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(57)【要約】
　本発明の課題は、採取した組織切片において、特定の組織・細胞を検出し、その特定の
組織・細胞上に発現している目的の生体物質の発現位置と発現量の両者を正確に特定する
方法を提供することにある。本発明の組織切片における生体物質の定量法は、（１）前記
組織切片における第一の生体物質を特異的に染色する明視野観察可能な免疫染色（第一の
免疫染色）を行い、（２）前記組織切片における第二の生体物質を特異的に染色する蛍光
物質内包ナノ粒子による免疫染色（第二の免疫染色）を行い、（３）第一の免疫染色の染
色像の位置と第二の免疫染色の染色像の位置を比較することによって、前記組織切片にお
ける第二の生体物質の発現位置を特定し、（４）第二の免疫染色の染色像の蛍光量を測定
することによって、第二の生体物質の発現量を特定する、ことを含む。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織切片における生体物質の定量法であって、
（１）前記組織切片における第一の生体物質を特異的に染色する明視野観察可能な免疫染
色（第一の免疫染色）を行い、
（２）前記組織切片における第二の生体物質を特異的に染色する蛍光物質内包ナノ粒子に
よる免疫染色（第二の免疫染色）を行い、
（３）第一の免疫染色の染色像の位置と第二の免疫染色の染色像の位置を比較することに
よって、前記組織切片における第二の生体物質の発現位置を特定し、
（４）第二の免疫染色の染色像の蛍光量を測定することによって、第二の生体物質の発現
量を特定する、
ことを含む定量法。
【請求項２】
　前記の第一の免疫染色の染色像と前記の第二の免疫染色の染色像の重なった位置につい
て、前記の第二の免疫染色の染色像の蛍光量を測定する、請求項１に記載の定量法。
【請求項３】
　前記の第一の免疫染色と前記の第二の免疫染色を同一の組織切片について行う、請求項
１又は２に記載の定量法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織切片における生体物質の定量法に関する。詳しくは、本発明は、免疫染
色を用いた組織切片における生体物質の定量法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病理診断の分野においては、採取した組織切片の標本から特定の細胞や組織を検出し、
その特定の細胞や組織上に病変と関連性を有する物質がどの程度発現しているかを定量す
ることは有用であり、このために免疫組織化学を用いた方法が検討されている。
【０００３】
　免疫組織化学（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ; ＩＨＣ）は、抗体を用い
て組織サンプル中の抗原を検出する組織学（組織化学）的手法として広く知られている。
この免疫組織化学は、本来不可視である抗原抗体反応を可視化するために発色操作を行う
観点から、「免疫染色」などと呼ばれることがある（以下、本明細書においては、この免
疫組織化学に対して「免疫組織化学染色」という語を用いることもある。）。抗原抗体反
応の所在を可視化するという特徴により、免疫組織化学は、組織サンプル中の生体物質の
所在を検出する目的で、医学及び生命化学の分野において広く用いられている。
【０００４】
　ＩＨＣ法では、抗原抗体反応の所在を可視化する方法として、明視野観察可能な染色方
法が広く用いられており、具体的には、酵素によって色素沈着性の物質に変換される基質
を用いる手法が一般的に用いられている。例えば、臨床現場においては、組織サンプル中
の対象とする抗原に結合した抗体を、ペルオキシダーゼ（Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ；ＰＯＤ
）とジアミノベンジジン（Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ；ＤＡＢ）を用いて染色し
て、可視化し、この可視化された抗体を通じて特定の抗原の発現量を、明視野観察により
検出することが広く行われている。この明視野観察によれば、後述の発光物質を用いる方
法に比べ、その染色の色味等のアナログ的に得られる情報を総合的に判断することにより
、標的とする分子についてより詳細な情報が得られるという利点がある。この免疫染色方
法を用いて細胞腫の判別や標本における細胞腫の位置を特定する方法として、細胞に特異
的に発現するマーカーを標的にした免疫染色が汎用技術となっている。
【０００５】
　免疫組織化学を用いて、組織切片における目的の生体物質の発現レベルを高精度に評価
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する方法として、蛍光物質内包ナノ粒子を用いて免疫染色し、発生する蛍光の輝点ドット
を検出して、生体物質の発現レベルを評価する方法が知られている（特許文献１）。この
方法では、蛍光物質内包ナノ粒子を用いることで目的の生体物質に対応する輝度分布を計
測することができるが、組織切片の中の特定の組織・細胞と目的の生体物質との位置関係
を特定することは難しく、特定の組織・細胞上に発現した目的の生体物質を選択して輝度
分布を計測することは困難であった。
【０００６】
　また、同一組織切片について、酵素抗体法（酵素反応を用いたＤＡＢ染色）による明視
野観察可能な染色と蛍光抗体法（蛍光色素を用いた染色）による蛍光色素染色の同時染色
を行う方法も報告されている（非特許文献１及び２）。この方法では、蛍光色素を用いて
目的の生体物質を定量しているが、生体物質の発現量が少ない箇所においては、十分な蛍
光強度を得ることができないため、目的の生体物質を定量することが難しい場合がある。
例えば、酵素抗体法でＫｉ－６７陽性細胞を染色し、蛍光抗体法でサイトケラチンを蛍光
染色した例では、蛍光量が不足しサイトケラチンの蛍光観察が困難な例が報告されている
（非特許文献２）。
【０００７】
　なお、蛍光多重染色によるタンパク質定量法として、定量の目的蛋白質と対照蛋白質を
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、それぞれの蛋白質の総蛍光強度
を測定し、両者の比から目的蛋白質を定量する方法も提案されている（特許文献２）。
【０００８】
　以上の通り、採取した組織切片の中の特定の組織や細胞を検出し、その特定の組織・細
胞上に発現している目的の生体物質を定量する方法については、発現位置と発現量の両者
を更に正確に特定する方法が望まれている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開2013-088296号公報
【特許文献２】特開2008-268167号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Tuominen, V.; Ruotoisteumaki, S.; Viitanen, A.; Jumppanen, M. an
d Isola, J; Breast Cancer Research 2010, 12:R56, "ImmunoRatio-F: a publicly avai
lable web application for quantitative image analysis of estrogen receptor (ER),
 progesterone receptor (PR), and Ki-67"
【非特許文献２】「URL: http://mitel.dimi.uniud.it/tp2012/presentations/A8-Isola.
pdf」　Vilppu Tuominen, Sofia Heinonen, Jorma Isola, "ImmunoRatio-F: image analy
sis of Ki-67 using cytokeratin immunofluoreccence correction"
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の課題は、採取した組織切片において、特定の組織・細胞を検出し、その特定の
組織・細胞上に発現している目的の生体物質の発現位置と発現量の両者を正確に特定する
方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、同じ組織切片について、特定の組織・細胞を特定するための生体物質（
第一の生体物質）と発現量を定量する目的の生体物質（第二の生体物質）を別々の方法で
染色し、両者の染色像の位置を比較することによって目的の生体物質（第二の生体物質）
の発現位置を正確に特定することができ、また、目的の生体物質(第二の生体物質)を蛍光
物質内包ナノ粒子で染色することによって発現量が少ない場合でも正確に定量できること
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を見出し、本発明を完成させた。
【００１３】
　すなわち、本発明は以下の項の通りである。
【００１４】
　[１]
　組織切片における生体物質の定量法であって、
（１）前記組織切片における第一の生体物質を特異的に染色する明視野観察可能な免疫染
色（第一の免疫染色）を行い、
（２）前記組織切片における第二の生体物質を特異的に染色する蛍光物質内包ナノ粒子に
よる免疫染色（第二の免疫染色）を行い、
（３）第一の免疫染色の染色像の位置と第二の免疫染色の染色像の位置を比較することに
よって、前記組織切片における第二の生体物質の発現位置を特定し、
（４）第二の免疫染色の染色像の蛍光量を測定することによって、第二の生体物質の発現
量を特定する、
ことを含む定量法。
【００１５】
　[２]
　前記の第一の免疫染色の染色像と前記の第二の免疫染色の染色像の重なった位置につい
て、前記の第二の免疫染色の染色像の蛍光量を測定する、[１]に記載の定量法。
【００１６】
　[３]
　前記の第一の免疫染色と前記の第二の免疫染色を同一の組織切片について行う、[１]又
は[２]に記載の定量法。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明によれば、組織切片の特定の組織・細胞を検出し、その特定の組織・細胞上に発
現している目的の生体物質の発現位置と発現量の両者を正確に特定する方法を提供するこ
とができる。
【００１８】
　すなわち、第一の生体物質の明視野観察可能な染色像によって、特定の組織・細胞を検
出し、第一の生体物質の染色像の位置と第二の生体物質の蛍光染色像（輝点数、輝度分布
）の位置の重なった部分について、第二の生体物質の蛍光染色像の輝点、輝度分布を測定
することによって、特定の組織・細胞上に発現している第二の生体物質（目的の生体物質
）を選択して定量することができる。そして、第二の生体物質の染色は、蛍光物質内包ナ
ノ粒子を用いて染色していることから、第二の生体物質の発現量が少なくても、高い検出
力（感度）が得られる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】本発明の実施例２の明視野観察可能な免疫染色の染色画像である（組織切片：ヒ
ト肝臓組織、免疫染色：ＣＤ３１抗体、色素：ＤＡＢ）。
【図２】本発明の実施例２の蛍光物質内包ナノ粒子による免疫染色の染色画像である（組
織切片：上記の図１と同じヒト肝臓組織、免疫染色：ＶＥＧＦＲ２抗体、色素：Ｓｕｌｆ
ｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１内包ナノ粒子）。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　以下、本発明を実施するための形態について詳細に説明するが、本発明はこれらに限定
されるものではない。
【００２１】
　１．検出対象物質、定量対象物質
　本発明は、採取した組織切片において、特定の組織・細胞（以下、検出対象物という）
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を検出し、検出対象物上に発現している目的の生体物質（以下、定量対象物質という）の
発現位置と発現量の両者を正確に特定する方法である。本発明で対象とする組織切片、検
出対象物、定量対象物の組合せは、検査の目的に応じて選べばよく、例えば、肝臓組織切
片における血管内皮細胞上に発現したＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３
等の定量、食道組織切片におけるリンパ管内皮細胞上に発現したＶＥＧＦＲ－１、ＶＥＧ
ＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３等の定量、乳房組織切片における上皮細胞上に発現したＫｉ６
７の定量等が挙げられる。
【００２２】
　２．組織切片
　本発明における組織切片は、免疫染色方法が適用できる切片であれば特に限定されず、
その作製方法は、公知の方法を用いることができる。例えば、病理切片として汎用されて
いるパラフィン包埋切片、その他を組織切片として用いることができる。
【００２３】
　３．免疫染色
　本発明では、組織切片における第一の生体物質を特異的に染色する明視野観察可能な免
疫染色（第一の免疫染色）と、組織切片における第二の生体物質を特異的に染色する蛍光
物質内包ナノ粒子による免疫染色（第二の免疫染色）とを行う。すなわち、検出対象物は
、第一の免疫染色の染色像によって検出し、定量対象物質は、第二の免疫染色の蛍光染色
像の輝点、輝度分布によって定量する。
【００２４】
　この場合、免疫染色は、第一の生体物質又は第二の生体物質（以下、標的物質という）
に特異的に結合する抗体と可視化できる物質（以下、標識体という）が結合した「標識化
プローブ」によって実施する。すなわち、標識化プローブは標的物質に対する抗体と標識
体が結合したものである。この場合の抗体と標識体の結合方法には特に制限はなく、直接
結合している場合の外に、２次抗体を介して結合している場合等も含まれる。
【００２５】
　以下、第一の免疫染色を行うための標識化プローブを第一の標識化プローブといい、第
二の免疫染色を行うための標識化プローブを第二の標識化プローブという。
【００２６】
　なお、本発明において、第一の標識化プローブと第二の標識化プローブは、互いに、そ
れぞれの標的物質との抗原抗体反応を妨げないものであることが必要である。
【００２７】
　（１）第一の標識化プローブ
　（ａ）第一の生体物質
　第一の生体物質は、検出対象物における免疫染色（第一の免疫染色）の標的物質である
。検査の目的に応じた程度に検出対象物に明視野観察可能な染色がされるように、検出対
象物である組織・細胞上の抗原となる物質を第一の生体物質として選べばよい。例えば、
血管内皮細胞の免疫染色にはＣＤ３１やＣＤ３４等を第一の生体物質とし、リンパ管内皮
細胞の免疫染色にはポドプラニン等を第一の生体物質とし、上皮細胞の免疫染色にはサイ
トケラチン等を第一の生体物質とすればよい。
【００２８】
　（ｂ）第一の生体物質と結合する抗体
　第一の生体物質と特異的に結合する抗体は、通常の方法を用いて取得することができる
。
【００２９】
　（ｃ）標識体
　標識体は、組織切片上で標的物質に結合した標識化プローブを可視化するためのもので
あり、第一の標識化プローブに含まれる標識体は、明視野観察可能な染色をするための標
識体である。
【００３０】
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　本発明において、「明視野観察可能な染色」とは、外部からのエネルギーを受けて励起
させることなく、通常の光学顕微鏡により目視可能な形で直接可視化されている（つまり
可視光を反射する）染色をいう。「目視可能な形で直接可視化」とは、現像等の二次的な
操作なしに、標的物質とプローブの間の特異的結合反応の所在を直接観察することができ
る状態にすることをいう。
【００３１】
　このような第一の標識化プローブに含まれる標識体の例は次の通りである。
【００３２】
　（色素沈着誘導標識体）
　本発明の明視野観察を可能とする標識体の例としては、色素沈着を誘導する物質（色素
沈着誘導標識体）、すなわち、基質を変化させて色素沈着性の化学種を生じさせる酵素が
挙げられる。このような酵素として、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）等のペルオ
キシダーゼ、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）、グルコシダーゼ等の酵素を挙げること
ができる。
【００３３】
　（色素沈着に用いられる基質）
　上記酵素により色素沈着性の物質に変換される基質として、色原性基質変換法に基づく
従来公知のアッセイ法において、色原性基質として一般的に用いられる基質を用いること
ができる。このような基質の例として、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）用基質な
どの酸化還元酵素用基質、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）用基質などのフォスファタ
ーゼ用基質、および、β－ガラクトシダーゼ用基質などのグリコシダーゼ用基質が挙げら
れるが、これらに限定されるものではない。
【００３４】
　ＨＲＰによる酵素反応に用いられる基質の具体例として、３，３'－ジアミノベンジジ
ン（ＤＡＢ）、３－ｐ－ヒドロキシフェニルプロピオン酸（ＨＰＰＡ）、ＥＣＬ　ｐｌｕ
ｓ（商標）、4-クロロ-1-ナフトール/4-クロロナフタレン-1-オールなどが挙げられる。
この中では、通常核染色に用いられるヘマトキシリン（青）との色味の違いや保存安定性
の観点からＤＡＢが汎用されており、好ましく用いられる。
【００３５】
　また、アルカリフォスファターゼ（ＡＬＰ）による酵素反応に用いられる基質として、
５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート／ニトロブルーテトラゾリウム塩
（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ）、４－メチルウンベリフェリルフォスフェート（ＭＵＰ）、６，８
－ジフルオロ－４－メチルウンベリフェリルフォスフェート（ＤｉＦＭＵＰ）、Ａｔｔｏ
Ｐｈｏｓ（登録商標）、９Ｈ－（１，３－ジクロロ－９，９－ジメチルアクリジン－２－
オン－７－イル）フォスフェート（ＤＤＡＯＰ）などが挙げられる。
【００３６】
　β－ガラクトシダーゼによる酵素反応に用いられる基質として、５－ブロモ－４－クロ
ロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（Ｘ－ｇａｌ）、９Ｈ－（１，３－ジ
クロロ－９，９－ジメチルアクリジン－２－オン－７－イル）β－Ｄ－ガラクトピラノシ
ド（ＤＤＡＯＧ）、４－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトシド（ＭＵＧ）など
が挙げられる。
【００３７】
　（ｄ）第一の標識化プローブ
　第一の標識化プローブは、前記の第一の生体物質と結合する抗体と前記の標識体とを結
合させることにより得られる。この場合の抗体と標識体の結合方法に特に制限はなく、直
接結合している場合の外に、２次抗体を介して結合している場合等も含まれることは前記
の通りである。
【００３８】
　このような抗体と標識体の結合は、通常用いられている方法に従って、抗体に標識体を
結合させることにより得ることができる。具体的な標識化方法としては、前記抗体に対し
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て特異的な親和性を有する抗体(二次抗体)を介する方法、ビオチン－アビジン法、チオー
ル基－マレイミド基のカップリング反応法、既存の化学リンカーを用いる方法、架橋剤（
１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）等）を用い
た架橋反応法、イオン結合法等を挙げることができる（後記の実施例を参照）。
【００３９】
　（２）第二の標識化プローブ
　（ａ）第二の生体物質
　第二の生体物質は、定量対象物質における免疫染色（第二の免疫染色）の標的物質であ
る。検査の目的に応じた定量が行われるように、定量対象物質上の抗原となる物質を選べ
ばよいが、一般的には定量対象物質は蛋白質であり、その場合は定量対象物質自体が第二
の生体物質である。第二の生体物質の例としては、血管内皮細胞増殖因子受容体（ＶＥＧ
ＦＲ－１、ＶＥＧＦＲ－２、ＶＥＧＦＲ－３）、細胞増殖関連蛋白Ｋｉ－６７等が挙げら
れる。
【００４０】
　（ｂ）第二の生体物質と結合する抗体
　第二の生体物質と特異的に結合する抗体は、通常の方法を用いて取得することができる
。
【００４１】
　（ｃ）標識体
　標識体は、組織切片上で標的物質に結合した標識化プローブを可視化するためのもので
あり、第二の標識化プローブに含まれる標識体は、蛍光物質内包ナノ粒子である。
【００４２】
　蛍光物質内包ナノ粒子とは、有機物または無機物でできた粒子（母体）中に蛍光物質が
２個以上（２分子以上）内包された構造を有するナノサイズの粒子をいう。本発明では、
蛍光物質は蛍光色素又は蛍光ナノ粒子であり、蛍光色素内包ナノ粒子と蛍光ナノ粒子内包
ナノ粒子がある。本発明で用いる蛍光物質内包ナノ粒子（蛍光色素内包ナノ粒子、蛍光ナ
ノ粒子内包ナノ粒子）は、目的に応じて、蛍光物質としての蛍光色素又は蛍光ナノ粒子、
及び粒子を形成する有機物又は無機物を原料として選択し、公知の方法により作製するこ
とができる。
【００４３】
　粒子を形成する有機物または無機物としては、例えば、ポリスチレン、ポリアミド、ポ
リ乳酸、ポリアクリロニトリル、ポリグリシジルメタクリレート、ポリメラミン、ポリウ
レア、ポリベンゾグアナミン、ポリフラン、ポリキシレン、フェノール樹脂、多糖、シリ
カ等、安定的に蛍光物質を内包できるものが挙げられる。蛍光物質をこのような粒子中に
内包させることにより、蛍光色素単独よりも励起光の照射による劣化が起こりにくく（耐
光性が強い）、また、１粒子中に複数個の蛍光物質が内包されることにより、１個の粒子
から発光する蛍光強度（輝度）を高めることができる。
【００４４】
　（蛍光色素内包ナノ粒子）
　蛍光色素内包ナノ粒子は、前記の粒子１個に蛍光色素を２分子以上内包させたものであ
る。内包させる蛍光色素には特に制限がなく、目的とする励起光、蛍光の波長その他に応
じて選べばよい。
【００４５】
　内包させる蛍光色素の例としては、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、等の中から選択することができる。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
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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、Ｍｏｂｉｔｅｃ社製）系色素分子等の中から選択することができる。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。
【００４６】
　ローダミン系色素分子の具体例としては、５－カルボキシ－ローダミン、テキサスレッ
ド、スルホローダミン１０１、その他が挙げられる。スクアリリウム系色素分子の具体例
としては、ＳＲｆｌｕｏｒ ６８０－Ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ、その他が挙げられる。シ
アニン系色素分子の具体例としては、１－Ｂｕｔｙｌ－２－［５－（１－ｂｕｔｙｌ－１
，３－ｄｉｈｙｄｒｏ－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－２Ｈ－ｉｎｄｏｌ－２－ｙｌｉｄｅ
ｎｅ）－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙｌ］－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３ｅｉｔｉ
－ｉｎｄｏｌｉｕｍ　ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ、その他が挙げられる。
芳香環系色素分子の具体例としては、Ｎ, Ｎ－Ｂｉｓ－（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙ
ｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１２－（４－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｘｙ）－
ｐｅｒｙｌｅｎ－３，４，９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｎａｃｉｄ ｄｉｉｍｉｄｅ
、その他が挙げられる。オキサジン系色素分子の具体例としては、Ｃｒｅｓｙｌ ｖｉｏ
ｌｅｔ、その他が挙げられる。カルボピロニン系色素分子の具体例としては、ＣＡＲＢＯ
ＰＹＲＯＮＩＮ　１４９、その他が挙げられる。ピロメセン系色素分子の具体例としては
、ＰＹＲＲＯＭＥＴＨＥＮＥ６５０、その他が挙げられる。
【００４７】
　また、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ系色素分子の具体例としては、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
　５５５（インビトロジェン社製）、その他が挙げられる。ＢＯＤＩＰＹ系色素分子の具
体例としては、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ（インビトロジェン社製）、その他が挙げられる。Ｃ
ｙ系色素分子の具体例としては、Ｃｙ３．５（ＧＥヘルスケア社製）、その他が挙げられ
る。ＤＹ系色素分子の具体例としては、ＤＹ－５９０（ＤＹＯＭＩＣＳ社製）、その他が
挙げられる。ＨｉＬｙｔｅ系色素分子の具体例としては、ＨｉＬｙｔｅ５９４（アナスペ
ック社製）、その他が挙げられる。ＤｙＬｉｇｈｔ系色素分子の具体例としては、ＤｙＬ
ｉｇｈｔ ５９４（サーモサイエンティフィック社製）、その他が挙げられる。ＡＴＴＯ
系色素分子の具体例としては、ＡＴＴＯ５９０（ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）、その他が挙げ
られる。ＭＦＰ系色素分子の具体例としては、ＭＦＰ５９０（Ｍｏｂｉｔｅｃ社製）、そ
の他が挙げられる。
【００４８】
　その他色素としては、Ｃ－Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ、Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ、ＡＰＣ
（Ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ）、ＡＰＣ－ＸＬ、ＮｏｒｔｈｅｒｎＬｉｇｈｔｓ６
３７（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）、等が挙げられる。
【００４９】
　また、これらの誘導体（蛍光色素として機能しうるもの、例えば、公知の誘導体）も蛍
光色素の具体例として挙げることができる。
【００５０】
　蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法は特に限定されるものではなく、通常用いられている
方法で製造される。例えば、粒子原料である樹脂のモノマーに蛍光色素分子を結合させた
後に重合し粒子を合成する方法、重合した樹脂の粒子に蛍光色素を吸着又は結合させて導
入する方法、樹脂のモノマーと蛍光色素とを混合して重合と蛍光色素の結合を同時に行う
方法等がある。これらの方法で製造した蛍光色素内包ナノ粒子は、通常、１粒子中に複数
個の蛍光色素分子が内包される。
【００５１】
　蛍光色素内包ナノ粒子の平均粒径は特に限定されないが、通常１０～５００ｎｍであり
、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も特に限定
されないが、通常は２０％以下であり、好ましくは５～１５％である。
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【００５２】
　なお、蛍光色素内包ナノ粒子の粒径は、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子顕微
鏡写真を撮影し、蛍光色素内包ナノ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。蛍光色素内包ナノ粒
子の集団の粒子サイズの平均（平均粒径）および変動係数は、十分な数（たとえば１００
０個）の蛍光色素内包ナノ粒子について上記のようにして粒子サイズ（粒径）を測定した
後、平均粒径はその算術平均として算出され、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。
【００５３】
　（蛍光ナノ粒子内包粒子）
　蛍光ナノ粒子内包粒子は、前記の粒子１個に蛍光ナノ粒子を２個以上内包させたもので
ある。内包させる蛍光ナノ粒子には特に制限がなく、目的とする励起光、蛍光の波長その
他に応じて選べばよい。
【００５４】
　内包させる蛍光ナノ粒子は、粒子サイズが１～５００ｎｍのものであり、好ましくは１
０～２００ｎｍである。この蛍光ナノ粒子は、半導体または蛍光体から構成される。半導
体は例えばＩＩ－ＶＩ族半導体であるＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＰｂＳ
、ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ等やＩＩＩ－Ｖ族半導体であるＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＰ、Ｇａ
Ａｓ、ＧａＳｂ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ等を用いることができ、毒性の観点から、
ＧａＰやＩｎＰを好適に用いることができる。蛍光体は、例えば母体にＹ2Ｏ3やＹＶＯ4

、ＺｎＯ、ＺｎＳ等を用い、発光中心にＥｕやＮｄ等を用いることができる。蛍光ナノ粒
子の粒子サイズ、母体組成、不純物量を調整することで観察に適した励起波長とする。
【００５５】
　このような蛍光ナノ粒子を前記の粒子に内包させて蛍光ナノ粒子内包ナノ粒子を製造す
る方法は、特に限定されるものではなく、通常用いられている方法で製造される。例えば
、粒子原料である樹脂のモノマーに蛍光ナノ粒子を結合させた後に重合し粒子を合成する
方法、重合した樹脂の粒子に蛍光ナノ粒子を吸着又は結合させて導入する方法、樹脂のモ
ノマーと蛍光ナノ粒子とを混合して重合と蛍光ナノ粒子の結合を同時に行う方法等がある
。これらの方法で製造した蛍光ナノ粒子内包ナノ粒子は、通常、１粒子中に複数個の蛍光
ナノ粒子が内包される。内包される蛍光ナノ粒子の粒子サイズ、母体組成、不純物量を調
整することで観察に適した励起波長とする。蛍光ナノ粒子内包粒子のサイズは、通常１０
～５００ｎｍであり、好ましくは５０～２００ｎｍである。
【００５６】
　なお、蛍光ナノ粒子内包ナノ粒子の粒径の測定は、前記の蛍光色素内包ナノ粒子の粒径
の測定と同様に実施することができる。
【００５７】
　（ｄ）第二の標識化プローブ
　第二の標識化プローブは、前記の第二の生体物質と結合する抗体と前記の標識体とを結
合させることにより得られる。この場合の抗体と標識体の結合方法に特に制限はなく、直
接結合している場合の外に、２次抗体を介して結合している場合等も含まれることは前記
の通りである。
【００５８】
　このような抗体と標識体の結合は、通常用いられている方法に従って、抗体に標識体を
結合させることにより得ることができる。具体的な標識化方法としては、前記抗体に対し
て特異的な親和性を有する抗体(二次抗体)を介する方法、ビオチン－アビジン法、チオー
ル基－マレイミド基のカップリング反応法、既存の化学リンカーを用いる方法、架橋剤（
１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド（ＥＤＣ）等）を用い
た架橋反応法、イオン結合法等を挙げることができる（後記の実施例を参照）。
【００５９】
　（３）免疫染色
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　本発明では、組織切片について、前記の第一の免疫染色及び前記の第二の免疫染色を実
施する。この場合の両免疫染色は、それぞれの染色像の位置関係を比較して検出対象物上
に発現している定量対象物質の発現位置を特定するために、同一組織切片について行うこ
とが好ましいが、切片の切り出しにおいて隣接する組織切片についてそれぞれの免疫染色
を実施することも可能である。
【００６０】
　免疫染色の方法は、通常用いられている方法を実施すればよい。
【００６１】
　４．染色像の位置の比較
　本発明では、第一の免疫染色の染色像の位置と第二の免疫染色の染色像の位置を比較す
ることによって、組織切片における第二の生体物質の発現位置を特定する。ここで、第一
の免疫染色の染色像は明視野観察可能な染色像であり、第二の免疫染色の染色像は蛍光染
色の染色像であることは前記の通りである。従って、第一の免疫染色の染色像は光学顕微
鏡によって観察し、第二の免疫染色の染色像は蛍光顕微鏡によって観察する。両染色像の
位置の比較は、第二の免疫染色の輝点、輝度分布が第一の免疫染色の染色像のどの位置に
該当するかが判断できる方法であれば特に制限はない。例えば、第一の免疫染色の染色像
の画像と第二の免疫染色の染色像の画像をコンピューターに取り込み、両画像の位置関係
を比較することによって、第二の免疫染色の輝点、輝度分布と第一の免疫染色の染色像と
の位置関係を判断することができる。このような解析ソフトとしては、例えば、市販画像
解析ソフトＩｍａｇｅ Ｊが挙げられる。
【００６２】
　第一の免疫染色によって組織切片上の検出対象物が特定されるので、前記の両染色像の
位置の比較により両者の位置関係が判断できれば、組織切片上の検出対象物上に発現して
いる定量対象物質（第二の生体物質）の免疫染色の輝点、輝度分布を特定することができ
る。すなわち、第一の免疫染色の染色像と第二の免疫染色の染色像の重なった位置におけ
る第二の免疫染色の輝点、輝度分布が、検出対象物上に発現している定量対象物質（第二
の生体物質）の輝点、輝度分布である。
【００６３】
　５．定量対象物質（第二の生体物質）の発現量の特定
　検出対象物上に発現した定量対象物質（第二の生体物質）の発現量の特定は、前記で特
定した第二の免疫染色の染色像の蛍光量を測定することによって行われる。この場合の蛍
光量の測定とは、特定した輝点、輝度分布について、輝点数又は蛍光輝度を測定すること
である。
【００６４】
　輝点数、蛍光輝度の測定は、通常用いられている方法で測定すればよい。例えば、コン
ピューターに第二の免疫染色の染色像の画像を取り込んで、前記で特定した輝点、輝度分
布について、解析ソフトを用いた演算手段による画像処理を行うことによって、輝点数又
は蛍光輝度が測定される。このような解析ソフトの例として、市販画像解析ソフトである
「ＩｍａｇｅＪ」や（株）ジーオングストローム社製の全輝点自動計測ソフト「Ｇ－Ｃｏ
ｕｎｔ」等がある。
【００６５】
　測定された輝点数又は蛍光輝度を、検体間で、あるいは標準検体と、比較することによ
って、採取した組織切片上の検出対象物上に発現している定量対象物質の発現量を特定す
ることができる。
【実施例】
【００６６】
　以下、実施例により本発明をさらに具体的に説明するが、本発明の範囲はこれらに限定
されるものではない。
【００６７】
　［実施例１］
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　（１）第一の生体物質に対する明視野観察可能な免疫染色（第一の免疫染色）
　肝臓組織スライド（Biomax社製T032a）をキシレンに浸漬し、パラフィンを除去後、ク
エン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中１５分間、オートクレーブ処理した。ＰＢＳを用いて洗浄
後、１０％ウサギ血清（ニチレイ社製）を添加し、室温下１時間放置した。
【００６８】
　ＰＢＳで洗浄後、抗CD31抗体（アブカム社製マウス抗体）を添加し、室温下３０分間放
置した。ＰＢＳで洗浄後、デキストランポリマーペルオキシダーゼ標識抗マウス抗体（ニ
チレイ社製）を添加し、室温下で３０分間放置した。DAB基質キット（ニチレイ社製）を
用いて、ジアミノベンジジン（DAB）を発色基質とする酵素を用いた免疫染色を行い、Ｐ
ＢＳを用いて洗浄した。
【００６９】
　エタノール、キシレンの順にスライドを浸漬させ、次いで封入剤（メルク社エンテラン
ニュー）を添加した後、カバーガラスを載せ、評価スライドとした。
【００７０】
　（２）第二の生体物質に対する蛍光色素内包ナノ粒子を用いた免疫染色（第二の免疫染
色）
　（ａ）抗体結合蛍光メラミン樹脂粒子（平均粒径１５０ｎｍ）の調製
　ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（シグマアルドリッチ社製）14.4mgを水22mLに加
えて溶解した後、エマルゲン430（花王社製）の5%水溶液を2mL加えた。ホットスターラー
上で撹拌しながら70℃に加熱した後、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）0.65gを加えた。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680μL加え、70℃、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。得られた粒子液から余剰の樹脂原料や色素等の不純物を取り除くため、純水によ
る洗浄を行なった。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
遠心分離し、上澄み除去後、超純水を加えて超音波照射し再分散した。遠心分離機、上澄
み除去、超純水への再分散を5回繰り返した。
【００７１】
　得られた粒子０．１ｍｇをＥｔＯＨ１．５ｍＬ中に分散し、アミノプロピルトリメトキ
シシランＬＳ－３１５０（信越化学工業社製）２μＬを加えて８時間反応させて表面アミ
ノ化処理を行なった。
【００７２】
　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含有した
ＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）を用いて３ｎＭに調整し、この溶液に最終濃度１０
ｍＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎｉ
ｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔ
ｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）を混合し、１時間反応させた。この混合液を１
０，０００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した後、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有した
ＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、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付いた蛍光色素内包粒子を得た。
【００７３】
　一方、ストレプトアビジン（和光純薬工業社製）をＮ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ Ｓ
－ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（ＳＡＴＡ）を用いてチオール基付加処理を行っ
たのち、ゲルろ過カラムによるろ過を行い、色素内包ナノ粒子に結合可能なストレプトア
ビジン溶液を得た。
【００７４】
　上記の蛍光ナノ粒子とストレプトアビジンとを、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳ中で
混合し、１時間反応させた。１０ｍＭメルカプトエタノールを添加し、反応を停止させた
。得られた溶液を遠心フィルターで濃縮後、精製用ゲルろ過カラムを用いて未反応ストレ
プトアビジン等を除去し、ストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１
色素内包メラミンナノ粒子を得た。
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【００７５】
　（ｂ）病理染色液の調製
　前記のストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１色素内包メラミン
ナノ粒子（平均粒径１５０ｎｍ）をPBSにより0.06ｎMに調製し、病理染色液とした。
【００７６】
　（ｃ）免疫染色
　前記（１）の肝臓組織スライドの組織切片と隣接する組織切片の肝臓組織スライドをキ
シレンに浸漬し、パラフィンを除去後、クエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中１５分間、オー
トクレーブ処理した。ＰＢＳで洗浄後、１０％ヤギ血清（ニチレイ社製）を添加し、室温
下１時間放置した。ＰＢＳで洗浄後、抗VEGFR-2抗体（アブカム社製ウサギ抗体）を添加
し、室温下３０分間放置した。ＰＢＳで洗浄後、ビオチン標識抗ウサギ抗体（ニチレイ社
製）を添加し、室温下で３０分間放置した。これに、上記で調製した希釈後の病理染色液
を添加し、室温下2時間反応させた後、ＰＢＳで洗浄を行った。
【００７７】
　エタノール、キシレンの順にスライドを浸漬させ、次いで封入剤（メルク社エンテラン
ニュー）を添加した後、カバーガラスを載せ、評価スライドとした。
【００７８】
　（３）染色像の評価
　上記で作製した評価スライドについて、光学顕微鏡（カールツァイス社製）を用いて第
一の免疫染色の染色画像を取得し、蛍光顕微鏡（カールツァイス社製）を用いて第二の免
疫染色の蛍光染色画像を取得した。蛍光染色画像取得における励起波長は５７５～６００
ｎｍ、蛍光波長は６１２～６８２ｎｍとした。
【００７９】
　取得した第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結
果を表１－１に示す。
【００８０】
　［実施例２］
　実施例１において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについて
行った以外は、実施例１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第一の
免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１に示
す。
【００８１】
　［実施例３］
　実施例１において、第一の免疫染色を抗CD34抗体（ニチレイ社製マウス抗体）を用いて
実施した以外は、実施例１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第一
の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１に
示す。
【００８２】
　［実施例４］
　実施例３において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについて
行った以外は、実施例３と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第一の
免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１に示
す。
【００８３】
　［実施例５］
　実施例１において、第二の免疫染色を抗VEGFR-1抗体（アブカム社製ウサギ抗体）を用
いて実施した以外は、実施例１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した
第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－
１に示す。
【００８４】
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　［実施例６］
　実施例５において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについて
行った以外は、実施例５と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第一の
免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１に示
す。
【００８５】
　［実施例７］
　実施例３において、第二の免疫染色を抗VEGFR-1抗体（アブカム社製ウサギ抗体）を用
いて実施した以外は、実施例３と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した
第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－
１に示す。
【００８６】
　［実施例８］
　実施例７において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについて
行った以外は、実施例７と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第一の
免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１に示
す。
【００８７】
　［実施例９］
　実施例１において、第一の免疫染色を抗ポドプラニン抗体（医学生物学研究所社製マウ
ス抗体）を用いて実施し、第二の免疫染色を抗VEGFR-1抗体（アブカム社製ウサギ抗体）
を用いて実施した以外は、実施例１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得
した第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表
１－１に示す。
【００８８】
　［実施例１０］
　実施例９において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについて
行った以外は、実施例９と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第一の
免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１に示
す。
【００８９】
　［実施例１１］
　実施例１において、第一の免疫染色を抗Cytokeratin AE1/AE3抗体（ダコ社製マウス抗
体）を用いて実施し、第二の免疫染色を抗Ki67抗体（ニチレイ製ウサギ抗体）を用いて実
施した以外は、実施例１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第一の
免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１に示
す。
【００９０】
　［実施例１２］
　実施例１１において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについ
て行った以外は、実施例１１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第
一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１
に示す。
【００９１】
　［実施例１３］
　実施例１１において、第二の免疫染色を抗ER抗体（ニチレイ社製ウサギ抗体）を用いて
実施した以外は、実施例１１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第
一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１
に示す。
【００９２】
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　［実施例１４］
　実施例１３において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについ
て行った以外は、実施例１３と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第
一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１
に示す。
【００９３】
　［実施例１５］
　実施例１１において、第二の免疫染色を抗PgR抗体（ベンタナ社製ウサギ抗体）を用い
て実施した以外は、実施例１１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した
第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－
１に示す。
【００９４】
　［実施例１６］
　実施例１５において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについ
て行った以外は、実施例１３と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第
一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１
に示す。
【００９５】
　［実施例１７］
　実施例１において、第一の免疫染色を抗CK7抗体（アクリスアンチボディーズ社製マウ
ス抗体）を用いて実施した以外は、実施例１と同様な方法を実施して評価スライドを作成
し、取得した第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。
結果を表１－１に示す。
【００９６】
　［実施例１８］
　実施例１７において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについ
て行った以外は、実施例１７と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第
一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１
に示す。
【００９７】
　［実施例１９］
　実施例１７において、第二の免疫染色を抗VEGFR-1抗体（アブカム社製ウサギ抗体）を
用いて実施した以外は、実施例１７と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得
した第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表
１－１に示す。
【００９８】
　［実施例２０］
　実施例１９において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについ
て行った以外は、実施例１９と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第
一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１
に示す。
【００９９】
　［実施例２１］
　実施例１７において、第二の免疫染色を抗VEGFR-3抗体（アブカム社製ウサギ抗体）を
用いて実施した以外は、実施例１７と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得
した第一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表
１－１に示す。
【０１００】
　［実施例２２］
　実施例２１において、第二の免疫染色を第一の免疫染色と同じ肝臓組織スライドについ
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て行った以外は、実施例２１と同様な方法を実施して評価スライドを作成し、取得した第
一の免疫染色の染色画像及び第二の免疫染色の蛍光染色画像を評価した。結果を表１－１
に示す。
【０１０１】
　［比較例１］
　実施例１において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価スラ
イドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１０２】
　［比較例２］
　実施例２において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍ
ｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor（登録商
標） 594 conjugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例２と同様
な方法を実施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate 
(インビトロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は、インビトロジェン社の製
品説明書の実施方法に従った。得られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に
示す。
【０１０３】
　［比較例３］
　実施例３において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価スラ
イドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１０４】
　［比較例４］
　実施例４において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍ
ｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 conj
ugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例４と同様な方法を実施し
て評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビトロジ
ェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得られ
た評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１０５】
　［比較例５］
　実施例５において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価スラ
イドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１０６】
　［比較例６］
　実施例６において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍ
ｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 conj
ugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例６と同様な方法を実施し
て評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビトロジ
ェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得られ
た評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１０７】
　［比較例７］
　実施例７において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価スラ
イドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１０８】
　［比較例８］
　実施例８において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍ
ｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 conj
ugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例６と同様な方法を実施し
て評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビトロジ
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ェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得られ
た評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１０９】
　［比較例９］
　実施例９において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価スラ
イドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１１０】
　［比較例１０］
　実施例１０において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａ
ｍｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 co
njugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例１０と同様な方法を実
施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビト
ロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得
られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１１１】
　［比較例１１］
　実施例１１において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価ス
ライドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１１２】
　［比較例１２］
　実施例１２において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａ
ｍｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 co
njugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例１０と同様な方法を実
施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビト
ロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得
られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１１３】
　［比較例１３］
　実施例１３において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価ス
ライドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１１４】
　［比較例１４］
　実施例１４において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａ
ｍｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 co
njugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例１０と同様な方法を実
施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビト
ロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得
られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１１５】
　［比較例１５］
　実施例１５において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価ス
ライドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１１６】
　［比較例１６］
　実施例１６において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａ
ｍｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 co
njugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例１６と同様な方法を実
施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビト
ロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得
られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
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【０１１７】
　［比較例１７］
　実施例１７において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価ス
ライドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１１８】
　［比較例１８］
　実施例１８において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａ
ｍｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 co
njugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例１８と同様な方法を実
施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビト
ロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得
られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１１９】
　［比較例１９］
　実施例１９において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価ス
ライドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１２０】
　［比較例２０］
　実施例２０において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａ
ｍｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 co
njugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例２０と同様な方法を実
施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビト
ロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得
られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１２１】
　［比較例２１］
　実施例２１において、第一の免疫染色は実施せず、第二の免疫染色のみ実施し、評価ス
ライドした。取得した染色画像の評価結果を表１－２に示す。
【０１２２】
　［比較例２２］
　実施例２２において、第二の免疫染色をストレプトアビジン結合ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａ
ｍｉｎｅ１０１色素内包メラミンナノ粒子の代わりにStreptavidin, Alexa Fluor 594 co
njugate (インビトロジェン社製)を用いて実施した以外は、実施例２２と同様な方法を実
施して評価スライドを作製した。Streptavidin, Alexa Fluor 594 conjugate (インビト
ロジェン社製)を用いた第二の免疫染色の実施方法は比較例２に記載した通りである。得
られた評価スライドを評価した。評価結果を表１－２に示す。
【０１２３】
　[評価スライドの評価結果]
　表１に示すように、隣接する別の組織切片の評価スライドを使用した場合であっても、
第一の免疫染色の染色像と第二の組織切片の染色像を比較することにより、特定の組織、
細胞上の第二の生体物質の発現位置（第二の免疫染色の蛍光染色画像の輝点、輝度分布の
位置）を特定することができた（実施例）。また、同一の組織切片の評価スライドを使用
した場合には、スライドを変えることなく、第二の生体物質の発現位置を容易かつ正確に
特定することができた（実施例）。なお、第一の免疫染色を行わない場合は、特定の組織
、細胞に対する第二の生体物質の発現位置を特定することは困難であった（比較例）。
【０１２４】
　また、第二の生体物質の発現量（第二の免疫染色の蛍光染色画像の輝点、輝度分布の算
出）については、第二の免疫染色に蛍光色素を用いた場合は蛍光量が少なく、蛍光輝度分
布の算出は困難であったが（比較例）、蛍光色素内包ナノ粒子を用いた場合は十分な蛍光
量が得られ、蛍光輝度分布の算出に問題は無かった（実施例）。



(18) JP WO2015/045962 A1 2015.4.2

10

20

30

40

【０１２５】
【表１－１】

【０１２６】
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（注１）第一の免疫染色の染色像と第二の組織切片の染色像を比較することによる、特定
の組織、細胞上の第二の生体物質の発現位置（第二の免疫染色の蛍光染色画像の輝点、輝
度分布の位置）：◎正確かつ容易に特定可能、○特定可能、×特定不可能
（注２）第二の生体物質の発現量（第二の免疫染色の蛍光染色画像の輝点、輝度分布の算
出）：◎輝度分布の算出が可能であり、かつその位置も特定可能、○輝度分布の算出は可
能であるが、その位置の特定は不可能、×輝度分布の算出は不可能
【符号の説明】
【０１２７】
１・・・血管内皮細胞
２・・・VEGFR2
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