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(57)【要約】
　本発明は、化学発色を利用する免疫染色と、蛍光色素等の蛍光体の発光を利用する蛍光
免疫染色とを併用した多重免疫染色法において、前記発光程度の低下を抑制することを目
的とする。本発明では、蛍光体を集積した状態で有する蛍光体集積ナノ粒子と、該蛍光体
集積ナノ粒子の表面に結合した数平均分子量３０００以上の親水性高分子鎖と、該親水性
高分子鎖の末端に結合した生体分子認識分子とを備えた多重免疫染色用の蛍光ナノ粒子標
識体とすることで上記目的が達成される。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　蛍光体を集積した状態で有する蛍光体集積ナノ粒子と、
　該蛍光体集積ナノ粒子の表面に結合した数平均分子量３０００以上の親水性高分子鎖（
Ａ）と、
　該親水性高分子鎖の末端に結合した生体分子認識分子と
を備えた多重免疫染色用の蛍光ナノ粒子標識体。
【請求項２】
　さらに、前記蛍光体集積ナノ粒子の表面に結合した数平均分子量３０００未満の親水性
高分子鎖（Ｂ）を備えた、請求項１に記載の蛍光ナノ粒子標識体。
【請求項３】
　前記親水性高分子鎖（Ａ）および／または親水性高分子鎖（Ｂ）がポリエチレングリコ
ールである、請求項１または２に記載の蛍光ナノ粒子標識体。
【請求項４】
　前記生体分子認識分子が染色対象の抗原と特異的に結合可能な１次抗体もしくは当該１
次抗体に結合可能な２次抗体に連結されたビオチンと結合可能なアビジンである、請求項
１～３のいずれか一項に記載の蛍光ナノ粒子標識体。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の蛍光ナノ粒子標識体を有する蛍光免疫染色剤と、
明視野観察可能な化学免疫染色剤とを備えた、多重免疫染色剤キット。
【請求項６】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の蛍光ナノ粒子標識体を有する蛍光免疫染色剤を用
いた蛍光免疫染色と、明視野観察可能な化学免疫染色剤を用いた化学免疫染色を同一切片
上で行う、多重免疫染色法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光ナノ粒子標識体、該蛍光ナノ粒子標識体を含む多重免疫染色剤キットお
よび該多重免疫染色剤キットを用いた多重免疫染色法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　色素または発色用の酵素が結合した抗体を、組織サンプル中の抗原に抗原抗体反応によ
り結合し、発色させて抗原を検出する手法は、免疫組織化学（ＩＭＭＵＮＯＨＩＳＴＯＣ
ＨＥＭＩＳＴＲＹ；ＩＨＣ）による手法として広く知られている。このような免疫組織化
学的な手法は、本来不可視である抗原抗体反応を可視化する発色処理を伴うことから「免
疫染色」と称されることがある。免疫染色は、組織サンプル中の生体分子の所在を検出す
る目的で、医学分野および生命科学の分野において広く用いられている。
【０００３】
　免疫染色の一例であるＤＡＢ染色では、ペルオキシダーゼを連結した抗体と抗原とを抗
原抗体反応により結合させた後、発色処理として過酸化水素およびＤＡＢ（Ｄｉａｍｉｎ
ｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ；ジアミノベンジジン）を添加する。これにより、過酸化水素がペ
ルオキシダーゼにより分解され、分解で発生したＯ2

2-によりＤＡＢ分子同士が重合して
発色する化学反応（化学発色）が生じ、抗原部分が茶色に染色される。この発色量を計測
することで、発現した抗原の大体の量を調べることも可能である。また、免疫染色により
細胞の種類や位置を特定することも可能であり、ある種の細胞に特異的に発現するマーカ
ー（ＣＤ３４抗原等）を標的とする免疫染色は汎用技術として確立されている。
【０００４】
　上述した化学発色を利用する免疫染色とは別に、励起光が照射されて蛍光を発するナノ
粒子（半導体微粒子等）と抗体とを連結し、該抗体を抗原抗体反応により抗原と結合させ
ることで、抗原を蛍光染色する方法（蛍光免疫染色）が知られている（例えば、特許文献
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１～３参照）。
【０００５】
　特許文献１には、分子量３００～２００００のポリエチレングリコール（ＰＥＧ）で表
面修飾された半導体微粒子が開示されている。また、前記半導体微粒子のＰＥＧの先端に
生体分子を設けることも開示されている。
【０００６】
　特許文献２および３には、半導体微粒子の表面をＰＥＧ（分子量３００～３０００等）
で修飾し、該表面から最も離れた前記ＰＥＧの先端に官能基（アミノ基等）を設け、さら
に、前記官能基に染色対象の生体分子と特異的に結合可能な他の生体分子（ＤＮＡ等）を
結合した生体分子蛍光標識剤や、これを用いた免疫蛍光染色法が開示されている。
【０００７】
　さらに、上述した単独染色とは別に、２以上の異なる抗原を同時に検出する多重免疫染
色法も知られている（例えば特許文献４参照）。
【０００８】
　特許文献４では、同一組織切片上で２種以上の抗原を検出し、それぞれの抗原が発現す
る場所や量を評価している。さらに、特許文献４には、前記検出をするための呈色物又は
発光物として、標識酵素の基質との反応で呈色ないし発光する物質と、蛍光色素とを併用
することが、光学顕微鏡と蛍光顕微鏡又はレーザー共焦点顕微鏡を用いることができる観
点から好ましいことが記載されている。
【０００９】
　さらに、同一の生体分子に対して、化学発色を利用する免疫染色と、蛍光色素による発
光を利用する蛍光免疫染色とを併用する多重免疫染色を行うことで、生体分子の検出精度
が高まることを開示している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特開２００４－３００２５３号公報
【特許文献２】国際公開ＷＯ２０１０/００４７７７号公報
【特許文献３】国際公開ＷＯ２００７/０８６５０１号公報
【特許文献４】特開２００５－１７１３３号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明者らは、化学発色において所定の生体分子を染色するために、酵素と所定の基質
との反応により生じる不溶性沈殿物が、蛍光体に照射する励起光および蛍光体が発する蛍
光を吸収し、上記のような多重免疫染色特有の問題の原因となっているものと推測した。
そして、蛍光免疫染色において蛍光体を集積した状態で有する蛍光体集積ナノ粒子を用い
、かつその蛍光体集積ナノ粒子に特定の長さの親水性高分子鎖を介して生体分子認識分子
を結合させて、所定の生体分子を蛍光免疫染色するようにすると、上記のような問題を回
避でき、蛍光免疫染色のみを行う単独染色と同等の水準で、所定の生体分子の蛍光観察を
行えることを見出し、本発明を完成させるに至った。
【００１２】
　本発明者らは、化学発色を利用する免疫染色と、蛍光色素の発光を利用する蛍光免疫染
色とを併用した多重免疫染色法において、蛍光免疫染色のみを行う単独染色と比べて、前
記蛍光色素の発光強度ないし観察される輝点数が低下する問題に気付いた。
【００１３】
　すなわち本発明は、上記問題に鑑みてなされたものであり、化学発色を利用する免疫染
色と、蛍光色素等の蛍光体の発光を利用する蛍光免疫染色とを併用した多重免疫染色法に
おいて、上述したような発光強度ないし輝点数の低下を抑制することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
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【００１４】
　上述した目的を実現するために、本発明の一側面を反映した蛍光ナノ粒子標識体は、蛍
光体を集積した状態で有する蛍光体集積ナノ粒子と、該蛍光体集積ナノ粒子の表面に結合
した数平均分子量３０００以上の親水性高分子鎖（Ａ）と、該親水性高分子鎖の末端に結
合した生体分子認識分子とを備えた多重免疫染色用の蛍光ナノ粒子標識体である。
【００１５】
　上述した目的を実現するために、本発明の一側面を反映した多重免疫染色剤キットは、
上記蛍光ナノ粒子標識体を有する蛍光免疫染色剤と、明視野観察可能な化学免疫染色剤と
を備えた、多重免疫染色剤キットである。
【００１６】
　上述した目的を実現するために、本発明の一側面を反映した多重免疫染色法は、上記蛍
光ナノ粒子標識体を有する蛍光免疫染色剤を用いた蛍光免疫染色と、明視野観察可能な化
学免疫染色剤を用いた化学免疫染色とを同一切片上で行う、多重免疫染色法である。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明によれば、上記構成により、蛍光免疫染色と化学発色を利用する化学免疫染色と
を併用する多重免疫染色において、前記化学発色で生成された不溶性沈殿物による発光強
度ないし輝点数の低下を抑制することができる。この結果、蛍光免疫染色を単独で行った
場合に得られる輝点数を多重免疫染色においても確保することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１（Ａ）は、従来の多重免疫染色法の概念図を示した図である。図１（Ｂ）は
、本発明に係る多重免疫染色法の一例を示した図である。
【図２】図２は、本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体の一例を示す図である。
【図３】図３は、本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体の他の例を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　以下、本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体、多重免疫染色剤キットおよび多重免疫染色法
について説明する。本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体は、多重免疫染色に用いられ、蛍光
色素等の蛍光体を集積した状態で有する蛍光体集積ナノ粒子と、該蛍光体集積ナノ粒子の
表面に結合した数平均分子量３０００以上の親水性高分子鎖と、該親水性高分子鎖の末端
に結合した生体分子認識分子等とを有しているものである。この蛍光体ナノ粒子標識体を
有する蛍光免疫染色剤は、化学発色の染色剤とともに多重免疫染色剤として用いることが
できる。
【００２０】
　［蛍光体集積ナノ粒子］
　蛍光体集積ナノ粒子は、蛍光体を集積したものであり、蛍光ナノ粒子標識体と呼ばれる
こともある。このような蛍光体集積ナノ粒子を用いることで、蛍光体自体と比較して、１
粒子当たりの発する蛍光の量、すなわち所定の生体分子を標記する輝点の輝度を高めるこ
とができる。
【００２１】
　＜蛍光体＞
　本明細書において「蛍光体」とは、外部からのＸ線、紫外線または可視光線の照射を受
けて励起し、励起状態から基底状態に到る過程において光を発光する物質一般を指す。し
たがって、本発明にいう「蛍光体」は、励起状態から基底状態に戻るときの遷移態様の如
何を問うものでなく、励起一重項からの失活に伴う発光である狭義の蛍光を発する物質で
あってもよいし、三重項からの失活に伴う発光である燐光を発する物質であってもよい。
また、本発明にいう「蛍光体」は、励起光を遮断してからの発光寿命によって限定される
ものでもない。したがって、硫化亜鉛やアルミン酸ストロンチウム等の蓄光物質として知
られている物質であってもよい。このような蛍光体は、有機蛍光体（蛍光色素）および無
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機蛍光体に大別することができる。
【００２２】
　〔有機蛍光体〕
　蛍光体としての使用可能な有機蛍光体の例としては、フルオレセイン系色素分子、ロー
ダミン系色素分子、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標、インビトロジェン社製）系色素
分子、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標、インビトロジェン社製）系色素分子、カスケード（登録
商標、インビトロジェン社）系色素分子、クマリン系色素分子、ＮＢＤ（登録商標）系色
素分子、ピレン系色素分子、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（登録商標）系色素分子、シアニン系色
素分子、ペリレン系色素分子、オキサジン系色素分子等、有機蛍光色素として知られてい
る物質を挙げることができる。
【００２３】
　具体的には、５－カルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－フルオレセイン、５
，６－ジカルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－２'，４，４'，５'，７，７'－
ヘキサクロロフルオレセイン、６－カルボキシ－２'，４，７，７'－テトラクロロフルオ
レセイン、６－カルボキシ－４'，５'－ジクロロ－２'，７'－ジメトキシフルオレセイン
、ナフトフルオレセイン、５－カルボキシ－ローダミン、６－カルボキシ－ローダミン、
５，６－ジカルボキシ－ローダミン、ローダミン ６Ｇ、テトラメチルローダミン、Ｘ－
ローダミン、及びＡｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ３５０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４０５、Ａｌ
ｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４３０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５
００、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５１４、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５３２、Ａｌｅｘａ Ｆ
ｌｕｏｒ ５４６、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８、Ａ
ｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６１０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ 
６３３、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６３５、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７、Ａｌｅｘａ 
Ｆｌｕｏｒ ６６０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６８０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７００、
Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７５０、ＢＯＤＩＰＹ ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰ
Ｙ ４９３／５０３、ＢＯＤＩＰＹ ５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ ５５８／５６８、Ｂ
ＯＤＩＰＹ ５６４／５７０、ＢＯＤＩＰＹ ５７６／５８９、ＢＯＤＩＰＹ ５８１／５
９１、ＢＯＤＩＰＹ ６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ ６５０／６６５（以上インビトロジ
ェン社製）、メトキシクマリン、エオジン、ＮＢＤ、ピレン、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ
７等を挙げることができる。単独でも複数種を混合したものを用いてもよい。
【００２４】
　〔無機蛍光体〕
　蛍光体として使用可能な無機蛍光体の例としては、II－VI族化合物、III－V族化合物、
又はIV族元素を成分として含有する量子ドット（それぞれ、「II－VI族量子ドット」、「
III－V族量子ドット」、「IV族量子ドット」ともいう。）のいずれかを挙げることができ
る。単独でも複数種を混合したものを用いてもよい。
【００２５】
　具体的には、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ、Ｉ
ｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、Ｓｉ、Ｇｅが挙げられるが、これらに
限定されない。
【００２６】
　上記量子ドットをコアとし、その上にシェルを設けた量子ドットを用いることもできる
。以下、シェルを有する量子ドットの表記法として、コアがＣｄＳｅ、シェルがＺｎＳの
場合、ＣｄＳｅ／ＺｎＳと表記する。例えば、ＣｄＳｅ／ＺｎＳ、ＣｄＳ／ＺｎＳ、Ｉｎ
Ｐ／ＺｎＳ、ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ、Ｓｉ／ＳｉＯ2、Ｓｉ／ＺｎＳ、Ｇｅ／ＧｅＯ2、Ｇｅ
／ＺｎＳ等を用いることができるが、これらに限定されない。
【００２７】
　量子ドットは必要に応じて、有機ポリマー等により表面処理が施されているものを用い
てもよい。例えば、表面カルボキシ基を有するＣｄＳｅ／ＺｎＳ（インビトロジェン社製
）、表面アミノ基を有するＣｄＳｅ／ＺｎＳ（インビトロジェン社製）等が挙げられる。
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【００２８】
　＜蛍光体集積ナノ粒子の製造方法＞
　蛍光体を集積した蛍光体集積ナノ粒子の製造方法は、特に制限されず、公知の方法によ
り製造することができる。一般的には、樹脂またはシリカを母体として蛍光体をまとめ上
げる（当該母体の内部または表面に蛍光体を固定化する）製造方法を用いることができる
。
【００２９】
　<有機蛍光体の場合>
　有機蛍光体を用いた蛍光体集積ナノ粒子の製造方法として、蛍光体である蛍光色素を樹
脂からなる母体の内部または表面に固定した、直径がナノメートルオーダーの樹脂粒子を
形成させる方法を挙げることができる。この蛍光体集積ナノ粒子の調製方法は特に限定さ
れるものではないが、例えば、蛍光体集積ナノ粒子の母体をなす樹脂（熱可塑性樹脂また
は熱硬化性樹脂）を合成するための（コ）モノマーを（共）重合させながら、蛍光体を添
加し、当該（共）重合体の内部または表面に当該蛍光体を取り込ませる方法を用いること
ができる。
【００３０】
　上記の熱可塑性樹脂としては、例えば、ポリスチレン、ポリアクリロニトリル、ポリフ
ラン、または、これに類する樹脂を好適に用いることができる。上記の熱硬化性樹脂とし
ては、例えば、ポリキシレン、ポリ乳酸、グリシジルメタクリレート、ポリメラミン、ポ
リウレア、ポリベンゾグアナミン、ポリアミド、フェノール樹脂、多糖類またはこれに類
する樹脂を好適に用いることができる。熱硬化性樹脂、特にメラミン樹脂は、キシレン等
の有機溶媒を用いる脱水、透徹、封入などの処理によっても、色素樹脂に内包させた色素
の溶出を抑制することができる点で好ましい。
【００３１】
　例えば、有機の蛍光色素（蛍光体）を内包したポリスチレンナノ粒子は、米国特許４３
２６００８（１９８２）に記載されている重合性官能基をもつ有機色素を用いた共重合法
や、米国特許５３２６６９２（１９９２）に記載されているポリスチレンナノ粒子への蛍
光有機色素の含浸法を用いて作製することができる。
【００３２】
　一方で、有機蛍光体をシリカからなる母体の内部または表面に固定化したシリカナノ粒
子を製造することもできる。そのような製造方法としては、ラングミュア ８巻 ２９２１
ページ（１９９２）に記載されているＦＩＴＣ内包シリカ粒子の合成方法を参考にするこ
とができる。ＦＩＴＣの代わりに所望の蛍光色素を用いることで種々の蛍光色素内包シリ
カナノ粒子を合成することができる。
【００３３】
　<無機蛍光体の場合>
　無機蛍光体を用いた蛍光体集積ナノ粒子の製造方法として、蛍光体である量子ドットを
シリカからなる母体の内部または表面に固定した、シリカナノ粒子を形成させる方法が挙
げられる。この製造方法は、ニュー・ジャーナル・オブ・ケミストリー ３３巻 ５６１ペ
ージ（２００９）に記載されているＣｄＴｅ内包シリカナノ粒子の合成を参考にすること
ができる。
【００３４】
　また、上記とは異なる蛍光体集積ナノ粒子の製造方法として、シリカビーズをシランカ
ップリング剤で処理して末端をアミノ化し、カルボキシル基末端を有する蛍光体としての
半導体微粒子をシリカビーズの表面にアミド結合により結合することで集積し、蛍光体集
積ナノ粒子とする方法も挙げられる。
【００３５】
　さらに別の蛍光体集積ナノ粒子の製造方法として、逆ミセル法と、ガラスの前駆体とし
て分子の末端に半導体ナノ粒子への吸着性が良い有機官能基を有する有機アルコキシシラ
ンとアルコキシドの混合物を用いたゾル－ゲル法とを組み合わせることにより、半導体ナ
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ノ粒子を内部に分散固定したガラス状の粒子を形成し、蛍光体集積ナノ粒子とする例が挙
げられる。
【００３６】
　さらに別の蛍光体集積ナノ粒子の製造方法として、1-エチル-3-（3-ジメチルアミノプ
ロピル）カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）の存在化で、アミノ基末端の半導体ナノ粒子と
、カルボキシル基末端の半導体ナノ粒子を混合し、半導体ナノ粒子間をアミド結合で介し
て結合することで半導体ナノ粒子を集積し、蛍光体集積ナノ粒子を製造する例が挙げられ
る。
【００３７】
　さらに、無機蛍光体を樹脂からなる母体の内部または表面に固定化した集積体を製造す
ることもできる。たとえば、量子ドットを内包したポリマーナノ粒子は、ネイチャー・バ
イオテクノロジー１９巻６３１ページ（２００１）に記載されているポリスチレンナノ粒
子への量子ドットの含浸法を用いて作製することができる。
【００３８】
　［親水性高分子鎖］
　蛍光体集積ナノ粒子の表面修飾に用いられる親水性高分子鎖としては、蛍光体集積ナノ
粒子と後述の生体分子認識分子とを連結するための、所定の数平均分子量を有する親水性
高分子（Ａ）と、必要に応じて親水性高分子（Ａ）以外の任意の（通常は親水性高分子（
Ａ）より小さな）数平均分子量を有する親水性高分子（Ｂ）とが用いられる（図３のPEG
鎖１と、PEG鎖２の例を参照）。
【００３９】
　親水性高分子（Ａ），（Ｂ）の例としては、特に限定されないがポリエチレングリコー
ル、フィコール、ポリビニルアルコール、スチレン－無水マレイン酸交互共重合体、ジビ
ニルエーテル－無水マレイン酸交互共重合体、ポリビニルピロリドン、ポリビニルメチル
エーテル、ポリビニルメチルオキサゾリン、ポリエチルオキサゾリン、ポリヒドロキシプ
ロピルオキサゾリン、ポリヒドロキシプロピルメタアクリルアミド、ポリメタアクリルア
ミド、ポリジメチルアクリルアミド、ポリヒドロキシプロピルメタアクリレート、ポリヒ
ドロキシエチルアクリレート、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセルロー
ス、ポリアスパルトアミド、合成ポリアミノ酸などが挙げられる。親水性高分子鎖（Ａ）
，（Ｂ）は、上記例示された親水性高分子により形成される群から選択された１種類また
は２種以上の親水性高分子を用いることができる。前述の例示された親水性高分子の中で
は、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が、オキシエチレン単位の数により鎖長を設定し
やすい等の観点から好ましい。
【００４０】
　親水性高分子鎖（Ａ）の数平均分子量は、３０００以上、好ましくは５０００以上であ
り、また好ましくは２００００以下である。この親水性高分子鎖（Ａ）の数平均分子量は
、化学発色を利用した免疫染色と、蛍光免疫染色とを行う多重免疫染色を行った場合に、
蛍光免疫染色を単独で行った場合と比較して、前記蛍光体に起因した輝点数が同程度確認
できるよう調整することができる。この輝点数の確認は、後述するように蛍光顕微鏡等で
行うことができる。一方、親水性高分子鎖（Ｂ）の数平均分子量は、通常３０００未満で
あり、好ましくは３００以上である。この親水性高分子鎖（Ｂ）の数平均分子量は、蛍光
体集積ナノ粒子同士の凝集を防止する効果などを考慮しながら調整することができる。
【００４１】
　なお、親水性高分子鎖（Ａ）、（Ｂ）については、その分子の長さを調節して本発明の
効果を得る観点から、親水性高分子の化学構造中に含まれるポリマー構造単位の数により
調節されることが好ましい。例えば親水性高分子がＰＥＧの場合は、オキシエチレン単位
（－ＣＨ2－ＣＨ2－Ｏ）の数（ｎ）により調節されていることが好ましい。
【００４２】
　（数平均分子量の測定）
　蛍光体集積ナノ粒子の数平均分子量は、テトラハイドロフラン（ＴＨＦ）をカラム溶剤
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として用いたゲルパーミエーションクロマトグラフィー（ＧＰＣ）法により測定する。
　具体的には、測定試料を１ｍｇに対してＴＨＦを１ｍＬ加え、室温下にてマグネチック
スターラーを用いて撹拌を行い、充分に溶解させる。次いで、ポアサイズ０．４５～０．
５０μｍのメンブランフィルターで処理した後に、ＧＰＣへ注入する。ＧＰＣの測定条件
は、４０℃にてカラムを安定化させ、ＴＨＦを毎分１ｍＬの流速で流し、１ｍｇ／ｍＬの
濃度の試料を約１００μＬ注入して測定する。カラムとしては、市販のポリスチレンジェ
ルカラムを組合わせて使用することが好ましい。例えば、昭和電工社製のＳｈｏｄｅｘ 
ＧＰＣ ＫＦ－８０１、８０２、８０３、８０４、８０５、８０６、８０７の組合せや、
東ソー社製のＴＳＫｇｅｌＧ１０００Ｈ、Ｇ２０００Ｈ、Ｇ３０００Ｈ、Ｇ４０００Ｈ、
Ｇ５０００Ｈ、Ｇ６０００Ｈ、Ｇ７０００Ｈ、ＴＳＫ ｇｕａｒｄ ｃｏｌｕｍｎの組合せ
などを挙げることができる。
　検出器としては、屈折率検出器（ＲＩ検出器）が好ましく用いられる。試料の分子量測
定では、試料の有する分子量分布を単分散のポリスチレン標準粒子を用いて作成した検量
線等を用いて算出する。検量線作成用のポリスチレン等としては１０点程度用いることが
好ましい。
【００４３】
　親水性高分子と前記蛍光体集積ナノ粒子との結合は、特に限定されず、共有結合、イオ
ン結合、水素結合、配位結合、物理吸着、化学吸着等の適当な結合様式による結合や、結
合力の強さの観点から、アミド結合、エステル結合、イミド結合、マレイミド基へのチオ
ール付加を利用した結合等の共有結合等、あるいは、ビオチン－アビジン結合またはビオ
チン－ストレプトアビジン結合が好ましい。特に、結合力の強さおよび結合の特異性の観
点から、ビオチン－アビジン結合またはビオチン－ストレプトアビジン結合がより好まし
い。
　結合方法の例として、ビオチン－アビジン法、チオール基－マレイミド基のカップリン
グ反応法、化学リンカーを用いる方法、架橋剤（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノ
プロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）等）を用いた架橋反応法、イオン結合法等を挙げる
ことができる。
【００４４】
　化学リンカーの具体例としては、蛍光体集積ナノ粒子の表面にアミノ基（ＮＨ2基）が
存在する場合、例えば以下の[化１]に示すような、ビオチン（生体分子認識分子）と結合
したＰＥＧ化試薬を好適に用いることができる。
【００４５】
　この場合、ＰＥＧ化試薬のＮ－ヒドロキシスクシンイミジルエステル基（[化１]の左端
部分の官能基）と蛍光体集積ナノ粒子の表面のアミノ基とが反応して、蛍光体集積ナノ粒
子にＰＥＧ鎖とビオチンが付加されることとなる（図２参照）。
【００４６】
【化１】

【００４７】
　また、上記の例とは異なり、蛍光体集積ナノ粒子の表面にスルフヒドリル基（ＳＨ基）
が存在する場合、例えば以下の[化２]に示すような、ビオチン（生体分子認識分子）と結
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合したＰＥＧ化試薬を好適に用いることができる。この場合、ＰＥＧ化試薬のマレイミド
基（[化２]の左端部分の官能基）と蛍光体集積ナノ粒子の表面のスルフヒドリル基（ＳＨ
基）とが反応して、蛍光体集積ナノ粒子にＰＥＧ鎖とビオチンが付加されることとなる（
不図示）。
【００４８】
【化２】

【００４９】
　[化１]および[化２]のいずれのＰＥＧ化試薬の例においても、ＰＥＧ（親水性高分子）
に由来するＰＥＧ鎖部分「－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）ｎ－」の数平均分子量を３０００以上とす
るためにオキシエチレン単位の数（ｎ）に設定されることが好ましい。
　ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）の代わりに上述した親水性高分子を用いた場合につ
いては、親水性高分子由来の部分の鎖長は、上記ＰＥＧ鎖と同等またはそれ以上の数平均
分子量となるように設計して製造し、蛍光ナノ粒子標識体の材料として用いることができ
る。このような所定の分子量のＰＥＧ化試薬等は、例えば、合成メーカー（例えば、Crea
tivePEGWorks等）に合成を依頼して入手することができる。
【００５０】
　上記親水性高分子鎖を蛍光体集積ナノ粒子に結合させる前に、結合に必要な官能基をあ
らかじめ蛍光体集積ナノ粒子や親水性高分子鎖に導入してもよい。例えば、あらかじめ蛍
光体集積ナノ粒子に必要な官能基を導入する例としては、熱可塑性樹脂を用いて蛍光体集
積ナノ粒子を製造する場合に、スチレンと共にグリシジルメタクリレートをモノマーとし
て用いて共重合させることにより蛍光体集積ナノ粒子の表面にエポキシ基を導入し、さら
にアミノ基導入試薬（ＡＰＳ等）を用いたアミノ基導入処理により前記エポキシ基をアミ
ノ基に変換して上記ＰＥＧ化試薬等を反応させる例が挙げられる。蛍光体集積ナノ粒子１
つあたりに結合させる親水性高分子の数は、結合に必要な上記のような官能基の数、ある
いは親水性高分子との反応条件などにより調整することができる。
【００５１】
　一方、熱硬化性の色素樹脂粒子を製造する場合、メラミン樹脂原料（例えば三和ケミカ
ル社製ＭＸ０３５）をモノマーとして用いて共重合させることにより、表面にアミノ基を
有するメラミン系樹脂の色素樹脂粒子を製造し、上記ＰＥＧ化試薬等を反応させることも
できる。
【００５２】
　＜生体分子認識分子＞
　本発明で用いられる生体分子認識分子とは、抗原等の生体分子に特異的に結合する分子
を意味する。生体分子認識分子としては、染色対象である特定の生体分子を認識する１次
抗体、この抗体を認識する２次（～ｎ次）抗体、該２次（～ｎ次）抗体に結合した特定の
生体分子を認識またはこれに認識される分子等であり、生体分子認識分子の例としては、
抗体やビオチンまたはアビジン（ストレプトアビジン等の類縁体を含む）が挙げられる。
【００５３】
　なお、本発明において、「抗体」という用語は、任意の抗体断片または誘導体を含む意
味で用いられ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'2、ＣＤＲ、ヒト化抗体、多機能抗体、単鎖抗体（ＳｃＦ
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ｖ）等の各種抗体を含む。
【００５４】
　本発明において、「抗原」という用語は、生体物質、特に、タンパク質からなる分子ま
たは分子断片（ポリペプチド、オリゴペプチド等）を指すが、抗体を作製することができ
、免疫染色できる生体物質であれば、タンパク質以外からなる分子または分子断片、例え
ば、核酸（一本鎖であっても二本鎖であってもよいＤＮＡ、ＲＮＡ、ポリヌクレオチド、
オリゴヌクレオチド、ＰＮＡ（ペプチド核酸）等、またはヌクレオシド、ヌクレオチドお
よびそれらの修飾分子）を抗原とすることができる可能性もある。
【００５５】
　生体分子認識分子として抗体医薬の構成成分である抗体を用いることができる。抗体医
薬としては、例えば、関節リウマチなどの自己免疫疾患、がんなどの悪性腫瘍、ウィルス
感染症等の治療に一般的に用いられている抗体医薬が挙げられる。
【００５６】
　生体分子認識分子と親水性高分子鎖の端部と結合は、蛍光体集積ナノ粒子と親水性高分
子鎖との結合と同様、共有結合、イオン結合、水素結合、配位結合、物理吸着、化学吸着
等の適当な結合様式による結合や、結合力の強さの観点から、アミド結合、エステル結合
、イミド結合、マレイミド基へのチオール付加を利用した結合等の共有結合が好ましい。
【００５７】
　生体分子認識分子と親水性高分子鎖の端部との結合の具体的な結合方法としては、ビオ
チン－アビジン法、チオール基－マレイミド基のカップリング反応法、既存の化学リンカ
ーを用いる方法、架橋剤（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイ
ミド（ＥＤＣ）等）を用いた架橋反応法、イオン結合法等を挙げることができる。
【００５８】
　化学免疫染色と蛍光免疫染色それぞれの染色対象となる生体分子は特に限定されず、同
一であっても異なっていてもよい。染色対象が２種以上の場合（例えば化学免疫染色の対
象をＣＤ３４抗原、蛍光免疫染色の対象をＶＥＧＦＲ－２とする場合など）であって、複
数の染色対象を異なる染色方法で別々に検出したい場合には、蛍光免疫染色における生体
分子認識分子および染色対象の結合様式と、化学免疫染色における生体分子認識分子およ
び染色対象の結合様式は、意図しない結合、分子同士の競合を避けるため、相違させるこ
とが適切である。たとえば、化学免疫染色においては、染色対象抗原－１次抗体（マウス
抗体）－酵素標識化２次抗体（抗マウスＩｇＧ抗体）の複合体を形成させるような結合様
式とする一方、蛍光免疫染色においては、染色対象抗原－１次抗体（ウサギ抗体）－ビオ
チン標識化２次抗体（抗ウサギＩｇＧ抗体）－生体分子認識分子としてアビジンを有する
蛍光体集積ナノ粒子の複合体を形成させるような結合様式とすることができる。
【００５９】
　　　　　　　　　　　　　＜多重免疫染色法＞
　本発明に係る多重免疫染色法は、化学発色を利用した染色と、蛍光ナノ粒子標識体を用
いた蛍光免疫染色との双方を行う多重免疫染色法である。本発明に係る多重染色法の染色
対象は一般的な免疫染色法で対象となる生体分子であり、腫瘍マーカー、シグナル伝達物
質、ホルモン、がんの増殖制御因子、転移制御因子、増殖制御因子受容体、転移制御因子
受容体等を例示できる。
【００６０】
　以下、異なる生体分子Ａ，Ｂのそれぞれを、化学発色を利用した免疫染色と蛍光免疫染
色とによりそれぞれ多重免疫染色する一実施態様を工程（１）～（５）の順に説明する。
【００６１】
　（１）脱パラフィン処理工程
　キシレンを入れた容器に、病理切片を浸漬させ、パラフィンを除去する。温度は特に限
定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下で
あることが好ましい。また必要により、浸漬途中でキシレンを交換してもよい。
【００６２】
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　ついで、エタノールを入れた容器に病理切片を浸漬させて、キシレンを除去する。温度
は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０
分以下であることが好ましい。また、必要により浸漬途中でエタノールを交換してもよい
。
【００６３】
　水を入れた容器に病理切片を浸漬させて、エタノールを除去する。温度は特に限定され
るものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下であるこ
とが好ましい。また、必要により浸漬途中で水を交換してもよい。
【００６４】
　（２）賦活化処理工程
　組織化学染色として免疫組織化学染色を行う場合、公知の方法にならい、目的とする生
体分子の賦活化処理を行うことが好ましい。賦活化条件に特に定めはないが、賦活液とし
ては、０．０１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１ｍＭエチレンジアミン四酢酸（ＥＤ
ＴＡ）溶液（ｐＨ８．０）、５％尿素、０．１Ｍトリス塩酸緩衝液等を用いることができ
る。加熱機器としては、オートクレーブ、マイクロウェーブ、圧力鍋、ウォーターバス等
を用いることができる。温度は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる
。賦活化処理の加熱処理の温度は５０～１３０℃、加熱処理の時間は５～３０分で行うこ
とができる。
【００６５】
　ついでＰＢＳを入れた容器に、賦活処理後の切片を浸漬させ、洗浄を行う。温度は特に
限定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下
であることが好ましい。また必要により浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００６６】
　（３－１）染色処理工程Ａ
　化学免疫染色のための染色処理工程Ａは、病理切片中の特定の生体分子に対して、発色
用酵素が連結された抗体等を抗原抗体反応等により結合させる結合工程Ａと、該結合工程
の後に発色基質を反応系に添加して前記発色用酵素により発色させる発色工程Ａとを含む
。
【００６７】
　結合工程Ａにおいて、生体分子に対する上記結合は公知の方法により行うことができる
。なお、この結合の前に、ＢＳＡ含有ＰＢＳなど公知のブロッキング剤を滴下して室温で
所定時間（例えば１時間）インキュベートしておくことが好ましい。
【００６８】
　発色工程Ａにおいて、前記発色用酵素の基質、発色剤を反応系に添加して化学発色させ
るが、本発明の対象となる発色剤は発色反応で不溶性沈殿物を生成するものであって、以
下のものを例示することができる。
　発色用酵素として西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）を用いる場合、ＴＭＢ(３，
３，５，５－テトラメチルベンジジン）、３，３'－ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、4-
クロロ-1-ナフトール等が対象となる。また、発色用酵素として酵素アルカリホスファタ
ーゼを用いる場合、ニューフクシン等が対象となる。その他、上述のように化学発色によ
り不要性沈殿物が生じる発色剤が対象となる。
【００６９】
　（３－２）染色処理工程Ｂ
　蛍光免疫染色のための染色処理工程Ｂは、蛍光ナノ粒子標識体の生体分子認識分子と生
体分子とを結合させる結合工程Ｂとを備える。ここでの生体分子とは、蛍光免疫染色の染
色対象となる抗原、該抗原と特異的に結合した１次抗体、該１次抗体に結合した２次（ｎ
次）抗体、または、前記抗原または前記１～ｎ次抗体に結合した他の生体分子のいずれか
を意味する。
　また、前述した抗原、１次抗体、２次（ｎ次）抗体、他の生体分子、および生体分子認
識分子の各分子間の結合の先後は問わない。
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　結合工程Ｂの具体的手順の例としては、蛍光ナノ粒子標識体のバッファー（ＰＢＳ等）
分散液を調製し、病理切片に載せて、蛍光ナノ粒子標識体の生体分子認識分子と前記生体
分子とを結合させる。次に、バッファー（ＰＢＳ等）を入れた容器に染色後の切片を浸漬
させて、未反応の蛍光ナノ粒子標識体や発色用酵素を有する抗体等を除去する。浸漬時間
は３分以上３０分以下であることが好ましい。必要により浸漬途中でバッファー（ＰＢＳ
等）を交換してもよい。
【００７０】
　（４）固定処理工程
　固定処理工程は、組織染色処理工程（１）により導入された上述の発色剤や蛍光ナノ粒
子標識体を組織切片に固定化する工程である。
【００７１】
　固定処理溶液として、ホルマリン、パラホルムアルデヒド、グルタールアルデヒド、ア
セトン、エタノール、メタノール等の架橋剤、細胞膜透過物質等が挙げられる。
【００７２】
　固定処理は、従来公知の手法により行うことができる。固定処理は、具体的には、上述
したような固定処理溶液に、組織化学染色工程により得られた染色組織切片を浸漬するこ
とにより行うことができる。例えば、稀パラホルムアルデヒド水溶液中に、組織化学染色
工程により得られた染色組織切片を数分から数時間程度浸漬することにより行うことがで
きる。
【００７３】
　（５）観察工程
　（５－１）明視野観察工程
　明視野観察工程は、前記工程（１）～（４）により染色された組織切片に照明光を当て
、組織切片に沈着した発色剤の色素を観察し、細胞または組織内の染色対象とする生体分
子Ａの分布情報（発色点数等）を取得する工程である。
【００７４】
　明視野観察は一般的な方法により行えばよい。例えば、食道がん細胞におけるＶＥＧＦ
Ｒ－２タンパク質を染色対象とする生体分子として組織化学染色を行なった場合の明視野
観察においては、適切な照明光の照射下で、光学顕微鏡の４倍対物レンズを使用して、検
体組織内の癌細胞のＶＥＧＦＲ－２タンパク陽性染色像、陽性染色の強度、陽性細胞率を
観察する。次に対物レンズを１０倍に切り替え、陽性所見が細胞膜か細胞質に局在するか
を確認し、必要に応じてさらに対物レンズ２０倍で検索する。
【００７５】
　本工程において生体分子Ａの分布情報および生体分子Ｂの分布情報は、迅速な観察が行
えるよう顕微鏡の鏡筒から取得するようにしてもよいし、顕微鏡に設置されたカメラが撮
影した画像を別途表示手段（モニタ等）に表示し、それを観察することにより取得するよ
うにしてもよい。
【００７６】
　（５－２）蛍光観察工程
　蛍光観察工程は、上記工程により染色された組織切片中の蛍光ナノ粒子標識体の蛍光体
に励起光を照射することにより、該蛍光体の発する蛍光に基づく生体分子Ｂの分布情報（
輝点数等）を取得する工程である。
【００７７】
　前記励起光は、前記蛍光体に対して適した励起光を照射して蛍光体を励起し、染色対象
の生体分子を蛍光で染色する。また、励起光の照射手段も特に限定されるものではない。
例えば、蛍光顕微鏡が備えるレーザー光源から、必要に応じて所定の波長を選択的に透過
させるフィルターを用いて、適切な波長および出力の励起光を染色された組織切片に照射
すればよい。
【００７８】
　前記励起光は、組織切片の自家蛍光との関係で標識体が発する蛍光が識別可能である限
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り特に限定されないものの、蛍光の目視観察が可能で、明視野観察可能な染色において用
いる基質（例えばジアミノベンジジン）による吸収を避けるとともに、組織切片からの自
家蛍光強度が高くなりすぎないようにする観点から、４５０ｎｍ～７００ｎｍの波長を有
するものが好ましい。また、前記蛍光標識体として用いる蛍光体を構成する蛍光物質とし
ては当該励起光により４８０ｎｍ以上の範囲、好ましくは５８０～６９０ｎｍの範囲にピ
ークを有する蛍光を発するものを用いる（したがってこの領域の発光波長を有する蛍光を
測定するようにする）。
【００７９】
　また、本工程において生体分子Ａ，Ｂの各分布情報は、迅速な観察が行えるよう（蛍光
）顕微鏡の鏡筒から取得するようにしてもよいし、（蛍光）顕微鏡に設置されたカメラが
撮影した画像を別途表示手段（モニタ等）に表示し、それを観察することにより取得する
ようにしてもよい。標識体として用いる蛍光体を構成する蛍光物質によるが、顕微鏡の鏡
筒からの目視により十分に生体分子分布情報を取得することができなくても、カメラが撮
影した画像から生体分子分布情報を取得することが可能な場合もある。
【００８０】
　前記生体分子Ａ，Ｂの分布情報を取得することとしては、例えば、蛍光の輝点数または
発光輝度を基に、一細胞あたりの染色対象の生体分子の数もしくは密度を計測することが
挙げられる。蛍光ナノ粒子標識体の蛍光体の励起には、吸収極大波長および蛍光波長に対
応した励起光源および蛍光検出用光学フィルターを選択すればよい。輝点数または発光輝
度の計測には、市販の画像解析ソフト（例えば、全輝点自動計測ソフト「Ｇ－Ｃｏｕｎｔ
」（ジーオングストローム社製））を用いることが好適であるが、計測手段は特に限定さ
れるものではない。
【００８１】
　上述した多重免疫染色の実施態様では、２種類の生体分子を染色する多重免疫染色の例
を示したが、発色剤や蛍光体の発光波長域を変更してさらに多くの生体分子Ｃ・・・を検
出する多重免疫染色としてもよい。
【００８２】
　以下、本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体、多重免疫染色剤および多重免疫染色法による
作用・効果を説明する。
　（１）本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体は、蛍光体を集積した状態で有する蛍光体集積
ナノ粒子と、該蛍光体集積ナノ粒子の表面に結合した数平均分子量３０００以上の親水性
高分子鎖と、該親水性高分子鎖の末端に結合した生体分子認識分子とを備えた粒子である
。
　本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体を、同一または異なる抗原を検出する目的で蛍光免疫
染色と化学発色による免疫染色とを行う多重免疫染色に用いた場合、まず蛍光ナノ粒子標
識体の生体分子認識分子が、前記抗原やこれに結合した生体分子（抗体等）と結合して抗
原が蛍光で染色される。その一方で、この抗原と同一または別異の抗原に化学発色用の酵
素を付加した抗体が結合し、発色剤の添加により化学発色の反応が起こり、該抗原が染色
される。このときに、蛍光ナノ粒子標識体の親水性高分子鎖の数平均分子量３０００以上
であることで、前記化学発色で生じた不溶性沈殿物（発色剤が重合したもの等）から物理
的に離れた位置に蛍光体が配置され、不溶性沈殿物により蛍光体からの発光が阻害されに
くくなくなる（図１（Ａ）と（Ｂ）を対比して参照）。この結果、蛍光免疫染色を単独で
行った場合と同程度の輝点数を確保することができ、多重免疫染色における抗原の検出精
度が向上する。
【００８３】
　（２）前記蛍光体集積ナノ粒子の表面に結合した数平均分子量３０００未満の親水性高
分子鎖（Ｂ）を備えることで、蛍光ナノ粒子標識体の他の分子への非特異的な結合を抑制
することができる。
【００８４】
　（３）前記親水性高分子鎖（Ａ）および／または親水性高分子鎖（Ｂ）がポリエチレン
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グリコールであることにより、意図しない生体分子の活性化を防ぐことができる。
【００８５】
　（４）前記生体分子認識分子が染色対象の抗原と特異的に結合可能な１次抗体もしくは
当該１次抗体に結合可能な２次抗体に連結されたビオチンと結合可能なアビジンであれば
、ビオチンとアビジンの非常に強固で特異的な結合を蛍光ナノ粒子標識体と生体分子との
結合に用いることになるため、蛍光ナノ粒子標識体を反応系に添加してから蛍光観察まで
の時間が短くなり、蛍光体の退色に起因した輝点における蛍光強度の低下の影響を抑制す
ることができる。
【実施例】
【００８６】
　[実施例１Ａ]
　標識剤Ａ（数平均分子量３４００ポリエチレングリコールもつストレプトアビジン結合
テキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子）の合成
　スルホローダミン１０１（「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ １０１」、シグマアルド
リッチ社製、ＴｅｘａｓＲｅｄ色素）２．５ｍｇを純水２２．５ｍＬに溶解した後、ホッ
トスターラーにより溶液の温度を７０℃に維持しながら２０分間撹拌した。撹拌後の溶液
に、メラミン樹脂「ニカラックＭＸ－０３５」（日本カーバイド工業社製）１．５ｇを加
え、さらに同一条件で５分間加熱撹拌した。
【００８７】
　撹拌後の溶液にギ酸１００μＬを加え、溶液の温度を６０℃に維持しながら２０分間攪
拌した後、該溶液を放置して室温まで冷却した。冷却した後の溶液を複数の遠心用チュー
ブに分注して、１２，０００ｒｐｍで２０分間遠心分離して、溶液に混合物として含まれ
るテキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子（以下、粒子Ａと略称する。）を沈殿さ
せて上澄みを除去した。その後、沈殿した粒子Ａの洗浄をエタノールと水で行った。
【００８８】
　洗浄後の粒子Ａ０．１ｍｇをエタノール１．５ｍＬ中に分散し、アミノプロピルトリメ
トキシシランＬＳ－３１５０（信越化学工業社製）２μＬを加えて８時間、撹拌しながら
室温で反応させて表面アミノ化処理を行った。
【００８９】
　表面がアミノ化された粒子Ａの濃度を、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ
含有したＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）を用いて３ｎＭに調整し、この溶液に最終
濃度１０ｍＭとなるようマレイミド‐ＰＥＧ‐カルボキシレート‐ＮＨＳ（日油社製ＳＵ
ＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ－０３４ＴＳ　平均分子量３４００）を混合して、撹拌しながら室
温で１時間反応した。
【００９０】
　反応液を１０，０００Ｇで２０分間遠心分離を行い、上澄みを除去した後、ＥＤＴＡを
２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、同一条件で再度遠心分離を行った。同
様の手順による洗浄を３回行うことで、末端にマレイミド基を有するＰＥＧ鎖で表面修飾
された粒子Ａを得た。
【００９１】
　一方、スルフヒドリル基を有するストレプトアビジンの作製は以下のように行った。ま
ず、１ｍｇ／ｍＬに調整したストレプトアビジン（和光純薬工業社製）４０μＬに対して
、６４ｍｇ／ｍＬに調整したＮ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチルチオアセテート（Ｎ－
ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　Ｓ－ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ，ＳＡＴＡ、ｐｉ
ｒｃｅ社製）７０μＬを室温で1時間反応させた。すなわち、ストレプトアビジンのアミ
ノ基に対して保護されたチオール基（－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ2－Ｓ－ＣＯ－ＣＨ3）を導入し
た。
【００９２】
　その後、公知のヒドロキシルアミン処理により、保護されたチオール基から遊離のチオ
ール基（－ＳＨ）を生成して、ストレプトアビジンにチオール基（－ＳＨ）を付加する処
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理を行った。
【００９３】
　このストレプトアビジン溶液をゲルろ過カラム（Ｚａｂａ　Ｓｐｉｎ　Ｄｅｓａｌｔｉ
ｎｇ　Ｃｏｌｕｍｎｓ：フナコシ）により脱塩し、上記メラミン系粒子に結合可能なスト
レプトアビジンを得た。
【００９４】
　ＰＥＧ修飾された上記粒子Ａとストレプトアビジンとを、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰ
ＢＳ中で混合し、１時間反応させた。１０ｍＭメルカプトエタノールを添加し、反応を停
止させた。得られた溶液を遠心フィルターで濃縮後、精製用ゲルろ過カラムを用いて未反
応ストレプトアビジン等を除去し、標識剤Ａを得た。
【００９５】
　[実施例１Ｂ]（多重免疫染色）
　実施例１Ａで製造した標識剤Ａと一般的なＣＤ３４を免疫染色するＤＡＢ染色キットを
用いて、以下のように、血管増殖因子血管内皮細胞増殖因子受容体－２（ＶＥＧＦＲ－２
）と食道がん組織の癌細胞の表面抗原ＣＤ３４とを検出する多重免疫染色を行った。
【００９６】
　（１）脱パラフィン処理工程
　食道がん組織を固定した組織アレイスライド（ＵＳ Ｂｉｏｍａｘ社製Ｔ０２２）をキ
シレンに浸漬し、脱パラフィン処理した。
【００９７】
　（２）賦活化処理工程
　脱パラフィン処理した後、この組織アレイスライドをクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）に
浸漬して、オートクレーブ処理（１２１℃で１５分間）し、抗原の賦活化処理を行った。
【００９８】
　（３－１）染色処理工程Ａ
　賦活化処理を行った組織アレイスライドをＰＢＳで洗浄した後、非特異的な結合を防ぐ
ために１０％ヤギ血清（ニチレイ社製）を添加し、室温下１時間放置した。この組織アレ
イスライドをＰＢＳで洗浄後、抗ＣＤ３４抗体（ニチレイ社製マウス抗体）を添加し、室
温下３０分間放置した。再び組織アレイスライドをＰＢＳで洗浄した後、デキストランポ
リマーペルオキシダーゼ標識抗マウス抗体（ニチレイ社製）を添加し、室温下で３０分間
放置した。ＤＡＢ基質キット（ニチレイ社製）を用いて、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）
を発色基質とする酵素を用いた免疫染色を行った。
【００９９】
　（３－２）染色処理工程Ｂ
　上記（３－１）の免疫染色後の組織アレイスライドをＰＢＳで洗浄した後、１０％ヤギ
血清（ニチレイ社製）を添加し、室温下１時間放置した。この組織アレイスライドをＰＢ
Ｓで洗浄した後、抗ＶＥＧＦＲ-２抗体（アブカム社製ウサギ抗体）を添加し、室温下３
０分間放置した。ＰＢＳで洗浄後、ビオチン標識抗ウサギ抗体（ニチレイ社製）を添加し
、室温下で３０分間放置した。標識剤Ａを添加し、室温下２時間反応させた。
【０１００】
　（４）固定処理工程
　上記で得られた免疫組織化学染色切片をエタノール、キシレンの順にスライドを浸漬さ
せ、次いで封入剤（メルク社エンテランニュー）を添加した後、カバーガラスを載せ、固
定処理を行い、これを評価スライドとした。
【０１０１】
　（５）観察
　上記（４）で固定処理した二重染色切片を、オリンパス社製汎用蛍光顕微鏡ＢＸ５３を
用いて観察を行った。蛍光観察で輝点数を測定する際のテキサスレッド（蛍光体）の励起
波長は５８０ｎｍ、測定波長は６３０ｎｍとした。
【０１０２】
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　[比較例１Ａ、１Ｂ]
　標識剤Ｂ　分子量５２８ポリエチレングリコールもつストレプトアビジン結合レキサス
レッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の合成
　実施例１Ａにおいて、マレイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート－ＮＨＳ（日油社製ＳＵ
ＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-０３４ＴＳ　平均分子量３４００）の代わりに、ＭＡＬ-ｄＰＥＧ-
ＮＨＳ Ｅｓｔｅｒ (Ｑｕａｎｔａ社製ＱＢ１０２８４ａ　ポリエチレングリコール部分
子量５２８)を用いた以外は標識剤Ａの合成と同様にして行い、標識剤Ｂを作製し、実施
例１Ａと同様に多重免疫染色および輝点数を確認する観察等を行った。[表１]に実施例１
Ｂと比較例１Ｂの結果を示す。
【０１０３】
【表１】

【０１０４】
　[実施例２Ａ、２Ｂ]
　標識剤Ｃ　分子量５０００と３５２のポリエチレングリコールもつストレプトアビジン
結合レキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の合成
　マレイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート－ＮＨＳ（日油社製ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-
０３４ＴＳ　平均分子量３４００）の代わりに、マレイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート
－ＮＨＳ（日油社製ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-０５０ＴＳ　平均分子量５０００）と、Ｍ
ＡＬ-ｄＰＥＧ-ＮＨＳ Ｅｓｔｅｒ (Ｑｕａｎｔａ社製ＱＢ１０２７４ａ　ポリエチレン
グリコール部分子量３５２)とを最終濃度がそれぞれ１ｍＭと１０ｍＭとなるようにして
１：１０（モル比）で混合したものを用いたほかは標識剤Ａの合成と同様にして標識剤Ｃ
の合成を行った。また、この標識剤Ｃを用いて、実施例１Ａと同様に多重免疫染色および
輝点数を確認する観察等を行った。
【０１０５】
　[実施例３Ａ、３Ｂ]
　標識剤Ｄ　分子量２００００と２０００のポリエチレングリコールもつストレプトアビ
ジン結合レキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の合成
　マレイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート－ＮＨＳ（日油社製ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-
０３４ＴＳ　平均分子量３４００）の代わりに、マレイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート
－ＮＨＳ（日油社製ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-２００ＴＳ　平均分子量２００００）とマ
レイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート－ＮＨＳ（日油社製ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-０２
０ＴＳ　平均分子量２０００）とを最終濃度がそれぞれ１ｍＭと１０ｍＭとなるようにし
て１：１０（モル比）で混合したものを用いたほかは標識剤Ａの合成と同様にして標識剤
Ｄの合成を行った。また、この標識剤Ｄを用いて、実施例１Ａと同様に多重免疫染色およ
び輝点数を確認する観察等を行った。
【０１０６】
　[実施例４Ａ、４Ｂ]
　標識剤Ｅ　分子量４００００と５２８のポリエチレングリコールもつストレプトアビジ
ン結合レキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の合成
　マレイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート－ＮＨＳ（日油社製ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-
０３４ＴＳ　平均分子量３４００）の代わりに、マレイミド－ＰＥＧ－カルボキシレート
－ＮＨＳ（日油社製ＳＵＮＢＲＩＧＨＴ ＭＡ-４００ＴＳ　平均分子量４００００）とＭ
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ＡＬ-ｄＰＥＧ-ＮＨＳ Ｅｓｔｅｒ (Ｑｕａｎｔａ社製ＱＢ１０２８４ａ　ポリエチレン
グリコール部分子量５２８)とを最終濃度がそれぞれ１ｍＭと１０ｍＭとなるようにして
１：１０（モル比）で混合したものを用いたほかは標識剤Ａの合成と同様にして標識剤Ｅ
の合成を行った。また、この標識剤Ｅを用いて、実施例１Ａと同様に多重免疫染色および
輝点数を確認する観察等を行った。
【０１０７】
【表２】

【０１０８】
　以上、本発明に係る蛍光ナノ粒子標識体、該蛍光ナノ粒子標識体を含む多重免疫染色剤
および該多重免疫染色剤を用いた多重免疫染色法を実施の形態および実施例に基づいて説
明してきたが、本発明はこれらに限定されず、本発明の要旨を逸脱しないかぎり、設計変
更は許容される。

【図１】

【図２】

【図３】
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