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(57)【要約】
【課題】免疫染色法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物質を蛍光ナ
ノ粒子で標識する処理（蛍光標識処理）を行い、続いて前記蛍光標識処理された組織切片
を形態観察用の染色液で染色する処理（染色処理）を行っても、染色スライドにおける蛍
光ナノ粒子の輝度の低下および輝度のばらつきを抑制することのできる方法を提供する。
【解決手段】上記蛍光標識処理および染色処理、ならびに染色処理された組織切片を酸性
水溶液で洗浄する処理（洗浄処理）を行う、染色スライドの洗浄方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫染色法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物質を蛍光ナノ粒子
で標識する処理（蛍光標識処理）、
　前記蛍光標識処理された組織切片を形態観察用染色液で染色する処理（染色処理）、お
よび
　染色処理された組織切片を酸性水溶液で洗浄する処理（洗浄処理）
を行う、染色スライドの洗浄方法。
【請求項２】
　前記酸性水溶液のｐＨが２以上７未満である、請求項１に記載の染色スライドの洗浄方
法。
【請求項３】
　前記酸性水溶液のｐＨが３以上６．５以下である、請求項１に記載の染色スライドの洗
浄方法。
【請求項４】
　前記染色液がヘマトキシリンおよび／またはエオジンより選択される、請求項１～３の
いずれか１項に記載の染色スライドの洗浄方法。
【請求項５】
　前記蛍光ナノ粒子が蛍光体集積ナノ粒子であり、その平均粒子径が２０ｎｍ～５００ｎ
ｍである、請求項１～４のいずれか１項に記載の染色スライドの洗浄方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、病理診断等に用いられる染色スライドの作製方法に関する。より詳しくは、
本発明は、蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色法により染色されたスライドを、酸性の水溶液
を用いて洗浄する処理に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病理診断は、患者から採取した検体を薄切してスライドを作製し、所定の方法で染色し
たときの染色画像に基づいて、細胞または組織の形態を観察するとともに、特定の生体物
質の発現レベルを定量、評価することにより、その患者が特定の疾患に罹患しているか否
か、あるいは特定の治療薬が奏功するか否かといった様々な事象を診断する方法である。
【０００３】
　たとえば、癌組織を採取して作製された検体を用いて、癌遺伝子の一種であるＨＥＲ２
遺伝子（HER2/neu、c-erbB-2）および／またはＨＥＲ２遺伝子から産生される膜タンパク
質であって癌細胞増殖因子の受容体として機能していると推定されるＨＥＲ２タンパクを
定量し、評価することによって、乳癌患者の予後を診断したり、分子標的治療薬「トラス
ツズマブ」（商品名「ハーセプチン」（登録商標）、抗ＨＥＲ２モノクローナル抗体）に
よる治療効果を予測したりする病理診断が広く行われている。ヒト乳癌症例では、１５～
２５％でＨＥＲ２遺伝子の増幅とＨＥＲ２タンパクの過剰発現が認められるが、癌細胞に
おけるＨＥＲ２の過剰発現は基本的にＤＮＡレベルの遺伝子増幅に伴って起きている。癌
組織を対象としたＨＥＲ２の検査法は、ＤＮＡレベルの増幅をみる方法、ＲＮＡレベルで
の過剰発現をみる方法、そしてタンパクレベルでの過剰発現をみる方法に分類される。タ
ンパクレベルでの検査法として代表的なものが、免疫染色法ないし免疫組織化学（ＩＨＣ
）法である。このようなＨＥＲ２検査は臨床的に重要視されており、免疫染色法（ＩＨＣ
法）によるＨＥＲ２検査の標準的な手順および判定基準（スコア）は、２００７　ＡＳＣ
Ｏ／ＣＡＰガイドラインによって規定されている。
【０００４】
　免疫染色法（ＩＨＣ法）は、ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片上で、蛍光標識さ
れた抗ＨＥＲ２抗体を用いて、細胞膜に発現しているＨＥＲ２タンパクの量を検出する方
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法である。従来の免疫染色法（本来のＩＨＣ法）は、所定の基質を添加したときに色素を
生成する酵素で標識した抗ＨＥＲ２抗体を利用する方法（酵素抗体法）が採用されていた
が、より識別性に優れる蛍光体で標識した抗ＨＥＲ２抗体を利用する免疫染色法（蛍光抗
体法）も利用されるようになってきている。薄切されたホルマリン固定パラフィン包埋組
織切片を載せたスライド（標本）を準備し、脱パラフィン処理等を行って免疫染色に適し
た状態にした後、免疫染色法では、蛍光標識抗体を反応させて細胞膜のＨＥＲ２タンパク
に結合させる。
【０００５】
　ここで、蛍光標識のために前述したような蛍光ナノ粒子を用いる場合、従来の酵素を利
用するＩＨＣ法と違って色素が混合するということがないので、一枚の組織切片上で、免
疫染色法による染色処理に加えて、細胞の形態観察用の染色処理を同時に行うことができ
る。例えば、細胞または組織の形態観察用に標準的に用いられているヘマトキシリン・エ
オジン染色（ＨＥ染色）を利用する場合、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。このようにして免疫染色された組
織切片は、褪色防止剤を含有する封入剤を用いて封入処理をした後、所定の励起光を照射
しながら蛍光画像が撮影され、さらに明視野において形態観察用の染色画像が撮影される
（なお、エオジンは蛍光を発するので、エオジンの染色画像は蛍光画像として撮影するこ
とも可能である）。そして、撮影されたＨＥＲ２タンパクが標識された蛍光画像と、細胞
膜の位置を特定できる細胞の形態観察用の（蛍光）画像とを重ねあわせ、一細胞あたりの
細胞膜領域内に観察される輝点の数を計測し、その値によってＨＥＲ２タンパクが異常発
現しているか否かが判定される。
【０００６】
　上記のような免疫染色法（蛍光抗体法）と同時に形態観察染色処理が行われる実施形態
においても、蛍光体として蛍光体集積ナノ粒子のような蛍光ナノ粒子を用いることが好適
であり、そのような実施形態は、例えば、特許文献１（国際公開ＷＯ２０１３／０３５７
０３号パンフレット）、特許文献２（国際公開ＷＯ２０１３／１４７０８１号パンフレッ
ト）などを参照することができる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２０１３／０３５７０３号パンフレット
【特許文献２】国際公開ＷＯ２０１３／１４７０８１号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　従来の免疫染色法による組織評価法で使用される蛍光ナノ粒子は、染色液（例えば、形
態観察用染色液であるヘマトキシリン溶液および／またはエオジン溶液）と併用される場
合、顕微鏡画像の観察において、蛍光ナノ粒子の蛍光輝点の数が減少したり、輝度の低下
が生じたりする問題があった。また、蛍光ナノ粒子の輝度低下率は染色液による染色処理
ごとに異なり一定ではないため、染色後の蛍光ナノ粒子の輝度のばらつきが大きくなって
しまう（つまり一律に補正することができない）という問題もあった。
【０００９】
　すなわち、本発明は、免疫染色法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生
体物質を蛍光ナノ粒子で標識する処理（蛍光標識処理）を行い、続いて前記蛍光標識処理
された組織切片を形態観察用染色液で染色する処理（染色処理）を行っても、染色スライ
ドにおける蛍光ナノ粒子の輝度の低下および輝度のばらつきを抑制することのできる方法
を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
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　発明者らは、上記のような手順で検体スライドの染色を行った場合、染色液（染色液に
含まれるヘマトキシリンおよびエオジン等の染色剤）が蛍光ナノ粒子に吸着することによ
って、輝度の低下や輝度のばらつきの問題が起きていると推定した。そして、通常は水ま
たは中性～弱アルカリ性の緩衝液（ＰＢＳ等）を用いて染色液の洗浄を行うのに対し、酸
性の水溶液を用いて洗浄することで、そのような染色液の蛍光ナノ粒子への吸着を抑制す
ることができ、その結果、蛍光ナノ粒子の輝度を比較的高く保ち、かつ、ばらつきを抑え
ることができることを見出した。
【００１１】
　標本後処理工程において、“酸性水溶液”を用いて洗浄処理を行うことを特徴とする本
発明は、“中性～アルカリ性水溶液”を用いる従来の洗浄処理を行う従来技術と、明確に
区別されるものである。
【００１２】
　すなわち、本発明には下記のような実施形態によって表される発明が包含される。
［項１］
　免疫染色法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物質を蛍光ナノ粒子
で標識する処理（蛍光標識処理）、
　前記蛍光標識処理された組織切片を形態観察用染色液で染色する処理（染色処理）、お
よび
　染色処理された組織切片を酸性水溶液で洗浄する処理（洗浄処理）
を行う、染色スライドの洗浄方法。
［項２］
　前記酸性水溶液のｐＨが２以上７未満である、項１に記載の染色スライドの洗浄方法。
［項３］
　前記酸性水溶液のｐＨが３以上６．５以下である、項１に記載の染色スライドの洗浄方
法。
［項４］
　前記染色液がヘマトキシリンおよび／またはエオジンより選択される、項１～３のいず
れか１項に記載の染色スライドの洗浄方法。
［項５］
　前記蛍光ナノ粒子が蛍光体集積ナノ粒子であり、その平均粒子径が２０ｎｍ～５００ｎ
ｍである、項１～４のいずれか１項に記載の染色スライドの洗浄方法。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明の染色スライドの洗浄方法により、検体スライドに染色液（ヘマトキシリン－エ
オジン）を用いた染色を行っても、蛍光ナノ粒子の輝度のばらつきが低減され、輝度低下
を抑制することができる。それにより、目的タンパク質に対応するシグナル精度が向上し
た蛍光画像を取得し、目的とするタンパク質の発現レベルをより正確に評価することがで
きるようになり、病理診断の信頼性を高めることにつながる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、本発明の染色スライドの洗浄方法の免疫染色法に基づく染色を行う場合
の実施形態の例を示すフローチャートである。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明の染色スライドの洗浄方法は、免疫染色法に基づいて行う実施形態（本明細書に
おいて単に「本発明の方法」と称することがある。）である。
【００１６】
　本発明の方法において、染色スライドを作製するための工程全体は、主に「標本前処理
工程」、「染色工程」および「標本後処理工程」に分類することができる。
【００１７】
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　本発明の方法に関する標本前処理工程には、一般的に、脱パラフィン処理、抗原賦活化
処理、洗浄処理などが含まれる。
【００１８】
　本発明の方法の染色工程には、免疫染色法に基づき蛍光標識を行う処理（免疫染色処理
）、すなわち目的生体物質を直接的に標識するか、間接的に標識するかに応じた、１次抗
体処理、２次抗体処理、蛍光標識処理、形態観察用染色処理などが含まれる。
【００１９】
　本発明の方法の標本後処理工程には、洗浄処理、封入処理、必要に応じて溶媒置換処理
および脱水処理が含まれる。
【００２０】
　以下、本発明を実施するために必要な処理についてさらに説明する。本明細書に特に記
載されていない事項、例えば、免疫染色法に基づいて染色されたスライドを完成するため
に必要とされる工程および処理の全般的な事項や、完成した染色スライドを用いた観察・
撮影工程、撮影された画像を用いた画像処理・分析工程などについては、特許文献１～２
の記載事項およびその他の一般的な技術的事項に準じた適切なものとすることができる。
【００２１】
　（蛍光ナノ粒子）
　本発明では、目的とする遺伝子またはタンパク質を蛍光標識するための物質として、蛍
光ナノ粒子を使用する。蛍光ナノ粒子は、ナノサイズの（直径が１μｍ以下の）粒子状の
蛍光体であり、１粒子で十分な輝度を有する蛍光を発することのできるものである。撮影
される蛍光画像において所望の波長の蛍光（色）を発する蛍光ナノ粒子を選択すればよい
。また、蛍光標識の対象とする生体目的物質が複数ある場合は、それぞれに対応した異な
る波長の蛍光を発する、複数種類の蛍光ナノ粒子を組み合わせて用いればよい。このよう
な蛍光ナノ粒子は、無機蛍光体ナノ粒子および蛍光体集積ナノ粒子に大別することができ
る。
【００２２】
　（無機蛍光体ナノ粒子）
　本発明では無機蛍光体ナノ粒子として、量子ドットを用いることができる。これらの無
機蛍光体ナノ粒子は、次に述べるような無機蛍光体集積ナノ粒子を調製しなくても単独で
、観察可能な輝度を有する輝点の輝度を構成することができる。
【００２３】
　量子ドットとしては、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。）のいずれかを用いることができる。具
体的には、国際公開ＷＯ２０１２／１３３０４７号公報に例示されたＣｄＳｅ等の粒子ド
ットを挙げることができる。これらの無機蛍光体ナノ粒子は、いずれかの種類を単独で用
いても、複数種を併用してもよい。
【００２４】
　また、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Ｚ
ｎＳの場合、ＣｄＳｅ／ＺｎＳと表記する。具体的には、国際公開ＷＯ２０１２／１３３
０４７号公報に例示されたＣｄＳｅ／ＺｎＳ等を挙げることができるが、これらに限定さ
れない。
【００２５】
　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、市販されている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
を用いることが出来る。
【００２６】
　（蛍光体集積ナノ粒子）
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　蛍光体集積ナノ粒子は、蛍光色素や無機蛍光体ナノ粒子のような蛍光体を複数個、母体
となる物質に内包したり表面に付着させたりすることで集積化した、ナノサイズの（直径
が１μｍ以下の）粒子状の蛍光体である。免疫染色においてこのような蛍光体集積ナノ粒
子を用いることは、蛍光体を単独で（蛍光色素を一分子で、または無機蛍光体ナノ粒子を
一粒子で）用いる場合と比較して、目的とする生体分子を標識した蛍光標識体１つあたり
が発する蛍光の強度を増強し、細胞の自家蛍光等のノイズや他の色素との識別性を高める
ことができること、また励起光の照射による褪色を抑制することができることから好まし
い。
【００２７】
　蛍光体集積ナノ粒子において集積化させる蛍光色素としては、例えば、フルオレセイン
系色素、ローダミン系色素、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標、インビトロジェン社製
）系色素、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標、インビトロジェン社製）系色素、カスケード（登録
商標、インビトロジェン社）系色素、クマリン系色素、ＮＢＤ（登録商標）系色素、ピレ
ン系色素、シアニン系色素、ペリレン系色素、オキサジン系色素など、低分子有機化合物
（ポリマー等の高分子有機化合物ではないもの）からなる蛍光色素が挙げられる。中でも
、スルホローダミン１０１およびその塩酸塩であるＴｅｘａｓＲｅｄ（登録商標）などの
ローダミン系色素や、ペリレンジイミドなどのペリレン系色素は、比較的耐光性が高いた
め好ましい。
【００２８】
　一方、蛍光体集積ナノ粒子において集積化させる無機蛍光体ナノ粒子としては、前述し
たような、単独で用いることのできる無機蛍光体ナノ粒子と同様のものが挙げられる。
【００２９】
　蛍光体集積ナノ粒子を構成する母体としては、樹脂やシリカなど、物理的または化学的
な結合力でもって蛍光体を集積化することのできる物質を用いることができる。樹脂とし
ては、例えば、メラミン樹脂、尿素樹脂、ベンゾグアナミン樹脂、フェノール樹脂、キシ
レン樹脂等の熱硬化性樹脂；およびスチレン樹脂、（メタ）アクリル樹脂、ポリアクリロ
ニトリル、ＡＳ樹脂（アクリロニトリル－スチレン共重合体）、ＡＳＡ樹脂（アクリロニ
トリル－スチレン－アクリル酸メチル共重合体）など、１種類または２種類以上のモノマ
ーを用いて作製される各種の単独重合体および共重合体が挙げられる。中でも、メラミン
樹脂やスチレン樹脂は、蛍光色素等の蛍光体を集積させたナノ粒子を作製しやすく、また
発光強度の高いナノ粒子が得られるため好ましい。
【００３０】
　蛍光体集積ナノ粒子の実施形態の例としては、蛍光体として蛍光色素を用い、母体とし
て樹脂を用いて作製される蛍光色素集積樹脂粒子；蛍光体として蛍光色素を用い、母体と
してシリカを用いて作製される蛍光色素集積シリカ粒子；蛍光体として無機蛍光体ナノ粒
子を用い、母体として樹脂を用いて作製される無機蛍光体ナノ粒子集積樹脂粒子；蛍光体
として無機蛍光体ナノ粒子を用い、母体としてシリカを用いて作製される無機蛍光体ナノ
粒子集積シリカ粒子などが挙げられる。
【００３１】
　たとえば、蛍光体としてペリレンジイミド、スルホローダミン１０１またはその塩酸塩
（テキサスレッド）等の蛍光色素を用い、母体としてメラミン樹脂、スチレン樹脂等の樹
脂を用いて作製される蛍光色素集積樹脂粒子は、標識性能等に優れることから、本発明に
おける蛍光体集積ナノ粒子として好ましい。
【００３２】
　蛍光体集積ナノ粒子の平均粒径は、通常２０～５００ｎｍ、好ましくは５０～２００ｎ
ｍであり、粒径の変動係数は、通常は２０％以下、好ましくは５～１５％である。なお、
蛍光体集積ナノ粒子の粒径は、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子顕微鏡写真を撮
影し、蛍光標識用樹脂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。蛍光体集積ナノ粒子の集団につい
ての平均粒径および変動係数は、十分な数（たとえば１０００個）の蛍光体集積ナノ粒子
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のそれぞれについて上記のようにして粒径を測定した、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。
【００３３】
　上記のような蛍光体集積ナノ粒子は公知であり、その製造に用いられる蛍光体および母
体や製造方法などの詳細、実施形態の具体例については、例えば国際公開ＷＯ２０１３／
０３５７０３号パンフレット、国際公開ＷＯ２０１３／１４７０８１号パンフレット、国
際公開ＷＯ２０１４／１３６７７６号パンフレットなどを参照することができる。
【００３４】
　＜蛍光標識処理（免疫染色処理）＞
　本発明の方法で行われる蛍光標識処理は、染色工程において、免疫染色法に基づいて目
的とするタンパク質を蛍光ナノ粒子で標識する処理である。
【００３５】
　標識処理を免疫染色法に基づいて行う場合、賦活化処理を経た検体スライドを免疫染色
用の標識液に浸漬し、標識液中の１または複数の標識剤を直接的または間接的に標的とす
るタンパク質（抗原）に結合させて、標識化する。
【００３６】
　標的タンパク質（抗原）は特に限定されるものではないが、典型的には、免疫染色法に
基づく病理診断の対象となり得る遺伝子、例えばＨＥＲ２、ＴＯＰ２Ａ、ＨＥＲ３、ＥＧ
ＦＲ、Ｐ５３、ＭＥＴ、その他の各種のがん・腫瘍関連遺伝子（いわゆるバイオマーカー
遺伝子）由来のタンパク質、さらにはがんの増殖因子、転写制御因子、増殖制御因子受容
体、転写制御因子受容体等のがんに関連するタンパク質から選択することができる。した
がって、次に述べる抗体も、上記のような標的タンパク質（抗原）に適した結合能を有す
るものとして、公知の手法に基づいて作製することが可能であり、市販品として入手する
こともできる。
【００３７】
　免疫染色法には様々な手法があり、目的とするタンパク質を蛍光標識して病理診断等に
用いることのできるよう組織切片を染色することができれば特に限定されるものではない
が、代表的には次のようなものが挙げられる：
　蛍光体と１次抗体を連結した蛍光標識１次抗体を用意し、その蛍光標識１次抗体で目的
タンパク質を直接的に蛍光標識し染色する方法（１次抗体法)；
　１次抗体、および蛍光標識体と２次抗体を連結した蛍光標識２次抗体を用意し、目的タ
ンパク質に１次抗体を反応させた後、その１次抗体に蛍光標識２次抗体を反応させること
で、目的タンパク質を間接的に蛍光標識し染色する方法（２次抗体法）
　１次抗体とビオチンを連結したビオチン修飾１次抗体、および蛍光体とアビジンないし
ストレプトアビジンを連結したアビジン修飾蛍光体を用意し、目的タンパク質にビオチン
修飾１次抗体を反応させた後、さらにアビジン修飾蛍光体を反応させて、アビジン－ビオ
チン反応を利用して目的タンパク質を間接的に蛍光標識し染色する方法（アビジン－ビオ
チン併用１次抗体法）；
　１次抗体、２次抗体とビオチンを連結したビオチン修飾２次抗体、および蛍光体とアビ
ジンないしストレプトアビジンを連結したアビジン修飾蛍光体を用意し、目的タンパク質
に１次抗体を反応させ、次いでビオチン修飾２次抗体を反応させた後、さらにアビジン修
飾蛍光体を反応させて、アビジン－ビオチン反応を利用して目的タンパク質を間接的に蛍
光標識し染色する方法（アビジン－ビオチン併用２次抗体法）。
【００３８】
　なお、上記のアビジン－ビオチン併用１次抗体法またはアビジン－ビオチン併用２次抗
体法において、ビオチンおよびアビジンの代わりに、ハプテン（免疫原性を有さないが抗
原性を示し抗体と反応しうる比較的分子量の低い物質）および抗ハプテン抗体、たとえば
ジコキシゲニンおよび抗ジコキシゲニン抗体、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアネ
ート）および抗ＦＩＴＣ抗原、さらには同様の特異的な反応性を有するその他の物質の組
み合わせを利用することもできる。
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【００３９】
　免疫染色法は、上述したような各種の手法のそれぞれにとって標準的な手順および処理
条件に従って行えばよい。一般的には、検体を載置した検体スライドを免疫染色法に応じ
た１種類または２種類以上の試薬に、適切な温度および時間条件の下（例えば４℃で一晩
）、浸漬すればよい。免疫染色に必要な各種の試薬、すなわち蛍光標識１次／２次抗体、
ビオチン修飾１次／２次抗体、アビジン修飾２次抗体／蛍光体などが溶解し、必要に応じ
てＢＳＡ等のブロッキング剤が添加された緩衝液等の溶液は、公知の方法にしたがって作
製することが可能であり、市販品として入手することもできる。
【００４０】
　標識液を用いた処理後、好ましくは検体スライドをＰＢＳ等の洗浄液に浸漬して洗浄す
る。通常、この標識液での処理後に行われるＰＢＳを用いた洗浄処理の温度は室温であり
、時間は３～３０分である。必要により、浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００４１】
　＜形態観察用染色処理＞
　主に本発明の方法の染色工程において、標識物質として蛍光ナノ粒子で検体スライドを
標識した後に、細胞ないし組織の形状や細胞の各部の位置情報を得るために検体スライド
を形態観察用染色液で染色する形態観察用処理を行うことができる。
【００４２】
　形態観察用染色液としては、例えばヘマトキシリン染色液、エオジン染色液、パパニコ
ロウ（Ｐａｐ）染色液が挙げられる。ヘマトキシリン染色液としては、マイヤーヘマトキ
シリン液（組成例：ヘマトキシリン1.0g／カリウムミョウバン50g／よう素酸ナトリウム0
.2g／抱水クロラール50g／くえん酸1.0g／蒸留水1,000ml）、マイヤーヘマトキシリン液
（×２）（組成例：ヘマトキシリン2.0g／カリウムミョウバン50g／よう素酸ナトリウム0
.4g／抱水クロラール50g／くえん酸1.0g／蒸留水1,000ml）、カラッチヘマトキシリン液
（組成例：ヘマトキシリン1.0g／カリウムミョウバン50g／よう素酸ナトリウム0.2g／グ
リセリン200ml／蒸留水800ml）、ギルヘマトキシリン液（Ｎｏ．１，組成例：ヘマトキシ
リン2.0g／硫酸アルミニウム14～18水17.6g／よう素酸ナトリウム0.2g／エチレングリコ
ール250ml／氷酢酸20ml／蒸留水730ml）およびリリーマイヤーヘマトキシリン液（組成例
：ヘマトキシリン5.0g／アンモニウムミョウバン50g／よう素酸ナトリウム0.5g／グリセ
リン300ml／氷酢酸20ml／蒸留水700ml）が挙げられる。エオシン染色液としては、１％エ
オシンＹ溶液（組成例：エオシンＹ5.0g／蒸留水500ml／酢酸数滴）、０．１％エオシン
Ｙエタノール溶液（組成例：10%エオシンＹ溶液5ml／95%エタノール495ml）、０．５％エ
オシンＹエタノール溶液（組成例：10%エオシンＹ溶液25ml／95%エタノール475ml）およ
びエオシンアルコール液、酸抽出品（酸抽出エオシン液100ml／95%エタノール800ml／酢
酸8ml）が挙げられる。
【００４３】
　形態観察用染色液を用いた染色処理は、一般的な手順に従って行えばよい。例えば、ヘ
マトキシリン・エオジン（ＨＥ）染色の場合、マイヤーヘマトキシリン液で５分間染色し
、４５℃の流水で３分間洗浄した後、１％エオシン液で５分間染色するといった処理が行
われる。
【００４４】
　＜洗浄処理＞
　本発明の方法で行われる洗浄処理は、標本後処理工程において、溶媒置換処理の前に（
溶媒置換処理の前に任意工程である脱水処理が行われる場合は脱水処理の前に）行われる
処理であって、所定の酸性水溶液を用いて、染色された検体スライドを洗浄する処理であ
る。
【００４５】
　本発明の方法においてヘマトキシリン、エオシンのような形態観察用染色液を用いて形
態観察用染色処理を行った後に、このような洗浄処理を行う場合、蛍光ナノ粒子に結合し
た染色液を除去洗浄することが可能となる。染色液は組織のみならず蛍光ナノ粒子にも結
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合し、その蛍光を失活させる。所定の酸性水溶液による洗浄処理により蛍光ナノ粒子と染
色液との結合を弱めることで蛍光の失活を抑制し、蛍光ナノ粒子の観察が可能となる。中
性～アルカリ性の水溶液を用いた場合、蛍光ナノ粒子に染色液が結合したままとなり輝度
が低下する。染色液と蛍光ナノ粒子の結合の程度も蛍光ナノ粒子の種類によって異なるた
め、輝度のばらつきが生じてしまう。
【００４６】
　なお、検体スライドの作製過程では、各種の溶液で検体スライドを処理した後にその検
体スライドの洗浄が行われる場合があるが、本発明に係る洗浄処理は、形態観察用染色液
を用いた、形態観察用染色処理の後、溶媒置換処理の前に（溶媒置換処理の前に任意工程
である脱水処理が行われる場合は脱水処理の前に）行われるものを指す。
【００４７】
　（酸性水溶液）
　本発明の洗浄処理のために用いられる酸性水溶液は、酸と、水とを適切な割合で混合す
ることによって調製することができる。酸性水溶液のｐＨの範囲は、輝度の低下およびば
らつきを抑制する効果を考慮すると、２以上７未満が好ましく、ｐＨ３以上６．５以下が
より好ましい。酸性水溶液のｐＨが２以上７未満、好ましくはｐＨ３～６．５であること
により、蛍光ナノ粒子の輝度のばらつきを抑制する効果が十分に保持され、輝度の低下を
低減する効果を発揮できる。
【００４８】
　酸は水とよく混ざる（相溶性を有する）ものであれば、有機酸・無機酸を問わず使用す
ることができる。有機酸としては、例えばギ酸、酢酸、クエン酸またはシュウ酸等が挙げ
られ、無機酸としては、例えば塩酸、硝酸、リン酸または硫酸等が挙げられる。特に、塩
酸、クエン酸等が好適に用いられる。
【００４９】
　酸性水溶液を用いた洗浄処理のための手法は特に限定されるものではないが、一般的に
は、容器に収容された酸性水溶液に染色スライドを浸漬するようにして行えばよい。酸性
水溶液への浸漬は、通常は室温で行えばよく、浸漬時間は、通常１秒～３０分間、好まし
くは５～１５分間である。浸漬等の操作は、複数回繰り返してもよい。
【実施例】
【００５０】
　［作製例１］ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積メラミン樹脂粒子の作製
　"ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１"（シグマアルドリッチ社製）２０．３ｍｇ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"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、花王株式会社製）の５％水溶液を２
ｍＬ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。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
化学株式会社製）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。
【００５１】
　得られた蛍光色素集積メラミン樹脂粒子の分散液から、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。具体的には、遠心分離機"マイクロ冷却遠
心機３７４０"（久保田商事株式会社製）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。
【００５２】
　上記蛍光色素集積メラミン樹脂粒子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、樹脂粒子の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。
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【００５３】
　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、上記蛍光色素集積メラミン樹脂粒子の濃度を３ｎＭに調整した。濃度
調整した蛍光色素集積メラミン樹脂粒子の分散液に対して、終濃度１０ｍＭとなるように
、ＳＭ（ＰＥＧ）12（スクシンイミジル－［（Ｎ－マレイミドプロピオンアミド）－ドデ
カエチレングリコール］エステル、サーモサイエンティフィック社製）を混合し、２０℃
で１時間反応させることにより、粒子表面がマレイミド基で修飾された蛍光色素集積メラ
ミン樹脂粒子を含む混合液を得た。
【００５４】
　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回行った後、マレイミド基修飾された蛍光色素集積メラミン樹脂粒
子を回収した。
【００５５】
　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（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っ
た後、ゲル濾過して、蛍光色素集積ナノ粒子に結合可能なストレプトアビジンを別途調製
した。
【００５６】
　上記の蛍光色素集積メラミン樹脂粒子とストレプトアビジンを、２ｍＭのＥＤＴＡを含
有したＰＢＳ中で混合し、室温で１時間反応させて、両者（マレイミド基とチオール基）
を結合させた。その後、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した後、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修飾された蛍光色
素集積メラミン樹脂粒子を得た。
【００５７】
　［作製例２］ビオチン修飾２次抗体の作製
　蛍光標識処理に使用するビオチン修飾された２次抗体の調製を以下の（ｉ）～（ｖｉｉ
）の手順で行った。（ｉ）５０ｍＭＴｒｉｓ溶液に抗ウサギＩｇＧ抗体５０μｇを溶解し
た。（ｉｉ）該溶液に、最終濃度３ｍＭとなるようにＤＴＴ（ｄｉｔｈｉｏｔｈｒｅｔｏ
ｌ）溶液を混合した。その後、該溶液を３７℃で３０分間反応させた。（ｉｉｉ）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溶液に溶解して抗体溶液を得た。（ｉｖ）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となるように調製した。この溶液８．５μＬを前記抗体溶液に添加し、混和して３
７℃で３０分間反応させた。（ｖ）この反応溶液を脱塩カラム「Zeba Desalt Spin Colum
ns」（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。（ｖｉ）脱塩
した反応溶液の波長３００ｎｍの吸収を分光光度計（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。（ｖｉｉ）５０ｍＭＴｒｉｓ溶液
により反応溶液を２５０μｇ／ｍＬに調製し、該溶液をビオチン修飾２次抗体溶液とした
。
【００５８】
　［実験例］
　＜Ｉ．免疫染色法に基づく染色スライドの作製＞
　免疫染色法は以下に示すように、脱パラフィン処理、賦活化処理（ここまで“標本前処
理工程”）、１次抗体処理、２次抗体処理、蛍光標識処理および形態観察用染色処理（こ
こまで“染色工程”）、洗浄処理、脱水処理、溶媒置換処理および封入処理（ここまで“
標本後処理工程”）をこの順で行うことで実施した。洗浄処理で用いる洗浄液のｐＨが１
～６のものが実施例に相当し、ｐＨが７～１０のものが比較例に相当する。
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【００５９】
　（１）標本前処理工程
　（１－１）脱パラフィン処理
　ＨＥＲ２陽性染色対照標本の検体スライドとして（コスモバイオ社　ＣＢ－Ａ７１２の
シリーズ）を、以下の（ｉ）～（ｉｉｉ）の手順で脱パラフィン処理を行った。（i）キ
シレンを入れた容器に検体スライドを３０分間、常温で浸漬する。途中３回キシレンを交
換した。（ii）エタノールを入れた容器に検体スライドを常温で、３０分間浸漬する。途
中３回エタノールを交換した。（iii）水を入れた容器に検体スライドを３０分浸漬させ
た。途中３回水を交換した。
【００６０】
　（１－２）賦活化処理
　検体スライドを脱パラフィン処理した後、以下の（ｉ）～（ｖ）の手順で賦活化処理を
行った。（ｉ）検体スライドを水に置換する洗浄を行った。（ｉｉ）１０ｍＭクエン酸緩
衝液（ｐＨ６．０）に検体スライドを３０分浸漬させた。（ｉｉｉ）１２１℃で１０分、
オートクレーブ処理を行った。（ｉｖ）ＰＢＳを入れた容器に、オートクレーブ処理後の
検体スライドを３０分浸漬し、洗浄した。（ｖ）１％ＢＳＡ含有ＰＢＳを検体スライドに
載せて、１時間、ブロッキング処理を行った。
【００６１】
　（２）免疫染色工程
　（２－１）１次抗体処理
　検体スライドを賦活化処理した後、１次抗体処理を行った。ＢＳＡを１％含有するＰＢ
Ｓ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０．０
５ｎＭに調製し、該１次抗体の溶液を上述のブロッキング処理した検体スライドに対して
４℃で１晩反応させた。
【００６２】
　（２－２）２次抗体処理
　１次抗体処理を行った検体スライドをＰＢＳで洗浄した後、１％ＢＳＡ含有のＰＢＳで
６μｇ／ｍＬに希釈した、上記ビオチン修飾２次抗体溶液と室温で３０分間反応させた。
【００６３】
　（２－３）蛍光標識処理
　２次抗体処理を行った検体スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、免疫染色法に
よる蛍光標識処理を行った。（ｉ）検体スライドに対して、１％ＢＳＡ含有のＰＢＳで０
．０２ｎＭに希釈した実施例１で作製したストレプトアビジン修飾蛍光色素集積ナノ粒子
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。（ｉｉ）
該反応後の検体スライドをＰＢＳで洗浄した。
【００６４】
　（２－４）形態観察用染色処理
　蛍光標識処理を行った検体スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、形態観察染色
処理（ヘマトキシリンーエオシン染色）を行った。（ｉ）抗体により蛍光標識処理された
スライド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、該スライドを４５℃の流水で３分間洗浄した。（ｉｉ）次に、１％エオシン液で５
分間染色してエオシン染色を行い、染色スライドを作製した。
【００６５】
　（３）標本後処理工程
　（３－１）洗浄処理
　染色スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、洗浄処理を行った。（ｉ）ｐＨが１
,２，３，４，５，６，７，８，９または１０の１０種の洗浄液を調製した。ｐＨが１～
６の洗浄液は、１Ｍの塩酸を希釈して調製した。ｐＨが７の洗浄液としては、純水を用い
た。ｐＨが８～１０の洗浄液は、２８％アンモニア水溶液を希釈して調製した。（ｉｉ）
形態観察用染色処理が行われた染色スライドを常温で、各洗浄液に１０分間浸漬して、洗
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【００６６】
　（３－２）脱水処理
　洗浄処理を行われた染色スライドに対して、脱水エタノールに５分間浸漬した。この操
作を４回繰り返し、脱水処理を行った。
【００６７】
　（３－３）溶媒置換処理
　脱水処理が行われた染色スライドを、常温で２～１０秒、キシレンに浸漬することで、
溶媒置換処理を行った。この操作を４回繰り返し、透徹処理を行った。
【００６８】
　（３－４）封入処理
　染色スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、封入処理を行った。（ｉ）溶媒置換
処理が行われた染色スライドを常温でエンテランニュー（メルク社）を滴下した後、カバ
ーガラスを被せ、常温で１０分間、風乾することで、封入処理を行った。（ｉｉ）その後
、シグナルの計測まで、封入処理が行われた染色スライドを遮光して保存した。
【００６９】
　＜ＩＩ．蛍光画像の撮影および分析＞
　封入処理を終えた染色スライドに対して所定の励起光を照射して、蛍光を発光させた。
その状態の染色スライドを蛍光顕微鏡（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。Ｈ
ＥＲ２（３＋）の組織の輝点数は、４００倍で撮像した画像をもとにＩｍａｇｅＪ　Ｆｉ
ｎｄＭａｘｉｍｓ法により計測した１０００細胞の平均値とした。また、撮像した画像か
ら、１細胞当たりの蛍光ナノ粒子を算出し、ばらつきを表す指標として変動係数（ＣＶ）
を算出した。
【００７０】
　実験例の結果を表１に示す。ｐＨが１～６の酸性の洗浄液を用いた場合、ｐＨが７～１
０の中性またはアルカリ性の洗浄液を用いた場合に比べ、観察される蛍光ナノ粒子の個数
が多く、また蛍光ナノ粒子の輝度のばらつき（ＣＶ）が小さいことが分かる。
【００７１】
【表１】
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