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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　病理切片から生体物質を特異的に検出する生体物質検出方法の内、蛍光標識体を用いた
免疫染色と形態観察用の染色剤を用いた形態観察染色の同時染色を行なう場合において、
免疫染色に用いた蛍光標識体の観察の際に、免疫染色部の輝度保持率が形態観察染色部の
輝度保持率の８０％～１２０％の範囲であることを特徴とする生体物質検出方法。
【請求項２】
　前記蛍光標識体が、励起波長の極大が５５０～６２０ｎｍの波長域に存在し、発光波長
の極大が５８０～７００ｎｍの波長域に存在する蛍光色素内包ナノ粒子である、請求項１
に記載の生体物質検出方法。
【請求項３】
　前記蛍光色素がローダミン系色素分子または芳香環系色素分子である、請求項２に記載
の生体物質検出方法。
【請求項４】
　前記蛍光色素がペリレンである、請求項３に記載の生体物質検出方法。
【請求項５】
　前記蛍光色素内包ナノ粒子の母体がポリスチレン、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、シリカのいずれかである
、請求項２～４のいずれか一項に記載の生体物質検出方法。
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【請求項６】
　前記染色剤が、励起波長の極大が４５０ｎｍ～５５０ｎｍの波長域に存在する染色剤で
ある、請求項１～５のいずれか一項に記載の生体物質検出方法。
【請求項７】
　前記染色剤がエオジンである、請求項６に記載の生体物質検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は生体物質検出方法に関し、特に蛍光標識体を用いて染色される組織染色に関す
る。
【背景技術】
【０００２】
　医学的診断の１つとして、病理診断が行なわれている。病理医は人体から採取した組織
片から病気を診断し、治療や手術の要不要を臨床医に伝える。患者の状態と病理診断によ
って、内科系医師は薬物治療方針、外科系の医師は手術を行うか否かを決定する。
【０００３】
　病理診断では、臓器摘出や針生検によって得た組織検体を厚さ数ミクロン程度に薄切し
て組織標本を作成し、様々な所見を得るために光学顕微鏡を用いて拡大観察することが広
く行われている。多くの場合、標本は、採取した組織を固定するため脱水し、パラフィン
ブロック化した後、数μｍの厚さに薄切りし、パラフィンを取り除いて作製される。ここ
で、標本は光を殆ど吸収および散乱せず無色透明に近いため、観察に先立って色素による
染色を施すのが一般的である。
【０００４】
　染色手法としては種々のものが提案されている。特に組織標本に関しては、標本の形態
を観察するための形態観察染色として、ヘマトキシリンおよびエオジンの２つの色素を用
いるヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色）が標準的に用いられている（特許文献１
～２）。ヘマトキシリン染色により細胞核・石灰部・軟骨組織・細菌・粘液が青藍色～淡
青色に染色され、エオジン染色により細胞質・間質・各種線維・赤血球・角化細胞が赤～
濃赤色に染色される。病理医は、染色された組織標本の顕微鏡画像の中で、細胞の核の大
きさや形の変化、組織としてのパターンの変化などの形態学的な情報、染色情報、をもと
に診断を行っている。なお、この他の形態観察染色としては、例えば細胞診用いられるパ
パニコロウ染色（Ｐａｐ染色）等がある。
【０００５】
　また、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
行なわれている。免疫染色には、例えば、酵素を用いた色素染色法（ＤＡＢ染色）が用い
られる。ＤＡＢ染色は、ＤＡＢ（ジアミノベンジジン）を基質として発色させることので
きるペルオキシダーゼで修飾された抗体を用いて、観察対象となる抗原を当該発色により
染色して観察することで抗原量を測るものである。あるいは蛍光標識法が用いられること
もある。蛍光標識法は、蛍光色素が修飾された抗体を用いて対象となる抗原を染色して観
察することで抗原量を測るものである。
【０００６】
　現在、標本の形態観察と免疫観察を同時に行うことが試みられており、例えば、形態観
察のためのＨＥ染色と免疫観察のためのＤＡＢ染色を同時に行なうことが試みられている
（特許文献３）。しかしながら、ＤＡＢ染色のような酵素標識による染色はＨＥ染色と色
が近いため、ＨＥ染色による染色と酵素標識による染色の識別がしにくく、同時観察が困
難という課題がある。加えて、ＤＡＢ染色は染色濃度が温度・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等の量を見積もることが難しいという課
題がある。
【０００７】
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　一方、病理診断には蛍光標識体を用いる蛍光標識法が行なわれている。この方法はＤＡ
Ｂ染色と比べて定量性に優れるという特徴がある。蛍光標識体を用いて病理診断と形態観
察を同時に行う場合、組織染色に用いた染色剤の蛍光の影響を受け易いという課題がある
。これに対して例えば、可視光の影響を受けにくい、赤外線領域に励起・発光波長のピー
クを有する蛍光色素を使うことが挙げられる（特許文献４）。あるいは、形態観察用の染
色剤の励起・発光波長と免疫染色用の蛍光標識体の励起・発光波長をずらすことが挙げら
れる。
【０００８】
　一方で、色素の劣化は一般的に短波長側、特に紫外域で生じやすいことが知られている
。染色剤や蛍光標識体の劣化への影響を考慮すると紫外域よりも可視域での励起が望まし
い。
【０００９】
　蛍光標識体としては色素や無機ナノ粒子（半導体ナノ粒子、量子ドット等と称されるこ
ともある）、それらの集積体の利用が知られている（特許文献５）。この中で、無機ナノ
粒子は上述の可視域で励起させる蛍光標識体には向かないため利用が難しい。一方で、蛍
光色素およびその集積体は上述の可視域で励起させる蛍光標識体として利用できる。なお
、蛍光色素とその集積体では、集積体の方が耐光性能が向上することが報告されている（
特許文献６）。また、色素１個と集積体１個では１個あたりの輝度が集積体の方が高くな
る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】特表２００１－５２５５８０号公報
【特許文献２】特開２００９－１１５５９９号公報
【特許文献３】特開２０１０－１３４１９５号公報
【特許文献４】国際公開２００８／００６００６号
【特許文献５】特開２０１０－２０９３１４号公報
【特許文献６】特開２００８－１４７３９４号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　上記のような蛍光標識体を用いて病理診断と形態観察を同時に行なう場合、蛍光標識体
の観察には共焦点レーザー顕微鏡や蛍光顕微鏡が用いられる。これらの顕微鏡では蛍光観
察の際に高強度の励起光が染色した切片へとあたることになる。この励起光により、蛍光
色素等を用いた蛍光標識体やエオジン等の染色剤は徐々に劣化し、蛍光観察時や免疫染色
結果の判定において大きな影響を及ぼす。蛍光標識体、染色剤ともに劣化が無いことが理
想的であるが、現実にはある割合で劣化が生じてしまう。
【００１２】
　従って、本発明の主な目的は、上記のように励起光の照射により蛍光標識体や染色剤の
劣化が生じても、蛍光観察や免疫染色結果の判定を適切に行える方法を提供することであ
る。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、病理切片から生体物質を特異的に検出する生体物質検出方法の内、蛍光
標識体（特に蛍光色素内包ナノ粒子）を用いた免疫染色と形態観察用の染色剤を用いた形
態観察染色の同時染色を行なう場合において、免疫染色に用いる蛍光標識体の観察の際に
、免疫染色部（蛍光標識体で免疫染色した部位）の輝度保持率（励起光照射開始時点の輝
度に対する、観察時の輝度の百分率）が形態観察染色部（蛍光標識体で免疫染色されてお
らず且つ形態観察用の染色剤で染色された部位）の輝度保持率の８０％～１２０％の範囲
であると、蛍光観察や免疫染色結果の判定にほとんど影響を及ぼさない生体物質検出方法
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となることを見出した。
【００１４】
　すなわち本発明は、下記の事項を包含する。
［１］病理切片から生体物質を特異的に検出する生体物質検出方法の内、蛍光標識体を用
いた免疫染色と形態観察用の染色剤を用いた形態観察染色の同時染色を行なう場合におい
て、免疫染色に用いた蛍光標識体の観察の際に、免疫染色部の輝度保持率が形態観察染色
部の輝度保持率の８０％～１２０％の範囲であることを特徴とする生体物質検出方法。
［２］前記蛍光標識体が、励起波長の極大が５５０～６２０ｎｍの波長域に存在し、発光
波長の極大が５８０～７００ｎｍの波長域に存在する蛍光色素内包ナノ粒子である、［１
］に記載の生体物質検出方法。
［３］前記蛍光色素がローダミン系色素分子または芳香環系色素分子である、［２］に記
載の生体物質検出方法。
［４］前記蛍光色素がペリレンである、［３］に記載の生体物質検出方法。
［５］前記蛍光色素内包ナノ粒子の母体がポリスチレン、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、シリカのいずれかで
ある、［２］～［４］のいずれか一項に記載の生体物質検出方法。
［６］前記染色剤が、励起波長の極大が４５０ｎｍ～５５０ｎｍの波長域に存在する染色
剤である、［１］～［５］のいずれか一項に記載の生体物質検出方法。
［７］前記染色剤がエオジンである、［６］に記載の生体物質検出方法。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明の生体物質検出方法によれば、蛍光標識や染色剤の劣化が生じても、蛍光観察や
免疫染色結果の判定を適切に行える。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】図１は、エオジンの蛍光スペクトル（励起波長５２０ｎｍ）および励起スペクト
ル（蛍光波長５４０ｎｍ）である。
【図２】図２は、実施例１～１１（サンプル１－１～１１）および比較例１～４（サンプ
ル２－１～４）における、エオジン部の輝度保持率（すべて８０％で共通）および標識体
部の輝度保持率を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　以下、本発明を実施するための形態について説明するが、本発明はこれらに限定されな
い。
【００１８】
　本発明の典型的な実施形態にかかる生体物質検出方法は、病理切片から生体物質を特異
的に検出する方法であり、基本的には（１）蛍光標識体を用いて病理切片を免疫染色する
工程と、（２）形態観察用の染色剤を用いて病理切片を形態観察染色する工程と、（３）
染色後の病理切片に励起光を照射して蛍光発光させ、その病理切片から生体物質を検出す
る工程、とを有している。さらに、一般的な生体物質検出方法と同様に、脱パラフィン工
程、賦活化処理工程などの工程を有していてもよい。
【００１９】
　本発明では特に、（１）の病理切片を免疫染色する工程において、蛍光標識体として、
励起波長が形態観察のための染色剤の励起波長域とは異なる領域に存在する蛍光色素内包
ナノ粒子を使用することを想定している。ただし、本発明における免疫染色用の蛍光標識
体はそのような蛍光色素内包ナノ粒子に限定されるものではなく、観察の際に免疫染色部
の輝度保持率が形態観察染色部の輝度保持率の８０％～１２０％の範囲であるという条件
を満たすことのできるその他の蛍光標識体を用いることも可能である。
【００２０】
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　なお、（１）の免疫染色する工程と（２）の形態観察染色する工程とでは、どちらの工
程の処理が先に実行されてもよく、その順序（先後）は不問である。いずれの順番で免疫
染色および形態観察染色がなされた場合も、「蛍光標識体を用いた免疫染色と形態観察用
の染色剤を用いた形態観察染色の同時染色を行なう」ことになる。
【００２１】
　形態観察用の染色剤、免疫染色用の蛍光標識体（蛍光色素内包ナノ粒子）、形態観察染
色、免疫染色などの詳細は次のとおりである。
【００２２】
　〔形態観察用の染色剤〕
　形態観察用の染色剤としては、ヘマトキシリン・エオジンが特に好適に用いられるが、
これに限定されるものではない。エオジンと同様に細胞質等を染色でき、可視域の励起波
長と発光波長がエオジンと同様の色素であれば、如何なるものを用いてもよい。例えば、
細胞診の際に行われるパパニコロウ染色（Ｐａｐ染色）に用いられる、オレンジＧ、エオ
ジンＹおよびライトグリーンＳＦＹも、エオジンと同様の可視域の励起波長と発光波長を
有する色素である。ヘマトキシリンについても同様に、ヘマトキシリンと同様に細胞核を
染色でき、可視域の励起波長と発光波長がヘマトキシリンと同様の色素であれば、如何な
るものを用いてもよい。
【００２３】
　〔免疫染色用の蛍光標識体〕
　本発明における免疫染色用の蛍光標識体は、免疫染色に用いる蛍光標識体の観察の際に
、免疫染色部の輝度保持率が形態観察染色部の輝度保持率の８０％～１２０％の範囲であ
るという条件を達成しうるものである。すなわち、免疫染色用の蛍光標識体としては、励
起光を照射することによる輝度保持率の低下が、それと組み合わせて用いられる形態観察
用の染色剤（代表的にはヘマトキシリンおよびエオジン）の輝度保持率の低下に対して、
一定の範囲内で同調しうるものが用いられる。
【００２４】
　また、形態観察用の染色の一種であるＨＥ染色に用いられるエオジンは顕微鏡観察条件
によっては蛍光を放つ。エオジン吸収波長は多くの蛍光標識体の励起波長と重複するため
、染色に用いたエオジンの発光が蛍光標識体の観察を妨害する可能性がある。エオジンの
蛍光スペクトル（励起波長５２０ｎｍ）と励起スペクトル（蛍光波長５４０ｎｍ）を図１
に示す。励起スペクトルより、エオジンは４５０ｎｍを超えかつ５５０ｎｍ未満の波長域
で効率よく励起されることがわかる。従って、本発明における免疫染色用の蛍光標識体と
しては、この波長域を回避した３５０～４５０ｎｍの波長域かまたは５５０ｎｍ以上の長
波長域に励起波長の極大がある蛍光標識体が好ましい。但し、発光波長との兼ね合いによ
り、６２０ｎｍ以下に励起波長の極大があることがより好ましい。励起光による染色剤へ
の影響をなるべく低減する観点からは、３５０～４５０ｎｍの波長域に励起波長の極大が
ある蛍光標識体を用いるよりも、５５０～６２０ｎｍの波長域に励起波長の極大がある蛍
光標識体を用いる方が好ましい。一方、蛍光標識体の発光波長は、エオジンの吸収・発光
の影響や組織自家蛍光との兼ね合いから５８０ｎｍ以上の長波長側に極大があることが好
ましい。また、蛍光顕微鏡観察時に目視確認できる必要があるため、７００ｎｍ以下の短
波長側に極大があることが好ましい。
【００２５】
　〔蛍光色素内包ナノ粒子〕
　ノイズであるエオジンの蛍光や細胞自家蛍光に対する信号値の比の観点から、蛍光標識
体の輝度は高い方が好ましい。従って、本発明における蛍光標識体としては、蛍光色素と
比して輝度が高い、蛍光色素内包ナノ粒子が好適に用いられる。
【００２６】
　蛍光色素内包ナノ粒子とは、有機物または無機物でできた粒子（母体）中に複数の蛍光
色素が内包された構造を有するナノサイズの粒子である。本発明で用いる蛍光色素内包ナ
ノ粒子は、免疫染色部の輝度保持率を形態観察染色部の輝度保持率の８０％～１２０％の
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範囲とするために適切な蛍光色素および粒子を形成する有機物または無機物を原料として
選択した上で、公知の方法により作製することができる。
【００２７】
　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、安定的に蛍光色素を内包できるものが挙げられる。蛍光色素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の起こりにくい（耐
光性の強い）、免疫染色部の輝度保持率を形態観察染色部の輝度保持率の８０％～１２０
％の範囲に調整することのできる、蛍光色素内包ナノ粒子を作製することができる。たと
えば、ポリスチレン、ポリメラミン、シリカなどの疎水性の化合物は、耐光性の高い蛍光
色素内包ナノ粒子の母体として好ましい。
【００２８】
　一方、内包される蛍光色素は、代表的な形態観察用の染色剤であるエオジンの吸収波長
と重複しないよう、３５０～４５０ｎｍの波長域または５５０ｎｍ以上の長波長域で励起
する蛍光色素であることが好ましい。
【００２９】
　そのような蛍光色素は、例えば、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。
【００３０】
　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、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、テキサスレッド、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ Ｒｅｄ、ＬＤ７００ 
ＰＥＲＣＨＬＯＲＡＴＥ、などが挙げられる。
【００３１】
　スクアリリウム系色素分子の具体例としては、ＳＲｆｌｕｏｒ ６８０－Ｃａｒｂｏｘ
ｙｌａｔｅ、１，３－Ｂｉｓ［４－（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）－２－ｈｙｄｒｏｘ
ｙｐｈｅｎｙｌ］－２，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｂｕｔｅｎｅｄｉｙｌｉｕｍ
　ｄｉｈｙｄｒｏｘｉｄｅ，　ｂｉｓ、１，３－Ｂｉｓ［４－（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉ
ｎｏ）ｐｈｅｎｙｌ］－２，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｂｕｔｅｎｅｄｉｙｌｉ
ｕｍ　ｄｉｈｙｄｒｏｘｉｄｅ，　ｂｉｓ、２－（４－（Ｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）－
２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）－４－（４－（ｄｉｅｔｈｙｌｉｍｉｎｉｏ）－２－
ｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｈｅｘａ－２，５－ｄｉｅｎｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｏｘｏｃ
ｙｃｌｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、２－（４－（Ｄｉｂｕｔｙｌａｍｉｎｏ）－２－
ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）－４－（４－（ｄｉｂｕｔｙｌｉｍｉｎｉｏ）－２－ｈｙ
ｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｈｅｘａ－２，５－ｄｉｅｎｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｏｘｏｃｙｃ
ｌｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、２－（８－Ｈｙｄｒｏｘｙ－１，１，７，７－ｔｅｔ
ｒａｍｅｔｈｙｌ－１，２，３，５，６，７－ｈｅｘａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｏ［３，２
，１－ｉｊ］ｑｕｉｎｏｌｉｎ－９－ｙｌ）－４－（８－ｈｙｄｒｏｘｙ－１，１，７，
７－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ－２，３，６，７－ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ－１Ｈ－ｐｙｒｉ
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ｄｏ［３，２，１－ｉｊ］ｑｕｉｎｏｌｉｎｉｕｍ－９（５Ｈ）－ｙｌｉｄｅｎｅ）－３
－ｏｘｏｃｙｃｌｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、などが挙げられる。
【００３２】
　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－ｙｌｉ
ｄｅｎｅ）－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙｌ］－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３ｅｉ
ｔｉ－ｉｎｄｏｌｉｕｍ　ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ、１－Ｂｕｔｙｌ－
２－［５－（１－ｂｕｔｙｌ－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－１，３－ｄｉｈｙｄｒｏ－ｉ
ｎｄｏｌ－２－ｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｃｈｌｏｒｏ－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙ
ｌ］－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３Ｈ－ｉｎｄｏｌｉｕｍ　ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｐｈ
ｏｓｐｈａｔｅ、３－Ｅｔｈｙｌ－２－［５－（３－ｅｔｈｙｌ－３Ｈ－ｂｅｎｚｏｔｈ
ｉａｚｏｌ－２－ｙｌｉｄｅｎｅ）－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙｌ］－ｂｅｎｚｏ
ｔｈｉａｚｏｌ－３－ｉｕｍ　ｉｏｄｉｄｅ、などが挙げられる。
【００３３】
　芳香環系色素分子の具体例としては、Ｎ, Ｎ－Ｂｉｓ－（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐ
ｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１２－（４－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｘｙ）
－ｐｅｒｙｌｅｎ－３，４，９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｎａｃｉｄ ｄｉｉｍｉｄ
ｅ、Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１
２－ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏｘｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４：９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒ
ｂｏｘｄｉｉｍｉｄｅ、Ｎ，Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙ
ｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４，９，１０－ｂｉｓ（ｄｉｃａｒｂｉｍｉｄｅ）、１６，
Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３,４,９
,１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ｄｉｉｍｉｄｅ、４，４'－[（８，１６－Ｄｉ
ｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－２,１０－
ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｂｕｔｙｒｉc  ａｃｉｄ、２，１０－Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－
ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－ｄｉｏｎｅ、２，１０－Ｂｉｓ（３
－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｏｘｙ）ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－ｄｉ
ｏｎｅ, ３，３'－[（８，１６－Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎｚｏ[
ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎ－２,１０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｅ、
１７－ＢＩＳ（Ｏｃｔｙｌｏｘｙ）Ａｎｔｈｒａ［９，１，２－ｃｄｅ－］Ｂｅｎｚｏ［
ＲＳＴ］Ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－５－１０－Ｄｉｏｎｅ、Ｏｃｔａｄｅｃａｎｏｉｃａｃ
ｉｄ, ５，１０－ｄｉｈｙｄｒｏ－５,１０－ｄｉｏｘｏａｎｔｈｒａ[９，１，２－ｃｄ
ｅ]ｂｅｎｚｏ[ｒｓｔ]ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－１６,１７－ｄｉｙｌｅｓｔｅｒ、Ｄｉｈ
ｙｄｒｏｘｙｄｉｂｅｎｚａｎｔｈｒｏｎｅ、などが挙げられる。
【００３４】
　オキサジン系色素分子の具体例としては、Ｃｒｅｓｙｌ ｖｉｏｌｅｔ、Ｏｘａｚｉｎ
ｅ１７０、ＥＶＯｂｌｕｅ３０、Ｎｉｌｅ Ｂｌｕｅ、などが挙げられる。
【００３５】
　カルボピロニン系色素分子の具体例としては、ＣＡＲＢＯＰＹＲＯＮＩＮ　１４９、な
どが挙げられる。
【００３６】
　ピロメセン系色素分子の具体例としては、ＰＹＲＲＯＭＥＴＨＥＮＥ６５０、などが挙
げられる。
【００３７】
　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ系色素分子の具体例としては、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５５
５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ　６１０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３３、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３
５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ　６８０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７５
０、などが挙げられる。
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【００３８】
　ＢＯＤＩＰＹ系色素分子の具体例としては、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ，ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭ
Ｒ、ＢＯＤＩＰＹ　４９３／５０３、ＢＯＤＩＰＹ　５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ　５
５８／５６８、ＢＯＤＩＰＹ　５６４／５７０、ＢＯＤＩＰＹ　５７６／５８９、ＢＯＤ
ＩＰＹ　５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ　６５０／６６
５（以上インビトロジェン社製）などが挙げられる。
【００３９】
　Ｃｙ系色素分子の具体例としては、Ｃｙ３．５、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、などが挙げられ
る。
【００４０】
　ＤＹ系色素分子の具体例としては、ＤＹ－５９０、ＤＹ－６１０、ＤＹ－６１５、ＤＹ
－６３０、ＤＹ－６３１、ＤＹ－６３２、ＤＹ－６３３、ＤＹ－６３４、などが挙げられ
る。
【００４１】
　ＨｉＬｙｔｅ系色素分子の具体例としては、ＨｉＬｙｔｅ５９４、ＨｉＬｙｔｅＦｌｕ
ｏｒ ＴＲ、などが挙げられる。
【００４２】
　ＤｙＬｉｇｈｔ系色素分子の具体例としては、ＤｙＬｉｇｈｔ ５９４、ＤｙＬｉｇｈ
ｔ６３３、などが挙げられる。
【００４３】
　ＡＴＴＯ系色素分子の具体例としては、ＡＴＴＯ５９０、ＡＴＴＯ６１０、ＡＴＴＯ６
２０、ＡＴＴＯ６３３、ＡＴＴＯ６５５、などが挙げられる。
【００４４】
　ＭＦＰ系色素分子の具体例としては、ＭＦＰ５９０、ＭＦＰ６３１、などが挙げられる
。
【００４５】
　その他色素としては、Ｃ－Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ、Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ、ＡＰＣ
（Ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ）、ＡＰＣ－ＸＬ、ＮｏｒｔｈｅｒｎＬｉｇｈｔｓ６
３７、等が挙げられる。
【００４６】
　また、これらの誘導体（蛍光色素として機能しうるもの、たとえば公知の誘導体）を挙
げることができる。
【００４７】
　以上のような蛍光色素は、蛍光色素内包ナノ粒子中に、いずれか一種を単独で内包させ
るようにしても、複数種を混合して内包させるようにしてもよい。
【００４８】
　たとえば、芳香環系色素分子、ローダミン系色素分子などの蛍光色素は比較的耐光性が
高いため好ましく、なかでも芳香環系色素分子に属するペリレン（ｐｅｒｙｌｅｎｅ）、
特にペリレンジイミド（ｐｅｒｙｌｅｎｅ　ｄｉｉｍｉｄｅ）が好ましい。一方、比較的
耐光性の低い蛍光色素であっても、適切な母体を選択することにより、本発明による所定
の輝度保持率の条件を満たす蛍光色素内包ナノ粒子を作製できる可能性がある。
【００４９】
　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い。粒子原料であるモノ
マーに色素分子を結合させて粒子を合成する方法、粒子に色素を吸着させて導入する方法
等、粒子への色素の導入にはいかなる方法を用いても構わない。
【００５０】
　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％程度である。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に断面積を



(9) JP 5812095 B2 2015.11.11

10

20

30

40

50

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１０００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。
【００５１】
　〔形態観察染色工程〕
　形態観察染色工程では、特に組織標本の形態を観察する場合、前述したようなヘマトキ
シリンおよびエオジンの２つの色素を用いるヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色）
が標準的に用いられるが、本発明における形態観察染色はこれに限定されるものではない
。他の形態観察染色としては、例えば細胞診に用いられるパパニコロウ染色（Ｐａｐ染色
）等がある。
【００５２】
　ＨＥ染色では、ヘマトキシリン染色により細胞核・石灰部・軟骨組織・細菌・粘液が青
藍色～淡青色に染色され、エオジン染色により細胞質・間質・各種線維・赤血球・角化細
胞が赤～濃赤色に染色される。他の形態観察染色において、ヘマトキシリン類縁体やヘマ
トキシリンと同様の吸収波長を持つ色素により細胞核・石灰部・軟骨組織・細菌・粘液が
青藍色～淡青色に染色され、エオジン類縁体やエオジンと類似の吸収波長、発光波長を持
つ色素により細胞質・間質・各種線維・赤血球・角化細胞が赤～濃赤色に染色されてもよ
い。
【００５３】
　〔免疫染色工程〕
　本発明における免疫染色の方法としては、前述したような免疫染色用の蛍光標識体で検
出の対象とする生体物質を染色する、蛍光染色法が用いられる。
【００５４】
　たとえば、特定の抗原に対して免疫染色を行う際には、蛍光標識体と１次抗体を直接結
合した標識（コンジュゲート）を作製し、抗原を染色する方法（１次抗体法）、蛍光標識
体と２次抗体を直接結合した標識を作製し、抗原に１次抗体を結合したものを染色する方
法（２次抗体法）、蛍光標識体とビオチンを直接結合した標識を作製し、抗原に１次抗体
とアビジンあるいはストレプトアビジン修飾した２次抗体を結合したものを染色する方法
（ビオチン－アビジン法またはサンドイッチ法）等を用いることができる。
【００５５】
　免疫染色に用いる１次抗体はいかなるものでも構わず、免疫染色を行ないたい対象によ
って変わる。例えばＨＥＲ２を抗原とする免疫染色を行なう場合には、抗ＨＥＲ２抗体を
用いる。また、２次抗体は如何なるものを用いても構わず、１次抗体によって変わる。例
えば抗マウス・ラビット・牛・ヤギ・羊・犬・チキン抗体が挙げられる。
【００５６】
　蛍光標識体と抗体やビオチンの結合は既存の如何なる方法を用いても構わない。例えば
、アミンとカルボン酸の反応によるアミド化、マレイミドとチオールの反応によるスルフ
ィド化、アルデヒドとアミンの反応によるイミン化、エポキシとアミンの反応によるアミ
ノ化等を用いることができる。
【００５７】
　なお、上記の免疫染色は、組織染色に限定されるものではなく、細胞染色に適用するこ
とも可能である。また、検出の対象とする生体物質は、それと特異的に結合する物質が存
在するものであれば特に限定されるものではない。典型的には、上記のように抗原および
抗体の組み合わせが用いられるが、たとえば核酸分子（オリゴヌクレオチド、ポリヌクレ
オチド）およびそれにハイブリダイズしうる配列を有する核酸分子の組み合わせを用いる
ことも可能である。
【００５８】
　〔蛍光観察工程〕
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　上記工程により免疫染色および形態観察染色が施された病理切片に、用いられている蛍
光標識体に応じた適切な波長を有する励起光を照射することにより、その蛍光標識体が発
する蛍光を観察する。このような工程により、その病理切片内に存在する所定の生体分子
を検出することができ、抗体医薬（たとえばＨＥＲ２を標的とするハーセプチン）の適用
の適否を判定するための情報として利用することができる。
【００５９】
　励起光の照射には、一般的な蛍光観察と同様の照射手段を用いればよく、たとえば、蛍
光顕微鏡が備えるレーザ光源から、必要に応じて所定の波長を選択的に透過させるフィル
タを用いて、適切な波長および出力の励起光を染色された病理切片に照射すればよい。
【００６０】
　蛍光の観察は、蛍光顕微鏡の鏡筒から行ってもよいし、蛍光顕微鏡に設置されたカメラ
が撮影した画像を別途表示手段（モニタ等）に表示して行ってもよい。蛍光物質によるが
、蛍光顕微鏡の鏡筒からの目視によっては十分に蛍光を観察することができない場合であ
っても、カメラによる画像の撮影を通じて蛍光を観察することが可能な場合もある。必要
に応じて所定の波長を選択的に透過させるフィルタを用いてもよい。
【００６１】
　なお、本発明においては同一の病理切片に対して免疫染色および形態観察染色の両方が
施されているが、形態観察染色による像を観察する際には、免疫染色用の蛍光標識体を励
起させるための励起光を照射する必要はなく、光学顕微鏡と同様の観察条件下で観察すれ
ばよい。
【００６２】
　本発明の生体物質検出方法においては、免疫染色部の輝度保持率が形態観察染色部の輝
度保持率に対して特定の範囲の比率を有するため、免疫染色結果の判定に悪影響を及ぼす
ことがない。そのため、蛍光観察は任意の時間励起光を照射した後に行うことができるが
、通常の照射条件下（照射エネルギー等）において、好ましくは励起光開始から９０分以
内、より好ましくは励起光開始から３０分以内に行うようにする。
【００６３】
　本発明において、免疫染色部の輝度保持率（ＲＳ）の形態観察染色部の輝度保持率（Ｒ
Ｎ）に対する比率（ＲＳ／ＲＮ）は、８０～１２０％の範囲、好ましくは１００～１２０
％の範囲に設定される。上記比率が８０％を下回ると、蛍光観察時に形態観察染色部の輝
度に対し免疫染色部の輝度が相対的に低くなりすぎ、逆に上記比率が１２０％を上回ると
、蛍光観察時に免疫染色部の輝度に対して形態観察染色部の輝度が相対的に低くなりすぎ
、どちらの場合も、染色した病理切片から得られる情報が励起光の照射によって大きく変
質してしまうおそれがある。
【００６４】
　ここで、免疫染色部の輝度（Ｓ）は、免疫染色用の蛍光標識体によって染色された部位
の輝度の平均値として取得される値である。そして、免疫染色部の輝度保持率（ＲＳ）は
、蛍光観察のための励起光を照射する前の時点の輝度（ＳB）、および一定時間励起光を
照射した後に蛍光標識体が発する蛍光を観察する時点の輝度（ＳA）から、式ＳA／ＳBに
よって算出される値である。
【００６５】
　一方、形態観察染色部の輝度（Ｎ）は、免疫染色用の蛍光標識体によっては染色されて
いない、形態観察用の染色剤によって染色された部位の輝度の平均値として取得される値
である。そして、形態観察染色部の輝度保持率（ＲＮ）は、蛍光観察のための励起光を照
射する前の時点の輝度（ＮB）、および一定時間励起光を照射した後に蛍光標識体が発す
る蛍光を観察する時点の輝度（ＮA）から、式ＮA／ＮBによって算出される値である。
【００６６】
　免疫染色部の輝度（Ｓ）および形態観察染色部の輝度（Ｎ）は、たとえば、蛍光顕微鏡
に設置されたカメラによって画像を撮影し、画像解析ソフトを用いてその撮影画像の所定
の範囲の各画素の輝度を算出することによって取得することができる。
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【００６７】
　蛍光観察においては、たとえば、あるテストサンプルについて、ある染色条件（形態観
察用の染色剤および免疫染色用の蛍光標識体の組み合わせ）および励起光照射条件（波長
、強度等）について、上記のようにして輝度保持率に関する比率（ＲＳ／ＲＮ）を算出し
てみればよい。上記比率が８０～１２０％の範囲内にあることが確認された場合は、その
テストサンプルと同様の染色条件および励起光照射条件により、他の病理切片について蛍
光を観察することで、一定の信頼性のある生体物質検出方法を行うことができる。また、
上記比率が８０～１２０％の範囲外にあれば、染色条件および励起光照射条件を変更し、
８０～１２０％の範囲内なるよう修正した後、他の病理切片について蛍光を観察すればよ
い。
【００６８】
　あるいは、特定の染色条件および励起光照射条件について、輝度保持率に関する比率（
ＲＳ／ＲＮ）が上記のようにして８０～１２０％の範囲になることが一度確認された後は
、同様の組み合わせおよび観察条件が適用される限り、観察の都度テストサンプルを用い
て確認することなく、一定の信頼性のある生体物質検出方法とみなして運用することも可
能である。
【実施例】
【００６９】
　以下、実施例を挙げて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されない。
【００７０】
　［サンプルの作製］
　（サンプル１－１：Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ内包シリカ粒子）
　蛍光色素Sulforhodamine 101 acid chloride（同仁社製、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素）３
．４ｍｇと３－アミノプロピルトリメトキシシラン（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉ
ｍｅｔｏｘｙｓｉｌａｎｅ、信越シリコーン社製、ＫＢＭ９０３）３μＬとをＤＭＦ中で
混合し、オルガノアルコキシシラン化合物を得た。得られたオルガノアルコキシシラン化
合物０．６ｍＬを、４８ｍＬのエタノール、０．６ｍＬのＴＥＯＳ（テトラエトキシシラ
ン）、２ｍＬの水、２ｍＬの２８％アンモニア水と３時間混合した。上記工程で作製した
混合液を１００００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した。エタノールを加え、
沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手順でエタノールと純水による洗浄を
２回ずつ行った。得られたテトラメチルローダミン内包・シリカナノ粒子のＳＥＭ観察を
行ったところ、平均粒径は１０４ｎｍ、変動係数は１２％であった。
【００７１】
　得られた蛍光体内包シリカナノ粒子を、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１０ｍＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃ
ｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅ
ｃａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）を混合し、１時間反応させた。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回行うことで抗体結合用の蛍光色素内包粒子を得た。
【００７２】
　一方、抗ヒトＨＥＲ２抗体を１Ｍジチオスレイトール（ＤＴＴ）で還元処理を行い、ゲ
ルろ過カラムにより過剰のＤＴＴを除去することによりシリカ粒子に結合可能な還元化抗
体溶液を得た。
【００７３】
　上記で得られた抗体結合用の蛍光色素内包粒子と還元化抗体とを、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１００００Ｇ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
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った。同様の手順による洗浄を３回行うことで抗ヒトＥＲ抗体結合・蛍光色素内包粒子を
得た。
【００７４】
　（サンプル１－２：ＡＴＴＯ５９０内包シリカ粒子）
　蛍光色素としてＡＴＴＯ５９０色素（ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）を用いた。それ以外はサ
ンプル１－１と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００７５】
　（サンプル１－３：Ｃｒｅｓｙｌ　Ｖｉｏｌｅｔ内包シリカ粒子）
　蛍光色素としてＣｒｅｓｙｌ　Ｖｉｏｌｅｔ（シグマアルドリッチ社製）を用い、３－
アミノプロピルトリメトキシシラン（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｏｘｙｓ
ｉｌａｎｅ、信越シリコーン社製、ＫＢＭ９０３）に替えて、3-グリシジルオキシプロピ
ルトリメトキシシラン（3-Glycidyloxypropyltrimethoxysilane、TCI社製）を用いた。そ
れ以外はサンプル１－１と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合
成した。
【００７６】
　（サンプル１－４：ペリレンジイミド内包シリカ粒子）
　蛍光色素として用いたペリレンジイミドは次の方法で準備した。N,N'-Bis(2,6-diisopr
opylphenyl)-1,6,7,12-tetraphenoxyperylene-3,4:9,10-tetracarboxdiimideを濃硫酸で
処理した、ペリレンジイミドスルホン酸誘導体を作製した。これを酸クロリドに変換して
ペリレンジイミドスルホン酸クロリド誘導体とした。これを蛍光色素として用いた以外は
サンプル１－１と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００７７】
　（サンプル１－５：Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ内包メラミン粒子）
　SulfoRhodamine101（シグマアルドリッチ社製）2.5mgを水22.5ｍLに加えた後、ホット
スターラ―上で70℃20分間加熱し、水溶性メラミン樹脂「ニカラックMX－035」（日本カ
ーバイド工業社製）1.5ｇを加え、さらに5分間加熱撹拌した。ギ酸100μLを加え、20分間
60度で加熱攪拌した後、室温放冷した。冷却後、反応混合物を遠心用チューブに入れて遠
心分離機に12000rpm20分かけ、上澄み除去した。この洗浄をエタノールと水で行なった。
得られた粒子をサンプル１－１と同様にＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィッ
ク社製、ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉ
ｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）で修飾した後、抗ヒト
ＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００７８】
　（サンプル１－６：ＡＴＴＯ５９０内包メラミン粒子）
　蛍光色素としてＡＴＴＯ５９０（ＡＴＴＯ－ＴＥＣＨ社製）を用いた。それ以外はサン
プル１－５と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００７９】
　（サンプル１－７：ペリレンジイミド内包メラミン粒子）
　蛍光色素としてペリレンジイミドスルホン酸誘導体を用いた。それ以外はサンプル１－
５と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００８０】
　（サンプル１－８：Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ内包架橋ＰＳ粒子）
　TexasRed色素内包架橋ＰＳ粒子はソープフリー乳化重合法により作製した。蛍光色素Su
lforhodamine 101 acid chloride（同仁社製、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素）を４－アミノス
チレン(東京化成工業社製)と室温条件で１時間混合し、色素結合スチレンを作製した。ア
ルゴンバブリングした純水中５ｍＬにグリシジルメタクリレート(東京化成工業社製)０．
１８ｇとスチレン（和光純薬社製）０．０５ｇ、ジビニルベンゼン０．０５ｇ、上記色素
結合スチレン０．００５ｇを加えた。撹拌しながら７０℃に昇温し、水溶性アゾ重合開始
剤であるＶ－５０（和光純薬社性）を０．０１２ｇ加え、１２時間反応した。反応液を１
００００Ｇで２０分遠心分離し、粒子を回収した。回収した粒子を純水に分散し再度遠心
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分離で回収する事で精製を行なった。得られた粒子を過剰のアンモニア水に加え、粒子末
端のエポキシ基をアミノ基へと変換した。得られた粒子は、サンプル１－１と同様にＳＭ
（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ
－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙ
ｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）で修飾した後、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成
した。
【００８１】
　（サンプル１－９：ＡＴＴＯ５９０内包架橋ＰＳ粒子）
　蛍光色素としてＡＴＴＯ５９０（ＡＴＴＯ－ＴＥＣＨ社製）を用いた。それ以外はサン
プル１－８と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００８２】
　（サンプル１－１０：Ｃｒｅｓｙｌ　Ｖｉｏｌｅｔ内包架橋ＰＳ粒子）
　蛍光色素としてCresyl Violet（シグマアルドリッチ社製）を用いた。それ以外はサン
プル１－８と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００８３】
　（サンプル１－１１：ペリレンジイミド内包架橋ＰＳ粒子）
　蛍光色素としてペリレンジイミドスルホン酸誘導体を酸クロリドとしたものを用いた。
それ以外はサンプル１－８と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を
合成した。
【００８４】
　（サンプル２－１：Ｃｙ－３．５内包シリカ粒子）
　蛍光色素としてＣｙ－３．５　ＳＥ（ロシュ社）を用いた。それ以外はサンプル１－１
と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００８５】
　（サンプル２－２：Ｃｙ－３．５内包メラミン粒子）
　蛍光色素としてＣｙ－３．５　ＳＥ（ロシュ社）を用いた。それ以外はサンプル１－５
と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００８６】
　（サンプル２－３：ＢＯＤＩＰＹ　ＴＲ内包シリカ粒子）
　蛍光色素としてＢＯＤＩＰＹ　ＴＲ（インビトロジェン社）を用いた。それ以外はサン
プル１－１と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００８７】
　（サンプル２－４：ＢＯＤＩＰＹ　ＴＲ内包メラミン粒子）
　蛍光色素としてＢＯＤＩＰＹ　ＴＲ（インビトロジェン社）を用いた。それ以外はサン
プル１－５と同様にして、抗ヒトＨＥＲ２抗体結合・蛍光色素内包粒子を合成した。
【００８８】
　［組織染色による評価］
　サンプル１－１～１１、２－１～４を用いて、ヒト乳房組織の免疫染色と形態観察染色
（ＨＥ染色）とを行なった。サンプル１－１～１１が実施例１～１１、サンプル２－１～
４が比較例１～４に対応する。
【００８９】
　染色切片はコスモバイオ社製の組織アレイスライド（CB-A712）を用いた。組織アレイ
スライドを脱パラフィン処理後、水に置換洗浄、10mMクエン酸緩衝液（pH6.0）中で１５
分間オートクレーブ処理することで、抗原の不活化処理を行った。抗原の不活化処理後の
組織アレイスライドはPBS緩衝液を用いて洗浄後、湿潤箱中で１時間1％BSA含有PBS緩衝液
を用いてブロッキング処理を行った。ブロッキング処理後、1％BSA含有PBS緩衝液で0.05
ｎMに希釈した各サンプル１－１～１１、２－１～４を組織切片と３時間反応させた。各
サンプル１－１～１１、２－１～４と反応後、組織アレイスライドを、PBS緩衝液を用い
て洗浄した。
【００９０】
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　免疫染色後、形態観察染色（ＨＥ染色）を行なった。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なった後、流水水洗（約４５℃）
を３分間行なった。次に、１％エオジン液で５分間染色してエオジン染色を行なった後、
純エタノールに５分間つける操作を４回行ない、洗浄・脱水を行なった。続いてキシレン
に５分間つける操作を４回行ない、透徹を行なった。最後に、封入剤エンテランニュー（
Ｍｅｒｃｋ社製）を用いて封入し観察用サンプルスライドとした。
【００９１】
　サンプル１－１～１１、２－１～４で免疫染色してその後に形態観察染色した組織切片
に対し、励起光を照射して蛍光発光させ、その組織切片から、倒立型蛍光顕微鏡（カール
ツァイス社製）を用いて画像を取得した。
【００９２】
　励起波長（ｎｍ）・蛍光波長（ｎｍ）は光学フィルターにより設定し、励起は５７５－
６００ｎｍ、蛍光は６１２－６８２ｎｍとした。（なお、表１，表２では、粒子の吸収極
大波長・発光極大波長を記している。）。顕微鏡観察、画像取得時の励起波長条件は、５
８０ｎｍ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
。３６５ｎｍ励起では視野中心部付近の照射エネルギーが５００Ｗ／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任意に設定し画像を取得した
。例えば４０００μ秒で測定を行なった。
【００９３】
　画像解析ソフトであるImage-Jを用いて取得画像より各画素の輝度を算出し、サンプル
１－１～１１、２－１～４の蛍光標識体によって染色された部位（免疫染色部）の平均輝
度（免疫染色部輝度）を算出した。当該平均輝度は信号値（Ｓ）に対応する。輝度は「０
」を黒（一番暗い）と、「２５５」を白（一番明るい）としている。同時に、蛍光標識さ
れた細胞近傍の、蛍光標識体によって染色されておらず且つエオジンによって染色された
部位（形態観察染色部）についても平均輝度（形態観察染色部輝度）を算出した。当該平
均輝度はノイズ値（Ｎ）に対応する。免疫染色部輝度と形態観察染色部輝度との比をＳ／
Ｎ比とした。
【００９４】
　免疫染色部と形態観察染色部の退色評価は、３０分間視野を動かさない状態として励起
光を照射し続け、照射前（照射開始時点、０分）および照射後（３０分）の顕微鏡画像の
両方から、免疫染色部輝度および形態観察染色部輝度を取得し、それぞれについて（３０
分照射後の輝度／照射直後の輝度）で表される輝度保持率を算出することにより行った。
また、照射前のＳ／Ｎ比と照射後のＳ／Ｎ比を算出し、（照射後のＳ／Ｎ比－照射前のＳ
／Ｎ比）／照射前のＳ／Ｎ比、で表わされる照射前後のＳ／Ｎ比変化率を算出した。この
値を励起光照射前後の見え方の違いの指標とすることとした。
【００９５】
　さらに、上記の免疫染色および形態観察染色を同時にした切片の連続切片を用いて、Ｄ
ＡＢ染色を行い、細胞膜上のＨＥＲ２の発現が少ない（１＋）領域をあらかじめ設定して
おいた。免疫染色および形態観察染色を同時にした切片における、それに対応する領域に
ついて、照射前後で蛍光顕微鏡観察による目視評価を行ない、照射前後で判定が変わらな
いものは○、判定が変わったものは×、とした。
【００９６】
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【表１】

【００９７】
　表１，図２の実施例１～１１がサンプル１－１～１１、比較例１～４がサンプル２－１
～４に対応する。各実施例、比較例で粒子の色素、母体が異なっており、励起光後の輝度
変化の割合が異なっている。このため、形態観察染色部輝度に対する免疫染色部輝度の比
であるＳ／Ｎ比も、励起光照射の照射前後で変化している。実施例である、形態観察染色
部の輝度保持率に対する免疫染色部の輝度保持率が８０～１２０％の範囲であると、細胞
膜上のＨＥＲ２の発現が少ない（１＋）領域について、励起光照射前後で評価が同じとな
り、観察サンプルの見え方に大きな影響がない結果となった。一方、比較例である、形態
観察染色部の輝度保持率に対する免疫染色部の輝度保持率が８０～１２０％の範囲から外
れたものでは、励起光照射前後で評価が異なり、観察サンプルの見え方に影響を与える結
果となった。
【００９８】
　以上から、形態観察染色と免疫染色を同時に行なう場合において、蛍光標識体や染色剤
の劣化が生じても、免疫染色に用いる蛍光標識体の観察の際に、免疫染色部の輝度保持率
が形態観察染色部の輝度保持率の８０％～１２０％の範囲であれば、適切に判断できるこ
とが分かる。
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