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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】病理標本の蛍光シグナルを高感度化及び安定化し、蛍光画像からの情報の取出精
度を向上可能な手段の提供。
【解決手段】免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基づき、暗視野において観察可能な蛍光粒子
で目的生体物質を蛍光標識する処理がなされた組織切片、当該組織切片を被覆する充填層
、及び当該充填層を被覆する保護層を含む病理標本であり前記蛍光粒子、充填層及び保護
層の屈折率（いずれも測定波長＝５８９ｎｍ、測定温度＝２０℃）が下記式（１）及び（
２）の条件を満たし、前記充填層及び保護層の厚さが下記式（３）の条件を満たす病理標
本：｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０・・・式（１）、｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５・・・式（２
）、ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％・・・式（３）、ｎ１：前記蛍光粒子の屈折率、ｎ２：
前記充填層の屈折率、ｎ３：前記保護層の屈折率、ｍ２：充填層の厚さ、ｍ３：保護層の
厚さ、ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）：ｍ２とｍ３の和の面内変動係数
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基づき、暗視野において観察可能な蛍光粒子で目的生体
物質を蛍光標識する処理（免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理）がなされた組織切片、当該組織
切片を被覆する充填層、および当該充填層を被覆する保護層を含む病理標本であって、
　前記蛍光粒子、充填層および保護層の屈折率（いずれも測定波長＝５８９ｎｍ、測定温
度＝２０℃）が下記式（１）および（２）の条件を満たし、
　前記充填層および保護層の厚さが下記式（３）の条件を満たす病理標本：
　｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０　　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（１）
　｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５　　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（２）
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（３）
　ｎ１：前記蛍光粒子の屈折率
　ｎ２：前記充填層の屈折率
　ｎ３：前記保護層の屈折率
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）：ｍ２とｍ３の和の面内変動係数
【請求項２】
　前記目的生体物質が、ＨＥＲ２、ＴＯＰ２Ａ、ＨＥＲ３、ＥＧＦＲ、Ｐ５３、およびＭ
ＥＴの中の少なくとも１種類である、請求項１に記載の病理標本。
【請求項３】
　前記充填層および保護層の厚さが下記式（４）および（５）の条件を満たす、請求項１
または２に記載の病理標本：
　１０μｍ≦Ｍ（ｍ２）≦５０μｍ　　　　　　　　　　　　　　・・・式（４）
　１００μｍ≦Ｍ（ｍ３）≦２００μｍ　　　　　　　　　　　　・・・式（５）
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
　Ｍ（ｍ２）：ｍ２の面内平均値
　Ｍ（ｍ３）：ｍ３の面内平均値
【請求項４】
　前記蛍光粒子が樹脂を母体とする蛍光体集積ナノ粒子である、請求項１～３のいずれか
一項に記載の病理標本。
【請求項５】
　前記充填層がアクリル樹脂を含有する封入剤から形成された層である、請求項１～４の
いずれか一項に記載の病理標本。
【請求項６】
　前記保護層が硼珪酸ガラスからなるカバーガラスである、請求項１～５のいずれか一項
に記載の病理標本。
【請求項７】
　前記組織切片の厚さが下記式（６）の条件を満たす、請求項１～６のいずれか一項に記
載の病理標本。
　２μｍ≦Ｍ（ｍ１）≦６μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（６）
　ｍ１：組織切片の厚さ
　Ｍ（ｍ１）：ｍ１の面内平均値
【請求項８】
　前記蛍光粒子の発光波長が下記式（７）の条件を満たす、請求項１～７のいずれか一項
に記載の病理標本。
　５５０ｎｍ≦λ１≦６５０ｎｍ　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（７）
　λ１：蛍光粒子の極大発光波長
【請求項９】
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　前記組織切片が、さらに、明視野において観察可能な染色剤で細胞を染色する処理（明
視野染色処理）がなされたものである、請求項１～８のいずれか一項に記載の病理標本。
【請求項１０】
　組織切片に対して、免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基づき、暗視野において観察可能な
蛍光粒子で目的生体物質を蛍光標識する処理（免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理）を行う工程
、当該組織切片を充填層で被覆する処理（充填処理）を行う工程、および当該充填層を保
護層で被覆する処理（保護処理）を行う工程を含む、病理標本の作製方法であって、
　前記免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理、充填処理および保護処理における、前記蛍光粒子、
充填層および保護層の屈折率（いずれも測定波長＝５８９ｎｍ、測定温度＝２０℃）が下
記式（１）および（２）の条件を満たし、
　前記充填処理および保護処理において、厚さが下記式（３）の条件を満たす充填層およ
び保護層を形成する、病理標本の作製方法：
　｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０　　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（１）
　｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５　　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（２）
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（３）
　ｎ１：前記蛍光粒子の屈折率
　ｎ２：前記充填層の屈折率
　ｎ３：前記保護層の屈折率
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）：ｍ２とｍ３の和の面内変動係数
【請求項１１】
　前記目的生体物質が、ＨＥＲ２、ＴＯＰ２Ａ、ＨＥＲ３、ＥＧＦＲ、Ｐ５３、およびＭ
ＥＴの中の少なくとも１種類である、請求項１０に記載の病理標本の作製方法。
【請求項１２】
　前記充填処理および保護処理において、厚さが下記式（４）および（５）の条件を満た
す充填層および保護層を形成する、請求項１０または１１に記載の病理標本の作製方法：
　１０μｍ≦Ｍ（ｍ２）≦５０μｍ　　　　　　　　　　　　　　・・・式（４）
　１００μｍ≦Ｍ（ｍ３）≦２００μｍ　　　　　　　　　　　　・・・式（５）
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
　Ｍ（ｍ２）：ｍ２の面内平均値
　Ｍ（ｍ３）：ｍ３の面内平均値
【請求項１３】
　前記免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理において、前記蛍光粒子として樹脂を母体とする蛍光
体集積ナノ粒子を用いる、請求項１０～１２のいずれか一項に記載の病理標本の作製方法
。
【請求項１４】
　前記充填処理において、アクリル樹脂を含有する封入剤を用いて前記充填層を形成する
、請求項１０～１３のいずれか一項に記載の病理標本の作製方法。
【請求項１５】
　前記保護処理において、硼珪酸ガラスからなるカバーガラスを用いて前記保護層を形成
する、請求項１０～１４のいずれか一項に記載の病理標本の作製方法。
【請求項１６】
　前記免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理において、厚さが下記式（６）の条件を満たす組織切
片を用いる、請求項１０～１５のいずれか一項に記載の病理標本の作製方法。
　２μｍ≦Ｍ（ｍ１）≦６μｍ　　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（６）
　ｍ１：組織切片の厚さ
　Ｍ（ｍ１）：ｍ１の面内平均値
【請求項１７】
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　前記免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理において、発光波長が下記式（７）の条件を満たす蛍
光粒子を用いる、請求項１０～１６のいずれか一項に記載の病理標本の作製方法。
　５５０ｎｍ≦λ１≦６５０ｎｍ　　　　　　　　　　　　　　　・・・式（７）
　λ１：蛍光粒子の極大発光波長
【請求項１８】
　前記免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理の前もしくは後に、または前記免疫染色／ＦＩＳＨ染
色処理と同時に、前記組織切片に対して、明視野において観察可能な染色剤で細胞を染色
する処理（明視野染色処理）を行う、請求項１０～１７のいずれか一項に記載の病理標本
の作製方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、病理標本から作製される目的生体物質の発現を蛍光輝点で表す画像（蛍光画
像、暗視野画像）を用いて、典型的には同じ病理標本から作製される細胞の形態を表す画
像（細胞形態画像、明視野画像）と重ね合わせて、病理標本中の各細胞領域に発現してい
る目的生体物質の位置や量を計測する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病理診断では、患者から採取した組織切片を薄切して載置したスライドを用意し、所定
の方法で染色して病理標本を作製した後、その病理標本の染色画像を撮影し、得られた染
色画像から病理診断のための情報を取得するといった、一連の工程が行われる。病理標本
から取得した染色画像を用いて、細胞または組織の形態を観察するとともに、特定の生体
分子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ことができ
る。
【０００３】
　病理診断の一例として、癌組織を採取して作製された組織切片を用いて、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Ｈ
ＥＲ２タンパク質を定量し、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タンパク質の過剰発現が認
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、そしてタンパク質レベルでの過剰発現をみ
る方法に分類される。タンパク質レベルとＤＮＡレベルでの検査法として代表的なものが
、それぞれ免疫染色法ないし免疫組織化学（ＩＨＣ）法と蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリ
ダイゼーション（ＦＩＳＨ）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）およびＦＩＳＨ法それぞれによるＨＥＲ２検査の標準的な
手順および判定基準（スコア）は、２００７　ＡＳＣＯ／ＣＡＰガイドラインによって規
定されている。
【０００４】
　免疫染色法ないし免疫組織化学（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
ク質の量を検出する方法である。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、例えばＤＡＢ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ＨＥ
Ｒ２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。免疫
染色法では、一般的に、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
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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、蛍
光標識抗体を反応させて細胞膜のＨＥＲ２タンパク質に結合させる。このようにして免疫
染色された組織切片は、必要に応じて褪色防止剤を含有する封入剤を用いて封入処理をし
、さらにカバーガラスを載せた後、暗視野において、所定の励起光を照射しながら蛍光画
像が撮影される。そして、ＨＥＲ２タンパク質を標識する蛍光体が輝点として表れている
蛍光画像（暗視野画像）と、参照用に明視野で撮影された、細胞膜が染色剤で染色されて
いる細胞形態画像（明視野画像）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タンパク質が異常発現しているか否かが
判定される。
【０００５】
　上記のような免疫染色法（蛍光抗体法）の実施形態、特に蛍光体として蛍光体集積ナノ
粒子を用いた方法は、例えば、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）、特許
文献３（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。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００６】
【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
【特許文献３】国際公開ＷＯ２０１４／１３６７７６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】
【０００７】
　上述したような蛍光画像は、病理診断に利用できる情報を抽出するように処理される。
例えば、「蛍光画像」から輝点領域が抽出された画像を生成し、輝点領域ごと「輝度プロ
ファイル」を作成し、蛍光輝点源となる蛍光粒子１個分の「蛍光プロファイル」（基準プ
ロファイル）に基づき、輝点領域における蛍光粒子が抽出された「蛍光粒子画像」を生成
する、という処理が施される。すなわち、輝点領域ごとに、基準プロファイルとその輝点
領域の輝度プロファイルとを比較することにより、その輝点領域における蛍光粒子の数と
各蛍光粒子の位置とを算出することができる。なお、基準プロファイルは、病理標本につ
いての蛍光画像と同一の画像取り込み条件で単独の蛍光粒子を撮影することにより、作成
することができる。一細胞（一細胞の細胞膜）中に含まれる輝点領域のそれぞれにおいて
蛍光粒子数を計測し、合計すれば、一細胞あたりの蛍光粒子数、すなわち一細胞において
発現している目的生体物質（例えばＨＥＲ２タンパク質）の分子数を測定することができ
る。さらに、一枚の蛍光画像中に含まれる細胞のそれぞれについて一細胞あたりの蛍光粒
子数を測定し、必要であれば複数枚の蛍光画像についてそのようなことを行うことにより
、病理診断を行うための、目的生体物質の発現量に関する情報を取得することができる。
【０００８】
　このような画像処理を行うにあたって、輝度プロファイルおよび基準プロファイルを作
成するためには、蛍光画像からの情報の取り出し精度を高める、そのためには例えば、蛍
光粒子から発せられる蛍光が弱くても確実にシグナルに変換できるよう"高感度化"したり
、一定の強度の蛍光は一定の強度のシグナルに変換されるよう"安定化"したりすることが
求められる。従来は、蛍光画像の取得および処理において、低発現量のタンパク質の判別
、病理標本（組織切片）の面内のバラツキ、病理標本間のバラツキなどの問題が見られる
ことがあり、高感度化および安定化に改善の余地があった。
【０００９】
　本発明は、病理標本の蛍光粒子から発せられる蛍光のシグナルを高感度化および安定化
し、蛍光画像からの情報の取り出し精度を向上させることができる手段を提供することを
課題とする。
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【課題を解決するための手段】
【００１０】
　発明者らは、一般的に、蛍光粒子を用いて免疫染色がされた組織切片、組織切片を被覆
する充填層（封入剤で形成された層）、および充填層を被覆する保護層（カバーガラス）
によって構成される病理標本について、蛍光粒子の屈折率と充填層の屈折率が特定の式を
満たす関係にあり、かつ充填層の屈折率と保護層の屈折率が特定の式を満たす関係にある
場合、それらの式を満たさない場合に比べて、蛍光粒子から発せられる蛍光のシグナルを
高感度化および安定化させることができることを見出した。特に、蛍光粒子の屈折率に着
目し、充填層の屈折率との間で特定の関係を満たすようにすることが蛍光シグナルの高感
度化および安定化に貢献することを見出したことには意外性がある。本発明は、このよう
な知見に基づいて達成されたものである。
【００１１】
　すなわち、本発明は一つの側面において、下記のような技術的特徴を有する病理標本を
提供する：
　免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基づき、暗視野において観察可能な蛍光粒子で目的生体
物質を蛍光標識する処理（免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理）がなされた組織切片、当該組織
切片を被覆する充填層、および当該充填層を被覆する保護層を含む病理標本であって、
　前記蛍光粒子、充填層および保護層の屈折率（いずれも測定波長＝５８９ｎｍ、測定温
度＝２０℃）が下記式（１）および（２）の条件を満たし、
　前記充填層および保護層の厚さが下記式（３）の条件を満たす病理標本：
　｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０　　　　　　　　　　　　　　・・・式（１）
　｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５　　　　　　　　　　　　　　・・・式（２）
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％　　　　　　　　　　　　　・・・式（３）
　ｎ１：前記蛍光粒子の屈折率
　ｎ２：前記充填層の屈折率
　ｎ３：前記保護層の屈折率。
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）：ｍ２とｍ３の和の面内変動係数
【００１２】
　本発明は別の側面において、下記のような技術的特徴を有する病理標本の作製方法を提
供する：
　組織切片に対して、免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基づき、暗視野において観察可能な
蛍光粒子で目的生体物質を蛍光標識する処理（免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理）を行う工程
、当該組織切片を充填層で被覆する処理（充填処理）を行う工程、および当該充填層を保
護層で被覆する処理（保護処理）を行う工程を含む、病理標本の作製方法であって、
　前記免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理、充填処理および保護処理における、前記蛍光粒子、
充填層および保護層の屈折率（いずれも測定波長＝５８９ｎｍ、測定温度＝２０℃）が下
記式（１）および（２）の条件を満たし、
　前記充填処理および保護処理において、厚さが下記式（３）の条件を満たす充填層およ
び保護層を形成する、病理標本の作製方法：
　｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０　　　　　　　　　　　　　　・・・式（１）
　｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５　　　　　　　　　　　　　　・・・式（２）
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％　　　　　　　　　　　　　・・・式（３）
　ｎ１：前記蛍光粒子の屈折率
　ｎ２：前記充填層の屈折率
　ｎ３：前記保護層の屈折率
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）：ｍ２とｍ３の和の面内変動係数
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【発明の効果】
【００１３】
　本発明により、病理標本の蛍光粒子から発せられる蛍光のシグナルを高感度かつ安定的
に取得することができるようになり、同一面内の複数の地点間で、またサンプル間でのバ
ラツキを抑制し、蛍光画像からの情報の取り出し精度を向上させることができる。これに
より、蛍光画像から特定の遺伝子の発現の位置および量についてより信頼性の高い情報を
抽出し、病理診断において利用することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】図１は、蛍光粒子で免疫染色された組織切片、充填層および保護層を含む病理標
本と、その部分拡大図の模式図である。
【図２】図２は、実施例において作製した、プレパラートＡ１～Ａ６（カバーガラスに重
みをかけた場合）およびプレパラートＢ１～Ｂ６（カバーガラスに重みをかけなかった場
合）それぞれについての、充填層の厚さと保護層の厚さの和（ｍ２＋ｍ３）の面内平均値
（左列）および蛍光強度の面内平均値（右列）を表すグラフである。同じ種類のプレパラ
ート（封入剤の添加量）について、３サンプルずつ測定を行っている。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本明細書の記載において、「病理標本」に係る技術的事項と「病理標本の作製方法」に
係る技術的事項との間で共通する事項は、特に断らない限り、「病理標本」に関する記載
および「病理標本の作製方法」に関する記載を相互に参照し、同様に適用することができ
るものとする。本明細書における屈折率は、特に断らない限り、測定波長＝５８９ｎｍ、
測定温度＝２０℃の標準的な測定条件に従って測定される値である。
【００１６】
　－病理標本－
　本発明の病理標本は、免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基づき、暗視野において観察可能
な蛍光粒子で目的生体物質を蛍光標識する処理（免疫染色処理）がなされた組織切片、当
該組織切片を被覆する充填層、および当該充填層を被覆する保護層を含み、前記蛍光粒子
、充填層および保護層の屈折率（いずれも測定波長＝５８９ｎｍ、測定温度＝２０℃）が
下記式（１）および（２）の条件を満たす：
　｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０　　　　　　　　　　　　　　・・・式（１）
　｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５　　　　　　　　　　　　　　・・・式（２）
　ｎ１：前記蛍光粒子の屈折率
　ｎ２：前記充填層の屈折率
　ｎ３：前記保護層の屈折率。
【００１７】
　本発明の一実施形態において、本発明の病理標本はさらに、充填層および保護層の厚さ
が下記式（３）の条件を満たすことが好ましい：
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％　　　　　　　　　　　　　・・・式（３）
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
　ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）：ｍ２とｍ３の和の面内変動係数
　なお、変動係数＝標準偏差／平均値である。
【００１８】
　本発明の一実施形態において、本発明の病理標本はさらに、充填層および保護層の厚さ
が下記式（４）および（５）の条件を満たすことが好ましい：
　１０μｍ≦Ｍ（ｍ２）≦５０μｍ　　　　　　　　　　　・・・式（４）
　１００μｍ≦Ｍ（ｍ３）≦２００μｍ　　　　　　　　　・・・式（５）
　ｍ２：充填層の厚さ
　ｍ３：保護層の厚さ
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　Ｍ（ｍ２）：ｍ２の面内平均値
　Ｍ（ｍ３）：ｍ３の面内平均値。
【００１９】
　式（１）および（２）に係る条件のみならず、式（３）に係る条件、ならびに／または
式（４）および（５）に係る条件を満たすことにより、病理標本の蛍光粒子から発せられ
る蛍光のシグナルを高感度化および安定化し、蛍光画像からの情報の取り出し精度を向上
させる効果をさらに高めることが可能となる。ここでｍ２およびｍ３の「面内平均値」と
は、一枚の組織切片上（充填層および保護層が設けられている領域）の複数の箇所で測定
されたｍ２およびｍ３から算出される平均値であり、ｍ２とｍ３の和の「面内変動係数」
は、そのような複数の箇所で測定されたｍ２およびｍ３の和から算出される変動係数であ
る。面内の測定箇所の数は特に限定されるものではないが、一般的には数箇所（４～６箇
所）～数十箇所、例えば１０～２０箇所を、面内全域から選択すればよい。
【００２０】
　（組織切片）
　病理標本を構成する組織切片は、常法に従って、病理診断の対象とする疾患に罹患して
いる、または罹患していることが疑われる対象（ヒトまたはその他の哺乳類等の動物）か
ら採取され、所定の前処理、染色処理および後処理が行われているものである。
【００２１】
　組織切片は、通常、厚さが数μｍ、縦横が１ｍｍ四方～数ｍｍ四方となるように調製さ
れたものが用いられる。このような組織切片は、蛍光画像を取得する際に蛍光粒子の輝度
がなるべく均一となるよう、面内の平均厚さが一定の範囲に収まっていることが好ましい
。すなわち、本発明の一実施形態において、組織切片の厚さは、下記式（６）の条件を満
たすことが好ましい：
　２μｍ≦Ｍ（ｍ１）≦６μｍ　　　　　　　　　　　　　・・・式（６）
　ｍ１：組織切片の厚さ
　Ｍ（ｍ１）：ｍ１の面内平均値。
【００２２】
　組織切片は、典型的には、暗視野において観察可能な蛍光粒子で目的生体物質を蛍光標
識する処理（免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理）に加えて、明視野において観察可能な染色剤
で細胞を染色する処理（明視野染色処理）が行われている。隣接する複数枚の組織切片（
それらを１枚ずつ載置した複数枚の病理標本）ではなく、１枚の組織切片を用いて、同一
の視野で、免疫染色の画像（蛍光画像）および明視野染色の画像（細胞形態画像）を取得
し、所定の画像処理を行うことにより、１細胞内で発現している目的生体物質の位置およ
び量を正確に測定し、評価することができる。
【００２３】
　細胞で発現している特定のタンパク質を目的生体物質とする免疫染色を行う場合、それ
と組みあわせて行われる明視野染色用の染色試薬の代表例としては、細胞核、石灰部、軟
骨組織、細菌、粘液等の負に荷電している物質を青藍色～淡青色に染色するヘマトキシリ
ン、および／または、細胞質、細胞膜、間質、各種線維、赤血球、角化細胞等の正に荷電
している物質を赤～濃赤色に染色するエオジンが挙げられる。特に、細胞膜に発現するタ
ンパク質（膜タンパク質）を目的生体物質とする場合は、細胞膜を染色するエオジンを用
いる（エオジン染色をする）ことが好ましく、同時にヘマトキシリンを用いる（ヘマトキ
シリン・エオジン染色：ＨＥ染色をする）ようにしてもよい。ヘマトキシリンおよびエオ
ジンはどちらも水溶液として調製される。
【００２４】
　一方、核内の染色体に含まれる特定の遺伝子（特定の塩基配列を有する核酸）を目的生
体物質とするＦＩＳＨ染色を行う場合、それと組みあわせて行われる明視野染色用の染色
試薬の代表例としては、二本鎖ＤＮＡにインターカレートする蛍光色素であるＤＡＰＩ（
４，６－ジアミジノ－２－フェニルインドールジヒドロクロライド）およびその他の核染
色剤が挙げられる。ＤＡＰＩ等の核染色剤も一般的に水溶液として調製される。
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【００２５】
　（蛍光粒子）
　蛍光粒子は、暗視野において所定の励起光を照射したときに、輝点として観察可能な粒
子状の蛍光体である。蛍光粒子の平均粒径は、通常１０～５００ｎｍ、好ましくは５０～
２００ｎｍ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
。蛍光粒子の粒径は、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。蛍光粒子の集団に含まれる十分な数（たと
えば１０００個）の蛍光粒子のそれぞれについて、上記のようにして粒径を測定した後、
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。
【００２６】
　蛍光粒子は、屈折率（ｎ１）が式（１）の条件を満たすものであれば特に限定されるも
のではなく、充填層の屈折率（ｎ２）を考慮しながら適切なものを選択することができる
。
【００２７】
　蛍光粒子としては、例えば、蛍光体集積ナノ粒子を使用することができる。蛍光体集積
ナノ粒子は、蛍光色素や半導体ナノ粒子（量子ドット）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（例えば蛍光色素を一分子で、または半導体ナノ粒子を
一粒子で）用いる場合と比較して、目的とするタンパク質を標識した蛍光標識体１つあた
りが発する蛍光の強度が増強されており、細胞の自家蛍光等のノイズや他の（蛍光）色素
に対する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。また、疎水結合による非特異的吸着を抑制する等の観点から
、蛍光体集積ナノ粒子は必要に応じて、親水性化合物、例えば親水性高分子で修飾されて
いてもよい。
【００２８】
　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。蛍光粒子
として蛍光体集積ナノ粒子を用いる場合、樹脂やシリカなど、その蛍光体集積ナノ粒子の
母体として用いられている物質の屈折率を、蛍光粒子の屈折率ｎ１とみなす。
【００２９】
　蛍光体集積ナノ粒子を作製するための樹脂としては、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、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。いくつかの樹脂およびその屈折率を例示すれば次の通りである：
・メラミン樹脂，屈折率：１．４８
・アクリル樹脂（ポリメチルメタクリレート），屈折率：１．４９
・スチレン樹脂（ポリスチレン），屈折率：１．５９。
【００３０】
　本発明の一実施形態において、蛍光粒子は、樹脂を母体とする蛍光体集積ナノ粒子、例
えばメラミン樹脂、アクリル樹脂などを母体とする蛍光体集積ナノ粒子であることが好ま
しい。そのような蛍光粒子は、例えば、充填層としてアクリル樹脂を含有する封入剤を用
いる場合に、式（１）を満たしやすい屈折率ｎ１を有する。なお、メラミン樹脂は、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、発光強度の高いナノ粒子が得られ
ること、また親水性であるため非特異的吸着を防止しやすいこと、といった観点からも好
ましい。
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【００３１】
　一方、蛍光体集積ナノ粒子を構成する蛍光体としては、蛍光色素や半導体ナノ粒子など
、１分子または１粒子で蛍光を発することのできる物質を用いることができる。撮影され
る染色画像において所望の波長の蛍光（色）を発する蛍光体を選択すればよい。また、蛍
光標識の対象とする目的生体分子（例えば、タンパク質および／または核酸）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、複数種類の蛍光体を組み合わせ
て用いればよい。
【００３２】
　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（Ｃｙ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。
【００３３】
　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（以上フルオレセイン系色素）；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、スルホローダミン１０１、スルホローダミン１
０１酸クロリド（テキサスレッド（登録商標））（以上ローダミン系色素）；Alexa Fluo
r  350、Alexa Fluor  405、Alexa Fluor  430、Alexa Fluor  488、Alexa Fluor  500、
Alexa Fluor  514、Alexa Fluor  532、Alexa Fluor  546、Alexa Fluor  555、Alexa Fl
uor  568、Alexa 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（以上Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ系色素）；BODIPY　FL、BODIPY　TMR、BODIPY
　493／503、BODIPY　530／550、BODIPY　558／568、BODIPY　564／570、BODIPY　576／5
89、BODIPY　581／591、BODIPY　630／650、BODIPY　650／665（以上ＢＯＤＩＰＹ系色素
）；メトキシクマリン（クマリン系色素）；エオジン、ＮＢＤ（ＮＢＤ系色素）；ピレン
（ピレン系色素）；ペリレンジイミド（ペリレン系色素）；Cy5、Cy5.5、Cy7（Ｃｙ系色
素）などを挙げることができる。このような蛍光色素は、何れかの種類を単独で用いても
、複数の種類を組みあわせて用いてもよい。
【００３４】
　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、ペリレンジイミドおよびその誘導体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。
【００３５】
　本発明の一実施形態において、蛍光粒子（蛍光体集積ナノ粒子に含有される蛍光色素、
または半導体ナノ粒子）の発光波長は、下記式（７）の条件を満たすことが好ましい：
　５５０ｎｍ≦λ１≦６５０ｎｍ　　　　　　　　　　　　・・・式（７）
　λ１：蛍光粒子の極大発光波長
　式（７）の条件を満たす蛍光色素は、所定の励起光を照射することにより黄色～赤色に
見える蛍光を発するものであり、当業者であれば公知の蛍光色素の中から適切に選択する
ことができる。
【００３６】
　一方、半導体ナノ粒子（量子ドット）は、２００～７００ｎｍの範囲内の波長の紫外～
近赤外光により励起されたときに、４００～１１００ｎｍの範囲内の波長の可視～近赤外
光の発光を示すことが好ましい。そのような半導体ナノ粒子としては、例えば、ＩＩ－Ｖ
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Ｉ族化合物、ＩＩＩ－Ｖ族化合物、またはＩＶ族元素からなる粒子（ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、
ＣｄＴｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、Ｇａ
Ｐ、ＧａＡｓ、Ｓｉ、Ｇｅ等）、あるいはこれらの粒子をコアとし、その周囲をシェルと
なる化合物で取り囲んだコア／シェル型の粒子（ＣｄＳｅ／ＺｎＳ、ＣｄＳ／ＺｎＳ、Ｉ
ｎＰ／ＺｎＳ、ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ、Ｓｉ／ＳｉＯ2、Ｓｉ／ＺｎＳ、Ｇｅ／ＧｅＯ2、Ｇ
ｅ／ＺｎＳ等）が挙げられる。このような半導体ナノ粒子は、何れかの種類を単独で用い
ても、複数の種類を組みあわせて用いてもよい。
【００３７】
　上記のような蛍光体集積ナノ粒子は公知の物質であり、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ＷＯ２０
１３／０３５７０３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。
【００３８】
　蛍光粒子としては、樹脂を母体とする蛍光体集積ナノ粒子以外にも、シリカを母体とす
る蛍光体集積ナノ粒子を使用することもできる。シリカの屈折率は１．４４～１．５０な
ので、シリカを母体とすることにより、屈折率ｎ１が１．４４～１．５０の範囲にある蛍
光粒子（蛍光体集積ナノ粒子）を作製することができる。
【００３９】
　なお、半導体ナノ粒子（量子ドット）自体も蛍光粒子の一種と言えるが、樹脂およびシ
リカに比べて一般的に大きな屈折率を有する。例えば、ＩｎＰの屈折率は３．５であり、
ＧａＡｓの屈折率は３．８である。したがって、例えば後述するような屈折率ｎ２が１．
５０前後の封入剤を用いて充填層を形成する場合、蛍光粒子として半導体ナノ粒子を用い
ると、式（１）の条件を満たすことはできない。しかしながら、もしも式（１）の条件を
満たすことのできる充填層が存在すれば、半導体ナノ粒子を蛍光粒子として用いる実施形
態も、本発明から排除されるものではない。
【００４０】
　（充填層）
　充填層は、免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理がなされた組織切片を被覆する層、換言すれば
当該組織切片と保護層との間に充填される層であり、典型的には封入剤から形成される層
である。
　そして、充填層の厚さｍ２は、例えば、保護層とスライドガラスとの間の厚さを測定し
、当該厚さから組織切片の厚さを差し引くことで求めることができる。
【００４１】
　充填層、すなわち充填層を形成するための封入剤は、屈折率（ｎ２）が式（１）および
（２）の条件を満たすものであれば特に限定されるものではなく、蛍光粒子の屈折率（ｎ
１）および保護層の屈折率（ｎ３）を考慮しながら適切なものを選択することができる。
封入剤には固化するタイプと固化しないタイプがあり、固化するタイプは固化する前と後
で屈折率が変動する場合があるが、屈折率は病理標本が完成した状態における値、すなわ
ち固化するタイプの封入剤については通常固化した後の屈折率をｎ２とする。封入剤は脂
溶性（油系、非水溶性）封入剤と水溶性（水系）封入剤に大別することができるが、どち
らを用いてもよい。
【００４２】
　封入剤は、一般的に、樹脂と、それを溶解、希釈する溶媒との混合物であり、市販され
ているものでも、自家で調製したものでもよい。封入剤を自家で調製する場合は、常法に
従って、適切な合成樹脂または天然樹脂と、適切な水性溶媒または油性溶媒（有機溶媒）
とを混合して調製すればよい。市販の脂溶性封入剤も、必要に応じて有機溶媒を添加し、
粘度を調整した上で使用するようにしてもよい。
【００４３】
　市販の脂溶性封入剤としては、例えば次のような商品が挙げられる：
・「エンテラン（登録商標）ニュー」，メルク株式会社，屈折率：１．４９～１．５１，



(12) JP 2019-90816 A 2019.6.13

10

20

30

40

50

主成分：アクリル樹脂，溶媒：キシレン（約６０％）
・「パラマウン卜（登録商標）Ｎ」，株式会社ファルマ，屈折率：１．５１，主成分：ア
クリル樹脂，溶媒：脂肪族炭化水素（ノンキシレン，ノントルエン）
・「マウントクイック」，大道産業株式会社，屈折率：１．４１，主成分：アクリル樹脂
・「ＰｒｏＬｏｎｇ（登録商標）」，ライフテクノロジーズジャパン株式会社（サーモフ
ィッシャーサイエンティフィック），屈折率：１．４６，主成分：アクリル樹脂
・「マリノール」，武藤化学株式会社，屈折率：１．５７，主成分：アクリル樹脂。
【００４４】
　市販の水溶性封入剤としては、例えば次のような商品が挙げられる：
・「ＶＥＣＴＡＳＨＩＥＬＤ（登録商標）」，Vector Laboratories社，屈折率：１．３
６，主成分：グリセリン。
【００４５】
　封入剤から形成される充填層の屈折率は、一般的に、封入剤に含まれる樹脂の屈折率と
溶媒の屈折率の両方の影響を受ける。封入剤が固化するタイプのものであれば、溶媒は封
入剤が乾燥し固化するにつれて蒸発していくので、充填層の屈折率は主に、残存する樹脂
の屈折率を反映した値となる。一方、封入剤が固化しないタイプのものであれば、溶媒も
一定程度残存するので、充填層の屈折率は樹脂と溶媒の両方の屈折率を反映した値（それ
らの屈折率の一方を上限値、他方を下限値とする範囲に含まれる値）となる。
【００４６】
　脂溶性封入剤に配合する有機溶媒としては、芳香族炭化水素、不飽和炭化水素力ルボニ
ルを含む化合物（ケトン）、エステル、エーテル、アルコールなどが挙げられる。芳香族
炭化水素の具体例としては、ベンゼン、卜ルエン、キシレン等が挙げられる。不飽和炭化
水素の具体例としては、リモネン、ピネン等が挙げられる。ケトンの具体例としては、シ
ク口ヘキサノン、メチルエチルケトン等が挙げられる。エステルの具体例としては、酢酸
ブチル等を挙げることができる。エーテルの具体例としては、アニソール、１,４-ジ(２-
ヒド口キシエトキシ)ベンゼン、エチレングリコールモノフェニルエーテル等が挙げられ
る。アルコールの具体例としては、ブタノール、ペンタノール、ヘキサノール等が挙げら
れる。これらの化合物のうち、キシレン、トルエン、リモネンなどは、入手が容易である
こと、屈折率が１．５前後で式（１）および（２）の条件を満たす封入剤を調製しやすい
こと、数十分程度で乾燥するため作業に適した乾燥速度を有することなどから好ましい。
【００４７】
　脂溶性封入剤に配合する樹脂としては、スチレン樹脂（ポリスチレンなど）、アクリル
樹脂（ポリメタクリル酸メチルなど）の合成樹脂や、カナダバルサムなどの天然樹脂が挙
げられる。これらの樹脂は、ガラスに近い屈折率を有すること、無色透明で、蛍光粒子の
蛍光を吸収したり、自家蛍光を発したりしないことから好ましい。
【００４８】
　本発明の一実施形態において、充填層は、アクリル樹脂を含有する（脂溶性）封入剤、
例えば「エンテランニュー」、「パラマウントＮ」、「マリノール」などの商品から形成
された層であることが好ましい。そのような充填層は、例えば、蛍光粒子として樹脂を母
体とする蛍光体集積ナノ粒子を用いる場合、および／または保護層として硼珪酸ガラスか
らなるカバーガラスを用いる場合に、式（１）および（２）を満たしやすい屈折率ｎ２を
有する。
【００４９】
　封入剤は、必要に応じて、褪色防止剤（酸化防止剤、紫外線吸収剤）をさらに含有して
いてもよい。褪色防止剤としては、例えば、フェノール系、アミン系、リン系、硫黄系お
よび不飽和炭化水素系の褪色防止剤の中から、封入剤に用いている溶媒の溶解性に問題が
ないものを、１種または２種以上選択して用いることができる。このような褪色防止剤も
、蛍光画像の撮影に悪影響がないよう、蛍光粒子の極大発光波長（好ましくは５５０～６
５０ｎｍ）と重複する波長領域での発光がなく、その蛍光粒子の最大励起波長と重複する
波長領域での吸収がないものが好ましい。



(13) JP 2019-90816 A 2019.6.13

10

20

30

40

50

【００５０】
　（保護層）
　保護層は、充填層を被覆する層であり、典型的にはカバーガラスによって構成される層
である。
【００５１】
　保護層、すなわち保護層を構成するカバーガラスは、屈折率（ｎ３）が式（２）の条件
を満たすものであれば特に限定されるものではなく、充填層の屈折率（ｎ２）を考慮しな
がら適切なものを選択することができる。
【００５２】
　本発明の一実施形態において、保護層は、硼珪酸ガラス（ソーダガラス）からなるカバ
ーガラスであることが好ましい。そのような保護層は、例えば、充填層としてアクリル樹
脂を含有する封入剤から形成された層を用いる場合に、式（２）を満たしやすい屈折率ｎ
３を有する。硼珪酸ガラスからなるカバーガラスは、一般的に、屈折率は１．５１～１．
５３であり、厚さは０．１２～０．１７ｍｍである。
【００５３】
　－病理標本の作製方法－
　本発明の病理標本の作製方法は、組織切片に対して、免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基
づき、暗視野において観察可能な蛍光粒子で目的生体物質を蛍光標識する処理（免疫染色
／ＦＩＳＨ染色処理）を行う工程、当該組織切片を充填層で被覆する処理（充填処理）を
行う工程、および当該充填層を保護層で被覆する処理（保護処理）を行う工程を含み、前
記免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理、充填処理および保護処理における、前記蛍光粒子、充填
層および保護層の屈折率（いずれも測定波長＝５８９ｎｍ、測定温度＝２０℃）が下記式
（１）および（２）の条件を満たす：
　｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０　　　　　　　　　　　　　　・・・式（１）
　｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５　　　　　　　　　　　　　　・・・式（２）
　ｎ１：前記蛍光粒子の屈折率
　ｎ２：前記充填層の屈折率
　ｎ３：前記保護層の屈折率。
【００５４】
　本発明の病理標本の作製方法は、免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理、充填処理および保護処
理以外にも、病理標本の一般的な作製方法に含まれる各種の処理ないし工程を含んでいて
もよい。病理標本の作製方法は、一般的に、標本前処理工程、染色工程、および標本後処
理工程を含む。
【００５５】
　目的生体物質の染色処理を免疫染色法に基づいて行う（すなわちタンパク質を目的生体
物質とする）実施形態において、標本前処理工程には、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。染色工程には、免疫染色法に基づく染色を行う処理（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、間接的の標識するかに応じた
、１次抗体処理、２次抗体処理、蛍光粒子処理などと、通常はさらに形態観察用染色処理
（例えばヘマトキシリン・エオジンによるもの）が含まれる。標本後処理工程には、溶媒
置換処理、充填処理（封入剤を用いた封入処理）、保護処理、必要に応じて溶媒置換処理
の前に行われる洗浄処理および脱水処理が含まれる。
【００５６】
　目的生体物質の染色処理をＦＩＳＨ法に基づいて行う（すなわち特定の塩基配列を有す
る核酸を目的生体物質とする）実施形態において、標本前処理工程には、脱パラフィン処
理、ＦＩＳＨ用前処理、酵素（プロテアーゼ）処理、固定処理などが含まれる。染色工程
には、ＦＩＳＨ法に基づく染色を行う処理（ＦＩＳＨ染色処理）、すなわちＤＮＡ変性処
理、ハイブリダイゼーション処理、ポストハイブリダイゼーション処理などと、通常はさ
らに核染色処理（例えばＤＡＰＩによるもの）が含まれる。標本後処理工程には、溶媒置
換処理、充填処理（封入剤を用いた封入処理）、保護処理、必要に応じて溶媒置換処理の
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前に行われる洗浄処理および脱水処理が含まれる。
【００５７】
　以下、本発明の病理標本の作製方法を実施するために必要な処理ないし工程についてさ
らに説明する。病理標本の作製方法に関して、本明細書に特に記載されていない事項につ
いては、例えば特許文献１～３の記載事項に準じて、またはその他の公知ないし一般的な
技術的事項に準じて、適切な実施形態とすることができる。
【００５８】
　＜免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理＞
　免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理は、免疫染色法またはＦＩＳＨ法に基づいて目的生体物質
を蛍光粒子（例えば蛍光体集積ナノ粒子）で標識する工程である。免疫染色処理では、後
述する充填処理において用いられる充填層（典型的には封入剤）との間で、屈折率につい
て式（１）の条件を満たす蛍光粒子、好ましくは樹脂を母体とする蛍光体集積ナノ粒子を
用いる。また、当該蛍光粒子として、好ましくは極大発光波長（λ１）が前記式（７）の
条件を満たす、すなわち５５０ｎｍ≦λ１≦６５０ｎｍである蛍光粒子（蛍光体集積ナノ
粒子）を用いる。そのような蛍光粒子については、「病理標本」の項で前述した通りであ
る。
【００５９】
　（免疫染色処理）
　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：
　蛍光粒子と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、および蛍光粒子と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、および蛍光粒子とアビジンない
しストレプトアビジンを連結したアビジン修飾蛍光粒子を用意し、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粒子を反応させて、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、および蛍光粒子とア
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粒子を用意し、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
ン修飾蛍光粒子を反応させて、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）。
【００６０】
　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。
【００６１】
　免疫染色処理は、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、検体スライドに載置した組織切片を、免疫染色
法の実施形態に応じた１種類または２種類以上の試薬と接触させ（例えば、組織切片上に
当該試薬を滴下するか、組織切片を当該試薬に浸漬する）、適切な温度および時間条件の
下で（例えば４℃で一晩）反応させればよい。免疫染色に必要な各種の試薬、すなわち蛍
光標識された１次もしくは２次抗体、ビオチン修飾された１次もしくは２次抗体、アビジ
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ン修飾された２次抗体もしくは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。
【００６２】
　免疫染色の対象とする目的タンパク質は特に限定されるものではないが、典型的には、
組織免疫染色法に基づく病理診断の対象とされているタンパク質、例えばＨＥＲ２、ＴＯ
Ｐ２Ａ、ＨＥＲ３、ＥＧＦＲ、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。
【００６３】
　目的タンパク質に対するモノクローナル抗体およびポリクローナル抗体（１次抗体）、
ならびにそれらの抗体に対する抗体（２次抗体）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。
【００６４】
　（ＦＩＳＨ処理）
　ＦＩＳＨ法にも様々な手法があり、目的とする遺伝子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：
　蛍光体とプローブを連結した蛍光標識プローブを用意し、その蛍光標識プローブで目的
遺伝子を直接的に蛍光標識し染色する方法（直接法)；
　プローブとビオチンを連結したビオチン修飾プローブ、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、目的遺伝子にビオチン修飾
プローブを反応させた後、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遺伝子を間接的に蛍光標識し染色する方法（間接法）。
【００６５】
　なお、上記の間接法において、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。
【００６６】
　ＦＩＳＨ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、組織切片を載置した検体スライドをＦＩＳＨ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、浸漬すればよ
い。ＦＩＳＨに必要な各種の試薬、すなわち蛍光標識プローブ、ビオチン修飾プローブ、
アビジン修飾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。例えば、ニックトランスレーション法により目的遺伝子のＤＮＡク
ローンのｄＴＴＰをビオチン修飾ｄＵＴＰで置換することにより、ＤＮＡプローブに対し
て複数個のビオチンが導入されたビオチン修飾プローブを作製することができる。
【００６７】
　ＦＩＳＨの対象とする目的遺伝子は特に限定されるものではないが、典型的には、ＦＩ
ＳＨ法に基づく病理診断の対象とされているタンパク質、例えばＨＥＲ２、ＴＯＰ２Ａ、
ＨＥＲ３、ＥＧＦＲ、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）、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遺伝子から選択することができる。
【００６８】
　目的遺伝子に対するプローブは、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。プローブの塩基長、塩基配列、ＧＣ含量は、ハイブ
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リダイゼーションさせる際の条件を考慮し、適切なストリンジェンシーを有するものとな
るよう調製することができる。
【００６９】
　＜明視野染色処理＞
　免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理の前もしくは後に、または免疫染色処理と同時に、組織切
片に対して、明視野において観察可能な染色剤で細胞を染色する処理（明視野染色処理）
を行ってもよい。
【００７０】
　明視野染色処理は、標準的な手順および処理条件に従って行うことができる。一般的に
は、検体スライドに載置した組織切片を、明視野染色処理の実施形態に応じた１種類また
は２種類以上の試薬と接触させ（例えば、組織切片上に当該試薬を滴下するか、組織切片
を当該試薬に浸漬する）、適切な温度および時間条件の下で反応させればよい。明視野染
色処理のための試薬を免疫染色処理のための試薬と混合し、それを検体スライドに載置し
た組織切片と接触させるようにすれば、明視野染色処理を免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理と
同時に行うこともできる。
【００７１】
　＜充填処理＞
　充填処理（封入処理）は、免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理（および必要に応じて明視野染
色処理）がなされた組織切片を充填層で被覆する処理であり、典型的には、封入剤を用い
て組織切片を封入する処理である。充填処理では、前述した免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理
において用いられる蛍光粒子との間で、屈折率について式（１）の条件を満たし、かつ後
述する保護処理において形成される保護層との間で、屈折率について式（２）の条件を満
たす、充填層を形成する。典型的には、式（１）および（２）の条件を満たす屈折率を有
する封入剤、好ましくはアクリル樹脂を含有する封入剤を用いる。そのような保護層（封
入剤）については、「病理標本」の項で前述した通りである。
【００７２】
　なお、封入剤として脂溶性封入剤を用いる場合は、充填処理に先だって、染色、洗浄等
に用いて組織切片に付着している水系溶媒を、乾燥により、またはアルコール等を用いて
除去し、封入剤に用いられているのと同じ種類の有機溶媒で置換する処理（溶媒置換処理
）を行っておくことが好ましい。
【００７３】
　充填処理のための手法や条件は特に限定されるものではないが、封入剤を用いる場合は
一般的には、検体スライド上の組織切片に封入剤を滴下しすればよい。また、封入剤を滴
下した後（充填処理の後）、例えば保護層としてカバーガラスを載せてから（保護処理に
おいて）、そのカバーガラスに重しとなる物体を載せたり、カバーガラスをピンセット等
で押しつけたりすることで、充填層の厚さを封入剤の滴下量によらずに一定にすると共に
、厚さを均一にする、つまり面内変動係数を小さくすることができる。そのような操作を
しない場合は、封入剤の滴下量によって充填層の厚さも変動し、通常、滴下量が多ければ
充填層の厚さも厚くなる傾向を示す。
【００７４】
　充填層の厚さ（ｍ２）は、後述する保護層の厚さ（ｍ３）との関係において、前記式（
３）の条件を満たす、すなわちｍ２とｍ３の和の面内変動係数（ＣＶ（ｍ２＋ｍ３））が
、ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％であることが好ましい。また、充填層の厚さ（ｍ２）は、
前記式（４）の条件を満たす、すなわちｍ２の面内平均値（Ｍ（ｍ２））が、１０μｍ≦
Ｍ（ｍ２）≦５０μｍであることが好ましい。そのような好ましい厚さを有する充填層は
、上記のように、封入剤の滴下量を調節したり、カバーガラスに力を加えたりすることで
、形成することができる。
【００７５】
　＜保護処理＞
　保護処理は、充填処理（封入処理）がなされた組織切片を保護層で被覆する処理であり
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、典型的には、カバーガラスを載置する処理である。保護処理では、前述した充填処理に
おいて形成される充填層との間で、屈折率について式（２）の条件を満たす保護層を形成
する。典型的には、式（２）の条件を満たす屈折率を有するカバーガラス、好ましくは硼
珪酸ガラスからなるカバーガラスを用いる。そのような保護層（カバーガラス）について
は、「病理標本」の項で前述した通りである。
【００７６】
　保護処理のための手法や条件は特に限定されるものではないが、カバーガラスを用いる
場合は一般的には、組織切片を被覆するように形成されている充填層の上にカバーガラス
を載置すればよい。用いるカバーガラスの厚さが、保護層の厚さとなる。カバーガラスを
載置する際に、充填層に関して前述したように、そのカバーガラスに重しとなる物体を載
せたり、カバーガラスをピンセット等で押しつけたりすることで、充填層の厚さを薄くす
ると共に、厚さを均一にする、つまり面内変動係数を小さくすることができる。
【００７７】
　保護層の厚さ（ｍ３）は、前述した充填層の厚さ（ｍ２）との関係において、前記式（
３）の条件を満たす、すなわちｍ２とｍ３の和の面内変動係数（ＣＶ（ｍ２＋ｍ３））が
、ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）≦２０％であることが好ましい。また、保護層の厚さ（ｍ３）は、
前記式（５）の条件を満たす、すなわちｍ３の面内平均値（Ｍ（ｍ３））が、１００μｍ
≦Ｍ（ｍ３）≦２００μｍであることが好ましい。そのような好ましい厚さを有する保護
層は、適切なカバーガラスを選択して用いることで形成することができる。
【００７８】
　－蛍光画像の取得方法－
　本発明の蛍光画像の取得方法は、本発明の病理標本、または本発明の作製方法によって
得られた病理標本の、蛍光画像の取得方法であって、病理標本における充填層の厚さ（ｍ
２）と保護層の厚さ（ｍ３）を測定し、ｍ２とｍ３の和の面内平均値（Ｍ（ｍ２＋ｍ３）
）を算出するステップ、および当該面内平均値に基づいて、蛍光粒子の輝点像の球面収差
を補正するステップを含む。
【００７９】
　以下、本発明の蛍光画像の取得方法を実施するためのシステムおよび装置について、蛍
光画像とともに明視野画像を取得する場合の一実施形態に基づいて、さらに詳細に説明す
る。蛍光画像および明視野画像の取得方法に関して、あるいは取得した蛍光画像および明
視野画像の画像処理方法、分析方法に関して、本明細書に特に記載されていない事項につ
いては、例えば特許文献１～３の記載事項に準じて、またはその他の公知ないし一般的な
技術的事項に準じて、適切な実施形態とすることができる。
【００８０】
　本実施形態において、蛍光画像および明視野画像は、公知のカメラ付き蛍光顕微鏡に準
じた構成を有する、顕微鏡画像取得装置によって撮影される。顕微鏡画像取得装置は、画
像処理装置と、ケーブル等のインターフェースを介してデータ送受信可能に接続されて、
病理診断支援システムを構成している。これにより、スライド固定ステージ上に載置され
たスライド（病理標本）上の組織切片について取得された画像データは、画像処理装置に
速やかに送信され、病理診断のための画像の処理および分析のために利用することができ
るようになる。
【００８１】
　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
より好ましく、３００ｍｍ2以上であることがさらに好ましい。この顕微鏡画像の視野が
、撮影される蛍光画像および明視野画像に対応する。
【００８２】
　顕微鏡画像取得装置は、照射手段、結像手段、撮像手段、膜厚測定手段、通信Ｉ／Ｆ等
を備えて構成されている。照射手段は、光源、フィルター等により構成され、スライド固
定ステージに載置されたスライド上の組織切片に光を照射する。結像手段は、接眼レンズ
、対物レンズ、および球面収差補正機構等により構成され、照射した光によりスライド上
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の組織切片から発せられる透過光、反射光、又は蛍光を結像する。撮像手段は、ＣＣＤ（
Charge Coupled Device）センサー等を備え、結像手段により結像面に結像される像を撮
像して顕微鏡画像のデジタル画像データを生成する顕微鏡設置カメラである。通信Ｉ／Ｆ
は、生成された顕微鏡画像の画像データを画像処理装置に送信する。
【００８３】
　顕微鏡画像取得装置は、明視野観察に適した照射手段及び結像手段を組み合わせた明視
野ユニット、および蛍光観察に適した照射手段及び結像手段を組み合わせた蛍光ユニット
を備えており、ユニットを切り替えることにより、顕微鏡画像として明視野画像を取得す
るか蛍光画像を取得するかを切り替えることができる。蛍光ユニットの励起光源及び蛍光
検出用光学フィルターは、免疫染色に用いた蛍光粒子の極大励起波長および極大発光波長
に対応したものを選択する。
【００８４】
　一方、画像処理装置は、制御部、操作部、表示部、通信Ｉ／Ｆ、記憶部等を備えて構成
され、各部はバスを介して接続されている。制御部は、ＣＰＵ（Central Processing Uni
t）、ＲＡＭ（Random Access Memory）等を備えて構成され、記憶部に記憶されている各
種プログラムとの協働により各種処理を実行し、画像処理装置の動作を統括的に制御する
。例えば、制御部は、記憶部に記憶されているプログラムとの協働により画像解析処理を
実行する。操作部は、文字入力キー、数字入力キー、及び各種機能キー等を備えたキーボ
ードと、マウス等のポインティングデバイスを備えて構成され、キーボードで押下操作さ
れたキーの押下信号とマウスによる操作信号とを、入力信号として制御部に出力する。表
示部は、例えば、ＬＣＤ（Liquid Crystal Display）等のモニタを備えて構成されており
、制御部から入力される表示信号の指示に従って各種画面を表示する、すなわち画像解析
結果を出力するための出力手段として機能する。通信Ｉ／Ｆは、顕微鏡画像取得装置をは
じめとする外部機器との間でデータ送受信を行なうためのインターフェースである。通信
Ｉ／Ｆは、明視野画像と蛍光画像の入力手段として機能する。記憶部は、例えばＨＤＤ（
Hard Disk Drive）や半導体の不揮発性メモリー等で構成されている。記憶部には、前述
のように各種プログラムや各種データ等が記憶されている。その他、画像処理装置は、Ｌ
ＡＮアダプターやルーター等を備え、ＬＡＮ等の通信ネットワークを介して外部機器と接
続される構成としてもよい。
【００８５】
　明視野画像及び蛍光画像は、下記（１）～（５）の手順により取得される。
（１）明視野染色処理および免疫染色／ＦＩＳＨ染色処理がなされた病理標本（検体スラ
イド）を、顕微鏡画像取得装置のスライド固定ステージに載せる。
（２）明視野ユニットに設定し、撮影倍率、ピントの調整を行い、組織切片上の観察対象
領域を視野に納める。
（３）撮像手段で撮影を行って明視野画像の画像データを生成し、画像処理装置に画像デ
ータを送信する。
（４）ユニットを蛍光ユニットに変更する。
（５）視野及び撮影倍率を変えずに撮像手段で撮影を行って蛍光画像の画像データを生成
し、画像処理装置に画像データを送信する。
【００８６】
　本発明の好ましい実施形態において、上記手順（５）の撮像手段で撮影を行う前に、膜
厚測定手段によって病理標本における充填層の厚さ（ｍ２）と保護層の厚さ（ｍ３）を測
定し、ｍ２とｍ３の和の面内平均値（Ｍ（ｍ２＋ｍ３））を算出すること、および当該面
内平均値に基づいて、球面収差補正機構によって、蛍光粒子の輝点像の球面収差を補正す
ることが行われる。
【００８７】
　顕微鏡画像取得装置が備える膜厚測定手段は、共焦点方式のレーザースキャン顕微鏡、
マイクロ顕微鏡（デジタルマイクロスコープ）など、公知の顕微鏡タイプの膜厚測定装置
が備える当該手段に準じて構築することが可能である。組織切片、充填層および保護層が
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積層された状態にある地点であっても、それぞれの厚さｍ１、ｍ２およびｍ３を別個に測
定することが可能である。一つの視野（面内）において複数の地点のｍ１、ｍ２およびｍ
３を測定することにより、面内平均値Ｍ（ｍ１）、Ｍ（ｍ２）、Ｍ（ｍ３）、およびＭ（
ｍ２＋ｍ３）と、面内変動係数ＣＶ（ｍ２＋ｍ３）を算出することができる。ｍ１、ｍ２
およびｍ３を個別に測定する必要がない場合、例えば式（３）を満たすか否かを判定する
ために、充填層および保護層の厚さの和（ｍ２＋ｍ３）を測定すればよい場合は、充填層
および保護層の二層の厚さをまとめて測定するような実施形態とすることもできる。
【００８８】
　ｍ１、ｍ２およびｍ３の測定データは、画像処理装置に送信して、画像処理装置が有す
る記憶部で記憶し、制御部で演算処理をするようにしてもよいし、顕微鏡画像取得装置が
同様の記憶部および制御部を備える場合は、その記憶部で記憶し、制御部で演算処理をす
るようにしてもよい。
【００８９】
　なお、ある視野（面内）において、ｍ１、ｍ２およびｍ３を測定した結果、式（３）～
（６）のうちの一つまたは複数が満たされていないことが判明した場合は、視野を変えて
、その視野におけるｍ１、ｍ２およびｍ３を測定し、所望の式が満たされる場合に、蛍光
画像を取得するようにしてもよい。
【００９０】
　顕微鏡画像取得装置が備える球面収差補正機構は、公知の蛍光顕微鏡またはその他の顕
微鏡（走査透過型電子顕微鏡等）が備える当該手段に準じて構築することが可能である。
球面収差補正機構は、膜厚測定手段で測定された膜厚データから算出されたＣＶ（ｍ２＋
ｍ３）の値を読み込み、その値に基づいて自動的に球面収差補正の効果が最適となるよう
にする。例えば、球面収差補正機構は収差補正用凹レンズを備えており、球面収差補正の
効果が最適となるような位置に収差補正用凹レンズを配置することができるものとして構
築することが可能である。
【実施例】
【００９１】
　［１－１］蛍光体集積ナノ粒子（スルホローダミン集積メラミン樹脂粒子）の作製
　蛍光色素として赤色発光色素であるＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（シグマアル
ドリッチ社製）（励起波長５８６ｎｍ、発光波長６０５ｎｍ）１４．４ｍｇを水２２ｍＬ
に加えて溶解させた。その後、この溶液に乳化重合用乳化剤の「エマルジョン（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０．６５
ｇ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
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、９
０℃に昇温して２０分間加熱撹拌した。得られた色素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」（株式会社久保田製作所）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。最後に、上記のように
して調製された蛍光体集積ナノ粒子を遠心分離によって回収し、ＰＢＳに分散させた状態
で保存した。得られたスルホローダミン集積メラミン樹脂粒子のＳＥＭ観察を行ったとこ
ろ、平均粒径１１５ｎｍ、変動係数は１３％であった。
【００９２】
　［１－２］蛍光体集積ナノ粒子（テトラメチルローダミン集積シリカ粒子）の作製
　テトラメチルローダミン（インビトロジェン社製ＴＡＭＲＡ－ＳＥ）（励起波長５５０
ｎｍ、発光波長５７０ｎｍ）６．６ｍｇと３－アミノプロピルトリメトキシシラン（信越
化学工業株式会社製、ＫＢＭ９０３）３μＬをＤＭＦ中で混合、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
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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
チルローダミン集積シリカナノ粒子のＳＥＭ観察を行ったところ、平均粒径１０４ｎｍ、
変動係数は１２％であった。
【００９３】
　［２－１］模擬プレパラートの作製
　［プレパラートＡ１］
　（１）［１－１］で作成した蛍光体集積ナノ粒子（スルホローダミン集積メラミン樹脂
粒子　屈折率（ｎ１）＝１．４８）を０．０１ｎＭの濃度で含むＰＢＳ分散液を調製した
。ＡＰＳ（アミノシラン）コートガラス（松浪硝子工業株式会社）に当該ＰＢＳ分散液を
８０μＬ載せて、６０分間放置した。
【００９４】
　（２）上記（１）のスライドをＰＢＳで洗浄した（５分×３回）。ヘマトキシリン染色
用試薬を載せて１０分間放置した。このスライドを水で洗浄した（１０分）後、エタノー
ル、脱水エタノール×３、およびキシレン×２で順次処理した。
【００９５】
　（３）封入剤「エンテラン（登録商標）ニュー　屈折率（ｎ２）＝１．４９」（メルク
株式会社）をピペットマンで２５μＬ滴下した。
【００９６】
　（４）硼珪酸ガラスからなるカバーガラス（２４ｍｍ×２４ｍｍ）（屈折率（ｎ３）＝
１．５１）を上記（３）の滴下した封入剤の上にそっと載せた後、ピンセットで強く押し
つけた。
【００９７】
　（５）封入剤が乾燥するまで放置して、プレパラートＡ１を完成させた。同一の手順で
さらに２枚、合計３枚、プレパラートＡ１を作製した。
　上記ｎ１～ｎ３の値は、下記式（１）および式（２）を満たすものである。
　｜ｎ１－ｎ２｜≦０．２０　　　　　　　　　　　　　　・・・式（１）
　｜ｎ２－ｎ３｜≦０．１５　　　　　　　　　　　　　　・・・式（２）
【００９８】
　［プレパラートＡ２］
　上記（３）において、封入剤の滴下量を５０μＬに変更した以外はプレパラートＡ１と
同様の手順で、合計３枚のプレパラートＡ２を作製した。
【００９９】
　［プレパラートＡ３］
　上記（３）において、封入剤の滴下量を７５μＬに変更した以外はプレパラートＡ１と
同様の手順で、合計３枚のプレパラートＡ３を作製した。
【０１００】
　［プレパラートＡ４］
　上記（３）において、封入剤の滴下量を１００μＬに変更した以外はプレパラートＡ１
と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＡ４を作製した。
【０１０１】
　［プレパラートＡ５］
　上記（３）において、封入剤の滴下量を１５０μＬに変更した以外はプレパラートＡ１
と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＡ５を作製した。
【０１０２】
　［プレパラートＡ６］
　上記（３）において、封入剤の滴下量を２００μＬに変更した以外はプレパラートＡ１
と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＡ６を作製した。
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【０１０３】
　［プレパラートＢ１］
　上記（４）において、カバーガラスを滴下した封入剤の上にそっと載せただけで、ピン
セットで強く押しつけなかったこと以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、合計３枚の
プレパラートＢ１を作製した。
【０１０４】
　［プレパラートＢ２］
　上記（４）において、カバーガラスを滴下した封入剤の上にそっと載せただけで、ピン
セットで強く押しつけなかったこと、および上記（３）において、封入剤の滴下量を５０
μＬに変更した以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＢ２を
作製した。
【０１０５】
　［プレパラートＢ３］
　上記（４）において、カバーガラスを滴下した封入剤の上にそっと載せただけで、ピン
セットで強く押しつけなかったこと、および上記（３）において、封入剤の滴下量を７５
μＬに変更した以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＢ３を
作製した。
【０１０６】
　［プレパラートＢ４］
　上記（４）において、カバーガラスを滴下した封入剤の上にそっと載せただけで、ピン
セットで強く押しつけなかったこと、および上記（３）において、封入剤の滴下量を１０
０μＬに変更した以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＢ４
を作製した。
【０１０７】
　［プレパラートＢ５］
　上記（４）において、カバーガラスを滴下した封入剤の上にそっと載せただけで、ピン
セットで強く押しつけなかったこと、および上記（３）において、封入剤の滴下量を１５
０μＬに変更した以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＢ５
を作製した。
【０１０８】
　［プレパラートＢ６］
　上記（４）において、カバーガラスを滴下した封入剤の上にそっと載せただけで、ピン
セットで強く押しつけなかったこと、および上記（３）において、封入剤の滴下量を２０
０μＬに変更した以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、合計３枚のプレパラートＢ６
を作製した。
【０１０９】
　［３－１］充填層の厚さ、保護層の厚さおよび蛍光輝度の測定
　上記のようにして作製した、それぞれ３枚ずつのプレパラートＡ１～Ａ６およびＢ１～
Ｂ６について、下記の手順で、充填層（封入剤からなる層）の厚さ、保護層の厚さおよび
蛍光輝度を測定した。
【０１１０】
　［３－１－１］充填層（封入剤からなる層）の厚さと保護層の厚さの測定
　作成したサンプルの充填層の厚さおよび保護層の厚さはレーザー変位計「ＬＴ－９００
０」（株式会社キーエンス製）を用いて測定した。測定はカバーガラスの中心、対角線上
を４点ずつ、ならびにカバーガラスの中心を通る垂直および水平方向の線上を４点ずつ、
の計１７点について行った。これら１７点における充填層の厚さと保護層の厚さの和の平
均値を、各サンプル（プレパラート）の充填層の厚さと保護層の厚さの和（ｍ２＋ｍ３）
の面内平均値（図２の左列のグラフの縦軸）とした。
【０１１１】
　［３－１－２］蛍光の輝度の測定
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　作成したサンプルの輝度は蛍光顕微鏡を用いて測定した。正立顕微鏡「Ａｘｉｏ　Ｉｍ
ａｇｅｒ　Ｍ２」（カールツアイス社製）を用い、対物レンズを４０倍に設定し蛍光輝点
画像の取得を行った。蛍光画像の取得にあたり、スルホローダミン集積メラミン樹脂粒子
からなる蛍光体集積ナノ粒子に、波長５８０ｎｍ、強度３０ｍＷの励起光を照射して、当
該蛍光体集積ナノ粒子から発せられる６０５ｎｍの波長を有する蛍光を結像し、上記顕微
鏡に設置のカメラ（モノクロ）により顕微鏡画像（画像データ）を取得した。なお、上記
カメラは画素サイズ６．４μｍ×６．４μｍ、縦画素数１０４０個、横画素数１３８８個
（撮像領域８．９ｍｍ×６．７ｍｍ）を有している。測定点は、上述の封入剤からなる層
の厚さと保護層の厚さの測定と同じ場所の１７点を測定した。データの解析は、各測定点
で得られた蛍光画像から蛍光強度を計算し、１７点の平均値を得ることで、各サンプル（
プレパラート）の蛍光輝度の面内平均値（図２に右列のグラフの縦軸）とした。各測定点
で得られる蛍光強度は、撮影した画像内に点在する個々の蛍光体集積ナノ粒子の蛍光輝点
の輝度信号値を読み取り、平均することにより得た。
【０１１２】
　［３－１－３］結果
　結果を図２に示す。カバーガラスに重みをかけたプレパラートＡ１～Ａ６については、
封入剤の添加量によらず、また同一条件で作製したサンプルの違いによらず、ほぼ均一の
厚さの封入剤からなる層が形成されており（図２左上）、それによって蛍光の輝度もほぼ
均一になっていることが分かる（図２右上）。一方、カバーガラスに重みをかけなかった
プレパラートＢ１～Ｂ６については、封入剤の量が増えると厚さも増える傾向が見られ、
均一にはなっておらず（図２左下）、蛍光の輝度も山形のカーブを描いていて均一になっ
ておらず、しかも同一条件で作製したサンプル間であっても比較的大きなバラツキが生じ
ることが分かる（図２右下）。
【０１１３】
　［２－２］模擬プレパラートの作製
　［プレパラートＡ７］
　前記［２－１］の（３）において、封入剤の滴下量を１００μＬに変更したこと以外は
プレパラートＡ１と同様の手順で、プレパラートＡ７を１枚、作製した。
【０１１４】
　［プレパラートＡ８］
　前記［２－１］の（１）において、前記［１－２］で作成した蛍光体集積ナノ粒子（テ
トラメチルローダミン集積シリカ粒子）を用い、また前記［２－１］の（３）において、
封入剤の滴下量を１００μＬに変更し、それ以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、プ
レパラートＡ８を１枚、作製した。
【０１１５】
　［プレパラートＢ７］
　前記［２－１］の（１）において、量子ドット「ＣｄＳｅ／ＺｎＳ　６１０」（シグマ
アルドリッチ社製、粒径５．２ｎｍ）を用い、また前記［２－１］の（３）において、封
入剤の滴下量を１００μＬに変更し、それ以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、プレ
パラートＢ７を１枚、作製した。
【０１１６】
　［プレパラートＢ８］
　前記［２－１］の（３）において、前記［１－２］で作成した蛍光体集積ナノ粒子（テ
トラメチルローダミン集積シリカ粒子）を用い、封入剤として紫外線硬化型含フッ素系樹
脂「ディフェンサＯＰ－３８０１」（ＤＩＣ株式会社、未硬化）を用い、また前記［２－
１］の（３）において、封入剤の滴下量を１００μＬに変更し、それ以外はプレパラート
Ａ１と同様の手順で、プレパラートＢ８を１枚、作製した。
【０１１７】
　［プレパラートＢ９］
　前記［２－１］の（３）において、前記［１－２］で作成した蛍光体集積ナノ粒子（テ
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トラメチルローダミン集積シリカ粒子）を用い、封入剤としてα－ブロモナフタレン－２
－アクリル酸メチル（未硬化）を用い、また前記［２－１］の（３）において、封入剤の
滴下量を１００μＬに変更し、それ以外はプレパラートＡ１と同様の手順で、プレパラー
トＢ９を１枚、作製した。
【０１１８】
　［３－２］面内の蛍光の輝度の測定
　プレパラートＡ７～Ａ８およびＢ７～Ｂ９について、輝度を測定し、面内における輝度
の変動係数を算出した。
【０１１９】
　［３－２－１］蛍光の輝度の測定
　前記［３－１－２］と同様の手順で、面内の１７点における蛍光輝度を測定し、その変
動係数を算出した。なお、テトラメチルローダミン集積シリカ粒子からなる蛍光体集積ナ
ノ粒子を用いる測定（プレパラートＡ８、Ｂ８およびＢ９）においては、波長５５０ｎｍ
、強度３０ｍＷの励起光を照射して、蛍光体集積ナノ粒子から発せられる５７０ｎｍの波
長を有する蛍光を結像するようにした。また、量子ドットを用いる測定（プレパラートＢ
７）においては、波長４９０ｎｍ、強度３０ｍＷの励起光を照射して、量子ドットから発
せられる６１０ｎｍの波長を有する蛍光を結像するようにした。
【０１２０】
　［３－２－２］結果
　結果を表１に示す。屈折率差が式（１）および（２）の両方を満たしているプレパラー
トＡ７およびＡ８については、面内における蛍光輝度の変動係数が比較的低い値であり、
バラツキが抑制されていることが分かる。一方、屈折率差が式（１）または（２）を満た
さないプレパラートＢ７～Ｂ９については、面内における蛍光輝度の変動係数が比較的高
い値であり、同一面内であってもバラツキが生じやすいことが分かる。
【０１２１】
【表１】

【０１２２】
　［２－３］模擬プレパラートの作製
　［プレパラートＡ９］
　前記［２－１］の（３）において、封入剤の滴下量を１００μＬに変更したこと以外は
プレパラートＡ１と同様の手順で、プレパラートＡ９を１枚、作製した。
【０１２３】
　［プレパラートＡ１０］
　前記［２－１］の（３）において、封入剤の滴下量を３００μＬに変更したこと以外は
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プレパラートＡ１と同様の手順で、プレパラートＡ１０を１枚、作製した。
【０１２４】
　［プレパラートＡ１１］
　前記［２－１］の（３）において、封入剤の滴下量を１０μＬに変更したこと以外はプ
レパラートＡ１と同様の手順で、プレパラートＡ１１を１枚、作製した。
【０１２５】
　［プレパラートＡ１２］
　前記［２－１］の（３）において、封入剤の滴下量を８００μＬに変更したこと以外は
プレパラートＡ１と同様の手順で、プレパラートＡ１２を１枚、作製した。
【０１２６】
　［３－３］面内の蛍光の輝度の測定
　プレパラートＡ９～Ａ１２について、下記の手順で、充填層（封入剤からなる層）の厚
さと蛍光の輝度を測定し、面内における、充填層の厚さと保護層の厚さの和の変動係数と
輝度の変動係数を算出した。なお、保護層の厚さは、カバーガラス製品の規定値である１
５０μｍとみなした。
【０１２７】
　［３－３－１］充填層の厚さの測定
　前記［３－１－１］と同様の手順で、面内の１７点における充填層の厚さを測定し、そ
の面内平均値を算出した。一方、保護層の厚さについては、上記の通り既定値である１５
０μｍを各地点の測定値および面内平均値とみなした。さらにこれらの値から、充填層の
厚さと保護層の厚さの和の面内変動係数を算出した。
【０１２８】
　［３－３－２］蛍光輝度の測定
　前記［３－１－２］と同様の手順で、面内の１７点における蛍光輝度を測定し、その変
動係数を算出した。
【０１２９】
　［３－３－３］結果
　結果を表２に示す。充填層および保護層の厚さが式（４）および（５）の条件を満たし
ているプレパラートＡ９およびＡ１０については、面内における蛍光輝度の変動係数が比
較的低い値であり、バラツキが抑制されていることが分かる。一方、充填層および保護層
の厚さが式（４）または（５）を満たさないプレパラートＡ１１およびＡ１２については
、面内における蛍光輝度の変動係数は比較的低いながらも、プレパラートＡ９およびＡ１
０と比べればやや高い値となっている。
【０１３０】
【表２】

【０１３１】
　以上の実験は模擬的なものであり、組織切片を蛍光染色したものではないが、上記の結
果からは、蛍光体集積ナノ粒子を用いた免疫染色によって組織切片上の目的生体物質を実
際に蛍光標識した場合であっても、本発明の作用効果が奏される、すなわち蛍光シグナル
を高感度かつ安定的に取得することができることは明らかである。
【符号の説明】
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【０１３２】
１：病理標本
２：スライドガラス
３：組織切片（厚さ：ｍ１）
４：蛍光粒子（屈折率：ｎ１）
５：充填層（屈折率：ｎ２、厚さ：ｍ２）
６：保護層（屈折率：ｎ３、厚さ：ｍ３）

【図１】 【図２】
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