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(57)【要約】
【課題】組織切片の永久標本を作製のためのキシレンに
よる透徹を行った場合に、蛍光色素の溶出が防止された
蛍光色素標識用樹脂粒子を提供する。
【解決手段】樹脂からなる樹脂粒子に蛍光色素が共有結
合以外で結合された蛍光色素標識用樹脂粒子であって、
（１）前記樹脂がスチレン、メタクリル酸アルキル及び
アクリロニトリルからなる群より選ばれる少なくとも１
つの単官能モノマーから形成される構成単位を含み、か
つその構成単位に含まれる水素の少なくとも一部が電荷
を持つ置換基に置き換えられていること、又は、前記樹
脂が単官能モノマーとしてのメタクリル酸から形成され
る構成単位を含んでいること、（２）前記樹脂の架橋度
が５０％以上であること、及び（３）前記蛍光色素が前
記樹脂の有する電荷を持つ置換基の電荷とは反対の電荷
を持つ置換基を有することを特徴とする蛍光色素標識用
樹脂粒子。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　樹脂からなる樹脂粒子に蛍光色素が共有結合以外で結合された蛍光色素標識用樹脂粒子
であって、
（１）前記樹脂がスチレン、メタクリル酸アルキル及びアクリロニトリルからなる群より
選ばれる少なくとも１つの単官能モノマーから形成される構成単位を含み、かつその構成
単位に含まれる水素の少なくとも一部が電荷を持つ置換基に置き換えられていること、又
は、前記樹脂が単官能モノマーとしてのメタクリル酸から形成される構成単位を含んでい
ること、
（２）前記樹脂の架橋度が５０％以上であること、及び
（３）前記蛍光色素が前記樹脂の有する電荷を持つ置換基の電荷とは反対の電荷を持つ置
換基を有すること
を特徴とする蛍光色素標識用樹脂粒子。
【請求項２】
　前記樹脂が、メタクリル酸グリシジルの単官能モノマーから形成される構成単位を更に
有する請求項１に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【請求項３】
　前記樹脂が正電荷を持つ置換基を有しており、前記蛍光色素が負電荷を持つ置換基を有
しており、前記蛍光色素１分子中の前記負電荷を持つ置換基の数が分子量４００当たり１
以上である請求項１又は２に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【請求項４】
　前記樹脂が正電荷を持つ置換基を有しており、前記蛍光色素が負電荷を持つ置換基を有
しており、前記蛍光色素１分子中の前記負電荷を持つ置換基の数が２以上である請求項１
又は２に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【請求項５】
　前記樹脂の電荷を持つ置換基がアミノ基を含む請求項１～４のいずれかに記載の蛍光色
素標識用樹脂粒子。
【請求項６】
　前記蛍光色素の電荷を持つ置換基がスルホ基を含む請求項１～５のいずれかに記載の蛍
光色素標識用樹脂粒子。
【請求項７】
　前記蛍光色素が、ボディーピー（ＢＯＤＩＰＹ）系色素、ローダミン系色素、スクアリ
リウム系色素又は芳香族炭化水素系色素である請求項１～６のいずれかに記載の蛍光色素
標識用樹脂粒子。
【請求項８】
　前記樹脂がポリスチレンを主鎖とするものであり、前記蛍光色素がローダミン系色素で
ある請求項１～７のいずれかに記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【請求項９】
　前記樹脂がポリスチレンを主鎖とするものであり、前記蛍光色素が芳香族炭化水素系色
素である請求項１～７のいずれかに記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【請求項１０】
　アビジン、ストレプトアビジン又はビオチンが更に結合された請求項１～９のいずれか
に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【請求項１１】
（１）単官能モノマーとしてメタクリル酸グリシジル及び４－アミノスチレン並びに多官
能ポリマーとしてジビニルベンゼンを用いて重合させて樹脂を得る工程であって、メタク
リル酸グリシジルの重量（Ａ）と４－アミノスチレンの重量（Ｂ）及びジビニルベンゼン
の重量（Ｃ）が、
　（ｉ）ＡとＢとＣの合計に対してＢとＣの合計が、３３～６７％、かつ
　（ｉｉ）ＢとＣの合計に対してＣが、２０％～８０％
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である工程、及び
（２）前記（１）の工程で得られる樹脂が有するアミノ基と蛍光色素が有する負電荷を持
つ置換基とを共有結合以外で結合させる工程
を含む請求項１～９のいずれかに記載の蛍光色素標識用樹脂粒子の製造方法。
【請求項１２】
　前記（１）及び（２）の工程に、更に
（３）前記（２）の工程で得られる蛍光色素標識用樹脂粒子のメタクリル酸グリシジル由
来のエポキシ基をアミノ基へ変換する工程、
（４）前記（３）の工程で得られる蛍光色素標識用樹脂粒子のアミノ基にポリエチレング
リコールリンカーを結合する工程、及び
（５）前記（４）の工程で結合したポリエチレングリコールリンカーにアビジン、ストレ
プトアビジン又はビオチンを結合する工程
を含む請求項１０に記載の色素標識用樹脂粒子の製造方法。
【請求項１３】
　検出対象物質認識用抗体及び請求項１０に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子を含む組織免
疫染色用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は蛍光色素標識用樹脂粒子及びその製造方法並びに該粒子を含む組織免疫染色用
キットに関する。特に、本発明は、組織切片中の特定の物質を検出するための蛍光色素標
識用樹脂粒子及びその製造方法並びに該樹脂を含む組織免疫染色用キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　医学的診断の１つとして、病理診断が行なわれている。病理医は人体から採取した組織
片から病気を診断し、治療や手術の要不要を臨床医に伝える。患者の状態と病理診断によ
って、内科系医師は薬物治療方針を、外科系医師は手術を行うか否かを決定する。
【０００３】
　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し
て組織標本を作成し、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。
【０００４】
　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・時間など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体等の量を見積もることが難しいという課題がある。
そのため、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も行なわれている。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用いて対
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。
【０００５】
　なお、標本は光を殆ど吸収および散乱せず無色透明に近いため、観察に先立って、形態
観察のために、色素による染色を施されることがある。染色手法としては種々のものが提
案されている。特に組織標本に関しては、標本の形態を観察するための形態観察染色とし
て、ヘマトキシリンおよびエオジンの２つの色素を用いるヘマトキシリン・エオジン染色
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（ＨＥ染色）が標準的に用いられている（非特許文献１）。ヘマトキシリン染色により細
胞核・石灰部・軟骨組織・細菌・粘液が青藍色～淡青色に染色され、エオジン染色により
細胞質・間質・各種線維・赤血球・角化細胞が赤～濃赤色に染色される。病理医は、染色
された組織標本の顕微鏡画像の中で、細胞の核の大きさや形の変化、組織としてのパター
ンの変化などの形態学的な情報、染色情報、をもとに診断を行っている。なお、この他の
形態観察染色としては、例えば細胞診に用いられるパパニコロウ染色（Ｐａｐ染色）等が
ある。一つの切片に対して形態染色と免疫染色の両方を行なうことにより、標本の形態観
察と免疫観察を同時に行うこともできる。
【０００６】
　蛍光標識体としては、蛍光色素や無機ナノ粒子（半導体ナノ粒子、量子ドット等と称さ
れることもある）、それらの集積体の利用が知られている（非特許文献２、特許文献２）
。蛍光色素や無機ナノ粒子と、それらの集積体では、集積体の方が耐光性能が向上するこ
とが報告されている（特許文献３）。従って、耐光性の観点から集積体の方がより好まし
いが、蛍光顕微鏡観察において要求される耐光性能には、集積化だけでは十分ではない。
なお、色素１個と集積体１個では１個あたりの輝度が集積体の方が高くなるので、シグナ
ルの観点から、集積体の方がより好ましい。
【０００７】
　標本作製において、染色後の病理切片を封入するための封入剤としては、水系封入剤お
よび油系封入剤が知られている。水系封入剤は標本との屈折率差が大きく、標本を透明と
しにくい、永久標本としにくい、という課題がある。一方、油系封入剤は標本との屈折率
差が小さく、標本を透明とできる、形態染色の色味や発色が良い、永久標本用として標準
的に用いられている、という特徴がある。このため、油系封入剤の方が標本作製に好適に
用いられる。
【０００８】
　このような永久標本の作製では、形態染色や免疫染色の後、上記の封入を行う前に、鮮
明な染色像を得るために、組織切片中のエタノールをキシレンで置換する透徹を行うこと
が一般的である。しかし、従来の蛍光色素標識用樹脂粒子を用いた場合には、組織切片を
キシレンに浸漬させたときに、免疫染色により組織切片中の検出対象物質上で一旦固定化
した蛍光色素がキシレンによってにじみ出てしまい、輝点の位置及び強度にバラツキを生
じ、蛍光顕微鏡観察を行った場合、鮮明な染色像が得られず、判定精度が悪化するという
問題があった（後記の比較例を参照）。
【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】特開２０１０－２０９３１４号公報
【特許文献３】特開２００８－１４７３９４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)
【非特許文献２】Flow Cytometry and Sorting, 2nd Edition, pp.367B380, Wiley-Liss,
 Inc.(1990)
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　本発明の課題は、組織切片の永久標本を作製のためのキシレンによる透徹を行った場合
に、組織切片中の検出対象物質上で固定化されている蛍光色素の溶出が防止された蛍光色
素標識用樹脂粒子を提供することである。また、本発明の課題は、該蛍光色素標識用樹脂
粒子の製造方法及び該蛍光色素標識用樹脂粒子を含む組織免疫染色用キットを提供するこ
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とである。
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明者らは、蛍光色素標識用樹脂粒子の樹脂の溶剤耐性及び樹脂と色素の結合力に着
目して検討して結果、樹脂の構成単位を形成するモノマー、樹脂の架橋度、樹脂と蛍光色
素の結合に関与する置換基を特定の条件とすることで、キシレンによる蛍光色素の溶出が
抑制された蛍光色素標識樹脂粒子が得られることを見出し、本発明を完成させた。すなわ
ち、本発明は、以下の項に示すものである。
【００１３】
　（本発明）
　[項１]
　樹脂からなる樹脂粒子に蛍光色素が共有結合以外で結合された蛍光色素標識用樹脂粒子
であって、
（１）前記樹脂がスチレン、メタクリル酸アルキル及びアクリロニトリルからなる群より
選ばれる少なくとも１つの単官能モノマーから形成される構成単位を含み、かつその構成
単位に含まれる水素の少なくとも一部が電荷を持つ置換基に置き換えられていること、又
は、前記樹脂が単官能モノマーとしてのメタクリル酸から形成される構成単位を含んでい
ること、
（２）前記樹脂の架橋度が５０％以上であること、及び
（３）前記蛍光色素が前記樹脂の有する電荷を持つ置換基の電荷とは反対の電荷を持つ置
換基を有すること
を特徴とする蛍光色素標識用樹脂粒子。
【００１４】
　[項２]
　前記樹脂が、メタクリル酸グリシジルの単官能モノマーから形成される構成単位を更に
有する項１に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【００１５】
　[項３]
　前記樹脂が正電荷を持つ置換基を有しており、前記蛍光色素が負電荷を持つ置換基を有
しており、前記蛍光色素１分子中の前記負電荷を持つ置換基の数が分子量４００当たり１
以上である項１又は２に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【００１６】
　[項４]
　前記樹脂が正電荷を持つ置換基を有しており、前記蛍光色素が負電荷を持つ置換基を有
しており、前記蛍光色素１分子中の前記負電荷を持つ置換基の数が２以上である項１又は
２に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【００１７】
　[項５]
　前記樹脂の電荷を持つ置換基がアミノ基を含む項１～４のいずれかに記載の蛍光色素標
識用樹脂粒子。
【００１８】
　[項６]
　前記蛍光色素の電荷を持つ置換基がスルホ基を含む項１～５のいずれかに記載の蛍光色
素標識用樹脂粒子。
【００１９】
　[項７]
　前記蛍光色素が、ボディーピー（ＢＯＤＩＰＹ）系色素、ローダミン系色素、スクアリ
リウム系色素又は芳香族炭化水素系色素である項１～６のいずれかに記載の蛍光色素標識
用樹脂粒子。
【００２０】



(6) JP 2014-174018 A 2014.9.22

10

20

30

40

50

　[項８]
　前記樹脂がポリスチレンを主鎖とするものであり、前記蛍光色素がローダミン系色素で
ある項１～７のいずれかに記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【００２１】
　[項９]
　前記樹脂がポリスチレンを主鎖とするものであり、前記蛍光色素が芳香族炭化水素系色
素である項１～７のいずれかに記載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【００２２】
　[項１０]
　アビジン、ストレプトアビジン又はビオチンが更に結合された項１～９のいずれかに記
載の蛍光色素標識用樹脂粒子。
【００２３】
　[項１１]
（１）単官能モノマーとしてメタクリル酸グリシジル及び４－アミノスチレン並びに多官
能ポリマーとしてジビニルベンゼンを用いて重合させて樹脂を得る工程であって、メタク
リル酸グリシジルの重量（Ａ）と４－アミノスチレンの重量（Ｂ）及びジビニルベンゼン
の重量（Ｃ）が、
　（ｉ）ＡとＢとＣの合計に対してＢとＣの合計が、３３～６７％、かつ
　（ｉｉ）ＢとＣの合計に対してＣが、２０％～８０％
である工程、及び
（２）前記（１）の工程で得られる樹脂が有するアミノ基と蛍光色素が有する負電荷を持
つ置換基とを共有結合以外で結合させる工程
を含む項１～９のいずれかに記載の蛍光色素標識用樹脂粒子の製造方法。
【００２４】
　[項１２]
　前記（１）及び（２）の工程に、更に
（３）前記（２）の工程で得られる蛍光色素標識用樹脂粒子のメタクリル酸グリシジル由
来のエポキシ基をアミノ基へ変換する工程、
（４）前記（３）の工程で得られる蛍光色素標識用樹脂粒子のアミノ基にポリエチレング
リコールリンカーを結合する工程、及び
（５）前記（４）の工程で結合したポリエチレングリコールリンカーにアビジン、ストレ
プトアビジン又はビオチンを結合する工程
を含む項１０に記載の色素標識用樹脂粒子の製造方法。
【００２５】
　[項１３]
　検出対象物質認識用抗体及び項１０に記載の蛍光色素標識用樹脂粒子を含む組織免疫染
色用キット。
【発明の効果】
【００２６】
　項１～１０の蛍光色素標識用樹脂粒子を用いて組織切片の免疫染色を行えば、キシレン
で透徹を行っても、組織切片中の検出対象物質上で固定化されている蛍光色素の溶出を防
止することができる。その結果、輝点の位置及び強度にバラツキがなく、蛍光顕微鏡観察
を行った場合、鮮明な染色像が得られ、良好な判定精度が得られる。
【００２７】
　また、項１１～１２の製造方法によれば、上記の効果を有する蛍光色素標識用樹脂粒子
を製造することができ、項１３の組織免疫染色用キットによれば、組織切片の検出対象物
質が鮮明に染色され、良好な判定精度の永久標本を得ることができる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】は、実施例１で調製したＴｅｘａｓ Ｒｅｄ色素結合ポリスチレンナノ粒子及び



(7) JP 2014-174018 A 2014.9.22

10

20

30

40

50

比較例で調製した蛍光色素含有ポリスチレンナノ粒子を用いてヒト乳房組織の免疫染色を
行い、得られた免疫組織化学染色切片の固定化処理を行った後の蛍光顕微鏡観察の写真で
ある。比較例に比べ、実施例の蛍光顕微鏡写真は鮮明な輝点となっている。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　以下、本発明を実施するための形態について説明するが、本発明はこれらに限定されな
い。
　１．本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子
　本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子は、
『樹脂からなる樹脂粒子に蛍光色素が共有結合以外で結合された蛍光色素標識用樹脂粒子
であって、
（１）前記樹脂がスチレン、メタクリル酸アルキル及びアクリロニトリルからなる群より
選ばれる少なくとも１つの単官能モノマーから形成される構成単位を含み、かつその構成
単位に含まれる水素の少なくとも一部が電荷を持つ置換基に置き換えられていること、又
は、前記樹脂が単官能モノマーとしてのメタクリル酸から形成される構成単位を含んでい
ること、
（２）前記樹脂の架橋度が５０％以上であること、及び
（３）前記蛍光色素が前記樹脂の有する電荷を持つ置換基の電荷とは反対の電荷を持つ置
換基を有すること』
を特徴とする蛍光色素標識用樹脂粒子。
である。
【００３０】
　（樹脂）
　本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子を構成する樹脂は、スチレン、メタクリル酸アルキル
及びアクリロニトリルからなる群より選ばれる少なくとも１つの単官能モノマーから形成
される構成単位を含み、かつその構成単位に含まれる水素の少なくとも一部が電荷を持つ
置換基に置き換えられているものである。又は、前記樹脂は、単官能モノマーとしてのメ
タクリル酸から形成される構成単位を含んでいるものである。
【００３１】
　スチレン、メタクリル酸アルキル、アクリロニトリルは、それぞれ、１分子中に重合に
関与するビニル基（Ｃ＝Ｃ結合）を１個持つ単官能モノマーである。メタクリル酸アルキ
ルの例としては、メタクリル酸メチル、メタクリル酸エチル等がある。本発明における樹
脂は、これらの少なくとも１つの単官能モノマーから形成される構成単位を有し、かつそ
の構成単位に含まれる水素の少なくとも一部が電荷を持つ置換基に置き換えられている。
【００３２】
　又、メタクリル酸も、１分子中に重合に関与するビニル基（Ｃ＝Ｃ結合）を１個持つ単
官能モノマーである。この場合、メタクリル酸から形成される構成単位は、下記で説明す
る電荷を持つ置換基の一つであるカルボキシル基を有している。
【００３３】
　ここで電荷を持つ置換基とは、水と接触させたときに電荷を持つという意味である。正
電荷を持つ置換基の例としては、アミノ基（水と接触させたときに、－ＮＨ3

+）が代表的
であり、他の例として、芳香族アミノ基、含窒素複素環（ピリジニル基、トリアゾリル基
等）、ヒドラジニル基等（いずれも水と接触させたときに、窒素原子が正電荷を持つ）が
挙げられる。負電荷を持つ置換基の例としては、スルホ基（水と接触させたときに、－Ｓ
Ｏ3

-）が代表的であり、他の例として、フォスフォリル基、フェノール性水酸基、カルボ
キシル基等（いずれも、水と接触させたときに、酸素原子が負電荷を示す）が挙げられる
。
【００３４】
　また、「その構成単位に含まれる水素の少なくとも一部が電荷を持つ置換基に置き換え
られている」とは、前記の単官能モノマーから形成される構成単位の中の水素原子の１個
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以上が電荷を持つ置換基に置き換えられていることを意味する。そして、本発明における
樹脂は、樹脂を構成する構成単位の内の一部の構成単位が、前記の「その構成単位に含ま
れる水素の少なくとも一部が電荷を持つ置換基に置き換えられている」構成単位であれば
よく、他に、そのような電荷を持つ置換基に置き換えられていない構成単位を含んでいて
もよいことは言うまでもない。
【００３５】
　このような他の構成単位の例としては、メタクリル酸グリシジル（１分子中に重合に関
与するビニル基（Ｃ＝Ｃ結合）を１個持つ）から形成される構成単位である。この場合、
末端にエポキシ基を有する樹脂が得られ、それを更にアミノ基へ変換することによって、
市販のポリエチレングリコールリンカー等を付けることができ好適である。
【００３６】
　本発明における樹脂の製造方法は特に限定されないが、通常、「スチレン、メタクリル
酸アルキル及びアクリロニトリルからなる群より選ばれる少なくとも１つの単官能モノマ
ー」の水素原子が前記の電荷を持つ置換基に置き換えられた単官能モノマーを含むモノマ
ーを重合させて得られる。この場合の少なくとも１つの水素原子が前記の電荷を持つ置換
基に置き換えられた単官能モノマーとしては、例えばスチレンの場合はベンゼン環の水素
原子がこのように置き換えられたもの、例えばアミノスチレン、例えばメタクリル酸アル
キルの場合はエステル結合しているアルキル基の水素原子がこのように置き換えられたも
の、例えばメタクリル酸2-アミノエチル、メタクリル酸2-(ジメチルアミノ)エチル、例え
ばアクリロニトリルの場合はビニル基（Ｃ＝Ｃ結合）に結合している水素原子がこのよう
に置き換えられたもの、例えば３‐アミノアクリロニトリル等があり、これらは市販され
ている。この場合、他のモノマーを加えて重合させてもよく、例えば、適切な架橋度を得
るために、多官能モノマー（１分子中に重合に関与するビニル基（Ｃ＝Ｃ結合）を２個以
上持つ）を加えてもよい。この場合の多官能モノマーとしては、例えば、ジビニル化合物
（ジビニルベンゼン、１，５－ヘキサジエン－３－イン、ヘキサトリエン、ジビニルエー
テル、ジビニルスルホン、等）、ジアリル化合物（フタル酸アリル、２，６－ジアクリル
フェノール、ジアリルカルビノール）等がある。重合方法は特に制限はなく、例えば、ラ
ジカル重合、イオン重合（アニオン重合、他）、その他、合目的的な方法であればよい。
【００３７】
　本発明における樹脂を構成する主鎖の好ましい例としては、ポリスチレン、すなわち少
なくともスチレン又はアミノスチレンが原料モノマーとして用いられている重合体が挙げ
られる。前記ポリスチレンの具体例としては、メタクリル酸グリシジル、４－アミノスチ
レンおよびジビニルベンゼンの架橋共重合体、好ましくはそれらの原料モノマーを後述す
る製造方法において規定されているような割合で用いることにより得られる架橋共重合体
が挙げられる。
【００３８】
　本発明における樹脂を構成する主鎖の他の好ましい例としては、ポリアクリロニトリル
およびポリメタクリル酸メチルが挙げられる。
　なお、前記に従って得られる本発明の樹脂は、多くの場合、熱可塑性樹脂である。
【００３９】
　本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子の粒径は、目的とする組織切片の免疫染色に適した粒
径であれば特に限定されないが、通常１０～５００ｎｍであり、好ましくは、５０～２０
０ｎｍである。また、粒径のはらつきを示す変動係数も特に限定されないが、通常は２０
％以下であり、好ましくは５～１５％である。このような粒径の樹脂は、上記のモノマー
の重合（共重合）を行って樹脂を製造する際に、撹拌条件で反応を行う等の方法によって
得ることができ、遠心分離等の方法によって回収することができる（後記の実施例を参照
）。なお、蛍光色素標識用樹脂粒子の粒径は、走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子
顕微鏡写真を撮影し、蛍光色素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。蛍光色素標識
用樹脂粒子の集団の粒子サイズの平均（平均粒径）および変動係数は、十分な数（たとえ
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ば１０００個）の蛍光色素標識用樹脂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。
【００４０】
　（架橋度）
　本発明における樹脂は、架橋度が５０％以上であり、更に、より適切な強度の樹脂を得
るという点から、好ましくは架橋度が６０％～１００％である。ここで架橋度とは、キシ
レン溶解試験で溶解されなかった樹脂量の比率（％）であり、具体的には、次の通りであ
る。
【００４１】
　サンプルの一定量（ｗ１）（例えば、０．１ｇ）をあらかじめ質量を測定した４００メ
ッシュのステンレス金網（ｗ２）で包み、キシレン１００ｍｌ中で１２０℃２４時間抽出
する。その後、ステンレス金網を取り出し、８０℃１６時間真空乾燥して質量（ｗ３）を
測定し、以下の計算式で架橋度を算出する（後記の実施例を参照）。
　　架橋度（％）＝[（ｗ３－ｗ２）／ｗ１]×１００
【００４２】
　（蛍光色素）
　本発明における蛍光色素は、本発明における樹脂の有する電荷を持つ置換基の電荷とは
反対の電荷を持つ置換基を有している。ここで電荷を持つ置換基の定義は前記で述べた通
りである。本発明における樹脂と蛍光色素は、これらの反対の電荷を持つ置換基によって
静電結合していると考えられ、共有結合以外で結合している。ここで、共有結合以外で結
合しているとは、樹脂と蛍光色素が実質的に共有結合以外で結合しているということを意
味し、樹脂と蛍光色素の結合の一部に共有結合による結合が含まれている場合を除外する
ものではない。すなわち、本発明における樹脂と蛍光色素との結合は、全ての結合が上記
の反対の電荷を持つ置換基による静電結合である場合だけでなく、これらの静電結合に加
え、その結合の一部に共有結合、その他の静電結合以外の結合が含まれていてもよい。異
なる分子を混合・反応させた場合に、意図した混合生成物・反応生成物以外にも副次的な
少量の生成物が意図せずに生じてしまうことは、化学的実験において起こりうると一般的
に考えられているとおりである。本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子では、通常、樹脂１分
子に結合する蛍光色素分子の８０％以上、好ましくは９０％以上が上記の反対の電荷を持
つ置換基によって静電結合している。なお、この値は、樹脂の原料（単官能モノマー、多
官能モノマー、等）の化学構造、蛍光色素の化学構造から、両者を反応させた場合に、静
電結合が導入される数、共有結合、その他の結合が導入される数を理論的に導き出した割
合である。本願実施例１～５の場合は、理論的には、樹脂１分子に結合する蛍光色素分子
の１００％が上記の静電結合である。
【００４３】
　樹脂の重合体と蛍光色素の分子の上記置換基による結合の実施方法（反応方法）は特に
限定されるものではなく、樹脂の原料であるモノマーに蛍光色素を結合させた後にモノマ
ーを重合させる方法、重合体を製造した後に該重合体に蛍光色素を結合させる方法、モノ
マーと蛍光色素とを混合して重合と蛍光色素の結合を同時に行う方法、その他合目的的な
方法を用いればよい（後記の実施例を参照）。
【００４４】
　（蛍光色素の例）
　本発明における蛍光色素は、その分子中に前記の電荷を持つ置換基を有する蛍光色素で
あれば特に制限をうけず、一般に入手又は作製できるものが使用可能である。このような
蛍光色素の分子は、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、芳香族炭化水素系色素分子、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、等の中から選択することができる。あるいは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
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子、ＤＹ系色素分子（登録商標、ＤＹＯＭＩＣＳ社製）、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）系色素分子等の中から選択することができる。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。
【００４５】
　本発明では、上記のような色素分子の中から電荷を有する置換基を持つ特定の色素分子
を選定し使用することができ、また、これらの色素分子の中の特定の色素分子に電荷を有
する置換基を導入して使用することもできる。中でも、ボディーピー（ＢＯＤＩＰＹ）系
色素、ローダミン系色素、スクアリウム系色素または芳香族炭化水素系色素が好ましく、
たとえば樹脂がポリスチレンである場合は、ローダミン系色素または芳香族炭化水素系色
素が特に好ましい。
【００４６】
　電荷を有する置換基の導入方法は特に制限はなく、一般に用いられている方法、例えば
、スルホ基を導入する場合には、硫酸、発煙硫酸、クロロ硫酸等をスルホン化剤に用いて
蛍光色素分子をスルホン化する方法、その他が使用可能である。
【００４７】
　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、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ Ｒｅｄ、ＬＤ７００ 
ＰＥＲＣＨＬＯＲＡＴＥ、などが挙げられる。
【００４８】
　スクアリリウム系色素分子の具体例としては、ＳＲｆｌｕｏｒ ６８０－Ｃａｒｂｏｘ
ｙｌａｔｅ、１，３－Ｂｉｓ［４－（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）－２－ｈｙｄｒｏｘ
ｙｐｈｅｎｙｌ］－２，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｂｕｔｅｎｅｄｉｙｌｉｕｍ
　ｄｉｈｙｄｒｏｘｉｄｅ，　ｂｉｓ、１，３－Ｂｉｓ［４－（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉ
ｎｏ）ｐｈｅｎｙｌ］－２，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｂｕｔｅｎｅｄｉｙｌｉ
ｕｍ　ｄｉｈｙｄｒｏｘｉｄｅ，　ｂｉｓ、２－（４－（Ｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）－
２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）－４－（４－（ｄｉｅｔｈｙｌｉｍｉｎｉｏ）－２－
ｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｈｅｘａ－２，５－ｄｉｅｎｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｏｘｏｃ
ｙｃｌｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、２－（４－（Ｄｉｂｕｔｙｌａｍｉｎｏ）－２－
ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）－４－（４－（ｄｉｂｕｔｙｌｉｍｉｎｉｏ）－２－ｈｙ
ｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｈｅｘａ－２，５－ｄｉｅｎｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｏｘｏｃｙｃ
ｌｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、２－（８－Ｈｙｄｒｏｘｙ－１，１，７，７－ｔｅｔ
ｒａｍｅｔｈｙｌ－１，２，３，５，６，７－ｈｅｘａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｏ［３，２
，１－ｉｊ］ｑｕｉｎｏｌｉｎ－９－ｙｌ）－４－（８－ｈｙｄｒｏｘｙ－１，１，７，
７－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ－２，３，６，７－ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ－１Ｈ－ｐｙｒｉ
ｄｏ［３，２，１－ｉｊ］ｑｕｉｎｏｌｉｎｉｕｍ－９（５Ｈ）－ｙｌｉｄｅｎｅ）－３
－ｏｘｏｃｙｃｌｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、などが挙げられる。
【００４９】
　シアニン系色素分子の具体例としては、１－Ｂｕｔｙｌ－２－［５－（１－ｂｕｔｙｌ
－１，３－ｄｉｈｙｄｒｏ－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－２Ｈ－ｉｎｄｏｌ－２－ｙｌｉ
ｄｅｎｅ）－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙｌ］－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３ｅｉ
ｔｉ－ｉｎｄｏｌｉｕｍ　ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ、１－Ｂｕｔｙｌ－
２－［５－（１－ｂｕｔｙｌ－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－１，３－ｄｉｈｙｄｒｏ－ｉ
ｎｄｏｌ－２－ｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｃｈｌｏｒｏ－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙ
ｌ］－３，３－ｄｉｍｅｔｈｙｌ－３Ｈ－ｉｎｄｏｌｉｕｍ　ｈｅｘａｆｌｕｏｒｏｐｈ
ｏｓｐｈａｔｅ、３－Ｅｔｈｙｌ－２－［５－（３－ｅｔｈｙｌ－３Ｈ－ｂｅｎｚｏｔｈ
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ｉａｚｏｌ－２－ｙｌｉｄｅｎｅ）－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙｌ］－ｂｅｎｚｏ
ｔｈｉａｚｏｌ－３－ｉｕｍ　ｉｏｄｉｄｅ、などが挙げられる。
【００５０】
　芳香族炭化水素系色素分子の具体例としては、Ｎ, Ｎ－Ｂｉｓ－（２，６－ｄｉｉｓｏ
ｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１２－（４－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｐｈｅｎ
ｏｘｙ）－ｐｅｒｙｌｅｎ－３，４，９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｎａｃｉｄ ｄｉ
ｉｍｉｄｅ、Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６
，７，１２－ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏｘｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４：９，１０－ｔｅｔｒ
ａｃａｒｂｏｘｄｉｉｍｉｄｅ、Ｎ，Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐ
ｈｅｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４，９，１０－ｂｉｓ（ｄｉｃａｒｂｉｍｉｄｅ）
、１６，Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－
３,４,９,１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ｄｉｉｍｉｄｅ、４，４'－[（８，１
６－Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－２
,１０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｂｕｔｙｒｉc  ａｃｉｄ、２，１０－Ｄｉｈｙｄｒ
ｏｘｙ－ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－ｄｉｏｎｅ、２，１０－Ｂ
ｉｓ（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｏｘｙ）ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１
６－ｄｉｏｎｅ, ３，３'－[（８，１６－Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂ
ｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎ－２,１０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｐｒｏｐｙｌａ
ｍｉｎｅ、１７－ＢＩＳ（Ｏｃｔｙｌｏｘｙ）Ａｎｔｈｒａ［９，１，２－ｃｄｅ－］Ｂ
ｅｎｚｏ［ＲＳＴ］Ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－５－１０－Ｄｉｏｎｅ、Ｏｃｔａｄｅｃａｎ
ｏｉｃａｃｉｄ, ５，１０－ｄｉｈｙｄｒｏ－５,１０－ｄｉｏｘｏａｎｔｈｒａ[９，１
，２－ｃｄｅ]ｂｅｎｚｏ[ｒｓｔ]ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－１６,１７－ｄｉｙｌｅｓｔｅ
ｒ、Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｄｉｂｅｎｚａｎｔｈｒｏｎｅ、Ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉ
ｃ ａｃｉｄ, ４，４'，４''，４'''－[[２，９－ｂｉｓ[２，６－ｂｉｓ(１－ｍｅｔｈ
ｙｌｅｔｈｙｌ)ｐｈｅｎｙｌ]－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－１,３,８,
１０－ｔｅｔｒａｏｘｏａｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ'ｅ'ｆ']
ｄｉｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]ｔｅｔｒａｋｉ
ｓ（ｏｘｙ）]ｔｅｔｒａｋｉｓ-，Ｂｅｎｚｅｎｅｅｔｈａｎａｍｉｎｉｕｍ、 ４，４'
，４''，４'''－［［２，９－ｂｉｓ［２，６－ｂｉｓ（１－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ）
ｐｈｅｎｙｌ］－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－１,３,８,１０－ｔｅｔｒ
ａｏｘｏａｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ'ｅ'ｆ']ｄｉｉｓｏｑｕ
ｉｎｏｌｉｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]ｔｅｔｒａｋｉｓ（ｏｘｙ）]ｔ
ｅｔｒａｋｉｓ[Ｎ,Ｎ,Ｎ－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－］、などが挙げられる。
【００５１】
　オキサジン系色素分子の具体例としては、Ｃｒｅｓｙｌ ｖｉｏｌｅｔ、Ｏｘａｚｉｎ
ｅ１７０、ＥＶＯｂｌｕｅ３０、Ｎｉｌｅ Ｂｌｕｅなどが挙げられる。
　カルボピロニン系色素分子の具体例としては、ＣＡＲＢＯＰＹＲＯＮＩＮ　１４９など
が挙げられる。
【００５２】
　ピロメセン系色素分子の具体例としては、ＰＹＲＲＯＭＥＴＨＥＮＥ６５０などが挙げ
られる。
　Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ系色素分子の具体例としては、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５５
５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ　６１０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３３、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３
５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ　６８０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７５
０など（以上インビトロジェン社製）が挙げられる。
【００５３】
　ＢＯＤＩＰＹ系色素分子の具体例としては、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭ
Ｒ、ＢＯＤＩＰＹ　４９３／５０３、ＢＯＤＩＰＹ　５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ　５
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５８／５６８、ＢＯＤＩＰＹ　５６４／５７０、ＢＯＤＩＰＹ　５７６／５８９、ＢＯＤ
ＩＰＹ　５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ　６５０／６６
５（以上インビトロジェン社製）などが挙げられる。
【００５４】
　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）などが挙げられる。
　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ＤＹＯＭＩ
ＣＳ社製）、などが挙げられる。
【００５５】
　ＨｉＬｙｔｅ系色素分子の具体例としては、ＨｉＬｙｔｅ５９４、ＨｉＬｙｔｅＦｌｕ
ｏｒ ＴＲ（以上アナスペック社製）などが挙げられる。
　ＤｙＬｉｇｈｔ系色素分子の具体例としては、ＤｙＬｉｇｈｔ ５９４、ＤｙＬｉｇｈ
ｔ６３３（以上サーモサイエンティフィック社製）などが挙げられる。
【００５６】
　ＡＴＴＯ系色素分子の具体例としては、ＡＴＴＯ５９０、ＡＴＴＯ６１０、ＡＴＴＯ６
２０、ＡＴＴＯ６３３、ＡＴＴＯ６５５など（以上ＡＴＴＯ－ＴＥＣ社製）が挙げられる
。
【００５７】
　ＭＦＰ系色素分子の具体例としては、ＭＦＰ５９０、ＭＦＰ６３１（以上Ｍｏｂｉｔｅ
ｃ社製）などが挙げられる。
　その他色素としては、Ｃ－Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ、Ｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ、ＡＰＣ
（Ａｌｌｏｐｈｙｃｏｃｙａｎｉｎ）、ＡＰＣ－ＸＬ、ＮｏｒｔｈｅｒｎＬｉｇｈｔｓ６
３７（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社製）、等が挙げられる。
　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。
【００５８】
　上記の色素分子は、電荷を持つ置換基を有している場合はそのまま使用することができ
る。また、電荷を持つ置換基を有しない場合や更に電荷を持つ置換基を増やす場合には、
前記の通り、必要な置換基を導入して使用する。この場合、本発明における樹脂と蛍光色
素は、キシレンで透徹を行った場合に蛍光色素の溶出が防止される程度に強く結合してい
る必要がある。従って、例えば、樹脂が正電荷を持つ置換基を有しており、蛍光色素が負
電荷を持つ置換基を有しているものを用いる場合には、蛍光色素１分子中の前記負電荷を
持つ置換基の数が分子量４００当たり１以上（蛍光色素１分子中の負電荷を持つ置換基の
数を蛍光色素の分子量で割った値が１／４００以上）であることが好ましく、又は、蛍光
色素１分子中の前記負電荷を持つ置換基の数が２以上であることが好ましい。このような
好ましい蛍光色素の例として、蛍光色素テキサスレッド（「スルホローダミン１０１」、
シグマアルドリッチ社）（分子式Ｃ31Ｈ30Ｎ2Ｏ7Ｓ2、分子量６０６．７１）が挙げられ
る。この色素は、負電荷を持つスルホ基を１分子中に２個有しており、その数は分子量４
００当たり１．３２と算出される。
【００５９】
　（免疫染色）
　本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子は、組織切片の検出対象物質の免疫染色に用いること
ができる。例えば、特定の抗原（検出対象物質）に対して免疫染色を行う際には、蛍光色
素標識用樹脂粒子と１次抗体を直接結合した標識（コンジュゲート）を作製し、抗原を染
色する方法（１次抗体法）、蛍光色素標識用樹脂粒子と２次抗体を直接結合した標識を作
製し、抗原に１次抗体を結合したものを染色する方法（２次抗体法）、蛍光色素標識用樹
脂粒子とビオチン（あるいはアビジン又はストレプトアビジン）を直接結合した標識を作
製し、抗原に１次抗体とアビジン又はストレプトアビジン（あるいはビオチン）修飾した
２次抗体を結合したものを染色する方法（ビオチン－アビジン法またはサンドイッチ法）
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等を用いることができる。
【００６０】
　従って、本発明では、アビジン、ストレプトアビジン又はビオチンが更に結合された蛍
光色素標識用樹脂粒子を含むものである。
　免疫染色に用いる１次抗体はいかなるものでも構わず、免疫染色を行ないたい対象によ
って変わる。例えばＨＥＲ２を抗原とする免疫染色を行なう場合には、抗ＨＥＲ２抗体を
用いる。また、２次抗体は如何なるものを用いても構わず、１次抗体によって変わる。例
えば抗マウス・ウサギ（ラビット）・牛・ヤギ・羊・犬・チキン抗体が挙げられる。
【００６１】
　本発明の蛍光色素標識用樹脂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。
【００６２】
　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、検出の対象とする生体物質は、それ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、上記のように抗原および
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）およ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。
【００６３】
　２．本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子の製造方法
　本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子は、前記の通り特に製造方法は制限されないが、好ま
しい製造方法の一例は次の通りである。すなわち、
『（１）単官能モノマーとしてメタクリル酸グリシジル及び４－アミノスチレン並びに多
官能ポリマーとしてジビニルベンゼンを用いて重合させて樹脂を得る工程であって、メタ
クリル酸グリシジルの重量（Ａ）と４－アミノスチレンの重量（Ｂ）及びジビニルベンゼ
ンの重量（Ｃ）が、
　（ｉ）ＡとＢとＣの合計に対してＢとＣの合計が、３３～６７％、かつ
　（ｉｉ）ＢとＣの合計に対してＣが、２０％～８０％
である工程、及び
（２）前記（１）の工程で得られる樹脂が有するアミノ基と蛍光色素が有する負電荷を持
つ置換基とを共有結合以外で結合させる工程
を含む本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子の製造方法』
である。
【００６４】
　前記（１）の工程で、（ｉ）及び（ｉｉ）の条件の割合で架橋共重合させることによっ
て、架橋度が５０％以上、好ましくは６０％～１００％となり、本発明の効果（キシレン
で透徹を行っても、組織切片中の検出対象物質上で固定化されている蛍光色素の溶出を防
止することができる）を達成するために、適切な強度の樹脂が得られる。前記（１）の工
程の架橋共重合は、例えば、通常用いられているラジカル重合、イオン重合（アニオン重
合、他）、その他、合目的的な方法で行うことができる。
【００６５】
　また、前記（２）の工程は、単官能モノマーに含まれる４－アミノスチレンの正電荷を
持つアミノ基と蛍光色素に含まれる負電荷を持つ置換基を結合させる工程である。前記（
２）の工程は、前記（１）の工程と別の工程として実施してもよいし、前記（１）の工程
と一体的な工程として同時に実施してもよい。前者の場合、前記（２）の工程は通常、前
記（１）の工程が完了した後に、得られた重合体樹脂（その粒子の分散液）と負電荷を持
つ置換基を有する蛍光色素（その水溶液）とを混合する実施形態をとる。後者の場合、前
記（２）の工程は、負電荷を持つ置換基を有する蛍光色素を前記（１）の工程に用いられ
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る原料モノマーにあらかじめ添加しておくような実施形態をとることもできるし、前記（
１）の工程の途中で、重合体樹脂の粒子が形成されつつある反応液に負電荷を持つ置換基
を有する蛍光色素を添加するような実施形態をとることもできる。なお、後者の場合、一
部または全部の４－アミノスチレンと前記蛍光色素とが、重合体樹脂の生成前に共有結合
以外の結合で結合してもよい（そのような場合であっても「前記（１）の工程で得られる
重合体樹脂が有するアミノ基と蛍光色素が有する負電荷を持つ置換基とを共有結合以外の
結合で結合させる」ことが行われていることになると解する）。
【００６６】
　本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子の更に好ましい製造方法の一例は、
『前記（１）及び（２）の工程に加え、更に
（３）前記（２）の工程で得られる蛍光色素標識用樹脂粒子のグリシジルメタクリレート
由来のエポキシ基をアミノ基へ変換する工程、
（４）前記（３）の工程で得られる蛍光色素標識用樹脂粒子のアミノ基にポリエチレング
リコールリンカーを結合する工程、及び
（５）前記（４）の工程で結合したポリエチレングリコールリンカーにアビジン、ストレ
プトアビジン又はビオチンを結合する工程
を含む色素標識用樹脂粒子の製造方法』
である。この製造方法によれば、アビジン、ストレプトアビジン又はビオチンが結合した
好ましい色素標識用樹脂粒子が得られる。この場合、前記（３）の工程のエポキシ基のア
ミノ基への変換は、通常用いられている方法、例えば、前記（２）の工程で得られる蛍光
色素標識用樹脂粒子にアンモニア水を添加することにより行われる。また、前記（４）及
び（５）の工程で使用するポリエチレングリコールリンカーは、例えば、サーモサイエン
ティフィック社（Thermo Fisher Scientific K.K.）、その他から種々のものが市販され
ており、目的にあったものを用いることができ、その使用方法も市販されているポリエチ
レングリコールリンカーの説明書を参照することができる（後記の実施例を参照）。
【００６７】
　３．本発明の組織免疫染色用キット
　本発明の組織免疫染色用キットは、
『検出対象物質認識用抗体及びアビジン、ストレプトアビジン又はビオチンが結合された
本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子を含む組織免疫染色用キット』
である。
【００６８】
　キットに含まれるアビジン、ストレプトアビジン又はビオチンが結合された本発明の蛍
光色素標識用樹脂粒子は前記で説明した通りである。検出対象物質認識用抗体は、試料と
する組織切片等で検出対象とする物質を認識する抗体であり、該抗体には前記の本発明の
蛍光色素標識用樹脂粒子と結合するアジピン、ストレプトアジピン又はビオチンが結合し
ている。また、本発明のキットは２次抗体法を用いたものでもよく、この場合は、キット
には、検出対象物質認識用の１次抗体、これに結合する２次抗体でアジピン、ストレプト
アジピン又はビオチンが結合しているもの、アビジン、ストレプトアビジン又はビオチン
が結合された本発明の蛍光色素標識用樹脂粒子（２次抗体に結合するもの）が含まれる。
【００６９】
　本発明のキットを用いることによって、試料とする組織切片等で検出対象とする物質を
蛍光免疫染色することができ、その組織切片等をキシレンで透徹する場合でも蛍光色素の
溶出が防止され、検出対象物質が鮮明に染色され、良好な判定精度の永久標本を得ること
ができる。
【実施例】
【００７０】
　［実施例１］Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素結合ポリスチレンナノ粒子
　蛍光色素としてＴｅｘａｓ　Ｒｅｄが結合されたポリスチレンナノ粒子を、以下のよう
なソープフリー乳化重合法により作製した。
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【００７１】
　アルゴンバブリングした純水中５ｍＬにグリシジルメタクリレート（メタクリル酸グリ
シジル）（東京化成工業社製）０．１８ｇ、ジビニルベンゼン０．０５ｇ、蛍光色素Ｓｕ
ｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１（シグマアルドリッチ製、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素）
０．００２ｇおよび４－アミノスチレン（東京化成工業社製）０．０５ｇを加えた。撹拌
しながら７０℃に昇温し、水溶性アゾ重合開始剤であるＶ－５０（和光純薬社性）を０．
０１２ｇ加え、１２時間反応させた。反応液を１００００Ｇで２０分遠心分離し、粒子を
回収した。回収した粒子を純水に分散し再度遠心分離で回収する事で精製を行なった。得
られた粒子を過剰のアンモニア水に加え、粒子末端（グリシジルメタクリレート由来）の
エポキシ基をアミノ基へと変換し、末端にアミノ基を持つＴｅｘａｓ Ｒｅｄ色素結合ポ
リスチレンナノ粒子を得た。
【００７２】
　得られた色素結合ナノ粒子を、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３ｎＭに調整し、この溶液に最終濃度１０
ｍＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎｉ
ｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔ
ｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）を混合し、１時間反応させた。この混合液を１
０，０００Ｇ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色素内包ナノを得た。
【００７３】
　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、色素結合ナノ粒子が有するマレイミド基に結合可
能なストレプトアビジン溶液を得た。
【００７４】
　上記の末端にマレイミド基が付いた色素結合ナノ粒子とストレプトアビジンとを、ＥＤ
ＴＡ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て、最終的にストレプトアビジ
ンが結合したＴｅｘａｓ Ｒｅｄ色素結合ポリスチレンナノ粒子を得た。
【００７５】
　［実施例２］ローダミン色素結合ポリアクリロニトリルナノ粒子
　蛍光色素としてスルホローダミンBが結合されたポリアクリロニトリルナノ粒子を、実
施例１と同様にソープフリー乳化重合法により作製した。すなわち、実施例１で用いたＳ
ｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１に変えて、スルホローダミンB ナトリウム塩（シグ
マアルドリッチ製）を使用し、さらにアクリロニトリル０．１０ｇを添加するとともに、
グリシジルメタクリレートの添加量を０．１０ｇに変更して作成した。
【００７６】
　上記のようにして得られた色素結合ナノ粒子について、実施例１と同様にして、マレイ
ミド基が結合した色素結合ナノ粒子を得て、最終的にストレプトアビジンが結合したロー
ダミン色素結合ポリアクリロニトリルナノ粒子を得た。
【００７７】
　［実施例３］芳香族炭化水素系色素結合ポリアクリロニトリルナノ粒子
　蛍光色素として芳香族炭化水素系色素（ペリレンジイミドスルホン酸誘導体）を次の通
り準備した。N,N'-Bis(2,6-diisopropylphenyl)-1,6,7,12-tetraphenoxyperylene-3,4:9,
10-tetracarboxdiimideを濃硫酸で処理し、ペリレンジイミドスルホン酸誘導体を作製し
た。
【００７８】
　上記ペリレンジイミドスルホン酸誘導体が結合されたポリアクリロニトリルナノ粒子を
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、実施例１と同様にソープフリー乳化重合法により作製した。すなわち、実施例１で用い
たＳｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１に変えて、ペリレンジイミドスルホン酸誘導体
を使用し、さらにアクリロニトリル０．１０ｇを添加するとともに、グリシジルメタクリ
レートの添加量を０．１０ｇに変更して作成した。
【００７９】
　上記のようにして得られた色素結合ナノ粒子について、実施例１と同様にして、マレイ
ミド基が結合した色素結合ナノ粒子を得て、最終的にストレプトアビジンが結合した芳香
族炭化水素系色素結合ポリアクリロニトリルナノ粒子を得た。
【００８０】
　［実施例４］芳香族炭化水素系色素結合ポリメタクリル酸ナノ粒子
N,N'-Bis(2,6-diisopropylphenyl)-1,6,7,12-tetraphenoxyperylene-3,4:9,10-tetracarb
oxdiimideを、既報のAngew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 1528に従ってアミノエチルベン
ゼンで修飾し、ペリレンジイミドアンモニウム誘導体を作製した。
【００８１】
　上記ペリレンジイミドアンモニウム誘導体が結合されたポリメタクリル酸ナノ粒子を、
実施例３と同様にソープフリー乳化重合法により作製した。すなわち、実施例３で用いた
ペリレンジイミドスルホン酸誘導体に変えて、ペリレンジイミドアンモニウム誘導体を使
用し、４－アミノスチレンに変えてメタクリル酸を使用し、アクリロニトリルに変えてメ
タクリル酸メチルを使用した。
【００８２】
　上記のようにして得られた色素結合ナノ粒子について、実施例１と同様にして、マレイ
ミド基が付いた色素内包ナノを得て、最終的にストレプトアジピンが結合した芳香族炭化
水素系色素結合ポリメタクリル酸ナノ粒子を得た。
【００８３】
　［実施例５］ローダミン色素結合ポリメタクリル酸メチルナノ粒子
　蛍光色素としてスルホローダミンBが結合されたポリアクリロニトリルナノ粒子を、実
施例１と同様にソープフリー乳化重合法により作製した。すなわち、実施例１で用いたＳ
ｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１に変えて、スルホローダミンB ナトリウム塩（シグ
マアルドリッチ製）を使用し、４－アミノスチレンに変えて、メタクリル酸 2－（ジメチ
ルアミノ）エチルエステル（東京化成工業）を使用した。
【００８４】
　上記のようにして得られた色素結合ナノ粒子について、実施例１と同様にして、マレイ
ミド基が結合した色素結合ナノ粒子を得て、最終的にストレプトアビジンが結合したロー
ダミン色素結合ポリメタクリル酸メチルナノ粒子を得た。
【００８５】
　［比較例］蛍光色素含有ポリスチレンナノ粒子
　FluoSpheres（登録商標） Amine-Modified Microspheres, 0.2 μm, Red Fluorescent 
(580/605), 2% solids（インビトロジェン社製、型番F-8763）を用いて、実施例１と同様
にして、マレイミド基が結合した色素結合ナノ粒子を得て、最終的にストレプトアビジン
が結合した蛍光色素含有ポリスチレンナノ粒子を得た。なお、上記のFluoSpheres（登録
商標） Amine-Modified Microspheres, 0.2 μm, Red Fluorescent (580/605), 2% solid
s（インビトロジェン社製、型番F-8763）は、ローダミン系色素を含有していると推測さ
れる。
【００８６】
　［架橋度の測定］
　サンプル約0.1 g（w1）をあらかじめ質量を測定した400メッシュのステンレス金網（w2
）で包み，キシレン100 ml 中で120 ℃ 24 時間抽出する。その後ステンレス金網を取り
出し，80 ℃ 16 時間真空乾燥して質量（w3）を測定し，以下の計算式で架橋度を算出し
た。
架橋度（％）＝[（w3 －w2）／w1]×100
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　［免疫組織染色］
　実施例１～５で調製した蛍光色素結合ナノ粒子を用いて、ヒト乳房組織の免疫染色を行
なった。染色切片はコスモ・バイオ社製の組織アレイスライド（ＣＢ－Ａ７１２）を用い
た。組織アレイスライドを脱パラフィン処理後、水に置換洗浄し、１０ｍＭクエン酸緩衝
液（ｐＨ６．０）中で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。抗原の賦活化処理後の組織アレイスライドをＰＢＳ緩衝液を用いて洗浄後、１％ＢＳ
Ａ含有ＰＢＳ緩衝液を用いて湿潤箱中で１時間ブロッキング処理を行った。ブロッキング
処理後、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液で０．０５ｎＭに希釈した抗ＨＥＲ２ウサギモノク
ローナル抗体（４Ｂ５）（ベンタナ社製）を組織切片と２時間反応させた。ＰＢＳで洗浄
後、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液で希釈したビオチン標識抗ウサギ抗体と３０分反応させ
た。さらに、実施例１～５で調製した蛍光色素結合ナノ粒子と２時間反応させ、その後洗
浄を行うことにより、免疫組織化学染色切片が得られた。得られた免疫組織化学染色切片
を４％中性パラホルムアルデヒド水系バッファ溶液中に１０分間浸漬することにより、固
定処理を行った。
　蛍光観察の写真を図１に示す。比較例と比較して、シャープな輝点が得られた。
【００８８】
　［形態染色］
　上記のようにして固定処理した免疫組織化学染色切片に対してヘマトキシリン染色を行
い、染色後の切片をエタノールに浸漬することにより脱水し、脱水切片をさらにキシレン
に浸漬し風乾させることにより透徹を行ったところ、二重染色切片が得られた。ヘマトキ
シリン染色は、後述の評価において影響は無かった。また、形態染色を行わない場合はエ
タノール浸漬とキシレン浸漬による透徹のみ行うことができ、形態染色を行う場合にさら
にエオシン染色を追加することもできた。
【００８９】
　[1細胞あたりの輝点数]
　蛍光観察の写真を画像ソフトImageJで解析し、写真上の輝点をカウントした。一方、形
態染色で得られた写真から、目視で細胞の数をカウントした。輝点のカウント数を細胞の
カウント数で除して、1細胞あたりの輝点数を算出した。
【００９０】
　[評価]
　実施例１～５で調製した蛍光色素結合ナノ粒子及び比較例で調製した蛍光色素含有ポリ
スチレンナノ粒子を用いて、上記の免疫組織染色を実施した結果を評価すると次の通りで
あった。
【００９１】
　図１－１に示す通り、実施例1は比較例に比べて輝点が鮮明になった。すなわち実施例1
は、輝点と輝点を見分けることができ、リング状に局在している様子が観察できており、
比較例は輝点がにじんで他の輝点とを見分けることができなくなっている。乳がんとの関
連性が知られているＨＥＲ2たんぱく質は、細胞膜に発現する。実施例1の輝点のリング状
局在は、細胞の端にＨＥＲ2たんぱく質が存在していることを意味しており、診断上の有
用な情報となる。一方、比較例（図1－2）は輝点がにじんでいるので、こうした判断がで
きなかった。課題であった「免疫染色により組織切片中の検出対象物質上で一旦固定化し
た蛍光色素がキシレンによってにじみ出てしまい、輝点の位置及び強度にバラツキを生じ
て判定精度が悪化する」という点が、明確に改善できたと考察する。
　実施例２～５は、実施例1と同様の輝点が観察された。
【００９２】
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摘要(译)

解决的问题：提供用于荧光染料标记的树脂颗粒，当用二甲苯进行清洁
以防止组织切片成为永久制剂时，可防止荧光染料洗脱。解决方案：在
用于荧光染料标记的树脂颗粒中，荧光染料 通过共价键以外的键结合到
由树脂制成的树脂颗粒上。 用于荧光染料标记的树脂颗粒的特征在于：
（1）该树脂包含由选自苯乙烯，甲基丙烯酸烷基酯和丙烯腈中的至少一
种单官能单体以及该结构物中包含的至少一些氢原子组成的结构单元。 
单元被带电荷的取代基取代，或树脂包含由甲基丙烯酸作为单官能单体
的构成单元，（2）树脂的交联度为50％以上，和（3）荧光染料 具有具
有与树脂中所包含的具有电荷的取代基的电荷相反的电荷的取代基。
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