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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　母体となる粒子の表面または内部に蛍光体を集積してなる平均粒子径４０ｎｍ以上３０
０ｎｍ以下の色素粒子を有し、
　結合部位を有する第１生体分子を前記色素粒子の表面に有し、
　前記結合部位が活性の第１生体分子が、前記色素粒子の表面に０．００１個／ｎｍ2以
上０．０３６個／ｎｍ2以下の存在割合で有しており、
　前記第１生体分子が、一分子につき１つの結合部位がある分子または、一分子につき４
つの結合部位がある分子であり、
　前記第１生体分子の一部がマスク処理されており、
　前記結合部位が活性の第１生体分子の存在割合が、以下の方法（Ｉ）または（ＩＩ）で
求めたマスキング剤が結合していない第１生体分子の個数から算出した存在割合である蛍
光体集積ナノ粒子。
　方法（Ｉ）：１粒子あたりのマスク処理されていない一分子につき１つの結合部位があ
る分子の結合部位の数（Ｎ個／粒子）を、１粒子あたりの一分子につき１つの結合部位が
ある分子の分子数（Ａ個／粒子）とし、
　前記一分子につき１つの結合部位がある分子の結合部位にＢ個のマスキング剤を結合さ
せるマスク処理を行った場合、Ｎ－Ｂ＝Ａ－Ｂ個の一分子につき１つの結合部位がある分
子は、結合部位にマスキング剤が結合していない一分子につき１つの結合部位がある分子
である。
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　方法（ＩＩ）：１粒子あたりのマスク処理されていない一分子につき４つの結合部位が
ある分子の結合部位の数（Ｎ個／粒子）を、１粒子あたりの一分子につき４つの結合部位
がある分子の分子数（Ａ個／粒子）×４とし、
　前記一分子につき４つの結合部位がある分子の結合部位にＢ個のマスキング剤を結合さ
せるマスク処理を行った場合、Ａ－（Ｂ／４）個の一分子につき４つの結合部位がある分
子は、４つの結合部位のいずれにもマスキング剤が結合していない一分子につき４つの結
合部位がある分子である。
【請求項２】
　前記母体となる粒子が樹脂粒子、または、シリカ粒子である、請求項１に記載の蛍光体
集積ナノ粒子。
【請求項３】
　前記樹脂粒子がメラミン樹脂製の粒子である、請求項２に記載の蛍光体集積ナノ粒子。
【請求項４】
　前記蛍光体が、ＴｅｘａｓＲｅｄ色素またはＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１であ
る、請求項１～３のいずれか一項に記載の蛍光体集積ナノ粒子。
【請求項５】
　前記一分子につき４つの結合部位がある分子が、アビジン、ストレプトアビジンまたは
ニュートラアビジンであり、一分子につき１つの結合部位がある分子が、抗ハプテン抗体
である請求項１～４のいずれか一項に記載の蛍光体集積ナノ粒子。
【請求項６】
　マスキング剤がビオチンである、請求項１～５のいずれか一項に記載の蛍光体集積ナノ
粒子。
【請求項７】
　請求項１～６のいずれか一項に記載の蛍光体集積ナノ粒子を含む、病理診断用の染色試
薬。
【請求項８】
　前記蛍光体集積ナノ粒子に特定の疾患に関連する遺伝子と相補的な核酸分子、または特
定の疾患に関連する抗原と特異的に結合する抗体が結合しており、
　特定の疾患に関連する遺伝子または抗原を検出するためのものである、請求項７に記載
の染色試薬。
【請求項９】
　前記蛍光体集積ナノ粒子に前記核酸分子が結合しており、前記結合に寄与する活性の第
１生体分子が、前記色素粒子の表面に平均１５０個／粒子以上６００個／粒子以下の割合
で存在している、請求項８に記載の染色試薬。
【請求項１０】
　前記蛍光体集積ナノ粒子に前記抗体が結合しており、前記結合に寄与する活性の第１生
体分子が、前記色素粒子の表面に平均２５００個／粒子以上８８００個／粒子以下の割合
で存在している、請求項９に記載の染色試薬。
【請求項１１】
　請求項１～６のいずれか一項に記載された蛍光体集積ナノ粒子の分散液と、
　特定の疾患に関連する遺伝子と相補的な核酸分子の溶液（Ａ）、及び／又は特定の疾患
に関連する抗原を認識する抗体の溶液（Ｂ）とを有し、
　前記蛍光体集積ナノ粒子と前記核酸分子または前記抗体とが特異的に結合可能である、
染色試薬のキット。
【請求項１２】
　前記特定の疾患に関連する遺伝子が、ＨＥＲ２、ＭＥＴ、ＲＥＴ、またはＦＧＦＲ２か
ら選択される少なくとも１つである請求項１１に記載の染色試薬のキット。
【請求項１３】
　請求項７～１２のいずれか１項に記載された染色試薬またはキットを用いた蛍光免疫染
色法。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光体集積ナノ粒子、これを用いた染色試薬、キットおよび蛍光免疫染色法
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　医学的診断の１つとして、病理診断が行われている。病理診断では、免疫染色と呼ばれ
る、標本の分子情報の発現を確認するための分子標的染色を施し、遺伝子やタンパクの発
現異常といった機能異常を診断する免疫観察が行われている。免疫染色には、例えば、酵
素を用いた色素染色法（ＤＡＢ染色等）が用いられている。しかしながら、ＤＡＢ染色の
ような酵素標識による染色は、染色濃度が温度・時間などの環境条件に左右されるため、
染色濃度から実際の抗体量を見積もることは難しいという課題がある。そのため、病理診
断における免疫観察では、酵素標識による染色の代わりに、蛍光標識体を用いた蛍光免疫
染色法も行われている（例えば、特許文献１参照）。この方法は、ＤＡＢ染色と比べて定
量性に優れるという特徴がある。
【０００３】
　蛍光免疫染色法の１例として、例えば細胞切片に存在する特定の遺伝子と相補的な配列
を有するＤＮＡクローンを蛍光体で標識したＤＮＡプローブを前記特定の遺伝子に特異的
に結合させることにより、特定の遺伝子のみを蛍光検出するインサイチュハイブリダイゼ
ーション（ＦＩＳＨ）が行われている。
【０００４】
　また、蛍光免疫染色法の別の１例として、例えば組織切片に存在する特定の抗原に対し
て抗原抗体反応により特異的に結合する第１次抗体（またはこの第１次抗体と特異的に結
合する第２～ｎ次抗体）に対して蛍光体を結合させて染色用の試薬とし、該試薬を用いて
蛍光免疫染色を行う例が挙げられる。
【０００５】
　ＦＩＳＨ等の蛍光免疫染色法により特定の疾患に関連する遺伝子が染色体上に存在する
か否か、または、上述した蛍光免疫染色により特定の疾患に関連する抗原が細胞内に発現
しているか否かを確認する病理診断を、より高精度に行うために、より検出性能の高い蛍
光免疫染色法が望まれている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【特許文献１】国際公開２０１２－０２９７５２
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　本発明は、上記問題に鑑みてなされたものであって、より検出性能の高い蛍光免疫染色
法を実現するための蛍光体集積ナノ粒子、これを用いた染色試薬、キット、および蛍光免
疫染色法の提供をすることを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明により、以下の蛍光体集積ナノ粒子、染色試薬、キット、および蛍光免疫染色法
が提供される。
【０００９】
　上述した目的のうち少なくとも一つを実現するために、本発明の一側面を反映した蛍光
体集積ナノ粒子は、母体となる粒子の表面または内部に蛍光体を集積してなる平均粒子径
４０ｎｍ以上３００ｎｍ以下の色素粒子を有し、
　結合部位を有する第１生体分子を前記色素粒子の表面に有し、
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　前記結合部位が活性の第１生体分子が、前記色素粒子の表面に０．００１個／ｎｍ2以
上０．０３６個／ｎｍ2以下の存在割合で有している蛍光体集積ナノ粒子である。
【００１０】
　上述した目的のうち少なくとも一つを実現するために、本発明の一側面を反映した染色
試薬のキットは、前記蛍光体集積ナノ粒子の分散液と、
　特定の疾患に関連する遺伝子と相補的な核酸分子の溶液（Ａ）及び／又は特定の疾患に
関連する抗原を認識する抗体の溶液（Ｂ）とを有し、
　前記蛍光体集積ナノ粒子と前記核酸分子または前記抗体とが特異的に結合可能である、
染色試薬のキットである。
【００１１】
　上述した目的のうち少なくとも一つを実現するために、本発明の一側面を反映した蛍光
免疫染色法は、上記染色試薬またはキットを用いた蛍光免疫染色法である。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、より検出性能の高い蛍光免疫染色法を実現するための蛍光体集積ナノ
粒子、これを用いた病理診断用の染色試薬、キット、および蛍光免疫染色法が提供される
。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１（Ａ）は、マスク処理をしていない蛍光体集積ナノ粒子の一例を示す図であ
る。図１（Ｂ）は、マスク処理をした別の蛍光体集積ナノ粒子の一例を示す図である。
【図２】図２は、抗体に対してハプテンの一種であるジゴキシゲニン（ＤＩＧ）を化学的
に結合させる流れを説明した図である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　《蛍光体集積ナノ粒子》
　本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子は、母体となる粒子の表面または内部に蛍光体を集積
してなる平均粒子径４０ｎｍ以上３００ｎｍ以下の色素粒子を有し、結合部位を有する第
１生体分子を前記色素粒子の表面に有し、前記結合部位が活性の第１生体分子が、前記色
素粒子の表面に０．００１個／ｎｍ2以上０．０３６個／ｎｍ2以下の存在割合で有してい
る。
【００１５】
　［色素粒子］
　色素粒子は、母体となる粒子（以下「母体粒子」という）の表面または内部に蛍光体を
集積した粒子である。このような色素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。
【００１６】
　［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。
【００１７】
　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
無機蛍光体に大別することができる。
【００１８】
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　＜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。
【００１９】
　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。
【００２０】
　＜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。量子ドットは、市販されているもの
でもよい。
【００２１】
　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。
【００２２】
　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。
【００２３】
　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。
【００２４】
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　［色素粒子の製造方法］
　蛍光体を集積した色素粒子の製造方法は、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。
【００２５】
　＜色素粒子の平均粒子径＞
　色素粒子の平均粒子径は、４０ｎｍ以上３００ｎｍ以下であることが好ましい。母体と
なる粒子の平均粒子径が４０ｎｍを下回ると、蛍光集積体ナノ粒子に起因して蛍光観察で
観察されるべき輝点が全く観察されない、または観察されにくくなる。逆に、母体となる
粒子の平均粒子径が３００ｎｍを上回ると、蛍光観察において観察される輝点が多くなり
すぎる等、輝点同士が分離されずに正確に輝点をカウントすることが困難となる。
【００２６】
　製造した色素粒子の平均粒子径の測定は、当該分野で知られた方法により行うことがで
き，例えば、ガス吸着法、光散乱法、Ｘ線小角散乱法（ＳＡＸＳ）、透過型電子顕微鏡（
ＴＥＭ）あるいは走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）で観察して平均粒子径を計測する方法等に
より測定できる。ＴＥＭを用いる場合、粒子径分布が広い場合には、視野内に入った粒子
が全粒子を代表しているか否かに注意を払う必要がある。吸着法は、Ｎ2吸着等によりＢ
ＥＴ表面積を評価するものである。
【００２７】
　＜有機蛍光体の場合＞
　有機蛍光体を用いた色素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。この色素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、乳化重合法により、色素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。
【００２８】
　上記の熱可塑性樹脂としては、例えば、スチレン樹脂、アクリロニトリル樹脂、フラン
樹脂、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、キシレン樹脂、ポリ乳酸、グリシジルメタクリレート、メラミン樹脂、尿
素樹脂、ベンゾグアナミン樹脂、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。
【００２９】
　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。
【００３０】
　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内包シリカナノ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。
【００３１】
　（平均粒子径の調節）
　乳化重合法により色素粒子の合成を行う場合、反応系では、界面活性剤により外側が水
相で内側が油相のミセルが形成され、該ミセルの内側の油相に上記樹脂を構成するモノマ
ーが包含された状態となり、このミセル内側で重合反応が行われることとなる。
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【００３２】
　例えば、この色素粒子の合成の際に、樹脂原料に対し、１０～６０重量％の範囲で乳化
作用を有する界面活性剤を加える事で、任意の粒子径を得る事ができ、例えば、３０ｎｍ
～３００ｎｍの粒子を作製できる。また、界面活性剤の割合を増やすと更に小さい粒子も
作製可能で３０ｎｍ以下とすることができる。あるいは、界面活性剤の割合を減らすと更
に大きい粒子も作製可能で３００ｎｍ以上の粒子も作製可能である。また、使用する界面
活性剤が一定である場合、色素粒子の製造に使用する樹脂原料と蛍光体の反応系全体に対
する各割合を変更することによっても、色素粒子の平均粒子径の調節が可能である。
【００３３】
　＜無機蛍光体の場合＞
　無機蛍光体を用いた色素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（２０
０９）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、上記とは異なる色素粒子の製造方法として、シリカナノ粒子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ナ
ノ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、色素粒子とする
方法も挙げられる。
【００３５】
　さらに別の色素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】
　さらに別の色素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）の存在下で、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、色素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】
　（平均粒子径の調節）
　無機の色素粒子の平均粒子径の調節については、無機の色素粒子を製造後、サイズ選択
沈殿法により分級して、所定の平均粒径の無機の色素粒子を回収することで行うことがで
きる。
【００３９】
　サイズ選択沈殿法とは、予め親油性基をもつ吸着物をナノ粒子表面に吸着させた後、親
油性溶媒中にナノ粒子を分散させ、溶媒中に両親和性の添加剤を少量ずつ添加していくと
いう方法である。ナノ粒子の分散性はナノ粒子表面の吸着基と溶媒の相互作用に強く依存
しているため、添加剤を徐々に加えることで大サイズのナノ粒子から順に凝集沈殿物を形
成し、この沈殿を遠心分離で回収し、溶媒中で再分散することで分布の狭い単分散ナノ粒
子を形成することができることによる。
【００４０】
　（親油性溶媒）
　親油性基をもつ吸着物としては、へプタン、オクタン、ドデカンなどのアルキル基をも
つ化合物が挙げられ、炭素数8～12のものが好ましい。
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【００４１】
　親油性溶媒としては、ピリジン、へキサンなどが挙げられ、両親媒性の添加剤としては
クロ口ホルム、メタノールなどが好ましく用いられる。
【００４２】
　粒子表面に吸着できる基としては、フォスフイノ基、フォスフィンォキシド基、リン酸
基、アミノ基、粒子表面のＨ－基と反応する炭素の2重結合をもつもの等が好ましく用い
られる。具体的には、トリオクチルフォスフィン(TOP)、トリオクチルフォスフィンォキ
サイド(TOPO)、へキサデシルアミン、ヘプテン、ドデセンなどである。なお、回収した色
素粒子の表面からの溶媒や吸着物の除去は、公知の熱処理により行うことができる。
【００４３】
　［第１生体分子］
　第１生体分子は、上述した色素粒子の表面を修飾するために用いられるタンパク質分子
であり、後述するような抗体試薬または核酸プローブ試薬において、抗体（第１次抗体も
しくは第２次～第ｎ次抗体）または核酸分子に色素粒子を間接的に結合させるための分子
である。ここでいう「間接的」な結合には、共有結合、抗原と抗体の間で起きる抗原抗体
反応、および相補的な塩基配列を有する核酸分子の間でおきるハイブリダイゼーションは
含まない。つまり、第１生体分子には、共有結合を生じさせる反応試薬に含まれる分子や
、抗体自体および核酸分子自体は含まれない。そのような第１生体分子としては、例えば
、ストレプトアビジン、アビジン、ニュートラアビジン等が挙げられる。このうち、スト
レプアビジンを好適に用いることができる。第１生体分子は、色素粒子の表面に結合して
これを覆うことができるタンパク質の分子であれば他のタンパク質の分子であってもよい
。また、第１生体分子は、第２生体分子と結合部位を介して特異的に結合する分子である
。また、他の特異的結合の例として、第１生体分子が抗ハプテン抗体であり、第２生体分
子がハプテンである場合が挙げられる。この抗ハプテン抗体には、抗ＤＩＧ抗体、抗ＤＮ
Ｐ抗体、抗ＦＩＴＣ抗体、抗ビオチン抗体等が含まれる。
【００４４】
　［第２生体分子］
　第２生体分子は、第１生体分子の結合基と結合する分子であり、抗体（第１次抗体もし
くは第２次～第ｎ次抗体）または核酸プローブに直接的に（共有結合で）結合される分子
である。上述したように、第１生体分子が抗ハプテン抗体であり、第２生体分子がハプテ
ンである場合、ハプテンとして知られている低分子には、例えば、ＤＩＧ(ジゴキシゲニ
ン)，ＤＮＰ(ジニトロフェノール)、ＦＩＴＣ、ビオチン等が含まれる。
【００４５】
　［表面修飾の方法］
　表面修飾の方法は、色素粒子に対して公知の方法により第１生体分子を結合すればよい
。第１生体分子と色素粒子とを共有結合により直接結合させることで表面修飾を行うこと
ができる。この結合は、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、好ましくは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により結合さ
せることが好ましい。
【００４６】
　上記結合の一例として、Ｎ-ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＮＨＳ）基を第１生
体分子に導入するとともに、色素粒子の表面にアミノ基を導入し、両分子をＮＨＳ基とア
ミノ基の結合を介して直接的に結合する例が挙げられる。
【００４７】
　ここで、色素粒子が有機のものである場合には、メラミン樹脂由来のアミノ基を有する
色素粒子を用いればよいが、特に、色素粒子が無機の場合には、色素粒子にカップリング
剤（シランカップリング剤等）を作用させることで色素粒子にアミノ基を導入することが
できる。
【００４８】
　第１生体分子と色素粒子とをリンカーを介して間接的に結合する方法としては、例えば
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、両端に結合基（例えばマレイミド基とＮＨＳ基）を有する公知のリンカー（例えばＳＭ
（ＰＥＧ）12等）を用意し、色素粒子と第１生体分子とに前記リンカーの端部に存在する
結合基と反応し結合可能な結合基（例えばアミノ基、ＳＨ基）をそれぞれ導入し、これら
の分子を反応させて間接的に結合させる方法が挙げられる。
【００４９】
　＜平均表面修飾数＞
　平均表面修飾数とは、ある集団に含まれる色素粒子１個に結合された第１生体分子の数
の平均値を意味し、（集団中の色素粒子に結合している第１生体分子の総数）／（集団中
の色素粒子の総数）（式（１））で表される。この平均表面修飾数は、たとえば、第１生
体分子で表面を修飾する処理をした後の色素粒子の分散液を用いて、以下のようにして求
めることができる。
【００５０】
　「集団中の色素粒子に結合している第１生体分子の総数」は、集団中の色素粒子に結合
している第１生体分子の総重量を、第１生体分子の分子量で除することにより算出するこ
とができる。たとえば、ストレプトアビジンに代表される第１生体分子がタンパク質であ
るのに対し、色素粒子の母体はタンパク質ではないので、ＢＣＡ法等のタンパク質の定量
方法に基づいて、蛍光体集積ナノ粒子の分散液中のタンパク質の濃度を測定することによ
り、その蛍光体集積ナノ粒子の集団中のストレプトアビジンの総重量を定量することがで
きる。そして、その総重量をストレプトアビジンの分子量（５２０００とする）で除すれ
ば、その蛍光体集積ナノ粒子の集団中のストレプトアビジンの総分子数を算出することが
できる。抗ハプテン抗体の場合も、個々の抗体の分子量に基づいてストレプトアビジンの
場合と同様に算出することができる。
【００５１】
　一方で、「集団中の色素粒子の総数」は、例えば、光散乱式の液中パーティクルカウン
タ（Liquid Particle Counter  リオン社製等）を用いて測定することができる。あるい
は、分散液中の色素粒子（蛍光体集積ナノ粒子）を回収して乾燥重量を測定し（色素粒子
に結合している第１生体物質の重量は、色素粒子に対して十分に小さく、無視することが
できるものとする）、その乾燥重量を色素粒子１個の重量で除することで、その分散液中
の色素粒子の総数を算出することもできる。色素粒子１個の重量は、色素粒子の比重（母
体の密度、たとえば１とみなすことができるものとする）に、色素粒子の平均粒子体積を
乗じることで算出することができる。色素粒子の平均粒子体積は、電子顕微鏡で確認した
色素粒子の粒子径から算出することができる。
【００５２】
　＜平均表面修飾数の調整＞
　平均表面修飾数の調整は、色素粒子の表面修飾処理に用いる第１生体分子の試薬濃度を
調整することで行うことができ、試薬濃度別の平均表面修飾数を事前に検量線として作成
しておくことで調整が簡単となる。
【００５３】
　＜平均表面修飾数の好ましい範囲＞
　第１生体物質で表面修飾された色素粒子を抗体試薬に用いる場合、一般的に、第１生体
分子の平均表面修飾数が高くなるほど、目的とする抗原を標識する輝点の計測数が多くな
り、好ましい傾向にある。ただし、第１生体分子の平均表面修飾数が所定の値より大きい
と、輝点が多くなりすぎて分離されず、輝点数を正確に計測することができなくなり、逆
に所定の値より小さいと、輝点をほとんどないし全く計測することができなくなる。
【００５４】
　これに対して、第１生体物質で表面修飾された色素粒子を核酸プローブ試薬に用いる場
合、上記の傾向とは異なり、第１生体分子の平均表面修飾数が低くなるほど、目的とする
抗原を標識する輝点の計測数が多くなり、好ましい傾向にある。第１生体分子の平均表面
修飾数が所定の値より大きいと、平均粒子径が小さくても、輝点をほとんどないし全く計
測することができなくなる。
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【００５５】
　たとえば、第１生体物質がストレプトアビジンである場合、その平均表面修飾数は、第
１生体物質で表面修飾された色素粒子を抗体試薬に用いる場合および核酸プローブ試薬に
用いる場合のいずれについても、好ましくは１５０～８８００である。また、第１生体物
質としてのストレプトアビジンで表面修飾された色素粒子を抗体試薬に用いる場合、その
平均表面修飾数は、より好ましくは２５００～８８００個である。第１生体物質としての
ストレプトアビジンで表面修飾された色素粒子を核酸プローブ試薬に用いる場合、その平
均表面修飾数は、より好ましくは１５０～６００個である。
【００５６】
　ただし、色素粒子の平均粒子径によっても計測される輝点数は変化することがある。平
均粒子径が同程度のもの同士を比較すれば、平均表面修飾数について上記のような傾向が
見られる。しかしながら、抗体試薬において、平均表面修飾数が同程度のもの同士を比較
すれば、平均粒子径が小さいものの方が（換算すれば、後述する第１生体分子の修飾率が
大きい方が）計測される輝点数が多い場合がある。
【００５７】
　＜マスク処理の方法＞
　マスク処理とは、第１生体分子と第２生体分子の反応を阻害するよう、第１生体分子の
結合部位の一部にあらかじめマスキング剤を結合させておく処理をいう。そのようなマス
ク処理のためには、色素粒子に結合した第１生体分子の結合部位に対して、該結合部位の
数より少ない数のマスキング剤を公知の方法で結合させればよい。ここで、マスキング剤
としては、遊離（つまり活性）の（抗体、核酸分子等と結合していない）第２生体分子を
用いることができる。例えば、第１生体分子がストレプトアビジンであり第２生体分子が
ビオチンである場合には、色素粒子の表面にあるストレプトアビジンの結合部位の数より
少ない数のビオチンを、その色素粒子と混合してストレプトアビジンの結合部位に接触さ
せるようにすれば、ストレプトアビジンの結合部位の一部がマスク処理された色素粒子が
得られる。但し、後述するように、マスク処理のために添加されるビオチン等の第２生体
分子（マスキング剤）の全量が、ストレプトアビジン等の第１生体分子の結合部位に結合
するとは限らない。マスキング剤としての第２生体分子の添加量は、平均表面修飾数を所
望の範囲に調整するマスキング効果が得られるよう、たとえば理論上必要になる数よりも
多少多い範囲で、適宜調製すればよい。
【００５８】
　（平均表面修飾数の算出方法）
　平均表面修飾数は、「マスク処理されていない第１生体分子の数」（Ａ個／粒子）から
「マスク処理された第１生体分子の数」（Ｂ個／粒子）を引いた値（Ａ－Ｂ個／粒子）と
して算出することができる。
【００５９】
　ここで、第１生体分子が結合部位を１つだけ有する場合、その結合部位がマスク処理さ
れていない第１生体分子を結合部位が「活性」であるとみなし、前述した「平均表面修飾
数」および後述する「平均表面修飾密度」の算出の対象とすることができる。例えば、第
１生体分子が、上述した抗ハプテン抗体（抗ＤＩＧ抗体等）の場合には、ＤＩＧと結合可
能なドメイン（結合部位）が１つであるので、結合部位を１つだけ有する場合の典型的な
例として挙げることができる。
【００６０】
　一方、ストレプトアビジンのように第１生体分子が複数の結合部位を有する場合、仮想
的に、その複数の結合部位のいずれもマスク処理されていないもの（つまりマスキング剤
が全く結合していないもの）についてのみ、結合部位が「活性」であるとみなし、前述し
た「平均表面修飾数」および後述する「平均表面修飾密度」の算出の対象とする。本発明
では、複数の結合部位を有する第１生体分子についての平均表面修飾数は、次のようにし
て求められる、仮想的な値として考えることができる。
【００６１】
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　第１生体分子が抗ハプテン抗体のように一分子につき１つの結合部位がある分子の場合
、１粒子当たりのマスク処理されていない（未処理の）抗ハプテン抗体の結合部位の数（
Ｎ個／粒子）＝１粒子当たりの抗ハプテン抗体の分子数（Ａ個／粒子）である。この抗ハ
プテン抗体の結合部位に、Ｂ個のビオチンを結合させることによりマスク処理した場合、
Ｎ－Ｂ＝Ａ－Ｂ個の結合部位が未反応のまま残存することになる。
【００６２】
　第１生体分子がストレプトアビジンのように一分子につき４つの結合部位がある分子の
場合、１粒子あたりのマスク処理されていない（未処理の）ストレプトアビジンの結合部
位の数（Ｎ個／粒子）＝１粒子あたりのストレプトアビジンの分子数（Ａ個／粒子）×４
である。このストレプトアビジンの結合部位に、Ｂ個のビオチンを結合させることにより
マスク処理した場合、Ｎ－Ｂ＝４Ａ－Ｂ個の結合部位が未反応のまま残存することになる
。このとき、仮想的に、Ｂ／４個のストレプトアビジンには、４つの結合部位の全てにビ
オチンが結合してストレプトアビジンの活性が全く失われたものと扱う一方、Ａ－（Ｂ／
４）個のストレプトアビジンには、４つの結合部位のいずれにもビオチンが結合しておら
ず、結合部位が「活性」のまま残されていると扱うことができる。Ｂ＝４Ａのとき、スト
レプトアビジンの全ての結合部位にビオチンが結合し、活性なストレプトアビジンはなく
なったものとみなされる。
【００６３】
　したがって、上記のような仮想上、色素粒子表面にある結合部位が活性のストレプトア
ビジンの分子数を、マスク処理前（未処理のとき）の状態のＡ個／粒子から、マスク処理
後にＡ'個／粒子に減らしたいとき、（Ａ－Ａ'）×４個のビオチンをストレプトアビジン
の結合部位に結合させればよい。
【００６４】
　平均表面修飾数の算出に必要な、マスク処理された第１生体分子の結合部位の数は、必
ずしも、マスク処理のために添加された第２生体分子の数と等しいものではない。実際に
マスク処理された第１生体分子ないし結合部位の数は、公知の方法により算出することが
可能である。たとえば、ストレプトアビジンの結合部位に結合したビオチンの数は、以下
に示すようなビオチン標識率の測定方法を利用して算出することができる。
【００６５】
　フリーのＨＡＢＡ（4'-hydroxyazo-benzene-2-carboxylic acid）は３４８ｎｍに吸収
のピークを持つが、アビジン（ストレプトアビジンであってもよい）と結合してＨＡＢＡ
／アビジン複合体を形成すると、吸収のピークは５００ｎｍに変化する。ＨＡＢＡとアビ
ジンの親和性（Ｋｄ＝５．８×１０-6Ｍ）はビオチンとアビジンの親和性（Ｋｄ＝１×１
０-15Ｍ）より弱いため、ＨＡＢＡ／アビジン複合体にビオチンを反応させると、ＨＡＢ
Ａの一部または全部はビオチンとの置換によりアビジンから脱離し、５００ｎｍの吸収は
減少する。したがって、まず、アビジンで表面修飾された色素粒子の水溶液にＨＡＢＡを
添加して反応させて５００ｎｍの吸光度を測定しておき、次にビオチンを添加してビオチ
ン／アビジン複合体を形成させたときの５００ｎｍの吸光度を測定することで、このとき
の吸光度（５００ｎｍ）の変化量からビオチン／アビジン複合体の濃度、さらにビオチン
化率（アビジン１分子あたりに結合しているビオチンの数の平均値）を算出することがで
きる。それらの値を用いて、マスク処理された第１生体分子（ストレプトアビジン）の結
合部位の数、さらに平均表面修飾数を求めることができる。
【００６６】
　（マスク率）
　上述したマスク処理後の平均修飾数はあくまで仮想的な値であるため、このマスク処理
後の平均修飾数の代わりの指標として、第１生体分子の結合部位とマスキング剤（第２生
体分子等）との結合に関する指標（マスク率）を用いることも有効である。
【００６７】
　マスク率とは、色素粒子１分子の表面に存在する第１生体分子の結合部位総数に対して
、第２生体分子が結合して非遊離となっている結合部位の割合を意味し、「（マスク処理
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後の第１生体分子の非遊離の結合部位の数（Ｍ）／マスク処理前の第１生体分子の遊離の
結合部位数（Ｎ）×１００（％）」（式（２））で表される。なお、マスキング剤が結合
していない状態の結合部位を「遊離」の結合部位、マスキング剤が結合している状態の結
合部位を「非遊離」の結合部位と称することにする（第１生体分子は色素粒子と結合して
いるので、この用語は、第１生体分子が色素粒子から遊離（分離）しているかどうかとは
無関係である。）
　マスク率は、以下のように得ることができる。
【００６８】
　「マスク処理前の第１結合分子の遊離の結合部位数」を得るには、まず、上述したよう
にＢＣＡ法等を用いて「第１生体分子の数／色素粒子」を計測した後、該第１生体分子の
１分子あたりに存在する結合部位の数を乗ずることで得られる。
【００６９】
　一方、「マスク処理後の第１生体分子の非遊離の結合部位の数」については、以下のよ
うに理論値で計算できる。まず、色素粒子の表面に存在する第１生体分子の結合部位に対
しては第２生体分子が特異的に結合することから、添加した第２生体分子の全てが第１生
体分子の結合部位に結合することになる。そのため、「第１生体分子の結合基の総数－添
加した第２生体分子の数」（ここで、第１生体分子の結合基の総数＞添加した第２生体分
子の数）から算出することができる。
【００７０】
　具体例としては、第１生体分子がストレプトアビジンであり、色素粒子の表面に１個ス
トレプトアビジンが存在すると仮定した場合、ストレプトアビジン１分子には４つの結合
部位が存在するので、ストレプトアビジンの分子数／色素粒子１分子×４により、１×１
／４＝４となり、マスク処理前の第１生体分子の遊離の結合部位の数は「４」となる。そ
して、１つのビオチンが１つの結合部位に結合すると、４－１＝３でマスク処理後の第１
生体分子の非遊離の結合部位の数は「３」となる。
【００７１】
　マスク処理後の第１生体分子の非遊離の結合部位の数の確認については、第１生体分子
と第２生体分子とが特異的に結合するものである場合には、使用したマスキング剤のモル
数と同値となるが、以下のように行うことで実際に確認することができる。
【００７２】
　まず、第１生体分子の結合部位の全てに対して第２生体分子よりも結合定数が低い分子
（該結合した状態で特定波長における吸光を示す分子）を結合させておき、第２生体分子
により前記結合定数が低い分子を置換する処理を行うことで前記結合の数を増減させ、該
増減による前記吸光度の変化を測定し、この変化量からマスク化後の非遊離の結合部位の
数を算出することでも「マスク処理後の第１生体分子の非遊離の結合部位の数」が得られ
る。
【００７３】
　具体例としては、第１生体分子がストレプトアビジンであり第２生体分子がビオチンで
ある場合には、色素粒子の表面に存在するストレプトアビジンの結合部位の全てに対して
ＨＡＢＡ（Ｋｄ＝５．８×１０-6 Ｍ）を予め結合させておき、まず、この状態で５００
ｎｍの吸光度を測定する。次に、ストレプトアビジンに対してＨＡＢＡより結合定数が高
いビオチン（Ｋｄ＝１×１０-15Ｍ）を、前記結合部位の総数より少ないモル数だけ用意
し、この用意したビオチンにより前記結合部位に結合したＨＡＢＡを置換し、５００ｎｍ
の吸光度の減少量を測定する。そして、この５００ｎｍの吸光度の減少量から、ビオチン
によって置換された結合部位の数、すなわち、マスク処理後の第１生体分子の非遊離の結
合部位の数を算出することで得られる。
【００７４】
　また、第１生体分子がハプテン抗体であり、第２生体分子がハプテン（ＤＩＧ、ＦＩＴ
Ｃ）の場合に、該ハプテンが色素粒子の製造に用いた蛍光体とは異なる最大蛍光波長を有
しているのであれば、マスク処理後に過剰なハプテンを除く処理をした後に前記ハプテン
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を励起光にて励起させて上記最大蛍光波長の量について調べることで、「マスク処理後の
第１生体分子の非遊離の結合部位の数」を算出することもできる。
【００７５】
　（マスク率の調整）
　マスク率を調節する場合は、第２生体分子の溶液の濃度を変更することで調節すること
ができる。マスク率を調整するには、マスク処理における第２生体分子の試薬濃度を調整
することで行うことができるが、試薬濃度別のマスク率を事前に検量線として作成してお
くことで、調整が簡単となる。マスク率（％）の好ましい範囲としては、５０～９４％で
ある。
【００７６】
　＜平均修飾密度＞
　本発明において、マスク処理する場合もしない場合も、「色素粒子の表面積」に対する
「活性な第１生体分子の分子数」の比の平均値、すなわち第１生体分子の平均修飾密度（
個／ｎｍ2）は、所定の範囲内であることが好ましい。活性な第１生体分子の分子数は、
前述したような方法により集団中の色素粒子に結合している第１生体分子の総数として算
出することができ、その分子数の総数を別途算出することができる集団中の色素粒子の総
数で除することにより、色素粒子１個あたりの第１生体分子の数の平均値として算出する
ことができる。一方、色素粒子の表面積は、たとえば以下に説明するような方法で、ある
集団の色素粒子１個あたりの表面積の平均値として算出することができる。
【００７７】
　（色素粒子の表面積）
　色素粒子の表面積は、上述したように計測した色素粒子の平均粒子径を２で割った値を
半径（ｒ）として、球の表面積の公式４πｒ2に代入することで、ある集団の色素粒子の
表面積の平均値として算出することができる。
【００７８】
　（平均修飾密度の好ましい範囲）
　第１生体分子、たとえばストレプトアビジンの平均修飾密度（個／ｎｍ2）は、第１生
体分子で表面修飾された色素粒子を抗体試薬に用いる場合および核酸プローブ試薬に用い
る場合のいずれにおいても、好ましくは０．００１０個／ｎｍ2以上０．０３６０個／ｎ
ｍ2以下であり、より好ましくは０．００７５個／ｎｍ2以上０．０３００個／ｎｍ2以下
である。
【００７９】
　《抗体試薬》
　本発明に係る抗体試薬（染色試薬）は、蛍光免疫染色法を用いる病理染色に用いられる
ものであって、上述した第１生体分子による表面修飾、またはこれに加えて上述したマス
ク処理がなされた蛍光集積体ナノ粒子と、該蛍光集積体ナノ粒子の第１生体分子に結合可
能な第２生体分子と結合（共有結合等）した特定の疾患の抗原を検出するための抗体とを
有する。
【００８０】
　上記「抗体」の語は、任意の抗体断片または誘導体を含む意味で用いられ、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ'２、ＣＤＲ、ヒト化抗体、多機能抗体、単鎖抗体（ＳｃＦｖ）などの各種抗体を含
む意味で用いられる。さらに、「抗体」には、特定の疾患の抗原と結合可能な第１次抗体
、または該第１次抗体と結合可能な第２次～第ｎ次抗体が含まれる。たとえば、第１次抗
体に第２生体分子が共有結合で結合していてもよいし、第１次抗体に抗原抗体反応で結合
する第２次～第ｎ次抗体のいずれかに第２生体分子が共有結合で結合していてもよい。
【００８１】
　「抗原」として、例えば、特定に疾患に関連する、タンパク質（ポリペプチド、オリゴ
ペプチド等）、アミノ酸（修飾アミノ酸も含む。）であるが、該タンパク質またはアミノ
酸と、糖質（オリゴ糖、多糖類、糖鎖等）、脂質、またはこれらの修飾分子との複合体な
ども含まれる。具体的には、腫瘍マーカー、シグナル伝達物質、ホルモンなどであっても
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よく、特に限定されない。
【００８２】
　例えば、がんの増殖制御因子，転移制御因子，増殖制御因子受容体および転移制御因子
受容体等のがんに関連する抗原の他に、ＴＮＦ－α（Ｔｕｍｏｒ Ｎｅｃｒｏｓｉｓ Ｆａ
ｃｔｏｒ α），ＩＬ－６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６）受容体などの炎症性サイトカ
イン、ＲＳＶ Ｆ蛋白質等のウィルス関連分子なども「抗原」に含まれる。
【００８３】
　（第２生体分子と抗体とが結合した分子）
　第２生体分子がハプテン（ＤＩＧ、ＦＩＴＣ等）である場合、以下の方法で結合させる
ことで入手することができる。
【００８４】
　第２生体分子とハプテンとを結合させる場合、共有結合等で結合させることができる。
例えば、ＤＩＧの場合、図２に示したように、アミノ末端システインを有する抗体とＤＩ
Ｇとのカップリングにより結合させることができる。具体的に説明すると、例えば、図２
に示すように、対応するシステインを改変した上記抗体をリン酸緩衝液（ＫＰＯ4緩衝液
等）に溶解した溶液に、ＤＭＦに溶解した等モル量のジゴキシゲニン-3-カルボキシ-メチ
ル-エチルアミドマレイミドを添加し、反応混合物を周囲温度で例えば２～２０時間、穏
やかに混合した後、濾過し、標的化合物を、０．１％ＴＦＡを含有するアセトニトリル/
水勾配を用いた調製用逆相HPLC等によって単離することで結合体が無色の固体として得ら
れる。また、第２生体分子のアミノ基をターゲットとする場合、このような操作による作
成は、既存のキット（「ChromaLinkTM Digoxigenin One-Shot  Antibody Labeling Kit」
  (Cat. # B-9014-009K)、Solulink, Inc.社製）を用いると確実である。
【００８５】
　第２生体分子がビオチンの場合、市販のビオチン標識抗体を購入するか、上記抗体に存
在するアミノ基（-NH2）、スルフヒドリル基（-SH）、カルボキシル基（-COOH）に対して
、公知のビオチン標識試薬（例えば、サーモサイエンティフィック社製の「Sulfo-NHS-Bi
otinylation Kit」、「Maleimide-PEG2-Biotin」、「Amine-PEG2-Biotin」等）を用いる
ことでビオチン標識することで上記結合した分子を入手することができる。
【００８６】
　《核酸プローブ試薬》
　本発明に係る核酸プローブ試薬（染色試薬）は、蛍光免疫染色法を利用する病理染色に
用いられるものであって、上述した第１生体分子による表面修飾、またはこれに加えて上
述したマスク処理がなされた蛍光集積体ナノ粒子と、該蛍光集積体ナノ粒子の第１生体分
子に結合可能な第２生体分子と結合（共有結合等）した特定の疾患を検出するための核酸
分子（ＤＮＡクローン）とを有する。
【００８７】
　古典的なＦＩＳＨ（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｈｙｂｒｉｄｉｚａ
ｔｉｏｎ）用のプローブ試薬としては、ＢＡＣ(Ｂａｃｔｅｒｉａｌ　Ａｒｔｉｆｉｃｉ
ａｌ　Ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ）クローンと呼ばれる核酸配列に低分子色素が複数結合した
ＢＡＣプローブが用いられている。
【００８８】
　また、近年ヌクレオチドを結合して作成した合成核酸配列が容易に入手可能となり、こ
れを原料としてDNAプローブなどを作成することも可能となっている。
【００８９】
　すなわち、核酸分子の入手方法については、核酸分子の塩基数が数十塩基であれば、プ
ローブ配列を含む核酸分子の配列のデータを提出してフナコシ等の核酸合成受託サービス
に依頼して核酸分子を入手することが好ましい。一方、核酸分子の塩基数が多い場合（例
えば１０００塩基を超える場合）は上記のように合成することも可能であるが時間がかか
るため、ＤＮＡの塩基配列のシークエンスを行って正しく核酸分子が形成されているか確
認することを前提に例えば以下のようにして行ってもよい。
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【００９０】
　１つ目の方法としては、検出対象の生物のゲノムＤＮＡに含まれるプローブ配列部分を
挟みこむようにプライマーを設計および合成し、このプライマーのセットを用いてゲノム
ＤＮＡ（または、上記のＢＡＣクローンライブラリー等のゲノムライブラリー）に対して
複製精度の高いｐｆｕＤＮＡポリメラーゼを用いたＰＣＲ法を行う。次に、ＰＣＲの反応
溶液を電気泳動により分離し、目的の核酸分子の長さに相当するバンドを切り出して核酸
精製キット（ＭｏｎｏＦａｓ（登録商標）ＤＮＡ精製キットＩ等のキット）を用いて溶出
することにより、目的の核酸分子を入手することができる。
【００９１】
　核酸分子は、特定の疾患に関連する、染色体上の特定領域の一部または全部を含む配列
（プローブ配列）を有する核酸分子である。核酸にはＤＮＡ、ＲＮＡ（ｍＲＮＡ，ｔＲＮ
Ａ，ｍｉＲＮＡ，ｓｉＲＮＡ，ｎｏｎ－ｃｏｒｄｉｎｇ－ＲＮＡなど）等の天然に存在す
る核酸やＰＮＡ、ＬＮＡ（又はＢＮＡ:Ｂｒｉｄｇｅｄ Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ）等の
人工核酸が含まれる。したがって、核酸分子は、染色体上の核酸配列と相補鎖を形成でき
るものであれば制限がない。核酸分子は、天然の核酸、人工核酸、または天然の核酸と人
工の核酸とが連結した核酸の分子であってもよい。
【００９２】
　核酸分子（ＤＮＡクローン）は、診断用バイオマーカー、疾患段階を判断するバイオマ
ーカー、疾患予後バイオマーカー、および治療処置に対する反応を見る目的のモニター用
バイオマーカー等である。核酸分子（ＤＮＡクローン）は、例えば、癌の増殖や分子標的
薬の奏効率に関係する遺伝子として、ＨＥＲ２、ＴＯＰ２Ａ、ＨＥＲ３、ＥＧＦＲ、Ｐ５
３、ＭＥＴなどが挙げられ、さらに、各種癌関連遺伝子として知られている遺伝子として
、以下のものが挙げられる。チロシンキナーゼ関連遺伝子として、ＡＬＫ、ＦＬＴ３、Ａ
ＸＬ、ＦＬＴ４（ＶＥＧＦＲ３、ＤＤＲ１、ＦＭＳ（ＣＳＦ１Ｒ）、ＤＤＲ２、ＥＧＦＲ
（ＥＲＢＢ１）、ＨＥＲ４（ＥＲＢＢ４）、ＥＭＬ４－ＡＬＫ、ＩＧＦ１Ｒ、ＥＰＨＡ１
、ＩＮＳＲ、ＥＰＨＡ２、ＩＲＲ（ＩＮＳＲＲ）、ＥＰＨＡ３、ＫＩＴ、ＥＰＨＡ４、Ｌ
ＴＫ、ＥＰＨＡ５、ＭＥＲ（ＭＥＲＴＫ）、ＥＰＨＡ６、ＭＥＴ、ＥＰＨＡ７、ＭＵＳＫ
、ＥＰＨＡ８、ＮＰＭ１－ＡＬＫ、ＥＰＨＢ１、ＰＤＧＦＲα（ＰＤＧＦＲＡ）、ＥＰＨ
Ｂ２、ＰＤＧＦＲβ（ＰＤＧＦＲＢ）ＥＰＨＢ３、ＲＥＴ、ＥＰＨＢ４、ＲＯＮ（ＭＳＴ
１Ｒ）、ＦＧＦＲ１、ＲＯＳ（ＲＯＳ１）、ＦＧＦＲ２、ＴＩＥ２（ＴＥＫ）、ＦＧＦＲ
３、ＴＲＫＡ（ＮＴＲＫ１）、ＦＧＦＲ４、ＴＲＫＢ（ＮＴＲＫ２）、ＦＬＴ１（ＶＥＧ
ＦＲ１）、ＴＲＫＣ（ＮＴＲＫ３） が挙げられる。また、乳がん関連の遺伝子としてＡ
ＴＭ、ＢＲＣＡ１、ＢＲＣＡ２、ＢＲＣＡ３、ＣＣＮＤ１、Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ、ＥＲ
ＢＢ２、ＥＴＶ６、ＦＧＦＲ１、ＨＲＡＳ、ＫＲＡＳ、ＮＲＡＳ、ＮＴＲＫ３、ｐ５３、
ＰＴＥＮが挙げられる。カルチノイド腫瘍に関連する遺伝子として、ＢＣＬ２、ＢＲＤ４
、ＣＣＮＤ１、ＣＤＫＮ１Ａ、ＣＤＫＮ２Ａ、ＣＴＮＮＢ１、ＨＥＳ１、ＭＡＰ２、ＭＥ
Ｎ１、ＮＦ１、ＮＯＴＣＨ１、ＮＵＴ、ＲＡＦ、ＳＤＨＤ、ＶＥＧＦＡが挙げられる。大
腸がん関連遺伝子として、ＡＰＣ、ＭＳＨ６、ＡＸＩＮ２、ＭＹＨ、ＢＭＰＲ１Ａ、ｐ５
３、ＤＣＣ、ＰＭＳ２、ＫＲＡＳ２ （ｏｒ Ｋｉ－ｒａｓ）、ＰＴＥＮ、ＭＬＨ１、ＳＭ
ＡＤ４、ＭＳＨ２、ＳＴＫ１１、ＭＳＨ６が挙げられる。肺がん関連の遺伝子としては、
ＡＬＫ、ＰＴＥＮ、ＣＣＮＤ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＣＤＫＮ２Ａ、ＲＢ１、ＥＧＦＲ、Ｒ
ＥＴ、ＥＭＬ４、ＲＯＳ１、ＫＲＡＳ２、ＴＰ５３、ＭＹＣが挙げられる。肝臓がん関連
の遺伝子としては、Ａｘｉｎ１、ＭＡＬＡＴ１、ｂ－ｃａｔｅｎｉｎ、ｐ１６　ＩＮＫ４
Ａ、ｃ－ＥＲＢＢ－２、ｐ５３、ＣＴＮＮＢ１、ＲＢ１、Ｃｙｃｌｉｎ　Ｄ１、ＳＭＡＤ
２、ＥＧＦＲ、ＳＭＡＤ４、ＩＧＦＲ２、ＴＣＦ１、ＫＲＡＳが挙げられる。腎臓がん関
連遺伝子として、Ａｌｐｈａ、ＰＲＣＣ、ＡＳＰＳＣＲ１、ＰＳＦ、ＣＬＴＣ、ＴＦＥ３
、ｐ５４ｎｒｂ／ＮＯＮＯ、ＴＦＥＢが挙げられる。甲状腺がん関連遺伝子として、ＡＫ
ＡＰ１０、ＮＴＲＫ１、ＡＫＡＰ９、ＲＥＴ、ＢＲＡＦ、ＴＦＧ、ＥＬＥ１、ＴＰＭ３、
Ｈ４／Ｄ１０Ｓ１７０、ＴＰＲが挙げられる。卵巣がん関連遺伝子として、ＡＫＴ２、Ｍ
ＤＭ２、ＢＣＬ２、ＭＹＣ、ＢＲＣＡ１、ＮＣＯＡ４、ＣＤＫＮ２Ａ、ｐ５３、ＥＲＢＢ
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２、ＰＩＫ３ＣＡ、ＧＡＴＡ４、ＲＢ、ＨＲＡＳ、ＲＥＴ、ＫＲＡＳ、ＲＮＡＳＥＴ２が
挙げられる。前立腺がん関連遺伝子として、ＡＲ、ＫＬＫ３、ＢＲＣＡ２、ＭＹＣ、ＣＤ
ＫＮ１Ｂ、ＮＫＸ３．１、ＥＺＨ２、ｐ５３、ＧＳＴＰ１、ＰＴＥＮが挙げられる。骨腫
瘍関連遺伝子として、ＣＤＨ１１、ＣＯＬ１２Ａ１、ＣＮＢＰ、ＯＭＤ、ＣＯＬ１Ａ１、
ＴＨＲＡＰ３、ＣＯＬ４Ａ５、ＵＳＰ６が挙げられる。
【００９３】
　（第２生体分子と核酸分子とが結合した分子）
　第２生体分子と核酸分子の結合は、第２生体分子で標識された核酸分子の製品を購入す
るか、第２生体分子を有する基質（ビオチン－１６－ｄＵＴＰ、ジゴキシゲニン－１１－
ｄＵＴＰ、ＦＩＴＣ－ｄＵＴＰ等）を基質として用いて上記核酸分子に対してニックトラ
ンスレーション法を行うことや、上記核酸分子の５'末端や３'末端に対する公知の標識法
により、核酸分子に第２生体分子を結合させることで入手することができる。
【００９４】
　《染色》
　以下、上記核酸プローブ試薬のうちＤＮＡを用いたＤＮＡプローブ試薬を用いたＦＩＳ
Ｈ、抗体試薬を用いた免疫染色（病理診断のためのデータ提供用の免疫染色）について述
べる。ＦＩＳＨ、免疫染色の方法それ自体は特に限定されず、公知の方法を用いることが
できる。
【００９５】
　［検体スライドの調製〕
　検体スライドは、例えばがんが疑われる被験者（ヒト、イヌ、ネコ等）の組織について
一般的な病理組織診断に用いる方法で調製することができる。まず、被験者の組織を、ホ
ルマリン等を用いて固定し、アルコールで脱水処理した後、キシレン処理を行い、高温の
パラフィン中に浸しパラフィン包埋を行い、組織試料を作製する。続いて、上記組織試料
を３～４μｍの切片にし、スライドガラス上に載置したものを検体スライドとする。
【００９６】
　［脱パラフィン処理工程］
　キシレンまたはその他の脱パラフィン剤を入れた容器に検体スライド上の組織切片を浸
漬させ、パラフィンを除去する。このときの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。次いで、エタノールを入れた容器に該切
片を浸漬させ、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。次いで、水を入れた容器に該切片を浸漬させ
、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。
【００９７】
　［検体スライドの前処理］
　＜抗体試薬を用いる組織免疫染色の場合の検体スライドの前処理＞
　公知の方法にならい、免疫染色を行う対象である組織試料の賦活化処理を行う。例えば
、以下の賦活液を用いて上記組織試料を５０－１３０℃、５分以上３０分以下でインキュ
ベートする処理を行う。賦活液としては、０．０１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１
ｍＭＥＤＴＡ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。次いで、ＰＢＳ（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｂｕｆｆｅｒｅｄ Ｓａｌ
ｉｎｅ：リン酸緩衝生理食塩水）を入れた容器に、賦活化処理後の組織試料を浸漬させ、
例えば、室温条件下で３分以上３０分以下インキュベートする洗浄を行う。ここで、浸漬
途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００９８】
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　＜核酸プローブ試薬を用いたＦＩＳＨを行う場合の検体スライドの前処理＞
　プローブをハイブリダイゼーション反応に供する前に、前処理（加熱処理、酸処理）、
酵素処理による処理など、プローブ試薬が効率的に組織切片上の核酸に到達できるように
するための前処理を施すことが知られている。これらの処理条件や組合せは、切片の種類
・厚さ・スライド調整条件などにより、最適条件が異なるので、適宜手順を決定する必要
がある。すべての処理を必ず実施する必要があるわけではなく、例えば酵素処理を実施し
ないという選択肢もありうる。
【００９９】
　まず、公知の方法にならい、ＦＩＳＨを行う検体スライドの前処理を行う。前処理条件
に特に定めはないが、例えば次のような手順で行うことができる。まず、検体スライドを
塩酸（０．２ｍоｌ／Ｌ程度）に一定時間浸漬する。その後、水に浸漬し、さらに洗浄緩
衝液（２×ＳＳＣ：ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓａｉｌｉｎｅ　ｃｉｔｒａｔｅ）に浸漬して洗
浄する。次に、加熱したＮａＳＣＮ溶液（例えば１Ｎ程度）に一定時間浸漬する。その後
、水に浸漬し、さらに洗浄緩衝液に浸漬して洗浄し、これと同じ操作を２回繰り返す。ま
た、前処理液として、上記のような２種類の溶液に変えて、０．０１Ｍクエン酸緩衝液（
ｐＨ６．０）、１ｍＭＥＤＴＡ溶液（ｐＨ８．０）、５％尿素、０．１Ｍトリス塩酸緩衝
液等を用い、加熱下に行うこともできる。加熱機器は、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、温度は５０－１３０℃、時間は５分以上３０分以下で行うことができる。
【０１００】
　続いて、加水分解酵素（プロテアーゼ）を用いて、例えば以下のような手順で、細胞膜
および核膜のタンパク質、特にコラーゲンを除去する酵素処理を行う。
【０１０１】
　まず、検体スライドをプロテアーゼ溶液に一定時間浸漬する。次いで、洗浄緩衝液に浸
漬して洗浄し、この操作を２回繰り返す。
【０１０２】
　その後、検体スライドを風乾等により乾燥させる。なお、風乾に代えて７０～１００％
のエタノールを使用した公知の脱水処理を行ってもよい。
【０１０３】
　プロテアーゼとしては、タンパク質の加水分解に適したプロテイナーゼ、例えばペプシ
ン、プロテイナーゼＫ等がしばしば使用される。なお、脱タンパク質の効率をどうするか
は、ハイブリダイゼーション、すなわち、目的とする染色体との反応を最高にするプロテ
アーゼ濃度と分解時間との組合せを検討した上で、形態学的詳細(morphological detail)
が損なわれないような条件設定で行われる。なお、最適の条件は組織型及び固定方法によ
り異なる。また、プロテアーゼ処理後の付加的固定は有用である。
【０１０４】
　（固定処理）
　上記の酵素処理の後など必要であれば前処理の各ステップで、検体スライドを固定する
ため、例えば以下のような手順の処理を行う。まず、検体スライドをホルマリン溶液に一
定時間浸漬する。次いで、洗浄緩衝液に浸漬して洗浄し、この操作を２回繰り返す。その
後、検体スライドを風乾等により乾燥させる。
【０１０５】
　［染色工程］
　染色工程については、以下、抗体試薬を用いる場合とＤＮＡプローブ試薬を用いる場合
とに分けて説明する。
【０１０６】
　＜抗体試薬を用いる場合＞
　本発明に係る抗体試薬を、組織試料中の抗原、または該抗原に結合した１次～ｎ次抗体
と結合させる。具体的には、抗体試薬をＰＢＳ等の緩衝液に分散させた分散液を調製し、
組織切片に載せて、抗体試薬と前記抗原または１次～ｎ次抗体を結合させる。次に、ＰＢ
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Ｓ等を入れた容器に染色後の組織試料を例えば３分以上３０分以下浸漬させて、未反応の
抗体試薬等を除去する。ここで、浸漬中にＰＢＳ等を交換してもよい。さらに、蛍光体集
積ナノ粒子を前記１次～ｎ次抗体に対して結合させる。
【０１０７】
　＜ＤＮＡプローブ試薬を用いる場合＞
　以下のＤＮＡ変性処理およびハイブリダイゼーション処理の実施は1種類のＤＮＡプロ
ーブを用いる場合を想定しているが、２種類以上のＤＮＡプローブを用い２種類以上のタ
ーゲット遺伝子を検出する場合にも適宜実施することができる。
【０１０８】
　（ＤＮＡ変性処理）
　上記の固定処理の後、切片上に存在するＤＮＡを変性する（二本鎖ＤＮＡから一本鎖Ｄ
ＮＡにする）ため、例えば以下のような手順の処理を行う。まず、検体スライドを変性溶
液（ホルムアミド／ＳＳＣ溶液等）に７２℃程度で所定の時間、浸漬する。その後、検体
スライドを取り出し、ホルムアミドを除去するため、濃度を徐々に高めた数段階のエタノ
ール（例えば７０％エタノール水溶液、８０％エタノール水溶液および１００％エタノー
ル）に浸漬する。その後、検体スライドを風乾等により乾燥させる。
【０１０９】
　（ハイブリダイゼーション処理）
　上述したプローブ試薬を用いて、公知のＦＩＳＨ（例えば「アジレントＦＩＳＨ Ｇｅ
ｎｅｒａｌ ＰｕｒｐｏｓｅＲｅａｇｅｎｔｓプロトコル」や、「臨床ＦＩＳＨプロトコ
ール―目で見る染色体・遺伝子診断法 (細胞工学別冊―実験プロトコールシリーズ」等）
と同様に、ハイブリダイゼーション処理を行うことができる。ここで、用語「ハイブリダ
イゼーション」は、二本鎖分子の形成のための二本のＤＮＡ又はＤＮＡとＲＮＡ相補鎖の
結合過程、または形成された２本鎖の分子を意味する。蛍光体集積ナノ粒子を特定遺伝子
に結合したＤＮＡクローンに対して結合させる。
【０１１０】
　（核染色処理）
　ハイブリダイゼーション処理の後、通常はさらに、細胞数をカウントするための核染色
処理を行う。核染色試薬としてはＤＡＰＩが一般的であるが、これ以外にもＨｏｅｃｈｓ
ｔ ３３２５８、Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２などのビスベンズイミド誘導体やその他の核
染色試薬を用いてもよい。例えば、核染色試薬としてＤＡＰＩを用いる場合は、次のよう
な手順で核染色を行うことができる。まず、ハイブリダイゼーション処理を行った検体ス
ライドを脱イオン水、リン酸液緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で順次洗浄する。次いで、ＤＡ
ＰＩ染色試薬（２μｇ／ＰＢＳ）に一定時間浸漬する。
【０１１１】
　（封入処理）
　ＦＩＳＨによる染色処理および核染色処理を終えた検体スライドは、ＰＢＳで数回洗浄
し、風乾または脱水処理を行った後、組織切片上に封入剤を滴下し、カバーガラスを被せ
、乾燥させる封入処理を行う。封入剤としては公知の油系封入剤（Entellan（登録商標）
new等）または水系封入剤（Aquatex（登録商標）等）を使用することができる。以上の処
理により作製された封入済みの検体スライドが、病理診断等を行うためのプレパラートと
なる。
【０１１２】
　［観察工程］
　＜明視野観察＞
　明視野観察は、細胞または組織内の染色対象とする細胞器官の分布情報を取得するため
に行われる。明視野観察は、一般的な方法として、例えば、上記染色後、ヘマトキシリン
・エオシン染色（ＨＥ染色）や前述したようなＤＡＰＩ染色を行った後に顕微鏡で観察を
行うことが好ましい。
【０１１３】
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　ＨＥ染色を行う場合、例えば、免疫染色した切片をマイヤーヘマトキシリン液で５分間
染色してヘマトキシリン染色を行い、その後、該組織試料を４５℃の流水で３分間洗浄し
、次に、１％エオシン液で５分間染色してエオシン染色を行う。
【０１１４】
　なお、形態観察染色に用いられるエオジンは、明視野において観察できるだけでなく、
所定の波長の励起光を照射した時に自家蛍光も発するので、適切な波長および出力の励起
光を染色された組織試料に照射することで、蛍光顕微鏡によっても観察できる。
【０１１５】
　一方、前記その他の染色として、例えば、乳がんにおけるＨＥＲ２タンパク質を検出対
象の抗原として組織化学染色（ＤＡＢ染色等）をおこ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ＨＥＲ２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。
【０１１６】
　＜蛍光観察＞
　染色した上記切片に対し蛍光顕微鏡を用いて、広視野の顕微鏡画像から蛍光の輝点の数
又は発光輝度を計測する。用いた蛍光物質の吸収極大波長及び蛍光波長に対応した励起光
源及び蛍光検出用光学フィルターを選択する。輝点数又は発光輝度の計測は、市販の画像
解析ソフト、例えば、株式会社ジーオングストローム社製の全輝点自動計測ソフトＧ－Ｃ
ｏｕｎｔを用いて行うことができる。なお、顕微鏡を使用した画像解析自体は周知であり
、例えば、特開平９－１９７２９０に開示される手法を用いることができる。顕微鏡画像
の視野は、３ｍｍ2以上であることが好ましく、３０ｍｍ2以上であることがさらに好まし
く、３００ｍｍ2以上であることがさらに好ましい。顕微鏡画像から計測された輝点数、
及び／又は発光輝度に基づいて、目的とする特定の遺伝子のコピー数や発現したタンパク
質を評価する。具体的には、例えば、遺伝子についてはコピー数が１～２つであれば正常
であり、３つ以上であれば異常（増殖）が生じていると評価することができる。
【０１１７】
　《タンパク質染色と遺伝子染色の2重染色：ＩＨＣ＋ＦＩＳＨ》
　上記の《染色》項では、核酸プローブ試薬のうちＤＮＡを用いたＤＮＡプローブ試薬を
用いたＦＩＳＨ、抗体試薬を用いた免疫染色（病理診断のためのデータ提供用の免疫染色
）について述べた。ここでは、これらＦＩＳＨおよび免疫染色を同時に実施する方法につ
いて述べる。単一の組織サンプルにおける遺伝子およびタンパク質の二重検出は、原理的
に不可能ではなく、特表２０１２－５００９７３号公報では「第１の染色時に用いた試薬
が第２の染色時にノイズの要因となる課題を処理液および処理工程の工夫で解決」した発
明を開示している。このような酵素増幅系（アルカリフォスファターゼやセイヨウワサビ
ペルオキシダーゼ等の酵素による化学発色の系）で起こりうるノイズ要因（内因性のペル
オキシダーゼによる発色等）は、本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子では起こり得ないとの
観点から、本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子を用いたＩＨＣとＦＩＳＨの2重染色ではノ
イズ低下を期待できる。
【０１１８】
　例えば、最初に実施するのがＩＨＣの場合には、（１）酵素増幅系による染色後に本発
明に係る蛍光体集積ナノ粒子による蛍光染色をするケース、（２）本発明に係る蛍光体集
積ナノ粒子による蛍光染色後に酵素増幅系による染色をするケース、（３）本発明に係る
蛍光体集積ナノ粒子による蛍光染色後に本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子による蛍光染色
をするケース（１）～（３）が可能であり、最初に実施するのがFISHの場合にもこれらの
３つのケースが可能である。
【０１１９】
　以下に、本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子によるＩＨＣ蛍光染色後に本発明に係る蛍光
体集積ナノ粒子によるＦＩＳＨ蛍光染色をするケースについて例示するが、他のケースに



(20) JP 6504159 B2 2019.4.24

10

20

30

40

50

も適応可能である。
【０１２０】
　染色の手順・方法はおおよそ上記の《染色》項で示されており、それ以外の染色の手順
・方法について示す。ＨＥＲ２陽性染色対照標本の検体スライド（パソロジー研究所社製
「ＨＥＲ２－ＦＩＳＨコントロールスライド　Ｃｏｄｅ ＰＳ－０９００６」）を用いる
例示においては、脱パラフィン後不活化処理などの前処理を実施し、まずタンパク質検出
のための処理を実施する。すなわち、粒子Ｃを用いて、実施例２に準じて染色を実施する
。その後、Agilent社から購入したFITC標識化セントロメア－ＤＮＡプローブ（cord G100
545：SureFISH Chr17 CEP）１μＬをハイブリし、biotin付抗FITC抗体(Vector :cord BA-
0601)、その後粒子Ｃを用いて染色を実施する。染色像には、赤い輝点がリング状に並ぶ
様子が観察され、これはＨＥＲ－２タンパク質が細胞膜表面に発現する様子である。同じ
染色像の核内にはセントロメア二つがＦＩＴＣの緑色の輝点として観察され、その位置と
同じ位置に赤色の輝点が重なるように観察される。リング状に並ぶ赤い輝点は実施例2に
準じた染色に由来する粒子Ｃが観察された結果であり、核内の二つの赤い輝点はFISH染色
に由来する粒子Ｃが観察された結果であることから、ＩＨＣの反応とＦＩＳＨの反応はと
もに進行したと推測できる。２種類の粒子として赤色とオレンジ色の粒子を用いれば、さ
らにこの推測は明瞭になる。
【０１２１】
　この例示でＨＥＲ２タンパク質が膜上に観察され、その様子は実施例２と同等であった
こと、さらには同じコントロールスライドを用いて酵素増幅系によるIHC染色後に本発明
に係る蛍光体集積ナノ粒子によるＦＩＳＨ蛍光染色した例示などでも同じ様子が観察され
たことは、２重染色の可能性を示唆している。
【０１２２】
　以下、本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子、染色試薬、蛍光免疫染色法の作用・効果につ
いて説明する。
【０１２３】
　（１）本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子は、母体となる粒子の表面または内部に上述し
たような蛍光体を集積してなる上記色素粒子を有し、結合部位を有する第１生体分子を前
記色素粒子の表面に有し、前記結合部位が遊離の第１生体分子が、前記色素粒子の表面に
０．００１個／ｎｍ2以上０．０３６個／ｎｍ2以下の存在割合で有していることにより、
蛍光体集積ナノ粒子と他の分子との非特異的吸着が抑制され、蛍光体集積ナノ粒子がＤＮ
Ａプローブまたは抗体と結合して免疫染色に用いられた際に、蛍光観察で確認できる輝点
数が確保されやすくなる。
【０１２４】
　（２）前記母体となる粒子が樹脂粒子であれば、樹脂粒子により有機系の蛍光体を集積
したナノ粒子を形成した場合に、メラミン色素等の有機系の色素が粒子から溶出しにくく
、また、有機系色素が母体成分により分解されることがない。また、シリカ粒子により無
機系の蛍光体を表面等に集積したナノ粒子を形成した場合に、母体成分により蛍光体が分
解されることがない。
【０１２５】
　（３）前記樹脂粒子がメラミン樹脂製の粒子であれば、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。
【０１２６】
　（４）前記色素粒子の表面に存在する第１生体分子の全分子のうちの一部の分子に対し
て、第２生体分子を特異的に結合させてマスクする処理をすることにより、前記存在割合
に調節されている蛍光体集積ナノ粒子であれば、蛍光体集積ナノ粒子を含む染色試薬を製
造した際に、驚くべきことに、色素粒子がより大径で前記結合部位が活性の第１生体分子
がより多い蛍光体集積ナノ粒子よりも輝点数が増加する効果が得られる。
【０１２７】
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　（５）前記第１生体分子がアビジン、ストレプトアビジンまたはニュートラアビジンで
あり、前記第２生体分子はビオチンであれば、第１生体分子と第２生体分子との強固な結
合により、マスク処理をすることとなるので、意図した割合でマスク処理をしやすい。
【０１２８】
　（6,7）上記染色試薬が、前記蛍光体集積ナノ粒子に特定の疾患に関連する遺伝子と相
補的な核酸分子、または特定の疾患に関連する抗原と特異的に結合する抗体が結合してお
り、特定の疾患に関連する遺伝子または抗原を検出するための染色試薬であれば、ＦＩＳ
Ｈまたは組織免疫染色後の蛍光観察において確認できる輝点数が確保されやすくなる効果
が得られるので、病理診断の精度が高まる。さらに、上記染色試薬が病理診断用の染色試
薬であれば、病理診断の精度を高めることができる。
【０１２９】
　（８）上記染色試薬が、前記蛍光体集積ナノ粒子に前記核酸分子が結合しており、前記
結合に寄与する活性の第１生体分子が、前記色素粒子の表面に平均１５０個／粒子以上６
００個／粒子以下の割合で存在している染色試薬であれば、ＦＩＳＨ後の蛍光観察におい
て確認できる輝点数が確保されやすくなる効果をより好適に得ることができる。
【０１３０】
　（９）上記染色試薬が、前記蛍光体集積ナノ粒子に前記抗体が結合しており、前記結合
に寄与する活性の第１生体分子が、前記色素粒子の表面に平均２５００個／粒子以上８８
００個／粒子以下の割合で存在している染色試薬であれば、組織免疫染色後の蛍光観察に
おいて確認できる輝点数が確保されやすくなる効果をより好適に得ることができる。
【０１３１】
　（１０）前記蛍光体集積ナノ粒子の分散液と、
　特定の疾患に関連する遺伝子と相補的な核酸分子の溶液（Ａ）、及び／又は特定の疾患
に関連する抗原を認識する抗体の溶液（Ｂ）とを有し、前記蛍光体集積ナノ粒子と前記核
酸分子または前記抗体とが特異的に結合可能である、染色試薬のキットであれば、少なく
とも上述した（１）の効果を有する染色試薬のキットが得らえる。
【０１３２】
　（１１）上述した染色試薬またはキットを用いた蛍光免疫染色法であれば、簡単に前記
（１）の効果を奏する蛍光免疫染色法を行うことができる。
【実施例】
【０１３３】
　［製造例１］（粒子Ｂ：平均粒子径280nm, SA 8800個／粒子, SA 0.0358個／nm2）
　（ＴｅｘａｓＲｅｄ色素内包シリカナノ粒子）
　蛍光標識で用いたＴｅｘａｓＲｅｄ色素３．４ｍｇと３－アミノプロピルトリメトキシ
シラン（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｏｘｙｓｉｌａｎｅ、信越シリコーン
社製、ＫＢＭ９０３）３μＬをＮ,Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）の中で混合し、
オルガノアルコキシシラン化合物を得た。
【０１３４】
　得られたオルガノアルコキシシラン化合物０．６ｍＬを、９９％エタノール４８ｍＬ、
テトラエトキシシラン（ＴＥＯＳ）０．６ｍＬ、超純水２ｍＬ、および２８質量％のアン
モニア水２．５ｍＬと５℃で３時間混合した。
【０１３５】
　上記工程で作製した混合液を１００００Ｇで２０分間遠心分離し、上澄みを除去した。
この沈殿に対して、エタノールを加えて、沈殿物を分散させ、再度遠心分離をするリンス
を行った。さらに同様のリンスを２回繰り返し、ＴｅｘａｓＲｅｄ色素内包シリカナノ粒
子を得た。得られたナノ粒子の１０００個についてＳＥＭ観察を行い、上述のように平均
粒子径を測定したところ、平均粒子径２８０ｎｍであった。
【０１３６】
　得られた色素内包ナノ粒子を、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ含有して
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１０



(22) JP 6504159 B2 2019.4.24

10

20

30

40

50

ｍＭとなるようにＳＭ（ＰＥＧ）12（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎｉ
ｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｉｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｎｅ
ｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）を混合し、５℃で１時間反応させた。
【０１３７】
　この混合液を、１００００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した後に、ＥＤＴ
Ａを２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、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がついた蛍光色素内包粒子を得た。
【０１３８】
　該シリカ系粒子に結合可能なストレプトアビジンを以下のように調製した。
【０１３９】
　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を２
１０μＬのボレートバッファーに加えた後、６４ｍｇ／ｍＬに調整した２－イミノチオラ
ン塩酸塩（シグマアルドリッチ社製）７０μＬを加え、室温で1時間反応させた。これに
より、ストレプトアビジンのアミノ基に対してチオール基（－NH－C（＝NH2

+Cl-）－CH2
－CH2－CH2－SH）を導入した。
【０１４０】
　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、上記シリカ系粒子に結合可能なストレ
プトアビジンを得た。このストレプトアビジン全量（０．０４ｍｇ含有)とＥＤＴＡを２
ｍＭ含有したＰＢＳを用いて上記０．６７ｎＭに調整したシリカ系粒子７４０μＬとを混
合し、室温で１時間反応させた。
【０１４１】
　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、
ストレプトアビジン結合Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素内包シリカナノ粒子を得た。
【０１４２】
　（ストレプアビジン数／ｎｍ2）
　色素粒子１分子の表面に存在するストレプトアビジンの量（平均表面修飾数）について
は、Ｐｉｅｒｃｅ社の「Ｍｉｃｒｏ ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ」を用い
たＢＣＡ法を用いて定量等することで算出した。
【０１４３】
　ストレプトアビジンで表面修飾した色素粒子のＰＢＳ分散液（粒子濃度０．３２ｎＭ）
１００μＬに、前記キットに付属しているビシンコニン酸（ＢＣＡ）溶液と硫酸銅溶液を
混合して添加し、５６２ｎｍの吸光度を測定し、標準曲線と比較して水溶液中のタンパク
質濃度（ストレプトアビジンの濃度）を決定した。
【０１４４】
　（平均粒子径の測定）
　色素粒子の粒径は、製造した色素粒子を、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子顕
微鏡写真を撮影し、色素粒子の断面積を計測し、その計測値を相当する円の面積としたと
きの直径（面積円相当径）として測定することができる。色素粒子の集団の粒子径の平均
（平均粒径）および変動係数は、十分な数（たとえば３００個）の色素粒子について、上
記のように粒子径を測定した後、平均粒径はその算術平均として算出される。
【０１４５】
　（平均修飾密度（個／ｎｍ2）の算出）
　平均粒子径２８０ｎｍから半径（ｒ）＝１４０ｎｍとして、４πｒ2に代入して、色素
粒子の平均表面積２４６１７６ｎｍ2を算出した。
【０１４６】
　蛍光体集積ナノ粒子の分散液について、ＢＣＡ法により定量したストレプトアビジンの
全量（０．０４ｍｇ含有)を、ストレプトアビジンの分子量５２０００ダルトンで除する
ことにより、分散液中に集団として存在する色素粒子の表面にあるストレプトアビジンの
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モル数７．６９２３１×１０-10（ｍｏｌ）を算出した。そして、ストレプトアビジン（
ＳＡ）のモル数とアボガドロ数とから、７．６９２３１×１０-10（mol）×６．０２×１
０23（個／ｍｏｌ）を計算し、色素粒子の表面にあるストレプトアビジンの個数を４．６
３０７７×１０14と算出した。さらに、粒子カウンター等で調べたところ測定対象とした
色素粒子の数は５２５４３０００００であった。この色素粒子の個数と１粒子の平均表面
積とから、４．６３０７７×１０14（個）×平均表面積２４６１７６(ｎｍ2/個)を計算し
、粒子全表面積１．２９３４８×１０15を算出した。そして、この粒子全表面積の値と、
既に算出しておいた色素粒子表面のＳＡの個数とから、平均修飾密度０．０３５８（個／
ｎｍ2）を算出した（下記表１Ａ参照）。
【０１４７】
【表１Ａ】

【０１４８】
　［製造例２］（粒子Ｃ:平均粒子径１６０ｎｍ, ＳＡ２５００個／粒子, ＳＡ０．０３
１１個／ｎｍ２）シリカナノ粒子（蛍光体集積ナノ粒子）の製造等を行った。
【０１４９】
　［製造例３］（粒子Ｄ：平均粒子径160nm, SA600個／粒子, SA0.0075個／nm2）
　製造例２において、ストレプトアビジンを全量用いるかわりにその１／８量を用いたこ
と以外は製造例２と同様にストレプトアビジン結合Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素内包シリカナ
ノ粒子（蛍光体集積ナノ粒子）の製造等を行った。
【０１５０】
　［製造例４］（粒子Ｅ：平均粒子径80nm, SA 600個／粒子, SA0.0299個／nm2）
　製造例１において、２８質量％のアンモニア水の使用量２．５ｍＬから１．７ｍＬに変
更したこと以外は製造例１と同様にストレプトアビジン結合Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素内包
シリカナノ粒子（蛍光体集積ナノ粒子）の製造等を行った。
【０１５１】
　［製造例５］（粒子Ｆ：平均粒子径40nm, SA 150個／粒子, SA 0.0299個／nm2）
　製造例２において、２８質量％のアンモニア水の使用量２．０ｍＬから１．２ｍＬに変
更したこと以外は製造例１と同様にストレプトアビジン結合Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素内包
シリカナノ粒子（蛍光体集積ナノ粒子）の製造等を行った。
【０１５２】
　［製造例６］（粒子Ａ：平均粒子径320nm, SA12000個／粒子, SA0.0373個／nm2）
　製造例２において、２８質量％のアンモニア水の使用量２．５ｍＬから２．６ｍＬに変
更したこと以外は製造例１と同様に、ストレプトアビジン結合Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素内
包シリカナノ粒子（蛍光体集積ナノ粒子）の製造等を行った。
【０１５３】
　［製造例７］（粒子Ｇ（市販品の粒子）：平均粒子径18nm, SA 10個／粒子, SA 0.0098
個／nm2）
　市販品の量子ドット(Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ社製「Ｑｄоｔ（登録商標）６
５５　Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ」、製品番号「Ｑ１０１２１ＭＰ
」)を購入した。
【０１５４】
　《染色試薬を用いたＩＨＣ染色》
　［実施例１］（製造例１の蛍光体集積ナノ粒子を用いたＩＨＣ染色）
　製造例１で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｂ）と、以下のように作製したビオチン
化２次抗体とを有する抗体試薬（病理診断用の染色試薬）を調製し、この染色試薬を用い
て免疫染色を行った。
【０１５５】
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　＜ビオチン修飾された２次抗体の作製＞
　まず、５０ｍＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ溶液（ｐＨ７．５）に抗ウサギＩｇＧ抗体５０μｇを
溶解した。該溶液に、最終濃度３ｍＭとなるようにＤＴＴ（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｔｏｌ
）溶液を混合した。その後、該溶液を３７℃で３０分間反応させた。その後、脱塩カラム
を用いて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－ＨＣｌ溶液（ｐＨ７．５）に溶解して抗体溶液を得た。その一方で、
スペーサーの長さが３０オングストロームであるリンカー試薬「（＋）－Ｂｉｏｔｉｎ－
ＰＥＧ6‐ＮＨ‐Ｍａｌ」（ＰｕｒｅＰＥＧ社製,製品番号2461006-250）を、ＤＭＳＯを
用いて０．４ｍＭとなるように調整した。この溶液８．５μＬを前記抗体溶液に添加し、
混和して３７℃で３０分間反応させた。
【０１５６】
　この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
ク社製，Cat.#89882）に供して精製した。脱塩した反応溶液の波長３００ｎｍの吸収を分
光高度計（日立製「Ｆ－７０００」）により計測して反応溶液に含まれるタンパク質の量
を算出した。５０ｍＭＴｒｉｓ溶液により反応溶液を２５０μｇ／ｍＬに調整し、該溶液
をビオチン化２次抗体の溶液とした。
【０１５７】
　《蛍光免疫染色法》
　（１）脱パラフィン処理工程
　上記ビオチン化２次抗体等を用いて、ヒト乳房組織の組織免疫染色と形態観察染色とを
以下のように行った。染色用の組織切片として、ＨＥＲ２（３＋）とＨＥＲ２（－）の組
織アレイスライド（コスモバイオ社製「ＣＢ－Ａ７１２のシリーズ」）を用いた。この組
織アレイスライドを脱パラフィン処理した。
【０１５８】
　（２）賦活化処理工程
　組織アレイスライドを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ＰＢＳを用いて１時間ブロッキング処理を行った。
【０１５９】
　（３）免疫染色処理工程
　（３－１）１次反応
　ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて、ベンタナ社製「抗ＨＥＲ２ウサギモノクロナー
ル抗体（４Ｂ５）」を０．０５ｎＭに調整し、該１次抗体の溶液を上述のブロッキング処
理した組織アレイスライドに対して４℃で１晩反応させた。
【０１６０】
　（３－２）２次反応
　１次反応を行った組織アレイスライドをＰＢＳで洗浄した後、１％ＢＳＡ含有のＰＢＳ
で６μｇ／ｍＬに希釈した上記ビオチン化２次抗体と室温３０分間反応させた。
【０１６１】
　（３－３）
　２次反応を行った組織アレイスライドに対して、１％ＢＳＡ含有のＰＢＳで０．０２ｎ
Ｍに希釈した前述の蛍光体集積ナノ粒子を、中性のｐＨ環境（ｐＨ６．９～７.４）室温
の条件下で３時間反応させた。該反応後の組織アレイスライドをＰＢＳで洗浄した。
【０１６２】
　（４）形態観察染色工程
　免疫染色後、ヘマトキシリン・エオシン染色（ＨＥ染色）を行った。免疫染色した切片
をマイヤーヘマトキシリン液で５分間染色してヘマトキシリン染色を行った。その後、該
組織切片を４５℃の流水で３分間洗浄した。次に、１％エオシン液で５分間染色してエオ
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シン染色を行った。
【０１６３】
　（５）固定処理工程
　免疫染色工程および形態観察染色工程を終えた組織切片に対して、純エタノールに５分
間浸漬する操作を４回行い、洗浄・脱水を行った。続いて、キシレンに５分間浸漬する操
作を４回行い、透徹を行った。最後に、封入剤（メルク社製「エンテランニュー」）を用
いて、組織切片を封入して観察用のサンプルの組織アレイスライドとした。
【０１６４】
　（６）観察・計測工程
　固定化処理工程を終えた組織切片に対して所定の励起光を照射して、蛍光を発光させた
。その状態の組織切片を蛍光顕微鏡（オリンパス社製「ＢＸ－５３」）、顕微鏡用デジタ
ルカメラ（オリンパス社製「ＤＰ７３」）により観察および撮像を行った。上記励起光は
、光学フィルターに通すことで５７５～６００ｎｍに設定した。また、観察する蛍光の波
長（ｎｍ）の範囲についても、光学フィルターを通すことで６１２～６９２ｎｍに設定し
た。顕微鏡観察、画像取得時の励起波長の条件は、５８０ｎｍの励起では視野中心部付近
の照射エネルギーが９００Ｗ／ｃｍ2となるようにした。画像取得時の露光時間は、画像
の輝度が飽和しないように任意に設定（例えば４０００μ秒に設定）して撮像した。ＨＥ
Ｒ２（３＋）の組織の輝点数は、４００倍で撮像した画像をもとにＩｍａｇｅＪ　Ｆｉｎ
ｄＭａｘｉｍｓ法により計測した１０００細胞の平均値とした。
（結果）
　表１に示すように、製造例１で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｂ）を有する病理診
断用の染色試薬を用いてＩＨＣ染色を行った結果、１細胞あたり輝点数は６６～７５個で
あった。
【０１６５】
　［実施例２］（製造例２の粒子を用いたＩＨＣ染色）
　製造例２で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｃ）と、実施例１のように作製したビオ
チン化２次抗体とを有する病理診断用の染色試薬を調製し、実施例１と同様に、該染色試
薬を用いて免疫染色を行った。
（結果）
　表１に示すように、製造例２で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｂ）を有する病理診
断用の染色試薬を用いてＩＨＣ染色を行った結果、１細胞あたり輝点数は６６～７５個で
あった。
【０１６６】
　［実施例３］（製造例３の粒子を用いたＩＨＣ染色）
　製造例３で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｄ）と、実施例１のように作製したビオ
チン化２次抗体とを有する病理診断用の染色試薬を調製し、実施例１と同様に、該染色試
薬を用いて免疫染色を行った。
（結果）
　表１に示すように、製造例３で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｄ）を有する病理診
断用の染色試薬を用いてＩＨＣ染色を行った結果、１細胞あたり輝点数は１５～２０個で
あった。
【０１６７】
　［実施例４］（製造例４の粒子を用いたＩＨＣ染色）
　製造例４で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｅ）と、実施例１のように作製したビオ
チン化２次抗体とを有する病理診断用の染色試薬を調製し、実施例１と同様に、該染色試
薬を用いて免疫染色を行った。
【０１６８】
　（結果）
　表１に示すように、製造例４で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｅ）を有する病理診
断用の染色試薬を用いてＩＨＣ染色を行った結果、１細胞あたり輝点数は３０～４０個で
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あった。
【０１６９】
　［実施例５］（製造例５の粒子を用いたＩＨＣ染色）
　製造例５で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｆ）と、実施例１のように作製したビオ
チン化２次抗体とを有する病理診断用の染色試薬を調製し、実施例１と同様に、該染色試
薬を用いて免疫染色を行った。
（結果）
　表１に示すように、製造例５で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｆ）を有する病理診
断用の染色試薬を用いてＩＨＣ染色を行った結果、１細胞あたり輝点数は１５～２０個で
あった。
【０１７０】
　［比較例１］（製造例６の粒子Ａを用いたＩＨＣ染色）
　製造例７で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ａ）と、実施例１のように作製したビオ
チン化２次抗体を有する病理診断用の染色試薬を調製し、実施例１と同様に、該染色試薬
を用いて免疫染色を行った。
（結果）
　表１に示すように、製造例５で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ａ）を有する病理診
断用の染色試薬を用いてＩＨＣ染色を行った結果、１細胞あたり輝点数は輝点過多で計測
不可能であった。
【０１７１】
　［比較例２］（製造例７の粒子を用いたＩＨＣ染色）
　製造例７で購入したＱｄｏｔ粒子と、実施例１と同様に作製したビオチン化２次抗体と
を有する病理診断用の染色試薬を調製し、該染色試薬を用いて実施例１と同様に免疫染色
を行った。具体的には、工程（３－３）において蛍光体集積ナノ粒子の代わりにＱｄｏｔ
粒子を用いたこと以外は実施例１と同様にＩＨＣ染色等を行った。
【０１７２】
【表１】

【０１７３】
　（総合考察）
　マスク処理をしていない蛍光体集積ナノ粒子を含む染色試薬を用いたＩＨＣ染色を行っ
た結果、表１に示すようになった。
【０１７４】
　マスク処理していない蛍光体集積ナノ粒子の色素粒子の平均粒子径が同一である条件下
では、第１生体分子の平均表面修飾数が多いほど輝点数が上昇する結果となった。具体的
には、実施例３と実施例２とは蛍光集積ナノ粒子の色素粒子の平均粒子径が１６０ｎｍで
同一であるが、ストレプトアビジンの平均表面修飾数が０．００７５個／粒子である実施
例３の蛍光体集積ナノ粒子よりも、０．０３１１個／粒子とした実施例２の蛍光体集積ナ
ノ粒子（粒子Ｃ）を用いた場合の方が、輝点数が向上する結果となった。
【０１７５】



(27) JP 6504159 B2 2019.4.24

10

20

30

40

50

　蛍光集積ナノ粒子の色素粒子の粒径が大径であるほど色素粒子が蛍光体を内包する量が
増えることから、色素粒子の平均粒子径に正比例して輝点数が増減し、より小径の色素粒
子を有する蛍光体集積ナノ粒子ほど、輝点数が少なくなる。表1で粒子Ｂ, Ｃ, Ｅ, Ｆの
順に、染色結果の輝点数が少なくなっていることはそれを表している。そのため、通常で
あれば、より小径の色素粒子である方が、輝点数が減少する結果となることが予想される
。しかしながら、驚くべきことに、平均粒子径８０ｎｍで表面修飾数０．０２９９個／ｎ
ｍ2の粒子（実施例４）の方が、平均粒子径１６０ｎｍで表面修飾数０．００７５個／ｎ
ｍ2（実施例３）よりも輝点数が増加する結果となった。このことから、マスク処理をし
ない場合、ＩＨＣ染色では、色素粒子の表面に存在するストレプトアビジン（第１生体分
子）の量（平均表面修飾数）に依存して輝点数が増加するといえる。
【０１７６】
　したがって、良好な染色像および輝点数を得るために、マスク処理されていない表面修
飾数（より具体的には粒子に結合している第１生体分子の遊離の結合基数）が重要な指標
と考えられる。
【０１７７】
　さらに、粒子Ａを用いた場合にも表面修飾数を少なくする工夫を施して、０．００１個
／ｎｍ2以上０．０３６個／ｎｍ2以下の存在割合の範囲に入るように調整した場合には、
輝点過多な状態が改善されることが判明したので、参考例１として以下に示す。
【０１７８】
　［参考例１］（マスク処理）
　上述のように、ストレプトアビジンを結合させた色素粒子（蛍光体集積ナノ粒子）（平
均粒子径320nm、SA12000個/粒子、SA0.0373個/nm2）を０．６７ｎＭで含む分散液を調製
し、この分散液７４０μＬに含まれる色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)を算出し、こ
の色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)×９２００（ストレプトアビジンの個数／色素粒
子）×０．９３倍のモル量のビオチンを加えることで、ＳＡの遊離の結合基の総数中の５
０％がマスク処理された（平均表面修飾数：９２００個／色素粒子、ＳＡ個数：０．０１
４３個／ｎｍ2、SAの遊離の結合基数：０．０５７２個/nm2）の蛍光体集積ナノ粒子（粒
子AＺ）の分散液が作成された。
【０１７９】
　染色の結果、起点数は79－84個観察された。
【０１８０】
　なお、粒子Ｈを用いた場合にも、同様の結果が観察された。
【０１８１】
　《染色試薬を用いたＦＩＳＨ》
　［実施例６］（製造例１の蛍光体集積ナノ粒子を用いたＦＩＳＨ）
　製造例１で製造した蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｂ）の分散液を用意し、以下のように調
製したＢＡＣプローブの溶液を調製し、これらを含むＦＩＳＨ用の染色試薬のキットを製
造し、該キットを用いてＦＩＳＨを行った。
【０１８２】
　＜ＢＡＣプローブの作製＞
　ＧＳＰ社から購入したＨＥＲ２－１ Cloned DNA(approximately 150kbp)から、Nick Tr
anslation Kit (GSP社)を用いて、以下の手順によりニックトランスレーションを行い、
ビオチン標識ＢＡＣプローブを作製した。
【０１８３】
　＜ニックトランスレーションによるビオチン標識＞
　まず、下記の試薬を遠心チューブ内で混合した。
・１０×ＮｉｃｋＢｕｆｆｅｒ（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ[ｐＨ７．２]、ＭｇＳＯ4、ＤＴＴ）
・・・２．５μＬ、
・ＢＳＡ（Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ　ＢＳＡ）・・・１．５μＬ
・ｄＮＴＰ　ｍｉｘ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＧＴＰ）・・・５μＬ
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・ｄＴＴＰ・・・０．５μＬ、
・Ｂｉｏｔｉｎ－１６－ｄＵＴＰ（製品番号１０９３０７０、Ｒｏｃｈｅ社製、５０ｎｍ
ｏｌ／５０μＬ）・・・１．５μＬ
・純水（Ｎｕｃｌｅａｓｅ　ｆｒｅｅ　ｗａｔｅｒ）・・・３μＬ
・上記ＨＥＲ２－１ Cloned DNA（約１５０ｋｂｐ）１μｇの水溶液・・・５μＬ
・ＤＮＡ　ＰоｌｙｍｅｒａｓｅＩ（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ[ｐＨ７．５]、ＥＤＴＡ、ＤＴＴ
、ｇｌｙｃｅｒоｌ）・・・１μＬ
・ＤＮａｓｅＩ・・・５μＬ
　次に、１５℃で４時間反応させ、７０℃で１０分間加熱して反応を停止させた。反応後
の遠心チューブに２５μＬの蒸留水を添加した。ビオチン標識済みのＢＡＣプローブの反
応溶液を核酸精製用マイクロスピンカラム（ＧＥヘルスケア社製「ＭｉｃｒｏＳｐｉｎ　
Ｓ－２００ＨＲ　Ｃｏｌｕｍｎ」、製品番号「＃２７－５１２０－０１」）により精製し
た。
【０１８４】
　この溶液に対して、３Ｍ酢酸ナトリウム溶液（ｐＨ５．２）を約５．５６μＬ、１００
％エタノールを１５０μＬ添加し、－２０℃で１時間以上静置した。４℃で１６０００ｒ
ｐｍで１０分間遠心して沈殿を形成した。さらに、７０％エタノールを５００μＬ添加し
て、４℃、１６０００ｒｐｍで１分間遠心し上澄みを除去した。沈殿物に５～１０μＬの
蒸留水を添加して完全に溶解させ、最終濃度１μｇ／２５０μＬのビオチン標識されたＢ
ＡＣプローブの溶液を得た。
【０１８５】
　＜ＦＩＳＨ＞
　上述のビオチン標識したＢＡＣプローブの溶液を、ＨＥＲ２遺伝子高発現細胞株ＳＫＢ
Ｒ３（ＨＥＲ２陽性染色対照標本の検体スライド（パソロジー研究所社製「ＨＥＲ２　Ｆ
ＩＳＨ」製品コード：ＰＳ－０９００６」））に添加する等してＦＩＳＨを行うことによ
り、以下のようにＨＥＲ２遺伝子のコピー数を測定した。
【０１８６】
　ＦＩＳＨは、以下に示すように、脱パラフィン処理、検体スライドの前処理、酵素処理
、検体の固定処理、プローブの準備、検体スライドのＤＮＡの変性処理、ハイブリダイゼ
ーション処理、スライドグラスの洗浄処理、蛍光体集積ナノ粒子のＢＡＣプローブへの結
合処理、およびＤＡＰＩ染色処理をこの順で行うことで実施した。
【０１８７】
　（脱パラフィン処理）
　ＨＥＲ２陽性染色対照標本の検体スライド（パソロジー研究所社製「ＨＥＲ２　ＦＩＳ
Ｈ」製品コード：ＰＳ－０９００６」）を、以下の（１）～（４）の順で処理することで
脱パラフィン処理を行った。（１）ヘモディー（Ｈｅｍｏ－Ｄｅ）に常温で１０分間浸漬
する。（２）検体スライドを新しいＨｅｍｏ－Ｄｅに常温１０分間浸漬する。同じ操作を
３回繰り返す。（３）検体スライドを１００％エタノールで常温で５分間浸漬し、２回洗
浄し、脱水処理を行う。（４）検体スライドを風乾または４５～５０℃のスライドウォー
マー上で乾燥させる。
【０１８８】
　（検体スライドの前処理）
　ＤＮＡプローブの到達性を向上させるために、上記検体スライドに対し以下の（１）～
（６）の順で前処理を行い、細胞膜及び核膜の蛋白質の除去を行った。（１）検体スライ
ドを０．２ｍоｌ／Ｌ　ＨＣｌで室温、２０分間処理する。（２）検体スライドを精製水
に３分間浸漬する。（３）検体スライドを洗浄緩衝液（２×ＳＳＣ：ｓｔａｎｄａｒｄ　
ｓａｉｌｉｎｅ　ｃｉｔｒａｔｅ）に３分間浸漬する。（４）検体スライドを８０℃の前
処理溶液(１Ｎ　ＮａＳＣＮ)に３０分間浸漬する。（５）検体スライドを精製水に１分間
浸漬する。（６）検体スライドを洗浄緩衝液（２ｘＳＳＣ）に５分間浸漬し、これと同じ
操作を２回繰り返す。
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【０１８９】
　（酵素処理）
　前処理を行った検体スライドに対して、以下の（１）～（４）の処理をこの順で行うこ
とで酵素処理を行った。（１）前処理した検体スライドを取り出し、ペーパータオルにス
ライドグラスの下端をつけて余分な洗浄緩衝液を取り除く。（２）検体スライドを３７℃
に加温したプロテアーゼ溶液に１０～６０分間浸漬する。この浸漬処理は、細胞膜及び核
膜のタンパク質、特にコラーゲンの分解をするために、２５ｍｇ　プロテアーゼ（２５０
０－３０００Ｕｎｉｔｓ／ｍｇ）［ペプシン］／１Ｍ　ＮａＣｌ［ｐＨ２．０］５０ｍＬ
で３７℃、６０分間）で処理ことが望ましい。（３）検体スライドを洗浄緩衝液に５分間
浸漬する。この操作を２回繰り返す。（４）検体スライドを風乾または４５～５０℃のス
ライドウォーマー上で２～５分間乾燥させる。
【０１９０】
　（検体の固定）
　検体の固定処理として、前処理を行った検体スライドに対して以下の（１）～（３）の
処理を行った。（１）検体スライドを１０％中性緩衝ホルマリン（和光純薬社製「４％パ
ラホルムアルデヒド・リン酸緩衝液」、製品番号１６３－２０１４５）に常温で１０分間
浸漬する。（２）検体スライドを洗浄緩衝液に５分間浸漬する。これと同じ操作を２回繰
り返す。（３）検体スライドを風乾または４５～５０℃のスライドウォーマー上で２～５
分間乾燥させる。
【０１９１】
　（プローブの準備）
　冷凍保存しておいたＤＮＡプローブ（１μｇ／２５０μＬのビオチン標識されたＢＡＣ
プローブの溶液）の溶液を室温に戻し、正確な容量を採液可能なピペッティング操作がで
きる程度まで溶液の粘度を十分にさげて、ボルテックスミキサー等で溶液を混和した。
【０１９２】
　（検体スライドのＤＮＡの変性）
　検体スライド上のＤＮＡの変性処理として、検体の固定処理を行った検体スライドに対
して以下の（１）～（８）の処理を行った。（１）検体スライドの作成前に水で湿らせた
ペーパータオルを底に敷いた湿潤箱（気密性の容器であり、その側面をペーパータオルで
テーピングしたもの）を３７℃インキュベータ内に載置して予備加熱する。（２）変性溶
液（７０％　ホルムアミド／ＳＳＣ［１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１５ｍＭクエン酸ナトリウ
ム］）のｐＨが常温でｐＨ７．０～８．０であることを確かめる。変性溶液をコプリンジ
ャーに入れ、溶液が７２℃±１℃になるまで温浴槽で加温する（７２±１℃）の温浴槽に
少なくとも３０分間置く。（３）ハイブリダイゼーション領域がどの部分か分かるように
、検体スライドの裏側に領域を囲むようにダイアモンドペン等でマークする。（４）検体
スライドを７２±１℃の変性溶液の入ったコプリンジャー中に浸漬し、検体スライドのＤ
ＮＡを変性する。（５）ピンセットを使って、検体スライドを変性溶液から取り出し、す
ぐに常温の７０％エタノール中に入れる。ホルムアミドを除くためにスライドを振盪する
。検体スライドを１分間浸漬する。（６）検体スライドを７０％エタノールから取り出し
、８５％エタノール中に入れ、ホルムアミドを除くためにスライドを振盪する。検体を１
分間浸漬する。１００％エタノールで同じ操作を２回繰り返す。（７）ペーパータオルに
検体スライドグラスの下端をつけてエタノールを取り除き、ペーパータオルでスライドグ
ラスの裏側を拭く。（８）検体スライドをドライヤーで風乾または４５～５０℃のスライ
ドウォーマーで２～５分間乾燥させる。
【０１９３】
　（ハイブリダイゼーション）
　上記変性処理を行った検体スライドに対して以下の（１）～（３）の処理をこの順で行
うことで、検体スライドに対して上述したように調製したＤＮＡプローブ１０μＬ（１０
～５０ｎｇ）を用いてハイブリダイゼーション処理を行った。（１）検体スライドのハイ
ブリダイゼーション領域に調製した上記ＤＮＡプローブを１０μＬ添加し、すぐに、２２
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ｍｍ×２２ｍｍのカバーグラスをプローブの上に被せ均一にプローブを広げる。ハイブリ
ダイゼーション領域に気泡が入らないようにする。（２）ペーパーボンドでカバーグラス
をシールする。（３）前もって加温した湿潤箱に検体スライドを入れて蓋をして３７℃の
インキュベータで１４～１８時間ハイブリダイゼーションを行う。
【０１９４】
　（スライドグラスの洗浄）
　上記ハイブリダイゼーション処理を行った検体スライドに対して以下の（１）～（６）
の処理をこの順で行うことで、検体スライドの洗浄処理を行った。（１）ポストハイブリ
ダイゼーション洗浄緩衝液（２×ＳＳＣ／０．３％ＮＰ－４０）をコプリンジャーに入れ
る。ポストハイブリダイゼーション洗浄緩衝液が７２℃±１℃になるまで温浴槽で予備加
熱をする（７２℃±１℃の温浴槽に少なくとも３０分間置く）。（２）ポストハイブリダ
イゼーション洗浄緩衝液を入れたコプリンジャーをもうひとつ用意し、常温に維持する。
【０１９５】
　（３）ピンセットでペーパーボンドのシールを取り除く。（４）検体スライドをポスト
ハイブリダイゼーション洗浄緩衝液の中に入れる。カバーグラスは自然に溶液中で剥がれ
るのを待つ。（５）溶液から検体スライドを取り出し、余分な溶液を取り去り、７２±１
℃に加温したポストハイブリダイゼーション洗浄緩衝液に２分間浸す。ここで、７３℃を
超える温度や処理時間として２分を超えないようにするのが望ましい。（６）コプリンジ
ャーから検体スライドを取り出し、遮光下（締め切った引出や締め切ったキャビネットの
棚等で風乾する。
【０１９６】
　（蛍光体集積ナノ粒子とＢＡＣプローブとの反応）
　製造例１の蛍光体集積ナノ粒子（２８０ｎｍ）０．２ｎＭ，５０ｕＬをスライド上に添
加して、遮光下、室温で30分インキュベートした。その後、ＰＢＳで洗浄した。
【０１９７】
　（ＤＡＰＩ染色）
　ＤＡＰＩ染色は以下のように行った。まず、１０μＬのＤＡＰＩ対比染色液を検体スラ
イドのハイブリダイゼーション領域に添加した。次に、ハイブリダイゼーション処理した
後、細胞数をカウントするためにＤＡＰＩ染色（２μｇ／ｍＬＰＢＳ）を２５℃、１０分
間行うことで細胞核を染色し、カバーガラスを被せて、シグナルの計測まで検体スライド
を遮光して保存した。ＤＡＰＩ （４'，６－Ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－Ｐｈｅｎｙｌｉｎ
ｄｏｌｅ, Ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ） はＭｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅｓ社（
Ｄ１３０６）を使用した。
【０１９８】
　＜観察＞
　（明視野観察）
　上記で作製した検体スライドについて、光学顕微鏡（カールツァイス社製「Ｉｍａｇｅ
ｒ」）を用いて第一の免疫染色の染色画像を取得した。
【０１９９】
　（蛍光顕微鏡観察）
　蛍光顕微鏡観察は、上述のようにＦＩＳＨを行った切片を、蛍光顕微鏡（オリンパス社
製「ＢＸ－５３」）、顕微鏡用デジタルカメラ（オリンパス社製「ＤＰ７３」対物レンズ
×６０油浸）を用いて、蛍光顕微鏡観察（６００倍）を行い、蛍光の測定、蛍光画像（蛍
光静止画像）および輝点数の計測を行った。この結果を表２に示す。
【０２００】
　［実施例７～１０、比較例３］
（製造例２～５、製造例７の蛍光体集積ナノ粒子を用いたＦＩＳＨ）
　実施例６において製造例１の蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｂ）を用いた代わりに、それぞ
れ、製造例２の蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｃ）を用いたこと（実施例７）、製造例３の蛍
光体集積ナノ粒子（粒子Ｄ）を用いたこと（実施例８）、製造例４の蛍光体集積ナノ粒子
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（粒子Ｅ）を用いたこと（実施例９）、製造例５の蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｆ）を用い
たこと（実施例１０）以外は、実施例６と同様に、ＢＡＣプローブの作製、ニックトラン
スレーション、ＤＮＡプローブ調製、ＦＩＳＨおよび観察等を行った。実施例７～１０の
結果を表２に示す。
【０２０１】
　［比較例４］（他の粒子を用いたＦＩＳＨ）
　実施例６において、製造例１の蛍光体集積ナノ粒子の代わりに、市販の製造例７の粒子
を用いたこと以外は、実施例６と同様に、ＢＡＣプローブの作製、ニックトランスレーシ
ョン、ＤＮＡプローブ調製、ＦＩＳＨおよび観察等を行った。比較例４の結果を表２に示
す。
【０２０２】
　［比較例５］（他の粒子を用いたＦＩＳＨ）
　蛍光体集積ナノ粒子とストレプトアビジンとを反応させずに、色素粒子の表面にストレ
プトアビジンを有していないナノ粒子（粒子Ｇ）を製造した。すなわち、製造例５におい
て、平均粒径４０ｎｍの色素粒子を製造し、ストレプトアビジンの結合をしないことで、
ストレプトアビジンを有しないナノ粒子（粒子Ｇ）を製造した。そして、このナノ粒子を
用いて分散液を用意したこと以外は、実施例６と同様に、ＢＡＣプローブの作製、ニック
トランスレーション、ＤＮＡプローブ調製、ＦＩＳＨおよび観察等を行った。比較例５の
結果を表２に示す。
【０２０３】
【表２】

【０２０４】
　（総合考察）
　製造例１～５で製造した蛍光体集積ナノ粒子を有するＦＩＳＨ用の染色試薬を製造して
ＦＩＳＨを行った結果、驚くべきことに、前述のＩＨＣ染色の結果とは傾向が逆となる結
果が得られた。表1で粒子Ｆ, Ｅ, Ｃ, Ｂの順に、染色結果の輝点数が少なくなっている
ことはそれを表している。すなわち、平均粒子径がより小さいものほど１細胞核あたりの
輝点数が多くなる結果となった。このことから、ＦＩＳＨ用の染色試薬に用いる蛍光体集
積ナノ粒子は、４０ｎｍ～３００ｎｍの範囲でより小径の蛍光体集積ナノ粒子であること
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が望ましいこととなる。
【０２０５】
　粒子表面のストレプトアビジンの量のみ異なる蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｃ，Ｄ）を含
む染色試薬によりＩＨＣ染色を行った場合、表面のアビジン量がより少ないものの方が、
輝点数が少なくなるが（表１の実施例２，実施例３を対比して参照）、逆に、ＦＩＳＨ染
色では、表面のアビジン量が少ないものの方が輝点数が多くなる結果となった（表２の実
施例７，８を対比して参照）。
【０２０６】
　このことから、蛍光体集積ナノ粒子の色素粒子の表面のアビジン量は、０．００７５個
／ｎｍ2以上０．０３５８個／ｎｍ2以下の範囲内で、ＩＨＣ用の染色試薬では極力多くす
ることが望ましく、ＦＩＳＨ用の染色試薬では極力減らすことが望ましい。
【０２０７】
　《マスク処理した蛍光体集積ナノ粒子の製造》
　［製造例８］(粒子Ｉ：平均粒子径280nm,活性SA0.0178個/色素粒子(マスク率50%))
　＜スルホローダミン１０１内包ポリメラミン粒子の製造＞
　蛍光色素として、ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（シグマアルドリッチ社製）２
０．３ｍｇを水２２ｍＬに加えて溶解した。その後、この溶液に乳化重合用乳化剤のエマ
ルゲン（登録商標）４３０（ポリオキシエチレンオレイルエーテル、花王社製）の５％水
溶液を２ｍＬ加えた。この溶液をホットスターラー上で撹拌しながら７０℃まで昇温させ
た後、この溶液にメラミン樹脂原料ニカラックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社製）
を０．８１ｇ加えた。
【０２０８】
　さらに、この溶液に界面活性剤としてドデシルベンゼンスルホン酸（関東化学社製）の
１０％水溶液を１０００μＬ加え、７０℃で５０分間加熱撹拌した。その後、９０℃に昇
温して２０分間加熱撹拌した。得られた色素粒子の分散液から、余剰の樹脂原料や蛍光色
素等の不純物を除くため、純水による洗浄を行った。
【０２０９】
　具体的には、遠心分離機（クボタ社製マイクロ冷却遠心機３７４０）にて２００００Ｇ
で１５分間、遠心分離し、上澄み除去後、超純水を加えて超音波照射して再分散した。遠
心分離、上澄み除去および超純水への再分散による洗浄を５回繰り返した。得られたメラ
ミン粒子はメラミン樹脂自体が骨格に多くのアミノ基を含むことから、プラス電荷となっ
た。
【０２１０】
　得られた色素粒子０．１ｍｇ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、８時間反応させる
ことにより、色素粒子の樹脂表面に存在するヒドロキシル基をアミノ基に変換する表面ア
ミノ化処理を行った。
【０２１１】
　２ｍＭのエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）を含有したリン酸緩衝液生理的食塩水（
ＰＢＳ）を用いて、得られた色素粒子の濃度を３ｎＭに調整した。濃度調整した色素粒子
の分散液に対して、終濃度１０ｍＭとなるように、ＳＭ（ＰＥＧ）12（Ｓｕｃｃｉｎｉｍ
ｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅоｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔｈ
ｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔeｒ、サーモサイエンティフィック社製）を混合し、２
０℃で１時間反応させて、末端にマレイミドがついた蛍光色素を有する色素粒子を含む混
合液を得た。
【０２１２】
　この混合液を１００００Ｇで２０分間遠心分離を行い、上澄みを除去した後、２ｍＭの
ＥＤＴＡを含有したＰＢＳを加えて沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手
順による上記洗浄を３回行った。
【０２１３】



(33) JP 6504159 B2 2019.4.24

10

20

30

40

50

　＜ストレプトアビジンの調製＞
　一方、ストレプトアビジン（和光純薬工業社製）とＮ－スクシミジル Ｓアセチルチオ
酢酸（Ｎ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　Ｓ－ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ、略称
：ＳＡＴＡ）を用いて、ストレプトアビジンに対してチオール基の付加処理を行い、ゲル
濾過を行って色素粒子に結合可能なストレプトアビジンを別途用意した。
【０２１４】
　＜色素粒子とストレプトアビジンの結合＞
　ストレプトアビジン溶液(0.04ｍｇ含有)と、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて
上記０．６７ｎＭに調整した上記色素粒子７４０μＬとを混合し、室温で１時間反応させ
た。
【０２１５】
　反応後、１０ｍＭメルカプトエタノールを添加して反応を停止させた。得られた溶液を
φ＝０．６５μｍの遠心フィルターで濃縮後、精製用ゲル濾過カラムを用いて未反応のス
トレプトアビジン等を除去し、ストレプトアビジンが結合した色素粒子を得た。この処理
により、色素粒子１個あたり、８８００個のストレプトアビジンが結合したことになる。
【０２１６】
　＜マスク処理＞
　上述のように、ストレプトアビジンを結合させた色素粒子（蛍光体集積ナノ粒子）（平
均粒子径280nm、SA8800個/粒子、SA0.0357個/nm2）を０．６７ｎＭで含む分散液を調製し
、この分散液７４０μＬに含まれる色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)を算出し、この
色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)×８８００（ストレプトアビジンの個数／色素粒子1
mol）×２．０倍のモル量のビオチンを加えることで、結合基の総数の５０％がマスク処
理された（平均表面修飾数：４４００個／色素粒子、SA0.0178個/nm2）の蛍光体集積ナノ
粒子（粒子Ｉ）の分散液が作成された。
【０２１７】
　［製造例９］　（粒子Ｈ：平均粒子径320nm, SA12000個／粒子, SA0.0373個／nm2(マス
ク率16.67%)）
　製造例８において、以下の変更点（１）および（２）以外は製造例８と同様に、マスク
処理された蛍光体集積ナノ粒子を製造した。
【０２１８】
　（１）スルホローダミン１０１内包ポリメラミン粒子の製造において、蛍光色素として
、ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（シグマアルドリッチ社製）２０．３ｍｇから２
１．４ｍｇに変更し、メラミン樹脂原料ニカラックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社
製）を０．８６ｇに変更した。
【０２１９】
　（２）（１）で製造された、ストレプトアビジンが結合した色素粒子（平均粒子径３２
０nm、SA12000個/粒子、SA0.0373個/nm2）を０．６７ｎＭで含む分散液を調製した。この
分散液７４０μＬに含まれる色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)を算出した。次に、こ
の色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)×１２０００（ストレプトアビジンの個数／色素
粒子）×０．６７倍のモル量のビオチンを加えることで、結合基の総数の１６．６７％が
マスク処理された（平均表面修飾数：１００００個／色素粒子、SA0.0311個/nm2）の蛍光
体集積ナノ粒子（粒子Ｈ）の分散液が作成された。
【０２２０】
　［製造例１０］(粒子Ｊ：平均粒子径158nm,活性SA0.0076個/色素粒子(マスク率76%))  
製造例８において、以下の変更点（１）および（２）以外は製造例８と同様に、マスク処
理された蛍光体集積ナノ粒子を製造した。
【０２２１】
　（１）スルホローダミン１０１内包ポリメラミン粒子の製造において、蛍光色素として
、ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（シグマアルドリッチ社製）２０．３ｍｇから１
４．４ｍｇに変更し、メラミン樹脂原料ニカラックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社
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製）を０．６５ｇに変更した。
【０２２２】
　（２）（１）で製造された、ストレプトアビジンが結合した色素粒子（平均粒子径158n
m、SA2500個/粒子、SA0.0318個/nm2）を０．６７ｎＭで含む分散液を調製した。この分散
液７４０μＬに含まれる色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)を算出した。次に、この色
素粒子のモル数(495.8×10-15mol)×２５００（ストレプトアビジンの個数／色素粒子1mo
l）×３．０４倍のモル量のビオチンを加えることで、結合基の総数の７６％がマスク処
理された（平均表面修飾数：６００個／色素粒子、SA0.0076個/nm2）の蛍光体集積ナノ粒
子（粒子Ｊ）の分散液が作成された。
【０２２３】
　［製造例１１］(粒子Ｋ:平均粒子径158nm,活性SA0.0019個/色素粒子(マスク率94%))
　製造例９において、以下の変更点（１）および（２）を以外は製造例９と同様に、マス
ク処理された蛍光体集積ナノ粒子を製造した。
【０２２４】
　（１）スルホローダミン１０１内包ポリメラミン粒子の製造において、蛍光色素として
、ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（シグマアルドリッチ社製）２０．３ｍｇから１
４．４ｍｇに変更し、メラミン樹脂原料ニカラックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社
製）を０．６５ｇに変更した。
【０２２５】
　（２）（１）で製造された、ストレプトアビジンが結合した色素粒子（平均粒子径158n
m、SA2500個/粒子、SA0.0319個/nm2）を０．６７ｎＭで含むメラミン系粒子の分散液を調
製した。この分散液７４０μＬに含まれる色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)を算出し
た。次に、この色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)×２５００（ストレプトアビジンの
個数／色素粒子1mol）×３．７６倍のモル量のビオチンを加えることで、結合基の総数の
９４％がマスク処理された（平均表面修飾数：１５０個／色素粒子、SA0.002個/nm2）蛍
光体集積ナノ粒子（粒子Ｋ）の分散液が作成された。
【０２２６】
　［製造例１２］(粒子Ｌ:平均粒子径40nm,活性SA0.0060個/色素粒子(マスク率80%))
　製造例１０において、以下の変更点（１）および（２）以外は製造例１０と同様に、マ
スク処理された蛍光体集積ナノ粒子を製造した。
【０２２７】
　（１）スルホローダミン１０１内包ポリメラミン粒子の製造において、蛍光色素として
、ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（シグマアルドリッチ社製）２０．３ｍｇから５
．２５ｍｇに変更し、メラミン樹脂原料ニカラックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社
製）を０．２１ｇに変更した。
【０２２８】
　（２）（１）で製造された、ストレプトアビジンが結合した色素粒子（平均粒子径40nm
、SA150個/粒子、SA0.031個/nm2）を０．６７ｎＭで含むメラミン系粒子の分散液を調製
した。この分散液７４０μＬに含まれる色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)を算出した
。
【０２２９】
　次に、この色素粒子のモル数(495.8×10-15mol)×２５００（ストレプトアビジンの個
数／色素粒子1mol）×３．２０倍のモル量のビオチンを加えることで、結合基の総数の８
０％がマスク処理された（平均表面修飾数：３０個／色素粒子、SA0.0060個/nm2）蛍光体
集積ナノ粒子（粒子Ｌ）の分散液が作成された。
【０２３０】
　［製造例１３］
　量子ドット（平均粒子径１８ｎｍ、ＳＡ１０個／粒子、ＳＡ０．００２５個／ｎｍ2）
を購入した。
【０２３１】
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　《マスク処理をした蛍光体集積ナノ粒子を含む染色試薬によるＦＩＳＨ》
　［実施例１１］
　製造例９で製造しマスク処理したストレプトアビジンを有する蛍光体集積ナノ粒子の分
散液を用意し、実施例６と同様に製造したビオチン標識のＢＡＣプローブの溶液２５μＬ
(濃度１μｇ／２５０μＬ)を調製し、これを含むＦＩＳＨ用の染色試薬のキットを製造し
た。そして、この染色試薬のキットを用いて、実施例６と同様に、まずＢＡＣプローブを
ハイブリダイズさせた後に該ＢＡＣプローブに蛍光体集積ナノ粒子を結合させる間接法に
よるＦＩＳＨ、観察等を行った。
【０２３２】
　［実施例１２］
　実施例７と同様に製造したビオチン標識のＢＡＣプローブ２５μＬ(濃度１μｇ／２５
０μＬ)、および製造例１０で製造しマスク処理したストレプトアビジンを有する蛍光体
集積ナノ粒子を用いて実施例１１と同様にＦＩＳＨ、観察等を行った。
【０２３３】
　［実施例１３］
　実施例７と同様に製造したビオチン標識のＢＡＣプローブ２５μＬ(濃度１μｇ／２５
０μＬ)、および製造例１１で製造しマスク処理したストレプトアビジンを有する蛍光体
集積ナノ粒子を用いて実施例１１と同様にＦＩＳＨ、観察等を行った。
【０２３４】
　［実施例１４］
　実施例７と同様に製造したビオチン標識のＢＡＣプローブ２５μＬ(濃度１μｇ／２５
０μＬ)、および製造例１２で製造しマスク処理したストレプトアビジンを有する蛍光体
集積ナノ粒子を用いて実施例１１と同様にＦＩＳＨ、観察等を行った。
【０２３５】
　［比較例６］
　実施例７と同様に製造したビオチン標識のＢＡＣプローブ２５μＬ(濃度１μｇ／２５
０μＬ)、および製造例９で製造した粒子を用いて実施例６と同様にＦＩＳＨ、観察等を
行った。表３に結果を示す。
【０２３６】
　［比較例７］
　実施例７と同様に製造したビオチン標識のＢＡＣプローブ２５μＬ(濃度１μｇ／２５
０μＬ)、および製造例１３で購入した粒子を用いて実施例６と同様にＦＩＳＨ、観察等
を行った。表３に結果を示す。
【０２３７】
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【表３】

【０２３８】
　（総合考察）
　マスク処理をした蛍光体集積ナノ粒子を有する染色試薬でＦＩＳＨを行ったところ、驚
くべきことに、マスク処理をしない染色試薬よりも、マスク処理をした染色試薬の方が、
輝点の数が増加する結果となった（例えば、表２［実施例６］と表３［実施例１１］とを
対比して参照）。
【０２３９】
　この効果は、蛍光体集積ナノ粒子の平均粒子径にかかわらず同様に得られる（例えば、
表２［実施例６］および表３［実施例１１］と、表２［実施例１０］および表３［実施例
１４］とを対比して参照）。
【０２４０】
　マスク処理したものの中では、マスク率が高い蛍光体集積ナノ粒子である方が、より多
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くの輝点数が得られた（表３の実施例１２と実施例１３とを対比して参照）。したがって
、より高いマスク率の蛍光体集積ナノ粒子を用いた染色試薬の方が好ましい。
【０２４１】
　また、上述したように、本来であれば染色試薬に含まれる蛍光体集積ナノ粒子の色素粒
子の平均粒子径が大きいものほど蛍光体の量が多くなり、その分、輝点数が増加するとこ
ろ、ほぼ同じマスク率である場合には、より平均粒子径が小さいものほど、輝点数が多く
なった（実施例１２と実施例１４とを対比して参照）。
【０２４２】
　これらの結果から、マスク率よりも平均粒子径の方が輝点数の増減に与える影響が大き
いといえる（実施例１２および実施例１３と、実施例１２および実施例１４とを対比して
参照）。
【０２４３】
　［実施例１５]
　製造例２で製造したシリカを母体とする蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｃ）を用いて、実施
例２と同様にＩＨＣ染色を実施し染色直後の輝点数を観察し、さらに1ヵ月後に再度輝点
数を観察した。
【０２４４】
　［実施例１６］
　製造例２で製造したシリカを母体とする蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｃ）を用いて、実施
例７と同様にＦＩＳＨを実施し染色直後の輝点数を観察し、さらに1ヵ月後に再度輝点数
を観察した。
【０２４５】
　［実施例１７］
　製造例１０で製造したメラミン樹脂を母体とする蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｊ）を用い
て、実施例２と同様にＩＨＣ染色を実施し染色直後の輝点数を観察し、さらに1ヵ月後に
再度輝点数を観察した。なお、染色直後の染色像や輝点数は、実施例２と同等であった。
【０２４６】
　［実施例１８］
　製造例１０で製造したメラミン樹脂を母体とする蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｊ）を用い
て、実施例７と同様にＦＩＳＨ染色を実施し染色直後の輝点数を観察し、さらに1ヵ月後
に再度輝点数を観察した。
（結果考察）
　実施例１５～実施例１８の結果、メラミン樹脂を母体とする蛍光体集積ナノ粒子（粒子
Ｊ）の染色像は１ヵ月後でも明確な輝点として観察されたのに対して、シリカを母体とす
る蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｃ）の染色像は１ヵ月後ににじんでいた。粒子Ｃは、内包さ
れている色素が長時間保持されず、粒子から放出されてしまったことが推測された。
【０２４７】
【表４】

【０２４８】
　［実施例１９］
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　ＨＥＲ２以外の遺伝子をターゲットとした関接法によるＦＩＳＨを行うため、実施例６
におけるＢＡＣプローブの作成に代えて以下のようにプローブを調製した。
【０２４９】
　〔ＤＮＡプローブの調製〕
　遺伝子データベース「e！EnsemblASIA」（http://asia.ensembl.org/index.html）の検
索で得られたＲＥＴの遺伝子配列番号（Chromosome 10: 43584007- 43585055）を、プロ
ーブ検索サイト「ＨＤ－ＦＩＳＨ」（http://www.hdfish.eu/Find_probes.php）に入力・
検索して、Ｂｉｅｎｋｏ Ｍ＿Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄ ２０１３に記載の方法に従いＲＥＴ
のプライマーペアを１４６組、見出した。
【０２５０】
　検索して得られたＲＥＴ選択的な配列の組み合わせの中から、Ｆｏｒｗｏｒｄ ｐｒｉ
ｍｅｒ（５’－ＴＴＣＴＧＴＧＡＧＣＡＴＴＴＧＣＴＴＧＧ－３’）および Ｒｅｖｅｒ
ｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’－ＣＴＣＴＴＧＡＣＡＡＴＧＴＣＣＣＣＴＧＧ－３’）のプラ
イマーのセット、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製「ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録商標）　Ｉ
Ｉ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ」、および一般的な市販のＰＣＲ試薬
を用い、この逆転写酵素の製品説明書にあるプロトコールに従って、ＨＴ－２９細胞から
抽出したtotal RNAを鋳型として逆転写反応することにより、ＲＥＴ遺伝子関連の配列を
有する塩基数１０４８のcＤＮＡ（核酸分子）を作成した。

　＜５’末端のビオチン標識＞
　上記のように調製したＤＮＡ２μｇを、ＶＥＣＴＯＲ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ社製
の「５'ＥｎｄＴａｇ（ＴＭ）　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ、（カタログＮｏ．ＭＢ－９００１）」のキットおよびプロトコールを用いて、以
下のようにＢＡＣクローン由来のＤＮＡの５'末端をビオチン標識した。
【０２５１】
　以下のものを遠心チューブで混合して、３７℃で３０分間インキュベートした。
・上記ＤＮＡ２μｇ（／超純水８μＬ）
・Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ・・・1μＬ
・アルカリフォスファターゼ・・・１μＬ
さらに、上記混合液中に以下のものを混合して、３７℃で３０分間インキュベートした。
・Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ・・・２μＬ
・ＡＴＰγＳ・・・１μＬ
・Ｔ４　ｐｏｌｙｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｋｉｎａｓｅ・・・２μＬ
　次に、ＶＥＣＴＯＲ　ＬＡＢＯＲＡＴＯＲＩＥＳ社製の「Ｂｉｏｔｉｎ　ｍａｌｅｉｍ
ｉｄｅ（カタログ番号ＳＰ－１５０１）」を３１２μＬのＤＭＳＯに溶解させたものを、
インキュベートした反応溶液に添加して混合した。この混合液を６５℃で３０分間（又は
、室温で２時間）インキュベートした。
【０２５２】
　次に、インキュベートした混合液に対してヌクレアーゼフリーの水７０μＬと、平衡化
したフェノール１００μＬを添加してボルテックスに数秒かけて混合した。上澄みの水の
層を新しい遠心チューブに移した。この３Ｍの酢酸ナトリウムを５μＬと、９５％エタノ
ールを２７０μＬ添加して混合した。これを１３０００×ｇで３０分間遠心し、生じた沈
殿を７０％のエタノールでリンスして、さらに１３０００×ｇで３分間遠心した。沈殿を
乾燥してＴＥ緩衝液（１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８）に溶解させ、５
'末端がビオチンで標識されたＤＮＡを得た。
【０２５３】
　＜その他の観察等＞
　上記ストレプトアビジン標識された蛍光色素内包シリカ粒子（粒子Ｃ）と、上記５'末
端がビオチンで標識されたＤＮＡプローブを含むＦＩＳＨ用の染色試薬のキットを製造し
た。そして、この染色試薬のキットを用いて、実施例６と同様に、まずＤＮＡプローブを
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ハイブリダイズさせた後に該ＤＮＡプローブに蛍光体集積ナノ粒子（粒子Ｂ）を結合させ
る間接法によるＦＩＳＨ、観察等を行った。この結果を表５に示す。
【０２５４】
　［実施例２０］
　実施例１９のＤＮＡプローブの調製に代えて以下の通りにＭＥＴ遺伝子由来のＤＮＡプ
ローブを調製したこと以外は実施例１９と同様に間接法によるＦＩＳＨ、観察等を行った
。この結果を表５に示す。
【０２５５】
　〔ＤＮＡプローブの調製〕
　遺伝子データベース「e！EnsemblASIA」（http://asia.ensembl.org/index.html）の検
索で得られたＭＥＴの遺伝子配列番号（Chromosome 7: 116,312,444-116,438,440）を、
プローブ検索サイト「ＨＤ－ＦＩＳＨ」（http://www.hdfish.eu/Find_probes.php）に入
力して、Ｂｉｅｎｋｏ Ｍ＿Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄ ２０１３に記載の方法に従いｍｅｔ ｐ
ｒｏｔｏ－ｏｎｃｏｇｅｎｅ ＭＥＴ（ＭＥＴ）のプライマーのペアを２９５組、見出し
た。
【０２５６】
　ＭＥＴに選択的な配列の中から、Ｆｏｒｗｏｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’－ＴＣＡＣＡＧ
ＣＡＧＣＡＡＴＴＣＣＣＡＴＡ－３’）および Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’－Ｃ
ＣＡＧＣＡＴＴＴＣＡＧＡＡＧＡＧＧＴＴＴＴ－３’）のプライマーのセット、Ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ社製「ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録商標）　ＩＩ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒ
ａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ」、および一般的な市販のＰＣＲ試薬を用い、この逆転写酵素の
製品説明書にあるプロトコールに従って、ＨＴ－２９細胞から抽出したtotal RNAを鋳型
として逆転写反応することにより、ＭＥＴ遺伝子関連の配列を有する塩基数２０５のｃＤ
ＮＡ（核酸分子）を作成した。
【０２５７】
　［実施例２１］
　実施例１９のＤＮＡプローブの調製に代えて以下の通りにＦＧＦＲ２遺伝子由来のＤＮ
Ａプローブを調製したこと、および使用した粒子Ｃに代えて粒子Ｂを使用したこと以外は
実施例１９と同様に間接法によるＦＩＳＨ、観察等を行った。この結果を表５に示す。
【０２５８】
　＜ＤＮＡプローブの調製＞
　遺伝子データベース「e！EnsemblASIA」（http://asia.ensembl.org/index.html）の検
索で得られたFＧＦＲ２の遺伝子配列番号（Chromosome 7: 55,086,714-55,324,313）を、
プローブ検索サイト「ＨＤ－ＦＩＳＨ」（http://www.hdfish.eu/Find_probes.php）に入
力して、Ｂｉｅｎｋｏ Ｍ＿Ｎａｔ Ｍｅｔｈｏｄ ２０１３に記載の方法に従いＦＧＦＲ
２のプライマーペアを２８０組、見出した。
【０２５９】
　ＦＧＦＲ２選択的な配列の中から、フォワードプライマー（５’－ＡＴＧＡＧＴＣＡＣ
ＴＧＣＡＣＡＣＡＧＣＣ－３’）および リバースプライマー（５’－ＴＧＡＧＴＧＡＧ
ＡＴＧＴＧＧＴＣＣＡＧＧ－３’）のプライマーのセット、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製「
ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ（登録商標）　ＩＩ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａ
ｓｅ」、および一般的な市販のＰＣＲ試薬を用い、この逆転写酵素の製品説明書にあるプ
ロトコールに従って、ＨＴ－２９細胞から抽出したtotal RNAを鋳型として逆転写反応す
ることにより、ＭＥＴ遺伝子関連の配列を有する塩基数２１７のｃＤＮＡを作成した。
【０２６０】
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【表５】

【０２６１】
　以上、実施形態および実施例に基づいて本発明に係る蛍光体集積ナノ粒子等を説明して
きたが、本発明は上述した実施形態、実施例に限定されず、特許請求の範囲に記載された
本発明の要旨を逸脱しない限り、設計変更は許容される。

【図１】

【図２】
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