
(57)【要約】
　ある態様において、本発明は試料中の生物学的マーカーを検出するための方法および組
成物に関する。ある態様において、生物学的マーカーは免疫学的に検出される。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 任 意 の 順 序 に お い て ：
　 　 a． 第 一 の 結 合 剤 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 試 料 を 少 な く と
も 1つ の 第 一 の 結 合 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 b． 第 二 の 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 こ こ で 、 少 な く と も 1つ の 第 二 の 結 合 剤 は 任 意 に 少 な く
と も 1つ の 第 一 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な く 重 合
可 能 で あ る よ う に 、 a） の 第 一 の 複 合 体 を 、 第 一 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も 1
つ の 第 二 の 結 合 剤 と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 c． こ こ で 、 第 三 の 結 合 剤 が 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る か 、 ま た は
ポ リ マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な く 重 合 可 能 で あ り 、 こ こ で 、 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合
剤 が 第 二 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 、 b） の 第 二 の 複 合 体 を 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合
と 接 触 さ せ る 工 程 ；
　 　 d． こ こ で 、 少 な く と も 1つ の 検 出 可 能 剤 が 、
　 　 　 i.第 三 の 結 合 剤 ；
　 　 　 ii.少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 iii.第 三 の 結 合 剤 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー の 両 方 、 こ こ で 、 第 三 の
結 合 剤 が b） の 第 二 の 複 合 体 と 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る ； な ら び に
　 　 　 iv.　 c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 一 の 結 合 剤 が 、 一 次 抗 体 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 が 、 デ ュ ア ル 連 結 結 合 剤 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 が 、 二 次 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 が 、 fos、 jun、 MHC、 C1q、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 、 お よ
び ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン を 有 す る 任 意 の 分 子 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 分 子
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 が 、 さ ら に 抗 体 の Fc領 域 を 含 む 、 請 求 項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 MHC分 子 が 、 MHCク ラ ス Iお よ び MHCク ラ ス II、 な ら び に 非 従 来 MHCか ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ５ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 三 の 結 合 剤 が 、 三 次 抗 体 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 三 の 結 合 剤 が 、 fos、 jun、 MHC、 C1q、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 、 お よ
び ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン を 有 す る 任 意 の 分 子 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 分 子
で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 三 の 結 合 剤 が 、 さ ら に 抗 体 の Fc領 域 を 含 む 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 MHC分 子 が 、 MHCIお よ び MHCIIか ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 一 次 抗 体 が 、 任 意 の 哺 乳 類 種 ま た は 鳥 類 種 由 来 で あ る 、 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 哺 乳 類 種 が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ バ 、 ラ マ
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、 ラ ク ダ お よ び ウ マ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 二 次 抗 体 が 、 一 次 抗 体 の 由 来 と な る 哺 乳 類 種 を 除 い て 、 任 意 の 哺 乳 類 種 由 来 で あ る 、 請
求 項 ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 哺 乳 類 種 が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ バ 、 ラ マ
、 ラ ク ダ お よ び ウ マ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 三 次 抗 体 が 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 の 由 来 と な る 哺 乳 類 種 を 除 く 任 意 の 哺 乳 類 種 由 来
で あ る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 哺 乳 類 種 が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ バ 、 ラ マ
、 ラ ク ダ お よ び ウ マ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 試 料 が 組 織 試 料 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 試 料 が 細 胞 試 料 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 試 料 が 哺 乳 類 の 試 料 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 哺 乳 類 の 試 料 が ヒ ト 試 料 で あ る 、 請 求 項 ２ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 第 一 の 結 合 剤 が 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー と 結 合 す る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 試 料 中 の タ ン パ ク 質 が 、 疾 患 を 有 し な い 被 験 体 か ら 得 ら れ る 細 胞 と 比 較 し て 、 疾 患 を 有
す る 被 験 体 か ら 得 ら れ る 細 胞 中 で 、 よ り 高 い か ま た は よ り 低 い レ ベ ル で 発 現 す る 、 請 求 項
２ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 試 料 が 、 固 体 支 持 体 上 に 提 供 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 固 体 支 持 体 が 、 顕 微 鏡 の ス ラ イ ド 、 顕 微 鏡 の 下 で 観 察 し 得 る 固 体 支 持 体 、 お よ び 顕 微 鏡
写 真 を 作 製 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 固 体 支 持 体 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 少 な く と も 1つ の 第 二 の 結 合 剤 が 、 少 な く と も 1つ の 第 一 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る か 、 ま
た は ポ リ マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な く 重 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 が 、 ２ つ の 異 な る ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た ２ つ の 異 な る 二 次 抗
体 を 含 む 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ 、 ２ つ の 二 次 抗 体 の 各 々 が 、 異 な る
哺 乳 類 起 源 由 来 の 一 次 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 性 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 ４ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 異 な る 哺 乳 類 起 源 が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ
バ お よ び ウ マ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 少 な く と も １ つ の
　 　 ａ ． 第 一 の ポ リ マ ー ；
　 　 ｂ ． 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 ； な ら び に
　 　 ｃ ． 第 一 の ポ リ マ ー お よ び 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 の 両 方
に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 検 出 可 能 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ２ ６ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
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　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 剤 が 、 同 一 の 薬 剤 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 剤 が 、 異 な る 薬 剤 で あ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 剤 が 、 蛍 光 標 識 、 酵 素 標 識 、 放 射 性 同 位 体 、 化 学 ル ミ ネ セ ン
ト 標 識 、 生 物 ル ミ ネ セ ン ト 標 識 、 ポ リ マ ー 、 金 属 粒 子 、 ハ プ テ ン 、 抗 体 、 お よ び 色 素 か ら
選 択 さ れ る 、 請 求 項 ２ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 検 出 可 能 剤 が 、 5－ （ お よ び 6） － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 5－ ま た は 6－ カ ル ボ キ シ
フ ル オ レ セ イ ン 、 6－ （ フ ル オ レ セ イ ン ） － 5－ （ お よ び 6） － カ ル ボ キ サ ミ ド ヘ キ サ ン 酸
、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Cy2、 Cy3
、 Cy5、 AMCA、 PerCP、 R－ フ ィ コ エ リ ト リ ン （ RPE） 、 ア ロ フ ィ コ エ リ ト リ ン （ APC） 、 テ
キ サ ス レ ッ ド 、 プ リ ン セ ト ン レ ッ ド 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 、 コ ー ト さ れ た CdSeナ
ノ ク リ ス タ ラ イ ト 、 DNP、 ビ オ チ ン 、 ジ ゴ キ シ ジ ニ ン 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ (HRP)、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (AP)、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (GAL)、 グ ル コ ー
ス -6-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 β -Ｎ -ア セ チ ル -グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ 、 β -グ ル ク ロ ニ ダ
ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ゼ 、 キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ
キ シ ダ ー ゼ (GO)、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 1,2-ジ オ キ セ
タ ン お よ び ピ リ ド ピ リ ダ ジ ン 、 お よ び 水 素 、 炭 素 、 硫 黄 、 ヨ ウ 素 、 コ バ ル ト 、 セ レ ン 、 ト
リ チ ウ ム 、 お よ び リ ン の 放 射 性 同 位 元 素 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 少 な く と も 1つ の 第 一 の 結 合 剤 、 第 二 の 結 合 剤 、 お よ び 第 三 の 結 合 剤 が 抗 体 で あ る 、 請
求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ３ ４ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 ２ つ の 第 二 の 結 合 剤 （ こ こ で 第 二 の 結 合 剤 の そ れ ぞ れ が 、 少 な く と も １ つ の 分 離 し た ポ
リ マ ー に 個 々 に 連 結 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な く 重 合 可 能 で あ る ）
を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 三 次 抗 体 が 、 ハ プ テ ン と 結 合 す る 、 請 求 項 ８ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 ハ プ テ ン が 、 FITC、 DNP、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ニ ト ロ チ ロ シ ン ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト
レ プ ア ビ ジ ン 、 お よ び 抗 ‐ 色 素 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ３ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 １ の ポ リ マ ー お よ び 第 ２ の ポ リ マ ー が 、 デ キ ス ト ラ ン 、 カ ル ボ キ シ
メ チ ル デ キ ス ト ラ ン 、 デ キ ス ト ラ ン ポ リ ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン ラ ク
ト ン 、 お よ び シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 含 む 多 糖 類 ； プ ル ラ ン 、 シ ゾ フ ィ ラ ン 、 ス ク レ ロ グ ル
カ ン 、 キ サ ン タ ン 、 ゲ ラ ン 、 O－ エ チ ル ア ミ ノ グ ア ラ ン 、 6－ O－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ チ ン
、 N－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ ト サ ン を 含 む キ チ ン 、 キ ト サ ン 類 ； カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー
ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 6－
ア ミ ノ － 6－ デ オ キ シ セ ル ロ ー ス お よ び O－ エ チ ル ア ミ ン セ ル ロ ー ス を 含 む 誘 導 化 さ れ た セ
ル ロ ー ス 類 ； ヒ ド ロ キ シ ル 化 デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル
デ ン プ ン 、 カ ラ ギ ナ ン 、 ア ル ギ ナ ー ト 、 お よ び ア ガ ロ ー ス ； フ ィ コ ー ル お よ び カ ル ボ キ シ
メ チ ル 化 フ ィ コ ー ル を 含 む 合 成 多 糖 類 ； ポ リ （ ア ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド ） 、
ポ リ （ ア ク リ ル エ ス テ ル ） 、 ポ リ （ 2－ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ メ チ
ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ 無 水 マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア
ミ ド ） 、 ポ リ （ エ チ ル － コ － ビ ニ ル ア セ テ ー ト ） 、 ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル
ア ル コ ー ル ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル － コ － ビ ニ ル ク ロ ロ ア セ テ ー ト ） 、 ア ミ ン 化 ポ リ
（ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 お よ び そ れ ら の コ ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー を 含 む ビ ニ ル ポ リ マ ー 類 ； 直
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鎖 状 、 く し 形 の 、 ま た は 分 岐 し た デ ン ド リ マ ー を 含 む ポ リ マ ー 骨 格 を 含 有 す る ポ リ エ チ レ
ン グ リ コ ー ル （ PEG） ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ （ エ チ レ ン オ キ サ イ ド
－ コ － プ ロ ピ レ ン オ キ サ イ ド ） ； ポ リ リ シ ン 、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ （
エ チ レ ン イ ミ ン ） 、 プ ル リ オ ー ル を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 ； ア ル ブ ミ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 お
よ び ウ イ ル ス 様 タ ン パ ク 質 （ VLP） を 含 む タ ン パ ク 質 ； な ら び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 DNA、
PNA、 LNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド デ ン ド リ マ ー 構 築 体 か ら 選 択
さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 ポ リ マ ー が 、 以 下 の ： デ キ ス ト ラ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン 、 デ キ ス ト ラ ン ポ
リ ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン ラ ク ト ン 、 お よ び シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 含
む 多 糖 類 ； プ ル ラ ン 、 シ ゾ フ ィ ラ ン 、 ス ク レ ロ グ ル カ ン 、 キ サ ン タ ン 、 ゲ ラ ン 、 O－ エ チ
ル ア ミ ノ グ ア ラ ン 、 6－ O－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ チ ン 、 N－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ ト サ ン を 含
む キ チ ン 、 キ ト サ ン 類 ； カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ヒ ド ロ キ シ エ チ
ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 6－ ア ミ ノ － 6－ デ オ キ シ セ ル ロ ー ス お よ び
O－ エ チ ル ア ミ ン セ ル ロ ー ス を 含 む 誘 導 化 さ れ た セ ル ロ ー ス 類 ； ヒ ド ロ キ シ ル 化 デ ン プ ン
、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル デ ン プ ン 、 カ ラ ギ ナ ン 、 ア ル ギ ナ ー ト
、 お よ び ア ガ ロ ー ス ； フ ィ コ ー ル お よ び カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 フ ィ コ ー ル を 含 む 合 成 多 糖 類
； ポ リ （ ア ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル エ ス テ ル ） 、 ポ リ （ 2
－ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ マ レ イ ン
酸 ） 、 ポ リ （ 無 水 マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド ） 、 ポ リ （ エ チ ル － コ － ビ ニ ル ア
セ テ ー ト ） 、 ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー
ル － コ － ビ ニ ル ク ロ ロ ア セ テ ー ト ） 、 ア ミ ン 化 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 お よ び そ れ ら
の コ ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー を 含 む ビ ニ ル ポ リ マ ー 類 ； 直 鎖 状 、 く し 形 の 、 ま た は StarBurst T M

デ ン ド リ マ ー を 含 む ポ リ マ ー 骨 格 を 含 有 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） ま た は ポ リ
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ （ エ チ レ ン オ キ サ イ ド － コ － プ ロ ピ レ ン オ キ サ イ ド ） ；
ポ リ リ シ ン 、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ （ エ チ レ ン イ ミ ン ） 、 プ ル リ オ ー ル
を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 ； ア ル ブ ミ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 お よ び ウ イ ル ス 様 タ ン パ ク 質 （ VLP
） を 含 む タ ン パ ク 質 ； な ら び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 DNA、 PNA、 LNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド デ ン ド リ マ ー 構 築 体 の ２ つ 以 上 か ら 成 る 混 合 ポ リ マ ー で あ る
、 請 求 項 ３ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 一 の ポ リ マ ー お よ び 第 二 の ポ リ マ ー が 、 デ キ ス ト ラ ン か ら 構 成 さ れ
る 、 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 a． 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 試 料 を
、 マ ウ ス 抗 体 お よ び ウ サ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b． 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に
、 a） の 複 合 体 を 、
　 　 i． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、
該 こ の 少 な く と も １ つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド
メ イ ン を 含 み ； お よ び
　 　 ii． 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体
、 該 少 な く と も １ つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ
イ ン を 含 む ；
と 接 触 さ せ 、
　 c． 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 b） の 第
二 の 複 合 体 を 、
　 　 i． 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の 第 ３ の ウ サ ギ 抗 体 、
該 少 な く と も １ つ の 第 三 の ウ サ ギ 抗 体 は 、 ヤ ギ 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン
を 含 み ； こ こ で 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
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　 　 　 1． 三 次 抗 体 ；
　 　 　 2． 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 3． 三 次 抗 体 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ； な ら び に
　 d． c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 a． 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、
試 料 を 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b． 少 な く と も 1つ の ウ サ ギ 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う
に 、 a） の 第 一 の 複 合 体 を 、 マ ウ ス 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 む 少 な
く と も 1つ の ウ サ ギ 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 c． 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 b） の 第
二 の 複 合 体 を 、
　 　 i． デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 と 接 触 さ せ 、 該
少 な く と も 1つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み
； こ こ で 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 1． 三 次 抗 体 ；
　 　 　 2． 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 3． 三 次 抗 体 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ； な ら び に
　 d． c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 a． 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 が 試 料 と 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、
試 料 を 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b． 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に
、 a） の 複 合 体 を 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 二 次 ウ サ ギ 抗
体 と 接 触 さ せ 、 該 少 な く と も 1つ の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原
結 合 ド メ イ ン を 含 み ；
　 c． 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 b） の 第
二 の 複 合 体 を 、
　 　 i． 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 、
該 少 な く と も 1つ の 第 一 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結 合 ド メ イ
ン を 含 み ； お よ び
　 　 ii． 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 三 次 ヤ ギ 抗 体
と 接 触 さ せ 、 該 少 な く と も 1つ の 第 二 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗
原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ； 、 こ こ で 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 分 子 が 、
　 　 　 1． 任 意 の 三 次 抗 体 ；
　 　 　 2． 少 な く と も １ つ の 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ；
　 　 　 3． 少 な く と も １ つ の 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ；
　 　 　 4． 少 な く と も １ つ の 第 二 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 お よ び 少 な く と も １ つ の 第 三 の デ キ
ス ト ラ ン 分 子 の 両 方 ； お よ び
　 　 　 5． 任 意 の 三 次 抗 体 、 な ら び に 少 な く と も １ つ の 第 二 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 お よ び 少
な く と も １ つ の 第 三 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ； な ら び に
　 d． c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
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　 ａ ． 第 一 の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 ； ま た は
　 ｂ ． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； ま た は
　 ｃ ． 第 一 の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 お よ び 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両 方
に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ４ ３ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 a． 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 試 料 を
、 マ ウ ス 抗 体 お よ び ウ サ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b． 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に
、 a） の 複 合 体 を 、
　 　 i． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、
該 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ；
　 　 ii． 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体
、 該 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ； お よ
び
　 　 iii． 1． 二 次 ヤ ギ 抗 体 ；
　 　 　 　  2． デ キ ス ト ラ ン 分 子 ； な ら び に
　 　 　 　  3． 二 次 ヤ ギ 抗 体 、 お よ び 少 な く と も １ つ の デ キ ス ト ラ ン 分 子 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の ハ プ テ ン 分 子 と 接 触 さ せ ；
　 c． 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 b） の 第
二 の 複 合 体 を 、
　 　 i． ウ サ ギ 抗 体 、 マ ウ ス 抗 体 、 ラ ッ ト 抗 体 、 ブ タ 抗 体 お よ び ヤ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る
、 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 と 接 触 さ せ 、 該 少
な く と も 1つ の 三 次 抗 体 は b） の 少 な く と も 1つ の ハ プ テ ン 分 子 と 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結
合 ド メ イ ン を 含 み ； こ こ で 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子
が 、
　 　 　 1． 三 次 抗 体 ；
　 　 　 2． 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 3． 三 次 抗 体 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ； な ら び に
　 d． c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 a． 少 な く と も 1つ の 第 １ の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 、
こ こ で 、 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 は 、 少 な く と も １ つ の 第 一 の ポ リ マ ー に 任 意 に 連
結 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 し で 任 意 に 重 合 さ れ ；
　 b． 特 異 的 に 少 な く と も 第 二 の 結 合 剤 に 結 合 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合 剤 、 こ こ
で 、 少 な く と も １ つ の 第 三 の 結 合 剤 は 、 少 な く と も １ つ の 第 二 の ポ リ マ ー に 任 意 に 連 結 さ
れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 し で 任 意 に 重 合 さ れ ；
　 こ こ で 、 検 出 可 能 な 物 質 が 、
　 　 i． 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合 剤 お よ び 任 意 に 少 な く と も 1つ の 第 二 の 結 合 剤 ；
　 　 ii． 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー お よ び 任 意 に 少 な く と も 1つ の 第 一 の ポ リ マ ー ；
お よ び
　 　 iii． 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合 剤 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー な ら び に
任 意 の 少 な く と も 1つ の 第 二 の 結 合 剤 お よ び 少 な く と も １ つ の 第 １ の ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ た こ と を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 試 料 中 の 生 物 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も １ つ の 第 一 の 結 合 剤 を さ ら に 含 み
、 こ こ で 少 な く と も １ つ の 第 一 の 結 合 剤 が 、 任 意 に ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る か 、 ま た は ポ リ
マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な く 任 意 に 重 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。

10

20

30

40

50

(7) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 請 求 項 ４ ９ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 一 の 結 合 剤 が 、 一 次 抗 体 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ４ ８ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 が 、 二 次 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 少 な く と も １ つ の 結 合 剤 が 、 fos、 jun、 MHC、 C1q、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 、 お よ び ロ イ
シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン を 有 す る 任 意 の 分 子 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も １ つ の 分 子 で あ る 、
請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 が 、 Fc受 容 体 で あ る 、 請 求 項 ５ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 MHC分 子 が 、 MHCク ラ ス Iお よ び MHCク ラ ス II、 な ら び に 非 従 来 MHCか ら 選 択 さ れ る 、 請 求
項 ５ １ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 少 な く と も １ つ の 結 合 剤 が 、 デ ュ ア ル 連 結 結 合 剤 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 三 の 結 合 剤 が 、 三 次 抗 体 で あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 一 次 抗 体 が 、 任 意 の 哺 乳 類 種 ま た は 鳥 類 種 由 来 で あ る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 哺 乳 類 種 が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ バ 、 ラ マ
、 ラ ク ダ お よ び ウ マ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 鳥 類 種 が 、 ニ ワ ト リ お よ び ア ヒ ル か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ６ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 二 次 抗 体 が 、 一 次 抗 体 の 由 来 と な る 哺 乳 類 種 ま た は 鳥 類 種 を 除 い て 、 任 意 の 哺 乳 類 種 ま
た は 鳥 類 種 由 来 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 哺 乳 類 種 が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ バ 、 ラ マ
、 ラ ク ダ お よ び ウ マ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 鳥 類 種 が 、 ニ ワ ト リ お よ び ア ヒ ル か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ５ ９ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 三 次 抗 体 が 、 一 次 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 の 由 来 と な る 哺 乳 類 種 ま た は 鳥 類 種 を 除 い て 、 任
意 の 哺 乳 類 種 ま た は 鳥 類 種 由 来 で あ る 、 請 求 項 ５ ５ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 哺 乳 類 種 が 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ブ タ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ バ 、 ラ マ
、 ラ ク ダ お よ び ウ マ か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 鳥 類 種 が 、 ニ ワ ト リ お よ び ア ヒ ル か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ２ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 少 な く と も 1つ の 第 二 の 結 合 剤 が 、 少 な く と も 1つ の 第 一 の ポ リ マ ー も し く は 少 な く と も
1つ の 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な く 重 合 可 能
で あ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 ２ つ の 異 な る 二 次 抗 体 を 含 み 、 ２ つ の 二 次 抗 体 の そ れ ぞ れ が 、 異 な る 抗 体 に 特 異 的 に 結
合 す る 抗 原 結 合 性 ド メ イ ン を 含 む 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 少 な く と も 1つ の 第 二 の 検 出 可 能 物 質 が
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　 　 ａ ． 第 一 の ポ リ マ ー ；
　 　 ｂ ． 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 ； な ら び に
　 　 ｃ ． 第 一 の ポ リ マ ー お よ び 少 な く と も １ つ の 第 二 の 結 合 剤 の 両 方
の う ち の 少 な く と も １ つ に 連 結 さ れ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 物 質 が 、 同 一 の 物 質 で あ る 、 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 物 質 が 、 異 な る 物 質 で あ る 、 請 求 項 ６ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 物 質 が 、 蛍 光 標 識 、 酵 素 標 識 、 放 射 性 同 位 体 、 化 学 ル ミ ネ セ
ン ト 標 識 、 生 物 ル ミ ネ セ ン ト 標 識 、 ポ リ マ ー 、 金 属 粒 子 、 ハ プ テ ン 、 抗 体 、 お よ び 色 素 か
ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 検 出 可 能 物 質 が 、 5－ （ お よ び 6） － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 5－ ま た は 6－ カ ル ボ キ
シ フ ル オ レ セ イ ン 、 6－ （ フ ル オ レ セ イ ン ） － 5－ （ お よ び 6） － カ ル ボ キ サ ミ ド ヘ キ サ ン
酸 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Cy2、 C
y3、 Cy5、 AMCA、 PerCP、 R－ フ ィ コ エ リ ト リ ン （ RPE） 、 ア ロ フ ィ コ エ リ ト リ ン （ APC） 、
テ キ サ ス レ ッ ド 、 プ リ ン ス ト ン レ ッ ド 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） 、 コ ー ト さ れ た CdSe
ナ ノ ク リ ス タ ラ イ ト 、 DNP、 ビ オ チ ン 、 ジ ゴ キ シ ジ ニ ン 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ (HRP)、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ (AP)、 ベ ー タ -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ (GAL)、 グ ル コ
ー ス -6-リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ベ ー タ -N-ア セ チ ル -グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ 、 β -グ ル ク ロ
ニ ダ ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ゼ 、 キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 グ ル コ ー
ス オ キ シ ダ ー ゼ (GO)、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 1,2-ジ オ
キ セ タ ン お よ び ピ リ ド ピ リ ダ ジ ン 、 な ら び に 水 素 、 炭 素 、 硫 黄 、 ヨ ウ 素 、 コ バ ル ト 、 セ レ
ン 、 ト リ チ ウ ム 、 お よ び リ ン の 放 射 性 同 位 元 素 か ら 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ７ 記 載 の 組 成 物
。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 少 な く と も １ つ の 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 ま た は 三 次 抗 体 が 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る
、 請 求 項 ４ ８ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 少 な く と も １ つ の 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 、 お よ び 三 次 抗 体 が 、 IgGで あ る 、 請 求 項 ７ ２ 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 第 一 の 二 次 抗 体 お よ び 第 二 の 二 次 抗 体 を 含 み 、 こ こ で そ れ ぞ れ の 抗 体 が 、 同 一 の ポ リ マ
ー に 連 結 さ れ る か 、 も し く は 少 な く と も １ つ の 分 離 し た ポ リ マ ー に 個 々 に 連 結 さ れ る か 、
ま た は ポ リ マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な く 重 合 可 能 で あ る 、 請 求 項 ５ ０ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 第 一 の ポ リ マ ー お よ び 第 二 の ポ リ マ ー が 、 デ キ ス ト ラ ン か ら 構 成 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４ 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 第 １ お よ び 第 ２ の ポ リ マ ー が 、 デ キ ス ト ラ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン 、 デ キ ス
ト ラ ン ポ リ ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン ラ ク ト ン 、 お よ び シ ク ロ デ キ ス ト
リ ン を 含 む 多 糖 類 ； プ ル ラ ン 、 シ ゾ フ ィ ラ ン 、 ス ク レ ロ グ ル カ ン 、 キ サ ン タ ン 、 ゲ ラ ン 、
O－ エ チ ル ア ミ ノ グ ア ラ ン 、 6－ O－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ チ ン 、 N－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ ト サ
ン を 含 む キ チ ン 、 キ ト サ ン 類 ； カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル ヒ ド ロ キ
シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 6－ ア ミ ノ － 6－ デ オ キ シ セ ル ロ ー ス
お よ び O－ エ チ ル ア ミ ン セ ル ロ ー ス を 含 む 誘 導 化 さ れ た セ ル ロ ー ス 類 ； ヒ ド ロ キ シ ル 化 デ
ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル デ ン プ ン 、 カ ラ ギ ナ ン 、 ア ル ギ
ナ ー ト 、 お よ び ア ガ ロ ー ス ； フ ィ コ ー ル お よ び カ ル ボ キ シ メ チ ル 化 フ ィ コ ー ル を 含 む 合 成
多 糖 類 ； ポ リ （ ア ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル エ ス テ ル ） 、 ポ
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リ （ 2－ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ マ
レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ 無 水 マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド ） 、 ポ リ （ エ チ ル － コ － ビ
ニ ル ア セ テ ー ト ） 、 ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア
ル コ ー ル － コ － ビ ニ ル ク ロ ロ ア セ テ ー ト ） 、 ア ミ ン 化 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 お よ び
そ れ ら の コ ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー を 含 む ビ ニ ル ポ リ マ ー 類 ； 直 鎖 状 、 く し 形 の 、 ま た は 分 岐 し
た デ ン ド リ マ ー を 含 む ポ リ マ ー 骨 格 を 含 有 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） ま た は ポ
リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ （ エ チ レ ン オ キ サ イ ド － コ － プ ロ ピ レ ン オ キ サ イ ド ）
； ポ リ リ シ ン 、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ （ エ チ レ ン イ ミ ン ） 、 プ ル リ オ ー
ル を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 ； ア ル ブ ミ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 お よ び ウ イ ル ス 様 タ ン パ ク 質 （ VL
P） を 含 む タ ン パ ク 質 ； な ら び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 DNA、 PNA、 LNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド デ ン ド リ マ ー 構 築 体 か ら そ れ ぞ れ 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ６ ４ 記
載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 少 な く と も １ つ の 第 １ お よ び 第 ２ の ポ リ マ ー が 、 以 下 の ： デ キ ス ト ラ ン 、 カ ル ボ キ シ メ
チ ル デ キ ス ト ラ ン 、 デ キ ス ト ラ ン ポ リ ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン ラ ク ト
ン 、 お よ び シ ク ロ デ キ ス ト リ ン を 含 む 多 糖 類 ； プ ル ラ ン 、 シ ゾ フ ィ ラ ン 、 ス ク レ ロ グ ル カ
ン 、 キ サ ン タ ン 、 ゲ ラ ン 、 O－ エ チ ル ア ミ ノ グ ア ラ ン 、 6－ O－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ チ ン 、 N
－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ ト サ ン を 含 む キ チ ン 、 キ ト サ ン 類 ； カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、
カ ル ボ キ シ メ チ ル ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 6－ ア ミ
ノ － 6－ デ オ キ シ セ ル ロ ー ス お よ び O－ エ チ ル ア ミ ン セ ル ロ ー ス を 含 む 誘 導 化 さ れ た セ ル ロ
ー ス 類 ； ヒ ド ロ キ シ ル 化 デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル デ ン
プ ン 、 カ ラ ギ ナ ン 、 ア ル ギ ナ ー ト 、 お よ び ア ガ ロ ー ス ； フ ィ コ ー ル お よ び カ ル ボ キ シ メ チ
ル 化 フ ィ コ ー ル を 含 む 合 成 多 糖 類 ； ポ リ （ ア ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド ） 、 ポ リ
（ ア ク リ ル エ ス テ ル ） 、 ポ リ （ 2－ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ メ チ ル メ
タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ 無 水 マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド
） 、 ポ リ （ エ チ ル － コ － ビ ニ ル ア セ テ ー ト ） 、 ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル
コ ー ル ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル － コ － ビ ニ ル ク ロ ロ ア セ テ ー ト ） 、 ア ミ ン 化 ポ リ （ ビ
ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 お よ び そ れ ら の コ ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー を 含 む ビ ニ ル ポ リ マ ー 類 ； 直 鎖 状
、 く し 形 の 、 ま た は 分 岐 し た デ ン ド リ マ ー を 含 む ポ リ マ ー 骨 格 を 含 有 す る ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル （ PEG） ま た は ポ リ プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ （ エ チ レ ン オ キ サ イ ド － コ
－ プ ロ ピ レ ン オ キ サ イ ド ） ； ポ リ リ シ ン 、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ （ エ チ
レ ン イ ミ ン ） 、 プ ル リ オ ー ル を 含 む ポ リ ア ミ ノ 酸 ； ア ル ブ ミ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 お よ び
ウ イ ル ス 様 タ ン パ ク 質 （ VLP） を 含 む タ ン パ ク 質 ； な ら び に ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 DNA、 PNA
、 LNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド デ ン ド リ マ ー 構 築 体 の 少 な く と
も ２ つ か ら 成 る 混 合 ポ リ マ ー で あ る 、 請 求 項 ６ ４ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 a． マ ウ ス 抗 体 お よ び ウ サ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 ；
　 b． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、 該
少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン
を 含 み ；
　 c． 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、 該
少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン
を 含 み ；
　 d． 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 三 次 ウ サ ギ 抗 体 、 該 少 な
く と も 1つ の 三 次 ウ サ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み 、
こ こ で 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 i． 少 な く と も 1つ の 三 次 ウ サ ギ 抗 体 ；
　 　 　 ii． 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 　 iii． 少 な く と も 1つ の 三 次 ウ サ ギ 抗 体 お よ び 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ る ；
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を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 a． 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 ；
　 b． マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 む 少 な く と も １ つ の 二 次 ウ サ
ギ 抗 体 ；
　 c． デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 、 該 少 な く と も 1
つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み 、 こ こ で 、 少
な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 i． 少 な く と も 1つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 ；
　 　 　 ii． デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 　 iii． 少 な く と も 1つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 お よ び 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ る ；
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 a． 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 ；
　 b． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 、 該 少 な
く と も １ つ の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ；
　 c． 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 、 該
少 な く と も １ つ の 第 一 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン
を 含 み ；
　 d． 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 、 該
少 な く と も 1つ の 第 二 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン
を 含 み ； こ こ で 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 i． 任 意 の 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ；
　 　 　 ii． 少 な く と も １ つ の 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ；
　 　 　 iii． 少 な く と も １ つ の 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 　 iv． 少 な く と も 1つ の 第 二 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 お よ び 少 な く と も １ つ の 第 三 の デ キ
ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ る ；
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 ａ ． 少 な く と も １ つ の 第 一 の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 ； ま た は
　 ｂ ． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； ま た は
　 ｃ ． 少 な く と も １ つ の 第 一 の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 お よ び 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両 方
に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 を さ ら に 含 む 、
請 求 項 ６ ８ 記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 a． マ ウ ス 抗 体 お よ び ウ サ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 、 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 ；
　 b． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、 該
第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ；
　 c． 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、 該
第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ； お よ び
　 d．  i． 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 ；
　 　 　 ii． 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 　 iii． 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 お よ び 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両
方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の ハ プ テ ン 分 子 ；
　 e．  i． 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 ；
　 　 　 ii． 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 　 iii． 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 お よ び 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両
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方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の ハ プ テ ン 分 子 ； お よ び
　 f.ウ サ ギ 抗 体 、 マ ウ ス 抗 体 、 ヤ ギ 抗 体 、 ブ タ 抗 体 、 お よ び ラ ッ ト 抗 体 か ら 選 択 さ れ 、 第
三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 三 次 抗 体 、 該 少 な く と も １ つ
の 三 次 抗 体 は 少 な く と も １ つ の ハ プ テ ン 分 子 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み
、 こ こ で 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 i． 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ；
　 　 　 ii． 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 　 iii． 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 お よ び 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ る ；
を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 a． 任 意 に 、 試 料 中 の 生 物 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 第 一 の 結 合 剤 ；
　 b． 第 一 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の 結 合 剤 、 こ こ で 、 第 二 の 結 合 剤 は ポ リ マ ー
に 任 意 に 接 合 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 し で 重 合 さ れ る ；
　 c． 第 二 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 結 合 剤 、 こ こ で 、 第 三 の 結 合 剤 は ポ リ マ ー
に 接 合 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 し で 重 合 さ れ る ；
　 d． a） b） お よ び c） の 少 な く と も １ つ と 連 結 さ れ る 、 少 な く と も １ つ の 検 出 可 能 な 物 質
、 な ら び に
　 e． 少 な く と も １ つ の 容 器
を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 a． 任 意 に 第 一 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 し で 重 合 さ れ
た 少 な く と も １ つ の 二 次 抗 体 ;
　 b． 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ る か 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 し で 重 合 さ れ た 少 な
く と も １ つ の 三 次 抗 体 、 お よ び こ こ で 、 第 １ の 検 出 可 能 な 薬 剤 は 、
　 　 　 i． 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ；
　 　 　 ii． 第 一 の ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 　 iii． 第 一 の ポ リ マ ー お よ び 三 次 抗 体 の 両 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ；
　 c． 任 意 の 一 次 抗 体 ；
　 d． 少 な く と も １ つ の 容 器
を 含 む 、 試 料 に 対 し て 免 疫 組 織 化 学 を 実 行 す る た め の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 第 一 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の 第 一 の 二 次 抗 体 、 お よ び 第 二 の ポ リ マ ー
に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の 第 二 の 二 次 抗 体 を 含 む 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 　 ａ ． 少 な く と も １ つ の 二 次 抗 体 ；
　 　 ｂ ． 第 二 の ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 ｃ ． 少 な く と も １ つ の 二 次 抗 体 お よ び 第 二 の ポ リ マ ー の 両 方
の う ち の 少 な く と も １ つ に 連 結 さ れ た 第 二 の 検 出 可 能 剤 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ７ ３ 記 載 の
キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 剤 が 異 な る 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 剤 が 同 一 で あ る 、 請 求 項 ７ ５ 記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 　 ａ ． 少 な く と も １ つ の 二 次 抗 体 ；
　 　 ｂ ． 第 二 の ポ リ マ ー ； な ら び に
　 　 ｃ ． 少 な く と も １ つ の 二 次 抗 体 お よ び 第 二 の ポ リ マ ー の 両 方
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の う ち の 少 な く と も １ つ に 連 結 さ れ た 少 な く と も １ つ の ハ プ テ ン 分 子 を さ ら に 含 む 、 請 求
項 ７ ３ 記 載 の キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
（ 発 明 の 記 載 ）
　 本 出 願 は 、 2003年 12月 1日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60／ 525,960号 、 お よ び 2004年 5月 1
4日 に 出 願 さ れ た 米 国 仮 出 願 第 60／ 570,800号 に 対 す る 優 先 権 を 主 張 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
（ 発 明 の 分 野 ）
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 学 的 技 術 を 用 い る 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に 関 す る
。 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 免 疫 組 織 化 学 ま た は 細 胞 学 を 用 い る 生 物 学 的 マ ー カ ー の
検 出 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
（ 発 明 の 背 景 ）
　 生 体 試 料 ま た は 検 体 中 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 は 、 こ の 標 的 を 、 こ の 標 的 に 特 異
的 に 結 合 す る 分 子 と 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 分 子 は 、 例 え ば 、 （
例 え ば 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ま た は サ ザ ン ま た は ノ ー ザ ン ブ ロ ッ ト で 用
い る た め の ） タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ で あ り 得 る 。 こ の 分 子 は 検 出 可 能 な 物 質 に 直
接 的 に ま た は 間 接 的 に 結 合 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 生 体 試 料 に 含 有 さ れ た 標 的 の 染
色 お よ び 検 出 を 可 能 と す る 。 通 常 用 い ら れ る 検 出 可 能 な 物 質 は テ キ サ ス レ ッ ド の よ う な 染
料 、 FITC、 な ら び に 放 射 性 同 位 体 、 金 属 粒 子 、 お よ び 特 異 的 基 質 の 触 媒 に 際 し て 、 標 的 生
物 学 的 マ ー カ ー の 比 色 検 出 を 可 能 と す る 酵 素 を 含 む （ 例 え ば 、 Coonsら 、 1941, Proc Soc 
Exp Biol Med 47:200; Nakane お よ び  Pierce 1966, J Histochem Cytochem 14:929参 照
） 。 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 用 の 1つ の シ ス テ ム は 、 試 料 中 の 所 望 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ
ー に 特 異 的 に 結 合 す る 免 疫 学 的 に 誘 導 さ れ た 分 子 に 依 存 す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 生 物 学 的 マ ー カ ー の 免 疫 学 に 基 づ く 検 出 は 、 有 益 に は 、 注 目 す る 特 異 的 生 物 学 的 マ ー カ
ー に 対 す る 抗 体 の よ う な 免 疫 誘 導 タ ン パ ク 質 の 特 異 性 を 利 用 す る 。 典 型 的 に は 、 抗 体 は 標
的 生 物 学 的 マ ー カ ー 上 の 特 異 的 エ ピ ト ー プ を 認 識 し 、 こ れ は 、 こ の 標 的 が 、 与 え ら れ た 生
体 試 料 ま た は 検 体 内 に 含 ま れ る 他 の 生 物 学 的 マ ー カ ー か ら 区 別 さ れ 、 し た が っ て 、 検 出 さ
れ る の を 可 能 と す る 。 酵 素 結 合 免 疫 検 定 法 （ ELISA） 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 ウ ェ ス タ
ン ブ ロ ッ ト 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ （ RIA） お よ び 免 疫 組 織 化 学 （ IHC） を 含 め た 、 注 目 す
る 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る こ と が で き る 多 様 な フ ォ ー マ ッ ト が 知 ら れ て い る （ 例 え ば
、 Janewayら 、 Immunobiology 第 5版 ，  Garland Publishing, N.Y. NY.参 照 ） 。 こ れ ら の
技 術 の 全 て は 多 様 な 病 気 お よ び 疾 患 の 研 究 、 な ら び に そ の 検 出 お よ び 診 断 で 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 IHCは 、 具 体 的 に は 、 イ ン サ イ チ ュ に て 試 料 ま た は 組 織 検 体 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検
出 す る 方 法 を 提 供 す る （ Mokry 1996, ACTA MEDICA 39:129参 照 ） 。 試 料 の 全 体 的 な 細 胞 一
体 性 は IHCに お い て 維 持 さ れ 、 し た が っ て 、 注 目 す る 生 物 学 的 マ ー カ ー の 存 在 お よ び 位 置
の 双 方 の 検 出 を 可 能 と す る 。 典 型 的 に は 、 試 料 は ホ ル マ リ ン で 固 定 さ れ 、 パ ラ フ ィ ン 包 埋
さ れ 、 光 学 顕 微 鏡 に よ る 観 察 の た め に 切 断 し て 切 片 と す る 。 得 ら れ た シ グ ナ ル の 強 度 は 試
料 中 の 標 的 分 子 の 発 現 の レ ベ ル と 相 関 す る 。 IHCを 行 う た め の 初 期 の 方 法 は 直 接 的 検 出 に
の み 依 存 し て い た 。 直 接 的 検 出 は 検 出 可 能 な 剤 を 意 味 し 、 例 え ば 、 蛍 光 色 素 が 一 次 抗 体 （
す な わ ち 、 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 ） に 直 接 的 に 連 結 さ れ た 。 こ の
方 法 の 制 限 は 、 低 レ ベ ル で 発 現 さ れ た 生 物 学 的 マ ー カ ー が 弱 い 検 出 シ グ ナ ル を 生 じ る こ と
で あ っ た 。 こ の 制 限 を 克 服 す る た め の 試 み は 、 一 次 抗 体 の 複 数 コ ピ ー を 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ
シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ EPOS（ 登 録 商 標 ） ） （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） の よ
う な 酵 素 と 共 役 し た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー へ 連 結 さ せ る こ と を 含 む も の で あ っ た （ Dakocy
tomationカ タ ロ グ 参 照 ） 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 こ の 問 題 を 克 服 す る た め の 他 の 試 み は 、 二 次 抗 体 の 付 加 を 含 む も の で あ っ た 。 検 出 を 増
幅 す る た め に 、 一 次 抗 体 は 標 識 さ れ な か っ た 。 そ の 代 わ り 、 一 次 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 し た
検 出 可 能 な 物 質 に 連 結 さ れ た 二 次 抗 体 の 適 用 が こ の 方 法 に 付 け 加 え ら れ た 。 二 次 抗 体 の 多
数 コ ピ ー は 一 次 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き 、 し た が っ て 、 シ グ ナ ル を 増 強 さ せ る 。 こ の 方
法 は 間 接 的 検 出 と し て 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 IHCで 用 い ら れ る 間 接 的 検 出 を 利 用 す る い く つ か の 製 品 が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る 。 そ
の 例 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） ま た は ア ル カ リ 性 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ （ AP） と 共 役 高 分 子 に 連 結 さ れ た 二 次 抗 体 を 供 す る Envision T M ＋ （ Dakocytomation, Ca
rpenteria, CA） （ Dakocytomationカ タ ロ グ 参 照 ） を 含 む 。 Envision T M  Systemsの デ ュ ア
ル 連 結 バ ー ジ ョ ン （ Envision T M ＋ ） も ま た 、 利 用 可 能 で あ る 。 デ ュ ア ル リ ン ク は 、 2つ の
異 な る ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 2つ の 異 な る 二 次 抗 体 を 提 供 し 、 こ こ に 、 こ の ポ リ マ ー の 各
々 は HRPの よ う な 酵 素 に 共 役 さ れ て い る 。 2つ の 二 次 抗 体 は 異 な る 種 （ 例 え ば 、 ウ サ ギ お よ
び マ ウ ス ） か ら の 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 し 、 し た が っ て 、 一 次 抗 体 の 選 択 に お い て 柔 軟 性 を
提 供 す る 。 Powervision（ 登 録 商 標 ） （ Immunovision, Springdale, AZ） も ま た 、 酵 素 と
共 役 高 分 子 に 連 結 さ れ た 二 次 抗 体 を 用 い る 。 非 ビ オ チ ン 増 幅 （ NBA） T M キ ッ ト （ Zymed Lab
oratories Inc., South San Francisco, CA） は ハ プ テ ン （ フ ル オ レ セ イ ン ） に 共 役 し た
二 次 抗 体 、 お よ び ハ プ テ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 三 次 抗 体 を 提 供 し 、 こ こ で 、 こ の 三 次 抗 体
は HRPに 共 役 し て い る 。 HistoFine（ 登 録 商 標 ） （ Nichirei Corp, Tokyo, Japan） は 、 HRP
の よ う な 酵 素 と 共 役 高 分 子 に 連 結 さ れ た F（ ab） を 提 供 す る 。 ま た 、 ビ オ チ ン の よ う な ハ
プ テ ン に 連 結 さ れ た 二 次 抗 体 に 依 存 す る 検 出 シ ス テ ム も 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 。 こ の シ
ス テ ム に お い て は 、 二 次 抗 体 は 、 HRPに 共 役 さ れ た ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン の
よ う な ビ オ チ ン 結 合 パ ー ト ナ ー と 接 触 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 IHCを 行 う た め に 種 々 の 商 業 的 製 品 が 利 用 で き る に も か か わ ら ず 、 例 え ば 、 IHCに よ っ て
、 試 料 中 に 低 レ ベ ル で 通 常 は 存 在 す る 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に お い て 、 増 大 し た 感 度 を
供 す る 方 法 お よ び 組 成 物 に 対 す る 要 望 が 依 然 と し て 存 在 す る 。 増 大 し た 感 度 は 、 特 に 、 疾
患 ま た は 病 気 が 正 常 と 比 較 し た 生 物 学 的 マ ー カ ー の 発 現 の 量 の 増 加 と 関 連 す る 場 合 に 有 用
で あ ろ う 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
（ 発 明 の 概 要 ）
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 例 え ば 、 IHCに よ っ て 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を
検 出 す る 公 知 の 方 法 と 比 較 し て よ り 感 度 の 高 い 方 法 を 提 供 す る 。 増 大 し た 感 度 は 染 色 さ れ
た 試 料 か ら 生 じ た よ り 強 い 検 出 シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と が で き る 。 増 大 し た 感 度 は よ り 少
な い 試 薬 （ 例 え ば 、 IHCま た は 他 の 免 疫 学 的 ベ ー ス の 検 出 方 法 を 行 う 場 合 の 一 次 抗 体 、 二
次 抗 体 ） の 使 用 を 可 能 と す る こ と が で き 、 よ り 少 な い 試 薬 は 特 異 的 で な い バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド 染 色 の 低 下 を 供 す る こ と が で き る 。 別 法 と し て 、 増 大 し た 感 度 を 利 用 し て 、 よ り 速 い プ
ロ ト コ ル を 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 第
一 の 結 合 剤 （ 例 え ば 、 一 次 抗 体 、 核 酸 プ ロ ー ブ ） 、 第 一 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 二
の 結 合 剤 （ 例 え ば 、 二 次 抗 体 ） 、 お よ び 第 二 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の 結 合 剤 （
例 え ば 、 三 次 抗 体 ） を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る の に 有 用 な 組 成 物 を 提
供 す る 。 結 合 剤 の 少 な く と も 1つ を ポ リ マ ー に 連 結 さ せ る こ と が で き る か 、 あ る い は 結 合
剤 そ れ 自 体 は 重 合 性 で あ っ て よ く 、 例 え ば 、 誘 導 体 化 し 、 重 合 化 す る こ と が で き る 。 共 役
高 分 子 は 検 出 可 能 な 物 質 と 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 二 の 結
合 剤 お よ び 第 三 の 結 合 剤 の 少 な く と も 1つ は 検 出 可 能 な 物 質 、 ま た は ハ プ テ ン 、 ま た は 検
出 可 能 な 物 質 お よ び ハ プ テ ン の 双 方 に 連 結 さ せ る こ と が で き る 。 本 発 明 は 、 試 料 と 本 発 明
の 組 成 物 と を 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す
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る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 所 望 に よ り 検 出 可 能 な 物 質 と 共 に 、 少 な く と も 一
次 抗 体 、 二 次 抗 体 お よ び 三 次 抗 体 を 含 む 組 成 物 を 提 供 し 、 こ こ に 、 こ の 三 次 抗 体 お よ び こ
の 二 次 抗 体 の 少 な く と も 1つ は 検 出 可 能 な 物 質 と 共 役 高 分 子 に 連 結 さ れ る か 、 あ る い は そ
れ 自 体 が 誘 導 体 化 さ れ 、 次 い で 、 重 合 さ れ る 。 こ の 組 成 物 は IHCに よ っ て 試 料 中 の 生 物 学
的 マ ー カ ー を 検 出 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の 組 成 物 は 病 気 ま た は 疾 患 に 関 連 す る マ ー カ ー
、 例 え ば 、 病 気 を 有 し な い 対 象 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 組 織 試 料 と 比 較 し て 、 こ の 病 気 を 有
す る 対 象 に 由 来 す る 細 胞 ま た は 組 織 試 料 中 の よ り 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 を 検
出 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ：
　 a） 第 一 の 結 合 剤 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 試 料 を 少 な く と も 1
つ の 第 一 の 結 合 剤 と 接 触 さ せ ；
　 b） 第 二 の 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 こ こ に 、 少 な く と も 1つ の 第 二 の 結 合 剤 は 所 望 に よ り 少 な
く と も 1つ の 第 一 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ て お り 、 あ る い は ポ リ マ ー 骨 格 を 付 加 す る こ と な
く 重 合 可 能 で あ る よ う に 、 a） の 第 一 の 複 合 体 を 、 少 な く と も 1つ の 第 一 の 結 合 剤 に 特 異 的
に 結 合 す る 少 な く と も 1つ の 第 二 の 結 合 剤 と 接 触 さ せ ；
　 c） 第 三 の 結 合 剤 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 b）
の 第 二 の 複 合 体 を 、
　 　 i） 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合 剤 と 接 触 さ せ 、 こ こ に 、 こ の 少 な く と も 1つ の 第 三 の
結 合 剤 は 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ 、 あ る い は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 く
し て 重 合 可 能 で あ り 、 お よ び こ こ に 、 こ の 第 三 の 結 合 剤 は 第 二 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 し
；
　 　 こ こ に 、 少 な く と も 1つ の 検 出 可 能 な 剤 は 、
　 　 　 1） 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合 剤 ；
　 　 　 2） 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 3） 少 な く と も 1つ の 第 三 の 結 合 剤 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー の 双 方 ：
に 連 結 さ れ ； 次 い で 、
　 d） c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 特 徴 と す る 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
　 a） 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 試 料 を
、 マ ウ ス 抗 体 お よ び ウ サ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b） 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に
、 a） の 複 合 体 を 、
　 　 i） 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、
こ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ； お よ
び ／ ま た は
　 　 ii） 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 し た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、
こ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ：
と 接 触 さ せ ；
　 c） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る
よ う に 、 b） の 第 二 の 複 合 体 を 、
　 　 i） 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 し た 少 な く と も 1つ の 三 次 ウ サ ギ 抗 体 と 接 触 さ
せ 、 こ の 少 な く と も 1つ の 三 次 ウ サ ギ 抗 体 は ヤ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ
ン を 含 み ；
　 　 こ こ に 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 1） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ；
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　 　 　 2） 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 3） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 お よ び 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 の 双 方 ：
の う ち の 少 な く と も 1つ と 連 結 さ れ ； 次 い で 、
　 　 d） c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 特 徴 と す る 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
　 a） 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、
試 料 を 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b） 少 な く と も 1つ の ウ サ ギ 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う
に 、 a） の 第 一 の 複 合 体 を 、 マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 む 少 な
く と も 1つ の ウ サ ギ 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 c） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る
よ う に 、 b） の 第 二 の 複 合 体 を 、
　 　 i） デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 と 接 触 さ せ 、 こ
の 少 な く と も 1つ の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含
み ；
　 　 こ こ に 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 1） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ；
　 　 　 2） 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 3） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー の 双 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ； 次 い で 、
　 d） c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 特 徴 と す る 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
　 a） 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 が 試 料 と 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、
試 料 を 少 な く と も 1つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b） 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に
、 a） を 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 と 接 触
さ せ 、 こ の 少 な く と も 1つ の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結 合 ド
メ イ ン を 含 み 、 こ こ に 、 所 望 に よ り 、 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー は 少 な く と も 1つ の ホ
ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 に 連 結 さ れ る か 、 あ る い は 少 な く と も 1つ の 二 次
ウ サ ギ 抗 体 は 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 に 連 結 さ れ る か
、 あ る い は 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー お よ び 少 な く と も 1つ の 二 次 ウ サ ギ 抗 体 の 双 方 は
、 各 々 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 に 連 結 さ れ ；
　 c） 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 b） の 第
二 の 複 合 体 を 、
　 　 i） 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 、
こ の 少 な く と も 1つ の 第 一 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結 合 ド メ
イ ン を 含 み ； お よ び
　 　 ii） 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 三 次 ヤ ギ 抗 体
、 こ の 少 な く と も 1つ の 第 二 の 三 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結 合 ド
メ イ ン を 含 み ；
と 接 触 さ せ 、
　 　 こ こ に 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 1） い ず れ か の 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ；
　 　 　 2） 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ；
　 　 　 3） 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ；
　 　 　 4） 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー お よ び 第 三 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 の 双 方 ； お よ び
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　 　 　 5） い ず れ か の 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 、 な ら び に 第 二 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 お よ び
第 三 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 の 双 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ； 次 い で 、
　 d） c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 特 徴 と す る 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
　 a） 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 が 試 料 に 結 合 し 、 第 一 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 試 料 を
、 マ ウ ス 抗 体 お よ び ウ サ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 と 接 触 さ せ ；
　 b） 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 が a） の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 二 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に
、 a） の 複 合 体 を 、
　 　 i） 第 一 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、
こ の 第 一 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は マ ウ ス 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ；
　 　 ii） 第 二 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体
、 こ の 第 二 の 二 次 ヤ ギ 抗 体 は ウ サ ギ 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン ；
と 接 触 さ せ 、
　 　 こ こ に 、 少 な く と も 1つ の ハ プ テ ン 分 子 が 、
　 　 　 1） 少 な く と も 1つ の 二 次 ヤ ギ 抗 体 ；
　 　 　 2） 第 一 お よ び 第 二 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 の 少 な く と も 1つ ； お よ び
　 　 　 3） 少 な く と も 1つ の 二 次 ヤ ギ 抗 体 、 な ら び に 第 一 お よ び 第 二 の デ キ ス ト ラ ン 分 子 の
少 な く と も 1つ ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ；
　 c） 三 次 抗 体 が b） の 第 二 の 複 合 体 に 結 合 し 、 第 三 の 複 合 体 を 形 成 す る よ う に 、 b） の 第
二 の 複 合 体 を 、
　 　 i） 第 三 の デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た ウ サ ギ 抗 体 、 マ ウ ス 抗 体 、 ラ ッ ト 抗 体
、 ブ タ 抗 体 お よ び ヤ ギ 抗 体 か ら 選 択 さ れ る 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 と 接 触 さ せ 、 こ の 少
な く と も 1つ の 三 次 抗 体 は b） の 少 な く と も 1つ の ハ プ テ ン 分 子 と 特 異 的 に 反 応 す る 抗 原 結
合 ド メ イ ン を 含 み ；
　 　 こ こ に 、 少 な く と も 1つ の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 分 子 が 、
　 　 　 1） 三 次 抗 体 ；
　 　 　 2） 少 な く と も 1つ の 第 三 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 　 3） 三 次 抗 体 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 三 の ポ リ マ ー の 双 方 ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ ； お よ び
　 d） c） の 第 三 の 複 合 体 を 検 出 す る ；
こ と を 特 徴 と す る 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 1つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、
　 a） 少 な く と も 1つ の 一 次 抗 体 ；
　 b） 所 望 に よ り 第 一 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 、 こ の 少 な く と も
1つ の 二 次 抗 体 は 一 次 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 含 み ； お よ び
　 c） 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体
を 含 み 、
　 こ こ に 、 検 出 可 能 な 剤 が 、
　 　 i） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ；
　 　 ii） 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び
　 　 iii） 三 次 抗 体 お よ び 少 な く と も 1つ の 第 二 の ポ リ マ ー ；
の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ た こ と を 特 徴 と す る 組 成 物 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 発 明 で は ま た 、 結 合 剤 、 例 え ば 、 後 記 図 1A～ 1Lに 記 載 さ れ 、 記 載 さ れ た 抗 体 お よ び ポ
リ マ ー を 含 む 組 成 物 が 考 え ら れ る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 こ れ ま で の 一 般 的 記 載 お よ び 以 下 の 詳 細 な 記 載 の 双 方 は 例 示 で あ っ て 、 単 に 説 明 的 で あ
り 、 特 許 請 求 す る 発 明 を 限 定 す る も の で は な い と 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
（ 態 様 の 記 載 ）
　 A.定 義
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 抗 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は そ の 部 分 を 意 味 し 、 源 に か か わ
ら ず 抗 原 － 結 合 部 位 を 含 む い ず れ も の ポ リ ペ プ チ ド 、 生 産 方 法 、 お よ び 他 の 特 徴 を 含 む 。
こ の 用 語 は 、 例 え ば 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 、 単 一 特 異 的 、 多 特 異 的 、 ヒ ト 化
、 一 本 鎖 、 キ メ ラ 、 合 成 、 組 換 え 、 ハ イ ブ リ ッ ド 、 突 然 変 異 し た 、 CDR－ 移 植 抗 体 を 含 む
。 抗 体 の 一 部 は 依 然 と し て 抗 原 に 結 合 で き る い ず れ も の 断 片 、 例 え ば 、 Fab、 F（ ab’ ） 2

、 Fv、 scFvを 含 む こ と が で き る 。 抗 体 の 起 源 は 、 生 産 方 法 に か か わ ら ず ゲ ノ ム 配 列 に よ っ
て 規 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 生 物 学 的 マ ー カ ー と は 、 生 体 試 料 に 存 在 す る い ず れ の 分 子 も
い う 。 こ の マ ー カ ー は 糖 タ ン パ ク 質 ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 、 リ ン タ ン パ ク 質 、 メ チ ル 化 タ
ン パ ク 質 、 ま た は タ ン パ ク 質 断 片 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 め た タ ン パ
ク 質 、 核 酸 、 例 え ば 、 DNA、 RNA、 脂 質 、 糖 脂 質 、 糖 、 多 糖 、 デ ン プ ン な ど が 挙 げ ら れ る 。
こ の マ ー カ ー は 生 体 試 料 の 表 面 に 発 現 さ れ 得 、 例 え ば 、 膜 結 合 の も の で あ る 。 こ の マ ー カ
ー は 生 体 試 料 の 内 部 に 、 す な わ ち 、 細 胞 膜 内 に 、 例 え ば 、 細 胞 質 内 に 、 核 内 に 、 細 胞 内 区
画 ま た は オ ル ガ ネ ラ 内 に 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 第 一 の 結 合 剤 と は 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結
合 す る 第 一 の 分 子 、 例 え ば 、 一 次 抗 体 、 核 酸 プ ロ ー ブ 、 リ ガ ン ド ま た は 受 容 体 を い う 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 第 二 の 結 合 剤 と は 、 第 一 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 二 の
分 子 、 例 え ば 、 二 次 抗 体 、 MHC分 子 、 c1q分 子 、 少 な く と も 1つ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ
ン 、 fos／ junな ど を 有 す る 分 子 を い う 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 第 三 の 結 合 剤 と は 、 第 二 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合 す る 第 三 の
分 子 、 例 え ば 、 三 次 抗 体 、 MHC分 子 、 c1q分 子 、 少 な く と も 1つ の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ
ン 、 fos／ junな ど を 有 す る 分 子 、 ま た は ハ プ テ ン 分 子 、 例 え ば 、 FITC、 ビ オ チ ン 、 ス ト レ
プ ア ビ ジ ン 、 ア ビ ジ ン 、 mycタ グ を い う 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 デ ュ ア ル 連 結 結 合 剤 と は 、 そ の 各 々 が 同 一 ま た は そ れ 自 身 の
ポ リ マ ー に 連 結 し て い な い 、 ま た は 連 結 し た 、 あ る い は そ の 各 々 が ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無
く し て 誘 導 体 化 さ れ 、 か つ 重 合 さ れ た 、 お よ び そ の 各 々 が 、 異 な る 第 一 の 結 合 剤 、 例 え ば
、 一 次 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 す る 少 な く と も 2つ の 第 二 の 結 合 剤 を い う 。 デ ュ ア ル 連 結 結 合
剤 の 例 は 、 第 一 の ポ リ マ ー 骨 格 に 共 役 し た ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 含 む ポ リ マ ー 共 役 、 お よ び
第 一 ま た は 第 二 の ポ リ マ ー 骨 格 に 共 役 し た ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 を 含 む ポ リ マ ー 共 役 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 ハ プ テ ン と は 、 大 き な 分 子 に 連 結 で き 、 か つ 抗 体 の よ う な 第
二 の 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 分 子 を い う 。 ハ プ テ ン の 例 と し て は 、 FITC、 DN
P、 myc、 ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ニ ト ロ チ ロ シ ン ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン (str
epavidin)お よ び 、 例 え ば 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 ダ ン シ ル 、 ア レ
キ サ フ ル オ ル 488、 BODIPY FL、 ル シ フ ェ ー ル イ エ ロ ー お よ び ア レ キ サ フ ル オ ル 405／ カ ス
ケ ー ド ブ ル ー フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 す る 抗 － 色 素 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 一 次 抗 体 と は 、 生 体 試 料 内 に 存 在 す る 注 目 す る 生 物 学 的 マ ー
カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を い う 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 は 重 合 さ せ る こ と が
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で き る 。 一 次 抗 体 は い ず れ の 温 血 種 、 例 え ば 、 哺 乳 動 物 、 鳥 類 か ら の 由 来 の も の で あ っ て
も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 試 料 と は い ず れ か の 生 体 、 例 え ば 、 動 物 、 植 物 、 細 菌 に 由 来
す る 試 料 を い う 。 そ れ は 真 核 生 物 細 胞 ま た は 原 核 生 物 細 胞 よ り な る も の で あ っ て よ い 。 そ
れ は 器 官 に 由 来 す る 組 織 検 体 よ り な る も の で あ っ て よ い 。 そ れ は 細 胞 試 料 、 例 え ば 、 細 胞
ス ミ ア よ り な る も の で あ っ て よ い 。 そ れ は ウ イ ル ス 粒 子 、 ま た は そ の 部 分 、 例 え ば 、 核 酸
、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド を 含 む こ と も で き る 。 ウ イ ル ス 粒 子 は 遊 離 ウ イ ル ス 粒 子 で あ っ て
よ く 、 す な わ ち 、 い ず れ か の 他 の 分 子 と 会 合 し て お ら ず 、 あ る い は そ れ は 前 述 し た い ず れ
か の 生 体 試 料 と 会 合 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 二 次 抗 体 と は 、 第 一 の 結 合 剤 、 例 え ば 、 一 次 抗 体 に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 有 す る 抗 体 を い う 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い る 場 合 、 三 次 抗 体 と は 、 第 二 の 結 合 剤 （ 例 え ば 、 二 次 抗 体 ） に 特 異 的
に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン 、 ま た は 第 二 の 結 合 剤 に 連 結 し た ハ プ テ ン 、 ま た は 第 二 の 結
合 剤 と 共 役 高 分 子 に 連 結 さ れ た ハ プ テ ン を 有 す る 抗 体 を い う 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 時 々 、 抗 体 は 二 次 お よ び 三 次 抗 体 双 方 と し て 機 能 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
B.共 役 高 分 子
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 で 有 用 な 組 成 物 を 提
供 す る 。 こ の 組 成 物 は 共 役 高 分 子 、 例 え ば 、 ポ リ マ ー 骨 格 と 共 役 し た 抗 体 の よ う な 結 合 剤
を 含 む こ と が で き る 。 こ の 組 成 物 は 重 合 さ れ た 結 合 剤 、 例 え ば 、 ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無 く
し て 重 合 さ れ た 誘 導 体 化 さ れ た 結 合 剤 を 含 む こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 共
役 高 分 子 は 二 次 抗 体 お よ び ポ リ マ ー 、 お よ び 任 意 に 、 検 出 可 能 な 物 質 よ り な る こ と が で き
る 。 検 出 可 能 な 物 質 は こ の ポ リ マ ー ま た は こ の 二 次 抗 体 、 あ る い は こ の ポ リ マ ー お よ び こ
の 二 次 抗 体 の 双 方 に 連 結 す る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 共 役 高 分 子 は 二 次
抗 体 お よ び ポ リ マ ー 、 お よ び ハ プ テ ン を 含 む 。 こ の ハ プ テ ン は こ の ポ リ マ ー ま た は こ の 二
次 抗 体 、 あ る い は こ の ポ リ マ ー お よ び こ の 二 次 抗 体 双 方 に 連 結 す る こ と が で き る 。 特 定 の
態 様 に お い て 、 共 役 高 分 子 は 1000万 ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 。 他 の 態 様 に お い て 、
共 役 高 分 子 は 200万 ダ ル ト ン 未 満 の 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 共 役 高 分 子 は 第 三 の 結 合 剤 、 例 え ば 、 三 次 抗 体 よ り な る 。 第
三 の 結 合 剤 は ポ リ マ ー 骨 格 に 共 役 さ れ て い て よ い 。 第 三 の 結 合 剤 は ポ リ マ ー 骨 格 の 付 加 無
く し て 誘 導 体 化 し 、 重 合 さ れ た も の で あ っ て よ い 。 ま た 、 第 三 の 結 合 剤 は 検 出 可 能 な 物 質
を 含 む こ と も で き る 。 検 出 可 能 な 物 質 は こ の ポ リ マ ー ま た は こ の 第 三 の 結 合 剤 、 ま た は こ
の ポ リ マ ー お よ び こ の 第 三 の 結 合 剤 双 方 に 連 結 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 1.ポ リ マ ー 類
　 ポ リ マ ー は 可 溶 性 分 子 ま た は 不 溶 性 分 子 で あ っ て よ い 。 ポ リ マ ー は 、 構 築 体 の 有 利 な 特
性 、 例 え ば 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 能 力 を 供 し つ つ 、 タ ン パ ク 質 、 結 合 体
ま た は ハ プ テ ン 、 生 物 活 性 化 合 物 、 お よ び 検 出 可 能 な 物 質 の 付 着 を 容 易 と す る い ず れ の 分
子 で あ っ て も よ い 。 好 適 な ポ リ マ ー の 例 は デ キ ス ト ラ ン 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン
、 デ キ ス ト ラ ン ポ リ ア ル デ ヒ ド 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル デ キ ス ト ラ ン ラ ク ト ン 、 お よ び シ ク ロ
デ キ ス ト リ ン の よ う な 多 糖 類 ； プ ル ラ ン 、 シ ゾ フ ィ ラ ン 、 ス ク レ ロ グ ル カ ン 、 キ サ ン タ ン
、 ゲ ラ ン 、 O－ エ チ ル ア ミ ノ グ ア ラ ン 、 6－ O－ カ ル ボ キ シ メ チ ル キ チ ン お よ び N－ カ ル ボ キ
シ メ チ ル キ ト サ ン の よ う な キ チ ン 類 お よ び キ ト サ ン 類 ； カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 カ
ル ボ キ シ メ チ ル ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル セ ル ロ ー ス 、 6－ ア ミ ノ
－ 6－ デ オ キ シ セ ル ロ ー ス お よ び O－ エ チ ル ア ミ ン セ ル ロ ー ス の よ う な 誘 導 化 さ れ た セ ル ロ
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ー ス 類 ； ヒ ド ロ キ シ ル 化 デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ ル デ ン プ ン 、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル デ ン
プ ン 、 カ ラ ギ ナ ン 、 ア ル ギ ナ ー ト 、 お よ び ア ガ ロ ー ス ； フ ィ コ ー ル お よ び カ ル ボ キ シ メ チ
ル 化 フ ィ コ ー ル の よ う な 合 成 多 糖 類 ； ポ リ （ ア ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ ド ） 、 ポ
リ （ ア ク リ ル エ ス テ ル ） 、 ポ リ （ 2－ ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ メ チ ル
メ タ ク リ レ ー ト ） 、 ポ リ （ マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ 無 水 マ レ イ ン 酸 ） 、 ポ リ （ ア ク リ ル ア ミ
ド ） 、 ポ リ （ エ チ ル － コ － ビ ニ ル ア セ テ ー ト ） 、 ポ リ （ メ タ ク リ ル 酸 ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア
ル コ ー ル ） 、 ポ リ （ ビ ニ ル ア ル コ ー ル － コ － ビ ニ ル ク ロ ロ ア セ テ ー ト ） 、 ア ミ ン 化 ポ リ （
ビ ニ ル ア ル コ ー ル ） 、 お よ び そ れ ら の コ ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー を 含 め た ビ ニ ル ポ リ マ ー 類 ； 分
岐 し た PAMAM－ デ ン ド リ マ ー を 含 め た 、 線 状 、 く し 形 の 、 ま た は 超 分 岐 ポ リ マ ー お よ び デ
ン ド リ マ ー を 含 め た ポ リ マ ー 骨 格 を 含 有 す る ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PEG） ま た は ポ リ
プ ロ ピ レ ン グ リ コ ー ル ま た は ポ リ （ エ チ レ ン オ キ サ イ ド － コ － プ ロ ピ レ ン オ キ サ イ ド ） ；
ポ リ リ シ ン 、 ポ リ グ ル タ ミ ン 酸 、 ポ リ ウ レ タ ン 、 ポ リ （ エ チ レ ン イ ミ ン ） 、 プ ル リ オ ー ル
を 含 め た ポ リ ア ミ ノ 酸 ； ア ル ブ ミ ン 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 お よ び ウ イ ル ス 様 タ ン パ ク 質 （ VL
P） を 含 め た タ ン パ ク 質 、 お よ び ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 、 DNA、 PNA、 LNA、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド
お よ び オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド デ ン ド リ マ ー 構 築 体 を 含 む 。 ま た 、 考 え ら れ る の は 、 混 合 さ れ
た ポ リ マ ー 、 す な わ ち 、 こ の ポ リ マ ー 類 、 こ の コ － ブ ロ ッ ク ポ リ マ ー ラ ン ダ ム コ － ポ リ マ
ー 類 の い ず れ か を 含 め た 前 述 の 例 の 1つ 以 上 よ り な る ポ リ マ ー 類 の 使 用 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 ポ リ マ ー の 選 択 は 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 構 築 体 の 適 用 に 依 存 す る 。 勿 論 、 性 能 を 最 適 化
す る た め の 所 望 の 適 用 に 応 じ て 、 ポ リ マ ー 特 性 を 変 化 さ せ る こ と が で き る 。 こ れ ら の パ ラ
メ ー タ ー の 例 は ポ リ マ ー の 長 さ お よ び ポ リ マ ー の 分 岐 を 含 む 。 さ ら に 、 ポ リ マ ー は 種 々 の
置 換 基 を 運 ぶ こ と が で き る 。 置 換 基 は 化 学 的 に 保 護 し 、 お よ び ／ ま た は 活 性 化 す る こ と が
で き 、 ポ リ マ ー が さ ら に 誘 導 体 化 さ れ る の を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 2.検 出 可 能 な 物 質
　 検 出 可 能 な 物 質 は 直 接 的 に ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る い ず れ の 分 子 も 含 む こ
と が で き る 。 直 接 的 検 出 に お い て は 、 1つ の み の 検 出 可 能 な 物 質 、 す な わ ち 、 一 次 検 出 可
能 物 質 が 用 い ら れ る 。 し た が っ て 、 直 接 的 検 出 は 、 検 出 可 能 な 物 質 が 第 二 の 分 子 の 付 加 の
必 要 性 無 く し て そ れ 自 体 で 検 出 で き る こ と を 意 味 す る 。 直 接 的 に 検 出 す る こ と が で き る 一
次 検 出 可 能 物 質 の 例 は 蛍 光 色 素 お よ び 放 射 性 物 質 お よ び 金 属 粒 子 を 含 む 。 対 照 的 に 、 間 接
的 検 出 は 1つ 以 上 の さ ら な る 分 子 、 す な わ ち 、 二 次 検 出 可 能 物 質 の 適 用 を 、 一 次 検 出 可 能
物 質 の 適 用 後 に 必 要 と す る 。 し た が っ て 、 検 出 は 、 一 次 検 出 可 能 物 質 へ の 二 次 検 出 可 能 物
質 の 結 合 の 検 出 に よ っ て 行 わ れ る 。 二 次 検 出 可 能 物 質 の 付 加 を 必 要 と す る 一 次 検 出 可 能 物
質 の 例 は 酵 素 検 出 可 能 物 質 お よ び ハ プ テ ン 検 出 可 能 物 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 物 質 は 少 な く と も 1つ の ポ リ マ ー に 共 役 さ れ る 。 こ
の ポ リ マ ー は 少 な く と も 1つ の 第 一 の 結 合 剤 、 す な わ ち 、 一 次 抗 体 に 結 合 す る で あ ろ う 剤
、 例 え ば 、 二 次 抗 体 、 MHC分 子 と 共 役 す る こ と が で き る 。 ポ リ マ ー は 第 二 の 結 合 剤 、 す な
わ ち 、 第 二 の 結 合 剤 ま た は ハ プ テ ン を 結 合 す る で あ ろ う 剤 と 共 役 さ せ る こ と が で き る 。 い
く つ か の 態 様 に お い て 、 1～ 500の 検 出 可 能 な 物 質 の 分 子 が 各 ポ リ マ ー 分 子 に 連 結 さ れ る 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 物 質 は 酵 素 で あ っ て 、 各 ポ リ マ ー 分 子 に 連 結 し た 酵
素 分 子 の 数 は 1～ 200、 2～ 50、 2～ 25で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 物 質 は
金 粒 子 、 色 素 、 低 分 子 量 蛍 光 色 素 で あ り 、 各 ポ リ マ ー 分 子 に 連 結 し た 検 出 可 能 な 物 質 の 数
は 1～ 500、 2～ 200で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 物 質 は タ ン パ ク 質 蛍 光 色
素 で あ っ て 、 各 ポ リ マ ー 分 子 に 連 結 し た 検 出 可 能 な 物 質 の 数 は 1～ 50、 2～ 20で あ る 。 い く
つ か の 態 様 に お い て 、 各 ポ リ マ ー に 連 結 し た 検 出 可 能 な 物 質 分 子 の 数 は 1～ 200、 2～ 50、 2
～ 25で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 物 質 は さ ら に 好 適 な リ ン カ ー を 介 し て
付 着 す る こ と が で き る 。 多 く の そ の よ う な リ ン カ ー は 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 。 そ の 例 は
ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル お よ び ポ リ ア ミ ド を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 検 出 可 能 物 質 の 例 に は 、 蛍 光 標 識 、 酵 素 標 識 、 放 射 性 同 位
体 、 化 学 ル ミ ネ セ ン ト 標 識 、 電 気 化 学 発 光 標 識 、 生 物 ル ミ ネ セ ン ト 標 識 、 ポ リ マ ー 、 ポ リ
マ ー 粒 子 、 金 属 粒 子 、 ハ プ テ ン 、 抗 体 お よ び 色 素 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 蛍 光 標 識 の 例 は 5－ （ お よ び 6） － カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ
ン 、 5－ ま た は 6－ カ ル ボ キ シ フ ル オ レ セ イ ン 、 6－ （ フ ル オ レ セ イ ン ） － 5－ （ お よ び 6）
－ カ ル ボ キ サ ミ ド ヘ キ サ ン 酸 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 Cy2、 Cy3お よ び Cy5の よ う な 色 素 、 AMCA、 PerCPを 含 め た 任 意 に よ り 置
換 さ れ て い て も よ い ク マ リ ン 、 R－ フ ィ コ エ リ ト リ ン （ RPE） お よ び ア ロ フ ィ コ エ リ ト リ ン
（ APC） を 含 め た フ ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 、 テ キ サ ス レ ッ ド 、 プ リ ン セ ト ン レ ッ ド 、 緑 色 蛍
光 タ ン パ ク 質 （ GFP） お よ び そ の 類 似 体 、 お よ び R－ フ ィ コ エ リ ス リ ン ま た は ア ロ フ ィ コ エ
リ ス リ ン の 共 役 、 コ ー ト さ れ た CdSeナ ノ ク リ ス タ ラ イ ト の よ う な 半 導 体 材 料 に 基 づ く 粒 子
の よ う な 無 機 蛍 光 標 識 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る ポ リ マ ー 粒 子 標 識 の 例 に は 、 蛍 光 色 素 で 包 埋 す る こ と が で
き る ポ リ ス チ レ ン 、 PMMAま た は シ リ カ の ミ ク ロ 粒 子 ま た は ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 ま た は 色 素 、
酵 素 ま た は 基 質 を 含 有 す る ポ リ マ ー ミ セ ル ま た は カ プ セ ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 金 属 粒 子 標 識 の 例 に は 、 銀 染 料 に よ っ て 変 換 す る こ と が で
き る 金 粒 子 お よ び 被 覆 さ れ た 金 粒 子 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る ハ プ テ ン の 例 に は DNP、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ ア シ ア ネ ー
ト （ FITC） 、 ビ オ チ ン お よ び ジ ゴ キ シ ギ ニ ン が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 酵 素 標 識 の 例 に は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
（ HRP） 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALPま た は AP） 、 ベ ー タ － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ （ GAL
） 、 グ ル コ ー ス － 6－ リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 ベ ー タ － N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ
、 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ 、 イ ン ベ ル タ ー ゼ 、 キ サ ン チ ン オ キ シ ダ ー ゼ 、 ホ タ ル ル シ フ ェ ラ
ー ゼ お よ び グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ （ GO） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 対 す る 通 常 に 使 用 さ れ る 基 質 の 例 に は 、 3,3’
－ ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ DAB） 、 ニ ッ ケ ル で 増 強 さ れ る ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 、 3－ ア ミ ノ －
9－ エ チ ル カ ル バ ゾ ー ル （ AEC） 、 ベ ン ジ ジ ン 二 塩 酸 塩 （ BDHC） 、 Hanker－ Yates試 薬 （ HYR
） 、 ヨ ー ド フ ァ ン ブ ル ー （ IB） 、 テ ト ラ メ チ ル ベ ン ジ ジ ン （ TMB） 、 4－ ク ロ ロ － 1－ ナ フ
ト ー ル （ CN） 、 α － ナ フ ト ー ル ピ ロ ミ ン （ α － NP） 、 o－ ジ ア ニ シ ジ ン （ OD） 、 5－ ブ ロ モ
－ 4－ ク ロ ロ － 3－ イ ン ド リ ル ホ ス フ ェ ー ト （ BCIP） 、 ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ NBT
） 、 2－ （ p－ ヨ ー ド フ ェ ニ ル ） － 3－ p－ ニ ト ロ フ ェ ニ ル － 5－ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク
ロ ラ イ ド （ INT） 、 テ ト ラ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ TNBT） 、 5－ ブ ロ モ － 4－ ク ロ ロ
－ 3－ イ ン ド キ シ ル － ベ ー タ － D－ ガ ラ ク ト シ ド ／ フ ェ ロ － フ ェ リ シ ア ナ イ ド （ BCIG／ FF）
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 対 す る 通 常 に 使 用 さ れ る 基 質 の 例 に は 、 ナ フ ト ー ル － AS－
B1－ ホ ス フ ェ ー ト ／ フ ァ ス ト レ ッ ド TR（ NABP／ FR） 、 ナ フ ト ー ル － AS－ MX－ ホ ス フ ェ ー ト
／ フ ァ ス ト レ ッ ド TR（ NAMB／ FR） 、 ナ フ ト ー ル － AS－ B1－ ホ ス フ ェ ー ト ／ フ ァ ス ト レ ッ ド
TR（ NABP／ FR） 、 ナ フ ト ー ル － AS－ MX－ ホ ス フ ェ ー ト ／ フ ァ ス ト レ ッ ド TR（ NAMP／ FR） 、
ナ フ ト ー ル － AS－ B1－ ホ ス フ ェ ー ト ／ ニ ュ ー フ ク シ ン （ NABP／ NF） 、 ブ ロ モ ク ロ ロ イ ン ド
リ ル ホ ス フ ェ ー ト ／ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム （ BCIP／ NBT） 、 5－ ブ ロ モ － 4－ ク ロ ロ
－ 3－ イ ン ド リ ル － b－ d－ ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ BCIG） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る ル ミ ネ セ ン ト 標 識 の 例 に は 、 ル ミ ノ ー ル 、 イ ソ ル ミ ノ ー ル
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、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル 、 1,2－ ジ オ キ セ タ ン お よ び ピ リ ド ピ リ ダ ジ ン が 挙 げ ら れ る 。
電 気 化 学 発 光 標 識 の 例 は ル テ ニ ウ ム 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 で 用 い る こ と が で き る 放 射 性 標 識 の 例 は ヨ ウ 素 、 コ バ ル ト 、 セ レ ン 、 ト リ チ ウ ム
、 炭 素 、 硫 黄 お よ び リ ン （ Phosphorous） の 放 射 性 同 位 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 検 出 可 能 物 質 は 注 目 す る 生 物 学 的 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る い ず れ か の 分 子 、 例 え ば
、 抗 体 、 核 酸 プ ロ ー ブ 、 ま た は 注 目 す る 生 物 学 的 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る い ず れ か の
分 子 に 共 役 高 分 子 に 連 結 さ れ て い て よ い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 3.結 合 剤
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 3つ の タ イ プ の 結 合 剤 ： 第 一 の 結 合 剤 、 第 二 の 結 合 剤 お
よ び 第 三 の 結 合 剤 を 提 供 す る 。 第 一 の 結 合 剤 を 用 い て 試 料 と 接 触 さ せ る 。 そ れ は 試 料 に 含
ま れ る 注 目 す る 生 物 学 的 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る で あ ろ う い ず れ か の 分 子 よ り な る こ
と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 一 の 結 合 剤 は 抗 体 、 す な わ ち 、 一 次 抗 体 で あ る
。 当 業 者 で あ れ ば 、 多 数 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 認 識 す る 抗 体 が 商 業 的 に 入 手 可 能 で あ る こ
と を 認 識 す る で あ ろ う （ 例 え ば 、 DakoCytomationの 一 般 的 な 製 品 カ タ ロ グ 、 DakoCytomati
on, Carpinteria, CA参 照 ） 。 ま た 、 当 業 者 で あ れ ば 、 特 異 的 抗 原 結 合 部 位 を 持 つ 抗 体 を
作 成 す る 方 法 が 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る こ と も 認 識 す る で あ ろ う 。 こ れ ら の 方 法 は セ ク シ
ョ ン 4に て 後 に 記 載 す る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 第 一 の 結 合 剤 は 核 酸 プ ロ ー ブ で あ る
。 核 酸 プ ロ ー ブ を 作 成 す る 方 法 は セ ク シ ョ ン 5に お い て 後 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 第 二 の 結 合 剤 は 第 一 の 結 合 剤 に 結 合 す る い ず れ の 分 子 で あ っ て も よ い 。 第 二 の 結 合 剤 は
二 次 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 二 次 抗 体 は 、 第 一 の 結 合 剤 、 例 え ば 、 一 次 抗 体 の 定 常 領 域
に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 有 す る こ と が で き る 。 第 二 の 結 合 剤 は 抗 体 定 常 領
域 に 結 合 す る こ と が で き る 補 体 カ ス ケ ー ド の 補 填 的 経 路 に お け る c1qタ ン パ ク 質 、 MHC分 子
、 例 え ば 、 MHCク ラ ス Iお よ び MHCク ラ ス IIお よ び 非 慣 用 的 MHC、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー ド メ イ ン
、 例 え ば 、 fos／ jun、 myc、 GCN4を 有 す る 分 子 の よ う な 細 胞 シ グ ナ リ ン グ 経 路 に 関 与 す る
分 子 、 Srcま た は Grb－ 2の よ う な SH1ま た は SH2ド メ イ ン を 有 す る 分 子 の よ う な 特 異 的 結 合
パ ー ト ナ ー を 有 す る 分 子 を 含 む こ と が で き る 。 第 二 の 結 合 剤 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 受 容 体 、 例
え ば 、 Fc受 容 体 で あ っ て よ い 。 第 二 の 結 合 剤 は キ メ ラ タ ン パ ク 質 、 す な わ ち 、 2つ 以 上 の
特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の 特 徴 を 組 み 合 わ せ る よ う に 作 成 さ れ た タ ン パ ク 質 よ り な る も の で
あ っ て よ く 、 例 え ば 、 ロ イ シ ン ジ ッ パ ー は 抗 体 の Fc領 域 に 作 成 す る こ と が で き 、 SH2ド メ
イ ン は 抗 体 の Fc領 域 に 発 現 す る よ う 作 成 す る こ と が で き る 。 他 の 態 様 に お い て 、 融 合 タ ン
パ ク 質 は 、 置 換 さ れ た 可 変 ド メ イ ン を 持 つ 抗 体 の Fc部 分 を 含 む よ う に 作 成 す る こ と が で き
る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,843,725号 参 照 ） 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 第 二 の 結 合 剤 は ハ プ テ ン を 含 む こ と も で き る 。 ハ プ テ ン は 第 二 の 結 合 剤 に 連 結 さ せ る こ
と が で き る 。 ハ プ テ ン は 小 さ な 分 子 で あ っ て よ く 、 し た が っ て 、 多 数 の コ ピ ー が 単 一 の 第
二 の 結 合 剤 分 子 に 付 着 す る の を 可 能 と す る 。 ハ プ テ ン は 第 三 の 結 合 剤 に 対 す る 便 宜 な 標 的
分 子 を 提 供 す る 。 結 合 し た 多 数 コ ピ ー は 、 増 強 さ れ た 感 度 、 例 え ば 、 増 強 さ れ た シ グ ナ ル
強 度 を 提 供 す る 。 好 適 な ハ プ テ ン の 例 は FITC、 DNP、 mycジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ニ ト ロ チ ロ シ ン
ビ オ チ ン 、 ア ビ ジ ン 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 、 お よ び 、 例 え ば 、 テ ト ラ メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、
テ キ サ ス レ ッ ド 、 ダ ン シ ル 、 ア レ キ サ フ ル オ ル 488、 BODIPY FL、 ル シ フ ェ ー ル イ エ ロ ー お
よ び ア レ キ サ フ ル オ ル 405／ カ ス ケ ー ド ブ ル ー フ ル オ ロ フ ォ ア に 対 す る 抗 － 色 素 抗 体 を 含
む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 第 三 の 結 合 剤 は 第 二 の 結 合 剤 に 結 合 す る い ず れ の 分 子 で あ っ て も よ い 。 第 三 の 結 合 剤 は
三 次 抗 体 を 含 む こ と が で き る 。 三 次 抗 体 は 第 二 の 結 合 剤 、 例 え ば 、 二 次 抗 体 の 定 常 領 域 に
特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 ド メ イ ン を 有 す る こ と が で き る 。 第 二 の 結 合 剤 に 特 異 的 に 結 合

10

20

30

40

50

(22) JP 2007-513334 A 2007.5.24



す る 限 り 、 第 三 の 結 合 剤 は 第 二 の 結 合 剤 に 対 す る 前 述 し た 特 異 的 結 合 パ ー ト ナ ー の い ず れ
か よ り な る も の で あ っ て よ い 。 ま た 、 そ れ は キ メ ラ タ ン パ ク 質 お よ び 融 合 タ ン パ ク 質 を 含
む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 前 述 し た 結 合 剤 と 同 様 な さ ら な る 第 4お よ び 第 5な ど の 結 合 剤 を 含
む こ と が で き る 。 第 4お よ び 第 5の 結 合 剤 は 、 特 定 の 態 様 に お い て は 、 ポ リ マ ー に 連 結 さ せ
る こ と が で き る か 、 あ る い は 重 合 可 能 な そ れ 自 体 で あ っ て よ い 。 い く つ か の 態 様 に お い て
、 第 四 お よ び ／ ま た は 第 五 の 結 合 剤 は 抗 体 よ り な る も の で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 4.抗 体
　 一 次 抗 体 、 二 次 抗 体 お よ び 三 次 抗 体 を 含 め た 本 発 明 で 用 い ら れ る 抗 体 は い ず れ の 哺 乳 動
物 種 、 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヤ ギ 、 モ ル モ ッ ト 、 ロ バ 、 ウ サ ギ 、 ウ マ 、 ラ マ 、 ラ ク ダ
、 ま た は い ず れ の 鳥 類 種 、 例 え ば 、 ニ ワ ト リ 、 ア ヒ ル に 由 来 す る も の で あ っ て も よ い 。 本
明 細 書 中 で 用 い る 際 、 い ず れ か の 哺 乳 動 物 ま た は 鳥 類 種 に 由 来 す る と は 、 特 定 の 抗 体 を コ
ー ド す る 核 酸 配 列 の 少 な く と も 一 部 が 具 体 的 な 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 ラ ッ ト 、 マ ウ ス 、 ヤ ギ
、 ま た は ウ サ ギ 、 ま た は 具 体 的 な 鳥 類 、 例 え ば 、 ニ ワ ト リ 、 ア ヒ ル の ゲ ノ ム 配 列 に 由 来 し
た こ と を 意 味 す る 。 抗 体 は い ず れ の イ ソ タ イ プ 、 例 え ば 、 IgG、 IgM、 IgA、 IgD、 IgEま た
は い ず れ か の サ ブ ク ラ ス 、 例 え ば 、 IgG1、 IgG2、 IgG3、 IgG4の も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 一 次 抗 体 は 、 生 体 試 料 を 含 む 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ た 生 物 学 的 マ
ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 原 結 合 領 域 を 含 有 す る 。 マ ー カ ー は 細 胞 表 面 に
、 ま た は 細 胞 膜 内 に 、 す な わ ち 、 細 胞 の 内 部 に 、 例 え ば 、 細 胞 質 内 に 、 核 内 に 、 小 胞 体 内
に 発 現 さ れ 得 る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 生 物 学 的 マ ー カ ー は 細 胞 か ら 分 泌 さ れ 、 し た
が っ て 、 溶 液 中 に 、 例 え ば 、 細 胞 培 養 基 中 で 、 血 液 ま た は 血 漿 中 に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は 、 一 次 抗 体 、 例 え ば 、 一 次 抗 体 の 定 常 領 域 に 特 異 的 に
結 合 す る 抗 原 結 合 領 域 を 含 む 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 二 次 抗 体 は ポ リ マ ー に 共 役 さ れ る 。
い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ マ ー は 2～ 20の 二 次 抗 体 に 共 役 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て
、 ポ リ マ ー は 2～ 10の 二 次 抗 体 と 共 役 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 三 次 抗 体 は 二 次 抗 体 、 例 え ば 、 二 次 抗 体 の 定 常 領 域 、 二 次 抗 体 に
連 結 さ れ た ハ プ テ ン 、 ま た は 二 次 抗 体 に 共 役 高 分 子 に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 原 結 合 領 域 を 含
有 す る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 三 次 抗 体 は ポ リ マ ー に 共 役 さ れ る 。 い く つ か の 態 様 に お い
て 、 ポ リ マ ー は 1～ 20の 三 次 抗 体 に 共 役 さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て 、 ポ リ マ ー は 1～ 5の 三
次 抗 体 に 共 役 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 の 方 法 お よ び 組 成 物 で 用 い る こ と が で き る 抗 体 は モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 、 フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ま た は 別 の 技 術 を 用 い て 生 産 さ れ た キ メ ラ 、 CDR－ 移
植 お よ び 人 工 的 に 選 択 さ れ た 抗 体 を 含 め た 作 成 さ れ た 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 抗 体 を 生 産 す る た め の 種 々 の 技 術 が 記 載 さ れ て お り 、 例 え ば 、 こ こ に 引 用 し て 援 用 す る
Kohler and Milstein, （ 1975）  Nature 256:495; Harlow and Lane, Antibodies: A Lab
oratory Manual, （ 1988） （ Cold Spring Harbor Press, Cold Spring Harbor, NY） を 参
照 の こ と 。 組 換 え 抗 体 分 子 の 調 製 の た め の 技 術 は 前 記 文 献 に 記 載 さ れ て お り 、 ま た 、 例 え
ば 、 EP 0623679; EP 0368684;お よ び EP 0436597に も 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 抗 体 は 組 換 え に よ り ま た は 合 成 に よ り 生 産 す る こ と が で き る 。 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 を
cDNAラ イ ブ ラ リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る 。 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は フ ァ ー ジ ラ イ ブ ラ
リ ー か ら 単 離 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 McCaffertyら 、 1990, Nature 348: 552, Kang
ら 、 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88: 4363; EP 0 589 877 B1参 照 ） 。 抗 体 を コ ー
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ド す る 核 酸 は 公 知 の 配 列 の 遺 伝 子 シ ャ フ リ ン グ に よ っ て 得 る こ と が で き る （ Markら 、 1992
, Bio／ Technol. 10: 779） 。 抗 体 を コ ー ド す る 核 酸 は イ ン ビ ト ロ 組 換 え に よ っ て 単 離 す
る こ と が で き る （ Waterhouseら 、 1993, Nucl. Acid. Res. 21: 2265） 。 本 発 明 の 方 法 お
よ び 組 成 物 で 用 い る 抗 体 は ヒ ト 化 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 む （ 米 国 特 許 第 5,585,089号 、 Jones
ら 、 1986, Nature 332: 323） 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 抗 体 は 、 ト キ シ ン ま た は 標 識 、 例 え ば 、 検 出 可 能 な 物 質 の よ う な エ フ ェ ク タ ー タ ン パ ク
質 を 含 む 改 変 さ れ た 抗 体 で あ っ て よ い 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 抗 体 は 動 物 血 清 か ら 得 る こ と が で き る か 、 あ る い は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ま た は そ の 断 片
の 場 合 に は 、 細 胞 培 養 で 生 産 す る こ と が で き る 。 組 換 え DNA技 術 を 用 い て 、 確 立 さ れ た 手
法 に 従 っ て 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 に お い て 抗 体 を 生 産 す る こ と が で
き る 。 特 定 の 態 様 に お い て は 、 選 択 さ れ た 細 胞 培 養 系 は 、 好 ま し く は 、 抗 体 産 物 を 分 泌 す
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 イ ン ビ ト ロ で の ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 ま た は 哺 乳 動 物 宿 主 細 胞 の 成 長 は 好 適 な 培 養 基 、 例
え ば 、 所 望 に よ り 、 哺 乳 動 物 血 清 、 例 え ば 、 胎 児 ウ シ 血 清 、 ま た は 微 量 元 素 お よ び 成 長 維
持 補 足 物 を 補 充 し た ダ ル ベ ッ コ の 修 飾 イ ー グ ル 培 地 （ DMEM） ま た は RPMI 1640培 地 で 行 う
こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 正 常 マ ウ ス 腹 膜 滲 出 物 細 胞 、 脾 臓 細 胞 、 骨 髄 マ
ク ロ フ ァ ー ジ の よ う な フ ィ ー ダ ー 細 胞 を 用 い て 培 養 に お け る 細 胞 成 長 を 増 強 さ せ る こ と が
で き る 。 2－ ア ミ ノ エ タ ノ ー ル 、 イ ン ス リ ン 、 ト ラ ン ス フ ェ リ ン 、 低 密 度 リ ポ タ ン パ ク 質
、 オ レ イ ン 酸 を 含 め た 添 加 剤 を 用 い て 細 胞 成 長 を 増 強 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 細 菌 細 胞 ま た は 酵 母 細 胞 は 、 例 え ば 、 当 該 分 野 で 知 ら れ た 好 適 な 培 養 基 中 で 増 殖 さ せ る
。 細 菌 培 地 の 例 は LB、 NZCYM、 NZYM、 NZM、 テ リ フ ィ ッ ク ブ ロ ス 、 SOB、 SOC、 2× YT、 ま た
は M9最 少 培 地 を 含 む （ 本 明 細 書 中 に 引 用 し て 援 用 す る ） （ Sambrookら 、 Molecular Clonin
g: A Laboratory Manual, 第 2版 , Cold Spring Harbor Laboratory Press （ 1989） 参 照
） 。 酵 母 を 増 殖 さ せ る の に 適 し た 培 地 の 例 は YPD、 YEPD、 最 少 培 地 、 ま た は 完 全 最 少 Dropo
ut培 地 （ 前 出 ） を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 組 換 え に よ り 生 産 さ れ た 抗 体 を ク ロ ー ン 化 し 、 昆 虫 細 胞 で 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 昆
虫 細 胞 は 、 細 菌 ま た は 酵 母 発 現 系 と 比 較 し た 場 合 、 正 し く 折 畳 ま れ 、 か つ 、 生 物 活 性 抗 体
を 得 る 高 い 可 能 性 を 提 供 す る 。 昆 虫 細 胞 は 無 血 清 培 地 中 で 培 養 す る こ と が で き る 。 組 換 え
バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 発 現 ベ ク タ ー と し て 用 い る こ と が で き 、 こ の 構 築 体 を 用 い て 、 Spodop
tera frugiperda Sf9を 含 め た 、 多 数 の 鱗 翅 目 細 胞 系 の い ず れ か で あ っ て よ い 宿 主 細 胞 系
を ト ラ ン ス フ ェ ク ト す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Altmannら 、 （ 1999） , Glycoconj J 199
9, 16: 109 Kost and Condreay （ 1999） , Curr Opin Biotechnol, 10: 428参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 本 発 明 で 用 い る た め に 、 組 換 え に よ り 、 ま た は 他 の 手 段 に よ っ て 生 産
さ れ た 抗 体 は 依 然 と し て 抗 原 に 結 合 す る こ と が で き る い ず れ の 抗 体 断 片 、 例 え ば 、 Fab、 F
（ ab） 2 、 Fv、 scFvも 含 む こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 特 定 の 態 様 に お い て は 、 抗 体 、 ま た
は 抗 体 断 片 は 、 ハ プ テ ン 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド を 含 む よ う に 組 換 え に よ り 作 製 す る こ と が で
き る 。 特 定 の 態 様 に お い て 、 ハ プ テ ン は mycタ グ で あ り 得 る 。 抗 体 ま た は 抗 体 断 片 を ハ プ
テ ン に 含 め る と 、 結 合 剤 、 例 え ば 、 二 次 抗 体 、 三 次 抗 体 、 ま た は 特 異 的 結 合 パ タ ー ン の ハ
プ テ ン の 引 き 続 い て の 結 合 を 容 易 と す る 。 図 1Jは 本 発 明 の 1つ の 態 様 を 示 し 、 そ こ で は 、 m
ycタ グ を 用 い て 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る 。 myc特 異 的 抗 体 は こ の 態 様 で 用 い る こ と が
で き る 。 myc特 異 的 抗 体 は 、 例 え ば 、 抗 － mycク ロ ー ン 9E10お よ び 4A6は 当 該 分 野 で 知 ら れ
て い る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 イ ン ビ ト ロ 生 産 は 相 対 的 に 純 粋 な 抗 体 調 製 物 を 提 供 し 、 所 望 の 抗 体 を 多 量 に 得 る た め の
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ス ケ ー ル ア ッ プ を 可 能 と す る 。 細 菌 細 胞 、 酵 母 、 昆 虫 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 の た め の
技 術 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 例 え ば 、 エ ア リ フ ト 反 応 器 に お け る 、 ま た は 連 続 攪 拌 反
応 器 に お け る 均 一 懸 濁 培 養 、 ま た は 例 え ば 、 中 空 繊 維 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル に お け る 、 ア ガ
ロ ー ス マ イ ク ロ ビ ー ズ ま た は セ ラ ミ ッ ク カ ー ト リ ッ ジ 上 で の 固 定 化 さ れ た ま た は 捕 捉 さ れ
た 細 胞 培 養 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま た 、 イ ン ビ ボ に て 抗 体 産 生 哺 乳 動 物 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 、 所 望 の 抗 体 を 多
量 に 得 る こ と も で き る 。 こ の 目 的 で は 、 所 望 の 抗 体 を 生 産 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 を 組 織 適 合 性 哺 乳 動 物 、 例 え ば 、 マ ウ ス に 注 射 し て 、 抗 体 産 生 腫 瘍 の 成 長 を 引 き
起 こ す 。 所 望 に よ り 、 動 物 は 、 ま ず 、 鉱 油 の よ う な 炭 化 水 素 で プ ラ イ ム す る 。 鉱 油 の 例 に
は 、 プ リ ス タ ン （ テ ト ラ メ チ ル ペ ン タ デ カ ン ） が 挙 げ ら れ る 。 1～ 3週 間 後 に 、 そ れ ら の 哺
乳 動 物 の 体 液 か ら 抗 体 を 単 離 す る 。 例 え ば 、 好 適 な 骨 髄 腫 細 胞 と Balb／ cマ ウ ス か ら の 抗
体 産 生 脾 臓 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 、 所 望 の 抗 体 を 生 産 す る ハ
イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 Sp2／ 0に 由 来 す る ト ラ ン ス フ ェ ク ト さ れ た 細 胞 を 、 所 望 に よ り 、 プ リ
ス タ ン で 予 備 処 理 さ れ て い て も よ い Balb／ cマ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 す る こ と が で き 、 1～ 2週
間 後 に 、 腹 水 液 を 動 物 か ら 採 取 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 抗 体 の 単 離 で は 、 培 養 上 清 ま た は 腹 水 液 中 の 抗 体 を 、 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム で の 沈
殿 に よ っ て 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル の よ う な 吸 湿 性 物 質 に 対 す る 透 析 に よ っ て 、 ま た は
選 択 的 膜 を 通 す 濾 過 に よ っ て 濃 縮 す る こ と が で き る 。 も し 必 要 お よ び ／ ま た は 所 望 で あ れ
ば 、 抗 体 は 慣 用 的 な ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 方 法 、 例 え ば 、 ゲ ル 濾 過 、 イ オ ン － 交 換 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 DEAE－ セ ル ロ ー ス 上 の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ／ ま た は 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば 、 抗 体 の 抗 原 結 合 ド メ イ ン に 特 異 的 に 結 合 す る タ ン パ ク 質 を
含 有 す る カ ラ ム ま た は 他 の 固 体 支 持 体 上 の 、 ま た は プ ロ テ イ ン － Aを 含 有 す る カ ラ ム ま た
は 固 体 支 持 体 上 の ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 細 胞 培 養 上 清 は 、 所 望 の 標 的 を 発 現 す る 細 胞 の 免 疫 蛍 光 染 色 に よ っ て 、 免 疫 ブ ロ ッ テ ィ
ン グ に よ っ て 、 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ま た は ド ッ ト － ア ッ セ
イ 、 あ る い は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 、 所 望 の 抗 体 に つ き ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 5.核 酸 プ ロ ー ブ
　 第 一 の 結 合 剤 は 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン で 用 い る た め の 、 核 酸 プ ロ ー ブ
、 例 え ば 、 DNA分 子 、 RNA分 子 を 含 む こ と が で き る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 化 学 的 に 合 成 す る こ と
が で き る か 、 ま た は 細 胞 に お い て 組 換 え に よ る 生 産 す る こ と が で き る （ 例 え ば 、 Sambrook
ら 、 （ 1989）  Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 第 二 版 , Cold Spring Harbor 
Press） 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 プ ロ ー ブ は ペ プ チ ド 核 酸 （ PNA） よ り な る 。 ペ プ チ ド
核 酸 は 、 通 常 は DNAお よ び RNAに 存 在 す る デ オ キ シ リ ボ ー ス ま た は リ ボ ー ス 糖 骨 格 が ペ プ チ
ド 骨 格 に 置 き 換 え ら れ た 核 酸 分 子 で あ る 。 PNAを 作 製 す る 方 法 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る
（ 本 明 細 書 で 参 照 と し て 引 用 す る ） （ 例 え ば 、 Nielson, 2001, Current Opinion in Biot
echnology 12:16参 照 ） 。 他 の 態 様 に お い て は 、 プ ロ ー ブ は ロ ッ ク さ れ た 核 酸 （ LNA） よ り
な る （ Sorensonら 、 2003, Chem. Commum. 7（ 17） :2130） 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 核
酸 プ ロ ー ブ は 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 生 体 試 料 内 に 含 ま れ る 核 酸 分 子 に 特 異 的 に 結 合
す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 特 別 な 態 様 に お い て は 、 生 体 試 料 中 の 配 列 に 特 異 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ
す る 配 列 を 少 な く と も 含 む 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 試 料 中 の 標 的 配 列
、 例 え ば 、 ゲ ノ ム DNA配 列 ま た は mRNA配 列 の よ う な 核 酸 配 列 に 、 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 特
別 な 条 件 下 で ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 際 、 用 語 「 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条
件 下 で の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 」 は 、 相 互 に 有 意 に 相 補 的 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 が 相 互 に
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結 合 し た ま ま で あ る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 洗 浄 に つ い て の 条 件 を 記 載 す る こ と を
意 図 す る 。 こ の 条 件 は 、 少 な く と も 70%、 少 な く と も 80%、 少 な く と も 85～ 90％ 相 補 性 の 配
列 が 相 互 に 依 然 と し て 結 合 し た ま ま で あ る よ う な も の で あ る 。 パ ー セ ン ト 相 補 性 は （ 本 明
細 書 で 参 照 と し て 引 用 す る ） Altschul ら （ 1997）  Nucleic Acids 25:3389－ 3402に 記 載
さ れ て い る よ う に 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー の 具 体 的 な 条 件 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 （ 本 明 細 書 で 参 照 と し
て 引 用 す る ） Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc.（ Aus
belら 、 1995編 ） 、 セ ク シ ョ ン 2、 4お よ び 6に 見 出 す こ と が で き る 。 加 え て 、 具 体 的 な ス ト
リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 は （ 本 明 細 書 で 参 照 と し て 引 用 す る ） Sambrookら 、 （ 1989）  Molecul
ar Cloning: A Laboratory Manual, 第 二 版 , Cold Spring Harbor Press, 7、 9お よ び 11
章 に 記 載 さ れ て い る 。 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 で あ る 。 高 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 の 例 は 65
～ 70℃ に お け る 4× 塩 化 ナ ト リ ウ ム ／ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム （ SSC） に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ
ー シ ョ ン 、 ま た は 42～ 50℃ に お け る 4× SSC＋ 50%ホ ル ム ア ミ ド に お け る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン 、 続 く 、 65～ 70℃ に お け る 1× SSCに お け る 1回 以 上 の 洗 浄 で あ る 。 さ ら な る 試 薬 、
例 え ば 、 ブ ロ ッ キ ン グ 剤 （ BSAま た は サ ケ 精 子 DNA） 、 洗 剤 （ SDS） 、 キ レ ー ト 化 剤 （ EDTA
） 、 Ficoll、 PVPな ど を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び ／ ま た は 洗 浄 緩 衝 液 に 加 え る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 中 程 度 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 試 料
中 の 標 的 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 際 、 中 程 度 の ス ト リ ン ジ ェ ン シ
ー は 、 例 え ば 、 DNAの 長 さ に 基 づ い て 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 で き る 条 件 を 含 む 。 例 示
的 な 条 件 は （ 本 明 細 書 で 参 照 と し て 引 用 す る ） Sombrookら 、 Molecular Cloning: A Labor
atory Manual, 第 二 版  Vol. 1, pp. 1.101－ 104, Cold Spring Harbor Press （ 1989） に
よ っ て 記 載 さ れ て お り 、 5× SSC、 0.5% SDS、 1.0mM EDTA（ pH8.0） の プ レ 洗 浄 条 件 、 42℃
に お け る 50%ホ ル ム ア ミ ド 、 6× SSC（ 42℃ に お け る 50%ホ ル ム ア ミ ド 中 の シ ュ タ ル ク 溶 液 の
よ う な 他 の 同 様 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 ） の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 、 お よ び
60℃ 、 0.5× SSC、 0.1% SDSの 洗 浄 条 件 の 使 用 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 低 ス ト リ ン ジ ェ ン ト 条 件 下 で 試 料 中 の 標 的 配
列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 本 明 細 書 中 で 用 い る 際 、 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 条 件 は 、 例 え ば
、 DNAの 長 さ に 基 づ い て 当 業 者 に よ っ て 容 易 に 決 定 で き る 条 件 を 含 む こ と が で き る 。 低 ス
ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 例 え ば 、 35%ホ ル ム ア ミ ド 、 5× SSC、 50mMト リ ス － HCl（ pH7.5） 、 5
mM EDTA、 0.1%PVP、 0.1%Ficoll、 1%BSA、 お よ び 500μ g／ ml変 性 サ ケ 精 子 DNAを 含 有 す る 溶
液 中 で 40℃ で 6時 間 DNAを 予 備 処 理 す る こ と を 含 む こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン
は 以 下 の 修 飾 を 施 し て 同 一 溶 液 中 で 行 わ れ る ： 0.02%PVP、 0.02%Ficoll、 0.2%BSA、 100μ g
／ mlサ ケ 精 子 DNA、 10%（ wt／ vol） デ キ ス ト ラ ン 硫 酸 、 お よ び 5～ 20× 10 6 CPMプ ロ ー ブ を 用
い る 。 試 料 を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 混 合 物 中 で 40℃ に て 18～ 20時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
次 い で 、 2× SSC、 25mMト リ ス － HCl（ pH7.4） 、 5mM EDTA、 お よ び 0.1%SDSを 含 有 す る 溶 液
中 で 55℃ に て 1.5時 間 洗 浄 す る 。 洗 浄 溶 液 を 新 鮮 な 溶 液 で 置 き 換 え 、 60℃ に て さ ら に 1.5時
間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 6.ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る 方 法
　 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 多 く の 方 法 が 当 該 分 野 で 知 ら れ て お り 、 本 発 明 の ポ
リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製 す る の に 用 い る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 結
合 剤 、 例 え ば 、 第 一 の 結 合 剤 、 第 二 の 結 合 剤 、 第 三 の 結 合 剤 お よ び 検 出 可 能 な 物 質 を 、 所
望 に よ り 、 ポ リ マ ー 骨 格 に 化 学 的 に 連 結 さ せ る こ と が で き る か 、 ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ
せ る こ と が で き る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト さ れ た 二 重 結 合 へ ア ミ ノ 基 を 共 有 結 合 カ ッ プ リ ン グ さ せ る こ と に よ っ て 形 成 さ れ る 。 ポ
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リ マ ー を ビ ニ ル ス ル ホ ン で 活 性 化 し 、 結 合 剤 お よ び 検 出 可 能 物 質 と 混 合 し て 、 ポ リ マ ー コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と が で き る 。 他 の 態 様 に お い て 、 ア ル デ ヒ ド を 用 い て ポ リ マ ー
骨 格 、 例 え ば 、 デ キ ス ト ラ ン を 活 性 化 し 、 次 い で 、 こ れ を 結 合 剤 お よ び 任 意 の 検 出 可 能 物
質 と 混 合 す る 。 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 す る 主 な 1つ の 方 法 は 、 成 分 を 一 緒 に カ ッ
プ リ ン グ す る た め の 化 学 選 択 的 カ ッ プ リ ン グ ス キ ー ム と よ ば れ る も の を 用 い る こ と に よ る
も の で あ り 、 例 え ば 、 チ オ ー ル 修 飾 ポ リ マ ー 担 体 ま た は 骨 格 へ 共 有 結 合 カ ッ プ リ ン グ さ れ
る 前 に 、 酵 素 ま た は 他 の 分 子 を チ オ ー ル 反 応 性 マ レ イ ミ ド 基 で 誘 導 体 化 す る こ と が で き る
。 以 下 に 記 載 す る 他 の 態 様 は 試 薬 そ れ 自 体 が コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 例 え ば 、 検 出 可 能 物 質 、 結
合 剤 を 形 成 す る こ と を 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 外 因 性 ポ リ マ ー 骨 格 は 必 要 と さ れ な い 。 こ れ ら の 態 様 に お い
て 、 結 合 剤 お よ び 検 出 可 能 物 質 は 、 例 え ば 、 ビ ニ ル 基 で 誘 導 体 化 さ れ る 。 重 合 は ラ ジ カ ル
の 添 加 に よ っ て 起 こ り 、 そ の 結 果 、 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め の ビ ニ ル 基 の
重 合 が 起 こ る 。 し た が っ て 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ポ リ ビ ニ ル 骨 格 ま た は ポ リ ビ ニ ル の ブ ロ ッ
ク を 含 有 す る で あ ろ う 。 ア ク リ ル 酸 の 活 性 な エ ス テ ル を 用 い て タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 分 子
を 活 性 化 す る こ と が で き る 。 フ リ ー ラ ジ カ ル の 発 生 は 、 誘 導 体 化 さ れ た 分 子 を 重 合 す る こ
と が で き る 。 1を 超 え る ビ ニ ル 基 を 持 つ 小 さ な 分 子 リ ン カ ー を さ ら に 加 え て 、 ポ リ マ ー コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る の に 役 立 つ こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 結 合 剤 お よ び 検 出 可 能 な 物 質 を 架 橋 剤 で 誘 導 体 化 す る こ と が
で き る 。 こ の 方 法 の 例 に は 、 グ ル タ ル ジ ア ル デ ヒ ド 、 ヘ キ サ ン ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、 ジ メ チ
ル ア ピ ミ デ ー ト 、 1,5－ ジ フ ル オ ロ － 2,4－ ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン の よ う な ホ モ 二 官 能 性 架 橋 剤
、 例 え ば 、 N－ ガ ン マ － マ レ イ ミ ド ブ チ ロ ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の よ う な ヘ テ ロ
二 官 能 性 架 橋 剤 、 お よ び 1－ エ チ ル － 3－ （ 3－ ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド
の よ う な ゼ ロ 長 架 橋 剤 の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 正 し い 反 応 条 件 を 選 択 す る こ と に よ っ て 、 架
橋 剤 は 、 例 え ば 、 検 出 可 能 物 質 お よ び 結 合 剤 に お け る 種 々 の 官 能 基 の 間 に ブ リ ッ ジ を 形 成
し て 、 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 C.試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 方 法
　 本 発 明 は 、 試 料 を 本 発 明 の 組 成 物 と 接 触 さ せ る こ と を 含 む 、 生 体 試 料 中 の 少 な く と も 1
つ の 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 免 疫 組 織 化 学 、 免 疫 細 胞 化 学 、 イ
ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 、 酵 素 免 疫 － ア ッ セ イ （ EIA
） 、 お よ び 酵 素 結 合 免 疫 － 検 定 法 （ ELISA） を 含 め た 種 々 の 公 知 の 検 出 フ ォ ー マ ッ ト に 検
出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 多 染 色 、 す な わ ち 、 試 料 中 の い く つ か の 生 物 学 的 マ ー カ ー の 染 色 は 重 要 で あ る 。 組 織 化
学 に お い て 、 対 比 染 色 お よ び 形 態 学 的 デ ー タ と 組 み 合 わ せ た い く つ か の 位 置 決 定 に よ り 、
調 査 者 が 、 単 一 マ ー カ ー 染 色 か ら の も の よ り も よ り 価 値 の あ る 情 報 を 抽 出 す る の を 可 能 と
す る 。 本 発 明 は 、 し た が っ て 、 与 え ら れ た 試 料 中 の 複 数 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 例 え ば 、 2、 3
の マ ー カ ー の 検 出 方 法 も 提 供 し 、 し た が っ て 、 複 数 の タ ン パ ク 質 、 複 数 の 遺 伝 子 、 ま た は
1つ 以 上 の タ ン パ ク 質 お よ び 1つ 以 上 の 遺 伝 子 の 組 合 せ の 発 現 に 関 連 す る デ ー タ 、 例 え ば 、
診 断 情 報 を 得 る 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 例 と し て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 HER2タ ン パ
ク 質 お よ び HER2遺 伝 子 を 癌 診 断 ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 乳 癌 の た め の ア ッ セ イ に お い て 同 時 に
ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 も う 1つ の 非 限 定 的 例 は 、 例 え ば 、 頸 癌 を 検 出 す る た
め の 3つ の マ ー カ ー に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む こ と が で き る 。 こ の マ ー カ ー は 、 ヒ
ト パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス に つ い て の 、 Ki67／ mib－ 1、 な ら び に マ ー カ ー 、 例 え ば 、 タ ン パ ク
質 ま た は 核 酸 と 共 に 、 細 胞 増 殖 マ ー カ ー 、 p16（ INK4a） を 含 む こ と が で き る 。 も う 1つ の
非 限 定 的 例 は 、 前 立 腺 癌 に 関 連 す る 複 数 マ ー カ ー に つ い て の ス ク リ ー ニ ン グ を 含 む 。 こ れ
ら の マ ー カ ー は AMACR P504S、 高 分 子 量 サ イ ト ケ ラ チ ン （ HMW－ CK） 、 お よ び p63を 含 む こ
と が で き る 。 マ ー カ ー の こ の 組 合 せ の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 悪 性 な も の か ら 良 性 前 立 腺 腫 瘍
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を 区 別 す る 方 法 を 提 供 す る 。 そ れ は 、 前 立 腺 腺 癌 お よ び 高 グ レ ー ド な 上 皮 内 新 生 物 の 検 出
も 可 能 と す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 例 え ば 、 複 数 マ ー カ ー を 検 出 す る 場 合 、 結 合 剤 の 間 の 交 差 反 応 性 を 最 小 化 す る の が 望 ま
し い 。 こ れ は 異 な る 種 に 由 来 す る 抗 体 を 用 い る こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 そ の
よ う な シ ス テ ム の 例 は 図 1Lに 示 さ れ 、 そ こ で は 、 マ ウ ス 抗 体 、 二 次 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー
ト ヤ ギ 抗 － マ ウ ス 抗 体 お よ び 三 次 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ウ サ ギ 抗 － ヤ ギ 抗 体 を 用 い て 第
一 の タ ン パ ク 質 マ ー カ ー が 検 出 さ れ る 。 検 出 可 能 物 質 は ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ で あ る
。 第 二 の マ ー カ ー 、 こ の 場 合 に は 、 核 酸 は 、 ハ プ テ ン 標 識 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー ブ お
よ び ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ウ サ ギ 抗 － ハ プ テ ン 抗 体 お よ び ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ブ タ
抗 － ウ サ ギ 抗 体 を 用 い て 検 出 さ れ る 。 検 出 可 能 な 物 質 は ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ で あ る 。 複 数 マ ー カ ー の 染 色 は 良 性 お よ び 悪 性 前 立 腺 腫 瘍 を 区 別 す る の に 特 に 有 利 で
あ ろ う 。 し た が っ て 、 前 立 腺 腺 癌 お よ び 高 グ レ ー ド な 前 立 腺 上 皮 内 新 生 物 は 複 数 マ ー カ ー
で の 染 色 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き る 。 好 適 な マ ー カ ー は AMACR P504S、 高 分 子 量 サ イ
ト ケ ラ チ ン （ HMW－ CK） お よ び p63を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 例 え ば 、 抗 体 に 対 す る 二 次 抗 体 、 お よ び ハ プ テ ン の 組 合 せ を 用 い て 異 な る 種 の 間 の 望 ま
な い 交 差 反 応 性 を 最 小 化 す る こ と が で き る 。 こ れ は 図 １ Lお よ び Mに 示 さ れ て お り 、 そ こ で
は 、 本 発 明 の シ ス テ ム を 用 い て マ ー カ ー の 間 の 望 ま な い 交 差 反 応 性 は 最 小 で 、 2つ の マ ー
カ ー が 可 視 化 さ れ て い る 。 マ ウ ス 抗 体 お よ び 他 の マ ー カ ー は DNAマ ー カ ー に 対 す る ハ プ テ
ン 標 識 プ ロ ー ブ に よ っ て 第 一 の マ ー カ ー を 可 視 化 す る 。 こ の 図 面 は 、 さ ら に 、 本 発 明 に よ
る タ ン パ ク 質 お よ び 1つ の マ ー カ ー を 可 視 化 す る 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 蛍 光 色 素 を 含 め た い く つ か の 色 素 も ま た ハ プ テ ン と し て 機 能 で き る こ と は 明 ら か な は ず
で あ る 。 こ れ は シ グ ナ ル の 直 接 的 検 出 お よ び さ ら な る 増 強 を 共 に 可 能 と す る 。 こ の 増 強 は
蛍 光 ま た は 色 素 産 生 染 色 を 与 え る こ と が で き る 。 こ れ は 図 1－ M、 Sお よ び Tに お い て 種 々 の
組 合 せ で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ま た 、 さ ら な る 増 幅 層 を 加 え 、 ま た は 1つ の シ グ ナ ル を も う 1つ の シ グ ナ ル に 変 換 す る の
は 便 利 で あ る 。 シ グ ナ ル は 、 例 え ば 、 蛍 光 染 色 か ら 色 素 産 生 染 色 に 変 化 さ せ る こ と が で き
よ う 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 例 え ば 、 過 剰 な 層 を 第 一 の 層 に 加 え る こ と に よ っ て 、 シ グ ナ ル を 増 強 す る た め に コ ン ジ
ュ ゲ ー ト の 組 合 せ も 考 え ら れ る 。 自 動 化 さ れ た 機 器 に お い て 、 一 般 的 な 可 視 化 シ ス テ ム 、
例 え ば 、 GARお よ び GAMコ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び HRPを 伴 う Envision T M タ イ プ の シ ス テ ム の 使
用 を 可 能 と す る で あ ろ う 。 も し 標 的 が 可 視 化 す る の が 困 難 で あ る か 、 ま た は よ り 強 い シ グ
ナ ル が 望 ま れ る な ら ば 、 第 一 の 一 般 的 可 視 化 シ ス テ ム の 頂 部 に 1ま た は 2つ 以 上 の 層 を 加 え
る こ と が で き る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 図 1－ N、 R、 Sお よ び Tに お い て い く つ か の バ ー ジ ョ ン
で 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の な お も う 1つ の 態 様 は 、 い く つ か の 標 的 を 認 識 す る こ と が で き る 1つ 以 上 の 層 の
使 用 で あ る 。 1つ の 態 様 に お い て 、 同 一 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 例 え ば 、 い く つ か の 標 的 を 検
出 す る た め の い く つ か の 一 次 お よ び 二 次 抗 体 を 含 有 す る こ と が で き る 。 も う 1つ の 態 様 に
お い て 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 2つ 以 上 の 二 次 抗 体 を 含 有 す る こ と が で き 、 こ れ は 異 な る 層 の
間 に ブ リ ッ ジ を 形 成 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 い く つ か の 態 様 に お い て 、 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト は 成 分 の 間 の 二 重 接 着 テ ー プ ま た は カ ー ペ ッ ト テ ー プ と し て 働 く こ と が で き る 。 例
え ば 、 こ れ は 、 用 い る 層 の 数 に 依 存 し て 第 二 の 結 合 剤 ま た は 三 次 な ど で あ り 得 る 。 こ れ は
図 1Oお よ び Pに 示 さ れ て お り 、 そ こ で は 、 1つ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 以 下 の 抗 体 に 対 す る 二 次
抗 体 を 含 有 し 、 検 出 可 能 な 物 質 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 対 す る 抗 体 を 含 有 し 、 図 1－ Oお よ び
Pに お い て は 、 そ れ は APお よ び HRPで あ る 。 二 次 抗 体 は 検 出 可 能 な 物 質 に 対 し て 向 け る こ と
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が で き る の は 理 解 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 自 動 化 さ れ た 染 色 機 を 、 複 数 マ ー カ ー の 検 出 方 法 を 提 供 す る 態 様 を 含 め た 本 発 明 の 種 々
の 態 様 で 用 い る こ と が で き る 。 複 数 マ ー カ ー の 検 出 は 、 し ば し ば 、 異 な る 検 出 可 能 物 質 か
ら 発 散 す る シ グ ナ ル の バ ラ ン シ ン グ を 必 要 と す る 、 複 数 マ ー カ ー を 検 出 す べ き 場 合 、 し た
が っ て 、 異 な る 増 殖 ポ テ ン シ ャ ル を 供 す る の が 有 利 で あ ろ う 。 1つ の そ の よ う な シ ス テ ム
の 例 は 図 1Kに 示 さ れ て お り 、 ま た 、 後 の 実 施 例 28に も 記 載 さ れ る 。 こ の 態 様 に お い て は 、
一 次 、 二 次 お よ び 三 次 結 合 剤 （ 例 え ば 、 抗 体 ） を 用 い る よ り 感 受 性 の 検 出 シ ス テ ム が 、 ホ
ー ス － ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 む ポ リ マ ー 、 例 え ば 、 Envision T M に 連 結 さ れ た
ウ サ ギ 抗 体 お よ び 二 次 抗 体 の カ ク テ ル を 用 い て よ り 感 受 性 で な い シ ス テ ム に 対 し て 釣 り 合
っ て い る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 生 物 学 的 マ ー カ ー は 、 例 え ば 、 光 学 顕 微 鏡 、 蛍 光 顕 微 鏡 、 電 子 顕 微 鏡 を 用 い て 視 覚 に よ
り 検 出 す る こ と が で き 、 そ こ で は 、 検 出 可 能 物 質 は 、 例 え ば 、 色 素 、 コ ロ イ ド 状 金 粒 子 、
発 光 試 薬 で あ る 。 ま た 、 生 物 学 的 マ ー カ ー に 結 合 し た 視 覚 的 に 検 出 で き る 物 質 は 分 光 光 度
計 を 用 い て 検 出 す る こ と も で き る 。 検 出 可 能 物 質 が 放 射 性 同 位 体 で あ る 場 合 、 検 出 は オ ー
ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ ー に よ り 視 覚 、 ま た は シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー を 用 い て 非 － 視 覚 的
で あ り 得 る 。 例 え ば 、 Larsson, 1988, Immunocytochemistry: Theory and Practice, （ C
RC Press, Boca Raton, FL） ; Methods in Molecular Biology, vol. 80 1998, John D. 
Pound （ 編 ） （ Humala Press, Totowa, NJ） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 1.試 料 の 調 製
　 IHCお よ び ISH技 術 は 、 通 常 、 病 状 の 特 定 の 形 態 学 的 イ ン ジ ケ ー タ ー の 選 択 的 染 色 ま た は
生 物 作 成 学 的 マ ー カ ー の 検 出 に よ っ て 強 調 す る た め に 、 顕 微 鏡 観 察 、 ま た は 顕 微 鏡 写 真 の
作 成 の た め の 好 適 な 固 体 支 持 体 、 例 え ば 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス ま た は 他 の 平 面 支 持 体 上 に 設 置
さ れ た 組 織 切 片 で 行 わ れ る 一 連 の 処 理 工 程 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 し た が っ て 、 例 え ば 、 IHCに お い て は 、 試 料 を 個 体 か ら 採 取 し 、 固 定 し 、 注 目 す る 生 物
学 的 マ ー カ ー に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 に 曝 露 す る 。 試 料 加 工 工 程 は 、 例 え ば 、 抗 原 回 復 、
一 次 抗 体 へ の 曝 露 、 洗 浄 、 （ 好 適 な 検 出 可 能 物 質 に カ ッ プ リ ン グ さ れ て い て も よ い ） 二 次
抗 体 へ の 曝 露 、 洗 浄 、 お よ び 検 出 可 能 物 質 に 連 結 さ れ た 三 次 抗 体 へ の 曝 露 が 挙 げ ら れ る 。
洗 浄 工 程 は い ず れ か の 好 適 な 緩 衝 液 ま た は 溶 媒 、 例 え ば 、 リ ン 酸 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ PBS
） 、 ト リ ス 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ TBS） 、 蒸 留 水 で 行 う こ と が で き る 。 洗 浄 緩 衝 液 は 、 所 望
に よ り 、 洗 剤 、 例 え ば 、 Tween20を 含 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 一 般 に は 、 2つ の カ テ ゴ リ ー の 組 織 学 的 試 料 ： （ a） 一 般 に は ア ル デ ヒ ド － ベ ー ス の 固 定
剤 で 固 定 さ れ な い 新 鮮 な 組 織 お よ び ／ ま た は 細 胞 を 含 む 調 製 物 、 お よ び （ b） 固 定 化 さ れ
包 埋 さ れ た 組 織 検 体 、 し ば し ば 、 保 管 さ れ た 材 料 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 1つ の IHC染 色 手 法 は ： 組 織 の 切 断 お よ び ト リ ミ ン グ 、 固 定 、 脱 水 、 パ ラ フ ィ ン 浸 透 、 薄
片 へ の 切 断 、 ス ラ イ ド グ ラ ス へ の 設 置 、 ベ ー キ ン グ 、 脱 パ ラ フ ィ ン 、 再 水 和 、 抗 原 回 復 、
ブ ロ ッ キ ン グ 工 程 、 一 次 抗 体 の 適 用 、 洗 浄 、 二 次 抗 体 － 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 適 用 洗 浄 、
ポ リ マ ー に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 、 酵 素 と 連 結 し た 三 次 抗 体 の 適 用 、 発 色 源 基 質 の 適 用 、 洗 浄
、 対 比 染 色 、 カ バ ー グ ラ ス の 適 用 お よ び 顕 微 鏡 調 査 の 工 程 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 ISHに お い て は 、 試 料 を 個 体 か ら 採 取 し 、 固 定 し 、 注 目 す る 核 酸 へ の 相 補 的 塩 基 対 合 に
よ っ て ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 核 酸 プ ロ ー ブ に 曝 露 す る 。 生 体 試 料 は 、 典 型 的 に は 、 メ ッ セ ン
ジ ャ ー RNAを 含 め た 、 DNAお よ び RNAの よ う な 検 出 可 能 な 核 酸 を 含 む 。 DNA／ RNAレ ベ ル の 検
出 は 特 定 の 遺 伝 子 の 発 現 の レ ベ ル を 示 す こ と が で き 、 よ っ て 、 こ れ を 用 い て 細 胞 、 組 織 、
器 官 ま た は 生 物 の （ 病 状 な ど ） 疾 患 を 検 出 す る こ と が で き る 。 試 料 中 の 核 酸 は 、 典 型 的 に
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は 、 変 性 さ れ て 結 合 部 位 に 曝 露 さ れ る 。 プ ロ ー ブ は 、 典 型 的 に は 、 DNAま た は RNAの よ う な
二 本 鎖 ま た は 一 本 鎖 核 酸 で あ り 、 3 1 P、 3 3 Pま た は 3 2 Sの よ う な 放 射 性 標 識 を 用 い て 標 識 さ
れ 、 ま た は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 、 ま た は 蛍 光 標 識 の よ う な 標 識 を 用 い て 非 － 放 射 的 に 標 識 さ れ
、 そ の う ち 大 多 数 は 当 該 分 野 で 知 ら れ て い る 。 ハ プ テ ン 標 識 さ れ た DNAプ ロ ー ブ を 用 い る
こ と に よ っ て 、 こ れ ら は 、 例 え ば 、 標 識 に 対 す る 一 次 抗 体 を 用 い 、 さ ら に 、 二 次 抗 体 を 含
有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 加 え 、 さ ら に 、 三 次 抗 体 お よ び 酵 素 ま た は 蛍 光 標 識 を 含
有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 加 え る こ と に よ っ て 、 本 発 明 に よ っ て 可 視 化 す る こ と が
で き る 。 酵 素 ま た は 蛍 光 標 識 は 検 出 に 必 要 な シ グ ナ ル を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 次 い で 、 そ の よ う な 技 術 に よ っ て 検 出 さ れ た 関 連 抗 原 ま た は 核 酸 の 量 を 評 価 し て 、 そ れ
が 特 定 の 予 め 決 定 さ れ た 最 小 閾 値 を 超 え る か 否 か を 判 断 し 、 ま た は 公 知 の 標 準 と 比 較 し 、
従 っ て 、 診 断 的 に 重 要 で あ る 。 次 い で 、 必 要 で あ れ ば 、 個 体 に 対 し て 好 適 な 治 療 を 計 画 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 2.固 定 の 方 法
　 組 織 検 体 を 固 定 し 包 埋 す る 多 く の 方 法 が 知 ら れ て い る 。 例 え ば 、 ア ル コ ー ル 固 定 お よ び
ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び 引 き 続 い て の パ ラ フ ィ ン 包 埋 （ FFPE） 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 固 定 剤 は 細 胞 お よ び 組 織 を 再 生 可 能 か つ 生 き た よ う に 保 存 す る の に 必 要 で あ る 。 こ れ を
達 成 す る た め に は 、 組 織 ブ ロ ッ ク 、 切 片 ま た は ス ミ ア を 固 定 剤 流 体 に 浸 漬 し 、 あ る い は ス
ミ ア の 場 合 に は 乾 燥 す る 。 固 定 剤 は 細 胞 お よ び 組 織 を 安 定 化 さ せ 、 そ れ に よ り 、 そ れ ら が
加 工 お よ び 染 色 技 術 の 激 し さ か ら 保 護 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 い ず れ の 好 適 な 固 定 剤 、 例 え ば 、 エ タ ノ ー ル 、 酢 酸 、 ピ ク リ ン 酸 、 2－ プ ロ パ ノ ー ル 、 3
,3’ － ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 四 塩 酸 塩 二 水 和 物 、 ア セ ト イ ン （ モ ノ マ ー の 混 合 物 ） お よ び ダ
イ マ ー 、 ア ク ロ レ イ ン 、 ク ロ ト ン ア ル デ ヒ ド （ シ ス ＋ ト ラ ン ス ） 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 グ
ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 グ リ オ キ サ ー ル 、 二 ク ロ ム 酸 カ リ ウ ム 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 四 酸
化 オ ス ミ ウ ム 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 塩 化 第 二 水 銀 、 ト ル エ ン － 2,4－ ジ イ ソ シ ア ネ ー
ト 、 ト リ ク ロ ロ 酢 酸 、 タ ン グ ス テ ン 酸 も 用 い る こ と が で き る 。 他 の 例 に は 、 ホ ル マ リ ン （
水 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ） お よ び 中 性 緩 衝 化 ホ ル マ リ ン （ NBF） 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ア
ク ロ レ イ ン 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 イ ミ デ ー ト 、 ベ ン ゾ エ キ ノ ン 、 オ ス ミ ウ ム 酸 お よ び 四 酸 化
オ ス ミ ウ ム が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 新 鮮 な バ イ オ プ シ ー 検 体 、 細 胞 学 的 調 製 物 （ 接 触 調 製 物 お よ び 血 液 ス ミ ア を 含 む ） 、 免
疫 組 織 化 学 分 析 用 の 凍 結 さ れ た 切 片 お よ び 組 織 は 通 常 は エ タ ノ ー ル 、 酢 酸 、 メ タ ノ ー ル お
よ び ／ ま た は ア セ ト ン を 含 め た 有 機 溶 媒 中 で 固 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 3.抗 原 回 復
　 固 定 化 さ れ た 組 織 に お け る 特 異 的 認 識 を 容 易 と す る た め に は 、 検 体 の 予 備 処 理 を 通 じ て
標 的 、 す な わ ち 、 注 目 す る 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 索 し 、 ま た は ア ン マ ス キ ン グ し て 、 標 的
の 大 部 分 の 反 応 性 を 増 加 さ せ る こ と が し ば し ば 必 要 で あ る 。 こ の 手 法 は 「 抗 原 回 復 」 、 「
標 的 検 索 」 ま た は 「 エ ピ ト ー プ 検 索 」 、 「 標 的 ア ン マ ス キ ン グ 」 ま た は 「 抗 原 ア ン マ ス キ
ン グ 」 と い う 。 抗 原 回 復 （ 抗 原 ア ン マ ス キ ン グ ） の 多 大 な レ ビ ュ ー が Shiら 、 1997, J His
tochem Cytochem, 45 （ 3） : 327に 見 出 す こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 抗 原 回 復 は 、 そ れ に よ り 特 異 的 検 出 試 薬 と の 相 互 作 用 に 対 す る 標 的 の 利 用 可 能 性 を 最 大
化 す る 種 々 の 方 法 を 含 む 。 最 も 一 般 的 な 技 術 は 好 適 な 緩 衝 液 中 で の タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 （
例 え ば 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ 、 プ ロ ナ ー ゼ 、 ペ プ シ ン 、 パ パ イ ン 、 ト リ プ シ ン ま た は ノ イ ラ ミ
ニ ダ ー ゼ ） で の 酵 素 消 化 、 ま た は 通 常 、 EDTA、 EGTA、 ト リ ス － HCl、 シ ト レ ー ト 、 尿 素 、
グ リ シ ン － HClま た は ホ ウ 酸 を 含 有 す る 適 切 に pH安 定 化 さ れ た 緩 衝 液 中 で の 、 水 浴 、 ス チ
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ー マ ー 、 レ ギ ュ ラ ー オ ー ブ ン 、 オ ー ト ク レ ー ブ ま た は 圧 力 ク ッ カ ー で の マ イ ク ロ 波 照 射 、
加 熱 を 用 い る 熱 誘 導 エ ピ ト ー プ 検 索 （ HIER） で あ る 。 洗 剤 を HIER緩 衝 液 に 加 え て 、 エ ピ ト
ー プ 検 索 を 増 加 さ せ る こ と が で き る か 、 希 釈 媒 体 お よ び ／ ま た は 濯 ぎ 緩 衝 液 に 加 え て 、 非
特 異 的 結 合 を 低 下 さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 抗 原 回 復 緩 衝 液 は 最 も し ば し ば 水 性 で あ る が 、 水 の 沸 点 を 超 え る 沸 点 を 持 つ 溶 媒 を 含 め
た 他 の 溶 媒 を 含 有 す る こ と も で き る 。 こ れ は 、 常 圧 に お け る 100℃ を 超 え る 組 織 の 処 理 を
可 能 と す る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 加 え て 、 信 号 対 雑 音 比 は 、 真 空 ま た は 超 音 波 の 適 用 、 ま た は 試 薬 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
の 前 ま た は そ の 間 に お け る 切 片 の 凍 結 お よ び 解 凍 を 含 め た 異 な る 物 理 的 方 法 に よ っ て 増 加
さ せ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 内 因 性 ビ オ チ ン 結 合 部 位 ま た は 内 因 性 酵 素 活 性 （ 例 え ば 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 、 カ タ ラ ー ゼ
ま た は ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） を 染 色 手 法 に お け る 工 程 と し て 除 去 す る こ と が で き 、 例 え ば 、
内 因 性 ビ オ チ ン お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 は 過 酸 化 物 で の 処 理 に よ っ て 除 去 す る こ と が
で き る 。 内 因 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 は レ バ ミ ソ ー ル で の 処 理 に よ っ て 除 去 す る こ と が で き
る 。 内 因 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び エ ス テ ラ ー ゼ は 加 熱 に よ っ て 破 壊 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 HSA、 BSA、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ 胎 児 血 清 ま た は 他 の 血 清 の よ う な 不 活 性 タ ン パ ク 質 、
あ る い は Tween20、 ト リ ト ン X－ 100、 サ ポ ニ ン 、 Brijま た は プ ル ロ ニ ッ ク の よ う な 洗 剤 で
の 非 特 異 的 結 合 部 位 で の ブ ロ ッ キ ン グ を 用 い る こ と が で き る 。 ま た 、 特 異 的 試 薬 の 未 標 識
お よ び 標 的 非 特 異 的 バ ー ジ ョ ン で の 組 織 ま た は 細 胞 に お け る 非 特 異 的 結 合 部 位 の ブ ロ ッ キ
ン グ も 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 4.フ リ ー フ ロ ー テ ィ ン グ 技 術
　 ま た 、 試 料 を 調 製 し 、 フ リ ー フ ロ ー テ ィ ン グ 技 術 を 用 い て 染 色 す る こ と も で き る 。 こ の
方 法 に お い て は 、 組 織 切 片 を 、 好 適 な 容 器 、 例 え ば 、 ミ ク ロ 遠 心 管 中 で 、 懸 濁 液 中 の 、 ま
た は 自 由 に 流 動 す る 異 な る 試 薬 お よ び 洗 浄 緩 衝 液 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 組 織 切 片 を 、 例 え ば 、 「 釣 り 針 様 」 デ バ イ ス 、 ス パ チ ュ ラ ま た は ガ ラ ス リ ン グ を 用 い 、
染 色 手 法 の 間 に 異 な る 試 薬 お よ び 緩 衝 液 と 共 に チ ュ ー ブ 間 を 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 ま
た 、 穏 和 な デ カ ン テ ー シ ョ ン ま た は 真 空 吸 入 に よ っ て 、 異 な る 試 薬 お よ び 緩 衝 液 を 交 換 す
る こ と も で き る 。 別 法 と し て 、 組 織 切 片 を 含 む 容 器 を Corning「 Netwell」 （ Corning） の
よ う な 特 殊 な 染 色 ネ ッ ト に あ け 、 次 の 染 色 工 程 の た め に 、 チ ュ ー ブ に 戻 さ れ る 前 に 組 織 切
片 を 洗 浄 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 例 え ば 、 固 定 、 抗 原 回 復 、 洗 浄 、 ブ ロ ッ キ ン グ 試 薬 で の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 免 疫 特 異
的 試 薬 、 お よ び 着 色 染 色 の 酵 素 触 媒 発 色 を 含 め た 全 て の 工 程 は 、 組 織 切 片 が 自 由 に 浮 動 し
、 ま た は ネ ッ ト 上 に 滞 留 さ せ つ つ 行 わ れ る 。 色 素 の 発 色 の 後 、 対 比 染 色 の 前 に 、 組 織 切 片
を ス ラ イ ド に 設 置 し 、 乾 燥 し 、 例 え ば 、 光 学 顕 微 鏡 に よ っ て 分 析 す る 前 に カ バ ー グ ラ ス で
被 覆 す る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 組 織 切 片 を 、 免 疫 特 異 的 試 薬 と 共 に 臨 界 的 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ
ン を 行 っ た 後 に ス ラ イ ド 上 に 設 置 す る こ と が で き る 。 次 い で 、 染 色 プ ロ セ ス の 残 り を 組 織
切 片 を 設 置 し た ス ラ イ ド 上 で 行 う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 D.キ ッ ト
　 本 発 明 は 、 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー を 検 出 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 特 定 の 態 様
に お い て は 、 キ ッ ト は 、 そ の 少 な く と も 一 方 が ポ リ マ ー に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る か 、 あ る
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い は そ れ 自 体 重 合 可 能 で あ る 第 一 お よ び 第 二 の 結 合 剤 、 お よ び 少 な く と も 1つ の 検 出 可 能
物 質 を 供 す る 。 検 出 可 能 物 質 は 、 キ ッ ト の 他 の 成 分 、 例 え ば 、 第 一 の 結 合 剤 、 第 二 の 結 合
剤 、 ポ リ マ ー の 少 な く と も 1つ に 連 結 す る こ と が で き る 。 検 出 可 能 物 質 は 結 合 剤 と 共 に 重
合 可 能 で あ り 、 例 え ば 、 誘 導 体 化 し 、 重 合 す る こ と が で き る 。 キ ッ ト は 、 さ ら に 、 少 な く
と も 1つ の 容 器 を 含 む 。 キ ッ ト は 、 所 望 に よ り 、 一 次 抗 体 お よ び 説 明 書 を 含 む こ と が で き
る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 二 次 抗 体 、 三 次 抗 体 お よ び 、 所 望 に よ り 、 一 次 抗
体 お よ び 少 な く と も 1つ の 検 出 可 能 物 質 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。 二 次 抗 体 は ポ リ マ ー 骨
格 を 加 え る こ と な く 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 を 加 え て コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 三
次 抗 体 は ポ リ マ ー 骨 格 を 加 え る こ と な く 、 ま た は ポ リ マ ー 骨 格 を 加 え て コ ン ジ ュ ゲ ー ト す
る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 a） 第 一 の ポ リ マ ー に 所 望 に よ り 連 結 さ れ て い て も よ
い 少 な く と も 1つ の 二 次 抗 体 ； b） 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体
、 お よ び i） 少 な く と も 1つ の 三 次 抗 体 ； ii） 第 一 の ポ リ マ ー ； お よ び iii） 第 一 の ポ リ マ
ー お よ び 三 次 抗 体 双 方 の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ た 第 一 の 検 出 可 能 物 質 ； c） 所 望
に よ り 一 次 抗 体 ； d） 少 な く と も 1つ の 容 器 お よ び 、 所 望 に よ り 、 説 明 書 を 含 む 試 料 に 対 し
て 免 疫 組 織 化 学 を 実 行 す る た め の キ ッ ト を 提 供 す る 。 こ の キ ッ ト は 、 さ ら に 、 第 一 の ポ リ
マ ー に 連 結 さ れ た 第 一 の 二 次 抗 体 お よ び 第 二 の ポ リ マ ー に 連 結 さ れ た 第 二 の 二 次 抗 体 、 な
ら び に a） 二 次 抗 体 ； b） 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び c） 二 次 抗 体 お よ び 第 二 の ポ リ マ ー の 双
方 の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ た 第 二 の 検 出 可 能 物 質 を 含 む こ と が で き る 。 い く つ
か の 態 様 に お い て 、 第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 物 質 は 異 な る 。 い く つ か の 態 様 に お い て 、
第 一 お よ び 第 二 の 検 出 可 能 物 質 は 同 一 で あ る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て 、 キ ッ ト は a） 二 次 抗 体 ； b） 第 二 の ポ リ マ ー ； お よ び c） 二 次
抗 体 お よ び 第 二 の ポ リ マ ー 双 方 の う ち の 少 な く と も 1つ に 連 結 さ れ た 少 な く と も 1つ の ハ プ
テ ン 分 子 を 含 む 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ １ ３ 】
実 施 例
実 施 例 1： ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 試 料 中 の 生 物 学 的 マ ー カ ー の 検 出 で 用 い る べ き 抗 体 お よ び 検 出 可 能 物 質 と の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の た め に 、 デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー を 調 製 し た 。 種 々 の サ イ ズ の デ キ ス ト ラ ン を ジ ビ ニ
ル ス ル ホ ン で 活 性 化 し 、 続 い て 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び 抗 体 に カ ッ
プ リ ン グ さ せ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 異 な る 分 子 サ イ ズ （ 70お よ び 150kDa） の デ キ ス ト ラ ン （ Pharmacosmos, Vibi,デ ン マ ー
ク ） を Lihmeお よ び Boenisch（ WO 93／ 01498） の 方 法 に 従 っ て ジ ビ ニ ル ス ル ホ ン （ DVS,ビ
ニ ル ス ル ホ ン ） （ Sigma－ Aldrich, St. Louis, MO） で 活 性 化 し た 。 こ の 結 果 、 デ キ ス ト
ラ ン モ ノ マ ー の 25%が 活 性 化 さ れ た 。 活 性 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン を 使 用 前 に 2～ 8℃ の 暗 所
で 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 2： 活 性 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン へ の 抗 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン
　 2～ 4℃ の 温 度 に て 、 10kDaの 分 子 量 削 減 を 有 す る 透 析 チ ュ ー ビ ン グ を 用 い 、 ア フ ィ ニ テ
ィ 精 製 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス （ RaM） 抗 体 （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） 、 ア フ ィ ニ テ ィ
精 製 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ （ GaR） 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） ま た は ア
フ ィ ニ テ ィ 精 製 ヤ ギ 抗 マ ウ ス （ GaM） 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ Dakocytomation, Carpenteria, CA
） 、 ま た は ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ウ サ ギ 抗 DNP Fab2免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル ,Fab
2） （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） ま た は ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 一 次 抗 体 マ ウ ス 抗 ヒ ト
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Bcl－ 2癌 タ ン パ ク 質 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ク ロ ー ン 124,イ ソ タ イ プ ： IgG1カ ッ パ ） （ Dakocyto
mation, Carpenteria, CA） を 、 0.10M NaCl緩 衝 液 に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 1リ ッ ト ル の 緩
衝 液 を 用 い た 。 緩 衝 液 を 3回 交 換 し た 。 抗 体 の 濃 度 は 5mlの 容 量 中 100mgで あ っ た 。 透 析 の
後 、 活 性 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン へ の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 前 に 、 抗 体 を 遠 心 フ ィ ル タ ー （ 10
kDa分 子 量 削 減 ） で 30mg／ mlを 超 え る ま で 濃 縮 し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 抗 体 を ビ ニ ル ス ル ホ ン － 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン に 加 え る こ と に よ っ
て 行 っ た 。 抗 体 溶 液 を 、 21.25mg／ mlの 濃 度 に て 、 25mMカ ル ボ ネ ー ト 、 0.10M NaCl、 pH8.5
中 の 、 1.60mgデ キ ス ト ラ ン ／ mlの 濃 度 の ビ ニ ル ス ル ホ ン － 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン の 溶 液 に 加
え 、 30℃ の 水 浴 中 で 一 晩 （ 18時 間 ） 撹 拌 し た 。 こ れ は 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 各 々 に つ い て 行 っ
た 。 Fab2抗 体 で は 、 濃 度 は コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 中 で 13.70mg／ mlで あ っ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 シ ス テ イ ン 含 有 緩 衝 液 （ 110mMシ ス テ イ ン , 50mM HEPES, 0.1M NaCl, pH7.0） の 1／ 10容
量 反 応 混 合 物 の 添 加 に よ っ て 、 デ キ ス ト ラ ン 上 の い ず れ の 残 存 す る 反 応 性 基 も ク エ ン チ し
、 30℃ に て 60分 間 撹 拌 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 S－ 200ゲ ル SECカ ラ ム 、 お よ び pH7.0の 0.1M HEPES、 0.1M NaClの 緩 衝 液 （ Pharmacia, Pe
apack, NJ） と 共 に HPLC（ Pharmacia, Uppsala, ス ウ ェ ー デ ン 国 ） を 用 い る ゲ ル 濾 過 に よ
っ て 、 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 未 結 合 抗 体 か ら 精 製 し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 デ キ ス ト ラ ン 分 子 当 た り の 抗 体 の 数 、 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 濃 度 を 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を
含 有 す る 画 分 お よ び 未 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 を 含 有 す る 画 分 の UV吸 収 か ら 計 算 し た 。 吸 収 測
定 は 280nMで 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト の い く つ か は さ ら に DNPで 標 識 し た 。 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 、 前 述 し た よ う に 、 0.10M NaCl緩 衝 液 に 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 透 析 の 後 、 ポ リ マ ー コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 、 Sangers試 薬 と の 反 応 の 前 に 、 遠 心 フ ィ ル タ ー （ 10kDa分 子 量 削 減 ） で 30mg
／ mlを 超 え て 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 反 応 は 水 、 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 乾 燥 NMP（ 0.30g／ l） に 溶 解 さ せ た F
－ DNP（ Sangers試 薬 ,2,4－ ジ ニ ト ロ － 1－ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン ） （ Sigma, St Louis, MO） お
よ び 炭 酸 塩 緩 衝 液 （ 0.80M, pH9.0） の 順 次 の 混 合 に よ っ て 行 っ た 。 エ タ ノ ー ル ア ミ ン （ 合
計 10mM） を 加 え る こ と に よ っ て 停 止 さ せ る 前 に 、 反 応 混 合 物 （ 1.6gタ ン パ ク 質 ／ ml, IgG
当 た り 10当 量 DNP, 25mMカ ル ボ ネ ー ト お よ び 0.5mLの 全 容 量 ） を 室 温 に て 19時 間 混 合 し た 。
混 合 物 を 透 析 に よ っ て 一 晩 精 製 し た （ 1000ml, 10kDa分 子 量 CO, 0.1M NaCl, 10mM HEPES, 
pH7.2） 。 緩 衝 液 は 3回 交 換 し た 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 当 た り の DNPの 数 、 お よ び 合 計 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 濃 度 を 280nmお よ び 349nm
に お け る UV吸 光 度 か ら 計 算 し た 。 結 果 を 以 下 に 表 1で 示 す 。 ア ジ ド （ 15mM） を 微 生 物 保 存
剤 と し て 全 て の コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 加 え た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
実 施 例 3： HRP－ IgG－ デ キ ス ト ラ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製
　 HRPお よ び APコ ン ジ ュ ゲ ー ト 双 方 の 調 製 を 以 下 に 記 載 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト ：
　 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） （ Faizyme, Cape Torn, Rep. of South A
frica） お よ び ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス （ Ram） 抗 体 （ Dakocytomation, Carpente
ria, CA） ま た は ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ （ RaG） 抗 体 （ IgG） （ Dakocytomation, C
arpenteria, CA） ま た は ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ブ タ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ SaM） （ Dakocyt
omation, carpenteria, CA） ま た は ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ウ サ ギ 抗 DNA Fab2免 疫 グ ロ ブ リ ン （
抗 ジ ニ ト ロ フ ェ ニ ル , Fab2） （ Dakocytomation, carpenteria, CA） を 、 緩 衝 液 を 3回 交 換
し つ つ 、 2～ 4℃ に て 、 1000ml 0、 10M NaClに 対 し て 一 晩 透 析 し た 。 酵 素 ま た は 抗 体 濃 度 は
5mlの 容 量 中 で 100mgで あ っ た 。 透 析 チ ュ ー ブ は 10kDaの 分 子 量 削 減 を 有 し た 。 透 析 の 後 、
タ ン パ ク 質 を 10kDa分 子 量 削 減 を 持 つ 遠 心 フ ィ ル タ ー で 60mg／ mlを 超 え る ま で 濃 縮 し た 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 、 HRPお よ び 抗 体 の 活 性 化 さ れ た デ キ ス ト ラ ン へ の 順 次 の 添 加 に
よ っ て 行 っ た 。 HRP溶 液 を 25mMカ ル ボ ネ ー ト 、 0.1M NaCl、 pH9.5中 の ビ ニ ル ス ル ホ ン 活 性
化 デ キ ス ト ラ ン （ 70kDa） の 溶 液 に 加 え た 。 HRPお よ び デ キ ス ト ラ ン の 濃 度 は 、 各 々 、 40.0
mg／ mlお よ び 1.6mg／ mlで あ っ た 。 混 合 物 を 30℃ の 水 浴 中 で 3.0時 間 撹 拌 し た 。 抗 体 溶 液 を
反 応 混 合 物 に 加 え 、 30℃ の 水 浴 中 で 一 晩 （ 18時 間 ） 撹 拌 し た 。 抗 体 の 最 終 濃 度 は 5.87mg／
mlで あ っ た 。 デ キ ス ト ラ ン お よ び HRPの 最 終 濃 度 は 、 各 々 、 1.06mg／ mlお よ び 26.67mg／ ml
で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 シ ス テ イ ン － 含 有 緩 衝 液 （ 110mMシ ス テ イ ン , 50mM HEPES, 0.1M NaCl, pH7.0） の 1／ 10
容 量 反 応 混 合 物 の 添 加 に よ っ て い ず れ の 残 存 す る 反 応 性 基 も ク エ ン チ し 、 30℃ に て 30分 間
撹 拌 し た 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 S－ 200カ ラ ム を 備 え た FPLC、 お よ び 0.1M HEPES, 0.1M NaCl, pH7.2の 緩 衝 液 （ Pharmaci
a, Peapack, NJ） を 用 い る ゲ ル 濾 過 に よ っ て 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 未 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 お
よ び HRPか ら 分 離 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 デ キ ス ト ラ ン 分 子 当 た り の 抗 体 お よ び HRP分 子 の 数 、 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト 濃 度 を 、 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 有 す る 画 分 お よ び 未 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 体 お よ び HRPを 含 有 す る 画 分 の 280
お よ び 403nmに お け る UV吸 光 度 か ら 計 算 し た 。 ビ オ チ ン 血 清 ア ル ブ ミ ン を タ ン パ ク 質 安 定
化 剤 と し て コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 加 え た 。 抗 微 生 物 剤 も 試 料 に 加 え た 。
【 ０ １ ３ ０ 】
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APコ ン ジ ュ ゲ ー ト ：
　 ま ず 、 チ オ ー ル 基 を ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ AP） に 導 入 し 、 続 い て 、 ビ ニ ル ス ル ホ
ン － 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン （ 270kDa） へ の カ ッ プ リ ン グ に よ っ て 、 APお よ び 免 疫 グ ロ ブ リ ン
を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し た 。 AP－ デ キ ス ト ラ ン 中 間 体 を 高 塩 濃 度 の 免
疫 グ ロ ブ リ ン と カ ッ プ リ ン グ さ せ 、 精 製 し た 。 手 法 は EnVision T M APコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 作 製
す る た め の 手 法 と 同 様 で あ っ た 。
【 ０ １ ３ １ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ RDS,ス イ ス ） を 2～ 8℃ に て 0.50Mリ ン 酸 カ
リ ウ ム 、 pH8.0に 対 し て 透 析 し 、 遠 心 フ ィ ル タ ー （ 10kDa分 子 量 CO） で 濃 縮 し た 。 次 い で 、
30℃ に て 30分 間 混 合 し つ つ 、 そ れ を SPDP（ AP当 た り 10当 量 SPDP, 10mg AP／ ml, 0.50Mリ ン
酸 カ リ ウ ム , pH8） と 反 応 さ せ た 。 20mMの 濃 度 の （ ± ） － ス レ オ － 1,4－ ジ メ ル カ プ ト － 2,
3－ ブ タ ン ジ オ ー ル （ DTT, Clelandの 試 薬 ） （ Aldrich, St Louis, MO） の 添 加 に よ っ て ジ
ス ル フ ィ ド を 室 温 に て 30分 間 還 元 し た 。 チ オ ー ル 修 飾 APを G25カ ラ ム で 精 製 し 、 280nmに お
け る UV測 定 か ら タ ン パ ク 質 濃 度 を 計 算 し た 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 撹 拌 し つ つ 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て （ 3.5AP／ ml,デ キ ス ト ラ ン 鎖 当 た り
20当 量 AP, 0.50Mリ ン 酸 カ リ ウ ム , pH8.0） 、 修 飾 さ れ た APを ビ ニ ル ス ル ホ ン 活 性 化 デ キ ス
ト ラ ン （ 270kDa） に カ ッ プ リ ン グ さ せ た 。 20時 間 後 、 過 剰 の チ オ ー ル を N－ エ チ ル マ レ イ
ミ ド （ NEM） （ Aldrich, St Louis MO） （ NMP中 20%,合 計 10mM） で 消 滅 さ せ 、 20分 間 混 合 し
た 。 反 応 混 合 物 を 水 に 対 し て 透 析 し 、 遠 心 フ ィ ル タ ー で 濃 縮 し た 。 AP－ デ キ ス ト ラ ン 結 合
体 を Sephacryl S－ 300カ ラ ム で 精 製 し 、 再 度 濃 縮 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 280nmに お け る U
V吸 光 度 に よ っ て 測 定 し た 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ （ RaG） 抗 体 （ IgG） （ DakoCytomation, Carpenteria, C
A） を 前 述 し た よ う に 透 析 し た 。 室 温 で の 18時 間 の 高 塩 条 件 で の 反 応 お よ び 一 定 の 混 合 （
ビ ニ ル ス ル ホ ン AP－ デ キ ス ト ラ ン 当 た り 30当 量 IgG, 2.5mg IgG／ ml, 1.75Mリ ン 酸 カ リ ウ
ム , 10mM塩 化 マ グ ネ シ ウ ム , 1mM塩 化 亜 鉛 , pH7.9） に よ っ て 、 AP－ デ キ ス ト ラ ン を 透 析 さ
れ た IgGと カ ッ プ リ ン グ さ せ た 。 沈 殿 し た 結 合 体 を 遠 心 に よ っ て 単 離 し 、 水 に 再 懸 濁 し 、 S
ephacryl S－ 300カ ラ ム で 未 結 合 タ ン パ ク 質 か ら 精 製 し た 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 デ キ ス ト ラ ン 分 子 当 た り の 抗 体 お よ び AP分 子 の 数 、 な ら び に 結 合 体 濃 度 を 画 分 の 280に
お け る UV吸 光 度 か ら 計 算 し た 。 結 合 体 は 、 50mMト リ ス ／ HCl, 0.10M NaCl, 0.1mM塩 化 亜 鉛
, 1mM塩 化 マ グ ネ シ ウ ム お よ び 抗 微 生 物 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 で 希 釈 し た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 結 合 体 実 験 の 結 果 を 以 下 の 表 2に 示 す 。
【 ０ １ ３ ６ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
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　 以 下 の 実 施 例 で 用 い た 結 合 体 を 以 下 の 表 3に 記 載 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 4： IHC染 色 の た め の 生 体 試 料 の 固 定
　 37%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ス ト ッ ク （ Merck, Whitehouse Station, NJ） か ら 4%ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド に 調 製 さ れ た 、 20mLの 10mM NaH 2 PO 4 ／ Na 2 HPO 4 （ Merck, Whitehouse Station, NJ） お
よ び 0.145M NaCl （ Merck, Whitehouse Station, NJ） , pH7.0を 用 い て 、 ヒ ト 組 織 試 料 を
中 性 緩 衝 化 ホ ル マ リ ン （ NBF） 中 で 固 定 し た 。 試 料 を 室 温 に て 排 気 実 験 室 フ ー ド 中 で 一 晩
（ 18時 間 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
実 施 例 5： 試 料 脱 水 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋
　 脱 水 し 、 パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 す る 前 に 、 組 織 試 料 を 顕 微 鏡 レ ン ズ ク レ ン ジ ン グ ペ ー パ ー
（ Leica, Bannockburn, IL） 中 に 軽 く 包 み 、 マ ー ク し た プ ラ ス チ ッ ク ヒ ス ト カ プ セ ル （ hi
stocapsule） （ Sekura, Japan） に 入 れ た 。 70%エ タ ノ ー ル と の 45分 間 の 2回 、 96%エ タ ノ ー
ル と の 45分 間 の 2回 、 99%エ タ ノ ー ル と の 45分 間 の 2回 、 キ シ レ ン と の 45分 間 の 2回 の 順 次 の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て 組 織 試 料 を 脱 水 し 、 次 い で 、 融 解 さ れ た パ ラ フ ィ ン に 移 し た
（ 融 点 56～ 58℃ ） （ Merck, Whitehouse Station, NJ） 。 試 料 を 60℃ に て 一 晩 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た （ 12～ 16時 間 ） 。 パ ラ フ ィ ン 浸 透 試 料 を 新 鮮 な 温 か い パ ラ フ ィ ン に 移 し 、 さ ら に
60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 し か る 後 、 鋳 型 （ Sekura, Japan） 中 で パ ラ フ ィ ン で 包 埋 し た
。 試 料 を 冷 却 し て 、 最 終 の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク を 形 成 し た 。 包 埋 さ れ た 組 織 試 料 を 含 有 す
る 印 を つ け た パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク を 暗 所 2～ 8℃ で 貯 蔵 し 、 し か る 後 、 切 断 し 、 設 置 し 、 脱
パ ラ フ ィ ン し 、 染 色 し た 。
【 ０ １ ４ １ 】
実 施 例 6： 包 埋 さ れ た 試 料 の 切 断 、 設 置 お よ び 脱 パ ラ フ ィ ン
　 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク を ミ ク ロ ト ー ム （ 4.0マ イ ク ロ メ ー ト ル に 設 定 さ れ た 0355モ デ ル RM2
065, Feather S35ナ イ フ ） （ Leica, Bannockburn, IL） に 設 置 し た 。 第 一 の 数 mmを 切 断 し
、 捨 て た 。 次 い で 、 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 室 温 に て 4マ イ ク ロ メ ー ト ル 厚 み の 切 片 に 切 断 し 、
集 め た 。 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 45～ 60℃ の 熱 水 浴 上 で 穏 和 に 延 ば し 、 し か る 後 、 集 め 、 マ ー ク
付 き の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド グ ラ ス （ Superfrost plus） （ Fisher, Medford, MA） に 設 置 し た 。
次 い で 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 乾 燥 し 、 60℃ の オ ー ブ ン 中 で ベ ー キ ン グ し た 。 過 剰 の 融 解 し た
パ ラ フ ィ ン を テ ィ ッ シ ュ で 拭 い 去 っ た 。
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【 ０ １ ４ ２ 】
　 キ シ レ ン 中 で 2～ 5分 間 2回 、 96％ エ タ ノ ー ル 中 で 2～ 5分 間 2回 、 70％ エ タ ノ ー ル 中 で 2～ 5
分 間 2回 、 お よ び ト リ ス 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ TBS） （ 50mMト リ ス － HCl, 150mM NaCl, pH7.6
） （ Crystal Chem Inc., Downers Grove IL） 中 で 5分 間 1回 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ
っ て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 に 設 置 し た 後 、 組 織 試 料
を 、 後 に 記 載 す る 方 法 の い ず れ か 1つ を 用 い て 抗 原 検 索 （ AR） し 、 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 活 性 に つ き ブ ロ ッ キ ン グ し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
実 施 例 7： マ イ ク ロ 波 オ ー ブ ン に よ る 抗 原 検 索
　 穴 を 開 け た 蓋 を 持 つ 特 殊 な 容 器 中 の 蒸 留 水 の 中 で 10× 希 釈 さ れ た 抗 原 検 索 溶 液 pH6.0（ D
akoCytomation, Carpenteria, CA） に ス ラ イ ド グ ラ ス を 浸 漬 す る こ と に よ っ て 、 ス ラ イ ド
グ ラ ス を 抗 原 検 索 し た 。 容 器 を マ イ ク ロ 波 オ ー ブ ン の 中 央 に 入 れ 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 10分
間 加 熱 し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 含 有 す る 容 器 を オ ー ブ ン か ら 取 り 出 し 、 20分 間 、 室 温 で 冷
却 さ せ た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を TBS中 で 2分 間 濯 い だ 。
【 ０ １ ４ ４ 】
実 施 例 8： プ ロ テ イ ナ ー ゼ K消 化 に よ る 抗 原 検 索
　 製 造 業 者 の 指 示 に 従 い 、 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K（ Dakocytomation, Carpenteria, CA） を 用 い
、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 抗 原 検 索 し た 。 即 席 調 製 プ ロ テ イ ナ ー ゼ K溶 液 を ス ラ イ ド グ ラ ス 上 の
組 織 試 料 に 適 用 し 、 室 温 に て 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を TBS中 で 2分 間
洗 浄 し た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
実 施 例 9： 水 浴 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ る 抗 原 検 索
　 10× 希 釈 し た pH6ク エ ン 酸 塩 抗 原 検 索 溶 液 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 含 有
す る ビ ー カ ー に ス ラ イ ド グ ラ ス を 浸 漬 さ せ る こ と に よ っ て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 抗 原 検 索 し
た 。 97℃ の 水 浴 中 で ス ラ イ ド グ ラ ス を 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 含 有
す る ビ ー カ ー を 水 浴 か ら 取 り 出 し 、 室 温 で 冷 却 さ せ た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 脱 イ オ
ン 水 中 で 濯 い だ 。
【 ０ １ ４ ６ 】
実 施 例 10： 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ キ ン グ お よ び ゴ ム バ リ ア の 適 用
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 用 い て 、
全 て の ス ラ イ ド グ ラ ス を 3%過 酸 化 水 素 溶 液 と 共 に 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 、 内 因 性 過 酸
化 物 活 性 を 消 滅 さ せ た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を ト リ ス 緩 衝 化 生 理 食 塩 水 （ TBS） で 1回
5分 間 洗 浄 し た 。 試 薬 の 試 料 へ の 良 好 な 被 覆 を 確 実 と す る た め に 、 組 織 を 持 つ ス ラ イ ド グ
ラ ス 上 の 領 域 を 、 DakoPen（ DakoCytomation Carpenteria, CA） を 用 い て シ リ コ ン ゴ ム バ
リ ア で 取 り 囲 ん だ 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 小 さ な 閉 じ た チ ャ ン バ ー 中 の ラ ッ ク に 移 し て 、 染 色
前 の 乾 燥 を 回 避 し た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
実 施 例 11： 手 動 染 色 プ ロ ト コ ル
　 試 料 を Superfrost plusス ラ イ ド グ ラ ス （ Fisher, Medford, MA） 上 で 調 製 し た 。 ス ラ イ
ド グ ラ ス を TBS洗 浄 緩 衝 液 中 で 5分 間 洗 浄 し 、 次 い で 、 雰 囲 気 温 度 に て 一 次 抗 体 （ 100マ イ
ク ロ リ ッ ト ル ） と 共 に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 具 体 的 例 に 従 っ て 、 濃 度 を 希 釈 に よ っ
て 調 整 し た 。 5分 間 洗 浄 後 、 第 一 の 結 合 体 を 加 え 、 雰 囲 気 温 度 に て 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。 さ ら に 1回 の 5分 間 の 洗 浄 の 後 、 第 二 の 結 合 体 を 加 え 、 雰 囲 気 温 度 に て 30分 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 洗 浄 緩 衝 液 中 で 5分 間 洗 浄 し 、 続 い て 、 製 造 業 者 の 指 示
に 従 っ て 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 色 素 産 生 基 質 シ ス テ ム （ DAB＋ ） （ DakoCytomation Carpen
teria, CA） と 共 に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 蒸 留 水 で 5分 間
洗 浄 し 、 ヘ マ ト キ シ リ ン （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で 5分 間 対 比 染 色 し 、 製 造
業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 水 道 水 中 で 5分 間 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 120マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 水 性 設 置 媒 体 （ Faramount） （ DakoCytomation Carpenteria, CA
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） を 用 い 、 カ バ ー グ ラ ス を ス ラ イ ド グ ラ ス に 適 用 し た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 放 置 し て 乾 燥 さ
せ 、 硬 化 さ せ 、 光 強 度 設 定 8を 用 い 、 10× 、 20× ま た は 40× 倍 率 に て 、 明 視 野 顕 微 鏡 （ Lei
ca DM LB, Bannockburn, IL） で 調 べ た 。 Olympus DP50－ CU （ Olympus, Melville, NY）
を 用 い て ス ラ イ ド グ ラ ス を デ ジ タ ル 的 に 写 真 に 撮 り 、 写 真 の 白 色 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 修 整
し た 。 こ れ は 、 ス ラ イ ド グ ラ ス 上 の 空 の ス ポ ッ ト に 対 し て カ メ ラ 設 定 を 調 整 す る こ と に よ
っ て な さ れ る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 細 胞 の 大 部 分 が 唯 一 の 強 度 を 呈 す る 場 合 に は 、 こ の 単 一 の 染 色 強 度 を 記 録 し た 。 細 胞 の
大 部 分 が 染 色 強 度 範 囲 を 呈 し た 場 合 に は 、 単 一 強 度 で は な く 分 布 を 記 録 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
実 施 例 12： 自 動 染 色 プ ロ ト コ ル
　 プ ロ ト コ ル は Dakocytomation Autostainer （ Dakocytomation, Carpeteria, CA） を 用
い て 行 っ た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス は Superfrost （ Fisher, Medford, MA） で あ っ た 。 抗 原 検 索
工 程 に 続 き 、 湿 潤 ス ラ イ ド グ ラ ス を Autostainer （ DakoCytomation, Carpeteria, CA） の
ラ ッ ク に 設 置 し た 。 こ の ス ラ イ ド グ ラ ス を 雰 囲 気 温 度 に て 希 釈 さ れ た 一 次 抗 体 （ 200マ イ
ク ロ リ ッ ト ル 、 30分 ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10倍 希 釈 し た 洗 浄 緩 衝 液 （ DakoCytoma
tion, Carpeteria, CA） を ス ラ イ ド グ ラ ス に 穏 和 に 流 す こ と に よ っ て ス ラ イ ド グ ラ ス を 洗
浄 し 、 し か る 後 、 過 剰 の 緩 衝 液 を 穏 和 な 空 気 の 流 れ で 除 去 し た 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 第 一 の 結 合 体 を ス ラ イ ド グ ラ ス に 加 え （ 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） 、 室 温 に て 30分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し 、 し か る 後 、 前 述 し た よ う に 洗 浄 し た 。 第 二 の 結 合 体 を ス ラ イ ド グ ラ ス に 加
え （ 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） 、 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 し か る 後 、 前 述 し た よ
う に 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 調 製 し た 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル の DAB＋ 色 素 産 生 基 質 シ ス テ ム （
DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 各 ス ラ イ ド グ ラ ス に 適 用 し 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 脱 イ オ ン 水 中 で 5分 間 洗 浄 し た 。 合 計 プ ロ セ ス 時 間 は 2
時 間 22分 で あ っ た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 ス ラ イ ド グ ラ ス を Autostainerか ら 取 り 出 し 、 ラ ッ ク に 入 れ 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て
ヘ マ ト キ シ リ ン （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で 2分 間 対 比 染 色 し 、 次 い で 、 脱 イ
オ ン 水 中 で 5分 間 洗 浄 し た 。 120マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 水 性 設 置 媒 体 （ Faramount） （ DakoCyt
omation, Carpenteria, CA） を 用 い て カ バ ー グ ラ ス を ス ラ イ ド グ ラ ス に 適 用 し た 。 ス ラ イ
ド グ ラ ス を 放 置 し て 乾 燥 さ せ 、 硬 化 さ せ 、 40× 、 100× お よ び 200× 倍 率 に て 、 Nikon Ecli
pse E400 （ Nikon） を 用 い る 明 視 野 顕 微 鏡 で 調 べ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 ス ラ イ ド グ ラ ス を デ ジ タ ル 的 に 写 真 に 撮 り （ RTカ ラ ー ス ポ ッ ト , Diagnostic Instrumen
ts Inc.） 、 写 真 の 白 色 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 修 正 し た 。
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 13： 迅 速 な 手 動 染 色 プ ロ ト コ ル
　 抗 原 検 索 工 程 に 続 き 、 雰 囲 気 温 度 に て 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル の 希 釈
さ れ た 一 次 抗 体 と 共 に 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 10倍 希 釈 さ れ た 洗 浄 緩 衝 液 （ DakoCyto
mation, Carpenteria, CA） を ス ラ イ ド グ ラ ス に 軽 く 流 す こ と に よ っ て ス ラ イ ド グ ラ ス を
洗 浄 し た 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 実 施 例 11に お け る よ う に 除 去 し た 。 第 一 の 結 合 体 を ス ラ イ ド グ
ラ ス に 加 え （ 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル ） 、 室 温 に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 し か る 後 、 前
述 し た よ う に 洗 浄 し た 。 第 二 の 結 合 体 を ス ラ イ ド グ ラ ス に 加 え （ 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル ）
、 室 温 に て 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 し か る 後 、 前 述 し た よ う に 洗 浄 し た 。 実 施 例 11に お
け る よ う に 調 製 さ れ た DAB色 素 産 生 基 質 シ ス テ ム を ス ラ イ ド グ ラ ス に 適 用 し 、 10分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 ス ラ イ ド グ ラ ス を 脱 イ オ ン 水 中 で 5分 間 洗 浄 し た 。 合 計 プ ロ セ
ス 時 間 は 染 色 す る 実 施 例 11と 比 較 し て 55分 ま で 低 下 さ れ た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を ヘ マ ト キ シ
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リ ン で 対 比 染 色 し 、 カ バ ー グ ラ ス で 被 覆 し 、 前 述 の 実 施 例 12に お け る よ う に 評 価 し た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
実 施 例 14： Envision T M ＋ プ ラ ス デ ュ ア ル リ ン ク （ plus Dual link） 染 色 プ ロ ト コ ル
　 製 造 業 者 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） の 説 明 書 に 従 っ て 、 Envision T M ＋ を 用
い て 染 色 を 行 っ た 。 簡 単 に 述 べ れ ば 、 第 一 の 結 合 体 （ A） の 添 加 お よ び 引 き 続 い て の 5分 間
の 洗 浄 を 除 い て は 、 実 施 例 11に 記 載 し た よ う に 染 色 を 行 っ た 。 DAB染 色 、 ヘ マ ト キ シ リ ン
（ haematoxylin） 対 比 染 色 、 お よ び カ バ ー グ ラ ス の 適 用 は 実 施 例 11に 記 載 さ れ た も の で あ
っ た 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 15： PowerVision＋ T M 染 色 プ ロ ト コ ル
　 PowerVision＋ T M 染 色 キ ッ ト （ ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA） 中 の
取 扱 説 明 書 に 記 載 さ れ た よ う に 、 染 色 は DAB工 程 ま で 行 っ た 。 キ ッ ト は プ レ 抗 体 ブ ロ ッ キ
ン グ 、 ポ ス ト 抗 体 ブ ロ ッ キ ン グ （ 「 ポ リ マ ー 浸 透 促 進 剤 」 ） 、 ポ リ HRP抗 マ ウ ス ／ ウ サ ギ I
gG、 DAB溶 液 A、 1× お よ び DAB溶 液 B、 35× を 含 め た 即 席 調 製 溶 液 よ り な る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 内 因 性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の ブ ロ ッ キ ン グ お よ び 抗 原 検 索 の 後 、 こ の 手 法 は 10分 間 の プ レ
抗 体 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 続 い て の 、 雰 囲 気 温 度 に お け る 希 釈 さ れ
た 一 次 抗 体 （ 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル ,30分 ） と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン よ り な る も の で あ っ た
。 ス ラ イ ド グ ラ ス を TBSで 5分 間 洗 浄 し 、 次 い で 、 ポ ス ト 抗 体 ブ ロ ッ キ ン グ と 共 に 20分 間 イ
ン キ ュ ベ ー ト し 、 引 き 続 い て 、 TBS洗 浄 を 行 っ た 。 ス ラ イ ド グ ラ ス を 次 に ポ リ HRP抗 マ ウ ス
／ ウ サ ギ IgGと 共 に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 し か る 後 、 TBSで 5分 間 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 種 々 の シ ス テ ム を 良 好 に 比 較 す る た め に 、 実 施 例 11に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、
DAB染 色 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 対 比 染 色 お よ び カ バ ー グ ラ ス 適 用 を 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ０ 】
実 施 例 16： Ki－ 67タ ン パ ク 質 の 比 較 染 色
　 こ の 実 施 例 は 、 結 合 体 No. 1、 す な わ ち ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス
ト ラ ン （ 150kDa） 結 合 体 、 続 い て 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス
ま た は ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 混 合 物 を 用 い る 扁 桃 上 の
核 マ ー カ ー Ki－ 67ク ロ ー ン MIB－ 1タ ン パ ク 質 の 免 疫 可 視 化 、 お よ び HRP発 色 体 （ Envision T
M ＋ plus） で の 染 色 を 記 載 す る 。 ア ッ セ イ 成 分 を 図 1－ Aに 示 す 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 こ の 実 験 を 、 Envision T M ＋ ま た は PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Technologies, Co.,
 Daly City, CA） 検 出 シ ス テ ム を 用 い る 本 発 明 の 1つ の 態 様 で の 染 色 と 比 較 し た 。 用 い た
組 織 は ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 ブ ロ ッ ク （ FFPE） の 、 ヒ ト 扁 桃 、 結 腸 、 乳 房
癌 腫 な ら び に 腎 臓 で あ っ た 。 組 織 切 片 の 切 断 、 設 置 お よ び 脱 パ ラ フ ィ ン は 実 施 例 6に 記 載
さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 行 っ た 。 マ イ ク ロ 波 抗 原 検 索 お よ び 内 因 性 （ endogen） ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ キ ン グ は 、 各 々 、 実 施 例 7お よ び 10で 前 述 し た よ う に 行 っ た 。 免 疫 可 視
化 は 実 施 例 11に 前 述 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 要 約 す る と 、 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は Ki67ク ロ ー ン MIB－ 1（ DakoCytomation, Carpen
teria, CA） で あ っ た 。 そ れ を 適 用 前 に 0.2%BSAを 含 む TBSで 1： 200希 釈 し た 。 一 次 抗 体 の
適 用 の 後 に 、 試 料 を 、 0.2%BSAを 含 む TBS緩 衝 液 で 1： 1000希 釈 さ れ た ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体
を 含 む 結 合 体 No. 1と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 第 一 の 結 合 体 の 適 用 の 後 に 、 セ イ ヨ ウ ワ
サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス ま た は ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 有 す る ポ リ マ
ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 混 合 物 （ Envision T M ＋ ） （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） と
共 に 、 試 料 を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 平 行 し て 、 ポ リ マ ー RaM結 合 体 No. 1の 代 わ り に 、 0.2%BSAを 含 有 す る TBS緩 衝 液 中 に 1600
倍 希 釈 し た 未 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ RaM） （ DakoCytomation, Carpenteria
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, CA） を 用 い て 免 疫 可 視 化 を 行 っ た 。 第 二 の 平 行 実 験 は 、 各 々 、 実 施 例 14お よ び 15に 記 載
さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 い 、 Envision T M ＋ ま た は PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Technolo
gies, Co., Daly City, CA） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 染 色 は 40× 、 100× お よ び 200× の 倍 率 で 評 価 し た 。 図 2A～ Dは 結 合 体 No. 1お よ び Envisi
on T M ＋ （ A） 、 未 結 合 RaMお よ び Envision T M ＋ （ B） 、 Envision T M ＋ （ C） 、 ま た は PowerVis
ion＋ T M （ D） の 組 合 せ を 用 い る Ki67染 色 扁 桃 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 試 料 を 盲 検 的 に 評 価 し た （ す な わ ち 、 調 査 者 は ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に 用 い る 方
法 を 知 ら な か っ た ） 。 合 計 し て 17の 微 妙 な レ ベ ル の 染 色 強 度 を 与 え る 、 4分 の 1グ レ ー ド 増
分 の 0～ 4の ス ケ ー ル を 用 い た 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 4.0； 3.5； 3.0； お よ び 4.0の ス コ ア で
あ っ た 。 染 色 パ タ ー ン お よ び 局 在 性 は 4つ の 異 な る 染 色 に 対 し て ほ と ん ど 同 一 で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 染 色 強 度 は ポ リ マ ー RaM（ A） お よ び PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Technologies, Co
., Daly City, CA） を 用 い て わ ず か に よ り 強 く な っ て い る 。 ポ リ マ ー RaMま た は モ ノ マ ー R
aM結 合 物 の 使 用 は 、 Envision T M ＋ と 比 較 し て わ ず か に 染 色 強 度 を 増 加 さ せ る 。 マ ウ ス IgG
を 用 い る 免 疫 染 色 は 陰 性 対 照 と し て 供 し た 。 マ ウ ス 抗 体 は 、 ヒ ト 組 織 に は 存 在 し な い 黒 色
ア ス ペ ル ギ ル ス （ Aspergilius Niger）  （ DakoCytomation, Carpentaria, CA） に 対 し て
生 起 さ れ 、 テ ス ト し た シ ス テ ム の い ず れ を 用 い て も 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を も た ら さ な か っ
た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 陰 性 対 照 は 許 容 で き 、 強 度 に お い て 「 O」 の ス コ ア で あ っ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
実 施 例 17： 乳 房 癌 腫 に 対 す る サ イ ト ケ ラ チ ン の 比 較 染 色
　 こ の 実 施 例 は 、 先 の 実 施 例 16に お け る の と 同 一 の 組 織 ブ ロ ッ ク 、 連 結 結 合 体 お よ び Envi
sion T M ＋ 結 合 体 を 用 い て 乳 房 癌 腫 組 織 に 対 す る 細 胞 質 サ イ ト ケ ラ チ ン の 免 疫 可 視 化 を 記 載
す る 。 ア ッ セ イ 設 定 も ま た 図 1－ Aに 示 す 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ の 実 験 は 、 中 央 結 合 物 と し て の ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 、 Envision T M ＋ 、 ま た は PowerVision
＋ T M （ ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA） 検 出 シ ス テ ム を 用 い る 染 色 と
本 発 明 の 1つ の 態 様 を 用 い る 染 色 を 比 較 す る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 組 織 切 片 の 切 断 、 設 置 お よ び 脱 パ ラ フ ィ ン は 実 施 例 6に 記 載 さ れ た プ ロ ト コ ル に し た が
っ て 行 っ た 。 組 織 の 予 備 処 理 は 、 実 施 例 8に 記 載 さ れ た よ う に プ ロ テ イ ナ ー ゼ K方 法 を 用 い
て 抗 原 検 索 を 行 っ た 以 外 は 実 施 例 16と 同 様 で あ っ た 。 免 疫 可 視 化 は 実 施 例 11に 前 述 し た よ
う に 行 っ た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 要 約 す る と 、 一 次 ウ サ ギ 抗 体 は 抗 サ イ ト ケ ラ チ ン ク ロ ー ン AE1／ AE3（ DakoCytomation, 
Carpenteria, CA） で あ っ た 。 適 用 前 に 、 そ れ を 0.2%BSAを 含 む TBSに 1： 1000希 釈 し た 。 一
次 抗 体 の 適 用 後 に 、 試 料 を 、 150kDaデ キ ス ト ラ ン に 結 合 し 、 か つ 0.2%BSAを 含 む TBS緩 衝 液
に 1： 5000希 釈 し た ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 含 む 結 合 体 No. 1と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結
合 体 No. 1の 適 用 後 に 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス ま た は ウ サ
ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 混 合 物 （ Envision T M ＋ ） , Dako
Cytomation, Carpenteria, CA） と 共 に 、 試 料 を 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 平 行 し て 、 ポ リ マ ー RaM結 合 体 No. 1の 代 わ り に 、 0.2%BSAを 含 有 す る TBS緩 衝 液 に 1600倍
希 釈 し た 未 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ RaM） （ DakoCytomation, Carpenteria, 
CA） を 用 い て 免 疫 可 視 化 を 行 っ た 。 第 二 の 平 行 実 験 は 、 各 々 、 実 施 例 14お よ び 15に 記 載 さ
れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 Envision T M ＋ ま た は PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Technolo
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gies, Co., Daly City, CA） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 染 色 は 40× 、 100× お よ び 200× 倍 率 に て 評 価 し た 。 図 3A～ Dは 、 結 合 体 No. 1お よ び Envi
sion T M ＋ （ A） 、 未 結 合 RaMお よ び Envision T M ＋ （ B） 、 Envision T M ＋ （ C） 、 ま た は PowerV
ision＋ T M （ ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA） シ ス テ ム （ D） の 組 合 せ
を 用 い る サ イ ト ケ ラ チ ン 染 色 乳 房 癌 腫 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 試 料 を 盲 検 的 に 評 価 し た （ す な わ ち 、 調 査 者 は ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に 用 い た 方
法 を 知 ら な か っ た ） 。 合 計 し て 染 色 強 度 の 17の 微 妙 な レ ベ ル を 与 え る 4分 の 1グ レ ー ド 増 分
で の 0～ 4の ス ケ ー ル を 用 い た 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 3.0； 3.5； 2.0お よ び 4.0の ス コ ア と な
っ た 。 染 色 パ タ ー ン お よ び 局 在 性 は 4つ の 異 な る 染 色 で ほ と ん ど 同 一 で あ る 。 PowerVision
＋ T M 、 未 結 合 RaM結 合 物 お よ び ポ リ マ ー RaM結 合 物 を 用 い 、 染 色 強 度 は こ の 順 序 で 最 強 で あ
っ た 。 Envision T M ＋ シ ス テ ム 単 独 は テ ス ト し た 4つ の ア ッ セ イ シ ス テ ム で 最 も 弱 か っ た 。
マ ウ ス IgGを 用 い る 免 疫 染 色 を 陰 性 対 照 と し て 用 い た 。 陰 性 対 照 マ ウ ス 抗 体 は 、 ヒ ト 組 織
に は 存 在 し な い 黒 色 ア ス ペ ル ギ ル ス （ aspergiliius Niger） （ DakoCytomation, Carpenta
ria, CA） を 特 異 的 に 認 識 し た 。 そ れ は 、 テ ス ト し た シ ス テ ム の い ず れ を 用 い て も 検 出 可
能 な シ グ ナ ル を も た ら さ な か っ た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 陰 性 対 照 は 許 容 で き 、 強 度 「 O」 の ス コ ア で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
実 施 例 18： HRPに 連 結 さ れ た 二 次 抗 体 結 合 体 を 用 い る Ki－ 67タ ン パ ク 質 の 比 較 染 色
　 こ の 実 施 例 は 、 二 次 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス お よ び セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る
ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン （ 70kDa） 結 合 体 、 続 い て 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ
び 二 次 ヤ ギ 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 混 合 物 を 含 有 す る 連 結 結 合 体 No. 
4、 お よ び HRP発 色 体 （ Envision T M ＋ ） で の 染 色 を 用 い る 乳 房 癌 腫 に 対 す る Ki－ 67タ ン パ ク
質 の 免 疫 可 視 化 を 記 載 す る 。 ア ッ セ イ 設 定 は 図 1－ Bに 示 さ れ る 。 こ の 染 色 を 、 結 合 物 と し
て の 未 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 、 Envision T M ＋ ま た は PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Techno
logies, Co., Daly City, CA） 染 色 シ ス テ ム を 用 い る 染 色 と 比 較 し た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 乳 房 癌 腫 組 織 切 片 の 切 断 、 設 置 、 脱 パ ラ フ ィ ン 、 抗 原 検 索 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ キ
ン グ お よ び 手 動 染 色 プ ロ ト コ ル は 実 施 例 16に 記 載 さ れ た 一 般 的 手 法 に 従 っ て 行 っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ク ロ ー ン MIB－ 1（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で あ
っ た 。 適 用 前 に 、 そ れ を 0.2%BSAを 含 む TBSに 1： 400希 釈 し た 。 一 次 抗 体 の 適 用 後 に 、 試 料
を 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 お よ び HRPを 含 有 す る 結 合 体 No. 4と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結
合 体 No. 4を 0.2%BSAを 含 む TBS緩 衝 液 に 1： 1000希 釈 し 、 試 料 に 適 用 し た 。 結 合 体 No. 4の
適 用 後 に 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び 二 次 ヤ ギ 抗
マ ウ ス ま た は ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 混 合 物 （ Envi
sion T M ＋ ） （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） と 共 に 試 料 を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 平 行 し て 、 ポ リ マ ー RaM－ HRP結 合 体 No. 4の 代 わ り に 、 0.2%BSAを 含 有 す る TBS緩 衝 液 中
に 1600倍 希 釈 し た 未 結 合 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ RaM） （ DakoCytomation, Carpe
nteria, CA） を 用 い て 免 疫 可 視 化 を 行 っ た 。 第 二 平 行 実 験 は 、 各 々 、 実 施 例 14お よ び 15に
記 載 さ れ た プ ロ ト コ ル に 従 っ て 、 Envision T M ＋ ま た は PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Te
chnologies, Co., Daly City, CA） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 染 色 は 40× 、 100× お よ び 200× 倍 率 で 評 価 し た 。 図 4A～ Dは 結 合 体 No. 4お よ び Envision
T M ＋ （ A） 、 未 結 合 RaMお よ び Envision T M ＋ （ B） 、 Envision T M ＋ （ C） ま た は PowerVision
＋ T M （ ImmunoVision Technologies, Co., Daly City, CA） （ D） の 組 合 せ を 用 い て の Ki－
67染 色 乳 房 癌 腫 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 試 料 を 盲 検 的 に 評 価 し た （ す な わ ち 、 調 査 者 は
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ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に 用 い た 方 法 を 知 ら な か っ た ） 。 4分 の 1グ レ ー ド の 増 分 の 0
～ 4の ス ケ ー ル を 用 い た 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 4.0； 4.0； 3.5お よ び 4.0の ス コ ア で あ っ た
。 染 色 パ タ ー ン お よ び 局 在 性 は 4つ の 異 な る 染 色 で ほ と ん ど 同 一 で あ る 。 染 色 強 度 は RaM－
HRP結 合 体 （ a） 、 未 結 合 RaM（ b） お よ び PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Technologies, 
Co., Daly City, CA） （ d） を 用 い て 同 様 で あ る 。 Envision T M ＋ は 最 も 弱 い 染 色 強 度 を 与
え た 。 マ ウ ス IgGを 用 い る 免 疫 染 色 は 陰 性 対 照 と し て 供 し （ 前 述 ） （ DakoCytomation, Car
pentaria, CA） 、 テ ス ト し た シ ス テ ム の い ず れ を 用 い て も 検 出 可 能 な シ グ ナ ル は も た ら さ
れ な か っ た 。
【 ０ １ ８ １ 】
実 施 例 19： 乳 房 組 織 に お け る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） の 比 較 染 色
　 こ の 実 施 例 は 連 結 結 合 体 No. 2お よ び 連 結 結 合 体 No. 3、 す な わ ち 各 々 、 二 次 ヤ ギ 抗 ウ サ
ギ 抗 体 お よ び 二 次 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 、 続 い て 、 セ
イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び 二 次 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト
ラ ン 結 合 体 で あ る 、 結 合 体 No. 5の 混 合 物 、 な ら び に HRP発 色 体 で の 染 色 を 用 い る FFPE乳 房
組 織 に お け る エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 の 免 疫 可 視 化 を 記 載 す る 。 ア ッ セ イ 設 定 は 図 1－ Cに 示 さ
れ る 。 2つ の 異 な る 患 者 か ら の 乳 房 組 織 の 4マ イ ク ロ メ ー ト ル 切 片 を 用 い た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 組 織 切 片 の 切 断 、 設 置 、 脱 パ ラ フ ィ ン 、 水 浴 お よ び S1700（ DakoCytomation, Carpenter
ia, CA） を 用 い る 抗 原 検 索 、 お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ブ ロ ッ キ ン グ は 実 施 例 6、 9お よ び 10
に て 前 述 し た 通 り で あ っ た 。 免 疫 可 視 化 は 、 実 施 例 12に 記 載 さ れ た 自 動 プ ロ ト コ ル に 従 っ
て 、 一 般 的 セ ク シ ョ ン に て 前 述 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 認 識 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 ク ロ ー ン 1D5を 、 緩 衝 剤 希 釈 液 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） 中 で 1： 270
0希 釈 し た 。 結 合 体 No. 2を 、 各 々 、 1： 275お よ び 1： 15の 合 計 希 釈 に て 結 合 体 No. 3と 混 合
し た 。 結 合 体 No. 5を 1： 30希 釈 し た 。 緩 衝 液 は 実 施 例 16に お け る も の と 同 一 で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 平 行 し て 、 実 施 例 15に お い て 前 述 の 方 法 に 従 っ て 、 PowerVision＋ T M （ ImmunoVision Te
chnologies, Co., Daly City, CA） を 用 い て 免 疫 可 視 化 を 行 っ た 。 一 次 抗 体 は 同 一 希 釈 度
で 用 い た 。 特 定 の 抗 体 の 代 わ り に 、 同 一 希 釈 液 中 に お い て 、 陰 性 対 照 抗 体 （ マ ウ ス IgG陰
性 対 照 , DakoCytomation, no. XO931） を 用 い て 第 二 の 実 験 を 平 行 し て 行 っ た 。 染 色 は 20
× 、 100× お よ び 200× 倍 率 に て Nikon顕 微 鏡 （ Nikon, Melville, NY） で 評 価 し た 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 図 5A～ Dは 第 一 の ER染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 ER抗 体 を 用 い る 特 異 的 染 色 は 結
合 体 No. 2、 3お よ び 5（ A） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ B） の 組 合 せ を 用 い て 観 察 さ れ た 。
試 料 を 盲 検 的 に 評 価 し た （ す な わ ち 、 調 査 者 は ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に 用 い た 方 法
を 知 ら な か っ た ） 。 4分 の 1グ レ ー ド 増 分 の 0～ 4の ス ケ ー ル を 用 い た 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、
3.0お よ び 3.0の ス コ ア で あ っ た 。 結 合 体 No. 2、 3お よ び 5（ C） 、 ま た は PowerVision＋ T M

（ D） と 組 み 合 わ せ て 陰 性 抗 体 対 照 を 用 い て シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た 。 従 っ て 、 染 色
強 度 は 双 方 に つ い て 0の ス コ ア で あ っ た 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 図 5E～ Hは 第 二 の ER染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 ER抗 体 を 用 い る 特 異 的 染 色 は 、
結 合 体 No. 2、 3お よ び 5（ E） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ F） の 組 合 せ を 用 い て 観 察 さ れ た
。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 2.0～ 3.0お よ び 2.0～ 3.0の ス コ ア で あ っ た 。 結 合 体 No. 2、 3お よ び
5（ G） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ H） と 組 み 合 わ せ て 陰 性 対 照 抗 体 を 用 い て シ グ ナ ル は 検
出 さ れ な か っ た 。 染 色 強 度 は 双 方 に つ い て 0の ス コ ア で あ っ た 。 全 て の 顕 微 鏡 写 真 は 20倍
倍 率 で 撮 っ た 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 顕 微 鏡 写 真 は 、 全 て 、 強 い 特 異 的 染 色 を 示 し 、 陰 性 対 照 で は 染 色 を 示 さ な い 。 染 色 強 度
は 、 図 5Bお よ び Fに お け る 染 色 強 度 と 比 較 し て 、 図 5Aお よ び Eに お い て 僅 か に 強 か っ た 。 こ
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の 強 い 染 色 強 度 は 、 EnvisionTM（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） に 対 す る ER抗 体 に
つ き 推 奨 さ れ る 希 釈 の 54倍 、 お よ び Envision T M ＋ （ DakoCytomation, Carpenteria, CA）
に 対 し て 推 奨 さ れ る 希 釈 の 18倍 で あ る 一 次 抗 体 の 希 釈 で 得 ら れ る 。 結 論 と し て 、 結 合 体 No
. 2、 3お よ び 5を 用 い る 染 色 は 、 PowerVision＋ T M と 比 較 し て 特 異 的 で あ っ て 、 か つ 同 等 ま
た は 僅 か に 強 か っ た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
実 施 例 20： 乳 房 組 織 に お け る プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ PR） の 比 較 染 色
　 本 実 施 例 に お い て は 、 FFPE乳 房 組 織 に お け る プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 を 、 先 の 実 施 例 19に
お け る の と 同 一 の 結 合 体 の 混 合 物 、 す な わ ち 、 各 々 、 二 次 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 お よ び ヤ ギ 抗
ウ サ ギ 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 、 続 い て の 、 セ イ ヨ ウ ワ サ ビ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ お よ び ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 結 合 体 、 お よ び HRP発
色 体 で の 染 色 を 用 い て 可 視 的 に 検 出 し た 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 組 織 前 処 理 は 実 施 例 19に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。 免 疫 可 視 化 は 実 施 例 12で 前 述 し た よ う
に 行 っ た 。 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 に 対 し て 特 異 的 な 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ク ロ ー ン PR
636（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で あ っ た 。 そ れ を 緩 衝 剤 希 釈 液 （ DakoCytomati
on, Carpenteria, CA） で 1： 2400希 釈 し た 。 結 合 体 希 釈 は 実 施 例 19の よ う に 、 EnvisionTM
（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） に つ い て 推 奨 さ れ る 希 釈 の 54倍 、 お よ び EnvisionT
M＋  （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） に つ い て 推 奨 さ れ る 希 釈 の 18倍 で あ る 希 釈 で
あ っ た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 平 行 し て 、 実 施 例 15に 前 述 の 方 法 に 従 っ て 、 Powervision＋ T M を 用 い て 免 疫 可 視 化 を 行
っ た 。 第 二 の 実 験 は 、 特 定 の 抗 体 の 代 わ り に 、 同 一 起 源 種 の 陰 性 対 照 抗 体 （ NP015マ ウ ス I
gG） （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 用 い て 平 行 し て 行 っ た 。 陰 性 対 照 は 1： 2400
希 釈 し た 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 図 6A～ Dは 第 一 の PR染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 特 異 的 染 色 は 結 合 体 No.2、 3お よ
び 5（ A） ま た は PowerVision＋ T M （ B） と 組 み 合 わ せ て PR抗 体 を 用 い て 観 察 さ れ た 。 試 料 は
盲 検 的 に 評 価 し た （ す な わ ち 、 調 査 者 は ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に 用 い た 方 法 を 知 ら
な か っ た ） 。 4分 の 1グ レ ー ド 増 分 の 0～ 4の ス ケ ー ル を 用 い た 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 2.0～ 3
.5お よ び 2.0～ 3.25の ス コ ア で あ っ た 。 結 合 体 No． 2、 3お よ び 5（ C） ま た は PowerVision＋
T M （ D） と 共 に 陰 性 対 照 抗 体 を 用 い て シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た 。 染 色 強 度 は 双 方 に つ
い て 0の ス コ ア で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 図 6E～ Hは 第 二 の PR染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 特 異 的 染 色 は 結 合 体 No.2、 3お よ
び 5（ E） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ F） と 組 み 合 わ せ て PR抗 体 を 用 い て 観 察 さ れ た 。 試 料
は 盲 検 的 に 評 価 さ れ た （ す な わ ち 、 調 査 者 は ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に 用 い た 方 法 を
知 ら な か っ た ） 。 4分 の 1グ レ ー ド 増 分 の 0～ 4の ス ケ ー ル を 用 い た 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 2.
0～ 3.25お よ び 2.0～ 3.5の ス コ ア で あ っ た 。 結 合 体 No.2、 3お よ び 5（ G） ま た は PowerVisio
n＋ T M （ H） と 組 み 合 わ せ て 陰 性 対 照 抗 体 を 用 い て シ グ ナ ル は 検 出 さ れ な か っ た 。 染 色 強 度
は 双 方 に つ い て 0の ス コ ア で あ っ た 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 全 て の 顕 微 鏡 写 真 は 20倍 倍 率 で 撮 っ た 。 顕 微 鏡 写 真 は 、 全 て 、 強 い 特 異 的 染 色 を 示 し 、
陰 性 対 照 抗 体 を 用 い て は 染 色 を 示 さ な か っ た 。 染 色 強 度 は 図 6Bお よ び Eに お け る 染 色 強 度
と 比 較 し て 、 図 6Aお よ び Fで は よ り 強 か っ た 。 強 い 染 色 強 度 は 、 Envision T M （ Dakocytomat
ion,Carpeteria、 CA） に つ い て 推 奨 さ れ る 希 釈 の 48倍 、 お よ び EnVision デ ュ ア ル リ ン ク
（ Dual link） ＋ HRP（ Dakocytomation, Carpeteria, CA） に つ い て の 推 奨 さ れ る 希 釈 の 16
倍 で あ る 一 次 抗 体 希 釈 で 得 ら れ た 。 結 論 と し て 、 染 色 強 度 は PowerVision＋ T M と 比 較 し て
特 異 的 か つ よ り 強 か っ た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
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実 施 例 21： 2つ の タ ン パ ク 質 の 検 出 に お け る 検 出 限 界
　 こ の 実 施 例 は 、 実 施 例 19に お け る よ う な 結 合 体 の 組 合 せ を 用 い る CK20お よ び プ ロ ゲ ス テ
ロ ン 受 容 体 の FFPE乳 房 組 織 に 対 す る 免 疫 可 視 化 に つ い て の 短 い プ ロ ト コ ル を 記 載 す る 。 一
次 抗 体 溶 液 を 徹 底 的 に 希 釈 し て 、 ア ッ セ イ の 検 出 限 界 を 評 価 し た 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 免 疫 可 視 化 は 実 施 例 13で 前 述 し た よ う に 行 っ た 。 サ イ ト ケ ラ チ ン 20（ CK20） に 対 す る 一
次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ク ロ ー ン Ks20.8マ ウ ス Iｇ G2ａ カ ッ パ （ kappa） （ DakoCytomation
, Carpenteria, CA） で あ っ た 。 そ れ を 緩 衝 剤 希 釈 液 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA
） 中 で 1： 600お よ び 1： 3000で 希 釈 し た 。 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 に 対 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は ク ロ ー ン PR636（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で あ っ た 。 そ れ を 同 一 緩
衝 液 中 に 1： 200お よ び 1： 1000希 釈 し た 。 結 合 体 希 釈 は 実 施 例 19に お け る の と 同 様 で あ っ
た 。 一 次 抗 体 の 第 一 の テ ス ト し た 希 釈 は EnVision（ 登 録 商 標 ） に つ い て の 推 奨 さ れ る 希 釈
の ほ ぼ 5倍 で あ り 、 EnVision＋ （ 登 録 商 標 ） に つ い て 推 奨 さ れ る も の に 匹 敵 す る 。 一 次 抗
体 の 第 二 の 希 釈 は EnVision（ 登 録 商 標 ） に つ い て の 推 奨 さ れ る 希 釈 の 25倍 で あ る 。 同 時 に
、 短 い プ ロ ト コ ル お よ び EnVision（ 登 録 商 標 ） に つ い て の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 は 共 に
10分 で あ り 、 他 方 、 EnVision＋ （ 登 録 商 標 ） は 30分 で あ る 。 本 実 施 例 は 、 従 っ て 、 シ グ ナ
ル に 対 す る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 お よ び 一 次 抗 体 希 釈 の 効 果 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 特 定 の 抗 体 の 代 わ り に 、 同 一 起 源 の 種 の 陰 性 対 照 抗 体 （ NP015マ ウ ス IgG） （ DakoCytoma
tion, Carpenteria, CA） を 用 い て 第 二 の 実 験 を 平 行 し て 行 っ た 。 陰 性 対 照 は 1： 200希 釈
し た 。 図 ７ A～ Fは 染 色 さ れ た 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 特 異 的 染 色 は 1： 600希 釈 さ れ
た （ A） 、 1： 3000希 釈 さ れ た （ B） 抗 CK20抗 体 を 用 い て 観 察 さ れ た 。 陰 性 対 照 は （ C） に 示
す 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 2.5； 0.75お よ び 0の ス コ ア で あ っ た 。 試 料 は 盲 検 的 に 評 価 し た （
す な わ ち 、 調 査 者 は ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に 用 い ら れ た 方 法 を 知 ら な か っ た ） 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 特 異 的 染 色 は 1： 200希 釈 さ れ た （ D） 、 1： 1000希 釈 さ れ た （ E） 抗 PR抗 体 を 用 い て 観 察
さ れ た 。 陰 性 対 照 は （ F） に 示 さ れ る 。 染 色 強 度 は 、 各 々 、 3.5； 1.75お よ び 0の ス コ ア で
あ っ た 。 試 料 は 盲 検 的 に 評 価 さ れ た （ す な わ ち 、 調 査 者 は ス ラ イ ド グ ラ ス を 調 製 す る の に
用 い ら れ た 方 法 を 知 ら な か っ た ） 。 顕 微 鏡 写 真 は 、 全 て 強 い 特 異 的 染 色 を 示 し 、 陰 性 対 照
で は 染 色 を 示 さ な か っ た 。 染 色 強 度 は 、 よ り 薄 い 一 次 抗 体 溶 液 を 用 い た 図 7Bお よ び Eに お
け る 染 色 強 度 と 比 較 し て 、 図 ７ A お よ び Dに お い て よ り 強 か っ た 。 結 論 と し て 、 よ り 短 い
プ ロ ト コ ル 、 お よ び 希 釈 さ れ た 一 次 抗 体 溶 液 に か か わ ら ず 、 染 色 強 度 は 驚 く 程 強 い 。 こ の
実 施 例 は 、 本 発 明 の い く つ か の 態 様 の シ グ ナ ル 増 強 方 法 を 用 い て 、 よ り 短 い 染 色 プ ロ ト コ
ル を 可 能 と し 、 依 然 と し て 良 好 な 染 色 強 度 を 得 る 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ １ ９ ８ 】
実 施 例 22： 種 々 の 細 胞 区 画 に 位 置 し た 細 胞 タ ン パ ク 質 の 比 較 検 出
　 こ の 実 施 例 は 、 実 施 例 20お よ び 21に 記 載 さ れ た の と 同 一 の 自 動 手 法 を 用 い る FFPE組 織 に
対 す る い く つ か の 異 な る タ ン パ ク 質 標 的 の 免 疫 可 視 化 を 記 載 す る 。 診 断 上 重 要 な 種 々 の 標
的 は 組 織 の 種 々 の 区 画 に 位 置 し 、 マ ウ ス ま た は ウ サ ギ 一 次 抗 体 を 用 い て DAB染 色 に よ っ て
免 疫 可 視 化 さ れ た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 組 織 予 備 処 理 は 実 施 例 20お よ び 21に お け る よ う に 行 っ た 。 実 施 例 20お よ び 21に お け る の
と 同 一 の 結 合 体 を 用 い 、 実 施 例 12で 前 述 し た よ う に 免 疫 可 視 化 を 行 っ た 。 種 々 の 一 次 抗 体
は 全 て DakoCytomation（ Dakocytomation, Carpenteria, CA） か ら 入 手 し 、 緩 衝 剤 希 釈 液
（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） 中 に 希 釈 し た 。 用 い た 抗 体 は 以 下 に 記 載 す る ：
マ ウ ス 抗 ヒ ト サ イ ト ケ ラ チ ン 20、 ク ロ ー ン Ks20.8（ マ ウ ス IgG2a， カ ッ パ ） 、
ウ サ ギ 抗 ヒ ト 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA）
ウ サ ギ 抗 ヒ ト ク ロ モ グ ラ ニ ン A
マ ウ ス 抗 ヒ ト p53タ ン パ ク 質 、 ク ロ ー ン DO－ 7（ マ ウ ス IgG2b， カ ッ パ ）
マ ウ ス 抗 ヒ ト p63タ ン パ ク 質 ク ロ ー ン 4A4（ マ ウ ス IgG2a， カ ッ パ ）
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マ ウ ス 抗 ヒ ト 甲 状 腺 転 写 因 子 （ TTF－ 1） 、 ク ロ ー ン 8G7G3／ 1、 （ マ ウ ス IgG1， カ ッ パ ）
ウ サ ギ 抗 ヒ ト 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ PSA）
マ ウ ス 抗 ヒ ト CD68、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 ク ロ ー ン PG－ M11（ マ ウ ス IgG3）
マ ウ ス 抗 ヒ ト ALKタ ン パ ク 質 、 ク ロ ー ン ALK－ 1（ マ ウ ス IgG3）
bcl－ 1と も 呼 ば れ る マ ウ ス 抗 ヒ ト サ イ ク リ ン D1、 ク ロ ー ン DCS－ 6（ マ ウ ス IgG2a）
マ ウ ス 抗 ヒ ト BCL6、 ク ロ ー ン PG－ B6p（ マ ウ ス IgG1， カ ッ パ ）
マ ウ ス 抗 ヒ ト CD20， B細 胞 ， ク ロ ー ン L26（ マ ウ ス IgG2a， カ ッ パ ）
ウ サ ギ 抗 タ ー ミ ナ ル デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ジ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 結 合 体 希 釈 は 実 施 例 19お よ び 20に 記 載 さ れ た 通 り で あ っ た 。 ア ッ セ イ 設 定 は 「 NDS－ 1」
と 呼 ば れ 、 図 1－ Cに 示 さ れ る 。 平 行 し て 、 実 施 例 15に 記 載 さ れ た 方 法 に 従 っ て 、 PowerVis
ion＋ T M を 用 い て 免 疫 可 視 化 を 行 っ た 。 第 二 の 平 行 実 験 は 特 定 の 抗 体 の 代 わ り に 同 一 起 源
種 陰 性 対 照 抗 体 （ ユ ニ バ ー サ ル 陰 性 対 照 (Universal Negative Control)， UNC,NP001,ウ サ
ギ IgGお よ び NP015マ ウ ス IgG） （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 用 い て 行 っ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 以 下 の 表 4は 、 ス ラ イ ド の 数 、 一 次 抗 体 、 一 次 抗 体 希 釈 、 組 織 試 料 タ イ プ 、 用 い た 可 視
化 シ ス テ ム 、 光 学 倍 率 、 お よ び 得 ら れ た 染 色 強 度 ス コ ア に 関 し て 染 色 実 験 を ま と め る 。 ス
ラ イ ド は 8－ AA～ 8－ NDで 示 す 。 図 8AA～ ８ NDは 10ま た は 20倍 倍 率 で 撮 っ た DAB染 色 組 織 の 顕
微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ０ ３ 】
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【 ０ ２ ０ ４ 】
　 顕 微 鏡 写 真 は 、 結 腸 上 の CK20を 用 い る 8－ ACお よ び 扁 桃 上 の CD68を 用 い る 8－ ICを 除 い て
、 全 て 強 い 特 異 的 染 色 を 示 し 、 NDS－ 1設 定 を 用 い る 陰 性 対 照 で は 染 色 を 示 さ な か っ た 。 Po
werVision＋ T M は 、 扁 桃 上 の CK20を 用 い る ス ラ イ ド 7－ AD、 扁 桃 上 の CD68を 用 い る 7－ ID、
お よ び 扁 桃 上 の ス ラ イ ド 7－ LD、 bcl－ 6（ そ れ ら は 共 に 許 容 さ れ 得 な い バ ッ ク グ ラ ン ド を
与 え た ） を 除 い て 、 陰 性 対 照 に つ い て 染 色 を 与 え な か っ た 。 PowerVision＋ T M は 結 腸 上 の
ス ラ イ ド 7－ AB、 CK20 お よ び 扁 桃 上 の ス ラ イ ド 7－ IB、 CD68に 対 し て 高 い 非 特 異 的 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド を 与 え 、 他 方 、 NDS－ 1可 視 化 シ ス テ ム は 同 様 の 非 特 異 的 染 色 を 示 さ な か っ た 。
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一 般 に 、 NDS－ 1可 視 化 シ ス テ ム に よ り 、 PowerVision＋ T M と 同 一 か ま た は そ れ よ り も 高 い
染 色 強 度 が 生 じ た 。 こ の 染 色 強 度 は 結 腸 上 の CEA、 膵 臓 上 の ク ロ モ グ ラ ニ ン A(Chromoganin
 A)、 前 立 腺 上 の PSAに 対 し て 有 意 に よ り 強 く 、 扁 桃 上 の ANK、 HNSC上 の bcl－ 1、 胸 腺 上 の T
dTに 対 し て 僅 か に よ り 強 い の に 過 ぎ な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 こ の CEA、 ク ロ モ グ ラ ニ ン Aお よ び PSAは 全 て ウ サ ギ 一 次 抗 体 で あ り 、 NDS－ 1シ ス テ ム は
真 に デ ュ ア ル な リ ン ク 可 視 化 シ ス テ ム で あ る こ と を 示 し 、 全 て の マ ウ ス お よ び ウ サ ギ 一 次
抗 体 に 対 し て 高 い 染 色 強 度 を 与 え る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 PowerVision＋ T M と 比 較 し た よ り 強 い 強 度 は 、 さ ら に 、 一 次 抗 体 を 希 釈 し た 場 合 に 示 さ
れ る 。 検 出 は 結 腸 上 の 抗 CEAの 1： 68000希 釈 お よ び 前 立 腺 組 織 上 の 抗 PSAの 1： 120000希 釈
に お け る NDS－ 1を 用 い て 観 察 さ れ た 。 PowerVision＋ T M は こ れ ら の 試 料 に お い て バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド を 超 え て 組 織 を ほ と ん ど 染 色 し 得 な か っ た 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 PowerVision＋ T M で の 扁 桃 上 の bcl－ 6お よ び 結 腸 上 の CK－ 20は よ り 強 い 染 色 を 与 え る よ
う に 見 え た 。 こ れ は 人 工 物 で あ り 、 一 般 的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド が NDS－ 1シ ス テ ム に 対 し て
よ り も 高 い か ら で あ る 。 こ れ は 、 陰 性 対 照 一 次 抗 体 を 用 い る 明 ら か な 染 色 に よ っ て 示 さ れ
る 。 ま と め る と 、 染 色 強 度 は 、 全 て の 種 々 の 組 織 お よ び 標 的 に 対 し て 特 異 的 で あ り 、 Powe
rVision＋ T M と 同 等 に 強 い か 、 ま た は よ り 強 か っ た 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 一 般 に は Power
Vision＋ T M よ り も 低 く か っ た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
実 施 例 23： ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 連 結 し た 二 次 抗 体 共 役 を 用 い る 、 FFPE調 製 中 の 種
々 の 標 的 の 比 較 染 色
　 こ の 実 施 例 は 、 リ ン ク 共 役 番 号 2お よ び 共 役 番 号 3の 混 合 物 を 用 い て 種 々 の 組 織 の 4－ マ
イ ク ロ メ ー ト ル FFPEセ ク シ ョ ン に お け る 種 々 の タ ン パ ク 質 標 的 の 免 疫 可 視 化 を 記 載 す る 。
し た が っ て 、 ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 共 役 （ 共 役 番 号 6） が 使 用 さ れ た が 、 そ れ は 二 次 ヤ ギ
抗 ウ サ ギ 抗 体 お よ び 二 次 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を そ れ ぞ れ 含 有 し 、 続 く ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン
共 役 は 、 ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ お よ び 三 次 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 を 含 有 し た 。 結 果 は 赤 色
AP発 色 体 、 フ ク シ ン ＋ （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で の 染 色 に よ っ て 可 視 化 さ
れ た 。 ア ッ セ イ 設 定 は 図 1－ Fに 示 さ れ 、 「 Advance　 AP」 と し て 以 下 で 記 載 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 染 色 は 、 HRP　 ChemMate／ DAB（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） 、 AP　 Envision T M

＋ （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） 、 AP　 LSAB＋ （ DakoCytomation, Carpenteria, 
CA） 、 APAAP（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） ま た は AP　 PowerVision＋ T M （ Immu番
号 Vision　 Tech番 号 logies,　 Co.,Daly　 City,CA） 染 色 シ ス テ ム を 用 い る 染 色 と 比 較 さ れ
、 全 て DakoCytomation　 Autostainer（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 用 い て 製 造
業 者 の 指 示 に 従 っ て 行 わ れ た 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 染 色 プ ロ ト コ ル は 実 施 例 12に 記 載 さ れ た HRPシ ス テ ム と 同 様 で あ っ た 。 つ ま り 、 前 に 記
載 さ れ た よ う に 、 ス ラ イ ド を キ シ レ ン で 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 再 度 水 和 し た 。 個 々 の 一 次 抗
体 に 対 す る 仕 様 書 シ ー ト 推 奨 に 従 っ て 標 的 回 復 を 行 っ た 。 標 的 回 復 の 後 に 、 ス ラ イ ド を 濯
ぎ 、 洗 浄 緩 衝 液 に 配 置 し た 。 ス ラ イ ド を 一 次 抗 体 ま た は 陰 性 対 照 抗 体 と 共 に 室 温 に て 30分
間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 し 、 ス ラ イ ド を 3回 洗 浄 し た 。 ス ラ イ ド を 、
共 役 番 号 2お よ び 3の カ ク テ ル （ Advance　 APリ ン ク ） で 30分 間 （ ＋ ／ － 1分 ） イ ン キ ュ ベ ー
ト し た が 、 抗 体 希 釈 緩 衝 液 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） （ ス ラ イ ド 当 た り 300μ
L） 中 、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー （ 1： 200お よ び 1:25希 釈
） を そ れ ぞ れ 含 有 し た 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 し 、 ス ラ イ ド を 3回 洗 浄 し た 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 ス ラ イ ド を 、 AP　 Envision T M ＋  （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で 用 い た の と 同
一 の 緩 衝 液 に 1:13.に 6希 釈 し た ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ Advance
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　 AP酵 素 試 薬 ） を 含 有 す る 共 役 番 号 6で イ ン キ ュ ベ ー ト し た が 、 そ れ は BSA、 安 定 化 剤 、 抗
微 生 物 剤 、 亜 鉛 、 マ グ ネ シ ウ ム お よ び pH7.2に お け る 塩 を 含 有 し て い る 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 共 役 番 号 6を ス ラ イ ド 上 で 30分 間 （ ＋ ／ － 1分 ） イ ン キ ュ ベ ー ト し た （ ス ラ イ ド 当 た り 30
0μ L） 。 過 剰 の 緩 衝 液 を 除 去 し 、 ス ラ イ ド を 3回 洗 浄 し 、 そ の 後 製 造 業 者 （ DakoCytomatio
n, Carpenteria, CA） の 指 示 に 従 っ て 、 フ ク シ ン ＋ AP発 色 体 で 10分 間 （ ＋ ／ － 1分 ） 処 理
し た 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 全 て の ス ラ イ ド を Mayersヘ マ ト キ シ リ ン で 1分 間 対 比 染 色 し 、 そ の 後 、 先 の 実 施 例 に お
け る よ う に カ バ ー グ ラ ス を 設 置 し た 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 表 5に お い て 、 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー 、 細 胞 局 在 化 、 ク ロ ー ン 番 号 、 供 給 業 者 か ら の コ ー
ド 番 号 お よ び 種 々 の 希 釈 比 率 を ま と め る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ １ ６ 】
　 抗 原 回 復 （ HIER） 前 処 理 は 、 700ワ ッ ト の マ イ ク ロ 波 オ ー ブ ン 中 で 7分 間 、 続 い て 300ワ
ッ ト に て 15分 間 、 標 的 回 復 溶 液 pH9（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） 中 で 加 熱 す る こ
と に よ っ て 行 っ た 。 ス ラ イ ド を ほ ぼ 60℃ ま で 冷 却 し 、 そ の 後 、 さ ら に 処 理 し た 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 S100抗 体 に 対 し 、 抗 原 回 復 方 法 は 室 温 で の 4分 間 の プ ロ テ イ ナ ー ゼ K（ DakoCytomation　
S3020） で の 処 理 で あ っ た 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 NeoMarker　 （ AH　 Diagnostics， 　 Aarhus　 V,Denmark） か ら 供 給 さ れ た サ イ ク リ ン D1
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を 除 い て 、 全 て の 一 次 抗 体 は 、 DakoCytomation（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） か
ら で あ っ た 。 抗 体 を 標 準 抗 体 希 釈 剤 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で 希 釈 し た 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 免 疫 組 織 化 学 反 応 は 、 FFPEマ ル チ ブ ロ ッ ク の 連 続 セ ク シ ョ ン 上 で 行 わ れ 、 そ れ は 異 な る
レ ベ ル の 目 的 の 抗 原 を も つ 、 種 々 の 正 常 な 組 織 タ イ プ お よ び 腫 瘍 を 含 有 し た 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 各 マ ー カ ー に つ い て は 、 ス ラ イ ド を 同 時 に 処 理 し （ セ ク シ ョ ン 、 乾 燥 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化
お よ び エ ピ ト ー プ 回 復 ） 、 最 終 的 に 2つ の DakoCytomation　 Autostainers（ DakoCytomatio
n, Carpenteria, CA） で 染 色 し て 、 全 て の 検 出 シ ス テ ム に つ い て の 最 適 な 条 件 を 確 認 し 、
異 な る セ ク シ ョ ン 取 り 扱 い に よ る 変 動 、 す な わ ち 、 HIER等 を 低 下 さ せ た 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 ChemMate　 EnVision T M ／ HRPお よ び EnVision／ Apプ ロ ト コ ル の 染 色 は Autostainer　 1で
そ の よ う に 行 い 、 他 の 方 法 は Autoastainer2で 行 っ た 。 同 一 の 抗 体 溶 液 お よ び 試 薬 を 双 方
の 染 色 機 に 用 い た 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 特 異 的 お よ び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 の 双 方 を ス コ ア し た 。 各 ス ラ イ ド を 評 価 し 、 マ ル チ
ブ ロ ッ ク 中 の 種 々 の 組 織 に お け る 染 色 の 平 均 に 基 づ い て ス コ ア を 与 え た 。 4分 割 グ レ ー ド
の 増 分 に お い て 0～ 3の ス ケ ー ル を 用 い た 。 ス コ ア シ ス テ ム を :染 色 無 し ま た は 非 常 に 弱 い
（ ス コ ア 0） 、 弱 い 染 色 （ ス コ ア 1） 、 中 程 度 の 染 色 （ ス コ ア 2） お よ び 強 い 染 色 （ ス コ ア 3
） と し て ま と め た 。 全 て の ス ラ イ ド は 盲 目 的 に 、 か つ 3個 体 に よ っ て 評 価 さ れ た 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 ス コ ア は 特 異 的 染 色 お よ び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 に 与 え ら れ 、 例 え ば 、 3／ 1は 3の 特 異
的 染 色 強 度 お よ び 1の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 を 示 す 。 い く つ か の 染 色 は 非 常 に 弱 い か ま た
は 散 漫 で あ た た め 、 強 度 に お い て ボ ー ダ ー ラ イ ン の 1ス コ ア と し て の ス コ ア が 与 え ら れ た
。 こ れ は 「 （ 1） 」 に よ っ て 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 表 6は 結 果 の ま と め を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
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【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ６ 】
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【 ０ ２ ２ ７ 】

10

20

30

40

(52) JP 2007-513334 A 2007.5.24



　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 ト ラ イ ア ル の 1つ （ 番 号 8） は 、 お そ ら く は 、 実 験 的 手 法 の エ ラ ー の た め 染 色 を 与 え な か
っ た 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 本 実 験 に お い て は 、 Advance／ AP検 出 シ ス テ ム は 他 の AP－ シ ス テ ム と 比 較 し て 最 も 感 受
性 の 高 い 検 出 シ ス テ ム で あ っ た 。 2－ 工 程 方 法 EnVision T M ／ AP K4017と 比 較 し て 、 Advance
 APは 、 8～ 16× 一 次 抗 体 力 価 の 差 を も っ て し て も 、 感 度 の 有 意 な 増 加 を 提 供 し た 。 Advanc
e APシ ス テ ム は 7つ の テ ス ト し た マ ー カ ー の す べ て に お い て 優 れ た 結 果 を 示 し た 。 特 に Adv
ance APシ ス テ ム は 、 サ イ ト ケ ラ チ ン 陽 性 小 胞 樹 状 細 胞 、 お よ び CD45陽 性 ミ ク ロ 神 経 膠 細
胞 等 の 構 造 ／ 細 胞 を 染 色 し 得 た 。 EnVision T M は こ れ を な し 得 な か っ た 。
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 3－ 工 程 方 法 APAAP（ K0670） お よ び LSAB＋ （ K0678） は 共 に 感 度 の 点 で Advance APよ り も
劣 っ て い た 。 よ り 重 要 な こ と に は 、 Advance APは ウ サ ギ お よ び マ ウ ス 両 一 次 抗 体 を 可 視 化
し 得 た 。 対 照 的 に 、 APAAPは 一 次 マ ウ ス 抗 体 を 検 出 し 得 た に 過 ぎ な か っ た 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 Advance APの 染 色 は 、 一 般 に は 、 抗 － CD45お よ び 抗 － 汎 サ イ ト ケ ラ チ ン に 特 異 的 な モ ノ
ク ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 体 に 対 す る PowerVision＋ と 匹 敵 す る も の で あ っ た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル
マ ウ ス 抗 － Ki67に 関 し て 、 PowerVision＋ は よ り 感 受 性 が 高 い の は 明 白 で あ り － こ の 設 定
に お い て は 、 ほ ぼ 4倍 に 大 き い シ グ ナ ル 強 度 で あ っ た 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ （ SP4） を 比 較 す る こ と に よ っ て 、 A
dvance APは 、 ほ ぼ 4フ ォ ー ル ド (fold)の 感 度 の 改 良 を も っ て PowerVision＋ よ り も 終 始 一
貫 し て 高 い 感 受 性 で あ っ た 。 核 抗 サ イ ク リ ン D1ク ロ ー ン SP4（ ウ サ ギ ） 、 お よ び 細 胞 質 マ
ー カ ー は 共 に Advance APで 増 幅 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 Advance APを 用 い て 、 再 現 可 能 な 非 特 異 的 反 応 は 観 察 さ れ な か っ た 。 場 合 に よ っ て は 、
焦 点 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 反 応 が 、 例 え ば 、 垂 に お け る 表 面 上 皮 お よ び 筋 肉 層 に お い て 観 察 さ
れ た 。 こ の 現 象 は 陰 性 反 応 で も 観 察 さ れ た 。 こ の 反 応 は ま た 、 PowerVision＋ を 用 い て 観
察 さ れ た 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 図 9A～ Kは 20倍 倍 率 で 撮 影 し た 、 得 ら れ た 染 色 結 果 の 代 表 的 な 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 図 9A、 B、 Cお よ び Dは 、 Advance AP（ A） ;EnVision AP（ B） 、 LSAB AP（ C） お よ び Power
Vision AP（ D） を 用 い る 抗 汎 サ イ ト ケ ラ チ ン AE1／ AE3（ 1:200に 希 釈 ） 染 色 肝 臓 FFPE試 料
の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 図 9E、 F、 Gお よ び Hは 、 Advance AP（ E） ； EnVision AP （ F） 、 LSAB AP（ G） お よ び Pow
erVision AP（ H） を 用 い る 抗 汎 サ イ ト ケ ラ チ ン ク ロ ー ン AE1／ AE3（ 1:200に 希 釈 ） 染 色 結
腸 腺 癌 FFPE試 料 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 図 9I、 Jお よ び Kは 、 Advance AP（ I） ;LSAB AP（ K） お よ び PowerVision AP（ L） を 用 い
る サ イ ク リ ン D1 SP4（ 1:200に 希 釈 ） 染 色 扁 桃 FFPE試 料 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
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【 ０ ２ ３ ８ 】
　 結 論 と し て 、 本 実 施 例 で 記 載 し た シ ス テ ム は 、 HRPお よ び DABを 用 い る ChemMate EnVisio
n K5007に 対 し て 少 な く と も 類 似 の 感 度 を 有 す る 。 Advance APは （ HMB45, Melan－ A等 の ）
内 因 性 茶 色 色 素 に よ っ て 問 題 を 排 除 す る 。 EnVision／ APお よ び LSAB＋ ／ APと 比 較 し て 、 感
度 の 有 意 な 増 加 は 、 偽 陰 性 反 応 の 危 険 性 を 低 下 さ せ る こ と に よ っ て 、 ほ と ん ど の 研 究 所 に
と っ て か な り 魅 力 的 な は ず で あ る 。 APAAPと 比 較 し て 、 Advance APは 、 感 度 を 増 幅 す る と
共 に 、 マ ウ ス お よ び ウ サ ギ 双 方 の 抗 体 に つ い て 同 一 シ ス テ ム を 用 い る こ と を 可 能 と し 、 こ
れ は 、 プ ロ ト コ ル 設 定 に お い て 柔 軟 性 を 与 え る 。
【 ０ ２ ３ ９ 】
　 Advance APは 、 マ ウ ス お よ び ウ サ ギ 抗 体 を 共 に 増 幅 す る が 、 そ れ は PowerVision＋ APよ
り も 優 れ て お り 、 記 載 さ れ た シ ス テ ム は 、 抗 － サ イ ク リ ン D1ク ロ ー ン SP4、 抗 － p504sク ロ
ー ン 等 の ウ サ ギ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 次 世 代 に 対 し て 好 ま し く あ り 得 る 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
実 施 例 24： ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ に 連 結 さ れ た 抗 体 共 役 を 用 い る イ ン プ リ ン ト 試 料 上
の 標 的 比 較 染 色
　 以 下 の 実 施 例 は 、 先 の 実 施 例 23に 記 載 さ れ た の と 同 一 の AP可 視 化 シ ス テ ム お よ び 染 色 手
法 を 用 い た 。 Advance APお よ び EnVision APを 用 い る 種 々 の イ ン プ リ ン ト 試 料 の 染 色 強 度
を 比 較 し た 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 本 実 施 例 に お け る 双 方 の 検 出 シ ス テ ム は 発 色 体 と し て フ ク シ ン ＋ （ DakoCytomation, Ca
rpenteria, CA） を 用 い た 。 染 色 は 、 洗 浄 緩 衝 液 S3006（ DakoCytomation, Carpenteria, C
A） を 用 い て Autostainer Plus（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 表 7は 調 査 し た マ ー カ ー の ま と め 、 な ら び に 得 ら れ た 結 果 を 提 供 す る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 番 号 1、 2お よ び 3に お い て 、 90秒 間 ア セ ト ン 中 で 固 定 し た リ ン パ 節 の イ ン プ リ ン ト を 調
査 し た 。 番 号 4、 5お よ び 6に お い て 、 10分 間 10%中 性 緩 衝 化 ホ ル マ リ ン （ NBF） 中 で 固 定 し
た メ ラ ノ ー マ の イ ン プ リ ン ト を 調 査 し 、 続 い て 、 5分 間 、 700ワ ッ ト 、 続 い て 、 10分 間 、 35
0ワ ッ ト の マ イ ク ロ 波 オ ー ブ ン 中 pH6の 10mMク エ ン 酸 緩 衝 液 中 で HIERを 行 っ た 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
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　 抗 体 は 、 Novocastra（ TriChem, Frederikssund, Denmark） か ら の マ ウ ス 抗 CD3以 外 は 、
全 て Dakocytomationか ら で あ っ た 。 全 て の 抗 体 を 標 準 抗 体 希 釈 剤 （ DakoCytomation, Carp
enteria, CA） 中 で 希 釈 し た 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 図 10A～ Dは 、 10倍 倍 率 で 撮 影 し た 、 得 ら れ た 染 色 結 果 の 代 表 的 な 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 図 10Aお よ び Bは 、 Advance AP（ A） お よ び EnVision T M  AP（ B） を そ れ ぞ れ 用 い る メ ラ ノ
ー マ 試 料 の 抗 ビ メ ン チ ン 染 色 イ ン プ リ ン ト の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 図 10Cお よ び Dは 、 Advance AP（ C） お よ び EnVision T M  AP（ D） を そ れ ぞ れ 用 い る リ ン パ
節 試 料 の 抗 CD3染 色 イ ン プ リ ン ト の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 陰 性 対 照 抗 体 は DakoCytomationコ ー ド 番 号 S0809（ DakoCytomation, Carpenteria, CA）
で あ り 、 検 出 可 能 な 染 色 を 生 じ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 Advance APで 得 ら れ た 結 果 は 、 一 般 に は EnVision T M APで 得 ら れ た 結 果 よ り も 優 れ て い た
。 反 応 の 強 度 は 、 Advance APを 用 い て 、 よ り 強 く か つ よ り 区 別 さ れ る も の の 双 方 で あ っ た
。 EnVision T M APを 用 い る T－ 細 胞 に 対 す る 染 色 CD3は 実 際 に は 陰 性 で あ る が 、 Advance APで
容 易 に 同 定 さ れ た 。 同 様 な 結 果 が メ ラ ノ ー マ 細 胞 の 抗 － ビ メ ン チ ン 試 料 で 観 察 さ れ た 。 し
た が っ て 、 Advance APは 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 じ 、 他 方 、 EnVision T M は 生 じ な か っ た 。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 強 い AP－ ベ ー ス の シ ス テ ム は 、 内 因 性 酵 素 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の た め HRP－ シ ス テ ム
よ り も 好 ま し く あ り 得 る 。 該 APシ ス テ ム は ま た 、 鮮 明 な 赤 色 の フ ク シ ン ＋ ／ フ ァ ス ト レ ッ
ド TRお よ び 核 を 染 色 す る 青 色 ヘ マ ト キ シ リ ン の コ ン ト ラ ス ト も 提 供 す る 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
実 施 例 25： ハ プ テ ン 標 識 二 次 抗 体 共 役 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 有 す
る ポ リ マ ー 抗 ハ プ テ ン 共 役 を 用 い る 扁 桃 の 染 色
　 こ の 実 施 例 は 、 共 役 番 号 8（ DNP標 識 二 次 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト
ラ ン 共 役 ） 、 続 く 共 役 番 号 7（ ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ウ サ ギ Fab2抗 D
NP抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 共 役 ） 、 お よ び HRP発 色 体 （ DABプ ラ ス ） に よ る 染
色 を 用 い る 、 FFPE試 料 調 製 に お け る 扁 桃 上 の 核 マ ー カ ー Bcl－ 2癌 タ ン パ ク 質 の 免 疫 可 視 化
を 記 載 す る 。 ア ッ セ イ 設 定 は 図 1－ Gに 示 す 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 つ ま り 、 試 料 は 扁 桃 を 含 め た 種 々 の 組 織 に よ る FFPEマ ル チ ブ ロ ッ ク で あ っ た 。 実 施 例 11
に 記 載 し た よ う に 、 試 料 を 切 断 し 、 設 置 し 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し 、 再 水 和 し た 。 製 造 業 者 の
指 示 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） に 従 っ て 、 ト リ ス － EDTA pH9.0を 用 い て ス ラ
イ ド を 抗 原 回 復 し た 。 手 法 の 一 般 的 な 染 色 手 順 は 実 施 例 11に 記 載 し た 通 り で あ っ た 。 つ ま
り 、 一 次 抗 体 、 マ ウ ス 抗 Bcl－ 2（ Dakocytomation, Carpenteria, CA） を 緩 衝 液 S2022（ Da
koCytomation, Carpenteria, CA） 中 で 1:200に 希 釈 し 、 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル を 適 用 し 、
室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を 、 洗 浄 緩 衝 液 中 （ （ TBS） お よ び Tween20（
Dakocytomation, Carpenteria, CA） を 含 有 す る ） で 2回 洗 浄 し た 。 DNP標 識 GAMポ リ マ ー を
、 BSAお よ び 抗 微 生 物 剤 を 含 有 す る 共 役 緩 衝 液 中 で 1:10に 希 釈 し 、 200マ イ ク ロ リ ッ ト ル を
適 用 し 、 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を S3006中 で 2回 洗 浄 し 、 然 る 後 、
室 温 に て 30分 間 共 役 7（ 上 記 し た の と 同 一 の 共 役 緩 衝 液 中 で 1:10に 希 釈 し た ） で イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 ス ラ イ ド を S3006中 で 2回 洗 浄 し 、 然 る 後 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て DAB＋ （ D
akocytomation, Carpenteria, CA） に よ り 10分 間 可 視 化 し た 。 前 に 記 載 し た よ う に 、 ス ラ
イ ド を 洗 浄 し 、 対 比 染 色 し 、 カ バ ー グ ラ ス を 載 せ た 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 平 行 し て 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 Envision T M  （ Dakocytomation, Carpenteria, CA
） を 用 い て ス ラ イ ド を 免 疫 染 色 し た 。
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【 ０ ２ ５ ５ 】
　 図 11Aお よ び Bは 、 ハ プ テ ン 標 識 GAMポ リ マ ー な ら び に 抗 DNP－ HRPポ リ マ ー （ A） お よ び En
Vision（ B） を そ れ ぞ れ 用 い て 抗 bcl－ 2染 色 扁 桃 FFPE試 料 を 4倍 倍 率 で 撮 影 し た 顕 微 鏡 写 真
で あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 染 色 パ タ ー ン は 双 方 の シ ス テ ム で 予 測 さ れ た 通 り で あ っ た 。 本 実 施 例 に お け る シ ス テ ム
は 検 出 可 能 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 伴 わ な い が 、 非 常 に 強 く 、 特 異 的 か つ 鮮 明 な 染 色 （ 3＋
） を 示 し た 。 参 照 シ ス テ ム は 良 く て も 同 一 の 染 色 強 度 で あ っ た 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 参 照 シ ス テ ム は 、 長 い 開 発 の 仕 事 に 基 づ い た 最 適 化 さ れ た シ ス テ ム で あ る の で 、 こ れ は
驚 く べ き こ と で あ る 。 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の ハ プ テ ン で コ ー ド さ れ た ポ リ マ ー 層 を 用 い
る 可 能 性 を 示 す 。 こ れ は 、 例 え ば 、 マ ル チ 染 色 シ ス テ ム に 対 し て 、 お よ び 増 幅 さ れ た 可 視
化 シ ス テ ム に お い て 重 要 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
実 施 例 26： ハ プ テ ン 標 識 一 次 抗 体 、 ポ リ マ ー 抗 ハ プ テ ン 共 役 、 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ
ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ と 連 結 さ れ た 抗 体 共 役 を 用 い る Bcl－ 2癌 タ ン パ ク 質 の 染 色
　 こ の 実 施 例 は 、 DNP標 識 マ ウ ス 抗 Bcl－ 2、 ウ サ ギ 抗 DNP Fab2抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ
キ ス ト ラ ン 共 役 （ 共 役 番 号 9） 、 続 く ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ヤ ギ 抗
ウ サ ギ IgG抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 共 役 （ EnVision T M K4003） （ Dakocytomati
on, Carpenteria, CA） 、 お よ び HRP発 色 体 （ DABプ ラ ス ） で の 染 色 を 用 い る 扁 桃 上 の 核 マ
ー カ ー Bcl－ 2癌 タ ン パ ク 質 の 免 疫 可 視 化 を 記 載 す る 。 ア ッ セ イ 成 分 は 図 1－ Hに 示 さ れ る 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
　 ア フ ィ ニ テ ィ 精 製 一 次 抗 体 マ ウ ス 抗 ヒ ト Bcl－ 2癌 タ ン パ ク 質 免 疫 グ ロ ブ リ ン （ ク ロ ー ン
124、 イ ソ タ イ プ IgG1カ ッ パ ） （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） は 、 ポ リ マ ー 共 役 に
つ い て 、 実 施 例 2に 記 載 さ れ た 方 法 を 用 い た 標 識 さ れ た DNPで あ っ た 。 該 方 法 は 平 均 し て Ig
G当 た り 2.7DNP分 子 、 お よ び 700 10－ 8 Mの 抗 体 濃 度 を 提 供 し た 。 手 法 染 色 は 前 の 実 施 例 25
に 記 載 し た よ う に 行 っ た 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 DNP標 識 抗 体 を 1:100に 希 釈 し 、 ウ サ ギ 抗 DNP共 役 番 号 9を 1:10に 希 釈 し た 。 該 共 役 を 、 製
造 業 者 の 指 示 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） に 従 っ て 用 い た 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 平 行 し て 、 ス ラ イ ド を 、 1:200に 希 釈 し た bcl－ 2（ DakoCytomation, Carpenteria, CA）
に 対 す る 非 修 飾 一 次 抗 体 な ら び に Envisioｎ T M （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） お よ
び DAB＋ で 染 色 し た 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 図 12Aお よ び Bは 、 ハ プ テ ン 標 識 bcl－ 2抗 体 、 抗 DNPポ リ マ ー お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ HRP共 役
（ A） 、 な ら び に 非 共 役 一 次 抗 体 お よ び EnVision T M （ DakoCytomation, Carpenteria, CA）
（ B） を 用 い る 染 色 を そ れ ぞ れ 用 い る 、 抗 bcl－ 2染 色 扁 桃 FFPE試 料 を 4倍 倍 率 で 撮 影 し た 代
表 的 な 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 結 果 は 、 染 色 の 予 測 さ れ た 局 所 化 を 示 し た が 、 幾 分 弱 か っ た （ 0.5＋ ） 。 参 照 は 予 測 さ
れ た 染 色 パ タ ー ン で も っ て 強 く 染 色 さ れ た （ 3＋ ） 。 こ の 実 施 例 は 、 標 識 さ れ た 一 次 抗 体
ま た は 試 薬 を 用 い る 、 本 発 明 の 可 視 化 シ ス テ ム の 一 部 と し て の 可 能 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 ハ プ テ ン で コ ー ド さ れ た 一 次 抗 体 ま た は プ ロ ー ブ を 用 い る こ と に よ っ て 、 他 の IgGに 対
し て 向 け ら れ た 二 次 ま た は 三 次 抗 体 の み を 用 い る 立 体 配 置 よ り も 柔 軟 性 を 持 つ ア ッ セ イ 立
体 配 置 を 構 築 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
実 施 例 27： ポ リ マ ー 一 次 マ ウ ス 抗 体 、 マ ウ ス に 対 す る ポ リ マ ー 二 次 共 役 、 お よ び ア ル カ リ
性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 連 結 し た 二 次 抗 体 共 役 を 用 い る Bcl－ 2癌 タ ン パ ク 質 の 染 色
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　 こ の 実 施 例 は 、 共 役 番 号 10（ マ ウ ス 抗 ヒ ト Bcl－ 2を 含 有 す る ポ リ マ ー デ キ ス ト ラ ン 共 役
） 、 続 く 実 施 例 23お よ び 24に 記 載 さ れ た の と 同 一 の 共 役 カ ク テ ル 、 す な わ ち 、 Advance AP
を 用 い る FFPE試 料 に お け る 扁 桃 上 の Bcl－ 2癌 タ ン パ ク 質 の 手 法 免 疫 可 視 化 を 記 載 す る 。 GA
Rお よ び GAMを 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 （ 共 役 番 号 2お よ び 3） 、 な ら び に ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び
ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 （ 共 役 番 号 6） を 含 有 す る カ ク テ ル を
用 い た 。 ア ッ セ イ の 設 定 は 図 1－ Iに 示 す 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 用 い た 試 料 お よ び 抗 原 回 復 は 実 施 例 25に 記 載 し た 通 り で あ っ た 。 第 一 の 共 役 （ 共 役 希 釈
剤 中 で 1:100に 希 釈 し た 共 役 番 号 10） を 室 温 に て 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 液 体 パ ー マ
ネ ン ト レ ッ ド （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） を AP発 色 体 と し て 用 い た 以 外 、 次 の
工 程 は 実 施 例 23に 記 載 し た 通 り で あ っ た 。 ス ラ イ ド を ヘ マ ト キ シ リ ン (haematoxylin)対 比
染 色 し 、 前 に 記 載 し た よ う に カ バ ー グ ラ ス を 載 せ た 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 平 行 し て 、 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 1:200に 希 釈 し た 非 共 役 抗 体 （ Dakocytomation, C
arpenteria, CA） お よ び Envision T M APを 用 い て 試 料 を 染 色 し た 。
【 ０ ２ ６ ８ 】
　 図 13Aお よ び Bは 、 抗 bcl－ 2ポ リ マ ー 共 役 お よ び Advance AP（ A） な ら び に bcl－ 2お よ び E
nVision T M  AP（ B） を そ れ ぞ れ 用 い る 、 bcl－ 2染 色 扁 桃 FFPE試 料 を 4倍 倍 率 で 撮 影 し た 代 表
的 な 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 染 色 パ タ ー ン は 双 方 の シ ス テ ム に つ い て 予 測 さ れ た 通 り で あ っ た 。 本 実 施 例 に お け る 該
シ ス テ ム は 、 検 出 可 能 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 伴 わ な い が 、 非 常 に 強 く 、 特 異 的 か つ 鮮 明 な
染 色 （ 2.5＋ ） を 示 し た 。 参 照 シ ス テ ム は 、 わ ず か に よ り 鋭 く 局 所 化 さ れ た よ う に 見 え た
が 、 同 一 ま た は わ ず か に よ り 高 い 染 色 強 度 で あ っ た 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
　 一 次 抗 体 を 含 有 す る 共 役 の よ り 大 き な 分 子 量 は 染 色 効 率 に 対 し て 負 に 影 響 し な か っ た こ
と は 幾 分 驚 く べ き こ と で あ る 。
【 ０ ２ ７ １ 】
実 施 例 28： マ ウ ス お よ び ウ サ ギ 一 次 抗 体 カ ク テ ル 、 な ら び に ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ ま た は ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ と 連 結 さ れ た ポ リ マ ー 二 次 共 役 を 用 い る FFPE前
立 腺 試 料 の 二 重 染 色
　 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 共 役 の 組 合 せ を 用 い る 3つ の マ ウ ス お よ び ウ サ ギ 抗 体 の 二 重 免
疫 可 視 化 を 記 載 す る 。 ウ サ ギ 抗 体 を 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス デ キ ス ト ラ ン 共 役 （ 番 号 2） な ら び に
ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ 共 役 を 含 有 す る 共 役 （ 番 号 6） の 組 合 せ で
可 視 化 し た 。 ブ タ 抗 マ ウ ス IgGお よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る 共
役 （ 共 役 番 号 11） を 用 い て 2つ の マ ウ ス 抗 体 を 可 視 化 し た 。 ア ッ セ イ 成 分 は 図 1－ Kに 示 す
。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 前 に 記 載 さ れ た よ う に 、 FFPE前 立 腺 試 料 を 切 断 し 、 設 置 し 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 し た 。 標 的
回 復 溶 液 (Target Retrieval Solution) S2367（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） を 用
い て 抗 原 回 復 を 行 っ た 。 試 料 を 96℃ の 水 浴 中 に 20分 間 配 置 し た 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 TBS／ Tween20緩 衝 液 （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） 中 で の 洗 浄 の 後 、 ス ラ イ ド
を デ ュ ア ル 内 因 性 酵 素 ブ ロ ッ ク 試 薬 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で 処 理 し た 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
　 ス ラ イ ド を 、 Dakocytomation希 釈 緩 衝 液 （ DakoCytomation, Carpenteria, CA） 中 の ウ
サ ギ お よ び マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の カ ク テ ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 希 釈 は 以 下 の 通
り で あ っ た ： モ ノ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 － ヒ ト P504Sク ロ ー ン 13H4を 1:100に 希 釈 し ； モ ノ ク
ロ ー ナ ル マ ウ ス 抗 － ヒ ト p63タ ン パ ク 質 ク ロ ー ン 4A4を 1:150に 希 釈 し ； お よ び モ ノ ク ロ ー
ナ ル マ ウ ス 抗 － ヒ ト HMWサ イ ト ケ ラ チ ン ク ロ ー ン 34β E12を 1:100に 希 釈 し た 。 こ れ ら の 抗
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体 は Dalocytomation（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） か ら 入 手 し た 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 洗 浄 の 後 、 ス ラ イ ド を 、 ブ タ 抗 マ ウ ス お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含
有 す る 共 役 番 号 11な ら び に ヤ ギ 抗 ウ サ ギ を 含 有 す る 共 役 番 号 2の カ ク テ ル で 処 理 し た 。 洗
浄 の 後 、 ス ラ イ ド を 、 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 有 す る 共 役 番 号
6で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 製 造 業 者 の 指 示 に 従 っ て 、 染 色 を 、 最 初 に DAB＋ （ Dakocytomation, Carpenteria, CA）
を 適 用 し 、 次 い で 、 液 体 パ ー マ ネ ン ト レ ッ ド （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） を 適
用 す る こ と に よ っ て 行 っ た 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 ス ラ イ ド を ヘ マ ト キ シ リ ン (haematoxylin)（ DakoCytomation, Carpenteria, CA） で 対
比 染 色 し 、 そ の 後 、 カ バ ー グ ラ ス を 載 せ て 調 べ た 。 染 色 を ま た 、 HRP試 薬 お よ び AP試 薬 の
み で も 行 っ た 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 図 14A～ Cは 4倍 倍 率 で 撮 影 さ れ た 代 表 的 な 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 示 さ れ た 染 色 前 立 腺 FFPE
試 料 は 別 々 の HRP（ A） 、 AP（ B） お よ び 組 み 合 わ せ た 染 色 （ C） を 用 い る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 図 14（ A） は 、 腺 を 囲 う 基 底 細 胞 の 実 証 さ れ た 染 色 に よ る 良 性 前 立 腺 過 形 成 の 特 異 的 DAB
染 色 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 図 14（ B） は 、 ウ サ ギ モ ノ ク ロ ー ナ ル P504s抗 体 で の 前 立 腺 腺 癌 に 対 す る AP液 体 パ ー マ ネ
ン ト レ ッ ド 染 色 を 示 し 、 侵 襲 性 癌 お よ び 前 立 腺 上 皮 内 新 形 成 （ 「 PIN」 ） の 領 域 に お け る
染 色 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 図 14（ C） は 前 立 腺 癌 腫 に 対 す る 二 重 染 色 を 示 す 。 そ れ は 、 前 立 腺 を 囲 う 基 底 細 胞 に お
け る HMW CKお よ び p63抗 体 の 強 い 核 染 色 な ら び に 細 胞 質 染 色 （ DAB,茶 色 ） を 示 す 。 P504sの
中 程 度 の 発 現 は PIN（ 液 体 パ ー マ ネ ン ト レ ッ ド ） の 領 域 で 見 ら れ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 本 実 施 例 に お け る 新 し い 検 出 成 分 の 組 合 せ は 、 カ ク テ ル を 用 い る の が 容 易 な 多 数 の 抗 体
の 使 用 を 示 す 。 こ の シ ス テ ム は 単 一 ス ラ イ ド で の 非 常 に 高 い 感 度 お よ び 確 実 性 に よ る 1を
超 え る マ ー カ ー の 可 視 化 お よ び 同 定 を 可 能 と す る 。 こ れ は 改 良 さ れ た 診 断 テ ス ト を 提 供 す
る 。 さ ら に 、 該 実 施 例 は 他 の 可 視 化 シ ス テ ム に よ る 本 発 明 の 適 合 性 を 示 す 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 明 細 書 中 お よ び 特 許 請 求 の 範 囲 で 用 い ら れ る 成 分 量 、 反 応 条 件 な ど を 表 す 全 て の 数 字 は
、 用 語 「 約 」 に よ っ て 全 て の 場 合 修 飾 さ れ る と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 従 っ て 、 反 対
の こ と が 示 さ れ な い 限 り 、 明 細 書 中 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 さ れ た 数 字 パ ラ メ
ー タ ー は 近 似 で あ り 、 本 発 明 に よ っ て 得 ら れ る こ と が 求 め ら れ る 所 望 の 特 性 に 依 存 し て 変
化 し 得 る 。 少 な く と も 、 特 許 請 求 の 範 囲 に 対 し て 均 等 の 原 理 を 適 用 す る の を 制 限 す る 試 み
は な く 、 各 数 字 パ ラ メ ー タ ー は 有 意 な デ ィ ジ ッ ト の 数 お よ び 通 常 の ラ ウ ン ド ア プ ロ ー チ (r
ounding approach)に 照 ら し て 解 釈 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 当 業 者 に 明 ら か な よ う に 、 本 発 明 の 多 く の 修 飾 お よ び 変 形 が そ の 精 神 お よ び 範 囲 を 逸 脱
す る こ と な く な し 得 る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ た 特 異 的 な 態 様 は 、 実 施 例 の み に よ っ て 供
さ れ 、 い か な る 方 法 で も 限 定 す る 意 図 で は な い 。 明 細 書 お よ び 実 施 例 は 例 示 的 の み と し て
考 え ら れ る こ と を 意 図 し 、 本 発 明 の 真 の 範 囲 お よ び 精 神 は 、 続 く 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ て
示 さ れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ ８ ５ 】
【 図 １ 】 図 1は 種 々 の 共 役 組 合 せ ： （ A） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 一 次 抗 体 、 ポ リ
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マ ー ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 、 お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 の 混 合 物
（ Envision T M ＋ ） （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） ； （ B） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ
ー カ ー 、 一 次 抗 体 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び 抗 マ ウ ス お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ 、 お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 混
合 物 （ Envision T M ＋ ） （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） ； （ C） 組 織 上 の 標 的 生 物 学
的 マ ー カ ー 、 一 次 抗 体 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 を 含 有 す る ポ
リ マ ー 共 役 、 お よ び ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る
ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 混 合 物 ； （ D） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 一 次 抗 体 、 ウ
サ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 、 お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 ； （ E） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 一 次 抗 体 、 ヤ ギ 抗 マ ウ
ス 二 次 抗 体 お よ び ハ プ テ ン 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 を 含 有 す る ハ プ テ ン 標 識 ポ リ マ ー 共
役 、 お よ び 抗 ハ プ テ ン 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ
ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 混 合 物 ； （ F） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 一 次 抗 体 、 ヤ ギ 抗 マ
ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ウ
サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト
の 混 合 物 ； （ G） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 一 次 マ ウ ス 抗 体 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗
体 を 含 有 す る DNAP標 識 ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ウ サ ギ 抗 DNP抗 体 お よ び ホ ー ス ラ
デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ； （ H） 組 織 上 の 標 的 生
物 学 的 マ ー カ ー 、 DNP標 識 マ ウ ス 一 次 抗 体 、 ウ サ ギ 抗 DNP抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ
ゲ ー ト 、 お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有
す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ； （ I） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 一 次 マ ウ ス 抗 体 を
含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 を
含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 、 お よ び ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 有 す る
ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ； （ J） 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 mycタ グ ド 一 次 抗 体 断 片
、 マ ウ ス 抗 myc抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 、 お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ
シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ； （ K） 組 織 上 の 2つ の 標 的 生 物
学 的 マ ー カ ー 、 2つ の 一 次 マ ウ ス 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ た 第 一 の も の 、 ブ タ 抗 マ ウ ス お よ
び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び 一 次
ウ サ ギ 抗 体 、 お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ウ
サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ っ て
認 識 さ れ る 第 二 の マ ー カ ー ； （ L） 組 織 上 の 2つ の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 一 次 マ ウ ス 抗 体
、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 、 お よ び ブ タ 抗 ヤ ギ 二 次 抗 体 お よ び ア ル
カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 一 の も の 、 お よ び 遺
伝 子 標 的 に 対 す る ハ プ テ ン 標 識 プ ロ ー ブ 、 ウ サ ギ お よ び ハ プ テ ン 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー
共 役 、 お よ び ブ タ 抗 ウ サ ギ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ
ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ っ て 認 識 さ れ る 第 二 の マ ー カ ー ； （ M） 組 織 上 の 2つ の 標 的 生 物 学 的
マ ー カ ー 、 一 次 マ ウ ス 抗 体 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 、 お よ び ブ タ 抗 ヤ ギ 抗 体 お よ び 金 粒 子
を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 一 の も の 、 お よ び 遺 伝 子 標 的 に 対 す る ハ プ
テ ン 標 識 プ ロ ー ブ 、 ウ サ ギ 抗 ハ プ テ ン 抗 体 を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 、 お よ び 多 数 蛍 光 Fitc
分 子 で 標 識 さ れ た ブ タ 抗 ウ サ ギ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト に よ っ て 認 識 さ れ る 第
二 の マ ー カ ー ； （ N） マ ウ ス ま た は ウ サ ギ 一 次 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 組 織 上 の 標 的 生 物
学 的 マ ー カ ー 、 ハ プ テ ン 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ハ プ テ ン 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 二 次 抗 体 お
よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 混 合 物 、 お よ び 抗 ハ プ テ ン 抗 体 お よ び ホ ー ス
ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 ； （ O） マ ウ ス 一 次 抗 体 に よ っ て
認 識 さ れ る 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ウ サ ギ 抗 ハ プ テ
ン を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 、 お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を 含 有 す る ハ プ テ ン 標 識 ポ
リ マ ー 共 役 ； （ P） 遺 伝 子 標 的 に 対 す る ハ プ テ ン no.1標 識 プ ロ ー ブ に よ っ て 認 識 さ れ る 組
織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 ハ プ テ ン no.1に 対 す る 抗 体 お よ び ハ プ テ ン no.2に 対 す る 抗
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体 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 ハ プ テ ン no.2お よ び ア ル カ リ 性 ホ ス フ ァ タ ー ゼ を
含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ； （ Q） マ ウ ス ま た は ウ サ ギ 一 次 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ
る 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 を 含 有 す る ポ リ
マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ハ プ テ ン 標 識 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 の 混 合 物 、 お よ び 抗 ハ プ テ ン
抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ； （
R） マ ウ ス ま た は ウ サ ギ 一 次 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 ヤ
ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 お よ び ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 お
よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー 共 役 、 お よ び ハ プ テ ン 標 識
ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 二 次 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ の 混 合 物 、 お よ び 抗 ハ
プ テ ン 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー
ト ； （ S） マ ウ ス ま た は ウ サ ギ 一 次 抗 体 に よ っ て 認 識 さ れ る 組 織 上 の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ
ー 、 テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 抗 体 お よ び テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 抗 体 を
含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ハ プ テ ン 標 識 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ 抗 体 の 混 合 物 、 お よ
び 抗 ハ プ テ ン 抗 体 お よ び 複 数 テ キ サ ス レ ッ ド 蛍 光 分 子 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト
； （ T） 組 織 上 の 2つ の 標 的 生 物 学 的 マ ー カ ー 、 テ キ サ ス レ ッ ド 標 識 一 次 マ ウ ス 抗 体 、 ヤ ギ
抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び 複 数 テ キ サ ス レ ッ ド 分 子 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お
よ び ブ タ 抗 ヤ ギ 抗 体 お よ び グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 酵 素 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー
ト に よ っ て 認 識 さ れ る 第 一 の も の 、 お よ び 遺 伝 子 標 的 に 対 す る Fitc標 識 プ ロ ー ブ 、 抗 ハ プ
テ ン 抗 体 お よ び 複 数 パ シ フ ィ ッ ク ブ ル ー 蛍 光 分 子 を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お
よ び 抗 パ シ フ ィ ッ ク ブ ル ー 抗 体 お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ
リ マ ー 共 役 に よ っ て 認 識 さ れ る 第 二 の マ ー カ ー の 模 式 的 説 明 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 2A～ Dは 接 合 物 1お よ び Envision T M ＋ の 組 合 せ （ A） （ Dakocytomation, Carpent
eria, CA） 、 未 接 合 物 RaM（ B） 、 Envision T M ＋ （ C） ま た は PowerVision＋ T M （ Immunovisi
on, Springdale, AZ） シ ス テ ム （ D） を 用 い る Ki67染 色 扁 桃 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3A～ Dは 、 接 合 物 No. 1お よ び Envision T M ＋ の 組 合 せ （ A） （ Dakocytomation, C
arpenteria, CA） 、 未 接 合 物 RaMお よ び Envision T M ＋ （ Dakocytomation, Carpenteria, CA
） （ B） 、 Envision T M ＋ （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） （ C） 、 ま た は PowerVision
＋ T M （ Immunovision, Springdale, AZ） （ D） を 用 い る サ イ ト ケ ラ チ ン 染 色 乳 房 癌 腫 組 織
の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4A～ Dは 、 共 役 No. 4お よ び Envision T M ＋ （ Dakocytomation, Carpenteria, CA
） の 組 合 せ 、 未 接 合 物 RaMお よ び Envision T M ＋ （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） （ B
） 、 Envision T M ＋ （ Dakocytomation, Carpenteria, CA） （ C） 、 ま た は PowerVision＋ T M

（ Immunovision, Springdale, AZ） （ D） を 用 い る Ki－ 67染 色 乳 房 癌 腫 組 織 の 顕 微 鏡 写 真
で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5A～ Dは 、 第 一 の エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る ： ポ リ
マ ー ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 の 混 合 物 、 続 い て 、 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ホ
ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ NDS－ 1） （ A）
、 ま た は PowerVision＋ T M （ Immunovision, Springdale, AZ） （ B） ； 陰 性 抗 体 対 照 染 色 は
NDS－ 1を 用 い て 行 っ た （ C） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ Immunovision, Springdale, AZ）
（ D） で 可 視 化 さ れ た エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 抗 体 を 用 い て 特 異 的 染 色 を 得 た 。 図 5E～ Hは 第 二
の エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る ： 特 異 的 染 色 は 、 ポ リ マ ー ヤ ギ 抗
ウ サ ギ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 の 混 合 物 、 続 い て 、 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ
ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ NDS－ 1） （ E） 、 ま た は Pow
erVision＋ T M （ Immunovision, Springdale, AZ） （ F） で 可 視 化 さ れ た エ ス ト ロ ゲ ン 受 容
体 抗 体 を 用 い て 得 ら れ た 。 陰 性 抗 体 対 照 染 色 は NDS－ 1（ G） ま た は PowerVision＋ T M （ Immu
novision, Springdale, AZ） （ H） を 用 い て 行 っ た 。 全 て の 顕 微 鏡 写 真 は 20倍 倍 率 で 撮 影
し た 。
【 図 ６ 】 図 6A～ Dは 、 第 一 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る ： 特
異 的 染 色 は 、 ポ リ マ ー ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 の 混 合 物 、 続 い て 、 ウ サ
ギ 抗 ヤ ギ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト
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（ NDS－ 1） （ A） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ Immunovision, Springdale， AZ） （ B） 、 陰
性 抗 体 対 照 染 色 は NDS－ 1を 用 い て 行 っ た （ C） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ Immunovision, 
Springdale, AZ） （ D） で 可 視 化 さ れ た プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 抗 体 を 用 い て 得 ら れ た 。 図 6
E～ Hは 第 二 の プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 染 色 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る ： 特 異 的 染 色 は 、 ポ
リ マ ー ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 の 混 合 物 、 続 い て の 、 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ
び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ NDS－ 1） （
E） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ Immunovision, Springdale, AZ） （ F） 、 陰 性 抗 体 対 照 染
色 は NDS－ 1を 用 い て 行 っ た （ G） 、 ま た は PowerVision＋ T M （ Immunovision, Springdale, 
AZ） （ H） で 可 視 化 さ れ た プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 抗 体 を 用 い て 得 ら れ た 。 全 て の 顕 微 鏡 写
真 は 20倍 倍 率 で 撮 影 し た 。
【 図 ７ 】 図 7A～ Fは 、 ポ リ マ ー ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 の 混 合 物 、 続 い
て の 、 速 プ ロ ト コ ル に お け る ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （
NDS－ 1） を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト ： 1:600希 釈 し た （ A） 、 1:3000希 釈 し た （ B
） 抗 CK20抗 体 、 お よ び 陰 性 対 照 （ C） を 用 い る 特 異 的 染 色 ； 1:200希 釈 し た （ D） 、 1:1000
希 釈 し た （ E） 抗 プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 抗 体 、 お よ び 陰 性 対 照 （ F） を 用 い る 特 異 的 染 色 を
用 い る 染 色 さ れ た 乳 房 組 織 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 ８ 】 図 8は CK20、 CEA、 ク ロ モ グ ラ ニ ン A、 p53、 P63、 TTF－ 1、 PSA、 CD68、 ALK－ 1、 BC
L－ 1、 BCL－ 6、 CD20ま た は TdT一 次 抗 体 、 続 い て 、 1） ポ リ マ ー ヤ ギ 抗 ウ サ ギ お よ び ポ リ マ
ー ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 の 混 合 物 、 続 い て の 、 ウ サ ギ 抗 ヤ ギ お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 有 す る ポ リ マ ー コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ NDS－ 1） ま た は 2） PowerVision＋ T M

（ Immunovision, Springdale, AZ） い ず れ か を 用 い て 免 疫 － 可 視 化 さ れ た 結 腸 、 膵 臓 、 前
立 腺 、 扁 桃 、 HNSC、 ま た は 胸 腺 組 織 を 示 す 。
【 図 ９ 】 図 9A～ Dは 20倍 倍 率 で 撮 影 さ れ た Advance AP／ フ ク シ ン 染 色 FFPE組 織 ： Advance A
P（ A） ; EnVison T M  AP（ B） 、 LSAB AP（ C） お よ び PowerVision T M AP（ D） を 用 い る サ イ ト
ケ ラ チ ン 染 色 肝 臓 FFPE試 料 、 Advance AP（ E） ; EnVision T M  AP（ F） 、 LSAB AP（ G） お よ
び PowerVision T M AP（ H） を 用 い る サ イ ト ケ ラ チ ン （ ク ロ ー ン AE1／ AE3） 染 色 結 腸 腺 癌 FFPE
試 料 、 お よ び Advance AP（ I） ;LSAB AP（ J） お よ び PowerVision T M AP（ K） を 用 い る サ イ ク
リ ン D1染 色 扁 桃 FFPE試 料 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10A～ Dは 、 10倍 倍 率 で 撮 影 さ れ た Advance AP／ フ ク シ ン 染 色 メ ラ ノ ー マ お よ
び リ ン パ 節 イ ン プ リ ン ト ： 各 々 、 Advance AP（ A） お よ び EnVision T M  AP（ B） を 用 い る 抗
ビ エ ン チ ア ン 染 色 イ ン プ リ ン ト 、 お よ び Advance AP（ C） お よ び EnVision T M  AP（ D） を 用
い る リ ン パ 節 試 料 の 抗 CD3染 色 イ ン プ リ ン ト の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11Aお よ び Bは 、 各 々 、 DNP標 識 GAMポ リ マ ー お よ び ウ サ ギ 抗 DNP－ HRPポ リ マ ー
（ A） お よ び EnVision T M （ B） を 用 い る 抗 bcl－ 2 DAB染 色 扁 桃 FFPE試 料 の 4倍 倍 率 下 撮 影 さ
れ た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 １ ２ 】 図 12Aお よ び Bは 、 各 々 、 DNP標 識 bcl－ 2抗 体 、 ウ サ ギ 抗 DNPポ リ マ ー お よ び ヤ ギ
抗 ウ サ ギ HRP共 役 （ A） お よ び 未 － 共 役 一 次 抗 体 お よ び EnVision T M （ K4007） を 用 い る 染 色
（ B） を 用 い る 抗 bcl－ 2 DAB染 色 扁 桃 FFPE試 料 の 4倍 倍 率 で 撮 影 さ れ た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13Aお よ び Bは 、 各 々 、 抗 bcl－ 2ポ リ マ ー 共 役 お よ び Advance AP（ A） お よ び b
cl－ 2お よ び EnVision T M  AP（ B） を 用 い る bcl－ 2液 体 パ ー マ ネ ン ト レ ッ ド 染 色 扁 桃 FFPE試
料 の 4倍 倍 率 で 撮 影 さ れ た 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 図 １ ４ 】 図 14A～ Cは 、 ウ サ ギ 抗 － ヒ ト P504S、 マ ウ ス 抗 － ヒ ト P63タ ン パ ク 質 お よ び マ ウ
ス 抗 － ヒ ト HMWサ イ ト ケ ラ チ ン 、 お よ び ブ タ 抗 マ ウ ス HRP、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ ポ リ マ ー お よ び ウ
サ ギ 抗 APの 組 合 せ の カ ク テ ル ： 別 々 の HRP／ DAB染 色 （ A） 、 AP／ 液 体 パ ー マ ネ ン ト レ ッ ド
染 色 （ B） お よ び 組 み 合 わ せ ら れ た 染 色 （ C） を 用 い る 前 立 腺 FFPE試 料 に 対 す る 二 重 染 色 実
験 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。

10

20

30

40

(61) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 １ Ａ 】

【 図 １ Ｂ 】

【 図 １ Ｃ 】

【 図 １ Ｄ 】 【 図 １ Ｅ 】

【 図 １ Ｆ 】

(62) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 １ Ｇ 】 【 図 １ Ｈ 】

【 図 １ Ｉ 】

【 図 １ Ｊ 】

【 図 １ Ｋ 】

【 図 １ Ｌ 】

【 図 １ Ｍ 】

(63) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 １ Ｎ 】

【 図 １ Ｏ 】

【 図 １ Ｐ 】

【 図 １ Ｑ 】 【 図 １ Ｒ 】

(64) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 １ Ｓ 】 【 図 １ Ｔ 】

【 図 ２ Ａ 】

【 図 ２ Ｂ 】

【 図 ２ Ｃ 】

【 図 ２ Ｄ 】

【 図 ３ Ａ 】

(65) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ３ Ｂ 】 【 図 ３ Ｃ 】

【 図 ３ Ｄ 】

【 図 ４ Ａ 】

【 図 ４ Ｂ 】

【 図 ４ Ｃ 】

【 図 ４ Ｄ 】

(66) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ５ Ａ 】

【 図 ５ Ｂ 】

【 図 ５ Ｃ 】

【 図 ５ Ｄ 】

【 図 ５ Ｅ 】

【 図 ５ Ｆ 】

【 図 ５ Ｇ 】

【 図 ５ Ｈ 】

(67) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ６ Ａ 】

【 図 ６ Ｂ 】

【 図 ６ Ｃ 】

【 図 ６ Ｄ 】

【 図 ６ Ｅ 】

【 図 ６ Ｆ 】

【 図 ６ Ｇ 】

【 図 ６ Ｈ 】

(68) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ７ Ａ 】

【 図 ７ Ｂ 】

【 図 ７ Ｃ 】

【 図 ７ Ｄ 】

【 図 ７ Ｅ 】

【 図 ７ Ｆ 】

【 図 ８ Ａ Ａ 】

【 図 ８ Ａ Ｂ 】

(69) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ａ Ｃ 】

【 図 ８ Ａ Ｄ 】

【 図 ８ Ｂ Ａ 】

【 図 ８ Ｂ Ｂ 】

【 図 ８ Ｂ Ｃ 】

【 図 ８ Ｂ Ｄ 】

【 図 ８ Ｂ Ｅ 】

【 図 ８ Ｂ Ｆ 】

(70) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ｃ Ａ 】

【 図 ８ Ｃ Ｂ 】

【 図 ８ Ｃ Ｃ 】

【 図 ８ Ｃ Ｄ 】

【 図 ８ Ｄ Ａ 】

【 図 ８ Ｄ Ｂ 】

【 図 ８ Ｄ Ｃ 】

【 図 ８ Ｄ Ｄ 】

(71) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ｅ Ａ 】

【 図 ８ Ｅ Ｂ 】

【 図 ８ Ｅ Ｃ 】

【 図 ８ Ｅ Ｄ 】

【 図 ８ Ｆ Ａ 】

【 図 ８ Ｆ Ｂ 】

【 図 ８ Ｆ Ｃ 】

【 図 ８ Ｆ Ｄ 】

(72) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ｇ Ａ 】

【 図 ８ Ｇ Ｂ 】

【 図 ８ Ｇ Ｃ 】

【 図 ８ Ｇ Ｄ 】

【 図 ８ Ｈ Ａ 】

【 図 ８ Ｈ Ｂ 】

【 図 ８ Ｈ Ｃ 】

【 図 ８ Ｈ Ｄ 】

(73) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ｈ Ｅ 】

【 図 ８ Ｈ Ｆ 】

【 図 ８ Ｉ Ａ 】

【 図 ８ Ｉ Ｂ 】

【 図 ８ Ｉ Ｃ 】

【 図 ８ Ｉ Ｄ 】

【 図 ８ Ｊ Ａ 】

【 図 ８ Ｊ Ｂ 】

(74) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ｊ Ｃ 】

【 図 ８ Ｊ Ｄ 】

【 図 ８ Ｋ Ａ 】

【 図 ８ Ｋ Ｂ 】

【 図 ８ Ｋ Ｃ 】

【 図 ８ Ｋ Ｄ 】

【 図 ８ Ｌ Ａ 】

【 図 ８ Ｌ Ｂ 】

(75) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ｌ Ｃ 】

【 図 ８ Ｌ Ｄ 】

【 図 ８ Ｍ Ａ 】

【 図 ８ Ｍ Ｂ 】

【 図 ８ Ｍ Ｃ 】

【 図 ８ Ｍ Ｄ 】

【 図 ８ Ｎ Ａ 】

【 図 ８ Ｎ Ｂ 】

(76) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ８ Ｎ Ｃ 】

【 図 ８ Ｎ Ｄ 】

【 図 ９ Ａ 】

【 図 ９ Ｂ 】

【 図 ９ Ｃ 】

【 図 ９ Ｄ 】

【 図 ９ Ｅ 】

【 図 ９ Ｆ 】

(77) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 ９ Ｇ 】

【 図 ９ Ｈ 】

【 図 ９ Ｉ 】

【 図 ９ Ｊ 】

【 図 ９ Ｋ 】

【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】

【 図 １ ０ Ｃ 】

(78) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 １ ０ Ｄ 】

【 図 １ １ Ａ 】

【 図 １ １ Ｂ 】

【 図 １ ２ Ａ 】

【 図 １ ２ Ｂ 】

【 図 １ ３ Ａ 】

【 図 １ ３ Ｂ 】

【 図 １ ４ Ａ 】

(79) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 図 １ ４ Ｂ 】

【 図 １ ４ Ｃ 】

(80) JP 2007-513334 A 2007.5.24



【 国 際 調 査 報 告 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(81) JP 2007-513334 A 2007.5.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(82) JP 2007-513334 A 2007.5.24



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

(83) JP 2007-513334 A 2007.5.24



フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   　　　　                                Ｃ１２Ｑ   1/68    　　　Ａ          　　　　　
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ  15/00    　　　Ａ          　　　　　

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LS,MW,MZ,NA,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,MD,RU,TJ,TM),
EP(AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HU,IE,IS,IT,LU,MC,NL,PL,PT,RO,SE,SI,SK,TR),OA(BF,BJ,CF,
CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AT,AU,AZ,BA,BB,BG,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CN,CO,CR,CU,
CZ,DE,DK,DM,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,HR,HU,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KP,KR,KZ,LC,LK,LR,LS,LT,LU,L
V,MA,MD,MG,MK,MN,MW,MX,MZ,NA,NI,NO,NZ,OM,PG,PH,PL,PT,RO,RU,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SY,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA
,UG,US,UZ,VC,VN,YU,ZA,ZM,ZW

(72)発明者  ウェックワース，ケリー，アン
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９３１０５　サンタ　バーバラ，ユニット　イー，レベッカ　
            レーン　１２０９
(72)発明者  ロブボーグ，ウフェ
            アメリカ合衆国　カリフォルニア　９３１０１　サンタ　バーバラ，ナンバー５，ラデラ　ストリ
            ート　３２５
Ｆターム(参考) 4B024 AA11  BA41  CA01  HA12  HA15 
　　　　 　　  4B063 QA01  QA18  QQ42  QQ79  QQ96  QR32  QR48  QR55  QS33  QS34 
　　　　 　　        QX01 

(84) JP 2007-513334 A 2007.5.24



专利名称(译) <无法获取翻译>

公开(公告)号 JP2007513334A5 公开(公告)日 2008-01-17

申请号 JP2006541492 申请日 2004-11-30

[标]申请(专利权)人(译) 丹麦达科有限公司

申请(专利权)人(译) 丹麦Dako公司洛杉矶ACTY萝卜

[标]发明人 ウィンザーラーズ
クノールアンソニーライオネル
ウェックワースケリーアン
ロブボーグウフェ

发明人 ウィンザー,ラーズ
クノール,アンソニー,ライオネル
ウェックワース,ケリー,アン
ロブボーグ,ウフェ

IPC分类号 G01N33/53 G01N33/542 G01N33/577 C12Q1/68 C12N15/09

CPC分类号 G01N33/54306 G01N33/543 G01N33/58

FI分类号 G01N33/53.Y G01N33/53.M G01N33/53.D G01N33/542.A G01N33/577.B C12Q1/68.A C12N15/00.A

F-TERM分类号 4B024/AA11 4B024/BA41 4B024/CA01 4B024/HA12 4B024/HA15 4B063/QA01 4B063/QA18 4B063
/QQ42 4B063/QQ79 4B063/QQ96 4B063/QR32 4B063/QR48 4B063/QR55 4B063/QS33 4B063/QS34 
4B063/QX01

优先权 60/525960 2003-12-01 US
60/570800 2004-05-14 US

其他公开文献 JP4949038B2
JP2007513334A

摘要(译)

在某些实施方案中，本发明涉及用于检测样品中的生物标志物的方法和
组合物。在某些实施方案中，免疫学检测生物学标记物。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/588d4246-c04b-479f-bffb-1cf63f5f3de1

