
(57)【要約】
　【課題】　　消化管平滑筋のペースメーカー細胞を特異的に染色する新規なモノクロー
ナル抗体を提供する。
　【解決手段】　　消化管平滑筋のペースメーカー細胞に特異的に反応するモノクローナ
ル抗体であって、ホルマリン固定した場合にも免疫活性を保持し、該平滑筋層内でペース
メーカー細胞以外と反応しないことを特徴とする消化管平滑筋のペースメーカー細胞に特
異的なモノクローナル抗体である。このモノクローナル抗体と検体を反応させることによ
り従来用いられていた抗 c-Kit抗体等に比べより効果的に消化管平滑筋のペースメーカー
細胞を同定することができる。
　【選択図】　　なし 10
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
消 化 管 平 滑 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ っ て 、 該
ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 含 む 組 織 又 は そ の 一 部 を ホ ル マ リ ン 固 定 し た 場 合 に も 該 ペ ー ス メ ー
カ ー 細 胞 に 対 す る 免 疫 活 性 を 保 持 し 、 該 平 滑 筋 層 内 で ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 以 外 と 反 応 し な
い こ と を 特 徴 と す る 消 化 管 平 滑 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
検 体 を 請 求 項 １ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と か ら 成 る 消 化 管 平 滑 筋 の ペ
ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 同 定 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 こ の 発 明 は 、 消 化 管 平 滑 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 特 異 的 に 染 色 す る 新 規 な モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 消 化 管 平 滑 筋 は そ の 支 配 神 経 の 作 用 を 遮 断 し て も な お 継 続 す る 規 則 的 な 自 発 性 収 縮 運 動
を し め す 。 こ れ は 消 化 管 平 滑 筋 に 特 徴 的 な 生 理 現 象 で 、 血 管 平 滑 筋 な ど に は 見 ら れ な い 。
こ の 収 縮 リ ズ ム を 発 生 す る 細 胞 、 即 ち 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 が カ ハ ー ル の 介 在 細 胞 (ICC)
で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た （ 非 特 許 文 献 １ 、 ２ ） 。
　 ま た 実 験 的 に あ る い は 先 天 的 に こ の 細 胞 を 欠 損 し て い る 個 体 は 自 発 性 収 縮 運 動 が 見 ら れ
ず 、 こ の た め に 便 秘 や 腸 閉 塞 症 状 を 起 こ す こ と が 知 ら れ て い る 。
　 カ ハ ー ル の 介 在 細 胞 は 、 癌 原 遺 伝 子 c-Kitの 遺 伝 子 産 物 c-Kitレ セ プ タ ー を 発 現 す る こ と
か ら 、 こ れ に 対 す る 抗 体 （ 抗 c-Kit抗 体 ） で 同 定 さ れ る （ 非 特 許 文 献 ３ ） 。
　 し か し 、 c-Kitを 発 現 し て い る 細 胞 は こ の 他 に 肥 満 細 胞 や メ ラ ノ サ イ ト （ 色 素 細 胞 ） な
ど が あ り 、 特 に 肥 満 細 胞 は 平 滑 筋 層 に も 混 入 し て い る の で c-Kitの 免 疫 染 色 だ け で は 分 別
が で き な い 。
　 ま た 、 c-Kitの 過 剰 発 現 は 消 化 管 の 癌 （ gastrointestinal stromal tumor: GIST） を 発
症 す る 。 従 っ て 、 GISTは ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 が 癌 化 し た も の が 多 い 。 し か し 、 ヒ ト の ペ ー
ス メ ー カ ー 細 胞 の 中 に は 、 c-Kitの 発 現 が 弱 く て 、 同 定 困 難 な も の も 含 ま れ て い る 。
　 こ れ ら の 事 情 か ら ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 認 識 す る 新 た な 抗 体 の 開 発 は ペ ー ス メ ー カ ー 細
胞 の 研 究 の 進 展 と 共 に 癌 （ GIST） の 細 胞 診 断 に も 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
【 非 特 許 文 献 １ 】 Torihashi S. et al. Cell Tissue Research 280:97-111 (1995)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Huizinga JD. et al. Nature 373:347-349 (1995)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 鳥 橋 茂 子 、 脳 の 化 学 , 25: 493-496, 2003
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 特 異 的 に 認 識 す る 新 た な 抗 体 を 提 供 す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 発 明 者 ら は 、 消 化 管 平 滑 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 対 す る 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ し た 結
果 、 抗 c-Kit抗 体 と は 異 な る 抗 体 を 見 出 し 、 こ れ が ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 特 異 的 に 染 色 す
る こ と を 確 認 し 、 本 発 明 を 完 成 さ せ る に 至 っ た 。
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 消 化 管 平 滑 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 特 異 的 に 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 で あ っ て 、 該 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 含 む 組 織 又 は そ の 一 部 を ホ ル マ リ ン 固 定 し た 場
合 に も 該 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 対 す る 免 疫 活 性 を 保 持 し 、 該 平 滑 筋 層 内 で ペ ー ス メ ー カ ー
細 胞 以 外 と 反 応 し な い こ と を 特 徴 と す る 消 化 管 平 滑 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 特 異 的 な モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で あ る 。
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　 ま た 本 発 明 は 、 検 体 を こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 反 応 さ せ る こ と か ら 成 る 消 化 管 平 滑 筋
の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 同 定 す る 方 法 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 マ ウ ス 小 腸 筋 層 に あ る c-Kit陽 性 細 胞 、 即 ち 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 集 め て 、 こ れ を 抗
原 と し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 っ た 。 い く つ か の 抗 体 産 生 ク ロ ー ン が 得 ら れ た が 、 ペ ー
ス メ ー カ ー 細 胞 を 強 く 染 め る ク ロ ー ン だ け を 選 択 し た 。 こ の 抗 体 は ホ ル マ リ ン 固 定 し た 場
合 に も 免 疫 活 性 を 保 持 し 、 該 平 滑 筋 層 内 で ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 以 外 と 反 応 し な か っ た 。 こ
の 抗 体 （ 「 AIC」 と 呼 ぶ ） が ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 染 め る こ と は 、 連 続 切 片 を 作 っ て 、 抗 c
-Kit抗 体 と AICで そ れ ぞ れ 免 疫 染 色 し て 陽 性 細 胞 を 一 つ 一 つ チ ェ ッ ク し て 、 陽 性 細 胞 が 同
一 細 胞 で あ る こ と を 確 認 し た 。 ま た AIC陽 性 細 胞 は ネ ッ ト ワ ー ク を 形 成 す る 細 胞 で ペ ー ス
メ ー カ ー 細 胞 が 作 る ネ ッ ト ワ ー ク 構 造 と 一 致 す る こ と も 確 認 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 即 ち 、 本 発 明 の 抗 体 は 以 下 の 要 件 を 備 え る 。
（ １ ） 消 化 管 平 滑 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 と 反 応 す る 。 こ の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 は 抗 c-Ki
t抗 体 の 免 疫 染 色 に よ り 選 択 す る 。 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 選 択 す る た め に 他 の 有 効 な 方 法
を 用 い て も よ い 。 本 発 明 の 抗 体 AICを 、 こ の よ う に し て 得 ら れ た 細 胞 に 対 す る 抗 体 の 中 か
ら ス ク リ ー ニ ン グ す る 。
（ ２ ） ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 含 む 組 織 （ 例 え ば 、 消 化 管 ） 又 は そ の 一 部 を ホ ル マ リ ン 固 定
し た 場 合 に も ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 対 す る 免 疫 活 性 を 保 持 す る 。 ホ ル マ リ ン は タ ン パ ク 質
（ 抗 原 ） の ア ミ ノ 基 と 反 応 し て 、 抗 原 の ３ 次 元 構 造 を 固 め る 効 果 を 持 つ 。 そ の 結 果 、 通 常
外 部 に 露 出 し て い た エ ピ ト ー プ が 内 側 に 閉 じ 込 め ら れ て 抗 体 と 結 合 で き な く な り 、 そ の 抗
体 は 免 疫 活 性 を 失 う こ と に な る 。 し か し 、 ホ ル マ リ ン 固 定 し て も 免 疫 活 性 を 失 わ な い 抗 体
も あ る 。 こ の 場 合 に は 、 こ の 抗 体 が 反 応 す る エ ピ ト ー プ が ホ ル マ リ ン 固 定 後 に も 外 部 に 露
出 し た ま ま だ か ら で あ る 。 即 ち 、 ホ ル マ リ ン 固 定 し た 場 合 に 抗 体 AICが 他 の 抗 体 （ 抗 c-Kit
抗 体 等 ） と は 異 な っ て 免 疫 活 性 を 保 持 し て い る こ と は 、 抗 体 AICが 反 応 す る エ ピ ト ー プ が
他 の 抗 体 が 反 応 す る エ ピ ト ー プ と は 異 な る こ と を 意 味 す る 。 な お 、 AICが 認 識 す る エ ピ ト
ー プ は 同 定 さ れ て い な い 。
（ ３ ） 本 発 明 の 抗 体 は ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 以 外 の 細 胞 と は 反 応 し な い 。 ペ ー ス メ ー カ ー 細
胞 以 外 の 細 胞 と し て 、 筋 層 内 の 肥 満 細 胞 、 平 滑 筋 、 神 経 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 な お 、 ホ ル マ リ ン 固 定 で も 免 疫 活 性 を 保 持 し て い る と い う こ と は 、 古 い 組 織 （ 病 理 組 織
な ど は 通 常 ホ ル マ リ ン 固 定 し て 長 時 間 保 存 し て お く 。 ） に も 使 え る こ と を 意 味 す る 。 新 し
い 組 織 を 使 わ な く て も 、 古 い 組 織 で も 免 疫 染 色 で き る 。 さ ら に 、 ホ ル マ リ ン 固 定 し た 組 織
で は 微 細 構 造 が 格 段 に 明 瞭 で 、 電 子 顕 微 鏡 で 見 て も 微 細 構 造 が 識 別 で き る 。 ま た 、 多 く の
抗 体 が ホ ル マ リ ン 固 定 の 材 料 で 免 疫 染 色 し て い る た め 、 そ れ ら の 抗 体 と の 二 重 染 色 が で き
る と い う メ リ ッ ト が あ る 。 AICは こ れ ら の 有 効 性 を 持 っ て い る 。

　 以 下 、 実 施 例 に て 本 発 明 を 例 証 す る が 本 発 明 を 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 マ ウ ス （ BALB/c） の 小 腸 を 取 り 出 し て 内 容 物 を 洗 浄 後 、 筋 層 を 剥 離 し た 。 剥 離 筋 層 を コ
ラ ー ゲ ナ ー ゼ （ 和 光 純 薬 ） で 処 理 （ 37℃ で 50分 ） し た 後 、 ガ ラ ス ピ ペ ッ ト で 物 理 的 に 組 織
を 分 解 し 、 細 胞 を バ ラ バ ラ に し た 。 細 胞 浮 遊 液 を 遠 心 し て チ ュ ー ブ の 底 に 回 収 し 、 氷 冷 ア
セ ト ン で 2分 固 定 し た 。 固 定 細 胞 を 燐 酸 バ ッ フ ァ ー で 洗 浄 後 、 抗 c-Kit抗 体 で 4℃ で 一 晩 免
疫 染 色 し 、 miniMACS (Miltenyi Biotec社 製 )を 用 い て 陽 性 細 胞 の み 選 択 的 に 回 収 し た 。 mi
niMACSを 使 用 す る こ と に よ り 、 抗 体 陽 性 細 胞 、 即 ち 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を カ ラ ム 内 の マ
グ ネ ッ ト ビ ー ズ に 一 旦 結 合 さ せ た 。 カ ラ ム を マ グ ネ ッ ト か ら は ず し た 後 、 溶 出 バ ッ フ ァ ー
を 用 い て 陽 性 細 胞 を ビ ー ズ か ら 解 離 さ せ て 回 収 し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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　 得 ら れ た 細 胞 か ら 既 報 （ ラ ッ ト リ ン パ 節 法 、 重 井 医 報  vol.16, 1-10, 1994） に 従 っ て
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 成 し た 。 即 ち 、 得 ら れ た 細 胞 50μ gを 等 量 の ア ジ ュ バ ン ド と 混 合
し 、 ラ ッ ト (WKY/NCrj)の 後 肢 パ ッ ド へ 注 射 し た 。 3週 間 後 に ラ ッ ト の 腸 骨 リ ン パ 節 を 採 集
し 、 そ の 中 の リ ン パ 球 を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル に よ り 、 ミ エ ロ ー マ 細 胞 （ SP2/O-Ag14）
と 融 合 さ せ た 。 細 胞 を 96穴 プ レ ー ト に 撒 き 込 み 、 融 合 細 胞 で 増 殖 し て き た も の を 植 え 継 い
で 細 胞 数 を 増 や し た 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ は 以 下 の と お り 行 っ た 。 融 合 細 胞 の 培 養 上 清 を 採 取 し 、 マ ウ ス の 腸 管 の
凍 結 切 片 を こ れ に よ っ て 免 疫 染 色 し て 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 染 め 出 す も の を 選 択 し た 。
　 具 体 的 に は 、 未 固 定 の 腸 管 を 凍 結 し 、 凍 結 切 片 を 作 成 す る 。 こ の 切 片 を ア セ ト ン に ２ 分
間 つ け て 固 定 し 、 連 続 す る 切 片 の １ 枚 を 抗 c-Kit抗 体 で 染 色 し 、 他 の １ 枚 を 培 養 上 清 で 染
色 し た 。 そ の 結 果 を 図 １ に 示 す 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 図 １ は 抗 c-Kit抗 体 及 び AICに よ る マ ウ ス 腸 管 筋 層 の 免 疫 染 色 切 片 像 を 示 す 。 Ａ 及 び Ｂ は
マ ウ ス 胃 の 幽 門 部 の 連 続 凍 結 切 片 に お け る 免 疫 活 性 陽 性 の 細 胞 を 示 し て い る 。 Ａ は AIC，
Ｂ は 抗 c-Kit抗 体 で 染 め た も の で あ る 。 そ れ ぞ れ 矢 印 で 示 さ れ た 箇 所 は 同 一 の 細 胞 で あ る
こ と を 明 確 に 示 し て い る 。 連 続 切 片 で あ る た め 細 か い 細 胞 の 突 起 は 特 定 で き な い が 、 神 経
節 （ Ｇ ） の 周 囲 、 内 輪 走 筋 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 が 共 通 し て 陽 性 で あ る 。 し か し Ｂ の 矢 頭
で 示 さ れ る 肥 満 細 胞 は 抗 c-Kit抗 体 で は 陽 性 で あ る が 、 Ａ の AIC抗 体 で は 染 ま っ て い な い 。
す な わ ち AICは 平 滑 筋 層 内 で ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 だ け を 認 識 す る 。 ま た AICは c-Kitを 認 識
し て い な い こ と を 示 す 。
　 Ｃ 及 び Ｄ は マ ウ ス 小 腸 の 連 続 凍 結 切 片 に お け る 免 疫 活 性 陽 性 の 細 胞 を 示 し て い る 。 Ｃ は
AIC， Ｄ は 抗 c-Kit抗 体 で 染 め た も の で あ る 。 そ れ ぞ れ 矢 印 で 示 さ れ た 箇 所 は 同 一 の 細 胞 で
あ る こ と を 示 し て い る 。 陽 性 細 胞 は 共 に ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 の 存 在 す る 外 縦 走 筋 （ 外 ） と
内 輸 走 筋 （ 内 ） の 間 、 及 び 内 輸 走 筋 の 粘 膜 下 層 に 近 い 部 位 の 二 箇 所 に 限 局 し て い る 。
　 Ｅ 及 び Ｆ は マ ウ ス 小 腸 の 平 滑 筋 層 を 膜 片 標 本 と し て AICで 染 め た も の で あ る 。 Ｅ は 外 縦
走 筋 と 内 輸 走 筋 の 間 に 分 布 す る 細 胞 で あ る 。 多 極 型 の 細 胞 で 突 起 に よ り 接 合 し て ネ ッ ト ワ
ー ク を 構 築 す る ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 独 特 の 形 態 を 示 し て い る 。 Ｆ は 内 輸 走 筋 の 粘 膜 下 層 に
近 い 部 位 の 陽 性 細 胞 で 、 平 滑 筋 と 平 行 し て 並 ぶ 、 こ の 部 位 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 独 特 の
双 極 型 細 胞 で あ る 。 こ の 様 な 膜 片 標 本 で 見 ら れ る AIC陽 性 細 胞 は ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 固
有 の 形 態 を 示 し 、 Ａ Ｉ Ｃ が ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 染 め て い る こ と を 支 持 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に 別 の 凍 結 切 片 を ホ ル マ リ ン （ 実 際 は ４ ％ パ ラ フ ォ ル ム 液 ） で ３ ０ 分 固 定 し 、 培 養
上 清 で 免 疫 染 色 を 行 っ た 。 念 の た め に 、 ホ ル マ リ ン 固 定 を 行 っ た 組 織 で 作 成 し た 凍 結 切 片
で も 免 疫 活 性 が 残 っ て い る こ と 、 ま た 、 ホ ル マ リ ン 固 定 を 行 っ た 筋 層 の 膜 片 標 本 で ペ ー ス
メ ー カ ー 細 胞 の ネ ッ ト ワ ー ク が 染 色 さ れ る こ と を 確 認 し た （ 図 １  E,F） 。
　 さ ら に 、 ク ロ ー ニ ン グ は 限 界 希 釈 法 に よ り 行 っ た 。 即 ち 、 細 胞 を 96穴 プ レ ー ト の 1穴 に
多 く て 1個 の 細 胞 が 撒 か れ る 程 度 ま で 希 釈 し て 撒 き 込 み 、 凍 結 切 片 の 免 疫 染 色 に よ り 、 抗
体 を 産 生 し て い る こ と を 確 認 し な が ら 、 最 終 的 に は 1つ の 細 胞 か ら 増 え て き た ク ロ ー ン を
得 た 。 こ の 限 界 希 釈 倍 率 法 を 2回 繰 り 返 し 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 対 す る 抗 体 （ AIC） を 産
生 す る 均 一 な 細 胞 集 団 、 ク ロ ー ン (細 胞 株 )を 樹 立 し た 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 こ の 抗 体 希 釈 液 (500-1000倍 )を ニ ト ロ セ ル ロ ー ス 膜 に 10μ Lず つ 吸 着 さ せ た 。 こ れ を ラ
ッ ト の 抗 体 サ ブ ク ラ ス 検 定 キ ッ ト （ Zymed rat MonoAB ID/SP KIT） の 二 次 抗 体 と 反 応 さ せ
た 。 そ の 結 果 陽 性 反 応 を 示 し た 二 次 抗 体 か ら AICは ラ ッ ト 、 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン IgG 2aで あ
る と 判 定 し た 。 ま た マ ウ ス 腸 管 の 凍 結 切 片 を 用 い た 検 定 も 行 い 、 同 じ 結 果 を 得 た 。 高 濃 度
に 大 量 の AICを 得 る た め に 、 ク ロ ー ン 細 胞 を ヌ ー ド マ ウ ス の 腹 腔 へ 注 入 し 、 高 濃 度 の AICを
含 む 腹 水 を 回 収 し た 。 腹 水 か ら 硫 安 分 画 と 透 析 に よ り AICを 濃 縮 精 製 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ １ ５ 】
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　 本 実 施 例 で は 、 実 施 例 １ で 得 た 抗 体 AICは 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 免 疫 染 色 す る 抗 体 で
あ る が 、 抗 c-Kit抗 体 で は な い こ と を 示 す 。
　 図 ２ は 、 マ ウ ス 精 巣 の 免 疫 染 色 切 片 像 を 示 す 。 Ａ は 抗 c-Kit抗 体 に よ る 染 色 で 、 ラ イ デ
ィ ッ ヒ 細 胞 の 集 団 （ Ｌ ） と 精 細 管 で 形 成 過 程 に あ る 精 原 細 胞 や 休 止 期 の 精 母 細 胞 が 陽 性 細
胞 と し て 点 状 に 散 在 し て い る 。 Ｂ は 同 様 の 部 位 を AICで 免 疫 染 色 し た も の で あ る 。 陽 性 細
胞 は 認 め ら れ な い 。 従 っ て AICは c-Kitを 認 識 し て い な い 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 実 施 例 で は 、 マ ウ ス 小 腸 筋 層 に お け る ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 の 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 を 行 っ
た 。 そ れ を 図 ３ に 示 す 。 Ａ は 外 縦 走 筋 （ Ｌ Ｍ ） と 内 輪 走 筋 （ Ｃ Ｍ ） の 間 に 分 布 す る ペ ー ス
メ ー カ ー 細 胞 を 抗 c-Kit抗 体 で 染 め て い る 。 ア セ ト ン 固 定 を 行 っ た た め に 細 胞 質 全 体 に 免
疫 活 性 （ 黒 色 ） が 拡 散 し 、 活 性 の 細 胞 内 局 在 が 識 別 で き な い 。 か ろ う じ て ミ ト コ ン ド リ ア
（ ｍ ） が 同 定 さ れ る が 、 細 胞 膜 は 破 壊 さ れ て い る 。 Ｂ は 同 様 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を AIC
で 染 め て い る 。 フ ォ ル マ リ ン を 含 む 固 定 液 で 固 定 し て い る た め 、 細 胞 膜 や ミ ト コ ン ド リ ア
（ ｍ ） の 膜 が 明 瞭 で 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 に 多 い ギ ャ ッ プ 結 合 （ 矢 頭 ） も 識 別 さ れ る 。 ま
た 、 黒 い 点 で 同 定 さ れ る 免 疫 活 性 は ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 の 細 胞 膜 に あ る こ と が 明 瞭 に 示 さ
れ て い る 。
【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 比 較 例 で は 、 実 施 例 １ に お け る ス ク リ ー ニ ン グ の 過 程 で 得 ら れ た 本 発 明 の 抗 体 AIC以
外 の 抗 体 を 用 い て 実 施 例 １ と 同 様 に 免 疫 染 色 を 行 っ た 。 そ の 結 果 を 図 ４ に 示 す 。 Ａ ～ Ｃ は
そ れ ぞ れ 異 な る 抗 体 を 用 い た 。
　 Ａ で は 、 抗 体 が ホ ル マ リ ン 固 定 で 免 疫 活 性 が 失 活 し 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 が 染 ま ら な く
な っ て い る こ と が 分 か る 。 し か し 、 本 発 明 の 抗 体 （ AIC） は ホ ル マ リ ン を 含 む 固 定 液 で 固
定 し た 組 織 で も 免 疫 活 性 を 検 出 し た 。 従 っ て 、 ホ ル マ リ ン 系 固 定 液 で 使 用 さ れ て い る 他 の
多 く の 抗 体 と AICと の 二 重 染 色 が 可 能 で あ る 。 さ ら に こ の 特 性 は 電 子 顕 微 鏡 を 用 い た 免 疫
電 子 顕 微 鏡 法 に 大 変 有 効 で あ る 。 AICは 免 疫 活 性 が 細 胞 の ど の 部 位 に 局 在 す る か を 調 べ る
上 で 欠 か せ な い 免 疫 電 子 顕 微 鏡 法 に も 使 え る 抗 体 で あ る 。 形 態 学 的 な 使 用 法 に 対 し て 非 常
に 有 効 な 抗 体 で あ る と い え る 。
　 Ｂ は 、 ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 も 染 ま っ て い る が 、 そ の 他 に 外 縦 走 筋 が 染 ま っ て い る 。 こ の
抗 原 は 同 定 さ れ て い な い 。
　 Ｃ は 、 筋 層 内 の 肥 満 細 胞 だ け が 染 ま っ て い る 。 こ れ は 抗 体 作 成 の 時 に 混 入 し た 肥 満 細 胞
に 対 す る 抗 体 が で き た も の と 考 え ら れ る 。 肥 満 細 胞 の 何 を 認 識 し て い る か は 不 明 で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ １ ８ 】
【 図 １ 】 抗 c-Kit抗 体 及 び AICに よ る マ ウ ス 腸 管 筋 層 の 免 疫 染 色 切 片 像 を 示 す 図 で あ る 。 Ａ
及 び Ｂ は マ ウ ス 胃 の 幽 門 部 の 連 続 凍 結 切 片 に お け る 免 疫 活 性 陽 性 の 細 胞 を 示 す 。 Ａ は AIC
， Ｂ は 抗 c-Kit抗 体 で 染 め た も の を 示 す 。 Ｃ 及 び Ｄ は マ ウ ス 小 腸 の 連 続 凍 結 切 片 に お け る
免 疫 活 性 陽 性 の 細 胞 を 示 す 。 Ｃ は AIC， Ｄ は 抗 c-Kit抗 体 で 染 め た も の を 示 す 。 矢 印 は 両 方
の 抗 体 が 共 通 し て 染 色 し て い る こ と が 明 瞭 な 細 胞 を 示 し 、 矢 頭 は 肥 満 細 胞 を 示 す 。 Ｅ 及 び
Ｆ は マ ウ ス 小 腸 の 平 滑 筋 層 を 膜 片 標 本 と し て AICで 染 め た も の を 示 す 。
【 図 ２ 】 マ ウ ス 精 巣 の 免 疫 染 色 切 片 像 を 示 す 図 で あ る 。 Ａ は 抗 c-Kit抗 体 、 Ｂ は AICで 免 疫
染 色 し た も の を 示 す 。
【 図 ３ 】 マ ウ ス 小 腸 筋 層 に お け る ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 の 免 疫 電 子 顕 微 鏡 写 真 を 示 す 。 Ａ は
外 縦 走 筋 （ Ｌ Ｍ ） と 内 輪 走 筋 （ Ｃ Ｍ ） の 間 に 分 布 す る ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を 抗 c-Kit抗 体
で 染 め た も の 、 Ｂ は 同 様 の ペ ー ス メ ー カ ー 細 胞 を AICで 染 め た も の を 示 す 。 ｍ は ミ ト コ ン
ド リ ア を 示 す 。
【 図 ４ 】 本 発 明 の 抗 体 以 外 の 抗 体 を 用 い て 行 っ た 免 疫 染 色 を 示 す 図 で あ る 。
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