
(57)【要約】

　本発明者は、支持媒体、好ましくは包埋媒体、ある量

の検出可能な存在物が結合し、媒体によって支持される

、コンパクト形状を有するコンパクト粒子を含み、該コ

ンパクト粒子が生物学的、好ましくは細胞のコンパクト

粒子であり、好ましくは細胞性のコンパクト粒子である

、検出可能な存在物に対する参照標準を開示する。本発

明者はまた、支持媒体、好ましくは包埋媒体、ある量の

検出可能な存在物が結合し、媒体によって支持される、

コンパクト形状を有するコンパクト粒子を含み、該コン

パクト粒子が、非生物学的コンパクト粒子であり、好ま

しくは細胞様寸法、好ましくは1.5mm未満を有する非細

胞性コンパクト粒子である、検出可能な存在物に対する

参照標準を開示する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 支 持 媒 体 、 好 ま し く は 包 埋 媒 体 、 あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 結 合 し 、 媒 体 に よ っ て 支
持 さ れ る 、 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 が 生 物 学 的
、 好 ま し く は 細 胞 の コ ン パ ク ト 粒 子 で あ り 、 好 ま し く は 細 胞 性 の コ ン パ ク ト 粒 子 で あ る 、
検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ 】
　 支 持 媒 体 、 好 ま し く は 包 埋 媒 体 、 あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 結 合 し 、 媒 体 に よ っ て 支
持 さ れ る 、 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 が 、 非 生 物
学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 で あ り 、 好 ま し く は 細 胞 様 寸 法 、 好 ま し く は 1.5mm未 満 を 有 す る 非 細
胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 で あ る 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ 】
　 検 出 可 能 な 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 、 参 照 標 準 の 横 断 断 面 中 の 規 定 領 域 に 存 在 す る
、 請 求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 支 持 媒 体 中 で 、 コ ン パ ク ト 形 状 、 好 ま し く は 拡 張 さ れ て い な い ま
た は 引 き 伸 ば さ れ て い な い 形 状 を 取 る 、 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ５ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 最 も 短 い 寸 法 に 対 す る 最 も 長 い 寸 法 の 比 が 5:1未 満 、 好 ま し く は 2:1
未 満 で あ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ６ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 微 粒 子 状 、 均 一 ま た は 規 則 的 な 形 状 を 含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記
載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ７ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 球 形 状 、 卵 形 状 、 楕 円 形 状 、 円 板 状 、 細 胞 形 状 、 ピ ル 形 状 、 ま た は
カ プ セ ル 形 状 を 含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 コ ン パ ク ト 粒 子 と 相 同 で な い 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標
準 。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 化 学 的 に 連 結 さ れ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載
の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 が 細 胞 を 含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 が 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 細 胞 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 細 胞 、 真 核 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 マ ウ
ス 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の 参 照 標
準 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 該 細 胞 が 、 昆 虫 細 胞 、 好 ま し く は Sf9細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 、 好 ま し く は チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 を 含 む 、 請 求 項 １ ０ 、 １ １ ま た は １ ２ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 が 、 細 胞 小 器 官 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 該 小 器 官 が 、 好 ま し く は 請 求 項 １ １ ～ １ ３ い ず れ か に 記 載 さ れ る 細 胞 由 来 の 、 ミ ト コ ン
ド リ ア 、 プ ラ ス チ ド 、 葉 緑 体 、 ま た は 核 を 含 み 、 請 求 項 １ ４ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 好 ま し く は 実 質 的 に 細 胞 性 物 質 を 含 ま な い 、 請 求 項 １ ～ ９ 記 載 の
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参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 が マ イ ク ロ ビ ー ズ ま た は ミ セ ル を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ お よ び １ ６ い ず れ
か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 1000μ ｍ 未 満 、 好 ま し く は 500μ ｍ 未 満 、 好 ま し く は 200μ ｍ 未 満 、
好 ま し く は 100未 満 、 好 ま し く は 50μ ｍ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 20μ ｍ 未 満 、 最 も 好 ま し く
は 10μ ｍ 未 満 の 寸 法 を 有 す る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 規 定 領 域 が 、 参 照 標 準 の 少 な く と も １ つ の 他 の 断 面 に 存 在 し 、 好 ま し く は 類 似 量 の 検 出
可 能 な 存 在 物 を 含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 支 持 媒 体 が 包 埋 媒 体 を 含 み 、 そ こ に 検 出 可 能 な 存 在 物 が 包 埋 さ れ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ
か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 診 断 的 に 関 連 性 の あ る 標 的 を 含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照
標 準 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 抗 原 、 エ ピ ト ー プ 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸
、 ま た は 上 記 の い ず れ か の ２ つ 以 上 も し く は 複 数 、 ま た は 上 記 の １ つ 以 上 の 組 み 合 わ せ を
含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 好 ま し く は 、 ハ プ テ ン 、 生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 、 抗 原 、 エ ピ ト ー
プ 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 核 酸 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 、 ヌ
ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 、 ナ ノ 粒 子 、 ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 ア ナ ロ グ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成
ア ナ ロ グ 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 修
飾 ア ミ ノ 酸 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 ス テ ロ イ ド 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、
染 料 、 お よ び 上 記 の 混 合 物 、 融 合 物 、 組 み 合 わ せ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら な る 群 よ り 選
ば れ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 １ つ 以 上 の HER2、 エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー (ER)、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン
レ セ プ タ ー (PR)、 p16、 Ki-67、 c-kit、 ラ ミ ニ ン 5γ ２ 鎖 お よ び 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー （
EGFR） タ ン パ ク 質 、 こ の よ う な も の を コ ー ド 化 す る 核 酸 、 お よ び 翻 訳 後 に 修 飾 さ れ た 形 態
、 好 ま し く は 、 こ の よ う な も の の リ ン 酸 化 さ れ た 形 態 を 含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の
参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 お よ び /ま た は 量 は 、 結 合 剤 、 好 ま し く は 標 識 結 合 剤 に よ っ て
顕 在 化 さ れ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 結 合 剤 が 、 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 で き る 抗 体 、 DNA
ま た は RNAな ど の 核 酸 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 核 酸 、 タ ン パ
ク 質 核 酸 (PNA)、 染 料 、 特 定 の 染 色 、 塩 化 金 、 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン （ Ｈ ＆ Ｅ ） 、 ゴ モ
リ メ セ ナ ミ ン 銀 染 色 液 (GMS)、 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ (PAS)染 色 液 、 ト リ ク ロ ム ブ ル ー 、 マ ソ ン
ト リ ク ロ ム 、 プ ル シ ア ン ブ ル ー 、 ギ ム ザ 、 デ ィ フ -ク イ ッ ク 、 Reticulum、 コ ン ゴ レ ッ ド 、
ア ル シ ア ン ブ ル ー 、 Steiner、 AFB、 PAP、 グ ラ ム 、 ム チ カ ル ミ ン 、 Verhoeff-van Gieson、
Elastic、 石 炭 酸 (carbol)フ ク シ ン 、 お よ び ゴ ル ジ 染 色 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請
求 項 ２ ５ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 生 体 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 が 、 疾 患 ま た は 状 態 を 示
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す 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 規 定 領 域 が 、 参 照 領 域 を 含 み 、 該 参 照 領 域 が 予 め 決 定 さ れ た 量 で 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含
む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 参 照 領 域 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 と 比 較 し 、 試 料
中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 、 量 ま た は 濃 度 を 決 定 す る 、 請 求 項 ２ ８ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 参 照 標 準 が 長 方 形 の 箱 の 形 状 で あ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 (a)好 ま し く は 実 質 的 に 長 方 形 の 箱 の 形 状 内 の 包 埋 媒 体 ； お よ び (b)あ る 量 の 検 出 可 能 な
存 在 物 が 連 結 し た 細 胞 を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 ２ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 有 し 、 そ れ ぞ れ が そ れ に 連 結 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 す
る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 ２ つ 以 上 の 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 し 、 そ れ ぞ れ が 同 じ ま た は 異 な る コ ン パ ク ト 粒
子 に 結 合 さ れ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 そ れ ぞ れ に お い て 検 出 可 能 な 存 在 物 の 異 な る 量 を 含 む ２ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む
、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 参 照 標 準 の 平 面 断 面 が 、 異 な る 密 度 で 検 出 可 能 な 存 在 物 を 提 示 し た 複 数 の 領 域 を 含 む 、
前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 参 照 標 準 の 平 面 断 面 が 、 診 断 的 に 重 要 な 密 度 で 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 実 質 的 に 含 ん だ 第
一 領 域 を 含 む 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 実 質 的 に 含 ま な い コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 ん だ 対 照 を 更 に 含 む 、 前 記 請
求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 包 埋 媒 体 が 、 氷 、 ワ ッ ク ス 、 パ ラ フ ィ ン 、 ア ク リ ル 樹 脂 、 メ タ ク リ ル 樹 脂 、 エ ポ キ シ 、
エ ポ ン 、 ア ラ ル ダ イ ト 、 ロ イ ク リ ル 、 K4Mお よ び LR Whiteお よ び Durcupanか ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 規 定 量 の 周 辺 媒 体 内 に 位 置 す る 、 あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 と 共 の 周 辺 媒 体 を 含 み
、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 周 辺 媒 体 内 で コ ン パ ク ト 形 状 を 取 る 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参
照 標 準 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 の 、 好 ま し く は 実 質 的 に 均 一 な 厚 み の 平 面 断 面 、 好
ま し く は 横 断 平 面 断 面 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 請 求 項 ４ ０ に 記 載 の 平 面 断 面 を 含 む 、 好 ま し く は 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 等 の ス ラ イ ド で あ る
支 持 体 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 任 意 に 使 用 の た め の 指 示 書 と 共 に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 な 結 合 す る こ と が 出 来 る
結 合 剤 と 共 に 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 参 照 標 準 が 、 好 ま し く は 抗 体 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ で 染 色 さ れ た 、 前 記 請 求 項 い ず れ か 記
載 の 参 照 標 準 。
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【 請 求 項 ４ ４ 】
　 (a)　 前 記 請 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 断 面 ま た は ス ラ イ ド ； (b)　 検 出 可 能 な
存 在 物 に 特 異 的 結 合 す る こ と が で き る 結 合 剤 ； お よ び 任 意 に (c)　 使 用 の た め の 指 示 書 を
含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 検 出 す る た め の 診 断 用 キ ッ ト
。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 参 照 標 準 、 平 面 断 面 、 支 持 体 、 請 求 項 １ ～ ４ ４ い ず れ か 記 載 の キ ッ ト ま た は 診 断 用 キ ッ
ト を 、 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 の 症 状 の 少 な く と も １ つ を 処 置 ま た は 軽 減 す る こ と が
で き る 治 療 剤 と 合 わ せ た 組 合 せ 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 成 分 の 量 が 参 照 標 準 中 の も の に 類 似 す る か 、
ま た は そ れ よ り 多 い 場 合 、 個 体 が 、 疾 患 ま た は 状 態 に 罹 患 し て い る か 、 ま た は そ れ に 易 罹
患 性 で あ る と 診 断 さ れ る 、 請 求 項 ４ ５ 記 載 の 組 合 せ 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 結 合 剤 ま た は 治 療 剤 が 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 抗 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 ４ ４ 記 載 の
診 断 用 キ ッ ト ま た は 請 求 項 ４ ５ も し く は ４ ６ 記 載 の 組 合 せ 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る た め の 、 前 記 請 求 項 い ず
れ か 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 断 面 ま た は キ ッ ト の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 (a)　 生 物 学 的 試 料 を 提 供 し 、 生 物 学 的 試 料 ま た は そ の 成 分 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量
を 示 す 第 １ の シ グ ナ ル を 得 る 工 程 ；
　 (b)　 参 照 標 準 、 平 面 断 面 、 支 持 体 、 請 求 項 １ ～ ４ ４ い ず れ か 記 載 の キ ッ ト ま た は 診 断
用 キ ッ ト を 提 供 す る 工 程 ；
　 (c)　 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 断 面 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 示 す 第 ２ の 参 照 シ グ ナ
ル を 得 る 工 程 ； お よ び
　 (d)　 参 照 シ グ ナ ル に 対 し て 、 (a)で 得 ら れ た 第 １ の シ グ ナ ル を 比 較 す る 工 程
を 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 の 参 照 標 準 と の 比 較 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 検 出 可 能 な シ グ ナ ル が 、 放 射 、 光 学 密 度 、 反 射 率 、 放 射 能 、 蛍 光 、 酵 素 活 性 か ら な る 群
よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 断 面 が 、 生 物 学 的 試 料 と １ つ 以 上 同 じ 、 好 ま し く は 実 質 的 に す
べ て 同 じ の 工 程 ま た は 条 件 に 供 さ れ る 、 請 求 項 ４ ９ ま た は ５ ０ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 断 面 が 、 以 下 の 工 程 : ス ラ イ ド 上 へ の 取 り 付 け 、 焼 成 、 脱 パ ラ
フ ィ ン 化 、 再 水 和 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 抗 体 へ の 曝 露 、 一 次 抗 体 へ の 曝 露 、 核 酸 プ
ロ ー ブ へ の 曝 露 、 洗 浄 、 二 次 抗 体 ／ 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 曝 露 、 酵 素 基 質 へ の 曝 露 、 色
原 体 基 質 へ の 曝 露 お よ び 対 比 染 色 の １ つ 以 上 、 好 ま し く は す べ て に よ り 加 工 処 理 さ れ る 、
請 求 項 ４ ９ 、 ５ ０ ま た は ５ １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 、 好 ま し く は 、 疾 患 ま た は 状 態 に 罹 患 し て い る
こ と が 疑 わ れ る 有 機 体 の 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 含 有 す る 、 請 求 項 ４ ８ ～ ５ ２ 記 載 の 方 法
ま た は 使 用 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 (a)　 個 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 工 程 ； お よ び
　 (b)　 請 求 項 ４ ９ 記 載 の 方 法 で 、 生 物 学 的 試 料 ま た は そ の 成 分 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の
量 を 参 照 標 準 と 比 較 す る 工 程
を 含 み 、 生 物 学 的 試 料 ま た は 成 分 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 参 照 標 準 中 の も の に 類 似 す
る か 、 ま た は そ れ よ り 多 い 場 合 、 好 ま し く は 個 体 が 、 疾 患 ま た は 状 態 に 罹 患 し て い る か 、
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ま た は そ れ に 易 罹 患 性 で あ る と 診 断 さ れ る 、 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 請 求 項 ５ ４ 記 載 の 方 法 で 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 を 診 断 す る 工 程 、 お よ び 治 療 剤 を
個 体 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 、 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 の 処 置 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 治 療 剤 が 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 を 含 有 す る 、 請 求 項 ５ ５ 記 載
の 処 置 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 (a)　 請 求 項 １ ～ ３ ９ い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、 検 出 可 能 な 存
在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 、 該 手 順 の 結 果 と し て 変 化 す る ；
　 (b)　 参 照 標 準 に お い て 該 手 順 を 実 施 す る 工 程 ； お よ び
　 (c)　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る 変 化 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 、 手 順 の 有 効 性 ま た は 成 功 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 成 功 裡 の 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、 検 出 可 能 な 存
在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る こ の 変 化 を 検 出 し て 該 手 順 が 成 功 裡 で あ る こ と を 確 立 す る
、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 成 功 裡 で な い 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、 検 出 可 能
な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る こ の 変 化 を 検 出 し て 該 手 順 が 成 功 裡 で な い こ と を 確 立
す る 、 請 求 項 ５ ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 手 順 が 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 、 免 疫 組 織 化 学 的 手 順 、 脱 パ ラ フ ィ
ン 化 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 在 性 ビ オ チ ン ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 在 性 酵 素 ブ ロ ッ キ ン グ
、 洗 浄 工 程 、 一 次 抗 体 等 の 曝 露 試 薬 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 二 次 可 視 化 成 分 と の イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン 、 色 原 体 染 色 、 染 色 情 報 入 手 お よ び 解 析 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項
５ ７ 、 ５ ８ ま た は ５ ９ 記 載 の 手 順 の 確 認 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 手 順 が 抗 原 回 復 手 順 で あ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 、 １ つ 以 上 の エ ピ ト
ー プ の マ ス キ ン グ ま た は 脱 マ ス キ ン グ を 含 有 す る 、 請 求 項 ５ ７ ～ ６ ０ い ず れ か 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を マ ス ク す る よ う に 修 飾 さ れ 、
そ の 一 部 ま た は す べ て が 、 成 功 裡 で あ る 抗 原 回 復 手 順 に お い て 脱 マ ス キ ン グ さ れ る 、 請 求
項 ５ ７ ～ ６ １ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 手 順 が 脱 パ ラ フ ィ ン 化 手 順 で あ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 、 脱 パ ラ フ ィ
ン 化 手 順 後 の 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 含 む 、 請 求 項 ５ ７ ～ ６ ０ い
ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 脱 パ ラ フ ィ ン 化 媒 体 に 可 溶 性 で あ り 、 検 出 可 能 な 存 在
物 の 少 な く と も 一 部 、 好 ま し く は 全 部 が 成 功 裡 の 脱 パ ラ フ ィ ン 化 手 順 後 に 除 去 さ れ る 、 請
求 項 ５ ７ ～ ６ ０ お よ び ６ ３ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 抗 原 回 復 確 認 標 準 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 標 準 、 ブ ロ ッ キ ン グ 確 認 標 準 、 洗 浄 確 認 標 準 、 一 次
抗 体 確 認 標 準 、 二 次 抗 体 確 認 標 準 、 較 正 標 準 ま た は 診 断 用 標 準 と し て の 、 前 記 請 求 項 い ず
れ か 記 載 の 参 照 標 準 の 使 用 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 (a)　 支 持 体 媒 体 、 好 ま し く は 包 埋 媒 体 を 提 供 す る 工 程 ； (b)　 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る
コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 細 胞 様 寸 法 を 有 す る ； (c)
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あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 連 結 さ せ る 工 程 、 お よ び  (d)コ ン パ ク ト 粒
子 を 該 媒 体 内 に 支 持 ま た は 包 埋 す る 工 程 を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 用 参 照 標 準 の 作 製 方 法
。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 生 物 学 的 、 好 ま し く は 細 胞 性 起 源 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 す る 工 程 、 お よ び あ る 量 の 検
出 可 能 な 存 在 物 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 連 結 す る 工 程 を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 用 参 照 標 準 の
作 製 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 支 持 す る 工 程 、 お よ び 支 持 体 媒 体 内 に お い て
、 細 胞 様 寸 法 を 有 す る あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を そ れ に 連 結 す る 工 程 を 含 む 、 検 出 可 能
な 存 在 物 用 参 照 標 準 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 (a)　 包 埋 媒 体 を 提 供 す る 工 程 ； (b)　 あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に
連 結 す る こ と に よ り 一 般 的 に コ ン パ ク ト 形 状 お よ び 細 胞 様 寸 法 に 形 成 す る 工 程 、 こ こ で 該
コ ン パ ク ト 粒 子 は 細 胞 様 寸 法 を 有 す る ； お よ び (c)　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 包 埋 媒 体 内 に 包
埋 す る 工 程 を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 用 参 照 標 準 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 あ る 量 の 第 ２ の 検 出 可 能 な 存 在 物 を コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 第 ２ の コ ン パ ク ト 粒 子 に 連 結
さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ６ ～ ６ ９ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 第 ２ の 異 な る 量 の 該 ま た は 各 検 出 可 能 な 存 在 物 を 該 ま た は 各 コ ン パ ク ト 粒 子 に 連 結 さ せ
る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 ６ ６ ～ ７ ０ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 支 持 体 媒 体 が 包 埋 媒 体 を 含 有 し 、 該 ま た は 各 コ ン パ ク ト 粒 子 が 包 埋 媒 体 内 に 包 埋 す る こ
と に よ り 支 持 さ れ る 、 請 求 項 ６ ６ ～ ７ １ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 該 ま た は 各 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 そ の そ れ ぞ れ の コ ン パ ク ト 粒 子 に 共 有 結 合 に よ り 連 結
さ れ る 、 請 求 項 ６ ６ ～ ７ ２ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 細 胞 に 連 結 さ れ 、 支 持 体 媒 体 に よ り 支 持 さ れ る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ん で な る 、 検 出 可
能 な 存 在 物 用 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 細 胞 を 提 供 す る 工 程 、 あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 該 細 胞 に 連 結 す る 工 程 、 お よ び 細 胞
を 包 埋 媒 体 内 に 包 埋 す る 工 程 を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 用 参 照 標 準 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 細 胞 が 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 、 請 求 項 ７ ４ 記 載 の 参 照 標 準 ま た は 請 求 項 ７ ５ 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 細 胞 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 細 胞 、 真 核 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 好 ま し く は Ｓ ｆ ９ 細 胞 、 動 物 細 胞
、 哺 乳 動 物 細 胞 、 好 ま し く は チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 （ Ｃ Ｈ Ｏ ） 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 お よ
び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 ７ ４ 、 ７ ５ ま た は ７ ６ 記 載 の 方 法 ま た は 参
照 標 準 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 有 す る 、 人
工 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 す る 工 程 、 お よ び あ る 量 の 検 出 可 能 な 存
在 物 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 連 結 す る 工 程 を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 有 す る 人 工 細 胞 ま た
は 細 胞 小 器 官 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
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　 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な
存 在 物 を 含 有 す る 、 改 変 さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 を 提 供 す る こ と 、 お よ び あ る 量 の 検
出 可 能 な 存 在 物 を 細 胞 ま た は 成 分 に 連 結 す る こ と を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 有 す る 改
変 さ れ た 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 の 作 製 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 を 提 供 す る こ と 、 あ る 量 の 検 出 可 能
な 存 在 物 を 細 胞 ま た は 成 分 に 連 結 す る こ と 、 お よ び 支 持 体 媒 体 内 に 細 胞 ま た は 成 分 を 支 持
す る こ と を 含 む 、 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 細 胞 分 布 の 確 立 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 実 質 的 に 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 上 文 中 に 記 載 さ れ 、 か つ 該 図 面 に 示 さ れ た 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
　 実 質 的 に 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 上 文 中 に 記 載 さ れ 、 か つ 該 図 面 に 示 さ れ た 参 照 標 準 の 好
ま し く は 実 質 的 に 均 一 な 厚 み の 平 面 断 面 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る た め の 参 照 標 準 ま た は 平
面 断 面 の 使 用 で あ っ て 、 実 質 的 に 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 上 文 中 に 記 載 さ れ 、 か つ 該 図 面 に
示 さ れ た 使 用 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 実 質 的 に 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 上 文 中 に 記 載 さ れ 、 か つ 該 図 面 に 示 さ れ た 、 生 物 学 的 試
料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 の 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 実 質 的 に 添 付 の 図 面 を 参 照 し て 上 文 中 に 記 載 さ れ 、 か つ 該 図 面 に 示 さ れ た 、 個 体 に お け
る 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 方 法 。
 
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
分 野
　 本 発 明 は 、 細 胞 学 お よ び 組 織 学 の 分 野 に 属 す る 。 特 に 、 本 発 明 は 、 免 疫 組 織 化 学 お よ び
分 子 細 胞 遺 伝 学 の 分 野 、 特 に 、 細 胞 、 組 織 お よ び 器 官 中 な ど の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま
た は 量 を 測 定 す る 標 準 の 規 定 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景
　 組 織 学 的 お よ び 細 胞 学 的 技 術 は 、 医 学 的 診 断 へ の 助 け と し て 、 生 検 お よ び 他 の 組 織 試 料
を 分 析 す る た め に 使 用 さ れ て き た 。 細 胞 学 と は 細 胞 の す べ て の 正 常 な お よ び 異 常 な 要 素 の
構 造 、 並 び に こ の よ う な 要 素 の 変 化 、 運 動 、 お よ び 形 質 転 換 の 構 造 の 研 究 で あ る 。 細 胞 を
、 生 き た 状 態 で 直 接 検 査 す る か 、 ま た は 殺 し て （ 固 定 し て ） 、 例 え ば 、 明 視 野 も し く は 電
子 顕 微 鏡 で 調 査 す る た め に 、 包 埋 、 切 片 作 製 、 ま た は 染 色 に よ っ て 、 準 備 す る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 １ つ の よ く 知 ら れ た 細 胞 学 的 手 順 は 、 子 宮 頚 部 癌 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る パ パ ニ コ
ロ ー 試 験 医 学 的 手 順 で あ る 。 擦 過 、 ブ ラ ッ シ ン グ ま た は 塗 抹 標 本 は 、 膣 ま た は 子 宮 頚 部 表
面 か ら 採 取 さ れ 、 ス ラ イ ド 上 に 調 装 さ れ 、 顕 微 鏡 検 査 お よ び 細 胞 学 的 分 析 の た め に 染 色 さ
れ る 。 そ れ ら が 正 常 、 疑 わ し い 、 ま た は 癌 性 で あ る か ど う か を 細 胞 の 出 現 に よ っ て 決 定 す
る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 組 織 学 と は 、 ほ と ん ど の 多 細 胞 の 植 物 お よ び 動 物 中 で 見 ら れ る 組 織 と 呼 ば れ る 分 化 し た
細 胞 の 群 に つ い て の 研 究 で あ る 。 組 織 学 的 調 査 は 、 組 織 の 死 お よ び 再 生 の 研 究 並 び に 損 傷
す る 組 織 ま た は 生 体 に 侵 入 す る 反 応 を 含 む 。 正 常 の 組 織 は 特 徴 的 な 外 観 を 有 す る の で 、 組
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織 学 的 調 査 は 、 病 的 な 組 織 を 同 定 す る の に よ く 利 用 さ れ る 。 免 疫 組 織 化 学 （ IHC） お よ び
イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (ISH)分 析 は 、 組 織 学 的 診 断 お よ び 組 織 形 態 の 研 究
に お い て 役 立 つ ツ ー ル で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 免 疫 組 織 化 学 （ IHC） お よ び イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (ISH)の 両 方 は 、 検 出
可 能 な 存 在 物 に 結 合 可 能 な 特 定 の 結 合 剤 を 使 用 し て 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 検 出 し
よ う と す る 。 免 疫 組 織 化 学 （ IHC） で は 、 特 定 の 結 合 剤 は 抗 体 を 含 み 、 該 検 出 可 能 な 存 在
物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は そ の 中 に 含 ん だ エ ピ ト ー プ を 含 む 。 イ ン サ イ チ
ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (ISH)で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 試 料 中 に 核 酸 （ DNAお よ び RN
Aを 含 む ） を 含 み 、 該 特 定 の 結 合 剤 は 、 核 酸 プ ロ ー ブ な ど の プ ロ ー ブ を 含 む 。 こ の よ う な
抗 体 お よ び プ ロ ー ブ の 増 加 す る 有 効 性 は 、 病 的 な お よ び 正 常 の 組 織 の 鑑 別 診 断 中 で 役 立 ち
得 る 。 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン お よ び 免 疫 化 学 の 方 法 は 、 Harlowお よ び Lane
(Antibodies: A Laboratory Manual)中 に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 IHCお よ び ISH技 術 は 、 疾 患 状 態 の あ る 形 態 学 的 指 示 薬 の 選 択 的 染 色 に よ っ て 目 立 た せ る
た め に ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 、 ま た は 他 の 平 面 支 持 体 上 に 載 せ た 組 織 切 片 上 で 行 わ れ る 、 一 連
の 処 置 工 程 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 か く し て 、 例 え ば IHCで は 、 試 料 を 個 体 か ら 採 取 し て 、 固 定 し 、 重 要 な 抗 原 に 対 す る 抗
体 に 曝 露 す る 。 さ ら な る 進 行 工 程 （ 例 え ば 、 抗 原 回 復 、 二 次 抗 体 （ 通 常 、 適 し た 酵 素 に 結
合 し た ） へ の 曝 露 、 洗 浄 、 お よ び 発 色 酵 素 基 質 ま で 等 ） は 、 抗 原 結 合 の パ タ ー ン を 明 ら か
に す る の に 必 要 で あ り 得 る 。 一 般 的 に 、 組 織 学 的 物 質 の ２ つ の カ テ ゴ リ ー ： （ a） 一 般 的
に ア ル デ ヒ ド ベ ー ス 固 定 剤 に 固 定 さ れ な い 、 新 鮮 な 組 織 お よ び /ま た は 細 胞 を 含 む 調 装 、
お よ び （ b） 固 定 お よ び 、 包 埋 さ れ た 組 織 標 本 、 し ば し ば ア ー カ イ ブ 物 質 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ISHで は 、 試 料 を 、 個 体 か ら 採 取 し 、 固 定 し 、 重 要 な 核 酸 に 対 す る プ ロ ー ブ に 曝 露 す る
。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 典 型 的 に は 、 検 出 可 能 な 核 酸 （ DNAお よ び RNAな ど ） を 含 み 、 メ ッ
セ ン ジ ャ ー RNAお よ び siRNA(ス モ ー ル 干 渉 RNAま た は シ ョ ー ト 干 渉 RNA)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 し 、 そ れ ゆ え 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は
生 体 の 状 態 （ 疾 患 状 態 な ど ） を 検 出 す る の に 使 用 さ れ 得 る 。 核 酸 で あ る 検 出 可 能 な 存 在 物
は 、 典 型 的 に は 変 性 さ れ 、 結 合 部 位 を 曝 露 す る 。 プ ロ ー ブ は 、 典 型 的 に は 、 DNAも し く は R
NAな ど の 二 本 ま た は 一 本 の 鎖 の 核 酸 で あ り 、 ３ １ P、 ３ ３ Pま た は ３ ２ Sな ど の 放 射 性 標 識
を 使 用 し て 標 識 さ れ 、 ま た は 公 知 で あ る 数 多 く の ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン 等 の 標 識 も し く は 公 知 で
あ る 数 多 く の も の で あ る 蛍 光 標 識 を 使 用 し て 、 非 放 射 性 的 に 標 識 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 組 織 標 本 を 固 定 お よ び 包 埋 す る 数 多 く の 方 法 と し て 、 例 え ば 、 ア ル コ ー ル 固 定 が 知 ら れ
る 。 し か し な が ら 、 も っ と も 広 く 使 用 さ れ る 固 定 /包 埋 技 術 は 、 ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び 二
次 的 パ ラ フ ィ ン 包 埋 （ FFPE） を 使 用 す る 。 「 典 型 的 」 FFPE IHC染 色 手 順 は 、 組 織 の 切 断 お
よ び 切 り 取 り 、 固 定 、 脱 水 、 パ ラ フ ィ ン 湿 潤 、 薄 切 片 へ の 切 断 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 へ の 載
物 、 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 、 酵 素 発 色 基 質 の 適 用 、 洗 浄 、 対 比
染 色 、 カ バ ー ス リ ッ ピ ン グ 、 お よ び 顕 微 鏡 検 査 の 工 程 を 含 み 得 る 。 類 似 し た 工 程 は ISH中
で 起 こ る 。 次 い で 、 関 連 抗 原 の 量 ま た は 他 の 検 出 可 能 な 存 在 物 （ こ の よ う な 技 術 で 検 出 さ
れ た 核 酸 な ど の ） の 量 は 、 そ れ が 一 定 の 予 め 決 定 し た 最 小 閾 値 よ り 大 き い か ど う か を 決 定
す る た め に 評 価 さ れ 、 そ れ ゆ え 、 診 断 上 関 連 が あ る 。 次 い で 、 適 切 な 処 置 は 、 必 要 で あ れ
ば 、 個 体 に 対 し て 計 画 さ れ う る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 診 断 に 対 す る 免 疫 組 織 化 学 的 の 例 は 、 図 １ に 示 さ れ 、 こ こ で 組 織 は 乳 癌 抗 原 HER2に 対 し
て 染 色 さ れ る 。 抗 原 を 発 現 し な い 組 織 は 、 抗 － HER2抗 体 （ 図 １ A） に よ っ て 実 質 的 に 染 色
さ れ ず 、 一 方 タ ン パ ク 質 を 発 現 す る も の は 、 抗 － HER2抗 体 （ 図 １ D） に よ り 実 質 的 な 程 度
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ま で 染 色 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 し か し な が ら 、 こ の よ う な IHCお よ び ISH技 術 中 に お け る 大 き な 問 題 は 、 検 査 さ れ て い る
組 織 中 の 細 胞 が 、 抗 原 ま た は 診 断 上 著 し い レ ベ ル の 核 酸 な ど の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 す
る か し な い か （ す な わ ち 、 細 胞 が 、 抗 原 の 発 現 に 対 し て 「 陽 性 」 で あ る か 「 陰 性 」 で あ る
か ） に つ い て 、 正 確 な 判 断 を 行 う 必 要 性 か ら 起 こ る 。 実 験 室 技 術 の 標 準 化 の 一 般 的 な 欠 落
が あ り 、 結 果 の 主 観 的 判 断 に 対 す る 要 求 を も た ら す 。 い く ら 小 さ な 手 順 の 違 い で さ え も 最
終 染 色 結 果 に 影 響 し 得 、 同 じ 細 胞 母 集 団 の 染 色 の 最 終 解 釈 は 、 実 験 室 か ら 実 験 室 ま で 、 正
確 に 同 じ で な く と も よ い 。 内 部 対 照 （ 陽 性 も し く は 陰 性 対 照 、 ま た は 両 方 を 含 む ） が 手 順
に 含 ま れ る 時 で さ え 、 異 な る 作 業 者 の 間 で の 処 置 前 の 変 化 お よ び 染 色 プ ロ ト コ ル が 、 内 部
対 照 中 の 変 化 を 引 き 起 こ す 。 誤 り の 他 の 分 析 的 原 因 は 、 試 薬 の 質 お よ び 量 、 抗 原 回 復 の 効
率 性 な ら び に 器 具 使 用 の 差 異 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 こ れ ら の 問 題 は 、 新 し い 、 代 替 的 な 、 予 後 の 要 因 の 評 価 を 妨 げ 、 予 後 の 評 価 に 関 す る 予
後 の 要 因 の ほ と ん ど に 対 す る 矛 盾 し た 結 果 と な る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 類 別 お よ び 標 準 化 に 対 す る 必 要 性 が 、 多 く の 方 法 に お け る 先 行 技 術 中 で 扱 わ れ る 。 例 え
ば 、 診 断 キ ッ ト は 、 染 色 の 様 々 な レ ベ ル で の 細 胞 の 異 な る セ ッ ト の 顕 微 鏡 写 真 を 含 み 得 る
。 該 キ ッ ト は 、 細 胞 の 特 定 の セ ッ ト が カ ッ ト オ フ ま た は 閾 値 を 表 し 、 そ の 染 色 と 一 致 又 は
超 え て い る 細 胞 が 「 陽 性 」 で あ り 、 よ り 少 な い 染 色 を 有 す る そ れ ら の 細 胞 が 「 陰 性 」 で あ
る と い う 指 標 を 含 む 。 よ り 精 巧 な キ ッ ト は 組 織 ま た は 細 胞 の 実 際 の 試 料 を 含 み 得 、 こ れ は
す で に 対 照 ス ラ イ ド 上 で 、 染 色 さ れ る 。 例 え ば 、 キ ッ ト は 、 乳 房 特 異 的 タ ン パ ク 質 発 現 の
異 な る レ ベ ル を 表 す FFPE乳 癌 細 胞 株 の 切 片 を 有 す る 、 い く つ か の 参 照 ス ラ イ ド を 含 み 得 る
。 HER2抗 原 に つ い て の こ の よ う な 類 別 シ ス テ ム の 例 を 、 図 １ 中 に 示 し 、 こ こ で 、 ０ ま た は
１ ＋ の 参 照 染 色 レ ベ ル は 陰 性 と み な さ れ （ そ れ ぞ れ 図 １ Aと １ B） 、 一 方 、 ２ ＋ ま た は ３ ＋
の 参 照 染 色 レ ベ ル は 、 抗 原 に 対 し て 陽 性 と み な さ れ る （ そ れ ぞ れ 図 １ Cと １ D） 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 染 色 の パ タ ー ン ま た は 分 布 に 関 す る 記 述 を 、 分 析 を 助 け る た め に 含 み 得 る 。 例 え ば 、 ス
コ ア ０ (陰 性 )： 染 色 が 観 察 さ れ な い 、 ま た は 膜 染 色 が 腫 瘍 細 胞 の 10％ 未 満 で 観 察 さ れ る 。
ス コ ア １ +(陰 性 )： か す か な 、 ま た は か ろ う じ て 認 知 で き る 膜 染 色 が 、 腫 瘍 細 胞 の 10％ よ
り 大 き い 値 で 検 出 さ れ る 。 該 細 胞 が 膜 の 一 部 で 唯 一 染 色 さ れ る 。 ス コ ア ２ ＋ (弱 陽 性 )： 弱
く か ら 穏 や か な 完 全 膜 染 色 が 、 腫 瘍 細 胞 の 10％ よ り 大 き い 値 で 観 察 さ れ る 。 ス コ ア ３ ＋ (
強 陽 性 )： 強 い 完 全 膜 染 色 が 、 腫 瘍 細 胞 の 10％ よ り 大 き い 値 で 観 察 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 し か し な が ら 、 こ の よ う な キ ッ ト で 、 染 色 の 参 照 レ ベ ル を 確 立 す る の は 可 能 で あ る が 、
試 料 自 身 の 染 色 の 一 貫 し た 品 質 を 確 立 す る こ と に お い て か な り の 困 難 が 存 在 す る 。 こ れ は
、 種 々 の 要 因 の 多 様 性 か ら 起 こ り 、 不 均 質 な 組 織 物 質 、 手 順 の 困 難 で 複 雑 な 性 質 、 試 薬 品
質 の 変 異 性 （ 抗 体 /プ ロ ー ブ の 親 和 性 お よ び 特 異 性 を 含 む ） 、 並 び に 担 当 者 に よ り 実 行 さ
れ る 解 釈 の 主 観 的 な 性 質 を 含 む 。 さ ら に 、 試 料 染 色 に お け る 変 異 の 他 の 原 因 は 、 組 織 試 料
を 収 集 し 、 処 理 し 、 保 存 す る も と で の 状 態 、 エ ピ ト ー プ 回 復 手 順 に お け る 多 変 異 、 お よ び
酵 素 触 媒 の 発 色 沈 殿 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 こ れ ら の 問 題 を 解 決 す る 試 み と し て 、 診 断 用 キ ッ ト で の 関 連 の あ る 抗 原 （ ま た は 核 酸 ）
の 発 現 の 異 な る レ ベ ル を 有 す る 無 染 色 の 組 織 ま た は 細 胞 の 参 照 セ ッ ト を 含 む こ と が 先 行 技
術 中 で 知 ら れ て い る 。 参 照 を 構 成 す る 細 胞 は 、 公 知 の 疾 患 お よ び 非 疾 患 の 個 体 、 ま た は 抗
原 も し く は 普 通 の レ ベ ル よ り 高 い が 、 臨 床 上 疾 患 で は な い 関 連 す る 検 出 可 能 な 核 酸 を 発 現
す る 個 体 か ら の 生 検 試 料 （ す な わ ち 組 織 試 料 ） を 含 み 得 る 。 さ ら に 、 組 織 培 養 細 胞 （ 様 々
な レ ベ ル で 抗 原 ま た は 検 出 可 能 な 核 酸 を 発 現 さ せ る こ と を 可 能 に す る 発 現 ベ ク タ ー に よ っ
て 移 入 さ せ 得 る ） は ま た 、 参 照 標 準 と し て 使 用 さ せ 得 る 。 該 参 照 セ ッ ト は 、 ホ ル マ リ ン 固
定 さ れ お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 細 胞 を 有 す る ス ラ イ ド 、 を 含 む が 、 一 方 無 染 色 で あ る 場 合 、
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こ れ は パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 さ れ る 。 次 い で 、 ス ラ イ ド を 試 料 と 平 行 し て 処 理 し て 、 抗 原 （
ま た は 検 出 可 能 な 核 酸 ） 染 色 の レ ベ ル お よ び パ タ ー ン を 明 ら か に す る 。 最 終 的 に 、 試 料 は
、 タ ン パ ク 質 ま た は 核 酸 発 現 レ ベ ル が 診 断 上 重 要 で あ る か ど う か を 決 定 す る た め に 、 参 照
セ ッ ト と 比 較 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 細 胞 化 学 で 、 参 照 細 胞 と し て 一 般 的 に 使 用 さ れ た 細 胞 株 の 例 は 、 HER2陽 性 細 胞 株 SK-BR-
3、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 、 ER、 陽 性 お よ び プ ロ ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 、 PR、 陰 性 お よ び P53陽 性
HCC70細 胞 株 、 PR陽 性 お よ び ER陰 性 HCC2218細 胞 株 、 表 皮 成 長 因 子 受 容 体 、 （ EGFR） 陽 性 NC
I-H23細 胞 株 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 （ PSA） お よ び ア ン ド ロ ゲ ン 受 容 体 陽 性 MDA PCA 2b細 胞 株
、 並 び に サ イ ト ケ ラ チ ン 19お よ び P53陽 性 、 HCC38細 胞 株 を 含 む 。 多 く の ヒ ト お よ び 非 ヒ ト
細 胞 株 は 、 様 々 な 生 体 か ら 得 ら れ う る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 し か し な が ら 、 様 々 な 類 別 レ ベ ル で 抗 原 お よ び 検 出 可 能 な 核 酸 を 発 現 す る 組 織 お よ び 細
胞 を 特 異 的 に 同 定 し 、 使 用 す る た め に そ れ ら を 得 る 必 要 が あ る と い う 点 で 、 こ の よ う な 参
照 標 準 に は 問 題 が 存 在 す る 。 組 織 培 養 細 胞 を 使 用 す る 場 合 、 初 め に 、 問 題 の 遺 伝 子 を ク ロ
ー ン 化 し 、 次 い で 適 切 な 発 現 ベ ク タ ー 設 計 し 、 構 築 す る 必 要 が あ る 。 次 い で 、 こ れ ら の ベ
ク タ ー を 細 胞 に 移 入 さ せ る 必 要 が あ り 、 遺 伝 子 の 発 現 が 正 常 な レ ベ ル に 調 節 さ れ る 細 胞 の
発 現 中 に 移 入 す る こ と が 必 要 と な る 。 継 続 的 に お よ び 多 く の 実 験 室 で 細 胞 株 が 成 長 す る に
つ れ 、 タ ン パ ク 質 発 現 の レ ベ ル が 経 時 的 に 変 化 し 得 、 実 験 室 か ら 実 験 室 で 、 同 じ タ ン パ ク
質 ま た は mRNAの 発 現 を 有 さ な く て も よ い 。 ト ラ ン ジ エ ン ト （ transient） お よ び い わ ゆ る
安 定 な 移 入 さ れ た 細 胞 株 の 両 者 は 、 成 長 の 間 不 安 定 で 、 標 的 の 発 現 変 化 お よ び 、 結 果 と し
て 染 色 レ ベ ル お よ び パ タ ー ン の 変 化 を 生 じ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 更 に 、 診 断 キ ッ ト に 対 し て 、 潜 在 的 に 有 害 な 生 物 学 的 物 質 を 含 む 要 件 に つ い て の 議 論 が
あ る 。 規 制 お よ び 倫 理 的 問 題 は 、 ヒ ト 起 始 の 物 質 の 使 用 に 関 連 し 、 こ の よ う な ヒ ト 物 質 は
１ つ の 供 給 源 か ら 大 量 に 得 る こ と は 容 易 で は な く 、 貯 蔵 さ れ る 必 要 が あ り 得 、 さ ら な る 変
異 性 を 導 く 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 公 知 の 他 の 技 術 は 、 ス ラ イ ド グ ラ ス に 付 着 す る ポ リ マ ー ゲ ル か ら 成 る 参 照 ド ッ ト の 使 用
を 含 む 。 ポ リ マ ー 物 質 は 、 染 色 す べ き 、 関 連 エ ピ ト ー プ を 含 む 。 WO 00/62064お よ び Sompu
ramら .Clin.Chem.,48(3),p.410,2002中 に 記 載 さ れ た 品 質 制 御 デ バ イ ス は 、 代 理 分 析 標 的
を 使 用 し 、 抗 体 が 結 び つ く エ ピ ト ー プ の 3D構 造 と 似 た 合 成 ペ プ チ ド を 含 み 、 こ れ を ス ラ イ
ド グ ラ ス の 表 面 箇 所 に 適 用 し 結 合 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 校 正 す る 使 用 の た め の 人 工 物 質 で あ る ポ リ ス チ レ ン か ら 成 る ビ
ー ズ に 色 素 を 結 合 す る こ と が 知 ら れ る 。 支 持 媒 体 （ パ ラ フ ィ ン ま た は 固 体 も し く は 半 固 体
物 ） に よ っ て 支 持 さ れ る 、 か か る ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ 開 示 は 、 し か し な が ら 存 在 し な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 妊 娠 試 験 で 使 用 す る た め に 、 妊 娠 指 標 ホ ル モ ン に 対 す る 抗 体 を ヒ ツ ジ 細 胞 に 結 合 さ せ る
こ と も ま た 、 知 ら れ て い る 。 試 験 被 検 体 か ら の 尿 の 試 料 を ヒ ツ ジ 細 胞 に 加 え 、 細 胞 の 凝 集
を 、 視 覚 的 に 観 察 す る 。 ヒ ツ ジ 細 胞 の 凝 集 は 、 試 料 中 の 妊 娠 指 標 ホ ル モ ン の 存 在 、 そ れ ゆ
え に 個 体 の 妊 娠 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 EP0345953(Shandon Scientific Limited)は 、 免 疫 染 色 技 術 の 標 準 化 （ standadisation
） を 促 進 す る た め に 試 験 物 質 の 使 用 を 記 載 す る 。 試 験 物 質 は 、 重 要 な 抗 原 を 吸 収 さ せ 、 固
定 さ れ る 吸 収 ゲ ル の ペ レ ッ ト を 含 む 。 該 ペ レ ッ ト は 、 直 径 1.5ま た は 2.5mmの ウ ェ ル カ ッ タ
ー (well cuter)を 使 用 し て 、 凝 固 し た 寒 天 ゲ ル か ら 切 り 取 ら れ 、 ゲ ル の 塊 中 と し て 個 々 の
ウ ェ ル 中 に 据 え 付 け る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 WO91/05263(Battifora)は 、 媒 体 の 切 片 ま た は ス ラ イ ド で あ る 対 照 に つ い て 記 載 し 、 そ
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の 中 で 、 標 的 分 子 の 規 定 量 を 発 現 す る 細 胞 を 包 埋 す る 。 該 細 胞 は 組 織 培 養 細 胞 （ 例 え ば 、
乳 癌 細 胞 株 ま た は 移 入 さ れ た 細 胞 ） を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
概 要
　 本 発 明 者 は 一 般 的 に 、 本 発 明 に 従 っ て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に つ い て の 参 照 標 準 を 提 供 す
る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 好 ま し く は 試 料 中 で 立 証 す る こ と が 望 ま し い 存 在 ま た は 量 の 実 体
で あ る 参 照 標 準 は 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 、 公 知 の 、 ま た は 予 め 決 定 前 の 量 を
含 み 、 こ れ は 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 明 ら か に な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 有 す る 疑 い の あ る 試 料 ま た は そ の
中 で の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 未 知 で あ る 試 料 に 対 す る 比 較 使 用 に は 適 切 で あ る 。 試 料 に
対 す る 参 照 標 準 の 比 較 は 、 か く し て 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 ま た は 存 在 を 測 定 す
る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 参 照 標 準 は 、 そ れ ゆ え 、 比 較 で 使 用 す る た め の 、 検 出 可 能 な 存 在
物 の 参 照 量 、 参 照 濃 度 、 参 照 シ グ ナ ル な ど を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 の １ つ の 態 様 で は 、 参 照 標 準 は 、 生 物 学 的 、 好 ま し く は 細 胞 の コ ン パ ク ト 粒 子 で
あ る コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 。 本 発 明 者 は 、 そ れ ゆ え 本 発 明 の 第 １ 局 面 に 従 っ て 、 検 出 可 能
な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 、 支 持 媒 体 、 好 ま し く は 包 埋 媒 体 を 含 む 参 照 標 準 、 そ こ へ 結 合
さ れ 、 お よ び 媒 体 に よ っ て 支 持 さ れ る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 と 共 に コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す
る コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 し 、 そ の 中 で 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 細 胞 の コ ン パ ク ト 粒 子 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 試 料 中 で 、 ヒ ツ ジ 細 胞 が 妊 娠 指 標 ホ ル モ ン と 反 応 す る と い う 点 で 、 こ の 態 様 は 上 記 の ヒ
ツ ジ 細 胞 と 区 別 さ れ 、 そ れ に よ っ て 、 YES/NO結 果 を 提 供 す る こ と に よ っ て そ の 存 在 を 示 す
。 対 照 的 に 、 本 発 明 者 の 参 照 標 準 は 、 そ れ 自 体 が 検 出 の た め に 使 用 さ れ な い が 、 ど の ア ッ
セ イ が 判 断 さ れ る べ き か に 対 す る 受 動 的 標 準 ま た は 対 照 を 提 供 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 者 の
参 照 標 準 の 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 生 物 学 的 、 好 ま し く は 細 胞 、 由 来 の コ ン パ ク ト 粒 子 に 付
着 、 好 ま し く は 化 学 的 に 結 合 さ せ る 。 対 照 的 に 、 先 行 技 術 に お け る 、 検 出 さ れ る べ き 存 在
物 （ す な わ ち 妊 娠 指 標 ホ ル モ ン ） は 試 料 中 に あ り 、 ヒ ツ ジ 細 胞 へ は 付 着 ま た は 結 合 さ れ な
い 。 該 ヒ ツ ジ 細 胞 は 、 そ れ ゆ え 参 照 標 準 を 提 供 す る 機 能 を 果 た さ な い し 、 か つ 果 た し 得 な
い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 第 ２ の 態 様 で は 、 参 照 標 準 は 、 支 持 媒 体 に よ り 支 持 さ れ る コ ン パ ク ト 粒 子 を 含
む 。 本 発 明 者 は 、 そ れ ゆ え 、 本 発 明 の 第 ２ 局 面 に 従 っ て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照
標 準 、 支 持 媒 体 好 ま し く は 包 埋 媒 体 を 含 む 参 照 標 準 、 結 合 さ れ お よ び 媒 体 に よ っ て 支 持 さ
れ る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 と 共 に コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 し 、 そ の
中 で 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 細 胞 様 寸 法 を 有 す る 非 細 胞 コ ン パ ク ト 粒 子 、 好 ま し く は コ ン パ
ク ト 粒 子 が 1500マ イ ク ロ メ ー ト ル よ り 小 さ い 最 大 寸 法 を 有 す る よ う に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 用 語 「 細 胞 様 寸 法 」 は 、 本 文 章 で 後 に 、 詳 細 に 説 明 す る が 、 1nmか ら 1500マ イ ク ロ メ ー
ト ル 未 満 、 好 ま し く は 100μ ｍ 付 近 の 範 囲 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 量 は 、 参 照 標 準 の 断 面 図 中 の 規 定 領 域 に 存
在 す る 。 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 支 持 媒 体 中 で 、 コ ン パ ク ト 形 状 、 好 ま し く は
、 拡 張 の な い ま た は 非 伸 長 の 形 状 を 採 る 。 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 最 も 長 い 寸 法
と 最 も 短 い 寸 法 の 比 が 、 5:1よ り 小 さ い 、 好 ま し く は 2:1よ り 小 さ い よ う に 存 在 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 粒 状 、 均 一 ま た は 規 則 的 な 形 状 を 含 む 。 該 コ ン
パ ク ト 形 状 は 、 球 形 状 、 卵 形 状 、 楕 円 形 状 、 円 板 状 、 細 胞 形 状 、 ピ ル 形 状 、 ま た は カ プ セ
ル 形 状 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
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　 よ り 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 細 胞 な ど の コ ン パ ク ト 粒 子 が 自 然 に 発 現 し な い
も の で あ る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 非 相 同 で あ る 。
検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 化 学 的 に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 好 ま し く は 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 細 胞 を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 細 胞 は 、 検 出 可 能 な 存 在
物 を 発 現 し な い 。 該 細 胞 は 、 ウ イ ル ス 、 微 生 物 、 細 菌 、 酵 母 菌 、 真 核 生 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞
、 動 物 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 ば れ 得 る 。 該
細 胞 は 、 好 ま し く は 昆 虫 細 胞 、 好 ま し く は SF9細 胞 、 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 、 好 ま し く は チ
ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 あ る い は ま た は 更 に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 細 胞 小 器 官 を 含 み 得 る 。 該 小 器 官 は 、 ミ ト コ
ン ド リ ア 、 プ ラ ス チ ド 、 葉 緑 体 、 ま た は 細 胞 核 を 含 み 得 る 。 該 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま
し く は 実 質 的 に 細 胞 物 質 を 含 ま な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 あ る い は ま た は 更 に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 ミ ク ロ ビ ー ズ ま た は ミ セ ル を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 1500μ ｍ 未 満 、 好 ま し く は 1000μ ｍ 未 満
、 500μ ｍ 未 満 、 250μ ｍ 未 満 、 100μ ｍ 未 満 、 好 ま し く は 50μ ｍ 未 満 、 よ り 好 ま し く は 20
μ ｍ 未 満 、 最 も 好 ま し く は 10μ ｍ 未 満 の 寸 法 を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 規 定 領 域 は 、 参 照 標 準 の 少 な く と も １ つ の 他 の 断 面 図 中 に 存 在 し 得 、 好 ま し く は 、 類 似
量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。 該 支 持 媒 体 は 、 包 埋 媒 体 を 含 み 得 、 そ の 中 で 、 検 出 可 能 な
存 在 物 を 包 埋 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 診 断 に よ っ て 関 連 す る 標 的 を 含 む 。 検 出 可 能
な 存 在 物 は 、 抗 原 、 エ ピ ト ー プ 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 上 記 の い
ず れ か の ２ つ 以 上 も し く は 複 数 、 ま た は 上 記 の １ つ 以 上 の 組 み 合 わ せ を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま し く は 、 ハ プ テ ン 、 生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 、 抗 原 、 エ ピ ト ー
プ 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 核 酸 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 、 ヌ
ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 、 ナ ノ 粒 子 、 ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 ア ナ ロ グ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成
ア ナ ロ グ 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 修
飾 ア ミ ノ 酸 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 ス テ ロ イ ド 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 脂 質 、 炭 水 化 物 、
色 素 、 お よ び 上 記 の 混 合 物 、 融 合 物 、 組 み 合 わ せ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら な る 群 よ り 選
ば れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ハ プ テ ン 、 生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 、 抗 原 、 エ ピ ト ー
プ 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 抗 体 、 核 酸 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 、 ヌ
ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 さ れ た デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ヘ テ ロ ２ 本 鎖 、 ナ ノ 粒 子 、 ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 ア ナ ロ グ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
の 合 成 ア ナ ロ グ 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ
グ 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 ス テ ロ イ ド 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 脂 質 、 炭 水
化 物 、 色 素 、 診 断 に よ っ て 関 連 す る 標 的 か ら な る 群 よ り 選 ば れ 、 好 ま し く は 、 抗 原 、 エ ピ
ト ー プ 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 上 記 の い ず れ か の ２ つ 以 上 も し く
は 複 数 、 ま た は 上 記 の １ つ 以 上 の 混 合 物 、 融 合 物 、 組 み 合 わ せ も し く は コ ン ジ ュ ゲ ー ト か
ら 成 る 群 よ り 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 １ つ 以 上 の HER2、 エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー (E
R)、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ー (PR)、 p16、 Ki-67、 c-kit、 ラ ミ ニ ン 5ガ ン マ ２ 鎖 お よ び 上
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皮 成 長 因 子 受 容 体 （ EGFR） タ ン パ ク 質 、 こ の よ う な も の を コ ー ド す る 核 酸 、 お よ び 翻 訳 後
の 修 飾 形 態 、 好 ま し く は 、 こ の よ う な も の の リ ン 酸 化 形 態 の １ つ 以 上 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 お よ び /ま た は 質 は 、 結 合 剤 、 好 ま し く は 標 識 さ れ た 結 合 剤 に
よ っ て 明 ら か に さ れ 得 、 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 で き る
抗 体 、 DNAま た は RNAな ど の 核 酸 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 し て 特 異 的 に 結 合 で き
る 核 酸 、 タ ン パ ク 質 核 酸 (PNA)、 色 素 、 特 別 な 染 色 、 塩 化 金 、 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン （
Ｈ ＆ Ｅ ） 、 ゴ モ リ メ テ ナ ミ ン 銀 染 色 液 (GMS)、 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ (PAS)染 色 液 、 ト リ ク ロ ム
ブ ル ー 、 マ ソ ン ト リ ク ロ ム 、 プ ル シ ア ン ブ ル ー 、 ギ ム ザ 、 デ ィ フ － ク イ ッ ク 、 Reticulum
、 コ ン ゴ レ ッ ド 、 ア ル シ ア ン ブ ル ー 、 ス テ イ ナ ー (Stainer)、 AFB、 PAP、 グ ラ ム （ Gram）
、 ム チ カ ル ミ ン 、 Verhoeff-van Gieson、 Elastic、 石 炭 酸 (Carbol)フ ク シ ン 、 お よ び ゴ ル
ジ （ Golgi） の 染 色 液 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 細 胞 、 組 織 、 器 官 、 ま た は 生 体 内 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 は 、 疾 患 ま た は 状 態 を 示 す
大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て で あ る 。 規 定 領 域 は 、 参 照 エ リ ア を 含 み 得 、 該 参 照 エ リ ア は
、 予 め 決 定 し た 量 で 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。 参 照 エ リ ア 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 は
、 好 ま し く は 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 と 比 較 さ れ 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の
存 在 、 量 、 ま た は 濃 度 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 参 照 標 準 は 、 好 ま し く は 、 長 方 形 の 箱 の 形 状 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 第 ３ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 し て 、 参 照 標 準 を 提 供
し 、 (a)実 質 的 に 好 ま し い 長 方 形 の 箱 の 形 状 中 の 包 埋 媒 体 ； お よ び (b)そ こ へ 結 合 す る 検 出
可 能 な 存 在 物 の 量 を 有 す る 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 参 照 標 準 は 、 ２ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 得 、 そ れ ぞ れ は 、 そ こ へ 検 出 可 能 な 存 在
物 を 付 着 さ せ る 。 そ れ は 、 ２ つ 以 上 の 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 み 得 、 そ れ ぞ れ は 同 じ
ま た は 異 な る コ ン パ ク ト 粒 子 に 付 着 す る 。 そ れ は 、 そ れ ぞ れ の 上 に 異 な る 量 の 検 出 可 能 な
存 在 物 を 含 む ２ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 参 照 標 準 の 平 面 図 は 、 異 な る 密 度 で 検 出 可 能 な 存 在 物 を 表 す 複 数 の
区 域 を 含 む 。 参 照 標 準 の 平 面 図 は 、 診 断 に よ っ て 有 意 な 密 度 で 検 出 可 能 な 存 在 物 を 実 質 的
に 含 む 第 一 区 域 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 参 照 標 準 は 、 実 質 的 に 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ま な い コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 対 照 を 更 に 含
み 得 る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 包 埋 媒 体 は 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 氷 、 ワ ッ ク ス 、 パ ラ フ ィ ン 、 ア ク リ ル 樹 脂 、 メ タ
ク リ ル 樹 脂 、 エ ポ キ シ 、 エ ポ ン 、 ア ラ ル ダ イ ト (Araldite)、 ロ イ ク リ ル 、 K4Mお よ び LR Wh
iteお よ び Durcupanか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 本 発 明 の 第 ４ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 規 定 さ れ た 量 の 周 囲 の 媒 体 中 に 位 置 し た 検 出
可 能 な 存 在 物 の 量 と 共 に 周 囲 の 媒 体 を 含 む 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 を 提 供 し 、
そ の 中 で 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 周 囲 の 媒 体 に お い て コ ン パ ク ト 形 状 を 採 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の 第 ５ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 記 載 の 参 照 標 準 の 、 好 ま し く は 実 質 的 に 均 一 な
厚 み の 平 面 図 、 好 ま し く は 横 断 平 面 図 、 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 の 第 ６ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 支 持 体 、 好 ま し く は 顕 微 鏡 ス ラ イ ド な ど の ス
ラ イ ド を 提 供 し 、 そ の 上 に マ ウ ン ト し た 、 か か る 平 面 図 を 含 む 。
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【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 第 ７ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 結 合
剤 と 共 に 、 任 意 に 使 用 の 指 示 と 共 に 、 示 し た 参 照 標 準 を 含 む キ ッ ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 第 ８ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 記 載 の 参 照 標 準 、 キ ッ ト ま た は 平 面 図 を 提 供 し
、 そ の 中 で 参 照 標 準 は 、 好 ま し く は 抗 体 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ に よ っ て 染 色 さ れ た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 の 第 ９ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 生 物 学 的 試 料 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在
ま た は 量 を 検 出 す る た め の 診 断 用 キ ッ ト を 提 供 し 、 （ ａ ） 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 図 ま た は
ス ラ イ ド ； （ ｂ ） 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 結 合 剤 ； お よ び 任 意 に （ ｃ ） 使
用 の 指 示 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 第 １ ０ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 参 照 標 準 、 平 面 図 、 支 持 体 、 キ ッ ト ま た は
個 体 中 の 疾 患 ま た は 状 態 の 症 状 の 少 な く と も １ つ を 治 療 ま た は 緩 和 可 能 な 治 療 剤 と 共 に 記
載 の 診 断 用 キ ッ ト の 組 み 合 わ せ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 好 ま し く は 、 生 物 学 的 試 料 ま た は 要 素 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 ま た は 要 素 が 、 参 照 標
準 中 の も の と 類 似 ま た は 、 よ り 大 き い 場 合 、 該 個 体 は 、 該 疾 患 ま た は 状 態 を 被 る ま た は 疑
い の あ る も の を 診 断 さ れ る 。 好 ま し く は 、 結 合 剤 ま た は 治 療 剤 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対
す る 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 発 明 の 第 １ １ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在
ま た は 量 を 決 定 す る た め の 、 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 図 、 ま た は キ ッ ト の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 発 明 の 第 １ ２ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 参 照 標 準 と 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存
在 物 の 量 と を 比 較 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は （ ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 提 供 し 、 生 物 学 的 試
料 も し く は そ の 要 素 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 中 の 量 、 を 示 す 第 １ 信 号 を 得 る 工 程 ； （ ｂ ） 上
記 に 示 し た 参 照 標 準 、 平 面 図 、 支 持 体 、 キ ッ ト ま た は 診 断 用 キ ッ ト を 提 供 す る 工 程 ； （ ｃ
） 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 図 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 示 す 第 ２ の 参 照 信 号 を 得 る 工 程
、 お よ び （ ｄ ） 参 照 信 号 に 対 し て 、 （ ａ ） で 、 得 ら れ た 第 １ 信 号 を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 信 号 は 、 放 射 、 光 学 密 度 、 反 射 率 、 放 射 能 、 蛍 光 、 酵 素 活 性 か
ら な る 群 よ り 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 好 ま し く は 、 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 図 は 、 ス ラ イ ド ガ ラ ス 上 へ の マ ウ ン ト 、 ベ ー キ ン
グ 、 脱 パ ラ フ ィ ン 、 再 水 和 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 抗 体 へ の 曝 露 、 一 次 抗 体 へ の 曝 露
、 核 酸 プ ロ ー ブ へ の 曝 露 、 洗 浄 、 二 次 抗 体 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 曝 露 、 酵 素 基 質 へ の 曝
露 、 発 色 基 質 へ の 曝 露 、 お よ び 対 比 染 色 な ど の 生 物 学 的 試 料 と し て 、 好 ま し く は 実 質 的 に
す べ て の 、 同 様 な １ つ 以 上 の 工 程 ま た は 状 態 に 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 は 、 細 胞 、 組 織 、 ま た は 器 官 、 好 ま し く は 、 疾 患 も し く は 状 態 を 被 る 疑 い
が あ る 生 体 の 細 胞 、 組 織 、 ま た は 器 官 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 本 発 明 の 第 １ ３ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 個 体 中 の 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 の 方 法 を 提
供 し 、 該 方 法 は 、 （ ａ ） 個 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 工 程 ； お よ び （ ｂ ） 本 発 明 の 第 １ ２
局 面 に よ る 方 法 で は 、 参 照 標 準 と 生 物 学 的 試 料 ま た は そ の 要 素 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量
を 比 較 す る 工 程 を 含 む 。 好 ま し く は 、 生 物 的 試 料 ま た は 要 素 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 ま
た は 要 素 が 、 参 照 標 準 中 の も の と 類 似 ま た は よ り 大 き い 場 合 、 該 個 体 は 、 該 疾 患 ま た は 状
態 を 被 る ま た は 疑 い の あ る も の と し て 診 断 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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　 本 発 明 の 第 １ ４ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 個 体 中 の 疾 患 ま た は 状 態 の 治 療 方 法 を 提 供 し
、 該 方 法 は 、 本 発 明 の 第 １ ３ 局 面 に よ る 方 法 で 、 個 体 中 の 疾 患 ま た は 状 態 を 診 断 す る 、 お
よ び 治 療 的 薬 剤 を 個 体 に 投 与 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 好 ま し く は 、 治 療 剤 は 検 出 可 能 な 存 在 物 へ 結 合 で き る 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 の 第 １ ５ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 手 順 の 有 効 性 ま た は 成 功 を 評 価 す る 方 法 を
提 供 し 、 該 方 法 は 、 （ ａ ） 上 記 に 示 し た 参 照 標 準 を 提 供 し 、 そ の 中 で 、 手 順 の 結 果 と し て
、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 が 変 化 す る 工 程 ； （ ｂ ） 参 照 標 準 上 で 手 順 を 行 う 工
程 ； お よ び （ ｃ ） 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 で の 変 化 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 は 、 成 功 の 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、
検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 中 の そ の 変 化 を 検 出 し 、 手 順 が 成 功 で あ る こ と を 確 認
す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 は 、 不 成 功 の 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し
、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 中 の そ の 変 化 を 検 出 し 、 手 順 が 不 成 功 で あ る こ と を
確 認 す る 。 該 手 順 は 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 、 免 疫 組 織 化 学 手 順 、 脱
パ ラ フ ィ ン 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 因 性 ビ オ チ ン ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 因 性 酵 素 ブ ロ ッ
キ ン グ 、 洗 浄 工 程 、 一 次 抗 体 な ど の 視 覚 化 成 分 で の 培 養 、 二 次 視 覚 化 成 分 と の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 、 発 色 体 染 色 、 染 色 情 報 取 得 お よ び 分 析 か ら な る 群 よ り 選 ば れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 好 ま し く は 、 該 手 順 は 、 抗 原 回 復 手 順 で あ り 、 そ の 中 で 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能
な 特 性 は 、 １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を マ ス ク す る ま た は 曝 露 す る こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、
参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を マ ス ク す る た め に 修 飾 し 、 そ
の い く つ か ま た は 全 て を 、 成 功 で あ る 抗 原 回 復 手 順 中 で 曝 露 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 好 ま し く は 、 該 手 順 は 脱 パ ラ フ ィ ン 手 順 で あ り 、 そ の 中 で 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能
な 特 性 は 、 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 含 ん で 、 脱 パ ラ フ ィ ン 手 順 を
行 な う 。 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま し く は 脱 パ ラ フ ィ ン 媒 体 中 で 可 溶 で あ り
、 そ の 中 で 検 出 可 能 な 存 在 物 の 少 な く と も 一 部 、 好 ま し く は 全 て を 取 り 除 い て 、 成 功 の 脱
パ ラ フ ィ ン 手 順 を 行 な う 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 本 発 明 の 第 １ ６ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 抗 原 回 復 確 認 標 準 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 標 準 、
ブ ロ ッ キ ン グ 確 認 標 準 、 洗 浄 確 認 標 準 、 一 次 抗 体 確 認 標 準 、 二 次 抗 体 確 認 標 準 、 校 正 標 準
、 ま た は 診 断 標 準 と し て 記 載 の 参 照 標 準 の 使 用 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 第 １ ７ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 し て 参 照 標 準 を 作 製 す
る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 （ ａ ） 支 持 媒 体 、 好 ま し く は 包 埋 媒 体 を 提 供 す る 工 程 ； （ ｂ
） コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 す る 工 程 ； （ ｃ ） 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量
を コ ン パ ク ト 粒 子 に 付 着 す る 工 程 お よ び （ ｄ ） 媒 体 中 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 支 持 す る ま た は
包 埋 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 本 発 明 の 第 １ ８ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 を 作 製
す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 生 物 学 的 、 好 ま し く は 細 胞 由 来 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 し
、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 付 着 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 第 １ ９ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 を 作 製
す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 支 持 媒 体 中 に 、 コ ン パ ク ト 形 状 お よ び そ こ に 付 着 さ れ た 検
出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 支 持 す る こ と を 含 む 。
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【 ０ ０ ７ ６ 】
　 本 発 明 の 第 ２ ０ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 を 作 製
す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 （ ａ ） 包 埋 媒 体 を 提 供 す る 工 程 ； （ ｂ ） コ ン パ ク ト 粒 子 へ
の 付 着 に よ っ て 、 一 般 的 に コ ン パ ク ト 形 状 中 で 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 形 成 す る 工 程 ； お
よ び （ ｃ ） 包 埋 媒 体 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 包 埋 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 該 方 法 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 第 二 の コ ン パ ク ト 粒 子 に 、 第 二 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の
量 を 付 着 す る こ と を 、 更 に 含 み 得 る 。 そ れ は 、 該 ま た は そ れ ぞ れ の コ ン パ ク ト 粒 子 に 、 該
ま た は そ れ ぞ れ の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 第 二 の 異 な る 量 を 付 着 す る こ と を 、 更 に 含 み 得 る 。
該 支 持 媒 体 は 、 包 埋 媒 体 を 含 み 得 、 該 ま た は そ れ ぞ れ の コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 包 埋 媒 体 中 で
包 埋 す る こ と に よ っ て 、 支 持 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 該 ま た は そ れ ぞ れ の 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 そ の そ れ ぞ れ の コ ン パ ク ト 粒 子 に 、 共 有 的 に
結 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 発 明 の 第 ２ １ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 を 提 供
し 、 細 胞 に 付 着 さ れ る ま た は 支 持 媒 体 に よ り 支 持 さ れ る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 発 明 の 第 ２ ２ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 を 作 製
す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 細 胞 を 提 供 す る 、 該 細 胞 に 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 付 着 さ
せ る ま た は 共 有 結 合 さ せ る 、 お よ び 包 埋 媒 体 中 に 該 細 胞 を 包 埋 す る 工 程 を 含 む 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 該 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 。 好 ま し く は 、 該 細 胞 は 、 ウ イ
ル ス 、 細 菌 、 真 核 生 物 の 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 好 ま し く は SF9細 胞 、 動 物 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞
、 好 ま し く は チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 （ CHO） 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら
な る 群 よ り 選 ば れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 の 第 ２ ３ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 人 工 細 胞 ま た は コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ
ン パ ク ト 粒 子 に 付 着 す る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 人 工 細 胞 ま た は 小 器 官 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 本 発 明 の 第 ２ ４ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 す る 人 工 細 胞 ま た は
小 器 官 を 作 る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 す
る こ と 、 お よ び コ ン パ ク ト 粒 子 に 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 付 着 さ せ る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の 第 ２ ５ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 細 胞 ま た は そ の 要 素 に 結 合 す る 検 出 可 能 な
存 在 物 を 含 む 修 飾 細 胞 ま た は 小 器 官 を 提 供 し 、 こ れ は 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現
し な い 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 本 発 明 の 第 ２ ６ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 す る 修 飾 細 胞 ま た は
小 器 官 を 作 る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 、 細 胞 ま た は そ の
要 素 を 提 供 す る 、 お よ び 該 細 胞 ま た は 要 素 に 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 結 合 す る こ と を 含 む
。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 の 第 ２ ７ 局 面 に よ れ ば 、 本 発 明 者 は 、 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 細 胞 の 分
布 を 確 立 す る 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 細 胞 ま た は そ の 要 素
を 提 供 す る こ と 、 細 胞 ま た は 要 素 に 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 結 合 す る こ と 、 お よ び 支 持 媒
体 中 の 該 細 胞 ま た は 要 素 を 支 持 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 通 常 、 「 反 射 細 胞 (Reflector Cell)」 と 呼 ば れ う る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
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　 本 発 明 の 態 様 は 、 添 付 の 図 面 の 例 の 方 法 に よ っ て 、 参 照 に よ り 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 の 実 施 は 、 指 示 さ れ な い 限 り 、 化 学 、 分 子 生 物 学 、 微 生 物 学 、 組 換 え DNAお よ び
免 疫 学 の 一 般 的 な 技 術 を 使 用 し 、 こ れ は 当 業 者 の 能 力 の 範 囲 内 で あ る 。 こ の よ う な 技 術 は
、 文 献 中 で 説 明 さ れ る 。 例 え ば 、 J.Sambrook,E.F.Fritsch,お よ び T.Maniatis,1989,「 Mol
ecular Cloning:A Laboratory Manual」 ,第 ２ 版 ,Books 1-3,Cold Spring Harbor Laborat
ory Press; Ausubel, F. M.ら . (1995 お よ び  年 報 ; 「 Current Protocols in Molecular
 Biology」 , ch. 9,13, お よ び  16, John Wiley & Sons, New York, N. Y. ) ; B. Roe, 
J. Crabtree, お よ び  A. Kahn, 1996, 「 DNA Isolation and Sequencing : Essential Te
chniques」 , John Wiley & Sons; J. M. Polak お よ び  James O'D. McGee, 1990,「 In si
tu Hybridization : Principles and Practice」 ; Oxford University Press; M. J. Gai
t (Editor), 1984, 「 Oligonucleotide Synthesis : A Practical Approach」 , Irl Pres
s; D. M. J. Lilley お よ び  J. E. Dahlberg, 1992, 「 Methods of Enzymology : DNA St
ructure Part A. Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology」 , 
Academic Press; Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol NO. I b
y Edward Harlow, David Lane, Ed Harlow (1999, Cold Spring Harbor Laboratory Pres
s, ISBN 0-87969-544-7); Antibodies: A Laboratory Manual by Ed Harlow (Editor), D
avid Lane (Editor) (1988, Cold Spring Harbor Laboratory Press, ISBN 0-87969-314-
2), 1855. Handbook of Drug Screening, edited by Ramakrishna Seethala, Prabhavath
i B. Fernandes (2001, New York, NY, Marcel Dekker, ISBN 0-8247-0562-9); and Lab 
Ref : A Handbook of Recipes, Reagents, and Other Reference Tools for Use at the 
Bench, Edited Jane Roskams お よ び  Linda Rodgers, 2002, Cold Spring Harbor Labora
tory, ISBN 0-87969-630-3を 参 照 す る 。 こ れ ら の 一 般 的 な 文 の そ れ ぞ れ は 、 本 明 細 書 に 参
照 と し て 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
参 照 標 準
　 我 々 は 、 免 疫 組 織 化 学 （ IHC） ま た は イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (ISH)手 順 、
お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 手 順 、 な ら び に 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 を 使 用 お よ び 作 製
す る 方 法 を 含 む い ず れ の 染 色 手 順 で 試 料 を 標 準 化 し 、 類 別 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 新 規 の
参 照 標 準 に つ い て 記 載 す る 。 本 発 明 者 の 参 照 シ ス テ ム は 、 比 較 的 単 純 な 手 順 を 使 用 し て 製
造 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 少 な く と も 以 下 の 要 素 ： (i)関 連 す る 検 出 可 能 な 存 在 物
の 量 、 お よ び （ ii） コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 、 を 含 む 。 検 出 可 能 な 存 在 物
は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 す る 。 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 あ る 態 様 中 で 生 物 学 的 、 好 ま し く
は 細 胞 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 得 る 。 他 の 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 非 生 物 学 的 、 好
ま し く は 非 細 胞 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 。 該 参 照 標 準 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 支 持 す る 支 持
媒 体 を 更 に 含 み 、 好 ま し く は 、 ブ ロ ッ ク の 形 状 で 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 自 然 に お け る 、 構 造 、 組 織 、 ま た は 細 胞 で あ る 。
そ れ ら は 、 一 般 的 に は ウ イ ル ス 、 細 胞 、 組 織 、 小 器 官 な ど の 一 般 的 存 在 物 で あ る 。 そ れ ら
は 、 一 般 的 に は 、 生 物 学 的 物 質 か ら 直 接 得 ら れ 、 こ の よ う な 状 態 で 使 用 さ れ 得 る 。 し か し
な が ら 、 い く つ か の 制 限 さ れ た 過 程 が 起 こ り 得 る 。 典 型 的 に 、 他 の 同 様 な 存 在 物 か ら の 単
離 （ 例 え ば 、 他 の 細 胞 か ら 重 要 な 細 胞 を 分 離 す る こ と ） 、 洗 浄 、 浸 透 性 の 向 上 な ど の 単 純
な 工 程 に 限 定 さ れ る 。 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 重 要 な ま た は 実 質 的 な 純 化 ま た は 精 製
を 経 な か っ た 。 生 物 学 的 物 質 は 、 起 始 物 質 の 、 い く つ か の 、 ま た は 更 な る 特 徴 、 一 般 的 に
は 実 質 的 に 全 て の 特 徴 （ 大 き さ 、 形 状 、 色 、 組 成 物 な ど ） を 有 す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、
生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 起 始 物 質 の 、 少 な く と も 構 造 、 好 ま し く は 細 胞 骨 格 の 構 造 を
保 持 す る 。 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 参 照 標 準 と し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 使 用 す
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る な ど の 、 好 ま し い 態 様 で あ り 、 こ こ で 分 析 は 光 を 散 乱 さ せ る 能 力 に 依 存 し 、 合 成 物 質 を
使 用 す る 真 正 な 細 胞 の 特 徴 の 分 散 を 模 倣 す る こ と は 困 難 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 そ れ ら の 成 分 が 、 互 い に 分 離 さ れ る と い う 任 意 の 実 質 的 な
程 度 に ま で 、 純 化 さ れ な い 。 こ の よ う に 、 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 寒 天 、 ア ガ ロ ー ス
な ど の 生 物 学 的 物 質 の 部 分 を 一 度 形 成 し 得 る 、 純 化 さ れ た 成 分 を 特 に 含 ま な い 。 生 物 学 的
コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 そ れ ゆ え 組 成 物 中 で 一 般 的 に 複 雑 で 、 組 成 物 中 で 異 種 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 一 方 で 、 自 然 中 で 分 子 で あ る 。 そ れ ら は 、 一 般 的 に 、 分
子 、 ま た は 化 合 物 な ど の 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 な 存 在 物 で あ り 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 な ど
の 複 雑 な 分 子 お よ び 巨 大 分 子 を 含 む 。 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 の 例 は 、 ミ ク ロ ビ ー ズ 、
寒 天 塊 、 シ リ カ 粒 子 な ど を 含 む 。 そ れ ら は 、 一 般 的 に 組 成 物 中 で 同 種 で あ り 、 た い て い 純
粋 で あ り ま た は 他 の 化 学 的 も し く は 生 化 学 的 存 在 物 か ら 単 離 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 安 く 、 作 製 お よ び 扱 い や す い 。 そ れ ら は 生 物 学 的 物 質 よ
り も 、 よ り 少 な い リ ス ク を 作 業 者 に も た ら し 得 る 。 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 が 好 ま し い
態 様 は 、 手 順 的 確 認 標 準 と し て の 使 用 を 含 み 、 こ こ で 細 胞 特 徴 の 模 倣 は 、 い わ ば フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー よ り も 重 要 で は な い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 い く つ か の 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 細 胞 様 寸 法 を 有 し 、 そ れ に よ っ て 、 本 発 明 者 は
、 コ ン パ ク ト 粒 子 が 少 な く と も い く つ か の 局 面 で 、 細 胞 の １ つ 以 上 の 特 徴 に お い て 有 す る
こ と を 意 味 す る 。 こ の よ う な 特 徴 は 、 好 ま し く は 細 胞 の 外 面 的 な 特 徴 、 好 ま し く は 寸 法 （
大 き さ 、 形 状 、 ジ オ メ ト リ ー な ど ） と 一 致 す る 。 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 該 寸 法 は 、 長
さ 、 高 さ 、 幅 、 半 径 な ど を 含 む 。 好 ま し く は 、 該 寸 法 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の い ず れ か ２ 点
間 で の 最 大 距 離 で あ る 。 従 っ て 、 好 ま し い 態 様 で は 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 典 型 的 な 細 胞
の も の と 一 致 す る 最 大 寸 法 を 有 す る 。 特 に 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 好 ま し く は 細 胞 ま た は
組 織 の 寸 法 の 特 徴 を 有 し 、 す な わ ち 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 該 細 胞 ま た は 組 織 へ の 、 大 き
さ で 比 較 で き る 。 好 ま し い 特 定 の 寸 法 を 、 以 下 で 示 す 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 中 の 細 胞 様 寸 法 の 存 在 は 、 そ れ を 少 な く と も い く つ か の 点
で 、 該 細 胞 を 模 倣 す る こ と を 可 能 に す る の で 、 細 胞 ま た は 組 織 の 隣 で 調 べ ら れ る と き 、 こ
う い う 場 合 は お そ ら く 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 そ の 細 胞 ま た は 組 織 と 似 て い る こ と が 明 ら か
に な る 。 該 類 似 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 不 在 を 包 含 ま た は 含 ま な い が 、 拡 大 す
る 。 そ う で あ る こ と に よ っ て コ ン パ ク ト 粒 子 お よ び 細 胞 ま た は 組 織 の 間 の 比 較 は 、 観 察 者
が 、 該 ２ つ の 間 の 最 小 の 違 い を 決 定 す る こ と を 可 能 に し 、 こ の 違 い は 細 胞 中 も し く は 組 織
中 ま た は 細 胞 上 も し く は 組 織 上 で 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 不 在 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 付 着 し 、 好 ま し く は コ ン パ ク ト 形 状 に 化 学 的 に 結 合 す る 。 該 コ ン パ
ク ト 粒 子 は 、 コ ン パ ク ト 、 非 伸 長 、 非 拡 長 で あ る 形 状 を 有 す る 。 こ れ は 、 細 胞 、 組 織 、 小
器 官 な ど の 「 生 物 学 的 」 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 得 、 も し く は ミ ク ロ ビ ー ズ 、 ア ガ ロ ー ス ビ
ー ズ 、 ま た は ラ テ ッ ク ス ビ ー ズ な ど の 「 非 生 物 的 」 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 得 る 。 「 生 物 学
的 」 お よ び 「 非 生 物 学 的 」 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 以 下 で 更 に 詳 細 に 記 載 さ れ る 。 好 ま し い 態
様 で は 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 細 胞 を 含 む 。 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 該 細 胞 は 、 検 出 可 能
な 存 在 物 を 発 現 し な い 。 こ の よ う な コ ン パ ク ト 粒 子 の 例 は 、 よ り 詳 細 に 、 以 下 に 提 供 さ れ
る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 図 に よ れ ば 、 図 ２ Ａ は 、 立 方 体 形 状 を 有 し 、 こ の 文 章 に 従 う 参 照 標 準 を 示 す 。 該 参 照 標
準 は 、 コ ン パ ク ト 形 状 、 こ の 場 合 、 支 持 媒 体 に よ っ て 支 持 さ れ た 球 形 を 有 す る コ ン パ ク ト
粒 子 を 含 む 。 図 ２ Ｃ は 、 平 円 形 ま た は 平 円 柱 の 形 状 で 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 有 す る 立 方 体 で
の 参 照 標 準 を 示 す 。 以 下 で 更 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 、 コ ン
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パ ク ト 粒 子 に 付 着 す る 。 （ 図 ２ 中 で は 示 さ れ な い 。 ）
【 ０ １ ０ ０ 】
　 該 参 照 標 準 は 、 １ つ の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 得 (図 ２ Ａ お よ び ２ Ｃ )、 ま た は １ つ 以 上 の
コ ン パ ク ト 粒 子 （ 例 え ば 、 複 数 の コ ン パ ク ト 粒 子 ） を 含 み 得 （ 図 ２ Ｂ お よ び ２ Ｄ ） 。 後 者
の 場 合 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 が 非 対 称 、 ま た は 形 状 に お い て 不 均 一 で あ る 場 合 、 該 コ ン パ
ク ト 粒 子 は 、 お 互 い に 関 し て 同 じ 定 位 中 向 き に あ り 得 、 ま た は 図 ２ Ｄ に 示 さ れ る よ う に 、
異 な る 方 向 に あ り 得 る 。 １ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 が 、 支 持 媒 体 に よ り 支 持 さ れ る 場 合 、
該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 同 じ 形 状 、 ま た は 異 な る 形 状 を 有 し 得 る （ 例 え ば 、 球 形 コ ン パ ク ト 粒
子 お よ び 平 円 形 ま た は 平 円 筒 形 状 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 参 照 標 準 ） 。 ２ つ の 異 な っ て 形
づ く ら れ た コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 参 照 標 準 を 、 図 ９ Ａ 中 お よ び 図 ９ Ｂ 中 の こ の よ う な 標 準
の 断 面 図 中 に 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 こ れ が 「 コ ン パ ク ト 」 形 状 で あ る 限 り 、 以 下 に 定 め る よ う に 、 い
ず れ の 形 状 で も あ り 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 の 形 状 の 例 を 、 以 下 で 詳 細 に 提 供 す る 。 該 形 状
は 、 規 則 的 ま た は 非 規 則 的 、 無 定 形 ま た は 均 一 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 図 ３ は 、 こ の よ う な 形 状 の 例 を 示 す 。 図 ３ Ａ は 、 球 形 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 示 し 、
こ れ は 全 て の あ り 得 る 形 状 の 中 で 最 も 「 コ ン パ ク ト 」 な 形 状 で あ る 。 図 ３ Ｂ は 、 円 筒 型 の
コ ン パ ク ト 粒 子 を 示 し 、 平 円 筒 型 を 含 む 。 図 ３ Cは 、 タ イ ル 型 ま た は 直 方 体 、 立 方 体 も し
く は 立 方 体 の 形 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 示 す 。 図 ３ Dお よ び ３ Eは 不 規 則 な 形 状 の コ ン パ ク ト 粒
子 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 同 じ 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 み 得 る
。 参 照 標 準 中 に 、 １ つ 、 ２ つ 、 ３ つ 、 ４ つ 、 ５ つ 以 上 、 ま た は 複 数 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が
存 在 し 得 る 。 こ れ ら は 同 じ コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 異 な る コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ せ 得 る 。
同 じ ま た は 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 は 同 じ ま た は 種 々 の 量 で 該 ま た は 各 コ ン パ ク ト 粒 子 と
結 合 さ せ 得 る 。 様 々 な 組 み 合 わ せ が 当 業 の 読 み 手 に よ り 認 識 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 参 照 標 準 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物
の 検 出 可 能 な 量 が 、 参 照 標 準 の 断 面 図 に お け る 、 規 定 領 域 、 好 ま し く は 参 照 領 域 中 に 存 在
す る よ う な 状 態 で あ る 。 こ れ を 、 図 ４ に 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 図 ４ を 参 照 す る と 、 図 ４ Ａ は 、 こ こ で は 長 方 形 の 箱 の 形 状 に お け る 参 照 標 準 の 態 様 を 示
す 。 図 ４ Ｂ は 、 参 照 標 準 の 横 断 図 を 示 す 。 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 （ 好 ま し く は 検 出 可 能 な
量 ） は 、 断 面 図 中 の 規 定 領 域 中 に 位 置 さ れ る 。 １ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 支 持 媒 体 中
で 懸 濁 す る 場 合 、 該 ま た は そ れ ぞ れ の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 含 む １ つ 以 上 の 規 定 し 得 る
領 域 が 、 図 ４ Ｃ で 示 さ れ る よ う に 、 該 ま た は そ れ ぞ れ の 断 面 図 中 に 存 在 し 得 る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 存 在 物 等 が そ こ に 付 着 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 支 持 媒 体 中 に 配
列 す る 。 か く し て 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 束 も し く は 群 、 ま た は 参 照 標 準 中 の い ず れ の 種
類 の 規 定 パ タ ー ン を 形 成 し 得 る 。 図 ５ Ａ に 示 さ れ る よ う に 、 例 え ば 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は
、 線 状 、 頭 － 尾 (head to tail)、 ま た は 列 状 に 配 列 さ れ 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 の 複 数 の 線
ま た は 列 を 形 成 し 得 る 。 図 ９ Ａ は ま た 、 線 状 に 配 列 し た 多 く の コ ン パ ク ト 粒 子 （ こ こ で は
２ つ の 異 な る 形 状 で ） を 含 む 参 照 標 準 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 参 照 標 準 の 長 軸 に 沿 っ た こ の よ う な 参 照 標 準 の 異 な る 横 断 図 は 、 図 ５ Ａ （ 下 部 ） 中 に 示
さ れ る よ う に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 含 む 規 定 さ れ た 領 域 ま た は 参 照 領 域 の 類 似 パ タ ー
ン を 示 す 。 こ れ は ま た 、 図 ９ Ｂ に 示 さ れ 、 こ こ で ２ つ の 異 な っ て 形 成 さ れ た 規 定 領 域 ま た
は 参 照 領 域 （ こ こ で 、 正 方 形 お よ び 円 形 ） は 、 ２ つ の 異 な っ て 形 成 さ れ た コ ン パ ク ト 粒 子
を 含 む 参 照 標 準 の 結 果 に よ っ て 、 断 面 図 中 に 作 製 さ れ る 。
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【 ０ １ ０ ８ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 の 配 列 の パ タ ー ン が 参 照 標 準 の 長 さ に 沿 っ て 均 一 で あ る 場 合 、 こ れ は 、
そ れ ぞ れ の 薄 片 ま た は 断 片 が 参 照 領 域 の 同 じ ま た は 類 似 パ タ ー ン を 与 え る 配 置 に な る 。 こ
れ は 、 製 造 目 的 に 対 し て 好 適 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 あ る い は 、 ま た は 更 に 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 参 照 標 準 中 で 、 よ り 緩 ん だ パ タ ー ン で ま
た は 更 に ラ ン ダ ム に 、 配 置 さ れ 得 る 。 図 ５ Ｂ 中 に 示 さ れ る よ う に 、 均 一 で な い 方 法 の 参 照
中 で 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は 支 持 媒 体 に よ っ て 支 持 さ れ る 。 こ の 場 合 、 参 照 標 準 か ら 採 取 さ
れ た 該 ３ つ の 試 料 断 片 ま た は 薄 片 は 、 断 面 図 中 の 参 照 領 域 の 異 な る パ タ ー ン を 示 す 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 該 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 そ の 存 在 お よ び 好 ま し く は 量 が 明 ら か で あ る も の で あ り 、 す な
わ ち 、 直 接 的 も し く は 間 接 的 に 、 そ の 存 在 を 実 証 で き る 、 ま た は そ の 量 を 測 定 で き る 。 そ
れ は 、 裸 眼 で 認 識 で き 得 、 ま た は 顕 微 鏡 の 使 用 な ど の 拡 大 の 助 け に よ っ て 見 え る 。 検 出 可
能 な 存 在 物 は 、 染 料 に よ り 染 色 さ れ た 時 に の み 認 識 さ れ 得 る 。 包 埋 さ れ 、 支 持 さ れ る 検 出
可 能 な 存 在 物 は 、 以 下 に 詳 細 に 記 載 さ れ る よ う に 、 様 々 な 形 態 を と り 得 る 。 該 検 出 可 能 な
存 在 物 は 、 好 ま し く は 、 結 合 剤 の 使 用 に よ っ て 検 出 で き る も の で あ り 、 こ れ は 検 出 可 能 な
存 在 物 に 結 合 す る 、 お よ び そ の 存 在 を 明 ら か に す る こ と が 出 来 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、
特 に 、 タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド も し く は ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 特 に 、
Ｄ Ｎ Ａ お よ び Ｒ Ｎ Ａ を 含 み 得 る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 に お い て 、 使 用 に 適 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 に つ い て の 更 な る
詳 細 を こ の 文 章 中 で 後 に 提 供 す る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 好 ま し く は 、 参 照 標 準 は 、 そ の 断 面 図 が 、 公 知 の 、 ま た は 予 め 決 定 し た 検 出 可 能 な 存 在
物 の 量 を 含 む 規 定 さ れ た 領 域 を 含 む よ う に 存 在 す る 。 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量
が 公 知 の 場 合 、 そ れ は 試 料 ま た は 好 ま し く は 該 試 料 中 に 含 ま れ る 細 胞 中 の も の と 比 較 さ れ
得 、 そ の 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 も し く は 質 、 を 確 立 す る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 参 照 標 準 中 の 薄 片 ま た は 切 片 は 採 取 さ れ る 。 こ れ ら の 薄 片 ま
た は 切 片 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 発 明 の 一 部 と し て 扱 わ れ る べ き で あ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 こ の よ う な 薄 片 ま た は 切 片 は 、 図 ４ Ｂ 、 ４ Ｃ 、 ５ Ａ お よ び ５ Ｂ 中 で 示 さ れ る よ う に 、 検
出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 規 定 さ れ る 領 域 を 含 む 。 複 数 の 薄 片 ま た は 切 片 は 、 参 照 標 準 か ら 作
ら れ 得 る 。 該 薄 片 ま た は 切 片 は 、 FFPE物 質 か ら の 任 意 の 切 片 の よ う に 処 理 さ れ 得 、 検 出 可
能 な 存 在 物 を 明 ら か に す る 。 該 試 料 と 共 に （ 好 ま し く は 平 行 し て ） 参 照 標 準 の 薄 片 ま た は
断 片 の 処 理 は 、 均 一 性 を 保 証 し 、 本 文 章 中 の 前 方 で 議 論 さ れ て い る よ う に 、 プ ロ ト コ ル 、
物 質 等 に お け る 違 い に よ っ て 変 化 を 減 少 さ せ る 、 ま た は 取 り 除 く 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 で は 、 該 断 片 ま た は 薄 片 は 、 こ れ ら の 工 程 の １ つ 以 上 、 好 ま し く は 全 て に
よ っ て 、 好 ま し く は 関 連 す る FFPE断 片 と 平 行 し て 採 取 さ れ る 。 図 ６ は 、 ど の よ う に し て 該
参 照 標 準 、 ま た は そ の 薄 片 も し く は 断 片 （ 例 え ば 、 上 記 の 図 ４ Ｂ 、 ４ Ｃ 、 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ８
Ｆ 、 ９ お よ び １ ０ で 生 じ た 平 面 薄 片 ） が 、 好 ま し く は 、 固 定 さ れ 包 埋 さ れ 、 切 り 分 け ら れ
た 生 物 学 的 試 料 と 平 行 し て 処 理 さ れ 得 る か の 例 を 示 す 。 該 平 面 薄 片 を 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド ガ
ラ ス 上 に マ ウ ン ト し 、 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 媒 体 を 取 り 除 く 。 マ ウ ン ト さ れ た 平 面 薄 片 を
有 す る ス ラ イ ド を 、 次 に 再 水 和 し 、 標 準 の 抗 原 回 復 技 術 に 供 し 得 る 。 次 い で 、 該 ス ラ イ ド
を 、 特 異 的 な 抗 体 を 使 用 し て 染 色 し 、 抗 原 の 存 在 お よ び 分 布 を 明 ら か に す る 。 対 比 染 色 お
よ び 第 二 染 色 は ま た 、 任 意 に 第 二 染 色 が 酵 素 連 結 (enzyme linked)で あ る 発 色 基 質 で 、 実
行 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 薄 片 ま た は 断 片 は 、 均 一 な 厚 さ で あ る 必 要 は な い が 、 そ の よ う で あ り 得 る 。 染 色 強 度 が
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、 薄 片 の 厚 さ に よ っ て 変 化 さ れ 得 る こ と は ま た 、 明 ら か で あ る 。 例 え ば 、 様 々 な 染 色 強 度
は 、 異 な る 厚 さ の 薄 片 を 使 用 す る こ と に よ り 得 ら れ う る 。 か く し て 、 染 色 レ ベ ル は 、 断 片
の 厚 さ 、 そ れ ゆ え の 領 域 あ た り の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 物 質 の 量 を 変 化 さ せ る こ と に よ
っ て 、 変 化 さ れ 得 る 。 評 価 さ れ る で あ ろ う よ う に 、 こ れ は 染 色 強 度 を 制 御 す る 、 と て も 単
純 な 方 法 で あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 参 照 標 準 は 、 単 純 な 意 味 を 提 供 し 、 「 標 準 」 、 言 い 換 え れ ば 、 測
定 で き る 特 性 の 確 立 さ れ た 値 を 確 立 し 、 そ れ に よ り 試 料 ま た は 試 験 品 目 を 判 断 し 得 る 。 そ
れ ら は 、 蛍 光 標 準 お よ び 化 学 ル ミ ネ セ ン ス 標 準 等 の 色 調 標 準 、 位 置 標 準 、 量 標 準 、 質 標 準
、 ま た は 診 断 標 準 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 特 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 試 料 の 現 状 も し く は 状 態 、 ま た は 試 料 の い ず れ か
の 成 分 を 、 決 定 さ せ る 。 い く つ か の 好 ま し い 態 様 で は 、 そ れ ら は 、 試 料 が 、 特 に 関 連 す る
抗 原 の 診 断 上 関 連 す る レ ベ ル を 含 む か ど う か の 検 出 を 可 能 に す る 。 好 ま し く は 、 本 明 細 書
に 記 載 の 参 照 標 準 を 、 生 物 学 的 試 料 中 に 含 ま れ た 組 織 、 も し く は 好 ま し く は 細 胞 中 の 検 出
可 能 な 存 在 物 の レ ベ ル ま た は 量 を 測 定 す る た め に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 を 、 使 用 す
る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の レ ベ ル 、 量 な ど は 、 好 ま し い 態 様 中 で 、 そ こ に 含 ま れ る 細
胞 も し く は 組 織 の 「 状 態 」 ま た は 現 状 の 指 標 で あ り 得 る 。 こ の よ う な レ ベ ル 、 量 な ど は 、
そ れ ゆ え 好 ま し く は 、 細 胞 ま た は 組 織 が 由 来 で あ る 生 体 の 状 態 を 表 示 す る 。 該 状 態 は 、 細
胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 生 体 の い ず れ か の 現 状 で あ り 得 、 そ の 検 出 は 所 望 で あ り 得 る 。 発 生
の ま た は 分 化 の プ ロ グ ラ ム の 部 分 な ど の 正 常 の 生 物 学 的 プ ロ セ ス の 一 部 と し て 、 細 胞 な ど
が 取 り 得 る 状 態 を 含 む 。 用 語 「 状 態 」 は 、 生 理 学 的 に 正 常 な ま た は 平 静 な 状 態 を 含 む が 、
そ れ は 、 好 ま し く は 非 生 理 学 的 標 準 状 態 の こ と を 言 う 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 好 ま し く は 、 非 生 理 学 的 標 準 状 態 は 、 疾 患 状 態 、 ま た は 疾 患 に つ な が る い ず れ か の 状 態
を 含 む 。 好 ま し く は 、 用 語 「 診 断 に よ っ て 関 連 す る レ ベ ル 」 、 「 診 断 に よ っ て 関 連 す る 量
（ quantity） 」 お よ び 「 診 断 に よ っ て 関 連 す る 量 （ amount） 」 は 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存
在 物 の レ ベ ル 、 量 （ quantity） ま た は 量 （ amount） を 意 味 す る た め に 使 用 さ れ る べ き で あ
り 、 こ れ は 、 試 料 が 採 取 さ れ た 個 体 中 の 状 態 ま た は 疾 患 の 指 標 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 診 断 に よ る 相 関 量 は 、 問 題 の 特 定 の 当 疾 患 ま た は 状 態 に 依 存 し 、 標
準 と し て 確 立 さ れ 得 る 。 当 業 者 は 、 こ の よ う な 標 準 を 気 づ き 、 該 疾 患 ま た は 状 態 に 依 存 す
る 診 断 に よ る 相 関 量 を 決 定 す る こ と が で き る こ と を 、 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ ２ 】
コ ン パ ク ト 形 状
　 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 支 持 媒 体 中 の 一 般 的 な コ ン パ ク ト 形 状 に お け る 、 検 出 可
能 な 存 在 物 を 含 む 。 こ れ は 、 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 へ 検 出
可 能 な 存 在 物 を 付 着 さ せ る こ と 、 お よ び 支 持 媒 体 中 に こ れ を 支 持 す る こ と に よ っ て な さ れ
る 。 該 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 そ れ ゆ え 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 中 の 一 般 的 な コ ン パ ク
ト 形 状 を 有 し ま た は 取 る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 の 例 は 、 こ こ お よ び 以 下 の 部 分 で 与 え ら れ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 こ れ ら は い ず れ の 形 態 で あ り 得 る の で 、 「 コ ン パ ク ト 形 状 」 が 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 作
り あ げ る 分 子 も し く は 原 子 の 特 定 の 形 状 を 指 さ な い こ と は 、 上 記 よ り 認 識 さ れ る で あ ろ う
。 む し ろ 、 該 用 語 は 、 支 持 媒 体 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 一 般 的 な 配 置 ま た は 局 在 化 の こ と
を 言 う た め に 挙 げ ら れ る べ き で あ る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 塊 ま た は か さ は 、 そ れ
が 支 持 媒 体 中 に 配 置 さ れ る の で 、 例 え ば 、 接 触 す る 状 態 で 、 好 ま し く は 「 コ ン パ ク ト 形 状
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」 を 有 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 「 コ ン パ ク ト 」 に よ っ て 、 本 発 明 者 は 、 一 般 的 に 伸 張 で な い 形 状 を 意 味 す る 。 言 い 換 え
れ ば 、 「 コ ン パ ク ト 」 形 状 は 、 一 般 的 に 、 非 伸 張 も し く は 非 拡 張 で あ り 、 ま た は 、 好 ま し
く は い ず れ の 寸 法 で も 拡 張 さ れ な い 。 該 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 一 般 的 に 広 が ら な い 、 ま た は
長 く な い も し く は ひ ょ ろ 長 く な い も の で あ り 得 る 。 そ れ ゆ え 、 こ の よ う な 「 コ ン パ ク ト 形
状 」 は 、 一 般 的 に 類 似 し 得 る 、 ま た は 大 き な 量 で は 異 な ら な い 線 状 の 寸 法 を 一 般 的 に 有 す
る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 形 状 の い ず れ か ２ つ の 寸 法 の 比 は 、 5:1以 下 、 よ り 好 ま し く は 4
:1以 下 、 最 も 好 ま し く は 3:1、 2.5:1、 2.4:1、 2.3:1、 2.2:1、 2.1:1、 2:1、 1.9:1、 1.8:1
、 1.7:1、 1.6:1、 1.5:1、 1.4:1、 1.3:1、 1.2:1、 1.1:1、 そ れ 以 下 で あ る 。 好 ま し く は 、
寸 法 の ２ つ の 対 は 、 5:1以 上 の 比 を 有 さ な い 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 形 状 の 最 も 長 い 寸 法 は 、 コ ン パ ク ト 形 状 の 最 も 短
い 寸 法 の ５ 倍 よ り 小 さ い 。 い く つ か の 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 形 状 の 最 も 長 い 寸 法 は 、 最 も
短 い 寸 法 よ り も 、 著 し く 大 き く な い （ す な わ ち 、 形 状 は 相 対 的 に 均 一 で あ る ） 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 本 文 章 中 で 使 用 さ れ る 「 最 も 長 い 寸 法 」 と い う 用 語 は 、 主 要 な 軸 （ す な わ ち 、 コ ン パ ク
ト 粒 子 よ り 引 き 出 さ れ 得 る 、 も っ と も 長 い 線 を 含 む 軸 ） の 長 さ を 意 味 す る た め に 採 用 さ れ
る べ き で あ る 。 同 様 に 、 「 最 も 短 い 寸 法 」 と は 、 主 要 で な い 軸 の 長 さ で あ り 、 こ れ は コ ン
パ ク ト 粒 子 よ り 引 き 出 さ れ 得 る 最 も 短 い 線 を 含 む 軸 で あ る 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 図 ３ に 示 さ れ る コ ン パ ク ト 粒 子 の 形 状 の 例 で は 、 例 え ば 、 そ れ ぞ れ の 形 状 は 、 最 も 短 い
寸 法 の ５ 倍 よ り 小 さ い 最 も 長 い 寸 法 を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 特 に 、 線 状 の 寸 法 が お よ そ 同 じ 、 も し く は 比 較 で き る 、 ま た は 最 も 長 い 寸 法 と 最 も 短 い
寸 法 の 比 が 、 5:1よ り 小 さ い 、 規 則 的 な 形 状 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 の 参 照 標 準 中 に 含 ま れ
る 。 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 そ れ ゆ え 、 上 記 の 比 は 、 最 も 長 い 寸 法 と 最 も 短 い 寸 法 の 比
に 関 す る 。 い く つ か の 態 様 で は 、 ２ つ の 寸 法 の 比 （ 好 ま し く は 、 最 も 長 い 寸 法 対 最 も 短 い
寸 法 ） は 、 1.1:1よ り 小 さ く 、 好 ま し く は 1:1(す な わ ち 、 規 則 的 ま た は 均 一 の 形 状 )で あ る
。
【 ０ １ ３ １ 】
　 そ れ ゆ え 、 適 切 な 場 合 、 好 ま し く は 、 該 形 状 の 長 さ は 、 そ の 幅 ま た は 直 径 の ５ 倍 よ り 小
さ く 、 好 ま し く は 、 そ の 幅 ま た は 直 径 の ４ 倍 よ り 小 さ く 、 好 ま し く は 、 ３ 倍 よ り 小 さ く 、
最 も 好 ま し く は 、 ２ 倍 以 下 で あ る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 あ る い は 、 ま た は 更 に 、 「 コ ン パ ク ト 形 状 」 は 、 以 下 に 記 載 さ れ る い ず れ か １ つ 以 上 の
基 準 を 使 用 し て 、 数 学 的 に 規 定 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 円 度 比 (Circularity Ratio)
　 ２ 次 元 的 形 状 の 「 コ ン パ ク ト さ 」 の １ つ の 基 準 は 、 円 度 比 （ ４ × π × 領 域 ） 対 （ 周 長 ）
２ で 与 え ら れ 、 す な わ ち ：
【 ０ １ ３ ４ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
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　 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 お よ び /ま た は 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 以 下
に 議 論 さ れ る よ う に 、 円 度 比 に よ り 決 定 さ れ る コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 コ ン パ ク ト さ の 基 準 と し て 、 円 度 比 を 使 用 し て 、 円 （ 最 も コ ン パ ク ト な ２ 次 元 形 状 で あ
る ） は 、 コ ン パ ク ト さ １ を 有 す る 。 よ り 伸 張 し た 、 ま た は さ ら に 複 雑 、 も し く は よ り 少 し
複 雑 で な い も し く は 不 規 則 の 境 界 線 を 有 す る 対 象 は 、 よ り 低 い コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。 例
え ば 、 こ の 基 準 を 使 用 す る と 、 楕 円 は 円 よ り も よ り 小 さ い コ ン パ ク ト さ を 有 し 、 正 方 形 は
、 コ ン パ ク ト さ ： π /４ を 有 す る 。 長 さ が そ の 幅 の ５ 倍 で あ る 長 方 形 は 、 コ ン パ ク ト さ ：
π /7.2を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 円 度 比 を 使 用 し て の 、 コ ン パ ク ト さ の こ の 基 準 は 、 ３ 次 元 形 状 の １ つ 以 上 の 断 面 図 に 対
し て 適 用 さ れ 得 、 形 状 の 全 て に わ た る コ ン パ ク ト さ を 決 定 す る 。 か く し て 、 こ の 基 準 を 使
用 し て 、 断 面 図 の い ず れ も が 、 円 度 比 π /7.2以 上 で 測 定 さ れ る コ ン パ ク ト さ を 有 さ な い 場
合 、 形 状 は 、 「 コ ン パ ク ト 」 で あ る 。 好 ま し く は 、 円 度 比 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 、 最 も
大 き い コ ン パ ク ト さ を 有 す る 断 面 図 は 、 実 質 的 に π /7.2よ り 小 さ い コ ン パ ク ト さ を 有 す る
。 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 断 面 図 の 大 多 数 、 ま た は 好 ま し く は 、 実 質 的 に 全 て は 、 π /7
.2よ り 小 さ い 円 度 比 で 測 定 さ れ た コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 円 度 比 が 使 用 さ れ て い る が 、 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の コ ン パ ク ト さ
の 測 定 と し て 、 他 の コ ン パ ク ト さ の 基 準 、 例 え ば 、 形 状 比 （ Form Ratio） 、 Ｃ 比 、 お よ び
半 径 比 は 、 代 わ り の 態 様 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
形 状 比
　 ２ 次 元 的 形 状 の 「 コ ン パ ク ト さ 」 の 代 わ り の 基 準 は 、 形 状 比 （ ４ × 領 域 ） 対 （ π ＊ 長 さ
２ ） で 与 え ら れ 、 す な わ ち ：
【 ０ １ ４ ０ 】
【 数 ２ 】
　
　
　
【 ０ １ ４ １ 】
こ こ で 、 Lは 、 該 領 域 の ２ つ の 最 も 遠 い 地 点 を つ な ぐ 線 の 長 さ （ す な わ ち 、 最 も 長 い 寸 法
） で あ る 。 コ ン パ ク ト さ の 基 準 と し て の 形 状 比 を 使 用 し て 、 円 （ 最 も コ ン パ ク ト な ２ 次 元
形 状 で あ る ） は 、 コ ン パ ク ト さ １ を 有 す る 。 よ り 伸 張 し た 、 ま た は よ り 複 雑 、 も し く は 複
雑 で な い も し く は 不 規 則 で あ る 境 界 線 を 有 す る 対 象 は 、 よ り 低 い コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。
例 え ば 、 こ の 基 準 を 使 用 す る と 、 楕 円 は 円 よ り も よ り 小 さ い コ ン パ ク ト さ を 有 し 、 正 方 形
は 、 コ ン パ ク ト さ ： ２ /π を 有 す る 。 長 さ が そ の 幅 の ５ 倍 で あ る 長 方 形 は 、 コ ン パ ク ト さ
： 10/13π を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 形 状 比 を 使 用 し て の 、 コ ン パ ク ト さ の こ の 基 準 は 、 ３ 次 元 形 状 の １ つ 以 上 の 断 面 図 に 対
し て 適 用 さ れ 得 、 形 状 の 全 て に わ た る コ ン パ ク ト さ を 決 定 す る 。 か く し て 、 こ の 基 準 を 使
用 し て 、 断 面 図 の い ず れ も が 、 形 状 比 10/13π 以 上 で 測 定 さ れ る コ ン パ ク ト さ を 有 さ な い
場 合 、 形 状 は 、 「 コ ン パ ク ト 」 で あ る 。 好 ま し く は 、 形 状 比 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 、 最
も 大 き い コ ン パ ク ト さ を 有 す る 断 面 図 は 、 実 質 的 に 10/13π よ り 小 さ い コ ン パ ク ト さ を 有
す る 。 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 断 面 図 の 大 多 数 、 ま た は 、 好 ま し く は 、 実 質 的 に 全 て は
、 10/13π よ り 小 さ い 形 状 比 で 測 定 さ れ た コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 C比
　 ２ 次 元 的 形 状 の 「 コ ン パ ク ト さ 」 の 代 わ り の 基 準 は 、 C比 （ 領 域 ） 対 （ π ＊ 半 径 ２ ） で
与 え ら れ 、 す な わ ち ：
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【 ０ １ ４ ４ 】
【 数 ３ 】
　
　
　
【 ０ １ ４ ５ 】
こ こ で 、 Rは 、 該 形 状 を 取 り 囲 む 最 も 小 さ い 円 の 半 径 で あ る 。 コ ン パ ク ト さ の 基 準 と し て
の C比 を 使 用 し て 、 円 （ 最 も コ ン パ ク ト な ２ 次 元 形 状 で あ る ） は 、 コ ン パ ク ト さ １ を 有 す
る 。 よ り 伸 張 し た 、 ま た は よ り 複 雑 、 も し く は 複 雑 で な い も し く は 不 規 則 で あ る 境 界 線 を
有 す る 対 象 は 、 よ り 低 い コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。 例 え ば 、 こ の 基 準 を 使 用 す る と 、 楕 円 は
円 よ り も よ り 小 さ い コ ン パ ク ト さ を 有 し 、 正 方 形 は 、 コ ン パ ク ト さ ： ２ /π を 有 す る 。 長
さ が そ の 幅 の ５ 倍 で あ る 長 方 形 は 、 コ ン パ ク ト さ ： １ ０ /１ ３ π を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 C比 を 使 用 し て の 、 コ ン パ ク ト さ の こ の 基 準 は 、 ３ 次 元 形 状 の １ つ 以 上 の 断 面 図 に 対 し
て 適 用 さ れ 得 、 形 状 の 全 て に わ た る コ ン パ ク ト さ を 決 定 す る 。 か く し て 、 こ の 基 準 を 使 用
し て 、 断 面 図 の い ず れ も が 、 Ｃ 比 10/13π 以 上 で 測 定 さ れ る コ ン パ ク ト さ を 有 さ な い 場 合
、 該 形 状 は 、 「 コ ン パ ク ト 」 で あ る 。 好 ま し く は 、 C比 で 測 定 さ れ る よ う な 、 最 も 大 き い
コ ン パ ク ト さ を 有 す る 断 面 図 は 、 実 質 的 に 10/13π よ り 小 さ い コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。 大
い に 好 ま し い 態 様 で は 、 断 面 図 の 大 多 数 、 好 ま し く は 、 実 質 的 に 全 て は 、 10/13π よ り 小
さ い C比 で 測 定 さ れ た コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 半 径 比
　 ２ 次 元 的 形 状 の 「 コ ン パ ク ト さ 」 の 代 わ り の 基 準 は 、 半 径 比 （ ｒ ） 対 （ R） で 与 え ら れ
、 す な わ ち ：
【 ０ １ ４ ８ 】
【 数 ４ 】
　
　
　
【 ０ １ ４ ９ 】
こ こ で 、 ｒ は 、 該 形 状 の 内 部 に は ま る 最 も 大 き い 円 の 半 径 で あ り 、 Rは 、 該 形 状 を 取 り 囲
む 最 も 小 さ い 円 の 半 径 で あ る 。 コ ン パ ク ト さ の 基 準 と し て の 半 径 比 を 使 用 し て 、 円 （ 最 も
コ ン パ ク ト な ２ 次 元 形 状 で あ る ） は 、 コ ン パ ク ト さ １ を 有 す る 。 よ り 伸 張 し た 、 ま た は さ
ら に 複 雑 、 も し く は 複 雑 で な い も し く は 不 規 則 で あ る 境 界 線 を 有 す る 対 象 は 、 よ り 低 い コ
ン パ ク ト さ を 有 す る 。 例 え ば 、 こ の 基 準 を 使 用 す る と 、 楕 円 は 、 円 よ り も よ り 小 さ い コ ン
パ ク ト さ を 有 し 、 正 方 形 は 、 コ ン パ ク ト さ ： √ ２ /２ を 有 す る 。 長 さ が そ の 幅 の ５ 倍 で あ
る 長 方 形 は 、 コ ン パ ク ト さ ： １ /√ 26を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 半 径 比 を 使 用 し て の 、 コ ン パ ク ト さ の こ の 基 準 は 、 ３ 次 元 形 状 の １ つ 以 上 の 断 面 図 に 対
し て 適 用 さ れ 得 、 形 状 の 全 て に わ た る コ ン パ ク ト さ を 決 定 す る 。 か く し て 、 こ の 基 準 を 使
用 し て 、 断 面 図 の い ず れ も が 、 半 径 比 １ /√ 26以 上 で 測 定 さ れ る コ ン パ ク ト さ を 有 さ な い
場 合 、 形 状 は 、 「 コ ン パ ク ト 」 で あ る 。 好 ま し く は 、 半 径 比 に よ り 測 定 さ れ る よ う な 、 最
も 大 き い コ ン パ ク ト さ を 有 す る 断 面 図 は 、 実 質 的 に １ /√ 26よ り 小 さ い コ ン パ ク ト さ を 有
す る 。 大 い に 好 ま し い 態 様 で は 、 断 面 図 の 大 多 数 、 ま た は 好 ま し く は 、 実 質 的 に 全 て は 、
１ /√ 26よ り 小 さ い 半 径 比 で 測 定 さ れ た コ ン パ ク ト さ を 有 す る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 形 状
　 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 正 多 面 体 (regular solid)、 球 、 長 球 、 扁 球 、 扁 平 長 球 、 楕 円 、 立
方 体 、 円 錐 体 、 円 柱 ま た は 多 面 体 (polyhedron)を 含 み 得 る 。 好 ま し い 多 面 体 と し て は 、 単
純 な 多 面 体 ま た は 正 多 面 体 (regular polyhedra)が 挙 げ ら れ る 。 多 面 体 と し て は 、 例 え ば
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、 六 面 体 、 ホ リ ヘ ド ロ ン (holyhedron)、 直 方 体 、 三 面 体 (deltahedron)、 五 面 体 、 十 四 面
体 (tetradecahedron)、 多 面 体 、 テ ト ラ フ レ ク サ ゴ ン (tetraflexagon)、 偏 方 多 面 体 、 切 断
多 面 体 、 ジ オ デ シ ッ ク ド ー ム 、 七 面 体 お よ び ヘ キ セ コ ン タ ヘ ド ロ ン (hexecontahedron)が
挙 げ ら れ る 。 上 記 形 状 は い ず れ も 、 好 ま し く は 、 上 記 の 定 義 に し た が う 「 コ ン パ ク ト 」 な
も の で あ る 。 例 え ば 形 状 が 扁 球 で 構 成 さ れ る 場 合 、 こ れ は 、 長 球 が コ ン パ ク ト で 細 長 く な
ら な い よ う な 適 切 な 扁 平 率 を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 寸 法 が 上 記 の と お り で あ れ ば 、 気 球 形 状 、
葉 巻 形 状 、 ソ ー セ ー ジ 形 状 、 円 板 形 状 、 涙 珠 形 状 、 ボ ー ル 形 状 ま た は 楕 円 形 状 を 含 み 得 る
。 コ ン パ ク ト 形 状 は ま た 、 球 形 状 、 立 方 体 形 状 、 直 方 体 形 状 、 タ イ ル 形 状 、 卵 形 状 、 楕 円
形 状 、 円 板 形 状 、 細 胞 (cell)形 状 、 ピ ル 形 状 、 カ プ セ ル 形 状 、 平 坦 (flat)円 柱 形 状 、 豆 形
状 、 液 滴 形 状 、 小 球 形 状 、 小 粒 形 状 、 ペ レ ッ ト 形 状 な ど を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 形 状 の い く つ か の 例 を 図 3に 示 す 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 は 非 線 形 で あ っ て も よ く 、 １ つ 以 上 の 湾 曲 し た 部 分 を 含 む 湾 曲 し た 位 置
(配 向 )を 有 し て も よ い 。 形 状 は 、 ね じ れ て い て も 波 型 で あ っ て も よ い が 、 コ ン パ ク ト 形 状
は 維 持 さ れ た ま ま で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 断 面 が 均 一 で あ っ て も よ く 、 断 面 が 不 均 一 で あ っ て も よ い 。 例 え ば
、 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 レ ン ズ 形 状 ま た は ソ ー セ ー ジ 形 状 を 含 み 得 る 。 い く つ か の 態 様 で は
、 コ ン パ ク ト 形 状 は 、 コ ン パ ク ト 形 状 の 少 な く と も 大 部 分 、 好 ま し く は コ ン パ ク ト 形 状 の
実 質 的 に 全 長 に お い て 均 一 な 断 面 を 有 す る 。 し た が っ て 、 か か る 態 様 に お け る コ ン パ ク ト
形 状 の 断 面 積 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の す べ て の 部 分 で 実 質 的 に 同 一 で あ る 。 し か し な が ら
、 検 出 可 能 な 存 在 物 が コ ン パ ク ト 形 状 の 端 か ら 端 ま で 均 一 に 分 布 し て い な い 態 様 も 想 定 さ
れ 得 る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 の 断 面 プ ロ フ ィ ー ル 、 す な わ ち 、 断 面 に 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 規 定 の
領 域 は 、 多 様 な 立 体 構 造 を 有 し 得 る 。 好 ま し く は 、 規 定 の 領 域 は 、 形 状 が 円 形 ま た は 楕 円
形 (elliptical)ま た は 楕 円 形 (ellipsoid)で あ る 。 し か し な が ら 、 規 定 の 領 域 は 、 ピ ル 形
状 、 規 則 的 な 形 状 ま た は 不 規 則 な 形 状 を 有 し て も よ い 。 種 々 の 断 面 プ ロ フ ィ ー ル は 、 適 切
な プ ロ フ ィ ー ル に し た コ ン パ ク ト 形 状 の 使 用 に よ っ て 確 立 さ れ 得 る 。 好 ま し く は 、 断 面 プ
ロ フ ィ ー ル は 、 細 胞 （ 例 え ば 原 核 生 物 細 胞 ま た は 真 核 生 物 細 胞 、 好 ま し く は 動 物 細 胞 、 最
も 好 ま し く は ヒ ト 細 胞 ） の 大 き さ も し く は 形 状 ま た は 両 方 に 類 似 す る 。 換 言 す る と 、 断 面
プ ロ フ ィ ー ル は 、 好 ま し く は 、 細 胞 様 寸 法 の 断 面 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 形 状 の 断 面 プ ロ フ ィ ー ル 、 ま た は コ ン パ ク ト 形 状 の 最 も 小 さ い
寸 法 は 、 1500μ m、 1400μ m、 1300μ m、 1200μ m、 1000μ m、 900μ m、 800μ m、 700μ m、 600
μ m、 500μ m未 満 、 好 ま し く は 、 400μ m未 満 、 よ り 好 ま し く は 300μ m未 満 、 よ り 好 ま し く
は 200μ m未 満 、 よ り 好 ま し く は 約 0.5μ m～ 100μ m、 よ り 好 ま し く は 1μ m～ 100μ m、 さ ら に
よ り 好 ま し く は 10μ m～ 20μ m、 最 も 好 ま し く は 2μ m～ 20μ mの 直 径 (ま た は 最 大 寸 法 )を 有
す る 。 特 に 好 ま し い 態 様 は 、 1μ m、 2μ m、 3μ m、 4μ m、 5μ m、 6μ m、 7μ m、 8μ m、 9μ m、
10μ m、 11μ m、 12μ m、 13μ m、 14μ m、 15μ m、 16μ m、 17μ m、 18μ m、 19μ mま た は 20μ m
の 直 径 も し く は 最 大 （ ま た は 実 質 的 に こ れ ら の ） 寸 法 を 有 す る も の で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 形 状 の 断 面 プ ロ フ ィ ー ル は 、 典 型 的 な 真 核 生 物 細
胞 ま た は 原 核 生 物 細 胞 の 大 き さ 程 度 、 換 言 す る と 、 1μ m～ 100μ mで あ る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 こ れ ら の 大 き さ は 限 定 的 な も の で は な く 、 適 用 用 途 に 応 じ て 大 き さ が 異 な る こ と が ユ ー
ザ ー に は わ か る こ と は 認 識 さ れ よ う 。 さ ら に ま た 、 参 照 標 準 が １ つ よ り 多 い 検 出 可 能 な 存
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在 物 も し く は １ つ よ り 多 い コ ン パ ク ト 形 状 ま た は 両 方 を 含 む 場 合 、 こ れ ら の 各 々 が 独 立 し
て 上 記 の 特 徴 お よ び 性 質 を 有 し 得 る こ と が 認 識 さ れ よ う 。 さ ら に ま た 、 参 照 標 準 が ２ つ 以
上 の コ ン パ ク ト 形 状 を 含 む 場 合 、 こ れ ら は 、 同 じ 密 度 ま た は 異 な る 密 度 で 染 色 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
コ ン パ ク ト 粒 子
　 上 記 の よ う に 、 参 照 標 準 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。 コ ン
パ ク ト 粒 子 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 枠 組 み 、 基 材 ま た は 支 持 体 の 機 能 を 果 た し 、 検 出 可 能
な 存 在 物 が 支 持 媒 体 内 に お い て コ ン パ ク ト 形 状 を 維 持 す る こ と を 可 能 に す る 。 コ ン パ ク ト
粒 子 は ま た 、 支 持 媒 体 内 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 形 態 、 ま た は そ の 形 態 学 、 分 布 も
し く は 濃 度 が 一 定 に 保 持 さ れ る こ と を 補 助 し 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 の 分 布 ま た は 配 置 は
、 一 般 的 に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 形 状 に 従 い 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は ま た 、 検 出 の た め の 検
出 可 能 な 存 在 物 を 提 示 す る 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 用 語 「 コ ン パ ク ト 粒 子 」 を 本 文 書 中 で 使 用 す る 場 合 、 こ の 表 現 中 の 用 語 「 粒 子 」 は 、 「
コ ン パ ク ト 粒 子 」 が 必 ず し も 非 常 に 小 さ い こ と 、 も し く は 微 小 で あ る こ と 、 ま た は あ る 程
度 大 き な 存 在 物 の 一 部 分 で あ る こ と が 意 図 さ れ る べ き で は な い 。 実 際 、 「 粒 子 」 は 、 本 文
書 中 の ど こ か に 記 載 し た よ う な 参 照 標 準 に お け る 機 能 を 果 た す 限 り 、 必 要 な だ け 大 き い も
の で あ り 得 る 。 し か し な が ら 、 粒 子 は 、 上 記 の よ う な 「 コ ン パ ク ト 」 形 状 を 有 す る こ と が
必 要 と さ れ る 。 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 参 照 標 準 に お い て 支 持 媒 体 に よ り 支 持 さ
れ た と き コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る が 、 好 ま し く は 、 支 持 さ れ て い な い と き (例 え ば 、 連 結
、 固 定 な ど の 前 後 )も コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 上 記 の 目 的 （ 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 結 合 点 ま た は 支 持 点 と し
て ） を 果 た す こ と を 可 能 に す る 物 性 を 有 す る 限 り 、 任 意 の 材 料 を 含 み 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒
子 は 、 し た が っ て 、 こ の 目 的 の た め に 堅 固 、 剛 性 、 可 鍛 性 、 固 形 、 ま た は そ の 他 の も の で
あ る 材 料 を 含 み 得 る 。 固 体 材 料 も し く は 半 固 体 、 ゲ ル な ど の 材 料 が 含 ま れ 得 る 。 材 料 は 、
検 出 可 能 な 存 在 物 の 結 合 が 可 能 に な る よ う 少 な く と も 反 応 性 で あ る か 、 ま た は 活 性 化 物 質
に よ り 反 応 性 と な り 得 る も の で あ る が 、 そ う で な け れ ば 、 一 般 的 に 不 活 性 な 物 質 を 含 ん で
い て も よ い 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 １ つ よ り 多 い 材 料 が コ ン パ ク ト 粒 子 を 構 成 し 得 る よ う な
複 合 体 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の コ ア が 表 面 部 分 と 異 な る 材 料 を 含 み 得 る 。
し た が っ て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の コ ア は 一 般 的 に 不 活 性 な 材 料 を 含 む が 、 表 面 部 分 は 、 検 出
可 能 な 存 在 物 の 結 合 ま た は 化 学 的 連 結 に 反 応 性 で あ る 材 料 を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 天 然 起 源 で あ っ て も よ く 、 合 成 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら を 得 る た め
の 天 然 ま た は 合 成 の 材 料 お よ び 原 料 は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。 好 ま し く は 、 コ ン パ ク
ト 粒 子 は 、 少 な く と も あ る 程 度 の 機 械 抵 抗 、 化 学 的 破 壊 も し く は 熱 処 理 に 対 す る 少 な く と
も あ る 程 度 の 抵 抗 、 ま た は こ れ ら の 任 意 の 組 合 せ を 有 す る 。
【 ０ １ ６ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 １ つ 以 上 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 同 じ ま た は 異 な る 濃 度 で 有 す る
コ ン パ ク ト 粒 子 を パ ラ フ ィ ン 包 埋 媒 体 内 に 包 埋 す る 。 こ の 態 様 の 参 照 標 準 が ど の よ う に 作
製 さ れ う る の か を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト を 図 11お よ び 12に 示 す 。 以 下 に さ ら に 詳 細 に 示 す ア
ガ ロ ー ス 包 埋 工 程 は 任 意 で あ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 １ つ よ り 多 い コ ン パ ク ト 粒 子 が 参 照 標 準 内 に 存 在 し 得 る 。 例 え ば 、 ２ つ 以 上 の コ ン パ ク
ト 粒 子 （ 各 々 は 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む ） を 用 い 得 る 。 さ ら に ま た 、 異 な る 量 の 同
じ 検 出 可 能 な 存 在 物 が 異 な る コ ン パ ク ト 粒 子 に 提 供 さ れ て も よ い 。 最 後 に 、 １ つ よ り 多 い
検 出 可 能 な 存 在 物 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 接 合 ま た は 結 合 さ せ て も よ い 。 多 数 の コ ン パ ク ト 粒
子 （ 各 々 は 、 １ つ 、 ２ つ 、 ま た は そ れ よ り 多 い 検 出 可 能 な 存 在 物 を 同 一 ま た は 異 な る 量 で
含 む ） を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ １ ６ ６ 】
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　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 各 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 各 コ ン パ ク ト
粒 子 は 、 実 質 的 に 参 照 標 準 全 体 に 、 ま た は そ の 一 部 の 少 な く と も 全 体 に 配 置 さ れ 得 る 。 例
え ば 、 参 照 標 準 が 長 方 形 の 箱 型 形 態 で あ る 場 合 、 コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 各 コ ン パ ク ト 粒 子
は 一 端 か ら 他 端 ま で の 複 数 の 地 点 (す な わ ち 、 長 方 形 の 箱 の 実 質 的 に 全 長 に わ た っ て )に 配
置 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 約 0.5μ m～ 100μ m、 よ り 好 ま し く は 1μ m～ 100μ m、 さ
ら に よ り 好 ま し く は 10μ m～ 20μ m、 最 も 好 ま し く は 2μ m～ 20μ mの 直 径 を 有 す る 。 他 の 直
径 、 例 え ば 、 1500μ m未 満 、 1000μ m未 満 、 500μ m未 満 、 200μ m未 満 な ど も 可 能 で あ る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 よ り 容 易 な 同 定 お よ び ／ ま た は 位 置 決 定 の た め 、 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 各 コ ン パ ク ト
粒 子 を 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 染 料 の い ず れ か を 用 い て 染 色 し 得 る 。 ２ つ 以 上 の コ
ン パ ク ト 粒 子 が 参 照 標 準 に 含 ま れ る 場 合 、 コ ン パ ク ト 粒 子 間 の よ り 容 易 な 区 別 を 可 能 に す
る た め 、 染 色 さ れ る コ ン パ ク ト 粒 子 の 各 々 を 、 好 ま し く は 異 な る 色 を 用 い て 染 色 す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 記 の よ う に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 各 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 試 料 (例 え ば 、 解 析 対 象 の
細 胞 ま た は 組 織 )自 体 と 同 じ 包 埋 媒 体 内 に 、 試 料 が 該 媒 体 内 に 包 埋 さ れ る の と 同 時 、 そ の
前 ま た は 後 に 包 埋 さ れ 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 各 コ ン パ ク ト
粒 子 は 、 パ ラ フ ィ ン 含 有 包 埋 媒 体 内 に 同 時 包 埋 さ れ る 。 好 ま し く は 、 か か る コ ン パ ク ト 粒
子 の 包 埋 は 、 試 料 の FFPE内 へ の パ ラ フ ィ ン 包 埋 プ ロ セ ス の 一 部 と し て 行 な わ れ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 「 生 物 学 的 」 物 質 ま た は 「 非 生 物 学 的 」 物 質 を 含 み 得 る 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 。  
【 ０ １ ７ １ 】
生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 /細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子
　 い く つ か の 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 に 由 来 す る か 、 ま た
は 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 か ら な る 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 「 生 物 学 的 」 コ ン パ ク ト 粒 子 に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 以 下 の 一 般 的 特 徴 ： 合 成 ま た は 人
造 で な い こ と 、 生 物 学 的 物 質 由 来 で あ る こ と 、 お よ び 生 存 し て い る か 、 か つ て 生 存 し て い
た 物 質 を 含 む か 、 こ れ ら に 由 来 す る か 、 ま た は こ れ ら か ら な る こ と の １ つ 以 上 を 有 す る も
の を 意 味 す る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 好 ま し く は 、 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 ウ イ ル ス 、 細 胞 、 組 織 な ど の い ず れ か の 生 体
組 織 体 の 解 剖 学 的 、 組 織 学 的 ま た は 細 胞 の 部 分 で あ る 。 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 が 、
生 存 し て い る ま た は 生 存 し て い た 何 か あ る も の に 由 来 す る 場 合 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 好 ま
し く は 、 そ の 生 体 物 質 の 形 態 学 を 維 持 す る 。 換 言 す る と 、 誘 導 体 化 ま た は プ ロ セ ッ シ ン グ
が 起 こ る 場 合 、 そ の 誘 導 体 化 ま た は プ ロ セ ッ シ ン グ は 、 好 ま し く は 、 性 質 が シ ン プ ル ま た
は 最 小 限 で あ る 。 特 に 、 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 生 物 学 的 物 質 ま た は 生 体 物 質 の 精 製
さ れ た ま た は 半 精 製 さ れ た 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 成 分 を 含 ま ず 、 例 え ば 、 精 製 さ れ た タ ン
パ ク 質 ま た は 巨 大 分 子 な ど を 含 ま な い 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 の 例 と し て は 、 組 織 、 細 胞 や 、 小 器 官 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、
プ ラ ス チ ド 、 葉 緑 体 な ど の 細 胞 の 任 意 の 部 分 ま た は 産 物 が 挙 げ ら れ る 。 生 物 学 的 コ ン パ ク
ト (c biological ompact)粒 子 の さ ら な る 例 と し て は 、 組 織 ま た は 細 胞 凝 集 群 が 挙 げ ら れ
る 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 （ こ の 用 語
に よ り 、 細 胞 に 由 来 す る か 、 ま た は 細 胞 を 含 む こ と を 意 図 す る ） を 含 み 得 る 。 細 胞 性 コ ン
パ ク ト 粒 子 は 、 細 胞 全 体 、 ま た は 小 器 官 も し く は 任 意 の 他 の 亜 細 胞 成 分 な ど の 細 胞 の 部 分
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を 含 む か 、 ま た は こ れ ら に 由 来 し 得 る 。 こ れ ら の 例 と し て は 、 核 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 小 胞
、 細 胞 壁 、 細 胞 膜 、 小 器 官 、 細 胞 骨 格 な ど の 細 胞 構 造 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 該 検 出 可 能 な 存 在 物 を 天 然 ま た は 他 の 状 態 で 発
現 し な い 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 身 体 の 任 意 の 部 分 お よ び 任 意 の 種 の 任 意 の 生 物 体 に 由 来 し 得
る 。 非 常 に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 細 胞 を 含 む 。 細 胞 は 、 原 核 生
物 細 胞 で あ っ て も 真 核 生 物 細 胞 で あ っ て も よ い 。 一 般 的 に 微 生 物 と 呼 ば れ る 単 細 胞 生 物 体
も 含 ま れ る 。 し た が っ て 、 使 用 さ れ 得 る コ ン パ ク ト 粒 子 と し て は 、 細 菌 、 酵 母 、 真 菌 、 原
生 動 物 、 ア メ ー バ 、 藻 類 な ど が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 と し て は ま た 、 バ ク テ
リ オ フ ァ ー ジ 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ポ ッ ク ス ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス な ど の 様 々 な 種 類 の
ウ イ ル ス が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 多 細 胞 生 物 体 由 来 で 、 い か な る 部 分 由 来 の 細 胞 も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 細 胞 性 コ ン パ ク ト
粒 子 と し て は 、 植 物 細 胞 、 動 物 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 魚 類 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 、
霊 長 類 細 胞 、 ヒ ト 細 胞 な ど が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 は 、 生 物 体 の 任 意 の 部 分 （ 任 意 の 組 織 ま た
は 器 官 ） 、 例 え ば 皮 膚 、 心 臓 、 脳 、 筋 肉 、 乳 房 、 骨 、 線 維 芽 細 胞 、 脈 管 系 、 血 液 系 、 リ ン
パ 系 な ど に 由 来 し 得 る 。 細 胞 を 生 物 体 か ら 単 離 し て 直 接 使 用 し て も よ く 、 細 胞 は 、 初 代 培
養 ま た は 二 次 培 養 の い ず れ か の 培 養 細 胞 で あ っ て も よ い 。 組 織 培 養 細 胞 の 初 代 培 養 ま た は
二 次 培 養 の 方 法 は 当 該 技 術 分 野 で 周 知 で あ る 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 に お け る 使 用 に 好 適 な 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 の 例 を 図 7に 示
す :バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ま た は ウ イ ル ス 、 細 菌 (図 7A)、 細 菌 細 胞 、 細 菌 細 胞 の コ ロ ニ ー (図
7B)、 赤 血 球 (図 7C)、 動 物 細 胞 (図 7D)お よ び 植 物 細 胞 (図 7E)。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を そ の 天 然 状 態 で 含 ま な い が 、 む し
ろ 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 参 照 標 準 に お け る 使 用 の た め に こ れ に 結 合 さ せ る 。 例 え ば 、 コ ン
パ ク ト 粒 子 が 細 胞 を 含 む か 、 ま た は 細 胞 に 由 来 す る 場 合 、 細 胞 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 通
常 は 含 ま な い も の で あ る 。 し た が っ て 、 細 胞 は 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 遺 伝 子
が 発 現 さ れ な い (検 出 可 能 な 存 在 物 が ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 を 含 む 場 合 )、 ま た は 検 出 可
能 な 存 在 物 が か か る 細 胞 の 通 常 の 産 物 で は な い (例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 代 謝 産 物 を
含 む 場 合 )、 ま た は 細 胞 が 異 な る 生 物 体 （ 例 え ば 異 な る 種 ） 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 通 常 含
ま な い 細 胞 に 由 来 す る 、 の い ず れ か の 理 由 に よ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い も の で
あ る 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 細 胞 ま た は そ の 部 分 は 、 そ の ま ま 使 用 し て も よ く 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 結 合 の 前 ま た は
後 に 処 理 ま た は 加 工 し て も よ い 。 好 ま し く は 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 処 理 後 に 細 胞 形
態 学 を 維 持 し て い る 。 例 え ば 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 例 え ば 洗 浄 剤 の 使 用 に よ り 透 過
性 と し て も よ く 、 固 定 剤 を 用 い る こ と に よ り 固 定 し て も よ い 。 細 胞 透 過 性 化 の 手 段 は 、 当
該 技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 ジ ギ ト ニ ン 、 Triton X100な ど の 使 用 が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 性 コ
ン パ ク ト 粒 子 は 、 細 胞 骨 格 構 造 体 を 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒
子 の 表 面 ま た は 内 部 な ど の 任 意 の 適 合 し た 部 分 に 結 合 し 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま
し く は 、 細 胞 の 表 面 、 例 え ば 、 脂 質 、 リ ン 脂 質 、 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 、 レ セ プ タ ー 、 膜 結
合 レ セ プ タ ー な ど の 原 形 質 膜 分 子 な ど の 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 の 表 面 に 結 合 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 所 望 さ れ る 位 置 に 、 結 合 部 分 （ こ れ は 、 好 ま し く は 、 所 望 の 位 置
を 認 識 、 標 的 化 ま た は 結 合 す る こ と が で き る ） に よ り 標 的 化 さ れ 得 る 。 結 合 部 分 は 、 電 荷
、 ｐ Ｈ 、 イ オ ン 性 相 互 作 用 、 非 イ オ ン 性 相 互 作 用 、 疎 水 性 相 互 作 用 、 能 動 輸 送 な ど に よ り
認 識 、 結 合 ま た は 標 的 化 し 得 る 。 結 合 部 分 に は 、 該 位 置 に 、 ま た は 該 位 置 内 に 存 在 す る 別
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の 核 酸 を 認 識 ま た は こ れ に 結 合 し 得 る 核 酸 プ ロ ー ブ な ど の プ ロ ー ブ が 含 ま れ 得 る 。 例 え ば
、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 抗 体 な ど の 細 胞 表 面 存 在 物 に 結 合 し 得 る 結 合 部 分 を 含 め る こ と に
よ り 細 胞 表 面 に 結 合 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 結 合 部 分 は 、 所 望 の 位 置 内 ま た は 所 望 の 位 置 で 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 レ セ プ
タ ー な ど の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 ） に 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 体 ま た は そ の 部 分 を 含 み 得 る 。
抗 体 ま た は そ の 部 分 は 、 任 意 の い く つ か の 方 法 （ 例 え ば 、 以 下 に 記 載 す る も の ） に よ り 、
ま た は 検 出 可 能 な 存 在 物 と の 融 合 タ ン パ ク 質 と し て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 結 合 ま た は 連 結
し 得 る 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は ま た 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 と 同 様 に 原 形 質 膜 内 に 挿 入 さ れ る こ と に よ
っ て 細 胞 に 結 合 し 得 る 。 こ の 目 的 の た め 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 膜 挿 入 配 列 、 例 え ば 、 7T
M配 列 ま た は バ ク テ リ オ ロ ド プ シ ン 膜 配 列 と 結 合 ま た は 連 結 す る こ と に よ っ て 改 変 し 得 る
。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 あ る い は ま た さ ら に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 特 に 、 透 過 性 化 が 起 こ っ た 場 合 、 細 胞 の 他
の 部 分 、 例 え ば 、 内 部 ま た は 任 意 の 細 胞 成 分 に 結 合 し て い て も よ い 。 細 胞 は 、 好 ま し く は
、 結 合 の 前 に 固 定 さ れ る 。 場 合 に よ っ て は 、 支 持 媒 体 内 に 固 定 、 結 合 ま た は 支 持 す る 前 に
細 胞 の 形 状 を い く ぶ ん 変 形 さ せ る 余 地 が あ る 。 例 え ば 、 形 状 を 変 え る の を 可 能 に す る た め
、 化 学 的 ま た は 生 物 学 的 シ グ ナ ル を 細 胞 に 提 供 し て も よ い 。 他 の 処 理 、 例 え ば 、 単 層 細 胞
培 養 物 の プ ロ テ ア ー ゼ 処 理 に よ り 、 細 胞 が 一 般 的 に コ ン パ ク ト 形 状 に 集 結 し 得 る 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 特 に 好 ま し い 細 胞 の 例 と し て は 、 シ ロ ナ ヤ ガ  Spodoptera frugiperda由 来 の 昆 虫 細 胞 株
で あ る Sf9細 胞 が 挙 げ ら れ る 。 Sf9細 胞 は 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス 発 現 宿 主 と し て の 使 用 で 当 該
技 術 分 野 で 周 知 で あ り 、 か か る 細 胞 の 培 養 、 処 理 お よ び プ ロ セ ッ シ ン グ の 方 法 も ま た 、 一
般 的 に 知 ら れ て い る (例 え ば 、 O'Reilly, D. R., L. K. Millerお よ び V. A. Luckow, (199
4). Baculovirus Expression Vectors参 照 の こ と )。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 Sf9は 、 G. E. Smithお よ び C. L. Cherryに よ り 1983年 に 、 親 株 IPLB-SF 21 AE（ こ れ は
、 1977年 の Vaughnら に よ る シ ロ ナ ヤ ガ Spodoptera frugiperdaの 蛹 卵 巣 組 織 に 由 来 す る (Va
ughn JLら 、 The establishment of two cell lines from the insect Spodoptera frugip
erda (Lepidoptera; Noctuidae), In Vitro 13:213-217, 1977） ） か ら ク ロ ー ン 化 さ れ た
。 Sf9細 胞 を 、 L-グ ル タ ミ ン を 含 み 、 500mg/L塩 化 カ ル シ ウ ム 、 2800mg/L塩 化 カ リ ウ ム 、 33
30mg/Lラ ク ト ア ル ブ ミ ン 水 解 物 、 3330mg/Lイ ー ス ト レ ー ト (yeastolate)、 10％ 熱 不 活 化 ウ
シ 胎 児 血 清 (昆 虫 細 胞 培 養 物 で 以 前 に 試 験 し た )を 添 加 し た グ レ ー ス 昆 虫 用 培 地 を 含 む 増 殖
培 地 中 で 、 28℃ の 温 度 で 培 養 し 得 る 。 細 胞 は 、 単 層 全 体 に ピ ペ ッ テ ィ ン グ す る こ と 、 ま た
は フ ラ ス コ を 手 の ひ ら に 当 て る こ と (後 者 は 、 大 き な フ ラ ス コ で 作 業 す る 場 合 に の み 好 ま
し い )に よ っ て 細 胞 を 静 か に ス ペ ン ト 培 養 培 地 中 に 再 懸 濁 す る こ と に よ り 継 代 培 養 さ れ 得
る 。 継 代 培 養 前 に 多 く の 浮 遊 細 胞 が 存 在 す る 場 合 は 、 古 い 培 地 お よ び 浮 遊 細 胞 を 廃 棄 し 、
継 代 培 養 前 に 培 地 を 交 換 し て も よ い 。 細 胞 は 、 28℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト す る の が よ い 。 1:5
よ り 大 き い 継 代 培 養 比 が 推 奨 さ れ る 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 Sf9 昆 虫 細 胞 は 、 American Type Culture Collectionの カ タ ロ グ 番 号 CRL-1711か ら 入 手
し 得 る 。 ま た 、 か か る 細 胞 は 、 例 え ば 、 BD Biosciences Phア ー ム ingen (カ タ ロ グ 番 号 55
1407)か ら 、 ま た 、 Ready-Plaque T M  Sf9細 胞 と し て Novagen (カ タ ロ グ 番 号 70033-3)か ら 、
お よ び TriEx T M Sf9細 胞 と し て 、 こ れ も Novagen (カ タ ロ グ 番 号 71023-3)か ら 市 販 さ れ て い
る 。 Sf9細 胞 を 成 長 さ せ る た め の 培 地 と し て は 、 EX-CELL T M 420 (JRH Biosciences, Inc.)
、 Sf-900 II SFM (Life Technologies, Inc.)、 HyQSFX-Insect T M (HyClone Laboratories,
 Inc.)お よ び High Five T M  (Invitrogen Corporation)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
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　 ま た 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 マ ウ ス 細 胞 な ど の 動 物 細 胞 を 含 み 得 る 。 好 ま し い 態 様
に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 を 含 む 。 チ ャ イ ニ
ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 細 胞 株 は 、 接 着 上 皮 細 胞 を 含 み 、 1957年 の T. T. Puckに よ る 成 体 チ ャ
イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー (Cricetulus griseus)の 卵 巣 の 生 検 材 料 を 起 源 と す る (Puck TTら , Ge
netics of somatic mammalian cells III. Long-term cultivation of euploid cells fr
om human and animal subjects. J. Exp. Med. 108:945-956, 1958)。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 こ の 細 胞 株 由 来 の 細 胞 お よ び そ の 任 意 の 誘 導 体 を 、 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 お よ び 組 成 物
に し た が う コ ン パ ク ト 粒 子 と し て 使 用 し 得 る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 細 胞 株 CHO-K1 (Amer
ican Type Tissue Collection カ タ ロ グ 番 号 :CCL-61)を 、 親 Puck CHO細 胞 株 由 来 の サ ブ ク
ロ ー ン と し て 誘 導 し 、 成 長 用 培 地 に は プ ロ リ ン が 必 要 と さ れ る 。 CHO-K1を 、 2mM L-グ ル タ
ミ ン を 含 み 、 1.5g/L炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 90％ ; ウ シ 胎 児 血 清 、 37℃ の 温 度 で 10％ を 含 む よ
う に 調 整 し た Ham's F12K培 地 内 で 増 殖 さ せ 得 る 。 細 胞 は 、 培 地 を 除 去 し 、 0.25％ ト リ プ シ
ン 、 0.03％ EDTA溶 液 で リ ン ス す る こ と に よ り 継 代 培 養 し 得 る 。 溶 液 を 除 き 、 さ ら な る 1～ 2
mlの ト リ プ シ ン -EDTA溶 液 を 添 加 す る 。 フ ラ ス コ を 室 温 で (ま た は 37℃ で )細 胞 が 剥 落 す る
ま で 放 置 す る 。 新 た な 培 養 培 地 を 添 加 し 、 吸 引 し 、 新 し い 培 養 フ ラ ス コ 内 に 分 配 す る 。 こ
の 細 胞 株 に は 1:4～ 1:8の 継 代 培 養 比 が 推 奨 さ れ る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 図 8は 、 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 が 用 い ら れ た 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 の 作 製 の プ ロ セ
ス を 示 す 。 図 8Aに 示 す よ う に 、 あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 1は 、 好 適 な 任 意 の 手 段 、 例 え
ば 、 天 然 源 か ら の 精 製 、 組 換 え 発 現 な ど に よ り 提 供 さ れ る 。 ま た 、 細 胞 2ま た は １ つ よ り
多 い 細 胞 を 含 む 図 8Bに 示 す コ ン パ ク ト 存 在 物 は 、 任 意 の 適 切 な 手 段 (例 え ば 、 当 該 技 術 分
野 で 周 知 で あ る 、 細 胞 の 培 養 、 精 製 ま た は ク ロ ー ン 化 方 法 )に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 そ の 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 1を 、 次 い で 、 細 胞 2に 結 合 さ せ 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 細 胞 に
結 合 し た 状 態 で 該 細 胞 を 含 む コ ン パ ク ト 存 在 物 を も た ら す (図 8C)。 非 常 に 好 ま し い 態 様 で
は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 化 学 的 な 結 合 、 例 え ば 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 架 橋 剤 を
用 い る こ と に よ り 細 胞 に 結 合 さ せ る 。 ま た 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る よ う に 、 検 出 可
能 な 存 在 物 を 細 胞 に 直 接 結 合 さ せ て も よ く 、 あ る い は 図 に 示 す よ う に 、 検 出 可 能 な 存 在 物
を ス ペ ー サ ー 12を 介 し て 細 胞 に 結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 結 合 し た 細 胞 は 、 そ れ 自 体 を 参 照 標 準 と し て 使 用 し て も い 。 あ る い
は ま た さ ら に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 結 合 し た 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 を 支 持 媒 体 内 に 支 持 ま
た は 包 埋 し て も よ い (図 8D)。 好 ま し い 態 様 の 参 照 標 準 に お い て 、 い く つ か の 細 胞 性 コ ン パ
ク ト 粒 子 を 支 持 媒 体 内 に 支 持 さ せ る (図 8E参 照 )。 か か る 参 照 標 準 の 薄 片 ま た は 切 片 を 取 り
、 本 明 細 書 に 記 載 の 目 的 に 使 用 し て も よ い 。 か か る 薄 片 ま た は 切 片 は 、 検 出 可 能 な 量 の 検
出 可 能 な 存 在 物 を 、 参 照 標 準 の 断 面 の 規 定 領 域 内 に 含 む (図 8F)。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子
　 別 の 態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 「 非 生 物 学 的 」 物 質 を 含 む 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 の 組 織 学 的 ま た は 細 胞 性 の 性 質
と は 対 象 的 に 、 性 質 が 分 子 性 で あ る 。 こ れ ら は 、 典 型 的 に は 、 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 存 在
物 、 例 え ば 複 合 体 分 子 お よ び 巨 大 分 子 （ 例 え ば 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 核 酸 ） な ど の 分 子 ま た は
化 合 物 な ど で あ る 。 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 の 例 と し て は 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ 、 寒 天 塊 、
シ リ カ 粒 子 な ど が 挙 げ ら れ る 。 こ れ ら は 、 典 型 的 に は 、 組 成 が 均 質 で 、 通 常 、 純 粋 で 、 他
の 化 学 的 ま た は 生 化 学 的 存 在 物 か ら 単 離 さ れ て い る 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 安 価 で 作 製 お よ び 取 り 扱 い が 容 易 で あ る 。 こ れ ら は 、 生
物 学 的 材 料 よ り も 、 取 扱 い 者 に 対 し て 低 い 危 険 性 を も た ら し 得 る 。 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト
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粒 子 が 好 ま し い 態 様 と し て は 、 手 順 上 の 確 認 標 準 と し て の 使 用 が 挙 げ ら れ 、 こ の 場 合 、 細
胞 の 特 徴 の 模 倣 は 、 例 え ば フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー よ り も 重 要 で な い 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 最 終 的 に 生 物 学 的 起 源 を 有 し て も よ く 、 し た が っ て 、 例
え ば 、 血 清 タ ン パ ク 質 、 セ ル ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス な ど の 生 物 学 的 材 料 の 精 製 さ れ た 成 分 で
あ り 得 る 。 非 生 物 学 的 物 質 は 、 寒 天 お よ び ア ガ ロ ー ス な ど の 生 物 学 的 供 給 源 か ら 精 製 ま た
は 純 化 さ れ た も の を 含 み 得 る 。 し か し な が ら 、 な ん ら 実 質 的 な 組 織 学 的 ま た は 細 胞 性 の 特
徴 、 特 に 、 細 胞 形 状 お よ び 細 胞 の 大 き さ な ど の 起 源 材 料 の 構 造 的 特 徴 を 保 持 し な い 。 し た
が っ て 、 好 ま し い 態 様 に お け る 「 非 生 物 学 的 」 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 組 織 な ど の 細 胞 材 料 を
含 ま な い か 、 ま た は 実 質 的 に 含 ま な い 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 非 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 「 非 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 」
、 す な わ ち 、 細 胞 を 含 ま な い か 、 ま た は 細 胞 に 由 来 す る も の で あ り 得 る 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 か か る 非 生 物 学 的 ま た は 非 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 し た が っ て 、 合 成 材 料 ま た は 非 天
然 材 料 を 含 み 得 る 。 種 々 の 形 状 の 種 々 の コ ン パ ク ト 粒 子 が 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例
え ば 、 多 様 な 種 類 の ビ ー ズ が 挙 げ ら れ る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 の 特 に 好 ま し い 態 様 と し て は 、
例 え ば 、 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ 、 ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ビ ー ズ 、 シ リ カ ゲ ル ビ ー ズ な ど の マ イ ク
ロ ビ ー ズ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 ビ ー ズ
　 使 用 に 適 す る ビ ー ズ ま た は マ イ ク ロ ビ ー ズ と し て は 、 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 使 用 さ
れ る も の 、 例 え ば Sephadexな ど の ゲ ル 濾 過 媒 体 が 挙 げ ら れ る 。 こ の 種 の 好 適 な マ イ ク ロ ビ
ー ズ と し て は 、 40～ 120の ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-10 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ
番 号 27,103-9)、 40～ 120μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-15 (Sigma Aldrich カ タ
ロ グ 番 号 27,104-7)、 20～ 50μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-25 (Sigma Aldrich 
カ タ ロ グ 番 号 27,106-3)、 20～ 80μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-25 (Sigma Aldri
ch カ タ ロ グ 番 号 27,107-1)、 50～ 150μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-25 (Sigma A
ldrich カ タ ロ グ 番 号 27,109-8)、 100～ 300μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-25 (Si
gma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,110-1)、 20～ 50μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-50 
(Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,112-8)、 20～ 80μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-
50 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,113-6)、 50～ 150μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephade
x G-50 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,114-4)、 100～ 300μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Se
phadex G-50 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,115-2)、 20～ 50μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す
る Sephadex G-75 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,116-0)、 40～ 120μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を
有 す る Sephadex G-75 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,117-9)、 20～ 50μ mの ビ ー ズ サ イ
ズ を 有 す る Sephadex G-100 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,118-7)、 40～ 120μ mの ビ ー
ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-100 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,119-5)、 40～ 120μ m
の ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-150 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,121-7)、 お よ
び 40～ 120μ mの ビ ー ズ サ イ ズ を 有 す る Sephadex G-200 (Sigma Aldrich カ タ ロ グ 番 号 27,1
23-3)が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 ま た 、 例 え ば 、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に お い て 使 用 さ れ る Sepharoseビ ー ズ も 使 用 さ
れ 得 る 。 例 は 、 Q-Sepharose、 S-Sepharoseお よ び SP-Sepharoseビ ー ズ で あ り 、 例 え ば Amer
sham Biosciences Europe GmbH (Freiburg, Germ任 意 の )か ら Q Sepharose XL (カ タ ロ グ
番 号 17-5072-01)、 Q Sepharose XL (カ タ ロ グ 番 号 17-5072-04)、 Q Sepharose XL (カ タ ロ
グ 番 号 17-5072-60)、 SP Sepharose XL (カ タ ロ グ 番 号 17-5073-01)、 SP Sepharose XL (カ
タ ロ グ 番 号 17-5073-04)お よ び SP Sepharose XL (カ タ ロ グ 番 号 117-5073-60)な ど と し て 入
手 し 得 る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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　 ミ セ ル
　 ま た 、 非 生 物 学 的 ま た は 非 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 ミ セ ル を 含 み 得 る 。 ミ セ ル は 、 単
層 ま た は 二 重 層 を 有 し 得 る 。 こ れ は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 結 合 の 部 分 と し て の 機 能 を 果 た し
得 る 、 内 部 に 挿 入 さ れ た タ ン パ ク 質 ま た は 他 の 分 子 を 有 し て も よ い 。 ミ セ ル は 、 ま ず １ つ
以 上 の 界 面 活 性 剤 を 選 択 す る こ と に よ り 作 製 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 プ ロ ピ レ ン オ キ シ ド と エ
チ レ ン オ キ シ ド の ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー お よ び ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン モ ノ ラ ウ リ ン
酸 塩 な ど の ２ 種 の 異 な る 界 面 活 性 剤 を 使 用 し 得 る 。 し か し な が ら 、 １ 、 ２ 、 ３ ま た は そ れ
以 上 の 界 面 活 性 剤 を 用 い 得 る 。 ま た 、 好 適 な 界 面 活 性 剤 と し て は 、 カ プ リ ル イ ミ ダ ゾ リ ン
の 誘 導 体 、 ア ル キ ル ポ リ グ リ コ ー ル エ ー テ ル 、 ポ リ オ キ シ ア ル キ レ ン ラ ノ リ ン 、 プ ロ ピ レ
ン オ キ シ ド と エ チ レ ン オ キ シ ド の ブ ロ ッ ク コ ポ リ マ ー 、 お よ び ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ
タ ン モ ノ ラ ウ レ ー ト が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 次 い で 、 界 面 活 性 剤 を 水 基 剤 中 に 分 散 さ せ る 。 本 発 明 の 組 成 物 に 選 択 さ れ る 界 面 活 性 剤
は 、 親 水 性 末 端 基 お よ び 疎 水 性 炭 水 化 物 テ イ ル を 有 す る 分 子 で 構 成 さ れ る 。 親 水 性 基 は 水
を 好 む 傾 向 を 有 す る が 、 疎 水 性 テ イ ル は 水 嫌 悪 性 を 有 す る 。 し た が っ て 、 あ る 濃 度 よ り 上
で は 、 界 面 活 性 剤 分 子 は 、 あ る 基 に お い て 互 い に 会 合 す る 傾 向 に あ り 、 そ れ に よ り 、 親 水
性 基 が 水 に 曝 露 さ れ 、 一 般 的 に は 円 形 ま た は 球 状 に 構 造 を 形 成 す る が 、 疎 水 性 テ イ ル は 内
方 に 延 び 、 互 い に 会 合 す る （ お そ ら く 内 部 で 絡 み 合 う 関 係 で ） よ う に 構 成 さ れ る 。 効 果 的
に は 、 こ れ は 、 ミ セ ル と 呼 ば れ る 界 面 活 性 剤 分 子 の ク ラ ス タ ー を 形 成 す る 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 ミ セ ル の 親 水 性 部 分 は 、 界 面 活 性 剤 分 子 の 疎 水 性 テ イ ル に よ っ て 占 め ら れ る 内 部 領 域 の
周 囲 に 殻 ま た は 連 続 的 混 合 物 を 形 成 す る こ と を 前 提 と す る 。 し た が っ て 、 こ れ は 、 殻 型 構
造 体 を 、 形 成 ま た は 生 成 す る 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
検 出 可 能 な 存 在 物
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 対 し て 非 相 同 の も の
で あ る 。 換 言 す る と 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 天 然 の 状 態 で 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と 会 合 し て い
な い 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 し た が っ て 、 例 え ば 、 コ ン パ ク ト 粒 子 が 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 場 合 、 検 出 可 能 な
存 在 物 は 、 通 常 は 該 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ な い が 、 例 え ば 化 学 的 連 結 な ど の 操 作 ま た は ヒ
ト 介 入 に よ り 結 合 さ せ た も の で あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 お よ び 組 成 物 は 、 し た が っ て
、 癌 細 胞 株 な ど の 、 特 定 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 天 然 で 発 現 す る 細 胞 を 利 用 す る も の で は な
く 、 ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン に よ り 特 定 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 す る よ う に 誘 導 さ れ た 細
胞 を 含 む も の で も な い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 好 ま し く は 、 細 胞 は 、 そ の 天 然 状 態 で は 、 細 胞 周 期 ま た は 発 生 段 階 の い か な る 部 分 に お
い て も 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ま ず 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 発 現 は 、 好 ま し く は 誘 導 性 で は な
い 。 好 ま し く は 、 細 胞 は ト ラ ン ス フ ェ ク ト 細 胞 で は な い 、 す な わ ち 、 細 胞 は 、 内 部 に 人 工
的 に 導 入 さ れ た 遺 伝 子 材 料 を 含 ま な い 。 し た が っ て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ト ラ ン ス フ ェ
ク ト さ れ て い る こ と に よ り 細 胞 に よ っ て 発 現 さ れ な い が 、 む し ろ 操 作 に よ り 細 胞 の コ ン テ
ク ス ト (context)に 外 部 か ら 添 加 さ れ る 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 そ の 存 在 お よ び 好 ま し く は 量 が 、 顕 在 化 さ れ 得 る も の 、 す な わ ち
、 直 接 ま た は 間 接 的 に 、 そ の 存 在 が 実 証 さ れ 得 る か 、 ま た は そ の 量 が 測 定 可 能 な も の で あ
る 。 一 般 的 に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 そ れ 自 体 に よ り 、 自 然 に 、 ま た は 刺 激 す る こ と の い
ず れ か に よ り 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル ま た は 顕 在 化 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る こ と が で き る
任 意 の も の で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 単 独 で 、 ま た は １ つ 以 上 の 他 の 存 在 物 と の 組 合 せ で （ 例 え ば 、 抗
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体 お よ び ／ ま た は 二 次 抗 体 な ど の 顕 在 化 剤 と 接 触 さ せ た と き ） シ グ ナ ル を 生 成 し 得 る 。 検
出 可 能 な 存 在 物 は 、 別 途 記 載 の よ う に 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 多 様 な 標 識 、 例 え ば
、 放 射 能 標 識 お よ び 非 放 射 能 標 識 を 用 い て そ れ 自 体 が 標 識 さ れ て も よ い 。 こ の 局 面 の さ ら
な る 記 載 は 、 以 下 の 「 検 出 お よ び 可 視 化 」 の セ ク シ ョ ン に 含 ま れ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 参 照 標 準 は 、 好 ま し く は 、 比 較 的 純 粋 な 状 態 、 す な わ ち 、 他 の 分 子 ま た は 化 合 物 か ら 実
質 的 に 単 離 さ れ た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま し く は 、 通 常 は 会
合 し 得 る 細 胞 成 分 を 含 ま な い か 、 ま た は 実 質 的 に 含 ま な い 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は
、 単 離 さ れ た 形 態 で あ り 得 る 。
【 ０ ２ １ １ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま し く は 性 質 が 非 細 胞 性 で あ る が 、 必 ず し も 起 源 が 非 細 胞 の も
の で は な い 。 こ の こ と に よ り 、 本 発 明 者 ら は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 細 胞 に 由 来 す る が 、
好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 少 な く と も １ 種 の 他 の 細 胞 成 分 か ら 単 離 す る た め に あ る
種 の 処 理 、 例 え ば 、 精 製 ま た は 濃 縮 を 受 け た も の で あ る こ と を 意 味 す る 。 特 に 、 検 出 可 能
な 存 在 物 は 、 例 え ば 、 原 料 細 胞 材 料 ま た は 細 胞 全 体 を 含 ま な い 。 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な
存 在 物 は 、 例 え ば 細 胞 壁 、 細 胞 膜 、 小 器 官 、 細 胞 骨 格 な ど の 実 質 的 な 量 の 細 胞 構 造 体 を 含
ま な い 。 好 ま し く は 、 か か る 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 細 胞 内 環 境 と 比 べ て 、 比 較
的 純 粋 な 状 態 の 「 分 子 性 」 成 分 を 含 む 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 換 言 す る と 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま し く は 、 非 細 胞 材 料 お よ び ／ ま た は 非 細 胞 成 分
を 含 む 。 こ れ は 、 好 ま し く は 、 実 質 的 な 量 の 細 胞 材 料 を 含 ま ず 、 例 え ば 、 こ れ は 「 細 胞 無
含 有 」 で あ る 。 こ の 目 的 の た め に は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 化 学 合 成 ま た は 組 換 え 産 生 が 好
ま し い 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 結 合 剤 の 性 質 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 依 存 す る が 、 非 特 異 的 結 合 剤 ま た は 好 ま し く は 特
異 的 結 合 剤 を 含 む 。 し た が っ て 、 染 料 、 例 え ば 、 典 型 的 に は 織 物 の 染 色 に 使 用 さ れ る 染 料
な ど の 非 特 異 的 結 合 剤 を 結 合 剤 と し て 使 用 し 得 る 。 し か し な が ら 、 特 異 的 結 合 剤 が 好 ま し
い 。
【 ０ ２ １ ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 単 純 な 無 機 系 ま た は 有 機 系 化 合 物 な ど の 「 低 分 子 」 を 含 み 得 る 。
検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 特 に 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (DNP)な ど の ハ プ テ ン を 含 み 得 る 。 検 出
可 能 な 存 在 物 と し て 、 蛍 光 染 料 な ど の 染 料 が 挙 げ ら れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ５ 】
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 DNA、 RNA、 PNAも し く は LNAな ど の 核 酸
、 ま た は タ ン パ ク 質 も し く は 抗 原 な ど の ポ リ ペ プ チ ド 、 ま た は 他 の エ ピ ト ー プ 含 有 ポ リ ペ
プ チ ド を 含 む 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 修 飾 ペ プ チ ド （ ア セ チ ル 化 、 メ チ ル 化 、 欠 失 変 異 ペ
プ チ ド な ど が 挙 げ ら れ る ） な ど の ペ プ チ ド を さ ら に 含 み 得 る 。 タ ン パ ク 質 な ど の 検 出 可 能
な 存 在 物 を 含 む 参 照 標 準 は 、 免 疫 組 織 学 的 検 査 (IHC)に 好 ま し い が 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ
リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン (ISH)に は 、 核 酸 な ど を 含 む 参 照 標 準 が 好 ま し い 。
【 ０ ２ １ ６ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 核 酸 を 含 む 場 合 、 結 合 剤 は 、 特 に 、 核 酸 プ ロ ー ブ を 含 み 得 る 。 こ の
目 的 の た め 、 こ れ は 、 DNAも し く は RNAな ど の 核 酸 ま た は そ の 誘 導 体 （ 例 え ば 、 ペ プ チ ド 核
酸 、 PNAも し く は ロ ッ ク ド (locked)核 酸 、 LNA） を 含 み 得 る 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は
、 検 出 可 能 な 存 在 物 内 の 配 列 に 、 好 ま し く は ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 で 、 特 異 的 に ハ イ
ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き る 。 特 に 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 内 の 配 列 に 相 補
的 な 配 列 を 少 な く と も 含 み 得 る 。 好 ま し く は 、 核 酸 結 合 剤 ま た は プ ロ ー ブ は 、 単 鎖 部 分 を
含 む か 、 ま た は 変 性 さ れ て 結 合 部 位 を 露 出 し て い る 。
【 ０ ２ １ ７ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 抗 原 な ど の タ ン パ ク 質 を 含 む 場 合 、 結 合 剤 は 、 好 ま し く は 、 タ ン パ
ク 質 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 任 意 の 分 子 を 含 む 。 特 に 、 結 合 剤 は 、 抗 原 に 特 異 的
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に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 (モ ノ ク ロ ー ナ ル ま た は ポ リ ク ロ ー ナ ル の い ず れ か )を 含 み 得
る 。
【 ０ ２ １ ８ 】
　 上 記 例 で は 、 核 酸 は 、 典 型 的 に は 、 核 酸 を 含 む 結 合 剤 に よ っ て 検 出 さ れ る が 、 タ ン パ ク
質 は 、 典 型 的 に は 、 抗 体 に よ っ て 検 出 さ れ る 。 し か し な が ら 、 検 出 可 能 な 存 在 物 -結 合 剤
の ペ ア は 、 タ ン パ ク 質 核 酸 相 互 作 用 に 基 づ い て 選 択 さ れ 得 る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 し た が
っ て 、 例 え ば 、 亜 鉛 フ ィ ン ガ ー タ ン パ ク 質 （ HLHタ ン パ ク 質 ） な ど の 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質
な ど は 特 異 的 核 酸 配 列 に 結 合 し 得 る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が っ て 、 核 酸 結 合 タ ン パ ク
質 は 、 コ グ ネ イ ト 核 酸 を 含 む 検 出 可 能 な 存 在 物 を 検 出 す る た め の 結 合 剤 と し て 使 用 さ れ 得
、 核 酸 は 、 コ グ ネ イ ト 核 酸 結 合 タ ン パ ク 質 を 含 む 検 出 可 能 な 存 在 物 を 検 出 す る た め の 結 合
剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ １ ９ 】
　 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド 、 リ ン 酸 化 ペ
プ チ ド 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 、 グ ル ケ ー ト (glucated)ペ プ チ ド 、 グ リ コ ペ プ チ ド 、 核 酸 、 ウ
イ ル ス 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 ア ナ ロ
グ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 ア ナ ロ グ 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ミ
ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 、 修 飾 ア ミ ノ 酸  ア ナ ロ グ 、 ス テ ロ イ ド 、 プ ロ テ
オ グ リ カ ン 、 脂 質 お よ び 炭 水 化 物 ま た は そ の 組 合 せ (例 え ば 、 タ ン パ ク 質 成 分 と DNA成 分 の
両 方 を 含 む 染 色 体 材 料 、 ま た は １ 対 も し く は １ 組 の エ フ ェ ク タ ー （ こ こ で １ 種 以 上 が 別 も
の に 、 例 え ば 触 媒 的 に 変 換 さ れ て 活 性 形 態 と な る )） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は 核 酸 を 含 む 。 非 常 に
好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 適 に は 、 細 胞 の 健 康 ま た は 疾 患 の 状 態 の イ ン
ジ ケ ー タ な ど の 細 胞 の 状 態 の イ ン ジ ケ ー タ を 含 む 。
【 ０ ２ ２ １ 】
　 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 は 、 細 胞 が 、 健 康 、 正 常 ま た は 機 能 性 の 状 態
で あ る こ と を 示 す 役 割 を 果 た し 得 る 。 し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、
細 胞 の 異 常 な 状 態 、 例 え ば 疾 患 状 態 の イ ン ジ ケ ー タ と な る よ う な も の で あ る 。 換 言 す る と
、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 細 胞 ま た は 組 織 に 存 在 す る 場 合 、 こ れ を 含 む 細 胞 ま た は 組 織 ま た は
器 官 ま た は 個 体 は 、 疾 患 状 態 で あ る こ と が 推 察 さ れ 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 単 一 の 疾
患 、 ま た は い く つ か の 疾 患 、 ま た は AIDSな ど の 症 候 群 、 ま た は 医 学 的 状 態 の 診 断 用 の も の
で あ り 得 る 。 好 ま し く は 、 疾 患 、 症 候 群 ま た は 状 態 は 治 療 可 能 な も の で あ る 。
【 ０ ２ ２ ２ 】
　 好 ま し く は 、 細 胞 ま た は 組 織 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 、 量 ま た は 濃 度 を 検 出 し て 、
細 胞 ま た は 組 織 の 状 態 、 好 ま し く は 、 細 胞 ま た は 組 織 の 病 理 学 的 状 態 の 指 標 を 提 供 す る 。
し た が っ て 、 参 照 標 準 が 診 断 用 標 準 と し て 用 い ら れ る 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は
、 任 意 の 診 断 上 関 連 性 の あ る 存 在 物 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ２ ３ 】
　 し た が っ て 、 こ の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 本 質 的 に 、 病 理 学 的 状
態 の マ ー カ ー ま た は 疾 患 マ ー カ ー で あ り 、 細 胞 中 の そ の 存 在 ま た は 量 は 、 細 胞 が 疾 患 状 態
で あ る か 、 ま た は 疾 患 状 態 の 可 能 性 が あ る こ と を 示 す 。 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 は 診 断 用
で あ っ て も よ く 、 単 に イ ン ジ ケ ー タ と し て の 機 能 を 果 た し 、 他 の イ ン ジ ケ ー タ 、 例 え ば 一
群 の イ ン ジ ケ ー タ と と も に 疾 患 の 可 能 性 を 示 す も の で あ っ て も よ い 。 細 胞 ま た は 組 織 中 の
検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 は 、 有 意 水 準 （ す な わ ち 、 疾 患 を 表 示 す る 閾 値 レ ベ ル よ り 上 か 否 か
） で あ り 得 る 。
【 ０ ２ ２ ４ 】
　 好 ま し く は 、 疾 患 は 癌 を 含 む 。 し た が っ て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま し く は 、 癌 マ ー
カ ー ま た は 癌 タ ン パ ク 質 ま た は 癌 核 酸 で あ る 。 い く つ か の 癌 お よ び 癌 関 連 タ ン パ ク 質 は 、
当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 ras、 BRCA1、 HER2、 ATM、 RhoC、 テ ロ メ ア ー ゼ な ど
で あ る 。 癌 胎 児 性 抗 原 (CEA)は 、 消 化 管 癌 (例 え ば 、 結 腸 の 癌 )な ら び に 他 の 悪 性 お よ び 非
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悪 性 疾 患 と 関 連 し て い る 。 他 の 癌 マ ー カ ー の 例 を 以 下 に 記 載 す る が 、 こ れ ら を コ ー ド す る
核 酸 も ま た 検 出 可 能 な 存 在 物 と し て 使 用 さ れ 得 る こ と が 認 識 さ れ よ う 。
【 ０ ２ ２ ５ 】
　 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)レ ベ ル は 、 前 立 腺 癌 に お い て 、 お よ び 場 合 に よ っ て は 肥 大 前 立
腺 状 態 (例 え ば 、 BPH)ま た は 前 立 腺 症 に お い て 上 昇 す る 。
【 ０ ２ ２ ６ 】
　 CA 19.9は 、 主 に 胃 腸 管 癌 と 関 連 す る 。 場 合 に よ っ て は 、 値 の 増 大 は ま た 、 転 移 を 伴 う
患 者 お よ び 非 悪 性 状 態 、 例 え ば 肝 炎 、 肝 硬 変 、 膵 炎 の 患 者 に お い て 観 察 さ れ る 。
【 ０ ２ ２ ７ 】
　 HER2は 、 乳 癌 と 関 連 す る 。 HER2タ ン パ ク 質 の 値 の 増 大 、 過 剰 発 現 は 、 し ば し ば 、 転 移 性
状 態 を も た ら し 得 る 腫 瘍 細 胞 の 急 速 な 成 長 と 関 連 す る 。 HER2タ ン パ ク 質 を 過 剰 発 現 す る 転
移 性 患 者 (patent)は 、 HERCEPTIN治 療 (抗 HER2 抗 体 に よ る 治 療 )の 恩 恵 を 被 り 得 る 。
【 ０ ２ ２ ８ 】
　 CA 125値 上 昇 は 、 し ば し ば 、 卵 巣 の 癌 と 関 連 す る 。 し か し な が ら 、 子 宮 内 膜 症 、 妊 娠 前
期 、 卵 巣 嚢 ま た は 骨 盤 腹 膜 炎 な ど の 非 悪 性 状 態 も ま た 、 CA 125レ ベ ル 上 昇 の 原 因 と な り 得
る 。 家 族 歴 と 癌 の 発 症 と の 関 連 は 、 た く さ ん 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ２ ９ 】
　 CA 15.3値 は 、 し ば し ば 、 乳 癌 の 患 者 に お い て 上 昇 す る 。 家 族 構 成 員 に お い て 癌 の 既 往
歴 が あ る 場 合 、 患 者 は 、 ま た 乳 房 マ ン モ グ ラ フ ィ ー を 行 な う こ と を 助 言 さ れ 得 る 。 乳 癌 の
他 、 他 の 非 悪 性 状 態 (例 え ば 、 肝 硬 変 、 卵 巣 お よ び 乳 房 の 良 性 疾 患 )も ま た 、 CA 15.3 レ ベ
ル の 上 昇 の 原 因 で あ る こ と が 知 ら れ て い る 。  
【 ０ ２ ３ ０ 】
　 α フ ェ ト プ ロ テ イ ン (AFP)レ ベ ル は 、 し ば し ば 、 肝 臓 癌 (肝 細 胞 )お よ び 精 巣 癌 (非 精 上 皮
腫 )に お い て 上 昇 す る 。 レ ベ ル の 上 昇 は ま た 、 妊 娠 中 ま た は い く つ か の 胃 腸 管 癌 に 存 在 す
る 。 AFPは ま た 、 開 放 神 経 管 欠 陥 の ス ク リ ー ニ ン グ 試 験 と し て の 他 の 試 験 と の 組 合 せ で 使
用 さ れ る 。
【 ０ ２ ３ １ 】
　 鼻 咽 腔 癌 (NPC)は 、 鼻 咽 頭 の 上 皮 細 胞 か ら 生 じ る 非 リ ン パ 系 (lymphatous)、 非 腺 系 、 鱗
状 細 胞 癌 で あ る 。 こ れ は 、 鼻 咽 腔 癌 癌 の 最 も 一 般 的 な 形 態 で あ り 、 成 人 に お い て 好 発 す る
。 い く つ か の 臨 床 症 状 と し て は 、 耳 ま た は 鼻 の 問 題 、 鼻 粘 膜 の 出 血 、 頚 部 し こ り 、 リ ン パ
節 肥 大 (通 常 、 頚 部 )お よ び 鼻 づ ま り の 感 覚 が 挙 げ ら れ る 。 エ プ ス タ イ ン -バ ー ウ イ ル ス (EB
V)は 、 NPCと の 直 接 的 な 因 果 関 係 を 有 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 こ こ で 、 こ れ が NPC腫 瘍 に
お い て 検 出 さ れ 得 る 場 合 は NPCの 患 者 は 、 一 般 集 団 よ り も 高 い EBV特 異 的 抗 体 価 を 有 す る 傾
向 が あ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に よ る 初 期 検 出 は 、 通 常 、 良 好 な 予 後 を も た ら す 。
【 ０ ２ ３ ２ 】
　 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ -1(TIMP-1)の 組 織 イ ン ヒ ビ タ ー は 、 メ タ ロ プ ロ テ ア ー ゼ  イ ン ヒ ビ
タ ー 1、 線 維 芽 細 胞 コ ラ ゲ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー 、 コ ラ ゲ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー お よ び 赤 血 球
増 強 活 性 (EPA)と し て も 知 ら れ る 。 肝 臓 TIMP-1の 過 剰 発 現 は 、 成 長 お よ び 脈 管 形 成 を 抑 制
す る こ と に よ り 、 TAg誘 導 性 肝 細 胞 癌 の 発 生 を 阻 止 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 TIMP-1は
、 例 え ば 、 非 小 細 胞 肺 癌 (NSCLS)、 悪 性 黒 色 腫 お よ び 軟 骨 肉 腫 と 関 連 す る 。
【 ０ ２ ３ ３ 】
　 p53お よ び Rbな ど の 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 も ま た 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン κ お よ び λ 軽 鎖 を 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 （
１ つ ま た は 複 数 ） は 、 エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー (ER)α お よ び β な ら び に プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ
セ プ タ ー (PR)、 p53 タ ン パ ク 質 、 Ki-67お よ び 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 (PCNA)な ど の 増 殖 関 連 タ
ン パ ク 質 な ど の １ 種 以 上 の 予 後 マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 （ １ つ ま た は 複 数
） は 、 カ ド ヘ リ ン Eな ど の １ 種 以 上 の 細 胞 接 着 分 子 、 な ら び に pl6、 p21、 p27お よ び Rbな ど
の 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 （ １ つ ま た は 複 数 ） は 、 CD3、 CD15
、 CD20、 CD30、 CD34、 CD45、 CD45RO、 CD99、 κ お よ び λ 軽 鎖 お よ び 第 VIII因 子 な ど の １ 種
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以 上 の 血 液 学 的 因 子 を 含 み 得 る 。 さ ら に ま た 、 以 下 :CD3、 CD4、 CD5、 CD8、 CD13、 CD14、 C
D19; CD34ク ラ ス I、 CD34ク ラ ス II、 CD34ク ラ ス III、 CD45、 CD45RO、 CD64、 CD117、 pl6、 p
l9、 p21、 p53 タ ン パ ク 質 、 増 殖 性 細 胞 核 抗 原 、 Ki67抗 原 、 上 皮 抗 原 、 上 皮 膜 抗 原 、 エ ス
ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー 、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ー 、 グ リ コ ホ リ ン A、 HLA-ABC抗 原 、 HLA-DP
/DQ/DR抗 原 、 単 純 ヘ ル ペ ス 1お よ び 2(HSV 1お よ び 2)、 パ ピ ロ ー マ ウ イ ル ス 抗 原 、 HIV-1、 2
抗 原 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 抗 原 、 B型 肝 炎 ウ イ ル ス 表 面 抗 原 、 ヘ リ コ バ ク タ ー ピ ロ リ 抗 原 、 ク
ラ ミ ジ ア 抗 原 、 ク ラ ミ ジ ア 肺 炎 病 原 体 抗 原 な ら び に CMV抗 原 の い ず れ か を 検 出 可 能 な 存 在
物 と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ２ ３ ５ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 （ １ つ ま た は 複 数 ） は 、 前 立 腺 特 異 的 抗 原 (PSA)、 前 立 腺 特 異 的 ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (PSAP)、 サ イ ト ケ ラ チ ン 、 上 皮 膜 抗 原 、 癌 胎 児 性 抗 原 (CEA)、 多 型 性
上 皮 ム チ ン 、 間 葉 分 化 マ ー カ ー 、 デ ス ミ ン 、 ア ク チ ン 、 ビ メ ン チ ン 、 IV型 コ ラ ー ゲ ン な ど
の １ 種 以 上 の 上 皮 分 化 マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 （ １ つ ま た は 複 数 ） は 、 S-
100、 HMB45な ど の １ 種 以 上 の 褐 色 細 胞 腫 マ ー カ ー を 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 （ １ つ ま
た は 複 数 ） は 、 CD117、 CD133、 CD45、 CD4、 CD8、 CD19、 CD20、 CD56、 CD13、 CD33、 CD235a
、 CD15、 BerEP4、 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 エ ノ ラ ー ゼ 、 グ リ ア 線 維 酸 性 タ ン パ ク 質 、 ク ロ モ グ ラ
ニ ン 、 シ ナ プ ト フ ィ シ ン 、 c-Kit、 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (EGFR)、 HER2/neu、 HER3お よ
び HER4、 な ら び に そ の リ ガ ン ド （ 例 え ば 、 EGFお よ び TGF-α お よ び イ ン ス リ ン レ セ プ タ ー (
IR)、 血 小 板 誘 導 性 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (PDGFR)な ど の 他 の レ セ プ タ ー タ ン パ ク 質 -チ ロ シ
ン キ ナ ー ゼ 、 な ら び に 血 管 内 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (VEGFR-1、 VEGFR-2お よ び VEGFR-3)、 M
30、 Bcl-2、 p53、 カ ス パ ー ゼ お よ び Fasな ど の ア ポ ト ー シ ス 関 連 タ ン パ ク 質 ） な ど の １ 種
以 上 の マ ー カ ー を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ３ ６ 】
　 一 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 c-kitを 含 む 。 CD117抗 原 、 c-kitま た は KITは 、
ク ラ ス IIIレ セ プ タ ー チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 属 す る 145 kDaの 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 で
あ る 。 細 胞 質 内 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ ド メ イ ン は 、 ATP-結 合 領 域 と ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
活 性 部 位 間 の 長 い 親 水 性 挿 入 物 に よ り 分 断 さ れ て い る (Fleishman RA. Trends Genet 1993
; 9:285-90)。 細 胞 外 領 域 は 、 ５ つ の 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 ド メ イ ン か ら な り 、 第 ２ お よ び 第
３ ル ー プ が リ ガ ン ド 結 合 に 関 与 し て い る と 考 え ら れ て い る (Blechman JMら , J Biol Chem 
1993; 268:4399-4406)。 c-kitの 天 然 リ ガ ン ド は 、 幹 細 胞 因 子 、 ス テ ィ ー ル (steel)因 子 (S
LF)ま た は マ ス ト 細 胞 成 長 因 子 と 呼 ば れ て い る 。 c-kitは 、 正 常 骨 髄 細 胞 の 1～ 4％ に お い て
発 現 さ れ る (Papayannopoulouら , Blood 1991; 78:1403-12; Buehring H-J, Ullrich A, S
chaudt K, Mueller CA, Busch FW. The product of the proto-oncogene c-kit)。
【 ０ ２ ３ ７ 】
　 陽 性 骨 髄 細 胞 の 大 部 分 (50～ 70％ )は 、 CD34を 同 時 発 現 し 、 あ ら ゆ る 造 血 系 統 の 先 祖 細 胞
お よ び そ の 前 駆 細 胞 を 含 む (Kikutaniら :Sch喪 失 manら 編 . Leukocyte typing V. White ce
ll differentiation antgens. Proceedings of 5th International Workshop and Confer
ence; 1993 Nov 3-7; Boston, USA. Oxford, New York, Tokyo:Oxford University Press
; 1995. p.1855-64; Buehringら , in:Sch喪 失 man SF, Boumsell L, Gilks W, Harlan JM,
 Kishimoto T, Morimoto Cら 編 . Leukocyte typing V. White cell differentiation ant
igens. Proceedings of 5th International Workshop and Conference; 1993 Nov 3-7; B
oston, USA. Oxford, New York, Tokyo:Oxford University Press; 1995. p.1882-8)。 c-
kitは 、 造 血 の 未 成 熟 段 階 、 メ ラ ニ ン 細 胞 の 発 生 、 破 骨 細 胞 分 化 お よ び ラ ン ゲ ル ハ ン ス 細
胞 分 化 と 、 ほ ぼ 排 他 的 に 関 連 す る 。 c-kitは 、 マ ス ト 細 胞 で 発 現 さ れ 、 AMLの 患 者 の 芽 細 胞
で 発 現 さ れ る が 、 ほ と ん ど の す べ て の 芽 細 胞 に は 存 在 し な い こ と が わ か っ て い る (Buehrin
gら , Br J Haematol 1992; 82:287-94.)。
【 ０ ２ ３ ８ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ラ ミ ニ ン 、 好 ま し く は ラ ミ ニ ン 5γ 2鎖 を 含 む
。
【 ０ ２ ３ ９ 】

10

20

30

40

50

(37) JP 2007-527991 A 2007.10.4



　 ラ ミ ニ ン は 、 α 、 β お よ び γ 鎖 か ら 構 成 さ れ る 大 き な ヘ テ ロ 三 量 体 (heterotrimeric)基
底 膜 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 現 在 で は 、 ５ つ の α 鎖 、 ３ つ の β 鎖 お よ び ３ つ の γ 鎖 が 、 少 な
く と も 15種 類 の 異 な る イ ソ フ ォ ー ム を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 α 3、 β 3お よ び γ 2
鎖 か ら な る ラ ミ ニ ン -5タ ン パ ク 質 は 、 最 初 に 、 460kDa前 駆 体 と し て 合 成 し 、 こ れ を 特 異 的
タ ン パ ク 質 分 解 プ ロ セ ッ シ ン グ に 供 す る と 、 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス 内 へ の 分 泌 後 、 よ り 小 さ
い 形 態 に な る 。 ラ ミ ニ ン -5γ 2鎖 は 、 そ の サ ブ ユ ニ ッ ト の 発 現 が 上 皮 組 織 （ こ こ で は 上 皮
固 着 (anchoring)系 お よ び 細 胞 運 動 (locomotion)の 一 部 で あ る ） に 限 定 さ れ る た め 、 特 有
の イ ソ フ ォ ー ム で あ る 。 ラ ミ ニ ン -5γ 2鎖 タ ン パ ク 質 は 、 基 底 ケ ラ チ ノ サ イ ト の 下 層 基 底
膜 へ の 接 着 に 必 須 で あ り 、 イ ン テ グ リ ン α 3β 1、 α 6β 1お よ び α 6β 4の 接 着 リ ガ ン ド と し
て の 機 能 を 果 た す (Declineら , J Cell Sci 2000; 114:811-231; Salo, S, Function of t
he γ 2 chain in epitherial adhesion and migration, and expression in epithelial 
cells and carcinomas (学 位 論 文 ). Oulu:Oulu Univ.; 1999)。 デ ー タ の 蓄 積 に よ り 、 い
く つ か の 異 な る ヒ ト 癌 に お い て ラ ミ ニ ン -5γ 2鎖 タ ン パ ク 質 発 現 の 増 加 が 示 さ れ 、 そ の 発
現 は 、 分 芽 細 胞 表 現 型 を 有 す る 癌 細 胞 に 特 徴 的 で あ る (Salo, S前 出 )。 い く つ か の 研 究 は
、 ラ ミ ニ ン -5γ 2鎖 タ ン パ ク 質 発 現 が 、 種 々 の タ イ プ の 鱗 状 細 胞 癌 に お け る 侵 襲 性 癌 (Skyl
dbergら , J Natl Cancer Inst 1999; 91:1882-7; Nordstroemら , Int J Gynecol Cancer 
2002; 12:105-9)、 結 腸 腺 癌 (Pykeら , Cancer Res 1995; 55:4132-9)、 お よ び 肺 腺 癌 (Maea
ettaeら , J Pathol 1999; 188:361-8)の マ ー カ ー の 機 能 を 果 た し 得 る こ と を 示 す 。
【 ０ ２ ４ ０ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 任 意 の １ つ 以 上 の HER2、 エ ス ト ロ ゲ ン レ
セ プ タ ー (ER)、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ー (PR)、 p16、 Ki-67、 c-kit、 ラ ミ ニ ン 5γ 2鎖 お
よ び 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (EGFR)タ ン パ ク 質 、 か か る 物 質 を コ ー ド す る 核 酸 、 お よ び か
か る 物 質 の 翻 訳 後 修 飾 形 態 （ 好 ま し く は 、 リ ン 酸 化 形 態 ） を 含 む 。
【 ０ ２ ４ １ 】
　 HER2（ NEWお よ び ERBB2と し て も 知 ら れ る ） は 、 Coussensら , Science. 1985 Dec 6; 230
 (4730):1132-9; Spivak-Kroizmanら , J Biol Chem. 1992 Apr 25; 267 (12):8056-63; K
ingら , J Biol Chem. 1986 Aug 5; 261 (22):10073-8;お よ び  Plowmanら , Proc Natl Aca
d Sci U S A. 1990 Ju1; 87 (13):4905-9に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ２ 】
　 エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば 、 Ponglikitmongkolら
, EMBO J. 1988 Nov; 7 (11):3385-8; Lazennecら , Gene. 1995 Dec 12; 166 (2):243-7;
 Watermanら , Mol Endocrinol. 1988 Jan; 2 (1):14-21; Greenら , Nature 320:134-139,
1986; Greeneら , Science 231:1150-1154,1986に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ３ 】
　 プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ー で あ る PGRま た は PRは 、 例 え ば 、 Misrahiら , Biochem. Bioph
ys. Res. Commun. 143:740-748,1987; Conneelyら , J Soc Gynecol Investig. 2000 Jan-
Feb; 7 (1 Suppl):S25-32; Moteら , J Clin Endocrinol Metab. 1999 Aug; 84 (8):2963-
71に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ４ 】
　 P16は ま た 、 CDKN2、 CDK4イ ン ヒ ビ タ ー 、 多 癌 抑 制 1; MTS1、 TP16、 pl6(INK4)、 pl6 (INK
4A)、 pl9 (ARF)お よ び pl4 (ARF)と し て も 知 ら れ て い る 。 こ れ は 、 例 え ば 、 Bogenriederら
, Hautarzt. 1998 Feb; 49 (2):91-100; Uchidaら , Leuk Lymphoma. 1998 Mar; 29 (1-2)
:27-35お よ び Geradtsら , Cancer Res. 1995 Dec 15; 55 (24):6006-11に 詳 細 に 記 載 さ れ
て い る 。
【 ０ ２ ４ ５ 】
　 Ki-67は 、 例 え ば 、 Schluterら , J. Cell. Biol. 123:513-522,1993に 詳 細 に 記 載 さ れ て
い る 。
【 ０ ２ ４ ６ 】
　 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (EGFR)は 、 V-ERB-B AVIAN ERYTHROBLASTIC LEUKEMIA VIRAL ON
COGENE HOMOLOG; ONCOGENE ERBB; ERBB1; SPECIES抗 原 7お よ び S7と し て も 知 ら れ て い る 。
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こ れ は 、 例 え ば 、
【 ０ ２ ４ ７ 】
　 Carlinら , Proc Natl Acad Sci U S A. 1982 Aug; 79 (16):5026-30; Kondoら , Cytoge
net Cell Genet. 1983; 35 (1):9-14; Revis-Guptaら , Proc Natl Acad Sci U S A. 1991
 Jul 15; 88 (14):5954-8; Huangら , J Biol Chem. 2003 May 23; 278 (21):18902-13. E
pub 2003 Mar 14に 詳 細 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ２ ４ ８ 】
　 こ れ ら の い ず れ か を コ ー ド す る 核 酸 も ま た 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ４ ９ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 に お い て 上 記 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の タ ン パ ク 質 を 使 用 す る こ
と が 厳 密 に 必 要 と さ れ る わ け で は な い こ と 、 お よ び 該 ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 使 用 に
よ っ て 抗 原 を 検 出 す る の が 可 能 で あ る こ と は 認 識 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 参 照 標 準 は 、 上
記 の よ う な 、 任 意 の ポ リ ペ プ チ ド で あ る 検 出 可 能 な 存 在 物 を コ ー ド し 得 る 核 酸 で あ る 検 出
可 能 な 存 在 物 を 含 み 得 る こ と を 認 識 さ れ た い 。 言 う ま で も な く 、 こ の 場 合 の 結 合 剤 ま た は
顕 在 化 剤 は 、 好 ま し く は 、 核 酸 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 で あ る 核 酸 の 少 な く と も 一
部 に 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 核 酸 、 好 ま し く は 相 補 的 核 酸 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ５ ０ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 場 合 、 こ れ は 、 非 修 飾 で あ り 得 る か 、 ま た は １
つ 以 上 の 翻 訳 後 修 飾 （ 例 え ば 、 炭 水 化 物 (グ リ コ シ ル 化 )、 ADP-リ ボ シ ル (ADPリ ボ シ ル 化 )
、 脂 肪 酸 (プ レ ニ ル 化 （ ミ リ ス ト イ ル 化 お よ び パ ル ミ チ ル 化 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限
定 さ れ な い )、 ユ ビ キ チ ン (ユ ビ キ チ ン 化 )タ ン パ ク 質 リ ン 酸 化 お よ び 脱 リ ン 酸 化 な ら び に
セ ン ト リ ン (sentrin)(セ ン ト リ ン 化 ;ユ ビ キ チ ン 化 様 タ ン パ ク 質 修 飾 )の 付 加 ） を 含 み 得 る
。
【 ０ ２ ５ １ 】
　 好 ま し く は 、 翻 訳 後 修 飾 は リ ン 酸 化 を 含 む 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 リ ン 酸 化 HE
R2ま た は リ ン 酸 化 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー (EGFR)を 含 み 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 リ ン
酸 化 c-kit、 リ ン 酸 化 ラ ミ ニ ン 5γ 2鎖 、 リ ン 酸 化 エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー (ER)、 リ ン 酸 化
プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ー (ER)、 リ ン 酸 化 p16お よ び ／ ま た は リ ン 酸 化 Ki-67を さ ら に 含 み
得 る 。 リ ン 酸 化 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 参 照 標 準 が フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 適 用 に お い て 使 用
さ れ る 場 合 に 特 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ５ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 適 に は 、 抗 原 、 好 ま し く は 診 断 上 関 連 性 の あ る 抗 原 （ こ れ は 、
関 連 す る 抗 体 へ の 結 合 に よ っ て 検 出 可 能 で あ る ） を 含 み 得 る 。 任 意 の 適 当 な 抗 原 が 使 用 さ
れ 得 、 当 業 者 に は 、 ど の 抗 原 が ど の 診 断 目 的 に 適 す る か が わ か る 。
【 ０ ２ ５ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 場 合 、 用 語 「 検 出 可 能 な 存 在 物 」 は 、 原 子 ま た は 分 子 （ 分 子 は 無 機
系 ま た は 有 機 系 で あ り 得 る ） 、 ハ プ テ ン 、 生 物 学 的 エ フ ェ ク タ ー 分 子 お よ び ／ ま た は 生 物
学 的 エ フ ェ ク タ ー 分 子 な ど の 剤 を コ ー ド す る 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ペ プ チ ド
、 修 飾 ペ プ チ ド 、 ア セ チ ル 化 ペ プ チ ド 、 メ チ ル 化 ペ プ チ ド 、 変 異 ペ プ チ ド 、 欠 損 ペ プ チ ド
、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 、 リ ン 酸 化 ペ プ チ ド 、 グ ル ケ ー ト ペ プ チ ド 、 グ リ コ ペ プ チ ド 、 核 酸 、
ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 様 粒 子 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 核 酸 、 DNA、 RNA、 ペ プ チ
ド 核 酸 (PNA)、 ロ ッ ク ド 核 酸 (LNA)、 ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 ア ナ ロ グ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド の 合
成 ア ナ ロ グ 、 改 変 ヌ ク レ オ チ ド 、 改 変 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、
改 変 ア ミ ノ 酸 、 改 変 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 ス テ ロ イ ド 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 脂 質 お よ び 炭 水
化 物 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 溶 液 ま た は 懸 濁 液 (例 え ば
、 結 晶 性 、 コ ロ イ ド 状 ま た は 他 の 粒 子 状 形 態 )の 状 態 で あ り 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、
モ ノ マ ー 、 ダ イ マ ー 、 オ リ ゴ マ ー な ど の 形 態 で あ り 得 、 そ う で な け れ ば 、 複 合 体 の 状 態 で
あ り 得 る 。
【 ０ ２ ５ ４ 】
　 単 一 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 使 用 す る 必 要 は な い こ と 、 お よ び 参 照 標 準 に お い て ２ つ 以 上
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の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 使 用 す る の が 可 能 で あ る こ と が 認 識 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 用 語 「
検 出 可 能 な 存 在 物 」 は ま た 、 本 明 細 書 に 記 載 の よ う な 、 原 子 、 分 子 な ど の 混 合 物 、 融 合 体
、 組 合 せ お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と し て は 、 ポ リ ペ プ チ
ド と 結 合 し た 核 酸 ;互 い に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ２ つ 以 上 の ポ リ ペ プ チ ド ;生 物 学 的 に 活 性 な
分 子 (プ ロ ド ラ ッ グ な ど の 低 分 子 で あ り 得 る )に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た タ ン パ ク 質 ;ま た は 、
こ れ ら の 任 意 の も の と 生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 と の 組 合 せ が 挙 げ ら れ 得 る が 、 こ れ ら に 限 定
さ れ な い 。
【 ０ ２ ５ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 「 生 物 学 的 エ フ ェ ク タ ー 分 子 」 ま た は 「
生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 」 を 含 む 。 こ れ ら の 用 語 は 、 生 物 学 的 系 に お い て 活 性 を 有 す る 存 在
物 、 限 定 さ れ な い が 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ペ プ チ ド （ 限 定 さ れ な い が 、 構 造
タ ン パ ク 質 、 酵 素 、 サ イ ト カ イ ン （ イ ン タ ー フ ェ ロ ン お よ び ／ ま た は イ ン タ ー ロ イ キ ン な
ど ） ） 、 抗 生 物 質 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル も し く は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 ま た は そ の 効 力 の あ る
部 分 （ F(ab)2、 F(ab')ま た は Fv 断 片 な ど 、 該 抗 体 ま た は そ の 部 分 は 天 然 、 合 成 ま た は ヒ
ト 化 さ れ た も の で あ り 得 る ） 、 ペ プ チ ド ホ ル モ ン 、 レ セ プ タ ー 、 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 も し く
は 他 の タ ン パ ク 質 ;核 酸 （ 以 下 に 規 定 す る よ う な 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も し く は 改 変 オ リ
ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド も し く は 改 変 ア ン チ セ ン ス オ リ ゴ ヌ ク
レ オ チ ド 、 cDNA、 ゲ ノ ム DNA、 人 工 も し く は 天 然 染 色 体 (例 え ば 、 酵 母 人 工 染 色 体 )ま た は
そ の 部 分 、 RNA（ mRNA、 tRNA、 rRNAも し く は リ ボ ザ イ ム ） ま た は ペ プ チ ド 核 酸 (PNA)、 ロ ッ
ク ド 核 酸 (LNA)、 ウ イ ル ス も し く は ウ イ ル ス 様 粒 子 ;ヌ ク レ オ チ ド も し く は リ ボ ヌ ク レ オ チ
ド も し く は そ の 合 成 ア ナ ロ グ （ 修 飾 さ れ て い て も 非 修 飾 で あ っ て も よ い ） が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） ;ア ミ ノ 酸 ま た は そ の ア ナ ロ グ （ 修 飾 さ れ て い て も 非 修 飾 で あ
っ て も よ い ） ;非 ペ プ チ ド (例 え ば 、 ス テ ロ イ ド )ホ ル モ ン ;プ ロ テ オ グ リ カ ン ;脂 質 ;ま た は
炭 水 化 物 を い う 。 低 分 子 （ 無 機 系 お よ び 有 機 系 化 学 物 質 を 含 む ） も ま た 、 検 出 可 能 な 存 在
物 と し て 有 用 で あ る 。 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 は 、 医 薬 的 に 活 性 な
検 出 可 能 な 存 在 物 、 例 え ば 同 位 体 で あ る 。
【 ０ ２ ５ ６ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 光 ま た は 他 の 電 磁 放 射 線 な ど の 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 発 し 得 る 。
検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 放 射 性 同 位 体 、 例 え ば 、 3 2 Pも し く は 3 5 Sも し
く は 9 9 Tc、 ま た は （ 以 下 に 説 明 す る よ う な 、 か か る 放 射 性 同 位 体 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト し た ）
核 酸 、 ポ リ ペ プ チ ド な ど の 分 子 、 ま た は 他 の 分 子 で あ り 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 X線
放 射 な ど の 放 射 に 対 し て 不 伝 導 性 で あ り 得 る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は ま た 、 こ れ を 特 定 の 細
胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 動 物 の 身 体 内 の 他 の 区 画 に 指 向 さ せ る 標 的 化 手 段 を 含 み 得 る 。 例 え
ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 生 物 体 内 の 規 定 の 分 子 、 組 織 ま た は 細 胞 に 特 異 的 な 放 射 標 識 抗
体 を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ５ ７ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 染 料 （ ア ゾ 染 料 、 有 機 系 顔 料 、 シ バ ク ロ ン (cibacron)ブ ル ー な ど
） を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ５ ８ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 上 記 記 載 の よ う な １ つ 以 上 の 存 在 物 含 み 得 、 特 に 、 ２ 種 以 上 も し
く は 複 数 の 任 意 の 前 記 存 在 物 、 ま た は 前 記 存 在 物 の １ つ 以 上 の 組 合 せ を 含 み 得 る こ と は 認
識 さ れ よ う 。
【 ０ ２ ５ ９ 】
検 出 可 能 な 存 在 物 の 結 合
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子
に 結 合 さ せ 、 該 存 在 物 を 含 む 該 コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 支 持 媒 体 内 に 支 持 さ せ る 。 好 ま し い 態
様 に お い て 包 埋 媒 体 が 用 い ら れ る 場 合 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 包 埋
媒 体 内 に 包 埋 す る 。
【 ０ ２ ６ ０ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 、 結 合 、 連 結 、 融 合 、 混 合 、 組 合 せ 、 ま た は 、
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そ う で な け れ ば 、 接 合 さ せ 得 る 。 例 え ば 検 出 可 能 な 存 在 物 と コ ン パ ク ト 粒 子 の 間 の 結 合 は
、 永 久 ま た は 一 時 的 で あ り 得 、 共 有 ま た は 非 共 有 相 互 作 用 (水 素 結 合 、 イ オ ン 性 相 互 作 用
、 疎 水 性 力 、 フ ァ ン デ ル ワ ー ル ス 相 互 作 用 な ど )を 含 み 得 る 。
【 ０ ２ ６ １ 】
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 、 当 該 技 術 分 野 で 公
知 で あ り 、 以 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る リ ン カ ー に よ っ て 化 学 的 に 連 結 さ せ る 。 か か る 化
学 的 連 結 の 使 用 に よ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 正 確 に 連 結 さ せ る こ と
が 可 能 に な る 。
【 ０ ２ ６ ２ 】
　 用 語 「 結 合 し た 」 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 と 検 出 可 能 な 存 在 物 間 の 永 久 的 ま た は 半 永 久 的 会
合 を 含 意 し 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 好 ま し く は 化 学 的 に コ ン パ ク ト 粒 子 に 連
結 さ れ る 。 と は 言 う も の の 、 こ れ ら の 可 能 性 に 限 定 す る よ う に 解 釈 す べ き で は な い 。 そ れ
よ り も 、 結 合 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と コ ン パ ク ト 粒 子 と の 任 意 の 会 合 を 指 す よ う 解 釈 さ れ
る べ き で あ る が 、 会 合 が 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 支 持 ま た は 包 埋 中 お よ び そ の 後 の コ ン パ ク
ト 粒 子 の 配 置 お よ び ／ ま た は 形 状 に よ っ て 実 質 的 に 規 定 さ れ る 形 状 を と る の に 充 分 で あ れ
ば 、 一 時 的 ま た は 緩 い も の を 指 す よ う 解 釈 さ れ て も よ い 。 支 持 す る （ 好 ま し く は 、 媒 体 中
に 包 埋 す る ） 工 程 （ １ つ ま た は 複 数 ） 中 に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 が 検 出 可 能 な 存 在 物 を 所 定 の
位 置 に 保 持 す る こ と が 、 重 要 な の で あ る 。
【 ０ ２ ６ ３ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 単 に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 保 持 し 、 そ う で な け れ ば 、 こ れ を 拡 散 ま
た は 洗 浄 除 去 さ れ る の を 妨 げ 得 る 。 保 持 時 間 は 、 一 時 的 で あ っ て も よ く 、 支 持 ま た は 包 埋
工 程 の 実 質 的 部 分 、 好 ま し く は 該 工 程 の 過 程 全 体 を 通 し て 持 続 し 得 る 。
【 ０ ２ ６ ４ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 共 有 結 合 に よ り コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ
せ る 。 か か る 好 ま し い 態 様 で は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 構 成 す る １ つ 以
上 の 分 子 に 化 学 的 に 連 結 ま た は 架 橋 さ せ る 。 化 学 的 連 結 の 好 ま し い 方 法 を 、 以 下 に 、 表 題
「 連 結 」 の セ ク シ ョ ン に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る 。 言 う ま で も な く 、 こ の 態 様 に お け る コ ン
パ ク ト 粒 子 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 は 、 ど れ だ け 多 く の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 断
面 に 提 示 さ れ 、 し た が っ て 染 色 レ ベ ル 達 成 さ れ る か を 制 御 す る 。
【 ０ ２ ６ ５ 】
　 ス ペ ー サ ー
　 さ ら に ま た 、 あ る 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と コ ン パ ク ト 粒 子 の 成 分 ま た は コ ン
パ ク ト 粒 子 と の 間 に ス ペ ー サ ー 手 段 を 含 め る こ と が 望 ま し い 場 合 が あ る 。 か か る ス ペ ー サ
ー 手 段 は 、 好 適 に は 、 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の リ ン カ ー ま た は ス ペ ー サ ー を 含 み 得 る 。 ス ペ
ー サ ー 手 段 の 目 的 は 、 例 え ば 立 体 障 害 を 回 避 し 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 を 促 進 す る た め
に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を コ ン パ ク ト 粒 子 (ま た は コ ン パ ク ト 粒 子 の 他 の 成 分 )か ら 隔 て る こ
と で あ る 。 し た が っ て 、 適 用 用 途 に 応 じ て 、 短 い 、 ま た は 長 い ス ペ ー サ ー の 使 用 が 好 ま し
か ろ う 。
【 ０ ２ ６ ６ 】
　 ス ペ ー サ ー 手 段 は 、 異 な る 長 さ (そ の 長 さ は 、 重 合 度 を 制 御 す る こ と に よ り 制 御 さ れ 得
る )の ポ リ マ ー で あ る リ ン カ ー ま た は ス ペ ー サ ー 含 み 得 る 。 数 多 く の ス ペ ー サ ー お よ び リ
ン カ ー が 当 該 技 術 分 野 で 公 知 で あ り 、 適 用 用 途 に 応 じ て 、 こ れ ら を ど の よ う に 選 択 お よ び
使 用 す る か は 当 業 者 に は わ か る で あ ろ う 。 ま た 、 ど れ だ け の ス ペ ー サ ー 長 さ を 使 用 す る か
も 当 業 者 に は わ か る で あ ろ う 。
【 ０ ２ ６ ７ 】
　 ス ペ ー サ ー は 、 例 え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 PEG誘 導 体 ま た は ポ リ ア ル カ ン ま た
は ホ モ ポ リ ア ミ ノ 酸 で 作 ら れ た も の で あ り 得 る 。 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の デ キ ス ト ラ ン お よ
び デ ン ド リ マ ー も ま た 使 用 さ れ 得 る 。 特 に 、 リ ン カ ー ま た は ス ペ ー サ ー は 、 ヌ ク レ オ チ ド
ポ リ マ ー (核 酸 、 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド な ど )ま た は ア ミ ノ 酸 ポ リ マ ー (タ ン パ ク 質 、 ペ プ チ ド
、 ポ リ ペ プ チ ド な ど )を 含 み 得 る 。
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【 ０ ２ ６ ８ 】
　 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が ペ プ チ ド ま た は ポ リ ペ プ チ ド を 含 む 場 合 、 こ れ は 、 さ ら な
る ア ミ ノ 酸 残 基 (こ れ ら は ス ペ ー サ ー ま た は リ ン カ ー を 構 成 す る )と 一 緒 に 合 成 ま た は 発 現
(例 え ば 、 融 合 タ ン パ ク 質 と し て )さ れ 得 る 。 ス ペ ー サ ー ま た は リ ン カ ー は 、 検 出 可 能 な 存
在 物 と 隣 接 し て い る 必 要 は な い 。 し か し な が ら 、 そ れ 自 体 が そ れ に 連 結 し て も よ く 、 任 意
の 適 切 な 手 段 に よ り 、 例 え ば 以 下 に 記 載 す る 架 橋 剤 の 使 用 に よ り 共 有 ま た は 非 共 有 (前 記
の よ う に )結 合 さ せ て も よ い 。
【 ０ ２ ６ ９ 】
　 ペ プ チ ド が ス ペ ー サ ー と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 ペ プ チ ド ス ペ ー サ ー の 立 体 構 造 お よ び 長
さ は 、 ペ プ チ ド 合 成 法 自 体 の み に よ っ て 制 限 さ れ る こ と が 認 識 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 例
え ば 、 ペ プ チ ド 合 成 法 の 自 由 度 は 、 長 鎖 、 短 鎖 お よ び 分 枝 鎖 ペ プ チ ド （ 天 然 お よ び 非 天 然
ア ミ ノ 酸 を 有 す る ペ プ チ ド ） の 合 成 を 許 容 す る 。 特 に 、 分 枝 鎖 ス ペ ー サ ー 、 例 え ば 分 枝 鎖
ペ プ チ ド 構 造 体 の 使 用 は 、 １ 分 子 よ り 多 い 検 出 可 能 な 存 在 物 を ス ペ ー サ ー ま た は リ ン カ ー
に 結 合 さ せ る の を 可 能 に す る た め 望 ま し い 。 さ ら に ま た 、 分 枝 鎖 ま た は ツ リ ー 構 造 体 を 有
す る ス ペ ー サ ー は 、 １ 種 類 よ り 多 い 検 出 可 能 な 存 在 物 の 連 結 ま た は 結 合 を 可 能 に す る 。 例
え ば 、 第 １ の 検 出 可 能 な 存 在 物 を ス ペ ー サ ー の 一 方 の ア ー ム に 連 結 し 、 第 ２ の 検 出 可 能 な
存 在 物 を 第 ２ の ア ー ム に 連 結 さ せ 得 る な ど で あ る 。 さ ら に ま た 、 異 な る 量 の 同 じ ま た は 異
な る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 各 ア ー ム に 連 結 さ せ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ０ 】
プ ロ ト コ ル の 例
　 こ の セ ク シ ョ ン は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 に 結
合 さ れ 得 る 好 ま し い 非 限 定 的 な 手 順 の 簡 潔 な 概 要 を 示 す 。
【 ０ ２ ７ １ 】
　 例 え ば 、 イ ン タ ク ト 昆 虫 sf9細 胞 な ら び に ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 (FFPE)
手 順 を 用 い て 参 照 標 準 を 作 製 す る プ ロ セ ス は 、 以 下 の 手 順 工 程 の １ つ 以 上 を 含 む 。 (1)遠
心 分 離 に よ り 培 地 か ら 単 離 お よ び 洗 浄 す る 前 に 、 細 胞 を 懸 濁 培 養 物 と し て ス ピ ナ ー フ ラ ス
コ 内 の 培 地 で 、 制 御 さ れ た 環 境 に て 培 養 さ せ る (図 14A、 Bお よ び C)。 (2)懸 濁 液 中 の 細 胞 を
血 球 計 で 計 測 す る (図 14D)。
【 ０ ２ ７ ２ 】
　 (3)FFPE調 製 物 と し て 加 工 す る 前 に 、 懸 濁 液 中 の 細 胞 を ヘ テ ロ 二 官 能 性 架 橋 剤 で 活 性 化
さ せ (図 14E)、 遠 心 分 離 お よ び 再 懸 濁 の 反 復 に よ り 洗 浄 し 、 ペ プ チ ド で 連 結 し 、 再 び 洗 浄
し 、 計 測 す る 。 (4)細 胞 を ア ガ ロ ー ス シ リ ン ダ ー 内 に 包 埋 し 、 一 晩 固 定 し た 後 、 レ ン ズ ク
リ ー ニ ン グ ペ ー パ ー に 包 み 、 取 扱 い を 容 易 に す る た め 組 織 カ プ セ ル (histocapsule)内 に 入
れ る (図 14F)。 (5)ゲ ル 包 埋 細 胞 を 、 エ タ ノ ー ル /水 混 合 物 の 後 キ シ レ ン で の 逐 次 処 理 に よ
り 脱 水 し 、 続 い て 溶 融 パ ラ フ ィ ン 中 へ の 浸 透 お よ び 最 終 ブ ロ ッ ク に 注 ぐ 。 (6)パ ラ フ ィ ン
ブ ロ ッ ク を ミ ク ロ ト ー ム 上 で 切 断 し 、 ス ラ イ ド に 載 せ 、 脱 パ ラ フ ィ ン し 、 免 疫 学 的 可 視 化
(immunovizualize)し 、 標 準 組 織 試 料 と し て 顕 微 鏡 で 評 価 す る 。
【 ０ ２ ７ ３ 】
　 細 胞 学 的 調 製 物 に は 、 工 程 3後 の 細 胞 懸 濁 液 を 、 Cytospin、 Autocyte/TriPathま た は Thi
nPrepTM手 順 を 用 い て ス ラ イ ド 上 に 載 せ た 後 、 免 疫 学 的 可 視 化 し 、 標 準 試 料 と し て 顕 微 鏡
で 評 価 す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 評 価 し た 細 胞 学 的 調 製 物 で は 、 希 釈 細 胞 懸 濁 液 を 蛍
光 標 識 試 薬 を 用 い て 免 疫 学 的 可 視 化 し 、 常 套 的 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 評 価 す る 。
【 ０ ２ ７ ４ 】
膨 潤
　 い く つ か の 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と の 会 合 前 ま た は 会 合 中 に
少 な く と も 部 分 的 に 膨 潤 し 得 る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 検 出 可 能 な
存 在 物 へ の 化 学 的 連 結 前 ま た は 化 学 的 連 結 中 に 、 部 分 的 ま た は 完 全 に 膨 潤 さ せ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ５ 】
　 用 語 「 膨 潤 」 は 、 文 脈 に よ っ て は 、 不 溶 性 ポ リ マ ー ゲ ル 中 へ の 溶 媒 の 取 込 み へ の 言 及 と
解 釈 さ れ 得 る が 、 本 発 明 者 ら の 用 語 の 使 用 は よ り 一 般 的 で あ り 、 具 体 的 に は 、 マ イ ク ロ ビ
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ー ズ な ど の コ ン パ ク ト 粒 子 の 体 積 も し く は 表 面 積 ま た は 部 位 （ 好 ま し く は 内 部 部 位 ） へ の
接 近 性 を 増 加 さ せ る た め の 機 械 的 、 物 理 的 ま た は 化 学 的 処 理 を 含 む こ と を 意 味 す る も の と
す る 。
【 ０ ２ ７ ６ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 の 膨 潤 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 表 面 部 分 に 加 え て コ ン パ ク ト 粒 子 の 内 部
に 接 近 す る の を 可 能 に す る 。 次 い で 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の コ ン パ ク ト 粒 子 の コ ア 部 分 へ の
浸 透 度 、 し た が っ て そ れ と の 連 結 を 、 調 節 ま た は 制 御 し 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 内 の 検 出 可
能 な 存 在 物 の 得 ら れ た 異 な る 調 節 分 布 パ タ ー ン を 、 細 胞 内 で の そ の 分 布 に 応 じ て 異 な る 検
出 可 能 な 存 在 物 に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ２ ７ ７ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 種 々 の 手 段 に よ っ て 膨 潤 さ せ 得 る 。 例 え ば 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 機 械
的 に 処 理 し 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 引 き 裂 く こ と (teasing apart)な ど に よ っ て 機 械 的
に 切 開 し 得 る 。 膨 潤 ま た は 収 縮 の 程 度 は 、 場 合 に よ っ て は 機 械 的 作 用 ま た は 引 き 裂 き の 量
を 制 御 す る こ と に よ り 制 御 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ７ ８ 】
　 し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 膨 潤 剤 に 曝 露 す る こ と に よ っ て 膨 潤 さ
せ 、 そ の 吸 収 ま た は 吸 着 に よ り コ ン パ ク ト 粒 子 の 体 積 を 変 化 さ せ る （ 好 ま し く は 増 加 す る
） こ と が 可 能 に な る 。 膨 潤 剤 の 好 ま し い 例 は 水 で あ る 。 膨 潤 剤 を 使 用 す る 場 合 、 膨 潤 の 程
度 は 種 々 の 方 法 に よ っ て 調 節 し 得 る 。 例 え ば 、 一 定 量 の コ ン パ ク ト 粒 子 に 曝 露 さ れ る 水 な
ど の 膨 潤 剤 の 量 は 種 々 で あ り 得 る 。 さ ら に ま た 、 膨 潤 剤 ま た は 水 の コ ン パ ク ト 粒 子 へ の 曝
露 の 時 間 も し く は 温 度 ま た は 両 者 も 、 曝 露 さ れ る 量 の 制 御 と と も に 、 ま た は 無 関 係 (inste
ad of)で 変 わ り 得 る 。
【 ０ ２ ７ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と コ ン パ ク ト 粒 子 と の 連 結 は 、 最 適 に は 有 機
系 媒 体 な ど の 非 水 性 媒 体 中 で 起 こ る も の で あ る 。 好 ま し い 有 機 系 媒 体 は 、 ト ル エ ン 、 キ シ
レ ン 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン 、 ア セ ト ン ま た は ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド で あ り 、 こ れ ら は 、 好 ま し
い 連 結 お よ び 活 性 化 試 薬 、 例 え ば 、 ビ ニ ル ス ル ホ ン 、 ア ズ ラ ク ト ン 、 塩 化 シ ア ヌ ル 、 ジ ク
ロ ロ ト リ ア ジ ン 、 ク ロ ロ ト リ ア ジ ン 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 N-ヒ ド ロ キ シ ル ス ク シ ン イ ミ ド エ
ス テ ル 、 ア ル デ ヒ ド 、 エ ポ キ シ ド 、 カ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル 、 シ ア ノ ゲ ン ブ ロ ミ ド (cya
nogenbromide)、 ト レ シ ル ク ロ リ ド (tresylchloride)、 ブ ロ モ ア セ チ ル お よ び ア ル キ ル ブ
ロ ミ ド と 相 溶 性 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ０ 】
　 か か る 場 合 で は 、 膨 潤 の 量 ま た は 程 度 は 、 あ る 量 の 異 な る 溶 媒 を 非 水 性 媒 体 中 に 添 加 す
る こ と に よ っ て 簡 便 に 制 御 さ れ 得 る 。 換 言 す る と 、 膨 潤 の 程 度 は 、 種 々 の 比 率 の 非 水 性 媒
体 と 水 の 混 合 物 中 で の 連 結 を 許 容 す る こ と に よ っ て 、 ま た は ト ル エ ン と ア ル コ ー ル な ど の
異 な る 非 水 性 溶 媒 を 混 合 す る こ と に よ っ て 制 御 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ １ 】
　 有 機 系 、 無 機 系 、 水 混 和 性 、 水 非 混 和 性 な ど の い ず れ か の (whether)溶 媒 の 混 合 物 も ま
た 使 用 さ れ 得 る 。 溶 媒 混 合 物 は 、 任 意 の 混 合 可 能 な 溶 媒 （ 例 え ば 、 好 ま し い ア ル コ ー ル と
水 、 ア セ ト ン と 水 、 ア ル コ ー ル と ト ル エ ン 、 ト ル エ ン と ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド ） ま た は そ
の 任 意 の 混 合 物 で で あ り 得 、 こ れ ら は コ ン パ ク ト 粒 子 お よ び 使 用 さ れ る 連 結 化 学 反 応 に 適
合 性 で あ る 。
【 ０ ２ ８ ２ 】
　 か か る 場 合 で は 、 膨 潤 の 量 ま た は 程 度 は 、 あ る 量 の 水 を 非 水 性 媒 体 中 に 添 加 す る こ と に
よ っ て 簡 便 に 制 御 さ れ 得 る 。 換 言 す る と 、 膨 潤 の 程 度 は 、 種 々 の 比 率 の 非 水 性 媒 体 と 水 の
混 合 物 中 で の 連 結 を 許 容 す る こ と に よ っ て 制 御 さ れ 得 る 。 存 在 す る 水 が 多 い ほ ど 膨 潤 の 量
は 大 き く な る 。
【 ０ ２ ８ ３ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 連 結 中 ま た は 連 結 前 に 実 質 的 に 完 全 に 膨 潤 さ せ て も よ い 。 す る と 、
検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 内 部 ま た は コ ア に 接 近 し 、 そ こ に 連 結 す る こ と が
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で き 、 か か る コ ア 部 分 に 少 な く と も あ る 程 度 の 染 色 を も た ら す 。 極 端 な 場 合 で は 、 検 出 可
能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 断 面 の 実 質 的 に す べ て の 部 分 に 連 結 さ れ る 。 関 連 す る 抗
体 へ の 曝 露 は 、 均 一 な 染 色 (す な わ ち 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の コ ア 領 域 と 周 縁 領 域 の 両 方 に お
け る 染 色 )を も た ら す 。 コ ン パ ク ト 粒 子 お よ び 参 照 標 準 の 断 面 プ ロ フ ィ ー ル は 、 し た が っ
て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 均 一 な 分 布 を 有 す る 。 か か る 態 様 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 細 胞
膜 お よ び 細 胞 質 の 両 方 に 、 あ る い は 細 胞 の 実 質 的 に す べ て の 部 分 に わ た っ て 分 布 を 有 す る
こ と が わ か っ て い る 場 合 に 好 ま し い 。
【 ０ ２ ８ ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 細 胞 質 中 に あ る 程 度 の 分 布 を 有 す る が 、 お そ ら く 大 部 分 は 細 胞 膜
に 存 在 す る こ と が わ か っ て い る 場 合 、 ま た は そ う 思 わ れ る 場 合 、 染 色 の か か る 分 布 ま た は
パ タ ー ン は 、 連 結 中 ま た は 連 結 後 に コ ン パ ク ト 粒 子 が 部 分 的 に 膨 潤 す る の を 可 能 に す る こ
と 、 ま た は こ れ を 許 容 す る こ と に よ っ て 模 倣 さ れ 得 る 。 部 分 的 膨 潤 に よ り 、 断 面 は コ ア 部
分 と 比 べ て 表 面 部 分 に 実 質 的 に よ り 多 く の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 が 生
成 す る 。 抗 体 染 色 は 不 均 一 で あ り 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 周 縁 ま た は 表 面 領 域 に 集 中 し 、 限 定
的 な 内 部 染 色 を 伴 う 。
【 ０ ２ ８ ５ 】
　 膨 潤 が 起 こ る の が 許 容 さ れ な い 場 合 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 分 子 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 表
面 部 分 と 反 応 お よ び 連 結 す る だ け で あ る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 周 縁 ま
た は 表 面 部 分 と 接 近 お よ び 連 結 す る こ と が で き る だ け で あ る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 の 内 部 ま た
は コ ア 部 分 に お い て 連 結 が 起 こ ら な い 場 合 、 実 質 的 に 表 面 に 限 定 さ れ た 染 色 が も た ら さ れ
る (濃 い 表 面 染 色 、 内 部 染 色 な し )。
【 ０ ２ ８ ６ 】
　 こ の こ と は 、 実 質 的 に コ ン パ ク ト 粒 子 の 外 側 部 分 に 限 定 さ れ 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 内 部 ま
た は コ ア 部 分 に 実 質 的 に 染 色 の な い 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 断 面 分 布 を 伴 う コ ン パ ク ト 粒 子
を も た ら す 。 得 ら れ る プ ロ フ ィ ー ル は 、 し た が っ て 「 環 」 形 状 を 有 す る 。 か か る 環 形 状 は
、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 細 胞 の 細 胞 表 面 に 限 定 さ れ る こ と が わ か っ て い る 場 合 に 有 用 で あ り
得 、 染 色 パ タ ー ン は 両 方 の 場 合 で 類 似 す る 。 膨 潤 が 起 こ る の が 許 容 さ れ な い 記 載 の 参 照 標
準 は 、 し た が っ て 、 例 え ば 膜 タ ン パ ク 質 ま た は 細 胞 表 面 レ セ プ タ ー で あ る 検 出 可 能 な 存 在
物 の 存 在 、 量 お よ び ／ ま た は 分 布 を 測 定 す る た め の 標 準 と し て 実 用 的 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ２ ８ ７ 】
　 さ ら に ま た 、 膨 潤 を 調 節 す る こ と に よ り 前 記 の よ う に し て 達 成 さ れ る 異 な る 分 布 は 、 剤
の 細 胞 侵 入 を モ ニ タ ー す る 目 的 に 用 い ら れ 得 る こ と は 認 識 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 例 え ば
、 こ れ ら は 、 薬 物 な ど の 特 定 の 剤 が 細 胞 膜 を 通 過 し 、 細 胞 内 に 浸 透 す る こ と が で き る か ど
う か を 追 跡 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 Drosophila Antennapaediaタ ン パ ク 質 ま た は HIV TA
T(ま た は そ の 断 片 )な ど の 膜 転 位 配 列 (MTS)の 効 率 を こ の よ う に モ ニ タ ー し て も よ い 。
【 ０ ２ ８ ８ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 の コ ン パ ク ト 形 状 、 し た が っ て 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 い く つ か の 方 法 に
よ り 媒 体 中 で 確 立 さ れ る 。 最 も 単 純 に は 、 媒 体 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 結 合 し た 状 態 で 含
有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 の 周 囲 に 形 成 さ れ る 。 例 え ば 、 パ ラ フ ィ ン な ど の 包 埋 媒 体 を 熱 で 処
理 し 、 溶 融 し 、 溶 融 包 埋 媒 体 を コ ン パ ク ト 粒 子 周 囲 に 注 ぎ 、 い っ た ん 固 化 す る と 包 埋 媒 体
は コ ン パ ク ト 粒 子 を 内 部 に 包 み 込 む 。 か か る 状 況 で は 、 プ ロ セ ス 中 に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を
、 例 え ば 骨 格 (scaffold)ま た は 他 の 支 持 体 に よ っ て 所 定 の 位 置 に 保 持 さ せ る こ と が 望 ま し
か ろ う 。 か か る 骨 格 は 、 １ つ よ り 多 い コ ン パ ク ト 粒 子 、 好 ま し く は 多 数 の コ ン パ ク ト 粒 子
を 特 定 の パ タ ー ン で 保 有 す る 機 能 を 有 し 得 る 。 い っ た ん 包 埋 媒 体 が 固 化 し た ら 、 骨 格 を コ
ン パ ク ト 粒 子 ま た は コ ン パ ク ト 粒 子 群 か ら 除 い て も よ い 。
【 ０ ２ ８ ９ 】
　 さ ら に ま た 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 包 埋 媒 体 内 に 包 埋 す る 前 に 別 の 媒 体 内 に 包 埋 ま た は 支
持 さ せ て も よ い 。 か か る 態 様 を 、 図 11お よ び 12に 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト に 図 示 す る が 、 こ れ
は 、 ア ガ ロ ー ス 包 埋 工 程 を 含 む 。 こ の 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル （ こ れ
を 溶 融 し て コ ン パ ク ト 粒 子 の 周 囲 に 注 ぎ 、 内 包 さ せ て も よ い ） の コ ン テ ク ス ト 内 の 所 定 の
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位 置 に 保 持 す る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 こ の 手 順 の 間 に 、 前 記 の よ う な 骨 格 に よ っ て 所 定 の
位 置 に 保 持 さ せ て も よ い 。 次 い で 、 内 包 さ れ た コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む ア ガ ロ ー ス ゲ ル の 細
片 ま た は 部 分 ま た は 塊 を カ ッ ト し て も よ い 。 次 い で 、 ア ガ ロ ー ス 塊 自 体 を 、 例 え ば 、 前 記
の よ う に 包 埋 媒 体 を 溶 融 す る 、 注 ぐ お よ び 固 化 さ せ る こ と に よ り 、 包 埋 媒 体 内 に 包 埋 す る
。 か か る 態 様 の 利 点 は 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル が 、 そ の ま ま の コ ン パ ク ト 粒 子 と 比 べ 、 よ り 容 易
に 取 り 扱 え る こ と で あ る 。 言 う ま で も な く 、 ア ガ ロ ー ス ゲ ル は 充 分 な 剛 性 を 有 す る べ き で
あ り 、 0.5％ ～ 1％ 、 2％ 、 3％ 、 4％ 、 5％ ま た は そ れ 以 上 の ア ガ ロ ー ス 濃 度 が 必 要 と さ れ 得
る 。
【 ０ ２ ９ ０ 】
　 ま た 、 ア ガ ロ ー ス 内 に 包 埋 さ れ た コ ン パ ク ト 粒 子 (パ ラ フ ィ ン 包 埋 な し )は 、 そ れ 自 体 を
参 照 標 準 と し て 使 用 し 得 る こ と は 明 白 で あ ろ う 。 か か る 態 様 で は 、 包 埋 媒 体 は ア ガ ロ ー ス
自 体 で あ る 。 包 埋 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む ア ガ ロ ー ス 塊 を 、 本 文 書 中 で 別 途 記 載 の よ う に し
て 切 片 に 切 断 し 、 後 の 固 定 お よ び 染 色 手 順 の た め の 薄 片 ま た は 切 片 を 作 製 す る 。 こ の 目 的
の た め 、 ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を 凍 結 さ せ て も よ く 、 そ の 結 果 、 ス ラ イ ス す る の が よ り 容 易
に な る 。
【 ０ ２ ９ １ 】
参 照 標 準 の 用 途
　 上 記 の よ う に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 「 標 準 」 を 確 立 す る た め の 簡 単 な 手 段 、
換 言 す る と 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 測 定 可 能 な 性 質 の 確 立 さ れ た 値 を 提 供 す る 。 ま た 、 試 料
ま た は 試 験 項 目 に お け る 同 じ か 、 類 似 す る か 、 ま た は 異 な る 存 在 物 の 同 じ ま た は 別 の 性 質
を 測 定 し 、 値 を 比 較 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ ２ 】
　 最 も 一 般 的 な 意 味 で は 、 参 照 標 準 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 が 顕 在 化 さ れ る の を 可 能
に す る 。 し た が っ て 、 あ る 目 的 に は 、 し ば し ば 、 参 照 標 準 内 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 に
関 す る 情 報 を 単 に 得 る こ と で 充 分 で あ る 。 し か し な が ら 、 別 の 目 的 に は 、 検 出 可 能 な 存 在
物 の １ つ 以 上 の 特 徴 に 関 す る 情 報 が 所 望 さ れ る こ と が あ る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、 寸 法 、
量 、 質 、 色 、 配 向 、 位 置 、 反 応 性  (ま た は こ れ ら の 任 意 の ２ つ 以 上 の 任 意 の 組 合 せ )な ど
の 特 徴 な ど が 測 定 さ れ 得 る 。 ま た 、 参 照 標 準 は 、 単 一 の 方 法 の １ つ 以 上 の 手 順 を 確 認 (val
idate)す る た め に も 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ９ ３ 】
　 色 標 準
　 一 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 色 を 検 出 ま た は 測 定 す る 。 し た が っ て 、 例 え ば 、
一 連 の 染 色 実 験 に お い て 色 標 準 を 有 す る こ と が 望 ま し い こ と が あ る 。 こ の 場 合 、 本 明 細 書
に 記 載 の 参 照 標 準 を 、 予 備 測 定 さ れ た 色 を 有 す る か 、 ま た は こ れ を 提 供 す る た め に 染 色 さ
れ た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 め る こ と に よ っ て 、 「 標 準 」 色 を 提 供 す る た め に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ２ ９ ４ 】
　 か か る 「 色 標 準 」 の 使 用 は 、 作 業 者 が 、 試 料 （ 染 色 さ れ て い て も よ い ） が 「 標 準 」 色 と
類 似 す る の か 異 な る の か を 判 断 す る こ と を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 染 色 す る と き 、 試 料 が 陽
性 で あ れ ば 、 あ る 程 度 の 青 色 を 生 じ る こ と が 期 待 さ れ 得 、 参 照 標 準 は 、 し た が っ て 、 か か
る 青 色 を 生 じ る よ う に 染 色 さ れ る か 、 ま た は 染 色 さ れ 得 る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。 試 料
の 色 は 、 こ の よ う に 、 参 照 標 準 に よ り 提 供 さ れ る 青 色 と 比 較 さ れ 、 試 料 が 陽 性 と み な わ さ
れ る か 否 か が 確 立 さ れ 得 る 。
【 ０ ２ ９ ５ 】
　 さ ら に ま た 、 「 色 標 準 」 は 、 例 え ば 、 光 学 機 器 の 較 正 用 と し て も 使 用 さ れ 得 る 。 光 学 機
器 の 使 用 中 に 生 じ る 色 検 出 に お け る 色 ず れ ま た は 誤 差 は 、 し た が っ て 、 機 器 の 標 準 色 に 対
す る 応 答 を 比 較 す る こ と 、 お よ び 必 要 で あ れ ば 適 当 な 調 整 に よ っ て 抑 制 ま た は 調 整 さ れ 得
る 。 よ り 正 確 な 較 正 の た め 、 例 え ば 異 な る 波 長 の ２ つ 以 上 の 「 標 準 」 色 を 参 照 標 準 に 含 め
て も よ い 。
【 ０ ２ ９ ６ 】
　 位 置 標 準
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　 参 照 標 準 内 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 位 置 が 検 出 ま た は 測 定 さ れ 得 る 。 し た が っ て 、 期 待 さ
れ る 色 を 含 む 領 域 が 作 業 者 ま た は 機 器 に よ っ て 検 出 さ れ 得 、 例 え ば 、 試 料 内 の グ リ ッ ド 位
置 の 参 照 点 を 確 立 す る こ と が で き る 。 か か る 参 照 点 と 試 料 内 の 点 間 の 間 隔 は 容 易 に 測 定 さ
れ 得 、 参 照 標 準 ま た は 試 料 内 の 距 離 、 面 積 ま た は 容 積 に 関 す る 情 報 が 提 供 さ れ る 。 参 照 標
準 ま た は 位 置 標 準 は 、 ２ つ 以 上 の か か る 位 置 標 準 、 好 ま し く は ３ つ 以 上 の 位 置 標 準 を 含 み
得 る 。 同 じ ま た は 異 な る 色 の 多 数 の 色 位 置 の 使 用 は 、 三 角 測 量 に よ る 寸 法 決 め 、 位 置 決 め
お よ び ナ ビ ゲ ー シ ョ ン (navigation)の よ り 高 い 正 確 性 を 可 能 に す る 。
【 ０ ２ ９ ７ 】
　 量 /質 標 準
　 他 の 態 様 に お い て は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 検 出 ま た は 測 定 さ れ る 。 こ れ は 、 結 合 剤
と の 反 応 に よ っ て 最 も 容 易 に 達 成 さ れ 、 こ の 目 的 の た め に 結 合 剤 を 標 識 し 得 る 。 好 ま し く
は 、 結 合 剤 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 化 学 量 論 的 に 結 合 す る 。 次 い で 、 結 合 剤 に よ る 染 色 の
強 度 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 分 量 ま た は 量 に 関 す る 情 報 を も た ら す 。 し か し な が ら 、 強 度
だ け で な く 、 染 色 の 他 の 特 徴 も 同 時 に 重 要 ま た は 有 用 で あ り 得 る こ と は 認 識 さ れ よ う 。
【 ０ ２ ９ ８ 】
　 確 認 標 準
　 本 文 書 中 で 別 途 記 載 し た 他 の 用 途 に 加 え て 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 単 一 の 方 法
の １ つ 以 上 の 手 順 工 程 を 確 認 ま た は 検 証 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 確 認 お よ び 検 証 に よ り
、 本 発 明 者 ら は 、 具 体 的 に は 手 順 工 程 の 成 功 、 有 効 性 ま た は 効 率 が 測 定 さ れ る プ ロ セ ス を
い う 。
【 ０ ２ ９ ９ 】
　 一 般 的 に 、 本 発 明 者 ら は 、 本 明 細 書 に 開 示 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 用 の 参 照 標 準 を 提 供 す
る こ と 、 該 手 順 を 参 照 標 準 ま た は そ の 部 分 (特 に 、 そ の 薄 片 ま た は 切 片 )に 適 用 す る こ と 、
お よ び 手 順 の 結 果 と し て の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 性 質 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 手 順 の
確 認 方 法 を 開 示 す る 。 変 化 す る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 性 質 は 、 好 ま し く は 、 手 順 の 成 功 ま た
は 不 成 功 (ま た は 相 対 的 な 成 功 も し く は 不 成 功 )を 示 す も の で あ る 。 特 に 、 検 出 可 能 な 存 在
物 は 、 成 功 の 場 合 に は 手 順 に よ っ て 修 飾 が 除 去 さ れ る よ う な 様 式 で 修 飾 さ れ て も よ い 。 あ
る い は ま た さ ら に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 該 手 順 に よ っ て 修 飾 さ れ て も よ い 。 各 場 合 に お
い て 、 修 飾 は 、 手 順 の 成 功 ま た は 不 成 功 を 検 出 す る た め の 手 段 と し て 容 易 に 検 出 可 能 な も
の で あ る 。
【 ０ ３ ０ ０ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 者 ら は 、 (a)検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 手 順 の 結 果 と し
て 変 化 す る 、 本 文 書 中 に 記 載 の 参 照 標 準 を 提 供 す る 工 程 、 (b)参 照 標 準 に 対 し て 該 手 順 を
実 施 す る 工 程 、 お よ び (c)検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る 変 化 を 検 出 す る 工
程 を 含 む 、 手 順 の 有 効 性 ま た は 成 功 の 評 価 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ３ ０ １ 】
　 一 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 は 、 成 功 裡 の 手 順 の 結 果 と し て 変
化 し 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る こ の 変 化 を 検 出 し 、 該 手 順 が 成 功 裡 で
あ る こ と を 確 立 す る 。 あ る い は ま た さ ら に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 は 、 成 功
裡 で な い 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 の こ の 変 化 を 検 出
し 、 該 手 順 が 成 功 裡 で な い こ と を 確 立 す る 。
【 ０ ３ ０ ２ 】
　 本 発 明 者 ら は ま た 、 本 文 書 中 に 記 載 す る 参 照 標 準 の 抗 原 回 復 確 認 標 準 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化
標 準 、 ブ ロ ッ キ ン グ 確 認 標 準 、 洗 浄 確 認 標 準 、 一 次 抗 体 確 認 標 準 、 二 次 抗 体 確 認 標 準 、 較
正 標 準 ま た は 診 断 用 標 準 と し て の 使 用 を 開 示 す る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 好 ま し く は 、 検
出 可 能 で あ り 、 手 順 の 結 果 と し て 変 化 す る 、 す な わ ち 、 手 順 が 成 功 裡 か 成 功 裡 で な い か の
属 性 を 含 む 。
【 ０ ３ ０ ３ 】
　 特 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 、 伝 統 的 な IHC染 色 手 順 に お い て 用 い ら れ る 工 程 の
任 意 の １ つ 以 上 を 確 認 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 か か る 工 程 に は 、 パ ラ フ ィ ン の 除 去 、 抗
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原 回 復 (AR)、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 因 性 ビ オ チ ン ブ ロ ッ キ ン グ (例 え ば 、 ビ オ チ ン 系 可 視 化 系
を 使 用 す る 場 合 )、 内 因 性 酵 素 ブ ロ ッ キ ン グ (例 え ば 、 ホ ス フ ァ タ ー ゼ ま た は ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 活 性 )、 １ つ 以 上 の 洗 浄 工 程 、 一 次 抗 体 な ど の 顕 在 化 剤 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 二
次 可 視 化 成 分 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 色 原 体 染 色 (例 え ば 、 酵 素 触 媒 さ れ た )、 染 色 情 報
の 取 得 お よ び 解 析 が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ４ 】
　 特 に 、 参 照 標 準 は 、 i)特 定 の 染 色 手 順 に お け る 細 胞 集 団 を 染 色 す る 可 視 化 系 の 能 力 ま た
は 機 能 性 の 検 証 、 ii)特 定 の 染 色 手 順 に お け る 細 胞 集 団 を 染 色 す る 一 次 抗 体 の 能 力 ま た は
機 能 性 の 検 証 、 iii)陽 性 染 色 細 胞 を 計 測 す る た め の 染 色 閾 値 強 度 の 規 定 、 iv)２ つ 以 上 の
染 色 集 団 間 の 診 断 用 閾 値 強 度 比 の 規 定 ま た は v)染 色 プ ロ ト コ ル に お け る 個 々 の 試 薬 （ 例 え
ば 、 抗 原 回 復 、 洗 浄 効 率 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性 の ブ ロ ッ キ ン グ お よ び 二 次 可 視 化 試 薬 ）
の 機 能 の 検 証 を 確 認 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ５ 】
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 参 照 標 準 は 、 一 次 抗 体 の 添 加 、 抗 原 回 復 工 程 、 二 次 可 視 化 試
薬 の 添 加 お よ び 染 色 情 報 の 取 得 お よ び 解 析 の 工 程 の た め の 確 認 標 準 と し て 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ６ 】
　 一 般 手 順 の 確 認 標 準
　 特 定 の 一 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ア ビ ジ ン を 含
み 得 る 。 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ま た は ビ オ チ ン は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ せ 得 る 。 得 ら れ
た 参 照 標 準 を 、 次 い で 、 あ る 特 定 の 試 薬 の 正 確 な 添 加 （ 例 え ば 、 正 確 な 一 次 抗 体 と の イ ン
キ ュ ベ ー シ ョ ン ） の た め の 簡 単 な イ ン ジ ケ ー タ と し て 使 用 し 得 る 。 例 え ば 、 少 量 の ビ オ チ
ン 化 マ ウ ス 抗 体 を 他 の 欠 陥 (vice)非 標 識 一 次 抗 体 溶 液 に 添 加 す る こ と に よ り 、 可 視 化 系 は
、 特 定 の ス ラ イ ド に お い て 正 確 な 一 次 抗 体 が 使 用 さ れ た と き 、 参 照 標 準 を 陽 性 に 染 色 す る
。
【 ０ ３ ０ ７ 】
　 別 の 特 定 の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 、 例 え ば 、 ウ サ ギ ま た
は マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン ま た は 抗 体 を 含 み 得 る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン は 、 例 え ば 、 こ れ ら を 用
い る 態 様 に お い て コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 し 得 る 。 二 次 可 視 化 系 が ウ サ ギ ま た は マ ウ ス 抗 体
を 認 識 お よ び 染 色 す る 能 力 は 、 こ れ に よ り 確 認 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ０ ８ 】
　 抗 原 回 復 確 認 標 準
　 参 照 標 準 は 、 抗 原 回 復 確 認 標 準 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 こ の 目 的 の た め 、 本 発 明 者 ら は 、
(a)検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 抗 原 回 復 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、 検 出 可 能 な
存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 と し て １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ の マ ス キ ン グ ま た は 脱 マ ス キ ン グ を
含 む 、 本 文 書 中 に 記 載 す る 参 照 標 準 を 提 供 す る 工 程 、 (b)参 照 標 準 に 対 し て 抗 原 回 復 手 順
を 実 施 す る 工 程 、 お よ び (c)検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る 変 化 を 検 出 す る
工 程 を 含 む 、 抗 原 回 復 手 順 の 有 効 性 ま た は 成 功 の 評 価 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ３ ０ ９ 】
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 参 照 標 準 内 の 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ （
こ れ ら の 一 部 ま た は す べ て は 、 成 功 裡 で あ る 抗 原 回 復 手 順 に お い て 脱 マ ス ク さ れ る ） を マ
ス ク す る た め に 修 飾 す る 。
【 ０ ３ １ ０ 】
　 抗 原 回 復 (「 AR」 )手 順 は 、 通 常 は 染 色 さ れ 得 な い か 、 ま た は 染 色 レ ベ ル が 抗 原 回 復 プ ロ
セ ス に 強 く 依 存 す る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 有 す る 参 照 標 準 を 用 い る こ と に よ っ て 標 準 化 ま
た は モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ １ １ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 完 全 ま た は 部 分 的 に そ の 抗 原 性 を 喪 失 す る よ う に 修 飾 さ れ 得 る 。
換 言 す る と 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 人 工 的 ま た は 自 然 に マ ス ク し 得
る 。 正 確 な 抗 原 回 復 は 、 エ ピ ト ー プ (１ つ ま た は 複 数 )ま た は 抗 原 を 脱 マ ス ク し 、 後 の 手 順
に お い て 検 出 可 能 な 存 在 物 の 正 確 な 染 色 に よ り 顕 在 化 さ れ る 。
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【 ０ ３ １ ２ 】
　 抗 原 性 の マ ス キ ン グ ま た は 喪 失 (こ れ は 、 １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ に 影 響 し 得 る )は 化 学 的
に 行 な わ れ 得 る 。 例 え ば 、 上 記 の よ う な 同 じ 免 疫 グ ロ ブ リ ン で 修 飾 さ れ た コ ン パ ク ト 粒 子
は 、 例 え ば ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 さ れ 得 る 。 特 に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ホ ル ム ア ル デ
ヒ ド に よ る 過 剰 (over)固 定 に よ っ て 「 マ ス ク さ れ 」 得 、 ほ と ん ど ま た は す べ て の の エ ピ ト
ー プ の 喪 失 お よ び 参 照 材 料 内 で の 低 拡 散 を も た ら す 。
【 ０ ３ １ ３ 】
　 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は 当 該 技 術 分 野 で 公 知 の 任 意 の 他 の 固 定 剤 も ま た 使 用 さ れ 得
る 。 ア セ チ ル 化 、 ア ル キ ル 化 ま た は 、 そ う で な け れ ば マ ス キ ン グ 試 薬 に よ る 誘 導 体 も ま た
、 こ の 目 的 の た め に 使 用 さ れ 得 る 。 数 多 く の 方 法 が 、 有 機 系 化 学 反 応 文 献 か ら わ か る （ 例
え ば 、 シ ッ フ 塩 基 、 エ ス テ ル 、 エ ー テ ル ま た は ヘ ミ ア セ タ ー ル 誘 導 体 ） を 用 い る マ ス キ ン
グ 。
【 ０ ３ １ ４ 】
　 マ ス キ ン グ は ま た 、 例 え ば 、 好 適 な マ ス キ ン グ 抗 体 ま た は 他 の 結 合 剤 の 使 用 に よ り 免 疫
学 的 に 行 な わ れ る 。 参 照 材 料 は 、 し た が っ て 、 一 次 抗 体 ま た は 二 次 可 視 化 系 の い ず れ か の
た め の 、 化 学 的 お よ び ／ ま た は 免 疫 学 的 に マ ス ク さ れ た 標 的 を 含 み 得 る 。
【 ０ ３ １ ５ 】
　 脱 マ ス キ ン グ ま た は 脱 保 護 は 、 化 学 選 択 的 (chemoselective)抗 原 回 復 ま た は ラ ン ダ ム 抗
原 回 復 の い ず れ か に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 マ ス ク さ れ た 標 的 （ こ れ は 、 過 剰 な 抗 原 回 復 手
順 が 使 用 さ れ た 場 合 に の み 染 色 さ れ る ） も ま た 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ３ １ ６ 】
　 か か る 参 照 標 準 は 、 正 確 な 抗 原 回 復 の イ ン ジ ケ ー タ と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 正 確
な 抗 原 回 復 手 順 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 脱 マ ス ク し 、 こ の 態 様 の 参 照 標 準 を 染 色 す る 。 他 の
タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 例 え ば ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で 固 定 さ
れ 得 、 そ れ に よ り 全 体 と し て そ の 抗 原 性 を 喪 失 す る 。 か か る 参 照 標 準 は 正 確 な 抗 原 回 復 を
示 す 。 正 確 な 抗 原 回 復 手 順 は 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 脱 マ ス ク し 、 こ の 態 様 の 参 照 標 準 を 染 色
す る 。
【 ０ ３ １ ７ 】
　 脱 パ ラ フ ィ ン 化 標 準
　 参 照 標 準 は 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 の た め 、 す な わ ち パ ラ フ ィ ン の 除 去 工 程 の た め の 確 認 標 準
と し て 使 用 し 得 る 。
【 ０ ３ １ ８ 】
　 こ の 目 的 の た め 、 本 発 明 者 ら は 、 (a)検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 脱 パ ラ フ ィ
ン 化 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 と し て 脱 パ ラ フ ィ ン 化
手 順 後 の 参 照 標 準 内 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 含 む 、 本 文 書 中 に 記 載 す る 参 照
標 準 を 提 供 す る 工 程 、 (b)参 照 標 準 に 対 し て 抗 原 回 復 手 順 を 実 施 す る 工 程 、 お よ び (c)検 出
可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 の 変 化 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 手 順 の 有 効
性 ま た は 成 功 の 評 価 方 法 を 開 示 す る 。
【 ０ ３ １ ９ 】
　 非 常 に 好 ま し い 態 様 で は 、 参 照 標 準 内 の 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 媒 体 中 に
溶 解 性 で あ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 少 な く と も 一 部 、 好 ま し く は 全 部 が 、 成 功 裡 の 脱 パ ラ
フ ィ ン 化 手 順 後 に 除 去 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ０ 】
　 し た が っ て 、 例 え ば 二 次 可 視 化 系 に よ っ て 検 出 さ れ る 非 共 有 結 合 し 、 水 不 溶 性 の 標 的 を
有 す る 参 照 材 料 は 、 染 色 さ れ た 場 合 は 、 不 十 分 な 脱 パ ラ フ ィ ン 化 を 示 し 得 る 。
【 ０ ３ ２ １ 】
　 例 え ば 、 伝 統 的 な IHC手 順 に お い て 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 は 、 ト ル エ ン ま た は 例 え ば 柑 橘 類
ま た は コ コ ナ ッ ツ 油 で 洗 浄 し た 後 、 ア ル コ ー ル /水 溶 液 中 で の 再 水 和 に よ っ て 行 な わ れ る
。 し た が っ て 、 か か る 目 的 に 使 用 さ れ る 参 照 標 準 は 、 支 持 媒 体 内 の そ の 位 置 か ら 容 易 に 分
離 ま た は 除 去 ま た は 遊 離 (dislodge)さ れ る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 こ れ ら
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は 、 あ る 特 定 の 態 様 に お い て 、 例 え ば 非 共 有 手 段 に よ り コ ン パ ク ト 粒 子 に 緩 く 結 合 し 得 る
。 か か る 目 的 の た め に は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 水 不 溶 性 で あ る こ と が 望 ま し い 。 脱 パ ラ フ
ィ ン 化 工 程 が 、 正 し く 行 な わ れ る と 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 二 次 可 視 化 系 な ど の 試 薬 に よ
っ て 顕 在 化 さ れ な い は ず で あ る 。
【 ０ ３ ２ ２ 】
　 さ ら に ま た 、 染 料 な ど の マ ー カ ー を パ ラ フ ィ ン に 添 加 し て も よ い 。 か か る 染 料 は 、 好 ま
し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 、 ま た は 上 面 に 検 出 可 能 な 存 在 物 が 結 合 し た コ ン パ ク ト 粒 子 を
染 色 し 得 る 。 不 十 分 な 脱 パ ラ フ ィ ン 化 が 起 こ っ た 場 合 は 、 染 料 の 存 在 が 容 易 に ヒ ト の 目 に
見 え る (ま た は 画 像 解 析 シ ス テ ム な ど の 機 器 に よ り 容 易 に 検 出 さ れ る )。 こ れ は 、 不 十 分 な
脱 パ ラ フ ィ ン 化 が 起 こ っ た こ と を 示 す 。
【 ０ ３ ２ ３ 】
　 ブ ロ ッ キ ン グ 確 認 標 準
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照 標 準 は ま た 、 任 意 の ブ ロ ッ キ ン グ 工 程 、 例 え ば 、 内 在 性 ビ
オ チ ン 活 性 ま た は 酵 素 活 性 等 の 内 在 性 の 活 性 の ブ ロ ッ キ ン グ を 確 認 す る た め に 使 用 し て も
よ い 。
【 ０ ３ ２ ４ 】
　 か く し て 、 例 え ば 、 ビ オ チ ン ま た は 他 の ハ プ テ ン は 、 組 織 中 に 天 然 に 蓄 積 さ れ て お り 、
ビ オ チ ン ま た は 他 の ハ プ テ ン を 用 い た 可 視 化 シ ス テ ム を 用 い 得 る 前 に 、 ブ ロ ッ キ ン グ す る
必 要 が あ る 。 内 在 性 ビ オ チ ン の 存 在 の た め に 、 二 次 （ 例 え ば ヤ ギ 抗 マ ウ ス ま た は ヤ ギ 抗 ウ
サ ギ ） 可 視 化 シ ス テ ム が 、 よ り 少 な い 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 ノ イ ズ を 生 じ る の で 好 ま し い
。 ブ ロ ッ キ ン グ を 確 認 す る た め に 、 参 照 物 質 は 、 可 視 化 シ ス テ ム で 用 い ら れ る 、 存 在 す る
場 合 に コ ン パ ク ト 粒 子 に 合 し 得 る ビ オ チ ン （ ま た は ジ ゴ キ シ ゲ ニ ン も し く は DNPの よ う な
他 の ハ プ テ ン ） を 含 み 得 る 。 こ の 参 照 物 質 の 陽 性 染 色 は 、 不 十 分 な ビ オ チ ン ブ ロ ッ キ ン グ
－ 例 え ば 非 反 応 性 試 薬 、 ス ラ イ ド 上 で の 不 十 分 な 混 合 ／ 拡 散 ま た は 短 す ぎ る イ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン 時 間 に よ る － を 示 す 。
【 ０ ３ ２ ５ 】
　 参 照 物 質 は ま た 、 検 出 可 能 な 存 在 物 と し て 、 酵 素 触 媒 染 色 系 で 用 い ら れ る 共 有 結 合 し た
酵 素 を 含 ん で も よ い 。 用 い ら れ る 典 型 的 な 酵 素 は 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は ホ ス フ ァ タ ー
ゼ で あ る 。 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を 含 ん で
も よ い 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 例 え ば ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 修 飾 さ
れ た コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 正 確 で 効 率 の よ い 内 在 性 過 酸 化 物 ブ ロ ッ キ ン グ を 確 認 す る た め に
用 い て も よ い 。 最 後 の 過 酸 化 物 色 素 原 工 程 の 後 に ま だ 参 照 標 準 が 染 色 さ れ て い な い 場 合 は
、 ブ ロ ッ キ ン グ は 効 率 的 で あ る と 判 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ２ ６ 】
　 か く し て 、 こ の 参 照 標 準 物 質 の 陽 性 染 色 は 、 不 十 分 な 、 潜 在 性 の 酵 素 ブ ロ ッ キ ン グ － 例
え ば 非 反 応 性 試 薬 、 可 逆 性 ブ ロ ッ キ ン グ 、 ス ラ イ ド 上 で の 不 十 分 な 混 合 ／ 拡 散 ま た は 短 す
ぎ る イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 時 間 に よ る － を 示 す 。 該 物 質 は 、 抗 原 回 復 参 照 物 質 と 組 み 合 わ せ
得 る 。
【 ０ ３ ２ ７ 】
　 洗 浄 確 認 標 準
　 ま た 、 参 照 標 準 を 用 い て 、 任 意 の 数 の 洗 浄 工 程 、 例 え ば バ ッ フ ァ ー で の 洗 浄 の 効 率 を 確
認 し て も よ い 。 参 照 物 質 は 、 一 次 ま た は 二 次 可 視 化 シ ス テ ム の い ず れ か の た め に 、 有 機 溶
媒 に 不 溶 性 （ 例 え ば 、 ト ル エ ン 不 溶 性 ） で 部 分 的 に 水 不 溶 性 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 み 得
る 。 標 的 は 、 参 照 物 質 に お い て 共 有 結 合 す る べ き で は な い 。 こ れ は 、 イ オ ン 対 形 成 も し く
は 金 属 錯 体 結 合 に よ っ て 、 ま た は 単 純 に 吸 着 に よ っ て 結 合 し 得 る 。
【 ０ ３ ２ ８ 】
　 標 的 は 、 洗 浄 バ ッ フ ァ ー が 物 質 中 に 拡 散 し 、 標 的 を 除 去 す る 能 力 を 試 験 す る た め に 、 高
分 子 量 を 有 し 得 る 。 参 照 物 質 の 分 子 量 カ ッ ト オ フ （ 「 MwCO」 ） は 、 例 え ば 孔 サ イ ズ ま た は
固 定 の 程 度 の 選 択 に よ っ て 、 標 的 の Mwに 合 わ さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ３ ２ ９ 】

10

20

30

40

50

(49) JP 2007-527991 A 2007.10.4



　 こ の 参 照 物 質 の 陽 性 染 色 は 、 不 十 分 な 洗 浄 － 例 え ば 洗 浄 工 程 の 数 、 用 い ら れ る バ ッ フ ァ
ー の タ イ プ 、 ス ラ イ ド 上 で の 不 十 分 な 混 合 ま た は 低 す ぎ る 温 度 も し く は 拡 散 時 間 の い ず れ
か に よ る － を 示 す 。 こ の 目 的 の た め に 、 マ ウ ン ト さ れ た 試 料 組 織 切 片 お よ び 参 照 物 質 は 、
好 ま し く は 同 じ 厚 さ を 有 す る 。
【 ０ ３ ３ ０ 】
　 あ る い は 、 標 的 は 、 参 照 物 質 に ト ラ ッ プ さ れ た 、 検 出 可 能 な 高 分 子 量 色 素 と 置 換 さ れ 得
る 。 色 素 は 、 効 率 的 な 洗 浄 に よ っ て 除 去 さ れ － 洗 浄 が 不 十 分 ま た は 効 果 的 で な い 場 合 だ け
、 存 在 す る 。 あ る い は 、 部 分 的 に 水 溶 性 の 物 質 で で き た コ ン パ ク ト 粒 子 （ ま た は 検 出 可 能
な 存 在 物 ） を 含 む 参 照 標 準 が 用 い ら れ 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 検 出 可 能 な 存 在 物 が 消
失 し た 場 合 、 洗 浄 は 効 率 的 で あ る 。
【 ０ ３ ３ １ 】
　 一 次 抗 体 確 認 標 準
　 参 照 標 準 は 、 任 意 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 工 程 、 例 え ば 、 正 し い 一 次 抗 体 を 用 い た イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン の 工 程 に 対 す る 標 準 と し て 用 い て も よ い 。 IHC染 色 に お け る 、 最 も 重 要 な 人
為 的 ミ ス は 、 誤 っ た 抗 体 を 用 い た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン で あ る 。
【 ０ ３ ３ ２ 】
　 し た が っ て 、 正 し い 一 次 抗 体 の 添 加 ま た は イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 確 認 に お け る 使 用 の た
め の 参 照 標 準 は 、 結 合 パ ー ト ナ ー に 結 合 （ 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合 ） で き る 検 出 可 能 な 存
在 物 を 含 み 得 る 。 結 合 パ ー ト ナ ー は 、 一 次 抗 体 溶 液 に 「 マ ー カ ー 」 と し て 加 え ら れ 、 検 出
可 能 な 存 在 物 に 結 合 ま た は 特 異 的 に 接 着 し 、 そ の た め 正 し い 一 次 抗 体 が 用 い ら れ た こ と を
示 す 。 一 次 抗 体 は 「 マ ー カ ー 」 を 含 む 形 態 の 固 体 で あ り 得 る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ３ ３ ３ 】
　 特 定 の 例 と し て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む か 、 ス ト レ プ ト ア ビ
ジ ン か ら な っ て も よ く 、 「 マ ー カ ー 」 は ビ オ チ ン を 含 む か 、 ビ オ チ ン か ら な っ て も よ い 。
例 え ば 、 一 次 抗 体 は 、 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 、 例 え ば ビ オ チ ン を 含 む か 、 ビ オ チ
ン か ら な る 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 に 接 着 す る ビ オ チ ン 化 さ れ た 関 連 性 の な い マ ウ ス 抗
体 を 補 足 さ れ て も よ い 。 参 照 標 準 の 薄 片 ま た は 切 片 を 採 取 し た 場 合 （ 好 ま し く は ） 、 参 照
ド ッ ト は 、 正 し い 抗 体 が 用 い ら れ た 場 合 に 、 可 視 化 シ ス テ ム に よ っ て 陽 性 染 色 さ れ る 。 一
次 抗 体 は そ れ 自 体 、 ビ オ チ ン 、 お よ び 「 マ ー カ ー 」 と し て の 機 能 で 修 飾 さ れ 得 、 さ ら な る
「 マ ー カ ー 」 が 厳 密 に 必 要 な わ け で は な い こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ３ ３ ４ 】
　 二 次 抗 体 確 認 標 準
　 二 次 抗 体 の 添 加 の 確 認 に お け る 使 用 の た め に 、 参 照 物 質 は 、 共 有 結 合 し た マ ウ ス も し く
は ウ サ ギ 抗 体 ま た は そ の 断 片 を 様 々 な 密 度 で 含 み 得 る 。 こ の 参 照 物 質 の 陽 性 お よ び 段 階 的
染 色 に よ り 、 二 次 可 視 化 シ ス テ ム の 機 能 性 が 確 認 さ れ る 。 同 じ 参 照 物 質 は 、 抗 原 回 復 工 程
の 確 認 に 有 用 な 参 照 物 質 と 組 み 合 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ３ ５ 】
　 較 正 標 準
　 段 階 的 一 次 ま た は 二 次 染 色 の 種 々 の 参 照 物 質 の 分 析 の 他 に 、 参 照 シ ス テ ム は 、 カ メ ラ 、
光 学 機 械 お よ び ソ フ ト ウ エ ア ア ル ゴ リ ズ ム の 較 正 に 適 し た 永 続 す る 色 お よ び 物 理 的 な 形 態
か ら な る か 、 こ れ ら を 含 み 得 る 。
【 ０ ３ ３ ６ 】
　 し た が っ て 、 さ ら に 別 の 側 面 に お い て 、 参 照 標 準 は 任 意 の 装 置 、 例 え ば デ ジ タ ル 画 像 処
理 装 置 ま た は 任 意 の 自 動 画 像 解 析 シ ス テ ム の た め の キ ャ リ ブ レ ー タ と し て 働 き 得 る 。 こ れ
は 、 例 え ば 特 定 の 色 、 強 度 ま た は 特 定 の 数 の 事 象 を 規 定 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。
こ れ は 、 自 動 ス キ ャ ナ お よ び 顕 微 鏡 に お い て 特 に 有 用 で あ る 。 染 色 さ れ た 物 質 を 免 疫 学 的
染 色 ま た は 特 殊 な 染 色 と 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 ス ラ イ ド 顕 微 鏡 上 の 方 向 付 け お よ び
ナ ビ ゲ ー シ ョ ン が よ り 容 易 に な り 得 る 。
【 ０ ３ ３ ７ 】
　 か か る 参 照 物 質 は 、 大 き さ 、 色 、 色 ス ペ ク ト ル 、 染 色 領 域 間 の 境 界 、 対 比 染 色 レ ベ ル お
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よ び バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 規 定 を 助 け 得 る 。
【 ０ ３ ３ ８ 】
　 上 記 の こ と か ら 、 1つ 以 上 の 手 順 の 工 程 を 確 認 す る た め に 用 い る こ と が で き る 参 照 標 準
の 構 築 が 可 能 で あ る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 例 え ば 、 任 意 の 方 法 に お け る 1、 2、 3、 4、 5、 6
、 7、 8、 9、 10、 11、 12以 上 の 手 順 の 工 程 を 確 認 す る こ と が で き る 参 照 標 準 が 開 示 さ れ る
。 か か る 参 照 標 準 は 、 上 述 の よ う に 、 同 じ か ま た は 異 な る 、 複 数 （ ま た は 1つ よ り 多 い ）
の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 適 切 に 含 ん で も よ い 。 参 照 標 準 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 配 列 は
、 好 ま し く は 、 参 照 標 準 か ら 採 取 し た 得 ら れ る 薄 片 ま た は 切 片 が 、 ア レ イ 中 で 適 切 に 配 列
さ れ た １ つ よ り 多 い 「 ド ッ ト 」 ま た は 参 照 領 域 を 含 む も の で あ る 。
【 ０ ３ ３ ９ 】
　 か か る 参 照 標 準 は 、 例 え ば 9つ の 異 な る 参 照 物 質 の 「 ス ポ ッ ト ア レ イ 」 を 含 む 、 薄 片 ま
た は 切 片 を 生 じ さ せ 得 る 。 例 え ば 、 そ れ ら は 一 次 抗 体 に 対 す る 標 的 を 有 す る ス ポ ッ ト を 、
異 な る 密 度 で 含 ん で も よ い － 段 階 的 染 色 レ ベ ル を 生 じ る 工 程 ； 二 次 可 視 化 シ ス テ ム に 対 す
る 軽 く 段 階 的 に 固 定 さ れ た 標 的 を 有 す る ス ポ ッ ト － 抗 原 回 復 工 程 の 一 般 的 な 確 認 ； 一 次 抗
体 に 対 す る 軽 く 段 階 的 に 固 定 さ れ た 標 的 を 有 す る ス ポ ッ ト － 染 色 に 必 要 な 特 異 的 標 的 抗 原
回 復 工 程 ま た は 「 閾 値 」 抗 原 回 復 の 確 認 ； 二 次 可 視 化 シ ス テ ム に 対 す る 「 過 剰 に 固 定 さ れ
た 」 標 的 を 有 す る ス ポ ッ ト － 抗 原 回 復 工 程 の 一 般 的 な 確 認 ； 二 次 可 視 化 シ ス テ ム （ 例 え ば
マ ウ ス ま た は ウ サ ギ Ab） に 対 す る 標 的 を 異 な る 密 度 で 有 す る ス ポ ッ ト － 二 次 可 視 化 シ ス テ
ム の 一 般 的 な 確 認 ； ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び ／ ま た は ホ ス フ ァ タ ー ゼ 活 性 を 有 す る ス ポ ッ
ト － 内 生 植 物 （ endogen） 酵 素 ブ ロ ッ キ ン グ 工 程 の 確 認 ； 結 合 ビ オ チ ン を 有 す る ス ポ ッ ト
－ 内 生 植 物 ビ オ チ ン ブ ロ ッ キ ン グ 工 程 の 確 認 （ 例 え ば LSAB型 の 可 視 化 シ ス テ ム が 用 い ら れ
た 場 合 ； 非 共 有 結 合 し た 、 二 次 可 視 化 シ ス テ ム に 対 す る い く ら か 高 分 子 量 の 標 的 を 有 す る
ス ポ ッ ト － 洗 浄 工 程 の 一 般 的 な 確 認 ； 別 個 の 、 同 種 の お よ び 永 続 的 な 形 状 、 大 き さ お よ び
色 を 有 す る ス ポ ッ ト － 自 動 画 像 解 析 シ ス テ ム の 較 正 。
【 ０ ３ ４ ０ 】
　 大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 参 照 標 準 は 、 患 者 試 料 組 織 と 同 じ ス ラ イ ド 上 に 一 連 の 参
照 「 ス ポ ッ ト 」 を 含 む 。 か か る 態 様 に お い て 、 画 像 解 析 ソ フ ト ウ エ ア に よ っ て 確 認 を 自 動
的 に 行 う こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ４ １ 】
診 断 標 準
　 大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 参 照 標 準 は 、 診 断 標 準 と し て 用 い ら れ る か 、 用 い ら れ 得
る 。 こ れ に よ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 細 胞 の 状 態 、 好 ま し く は 細 胞 の 生 理 学 的 ま た は 医 学
的 状 態 を 明 ら か に す る 目 的 の た め に 検 出 さ れ る こ と を 意 味 す る 。 し か し な が ら 、 あ る 場 合
、 ま た は そ れ よ り 多 い 場 合 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 性 質 の 単 な る 検 出 は 、 医 学 的 診
断 を 提 供 す る の に 本 質 的 に 不 十 分 で あ り 得 る こ と は 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 あ る 場 合
に お い て は 、 診 断 を 確 立 す る た め に 他 の 試 験 を 行 う こ と が 望 ま し く あ り 得 る こ と が 理 解 さ
れ よ う 。
【 ０ ３ ４ ２ 】
　 参 照 標 準 が 診 断 標 準 と し て 使 用 さ れ る 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 細 胞 の 健 康
ま た は 疾 患 状 態 の 指 標 等 の 細 胞 の 状 態 の 指 標 、 例 え ば 疾 患 マ ー カ ー を 適 切 に 含 む 。 か く し
て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 関 連 す る 試 料 中 の そ の 存 在 ま た は 量 に よ っ て 、 試 料 が 採 取 さ れ
た 器 官 の 状 態 （ 健 康 の 状 態 ま た は 疾 患 の 状 態 等 ） を 示 し 得 る 。 疾 患 マ ー カ ー 、 特 に 癌 マ ー
カ ー は 、 下 で よ り 詳 細 に 議 論 す る 。
【 ０ ３ ４ ３ 】
　 好 ま し く は 、 参 照 標 準 は 、 そ の 断 面 が 、 あ る 量 の 検 出 可 能 な 領 域 を 含 む 規 定 さ れ た 領 域
を 含 む も の で あ る 。 こ れ は 、 例 証 と し て 、 図 ４ Ｂ 、 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ８ Ｆ 、 ９ Ｂ お よ び １ ０ に
示 す 。 参 照 標 準 ま た は 断 面 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 は 、 試 料 中 の 量 が 同 一 も し く は 同 様
な 量 、 ま た は 標 準 中 の 量 よ り 少 な い 量 、 ま た は よ り 多 い 量 で 存 在 す る か ど う か を 確 立 す る
た め に 、 試 料 中 の 量 と 比 較 し て も よ い 。 し か し な が ら 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在
お よ び ／ ま た は 量 の 検 出 に は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照 標 準 が 最 も 有 用 で あ る が 、 こ
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れ は 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 参 照 標 準 の 検 出 可 能 な 存 在 物 と 同 じ か 異 な る か を 示 す た
め に よ り 単 純 に 用 い て も よ い こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ３ ４ ４ 】
　 参 照 標 準 ま た は 断 面 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 （ quantity） ま た は 量 （ amount） は 、 好
ま し く は 公 知 の 、 ま た は 予 め 決 め ら れ た 量 で あ る 。 該 量 は 、 下 に さ ら に 詳 細 に 記 載 す る よ
う に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 接 着 す る か 保 持 さ れ る 量 を 制 御 す る こ と に よ っ て 変 化 さ せ 得 る 。
参 照 標 準 の 薄 片 ま た は 切 片 が 採 取 さ れ る 場 合 、 量 の 変 化 は ま た 、 切 片 ま た は 薄 片 の 厚 さ （
お よ び そ の た め 捕 捉 さ れ る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 ） を 変 え る こ と に よ っ て 達 成 し て も よ い
。
【 ０ ３ ４ ５ 】
　 大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 は 、 診 断 的 に 関 連 性
の あ る 量 を 含 む 。
【 ０ ３ ４ ６ 】
　 従 来 技 術 と 対 照 的 に 、 正 確 で 既 知 の 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 記 載 さ れ る よ う な 参 照 標
準 中 に 組 み 込 ま れ 得 る 。 さ ら に 、 従 来 技 術 に お い て 存 在 す る よ う な 試 料 対 試 料 の 変 化 が 克
服 さ れ 得 る 。 そ の 結 果 は 、 よ り 正 確 な 段 階 付 け シ ス テ ム で あ る 。
【 ０ ３ ４ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 種 々 の 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 参 照 標 準 中 に 存 在 す る 。 好 ま し い 態
様 に お い て 、 参 照 標 準 は 2つ 以 上 の 量 の 同 じ 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 別 々 の コ ン パ ク ト 粒 子
中 に 含 む 。 好 ま し く は 、 あ る 範 囲 の 量 の 、 増 大 す る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 好 ま し く は
等 差 的 、 ま た は よ り 好 ま し く は 対 数 的 範 囲 で 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 該 範 囲 は 診 断 的 ま
た は 臨 床 的 に 関 連 性 の あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 包 含 し 、 す な わ ち あ る 量 の 検 出 可 能 な
存 在 物 は 、 お よ そ そ の 量 で 、 ま た は そ の 量 を 越 え て 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 、 試 料 が 、 疾 患
に か か っ た 、 ま た は 疾 患 に か か り や す い 細 胞 ま た は 組 織 を 含 む か 、 含 む ら し い と い う こ と
を 示 す 。
【 ０ ３ ４ ８ 】
　 細 胞 も し く は 組 織 ま た は 他 の 生 物 学 的 試 料 中 に 存 在 す る 量 と 本 発 明 の 参 照 標 準 と の 比 較
に よ っ て 、 特 定 の 試 料 が 特 定 の 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 し て 「 陽 性 」 か 「 陰 性 」 か の 指 標 が
提 供 さ れ る 。 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 癌 抗 原 等 の 疾 患 抗 原 を 含 む （ ま た は メ ッ セ ン ジ ャ ー RN
Aを 含 む 、 癌 抗 原 由 来 の DNA／ RNAを 発 現 す る ） 場 合 、 そ の 存 在 ま た は 量 は 、 関 連 性 の あ る
疾 患 の 特 殊 症 状 と し て 用 い ら れ 得 る 。 し た が っ て 、 個 体 由 来 の 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能
な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 （ ま た は 両 方 ） と 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う な 参 照 標 準 の 量 と
を 比 較 す る こ と を 含 む 、 個 体 に お け る 疾 患 の 診 断 の 方 法 が 提 供 さ れ る 。 好 ま し く は 、 比 較
は 、 参 照 標 準 中 の 臨 床 的 に 関 連 性 の あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 （ す な わ ち 、 そ の 量 以 上 で
疾 患 の 存 在 が 示 さ れ る か 、 疑 わ れ る か 、 ま た は 診 断 さ れ る 、 試 料 中 の あ る 量 ） に 対 し て 行
わ れ る 。
【 ０ ３ ４ ９ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 HER2抗 原 を 含 み 、 細 胞 ま た は 組 織 は 乳 房 組
織 を 含 み 、 診 断 さ れ る か そ の 存 在 が 示 さ れ る 疾 患 は 、 乳 癌 を 含 む 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は ま
た 、 HER2の 代 わ り に 、 ま た は HER2に 加 え て 、 好 ま し く は エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） 、 プ ロ
ゲ ス テ ロ ン 受 容 体 （ ER） 、 p16、 Ki-67ま た は 上 皮 成 長 因 子 受 容 体 （ EGFR） か ら な る 群 よ り
選 択 さ れ る 、 他 の 抗 原 を 含 ん で も よ い （ 「 検 出 可 能 な 存 在 物 」 の 節 も 参 照 ） 。 こ れ ら の 任
意 の 2つ 以 上 の 混 合 物 を 用 い て も よ い 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 上 述 の 任 意 の も の を コ ー ド
す る 核 酸 、 ま た は 「 検 出 可 能 な 存 在 物 」 の 節 で 特 定 さ れ る よ う な 任 意 の 検 出 可 能 な 存 在 物
を 含 ん で も よ い ； 特 に 、 核 酸 を 含 む 参 照 標 準 が 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の
標 準 化 に 有 用 で あ る 。 特 に 、 参 照 標 準 は DNA／ RNA癌 マ ー カ ー 等 の 核 酸 癌 マ ー カ ー （ 例 え ば
癌 mRNAマ ー カ ー ） を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ３ ５ ０ 】
　 好 ま し く は 、 参 照 標 準 は 、 臨 床 的 ま た は 診 断 的 に 関 連 性 の あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 に
加 え て 、 陰 性 対 照 、 す な わ ち 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ま な い か 、 ま た は 検 出 で き な い 量 で 検
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出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 、 規 定 さ れ た 領 域 ま た は 体 積 ま た は 経 路 を 、 例 え ば 、 コ ン パ ク ト な
、 ま た は 細 長 い 形 態 で 含 む 。
【 ０ ３ ５ １ 】
　 診 断 さ れ る 疾 患 は 、 適 切 な 治 療 剤 の 投 与 に よ っ て 、 任 意 に 治 療 さ れ 得 る 。 か か る 薬 剤 ま
た は 薬 物 は 、 か か る 疾 患 の 治 療 に 効 果 的 で あ る こ と が 公 知 の も の で あ っ て も よ い 。 特 に 、
治 療 剤 は 、 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 抗 体 を 含 ん で も よ い 。 か か る 抗 体
は 、 参 照 標 準 お よ び ／ ま た は 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 染 色 お よ び 検 出 に 用 い
ら れ た も の と 同 じ 抗 体 を 含 ん で も よ く 、 ま た は ヒ ト 化 抗 体 等 の そ の バ リ ア ン ト 、 も し く は
ScFv等 の 単 鎖 抗 体 で も よ い 。
【 ０ ３ ５ ２ 】
　 特 に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は HER2を 含 ん で も よ く 、 結 合 剤 は 任 意 の 抗 HER2抗 体 を 含 ん で も
よ く 、 治 療 剤 は ハ ー セ プ チ ン （ ト ラ ス ツ マ ブ 、 Genentech） 等 の ヒ ト 化 抗 HER2抗 体 を 含 ん
で も よ い 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 HER2 RNA、 HER2 mRMAま た は HER2 DNA等 の HER2核 酸 を 含
ん で も よ い 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 HER2核 酸 に 結 合 で き る 核 酸 等 の 任 意 の 分 子 を 含 ん で も
よ く 、 特 に HER2核 酸 の 少 な く と も 一 部 に 相 補 的 な 配 列 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ３ ５ ３ 】
　 HER2お よ び ハ ー セ プ チ ン は 、 Pegram M, Hsu S, Lewis Gら Inhibitory effects of comb
inations of HER-2/neu antibody and chemotherapeutic agents used for treatment of
 human breast cancers. Oncogene. 1999; 18: 2241-2251； Argiris A, DiGiovanna M. S
ynergistic interactions between tamoxifen and Herceptin. Proc Am Assoc Cancer Re
s. 2000; 41: 718. Abstract 4565； Pietras RJ, Fendly BM, Chazin VRら Antibody to H
ER-2/neu receptor blocks DNA repair after cisplatin in human breast and ovarian 
cancer cells Oncogene. 1994; 9: 1829-1838； Baselga J, Norton L, Albanell Jら Reco
mbinant humanized anti-HER2 antibody (Herceptinu) enhances the antitumor activit
y of paclitaxel and doxorubicin against HER2/neu overexpressing human breast can
cer xenografts. Cancer Res. 1998; 58: 2825-2831； Sliwkowski MX, Lofgren JA, Lewi
s GDら Nonclinical studies addressing the mechanism of action of trastuzumab (Her
ceptin). Semin Oncol. 1999; 26 (suppl 12): 60-70； Lewis GD, Figari I, Fendly Bら
Differential responses of human tumor cell lines to anti-p185H E R 2  monoclonal ant
ibodies. Cancer Immunol Immunother. 1993; 37: 255-263お よ び Pegram MD, Baly D, Wi
rth Cら Antibody dependent cell-mediated cytotoxicity in breast cancer patients i
n Phase III clinical trials of a humanized anti-HER2 antibody. Proc Am Assoc Can
cer Res. 1997; 38: 602. Abstract 4044を 含 む 多 く の 刊 行 物 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ３ ５ ４ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 1つ よ り 多 い 検 出 可 能 な 存 在 物 が 参 照 標 準 中 に 存 在 す る 。 特 に 、 単
一 の 参 照 標 準 中 の 複 数 の 異 な る 型 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 考 え る 。 参 照 標 準 中 に 1つ よ り 多
い 検 出 可 能 な 存 在 物 が 存 在 す る 場 合 、 そ の そ れ ぞ れ は 同 じ 一 つ の コ ン パ ク ト 粒 子 中 に あ る
か 、 コ ン パ ク ト 粒 子 上 に あ る か 、 コ ン パ ク ト 粒 子 と 接 着 し て も よ く 、 ま た は 1つ よ り 多 い
コ ン パ ク ト 粒 子 が 存 在 し て も よ い 。 後 者 の 場 合 に お い て 、 そ の コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 各 々
の コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 1つ 以 上 の 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ん で も よ い 。 検 出 可 能 な 存
在 物 は 、 同 じ か ま た は 異 な る 量 で 、 そ の コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 各 々 の コ ン パ ク ト 粒 子 中 に
存 在 し て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ５ 】
　 し た が っ て 、 2つ 以 上 の 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 が 支 持 媒 体 中 に 、 好 ま し く は 少 な く と
も 1つ が コ ン パ ク ト 粒 子 に 接 着 し て い る 包 埋 媒 体 中 に 包 埋 さ れ て 、 支 持 さ れ て も よ い 。 好
ま し く は 、 全 て の 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 接 着 し て い る 。 参 照 標 準
は 、 単 一 ま た は 1つ よ り 多 い 量 の 第 一 の 検 出 可 能 な 存 在 物 お よ び 単 一 ま た は 1つ よ り 多 い 量
の 第 二 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ん で も よ い 。 複 数 の 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 同 じ か ま た は 異
な る 量 で 、 参 照 標 準 中 に 存 在 し て も よ い 。 1つ よ り 多 い 検 出 可 能 な 存 在 物 が 存 在 す る 場 合
、 参 照 媒 体 は 、 好 ま し く は 少 な く と も 1つ の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 診 断 的 に ま た は 臨 床 的
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に 有 意 な 量 （ quantity） ま た は 量 （ amount） で 含 む 。
【 ０ ３ ５ ６ 】
　 し た が っ て 、 参 照 標 準 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 接 着 し た あ る 量 の 第 一 の 検 出 可 能 な 存 在 物
を 含 ん で も よ い 。 参 照 標 準 は 、 同 じ コ ン パ ク ト 粒 子 に 接 着 し て い る か 、 ま た は 第 二 の コ ン
パ ク ト 粒 子 中 に あ る 、 あ る 量 の 第 二 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を さ ら に 含 ん で も よ い 。 さ ら に 、
参 照 標 準 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 接 着 し て い る か 、 第 二 の ま た は さ ら な る コ ン パ ク ト 粒 子 中
に あ る 、 第 二 の 異 な る 量 の 該 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 各 々 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ん で も
よ い 。 複 数 の 、 同 じ か ま た は 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 お よ び ／ ま た は そ の 量 が 、 空 間 的 お
よ び ／ ま た は 時 間 的 に 混 合 ま た は 分 離 さ れ て も よ い 。
【 ０ ３ ５ ７ 】
　 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は HER2を 、 ras、 ま た は 特 に BRCA1ま た は BRCA2タ ン パ ク 質 等
の 乳 癌 抗 原 等 の 別 の 癌 抗 原 と と も に 含 ん で も よ い 。 あ る い は 、 ま た は さ ら に 、 参 照 標 準 は
あ る 量 の 、 網 膜 芽 （ Rb） タ ン パ ク 質 等 の 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質 を 含 む 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は
ま た 、 HER2核 酸 等 の 核 酸 お よ び 他 の 癌 抗 原 核 酸 を 含 ん で も よ い 。 検 出 可 能 な 存 在 物 は 1つ
以 上 の ポ リ ペ プ チ ド 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 1つ 以 上 の 核 酸 検 出 可 能 な 存 在 物 と と も に 含 ん
で も よ い 。
【 ０ ３ ５ ８ 】
　 複 数 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 参 照 標 準 の 態 様 は 、 1つ よ り 多 い 結 合 剤 を 用 い て 試 料 の
検 査 が 行 わ れ る 適 用 に お い て 有 用 で あ る 。 か く し て 、 例 え ば 抗 体 ／ プ ロ ー ブ の 「 バ ン ク 」
ま た は 「 パ ネ ル 」 を 用 い た 検 査 に お け る か か る 参 照 標 準 の 使 用 が 考 え ら れ る 。 か か る 検 査
は 、 各 々 診 断 的 に 関 連 性 が あ り 得 る 、 試 料 中 の 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 有 無 ま た は 相 対
的 も し く は 絶 対 的 レ ベ ル の 検 出 に 用 い て も よ い 。 か か る 相 対 的 ま た は 比 較 的 情 報 は 、 典 型
的 に 単 一 の 有 ／ 無 検 査 よ り も 有 用 で あ る 。 こ の よ う な 複 合 的 な 検 査 は 、 問 題 の 患 者 ま た は
個 体 の 「 プ ロ フ ィ ー ル 」 を 生 じ る の に 用 い て も よ い 。 疾 患 ま た は 状 態 を 患 っ て い る （ ま た
は 患 っ て い る 疑 い が あ る ） 個 体 か ら 生 じ た プ ロ フ ィ ー ル は 、 「 正 常 」 ま た は 非 罹 患 個 体 の
対 応 す る プ ロ フ ィ ー ル に 対 し て 比 較 し て も よ い 。 プ ロ フ ィ ー ル 、 ま た は プ ロ フ ィ ー ル の 比
較 に よ っ て 生 じ た 情 報 を 用 い て 、 最 良 の 可 能 な 治 療 （ 「 個 体 に 合 わ せ た 治 療 」 ） を 選 択 す
る 目 的 で 、 そ の 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 を 診 断 し て （ ま た は 診 断 を 助 け て ） も よ い 。
【 ０ ３ ５ ９ 】
　 1つ よ り 多 い コ ン パ ク ト 粒 子 が 存 在 す る 態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 1つ の 束 ま た は
1つ よ り 多 い 束 に し て 配 列 す る の が 有 利 で あ り 得 る 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は 異 な る 参 照 ド ッ ト
お よ び ク ラ ス タ ー を 見 つ け る の が 容 易 に な る よ う に 配 列 し て も よ い 。 例 え ば 、 非 対 称 パ タ
ー ン の コ ン パ ク ト 粒 子 の 束 は 、 使 用 者 が ス ラ イ ド を 正 し く 方 向 付 け す る の を 助 け 得 る 。
【 ０ ３ ６ ０ 】
　 言 う ま で も な く 、 参 照 標 準 中 に 1つ よ り 多 い 検 出 可 能 な 存 在 物 が 存 在 す る 場 合 、 2つ 以 上
の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 異 な る コ ン パ ク ト 粒 子 中 に 存 在 し て も よ い 。 あ る い は 、 1つ よ り 多
い 検 出 可 能 な 存 在 物 が 単 一 の コ ン パ ク ト 粒 子 中 に 存 在 し て も よ い 。 例 え ば 、 1つ よ り 多 い
検 出 可 能 な 存 在 物 が コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 ま た は 接 着 し て も よ い 。 そ れ ぞ れ が 単 一 の 、 2
つ の 、 ま た は そ れ よ り 多 い 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 複 数 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 用 い て も よ い
。
【 ０ ３ ６ １ 】
　 そ の 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 各 々 の 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 参 照 標 準 中 の コ ン パ ク ト 粒 子
中 に 存 在 す る ； こ れ は さ ら に 下 で 詳 述 す る よ う な 種 々 の 手 段 に よ っ て 達 成 し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ２ 】
　 参 照 標 準 、 ま た は そ の 薄 片 も し く は 切 片 は 、 キ ッ ト 中 に パ ッ ケ ー ジ ン グ し て も よ い 。 キ
ッ ト は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 に 結 合 で き る 、 抗 体 等 の 結 合 剤 を 含 ん で も よ い 。 キ ッ
ト は 、 そ の 上 に マ ウ ン ト さ れ る 参 照 標 準 、 薄 片 ま た は 切 片 と と も に ミ ク ロ ト ー ム ブ ロ ッ ク
を 含 ん で も よ い 。 キ ッ ト は 、 検 出 、 洗 浄 ま た は 処 理 試 薬 等 の 他 の 試 薬 、 お よ び 使 用 説 明 書
を さ ら に 含 ん で も よ い 。 キ ッ ト は 、 使 用 説 明 書 ま た は 、 例 え ば 疾 患 の お よ び ／ ま た は 正 常
な 組 織 の 図 ま た は 写 真 等 の 補 助 に 印 を つ け る 、 他 の 料 金 別 納 郵 便 物 の 証 印 （ indicia） を
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さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ３ ６ ３ 】
　 キ ッ ト は ま た 、 疾 患 の 症 状 の 少 な く と も 1つ を 治 療 ま た は 少 な く と も 軽 減 す る こ と が で
き る 治 療 剤 を 含 ん で も よ い 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る よ う な 参 照 標 準 、 ま た は そ の 切 片 も
し く は 薄 片 と 、 治 療 剤 と の 組 み 合 わ せ も 提 供 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ４ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 疾 患 は 、 生 物 学 的 試 料 が 診 断 的 に 関 連 性 の あ る 量 の 検 出 可 能 な 存
在 物 を 含 む 場 合 に 個 体 に お け る そ の 存 在 が 示 さ れ る か ま た は 疑 わ れ る も の で あ る 。 特 に 、
治 療 剤 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 抗 体 、 ま た は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 結 合 で き る 核 酸 、
疾 患 を 治 療 ま た は 予 防 す る の に 効 果 的 で あ る こ と が 公 知 の 他 の 任 意 に 治 療 剤 を 含 ん で も よ
い 。 例 え ば 、 乳 癌 を 検 出 す る た め の キ ッ ト ま た は 組 み 合 わ せ は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が HER2
抗 原 ま た は HER2核 酸 を 含 む 参 照 標 準 を 含 ん で も よ い 。 キ ッ ト は さ ら に 、 そ の 抗 原 を 検 出 す
る た め の 抗 HER2抗 体 を 含 ん で も よ く 、 ま た さ ら に 任 意 の 乳 癌 薬 物 、 例 え ば ハ ー セ プ チ ン （
転 移 性 乳 癌 患 者 に お け る HER2タ ン パ ク 質 を 標 的 と す る ヒ ト 化 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ） を 含 ん
で も よ い 。 キ ッ ト の 他 の 態 様 は 、 エ ス ト ロ ゲ ン 受 容 体 （ ER） 、 PR、 p16、 Ki-67ま た は 上 皮
成 長 因 子 受 容 体 （ EGFR） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 任 意 の 抗 原 を 含 む （ 「 検 出 可 能 な 存 在
物 」 の 節 も 参 照 ） 。
【 ０ ３ ６ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 性 質 に お い て 分 子 状 で あ り （ 下 の 記 載 参
照 ） 、 し た が っ て 参 照 標 準 は 実 質 的 に 細 胞 性 物 質 を 含 ま な い 。 し か し な が ら 、 あ る 態 様 に
お い て は 、 細 胞 成 分 、 例 え ば 細 胞 の 一 部 （ 例 え ば 、 任 意 の 細 胞 内 区 画 ま た は 核 、 ミ ト コ ン
ド リ ア 、 葉 緑 体 、 液 胞 等 の オ ル ガ ネ ラ ） ま た は 細 胞 全 体 そ の も の が 参 照 標 準 に 組 み 込 ま れ
得 る 。
【 ０ ３ ６ ６ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 標 準
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照 シ ス テ ム は 、 例 え ば 、 蛍 光 細 胞 分 析 分 離 装 置 （ FACS） 等 の
応 用 の た め の 参 照 標 準 と し て 用 い て も よ い 。 か か る 応 用 に お い て 、 参 照 標 準 が 好 ま し く は
細 胞 性 ま た は 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 得 る 場 合 、 支 持 媒 体 は 存 在 す る 必 要 が な い 。
つ ま り 、 細 胞 ま た は 細 胞 成 分 が 検 出 可 能 な 存 在 物 の 接 着 の た め の コ ン パ ク ト 粒 子 と し て 用
い ら れ る 場 合 、 該 細 胞 ま た は 細 胞 成 分 そ れ 自 体 を 参 照 標 準 と 見 な し て も よ い 。
【 ０ ３ ６ ７ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 液 体 の 流 れ の 中 、 い わ ゆ る フ ロ ー セ ル 中 を 移 動 す る と き に 、
感 知 領 域 を 通 過 す る レ ー ザ ー ま た は 光 線 に よ っ て 細 胞 、 ビ ー ズ ま た は 粒 子 を 測 定 す る シ ス
テ ム で あ る 。 粒 子 の 相 対 的 光 散 乱 お よ び 色 識 別 蛍 光 が 測 定 さ れ る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー
に お い て 、 異 な る 細 胞 が 、 密 度 、 形 状 お よ び 大 き さ の よ う な 、 そ の 別 個 の 細 胞 形 態 に よ っ
て 識 別 さ れ 得 る 。 こ の よ う な 組 織 形 態 は 、 細 胞 が ば ら ば ら に な っ て い る の で 、 フ ロ ー サ イ
ト メ ー タ ー か ら 得 ら れ た デ ー タ か ら 見 る こ と が で き な い 。
【 ０ ３ ６ ８ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 一 般 的 に 光 源 、 フ ロ ー セ ル 、 異 な る 色 の 光 の 焦 点 を 検 出 器 に 合
わ せ る 光 学 機 械 、 シ グ ナ ル 増 幅 器 お よ び 処 理 装 置 、 な ら び に デ ー タ を 記 録 お よ び 分 析 す る
コ ン ピ ュ ー タ か ら な る 。 レ ー ザ ー は 、 最 新 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の 好 ま し い 光 源 と し て
用 い ら れ る 。 用 い ら れ る 最 も 一 般 的 な レ ー ザ ー は 、 ア ル ゴ ン イ オ ン レ ー ザ ー で あ る 。 こ れ
は 、 488 nmで 主 な 線 を 生 じ 、 こ れ は 、 例 え ば フ ル オ レ セ イ ン 、 フ ィ コ エ リ ト リ ン お よ び タ
ン デ ム 結 合 体 の 励 起 の た め お よ び DNA測 定 で 用 い ら れ る ヨ ー 化 プ ロ ピ ウ ム （ propium iodid
e） の た め の 青 色 光 の 光 源 を 生 じ る 。 フ ロ ー セ ル に お い て 、 細 胞 は 、 一 度 に 1つ レ ー ザ ー 光
線 を 通 過 す る よ う に 流 体 力 学 的 集 束 に よ っ て 配 列 さ れ る 。
【 ０ ３ ６ ９ 】
　 光 散 乱 は 、 目 的 の 細 胞 ま た は 粒 子 集 団 を 同 定 す る の に 利 用 さ れ 、 一 方 、 蛍 光 強 度 の 測 定
は 、 個 々 の 細 胞 に つ い て の 特 定 の 情 報 を 提 供 す る 。 液 体 の 流 れ の 中 に 保 持 さ れ る 個 々 の 細
胞 が 、 1つ 以 上 の レ ー ザ ー 光 線 を 通 過 す る 。 細 胞 は レ ー ザ ー 光 を 散 乱 し 、 同 時 に 蛍 光 色 素
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に 種 々 の 頻 度 で 光 を 発 さ せ る 。 光 電 子 増 倍 管 （ PMT） が 光 を 電 気 信 号 に 転 換 し 、 細 胞 デ ー
タ が 収 集 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ０ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を そ れ 程 効 果 的 な 技 術 に す る の は 、 非 常 に 短 い 時 間 で 何 千 個 も の
個 々 の 細 胞 に 関 す る い く つ か の パ ラ メ ー タ を 、 そ れ ら の 蛍 光 お よ び そ れ ら が 散 乱 す る 光 の
経 路 の 測 定 に よ っ て 、 測 定 す る 能 力 で あ る 。 一 例 と し て 、 励 起 に 青 色 光 を 用 い て 、 数 千 個
の 集 団 に お け る 個 々 の 細 胞 に 関 し て 、 赤 色 、 緑 色 お よ び 橙 色 蛍 光 、 お よ び 光 線 に 対 し て 前
方 お よ び 直 角 に 散 乱 し た 光 の 双 方 の 量 を 測 定 す る こ と が 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ７ １ 】
　 多 く の 機 器 は 、 少 な く と も 5つ の 異 な る パ ラ メ ー タ を 測 定 し 得 る 。 全 て の パ ラ メ ー タ を
組 み 合 わ せ て 相 関 さ せ た 様 式 で 同 時 に 表 示 す る こ と は で き な い の で 、 ゲ ー テ ィ ン グ と 呼 ば
れ る シ ス テ ム を 使 用 す る 。 目 的 の 領 域 － ま た は 「 ゲ ー ト 」 － が 規 定 さ れ 、 さ ら な る パ ラ メ
ー タ の 表 示 に つ い て の 特 定 の 細 胞 集 団 の 選 択 を 可 能 に す る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を 用 い
て 、 蛍 光 的 に 標 識 さ れ た 細 胞 の 部 分 集 団 を 、 高 速 か つ 正 確 に 分 析 し 得 る 。 他 の 特 徴 、 例 え
ば 大 き さ に 基 づ く 分 類 も ま た 可 能 で あ る 。
【 ０ ３ ７ ２ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 機 器 は 、 同 時 に 3つ の タ イ プ の デ ー タ を 生 じ る ： 1)前 方 散 乱 （ FSc
） は お よ そ の 細 胞 ま た は 粒 子 径 を 示 し 、 2)側 方 ま た は 直 交 散 乱 （ SSc） は 細 胞 ま た は 粒 子
の 複 雑 さ ま た は 粒 度 を 示 し 、 か つ 3)蛍 光 標 識 は 、 例 え ば 細 胞 構 造 お よ び 機 能 を 調 べ る の に
用 い ら れ る 。 前 方 お よ び 側 方 散 乱 は 、 細 胞 の 予 備 同 定 に 用 い ら れ る 。 末 梢 血 試 料 に お い て
、 例 え ば 白 血 球 、 単 球 お よ び 顆 粒 球 集 団 を 、 前 方 お よ び 側 方 散 乱 に 基 づ い て 同 定 し 得 る 。
前 方 お よ び 側 方 散 乱 を 用 い て 、 残 屑 お よ び 死 細 胞 を 排 除 し 得 る 。 例 え ば 、 粒 子 は 、 そ の 大
き さ お よ び ／ ま た は そ の 蛍 光 に よ っ て 同 定 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ７ ３ 】
　 細 胞 ま た は 粒 子 集 団 は 、 単 一 ま た は 二 重 パ ラ メ ー タ の ヒ ス ト グ ラ ム で 表 し て も よ い 。 光
の 散 乱 お よ び 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 線 状 ま た は 対 数 増 殖 の 後 に 分 析 し て も よ い 。 分 析 さ れ る 細
胞 ま た は 粒 子 の 集 団 が 同 定 さ れ れ ば 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 蛍 光 を 確 立 し た 後 に 、 結 合 抗 体 ま
た は 色 素 と 関 連 し た 蛍 光 が 測 定 さ れ る 。
【 ０ ３ ７ ４ 】
　 一 部 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、 細 胞 ま た は 粒 子 を 物 理 的 に 、 特 定 の 集 団 に 分 類 す る こ
と が で き る 。 こ れ は 、 細 胞 を 含 む 荷 電 し た 小 滴 の 静 電 的 な 偏 差 に よ っ て 行 わ れ る の が 最 も
一 般 的 で あ る 。 フ ロ ー セ ル を 振 動 さ せ 、 出 口 ノ ズ ル を 通 過 す る 際 に 液 体 の 流 れ を 小 さ い 小
滴 に 分 割 す る よ う に す る 。 ち ょ う ど そ の 時 、 目 的 の 細 胞 ま た は 粒 子 が 目 下 形 成 さ れ て い る
小 滴 の う ち に あ り 、 フ ロ ー セ ル は 荷 電 し 、 そ の た め 小 滴 を 荷 電 す る 。 次 い で 小 滴 の 流 れ が
一 対 の 電 気 的 に 荷 電 し た プ レ ー ト を 通 過 し 、 荷 電 し た 小 滴 （ 目 的 の 細 胞 ま た は 粒 子 を 含 ん
で い る ） は 、 収 集 容 器 に 偏 向 さ せ ら れ る 。
【 ０ ３ ７ ５ 】
　 プ レ ー ト の 間 に 生 じ た 電 場 は 、 細 胞 ま た は 粒 子 を 、 い く つ か の 使 用 者 仕 様 の 収 集 容 器 の
1つ に 向 か わ せ 得 る 。 荷 電 し て い な い 小 滴 は 廃 棄 容 器 に 流 れ る 。 細 胞 ま た は 細 胞 の 部 分 集
団 の 濃 度 の 分 析 は 、 し ば し ば 「 絶 対 計 数 」 と 呼 ば れ 、 医 療 的 診 断 、 ま た は 細 胞 培 養 物 中 の
細 胞 の 状 態 の モ ニ タ リ ン グ 、 も し く は 他 の バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー の 方 法 に 、 さ ら に 重 要 で あ
り 得 る 。
【 ０ ３ ７ ６ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー は 、 伝 統 的 な 病 理 学 的 ま た は 細 胞 学 的 方 法 の 能 力 を は る か に 超 え
て 、 多 数 の 細 胞 を 迅 速 に ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。 得 ら れ る 情 報 は 、 種 々 の 疾 患
の 診 断 、 分 類 お よ び 予 後 を 助 け る 。 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー を 適 用 で き る 応 用 は 、 細 胞 分 類
か ら 細 胞 表 面 抗 原 の 測 定 、 お よ び DNAの 分 析 へ と 急 速 に 拡 張 し 、 悪 性 疾 患 の 判 断 を 助 け て
き た 。
【 ０ ３ ７ ７ 】
　 日 常 の 臨 床 検 査 室 に お け る フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 一 般 的 な 使 用 と し て は 、 造 血 新 生 物
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の 免 疫 表 現 型 検 査 、 免 疫 状 態 評 価 、 特 に HIV陽 性 患 者 に お け る CD4+T細 胞 の 定 量 、 お よ び 充
実 性 腫 瘍 の DNA細 胞 周 期 分 析 が 挙 げ ら れ る 。 造 血 系 を 構 成 す る 異 な る 細 胞 集 団 は 、 種 々 の
成 熟 の 段 階 で は っ き り と 異 な る 細 胞 表 面 抗 原 を 発 現 す る 。 こ れ ら の 発 現 さ れ た 抗 原 を 検 出
お よ び 測 定 す る こ と に よ っ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 白 血 病 お よ び リ ン パ 腫 の 細 胞 系
統 の 分 類 を 助 け 得 る 。
【 ０ ３ ７ ８ 】
　 独 立 し た 診 断 様 式 で あ る こ と を 意 図 す る も の で は な い が 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 伝
統 的 な 形 態 学 的 お よ び 細 胞 科 学 的 技 術 の 能 力 を 超 え て 、 し ば し ば 造 血 系 悪 性 腫 瘍 を 下 位 分
類 す る こ と が で き る 。
【 ０ ３ ７ ９ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 最 も 一 般 的 な 日 常 的 使 用 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た 免 疫
蛍 光 標 識 に よ る 表 面 抗 原 （ マ ー カ ー ） の 測 定 で あ っ た 。 一 般 的 に 用 い ら れ る マ ー カ ー は 、
全 B細 胞 、 全 T細 胞 お よ び T細 胞 の サ ブ セ ッ ト で あ る 。 全 T細 胞 、 ヘ ル パ ー T細 胞 お よ び サ プ
レ ッ サ ー T細 胞 に 対 す る マ ー カ ー は 、 そ れ ぞ れ CD3、 CD4お よ び CD8の 分 化 ク ラ ス タ ー （ CD）
カ テ ゴ リ ー に 割 り 当 て ら れ て き た 。 こ の マ ー カ ー の ス ペ ク ト ル は 、 全 部 で 45を 超 え る が 、
免 疫 欠 損 状 態 、 リ ン パ 性 白 血 病 、 自 己 免 疫 疾 患 の 臨 床 的 分 類 に 、 な ら び に 治 療 に 対 す る そ
れ ら の 反 応 の モ ニ タ リ ン グ に 用 い ら れ る 。
【 ０ ３ ８ ０ 】
　 例 え ば 、 CD4+細 胞 は HIVに よ る 感 染 に よ っ て 激 減 す る が CD8+細 胞 は 残 る の で 、 CD4お よ び
CD8測 定 は 、 AIDSの 進 行 の モ ニ タ リ ン グ に 特 に 有 用 で あ る 。 CD4+の 絶 対 数 も ま た 、 HIV感 染
か ら よ り 明 白 な AIDSへ の 進 行 の マ ー カ ー で あ る 。 CD4/CD8比 も ま た 、 移 植 患 者 に お け る 、
シ ク ロ ス ポ リ ン Aを 用 い た 免 疫 抑 制 療 法 の 成 功 の 評 価 に 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ３ ８ １ 】
　 免 疫 状 態 の 評 価 の た め に 、 典 型 的 に は 、 リ ン パ 球 の 部 分 集 団 が 、 種 々 の 細 胞 表 面 抗 原 に
対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 利 用 す る こ と に よ っ て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ っ て 同 定
お よ び 定 量 さ れ る 。 後 天 的 ま た は 先 天 的 免 疫 欠 損 疾 患 の 患 者 お よ び 免 疫 抑 制 薬 物 治 療 中 の
患 者 は 、 リ ン パ 球 集 団 の 特 徴 的 な 変 化 を 示 す 。
【 ０ ３ ８ ２ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の た め の 典 型 的 な 直 接 染 色 手 順 は 、 洗 浄 お よ び 混 合 工 程 の 他 に 、
以 下 の 工 程 の 1つ ま た は い く つ か を 含 ん で も よ い ： 例 え ば 緩 衝 化 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い
た 細 胞 の 固 定 、 透 過 性 化 、 蛍 光 標 識 さ れ た 標 的 特 異 的 試 薬 の 添 加 、 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、
遠 心 分 離 、 細 胞 ペ レ ッ ト か ら の 上 清 の 吸 引 、 再 懸 濁 、 希 釈 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に
よ る 分 析 。
【 ０ ３ ８ ３ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の 利 点 は 非 常 に 多 い ； し か し な が ら 、 こ れ は 多 く の 不 利 益 を 有 さ
ず 、 主 要 な も の は 、 各 蛍 光 色 に つ い て の シ グ ナ ル 強 度 が 、 例 え ば PMT設 定 、 正 確 な レ ー ザ
ー の 状 態 お よ び 補 正 ア ル ゴ リ ズ ム に 依 存 す る の で 、 得 ら れ る デ ー タ が 絶 対 に は 量 的 で な い
、 と い う 事 実 で あ る 。 別 の 不 利 益 は 、 分 析 さ れ る 細 胞 懸 濁 液 の 体 積 が 直 接 に は 測 定 さ れ な
い と い う こ と で あ る 。 し た が っ て 、 絶 対 的 濃 度 － す な わ ち 体 積 当 た り の 細 胞 － は 、 直 接 に
は 測 定 さ れ な い 。
【 ０ ３ ８ ４ 】
　 試 料 中 の 細 胞 の 絶 対 的 濃 度 は 、 例 え ば 蛍 光 標 識 ポ リ マ ー ビ ー ズ の 既 知 の 体 積 の 溶 液 を 試
料 に 加 え る こ と に よ っ て 測 定 さ れ 得 る 。 ポ リ マ ー ビ ー ズ の 濃 度 ま た は 数 は 、 別 の 方 法 に よ
っ て 確 立 さ れ た 。 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に お い て ポ リ マ ー ビ ー ズ お よ び 細 胞 の 数 を 数 え る
こ と に よ っ て 、 細 胞 の 絶 対 的 な 濃 度 － ま た は し ば し ば 呼 ば れ る よ う に 「 絶 対 数 」 － が 計 算
さ れ 得 る 。 こ の 技 術 の 公 知 の 例 は 、 TrueCount（ BD Bioscience） シ ス テ ム で あ る 。
【 ０ ３ ８ ５ 】
　 蛍 光 色 素 か ら 発 せ ら れ る 光 は 、 FL1、 FL2、 FL3チ ャ ン ネ ル 等 の チ ャ ン ネ ル の 1つ ま た は い
く つ か に お い て 検 出 さ れ る 。 蛍 光 色 素 の 一 部 は い く つ か の チ ャ ン ネ ル で 検 出 さ れ 得 る 発 光
ス ペ ク ト ル を 有 す る た め 、 得 ら れ た デ ー タ を 、 い く つ か の チ ャ ン ネ ル へ の シ グ ナ ル の こ ぼ
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れ を 補 正 す る こ と に よ っ て 修 正 す る こ と が 、 し ば し ば 必 要 で あ る 。
【 ０ ３ ８ ６ 】
　 補 正 は 、 固 体 ポ リ マ ー 材 料 、 し ば し ば ポ リ ス チ レ ン で で き た ビ ー ズ を 用 い る こ と に よ っ
て 、 従 来 技 術 で 行 わ れ て き た 。 ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ は 問 題 の 色 素 に 包 埋 さ れ る か 、 表 面 を
色 素 で 機 能 化 さ れ る 。 次 い で 、 検 出 チ ャ ン ネ ル 間 の こ ぼ れ が 測 定 さ れ 得 、 補 正 ア ル ゴ リ ズ
ム は 本 機 器 設 定 に 調 節 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ８ ７ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー は 、 日 常 業 務 お よ び 研 究 実 験 室 の 双 方 に お い て 、 欠 か す こ と の で
き な い も の と な っ て い る 。 新 し い 蛍 光 色 素 が 見 出 さ れ 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が さ ら に よ り
多 く の 抗 原 に 対 し て 生 成 さ れ れ ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー が 適 用 さ れ 得 る 応 用 は 、 増 え 続
け る で あ ろ う 。
【 ０ ３ ８ ８ 】
　 上 の 記 載 に 示 さ れ る よ う に 、 該 技 術 は 複 雑 で あ り 、 特 定 の 染 色 に 対 し て 高 い ア フ ィ ニ テ
ィ ー を 有 す る 分 子 を 利 用 す る 。 標 準 化 お よ び 参 照 の 欠 如 の た め に 、 実 験 室 間 で 診 断 結 果 の
比 較 を 解 釈 す る の は 難 し く あ り 得 る の で 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 分 析 の 全 潜 在 能 力 が 十 分
に 利 用 さ れ て き た 。 か く し て 、 現 存 す る 手 法 の 、 特 に 内 部 参 照 物 質 に 関 す る 改 良 が 、 絶 え
ず 求 め ら れ る 。
【 ０ ３ ８ ９ 】
　 こ の 文 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照 標 準 を 用 い て 、 特 定 の 診 断 標 的 に つ い て の 染 色 レ ベ ル ま た
は 診 断 標 的 の 比 率 を 較 正 し 得 る 。 内 部 対 照 の 使 用 は 、 前 処 理 お よ び 染 色 プ ロ ト コ ル に お け
る 変 化 を 反 映 し 、 説 明 す る 。
【 ０ ３ ９ ０ 】
　 例 え ば IHCお よ び 細 胞 学 の よ う な ス ラ イ ド ベ ー ス の 適 用 に お け る よ う に 、 染 色 手 順 、 染
色 レ ベ ル お よ び 染 色 試 薬 の 質 を 確 認 お よ び 較 正 す る 能 力 の 他 に 、 参 照 標 準 は 、 フ ロ ー サ イ
ト メ ー タ ー 適 用 に お け る 使 用 に つ い て の 、 い く つ か の 特 定 の 有 利 な 特 性 を 有 す る 。 以 下 に
、 こ れ ら を 詳 細 に 説 明 す る ：
【 ０ ３ ９ １ 】
　 二 重 適 用
　 ス ラ イ ド ベ ー ス の 技 術 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 双 方 に お い て 、 同 じ 参 照 標 準 を 染 色
お よ び 測 定 し 得 る 。 2つ の 独 立 し た 技 術 か ら の デ ー タ を 組 み 合 わ せ て 、 分 析 の 妥 当 性 を さ
ら 強 化 し 、 互 い に 関 連 の あ る 異 な る 技 術 を 較 正 し 得 る 。
【 ０ ３ ９ ２ 】
　 参 照 標 準 は 細 胞 の 形 状 を 採 用 し 得 る の で 、 形 状 、 大 き さ 、 散 乱 能 等 の よ う な 細 胞 の 特 性
の 任 意 の 1つ 以 上 を 模 倣 で き る こ と が 理 解 さ れ よ う 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ
る よ う な 細 胞 の 支 持 を 用 い た 参 照 標 準 を 用 い て 、 ポ リ マ ー ビ ー ズ を 用 い る こ と の 技 術 的 欠
陥 を 避 け る こ と が で き よ う 。
【 ０ ３ ９ ３ 】
　 以 下 に 、 い く つ か の さ ら な る 好 ま し い 態 様 を 説 明 す る ：
【 ０ ３ ９ ４ 】
　 補 正
　 参 照 標 準 を 、 補 正 標 準 と し て 用 い て も よ い 。 固 体 ビ ー ズ 、 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク
ス 粒 子 の 内 部 に 包 埋 さ れ た 色 素 は 、 例 え ば 試 料 の 染 色 の 間 に 溶 液 中 の 抗 体 上 の 標 識 と し て
用 い た 色 素 と 比 較 し て 、 ひ ず ん だ 蛍 光 ス ペ ク ト ル を 有 す る 。 ま た 、 例 え ば 、 ポ リ マ ー ま た
は 他 の 固 体 粒 子 の 表 面 に 接 着 ま た は 標 識 さ れ た RPE、 APCま た は そ れ ら の タ ン デ ム 結 合 体 の
よ う な 蛍 光 色 素 は 、 表 面 相 互 作 用 の た め に 、 ひ ず ん だ ス ペ ク ト ル を 有 し 得 る 。 し た が っ て
、 そ れ に 続 く 試 料 分 析 の 間 に 、 補 正 設 定 は チ ャ ン ネ ル 間 の シ グ ナ ル の 真 の こ ぼ れ を 表 さ な
い 。
【 ０ ３ ９ ５ 】
　 参 照 標 準 の 基 礎 と し て 細 胞 物 質 を 用 い る こ と に よ っ て 、 す な わ ち 生 物 学 的 ま た は 細 胞 性
起 源 の 支 持 体 に 接 着 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 色 素 を 正 し い 環 境 で
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、 か つ 実 際 の 分 析 と 殆 ど 同 一 の 条 件 で 用 い 得 る 。
【 ０ ３ ９ ６ 】
　 そ れ に 続 く 試 料 分 析 で 用 い ら れ る 同 じ ロ ッ ト ま た は バ ッ チ の 蛍 光 試 薬 で 標 識 し た 補 正 標
準 を 用 い る 可 能 性 が 特 に 興 味 深 い 。 そ れ に よ っ て 、 補 正 設 定 は 、 分 析 の 間 と 同 じ 特 性 を 有
す る 色 素 補 正 参 照 に 基 づ い て 計 算 さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ９ ７ 】
　 分 類
　 参 照 標 準 を 、 分 類 標 準 と し て 用 い て も よ い 。 し た が っ て 、 参 照 標 準 を 用 い て 、 フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー 分 類 の 質 を 確 認 お よ び モ ニ タ リ ン グ し て も よ い 。 参 照 物 質 は 細 胞 様 で あ り 得
、 例 え ば 真 の 患 者 試 料 と し て 染 色 さ れ 得 る の で 、 分 類 の 質 は 実 施 間 お よ び 実 験 室 間 で 比 較
さ れ 得 る 。
【 ０ ３ ９ ８ 】
　 こ れ は 臨 床 的 分 類 、 例 え ば 、 分 類 の 質 が 非 常 に 重 要 で あ っ て 標 準 に 関 し て 記 録 す る 必 要
が あ る 特 定 の T細 胞 の 分 類 に 、 特 に 重 要 で あ ろ う 。 ま た 、 低 濃 度 で の 細 胞 の 分 類 に は 、 細
胞 標 準 を 用 い た 非 常 に 正 確 な 最 適 化 お よ び 確 認 が 必 要 で あ ろ う 。
【 ０ ３ ９ ９ 】
　 例 え ば ポ リ ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス 粒 子 の よ う な 固 体 ビ ー ズ は 、 例 え ば 、 分 類 実 験 の 最 適 化
お よ び 確 認 の 間 に 患 者 細 胞 を 正 確 に は 表 さ な い と い う 点 で 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照
標 準 と 比 較 し て 不 利 益 を 有 す る 。
【 ０ ４ ０ ０ 】
　 列 挙 ま た は 絶 対 計 数
　 参 照 標 準 は 、 固 体 ビ ー ズ の 使 用 と 同 様 の 方 法 で 、 絶 対 計 数 較 正 の た め に 用 い て も よ い 。
し た が っ て 、 こ れ は 、 列 挙 標 準 と し て 、 ま た は 絶 対 計 数 標 準 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ４ ０ １ 】
　 絶 対 的 計 数 は 、 移 植 （ CD34数 ） に 関 連 し た 分 析 、 お よ び 血 小 板 計 数 ま た は 微 小 残 存 病 変
の よ う な 希 少 な 事 象 の 分 析 に 特 に 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 蛍 光 標 識 し た 標 的 ま た は 参 照 標 準
に 接 着 し た 標 的 を 組 み 合 わ せ る こ と に よ っ て 、 例 え ば 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に お い て 標
的 を 免 疫 学 的 に 標 識 す る こ と が 可 能 で あ ろ う 。
【 ０ ４ ０ ２ 】
　 他 の 方 法 で 参 照 細 胞 の 数 ま た は 濃 度 を さ ら に 測 定 す る こ と に よ っ て 、 同 じ 参 照 標 準 は 、
例 え ば 計 数 、 染 色 レ ベ ル お よ び 補 正 に 関 し て 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 分 析 を 較 正 し 得 る 。
【 ０ ４ ０ ３ 】
参 照 標 準 形 状
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照 標 準 は 、 任 意 の 適 切 な 形 状 を と っ て も よ い 。
【 ０ ４ ０ ４ 】
　 参 照 標 準 は 、 不 定 形 な 形 状 、 例 え ば 細 長 い 不 定 形 な 形 状 を 有 し て も よ い が 、 好 ま し く は
、 明 確 な 形 状 を 有 す る 。 こ れ は 一 般 的 に 球 の 形 態 を と っ て も よ い が 、 好 ま し く は 、 参 照 標
準 は 多 面 体 形 状 を と る 。
【 ０ ４ ０ ５ 】
　 よ り 好 ま し く は 、 参 照 標 準 は 実 質 的 に 、 正 多 面 体 、 角 柱 、 直 角 柱 、 正 直 角 柱 、 直 平 行 六
面 体 、 長 方 形 の 箱 お よ び 立 方 体 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 形 状 を 有 す る 。 参 照 標 準 は 、 好
ま し く は 、 そ れ が 長 軸 を 有 す る よ う に 、 細 長 い 形 状 を 有 す る 。
【 ０ ４ ０ ６ 】
　 大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 参 照 標 準 は 、 直 平 行 六 面 体 形 状 を 有 す る 。 直 平 行 六 面 体
は 、 こ の 用 語 が 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 直 方 体 と し て も 知 ら れ る 、 互 い に 反 対 に 配
置 さ れ 、 互 い に 直 角 に つ な が れ た 3対 の 長 方 形 面 で 構 成 さ れ る 閉 じ ら れ た 箱 を い う 。 直 平
行 六 面 体 は ま た 、 直 角 柱 、 平 行 六 面 体 の 特 別 な 場 合 と も い わ れ 、 日 常 用 語 で （ 長 方 形 の ）
「 箱 」 と し て 公 知 の も の に 相 当 す る 。
【 ０ ４ ０ ７ 】
　 参 照 標 準 か ら 薄 片 ま た は 切 片 を 採 取 し た 場 合 、 こ れ ら は 、 好 ま し く は 参 照 標 準 の 方 向 に
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対 し て 実 質 的 に 直 角 な 平 面 で 、 す な わ ち 長 軸 方 向 で 採 取 さ れ る 。 別 法 と し て 、 ま た は 組 み
合 わ せ て 、 切 片 ま た は 薄 片 は 参 照 標 準 の 方 向 に 関 し て 横 方 向 に 採 取 し て も よ い 。
【 ０ ４ ０ ８ 】
支 持 媒 体
　 一 部 の 態 様 に お い て 、 参 照 標 準 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 が 支 持 さ れ る 支 持 媒 体 を 含 む 。 他 の
態 様 に お い て 、 特 に 生 物 学 的 ま た は 細 胞 性 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 そ れ
自 体 で 参 照 標 準 と し て 用 い て も よ い 。 支 持 媒 体 が 存 在 す る 場 合 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 支 持
す る こ と が で き る 任 意 の 物 質 ま た は 媒 体 を 、 「 支 持 媒 体 」 と し て 用 い て も よ い 。
【 ０ ４ ０ ９ 】
　 好 ま し く は 、 か か る 支 持 媒 体 は 、 そ の 形 状 、 位 置 ま た は 配 置 を 実 質 的 に 維 持 す る よ う に
、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 支 持 す る こ と が で き る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 支 持 媒 体 は 検 出 可
能 な 存 在 物 を コ ン パ ク ト な 形 状 で 支 持 す る 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は
、 支 持 媒 体 内 の 位 置 に 維 持 さ れ 、 す な わ ち 、 位 置 を 移 動 ま た は 転 換 し な い 。 支 持 媒 体 は 、
固 体 、 半 固 体 ま た は ゲ ル 等 の 剛 体 ま た は 半 剛 体 の 物 質 を 含 ん で も よ い 。 支 持 媒 体 は 、 ペ ー
ス ト ま た は 他 の 粘 性 の 液 体 等 の 粘 性 物 質 を 含 ん で も よ い 。 し か し な が ら 、 大 い に 好 ま し い
態 様 に お い て 、 支 持 媒 体 は 水 ま た は 緩 衝 液 等 の 液 体 を 含 ま な い 。 好 ま し く は 、 支 持 媒 体 は
固 体 ま た は 半 固 体 で あ る 。
【 ０ ４ １ ０ 】
　 支 持 媒 体 は 、 例 え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 支 持 さ れ る 、 マ ト リ ッ ク ス ま た は 織 物 、 も し
く は 網 状 組 織 も し く は 格 子 か ら な っ て も よ い 。 マ ト リ ッ ク ス 、 織 物 等 は 、 任 意 の 適 切 な 繊
維 性 材 料 、 例 え ば 炭 素 繊 維 ま た は 繊 維 ガ ラ ス か ら な っ て も よ い 。 実 質 的 に 開 放 し た 構 造 を
提 供 す る 、 ゆ る い マ ト リ ッ ク ス 、 織 物 等 を 使 用 し て も よ い 。 あ る い は 、 あ る 態 様 に お い て
は 、 よ り 密 度 の 高 い 構 造 が 好 ま し く あ り 得 る 。
【 ０ ４ １ １ 】
　 大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 支 持 媒 体 は 包 埋 媒 体 を 含 む 。 包 埋 媒 体 は 、 好 ま し く は 、
検 出 可 能 な 存 在 物 の 少 な く と も 一 部 、 好 ま し く は そ の 全 体 を 囲 む か 、 ま た は 包 む 。 免 疫 組
織 化 学 的 （ IHC） ま た は イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン （ ISH） 包 埋 媒 体 等 の 当 該 分
野 で 公 知 の よ う な 任 意 の 包 埋 媒 体 を 、 こ の 目 的 の た め に 使 用 し て も よ い 。 下 記 の よ う に 、
ポ リ マ ー 、 好 ま し く は モ ノ マ ー の 重 合 に よ っ て で き た ポ リ マ ー を 用 い て も よ い 。 か か る 包
埋 媒 体 の 好 ま し い 例 は 、 パ ラ フ ィ ン お よ び ア ガ ロ ー ス を 含 む 。
【 ０ ４ １ ２ 】
　 支 持 ま た は 包 埋 媒 体 は 均 一 で あ っ て も よ く 、 あ る い は 不 均 一 で 他 の 物 質 を 含 ん で も よ い
。 こ の 「 他 の 物 質 」 は 、 細 胞 、 細 胞 の 一 部 、 組 織 断 片 、 色 素 、 顆 粒 物 質 等 を 含 み 得 る 。
【 ０ ４ １ ３ 】
　 こ の 、 他 の 物 質 を 含 む 目 的 は 、 参 照 標 準 か ら 採 取 し た 任 意 の 薄 片 ま た は 切 片 に お い て 「
グ ラ ウ ン ド 」 ま た は 「 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 」 を 生 じ る こ と で あ る ； 「 グ ラ ウ ン ド 」 の 存 在 は
検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 明 確 な 領 域 が よ り 容 易 に 検 出 ま た は 位 置 決 定 さ れ る の を 可 能 に す
る 、 す な わ ち 、 コ ン ト ラ ス ト を 増 大 さ せ る 。 さ ら に 、 「 グ ラ ウ ン ド 」 の 存 在 は 、 観 察 者 が
支 持 媒 体 内 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 の よ り 正 確 な 決 定 を 下 す こ と を 可 能 に す る
。 こ れ は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド に 依 存 し て 眼 が 同 一 の 強 度 の 2つ の シ グ ナ ル を 異 な る 強 度 で
あ る と 知 覚 す る 、 周 知 の 「 視 覚 的 効 果 」 に よ る 。 か く し て 、 例 え ば 、 臨 床 試 料 に お い て 、
眼 に よ っ て 検 出 さ れ る シ グ ナ ル （ 例 え ば 、 染 色 さ れ た 細 胞 ） は 、 他 の 細 胞 、 異 な る タ イ プ
の 、 血 管 、 骨 組 織 等 の 他 の 細 胞 を 含 む バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 有 し て も よ い 。 し た が っ て 、 支
持 媒 体 内 の 他 の 物 質 の 使 用 は 、 眼 が 問 題 の 試 料 か ら の も の と 同 様 の 強 度 の 参 照 標 準 か ら の
シ グ ナ ル を 、 異 な る 強 度 よ り む し ろ 同 様 ま た は 同 一 で あ る と 知 覚 す る の を 確 実 に す る 。
【 ０ ４ １ ４ 】
　 支 持 ま た は 包 埋 媒 体 は 、 方 向 付 け 手 段 を さ ら に 含 ん で も よ い 。 方 向 付 け 手 段 は 、 媒 体 内
に 、 使 用 者 が そ の 方 位 ま た は 配 向 ま た は 位 置 を 決 定 す る の を 助 け る 、 ま た は 可 能 に す る 、
任 意 の 可 視 指 標 を 含 ん で も よ い 。 方 向 付 け 手 段 は 特 に 、 媒 体 内 に 網 目 、 ま た は 線 の 網 状 組
織 を 含 ん で も よ い 。 方 向 付 け 手 段 は 、 1つ 以 上 の 平 面 中 に 一 般 に 平 行 な 線 を 1つ 以 上 含 ん で
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も よ い 。 好 ま し く は 、 そ れ ぞ れ 平 行 な 線 を 含 む 平 面 の 三 次 元 の 網 状 組 織 が 含 ま れ る 。 し た
が っ て 、 マ ト リ ッ ク ス は 、 病 理 学 者 は 「 チ キ ン ワ イ ヤ ー 」 構 造 を 探 す 訓 練 が さ れ て い る の
で 、 使 用 者 が ス ラ イ ド 上 で ナ ビ ゲ ー ト す る の を 助 け る 、 例 え ば チ キ ン ワ イ ヤ ー の 網 の よ う
な 可 視 構 造 を 含 む 。
【 ０ ４ １ ５ 】
　 支 持 ま た は 包 埋 媒 体 は 、 細 胞 、 組 織 、 器 官 等 、 ま た は 細 胞 小 器 官 、 細 胞 組 織 等 の そ れ ら
の 任 意 の 一 部 の よ う な 生 体 物 質 を 含 ん で も よ い 。 生 体 物 質 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 完 全 に
囲 ん で も よ く 、 ま た は 位 置 的 に そ れ と 間 隔 を 空 け て も よ い 。 ど ち ら の 配 置 に お い て も 、 平
面 の 切 片 ま た は 薄 片 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 明 確 な 領 域 を 、 組 織 の 切 片 等 と と も に 含
む で あ ろ う 。 前 者 の 配 置 に お い て 、 明 確 な 領 域 は 、 組 織 の 切 片 内 に 配 置 さ れ 、 両 者 の 間 で
の 比 較 を 容 易 に し 得 る 。
【 ０ ４ １ ６ 】
包 埋 媒 体
　 大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 支 持 媒 体 は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 包 埋 し 、 し た が っ て 「 包
埋 媒 体 」 と 見 な し て も よ い 。 包 埋 媒 体 は 任 意 の 適 切 な 物 質 、 例 え ば 、 パ ラ フ ィ ン 等 の 、 免
疫 組 織 化 学 に お い て 組 織 ま た は 試 料 を 包 埋 す る の に 用 い ら れ る 物 質 を 含 ん で も よ い 。
【 ０ ４ １ ７ 】
　 好 ま し く は 、 包 埋 媒 体 は 不 活 性 で あ る 。 よ り 好 ま し く は 、 包 埋 媒 体 は 放 射 に 対 し て 透 明
で あ り 、 好 ま し く は 可 視 光 に 対 し て 透 明 で あ る 。
【 ０ ４ １ ８ 】
　 パ ラ フ ィ ン が 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る 包 埋 媒 体 で あ る が 、 任 意 の 他 の タ イ プ の 適 切 な 包
埋 媒 体 を 用 い て も よ い 。 ア ラ ル ダ イ ト M、 ダ マ ー ル 樹 脂 、 ジ ビ ニ ル ベ ン ゼ ン 、 Durcupan（ F
luka） 、 エ ポ キ シ 包 埋 媒 体 、 エ チ レ ン グ リ コ ー ル ジ メ タ ク リ レ ー ト 、 グ リ コ ー ル メ タ ク リ
レ ー ト 、 Histocryl包 埋 樹 脂 、 Lowicryl HM20、 ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ヒ ド ロ キ シ プ ロ ピ
ル メ タ ク リ レ ー ト 、 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 パ ラ フ ィ ン 蝋 、 Paraplast等 の 材 料 が 挙 げ ら
れ る 。 包 埋 媒 体 は 、 メ タ ク リ ル 酸 モ ノ マ ー お よ び ス チ レ ン モ ノ マ ー 等 の モ ノ マ ー の 重 合 か
ら 形 成 さ れ て も よ い 。 重 合 に よ る 包 埋 媒 体 の 形 成 の さ ら な る 詳 細 は 、 下 記 の 「 ポ リ マ ー 」
の 見 出 し の 節 に 提 供 す る 。
【 ０ ４ １ ９ 】
　 包 埋 媒 体 は 、 氷 、 す な わ ち 、 組 織 等 が 包 埋 さ れ て い る 、 凍 結 水 を 含 む 凍 結 切 片 を 含 ん で
も よ い 。 し た が っ て 、 あ る 態 様 に お い て 、 そ れ に 接 着 し た 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む コ ン
パ ク ト 粒 子 は 、 試 料 組 織 、 細 胞 、 器 官 自 体 と 同 じ 包 埋 媒 体 中 に 支 持 さ れ る 。 か か る 態 様 は
有 利 で あ る 。 な ぜ な ら 、 あ る も の を 参 照 標 準 と し て 、 あ る も の を 試 料 と す る 代 わ り に 、 単
一 の 切 断 切 片 を 操 作 す る 必 要 が あ る だ け だ か ら で あ る 。
【 ０ ４ ２ ０ 】
　 参 照 標 準 の か か る 態 様 は 、 試 料 と 同 じ 包 埋 媒 体 中 に 、 コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 下 記 の よ う に
そ れ に 接 着 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 と と も に 包 埋 す る こ と に よ っ て 、 達 成 す る よ う に し て も
よ い 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 媒 体 中 に 試 料 を 包 埋 す る の と 同 時 、 包 埋 す る 前 、 ま た は 後 に 支
持 媒 体 中 に 支 持 さ れ て も よ い こ と が 理 解 さ れ よ う 。 言 い 換 え れ ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有
す る コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 支 持 媒 体 中 へ の 試 料 の 包 埋 に 関 し て 任 意 の 時 点 で 支 持 媒 体 中 に 包
埋 ま た は 支 持 さ れ て も よ い 。 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 は 、
FFPEに お け る パ ラ フ ィ ン 包 埋 プ ロ セ ス の 一 部 と し て 包 埋 さ れ る 。
【 ０ ４ ２ １ 】
切 片 お よ び マ ウ ン ト
　 参 照 標 準 は 、 単 一 の 一 片 と し て 提 供 さ れ て も よ く 、 さ ら な る 処 理 な し に 用 い て も よ い 。
し か し な が ら 、 好 ま し く は 、 参 照 標 準 は 薄 片 ま た は 切 片 に 切 断 さ れ て も よ く 、 こ れ ら の 切
片 ま た は 薄 片 は 標 準 そ の も の と し て 用 い ら れ る 。 図 ４ Ｂ 、 ４ Ｃ 、 ５ Ａ 、 ５ Ｂ 、 ８ Ｆ 、 ９ お
よ び １ ０ に 図 解 す る よ う に 、 薄 片 ま た は 切 片 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 明 確 な 領 域 を 含
み 、 複 数 の 薄 片 ま た は 切 片 が 参 照 標 準 か ら 作 ら れ て も よ い 。
【 ０ ４ ２ ２ 】
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　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 薄 片 ま た は 切 片 中 の 明 確 な 領 域 が コ ン パ ク ト な 形 状 を 有 し 、 そ
れ 自 体 支 持 媒 体 に よ っ て 支 持 さ れ 、 薄 片 ま た は 切 片 は 、 こ の 文 書 中 に 記 載 さ れ る よ う に 、
そ れ 自 体 好 ま し く は 「 参 照 標 準 」 と し て 扱 わ れ て も よ い こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ４ ２ ３ 】
　 薄 片 ま た は 切 片 は 任 意 の 適 切 な 手 段 （ 例 え ば 、 ベ ン チ ミ ク ロ ト ー ム ま た は ロ ッ キ ン グ ミ
ク ロ ト ー ム 等 の ミ ク ロ ト ー ム ） を 用 い て 採 取 し て も よ い 。 薄 片 ま た は 切 片 の 厚 さ は 、 典 型
的 に は 、 標 準 的 な ミ ク ロ ト ー ム 薄 片 の も の で あ る 。 好 ま し く は 、 薄 片 ま た は 切 片 は 、 約 0.
5か ら 300μ mの 間 、 好 ま し く は 5か ら 200μ mの 間 、 好 ま し く は 約 10か ら 100μ mの 間 、 好 ま し
く は 約 1か ら 100μ mの 間 、 好 ま し く は 約 20か ら 30μ mの 間 、 最 も 好 ま し く は 約 2か ら 10μ mの
間 の 厚 さ で あ る 。 大 い に 好 ま し い 態 様 に お い て 、 薄 片 ま た は 切 片 は 5μ mの 厚 さ ぐ ら い で あ
る 。
【 ０ ４ ２ ４ 】
　 参 照 標 準 の 複 数 の 切 片 ま た は 薄 片 は 任 意 の FFPE試 料 と 同 様 の 方 法 で 採 取 し て も よ い 。 参
照 標 準 の 、 得 ら れ る 切 片 ま た は 薄 片 は 、 任 意 の 他 の 固 定 お よ び 包 埋 組 織 ま た は 細 胞 試 料 と
同 じ 方 法 で 処 理 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ２ ５ 】
　 参 照 標 準 の 薄 片 ま た は 切 片 は 、 操 作 を 助 け る た め に 適 切 な 支 持 体 上 に マ ウ ン ト し て も よ
い 。 か か る 支 持 体 は 、 適 切 に 、 ガ ラ ス ま た は 他 の 材 料 で で き た 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 等 の ス ラ
イ ド を 含 ん で も よ い 。 参 照 標 準 の 切 片 ま た は 薄 片 は 、 FFPE包 埋 物 質 の 切 片 と 同 様 の 方 法 で
マ ウ ン ト し て も よ い 。 か か る マ ウ ン ト 技 術 は 、 当 該 分 野 で 公 知 で あ る 。 切 片 ま た は 薄 片 は
、 一 時 的 、 永 続 的 ま た は 半 永 続 的 方 法 で マ ウ ン ト し て も よ く 、 例 え ば 接 着 剤 ま た は 表 面 張
力 に よ っ て 、 特 に 支 持 体 に 固 定 し て も よ い 。
【 ０ ４ ２ ６ 】
　 薄 片 ま た は 切 片 ま た 、 典 型 的 に は 薄 片 ま た は 切 片 を 支 持 す る こ と が で き る 物 質 の 薄 い 平
面 の 一 片 で あ る 、 裏 地 上 に 配 置 さ れ て も よ い 。 薄 片 ま た は 切 片 は 、 単 一 片 の 裏 地 上 の 1つ
の 薄 片 ま た は 切 片 、 ま た は 複 数 の 薄 片 ま た は 切 片 の い ず れ か で 、 裏 地 と と も に 輸 送 ま た は
販 売 さ れ て も よ い 。 例 え ば 、 か か る 裏 地 は 紙 、 厚 紙 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 酢 酸 セ ル ロ ー ス 等 で
で き て い て も よ い 。 裏 地 の 表 面 は 薄 片 ま た は 切 片 の 付 着 を 防 ぐ よ う に 、 例 え ば シ リ コ ー ン
に よ っ て 処 理 さ れ て も よ い 。 し た が っ て 、 か か る 裏 地 の 好 ま し い 態 様 は 、 シ リ コ ー ン 処 理
を し た 紙 を 含 む 。 か か る 裏 地 の 使 用 に よ っ て 、 薄 片 ま た は 切 片 を 、 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 上 に 、
好 ま し く は 患 者 由 来 の 試 料 の 隣 に 、 容 易 に マ ウ ン ト す る こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ４ ２ ７ 】
　 切 片 ま た は 薄 片 を ス ラ イ ド に 接 着 ま た は マ ウ ン ト す る 方 法 は 、 清 潔 な ス ラ イ ド を 用 い る
こ と 、 お よ び 毛 管 引 力 に 頼 っ て 接 着 剤 に 頼 ら な い こ と が 含 ま れ る 。 他 の 技 術 と し て は 、 卵
白 グ リ セ リ ン 、 グ リ セ リ ン － ゼ ラ チ ン 混 合 物 、 酢 酸 ポ リ ビ ニ ル 糊 、 ク ロ ム み ょ う ば ん ゼ ラ
チ ン お よ び ポ リ リ シ ン コ ー テ ィ ン グ 等 の 糊 が 挙 げ ら れ る 。 切 片 の マ ウ ン ト を 容 易 に す る 手
段 と し て の 切 片 の 加 熱 ま た は 「 焼 成 」 は 、 組 織 が 破 壊 さ れ 得 る の で 、 注 意 し て 用 い る べ き
で あ る 。
【 ０ ４ ２ ８ 】
　 支 持 体 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 定 量 す る の を 助 け る た め の し る し を 含 ん で も よ い 。 か か
る し る し は 、 好 ま し く は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 領 域 の 付 近 に 配 置 さ れ て も よ い 。 し る
し は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 、 ま た は そ の 量 も し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 の 性 質 に 割 り 振 ら
れ る 段 階 に 関 し 得 る 。
【 ０ ４ ２ ９ 】
　 次 い で 、 試 料 の 染 色 の レ ベ ル の 有 意 性 の 評 価 を 提 供 す る た め に 、 薄 片 ま た は 切 片 に お け
る 染 色 の 量 を 、 試 料 に お け る 量 と 比 較 し て も よ い 。 薄 片 ま た は 切 片 は 参 照 標 準 か ら 採 取 さ
れ て 処 理 過 程 に 供 さ れ る こ と が 好 ま し い が 、 一 部 の 態 様 に お い て は 参 照 標 準 自 体 が 処 理 を
通 じ て 採 取 さ れ る こ と が 望 ま し く あ り 得 る こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ４ ３ ０ 】
検 出 お よ び 可 視 化
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　 参 照 標 準 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 す で に 可 視 の 状 態 で ； 言 い 換 え れ ば 、 検 出 可 能 な 存
在 物 を 、 そ の 存 在 ま た は 量 を 同 定 す る た め に さ ら な る 処 理 を 必 要 と し な い 形 態 で 含 ん で も
よ い 。 し た が っ て 、 検 出 可 能 な 標 識 は 蛍 光 等 の 標 識 も し く は 放 射 活 性 標 識 を 含 ん で も よ く
、 ま た は そ う で な け れ ば 放 射 能 を 発 す る こ と が で き る 薬 剤 で 標 識 さ れ て も よ い 。 好 ま し く
は 、 標 識 は 光 を 発 す る ； 最 も 好 ま し く は 、 光 は 蛍 光 の 結 果 と し て 発 せ ら れ る 。 検 出 可 能 な
存 在 物 は 、 検 出 可 能 な 標 識 に よ っ て 、 シ グ ナ ル 発 光 （ ま た は シ グ ナ ル 発 光 の 変 化 ） の 検 出
に よ っ て 検 出 さ れ て も よ く 、 検 出 は 、 検 出 可 能 な 標 識 の 励 起 お よ び 蛍 光 発 光 の モ ニ タ リ ン
グ を さ ら に 含 ん で も よ い 。 発 せ ら れ る シ グ ナ ル の 量 は 、 存 在 す る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を
示 す よ う に 測 定 し て も よ い 。
【 ０ ４ ３ １ 】
　 し か し な が ら 、 好 ま し い 態 様 に お い て 、 参 照 標 準 は 、 実 質 的 に そ の 天 然 の 形 態 か ら 変 更
さ れ て い な い 、 例 え ば 標 識 さ れ て い な い 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。 か か る 態 様 に お い て
、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 は 、 例 え ば 生 物 学 的 試 料 に お い て 検 出 可 能 な
存 在 物 を 明 ら か に す る た め に 慣 用 的 に と ら れ て き た 工 程 の 適 用 に よ っ て 、 参 照 標 準 の さ ら
な る 処 理 に 関 し て の み 明 ら か に な る 。
【 ０ ４ ３ ２ 】
　 か く し て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 、 好 ま し く は 特 異 的 に 結 合 す る 結 合 剤 等 の 一 次 解 明 手 段
（ primary revealing means） の 適 用 を 用 い て も よ い 。 検 出 可 能 な 存 在 物 、 結 合 剤 、 ま た
は 双 方 の 組 み 合 わ せ は 、 二 次 解 明 手 段 を 用 い る こ と に よ っ て 、 さ ら に 検 出 し て も よ い 。 結
合 剤 が 抗 体 を 含 み 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 抗 原 を 含 む 場 合 、 抗 体 、 抗 原 、 ま た は 抗 原 抗 体 複
合 体 は 、 二 次 抗 体 に よ っ て 明 ら か に さ れ て も よ い 。 二 次 抗 体 は 、 色 素 原 性 の 基 質 に 反 応 し
た 場 合 に シ グ ナ ル を 生 じ る こ と の で き る 酵 素 に 結 合 し て も よ い 。 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可
能 な 存 在 物 を 明 ら か に す る か 、 検 出 す る か 、 ま た は 定 量 す る の に 用 い ら れ 得 る 、 任 意 の 、
工 程 ま た は 一 連 の 工 程 を 、 参 照 標 準 ま た は そ の 切 片 に 適 用 し て も よ い こ と が 理 解 さ れ よ う
。 好 ま し く は 、 か か る 工 程 は 、 免 疫 組 織 化 学 に お い て 慣 用 的 に 使 用 さ れ る も の 、 例 え ば FF
PE切 片 に お い て 存 在 物 を 検 出 す る 検 出 工 程 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ３ 】
　 参 照 標 準 の 切 片 ま た は 薄 片 は 、 特 に FFPE包 埋 試 料 ま た は 切 片 自 体 の 染 色 に 用 い ら れ る 任
意 の 1つ 以 上 の 手 順 に 供 さ れ て も よ い 。 か く し て 、 参 照 標 準 の 薄 片 ま た は 切 片 は 、 抗 原 を
明 ら か に す る た め に 、 組 織 試 料 を 染 色 す る の に 用 い ら れ る 任 意 の 1つ 以 上 の 典 型 的 な 包 埋
後 手 順 に 供 さ れ る こ と を 意 図 さ れ る か 、 供 さ れ て も よ い 。 好 ま し い 態 様 に お い て 、 切 片 ま
た は 薄 片 は 、 か か る 手 順 の 全 て ま た は 実 質 的 に 全 て に 供 さ れ る 。 し た が っ て 、 好 ま し く は
、 切 片 ま た は 薄 片 は 以 下 の 任 意 の 1つ 以 上 、 好 ま し く は 全 て に 供 さ れ る ： ス ラ イ ド 上 へ の
マ ウ ン ト 、 焼 成 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 、 再 水 和 、 抗 原 の 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 抗 体 へ の 曝 露 、
一 次 抗 体 へ の 曝 露 、 洗 浄 、 二 次 抗 体 － 酵 素 結 合 体 へ の 曝 露 、 酵 素 基 質 へ の 曝 露 、 色 素 原 性
基 質 へ の 曝 露 お よ び 対 比 染 色 。
【 ０ ４ ３ ４ 】
　 焼 成 と は 、 パ ラ フ ィ ン 薄 片 を そ の 上 に 有 す る ス ラ イ ド を 、 穏 や か に 加 熱 す る こ と を い う
。 パ ラ フ ィ ン は 部 分 的 に 融 解 し 、 組 織 が ガ ラ ス 表 面 に 密 着 す る 。
【 ０ ４ ３ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 抗 体 に 曝 露 さ れ 、 抗 体 の 結 合 は い く つ か の
方 法 の い ず れ か で 可 視 化 さ れ る 。 種 々 の 免 疫 細 胞 化 学 可 視 化 技 術 へ の 一 般 的 な 導 入 に つ い
て は 、 例 え ば 、 Lars-Inge Larsson「 Immunocytochemistry: Theory and Practice」 , CRC
 Press inc., Baca Raton, Florida, 1988, ISBN 0-8493-6078-1、 お よ び John D. Pound
（ 編 ） ； 「 Immunochemical Protocols, vol 80」 , シ リ ー ズ で ： 「 Methods in Molecular
 Biology」 , Humana Press, Totowa, New Jersey, 1998, ISBN 0-89603-493-3参 照 。
【 ０ ４ ３ ６ 】
　 免 疫 組 織 化 学 に お い て 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る 検 出 方 法 は 、 蛍 光 ま た は 金 粒 子 の 直 接 の
可 視 化 お よ び 酵 素 媒 介 比 色 検 出 で あ る 。
【 ０ ４ ３ ７ 】
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　 直 接 の 蛍 光 の 研 究 の た め に 、 標 識 は 、 例 え ば 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 （ FITC） 、 ロ ー ダ ミ ン 、 テ ト ラ
メ チ ル ロ ー ダ ミ ン 、 お よ び Cy2、 Cy3お よ び Cy5等 の 色 素 、 AMCA含 む 任 意 に 置 換 さ れ た ク マ
リ ン 、 PerCP、 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 む フ
ィ コ ビ リ タ ン パ ク 質 、 Texasレ ッ ド 、 Princestonレ ッ ド 、 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ GFP） お よ
び そ れ ら の 類 似 物 、 な ら び に R-フ ィ コ エ リ ト リ ン ま た は ア ロ フ ィ コ エ リ ト リ ン と 、 例 え ば
Cy5ま た は Texasレ ッ ド と の 結 合 体 、 な ら び に な ら び に （ 量 子 ド ッ ト お よ び Qdot T M ナ ノ 結 晶
の よ う な ） 半 導 体 ナ ノ 結 晶 に 基 づ く 無 機 蛍 光 標 識 、 な ら び に Eu3+お よ び Sm3+の よ う な ラ ン
タ ニ ド に 基 づ く 時 間 分 解 蛍 光 標 識 で あ り 得 る 。
【 ０ ４ ３ ８ 】
　 コ ロ イ ド 状 金 ま た は 銀 は 、 電 子 顕 微 鏡 お よ び 光 学 顕 微 鏡 の 免 疫 細 胞 化 学 的 研 究 の た め の
直 接 の 標 識 と し て 用 い ら れ 得 る 。 シ グ ナ ル の 増 幅 は 、 コ ロ イ ド 状 金 粒 子 の さ ら な る 銀 増 強
に よ っ て 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ４ ３ ９ 】
　 一 般 的 な 酵 素 的 方 法 は 、 標 識 ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン （ LABま た
は LSAB） 、 ア ビ ジ ン ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 複 合 体 （ ABC） 、 酵 素 抗 酵 素 複
合 体 （ PAPお よ び APAAP） 、 直 接 デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ベ ー ス の 抗 体 － 酵 素 複 合 体 （ EPOS、
DakoCytomation） ； 間 接 デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー ベ ー ス の 抗 体 － 酵 素 複 合 体 （ EnVision、 Da
koCytomation） ま た は 二 重 架 橋 酵 素 抗 酵 素 複 合 体 を 用 い る 。
【 ０ ４ ４ ０ 】
　 酵 素 的 染 色 は 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ HRP） 、 ア ル カ リ 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 、 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） 等 の 酵 素 標 識 を 用 い る 。
【 ０ ４ ４ １ 】
　 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 対 し て 一 般 的 に 用 い ら れ る 基 質 の 例 と し て は 、
3,3’ -ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ DAB） 、 ニ ッ ケ ル 増 強 を 有 す 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） 、 二 塩 酸 ベ ン ジ ジ ン （ BDHC） 、 Hanker-Yates試 薬 （ HYR
） 、 Indophane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） 、 □ -ナ フ ト ー ル ピ ロ ニ ン （ □ -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 リ 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 ニ ド （ BCIG/FF） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ４ ４ ２ 】
　 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ の 一 般 的 に 用 い ら れ る 基 質 の 例 と し て 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（ NAMP/FR） 、 ナ フ ト ー ル -AS-B1-リ ン 酸 塩 ／ フ ァ ス ト レ ッ ド TR（ NABP/FR） 、
ナ フ ト ー ル -AS-MX-リ ン 酸 塩 ／ フ ァ ス ト レ ッ ド TR（ NAMP/FR） 、 ナ フ ト ー ル -AS-B1-リ ン 酸
塩 ／ ニ ュ ー フ ク シ ン （ fuschin） （ 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/NBP） 、 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 ４ ４ ３ 】
　 最 も 強 力 な 検 出 シ ス テ ム の 1つ は 、 触 媒 レ ポ ー タ ー 沈 着 法 （ CARD） で あ る ； こ の 増 幅 方
法 は 、 HRPの 酵 素 作 用 に よ る 組 織 上 の 標 識 チ ラ ミ ド の 沈 着 に 基 づ く 。 HRP免 疫 染 色 の 後 、 標
識 チ ラ ミ ド が 適 用 さ れ て 、 HRP活 性 の 部 位 の 近 く に 結 合 す る 。 結 合 し て 標 識 さ れ た チ ラ ミ
ド は 、 次 い で 伝 統 的 な 蛍 光 ま た は 比 色 酵 素 媒 介 検 出 に よ っ て 可 視 化 さ れ る 。
【 ０ ４ ４ ４ 】
　 上 述 の 標 識 化 合 物 は 、 一 般 に 、 プ ロ ー ブ お よ び 抗 体 の 双 方 （ ま た は 所 望 の 標 的 を 検 出 す
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る の に 用 い ら れ る 任 意 の 他 の 基 質 ） に 適 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ４ ５ 】
　 染 色 さ れ た 標 本 を 見 る 方 法 と し て は 、 明 視 野 顕 微 鏡 ま た は ス キ ャ ナ 、 蛍 光 顕 微 鏡 ま た は
ス キ ャ ナ 、 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 （ TEM） ま た は 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 （ SEM） が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ４ ４ ６ 】
　 自 動 染 色 シ ス テ ム は 、 コ ス ト の 減 少 、 ス ラ イ ド プ レ パ ラ ー ト の 一 様 性 の 増 大 、 実 験 室 の
日 常 的 作 業 の 減 少 、 お よ び 最 も 重 大 な こ と に は 手 順 上 の ヒ ト の 失 敗 の 減 少 の た め に 導 入 さ
れ て き た 。
【 ０ ４ ４ ７ 】
　 現 行 の 自 動 シ ス テ ム は 、 免 疫 蛍 光 、 間 接 イ ム ノ ア ッ セ イ 手 順 、 酵 素 ま た は 金 染 色 方 法 に
頼 っ た ア ッ セ イ を 含 む 任 意 の 免 疫 化 学 的 ア ッ セ イ を 操 作 し 得 る 。 こ れ ら は 、 複 雑 性 、 ま た
は こ れ ら の 順 番 に 関 係 な く 、 規 定 さ れ た 時 間 よ び 温 度 で 、 免 疫 組 織 化 学 的 ア ッ セ イ の 全 て
の 工 程 を 行 う 。
【 ０ ４ ４ ８ 】
　 免 疫 細 胞 化 学 技 術 は 、 伝 統 的 に 、 特 定 の 抗 原 の 同 定 お よ び 可 視 化 に 、 特 異 的 な 抗 体 を 用
い て き た 。 該 技 術 は 複 雑 で あ り 、 多 く の 工 程 、 お よ び 特 定 の 染 色 に 高 い ア フ ィ ニ テ ィ ー を
有 す る 分 子 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ４ ４ ９ 】
　 下 記 の 別 の 節 に 説 明 さ れ て い る 「 特 別 な 染 色 」 も ま た 、 単 独 で ま た は 免 疫 組 織 化 学 的 可
視 化 と 組 み 合 わ せ て の い ず れ か で 用 い て も よ い 。
【 ０ ４ ５ ０ 】
染 色 お よ び 免 疫 染 色
　 以 下 に 、 染 色 手 順 に お け る い く つ か の 各 工 程 を 説 明 す る 。 こ れ ら の 工 程 の そ れ ぞ れ 、 ま
た は い く つ か 、 ま た は 全 て は 、 参 照 標 準 、 ま た は そ の 薄 片 も し く は 切 片 に 適 用 し て も よ い
。
【 ０ ４ ５ １ 】
　 再 生 可 能 で 生 き て い る よ う な 方 法 で 細 胞 お よ び 組 織 を 保 存 す る に は 、 固 定 剤 が 必 要 で あ
る 。 こ れ を 達 成 す る た め に 、 組 織 塊 、 切 片 ま た は ス ミ ア を 固 定 剤 液 中 に 浸 漬 す る か 、 ま た
は ス ミ ア の 場 合 は 、 乾 燥 さ せ る 。 固 定 剤 は 細 胞 お よ び 組 織 を 安 定 化 し 、 そ れ に よ っ て そ れ
ら を 処 理 お よ び 染 色 技 術 の 硬 直 か ら 保 護 す る 。
【 ０ ４ ５ ２ 】
　 任 意 の 適 切 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 テ ト ラ ヒ ド ロ ク ロ リ ド 無 水 物 、 ア セ ト イ ン （ モ ノ マ ー の 混 合 物 ） お よ
び 二 量 体 、 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 、 重 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 リ レ ン -2,4-ジ イ ソ シ ア ナ
ー ト 、 三 塩 化 酢 酸 、 タ ン グ ス テ ン 酸 を 用 い て も よ い 。 好 ま し い タ イ プ の 固 定 剤 と し て は 、
ホ ル マ リ ン （ 水 性 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ） が 挙 げ ら れ 、 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン （ NBF） が 最 も 一
般 的 に 用 い ら れ て い る も の の 1つ で あ る 。 他 の 好 ま し い 固 定 剤 と し て は 、 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 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 ４ ５ ３ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 の た め の 新 鮮 な 生 検 標 本 、 細 胞 学 的 調 製 物 （ 接 触 調 製 物 お よ び 血 液
ス ミ ア を 含 む ） 、 凍 結 切 片 お よ び 組 織 は 、 一 般 的 に 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 む 有 機 溶 媒 中 で 固 定 さ れ る 。
【 ０ ４ ５ ４ 】
抗 体
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 を 使 用 し て そ の
存 在 が 明 ら か に さ れ る 。
【 ０ ４ ５ ５ 】
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　 抗 体 は 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 を 含 む 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 分 子 は 、 最 も 広 い 意 味 で は 、 免 疫 グ
ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 、 2つ の β シ ー ト 、 お よ び 通 常 、 保 存 さ れ た ジ ス ル フ ィ ド 結
合 を 含 む 、 抗 体 分 子 の イ ム ノ グ ロ ブ リ ン 折 り た た み 特 性 を 含 む ポ リ ペ プ チ ド の フ ァ ミ リ ー
の メ ン バ ー で あ る 。 イ ム ノ グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー は 、 免 疫 系 （ 例 え ば
抗 体 、 T細 胞 受 容 体 分 子 等 ） に お け る 広 く い き わ た っ た 役 割 、 細 胞 接 着 （ 例 え ば ICAM分 子
） へ の 関 与 お よ び 細 胞 内 シ グ ナ リ ン グ （ 例 え ば 、 PDGF受 容 体 等 の 受 容 体 分 子 ） を 含 む 、 イ
ン ビ ボ で の 細 胞 性 お よ び 非 細 胞 性 相 互 作 用 の 多 く の 側 面 に 関 与 し て い る 。 し た が っ て 、 本
明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 お よ び 参 照 標 準 の 使 用 の 方 法 は 、 標 的 に
結 合 で き る 任 意 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン ス ー パ ー フ ァ ミ リ ー 分 子 を 利 用 す る 。 免 疫 グ ロ ブ リ ン 由
来 の ペ プ チ ド ま た は 断 片 も ま た 用 い ら れ 得 る 。
【 ０ ４ ５ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 抗 体 は 、 選 択 さ れ た 標 的 に 結 合 で き る 完 全 な 抗 体 ま た は
抗 体 断 片 を い い 、 Fv、 ScFv、 F(ab’ )お よ び F(ab’ ) 2 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 、 キ メ ラ 、 CDR移 植 お よ び ヒ ト 化 抗 体 を 含 む 遺 伝 子 工 学 で 作 り 変 え ら れ た 抗 体 、
な ら び に フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ ま た は 代 替 の 技 術 を 用 い て 生 成 さ れ た 、 人 工 的 に 選 択 さ れ
た 抗 体 を 含 む 。 Fvお よ び ScFv等 の 小 さ い 断 片 は 、 そ の 小 さ い 大 き さ お よ び 結 果 と し て 生 じ
る 優 れ た 組 織 分 布 の た め に 、 診 断 上 お よ び 治 療 上 の 適 用 に 有 利 な 特 性 を 有 す る 。 好 ま し く
は 、 抗 体 は 単 鎖 抗 体 ま た は ScFvで あ る 。
【 ０ ４ ５ ７ 】
　 抗 体 は 、 ト キ シ ン ま た は 標 識 等 の 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 も よ い 。 標 識 さ れ た 抗 体 の 使 用 に よ っ て 、 イ ン ビ ボ で の 抗 体 の 分 布 の 画 像 化 が 可 能 に
な る 。 か か る 標 識 は 、 患 者 の 体 内 で 容 易 に 可 視 化 で き る 、 金 属 粒 子 等 の 、 放 射 性 標 識 ま た
は 放 射 線 不 伝 導 性 標 識 で あ っ て も よ い 。 さ ら に 、 こ れ ら は （ 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る も の
等 の ） 蛍 光 標 識 、 ま た は 患 者 か ら 取 り 出 さ れ た 組 織 試 料 上 で 可 視 化 で き る 他 の 標 識 で あ り
得 る 。 エ フ ェ ク タ ー 基 を 有 す る 抗 体 を 、 上 述 の よ う な 任 意 の 結 合 手 段 に 連 結 さ せ て も よ い
。
【 ０ ４ ５ ８ 】
　 抗 体 は 、 動 物 血 清 か ら 得 て も よ く 、 ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も し く は そ の 断 片 の 場 合
は 、 細 胞 培 養 物 中 で 生 成 さ れ て も よ い 。 確 立 さ れ た 手 順 に し た が っ て 、 細 菌 、 酵 母 、 昆 虫
、 ま た は 好 ま し く は 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 物 中 で 、 組 み 換 え DNA技 術 を 用 い て 抗 体 を 生 成 し て
も よ い 。 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 ４ ５ ９ 】
　 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 、 慣 例 的 な 標 準 的
培 養 培 地 で あ る 、 適 切 な 培 養 培 地 、 例 え ば 、 任 意 に 哺 乳 動 物 血 清 、 例 え ば ウ シ 胎 仔 血 清 、
ま た は 痕 跡 要 素 お よ び 成 長 維 持 補 充 物 、 例 え ば 正 常 マ ウ ス 腹 腔 滲 出 液 細 胞 、 脾 細 胞 、 骨 髄
マ ク ロ フ ァ ー ジ 等 の フ ィ ー ダ ー 細 胞 、 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 等 を 補 充 さ れ た 、 Dulbecco改 変 Eagle培 地 （ DMEM
） ま た は RPMI 1640中 で 行 わ れ る 。 細 菌 細 胞 ま た は 酵 母 細 胞 で あ る 宿 主 細 胞 の 増 殖 は 、 当
該 分 野 で 公 知 の 適 切 な 培 養 培 地 、 例 え ば 細 菌 に つ い て は 培 地 LB、 NZCYM、 NZYM、 NZM、 Terr
ific Broth、 SOB、 SOC、 2 x YT、 ま た は M9最 小 培 地 中 で 、 酵 母 に つ い て は 培 地 YPD、 YEPD
、 最 小 培 地 ま た は 完 全 最 小 脱 落 培 地 中 で 、 同 様 に 行 わ れ る 。
【 ０ ４ ６ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 の 発 現 の た め の 宿 主 と し て の 昆 虫 細 胞 の 使 用 は 、 ク ロ ー ニ ン グ お よ び 発 現 過
程 が 比 較 的 容 易 で 迅 速 で あ る と い う 利 点 を 有 す る 。 ま た 、 細 菌 ま た は 酵 母 の 発 現 と 比 較 し
て 、 正 し く 折 り た た ま れ て 生 物 学 的 に 活 性 の あ る タ ン パ ク 質 を 得 ら れ る 可 能 性 が 高 い 。 昆
虫 細 胞 は 、 血 清 含 有 培 地 と 比 較 し て よ り 安 価 で 安 全 な 、 血 清 不 含 培 地 中 で 培 養 し て も よ い
。 組 み 換 え バ キ ュ ロ ウ イ ル ス を 発 現 ベ ク タ ー 、 お よ び 、 当 該 分 野 で 公 知 の よ う な 多 数 の 鱗
翅 目 細 胞 系 の い ず れ か 、 特 に Spodoptera Frugiperda Sf9で あ る 宿 主 細 胞 系 を ト ラ ン ス フ
ェ ク シ ョ ン す る の に 用 い ら れ る 構 築 物 と し て 用 い て も よ い 。 昆 虫 宿 主 細 胞 中 で の 組 み 換 え
タ ン パ ク 質 の 発 現 の 総 説 は 、 Altmannら （ 1999） , Glycoconj J 1999, 16, 109-23お よ び K
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ostお よ び Condreay（ 1999） , Curr Opin Biotechnol, 10, 428-33に よ っ て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ４ ６ １ 】
　 イ ン ビ ト ロ 生 成 に よ っ て 、 比 較 的 純 粋 な 抗 体 調 製 物 が 提 供 さ れ 、 大 量 の 所 望 の 抗 体 を 生
じ る ス ケ ー ル ア ッ プ が 可 能 に な る 。 細 菌 細 胞 、 酵 母 、 昆 虫 お よ び 哺 乳 動 物 細 胞 培 養 の 技 術
は 当 該 分 野 で 公 知 で あ り 、 例 え ば エ ア リ フ ト リ ア ク タ ー 中 の 、 ま た は 連 続 攪 拌 リ ア ク タ ー
中 の 、 ま た は 、 例 え ば ホ ロ フ ァ イ バ ー 、 マ イ ク ロ カ プ セ ル 中 、 ア ガ ロ ー ス マ イ ク ロ ビ ー ズ
も し く は セ ラ ミ ッ ク カ ー ト リ ッ ジ 上 で 、 細 胞 培 養 物 中 に 固 定 ま た は 閉 じ 込 め ら れ た 一 様 な
懸 濁 培 養 物 を 含 む 。
【 ０ ４ ６ ２ 】
　 大 量 の 所 望 の 抗 体 は ま た 、 哺 乳 動 物 細 胞 を イ ン ビ ボ で 増 殖 さ せ る こ と に よ っ て 得 る こ と
が で き る 。 こ の 目 的 の た め に 、 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 、 組 織 適 合 性
の 哺 乳 動 物 に 注 射 し 、 抗 体 産 生 腫 瘍 の 成 長 を 生 じ さ せ る 。 任 意 に 、 該 動 物 に 炭 化 水 素 、 特
に 、 プ リ ス タ ン （ テ ト ラ メ チ ル － ペ ン タ デ カ ン ） 等 の ミ ネ ラ ル オ イ ル を 注 射 に 先 立 っ て 提
供 す る 。 1か ら 3週 間 後 、 こ れ ら の 哺 乳 動 物 の 体 液 か ら 抗 体 を 単 離 す る 。 例 え ば 、 適 切 な ミ
エ ロ ー マ 細 胞 と Balb/cマ ウ ス 由 来 の 抗 体 産 生 脾 細 胞 と の 融 合 に よ っ て 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド
ー マ 細 胞 、 ま た は 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 Sp2/0由 来 の ト ラ ン ス フ ェ
ク ト 細 胞 を 、 任 意 に プ リ ス タ ン で 前 処 理 さ れ た 、 Balb/cマ ウ ス に 腹 腔 内 注 射 し 、 1か ら 2週
間 後 、 該 動 物 か ら 腹 水 液 を 採 取 す る 。
【 ０ ４ ６ ３ 】
　 前 述 の 、 お よ び 他 の 技 術 は 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ っ て 援 用 さ れ る 、 Kohlerお
よ び Milstein, (1975) Nature 256: 495-497; US 4,376,110; Harlowお よ び Lane, Antibo
dies: a Laboratory Manual, (1988) Cold Spring Harborで 議 論 さ れ て い る 。 組 み 換 え 抗
体 分 子 の 調 製 の 技 術 は 、 上 述 の 参 考 文 献 お よ び 、 例 え ば 、 本 明 細 書 中 に 参 照 に よ っ て 援 用
さ れ る 、 EP 0623679; EP 0368684お よ び EP 0436597に も 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ４ ６ ４ 】
　 細 胞 培 養 物 上 清 は 、 選 択 的 に 、 免 疫 ブ ロ ッ ト 法 に よ っ て 所 望 の 標 的 を 発 現 し て い る 細 胞
の 免 疫 蛍 光 染 色 に よ っ て 、 酵 素 免 疫 法 、 例 え ば サ ン ド イ ッ チ ア ッ セ イ ま た は ド ッ ト ア ッ セ
イ 、 ま た は ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ に よ っ て 、 所 望 の 抗 体 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ４ ６ ５ 】
　 抗 体 の 単 離 の た め に 、 培 養 物 上 清 中 ま た は 腹 水 液 中 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン を 、 例 え ば 硫 酸 ア
ン モ ニ ウ ム を 用 い た 沈 殿 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 等 の 吸 湿 性 物 質 に 対 す る 透 析 、 選 択 膜
を 通 し た 濾 過 等 に よ っ て 濃 縮 し て も よ い 。 必 要 に 応 じ て 、 お よ び ／ ま た は 所 望 に よ り 、 抗
体 は 、 慣 例 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 で の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び ／ ま た は 免 疫 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 例 え ば 標 的 を 含 む タ ン パ ク 質 ま た は プ ロ テ イ ン Aを 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 さ れ る 。
【 ０ ４ ６ ６ 】
　 前 述 の 手 順 に 従 っ て 生 じ た 抗 体 は 、 標 準 的 な 手 順 に し た が っ て 、 細 胞 か ら の 核 酸 の 単 離
に よ っ て ク ロ ー ニ ン グ し て も よ い 。 有 用 な こ と に 、 抗 体 の 核 酸 可 変 領 域 を 単 離 し て 用 い て
、 scFv等 の 抗 体 断 片 を 構 築 し て も よ い 。
【 ０ ４ ６ ７ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 好 ま し く は 、 重 鎖 可 変 領 域 お よ び ／ ま た は 抗 体 の 軽 鎖
可 変 領 域 を コ ー ド す る 挿 入 を 含 む 組 み 換 え 核 酸 を 使 用 す る 。 定 義 上 、 か か る 核 酸 は 、 コ ー
ド 核 酸 お よ び そ れ に 相 補 的 な 核 酸 か ら な る コ ー ド 一 本 鎖 核 酸 、 二 本 鎖 核 酸 、 ま た は そ れ ら
の 相 補 （ 一 本 鎖 ） 核 酸 自 体 を 含 む 。
【 ０ ４ ６ ８ 】
　 さ ら に 、 重 鎖 可 変 領 域 お よ び ／ ま た は 抗 体 の 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 は 、 天 然 の
重 鎖 可 変 領 域 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 真 正 の 配 列 、 ま た は そ の 変 異 体 を
有 す る 酵 素 的 ま た は 化 学 的 に 合 成 さ れ た 核 酸 で あ り 得 る 。 真 正 の 配 列 の 変 異 体 は 、 1つ 以
上 の ア ミ ノ 酸 が 欠 失 し て い る か 1つ 以 上 の 他 の ア ミ ノ 酸 と 置 換 さ れ て い る 上 述 の 抗 体 の 重
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鎖 可 変 領 域 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 核 酸 で あ る 。 好 ま し く は 、 修 飾 は 、
抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 の 相 補 性 決 定 領 域 （ CDR） 以 外 に あ る 。
か か る 変 異 核 酸 は ま た 、 1つ 以 上 の ヌ ク レ オ チ ド が 他 の ヌ ク レ オ チ ド で 置 換 さ れ て い る 、
同 じ ア ミ ノ 酸 を コ ー ド す る 新 し い コ ド ン を 有 す る サ イ レ ン ト 変 異 で あ る こ と が 意 図 さ れ る
。 か か る 変 異 配 列 は ま た 、 変 質 し た 配 列 で あ る 。 変 質 し た 配 列 は 、 元 来 コ ー ド さ れ て い た
ア ミ ノ 酸 配 列 の 変 化 を 生 じ な い 、 制 限 の な い 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 他 の ヌ ク レ オ チ ド に 置 換
さ れ て い る 遺 伝 暗 号 の 意 味 内 に お い て 変 質 さ れ る 。 か か る 変 質 さ れ た 配 列 は 、 重 鎖 可 変 領
域 お よ び ／ ま た は 軽 鎖 可 変 領 域 の 最 適 な 発 現 を 得 る た め に 、 そ の 異 な る 制 限 部 位 お よ び ／
ま た は 特 定 の 宿 主 、 特 に 酵 母 、 細 菌 ま た は 哺 乳 動 物 細 胞 に よ っ て 好 ま れ る 特 定 の コ ド ン の
頻 度 の た め に 有 用 で あ り 得 る 。
【 ０ ４ ６ ９ 】
　 用 語 、 変 異 体 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に 従 っ て DNAの イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ 変 異
誘 発 に よ っ て 得 ら れ る DNA変 異 体 を 含 む こ と が 意 図 さ れ る 。
【 ０ ４ ７ ０ 】
　 組 み 換 え DNA技 術 を 用 い て 抗 体 を 改 良 し て も よ い 。 か く し て 、 診 断 ま た は 治 療 へ の 適 用
に お い て そ の 免 疫 原 性 を 低 下 さ せ る た め に 、 キ メ ラ 抗 体 を 構 築 し て も よ い 。 さ ら に 、 免 疫
原 性 は 、 CDR移 植  [欧 州 特 許 第 0 239 400号 （ Winter） ]、 お よ び 任 意 に 、 フ レ ー ム ワ ー ク
装 飾 [欧 州 特 許 第 0239400号 ； Riechmannら , (1988) Nature 322: 323-327； お よ び 国 際 特
許 出 願 WO 90/07861（ Protein Design Labs） に 概 説 さ れ る よ う に ] に よ っ て 抗 体 を ヒ ト 化
す る こ と に よ っ て 最 小 限 に さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ７ １ 】
　 組 み 換 え 核 酸 は 、 ヒ ト 定 常 領 域 γ 、 例 え ば γ 1、 γ 2、 γ 3ま た は γ 4、 好 ま し く は γ 1ま
た は γ 4に 融 合 し た 抗 体 の 重 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る 挿 入 を 含 ん で 使 用 し て も よ い 。 同 様
に 、 ヒ ト 定 常 領 域 κ ま た は λ 、 好 ま し く は κ に 融 合 し た 抗 体 の 軽 鎖 可 変 領 域 を コ ー ド す る
挿 入 を 含 む 組 み 換 え DNAを 用 い て も よ い 。
【 ０ ４ ７ ２ 】
　 さ ら に 好 ま し く は 、 好 ま し く は CDR移 植 軽 鎖 お よ び 重 鎖 可 変 領 域 の み で あ る 、 CDR移 植 抗
体 を 用 い て も よ い 。 有 利 に 、 重 鎖 可 変 領 域 お よ び 軽 鎖 可 変 領 域 は 、 宿 主 細 胞 中 で 抗 体 の プ
ロ セ シ ン グ を 容 易 に す る シ グ ナ ル 配 列 を 任 意 に 含 む ス ペ ー サ ー 基 お よ び ／ ま た は 抗 体 の 精
製 を 容 易 に す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る DNAお よ び ／ ま た は 切 断 部 位 お よ び ／ ま た は ペ プ チ
ド ス ペ ー サ ー お よ び ／ ま た は エ フ ェ ク タ ー 分 子 に よ っ て 連 結 さ れ る 。 か か る 抗 体 は 、 ScFv
と し て 公 知 で あ る 。
【 ０ ４ ７ ３ 】
　 抗 体 は さ ら に 、 抗 体 の 人 工 受 容 体 （ receptoire） を 生 成 す る た め に 、 抗 体 遺 伝 子 の 変 異
誘 発 に よ っ て 生 成 し て も よ い 。 こ の 技 術 は 、 下 記 に さ ら に 議 論 す る よ う に 、 抗 体 ラ イ ブ ラ
リ ー の 調 製 を 可 能 に す る ； 抗 体 ラ イ ブ ラ リ ー は ま た 、 市 販 さ れ て い る 。 こ の た め に 、 免 疫
グ ロ ブ リ ン の 人 工 受 容 体 、 好 ま し く は 人 工 ScFv受 容 体 が 、 免 疫 グ ロ ブ リ ン 供 給 源 と し て 用
い ら れ る 。
【 ０ ４ ７ ４ 】
　 単 離 ま た は ク ロ ー ニ ン グ さ れ た 抗 体 は 、 当 該 分 野 で 公 知 の プ ロ ト コ ル （ 例 え ば 、 Harlow
お よ び Lane, Antibodies: a Laboratory Manual, (1988) Cold Spring Harbor、 お よ び Ma
niatis, T., Fritsch, E.F.お よ び Sambrook, J. (1991), Molecular Cloning: A Laborat
ory Manual. Cold Spring Harbor, New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press）
を 用 い て 、 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ に よ っ て 他 の 分 子 、 例 え ば 核 酸 ま た は タ ン パ ク 質 結 合 手 段
に 連 結 し て も よ い 。
【 ０ ４ ７ ５ 】
核 酸 プ ロ ー ブ
　 上 述 の よ う に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 核 酸 を 含 ん で も よ く 、 核 酸 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含
む 参 照 標 準 態 様 は 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に お い て 適 切 に 用 い ら れ る 。 か
か る 態 様 に お い て 、 核 酸 検 出 可 能 な 存 在 物 に 結 合 で き る 核 酸 プ ロ ー ブ が 、 そ の 存 在 を 明 ら
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か に す る た め に 使 用 さ れ る 。
【 ０ ４ ７ ６ 】
　 特 に 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 、 少 な く と も 検 出 可 能 な 存 在 物 の 中 の 配 列 に ハ イ ブ
リ ダ イ ズ で き る 配 列 を 含 む 。 特 に 、 少 な く と も 、 か か る 配 列 に 相 補 的 な 配 列 を 含 ん で も よ
い 。 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 好 ま し く は 一 本 鎖 で あ り 、 特 に 一 本 鎖 DNAま た は 一 本 鎖 RNAを 含 ん で
も よ い 。
【 ０ ４ ７ ７ 】
　 こ の 文 書 中 で 用 い ら れ る 場 合 、 用 語 「 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 」 は 、 「 核 酸 の 鎖 が 塩 基 対 形 成 を
通 し て 相 補 鎖 と 結 合 す る 過 程 」 を い う 。 好 ま し く は 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 ス ト リ ン ジ ェ ン ト
な 条 件 下 （ 例 え ば 50℃ お よ び 0.2x SSC｛ 1x SSC＝ 0.15M NaCl、 0.015M ク エ ン 酸 Na 3  pH 7.
0｝ ） で 、 少 な く と も 検 出 可 能 な 存 在 物 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 配
列 を 含 む 。 よ り 好 ま し く は 、 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 高 ス ト リ ン ジ ェ ン ト な 条 件 下 （ 例 え ば 65℃
お よ び 0.1x SSC｛ 1x SSC＝ 0.15M NaCl、 0.015Mク エ ン 酸 Na 3  pH7.0｝ ） で ハ イ ブ リ ダ イ ズ
で き る 配 列 を 含 む 。
【 ０ ４ ７ ８ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 中 の 核 酸 配 列 に 、 ま た は そ れ ら の 相 補 物 に 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で
き る 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 少 な く と も 20、 好 ま し く は 少 な く と も 25ま た は 30、 例 え ば 少 な く と
も 40、 60ま た は 100以 上 連 続 し た ヌ ク レ オ チ ド の 領 域 に わ た る 、 検 出 可 能 な 存 在 物 中 の 対
応 す る 相 補 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 、 一 般 的 に 少 な く と も 75％ 、 好 ま し く は 少 な く と も
85ま た は 90％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も 95％ ま た は 98％ 相 同 で あ ろ う 。 好 ま し い プ ロ ー
ブ は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 中 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 対 し て 少 な く と も 80ま た は 90％ 、 よ り 好
ま し く は 少 な く と も 95％ 相 同 で あ る 、 少 な く と も 1つ の 領 域 を 含 む
【 ０ ４ ７ ９ 】
　 用 語 「 選 択 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る 」 は 、 核 酸 プ ロ ー ブ が 標 的 核 酸 配 列 に 、 バ ッ ク グ
ラ ウ ン ド よ り 有 意 に 高 い レ ベ ル で ハ イ ブ リ ダ イ ズ で き る こ と を 意 味 す る 。 バ ッ ク グ ラ ウ ン
ド ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン は 、 例 え ば ISHに つ い て 処 理 さ れ る 試 料 中 に 存 在 す る 他 の ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 の た め に 起 こ り 得 る 。 こ の 事 象 に お い て 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 標 的 DNAで
見 ら れ る 特 異 的 相 互 作 用 の 10倍 未 満 、 好 ま し く は 100倍 未 満 の 強 度 の 、 プ ロ ー ブ と 、 ラ イ
ブ ラ リ ー の 非 特 異 的 DNAメ ン バ ー と の 相 互 作 用 に よ っ て 生 じ た あ る レ ベ ル の シ グ ナ ル を 含
意 す る 。 相 互 作 用 の 強 度 は 、 例 え ば プ ロ ー ブ を 、 例 え ば 3 2 Pで 放 射 性 同 位 元 素 標 識 す る こ
と に よ っ て 、 測 定 し 得 る 。
【 ０ ４ ８ ０ 】
　 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 条 件 は 、 Bergerお よ び Kimmel（ 1987, Guide to Molecular Clo
ning Techniques, Methods in Enzymology, Vol 152, Academic Press, San Diego CA）
に 教 示 さ れ る よ う に 、 核 酸 結 合 複 合 体 の 融 解 温 度 （ Tm） に 基 づ き 、 下 記 に 説 明 す る よ う に
、 規 定 さ れ た 「 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー 」 を 付 与 す る 。
【 ０ ４ ８ １ 】
　 最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は 、 典 型 的 に は 約 Tm-5℃ （ プ ロ ー ブ の Tmの 5℃ 下 ） で ； 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー は Tmの 約 5℃ か ら 10℃ 下 で ； 中 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は Tmの 約 10℃ か ら 20℃
下 で ； 低 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー は Tmの 約 20℃ か ら 25℃ 下 で 起 こ る 。 当 業 者 に 理 解 さ れ る よ う
に 、 最 大 ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 用 い て 、 同 一 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列
を 含 む プ ロ ー ブ を 同 定 し 得 、 一 方 、 中 （ ま た は 低 ） ス ト リ ン ジ ェ ン シ ー ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン を 用 い て 、 同 様 の 、 ま た は 関 連 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む プ ロ ー ブ を 同 定 し
得 る 。
【 ０ ４ ８ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 中 の 配 列 に 対 し て 100％ 相 同 で は な い が プ ロ ー ブ と し て 用 い 得 る ヌ ク
レ オ チ ド 配 列 は 、 多 数 の 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 保 存 配 列 を 、 例 え ば い く つ か の バ リ ア
ン ト ／ ホ モ ロ グ か ら ア ミ ノ 酸 配 列 を ア ラ イ ン メ ン ト す る こ と に よ っ て 予 測 し 得 る 。 配 列 ア
ラ イ ン メ ン ト は 、 当 該 分 野 で 公 知 の コ ン ピ ュ ー タ ソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 行 わ れ 得 る 。 例 え
ば 、 GCG Wisconsin PileUpプ ロ グ ラ ム が 広 く 用 い ら れ て い る 。
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【 ０ ４ ８ ３ 】
　 プ ロ ー ブ は 組 み 換 え に よ っ て 、 合 成 に よ っ て 、 ま た は 当 業 者 が 利 用 可 能 な 任 意 の 手 段 に
よ っ て 生 成 し て も よ い 。 一 般 に 、 プ ロ ー ブ は 、 所 望 の 核 酸 配 列 の 、 一 度 に 1つ の ヌ ク レ オ
チ ド の 、 段 階 的 製 造 を 含 む 合 成 の 手 段 に よ っ て 生 成 さ れ る 。 自 動 技 術 を 用 い た 、 こ れ を 達
成 す る た め の 技 術 は 、 当 該 分 野 で 容 易 に 利 用 可 能 で あ る 。
【 ０ ４ ８ ４ 】
　 核 酸 プ ロ ー ブ と し て 用 い る た め の 、 よ り 長 い ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 、 一 般 的 に 、 組 み 換 え
手 段 を 用 い て 、 例 え ば PCR（ ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 ） ク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 用 い て 生 成 さ れ
る で あ ろ う 。 こ れ は 、 ク ロ ー ニ ン グ す る の が 望 ま し い 標 的 配 列 の 側 面 に 位 置 す る （ 例 え ば
約 15か ら 30ヌ ク レ オ チ ド の ） 一 対 の プ ラ イ マ ー を 作 る 工 程 、 プ ラ イ マ ー を 動 物 ま た は ヒ ト
細 胞 か ら 得 ら れ た mRNAま た は cDNAと 接 触 さ せ る 工 程 、 所 望 の 領 域 の 増 幅 を 引 き 起 こ す ポ リ
メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 行 う 工 程 、 （ 例 え ば 反 応 混 合 物 を ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で 精 製 す
る こ と に よ っ て ） 増 幅 さ れ た 断 片 を 単 離 す る 工 程 、 お よ び 増 幅 さ れ た DNAを 回 収 す る 工 程
を 含 む で あ ろ う 。 プ ラ イ マ ー は 、 増 幅 さ れ た DNAが 適 切 な ク ロ ー ニ ン グ ベ ク タ ー に ク ロ ー
ニ ン グ さ れ 得 る よ う に 、 適 切 な 制 限 酵 素 認 識 部 位 を 含 む よ う に 設 計 さ れ 得 る 。
【 ０ ４ ８ ５ 】
　 核 酸 プ ロ ー ブ は 、 当 該 分 野 で 公 知 の よ う に 、 種 々 の 手 段 に よ っ て 標 識 さ れ 得 る 。 例 え ば
、 プ ロ ー ブ は 、 3 1 P、 3 3 Pも し く は 3 2 S等 の 放 射 性 標 識 を 用 い て 、 ま た は 非 放 射 活 性 的 に ジ
ゴ キ シ ゲ ニ ン 等 の 標 識 、 も し く は 蛍 光 標 識 を 用 い て 標 識 さ れ て も よ く 、 こ れ ら の 多 く は 当
該 分 野 で 公 知 で あ る 。
【 ０ ４ ８ ６ 】
染 色 お よ び 色 素
　 抗 体 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 明 ら か に す る こ と に お け る 使 用 の た め の 結 合 剤 と し て 好 ま
し い が 、 他 の 適 切 な 染 色 ま た は 色 素 を 用 い て 標 的 を 明 ら か に し て も よ い 。 例 え ば 、 典 型 的
に は 織 物 を 着 色 す る の に 用 い ら れ る 色 素 を 用 い て 、 標 的 ま た は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 染 色 し
て も よ い 。 か か る 色 素 は 、 典 型 的 に は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 多 く 存 在 す れ ば す る 程 よ り 多
く の 色 素 が 結 合 す る よ う に 、 化 学 量 論 的 様 式 で 結 合 す る で あ ろ う 。 し か し な が ら 、 存 在 お
よ び ／ ま た は 位 置 を 明 ら か に す る 単 純 な 染 色 が 、 し ば し ば 十 分 な 情 報 を 提 供 し 得 る 。
【 ０ ４ ８ ７ 】
　 「 特 殊 な 」 染 色 お よ び 色 素
　 し た が っ て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照 標 準 は ま た 、 例 え ば 抗 体 を 用 い た 免 疫 学 的 認
識 を 用 い る だ け で な く 、 化 学 的 な 、 本 発 明 者 ら が 「 特 殊 な 染 色 」 と 呼 ぶ 手 段 に よ っ て も 染
色 さ れ て も よ い こ と が 理 解 さ れ よ う 。
【 ０ ４ ８ ８ 】
　 最 も 一 般 的 に 用 い ら れ る の は 、 一 般 的 な ヘ マ ト キ シ リ ン － エ オ シ ン （ H&E） 染 色 、 例 え
ば 真 菌 由 来 の 炭 水 化 物 の 同 定 に 有 用 な ゴ モ リ の メ テ ナ ミ ン － 銀 染 色 （ GMS） 、 な ら び に 例
え ば グ リ コ ゲ ン 、 酸 性 お よ び 中 性 粘 膜 物 質 、 真 菌 細 胞 壁 、 基 底 膜 、 膠 原 線 維 お よ び 細 網 線
維 の 同 定 に 有 用 な 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ （ PAS） 染 色 で あ る 。
【 ０ ４ ８ ９ 】
　 金 － 塩 化 物 、 ト リ ク ロ ー ム ブ ル ー 、 マ ッ ソ ン ト リ ク ロ ー ム 、 プ ル シ ア ン ブ ル ー 、 ギ ム ザ
、 Diff-Quik、 Reticulum、 コ ン ゴ ー レ ッ ド 、 ア ル シ ア ン ブ ル ー 、 シ ュ タ イ ナ ー 、 AFB、 PAP
、 グ ラ ム 、 ム シ カ ル ミ ン 、 ヴ ァ ー ヘ フ － ヴ ァ ン ギ ー ソ ン 、 Elastic、 石 炭 酸 フ ク シ ン お よ
び ゴ ル ジ 染 色 を 含 む 多 数 の 特 殊 な 染 色 の 製 剤 、 変 形 お よ び 組 み 合 わ せ が あ る 。
【 ０ ４ ９ ０ 】
　 上 述 の 特 殊 な 染 色 の い く つ か は 、 例 え ば い く つ か の 炭 水 化 物 ま た は 疎 水 性 部 分 の よ う な
標 的 プ ロ ー ブ を 特 異 的 に 染 色 し 、 こ れ ら は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 参 照 標 準 に 容 易 に 導 入
さ れ る こ と も ま た 、 理 解 さ れ よ う 。 さ ら に 、 1つ 以 上 の 免 疫 学 的 染 色 お よ び 1つ 以 上 の 特 殊
な 染 色 の 任 意 の 組 み 合 わ せ も ま た 、 行 わ れ 得 る 。
【 ０ ４ ９ １ 】
　 例 え ば 、 適 切 な 染 色 お よ び 色 素 と し て は 、 以 下 の い ず れ か を 挙 げ る こ と が で き る ： 1,4-
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フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 、 2,3,5-ト リ フ ェ ニ ル テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ リ ド 、 2,4-ジ ニ ト ロ -5-フ
ル オ ロ ア ニ リ ン 、 2-ナ フ ト ー ル （ ベ ー タ ） 、 3,3’ -ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 、 4-ク ロ ロ -1-ナ
フ ト ー ル 、 4-ク ロ ロ -1-ナ フ ト ー ル 、 ア ク リ ジ ン オ レ ン ジ 、 塩 酸 ア ク リ ジ ン オ レ ン 水 化 物
、 銀 タ ン パ ク 質 化 合 物 、 ア ル シ ア ン ブ ル ー 8GX、 ア リ ザ リ ン 、 ア リ ザ リ ン レ ッ ド S、 ア ル カ
リ ブ ル ー 4B、 モ リ ブ デ ン 酸 ア ン モ ニ ウ ム 四 水 化 物 、 塩 酸 ア ニ リ ン 、 オ ー ラ ミ ン O、 ア ゾ カ
ル ミ ン B、 ア ゾ カ ル ミ ン G、 ア ゾ フ ロ キ シ ン 、 ア ズ ー ル A、 ア ズ ー ル B、 ア ズ ー ル II、 ア ズ ー
ル II-エ オ シ ン 、 ア ズ ー ル 混 合 物 sicc.ギ ム ザ 染 色 、 ベ ン ガ ル ロ ー ズ B、 ベ ン ゾ プ ル プ リ ン 4
B、 プ ル シ ア ン ブ ル ー 可 溶 性 、 プ ル シ ア ン ブ ル ー 不 溶 性 、 ビ ス マ ル ク ブ ラ ウ ン Y（ G） 、 ビ
ス マ ル ク ブ ラ ウ ン R、 硝 酸 ビ ス マ ス （ III） 塩 基 性 、 酢 酸 鉛 （ II） 三 水 化 物 、 ク エ ン 酸 鉛 （
III） 三 水 化 物 硝 酸 鉛 （ II） 、 硝 酸 鉛 （ II） 、 酒 石 酸 鉛 （ II） 、 四 酢 酸 鉛 、 ホ ウ 砂 カ ル ミ
ン 溶 液 （ （ Grenacherに よ る ） 、 ブ リ リ ア ン ト グ リ ー ン 、 ブ リ リ ア ン ト ク レ シ ル ブ ル ー 、
「 ブ リ リ ア ン ト ク レ シ ル ブ ル ー 」 、 ブ リ リ ア ン ト ク レ シ ル ブ ル ー 溶 液 、 ブ ロ モ ク レ ゾ ー ル
グ リ ー ン お よ び コ ン プ レ ク ソ メ ト リ ー 、 ブ ロ モ ク レ ゾ ー ル グ リ ー ン ナ ト リ ウ ム 塩 、 ブ ロ モ
ク レ ゾ ー ル パ ー プ ル 、 ブ ロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 、 ブ ロ モ ス ル フ ァ レ ン 、 ブ ロ モ チ モ ー ル ブ
ル ー ナ ト リ ウ ム 塩 、 石 炭 酸 フ ク シ ン 色 素 粉 末 、 石 炭 酸 フ ク シ ン 溶 液 （ Kinyounに よ る ） 、
石 炭 酸 フ ク シ ン 溶 液 （ Ziehl-Neelsenに よ る ） 、 石 炭 酸 ゲ ン チ ア ナ バ イ オ レ ッ ト 溶 液 、 石
炭 酸 メ チ レ ン ブ ル ー 溶 液 、 カ ル ミ ン 、 カ ル ミ ン 酸 、 セ レ ス チ ン ブ ル ー 、 二 塩 酸 キ ナ ク リ ン
マ ス タ ー ド 、 キ ノ リ ン イ エ ロ ー 、 ク ロ ラ ゾ ー ル ブ ラ ッ ク 、 酸 化 ク ロ ム （ VI） 、 酸 化 ク ロ ム
（ VI） 、 ク ロ モ ト ロ ー プ 2Rお よ び コ ン プ レ ク ソ メ ト リ ー 、 ク リ ソ イ ジ ン G、 塩 化 コ バ ル ト
無 水 、 ナ フ テ ン 酸 コ バ ル ト 、 ～ 10％ コ バ ル ト 、 Cyanosine、 ウ マ 心 臓 由 来 シ ト ク ロ ム c凍 結
乾 燥 塩 不 含 粉 末 、 ウ マ 心 臓 由 来 シ ト ク ロ ム c、 ウ マ 心 臓 由 来 シ ト ク ロ ム c、 ウ シ 心 臓 由 来 シ
ト ク ロ ム c、 ハ ト 胸 筋 由 来 シ ト ク ロ ム c、 対 比 染 色 溶 液 、 ダ イ レ ク ト レ ッ ド 80、 フ ァ ス ト ブ
ル ー B塩 、 フ ァ ス ト ブ ル ー BB塩 、 フ ァ ス ト ブ ル ー RR塩 、 フ ァ ス ト グ リ ー ン FCF、 フ ァ ス ト レ
ッ ド 3GL塩 、 フ ァ ス ト レ ッ ド RC塩 、 フ ァ ス ト バ イ オ レ ッ ト B塩 、 エ オ シ ン ア ル コ ー ル 可 溶 性
、 エ オ シ ン イ エ ロ ー イ シ ュ 、 エ オ シ ン イ エ ロ ー イ シ ュ 溶 液 、 エ オ シ ン － ヘ マ ト キ シ リ ン 溶
液 （ （ Ehrlichに よ る ） 、 エ オ シ ン メ チ レ ン ブ ル ー （ Leishmanに よ る ） 、 エ オ シ ン メ チ レ
ン ブ ル ー （ Wrightに よ る ） 、 エ オ シ ン メ チ レ ン ブ ル ー 、 エ オ シ ン メ チ レ ン ブ ル ー 溶 液 （ Wr
ightに よ る ） 、 エ オ シ ン メ チ レ ン ブ ル ー 溶 液 （ Wright-Lillieに よ る ） 、 エ オ シ ン ス カ ー
レ ッ ト 、 エ リ オ ク ロ ー ム レ ッ ド B、 エ リ ス ロ シ ン エ キ ス ト ラ ブ ル ー イ シ ュ 、 酢 酸 溶 液 、 エ
チ ル バ イ オ レ ッ ト 、 エ バ ン ス ブ ル ー Fluka、 色 素 溶 液 （ Boroviczeny Aに よ る ： ト ル イ ジ ン
ブ ル ー － サ フ ラ ニ ン 固 定 ） 、 色 素 溶 液 （ Boroviczeny Bに よ る ： エ オ シ ン 溶 液 ） 、 ウ マ 脾
臓 由 来 フ ェ リ チ ン 、 フ ァ ッ ト レ ッ ド ブ ル ー イ シ ュ 、 フ ァ ッ ト ブ ラ ッ ク 、 フ ル オ レ セ イ ン イ
ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 フ ク シ ン 、 フ ク シ ン 溶 液 、 ガ ロ シ ア ニ ン 、 ゲ ン チ ア ナ バ イ オ レ ッ ト 、
ギ ム ザ 溶 液 、 塩 化 金 水 化 物 （ ～ 52％ 金 ） 、 塩 化 金 水 化 物 （ ACS、 ＞ 49％ 金 ） 、 金 溶 液 、 コ
ロ イ ド 状 、 ヘ マ ラ ム 、 ヘ マ テ イ ン 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 A（ Weigertに よ
る ） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 B（ Weigertに よ る 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 （ Boehmerに よ る ） 、
ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 （ Delafieldに よ る ） 、 ヘ マ ト キ シ リ ン 溶 液 （ Mayerに よ る ） 、 Hanker
-Yates試 薬 、 エ ヤ ン 溶 液 、 ヘ ス ペ リ ジ ン 、 イ ン ジ ゴ カ ル ミ ン 、 塩 化 イ ン ジ ウ ム （ III） 水
化 物 、 塩 化 イ ン ジ ウ ム （ III） 無 水 、 ヨ ー ド ニ ト ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ リ ド 、 イ ソ ク ロ リ
ダ ゾ ン 溶 液 、 ヤ ー ヌ ス グ リ ー ン B、 重 ク ロ ム 酸 カ リ ウ ム 、 ヘ キ サ ヒ ド ロ キ ソ ア ン チ モ ン 酸
カ リ ウ ム （ V） 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム 、 過 マ ン ガ ン 酸 カ リ ウ ム （ 水 銀 ＜ 0.000005％ 、 ACS
） 、 カ ル ミ ン 溶 液 ア ン モ ニ ア 性 （ Bestに よ る ） 、 カ ル ミ ン 溶 液 酸 性 （ Mayerに よ る ） 、 ニ
ュ ク リ ア フ ァ ス ト レ ッ ド 、 コ ン ゴ ー レ ッ ド 、 指 示 薬 、 ク レ ゾ ー ル 赤 、 ク レ ゾ ー ル バ イ オ レ
ッ ト 酢 酸 塩 、 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 指 示 薬 、 ク リ ス タ ル バ イ オ レ ッ ト 溶 液 、 ラ ク ト フ ェ
ノ ー ル ブ ル ー 溶 液 、 硝 酸 ラ ン タ ン 六 水 化 物 、 ラ イ ト グ リ ー ン SFイ エ ロ ー イ ッ シ ュ 、 リ ピ ッ
ド ク リ ム ゾ ン 、 炭 酸 リ チ ウ ム 、 ル ゴ ー ル 溶 液 、 マ ラ カ イ ト グ リ ー ン シ ュ ウ 酸 塩 、 メ イ － グ
リ ュ ン ヴ ァ ル ト 溶 液 、 メ タ ニ ル イ エ ロ ー 、 メ チ レ ン ブ ル ー 塩 化 亜 鉛 複 塩 、 メ チ レ ン ブ ル ー
、 メ チ レ ン ブ ル ー 濃 縮 物 （ Ehr-lichに よ る ） 、 メ チ レ ン ブ ル ー 溶 液 ア ル カ リ 性 （ Loffler
に よ る ） 、 メ チ レ ン グ リ ー ン 亜 鉛 複 塩 、 メ チ ル グ リ ー ン 、 メ チ ル オ レ ン ジ 、 メ チ ル バ イ オ
レ ッ ト 、 モ リ ン 、 ム シ カ ル ミ ン 、 N-（ 4-ア ミ ノ -2,5-ジ エ ト キ シ フ ェ ニ ル ） ベ ン ザ ミ ド 、 N
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,N-ジ メ チ ル ア ニ リ ン 、 N,N-ジ メ チ ル -p-ト ル イ ジ ン 、 ナ フ ト ー ル AS-酢 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル A
S-BI-ベ ー タ -D-グ ル ク ロ ニ ド 、 （ 以 下 の ナ フ ト ー ル 誘 導 体 は 酵 素 （ AP） 基 質 で あ る ） 、 ナ
フ ト ー ル AS-BI-リ ン 酸 塩 二 ナ ト リ ウ ム 塩 七 水 化 物 、 ナ フ ト ー ル AS-BI-リ ン 酸 塩 、 ナ フ ト ー
ル AS-BI-リ ン 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル AS-BS-リ ン 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル AS-ク ロ ロ 酢 酸 塩 、 ナ フ ト ー
ル AS-D-酢 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル AS-D-ク ロ ロ 酢 酸 、 ナ フ ト ー ル AS-E-酢 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル AS-E-
リ ン 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル AS-MX-酢 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル AS-MX-リ ン 酸 塩 二 ナ ト リ ウ ム 塩 九 水 化 物
、 ナ フ ト ー ル AS-MX-リ ン 酸 塩 、 組 織 学 の た め に 、 ナ フ ト ー ル AS-リ ン 酸 塩 、 組 織 学 の た め
に 、 ナ フ ト ー ル AS-TR-リ ン 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル AS-TR-リ ン 酸 塩 、 ナ フ ト ー ル ブ ル ー ブ ラ ッ ク
、 ナ フ ト ー ル イ エ ロ ー S、 ナ フ ト ー ル グ リ ー ン Bお よ び コ ン プ レ ク ソ メ ト リ ー 、 タ ン グ ス テ
ン 酸 ナ ト リ ウ ム 二 水 化 物 、 チ ョ ウ ジ 油 、 ネ オ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ リ イ ド 、 ニ ュ ー コ ク シ ン
、 ニ ュ ー フ ク シ ン 、 ニ ュ ー メ チ レ ン ブ ル ー N、 ニ ュ ー ト ラ ル レ ッ ド 、 ニ グ ロ シ ン Bア ル コ ー
ル 可 溶 性 、 ニ グ ロ シ ン 水 溶 性 、 ナ イ ル ブ ル ー A、 ナ イ ル ブ ル ー ク ロ リ ド 、 ニ ン ヒ ド リ ン 、
ニ ン ヒ ド リ ン 、 ニ ト ラ ジ ン イ エ ロ ー 、 ニ ト ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル ー ク ロ リ ド 、 ニ ト ロ テ ト
ラ ゾ リ ウ ム ブ ル ー ク ロ リ ド 、 ニ ト ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル ー ク ロ リ ド 、 オ レ ン ジ G、 オ レ ン
ジ G溶 液 （ ア ル コ ー ル 性 ） 、 オ ル セ イ ン 、 オ ル セ イ ン 、 塩 化 パ ラ ジ ウ ム （ II） 無 水 、 酸 化
パ ラ ジ ウ ム （ II） 水 化 物 、 パ ラ フ ク シ ン 、 塩 酸 パ ラ フ ク シ ン 、 西 洋 ワ サ ビ 由 来 ペ ル オ キ シ
ダ ー ゼ （ 凍 結 乾 燥 粉 末 塩 不 含 ～ 100 U/mg） 、 フ ェ ノ サ フ ラ ニ ン 、 ホ ス ホ モ リ ブ デ ン 酸 ア ン
モ ニ ウ ム 塩 水 化 物 、 ホ ス ホ モ リ ブ デ ン 酸 水 化 物 、 ホ ス ホ モ リ ブ デ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 塩 水 化 物
、 五 酸 化 亜 リ ン 酸 、 リ ン タ ン グ ス テ ン 酸 無 水 物 、 フ タ ロ シ ア ニ ン 、 水 で 湿 ら せ た ピ ク リ ン
酸 （ H2O～ 40％ ） 、 ヨ ウ 化 ピ ナ シ ア ノ ー ル 、 酸 化 白 金 （ IV） 無 水 物 、 ポ ン ソ ー BS、 ポ ン ソ
ー S、 ピ リ ジ ン 、 ピ ロ ニ ン Y（ G） 、 レ ゾ ル フ ィ ン 、 ロ ー ダ ミ ン B、 塩 化 ル テ ニ ウ ム （ III）
無 水 、 ル テ ニ ウ ム レ ッ ド 、 サ フ ラ ニ ン T、 サ フ ラ ニ ン 溶 液 （ Oltに よ る ） 、 酸 性 フ ク シ ン カ
ル シ ウ ム 塩 、 酸 性 フ ク シ ン 指 示 薬 、 ス カ ー レ ッ ト R、 ア ル デ ヒ ド 用 の シ ッ フ 試 薬 、 銀 、 フ
ラ ン ス 薬 局 方 、 コ ロ イ ド 状 、 硝 酸 銀 、 シ リ ウ ス ロ ー ズ BB、 「 ス テ イ ン － オ ー ル 」 、 ス ダ ン
ブ ル ー II、 ス ダ ン オ レ ン ジ G、 ス ダ ン レ ッ ド B、 ス ダ ン ブ ラ ッ ク B、 ス ル ホ ロ ー ダ ミ ン B酸 塩
化 物 、 タ ル ト ラ ジ ン 、 テ ト ラ ニ ト ロ ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム ク ロ リ ド 、 テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ル
ー ク ロ リ ド テ ト ラ ゾ リ ウ ム バ イ オ レ ッ ト 、 硝 酸 タ リ ウ ム （ I） 、 チ ア ゾ ー ル イ エ ロ ー G、 吸
着 指 示 薬 、 チ ア ゾ リ ル ブ ル ー テ ト ラ ゾ リ ウ ム ブ ロ マ イ ド 、 チ オ カ ル ボ ヒ ド ラ ジ ン 、 チ オ フ
ラ ビ ン T、 酢 酸 チ オ ニ ン 、 ト ル イ ジ ン ブ ル ー 、 ト ロ ペ オ リ ン 000 No.1、 ト ロ ペ オ リ ン 000 N
o.2、 ト リ パ ン ブ ル ー 、 ト リ パ ン ブ ル ー 溶 液 、 0.4％ 、 チ ュ ル ク 溶 液 、 酢 酸 ウ ラ ニ ル 二 水 化
物 、 硝 酸 ウ ラ ニ ル 六 水 化 物 、 バ リ ア ミ ン ブ ル ー B塩 、 ベ ス ー ビ ン 溶 液 （ Neisserに よ る ） 、
ビ ク ト リ ア ブ ル ー B、 ウ ォ ー タ ー ブ ル ー 、 ヴ ァ イ ゲ ル ト 溶 液 、 タ ン グ ス ト ケ イ 酸 水 化 物 、
ラ イ ト 染 色 、 キ シ レ ン シ ア ノ ー ル FF（ 酸 化 還 元 指 示 薬 ） 。
【 ０ ４ ９ ２ 】
抗 原 回 復
　 固 定 組 織 で 特 異 的 な 認 識 を 容 易 に す る た め に 、 標 本 の 前 処 理 か ら 標 的 を 回 復 ま た は 曝 露
す る こ と が し ば し ば 必 要 と な り 、 標 的 の 大 部 分 の 反 応 性 を 増 大 さ せ る 。 こ の 手 順 は 、 「 抗
原 回 復 」 、 「 標 的 回 復 」 ま た は 「 エ ピ ト ー プ 回 復 」 、 「 標 的 曝 露 」 ま た は 「 抗 原 曝 露 」 と
呼 ば れ る 。 抗 原 回 復 （ 抗 原 曝 露 ） の 広 範 囲 な 概 説 は 、 Shi S-R、 Cote RJ、 Taylor CR. 抗
原 回 復 の 免 疫 細 胞 化 学 :過 去 、 現 在 、 未 来 . J Histochem Cytochem 1997: 45(3);327-343
に 見 出 さ れ う る 。
【 ０ ４ ９ ３ 】
　 抗 原 回 復 ま た は 標 的 回 復 は 、 特 定 の 検 出 試 薬 を 用 い て 相 互 作 用 に 対 す る 標 的 の 有 効 性 を
最 大 に す る 様 々 な 方 法 を 含 む 。 最 も 一 般 的 な 技 術 は 、 適 切 な 緩 衝 液 に お け る タ ン パ ク 分 解
性 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、 Tris-HCl、 ク エ ン 酸 、 尿 素 、
グ リ シ ン -HClま た は ホ ウ 酸 を 含 む 適 切 に pHを 安 定 化 し た 緩 衝 液 に お け る マ イ ク ロ 波 照 射 、
通 常 の オ ー ブ ン で の 加 熱 、 オ ー ト ク レ ー ブ ま た は 圧 力 調 理 を 用 い た 熱 誘 導 の エ ピ ト ー プ 回
復 （ HIER） で あ る 。
【 ０ ４ ９ ４ 】
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　 界 面 活 性 剤 は 、 エ ピ ト ー プ 回 復 を 増 大 さ せ る た め に HIER緩 衝 液 に 添 加 さ れ 、 ま た は 非 特
異 的 な 結 合 を 低 下 さ せ る た め に 希 釈 し た 媒 体 お よ び ／ ま た は 洗 浄 緩 衝 液 に 添 加 さ れ う る 。
【 ０ ４ ９ ５ 】
　 加 え て 、 信 号 対 雑 音 比 は 、 真 空 お よ び 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 間 で の 切 片 の 凍 結 お よ び 解 凍 を 含 む 、 種 々 の 物 理 的 方 法 で 増 大 さ せ う る 。
【 ０ ４ ９ ６ 】
　 内 在 性 の ビ オ チ ン 結 合 部 位 ま た は 内 在 性 の 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 順 で 工 程 と し て 除 く こ と が で き る 。
【 ０ ４ ９ ７ 】
　 同 様 に 、 HSA、 BSA、 オ ブ ア ル ブ ミ ン 、 仔 胎 児 血 清 も し く は 他 の 血 清 の よ う な 不 活 性 タ ン
パ ク 質 、 ま た は Tween20、 Triton X-100、 Saponin、 Brijも し く は Pluronicsの よ う な 界 面
活 性 剤 を 用 い た 非 特 異 的 な 結 合 部 位 の 阻 害 が 、 広 く 使 用 さ れ て い る 。 組 織 ま た は 細 胞 に お
け る 非 特 異 的 部 位 を 特 異 的 試 薬 の 非 標 識 か つ 標 的 非 特 異 的 な も の で ブ ロ ッ キ ン グ す る 。
【 ０ ４ ９ ８ 】
他 の 技 術
　 い わ ゆ る 「 フ リ ー フ ロ ー テ ィ ン グ 技 術 」 を 用 い た 染 色 手 順 に お い て 、 組 織 切 片 を 、 適 切
な 容 器 、 例 え ば マ イ ク ロ 遠 心 分 離 チ ュ ー ブ 中 の 懸 濁 液 ま た は フ リ ー フ ロ ー テ ィ ン グ に お け
る 種 々 の 試 薬 お よ び 洗 浄 緩 衝 液 と 接 触 さ せ る 。
【 ０ ４ ９ ９ 】
　 組 織 切 片 は 、 例 え ば 「 釣 り 針 様 」 装 置 、 ス パ チ ュ ラ ま た は ガ ラ ス リ ン グ を 用 い た 染 色 工
程 の 間 で 、 チ ュ ー ブ か ら 種 々 の 試 薬 お よ び 緩 衝 液 を 有 す る チ ュ ー ブ に 移 動 さ せ る こ と が で
き る 。
【 ０ ５ ０ ０ 】
　 種 々 の 試 薬 お よ び 緩 衝 液 を ま た 、 穏 や か な デ カ ン テ ー シ ョ ン ま た は 真 空 吸 引 で 交 換 す る
こ と が で き る 。 ま た 、 組 織 切 片 を 含 む 容 器 を 、 コ ー ニ ン グ 「 ネ ッ ト ウ ェ ル 」 の よ う な 特 別
の 染 色 網 に 移 す こ と が で き 、 次 の 染 色 工 程 の た め に チ ュ ー ブ に 戻 す 前 に 組 織 切 片 を 洗 浄 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ０ １ 】
　 全 て の 個 々 の 染 色 手 順 工 程 が 、 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 な 試 薬 お よ び 例 え ば 酵 素 触 媒 発 色 の 着 色 染 色 を 含 み 、 行 な
わ れ る 一 方 で 組 織 切 片 は 網 上 で 自 由 に 動 け る か ま た は 動 か さ な い 。 染 色 の 発 色 後 、 対 比 染
色 さ れ る 前 に 組 織 切 片 を ス ラ イ ド 上 に 載 せ 、 乾 燥 さ せ 、 例 え ば 、 顕 微 鏡 で 解 析 さ れ る 前 に
カ バ ー を 載 せ る 。
【 ０ ５ ０ ２ 】
　 時 折 、 組 織 切 片 を ス ラ イ ド に 載 せ 、 続 け て 免 疫 特 異 的 な 試 薬 を 用 い て 重 大 な イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン を す る 。 残 り の 染 色 過 程 を 次 に 組 織 切 片 を 載 せ た ス ラ イ ド 上 で 行 な う 。
【 ０ ５ ０ ３ 】
　 フ リ ー フ ロ ー テ ィ ン グ 方 法 は 厚 い 組 織 切 片 上 で 主 に 使 用 さ れ て い る 。 染 色 過 程 中 に 切 片
が 決 し て 乾 燥 し な い こ と が 重 要 で あ る 。
【 ０ ５ ０ ４ 】
　 フ リ ー フ ロ ー テ ィ ン グ 方 法 の 利 点 は 免 疫 組 織 化 学 染 色 試 薬 の 均 一 の お よ び 優 れ た 浸 透 を
含 む 。 フ リ ー フ ロ ー テ ィ ン グ 方 法 は 高 濃 度 の 試 薬 お よ び 望 ま し い 混 合 を 可 能 に す る 。
【 ０ ５ ０ ５ 】
組 織 学 的 物 質 、 技 術 お よ び 解 析
　 一 般 に 組 織 学 的 物 質 の 2つ の 分 類 が あ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 は 各 タ イ プ の 解 析
に 対 し て 適 切 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ５ ０ ６ 】
　 第 一 の カ テ ゴ リ ー は 調 製 物 を 含 み 、 こ れ は 新 し い 組 織 お よ び ／ ま た は 細 胞 で あ り 、 一 般
に ア ル デ ヒ ド ベ ー ス の 固 定 法 で 固 定 さ れ な い 。 こ れ ら の 標 本 は 生 検 体 物 質 を 一 般 に 含 み 、
解 析 さ れ う る 一 方 で 外 科 的 手 順 は 、 経 過 （ 凍 結 切 片 ） 、 細 胞 学 的 調 製 （ 例 え ば 接 触 調 製 お
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よ び 血 液 標 本 を 含 む ） 、 お よ び 組 織 に お い て で あ り 、 こ れ ら は 組 織 化 学 的 に 解 析 さ れ る べ
き で あ る 。 か か る 標 本 は ス ラ イ ド ま た は カ バ ー ガ ラ ス 上 に 直 接 置 か れ る か 、 凍 結 お よ び ス
ラ イ ド 上 へ 切 片 を 作 製 す る 。 か か る 標 本 は 次 に 通 常 、 ア ル コ ー ル ま た は ア セ ト ン ベ ー ス の
固 定 法 で 固 定 さ れ 、 染 色 さ れ る 。
【 ０ ５ ０ ７ 】
　 よ り 一 般 の 第 二 の カ テ ゴ リ ー は 、 固 定 さ れ た パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 標 本 、 し ば し ば ア ー カ
イ ブ 物 質 を 含 む 。 こ れ ら は し ば し ば 「 ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 」 （ FFPE） 標
本 と 呼 ば れ る 。 こ れ ら の 標 本 は 、 通 常 、 ホ ル マ リ ン ベ ー ス の 固 定 法 を 使 用 し て 固 定 さ れ 、
例 え ば キ シ レ ン を 使 用 し て 脱 水 さ れ 、 パ ラ フ ィ ン も し く は プ ラ ス チ ッ ク （ 例 え ば エ ポ ン 、
ア ラ ル ダ イ ト 、 ロ イ ク リ ル 、 LR Whiteま た は ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ） 等 の 適 切 な 包 埋 媒 体 中
に 包 埋 さ れ 、 ス ラ イ ド 上 へ 切 片 を 作 製 さ れ 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 さ れ 、 ま た は 脱 パ ラ フ ィ ン 化
せ ず に 、 再 水 和 さ せ 、 お よ び 染 色 さ れ る 。
【 ０ ５ ０ ８ 】
　 生 物 学 的 試 料 は 、 染 色 さ れ お よ び 参 照 標 準 と 比 較 さ れ る 前 に 、 本 明 細 書 に 記 載 の 細 胞 学
的 お よ び 組 織 学 的 技 術 を 使 用 し て 処 理 さ れ う る 。
【 ０ ５ ０ ９ 】
　 試 料 は 精 製 も し く は 濃 縮 さ れ う る か 、 ま た は 細 胞 は 解 析 の 前 に 単 離 さ れ う る 。 試 料 は ま
た パ ラ フ ィ ン に 包 埋 さ れ 、 お よ び 解 析 前 に 切 片 を 作 製 し う る 。 か か る 手 順 は 当 業 者 に 容 易
に 公 知 で あ る 。
【 ０ ５ １ ０ 】
　 試 料 は 支 持 体 上 に 載 せ ら れ う る 。 用 語 「 載 せ る 」 は 実 質 的 に 平 面 の 支 持 体 上 に 置 か れ ま
た は 接 着 す る こ と を 意 味 す る 。 任 意 の 適 し た 支 持 体 が 使 用 さ れ う る 。 例 え ば 顕 微 鏡 ス ラ イ
ド 上 で 観 る た め に 、 支 持 体 上 に 組 織 ま た は 細 胞 試 料 を 置 く こ と を 含 む 。 試 料 は 、 支 持 体 の
扱 い の 最 中 に さ ら に 落 下 ま た は 滑 り 落 ち な い よ う に 、 接 着 さ せ る こ と が で き る 。 支 持 体 へ
の 接 着 方 法 は 物 理 的 、 キ ャ ピ ラ リ ー 誘 引 、 吸 着 お よ び 化 学 的 結 合 に 依 存 す る こ と を 含 む 。
試 料 は 固 定 さ れ ま た は 固 定 さ れ な く と も よ い 。
【 ０ ５ １ １ 】
　 特 に 、 支 持 体 は ガ ラ ス ス ラ イ ド 、 膜 、 フ ィ ル タ ー 、 ポ リ マ ー ス ラ イ ド 、 チ ャ ン バ ー ス ラ
イ ド 、 デ ィ ッ シ ュ 、 ま た は シ ャ ー レ で あ り う る 。
【 ０ ５ １ ２ 】
　 試 料 ま た は そ の 一 部 は 解 析 前 に 直 接 支 持 体 上 で 適 切 に 成 長 ま た は 培 養 さ れ う る 。 適 切 な
培 養 培 地 の 例 は 、 血 液 血 清 ま た は 組 織 抽 出 物 等 の 生 物 学 的 由 来 の 培 養 培 地 ； 化 学 的 に 定 義
し た 合 成 培 地 ； ま た は そ れ ら の 混 合 物 を 含 む 。 細 胞 培 養 は 通 常 、 フ ラ ス コ に お い て ま た は
チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド 上 で 例 え ば ガ ラ ス ま た は プ ラ ス チ ッ ク 表 面 上 に 単 層 の 細 胞 と し て か 、
ま た は 液 体 ま た は 半 固 体 培 地 に お け る 懸 濁 液 と し て 成 長 さ せ る 。 細 胞 を 更 に 適 切 な 支 持 体
、 例 え ば ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 へ 移 動 お よ び 載 せ る こ と が で き る 。 例 え ば 顕 微 鏡 で 見 る た め に
適 切 で あ る チ ャ ン バ ー ス ラ イ ド で 成 長 さ せ る 場 合 、 細 胞 は 支 持 体 上 に 潜 在 的 に 残 る こ と が
あ る 。
【 ０ ５ １ ３ 】
　 し か し 、 細 胞 は 解 析 前 に 成 長 ま た は 培 養 さ せ る 必 要 は 無 い 。 し ば し ば 、 試 料 は 培 養 無 し
で 直 接 解 析 さ れ る 。 直 接 解 析 の 試 料 は 上 記 に 記 載 の 過 程 手 順 を 行 い う る こ と が 理 解 さ れ る
は ず で あ る 。
【 ０ ５ １ ４ 】
　 試 料 は 、 直 接 か ま た は 1つ 以 上 の 過 程 工 程 を 行 っ た 後 に 、 主 に 2つ の 主 要 な タ イ プ の 方 法
、 イ ン サ イ チ ュ 方 法 （ イ ン サ イ チ ュ 解 析 ） お よ び イ ン ビ ト ロ 方 法 （ イ ン ビ ト ロ 解 析 ） に お
い て 解 析 さ れ う る 。
【 ０ ５ １ ５ 】
　 こ の 状 況 で 、 イ ン サ イ チ ュ 方 法 は ア ッ セ イ と し て 理 解 さ れ る べ き で 、 試 料 細 胞 の 形 態 を
実 質 的 に 保 存 す る 。 「 実 質 的 に 保 存 す る 」 は 、 全 体 の 形 態 を 保 存 す る と い う こ と を 意 味 し
、 組 織 ま た は 細 胞 の 構 造 の 成 分 の い く つ か ま た は 全 て を 同 定 す る こ と が で き る 。 例 と し て
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は 塗 布 標 本 、 生 検 試 料 、 接 触 調 製 お よ び 支 持 体 上 へ の 試 料 の 散 布 の 解 析 が あ る 。 試 料 は 固
定 が な く と も 、 透 過 、 ま た は 解 析 前 の 他 の 過 程 工 程 に 供 さ れ う る 。
【 ０ ５ １ ６ 】
　 イ ン ビ ト ロ 方 法 は 、 全 体 の 形 態 を 保 存 し な い 方 法 と し て 理 解 さ れ る べ き で あ る 。 イ ン ビ
ト ロ 方 法 の 場 合 、 試 料 を 細 胞 構 造 の 形 態 を 阻 害 す る 処 理 に 供 す る 。 か か る 処 理 は 当 業 者 に
公 知 で あ り 、 有 機 媒 体 で の 処 理 、 高 濃 度 の グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト 等 の 強 力 な カ オ ト ロ
ピ ッ ク 試 薬 で の 処 理 、 酵 素 処 理 、 界 面 活 性 剤 処 理 、 ビ ー ズ 処 理 、 熱 処 理 、 超 音 波 処 理 お よ
び ／ ま た は フ レ ン チ プ レ ス の 適 用 を 含 む 。
【 ０ ５ １ ７ 】
詳 細 な 手 順
　 以 下 の セ ク シ ョ ン は FFPE試 料 の 作 製 、 な ら び に 抗 体 染 色 お よ び 検 出 に 対 す る 手 順 の 詳 細
な 記 載 を 提 供 す る 。 そ れ を  Ed Harlow (編 )、 David Lane (編 )に よ る 参 考 教 科 書  Antibod
ies : A Laboratory Manual (1988、 Cold Spring Harbor Laboratory Press、 ISBN 0-879
69-314-2)、 1855か ら 引 用 す る 。
【 ０ ５ １ ８ 】
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 調 製
　 標 準 的 な 市 販 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 37％ の 溶 液 は 10～ 15％ の メ タ ノ ー ル で 安 定 化 さ れ 、
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド へ の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 重 合 を 阻 害 す る 。 ほ と ん ど の 固 定 剤 に と っ
て 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド は 市 販 用 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 代 わ り に 使 用 さ れ る は ず で あ る 。
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド は 水 に 溶 解 し て 、 そ の 過 程 に お い て ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 放 出 す る 。
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 4％ 溶 液 を 調 製 す る た め に 、 8 gを 100 mLの 水 に 添 加 す る 。 換 気 フ
ー ド で 60℃ に 加 熱 す る 。 溶 解 さ せ る た め に 数 滴 の 1 N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る 。 固 体
が 完 全 に 溶 解 し た 時 、 溶 液 を 室 温 ま で 冷 却 さ せ 、 100 mLの 2 x PBSを 添 加 す る 。 こ の ス ト
ッ ク 溶 液 は 毎 日 新 た に 調 製 さ れ る べ き で あ る 。
【 ０ ５ １ ９ 】
パ ラ フ ィ ン 包 埋 組 織 切 片 の 調 製
　 １ ． 小 さ な 塊 を お よ そ 1 cm 2  x 0.4 cmに カ ッ ト す る 。 ２ ． 新 た に 調 製 し た 4％ パ ラ ホ ル
ム ア ル デ ヒ ド か ま た は ブ ア ン 固 定 剤 に 置 く （ 1 Lを 調 製 す る た め に 、 2 gの ピ ク リ ン 酸 を 50
0 mLの 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 さ せ る 。 ワ ッ ト マ ン １ 番 、 ま た は 相 当 物 で 濾 過 す る 。 20 gの パ ラ
ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 添 加 し 、 換 気 フ ー ド で 60℃ に 加 熱 す る 。 溶 解 さ せ る た め に 数 滴 の 1 N
水 酸 化 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る 。 冷 却 し 500 mLの 2 x PBSを 添 加 す る ） 。 ３ ． 2時 間 か ら オ ー
バ ー ナ イ ト の 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 ４ ． 標 準 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 手 順 に 従 う 。 ５ ． 清 潔 な
ガ ラ ス ス ラ イ ド 上 へ 4 μ mの 切 片 を 集 め る 。 ６ ． 30分 間 60℃ の オ ー ブ ン に 置 く 。 ７ ． キ シ
レ ン で 脱 パ ラ フ ィ ン 化 す る 。 各 3分 2回 、 交 換 。 ８ ． 段 階 的 な ア ル コ ー ル を 通 し て 再 水 和 す
る （ 各 3分 2回 の 交 換 、 絶 対 エ タ ノ ー ル 、 続 い て 95％ エ タ ノ ー ル 、 各 3分 2回 交 換 ） 。 ９ ． 水
中 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ５ ２ ０ 】
　 以 下 に 記 載 す る よ う に 抗 体 を 標 本 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ２ １ 】
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 の 検 出 方 法 が 使 用 さ れ る べ き で あ る 場 合 、 抗 体 の 適 用 前 に 標 本 中
の 内 在 性 の 酵 素 活 性 を 妨 害 ま た は 阻 害 す る こ と が 必 要 で あ り う る 。 内 在 性 の ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ 活 性 を 妨 害 す る た め に 、 標 本 は 、 3％ 過 酸 化 水 素 の １ 部 に 対 し て ４ 部 の メ タ ノ ー ル の
溶 液 で 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ る 。 過 酸 化 水 素 は 一 般 に 30％ 溶 液 と し て 供 給 さ れ 、 約 1
ヶ 月 続 け て 4℃ で 保 存 さ れ る べ き で あ る 。 脾 臓 ま た は 骨 髄 等 の 高 い ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 活 性
を 含 む 標 本 に 対 し て 、 リ ン 酸 緩 衝 液 生 理 食 塩 水 (PBS)中 の 0.1%フ ェ ニ ル ヒ ド ラ ジ ン 塩 酸 の
溶 液 を 使 用 し て 、 優 れ た 結 果 を 得 て も よ い 。
【 ０ ５ ２ ２ 】
固 定
　 全 て の 固 定 プ ロ ト コ ー ル は （ １ ） 抗 原 の 漏 出 を 防 ぎ 、 （ ２ ） 抗 体 の 接 近 を 可 能 に す る た
め に 細 胞 を 透 過 さ せ 、 （ ３ ） 抗 体 に よ っ て 効 率 的 に 認 識 さ れ る こ と が で き る よ う な 形 式 で
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抗 原 を 保 護 し 、 お よ び （ ４ ） 細 胞 構 造 を 維 持 し な け れ ば な ら な い 。
【 ０ ５ ２ ３ 】
　 広 範 囲 の 固 定 法 が 一 般 使 用 の 状 態 に あ り 、 正 し い 方 法 の 選 択 は 調 査 さ れ る 抗 原 の 性 質 お
よ び 抗 体 調 製 の 特 性 に 依 存 す る 。 固 定 方 法 は 一 般 に 2つ の ク ラ ス 、 有 機 媒 体 お よ び 架 橋 試
薬 に あ て は ま る 。 ア ル コ ー ル お よ び ア セ ト ン 等 の 有 機 媒 体 は 脂 質 を 取 り 除 き 、 細 胞 を 脱 水
化 し 、 細 胞 構 造 上 の タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ る 。 架 橋 試 薬 は 通 常 、 遊 離 ア ミ ノ 基 か ら 分 子 内
架 橋 を 形 成 し 、 結 合 し た 抗 原 の ネ ッ ト ワ ー ク を 作 り 出 す 。 両 方 法 は タ ン パ ク 質 抗 原 を 変 性
さ せ て も よ く 、 こ の 理 由 で 、 変 性 タ ン パ ク 質 に 対 し て 調 製 し た 抗 体 は 細 胞 染 色 に よ り 有 用
と な り う る 。 い く つ か の 場 合 、 抗 変 性 タ ン パ ク 質 抗 体 は 使 用 で き る 唯 一 の 物 で あ る 。
【 ０ ５ ２ ４ 】
パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に お け る 接 着 細 胞 の 固 定
　 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 等 の タ ン パ ク 質 架 橋 試 薬 に お け る 固 定
は 有 機 媒 体 よ り も 更 に 細 胞 構 造 を 保 存 す る が 、 い く つ か の 細 胞 成 分 の 抗 原 性 を 低 下 さ せ う
る 。 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で の 試 料 固 定 は 標 本 に 対 す る 抗 体 の
接 近 を 可 能 に さ せ ず 、 そ れ ゆ え 有 機 媒 体 ま た は 非 イ オ ン 界 面 活 性 剤 を 用 い た 透 過 工 程 の 後
に 行 な う 。 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド で の 前 固 定 は 細 胞 構 造 を 保 存 す る の に 役 立 つ け れ ど も 、
有 機 媒 体 を 使 用 す る こ と は 容 易 で あ る が 細 胞 構 造 の あ る 要 素 を 破 壊 す る こ と が あ る 。 細 胞
構 造 の 保 存 が 重 要 で あ る 場 合 、 最 良 の 第 一 選 択 は 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 を 使 用 す る こ と で
あ ろ う 。
【 ０ ５ ２ ５ 】
　 １ ． 染 色 前 に 、 パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド か ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 溶 液 を 調 製 す る 。 パ
ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に つ い て 、 4％ 溶 液 を 調 製 す る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に つ い て 、 PBSに
お い て 1％ 溶 液 （ 電 子 顕 微 鏡 等 級 ） を 調 製 す る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド は 毒 性 で あ り 注 意 。
換 気 フ ー ド で 作 業 す る 。 ２ ． カ バ ー ガ ラ ス 、 ス ラ イ ド 、 ま た は プ レ ー ト を PBS中 で 穏 や か
に 洗 浄 す る 。 ３ ． パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に つ い て 、 4％ 溶 液 中 10分 間 室 温 で イ ン キ ュ ベ ー
ト す る 。 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に つ い て 、 換 気 フ ー ド に お い て 1％ 溶 液 中 室 温 で 1時 間 イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。 ４ ． 細 胞 を PBSで 2回 洗 浄 す る 。 こ の 段 階 で 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド で 固 定 し
た 細 胞 は 、 換 気 フ ー ド か ら 移 動 さ せ る こ と が で き る 。 ５ ． 以 下 の 任 意 の も の で イ ン キ ュ ベ
ー ト す る こ と で 固 定 細 胞 を 浸 透 す る ： （ i） 室 温 で 2分 間 PBS中 0.2％ Triton X-100。 い く つ
か の 抗 原 は 15分 ほ ど 長 く 必 要 と し う る 。 各 抗 原 に 対 し て こ れ を 調 べ る ； （ ii） 室 温 で 2分
間 メ タ ノ ー ル ； ま た は （ iii） 室 温 で 30秒 間 ア セ ト ン （ 組 織 培 養 プ レ ー ト 上 で 成 長 さ せ た
細 胞 に つ い て 、 50％ ア セ ト ン ／ 50％ メ タ ノ ー ル を 使 用 す る ） 。 （ 任 意 ） グ ル タ ル ア ル デ ヒ
ド に つ い て 、 室 温 で 2時 間 0.2 M エ タ ノ ー ル ア ミ ン pH 7.5を 用 い て イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 ま
た は PBS中 0.5 mg/mLの 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム で 各 5分 間 の 3回 交 換 で イ ン キ ュ ベ ー ト す る
こ と で 遊 離 反 応 ア ル デ ヒ ド 基 を 妨 害 す る 。 い く つ か の 場 合 に お い て 、 こ れ は パ ラ ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド 固 定 の 細 胞 に 役 立 ち う る 、 が 一 般 に 必 要 で は な い 。 ６ ． PBS中 5分 間 以 上 4回 の 交
換 で 穏 や か に 洗 浄 す る 。
【 ０ ５ ２ ６ 】
　 試 料 は 以 下 に 記 載 の 抗 体 の 適 用 に 対 し て 用 意 す る 。
【 ０ ５ ２ ７ 】
プ ロ テ ア ー ゼ を 用 い た 隠 れ た エ ピ ト ー プ の 曝 露
　 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド に お け る 固 定 は 、 い く つ か の エ ピ ト ー プ を
覆 い ま た は 変 化 さ せ う る 。 こ れ ら の エ ピ ト ー プ は 、 プ ロ テ ア ー ゼ に お け る 試 料 の 穏 や か な
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ っ て し ば し ば 再 曝 露 さ せ る こ と が で き る 。 ト リ プ シ ン は 充 分 に 作
用 す る 。 0.1% ト リ プ シ ン 、 0.1% 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 20 mM Tris pH 7.8の 溶 液 中 室 温 で 2～
20分 間 、 標 本 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 コ ー ル ド タ ッ プ 下 で 5分 間 標 本 を 洗 浄 す る こ と で 消
化 を 停 止 す る 。
【 ０ ５ ２ ８ 】
接 着 細 胞 へ の 抗 体 の 結 合
　 抗 体 は 一 般 に 、 研 究 さ れ る 組 織 の 細 胞 の 領 域 へ 直 接 適 用 さ れ る 。
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【 ０ ５ ２ ９ 】
　 １ ． 細 胞 を 固 定 お よ び 洗 浄 す る 。 カ バ ー ガ ラ ス 、 ス ラ イ ド ま た は プ レ ー ト を 加 湿 チ ャ ン
バ ー 中 に 置 く 。 ス ラ イ ド ま た は カ バ ー ガ ラ ス を 水 飽 和 フ ィ ル タ ー を 含 む シ ャ ー レ に 置 く こ
と が で き る 。 カ バ ー ガ ラ ス は パ ラ フ ィ ル ム の 層 上 に 最 も 良 く 置 か れ る ； パ ラ フ ィ ル ム が 圧
縮 性 で あ る の で 、 こ れ が 抗 体 の 溶 液 が カ バ ー ガ ラ ス の 端 か ら 落 下 す る の を 防 止 す る の に 役
立 ち 、 か つ 鋭 い ピ ン セ ッ ト で カ バ ー ガ ラ ス を 容 易 に 取 り 出 せ る 。 ２ ． 第 一 の 抗 体 溶 液 を 添
加 す る 。 全 て の 希 釈 は 、 タ ン パ ク 質 含 有 溶 液 中 で 行 な わ な け れ ば な ら な い 。 例 え ば 、 3％ B
SAを 含 む PBSを 使 用 す る 。 非 標 識 の 一 次 抗 体 に つ い て ： モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 組 織 培 養 上
清 と し て 最 も 適 用 さ れ る （ 20～ 50 mg/Lの 特 定 の 抗 体 濃 度 、 適 切 に 使 用 す る ） 。 腹 水 、 精
製 モ ノ ク ロ ー ナ ル お よ び ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 な ら び に 未 精 製 ポ リ ク ロ ー ナ ル 血 清 は 、 0.
1～ 10 mg/Lの 間 の 特 定 の 抗 体 濃 度 を 産 生 す る こ と を 目 的 と し た 希 釈 の 範 囲 で 試 験 さ れ る べ
き で あ る 。 抗 体 試 料 の 特 定 の 抗 体 濃 度 が 未 知 で あ る 場 合 、 開 始 物 質 の 1/10、 1/100、 1/100
0、 及 び 1/10,000希 釈 を 調 製 し 、 試 験 す る 。 標 識 し た 一 次 抗 体 に つ い て ： 一 次 抗 体 を 酵 素
、 蛍 光 色 素 、 ま た は ヨ ウ 素 で 標 識 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は 、 適 切 な 作 用 範 囲 を 決 定 す
る た め に 、 予 備 検 査 に お い て い く つ か の 希 釈 で ア ッ セ イ さ れ る べ き で あ る 。 あ ま り に 高 い
濃 度 は 高 い バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を 生 ず る ； あ ま り に 低 い 濃 度 は 、 研 究 下 で の 抗 原 の 存 在 量 と
抗 体 の 特 異 性 の 両 方 に 依 存 す る 。 ３ ． カ バ ー ガ ラ ス 、 ス ラ イ ド 、 ま た は プ レ ー ト を 加 湿 チ
ャ ン バ ー 中 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 い く つ か の 反 応 に つ い て 、 24時 間 ま で 延 長
さ れ た イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン は 感 度 を 増 大 さ せ る こ と が で き る 。 ４ ． 5分 以 上 、 PBSの 3回 交
換 で 洗 浄 す る 。 こ の 緩 衝 液 は 、 1 % Triton X-100ま た は NP-40を 添 加 し て も よ く 、 任 意 の
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 問 題 に 役 立 つ 。
【 ０ ５ ３ ０ 】
　 一 次 抗 体 を 標 識 す る 場 合 は 、 標 本 は 検 出 工 程 の た め に 準 備 す る 。 そ う で な い 場 合 は ：
【 ０ ５ ３ １ 】
　 ５ ． 標 識 し た 二 次 試 薬 を 適 用 す る 。 PBS中 3 % BSAま た は PBS中 1 % 免 疫 グ ロ ブ リ ン 等 の
タ ン パ ク 質 含 有 溶 液 に お い て 全 て の 希 釈 を 行 な う こ と が 不 可 欠 で あ る （ 検 出 試 薬 と 同 じ 種
か ら 調 製 す る ） 。 使 用 可 能 な 二 次 試 薬 は 、 抗 免 疫 グ ロ ブ リ ン 抗 体 、 プ ロ テ イ ン A、 ま た は
プ ロ テ イ ン Gを 含 む 。 そ れ ら を 、 酵 素 、 蛍 光 色 素 、 金 、 ま た は ヨ ウ 素 で 標 識 す る こ と が で
き る 。 標 識 し た 二 次 試 薬 を い く つ か の 供 給 業 者 か ら 購 入 す る こ と が で き 、 ま た は 調 製 す る
こ と が で き る 。 酵 素 標 識 試 薬 に つ い て ： 市 販 製 品 を 使 用 す る 場 合 、 二 次 抗 体 1/50か ら 1/10
00の 希 釈 を 試 験 す る 。 ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ 標 識 試 薬 は PBSで な く 、 Tris緩 衝 化 生 理 食
塩 水 を 使 用 し て 取 り 扱 わ れ る べ き で あ る 。 蛍 光 色 素 標 識 し た 試 薬 に つ い て ： 市 販 製 品 を 使
用 す る 場 合 、 1/10か ら 1/300の 間 で の 希 釈 を 試 験 す る 。 金 標 識 し た 試 薬 に つ い て ： 金 粒 子
を 一 度 PBSで 洗 浄 す る 。 1 %ゼ ラ チ ン を 含 む PBSで 希 釈 し 、 標 本 に 添 加 す る 。 ヨ ウ 素 標 識 し
た 試 薬 に つ い て ： ヨ ウ 素 化 抗 体 を お よ そ 0.1 mg/Lで 添 加 す る 。 通 常 、 10 か ら 100 Ci/gの
間 の 特 定 の 活 性 を 使 用 す る 。
【 ０ ５ ３ ２ 】
　 ６ ． 加 湿 チ ャ ン バ ー 中 室 温 で 最 小 の 20分 間 、 標 識 二 次 抗 体 試 薬 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す
る 。 金 標 識 し た 試 薬 に つ い て 、 満 足 す る シ グ ナ ル を 得 る ま で 顕 微 鏡 下 で 定 期 的 に 観 察 す る
。 ７ ． 5分 以 上 PBS（ ま た は Tris生 理 食 塩 水 ） の 3回 交 換 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ５ ３ ３ 】
　 標 本 は 検 出 工 程 の た め に 準 備 す る 。
【 ０ ５ ３ ４ 】
酵 素 標 識 試 薬 を 使 用 し た 検 出
　 酵 素 標 識 試 薬 は 、 酵 素 作 用 の 後 、 沈 殿 す る 溶 解 性 の 発 色 基 質 を 使 用 し て 検 出 さ れ 、 酵 素
局 在 の 部 位 で 非 溶 解 性 の 着 色 産 物 を 生 じ る （ Avrameasお よ び Uriel 1966; Nakane お よ び P
ierce 1967a、 b; Avrameas 1972） 。 基 質 の 範 囲 は 各 酵 素 に 利 用 可 能 で あ り 、 か つ 以 下 の
プ ロ ト コ ー ル は 最 も 有 用 な 代 替 物 の い く つ か を 表 す 。 広 範 囲 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 試 薬 が 一 般
に 入 手 可 能 で あ り 、 ま た は 記 載 の よ う に 調 製 さ れ る こ と が で き る 。 酵 素 は 抗 免 疫 グ ロ ブ ビ
ン 抗 体 、 プ ロ テ イ ン A、 プ ロ テ イ ン G、 ア ビ ジ ン 、 ま た は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 連 結 さ せ る

10

20

30

40

50

(77) JP 2007-527991 A 2007.10.4



こ と が で き る 。
【 ０ ５ ３ ５ 】
ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 試 薬
　 基 質 の 範 囲 は 有 用 で あ り 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 、 ク ロ ロ ナ フ ト ー ル 、 お よ び ア ミ ノ エ チ
ル カ ル バ ゾ ー ル を 含 む 。 好 ま し い 態 様 で は 、 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン の 使 用 を 示 す 。
【 ０ ５ ３ ６ 】
ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン
　 ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン （ DAB） は 、 最 も 一 般 に 使 用 さ れ る 基 質 で あ り お よ び ホ ー ス ラ デ ィ
ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 最 も 感 度 の あ る も の の １ つ で あ る 。 水 と ア ル コ ー ル の 両 方 に 非
溶 解 性 で あ る 強 い 茶 色 産 物 を 生 ず る 。 DAB染 色 は 広 範 囲 の 通 常 の 組 織 学 的 染 色 と 両 立 で き
る 。
【 ０ ５ ３ ７ 】
　 １ ． 10 mL の 0.05 M Tris緩 衝 液 pH 7.6中  6 mgの DAB（ DABテ ト ラ ハ イ ド ロ ク ロ ラ イ ド を
使 用 す る ） を 溶 解 す る 。 ２ ． 水 に 0.1 mLの 3 % 過 酸 化 水 素 溶 液 を 添 加 す る 。 過 酸 化 水 素 は
一 般 に 30％ 溶 液 と し て 供 給 さ れ 、 約 １ ヶ 月 続 け て ４ ℃ で 保 存 さ れ る べ き で あ る 。 ３ ． 沈 殿
が 出 現 す る 場 合 、 ワ ッ ト マ ン １ 番 の フ ィ ル タ ー 紙 （ ま た は 相 当 物 ） を 通 し て 濾 過 す る 。 ４
． 標 本 に 適 用 し 、 1～ 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 水 で 洗 浄 す る こ と で 反 応 を 停 止 す る 。
（ 任 意 ） 必 要 で あ る 場 合 、 対 比 染 色 す る 。 ５ ． DPXに 載 せ る 。
【 ０ ５ ３ ８ 】
ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン ／ 金 属
　 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ に 対 す る ジ ア ミ ノ ベ ン ジ ジ ン 基 質 を 、 コ バ ル ト ま
た は ニ ッ ケ ル 等 の 金 属 塩 を 基 質 溶 液 に 添 加 す る こ と で さ ら に 感 度 よ く す る こ と が で き る 。
反 応 産 物 は ス レ ー ト 灰 色 か ら 黒 色 で あ り 、 産 物 は 水 と ア ル コ ー ル の 両 方 に 安 定 で あ る 。 DA
B/金 属 染 色 は 広 範 囲 の 一 般 の 組 織 学 染 色 と 両 立 で き る 。
【 ０ ５ ３ ９ 】
　 １ ． 9 mL の 0.05 M Tris緩 衝 液 pH 7.6中  6 mgの DAB（ DABテ ト ラ ハ イ ド ロ ク ロ ラ イ ド を
使 用 す る ） を 溶 解 す る 。 ２ ． 水 に 1 mLの 0.3 % W/V塩 化 ニ ッ ケ ル の ス ト ッ ク 溶 液 を 添 加 す
る （ 塩 化 コ バ ル ト の 等 量 を 代 用 物 と し て 使 用 す る こ と が で き る ） 。 ３ ． 水 に 0.1 mLの 3 % 
過 酸 化 水 素 を 添 加 す る 。 過 酸 化 水 素 は 一 般 に 30％ 溶 液 と し て 供 給 さ れ 、 約 １ ヶ 月 続 け て ４
℃ で 保 存 さ れ る べ き で あ る 。 ４ ． 沈 殿 が 出 現 す る 場 合 、 ワ ッ ト マ ン １ 番 の フ ィ ル タ ー 紙 （
ま た は 相 当 物 ） を 通 し て 濾 過 す る 。 ５ ． 標 本 に 適 用 し 、 1～ 20分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
水 で 洗 浄 す る こ と で 反 応 を 停 止 す る 。 （ 任 意 ） 必 要 で あ る 場 合 、 対 比 染 色 す る 。 ６ ． DPX
に 載 せ る 。
【 ０ ５ ４ ０ 】
カ ッ プ リ ン グ
　 検 出 可 能 な 存 在 物 は 多 く の 方 法 に よ っ て コ ン パ ク ト 粒 子 と 結 合 ま た は 連 結 さ れ う る 。 例
え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は 、 臭 化 シ ア ン の 使 用 に よ っ て コ ン パ ク ト 粒 子 に 連 結 さ れ う る 。
【 ０ ５ ４ １ 】
　 化 学 架 橋 剤 は 、 リ ガ ン ド リ セ プ タ ー の 相 互 作 用 、 3次 元 構 造 に お け る コ ン フ ォ メ ー シ ョ
ン 変 化 の 研 究 に 対 し て ま た は タ ン パ ク 質 標 識 に 対 し て 、 タ ン パ ク 質 を 共 有 修 飾 す る た め に
使 用 さ れ る 。 架 橋 剤 は 、 2つ の 同 一 反 応 基 を 含 む ホ モ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 、 ま た は 2つ の 異 な
る 反 応 基 を 含 む ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 に 分 け ら れ る 。 ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 は 連 続 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 可 能 に し 、 重 合 を 最 小 化 す る 。
【 ０ ５ ４ ２ 】
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【 ０ ５ ４ ４ 】
　 こ れ ら の 試 薬 の ぞ れ ぞ れ は 、 多 く の 製 造 業 者 、 例 え ば 、 Calbiochem（ 第 ２ 欄 に お け る コ
ー ド 番 号 ） 、 ま た は Piece Chemical Companyか ら 得 ら れ う る 。
【 ０ ５ ４ ５ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 連 結 前 に そ の 反 応 性 を 増 大 さ せ る た め に 活 性 化 さ れ う る 。 好 ま し い
態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒 子 は ク ロ ロ 酢 酸 を 使 用 し て 活 性 化 さ れ 、 続 い て EDAC/NHS-OH
を 使 用 し て 連 結 を お こ な う 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は ま た 第 一 級 ア ミ ノ 基 を 得 る た め に ヘ キ サ ン
ジ イ ソ シ ア ネ ー ト を 使 用 し て 活 性 化 さ れ う る 。 か か る 活 性 化 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 任 意 の ヘ
テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 と の 組 み 合 わ せ で 使 用 さ れ う る 。 あ る 態 様 に お い て 、 コ ン パ ク ト 粒
子 は ジ ビ ニ ル ス ル ホ ン を 使 用 し て 活 性 化 さ れ る 。 か か る 活 性 化 コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 例 え ば
ペ プ チ ド 上 で ア ミ ノ ま た は チ オ ー ル 基 と 反 応 す る こ と が で き る 部 分 を 含 む 。
【 ０ ５ ４ ６ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 は ま た 、 ト レ シ ル （ tresyl） ク ロ ラ イ ド を 使 用 し て 活 性 化 さ れ 得 、 ア ミ
ノ ま た は チ オ ー ル 基 と 反 応 可 能 で あ る 部 分 を も た ら す 。 コ ン パ ク ト 粒 子 は ま た 塩 化 シ ア ン
を 使 用 し て 活 性 化 さ れ 得 、 ア ミ ノ ま た は チ オ ー ル 基 と 反 応 す る こ と が で き る 部 分 を 得 る 。
【 ０ ５ ４ ７ 】
ぺ プ チ ド カ ッ プ リ ン グ
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 検 出 可 能 な 存 在 物 は ぺ プ チ ド を 含 む 。 コ ン パ ク ト 粒 子 へ の ペ プ
チ ド の 連 結 を こ の セ ク シ ョ ン で 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ５ ４ ８ 】
　 ぺ プ チ ド を 固 相 合 成 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 こ の 技 術 の 第 一 段 階 は 、 Merrifield（ R.
B. Merrifield、 固 相 ぺ プ チ ド 合 成 .テ ト ラ ぺ プ チ ド の 合 成 .、 J. Am. Chem. Soc. 85、 214
9-2154ペ ー ジ 、 (1963) お よ び  R.B. Merrifield、 固 相 合 成 、 Science 232、 341-347ペ ー
ジ 、 (1986)） に よ っ て 最 初 に 紹 介 さ れ 、 重 合 支 持 体 上 で 保 護 ア ミ ノ 酸 誘 導 体 に よ る ペ プ チ
ド 鎖 合 成 か ら な る 。 こ の 技 術 の 第 二 段 階 は 、 全 て の 側 鎖 保 護 基 の 同 時 開 裂 を 含 む 支 持 体 か
ら の ペ プ チ ド の 開 裂 で あ り 、 未 精 製 遊 離 ぺ プ チ ド を 得 る 。 更 に 大 き な ペ プ チ ド を 得 る た め
に 、 こ れ ら の 過 程 を 連 続 的 に 繰 り 返 す こ と が で き る 。
【 ０ ５ ４ ９ 】
　 柔 軟 性 の あ る 方 法 が 長 い 、 短 い お よ び 分 岐 し た ぺ プ チ ド の 合 成 を 可 能 に し 、 天 然 お よ び
非 天 然 に 生 じ る ア ミ ノ 酸 を 有 す る ぺ プ チ ド 、 種 々 の リ ン カ ー お よ び い わ ゆ る ス ペ ー サ ー を
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含 む 。 ス ペ ー サ ー は 典 型 的 に 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、 PEG誘 導 体 ま た は ポ リ ア ル カ ン
ま た は ホ モ ポ リ ア ミ ノ 酸 で あ る 。 固 相 合 成 方 法 は 、 反 応 機 能 特 性 、 例 え ば コ ン パ ク ト 粒 子
物 質 の 化 学 選 択 的 連 結 ス キ ー ム に 対 す る 、 遊 離 チ オ ー ル で 終 了 し た ぺ プ チ ド 調 製 を 可 能 に
す る 。
【 ０ ５ ５ ０ 】
　 ア ミ ノ 酸 の あ る 配 列 を 最 終 の ぺ プ チ ド 配 列 の な か で 繰 り 返 す こ と が で き 、 特 定 の 抗 体 で
免 疫 反 応 性 を 増 大 さ せ る 。 反 復 お よ び 反 応 性 の 配 列 を 線 状 ぺ プ チ ド に お い て 無 関 係 な ア ミ
ノ 酸 配 列 と 間 隔 を 空 け る こ と が で き る 。 ま た 、 多 抗 原 ぺ プ チ ド （ MAP） の よ う な 、 分 岐 ま
た は 樹 状 ペ プ チ ド 構 築 体 を 合 成 す る こ と で 、 免 疫 反 応 性 を 増 強 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ５ １ 】
　 種 々 の 化 学 保 護 ス キ ー ム お よ び 固 相 お よ び 可 溶 支 持 体 を 含 む 、 一 般 の 方 法 論 の 概 説 に つ
い て 、 例 え ば G. Barany、 N. Kneib-Cordonier、 D. G. Mullen、 固 相 ぺ プ チ ド 合 成 :A silv
er anniversary report、 Int. J. Peptide Protein Res. 30、  705-739ペ ー ジ 、 (1987)、
お よ び G.B. Fields、 R. L. Noble、 9-フ ル オ レ ニ ル メ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ 酸 を 利 用 し
た 固 相 ぺ プ チ ド 合 成 、 Int. J. Peptide Protein Res. 35、 161-214ペ ー ジ (1990)を 参 照 。
【 ０ ５ ５ ２ 】
　 ぺ プ チ ド を 得 る た め の 他 の 方 法 は 、 酵 素 の 断 片 消 化 、 例 え ば 部 位 特 異 的 な 変 異 導 入 法 と
し て の 遺 伝 子 工 学 技 術 を 含 む 。 標 準 の DNAク ロ ー ニ ン グ 技 術 を 使 用 し た 遺 伝 子 工 学 の 関 連
す る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、 PCR産 物 、 ま た は DNA物 質 の ク ロ ー ン
化 し た 断 片 は 、 得 ら れ る ポ リ ペ プ チ ド の 十 分 に 確 立 し た 方 法 で あ る 。 ま た 、 ぺ プ チ ド を タ
ン パ ク 質 精 製 お よ び 消 化 に よ る 等 の 天 然 供 給 源 か ら の 単 離 後 に 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ５ ３ 】
　 標 的 分 子 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 例 え ば 、 ぺ プ チ ド ） は 、 共 有 結 合 を 形 成 し ま た は 強 力 な 結
合 対 、 例 え ば イ オ ン 結 合 、 ビ オ チ ン -ア ビ ジ ン を 使 用 す る こ と で 、 達 成 さ れ う る 。 ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン 、 ア ビ ジ ン お よ び 誘 導 体 お よ び ビ オ チ ン お よ び ビ オ チ ン 類 似 物 以 外 の 他 の 結
合 物 の 例 は 、 AP-1（ Junお よ び fos） の ロ イ シ ン ジ ッ パ ー 領 域 、 ヘ キ サ -his（ 金 属 キ レ ー ト
部 分 ） 、 ヘ キ サ -hat GST（ グ ル タ チ オ ン S-ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ ） グ ル タ チ オ ン ア フ ィ ニ テ
ィ ー 、 三 価 バ ン コ マ イ シ ン 、 D-Ala-D-Ala、 多 様 の 化 合 物 に 結 合 す る レ ク チ ン 、 炭 水 化 物
、 脂 質 お よ び タ ン パ ク 質 、 例 え ば Con A（ Canavalia ensiformis） 、 コ ン カ ナ バ リ ン Aお よ
び WGA（ 小 麦 胚 芽 ア グ ル チ ニ ン ） お よ び テ ト ラ ネ ク チ ン ま た は プ ロ テ イ ン Aま た は Gで あ る
。 こ れ ら お よ び 他 の 方 法 は コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の 当 業 者 に 十 分 公 知 で あ る 。
【 ０ ５ ５ ４ 】
　 共 有 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン は 、 分 解 に 対 す る 増 大 し た 抵 抗 性 を 含 む 、 い く つ か の 利 点 を 付
与 す る 。
【 ０ ５ ５ ５ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に 有 用 な 連 結 方 法 は 、 標 的 の 化 学 構 造 お よ び 関 わ る コ ン パ ク ト 粒 子
に 依 存 す る 。 使 用 さ れ る 典 型 的 な 化 学 試 薬 は 、 い わ ゆ る ゼ ロ 長 架 橋 剤 、 ホ モ 型 二 官 能 基 、
ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 又 は 重 合 架 橋 剤 で あ る 。
【 ０ ５ ５ ６ 】
　 1-エ チ ル -3-（ 3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド （ EDAC） ま た は 1-シ ク ロ へ
キ シ ル -3-（ 2-モ ル フ ォ リ ノ エ チ ル ） カ ル ボ ジ イ ミ ド メ ト -p-ト ル エ ン ス ル ホ ン 酸 （ CHMC）
お よ び 他 の カ ル ボ ジ イ ミ ド の よ う な ゼ ロ 長 架 橋 剤 は 、 例 え ば リ ジ ン 残 基 に 対 し て Gluま た
は Aspと 例 え ば ぺ プ チ ド の N末 端 の 間 で 直 接 連 結 を 容 易 に す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ５ ７ 】
　 グ ル タ ル （ ジ ） ア ル デ ヒ ド 、 イ ミ デ ー ト 、 ビ ス -ジ ア ゾ 化 ベ ン ジ ジ ン 、 ビ ス （ イ ミ ド エ
ス テ ル ） 、 ビ ス （ ス ク シ ニ ミ ジ ル エ ス テ ル ） 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、 二 塩 化 酸 、 ジ ビ ニ ル ス
ル ホ ン 酸 ま た は 類 似 物 の よ う な ホ モ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 は 、 ア ミ ノ ま た は ヒ ド ロ キ シ ル 基 が
短 い リ ン カ ー 分 子 か ら 共 に 共 有 結 合 さ れ る こ と を 可 能 に す る 。 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド ま た は グ
ル タ ル （ ジ ） ア ル デ ヒ ド は ま た 、 コ ン パ ク ト 粒 子 と ぺ プ チ ド の 間 の 架 橋 を 可 能 に す る こ と
が で き る 。
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【 ０ ５ ５ ８ 】
　 ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 の 使 用 を 、 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の 当 業 者 に 公 知 の 方 法 論 に よ っ
て ペ プ チ ド を コ ン パ ク ト 粒 子 に 架 橋 さ せ る た め に 、 よ り 詳 細 に 記 載 す る 。
【 ０ ５ ５ ９ 】
　 ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 は 、 例 え ば ホ モ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 に 依 存 す る 方 法 よ り 架 橋 中 の
よ り 大 き な 制 御 を 提 供 す る 利 点 を 有 す る 。
【 ０ ５ ６ ０ 】
　 ヘ テ ロ コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 最 も 一 般 の ス キ ー ム は 、 通 常 、 2ま た は 3つ の 工 程 反 応
シ ー ケ ン ス に よ っ て 、 第 二 の 生 物 分 子 上 の チ オ ー ル 基 に 対 し て 第 一 の 生 物 分 子 上 の ア ミ ン
基 の 間 接 的 な 連 結 を 含 む 。 チ オ ー ル の 高 い 反 応 性 お よ び 多 く の 生 物 分 子 に お け る そ れ ら の
相 対 的 な 希 少 性 が 、 制 御 さ れ た 化 学 架 橋 に 対 し て 、 チ オ ー ル 基 を 理 想 的 な 標 的 と す る 。
【 ０ ５ ６ １ 】
　 チ オ ー ル 基 が 存 在 し な い 場 合 、 チ オ ー ル 基 を い く つ か の 方 法 で 導 入 す る こ と が で き る 。
ス ク シ ニ ミ ジ ル 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ン 酸 （ SPDP） の 使 用 を 含 む １ つ の 一 般 方 法
は 、 DTTま た は TCEPを 用 い た 3-(2-ピ リ ジ ル ジ チ オ )プ ロ ピ オ ニ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 減 少 が
後 に 続 く 。 減 少 は 2-ピ リ ジ ン チ オ ン 発 色 団 を 放 出 し 、 チ オ ー ル 化 の 程 度 を 測 定 す る の に 使
用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ６ ２ 】
　 ま た 、 チ オ ー ル 化 の 程 度 を 、 5、 5'-ジ チ オ ビ ス -(2-ニ ト ロ ベ ン ゼ ン 酸 )（ DTNB、 Ellman
試 薬 ） を 使 用 し て 測 定 す る こ と が で き 、 チ オ ー ル 基 と 反 応 し て 5-メ ル カ プ ト -2-ニ ト ロ ベ
ン ゼ ン 酸 発 色 団 を 化 学 量 論 的 に 生 ず る 。
【 ０ ５ ６ ３ 】
　 ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 は 典 型 的 に 、 ア ミ ノ 基 お よ び と 反 応 す る こ と が で き る 一 方 の 端
に 、 活 性 化 カ ル ボ キ シ ル 基 お よ び シ ス テ イ ン 残 基 の ス ル フ ヒ ド リ ル 基 と 容 易 に 反 応 す る 反
対 側 の 端 に マ レ イ ミ ド ま た は ヨ ウ 化 ア セ ト ア ミ ド 基 を 含 む 。
【 ０ ５ ６ ４ 】
　 し ば し ば 使 用 さ れ る 2つ の ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 は 、 N-ガ ン マ -マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ
キ シ ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル （ GMBS） お よ び ス ク シ ニ ミ ジ ル 4-(N-マ レ イ ミ ド メ チ ル ） シ ク
ロ へ キ サ ン -1-カ ル ボ ン 酸 （ SMCC） で あ る 。
【 ０ ５ ６ ５ 】
　 架 橋 剤 は 、 光 活 性 化 し た 反 応 部 分 を 含 み う る こ と が 理 解 さ れ る は ず で あ る 。 光 反 応 部 分
は 隠 れ た 反 応 基 と し て 作 用 す る 。 光 活 性 化 の 連 結 方 法 を 使 用 す る こ と で 、 共 有 結 合 に 対 す
る 光 反 応 基 を 使 用 す る 前 に 例 え ば コ ン パ ク ト 粒 子 の 特 定 の 部 分 に 標 的 分 子 を も た ら す こ と
が 可 能 で あ る 。
【 ０ ５ ６ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 ぺ プ チ ド は 、 N末 端 か あ る い は C末 端 に 単 一 の シ ス テ イ ン 残 基 で 合 成 さ れ る
。 ま た 、 内 部 シ ス テ イ ン 残 基 ま た は リ ン カ ー 上 の シ ス テ イ ン 残 基 を 使 用 す る こ と が で き る
。 ペ プ チ ド が チ オ ー ル 基 を 含 ま な い 場 合 、 い く つ か の チ オ ー ル 化 方 法 の ひ と つ を 使 用 し て
、 典 型 的 に は ア ミ ノ 基 の 1つ を 修 飾 す る こ と で 、 1つ 以 上 を 導 入 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ６ ７ 】
　 例 え ば ぺ プ チ ド の よ う な 標 的 プ ロ ー ブ の 連 結 は 、 チ オ ー ル 選 択 的 連 結 ス キ ー ム の 使 用 に
よ っ て 制 限 さ れ な い こ と が 理 解 さ れ る は ず で あ る 。
【 ０ ５ ６ ８ 】
　 化 学 選 択 的 ま た は ラ ン ダ ム な コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン ス キ ー ム の 両 方 に 対 す る 他 の 有 用 な 化
学 部 分 は 、 カ ル ボ キ シ ル 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 芳 香 族 、 フ ェ ノ ー ル ま た は ア ミ ノ 基 を 含 む 。 特
に ア ミ ノ 基 は 有 用 で あ り 、 そ れ ら は 適 切 な pHで 非 常 に 反 応 す る の で 、 強 力 な 化 学 結 合 を 形
成 す る こ と が で き 、 生 物 学 的 物 質 に 広 く 分 配 さ れ て い る 。
【 ０ ５ ６ ９ 】
　 リ ジ ン ま た は ポ リ リ ジ ン と い う 側 鎖 の ア ミ ノ 基 を 含 む 、 ペ プ チ ド の N末 端 の ア ミ ノ 基 を
使 用 し た コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン ス キ ー ム を 使 う 可 能 性 は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 化 合 物 お よ び 方
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法 と 特 別 な 相 関 性 が あ る 。
【 ０ ５ ７ ０ 】
　 架 橋 剤 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 上 で ア ミ ノ 基 と 最 初 に 反 応 さ せ 、 続 け て 例 え ば デ カ ン ト ま た
は 遠 心 分 離 を 使 用 す る こ と で 未 反 応 架 橋 剤 の 除 去 を 行 な う 。 活 性 化 担 体 は 次 に シ ス テ イ ン
含 有 ぺ プ チ ド と 反 応 さ せ る 。 過 剰 の ぺ プ チ ド は 例 え ば 脱 塩 カ ラ ム 、 透 析 、 濾 過 ま た は 遠 心
分 離 を 使 用 し て 除 去 さ れ る 。 結 合 し た ぺ プ チ ド ま た は 架 橋 剤 の 量 を 、 様 々 な 直 接 ま た は 間
接 の 解 析 方 法 で 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ７ １ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 上 で チ オ ー ル と 結 合 さ せ る 前 に 、 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン シ ー ケ ン ス は ペ プ
チ ド に ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 を 最 初 に 結 合 さ せ る こ と で 逆 に さ れ 得 る 。
【 ０ ５ ７ ２ 】
　 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 反 応 中 、 EDTA、 EGTAあ る い は ト リ ブ チ ル ホ ス フ ィ ン ま た は 類 似 物 の
添 加 に よ っ て ま た は 保 護 雰 囲 気 を 使 用 す る こ と で 、 遊 離 チ オ ー ル が 、 任 意 の 酸 化 に 対 し て
し ば し ば 保 護 さ れ る 。
【 ０ ５ ７ ３ 】
　 共 有 架 橋 の 他 の 方 法 は 、 ホ モ ま た は ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 重 合 架 橋 剤 の 使 用 を 含 む 。 試 薬 の
例 は 、 ト レ シ ル も し く は ビ ニ ル ス ル ホ ン 酸 活 性 化 デ キ ス ト ラ ン ま た は 活 性 化 ポ リ ア ク リ ル
酸 重 合 体 ま た は 誘 導 体 を 含 む 。 生 ず る 第 二 の ビ ニ ル ス ル ホ ン 酸 は チ オ ー ル に 対 し て 非 常 に
反 応 性 で あ る の で 、 特 に ジ ビ ニ ル は 、 例 え ば コ ン パ ク ト 粒 子 上 の ヒ ド ロ キ シ ル 基 の 活 性 化
に 好 ま し い 。
【 ０ ５ ７ ４ 】
　 連 結 し た ぺ プ チ ド の 量 を 、 ぺ プ チ ド 上 の シ ス テ イ ン 残 基 と 直 に 隣 接 す る 1つ の β -ア ラ ニ
ン 残 基 の 取 り 込 み を 含 む い く つ か の 方 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 ア ミ ノ 酸 解 析 は 、 生 ず
る コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 精 製 後 、 β ア ラ ニ ン の 存 在 量 を 測 定 す る の に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ５ ７ ５ 】
　 架 橋 剤 は 、 ト レ ー サ ー ま た は 検 出 可 能 な 部 分 を 含 む 可 能 性 を 提 供 し う る 。 こ の 部 分 を 、
生 物 分 子 に 結 合 す る 架 橋 剤 の 量 を 測 定 す る の に 使 用 す る こ と が で き る 。 ト レ ー サ ー は 、 蛍
光 、 放 射 性 、 ハ プ テ ン ま た は 任 意 の 他 の 検 出 可 能 な 分 子 で あ り こ と が で き る 。
【 ０ ５ ７ ６ 】
ポ リ マ ー
　 あ る 態 様 に お い て 、 支 持 媒 体 は 、 包 埋 媒 体 の 形 態 で あ り う る 。 こ の セ ク シ ョ ン で 詳 細 に
記 載 す る よ う に 、 か か る 包 埋 媒 体 は 、 モ ノ マ ー の 重 合 化 に よ っ て 作 製 さ れ う る 。
【 ０ ５ ７ ７ 】
　 重 合 化 可 能 な モ ノ マ ー か ら 作 製 し た ポ リ マ ー は 、 広 範 な 適 用 を 有 す る 。 例 え ば 、 ポ リ マ
ー は 、 塗 料 お よ び 吸 着 剤 等 の 被 覆 適 用 の 添 加 剤 と し て 使 用 さ れ る 。
【 ０ ５ ７ ８ 】
　 乳 化 重 合 、 溶 液 重 合 、 懸 濁 重 合 ま た は バ ル ク 重 合 に よ る 等 に よ り 1つ 以 上 の 型 の 重 合 可
能 な モ ノ マ ー を 重 合 す る こ と に よ っ て 、 ポ リ マ ー を 調 製 す る 。 モ ノ マ ー は 、 乳 化 剤 、 安 定
剤 、 表 面 活 性 剤 、 開 始 剤 （ 光 開 始 剤 等 ） 、 阻 害 剤 、 分 散 剤 、 酸 化 剤 、 還 元 剤 、 粘 度 調 製 剤
、 触 媒 、 結 合 剤 、 活 性 化 剤 、 促 進 剤 、 粘 着 性 付 与 剤 、 軟 化 剤 、 鹸 化 剤 、 連 鎖 移 動 剤 、 界 面
活 性 剤 、 充 填 剤 、 染 料 、 金 属 塩 、 お よ び 溶 剤 の う ち の 任 意 の も の 等 の 任 意 成 分 の 存 在 下 で
重 合 さ れ う る 。
【 ０ ５ ７ ９ 】
　 重 合 可 能 な モ ノ マ ー の 重 合 化 に つ い て 多 く の 参 考 文 献 が あ る 。 例 え ば 、 い く つ か の 教 示
が 、 D.C. Blackleyに よ る 「 乳 化 重 合 :理 論 お よ び 実 践 」 （ 1975年 に Wileyに よ る 出 版 ） お
よ び F. A. Boveyら に よ る 「 乳 化 重 合 」 （ 1965年 に Interscience Publishersに よ る 出 版 ）
に 見 出 さ れ う る 。 例 え ば 、 ポ リ マ ー を 、 メ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 エ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 ブ チ
ル ア ク リ レ ー ト 、 2-エ チ ル へ キ シ ル ア ク リ レ ー ト 、 デ シ ル ア ク リ レ ー ト 、 メ チ ル メ タ ク リ
レ ー ト 、 エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ス チ レ ン 、 ブ タ ジ エ ン 、 エ チ レ
ン 、 ビ ニ ル 酢 酸 、 ビ ニ ル エ ス テ ル 、 C 9 、 C 1 0 お よ び C 1 1 第 三 級 モ ノ カ ル ボ ン 酸 、 塩 化 ビ ニ ル

10

20

30

40

50

(83) JP 2007-527991 A 2007.10.4



、 ビ ニ ル ピ リ ジ ン 、 ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン 、 塩 化 ビ ニ リ デ ン 、 ア ク リ ロ ニ ト リ ル 、 ク ロ ロ プ レ
ン 、 ア ク リ レ ー ト 、 メ タ ク リ レ ー ト 、 イ タ コ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 お よ び フ マ ル 酸 等 の モ ノ マ
ー か ら 、 調 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ５ ８ ０ 】
　 重 合 可 能 な モ ノ マ ー の 重 合 に つ い て の 更 な る 教 示 の 例 は 、 C.E. Schildknecht(New York
: John Wiley & Sons 1952)に よ る 「 ビ ニ ル お よ び 関 連 ポ リ マ ー 」 な ら び に E.H. Riddle(N
ew York: Reinhold Publishing Corp. 1954)に よ る 「 単 量 体 ア ク リ ル 酸 エ ス テ ル 」 に お い
て 、 な ら び に A.G. Alexander (J Oil Colour Chemists' Association [1962] 45 12)お よ
び G.G Greth お よ び J.E. Wilson (J Appl Polymer Sci [1961]5 135)に よ っ て 見 出 さ れ う
る 。
【 ０ ５ ８ １ 】
　 重 合 化 方 法 に 関 す る よ り 最 近 の 教 示 が 、 EP-A-0622378、 EP-A-0634428、  EP-A-0623632
、 EP-A-0635522、 EP-A-0633273、 EP-A-0632157、  EP-A-0630908、  EP-A-0630641、 EP-A-0
628614、 EP-A-0628610、 EP-A-0622449、 EP-A-0626430お よ び EP-A-0625529に 見 出 さ れ う る
。
【 ０ ５ ８ ２ 】
　 用 語 「 架 橋 剤 」 は 、 我 々 が 、 架 橋 剤 の 非 存 在 下 に お け る モ ノ マ ー の 重 合 と 比 較 し た 時 、
重 合 中 の モ ノ マ ー の 架 橋 の 程 度 を 増 大 さ せ る 化 合 物 を 意 味 す る 。
【 ０ ５ ８ ３ 】
　 モ ノ マ ー は 、 重 合 可 能 な 組 成 物 の 形 態 で 提 供 さ れ う る 。 重 合 可 能 な 成 分 は ま た 、 乳 化 剤
、 安 定 剤 、 表 面 活 性 剤 、 開 始 剤 （ 光 開 始 剤 等 ） 、 阻 害 剤 、 分 散 剤 、 酸 化 剤 、 還 元 剤 、 粘 度
調 製 剤 、 触 媒 、 結 合 剤 、 活 性 化 剤 、 促 進 剤 、 粘 着 性 付 与 剤 、 軟 化 剤 、 鹸 化 剤 、 連 鎖 移 動 剤
、 架 橋 剤 、 界 面 活 性 剤 、 充 填 剤 、 染 料 、 金 属 塩 、 お よ び 溶 剤 の 任 意 の 1つ 以 上 の 等 の 慣 例
の 付 加 成 分 を 含 み う る 。
【 ０ ５ ８ ４ 】
　 一 例 と し て 、 表 面 活 性 剤 お よ び 分 散 剤 は 、 脂 肪 酸 樹 脂 お よ び ナ フ テ ン 酸 の 塩 、 ナ フ タ レ
ン ス ル ホ ン 酸 お よ び 低 分 子 量 の ホ ル ム ア ル デ ヒ ド の 縮 合 産 物 、 適 切 な 親 水 親 油 親 和 バ ラ ン
ス の カ ル ボ ン ポ リ マ ー 及 び コ ポ リ マ ー 、 ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 高 級 ア ル キ ル 硫 酸 、
硫 酸 ド デ シ ル ベ ン ゼ ン 、 イ ソ プ ロ ピ ル ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム あ る い は カ リ ウ ム ま
た は イ ソ プ ロ ピ ル ナ フ タ レ ン ス ル ホ ン 酸 ナ ト リ ウ ム あ る い は カ リ ウ ム 等 の 硫 酸 ア リ ル ア ル
キ ル ； ジ オ ク チ ル コ ハ ク 酸 ア ル カ リ 金 属 ア ル キ ル 高 級 ア ル キ ル ス ル ホ コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム
、 例 え ば オ ク チ ル コ ハ ク 酸 ナ ト リ ウ ム 、 N-メ チ ル -N-パ ル ミ ト イ ル -タ ウ リ ン ナ ト リ ウ ム 、
オ レ イ ル イ セ チ オ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 硫 酸 ア ル キ ル ア リ ル ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル ま た は ア
ル キ ル ア リ ル ポ リ エ ト キ シ エ タ ノ ー ル 硫 酸 ま た は ス ル ホ ン 酸 の ア ル カ リ 金 属 塩 、 例 え ば 1
～ 5の オ キ シ エ チ レ ン ユ ニ ッ ト を 有 す る t-オ ク チ ル フ ェ ノ キ シ -ポ リ エ ト キ シ エ チ ル 硫 酸 ナ
ト リ ウ ム 等 の ス ル ホ コ ハ ク 酸 で あ り 得 る 。 使 用 で き る 典 型 的 な 重 合 阻 害 剤 は 、 ヒ ド ロ キ ノ
ン 、 モ ノ メ チ ル エ ー テ ル 、 ベ ン ゾ キ ノ ン 、 フ ェ ノ チ ア ジ ン お よ び メ チ レ ン ブ ル ー を 含 む 。
【 ０ ５ ８ ５ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 染 料 は 、 2-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ フ ェ ノ ン 、 オ キ シ ジ ア ゾ ー ル 、 サ
リ チ ル 酸 、 レ ゾ ル シ ノ ー ル モ ノ 安 息 香 酸 、 ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル 、 好 ま し く は 2H-ベ ン ゾ ト
リ ア ゾ ー ル 、 ベ ン ゾ チ ア ゾ ロ ア ジ ン 、 好 ま し く は 2N-ベ ン ゾ チ ア ゾ ロ ア ジ ン 、 α -シ ア ノ -
β -フ ェ ニ ル ケ イ 皮 酸 、 ポ リ ア ル キ ピ ペ リ ジ ン お よ び そ れ ら の 誘 導 体 か ら な る 群 か ら 選 択
さ れ る 。
【 ０ ５ ８ ６ 】
　 好 ま し く は 、 染 料 は ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル 、 特 に 2H-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル お よ び そ れ ら の
誘 導 体 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ５ ８ ７ 】
　 組 成 物 は 、 1つ 以 上 の さ ら な る コ モ ノ マ ー を 含 み う る 。 使 用 さ れ る こ と が で き る 1つ 以 上
の さ ら な る コ モ ノ マ ー の 例 は 、 以 下 の 1つ を 含 む ： （ ア ル キ ル お よ び シ ク ロ ア ル キ ル ） ア
ク リ レ ー ト ； （ ア ル キ ル お よ び シ ク ロ ア ル キ ル ） メ タ ク リ レ ー ト ； ア ル コ キ シ -、 ア ル キ

10

20

30

40

50

(84) JP 2007-527991 A 2007.10.4



ル フ ェ ノ キ シ -、 ア ル キ ル フ ェ ノ キ シ -（ ポ リ エ チ レ ン オ キ シ ド ） -、 ビ ニ ル エ ス テ ル -、 ア
ミ ン 置 換 （ そ の 第 4級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 を 含 む ） 、 ニ ト リ ル -、 ハ ロ -、 ヒ ド ロ キ シ -を 含 む フ
リ ー ラ ジ カ ル 重 合 可 能 な オ レ フ ィ ン 酸 、 お よ び そ の 酸 置 換 （ 例 え ば ホ ス フ ォ -ま た は ス ル
フ ォ -） 誘 導 体 ； な ら び に 他 の 適 し た エ チ レ ン 性 不 飽 和 重 合 可 能 な 部 分 ； そ れ ら の 組 み 合
わ せ を 含 む 。 好 ま し く は 、 ア ル キ ル お よ び シ ク ロ ア ル キ ル 基 は 、 20個 の 炭 素 原 子 ま で 、 例
え ば （ C 1 ～ C 2 0 ア ル キ ル お よ び C 1 ～ C 2 0 シ ク ロ ア ル キ ル ） ア ク リ レ ー ト 、 な ら び に （ C 1 ～ C 2
0 ア ル キ ル お よ び C 1 ～ C 2 0 シ ク ロ ア ル キ ル ） メ タ ク リ レ ー ト を 含 む 。 よ り 詳 細 に 、 典 型 的 な
コ モ ノ マ ー は 、 メ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 エ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 n-プ ロ ピ ル ア ク リ レ ー ト 、 イ
ソ プ ロ ピ ル ア ク リ レ ー ト 、 n-ブ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 イ ソ ブ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 t-ブ チ ル ア
ク リ レ ー ト 、 イ ソ ボ ル ニ ル ア ク リ レ ー ト 、 ペ ン チ ル ア ク リ レ ー ト 、 へ キ シ ル ア ク リ レ ー ト
、 オ ク チ ル ア ク リ レ ー ト 、 イ ソ オ ク チ ル ア ク リ レ ー ト 、 ノ ニ ル ア ク リ レ ー ト 、 ロ イ リ ル ア
ク リ レ ー ト 、 ス テ ア リ ル ア ク リ レ ー ト 、 エ イ コ シ ル ア ク リ レ ー ト 、 2-エ チ ル へ キ シ ル ア ク
リ レ ー ト 、 シ ク ロ へ キ シ ル ア ク リ レ ー ト 、 シ ク ロ ヘ プ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 メ チ ル メ タ ク リ
レ ー ト 、 エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 ヒ ド ロ キ シ メ チ ル メ タ
ク リ レ ー ト 、 プ ロ ピ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 n-ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 t-ブ チ ル メ タ ク リ レ ー
ト 、 イ ソ ブ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ペ ン チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 へ キ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 シ
ク ロ ヘ キ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 2-エ チ ル へ キ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 イ ソ ボ ル ニ ル メ タ ク リ
レ ー ト 、 ヘ プ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 シ ク ロ ヘ プ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 オ ク チ ル メ タ ク リ レ
ー ト 、 イ ソ オ ク チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ノ ニ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 デ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ラ
ウ リ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 エ イ コ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ド デ シ ル ア ク リ レ ー ト 、 ペ ン タ デ シ
ル ア ク リ レ ー ト 、 セ チ ル ア ク リ レ ー ト 、 ス テ ア リ ル ア ク リ レ ー ト 、 エ イ コ シ ル ア ク リ レ ー
ト 、 イ ソ デ シ ル ア ク リ レ ー ト 、 ビ ニ ル ス テ ア リ ン 酸 、 ノ ニ ル フ ェ ノ キ シ -（ エ チ レ ン オ キ
シ ド ） 1 - 2 0 ア ク リ レ ー ト 、 オ ク タ デ カ ン 、 ヘ キ サ デ カ ン 、 テ ト ラ デ カ ン 、 ド デ シ ン 、 ド デ
シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ペ ン タ デ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 セ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ス テ ア リ ン
メ タ ク リ レ ー ト 、 エ イ コ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 イ ソ デ シ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ノ ニ ル フ ェ ノ
キ シ （ エ チ レ ン オ キ シ ド ） 1 - 2 0 メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク リ レ ー ト 、 メ タ ク リ レ ー ト 、 フ マ ル
酸 、 ク ロ ト ン 酸 、 イ タ コ ン 酸 、 フ マ ル 酸 無 水 物 、 ク ロ ト ン 酸 無 水 物 、 イ タ コ ン 酸 無 水 物 、
マ レ イ ン 酸 、 マ レ イ ン 酸 無 水 物 、 ス チ レ ン 、 α -メ チ ル ス チ レ ン 、 ビ ニ ル ト ル エ ン 、 ア ク
リ ロ ニ ト リ ル 、 メ タ ク リ ロ ニ ト リ ル 、 エ チ レ ン 、 ビ ニ ル 酢 酸 、 塩 化 ビ ニ ル 、 塩 化 ビ ニ リ デ
ン 、 ア ク リ ル ア ミ ド 、 メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 メ タ ク リ ル ア ミ ド 2-シ ア ノ エ チ ル ア ク リ レ ー ト
、 2-シ ア ノ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ジ メ チ ル ア ミ ノ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ジ メ チ ル ア ミ
ノ プ ロ ピ ル メ タ ク リ レ ー ト t-ブ チ ル ア ミ ノ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 グ リ シ ジ ル ア ク リ レ ー
ト 、 グ リ シ ジ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 グ リ セ リ ル ア ク リ レ ー ト 、 グ リ セ リ ル メ タ ク リ レ ー ト 、
ベ ン ジ ル ア ク リ レ ー ト 、 ベ ン ジ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 フ ェ ニ ル ア ク リ レ ー ト 、 フ ェ ニ ル メ タ
ク リ レ ー ト 、 ビ ニ ル ピ リ ジ ン 、 ビ ニ ル ピ ロ リ ジ ン 、 シ ロ キ サ ン 、 シ ラ ン お よ び そ れ ら の 混
合 物 の 任 意 な も の を 含 む 。 他 の 重 合 可 能 な モ ノ マ ー を 、 US-A-2879178、 US-A-3037006、 US
-A-3502627、 US-A-3037969お よ び US-A-3497485に 開 示 す る 。
【 ０ ５ ８ ８ 】
　 好 ま し い コ モ ノ マ ー は 、 グ リ セ リ ル メ タ ク リ レ ー ト （ GMA） 、 (2、 2-ジ メ チ ル -1、 3-ジ
オ キ ソ ラ ン -4-イ ル )メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (GMAK)、 ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク リ レ ー ト (HEM
A)、 メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク リ レ ー ト 、 GYMA、 N-ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ア ル キ ル メ タ ク リ レ ー
ト （ C 1 - 2 0 ア ル キ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 5 ア ル キ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 さ
ら に 好 ま し く は C 1 - 1 0 ア ル キ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 5 ア ル キ ル メ タ ク リ
レ ー ト 等 、 メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト 等 ） 、 ア ル キ ル ア ク リ レ ー ト （ C 1 - 2 0 ア ル キ ル ア ク リ レ
ー ト 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 5 ア ル キ ル ア ク リ レ ー ト 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 0 ア ル キ ル ア
ク リ レ ー ト 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 5 ア ル キ ル ア ク リ レ ー ト 等 、 メ チ ル ア ク リ レ ー ト 等 ） 、
ア リ ル メ タ ク リ レ ー ト 、 ア リ ル ア ク リ レ ー ト 、 ジ ア セ ト ン ア ク リ ル ア ミ ド 、 ア ク リ ル ア ミ
ド 、 メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 N-ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ C 1 - 2 0 N-ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、
さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 5  N-ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 0 N-ア ル キ ル
ア ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 5  N-ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド 等 、 メ チ ル ア ク リ ル
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ア ミ ド 等 ） 、 N-ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド （ C 1 - 2 0 N-ア ル キ ル メ タ ア ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら
に 好 ま し く は C 1 - 1 5  N-ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 0 N-ア ル キ ル メ
タ ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 5  N-ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド 等 、 メ チ ル メ タ ク
リ ル ア ミ ド 等 ） 、 ビ ニ ル 酢 酸 、 ビ ニ ル エ ス テ ル 、 ス チ レ ン 、 他 の 置 換 オ レ フ ィ ン 、 N-ジ ア
ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド （ C 1 - 2 0 N-ジ ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 5  N-
ジ ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 0 N-ジ ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら
に 好 ま し く は C 1 - 5  N-ジ ア ル キ ル ア ク リ ル ア ミ ド 等 、 N Nジ メ チ ル ア ク リ ル ア ミ ド 等 ） 、 N-
ジ ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド （ C 1 - 2 0 N-ジ ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C

1 - 1 5  N-ジ ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 0 N-ジ ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア
ミ ド 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 5  N-ジ ア ル キ ル メ タ ク リ ル ア ミ ド 等 、 N Nジ メ チ ル メ タ ク リ ル
ア ミ ド 等 ） 、 3-メ タ ク リ ル オ キ シ プ ロ ピ ル ト リ ス （ ト リ メ チ ル シ リ ル シ ロ キ シ ） シ ラ ン （
TRISモ ノ マ ー ） 、 フ ル オ ロ 置 換 ア ル キ ル お よ び ア リ ル ア ク リ レ ー ト な ら び に メ タ ク リ レ ー
ト （ 好 ま し く は 、 ア ル キ ル が C 1 - 2 0 ア ル キ ル 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 1 5 ア ル キ ル 、 さ ら に 好
ま し く は C 1 - 1 0 ア ル キ ル 、 さ ら に 好 ま し く は C 1 - 5 ア ル キ ル で あ る ） 、 お よ び こ れ ら の 組 み
合 わ せ の 任 意 の も の を 含 む 。
【 ０ ５ ８ ９ 】
　 さ ら に 好 ま し い コ モ ノ マ ー は 、 グ リ セ リ ル メ タ ク リ レ ー ト （ GMA） 、 （ 2、 2ジ メ チ ル -1
、 3-ジ オ キ ソ ラ ン -4-イ ル ） メ チ ル メ タ ク リ レ ー ト （ GMAK） 、 2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル メ タ ク
リ レ ー ト （ 2-HEMA） 、 メ タ ク リ レ ー ト 、 ア ク リ レ ー ト お よ び グ リ シ ジ ル メ タ ク リ レ ー ト 、
ま た は こ れ ら の 組 み 合 わ せ の 任 意 の も の を 含 む 。
【 ０ ５ ９ ０ 】
　 コ モ ノ マ ー の リ ス ト は ま た 、 ハ ロ ゲ ン 化 モ ノ マ ー 、 特 に フ ッ 素 処 理 し た モ ノ マ ー 誘 導 体
、 な ら び に ア セ タ ー ル お よ び ケ タ ー ル 誘 導 体 等 の モ ノ マ ー 置 換 誘 導 体 を 含 む 。
【 ０ ５ ９ １ 】
　 重 合 可 能 な モ ノ マ ー の 成 分 お よ び 1つ 以 上 の さ ら な る コ モ ノ マ ー は 、 成 分 が 実 質 的 に GMA
お よ び HEMAを 含 む よ う に 選 択 さ れ う る 。
【 ０ ５ ９ ２ 】
　 任 意 の 典 型 的 な 、 適 し た 重 合 方 法 が 使 用 さ れ う る 。 好 ま し い 方 法 は 、 フ リ ー ラ ジ カ ル 重
合 、 熱 ま た は 紫 外 線 開 始 系 で あ る 。
【 ０ ５ ９ ３ 】
更 な る 局 面
　 本 発 明 の 更 な る 局 面 お よ び 態 様 を 、 以 下 の 番 号 付 け し た パ ラ グ ラ フ に 示 す ； 本 発 明 は こ
れ ら の 局 面 を 包 括 す る こ と が 理 解 さ れ る は ず で あ る ：
パ ラ グ ラ フ １ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 、 前 記 参 照 標 準 は 支 持 媒 体 、 好 ま し く は 包 埋
媒 体 、 媒 体 に よ っ て 支 持 さ れ る コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 、 お よ び コ ン パ ク
ト 粒 子 に 結 合 し た あ る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 。
パ ラ グ ラ フ ２ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 、 前 記 参 照 標 準 は 結 合 し た 検 出 可 能 な 存 在 物
の 量 と 共 に コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 、 前 記 コ ン パ ク ト 粒 子 が 生 物 学
的 、 好 ま し く は 細 胞 由 来 で あ る 。
パ ラ グ ラ フ ３ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 量 が 参 照 標 準 の 横 断 断 面 中 の 規 定 領 域
に 存 在 す る 、 パ ラ グ ラ フ １ ま た は ２ に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ４ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 支 持 媒 体 中 で 、 コ ン パ ク ト 形 状 、 好 ま し く は 拡
張 さ れ て い な い ま た は 引 き 延 ば さ れ て い な い 形 状 を 取 る 、 パ ラ グ ラ フ １ 、 ２ ま た は ３ に 記
載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ５ ． 前 記 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 最 も 短 い 大 き さ に 対 す る 最 も 長 い 大 き さ の 割 合 が
、 ５ ： １ 未 満 、 好 ま し く は ２ ： １ 未 満 で あ る よ う な 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の
参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ６ ． 前 記 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 微 粒 子 、 一 様 の ま た は 規 則 的 な 形 状 を 含 む 、 前 記
パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ７ ． 前 記 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 球 形 、 卵 形 、 楕 円 形 、 円 形 、 細 胞 形 、 錠 剤 形 ま た
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は カ プ セ ル 形 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ８ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が コ ン パ ク ト 粒 子 と 相 同 で な い 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の
い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ９ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が コ ン パ ク ト 粒 子 に 化 学 的 連 結 さ れ る 、 前 記 パ ラ グ
ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ０ ． 前 記 コ ン パ ク ト 粒 子 が 細 胞 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の
参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ １ ． 前 記 細 胞 が 検 出 可 能 な 存 在 物 を 表 さ な い 、 パ ラ グ ラ フ １ ０ に 記 載 の 参 照
標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ２ ． 前 記 細 胞 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 、 真 核 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 、 哺 乳 類
動 物 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 パ ラ グ ラ フ １ ０ ま た は
１ １ に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ３ ． 前 記 細 胞 が 、 昆 虫 細 胞 、 好 ま し く は Sf9細 胞 、 ま た は 哺 乳 類 動 物 細 胞 、
好 ま し く は チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 （ CHO） 細 胞 を 含 む 、 パ ラ グ ラ フ １ ０ 、 １ １ ま た は
１ ２ に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ４ ． 前 記 コ ン パ ク ト 粒 子 が 細 胞 小 器 官 を 含 む 、 パ ラ グ ラ フ 1～ ９ の い ず れ か
に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ５ ． 前 記 細 胞 小 器 官 が 、 好 ま し く は パ ラ グ ラ フ １ １ ～ １ ３ の い ず れ か に 記 載
の 細 胞 由 来 の 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 色 素 体 、 ク ロ ロ プ ラ ス ト 、 ま た は 核 を 含 む 、 パ ラ グ ラ フ
１ ４ に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ６ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が 実 質 的 に 細 胞 物 質 を 含 ま な い 、 パ ラ グ ラ フ １ ～
９ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ７ ． 前 記 コ ン パ ク ト 粒 子 が 、 マ イ ク ロ ビ ー ズ ま た は ミ セ ル を 含 む 、 パ ラ グ ラ
フ １ ～ ９ お よ び １ ６ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ８ ． 前 記 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 100μ m未 満 の 大 き さ 、 好 ま し く は 50μ m未 満 、
よ り 好 ま し く は 20μ m未 満 、 最 も 好 ま し く は 10μ m未 満 の 大 き さ を 有 す る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ
の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ １ ９ ． 前 記 規 定 領 域 が 、 少 な く と も 参 照 標 準 の あ る 他 の 横 断 断 面 に 存 在 し 、 好
ま し く は 類 似 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準
。
パ ラ グ ラ フ ２ ０ ． 前 記 支 持 媒 体 が 包 埋 媒 体 を 含 み 、 そ こ に 検 出 可 能 な 存 在 物 が 包 埋 さ れ る
、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ １ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が 診 断 上 相 関 す る 標 的 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の
い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ ２ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 抗 原 、 エ ピ ト ー プ 、 ぺ プ チ ド 、 ポ リ ぺ プ チ ド
、 タ ン パ ク 質 、 核 酸 、 ま た は 上 記 の 任 意 の ２ つ 以 上 も し く は 複 数 、 ま た は 上 記 の １ つ 以 上
の 組 み 合 わ せ を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ ３ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 ハ プ テ ン 、 生 物 学 的 に 活 性 な 分 子 、 抗 原 、 エ
ピ ト ー プ 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ぺ プ チ ド 、 抗 体 、 核 酸 、 ウ イ ル ス 、 ウ イ ル ス 様 粒
子 、 ヌ ク レ オ チ ド 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 デ オ キ シ リ ボ ヌ
ク レ オ チ ド 、 ヘ テ ロ 二 本 鎖 、 ナ ノ 粒 子 、 ヌ ク レ オ チ ド の 合 成 ア ナ ロ グ 、 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド
の 合 成 ア ナ ロ グ 、 修 飾 ヌ ク レ オ チ ド 、 修 飾 リ ボ ヌ ク レ オ チ ド 、 ア ミ ノ 酸 、 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ
グ 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 、 修 飾 ア ミ ノ 酸 ア ナ ロ グ 、 ス テ ロ イ ド 、 プ ロ テ オ グ リ カ ン 、 脂 質 、 炭 水
化 物 、 染 料 、 お よ び 混 合 物 、 融 合 物 、 上 記 の 組 み 合 わ せ ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら な る 群
か ら 選 択 さ れ る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ ４ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 HER2、 エ ス ト ロ ゲ ン リ セ プ タ ー （ ER） 、 PR、
p16、  Ki-67お よ び 上 皮 成 長 因 子 リ セ プ タ ー （ EGFR） タ ン パ ク 質 、 お よ び か か る も の を コ
ー ド す る 核 酸 の 任 意 の 1つ 以 上 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ ５ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 お よ び /ま た は 量 が 結 合 試 薬 、 好 ま し く は
標 識 結 合 試 薬 に よ っ て 曝 露 さ れ る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
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パ ラ グ ラ フ ２ ６ ． 前 記 結 合 試 薬 が 、 抗 体 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 に 結 合 可
能 な 抗 体 、 DNAま た は RNA等 の 核 酸 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 核
酸 、 タ ン パ ク 質 核 酸 （ PNA） 、 染 料 、 特 定 の 染 色 、 塩 化 金 、 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ ン （ H 
& E） 、 ゴ モ リ メ セ ナ ミ ン 銀 染 色 （ GMS） 、 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ 法 （ PAS） 染 色 、 ト リ ク ロ ム
ブ ル ー 、 マ ソ ン ト リ ク ロ ム 、 プ ル シ ア ン ブ ル ー 、 ギ ム ザ 、 デ ィ フ -ク イ ッ ク 、 Reticulum、
コ ン ゴ レ ッ ド 、 ア ル シ ア ン ブ ル ー 、 Steiner、 AFB、 PAP、 グ ラ ム 、 ム チ カ ル ミ ン 、 Verhoef
f-van Gieson、 Elastic、 石 炭 酸 （ carbol） フ ク シ ン お よ び ゴ ル ジ 染 色 か ら な る 群 か ら 選
択 さ れ る 、 パ ラ グ ラ フ ２ ５ に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ ７ ． 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 生 物 に お け る 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 が 、
疾 患 ま た は 状 態 を 指 示 す る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ ８ ． 前 記 規 定 領 域 が 、 予 め の 決 定 さ れ た 量 で 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ん だ 参 照
範 囲 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ２ ９ ． 参 照 範 囲 中 の 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物
の 存 在 、 量 ま た は 濃 度 を 測 定 す る た め に 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 と 比 較 さ れ る 、 パ ラ
グ ラ フ ２ ８ に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ０ ． 前 記 参 照 標 準 が 長 方 形 型 の 箱 の 形 状 で あ る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か
に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ １ ． （ ａ ） 好 ま し く は 実 質 的 に 長 方 形 型 の 箱 に お け る 包 埋 媒 体 、 お よ び （ ｂ
） あ る 量 の 連 結 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 す る 細 胞 、 を 含 む 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準
。
パ ラ グ ラ フ ３ ２ ． 2つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 、 そ れ ぞ れ が 結 合 し た 検 出 可 能 な 存 在
物 を 有 す る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ３ ． 2つ 以 上 の 種 々 の 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 み 、 そ れ ぞ れ が 同 じ ま た は 異 な
る コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ れ る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ４ ． 2つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 、 ぞ れ ぞ れ に つ い て 種 々 の 量 の 検 出 可
能 な 存 在 物 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ５ ． 前 記 参 照 標 準 の 平 面 切 片 が 、 異 な る 密 度 で 検 出 可 能 な 存 在 物 を 表 し た 複
数 の 領 域 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ６ ． 前 記 参 照 標 準 の 平 面 切 片 が 、 診 断 上 、 重 要 な 密 度 で 実 質 的 に 検 出 可 能 な
存 在 物 を 含 ん だ 第 一 の 領 域 を 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ７ ． 実 質 的 に 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ま な い コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 ん だ 対 照 を さ
ら に 含 む 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ８ ． 前 記 包 埋 媒 体 が 、 氷 、 ワ ッ ク ス 、 パ ラ フ ィ ン 、 ア ク リ ル 樹 脂 、 メ タ ク リ
ル 樹 脂 、 エ ポ キ シ 、 エ ポ ン 、 ア ラ ル ダ イ ト 、 ロ イ ク リ ル 、 K4Rお よ び LR Whiteお よ び Durcu
panか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ３ ９ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 規 定 量 で 隣 接 媒 体 内 に 位 置 す る と 共 に 隣 接 媒 体
を 含 み 、 検 出 存 在 物 が 隣 接 媒 体 に お い て コ ン パ ク ト 形 状 を 取 る 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照
標 準 。
パ ラ グ ラ フ ４ ０ ． 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 の 、 好 ま し く は 実 質 的 に 一
様 の 厚 み の 、 平 面 切 片 、 好 ま し く は 横 断 平 面 切 片 。
パ ラ グ ラ フ ４ １ ． 上 記 パ ラ グ ラ フ ４ ０ に 記 載 の 平 面 切 片 を 含 む 支 持 体 、 好 ま し く は 顕 微 鏡
ス ラ イ ド 等 の ス ラ イ ド 。
パ ラ グ ラ フ ４ ２ ． 任 意 に 使 用 指 示 書 と 共 に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 な 結 合 が 可 能 な 結
合 試 薬 と 共 に 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 を 含 む キ ッ ト 。
パ ラ グ ラ フ ４ ３ ． 前 記 参 照 標 準 が 好 ま し く は 抗 体 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ で 染 色 さ れ た 、 前 記
パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 、 キ ッ ト ま た は 平 面 切 片 。
パ ラ グ ラ フ ４ ４ ． （ ａ ） 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 切 片 ま た は ス
ラ イ ド ； （ ｂ ） 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 な 結 合 が 可 能 な 結 合 試 薬 ； な ら び に 任 意 に （ ｃ
） 使 用 指 示 書 を 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 検 出 す る 診 断
キ ッ ト 。
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パ ラ グ ラ フ ４ ５ ． 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 の 症 状 の 少 な く と も １ つ を 治 療 ま た は 緩 和
が 可 能 な 治 療 薬 と 共 に 、 パ ラ グ ラ フ １ ～ ４ ４ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 切 片 、 支
持 体 、 キ ッ ト ま た は 診 断 キ ッ ト の 組 み 合 わ せ 。
パ ラ グ ラ フ ４ ６ ． 生 物 学 的 な 試 料 ま た は 成 分 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 、 参 照 標 準
に お け る も の よ り 同 様 ま た は よ り 大 き い 場 合 、 前 記 個 体 を 疾 患 ま た は 状 態 を 患 い ま た は 疑
い の あ る も の と し て 診 断 す る 、 パ ラ グ ラ フ ４ ５ に 記 載 の 組 み 合 わ せ 。
パ ラ グ ラ フ ４ ７ ． 前 記 結 合 試 薬 ま た は 治 療 薬 が 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 抗 体 を 含 む 、 パ
ラ グ ラ フ ４ ４ に 記 載 ま た は パ ラ グ ラ フ ４ ５ ま た は ４ ６ に 記 載 の 組 み 合 わ せ の 診 断 キ ッ ト 。
パ ラ グ ラ フ ４ ８ ． 生 物 学 的 試 料 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る た め
の 、 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 切 片 ま た は キ ッ ト の 使 用 。
パ ラ グ ラ フ ４ ９ ． 生 物 学 的 試 料 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 参 照 標 準 と 比 較 す る 方 法
、 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
パ ラ グ ラ フ （ ａ ） 生 物 学 的 試 料 を 提 供 し 、 生 物 学 的 試 料 、 ま た は そ の 成 分 に お け る 検 出 可
能 な 存 在 物 の 量 を 最 初 に 示 す シ グ ナ ル を 得 る 工 程 ；
パ ラ グ ラ フ （ ｂ ） パ ラ グ ラ フ １ ～ ４ ４ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 切 片 、 支 持 体 、
キ ッ ト ま た は 診 断 キ ッ ト を 提 供 す る 工 程 ；
パ ラ グ ラ フ （ ｃ ） 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 切 片 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 示 す 第 二 の 参
照 シ グ ナ ル を 得 る 工 程 ； な ら び に
パ ラ グ ラ フ （ ｄ ） 前 記 参 照 シ グ ナ ル に 対 し て （ ａ ） で 得 た 最 初 の シ グ ナ ル を 比 較 す る 工 程
。
パ ラ グ ラ フ ５ ０ ． 前 記 検 出 可 能 な シ グ ナ ル が 、 放 射 線 、 光 学 密 度 、 反 射 、 放 射 性 活 性 、 蛍
光 、 酵 素 活 性 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 パ ラ グ ラ フ ４ ９ に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ５ １ ． 前 記 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 切 片 が 、 生 物 学 的 試 料 と し て 同 じ １ つ 以 上
の 工 程 ま た は 状 態 、 好 ま し く は 実 質 的 に 全 て に 共 さ れ る 、 パ ラ グ ラ フ ４ ９ ま た は ５ ０ に 記
載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ５ ２ ． 前 記 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 切 片 が 、 以 下 の 工 程 ： ス ラ イ ド 上 へ 載 せ る
、 ベ ー キ ン グ 、 脱 パ ラ フ ィ ン 、 再 水 和 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 抗 体 へ の 曝 露 、 一 次 抗
体 へ の 曝 露 、 核 酸 プ ロ ー ブ へ の 曝 露 、 洗 浄 、 二 次 抗 体 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 曝 露 、 酵 素
基 質 へ の 曝 露 、 発 色 基 質 へ の 曝 露 、 お よ び 対 比 染 色 、 の 1つ 以 上 、 好 ま し く は す べ て を 経
過 す る 、 パ ラ グ ラ フ ４ ９ 、 ５ ０ ま た は ５ １ に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ５ ３ ． 前 記 生 物 学 的 試 料 が 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 、 好 ま し く は 疾 患 ま た は 状
態 を 患 っ て い る 疑 い の あ る 生 物 の 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 含 む 、 パ ラ グ ラ フ ４ ８ ～ ５ ２ に
記 載 の 方 法 ま た は 使 用 。
パ ラ グ ラ フ ５ ４ ． 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 の 方 法 、 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含
む ：
パ ラ グ ラ フ （ ａ ） 前 記 個 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 工 程 ； な ら び に
パ ラ グ ラ フ （ ｂ ） パ ラ グ ラ フ ４ ９ に 記 載 の 方 法 に お け る 、 生 物 学 的 試 料 ま た は そ の 成 分 に
お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 参 照 標 準 と 比 較 す る 工 程 ；
生 物 学 的 試 料 ま た は 成 分 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 参 照 標 準 に お け る も の と 類 似 ま た は
よ り 大 き い 場 合 、 好 ま し く は 前 記 個 体 が 疾 患 ま た は 状 態 を 患 い ま た は 疑 い の あ る も の と し
て 診 断 さ れ る パ ラ グ ラ フ 。
パ ラ グ ラ フ ５ ５ ． 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 の 治 療 方 法 、 前 記 方 法 は パ ラ グ ラ フ ５ ４ に
記 載 の 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 を 診 断 す る 、 お よ び 治 療 剤 を 個 体 に 投 与 す る 工 程 を 含
む 。
パ ラ グ ラ フ ５ ６ ． 前 記 治 療 剤 が 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 結 合 可 能 な 抗 体 を 含 む 、 パ ラ グ ラ フ
５ ５ に 記 載 の 治 療 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ５ ７ ． 手 順 の 効 率 ま た は 成 功 を 評 価 す る 方 法 、 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を 含 む ：
パ ラ グ ラ フ （ ａ ） 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 が 手 順 の 結 果 と し て 変 化 す る 、
パ ラ グ ラ フ １ ～ ３ ９ の い ず れ か に 記 載 の 参 照 標 準 を 提 供 す る 工 程 ；
パ ラ グ ラ フ （ ｂ ） 前 記 手 順 を 参 照 標 準 上 に 施 す 工 程 ； な ら び に
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パ ラ グ ラ フ （ ｃ ） 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 に お け る 変 化 を 検 出 す る 工 程 。
パ ラ グ ラ フ ５ ８ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 が 、 成 功 手 順 の 結 果 と し て 変 化
し 、 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 に お け る 変 化 を 手 順 が 成 功 で あ る こ と を 立 証
す る た め に 検 出 す る 、 パ ラ グ ラ フ ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ５ ９ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 が 不 成 功 の 手 順 の 結 果 と し て 変
化 し 、 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 特 性 に お け る 変 化 は 手 順 が 不 成 功 で あ る こ と を
確 証 す る の に 検 出 さ れ る 、 パ ラ グ ラ フ ５ ７ に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ６ ０ ． 前 記 手 順 が イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 、 免 疫 組 織 化 学 手
順 、 脱 パ ラ フ ィ ン 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 在 性 ビ オ チ ン ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 在 性 酵 素
ブ ロ ッ キ ン グ 、 洗 浄 工 程 、 一 次 抗 体 等 の 曝 露 試 薬 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 二 次 可 視 化 成
分 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 発 色 染 色 、 染 色 情 報 入 手 お よ び 解 析 、 か ら な る 群 か ら 選 択 さ
れ る 、 パ ラ グ ラ フ ５ ７ 、 ５ ８ ま た は ５ ９ に 記 載 の 手 順 を 確 認 す る 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ６ １ ． 前 記 手 順 が 抗 原 回 復 手 順 で あ り 、 か つ 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能
な 特 性 が 1つ 以 上 の エ ピ ト ー プ の 妨 害 ま た は 曝 露 を 含 む 、 パ ラ グ ラ フ ５ ７ ～ ６ ０ の い ず れ
か に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ６ ２ ． 前 記 参 照 標 準 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 1つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を 妨
害 す る よ う に 修 飾 さ れ 、 成 功 と な る 抗 原 回 復 手 順 に お い て い く つ か ま た は す べ て が 曝 露 さ
れ る 、 パ ラ グ ラ フ ５ ７ ～ ６ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ６ ３ ． 前 記 手 順 が 脱 パ ラ フ ィ ン 手 順 で あ り 、 か つ 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出
可 能 な 特 性 が 参 照 標 準 に お い て 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 質 を 含 み 、 脱 パ ラ フ ィ ン 手
順 を 行 な う 、 パ ラ グ ラ フ ５ ７ ～ ６ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ６ ４ ． 前 記 参 照 標 準 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 が 脱 パ ラ フ ィ ン 媒 体 に お い て 溶
解 性 で あ り 、 か つ 前 記 検 出 存 在 物 の 少 な く と も 一 部 分 、 好 ま し く は す べ て が 除 去 さ れ 続 い
て 成 功 の 脱 パ ラ フ ィ ン 手 順 を お こ な う 、 パ ラ グ ラ フ ５ ７ ～ ６ ０ お よ び ６ ３ の い ず れ か に 記
載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ６ ５ ． 抗 原 回 復 の 有 効 基 準 、 脱 パ ラ フ ィ ン 基 準 、 洗 浄 有 効 基 準 、 一 次 抗 体 の 有
効 基 準 、 二 次 抗 体 の 有 効 基 準 、 校 正 基 準 、 ま た は 診 断 基 準 と し て の 前 記 パ ラ グ ラ フ の い ず
れ か に パ ラ グ ラ フ 化 し た 参 照 標 準 の 使 用 。
パ ラ グ ラ フ ６ ６ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 を 産 生 す る 方 法 、 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 か
ら な る ： （ ａ ） 支 持 媒 体 、 好 ま し く は 包 埋 媒 体 を 提 供 す る 工 程 ； （ ｂ ） コ ン パ ク ト 形 状 を
有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 す る 工 程 ； （ ｃ ） 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を コ ン パ ク ト 粒 子 に
結 合 さ せ る お よ び （ ｄ ） 媒 体 に お い て コ ン パ ク ト 粒 子 を 支 持 体 ま た は 包 埋 す る 工 程 。
パ ラ グ ラ フ ６ ７ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 を 作 製 す る 方 法 、 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 を
含 む ： 生 物 学 的 、 好 ま し く は 細 胞 由 来 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 し 、 お よ び 検 出 可 能 な 存 在
物 の 量 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ せ る 工 程 。
パ ラ グ ラ フ ６ ８ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 を 産 生 す る 方 法 、 前 記 方 法 は コ ン パ ク ト 形
状 お よ び 支 持 媒 体 で 結 合 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 支 持 す る こ
と を 含 む 。
パ ラ グ ラ フ ６ ９ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 を 産 生 す る 方 法 、 前 記 方 法 は 以 下 の 工 程 ：
（ ａ ） 包 埋 媒 体 を 提 供 す る 工 程 ； （ ｂ ） 一 般 に コ ン パ ク ト 粒 子 へ の 結 合 に よ る コ ン パ ク ト
形 状 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 形 成 す る 工 程 ； お よ び （ ｃ ） 包 埋 媒 体 に お い て 検 出
存 在 物 を 包 埋 す る 工 程 を 含 む 。
パ ラ グ ラ フ ７ ０ ． 二 次 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を コ ン パ ク ト 粒 子 、 ま た は 第 二 の コ ン パ ク ト
粒 子 に 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 パ ラ グ ラ フ ６ ６ ～ ６ ９ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ７ １ ． 前 記 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 各 検 出 可 能 な 存 在 物 の 第 二 の 異 な る 量 を 前
記 コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 各 コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ せ る こ と を さ ら に 含 む 、 パ ラ グ ラ フ ６
６ ～ ７ ０ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ７ ２ ． 前 記 支 持 媒 体 が 包 埋 媒 体 を 含 み 、 か つ 前 記 ま た は 各 コ ン パ ク ト 粒 子 が 包
埋 媒 体 中 に 包 埋 さ れ る こ と で 支 持 さ れ る 、 パ ラ グ ラ フ ６ ６ ～ ７ １ の い ず れ か に 記 載 の 方 法
。
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パ ラ グ ラ フ ７ ３ ． 前 記 ま た は 各 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 そ の そ れ ぞ れ の コ ン パ ク ト 粒 子 に 共
有 連 結 さ れ る 、 パ ラ グ ラ フ ６ ６ ～ ７ ２ の い ず れ か に 記 載 の 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ７ ４ ． 細 胞 に 結 合 お よ び 支 持 媒 体 で 支 持 さ れ た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 、 検 出
可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ７ ５ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 の 参 照 標 準 を 産 生 す る 方 法 、 前 記 方 法 は 細 胞 を 提 供 し
、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 細 胞 に 結 合 ま た は 共 有 連 結 し 、 お よ び 包 埋 媒 体 に お い て 細 胞 を
包 埋 す る 工 程 を 含 む 。
パ ラ グ ラ フ ７ ６ ． 前 記 細 胞 が 検 出 可 能 な 存 在 物 を 表 さ な い 、 パ ラ グ ラ フ ７ ４ ま た は パ ラ グ
ラ フ ７ ５ に 記 載 の 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ７ ７ ． 前 記 細 胞 が 以 下 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る ： ウ イ ル ス 、 細 菌 、 真 核 細 胞
、 昆 虫 細 胞 、 好 ま し く は Sf9細 胞 、 動 物 細 胞 、 哺 乳 類 動 物 細 胞 、 好 ま し く は チ ャ イ ニ ー ズ
ハ ム ス タ ー 卵 （ CHO） 細 胞 、 マ ウ ス 細 胞 お よ び ヒ ト 細 胞 、 パ ラ グ ラ フ ７ ４ 、 ７ ５ ま た は ７
６ に 記 載 の 方 法 ま た は 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ７ ８ ． コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 を
含 む 人 工 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 。
パ ラ グ ラ フ ７ ９ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 人 工 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 を 作 製 す る 方 法 、 前
記 方 法 は コ ン パ ク ト 形 状 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 提 供 す る こ と 、 お よ び 検 出 可 能 な 存 在
物 の 量 を コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 さ せ る こ と を 含 む 。
パ ラ グ ラ フ ８ ０ ． 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 表 さ な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 に 連 結 し た
検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 修 飾 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 。
パ ラ グ ラ フ ８ １ ． 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 修 飾 細 胞 ま た は 細 胞 小 器 官 を 作 製 す る 方 法 、 前
記 方 法 は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 表 さ な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 を 提 供 し 、 お よ び 検 出 可 能 な 存
在 物 の 量 を 細 胞 ま た は 成 分 に 連 結 さ せ る こ と を 含 む 。
パ ラ グ ラ フ ８ ２ ． 参 照 標 準 に お い て 検 出 可 能 な 存 在 物 の 細 胞 内 の 分 布 を 確 立 す る 方 法 、 前
記 方 法 は 検 出 可 能 な 存 在 物 を 表 さ な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 を 提 供 し 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の
量 を 細 胞 ま た は 成 分 に 連 結 し お よ び 支 持 媒 体 に 細 胞 ま た は 成 分 を 支 持 す る こ と を 含 む 。
パ ラ グ ラ フ ８ ３ ． 実 質 的 に 参 照 に 前 記 記 載 お よ び 図 に 示 し た よ う な 参 照 標 準 。
パ ラ グ ラ フ ８ ４ ． 実 質 的 に 参 照 に 前 記 記 載 お よ び 図 に 示 し た よ う な 参 照 標 準 の 実 質 的 に 一
様 の 厚 み の 好 ま し く は 平 面 切 片 。
パ ラ グ ラ フ ８ ５ ． 実 質 的 に 参 照 に 前 記 記 載 お よ び 図 に 示 す よ う に 使 用 す る よ う な 、 生 物 学
的 試 料 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る 参 照 標 準 ま た は 平 面 切 片 の 使
用 。
パ ラ グ ラ フ ８ ６ ． 実 質 的 に 参 照 に 前 記 記 載 お よ び 図 に 示 す よ う に 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可
能 な 存 在 物 の 量 を 測 定 す る 方 法 。
パ ラ グ ラ フ ８ ７ ． 実 質 的 に 参 照 に 前 記 記 載 お よ び 図 に 示 す よ う に 個 体 に お け る 疾 患 ま た は
状 態 の 診 断 の 方 法 。
【 実 施 例 】
【 ０ ５ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 広 く お よ び 一 般 的 な 有 用 性 を 示 す た め に 、 い く つ か の 参 照 系 が 、 種 々 の 種 類 の
細 胞 の 使 用 、 イ ン タ ク ト な 全 細 胞 ま た は 単 離 さ れ た 核 膜 、 前 固 定 、 非 固 定 ま た は 透 過 、 い
く つ か の 種 々 の 標 的 、 相 関 し な い 標 的 と の 混 合 、 お よ び 段 階 化 し た 染 色 強 度 お よ び 様 々 な
視 覚 化 系 を 含 ん で 、 調 製 お よ び 評 価 さ れ て い る 。
【 ０ ５ ９ ５ 】
　 参 照 系 は 、 顕 微 鏡 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に よ る 様 々 な 細 胞 学 的 調 製 物 と し て 、 な
ら び に 明 視 野 ま た は 蛍 光 顕 微 鏡 で 評 価 さ れ た 、 ホ ル マ リ ン 固 定 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 （ FF
PE） 調 製 物 と し て 、 評 価 さ れ て き た 。
実 施 例 ０ ． 材 料 お よ び 方 法
　 以 下 で 、 一 般 手 順 の い く つ か を 記 載 す る ：
A.CHO細 胞 の 単 離
　 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 細 胞 （ CHO細 胞 ） を ATCC（ カ タ ロ グ 番 号 ： CLL-61） か ら 得 て
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、 10％ 子 牛 血 清 （ FCS） 、 ペ ニ シ リ ン お よ び ス ト レ プ ト マ イ シ ン を 含 有 す る Gibco F-12K N
utrient Mixture培 地 中 で 成 長 さ せ る 。 細 胞 を 5%CO 2 と 共 に 、 37℃ で 培 養 す る 。 コ ン フ ル エ
ン ス で 、 細 胞 を ト リ プ シ ン EDTAの 添 加 で 取 り 除 き 、 次 に FCSを 含 ま な い F-12K培 地 で 洗 浄 す
る 。 細 胞 を ヘ マ サ イ ト メ ー タ ー で 数 え る （ NucleoCounter、 Chemometec、 Denmark） 。
【 ０ ５ ９ ６ 】
　 5～ 10分 間 20～ 24℃ 、 800rpm（ お よ そ 90 x g） で 穏 や か に 遠 心 分 離 す る こ と で 、 細 胞 を
培 地 か ら 単 離 す る 。 10 mM NaH 2 PO 4 /Na 2 HPO 4 （ MERCK カ タ ロ グ 番 号  6580お よ び カ タ ロ グ 番
号 6346） pH7.2、 0.145M NaCl MERCK カ タ ロ グ 番 号  6404(PBS)(10 百 万 個 の 細 胞 に 付 き 0.3
3 mL)で 細 胞 の ペ レ ッ ト を 再 懸 濁 し 、 続 い て 遠 心 分 離 を 行 な う 。
【 ０ ５ ９ ７ 】
　 イ ン タ ク ト な 細 胞 を 標 的 の 連 結 に 直 接 使 用 し 、 ま た は 核 膜 を 得 る た め に さ ら に 処 理 す る
。
【 ０ ５ ９ ８ 】
B.sf９ 細 胞 の 単 離
　 CO 2 に 対 し て 特 別 な 添 加 を 含 ま な い 20％ を 超 え る 酸 素 に お い て ス ピ ナ ー フ ラ ス コ 中 に 10
％ FCS、 グ ル タ ミ ン お よ び 抗 生 物 質 を 含 有 す る 培 地 (Invitrogen カ タ ロ グ 番 号 11605-045 g
race)で sf9昆 虫 細 胞 （ シ ロ ナ ヤ ガ 、 Spodoptera frugiperda pupal ovary、 ECACC89070101
） を 懸 濁 培 養 と し て 27℃ で 成 長 さ せ る 。
【 ０ ５ ９ ９ 】
　 CHO細 胞 に 対 し て 上 記 記 載 の よ う に 遠 心 分 離 お よ び 洗 浄 で 細 胞 を 培 地 か ら 単 離 す る 。 イ
ン タ ク ト な 細 胞 を 標 的 の 連 結 に 対 し て 直 接 使 用 し 、 ま た は 核 膜 を 得 る た め に さ ら に 処 理 さ
れ る 。
【 ０ ６ ０ ０ 】
C.核 膜 の 単 離
　 核 の 調 製 を Edgar Schreiber ら （ 1989） 、 Nucleic Acids research、 Vol. 17、 Number 
15、 6419ペ ー ジ に 従 っ て 行 な う 。
【 ０ ６ ０ １ 】
　 細 胞 の 細 胞 質 膜 溶 解 液 (核 膜 溶 解 液 で な い )を 4～ 8℃ の 冷 却 し た 10 mM HEPES(Sigma、 カ
タ ロ グ 番 号  H-3375、 pH7.9、 10 mM KCl、 0.2 mM EDTA (MERCK カ タ ロ グ 番 号 1． 08418)、
お よ び 1mM DDT(Sigma カ タ ロ グ 番 号  D-0632)中 、 体 積 ： 体 積 の 比 が 1： 6に お け る 細 胞 ペ レ
ッ ト の 再 懸 濁 に よ っ て 、 注 意 深 く コ ン ト ロ ー ル す る 。 お よ そ 150百 万 個 細 胞 の 懸 濁 液 を 10
～ 15分 間 の 間 隔 で 4.5mlの 低 浸 透 バ ッ フ ァ ー 中 で 氷 上 に 載 せ 、 続 い て 10秒 間 の 非 常 に 穏 や
か な ボ ル テ ッ ク ス 混 合 を 行 な う 。
【 ０ ６ ０ ２ 】
　 Nonidet P-40界 面 活 性 剤 （ BDH、 カ タ ロ グ 番 号 56009） を 最 終 濃 度 の 0.15 v/v%ま で 添 加
し 、 続 け て さ ら に 10秒 間 の 穏 や か な ボ ル テ ッ ク ス 混 合 を 行 な う 。
【 ０ ６ ０ ３ 】
　 核 膜 は 、 視 覚 的 に 90％ 以 上 イ ン タ ク ト で あ る こ と を 位 相 差 明 視 野 顕 微 鏡 で 検 査 し 、 5分
間 4～ 8℃ で 1000rpm（ お よ そ 140 x g） で ペ レ ッ ト 化 す る 。
【 ０ ６ ０ ４ 】
　 ヘ マ サ イ ト メ ー タ ー に お け る 細 胞 カ ウ ン ト に 従 う と 、 イ ン タ ク ト な 核 膜 の 回 収 率 は 、 13
0百 万 以 上 で あ る 。
【 ０ ６ ０ ５ 】
　 核 膜 を 種 々 の 標 的 の 連 結 に 使 用 す る 。
【 ０ ６ ０ ６ 】
D.イ ン タ ク ト な 細 胞 ま た は 核 膜 に ぺ プ チ ド エ ピ ト ー プ を 連 結 さ せ る 一 般 手 順
　 お よ そ 30百 万 の 核 ま た は 細 胞 ペ レ ッ ト を 1.00 mLの 冷 却 し た 25 mM Na 2 CO 3 、 pH8.0、 100 
mM NaCl、 5 mM MgCl 2 、 お よ び 1 mg/mLの D-グ ル コ ー ス (MERCK カ タ ロ グ 番 号  1.08342)(以
後 連 結 バ ッ フ ァ ー と 呼 ぶ )中 で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ６ ０ ７ 】
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　 10分 間 20～ 24℃ で 800 rpm（ お よ そ 90 x g） で 遠 心 分 離 に よ っ て 、 核 ま た は 細 胞 を 2度 洗
浄 す る 。 続 け て 1 mL（ 10百 万 細 胞 に 付 き 0.33 mL） の 冷 却 し た 連 結 バ ッ フ ァ ー 中 で 再 懸 濁
す る 。
【 ０ ６ ０ ８ 】
　 お よ そ 30百 万 の 核 ま た は 細 胞 の 懸 濁 液 を 20分 間 30～ 37℃ で ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 架 橋 剤 （ N-
(γ -マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ シ ） -ス ク シ ニ ミ ド エ ス テ ル )（ ‘ GMBS'、 カ タ ロ グ 番 号  2230
9、 Pierce Chemical Company、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 中 0.84 mg/ml） で 活 性 化 す る 。
【 ０ ６ ０ ９ 】
　 5～ 10分 間 30～ 37℃ で ヘ テ ロ 型 二 官 能 基 リ ン カ ー に 付 き 3倍 モ ル を 超 え た L-グ リ シ ン （ Me
rck カ タ ロ グ 番 号  1.04210、 1.0 mg/mL） の 添 加 で 反 応 を 停 止 す る 。
【 ０ ６ １ ０ 】
　 10分 間 20～ 24℃ で 800rpm(お よ そ 90 x g)の 遠 心 分 離 に よ っ て 、 核 ま た は 細 胞 を 、 再 度 2
度 洗 浄 す る 。
【 ０ ６ １ １ 】
　 洗 浄 工 程 の 後 、 活 性 化 し た 核 を 一 般 的 な 連 結 バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 し 、 チ オ ー ル 官 能 基 を
含 有 す る 特 別 な ぺ プ チ ド で コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 。
【 ０ ６ １ ２ 】
　 選 択 ぺ プ チ ド の 溶 液 を 添 加 し 、 お よ び 20分 間 30～ 37℃ で 活 性 化 し た 細 胞 懸 濁 液 と イ ン キ
ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ １ ３ 】
　 一 般 の 連 結 バ ッ フ ァ ー で 2度 遠 心 分 離 お よ び 再 懸 濁 で 洗 浄 の 後 、 再 懸 濁 ペ レ ッ ト を さ ら
に FFPEま た は 細 胞 学 的 プ ロ セ シ ン グ お よ び 免 疫 細 胞 化 学 的 評 価 に 移 す 。
【 ０ ６ １ ４ 】
一 般 的 な FFPE調 製
ア ガ ロ ー ス ゲ ル に お け る 包 埋
　 細 胞 懸 濁 液 の 全 体 積 を 測 定 す る 。 同 量 の ア ガ ロ ー ス 溶 液 （ 脱 イ オ ン 水 中 2.0重 量 %、 HAS 
1000タ ン パ ク 質 グ レ ー ド 、 FMC BioPolymer/Litex、 Medinova Scientific A/S、 Hellerup
、 Denmarkか ら 入 手 ） を 水 浴 で 60℃ に 加 熱 す る 。 ア ガ ロ ー ス 溶 液 を 添 加 す る 前 に 細 胞 懸 濁
液 を 数 分 間 60℃ に 加 熱 す る 。 加 熱 混 合 物 を 数 秒 間 非 常 に 穏 や か に 混 合 す る 。
【 ０ ６ １ ５ 】
　 加 熱 ゲ ル ス ラ リ ー 溶 液 を す ば や く 長 い 使 い 捨 て の プ ラ ス チ ッ ク ピ ペ ッ ト （ ト ラ ン ス フ ァ
ー ピ ペ ッ ト 、 カ タ ロ グ 番 号  262、 Corning Samco Corporation、 San Fernando、 USA） に 引
き 延 ば し た 。 如 何 な る 空 気 の 泡 も 水 浴 で ピ ペ ッ ト を 冷 却 す る 前 に 流 出 さ せ る 。
【 ０ ６ １ ６ 】
　 プ ラ ス チ ッ ク ピ ペ ッ ト の 先 端 を 切 断 し 、 固 体 化 し た ゲ ル を 冷 水 に 絞 り 出 す 。 お よ そ 直 径
3 mmお よ び 長 さ 40 mmの ゲ ル シ リ ン ダ ー を 回 収 し 、 外 科 用 ナ イ フ を 用 い て 長 さ お よ そ 15 mm
の 部 分 に 切 断 す る 。
【 ０ ６ １ ７ 】
固 定
　 各 ゲ ル 片 を 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン 、 NBF (20 mL、 10 mM NaH 2 PO 4 /Na 2 HPO 4 (MERCK カ タ ロ グ
番 号 6580お よ び  カ タ ロ グ 番 号 6346)、 0.145 M NaCl (Merck カ タ ロ グ 番 号 6404)、 pH7.0、
37%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド  (Merck コ ー ド 番 号 4003) か ら 4%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド に 調 整 を 有 す る
容 器  (30 mLポ リ ス チ レ ン Nunc/Nalgene試 験 管 ) に 移 し 、 換 気 し て い る 実 験 室 フ ー ド 内 で
一 晩 放 置 す る  (18時 間 、 室 温 で )。
【 ０ ６ １ ８ 】
脱 水 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋
　 細 胞 を 含 む ゲ ル 片 を 脱 水 お よ び パ ラ フ ィ ン に 包 埋 す る 前 に 、 顕 微 鏡 レ ン ズ 洗 浄 紙  (Leic
a カ タ ロ グ 番 号 8060861) で ゆ る く 包 み 、 印 の つ い た プ ラ ス チ ッ ク 組 織 カ プ セ ル  (Sekura,
 Japan, ProHosp:Mega-cassetteコ ー ド 番 号 59040お よ そ 32× 26× 10 mm) 内 に 置 く 。
【 ０ ６ １ ９ 】
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　 ゲ ル に 包 埋 さ れ た 細 胞 を 、 70%エ タ ノ ー ル で 2回 45分 間 、 96%エ タ ノ ー ル で 2回 45分 間 、 99
%エ タ ノ ー ル で 2回 45分 間 、 キ シ レ ン で 2回 45分 間 の 連 続 処 理 に よ っ て 脱 水 し 、 そ の 後 、 融
解 し た パ ラ フ ィ ン  (Merck コ ー ド 番 号 7337.9020、 融 点 56～ 58℃ ) に 移 し 、 一 晩 (12～ 16時
間 ) 60℃ で 放 置 す る 。 鋳 型  (Sekura, ProHosp 4166 mega、 お よ そ 31× 23× 13 mm) 内 の パ
ラ フ ィ ン で 包 埋 さ れ る 前 に 、 パ ラ フ ィ ン が 浸 潤 し た 一 片 を 新 し い 温 か い パ ラ フ ィ ン に 移 し
、 そ こ で さ ら に 60分 間 放 置 し 、 冷 却 し て 最 終 の パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク を 形 成 さ せ る 。
【 ０ ６ ２ ０ 】
　 包 埋 し た 参 照 物 質 を 含 有 す る 印 を つ け た パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク を 冷 た く  (2～ 8℃ ) 暗 い 場
所 に 保 存 し 、 切 削 、 マ ウ ン ト 、 脱 パ ラ フ ィ ン お よ び 染 色 す る 。
【 ０ ６ ２ １ 】
切 削 、 マ ウ ン ト お よ び 脱 パ ラ フ ィ ン
　 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク を マ イ ク ロ ト ー ム  (Leica 0355 model RM2065, Feather S35 ナ イ
フ 、 5.0マ イ ク ロ メ ー タ ー に セ ッ ト ) 内 に 実 装 す る 。 最 初 の 数 mmを 切 り 離 し 、 パ ラ フ ィ ン
切 片 を 室 温 で 5マ イ ク ロ メ ー タ ー の 厚 さ に 切 削 し 回 収 す る 。 パ ラ フ ィ ン 切 片 を 45～ 60℃ の
湯 浴 で 緩 や か に 引 き 伸 ば し 、 回 収 し 、 印 の つ い た 顕 微 鏡 ガ ラ ス ス ラ イ ド  (Superfrost plu
s, Menzel-glaeser コ ー ド 番 号 041300) 上 に 載 せ る 。 ス ラ イ ド を 乾 燥 し 、 60℃ の オ ー ブ ン
で 焼 成 し 、 過 剰 な 融 解 し た パ ラ フ ィ ン を テ ィ シ ュ で 拭 き 取 る 。
【 ０ ６ ２ ２ 】
　 ス ラ イ ド を キ シ レ ン 中 で 2回 2～ 5分 間 、 96%エ タ ノ ー ル 中 で 2回 2～ 5分 間 、 70%エ タ ノ ー ル
中 で 2回 2～ 5分 間 、 TBS (50 mM Tris-HCl (Tris(ヒ ド ロ キ シ メ チ ル )ア ミ ノ メ タ ン  p.a., C
rystal Chem. inc., Il, USA)、 150 mM NaCl、 pH7.6) 中 で 1回 5分 間 、 連 続 的 に イ ン キ ュ
ベ ー ト す る こ と に よ っ て 脱 パ ラ フ ィ ン す る 。
【 ０ ６ ２ ３ 】
抗 原 賦 活 お よ び ブ ロ ッ キ ン グ
　 ス ラ イ ド を 95～ 98℃ の 水 浴 中 で 40分 間 抗 原 賦 活 バ ッ フ ァ ー  (DakoCytomation の 組 織 学
用 の p16研 究 キ ッ ト か ら 、 製 品 番 号 OA315) で 処 理 し 、 さ ら に 20分 間 室 温 ま で 冷 却 す る 。
【 ０ ６ ２ ４ 】
　 ス ラ イ ド を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー (Dakocytomation、 カ タ ロ グ 番 号 S3006、 本 明 細 書 中 で は 以 降
「 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 」 と 言 う ) で 5分 間 緩 や か に 洗 浄 し 、 そ の 後 、 内 因 性 の 過 酸 化 物 活 性 を
消 失 す る た め に 3%の 過 酸 化 水 素 溶 液  (ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ -ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液  DakoCytomati
on コ ー ド 番 号 S2023) で 5分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 TBSで 1回 5分 間 洗 浄 す る 。
【 ０ ６ ２ ５ 】
　 物 質 上 へ の 試 薬 の 良 好 な 被 覆 率 を 確 実 に す る た め に 、 参 照 物 質 の ス ラ イ ド 上 の 領 域 を シ
リ コ ー ン ゴ ム バ リ ア ー  (「 DakoPen」 , DakoCytomation コ ー ド 番 号 S2002) で 取 り 囲 む 。
【 ０ ６ ２ ６ 】
　 以 下 の 手 順 工 程 中 の 乾 燥 を 避 け る た め に 、 ス ラ イ ド を 小 さ な 密 閉 し た チ ャ ン バ ー 内 の ラ
ッ ク に 移 す 。
【 ０ ６ ２ ７ 】
免 疫 視 覚 化
　 全 般 的 な 手 順 は 、 関 連 標 的 に 対 す る 一 次 抗 体 と 最 初 に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 そ の 後 、 洗
浄 し 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ お よ び 二 次 ヤ ギ 抗 体 を 含 む 高 分 子 デ キ ス ト ラ
ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 混 合 物 と イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 HRP色 原 体 を 用 い て 染 色 す る 。
【 ０ ６ ２ ８ 】
　 よ り 詳 し く は 、 細 胞 の 免 疫 視 覚 化 は 問 題 の 標 的 に 対 す る 一 次 抗 体 を 用 い て 行 う  (FFPE調
製 物 に つ い て は ス ラ イ ド に つ き 200マ イ ク ロ リ ッ タ ー 、 細 胞 学 的 調 製 物 に つ い て は ス ラ イ
ド に つ き 300マ イ ク ロ リ ッ タ ー )。
【 ０ ６ ２ ９ 】
　 全 て の ス ラ イ ド を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 で 5分 間 洗 浄 す る 。 そ の 後 、 Envision+/HRPコ ン ジ ュ
ゲ ー ト  (Dakocytomation, Envision、 コ ー ド 番 号 K4001、 FFPE調 製 物 か ら は ス ラ イ ド に つ
き 200マ イ ク ロ リ ッ タ ー 、 細 胞 学 的 調 製 物 か ら は ス ラ イ ド に つ き 300マ イ ク ロ リ ッ タ ー ) と
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30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ ３ ０ 】
　 ス ラ イ ド を 洗 浄 バ ッ フ ァ ー 中 で 5分 間 、 3回 緩 や か に 洗 浄 し 、 そ の 後 、 製 品 取 扱 い 説 明 書
に 従 っ て FFPE調 製 物 に つ い て 、 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 発 色 基 質 系  (DAB+、 DakoCytomation 
コ ー ド 番 号 K3468) と 10分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ ３ １ 】
　 細 胞 学 的 調 製 物 に つ い て は 、 発 色 基 質 を 5分 間 2回 イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ ３ ２ 】
　 全 て の ス ラ イ ド を 5分 間 精 製 水 で 洗 浄 し 、 製 品 取 扱 い 説 明 書  (DakoCytomation 製 品 番 号
S3301) に 従 っ て 、 5分 間 ヘ マ ト キ シ リ ン で 対 比 染 色 し 、 5分 間 水 動 水 で 洗 浄 す る 。
【 ０ ６ ３ ３ 】
　 ス ラ イ ド を 水 性 の マ ウ ン ト 媒 体 、 Faramount (DakoCytomation コ ー ド 番 号 S3025) を 用
い て カ バ ー ス リ ッ プ し 、 8に セ ッ ト し た 光 強 度 を 用 い て 10× ま た は 40× 倍 率 で 明 視 野 顕 微
鏡  (Leica DM LB) で 調 べ る 。 ス ラ イ ド を デ ジ タ ル 写 真 に と り  (Olympus DP50-CU)、 写 真
の 白 地 を 修 正 す る 。
【 ０ ６ ３ ４ 】
　 細 胞 学 的 調 製 物 は 、 Cytospin, Autocyte/TriPathま た は ThinPrepTMの 3つ の ス ラ イ ド ベ
ー ス の 方 法 の 内 の 1つ に 従 っ て 行 う 。
【 ０ ６ ３ ５ 】
"cytospin" 技 術 を 用 い た 、 一 般 的 な 細 胞 学 的 調 製 物
　 全 細 胞 数 を 血 球 計 算 板 を 用 い て 得 る 。 細 胞 懸 濁 液 を 1ミ リ リ ッ タ ー に つ き 50万 か ら 100万
個 の 細 胞 に 調 整 す る 。 細 胞 の ア リ コ ー ト を "cytospin 2" (Shandon Scientific, Cheshire
, United Kingdom) を 用 い て ガ ラ ス ス ラ イ ド の 上 に ペ レ ッ ト 化 す る 。
【 ０ ６ ３ ６ 】
　 ガ ラ ス の 顕 微 鏡 ス ラ イ ド を フ ィ ル タ ー カ ー ド お よ び 最 後 に 細 胞 フ ァ ン ネ ル を 付 け て ス ラ
イ ド ク リ ッ プ に マ ウ ン ト す る 。 組 み 立 て ら れ た ス ラ イ ド シ ス テ ム を 、 細 胞 懸 濁 液 を 添 加 す
る  (ス ラ イ ド に つ き 50ま た は 100マ イ ク ロ リ ッ タ ー ) 前 に 遠 心 分 離 器 内 に 置 き 、 遠 心 分 離
器 の 蓋 を 閉 め 、 1分 間 に 800回 転 で 5分 間 遠 心 分 離 を 行 う 。
【 ０ ６ ３ ７ 】
　 組 み 立 て ら れ た ス ラ イ ド シ ス テ ム を 遠 心 分 離 器 か ら 取 り 除 き 、 細 胞 調 製 物 を 有 す る ス ラ
イ ド を フ ィ ル タ ー カ ー ド お よ び 細 胞 フ ァ ン ネ ル か ら 分 離 す る 。
【 ０ ６ ３ ８ 】
　 ス ラ イ ド を 室 温 で 30分 間 乾 燥 す る 。 ス ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト さ れ た 細 胞 を Mercofix含 有 の
ア ル コ ー ル お よ び グ リ セ ロ ー ル  (Merck、 製 品 番 号 77-323-2お よ び 77-323-1) で 噴 霧 固 定
し 、 室 温 で 10分 間 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ６ ３ ９ 】
　 ス ラ イ ド は さ ら な る 処 理 ま で 最 大 3週 間 凍 結 保 存 す る こ と が 出 来 た 。
【 ０ ６ ４ ０ 】
　 FFPE調 製 物 に 関 し て は 、 上 記 の 通 り に ス ラ イ ド を 抗 原 賦 活 、 ブ ロ ッ キ ン グ お よ び 免 疫 視
覚 化 す る 。
【 ０ ６ ４ １ 】
Autocyte/Tripath技 術 を 用 い た 一 般 的 な 細 胞 学 的 調 製 物
　 全 般 的 な 手 順 は 、 マ ニ ュ ア ル "AutoCyte 原 則 に 基 づ く LBCの マ ニ ュ ア ル 調 製 " (Cytyc Co
rporation, MA, USA) に 指 示 さ れ る よ う に 行 う 。 試 薬 、 遠 心 分 離 の チ ュ ー ブ お よ び フ ィ ル
タ ー は 全 て Cytyc (Cytyc Corporation, MA, USA) か ら 購 入 す る 。
【 ０ ６ ４ ２ 】
　 細 胞 試 料 を フ ィ ル タ ー 装 置 上 に 回 収 し 、 ス ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト し 、 緩 衝 ア ル コ ー ル 溶 液
を 用 い て 固 定 す る 前 に 、 遠 心 分 離 に よ っ て 残 骸 か ら 分 離 す る 。
【 ０ ６ ４ ３ 】
　 よ り 詳 し く は 、 ス ラ イ ド (Cytyc Thin Prep 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 、 製 品 番 号 70214-001) を 「
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ス ラ イ ド コ ー ト 試 薬 」 で 10分 間 処 理 し 、 空 気 中 で 30分 間 乾 燥 さ せ る 。
【 ０ ６ ４ ４ 】
　 細 胞 懸 濁 液  (お よ そ 2～ 4 ml) お よ び 「 濃 度 試 薬 」 (4 ml) を ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー を 用
い て 、 遠 心 分 離 チ ュ ー ブ 内 で 混 合 す る 。
【 ０ ６ ４ ５ 】
　 フ ィ ル タ ー ポ ン プ を 試 料 容 器 内 に 入 れ 、 ず っ と 下 ま で 押 し 込 む 。 ポ ン プ 付 き 試 料 容 器 を
濃 度 試 薬 を 含 む 遠 心 分 離 チ ュ ー ブ の 先 端 に 置 く 。 チ ュ ー ブ を 200 rpmで 2分 間 遠 心 分 離 す る
。
【 ０ ６ ４ ６ 】
　 混 合 物 は 二 層 に 分 か れ 、 上 層 を ピ ペ ッ ト に よ っ て 注 意 深 く 取 り 除 き 廃 棄 す る 。 試 料 を 再
び 500 rpmで 2分 間 遠 心 分 離 し 、 チ ュ ー ブ の 底 に あ る 細 胞 ペ レ ッ ト か ら 液 体 を デ カ ン ト す る
。 細 胞 ペ レ ッ ト を 水  (2.00 ml) で 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ６ ４ ７ 】
　 被 覆 さ れ た ス ラ イ ド を AutoCyte ス ラ イ ド ラ ッ ク 内 に 置 き 、 Prep Settling チ ャ ン バ ー
装 置 を そ の 上 に 実 装 す る 。
【 ０ ６ ４ ８ 】
　 細 胞 懸 濁 液  (400 マ イ ク ロ リ ッ タ ー ) を 各 チ ャ ン バ ー に 添 加 し 、 混 合 物 を 10分 間 沈 殿 さ
せ る 。 過 剰 な 液 体 を デ カ ン ト し 、 ス ラ イ ド を チ ャ ン バ ー か ら 取 り 除 く 。
【 ０ ６ ４ ９ 】
　 ス ラ イ ド を 60分 間 乾 燥 さ せ る 。 ス ラ イ ド に マ ウ ン ト さ れ た 細 胞 を Mercofix含 有 の ア ル コ
ー ル お よ び グ リ セ ロ ー ル  (Merck、 製 品 番 号 77-323-2お よ び 77-323-1) で 噴 霧 固 定 し 、 室
温 で 10分 間 乾 燥 さ せ る 。 ス ラ イ ド は さ ら な る 処 理 ま で 最 大 3週 間 保 存 す る こ と が で き た 。
【 ０ ６ ５ ０ 】
　 FFPE調 製 物 に 関 し て は 、 上 記 の 通 り に ス ラ イ ド を 抗 原 賦 活 、 ブ ロ ッ キ ン グ お よ び 免 疫 視
覚 化 す る 。
【 ０ ６ ５ １ 】
Thin Prep T M 技 術 を 用 い た 一 般 的 な 細 胞 学 的 調 製 物
　 全 般 的 な 手 順 は ThinPrep 2000 (Cytyc Corporation, MA, USA) に つ い て の マ ニ ュ ア ル
に 指 示 さ れ る よ う に 行 う 。
【 ０ ６ ５ ２ 】
　 要 約 す れ ば 、 細 胞 を 含 む 試 料 バ イ ア ル を 装 置 内 に 置 く 。 機 器 の マ イ ク ロ プ ロ セ ッ サ の 制
御 下 に て 、 以 下 の 工 程 を 自 動 的 に 行 う ： 最 初 に 、 緩 や か な 分 散 工 程 に よ っ て 試 料 を 破 壊 し
、 試 料 を 完 全 に 混 合 す る 。 一 連 の 陰 圧 パ ル ス を 発 生 さ せ て TransCyt (登 録 商 標 ) フ ィ ル タ
ー を 通 し て 液 体 を 抜 き 取 り 、 薄 い 、 診 断 用 の 細 胞 物 質 の 平 ら な 層 を 回 収 す る 。 そ の 後 、 細
胞 物 質 を 、 コ ン ピ ュ ー タ 制 御 の 機 械 的 な 位 置 付 け お よ び 陽 性 気 圧 を 用 い て ガ ラ ス ス ラ イ ド
に 移 す 。 そ の 後 、 緩 衝 メ タ ノ ー ル を 含 有 す る 細 胞 固 定 槽 内 に ス ラ イ ド を 取 り 出 し 、 染 色 し
、 評 価 す る 。
【 ０ ６ ５ ３ 】
フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 評 価 さ れ る 細 胞 学 的 調 製 物 の 一 般 的 な 蛍 光 染 色
　 全 細 胞 数 を 血 球 計 算 板 を 用 い て 得 る 。 細 胞 を 間 接 的 ま た は 直 接 的 な 染 色 方 法 を 用 い て 染
色 す る 。
【 ０ ６ ５ ４ 】
　 懸 濁 液 中 の お よ そ 100万 個 の 細 胞 を フ ァ ル コ ン チ ュ ー ブ  (Becton Dickinson 製 品 番 号 35
2052) 内 で 13Gで 5分 間 、 室 温 で 遠 心 分 離 す る 。 ペ レ ッ ト に 陰 性 抗 体 対 照 、 未 標 識 の 特 異 的
抗 体 ま た は 蛍 光 標 識 さ れ た 特 異 的 抗 体 の 溶 液  (PBS中 で 1～ 20に 希 釈 さ れ た ) の い ず れ か 10
マ イ ク ロ リ ッ タ ー を 添 加 す る 。
【 ０ ６ ５ ５ 】
　 懸 濁 液 を 1分 間 に つ き お よ そ 3000回 転 で 5～ 10秒 間 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し  (MT2 Minishaker
, IKA-Werke GmbH & Co., Staufen, Germany)、 暗 所 に て 4℃ で 30分 間 静 的 イ ン キ ュ ベ ー シ
ョ ン を 行 う 。 チ ュ ー ブ に 2ミ リ リ ッ タ ー の PBSを 添 加 し 、 5～ 10秒 間 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し 、
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室 温 で 13Gで 5分 間 遠 心 分 離 す る 。 標 識 さ れ た 細 胞 ペ レ ッ ト に 400マ イ ク ロ リ ッ タ ー の PBS緩
衝 液 を 添 加 し 、 5～ 10秒 間 ボ ル テ ッ ク ス 混 合 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 上 で 解 析 す る 。
【 ０ ６ ５ ６ 】
　 直 接 標 識 さ れ た 細 胞 を 標 準 的 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー  (FACS Calibur, Master descrip
tion 4CS-E1822, Becton Dickinson Immunocytometry Systems, Erembodegem, Belgium) 
で 解 析 す る 。
【 ０ ６ ５ ７ 】
　 間 接 標 識 に つ い て は 、 上 記 手 順 を 繰 返 す こ と に よ っ て 、 蛍 光 標 識 二 次 抗 体 を 添 加 し 、 フ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 解 析 す る 。
【 ０ ６ ５ ８ 】
　 参 照 細 胞 を 標 準 的 な ソ フ ト ウ ェ ア  (Becton Dickinson Cell Quest version 3.3) を 用
い て 解 析 お よ び 評 価 す る 。 デ ー タ を 、 前 方 散 乱  (FSC-H) に 対 す る 側 方 散 乱  (SSC-H)、 蛍
光 チ ャ ン ネ ル の 対 数  (例 え ば 、 FL-1) に 対 す る 細 胞 数 、 お よ び 前 方 散 乱  (FSH-H) に 対 す
る 蛍 光 チ ャ ン ネ ル の 対 数  (例 え ば 、 FL-1) を プ ロ ッ ト す る こ と に よ っ て 表 示 す る 。
【 ０ ６ ５ ９ 】
　 以 下 に 、 使 用 さ れ る ペ プ チ ド を 記 載 す る 。
【 ０ ６ ６ ０ 】
ペ プ チ ド
　 実 施 例 に お い て 標 的 と し て 用 い ら れ る ペ プ チ ド は 、 全 て NeoSystems, Strasbourg, Fran
ceま た は Novartis, Basel, Switzerlandか ら 取 得 す る 。
【 ０ ６ ６ １ 】
ペ プ チ ド 番 号 １
　 Ki-67ペ プ チ ド  (NeoSystems、 ロ ッ ト 番 号 SP011749C) は MIB1 T M 抗 体  (Dakocytomation K
i67 clone MIB-1、 登 録 商 標 ) に 対 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MIB1 T M に
つ い て の エ ピ ト ー プ は 、 -Ala-Gly-Phe-Lys-Glu-Leu-Phe-Gln-Thr-Ala-Gly-Phe-Lys-Glu-L
eu-Phe-Gln-Thrの 18量 体 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 含 む も の と 解 明 さ れ た 。 該 ペ プ チ ド は 2164.5Da
の 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ６ ６ ２ 】
ペ プ チ ド 番 号 ２
　 ビ オ チ ン 化 Ki-67ペ プ チ ド  (NeoSystems、 ロ ッ ト 番 号 SP010864B) は ペ プ チ ド 番 号 １ に 類
似 し て MIB1 T M 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ を 含 み 、 カ ッ プ リ ン グ 目 的 で C末 端 に シ ス テ イ ン を
、 ア ミ ノ 末 端 に ビ オ チ ン 誘 導 体 を 含 有 す る 。 該 ペ プ チ ド は 分 子 量 2390.8Daの 分 子 量 を 有 す
る 。
【 ０ ６ ６ ３ 】
ペ プ チ ド 番 号 ３
　 HER2ペ プ チ ド  (NeoSystems、 ロ ッ ト 番 号 991729) は HER2/neuに 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗
体  (DakoCytomation A0485 ウ サ ギ 抗 体 ) に 関 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ６ ６ ４ 】
　 該 ウ サ ギ 抗 体 は 、 HER2/neu受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 部 分 に あ る 、 ア
ミ ノ 酸 1242Thrか ら ア ミ ノ 酸 1255Valま で を 指 定 し た い く つ か の 直 鎖 ア ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 し
、 該 ペ プ チ ド は カ ッ プ リ ン グ 目 的 で C末 端 に さ ら な る 空 間 を あ け た シ ス テ イ ン を 含 む 。 該
ペ プ チ ド は 1676.9Daの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ６ ６ ５ 】
ペ プ チ ド 番 号 ４
　 p16ペ プ チ ド  (NeoSystems、 ロ ッ ト 番 号 SP021294) は 、 ア ミ ノ 酸 144Argか ら ア ミ ノ 酸 151
Proま で に 指 定 さ れ る ヒ ト p16-INK4タ ン パ ク 質 の C末 端 部 分 に 含 ま れ る と 解 明 さ れ た モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 E6H4 (Swiss-Protein 受 入 番 号 P42771) に 関 す る エ ピ ト ー プ を 含 み 、 2回 反
復 ア ミ ノ 酸 と し て 合 成 さ れ 、 ア ミ ノ 末 端 に 蛍 光 標 識 さ れ 、 カ ッ プ リ ン グ 目 的 で C末 端 に さ
ら な る 空 間 を あ け た シ ス テ イ ン を 含 む 。 該 ペ プ チ ド は 分 子 量 2201.3Daの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ６ ６ ６ 】

10

20

30

40

50

(97) JP 2007-527991 A 2007.10.4



ペ プ チ ド 番 号 ５
　 p16ペ プ チ ド  (NeoSystems、 ロ ッ ト 番 号 SP0010864) は ペ プ チ ド 番 号 ４ と 同 じ ア ミ ノ 酸 配
列 で 、 ア ミ ノ 末 端 に ビ オ チ ン 標 識 さ れ 、 カ ッ プ リ ン グ 目 的 で C末 端 に 空 間 を あ け た シ ス テ
イ ン を 含 む 。 該 ペ プ チ ド は 分 子 量 2390.3Daの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ６ ６ ７ 】
ペ プ チ ド 番 号 ６
　 Ki-67ペ プ チ ド  (NeoSystems、 ロ ッ ト 番 号 SP0211991) は ペ プ チ ド 番 号 1に 類 似 し て MIB1 T
M 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ を 含 み 、 2回 反 復 ア ミ ノ 酸 と し て 合 成 さ れ 、 カ ッ プ リ ン グ 目 的 で
C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 。 該 ペ プ チ ド は 分 子 量 1817.2Daの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ６ ６ ８ 】
ペ プ チ ド 番 号 ７
　 HER3ペ プ チ ド  (NeoSystems、 ロ ッ ト 番 号 SP000432) は HER3に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
に 関 す る エ ピ ト ー プ を 含 む 。
【 ０ ６ ６ ９ 】
　 該 抗 体 は HER3レ セ プ タ ー の 細 胞 内 部 分 に あ る ア ミ ノ 酸 配 列 1289近 く の い く つ か の 直 鎖 ア
ミ ノ 酸 配 列 を 認 識 す る 。 該 ペ プ チ ド は 1617Daの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ６ ７ ０ 】
ペ プ チ ド 番 号 ８
　 ホ ス ホ ン 酸 化 HER2ペ プ チ ド  (Novartis, NVP-ABN-379-A1-1) は ア ミ ノ 酸 1242Thrか ら ア
ミ ノ 酸 1255Valに 指 定 さ れ る HER2/neu受 容 体 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ タ ン パ ク 質 の 細 胞 内 部 分 に
対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る エ ピ ト ー プ を 含 み 、 ア ミ ノ 酸 位 1248チ ロ シ ン で ホ ス ホ
ン 酸 化 さ れ 、 カ ッ プ リ ン グ 目 的 で C末 端 に さ ら な る 空 間 を あ け た シ ス テ イ ン を 含 む 。 該 ペ
プ チ ド は 1753.8Daの 分 子 量 を 有 す る 。
【 ０ ６ ７ １ 】
　 以 下 の 実 施 例 に お い て 、 本 発 明 の 種 々 の 重 要 な 技 術 的 な 側 面 お よ び 実 施 上 の 側 面 を 詳 細
に 記 載 す る 。
【 ０ ６ ７ ２ 】
実 施 例 １ ． Ki-67ペ プ チ ド の 標 的 と し て の 使 用 、 お よ び cytospin細 胞 学 的 調 製 物 に お け る C
HO細 胞 か ら 単 離 さ れ た 核 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) EnVision/DAB染
色
　 1000万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣  (CHO) 細 胞 核 を 一 般 的 に 上 記 の 通 り に 単 離 し
活 性 化 す る 。
【 ０ ６ ７ ３ 】
　 活 性 化 は 0.50μ mol/lの "GMBS" (0.14 mg、 10 mg/ml DMF) で 行 い 、 L-グ リ シ ン で ク エ ン
チ ン グ し 、 最 終 的 に C末 端 に シ ス テ イ ン を 、 お よ び ア ミ ノ 末 端 に ビ オ チ ン 誘 導 体 を 含 む 0.1
25μ mol/l (0.29 mg) の Ki-67ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 ２ 、 MIB1 T M 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー
プ 、 分 子 量 2390.8Da) と 反 応 さ せ る 。
【 ０ ６ ７ ４ 】
　 細 胞 を 上 記 の 一 般 的 な 手 順 に 記 載 さ れ る 通 り に 、 cytospin細 胞 学 的 調 製 物 と し て 処 理 し
ス ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト す る 。
【 ０ ６ ７ ５ 】
　 核 の 免 疫 視 覚 化 は 、 上 記 の 一 般 的 な 項 目 に 記 載 さ れ る 通 り に 行 う 。 要 約 す る と 、 一 次 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ク ロ ー ン MIB1 T M  (DakoCytomation, 7240、 希 釈 1:200) で あ り 、 次 い
で 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー 上 に 標 識 さ れ た ホ ー ス ラ デ
ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (DakoCytomation Envision、 コ ー ド 番 号 K4001) と イ ン キ ュ ベ
ー ト し 、 最 終 的 に ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 発 色 基 質 系  (DakoCytomation DABplus、 コ ー ド 番 号
3468) と イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。
【 ０ ６ ７ ６ 】
　 免 疫 組 織 化 学 的 に 陰 性 な ヘ マ ト キ シ レ ン 対 比 染 色 を 並 行 し て 行 い 、 核 を 明 確 に 視 覚 化 す
る 。
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【 ０ ６ ７ ７ 】
　 図 15Aは 核 小 体 の 均 一 な ヘ マ ト キ シ リ ン 染 色 を 示 す 。
【 ０ ６ ７ ８ 】
　 図 15Bは 細 胞 核 膜 お よ び 薄 膜 、 染 色 体 、 並 び に 核 小 体 に 均 一 に 分 布 し た DAB免 疫 染 色 を 示
す 。 両 写 真 は 20倍 の 倍 率 で 撮 ら れ て い る 。
【 ０ ６ ７ ９ 】
　 結 論 と し て 、 該 標 的 ペ プ チ ド は 単 離 さ れ た 核 と 結 合 す る こ と が で き る 。 ヘ マ ト キ シ リ ン
染 色 は 単 離 さ れ た 核 の 特 色 を さ ら に 説 明 す る 。
【 ０ ６ ８ ０ 】
実 施 例 ２ ． Ki-67ペ プ チ ド の 標 的 と し て の 使 用 、 お よ び ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋  (F
FPE) 調 製 物 に お け る CHO細 胞 か ら 単 離 さ れ た 核 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (
HRP) Envision/DAB染 色
　 1000万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞 核 を 前 述 の 通 り に 単 離 し 活 性 化 す る 。 活 性 化 は 1.0μ m
ol/lの 'GMBS'で 行 い 、 次 い で 3μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度 過 剰 ) の L-グ リ シ ン を 'GMBS'に 反 応
さ せ 、 最 終 的 に C末 端 に シ ス テ イ ン を 、 ア ミ ノ 末 端 に ビ オ チ ン 誘 導 体 を 含 む 0.1μ mol/lの K
i-67ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 ２ 、 MIB1 T M 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ 、 分 子 量 2390.8Da) と 反
応 さ せ る 。
【 ０ ６ ８ １ 】
　 細 胞 を 実 施 例 １ お よ び 一 般 的 な 手 順 に 記 載 通 り に 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 し 、 ス ラ イ ド
上 に マ ウ ン ト し 、 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ６ ８ ２ 】
　 図 16は 20倍 の 倍 率 で 撮 ら れ た 染 色 さ れ た CHO細 胞 の 写 真 で あ る 。 非 常 に 強 い 免 疫 染 色 が
細 胞 核 膜 お よ び 核 ラ ミ ナ の 両 方 に 、 染 色 体 に 、 な ら び に 核 に 観 察 さ れ る 。 こ の 染 色 は 、 標
準 的 な ホ ル マ リ ン 固 定 パ ラ フ ィ ン 包 埋  (FFPE) を し た 細 胞 全 体 を 染 色 す る 可 能 性 を 明 ら か
に 説 明 す る 。
【 ０ ６ ８ ３ 】
実 施 例 ３ ． Ki-67ペ プ チ ド 標 的 の 活 性 化 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 中 の 添 加 洗 浄 剤 の 効 果
、 な ら び に FFPE組 織 調 製 物 に お け る CHO細 胞 か ら 単 離 さ れ た 核 の HRP Envision/DAB染 色
　 活 性 化 さ れ た 核 を コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 混 合 物 に 添 加 さ れ た 、 0.1 v/v% Nonidet P-40お
よ び 0.1 v/v% Pluronics F-127 (BASF)を 用 い て 、 0.02μ mol/l の Ki-67ペ プ チ ド  (ペ プ チ
ド 番 号 １ 、 C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 有 す る MIB1 T M 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ 、 分 子 量 2164.5D
a) と 反 応 さ せ る 。
【 ０ ６ ８ ４ 】
　 細 胞 を 上 記 の よ う に 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 し 、 ス ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト し 、 免 疫 視 覚 化
す る 。
【 ０ ６ ８ ５ 】
　 図 17は 20倍 の 倍 率 で 撮 ら れ た 染 色 さ れ た CHO細 胞 の 写 真 で あ る 。
【 ０ ６ ８ ６ 】
　 免 疫 染 色 の 強 度 は 、 実 施 例 ２ の 染 色 に 比 較 し て 著 し く 低 下 し て い る 。
【 ０ ６ ８ ７ 】
　 こ の 染 色 パ タ ー ン か ら 、 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 中 に 洗 浄 剤 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 試 薬
の 細 胞 内 物 質 中 へ の 浸 透 が 増 大 し 、 染 色 が 個 々 の 細 胞 間 で よ り 均 一 に 分 布 さ れ る こ と が 示
さ れ る 。 さ ら に 、 細 胞 分 布 と 染 色 の 全 般 的 な 出 現 が よ り 同 一 で あ る 。
【 ０ ６ ８ ８ 】
実 施 例 ４ ． Ki-67ペ プ チ ド の 標 的 と し て の 使 用 、 お よ び cytospin細 胞 学 的 組 織 調 製 物 に お
け る CHO細 胞 か ら 単 離 さ れ た 核 の 、 明 視 野 お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 両 方 に よ っ て 評 価 さ れ る ア ル
カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ (AP)/fast Red LSAB+ 免 疫 染 色
　 手 短 に 言 え ば 、 約 3000万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞 核 が 、 前 述 の よ う に 単 離 さ れ 、 活 性
化 さ れ 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る 。 活 性 化 は 、 3.0μ mol/l の  'GMBS' (0.84 mg) で 行 い 、
次 い で 9.0μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度 過 剰 ) の L-グ リ シ ン を 'GMBS'に 反 応 さ せ 、 最 終 的 に C末 端
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に シ ス テ イ ン を 含 む 0.06μ mol/l (0.13 mg) の Ki-67ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 1、 MIB1 T M 抗
体 に 対 す る エ ピ ト ー プ 、 分 子 量 2164.5Da) と 反 応 さ せ る 。
【 ０ ６ ８ ９ 】
　 細 胞 を 上 記 の 一 般 的 な 手 順 に 記 載 さ れ る 通 り に 、 cytospin細 胞 学 的 調 製 物 と し て 処 理 し
、 ス ラ イ ド に マ ウ ン ト す る 。
【 ０ ６ ９ ０ 】
　 核 の 免 疫 視 覚 化 を 、 一 般 的 な 手 順 通 り に 、 ク ロ ー ン MIB1 T M  (Dakocytomation 7204) で
あ る 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ っ て 行 う 。 こ の 後 、 全 て
製 品 取 扱 い 説 明 書 に 従 っ て 、 ビ オ チ ン 化 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ
ー ゼ コ ン ジ ュ ゲ ー ト ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン  (DAKOcytomation LSAB+、 コ ー ド 番 号 K5005) と 1
時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し 、 最 終 的 に ベ ク タ ー Red発 色 基 質 系  (DakoCytomation、 コ ー ド
番 号 SK-5100C) と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 。
【 ０ ６ ９ １ 】
　 図 18Aは 20倍 の 倍 率 で 撮 ら れ た ベ ク タ ー Redで 染 色 さ れ た CHO細 胞 の 写 真 で あ る 。 HRP Env
ision 染 色 系 と 同 様 に 、 AP LSAB ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン -ビ オ チ ン 視 覚 化 シ ス テ ム に よ っ て
、 期 待 さ れ る 染 色 が 得 ら れ た 。
【 ０ ６ ９ ２ 】
　 強 く 明 快 な 赤 い 免 疫 染 色 が 、 細 胞 核 膜 お よ び 核 ラ ミ ナ 双 方 に 、 染 色 体 に 、 な ら び に 核 小
体 に 観 察 さ れ る 。
【 ０ ６ ９ ３ 】
　 同 じ 調 製 物 を TRITC Pinkel フ ィ ル タ ー キ ッ ト  (Chroma Technology Corp.) を 用 い て 、
蛍 光 顕 微 鏡  (Leica DMRA, Sensys 光 度 測 定 用 カ メ ラ 付 き ) で 評 価 し 、 図 18Bに 表 示 す る 。
【 ０ ６ ９ ４ 】
　 蛍 光 染 色 の 使 用 に よ っ て 、 免 疫 染 色 の 観 察 さ れ る 強 度 が 明 視 野 顕 微 鏡 に 比 較 し て 著 し く
増 強 さ れ た 。
【 ０ ６ ９ ５ 】
実 施 例 ５ ． HER2ペ プ チ ド 標 的 の 活 性 化 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の 前 に 、 イ ン タ ク ト な CH
O細 胞 を プ レ フ ィ ッ ク ス す る 効 果
　 こ の 実 施 例 は 、 HER2ペ プ チ ド 標 的 の 活 性 化 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の 前 に 、 イ ン タ ク
ト な CHO細 胞 を プ レ フ ィ ッ ク ス す る 効 果 を 説 明 す る 。 得 ら れ た 細 胞 を cytospin細 胞 学 的 調
製 物 ま た は FFPE調 製 物 の 双 方 と し て 処 理 し 、 Herceptest T M プ ロ ト コ ー ル に よ っ て HRP Envi
sion/DAB染 色 し 、 MDA-175お よ び SK-BR-3対 照 細 胞 株 と 比 較 す る 。
【 ０ ６ ９ ６ 】
　 手 短 に 言 え ば 、 約 2000万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞 を 、 溶 解 工 程 を 除 い て 実 施 例 １ に 前
記 の 通 り に 単 離 す る 。
【 ０ ６ ９ ７ 】
　 細 胞 を 2つ の 均 一 な 大 き さ の 集 団 に 分 け る 。 第 一 の 集 団 を 終 濃 度 0.7 v/v %の PBSバ ッ フ
ァ ー 中 の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 pH7.2を 用 い て プ レ フ ィ ッ ク ス し 、 15分 間 氷 上 で 放 置 し
、 GMBSを 用 い て 活 性 化 す る 。
【 ０ ６ ９ ８ 】
　 プ レ フ ィ ッ ク ス し た 細 胞 集 団 お よ び プ レ フ ィ ッ ク ス し て い な い 細 胞 集 団 を 、 こ の 後 並 行
し て 処 理 す る 。
【 ０ ６ ９ ９ 】
　 活 性 化 を 1.0μ mol/l の  'GMBS' で 行 い 、 3.0μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度 過 剰 ) の L-グ リ シ ン
を 'GMBS'に 反 応 さ せ 、 C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 0.25μ mol/l の HER2/neuペ プ チ ド  (0.42 
mg) (ペ プ チ ド 番 号 3、 DakoCytomation A0485抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ 、 分 子 量 1674.8) と
最 終 的 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ０ ０ 】
　 イ ン タ ク ト な CHO細 胞 お よ び ペ プ チ ド 修 飾 し た CHO細 胞 を 2つ の 集 団 に 分 け 、 そ れ ぞ れ 上
記 の 一 般 的 な 手 順 に 記 載 さ れ る 通 り に 、 cytospin細 胞 学 的 調 製 物 ま た は FFPE調 製 物 と し て
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処 理 し 、 ス ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト す る 。
【 ０ ７ ０ １ 】
　 イ ン タ ク ト な CHO細 胞 を 、 HER2/neu受 容 体 タ ン パ ク 質 に 対 す る 一 次 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体  
(DakoCytomation A0485) を 含 む HercepTest免 疫 シ ス テ ム  (DakoCytomation K5204) を 用
い て 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ７ ０ ２ 】
　 Herceptestキ ッ ト に 含 ま れ る FFPE参 照 細 胞  (MDA-175お よ び SK-BR-3細 胞 株 ) を 並 行 し て
処 理 し 、 染 色 す る 。 ス ラ イ ド は 全 て 20倍 倍 率 で 写 真 に と る 。
【 ０ ７ ０ ３ 】
　 図 19Aは プ レ フ ィ ッ ク ス 工 程 な し の HRP/DAB染 色 さ れ た cytospin調 製 物 で あ り 、 図 19Bは
プ レ フ ィ ッ ク ス 工 程 あ り の 調 製 物 で あ る 。
【 ０ ７ ０ ４ 】
　 図 19Cは プ レ フ ィ ッ ク ス 工 程 な し の HRP/DAB染 色 さ れ た FFPE調 製 物 で あ り 、 図 19Dは プ レ
フ ィ ッ ク ス 工 程 あ り の 調 製 物 で あ る 。
【 ０ ７ ０ ５ 】
　 図 19Eは HRP/DAB染 色 さ れ た MDA-175 (ス コ ア +1) Herceptest FFPE参 照 細 胞 で あ り 、 図 19
Fは HRP/DAB染 色 さ れ た SK-BR-3 (ス コ ア +3) Herceptest FFPE参 照 細 胞 で あ る 。
【 ０ ７ ０ ６ 】
　 cytospin調 製 物 お よ び FFPE調 製 物 双 方 に お い て 、 細 胞 物 質 の 化 学 修 飾 前 の 固 定 に よ る 安
定 化 に よ っ て 、 非 固 定 細 胞 と 比 較 し て 、 結 果 と し て 細 胞 成 分 が よ り 明 確 に 染 色 さ れ る 。
【 ０ ７ ０ ７ 】
　 増 大 し た 均 一 性 と 明 確 な 染 色 は 、 参 照 細 胞 を 用 い て 解 釈 者 を 正 し い ス コ ア 付 け に 導 く こ
と が 出 来 る の で 、 細 胞 化 学 に お い て い く つ か の 適 用 に 有 利 で あ り 得 る 。 Dakocotymation H
erceptest由 来 の 染 色 さ れ た 参 照 細 胞 と 比 較 し て 、 細 胞 間 均 一 性 が よ り 良 好 で 、 調 製 物 は
細 胞 残 骸 を ほ と ん ど 含 ま な い 。
【 ０ ７ ０ ８ 】
実 施 例 ６ ． cytospin調 製 物 に お け る CHO細 胞 か ら 単 離 さ れ た 核 の 段 階 的 な 染 色 を 得 る た め
に 、 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン 中 に 異 な る レ ベ ル の 標 的 ペ プ チ ド を 使 用 す る 効 果
　 こ の 実 施 例 に お け る 標 的 は Ki-67ペ プ チ ド で あ り 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ  (HRP) Envision/DAB染 色 に よ っ て 免 疫 視 覚 化 さ れ る 。
【 ０ ７ ０ ９ 】
　 手 短 に 言 え ば 、 約 1000万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞 核 を 、 実 施 例 １ お よ び ２ の 前 述 の 通
り に 単 離 し 、 活 性 化 す る 。
【 ０ ７ １ ０ 】
　 核 集 団 を 3つ の 集 団 に 分 け る 。 活 性 化 を 、 0.5μ mol/l の  'GMBS' と の 反 応 に よ っ て 行 い
、 次 い で 1.5μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度 過 剰 ) の L-グ リ シ ン を 'GMBS'に 反 応 さ せ 、 (A) 0.125μ
mol/l の Ki-67ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 5、 分 子 量 2390.3Da)、 (B) 0.50μ mol/l の Ki-67ペ
プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 5、 分 子 量 2390.3Da) ま た は (C) 0.50μ mol/l の 無 関 係 な HER2ペ プ
チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 3、 分 子 量 1676.9Da) の い ず れ か と 反 応 さ せ る 。 両 ペ プ チ ド は C末 端 に
シ ス テ イ ン を 含 む 。
【 ０ ７ １ １ 】
　 3つ の 核 集 団 を 一 般 的 な 手 順 の 記 載 ど お り に 、 cytospin細 胞 学 的 調 製 物 と し て 処 理 し 、
ス ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト し 、 Ki-67に 対 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (ク ロ ー ン  MIB-1、 Dak
oCytomation 7240) を 用 い て 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ７ １ ２ 】
　 図 20は 20倍 倍 率 で と ら れ た 染 色 さ れ た CHO核 の 写 真 で あ る ： 無 関 係 な HER2ペ プ チ ド と 結
合 し た 核  (図 20A)、 低 濃 度 の Ki-67ペ プ チ ド  (0.125μ mol/l、 図 20B) と 結 合 し た 核 、 お よ
び 高 濃 度 の Ki-67ペ プ チ ド  (0.50μ mol/l、 図 20C) と 結 合 し た 核 。
【 ０ ７ １ ３ 】
　 図 20Aは 無 関 係 な ペ プ チ ド で 修 飾 さ れ た 核 の 低 い 非 特 異 的 な 染 色 を 示 す 。
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【 ０ ７ １ ４ 】
　 図 20Bお よ び 図 20Cは 異 な る 染 色 レ ベ ル を 示 す (そ れ ぞ れ 、 約 2+お よ び 3+)。 調 製 物 は 少 し
不 均 一 で あ り 、 残 骸 を 多 少 含 む 。
【 ０ ７ １ ５ 】
　 二 つ の 写 真 は 免 疫 染 色 の 強 度 を 示 し 、 こ の こ と か ら 、 細 胞 化 学 的 な ス コ ア 付 け は カ ッ プ
リ ン グ 中 の ペ プ チ ド の 濃 度 に よ っ て 調 整 す る こ と が で き る 。
【 ０ ７ １ ６ 】
　 核 調 製 物 は 、 顕 微 鏡 で 観 察 し た 場 合 、 大 き さ と 形 態 が 同 様 で あ る の で 、 核 に 通 常 局 在 す
る 標 的 の 参 照 と し て 有 用 で あ る 。
【 ０ ７ １ ７ 】
実 施 例 ７ ． 標 的 と し て の 2つ の p16エ ピ ト ー プ モ チ ー フ ペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び FFPE調 製 物
に お け る プ レ フ ィ ッ ク ス し た イ ン タ ク ト な sf9細 胞 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ  (HRP) Envision/DAB染 色
　 こ の 実 施 例 で は 、 化 学 的 活 性 化 の 前 に 、 透 化 性 試 薬 で あ る 、 DakoCytomation IntraStai
n T M で 細 胞 を 処 理 す る 。
【 ０ ７ １ ８ 】
　 2億 個 の イ ン タ ク ト な sf9細 胞 を 前 述 の 通 り 溶 解 工 程 な し に 単 離 し 、 終 濃 度 4.0 v/v %の P
BSバ ッ フ ァ ー 中 の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 pH7.2を 用 い て 氷 上 で 20分 間 プ レ フ ィ ッ ク ス し
、 洗 浄 し 、 次 い で DakoCytomation IntraStainT M  (0.4 ml/100万 個 細 胞 ) で 20分 間 、 室 温
で 処 理 し 、 そ の 後 洗 浄 工 程 を 1回 行 う 。 細 胞 を 前 述 の 通 り 一 般 的 に 活 性 化 を 行 う 。
【 ０ ７ １ ９ 】
　 活 性 化 を 、 10μ mol/l の  'GMBS' で 行 い 、 次 い で 30μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度 過 剰 ) の L-グ
リ シ ン と 反 応 さ せ 、 p16抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ を 2個 有 し 、 N末 端 に 蛍 光 部 位 を 、 C末 端 に
シ ス テ イ ン を 含 む 0.01μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 4 (分 子 量 2201.3) と 最 終 的 に 反 応 さ せ る
。
【 ０ ７ ２ ０ 】
　 細 胞 を 一 般 的 な 手 順 に お け る 記 載 の 通 り 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 し 、 ス ラ イ ド 上 に マ ウ
ン ト し 、 p16に 対 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (ク ロ ー ン  p16 E6H4、 DakoCytomation、 0.
62μ g/ml) を 用 い て 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ７ ２ １ 】
　 図 21は 20倍 倍 率 で と ら れ た 、 染 色 さ れ た sf9細 胞 の 写 真 で あ る 。
【 ０ ７ ２ ２ 】
　 免 疫 染 色 は 個 々 の 細 胞 の す み ず み ま で 観 察 さ れ る 。 染 色 パ タ ー ン は 細 胞 の 各 種 部 分  (膜
、 細 胞 質 お よ び 核 ) に 対 し て 均 一 で あ る 。 細 胞 間 の 染 色 度 は 弱 染 色  (1+) 細 胞 か ら 強 染 色
 (4+) 細 胞 に お よ ぶ 。
【 ０ ７ ２ ３ 】
　 染 色 パ タ ー ン に よ っ て 、 intrastain試 薬 が 試 薬 を 細 胞 の 様 々 な 部 分 に 送 達 す る の を 促 進
す る 陽 性 の 効 果 が 説 明 さ れ る 。 得 ら れ た 染 色 は 、 例 え ば 、 細 胞 膜 上 に 局 在 す る の み で は な
い 。
【 ０ ７ ２ ４ 】
実 施 例 ８ ． 標 的 と し て の p16ペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び FFPE調 製 物 に お け る プ レ フ ィ ッ ク ス
し た イ ン タ ク ト な sf9細 胞 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) Envision/DAB染
色
　 こ の 実 施 例 で は 、 細 胞 を DakoCytomation IntraStainT M で 処 理 し 、 関 連 の あ る 2個 の p16
モ チ ー フ ペ プ チ ド と 関 連 が な い ペ プ チ ド の 公 知 の 混 合 物 と 結 合 さ せ 、 異 な る 強 度 を 有 す る
特 異 的 な 染 色 を 得 る 。
【 ０ ７ ２ ５ 】
　 2億 個 の sf9細 胞 を 以 前 の 実 施 例 124の よ う に 単 離 し 、 プ レ フ ィ ッ ク ス し 、 intrastain処
理 を す る 。
【 ０ ７ ２ ６ 】

10

20

30

40

50

(102) JP 2007-527991 A 2007.10.4



　 細 胞 集 団 を 2つ の 等 し い 大 き さ の 集 団  (Aと B) に 分 け 、 前 記 の よ う に 並 行 し て 活 性 化 す
る 。 活 性 化 を 、 10μ mol/l の  'GMBS' で 行 い 、 次 い で 30μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度 過 剰 ) の L-
グ リ シ ン と 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ２ ７ 】
　 集 団 Aを 0.01μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 4 (上 記 実 施 例 7と 同 様 に ) と 0.30μ mol/l (集 団 A)
 ま た は 0.10μ mol/l (集 団 B) の 無 関 連 な ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 6、 2個 の エ ピ ト ー プ モ
チ ー フ KI67 ペ プ チ ド  (分 子 量 1817.2Da)、 両 ペ プ チ ド は C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 、 の 予
備 混 合 し た 溶 液 と 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ２ ８ 】
　 細 胞 を 一 般 的 な 手 順 に 記 載 さ れ る 通 り に 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 し 、 ス ラ イ ド 上 に マ ウ
ン ト し 、 p16に 対 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (ク ロ ー ン p16 E6H4、 DakoCytomation) を
用 い て 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ７ ２ ９ 】
　 図 22A (30等 量 の 無 関 連 な ペ プ チ ド を 用 い た 場 合 ) と 図 22B (10等 量 の 無 関 連 な ペ プ チ ド
を 用 い た 場 合 ) は 、 20倍 の 倍 率 で と ら れ た 染 色 さ れ た sf9細 胞 の 写 真 で あ る 。
【 ０ ７ ３ ０ 】
　 陰 性 対 照 抗 体 (DakoCytomation N1698) を 用 い た 集 団  (A) の 染 色 で は 、 検 出 可 能 な DAB
染 色 は 得 ら れ な か っ た 。
【 ０ ７ ３ １ 】
　 染 色 度 は 、 図 22Aで は 0.5～ 1+に 、 図 22Bで は 1～ 1.5+に ス コ ア 付 け さ れ る 。
【 ０ ７ ３ ２ 】
　 図 22A (30等 量 の 無 関 連 な ペ プ チ ド ) と 図 22B 10等 量 の 無 関 連 な ペ プ チ ド ) を 図 21 (無
関 連 な ペ プ チ ド 無 し ) と 比 較 す る こ と に よ っ て 、 染 色 度 は 無 関 連 な ペ プ チ ド の 添 加 に よ っ
て 減 少 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ７ ３ ３ 】
　 ま た 、 細 胞 間 の 染 色 レ ベ ル 均 一 性 は 、 反 応 混 合 物 に 無 関 連 な ペ プ チ ド を 添 加 す る こ と に
よ っ て 向 上 す る 。
【 ０ ７ ３ ４ 】
　 結 論 と し て 、 結 合 混 合 物 に 無 関 連 な ペ プ チ ド を 添 加 す る こ と に よ っ て 染 色 度 を 低 下 す る
こ と が 出 来 る 。 0.5～ 1.0の 得 ら れ た 弱 い 染 色 レ ベ ル は 、 IHCア ッ セ イ が し ば し ば こ の 範 囲
の 閾 値 を 要 す る の で 、 重 要 で あ る 。
【 ０ ７ ３ ５ 】
実 施 例 ９ ． プ レ フ ィ ッ ク ス し intrastain処 理 を 行 っ た 、 標 的 と し て 2個 の p16ペ プ チ ド を 有
す る イ ン タ ク ト な sf9細 胞 の 全 部 で 4バ ッ チ の 調 製 物 に お け る 再 現 性 、 お よ び 無 関 連 な ペ プ
チ ド の 使 用
　 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で ペ プ チ ド 密 度 に つ い て 評 価 し 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 し
、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) Envision/DAB染 色 を 行 う 。
【 ０ ７ ３ ６ 】
　 3億 個 の イ ン タ ク ト な sf9細 胞 を 実 施 例 124の よ う に 、 単 離 し 、 プ レ フ ィ ッ ク ス し 、 intra
stain処 理 を 行 う 。 活 性 化 を 165μ mol/l の  'GMBS' で 行 い 、 次 い で 400μ mol/l (3倍 モ ル
濃 度 過 剰 ) の L-グ リ シ ン と 反 応 さ せ 、 p16抗 体 に 対 す る 二 重 エ ピ ト ー プ を 有 し 、 N末 端 に 蛍
光 部 位 を 、 C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 0.015μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 4 (分 子 量 2201.3) と
、 C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 有 す る 0.15μ mol/l (10倍 過 剰 ) の 無 関 連 な ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド
番 号 6) 二 重 エ ピ ト ー プ モ チ ー フ KI67ペ プ チ ド  (1817.2 Da) と を 予 備 混 合 し た 溶 液 と 最 終
的 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ３ ７ 】
　 細 胞 集 団 の 10分 の 1を 固 定 し  (PBSバ ッ フ ァ ー 中 に 0.7 v/v%パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 pH7.
2、 氷 上 に 15分 間 )、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー で 蛍 光 ペ プ チ ド の 結 合 の レ ベ ル に つ い て 評 価 す
る 。 細 胞 あ た り の 平 均 蛍 光 シ グ ナ ル  (FL1) は 、 100000回 の 事 象 後 に プ ロ ッ ト さ れ る 。
【 ０ ７ ３ ８ 】
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　 残 り の 細 胞 を 一 般 的 な 手 順 に 記 載 さ れ る 通 り に 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 し 、 ス ラ イ ド 上
に マ ウ ン ト し 、 p16に 対 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (ク ロ ー ン p16 E6H4、 DakoCytomatio
n) を 用 い て 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ７ ３ ９ 】
　 同 じ 研 究 室 の 人 員 が 、 最 初 の 細 胞 の 単 離 か ら 染 色 お よ び 最 後 の カ バ ー ス リ ッ ピ ン グ ま で
の 全 手 順 を 4回 並 行 し て 繰 り 返 し た 。
【 ０ ７ ４ ０ 】
　 図 23A、 B、 Cお よ び Dは 、 40倍 の 倍 率 で と ら れ た 染 色 さ れ た sf9細 胞 の 4つ の 調 製 物 の 写 真
で あ る 。
【 ０ ７ ４ １ 】
　 染 色 度 は 全 4つ の 調 製 物 に お い て +1に ス コ ア 付 け さ れ 、 染 色 パ タ ー ン お よ び 局 在 は 全 て
の 調 製 物 に お い て ほ ぼ 同 一 で あ る 。
【 ０ ７ ４ ２ 】
　 4つ の 調 製 物 に つ い て 、 フ ル オ レ セ イ ン  (FL1) の 平 均 蛍 光 シ グ ナ ル 密 度 を 図 23Eに 要 約
す る 。 平 均 蛍 光 シ グ ナ ル は 、 4つ の 調 製 物 に つ い て 133.9か ら 192.8ユ ニ ッ ト に お よ ぶ 。
【 ０ ７ ４ ３ 】
　 結 論 と し て 、 手 順 を 4回 再 現 し て 、 同 じ DAB染 色 度 を 得 る こ と が 出 来 た 。 関 連 ペ プ チ ド か
ら の 蛍 光 シ グ ナ ル の 測 定 は 、 細 胞 上 の 平 均 標 的 密 度 を 評 価 す る 独 立 し た 方 法 と し て 用 い る
こ と が 出 来 る 。
【 ０ ７ ４ ４ 】
　 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 方 法 で 見 ら れ る よ う な 、 標 的 密 度 に お い て 観 察 さ れ る 変 化 は DAB/
HRP免 疫 染 色 に よ っ て は 検 出 す る こ と が 出 来 な か っ た 。
【 ０ ７ ４ ５ 】
実 施 例 １ ０ ． FFPE調 製 物 に お け る 、 標 的 と し て の p16ペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び プ レ フ ィ ッ
ク ス さ れ た イ ン タ ク ト な sf9細 胞 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) Envision
/DAB染 色
　 こ の 実 施 例 で は 、 細 胞 を DakoCytomation IntraStainT M で 処 理 し 、 異 な る 架 橋 剤 濃 度 な
ら び に 、 関 連 あ る 二 重 p16モ チ ー フ ペ プ チ ド お よ び 無 関 連 な Ki76ペ プ チ ド の 混 合 物 と 結 合
さ せ 、 異 な る 強 度 を 有 す る 特 異 的 な 染 色 を 得 る 。 架 橋 剤 と 全 ペ プ チ ド の 濃 度 間 の 比 は 一 定
に 保 た れ て い た 。
【 ０ ７ ４ ６ 】
　 3億 個 の sf9細 胞 を 実 施 例 124の よ う に 、 単 離 し 、 プ レ フ ィ ッ ク ス し intrastain処 理 を 行
う 。 細 胞 集 団 を 3つ の 等 し い サ イ ズ の 集 団  (A、 Bお よ び C) に 分 割 し 、 前 述 の よ う に 並 行 し
て 活 性 化 す る 。
【 ０ ７ ４ ７ 】
　 活 性 化 を  (A) は 60μ mol/l、 (B) は 105μ mol/l,ま た は  (C) は 165μ mol/lの  'GMBS' で
各 々 行 い 、 次 い で  GMBSに 関 し て 3等 量 の L-グ リ シ ン ： (A) は 180μ mol/l、 (B) は 325μ mol
/l,お よ び  (C) は 495μ mol/lの L-グ リ シ ン と 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ４ ８ 】
　 マ レ イ ミ ド 活 性 化 細 胞 を 、 両 者 と も C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 、 関 連 あ る p16 (ペ プ チ ド
番 号 4 (分 子 量 2201.3) と 無 関 連 Ki67ペ プ チ ド (番 号 6、 1817.2Da) の 異 な る 量 比 の も の と
反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ４ ９ 】
　 (A) は 0.015μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 4お よ び 0.045μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 6、 (B) は 0.
015μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 4お よ び 0.090μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 6,な ら び に  (C) は 0.01
5μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 4お よ び 0.150μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 6。
【 ０ ７ ５ ０ 】
　 要 約 す る と 、 GMBSに 対 す る L-グ リ シ ン の 濃 度 比 お よ び 、 全 ペ プ チ ド に 対 す る GMBSの 濃 度
比 は 3で 一 定 に 保 た れ て い る 。
【 ０ ７ ５ １ 】
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　 関 連 p16ペ プ チ ド 濃 度 を 0.015μ mol/l の 一 定 に 保 ち 、 無 関 連 ペ プ チ ド に 対 す る 関 連 ペ プ
チ ド の 濃 度 比 は 各 々 3、 6お よ び 10で あ る 。
【 ０ ７ ５ ２ 】
　 細 胞 を FFPE調 製 物 と し て 取 扱 い 、 一 般 的 な 手 順 に 記 載 さ れ る 通 り に 、 ス ラ イ ド 上 に マ ウ
ン ト し 、 p16に 対 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (ク ロ ー ン p16 E6H4、 DakoCytomation) を
用 い て 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ７ ５ ３ 】
　 図 24A、 Bお よ び Cは 40倍 倍 率 で と ら れ た HRP/DAB染 色 の FFPE sf9細 胞 の 写 真 で あ り 、 各 々
(A) 3倍 過 剰 の 無 関 連 ペ プ チ ド 、 (B) 6倍 過 剰 の 無 関 連 ペ プ チ ド 、 (C) 10倍 過 剰 の 無 関 連 ペ
プ チ ド を 有 す る 。
【 ０ ７ ５ ４ 】
　 染 色 度 は 、 顕 微 鏡 で 観 察 さ れ る よ う に 、 各 々 (A) 3+ (ほ ん の わ ず か に つ い て は 、 1+)、 (
B) 1.0～ 2.0+お よ び (C) 0.5～ 1.0+に ス コ ア 付 け さ れ る 。
【 ０ ７ ５ ５ 】
　 ま た 、 染 色 パ タ ー ン お よ び 局 在 は 3つ の 調 製 物 に お い て 同 じ で あ る 。
【 ０ ７ ５ ６ 】
　 結 論 と し て 、 活 性 化 お よ び 結 合 時 の 、 架 橋 剤 、 特 異 的 な 標 的 お よ び 無 関 連 ペ プ チ ド の 濃
度 を 単 純 に 変 化 さ せ る こ と に よ っ て 、 染 色 レ ベ ル を 調 整 す る こ と が で き る 。 診 断 上 関 連 の
あ る レ ベ ル は 0.5～ 1.0+に 調 製 さ れ 得 、 例 え ば 、 子 宮 頚 部 試 料 中 の p16標 的 に つ い て 診 断 的
に 望 ま れ る 染 色 の 閾 値 と な り 得 る と 期 待 さ れ る 。
【 ０ ７ ５ ７ 】
実 施 例 １ １ ． ThinPrepま た は Autocyte/TriPath 細 胞 学 的 調 製 物 に お け る 、 標 的 と し て の p
16ペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び プ レ フ ィ ッ ク ス さ れ た イ ン タ ク ト な sf9細 胞 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ
シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) Envision/DAB染 色
　 細 胞 を DakoCytomation IntraStainT M で 処 理 し 、 関 連 の あ る 二 重 p16モ チ ー フ ペ プ チ ド お
よ び 無 関 連 Ki76ペ プ チ ド の 混 合 物 と 結 合 さ せ る 。
【 ０ ７ ５ ８ 】
　 2億 個 の イ ン タ ク ト な sf9細 胞 を 実 施 例 124の よ う に 単 離 し 、 プ レ フ ィ ッ ク ス し 、 intrast
ain処 理 を 行 う 。 活 性 化 を 20μ mol/lの  'GMBS' で 行 い 、 次 い で 60μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度 過
剰 ) の L-グ リ シ ン と 反 応 さ せ 、 C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 0.04μ mol/l の ペ プ チ ド 番 号 4 (
分 子 量 2201.3) と 0.4μ mol/l の 無 関 連 KI67ペ プ チ ド  (番 号 6、 1817.2Da) と の 予 備 混 合 溶
液 と 最 終 的 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ５ ９ 】
　 細 胞 を 、 一 般 的 な 項 に 記 載 さ れ て い る よ う に ThinPrep調 製 物 ま た は 手 動 処 理 の Autocyte
/TriPath調 製 物 と し て 処 理 す る 。
【 ０ ７ ６ ０ 】
　 両 調 製 物 を 、 一 般 的 な 手 順 に 記 載 さ れ る 通 り に p16に 対 す る 一 次 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体  (
ク ロ ー ン p16 E6H4、 DakoCytomation) を 用 い て 免 疫 視 覚 化 す る 。
【 ０ ７ ６ １ 】
　 図 25A、 Bは 20倍 の 倍 率 で と ら れ た (A) ThinPrepま た は (B) Autocyte/TriPathで 処 理 し 染
色 さ れ た sf9細 胞 の 写 真 で あ る 。
【 ０ ７ ６ ２ 】
　 図 25Aで 写 真 に 撮 ら れ た ThinPrep調 製 物 は 、 高 度 に 染 色 さ れ 3～ 4+に ス コ ア 付 け さ れ る 。
【 ０ ７ ６ ３ 】
　 図 25Bで 写 真 に 撮 ら れ た Autocyte/TriPath調 製 物 は 0～ 2+に ス コ ア 付 け さ れ 、 一 部 の 細 胞
は 2+に ス コ ア 付 け さ れ る が 、 一 部 は ほ と ん ど 染 色 さ れ な い 様 で あ る 。
【 ０ ７ ６ ４ 】
　 調 製 の ２ つ の 方 法 に よ っ て 、 非 常 に 異 な る 細 胞 の 全 体 外 観 お よ び 染 色 レ ベ ル が 得 ら れ た
。
【 ０ ７ ６ ５ 】
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　 結 論 と し て 、 幅 広 く 使 わ れ て い る 、 細 胞 学 的 試 料 を 扱 う ThinPrepま た は Autocyte/TriPa
thの 一 般 的 な 方 法 に よ っ て 、 本 発 明 の 参 照 物 質 を 取 り 扱 う こ と が で き る 。 異 な る 手 順 に よ
っ て 、 選 択 さ れ た モ デ ル 系 に 関 し て 異 な る 染 色 レ ベ ル お よ び 全 体 外 観 が 得 ら れ た 。
【 ０ ７ ６ ６ 】
実 施 例 １ ２ ． 標 的 と し て の HER2 neuペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ
て 評 価 さ れ る プ レ フ ィ ッ ク ス し た チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞  (CHO) 細 胞 全 体 の 蛍 光 染 色
　 3000万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞  (CHO) を 、 溶 解 工 程 を 除 い た 試 験 １ の 前 述 通 り に 単
離 す る 。
【 ０ ７ ６ ７ 】
　 PBSバ ッ フ ァ ー 中 終 濃 度 0.7 v/v%、 pH7.2の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を 用 い て 細 胞 を プ レ フ
ィ ッ ク ス し 、 GMBSを 用 い た 活 性 化 の 前 に 氷 上 に 15分 間 放 置 す る 。
【 ０ ７ ６ ８ 】
　 活 性 化 を 1.0μ mol/lの  'GMBS' で 行 い 、 次 い で GMBSに 対 し て 3.0μ mol/l (3倍 モ ル 濃 度
過 剰 ) の L-グ リ シ ン と 反 応 さ せ 、 C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 0.25μ mol/l の HER2 neuペ プ
チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 3、 DakoCytomation A0485抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ 、 分 子 量 1674.8) 
と 最 終 的 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ６ ９ 】
　 細 胞 集 団 を 前 述 の 一 般 的 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 手 順 に 従 っ て フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー を
用 い て 染 色 し 、 評 価 す る 。
【 ０ ７ ７ ０ 】
　 図 26A、 Bお よ び Cは 染 色 し て い な い CHO対 照 細 胞 を 示 す 。
【 ０ ７ ７ １ 】
　 FL1チ ャ ン ネ ル の 蛍 光 は 非 常 に 弱 い  (図 26C、 右 下 )。
【 ０ ７ ７ ２ 】
　 図 27A、 Bお よ び Cは ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ー ル  (DakoCytomation X092
9) お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (FITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ
ブ リ ン /FITC (DakoCytomation F0054) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た HER2修 飾 CHO細 胞 を 示 す 。
【 ０ ７ ７ ３ 】
　 FL1チ ャ ン ネ ル の 蛍 光 は 非 常 に 弱 く  (図 27C、 右 下 )、 低 い 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を
示 す 。
【 ０ ７ ７ ４ 】
　 図 28A、 Bお よ び Cは ウ サ ギ 抗 HER2/neu (DakoCytomation A0485) お よ び ブ タ F(ab) 2 抗 ウ
サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITC (DakoCytomation F0054) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た HER2修 飾 CHO細
胞 を 示 す 。
【 ０ ７ ７ ５ 】
　 図 28C (右 上 ) は 、 ウ サ ギ 抗 HER2/neuお よ び ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITCで
免 疫 標 識 さ れ た 陽 性 細 胞 の HER2/neuペ プ チ ド 発 現 か ら の 非 常 に 高 い FL1蛍 光 を 示 す 。
【 ０ ７ ７ ６ 】
　 結 論 と し て 、 本 発 明 の 細 胞 を フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て 染 色 し 、 評 価 す る こ と が で
き る 。 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 特 異 的 抗 体 と 同 じ 由 来 の 非 特 異 的 抗 体 を 用 い た 染 色
に よ っ て 示 さ れ る よ う に 非 常 に 低 い 。 ま た 、 細 胞 だ け か ら の 自 己 蛍 光 も 低 い 。
【 ０ ７ ７ ７ 】
実 施 例 １ ３ ． 標 的 と し て の HER2 neuペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ
て 評 価 さ れ る プ レ フ ィ ッ ク ス し た チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞  (CHO) 細 胞 全 体 の 蛍 光 染 色
　 こ の 実 施 例 で は 、 プ レ フ ィ ッ ク ス は よ り 緩 く 、 標 的 ペ プ チ ド の 量 は 前 実 施 例 よ り も 少 な
い 。 細 胞 の 均 一 性 を 比 較 す る 。
【 ０ ７ ７ ８ 】
　 2000万 個 の チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞  (CHO) を 、 溶 解 工 程 を 除 い て 試 験 １ の 前 述 通 り に 単
離 す る 。 細 胞 を PBSバ ッ フ ァ ー 中 の 0.5 v/v%の 終 濃 度 の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 、 pH7.2を 用
い て プ レ フ ィ ッ ク ス し 、 氷 上 で 15分 間 放 置 し 、 GMBSで 活 性 化 す る 。
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【 ０ ７ ７ ９ 】
　 活 性 化 を 1.0μ mol/lの  'GMBS' で 行 い 、 次 い で  'GMBS' に 対 し て 3.0μ mol/l (3倍 モ ル
濃 度 過 剰 )の L-グ リ シ ン と 反 応 さ せ 、 C末 端 に シ ス テ イ ン を 含 む 0.20μ mol/l の HER2/neuペ
プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 3、 DakoCytomation A0485抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ 、 分 子 量 1674.8)
 と 最 終 的 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ８ ０ 】
　 細 胞 集 団 を 前 述 の 一 般 的 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 手 順 に 従 っ て 染 色 し 、 評 価 す る 。
【 ０ ７ ８ １ 】
　 図 29は 染 色 し て い な い  CHO 対 照 細 胞 を 示 す 。
【 ０ ７ ８ ２ 】
　 FL1 チ ャ ン ネ ル 蛍 光 は 非 常 に 弱 い  (図 29C、 右 下 )。
【 ０ ７ ８ ３ 】
　 図 30A、 Bお よ び Cは ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ー ル  (DakoCytomation X092
9) お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (FITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ
ブ リ ン /FITC (DakoCytomation F0054) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た HER2修 飾 CHO細 胞 を 示 す 。 FL
1チ ャ ン ネ ル の 蛍 光 は 非 常 に 弱 く  (図 30C、 右 下 )、 前 実 施 例 と 同 様 に 低 い 非 特 異 的 バ ッ ク
グ ラ ウ ン ド を 示 す 。
【 ０ ７ ８ ４ 】
　 図 31A、 Bお よ び Cは ウ サ ギ 抗 HER2/neu (DakoCytomation A0485) お よ び ブ タ F(ab) 2 抗 ウ
サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITC (DakoCytomation F0054) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た HER2修 飾 CHO細
胞 を 示 す 。
【 ０ ７ ８ ５ 】
　 図 31C (右 上 ) は 、 ウ サ ギ 抗 HER2/neuお よ び ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITCで
免 疫 標 識 さ れ た 陽 性 細 胞 の HER2/neuペ プ チ ド 発 現 か ら の 高 い FL1蛍 光 を 示 す 。
【 ０ ７ ８ ６ 】
　 図 32は 品 質 保 証 を 確 保 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー デ ー タ の バ ラ ツ キ を 少 な く す る た め に
使 用 さ れ る 較 正 用 マ イ ク ロ ビ ー ズ の フ ロ ー セ ッ ト か ら の ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。
【 ０ ７ ８ ７ 】
　 前 実 施 例  (実 施 例 13) に 比 較 し て 、 自 動 蛍 光 お よ び 非 特 異 的 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 、 ほ ぼ
同 じ 低 い レ ベ ル で あ る 。 特 異 的 シ グ ナ ル は 少 し 高 い 。 こ の こ と か ら 、 プ レ フ ィ ッ ク ス の 条
件 が 最 終 の 蛍 光 シ グ ナ ル 強 度 に 大 い に 影 響 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ７ ８ ８ 】
　 前 方 お よ び 側 方 の ス キ ャ ッ タ ー プ ロ ッ ト  (図 29A、 30A、 31A) か ら 、 プ レ フ ィ ッ ク ス 工
程 時 に よ り 高 い 濃 度 を 用 い た 調 製 物  (図 26A、 27A、 28A) よ り 、 大 き さ お よ び 粒 度 に 関 し
て よ り 不 均 一 な 細 胞 集 団 で あ る こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ７ ８ ９ 】
実 施 例 １ ４ ． 標 的 と し て の HER2 neuペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ
て 評 価 さ れ る プ レ フ ィ ッ ク ス し た チ ャ イ ニ ー ズ 卵 巣 細 胞  (CHO) 細 胞 全 体 の 蛍 光 染 色
　 異 な る 架 橋 剤 濃 度 を 活 性 化 時 に 用 い る 。 非 関 連 ペ プ チ ド を 包 含 す る 。
【 ０ ７ ９ ０ 】
　 手 短 に 言 え ば 、 約 2000万 個 の CHO細 胞 を 、 実 験 Aお よ び Bに 前 述 の よ う に 単 離 し 、 活 性 化
を 異 な る レ ベ ル の 'GMBS' (各 々 0.04μ mol/l、 0.20μ mol/l、 お よ び 1.00μ mol/l) で 行 い
、 'GMBS' に 対 し て 3倍 モ ル 濃 度 過 剰 の L-グ リ シ ン と 反 応 さ せ 、 双 方 C末 端 に シ ス テ イ ン を
含 む 、 0.04μ mol/l の HER2 neuペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 3、 Dakocytomation A0485抗 体 に
対 す る エ ピ ト ー プ ) ま た は 無 関 連 な HER3ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 7、 分 子 量 1617 Da) と 最
終 的 に 反 応 さ せ る 。
【 ０ ７ ９ １ 】
　 細 胞 集 団 を 前 述 し た 一 般 的 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 手 順 に 従 っ て 染 色 し 、 評 価 す る 。
【 ０ ７ ９ ２ 】
　 図 33は 高 GMBSレ ベ ル  (1.00μ mol/l) お よ び HER2標 的 を 用 い て 調 製 し た 染 色 し て い な い C
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HO対 照 細 胞 を 示 す 。 FL1チ ャ ン ネ ル 蛍 光 は 弱 い  (図 11C、 右 下 )。
【 ０ ７ ９ ３ 】
　 図 34は 高 GMBSレ ベ ル  (1.00μ mol/l) お よ び HER2標 的 を 用 い て 調 製 し た CHO細 胞 を 示 す 。
ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ー ル  (DakoCytomation X0929) お よ び フ ル オ レ セ
イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト (FITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITC (DakoCyto
mation F0054) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ ７ ９ ４ 】
　 図 35は 高 GMBSレ ベ ル  (1.00μ mol/l) お よ び 無 関 連 な HER3標 的 を 用 い て 調 製 し 、 HER2/ne
uタ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー  (DAKOCYTOMATION) に 特 異 的 な フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー
ト  (FITC) 標 識 ウ サ ギ 抗 体 で 直 接 免 疫 標 識 し た CHO細 胞 か ら の 低 い 蛍 光 を 示 す 。
【 ０ ７ ９ ５ 】
　 図 36、 37お よ び 38は 、 HER2/neuタ ン パ ク 質 レ セ プ タ ー に 特 異 的 な フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ
オ シ ア ネ ー ト  (FITC)標 識 ウ サ ギ 抗 体  (FITC labeled Dakocytomation A40485) で 3つ の 異
な る HER2修 飾 細 胞 集 団  (各 々 0.04μ mol/l、 0.20μ mol/l、 お よ び 1.00μ mol/l GMBS) を 直
接 免 疫 標 識 し た 後 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー の デ ー タ を 示 す 。
【 ０ ７ ９ ６ 】
　 要 約 す る と 、 図 36は 低 い 染 色 シ グ ナ ル を 、 図 37は 中 程 度 の 染 色 シ グ ナ ル を 、 お よ び 図 38
は 高 い 染 色 シ グ ナ ル を 示 す 。
【 ０ ７ ９ ７ 】
　 結 論 と し て 、 活 性 化 時 の 架 橋 剤 の 濃 度 を 用 い て 、 得 ら れ る 特 異 的 な 蛍 光 染 色 シ グ ナ ル を
調 整 す る こ と が で き る 。 こ の こ と は 、 様 々 な 染 色 度 を 有 す る 参 照 細 胞 を 得 る た め に 重 要 で
あ る 。
【 ０ ７ ９ ８ 】
　 自 己 蛍 光 は 図 11に 示 す よ う に 低 い 。 非 特 異 的 な シ グ ナ ル は 図 12お よ び 13で 示 す よ う に 低
い 。
【 ０ ７ ９ ９ 】
　 し か し 、 集 団 が 二 分 さ れ る よ う で あ る こ と は 明 ら か に わ か る  (図 34お よ び 35)。
【 ０ ８ ０ ０ 】
実 施 例 １ ５ ． 標 的 と し て の HER2/neuペ プ チ ド ま た は リ ン 酸 化 HER2の 使 用 、 お よ び フ ロ ー サ
イ ト メ ト リ ー に よ っ て 評 価 さ れ る プ レ フ ィ ッ ク ス さ れ た sf9細 胞 全 体 の 蛍 光 染 色
　 4000万 個 の Sf9細 胞 を 前 述 の よ う に 単 離 し 、 0.5 v/v%の 終 濃 度 の パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ド
を 用 い て プ レ フ ィ ッ ク ス し 、 2.0μ mol/l 'GMBS' で 活 性 化 し 、 'GMBS' に 対 し て 3倍 モ ル 濃
度 過 剰 の L-グ リ シ ン と 反 応 さ せ 、 最 終 的 に 2つ の 集 団 に 分 割 し 、 双 方 と も C末 端 に シ ス テ イ
ン を 含 む 、 (A) 0.08μ mol/l の HER2/neuペ プ チ ド  'SP991729' (ペ プ チ ド 番 号 3、 1676.9Da
、 Dakocytomation A0485ウ サ ギ 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ ) ま た は  (B) 0.08μ mol/l の HER
2/neuペ プ チ ド を 含 有 す る リ ン 酸 化 チ ロ シ ン  'NVP-ABN-379-A1-1' (ペ プ チ ド 番 号 8、 分 子
量 1753.8Da、 Dakocytomation DAK-H2-PY-1248モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ ) 
の ど ち ら か と 反 応 さ せ る 。
【 ０ ８ ０ １ 】
　 2つ の 細 胞 集 団 を 前 述 の よ う に 一 般 的 な フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 手 順 に 従 っ て 染 色 し 、 評
価 す る 。
【 ０ ８ ０ ２ 】
　 図 39は 染 色 し て い な い HER2 Sf9対 照 細 胞  (集 団 A) を 示 す 。
【 ０ ８ ０ ３ 】
　 図 40は ウ サ ギ 陰 性 対 照 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ー ル  (DakoCytomation X0903) お よ び ブ タ F(ab
) 2 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITC (DakoCytomation F0054) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た HER2 Sf
9対 照 細 胞  (集 団 A) を 示 す 。
【 ０ ８ ０ ４ 】
　 図 41は 染 色 し て い な い リ ン 酸 HER2ペ プ チ ド Sf9対 照 細 胞  (集 団 B) を 示 す 。
【 ０ ８ ０ ５ 】
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　 図 42は マ ウ ス IgG1陰 性 対 照 免 疫 グ ロ ブ リ ン プ ー ル  (Dakocytomation X0931) お よ び ウ サ
ギ F(ab) 2 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITC (Dakocytomation F0313) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た
リ ン 酸 HER2ペ プ チ ド Sf9対 照 細 胞  (B) を 示 す 。
【 ０ ８ ０ ６ 】
　 図 43は HER2 Sf9対 照 細 胞  (集 団 A) の 特 異 的 な 染 色 を 示 す 。
【 ０ ８ ０ ７ 】
　 図 43Aは 前 方 散 乱  (FSC-H) 対 側 方 散 乱  (SSC-H) の ド ッ ト ブ ロ ッ ト に お け る 細 胞 の 分 布
を 示 し 、 図 43Bは HER2/neuペ プ チ ド の 異 な る 発 現 レ ベ ル を 有 す る 2つ の 集 団 を 示 す 。
【 ０ ８ ０ ８ 】
　 図 43Cは ウ サ ギ 抗 HER2/neu (Dakocytomation A0485、 0.1 g/L) お よ び ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ
ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITC (DakoCytomation F0054) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た HER2/neuペ プ チ
ド 発 現 陽 性 細 胞 か ら の 高 い 蛍 光 を 示 す 。
【 ０ ８ ０ ９ 】
　 図 44は リ ン 酸 HER2ペ プ チ ド Sf9対 照 細 胞  (集 団 B) の 特 異 的 染 色 を 示 す 。
【 ０ ８ １ ０ 】
　 図 44Aは 前 方 散 乱  (FSC-H) 対 側 方 散 乱  (SSC-H) の ド ッ ト ブ ロ ッ ト に お け る 細 胞 の 分 布
を 示 し 、 図 44Bは HER2/neuペ プ チ ド を 含 有 す る リ ン 酸 化 チ ロ シ ン の 異 な る 発 現 レ ベ ル を 有
す る 2つ の 集 団 を 示 す 。
【 ０ ８ １ １ 】
　 図 44Cは モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 リ ン 酸 化 状 態 特 異 的 HER2-PY1248 (Dakocytomation DAK-H2-PY
-1248、 0.1 g/L) お よ び ウ サ ギ F(ab) 2 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン /FITC (Dakocytomation F0
313) と イ ン キ ュ ベ ー ト し た 、 発 現 陽 性 細 胞 の リ ン 酸 化 HER2ペ プ チ ド か ら の 高 い 蛍 光 を 示
す 。
【 ０ ８ １ ２ 】
　 自 己 蛍 光 お よ び 非 特 異 的 染 色 は 低 い  (図 39、 40、 41お よ び 42)。 特 異 的 な 染 色 に よ っ て
、 両 者 と も に 診 断 目 的 を 有 す る 、 2つ の HER誘 導 体 を 特 異 的 に 染 色 す る 可 能 性 を 説 明 す る 。
【 ０ ８ １ ３ 】
実 施 例 １ ６ ． 標 的 と し て の FITCの 使 用 、 お よ び FFPE調 製 物 に お け る 人 工 PEGA細 胞 の ホ ー ス
ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) EnVision/DAB染 色
　 こ の 実 施 例 で は 、 人 為 的 な 人 工 樹 脂 を 本 発 明 の 参 照 系 と し て 用 い る 。 該 樹 脂 は FITC修 飾
の ア ミ ノ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル  (PEGA) 樹 脂 で あ る 。 該 樹 脂 は 細 胞 様 形 状 を 有 し 、 有 機
溶 媒 お よ び 水 性 溶 媒 の 両 者 に お い て 膨 張 す る 特 別 な 能 力 に よ っ て 特 徴 付 け ら れ る 。
【 ０ ８ １ ４ 】
　 ア ミ ノ PEGA樹 脂  (ア ミ ノ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 樹 脂 、 Novabiochem, San Diego, USA
、 コ ー ド 番 号 01-64-0100) は 淡 黄 色 の 球 形 粒 子 で あ る 。 FITC (フ ル オ レ セ イ ン -5-イ ソ チ
オ シ ア ネ ー ト 、 '異 性 体  I'、 分 子 プ ロ ー ブ コ ー ド 番 号 F-1906) で の 修 飾 は 、 有 機 溶 媒 中 で
ア ミ ノ 基 の 一 部 に 直 接 結 合 さ せ る こ と に よ っ て 行 う 。
【 ０ ８ １ ５ 】
　 手 短 に 言 え ば 、 修 飾 は 1.0 gの PEGA樹 脂 を ト ル エ ン  (LabScan, Denmark, コ ー ド 番 号 H65
18、 2分 間 、 10 ml/g 室 温 ) で 3回 洗 浄 し 、 次 い で 1 mMま た は 10 mMの FITC (NMP中 1%、 LabS
can, Denmark) お よ び 10 mM ト リ エ チ ル ア ミ ン  (Aldrichコ ー ド 番 号 13,206-0) と 反 応 さ
せ て 行 う 。
【 ０ ８ １ ６ 】
　 上 下 逆 さ に 回 転 さ せ て 17時 間 混 合 後 、 水 で 5回 洗 浄 し て 反 応 を 止 め る 。 並 行 し て 、 未 修
飾 の PEGA樹 脂 も 洗 浄 す る 。
【 ０ ８ １ ７ 】
　 修 飾 お よ び 未 修 飾 の 洗 浄 し た PEGA樹 脂 を 別 々 に ア ガ ロ ー ス 溶 液  (2重 量 %の ア ガ ロ ー ス 、
HSA 1000 タ ン パ ク 質 グ レ ー ド 、 0.05% PEI (Fluka コ ー ド 番 号 03880) TBS溶 液  (DakoCyto
mation, K5325, pH7.5、 1lの 水 中 ) 中 に 包 埋 し 、 100 mgの 樹 脂 を 130μ l の 水 と 十 分 混 合
し 、 さ ら に 400μ l の 60～ 62℃ の 温 か い ア ガ ロ ー ス 溶 液 を 添 加 し 、 そ の 後 素 早 く 1 mlの シ
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リ ン ジ に 吸 い 上 げ る 。 ア ガ ロ ー ス が 冷 却 し た 後 、 シ リ ン ジ の 先 端 を 鋭 利 な ナ イ フ で 切 り 落
と し 、 固 化 し た ゲ ル を 緩 や か に 水 中 に 噴 出 さ せ る 。
【 ０ ８ １ ８ 】
　 ゲ ル 片 を 以 前 一 般 に 記 載 し た よ う に 顕 微 鏡 レ ン ズ 用 洗 浄 紙 で 包 む 。
【 ０ ８ １ ９ 】
　 固 定 、 脱 水 お よ び 一 部 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 を 自 動 組 織 処 理 装 置 Shandon Excelsior (Therm
o Shandon, Ax-Lab, Vedbaer, Denmark) で 自 動 的 に 行 う 。 ゲ ル 包 埋 樹 脂 を 有 す る 組 織 カ
プ セ ル を チ ャ ン バ ー 内 に 移 し 、 室 温 で 中 性 緩 衝 ホ ル マ リ ン  (PBS中 に 3.7%) 中 に て 4時 間 固
定 す る 。 エ タ ノ ー ル 量 を 70%エ タ ノ ー ル か ら 99.9%エ タ ノ ー ル に 増 加 さ せ る 6工 程 に お け る
脱 水 は 、 各 工 程 が 30℃ 、 真 空 で 30分 か か る 。 そ の 後 、 ゲ ル 包 埋 樹 脂 を 30℃ 、 真 空 で キ シ レ
ン を 用 い て 20分 、 3回 処 理 す る 。 こ の 工 程 を 終 了 す る た め に 、 ゲ ル を 真 空 で 60～ 62℃ の 融
解 し た パ ラ フ ィ ン を 用 い て 80分 、 3回 処 理 す る 。 終 了 す る と 、 そ れ を 60～ 62℃ の 融 解 し た
パ ラ フ ィ ン 中 で 一 晩 放 置 す る 。
【 ０ ８ ２ ０ 】
　 樹 脂 を 有 す る ヒ ス ト カ プ セ ル を 新 し い 60～ 62℃ の 融 解 し た パ ラ フ ィ ン に 移 し 、 前 記 一 般
に 記 載 さ れ る 通 り に パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 包 埋 す る 。
【 ０ ８ ２ １ 】
　 FITC修 飾 ま た は 未 修 飾 の PEGA樹 脂 の FFPEブ ロ ッ ク を 切 り 、 ポ リ -L-リ ジ ン 被 覆 顕 微 鏡 ガ
ラ ス  (Electron Microscopy Sciences、 コ ー ド 番 号 63410-01) 上 に 載 せ 、 前 記 一 般 に 記 載
さ れ る 通 り に 脱 パ ラ フ ィ ン を 行 う 。
【 ０ ８ ２ ２ 】
　 FITC修 飾 PEGA樹 脂 な ら び に 未 修 飾 の PEGA樹 脂 の 免 疫 視 覚 化 を 、 一 次 抗 体 、 視 覚 化 シ ス テ
ム お よ び 樹 脂 の 対 照 を 含 む 、 一 般 的 な 手 順 に 前 述 の 通 り に 行 う 。 要 約 す る と 、 一 次 ポ リ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 (F(ab')) は ウ サ ギ 抗 FITC-HRP (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 P5100、 希 釈 1:
50) で あ り 、 一 次 抗 体 の 陰 性 対 照 は ウ サ ギ IgG (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 X0936、 希 釈
1:1000) で あ る 。 そ の 後 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス ／ ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ホ ー ス ラ デ
ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー  (DakoCytomation、 コ ー ド 番
号 K5007) 並 び に 、 視 覚 化 シ ス テ ム の 陰 性 対 照 に つ い て は 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン
お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー (DakoCytom
ation、 コ ー ド 番 号 K4006) で 処 理 す る 。 最 終 的 に ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 発 色 基 質 系  (DakoCy
tomation、 コ ー ド 番 号 K5007) で 処 理 す る 。
【 ０ ８ ２ ３ 】
　 図 45A、 45Bお よ び 45Cは 、 明 視 野 顕 微 鏡 で 全 て 20倍 の 倍 率 で と ら れ た 、 DAB染 色 さ れ た PE
GA樹 脂 の 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ８ ２ ４ 】
　 図 45Aお よ び 45Bは 、 各 々 1 mMお よ び 10 mMの FITCと 結 合 し た DAB染 色 さ れ た PEGA樹 脂 で あ
る 。
【 ０ ８ ２ ５ 】
　 図 45Cお よ び 45Dは 、 各 々 高 度 に FITC修 飾 さ れ た PEGA樹 脂 上 に 陰 性 対 照 一 次 抗 体 お よ び 陰
性 EnVision対 照 を 用 い て 染 色 し た PEGAで あ る 。
【 ０ ８ ２ ６ 】
　 図 45Eは 、 抗 FITCお よ び EnVisionを 用 い て DAB染 色 し た 未 修 飾 の PEGA樹 脂 で あ る 。
【 ０ ８ ２ ７ 】
　 図 45Fは 10 mM FITCで 修 飾 さ れ た 樹 脂 の 顕 微 鏡 写 真 の 典 型 で あ り  (図 45Bと 同 様 )、 図 45G
は 未 修 飾 の 樹 脂 で あ り 、 両 者 と も 蛍 光 顕 微 鏡 で 16倍 の 倍 率 で と ら れ た も の で あ る 。
【 ０ ８ ２ ８ 】
　 一 般 に 、 免 疫 染 色 は 個 々 の 樹 脂 の す み ず み ま で 観 察 さ れ る 。 一 部 の 樹 脂 ビ ー ズ は 、 中 心
に く ぼ み が あ る よ う で あ る 。 染 色 度 は 、 図 45A (1 mM FITC)で は 1 1 / 2 ～ 2に ス コ ア 付 け さ れ
、 図 45A (10 mM FITC) で は 2～ 2 1 / 2 に ス コ ア 付 け さ れ る 。
【 ０ ８ ２ ９ 】

10

20

30

40

50

(110) JP 2007-527991 A 2007.10.4



　 抗 体 の 陰 性 対 照 お よ び 二 次 視 覚 化 シ ス テ ム の 対 照 は 、 両 者 と も 1 / 2 に ス コ ア 付 け さ れ 、
未 修 飾 樹 脂 の 染 色 度 は 0に ス コ ア 付 け さ れ る 。 こ の こ と か ら 、 樹 脂 お よ び 修 飾 に よ る 一 般
的 な バ ッ ク グ ラ ウ ン ド は 非 常 に 低 い こ と が 示 唆 さ れ る 。
【 ０ ８ ３ ０ 】
　 さ ら に 、 蛍 光 写 真 は 樹 脂 の い く ら か の 不 均 一 な 修 飾 を 示 す 。 未 修 飾 の 樹 脂 は 自 己 蛍 光 が
非 常 に 低 か っ た 。
【 ０ ８ ３ １ 】
　 結 論 と し て 、 人 工 細 胞 様 樹 脂 を 用 い て 、 周 知 の 一 般 的 な ハ プ テ ン を 用 い て 修 飾 し 、 DAB
染 色 を 用 い て 免 疫 視 覚 化 し 、 明 視 野 顕 微 鏡 で 評 価 す る こ と は 可 能 で あ る 。
【 ０ ８ ３ ２ 】
　 染 色 度 は ハ プ テ ン 修 飾 の 程 度 の 高 低 に よ っ て 明 ら か に 格 付 け さ れ  (図 45Aお よ び 45B)、
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド か ら 明 ら か に 区 別 で き る 、 低 い 染 色 度 を 有 す る 参 照 物 質 を 作 る 可 能 性 を
示 唆 す る 。
【 ０ ８ ３ ３ 】
　 該 物 質 は 、 視 覚 化 シ ス テ ム ま た は 全 て の 手 動 も し く は 自 動 染 色 工 程 の バ リ デ ー シ ョ ン に
有 用 で あ り 得 た 。
【 ０ ８ ３ ４ 】
実 施 例 １ ７ ． 標 的 と し て の ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン の 使 用 、 お よ び FFPE調 製 物 に お け る 人 工
ア ガ ロ ー ス 細 胞 の ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) EnVision/DAB染 色
　 こ の 実 施 例 で は 、 人 為 的 な 人 工 炭 水 化 物 マ ト リ ッ ク ス を 視 覚 化 シ ス テ ム の 対 照 と し て 用
い る 。 該 マ ト リ ッ ク ス は 細 胞 様 形 状 を 有 し 、 球 形 ア ガ ロ ー ス ビ ー ズ の ウ サ ギ IgG修 飾 ジ ビ
ニ ル ス ル ホ ン 活 性 マ ト リ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ８ ３ ５ 】
　 手 短 に い え ば 、 ア ミ ノ 、 ヒ ド ロ キ シ ル お よ び チ オ ー ル 反 応 性 ビ ニ ル ス ル ホ ン 活 性 化 マ ト
リ ッ ク ス  (Mini Leak, Kem-En-Tec, Copenhagen、 コ ー ド 番 号 1012) の ウ サ ギ IgG (DakoCy
tomation、 コ ー ド 番 号 X0936) を 用 い た 修 飾 は 、 水 性 バ ッ フ ァ ー 中 で の 直 接 結 合 と し て 行
う 。
【 ０ ８ ３ ６ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 1.7 gの Mini Leakマ ト リ ッ ク ス を 3回 水 で 洗 浄 し  (2分 間 、 10 ml/g 室 温
)、 次 い で 0.65 mg (0.50 mg/mlマ ト リ ッ ク ス ) ま た は 1.95 mg (1.50 mg/mlマ ト リ ッ ク ス )
 の 透 析 し た ウ サ ギ IgG (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 X0936、 0.1 M NaCl、 pH9.0の 50 mM 
炭 酸 塩 ) と 反 応 さ せ 、 修 飾 を 行 う 。
【 ０ ８ ３ ７ 】
　 上 下 逆 さ ま に 回 転 す る こ と に よ っ て 混 合 し て 室 温 で 17 1 / 2 時 間 後 に 、 エ タ ノ ー ル ア ミ ン
で ク エ ン チ ン グ す る  (全 て 0.010 M、 pH9.0中 )。 30分 後 、 マ ト リ ッ ク ス を 水 中 で 3回 洗 浄 す
る  (2分 間 、 10 ml/g 室 温 )。 並 行 し て 、 未 修 飾 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス も 水 中 で 洗 浄 す
る 。
【 ０ ８ ３ ８ 】
　 IgG修 飾 の 2つ の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス お よ び 未 修 飾 の 洗 浄 し た 1つ の Mini Leakマ ト リ
ッ ク ス を 前 述 の よ う に 別 々 に ア ガ ロ ー ス 溶 液 に 包 埋 す る 。
【 ０ ８ ３ ９ 】
　 ゲ ル 片 を 前 記 一 般 に 記 載 さ れ た よ う に 顕 微 鏡 レ ン ズ 洗 浄 紙 で 包 む 。
【 ０ ８ ４ ０ 】
　 固 定 、 脱 水 お よ び 一 部 の パ ラ フ ィ ン 包 埋 を 前 述 の 通 り に 、 自 動 組 織 処 理 装 置 Shandon Ex
celsiorで 自 動 的 に 行 う 。
【 ０ ８ ４ １ 】
　 該 マ ト リ ッ ク ス を 有 す る 組 織 カ プ セ ル を 新 し い 60～ 62℃ の 融 解 し た パ ラ フ ィ ン に 移 し 、
前 記 一 般 に 記 載 さ れ る 通 り に パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 包 埋 す る 。
【 ０ ８ ４ ２ 】
　 ウ サ ギ IgG修 飾 ま た は 未 修 飾 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の FFPEブ ロ ッ ク を 切 り 、 ポ リ -L-
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リ ジ ン 被 覆 顕 微 鏡 ガ ラ ス  (Electron Microscopy Sciences、 コ ー ド 番 号 63410-01) 上 に マ
ウ ン ト し 、 前 記 一 般 に 記 載 さ れ る 通 り に 脱 パ ラ フ ィ ン を 行 う 。
【 ０ ８ ４ ３ 】
　 ウ サ ギ IgG修 飾 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス な ら び に 未 修 飾 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の 免
疫 視 覚 化 を 、 視 覚 化 シ ス テ ム お よ び マ ト リ ッ ク ス の 対 照 を 含 む 、 前 記 一 般 的 手 順 通 り に 行
う 。 要 約 す る と 、 一 次 抗 体 は 用 い な い 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス ／ ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ
び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー  (DakoCytomati
on、 コ ー ド 番 号 K5007) 並 び に 、 視 覚 化 シ ス テ ム の 陰 性 対 照 に つ い て は 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免
疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 し た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ
ー  (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 K4006) で 処 理 す る 。 最 終 的 に ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 発 色
基 質 系  (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 K5007) で 処 理 す る 。
【 ０ ８ ４ ４ 】
　 図 46、 47お よ び 48は 、 全 て 、 明 視 野 顕 微 鏡 で 見 ら れ た DAB染 色 さ れ た Mini Leakの 顕 微 鏡
写 真 で あ る 。
【 ０ ８ ４ ５ 】
　 図 46Aお よ び 46Bは 、 各 々 10お よ び 20倍 の 倍 率 で と ら れ た 、 0.5 mgウ サ ギ IgG/mlで 修 飾 し
た DAB染 色 さ れ た Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の 代 表 的 な 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ８ ４ ６ 】
　 図 47Aお よ び 47Bは 、 各 々 10お よ び 20倍 の 倍 率 で と ら れ た 、 1.5 mgウ サ ギ IgG/mlで 修 飾 し
た DAB染 色 さ れ た Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の 代 表 的 な 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ８ ４ ７ 】
　 図 48Aは ヤ ギ 抗 マ ウ ス コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い た EnVision陰 性 対 照 で あ り 、 図 48Bは EnVisi
on HRPお よ び DAB染 色 未 修 飾 Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の 顕 微 鏡 写 真 で あ り 、 全 て 10倍 の 倍 率
で 撮 ら れ た 。
【 ０ ８ ４ ８ 】
　 染 色 度 は 、 図 46 (0.5 mg/ml マ ト リ ッ ク ス ウ サ ギ IgG)で は 1 / 2 ～ 1に ス コ ア 付 け さ れ 、 図
47 (1.5 mg ウ サ ギ IgG mg/ml マ ト リ ッ ク ス ) で は 1 / 2 ～ 1に ス コ ア 付 け さ れ る 。 全 体 的 な
染 色 度 を 、 10倍 倍 率 で 評 価 す る 。
【 ０ ８ ４ ９ 】
　 免 疫 染 色 は 個 々 の マ ト リ ッ ク ス の す み ず み ま で 観 察 さ れ る 。 低 い ス コ ア の マ ト リ ッ ク ス
 (図 47) は 、 よ り 高 い 染 色 度 を 有 す る ビ ー ズ を ほ と ん ど 持 た な い よ う で あ る 。
【 ０ ８ ５ ０ 】
　 染 色 度 は 、 ビ ー ズ の 内 部 に お け る よ り 外 表 面 上 ま た は 端 の 方 が わ ず か に 高 い 。 個 々 の ビ
ー ズ の 異 な る 大 き さ は 、 切 断 過 程 に よ る も の 、 お よ び 元 の ビ ー ズ の 不 規 則 な サ イ ズ 分 布 に
よ る 両 方 に よ る も の で あ ろ う 。 数 個 の ビ ー ズ は 中 心 に 小 さ な 空 洞 を 有 す る 。 顕 著 な 残 骸 は
見 ら れ ず 、 ビ ー ズ は 全 て 球 形 の よ う に 見 え 、 パ ラ フ ィ ン 浸 透 お よ び そ の 後 の 切 断 の 良 好 な
品 質 を 示 す 。
【 ０ ８ ５ １ 】
　 図 48Aお よ び 48B各 々 に 、 視 覚 化 シ ス テ ム の 対 照 は 0に ス コ ア 付 け さ れ 、 マ ト リ ッ ク ス の
対 照 は 1 / 2 未 満 に ス コ ア 付 け さ れ る 。
【 ０ ８ ５ ２ 】
　 結 論 と し て 、 人 工 的 細 胞 様 参 照 と し て 単 純 親 和 性 物 質 を 用 い 、 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン を
用 い て 修 飾 し 、 DAB染 色 を 用 い て 免 疫 視 覚 化 お よ び 明 視 野 顕 微 鏡 で 評 価 す る こ と は 可 能 で
あ る 。
【 ０ ８ ５ ３ 】
　 ネ イ テ ィ ブ お よ び 未 修 飾 の マ ト リ ッ ク ス に よ り 、 マ ト リ ッ ク ス の 性 質 に よ る 非 常 に 低 い
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 度 が 得 ら れ る 。
【 ０ ８ ５ ４ 】
　 上 記 参 照 物 質 は 、 二 次 視 覚 化 シ ス テ ム の 機 能 性 の バ リ デ ー シ ョ ン に 有 用 で あ り 得 る 。 さ
ら に 、 染 色 度 は 低 く 、 多 く の IHC診 断 キ ッ ト に 関 し て 関 連 レ ベ ル に あ る 。
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【 ０ ８ ５ ５ 】
実 施 例 １ ８ ． 標 的 と し て の HER2ペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び FFPE調 製 物 に お け る 人 工 細 胞 の ホ
ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ  (HRP) EnVisoin/DAB染 色
　 こ の 実 施 例 で は 、 mini leakマ ト リ ッ ク ス を HER2ペ プ チ ド お よ び 無 関 連 ペ プ チ ド と 結 合
さ せ 、 一 次 試 薬 の 参 照 と し て 使 用 す る 特 異 的 な 染 色 を 得 る 。
【 ０ ８ ５ ６ 】
　 HER2ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 3、 DakoCytomation A0485抗 体 に 対 す る エ ピ ト ー プ ) お よ
び p16ペ プ チ ド  (ペ プ チ ド 番 号 4) を 用 い た Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の 修 飾 は 、 水 性 溶 媒 中
で チ オ ー ル 含 有 ペ プ チ ド と ビ ニ ル ス ル ホ ン 活 性 マ ト リ ッ ク ス 間 で 直 接 結 合 さ せ る こ と に よ
っ て 行 う 。
【 ０ ８ ５ ７ 】
　 p16ペ プ チ ド は 、 こ の 実 施 例 で は 無 関 連 ペ プ チ ド と し て 作 用 す る 。 標 的 ペ プ チ ド の 濃 度
は 変 化 し 、 ペ プ チ ド の 全 濃 度 は 結 合 に つ い て 一 定 で あ る 。
【 ０ ８ ５ ８ 】
　 よ り 詳 細 に 、 0.85 gの Mini Leakマ ト リ ッ ク ス を 50 mM HEPES、 2.5 mM EDTA pH8中 で 2回
洗 浄 し (20分 、 10 ml/g 室 温 )、 次 い で
a) 0.0 g/l HER2 お よ び 0.0 g/l P16,
b) 0.01 g/l HER2 お よ び 0.19 g/l P16,
c) 0.05 g/l HER2 お よ び 0.15 g/l P16,
d) 0.10 g/l HER2 お よ び 0.10 g/l P16,
e) 0.15 g/l HER2 お よ び 0.05 g/l P16 ま た は
f) 0.19 g/l HER2 お よ び 0.01 g/l P16
各 々 と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 6つ の 異 な る 修 飾 を 行 う 。 全 体 で Hepesバ ッ フ ァ ー 中  (100 
mM HEPES、 5 mM EDTA、 5% DMF、 pH8.0) に 合 わ せ た ペ プ チ ド の 濃 度 は 0.20 g/lで あ る 。
【 ０ ８ ５ ９ 】
　 室 温 で 振 盪 に よ る 混 合 の 17時 間 後 に 、 1/10容 量 の 0.1 Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン  pH9.0で ビ ー
ズ を ク エ ン チ ン グ さ せ る 。 30分 後 、 マ ト リ ッ ク ス を 50 mM HEPES、 2.5 mM EDTA pH8中 で 2
回 洗 浄 す る (20分 、 10 ml/g 室 温 )。 並 行 し て 、 未 修 飾 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス も 洗 浄 す
る 。
【 ０ ８ ６ ０ 】
　 修 飾 お よ び 未 修 飾 で 洗 浄 し た Mini Leakマ ト リ ッ ク ス を 、 別 々 に ア ガ ロ ー ス 溶 液 に 包 埋
し 、 ゲ ル 片 を 前 記 の よ う に 顕 微 鏡 レ ン ズ 洗 浄 紙 で 包 む 。
【 ０ ８ ６ １ 】
　 固 定 、 脱 水 お よ び パ ラ フ ィ ン 包 埋 の 最 初 の 部 分 は 前 述 の 通 り に 、 自 動 組 織 処 理 装 置 Shan
don Excelsiorで 自 動 的 に 行 う 、 し か し 、 3.7% NBF固 定 の 代 わ り に 0.4% NBF固 定 中 で 固 定
を 行 う 。
【 ０ ８ ６ ２ 】
　 該 マ ト リ ッ ク ス を 有 す る 組 織 カ プ セ ル を 新 し い 60～ 62℃ の 融 解 し た パ ラ フ ィ ン に 移 し 、
前 記 一 般 に 記 載 さ れ る 通 り に パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 に 包 埋 す る 。
【 ０ ８ ６ ３ 】
　 HER2ペ プ チ ド 修 飾 ま た は 未 修 飾 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の FFPEブ ロ ッ ク を 切 り 、 ポ リ -
L-リ ジ ン 被 覆 顕 微 鏡 ガ ラ ス 上 に マ ウ ン ト し 、 前 記 一 般 に 記 載 さ れ る 通 り に 脱 パ ラ フ ィ ン を
行 う 。
【 ０ ８ ６ ４ 】
　 HER2ペ プ チ ド 修 飾 Mini Leakマ ト リ ッ ク ス な ら び に 未 修 飾 Mini leakマ ト リ ッ ク ス の 免 疫
視 覚 化 は HercepTest T M  (DakoCytomation コ ー ド 番 号 K5205) の プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 手 動
で 行 わ れ る 。
【 ０ ８ ６ ５ 】
　 免 疫 視 覚 化 は 一 次 抗 体 な ら び に 視 覚 化 シ ス テ ム 、 カ ッ プ リ ン グ 、 マ ト リ ッ ク ス の 対 照 を
含 み 、 異 な る HER2参 照 細 胞 株 を 有 す る 対 照 ス ラ イ ド は HercepTest T M キ ッ ト を 提 供 さ れ る 。
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【 ０ ８ ６ ６ 】
　 要 約 す る と 、 一 次 抗 体 は ウ サ ギ 抗 ヒ ト HER2タ ン パ ク 質 で あ り 、 ウ サ ギ IgGは 陰 性 対 照 と
し て 用 い ら れ る 。 視 覚 化 は 、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル
オ キ シ ダ ー ゼ で 修 飾 し た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に よ っ て 行 わ れ る 。 視 覚 化 シ ス テ ム の 陰 性
対 照 は ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 修 飾 し
た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー  (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 K4006)に よ っ て な さ れ る 。 最 終 的
に は ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ ン 発 色 基 質 系 が 用 い ら れ る 。
【 ０ ８ ６ ７ 】
　 図 49Aか ら 図 49Fは 全 て 、 各 々 (a) 0.0 g/l、 (b) 0.01 g/l、 (c) 0.05 g/l、 (d) 0.10 g/
l、 (e) 0.15 g/lま た は (f) 0.19 g/lの HER2標 的 ペ プ チ ド と 結 合 さ せ た DAB染 色 し た Mini L
eakの 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。 全 て の 顕 微 鏡 写 真 は 、 明 視 野 顕 微 鏡 で 20倍 の 倍 率 で と ら れ た 。
【 ０ ８ ６ ８ 】
　 図 50は 様 々 な 対 照 染 色 ： 陰 性 一 次 抗 体 対 照  (図 50A) お よ び Envision陰 性 対 照 (図 50B) 
で あ り ,両 者 と も 0.19 g/l HER2 mini leakマ ト リ ッ ク ス 上 に あ る 。 図 50Cは Herceptestで
染 色 し た 未 修 飾 の Mini leakマ ト リ ッ ク ス で あ る 。 図 50D、 Eお よ び Fは HercepTest T M 対 照 ス
ラ イ ド で あ る 。
【 ０ ８ ６ ９ 】
　 均 一 な 細 胞 質 染 色 に 非 常 に 似 て い る 免 疫 染 色 は 、 陽 性 染 色 さ れ た 個 々 の マ ト リ ッ ク ス 細
胞 の す み ず み ま で 観 察 さ れ る 。
【 ０ ８ ７ ０ 】
　 染 色 度 は 図 49B (0.01 g/l HER2) で は 0+に 、 図 49C、 D、 Eお よ び F (0.05～ 0.19 g/l HER
2)で は お よ そ 1+に ス コ ア 付 け さ れ る 。 4つ の 1＋ の ス ラ イ ド は 、 よ り 強 い 強 度 で 染 色 さ れ た
個 々 の 細 胞 の 数 が 増 加 し た 、 し か し 全 体 的 な 染 色 ス コ ア は お よ そ 1+で あ っ た 。
【 ０ ８ ７ １ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 、 視 覚 化 シ ス テ ム 、 抗 体 お よ び マ ト リ ッ ク ス の 対 照 は 全 て 、 図 50A、 Bお よ
び Cで は 0+に ス コ ア 付 け さ れ る 。 HercepTest T M 対 照 ス ラ イ ド は キ ッ ト 使 用 説 明 書 に お い て
規 定 さ れ る よ う に 、 0、 1+お よ び 3+に ス コ ア 付 け さ れ る 。
【 ０ ８ ７ ２ 】
　 天 然 お よ び 未 修 飾 の マ ト リ ッ ク ス に よ っ て 、 マ ト リ ッ ク ス の 性 質 に よ る 非 常 に 低 い バ ッ
ク グ ラ ン ド 染 色 度 が 得 ら れ た 。
【 ０ ８ ７ ３ 】
　 結 論 と し て 、 人 工 細 胞 様 マ ト リ ッ ク ス を 用 い 、 HER2ペ プ チ ド と し て 小 さ な 標 的 を 用 い て
異 な る 濃 度 で 修 飾 し 、 DAB染 色 で 免 疫 視 覚 化 し 、 明 視 野 光 学 顕 微 鏡 で 評 価 す る こ と が で き
る 。 マ ト リ ッ ク ス の 共 有 結 合 修 飾 時 の ペ プ チ ド 濃 度 の レ ベ ル に よ っ て 、 段 階 的 な 免 疫 染 色
が 得 ら れ た 。
【 ０ ８ ７ ４ 】
実 施 例 １ ９ ． 標 的 と し て の p16ペ プ チ ド の 使 用 、 お よ び FFPE調 製 物 に お け る 人 工 細 胞 の ホ
ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HRP) EnVision/DAB染 色
　 こ の 実 施 例 で は 、 mini leakマ ト リ ッ ク ス を p16ペ プ チ ド と 結 合 さ せ 、 前 の 実 施 例 と 同 様
に 無 関 連 HER2ペ プ チ ド と 結 合 さ せ る 。
【 ０ ８ ７ ５ 】
　 p16ペ プ チ ド お よ び 無 関 連 ペ プ チ ド  (HER2) を 用 い た Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の 修 飾 、 お
よ び FFPE調 製 は 前 の 実 施 例 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ８ ７ ６ 】
　 p16ペ プ チ ド 修 飾 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス 並 び に 未 修 飾 の Mini leakマ ト リ ッ ク ス の 免
疫 視 覚 化 は 、 CINtec T M  p16 I N K 4 a cytologyキ ッ ト  (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 K5339) の
プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 手 動 で 行 う 。
【 ０ ８ ７ ７ 】
　 免 疫 視 覚 化 は 、 一 次 抗 体 な ら び に 視 覚 化 シ ス テ ム 、 カ ッ プ リ ン グ お よ び マ ト リ ッ ク ス の
対 照 を 含 む 。
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【 ０ ８ ７ ８ 】
　 要 約 す る と 、 一 次 抗 体 は マ ウ ス 抗 ヒ ト P16 I N K 4 a で あ り 、 陰 性 対 照 は マ ウ ス IgG2aで あ る
。 視 覚 化 は ヤ ギ 抗 マ ウ ス 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標
識 さ れ た デ キ ス ト ラ ン ポ リ マ ー に よ っ て な さ れ る 。 視 覚 化 シ ス テ ム の 陰 性 対 照 は ヤ ギ 抗 ウ
サ ギ 免 疫 グ ロ ブ リ ン お よ び ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た デ キ ス ト ラ
ン ポ リ マ ー  (DakoCytomation、 コ ー ド 番 号 K4003)で あ る 。 最 終 的 に は 、 ジ ア ミ ノ ベ ン チ ジ
ン 発 色 基 質 系 を 用 い る 。
【 ０ ８ ７ ９ 】
　 図 51は 明 視 野 顕 微 鏡 で の CINtec T M p16 I N K 4 a  DAB染 色 の Mini Leakマ ト リ ッ ク ス の 写 真 で
あ り 、 全 て 20倍 の 倍 率 で と ら れ た 。
【 ０ ８ ８ ０ 】
　 図 51Aか ら 図 51Fは 全 て 、 各 々 (a) 0.0 g/l、 (b) 0.19 g/l、 (c) 0.15 g/l、 (d) 0.10 g/
l、 (e) 0.05 g/lま た は (f) 0.01 g/lの p16標 的 ペ プ チ ド と 結 合 さ せ た DAB染 色 し た Mini Le
akの 顕 微 鏡 写 真 で あ る 。
【 ０ ８ ８ １ 】
　 図 52は 様 々 な 対 照 染 色 ： 陰 性 一 次 抗 体 対 照  (図 52A) お よ び Envision陰 性 対 照  (図 50B) 
で あ り 、 両 者 と も 0.19 g/l HER2 mini leakマ ト リ ッ ク ス 上 に あ る 。 図 52Cは CINtec T M p16 I
N K 4 a キ ッ ト で 染 色 し た 未 修 飾 の Mini leakマ ト リ ッ ク ス で あ る 。
【 ０ ８ ８ ２ 】
　 前 の 実 施 例 で 見 ら れ る よ う に 、 均 一 な 免 疫 染 色 が 個 々 の マ ト リ ッ ク ス の す み ず み で 観 察
さ れ る 。
【 ０ ８ ８ ３ 】
　 染 色 度 は 図 51F (0.01 g/l p16) で は 1 / 2 +～ 3+に 、 図 51B、 C、 Dお よ び E (0.19か ら 0.05 
g/l p16ま で 下 が っ て ) で は 1+か ら 3+に ス コ ア 付 け さ れ る 。 染 色 度 は 個 々 の 細 胞 間 に お い
て 少 し 不 均 一 に 分 布 す る 。
【 ０ ８ ８ ４ 】
　 カ ッ プ リ ン グ 、 視 覚 化 シ ス テ ム 、 抗 体 お よ び マ ト リ ッ ク ス の 対 照 は 全 て 0+に ス コ ア 付 け
さ れ る  (図 52A～ C)、 し か し 一 部 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 染 色 が 個 々 の ビ ー ズ 間 の ア ガ ロ ー ス
に 観 察 さ れ た 。
【 ０ ８ ８ ５ 】
　 結 論 と し て 、 人 工 細 胞 様 マ ト リ ッ ク ス を 用 い 、 p16ペ プ チ ド の よ う な 小 さ な 標 的 を 用 い
て 修 飾 し 、 DAB染 色 を 用 い て 免 疫 視 覚 化 し 、 明 視 野 光 学 顕 微 鏡 で 評 価 す る 。
【 ０ ８ ８ ６ 】
実 施 例 ２ ０ ． 人 工 細 胞 の サ イ ズ 測 定
　 以 下 の 実 施 例 は 、 実 施 例 16お よ び 18で 作 ら れ た 人 工 細 胞 の サ イ ズ 測 定 を 要 約 す る 。
【 ０ ８ ８ ７ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 Fitc修 飾 の PEGA樹 脂 を 用 い た FFPEブ ロ ッ ク  (実 施 例 16、 10 mM FITCで 結
合 さ せ た ) お よ び p16/HER2修 飾 の Mini leakマ ト リ ッ ク ス  (実 施 例 18、 0.15 g/l HER2お よ
び 0.05 g/l P16で 修 飾 し た Mini leakマ ト リ ッ ク ス ) は 、 前 述 の よ う に 切 断 、 マ ウ ン ト お
よ び 染 色 す る 。 サ イ ズ は 較 正 さ れ た ス ケ ー ル バ ー に 対 し て 相 対 的 に 20倍 の 倍 率 で 計 算 さ れ
た 。
【 ０ ８ ８ ８ 】
　 5つ の ス ラ イ ド 上 の 最 も 大 き い PEGAビ ー ズ の 10個 を 双 方 向 に お い て (水 平 お よ び 垂 直 )測
定 し た 。 最 も 大 き い も の で 221マ イ ク ロ メ ー タ ー で あ り 、 10個 の 大 き い ビ ー ズ の 平 均 値 は 1
73マ イ ク ロ メ ー タ ー で あ っ た 。 以 下 の 表 1Aは 結 果 を 要 約 す る 。
【 ０ ８ ８ ９ 】
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【 表 １ Ａ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ８ ９ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ８ ９ １ 】
　 p16修 飾 の Mini leakマ ト リ ッ ク ス の 10枚 の ス ラ イ ド を 評 価 し た 。 各 個 々 の 人 工 細 胞 の サ
イ ズ が 測 定 さ れ た 。 最 も 大 き い も の が 152マ イ ク ロ メ ー タ ー で あ っ た 。 20細 胞 の 平 均 値 は 1
23マ イ ク ロ メ ー タ ー で あ っ た 。 以 下 の 表 1Bは 、 10個 の HER2 mini leakス ラ イ ド に つ い て の
結 果 を 要 約 す る 。
【 ０ ８ ９ ２ 】
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【 表 １ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ８ ９ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ８ ９ ４ 】
　 個 々 の ビ ー ズ が 様 々 な 場 所 で 切 断 さ れ る の で 、 細 胞 の 大 き さ は 大 き く 異 な る 。 最 も 大 き
い ビ ー ズ ま た は 細 胞 は 221マ イ ク ロ メ ー タ ー で あ り 、 明 視 野 顕 微 鏡 の 視 野 に お い て 簡 単 に
発 見 さ れ 得 た 。
【 ０ ８ ９ ５ 】
　 こ の 文 書 で 述 べ た 各 出 願 お よ び 特 許 、 な ら び に 上 記 の 各 出 願 お よ び 特 許 の 各 引 用 文 書 ま
た は 参 考 文 書 、 各 出 願 お よ び 特 許 (「 出 願 を 引 用 し た 文 書 」 )が 審 査 中 の も の も 含 む 、 な ら
び に 各 出 願 お よ び 特 許 を 引 用 し た 文 書 に 引 用 ま た は 言 及 さ れ た あ ら ゆ る 製 品 に 関 す る あ ら
ゆ る 製 造 業 者 の 取 扱 い 説 明 書 ま た は カ タ ロ グ を 、 本 明 細 書 中 に 参 照 と し て 援 用 す る 。 さ ら
に 、 こ の 本 文 内 で 引 用 さ れ た 全 て の 文 書 、 お よ び こ の 本 文 内 で 引 用 さ れ た 文 書 内 に 引 用 ま
た は 参 照 さ れ た 全 て の 文 書 、 お よ び こ の 本 文 内 で 引 用 ま た は 言 及 さ れ た あ ら ゆ る 製 品 に 関
す る あ ら ゆ る 製 造 業 者 の 取 扱 い 説 明 書 ま た は カ タ ロ グ を 、 本 明 細 書 中 に 参 照 と し て 援 用 す
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る 。
【 ０ ８ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 記 載 方 法 お よ び シ ス テ ム の 種 々 の 修 飾 お よ び 変 化 は 、 本 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神
を 逸 脱 す る こ と な く 当 業 者 に 明 ら か で あ ろ う 。 本 発 明 は 特 定 の 好 ま し い 態 様 と 関 連 し て 記
載 さ れ て い る が 、 請 求 項 に 係 る 発 明 は か か る 特 定 の 態 様 に 過 度 に 限 定 さ れ る べ き で は な い
と 理 解 さ れ る だ ろ う 。 実 際 に 、 分 子 生 物 学 ま た は 関 連 分 野 の 当 業 者 に 明 ら か で あ る 本 発 明
を 行 う た め の 記 載 さ れ た 様 式 の 種 々 の 修 飾 は 、 請 求 項 の 範 囲 内 で あ る こ と を 意 図 す る も の
で あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ８ ９ ７ 】
【 図 １ 】 図 １ は タ ン パ ク 質 発 現 の 評 価 の た め の 抗 原 染 色 の 典 型 的 な 分 類 ま た は 評 点 す る シ
ス テ ム を 示 す 。 ヒ ト 乳 房 組 織 を 、 HercepTestＴ Ｍ 、 Dakocytomation(コ ー ド 番 号 ： K5204)
を 用 い て 抗 -HER2抗 体 で 、 HER2抗 原 に 対 し て 染 色 す る 。 図 １ A:ス コ ア ０ (陰 性 ).染 色 が 観 察
さ れ な い 、 ま た は 膜 染 色 が 腫 瘍 細 胞 の 10％ 未 満 で 観 察 さ れ る 。 図 １ B:ス コ ア １ +(陰 性 ).か
す か な 、 ま た は か ろ う じ て 認 知 で き る 膜 染 色 が 、 腫 瘍 細 胞 の 10％ よ り 大 き い 値 で 検 出 さ れ
る 。 該 細 胞 が 膜 の 部 分 で 唯 一 染 色 さ れ る 。 図 １ C:ス コ ア ２ ＋ (弱 く 陽 性 ).弱 い か ら 穏 や か
な 完 全 膜 染 色 が 、 腫 瘍 細 胞 の 10％ よ り 大 き い 値 で 観 察 さ れ る 。 図 １ D:ス コ ア ３ ＋ (強 く 陽
性 ).強 い 完 全 膜 染 色 が 、 腫 瘍 細 胞 の 10％ よ り 大 き い 値 で 観 察 さ れ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 の 態 様 を 示 す 。 こ の 態 様 で は 、 コ ン パ ク ト 粒 子
は 、 例 え ば 、 化 学 的 に 、 診 断 に よ っ て 関 連 の あ る 標 的 な ど の 検 出 可 能 な 存 在 物 で 修 飾 さ れ
、 パ ラ フ ィ ン ブ ロ ッ ク 中 で 包 埋 さ れ る 。 図 ２ A： １ つ の 球 形 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 参 照
標 準 ； 図 ２ B： 多 数 の 球 形 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 参 照 標 準 ； 図 ２ C： 平 円 筒 型 に １ つ の 球 形
コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 参 照 標 準 ； 図 ２ D： 無 作 為 の 方 向 に 多 数 の 円 筒 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含
む 参 照 標 準 。 参 照 標 準 か ら の 薄 片 は 、 他 の い ず れ か の 「 組 織 」 と し て 、 IHCま た は ISHで あ
り 得 る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 の 形 状 の 例 を 示 す 。 図 ３ A： 球 形 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒
子 。 図 ３ B:平 円 筒 型 を 含 む 、 円 筒 型 の コ ン パ ク ト 粒 子 。 図 ３ C： タ イ ル 型 ま た は 直 方 体 、
立 方 体 も し く は 立 方 体 の 形 を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 。 図 ３ Dお よ び ３ Eは 不 規 則 な 形 状 を し
た コ ン パ ク ト 粒 子 を 示 す 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 伸 長 し た 形 状 を 有 す る 参 照 標 準 の 態 様 を 示 す 。 点 線 で 示 さ れ た 参 照 標 準
の 一 部 か ら の 薄 片 お よ び 断 片 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の パ タ ー ン も ま た 示 す 。 図 ４ A： 参 照
標 準 は 、 支 持 媒 体 中 で 支 持 さ れ 、 こ こ で は 平 円 筒 形 に お い て 、 １ つ の ま た は 複 数 の コ ン パ
ク ト 粒 子 を 含 み 得 る 。 該 コ ン パ ク ト 粒 子 は そ れ ら に 付 着 す る １ つ 以 上 の 検 出 可 能 な 存 在 物
を 有 す る 。 図 ４ B： 参 照 標 準 の 断 面 図 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 、 好 ま し く は 検 出 可 能 な
存 在 物 の 規 定 量 を 含 む 規 定 領 域 を 含 む 。 図 ４ C： 該 参 照 標 準 中 に 複 数 の コ ン パ ク ト 粒 子 を
配 置 す る 場 合 、 参 照 標 準 の １ つ 以 上 の 薄 片 ま た は 断 面 は 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 ま た は 数
を 含 む １ つ 以 上 の 、 規 定 領 域 を 含 む 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 複 数 の コ ン パ ク ト 粒 子 が 、 切 断 方 向 と 垂 直 な 束 で 位 置 さ れ 、 不 均 一 な 参
照 ド ッ ト を 含 む 薄 い 薄 片 に 切 り 出 さ れ 得 る こ と を 示 す 。 図 ５ Aは 、 中 で 複 数 の コ ン パ ク ト
粒 子 が 支 持 媒 体 中 で 均 一 な パ タ ー ン で 配 置 さ れ る 、 参 照 標 準 の 態 様 を 示 す 。 図 ５ Bは 、 そ
の 参 照 標 準 の 態 様 を 示 し 、 そ の 中 で 複 数 の コ ン パ ク ト 粒 子 が 支 持 媒 体 中 で 不 均 一 な パ タ ー
ン で 配 置 さ れ る 。 点 線 で 示 さ れ る 参 照 標 準 の 一 部 か ら の 薄 片 お よ び 断 片 中 の 検 出 可 能 な 存
在 物 の パ タ ー ン を 以 下 に 示 す 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 ど の よ う に し て 参 照 標 準 ま た は 薄 片 も し く は そ の 断 面 を 、 好 ま し く は 固
定 、 包 埋 お よ び 切 り 分 け た 生 物 学 的 試 料 と 平 行 し て 、 処 理 し 得 る の か の 例 を 示 す 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 細 胞 ま た は 生 物 学 的 由 来 の コ ン パ ク ト 粒 子 の 多 数 の 例 を 示 す 。 図 ７ A：
バ ク テ リ オ フ ァ ー ジ ま た は ウ イ ル ス 、 細 菌 ； 図 ７ B： 細 菌 、 細 菌 の コ ロ ニ ー ； 図 ７ C： 赤 血
球 ,図 ７ D:動 物 細 胞 ； 図 ７ E： 植 物 細 胞 。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 細 胞 コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 参 照 標 準 の 製 造 に お け る 工 程 を 示 し 、 唯 一 該
細 胞 の 表 面 に 結 合 す る こ と を 示 す 。 図 ８ A:検 出 可 能 な 存 在 物 ； 図 ８ B： 細 胞 ； 図 ８ C： 任 意
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に リ ン カ ー ま た は ス ペ ー サ ー (12)に よ っ て 、 そ こ の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 付 着 し た 細 胞 ;図
８ D： 検 出 可 能 な 存 在 物 が そ こ へ 付 着 し 、 支 持 媒 体 中 で 支 持 さ れ る 細 胞 を 含 む 参 照 標 準 ；
図 ８ E:検 出 可 能 な 存 在 物 が そ こ へ 付 着 し 、 お よ び 支 持 媒 体 中 で 支 持 さ れ る 複 数 の 細 胞 を 含
む 参 照 標 準 ； 図 ８ F： 好 ま し く は 検 出 可 能 な 存 在 物 の 規 定 量 を 含 む 、 規 定 領 域 を 示 す 、 点
線 で 示 さ れ た 参 照 標 準 の 一 部 か ら の 断 面 ま た は 薄 片 。
【 図 ９ 】 図 ９ Aは 参 照 標 準 の 更 な る 態 様 を 示 し 、 そ の 中 で 該 参 照 標 準 は 、 五 角 形 の 断 面 図
を 有 す る 、 一 般 的 に 伸 長 し た 形 状 を 有 す る 。 異 な る 形 を し た コ ン パ ク ト 粒 子 の ２ つ の セ ッ
ト は 、 支 持 媒 体 に よ り 支 持 さ れ 、 こ れ ら の そ れ ぞ れ を 線 状 の 形 で 配 置 す る 。 図 9Bは こ の よ
う な 参 照 標 準 の 断 面 図 を 示 し 、 こ れ は 該 ま た は そ れ ぞ れ の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な
量 を 含 む ２ つ の 異 な っ た 形 を し た 領 域 を 含 む 。
【 図 １ ０ 】 図 １ ０ は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 の 態 様 を 示 し 、 そ の 中 で 細 胞 、 組 織 な ど
を 含 む 試 料 は 、 コ ン パ ク ト 粒 子 上 の 検 出 可 能 な 存 在 物 と 共 に 支 持 媒 体 中 で 支 持 さ れ る 。 例
え ば 、 検 出 可 能 な 存 在 物 が 付 着 し た 組 織 試 料 お よ び コ ン パ ク ト 粒 子 は 、 同 じ 媒 体 中 で 包 埋
さ れ 得 る 。 参 照 標 準 の 薄 片 ま た は 断 片 は 、 組 織 な ど と 共 に 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な
量 を 含 む 。
【 図 １ １ 】 図 １ １ は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 の 態 様 を 作 製 お よ び 処 理 す る 方 法 の フ ロ ー チ
ャ ー ト を 示 す 。 「 処 理 す る 」 ： 細 胞 な ど の コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 固 定 し お よ び /ま た は 活 性
化 し 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 む 標 的 を 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 結 合 し 、 お よ び コ ン パ ク ト 粒 子
を 結 合 さ せ て 生 じ た も の を ア ガ ロ ー ス 中 に 包 埋 し 、 固 定 す る 。 「 標 準 IHC単 位 操 作 」 ： 該
コ ン パ ク ト 粒 子 を パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 し 、 薄 片 に 切 り 分 け る 。 該 薄 片 を 顕 微 鏡 の ガ ラ ス ス
ラ イ ド 上 に マ ウ ン ト し 、 標 準 の 免 疫 組 織 化 学 （ Ｉ Ｈ Ｃ ） 染 色 手 順 に 供 す る 。
【 図 １ ２ 】 図 １ ２ は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 参 照 標 準 の 態 様 を 作 製 お よ び 処 理 す る 方 法 の フ ロ
ー チ ャ ー ト を 示 す 。 細 胞 な ど の コ ン パ ク ト 粒 子 を 洗 浄 し 、 次 い で 、 ペ プ チ ド ま た は 色 素 な
ど の 適 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 で 化 学 的 に 修 飾 す る 。 修 飾 し た コ ン パ ク ト 粒 子 を 任 意 に ア ガ
ロ ー ス ゲ ル 中 に 包 埋 し 、 次 い で ホ ル マ リ ン で 固 定 す る 。 次 い で 、 ア ガ ロ ー ス ブ ロ ッ ク を 長
い 円 柱 に 切 出 し 、 脱 水 し 、 パ ラ フ ィ ン 中 に 包 埋 す る 。 薄 片 を 切 り 分 け 他 の FFPE試 料 と 共 に
処 理 す る 。
【 図 １ ３ 】 図 １ ３ は 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 の ク ロ ス リ ン カ ー 、 N-(γ -マ レ イ ミ ド ブ チ リ ル オ キ
シ )-サ ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル （ GMBS） を 使 用 し て ス ル フ ヒ ド リ ル 含 有 ペ プ チ ド を 粒 子 （ 例
え ば 細 胞 ） に 共 有 結 合 す る 描 写 図 で あ る 。 細 胞 上 の ア ミ ノ 基 の 一 部 （ 図 １ ３ A） は 、 GMBS
上 の NHSエ ス テ ル と 反 応 し 、 マ レ イ ミ ド 官 能 化 粒 子 （ 図 １ ３ B） と な る 。 ス ル フ ヒ ド リ ル 基
を 有 す る ペ プ チ ド は 、 粒 子 中 の マ レ イ ミ ド 基 と 化 学 選 択 的 に 反 応 し 、 粒 子 に ペ プ チ ド の 共
有 結 合 し た ペ プ チ ド を 生 じ る （ 図 １ ３ C） 。 ペ プ チ ド は 、 結 合 の 間 の 状 態 に よ っ て 、 粒 子
の 様 々 な 部 分 （ 図 １ ３ Ｄ ） に 導 入 さ れ る 。
【 図 １ ４ 】 図 １ ４ は 、 例 え ば 、 イ ン タ ク ト (intact)の 昆 虫 sf9細 胞 並 び に ホ ル マ リ ン 固 定
、 パ ラ フ ィ ン 包 埋 (FFPE)手 順 を 使 用 し て 本 発 明 の 参 照 シ ス テ ム 作 製 の 単 位 操 作 の 部 分 を 示
す 写 真 イ ラ ス ト 部 分 を 示 す 。 該 細 胞 を 、 制 御 さ れ た 環 境 （ 図 １ ４ A） 中 で 、 懸 濁 培 養 と し
て 成 長 さ せ 、 遠 心 容 器 に 移 し （ 図 １ ４ B） 、 遠 心 分 離 に よ り 媒 体 か ら 単 離 す る （ 図 １ ４ C）
。 懸 濁 液 中 の 細 胞 を 、 ヘ テ ロ 二 官 能 性 の ク ロ ス リ ン カ ー で 活 性 化 （ 図 １ ４ E） す る 前 に 、
洗 浄 し て 血 球 計 で 計 算 し （ 図 １ ４ D） 、 ペ プ チ ド を 結 合 し て 洗 浄 し 、 FFPE調 製 と し て 処 理
す る 。 該 細 胞 を ア ガ ロ ー ス の 柱 中 で 包 埋 し 、 一 晩 中 固 定 し 、 レ ン ズ ク レ ン ジ ン グ 紙 に 包 み
、 脱 水 化 お よ び パ ラ フ ィ ン 湿 潤 す る 前 に 、 容 易 な 扱 い の た め に 、 継 続 用 カ プ セ ル に 置 い た
(図 １ ４ F)。
【 図 １ ５ 】 図 １ ５ は 、 cytospin調 製 と し て 処 理 さ れ た Ki67ペ プ チ ド 修 飾 CHO核 の 染 色 を 示
す 。 ヘ マ ト キ シ リ ン 対 照 染 色 （ 図 １ ５ A） 。 Ki-67タ ン パ ク 質 、 HRP/Envisonお よ び DABplus
(図 １ ５ B)に 対 し て 支 持 さ れ る 単 ク ロ ー ン 抗 体 MIB1Ｔ Ｍ を 使 用 し て 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 写
真 を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
【 図 １ ６ 】 図 １ ６ は 、 FFPE調 製 と し て 処 理 さ れ た Ki67ペ プ チ ド 修 飾 CHO核 の 染 色 を 示 す 。 K
i-67タ ン パ ク 質 、 HRP/Envisionお よ び DABplusに 対 し て 指 示 さ れ る 単 ク ロ ー ン 抗 体 MIB1Ｔ
Ｍ を 使 用 し て 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 写 真 を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
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【 図 １ ７ 】 図 １ ７ は 、 FFPE調 製 と し て 処 理 さ れ た Ki67ペ プ チ ド 修 飾 CHO細 胞 の 染 色 を 示 す
。 界 面 活 性 剤 を 、 ペ プ チ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 間 に 使 用 し た 。 Ki-67タ ン パ ク 質 、 HRP/Envis
onお よ び DABplusに 対 し て 指 示 さ れ る 単 ク ロ ー ン 抗 体 MIB1Ｔ Ｍ を 使 用 し て 、 免 疫 視 覚 化 す
る 。 写 真 を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
【 図 １ ８ 】 図 １ ８ は 、 cytopsin調 製 と し て 処 理 さ れ た Ki67ペ プ チ ド 修 飾 CHO細 胞 核 の 染 色
を 示 す 。 Ki-67タ ン パ ク 質 に 対 し て 指 示 さ れ る 単 ク ロ ー ン 抗 体 MIB1Ｔ Ｍ を 使 用 し て 免 疫 視
覚 化 し 、 次 い で 、 ビ オ チ ン 化 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス 二 次 抗 体 お よ び ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ コ ン
ジ ュ ゲ ー ト ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン （ DAKOcytomation LSAB+） を 使 用 し 、 最 終 的 に Vector Red
発 色 基 質 系 を 使 用 す る 。 染 色 さ れ た 核 は 、 明 視 野 顕 微 鏡 （ 図 １ ８ Ａ ） お よ び 蛍 光 顕 微 鏡 （
図 １ ８ Ｂ ） で 撮 影 し た 。
【 図 １ ９ 】 図 １ ９ は 、 cytopsinま た は FFPE調 製 と し て 処 理 さ れ 、 HER2ペ プ チ ド 修 飾 CHO細
胞 の 染 色 お よ び Herceptest参 照 細 胞 を 発 現 す る HER2の 染 色 を 示 す 。 HER2タ ン パ ク 質 、 HRP/
Envisionお よ び DABplusに 対 す る ウ サ ギ 抗 体 を 使 用 し て 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 前 固 定 し な い
細 胞 の cytospin調 製 物 (図 19A)、 前 固 定 し た 細 胞 （ 図 19B） 、 前 固 定 し な い 細 胞 の HFFPE調
製 物 （ 図 19C） 、 お よ び 前 固 定 し た 細 胞 の FFPE調 製 物 （ 図 19D） 。 Herceptest 参 照 細 胞 MDA
-175（ 図 19E） お よ び SK-BR-3 (図 19F) の FFPE調 製 物 。 写 真 を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
【 図 ２ ０ 】 図 ２ ０ は 、 cytopsin調 製 に お い て 処 理 さ れ た Ki67ま た は 無 関 係 の ペ プ チ ド 修 飾
CHO核 の 染 色 を 示 す 。 Ki-67タ ン パ ク 質 、 HRP/Envisionお よ び DABplus に 対 し て 指 示 さ れ る
単 ク ロ ー ン 抗 体 MIB1Ｔ Ｍ を 使 用 し 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 無 関 係 の HER2ペ プ チ ド で 修 飾 さ れ た
細 胞 （ 図 ２ ０ Ａ ） 、 低 （ 図 ２ ０ B） お よ び 高 （ 図 ２ ０ C） 濃 度 の Ki-67ペ プ チ ド で 修 飾 さ れ
た 細 胞 （ 図 ２ ０ B） 。 写 真 を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
【 図 ２ １ 】 図 ２ １ は 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 さ れ た 、 p16ペ プ チ ド 修 飾 お よ び 前 固 定 し た s
f9細 胞 の 染 色 を 示 す 。 該 細 胞 を 、 透 過 (permeabilization)剤 で 処 理 す る 。 そ れ を 単 ク ロ ー
ン 抗 体 p16ク ロ ー ン E6H4、 HRP/Envisionお よ び DABplus を 使 用 し 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 写 真
を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
【 図 ２ ２ 】 図 ２ ２ は 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 さ れ た 、 p16ペ プ チ ド 修 飾 お よ び 前 固 定 し た s
f9細 胞 の 染 色 を 示 す 。 該 細 胞 を 、 透 過 剤 で 処 理 し 、 関 連 の あ る お よ び 無 関 係 の ペ プ チ ド の
公 知 の 混 合 物 と 合 わ せ る 。 そ れ を 単 ク ロ ー ン 抗 体 p16ク ロ ー ン E6H4、 HRP/Envisonお よ び DA
Bplus を 使 用 し 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 ３ ０ 等 量 （ 図 ２ ２ A） 、 お よ び １ ０ 等 量 の 無 関 係 な ペ
プ チ ド （ 図 ２ ２ B） を 使 用 し た 染 色 細 胞 。 写 真 を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
【 図 ２ ３ 】 図 ２ ３ は 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 さ れ た 、 p16ペ プ チ ド 修 飾 お よ び 前 固 定 し た s
f9細 胞 の 染 色 を 示 す 。 該 細 胞 を 、 透 過 剤 で 処 理 し 、 関 連 の あ る お よ び 無 関 係 の ペ プ チ ド の
公 知 の 混 合 物 と 合 わ せ る 。 そ れ を 単 ク ロ ー ン 抗 体 p16ク ロ ー ン E6H4、 HRP/Envisonお よ び DA
Bplus を 使 用 し 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 ４ 回 再 作 製 さ れ た （ 図 ２ ３ A、 B、 Cお よ び D） 。 写 真 を
２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。 図 ２ ３ Eは 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー で 測 定 さ れ た ４ つ の 調 製 物 の そ
れ ぞ れ に 対 す る 細 胞 に つ い て の フ ル オ レ セ イ ン (flourescein)標 識 標 的 に 対 す る 平 均 蛍 光
シ グ ナ ル 密 度 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 図 ２ ４ は 、 FFPE調 製 物 と し て 処 理 さ れ た 、 p16ペ プ チ ド 修 飾 お よ び 前 固 定 し た s
f9細 胞 の 染 色 を 示 す 。 該 細 胞 を 、 透 過 剤 で 処 理 し 、 ク ロ ス リ ン カ ー 並 び に 関 連 の あ る お よ
び 無 関 係 の ペ プ チ ド の 公 知 の 混 合 物 と 合 わ せ る 。 単 ク ロ ー ン 抗 体 p16ク ロ ー ン E6H4、 HRP/E
nvisionお よ び DABplus を 使 用 し 、 免 疫 視 覚 化 す る 。 図 ２ ４ A、 B、 お よ び Cは 、 そ れ ぞ れ 、
(A) 3倍 を 超 え る の 無 関 連 ペ プ チ ド 、 (B) 6倍 過 剰 の 無 関 連 ペ プ チ ド 、 お よ び (C) 10倍 過 剰
の 無 関 連 ペ プ チ ド を 用 い て 、 ４ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 ら れ た 染 色 細 胞 の 写 真 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 図 ２ ５ は 、 ThinPrep(図 ２ ５ A)に お い て お よ び Autocyte/TriPath(図 ２ ５ B)細 胞
学 的 調 製 物 と し て 処 理 さ れ た 、 p16ペ プ チ ド 修 飾 お よ び 前 固 定 し た sf9細 胞 の 染 色 を 示 す 。
単 ク ロ ー ン 抗 体 p16ク ロ ー ン E6H4、 HRP/Envisonお よ び DABplus を 使 用 し 、 免 疫 視 覚 化 す る
。 写 真 を ２ ０ 倍 の 倍 率 で 撮 る 。
【 図 ２ ６ 】 図 ２ ６ は 、 無 染 色 の 前 固 定 さ れ た HER2/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー 図 を 示 す 。 Forward Scatter(FSC-H)対 Side Scatter(SSC-H)ド ッ ト プ ロ ッ ト （ 図 ２ ６ A）
、 FL1-H対 値 （ 図 ２ ６ B） 、 お よ び FSC-H対 FL-H（ 図 ２ ６ C） に お け る 細 胞 の 分 布 。

10

20

30

40

50

(120) JP 2007-527991 A 2007.10.4



【 図 ２ ７ 】 図 ２ ７ は 、 前 固 定 さ れ た HER2/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 図 を 示
す 。 FITCコ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 IgGプ ー ル (Dako X0929) お よ び フ ル オ レ
セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (FITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Ig抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た 活 性
CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ２ ８ 】 図 ２ ８ は 、 前 固 定 さ れ た HER2/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 図 を 示
す 。 HER2/neuペ プ チ ド で 標 識 さ れ 、 ウ サ ギ 抗 HER2/neu抗 体  お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ
オ シ ア ネ ー ト  (FITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Igで 免 疫 標 識 さ れ た 活 性 CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ２ ９ 】 図 ２ ９ は 、 穏 や か に 前 固 定 さ れ た HER2/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ
ー 図 を 示 す 。 前 固 定 さ れ た HER2/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 Forward Scatter(FSC
-H)対 Side Scatter(SSC-H)ド ッ ト プ ロ ッ ト （ 図 ２ ９ A） 、 FL1-H対 値 （ 図 ２ ９ B） 、 お よ び F
SC-H対 FL-H（ 図 ２ ９ C） 中 の 細 胞 の 分 布 で あ る 。
【 図 ３ ０ 】 図 ３ ０ は 、 前 固 定 さ れ た HER2/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 図 を 示
す 。 こ れ は 、 FITCコ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 IgGプ ー ル (Dako X0929) お よ び
フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (FITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Ig抗 体 で 免 疫 標 識 さ
れ た 活 性 CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ３ １ 】 図 ３ １ は 、 前 固 定 さ れ た HER2/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 HER2/neuペ
プ チ ド で 標 識 さ れ 、 ウ サ ギ 抗 HER2/neu抗 体 Fお よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (F
ITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Igで 免 疫 標 識 さ れ た 活 性 CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ３ ２ 】 図 ３ ２ は 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー お よ び シ グ ナ ル の 標 準 化 を 毎 日 モ ニ タ リ ン グ
す る た め に 使 用 さ れ る ６ つ の 異 な る 蛍 光 強 度 を 含 む 校 正 用 ビ ー ズ (Dakocytomation Fluoro
spheres)を 示 す 、 フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー 単 パ ラ メ ー タ ー リ ニ ア ー ヒ ス ト グ ラ ム を 示 す 。
【 図 ３ ３ 】 図 ３ ３ は 、 高 濃 度 の ク ロ ス リ ン カ ー を 使 用 し た 、 穏 や か に 前 固 定 さ れ た HER2/n
eu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 Forward Scatter(FSC-H)対 Side Scatter(SSC-H)ド ッ ト
プ ロ ッ ト （ 図 ３ ３ A） 、 FL1-H対 値 （ 図 ３ ３ B） 、 お よ び FSC-H対 FL-H（ 図 ３ ３ C） 中 の 細 胞
の 分 布 で あ る 。
【 図 ３ ４ 】 図 ３ ４ は 、 高 (1.00μ M GMBS)濃 度 ク ロ ス リ ン カ ー を 使 用 し 、 前 固 定 さ れ た HER2
/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 IgGプ ー ル お よ び フ ル オ レ セ イ
ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Ig抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ３ ５ 】 図 ３ ５ は 、 高 濃 度 ク ロ ス リ ン カ ー を 使 用 し 、 前 固 定 さ れ た 無 関 連 の (HER3)ペ プ
チ ド 修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 標 識 ウ サ ギ 抗 -HE
R2/neu抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ３ ６ 】 図 ３ ６ は 、 低 (0.04μ M GMBS)濃 度 ク ロ ス リ ン カ ー を 使 用 し 、 前 固 定 さ れ た HER2
/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 標 識 ウ サ ギ 抗 -HE
R2/neu抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ３ ７ 】 図 ３ ７ は 、 中 (0.20μ M GMBS)濃 度 ク ロ ス リ ン カ ー を 使 用 し 、 前 固 定 さ れ た HER2
/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 標 識 ウ サ ギ 抗 -HE
R2/neu抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ３ ８ 】 図 ３ ８ は 、 高 (1.00μ M GMBS)濃 度 ク ロ ス リ ン カ ー を 使 用 し 、 前 固 定 さ れ た HER2
/neu修 飾 CHO細 胞 の フ ロ ー 図 を 示 す 。 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 標 識 ウ サ ギ 抗 -HE
R2/neu抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た CHO細 胞 の 分 布 。
【 図 ３ ９ 】 図 ３ ９ は 、 無 染 色 で 前 固 定 さ れ た HER2/neuペ プ チ ド 修 飾 sf9細 胞 の フ ロ ー サ イ
ト メ ー タ ー 図 を 示 す 。 Forward Scatter(FSC-H)対 Side Scatter(SSC-H)ド ッ ト プ ロ ッ ト （
図 ３ ９ A） 、 FL1-H対 値 （ 図 ３ ９ B） 、 お よ び FSC-H対 FL-H（ 図 ３ ９ C） 中 の 細 胞 の 分 布 。
【 図 ４ ０ 】 図 ４ ０ は 、 無 染 色 で 前 固 定 さ れ た HER2/neuペ プ チ ド 修 飾 sf9細 胞 の フ ロ ー サ イ
ト メ ー タ ー 図 を 示 す 。 ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 IgGプ ー ル お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ
ア ネ ー ト 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Ig抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た sf9細 胞 の 分 布 。
【 図 ４ １ 】 図 ４ １ は 、 無 染 色 で 前 固 定 さ れ た ホ ス ホ HER2ペ プ チ ド 修 飾 sf9細 胞 の フ ロ ー サ
イ ト メ ー タ ー 図 を 示 す 。 Forward Scatter(FSC-H)対 Side Scatter(SSC-H)ド ッ ト プ ロ ッ ト
（ 図 ３ ９ A） 、 FL1-H対 値 （ 図 ３ ９ B） 、 お よ び FSC-H対 FL-H（ 図 ３ ９ C） 中 の 細 胞 の 分 布 。
【 図 ４ ２ 】 図 ４ ２ は 、 無 染 色 で 前 固 定 さ れ た ホ ス ホ HER2ペ プ チ ド 修 飾 sf9細 胞 の フ ロ ー サ
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イ ト メ ー タ ー 図 を 示 す 。 ウ サ ギ F(ab) 2 陰 性 対 照 IgGプ ー ル お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ
シ ア ネ ー ト 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Ig抗 体 で 免 疫 標 識 さ れ た sf9細 胞 の 分 布 。
【 図 ４ ３ 】 図 ４ ３ は 、 無 染 色 で 前 固 定 さ れ た HER2/neuペ プ チ ド 修 飾 sf9細 胞 の フ ロ ー サ イ
ト メ ー タ ー 図 を 示 す 。 HER2/neuペ プ チ ド で 標 識 さ れ 、 ウ サ ギ 抗 HER2/neu抗 体 お よ び フ ル オ
レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (FITC) 標 識 ブ タ F(ab) 2 抗 ウ サ ギ Igで 免 疫 標 識 さ れ た 活 性 sf
9細 胞 の 分 布 。
【 図 ４ ４ 】 図 ４ ４ は 、 無 染 色 で 前 固 定 さ れ た リ ン 酸 化 HER2ペ プ チ ド 修 飾 sf9細 胞 の フ ロ ー
サ イ ト メ ー タ ー 図 を 示 す 。 こ れ は 、 HER2/neuペ プ チ ド で 標 識 さ れ 、 マ ウ ス 抗 リ ン 酸 HER2(D
AK-H2-PY-1248)抗 体 お よ び フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト  (FITC) 標 識 ウ サ ギ F(ab) 2
抗 マ ウ ス Igで 免 疫 標 識 さ れ た 活 性 sf9細 胞 の 分 布 。
【 図 ４ ５ 】 図 ４ ５ は 、 PEGA樹 脂 の DAB染 色 を 示 す ： （ Ａ ） 1mM Fitcで 結 合 、 （ Ｂ ） 10mM FI
TCで 結 合 、 （ Ｃ ） 10mM Fitcで 結 合 し た PEGA上 の 陰 性 抗 体 対 照 、 （ Ｄ ） 陰 性 EnVision対 照
並 び に （ Ｅ ） Fitc、 HRP/Envisionお よ び DABplusに 対 し て 指 示 さ れ る 抗 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 使 用 し て 免 疫 視 覚 化 さ れ 、 明 視 野 顕 微 鏡 中 で ２ ０ 倍 倍 率 で 撮 ら れ る 未 修 飾 PEGA樹 脂 。 （
Ｆ ） は 10mM FITC修 飾 樹 脂 で あ り 、 （ Ｇ ） は 未 修 飾 樹 脂 で あ り 、 両 方 、 蛍 光 顕 微 鏡 中 で １
０ 倍 倍 率 で 撮 ら れ る 。
【 図 ４ ６ 】 図 ４ ６ は 、 Fitc、 HRP/Envisionお よ び DABplusに 対 し て 指 示 さ れ る 抗 体 コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 使 用 し て 免 疫 視 覚 化 さ れ た 0.5mgウ サ ギ IgG/mlで 修 飾 さ れ 、 （ Ａ ） ２ ０ 倍 お よ
び （ Ｂ ） １ ０ 倍 倍 率 で 撮 ら れ た PEGA樹 脂 の DAB染 色 の 複 数 の 写 真 を 示 す 。
【 図 ４ ７ 】 図 ４ ７ は 、 Fitc、 HRP/Envisonお よ び DABplusに 対 し て 指 示 さ れ た 抗 体 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 使 用 し て 免 疫 視 覚 化 さ れ た 1.5mgウ サ ギ IgG/mlで 修 飾 さ れ 、 （ Ａ ） ２ ０ 倍 お よ び
（ Ｂ ） １ ０ 倍 倍 率 で 撮 ら れ た PEGA樹 脂 の DAB染 色 の 複 数 の 写 真 を 示 す 。
【 図 ４ ８ 】 図 ４ ８ は 、 PEGA樹 脂 の 対 照 DAB染 色 を 示 す 。 （ Ａ ） ヤ ギ 抗 マ ウ ス コ ン ジ ュ ゲ ー
ト を 使 用 し た EnVision陰 性 対 照 、 （ Ｂ ） 未 修 飾 Mini Leakマ ト リ ッ ク ス 、 全 て は 、 １ ０ 倍
倍 率 で 撮 ら れ た 。
【 図 ４ ９ 】 図 ４ ９ は 、 そ れ ぞ れ （ Ａ ） 0.0g/l、 （ Ｂ ） 0.01g/l、 （ Ｃ ） 0.05g/l、 （ Ｄ ） 0.
10g/l、 （ Ｅ ） 0.15g/lま た は （ Ｆ ） 0.19g/l HER2標 的 ペ プ チ ド で 結 合 さ れ た Mini Leakの D
AB染 色 を 示 す 。 HER2タ ン パ ク 質 、 HRP/Envisionお よ び DABplusに 対 し て 指 示 さ れ た 単 ク ロ
ー ン 抗 体 で HercepTestＴ Ｍ を 使 用 し て 免 疫 視 覚 化 さ れ た 。 全 て の 写 真 は 、 明 視 野 顕 微 鏡 で
、 ２ ０ 倍 倍 率 で 撮 ら れ た 。
【 図 ５ ０ 】 図 ５ ０ は 、 修 飾 さ れ た Minileakマ ト リ ッ ク ス 細 胞 お よ び 参 照 細 胞 の 様 々 な 対 照
染 色 を 示 す 。 （ Ａ ） 陰 性 一 次 抗 体 対 照 お よ び （ Ｂ ） HER2/ｐ 16修 飾 Minileak細 胞 上 の Envis
ion陰 性 対 照 、 （ Ｃ ） Herceptestで 染 色 さ れ た 未 修 飾 Mini leakマ ト リ ッ ク ス お よ び （ Ｄ ）
、 （ Ｅ ） Ｆ 並 び に （ Ｆ ） HercepTestＴ Ｍ 対 照 ス ラ イ ド 。
【 図 ５ １ 】 図 ５ １ は 、 そ れ ぞ れ （ Ａ ） 0.0g/l、 （ Ｂ ） 0.19g/l、 （ Ｃ ） 0.15g/l、 （ Ｄ ） 0.
10g/l、 （ Ｅ ） 0.05g/lま た は （ Ｆ ） 0.01g/l p16標 的 ペ プ チ ド で 結 合 さ れ た Mini Leakの DA
B染 色 を 示 す 。 こ れ は 、 ｐ １ ６ タ ン パ ク 質 、 HRP/Envisionお よ び DABplusに 対 し て 指 示 さ れ
た 単 ク ロ ー ン 抗 体 で CINtecＴ Ｍ ｐ 16 I N K 4 a を 使 用 し て 免 疫 視 覚 化 さ れ た 。 全 て の 写 真 は 、
明 視 野 顕 微 鏡 で 、 ２ ０ 倍 倍 率 で 撮 ら れ た 。
【 図 ５ ２ 】 図 ５ ２ は 、 修 飾 さ れ た Minileakマ ト リ ッ ク ス 細 胞 の 様 々 な 対 照 染 色 を 示 す 。 （
Ａ ） 陰 性 一 次 抗 体 対 照 お よ び （ Ｂ ） HER2/p16修 飾 Minileak細 胞 上 の Envision陰 性 対 照 、 並
び に （ Ｃ ） CINtec T M ｐ 16 I N K 4 a キ ッ ト で 染 色 さ れ る 未 修 飾 Mini leakマ ト リ ッ ク ス 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ４ Ａ 】

【 図 １ ４ Ｂ 】

【 図 １ ４ Ｃ 】

【 図 １ ４ Ｄ 】

【 図 １ ４ Ｅ 】

【 図 １ ４ Ｆ 】

【 図 １ ５ Ａ 】
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【 図 １ ５ Ｂ 】

【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ Ａ 】

【 図 １ ８ Ｂ 】

【 図 １ ９ Ａ 】

【 図 １ ９ Ｂ 】

【 図 １ ９ Ｃ 】
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【 図 １ ９ Ｄ 】

【 図 １ ９ Ｅ 】

【 図 １ ９ Ｆ 】

【 図 ２ ０ Ａ 】

【 図 ２ ０ Ｂ 】

【 図 ２ ０ Ｃ 】

【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ Ａ 】

【 図 ２ ２ Ｂ 】

【 図 ２ ３ Ａ 】

【 図 ２ ３ Ｂ 】

【 図 ２ ３ Ｃ 】

【 図 ２ ３ Ｄ 】

【 図 ２ ３ Ｅ 】

【 図 ２ ４ Ａ 】

【 図 ２ ４ Ｂ 】
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【 図 ２ ４ Ｃ 】

【 図 ２ ５ Ａ 】

【 図 ２ ５ Ｂ 】

【 図 ２ ６ 】 【 図 ２ ７ 】
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【 図 ２ ８ 】 【 図 ２ ９ 】

【 図 ３ ０ 】 【 図 ３ １ 】

(131) JP 2007-527991 A 2007.10.4



【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】

【 図 ３ ４ 】 【 図 ３ ５ 】
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【 図 ３ ６ 】 【 図 ３ ７ 】

【 図 ３ ８ 】 【 図 ３ ９ 】
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【 図 ４ ０ 】 【 図 ４ １ 】

【 図 ４ ２ 】 【 図 ４ ３ 】
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【 図 ４ ４ 】 【 図 ４ ５ Ａ 】

【 図 ４ ５ Ｂ 】

【 図 ４ ５ Ｃ 】

【 図 ４ ５ Ｄ 】

【 図 ４ ５ Ｅ 】

【 図 ４ ５ Ｆ 】
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【 図 ４ ５ Ｇ 】 【 図 ４ ６ Ａ 】

【 図 ４ ７ Ａ 】

【 図 ４ ７ Ｂ 】

【 図 ４ ８ Ａ 】

【 図 ４ ８ Ｂ 】

【 図 ４ ９ Ａ 】
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【 図 ４ ９ Ｂ 】

【 図 ４ ９ Ｃ 】

【 図 ４ ９ Ｄ 】

【 図 ４ ９ Ｅ 】

【 図 ４ ９ Ｆ 】

【 図 ５ ０ Ａ 】

【 図 ５ ０ Ｂ 】

【 図 ５ ０ Ｃ 】
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【 図 ５ ０ Ｄ 】

【 図 ５ ０ Ｅ 】

【 図 ５ ０ Ｆ 】

【 図 ５ １ Ａ 】

【 図 ５ １ Ｂ 】

【 図 ５ １ Ｃ 】

【 図 ５ １ Ｄ 】

【 図 ５ １ Ｅ 】
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【 図 ５ １ Ｆ 】

【 図 ５ ２ Ａ 】

【 図 ５ ２ Ｂ 】

【 図 ５ ２ Ｃ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 19年 7月 5日 (2007.7.5)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 支 持 媒 体 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が し 媒 体 に よ っ て 支 持 さ れ ン パ ク ト 形 状
を 有 す ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 が 生 物 学 ン パ ク ト 粒 子 で あ る 、 検
出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ 】
　 支 持 媒 体 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が し 媒 体 に よ っ て 支 持 さ れ ン パ ク ト 形 状
を 有 す る コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 み 、 該 コ ン パ ク ト 粒 子 生 物 学 的 コ ン パ ク ト 粒 あ る 、
検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ 】
　 検 出 可 能 な 量 の 検 出 可 能 な 存 在 、 参 照 標 準 の 横 断 断 面 中 の 規 定 領 域 に 存 在 す る 、 請
求 項 １ ま た は ２ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 支 持 媒 体 中 ン パ ク ト 形 取 る 、 請 求 項 １ 、 ２ ま た は ３ 記 載
の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ５ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 最 も 短 い 寸 法 に 対 す る 最
も 長 い 寸 法 の 比 が 5:1未 あ る 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
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【 請 求 項 ６ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 微 粒 子 状 、 均 一
ま た は 規 則 的 な 形 状 を 含 む 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ７ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 球 形 状 、 卵 形 状 、 楕 円 形
状 、 円 板 状 、 細 胞 形 状 、 形 状 、 ま た は カ プ セ ル 形 状 を 含 む 求 項 い ず れ か
記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ８ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 コ ン パ ク ト 粒 子 と 相 同 で な い 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照
標 準 。
【 請 求 項 ９ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 コ ン パ ク ト 粒 子 に 化 学 的 に 連 結 さ れ る 求 項 い ず れ か 記
載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 が 細 胞 を 含 む 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 細 胞 が 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 、 請 求 項 １ ０ 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 該 細 胞 が 、 ウ イ ル ス 、 細 菌 細 胞 、 真 核 細 胞 、 昆 虫 細 胞 、 動 物 細 胞 、 哺 乳 動 物 細 胞 、 マ ウ
ス 細 胞 、 お よ び ヒ ト 細 胞 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 １ ０ ま た は １ １ 記 載 の 参 照 標
準 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 が 、 細 胞 小 器 官 を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 該 小 器 官 が 求 項 に 記 載 さ れ る 細 胞 由 来 の 、 ミ ト コ ン ド リ ア 、 プ
ラ ス チ ド 、 葉 緑 体 、 ま た は 核 を 含 、 請 求 項 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 質 的 に 細 胞 性 物 質 を 含 ま な い 、 請 求 項 １ ～ ９ 記 載 の 参
照 標 準 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 コ ン パ ク ト 粒 子 が マ イ ク ロ ビ ー ズ ま た は ミ セ ル を 含 む 、 請 求 項 １ ～ ９ お よ び い ず れ
か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 コ ン パ ク ト 形 状 が 、 1000μ ｍ 未 寸 法 を 有 す る 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照
標 準 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 規 定 領 域 が 、 参 照 標 準 の 少 な く と も １ つ の 他 の 断 面 に 存 在 し 量 の 検 出 可 能 な
存 在 物 を 含 む 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 診 断 的 に 関 連 性 の あ る 標 的 を 含 む 求 項 い ず れ か 記 載 の
参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が 、 抗 原 、 エ ピ ト ー プ 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 タ ン パ ク 質 、 核 酸
、 ま た は 上 記 の い ず れ か の ２ つ 以 ま た は 上 記 の １ つ 以 上 の 組 み 合 わ せ を 含 む 求 項

い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 が ER2、 エ ス ト ロ ゲ ン レ セ プ タ ー (ER)、 プ ロ ゲ ス テ ロ ン レ セ プ タ ー
(PR)、 p16、 Ki-67、 c-kit、 ラ ミ ニ ン 5γ 鎖 お よ び 上 皮 成 長 因 子 レ セ プ タ ー （ EGFR） タ ン
パ ク 質 、 も の を コ ー る 核 酸 、 翻 訳 後 に 修 飾 さ れ た 形 態

を 含 む 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
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コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 検 出 可 能 な 存 在 物 の 形 な 形 状
、 請 １ ～ ５

コ ン パ ク ト 粒 子 ま た は 検 出 可 能 な 存 在 物 の
形 丸 剤 、 請 １ ～ ６

、 請 １ ～ ７

、 請 １ ～ ８

、 請 １ ～ ９

細 胞 、 請 １ １ ま た は １ ２
む １ ３

、 実 い ず れ か

１ ５

満 の 、 請 １ ～ １ ６

横 断 、 同 等
、 請 １ ～ １ ７

、 請 １ ～ １ ８

上 、 、 請
１ ～ １ ９

、 H
2

か か る ド す ま た は か か る も の の の い
ず れ か 一 つ 以 上 、 請 １ ～ ２ ０



【 請 求 項 ２ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 お よ び /ま た は 量 、 結 合 よ っ て 顕 在 化 さ れ る 求 項

い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 結 合 剤 が 、 抗 体 酸 ン パ ク 質 核 酸 (PNA)、 化 金 、 ヘ マ ト キ シ リ ン -エ オ シ
ン （ Ｈ ＆ Ｅ ） 、 ゴ モ リ メ ナ ミ ン 銀 染 色 液 (GMS)、 過 ヨ ウ 素 酸 シ ッ フ (PAS)染 色 液 、 ト リ ク
ロ ム ブ ル ー 、 マ ソ ン ト リ ク ロ ム 、 プ ル シ ア ン ブ ル ー 、 ギ ム ザ 、 デ ィ フ -ク イ ッ ク 、 Reticul
um、 コ ン ゴ レ ッ ド 、 ア ル シ ア ン ブ ル ー 、 、 AFB、 PAP、 グ ラ ム 、 ム チ カ ル ミ ン
、 、 Elastic、 石 炭 ク シ ン 、 お よ び ゴ ル ジ 染 色 液 か ら な る
群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 細 胞 、 組 織 、 器 官 ま た は 生 体 に お け る 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 が 、 疾 患 ま た は 状 態 を 示
す 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 規 定 領 域 が 、 参 照 領 域 を 含 み 、 該 参 照 領 域 が 予 め 決 定 さ れ た 量 で 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含
む 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 参 照 領 域 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 、 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 と 比 較 し 、 試 料
中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 、 量 ま た は 濃 度 を 決 定 す る 、 請 求 項 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 参 照 標 準 が 長 方 形 の 箱 の 形 状 で あ る 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 (a) 質 的 に 長 方 形 の 箱 の 形 状 内 の 包 埋 媒 体 ； お よ び (b) の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 連
結 し た 細 胞 を 含 む 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 ２ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 、 そ れ ぞ れ 結 し た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 有 す る
求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 ２ つ 以 上 の 異 な る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 、 そ れ ぞ れ が 同 じ ま た は 異 な る コ ン パ ク ト 粒
子 に さ れ る 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 そ れ ぞ れ を 含 む ２ つ 以 上 の コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 む 求
項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 参 照 標 準 の 平 面 が 、 複 数 の 領 域 を 含 む

求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 参 照 標 準 の 平 面 が 、 診 断 的 に 重 要 な 密 度 で 、 検 出 可 能 な 存 在 物 を 実 質 的 に 含 ん だ 第
一 領 域 を 含 む 求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 実 質 的 に 含 ま な い コ ン パ ク ト 粒 子 を 含 ん だ 対 照 を 更 に 含 む 求 項

い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 規 定 量 周 辺 媒 体 内 に 位 置 す る 、 の 検 出 可 能 な 存 在 共 周 辺 媒 体 を 含 み 、 検 出
可 能 な 存 在 物 が 周 辺 媒 体 内 で コ ン パ ク ト 形 状 を 取 る 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 対 す る 参 照 標 準
。
【 請 求 項 ３ ６ 】

求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 請 求 項 記 載 の 平 面 を 含 持 体 。
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が 剤 に 得 、 請
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、 請 １ ～ ２ ６

　 実 多 く

含 み が 連 、 請
１ ～ ２ ８

含 み
連 結 、 請 １ ～ ２ ９

に 異 な る 量 の 検 出 可 能 な 存 在 物 、 請
１ ～ ３ ０

切 片 検 出 可 能 な 存 在 物 が 異 な る 密 度 で 存 在 す る 、
請 １ ～ ３ １

切 片
、 請 １ ～ ３ ２

、 請
１ ～ ３ ３

で 多 く 物 と に

　 請 １ ～ ３ ５ の 平 面 切 片

支 持 体 上 に マ ウ ン ト さ れ た 、 ３ ６ 切 片 む 支



【 請 求 項 ３ ８ 】
用 の た め の 指 示 書 と 共 に 、 検 出 可 能 な 存 在 物 に 特 異 的 結 合 結 合 剤 と 共 に

求 項 い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 を 含 む キ ッ ト 。
【 請 求 項 ３ ９ 】

体 ま た は 核 酸 プ ロ ー ブ で 染 色 さ れ た 、 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 参 照 標 準 、 平 面 、 支 持 体 キ ッ 、 個 体 に お
け る 疾 患 ま た は 状 態 の 症 状 の 少 な く と も １ つ を 処 置 ま た は 軽 減 治 療 剤 と 組 合 せ 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 ま た は 成 分 の 量 が 参 照 標 準 中 の も の か
、 ま た は そ れ よ り 多 い 場 合 、 個 体 が 、 疾 患 ま た は 状 態 に 罹 患 し て い る か 、 ま た は

と 診 断 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 組 合 せ 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 測 定 す る た め の 求 項
い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 、 平 面 ま た は キ ッ ト の 使 用 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 (a)　 生 物 学 的 試 料 を 提 供 し 、 生 物 学 的 試 料 ま た は そ の 成 分 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量
を 示 す 第 １ の シ グ ナ ル を 得 る 工 程 ；
　 (b)　 参 照 標 準 、 平 面 、 支 持 体 キ ッ 提 供
す る 工 程 ；
　 (c)　 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 を 示 す 第 ２ の 参 照 シ グ ナ
ル を 得 る 工 程 ； お よ び
　 (d)　 参 照 シ グ ナ ル に 対 し て 、 (a)で 得 ら れ た 第 １ の シ グ ナ ル を 比 較 す る 工 程
を 含 む 、 生 物 学 的 試 料 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 の 参 照 標 準 と の 比 較 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 検 出 可 能 な シ グ ナ ル が 、 放 射 、 光 学 密 度 、 反 射 率 、 放 射 能 、 蛍 光 酵 素 活 性 か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 が 、 生 物 学 的 試 料 と １ つ 以 工 程 ま た は 条 件 に 供
さ れ る 、 請 求 項 ま た は 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 参 照 標 準 ま た は そ の 平 面 が 、 以 下 の 工 程 : ス ラ イ ド 上 へ の 、 焼 成 、 脱 パ ラ
フ ィ ン 化 、 再 水 和 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 抗 体 へ の 曝 露 、 一 次 抗 体 へ の 曝 露 、 核 酸 プ
ロ ー ブ へ の 曝 露 、 洗 浄 、 二 次 抗 体 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 曝 露 、 酵 素 基 質 へ の 曝 露 、 色
原 体 基 質 へ の 曝 露 お よ び 対 比 染 色 の １ つ 以 よ り 加 工 処 理 さ れ る 、 請 求 項 、 ま
た は 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 生 物 学 的 試 料 が 、 細 胞 、 組 織 ま た は 器 含 有 す る 、 請 求 項 記 載 用 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　

【 請 求 項 ４ ９ 】
　 (a)　 個 体 か ら 生 物 学 的 試 料 を 得 る 工 程 ； お よ び
　 (b)　 請 求 項 記 載 の 方 法 で 、 生 物 学 的 試 料 ま た は そ の 成 分 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の
量 を 参 照 標 準 と 比 較 す る 工 程
を 含 み 、 生 物 学 的 試 料 ま た は 成 分 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 量 が 参 照 標 準 中 の も の

か 、 ま た は そ れ よ り 多 い 場 合 体 患 ま た は 状 態 に 罹 患 し て い る か 、 ま た は
と 診 断 さ れ る 、 個 体 に お け る 疾 患 ま た は 状 態 の 診 断 方 法 。

【 請 求 項 ５ ０ 】
　 (a)　 請 求 項 １ ～ い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 を 提 供 す る 工 程 、 こ こ で 、 検 出 可 能 な 存
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在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 順 の 結 果 と し て 変 化 す る ；
　 (b)　 参 照 標 準 に お い て 該 手 順 を 実 施 す る 工 程 ； お よ び
　 (c)　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る 変 化 を 検 出 す る 工 程
を 含 む 、 手 順 の 有 効 性 ま た は 成 功 の 評 価 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 成 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、 検 出 可 能 な 存 在 物
の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る こ の 変 化 を 検 出 し て 該 手 順 が 成 あ る こ と を 確 立 す る 、 請 求
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 手 順 の 結 果 と し て 変 化 し 、 検 出 可 能 な 存 在
物 の 検 出 可 能 な 性 質 に お け る こ の 変 化 を 検 出 し て 該 手 順 が こ と を 確 立 す る 、
請 求 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 手 順 が 、 イ ン サ イ チ ュ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 手 順 、 免 疫 組 織 化 学 的 手 順 、 脱 パ ラ フ ィ
ン 化 、 抗 原 回 復 、 ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 在 性 ビ オ チ ン ブ ロ ッ キ ン グ 、 内 在 性 酵 素 ブ ロ ッ キ ン グ
、 洗 浄 工 程 、 一 次 抗 曝 露 と の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 、 二 次 可 視 化 成 分 と の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 、 色 原 体 染 色 、 染 色 情 報 入 手 お よ び 解 析 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項
、 ま た は 記 載 の 手 順 の 確 認 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 手 順 が 抗 原 回 復 手 順 で あ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 、 １ つ 以 上 の エ ピ ト
ー プ の マ ス キ ン グ ま た は 脱 マ ス キ ン グ を 含 有 す る 、 請 求 項 ～ い ず れ か 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が １ つ 以 上 の エ ピ ト ー プ を マ ス ク す る よ う に 修 飾 さ れ 、
そ の 一 部 ま た は す べ て が 、 成 あ る 抗 原 回 復 手 順 に お い て 脱 マ ス さ れ る 、 請 求 項
～ い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 手 順 が 脱 パ ラ フ ィ ン 化 手 順 で あ り 、 検 出 可 能 な 存 在 物 の 検 出 可 能 な 性 質 が 、 脱 パ ラ フ ィ
ン 化 手 順 後 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 存 在 ま た は 量 を 含 む 、 請 求 項 ～ い
ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 が 脱 パ ラ フ ィ ン 化 媒 体 に 可 溶 性 で あ り 、 検 出 可 能 な 存 在
物 の 少 な く と も 一 成 脱 パ ラ フ ィ ン 化 手 順 後 に 除 去 さ れ る 、 請 求 項 ～ お よ
び い ず れ か 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 抗 原 回 復 確 認 標 準 、 脱 パ ラ フ ィ ン 化 標 準 、 ブ ロ ッ キ ン グ 確 認 標 準 、 洗 浄 確 認 標 準 、 一 次
抗 体 確 認 標 準 、 二 次 抗 体 確 認 標 準 、 較 正 標 準 ま た は 診 断 用 標 準 と し て の 求 項
い ず れ か 記 載 の 参 照 標 準 の 使 用 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 細 胞 に 連 結 さ れ 、 支 体 に よ り 支 持 さ れ る 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含 ん で な る 、 検 出 可 能
な 存 在 物 参 照 標 準 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 細 胞 が 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 、 請 求 項 記 載 の 参 照 標
【 請 求 項 ６ １ 】

出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 に 連 結 さ れ た 検 出 可 能 な 存 在 物 を 含
有 す る 、 改 変 さ れ た 細
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 検 出 可 能 な 存 在 物 を 発 現 し な い 細 胞 ま た は そ の 成 分 を 提 供 す る こ と 、 の 検 出 可 能 な
存 在 物 を 細 胞 ま た は 成 分 に 連 結 す る こ と 、 お よ び 支 体 内 細 胞 ま た は 成 分 を 支 持 す る
こ と を 含 む 、 参 照 標 準 中 の 検 出 可 能 な 存 在 物 の 細 胞 分 布 の 確 立 方 法 。
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我们已经发现，支持介质，优选为嵌入介质，具有紧凑形状的致密颗
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粒，最好是细胞致密颗粒。本发明人还发现，支持介质，优选为嵌入介
质，具有紧凑形状的致密颗粒，其中一定量的可检测实体结合并由介质
支撑，致密颗粒，优选细胞状尺寸，优选1。公开了可检测实体的参考标
准，这些实体是小于5mm的非细胞致密颗粒。
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