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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体分子を蛍光染色するための蛍光ナノ粒子であって、
　蛍光色素を有する色素樹脂粒子と、
　染色対象の生体分子と特異的に結合する生体分子認識分子とを備え、
　平均粒子径が４０ｎｍ以上２００ｎｍであり、
　ｐＨ７．０の水中におけるゼータ電位が－１０ｍＶ～－６０ｍＶであり、
　蛍光色素を有する色素樹脂粒子の表面が、前記ゼータ電位を調節可能な化合物を用いて
化学修飾されており、
　前記色素樹脂粒子に対してアミノ基を有する化合物を用いてアミノ基を導入した後、該
アミノ基に対してＰＥＧを結合し、さらにこのＰＥＧに生体分子認識分子を結合すること
により前記化学修飾がなされており、
　前記ＰＥＧのオキシエチレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４～２４である
　蛍光ナノ粒子。
　但し、次に掲げるものは除く。
　前記平均粒子径が１５０ｎｍであり、かつ、
　前記ｐＨ７．０の水中におけるゼータ電位が－１４ｍＶであり、かつ、
　前記アミノ基を有する化合物がエタノールアミンであり、かつ、
　前記ＰＥＧのオキシエチレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４である
　蛍光ナノ粒子。
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【請求項２】
　生体分子を蛍光染色するための蛍光ナノ粒子であって、
　蛍光色素を有する色素樹脂粒子と、
　染色対象の生体分子と特異的に結合する生体分子認識分子とを備え、
　平均粒子径が４０ｎｍ以上２００ｎｍであり、
　ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位が０ｍＶ～－１０ｍＶの範囲であり
、
　蛍光色素を有する色素樹脂粒子の表面が、前記ゼータ電位を調節可能な化合物を用いて
化学修飾されており、
　前記色素樹脂粒子に対してアミノ基を有する化合物を用いてアミノ基を導入した後、該
アミノ基に対してＰＥＧを結合し、さらにこのＰＥＧに生体分子認識分子を結合すること
により前記化学修飾がなされており、
　前記ＰＥＧのオキシエチレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４～２４である
　蛍光ナノ粒子。
【請求項３】
　前記アミノ基を有する化合物が、前記色素樹脂粒子と結合した状態で、１個または２個
以上の遊離のアミノ基を有する、請求項１または２に記載の蛍光ナノ粒子。
【請求項４】
　前記アミノ基を有する化合物が１，２－ビス（２－アミノエトキシ）エタン（ＢＡＥＥ
）またはトリス（２－アミノエチル）アミン（ＴＡＥＡ）である、請求項１～３のいずれ
か１項に記載の蛍光ナノ粒子。
【請求項５】
　前記色素樹脂粒子の樹脂がメラミン樹脂である、請求項１～４のいずれか１項に記載の
蛍光ナノ粒子。
【請求項６】
　Ｎ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ-Ｓ－ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（ＳＡＴＡ
）または２－イミノチオランとの反応を経て得られたストレプトアビジンが、前記生体分
子認識分子として、前記色素樹脂粒子に結合している、請求項５に記載の蛍光ナノ粒子。
【請求項７】
　前記染色が免疫染色である、請求項１～６のいずれか一項に記載の蛍光ナノ粒子。
【請求項８】
　請求項１～７のいずれか１項に記載の蛍光ナノ粒子を緩衝液に分散させる工程を経て得
られる、蛍光ナノ粒子の染色液。
【請求項９】
　さらに、タンパク質または界面活性剤の少なくともいずれか１方を含む、請求項８に記
載の染色液。
【請求項１０】
　請求項１に記載の蛍光ナノ粒子の製造方法であって、
　蛍光色素を内包または表面固定した色素樹脂粒子の表面を、前記色素樹脂粒子に対して
アミノ基を有する化合物を用いてアミノ基を導入した後、該アミノ基に対して、オキシエ
チレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４～２４であるＰＥＧを結合し、さらにこのＰ
ＥＧに生体分子認識分子を結合することにより化学的に修飾することにより、ｐＨ７．０
の水中において蛍光ナノ粒子全体として－１０ｍＶ～－６０ｍＶとなるゼータ電位を前記
色素樹脂粒子に付与する工程を有する、蛍光ナノ粒子の製造方法。
【請求項１１】
　請求項２に記載の蛍光ナノ粒子の製造方法であって、
　蛍光色素を内包または表面固定した色素樹脂粒子の表面を、前記色素樹脂粒子に対して
アミノ基を有する化合物を用いてアミノ基を導入した後、該アミノ基に対して、オキシエ
チレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４～２４であるＰＥＧを結合し、さらにこのＰ
ＥＧに生体分子認識分子を結合することにより化学的に修飾することにより、ｐＨ６．０
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～８．０の緩衝液中において蛍光ナノ粒子全体として０ｍＶ～－１０ｍＶとなるゼータ電
位を前記色素樹脂粒子に付与する工程を有する、蛍光ナノ粒子の製造方法。
【請求項１２】
　前記アミノ基を有する化合物が、前記色素樹脂粒子と結合した状態で、１個または２個
以上の遊離のアミノ基を有する、請求項１０または１１に記載の蛍光ナノ粒子の製造方法
。
【請求項１３】
　前記アミノ基を有する化合物が１，２－ビス（２－アミノエトキシ）エタン（ＢＡＥＥ
）またはトリス（２－アミノエチル）アミン（ＴＡＥＡ）である、請求項１０～１２のい
ずれか１項に記載の蛍光ナノ粒子の製造方法。
【請求項１４】
　前記色素樹脂粒子の樹脂がメラミン樹脂である、請求項１０～１３のいずれか１項に記
載の蛍光ナノ粒子の製造方法。
【請求項１５】
　Ｎ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ-Ｓ－ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（ＳＡＴＡ
）または２－イミノチオランとの反応を経て得られたストレプトアビジンが、前記生体分
子認識分子として、前記色素樹脂粒子に結合している、請求項１４に記載の蛍光ナノ粒子
の製造方法。
【請求項１６】
　前記染色が免疫染色である、請求項１０～１５のいずれか一項に記載の蛍光ナノ粒子の
製造方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体分子染色用の蛍光ナノ粒子およびその製造方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　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。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。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。
【０００３】
　蛍光標識に用いるものとして、メラミン樹脂粒子に生体分子認識分子としてのストレプ
トアビジンを直接的に結合させた蛍光ナノ粒子を含む染色液が知られている（例えば、特
許文献１，２参照）。この蛍光ナノ粒子は、生体分子の検出に用いられる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特表２００８－５４３９８２号公報
【特許文献２】国際公開ＷＯ２０１３／０３５７０３
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　しかし、特許文献１，２の蛍光ナノ粒子を用いて免疫染色を行った場合、組織上の抗原
量に拘わらず、蛍光ナノ粒子が細胞核等に非特異的に結合してしまうという問題があった
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。特に、高感度な免疫染色を行うために蛍光ナノ粒子を高濃度で使用すると、そのような
非特異的な結合が起こりやすい。
【０００６】
　本発明は、染色対象外の生体分子への非特異的な結合を抑制できる生体分子染色用の蛍
光ナノ粒子およびその製造方法の提供をすることを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　上述した目的のうち少なくとも一つを実現するために、本発明の一側面を反映した蛍光
ナノ粒子は、生体分子を染色するための蛍光ナノ粒子であって、蛍光色素を有する色素樹
脂粒子と、染色対象の生体分子と特異的に結合する生体分子認識分子とを備え、ｐＨ７．
０の水中におけるゼータ電位が－１０ｍＶ～－６０ｍＶである、蛍光ナノ粒子である。
【０００８】
　上述した目的のうち少なくとも一つを実現するために、本発明の一側面を反映した別の
蛍光ナノ粒子は、生体分子を蛍光染色するための蛍光ナノ粒子であって、蛍光色素を有す
る色素樹脂粒子と、染色対象の生体分子と特異的に結合する生体分子認識分子とを備え、
ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位が０ｍＶ～－１０ｍＶの範囲の蛍光ナ
ノ粒子である。
【０００９】
　上述した目的のうち少なくとも一つを実現するために、本発明の一側面を反映した上記
蛍光ナノ粒子の製造方法は、蛍光色素を内包または表面固定した色素樹脂粒子の表面を化
学的に修飾することにより、ｐＨ７．０の水中において蛍光ナノ粒子全体として－１０ｍ
Ｖ～－６０ｍＶとなるゼータ電位を前記色素樹脂粒子に付与する工程を有する、蛍光ナノ
粒子の製造方法である。
【００１０】
　上述した目的のうち少なくとも一つを実現するために、本発明の一側面を反映した上記
蛍光ナノ粒子の製造方法は、蛍光色素を内包または表面固定した色素樹脂粒子の表面を化
学的に修飾することにより、ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中において蛍光ナノ粒子全体と
して０ｍＶ～－１０ｍＶとなるゼータ電位を前記色素樹脂粒子に付与する工程を有する、
蛍光ナノ粒子の製造方法である。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明によれば、蛍光ナノ粒子のゼータ電位を特定の範囲の負の値に調節することによ
り、一般的に負に荷電している生体分子との間に適度な電気的反発力を生じさせることが
できる。その結果、蛍光ナノ粒子の生体分子への非特異的な結合が抑制され、前記の電気
的反発力を上回る相互作用でもって蛍光ナノ粒子と染色対象の生体分子とを特異的に結合
させ、特定の染色対象の生体分子の視認性を向上させることができる。また、蛍光ナノ粒
同士の間にも適度な電気的な反発力が生じるため、それらの凝集を抑制し、染色液の分散
性を維持することもできる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】（Ａ）は、比較例１の蛍光ナノ粒子を用いた、非特異的結合の評価試験の画像で
ある。多数の輝点が確認され、蛍光ナノ粒子の細胞核への非特異的結合が多量に起きてい
ることが示されている。（Ｂ）は、実施例１の蛍光ナノ粒子を用いた、非特異的結合の評
価試験の結果を示す画像である。輝点は確認されず、蛍光ナノ粒子の細胞核および組織全
体への非特異的結合が抑制されていることが示されている。（Ｃ）は、実施例７の蛍光ナ
ノ粒子を用いた免疫染色画像である。細胞核への非特異的結合を抑制しつつ、蛍光ナノ粒
子が目的とする生体分子（ＨＥＲ２）に適切に結合していることが確認できる。（Ｄ）は
、実施例６の蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色画像である。（Ｃ）と同様、細胞核への非特
異的結合を抑制しつつ、蛍光ナノ粒子は目的とする生体分子（ＨＥＲ２）に適切に結合し
ていることが確認できるが、その輝点数は（Ｃ）よりやや少ない。
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【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明に係る蛍光ナノ粒子は、生体分子を蛍光染色するための蛍光ナノ粒子であって、
蛍光色素を有する色素樹脂粒子と、染色対象の生体分子と特異的に結合する生体分子認識
分子とを備え、ｐＨ７．０の水中におけるゼータ電位が－１０ｍＶ～－６０ｍＶの蛍光ナ
ノ粒子である。
【００１４】
　また、本発明に係る別の蛍光ナノ粒子は、生体分子を蛍光染色するための蛍光ナノ粒子
であって、蛍光色素を有する色素樹脂粒子と、染色対象の生体分子と特異的に結合する生
体分子認識分子とを備え、ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位が０ｍＶ～
－１０ｍＶの範囲の蛍光ナノ粒子である。
【００１５】
　（蛍光ナノ粒子）
　本発明で用いられる蛍光ナノ粒子は、上述したように、染色用の蛍光色素を有し表面が
化学修飾された色素樹脂粒子と、染色対象である生体分子を分子認識して特異的に結合す
る生体分子認識分子とを有し、染色環境ｐＨ下で、特定の範囲の負のゼータ電位を有する
。
【００１６】
　「生体分子」には、細胞核、リボソーム、ゴルジ体等の細胞内小器官や、細胞内または
細胞表面に存在するその他の各種のタンパク質などが含まれる。これらは通常、核酸（ヌ
クレオチド）が有するリン酸基やアミノ酸の側鎖に含まれる荷電した官能基により、中性
ｐＨ領域において負に荷電している。そのため、マイナスのゼータ電位を有する蛍光ナノ
粒子と、負に荷電した生体分子とは電気的に反発し合い、非特異的結合が起こりにくくな
る。
【００１７】
　一方で、蛍光ナノ粒子は、染色対象とする生体分子と特異的に結合する生体分子認識分
子を備えることにより、上記の電気的な反発力を凌駕する強い相互作用でもって、染色対
象とする生体分子と結合することができる。
【００１８】
　このことから、ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を特定の負の範囲
（－１０ｍＶ～－６０ｍＶ）で調節することにより、蛍光ナノ粒子の生体分子への非特異
的な結合を防止しつつ、染色対象とする生体分子に特異的に結合させることが可能となり
、蛍光染色の視認性を向上させることができる。また、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０の緩衝液
中のゼータ電位を特定の負の範囲（０ｍＶ～－１０ｍＶ）で調節することによっても、蛍
光染色の視認性を向上させることができる。
【００１９】
　上述したように「染色環境ｐＨ下で、特定の範囲の負のゼータ電位を有する」ものとす
るため、本発明に用いられる蛍光ナノ粒子のゼータ電位は、中性、すなわちｐＨが７．０
の水中の環境下で－１０ｍＶ～－６０ｍＶの範囲となるよう設定され、または、ｐＨ６．
０～８．０となるＰＢＳ等のｐＨ緩衝液中の環境下では、０ｍＶ～－１０ｍＶとなるよう
設定される。緩衝液としては、例えば、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）、Ｔｒｉｓ－Ｈ
Ｃｌ緩衝液、およびリン酸緩衝液（ＰＢＳを除く）からなる群から選択された１種以上が
挙げられる。
【００２０】
　上記のような範囲のゼータ電位を有する蛍光ナノ粒子は、生体分子の染色が行われるｐ
Ｈ環境下、たとえばｐＨが６．０～８．０、好ましくはｐＨが６．９～７．６の範囲にお
ける使用にとって好適なものとなる。
【００２１】
　ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位が－１０ｍＶより大きいと、染色
対象外の生体分子（たとえば細胞核）との間に働く反発力が弱く、非特異的を十分に防止
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することができないため、視認性を改善する効果に乏しい。また、蛍光ナノ粒子同士の間
で働く電気的な反発力も弱くなるため、試薬の分散性も悪くなる。ｐＨ７．０の水中にお
ける蛍光ナノ粒子のゼータ電位が－６０ｍＶより小さいと、正に荷電した生体分子への非
特異的結合などにより組織全体への吸着（輝点数）が過度になり、やはり視認性を改善す
る効果に乏しい。
【００２２】
　一方、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０の緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位が０ｍＶ
～－１０ｍＶの範囲外であると、染色しても十分な輝点を得ることができない。なお、蛍
光ナノ粒子のゼータ電位は、一般的なゼータ電位測定装置（たとえば「ゼータサイザーナ
ノ」、Ｍａｌｖｅｒｎ社製）を用いて測定することができる。
【００２３】
　通常、非特異的結合を引き起こすおそれのある染色対象外の生体分子は多種類存在する
が、負荷電の程度は生体分子の種類やｐＨ環境により異なり、染色対象（組織切片等）に
応じて、非特異的結合を防止し、視認性を向上させる効果が極力高くなるよう、蛍光ナノ
粒子のゼータ電位を調節することが適切である。たとえば、蛍光ナノ粒子のゼータ電位を
、染色対象外の生体分子の中で非特異的結合が特に問題となる細胞核との関係において、
最も非特異的結合が抑制されるように調節することが好ましい。
【００２４】
　ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、または、ｐＨ６．０～ｐＨ８．
０の緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位は、後述する蛍光ナノ粒子の製造方法の
付加工程で示すように、色素樹脂粒子の表面に対して該表面のゼータ電位を調節可能な化
合物を付加する化学修飾により、上記の範囲に設定することが好適である。この場合、ｐ
Ｈ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、または、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０の
緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位は、色素樹脂粒子および生体分子認識分子に
加えて、上記化学修飾のために用いられる試薬、例えばアミノ基導入試薬およびＰＥＧ化
試薬の、電荷や分子サイズなどによって総合的に調整されることになる。
【００２５】
　ただし、本発明はそのような実施形態に限定されるものではなく、色素樹脂粒子および
生体分子認識分子のみによって、ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、
または、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０の緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を上記の
範囲に設定することが可能であれば、そのような化学修飾を用いる必要はない。
　一方、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０の緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位は、緩衝
液に対して、タンパク質（ＢＳＡ等）、界面活性剤（Ｔｗｅｅｎ２０（登録商標）等）、
防腐剤（アジ化ナトリウム等）などのゼータ電位を調節可能な他の化合物を１種又は２種
以上を所定量含有させるによって０ｍＶ～－１０ｍＶの範囲に入るように総合的に調節さ
れていてもよい。ただし、上記ゼータ電位が０ｍＶ～－１０ｍＶの範囲に入るのであれば
、そのような化合物を用いる必要はない。
【００２６】
　＜色素樹脂粒子＞
　本発明の蛍光ナノ粒子を構成する要素の一つである色素樹脂粒子は、蛍光色素を粒子に
内包または粒子表面に固定した、直径がナノメートルオーダーの樹脂粒子である。
【００２７】
　色素樹脂粒子を主として構成する樹脂として、次のような熱可塑性樹脂または熱硬化性
樹脂を用いることができる。熱可塑性樹脂としては、例えば、ポリスチレン、ポリアクリ
ロニトリル、ポリフラン、または、これに類する樹脂を好適に用いることができる。熱硬
化性樹脂としては、例えば、ポリキシレン、ポリ乳酸、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、ポリアミド、フェノール樹脂、多糖類ま
たはこれに類する樹脂を好適に用いることができる。熱硬化性樹脂、特にメラミン樹脂は
、キシレン等の有機溶媒を用いる脱水、透徹、封入などの処理によっても、色素樹脂に内
包させた色素の溶出を抑制することができる点で好ましい。
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【００２８】
　色素樹脂粒子は、表面に少なくとも直接的または間接的に生体分子認識分子を結合させ
るための官能基と、通常はさらにｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、
またはｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位を調節するための化合物（化学
修飾剤）を結合させるための官能基を備える必要がある。
【００２９】
　このような所定の官能基としては、本発明の属する技術分野において様々な生体分子同
士を結合させる場合と同様の官能基を利用することができるが、例えば、エポキシ基およ
びアミノ基が好ましい。
【００３０】
　生体分子認識分子を結合させるための官能基と、ゼータ電位を調節するための化合物（
化学修飾剤）を結合させるための官能基とは、同じ種類のものであっても、異なる種類の
ものであってもよい。
【００３１】
　前記所定の官能基を有する色素樹脂粒子の調製方法は特に限定されるものではないが、
例えば、色素樹脂粒子を構成する熱可塑性樹脂または熱硬化性樹脂を合成するためのモノ
マーとして、前記所定の官能基をあらかじめ側鎖に有する（コ）モノマーを（共）重合さ
せるか、熱可塑性樹脂または熱硬化性樹脂の合成後に、それを構成している樹脂モノマー
単位が有する官能基を試薬処理して前記所定の官能基に変換する方法を用いることができ
る。
【００３２】
　熱可塑性の色素樹脂粒子を製造する場合、スチレンと共にグリシジルメタクリレートを
モノマーとして用いて共重合させることにより、表面にエポキシ基を有するポリスチレン
系樹脂の色素樹脂粒子を製造する実施形態、あるいはスチレンとともにスチレンカルボン
酸やスチレンスルホン酸を共重合させて、表面にカルボン酸、スルホン酸を有するポリス
チレン系樹脂の色素樹脂粒子を製造する実施形態、あるいはスチレンと共にアミノスルホ
ン酸を共重合させて表面にアミノ基を有するポリスチレン系樹脂の色素樹脂粒子を製造す
る実施形態が挙げられる。なお、前記グリシジルメタクリレートが有するエポキシ基は、
所定の処理によりアミノ基に変換することもできる。
【００３３】
　一方、熱硬化性の色素樹脂粒子を製造する場合、メラミン樹脂原料（例えば三和ケミカ
ル社製ＭＸ０３５）をモノマーとして用いて共重合させることにより、表面にアミノ基を
有するメラミン系樹脂の色素樹脂粒子を製造する実施形態が挙げられる。
【００３４】
　（蛍光色素）
　上記樹脂モノマーを重合して蛍光色素を取り込みつつ色素樹脂粒子を形成する際に、粒
子に内包または粒子の表面に固定させる蛍光色素としては、例えば、以下のローダミン系
色素分子、ＢＯＤＩＰＹ系色素分子、スクアリリウム系色素分子、芳香族炭化水素系色素
分子、または、これらの組合せを用いることができる。
【００３５】
　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
芳香族炭化水素系色素分子に属するペリレン（ｐｅｒｙｌｅｎｅ）やピレン（Ｐｙｒｅｎ
ｅ）、ペリレンジイミド（ｐｅｒｙｌｅｎｅ　ｄｉｉｍｉｄｅ）が好ましい。
【００３６】
　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、それらの誘導体などが挙げられる。
【００３７】
　ＢＯＤＩＰＹ系色素分子の具体例としては、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭ
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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）、それらの誘導体などが挙げられる。
【００３８】
　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、それらの誘導体などが挙げられる。
【００３９】
　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）－ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４，９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｎａｃｉｄ ｄ
ｉｉｍｉｄｅ、Ｎ,Ｎ’－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１
，６，７，１２－ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏｘｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４：９，１０－ｔｅ
ｔｒａｃａｒｂｏｘｄｉｉｍｉｄｅ、Ｎ，Ｎ’－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙ
ｌｐｈｅｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４，９，１０－ｂｉｓ（ｄｉｃａｒｂｉｍｉｄ
ｅ）、１６，Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎ
ｅ－３,４,９,１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ｄｉｉｍｉｄｅ、４，４’－[（
８，１６－Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎ
ｅ－２,１０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｂｕｔｙｒｉc  ａｃｉｄ、２，１０－Ｄｉｈ
ｙｄｒｏｘｙ－ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－ｄｉｏｎｅ、２，１
０－Ｂｉｓ（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｏｘｙ）ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ
－８,１６－ｄｉｏｎｅ, ３，３'－[（８，１６－Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏ
ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎ－２,１０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｐｒｏｐ
ｙｌａｍｉｎｅ、１７－ＢＩＳ（Ｏｃｔｙｌｏｘｙ）Ａｎｔｈｒａ［９，１，２－ｃｄｅ
－］Ｂｅｎｚｏ［ＲＳＴ］Ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－５－１０－Ｄｉｏｎｅ、Ｏｃｔａｄｅ
ｃａｎｏｉｃａｃｉｄ, ５，１０－ｄｉｈｙｄｒｏ－５,１０－ｄｉｏｘｏａｎｔｈｒａ[
９，１，２－ｃｄｅ]ｂｅｎｚｏ[ｒｓｔ]ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－１６,１７－ｄｉｙｌｅ
ｓｔｅｒ、Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｄｉｂｅｎｚａｎｔｈｒｏｎｅ、Ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆ
ｏｎｉｃ ａｃｉｄ, ４，４’，４’’，４’’’－[[２，９－ｂｉｓ[２，６－ｂｉｓ(
１－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ)ｐｈｅｎｙｌ]－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒ
ｏ－１,３,８,１０－ｔｅｔｒａｏｘｏａｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０
－ｄ’ｅ’ｆ’]ｄｉｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]
ｔｅｔｒａｋｉｓ（ｏｘｙ）]ｔｅｔｒａｋｉｓ-，Ｂｅｎｚｅｎｅｅｔｈａｎａｍｉｎｉ
ｕｍ、 ４，４’，４’’，４’’’－［［２，９－ｂｉｓ［２，６－ｂｉｓ（１－ｍｅ
ｔｈｙｌｅｔｈｙｌ）ｐｈｅｎｙｌ］－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－１,
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３,８,１０－ｔｅｔｒａｏｘｏａｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ‘
ｅ’ｆ‘]ｄｉｉｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]ｔｅｔ
ｒａｋｉｓ（ｏｘｙ）]ｔｅｔｒａｋｉｓ[Ｎ,Ｎ,Ｎ－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－］、それらの
誘導体などが挙げられる。
【００４０】
　（色素樹脂粒子の平均粒径）
　色素樹脂粒子の平均粒径は、汎用の蛍光顕微鏡でも好適に輝点の観察が可能となる点で
、好ましくは３０～３００ｎｍであり、より好ましくは４０ｎｍ～２００ｎｍである。平
均粒径が３００ｎｍを超える場合、染色後の観察の際に細胞１個当たりの輝点数が減って
輝点観察がしにくくなり、逆に平均粒径が３０ｎｍ未満の場合、細胞１個当たりの輝点数
が増えて輝点観察がしにくくなるからである。
【００４１】
　（化学修飾剤）
　色素樹脂粒子の表面の化学修飾に用いられる化学修飾剤としては、下記のようなアミノ
基導入試薬およびＰＥＧ化試薬を用いることができる。このような化学修飾剤は、ｐＨ７
．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、またはｐＨ６．０～８．０の緩衝液中に
おけるゼータ電位を調節するとともに、生体分子認識分子を色素樹脂粒子に結合させる機
能を果たすことができる。
【００４２】
　（アミノ基導入試薬）
　アミノ基導入試薬としては、色素樹脂粒子の種類に応じて適切にアミノ基を導入するこ
とができる公知の各種の試薬を用いることが可能である。例えば、エタノールアミン、ア
ミノアルキル基を有するトリエトキシシシラン類（３－アミノプロピルトリエトキシシラ
ン：ＡＰＳ等）、アミノアルキル基を有する２級または３級アミン（トリス(２－アミノ
エチル)アミン：ＴＡＥＡ等）、アミノアルコキシ基で２以上置換されたアルカン（１,２
－ビス(２－アミノエトキシ)エタン：ＢＡＥＥ、1,11-Diamino-3,6,9-trioxaundecan、2,
2'-oxybis(ethylamine)）等を好適に用いることができる。
【００４３】
　熱硬化性樹脂の色素樹脂粒子の場合、アミノ基導入試薬のシラノール基またはアミノ基
が、色素樹脂粒子の水酸基やエーテルと、脱水、脱アルコール反応をしてアミノ基が導入
される。一方、熱可塑性樹脂の色素樹脂粒子の場合には、グリシジルメタクリレートのエ
ポキシ基とアンモニアや多官能性アミンとの反応やカルボキシル基やスルホン基と多官能
性アミンとの反応によりアミノ基が導入される。
【００４４】
　（ＰＥＧ化試薬）
　ＰＥＧ化試薬としては、色素樹脂粒子および／または前記アミノ基導入試薬の種類に応
じて適切にＰＥＧ鎖を付加することができる、公知の各種の試薬を用いることが可能であ
る。
【００４５】
　ＰＥＧの長さについては、オキシエチレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４～２４
であるＰＥＧが、蛍光ナノ粒子のｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を
－１０ｍＶ～－６０ｍＶの範囲に調節しやすい点、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０の緩衝液中に
おける蛍光ナノ粒子のゼータ電位を０ｍＶ～－１０ｍＶに調節しやすい点で好ましい。オ
キシエチレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４未満であると蛍光ナノ粒子のゼータ電
位を低下させにくく、逆に２４を超えるとｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼー
タ電位またはｐＨ６．０～ｐＨ８．０の緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位が過
度に低下するおそれがある。
【００４６】
　また、上記のような適切な長さのＰＥＧを介して生体分子認識分子を色素樹脂粒子に結
合させることにより、ＰＥＧを介さずに（直接的に）生体分子認識分子を色素樹脂粒子に
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結合させた場合よりも、染色対象の生体分子への結合性を高め、染色精度を向上させるこ
とが可能になる。
【００４７】
　色素樹脂粒子のアミノ基（アミノ基導入試薬によって導入されたものでもよい。）に対
してＰＥＧ鎖を結合させる場合、ＰＥＧのスクシンイミドエステル基を有するＰＥＧ化試
薬が好適に用いられる。この場合、スクシンイミドエステル基が、色素樹脂粒子のアミノ
基と反応して、色素樹脂粒子にＰＥＧが付加される。
【００４８】
　色素樹脂粒子のスルフヒドリル基（ＳＨ基）に対してＰＥＧ鎖を結合させる場合、マレ
イミド基を有するＰＥＧ化試薬が好適に用いられる。この場合、ＰＥＧのマレイミド基が
、色素樹脂粒子のＳＨ基と反応して、色素樹脂粒子にＰＥＧが付加される。このようなＳ
Ｈ基にとしては、色素樹脂粒子のアミノ基を、Ｓメルカプトエチルアミン塩酸塩やＳ－ア
セチルチオグリコール酸－Ｎ－スクシンイミジル（ＳＡＴＡ）や２－Ｉｍｉｎｏｔｈｉｏ
ｌａｎｅによりＳＨ基に変換した場合のＳＨ基が該当する。
【００４９】
　なお、ＰＥＧを介して後述する生体分子認識分子を色素樹脂粒子に結合させる場合には
、ＰＥＧの一端側に色素樹脂粒子および／またはアミノ基導入試薬と連結可能な反応基を
有するとともに、他端側にも生体分子認識分子と連結可能な反応基（マレイミド基等）を
有する化合物（ＰＥＧリンカー）を、ＰＥＧ化試薬として用いることが望ましい。このよ
うなＰＥＧリンカーとしては、たとえば、下記［化１］に示すようなＳＭ（ＰＥＧ）ｎ（
ｎ＝２～２４、サーモサイエンティフィック社製）等が挙げられる。
【００５０】
【化１】

【００５１】
　（生体分子認識分子）
　本発明の蛍光ナノ粒子を構成するもう一つの要素である生体分子認識分子は、染色対象
とする生体分子に特異的に結合する分子であり、上述したような色素樹脂粒子に結合させ
て用いられる。「特定の生体分子」およびそれに特異的に結合する「生体分子認識分子」
の組み合わせとしては、例えば、ビオチン－（ストレプト）アビジン、抗原－抗体，糖鎖
－レクチンの組み合わせが挙げられる。「特異的に結合する」は、このような組み合わせ
に応じて、本発明の属する技術分野における一般的な用語として解釈することが可能であ
るが、結合定数（ＫA）またはその逆数である解離定数（ＫD）によって定義することも可
能である（下記表１参照）。
【００５２】
　すなわち、本発明で用いられる生体分子認識分子は、染色対象となる生体分子との間の
結合定数（ＫA）が１×１０5～１×１０12の範囲にある生体分子として定義することがで
きる。結合定数（ＫA）が当該範囲内にある場合は、その生体分子は染色対象となる生体
分子と「特異的に結合する」生体分子認識分子として取り扱うことができ、逆に当該範囲
内にない（１×１０5未満である）場合は、その生体分子は生体分子と「特異的に結合す
る」とはいえず、本発明における生体分子認識分子として取り扱うことができない。同様
に、本発明で用いられる生体分子認識分子は、染色対象となる生体分子との間の解離定数
（ＫD）が１×１０-5～１×１０-12の範囲にある生体分子として定義することもできる。
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【００５３】
【表１】

（GEヘルスケアジャパンのＨＰより引用）
【００５４】
　この条件を満たす生体分子－生体分子認識分子の結合例としては、結合定数（ＫA）＝
１×１０9である細胞内の抗原と抗体との結合や、結合定数（ＫA）＝１×１０12で結合を
するビオチンとストレプトアビジンとの結合が挙げられるが、これら以外にも、上記と同
程度の結合定数（ＫA）を有して結合する生体分子－生体分子認識分子の組み合わせが選
択可能である。なお、ある抗原に対して一般的な手法（免疫法）によって作製することの
できる抗体、好適には市販されている抗体は通常、上記の範囲の結合定数（ＫA）を有し
、当該抗原を染色対象の生体分子とする実施形態における生体分子認識分子として利用す
ることができる。結合定数（ＫA）は公知の手法により測定することができる。
【００５５】
　上述したような強い結合定数（ＫA）を有する生体分子認識分子は、必要に応じてＰＥ
Ｇ鎖を介して色素樹脂粒子に結合させることにより、蛍光ナノ粒子が有する特定の範囲の
負のゼータ電位によって生じる反発力を上回る結合力でもって、染色対象となる生体分子
に結合することができる。
【００５６】
　生体分子認識分子として抗体を用いる場合、抗体医薬を構成するものを含めた各種抗体
を用いることができる。ここで、本発明において、「抗体」という用語は、任意の抗体断
片または誘導体を含む意味で用いられ、Ｆａｂ、Ｆａｂ'２、ＣＤＲ、ヒト化抗体、多機
能抗体、単鎖抗体（ＳｃＦｖ）などの各種抗体を含む。
【００５７】
　代表的な生体分子認識分子として、各種のがんの投薬選定に関係する、がん細胞の増殖
制御因子受容体および転移制御因子受容体に対する抗体が挙げられる。例えば、細胞表面
に存在するＨＥＲ２（ｈｕｍａｎ　ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　
ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｔｙｐｅ２）は、乳癌の投薬選定のための免疫染色対象として重要な
タンパク質であり、それに特異的に結合する抗ＨＥＲ２抗体は、色素樹脂粒子に結合させ
る生体分子認識分子として好適である。また、細胞骨格を形成するアクチンに特異的に結
合する抗アクチン抗体なども、生体分子認識分子として挙げられる。その他、特定の生体
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分子に対して前述したような高い結合力を有する生体分子認識分子を用いることも可能で
ある。
【００５８】
　逆に言えば、前述したような高い結合力を有する生体分子認識分子が存在する限り、多
様な生体分子を染色対象とすることが可能である。例えば、生体分子認識分子の代表例で
ある抗体を作製することのできる、抗原となる各種の生体分子が挙げられる。「抗原」は
、一般的にはタンパク質（ポリペプチド、オリゴペプチド等）、アミノ酸（修飾アミノ酸
も含む。）であるが、核酸（一本鎖であっても二本鎖であってもよいＤＮＡ、ＲＮＡ、ポ
リヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ＰＮＡ（ペプチド核酸）等、またはヌクレオシド
、ヌクレオチドおよびそれらの修飾分子）、糖類（オリゴ糖、多糖類、糖鎖等）、脂質、
またはこれらの修飾分子、複合体なども抗原となり得る。
【００５９】
　前述したＨＥＲ２のようながんに関連する抗原以外にも、ＴＮＦ－α（Ｔｕｍｏｒ　Ｎ
ｅｃｒｏｓｉｓ　Ｆａｃｔｏｒ　α），ＩＬ－６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６）受容体
などの炎症性サイトカイン、ＲＳＶＦ蛋白質等のウィルス関連分子なども、染色対象の生
体分子となりうる。目的に応じて、染色対象とする生体分子およびそれに特異的に結合す
る生体分子認識分子の組み合わせを選定することができる。
【００６０】
　ただし、本発明において、「染色対象である生体分子」は、上述したがんの投薬選定に
関係する受容体のような、検出対象たるタンパク質そのものに限定されるものではなく、
検出対象たるタンパク質に間接的に蛍光ナノ粒子を結合させることのできる生体分子も、
染色対象である生体分子として取り扱うことができる。例えば、検出対象たるタンパク質
に、当該タンパク質を抗原として認識する抗体（一次抗体）を結合させるような実施形態
の免疫染色法においては、この一次抗体が「染色対象である生体分子」に相当し、蛍光ナ
ノ粒子はこの一次抗体を抗原として認識する抗体（二次抗体）を生体分子認識分子として
有することができる。あるいは、上記と同様、検出対象たるタンパク質に、当該タンパク
質を抗原として認識する抗体（一次抗体）をまず結合させ、続いてこの一次抗体を抗原と
して認識する抗体（二次抗体）とビオチンとの複合体を結合させるような実施形態の免疫
染色法においては、このビオチンが「染色対象である生体分子」に相当し、蛍光ナノ粒子
はこのビオチンに特異的に結合するストレプトアビジンを生体分子認識分子として有する
ことができる。
【００６１】
　（生体分子認識分子の色素樹脂粒子への結合）
　生体分子認識分子を色素樹脂粒子に結合させる態様は特に限定されるものではないが、
色素樹脂粒子に直接的に結合させるよりも、上述したようなＰＥＧリンカーを介して色素
樹脂粒子に間接的に結合させる方が好ましい。生体分子認識分子の結合には、共有結合、
イオン結合、水素結合、配位結合、物理吸着及び化学吸着等を用いることができるが、結
合の安定性から共有結合などの結合力の強い結合が好ましい。
【００６２】
　生体分子認識分子と色素樹脂粒子とをＰＥＧを介して結合させる場合は、例えば、色素
樹脂粒子に付加したＰＥＧリンカーのマレイミド基と生体分子認識分子のチオール基とを
反応させることにより、これらを共有結合で結合させることができる。
【００６３】
　生体分子認識分子を色素樹脂粒子に結合させる際には、色素樹脂粒子側の反応基を他の
反応基に変換し、生体分子認識分子が本来有する反応基を他の反応基に極力変換しないよ
うにすることが望ましい。例えば、生体分子認識分子が抗体等のタンパク質である場合、
抗体が有するＳＨ基等の反応基が変換されることで、分子の立体構造が変化して生体分子
認識分子本来の結合能が損なわれるおそれがあるからである。
【００６４】
　例えば、色素樹脂粒子の反応基を上記のようにアミノ基導入試薬によりアミノ基に変化
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させ、このアミノ基にＰＥＧリンカーを付加した後、該ＰＥＧリンカーの遊離のマレイミ
ド基に対して生体分子認識分子のＳＨ基を結合させる反応により行う例が挙げられる。
【００６５】
　生体分子認識分子がタンパク質の場合、ＳＨ基は通常ジスルフィド基（Ｓ－Ｓ）となっ
ており、ＳＨ基として存在する一部のものは、金属イオンと結合した構造をとり、反応の
中心となっている等、タンパク質機能に大きく影響するので上記結合に使用できない。生
体分子認識分子のＳＨ基を上記結合に用いるには、（１）ジスルフィド構造（Ｓ－Ｓ）を
還元してＳＨ基として結合に使用するか、（２）ＳＨ基を導入して結合に使用する必要が
ある。
【００６６】
　ジスルフィドの還元には、メルカプトエチルアミン塩酸塩（ＭＥＡ）、β－メルカプト
エタノール（β－ＭＥ）やジチオスレイトール等が使用される。タンパク質中のジスルフ
ィドを全て還元してチオール基（－ＳＨ）とすると、タンパク質機能が失われてしまう可
能性があるため、還元剤の濃度を調整してジスルフィドの一部をＳＨ基に還元して用いる
必要がある。一方、ＳＨ基を導入する試薬としては、Ｎ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチ
ルチオ酢酸（ＳＡＴＡ）、２－Ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ等が挙げられ、ＳＨ基への還
元やＳＨ基の導入自体は公知の方法で行うことができる。
【００６７】
　＜蛍光ナノ粒子の製造方法＞
　本発明に係る蛍光ナノ粒子は、蛍光色素を内包または表面固定した色素樹脂粒子の表面
を化学的に修飾することにより、ｐＨ７．０の水中で蛍光ナノ粒子全体として－１０ｍＶ
～－６０ｍＶとなるゼータ電位、またはｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電
位が０ｍＶ～－１０ｍＶとなるゼータ電位を前記色素樹脂粒子に付与する工程を有する製
造方法により製造することができる。この工程は、前記色素樹脂粒子に対してアミノ基を
有する化合物を結合させて前記色素樹脂粒子にアミノ基を付与した後、該アミノ基に対し
てＰＥＧおよび生体分子認識分子を結合するという化学的な修飾を含むことが好ましい。
このような蛍光ナノ粒子の製造方法は、具体的には例えば、以下の各工程：（１）混合工
程、（２）重合工程、（３）洗浄工程、および（４）付加工程を含む実施形態とすること
ができる。このうち（４）の付加工程が、上記のような化学的な修飾に関する工程となる
。
【００６８】
　（１）原料調製・混合工程
　混合工程は、前述したような蛍光色素と、色素樹脂粒子形成用のモノマーまたはオリゴ
マーの１種または２種以上とを混合する工程である。この混合させる物として、任意にプ
ロトン供給剤や重合反応促進剤を含めることができる。
【００６９】
　蛍光色素と樹脂モノマーとを事前に混合させることで、蛍光色素とモノマーまたはオリ
ゴマーの１種または２種以上と結合させて、色素樹脂粒子内に蛍光色素を取り込みやすく
することができる。この結合は、蛍光色素と樹脂モノマーとが反対の電荷を持つ置換基な
いし化学的部位によって相互にイオン結合していてもよいし、置換基ないし化学的部位を
介した共有結合で結合していてもよい。
【００７０】
　イオン結合の具体例として、樹脂がメラミン樹脂、蛍光色素がスルホローダミンの場合
、当該樹脂中の正に荷電した窒素原子（＝ＮＨ+－等）と、当該蛍光色素が有するスルホ
基（ＳＯ3

-）とのイオン結合を介して結合する例が挙げられる。また、共有結合の具体例
として、４－アミノスチレンとスルホローダミン１０１酸クロリドを反応させ、共有結合
（－ＮＨ2－ＳＯ2－）を形成させる（この反応物をスチレン系ナノ粒子のコモノマーとし
て用いる）例が挙げられる。
【００７１】
　上記結合方法は特に限定されず、樹脂原料であるモノマーに蛍光色素を結合させた後に
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モノマーを重合させる方法の他にも、重合体に蛍光色素を結合させる方法、その他、合目
的的な方法を用いればよい。
【００７２】
　（プロトン供給剤）
　樹脂モノマーと蛍光色素とをイオン結合させる場合、プラス電荷となる樹脂モノマー（
メラミン等）の置換基（ＮＨ2等）や蛍光色素の置換基にＨ+を積極的に供給してプラス電
荷とするプロトン供給剤を用いる事もできる。例えば、ギ酸や酢酸、パラトルエンスルホ
ン酸等、これらに類するものが挙げられる。
【００７３】
　蛍光色素に付いている置換基がカルボン酸やスルホン酸等の酸の場合、解離したプロト
ンが蛍光色素の置換基（ＮＨ2等）に付与されプラスに荷電させるため、これらの酸がプ
ロトン供給剤として機能する事もできる。逆に樹脂モノマーのマイナス電荷となる置換基
や蛍光色素の置換基からＨ+を積極的に抜き取るプロトン受容剤を用いる事もできる。例
えば、水酸化ナトリウム等の塩基の場合、これがプロトン受容剤として機能する。
【００７４】
　（重合反応促進剤）
　熱可塑性樹脂の反応促進剤として、例えば金属等の公知の重合触媒を用いる事ができる
。一方、熱硬化性樹脂の反応促進剤として、例えば酸を用いる事ができる。メラミン樹脂
や尿素樹脂、キシレン樹脂、フェノール樹脂は、いずれも酸触媒により反応が促進される
事が知られている。酸としては、例えば、ギ酸、酢酸、硫酸、塩酸、硝酸、パラトルエン
スルホン酸、ドデシルベンゼンスルホン酸、等が知られている。熱硬化性樹脂の反応は加
温のみでも進行するが、反応促進剤を加えるとより低温で進行するので、反応や性能を制
御できる範囲で添加することができる。
【００７５】
　（２）重合工程
　重合工程は、蛍光色素と電気的もしくは共有結合した樹脂モノマーまたはオリゴマーを
熱硬化やラジカル重合させるか、蛍光色素を取り込みながら熱硬化やラジカル重合させる
ことにより、色素樹脂粒子を形成する工程である。重合工程の反応条件（温度、時間）は
、重合させるモノマーまたはオリゴマーの組成から決定され、公知の方法に則して行うこ
とができる。
【００７６】
　例えば、蛍光有機色素を内包したポリスチレン系のナノ粒子は、米国特許第４３２６０
０８号（１９８２）に記載されている重合性官能基をもつ有機色素を用いた共重合法や、
米国特許第５３２６６９２号（１９９２）に記載されているポリスチレンナノ粒子への蛍
光有機色素の含浸法等により重合することができる。
【００７７】
　（３）洗浄工程
　洗浄工程は、得られた色素樹脂粒子の分散液から、余剰の樹脂原料や蛍光色素、乳化剤
等の不純物を除く工程である。例えば、反応液から樹脂成分を遠心分離し、上澄み除去後
、超純水を加えて超音波照射して再度分散させることで洗浄を行う。遠心分離、上澄み除
去、超純水への再分散の一連の洗浄操作は、上澄みに樹脂や色素に由来する吸光・蛍光が
見られなくなるまで、複数回繰り返し行うことが好ましい。
【００７８】
　（４）付加工程
　付加工程は、洗浄工程（３）からの色素樹脂粒子の表面に対して適切な化学修飾を施し
、ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を－１０ｍｖ～－６０ｍｖに調節
するか、または、ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を０
ｍＶ～－１０ｍＶに調整する工程である。例えば、前記色素樹脂粒子に対して前述したＳ
ＡＴＡ，ＴＡＥＡ等のアミノ基を有する化合物を結合させて前記色素樹脂粒子にアミノ基
を付与した後、該アミノ基に対してＰＥＧを結合し、さらにこのＰＥＧに生体分子認識分
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子を結合することにより行われる。
【００７９】
　（アミノ基導入）
　前述したようなアミノ基導入試薬を用いて、公知の手段により色素樹脂粒子にアミノ基
を導入することができる。
【００８０】
　具体的には、重合工程で得られた色素樹脂粒子を純水中に分散させ、これに前述したア
ミノ基導入試薬を反応させる。反応終了後、遠心分離又はろ過により表面にアミノ基が導
入された蛍光ナノ粒子を得ることができる。
【００８１】
　使用するアミノ基導入試薬の種類や添加量、反応温度および反応時間等の条件は、色素
樹脂粒子の性状などを考慮しながら、最終的にｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子の
ゼータ電位、または、ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位が所定の条件を
満たす蛍光ナノ粒子が得られるよう、適切な範囲で調整すればよい。
【００８２】
　（ＰＥＧ付加）
　前述したＰＥＧ化試薬を用いて、公知の手段により色素樹脂粒子にＰＥＧを導入するこ
とができる。例えば、ＰＥＧ化試薬のＮ-ヒドロキシスクシンイミジルエステル基を色素
樹脂粒子に導入した上記アミノ基と反応させて付加する。具体的には、ＰＥＧ化試薬のｓ
ｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏ
ｄｅｃａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ（サーモサイエンティフィック社製
「ＳＭ（ＰＥＧ）12」（商標））を、ＥＤＴＡを２ｍＭ（モル濃度）含有したＰＢＳに最
終濃度１０ｍＭとなるよう調整、３ｎＭに調整した粒子と室温で３０分反応させることで
、ＰＥＧを導入することができる。
【００８３】
　使用するＰＥＧ化試薬の種類や添加量、反応温度および反応時間等の条件は、色素樹脂
粒子および／またはアミノ基導入試薬や生体分子認識分子の性状などを考慮しながら、最
終的にｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、または、ｐＨ６．０～８．
０の緩衝液中におけるゼータ電位が所定の条件を満たす蛍光ナノ粒子が得られるよう、適
切な範囲で調整すればよい。
【００８４】
　（生体分子認識分子の付加）
　例えば、色素樹脂粒子に付加したＰＥＧのマレイミド基と生体分子認識分子に付加した
チオール基とを反応して結合させるか、色素樹脂粒子に導入したアミノ基、または、色素
樹脂粒子中の蛍光色素や樹脂モノマー単位が本来有するアミノ基と、生体分子認識分子中
のカルボキシル基とを公知の方法で反応して結合させることで、抗体を蛍光ナノ粒子と結
合させることができる。具体例としては、ストレプトアビジンを、２－Ｉｍｉｎｏｔｈｉ
ｏｌａｎｅやＳＡＴＡを用いてチオール基付加処理を行い、ゲルろ過カラムにより過剰の
反応試薬を除去することによりシリカ粒子に結合可能なストレプトアビジン溶液を得る。
上記で得られたＰＥＧを付加した色素樹脂粒子とストレプトアビジンとを、ＥＤＴＡを２
ｍＭ含有したＰＢＳ中で混合し、１時間反応させることで色素樹脂粒子とストレプトアビ
ジンとを結合することができる。
【００８５】
　使用する生体分子認識分子の種類や添加量、反応温度および反応時間等の条件は、色素
樹脂粒子および／またはアミノ基導入試薬の性状や蛍光ナノ粒子の用途などを考慮しなが
ら、ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、または、ｐＨ６．０～８．０
の緩衝液中におけるゼータ電位が所定の条件を満たし、かつ染色対象とする生体分子に十
分に結合することができる蛍光ナノ粒子が得られるよう、適切な範囲で調整すればよい。
【００８６】
　ｐＨ６．０～ｐＨ８．０の緩衝液中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を外的に調節す
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る場合、緩衝液のｐＨを調整するか、任意に、タンパク質、界面活性剤、防腐剤などのゼ
ータ電位を調節可能な他の化合物を１種又は２種以上を所定量含有させるによって上記ゼ
ータ電位が０ｍＶ～－１０ｍＶの範囲に入るように総合的に調節してもよい。
【００８７】
　タンパク質としては、上記ゼータ電位を調節できるものであれば特に制限なく用いるこ
とができるが、例えば、ＢＳＡ等の一般的にブロッキング剤として知られているタンパク
質やCaseinなどが挙げられる。タンパク質は、緩衝液全体に対して１０重量％以下（例え
ば１～１０重量％の範囲）で含めることが望ましい。
【００８８】
　界面活性剤としては、上記ゼータ電位を調節できるものであれば特に制限なく用いるこ
とができるが、例えば、Ｔｗｅｅｎ２０（登録商標）等が挙げられる。界面活性剤は緩衝
液全体に対して０．１重量％以下の範囲で含めることが望ましい。
【００８９】
　防腐剤としては、上記ゼータ電位を調節できるものであれば特に制限なく用いることが
できるが、例えば、アジ化ナトリウム（ＮａＮ3）が挙げられる。防腐剤は、緩衝液中に
０．０１５Ｎ以下で含めることが望ましい。
【００９０】
　〔生体分子を染色および観察する方法〕
　以下、生体分子を染色および観察する方法について述べる。
　生体分子の染色方法は、上述した蛍光ナノ粒子を用いて生体分子を染色および観察する
方法であり、具体的には、（ａ）蛍光ナノ粒子を用いて細胞を染色する工程、（ｂ）染色
した細胞の蛍光色素から発した蛍光を同一視野で撮像する工程、および（ｃ）工程（ｂ）
で得られた画像で検出された画素のみを有効な輝点と認識する工程を含む。
【００９１】
　１．工程（ａ）について
　工程（ａ）は、生体分子認識分子を有する蛍光ナノ粒子を細胞の生体分子と反応させ、
蛍光ナノ粒子の生体分子認識分子と生体分子との間の特異的な結合（抗原抗体反応やスト
レプトアビジン－ビオチン結合等）を通じて、染色対象の生体分子を染色する工程である
。上記染色方法や組織切片の作製は特に限定されず、公知の方法により行うことができる
。
　例えば、病理切片として汎用されているパラフィン包埋切片を組織細胞として用いる場
合は、次のような手順で工程（ａ）を行えばよい。
【００９２】
　（１）脱パラフィン処理工程
　キシレンを入れた容器に、病理組織細胞の切片を浸漬させ、パラフィンを除去する。こ
のときの温度は特に限定されず、例えば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
。
【００９３】
　ついで、エタノールを入れた容器に切片を浸漬させてキシレンを除去する。このときの
温度は特に限定されず、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。必要により浸漬途中でエタノールを交換してもよい。
【００９４】
　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。
【００９５】
　（２）賦活化処理工程
　公知の方法にならい、染色対象の生体分子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クエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１ｍＭＥＤＴＡ
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溶液（ｐＨ８．０）、５％尿素、０．１Ｍトリス塩酸緩衝液などを用いることができる。
加熱機器はオートクレーブ、マイクロウェーブ、圧力鍋、ウォーターバスなどを用いるこ
とができる。温度は５０～１３０℃、時間は５～３０分で行うことができる。
【００９６】
　ついで、ＰＢＳを入れた容器に賦活化処理後の切片を浸漬させて洗浄を行う。温度は特
に限定されず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。必要により浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００９７】
　（３）蛍光ナノ粒子を用いた染色
　上述のように調製した蛍光ナノ粒子のＰＢＳ分散液（染色液）を病理切片に載せて検出
対象とする生体分子と反応させる。このときの温度は特に限定されず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。
【００９８】
　蛍光ナノ粒子の分散液の濃度は、通常１～０．００５ｎＭ、好ましくは０．５～０．０
２ｎＭとすることができる。本発明の蛍光ナノ粒子は、比較的高濃度で用いても、細胞核
または組織中のその他の部位への非特異的結合や、蛍光ナノ粒子同士の凝集を抑制するこ
とができる。
【００９９】
　ついで、ＰＢＳを入れた容器に、染色後の切片を浸漬させ、未反応の蛍光ナノ粒子の除
去を行う。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。なお、組織の形態観察のため、ヘマトキシリン－エオジン染色を行ってもよい
。そして、カバーガラスを切片に載せ、封入する。必要に応じて市販封入剤を使用しても
よい。
【０１００】
　２．工程（ｂ）について
　（ｂ）工程（ａ）で染色した細胞の蛍光色素から発した蛍光を同一視野で撮像する工程
が行われる。共焦点の蛍光顕微鏡を用いて三次元情報を含む画像の形で取得することがで
きる。撮影する際、用いた蛍光物質の吸収極大波長および蛍光波長に対応した励起光源お
よび蛍光検出用光学フィルターを選択する。
【０１０１】
　３．工程（ｃ）について
　工程（ｃ）は、工程（ｂ）で得られた画像で検出された画素のみを有効な輝点と認識す
る工程である。具体的には、(i) 工程（ｂ）の撮影画像中のピクセル数、発光輝度を計測
し、(ii) 発光と認められる発光輝度以上の画像中のピクセルのみを輝点としてカウント
して演算処理して輝点データを得る工程が行われる。輝点数または発光輝度から、染色対
象の生体分子の発現レベルを計測することができる。輝点数または発光輝度の計測は、市
販画像解析ソフト、例えば株式会社ジーオングストローム社製全輝点自動計測ソフト「ｇ
－Ｃｏｕｎｔ」を用いて行うことができる。
【０１０２】
　以下、本発明に係る蛍光ナノ粒子の作用、効果について説明する。
　（１）ｐＨ７．０において－１０ｍＶ～－６０ｍＶとなるゼータ電位、または、ｐＨ６
．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位が０ｍＶ～－１０ｍＶとなるゼータ電位を有
する蛍光ナノ粒子であれば、細胞（細胞内のｐＨは中性）を染色する時に生体分子と蛍光
ナノ粒子とが電気的に反発して、蛍光ナノ粒子と生体分子との非特異的結合が起こりにく
くなる。そして、蛍光ナノ粒子は、染色対象とする生体分子と特異的に結合する生体分子
認識分子を備えているので、上記の電気的な反発力を凌駕する強い相互作用でもって、染
色対象とする生体分子と結合することができる。
【０１０３】
　（２）蛍光色素を有する色素樹脂粒子の表面が、ゼータ電位を調節可能な化合物を用い
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て化学修飾されていれば、例えば生体分子認識分子と色素樹脂粒子とを結合するための化
合物を利用してｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、または、ｐＨ６．
０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位を上記範囲に調節することができる。
【０１０４】
　（３）前記色素樹脂粒子に対してアミノ基を導入した後、該アミノ基に対してＰＥＧを
結合し、このＰＥＧに対して生体分子認識分子を結合することにより前記化学修飾がなさ
れていれば、前記化合物の種類とＰＥＧの種類（ＰＥＧの鎖長）との組合せにより、ｐＨ
７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、または、ｐＨ６．０～８．０の緩衝液
中におけるゼータ電位を調節しやすい。
【０１０５】
　（４）前記アミノ基を有する化合物が色素樹脂粒子と結合した状態で、１個の遊離のア
ミノ基を有するものであれば、ＰＥＧを付加する足場を付加させることができる。また、
２個以上の遊離のアミノ基を有するものであれば、ＰＥＧを付加する足場を増加させるこ
とが可能であり、細胞１個あたりの輝点数を増加させることができる。また、分岐鎖状に
ＰＥＧを付加できることから、ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位、ま
たは、ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電位を調節しやすい。
【０１０６】
　（５）前記ＰＥＧのオキシエチレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）の数が４～２４であれ
ば、ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を－１０ｍＶ～－６０ｍＶの範
囲に調節しやすいものとなり、または、ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中におけるゼータ電
位を０ｍＶ～－１０ｍＶの範囲に調節しやすいものとなる。
【０１０７】
　（６）前記アミノ基を有する化合物が１，２－ビス（２－アミノエトキシ）エタン（Ｂ
ＡＥＥ）であれば、オキシエチレン単位（－ＣＨ2ＣＨ2－Ｏ－）を有するためにＰＥＧと
同様にゼータ電位の調節に寄与させることができる。また、前記アミノ基を有する化合物
がトリス（２－アミノエチル）アミン（ＴＡＥＡ）であれば、分岐した３つの末端にそれ
ぞれアミノ基を有し、このうち１つのアミノ基を介してＴＡＥＡが色素樹脂粒子に付加さ
れるので、ＰＥＧ付加の足場の数を２倍にして細胞１個あたりの輝点数を増加することが
可能である。
【０１０８】
　（７）前記色素樹脂粒子が熱硬化性樹脂、特にメラミン樹脂であれば、当該熱硬化性樹
脂のモノマーと蛍光色素とを用いた重合により色素樹脂粒子を形成する際に、形成される
熱硬化性樹脂の網目構造の中に蛍光色素が閉じ込められることから、有機溶媒を用いた系
でも蛍光色素の溶出が発生せず、染色する組織切片の脱水・透徹・封入が可能となる。
【０１０９】
　（８）Ｎ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ-Ｓ－ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（Ｓ
ＡＴＡ）または２－イミノチオランとの反応を経て得られたストレプトアビジンが、前記
生体分子認識分子として、前記色素樹脂粒子に結合している蛍光ナノ粒子であれば、生体
分子認識分子がアミノ基やＳＨ基で修飾されるため、この修飾によっても蛍光ナノ粒子の
ゼータ電位を調節することができる。
【０１１０】
　（９）前記緩衝液が、さらに、タンパク質または界面活性剤の少なくともいずれか一方
を含むものであれば、タンパク質や界面活性剤の量や種類により、染色液中の蛍光ナノ粒
子のゼータ電位を調節しやすい。
【０１１１】
　（１０）前記染色が免疫染色であれば、抗原抗体反応以上の非常に高い結合力により生
体分子と蛍光ナノ粒子とが結合することになるため、該結合力を下回る広い範囲で生体分
子と蛍光ナノ粒子とのゼータ電位による電気的な反発をさせることが可能となる。この結
果、蛍光ナノ粒子の製造時に各粒子間でゼータ電位のバラツキが生じても、より確実に蛍
光ナノ粒子が染色対象の生体分子との特異的な結合がなされ、精度の高い免疫染色を行う
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ことができる。
【０１１２】
　（１１）蛍光ナノ粒子の平均粒径が３００ｎｍを超える場合、染色後の観察の際に細胞
１個当たりの輝点数が減って輝点観察がしにくく、逆に、蛍光ナノ粒子の平均粒径が３０
ｎｍ未満の場合、細胞１個当たりの輝点数が増えて輝点観察がしにくい。よって、蛍光ナ
ノ粒子の平均粒径が３０～３００ｎｍであれば、汎用の蛍光顕微鏡でも好適に輝点観察が
可能となる。さらに、蛍光ナノ粒子の平均粒径が４０～２００ｎｍであれば、より好適に
輝点観察が可能となる。
【実施例】
【０１１３】
　以下、本発明に係る実施例とその比較例について図面を参照しながら説明する。
　以下の方法により、実施例及び比較例に係る蛍光ナノ粒子の下記表２の項目について計
測または評価を行った。
【０１１４】
　（ゼータ電位の測定）
　ｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位については、蛍光ナノ粒子を２ｍ
ｇ／ｍＬの濃度で含む水分散液（ｐＨ７．０）を調製し、ゼータ電位測定装置（「ゼータ
サイザーナノ」、Ｍａｌｖｅｒｎ社製）により、そのゼータ電位を測定した。
　ｐＨ６．０～８．０の緩衝液中の蛍光ナノ粒子のゼータ電位については、蛍光ナノ粒子
を２ｍｇ／ｍＬの濃度で含むｐＨ６．０～ｐＨ８．０の各緩衝液(ＰＢＳ，Tris-HCl,リン
酸緩衝液（PBSを除く））を調製し、ゼータ電位測定装置（「ゼータサイザーナノ」、Ｍ
ａｌｖｅｒｎ社製）により、そのゼータ電位を測定した。
【０１１５】
　（蛍光ナノ粒子の試薬分散性の評価方法）
　製造した蛍光ナノ粒子を１％　ＢＳＡを含有するＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）
に最終濃度０．１ｎＭで分散させた溶液を１．５ｍＬ調製し、この溶液の５８０ｎｍ励起
での発光を蛍光光度測定装置（「F-7000」，日立社製）により計測した。さらに、該溶液
を４℃で１日静置した後、上記同様に吸光度を計測した。計測結果から、以下の式により
蛍光ナノ粒子の試薬分散維持率を算出し、試薬分散維持率が９５％以上の蛍光ナノ粒子を
「○」とし、９５％未満の蛍光ナノ粒子を「×」と評価した（表１参照）。
　試薬分散維持率＝１日放置後の吸光度／分散直後の吸光度（×１００％）
【０１１６】
　（蛍光ナノ粒子の細胞核への非特異的吸着の評価方法）
　ビオチンを付加した抗体による細胞抗原（染色対象の生体分子）に対する抗原抗体反応
を行っていない組織アレイスライドに対して、ストレプトアビジンを有する蛍光ナノ粒子
の分散液（０．２ｎＭ，０．００５ｎＭ）を用いてそれぞれ染色した後、これを観察する
際に、任意に選択した６０個の細胞について、細胞核に存在する輝点の数をＩｍａｇｅＪ
　ＦｉｎｄＭａｘｉｍａ法により計測し、細胞核１個当たりの平均輝点数（＝観察した細
胞核の輝点数／観察した細胞核の数）を算出して、該値が１個以上であるか否かを基準に
評価した。なお、表２において、該値を評価項目「細胞核への吸着」として１個以上のも
のは「×」、１個未満のものを「○」と表記している。
【０１１７】
　（蛍光ナノ粒子の組織全体への非特異的結合の評価方法）
　ビオチンを付加した抗体による細胞抗原（染色対象の生体分子）に対する抗原抗体反応
を行っていない組織アレイスライドに対して、ストレプトアビジンを有する蛍光ナノ粒子
の分散液（０．２ｎＭ）を用いて染色した後、これを観察する際に、任意に選択した６０
個の細胞について、細胞全体に存在する輝点の数をＩｍａｇｅＪ　ＦｉｎｄＭａｘｉｍａ
法により計測し、細胞１個当たりの平均輝点数（＝観察した細胞の輝点数／観察した細胞
の数）を算出して、該値が１個以上であるか否かを基準に評価した。なお、表２において
、該値を評価項目「組織への吸着」として１個以上のものは「×」、１個未満のものを「



(20) JP 6354754 B2 2018.7.11

10

20

30

40

50

○」と表記している。
【０１１８】
　（蛍光ナノ粒子からの色素溶出の評価方法）
　ビオチンを付加した抗体による組織アレイスライドの細胞抗原（染色対象の生体分子）
に対する抗原抗体反応を行い、該反応後の組織アレイスライドに対して、ストレプトアビ
ジンを有する蛍光ナノ粒子の分散液（０．２ｎＭ）を用いて染色（免疫染色）をした後、
これを観察し、蛍光色素の滲みの有無を評価した。表２において、「○」は、蛍光色素の
滲みが無いことを示し、「×」は蛍光色素の滲みにより輝点が確認できないことを示す。
【０１１９】
　（細胞１個当たりの輝点数（平均細胞輝点数））
　ビオチンを付加した抗体による組織アレイスライドの細胞抗原（染色対象の生体分子）
に対する抗原抗体反応を行い、反応後の組織アレイスライドに対して、ストレプトアビジ
ンを有する蛍光ナノ粒子の分散液（０．２ｎＭ）を用いて染色（免疫染色）した後、これ
を観察した際に６０個の細胞についての輝点数を調べて、細胞１個当たりの平均輝点数（
平均細胞輝点数）を算出した。
【０１２０】
　（蛍光ナノ粒子の平均粒径の計測方法）
　走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて蛍光ナノ粒子を撮像し、十分な数の粒子について
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を粒径として求めたも
のである。本願においては、１０００個の粒子の粒径の算術平均を平均粒径とした。
【０１２１】
　［実施例１］
　以下、本発明に係るメラミン系粒子を製造（調製）した例を説明する。なお、「メラミ
ン系粒子」は、メラミンを主として含む樹脂粒子を意味する。
【０１２２】
　（１）原料調製・混合工程
　蛍光色素のスルホローダミン１０１（「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ １０１」、シ
グマアルドリッチ社製、ＴｅｘａｓＲｅｄ色素）２．５ｍｇを純水２２．５ｍＬに溶解し
た。この溶液をホットスターラーで７０℃に維持しながら２０分間撹拌した。次に、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）１．５ｇを前記
溶液に加えて、同条件でさらに５分間加熱撹拌した。
【０１２３】
　（２）重合工程
　加熱撹拌した溶液にギ酸１００μＬを加えて、溶液温度を６０℃に維持しつつ２０分間
さらに加熱撹拌した。その後、該溶液を放置して室温まで冷却した。
【０１２４】
　（３）洗浄工程
　冷却した溶液を遠心用チューブに移して、遠心分離機で１２０００ｒｐｍ、２０分間遠
心分離した。遠心分離した溶液の上澄みを除去して沈降物のみを回収した。回収した沈降
物に対してエタノールを用いてリンスする洗浄をした後、水を用いて同様に洗浄した。
【０１２５】
　（４）付加工程
　以下に示すように、メラミン系粒子の表面を化学修飾してゼータ電位を調節した。
　まず、上記洗浄後の１ｎＭに調整したメラミン系粒子（色素樹脂粒子）１ｍＬをエタノ
ールアミン２０μＬと混合し、温度７０℃で１時間反応させた。すなわち、メラミン系粒
子へアミノ基を導入した。得られたメラミン系粒子を、２ｍＭでＥＤＴＡ（エチレンジア
ミン四酢酸）を含有するＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）を用いて３ｎＭに調整した
。
【０１２６】
　このメラミン系粒子の溶液に、最終濃度１０ｍＭとなるようにＳＭ（ＰＥＧ）4（サー



(21) JP 6354754 B2 2018.7.11

10

20

30

40

50

モサイエンティフィック社製、Ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｉｍｉｄｏ
ｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄｏ）－ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）
を混合して、室温℃で１時間反応した。すなわち、上記のようにしてメラミン系粒子に導
入したアミノ基に対して、ＳＭ（ＰＥＧ）4の一端側にあるスクシンイミドエステル基を
反応させ、これにより上記メラミン系粒子にＳＭ（ＰＥＧ）4を結合させた。
【０１２７】
　この反応液を１００００Ｇで２０分間、遠心分離を行い、上澄みを除去して沈降物のみ
を回収した。その後、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有するＰＢＳを加えて沈降物を分散させた。そ
して、再度、１００００Ｇで２０分間、遠心分離を行って上澄みを除去して沈降物のみを
回収した。沈降物の分散処理から遠心分離までの一連の操作によるメラミン系粒子の洗浄
をさらに３回行った。そして、上記ＳＭ（ＰＥＧ）4の他端側にあるマレイミド基が粒子
表面に存在し、かつ、ＴｅｘａｓＲｅｄ色素を内包したメラミン系粒子を得た。また、該
メラミン系粒子の平均粒径について電子顕微鏡を用いて上述した方法により計測したとこ
ろ、平均粒径が１５０ｎｍであった。
【０１２８】
　一方、該メラミン系粒子に結合可能なストレプトアビジンを以下のように調製した。
　まず、１ｍｇ／ｍＬに調整したストレプトアビジン（和光純薬工業社製）４０μＬに対
して、６４ｍｇ／ｍＬに調整した２－Ｉｍｉｎｏｔｈｉｏｌａｎｅ（ｐｉｒｃｅ社製）７
０μＬを室温で1時間より反応させた。すなわち、ストレプトアビジンのアミノ基に対し
て保護されたチオール基（－ＮＨ－ＣＯ－ＣＨ2－Ｓ－ＣＯ－ＣＨ3）を導入した。
【０１２９】
　その後、公知のヒドロキシルアミン処理により、保護されたチオール基から遊離のチオ
ール基（－ＳＨ）を生成して、ストレプトアビジンにチオール基（－ＳＨ）を付加する処
理を行った。
【０１３０】
　このストレプトアビジン溶液をゲルろ過カラム（Ｚａｂａ　Ｓｐｉｎ　Ｄｅｓａｌｔｉ
ｎｇ　Ｃｏｌｕｍｎｓ：フナコシ）により脱塩し、上記メラミン系粒子に結合可能なスレ
プトアビジンを得た。
【０１３１】
　このストレプトアビジン全量とＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて上記１ｎＭに
調整したメラミン系粒子１ｍＬとを混合し、室温で１時間、両分子を結合する反応を行っ
た。その後ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて遠心、洗浄を行いストレプトアビジ
ンが結合したメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）のみを回収した。
　回収した蛍光ナノ粒子のｐＨ７．０の水中におけるゼータ電位を測定したところ、－１
４ｍＶであった。
【０１３２】
　（非特異的結合の確認）
　このメラミン系粒子をＰＢＳ緩衝液（ｐＨ７．４に０．２ｎＭまたは０．００５ｎＭと
なるように分散させ、組織アレイスライドに塗布し、室温で２時間静置した後、ＰＢＳ緩
衝液により洗浄した。その後、免疫染色も形態観察染色もしていない組織アレイスライド
に対してスルホローダミン１０１の励起光を照射して蛍光色素を発光させた。その状態の
組織アレイスライドを蛍光顕微鏡（ＢＸ－５３，オリンパス社製）により観察および撮像
を行い、メラミン系粒子の生体分子への非特異的吸着に起因した蛍光が殆ど観察されない
ことを確認した。また、輝点計測は、ＩｍａｇｅＪ　ＦｉｎｄＭａｘｉｍａ法により計測
した（表２－実施例１「細胞核への吸着」，「組織全体への吸着」および図１（Ｂ）参照
）。
【０１３３】
　（免疫染色）
　上記メラミン系粒子を用いて、ヒト乳房組織の免疫染色と形態観察染色を以下のように
行った。染色用の組織切片として、組織アレイスライド（ＣＢ－Ａ７１２のシリーズ,コ
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スモバイオ社製）を用いた。この組織アレイ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。洗浄した組織アレイスライドを１０ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６．
０）中で１２１℃、１５分間オートクレーブ処理することで、抗原の賦活性化処理を行っ
た。
【０１３４】
　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した後、湿潤箱中で
１時間１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液を用いて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。これをＰＢＳ緩
衝液で洗浄後、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液で２μｇ／ｍＬに希釈した４Ｂ５に結合する
ビオチン標識抗ウサギモノクロナール抗体と３０分反応させた。この反応後、１％ＢＳＡ
含有ＰＢＳ緩衝液で０．２ｎＭに希釈した前述のメラミン系粒子を組織切片と、中性のｐ
Ｈ環境（ｐＨ６．９～７．４）、室温の条件下で３時間反応させた。反応後、組織アレイ
スライドを、ＰＢＳ緩衝液を用いて洗浄した。
【０１３５】
　（形態観察染色）
　免疫染色後、ヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色）を行った。免疫染色した切片
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。その後、該
切片を４５℃の流水で３分間洗浄した。次に、１％エオジン液で５分間染色してエオジン
染色を行った。その後、純エタノールに５分間漬ける操作４回行い、洗浄・脱水を行った
。続いてキシレンに５分間漬ける操作を４回行い、透徹を行った。最後に、封入剤（「エ
ンテランニュー」、Ｍｅｒｃｋ社製）を用いて組織切片を封入して観察用のサンプルスラ
イドとした。
【０１３６】
　（観察）
　上述したように、前述のメラミン系粒子をＰＢＳ緩衝液（ｐＨ７．４）に０．２ｎＭと
なるように分散させて染色液を製造し、この染色液を組織アレイスライドに塗布し、室温
で２時間静置した後、ＰＢＳ緩衝液により洗浄した。その後、免疫染色および形態観察染
色した組織切片に対して所定の励起光を照射して蛍光を発光させた。その状態の組織切片
を蛍光顕微鏡（ＢＸ－５３，オリンパス社製）により観察および撮像を行った。また、輝
点計測は、ＩｍａｇｅＪ　ＦｉｎｄＭａｘｉｍａ法により計測した。
【０１３７】
　上記励起光は、光学フィルターに通すことで５７５～６００ｎｍに設定した。また、観
察する蛍光の波長（ｎｍ）の範囲についても、光学フィルターに通すことで６１２～６８
２ｎｍに設定した。
【０１３８】
　顕微鏡観察、画像取得時の励起波長条件は、５８０ｎｍの励起では視野中心部付近の照
射エネルギーが９００Ｗ／ｃｍ2となるようにした。画像取得時の露光時間は画像の輝度
が飽和しないように任意に設定（例えば４０００μ秒に設定）して撮像した。そして、上
述したように、試薬分散性、核への吸着および組織全体への吸着の評価をそれぞれ行なっ
た。この結果を表２に示す。
【０１３９】
　［実施例２］
　以下、本発明に係るポリスチレン系粒子を製造した例を説明する。なお、「ポリスチレ
ン系粒子」は、ポリスチレンを主として含む樹脂粒子を意味する。
【０１４０】
　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
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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色素を結合
したポリスチレンナノ粒子を得た。
【０１４１】
　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）4（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色素内包ナノを得た。
【０１４２】
　一方、該ポリスチレン系粒子に結合可能なストレプトアビジンを実施例１と同様にして
得た。このストレプトアビジン全量とＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて上記１ｎ
Ｍに調整した粒子１ｍＬとを混合し、室温で１時間、両分子を結合する反応を行った。そ
の後ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて遠心、洗浄を行いストレプトアビジンが結
合したポリスチレン系粒子（蛍光ナノ粒子）のみを回収した。回収したポリスチレン系粒
子のｐＨ７．０の水中におけるゼータ電位を、ゼータ電位測定装置（「ゼータサイザーナ
ノ」、Ｍａｌｖｅｒｎ社製）により測定したところ、－２２ｍＶであった。
【０１４３】
　（免疫染色，形態観察染色，観察）
　実施例１のメラミン系粒子の代わりに本実施例２で製造したポリスチレン系粒子を用い
たこと以外は、実施例１と同様に免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分散性
、核への吸着および組織全体への吸着の評価等をそれぞれ行なった。この結果を表２に示
す。
【０１４４】
　［実施例３］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりに１，２－ビス（２－アミノエトキシ）
エタン（ＢＡＥＥ，関東化学社製）２０μＬを用いてメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）を
製造したこと以外は、実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および観察を行い
、試薬分散性、核への吸着および組織全体への吸着の評価等をそれぞれ行なった。この結
果を表２に示す。
【０１４５】
　［実施例４］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりにトリス（２－アミノエチル）アミン（
ＴＡＥＡ，関東化学社製）２０μＬを用いてメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）を製造した
こと以外は、実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分
散性、核への吸着および組織全体への吸着の評価等をそれぞれ行なった。この結果を表２
に示す。
【０１４６】
　［実施例５］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりに１，２－ビス（２－アミノエトキシ）
エタン（ＢＡＥＥ，関東化学社製）２０μＬを用い、かつ、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりに
ＳＭ（ＰＥＧ）12を１６ｍｇ使用してメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）を製造したこと以
外は、実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分散性、
核への吸着および組織全体への吸着の評価等をそれぞれ行なった。この結果を表２に示す



(24) JP 6354754 B2 2018.7.11

10

20

30

40

50

。
【０１４７】
　［実施例６］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりにトリス（２－アミノエチル）アミン（
ＴＡＥＡ，関東化学社製）２０μＬを用いて、かつ、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりにＳＭ（
ＰＥＧ）24を３２ｍｇ使用してメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）を製造したこと以外は、
実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分散性、核への
吸着および組織全体への吸着の評価等をそれぞれ行なった。この結果を表２に示す。また
、非特異的結合を調べた観察時の写真を図１（Ｄ）に示す。
【０１４８】
　［実施例７］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりに１，２－ビス（２－アミノエトキシ）
エタン（ＢＡＥＥ，関東化学社製）２０μＬを用い、かつ、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりに
ＳＭ（ＰＥＧ）12を１６ｍｇ使用してメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）を製造したこと以
外は、実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分散性、
核への吸着および組織全体への吸着の評価等をそれぞれ行なった。この結果を表２に示す
。また、非特異的結合を調べた観察時の写真を図１（Ｃ）に示す。
【０１４９】
　［実施例８］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりに１，２－ビス（２－アミノエトキシ）
エタン（ＢＡＥＥ，関東化学社製）２０μＬを用い、かつ、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりに
ＳＭ（ＰＥＧ）2を３ｍｇ使用してメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）を製造したこと以外
は、実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分散性、核
への吸着および組織全体への吸着の評価をそれぞれ行なった。この結果を表２に示す。
【０１５０】
　［実施例９］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりに１，２－ビス（２－アミノエトキシ）
エタン（ＢＡＥＥ，関東化学社製）２０μＬを用い、かつ、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりに
ＳＭ（ＰＥＧ）44を５９ｍｇ使用してメラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）を製造したこと以
外は、実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分散性、
核への吸着および組織全体への吸着の評価等をそれぞれ行なった。この結果を表２に示す
。
【０１５１】
　［実施例１０］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりにトリス（２－アミノエチル）アミン（
ＴＡＥＡ，関東化学社製）２０μＬを用いて、かつ、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりにＳＭ（
ＰＥＧ）24を３２ｍｇ使用してメラミン系粒子を平均粒径２８ｎｍに製造したこと以外は
、実施例１と同様にして、メラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）の製造、免疫染色、形態観察
染色および観察を行い、試薬分散性、核への吸着および組織全体への吸着の評価をそれぞ
れ行なった。この結果を表２に示す。
【０１５２】
　［実施例１１］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりにトリス（２－アミノエチル）アミン（
ＴＡＥＡ，関東化学社製）２０μＬを用いて、かつ、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりにＳＭ（
ＰＥＧ）24を３２ｍｇ使用してメラミン系粒子を平均粒径３１０ｎｍに製造したこと以外
は、実施例１と同様にして、メラミン系粒子（蛍光ナノ粒子）の製造、免疫染色、形態観
察染色および観察を行い、試薬分散性、核への吸着および組織全体への吸着の評価をそれ
ぞれ行なった。この結果を表２に示す。
【０１５３】
　［比較例１］
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　実施例１において、エタノールアミンによるアミノ基導入およびＳＭ（ＰＥＧ）4によ
るＰＥＧ付加を行わず、色素樹脂粒子にストレプトアビジンを直接的に結合させてメラミ
ン系粒子を製造したこと以外は、実施例１と同様にして、免疫染色、形態観察染色および
観察を行い、試薬分散性、核への吸着および組織全体への吸着の評価をそれぞれ行なった
。この結果を表２に示す。また、非特異的結合を調べた観察時の写真を図１（Ａ）に示す
。
【０１５４】
　なお、重合直後のメラミン系粒子に対してストレプトアビジンを直接結合する方法につ
いては、以下のように行った。
　１ｍＬの懸濁液として１０％のメラミン粒子群を含むもの（＝１００ｍｇの固体）をエ
ッペンドルフキャップに計量して入れ、１ｍＬの５０ｍＭ ＭＥＳバッファ（２－モルホ
リンエタンスルホン酸（Ｍｅｒｃｋ）ｐＨ５．５）に懸濁せしめ、続いて超遠心器によっ
て６０，０００ｒｐｍにて遠心分離する。上清を廃棄し、洗浄操作を繰り返す。次に粒子
群を１ｍＬのＭＥＳバッファ中に再懸濁せしめ、密封可能なガラス管に移す。１００μＬ
のＥＤＣ／ＮＨＳ溶液（１００ｍｇ／ｍＬのＥＤＣ、１６ ｍｇ／ｍＬのＮ－ヒドロキシ
スクシンイミド（Ｍｅｒｃｋ）がＭＥＳバッファ中に存在する）を添加する。メラミン粒
子群の懸濁状態を、室温にて１時間回転させて保つ。この間にＮＨＳが粒子表面上のカル
ボキシル基とカップリングする。サンプルを再遠心し、上清を廃棄する。混合物の洗浄を
、１ｍＬのＭＥＳバッファを用いて再度行う。粒子群を１ｍＬのタンパク質(ストレプト
アビジン)溶液中に再懸濁せしめ、室温にて一晩回転する。対応するサンプルを１ｍＬの
ＭＥＳバッファ（ＥＤＣ／ＮＨＳおよびタンパク質溶液を添加しない）中に再懸濁せしめ
、室温にて一晩回転する。サンプルを遠心分離にかけ、１ｍｌのエタノールアミン溶液を
添加した後、サンプルをさらに１時間回転し、再遠心に付する。エタノールアミンが残存
している活性化エステルと反応し、アミドを生成する。次に混合物の洗浄を、１ｍｌのＰ
ＢＳバッファを都度用いて３回行う。最後に粒子群をＰＢＳバッファに再懸濁せしめ、冷
蔵庫中に４℃にて保存可能にする。
【０１５５】
　［比較例２］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりに３－アミノプロピルトリエトキシシラ
ン（ＡＰＳ）２０μＬを用いてアミノ基の付加をしたこと、および、ＳＭ（ＰＥＧ）4の
代わりにＳＭ（ＰＥＧ）12を１６ｍｇ使用したこと以外は、実施例１と同様に免疫染色、
形態観察染色および観察を行い、試薬分散性、核への吸着および組織全体への吸着の評価
等をそれぞれ行なった。この結果を表２に示す。
【０１５６】
　なお、ＡＰＳ（Ｈ2Ｎ－Ｃ3Ｈ6－Ｓｉ（ＯＣ2Ｈ5）3）は、メラミン系粒子のゼータ電位
を下げるために用いられ、ＡＰＳ分子のエトキシ基が加水分解されて生じた反応性シラノ
ール基（－ＳｉＯＨ）がメラミン系粒子のアミノ基と反応してＡＰＳ分子がメラミン系粒
子に付加される。
【０１５７】
　［比較例３］
　実施例１において、エタノールアミンの代わりに３－アミノプロピルトリエトキシシラ
ン（ＡＰＳ）２０μＬと、テトラエトキシシラン（ＴＥＯＳ）４μＬを付加したこと、お
よび、ＳＭ（ＰＥＧ）4の代わりにＳＭ（ＰＥＧ）12１６ｍｇとを使用したこと以外は、
実施例１と同様に免疫染色、形態観察染色および観察を行い、試薬分散性、核への吸着お
よび組織全体への吸着の評価をそれぞれ行なった。この結果を表２に示す。
【０１５８】
　なお、上記ＡＰＳに加えてＴＥＯＳ（Ｓｉ（ＯＣ2Ｈ5）4）は、メラミン系粒子のゼー
タ電位を下げるために用いられ、ＡＰＳ分子のエトキシ基が加水分解されて生じた反応性
シラノール基（－ＳｉＯＨ）がメラミン系粒子のアミノ基と反応してＴＥＯＳ分子がメラ
ミン系粒子に付加される。
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【０１５９】
　（考察）
　免疫染色時の環境ｐＨである中性のｐＨ環境（ｐＨ６．９～７．４）において、樹脂粒
子の表面を化学修飾するエタノールアミン、ＴＡＥＡ，およびＢＡＥＥ等のアミノ基を導
入する化合物の選択や、同じく化学修飾するＰＥＧの鎖長を変更して、メラミン系粒子ま
たはポリスチレン系のｐＨ７．０の水中における蛍光ナノ粒子のゼータ電位を－１４ｍＶ
～－６０ｍｖに設定し、さらにｐＨ７．４の緩衝液に分散させて染色液として用いること
により、上記細胞内の生体分子への蛍光ナノ粒子の非特異的結合を抑制しつつ、ストレプ
トアビジンとビオチンの特異的結合（生体分子認識）のみを起こさせることができた（表
１、図１参照）。この結果、染色対象とする細胞内の生体分子のみを特異的に染色するこ
とができた（図１の実施例６または７と比較例１とを対比して参照）。
【０１６０】
【表２】

【０１６１】
　［実施例１３］
　実施例７で調製したメラミン系粒子をＰＢＳ（ｐＨ７．４）に２ｍｇ／ｍＬとなるよう
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に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－６．７ｍＶであ
った。そして、この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭ
に調整して染色液をそれぞれ調製し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色
、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６２】
　［実施例１４］
　実施例７で調製したメラミン系粒子をＤａｋｏ希釈液（ダコ・ジャパン社製「Antibody
 Diluent, Background Reducing」、製品番号S3022）（ｐＨ７．８）に２ｍｇ／ｍＬとな
るように分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－７．８ｍ
Ｖであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに
調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、
形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６３】
　［実施例１５］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを１重量％含有するＰＢＳ（ｐＨ７．２
）に２ｍｇ／ｍＬとなるように分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定し
たところ、－７．３ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎ
Ｍ、０．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結
合の確認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６４】
　［実施例１６］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを５重量％含有するＰＢＳ（ｐＨ７．１
）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－７．０ｍＶで
あった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに調整
して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、形態
観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６５】
　［実施例１７］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを１０重量％含有するＰＢＳ（ｐＨ７．
０）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－６．６ｍＶ
であった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに調
整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、形
態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６６】
　［実施例１８］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを２０重量％で含有するＰＢＳ（ｐＨ７
．０）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－４．６ｍ
Ｖであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに
調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、
形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６７】
　［実施例１９］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、１重量％のＢＳＡ、０．１重量％のＴｗｅｅｎ
２０（登録商標）及び０．０１５Ｎのアジ化ナトリウム（ＮａＮ3）を組成として有する
ＰＢＳ（ｐＨ７．３）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したとこ
ろ、－２．４ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０
．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確
認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６８】
　［実施例２０］
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　実施例７で調製したメラミン系粒子を、５重量％のＢＳＡ、０．１％のＴｗｅｅｎ２０
（登録商標）及び０．０１５ＮのＮａＮ3を組成として有するＰＢＳ（ｐＨ７．２）に分
散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－２．０ｍＶであった
。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに調整して染
色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、形態観察染
色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１６９】
　［実施例２１］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、１０重量％のＢＳＡ、０．１重量％のＴｗｅｅ
ｎ２０（登録商標）及び０．０１５ＮのＮａＮ3を組成として有するＰＢＳ（ｐＨ７．２
）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－２．２ｍＶで
あった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに調整
して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、形態
観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１７０】
　［実施例２２］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを１０重量％で含有する５０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定し
たところ、－９．６ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎ
Ｍ、０．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結
合の確認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１７１】
　［実施例２３］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを１０重量％で含有する５０ｍＭのＴｒ
ｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．５）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定し
たところ、－９．６ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎ
Ｍ、０．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結
合の確認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１７２】
　［実施例２４］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを１重量％含有する５０ｍＭのリン酸緩
衝液（ｐＨ６．２）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ
、－６．９ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．
００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認
、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１７３】
　［実施例２５］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを５重量％で含有する５０ｍＭのリン酸
緩衝液（ｐＨ６．１）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したとこ
ろ、－６．６ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０
．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確
認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１７４】
　［実施例２６］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを１０重量％で含有する５０ｍＭのリン
酸緩衝液（ｐＨ６．０）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したと
ころ、－６．５ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、
０．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の
確認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表３に示す。
【０１７５】



(29) JP 6354754 B2 2018.7.11

10

20

30

40

50

【表３】

【０１７６】
　［比較例４］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ７．８）に
分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、－１２．２ｍＶであ
った。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに調整し
て染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、形態観
察染色、および観察等を行なった。この結果を表４に示す。
【０１７７】
　［比較例５］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを１重量％で含む５０ｍＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ７．８）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したとこ
ろ、－１２．６ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、
０．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の
確認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表４に示す。
【０１７８】
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　［比較例６］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ＢＳＡを５重量％で含む５０ｍＭのＴｒｉｓ－
ＨＣｌ（ｐＨ７．６）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したとこ
ろ、－１１．９ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、
０．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の
確認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表４に示す。
【０１７９】
　［比較例７］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、１重量％のＢＳＡ、０．１重量％のＴｗｅｅｎ
２０（登録商標）、０．０１５ＮのＮａＮ3を組成として含む５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣ
ｌ（ｐＨ７．５）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、
－１４．０ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．
００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認
、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表４に示す。
【０１８０】
　［比較例８］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、５重量％のＢＳＡ、０．１重量％のＴｗｅｅｎ
２０（登録商標）、０．０１５ＮのＮａＮ3を組成として含む５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣ
ｌ（ｐＨ７．２）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ、
－１０．１ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０．
００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確認
、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表４に示す。
【０１８１】
　［比較例９］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、Ｔｗｅｅｎ２０（登録商標）を０．１重量％含
む５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ５．２）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼ
ータ電位を測定したところ、－２８．２ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒
子の濃度を０．２ｎＭ、０．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と
同様に、非特異的結合の確認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この
結果を表４に示す。
【０１８２】
　［比較例１０］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、０．１重量％でＤＩＳＰＥＲＢＹＫ－２０１０
（登録商標）（ビックケミー・ジャパン社製）を含有する５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩
衝液（ｐＨ５．８）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ
、－３２．２ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０
．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確
認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表４に示す。
【０１８３】
　［比較例１１］
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、０．１重量％でＤＩＳＰＥＲＢＹＫ－２０１５
（登録商標）（ビックケミー・ジャパン社製）を含有する５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩
衝液（ｐＨ５．４）に分散させた状態で該メラミン系粒子のゼータ電位を測定したところ
、－２７．７ｍＶであった。この分散液中の上記メラミン系粒子の濃度を０．２ｎＭ、０
．００５ｎＭに調整して染色液をそれぞれ製造し、実施例１と同様に、非特異的結合の確
認、免疫染色、形態観察染色、および観察等を行なった。この結果を表４に示す。
【０１８４】
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【表４】

【０１８５】
　（結果・考察）
　実施例７で調製したメラミン系粒子を、ｐＨ６．０～８．０のＰＢＳ緩衝液に分散させ
て、当該ｐＨ緩衝液中におけるゼータ電位を０ｍＶ～－１０ｍＶとすることで、メラミン
系粒子の試薬分散性に優れ、細胞核や組織全体への非特異的吸着が抑制されるとともに、
平均細胞輝点数の評価は全て「○」となった（実施例１３）。上記ゼータ電位の値に影響
を与えるＢＳＡやＴｗｅｅｎ２０（登録商標）等を組成分として加えても、緩衝液中のメ
ラミン系粒子のゼータ電位が上記範囲内であれば、同様の効果が得られた（実施例１５～
２１）。さらに、ＰＢＳ緩衝液をＤａｋｏ希釈液、Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ、またはリン酸緩衝
液に変更しても緩衝液中のメラミン系粒子のゼータ電位が上記範囲内であれば、同様の効
果が得られた（実施例１４、２２～２６）。
　さらに、緩衝能を有するＴｒｉｓ－ＨＣｌを用いた場合、緩衝液中のメラミン系粒子の
ゼータ電位が０ｍＶ～－１０ｍＶに入らない場合には、輝点が得られなかった（比較例４
～１１）。
　これらの結果から、染色液として、（１）ｐＨ６．０～８．０の緩衝液にメラミン系粒
子を分散させて、当該緩衝液中におけるメラミン系粒子のゼータ電位が０ｍＶ～－１０ｍ
Ｖであること、が輝点を得るのに必要と考えられる。また、前述したように、実施例７と
粒子構成が異なる実施例１－６、８－１１のメラミン系粒子（表２参照）についても、実
施例１３と同様にＰＢＳ緩衝液（ｐＨ７．４）に分散させて得られる染色液を用いた染色
により輝点が得られていることからも上記のことが理解できる（表２参照）。
【０１８６】
　以上、本発明に係る実施の形態および実施例を、図面を参照しながら説明してきたが、
本発明はこれら実施の形態および実施例に限定されず、その要旨を逸脱しない限り、設計
変更等は許容される。
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