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(57)【要約】
　目的生体物質の検出方法は、互いに発光波長が異なる
蛍光ナノ粒子を含む複数の免疫染色剤で組織切片を染色
する工程（Ｓ１）と、染色後の組織切片に励起光を照射
して蛍光輝点を出現させ、それを撮像装置で撮像する工
程（Ｓ２）と、前記撮像装置の撮像結果に基づき、前記
免疫染色剤単位で複数の蛍光画像を生成し、それら蛍光
画像を合成して蛍光輝点の重複を検出する工程（Ｓ３）
と、を備える。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　組織切片から目的生体物質を検出する方法であって、
　互いに発光波長が異なる蛍光ナノ粒子を含む複数の免疫染色剤で組織切片を染色する工
程と、
　染色後の組織切片に励起光を照射して蛍光輝点を出現させ、それを撮像装置で撮像する
工程と、
　前記撮像装置の撮像結果に基づき、前記免疫染色剤単位で複数の蛍光画像を生成し、そ
れら蛍光画像を合成して蛍光輝点の重複を検出する工程と、
　を備えることを特徴とする目的生体物質の検出方法。
【請求項２】
　請求項１に記載の目的生体物質の検出方法において、
　組織切片を染色する工程では、前記蛍光ナノ粒子として、量子ドット、量子ドット集積
ナノ粒子または蛍光色素集積ナノ粒子を用いることを特徴とする目的生体物質の検出方法
。
【請求項３】
　請求項２に記載の目的生体物質の検出方法において、
　前記蛍光ナノ粒子として、蛍光色素集積ナノ粒子を用いることを特徴とする目的生体物
質の検出方法。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれか一項に記載の目的生体物質の検出方法において、
　前記蛍光ナノ粒子として、発光波長が４００～７００ｎｍのものを用いることを特徴と
する目的生体物質の検出方法。
【請求項５】
　請求項１～４のいずれか一項に記載の目的生体物質の検出方法において、
　前記蛍光ナノ粒子として、平均粒径が２０～３００ｎｍのものを用いることを特徴とす
る目的生体物質の検出方法。
【請求項６】
　互いに発光波長が異なる蛍光ナノ粒子を含む複数の免疫染色剤で染色された組織切片か
ら目的生体物質を検出する検出システムにおいて、
　染色後の組織切片に励起光を照射して蛍光輝点を出現させ、それを撮像する撮像装置と
、
　前記撮像装置の撮像結果に基づき、前記免疫染色剤単位で複数の蛍光画像を生成し、そ
れら蛍光画像を合成して蛍光輝点の重複を検出する検出装置と、
　を備えることを特徴とする目的生体物質の検出システム。
【請求項７】
　請求項６に記載の目的生体物質の検出システムにおいて、
　前記蛍光画像を表示する表示装置を備え、
　前記検出装置が、蛍光輝点の重複輝点を、単独の蛍光ナノ粒子に起因する蛍光輝点とは
異なる色で前記表示装置に表示させることを特徴とする目的生体物質の検出システム。
【請求項８】
　請求項６または７に記載の目的生体物質の検出システムにおいて、
　前記検出装置が、蛍光輝点の重複輝点数を算出することを特徴とする目的生体物質の検
出システム。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織切片から目的生体物質を検出する方法およびこれに用いられる検出シス
テムに関する。
【背景技術】
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【０００２】
　従来の免疫染色において、組織切片上で興味のある抗原に対し、抗体修飾した「蛍光ナ
ノ粒子」を結合させ、抗原を標識し、これを蛍光顕微鏡で観察・撮像することが行なわれ
ている（特許文献１参照）。蛍光ナノ粒子には、「蛍光色素」と比較して、輝点状に高輝
度で蛍光発光し蛍光輝点数の計測が可能といった特徴があり、顕微鏡画像から蛍光輝点を
検出すると、抗原の状態や量を確認することができる。多種類の抗原を、互いに発光波長
の異なる蛍光ナノ粒子で標識すれば、これらも区別し確認しうる。
【０００３】
　癌関連の抗原については、抗原間の距離が近いかどうかで悪性度に影響を与える場合が
あり、抗原間の距離情報を得ることは重要である。たとえば、癌関連の抗原として知られ
るＨＥＲ２とＨＥＲ３とがダイマー（２量体）を形成すると、癌の悪性度が増大すること
が知られている。それにもかかわらず、従来は、蛍光ナノ粒子を単独で使用し、抗原の分
布情報を得ているにすぎず、抗原間の距離情報については着目されていなかった。
【０００４】
　この点、「蛍光色素」を用いた免疫染色においては、蛍光エネルギー移動（ＦＲＥＴ；
Fluorescence Resonance Energy Transfer）を検出し、抗原間（蛍光色素間）の距離を見
積もることが行なわれている（非特許文献１、２参照）。
　「ＦＲＥＴ」とは、２個の蛍光色素が近接（距離＜約１０ｎｍ）したときに起こる蛍光
色素間の相互作用であり、励起光の照射により第１の蛍光色素（ドナー）が励起され、励
起状態のドナー色素から第２の蛍光色素（アクセプター）へ励起エネルギーが移動する現
象である。かかるＦＲＥＴが起こると、ドナー色素の蛍光強度が低下し、アクセプター色
素の蛍光発光が起こる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】国際公開第２０１２／０２９７５２号
【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】"Molecular Imaging: FRET Microscopy and Spectroscopy", Ammasi Pe
riasamy, Richard Day, Elsevier, 2011, P38.
【非特許文献２】"Molecular Biomethods Handbook", Ralph Rapley, John M. Walker, S
pringer Science & Business Media, 2008, P471-474.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　しかしながら、ＦＲＥＴを検出する方法では、蛍光色素同士が近接しているかどうか（
抗原間の距離が近いかどうか）を検出することは可能であるものの、蛍光色素自体の蛍光
強度が弱いため高感度な検出が要求されるし、ＦＲＥＴが起こったかどうかを識別するた
めの特殊なフィルターも必要になり、抗原間の距離情報を得るのが煩雑になる。
　したがって本発明の主な目的は、目的生体物質間の距離が近いかどうかを容易に検出す
ることができる目的生体物質の検出方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　上記課題を解決するため、本発明によれば、
　組織切片から目的生体物質を検出する方法であって、
　互いに発光波長が異なる蛍光ナノ粒子を含む複数の免疫染色剤で組織切片を染色する工
程と、
　染色後の組織切片に励起光を照射して蛍光輝点を出現させ、それを撮像装置で撮像する
工程と、
　前記撮像装置の撮像結果に基づき、前記免疫染色剤単位で複数の蛍光画像を生成し、そ



(4) JP WO2016/152244 A1 2016.9.29

10

20

30

40

50

れら蛍光画像を合成して蛍光輝点の重複を検出する工程と、
　を備えることを特徴とする目的生体物質の検出方法が提供される。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明によれば、蛍光画像を免疫染色剤単位で生成し、これを合成して蛍光輝点の重複
を検出するだけであるため、目的生体物質間の距離が近いかどうかを容易に検出すること
ができる。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】目的生体物質の検出方法を概略的に示すフローチャートである。
【図２】目的生体物質の検出システムの概略構成を示す図である。
【図３Ａ】蛍光輝点の重複を検出する際のイメージ図であって、抗原間の距離が離間して
いる場合を示す図である。
【図３Ｂ】蛍光輝点の重複を検出する際のイメージ図であって、抗原間の距離が近接して
いる場合を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下、図面を参照しながら本発明の好ましい実施形態について説明する。
　本明細書中、「～」で示す数値範囲には、その前後に記載される数値が下限値および上
限値として含まれる。
【００１２】
　本発明にかかる目的生体物質の検出方法は、組織切片から目的生体物質を検出する方法
であって、図１に示すとおり、
（Ｓ１）互いに発光波長が異なる蛍光ナノ粒子を含む複数の免疫染色剤で組織切片を染色
する工程と、
（Ｓ２）染色後の組織切片に励起光を照射して蛍光輝点を出現させ、それを撮像装置で撮
像する工程と、
（Ｓ３）撮像装置の撮像結果に基づき、免疫染色剤単位で複数の蛍光画像を生成し、それ
ら蛍光画像を合成して蛍光輝点の重複を検出する工程と、
　を備えている。
【００１３】
　はじめに染色工程Ｓ１について説明し、その後に撮像工程Ｓ２および検出工程Ｓ３につ
いて説明する。特に、後者の撮像工程Ｓ２および検出工程Ｓ３では図２の検出システム１
を使用する。
【００１４】
［目的生体物質］
　目的生体物質とは、主に病理診断の観点からの検出または定量のために、蛍光標識体を
用いた免疫染色の対象とするものをいい、組織切片に発現している生体物質、特にタンパ
ク質（抗原）である。
　典型的な目的生体物質としては、各種の癌組織の細胞膜で発現しており、バイオマーカ
ーとして利用することができる生体物質が挙げられる。
　たとえば、ＥＧＦＲ（ＨＥＲ１）（Epidermal Growth Factor Receptor：上皮増殖因子
受容体）、ＨＥＲ２（Human Epidermal Growth Factor Receptor：ヒト上皮増殖因子受容
体）、ＨＥＲ３、ＨＥＲ４、ＶＥＧＦＲ（Vasular Endothelial Growth Factor Receptor
：血管内皮細胞増殖因子受容体）、ＩＧＦＲ（Insulin-like Growth Factor Receptor：
インスリン様増殖因子受容体）、ＨＧＦＲ（Hepatocyte Growth Factor Receptor：肝細
胞増殖因子受容体）といった増殖因子の受容体（レセプター）や、ＰＤ－１（Programmed
cell death 1）などの免疫系の受容体であるタンパク質が挙げられる。
　ＥＧＦＲ／ＨＥＲには、大腸癌などの癌組織において過剰発現しているＥＧＦＲ／ＨＥ
Ｒ１（ＥｒｂＢ１とも呼ばれる）、乳癌などの癌組織において過剰発現しているＥＧＦＲ
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２／ＨＥＲ２（ＥｒｂＢ２、ｎｅｕとも呼ばれる）、ＥＧＦＲ３／ＨＥＲ３およびＥＧＦ
Ｒ４／ＨＥＲ４が包含される。
　ＶＥＧＦＲには、肝臓癌、食道癌などの癌組織における血管内皮細胞において発現が亢
進しているＶＥＧＦＲ－１（Ｆｌｔ－１とも呼ばれる）、ＶＥＧＦＲ－２（Ｆｌｔ－２、
ＫＤＲとも呼ばれる）およびリンパ管内皮細胞において発現が亢進しているＶＥＧＦＲ－
３（Ｆｌｔ－４とも呼ばれる）が包含される。
【００１５】
［免疫染色剤（抗体－蛍光ナノ粒子の結合体）］
　免疫染色剤としては、蛍光標識の効率を向上させて蛍光の劣化につながる時間経過をな
るべく抑えるために、一次抗体および蛍光ナノ粒子が間接的に、つまり抗原抗体反応など
を利用した、共有結合以外の結合によって連結される複合体を用いることが好ましい。染
色操作を簡便にするため、免疫染色剤として、一次抗体または二次抗体に蛍光ナノ粒子が
直結している複合体を用いることもできる。
【００１６】
　免疫染色剤の一例として、［目的生体物質に対する一次抗体］…［一次抗体に対する抗
体（二次抗体）］～［蛍光ナノ粒子］が挙げられる。
　“…”は抗原抗体反応により結合していることを表し、“～”が示す結合の態様として
は特に限定されず、たとえば、共有結合、イオン結合、水素結合、配位結合、抗原抗体結
合、ビオチンアビジン反応、物理吸着、化学吸着などが挙げられ、必要に応じてリンカー
分子を介していてもよい。
【００１７】
　免疫染色剤には励起光の照射を受けて蛍光発光する蛍光ナノ粒子が含まれる。
　染色工程Ｓ１では複数の免疫染色剤が使用され、特に免疫染色剤同士で互いに発光波長
が異なる蛍光ナノ粒子を含む複数の免疫染色剤が使用される。
　蛍光ナノ粒子として発光波長が４００～７００ｎｍのものを用いるのがよい。
　かかる発光波長は蛍光顕微鏡の検出感度領域にあり、汎用顕微鏡でも蛍光輝点を検出す
ることができる。
　２種の蛍光ナノ粒子を使用する場合、一方の蛍光ナノ粒子は短波長の蛍光を発光し、他
方の蛍光ナノ粒子は長波長の蛍光を発光するのがよい。一方の蛍光ナノ粒子は発光波長が
４８０～５５０ｎｍ（青色～緑色）、好ましくは５００～５２０ｎｍ（緑色）であるのが
よく、他方の蛍光ナノ粒子は発光波長が５５０～６５０ｎｍ（橙色～赤色）、好ましくは
６２０～６５０ｎｍ（赤色）であるのがよい。
【００１８】
　蛍光ナノ粒子として平均粒径が２０～３００ｎｍ、好ましくは５０～２００ｎｍのもの
を用いるのがよい。
　蛍光ナノ粒子の１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
を撮影して蛍光ナノ粒子の断面積を計測し、その断面形状を円と仮定したときに、その断
面積に相当する円の直径として算出することができる。多数の蛍光ナノ粒子からなる集団
の平均粒径は、十分な数（たとえば１０００個）の蛍光ナノ粒子について上記のようにし
て粒径を算出した後、その算術平均として算出される。
【００１９】
［抗体］
　一次抗体には、目的生体物質としてのタンパク質を抗原として特異的に認識して結合す
る抗体（ＩｇＧ）を用いることができる。たとえば、ＥＧＦＲを目的生体物質とする場合
は抗ＥＧＦＲ抗体を、ＨＥＲ２を目的生体物質とする場合は抗ＨＥＲ２抗体を、ＨＥＲ３
を目的生体物質とする場合は抗ＨＥＲ３抗体を、それぞれ用いることができる。
　二次抗体には、一次抗体を抗原として特異的に認識して結合する抗体（ＩｇＧ）を用い
ることができる。
　一次抗体および二次抗体はいずれも、ポリクローナル抗体であってもよいが、定量の安
定性の観点から、モノクローナル抗体が好ましい。抗体を産生する動物（免疫動物）の種
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類は特に限定されるものではなく、従来と同様、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、
ヤギ、ヒツジなどから選択すればよい。
【００２０】
［蛍光ナノ粒子］
　蛍光ナノ粒子とは、目的生体物質を１分子ずつ輝点として表すのに十分な強度の蛍光を
発することができるナノサイズの粒子である。
　蛍光ナノ粒子として、好ましくは量子ドット（半導体ナノ粒子）、蛍光物質集積ナノ粒
子が使用される。
【００２１】
（１）量子ドット
　量子ドットとしては、ＩＩ－ＶＩ族化合物、ＩＩＩ－Ｖ族化合物またはＩＶ族元素を含
有する半導体ナノ粒子が使用される。たとえば、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳｅ
、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、Ｓｉ
、Ｇｅなどが挙げられる。
【００２２】
（２）蛍光物質集積ナノ粒子
　蛍光物質集積ナノ粒子は、有機物または無機物でできた粒子を母体とし、複数の蛍光物
質（たとえば、上記量子ドット、蛍光色素など）がその中に内包されているおよび／また
はその表面に吸着している構造を有する、ナノサイズの粒子である。
　蛍光物質集積ナノ粒子としては、母体と蛍光物質とが、互いに反対の電荷を有する置換
基または部位を有し、静電的相互作用が働くものであることが好適である。
　蛍光物質集積ナノ粒子としては、量子ドット集積ナノ粒子、蛍光色素集積ナノ粒子など
が使用される。
【００２３】
（２．１）母体
　母体のうち、有機物としては、メラミン樹脂、尿素樹脂、アニリン樹脂、グアナミン樹
脂、フェノール樹脂、キシレン樹脂、フラン樹脂など、一般的に熱硬化性樹脂に分類され
る樹脂；スチレン樹脂、アクリル樹脂、アクリロニトリル樹脂、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、一般的に熱可塑性樹脂に分類される樹脂；ポリ乳酸等のその他の樹脂
；多糖を例示することができる。
　母体のうち、無機物としては、シリカ、ガラスなどを例示することができる。
【００２４】
（２．２）量子ドット集積ナノ粒子
　量子ドット集積ナノ粒子とは、上記量子ドットが、上記母体の中に内包されている、お
よび／またはその表面に吸着している構造を有する。
　量子ドットが母体に内包されている場合、量子ドットは母体内部に分散されていればよ
く、母体自体と化学的に結合していてもよいし、していなくてもよい。
【００２５】
（２．３）蛍光色素集積ナノ粒子
　蛍光色素集積ナノ粒子とは、蛍光色素が、上記母体の中に内包されている、および／ま
たはその表面に吸着している構造を有する。
　蛍光色素としては、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
セン系色素分子などを例示することができる。
　蛍光色素としては、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、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、Ａ
ＴＴＯ（登録商標、ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）系色素分子、ＭＦＰ（登録商標、Ｍｏｂｉｔ
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ｅｃ社製）系色素分子、ＣＦ（登録商標、Ｂｉｏｔｉｕｍ社製）系色素分子、ＤＹ（登録
商標、ＤＹＯＭＩＣＳ社製）系色素分子、ＣＡＬ（登録商標、ＢｉｏＳｅａｒｃｈ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）系色素分子などを用いることができる。
【００２６】
　具体的には、５－カルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－フルオレセイン、５
，６－ジカルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－２’，４，４’，５’，７，７
’－ヘキサクロロフルオレセイン、６－カルボキシ－２’，４，７，７’－テトラクロロ
フルオレセイン、６－カルボキシ－４’，５’－ジクロロ－２’，７’－ジメトキシフル
オレセイン、ナフトフルオレセイン、５－カルボキシ－ローダミン、６－カルボキシ－ロ
ーダミン、５，６－ジカルボキシ－ローダミン、ローダミン　６Ｇ、テトラメチルローダ
ミン、Ｘ－ローダミン、スルホローダミンB、スルホローダミン１０１、及びAlexa Fluor
350、Alexa Fluor 405、Alexa Fluor 430、Alexa Fluor 488、Alexa Fluor 500、Alexa F
luor 514、Alexa Fluor 532、Alexa Fluor 546、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor 568、Al
exa Fluor 594、Alexa Fluor 610、Alexa Fluor 633、Alexa Fluor 635、Alexa Fluor 64
7、Alexa Fluor 660、Alexa Fluor 680、Alexa Fluor 700、Alexa Fluor 750、BODIPY FL
、BODIPY TMR、BODIPY 493／503、BODIPY 530／550、BODIPY 558／568、BODIPY 564／570
、BODIPY 576／589、BODIPY 581／591、BODIPY 630／650、BODIPY 650／665（以上インビ
トロジェン社製）、メトキシクマリン、クマリン６、クマリン７、スルホクマリン６、ス
ルホクマリン７、エオジン、ＮＢＤ、ピレン、Cy5、Cy5.5、Cy7、HiLyte Fluor 488、HiL
yte Fluor 555、HiLyte Fluor 594、HiLyte Fluor 647、HiLyte Fluor 680、HiLyte Fluo
r 750（登録商標、アナスペック社製）、DyLight 350、DyLight 405、DyLight 488、DyLi
ght 550、DyLight 594、DyLight 633、DyLight 650、DyLight 680、DyLight 755、DyLigh
t 800（登録商標、サーモサイエンティフィック社製）、ATTO 390、ATTO 425、ATTO 465
、ATTO 488、ATTO 495、ATTO 514、ATTO 520、ATTO 532、ATTO Rho6G、ATTO 542、ATTO 5
50、ATTO 565、ATTO Rho3B、ATTO Rho11、ATTO Rho12、ATTO Thio12、ATTO Rho101、ATTO
 590、ATTO 594、ATTO Rho13、ATTO 610、ATTO 620、ATTO Rho14、ATTO 633、ATTO 647、
ATTO 647N、ATTO 655、ATTO Oxa12、ATTO 665、ATTO 680、ATTO 700、ATTO 725、ATTO 74
0（登録商標、ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）、MFP488、MFP555、MFP590、MFP631（登録商標、
Ｍｏｂｉｔｅｃ社製）、CF350、CF405S、CF405M、CF488A、CF514、CF532、CF543、CF555
、CF568、CF594、CF620R、CF633、CF640R、CF647、CF660C、CF660R、CF680、CF680R、CF7
50、CF770、CF790（登録商標、Ｂｉｏｔｉｕｍ社製）、DY-350、DY-405、DY-415、DY-480
XL、DY-481XL、DY-485XL、DY-490、DY-495、DY-505、DY-500XL、DY-510XL、DY-520XL、DY
-521XL、DY-530、DY-547P1、DY-549P1、DY-550、DY-554、DY-555、DY-556、DY-560、DY-5
90、DY-591、DY-594、DY-605、DY-610、DY-615、DY-630、DY-631、DY-632、DY-633、DY-6
34、DY-635、DY-636、DY-647P1、DY-648P1、DY-649P1、DY-650、DY-654、DY-651、DY-652
、DY-675、DY-676、DY-677、DY-678、DY-679P1、DY-680、DY-681、DY-682、DY-700、DY-7
01、DY-703、DY-704、DY-730、DY-731、DY-732、DY-734、DY-749P1、DY-750、DY-751、DY
-752、DY-754、DY-776、DY-777、DY-778、DY-780、DY-781、DY-782、DY-800、DY-831（Ｄ
ＹＯＭＩＣＳ社製）、CAL Fluor Green 520、CAL Fluor Gold 540、CAL Fluor Orange 56
0、CAL Fluor Red 590、CAL Fluor Red 610、CAL Fluor Red 615、CAL Fluor Red 635、P
ulsar 650（登録商標、ＢｉｏＳｅａｒｃｈ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）、5,10,15
,20-テトラフェニルポルフィンテトラスルホン酸、亜鉛5,10,15,20-テトラフェニルポル
フィンテトラスルホン酸、フタロシアニンテトラスルホン酸、亜鉛フタロシアニンテトラ
スルホン酸、Ｎ, Ｎ－Ｂｉｓ－（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，
６，７，１２－（４－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｘｙ）－ｐｅｒｙｌｅｎ－３，４
，９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｎａｃｉｄ ｄｉｉｍｉｄｅ、Ｎ,Ｎ’－Ｂｉｓ（２，
６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１２－ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏ
ｘｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４：９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｘｄｉｉｍｉｄｅ、Be
nzenesulfonic acid, 4,4',4'',4'''-[(1,3,8,10-tetrahydro-1,3,8,10-tetraoxoperylo[
3,4-cd:9,10-c'd']dipyran-5,6,12,13-tetrayl)tetralis(oxy)]tetrakis-などを用いるこ
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とができる。
　これら蛍光色素は単独で使用されてもよいし、複数種が混合され使用されてもよい。
【００２７】
　なお、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。
　蛍光色素が母体に内包されている場合、蛍光色素は母体内部に分散されていればよく、
母体自体と化学的に結合していてもよいし、していなくてもよい。
【００２８】
［組織切片の染色方法］
　染色方法の一例について説明する。
　この染色方法が適用できる組織切片（単に「切片」ともいい、病理切片などの切片も含
まれる。）の作製法は特に限定されず、公知の手順により作製されたものを用いることが
できる。
【００２９】
（１）標本作製工程
（１．１）脱パラフィン処理
　キシレンを入れた容器に、切片を浸漬させ、パラフィン除去する。温度は特に限定され
るものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下であるこ
とが好ましい。また必要により浸漬途中でキシレンを交換してもよい。
【００３０】
　次いでエタノールを入れた容器に切片を浸漬させ、キシレン除去する。温度は特に限定
されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下であ
ることが好ましい。また必要により浸漬途中でエタノールを交換してもよい。
【００３１】
　水を入れた容器に、切片を浸漬させ、エタノール除去する。温度は特に限定されるもの
ではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下であることが好
ましい。また必要により浸漬途中で水を交換してもよい。
【００３２】
（１．２）賦活化処理
　公知の方法に倣い、目的生体物質の賦活化処理を行う。賦活化条件に特に定めはないが
、賦活液としては、０．０１Ｍのクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１ｍＭのＥＤＴＡ溶液
（ｐＨ８．０）、５％尿素、０．１Ｍのトリス塩酸緩衝液などを用いることができる。
　ｐＨ条件は用いる組織切片に応じてｐＨ２．０～１３．０の範囲から、シグナルが出て
、組織の荒れがシグナルを評価できる程度となる条件で行う。通常はｐＨ６．０～８．０
で行うが、特殊な組織切片ではたとえばｐＨ３．０でも行う。
　加熱機器はオートクレーブ、マイクロウェーブ、圧力鍋、ウォーターバスなどを用いる
ことができる。温度は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。温度は
５０～１３０℃、時間は５～３０分で行うことができる。
【００３３】
　次いでＰＢＳを入れた容器に、賦活処理後の切片を浸漬させ、洗浄を行う。温度は特に
限定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下
であることが好ましい。また必要により浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００３４】
（２）免疫染色工程
　免疫染色工程では、目的生体物質を染色するために、目的生体物質に直接的または間接
的に結合しうる部位を有する蛍光ナノ粒子を含む免疫染色剤の溶液を、切片に乗せ、目的
生体物質との反応を行う。免疫染色工程に用いる免疫染色剤の溶液については、この工程
の前にあらかじめ調製しておけばよい。
【００３５】
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　免疫染色工程を行う上での条件、すなわち免疫染色剤の溶液に病理標本を浸漬する際の
温度および浸漬時間は、従来の免疫染色法に準じて、適切なシグナルが得られるよう適宜
調整することができる。
　温度は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。反応時間は、３０分
以上２４時間以下であることが好ましい。
　上述したような処理を行う前に、ＢＳＡ含有ＰＢＳなど公知のブロッキング剤やＴｗｅ
ｅｎ２０などの界面活性剤を滴下することが好ましい。
【００３６】
（３）標本後処理工程
　免疫染色工程を終えた病理標本は、観察に適したものとなるよう、固定化・脱水、透徹
、封入などの処理を行うことが好ましい。
【００３７】
　固定化・脱水処理は、病理標本を固定処理液（ホルマリン、パラホルムアルデヒド、グ
ルタールアルデヒド、アセトン、エタノール、メタノールなどの架橋剤）に浸漬すればよ
い。透徹処理は、固定化・脱水処理を終えた病理標本を透徹液（キシレンなど）に浸漬す
ればよい。封入処理は、透徹処理を終えた病理標本を封入液に浸漬すればよい。
　これらの処理を行う上での条件、たとえば病理標本を所定の処理液に浸漬する際の温度
および浸漬時間は、従来の免疫染色法に準じて、適切なシグナルが得られるよう適宜調整
することができる。
【００３８】
（４）任意工程
　もしも必要であれば、明視野において細胞、組織、臓器などの形態を観察することがで
きるようにするための、形態観察染色工程を含めることができる。形態観察染色工程は、
常法に従って行うことができる。組織標本の形態観察に関しては、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、エオジンを用いた染色が標準的に用い
られている。また、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
る、ヘマトキシリンを用いた染色も標準的に用いられている（これら２つの染色を同時に
行う方法はヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色）として知られている）。
　形態観察染色工程を含める場合は、免疫染色工程の後に行うようにしてもよいし、免疫
染色工程の前に行うようにしてもよい。
【００３９】
［検出システム］
　撮像工程Ｓ２および検出工程Ｓ３では図２の検出システム１を使用する。
　検出システム１は蛍光顕微鏡１０、検出装置２０および表示装置３０を備えている。蛍
光顕微鏡１０は光源１２および撮像カメラ１４を備えている。蛍光顕微鏡１０にはこれら
を制御する検出装置２０が接続され、検出装置２０には蛍光画像を表示するための表示装
置３０が接続されている。
【００４０】
　撮像工程Ｓ２では、検出装置２０で蛍光顕微鏡１０を制御し、所望の倍率における顕微
鏡の同一視野において、光源１２から、免疫染色工程に用いられた複数の免疫染色剤（蛍
光ナノ粒子）のそれぞれに対応した励起光を病理標本に照射し、それら蛍光ナノ粒子を蛍
光発光させ蛍光輝点を出現させ、その蛍光輝点を含む免疫染色像を撮像カメラ１４で撮像
する。
　励起光の照射は、必要に応じて所定の波長を選択的に透過させる励起光用フィルターを
用いることで照射することができる。
　免疫染色像の撮像の際には、必要に応じて所定の波長を選択的に透過させる蛍光用フィ
ルターを用いることで、目的とする蛍光のみを含み、目的としない蛍光やノイズとなる励
起光およびその他の光を排除した免疫染色像を撮像することができる。
【００４１】
　検出工程Ｓ３では、検出装置２０で、撮像カメラ１４の撮像結果を画像処理し、免疫染
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色剤単位で複数の蛍光画像を生成し、表示装置３０に表示させる。
　画像処理に用いることができるソフトウェアとしては、たとえば「ＩｍａｇｅＪ」（オ
ープンソース）が挙げられる。このような画像処理ソフトウェアを利用することにより、
免疫染色像から、所定の波長（色）の蛍光輝点を抽出してその輝度の総和を算出したり、
所定の輝度以上の蛍光輝点（後述の重複輝点を含む。）の数を算出したりする処理を、半
自動的に、迅速に行うことができる。
【００４２】
　たとえば、図３Ａ、図３Ｂに示すとおり、目的生体物質として抗原Ａ、Ｂを含む組織切
片の病理標本を、緑色で蛍光発光する蛍光ナノ粒子を含む免疫染色剤Ａと、赤色で蛍光発
光する蛍光ナノ粒子を含む免疫染色剤Ｂとで染色した免疫染色像を撮像した場合には、検
出工程Ｓ３では、緑色の蛍光輝点を含む蛍光画像４０と、赤色の蛍光輝点を含む蛍光画像
４２との２枚の蛍光画像４０、４２を生成しうる。
【００４３】
　その後、検出装置２０で、生成したそれら複数の蛍光画像４０、４２を合成して（重ね
合わせて）蛍光輝点の重複を検出し、その検出結果を表示装置３０に表示させる。
　かかる場合、図３Ａに示すとおり、抗原Ａ、Ｂ間の距離が離間している場合、合成後の
蛍光画像４４では、緑色の蛍光輝点と赤色の蛍光輝点とがそれぞれ独立に検出される。他
方、図３Ｂに示すとおり、抗原Ａ、Ｂ間の距離が近接している場合は、合成後の蛍光画像
４６では、緑色の蛍光輝点と赤色の蛍光輝点とが重複し、黄色の蛍光輝点が検出される。
ここでは、緑色の蛍光輝点と赤色の蛍光輝点との重複輝点を、単独の蛍光ナノ粒子に起因
する蛍光輝点の色（緑色、赤色）とは異なる色（黄色）で表示させた例を示している。
【００４４】
　以上の実施形態によれば、抗原Ａ、Ｂ間の距離が近いかどうかを検出するにあたり、蛍
光画像４０、４２を免疫染色剤Ａ、Ｂ単位で生成し、これを合成して蛍光輝点の重複を検
出しているにすぎず、目的生体物質間の距離が近いかどうかを容易に検出することができ
る。かかる構成では、重複輝点の色を、免疫染色剤Ａ、Ｂの蛍光ナノ粒子に起因する蛍光
輝点の色（緑色、赤色）とは異なる黄色で表示しているので、目的生体物質間の距離が近
いかどうかを目視でも確認することができる。
【００４５】
　なお、免疫染色剤単位で生成される複数の蛍光画像は、１台の蛍光顕微鏡１０で生成さ
れてもよいし、免疫染色剤ごとに異なる複数台の蛍光顕微鏡１０で生成されてもよい。こ
こでは、蛍光画像４０、４２は１台の蛍光顕微鏡１０で生成されてもよいし、２台の蛍光
顕微鏡１０でそれぞれ別個に生成されてもよい。
　蛍光顕微鏡１０についても、蛍光顕微鏡１０は染色後の組織切片に励起光を照射して蛍
光輝点を出現させそれを撮像する撮像装置の一例であり、当該撮像装置として、蛍光顕微
鏡１０に代えてこれと同等の機能を有する、高倍率で撮像可能な撮像装置が使用されても
よい。
【実施例１】
【００４６】
（１）免疫染色剤の作製（量子ドットの修飾）
　量子ドットとして市販のアミノ基末端水溶性量子ドット（ライフテクノロジーズ社）を
準備し、当該量子ドットの末端にＳＭＣＣ（Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cycloh
exane-1-carboxylate）を用いてマレイミドを導入し、これにチオール化した抗体（タン
パク質）を結合させ、蛍光ナノ粒子の表面を抗体で修飾した。緑色量子ドットには抗ＨＥ
Ｒ２抗体を結合させこれを免疫染色剤Ａとし、赤色量子ドットには抗ＨＥＲ３抗体を結合
させこれを免疫染色剤Ｂとした。
【００４７】
（２）染色
　下記工程（２－１）～（２－１３）の方法により、上記（１）で作製した免疫染色剤Ａ
、Ｂを用い、ヒト乳房組織標本の免疫染色（ＩＨＣ法）を行った。
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　病理標本としてコスモバイオ社製の組織アレイスライド（ＣＢ－Ａ７１２）を用い、あ
らかじめＤＡＢ染色によりＨＥＲ２染色濃度およびＨＥＲ３染色濃度を観察し、ＨＥＲ２
とＨＥＲ３を発現していることを確認し、それぞれ染色を行った。
【００４８】
　工程（２－１）：キシレンを入れた容器に病理標本を３０分浸漬させた。途中３回キシ
レンを交換した。
　工程（２－２）：エタノールを入れた容器に病理標本を３０分浸漬させた。途中３回エ
タノールを交換した。
　工程（２－３）：水を入れた容器に病理標本を３０分浸漬させた。途中３回水を交換し
た。
　工程（２－４）：１０ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）に病理標本を３０分浸漬させ
た。
　工程（２－５）：１２１度で１０分オートクレーブ処理を行った。
　工程（２－６）：ＰＢＳを入れた容器に、オートクレーブ処理後の病理標本を３０分浸
漬させた。
　工程（２－７）：１％ＢＳＡ含有ＰＢＳを病理標本に載せて、１時間放置した。
　工程（２－８）：１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで０．０５ｎＭに希釈した抗ＨＥＲ２抗体が結
合された免疫染色剤Ａを、病理標本に載せて３時間放置した。
　工程（２－９）：ＰＢＳを入れた容器に、染色後の病理標本を３０分浸漬させた。
　工程（２－１０）：１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで０．０５ｎＭに希釈した抗ＨＥＲ３抗体が
結合された免疫染色剤Ｂを、病理標本に載せて３時間放置した。
　工程（２－１１）：ＰＢＳを入れた容器に、染色後の病理標本を３０分浸漬させた。
　工程（２－１２）：病理標本を４％中性パラホルムアルデヒド溶液で１０分間固定処理
した後、ＨＥ染色を行った。
　工程（２－１３）：Merck社製Aquatexを滴下後、カバーガラスを載せ、病理標本を封入
した。
【００４９】
（３）蛍光顕微鏡による観察・撮像
　蛍光顕微鏡を用いて染色後の組織切片を観察し撮像した。
　蛍光顕微鏡として、共焦点顕微鏡（オリンパス社製FV1000）と汎用顕微鏡（オリンパス
社製BX53）との２種の蛍光顕微鏡を用いた。
【００５０】
（４）輝点数の算出
　免疫染色剤Ａ（蛍光ナノ粒子１／緑色量子ドット）と免疫染色剤Ｂ（蛍光ナノ粒子２／
赤色量子ドット）とによる２枚の蛍光画像から、輝点数を算出した。
　輝点数の算出では、蛍光ナノ粒子１、２の各粒子をガラス板上に散布した試料を事前に
観察し、蛍光ナノ粒子１、２ごとに１粒子ぶんの輝度・発光パターンを事前に把握してお
き、これを基準として用いて輝点数を算出した。
　解析対象とする範囲は癌細胞が存在する領域とし、興味のある対象領域をROIとして囲
い輝点数を算出し、100μｍ２で割ることで、100μｍ２あたりの輝点数を算出した。これ
はおよそ細胞1個程度の面積あたりの輝点数となっている。
　下記の重複輝点数の算出においても同様に100μｍ２あたりの輝点数を算出した。
【００５１】
（５）重複輝点数の算出
　上記（４）の輝点数の算出で用いた２枚の蛍光画像について、免疫染色剤Ａ（蛍光ナノ
粒子１／緑色量子ドット）による蛍光画像の輝点を緑色と、免疫染色剤Ｂ（蛍光ナノ粒子
２／赤色量子ドット）とによる蛍光画像の輝点を赤色と設定し、２枚の蛍光画像を合成し
た場合に、緑色の輝点と赤色の輝点との重複輝点を黄色と設定し（重複輝点以外の輝点は
緑色または赤色のまま）、黄色に表示される輝点数を算出した。
【実施例２】
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【００５２】
［実施例２－１］
（１）免疫染色剤の作製
（１．１）蛍光色素集積ナノ粒子の合成
　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）１
４．４ｍｇ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０．６５ｇ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、９０℃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などの不純物を除くた
め、純水による洗浄を行った。具体的には、遠心分離機（クボタ社製マイクロ冷却遠心機
３７４０）にて２００００Ｇで１５分間、遠心分離し、上澄み除去後、超純水を加えて超
音波照射して再分散した。遠心分離、上澄み除去および超純水への再分散による洗浄を５
回繰り返した。
　以上の処理により、赤色蛍光色素集積ナノ粒子（励起波長590nm、発光波長620nm）を作
製した。さらにかかる赤色蛍光色素集積ナノ粒子の作製において、Sulforhodamine101（T
exas Red）色素に代えてPyrromethene556色素を使用し、緑色蛍光色素集積ナノ粒子（励
起波長490nm、発光波長520nm）も作製した。
【００５３】
（１．２）蛍光色素集積ナノ粒子の修飾
　下記工程（１－１）～（１－１２）の方法により、上記（１．１）で作製した赤色蛍光
色素集積ナノ粒子に対して抗ＨＥＲ３抗体を結合させた。
　工程（１－１）：１ｍｇの赤色蛍光色素集積ナノ粒子を純水５ｍＬに分散させた。次い
で、アミノプロピルトリエトキシシラン水分散液（ＬＳ－３１５０、信越化学工業社製）
１００μＬを添加し、室温で１２時間撹拌した。
　工程（１－２）：反応混合物を１００００Ｇで６０分遠心分離を行い、上澄みを除去し
た。
　工程（１－３）：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１回ずつ行った。
　工程（１－４）：工程（１－３）で得られたアミノ基修飾した赤色蛍光色素集積ナノ粒
子を、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて３ｎＭに調
製した。
　工程（１－５）：工程（１－４）で調製した溶液に、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、succinimidyl-［（N-maleomidoprop
ionamid）-dodecaethyleneglycol］ester）を混合し、１時間反応させた。
　工程（１－６）：反応混合液を１００００Ｇで６０分遠心分離を行い、上澄みを除去し
た。
　工程（１－７）：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回行った。最後に５００μＬのＰＢＳを用い
て再分散させ、抗体結合用の赤色蛍光色素集積ナノ粒子を得た。
【００５４】
　工程（１－８）：抗ＨＥＲ３抗体１００μｇを１００μＬのＰＢＳに溶解させたところ
に、１Ｍジチオスレイトール（ＤＴＴ）を添加し、３０分反応させた。
　工程（１－９）：反応混合物についてゲルろ過カラムにより過剰のＤＴＴを除去し、赤
色蛍光色素集積ナノ粒子に結合可能な還元化抗ＨＥＲ３抗体溶液を得た。
　工程（１－１０）：赤色蛍光色素集積ナノ粒子を出発原料として工程（１－７）で得ら
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抗体溶液とをＰＢＳ中で混合し、１時間反応させた。
　工程（１－１１）：１０ｍＭメルカプトエタノール４μＬを添加し、反応を停止させた
。
　工程（１－１２）：反応混合物を１００００Ｇで６０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回行った。最後に５００μＬのＰＢＳを用いて再分散さ
せ、抗ＨＥＲ３抗体が結合された赤色蛍光色素集積ナノ粒子（免疫染色剤Ｂ）を得た。
【００５５】
　上記（１．１）で作製した緑色蛍光色素集積ナノ粒子の末端にＮＨＳ－ＰＥＧ（polyet
hylene glycol）－マレイミド試薬を用いてマレイミドを導入し、これにチオール化した
抗ＨＥＲ２抗体（タンパク質）を結合させ、これを免疫染色剤Ａとした。
【００５６】
（２）染色～蛍光顕微鏡による観察・撮像～輝点数の算出～重複輝点数の算出
　実施例１と同様にして、染色～蛍光顕微鏡による観察・撮像～輝点数の算出～重複輝点
数の算出を行った。
【００５７】
［実施例２－２］
　実施例２－１において、赤色蛍光色素のSulforhodamine101に代えてAlexa Fluor 610を
使用し赤色蛍光色素集積ナノ粒子（励起波長630nm、発光波長650nm）を作製した。
　それ以外は実施例２－１と同様にして、免疫染色剤の作製～染色～蛍光顕微鏡による観
察・撮像～輝点数の算出～重複輝点数の算出を行った。
【００５８】
［実施例２－３］
　実施例２－１において、赤色蛍光色素のSulforhodamine101に代えてAlexa Fluor 546を
使用し橙色蛍光色素集積ナノ粒子（励起波長530nm、発光波長550nm）を作製するとともに
、緑色蛍光色素のPyrromethene556に代えてATTO 390を使用し青色蛍光色素集積ナノ粒子
（励起波長400nm、発光波長480nm）を作製した。
　それ以外は実施例２－１と同様にして、免疫染色剤の作製～染色～蛍光顕微鏡による観
察・撮像～輝点数の算出～重複輝点数の算出を行った。
【００５９】
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【表１】

 
【００６０】
　表１に示すとおり、実施例１では、共焦点顕微鏡を用いると、輝点状の蛍光像を得られ
た。他方、汎用顕微鏡を用いた場合は、輝点算出が可能な蛍光像は得られなかった。実施
例２－１～２－３でも、共焦点顕微鏡を用いると、輝点状の蛍光像を得られた。汎用蛍光
顕微鏡を用いた場合も、輝点算出が可能な蛍光像を容易に得られた。
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　以上の実施例１、２－１～２－３の結果から、蛍光画像を免疫染色剤Ａ、Ｂ単位で生成
し、これを合成して蛍光輝点の重複を検出すれば、抗原ＨＥＲ２、ＨＥＲ３間の距離が近
いかどうかを容易に検出しうることがわかる。実施例１と実施例２－１～２－３との比較
から、輝点算出するうえでは、蛍光ナノ粒子として蛍光色素集積ナノ粒子を用いるほうが
有用であることがわかる。
【産業上の利用可能性】
【００６１】
　本発明は組織切片から目的生体物質を検出する方法に関し、特に目的生体物質間の距離
が近いかどうかを容易に検出するのに好適に利用することができる。
【符号の説明】
【００６２】
　１　検出システム
　１０　蛍光顕微鏡
　　１２　光源
　　１４　撮像カメラ
　２０　検出装置
　３０　表示装置
　４０、４２、４４、４６　蛍光画像

【図１】 【図２】
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摘要(译)

检测目标生物物质的方法是以下步骤：用多种免疫染色剂对组织切片进
行染色，所述免疫染色剂包含具有彼此不同的发射波长的荧光纳米颗粒
（S1），并用激发光照射染色的组织切片以产生荧光亮点。 用图像拾取
装置对其进行成像的步骤（S2），并且基于图像拾取装置的图像拾取结
果，在免疫染色剂单元中生成多个荧光图像，并且合成该荧光图像以产
生荧光亮点。 以及检测重复的步骤（S3）。
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