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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　動物組織の形態の形成及び維持を免疫組織染色によって解析するにあたり、
　（ａ）動物組織の試料を、内因性ペルオキシダーゼ活性抑制処理の後に親水化する工程
、
　（ｂ）前記試料を、前記試料の抗原性を回復させるために、酵素処理及び熱処理からな
る群より選ばれる少なくとも１種の抗原回復処理を行う工程、
　（ｃ）一次抗体を前記試料中の抗原と結合させる工程であって、前記抗原と前記一次抗
体との反応の前に非特異反応抑制処理を行う工程、
　（ｄ）二次抗体、担体及び標識酵素を備えるポリマー複合体を、前記一次抗体と結合さ
せる工程であって、前記一次抗体と前記ポリマー複合体との反応の前に非特異反応抑制処
理を行う工程、
　（ｅ）前記標識酵素を用いて、前記抗原を可視化させ検出する工程であって、可視化反
応の前に非特異反応抑制処理を行う工程、
　（ｆ）前記標識酵素を用いて、異化レポーター沈着反応を追加して行う工程であって、
前記異化レポーター沈着反応前に非特異反応抑制する処理を行う工程であって、前記抗原
を可視化させ検出する工程、及び
（ｇ）（ｅ）での可視化の結果と（ｆ）での可視化の結果とを比較する工程
を具え、前記一次抗体は、ベクリン－１（Beclin-1）、ＣＤ１３３、及びＣＤ１１７から
なる群より選ばれる少なくとも１種の抗原の抗体が用いられるか、又はそれらの少なくと
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も２つの抗体のパネルが用いられる、動物組織の形態の形成及び維持を解析する方法。
【請求項２】
　前記動物組織の試料は化学固定包埋標本の切片である、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記動物組織はヒト組織である、請求項１又は２記載の方法。
【請求項４】
　動物組織における細胞増殖、幹細胞の動態及び細胞死からなる群より選ばれる少なくと
も１種の細胞状態の評価を行なう、請求項１～３の何れか１項記載の方法。
【請求項５】
　動物組織における幹細胞の供給を評価するため、一次抗体として、ＣＤ１１７又はＣＤ
１３３の抗体の外、ＣＤ３４の抗体、又はそれらの少なくとも２つの抗体のパネルを用い
、多分化能幹細胞から組織幹細胞へ分化途中の細胞を標識する、請求項１～４の何れか１
項記載の方法。
【請求項６】
　動物組織における細胞の自己貪食又は自己貪食死を評価するため、一次抗体として、ベ
クリン－１又はＣＤ１３３の抗体又はそれらの少なくとも２つの抗体のパネルを用い、自
己貪食又は自己貪食死を示す細胞を標識する、請求項１～４の何れか１項記載の方法。
【請求項７】
　動物組織における細胞の分泌機能を評価するため、一次抗体として、ベクリン－１又は
ＣＤ１３３の抗体又はそれらの少なくとも２つの抗体のパネルを用い、分泌に関与する成
分を標識する、請求項１～４の何れか１項記載の方法。
【請求項８】
　動物組織における組織形成を解析するため、一次抗体として、ＣＤ１１７、ベクリン－
１、又はＣＤ１３３の外、Ｋｉ－６７又はクリーブドカスパーゼ－３の抗体又はそれらの
少なくとも２つの抗体のパネルを用い、細胞増殖、幹細胞の動態及びアポプトーシス又は
自己貪食若しくは自己貪食細胞死からの組織の再生を評価する、請求項１～４の何れか１
項記載の方法。
【請求項９】
　前記酵素処理は、トリプシン、プロナーゼ及びプロテイナーゼＫからなる群より選ばれ
る少なくとも１種の酵素による処理である、請求項１～８の何れか１項記載の方法。
【請求項１０】
　前記酵素処理は、前記酵素による処理を１～３０分間行う処理である、請求項９記載の
方法。
【請求項１１】
　前記熱処理は、前記切片をクエン酸緩衝溶液又はＥＤＴＡ溶液のいずれかの溶液に浸漬
して加熱する処理である、請求項１～１０の何れか１項記載の方法。
【請求項１２】
　前記熱処理は、ｐＨ６～８を有する前記クエン酸緩衝溶液による処理である、請求項１
１記載の方法。
【請求項１３】
　前記非特異反応抑制処理は、二次抗体と同種の動物血清による処理、ウシ血清アルブミ
ンによる処理、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より選ばれる少なくとも１種の処理である、請求項１～１２の何
れか１項記載の方法。
【請求項１４】
　前記非特異反応抑制処理は、０．０２５～２．５％の範囲のカゼインを含むカゼイン溶
液による処理であるか、又は０．５～５％の範囲のウシ血清アルブミンを含むウシ血清ア
ルブミン溶液による処理である、請求項１３記載の方法。
【請求項１５】
　前記標識酵素は西洋ワサビペルオキシダーゼである、請求項１～１４の何れか１項記載
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の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫染色法、及び当該免疫染色法を利用した細胞の評価方法に関し、特に、
特に、酵素処理を利用した免疫染色法、及び当該免疫染色法を利用した細胞の評価方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　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】
　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。免疫組織染色を行なう際、第一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
とが知られている。(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）、ストレプトアビチンービオチン複合体法（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を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という）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】
【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
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、従来の免疫組織化学的染色法は、内因性ビオチンのマスクでは内因性ビ
オチンによる非特異反応の抑制は完全には達成できない。ここで、内因性ビオチンとは、
組織切片中の細胞等に分布するビオチンを意味する。このような内因性ビオチンは、ある
程度各組織の細胞中に存在するが、特に、内因性ビオチンの含有量が高いのは、肝臓や甲
状腺である。この内因性ビオチンによる非特異反応を回避すべく開発され非特許文献１な
どの超高感度の免疫染色法の抗原検出感度は、sABC法とCARDによる超高感度の免疫組織化
学的染色の方法より低いという問題も存在する。
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【０００８】
　ところで、ヒト組織の形態形成と形態維持には、構成細胞の増殖、幹細胞の保持と供給
、細胞死が重要な役割を果たし、増殖細胞を組織標本で標識できることは良く知られてい
る。また、組織の幹細胞の標識も可能であるが、特異な抗体が未だに見い出されていない
。さらに、ヒト細胞のプログラム細胞死 (Programmed cell death) には、アポプトーシ
ス (Apoptosis)と自己貪食細胞死 (Autophagic cell death) があるが、現在、前者がか
なり検索が進んでいるのに対して後者の研究検索は現在進行中である。
　しかしながら、これらの細胞増殖、幹細胞、細胞死などについて、従来の免疫組織化学
的染色法では、検出できない場合があり、それら細胞増殖などの評価方法の開発が望まれ
ていた。
【０００９】
　そこで、本発明は、検出感度を落とすことなく、内因性ビオチン等による非特異反応の
抑制を達成しつつ、細胞増殖等についての評価を提供し得る免疫染色方法を提供するもの
である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者は、細胞増殖、幹細胞、細胞死などの免疫染色法による解析を鋭意研究の結果
、本発明の免疫染色法、及び当該免疫染色法による評価方法を見出すに至った。
【００１１】
　本発明は、動物組織の形態の形成及び維持を免疫組織染色によって解析するにあたり、
　（ａ）動物組織の試料を、内因性ペルオキシダーゼ活性抑制処理の後に親水化する工程
、
　（ｂ）前記試料を、前記試料の抗原性を回復させるために、酵素処理及び熱処理からな
る群より選ばれる少なくとも１種の抗原回復処理を行う工程、
　（ｃ）一次抗体を前記試料中の抗原と結合させる工程であって、前記抗原と前記一次抗
体との反応の前に非特異反応抑制処理を行う工程、
　（ｄ）二次抗体、担体及び標識酵素を備えるポリマー複合体を、前記一次抗体と結合さ
せる工程であって、前記一次抗体と前記ポリマー複合体との反応の前に非特異反応抑制処
理を行う工程、
　（ｅ）前記標識酵素を用いて、前記抗原を可視化させ検出する工程であって、可視化反
応の前に非特異反応抑制処理を行う工程、
　（ｆ）前記標識酵素を用いて、異化レポーター沈着反応を追加して行う工程であって、
前記異化レポーター沈着反応前に非特異反応抑制する処理を行う工程であって、前記抗原
を可視化させ検出する工程、及び
（ｇ）（ｅ）での可視化の結果と（ｆ）での可視化の結果とを比較する工程
を具え、前記一次抗体は、ベクリン－１（Beclin-1）、ＣＤ１３３、及びＣＤ１１７から
なる群より選ばれる少なくとも１種の抗原の抗体が用いられるか、又はそれらの少なくと
も２つの抗体のパネルが用いられる、動物組織の形態の形成及び維持を解析する方法に係
るものである。
【００１２】
　本発明では好ましくは、動物組織の試料は化学固定包埋標本の切片である。
【００１３】
　本発明では好ましくは、動物組織はヒト組織である。
【００１４】
　本発明では好ましくは、動物組織における細胞増殖、幹細胞の動態及び細胞死からなる
群より選ばれる少なくとも１種の細胞状態の評価を行なう。
【００１５】
　本発明では好ましくは、動物組織における幹細胞の供給を評価するため、一次抗体とし
て、ＣＤ１１７又はＣＤ１３３の抗体の外、ＣＤ３４の抗体、又はそれらの少なくとも２
つの抗体のパネルを用い、多分化能幹細胞から組織幹細胞へ分化途中の細胞を標識する。
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【００１６】
　本発明では好ましくは、動物組織における細胞の自己貪食又は自己貪食死を評価するた
め、一次抗体として、ベクリン－１又はＣＤ１３３の抗体又はそれらの少なくとも２つの
抗体のパネルを用い、自己貪食又は自己貪食死を示す細胞を標識する。
【００１７】
　本発明では好ましくは、動物組織における細胞の分泌機能を評価するため、一次抗体と
して、ベクリン－１又はＣＤ１３３の抗体又はそれらの少なくとも２つの抗体のパネルを
用い、分泌に関与する成分を標識する。
【００１８】
　本発明では好ましくは、動物組織における組織形成を解析するため、一次抗体として、
ＣＤ１１７、ベクリン－１、又はＣＤ１３３の外、Ｋｉ－６７又はクリーブドカスパーゼ
－３の抗体又はそれらの少なくとも２つの抗体のパネルを用い、細胞増殖、幹細胞の動態
及びアポプトーシス又は自己貪食若しくは自己貪食細胞死からの組織の再生を評価する。
【００１９】
　本発明では好ましくは、酵素処理は、トリプシン、プロナーゼ及びプロテイナーゼＫか
らなる群より選ばれる少なくとも１種の酵素による処理である。
【００２０】
　本発明では好ましくは、酵素処理は、酵素による処理を１～３０分間行う処理である。
【００２１】
　本発明では好ましくは、熱処理は、切片をクエン酸緩衝溶液又はＥＤＴＡ溶液のいずれ
かの溶液に浸漬して加熱する処理である。
【００２２】
　本発明では好ましくは、熱処理は、ｐＨ６～８を有するクエン酸緩衝溶液による処理で
ある。
【００２３】
　本発明では好ましくは、非特異反応抑制処理は、二次抗体と同種の動物血清による処理
、ウシ血清アルブミンによる処理、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より選ばれる少なくとも１種の処理である。
【００２４】
　本発明では好ましくは、非特異反応抑制処理は、０．０２５～２．５％の範囲のカゼイ
ンを含むカゼイン溶液による処理であるか、又は０．５～５％の範囲のウシ血清アルブミ
ンを含むウシ血清アルブミン溶液による処理である。
【００２５】
　本発明では好ましくは、標識酵素は西洋ワサビペルオキシダーゼである。
【発明の効果】
【００２６】
　本発明によれば、従来のポリマー法では検出することが不可能であるか困難であった細
胞増殖、幹細胞、細胞死の評価を行なうことが可能であるという有利な効果を奏する。ま
た、西洋ワサビペルオキシダーゼによる標識タイラマイドの沈着反応（CARD）とその標識
物の検出を含む超高感度の免疫組織化学的染色法の抗原検出感度は、CARDの前に実施する
間接的免疫組織化学的染色法の1000倍となるので、これらの染色法との併用により、更に
高感度の検出を提供しうるという有利な効果を奏する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２７】
　まず、本発明の免疫染色法について概略を説明すれば、以下のようになる。
【００２８】
　基本的には、本発明の免疫染色法は、固定標本切片中の標本について内因性ペルオキシ
ダーゼ活性を抑制する工程と、抑制された標本を親水化する工程と、親水化した標本の抗
原性を回復する工程と、前記標本の一部と一次抗体とを結合させる工程と、からなる免疫
染色方法であって、前記抗原性を回復する工程として、酵素処理、又は熱処理から選択さ
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れる少なくとも1種の処理を行うことによって特徴付けられる。
【００２９】
　なお、抗原性を回復するための抗原回復処理は、必須ではないが、抗原の抗原性をより
高め、ひいては、目的抗原を検出しやすくするのに用いられる。なお、工程中に、適宜洗
浄、非特異反応抑制処理を行うことにより、一層高感度な検出が可能となる。
【００３０】
　本発明の免疫染色法は、固定標本切片中の標本、特に、抗原、特異な抗原を有する細胞
又は組織を検出することが可能である。ここで、固定（パラフィン包埋）標本切片につい
て説明すると、固定（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。固定
（パラフィン包埋）標本切片は、通常、薄切装置で作成されたその標本の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。
【００３１】
　内因性ペルオキシダーゼ活性の抑制は、化学固定やその後の組織の処理でも活性を失わ
ない組織中の細胞の有するペプオキシダーゼの活性を抑制するものであり、たとえば、以
下の処理を行なう。固定組織パラフィン標本切片から１００％キシレンでパラフィンを除
き、キシレンを１００％エタノールで除いた後に、０．０３～1％過酸化水素メタノール
溶液に１０～３０分間浸すか、固定組織パラフィン標本切片を親水化した後に、１～５％
過酸化水素含有０．０１Mリン酸緩衝食塩水ｐH7.2に５～１０分間浸す。これは、ダコサ
イトメーション社から供給されているCSAキットにも含まれている。
【００３２】
　本発明の好ましい実施態様において、前記標本の一部と一次抗体とを結合させる工程後
、さらに、反応した抗体を検出する際に、ポリマー法を用いる。
【００３３】
　ポリマー法としては、特に限定されることはない。例えば、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
なる。
【００３４】
　また、ポリマー法のうち、超高感度で検出可能なものとして、固定標本切片中の抗原を
検出する超高感度の免疫組織化学的染色方法による抗原の検出方法であって、前記抗原と
一次抗体とを結合させて、二次抗体及び西洋ワサビぺルオキシダーゼを含むポリマー複合
体と、前記結合した一次抗体とを結合させて、前記西洋ワサビぺルオキシダーゼによる標
識タイラマイドの沈着反応の標識物を可視化することによって、抗原を検出する方法も有
効である。かかるポリマー法によれば、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従来の問題点を解
消することが可能である。
【００３５】
　ここで、ポリマー法の中でも特殊な超高感度染色法を併用した場合について説明すれば
、以下のようになる。免疫組織化学的染色法で形成され光学顕微鏡下で識別される産物の
概念図を図１６に示す。従来のsABC法とCARDと沈着したビオチン化タイラマイドの可視化
による超高感度の免疫組織化学的染色法で産生される光学顕微鏡で識別される産物は、抗
原、一次抗体、ビオチン化二次抗体、HRP標識ストレプトアビチンで形成される複合体の
周囲にCARDで沈着したビオチン化タイラマイドとそれを標識したHRP標識ストレプトアビ
チンとそのHRPの呈色産物（ジアミノベンチジン）から構成される。
【００３６】
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　一方、超高感度の免疫組織化学的染色の産物は、抗原、一次抗体、二次抗体とHRPとポ
リマーで形成される複合体の周囲にCARDで沈着したビオチン化タイラマイドとそれを標識
したHRP標識ストレプトアビチンとそのHRPの呈色産物（ジアミノベンチジン）から構成さ
れる。この方法の1つの特徴として、二次抗体として、ビオチン化していないものを使用
した点にある。これは、ビオチン化した二次抗体を用いると検出反応が余分に生じ、工程
が増えるということ、当該ビオチン化二次抗体のビオチンによって非特異反応が生じるこ
と、からである。すなわち、ビオチン化二次抗体を用いない場合には、工程が簡略化され
、さらには、抗原の検出感度に影響を及ぼす非特異反応を抑制するという利点を有する。
【００３７】
　この方法においては、固定組織標本切片中の抗原と一次抗体とを結合させて、二次抗体
と西洋ワサビぺルオキシダーゼとのポリマー複合体と、前記結合した一次抗体とを結合さ
せて、前記西洋ワサビぺルオキシダーゼによる標識タイラマイドの沈着反応の標識物を可
視化することによって、抗原を検出する。ここで、二次抗体及び西洋ワサビぺルオキシダ
ーゼを含むポリマー複合体を用いたのは、上述のように従来のビオチン化二次抗体による
ビオチンの使用による弊害を除去しようとするものである。西洋ワサビペルオキシダーゼ
による標識タイラマイドの沈着反応については、常法により、特に限定されるものではな
い。
【００３８】
　また、沈着反応の標識物は、免疫染色された標本の観察に光学顕微鏡、蛍光顕微鏡、又
はレーザー共焦点顕微鏡などが用いられるという観点から、可視化できる物質が好ましい
。また、好ましい実施態様において、前記可視化することができる物質が、ビオチン、蛍
光物質の少なくとも一つを含むものを挙げることができる。また、蛍光物質としては、フ
ルオレスセンス・イソチアネ－を挙げることができる。
【００３９】
　また、好ましい態様において、前記ポリマー複合体と前記結合した一次抗体との反応前
、前記ポリマー複合体と前記結合した一次抗体との反応後、または、前記標識タイラマイ
ドの沈着反応前に、非特異反応を抑制する処理を行うことができる。このような非特異反
応抑制処理により高感度な検出が可能となる。それぞれ、前記ポリマー複合体と前記結合
した一次抗体の反応の前での非特異的反応を抑制する処理は、一次抗体を抗原として二次
抗体の特異な抗原抗体反応のみを反応産物として残し、後者は標識タイラマイドの異化反
応を生じる部位をポリマー複合体の西洋ワサビペルオキシダーゼ存在部に限定し、異化標
識タイラマイドの沈着を西洋ワサビペルオキシダーゼ存在部に限局させるという観点から
である。
【００４０】
　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、スキン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。スキンミルク、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。
【００４１】
　また、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な
うことが好ましい。このような範囲としたのは、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。
【００４２】
　また、後述する細胞増殖、幹細胞、又は細胞死などの評価を行なう場合には、抗体希釈
液に、１～３％ウシ血清アルブミン０．１％界面活性剤添加溶液を使用して、一次抗体反
応、ポリマー法を適用し、タイラマイド試薬のCARD反応前の非特異反応抑制には、１～５
％ウシ血清アルブミン０．１％界面活性剤添加溶液での１５分間の反応を行うことが、非
特異反応を抑制し、特異反応を抑制しないという観点から好ましい。
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【００４３】
　また、酵素処理としては、トリプシン、プロナーゼ、プロテイナーゼKからなる群から
選択される少なくとも1種の酵素による処理を挙げることができる。このような酵素処理
を行うことにより、従来では困難とされていた通常のヒト組織標本での細胞増殖、幹細胞
、細胞死などの免疫組織化学的評価をより効率的に行なうことが可能となる。
【００４４】
　酵素処理の処理時間は、特に限定されるものではないが、抗原の局在の保持と細胞と組
織の構造破壊を避けるという観点から、５～２０分間行うことが好ましい。
【００４５】
　また、熱処理としては、抗原回復の至適pHの観点から、クエン酸緩衝液又はEDTA溶液の
いずれかの溶液に標本を浸漬して、加熱する処理を挙げることができる。好ましい態様に
おいて、各抗原の抗原回復の至適pHを考慮して、クエン酸緩衝液のｐHが、６～８、また
、好ましくは、EDTA溶液のｐHが、９～１０である。
【００４６】
　次に、本発明の細胞増殖、幹細胞、又は細胞死の評価方法について説明する。本発明の
評価方法は、上述した本発明の免疫染色法を用いて、細胞増殖、幹細胞、又は細胞死の評
価を行なうことによって特徴付けられる。
【００４７】
　ヒト病理組織の細胞構築を成り立ちと崩壊、すなわち、構成細胞の幹細胞からの増殖分
化と細胞死、の面から組織細胞の定常性を理解することは、増殖病変や変性病変の病理形
態形成を理解するのに有用である。
【００４８】
　そして、構成細胞の幹細胞からの増殖分化は、組織に存在する増殖細胞を標識する方法
で組織の中での細胞の供給の場を見出すことが出来、また、幹細胞を標識する方法で、組
織の幹細胞の組織中の存在部位と骨髄や間質から供給される幹細胞の動態を知ることが出
来る。
【００４９】
　細胞死には、細胞外環境から細胞死に陥る壊死と呼ばれるものとプログラムされた（細
胞の自律的な）細胞死があるが、プログラムされた細胞死 (Programmed cell death) は
、発生における特異な四肢の指、器官、組織の特異な形態形成に関与していることが報告
されている他に、定常的な組織構築の維持や老化ないし異常細胞の除去等に機能している
ことが知られている。従来、プログラム細胞死としては、アポプトーシス (Apoptosis)が
注目されて来たが、近年、自己貪食細胞死 (Autophagic cell death) がプログラム細胞
死の一つであり、神経変性疾患での神経細胞の死の特徴であることも示唆されている。
【００５０】
　本発明の評価方法によれば、ヒト組織の形態維持、老化、異常細胞の除去におけるプロ
グラム細胞死などを理解することが可能である。すなわち、本発明の免疫染色法を用いた
本発明の評価方法では、通常の固定パラフィン標本切片を用いて細胞増殖、幹細胞、アポ
プトーシス、自己貧食細胞死を標識化することが可能となり、ひいては、これらの評価を
可能とする。
【００５１】
　本発明の評価方法の好ましい態様において、一次抗体が、CD117、Beclin-1,CD133から
なる群から選択される少なくとも1種である。これは、CD117抗体を本発明の免疫染色法に
用いると、多分化能幹細胞から組織幹細胞への分化途上の細胞を標識することが出来、組
織幹細胞の供給の評価が可能だからである。
【００５２】
　また、Beclin-1を本発明の免疫染色法に用いると、自己貪食ないし自己貪食細胞死を示
す細胞を標識することが出来、細胞の自己貪食の様相を評価可能だからである。
【００５３】
　また、CD133を本発明の免疫染色法に用いると、分泌に関与する膜成分を標識出来、自
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己貪食ラーソゾームの形成後の自己貪食成分の排泄ないし分泌の評価が可能だからである
。
【００５４】
　すなわち、本発明の評価方法によれば、CD117抗体の抗原回復での通常の免疫染色法に
よる染色が、骨髄ないし間質の多分化能幹細胞から組織幹細胞への分化段階を標識するこ
と、2) Beclin-1抗体のproteinae K酵素処理後の我々の開発した超高感度染色法による染
色が、自己貪食・自己貪食細胞死に陥った細胞を標識すること、3) CD113のproteinae K
酵素処理後の我々の開発した超高感度染色法による染色が、自己貪食空胞の分泌を標識す
ることが可能である。
【００５５】
　本発明の評価方法を利用すれば、さらにKi-67抗原抗体、CD117抗体、cleaved caspase-
3抗体、Beclin-1抗体、CD133抗体の抗体パネルによるそれぞれに特異な抗原回復方法と免
疫染色方法の組み合わせで、ヒト組織（病理組織）切片で、組織中の細胞の増殖、幹細胞
の動態、アポプトーシス、自己貪食・自己貪食細胞死を評価でき、正常と病態の組織形成
を理解できる。
【００５６】
　以下、本発明の一態様を実施例を用いて具体的に説明するが、本発明が、下記実施例に
限定して解釈されることを意図するものではない。
【００５７】
実施例１
　まず、本発明の免疫染色法を用いて、切除胃の健常部の常法で作成された胃粘膜標本切
片での胃粘膜上皮の増殖、幹細胞、細胞死の組織化学的検討を行った。
【００５８】
＜検索にも用いた材料＞
　本実施例では、胃癌の為に切除された胃標本の健常部分を、切除後、少なくとも３日は
10％ホルマリン溶液ないし緩衝10％ホルマリン溶液中で固定された後に、顕微鏡用標本用
に切り出され、水洗による脱ホルマリン処理後に、上昇エタノール系列で脱水され、エタ
ノールをキシレンで置換し、キシレンをパラフィンで置換した後に、パラフィン包埋標本
が作成されたものである。
【００５９】
　作成された上記のパラフィン包埋標本をマイクロトームで3から5ミクロン厚の切片にし
て、処理スライドグラスに添付された。これを標本切片と呼ぶ。
【００６０】
　処理スライドグラスとは、シランスライドであり、3-アミノプロピルトリエトキシシラ
ンの２mlをアセトン98mlに溶解して2％溶液として、スライドグラスを５秒程度浸潤し、
その後、アセトンを通して水洗し、37℃で一晩乾燥させたものである。
【００６１】
　作成された10例の標本切片を10分間３回のキシレンへの浸透と10分間３回100％エタノ
ールへの浸透で脱パラフィンして、水洗し親水化して、ヘマトキシリン・エオジン染色を
施し、顕微鏡で観察した。
【００６２】
　ヘマトキシリン・エオジン染色の結果は、図１に示す様に、２例がほぼ正常の胃底腺粘
膜（図１a）であり、6例がピロリー菌感染を認める炎症を示す胃底腺粘膜（図１b）であ
り、２例が腸上皮化生を示す胃粘膜（図１c）であった。
【００６３】
＜用いた一次抗体＞
　この検索に用いた抗体は、増殖細胞を標識する抗Ki67抗原抗体、血管内皮細胞並びに幹
細胞を標識するCD34抗体、胃腸管間質細胞腫瘍と幹細胞増殖因子受容体を標識するCD117
抗体、幹細胞や神経幹細胞を標識するCD133抗体、アポプトーシスの中心的役割を行うcas
pase-3の活性型に対する抗cleaved caspase-3抗体、アポプトーシスの結果核のニ本鎖か
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ら一本鎖に異化されたDNAに対する抗一本鎖DNA抗体、大食細胞を標識するCD68抗体、ライ
ソゾームの酵素であるムラミダーゼに対する抗体、細胞死遺伝子産物であるBeclin-1に対
する抗体を用いた。
【００６４】
　増殖細胞を標識する抗Ki67抗原抗体は、DakoCytomation社のMIB-1抗体（M7240）を用い
、抗体希釈液で1:100に希釈して一次抗体溶液とした。
【００６５】
　血管内皮細胞並びに幹細胞を標識するCD34抗体は、DakoCytomation社のQBEnd 10抗体（
M7165）を用い、抗体希釈液で1:100に希釈して一次抗体溶液とした。
【００６６】
　胃腸管間質細胞腫瘍と幹細胞増殖因子受容体を標識するCD117抗体は、Novocastra Labo
ratories Ltd.社のNCL-CD117抗体を用い、抗体希釈液で1:40に希釈して一次抗体溶液とし
た。
【００６７】
　幹細胞や神経幹細胞を標識するCD133抗体は、TECHNE Co. 社の431133抗体（clone 1704
11）を用い、抗体希釈液で1:100に希釈して一次抗体溶液とした。
【００６８】
　アポプトーシスの中心的役割を行うcaspase-3の活性型に対する抗cleaved caspase-3抗
体は、Cell Signaling社のAsp175抗体(5A1)を用いて、抗体希釈液で1:200に希釈して一次
抗体溶液とした。
【００６９】
　アポプトーシスの結果核のニ本鎖から一本鎖に異化されたDNAに対する抗一本鎖DNA抗体
は、DakoCytomation社のA4506抗体で、抗体希釈液で1:100に希釈して一次抗体溶液とした
。
【００７０】
　大食細胞を標識するCD68抗体は、DakoCytomation社のPG-M1抗体(M0876)で、抗体希釈液
で1:100に希釈して一次抗体溶液とした。
【００７１】
　ライソゾームの酵素ムラミダーゼに対する抗体は、DakoCytomation社のA099抗体で、抗
体希釈液で1:500に希釈して一次抗体溶液とした。
【００７２】
　細胞死遺伝子産物Beclin-1に対する抗体は、Santa Sruz Biotechnology, Inc.社のH-30
0抗体(Sc-11427)で、抗体希釈液で1:50に希釈して、一次抗体溶液とした。
【００７３】
　抗体希釈液には、DakoCytomation社のAntibody Diluent (ChemMate) (S2022)ないし2％
BSA 0.1% tween20 PBS溶液を用いた。
【００７４】
　2％BSA 0.1% tween20 PBS溶液は、牛血清アルブミン(Bovine serum albumin: BSA)を0.
01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2に2％の割合で加え、溶解するまで待って、攪拌し、0.01％の
割合で界面活性剤（Triton X-100ないしtween20）を添加する。
【００７５】
　0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2は、リン酸水素ニナトリウム・12水和物28.7gとリン酸二
水素ナトリウム・二水和物3.3gと塩化ナトリウム85.0gをイオン交換水10Lに溶解して作成
する。
【００７６】
＜脱パラフィンと内因性ペルオキシダーゼ活性の抑制＞
　上記の標本切片を10分間３回のキシレンへの浸透と10分間３回100％エタノールへの浸
透で脱パラフィンして、0.3％過酸化水素メタノール溶液に30分間浸潤して、内因性ペル
オキシダーゼを不活化し、0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2に浸して親水化する。
【００７７】
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＜抗原回復処理＞
　抗原回復処理を行う。標識する抗原により抗原回復処理方法と検出方法が異なる。
【００７８】
　増殖細胞を標識する抗Ki67抗原抗体を用いる場合には、親水化した標本切片を0.01M ci
trate buffer pH 6.0溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポリマー法
で検出した。
【００７９】
　0.01M citrate buffer pH 6.0溶液は、DakoCytomation社のChemMate Terget Retrieval
 Solution (ダコChemMate抗原賦活用クエン酸緩衝液、10倍濃度、S2031)のイオン交換水
での10倍希釈溶液を用いた。
【００８０】
　血管内皮細胞並びに幹細胞を標識するCD34抗体を用いる場合には、親水化した標本切片
を0.01M citrate buffer pH 6.0溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、
ポリマー法あるいは超高感度法で検出した。
【００８１】
　胃腸管間質細胞腫瘍と幹細胞増殖因子受容体を標識するCD117抗体を用いる場合には、
親水化した標本切片をEDTA溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポリマ
ー法あるいは超高感度法で検出した。
【００８２】
　EDTA溶液は、DakoCytomation社のAntigen Retrieval Reagent high pH, （S3307, 10倍
濃縮液）のイオン交換水での10倍希釈溶液を用いた。
【００８３】
　幹細胞や神経幹細胞を標識するCD133抗体を用いる場合には、0.01M citrate buffer pH
 8.0溶液中で、オートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポリマー法あるいは超高感
度法で検出した。
【００８４】
　0.01M citrate buffer pH 8.0溶液は、クエン酸一水和物3.783gとクエン酸三ナトリウ
ム二水和物24.116gを800mlのイオン交換水に溶解し、1N水酸化ナトリウム溶液でpH 8.0に
調整して、最終濃度が1％になるように界面活性剤NP-40を添加し、イオン交換水を加え、
1Lにしたものを10倍濃度溶液として、イオン交換水での10倍希釈溶液を用いた。
【００８５】
　アポプトーシスの中心的役割を行うcaspase-3の活性型に対する抗cleaved caspase-3抗
体, 親水化した標本切片をEDTA溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポ
リマー法あるいは超高感度法で検出した。
【００８６】
　アポプトーシスの結果核のニ本鎖から一本鎖に異化されたDNAに対する抗一本鎖DNA抗体
を用いる場合には、proteinase K溶液で10分間室温で処理し、ポリマー法で検出した。
【００８７】
　proteinase K溶液は、Takara Bio Co社の溶液状試薬（Code No. 9033）を用いて、0.05
 M TBS pH 7.2溶液で最終濃度を200μg/mlとした溶液を用いた。
【００８８】
　0.05 M TBS pH 7.2溶液は、トリス塩基121.1gをイオン交換水800mlに溶解し、70mlの塩
酸を加えて、オートクレーブ処理し、室温に冷却してから、1N塩酸ないし1N水酸化ナトリ
ウム溶液でpH 7.4の調整し、イオン交換水を1Lになるように加えたものを1Mトリス溶液と
し、塩化ナトリウム292.2gを800mlのイオン交換水に溶解してオートクレーブ処理してイ
オン交換水を加えて1Lにしたものを5M塩化ナトリウム溶液として、1Mトリス溶液を500ml
と5M塩化ナトリウム溶液360mlにイオン交換水を10Lになるまで加えたものを用いた。
【００８９】
　大食細胞を標識するCD68抗体を用いる場合には、親水化した標本切片を0.01M citrate 
buffer pH 6.0溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポリマー法で検出
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した。
【００９０】
　ライソゾームの酵素であるムラミダーゼに対する抗体を用いる場合には,親水化した標
本切片を0.01M citrate buffer pH 6.0溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を
行い、ポリマー法で検出した。
【００９１】
　細胞死遺伝子産物であるBeclin-1に対する抗体を用いる場合には、0.01M citrate buff
er pH 8.0溶液中で、オートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポリマー法あるいは
超高感度法で、あるいは、proteinase K溶液で10分間室温で処理し超高感度法で検出した
。
【００９２】
＜ポリマー法＞
　ポリマー法は、35℃に加熱した0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液を洗浄液に用い、
自動免疫染色装置（DakoCytomation社のDako autostainer）を用いて行った。
【００９３】
　ポリマー法の自動免疫染色装置でのプロトコールは以下のものである。 1) 抗原回復処
理された標本切片を自動免疫染色装置にセットする。 2) TBSTで洗浄、２回 3) 3%BSA 0.
1% tween20 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 4) 一次抗体反応、1時間 5) TBSTで洗
浄、3回 6) ポリマー試薬反応、30分間 7) TBSTで洗浄、3回 8) DAB過酸化水素反応によ
る呈色反応、10分間 9) イオン交換水で洗浄、１回 10) ヘマトキシリン溶液で核染色、
２分間 11) イオン交換水で洗浄、１回 12) 標本切片を自動染色装置から外し、10分間の
冷風による風乾後に、100％エタノール、キシレンを通して、封入する。
【００９４】
　0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液は、トリス塩基121.1gをイオン交換水800mlに溶
解し、70mlの塩酸を加えて、オートクレーブ処理し、室温に冷却してから、1N塩酸ないし
1N水酸化ナトリウム溶液でpH 7.4の調整し、イオン交換水を1Lになるように加えたものを
1Mトリス溶液とし、塩化ナトリウム292.2gを800mlのイオン交換水に溶解してオートクレ
ーブ処理してイオン交換水を加えて1Lにしたものを5M塩化ナトリウム溶液として、1Mトリ
ス溶液を500mlと5M塩化ナトリウム溶液360mlにイオン交換水を10Lになるまで加えた0.05 
M TBS pH 7.2溶液に、0.1％の割合で界面活性剤（tween20）を添加したものである。TBST
と呼ぶ。
【００９５】
　3%BSA 0.1% tween20 PBSは、牛血清アルブミン(Bovine serum albumin: BSA)を0.01Mリ
ン酸緩衝食塩水pH 7.2に3％の割合で加え、溶解するまで待って、攪拌し、0.01％の割合
で界面活性剤（Triton X-100ないしtween20）を添加する。
【００９６】
　ポリマー試薬は、二次抗体と西洋ワサビペルオキシダーゼがポリマーに標識された試薬
で、DakoCytomation社のChemMate ENVISIONキットのポリマー試薬を用いた。
【００９７】
　DAB過酸化水素反応による呈色反応は、西洋ワサビペルオキシダーせの過酸化水素を基
質としたDAB（ジアミノベンチジン）の異化沈着反応であり、DakoCytomation社のDAB+(33
’-ジアミノベンチジンテトラヒドロクロライド)液状試薬(K3464)を用いた。
【００９８】
　ヘマトキシリン溶液は、DakoCytomation社のChemMateヘマトキシリン（S2020）も用い
た。
【００９９】
＜超高感度法＞
　超高感度法は、35℃に加熱した0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液を洗浄液に用い、
自動免疫染色装置（Dakocytomation社のDako autostainer）を用いて行った。
【０１００】
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　超高感度法の自動免疫染色装置でのプロトコールは以下のものである。 1) 抗原回復処
理された標本切片を自動免疫染色装置にセットする。2) TBSTで洗浄、２回。　3) protei
nase Kによる抗原回復法を行う場合には、proteinase K溶液反応、10分間後に、TBSTで洗
浄、３回を行う。4) 3％過酸化水素PBS溶液で処理、5分間 5) TBSTで洗浄、３回 6) 3%BS
A 0.1% tween20 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 7) 一次抗体反応、15分間 8) TBST
で洗浄、3回 9) 3%BSA 0.1% tween20 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 10) ポリマー
試薬反応、15分間 11) TBSTで洗浄、3回 12) 3%BSA 0.1% tween20 PBSにて非特異反応抑
制処理、15分間 13) ビオチン化タイラマイド試薬反応、15分間 14) TBSTで洗浄、2回 15
) ストレプトアビチン西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体試薬反応、15分間 16) TBSTで
洗浄、2回 17) DAB過酸化水素反応による呈色反応、4分間 18) イオン交換水で洗浄、１
回 19) ヘマトキシリン溶液で核染色、２分間 20) イオン交換水で洗浄、１回 21) 標本
切片を自動染色装置から外し、10分間の冷風による風乾後に、100％エタノール、キシレ
ンを通して、封入する。
【０１０１】
　3％過酸化水素PBS溶液は、濃縮過酸化水素水（30％濃度）を0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 
7.2溶液で10倍に希釈した溶液である。
【０１０２】
　ビオチン化タイラマイド試薬は、DakoCytomation社のダコCSAシステム(K1500)の増幅試
薬を用いた。
【０１０３】
　ストレプトアビチン西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体試薬は、DakoCytomation社のダ
コCSAシステム(K1500)の酵素標識試薬を用いた。
【０１０４】
　以上の評価の結果、以下のような点が判明した。
＜増殖細胞を標識するKi67抗原の免疫染色＞
【０１０５】
　ほぼ健常部の粘膜では、抗Ki67抗原抗体で標識された核を有する細胞は胃線の頸部と峡
部に見られた（図２a）。
【０１０６】
　ピロリー菌感染を伴う炎症を示す粘膜では、抗Ki67抗原抗体で標識された核を有する細
胞は、延長した峡部に線状に並んで見られ、表層腺上皮の押し上げ成長様式を示唆し、そ
の他に、粘膜附属リンパ装置の胚中心とその辺縁域に見られ、また、散在性に胃底腺領域
の腺上皮に見られて、胃底腺上皮の抜きつ抜かれつの成長様式を示唆した（図２b）。
【０１０７】
　腸上皮化生を示す腺では、抗Ki67抗原抗体で標識された核を有する細胞は、腺底部に見
られた（図２c）。
【０１０８】
＜胃線上皮の幹細胞の免疫染色＞
　胃線上皮の幹細胞の免疫染色に用いた抗体は、CD34,CD117,CD133であり、乗法で作成さ
れた骨髄穿刺吸引液凝集標本と末梢血組織標本で、これらの抗体が幹細胞を標識するか否
かの検討を行った。
【０１０９】
＜CD34,CD117,CD133のコントロール検索の結果＞
　CD117は、乗法で作成された標本切片で、EDTA溶液中でオートクレーブで熱による抗原
回復後のポリマー法で骨髄の幹細胞を標識した（図３b1）が末梢血中の幹細胞は標識しな
かった（図３b３）。CD117は、EDTA溶液中でオートクレーブで熱による抗原回復後の超好
感度法では、骨髄で幹細胞と造血細胞を非常に強く標識した（図３b２）が、末梢血中幹
細胞は標識しなかった（図３b４）。
【０１１０】
　CD34は、0.01M citrate buffer pH 6.0溶液中でオートクレーブで抗原回復後のポリマ
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ー法では、骨髄の血管内皮（図３a1）と幹細胞と末梢血中の幹細胞を標識（図３a3）し、
超高感度法では、骨髄では更に造血細胞を標識した（図３a2）。
【０１１１】
　CD133は、0.01M citrate buffer pH 8.0溶液中で、オートクレーブで抗原回付後のポリ
マー法では、骨髄と末梢血の幹細胞を始め何の細胞も標識しなかった（図３c1、3c3）が
、超高感度法では、骨髄の幹細胞と造血細胞（図3c2）と末梢血中の幹細胞を標識した（
図3c4）。
【０１１２】
　従って、CD34、CD117、CD133は、常法で作成された標本切片でも幹細胞を標識できるこ
とが明らかになった。
【０１１３】
　CD117の抗原回復後のポリマー法で、ピロリー菌感染を伴う炎症のある粘膜の胃底腺の
頸部とその周囲に、標識された細胞を認めた（図４aとb）。胃底腺領域では、僅かな細胞
が標識された（図４c）。腸上皮化生を示す腺では腺底部に標識された細胞を認めた（図
４d）。
【０１１４】
　これらの所見は、CD117の抗原回復後のポリマー法で、胃粘膜上皮の幹細胞の一部を標
識できることを示唆した。
【０１１５】
　CD117の抗原回復後の超高感度法で、全層の腺上皮が顆粒状の陽性所見を示して、特異
的に標識された細胞を同定することが出来なかった。
【０１１６】
　CD34の抗原回復後のポリマー法では、胃粘膜の血管内皮のみが標識され、間質幹細胞は
同定出来なかった。
【０１１７】
　CD34の抗原回復後の超高感度法で、ほぼ正常の胃粘膜では、血管内皮と間質の紡錘形細
胞以外に、胃底腺上皮が非常に淡い染色像を示し、峡部の紡錘形をした上皮が陽性所見を
示した（図４e）。
【０１１８】
　CD34の抗原回復後の超高感度法で、ピロリー菌感染を伴う炎症のある粘膜では、腺窩上
皮や腸上皮化生した腺上皮は染まらなかったが、胃底腺は明らかな陽性像を示した（図４
fとg）。
【０１１９】
　CD133の抗原回復後のポリマー法では、何らの細胞も標識されなかった。
【０１２０】
　CD133の抗原回復後の超高感度法では、胃底腺が明らかに染色された（図４h）。
【０１２１】
　従って、幹細胞を標識するCD117、CD34、CD133は、胃標本切片では、CD117の抗原回復
後のポリマー法が幹細胞を標識するのに適していること、CD34とCD133は痕跡量で胃底腺
上皮に存在することが示唆された。
【０１２２】
　しかし、ほぼ正常部の胃底腺粘膜ではCD117で標識される細胞を認めなかったことから
、固有の組織中の胃粘膜上皮の幹細胞はCD117で標識されずに、骨髄や間質の幹細胞に由
来する胃粘膜上皮の幹細胞がCD117で標識されている可能性が高いことが予想される。
【０１２３】
＜ムラミダーゼ（リゾチーム）とCD68の免疫染色＞
　ムラミダーゼ（リゾチーム）の抗原回復後のポリマー法で、ほぼ正常の胃粘膜では、頸
部から表層の腺上皮が強い陽性像を示した（図５a）。
【０１２４】
　ムラミダーゼ（リゾチーム）の抗原回復後のポリマー法で、ピロリー菌感染を伴う炎症
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を示す粘膜では、全層の腺上皮が強い陽性像を示した（図５b）。
【０１２５】
　このほぼ正常と炎症を示す粘膜でのムラミダーゼ（リゾチーム）の発現の相違は、後記
する胃底腺上皮の自己貪食細胞死の前の自己貪食機能の亢進による自己貪食ライソゾーム
の活性を示唆すると考えられる。
【０１２６】
　CD68の抗原回復後のポリマー法では、胃粘膜の間質には少数の陽性細胞（マクロファー
ジ、大食細胞）を認めたが、腺腔には陽性細胞を認めなかった。また、腸上皮化生した腺
上皮はCD68を細胞質と腺腔面の細胞膜に発現していた（図５c）。
【０１２７】
＜ssDNAとcleaved caspaseの抗体によるアポプトーシス検出の免疫染色＞
　抗ssDNA抗体のproteinase K消化による抗原回復後のポリマー法でのほぼ正常の胃粘膜
上皮のsDNAの検出では、全層の腺上皮の核が標識され、胃底腺領域上部の壁細胞の分布領
域の細胞は細胞質に淡い染色像を示した（図６a）。
【０１２８】
　この染色結果は、切除胃の常法で作成された標本切片でのアポプトーシスを検出方法と
して抗ssDNA抗体を用いた免疫組織化学的検出方法は適切でないことを示唆し、胃底腺の
壁細胞の有する塩酸により壁細胞の核ＤＮＡは加水分解されて細胞質に拡散していること
が示唆された。
【０１２９】
　抗cleaved caspase-3抗体を用いて、抗原回復後のポリマー法による染色では、ほぼ正
常な胃粘膜標本では、表層上皮の極少数の細胞が標識された。胃底腺領域の上皮に標識さ
れるものは無かった（図６b）。
【０１３０】
　抗cleaved caspase-3抗体を用いて、抗原回復後の超高感度法による染色では、ポリマ
ー法で標識された細胞は更に強く標識され、他の胃底腺上皮は淡く、また、胃底腺領域で
は壁細胞は強くその他の細胞は普通に標識された（図６c）。
【０１３１】
　ポリマー法と超高感度法での抗cleaved caspase-3抗体による染色像の相違は、１）一
定量の機能しないレベルでcleaved caspase-3は胃底腺上皮には存在し、２）caspase-3は
壁細胞の塩酸にて分解を受けて、結果として、超高感度法では強く壁細胞が標識されたと
考えられる。従って、抗cleaved caspase-3抗体を用いてアポプトーシスに陥った細胞を
標識するには、抗原回復後のポリマー法での検出が最適な方ｊ法であることが示唆される
。
【０１３２】
＜抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復後のポリマー法によるピロリー菌感染を伴う炎症
を示す胃粘膜と腸上皮化生を示す胃粘膜の標本切片の検索＞
　抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復後のポリマー法によるピロリー菌感染を伴う炎症
を示す胃粘膜では、表層上皮と頸部の細胞の中に標識される細胞を認めた（図７aとb）。
【０１３３】
　この胃底腺の頸部の抗cleaved caspase-3抗体に標識された細胞のアポプトーシスは、
ピロリー菌感染を伴う炎症により誘導されたものと考えられる。
【０１３４】
＜抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復後のポリマー法による腸上皮化生を示す胃粘膜標
本切片の検索＞
　腸上皮化生を示す腺上皮の表層部に、抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復後のポリマ
ー法で標識される細胞を多く認めた（図７c）。
【０１３５】
＜抗Beclin-1抗体による自己貪食・自己貪食細胞死の免疫染色による検出＞
　抗Beclin-1抗体による抗原回復後のポリマー法によるほぼ正常の胃粘膜標本切片の染色
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では、明らかに標識される細胞を認めなかった。しかし、proteinase K消化による染色で
は、極々淡い染色像を部分的に認めた。
【０１３６】
　抗Beclin-1抗体による0.01M citrate buffer pH 8.0溶液中でオートクレーブで121℃5
分間の熱処理による抗原回復後の超高感度法では、胃底腺領域の上皮が標識され、特に、
壁細胞が強く標識された（図８b）。
【０１３７】
　抗Beclin-1抗体によるproteinase K消化による抗原回復後の超高感度法では、上記の0.
01M citrate buffer pH 8.0溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理による抗原回
復による場合よりも淡い標識であるが細胞質と核の標識像を区別できる染色像を示した（
図８a）。
【０１３８】
　この抗原回復方法の違いによるBeclin-1の標識像の相違は、熱処理による抗原回復では
壁細胞の塩酸により抗原回復に差が生じてしまい、熱処理による抗原回復処理は残留塩酸
濃度を反映し、間接的な壁細胞の塩酸濃度評価を標本切片で行える方法であるが、Beclin
-1の発現を評価するには適さずに、Beclin-1の検出方法としてはproteinase K消化による
抗原回復後の超高感度法による方法がより良いことが示唆された。
【０１３９】
　ピロリー菌感染を伴う炎症を示す胃粘膜におけるproteinase K消化による抗原回復後の
超高感度法によるBeclin-1の検出
【０１４０】
　ピロリー菌感染を伴う炎症を示す胃粘膜におけるproteinase K消化による抗原回復後の
超高感度法によるBeclin-1の染色では、胃底腺領域に標識される細胞が見られ（図９）、
櫛の歯が欠ける様に標識された細胞を認め、その中に、核の消失したもの(図９a)ややせ
細ってしまった細胞（図９c）を認めた。また、核の標識像を認めた（図９b）。
【０１４１】
　従って、抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復後のポリマー法が示したアポプトーシス
は胃底腺上皮の表層上皮の細胞死あり、抗Beclin-1抗体を用いたproteinase K消化による
抗原回復後の超高感度法が示した自己貪食細胞死は胃底腺の胃底腺領域の上皮の細胞死で
あることが示唆された。
【０１４２】
　また、ムラミダーゼ（リゾチーム）の染色で示唆された自己貪食ライソゾームの分布と
抗Beclin-1抗体で標識された自己貪食細胞死の相違は、切除胃の健常部の常法により作成
された胃粘膜標本では、自己貪食のBeclin-1の発現を充分に標識していない可能性が示唆
される。
【０１４３】
　この実施例１では、胃底粘膜上皮の増殖、幹細胞、細胞死の観点から、細胞死の評価で
は、幹細胞の分裂増殖により構成腺上皮細胞は供給され、定常的な組織構築を維持され、
細胞機能の停止や老化の結果、細胞死を迎える観点からの組織形成を理解した上で、ピロ
リー菌感染を伴う炎症を示す粘膜では、上記の定常的組織構築が乱れて来ていることが理
解された。
【０１４４】
　以上要約すると、ヒト組織の形態維持と老化ないし異常細胞の除去におけるプログラム
細胞死を理解する為に、通常のホルマリン固定パラフィン包埋標本切片で増殖細胞、幹細
胞、アポプトーシスと自己貪食細胞死を免疫組織化学的に検出する抗体パネルとその検出
方法を検討した結果、以下の点示唆された。
【０１４５】
　すなわち、胃粘膜上皮の増殖細胞の分布は、実施例１(後述する実施例２においても)で
示すように、Ki67抗原陽性細胞の分布状況から、胃粘膜表層上皮への増殖分化する細胞が
胃底腺の頚部（峡部を含む）に線状に分布する押し上げ型の成長を示し、胃底腺領域の標
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識腺上皮が散在性に分布する抜きつ抜かれつ型の成長を示すことが示唆された。
【０１４６】
　CD34抗体を用いた抗原回復後の我々の開発した超高感度免疫染色法で、血管内皮と共に
、間質の幹細胞と紡錘形の腺上皮幹細胞を標識したが、胃底腺領域の腺上皮も標識して、
胃粘膜上皮幹細胞の標識には不適切であることが判明した。
【０１４７】
　CD117抗体を用いた抗原回復後の通常の免疫染色方法で、実施例１(後述する実施例２に
おいても示すように)に示すように、ピロリー菌感染を伴う炎症を示す胃粘膜の胃底腺頚
部およびその周辺に標識された細胞を認め、骨髄ないし間質の多分化幹細胞から胃粘膜上
皮幹細胞への分化過程のマーカーであることが示唆された。
【０１４８】
　しかし、CD117抗体の抗原回復後の我々の開発した超高感度法では、全層の胃底腺上皮
が標識されて、この方法は、胃粘膜上皮の幹細胞の標識には不適切であることが示唆され
た。
【０１４９】
　CD133抗体を用いた抗原回復後の通常の免疫染色方法では、何等の細胞も標識されなか
った。しかし、CD133抗体を用いた抗原回復後の超高感度染色法では、胃底腺領域の線上
皮が標識された。
【０１５０】
　抗cleaved caspase-3抗体を用いた抗原回復後の通常方法で、胃粘膜の表層上皮の一部
が標識され、ピロリー菌感染を伴う炎症を示す胃粘膜では胃底腺の頚部に少数の細胞が標
識された。
【０１５１】
　自己貪食 (autophagia)は、老化した細胞小器官の処理として細胞が有する機能であり
、飢餓状態で亢進するとされている。また、この自己貪食機能の異常は腫瘍発生に到るこ
とが知られており、その遺伝子は腫瘍抑制遺伝子であると見なされている。この自己貪食
の機序は近年解明されて来ており、ヒト細胞における自己貪食に関与する蛋白　Beclin-1
が分離されている。この蛋白遺伝子は、自己貪食が積極的に研究されて来た酵母の自己貪
食遺伝子であるapg6と構造的類似性を有している。
【０１５２】
　この蛋白に対する抗体は商業的に供給され、抗体のpdf説明書には免疫組織化学にも用
いることが可能であるとされている。しかし、飢餓状態で自己貪食を旺盛に示す胃底腺上
皮細胞標本を、実施例１に示す様に、ヒトの外科切除胃標本で検索した結果、生理的に発
現するBeclin-1を通常の免疫組織化学では検出できないことが判明した。実施例１に示す
ように、我々は、この抗体による抗原回復超高感度免疫染色により、Beclin-1の発現を検
討し、proteinase K酵素処理後に我々の開発した超高感度免疫染色方法で検出すると、そ
の陽性染色分布が機能と相関していることが判明した。この方法は、今までに報告のない
方法であり、細胞質と異常が生じたBeclin-1が核に集積する分布も判別出来るものである
ことが判明した。
【０１５３】
実施例２.
　次に、胃生検Group-1病変における胃粘膜上皮の増殖、幹細胞、細胞死の免疫組織化学
的検討を行った。
　実施例１の検索の結果に基づいて、まず、選択されて来た抗体と抗原回復方法と免疫組
織化学的染色方法で、胃生検標本で、Group-1とされた病変での胃粘膜上皮の細胞増殖、
幹細胞、細胞死の免疫組織化学的な検索を行った。
【０１５４】
＜検索にも用いた材料＞
　この実施例で用いた標本は、内視鏡により胃粘膜の病理診断を目的に生検されたもので
、10％ホルマリン溶液ないし緩衝10％ホルマリン溶液ないしエタノール中で１日ないし一



(18) JP 4734636 B2 2011.7.27

10

20

30

40

50

晩は固定された後に、脱ホルマリン処理後に、上昇エタノール系列で脱水され、エタノー
ルをキシレンで置換し、キシレンをパラフィンで置換した後に、パラフィン包埋標本が作
成されたものである。
【０１５５】
　作成された上記のパラフィン包埋標本をマイクロトームで3から5ミクロン厚の切片にし
て、処理スライドグラスに添付された。これを標本切片と呼ぶ。
【０１５６】
　処理スライドグラスとは、シランスライドであり、3-アミノプロピルトリエトキシシラ
ンの２mlをアセトン98mlに溶解して2％溶液として、スライドグラスを５秒程度浸潤し、
その後、アセトンを通して水洗し、37℃で一晩乾燥させたものである。
【０１５７】
　作成された10例の標本切片を10分間３回のキシレンへの浸透と10分間３回100％エタノ
ールへの浸透で脱パラフィンして、水洗し親水化して、ヘマトキシリン・エオジン染色を
施し、顕微鏡で観察した。
【０１５８】
　ヘマトキシリン・エオジン染色の結果は、5例の標本でピロリー菌感染が表層粘液層や
粘膜上部腺管内に認められ、5例ではピロリー菌の感染が認められなかった。
【０１５９】
＜用いた一次抗体＞
　この検索に用いた抗体は、増殖細胞を標識する抗Ki67抗原抗体、胃腸管間質細胞腫瘍と
幹細胞増殖因子受容体を標識するCD117抗体、アポプトーシスの中心的役割を行うcaspase
-3の活性型に対する抗cleaved caspase-3抗体、幹細胞や神経幹細胞を標識する抗体であ
るが実施例１での検索で胃底腺上皮を標識したCD133抗体、細胞死遺伝子産物であるBecli
n-1に対する抗体を用いた。
【０１６０】
　増殖細胞を標識する抗Ki67抗原抗体は、DakoCytomation社のMIB-1抗体（M7240）を用い
、抗体希釈液で1:100に希釈して一次抗体溶液とした。
【０１６１】
　胃腸管間質細胞腫瘍と幹細胞増殖因子受容体を標識するCD117抗体は、Novocastra Labo
ratories Ltd.社のNCL-CD117抗体を用い、抗体希釈液で1:40に希釈して一次抗体溶液とし
た。
【０１６２】
　アポプトーシスの中心的役割を行うcaspase-3の活性型に対する抗cleaved caspase-3抗
体は、Cell Signaling社のAsp175抗体(5A1)を用いて、抗体希釈液で1:200に希釈して一次
抗体溶液とした。
【０１６３】
　幹細胞や神経幹細胞を標識するCD133抗体は、TECHNE Co. 社の431133抗体（clone 1704
11）を用い、抗体希釈液で1:100に希釈して一次抗体溶液とした。
【０１６４】
　細胞死遺伝子産物であるBeclin-1に対する抗体は、Santa Sruz Biotechnology, Inc.社
のH-300抗体(Sc-11427)で、抗体希釈液で1:50に希釈して一次抗体溶液とした。
【０１６５】
　抗体希釈液には、2％BSA 0.1% tween20 PBS溶液を用いた。
【０１６６】
　2％BSA 0.1% tween20 PBS溶液は、牛血清アルブミン(Bovine serum albumin: BSA)を0.
01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2に2％の割合で加え、溶解するまで待って、攪拌し、0.01％の
割合で界面活性剤（Triton X-100ないしtween20）を添加する。
【０１６７】
　0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2は、リン酸水素ニナトリウム・12水和物28.7gとリン酸二
水素ナトリウム・二水和物3.3gと塩化ナトリウム85.0gをイオン交換水10Lに溶解して作成
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する。
【０１６８】
＜脱パラフィンと内因性ペルオキシダーゼ活性の抑制＞
　上記の標本切片を10分間３回のキシレンへの浸透と10分間３回100％エタノールへの浸
透で脱パラフィンして、0.3％過酸化水素メタノール溶液に30分間浸潤して、内因性ペル
オキシダーゼを不活化し、0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2に浸して親水化する。
【０１６９】
＜抗原回復処理＞
　抗原回復処理を行う。標識する抗原により抗原回復処理方法と検出方法が異なる。
【０１７０】
　増殖細胞を標識する抗Ki67抗原抗体を用いる場合には、親水化した標本切片を0.01M ci
trate buffer pH 6.0溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポリマー法
で検出した。
【０１７１】
　0.01M citrate buffer pH 6.0溶液は、DakoCytomation社のChemMate Terget Retrieval
 Solution (ダコChemMate抗原賦活用クエン酸緩衝液、10倍濃度、S2031)のイオン交換水
での10倍希釈溶液を用いた。
【０１７２】
　胃腸管間質細胞腫瘍と幹細胞増殖因子受容体を標識するCD117抗体を用いる場合には、
親水化した標本切片をEDTA溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポリマ
ー法で検出した。
【０１７３】
　EDTA溶液は、DakoCytomation社のAntigen Retrieval Reagent high pH, （S3307, 10倍
防縮）のイオン交換水での10倍希釈溶液を用いた。
【０１７４】
　幹細胞や神経幹細胞を標識するCD133抗体を用いる場合には、proteinase K溶液で10分
間室温で処理し、超高感度法で検出した。
【０１７５】
　アポプトーシスの中心的役割を行うcaspase-3の活性型に対する抗cleaved caspase-3抗
体, 親水化した標本切片をEDTA溶液中でオートクレーブで121℃5分間の熱処理を行い、ポ
リマー法で検出した。
【０１７６】
　proteinase K溶液は、Takara Bio Co社の溶液状試薬（Code No. 9033）を用いて、0.05
 M TBS pH 7.2溶液で最終濃度を200μg/mlとした溶液を用いた。
【０１７７】
　0.05 M TBS pH 7.2溶液は、トリス塩基121.1gをイオン交換水800mlに溶解し、70mlの塩
酸を加えて、オートクレーブ処理し、室温に冷却してから、1N塩酸ないし1N水酸化ナトリ
ウム溶液でpH 7.4の調整し、イオン交換水を1Lになるように加えたものを1Mトリス溶液と
し、塩化ナトリウム292.2gを800mlのイオン交換水に溶解してオートクレーブ処理してイ
オン交換水を加えて1Lにしたものを5M塩化ナトリウム溶液として、1Mトリス溶液を500ml
と5M塩化ナトリウム溶液360mlにイオン交換水を10Lになるまで加えたものを用いた。
【０１７８】
　細胞死遺伝子産物であるBeclin-1に対する抗体を用いる場合には、proteinase K溶液で
10分間室温で処理し、超高感度法で検出した。
【０１７９】
＜ポリマー法＞
　ポリマー法は、35℃に加熱した0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液を洗浄液に用い、
自動免疫染色装置（DakoCytomation社のDako autostainer）を用いて行った。
【０１８０】
　ポリマー法の自動免疫染色装置でのプロトコールは以下のものである。1) 抗原回復処
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理された標本切片を自動免疫染色装置にセットする。2) TBSTで洗浄、２回 3) 3%BSA 0.1
% tween20 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 4) 一次抗体反応、1時間 5) TBSTで洗浄
、3回 6) ポリマー試薬反応、30分間 7) TBSTで洗浄、3回 8) DAB過酸化水素反応による
呈色反応、10分間 9) イオン交換水で洗浄、１回 10) ヘマトキシリン溶液で核染色、２
分間 11) イオン交換水で洗浄、１回 12) 標本切片を自動染色装置から外し、10分間の冷
風による風乾後に、100％エタノール、キシレンを通して、封入する。
【０１８１】
　0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液は、トリス塩基121.1gをイオン交換水800mlに溶
解し、70mlの塩酸を加えて、オートクレーブ処理し、室温に冷却してから、1N塩酸ないし
1N水酸化ナトリウム溶液でpH 7.4の調整し、イオン交換水を1Lになるように加えたものを
1Mトリス溶液とし、塩化ナトリウム292.2gを800mlのイオン交換水に溶解してオートクレ
ーブ処理してイオン交換水を加えて1Lにしたものを5M塩化ナトリウム溶液として、1Mトリ
ス溶液を500mlと5M塩化ナトリウム溶液360mlにイオン交換水を10Lになるまで加えた0.05 
M TBS pH 7.2溶液に、0.1％の割合で界面活性剤（tween20）を添加したものである。TBST
と呼ぶ。
【０１８２】
　3%BSA 0.1% tween20 PBSは、牛血清アルブミン(Bovine serum albumin: BSA)を0.01Mリ
ン酸緩衝食塩水pH 7.2に3％の割合で加え、溶解するまで待って、攪拌し、0.01％の割合
で界面活性剤（Triton X-100ないしtween20）を添加する。
【０１８３】
　ポリマー試薬は、二次抗体と西洋ワサビペルオキシダーゼがポリマーに標識された試薬
で、DakoCytomation社のChemMate ENVISIONキットのポリマー試薬を用いた。
【０１８４】
　DAB過酸化水素反応による呈色反応は、西洋ワサビペルオキシダーせの過酸化水素を基
質としたDAB（ジアミノベンチジン）の異化沈着反応であり、DakoCytomation社のDAB+(33
’-ジアミノベンチジンテトラヒドロクロライド)液状試薬(K3464)を用いた。
【０１８５】
　ヘマトキシリン溶液は、DakoCytomation社のChemMateヘマトキシリン（S2020）も用い
た。
【０１８６】
＜超高感度法＞
　超高感度法は、35℃に加熱した0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液を洗浄液に用い、
自動免疫染色装置（Dakocytomation社のDako autostainer）を用いて行った。
【０１８７】
　超高感度法の自動免疫染色装置でのプロトコールは以下のものである。　1) 抗原回復
処理された標本切片を自動免疫染色装置にセットする。2) TBSTで洗浄、２回 3) protein
ase Kによる抗原回復法を行う場合には、以下の4)と5)を実施する。4) proteinase K溶液
反応、10分間 5) TBSTで洗浄、３回 6) 3％過酸化水素PBS溶液で処理、5分間 7) TBSTで
洗浄、３回 8) 3%BSA 0.1% tween20 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 9) 一次抗体反
応、15分間 10) TBSTで洗浄、3回 11) 3%BSA 0.1% tween20 PBSにて非特異反応抑制処理
、15分間 12) ポリマー試薬反応、15分間 13) TBSTで洗浄、3回 14) 3%BSA 0.1% tween20
 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 15) ビオチン化タイラマイド試薬反応、15分間 16
) TBSTで洗浄、2回 17) ストレプトアビチン西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体試薬反応
、15分間 18) TBSTで洗浄、2回 19) DAB過酸化水素反応による呈色反応、4分間 20) イオ
ン交換水で洗浄、１回 21) ヘマトキシリン溶液で核染色、２分間 22) イオン交換水で洗
浄、１回 23) 標本切片を自動染色装置から外し、10分間の冷風による風乾後に、100％エ
タノール、キシレンを通して、封入する。
【０１８８】
　3％過酸化水素PBS溶液は、濃縮過酸化水素水（30％濃度）を0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 
7.2溶液で10倍に希釈した溶液である。
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【０１８９】
　ビオチン化タイラマイド試薬は、DakoCytomation社のダコCSAシステム(K1500)の増幅試
薬を用いた。
【０１９０】
　ストレプトアビチン西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体試薬は、DakoCytomation社のダ
コCSAシステム(K1500)の酵素標識試薬を用いた。
【０１９１】
　以上の結果から、以下の点が判明した。
【０１９２】
＜増殖細胞を標識するKi67抗原の免疫染色＞
　Ki67抗原抗体で標識された増殖細胞は、頚部に連続して分布した他に、炎症の強い粘膜
では、頚部下の胃底腺領域に散在性に見られ（図10）。
【０１９３】
　炎症細胞の介在する微小環境は胃粘膜上皮の増殖を促進させていることが示唆された。
【０１９４】
＜胃線上皮の幹細胞の免疫染色＞
　CD117陽性の間質並びに上皮層内の細胞は、少数ながら、４例のピロリー菌感染粘膜の
頚部領域に認められた (p=0.024、図１１)。
【０１９５】
　ピロリー菌感染のある胃炎での有意なCD117陽性細胞の出現は、ピロリー菌感染が骨髄
ないし間質由来の幹細胞を誘導していることを示唆した。
【０１９６】
　一方で、ピロリー菌感染を認めない例では、CD117陽性細胞を認めないｋとは、胃底腺
の固有の胃上皮幹細胞はCD1１７では標識されずに、骨髄ないし間質の多分化能幹細胞か
ら胃上皮幹細胞への分化過程でCD117は発現するものと考えられた。
【０１９７】
＜cleaved caspase-3の抗体によるアポプトーシス検出の免疫染色＞
　Cleaved caspase-3陽性表層粘膜上皮細胞が、ピロリー菌感染を認めない粘膜の１例と
ピロリー菌感染の認められる粘膜の３例で、孤立性に見られた (図１２a)。
【０１９８】
　ピロリー菌感染の認められる粘膜の１例では、頚部に孤立性にCleaved caspase-3陽性
細胞が認められた(図１２b)。
【０１９９】
　増殖細胞の増加による押し上げられ（pip-up）成長により延長した頚部および狭部でア
ポプトーシスが観察される(図１２b)ことは、これは細胞の機能の生理的停止や老化以外
の原因によるアポプトーシスであり、ピロリー菌感染による影響と考えられると共に、胃
粘膜上皮の幹細胞の減少を示唆するものと考えられた。
【０２００】
＜CD133とBeclin-1の免疫染色による自己貪食・自己貪食細胞死の検出＞
　胃粘膜上皮は、CD133ないしBeclin-1陽性の自己貪食空胞を示し、胃底腺上皮が顕著に
陽性であった。腺腔への放出を示唆するCD133及びBeclin-1陽性所見が見られ（図１３aと
b　中間部)、腺腔を介して排出されている所見が見られた。細胞質と核が共に顕著Beclin
-1陽性像が見られ、自己貪食細胞死の一つの形態であることが示唆された。
【０２０１】
　表層粘膜上皮も、核周囲ないし核下明調域を示す細胞はBeclin-1陽性顆粒を有したこと
から、胃粘膜上皮の老化処理は自己貪食により行われていることが示唆された (図１３a
　表層部)。
【０２０２】
　深部の胃底腺は、ピロリー菌を認めない粘膜では、櫛の歯が欠ける様に自己貪食細胞死
に陥り(図１３a　深部)、ピロリー菌感染を認める例では、最深部粘膜で一つの腺房単位
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で自己貪食細胞死に陥り(図１３b最深部)、僅かな細胞質を伴った核も認められた（図１
４）。
【０２０３】
　CD133は、幹細胞のマーカーであるが、最近、分泌される顆粒の膜にも見られることが
報告され(Marzesco A.-M., Janich P.,Wilsch-Br?uninger M., Dubreuil V.,　Langenfel
d K., Corbeil D., Huttner W. B., Release of extracellular membrane particles car
rying the stem cell marker prominin-1 (CD133) from neural progenitors and other 
epithelial cells. Journal of Cell Science 118 (13): 2849- 58, 2005)、今回の検索
で、抗原回復後の超高感度免疫染色で、自己貪食空胞の分泌に関与していることが示唆さ
れた。
【０２０４】
　実施例１の検索結果を考慮すると、どちらかといえば、CD133とBeclin-1の抗原回復に
は熱処理よりもProteinase K酵素処理が有用であり、Proteinase K酵素処理法が機能を反
映した分子の分布を保った抗原回復法であることが示唆された。
【０２０５】
　ピロリー菌の細胞毒が自己貪食を亢進することは知られている (Cover TL, Halter SA,
 Blaser MJ. Hum Pathol, 1992:23(9):1004-10, Catrenich CE, Chestnut MH. J. Med Mi
crobiol. 1992:37(6): 389-95)。この研究は、ピロリー菌感染胃粘膜の最深部での胃底腺
上皮での自己貪食の亢進を示し、結果としてピロリー菌感染が胃底腺深部での崩壊の亢進
も誘導していることを示唆した。
【０２０６】
　以上要約すると、本発明によれば、Beclin-1抗体を用いたproteinase K酵素処理後に我
々の開発した超高感度免疫染色方法で、実施例２に示すように、胃底腺上皮は多くの自己
貪食空胞を有し、細胞の腺腔面から、排泄（分泌）されていることが判明し、更に、自己
貪食の亢進は僅かな細胞質と核の自己貪食後の細胞も、腺腔に排泄されていることが判明
した。
【０２０７】
　CD133抗を用いたproteinase K酵素処理後の我々の開発した超高感度免疫染色方法で、 
実施例２に示すように、CD133が胃粘膜上皮の自己貪食空胞 (Autophagic vesicles)と腺
腔に排泄された物質に見られ、CD133が自己貪食空胞の排泄に関与する分子であることが
判明した。
【０２０８】
　自己貪食細胞死の例として挙げられる神経変性病変では、proteinase K酵素処理後の我
々の開発した超高感度免疫染色方法で、Beclin-1は変性神経細胞の細胞質と周囲間質を標
識したが、CD133は何等の細胞等も標識しなかった。　これは、本来、神経細胞は自己貪
食を行い、その貪食顆粒の分泌を行っておらずに、神経変性病変における神経細胞の　Be
cin-1の発現は病的な自己貪食細胞死であることが示唆された。
【０２０９】
　上記の検索の結果、1) CD117抗体の抗原回復での通常の免疫染色法による染色が、骨髄
ないし間質の多分化能幹細胞から組織幹細胞への分化段階を標識すること、2) Beclin-1
抗体のproteinae K酵素処理後の我々の開発した超高感度染色法による染色が、自己貪食
・自己貪食細胞死に陥った細胞を標識すること、3) CD113のproteinae K酵素処理後の本
発明の超高感度染色法による染色が、自己貪食空胞の分泌を標識することが発見された。
【０２１０】
　更に、Ki-67抗原抗体、CD117抗体、cleaved caspase-3抗体、Beclin-1抗体、CD133抗体
の抗体パネルによるそれぞれに特異な抗原回復方法と免疫染色方法の組み合わせで、ヒト
組織（病理組織）切片で、組織中の細胞の増殖、幹細胞の動態、アポプトーシス、自己貪
食・自己貪食細胞死を評価でき、正常と病態の組織形成を理解できることが明らかになっ
た。
【０２１１】
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実施例３.
　次に、ヒト神経変性病変の細胞死の免疫組織化学的検討を行った。　
　実施例２の検索の結果に基づいて、自己貪食空胞・自己貪食細胞死を標識するBeclin-1
と自己貪食空胞の分泌に関与するCD133のproteinse K酵素処理による抗原回復後の我々が
開発した超高感度免疫染色法を用いて、ヒト神経変性病変に於ける自己貪食細胞死の標識
を検討した。
【０２１２】
＜検索にも用いた材料＞
　この研究の用いた標本は、２例の中枢神経系の変性が認められたヒト病理解剖の大脳の
常法で作成された標本切片を用いた。
【０２１３】
　中枢神経系の変性が認められたヒト病理解剖の10%ホルマリン溶液で固定された大脳の
顕微鏡観察用切片を、脱ホルマリン処理後に、上昇エタノール系列で脱水され、エタノー
ルをキシレンで置換し、キシレンをパラフィンで置換した後に、パラフィン包埋標本が作
成されたものである。作成されたパラフィン包埋標本をマイクロトームで3から5ミクロン
厚の切片にして、処理スライドグラスに添付された。これを標本切片と呼ぶ。
【０２１４】
　処理スライドグラスとは、シランスライドであり、3-アミノプロピルトリエトキシシラ
ンの２mlをアセトン98mlに溶解して2％溶液として、スライドグラスを５秒程度浸潤し、
その後、アセトンを通して水洗し、37℃で一晩乾燥させたものである。
【０２１５】
　作成された10例の標本切片を10分間３回のキシレンへの浸透と10分間３回100％エタノ
ールへの浸透で脱パラフィンして、水洗し親水化して、ヘマトキシリン・エオジン染色を
施し、顕微鏡で観察した。
【０２１６】
　ヘマトキシリン・エオジン染色の結果は、大脳皮質の変性病変が認められた。
【０２１７】
＜用いた一次抗体＞
　この検索に用いた抗体は、実施例２で自己貪食空胞の分泌過程を標識することが判明し
たCD133抗体、細胞死遺伝子産物であるBeclin-1に対する抗体を用いた。
【０２１８】
　実施例２で自己貪食空胞の分泌過程を標識することが判明したCD133抗体は、TECHNE Co
. 社の431133抗体（clone 170411）を用い、抗体希釈液で1:100に希釈して一次抗体溶液
とした。
【０２１９】
　細胞死遺伝子産物であるBeclin-1に対する抗体は、Santa Sruz Biotechnology, Inc.社
のH-300抗体(Sc-11427)で、抗体希釈液で1:50に希釈して一次抗体溶液とした。
【０２２０】
　抗体希釈液には、2％BSA 0.1% tween20 PBS溶液を用いた。
【０２２１】
　免疫染色の陰性コントロール染色用の抗体溶液には、上記の2％BSA 0.1% tween20 PBS
溶液を用いた。
【０２２２】
　2％BSA 0.1% tween20 PBS溶液は、牛血清アルブミン(Bovine serum albumin: BSA)を0.
01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2に2％の割合で加え、溶解するまで待って、攪拌し、0.01％の
割合で界面活性剤（Triton X-100ないしtween20）を添加する。
【０２２３】
　0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2は、リン酸水素ニナトリウム・12水和物28.7gとリン酸二
水素ナトリウム・二水和物3.3gと塩化ナトリウム85.0gをイオン交換水10Lに溶解して作成
する。
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【０２２４】
＜脱パラフィンと内因性ペルオキシダーゼ活性の抑制＞
　上記の標本切片を10分間３回のキシレンへの浸透と10分間３回100％エタノールへの浸
透で脱パラフィンして、0.3％過酸化水素メタノール溶液に30分間浸潤して、内因性ペル
オキシダーゼを不活化し、0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 7.2に浸して親水化する。
【０２２５】
＜抗原回復処理＞
　proteinase K溶液で10分間室温で処理し、超高感度法で検出した。
【０２２６】
　proteinase K溶液は、Takara Bio Co社の溶液状試薬（Code No. 9033）を用いて、0.05
 M TBS pH 7.2溶液で最終濃度を200μg/mlとした溶液を用いた。
【０２２７】
＜超高感度法＞
　超高感度法は、35℃に加熱した0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液を洗浄液に用い、
自動免疫染色装置（Dakocytomation社のDako autostainer）を用いて行った。
【０２２８】
　超高感度法の自動免疫染色装置でのプロトコールは以下のものである。　1) 抗原回復
処理された標本切片を自動免疫染色装置にセットする。2) TBSTで洗浄、２回 3) protein
ase K溶液反応、10分間 4) TBSTで洗浄、３回 5) 3％過酸化水素PBS溶液で処理、5分間 6
) TBSTで洗浄、３回 7) 3%BSA 0.1% tween20 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 8) 一
次抗体反応、15分間 9) TBSTで洗浄、3回 10) 3%BSA 0.1% tween20 PBSにて非特異反応抑
制処理、15分間 11) ポリマー試薬反応、15分間 12) TBSTで洗浄、3回 13) 3%BSA 0.1% t
ween20 PBSにて非特異反応抑制処理、15分間 14) ビオチン化タイラマイド試薬反応、15
分間 15) TBSTで洗浄、2回 16) ストレプトアビチン西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体
試薬反応、15分間 17) TBSTで洗浄、2回 18) DAB過酸化水素反応による呈色反応、4分間 
19) イオン交換水で洗浄、１回 20) ヘマトキシリン溶液で核染色、２分間 21) イオン交
換水で洗浄、１回 22) 標本切片を自動染色装置から外し、10分間の冷風による風乾後に
、100％エタノール、キシレンを通して、封入する。
【０２２９】
　TBSTは、0.1％tween20 0.05 M TBS pH 7.2溶液で、トリス塩基121.1gをイオン交換水80
0mlに溶解し、70mlの塩酸を加えて、オートクレーブ処理し、室温に冷却してから、1N塩
酸ないし1N水酸化ナトリウム溶液でpH 7.4の調整し、イオン交換水を1Lになるように加え
たものを1Mトリス溶液とし、塩化ナトリウム292.2gを800mlのイオン交換水に溶解してオ
ートクレーブ処理してイオン交換水を加えて1Lにしたものを5M塩化ナトリウム溶液として
、1Mトリス溶液を500mlと5M塩化ナトリウム溶液360mlにイオン交換水を10Lになるまで加
えた0.05 M TBS pH 7.2溶液に、0.1％の割合で界面活性剤（tween20）を添加したもので
ある。
【０２３０】
　3％過酸化水素PBS溶液は、濃縮過酸化水素水（30％濃度）を0.01Mリン酸緩衝食塩水pH 
7.2溶液で10倍に希釈した溶液である。
【０２３１】
　ビオチン化タイラマイド試薬は、DakoCytomation社のダコCSAシステム(K1500)の増幅試
薬を用いた。
【０２３２】
　ストレプトアビチン西洋ワサビペルオキシダーゼ複合体試薬は、DakoCytomation社のダ
コCSAシステム(K1500)の酵素標識試薬を用いた。
【０２３３】
　以上の結果から、以下の点が判明した。
【０２３４】
　2%BSA 0.1% tween20 PBS溶液（抗体希釈溶液）を一次抗体溶液として反応させた陰性コ
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ントロール染色では、神経変性病変の標本切片では、何の陽性反応も見られなかった（図
１５陰性コントロール）。
【０２３５】
　CD133抗体を用いた染色では、特異な陽性染色所見は見られなかった（図１５　CD133）
。
【０２３６】
　Beclin-1抗体を用いた染色では、大脳の皮質の神経変性領域に強い陽性所見が見られ、
神経細胞の細胞質も標識された（図１５ Beclin-1）。
【０２３７】
　神経変性病変における神経細胞の自己貪食細胞死がBeclin-1抗体を用いた染色で示唆さ
れると共に、CD133抗体の染色で神経細胞が標識されなかったことは、神経細胞は自己貪
食機能を有する細胞ではなく、神経変性病変において、自己貪食は病的なものであり、そ
の結果、自己貪食空胞が細胞外そして組織外に排泄されずに、軸索に分布した後に、神経
組織間質に沈着するものと考えられた。
【図面の簡単な説明】
【０２３８】
【図１】検索した切除胃の健常部粘膜の代表的組織像。　a)ほぼ正常の胃底腺領域の粘膜
 b) ピロリー菌の感染を表層粘液層ないし粘膜上層の腺腔の粘液内に認める慢性胃炎の像
を示す胃底腺領域の粘膜c)完全型腸上皮化生を示す胃底腺領域の粘膜
【図２】抗Ki67抗原抗体を用いたクエン酸緩衝液pH 6.0中でのオートクレーブによる抗原
回復処理とポリマー法での免疫染色の代表的免疫染色像　a)ほぼ正常の胃底腺領域の粘膜
の抗Ki67抗原抗体染色像　b) ピロリー菌の感染を表層粘液層ないし粘膜上層の腺腔の粘
液内に認める慢性胃炎の像を示す胃底腺領域の粘膜の粘膜の抗Ki67抗原抗体染色像　c)完
全型腸上皮化生を示す胃底腺領域の粘膜の粘膜の抗Ki67抗原抗体染色像
【図３】図3は、CD34、CD117、CD133の骨髄と末梢血の組織標本でのコントロール染色の
結果を示す。a)はCD34で、b)はCD117、c)はCD133であり、1)は骨髄の組織標本切片での抗
原回復後のポリマー法での染色像を示し、2)は骨髄の組織標本切片での抗原回復後の超高
感度法による染色像を示し、3)は末梢血組織標本切片での抗原回復後のポリマー法での染
色像を示し、4)は末梢血組織標本切片での抗原回復後の超高感度法による染色像を示す。
【図４】図４は、幹細胞を標識すると云うCD117,CD34、CD133の免疫染色像　a-d) CD117
の抗原回復後のポリマー法による染色像で、aとbはピロリー菌感染を伴い炎症を示す胃粘
膜の胃底腺頸部と峡部を含む部分の染色像であり、cは胃底腺領域の染色像であり、dは腸
上皮化生を示す部分の染色像である。 e-g) CD34の抗原回復後の超高感度法による染色像
であり、eはほぼ正常の胃粘膜の峡部を含む頸部と胃底腺領域の染色像であり、fはピロリ
ー菌感染を伴う炎症を示す粘膜の胃底腺領域の染色像であり、gは腸上皮化生を示す粘膜
の染色像である。 h）CD133の抗原回復後の超高感度法のほぼ正常の胃粘膜の染色像であ
る。
【図５】図５はムラミダーゼ（リゾチーム）とCD68の免疫染色像を示す。a)ほぼ正常な胃
粘膜のムラミダーゼ（リゾチーム）の抗原回復後のポリマー法での染色像を示す。　b)ピ
ロリー菌感染を伴う炎症を示す胃粘膜のムラミダーゼ（リゾチーム）の抗原回復後のポリ
マー法での染色像を示す。 c)腸上皮化生を示す粘膜におけるCD68の抗原回復後のポリマ
ー法による染色像を示す。
【図６】図６は、ほぼ正常の胃粘膜標本切片でssDNAとcleaved caspaseの抗体による免疫
染色でアポプトーシスの検出を試みた染色像である。 a)抗ssDNA抗体を用いて、酵素処理
後のポリマー法による染色像　b)抗cleaved caspase-3抗体による抗原回復後のポリマー
法による染色像　c) 抗cleaved caspase-3抗体による抗原回復後の超高感度法による染色
像
【図７】図７は、抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復後のポリマー法による染色像を示
す。　aとb) ピロリー菌感染を伴う炎症を示す胃粘膜の染色像　c) 腸上皮化生を示す胃
粘膜の染色像
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【図８】図８は、抗Beclin-1抗体による超高感度法での抗原回復法の影響を示す。　a) p
roteinase K消化による抗原回復後の超高感度法による染色像　b) 0.01M citrate buffer
 pH 8.0溶液中でオートクレーブでの熱処理による抗原回復後の超高感度法による染色像
【図９】図９は、ピロリー菌感染を伴う炎症を示す胃粘膜におけるproteinase K消化によ
る抗原回復後の超高感度法による抗Beclin-1抗体の染色像　a) 櫛の歯が欠けるような自
己貪食とその細胞死を示す染色像　b）核にBeclin-1の標識を示す染色像　c) やせ細った
Beclin-1陽性腺上皮を示し、核も自己貪食された像を示す染色像
【図１０】ピロリー菌感染胃粘膜のKi67 antigenの抗原回復免疫染色
【図１１】ピロリー菌感染胃粘膜のCD117の抗原回復免疫染色
【図１２】ピロリー菌感染を認めない粘膜の抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復免疫染
色像(a)と認める粘膜の抗cleaved caspase-3抗体の抗原回復免疫染色像（b）
【図１３ａ】ピロリー菌感染を認めない胃粘膜のCD133とBeclin-1の抗原回復超高感度免
疫染色
【図１３ｂ】ピロリー菌感染を認める胃粘膜のCD133とBeclin-1の抗原回復超高感度免疫
染色
【図１４】ピロリー菌感染を認める胃粘膜の最深部での自己貪食・細胞死を示す腺のヘマ
トキシリン染色像(a)、Beclin-1 (b)とCD133(c)の抗原回復超高感度免疫染色像
【図１５】症例１と２の３つの大脳皮質の領域での染色像を示す。症例１から症例２bの
領域になるにつれて、神経細胞のBeclin-1陽性自己貪食像は細胞質に限局した陽性増を示
し、間質の染色性が上昇した。間質の陽性反応の低い症例１では、Beclin-１陽性神経細
胞は軸索がBeclin-1陽性である所見を示した。
【図１６】本発明の超高感度の免疫組織化学的染色方法を含む免疫組織化学的染色法の一
実施態様における光顕的に識別される最終産物の概念図である。

【図１】



(27) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図２】

【図３】



(28) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図４】

【図５】



(29) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図６】

【図７】



(30) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図８】

【図９】



(31) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１０】



(32) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１１】



(33) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１２】



(34) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１３ａ】



(35) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１３ｂ】



(36) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１４】



(37) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１５】



(38) JP 4734636 B2 2011.7.27

【図１６】



(39) JP 4734636 B2 2011.7.27

10

フロントページの続き

(72)発明者  蓮井　和久
            鹿児島県鹿児島市郡元１丁目２１番２４号　国立大学法人鹿児島大学内

    審査官  淺野　美奈

(56)参考文献  特開２００４－２７１５１１（ＪＰ，Ａ）　　　
              特開２００５－０１７１３３（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００４／０３８４１８（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第２００５／００３７７３（ＷＯ，Ａ１）　　
              国際公開第２００４／０９８４９９（ＷＯ，Ａ１）　　

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５３　　　　
              Ｇ０１Ｎ　　３３／５４３　　　


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

