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この電子化された添付文書をよく読んでから使用してください。 

 

 

 

 

 

 

【全般的な注意】 

１本製品は体外診断用であり、それ以外の目的に使用しないこと。 

２.診断は他の関連する検査結果や臨床症状等に基づいて総合的に判断

すること。 

３.電子化された添付文書の記載から逸脱した使用方法については保証

しない。 

４.ヒト由来の検体は、感染の危険があるものとして取扱いに注意すること。 

５.使用する機器の電子化された添付文書および取扱説明書をよく読ん

でから使用すること。 

 

【形状・構造等(キットの構成)】 

構成試薬 

成分 

製品区分 

BRIGHTEST

(AT 用) 

500 テスト 

**
DAB 基質 

 キットⅡ(AT用) 

500 テスト 

第一抗体 

(AT 用) 

50 テスト 

第一抗体 
CD20モノクローナル抗体(クローン：

L26)(動物種：マウス) 

― ― 
6.5mL 
×1 本 

陰性コントロール注１ 

マウスイムノグロブリン 
― ― ― 

第一ポリマー試薬（試薬 A） 
ペルオキシダーゼ標識抗マウス
IgG 
ポリクローナル抗体(Fab') 
(動物種：ヤギ)  
ペルオキシダーゼ標識抗ウサギ
IgG 
ポリクローナル抗体(Fab') 
(動物種：ヤギ)  

13mL 
×5 本 

― ― 

架橋試薬（試薬 B） 
抗ペルオキシダーゼモノクローナ

ル抗体(動物種：マウス) 

13mL 
×5 本 

― ― 

第二ポリマー試薬（試薬C） 

ペルオキシダーゼ標識抗マウス

IgG ポリクローナル抗体(Fab')(動

物種：ヤギ) 

13mL 
×5 本 

― ― 

**
発色基質Ⅱ 
3,3'－ジアミノベンジジン・4HCl 

― 
11mL 
×5 本 

― 

**
発色試薬Ⅱ 
過酸化水素水 

― 
11mL 
×5 本 

― 

 
**
付属品 製品区分 

容量 
脱パラ溶液 1 

Dewax-1(AT 用) 

500 テスト 
12mL×10 本 

脱パラ溶液 2 
Dewax-2(AT 用) 

500 テスト 
10mL×10 本 

抗原賦活化液 
TR-pH9(AT 用) 

300 テスト 
12.5mL×12 本 

洗浄液 
TBS(AT 用) 

(10 倍濃縮液) 
1L×1 本 

注1 陰性コントロールは販売していないので、自家調製すること。 

 

【使用目的】 

組織、細胞中の B 細胞の検出 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【測定原理】 

本キットは、組織、細胞に対する免疫組織化学染色法により、組織、細
胞中の B 細胞(CD20)を検出する。染色操作は、自動染色装置(ヒストス

テイナーAT およびそれと同等の装置)を用いて行う。 

組織または細胞に、まず第一抗体を反応させ、次に酵素と抗体を結合さ
せたアミノ酸ポリマー(第一ポリマー試薬)を反応させる。更に、架橋試

薬を反応させた後、酵素と抗体を結合させたアミノ酸ポリマー(第二ポ
リマー試薬)を反応させる。その結果、抗原・第一抗体・第一ポリマー試
薬・架橋試薬・第二ポリマー試薬の複合体を形成させ、この複合体の酵

素活性を利用して基質を発色させる。このようにして抗原部位を視覚化
し、光学顕微鏡により抗原の有無を確認する。 
 
第一抗体である CD20 モノクローナル抗体(クローン：L26)(動物種：マ
ウス)は、ヒト pan-B 細胞抗原の細胞内ドメインと特異的に反応する。

B 細胞の分化段階の中で pre-pre-B cell の一部から免疫芽球の一部まで
強く反応し、形質細胞には反応しない。生細胞の膜表面にはわずかしか
反応しないが、固定したスメアや組織切片には強く反応する。T 細胞、

骨髄球系細胞、マクロファージとは反応しない。 
 

【操作上の注意】 

(1)高濃度の固定液にさらしたり、長時間の固定を行ったりすると、組織
崩壊や抗原変性が生じることがあるので、指定された固定液を使用す
る。 

(2)抗原は熱に弱いので、組織を包埋する際には、使用するパラフィンの
融解温度を大きく超えないように注意すること。 

(3)薄切切片を長期保存すると、切片中の抗原が劣化して、偽陰性の染色

結果を示す場合がある。薄切後 4－6 週間以内に染色することを推奨
する。 

 

【用法・用量(操作方法) 】 
○検体の準備 

組織または細胞を用いて、ホルマリン固定パラフィン包埋(Formalin-Fixed 

Paraffin-Embedded：FFPE) ブロックを作製する。 

組織形態や抗原活性を維持した最適固定を得るため、できるだけ新鮮な組

織切片の使用と、下表の固定液の使用を勧める。 

 

 

 

 

 

固定後、水洗い、エタノールに浸して脱水、キシレンに浸して脱アルコ

ールを行い、パラフィン浸透をしてパラフィン包埋ブロックを作製する。 
 
○切片および標本の準備 

 [パラフィン包埋切片] 

切片を 3－6μm に薄切し、poly-L-lysine またはシラン等の切片用接着

剤をコーティングしたスライドに貼り付ける。37℃の恒温器で十分に

乾燥させる。 
 
 [検体標本スライドの準備] 

検体標本スライドとして 1 検体あたり、2 枚準備する。 

1 枚は、試薬対照スライドとして、第一抗体の代わりに陰性コントロー

ルを使用して染色操作を行う。 
 
 [検体対照スライドの準備] 

(1)陽性コントロールスライド 

 検体標本スライドと同様の方法で作製され、あらかじめ目的抗原が

存在することを確認している組織、細胞スライドを準備する。 

(2)陰性コントロールスライド 

 検体標本スライドと同様の方法で作製され、あらかじめ目的抗原が

存在しないことを確認している組織、細胞スライドを準備する。 
 
以上の検体対照スライドを用意し、検体標本スライドおよび試薬対照ス

ライドと並行して、検体の準備から染色処理、検鏡までの全工程を行う。 
 
 [スライドラベルの印字と貼付] 

(1)ヒストステイナーATの操作法に従って各スライドのスライドラベル

を作成する。 

(2)スライドラベルをスライドのフロスト部分に貼り付ける。 

 この時、印字文字と二次元コードが重なっていないかを確認する。

重なっていると二次元コードを読み取れない場合がある。 

固定液 固定時間 

10%(緩衝)ホルマリン 24－48 時間 

20%ホルマリン 12－24 時間 

体外診断用医薬品 
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○操作方法 
 [必要な試薬、器具･機器] 

・スライドガラス(poly-L-lysine またはシランコーティングスライド) 

・恒温器 ・タイマー 

・キシレン、アルコール(透徹用) 

・洗浄用容器 

・自動染色装置ヒストステイナーAT 

・スライドラベル(AT 用)  

・スライドスタンド ・精製水   

・対比染色試薬(ヘマトキシリン) 

・封入剤(非水溶性封入剤) 

・カバーガラス ・光学顕微鏡 

 

 [構成試薬] 

・第一抗体      ・陰性コントロール 

・第一ポリマー試薬  ・架橋試薬    ・第二ポリマー試薬 
**
・発色基質Ⅱ     

**
・発色試薬Ⅱ 

 

 
** [付属品] 

・脱パラ溶液 1 ・脱パラ溶液 2  ・抗原賦活化液  ・洗浄液 

 

 
** [構成試薬の調製方法] 

構成試薬はそのまま用いる。 
 

 [付属品の調製方法] 

(1)洗浄液の調製方法 

 精製水で 10 倍に希釈する。 
 
 その他の付属品はそのまま用いる。 
 
 [RFID タグの登録の確認または登録] 

(1)ヒストステイナーAT を用いて染色するには、専用の試薬ボトルに付

属している RFID タグ内に試薬情報が登録されている必要がある。

試薬情報が登録されていることを確認する。登録がない場合、ヒスト

ステイナーAT の操作法に従って登録を行うこと。 

 

 [染色方法の設定]  

染色操作は、自動染色装置(ヒストステイナーATおよびそれと同等の装

置)を用いて行う。自動染色装置の詳細な設定方法は、装置のマニュア

ルにしたがう。 
 
下記、染色方法のプログラムを設定する。 
 
CD20 

項目 内容 

タイプ HRP Heat 

プロトコル名 CD20(L26)-AT 

Dewax Dewax2-AT 

TR TRpH9-AT 

温度(℃) 101 

ブロッキング Buffer 

試薬名 CD20(L26)-AT 

第一抗体反応時間(分) 20 

第一抗体反応温度(℃) 25 
 

 [免疫染色の準備・開始] 
**

(1)脱パラ溶液1、脱パラ溶液2、抗原賦活化液、洗浄液、第一抗体、陰

性コントロール、第一ポリマー試薬、架橋試薬、第二ポリマー試

薬、発色基質Ⅱ、発色試薬Ⅱをセットする。 

(2)検体標本スライド、試薬対照スライド、検体対照(陽性コントロー

ル、陰性コントロール)スライドをセットする。 

(3)ヒストステイナーATの操作法に従って染色を開始する。 

 

 [免疫染色] 

(1)脱パラ溶液 1 を各スライドに添加し反応させる。 

(2)脱パラ溶液 2 を各スライドに添加し反応させる。その後、洗浄液で洗

浄する。 

(3)抗原賦活化液を各スライドに添加し反応させる。その後、洗浄液で洗

浄する。 

(4)第一抗体を試薬対照スライド以外の各スライドに添加し、試薬対照ス

ライドには、第一抗体の代わりに陰性コントロールを添加し反応させ

る。その後、洗浄液で洗浄する。 

(5)第一ポリマー試薬を各スライドに添加し反応させる。その後、洗浄液

で洗浄する。 

(6)架橋試薬を各スライドに添加し反応させる。その後、洗浄液で洗浄す

る。 

(7)第二ポリマー試薬を各スライドに添加し反応させる。その後、洗浄液

で洗浄する。 
**

(8)発色基質Ⅱ、発色試薬Ⅱを各スライドに添加し反応させる。その

後、洗浄液で洗浄する。 
**

 [免疫染色の終了] 

(1)全てのスライドをモジュールから取り出し、流水洗する。  

(2)対比染色試薬にスライドを浸す。  

(3)流水洗する。 

(4)セットした試薬は、ボトルキャップをして試薬ラック(AT 用)ごと取

り出し、2－8℃で保存する。 
 
 [封入] 

脱水、キシレンによる透徹後、非水溶性封入剤で封入し、カバーガラス

をかける。 

  

【測定結果の判定法】 

○判定方法 

光学顕微鏡によって陽性反応を観察する。 

染色結果の判定は、3 種類の対照スライドとの比較により行う。 

検体組織中の細胞の細胞膜が茶褐色を呈するとき、これを陽性所見とす

る。 

 

 [検体対照スライド、試薬対照スライドの染色性] 

・陽性コントロールスライド 

 CD20 の発現がある判定結果を認める。 

・陰性コントロールスライド 

 CD20 の発現がある判定結果を認めない。 

・試薬対照スライド 

 CD20 の発現がある判定結果を認めない。このスライドに陽性所見が

認められた場合、非特異的なタンパク結合による非特異的反応が考え

られる。 

 

○判定基準 

(1)陽性 

 検体組織中に明らかな特異染色像(茶褐色)を呈している細胞がある。 

(2)陰性 

 検体組織中に明らかな特異染色像(茶褐色)を呈している細胞がない。 

 

 [判定不可] 

各対照スライドにおいて以下の結果を得た場合は、検鏡を停止し、判定

をしないこと。 

現象 原因 

(1)陽性コントロールスラ

イド上に陽性所見が認め

られない場合 

・陽性コントロールスライドが不適切で

あった。 

・染色操作に誤りがあった。 

(2)陰性コントロールスラ

イド上に陽性所見を認め

た場合 

・陰性コントロールスライドが不適切で

あった。 

・染色操作に誤りがあった。 

(3)試薬対照スライド上に

陽性所見を認めた場合 

・組織に対し、何らかの非特異反応がある

と考えられるので、本検体については

判定をしないこと。 

 

○判定上の留意事項 

(1)染色結果に基づく臨床診断は、臨床症状や他の検査結果等とあわせて、

担当医師が総合的に判断すること。 

(2)必ず各検体対照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。 

(3)以下のような場合には偽陽性反応が生じることが考えられるので、必

ず検体対照スライドおよび試薬対照スライドの染色結果と比較して

十分に注意して判定すること。 

・一般的にタンパク質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。偽陽性反応は赤血球による偽ペル

オキシダーゼ反応やサイトクローム C による内因性ペルオキシダー

ゼ反応によっても起きることがある。 

・検体組織の壊死部分は、抗体が非特異的に結合しやすく、非特異染色

の原因となりやすい。 

・間質系のコラーゲンは固定後疎水性となって抗体と結合しやすくな

り、また、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

やすく、非特異染色の原因となりやすい。 

・顆粒球の一部およ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 部分と結合する可能性がある。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。 
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【性能】 

用法・用量の操作方法に基づいて感度試験、正確性試験および同時再現

性試験を行った場合、下記の規格に適合する。 

(1)感度試験 

第一抗体および、第一抗体を第一抗体希釈液にて 2 倍希釈したものを用

い、陽性コントロールスライドまたはあらかじめ陽性であることが確認

されている組織標本の近傍切片スライドを染色するとき、いずれのスラ

イドにおいても明らかな特異染色像(茶褐色)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あらかじめ陽性であることが確認さ

れている組織標本の近傍切片スライドを染色するとき、明らかな特異染

色像(茶褐色)が観察される。第一抗体の代わりに陰性コントロールを用

いて染色するとき、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 枚またはあらかじめ陽性であることが確

認されている組織標本の近傍切片スライド 3 枚を染色するとき、いず

れのスライドにおいても明らかな特異染色像(茶褐色)が観察される。 
 
注 1) 第一抗体希釈液 

ウシ血清アルブミン(BSA)とアジ化ナトリウムを含むリン酸緩衝生理食塩

水(PBS) 

注 2) 陽性コントロールスライド 

検体標本スライドと同様の方法で作製され、あらかじめ目的抗原が存在する

ことを確認している組織、細胞スライド。 
 
○相関性 

腫瘍組織および正常組織における本キットと対照品の染色性を比較し

た結果を下記に示す。本キットと対照品の間に良好な相関性が得られた。 
 
 対照品 1 

 

陽性一致率＝98.9％(276 検体／279 検体) 

陰性一致率＝100％( 28 検体／ 28 検体) 

全体一致率＝99.0％(304 検体／307 検体) 
 

①対照品2では陰性であった。 

 
 
 対照品 2 

 

陽性一致率＝98.9％(277 検体／280 検体) 

陰性一致率＝96.8％( 30検体／ 31 検体) 

全体一致率＝98.7％(307 検体／311 検体) 
 

②対照品1では陰性であった。 

③対照品1では陽性であった。 
 

【使用上又は取扱い上の注意】 

1.取扱い上(危険防止)の注意 
(1)検体組織には、HIV、HBV などの感染のおそれがあるので、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、使い捨て手袋等を着用

すること。 

(3)試薬が皮膚などへ接触しないようにすること。 

(4)第一抗体にはアジ化ナトリウムが含まれているので、取扱いには十分

注意すること。 

(5)発色基質である 3,3’－ジアミノベンジジン・4HCl は変異原性が認め

られているので、取扱いには十分注意すること。 
**

(6)発色試薬Ⅱには過酸化水素水が含まれているので、取扱いには十分

注意すること。 
 

**
2.使用上の注意 

(1)すべての試薬は 2－8℃で保存すること。 

(2)使用期限の過ぎた試薬は使用しないこと。 

(3)異なるロットの試薬や他製品の試薬を混ぜて使用しないこと。 
 
3.廃棄上の注意 

(1)第一抗体にはアジ化ナトリウムが含まれており、使用後は一般廃液
ボトルへ蓄積される。アジ化ナトリウムは水道管に含まれる銅、鉛
との反応によって爆発の危険性があるので、蓄積された試薬は多量

の水とともに排水管へ流すこと。 
**

(2)発色基質Ⅱには 3,3'－ジアミノベンジジン・4HCl が含まれてお
り、使用後は有害廃液ボトルへ蓄積される。蓄積された試薬は各施

設のルールに従い、適切に処理すること。 

(3)検体組織に接触した器具・試薬および試薬容器等は感染の危険性があ
るので、廃棄する前に、オートクレーブで 120℃、20 分間滅菌処理

するか、または 1.0vol％次亜塩素酸などの消毒液に浸して一晩処理し
た後、医療廃棄物等に関する規定および水質汚濁防止法等の規制に従
って処理すること。 

(4)試薬が飛散した場合は、アルコールスプレーなどを用いてふき取りと
消毒を行うこと。 

**
■妨害物質と問題対策 

問題点 考えられる原因 対策 

○陽性コント

ロールスライ

ド及び標本ス

ライドの染色

が認められな

い、あるいは弱

い。 

①チャンバーが劣化して

いるため、試薬が全体に

広がらず、試薬の吸引お

よび添加が不十分とな

り、切片が乾燥したり、

反応が不十分になる。 

・劣化したチャンバーは廃棄し、正常なチャン

バーを使用する。 

○陽性コント

ロールスライ

ドは染色され

るが、標本スラ

イドは染色さ

れない。 

①抗原が固定あるいは包

埋過程で変性したり、マ

スクされている。 

・抗原の中には、固定や包埋に弱いものがある

ので、穏やかな固定剤を使用し固定時間を

短縮する。 

・指定された抗原賦活化処理を設定する。また

は設定されているかを確認する。 

②自己消化により抗原が

破壊されている。 

・可能な限り、生検あるいは外科組織を使用す

る。 

○全ての染色

スライドのバ

ックグラウン

ドが強く ( 弱

く ) 染色され

る。 

①自己消化の結果、組織液

に遊離した抗原が過剰

に存在する。 

・可能ならば、新鮮な組織を包埋する。 

②チャンバーが劣化して

いるため、染色工程の洗

浄が不十分になる。 

・劣化したチャンバーは廃棄し、正常なチャン

バーを使用する。 

③室内温度が高すぎて、酵

素反応が早すぎる。 

・常温（15－25℃）にコントロールする。 

④内因性ペルオキシダー

ゼの処理が不十分。 

・[染色方法の設定]の「ブロッキング」に設定

している「Buffer」の代わりに「H2O2-AT」

を設定し、0.5％過酸化水素水にて内因性ペ

ルオキシダーゼ処理を行う。 

○反応中に組

織切片がスラ

イドからはが

れてしまう。 

①スライドへの切片の貼

り付けが不十分。 

・0.02％poly-L-lysine、シランなどの組織切片

用接着剤を使用する。 

 

 

【貯蔵方法・有効期間】 

貯蔵方法：2－8℃で保存 
*
有効期間：18 ヶ月 

 

【包装単位】 

製品名 コード 包装単位 

ヒストファイン BRIGHTEST CD20(L26) 
第一抗体 

CD20モノクローナル抗体

(L26)(AT用) 

AT2244-1 
50 テスト 
(6.5mL×1 本) 

BRIGHTEST(AT 用) 
第一ポリマー試薬 

架橋試薬 

第二ポリマー試薬 

AT2449-1 

500 テスト 
13mL×5 本 

13mL×5 本 

13mL×5 本 
**

DAB 基質キットⅡ(AT 用) 
発色基質Ⅱ 

発色試薬Ⅱ 

AT2541-1 
500 テスト 

11mL×5 本 

11mL×5 本 

 

製品名 コード 包装単位 

脱パラ溶液 1 

Dewax-1(AT 用) 
AT1532-1 

500 テスト 
(12mL×10 本) 

脱パラ溶液 2 

Dewax-2(AT 用) 
AT1533-1 

500 テスト 
(10mL×10 本) 

抗原賦活化液 

TR-pH9(AT 用) 
AT1534-1 

300 テスト 
(12.5mL×12本) 

洗浄液 (10 倍濃縮) 

TBS(AT 用) 
AT1537-1 1L×1 本 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本
キ
ッ
ト 

 

 陽性 陰性 合計 

陽性 276 0 276 

陰性 3① 28 31 

合計 279 28 307 

本
キ
ッ
ト 

 

 陽性 陰性 合計 

陽性 277 1③ 278 

陰性 3② 30 33 

合計 280 31 311 
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**
BRIGHTEST(AT 用)(コード：AT2449-1)および DAB 基質キットⅡ(AT

用) (コード：AT2541-1)は、以下の製品と共通で使用できるため、組み

合わせて使用する場合は、それぞれの電子化された添付文書をよく読ん

で使用してください。 

一般的名称 販売名 承認/認証番号 

クラスⅢ免疫組織

学検査用シリーズ 

ヒストファイン BRIGHTEST 23000EZX00044000 

組織検査用 

細胞性免疫キット 

ヒストファイン BRIGHTEST 

LCA 

230AAEZX00078000 

組織検査用 

細胞性免疫キット 

ヒストファイン BRIGHTEST 

CD3(PS1) 

230AAEZX00091000 

組織検査用 

細胞性免疫キット 

ヒストファイン BRIGHTEST  

CD3(SP7) 

230AAEZX00092000 

組織検査用 

細胞性免疫キット 

ヒストファイン BRIGHTEST  

UCHL1 

230AAEZX00100000 

組織検査用 

蛋白キット 

ヒストファイン BRIGHTEST  

Vimentin 

230AAEZX00101000 

組織検査用 

蛋白キット 

ヒストファイン BRIGHTEST 

EMA 

230AAEZX00102000 

組織検査用 

蛋白キット 

ヒストファイン BRIGHTEST 

S-100 

230AAEZX00104000 
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【問合せ先、製造販売元、販売元】 

  
〒104-8402 東京都中央区築地 6-19-20 

TEL：03-3248-2208  FAX：03-3248-2243 


