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 この添付文書をよく読んでから使用してください。  
 

体外診断用医薬品    
 

製造販売承認番号： 22400AMX00646000  ＊＊2016年11月改訂 

＊2015年9月改訂 

（第4版） 

（第3版） 
 

組織検査用腫瘍マーカーキット 
 

ダコ Envision FLEX-NSE（BBS/NC/VI-H14） 
 

 

【全般的な注意】 

1. 本製品は，体外診断用医薬品でありそれ以外の目的に使用しないこと。 

2. 本添付文書に記載された使用方法及び使用目的以外の使用については、染色結果の信頼性を保証できないので、記載内容に従って使用すること。 

3. 検出結果に基づく臨床診断は，臨床症状や他の検査結果，最新の所見等と併せて，担当医師が総合的に判断すること。 

4. 診断には他の検査も併用すること。 

5. 一種類の一次抗体で判定のつかない場合は、複数の項目による検査も行うこと。 

6. 他の種類の抗原賦活液や他の方法による前処理は、検出結果の再現性を損なう恐れがあるので、正確な検出結果を得るために、本添付文書に示した操作法を必ず守ること。 

7. 病理組織化学染色は、染色前の病理組織切片の取扱いや作製法が、染色結果に大きく影響する。病理組織切片の不適切な作製過程（固定が不十分である、或いは過度の固定等）、

凍結、融解、洗浄、乾燥、加熱、薄切、また、他の病理組織や試薬とのコンタミネーションは非特異反応や偽陽性・偽陰性結果の原因となるおそれがあるので、十分注意する

こと。そのため最適試薬の選択、検体組織の選別・固定・作製、検体組織スライドの作製から染色結果の判定に至るまで、熟練した者が行うこと。 

8. 本製品の使用に際しては、あわせて使用する機器の添付文書および取扱説明書を参照すること。 

 

【形状・構造等（キットの構成）】＊＊ 

構成試薬 成分 容量 

  K8000 K8010 K8023 K8024 

ブロッキング試薬 過酸化水素 3×40 mL 10×13 mL 1×40 mL 3×13 mL 

ポリマー試薬 パーオキシダーゼ標識デキストラン70結合抗ウサギイムノグロブリ

ン・ヤギポリクローナル抗体 

パーオキシダーゼ標識デキストラン70結合抗マウスイムノグロブリ

ン・ヤギポリクローナル抗体 

3×40 mL 10×13 mL 1×40 mL 3×13 mL 

発色基質 3,3’ージアミノベンジジンテトラヒドロクロライド 3×3 mL 3×3 mL 1×3 mL 1×3 mL 

基質緩衝液 過酸化水素 12×20 mL 20×13 mL 5×20 mL 7×13 mL 

濃縮抗原賦活液 トリス、ＥＤＴＡ 9×30 mL 9×30 mL 3×30 mL 3×30 mL 

濃縮洗浄液 トリス、Ｔｗｅｅｎ20 4×1 L 4×1 L 2×1 L 2×1 L 

一次抗体 抗ヒト NSE・マウスモノクローナル抗体（産生細胞の名称：

BBS/NC/VI-H14） 
12 mL(IR612) 

 

【使用目的】 

組織・細胞中の神経特異エノラーゼ(NSE)の検出（悪性腫瘍の診断補助等） 

【測定原理】 

検体中の神経特異エノラーゼ(NSE)に対し特異的な一次抗体（抗ヒトNSE(BBS/NC/VI-H14)マウスモノクローナル抗体）を反応させる。次にポリマー試薬を反応させることにより、

ポリマー試薬中の抗マウスイムノグロブリン・ヤギポリクローナル抗体が一次抗体と反応する。更にデキストランの分子を介して、ポリマー試薬中のパーオキシダーゼが結びつ

き、＜抗原ー 一次抗体ー抗マウスイムノグロブリン・ヤギポリクローナル抗体ーパーオキシダーゼ＞複合体が形成される。これに基質溶液を反応させると、ポリマー試薬中のパ

ーオキシダーゼの酵素反応によって、基質溶液中の3,3´－ジアミノベンジジンテトラヒドロクロライド(DAB)が過酸化水素により酸化されて酸化DABを生じ、最終的には酸化

的環形成を行って、オスミウム好性可視産物が生成され、抗原部位が褐色に染色される。染色により可視化された抗原部位を光学顕微鏡にて観察する。 

【操作上の注意】 

1. 病理組織は出来るだけ新鮮なものを使用すること。 

2. 検体組織は「用法・用量（操作方法）2.検体の取扱い」で指示された

条件下、必ずホルマリン固定液で固定したパラフィン包埋病理組織を

使用すること。組織を包埋する際、パラフィン温度は 60℃以上に上げ

ないこと。 

3. ステロイドホルモン、ポリペプチド系ホルモンなど分子量の小さな物

質は有機溶媒に極めて溶けやすいので、抗原の損失を防ぐ為、固定液

の選択には十分注意すること。 

4. パラフィンの残留はバックグラウンド染色の原因となるので、完全に

除去した後に染色操作を行うこと。そのため，脱パラフィンに用いる

キシレン及びエタノールは、新しいものを使用すること。 

5. 検体組織スライドを脱パラフィンした後、止むを得ずすぐに染色操作

に移れない場合は、洗浄液に浸し、2～8℃で保存し、少なくとも 16

時間以内には染色操作に入ること。一般的にこれ以上の長期にわたる

保存は抗原性の劣化を引き起こすことが考えられているので使用しな

いこと。 

6. 固定液の種類、高濃度の固定液、長時間の固定、急激な高温処理など

により、抗原物質が変性したり、タンパク間にメチレン結合が過剰に

生じて抗原が覆われたりすることがある。覆われた抗原はタンパク分

解酵素処理によって露出させることが可能な場合がある。但し、タン

パク分解酵素により切片がスライドガラスから剥がれやすくなる恐れ

があるので、シランコートされたスライドガラスを使用すること。ア

ルブミンスライドの使用は避けること。 

7. 高濃度の固定液、長時間の固定、更にパラフィン包埋までの一連の操

作により、ポリマー試薬の浸透力が低下し、反応性が低下する場合が

ある。反応性が低下する場合は、ポリマー試薬の反応時間を長くした

り、或いは検体を熱処理後染色操作を行うと、反応性が増加する場合

がある。免疫染色に適した標本の作成法に留意すること。 

8. 反応の際には、検体組織が乾かないよう注意すること。 

9. 人為的に生じる染色性の低下及び偏った染色を防ぐために、余分な水

分を除去し、試薬を均一に広げるように注意すること。 

10. 染色中に沈殿を生じることがあっても、染色には影響を及ぼすことは

ないので、取り除く必要はない。 

11. 検体に含まれる多量の内因性パーオキシダーゼ及びアジ化ナトリウム

は、非特異的な発色を起こすことがある。 

12. 薄切後の乾燥に使用する恒温槽等の機器は、必ず校正をして使用する

こと。 
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【用法・用量（操作方法）】 

1. 必要な器具及び試薬 

≪器具≫＊＊ 

・洗浄ビン ・染色パッド（熱処理用） 

・ろ紙 ・PT Link (CodeNo.PT100 又は PT200) 

或いは温浴槽 

・タイマー ・スライドガラス 

( シ ラ ン コ ー テ ィ ン グ ス ラ イ ド

CodeNo.S3003 又は S4103) 

・染色ドーゼ 

・噴射ビン 

・乾燥機 ・免疫組織染色用マーカーペン 

(ダコペン CodeNo.S2002） 
・光学顕微鏡 ・カバーグラス 

≪試薬≫ 

■脱パラフィン用 

(1) キシレン（JIS K8271） 

(2) 100％，95％，80％，70％，50％，各エタノール 

■その他 

(1) 精製水 

(2) 対比染色液：ヘマトキシリン 

(3) 封入剤：非水溶性の永久標本用封入剤（例：エンテランニュー/マ

リノール）が望ましい。 

(4) 一次抗体陰性コントロール（例：マウスイムノグロブリン） 

≪コントロールスライド≫ 

■陽性コントロールスライド 

陽性コントロールスライドとして、あらかじめ神経特異エノラーゼ

(NSE)陽性であることが確認されている病理組織標本の切片スライ

ドを用意する。このスライドを検体と並行して染色操作を行い、結果

を比較する。 

■陰性コントロールスライド 

陰性コントロールスライドとして、あらかじめ神経特異エノラーゼ

(NSE)陰性であることが確認されている病理組織標本の切片スライ

ドを用意する。 

2. 検体の取扱い 

本品はホルマリン固定パラフィン包埋した病理組織標本を用いる。 

≪パラフィン包埋切片の作製法≫ 

病理組織片は 2×2.5×0.5cm 程度以内の大きさとし、採取後ただちに、

組織切片の 5～50 倍量のホルマリン固定液に浸す。この際、ホルマリン

固定液に浸漬する時間は 24～48 時間以内が望ましい。特に 3 日以上固定

した症例に関しては、染色結果に影響がある場合が考えられる。また、ア

ルコール/ホルマリン混合液やその他の固定液の使用は、結果に著しい影

響を与えるため使用しないこと。 

病理組織ブロックは上記方法にて固定後、水洗いし、70vol％エタノール

に浸す。それを順次高濃度となる系列のエタノールに浸して脱水し、更に

キシレンに浸して脱アルコールした後パラフィン包埋する。包埋の際には

温度が 60℃を超えないよう注意する。適切な方法で固定及び包埋した薄

切前の病理組織ブロックは、15～25℃で長期間（2 年程度）保存が可能で

ある。 

≪標本の作製≫ 

検体組織スライド、陽性コントロールスライド、陰性コントロールスラ

イドは同時に作製すること。パラフィン包埋ブロックはミクロトームで

４μｍに薄切し、スライドガラスに貼り付け、40±3℃の恒温槽内で十分

に乾燥させる。組織切片作製後は抗原性保持のため 20～25℃で保管し、

遅くとも 4～6 週間以内に染色を実施すること。 

3. 試薬の調製法，安定性 

試薬は使用前に室内温度(15-25℃)に戻しておくこと。 

試薬は最適結果が得られる様に至適濃度に調製されているので，使用

の際は以下（1）～（3）以外の希釈をしないこと。 

(1) 基質溶液の調製法 

基質緩衝液 1mL に対して、発色基質 1 滴(25～30μL)を加えて混

合する。調製後の基質溶液は、なるべく早く使用する。 

(2) 洗浄液の調製法 

濃縮洗浄液を精製水で 20 倍希釈し、洗浄液とする。 

洗浄液が混濁した場合は使用せず廃棄する。調製後の洗浄液は、

なるべく早く使用する。 

(3) 抗原賦活液の調製法 

濃縮抗原賦活液を精製水で 50 倍希釈し、抗原賦活液とする。 

抗原賦活液が混濁した場合は使用せず廃棄する。調製後の抗原賦

活液は、なるべく早く使用する。 

(4) その他の試薬はそのまま用いる。 

4. 染色操作 

≪染色方法≫ 

必ず陽性コントロールスライド及び陰性コントロールスライドを検体

組織スライドと並行して染色操作を進行させること。また、一次抗体と

併せて一次抗体陰性コントロールで染色操作を進行させること。 

 

≪脱パラフィン及び抗原賦活処理≫ 

 検体組織スライドは、染色操作前に、脱パラフィン及び抗原賦活処理を、

下記の例を参考に行うこと。 

(1) PT Linkによる 3-in-1 処理で脱パラフィン、親水化、抗原賦活処

理を同時に行う方法（例） 

使用に当たってはPT Linkの操作マニュアルを参照すること。 

1. 組織切片が浸漬する十分な量（1.5L）の抗原賦活液をPT Link

タンクに注ぎ入れる。 

2. PT Linkの予熱を65℃に設定する。 

3. ホルマリン固定パラフィン包埋組織標本スライドを、予熱が

完了したPT Link中の抗原賦活液中に浸漬し、97℃で20分間加熱

処理を行う。 

4. 処理終了後、65℃に下がるまで標本スライドをPT Link中に放

置する。 

5. PT Linkタンクからスライドラックに設置したまま標本を取

り出し、適切な容器または予備のタンクに入れた常温の洗浄液中

に1～5分間浸漬する。 

6. 抗原賦活処理後は速やかに染色操作に進むこと。 

(2) 脱パラフィンを行った後、PT Linkによる抗原賦活処理を行う方法

（例） 

<脱パラフィン> 

染色操作の直前に脱パラフィンを行う。検体組織スライドを以下

の様に順に各液に浸す。 

キシレン（100vol%）５分→キシレン（100vol%）５分→キシレン

（100vol%）５分→エタノール（100vol%）３分→エタノール

（100vol%）３分→エタノール（95vol%）３分→エタノール

（80vol%）３分→エタノール（70vol%）３分→エタノール

（50vol%）３分→精製水３分→精製水３分 

<抗原賦活処理> 

PT Linkによる抗原賦活処理 

使用に当たってはPT Linkの操作マニュアルを参照すること。 

1. 組織切片が浸漬する十分な量（1.5L）の抗原賦活液をPT Link

タンクに注ぎ入れる。 

2. PT Linkの予熱を65℃に設定する。 

3. ホルマリン固定パラフィン包埋組織標本スライドを、予熱が

完了したPT Link中の抗原賦活液中に浸漬し、97℃で20分間加熱処

理を行う。 

4. 処理終了後、65℃に下がるまで標本スライドをPT Link中に放

置する。 

5. PT Linkタンクからスライドラックに設置したまま標本を取

り出し、適切な容器または予備のタンクに入れた常温の洗浄液中

に1～5分間浸漬する。 

6. 抗原賦活処理後は速やかに染色操作に進むこと 

 

≪染色操作≫ 

■用手法による操作法 

(1)検体組織スライドの過剰水分を払い落し、検体組織の周囲の水分をキ

ムワイプ等で拭きとる。 

(2)ブロッキング試薬2～3滴（約100μL）で検体組織を覆い、常温

(15-25℃)で5分間反応させる。精製水で静かにすすいだ後、過剰水分を

払い落し、検体組織スライドを洗浄液中に5分間浸漬する。検体組織ス

ライドの過剰水分を払い落し、検体組織の周囲の水分をキムワイプ等で

拭きとる。 

(3)一次抗体2～3滴（約100μL）で検体組織を覆い、常温(15-25℃)で20

分間反応させた後、洗浄液で静かにすすいで、洗浄液中に5分間、2回浸

漬する。検体組織スライドの過剰水分を払い落し、検体組織の周囲の水

分をキムワイプ等で拭きとる。 

(4)ポリマー試薬2～3滴（約100μL）で検体組織を覆い、常温(15-25℃)

で20分間反応させた後、洗浄液で静かにすすいで、洗浄液中に5分間、2

回浸漬する。検体組織スライドの過剰水分を払い落し、検体組織の周囲

の水分をキムワイプ等で拭きとる。 

(5)基質溶液100μLで検体組織を覆い、常温(15-25℃)で10分間反応させ

た後、精製水で静かにすすぎ、精製水中に５分間浸漬する。 

(6)対比染色液中に1～5分間浸漬し、5分間流水で洗浄して対比染色する。 

■自動染色装置による操作法 

使用する自動染色装置の取扱説明書を参照すること。 

(1)検体組織スライド、一次抗体、ブロッキング試薬、ポリマー試薬、基

質溶液、精製水、洗浄液を機器の所定位置に設置する。 

(2)各染色工程の反応時間は以下をめやすに設定する。 

①ブロッキング試薬：５分 

②洗浄液：５分2回 

③一次抗体：20分 

④洗浄液：５分２回 

⑤ポリマー試薬：20分 

⑥洗浄液：５分２回 

⑦基質溶液：10分 

⑧洗浄液：５分２回 
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⑨対比染色液：１～５分 

⑩流水にて３分間静かに洗浄する。 

(3)使用する機器の取扱説明書に従って、染色操作を開始する。 

 

≪脱水・透徹・封入≫ 

(1)使用する封入剤の種類により、必要に応じて検体組織スライドを以下

のように順に各液に浸漬する。 

流水水洗１分→精製水１分→エタノール（50vol%）３分→エタノール

（70vol%）３分→エタノール（80vol%）３分→エタノール（95vol%）

３分→エタノール（100vol%）３分→エタノール（100vol%）３分→エ

タノール（100vol%）３分→キシレン（100vol%）３分→キシレン

（100vol%）３分→キシレン（100vol%）３分 

(2)封入剤で封入し、カバーガラスをかける。 

 

検出結果の判定法及び判定に係る注意事項 

検出結果の判定法 

(1)検体組織中に目的物質が検出される場合、陽性シグナルは一次抗体が

反応した正常細胞或いは腫瘍細胞に認められ、褐色の陽性所見を呈する。 

(2)検体組織中に目的物質が検出されない場合は、細胞の核は対比染色液

の色に染色されるのみで、褐色の反応所見は見られない。 

(3)また、一次抗体陰性コントロールで染色した検体組織スライドにより

免疫反応性がないことを確認する。結合組織・壊死組織・白血球や赤血

球に褐色の反応が見られる場合、検出結果の非特異的染色を勘案するこ

と。 

(4)検出結果は陽性或いは陰性と定性的に判定する。 

 

判定上の注意 

(1)必ず陰性コントロールスライドの染色結果と比較して、染色結果を判

定すること。 

(2)検体組織の壊死部分は、抗体が非特異的に結合しやすく非特異的染色

の原因となり易いので、陰性コントロールスライドと比較し、十分注意

して判定すること。 

(3)一般的にタンパクや基質反応生成物の非免疫的結合により、偽陽性結

果が観察される場合がある。偽陽性結果は赤血球による偽パーオキシダ

ーゼ反応やサイトクロームＣによる内因性パーオキシダーゼ反応によ

っても起きることがある。 

(4)間質系の結合組織は、固定後疏水性となって抗体と結合し易くなるこ

と、陰性に帯電しているため陽性に帯電している抗体と結合し易いこと

などにより、非特異的染色の原因となり易いので、陰性コントロールス

ライドと比較し、十分注意して判定すること。 

(5)顆粒球の一部、及びマクロファージなどは細胞膜表面にFcレセプタ

ーを有するため、抗体のFc部分と結合し、抗体本来の特異的反応部位以

外に染色が現れることがあるので、陰性コントロールスライドと比較し、

十分注意して判定すること。 

(6)HBV感染者やHBs抗原保持者の患者検体は、パーオキシダーゼによる

非特異的染色を示すおそれがある。 

(7)使用する核染色液の性能や反応時間の長さによって、核染色の度合が

薄かったり、逆に暗青色に染まることがある。過剰、或いは不完全な核

染色は、染色結果の適切な判定を損なうおそれがあるので注意すること。 

(8)薄切後6週間以上経過した組織切片を用いた場合、切片中の抗原が劣

化して、偽陰性染色を起こす場合がある。 

【性能】 

「用法・用量（操作方法）」欄の操作方法により、感度、正確性及び同時再

現性の各試験を行い、「検出結果の判定法及び判定に係る注意事項」の判定

基準に従って、神経特異エノラーゼ(NSE)の発現を判定した場合、下記の

規格に適合する。 

1. 感度試験 

一次抗体を用いて、陽性コントロールスライド、または予め陽性である

ことが確認されている組織標本の切片スライドを染色する場合、神経特

異エノラーゼ(NSE)が検出される細胞が褐色に染色される明らかな特

異染色像が観察される。 

2. 正確性試験 

陽性コントロールスライド、または予め陽性であることが確認されてい

る組織標本の切片スライドを染色する場合、神経特異エノラーゼ(NSE)

が検出される細胞が褐色に染色される明らかな特異染色像が観察され

る。一次抗体の代わりに一次抗体陰性コントロールを用いて同時に染色

を行った場合、特異染色像は観察されない。 

3. 同時再現性試験 

陽性コントロールスライド 3 枚、または予め陽性であることが確認され

ている組織標本の切片スライド 3 枚を同時に染色する場合、いずれのス

ライドにおいても神経特異エノラーゼ(NSE)が検出される細胞が褐色

に染色される明らかな特異染色像が観察される。 

4. 相関性試験 

 症例 全体一致率 陽性一致率 陰性一致率 

対照品１ 129 100％ 100％ 100％ 

対照品２ 100 100％ 100％ 100％ 

対照品１との相関性試験で検討した検体毎の一致率 

陽性検体 検体数 一致率 

副腎皮質細胞 3 100％ 

大脳組織 10 100％ 

扁桃組織内の形質細胞 23 100％ 

虫垂の間質結合組織内に湿潤する形

質細胞 

8 100％ 

大腸筋層内の神経叢 15 100％ 

大腸の間質結合組織内 3 100％ 

大腸粘膜下の神経叢 1 100％ 

膵臓の一部の細胞 4 100％ 

膵臓のランゲルハンス島細胞 12 100％ 

陰性検体 検体数 一致率 

乳癌細胞 14 100％ 

正常乳管上皮細胞質 5 100％ 

PKD10 8 100％ 

肝細胞 4 100％ 

扁桃細胞内 12 100％ 

大腸粘膜上皮細胞 1 100％ 

膵臓外分泌腺房細胞 5 100％ 

対照品２との相関性試験で検討した検体毎の一致率 

陽性検体 検体数 一致率 

大脳組織 18 100％ 

大脳粘膜下の末梢神経細胞 23 100％ 

虫垂粘膜下の末梢神経細胞 2 100％ 

膵臓ランゲルハンス島細胞 6 100％ 

膵臓間質細胞の末梢神経細胞 1 100％ 

陰性検体 検体数 一致率 

乳癌細胞 13 100％ 

副腎組織 2 100％ 

扁桃組織 16 100％ 

肝細胞 4 100％ 

大腸粘膜上皮細胞 5 100％ 

膵臓外分泌腺房細胞 10 100％ 

【使用上又は取扱い上の注意】 

取扱い上（危険防止）の注意 

1. 検体組織検体には，HBV，HIV など，感染のおそれのあるものもあ

るので，取扱いには十分注意すること。 

2. 検査にあたっては感染の危険を避けるため，使い捨て手袋を着用す

ること。 

3. 試薬を口で吸い上げないこと。 

4. 試薬が皮膚や粘膜に直接接触することを避けること。万一触れた場

合は，多量の水で洗い流すこと。 

5. 製品中の容器・付属品等は他の目的に転用しないこと。 

6. 発色基質である３，３’－ジアミノベンジジンテトラヒドロクロラ

イド（ＤＡＢ）は、変異原性が認められているので、取扱いに際し

ては非金属製のピンセット等の保護具を使用し、目や皮膚への接触

を避けること。万一、皮膚に触れたり、目に入った場合は、流水で

15 分間以上洗い流し、直ちに医師の診察を受けること。 

7. キットの試薬中、ブロッキング試薬、一次抗体、一次抗体陰性コン

トロールはアジ化ナトリウムを含んでいる。アジ化ナトリウムは鉛

や銅と反応して起爆性の高い金属化合物を生成するため、容器の落

下・衝撃による破損がないように丁寧に取り扱うこと。 

使用上の注意 

1. 試薬は 2～8℃で保存すること。 

2. 試薬はなるべく早く使用し，使用期限を過ぎた試薬は使用しないこ

と。 

3. 試薬は直射日光に当てないこと。特に発色基質や基質溶液は、強い

光にさらさないこと。 

4. 試薬は微生物に汚染されないよう注意すること。 

5. 異なるロットの試薬や他社品の試薬を混ぜて使用しないこと。 

6. 使用後は，キャップを堅く締めておくこと。 

廃棄上の注意  

1. 検体組織に接触した器具・試薬及び試薬容器等は感染の危険性があ

るものとし，オートクレーブで 121℃，20 分間滅菌処理するか，ま

たは 1vol％次亜塩素酸などの消毒液に浸して一晩処理すること。 

2. 使用後の容器を廃棄する場合には，廃棄物処理及び清掃に関する法

律等の規定に従って処理すること。 

3. キットの試薬中、ブロッキング試薬、一次抗体、一次抗体陰性コン

トロールはアジ化ナトリウムを含んでいる。アジ化ナトリウムは鉛

や銅と反応して起爆性の高い金属化合物を生成するため、廃棄の際

は多量の水で希釈して廃棄すること。 
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【貯蔵方法、有効期間】 

貯蔵方法：キットとして 2～8℃で保存 

有効期間：2 年 

【包装単位】＊＊ 

  Code No 包装単位 

Autostainer/ 

Autostainer plus 用 

一次抗体 ― ― 

その他の試薬
（検出系） 

K8010 400-600 テスト 

K8024 125-190 テスト 

Autostainer Link 用 

一次抗体 IR612 60 テスト 

その他の試薬
（検出系） 

K8000 400-600 テスト 

K8023 125-190 テスト 
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