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(57)【要約】
【課題】組織標本の作製の際、有機溶剤による脱水・透徹、又は有機系封入剤による封入
を行っても樹脂粒子や蛍光色素が溶出することのない、蛍光色素内包ナノ粒子を提供する
。
【解決手段】熱硬化性樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子に1～10分間100℃以上に保持
する加熱処理を施すことにより得られる、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子；熱硬化性
樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子と、該コア粒子を被覆する蛍光色素を含有しない熱
硬化性樹脂で形成されたシェル層とを有するコア/シェル粒子に1～10分間100℃以上に保
持する加熱処理を施すことにより得られる、コア/硬化シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子
；熱硬化性樹脂中に蛍光物質を内包したコア粒子に1～10分間100℃以上に保持する加熱処
理を施すことにより得られた硬化コア粒子と、該硬化コア粒子を被覆する蛍光色素を含有
しない熱硬化性樹脂で形成された層とを有する、硬化コア/シェル型の蛍光色素内包ナノ
粒子。
【選択図】なし



(2) JP 2015-108572 A 2015.6.11

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　熱硬化性樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子に、１～１０分間１００℃以上の温度に
保持する加熱処理を施すことにより得られる、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子。
【請求項２】
　熱硬化性樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子と、該コア粒子を被覆する蛍光色素を含
有しない熱硬化性樹脂で形成されたシェル層とを有するコア／シェル粒子に、１～１０分
間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施すことにより得られる、コア／硬化シェル
型の蛍光色素内包ナノ粒子。
【請求項３】
　熱硬化性樹脂中に蛍光物質を内包したコア粒子に、１～１０分間１００℃以上の温度に
保持する加熱処理を施すことにより得られた硬化コア粒子と、該硬化コア粒子を被覆する
蛍光色素を含有しない熱硬化性樹脂で形成されたシェル層とを有する、硬化コア／シェル
型の蛍光色素内包ナノ粒子。
【請求項４】
　前記加熱処理の温度が１００～２００℃である、請求項１～３のいずれか一項に記載の
蛍光色素内包ナノ粒子。
【請求項５】
　前記加熱処理の温度が１１０～１５０℃である、請求項４に記載の蛍光色素内包ナノ粒
子。
【請求項６】
　前記シェル層の厚みが１０～１００ｎｍである、請求項２又は３に記載の蛍光色素内包
ナノ粒子。
【請求項７】
　前記コア粒子の熱硬化性樹脂及び／又は前記シェル層の熱硬化性樹脂がメラミン樹脂又
は尿素樹脂である、請求項１～６のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナノ粒子。
【請求項８】
　蛍光強度が、前記加熱処理が施されていない前記コア粒子、又はコア粒子及びシェル層
ともに前記加熱処理が施されていない前記コア／シェル粒子の蛍光強度の７０％以上であ
り、かつ、
　有機溶媒に１０分間浸漬した後の蛍光強度が、有機溶媒に浸漬する前の蛍光強度の７０
％以上である、請求項１～７のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナノ粒子。
【請求項９】
　前記有機溶媒がエタノール又はキシレンである、請求項８に記載の蛍光色素内包ナノ粒
子。
【請求項１０】
　熱硬化性樹脂と蛍光色素とを接触させてコア粒子を得る工程（ｉ）と、
　該コア粒子に１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施して、硬化コア
型の蛍光色素内包ナノ粒子を得る工程（ｉｉ）とを含む、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ
粒子の製造方法。
【請求項１１】
　熱硬化性樹脂と蛍光色素とを接触させてコア粒子を得る工程（ｉ）と、
　該コア粒子と蛍光色素を含有しない熱硬化性樹脂とを接触させて、表面が該熱硬化性樹
脂で形成されたシェル層で被覆されたコア／シェル粒子を得る工程（ｉｉｉ）と、
　該コア／シェル粒子に１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施して、
コア／硬化シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子を得る工程（ｉｖ）とを含む、コア／硬化シ
ェル型の蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法。
【請求項１２】
　熱硬化性樹脂と蛍光色素とを接触させてコア粒子を得る工程（ｉ）と、
　該コア粒子に１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施して硬化コア粒
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子を得る工程（ｖ）と、
　該硬化コア粒子と蛍光色素を含有しない熱硬化性樹脂とを接触させて、表面が該熱硬化
性樹脂で形成されたシェル層で被覆された硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子を
得る工程（ｖｉ）とを含む、硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法。
【請求項１３】
　前記加熱処理の温度が１００～２００℃である、請求項１０～１２のいずれか一項に記
載の蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法。
【請求項１４】
　前記加熱処理の温度が１１０～１５０℃である、請求項１３に記載の蛍光色素内包ナノ
粒子の製造方法。
【請求項１５】
　前記シェル層の厚みが１０～１００ｎｍである、請求項１１又は１２に記載の蛍光色素
内包ナノ粒子の製造方法。
【請求項１６】
　前記コア粒子の熱硬化性樹脂及び／又は前記シェル層の熱可塑性樹脂がメラミン樹脂又
は尿素樹脂である、請求項１０～１５のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナノ粒子の製
造方法。
【請求項１７】
　請求項１～９のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナノ粒子と、それに結合した生体物
質認識部位とを有する、蛍光標識剤。
【請求項１８】
　有機溶媒で処理された組織切片を請求項１７に記載の蛍光標識剤を用いて免疫染色処理
する工程、及び／又は請求項１７に記載の蛍光標識剤で免疫染色処理された組織切片を有
機溶媒で処理する工程を含む、蛍光免疫染色方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織切片中の特定の物質を検出するために用いる蛍光色素内包ナノ粒子、そ
の製造方法、並びに該蛍光色素内包ナノ粒子を用いた蛍光標識剤及び蛍光免疫染色方法に
関する。
【背景技術】
【０００２】
　病理診断では、臓器摘出や針生検によって得た組織検体を厚さ数ミクロン程度に薄切り
して組織標本を作製し、様々な所見を得るために光学顕微鏡を用いて拡大観察することが
広く行われている。多くの場合、標本は、採取した組織を固定するため脱水し、パラフィ
ンブロック化した後、数μｍの厚さに薄切りし、パラフィンを取り除いて作製される。
【０００３】
　病理診断では、免疫染色と呼ばれる、標本の分子情報の発現を確認するための分子標的
染色を施し、遺伝子やタンパクの発現異常といった機能異常を診断する免疫観察が行なわ
れている。免疫染色には、例えば、酵素を用いた色素染色法（ＤＡＢ染色等）が用いられ
る（特許文献１）。ＤＡＢ染色は、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）を基質として発色させ
ることのできるペルオキシダーゼで修飾された抗体を用いて、観察対象となる抗原を当該
発色により染色して観察することで抗原量を測るものである。しかしながら、ＤＡＢ染色
のような酵素標識による染色は、染色濃度が温度・時間等の環境条件により大きく左右さ
れるため、染色濃度から実際の抗原等の量を見積もることが難しいという課題がある。
【０００４】
　最近、病理診断における免疫観察では、酵素標識による染色の代わりに、蛍光標識体を
用いる蛍光標識法が行なわれている。この方法はＤＡＢ染色と比べて定量性に優れるとい
う特徴がある（非特許文献１）。蛍光標識法は、蛍光色素が修飾された抗体を蛍光標識体
として、対象となる抗原を染色して観察することで抗原量を測るものである。
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【０００５】
　蛍光標識体には、例えば、熱硬化性樹脂粒子中に蛍光色素を含み、粒子径がナノメート
ルサイズであるメラミン・ホルムアルデヒド粒子等が知られている（特許文献２）。蛍光
色素を内包した粒子として可能な限り小さい直径（＜１００ｎｍ）を有するものを製造し
、次にこれらの分子上にストレプトアビジンを固定したものは、蛍光強度が高く、ビオチ
ンラベルタンパク質を検出するのに用いられる。
【０００６】
　ところで、蛍光標識法に用いる標本作製において、エタノール又はキシレン等の有機溶
剤を用いた洗浄又は透徹が行われる。また、染色後は、水系や有機系の封入剤を用いて、
組織切片の封入が行われる。水系封入剤は、標本との屈折率差が大きく、標本を透明にし
にくい、等の問題がある一方で、有機系封入剤は標本との屈折率差が小さく、標本を透明
にできる、形態染色の色味や発色が良い、等の特徴があることから、有機系封入剤の方が
標本作製に好適に用いられる。
【０００７】
　このような標本作製の際、従来の蛍光標識体を用いた場合、有機溶剤や有機系の封入剤
を添加すると、樹脂粒子が一部溶出するために、組織切片中の検出対象物質上に一旦固定
されていた蛍光色素が滲み出すことがあった。そうなると、輝点の位置及び強度（蛍光強
度）にバラツキを生じ、蛍光顕微鏡での観察において、発光強度が低下したり、鮮明な染
色像が得られず、判定精度が悪化する場合がある。
【０００８】
　熱硬化性樹脂については、アミノ樹脂粒子を合成又は加工した後、９０℃以上の温度で
一定時間保持して硬化をさらに進めることにより、脂肪族又は芳香族炭化水素を含む有機
溶媒に接触させても、アミノ樹脂の該溶媒への溶解を防止できることが知られている（特
許文献３）。しかしながら、加熱処理を施すことで、熱硬化性樹脂に含まれる添加物等に
影響を及ぼすことが懸念されるため、加熱処理には慎重な検討が必要である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特開２０１０－１３４１９５号公報
【特許文献２】特表２００８－５４３９８２号公報
【特許文献３】特開２００３－８２０４９号公報
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Robbins Basic Pathology: With STUDENT CONSULT Online Access, 9e 
(Robbins Pathology) Saunders, (2012)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明は、組織標本の作製の際に、エタノールによる脱水、キシレンによる透徹、又は
有機系封入剤による封入を行っても、組織切片内で樹脂粒子が溶け出し、蛍光色素が滲み
出ることのない、病理染色用の蛍光色素内包ナノ粒子及びその製造方法、並びに該蛍光色
素内包ナノ粒子を用いた蛍光標識剤及び蛍光免疫染色方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者は、上記課題を解決するために鋭意検討した結果、熱硬化性樹脂中に蛍光色素
を内包したコア粒子、又は該コア粒子を樹脂で被覆したコア／シェル粒子に、所定の条件
で加熱処理を施すことにより、得られる硬化粒子は、標本作製時に有機溶剤による洗浄や
透徹、又は有機系封止剤の添加によっても、樹脂や蛍光色素の溶出が抑制されることを見
出した。
【００１３】
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　すなわち、本発明は以下の事項からなる。
　［１］熱硬化性樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子に、１～１０分間１００℃以上の
温度に保持する加熱処理を施すことにより得られる、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子
。
【００１４】
　［２］熱硬化性樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子と、該コア粒子を被覆する蛍光色
素を含有しない熱硬化性樹脂で形成されたシェル層とを有するコア／シェル粒子に、１～
１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施すことにより得られる、コア／硬化
シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子。
【００１５】
　［３］熱硬化性樹脂中に蛍光物質を内包したコア粒子に、１～１０分間１００℃以上の
温度に保持する加熱処理を施すことにより得られた硬化コア粒子と、該硬化コア粒子を被
覆する蛍光色素を含有しない熱硬化性樹脂で形成されたシェル層とを有する、硬化コア／
シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子。
【００１６】
　［４］前記加熱処理の温度が１００～２００℃である、［１］～［３］のいずれか一項
に記載の蛍光色素内包ナノ粒子。
　［５］前記加熱処理の温度が１１０～１５０℃である、［４］に記載の蛍光色素内包ナ
ノ粒子。
【００１７】
　［６］前記シェル層の厚みが１０～１００ｎｍである、［２］又は［３］に記載の蛍光
色素内包ナノ粒子。
　［７］前記コア粒子の熱硬化性樹脂及び／又は前記シェル層の熱硬化性樹脂がメラミン
樹脂又は尿素樹脂である、［１］～［６］のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナノ粒子
。
【００１８】
　［８］蛍光強度が、前記加熱処理が施されていない前記コア粒子、又はコア粒子及びシ
ェル層ともに前記加熱処理が施されていない前記コア／シェル粒子の蛍光強度の７０％以
上であり、かつ、有機溶媒に１０分間浸漬した後の蛍光強度が、有機溶媒に浸漬する前の
蛍光強度の７０％以上である、［１］～［７］のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナノ
粒子。
【００１９】
　［９］前記有機溶媒がエタノール又はキシレンである、［８］に記載の蛍光色素内包ナ
ノ粒子。
　［１０］熱硬化性樹脂と蛍光色素とを接触させてコア粒子を得る工程（ｉ）と、該コア
粒子に１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施して、硬化コア型の蛍光
色素内包ナノ粒子を得る工程（ｉｉ）とを含む、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子の製
造方法。
【００２０】
　［１１］熱硬化性樹脂と蛍光色素とを接触させてコア粒子を得る工程（ｉ）と、該コア
粒子と蛍光色素を含有しない熱硬化性樹脂とを接触させて、表面が該熱硬化性樹脂で形成
されたシェル層で被覆されたコア／シェル粒子を得る工程（ｉｉｉ）と、該コア／シェル
粒子に１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施して、コア／硬化シェル
型の蛍光色素内包ナノ粒子を得る工程（ｉｖ）とを含む、コア／硬化シェル型の蛍光色素
内包ナノ粒子の製造方法。
【００２１】
　［１２］熱硬化性樹脂と蛍光色素とを接触させてコア粒子を得る工程（ｉ）と、該コア
粒子に１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施して硬化コア粒子を得る
工程（ｖ）と、該硬化コア粒子と蛍光色素を含有しない熱硬化性樹脂とを接触させて、表
面が該熱硬化性樹脂で形成されたシェル層で被覆された硬化コア／シェル型の蛍光色素内
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包ナノ粒子を得る工程（ｖｉ）とを含む、硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子の
製造方法。
【００２２】
　［１３］前記加熱処理の温度が１００～２００℃である、［１０］～［１２］のいずれ
か一項に記載の蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法。
　［１４］前記加熱処理の温度が１１０～１５０℃である、［１３］に記載の蛍光色素内
包ナノ粒子の製造方法。
【００２３】
　［１５］前記シェル層の厚みが１０～１００ｎｍである、［１１］又は［１２］に記載
の蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法。
　［１６］前記コア粒子の熱硬化性樹脂及び／又は前記シェル層の熱可塑性樹脂がメラミ
ン樹脂又は尿素樹脂である、［１０］～［１５］のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナ
ノ粒子の製造方法。
【００２４】
　［１７］［１］～［９］のいずれか一項に記載の蛍光色素内包ナノ粒子と、それに結合
した生体物質認識部位とを有する、蛍光標識剤。
　［１８］有機溶媒で処理された組織切片を［１７］に記載の蛍光標識剤を用いて免疫染
色処理する工程、及び／又は［１７］に記載の蛍光標識剤で免疫染色処理された組織切片
を有機溶媒で処理する工程を含む、蛍光免疫染色方法。
【発明の効果】
【００２５】
　本発明によれば、熱硬化性樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子、又は該コア粒子を熱
硬化性樹脂で被覆したコア／シェル粒子を１～１０分間、１００℃以上の温度に保持する
加熱処理を施すことにより、又は該コア粒子を１～１０分間、１００℃以上の温度に保持
する加熱処理を施した後、硬化コア粒子を熱硬化性樹脂で被覆することにより、得られる
硬化コア型、コア／硬化シェル型、又は硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子は、
基材ガラスに載置した組織切片に添加した後、エタノールによる脱水や、キシレンによる
透徹の操作を施しても、又は有機系封入剤を添加しても、樹脂や蛍光色素の溶出が効果的
に抑制される。そのため、組織切片上で蛍光色素が輝度を良好に維持し、検出対象物を視
認性良く観察することができる。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１は、実施例において、１０℃／分の速度で昇温し、１００℃以上の温度で１
～１０分間保持し、１０℃／分の速度で降温する、加熱処理を表す図である。
【図２】図２は、コア粒子を蛍光色素を含まないシェル層で被覆した、コア／硬化シェル
型、又は硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子を表す模式図である。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　本発明の蛍光色素内包ナノ粒子には、熱硬化性樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子に
、１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱処理を施すことにより得られる、硬化
コア型の蛍光色素内包ナノ粒子（以下、「硬化コア型粒子（１）」という。）、熱硬化性
樹脂中に蛍光色素を内包したコア粒子と、該コア粒子を被覆する蛍光色素を含有しない熱
硬化性樹脂で形成されたシェル層とを有するコア／シェル粒子に、１～１０分間１００℃
以上の温度に保持する加熱処理を施すことにより得られる、コア／硬化シェル型の蛍光色
素内包ナノ粒子（以下、「コア／硬化シェル型粒子（２）」という。）、及び熱硬化性樹
脂中に蛍光物質を内包したコア粒子に、１～１０分間１００℃以上の温度に保持する加熱
処理を施すことにより得られた硬化コア粒子と、該硬化コア粒子を被覆する蛍光色素を含
有しない熱硬化性樹脂で形成された層とを有する、硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナ
ノ粒子（以下、「硬化コア／シェル型粒子（３）」という。）がある。
【００２８】
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　以下、各粒子について詳細に説明する。
　［蛍光色素内包ナノ粒子］
　熱硬化性樹脂
　本発明で用いられる熱硬化性樹脂には、免疫染色用の標識体に用いることができるもの
であれば、既存の如何なるものでも構わない。例えば、メラミン樹脂、ポリウレア、ポリ
ベンゾグアナミン及びフェノール樹脂等、安定的に蛍光色素を内包できるものが挙げられ
る。メラミン樹脂としては、例えば、水溶性メラミン樹脂「ニカラックＭＸ－０３５」（
日本カーバイド工業社製）が挙げられる。
【００２９】
　蛍光色素
　本発明で用いられる蛍光色素には、免疫染色用の標識体に用いることができるものであ
れば、既存の如何なるものでも構わない。例えば、ローダミン系色素分子、スクアリリウ
ム系色素分子、シアニン系色素分子、芳香環系色素分子、オキサジン系色素分子、カルボ
ピロニン系色素分子、ピロメセン系色素分子等が挙げられる。或いは、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）系色素分子等が挙げられる。なお、これら色素分子の総称は、化
合物中の主要な構造（骨格）又は登録商標に基づき命名されており、それぞれに属する蛍
光色素の範囲は当業者であれば過度の試行錯誤を要することなく適切に把握できるもので
ある。
【００３０】
　ローダミン系色素分子の具体例としては、５－カルボキシ－ローダミン、６－カルボキ
シ－ローダミン、５，６－ジカルボキシ－ローダミン、ローダミン　６Ｇ、テトラメチル
ローダミン、Ｘ－ローダミン、テキサスレッド、スペクトラムレッド、ＬＤ７００パーク
ロレート、スルホローダミン１０１等が挙げられる。
【００３１】
　スクアリリウム系色素分子の具体例としては、SRfluor, 680－carboxylate、１，３－
ビス［４－（ジメチルアミノ）－２－ヒドロキシフェニル］－２，４－ジヒドロキシシク
ロブテンジイリウムジヒドロキシド、ビス‐１，３－ビス［４－（ジメチルアミノ）フェ
ニル］－２，４－ジヒドロキシシクロブテンジイリウムジヒドロキシド、ビス‐２－（４
－（ジエチルアミノ）－２－ヒドロキシフェニル）－４－（４－（ジエチルイミニオ）－
２－ヒドロキシシクロヘキサ－２，５－ジエニリデン）－３－オキソシクロブテ－１－エ
ノレート、２－（４－（ジブチルアミノ）－２－ヒドロキシフェニル）－４－（４－（ジ
ブチルイミニオ）－２－ヒドロキシシクロヘキサ－２，５－ジエニリデン）－３－オキソ
シクロブテ－１－エノレート、２－（８－ヒドロキシ－１，１，７，７－テトラメチル－
１，２，３，５，６，７－ヘキサヒドロピリド［３，２，１－ｉｊ］キノリン－９－イル
）－４－（８－ヒドロキシ－１，１，７，７－テトラメチル－２，３，６，７－テトラヒ
ドロ－１Ｈ－ピリド［３，２，１－ｉｊ］キノリニウム－９（５Ｈ）－イリデン）－３－
オキソシクロブテ－１－エノレート等が挙げられる。
【００３２】
　シアニン系色素分子の具体例としては、１－ブチル－２－［５－（１－ブチル－１，３
－ジヒドロ－３，３－ジメチル－２Ｈ－インドール－２－イリデン）－ペンタ－１，３－
ジエニル］－３，３－ジメチル－３Ｈ－インドリウムヘキサフルオロホスフェート、１－
ブチル－２－［５－（１－ブチル－３，３－ジメチル－１，３－ジヒドロ－インドール－
２－イリデン）－３－クロロペンタ－１，３－ジエニル］－３，３－ジメチル－３Ｈ－イ
ンドリウムヘキサフルオロホスフェート、３－エチル－２－［５－（３－エチル－３Ｈ－
ベンゾチオアゾール－２－イリデン）－ペンタ－１，３－ジエニル］－ベンゾチアゾール
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－３－イウム-アイオダイド等が挙げられる。
【００３３】
　芳香環系色素分子の具体例としては、Ｎ, Ｎ－ビス－（２，６－ジイソプロピルフェニ
ル）－１，６，７，１２－（４－ｔｅｒｔ－ブチルフェノキシ）－ペリレン－３，４，９
，１０－テトラカルボン酸ジイミド、Ｎ,Ｎ'－ビス（２，６－ジイソプロピルフェニル）
－１，６，７，１２－テトラフェノキシペリレン－３，４：９，１０－テトラカルボキシ
ジイミド、Ｎ，Ｎ'－ビス（２，６－ジイソプロピルフェニル）ペリレン－３，４，９，
１０－ビス（ジカルボイミド）、１６Ｎ,Ｎ'－ビス（２，６－ジメチルフェニル）ペリレ
ン－３,４,９,１０－テトラカルボン酸ジイミド、４，４'－[（８，１６－ジヒドロ－８,
１６－ジオキソジベンゾ[ａ,ｊ]ペリレン－２,１０－ジイル）ジオキシ]ジブチル酸、２
，１０－ジヒドロキシ－ジベンゾ[ａ,ｊ]ペリレン－８,１６－ジオン、２，１０－ビス（
３－アミノプロポキシ）ジベンゾ[ａ,ｊ]ペリレン－８,１６－ジオン、３，３'－[（８，
１６－ジヒドロ－８,１６－ジオキソジベンゾ [ａ，ｊ]ペリレン－２,１０－ジイル）ジ
オキシ]ジプロピルアミン、１７－ビス（オクチルオキシ）アントラ［９，１，２－ｃｄ
ｅ－］ベンゾ［ｒｓｔ］ペンタフェン－５－１０－ジオン、オクタデカン酸、 ５，１０
－ジヒドロ－５,１０－ジオキソアントラ [９，１，２－ｃｄｅ]ベンゾ[ｒｓｔ]ペンタフ
ェン－１６,１７－ジイルエステル、ジヒドロキシジベンズアントロン、ベンゼンスルホ
ン酸，４，４'，４''，４'''－[[２，９－ビス[２，６－ビス(１－メチルエチル)フェニ
ル]－１,２,３,８,９,１０－ヘキサヒドロ－１,３,８,１０－テトラオキソアントラ [２
，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ'ｅ'ｆ']ジイソキノリン－５，６，１２，１３－テ
トライル]テトラキス（オキシ）]テトラキス－，ベンゼンエタンアミニウム、４，４'，
４''，４'''－［［２，９－ビス［２，６－ビス（１－メチルエチル）フェニル］－１,２
,３,８,９,１０－ヘキサヒドロ－１,３,８,１０－テトラオキソアントラ [２，１，９－
ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ’ｅ'ｆ’]ジイソキノリン－５，６，１２，１３－テトライル
]テトラキス（オキシ）]テトラキス[Ｎ,Ｎ,Ｎ－トリメチル－］等が挙げられる。
【００３４】
　オキサジン系色素分子の具体例としては、Cresyl violet、Oxazine 170、EVOblue30、N
ile Blue等が挙げられる。
　カルボピロニン系色素分子の具体例としては、CARBOPYRONIN 149等が挙げられる。
【００３５】
　ピロメセン系色素分子の具体例としては、PYRROMETHENE 650等が挙げられる。
　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ系色素分子の具体例としては、Alexa Fluor 555、Alexa Fluor
 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等
（以上、インビトロジェン社製）が挙げられる。
【００３６】
　ＢＯＤＩＰＹ系色素分子の具体例としては、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）等が挙げられる。
【００３７】
　Ｃｙ系色素分子の具体例としては、Cy3.5、Cy5、Cy5.5（以上、ＧＥヘルスケア社製）
等が挙げられる。
　ＤＹ系色素分子の具体例としては、DY-590、DY-610、DY-615、DY-630、DY-631、DY-632
、DY-633、DY-634（以上、ＤＹＯＭＩＣＳ社製）等が挙げられる。
【００３８】
　ＨｉＬｙｔｅ系色素分子の具体例としては、HiLyte Fluor 594、HiLyte Fluor TR（以
上、アナスペック社製）等が挙げられる。
　ＤｙＬｉｇｈｔ系色素分子の具体例としては、DyLight 594、DyLight 633（以上、サー
モサイエンティフィック社製）等が挙げられる。
【００３９】
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　ＡＴＴＯ系色素分子の具体例としては、ATTO590、ATTO610、ATTO620、ATTO633、ATTO65
5等（以上、ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）が挙げられる。
　ＭＦＰ系色素分子の具体例としては、MFP590、MFP631（以上、Ｍｏｂｉｔｅｃ社製）等
が挙げられる。
【００４０】
　その他色素としては、Ｃ－フィコシアニン、フィコシアニン、ＡＰＣ（アロフィコシア
ニン）、APC-XL、Northern Lights 637（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）等が挙げられる
。
【００４１】
　また、これらの誘導体（蛍光色素として機能しうるもの、例えば、公知の誘導体）を挙
げることができる。
　これらのうち、例えば、ローダミン系色素分子、芳香環系色素分子等の蛍光色素は、比
較的耐光性が高いため好ましく、なかでも芳香環系色素分子に属するペリレン、特にペリ
レンジイミドが好ましい。一方、比較的耐光性の低い蛍光色素であっても、適切な熱硬化
性樹脂を選択することにより、本発明による所定の蛍光強度の保持条件を満たす蛍光色素
内包ナノ粒子を調製することができる。
【００４２】
　コア粒子
　コア粒子とは、上記熱硬化性樹脂中に一種又は二種以上の蛍光色素が内包された構造を
有するナノメートルサイズの粒子である。本発明で用いられるコア粒子は、適切な蛍光色
素及び粒子を形成する熱硬化性樹脂を原料として選択した上で、公知の方法により調製す
ることができる。一般的には、熱硬化性樹脂を合成する際に蛍光色素を添加することによ
り、蛍光色素を内包した熱硬化性樹脂の粒子を調製することができる。この際、熱硬化性
樹脂のモノマーが有する官能基と、蛍光色素が有する官能基との相互作用を利用して、熱
硬化性樹脂の粒子に蛍光色素を吸着させるようにしてもよい。また、粒子原料である熱硬
化性樹脂のモノマーに蛍光色素分子を結合させ、そのモノマーを重合させて熱硬化性樹脂
の粒子を合成する方法も挙げられる。
【００４３】
　ここで、硬化コア型粒子（１）におけるコア粒子に生体物質認識部位を結合させるため
の官能基を持たせる方法としては、所定の官能基を予め側鎖に有する（コ）モノマーを（
共）重合させるか、（共）重合して粒子（母体）を調製した後に、それを構成しているモ
ノマー単位に結合した官能基を試薬処理して該所定の官能基に変換する方法が挙げられる
。
【００４４】
　上記の方法は、コア／硬化シェル型粒子（２）または硬化コア／シェル型粒子（３）に
おけるシェル層に生体物質認識部位を結合させるための官能基を持たせる場合についても
同様である。
【００４５】
　あるいは、硬化コア型粒子（１）におけるコア粒子におけるコア粒子、コア／硬化シェ
ル型粒子（２）または硬化コア／シェル型粒子（３）におけるシェル層、どちらに対して
も所望の官能基を有するシランカップリング剤を反応させることで当該官能基を導入する
ようにしてもよい。
【００４６】
　［硬化コア型粒子（１）］
　本発明の硬化コア型粒子（１）は、上記コア粒子を１～１０分間、１００℃以上の温度
に保持する加熱処理を施すことにより得られる。
【００４７】
　加熱処理は、コア粒子をオートクレーブ等の装置に入れて、２～５０℃／分の昇温速度
で昇温し、最高温度である１００℃以上の温度まで昇温したら、１～１０分間、好ましく
は１～５分間、その温度に保持し、その後、１０～５０℃／分の降温速度で降温する。



(10) JP 2015-108572 A 2015.6.11

10

20

30

40

50

【００４８】
　上記加熱処理における最高温度は、１００℃以上であり、好ましくは１１０℃以上であ
る。一方、前記最高温度の上限値は、好ましくは２００℃以下であり、より好ましくは１
５０℃以下であり、特に好ましくは１３５℃以下である。具体的には、加熱処理における
最高温度は、好ましくは１００～２００℃であり、より好ましくは１１０～１５０℃、特
に好ましくは１１０～１３５℃である。
【００４９】
　最高温度が１００℃未満であると、硬化が不十分となる場合がある。最高温度は２８０
℃であり、それ以上となると樹脂の熱分解が起こる。
【００５０】
　加熱処理の保持時間が１分未満だと、十分に加熱処理を行うことができないことがある
が、加熱処理の保持時間が１０分を超えると、熱により蛍光色素が損傷を受け、その結果
、蛍光強度が低下し、組織切片上で視認性良く蛍光観察ができなくなることがある。
【００５１】
　硬化コア型粒子（１）の平均粒径は通常２０～３００ｎｍ、好ましくは５０～２００ｎ
ｍである。硬化コア型粒子（１）の平均粒径が３００ｎｍを超えると染色性に問題が生じ
る場合があり、硬化コア型粒子（１）の平均粒径が２０ｎｍ未満であると、視認性に問題
が生じる場合がある。上記硬化コア型粒子（１）の平均粒径は、走査型電子顕微鏡（ＳＥ
Ｍ）を用いて電子顕微鏡写真を撮影し、蛍光色素内包ナノ粒子の断面積を計測し、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
。蛍光色素内包ナノ粒子の集団の粒子サイズの平均（粒径）及び変動係数は、十分な数（
例えば１０００個）の蛍光色素内包ナノ粒子について上記のようにして粒子サイズ（粒径
）を測定した後、平均粒径はその算術平均として算出され、変動係数は式：１００×粒径
の標準偏差／平均粒径により算出される。このような平均粒径の測定方法は、コア／硬化
シェル型粒子（２）および硬化コア／シェル型粒子（３）についても同様である。
【００５２】
　［コア／硬化シェル型粒子（２）］
　本発明のコア／硬化シェル型粒子（２）は、上記コア粒子の表面に、蛍光色素を含有し
ない熱硬化性樹脂を被覆してシェル層を形成し、該コア／シェル粒子に、１～１０分間１
００℃以上の温度に保持する加熱処理を施すことにより得られる。
【００５３】
　熱硬化性樹脂には、例えば、メラミン樹脂、ポリウレア、ポリベンゾグアナミン及びフ
ェノール樹脂等が挙げられる。このうち、安定的に蛍光色素を内包できるという観点から
、例えば、メラミン樹脂、ポリウレア、ポリベンゾグアナミン及びフェノール樹脂等の熱
硬化性樹脂が好ましい。メラミン樹脂としては、例えば、水溶性メラミン樹脂「ニカラッ
クＭＸ－０３５」（日本カーバイド工業社製）が挙げられる。
【００５４】
　なお、蛍光色素を含有しない熱硬化性樹脂を被覆するとは、熱硬化性樹脂に蛍光色素を
添加又は反応させることなくそのまま被覆に用いることをいう。
　加熱処理の温度及び時間についての詳細は、［硬化コア型粒子（１）］の項ですでに述
べたとおりである。
【００５５】
　コア／硬化シェル型粒子（２）の平均粒径は通常４０～５００ｎｍ、好ましくは５０～
２００ｎｍである。コア／硬化シェル型粒子（２）の平均粒径が５００ｎｍを超えると、
染色性に課題がある場合があり、コア／硬化シェル型粒子（２）の平均粒径が４０ｎｍ未
満であると、視認性に問題が生じる場合がある。上記コア／硬化シェル型粒子（２）の平
均粒径の測定方法は、［硬化コア型粒子（１）］の項ですでに述べたとおりである。
【００５６】
　シェル層の厚みは、１０～１００ｎｍであるのが好ましく、２０～４０ｎｍであるのが
より好ましい。コア／硬化シェル型粒子の作製に用いられるコア粒子の平均粒径と、最終
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的に得られたコア／硬化シェル型粒子の平均粒径の差を、シェル層の厚みとみなすことが
できる。
【００５７】
　［硬化コア／シェル型粒子（３）］
　本発明の硬化コア／シェル型粒子（３）は、上記コア粒子に、１～１０分間１００℃以
上の温度に保持する加熱処理を施した後、得られた硬化コア粒子の表面を、蛍光色素を含
有しない熱硬化性樹脂を被覆してシェル層を形成したものである。
【００５８】
　上記樹脂は、［コア／硬化シェル型粒子（２）］の項で記載したとおりである。
　加熱処理の温度及び時間についての詳細は、［硬化コア型粒子（１）］の項ですでに述
べたとおりである。
【００５９】
　硬化コア／シェル型粒子（３）の平均粒径は、［コア／硬化シェル型粒子（２）］と同
様に、通常４０～５００ｎｍ、好ましくは５０～２００ｎｍの粒子である。硬化コア／シ
ェル型粒子（３）の平均粒径が５００ｎｍを超えると、染色性に課題ある場合があり、硬
化コア／シェル型粒子（３）の平均粒径が４０ｎｍ未満であると、視認性に課題ある場合
がある。上記硬化コア／シェル型粒子（３）の平均粒径の測定方法は、［硬化コア型粒子
（１）］の項ですでに述べたとおりである。
【００６０】
　シェル層の厚みは、１０～１００ｎｍであるのが好ましく、２０～４０ｎｍであるのが
より好ましい。シェル層の厚みの測定方法は、［コア／硬化シェル型粒子（２）］の項で
すでに述べたとおりである。
【００６１】
　［蛍光色素内包ナノ粒子］
　本発明の蛍光色素内包ナノ粒子の蛍光強度は、上記の加熱処理が施されていないコア粒
子、又はコア粒子及びシェル層ともに上記加熱処理が施されていないコア／シェル粒子の
蛍光強度の７０％以上であり、かつ、本発明の蛍光色素内包ナノ粒子を有機溶媒中に１０
分間浸漬した後の蛍光強度は、有機溶媒に浸漬する前の蛍光強度の７０％以上であること
が好ましい。
【００６２】
　前者の蛍光強度は、本発明の蛍光色素内包ナノ粒子と、上記加熱処理が施されていない
コア粒子、又はコア粒子及びシェル層ともに上記加熱処理が施されていないコア／シェル
粒子と、のそれぞれについて、後述するような方法で評価スライドを作製し、蛍光顕微鏡
によって蛍光画像を取得し（励起波長５７５～６００ｎｍ、蛍光波長６１２～６８２ｎｍ
）、それぞれの蛍光像を目視で評価し、両者の蛍光強度を比較することにより求める。　
【００６３】
　後者の蛍光強度は、本発明の蛍光色素内包ナノ粒子をエタノール又はキシレン中に分散
させた分散液について、まず蛍光強度を測定し、それから、該分散液を１０分間攪拌した
後、遠心分離し、上澄みを除去し、蛍光色素内包ナノ粒子をエタノール又はキシレン中に
再び分散し、遠心分離前と同一の濃度に再調整して、蛍光強度を再び測定し、両者の蛍光
強度を比較することにより求める。
【００６４】
　本発明では、コア粒子又はコア／シェル粒子を１～１０分間１００℃以上という条件下
に保持することにより、加熱処理により熱硬化性樹脂や蛍光色素を損傷させることなく、
熱硬化性樹脂の付加縮合反応を完全に進行させることができる。これにより、熱硬化性樹
脂内で分子が緊密に結合し、該熱硬化性樹脂の三次元構造に蛍光色素が強固に取り込まれ
、評価スライド作製時にエタノールやキシレン等の有機溶媒や有機系封止剤と接触させて
も、組織切片上に載置した蛍光色素内包ナノ粒子から熱硬化性樹脂や蛍光色素が溶け出す
ことなく、輝点の位置や蛍光強度を良好に維持することができる。
【００６５】
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　［蛍光標識剤］
　本発明の蛍光標識剤は、上記蛍光色素内包ナノ粒子と、それに結合した生体物質認識部
位とを有する。
【００６６】
　特定の抗原に対して免疫染色を行う際には、蛍光色素内包ナノ粒子と一次抗体とを連結
させた標識体（コンジュゲート）を作製し、抗原に直接結合させる方法（一次抗体法）；
蛍光色素内包ナノ粒子と二次抗体とを連結させた標識体を作製し、抗原に結合した一次抗
体に結合させる方法（二次抗体法）；蛍光色素内包ナノ粒子と、アビジン又はストレプト
アビジンとを連結させた標識体を作製し、抗原に結合したビオチン修飾一次抗体が有する
ビオチン又は一次抗体に結合したビオチン修飾二次抗体が有するビオチンに結合させる方
法、あるいはこれらの結合様式におけるビオチンとアビジン又はストレプトアビジンとを
入れ替えた方法（ビオチン－アビジン法）等がある。
【００６７】
　本発明の蛍光色素内包ナノ粒子は、これらの方法に基づき、上記のような生体物質認識
部位と連結させた蛍光標識剤の形態にして用いられる。
　ここで、本発明の蛍光色素内包ナノ粒子は、標識体化していない状態で分散液として保
存しておき、免疫染色を行う直前にその蛍光色素内包ナノ粒子と標識体化のための試薬と
を反応させて標識体化して、病理染色液を調製するようにしてもよいが、免疫染色を行う
際に直ちに使用できるよう、あらかじめ標識体化した状態で分散液として保存しておくこ
とが好ましい。この場合、病理染色液の用途（免疫染色の対象とする抗原）が限定されな
い汎用的なものとなるよう、蛍光色素内包ナノ粒子は、アビジン又はストレプトアビジン
が連結して複合体化されていることが好ましい。
【００６８】
　なお、免疫染色に用いる一次抗体は如何なるものでも構わず、免疫染色を行いたい対象
によって変わる。例えば、Ｋｉ６７（細胞周期関連核タンパク質）を抗原とする免疫染色
を行う場合には、抗Ｋｉ６７抗体を用いる。また、二次抗体は如何なるものを用いても構
わず、一次抗体によって変わる。二次抗体には、例えば、抗マウス・ラビット・牛・ヤギ
・羊・犬・チキン抗体等がある。
【００６９】
　蛍光色素内包ナノ粒子と抗体やビオチンの結合は既存の如何なる方法を用いても構わな
い。例えば、アミンとカルボン酸の反応によるアミド化、マレイミドとチオールの反応に
よるスルフィド化、アルデヒドとアミンの反応によるイミン化、エポキシとアミンの反応
によるアミノ化等を用いることができる。
【００７０】
　免疫染色の対象となりうる抗原には、前述したＫｉ６７以外にも、ＨＥＲ－２、ＨＥＲ
－３、ＨＥＲ－４（Human Epidermal Growth Factor Receptor（ヒト上皮成長因子受容体
））、ＥＧＦＲ（Epidermal Growth Factor Receptor（上皮成長因子受容体））、ＰＤＧ
ＦＲ（Platelet-Derived Growth Factor（血小板由来増殖因子受容体））、ＶＥＧＲＲ（
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor（血管内皮細胞増殖因子受容体））、Ｎ
ＧＦＲ（Nerve Growth Factor Receptor（神経成長因子受容体））、ＦＧＦＲ（Fibrobla
st Growth Factor Receptor（繊維芽細胞増殖因子受容体））、ＩＲ（Insulin Receptor
（インスリン受容体））、ＥＲ（Estrogen Receptor（エストロゲン受容体）、ＰｇＲ（P
rogesterone Receptor（プロゲステロン受容体））、ｃ－Ｍｅｔ（肝細胞増殖因子受容体
）、ＴＮＦ－α（Tumor Necrosis Factor（腫瘍壊死因子））受容体、ＩＬ－６（Interle
ukin（インターロイキン））受容体等の炎症性サイトカイン受容体；ＡＬＫ（Anaplastic
 lymphoma kinase（未分化リンパ腫キナーゼ））等の受容体関連物質；
　ＣＤ３１（ＰＥＣＡＭ－１）（Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1（血
小板内皮細胞接着分子１））；ＣＤ３４（Endothelial cell marker（内皮細胞マーカー
））、ＧＰＣ３（Glypican（グリピカン）３）等の細胞表面マーカー関連物質；
　ｐ５３遺伝子、c-kit（ＣＤ１１７前がん遺伝子）等のがん遺伝子関連物質；
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　ＲＳＶＦタンパク質Ｂ型肝炎ウイルス表面抗原、Ｂ型肝炎ウイルスコア抗原、Ｃ型肝炎
ウイルスＮＳ３（Non-structural protein（非構造タンパク質）３）等のウイルス関連物
質；
　ＣＫ７（Cytokeratin（サイトケラチン））、Ａｃｔｉｎ（アクチン）等の細胞骨格関
連物質等が挙げられる。
【００７１】
　［蛍光免疫染色方法］
　本発明の蛍光免疫染色方法は、有機溶媒で処理された組織切片を上記蛍光標識剤を用い
て免疫染色処理する工程、及び／又は上記蛍光標識剤で免疫染色処理された組織切片を有
機溶媒で処理する工程を含む。具体的には、本発明の蛍光免疫染色方法は、アミノシラン
コートを施した基材ガラス（以下「アミノシランコートスライドガラス」という。）に組
織切片を載せ、脱パラフィン処理及び賦活化処理の工程を行った後、ブロッキング剤を添
加する工程（Ｉ）と、該組織切片上に上記病理染色液を添加し、組織切片中の抗原に対し
て抗体を反応させ、免疫染色する工程（ＩＩ）とからなる。
【００７２】
　工程（Ｉ）で用いられるアミノシランコートスライドガラスは、例えば、アミノプロピ
ルトリエトキシシラン、アミノプロピルトリメトキシシラン又はアミノプロピルメチルジ
メトキシシラン等をスライドガラスにコートすることにより作製することができる。また
、Ｓ０８１１０（松浪硝子工業社製 ＡＰＳ（アミノシラン）コートスライドグラス）及
びシラン１１０６（武藤化学社製 剥離防止剤コートスライド）等の市販品を使用しても
よい。
【００７３】
　脱パラフィン処理では、ガラス容器等に入れた十分な量の脱パラフィン剤に、組織切片
を貼り付けたアミノシランコートスライドガラスを室温で３～３０分程度浸漬し、組織切
片全体が浸かるようにして、パラフィンを溶かし出して組織切片から除去する。必要によ
り、浸漬途中で脱パラフィン剤を清浄なものに入れ替えて、或いは脱パラフィン剤を容器
ごと替えて、浸漬を複数回繰り返してもよい。脱パラフィン剤には、通常、キシレンが用
いられる。次いで、アミノシランコートスライドガラスに固定した組織切片をエタノール
中に浸漬させて、脱パラフィン剤を除去する。さらに、エタノールに浸漬した後の組織切
片を水中に浸漬させて、エタノールを除去する。
【００７４】
　賦活化処理とは、賦活液として、例えば、０．０１Ｍ（モル濃度ｍｏｌ／Ｌ、以下同じ
）クエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１ｍＭエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）溶液（ｐ
Ｈ８．０）、５％尿素、又は０．１Ｍトリス塩酸緩衝液等を用いて、検出対象である生体
物質の賦活化処理を行うことをいう。加熱機器としては、オートクレーブ、マイクロウェ
ーブ、圧力鍋、又はウォーターバス等が用いられる。温度は室温～１３０℃、時間は５～
３０分で行うことができる。次いで、ＰＢＳを入れた容器に、賦活処理後の組織切片はＰ
ＢＳで洗浄する。
【００７５】
　上記ブロッキング剤には、正常血清、ウサギ血清、ヤギ血清及びラット血清等の動物血
清、ウシ血清アルブミン、人工合成ポリマー、ゼラチン並びにカゼイン等の既存のものが
特に制限なく用いられる。このうち、動物血清及びウシ血清アルブミン等が好ましく、動
物血清がより好ましい。
【００７６】
　ブロッキング剤の添加は、アミノシランコートスライドガラスに固定した組織切片に対
して添加することにより行う。組織切片へのブロッキング剤の適当な添加量は、組織切片
を覆うことができる程度の量であればよく、通常３０～８００μＬ、好ましくは５０～３
００μＬである。
【００７７】
　組織切片には、例えば、癌等の非自己物質を含む病理切片が用いられる。具体的には、
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乳がんや肝臓がん等の組織を１～２０μｍ程度の厚さにスライスしたものが用いられる。
例えば、肝臓がん組織スライド（ＵＳ Ｂｉｏｍａｘ社製Ｔ０３１）等の市販品を使用し
てもよい。この肝臓がん組織スライドは、肝臓がんのサンプルとして一般的に使用される
ものである。
【００７８】
　工程（ＩＩ）は免疫染色工程である。すなわち、例えば、ＰＢＳで５倍程度に希釈した
病理染色液を組織切片上に添加して、検出の対象とする組織を染色し、次いで、封入剤を
添加した後、カバーガラスを載せて、評価スライドとする。
【００７９】
　なお、上記の免疫染色は、組織染色に限定されるものではなく、細胞染色に適用するこ
とも可能である。また、検出の対象とする病理組織物質は、蛍光標識体と特異的に結合す
る物質が存在するものであれば特に限定されるものではない。典型的には、上記のように
抗原及び抗体の組み合わせが用いられるが、例えば、核酸分子（オリゴヌクレオチド、ポ
リヌクレオチド）及びそれに相補的に結合しうる配列を有する核酸分子の組み合わせを用
いることも可能である。
【００８０】
　免疫染色をした組織切片は、有機溶媒により脱水及び透徹した後、封入剤で封入する。
具体的には、脱水及び透徹は、染色した組織切片をＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）
等の水系洗浄液で洗浄後、エタノールによる脱水及びキシレン置換により行う。エタノー
ルによる脱水は、エタノールに水を混合する割合を、例えば、５０％、３０％、１０％、
０％というように水含有率を下げたエタノールに、組織切片を順次漬けていき、エタノー
ルに置換することにより行う。エタノール置換した組織切片をキシレンに漬けることで、
キシレン置換が行われ、組織切片が透徹される。キシレン置換した組織切片に封入剤を載
せ、カバーガラス等を載せることで封入が行われる。
　封入剤には有機系封入剤が好ましく、例えば、コスモバイオ社製マウントクイック等の
他、メルク社製エンテランニュー等の市販品が挙げられる。
【００８１】
　蛍光観察
　上記工程（Ｉ）及び（ＩＩ）により作製した評価スライドに、蛍光色素内包ナノ粒子が
内包する蛍光色素に応じた所定の波長を有する励起光（例えば、励起波長５７５～６００
ｎｍ、蛍光波長６１２～６８２ｎｍ）を照射することにより、その蛍光色素内包ナノ粒子
が発する蛍光を観察する。これにより、その組織切片内の特定の生体分子を検出すること
ができる。
【００８２】
　励起光の照射には、一般的な蛍光観察と同様の照射手段を用いればよく、例えば、蛍光
顕微鏡が備えるレーザー光源から、必要に応じて所定の波長を選択的に透過させるフィル
ターを用いて、適切な波長及び出力の励起光を染色された組織切片に照射すればよい。
【００８３】
　蛍光の観察は、蛍光顕微鏡の鏡筒から行ってもよいし、蛍光顕微鏡に設置されたカメラ
が撮影した画像を別途、モニタ等の表示手段に表示して行ってもよい。また、必要に応じ
て所定の波長を選択的に透過させるフィルターを用いてもよい。
【００８４】
　具体的には、アミノシランコートスライドガラスに載せた組織切片内に存在する輝点数
を計測する。観察視野全体の核の面積及び核に存在する輝点数を計測し、単位面積当たり
の輝点数（個／μｍ2）を算出し、３視野における平均値を求めることで、シグナルとし
て算出する。
【実施例】
【００８５】
　以下、実施例を挙げて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されない。
　［調製例１］コア粒子の調製（工程ｉ）
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　スルホローダミン１０１（シグマアルドリッチ社製）２．５ｍｇを水２２．５ｍLに加
えた後、ホットスターラーを使って７０℃で２０分間加熱した。ここに、ニカラックＭＸ
－０３５（日本カーバイド工業社製、メラミン樹脂）１．５ｇを加え、さらに５分間加熱
攪拌した。さらにギ酸１００μLを加え、６０℃で２０分間加熱攪拌した後、室温下に放
冷した。放冷後、反応混合物を遠心用チューブに入れて遠心分離機で１２０００ｒｐｍで
２０分間、遠心分離し、上澄みを除去し、沈殿物を１ｍLの純水中に再分散し、樹脂粒子
の分散液を得た。
【００８６】
　［実施例１］
　硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子の調製（工程（ｉｉ））
　調製例１で得られた分散液を、オートクレーブに入れて、10℃／分の昇温速度で昇温さ
せ、１００℃の温度を１０分間保持した後、10℃／分の降温速度で降温させて硬化コア型
の蛍光色素内包ナノ粒子を得た。
【００８７】
　表面修飾（工程（ｖｉｉ））
　得られた硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子０．１ｍｇをエタノール１．５ｍL中に分
散し、アミノプロピルトリエトキシシラン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した。
【００８８】
　さらに、ここに、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）を２ｍＭ含有したリン酸緩衝生
理食塩水（ＰＢＳ）を添加して、濃度が３ｎＭとなるように調整し、この溶液に最終濃度
が１０ｍＭとなるようにＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、スクシ
ンイミジル‐［（Ｎ－マレオミドプロピオンアミド）‐ドデカエチレングリコール］エス
テル）を混合し、１時間反応させた。この混合液を１０，０００Ｇで２０分間遠心分離し
、上澄みを除去した後、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈殿物を分散させ、再
度遠心分離した。同様の手順による洗浄を３回行い、末端にマレイミド基が付いた蛍光色
素内包ナノ粒子を得た。
【００８９】
　一方、ストレプトアビジン（和光純薬社製）をＮ－スクシンイミジルＳ－アセチルチオ
アセテート（ＳＡＴＡ）を用いてチオール基付加処理を行った後、ゲルろ過カラムによる
ろ過を行い、蛍光色素内包ナノ粒子に結合可能なストレプトアビジン溶液を得た。
【００９０】
　上記の末端にマレイミド基が付いた蛍光色素内包ナノ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、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、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ナノ粒子を得た。
【００９１】
　［実施例２］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、１１０℃の温度で１分間保持したこと以外は、実施例１と同様にしてス
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ナノ粒子を調製した。
【００９２】
　［実施例３］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、１１０℃の温度で３分間保持したこと以外は、実施例１と同様にしてス
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ナノ粒子を調製した。
【００９３】
　［実施例４］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
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持する代わりに、１１０℃の温度で７分間保持したこと以外は、実施例１と同様にしてス
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ナノ粒子を調製した。
【００９４】
　［実施例５］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、１１０℃の温度で１０分間保持したこと以外は、実施例１と同様にして
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ナノ粒子を調製した。
【００９５】
　［実施例６］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、２０５℃の温度で１０分間保持したこと以外は、実施例１と同様にして
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ナノ粒子を調製した。
【００９６】
　［実施例７］
　調製例１において、ニカラックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社製、メラミン樹脂
）の代わりに、尿素樹脂を用いたこと以外は、調製例１と同様にして分散液を得た。尿素
樹脂原料０．８０ｇを使用した以外は、実施例１と同様に色素樹脂粒子の製造等を行った
。本尿素樹脂は、骨格自体にアミノ基を多く含有することで樹脂がプラス電荷となった。
なお、尿素樹脂原料は既存の方法により作製した、メチロール化度が４０～７０％の尿素
であった。
【００９７】
　実施例１の工程（ｉｉ）において、調製例１で得られた分散液の代わりに、前記分散液
を用いたことと、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保持する代わりに、１
１０℃の温度で１０分間保持することに変更した以外は、実施例１と同様にしてストレプ
トアビジン結合テキサスレッド色素内包メラミンナノ粒子を調製した。
【００９８】
　［比較例１］
　調製例１において、反応混合物を遠心分離し、上澄みを除去した後、沈殿物を純水中に
再分散する操作を行わなかったこと以外は、調製例１と同様にして樹脂粒子を得た。
【００９９】
　実施例１の工程（ｉｉ）において、工程（ｉｉ）を行わなかったことと、工程（ｖｉｉ
）において、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子の代わりに、前記樹脂粒子を用いたこと
以外は、実施例１と同様にして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
ナノ粒子を調製した。
【０１００】
　［比較例２］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、９５℃に昇温した後、該温度を保持せずにすぐに降温したこと以外は、
実施例１と同様にして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ナノ粒子
を調製した。
【０１０１】
　［比較例３］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、１１０℃の温度で１２分間保持したこと以外は、実施例１と同様にして
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ナノ粒子を調製した。
【０１０２】
　［実施例８］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、１３５℃の温度で１０分間保持することに変更した以外は、実施例１と
同様にして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ナノ粒子を調製した
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。
【０１０３】
　［実施例９］
　実施例１の工程（ｉｉ）において、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間保
持する代わりに、１５０℃の温度で１０分間保持することに変更した以外は、実施例１と
同様にして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ナノ粒子を調製した
。
【０１０４】
　［実施例１０］
　コア／シェル粒子の形成（工程ｉｉｉ）
　調製例１で得られた分散液１ｍLを水１５ｍLに添加し、ホットスターラー上で７０℃で
２０分間加熱し、ニカラックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社製、メラミン樹脂）０
．３ｇを加え、さらに５分間加熱攪拌した。ギ酸１０μLを加え、７０℃で５分間加熱攪
拌した後、温度を６０℃に調整し、再びギ酸１０μＬを添加した。６０℃で２０分間加熱
攪拌した後、室温で放冷した。冷却後、反応混合物を遠心用チューブに入れて遠心分離機
に１２０００ｒｐｍで２０分間かけ、上澄みを除去した。得られた沈殿物を１ｍLの純水
中に再分散し、コア／シェル粒子（コア／シェル型の樹脂粒子）（シェルの厚み：５ｎｍ
）の分散液を得た。
【０１０５】
　コア／硬化シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子の調製（工程（ｉｖ））
　実施例１の工程（ｉｉ）において、調製例１で得られた分散液の代わりに、工程（ｉｉ
ｉ）で得られた分散液を用いたことと、オートクレーブ内で、１００℃の温度で１０分間
保持する代わりに、１３５℃の温度で１０分間保持することに変更した以外は、実施例１
の工程（ｉｉ）と同様にして、コア／硬化シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子を得た。
【０１０６】
　表面修飾（工程（ｖｉｉ））
　実施例１の工程（ｖｉｉ）において、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子の代わりに、
上記工程（ｉｖ）で得られたコア／硬化シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子を用いたこと以
外は、実施例１の工程（ｖｉｉ）と同様にして、ストレプトアビジン結合テキサスレッド
色素内包メラミンナノ粒子を得た。
【０１０７】
　［実施例１１］
　硬化コア粒子の形成（工程（ｖ））
　調製例１及び実施例１の工程（ｉｉ）に従って、硬化コア粒子を得た。
【０１０８】
　硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子の調製（工程（ｖｉ））
　実施例１０の工程（ｉｉｉ）において、調製例１で得られた分散液１ｍLの代わりに、
上記工程（ｖ）で得られた硬化コア粒子を１ｍＬ純水中に分散させた分散液を用いたこと
以外は、実施例１０の工程（ｉｉｉ）と同様にして、硬化コア／シェル型の蛍光色素内包
ナノ粒子を得た。
【０１０９】
　表面修飾（工程（ｖｉｉ））
　実施例１の工程（ｖｉｉ）において、硬化コア型の蛍光色素内包ナノ粒子の代わりに、
工程（ｖｉ）で得られた硬化コア／シェル型の蛍光色素内包ナノ粒子を用いたこと以外は
、実施例１の工程（ｖｉｉ）と同様にして、ストレプトアビジン結合テキサスレッド色素
内包メラミンナノ粒子を得た。
【０１１０】
　［実施例１２］
　実施例１０の工程（ｉｉｉ）において、シェルの厚みが５ｎｍではなく、１５ｎｍのコ
ア／シェル粒子の分散液を得たこと以外は、実施例１０と同様にして、ストレプトアビジ
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ン結合テキサスレッド色素内包メラミンナノ粒子を得た。
【０１１１】
　［実施例１３］
　実施例１０の工程（ｉｉｉ）において、シェルの厚みが５ｎｍではなく、１１０ｎｍの
コア／シェル粒子の分散液を得たこと以外は、実施例１０と同様にして、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ナノ粒子を得た。
【０１１２】
　［評価スライドの作製］
　アミノシランコートスライドガラス（Ｓ０８１１０（松浪硝子工業社製 ＡＰＳ（アミ
ノシラン）コートスライドグラス））に固定された肝臓がん組織スライド（ＵＳ Ｂｉｏ
ｍａｘ社製Ｔ０３１）をキシレンに浸漬し、パラフィンを除去後、クエン酸緩衝液（ｐＨ
６．０）中１５分間、オートクレーブ処理した。ＰＢＳを用いて洗浄後、１０％ウサギ血
清（ニチレイ社製）を添加し、室温下１時間放置した。ＰＢＳで洗浄後、抗Ｋｉ６７抗体
（ダコ社製）を添加し、室温下３０分間放置した。ＰＢＳで洗浄後、ビオチン標識抗マウ
ス抗体（ニチレイ社製）を添加し、室温下で３０分間放置した。実施例１～１３及び比較
例１～３で調製したナノ粒子を添加し、室温下２時間反応させた後、ＰＢＳで洗浄を行っ
た。エタノール、キシレンの順にスライドを浸漬させ、次いで有機系封入剤（メルク社エ
ンテランニュー）を添加した後、カバーガラスを載せ、評価スライドを作製した。
【０１１３】
　［参考例１］
　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ナノ粒子（加熱処理なし）の
調製及び評価スライドの作製
　スルホローダミン１０１（シグマアルドリッチ社製）２．５ｍｇを水２２．５ｍLに加
えた後、ホットスターラーを使って７０℃で２０分間加熱した。ここに、ニカラックＭＸ
－０３５（日本カーバイド工業社製、メラミン樹脂）１．５ｇを加え、さらに５分間加熱
攪拌した。さらにギ酸１００μLを加え、６０℃で２０分間加熱攪拌した後、室温下に放
冷した。放冷後、反応混合物を遠心用チューブに入れて遠心分離機で１２０００ｒｐｍで
２０分間、遠心分離し、上澄みを除去して樹脂粒子を得た。
【０１１４】
　上記樹脂粒子を用いて、実施例１の工程（ｖｉｉ）と同様にして、コア／シェル型のス
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ナノ粒子を調製した。
　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ナノ粒子を用いて、［評
価スライドの作製］の項と同様にして、評価スライドを作製した。
【０１１５】
　［評価方法］
　評価法１（蛍光強度判定）：参考例１で作製した評価スライドと、実施例１～１３及び
比較例１～３で作製した評価スライドとについて、カールツァイス社製正立型蛍光顕微鏡
Ａｘｉｏ Ｉｍａｇｅｒ ２を用いて蛍光画像を取得し、それぞれの蛍光像を目視で評価し
た。励起波長５７５～６００ｎｍ、蛍光波長６１２～６８２ｎｍとした。
【０１１６】
　加熱処理を施した実施例１～１３及び比較例２～３の評価スライドの蛍光強度が、加熱
処理を施していない比較例１（コア粒子）又は参考例１（コア／シェル粒子）の評価スラ
イドの蛍光強度の９０％以上である場合を◎とし、８０％以上９０％未満である場合を○
とし、７０％以上８０％未満である場合を△とし、７０％未満である場合を×とした。
【０１１７】
　評価法２（有機溶媒耐性判定）：ストレプトアビジン結合テキサスレッド色素内包メラ
ミンナノ粒子をエタノール又はキシレン中に分散させた分散液の蛍光強度を測定した。そ
の後、上記分散液を１０分間攪拌した後、遠心分離し、上澄みを除去し、粒子をエタノー
ル又はキシレン中に再分散し、遠心分離前と同一の濃度に再調整して、蛍光強度を再び測
定した。
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【０１１８】
　遠心分離後に測定した蛍光強度が、遠心分離前に測定した蛍光強度の９０％以上である
場合を◎とし、８０％以上９０％未満である場合を○とし、７０％以上８０％未満である
場合を△とし、７０％未満である場合を×とした。
【０１１９】
　［評価結果］
　加熱処理を施していない比較例１、及び加熱処理が不十分な比較例２では、エタノール
又はキシレンに浸漬させた後の蛍光強度が、浸漬前と比べて小さくなっており、有機溶媒
耐性に劣ることがわかる。
【０１２０】
　加熱処理の時間の長い比較例３では、加熱処理後の蛍光強度が、加熱処理前と比べて小
さくなっていることから、加熱処理を長く行ったことにより、蛍光色素が損傷したことが
示唆される。
【０１２１】
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