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(57)【要約】
　本発明は、抗体‐薬物複合体を検出する手段および、
抗体‐薬物複合体の標的細胞における標的分子の発現や
それらの相互作用を定量的な手段を用いて特定すること
で、抗体‐薬物複合体の有効性を高精度に判定する方法
に関する。該方法によれば、蛍光体集積粒子を用いた免
疫染色法により、抗体‐薬物複合体の構成成分である薬
物および／または抗体‐薬物複合体の構成成分である抗
体を可視化することで抗体‐薬物複合体およびその構成
成分を検出することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記（ａ）および（ｂ）の少なくとも一方を含む、蛍光体集積粒子を用いた免疫染色法
による抗体‐薬物複合体の構成成分の検出方法：
（ａ）抗体‐薬物複合体の構成成分である薬物を可視化する工程；（ｂ）抗体‐薬物複合
体の構成成分である抗体を可視化する工程。
【請求項２】
　さらに（ｃ）抗体‐薬物複合体の標的分子を可視化する工程を含む、請求項１に記載の
検出方法。
【請求項３】
　前記標的分子が、細胞に発現するタンパク質である請求項２に記載の検出方法。
【請求項４】
　前記標的分子が、細胞表面に発現している、受容体またはリガンドである請求項２また
は３に記載の検出方法。
【請求項５】
　前記細胞が、がん細胞または免疫細胞である請求項３または４に記載の検出方法。
【請求項６】
　前記標的分子が、がん細胞における、免疫系タンパク質、がん細胞増殖因子、転移制御
因子、血管増殖因子、サイトカイン、がん細胞増殖制御因子受容体、転移制御因子受容体
、血管増殖因子受容体、およびサイトカイン受容体からなる群より選ばれる請求項２～５
のいずれか一項に記載の検出方法。
【請求項７】
　前記標的分子が、免疫細胞における、免疫系タンパク質、成長因子、増殖制御因子、増
殖刺激因子、免疫細胞移動因子、サイトカイン、免疫制御因子、シグナル伝達関連タンパ
ク質、およびそれらの受容体からなる群より選ばれる請求項２～５のいずれか一項に記載
の検出方法。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか一項に記載の検出方法によって、抗体‐薬物複合体を投与した
ヒトまたはヒト以外の動物から採取した検体における、（ｉ）抗体‐薬物複合体の局在、
（ｉｉ）前記標的分子の全体量に対する、前記抗体‐薬物複合体と結合している標的分子
の比率、（ｉｉｉ）前記標的分子、前記抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体、前記抗
体‐薬物複合体の構成成分である薬物間の距離、
　に関する情報の少なくとも一つを特定する、疾患の診断または治療のための情報取得方
法。
【請求項９】
　前記診断または治療のための情報が、がん、神経疾患、感染性疾患、または遺伝性疾患
に係るものである、請求項８に記載の情報取得方法。
【請求項１０】
　前記検体が腫瘍組織由来の検体である請求項８または９に記載の情報取得方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、主に抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体および／または薬物の検出方法
に関する。
【背景技術】
【０００２】
　がんは、心筋梗塞や脳梗塞に代表される血管系疾患とともに成人の死亡原因を二分する
疾患である。例えば、乳がん罹患率は、日本人では欧米諸国に比べて低いが、近年では増
加傾向にあり、１９９８年には胃がんの罹患率を抜いて女性罹患率の第１位となった。最
近の報告である２００５年の厚生労働省統計によれば、乳がんの年間罹患数は５万人を超
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えている。世界でも同様にその数は年々増加しており、２００８年のＷＨＯの報告によれ
ば、乳がんは男女合わせても第１位の罹患率となっており、その年間罹患数は１３８万人
を超え、女性のがん全体の約２３％を占めている。
【０００３】
　がんの治療薬としては従来から低分子医薬品が広く用いられてきたが、近年ではより選
択性や治療効果が高く副作用の少ない抗体医薬が数多く開発され、臨床に用いられている
。さらに最近では、低分子医薬品と抗体医薬の長所を併せ持つ抗体－薬物複合体（ＡＤＣ
；Ａｎｔｉｂｏｄｙ－ｄｒｕｇ－ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）医薬の開発が始まり、がん治療に
おける魅力的な開発領域として認知されている。
【０００４】
　抗体－薬物複合体はモノクローナル抗体と低分子医薬等の薬物が適切なリンカーを介し
て結合している構造を持つ。標的細胞表面において発現している細胞表面抗原、受容体、
又はリガンド等の抗原と特異的に結合し、エンドサイトーシスによって細胞内に取り込ま
れると、細胞内のｐＨ環境や酵素によってリンカーや抗体が分解されて薬物が抗体から解
放されることで、目的の細胞を選択的に殺傷することができる。
【０００５】
　抗体－薬物複合体を臨床的に用いる際において有効な投薬計画を構築し、また投与対象
の拡張を可能にするためには、投与後における種々の時点における抗体－薬物複合体の薬
物動態を特定することが望まれる。しかし、従来の手法によっては抗体‐薬物複合体の検
出は感度の点から困難であった。
【０００６】
　また、抗体‐薬物複合体の有効性を判定する方法として、標的細胞に対する相互作用等
の情報を特定することが望まれる。例えば、抗体－薬物複合体が、腫瘍に対して薬効を示
すためには、患者の腫瘍細胞表面において抗体－薬物複合体の標的分子が十分に発現して
おり、さらに抗体－薬物複合体が標的分子を適切に認識し相互作用することで細胞内に取
り込まれる必要がある。したがって、抗体－薬物複合体の標的となる生体物質の発現量を
定量的に評価することにより、患者ごとの分子標的薬の適用可否を効率的に行うことがで
きるといえる。
【０００７】
　抗体医薬においても、乳がんの代表的な抗がん剤であるトラスツズマブ（商品名；ハー
セプチン（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ）登録商標）の有効性の判定方法として、標的分子である
ＨＥＲ２タンパク質の発現情報の解析が広く用いられており、その方法としては、例えば
、標的生体物質のタンパク質を染色する免疫組織染色〔Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ；ＩＨＣ〕法および、標的生体物質遺伝子を染色するするＦＩＳＨ〔Ｆｌｕｏ
ｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ〕法などが臨床の場で
広く用いられている。
【０００８】
　ここで、ＩＨＣ法は、検体に含まれるＨＥＲ２タンパク質をＤＡＢ（3,3'-Diaminobenz
idine；３，３’－ジアミノベンジジン）を用いて染色して検出する方法である。しかし
、その判定基準は染色レベルをスコア０～３とした４段階のみによる大雑把な判定基準で
あるため、定量性に欠けており、さらに病理医の熟練度により判定基準が左右されること
から、臨床的に問題となっている。
【０００９】
　他方、ＦＩＳＨ法は、１７番染色体上のＨＥＲ２タンパク質をコードする遺伝子を検出
するプローブを用いて、当該遺伝子を蛍光染色する方法である。ＦＩＳＨ法は定量的検査
法ではあるが、ＨＥＲ２タンパク質の量や細胞内局在を直接評価する方法ではない。
【００１０】
　近年、タンパク質の発現量や細胞内局在をより正確に評価するため、ナノサイズの蛍光
粒子、例えば樹脂等を母体として蛍光色素や量子ドットなどの蛍光体を集積させた粒子（
蛍光体集積粒子、Phosphor Integrated Dot：ＰＩＤ）を用いて目的タンパク質を標識す



(4) JP WO2018/159212 A1 2018.9.7

10

20

30

40

50

る染色方法が提案され、実用化が進められている。蛍光体集積粒子（他の文献において「
蛍光物質集積ナノ粒子」、「蛍光体内包粒子」等と呼ばれることもある。）を用いて目的
とするタンパク質を標識し、粒子内に集積している蛍光物質に適合する励起光を照射する
ことで目的タンパク質を、輝度の高い輝点として観察することが可能であり、また褪色し
にくいため比較的長時間にわたって観察や撮像が可能となる。例えば、特許文献１、特許
文献２には、蛍光体集積粒子を用いた免疫染色を行う方法が記載されている。さらに特許
文献３には、蛍光体集積粒子により標識化した抗体医薬に用いられている抗体（トラスツ
ズマブ等）を蛍光体集積粒子により標識化して、当該抗体医薬が標的とする抗原（ＨＥＲ
２等）に結合させる免疫組織染色法が記載されており、抗体医薬の有効性を判定する方法
に応用することができることなども記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】国際公開第２０１３／０３５７０３号
【特許文献２】国際公開第２０１２／０２９７５２号
【特許文献３】国際公開第２０１２／１３３０４７号
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明は、上記課題に鑑みてなされたものであり、抗体‐薬物複合体を検出する手段を
提供するとともに、抗体‐薬物複合体の標的細胞における標的分子の発現やそれらの相互
作用を定量的な手段を用いて特定することで、抗体‐薬物複合体の有効性を高精度に判定
す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】
【００１３】
　本発明者は、抗体‐薬物複合体の構成成分である薬物や抗体を特異的に認識する抗体お
よび蛍光体集積粒子などの蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色を行うことにより、抗体‐薬物
複合体の体内動態が可視化できることを見出した。
【００１４】
　さらに、別の様態では、例えば抗体‐薬物複合体が標的とする細胞に発現している標的
分子の細胞あたりの平均発現量や、抗体‐薬物複合体の局在（標的細胞に内在化している
かどうか）、前記標的分子の全体量に対する、前記抗体‐薬物複合体と結合している標的
分子の比率等に関する情報を特定する、診断または治療のための情報の取得方法を提供す
る。
【００１５】
　すなわち、本発明は次のような抗体‐薬物複合体の検出方法および情報取得方法を提供
する。
［項１］
　下記（ａ）および（ｂ）の少なくとも一方を含む、蛍光体集積粒子を用いた免疫染色法
による抗体‐薬物複合体の構成成分の検出方法：（ａ）抗体‐薬物複合体の構成成分であ
る薬物を可視化する工程；（ｂ）抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体を可視化する工
程。
［項２］
　さらに（ｃ）抗体‐薬物複合体の標的分子を可視化する工程を含む、項１に記載の検出
方法。
［項３］
　前記標的分子が、細胞に発現するタンパク質である項２に記載の検出方法。
［項４］
　前記標的分子が、細胞表面に発現している、受容体またはリガンドである項２または３
に記載の検出方法。
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［項５］
　前記細胞が、がん細胞または免疫細胞である項３または４に記載の検出方法。
［項６］
　前記標的分子が、がん細胞における、免疫系タンパク質、がん細胞増殖因子、転移制御
因子、血管増殖因子、サイトカイン、がん細胞増殖制御因子受容体、転移制御因子受容体
、血管増殖因子受容体、およびサイトカイン受容体からなる群より選ばれる項２～５のい
ずれか一項に記載の検出方法。
［項７］
　前記標的分子が、免疫細胞における、免疫系タンパク質、成長因子、増殖制御因子、増
殖刺激因子、免疫細胞移動因子、サイトカイン、免疫制御因子、シグナル伝達関連タンパ
ク質、およびそれらの受容体からなる群より選ばれる項２～５のいずれか一項に記載の検
出方法。
［項８］
　項１～７のいずれか一項に記載の検出方法によって、抗体‐薬物複合体を投与したヒト
またはヒト以外の動物から採取した検体における、（ｉ）抗体‐薬物複合体の局在、（ｉ
ｉ）前記標的分子の全体量に対する、前記抗体‐薬物複合体と結合している標的分子の比
率、（ｉｉｉ）前記標的分子、前記抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体、前記抗体‐
薬物複合体の構成成分である薬物間の距離、
　に関する情報の少なくとも一つを特定する、疾患の診断または治療のための情報取得方
法。
［項９］
　前記診断または治療のための情報が、がん、神経疾患、感染性疾患、または遺伝性疾患
に係るものである、項８に記載の情報取得方法。
［項１０］
　前記検体が腫瘍組織由来の検体である、項８または９に記載の情報取得方法。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明の１つの側面は、抗体‐薬物複合体を、好ましくは蛍光体集積粒子等を用いて高
い精度で定量的に可視化するため、ＤＡＢ等を用いた従来の評価手法では分からなかった
、抗体‐薬物複合体の組織内局在や薬物動態を特定することが可能になり、抗体‐薬物複
合体が所定の種類の細胞と相互作用し、内在化することを確認することができる。
【００１７】
　また、本発明のもう１つの側面においては、抗体‐薬物複合体の組織内における局在や
、所定の種類の細胞における所定の種類のタンパク質の発現量等の情報を組み合わせるこ
とで、がん等が関係する疾患における、抗体‐薬物複合体を用いた診断または治療のため
の有用な情報を取得できるようになる。さらに、上記以外の情報（因子）を組み合わせる
ことで、投与適応患者をより正確に選定することが可能となり、また適切な投薬計画を構
築することが可能となる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は実施例２において行った三重染色の模式図である。
【図２】図２は実施例２において行った三重染色のフローチャートである。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明による「抗体‐薬物複合体の検出方法」は、抗体‐薬物複合体を投与したヒトま
たはヒト以外から取得した検体を使用して、検体上の抗体‐薬物複合体の局在を定量する
方法を含む。
＜抗体‐薬物複合体＞
　「抗体‐薬物複合体」は、その構成成分として少なくとも「抗体」、「薬物」および「
リンカー」を含み、薬物はリンカーを介して抗体に結合される。抗体とリンカーとの間、



(6) JP WO2018/159212 A1 2018.9.7

10

20

30

40

50

またはリンカーと薬物との間には任意でスペーサーが存在していてもよく、典型的には（
抗体）－（任意のスペーサー）－（リンカー）－（任意のスペーサー）－（薬物）のよう
な構造を取る。
【００２０】
　「抗体‐薬物複合体」は、特に限定されるものではないが、血液又は非標的組織中にお
いてはクリアランス及び代謝されにくく、さらに非標的細胞内への輸送が制限されるもの
から選択される。
【００２１】
　「抗体‐薬物複合体」は、具体的には、ヒト化ＨＥＲ２抗体トラスツズマブ（ハーセプ
チン）に細胞毒性物質エムタンシンを結合させたトラスツズマブ　エムタンシン（商品名
；カドサイラ（Ｋａｄｏｃｙｌａ））、抗ＣＤ３０モノクローナル（マウスヒトキメラ）
抗体に微小管阻害薬のモノメチルアウリスタチンＥが結合したブレンツキシマブ　ベドチ
ン（商品名；アドセトリス（Ａｄｃｅｔｒｉｓ））、ゲムツズマブオゾガマイシン（商品
名；マイロターグ（Ｍｙｌｏｔａｒｇ）等を挙げることができる。
【００２２】
　抗体－薬物複合体の構成成分である「抗体」（本明細書においてはＡＤＣ構成抗体と呼
ぶことがある）としては、抗体－薬物複合体の標的分子を抗原として特異的に認識して結
合する一次抗体（ＩｇＧ）を用いることができる。また一次抗体を特異的に認識して結合
する二次抗体（ＩｇＧ）を抗体－薬物複合体の構成成分として用いることもできるが、こ
の場合は一次抗体と共に投与することが必要となる。
【００２３】
　抗体－薬物複合体の構成成分である「薬物」（本明細書においてはＡＤＣ構成薬物と呼
ぶことがある）は、特に限定されるものではなく、好ましくは抗腫瘍効果、細胞傷害性能
、抗血管形成効果、又は抗炎症治療活性を有する薬物である。
【００２４】
　前記薬物は、例えば、化合物、ポリペプチド、タンパク質、核酸、抗生物質、およびウ
イルス等を挙げることができ、標的（例えば受容体）又は細胞外又は細胞内作用部位を有
し得る。これは、透過ペプチド配列、例えば米国特許出願第１０／２３１，８８９号明細
書に記載された配列をふくむこともできる。例えば薬物は、抗腫瘍治療活性を有する下記
薬物群から選択される薬物を含んでいてもよい：ビンカ・アルカロイド、例えばビンクリ
スチン、ビンブラスチン、ビンデシン、ビノレルビン；タキサン又はタキソイド、例えば
パクリタキセル、ドセタキセル、１０－デアセチルタキソール、７－エピ－タキソール、
バッカチンＩＩＩ、キシロシルタキソール；アルキル化剤、例えばイフォスファミド、メ
ルファラン、クロロアミノフェン、プロカルバジン、クロラムブシル、チオホフオルアミ
ド、ブスルファン、ダカルバジン（ＤＴＩＣ）、マイトマイシンＣを含むマイトマイシン
、ニトロソ－尿素、及びこれらの誘導体（例えばエストラムスチン、ＢＣＮＵ、ＣＣＮＵ
、フォテムスチン）；白金誘導体、例えばシスプラチンなど（例えばカルボプラチン、オ
キサリプラチン）；代謝拮抗物質、例えばメトトレキサート、アミノプテリン、５－フル
オロウラシル、６－メルカプトプリン、ラルチトレキセド、シトシンアラビノシド（又は
シタラビン）、アデノシンアラビノシド、ゲムシタビン、クラドリビン、ペントスタチン
、フルダラビンホスフェート、ヒドロキシ尿素；トポイソメラーゼＩ又はＩＩの阻害剤、
例えばカンプトテシン誘導体（例えばイニノテカン及びトポテカン又は９－ジメチルアミ
ノメチル－ヒドロキシ－カンプトテシンヒドロクロリド）、エピポドフィロトキシン（例
えばエトポシド、テニポシド）、アムサクリン；ミトキサントロン；Ｌ－カナバニン；抗
生物質剤、例えばアントラサイクリン、及び例えばアドリアマイシン又はドキソルビシン
、ＴＨＰ－アドリアマイシン、ダウノルビシン、イダルビシン、ルビダゾン、ピラルビシ
ン、ゾルビシン、及びアクラルビシン、アントラサイクリンの類似体、及び例えばエピア
ドリアマイシン（４'－エピアドリアマイシン又はエピルビシン）及びミトキサントロン
、ブレオマイシン、アクチノマイシンＤを含むアクチノマイシン、ストレプトゾトシン、
カリケアマイシン、デュオカルマイシン、コンブレタスタチン；Ｌ－アスパラギナーゼ；
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ホルモン；アロマターゼの純粋阻害剤；アンドロゲン、ＬＨ－ＲＨの類似アンタゴニスト
；サイトカイン、例えばインターフェロン・アルファ（ＩＦＮ－アルファ）、インターフ
ェロン・ガンマ（ＩＦＮ－ガンマ）、インターロイキン１（ＩＬ－１）、ＩＬ－２、ＩＬ
－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１５、腫瘍壊死因子－アルファ（ＴＮ
Ｆ－アルファ）、ＩＧＦ－１アンタゴニスト（インスリン様成長因子）；プロテアソーム
阻害剤；ファルネシル－トランスフェラーゼ阻害剤（ＦＴＩ）、エポチロン；マイタンシ
ノイド；ディスコデルモリド；フォストリエシン；抗体；チロシンキナーゼの阻害剤、例
えばＳＴＩ５７１（メシル酸イマチニブ）；エンドスタチン；タンパク質、ペプチド、及
び抗炎症サイトカイン；これらの医薬的に許容し得る塩基付加塩又は酸付加塩、水和物、
溶媒和物、前駆体、代謝物、又は立体異性体。
【００２５】
　「リンカー」は、特に限定されないが、標的細胞内の少なくとも１つの酵素により切断
可能なペプチド鎖であることが好ましい。本発明では、種々の長さを有するリンカーが使
用可能であるが、少なくとも３アミノ酸を有するリンカーが好ましく、３～８アミノ酸の
リンカーが特に好ましい。
【００２６】
　「スペーサー」は特に限定されるものではないが、置換型又は無置換型アルキル、置換
型又は無置換型ヘテロアルキル、置換型又は無置換型アリール、置換型又は無置換型ヘテ
ロアリール、アルデヒド、酸、エステル、エーテル、チオエーテル、無水物、スルフィド
リル又はカルボキシル基、例えばマレイミド誘導体、マレイミドシクロヘキサン誘導体、
マレイミド安息香酸誘導体、マレイミドカプロン酸誘導体、及びスクシニミド誘導体から
独立して選択される２官能性及び多官能性有機ラジカルが挙げられる。或いは、臭化シア
ノゲン又は塩化シアノゲン、スクシニミジルエステル又はスルホン酸ハロゲン化物等から
誘導してもよい。
＜抗体‐薬物複合体の検出方法＞
　本発明の抗体‐薬物複合体の構成成分の検出方法は、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蛍光体集積粒子（ＰＩＤ）を用いた免疫染色法によ
りおこなわれ、（ａ）抗体‐薬物複合体の構成成分である薬物を可視化する工程および（
ｂ）抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体を可視化する工程の少なくとも一方を含む。
【００２７】
　工程（ａ）である抗体‐薬物複合体の構成成分である薬物（ＡＤＣ構成薬物）を可視化
する工程は、その薬物を特異的に認識して結合するＩｇＧ（本明細書においては抗体Ａと
記載する）に、ＰＩＤを結合させたものを用いて、一般的な免疫染色の手法によりおこな
うことができる。たとえば、チューブリン重合阻害剤であるエムタンシンを構成成分とし
て有する抗体－薬物複合体を検出する場合はＰＩＤ標識抗エムスタンシン抗体を染色剤と
して用いて一般的な手法により免疫染色をおこなえばよい。
【００２８】
　工程（ｂ）である抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体（ＡＤＣ構成抗体）を可視化
する工程は、ＡＤＣ構成抗体を抗原として特異的に認識して結合するＩｇＧ（本明細書に
おいては抗体Ｂと記載する）にＰＩＤを標識物質として結合させたものを染色剤として用
いて免疫染色をおこなえばよい。
＜標的分子の定量方法＞
　本発明は、好ましくはさらに、（ｃ）抗体‐薬物複合体の標的分子を可視化する工程、
も含む。本明細書において標的分子は、抗体―薬物複合体の標的細胞に発現するタンパク
質であり、標的細胞としては、例えば、がん細胞、免疫細胞、間質細胞（線維芽細胞、内
皮細胞、白血球（リンパ球、単球、好中球、好酸球、好塩基球）等）などが挙げられる。
標的分子は標的細胞に発現するタンパク質であれば、特に限定されるものではないが、好
ましくはがん細胞および免疫細胞に発現するタンパク質であることが好ましく、さらに細
胞表面に発現している、受容体またはリガンドであることが好ましい。
【００２９】
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　がん細胞に発現するタンパク質には、例えば、免疫系タンパク質、がん細胞増殖因子、
転移制御因子、血管増殖因子、サイトカイン、がん細胞増殖制御因子受容体、転移制御因
子受容体、血管増殖因子受容体、およびサイトカイン受容体が挙げられる。
【００３０】
　がん細胞に発現するタンパク質としては具体的には、例えば、ＣＤ４０、ＴＬ１Ａ、Ｇ
ＩＴＲ－Ｌ、４－１８８－Ｌ、ＣＸ４Ｄ－Ｌ、ＣＤ７０、ＨＨＬＡ２、ＩＣＯＳ－Ｌ、Ｃ
Ｄ８５、ＣＤ８６、ＣＤ８０、ＭＨＣ－ＩＩ、ＰＤＬ１、ＰＤＬ２、ＶＩＳＴＡ、ＢＴＮ
Ｌ２、Ｂ７－Ｈ３、Ｂ７－Ｈ４、ＣＤ４８、ＨＶＥＭ、ＣＤ４０Ｌ、ＴＮＦＲＳＦ２５、
ＧＩＴＲ、４－１８８、ＯＸ４０、ＣＤ２７、ＴＭＩＧＤ２、ＩＣＯＳ、ＣＤ２８、ＴＣ
Ｒ、ＬＡＧ３、ＣＴＬＡ４、ＰＤ１、ＣＤ２４４、ＴＩＭ３、ＢＴＬＡ、ＣＤ１６０、Ｌ
ＩＧＨＴ、ＥＧＦＲ（ＨＥＲ１）、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３、ＨＥＲ４、ＩＧＦＲ、ＨＧＦＲ
、ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｂ、ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＶＥＧＦ－Ｅ、ＰｌＧＦ
－１、ＰｌＧＦ－２、Ｇ－ＣＳＦ、Ｍ－ＣＳＦ、ＥＰＯ、ＳＣＦ、ＥＧＦ、ＦＧＦ、ＩＧ
Ｆ、ＮＧＦ、ＰＤＧＦ、ＴＧＦ、ＡＣＴＧ２、ＡＬＤＯＡ、ＡＰＣ、ＢＲＭＳ１、ＣＡＤ
Ｍ１、ＣＡＭＫ２Ａ、ＣＡＭＫ２Ｂ、ＣＡＭＫ２Ｄ、ＣＣＬ５、ＣＤ８２、ＣＤＫＮ１Ａ
、ＣＤＫＮ２Ａ、ＣＨＤ４、ＣＮＮ１、ＣＳＴ７、ＣＴＳＬ、ＣＸＣＲ２、ＹＢＢ、ＤＣ
Ｃ、ＤＥＮＲ、ＤＬＣ１、ＥＧＬＮ２、ＥＧＬＮ３、ＥＩＦ４Ｅ２、ＥＩＦ４ＥＢＰ１、
ＥＮＯ１、ＥＮＯ２、ＥＮＯ３、ＥＴＶ４、ＦＧＦＲ４、ＧＳＮ、ＨＫ２、ＨＫ３、ＨＫ
ＤＣ１、ＨＬＡ－ＤＰＢ１、ＨＵＮＫＩＬ１１、ＫＤＭ１Ａ、ＫＩＳＳ１、ＬＤＨＡ、Ｌ
ＩＦＲ、ＭＥＤ２３、ＭＥＴ、ＭＧＡＴ５、ＭＡＰ２Ｋ４、ＭＴ３、ＭＴＡ１、ＭＴＢＰ
、ＭＴＯＲ、ＭＹＣＬ、ＭＹＨ１１、ＮＤＲＧ１、ＮＦ２、ＮＦＫＢ１、ＮＭＥ１、ＮＭ
Ｅ４、ＮＯＳ２、ＮＲ４Ａ３、ＰＤＫ１、ＰＥＢＰ４、ＰＦＫＦＢ１、ＰＦＫＦＢ４、Ｐ
ＧＫ１、ＰＬＡＵＲ、ＰＴＴＧ１、ＲＢ１、ＲＯＲＢ、ＳＥＴ、ＳＬＣ２Ａ１、ＳＮＲＰ
Ｆ、ＳＳＴＲ２、ＴＣＥＢ１、ＴＣＥＢ２、ＴＣＦ２０、ＴＦ、ＴＬＲ４、ＴＮＦＳＦ１
０、ＴＰ５３、ＴＳＨＲ、ＭＭＰ、ＭＭＰ２、ＭＭＰ１０、ＨＩＦ１などが挙げられる。
【００３１】
　免疫細胞に発現するタンパク質としては、例えば、免疫系タンパク質、成長因子、増殖
制御因子、増殖刺激因子、免疫細胞移動因子、サイトカイン、免疫制御因子、シグナル伝
達関連タンパク質、およびそれらの受容体が挙げられる。
【００３２】
　免疫細胞に発現するタンパク質としては具体的には、例えば、ＰＤ－１、ＣＴＬＡ－４
、ＴＩＭ３、Ｆｏｘｐ３、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＣＤ２７、ＣＤ２８、Ｃ
Ｄ７０、ＣＤ４０、ＣＤ４０Ｌ、ＣＤ８０、ＣＤ８６、ＣＤ１６０、ＣＤ５７、ＣＤ２２
６、ＣＤ１１２、ＣＤ１５５、ＯＸ４０（ＣＤ１３４）、ＯＸ４０Ｌ（ＣＤ２５２）、Ｉ
ＣＯＳ（ＣＤ２７８）、ＩＣＯＳＬ（ＣＤ２７５）、４－１ＢＢ（ＣＤ１３７）、４－１
ＢＢＬ（ＣＤ１３７Ｌ）、２Ｂ４（ＣＤ２４４）、ＧＩＴＲ（ＣＤ３５７）、Ｂ７－Ｈ３
（ＣＤ２７６）、ＬＡＧ-３（ＣＤ２２３）、ＢＴＬＡ（ＣＤ２７２）、ＨＶＥＭ（ＣＤ
２７０）、ＧＩＴＲＬ、ガレクチン－９（Ｇａｌｅｃｔｉｎ－９）、Ｂ７－Ｈ４、Ｂ７－
Ｈ５、ＰＤ－Ｌ２、ＫＬＲＧ－１、Ｅ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｎ－Ｃａｄｈｅｒｉｎ、Ｒ－
ＣａｄｈｅｒｉｎおよびＩＤＯ、ＴＤＯ、ＣＳＦ－１Ｒ、ＨＤＡＣ、ＣＸＣＲ４、ＦＬＴ
－３、ＴＩＧＩＴが挙げられる。
【００３３】
　間質細胞に発現するタンパク質としては、例えば、成長因子、細胞接着因子、細胞分化
因子、血液凝固因子、酵素、調節因子、細胞誘導因子、タンパク質誘導因子、およびそれ
らの受容体が挙げられる。
【００３４】
　間質細胞に発現するタンパク質としては具体的には、例えば、ＣＤ１４０ａ、ＣＤ１０
６、ＣＤ１０９、ＣＤ１４０ａ、ＣＤ１４０ｂ、ＣＤ１４１、ＣＤ１４２、ＣＤ１４３、
ＣＤ１４４、ＣＤ１４５、ＣＤ１４６、ＣＤ１４７、ＣＤ２０１、ＣＤ２０２、ＣＤ２８
０、ＣＤ２９９、ＣＤ３０９、ＣＤ３２２、ＣＤ３３１、ＣＤ３３２、ＣＤ３３３、ＣＤ
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３３４、ＣＤ３３９が挙げられる。
【００３５】
　本発明の工程（ｃ）は、抗体‐薬物複合体の標的分子を「定性的」ではなく「定量的」
に観察できるという観点から、蛍光体集積粒子を用いた免疫染色法により行うことが好ま
しく、抗体‐薬物複合体の標的分子を特異的に認識して結合するＩｇＧ（本明細書におい
ては抗体Ｃと記載する）に、ＰＩＤを結合させたものを染色剤として用いてもよいし、抗
体Ｃを特異的に認識して結合するＩｇＧ（抗体Ｃ'）にＰＩＤを結合させたものを染色剤
として用いてもよい。
【００３６】
　「定性的」な手法とは、タンパク質の発現量や発現細胞数等と相関しているものの、そ
れらの数またはそれと密接に関連する指標値を直接的に取り扱うのではなく、所定の範囲
内にある数または指標値をまとめて一つのスコアで表し、そのようなスコアは数個程度、
例えば２～５個程度であり、典型的には観察者の主観的・経験的な要素に依拠する手法を
いう。例えば、乳がん細胞等の細胞膜に発現するＨＥＲ２タンパク質を対象とし、ＤＡＢ
染色を用いるＩＨＣ法であって、がん細胞の膜における染色性およびその染色強度（染色
パターン）に基づいて、３＋（強く完全な細胞膜の陽性染色があるがん細胞＞３０％であ
る場合：陽性）、２＋（弱～中程度の完全な細胞膜の陽性染色があるがん細胞≧１０％、
または強い完全な細胞膜の陽性染色があるがん細胞≧１０％～≦３０％である場合：ｅｑ
ｕｉｖｏｃａｌ）、１＋（ほとんど識別できないほどかすかな細胞膜の染色があるがん細
胞≧１０％で、がん細胞は細胞膜のみが部分的に染色されている場合：陰性）および０（
細胞膜に陽性染色がない、あるいは細胞膜の陽性染色がある癌細胞＞１０％である場合（
細胞膜に限局する陽性染色は判定対象外）：陰性）のように４段階のスコアで評価する方
法（「ＨＥＲ２検査ガイド第三版」，トラスツズマブ病理部会作成，２００９年９月より
）は「定性的」な手法に該当する。また、Jager et al., Patient-derived bladder canc
er xenografts in the preclinical development of novel target therapies. Oncotarg
et, Vol.6, No. 25, 21522-21532の２１５２７ページ、Ｆｉｇｕｒｅ　３で用いられてい
る、ＩＨＣ法による染色像に基づいてタンパク質の発現量を４段階のスコアで表す手法も
「定性的」な手法に該当する。
【００３７】
　一方、「定量的」な手法とは、タンパク質の発現量や発現細胞数またはそれらと密接に
関連する指標値を直接的に取り扱い、典型的には装置を用いた客観的な測定結果に依拠す
る手法をいう。代表的には、蛍光ナノ粒子、すなわち、量子ドット（集積化していないも
の）または蛍光体集積粒子（ＰＩＤ）のように、直径がナノサイズの粒子を用いて、目的
タンパク質を標識し、定量する手法が用いられ、なかでも、蛍光体集積粒子を用いて行わ
れる定量方法（本明細書において「ＰＩＤ法」と称することがある。）が特に好適である
。ＰＩＤ法の基本的な実施形態は特許文献１、特許文献２、またはその他の特許文献また
は非特許文献により公知である。本発明でも、例えば標本スライドを用いて病理診断を行
う場合に準じた実施形態で、ＰＩＤ法を実施することができる。
【００３８】
　ＡＤＣ構成抗体、抗体Ａ、抗体Ｂ、抗体Ｃおよび抗体Ｃ'はいずれも、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。
【００３９】
　ＡＤＣ構成抗体、抗体Ａ、抗体Ｂ、抗体Ｃおよび抗体Ｃ'は、特定の目的物質（例えば
ＡＤＣ構成抗体においては抗体‐薬物複合体の標的分子、抗体ＡであればＡＤＣ構成薬剤
）を特異的に認識して結合する能力を有するものであれば、天然の全長の抗体でなく、抗
体断片または誘導体であってもよい。すなわち、本明細書における「抗体」という用語に
は、全長の抗体だけでなく、Ｆａｂ、Ｆ（ａｂ）'２、Ｆｖ、ｓｃＦｖなどの抗体断片お
よびキメラ抗体（ヒト化抗体等）、多機能抗体などの誘導体が包含される。
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【００４０】
　工程（ａ）および／または（ｂ）により、検体内における抗体‐薬物複合体の局在を測
定することができる。また、本発明の工程（ｃ）によって抗体‐薬物複合体の標的細胞が
標的分子をどの程度発現しているかを特定することができ、さらに抗体‐薬物複合体とそ
の標的分子の距離を測定することにより、抗体‐薬物複合体とその標的分子との相互作用
が実際にどの程度起きているのかを評価することができる。例えば、後述するような画像
処理において測定することのできる、ＡＤＣ構成薬物および／またはＡＤＣ構成抗体を標
識したＰＩＤ染色剤（ＰＩＤの輝点等）と、抗体‐薬物複合体の標的タンパク質を標識し
たＰＩＤ染色剤の輝点との距離を、抗体‐薬物複合体および標的細胞間の距離とみなすこ
とができる。この工程を実施する場合、同一の検体（組織切片等）に対して、前者の蛍光
標識のための免疫染色処理および後者の蛍光標識のための免疫染色処理を行えばよく（多
重免疫染色）、互いを区別するために異なる波長の蛍光を発する蛍光体集積粒子を有する
ＰＩＤ染色剤を用いることが適切である。
【００４１】
　＜蛍光体集積粒子＞
　本発明における用いられる蛍光体集積粒子（ＰＩＤ）は、有機物または無機物でできた
粒子を母体とし、複数の蛍光体（たとえば蛍光色素）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。この場合、母体
（たとえば樹脂）と蛍光物質は、互いに反対の電荷を有する置換基ないし部位を有してお
り、静電的相互作用が働くものであることが好適である。
【００４２】
　なお、本明細書における「蛍光体」は、所定の波長の電磁波（Ｘ線、紫外線または可視
光線）が照射されてそのエネルギーを吸収することで電子が励起し、その励起状態から基
底状態に戻る際に余剰のエネルギーを電磁波として放出する、つまり「蛍光」を発する物
質であって、生体物質認識物質（生体物質を特異的に認識可能な物質、例；ビオチン、ア
ビジン、抗体等）と直接的、あるいは間接的に結合させることのできる物質を指す。また
、「蛍光」は広義的な意味を持ち、励起のための電磁波の照射を止めても発光が持続する
発光寿命の長い燐光と、発光寿命が短い狭義の蛍光とを包含する。
【００４３】
　蛍光体集積粒子を形作る母体のうち、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、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。
【００４４】
　・半導体集積ナノ粒子
　半導体集積ナノ粒子とは、蛍光体としての半導体ナノ粒子が、上記に記載した母体の中
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。半導体ナノ粒子
を構成する素材は特に限定されるものではなく、たとえば、ＩＩ－ＶＩ族化合物、ＩＩＩ
－Ｖ族化合物、またはＩＶ族元素を含有するもの、たとえば、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴ
ｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、Ｇ
ａＡｓ、Ｓｉ、Ｇｅなどが挙げられる。また、半導体が母体に内包されている場合、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、していなくてもよい
。
【００４５】
　・蛍光色素集積ナノ粒子
　蛍光色素集積ナノ粒子とは、蛍光体としての蛍光色素が、上記に記載した母体の中に内
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。蛍光色素は特に限
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定されるものではなく、たとえば、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などを例示することができる。あるいは、Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ（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、Ｄ
Ｙ（登録商標、ＤＹＯＭＩＣＳ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、ＡＴＴＯ（登録商標、ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）系色素分子、ＭＦＰ（登録商標
、Ｍｏｂｉｔｅｃ社製）系色素分子などを用いることができる。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。また、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、していなくてもよい。
【００４６】
　蛍光体集積粒子は、公知の方法（たとえば特開２０１３－５７９３７号公報参照）に従
って作製することができる。
【００４７】
　より具体的には、たとえば、シリカを母体とし、その中に蛍光物質が内包されている蛍
光物質内包シリカ粒子は、無機半導体ナノ粒子、有機蛍光色素などの蛍光物質と、テトラ
エトキシシランのようなシリカ前駆体とが溶解している溶液を、エタノールおよびアンモ
ニアが溶解している溶液に滴下し、シリカ前駆体を加水分解することにより作製すること
ができる。
【００４８】
　一方、樹脂を母体とし、蛍光物質を樹脂粒子の表面に吸着させるか、樹脂粒子中に内包
させた蛍光物質集積樹脂粒子は、それらの樹脂の溶液ないし微粒子の分散液を先に用意し
ておき、そこに無機半導体ナノ粒子、有機蛍光色素などの蛍光物質を添加して撹拌するこ
とにより作製することができる。あるいは、樹脂原料の溶液に蛍光色素を添加した後、重
合反応を進行させることにより、蛍光物質を内包した樹脂粒子を作製することもできる。
たとえば、母体となる樹脂としてメラミン樹脂のような熱硬化性樹脂を用いる場合、その
樹脂の原料（モノマーまたはオリゴマーないしプレポリマー、たとえばメラミンとホルム
アルデヒドの縮合物であるメチロールメラミン）と、有機蛍光色素と、好ましくはさらに
界面活性剤および重合反応促進剤（酸など）とを含有する混合物を加熱し、乳化重合法に
よって重合反応を進行させることにより、有機蛍光色素内包樹脂粒子を作製することがで
きる。また、母体となる樹脂としてスチレン系共重合体のような熱可塑性樹脂を用いる場
合、その樹脂の原料と、有機蛍光色素と（樹脂の原料モノマーとして、あらかじめ有機蛍
光色素を共有結合などで結合させたモノマーを用いるようにしてもよい）、重合開始剤（
過酸化ベンゾイル、アゾビスイソブチロニトリルなど）を含有する反応混合物を加熱し、
ラジカル重合法またはイオン重合法によって重合反応を進行させることにより、有機蛍光
色素内包樹脂粒子を作製することができる。
【００４９】
　蛍光体集積粒子に内包させる蛍光物質としては、上述したような半導体ナノ粒子、蛍光
色素のほか、たとえば、Ｙ2Ｏ3、Ｚｎ2ＳｉＯ4等を母体とし、Ｍｎ2+，Ｅｕ3+等を賦活剤
とする「長残光蛍光体」を挙げることができる。
【００５０】
　蛍光体集積粒子（特に上記のような製造方法によって得られる蛍光色素を内包した樹脂
粒子）の平均粒径は、標本スライドの免疫染色に適した粒径であれば特に限定されないが
、輝点としての検出のしやすさなどを考慮すると、通常は１０～５００ｎｍ、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は、通常は２０％以下で
あり、好ましくは５～１５％である。このような条件を満たす蛍光体集積粒子は、製造条
件を調整することにより製造することができる。たとえば、乳化重合法により蛍光体集積
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粒子を作製する場合は、添加する界面活性剤の量によって粒径を調節することができ、一
般的に、蛍光体集積粒子の母体原料の量に対する界面活性剤の量が相対的に多ければ粒径
は小さくなり、その量が相対的に少なければ粒径は大きくなる傾向にある。
【００５１】
　なお、蛍光体集積粒子の粒径は、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子顕微鏡写真
を撮影して蛍光体集積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。複数の蛍光体集積粒子からなる
集団の平均粒径および変動係数は、十分な数（たとえば１０００個）の蛍光物質集積ナノ
粒子について上記のようにして粒径を算出した後、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。
【００５２】
　＜ＰＩＤ染色剤の構成＞
　ＡＤＣ構成薬物、ＡＤＣ構成抗体、抗体‐薬物複合体の標的分子を蛍光標識するための
ＰＩＤ染色剤の一例として、［抗体］～［蛍光体集積粒子］が挙げられる。例えばＡＤＣ
構成薬物を染色するために用いるＰＩＤ染色剤としては、［抗ＡＤＣ構成薬物抗体］～［
蛍光体集積粒子］が用いられる。ここで、“～”が示す結合の態様としては特に限定され
ず、例えば、共有結合，イオン結合，水素結合，配位結合，物理吸着または化学吸着等が
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。
【００５３】
　［抗体］～［蛍光体集積粒子］は、あらかじめ所望の抗体に所望の蛍光体集積粒子が結
合されている［抗体］～［蛍光体集積粒子］自体が市販されていれば、それを利用しても
よい。また、所望の抗体（タンパク質）に所望の蛍光色素を結合させることのできる公知
の手法に基づいて、たとえば市販されている蛍光標識試薬（キット）を利用して作製する
ことができる。
【００５４】
　例えば、無機物と有機物とを結合させるために広く用いられている化合物であるシラン
カップリング剤を用いることができる。このシランカップリング剤は、分子の一端に加水
分解でシラノール基を与えるアルコキシシリル基を有し、他端に、カルボキシル基、アミ
ノ基、エポキシ基、アルデヒド基などの官能基を有する化合物であり、上記シラノール基
の酸素原子を介して無機物と結合する。具体的には、メルカプトプロピルトリエトキシシ
ラン、グリシドキシプロピルトリエトキシシラン、アミノプロピルトリエトキシシラン、
ポリエチレングリコール鎖を有するシランカップリング剤（例えば、Ｇｅｌｅｓｔ社製Ｐ
ＥＧ－ｓｉｌａｎｅ　ｎｏ．ＳＩＭ６４９２．７）等が挙げられる。シランカップリング
剤を用いる場合、２種以上を併用してもよい。
【００５５】
　蛍光体集積粒子とシランカップリング剤との反応手順は、公知の手法を用いることがで
きる。例えば、得られた蛍光物質を内包したシリカナノ粒子を純水中に分散させ、アミノ
プロピルトリエトキシシランを添加し、室温で１２時間反応させる。反応終了後、遠心分
離またはろ過により表面がアミノプロピル基で修飾された蛍光物質を内包したシリカナノ
粒子を得ることができる。続いてアミノ基と抗体中のカルボキシル基とを反応させること
で、アミド結合を介して抗体を、蛍光物質を内包したシリカナノ粒子と結合させることが
できる。必要に応じて、ＥＤＣ（１－Ｅｔｈｙｌ－３－［３－Ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎ
ｏｐｒｏｐｙｌ］ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ　Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ；Ｐｉｅｒｃ
ｅ社製）のような縮合剤を用いることもできる。
【００５６】
　必要により有機分子修飾された蛍光物質を内包したシリカナノ粒子と直接結合しうる部
位と、分子標的物質と結合し得る部位とを有するリンカー化合物を用いることができる。
具体例として、アミノ基に選択的に反応する部位とメルカプト基に選択的に反応する部位
との両方を有するｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣ（Ｓｕｌｆｏｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－４－［
Ｎ－ｍａｌｅｉｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ］ｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅ－１－ｃａｒｂｏｘｙｌ
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ａｔｅ；Ｐｉｅｒｃｅ社製）を用いると、アミノプロピルトリエトキシシランで修飾した
蛍光物質を内包したシリカナノ粒子のアミノ基と、抗体中のメルカプト基とを結合させる
ことで、抗体が結合した蛍光物質を内包したシリカナノ粒子が得られる。
【００５７】
　蛍光物質を内包したポリスチレンナノ粒子に生体物質認識物質（生体物質を特異的に認
識可能な物質、例；ビオチン、アビジン、抗体等）を結合させる場合、蛍光物質が蛍光色
素の場合であっても、半導体ナノ粒子の場合であっても、同様の手順を適用することがで
きる。すなわち、アミノ基など官能基を有するポリスチレンナノ粒子に半導体ナノ粒子ま
たは蛍光有機色素を含浸することにより、官能基を有する蛍光物質集積ポリスチレン粒子
を得ることができ、以降ＥＤＣまたはｓｕｌｆｏ－ＳＭＣＣを用いることで、抗体が結合
した蛍光体集積ポリスチレン粒子ができる。
【００５８】
　ＰＩＤ染色剤の他の一例として、［アビジン］－［蛍光体集積粒子］（ここで、“－”
は必要に応じてリンカー分子を介していてもよい共有結合により結合していることを表す
。）が挙げられる。このようなＰＩＤ染色剤を用いる場合はあらかじめ［目的物質に対す
る抗体（一次抗体）］－［ビオチン］と目的物質とを反応させておくか、または［目的物
質に対する一次抗体（一次抗体）］と目的物質とを反応させた後にさらに［目的物質に対
する一次抗体に対する抗体（二次抗体）］－［ビオチン］を反応させておく必要がある。
【００５９】
　例えば、染色後において目的物質と蛍光体集積粒子とは、［目的物質］…［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）］－［ビオチン］／［アビ
ジン］－［蛍光体集積粒子］（ここで、“…”は抗原抗体反応により結合していることを
表し、“－”は必要に応じてリンカー分子を介していてもよい共有結合により結合してい
ることを表し、“／”はアビジン・ビオチン反応により結合していることを表す。）とい
う様式によって間接的に連結される。
【００６０】
　抗体－ビオチン結合体（ビオチン修飾抗体）は、所望の抗体（タンパク質）にビオチン
を結合させることのできる公知の手法に基づいて、たとえば市販されているビオチン標識
試薬（キット）を利用して作製することができる。また、あらかじめ所望の抗体にビオチ
ンが結合されているビオチン修飾抗体自体が市販されていれば、それを利用してもよい。
【００６１】
　蛍光体集積粒子－アビジン結合体（アビジン修飾蛍光体集積粒子）も、蛍光体集積粒子
にアビジンを結合させることのできる公知の手法に基づいて、たとえば市販されているア
ビジン標識試薬（キット）を利用して作製することができる。この場合のアビジンは、ビ
オチンとの間でアビジンよりも高い結合力が働く、ストレプトアビジンやニュートラアビ
ジンなどの改良型であってもよい。
【００６２】
　蛍光体集積粒子－アビジン結合体の作製方法の具体例を挙げれば次の通りである。蛍光
体集積粒子が樹脂を母体とする蛍光体集積粒子である場合、その樹脂が有する官能基と、
アビジン（タンパク質）が有する官能基とを、必要に応じて分子の両末端に官能基を有す
るＰＥＧ等のリンカー分子を介することにより、結合させることができる。たとえば、メ
ラミン樹脂であればアミノ基等の官能基を利用することができるし、アクリル樹脂、スチ
レン樹脂等であれば、側鎖に官能基（たとえばエポキシ基）を有するモノマーを共重合さ
せることにより、その官能基自体またはその官能基から変換された官能基（たとえばアン
モニア水を反応させることにより生成するアミノ基）を利用することができるし、さらに
はそれらの官能基を利用して別の官能基を導入することもできる。また、蛍光ナノ粒子が
シリカを母体とする蛍光体集積粒子または無機半導体ナノ粒子である場合、シランカップ
リング剤で表面修飾することにより所望の官能基を導入することができ、たとえばアミノ
プロピルトリメトキシシランを用いればアミノ基を導入することができる。一方、アビジ
ンに対しては、たとえばＮ－スクシンイミジルＳ－アセチルチオアセテート（ＳＡＴＡ）
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をアビジンのアミノ基と反応させることにより、チオール基を導入することができる。そ
して、アミノ基との反応性を有するＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルお
よびチオール基との反応性を有するマレイミド基をポリエチレングリコール（ＰＥＧ）鎖
の両端に有するクロスリンカー試薬を利用することにより、アミノ基を有する蛍光体と、
チオール基が導入されたアビジンとを連結することができる。
【００６３】
　また、本発明においては、上記ＰＩＤ染色剤を希釈液で希釈したＰＩＤ染色液を用いて
染色を行なう。希釈液の選択と希釈倍率については、目的物質と免疫染色剤とのアフィニ
ティーに応じて最適化することができる。
【００６４】
　＜免疫染色方法＞
　以下、本発明における実施例の1例として、腫瘍組織由来の検体、具体的には組織切片
（標本スライド）を使用して、がん細胞における、蛍光体集積粒子を用いた免疫染色法の
一例についてさらに詳細に説明する。
【００６５】
　本発明において用いられる免疫染色法の「目的物質」は、抗体‐薬物複合体の構成成分
である薬物（ＡＤＣ構成薬物）、および抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体（ＡＤＣ
構成抗体）の少なくとも一方、好ましくは両方である。また、抗体‐薬物複合体の標的分
子も免疫染色法の「目的物質」とすることが好ましい。
【００６６】
　「腫瘍組織」は、ヒト（がん患者）の腫瘍由来であってもよいし、またヒト以外の動物
の腫瘍由来であってもよい。
【００６７】
　「腫瘍組織由来の検体」とは、腫瘍組織から採取される病変部や、採取された病変部に
含まれる腫瘍細胞を培養した細胞などであって、一般的には、免疫染色法により目的タン
パク質の発現量を評価する場合などで慣用されているように、所定の手順に従って作製さ
れた標本スライドの形態をとる。本発明の検出方法は、そのような検体を用いて、ヒトま
たはヒト以外の動物の生体外において実施される。
【００６８】
　組織切片（本明細書において、単に「切片」ともいい、例えば病理切片等の切片も包含
する用語として用いる。）およびそれを載置した標本スライド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。
【００６９】
　（１．標本スライド前処理工程）
（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。
【００７０】
　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。
【００７１】
　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。
（１－２．賦活化処理）
　公知の方法に倣い、目的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（ｐ
Ｈ８．０）、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。加熱機
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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５０～１
３０℃、時間は５～３０分で行うことができる。
【００７２】
　次いでＰＢＳを入れた容器に、賦活化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。
【００７３】
　（２．免疫染色工程）
　免疫染色工程では、抗体‐薬物複合体およびその標的分子を染色するために、目的物質
に直接的または間接的に結合しうる部位を有する染色剤を希釈液に分散させた免疫染色液
を、組織切片に載せて、目的物質との反応を行う。免疫染色剤ないしそれを希釈するため
の希釈液およびその他の成分については前述した通りであり、この工程の前にあらかじめ
調製しておけばよい。
【００７４】
　たとえば、免疫染色剤として［アビジン］－［蛍光体集積粒子］を用い、さらに染色後
において目的物質と標識物質とが、［目的物質］…［目的物質に対する一次抗体］…［一
次抗体に対する抗体（二次抗体）］－［ビオチン］／［アビジン］－［蛍光体集積粒子］
（ここで“…”は抗原抗体反応により結合していることを表し、“－”は必要に応じてリ
ンカー分子を介していてもよい共有結合により結合していることを表し、“／”はアビジ
ン・ビオチン反応により結合していることを表す。）となる実施形態の場合、最初に一次
抗体の溶液に標本スライドを浸漬する処理（１次反応処理）、次に二次抗体－ビオチン結
合体の溶液に病理標本を浸漬する処理（２次反応処理）、最後にPID染色液に病理標本で
ある組織切片を浸漬する処理（PID標識処理）を行えばよい。
【００７５】
　免疫染色工程を行う上での条件、たとえば１次反応処理、２次反応処理および蛍光標識
処理それぞれにおける、所定の溶液（試薬）に標本スライド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。
【００７６】
　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。
【００７７】
　上述したような１次反応処理を行う前に、ＢＳＡ含有ＰＢＳなど公知のブロッキング剤
やＴｗｅｅｎ２０などの界面活性剤を滴下することが好ましい。
【００７８】
　（３．標本後処理工程）
　免疫染色工程を終えた標本スライドは、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。
【００７９】
　固定化・脱水処理は、標本スライドを固定処理液（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、メタノール等の架橋剤）に浸漬すれば
よい。透徹は、固定化・脱水処理を終えた標本スライドを透徹液（キシレン等）に浸漬す
ればよい。封入処理は、透徹処理を終えた標本スライド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、たとえば標本スライド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。
【００８０】
　（４．任意工程）
　本発明では、もしも必要であれば、明視野において細胞、組織、臓器等の形態を観察す
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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。
【００８１】
　（５．評価工程）
（５－１．観察・撮影）
　観察・撮影工程では、所望の倍率における顕微鏡の同一視野において、免疫染色工程に
用いられた目的物質を蛍光標識している蛍光体集積粒子に対応した励起光に対応した励起
光それぞれを標本サンプルに照射し、それらの蛍光体集積粒子から発せられた蛍光による
免疫染色像それぞれを観察・撮影する。これらの励起光の照射は、たとえば、蛍光顕微鏡
が備えるレーザー光源と、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光学フ
ィルターを用いることで照射することができる。互いに異なる蛍光体集積粒子を含む複数
の免疫染色剤をもちいて免疫染色を行なったときは、それぞれの蛍光体集積粒子に対応し
た複数種類のフィルターセットを切り替えながら観察を行なう。免疫染色像の撮影は、た
とえば、蛍光顕微鏡が備えるデジタルカメラによって行うことができる。免疫染色像の撮
影の際には、必要に応じて所定の波長を選択的に透過させる蛍光用光学フィルターを用い
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影することができる。
（５－２．画像処理・シグナル計測）
　画像処理・計測工程では、目的物質に関して撮影された免疫染色像について、画像処理
に基づき、目的物質に対応する蛍光標識シグナルに対応する蛍光標識シグナルを計測し、
細胞膜の領域内にある前記目的生体物質に対応する蛍光標識シグナルを特定する。蛍光標
識シグナルは、蛍光の輝点数として扱うことが好ましい。
【００８２】
　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
の輝度以上の輝点の数を計測したりする処理、特に、上述した実施形態を行うための処理
を半自動的に、迅速に行うことができる。
【００８３】
　また、輝点は蛍光ナノ粒子１個に由来するので、大きさが一定であり顕微鏡観察で認識
できる。大きさが一定値（例；観測される蛍光ナノ粒子の平均値）より大きなシグナルは
凝集輝点と判断する。この輝点と凝集輝点は、ソフトウェアを用いて半自動的に迅速に区
別することができる。
＜情報取得方法＞
　本発明の情報取得方法は、抗体‐薬物複合体を投与したヒトまたはヒト以外の動物から
採取した検体を使用して、抗体‐薬物複合体やその標的分子、検体に含まれる細胞等に関
する情報を特定する工程を含む。
【００８４】
　検体は、疾患のあるヒトまたはヒト以外の動物から採取した病変部や、採取された病変
部に含まれる腫瘍細胞を培養した細胞などであって、一般的には、所定の手順に従って作
製された標本スライドの形態をとる。
【００８５】
　「疾患」は特に限定されるものではないが、例えば、神経疾患、感染性疾患、遺伝性疾
患、腫瘍（がん）であり、典型的には腫瘍（がん）である。腫瘍は、特に限定されるもの
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ではないが、例えば、細胞腫、黒色腫、肉腫、脳腫瘍、頭頸部がん、胃がん、肺がん、乳
がん、肝がん、大腸がん、子宮頸がん、前立腺がん、膀胱がんなどの固形がん、白血病、
リンパ腫、および多発性骨髄腫、などが挙げられる。
【００８６】
　「ヒト以外の動物」としては、例えば実験動物、典型的には担腫瘍動物、好ましくは担
腫瘍マウスを用いることができる。
【００８７】
　担腫瘍マウスは、大きく自然誘発腫瘍マウス、培養がん細胞移植マウス、患者腫瘍組織
移植マウスの３つに分類できる（下記表参照；Kohrt et al., Defining the optimal mur
ine models to investigate immune checkpoint blockers and their combination with 
other immunotherapies. Annals of Oncology 00: 1-9, 2016）。
【００８８】
【表１】

　ヒト（がん患者）から採取した腫瘍（がん）組織または腫瘍細胞、あるいは培養細胞株
として確立されたヒト由来の腫瘍細胞が移植された第０世代の実験動物、およびそのよう
な第０世代に移植された腫瘍組織または腫瘍細胞を起源とする、第ｎ－１世代の実験動物
の体内で生長した腫瘍組織または増殖した腫瘍細胞が移植された第ｎ世代（ｎ≧１）の実
験動物を包含する。このような実験動物は公知の手法を用いて作製することができる。例
えばマウスであれば、ＣＤＸ（Ｃｅｌｌ－ｌｉｎｅ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｘｅｎｏｇｒａｆ
ｔ）モデルマウス、ＰＤＸ（Ｐａｔｉｅｎｔ　ｄｅｒｉｖｅｄ　ｘｅｎｏｇｒａｆｔ）モ
デルマウスのほか、Ｉｍｍｕｎｅ－ＰＤＸモデルマウス、造血リンパ系ヒト化（Ｈｅｍａ
ｔｏ－ｌｙｍｐｈｏｉｄ　ｈｕｍａｎｉｚｅｄ）モデルマウス、Ｉｍｍｕｎｅ－ＰＤＸモ
デルマウスなどの様々な担腫瘍マウスモデルを作製することが可能であり、作製済みの担
腫瘍マウスモデルを購入できる環境も整っている。一方、患者から取り出した腫瘍細胞に
由来する培養細胞を移植した担腫瘍マウスモデルは、より古典的であり作製が容易である
。
【００８９】
　本発明における「診断または治療のための情報」の内容は特に限定されるものではなく
、抗体－薬物複合体の投与によって標的分子の発現量がどう変化するか、例えば、その疾
患の進行（疾患のステージ等）がどの程度変化するか、といった診断に関する情報や、抗
体－薬物複合体がその疾患に対してどの程度有効であるか、といった治療に関する情報で
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あればよい。
【００９０】
　本発明における疾患の診断または治療のための情報の取得方法（本明細書において、単
に「本発明の情報取得方法」と称することがある。）においては、検体中における抗体‐
薬物複合体の局在、抗体‐薬物複合体の標的分子の局在・発現量、抗体‐薬物複合体とそ
の標的分子の平均距離、標的分子を発現している細胞の種類・数・形態、組織・病変部内
・細胞上における標的分子の単位面積あたりの発現量・発現部位・分布・専有面積、標的
分子の細胞あたりの発現量とそれに対応する細胞数によって表されるヒストグラム・曲線
、腫瘍等の病変部の大きさ、等から、少なくとも一つ、好ましくは二つ以上の情報を特定
し、組み合わせて用いることができる。
【００９１】
　（ｉ）抗体‐薬物複合体の局在は、検体（標本スライド）を抗体‐薬物複合体の構成成
分である抗体および／または薬剤に対する免疫染色を行ない、蛍光体集積粒子に対応する
所定の波長を有する励起光を照射しながら暗視野における観察および撮像を行なうことに
より、染色剤に含まれる抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体および／または薬剤を標
識した蛍光体集積粒子が輝点として表れている画像を取得することで、特定することがで
きる。
【００９２】
　このとき、形態観察用染色剤（例えばエオジン）によって細胞の形状が特定できるよう
な染色をあわせて行ってもよい。
【００９３】
　上記暗視野における画像の取得をおこなうとともに、明視野における観察および撮像に
より、細胞の形状を表すように染色されている画像を取得し、これらの２枚の画像を、画
像処理により重ねあわせると、画像全体に含まれる、または画像中の特定の領域（例えば
腫瘍組織のみ）に含まれる、個々の細胞と抗体‐薬物複合体との位置関係を観察すること
ができる。
【００９４】
　（ｉｉ）前記標的分子の全体量に対する、前記抗体‐薬物複合体と結合している標的分
子の比率を特定するには、まず、（ｉ）と同様の手法で標的分子を標識した蛍光体集積粒
子が輝点として表れている画像を取得して、この画像に含まれる、または画像中の特定の
領域（例えば腫瘍組織のみ）に含まれる細胞に発現している標的分子を表す輝点数を計測
する。さらに、この画像と、抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体および／または薬剤
を標識した蛍光体集積粒子が輝点として表れている画像とを、画像処理により重ねあわせ
、抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体および／または薬剤を標識した蛍光体集積粒子
を示す輝点と、標的分子を標識した蛍光体集積粒子を示す輝点が一致した数を計測し、標
的分子を表す輝点数に対する割合を算出することで、標的分子の全体量に対する、前記抗
体‐薬物複合体と結合している標的分子の比率を特定することができる。
【００９５】
　（ｉｉｉ）また標的分子を標識した蛍光体集積粒子が輝点として表れている画像、抗体
‐薬物複合体の構成成分である抗体が輝点として表れている画像、および抗体‐薬物複合
体の構成成分である薬剤を標識した蛍光体集積粒子が輝点として表れている画像をそれぞ
れ取得して、重ねあわせることで、画像全体に含まれる、または画像中の特定の領域（例
えば腫瘍組織のみ）に含まれる標的分子、抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体、およ
び抗体‐薬物複合体の構成成分である薬物間の距離をそれぞれ観察することもできる。
【００９６】
　（ｉ）～（ｉｉｉ）の他にも、例えば、標的分子の蛍光免疫染色とあわせて形態観察染
色を行なうことで、画像に含まれる全ての細胞について、標的分子の細胞当たりの平均発
現量を定量することも可能である。この場合、（ｉｉ）と同様にして発現量を求めた後、
画像中の特定の領域に含まれる細胞数で割るようにすればよい。このとき、標的分子を標
識した蛍光体集積粒子の輝点数を輝点標的分子の発現量の指標値として用いてもよいし、
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ある１つの輝点の明るさ（輝度、蛍光強度）を別途測定しておいた蛍光体集積粒子１つあ
たりの明るさで割ることにより、その輝点に含まれる蛍光体集積粒子の数を算出して得ら
れた粒子数を標的分子の発現量の指標値として用いてもよい。さらに発現量と対応する細
胞数によって表されるヒストグラムまたは曲線を作成する場合、横軸に細胞あたりの標的
分子の発現量を所定の数ごとに、あるいは連続的に横軸にとり、それぞれの発現量に対応
する細胞数（頻度）を計測して縦軸にとることにより、作成することができる。
【００９７】
　上記のヒストグラムおよび曲線からは、標的分子の分布（ヒストグラムまたは曲線の形
状、ピークの数）がどのようになっているか、平均値または中央値、分散（ＣＶ）がどの
ような値か、また特にヒストグラムの場合、細胞あたりの輝点数または粒子数が最大の区
切りがどの程度の細胞数（頻度）になっているか、などの情報を得ることができる。
【００９８】
　抗体－薬物複合体の投薬前後におけるそのような情報と、抗体－薬物複合体の薬効（例
えば投与による病変部の大きさや状態の変化）やその局在、抗体－薬物複合体と標的分子
との距離、などの試験結果と照らし合わせることにより、例えば、抗体－薬物複合体の薬
効がどのような情報と最も関連しているか、換言すれば薬効などを予測する際にはどのよ
うな情報に基づくのが最も妥当か、といったことを分析し、把握することができる。
【実施例】
【００９９】
　（ビオチン修飾抗ウサギＩｇＧ抗体の作製）
　５０ｍＭＴｒｉｓ溶液に、２次抗体として用いる抗ウサギＩｇＧ抗体５０μｇを溶解し
た。この溶液に、最終濃度３ｍＭとなるようにＤＴＴ（ジチオトレイトール）溶液を添加
、混合し、３７℃で３０分間反応させた。その後、反応溶液を脱塩カラム「Ｚｅｂａ　Ｄ
ｅｓａｌｔ　Ｓｐｉｎ　Ｃｏｌｕｍｎｓ」（サーモサイエンティフィック社、Ｃａｔ．＃
８９８８２）に通して、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調製した。その一方で、リン
カー試薬「Ｍａｌｅｉｍｉｄｅ－ＰＥＧ２－Ｂｉｏｔｉｎ」（サーモサイエンティフィッ
ク社、製品番号２１９０１）を、ＤＭＳＯを用いて０．４ｍＭとなるように調整した。こ
のリンカー試薬溶液８．５μＬを前記抗体溶液に添加、混合し、３７℃で３０分間反応さ
せることにより、抗ウサギＩｇＧ抗体にＰＥＧ鎖を介してビオチンを結合させた。この反
応溶液を脱塩カラムに通して精製した。脱塩した反応溶液について、波長３００ｎｍにお
ける吸光度を分光高度計（日立製「Ｆ－７０００」）を用いて測定することにより、反応
溶液中のタンパク質（ビオチン修飾ＩｇＧ抗体）の濃度を算出した。５０ｍＭＴｒｉｓ溶
液を用いて、ビオチン修飾ＩｇＧ抗体の濃度を２５０μｇ／ｍＬに調整した溶液を、ビオ
チン修飾２次抗体の溶液とした。
【０１００】
　［作製例１］赤色ＰＩＤ染色剤作製工程
　（テキサスレッド色素集積メラミン樹脂粒子の作製）
　テキサスレッド色素分子「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１」（シグマアルドリ
ッチ社）２．５ｍｇを純水２２．５ｍＬに溶解した後、ホットスターラーにより溶液の温
度を７０℃に維持ながら２０分間撹拌した。撹拌後の溶液に、メラミン樹脂「ニカラック
ＭＸ－０３５」（日本カーバイド工業株式会社）１．５ｇを加え、さらに同一条件で５分
間加熱撹拌した。撹拌後の溶液にギ酸１００μＬを加え、溶液の温度を６０℃に維持しな
がら２０分間攪拌した後、その溶液を放置して室温まで冷却した。冷却した後の溶液を複
数の遠心用チューブに分注して、１２，０００ｒｐｍで２０分間遠心分離して、溶液に混
合物として含まれるテキサスレッド色素内包メラミン樹脂粒子を沈殿させた。上澄みを除
去し、沈殿した粒子をエタノールおよび水で洗浄した。得られた樹脂粒子の１０００個に
ついてＳＥＭ観察を行い、上述のように平均粒子径を測定したところ、平均粒子径１５２
ｎｍであった。このようにして作製されたテキサスレッド色素内包メラミン樹脂粒子を次
の手順で表面修飾した。
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＜ストレプトアビジン結合テキサスレッド色素内包メラミン樹脂粒子の作製＞
　得られた粒子０．１ｍｇをＥｔＯＨ１．５ｍＬ中に分散し、アミンプロピルトリメトキ
シシランＬＳ－３１５０（信越化学工業社製）２μＬを加えて８時間反応させて表面アミ
ノ化処理を行った。
【０１０１】
　次いで、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）を用いて上記表面アミノ化処理を行った粒子を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、ｓ
ｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｉｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｏ）－ｄ
ｏｄｅｃａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）を混合し、１時間反応させた。
この混合液を１０，０００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した後、ＥＤＴＡを
２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手順に
よる洗浄を３回行うことで末端にマレイミド基が付いたテキサスレッド集積メラミン粒子
を得た。
【０１０２】
　一方、ストレプトアビジン（和光純薬社製）をＮ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　Ｓ－ａ
ｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（ＳＡＴＡ）を用いてチオール基付加処理を行ったの
ち、ゲルろ過カラムによるろ過を行い、テキサスレッド集積メラミン粒子に結合可能なス
トレプトアビジン溶液を得た。
【０１０３】
　上記のテキサスレッド集積メラミン粒子とストレプトアビジンとを、ＥＤＴＡを２ｍＭ
含有したＰＢＳ中で混合し、室温で１時間反応させた。１０ｍＭメルカプトエタノールを
添加し、反応を停止させた。得られた溶液を遠心フィルターで濃縮後、精製用ゲルろ過カ
ラムを用いて未反応ストレプトアビジン等を除去し、得られたストレプトアビジン結合テ
キサスレッド集積メラミン粒子を、参考例１および実施例１～４における赤色ＰＩＤ染色
剤として使用した。
【０１０４】
　［作製例２］緑色ＰＩＤ染色剤作製工程
　上記（ストレプトアビジン結合テキサスレッド集積メラミン樹脂粒子の作製）の手順に
準じ、テキサスレッド色素分子「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１」（シグマアル
ドリッチ社）に代えてＦＩＴＣを用い、平均粒子径１５９ｎｍのＦＩＴＣ色素集積メラミ
ン樹脂粒子を作製した。得られた粒子の表面修飾は、上記の手順に従い、ストレプトアビ
ジンに代えて抗ブレンツキシマブ抗体（精製したブレンツキシマブをウサギ脾臓に添加し
て抗体を作製した）を用いることで、抗体結合ＦＩＴＣ色素内包メラミン樹脂粒子を作製
し、実施例２～４における緑色ＰＩＤ染色剤として使用した。
【０１０５】
　［作製例３］青色ＰＩＤ染色剤作製工程
　上記（ストレプトアビジン結合テキサスレッド色素内包メラミン樹脂ナノ粒子の作製）
の手順に準じ、テキサスレッド色素分子「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１」（シ
グマアルドリッチ社）に代えてＰｈｅｎｙｌｃｏｕｍａｒｉｎを用い、平均粒子径１３２
ｎｍのＰｈｅｎｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ色素内包メラミン樹脂粒子を作製した。得られた粒
子の表面修飾は、上記の手順に従い、ストレプトアビジンに代えて抗モノメチルアウリス
タチンＥ（ＭＭＡＥ）マウスモノクローナル抗体（「clone 2E2」；Epitope Diagnostics
社）を用いることで、抗体結合Ｐｈｅｎｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ色素内包メラミン樹脂粒子
を作製し、実施例２～４における青色ＰＩＤとして使用した。
【０１０６】
　［参考例１］ＣＤ３０の発現量の評価
　標本作製工程
　悪性リンパ腫患者１４名から採取した組織検体をＳｏｆｉａＢｉｏ社から購入し、獲得
免疫不全マウスに移植することで、ＰＤＸモデルマウスを作製した。それぞれの患者に対
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応する２ｍｍ角の腫瘍組織を皮下へ移植し、１か月後に約３００ｍｍ3まで腫瘍組織が成
長した時にブレンツキシマブ　ベドチン（商品名；アドセトリス（登録商標））を１００
ｍｇ／ｋｇを１日１回、計１回尾静脈内投与し、初回投与前および投与１００日後の腫瘍
体積を計測することにより薬の効果判定を行った。また、投与３日後腫瘍の一部を針生検
により採取して、各マウスにつきＦＦＰＥ（ホルマリン固定パラフィン包埋）組織スライ
ドをそれぞれ数枚ずつ作成した。
【０１０７】
　（標本の前処理）
　作製したＦＦＰＥ組織スライドを脱パラフィン処理した後、水に置換する洗浄を行った
。洗浄した組織スライドを１０ｍＭクエン酸緩衝液中（ｐＨ６．０）中で１２１℃、１５
分間オートクレーブ処理することで、抗原の賦活化処理を行った。賦活化処理後の組織ス
ライドをＰＢＳにより洗浄し、得られた標本スライドに対してＢＳＡを１％含有するＰＢ
Ｓを用いて１時間ブロッキング処理を行った。
【０１０８】
　（免疫染色の１次反応処理）
　目的生体物質ＣＤ３０に係る第１免疫染色用の１次反応処理は、ＢＳＡを１Ｗ／Ｗ％含
有するＰＢＳを用いて、抗ＣＤ３０ウサギポリクローナル抗体（「GTX55557」；GeneTex
社）を０．０５ｎＭの濃度で含有するよう１次反応処理液を調製して用いた。この１次反
応処理液に標本前処理工程で作製した標本を浸漬し、４℃で１晩反応させた。
【０１０９】
　（免疫染色の２次反応処理）
　前記「ビオチン修飾抗ウサギＩｇＧ抗体の作製」の項で作製したビオチン修飾抗ウサギ
ＩｇＧ抗体の溶液を、さらにＢＳＡを１Ｗ／Ｗ％含有するＰＢＳを用いて６μｇ／ｍＬに
希釈した２次反応処理液を調製した。１次反応処理を終えた標本をＰＢＳで洗浄した後、
この２次反応処理液に浸漬し、室温で３０分間反応させた。
【０１１０】
　（免疫染色の標識処理－１：ＤＡＢ標識処理）
　２次反応処理を終えた標本をＰＢＳで洗浄した後、ストレプトアビジン－ＨＲＰ（Ｔｈ
ｅｒｍｏ－Ｆｉｓｈｅｒ社、２１１３０）を浸漬し、室温で６０分間反応させた。その後
標本をＰＢＳで洗浄し、ＤＡＢ（３，３'－Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ）溶液に
１分浸漬した。
【０１１１】
　（免疫染色の標識処理－２：ＰＩＤ標識処理）
　前記「赤色ＰＩＤ染色剤作製工程」の項で作製したストレプトアビジン修飾テキサスレ
ッド色素内包メラミン樹脂粒子を、カゼイン（組成＝α－カゼイン（シグマ社ｃ６７８０
）：５０Ｗ／Ｗ％、β－カゼイン（シグマ社ｃ６９０５）：５０Ｗ／Ｗ％）とＢＳＡの含
有率をそれぞれ１％、３％に調整した蛍光ナノ粒子用希釈液を用いて、０．０２ｎＭに希
釈した蛍光標識反応処理液をそれぞれ調製した。２次反応処理を終えた標本をこの蛍光標
識処理液に浸漬し、室温で３時間反応させた。
【０１１２】
　なお、ＤＡＢ標識処理とＰＩＤ標識処理は、別々の標本スライド（それぞれに積載され
ている組織切片は隣接切片であり、同一の標本サンプルと見做す）に対して行った。下記
のＤＡＢ染色陽性細胞率および蛍光輝点数の結果として表２に示したデータは、対応する
同一の患者の組織についてのものである。
【０１１３】
　（形態観察用染色処理）
　蛍光染色処理を行った標本スライドを、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後、４５℃の流水で３分間洗浄した。
【０１１４】
　（標本の後処理）
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　免疫染色を終えた標本スライドに対して、純エタノールに５分間浸漬する操作を４回行
う固定化・脱水処理を行った。続いて、キシレンに５分間浸漬する操作を４回行う透徹処
理を行った。最後に、標本に封入剤「エンテランニュー」（メルク社）を載せて、カバー
ガラスを被せる封入処理を行い、観察に用いる標本とした。
【０１１５】
　評価工程
　（蛍光輝点数）
　蛍光の発光の観察には蛍光顕微鏡「ＢＸ－５３」（オリンパス株式会社）を用い、免疫
染色像（４００倍）の撮影には、当該蛍光顕微鏡に取り付けた顕微鏡用デジタルカメラ「
ＤＰ７３」（オリンパス株式会社）を用いた。
【０１１６】
　まず、ＣＤ３０の蛍光標識に用いたテキサスレッドに対応する励起光を標本に照射して
蛍光を発光させ、その状態の免疫染色像を撮影した。この際、励起光の波長は、蛍光顕微
鏡が備える励起光用光学フィルターを用いて５７５～６００ｎｍに設定し、観察する蛍光
の波長は、蛍光用光学フィルターを用いて６１２～６９２ｎｍに設定した。蛍光顕微鏡に
よる観察および画像撮影時の励起光の強度は、視野中心部付近の照射エネルギーが９００
Ｗ／ｃｍ2となるようにした。画像撮影時の露光時間は、画像の輝度が飽和しないような
範囲で調節し、例えば４０００μ秒に設定した。
【０１１７】
　このような免疫染色像の撮影は、同一視野において行った後、視野を変えて同じ操作を
繰り返し、１標本につき合計５視野ずつ行った（第１～第５視野）。この工程における画
像処理には、画像処理ソフトウェア「ＩｍａｇｅＪ」（オープンソース）を用いた。
【０１１８】
　免疫染色像におけるＣＤ３０を蛍光標識したテキサスレッド集積メラミン粒子を表す輝
点のうち輝度が所定の値以上のものの数を計測した。これをカウントすることで、ＣＤ３
０の発現量の評価指標とした。
【０１１９】
　次に、蛍光顕微鏡の明視野における観察および画像撮影により、ＤＡＢ染色による染色
像を細胞の形態観察用のヘマトキシリン染色による染色像を撮影した。
【０１２０】
　このような免疫染色像および形態観察用染色像の撮影は、同一視野において行った後、
視野を変えて同じ操作を繰り返し、１つの標本スライドにつき５視野ずつ行った。
【０１２１】
　参考例１の結果を表２に示す。ＰＩＤによる陽性率が高いほどアドセトリスの投与によ
り腫瘍サイズが大きく減少し、アドセトリスの薬効（腫瘍サイズの減少効果）が大きくな
る傾向が確認された。一方従来のＤＡＢ標識によるＣＤ３０発現率による評価と、アドセ
トリスの薬効との間に相関は確認できなかった。
【０１２２】
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【表２】

　［実施例１］抗体‐薬物複合体の定量評価
　参考例１で準備した組織スライド数枚を用いて試験した。１次反応処理において抗ＣＤ
３０ウサギポリクローナル抗体の代わりに抗ブレンツキシマブ抗体を用いる以外は参考例
１と同様に、各マウスの投与前後の標本スライドに対しての染色および評価を行った。
【０１２３】
　なお、ＤＡＢ標識処理、ＣＤ３０に対するＰＩＤ蛍光標識処理およびアドセトリスに対
するＰＩＤ蛍光標識処理は、別々の標本スライドに対して行った。下記のＤＡＢ染色陽性
細胞率および蛍光輝点数の結果として表２に示したデータは、対応する同一の患者の組織
についてのものである。
【０１２４】
　ここで、アドセトリスに対する蛍光標識処理を行ったスライドにおいて、細胞膜上の輝
点が５以上カウントされた細胞をアドセトリス到達細胞と定義した。
【０１２５】
　実施例１の結果を表３に示す。
【０１２６】



(24) JP WO2018/159212 A1 2018.9.7

10

20

30

40

50

【表３】

＜考察＞
　検体Ａでは腫瘍においてアドセトリスの標的タンパク質であるＣＤ３０が発現しておら
ず、したがって薬物を投与しても薬物ががん細胞に到達せず、取り込まれないことが予測
できる。このマウスにおいては腫瘍も進行しており、アドセトリスの薬効は見られない。
検体Ｂ、ＣにおいてはＣＤ３０はＤＡＢでは検出出来ていないがＰＩＤを用いると検出す
ることが可能となり、発現していることがわかる。さらに薬も細胞に到達しており、腫瘍
にアドセトリスが有効であることがわかる。検体ＤではＣＤ３０が低発現ではあるが検出
されてはいるが、薬物ががん細胞に到達していない。また、検体ＥではＣＤ３０が広く分
布しており、また薬が到達しているが、投与後にＣＤ３０を発現している細胞がなくなっ
ている。したがって検体Eのマウスにはこれ以上アドセトリスを投与しても効果は得られ
ないと考えられる。検体ＦではＣＤ３０を発現しており、薬も到達している。検体Ｆのマ
ウスに関しては腫瘍を測定した投与１００日目の時点においては腫瘍の大きさに効果は変
化はみられないが、まだＣＤ３０発現細胞が残っているため、さらなる投与を続けること
で薬効が現れることが期待できる。検体Ｇ～Ｊにおいてはそれぞれ細胞に薬が到達してお
り、アドセトリスが有効に作用していることがわかる。検体ＬではＣＤ３０は強発現して
いるが、がん細胞に薬が届いておらず、腫瘍の大きさにおいても薬の効果がみられない。
検体Ｍ、ＮではＣＤ３０は強発現しており、薬も到達していることが確認でき、観察でき
た薬効も顕著である。
【０１２７】
　以上の結果から、ＰＩＤ法により測定されたＣＤ３０の発現量、薬が到達している細胞
の割合、そして薬効評価の間には相関性があることが示されていることがわかる。したが
って、ＰＩＤ法を利用することにより、免疫細胞に発現している所定のタンパク質の発現
量を高い精度で定量することができ、さらにその結果からがんの診断または治療のための
投薬計画の構築に利用することのできる情報を取得できることが分かる。
【０１２８】
　なお本実施例においては、細胞形態の観察情報を基に細胞膜領域に存在するアドセトリ
スの輝点を計測したが、さらに細胞内領域に存在するアドセトリスの輝点および細胞外に
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存在するアドセトリスの輝点をそれぞれ計測し、それぞれの領域に位置する輝点の数や位
置に関する情報を得てこれを解析する手法も可能である。
【０１２９】
　［実施例２］
　参考例１で作製した各スライドにそれぞれ実施例１と同じ手法で前処理を行った。参考
例１と同じ手法で、１次反応工程、２次反応工程を行い、さらに作製例１で作製した赤色
ＰＩＤ染色剤を１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで０．１ｎＭに希釈した溶液を、標本スライドに載
せて一晩放置した後、ＰＢＳを入れた容器に、染色後の組織標本を１５分浸漬させた。赤
色ＰＩＤで染色済みのスライドに、さらに作製例２で作製した緑色ＰＩＤ染色剤を１％Ｂ
ＳＡ含有ＰＢＳで０．１ｎＭに希釈したものを、標本スライドに載せて一晩放置した後、
ＰＢＳを入れた容器に、染色後の組織標本を１５分浸漬させた。さらにそのスライドに作
製例３で作製した青色ＰＩＤ染色剤を１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで０．１ｎＭに希釈した溶液
を、標本スライドに載せて一晩放置した後、ＰＢＳを入れた容器に、染色後の組織標本を
３０分浸漬させた。
【０１３０】
　なお、上記工程では２次反応工程を行った後、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで最終濃度を０．
１ｎＭに調整した赤色ＰＩＤ染色剤、緑色ＰＩＤ染色剤、青色ＰＩＤ染色剤を同時に標本
スライドに載せて一晩放置した後に、ＰＢＳを入れた容器に、染色後の組織標本を１５分
浸漬させる手法を用いてもよい。
【０１３１】
　その後、参考例１と同様に標本の後処理を行い、免疫染色後の組織標本をステージに設
置し、緑色用、赤色用、青色用の下記３種類のフィルターセット（Ｓｅｍｒｏｃｋ社）を
用いて各色の輝点の観察を行った。
【０１３２】
　図１に、実施例２において行った三重染色の模式図を示し、図２にそのフローチャート
を示す。
【０１３３】
【表４】

　各フィルターセットを切り替えるごとに、組織標本の蛍光像の蛍光輝点数を観察・撮影
・画像処理を行った。３色の輝点がそれぞれ一致した細胞膜上に見られた場合をアドセト
リス到達細胞と定義する。アドセトリス到達細胞と薬効評価には相関性があることが示さ
れた。すなわち、３種の輝点が一致する位置がＣＤ３０の存在する位置およびまだ分離し
ていない（抗体-薬物複合体の状態の）アドセトリスの存在する位置を示しており、アド
セトリスの非特異的検出や分離した後のアドセトリスの検出を除いた正確なアドセトリス
到達細胞を規定することでより薬効判定に正確性が増すと考えられる。
【０１３４】
　なお、ＡＤＣ薬の抗薬物抗体を用いて得られた輝点の分布を観察すると、細胞内に輝点
が１０以上分布するケースではどの場合もＣＲ（著効）に対応していた。
【０１３５】
　さらに、ＣＤ３０を発現するがん細胞とアドセトリスの距離も、輝点間距離として定量
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化できることも明らかとなった。したがって、ＰＩＤ法に基づき所定のタンパク質の発現
量を定量することにより、がん細胞上の標的分子の発現量を定量するとともに、標的分子
と抗体‐薬物複合体の距離も測定することができ、複合的な情報を取得できることが分か
る。
【符号の説明】
【０１３６】
　１０・・・ＣＤ３０
　２０・・・アドセトリス構成薬物（モノメチルアウリスタチンＥ）
　２５・・・アドセトリス構成抗体（ブレンツキシマブ）
　３０・・・抗モノメチルアウリスタチンＥ抗体
　３５・・・抗ＣＤ３０抗体
　４０・・・抗ＩｇＧ抗体
　４１・・・抗ブレンツキシマブ抗体
　５０・・・ビオチン
　５５・・・ストレプトアビジン
　６０・・・テキサスレッド
　６１・・・Ｐｈｅｎｙｌｃｏｕｍａｒｉｎ
　６２・・・ＦＩＴＣ
　７０・・・リンカー

【図１】 【図２】
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【手続補正書】
【提出日】平成30年12月28日(2018.12.28)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体－薬物複合体の構成成分である抗体を可視化する工程（ｂ）を含む、蛍光体集積粒
子を用いた染色法による抗体－薬物複合体の構成成分の検出方法。
【請求項２】
　抗体－薬物複合体の構成成分である薬物を可視化する工程（ａ）を更に含む、請求項１
に記載の検出方法。
【請求項３】
　抗体－薬物複合体の標的分子を可視化する工程（ｃ）を更に含む、請求項１または２に
記載の検出方法。
【請求項４】
　前記工程（ａ）においては、前記抗体－薬物複合体の構成成分である抗体を可視化する
ための蛍光集積粒子とは異なる波長の蛍光を発する蛍光集積粒子を用いて、前記抗体－薬
物複合体の構成成分である薬物を可視化する、請求項２または３に記載の検出方法。
【請求項５】
　前記工程（ｃ）においては、前記抗体－薬物複合体の構成成分である抗体を可視化する
ための蛍光集積粒子とは異なる波長の蛍光を発し、且つ前記抗体－薬物複合体の構成成分
である薬物を可視化するための蛍光集積粒子とも異なる波長の蛍光を発する蛍光集積粒子
を用いて、前記抗体－薬物複合体の標的分子を可視化する、請求項３に記載の検出方法。
【請求項６】
　前記標的分子が、細胞に発現するタンパク質である請求項３または５に記載の検出方法
。
【請求項７】
　前記標的分子が、細胞表面に発現している、受容体またはリガンドである請求項３、５
、６のいずれか一項に記載の検出方法。
【請求項８】
　前記細胞が、がん細胞または免疫細胞である請求項６または７に記載の検出方法。
【請求項９】
　前記標的分子が、がん細胞における、免疫系タンパク質、がん細胞増殖因子、転移制御
因子、血管増殖因子、サイトカイン、がん細胞増殖制御因子受容体、転移制御因子受容体
、血管増殖因子受容体、およびサイトカイン受容体からなる群より選ばれる請求項３、５
、６～８のいずれか一項に記載の検出方法。
【請求項１０】
　前記標的分子が、免疫細胞における、免疫系タンパク質、成長因子、増殖制御因子、増
殖刺激因子、免疫細胞移動因子、サイトカイン、免疫制御因子、シグナル伝達関連タンパ
ク質、およびそれらの受容体からなる群より選ばれる請求項３、５、６～８のいずれか一
項に記載の検出方法。
【請求項１１】
　請求項１～１０のいずれか一項に記載の検出方法によって、抗体－薬物複合体を投与し
たヒトまたはヒト以外の動物から採取した検体における、（ｉ）抗体－薬物複合体の局在
、（ｉｉ）前記標的分子の全体量に対する、前記抗体‐薬物複合体と結合している標的分
子の比率、（ｉｉｉ）前記標的分子、前記抗体‐薬物複合体の構成成分である抗体、前記
抗体‐薬物複合体の構成成分である薬物間の距離、
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　に関する情報の少なくとも一つを特定する、疾患の診断または治療のための情報取得方
法。
【請求項１２】
　前記診断または治療のための情報が、がん、神経疾患、感染性疾患、または遺伝性疾患
に係るものである、請求項１１に記載の情報取得方法。
【請求項１３】
　前記検体が腫瘍組織由来の検体である請求項１１または１２に記載の情報取得方法。
【請求項１４】
　抗体－薬物複合体の構成成分である抗体が可視化された画像を生成する工程を含む、画
像生成方法。
【請求項１５】
　前記画像は、前記抗体－薬物複合体の構成成分である薬物も可視化されたものであるこ
とを特徴とする、請求項１４に記載の画像生成方法。
【請求項１６】
　前記画像は、前記抗体－薬物複合体の標的分子も可視化されたものであることを特徴と
する、請求項１４または１５に記載の画像生成方法。
【請求項１７】
　前記画像において、前記抗体－薬物複合体の構成成分である薬物は、前記抗体－薬物複
合体の構成成分である抗体とは異なる色により可視化されていることを特徴とする、請求
項１５または１６に記載の画像生成方法。
【請求項１８】
　前記画像において、前記抗体－薬物複合体の標的分子は、前記抗体－薬物複合体の構成
成分である抗体とは異なり、且つ前記抗体－薬物複合体の構成成分である薬物とも異なる
色により可視化されていることを特徴とする、請求項１６に記載の画像生成方法。
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