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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　病理標本中の細胞膜に発現している生体物質（目的生体物質）の定量方法であって、
　（１ａ）前記目的生体物質を、蛍光体を用いて免疫染色する工程、
　（１ｂ）前記細胞膜に恒常的に発現している前記目的生体物質とは異なる生体物質（参
照生体物質）を、前記目的生体物質用の蛍光体とは異なる蛍光体を用いて免疫染色する工
程、
　（２）前記目的生体物質の免疫染色像および前記参照生体物質の免疫染色像を用いて、
細胞膜の領域内にある前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの位置を特定すると
ともに、前記細胞膜の領域内にある前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの位置
および前記参照生体物質に対応する蛍光標識シグナルを計測する工程、および
　（３）測定対象領域全体について、または各細胞について、前記細胞膜の領域内にある
前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの計測値を、前記参照生体物質に対応する
蛍光標識シグナルの計測値を用いて補正し、発現量を定量するための指標とする工程
　を含む定量方法。
【請求項２】
　前記工程（３）として、細胞膜の領域内にある目的生体物質に対応する蛍光標識シグナ
ルの計測値を、参照生体物質に対応する蛍光標識シグナルの計測値で除することで、シグ
ナルの計測値を用いて補正し、発現量を定量するための指標とする工程を含む請求項１に
記載の定量方法。
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【請求項３】
　前記工程（１ａ）および（１ｂ）の前後いずれかの工程で、明視野において形態の観察
を行うための形態観察染色工程を含む請求項１または２に記載の定量方法。
【請求項４】
　前記形態観察染色工程がヘマトキシリン・エオジン染色である、請求項３に記載の定量
方法。
【請求項５】
　前記工程（３）において、前記目的生体物質および前記目的生体物質に対応する蛍光標
識シグナルの計測を５５０ｎｍ以上６３０ｎｍ以下の波長で行う、請求項３または４に記
載の定量方法。
【請求項６】
　前記目的生体物質用の蛍光体が蛍光色素内包ナノ粒子であり、前記参照生体物質用の蛍
光体が蛍光色素である、請求項１～５のいずれか一項に記載の定量方法。
【請求項７】
　前記蛍光色素内包ナノ粒子の平均粒径が５０～２００ｎｍである、請求項６に記載の定
量方法。
【請求項８】
　前記参照生体物質が２種類以上である、請求項１～７のいずれか一項に記載の定量方法
。
【請求項９】
　前記参照生体物質が、ＡＴＰａｓｅ、カドヘリン、サイトケラチンおよびＥｐＣＡＭか
らなる群より選択される１種類または２種類以上である、請求項１～８のいずれか一項に
記載の定量方法。
【請求項１０】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の目的生体物質の定量方法を実施するためのキット
であって、
　前記目的生体物質用の免疫染色剤を作製するための抗体および蛍光体、ならびに前記参
照生体物質用の免疫染色剤を作製するための抗体および蛍光体を含むことを特徴とするキ
ット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織切片の細胞膜に発現している生体物質（目的生体物質）の定量方法に関
する。詳しくは、本発明は、目的生体物質と、目的生体物質以外の生体物質（参照生体物
質）のそれぞれを、蛍光標識体を用いて免疫染色する多重免疫染色方法を利用した、目的
細胞の定量方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病理診断は、人体から採取された材料（細胞、組織等の検体から作製した標本）につい
て顕微鏡で観察し、病理学の知識や手法を用いて病変の有無や病変の種類について診断す
ることであり、治療や手術の方針を決定するために医療の現場で行われている。
【０００３】
　このような病理診断のための手法として、特定の疾患に関連する分子（抗原）の標本内
における発現状況を観察するために、当該分子とそれに対する抗体および標識体からなる
複合体を形成させる、免疫組織化学（Immunohistochemistry: IHC）に基づく染色が広く
用いられている。たとえば、乳癌細胞の細胞膜で過剰発現している場合があるＨＥＲ２（
ヒト上皮細胞増殖因子受容体）は、分子標的薬ハーセプチン（登録商標、一般名：トラス
ツズマブ）のターゲットとなる膜タンパク質であり、染色画像に基づく、乳癌組織におけ
るＨＥＲ２の過剰発現が認められるか否かの判定は、当該分子標的薬の治療効果を予測す
るための重要な指標となる。
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【０００４】
　免疫組織化学的染色では従来、特定の基質と反応して発色する酵素を標識体として用い
る手法（色素染色法）が用いられていた。たとえば、ＤＡＢ染色は、標識酵素としてペル
オキシダーゼ、基質としてジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を用いる色素染色法であり、そ
れらの酵素反応によって、抗原が存在する部位を明視野（光学顕微鏡）で観察可能な褐色
に発色させることができる。しかしながら、ＤＡＢ染色のような酵素標識体を用いる色素
染色法は、染色濃度が温度・時間などの環境条件により大きく左右されるため、染色濃度
から実際の抗体の発現量を見積もることが難しいという課題がある。
【０００５】
　そこで近年では、酵素標識体の代わりに蛍光標識体を用い、抗原を暗視野（蛍光顕微鏡
、共焦点レーザー顕微鏡）で観察可能な蛍光の輝点で表すことのできる手法（蛍光標識法
）が、免疫組織化学的染色において用いられるようになってきている。
【０００６】
　たとえば特許文献１では、無機半導体ナノ粒子、または蛍光有機色素もしくは無機半導
体ナノ粒子を内包した粒子（蛍光物質内包ナノ粒子）で細胞膜に存在する生体物質を標識
し、一方で細胞膜自体もそれに非特異的に結合する蛍光を発する物質、たとえばエオジン
やＰＫＨ色素（商品名「CellVue」（登録商標）。強い蛍光発色部位と、それに結合した
脂質親和性の長い尾部を有する。）で染色し、蛍光観察画像から細胞膜上の生体物質を定
量する方法が提案されている。
【０００７】
　また、特許文献２では、試料中における定量の目的タンパク質と、対照タンパク質とを
、それぞれ異なる蛍光色素で標識した抗体を用いて染色し、染色された目的タンパク質お
よび対照タンパク質のそれぞれの総蛍光強度を測定し、目的タンパク質の総蛍光強度と対
照タンパク質の総蛍光強度との比を目的タンパク質の定量値とする方法が提案されている
。この特許文献２に記載された方法における目的タンパク質としては、抗癌剤感受性マー
カーとなるタンパク質、抗癌剤の副作用に関連するタンパク質、予後因子のマーカーとな
るタンパク質、診断のキープロテイン（主に分泌タンパク質）など、癌細胞に特異的に発
現している様々なタンパク質が挙げられている。一方、参照タンパク質としては、β－ア
クチン、ＧＡＰＤＨ（グリセルアルデヒド－３－リン酸デヒドロゲナーゼ）といった、細
胞質内で恒常的に発現しているハウスキーピング遺伝子がコードするタンパク質（ハウス
キーピングタンパク質）が挙げられている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００８】
【特許文献１】特開２０１３－０５７６３１号公報
【特許文献２】特開２００８－２６８１６７号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　病理診断に用いる細胞、組織、臓器等の切片（病理標本）は、標本作製工程中の固定ま
での時間、固定時間などの要因により、その保存状態および標本に存在するタンパク質の
変性度合が変化する。その変性度合いによって、抗原抗体反応における抗体の認識率が変
動する結果、同一の組織・細胞を用いて標本を作製しても、一定した結果が得られないと
いうことがある。また、目的タンパク質の発現レベルが同じでも、固定した標本を薄切す
る際の切片の厚さにより、平面的な染色画像上で検出されるタンパク質の量が異なる（切
片が厚いほど検出量が多くなる）ことから、目的タンパク質の発現レベルが実質的に同一
のはずの組織等から切り出した複数の標本をもちいて観察した場合においても、蛍光物質
内包ナノ粒子などの蛍光体に基づく定量値が異なるという問題があった。
【００１０】
　また、分子標的薬の効果を見積もるための病理診断においては、細胞膜上に存在する目
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的タンパク質のみを正確に定量する必要があり、そのためには、細胞膜上に存在する目的
タンパク質に特異的に結合した蛍光体に由来するシグナルを抽出する一方、細胞質にある
目的タンパク質以外の物質に非特異的に吸着した蛍光体に由来するシグナルは極力除外す
る必要がある。しかしながら、特許文献２に記載されたような総蛍光強度を測定する方法
は、目的タンパク質の位置を特定する手段を備えていないため、上述したような非特異的
に吸着した蛍光体を含む、病理標本中に存在する全ての蛍光体に由来するシグナルが定量
のために用いられることになり、細胞膜上に存在する目的タンパク質のみを正確に定量す
ることができない。
【００１１】
　さらに、癌組織では細胞の大きさが検体ごとに異なり、細胞が大きい場合は細胞が小さ
い場合よりも、染色像上に占める細胞膜領域の相対的な（細胞質領域と比較した）広さが
狭くなる。そのため、特許文献２に記載されたように、参照タンパク質としての細胞質内
に存在するハウスキーピングタンパク質に由来する総蛍光強度に対する、主に細胞膜上に
存在する目的タンパク質に由来する総蛍光強度の比の値を評価値として算出すると、細胞
膜の単位面積あたりの目的タンパク質の発現量が同じであったとしても、細胞が大きい場
合の方が、細胞が小さい場合よりも評価値が低くなってしまう。
【００１２】
　しかも、特許文献２に記載された発明において参照タンパク質として用いられているハ
ウスキーピングタンパク質は主に細胞質内に存在する一方、目的タンパク質は主に細胞膜
上に存在する。標本作製時の劣化状態は細胞質部分と細胞膜部分とで相違するため、参照
タンパク質としての細胞質内に存在するハウスキーピングタンパク質に由来する総蛍光強
度に対する、細胞膜上に存在する目的タンパク質に由来する総蛍光強度の比の値は、その
ような劣化状態の相違の影響を受けることになり、細胞膜部分の劣化状態によらずに細胞
膜上の目的タンパク質の発現量を正しく評価することができるものではない。
【００１３】
　その上、癌細胞は細胞ごとの特性が様々であり、ハウスキーピングタンパク質といえど
も発現量が一定ではなく、大きく変化する場合がある。特許文献２には、１種類のハウス
キーピングタンパク質だけを参照タンパク質とする実施形態しか具体的には開示されてい
ないが、そのハウスキーピングタンパク質の発現量が通常通りの検体と大きく変化してい
る検体が混在している可能性のある、広範囲の患者から採取した検体に対して、分子標的
薬の適応判断などにおける均質な評価を与えることができないおそれがある。
【００１４】
　一方、特許文献１に記載された方法では、細胞膜を染色するための物質として細胞膜に
非特異的に結合する物質を用いているが、標本作製時の劣化状態がその染色に与える影響
も、抗原抗体反応による特異的な結合に基づく細胞膜上に存在する生体物質（目的タンパ
ク質）の染色に与える影響と同じではない。また、特許文献１には、細胞膜を染色した蛍
光を利用して、細胞膜上に存在する生体物質を標識した蛍光のみを抽出し、当該生体物質
を定量することについては記載されているが、細胞膜を染色した蛍光のシグナル（輝度）
を用いて、細胞膜上に存在する生体物質を標識した蛍光のシグナル（輝度ないし輝点数）
を補正するという技術的思想は記載されていない。
【００１５】
　本発明は、病理標本中の細胞膜に発現している生体物質を、標本作製時の劣化状態が蛍
光強度に与える影響などを排除して、より正確に定量することのできる定量方法を提供す
ることを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明者らは、目的生体物質とともに、細胞膜に恒常的に発現している目的生体物質と
は異なる生体物質（好ましくは２種類以上のそのような生体物質）を、蛍光体を用いて免
疫染色し、シグナルを観測することにより、細胞膜に発現している目的生体物質の蛍光標
識シグナルのみを効率的に抽出できるとともに、標本作製工程における薄切、ホルマリン
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固定、抗原賦活化など、標本作製時に起きうるサンプルの質のバラつきの影響を目的生体
物質の蛍光標識シグナルから排除するように補正することができることを見出し、本発明
を完成させるに至った。
【００１７】
　すなわち本発明は、以下の発明を包含する。
【００１８】
　［項１］
　病理標本中の細胞膜に発現している生体物質（目的生体物質）の定量方法であって、
　（１ａ）前記目的生体物質を、蛍光体を用いて免疫染色する工程、
　（１ｂ）前記細胞膜に恒常的に発現している前記目的生体物質とは異なる生体物質（参
照生体物質）を、前記目的生体物質用の蛍光体とは異なる蛍光体を用いて免疫染色する工
程、
　（２）前記目的生体物質の免疫染色像および前記参照生体物質の免疫染色像を用いて、
細胞膜の領域内にある前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの位置を特定すると
ともに、前記細胞膜の領域内にある前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルおよび
前記参照生体物質に対応する蛍光標識シグナルを計測する工程、および
　（３）測定対象領域全体について、または各細胞について、前記細胞膜の領域内にある
前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの計測値を、前記参照生体物質に対応する
蛍光標識シグナルの計測値を用いて補正し、発現量を定量するための指標とする工程
　を含む定量方法。
【００１９】
　［項２］
　前記工程（３）として、細胞膜の領域内にある目的生体物質に対応する蛍光標識シグナ
ルの計測値を、参照生体物質に対応する蛍光標識シグナルの計測値で除することで、シグ
ナルの計測値を用いて補正し、発現量を定量するための指標とする工程を含む項１に記載
の定量方法。
【００２０】
　［項３］
　前記工程（１ａ）および（１ｂ）の前後いずれかの工程で、明視野において形態の観察
を行うための形態観察染色工程を含む項１または２に記載の定量方法。
【００２１】
　［項４］
　前記形態観察染色工程がヘマトキシリン・エオジン染色である、請求項３に記載の定量
方法。
【００２２】
　［項５］
　前記工程（３）において、前記目的生体物質および前記目的生体物質に対応する蛍光標
識シグナルの計測を５５０ｎｍ以上６３０ｎｍ以下の波長で行う、項３または４に記載の
定量方法。
【００２３】
　［項６］
　前記目的生体物質用の蛍光体が蛍光色素内包ナノ粒子であり、前記参照生体物質用の蛍
光体が蛍光色素である、項１～５のいずれか一項に記載の定量方法。
【００２４】
　［項７］
　前記蛍光色素内包ナノ粒子の平均粒径が５０～２００ｎｍである、項６に記載の定量方
法。
【００２５】
　［項８］
　前記参照生体物質が２種類以上である、項１～７のいずれか一項に記載の定量方法。
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【００２６】
　［項９］
　前記参照生体物質が、ＡＴＰａｓｅ、カドヘリン、サイトケラチンおよびＥｐＣＡＭか
らなる群より選択される１種類または２種類以上である、項１～８のいずれか一項に記載
の定量方法。
【００２７】
　［項１０］
　項１～９のいずれか一項に記載の目的生体物質の定量方法を実施するためのキットであ
って、
　前記目的生体物質用の免疫染色剤を作製するための抗体および蛍光体、ならびに前記参
照生体物質用の免疫染色剤を作製するための抗体および蛍光体を含むことを特徴とするキ
ット。
【発明の効果】
【００２８】
　本発明の定量方法を利用することにより、細胞膜に発現している目的生体物質の抽出お
よび定量の精度を高めることができ、病理診断、特に分子標的薬の効果を見積もるための
判定の正確性を改善することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２９】
【図１Ａ】図１Ａは、本発明に係る多重免疫染色法に基づく生体物質の定量方法の一実施
形態を示すフローチャートである。図１Ａは全行程の例を表す図であり、図１Ｂは請求項
１に関係する工程だけを抜粋して表している図である。
【図１Ｂ】図１Ｂは本発明を構成する根幹となる工程を抜粋して表している図である。
【図２】図２は、実施例９において撮影した、目的生体物質（ＨＥＲ２）をテキサスレッ
ド内包メラミン樹脂ナノ粒子で蛍光標識した第１免疫染色像である（カラー写真では赤色
で表示してある）。矢印で示しているのは目的生体物質が染色されている部分である。
【図３】図３は、実施例９において撮影した、参照生体物質（ＡＴＰａｓｅ、カドヘリン
、サイトケラチンおよびＥｐＣＡＭ）をＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７色素分子で蛍光
標識した第２免疫染色像である（カラー写真では緑色で表示してある）。矢印で示してい
るのは参照生体物質が染色されている部分であり、細胞膜領域を示している。
【図４】図４は、図２の第１免疫染色像および図３の第２免疫染色像を重ねあわせた免疫
染色像である。矢印で示しているのは第１免疫染色像および第２免疫染色像の染色された
部分が重なっている箇所であり、つまり細胞膜領域上のＨＥＲ２を示している。
【発明を実施するための形態】
【００３０】
　―目的生体物質・参照生体物質―
　本発明における第１の生体物質である目的生体物質は、組織切片の細胞膜に発現してい
る生体物質、特にタンパク質（抗原）であって、主に病理診断の観点からの定量ないし検
出のために、蛍光標識体を用いた免疫染色の対象とするものを指す。
【００３１】
　本発明における第２の生体物質である参照生体物質は、組織切片の細胞膜に恒常的に発
現している目的生体物質とは異なる生体物質、特にタンパク質（抗原）であって、目的生
体物質の定量ないし検出の精度を高める補正を行うために、蛍光標識体を用いた免疫染色
の対象とするものを指す。
【００３２】
　目的生体物質は、病理診断など本発明の定量方法の用途を考慮しながら選択すればよく
、特に限定されるものではない。典型的な目的生体物質としては、各種の癌組織の細胞膜
で発現しており、バイオマーカーとして利用することができる生体物質、たとえば、ＥＧ
ＦＲ（HER1）（Epidermal Growth Factor Receptor：上皮増殖因子受容体）、ＨＥＲ2（H
uman Epidermal Growth Factor Receptor：ヒト上皮増殖因子受容体）、ＨＥＲ３、ＨＥ



(7) JP 5843054 B1 2016.1.13

10

20

30

40

50

Ｒ４、ＶＥＧＦＲ（Vasular Endothelial Growth Factor Receptor：血管内皮細胞増殖因
子受容体）、ＩＧＦＲ（Insulin-like Growth Factor Receptor：インスリン様増殖因子
受容体）、ＨＧＦＲ（Hepatocyte Growth Factor Receptor：肝細胞増殖因子受容体）と
いった増殖因子の受容体（レセプター）や、ＰＤ－１（Programmed cell death 1）など
の免疫系の受容体であるタンパク質が挙げられる。ＥＧＦＲ／ＨＥＲには、大腸癌などの
癌組織において過剰発現しているＥＧＦＲ／ＨＥＲ１（ＥｒｂＢ１とも呼ばれる）、乳癌
などの癌組織において過剰発現しているＥＧＦＲ２／ＨＥＲ２（ＥｒｂＢ２、ｎｅｕとも
呼ばれる）、ＥＧＦＲ３／ＨＥＲ３およびＥＧＦＲ４／ＨＥＲ４が包含される。ＶＥＧＦ
Ｒには、肝臓癌、食道癌などの癌組織における血管内皮細胞において発現が亢進している
ＶＥＧＦＲ－１（Ｆｌｔ－１とも呼ばれる）、ＶＥＧＦＲ－２（Ｆｌｔ－２、ＫＤＲとも
呼ばれる）およびリンパ管内皮細胞において発現が亢進しているＶＥＧＦＲ－３（Ｆｌｔ
－４とも呼ばれる）が包含される。たとえばＨＥＲ２は、乳癌に係る病理診断において本
発明の定量方法を実施する際の目的生体物質として好適である。
【００３３】
　参照生体物質は、目的生体物質と違い、特定の疾患においても発現量が大きく変動しな
い生体物質から選択することが適切である。たとえば、ＡＴＰａｓｅ、カドヘリン、サイ
トケラチン、ＥｐＣＡＭ（Epithelial Cell Adhesion/Activating Molecule：上皮細胞接
着分子、ＣＤ３２６、ＫＳＡまたはＴＲＯＰ１とも呼ばれる。）などの膜タンパク質は、
本発明における好ましい参照生体物質になり得る。
【００３４】
　参照生体物質は、１種類であってもよいが、２種類以上であることが好ましい。参照生
体物質を２種類以上とすることにより、その発現量の総和の変動をより抑えることができ
、また多数の蛍光標識体でもって細胞膜の像（細胞膜領域）を形成することができるため
、参照生体物質としての安定性を向上させることができる。
【００３５】
　―免疫染色剤―
　本発明における第１の免疫染色剤は、目的生体物質を免疫染色によって蛍光標識化する
ための物質であって、少なくとも、目的生体物質に特異的に結合するプローブと、蛍光体
とを含む。
【００３６】
　本発明における第２の免疫染色剤は、参照生体物質を免疫染色によって蛍光標識化する
ための物質であって、少なくとも、参照生体物質に特異的に結合するプローブと、蛍光体
とを含む。
【００３７】
　（プローブ）
　第１免疫染色剤用のプローブ（第１プローブ）には、前述したような目的生体物質とし
てのタンパク質を抗原として特異的に認識して結合する抗体（ＩｇＧ）を用いることがで
きる。たとえば、ＥＧＦＲを目的生体物質とする場合は抗ＥＧＦＲ抗体を、ＨＥＲ２を目
的生体物質とする場合は抗ＨＥＲ２抗体を第１プローブとして用いることができる。
【００３８】
　第２免疫染色剤用のプローブ（第２プローブ）には、前述したような参照生体物質とし
てのタンパク質を抗原として特異的に認識して結合する抗体（ＩｇＧ）を用いることがで
きる。たとえば、カドヘリンを目的生体物質とする場合は抗カドヘリン抗体を第２プロー
ブとして用いることができる。
【００３９】
　第１および第２プローブとしての抗体はいずれも、ポリクローナル抗体であってもよい
が、定量の安定性の観点から、モノクローナル抗体が好ましい。抗体を産生する動物（免
疫動物）の種類は特に限定されるものではなく、従来と同様、マウス、ラット、モルモッ
ト、ウサギ、ヤギ、ヒツジなどから選択すればよい。
【００４０】
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　プローブとしての抗体は、特定の生体物質（抗原）を特異的に認識して結合する能力を
有するものであれば、天然の全長の抗体でなく、抗体断片または誘導体であってもよい。
すなわち、本明細書における「抗体」という用語には、全長の抗体だけでなく、Ｆａｂ、
Ｆ(ａｂ)'2、Ｆｖ、ｓｃＦｖなどの抗体断片およびキメラ抗体（ヒト化抗体等）、多機能
抗体などの誘導体が包含される。
【００４１】
　（蛍光体）
　第１免疫染色剤用の蛍光体（第１蛍光体）および第２免疫染色剤用の蛍光体（第２蛍光
体）は、当該技術分野において用いられている公知の各種の蛍光体の中から選択すること
ができ、特に限定されるものではない。代表的な蛍光体としては、無機半導体ナノ粒子（
「量子ドット」とも呼ばれる）、有機蛍光色素、およびこれらの集積体が挙げられる。
【００４２】
　なお、本明細書における「蛍光体」は、所定の波長の電磁波（Ｘ線、紫外線または可視
光線）が照射されてそのエネルギーを吸収することで電子が励起し、その励起状態から基
底状態に戻る際に余剰のエネルギーを電磁波として放出する、つまり「蛍光」を発する物
質であって、「プローブ」と結合させることのできるものを指す。また、「蛍光」は広義
的な意味を持ち、励起のための電磁波の照射を止めても発光が持続する発光寿命の長い燐
光と、発光寿命が短い狭義の蛍光とを包含する。
【００４３】
　・無機半導体ナノ粒子
　無機半導体ナノ粒子としては、II－VI族化合物、III－V族化合物、またはIV族元素を含
有するもの、たとえば、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、Ｉ
ｎＰ、ＩｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、Ｓｉ、Ｇｅなどが挙げられる
。また、これらの無機半導体ナノ粒子をコアとし、その外側にシェルが形成されたもの、
たとえば、ＣｄＳｅ／ＺｎＳ、ＣｄＳ／ＺｎＳ、ＩｎＰ／ＺｎＳ、ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ、
Ｓｉ／ＳｉＯ2、Ｓｉ／ＺｎＳ、Ｇｅ／ＧｅＯ2、Ｇｅ／ＺｎＳなどのコア／シェル型無機
半導体ナノ粒子を用いることもできる。
【００４４】
　・有機蛍光色素
　有機蛍光色素としては、ローダミン系色素分子、スクアリリウム系色素分子、シアニン
系色素分子、芳香環系色素分子、オキサジン系色素分子、カルボピロニン系色素分子、ピ
ロメセン系色素分子などを例示することができる。あるいは、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、Ｃｙ（登録商標、ＧＥヘルスケア社製）系色素分子、ＤＹ系色素
分子（登録商標、ＤＹＯＭＩＣＳ社製）、ＨｉＬｙｔｅ（登録商標、アナスペック社製）
系色素分子、ＤｙＬｉｇｈｔ（登録商標、サーモサイエンティフィック社製）系色素分子
、ＡＴＴＯ（登録商標、ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）系色素分子、ＭＦＰ（登録商標、Ｍｏｂ
ｉｔｅｃ社製）系色素分子などを用いることができる。なお、このような色素分子の総称
は、化合物中の主要な構造（骨格）または登録商標に基づき命名されており、それぞれに
属する蛍光色素の範囲は当業者であれば過度の試行錯誤を要することなく適切に把握でき
るものである。
【００４５】
　・蛍光物質集積ナノ粒子
　蛍光物質の集積体として、有機物または無機物でできた粒子を母体とし、複数の蛍光物
質がその中に内包されているおよび／またはその表面に吸着している構造を有する、ナノ
サイズの粒子である「蛍光物質集積ナノ粒子」が挙げられる。この場合、母体（たとえば
樹脂）と蛍光物質（たとえば有機蛍光色素）は、互いに反対の電荷を有する置換基ないし
部位を有しており、静電的相互作用が働くものであることが好適である。
【００４６】
　蛍光物質集積ナノ粒子に内包させる蛍光物質としては、上述したような無機半導体ナノ
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粒子、蛍光色素分子のほか、たとえば、Ｙ2Ｏ3、Ｚｎ2ＳｉＯ4等を母体とし、Ｍｎ2+，Ｅ
ｕ3+等を賦活剤とする「長残光蛍光体」を挙げることができる。
【００４７】
　蛍光物質集積ナノ粒子を形作る母体のうち、有機物としては、メラミン樹脂、尿素樹脂
、アニリン樹脂、グアナミン樹脂、フェノール樹脂、キシレン樹脂、フラン樹脂など、一
般的に熱硬化性樹脂に分類される樹脂；スチレン樹脂、アクリル樹脂、アクリロニトリル
樹脂、ＡＳ樹脂（アクリロニトリル－スチレン共重合体）、ＡＳＡ樹脂（アクリロニトリ
ル－スチレン－アクリル酸メチル共重合体）など、一般的に熱可塑性樹脂に分類される樹
脂；ポリ乳酸等のその他の樹脂；多糖を例示することができ、無機物としてはシリカ（ガ
ラス）を例示することができる。
【００４８】
　蛍光物質集積ナノ粒子は、公知の方法（たとえば特開２０１３－５７９３７号公報参照
）に従って作製することができる。より具体的には、たとえば、シリカを母体とし、その
中に蛍光物質が内包されている蛍光物質内包シリカ粒子は、無機半導体ナノ粒子、有機蛍
光色素などの蛍光物質と、テトラエトキシシランのようなシリカ前駆体とが溶解している
溶液を、エタノールおよびアンモニアが溶解している溶液に滴下し、シリカ前駆体を加水
分解することにより作製することができる。一方、樹脂を母体とし、蛍光物質を樹脂粒子
の表面に吸着させるか、樹脂粒子中に内包させるかした蛍光物質内包樹脂粒子は、それら
の樹脂の溶液ないし微粒子の分散液を先に用意しておき、そこに無機半導体ナノ粒子、有
機蛍光色素などの蛍光物質を添加して撹拌することにより作製することができる。
【００４９】
　あるいは、樹脂原料の溶液に蛍光色素を添加した後、重合反応を進行させることにより
、蛍光物質内包樹脂粒子を作製することもできる。たとえば、母体となる樹脂としてメラ
ミン樹脂のような熱硬化性樹脂を用いる場合、その樹脂の原料（モノマーまたはオリゴマ
ーないしプレポリマー、たとえばメラミンとホルムアルデヒドの縮合物であるメチロール
メラミン）と、有機蛍光色素と、好ましくはさらに界面活性剤および重合反応促進剤（酸
など）とを含有する反応混合物を加熱し、乳化重合法によって重合反応を進行させること
により、有機蛍光色素内包樹脂粒子を作製することができる。また、母体となる樹脂とし
てスチレン系共重合体のような熱可塑性樹脂を用いる場合、その樹脂の原料と、有機蛍光
色素と（樹脂の原料モノマーとして、あらかじめ有機蛍光色素を共有結合などで結合させ
たモノマーを用いるようにしてもよい）、重合開始剤（過酸化ベンゾイル、アゾビスイソ
ブチロニトリルなど）を含有する反応混合物を加熱し、ラジカル重合法またはイオン重合
法によって重合反応を進行させることにより、有機蛍光色素内包樹脂粒子を作製すること
ができる。
【００５０】
　蛍光物質集積ナノ粒子（特に上記のような製造方法によって得られる蛍光色素内包樹脂
粒子）の平均粒径は、病理標本の免疫染色に適した粒径であれば特に限定されないが、輝
点としての検出のしやすさなどを考慮すると、通常は１０～５００ｎｍ、好ましくは５０
～２００ｎｍである。また、粒径のばらつきを示す変動係数は、通常は２０％以下であり
、好ましくは５～１５％である。このような条件を満たす蛍光物質集積ナノ粒子は、製造
条件を調整することにより製造することができる。たとえば、乳化重合法により蛍光物質
集積ナノ粒子を作製する場合は、添加する界面活性剤の量によって粒径を調節することが
でき、一般的に、蛍光物質集積ナノ粒子の母体原料の量に対する界面活性剤の量が相対的
に多ければ粒径は小さくなり、その量が相対的に少なければ粒径は大きくなる傾向にある
。
【００５１】
　なお、蛍光物質集積ナノ粒子の粒径は、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子顕微
鏡写真を撮影して蛍光物質集積ナノ粒子の断面積を計測し、その断面形状を円と仮定した
ときに、その断面積に相当する円の直径として算出することができる。複数の蛍光物質集
積ナノ粒子からなる集団の平均粒径および変動係数は、十分な数（たとえば１０００個）
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の蛍光物質集積ナノ粒子について上記のようにして粒径を算出した後、平均粒径はその算
術平均として算出され、変動係数は式：１００×粒径の標準偏差／平均粒径、により算出
される。
【００５２】
　・好ましい蛍光体
　第１蛍光体としては「蛍光色素内包ナノ粒子」が好ましく、第２蛍光体としては「蛍光
色素」が好ましい。目的生体物質を蛍光標識する蛍光色素内包ナノ粒子は、目的生体物質
を１分子ずつ輝点として表すのに十分な強度の蛍光を発することができ、また、参照生体
物質を蛍光標識する蛍光色素は、目的生体物質のシグナル（前記輝点）を適切に補正する
ことができる、標本作製時の劣化状態を反映した強度の蛍光を発することができるためで
ある。
【００５３】
　ただし、本発明はこれらの第１蛍光体および第２蛍光体を用いる実施形態に限定される
ものではなく、たとえば、第１蛍光体として無機半導体ナノ粒子、第２蛍光体として蛍光
色素を用いる実施形態であってもよく、第１蛍光体および第２蛍光体として互いに異なる
波長の蛍光を発する蛍光色素内包ナノ粒子を用いる実施形態であってもよい。参照生体物
質として２種類以上の生体物質を免疫染色する場合は、各参照生体物質を異なる波長の蛍
光を発する蛍光体で標識する必要はなく、１種類の蛍光体を第２蛍光体として共通して用
いることができる。
【００５４】
　（免疫染色剤の構成）
　第１および第２免疫染色剤は、それぞれ目的生体物質および参照生体物質を蛍光標識し
、病理診断のために有用なデータを得ることができるシグナルを発することができる限り
、特に限定されるものではなく、公知の様々な免疫染色剤を用いることができる。そのよ
うな免疫染色剤としては、プローブおよび蛍光体が直接的に、つまり必要に応じてリンカ
ー分子を介していてもよい、共有結合によって連結されているものを用いることもできる
が、蛍光標識の効率を向上させて蛍光の劣化につながる時間経過をなるべく抑えるために
、プローブおよび蛍光体が間接的に、つまり抗原抗体反応やアビジン・ビオチン反応など
を利用した、共有結合以外の結合によって連結される複合体を用いることが好ましい。
【００５５】
　目的生体物質を蛍光標識するための第１免疫染色剤に含まれる蛍光体としては、前述し
たように「蛍光色素内包ナノ粒子」が好ましい。プローブおよび蛍光体が間接的に連結さ
れる第１免疫染色剤の一例として、［目的生体物質に対する抗体（プローブである１次抗
体）］…［１次抗体に対する抗体（２次抗体）］－［ビオチン］／［アビジン］－［蛍光
体（蛍光色素内包ナノ粒子）］（ここで、"…"は抗原抗体反応により結合していることを
表し、"－"は必要に応じてリンカー分子を介していてもよい共有結合により結合している
ことを表し、"／"はアビジン・ビオチン反応により結合していることを表す。）という様
式によって連結される、３つの分子からなる複合体が挙げられる。
【００５６】
　一方、参照生体物質を蛍光標識するための第２免疫染色剤に含まれる蛍光体としては、
前述したように「蛍光色素」が好ましい。プローブおよび蛍光体が間接的に連結される第
２免疫染色剤の一例として、［参照生体物質に対する抗体（プローブである１次抗体）］
…［１次抗体に対する抗体（２次抗体）］－［蛍光体（蛍光色素）］（ここで、"…"は抗
原抗体反応により結合していることを表し、"－"は必要に応じてリンカー分子を介してい
てもよい共有結合により結合していることを表す。）という様式によって連結される、２
つの分子からなる複合体が挙げられる。
【００５７】
　これらの複合体を併用する実施形態において、目的生体物質に対する１次抗体に結合さ
せる２次抗体と、参照生体物質に対する１次抗体に結合させる２次抗体とは、意図しない
結合を避けるため、異なる種類の抗体とすることが適切である。たとえば、目的生体物質
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に対する１次抗体としてマウスＩｇＧを、それに対する２次抗体として抗マウスＩｇＧ抗
体を用い、一方で参照生体物質に対する１次抗体としてウサギＩｇＧを、それに対する２
次抗体として抗ウサギＩｇＧ抗体を用いるようにすればよい。１次抗体および２次抗体は
、常法に従って作製することもできるし、市販されているものを利用することもできる。
【００５８】
　２次抗体－ビオチン結合体（ビオチン修飾２次抗体）は、所望の抗体（タンパク質）に
ビオチンを結合させることのできる公知の手法に基づいて、たとえば市販されているビオ
チン標識試薬（キット）を利用して作製することができる。また、あらかじめ所望の抗体
にビオチンが結合されているビオチン修飾２次抗体自体が市販されていれば、それを利用
してもよい。
【００５９】
　蛍光体－アビジン結合体（アビジン修飾蛍光体）も、蛍光体にアビジンを結合させるこ
とのできる公知の手法に基づいて、たとえば市販されているアビジン標識試薬（キット）
を利用して作製することができる。この場合のアビジンは、ビオチンとの間でアビジンよ
りも高い結合力が働く、ストレプトアビジンやニュートラアビジンなどの改良型であって
もよい。
【００６０】
　蛍光体－アビジン結合体の作製方法の具体例を挙げれば次の通りである。蛍光体が樹脂
を母体とする蛍光物質集積ナノ粒子である場合、その樹脂が有する官能基と、アビジン（
タンパク質）が有する官能基とを、必要に応じて分子の両末端に官能基を有するＰＥＧ等
のリンカー分子を介することにより、結合させることができる。たとえば、メラミン樹脂
であればアミノ基等の官能基を利用することができるし、アクリル樹脂、スチレン樹脂等
であれば、側鎖に官能基（たとえばエポキシ基）を有するモノマーを共重合させることに
より、その官能基自体またはその官能基から変換された官能基（たとえばアンモニア水を
反応させることにより生成するアミノ基）を利用することができるし、さらにはそれらの
官能基を利用して別の官能基を導入することもできる。また、蛍光体がシリカを母体とす
る蛍光物質集積ナノ粒子または無機半導体ナノ粒子である場合、シランカップリング剤で
表面修飾することにより所望の官能基を導入することができ、たとえばアミノプロピルト
リメトキシシランを用いればアミノ基を導入することができる。一方、アビジンに対して
は、たとえばＮ－スクシンイミジルＳ－アセチルチオアセテート（ＳＡＴＡ）をアビジン
のアミノ基と反応させることにより、チオール基を導入することができる。そして、アミ
ノ基との反応性を有するＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルおよびチオー
ル基との反応性を有するマレイミド基をポリエチレングリコール（ＰＥＧ）鎖の両端に有
するクロスリンカー試薬を利用することにより、アミノ基を有する蛍光体と、チオール基
が導入されたアビジンとを連結することができる。
【００６１】
　２次抗体－蛍光色素結合体（蛍光標識２次抗体）は、所望の抗体（タンパク質）に所望
の蛍光色素を結合させることのできる公知の手法に基づいて、たとえば市販されている蛍
光標識試薬（キット）を利用して作製することができる。また、あらかじめ所望の抗体に
所望の蛍光色素が結合されている蛍光標識２次抗体自体が市販されていれば、それを利用
してもよい。
【００６２】
　－目的生体物質の定量方法(図参照)－
　本発明に係る目的生体物質の定量方法は、少なくとも下記の工程を含む：
　（１a）目的生体物質を蛍光体を用いて免疫染色する工程（第１免疫染色工程）；
　（１ｂ）参照生体物質を目的生体物質用の蛍光体とは異なる蛍光体を用いて免疫染色す
る工程（第２免疫染色工程）；
　（２）前記目的生体物質の免疫染色像および前記参照生体物質の免疫染色像について、
前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルおよび前記参照生体物質に対応する蛍光標
識シグナルを計測し、細胞膜の領域内にある前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナ
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ルを抽出する工程（画像処理・計測工程）：および
　（３）測定対象領域全体について、または各細胞について、前記細胞膜の領域内にある
目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの計測値を、参照生体物質に対応する蛍光標識
シグナルの計測値を用いて補正し、発現量を定量するための指標とする工程（補正工程）
。
【００６３】
　なお、第１免疫染色工程および第２免疫染色工程は、どちらかの工程を先に行ってから
残る工程を行ってもよいし、同時に行ってもよい。
【００６４】
　また、本発明に係る目的生体物質の定量方法は通常、上記の工程以外にも、標本前処理
工程、標本後処理工程などを含む。これらの工程は、具体的には、たとえば次のような手
順で行われる。
【００６５】
　（標本前処理工程）
　病理標本は、細胞、組織、臓器などの切片がパラフィンに包埋された状態で保存されて
いることが多い。このような切片を免疫染色するためには、通常、免疫染色に先立って、
切片の脱パラフィン処理、および抗原の賦活化処理が行われる。
【００６６】
　脱パラフィン処理は、たとえば、キシレンに病理切片を浸漬してパラフィンを除去し、
次いでエタノールに病理切片を浸漬してキシレンを除去し、さらに水に病理切片を浸漬し
てエタノールを除去するようにして行えばよい。これら３つの操作は、通常、室温で行え
ばよい。また、それぞれの浸漬時間は３～３０分程度でよく、必要に応じて浸漬途中でそ
れぞれの処理液を交換してもよい。
【００６７】
　抗原の賦活化処理は、たとえば、賦活液（０．０１Ｍクエン酸緩衝液、１ｍＭＥＤＴＡ
水溶液、５％尿素水溶液、０．１Ｍトリス塩酸緩衝液等）に、脱パラフィン処理を終えた
病理標本を浸漬して加熱し、続いてＰＢＳに病理標本を浸漬して洗浄するようにして行え
ばよい。賦活液中での加熱は、たとえば温度を５０～１３０℃、時間を５～３０分とすれ
ばよい。また、ＰＢＳでの浸漬は、通常室温で、３～３０分程度でよく、必要に応じて浸
漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００６８】
　（染色工程）
　　（１ａ）第１免疫染色工程：目的生体物質の免疫染色
　目的生体物質を免疫染色するための第１免疫染色工程は、前述したような第１免疫染色
剤を用いて病理標本を免疫染色する工程である。第１免疫染色剤が、プローブと蛍光体と
が直接的に連結しているものである場合は、その第１免疫染色剤を含む溶剤に賦活化工程
を終えた病理標本を浸漬すればよい。一方、第１免疫染色剤が、プローブと蛍光体とが間
接的に連結に結合している複合体である場合は、それらの複合体を形成するための複数の
試薬に、病理標本を順次浸漬すればよい。
【００６９】
　たとえば、第１免疫染色剤が、［１次抗体（プローブ）］…［２次抗体］－［ビオチン
］／［アビジン］－［蛍光色素内包ナノ粒子（蛍光体）］という複合体である場合、最初
に１次抗体（プローブ）の溶液（本明細書において「試薬Ｉ」と称することもある）に病
理標本を浸漬する処理（１次反応処理）、次に２次抗体－ビオチン結合体の溶液（本明細
書において「試薬II」と称することもある）に病理標本を浸漬する処理（２次反応処理）
、最後にアビジン－蛍光色素内包ナノ粒子の溶液（本明細書において「試薬III」と称す
ることもある）に病理標本を浸漬する処理（蛍光標識処理）を行えばよい。
【００７０】
　第１免疫染色工程を行う上での条件、たとえば１次反応処理、２次反応処理および蛍光
標識処理それぞれにおける、所定の溶液（試薬）に病理標本を浸漬する際の温度および浸
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漬時間は、従来の免疫染色法に準じて、適切なシグナルが得られるよう適宜調整すること
ができる。
【００７１】
　　（１ｂ）第２免疫染色工程：参照生体物質の免疫染色
　参照生体物質を免疫染色するための第２免疫染色工程は、前述したような第２免疫染色
剤を用いて病理標本を免疫染色する工程である。第２免疫染色剤が、プローブと蛍光体と
が直接的に連結しているものである場合は、その第２免疫染色剤を含む溶剤に賦活化工程
を終えた病理標本を浸漬すればよい。一方、第２免疫染色剤が、プローブと蛍光体とが間
接的に連結に結合している複合体である場合は、それらの複合体を形成するための複数の
試薬に、病理標本を順次浸漬すればよい。
【００７２】
　たとえば、第２免疫染色剤が、［１次抗体（プローブ）］…［２次抗体］－［蛍光色素
（蛍光体）］という複合体である場合、最初に１次抗体（プローブ）の溶液（本明細書に
おいて「試薬ｉ」と称することもある）に病理標本を浸漬する処理（１次反応処理）、次
に２次抗体－蛍光色素結合体の溶液（本明細書において「試薬ii」と称することもある）
に病理標本を浸漬する処理（２次反応・蛍光標識処理）を行えばよい。
【００７３】
　参照生体物質を２種類以上にする場合は上記の試薬ｉに、各参照生体物質に対応する２
種類以上の抗体を含ませ、一度に全ての参照生体物質を免疫染色するようにすることが好
適である。
【００７４】
　第２免疫染色工程を行う上での条件、たとえば１次反応処理および２次反応・蛍光標識
処理それぞれにおける、所定の溶液（試薬）に病理標本を浸漬する際の温度および浸漬時
間は、従来の免疫染色法に準じて、適切なシグナルが得られるよう適宜調整することがで
きる。
【００７５】
　（１ｃ）任意工程
　本発明では、もしも必要であれば、明視野において細胞、組織、臓器等の形態を観察す
ることができるようにするための、形態観察染色工程を含めることができる。形態観察染
色工程は、常法に従って行うことができる。組織標本の形態観察に関しては、細胞質・間
質・各種線維・赤血球・角化細胞が赤～濃赤色に染色される、エオジンを用いた染色が標
準的に用いられている。また、細胞核・石灰部・軟骨組織・細菌・粘液が青藍色～淡青色
に染色される、ヘマトキシリンを用いた染色も標準的に用いられている（これら2つの染
色を同時に行う方法はヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色）として知られている）
。形態観察染色工程を含める場合は、免疫染色工程の後に行うようにしてもよいし、免疫
染色工程の前に行うようにしてもよい。
【００７６】
　（標本後処理工程）
　第１および第２免疫染色を終えた病理標本は、観察に適したものとなるよう、固定化・
脱水、透徹、封入などの処理を行うことが好ましい。
【００７７】
　固定化・脱水処理は、病理標本を固定処理液（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）に浸漬すればよい
。透徹は、固定化・脱水処理を終えた病理標本を透徹液（キシレン等）に浸漬すればよい
。封入処理は、透徹処理を終えた病理標本を封入液に浸漬すればよい。これらの処理を行
う上での条件、たとえば病理標本を所定の処理液に浸漬する際の温度および浸漬時間は、
従来の免疫染色法に準じて、適切なシグナルが得られるよう適宜調整することができる。
【００７８】
　（観察・撮影工程）
　観察・撮影工程では、第１免疫染色工程により得られる染色像（第１免疫染色像）およ
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び第２免疫染色工程により得られる染色像（第２免疫染色像）を取得する。具体的には、
所望の倍率における顕微鏡の同一視野において、第１免疫染色工程に用いられた目的生体
物質を蛍光標識している第１蛍光体に対応した励起光、および第２免疫染色工程に用いら
れた参照生体物質を蛍光標識している第２蛍光体に対応した励起光それぞれを病理標本に
照射し、それらの蛍光体から発せられた蛍光による免疫染色像それぞれを観察・撮影する
。観察工程における励起光は、組織切片の自家蛍光との関係で免疫染色剤用の蛍光体が発
する蛍光が識別可能である限り特に限定されないものの、組織切片からの自家蛍光が高く
なりすぎない観点から、５５０～６３０ｎｍの波長を有する励起光が好ましい。これらの
励起光の照射は、たとえば、蛍光顕微鏡が備えるレーザー光源と、必要に応じて所定の波
長を選択的に透過させる励起光用フィルターを用いることで照射することができる。第１
蛍光体に対する励起光の波長と第２蛍光体に対する励起光の波長が異なる場合は、励起光
用フィルターを切り替えることで、同一のレーザー光源から両方の波長の励起光を照射す
ることができる。免疫染色像の撮影は、たとえば、蛍光顕微鏡が備えるデジタルカメラに
よって行うことができる。免疫染色像の撮影の際には、必要に応じて所定の波長を選択的
に透過させる蛍光用フィルターを用いることで、目的とする蛍光のみを含み、目的としな
い蛍光やノイズとなる励起光およびその他の光を排除した免疫染色像を撮影することがで
きる。第１蛍光体が発する蛍光の波長と第２蛍光体が発する蛍光の波長は、互いの蛍光を
区別できるよう異なるものとする必要があるので、蛍光用フィルターを切り替えながら、
それぞれの蛍光の免疫染色像を撮影すればよい。
【００７９】
　（画像処理・計測工程）
　画像処理・計測工程では、目的生体物質に関して撮影された第１免疫染色像、および参
照生体物質に関して撮影された第２免疫染色像のそれぞれについて、画像処理に基づき、
目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルおよび参照生体物質に対応する蛍光標識シグナ
ルを計測し、細胞膜の領域内にある前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの位置
を特定する。
【００８０】
　蛍光標識シグナルは、蛍光強度（輝度）として扱ってもよいし、蛍光の輝点数として扱
ってもよい。目的生体物質用の蛍光体として蛍光色素内包ナノ粒子を用いる場合、そのシ
グナルは輝点として扱うことが好ましく、参照生体物質用の蛍光体として蛍光色素を用い
る場合、そのシグナルは蛍光強度として扱うことが好ましい。
【００８１】
　画像処理に用いることができるソフトウェアとしては、たとえば「ＩｍａｇｅＪ」（オ
ープンソース）が挙げられる。このような画像処理ソフトウェアを利用することにより、
免疫染色像から、所定の波長（色）の輝点を抽出してその輝度の総和を算出したり、所定
の輝度以上の輝点の数を計測したりする処理、特に、次に述べる第１実施形態および第２
実施形態を行う為の処理を、半自動的に、迅速に行うことができる。
【００８２】
　本発明では、第１染色像および第２染色像を用いることにより、蛍光標識シグナルを計
測すると同時に、染色像の細胞膜の領域内（つまり細胞膜上）に存在する目的生体物質に
対応している蛍光標識シグナルを特定して抽出することができる。特に、目的生体物質用
の蛍光体として蛍光色素内包ナノ粒子を用い、参照生体物質用の蛍光体として蛍光色素を
用いる場合、好ましい実施形態として、たとえば次のような第１実施形態および第２実施
形態が挙げられる。
【００８３】
　　（２ａ）第１実施形態
　第１実施形態は、次の工程（２ａ－１）、（２ａ－２）および（２ａ－３）を含む：
　（２ａ－１）参照生体物質の免疫染色像（図３参照）から蛍光色素の輝点を抽出して細
胞膜領域像を形成すると共に、その細胞膜領域内の輝点の輝度の総和を参照生体物質の蛍
光標識シグナルとして計測する工程；



(15) JP 5843054 B1 2016.1.13

10

20

30

40

50

　（２ａ－２）細胞膜領域像に目的生体物質の免疫染色像（図２参照）を重ねあわせ（図
４参照）、細胞膜領域の内側にある蛍光色素内包ナノ粒子の輝点数を目的生体物質の蛍光
標識シグナルとして計測する工程；
　（２ａ－３）細胞膜領域内の輝点数を蛍光色素の輝度の総和で除することで補正された
計測値をもって、目的生体物質の発現量を定量するための指標値とする工程。
【００８４】
　すなわち、第１実施形態では、参照生体物質の免疫染色像を、目的生体物質の蛍光標識
シグナルを補正するために利用するとともに、細胞膜領域像を形成してそこに含まれる目
的生体物質の蛍光標識シグナル（輝点）のみを抽出するために利用している。したがって
、別途細胞膜を検出するための染色（たとえば明視野観察できるＤＡＢ染色）などは本発
明においては不要である。
【００８５】
　　（２ｂ）第２実施形態
　第２実施形態は、次の工程（２ｂ－１）、（２ｂ－２）および（２ｂ－３）を含む：
　（２ｂ－１）目的生体物質の免疫染色像（図２参照）から、輝点抽出プログラムに従っ
て蛍光色素内包ナノ粒子の輝点を抽出して細胞膜領域像を形成すると共に、その細胞膜領
域内の輝点数を前記目的生体物質の蛍光標識シグナルとして計測する工程；
　（２ｂ－２）参照生体物質の免疫染色像（図３参照）と細胞膜領域とを重ねあわせ、細
胞膜領域の内側にある蛍光色素の輝度の総和を参照生体物質の蛍光標識シグナルとして計
測する工程；
　（２ｂ－３）細胞膜領域内の輝点数を蛍光色素の輝度の総和で除することで補正された
計測値をもって、目的生体物質の発現量を定量するための指標値とする工程。
【００８６】
　工程（２ｂ－１）における輝点抽出プログラムとしては、輝度のムラがある場合でも輝
点を適切に抽出できる方法、たとえばトップハット法が挙げられる。
【００８７】
　このような第２実施形態では、目的生体物質の免疫染色像だけからでも、適切な輝点抽
出プログラムを利用することで細胞膜領域像を形成して、そこに含まれるそこに含まれる
目的生体物質の蛍光標識シグナル（輝点）のみを抽出することができる。参照生体物質の
免疫染色像は、目的生体物質の蛍光標識シグナル（輝点）を補正するための、輝度の総和
を求めるためだけに利用できればよい。
【００８８】
　（補正工程）
　補正工程では、測定対象領域全体について、または各細胞について、細胞膜の領域内に
ある目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルの計測値を、参照生体物質に対応する蛍光
標識シグナルの計測値を用いて補正し、発現量を定量するための指標とする。補正の仕方
は特に限定されるものではないが、たとえば、それぞれのシグナルの計測値を、換算、変
換、あるいは比較などを任意の方法で行うことができる。具体的には、目的生体物質に対
応する蛍光標識シグナルとして蛍光色素内包ナノ粒子の輝点数を用い、参照生体物質に対
応する蛍光標識シグナルとして蛍光色素の輝度の総和を用い、前者を後者で除する（割る
）ことで補正する方法が好ましい。
【００８９】
　なお、このような補正は、第１および第２免疫染色像の測定対象領域全体（たとえば視
野全体、あるいはその他の任意の測定したい関心領域全体）について行ってもよいし、そ
こに含まれる細胞ごとに行ってもよい。
【００９０】
　（評価工程）
　評価工程では、補正工程で得られた指標、すなわち細胞膜の領域内にある目的生体物質
に対応する蛍光標識シグナルの計測値の補正値に基づき、細胞膜領域内の目的生体物質を
定量することで標本の評価を行い、病理診断のために有用な情報を取得する。
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【００９１】
　標本の評価の方法は、従来の免疫組織化学（ＩＨＣ）染色に基づく病理診断に準じたも
のとすることができる。たとえば、乳癌に関する病理診断のために、すなわちＨＥＲ２タ
ンパク質を特異的ターゲットとする分子標的薬「ハーセプチン」の治療への有効性を判定
するため、病理標本中のＨＥＲ２タンパク質の発現量を評価する方法が広く用いられてい
る（「ハーセプチンの適正な症例選択のためのＨＥＲ２検査ガイド」２００９年9月、ト
ラスツズマブ病理部会作成、第三版）。この方法では、所定のプロトコールにしたがって
、ＤＡＢ染色などによりＨＥＲ２の免疫染色を行い、染色パターン（標本中の、細胞膜の
陽性染色がある癌細胞の割合）の結果から、スコアを求め（３＋、２＋、１＋または０）
、陽性か陰性かの判定を行っている（３＋＝陽性、２＋＝equivocal、１＋または０＝陰
性）。そして、別途行われる、ＦＩＳＨ法によるＨＥＲ２遺伝子の過剰発現の判定結果と
組み合わせて、ハーセプチンの治療対象とするかどうかを決定する。このような病理診断
において、本発明の方法によって得られた、細胞膜上のＨＥＲ２の発現量の定量に係る補
正値を、ハーセプチンの奏効率の結果と統計学的に対比することにより、従来の病理診断
に類似したスコアおよび判定を設定することが可能となり、有効性を持つ病理診断を行え
るようになる。
【００９２】
　―キット―
　本発明の別の側面において、本発明に係る目的生体物質の定量方法を実施するためのキ
ットが提供される。このキットは少なくとも、目的生体物質用の免疫染色剤を作製するた
めの抗体および蛍光体、ならびに参照生体物質用の免疫染色剤を作製するための抗体およ
び蛍光体を含む。
【００９３】
　具体的には、たとえば、目的生体物質用の免疫染色剤として、前述したような［１次抗
体（プローブ）］…［２次抗体］－［ビオチン］／［アビジン］－［蛍光色素内包ナノ粒
子（蛍光体）］という複合体を形成するものを作製できるよう、１次抗体；２次抗体－ビ
オチン結合体か、それを調製するための２次抗体、ビオチンおよび反応試薬；アビジン－
蛍光色素内包ナノ粒子結合体か、それを調製するためのアビジン、蛍光色素内包ナノ粒子
および反応試薬を含むものが好ましい。また、参照生体物質の免疫染色剤として、前述し
たような［１次抗体（プローブ）］…［２次抗体］－［蛍光色素（蛍光体）］という複合
体を形成するものを作製できるよう、１次抗体（参照生体物質を２種類以上とする場合は
それぞれに対応した抗体）；２次抗体－蛍光色素結合体か、それを調製するための２次抗
体、蛍光色素および反応試薬を含むものが好ましい。
【００９４】
　このキットは更に、必要に応じて、病理標本を免疫染色するためのその他の必要な試薬
、部材等や、本発明に係る目的生体物質の定量方法を実施するための説明書などを含んで
いてもよい。
【実施例】
【００９５】
　［試薬II：ビオチン修飾抗ウサギＩｇＧ抗体の作製］
　５０ｍＭＴｒｉｓ溶液に、２次抗体として用いる抗ウサギＩｇＧ抗体５０μｇを溶解し
た。この溶液に、最終濃度３ｍＭとなるようにＤＴＴ（ジチオトレイトール）溶液を添加
、混合し、３７℃で３０分間反応させた。その後、反応溶液を脱塩カラム「Zeba Desalt 
Spin Columns」（サーモサイエンティフィック社、Cat.#89882）に通して、ＤＴＴで還元
化した２次抗体を精製した。精製した抗体全量のうち２００μＬを５０ｍＭＴｒｉｓ溶液
に溶解して抗体溶液を調製した。その一方で、リンカー試薬「Maleimide-PEG2-Biotin」
（サーモサイエンティフィック社、製品番号21901）を、ＤＭＳＯを用いて０．４ｍＭと
なるように調整した。このリンカー試薬溶液８．５μＬを前記抗体溶液に添加、混合し、
３７℃で３０分間反応させることにより、抗ウサギＩｇＧ抗体にＰＥＧ鎖を介してビオチ
ンを結合させた。この反応溶液を脱塩カラムに通して精製した。脱塩した反応溶液につい
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て、波長３００ｎｍにおける吸光度を分光高度計（日立製「Ｆ－７０００」）を用いて測
定することにより、反応溶液中のタンパク質（ビオチン修飾２次抗体）の濃度を算出した
。５０ｍＭＴｒｉｓ溶液を用いて、ビオチン修飾２次抗体の濃度を２５０μｇ／ｍＬに調
整した溶液を、ビオチン修飾２次抗体（試薬ＩＩ）の溶液とした。
【００９６】
　［試薬III：ストレプトアビジン修飾テキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子］
　（１）テキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の調製
　テキサスレッド色素分子「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ １０１」（シグマアルドリ
ッチ社）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株式会社）１．５ｇを加え、さらに同一条件で５分
間加熱撹拌した。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、その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Ｘと略称
する。）を沈殿させた。上澄みを除去し、沈殿した粒子Ｘをエタノールおよび水で洗浄し
た。
【００９７】
　（２）マレイミド基導入テキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の調製
　洗浄後の粒子Ｘ０．１ｍｇ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」（信越化学工業株式会社）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。表面がアミノ化された粒子Ｘの濃
度を、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて３ｎＭに調
整し、この溶液にリンカー試薬「ＳＭ（ＰＥＧ）12」（サーモサイエンティフィック社製
、cat.No. 22112）を最終濃度１０ｍＭとなるよう添加、混合して、撹拌しながら室温で
１時間反応させた。反応液を１０，０００Ｇで２０分間の遠心分離にかけ、上澄みを除去
した後、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを加えて沈降物を分散させ、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Ｘを得た。
【００９８】
　（３）チオール基導入ストレプトアビジンの調製
　一方、チオール基を導入したストレプトアビジンは以下のようにして作製した。まず、
１ｍｇ／ｍＬに調整したストレプトアビジン（和光純薬工業株式会社）の水溶液４０μＬ
に、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、ｐ
ｉｒｃｅ社製）の水溶液７０μＬを加え、室温で1時間より反応させることにより、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。続いて、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）を生成させて、ストレプトアビジンにチオール基（
－ＳＨ）を導入する処理を完了させた。この溶液をゲルろ過カラム（Ｚａｂａ　Ｓｐｉｎ
　Ｄｅｓａｌｔｉｎｇ　Ｃｏｌｕｍｎｓ：フナコシ）に通して脱塩し、チオール基を導入
したストレプトアビジンを得た。
【００９９】
　（４）ストレプトアビジン修飾テキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の作製
　（２）で調製した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Ｘ（テキ
サスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子）と、（３）で調製したチオール基を導入した
ストレプトアビジンとを、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有するＰＢＳ中で混合し、１時間反応させ
ることで、粒子ＸにＰＥＧ鎖を介してストレプトアビジンを結合させた。この反応液に１
０ｍＭ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物を除去し、ストレプアビジンで修飾
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された粒子Ｘ（試薬ＩＩＩ）を得た。
【０１００】
　［実施例１］
　（Ｅ１）標本作製工程および標本前処理工程
　培養した乳癌細胞株ＣＲＬ１５００を、４％パラホルムアルデヒドを用いて固定処理し
た後、常法に従って脱水、包埋および薄切し、標本を作製した。この際の固定処理時間を
１時間とした処理群、１２時間とした処理群、９６時間とした処理群、それぞれ３つずつ
標本を作製した。
【０１０１】
　作製した標本は脱パラフィン処理した後、水に置換する洗浄を行った。洗浄した組織ア
レイスライドを１０ｍＭクエン酸緩衝液中（ｐＨ６．０）中で１２１℃、１５分間オート
クレーブ処理することで、抗原の賦活化処理を行った。賦活化処理後の組織アレイスライ
ドをＰＢＳにより洗浄し、洗浄した組織アレイスライドに対してＢＳＡを１％含有するＰ
ＢＳを用いて１時間ブロッキング処理を行った。
【０１０２】
　（Ｅ２）免疫染色工程
　　（Ｅ２－１）第１・第２免疫染色用共通の１次反応処理
　目的生体物質ＨＥＲ２に係る第１免疫染色用の１次反応処理と、参照生体物質カドヘリ
ンに係る第２免疫染色用の１次反応処理は、両方の１次反応処理用の抗体を溶解させた反
応処理液を用いて一度に行った。すなわち、ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて、抗Ｈ
ＥＲ２ウサギモノクローナル抗体「４Ｂ５」（ベンタナ社）（試薬Ｉ）を０．０５ｎＭの
濃度で含有するとともに、抗パン（Anti-pan）カドヘリン抗体［ＣＨ－１９］（アブカム
社、ab6528）を１：２００に希釈した濃度で含有する1次反応処理液を調製した。この１
次反応処理液に工程（１）で作製した標本を浸漬し、４℃で１晩反応させた。
【０１０３】
　　（Ｅ２－２）第１免疫染色用の２次反応処理
　［作製例］で作製した試薬II（ビオチン修飾抗ウサギＩｇＧ抗体）の溶液を、さらにＢ
ＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて６μｇ／ｍＬに希釈した２次反応処理液を調製した。
１次反応処理を終えた標本をＰＢＳで洗浄した後、この２次反応処理液に浸漬し、室温で
３０分間反応させた。
【０１０４】
　　（Ｅ２－３）第１免疫染色用の蛍光標識処理
　［作製例］で作製した試薬III（ストレプトアビジン修飾テキサスレッド色素内包メラ
ミン樹脂粒子）を、ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて０．０２ｎＭに希釈した蛍光標
識反応処理液を調製した。２次反応処理を終えた標本をこの蛍光標識処理液に浸漬し、中
性のｐＨ環境下（ｐＨ６．９～７.４）、室温で３時間反応させた。
【０１０５】
　　（Ｅ２－４）第２免疫染色工用の２次反応・蛍光標識処理
　ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いてＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７標識化抗マウス
ＩｇＧ抗体（ライフテクノロジー社、A21236）を１：２００に希釈した２次反応処理液を
調製した。１次反応処理を終えた標本をＰＢＳで洗浄した後、この２次反応処理液に浸漬
し、室温で３０分間反応させた。
【０１０６】
　　（Ｅ２－５）標本後処理工程
　第１および第２免疫染色を終えた標本に対して、純エタノールに５分間浸漬する操作を
４回行う固定化・脱水処理を行った。続いて、キシレンに５分間浸漬する操作を４回行う
透徹処理を行った。最後に、標本に封入剤「エンテランニュー」（メルク社）を載せて、
カバーガラスを被せる封入処理を行い、観察に用いる標本とした。
【０１０７】
　（Ｅ３）評価工程
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　　（Ｅ３－１）観察・撮影工程
　この工程における励起光の照射および蛍光の発光の観察には蛍光顕微鏡「ＢＸ－５３」
（オリンパス株式会社）を用い、免疫染色像（４００倍）の撮影には、当該蛍光顕微鏡に
取り付けた顕微鏡用デジタルカメラ「ＤＰ７３」（オリンパス株式会社）を用いた。
【０１０８】
　まず、目的生体物質（ＨＥＲ２）の蛍光標識に用いたテキサスレッド色素に対応する励
起光を標本に照射して蛍光を発光させ、その状態の免疫染色像を撮影した（第１免疫染色
像）。この際、励起光の波長は、蛍光顕微鏡が備える励起光用光学フィルターを用いて５
７５～６００ｎｍに設定し、観察する蛍光の波長は、蛍光用光学フィルターを用いて６１
２～６９２ｎｍに設定した。蛍光顕微鏡による観察および画像撮影時の励起光の強度は、
視野中心部付近の照射エネルギーが９００Ｗ／ｃｍ2となるようにした。画像撮影時の露
光時間は、画像の輝度が飽和しないような範囲で調節し、例えば４０００μ秒に設定した
。
【０１０９】
　続いて、励起光用光学フィルターおよび蛍光用光学フィルターを切り替え、参照生体物
質（カドヘリン）の蛍光標識に用いたＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７に対応する励起光
を標本に照射して蛍光を発光させ、その状態の免疫染色像を撮影した（第２免疫染色像）
。この際、励起光の波長は、蛍光顕微鏡が備える励起光用光学フィルターを用いて６２０
～６５０ｎｍに設定し、観察する蛍光の波長は、蛍光用光学フィルターを用いて６６０～
７００ｎｍに設定した。蛍光顕微鏡による観察および画像撮影時の励起光の強度は、視野
中心部付近の照射エネルギーが４００Ｗ／ｃｍ2となるようにした。画像撮影時の露光時
間は、画像の輝度が飽和しないような範囲で調節し、例えば８００ｍｓに設定した。
【０１１０】
　このような第１および第２免疫染色像の撮影は、同一視野において行った後、視野を変
えて同じ操作を繰り返し、１標本につき合計５視野ずつ行った（第１～第５視野）。
【０１１１】
　　（Ｅ３－２）画像処理・計測工程
　この工程における画像処理には、画像処理ソフトウェア「ＩｍａｇｅＪ」（オープンソ
ース）を用いた。
【０１１２】
　最初に、参照生体物質であるカドヘリンに関する第２免疫染色像を用いて、蛍光体が発
する蛍光の輝度が所定の値以上の領域を、目的生体物質が発現している細胞膜に相当する
"輝点計測領域"として抽出した。あわせて、その輝点計測領域を構成する蛍光の強度の総
和（Ｙ）を求めた。
【０１１３】
　次に、目的生体物質であるＨＥＲ２に関する第１免疫染色像を、輝点計測領域が抽出さ
れた第２免疫染色像に重ねあわせ、当該領域内に位置する、ＨＥＲ２を蛍光標識したテキ
サスレッド色素内包メラミン樹脂粒子を表す輝点のうち輝度が所定の値以上のものの数（
Ｘ）を計測した。
【０１１４】
　　（Ｅ３－３）補正工程
　補正のために、前記Ｘの値を前記Ｙの値で割った値を算出した。このような値を第１～
第５視野のそれぞれについて算出した後、それらの平均値を求め、ＨＥＲ２の発現量を評
価するために用いる"補正ＨＥＲ２定量値"とした。
【０１１５】
　１時間固定処理群（標本数ｎ＝３）、１２時間固定処理群（ｎ＝３）および９６時間固
定処理群（ｎ＝３）、合計９標本についての補正ＨＥＲ２定量値から、変動係数ＣＶ（＝
１００×補正ＨＥＲ２定量値の標準偏差／補正ＨＥＲ２定量値の平均値）を算出した。
【０１１６】
　［実施例２］



(20) JP 5843054 B1 2016.1.13

10

20

30

40

50

　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＳＫ－ＢＲ３に変更した以外は
、実施例１と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正ＨＥ
Ｒ２定量値の変動係数を算出した。
【０１１７】
　［実施例３］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＮＤＡ－ＭＢ４５３に変更した
以外は、実施例１と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補
正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１１８】
　［実施例４］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＮＤＡ－ＭＢ１７５に変更した
以外は、実施例１と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補
正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１１９】
　［実施例５］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＣＯＬＯ２０１に変更した以外
は、実施例１と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正Ｈ
ＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１２０】
　［実施例６］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＨｅｌａに変更した以外は、実
施例１と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正ＨＥＲ２
定量値の変動係数を算出した。
【０１２１】
　［実施例７］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＭＣＦ－７に変更した以外は、
実施例１と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正ＨＥＲ
２定量値の変動係数を算出した。
【０１２２】
　［実施例８］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＮＤＡ－ＭＢ２３１に変更した
以外は、実施例１と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補
正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１２３】
　［実施例９］
　参照生体物質を、カドヘリン１種類から、ＡＴＰａｓｅ、カドヘリン、サイトケラチン
およびＥｐＣＡＭの４種類に変更した。すなわち、免疫染色工程に用いた、第１・第２免
疫染色用の１次反応処理液として、抗ＨＥＲ２ウサギモノクローナル抗体「４Ｂ５」（ベ
ンタナ社）（試薬Ｉ）を０．０５ｎＭの濃度で含有するとともに、抗パンカドヘリン抗体
（Anti-pan Cadherin antibody）［ＣＨ－１９］（アブカム社、ab6528）、抗α１ Ｎａ
＋／Ｋ＋ ＡＴＰａｓｅ抗体（Anti-alpha 1 Sodium Potassium ATPase antibody）［４６
４．６］－原形質膜マーカー（Plasma Membrane Marker）（アブカム社、ab7671）、抗パ
ンサイトケラチン抗体（Anti-pan Cytokeratin antibody）［ＰＣＫ－２６］（アブカム
社、ab6401）および抗ＥｐＣＡＭ抗体「ＶＵ１Ｄ９」（アブカム社）それぞれを１：２０
０に希釈した濃度で含有するものを用いた。それ以外は実施例１と同様の手順で標本作製
工程、免疫染色工程および評価工程を行った。
【０１２４】
　［実施例１０］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＳＫ－ＢＲ３に変更した以外は
、実施例９と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正ＨＥ
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Ｒ２定量値の変動係数を算出した。
【０１２５】
　［実施例１１］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＮＤＡ－ＭＢ４５３に変更した
以外は、実施例９と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補
正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１２６】
　［実施例１２］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＮＤＡ－ＭＢ１７５に変更した
以外は、実施例９と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補
正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１２７】
　［実施例１３］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＣＯＬＯ２０１に変更した以外
は、実施例９と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正Ｈ
ＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１２８】
　［実施例１４］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＨｅｌａに変更した以外は、実
施例９と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正ＨＥＲ２
定量値の変動係数を算出した。
【０１２９】
　［実施例１５］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＭＣＦ－７に変更した以外は、
実施例９と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補正ＨＥＲ
２定量値の変動係数を算出した。
【０１３０】
　［実施例１６］
　標本作製工程で用いた乳癌細胞株をＣＲＬ１５００からＮＤＡ－ＭＢ２３１に変更した
以外は、実施例９と同様の手順で標本作製工程、免疫染色工程および評価工程を行い、補
正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１３１】
　［実施例１７］
　免疫染色工程の後に、さらにＨＥ染色を行なった以外は、実施例１と同様の手順で標本
作製工程および免疫染色工程を行い、補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。ここで
評価工程においては、目的生体物質および参照生体物質の蛍光標識に用いた色素に対応す
る励起光を標本に照射して蛍光を発光させて免疫染色像を撮影する工程に加えて、ＨＥ染
色による染色像を明視野にて撮影する工程を行った。
【０１３２】
　［参考例１］
　実施例１の評価工程中の画像処理・計測工程において、前記Ｘの値を前記Ｙの値で割る
補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め、ＨＥＲ２の発現
量を評価するために用いる"非補正ＨＥＲ２定量値"とし、その変動係数ＣＶを算出した。
【０１３３】
　［参考例２］
　実施例２の評価工程中の画像処理・計測工程において、参考例１と同様、前記Ｘの値を
前記Ｙの値で割る補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め
、非補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１３４】
　［参考例３］
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　実施例３の評価工程中の画像処理・計測工程において、参考例１と同様、前記Ｘの値を
前記Ｙの値で割る補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め
、非補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１３５】
　［参考例４］
　実施例４の評価工程中の画像処理・計測工程において、参考例１と同様、前記Ｘの値を
前記Ｙの値で割る補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め
、非補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１３６】
　［参考例５］
　実施例５の評価工程中の画像処理・計測工程において、参考例１と同様、前記Ｘの値を
前記Ｙの値で割る補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め
、非補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１３７】
　［参考例６］
　実施例６の評価工程中の画像処理・計測工程において、参考例１と同様、前記Ｘの値を
前記Ｙの値で割る補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め
、非補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１３８】
　［参考例７］
　実施例７の評価工程中の画像処理・計測工程において、参考例１と同様、前記Ｘの値を
前記Ｙの値で割る補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め
、非補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１３９】
　［参考例８］
　実施例８の評価工程中の画像処理・計測工程において、参考例１と同様、前記Ｘの値を
前記Ｙの値で割る補正を行わず、前記Ｙの値自体について第１～第５視野の平均値を求め
、非補正ＨＥＲ２定量値の変動係数を算出した。
【０１４０】
　＜結果＞
　参考例１～８、実施例１～８および実施例９～１６の変動係数ＣＶ（％）を表１に示す
。実施例１～８のＣＶはいずれも１５％以下であり、それぞれ参考例１～８のＣＶよりも
数値が低い、つまりばらつきが小さい。参照生体物質の蛍光標識シグナル（輝度）を用い
て目的生体物質の蛍光標識シグナル（輝点数）を補正することにより、標本が様々な固定
条件のものを含む集団である場合にも、目的生体物質の発現量について安定した評価を行
えることが分かる。また、実施例９～１６のＣＶはいずれも１０％以下であり、それぞれ
実施例１～８のＣＶよりもさらに数値が低い、つまりばらつきが小さい。参照生体物質を
複数の種類の混合物（カクテル）とすることにより、さらに目的生体物質の発現量につい
て安定した評価を行えることが分かる。
【０１４１】
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【表１】

　［比較例］
　（Ｃ１）標本作製工程
　実施例１と同様の手順で標本作製工程を行った。
【０１４２】
　（Ｃ２）免疫染色工程
　特許文献２（特開２００８－２８６１６７号公報）の実施例に記載された方法に準じて
、細胞質内で発現するβ－アクチンを参照生体物質とし、また目的生体物質のＨＥＲ２を
蛍光色素内包樹脂ナノ粒子ではなく蛍光色素自体で蛍光標識する免疫染色工程を行った。
具体的には次の通りである。
【０１４３】
　　（Ｃ２－１）第１免疫染色工程（目的生体物質ＨＥＲ２の免疫染色）
　　　（Ｃ２－１－１）１次反応処理
　ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて、抗ＨＥＲ２ウサギモノクローナル抗体「４Ｂ５
」（ベンタナ社）（試薬Ｉ）を０．０５ｎＭに調整した。この試薬Ｉの溶液に工程（１）
で作製した標本を浸漬し、４℃で１晩反応させた。
【０１４４】
　　　（Ｃ２－１－２）２次反応・蛍光標識処理
　ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いてＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８標識化抗ウサギ
ＩｇＧ抗体（ライフテクノロジー社、A11008）を１：２００に希釈した２次反応処理液を
調製した。１次反応処理を終えた標本をＰＢＳで洗浄した後、この２次反応処理液に浸漬
し、室温で３０分間反応させた。
【０１４５】
　　（Ｃ２－２）第２免疫染色工程（参照生体物質β－アクチンの免疫染色）
　　　（Ｃ２－２－１）１次反応処理
　ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて、抗β－アクチン抗体（アブカム社、ab8229）を
１：２００に希釈した１次反応処理液を調製した。第１免疫染色工程を終えた標本をＰＢ
Ｓで洗浄した後、この１次反応処理液に浸漬し、４℃で１晩反応させた。
【０１４６】
　　　（Ｃ２－２－２）２次反応・蛍光標識処理
　ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いてＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７標識化抗マウス
ＩｇＧ抗体（ライフテクノロジー社、A21236）を１：２００に希釈した２次反応処理液を
調製した。１次反応処理を終えた標本をＰＢＳで洗浄した後、この２次反応処理液に浸漬
し、室温で３０分間反応させた。
【０１４７】
　　（Ｃ２－３）標本後処理工程
　第１および第２免疫染色工程を終えた標本に対して、純エタノールに５分間浸漬する操
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作を４回行う固定化・脱水処理を行った。続いて、キシレンに５分間浸漬する操作を４回
行う透徹処理を行った。最後に、標本に封入剤「エンテランニュー」（メルク社）を載せ
て、カバーガラスを被せる封入処理を行い、観察に用いる標本とした。
【０１４８】
　（Ｃ３）評価工程
　特許文献２（特開２００８－２８６１６７号公報）の実施例に記載された方法に準じて
、目的生体物質ＨＥＲ２を標識する蛍光の総和を、参照生体物質β－アクチンを標識する
蛍光の総和で割った値をＨＥＲ２定量値として参照する評価工程を行った。具体的には次
の通りである。
【０１４９】
　　（Ｃ３－１）観察・撮影工程
　この工程における励起光の照射および蛍光の発光の観察には蛍光顕微鏡「ＢＸ－５３」
（オリンパス株式会社）を用い、免疫染色像（４００倍）の撮影には、当該蛍光顕微鏡に
取り付けた顕微鏡用デジタルカメラ「ＤＰ７３」（オリンパス株式会社）を用いた。
【０１５０】
　まず、目的生体物質（ＨＥＲ２）の蛍光標識に用いたＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８
に対応する励起光を標本に照射して蛍光を発光させ、その状態の免疫染色像を撮影した（
第１免疫染色像）。この際、励起光の波長は、蛍光顕微鏡が備える励起光用光学フィルタ
ーを用いて４６０～４９０ｎｍに設定し、観察する蛍光の波長は、蛍光用光学フィルター
を用いて５００～５４０ｎｍに設定した。蛍光顕微鏡による観察および画像撮影時の励起
光の強度は、視野中心部付近の照射エネルギーが６００Ｗ／ｃｍ2となるようにした。画
像撮影時の露光時間は、画像の輝度が飽和しないような範囲で調節し、例えば８００ｍｓ
に設定した。
【０１５１】
　続いて、励起光用光学フィルターおよび蛍光用光学フィルターを切り替え、参照生体物
質（β－アクチン）の蛍光標識に用いたＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７に対応する励起
光を標本に照射して蛍光を発光させ、その状態の免疫染色像を撮影した（第２免疫染色像
）。この際、励起光の波長は、蛍光顕微鏡が備える励起光用光学フィルターを用いて６２
０～６５０ｎｍに設定し、観察する蛍光の波長は、蛍光用光学フィルターを用いて６６０
～７００ｎｍに設定した。蛍光顕微鏡による観察および画像撮影時の励起光の強度は、視
野中心部付近の照射エネルギーが４００Ｗ／ｃｍ2となるようにした。画像撮影時の露光
時間は、画像の輝度が飽和しないような範囲で調節し、例えば８００ｍｓに設定した。
【０１５２】
　このような第１および第２免疫染色像の撮影は、同一視野において行った後、視野を変
えて同じ操作を繰り返し、１標本につき合計３視野ずつ行った（第１～第３視野）。
【０１５３】
　　（Ｃ３－２）画像処理・計測工程
　この工程における画像処理には、画像処理ソフトウェア「ＩｍａｇｅＪ」（オープンソ
ース）を用いた。
【０１５４】
　目的生体物質であるＨＥＲ２に関する第１免疫染色像を用いて、蛍光体が発する蛍光の
強度の総和（Ｘ'）を求めた。同様に、参照生体物質であるβ－アクチンに関する第２免
疫染色像を用いて、蛍光体が発する蛍光の輝度の総和（Ｙ'）を求めた。
【０１５５】
　　（Ｃ３－３）標準化工程
　Ｘ'の値をＹ'の値で割って標準化した。このような値を第１～第３視野のそれぞれにつ
いて算出した後、それらの平均値を求め、ＨＥＲ２の発現量を評価するために用いる"Ｈ
ＥＲ２定量値"とした。
【０１５６】
　１時間固定処理群（標本数ｎ＝３）、１２時間固定処理群（ｎ＝３）および９６時間固
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定処理群（ｎ＝３）、合計９標本についてのＨＥＲ２定量値から、変動係数ＣＶ（＝１０
０×ＨＥＲ２定量値の標準偏差／ＨＥＲ２定量値の平均値）を算出した。その結果、ＣＶ
は２２％であり、前述した実施例のＣＶよりも数値が大きい、つまりばらつきが大きかっ
た。
【要約】
　本発明は、病理標本中の細胞膜に発現している生体物質を、より正確に定量できる定量
方法を提供するものである。本発明は細胞膜上の生体物質（目的生体物質）の定量方法で
あって、（１ａ）目的生体物質を蛍光免疫染色する工程、（１ｂ）細胞膜上の他の生体物
質（参照生体物質）を、他の蛍光体で免疫染色する工程、（２）目的生体物質および参照
生体物質の免疫染色像を用いて、目的生体物質に対応する蛍光シグナルを特定するととも
に、目的生体物質に対応する蛍光シグナルおよび参照生体物質に対応する蛍光シグナルを
計測する工程、および（３）目的生体物質に対応する蛍光シグナルの計測値を、所定の方
法により計測値を補正し、発現量を定量する工程を含む、定量方法である。
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