
JP 6265119 B2 2018.1.24

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　病理切片から生体物質を特異的に検出する生体物質検出方法であって、
　蛍光標識体を用いた免疫染色工程と、
　前記免疫染色工程の後に行なう、切片の固定処理工程と、
　前記固定処理工程の後に行なう、水と自由混和しない有機溶媒を含む封入剤を用いて切
片を封入する封入処理工程とを有し、
　前記封入剤が退色防止剤を含み、
　前記退色防止剤が、フェノール系の退色防止剤およびアミン系の退色防止剤からなる群
より選ばれる少なくとも１種を含み、
　前記蛍光標識体が、蛍光色素内包ナノ粒子および蛍光ナノ粒子内包粒子からなる群より
選ばれる少なくとも１種を含む、生体物質検出方法。
【請求項２】
　前記水と自由混和しない有機溶媒が、芳香族炭化水素、不飽和炭化水素、ケトン、エス
テル、エーテルおよびアルコールからなる群より選ばれる少なくとも1種を含む、請求項
１に記載の生体物質検出方法。
【請求項３】
　前記水と自由混和しない有機溶媒が、キシレン、トルエンおよびリモネンからなる群よ
り選ばれる少なくとも１種を含む、請求項１または２に記載の生体物質検出方法。
【請求項４】
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　前記退色防止剤が、吸収波長４５０～６００ｎｍの波長域で吸光をしない、請求項１～
３のいずれか１項に記載の生体物質検出方法。
【請求項５】
　前記退色防止剤を含む封入剤を用いて作製した切片スライドが透明である、請求項１～
４のいずれか１項に記載の生体物質検出方法。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の生体物質検出方法に用いるキットであって、水と
自由混和しない有機溶媒および退色防止剤を含む封入剤と、
前記生体物質検出方法を記載した使用説明書と
を有し、
　前記退色防止剤が、フェノール系およびアミン系からなる群より選ばれる少なくとも１
種を含む、生体物質検出用キット。
【請求項７】
　さらに、免疫染色用の蛍光標識体および蛍光標識化試薬を含む、請求項６に記載の生体
物質検出用キット。
【請求項８】
　請求項１～５のいずれか一項に記載の生体物質検出方法に用いる病理切片であって、生
体物質を特異的に検出するための蛍光標識体を用いた免疫染色処理、固定処理、および水
と自由混和しない有機溶媒を含む封入剤を用いた封入処理がなされた病理切片。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は生体物質検出方法に関し、特に蛍光標識体を用いて染色される組織染色に関す
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。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。あるいは蛍光標識法が用いられることもあ
る。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】
　また、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
（ＨＥ染色）が標準的に用いられている（非特許文献１、特許文献１～２）。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
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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】
　現在、免疫観察には多くの場合、ＤＡＢ染色が多く用いられている（特許文献３）。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）。
【０００７】
　蛍光標識体を用いた観察は共焦点レーザー顕微鏡や落射型蛍光顕微鏡により行なわれる
。このような顕微鏡では高強度の励起光があたることになる。例えば、太陽電池の規格Ｊ
ＩＳ Ｃ ８９１４で見られるような通常の太陽光曝露試験条件である１０００Ｗ／ｍ2に
対し、典型的な落射型蛍光顕微鏡では１００倍の照射光強度の光となる。
【０００８】
　励起光によって蛍光標識がダメージを受けて発光しなくなると、シグナルの低下を引き
起こす。このため、蛍光標識体を用いた観察においては耐光性能が重要となる。
　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２～３、特許文献
４）。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５）。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。
【０００９】
　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いために標本を透
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。
【００１０】
　したがって、免疫染色の標本の封入剤としても、永久標本を作製でき、また、形態染色
との二重染色をする場合には、形態染色の色味や発色が良い油系封入剤を用いる方がより
好ましいと考えられる。
【００１１】
　しかしながら、蛍光染色をおこなった標本を油系封入剤で封入すると、蛍光色素が封入
剤中に溶出し、染色性が失われるという問題がある。そのため、蛍光標識体を用いずに染
色する場合は油性封入剤を使用できるのに対し、蛍光標識体を用いて染色する場合は、上
記問題点を有する水性封入剤を使用せざるを得ないという実情があった。
【００１２】
　加えて、蛍光標識体の観察には共焦点レーザー顕微鏡や蛍光顕微鏡が用いられる。これ
らの顕微鏡では、蛍光観察の際に高強度の励起光が染色した切片へとあたることになる。
この励起光により、蛍光色素等を用いた蛍光標識体は徐々に劣化し、蛍光観察時や免疫染
色結果の判定において大きな影響を及ぼす。蛍光標識体は劣化が無いことが理想的であり
、耐光性能を向上させる必要がある。
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【００１３】
　蛍光標識体の耐光性能を向上させるには、封入剤に退色防止剤を混合する方法が考えら
れる。水系封入剤においては、例えば、蛍光色素として４'，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－
２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ（ＤＡＰＩ）を用いる場合、例えば、１，４－ジアザビシ
クロ［２．２．２］オクタン（ＤＡＢＣＯ）やプロロングゴールド（登録商標、Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒｐｒｏｂｅｓ社製）等の退色防止剤を用いる事でＤＡＰＩの耐光性能の改善を
図ることが行なわれている。しかしながら、蛍光標識の劣化の緩和はされるが、完全に抑
制することはできないため、短時間に観察を行なう必要がある。
【００１４】
　しかし、油系封入剤を蛍光色素染色に用いることには、上述の問題点があるため、これ
まで、油系封入剤は蛍光色素染色に用いられてこなかった。そのため、油系封入剤に退色
防止剤を混合し、蛍光染色において使用するという動機づけが生じることがなく、そのよ
うな試みはなされてこなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１５】
【特許文献１】特表２００１－５２５５８０号公報
【特許文献２】特開２００９－１１５５９９号公報
【特許文献３】特開２０１０－１３４１９５号公報
【特許文献４】特開２０１０－２０９３１４号公報
【特許文献５】特開２００８－１４７３９４号公報
【非特許文献】
【００１６】
【非特許文献１】「診断に役立つ免疫組織化学」、文光堂、2007年
【非特許文献２】「機能性色素の合成と応用技術」、シーエムシー出版、2007年
【非特許文献３】「量子ドットの生命科学領域への応用」、シーエムシー出版、2007年
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１７】
　本発明の課題は、蛍光免疫染色標本において、油系封入剤を使用しても、蛍光染色性が
低下しない染色方法を提供することである。さらには、当該染色方法によって得られる蛍
光免疫染色標本において、励起光の照射による蛍光標識体の劣化を防止し、耐光性能を向
上させる方法を提供することである。また、これらの方法の使用に用いられるキットを提
供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明者らは、鋭意検討の結果、蛍光標識体を用いた染色において、蛍光標識体を結合
させた後に固定処理を行うことで、油系封入剤による封入を行っても、蛍光染色性が低下
しないことを見出した。さらに、その際に用いる油系封入剤に、退色防止剤を含有させる
ことで、蛍光標識の耐光性能を大幅に向上させることができることを見出し、本発明を完
成するに至った。本発明の一側面では、上記の課題のうち少なくとも一つを実現するため
に、本発明は以下の事項を含む。
【００１９】
　[１] 病理切片から生体物質を特異的に検出する生体物質検出方法であって、蛍光標識
体を用いた免疫染色工程と、切片の固定処理工程と、水と自由混和しない有機溶媒を含む
封入剤を用いて切片を封入する封入処理工程とを有する生体物質検出方法。
　[２] 前記封入剤が退色防止剤を含む、項[１]に記載の生体物質検出方法。
　[３] 項［１］に記載の生体物質検出方法に用いるキットであって、
水と自由混和しない有機溶媒を含む封入剤と、
前記生体物質検出方法を記載した使用説明書と
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を有する生体物質検出用キット。
　[４] 項［２］に記載の生体物質検出方法に用いるキットであって、
水と自由混和しない有機溶媒および退色防止剤を含む封入剤と、
前記生体物質検出方法を記載した使用説明書と
を有する生体物質検出用キット。
　[５] 項［１］に記載の生体物質検出方法に用いる病理切片であって、生体物質を特異
的に検出するための蛍光標識体を用いた免疫染色処理、固定処理、および水と自由混和し
ない有機溶媒を含む封入剤を用いた封入処理がなされた病理切片。
【発明の効果】
【００２０】
　項［１］の生体物質検出方法によれば、蛍光標識体を用いた免疫染色において蛍光染色
性が低下しない標本を作製することができ、かつ、永久標本を作製することができる。ま
た、形態染色との二重染色をする場合には、形態染色の色味や発色が良い標本を作製する
ことができる。
【００２１】
　項［２］の生体物質検出方法によれば、上記効果に加え、さらに、蛍光標識の耐光性能
を向上させた標本を作製することができる。
　項［３］の生体物質検出用キットを用いれば、項［１］の方法で作製できる標本を得る
ことができる。
【００２２】
　項［４］の生体物質検出用キットを用いれば、項［２］の方法で作製できる標本を得る
ことができる。
【００２３】
　項［５］の切片は、項［１］の方法によって得られる、蛍光染色性が低下しない標本、
かつ、永久標本であり、形態染色との二重染色をした場合には、形態染色の色味や発色が
良い、蛍光標識体を用いた免疫染色標本である病理切片である。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　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。
　本発明の典型的な実施形態にかかる生体物質検出方法は、病理切片から生体物質を特異
的に検出する方法であり、基本的には、（１）蛍光標識体を用いて病理切片を免疫染色す
る工程と、（２）染色後の病理切片に励起光を照射して蛍光発光させ、その病理切片から
生体物質を検出する工程と、を有している。本発明では、（１）の工程において、切片の
固定処理工程および封入工程を含む。
【００２５】
　（１）の工程は、一般的な生体物質検出方法と同様に、脱パラフィン工程、賦活化処理
工程などの工程を有していてもよい。
　さらに、（１）の工程の前後どちらかに、形態観察用の染色剤を用いて病理切片を形態
観察染色する工程を含んでもいてもよい。こうすることで、蛍光標識体を用いた免疫染色
と形態観察用の染色剤を用いた形態観察染色の同時染色を行なうことも可能とできる。
【００２６】
　本発明では特に、（１）の病理切片を免疫染色する工程において、蛍光標識体として、
（Ａ）蛍光色素、（Ｂ）蛍光ナノ粒子、（Ｃ）蛍光色素内包ナノ粒子、（Ｄ）蛍光ナノ粒
子内包粒子、を用いることができる。蛍光標識体の輝度が高い方が、ノイズであるエオジ
ンの蛍光や細胞自家蛍光に対する信号値の比の観点から好ましい。従って、本発明の蛍光
標識体としては、（Ａ）蛍光色素と比して輝度が高い、（Ｂ）蛍光ナノ粒子、（Ｃ）蛍光
色素内包ナノ粒子、および、（Ｄ）蛍光ナノ粒子内包粒子がより好適に用いられる。また
、耐光性能がより高いという観点から、集積体である（Ｃ）蛍光色素内包ナノ粒子および
（Ｄ）蛍光ナノ粒子内包粒子が特に好適に用いられる。
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　免疫染色用の蛍光標識体、免疫染色工程、形態観察用の染色剤、形態観察染工程の詳細
は次のとおりである。
【００２７】
　〔免疫染色用の蛍光標識体〕
　本発明における免疫染色用の蛍光標識体は、免疫染色に用いる事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。（Ａ）蛍光色素、（Ｂ）蛍光ナノ粒子、（Ｃ）蛍光色
素内包ナノ粒子、（Ｄ）蛍光ナノ粒子内包粒子、のいずれであっても良い。
【００２８】
　〔（Ａ）蛍光色素〕
　本発明で用いる蛍光色素は既存の如何なるものを用いても構わない。公知の方法により
入手または作製することができる。
【００２９】
　内包される蛍光色素は、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。
【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、Ｓｐｅｃｔｒｕｍ Ｒｅｄ、ＬＤ７００ 
ＰＥＲＣＨＬＯＲＡＴＥ、などが挙げられる。
【００３１】
　スクアリリウム系色素分子の具体例としては、ＳＲｆｌｕｏｒ ６８０－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。
【００３２】
　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
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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
ｉａｚｏｌ－２－ｙｌｉｄｅｎｅ）－ｐｅｎｔａ－１，３－ｄｉｅｎｙｌ］－ｂｅｎｚｏ
ｔｈｉａｚｏｌ－３－ｉｕｍ　ｉｏｄｉｄｅ、などが挙げられる。
【００３３】
　芳香環系色素分子の具体例としては、Ｎ, Ｎ－Ｂｉｓ－（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐ
ｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１２－（４－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｘｙ）
－ｐｅｒｙｌｅｎ－３，４，９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｎａｃｉｄ ｄｉｉｍｉｄ
ｅ、Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１
２－ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏｘｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４：９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒ
ｂｏｘｄｉｉｍｉｄｅ、Ｎ，Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙ
ｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４，９，１０－ｂｉｓ（ｄｉｃａｒｂｉｍｉｄｅ）、１６，
Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３,４,９
,１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ｄｉｉｍｉｄｅ、４，４'－[（８，１６－Ｄｉ
ｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－２,１０－
ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｂｕｔｙｒｉc  ａｃｉｄ、２，１０－Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ－
ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－ｄｉｏｎｅ、２，１０－Ｂｉｓ（３
－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｏｘｙ）ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－ｄｉ
ｏｎｅ, ３，３'－[（８，１６－Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎｚｏ[
ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎ－２,１０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｐｒｏｐｙｌａｍｉｎｅ、
１７－ＢＩＳ（Ｏｃｔｙｌｏｘｙ）Ａｎｔｈｒａ［９，１，２－ｃｄｅ－］Ｂｅｎｚｏ［
ＲＳＴ］Ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－５－１０－Ｄｉｏｎｅ、Ｏｃｔａｄｅｃａｎｏｉｃａｃ
ｉｄ, ５，１０－ｄｉｈｙｄｒｏ－５,１０－ｄｉｏｘｏａｎｔｈｒａ[９，１，２－ｃｄ
ｅ]ｂｅｎｚｏ[ｒｓｔ]ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－１６,１７－ｄｉｙｌｅｓｔｅｒ、Ｄｉｈ
ｙｄｒｏｘｙｄｉｂｅｎｚａｎｔｈｒｏｎｅ、Ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃ ａｃｉ
ｄ, ４，４'，４''，４'''－[[２，９－ｂｉｓ[２，６－ｂｉｓ(１－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈ
ｙｌ)ｐｈｅｎｙｌ]－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－１,３,８,１０－ｔｅ
ｔｒａｏｘｏａｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ'ｅ'ｆ']ｄｉｉｓｏ
ｑｕｉｎｏｌｉｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]ｔｅｔｒａｋｉｓ（ｏｘｙ
）]ｔｅｔｒａｋｉｓ-，Ｂｅｎｚｅｎｅｅｔｈａｎａｍｉｎｉｕｍ、 ４，４'，４''，４
'''－［［２，９－ｂｉｓ［２，６－ｂｉｓ（１－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ）ｐｈｅｎｙ
ｌ］－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－１,３,８,１０－ｔｅｔｒａｏｘｏａ
ｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ'ｅ'ｆ']ｄｉｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉ
ｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]ｔｅｔｒａｋｉｓ（ｏｘｙ）]ｔｅｔｒａｋ
ｉｓ[Ｎ,Ｎ,Ｎ－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－］、などが挙げられる。
【００３４】
　オキサジン系色素分子の具体例としては、Ｃｒｅｓｙｌ ｖｉｏｌｅｔ、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。
【００３５】
　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
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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。
【００３６】
　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
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。
【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）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。
【００３８】
　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。
【００３９】
　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
。
【００４０】
　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。
【００４１】
　〔（Ｂ）蛍光ナノ粒子〕
　本発明で用いられる蛍光ナノ粒子とは、粒子サイズが１～５００ｎｍのものであり、好
ましくは１０～２００ｎｍである。
【００４２】
　蛍光ナノ粒子は半導体または蛍光体から構成される。
　半導体は例えばＩＩ－ＶＩ族半導体であるＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、
ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ等やＩＩ－ＶＩ族半導体であるＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＰ
、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ等を用いることができ、毒性の観点
から、ＧａＰやＩｎＰを好適に用いることができる。
【００４３】
　蛍光体は、例えば母体にＹ2Ｏ3やＹＶＯ4、ＺｎＯ、ＺｎＳ等を用い、発光中心にＥｕ
やＮｄ等を用いることができる。
　蛍光ナノ粒子の粒子サイズ、母体組成、不純物量を調整することで観察に適した励起波
長とする。
【００４４】
　〔（Ｃ）蛍光色素内包ナノ粒子〕
　ノイズであるエオジンの蛍光や細胞自家蛍光に対する信号値の比の観点から、蛍光標識
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体の輝度は高い方が好ましい。従って、本発明における蛍光標識体としては、蛍光色素と
比して輝度が高い、蛍光色素内包ナノ粒子がより好適に用いられる。
【００４５】
　蛍光色素内包ナノ粒子とは、有機物または無機物でできた粒子（母体）中に複数の蛍光
色素が内包された構造を有するナノサイズの粒子である。本発明で用いる蛍光色素内包ナ
ノ粒子は、適切な蛍光色素および粒子を形成する有機物または無機物を原料として選択し
た上で、公知の方法により作製することができる。
【００４６】
　粒子を形成する有機物または無機物としては、例えば、ポリスチレン、ポリアミド、ポ
リ乳酸、ポリアクリロニトリル、ポリグリシジルメタクリレート、ポリメラミン、ポリウ
レア、ポリベンゾグアナミン、ポリフラン、ポリキシレン、フェノール樹脂、多糖、シリ
カ等、安定的に蛍光色素を内包できるものが挙げられる。蛍光色素をこのような粒子中に
内包させることにより、蛍光色素単独よりも励起光の照射による劣化の起こりにくい（耐
光性が強い）。
【００４７】
　内包される蛍光色素は、前記（Ａ）蛍光色素の項目で挙げた蛍光色素を用いることがで
きる。また、それらの誘導体（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。
【００４８】
　以上のような蛍光色素は、蛍光色素内包ナノ粒子中に、いずれか一種を単独で内包させ
るようにしても、複数種を混合して内包させるようにしてもよい。
　たとえば、芳香環系色素分子、ローダミン系色素分子など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（ｐｅｒｙｌｅｎｅ）、
特にペリレンジイミド（ｐｅｒｙｌｅｎｅ　ｄｉｉｍｉｄｅ）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、適切な母体を選択することにより、本発明による所定
の輝度保持率の条件を満たす蛍光色素内包ナノ粒子を作製できる可能性がある。
【００４９】
　蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法は特に限定されるものではない。粒子原料であるモノ
マーに色素分子を結合させて粒子を合成する方法、粒子に色素を吸着させて導入する方法
等、粒子への色素の導入にはいかなる方法を用いても構わない。
【００５０】
　蛍光色素内包ナノ粒子の平均粒径は特に限定されないが、通常１０～５００ｎｍであり
、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。なお、蛍光色素内
包ナノ粒子の粒径は、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（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。
【００５１】
　〔（Ｄ）蛍光ナノ粒子内包粒子〕
　本発明で用いられる蛍光ナノ粒子内包粒子とは、有機物または無機物でできた粒子に対
し、上記（Ｂ）で説明した蛍光ナノ粒子が内包されてなるものである。蛍光ナノ粒子は、
蛍光色素内包ナノ粒子中に、いずれか一種を単独で内包させるようにしても、複数種を混
合して内包させるようにしてもよい。
【００５２】
　蛍光色素内包ナノ粒子の製造方法は特に限定されるものではない。粒子原料であるモノ
マーに蛍光ナノ粒子を結合させて粒子を合成する方法、粒子に蛍光ナノ粒子を吸着させて
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導入する方法等、粒子への蛍光ナノ粒子の導入はいかなる方法を用いても構わない。内包
される蛍光ナノ粒子の粒子サイズ、母体組成、不純物量を調整することで観察に適した励
起波長とする。
　蛍光ナノ粒子内包粒子のサイズは１０～５００ｎｍのものであり、好ましくは５０～２
００ｎｍである。
【００５３】
　〔形態観察染色工程〕
　本発明においては、形態観察染色を行うことができる。形態観察染色工程では、特に組
織標本の形態を観察する場合、前述したような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（ＨＥ染色）が標準的に用いられるが、本発明
における形態観察染色はこれに限定されるものではない。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。
【００５４】
　ＨＥ染色では、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。他の形態観察染色において、ヘマトキシリン類縁体やヘマ
トキシリンと同様の吸収波長を持つ色素により細胞核・石灰部・軟骨組織・細菌・粘液が
青藍色～淡青色に染色され、エオジン類縁体やエオジンと類似の吸収波長、発光波長を持
つ色素により細胞質・間質・各種線維・赤血球・角化細胞が赤～濃赤色に染色されてもよ
い。
【００５５】
　〔免疫染色工程〕
　本発明における免疫染色の方法としては、前述したような免疫染色用の蛍光標識体で検
出の対象とする生体物質を染色する、蛍光染色法が用いられる。
【００５６】
　例えば、特定の抗原に対して免疫染色を行う際には、蛍光標識体と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）、蛍光標識体
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）、蛍光標識体とビオチンを直接結合した標識を作製し、抗原に１次抗体と
アビジンあるいはストレプトアビジン修飾した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）等を用いることができる。
【００５７】
　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・ラビット・牛・ヤギ・羊・犬・チキン抗体が挙げられる。
【００５８】
　蛍光標識体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。
【００５９】
　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。
【００６０】
　〔固定処理工程〕
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　本発明の染色方法において行われる固定処理工程は、上記免疫染色工程により導入され
た蛍光標識体を、生体物質もしくは生体物質に結合した抗体等に固定化する工程である。
固定化処理液で処理する事で、タンパク質の架橋や変性を行ない、蛍光標識体と生体物質
もしくは生体物質に結合した抗体等とを、化学的、物理的により強固に結合し、安定した
状態とできる。本発明において固定処理は、固定処理溶液に組織化学染色工程により得ら
れた染色組織切片を浸漬することにより行うことができる。例えば、希パラホルムアルデ
ヒド水溶液中に、組織化学染色工程により得られた染色組織切片を数分から数時間程度浸
漬することにより行うことができる。
【００６１】
　本発明で用いられる固定処理溶液として、ホルマリン、パラホルムアルデヒド、グルタ
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、細胞膜透過物質等が挙げ
られる。この中では、強固に固定ができることから、ホルマリン、パラホルムアルデヒド
、グルタルアルデヒドが好ましく用いられる。
【００６２】
　〔封入工程〕
　封入工程は、組織切片の有機溶媒による脱水・透徹工程と、油系封入剤による封入工程
とからなる。脱水・透徹工程は、染色した組織切片をＰＢＳ等の水系洗浄液で洗浄後、Ｅ
ｔＯＨ（ethanol）による脱水およびキシレン置換により行なわれる。ＥｔＯＨによる脱
水は、ＥｔＯＨの水含有率を、例えば、５０％、３０％、１０％、０％というように水含
有率を下げたＥｔＯＨに、組織切片を順次漬けていき、ＥｔＯＨに置換することで行なわ
れる。ＥｔＯＨ置換した切片をキシレンに漬ける事で、キシレン置換が行なわれ、切片が
透徹される。キシレン置換した切片に油系封入剤を載せ、カバーガラス等を載せる事で封
入が行なわれる。
【００６３】
　〔封入剤〕
　封入剤は、溶媒（封入溶媒）と樹脂とから構成される。本発明の封入剤には、油系封入
剤（一般的に非水溶性封入剤と呼ばれることもある。）を用いる。油系封入剤とは、水と
自由混和しない溶媒を含む封入剤をいう。
【００６４】
　ここで、水と自由混和しないとは、水に対して体積で１５%以下の溶解度であることい
う。
　また、本発明の封入剤は、退色防止剤を含むことができる。これを退色防止剤含有封入
剤という。
【００６５】
　封入剤は市販の油系封入剤でも自家で調製してもよい。市販の油系封入剤としては例え
ばＤＰＸ（シグマアルドリッチ社製。主成分：ポリスチレンポリマー約２１．８％、キシ
レン約６９．７％）、エンテランニュー（登録商標、メルク社製。主成分：アクリル樹脂
、キシレン約６０％）、パラマウントＮ（登録商標、ファルマ社製。主成分：アクリル樹
脂、脂肪族炭化水素）を挙げることができる。市販の油系封入剤には、製品をそのままの
状態で使用できるものと、製品（原液）を所定の溶媒で希釈した後に使用するものがある
。また、カナダバルサムなどのような天然樹脂や、ポリスチレンやポリメタクリル酸メチ
ルなどのような合成樹脂を封入溶媒に溶かすことにより、自家で油系封入剤を調製するこ
とができる。
【００６６】
　〈封入溶媒〉
　本発明では、封入溶媒として、水と自由混和しない有機溶媒を含む溶媒を用いる。上記
市販の油系封入剤に含まれている溶媒、市販の油系封入剤を希釈するための所定の溶媒、
自家で油系封入剤を調製するために用いた溶媒などが上記封入溶媒に相当する。
【００６７】
　水と自由混和しない有機溶媒としては、芳香族炭化水素、不飽和炭化水素、カルボニル
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を含む化合物（ケトン）、エステル、エーテル、アルコールの中から、そのようなものを
選択して用いる事ができる。
【００６８】
　このうち、芳香族炭化水素としては、ベンゼン、トルエン、キシレン等を用いる事がで
きる。不飽和炭化水素としては、リモネン、ピネン等を用いる事ができる。ケトンとして
は、シクロヘキサノン、メチルエチルケトン等を用いる事ができる。エステル系としては
、酢酸ブチル等を用いる事ができる。エーテルとしては、アニソール、１, ４－ジ（２－
ヒドロキシエトキシ）ベンゼン、エチレングリコールモノフェニルエーテル等を用いる事
ができる。アルコールとしては、ブタノール、ペンタノール、ヘキサノール等を用いる事
ができる。特に、キシレン、トルエンおよびリモネンが、入手の容易さ、切片と近い１．
５程度の屈折率、作業に適した数十分程度の乾燥速度、の点から好ましい。
【００６９】
　水と自由混和しない有機溶媒は、いずれか一種を単独で用いても、複数種を混合して用
いてもよい。
　また、封入溶媒は、水と自由混和しない有機溶媒のみからなるものであってもよいし、
必要に応じて、本発明の作用効果を阻害しない範囲で、水と自由混和しない有機溶媒とと
もに、水および／または水と自由混和する有機溶媒を含むものであってもよい。水と自由
混和しない封入剤における、封入溶媒中の、水と自由混和しない溶媒の割合（体積％）は
、通常５０～１００％であり、好ましくは７０～１００％であり、より好ましくは９０～
１００％である。この範囲で規定された、水と自由混和しない溶媒を含む封入剤は、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、永久標本を作
成やすい、より脱水した条件とできるため、標本作製時の水の混入を防止しやすい、標本
作製時の乾燥が均一にできる、という観点から好ましい。
【００７０】
　〈樹脂〉
　封入剤に含まれる樹脂は、封入剤の溶媒分が蒸発した後、固形分として残るので、観察
に影響を与えないようなものが適切である。従って、ガラスに近い屈折率で透明性が高い
ものが適切である。また、着色や蛍光は蛍光顕微鏡観察に悪影響を与えるので無い方が良
い。本発明に用いる樹脂としては、上記条件を満たすものであれば、特に限定されるもの
ではないが、例えば、カナダバルサムなどのような天然樹脂や、ポリスチレンやポリメタ
クリル酸メチルなどのような合成樹脂が挙げられる。
【００７１】
　〔退色防止剤〕
　退色防止剤としては、フェノール系、アミン系、リン系、硫黄系および不飽和炭化水素
系の退色防止剤の中から、水と自由混和しない溶媒を含む封入溶媒への溶解性に問題がな
いものを選択して用いることができる。
【００７２】
　フェノール系の退色防止剤としては、ルチン、カテキン、ヘスペリジン、メチルヘスペ
リジン、ミリシトリン、クエルセチン、モリン、フィセチン、ナリンゲニン、ナリンギン
、ヘスペリジン、タキシフォリン、アピゲニン、ゲオスミン、ルテオリン、シアニジン、
デルフィニジン、マルビジン、ペラルゴニジン、ペオニジン、タンニン、トコフェロール
、トコトリエノール、のような天然物由来のフェノール類、ｐ－フェニルアゾフェノール
、４－ニトロアニリン、２，６－ジ－ｔｅｒｔ－ブチル－４－ヒドロキシメチルフェノー
ル、Ｎ,Ｎ'－ジサリチルアル－１，２－プロパンジアミン、トリエチレングリコール-ビ
ス[３－(３－ｔ－ブチル－５－メチル－４－ヒドロキシフェニル)プロピオネート]、１，
６－ヘキサンジオール-ビス[３－（３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシフェニル)
プロピオネート]、２，４－ビス－(ｎ－オクチルチオ)－６－(４－ヒドロキシ－３,５－
ジ－ｔ－ブチルアニリノ)－１,３,５－トリアジン、ペンタエリスリチル・テトラキス[３
－（３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシフェニル)プロピオネート]、２, ２－チオ
-ジエチレンビス[３－（３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシフェニル)プロピオネ
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ート]、オクタデシル－３－(３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシフェニル)プロピ
オネート、Ｎ,Ｎ'－ヘキサメチレンビス(３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシ-ヒド
ロシンナマミド)、３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒドロキシベンジルフォスフォネート-
ジエチルエステル、１，３，５－トリメチル－２,４,６－トリス(３，５－ジ－ｔ－ブチ
ル－４－ヒドロキシベンジル)ベンゼン、トリス－（３，５－ジ－ｔ－ブチル－４－ヒド
ロキシベンジル)-イソシアヌレイト、オクチル化ジフェニルアミン、２, ４,－ビス[(オ
クチルチオ)メチル]－Ｏ－クレゾール、イソオクチル－３－（３，５－ジ－ｔ－ブチル－
４－ヒドロキシフェニル)プロピオネート、１，３，５－トリス（４－ｔ－ブチル－３－
ヒドロキシ－２，６－ジメチルベンジル）イソシアヌル酸のようなヒンダードフェノール
類等を用いることができる。
【００７３】
　アミン系の退色防止剤としては、１，４－ジアザビシクロ［２．２．２］オクタン（Ｄ
ＡＢＣＯ）等の３級アミンや、フェノチアジン、セバシン酸ビス（２，２，６，６－テト
ラメチル－４－ピペリジル）、２，２，６，６－テトラメチルピペリジン等の２級アミン
、カフェインのようなアルカロイド、を用いることができる。
【００７４】
　リン系の退色防止剤としては、２－メルカプトベンゾイミダゾール、亜リン酸トリフェ
ニル、トリス（２－カルボキシエチル）ホスフィン塩酸塩（ＴＣＥＰ ＨＣｌ）、ジイソ
デシルペンタエリスリトールジホスファイト、９，１０-ジヒドロ-9-オキサ-10-ホスファ
フェナントレン１０-オキシド等を用いることができる。
【００７５】
　硫黄系の退色防止剤としては、３，３－チオジプロピオン酸ジドデシル、２，２'－チ
オジエタノール等のスルフィドや、ジベンジルジスルフィド、ＤＬ－αリポ酸（チオクト
酸）、３，６－ジチア－１,８－オクタンジオール等のジスルフィド、ジチオスレイトー
ルやオクタンジオール等のチオールを用いることができる。
【００７６】
　不飽和炭化水素系では、ルテイン、リコピン、アスタキサンチン、カンタキサンチン、
カプサンチン、ミキソキサントフィル、ゼアキサンチン、カロテン、レチノイン酸等のカ
ロテン類やカロテノイド類、キサントフィル類、アスコルビン酸、トコトリエノール、不
飽和脂肪酸類等を用いる事ができる。
【００７７】
　前記退色防止剤は、フェノールおよびアミンからなる群より選ばれる少なくとも１種を
含むことが好ましい。これらの退色防止剤は、蛍光標識の光退色の原因となる活性酸素に
よる酸化を防止することにより、光退色をより効果的に防止することができる。
【００７８】
　退色防止剤は、いずれか一種を単独で用いても、複数種を混合して用いてもよい。
　これら退色防止剤は、蛍光顕微鏡観察に悪影響が無いよう、吸収波長４５０～６００ｎ
ｍで吸収が無いことが好ましく、発光波長５００～７００ｎｍで発光が無いことが好まし
い。吸収があると蛍光標識の輝度低下につながる。また、発光があると蛍光顕微鏡観察時
にノイズが増加する。なお、退色防止剤吸収の吸収が無いとは、退色防止剤の１ｍｇ／ｍ
Ｌ濃度のキシレン溶液を調整し、１０ｍｍセルに入れて吸光度測定を行なった際に、４５
０ｎｍおよび６００ｎｍにおける吸光度がともに０．５以下であることをいう。
【００７９】
　本発明において、蛍光色素の輝度の低下を避ける観点から、上記退色防止剤を含む封入
剤を用いて作製した切片スライドは透明であることが好ましい。「透明」とは、作製した
切片スライドについて、４５０～６００ｎｍの吸光度測定をしたときに、４５０ｎｍおよ
び６００ｎｍにおける吸光度がともに０．１以下であることをいう。
【００８０】
　〔蛍光観察工程〕
　上記工程により免疫染色および形態観察染色が施された病理切片に、用いられている蛍
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光標識体に応じた適切な波長を有する励起光を照射することにより、その蛍光標識体が発
する蛍光を観察する。このような工程により、その病理切片内に存在する所定の生体分子
を検出することができ、例えば、抗体医薬（例えば、ＨＥＲ２を標的とするハーセプチン
等）の適用の適否を判定するための情報として利用することができる。
【００８１】
　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、適切な波長および出力の励起光を染色された病理切片に照射すればよい。
【００８２】
　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表示手段（モニタ等）に表示して行ってもよい。蛍光物質によるが
、蛍光顕微鏡の鏡筒からの目視によっては十分に蛍光を観察することができない場合であ
っても、カメラによる画像の撮影を通じて蛍光を観察することが可能な場合もある。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。
【００８３】
　なお、本発明においては同一の病理切片に対して免疫染色および形態観察染色の両方が
施されている場合があるが、形態観察染色による像を観察する際には、免疫染色用の蛍光
標識体を励起させるための励起光を照射する必要はなく、光学顕微鏡と同様の観察条件下
で観察すればよい。
【００８４】
　そのため、蛍光観察は任意の時間、励起光を照射した後に行うことができるが、通常の
照射条件下（照射エネルギー等）において、好ましくは励起光開始から９０分以内、より
好ましくは励起光開始から３０分以内に行うようにする。
【００８５】
　蛍光顕微鏡による観察の前後では、蛍光標識の輝度は変化しないことが望ましい。本発
明においては、一般的な蛍光顕微鏡の絞り全開４０倍の観察条件で、３０分間光照射後の
輝度が、照射前の７０％を維持する。この輝度低下の範囲では蛍光免疫染色の観察におい
て、一定の信頼性のある生体物質検出方法とみなして運用することが可能である。
【００８６】
　〔キット〕
　本発明の生体物質検出用キットは、上記工程を含む本発明の生体物質検出方法に使用さ
れるものである。本発明の生体物質検出用キットは、上記水と自由混和しない溶媒を含む
封入剤、または、上記水と自由混和しない溶媒ならびに退色防止剤を含む封入剤を有する
ものであり、さらに、本発明に係る生体物質検出方法が指示として記載された使用説明書
、免疫染色用の蛍光標識体および蛍光標識化試薬を有することができる。
【００８７】
　キットに含まれる免疫染色用の蛍光標識体としては、上記〔免疫染色用の蛍光標識体〕
の項に記載された蛍光標識体から選択することができる。蛍光標識化試薬としては、上記
〔免疫染色工程〕の項に記載した物質、例えば1次抗体、２次抗体等を選択することがで
きる。封入剤は、上記〔封入剤〕の項に記載されている封入剤であり、その封入剤を構成
する溶媒および樹脂は、上記〈封入溶媒〉および〈樹脂〉の項にそれぞれ記載した溶媒お
よび樹脂から選択することができる。退色防止剤としては、上記〔退色防止剤〕の項に記
載した退色防止剤から選択することができる。
【００８８】
　〈使用説明書〉
　キットに含まれる使用説明書は、本発明の方法を実施するために、本発明に係る生体物
質検出方法のいずれかが、指示として記載された使用説明書である。使用説明書の具体的
態様は上記情報を適切に伝達できるものであればよい。例えば、紙片、キットの包装、キ
ットの構成物のラベル等に印刷されているものでよく、ディスケット、ＣＤ等コンピュー
ターで読み取り可能な媒体中に記録されているものでもよい。
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【実施例】
【００８９】
　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。
　＜蛍光標識の作製＞
　蛍光標識は、すべてストレプトアビジン結合体として作製した。
【００９０】
　（蛍光標識１：Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素）
　蛍光色素としてＳｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ １０１ ａｃｉｄ ｃｈｌｏｒｉｄｅ（
同仁化学社製、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素）を用いた。蛍光色素へのストレプトアビジン結
合は、以下のようにおこなった。
【００９１】
　Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素に、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ含有したＰ
ＢＳ（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１０ｍ
ＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎｉｍ
ｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔｈ
ｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］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Ｐ
ＢＳ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蛍光色素内包ナノ粒子を得た。（単位Ｍはモル濃度
ｍｏｌ／Ｌを表す。）
【００９２】
　一方、ストレプトアビジン（和光純薬社製）をＮ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ Ｓ－ａ
ｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（ＳＡＴＡ）に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。
【００９３】
　上記のＴｅｘａｓ Ｒｅｄ色素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Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素を
得た。
【００９４】
　（蛍光標識２：ペリレン色素）
　蛍光色素として用いたペリレンジイミドは次の方法で準備した。Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，
６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１,６,７,１２－ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏｘ
ｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－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。これを酸クロリドに変換し
てペリレンジイミドスルホン酸クロリド誘導体とした。これを用いた以外は蛍光色素１の
方法と同様にして、ストレプトアビジン結合色素を得た。
【００９５】
　（蛍光標識３：Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素内包メラミンナノ粒子）
　ＳｕｌｆｏＲｈｏｄａｍｉｎｅ１０１（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―上で７０℃２０分間加熱し、メラミン樹脂ニカラ
ックＭＸ－０３５（日本カーバイド工業社製）１．５ｇを加え、さらに５分間加熱撹拌し
た。ギ酸１００μＬを加え、６０℃２０分間で加熱攪拌した後、室温放冷した。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１２，０００ｒｐｍで２０分間かけ、
上澄み除去した。この洗浄をエタノールと水で行なった。
【００９６】
　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
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ノ化処理を行なった。
【００９７】
　得られた色素内包ナノ粒子を、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蛍光色素内包ナノ粒子を得た。
【００９８】
　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。
【００９９】
　上記の蛍光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Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素内包メラミン
ナノ粒子を得た。
【０１００】
　（蛍光標識４：ペリレン色素内包メラミンナノ粒子）
　蛍光色素として上記色素２に記載のペリレンジイミドスルホン酸誘導体を用いた。
　それ以外は上記蛍光色素３の方法と同様にして、ストレプトアビジン結合ペリレン色素
内包メラミンナノ粒子を得た。
【０１０１】
　（蛍光標識５：ＦＩＴＣ色素内包メラミンナノ粒子）
　蛍光色素としてフルオレセインイソチオシアネート（同仁化学社製、ＦＩＴＣ）を用い
た。それ以外は上記蛍光色素３の方法と同様にして、ストレプトアビジン結合ＦＩＴＣ色
素内包メラミンナノ粒子を得た。
【０１０２】
　（蛍光標識６：Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素内包シリカナノ粒子）
　蛍光標識１で用いたＴｅｘａｓ Ｒｅｄ色素３．４ｍｇと３－アミノプロピルトリメト
キシシラン（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｏｘｙｓｉｌａｎｅ、信越シリコ
ーン社製、ＫＢＭ９０３）３μＬとをＤＭＦ中で混合し、オルガノアルコキシシラン化合
物を得た。得られたオルガノアルコキシシラン化合物０．６ｍＬを、４８ｍＬのエタノー
ル、０．６ｍＬのＴＥＯＳ（テトラエトキシシラン）、２ｍＬの水、２ｍＬの２８％アン
モニア水と３時間混合した。上記工程で作製した混合液を１００００Ｇで２０分遠心分離
を行い、上澄みを除去した。エタノールを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行っ
た。同様の手順でエタノールと純水による洗浄を２回ずつ行なった。Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ
色素内包シリカナノ粒子を得た。
【０１０３】
　得られた色素内包ナノ粒子を、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
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行うことで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。
【０１０４】
　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。
【０１０５】
　上記の蛍光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Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素内包シリカナ
ノ粒子を得た。
【０１０６】
　（蛍光標識７：ペリレン色素内包シリカナノ粒子）
　蛍光色素として蛍光標識２で用いたペリレンジイミドを用いた。それ以外は上記蛍光色
素６の方法と同様にして、ストレプトアビジン結合ペリレン色素内包シリカナノ粒子を得
た。
【０１０７】
　（蛍光標識８：ＦＩＴＣ色素内包シリカ内包ナノ粒子）
　蛍光色素として蛍光色素３で用いたＦＩＴＣを用いた。それ以外は上記蛍光色素６の方
法と同様にして、ストレプトアビジン結合ペリレン色素内包シリカナノ粒子を得た。
【０１０８】
　（蛍光標識９：Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素内包ポリスチレンナノ粒子）
　Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素内包ポリスチレン粒子はソープフリー乳化重合法により作製し
た。蛍光色素Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ　１０１　ａｃｉｄ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ（同
仁社製、Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素）を４－アミノスチレン（東京化成工業社製）と室温条
件で１時間混合し、色素結合スチレンを作製した。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(東京化成工業社製)０．１８ｇとスチレン（和光純薬社製）
０．０５ｇ、ジビニルベンゼン０．０５ｇ、上記色素結合スチレン０．００５ｇ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時間反応した。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色素内包ポリスチレンナノ粒子を得た。
【０１０９】
　得られた色素内包ナノ粒子を、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蛍光色素内包ナノ粒子を得た。
【０１１０】
　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。
【０１１１】
　上記の蛍光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
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。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Ｔｅｘａｓ Ｒｅｄ色素内包ポリスチ
レンナノ粒子を得た。
【０１１２】
　（蛍光標識１０：ペリレン色素内包ポリスチレンナノ粒子）
　蛍光色素として蛍光標識２で用いたペリレンジイミドを用いた。それ以外は上記蛍光色
素９の方法と同様にして、ストレプトアビジン結合ペリレン色素内包シリカナノ粒子を得
た。
【０１１３】
　（蛍光標識１１：ＦＩＴＣ色素内包ポリスチレンナノ粒子）
　蛍光色素として蛍光色素３で用いたＦＩＴＣを用いた。それ以外は上記蛍光色素９の方
法と同様にして、ストレプトアビジン結合ペリレン色素内包シリカナノ粒子を得た。
【０１１４】
　（蛍光標識１２：ＣｄＳｅ）
　蛍光ナノ粒子として、カルボン酸末端のＣｄＳｅ／ＺｎＳ（インビトロジェン社：Ｑｄ
ｏｔ６０５）を用いた。これをＥＤＴＡ（サーモサイエンス社製）で活性化させた後、蛍
光標識１の方法と同様にしてストレプトアビジンと結合させ、ストレプトアビジン結合蛍
光ナノ粒子を得た。
【０１１５】
　（蛍光標識１３：ＣｄＳｅ内包ナノ粒子）
　ＣｄＳｅ／ＺｎＳデカン分散液（インビトロジェン社：Ｑｄｏｔ６０５）１０μＬにＴ
ＥＯＳ０．１ｍｇ、エタノール０．０１ｍＬ、濃アンモニア水０．０３ｍＬを加え３時間
攪拌して加水分解を行った。得られた混合液を１０，０００Ｇで２０分間遠心分離を行い
、上澄みを除去した。エタノールを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同
様の手順でエタノールと純水による洗浄を２回ずつ行い、ＣｄＳｅ内包ナノ粒子６０ｍｇ
を得た。
【０１１６】
　得られたＣｄＳｅ内包ナノ粒子の１０００個についてＳＥＭ観察を行ったところ、平均
粒径１０８ｎｍ、変動係数は１４％であった。
　得られたＣｄＳｅ内包ナノ粒子は、蛍光色素３との方法と同様に、表面アミノ化、ＰＥ
Ｇ化、ストレプトアビジン修飾を行ない、ストレプトアビジン結合ＣｄＳｅ内包ナノ粒子
を得た。
　使用した蛍光標識の一覧を表１に示す。
【０１１７】
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【表１】

【０１１８】
　＜封入剤の作製＞
　封入剤として、以下に示す封入剤１－１～１－１０、２－１～２－５および３－１を準
備した。
【０１１９】
　［退色防止剤含有封入剤］
　（封入剤１－１：ルチン含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製。主成分：アクリル樹脂、キシレン約６
０％）またはパラマウントＮ（ファルマ社。主成分：アクリル樹脂、脂肪族炭化水素）を
用いた。エンテランニュー、パラマウントＮは、購入したものをそのまま希釈せずに用い
た。
　封入剤に対して退色防止剤として、ルチンを１重量％（以下「ｗｔ％」と略記する。）
添加して撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２０】
　（封入剤１－２：2,6-ジ-tert-ブチル-4-ヒドロキシメチルフェノール含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、2,6-ジ-tert-ブチル-4-ヒドロキシメチル
フェノールを１ｗｔ％添加して撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２１】
　（封入剤１－３：セバシン酸ビス(2,2,6,6-テトラメチル-4-ピペリジル)含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、セバシン酸ビス(2,2,6,6-テトラメチル-4-
ピペリジル)を１ｗｔ％添加して撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２２】
　（封入剤１－４：フェノチアジン含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
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を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、フェノチアジンを１ｗｔ％添加して撹拌し
、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２３】
　（封入剤１－５：2-メルカプトベンゾイミダゾール）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、2-メルカプトベンゾイミダゾールを１ｗｔ
％添加して撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２４】
　（封入剤１－６：亜りん酸トリフェニル含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、亜りん酸トリフェニルを１ｗｔ％添加して
撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２５】
　（封入剤１－７：ジベンジルジスルフィド含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤としてジベンジルジスルフィドを１ｗｔ％添加して
撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２６】
　（封入剤１－８：3,3'-チオジプロピオン酸ジドデシル含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、3,3'-チオジプロピオン酸ジドデシルを１
ｗｔ％添加して撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２７】
　（封入剤１－９：DL-α-リポ酸含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、DL-α-リポ酸を１ｗｔ％添加して撹拌し、
退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２８】
　（封入剤１－１０：レチノイン酸含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、レチノイン酸を１ｗｔ％添加して撹拌し、
退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１２９】
　（封入剤２－１：退色防止剤含有しない封入剤）
封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）を
そのまま用いた。退色防止剤は加えなかった。
【０１３０】
　（封入剤２－２：シアニジン含有封入剤）
　封入剤に対して退色防止剤として、シアニジンを１ｗｔ％添加して撹拌し、退色防止剤
含有封入剤を得た。
【０１３１】
　（封入剤２－３：p-フェニルアゾフェノール含有封入剤）
　封入剤に対して退色防止剤として、p-フェニルアゾフェノールを１ｗｔ％添加して撹拌
し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１３２】
　（封入剤２－４：４－ニトロアニリン含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、４－ニトロアニリンを１ｗｔ％添加して撹
拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
【０１３３】
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　（封入剤２－５：リコピン含有封入剤）
　封入剤として、エンテランニュー（メルク社製）またはパラマウントＮ（ファルマ社）
を用いた。封入剤に対して退色防止剤として、リコピンを１ｗｔ％添加して撹拌し、退色
防止剤含有封入剤を得た。
【０１３４】
　（封入剤３－１：ＤＡＢＣＯ含有水性封入剤）
　封入剤として、フルオロマウント（コスモ・バイオ社製；水性封入剤）を用いた。封入
剤に対して退色防止剤として、１，４－ジアザビシクロ［２．２．２］オクタン（ＤＡＢ
ＣＯ）を１ｗｔ％添加して撹拌し、退色防止剤含有封入剤を得た。
　使用した封入剤の一覧を表２に示す。
【０１３５】
【表２】

【０１３６】
　＜組織染色工程＞
　［免疫組織染色］
　蛍光標識１～１３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％ＢＳＡ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ＰＢ
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Ｓ緩衝液で０．０５ｎＭに希釈したビオチン化トラスツズマブを組織切片と２時間反応さ
せ、その後洗浄した。さらに、蛍光標識１～１３と０．５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。
【０１３７】
　［形態染色］
　上記で固定処理した免疫組織化学染色切片に対してＨＥ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。なお、形態染色としてＨＥ染色
を行なっても、後述の耐光性評価に影響は無い。
【０１３８】
　［封入］
　上記形態染色を行なったものについて、封入を行なった。蛍光標識１～１３を用い、封
入剤として、１－１～１－１０、２－１～２－５および３－１をそれぞれ用いた。
【０１３９】
　＜組織サンプルの評価＞
　［評価１：退色防止剤吸収］
　退色防止剤吸収は、退色防止剤の１ｍｇ／ｍＬ濃度のキシレン溶液を調整し、１０ｍｍ
セルに入れて吸光度測定を行なった際に、４５０ｎｍおよび６００ｎｍにおける吸光度が
ともに０．５以下であることを退色防止剤吸収無しと、いずれかまたは両方が０．５を超
えるものを退色防止剤吸収有りとした。吸光度測定には日立社製分光光度計Ｕ－４１００
を用いた。なお、退色防止剤のキシレン溶解性が悪い場合には、０．５ｗｔ％キシレン溶
液として、１０ｍｍセルに入れて測定を行なった。さらにキシレン溶解性が悪い場合は、
溶媒をキシレンとＥｔＯＨ等との混合溶媒に替えて測定を行なった。
【０１４０】
　［評価２：３０分光照射前後の耐光性評価、改善割合］
　蛍光標識１～１３で免疫染色し、その後に封入剤１－１～１－１０または封入剤２－１
～２－５で封入した組織切片に対し、励起光を照射して蛍光発光させ、その組織切片から
、正立型蛍光顕微鏡（カールツァイス社製Ａｘｉｏ Ｉｍａｇｅｒ ２、モノクロカメラＡ
ｘｉｏＣａｍ ＭＲｍ装備）を用いて画像を取得した。
【０１４１】
　励起波長（ｎｍ）および蛍光波長（ｎｍ）は光学フィルターにより設定し、テキサスレ
ッドならびにペリレンイミド、およびその内包ナノ粒子は励起波長５７５～６００ｎｍ、
蛍光波長６１２～６８２ｎｍとした。フルオレセインおよびその内包ナノ粒子は励起波長
４５０～４９０ｎｍ、蛍光波長５００～５５０ｎｍとした。ＣｄＳｅおよびその内包ナノ
粒子は励起波長３４５～３９５ｎｍ、蛍光波長６００～７００ｎｍとした。
【０１４２】
　顕微鏡観察および画像取得時の励起波長条件は、励起５７５～６００ｎｍでは視野中心
部付近の照射光強度が９００Ｗ／ｃｍ2、励起４５０～４９０ｎｍでは視野中心部付近の
照射光強度が９００Ｗ／ｃｍ2、励起３６５ｎｍでは視野中心部付近の照射光強度が５０
０Ｗ／ｃｍ2、励起３４５～３９５ｎｍでは視野中心部付近の照射光強度が５００Ｗ／ｃ
ｍ2、になるようにした。なお、照射光強度は対物４０倍レンズ装着時の光エネルギー値
をアドバンテスト社製パワーメータ８２３０で測定し、４０倍レンズ照射視野面積（約φ
４５０μｍ）で割る事で算出している。画像取得時の露光時間は画像の輝度が飽和しない
よう任意に設定し画像を取得した。例えば１０００ｍ秒で測定を行なった。なお、取得画
像は補正を加えず、輝度値がフルレンジでリニアとなるようにした。
【０１４３】
　取得画像より画像解析ソフトであるＩｍａｇｅ－Ｊ（米国国立衛生研究所製）を用いて
各画素の輝度を算出し、蛍光標識体によって染色された部位（免疫染色部）の平均輝度（
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免疫染色部輝度）を算出した。当該平均輝度は信号値（Ｓ）に対応する。２５６階調のデ
ータにおいて、輝度は「０」を黒（一番暗い）と、「２５５」を白（一番明るい）として
いる。なお、２５６階調よりも高階調な画像を用いる場合は、輝度値を算出後、最大階調
値で割り、２５５を掛けることで、２５６階調での値と比較できるようにした。
【０１４４】
　蛍光標識の耐光性評価は、３０分間視野を動かさない状態として励起光を照射し続け、
照射直後（照射開始時点、０分）および照射後（３０分）の顕微鏡画像の両方から、免疫
染色部輝度を取得し、（式：３０分照射後の輝度／照射直後の輝度×１００）、で表され
る輝度保持率（％）を算出することにより行った。
【０１４５】
　また、退色防止剤の効果の比較のため、退色防止剤を含まない対応する封入剤を用いて
同様の処理を行い、（式：退色防止剤を入れた場合の輝度保持率／退色防止剤を入れない
場合の輝度保持率×１００）、で表わされる改善割合（％）を算出した。
【０１４６】
　［評価３：保存性］
　封入し作製した切片スライドについて、３ヵ月保存後の輝度を評価した。輝度の評価は
評価２と同様におこなった。元の輝度に対し、７０％以上の輝度を保持している場合は保
存性あり（○）、７０％未満に低下している場合は保存性なし（×）、とした。
【０１４７】
　［評価４：透明性］
　封入し作製した切片スライドについて、分光光度計Ｕ－４１００（日立社製）で、４５
０～６００ｎｍの吸光度測定を行ない評価した。４５０ｎｍおよび６００ｎｍにおける吸
光度がともに０．１以下を透明（○）と、いずれかまたは両方が０．１を超えるものを不
透明（×）とした。封入剤に着色がある場合、透明性が低下する。また、切片が白濁した
場合も透明性は低下する。蛍光標識の輝度を維持する観点から、切片スライドは透明であ
ることが好ましい。
【０１４８】
　［評価５：染色維持性］
　油系封入剤で染色ができている事の確認のため、染色時に切片の固定処理工程を行わな
いサンプルを準備し、固定処理工程を行なったものと比較を行なった。固定処理工程を行
なわないサンプルに対して、初期輝度が１．１倍以上となっているものを、蛍光染色性を
維持している（○）、１．１倍未満となっているものを、蛍光染色性を維持していない（
×）とした。
　以上の評価結果を表３－１～３－７、表４、表５－１～５－３および表６に示す。
【０１４９】
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【表３－１】

【０１５０】
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【表３－２】

【０１５１】
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【表３－３】

【０１５２】
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【表３－４】

【０１５３】
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【表３－５】

【０１５４】



(29) JP 6265119 B2 2018.1.24

10

20

30

40

【表３－６】

【０１５５】
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【表３－７】

【０１５６】
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【表４】

【０１５７】
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【表５－１】

【０１５８】
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【表５－２】

【０１５９】



(34) JP 6265119 B2 2018.1.24

10

20

30

40

【表５－３】

【０１６０】
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【表６】

　これらについて評価を行なった結果、固定化処理を行うことで、水と自由混和しない溶
媒を含む封入剤（油系封入剤）を用いても、蛍光染色性の低下（発光部分の減少）および
染色のにじみが起きず、実際の観察に用いることができる蛍光染色標本を作製できること
が示された。また、退色防止剤を加えることで、輝度保持率が向上することが示された。
さらに、吸収のない退色防止剤を用いることで、蛍光観察により適した透明な切片スライ
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