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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　同一の特定生体物質に対して、明視野観察可能な染色、および、蛍光染色の両方を行う
組織染色方法であって、前記明視野観察可能な染色に用いる標識体と、前記蛍光染色に用
いる蛍光標識体とが連続的に結合している組織染色方法。
【請求項２】
　前記明視野観察可能な染色が免疫染色であり、前記蛍光染色が蛍光免疫染色である請求
項１に記載の組織染色方法。
【請求項３】
　前記蛍光染色に用いる蛍光標識体が、蛍光集積体である請求項１～２のいずれか一項に
記載の組織染色方法。
【請求項４】
　前記明視野観察可能な染色において用いる基質がジアミノベンジジンであり、かつ、前
記蛍光染色に用いる蛍光標識体の励起波長が、４５０～７００ｎｍである請求項１～３の
いずれか一項に記載の組織染色方法。
【請求項５】
　前記明視野観察可能な染色に用いる標識体と、前記蛍光標識体とが、ビオチン－アビジ
ン結合またはビオチン－ストレプトアビジン結合を介して連続的に結合している請求項１
～４のいずれか一項に記載の組織染色方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、組織染色方法に関する。詳しくは、明視野観察可能な染色および発光物質を
用いた染色を両方行う組織染色方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫組織化学（Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ; ＩＨＣ）は、抗体を用い
て組織サンプル中の抗原を検出する組織学（組織化学）的手法として広く知られている。
この免疫組織化学は、本来不可視である抗原抗体反応を可視化するために発色操作を行う
観点から、「免疫染色」などと呼ばれることがある（以下、本明細書においては、この免
疫組織化学に対して「免疫組織化学染色」という語を用いることもある。）。抗原抗体反
応の所在を可視化するという特徴により、免疫組織化学は、組織サンプル中の生体物質の
所在を検出する目的で、医学及び生命化学の分野において広く用いられている。
【０００３】
　また、免疫組織化学に関連する組織学（組織化学）的手法として、レクチン染色も知ら
れている。このレクチン染色は、レクチンが特定の糖鎖と非免疫的かつ特異的に結合する
性質を有することを利用して、レクチンを用いて組織サンプル中の糖鎖を検出する手法で
あり、糖鎖関連の分野で広く用いられている。
【０００４】
　ＩＨＣ法では、抗原抗体反応の所在を可視化する方法として、明視野観察可能な染色方
法が広く用いられており、具体的には、酵素によって色素沈着性の物質に変換される基質
を用いる手法が一般的に用いられている。例えば、臨床現場においては、組織サンプル中
のＨＥＲ２抗原部位に結合した抗ＨＥＲ２抗体を、ジアミノベンジジン（Ｄｉａｍｉｎｏ
ｂｅｎｚｉｄｉｎｅ；ＤＡＢ）を用いて染色して、可視化し、この可視化された抗ＨＥＲ
２抗体を通じてＨＥＲ２の発現量を、明視野観察により検出することが広く行われている
。この明視野観察によれば、後述の発光物質を用いる方法に比べ、その染色の色味等のア
ナログ的に得られる情報を総合的に判断することにより、標的とする分子についてより詳
細な情報が得られるという利点がある。
【０００５】
　しかしながら、ＤＡＢのように酵素反応を用いた染色法は反応時間等の染色条件により
染色性が変化するため、結果の定量性に課題がある（例えば、非特許文献１、２参照）。
また、その判定基準は、染色レベルをスコア０～３とした４段階のみによる大雑把な判定
基準であるため定量性に欠けており、さらに、病理医等の熟練度により判定基準が左右さ
れることから、問題となっている。
【０００６】
　ＩＨＣ法では、それ自体が発色性の物質（以下「発光物質」ともいう。）を用いた可視
化の方法も用いられており、例えば、蛍光体が好適に用いられている（蛍光体を用いた免
疫染色を、以下「蛍光免疫染色」ともいう。）。蛍光体を用いる可視化の手法によれば、
酵素の反応時間等の染色条件による染色性の変化が少ないため再現性に優れ、また、生体
物質の所在およびその発現量について、デジタルによる解析が可能であるため、定量性の
ある評価が可能である（例えば、非特許文献２参照）。
【０００７】
　しかしながら、臨床現場においては、上述のＤＡＢ等を用いた明視野観察可能な染色方
法が長年に亘って使用されており、病理評価におけるノウハウが蓄積されている。このた
め、熟練した病理医であれば、染色の色味等の情報を基にして、発光物質を用いた方法に
比べ、より詳細かつ適切な病理判断を下すことが可能である。
【０００８】
　したがって、蛍光体等の発光物質を用いて可視化された情報のみでは、定量性はあるも
のの、熟練した病理医の経験を生かした、より詳細かつ適切な病理判断が期待できなくな
るという問題点がある。
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【０００９】
　また、組織サンプル中の生体物質を定量的に検出する検査法としては、遺伝子発現量を
評価するｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ法（Ｆ
ＩＳＨ法）も、臨床現場において用いられている。例えば、ＨＥＲ２遺伝子を検出するプ
ローブと、１７番染色体セントロメアを検出するプローブを用いて、１７番染色体１本あ
たりのＨＥＲ２の遺伝子コピー数を計測し、その結果を基にＨＥＲ２遺伝子の増幅の有無
を判定することが行われている。
【００１０】
　しかしながら、ＦＩＳＨ法は定量的検査法ではあるが、タンパク質の発現量やその細胞
内局在を直接評価する方法ではないことが問題となっている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｒｉｍｍ ＤＬ, Ｎａｔｕｒｅ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ, ｖｏｌ.
２４, Ｎｏ.８, ｐ.９１４－９１６ （２００６）
【非特許文献２】Ｂａｒｒｏｗ　Ｂ ｅｔ ａｌ., Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａ
ｌ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙ, ｖｏｌ.６４, ｐ.２０８－２１４（２０１１）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　本発明の課題は、前記従来技術の問題点に鑑み、組織サンプル中の生体物質の発現量や
所在について、明視野観察可能な染色によって得ることができる詳細な情報、および、蛍
光体等の発光物質を用いた染色によって得ることができる定量性の高い情報の両方を取得
することができる、高精度の染色を可能とする組織染色法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　本発明者らは、本発明の目的を達成すべく鋭意検討の結果、明視野観察可能な染色と蛍
光染色の両方を、一つの組織切片上の同一の特定生体物質に対して、ともに行うことによ
り、組織切片における特定生体物質の発現量および局在等について、詳細で、かつ、定量
性の高い情報を取得できることを見出し、本発明を完成させるに至った。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、本発明は以下に示す事項を含
む。
【００１４】
　［１］　同一の特定生体物質に対して、明視野観察可能な染色、および、蛍光染色の両
方を行う組織染色方法。
【発明の効果】
【００１５】
　本発明によれば、組織切片における特定生体物質の発現量および細胞内局在等の情報に
ついて、詳細かつ定量性高く取得できる。また、同一切片を用いて目視による評価とデジ
タルによる評価のダブルチェックを行うことができ、病理医の熟練度による診断のばらつ
きをカバーすることができ、結果の判定を適切に行える方法を提供することができる。具
体的には、例えば、医師による目視評価後、バーチャルスライドシステム等により自動的
に蛍光の輝点をもとにした自動解析を行い、医師の評価と異なる試料を抽出し医師の再評
価を提案するシステムなどが挙げられる。さらに、抗体を成分として含む医薬品の有効性
の、高精度な判定方法を提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１６】
【図１】標識化プローブ生体物質の構成の例を示す概念図である。
【図２】明視野観察可能な染色に用いる標識体、および蛍光標識体が連続的に結合してい
る標識化プローブ生体物質の一例を示す概念図である。
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【図３】明視野観察可能な染色に用いる標識体、および蛍光標識体が連続的に結合してい
る標識化プローブ生体物質の一例を示す概念図である。
【図４】実施例６で得られた、同一視野のＤＡＢ染色像とビオチン化ＴＸＲ集積シリカナ
ノ粒子蛍光染色像である。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　以下、本発明を実施するための形態について詳細に説明するが、本発明はこれらに限定
されるものではない。
　本発明においては、組織サンプル中の発現量および局在等を検出しようとする特定の生
体物質（本発明において「検出対象とする生体物質」または「特定生体物質」と称する場
合がある。）を、「標識化プローブ生体物質」を用いて組織化学染色をすることにより検
出する。
【００１８】
　ここで、「標識化プローブ生体物質」とは、特定生体物質と特異的に結合する生体物質
（以下「プローブ生体物質」という。）、および、生体物質を可視化できる物質（以下「
標識体」という。）を含む複合体をいう。
【００１９】
　本発明では、２種類の「標識体」を用いて「標識化プローブ生体物質」を構築する。第
１の標識体は、明視野観察可能な染色に用いる標識体（典型的には「色素沈着誘導標識体
」）であり、第２の標識体は、蛍光染色に用いる標識体（典型的には「蛍光標識体」）で
ある。
【００２０】
　なお、本発明において、「明視野観察可能な染色」とは、外部からのエネルギーを受け
て励起させることなく、通常の光学顕微鏡により目視可能な形で直接可視化されている（
つまり可視光を反射する）染色をいう。「目視可能な形で直接可視化」とは、現像等の二
次的な操作なしに、生体物質間の特異的結合反応の所在を直接観察することができる状態
にすることをいう。「色素沈着誘導標識体」とは、後述する色素沈着を誘導する物質の標
識体を、「蛍光標識体」とは、後述する蛍光体の標識体をいう。
【００２１】
　＜標識体、プローブ生体物質、および標識化プローブ生体物質＞
《標識体》
　標識体は、後述する組織化学染色を組織切片に行う際に、当該組織切片上に存在し、検
出対象とする生体物質を可視化するために用いられる。
【００２２】
　本発明では、上述のように、２種類の「標識体」を用いる。第１の標識体は、明視野観
察可能な染色に用いる標識体であり、第２の標識体は、蛍光染色に用いる標識体である。
　本発明においては、第１の明視野観察可能な染色に用いる標識体として色素沈着を誘導
する物質、第２の蛍光染色に用いる標識体として蛍光体をそれぞれ用いることが好適であ
る。
【００２３】
　但し、抗原抗体反応等、検出対象とする生体物質と、当該検出対象とする生体物質と特
異的に結合するプローブ生体物質との結合反応（以下「生体物質間の特異的結合反応」と
もいう。）を妨げず、かつ、測定における定量性を妨げない限り特に限定されるものでは
ない。
〈１．明視野観察可能な染色に用いられる標識体〉
　〔色素沈着を誘導する物質（色素沈着誘導標識体）〕
　本発明の明視野観察を可能とする標識体としては、色素沈着を誘導する物質、すなわち
、基質を変化させて色素沈着性の化学種を生じさせる酵素が挙げられる。このような酵素
として、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）等のペルオキシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ（ＡＬＰ）、グルコシダーゼ等の酵素を挙げることができる。
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【００２４】
　〔色素沈着に用いられる基質〕
　上記酵素により色素沈着性の物質に変換される基質として、色原性基質変換法に基づく
従来公知のアッセイ法において、色原性基質として一般的に用いられる基質を用いること
ができる。このような基質の例として、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）用基質な
どの酸化還元酵素用基質、アルカリホスファターゼ（ＨＲＰ）用基質などのフォスファタ
ーゼ用基質、および、β－ガラクトシダーゼ用基質などのグリコシダーゼ用基質が挙げら
れるが、これらに限定されるものではない。
【００２５】
　ＨＲＰによる酵素反応に用いられる基質の具体例として、３，３'－ジアミノベンジジ
ン（ＤＡＢ）、３－ｐ－ヒドロキシフェニルプロピオン酸（ＨＰＰＡ）、ＥＣＬ　ｐｌｕ
ｓ（商標）、4-クロロ-1-ナフトール/4-クロロナフタレン-1-オールなどが挙げられる。
この中では、通常核染色に用いられるヘマトキシリン（青）との色味の違いや保存安定性
の観点からＤＡＢが汎用されており、好ましく用いられる。
【００２６】
　また、アルカリフォスファターゼ（ＡＬＰ）による酵素反応に用いられる基質として、
５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリルホスフェート／ニトロブルーテトラゾリウム塩
（ＢＣＩＰ／ＮＢＴ）、４－メチルウンベリフェリルフォスフェート（ＭＵＰ）、６，８
－ジフルオロ－４－メチルウンベリフェリルフォスフェート（ＤｉＦＭＵＰ）、Ａｔｔｏ
Ｐｈｏｓ（登録商標）、９Ｈ－（１，３－ジクロロ－９，９－ジメチルアクリジン－２－
オン－７－イル）フォスフェート（ＤＤＡＯＰ）などが挙げられる。
【００２７】
　β－ガラクトシダーゼによる酵素反応に用いられる基質として、５－ブロモ－４－クロ
ロ－３－インドリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（Ｘ－ｇａｌ）、９Ｈ－（１，３－ジ
クロロ－９，９－ジメチルアクリジン－２－オン－７－イル）β－Ｄ－ガラクトピラノシ
ド（ＤＤＡＯＧ）、４－メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトシド（ＭＵＧ）など
が挙げられる。
【００２８】
　〈２．蛍光染色に用いられる標識体〉
　〔蛍光体（蛍光標識体）〕
　本発明の蛍光染色に用いる標識体としては発光物質を用いることができる。「発光物質
」とは、外部からのエネルギーを受けて励起し、励起状態から基底状態に到る過程におい
て光を発光する物質、すなわち、ルミネッセンスにより光を発光する物質である。「外部
からのエネルギー」としては、電磁波、熱、摩擦、化学反応等によるエネルギーが挙げら
れる。また、発光の態様としては、励起一重項からの失活に伴う発光、三重項からの失活
に伴う発光等が挙げられる。
【００２９】
　本発明では、このような発光物質として、上述のように蛍光体を用いるのが適切である
。蛍光体としては、以下に詳述する有機蛍光色素、半導体ナノ粒子等の蛍光物質、および
、複数の蛍光物質を集積してなる蛍光集積体等が挙げられる。
【００３０】
　なお、本明細書において「蛍光体」は、外部からのＸ線、紫外線または可視光線の照射
を受けて励起し、励起状態から基底状態に到る過程において光を発光する物質一般を指す
。したがって、本発明にいう「蛍光体」は、励起状態から基底状態に戻るときの遷移態様
の如何を問うものでなく、励起一重項からの失活に伴う発光である狭義の蛍光を発する物
質であってもよいし、三重項からの失活に伴う発光である燐光を発する物質であってもよ
い。
【００３１】
　また、本発明にいう「蛍光体」は、励起光を遮断してからの発光寿命によって限定され
るものでもない。したがって、硫化亜鉛やアルミン酸ストロンチウム等の蓄光物質として
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知られている物質であってもよい。
【００３２】
　〔有機蛍光色素〕
　有機蛍光色素としては、フルオレセイン系色素分子、ローダミン系色素分子、Ａｌｅｘ
ａ　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、カスケード（登録商標、インビトロジェン社）
系色素分子、クマリン系色素分子、ＮＢＤ（登録商標）系色素分子、ピレン系色素分子、
Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（登録商標）系色素分子、シアニン系色素分子、ペリレン系色素分子
、オキサジン系色素分子等を挙げることができる。
【００３３】
　具体的には、５－カルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－フルオレセイン、５
，６－ジカルボキシ－フルオレセイン、６－カルボキシ－２'，４，４'，５'，７，７'－
ヘキサクロロフルオレセイン、６－カルボキシ－２'，４，７，７'－テトラクロロフルオ
レセイン、６－カルボキシ－４'，５'－ジクロロ－２'，７'－ジメトキシフルオレセイン
、ナフトフルオレセイン、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、及びＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　３５０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４０５、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４３０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ　５００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５１４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５３２、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５４６、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ　５６８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６１０、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３３、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６３５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ　６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６８０、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　７５０、ＢＯＤＩＰＹ　Ｆ
Ｌ，ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ　４９３／５０３、ＢＯＤＩＰＹ　５３０／５
５０、ＢＯＤＩＰＹ　５５８／５６８、ＢＯＤＩＰＹ　５６４／５７０、ＢＯＤＩＰＹ　
５７６／５８９、ＢＯＤＩＰＹ　５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／６５０、ＢＯ
ＤＩＰＹ　６５０／６６５（以上インビトロジェン社製）、メトキシクマリン、ＮＢＤ、
ピレン、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７等を挙げることができる。単独でも複数種を混合し
たものを用いてもよい。
　これらの有機蛍光色素は、１種単独で用いてもよく、あるいは、２種以上を組み合わせ
て用いてもよい。
【００３４】
　〔半導体ナノ粒子〕
　半導体ナノ粒子としては、ＩＩ－ＶＩ族化合物、ＩＩＩ－Ｖ族化合物、Ｉ－ＩＩＩ－Ｖ
Ｉ族化合物、又はＩＶ族元素を成分として含有する半導体ナノ粒子（それぞれ、「ＩＩ－
ＶＩ族半導体ナノ粒子」、「ＩＩＩ－Ｖ族半導体ナノ粒子」、「Ｉ－ＩＩＩ－ＶＩ族半導
体ナノ粒子」、「ＩＶ族半導体ナノ粒子」ともいう。）のいずれかを用いることができる
。ここで、「ナノ粒子」という用語は、大きさがナノメートルのオーダー（１～数百ナノ
メートル）である粒子の意味で用いられる。
【００３５】
　具体的には、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ、Ｉ
ｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＣｕＩｎＳ、ＣｕＩｎＳｅ、ＡｇＩｎ
Ｓｅ、ＡｇＩｎＳ、ＣｕＩｎＧａＳ、Ｓｉ、Ｇｅ等が挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００３６】
　本発明においては、蛍光物質として半導体ナノ粒子を用いると、検出対象とする生体物
質の所在を輝点の形で観察することができるので好ましい。これらの半導体ナノ粒子は、
１種単独で用いてもよく、あるいは、２種以上を組み合わせて用いてもよい。
【００３７】
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　〔コア／シェル構造を有する半導体ナノ粒子〕
　また、本発明では、上記半導体ナノ粒子をコアとし、その上にシェルを設けたコア／シ
ェル構造を有する半導体ナノ粒子を用いることもできる。以下、本明細書中コア／シェル
構造を有する半導体ナノ粒子の表記法として、例えば、コアがＣｄＳｅ、シェルがＺｎＳ
の場合、ＣｄＳｅ／ＺｎＳと表記する。
【００３８】
　コア／シェル構造を有する半導体ナノ粒子としては、例えば、ＣｄＳｅ／ＺｎＳ、Ｃｄ
Ｓ／ＺｎＳ、ＩｎＰ／ＺｎＳ、ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ、Ｓｉ／ＳｉＯ2、Ｓｉ／ＺｎＳ、Ｇ
ｅ／ＧｅＯ2、Ｇｅ／ＺｎＳ等を用いることができるが、これらに限定されない。
【００３９】
　半導体ナノ粒子は必要に応じて、有機ポリマーなどにより表面処理が施されているもの
を用いてもよい。例えば、表面カルボキシ基を有するＣｄＳｅ／ＺｎＳ（「ＱｄｏｔＩＴ
Ｋ」（登録商標）、インビトロジェン社製）、表面アミノ基を有するＣｄＳｅ／ＺｎＳ（
「ＱｄｏｔＩＴＫ」（登録商標）、インビトロジェン社製）等が挙げられる。
【００４０】
　〔希土類蛍光体〕
　本発明で用いうるその他の蛍光物質として希土類蛍光体が挙げられる。希土類蛍光体と
しては、例えば、酸化ネオジム、塩化ネオジム、硝酸ネオジム、酸化イッテルビウム、塩
化イッテルビウム、硝酸イッテルビウム、酸化ランタン、塩化ランタン、硝酸ランタン、
酸化イットリウム、塩化イットリウム、硝酸イットリウム、塩化プラジオセム、塩化エル
ビウム、オルトリン酸、リン酸アンモニウム、リン酸二水素アンモニウム等を用いること
ができる。
【００４１】
　〔蛍光集積体〕
　また、本発明では、上記蛍光物質のほか、複数の蛍光物質を集積してなる蛍光集積体を
蛍光体として用いることもできる。複数の蛍光物質を集積してなる蛍光集積体を蛍光体と
して用いて組織切片の染色を行うと、汎用顕微鏡を用いたときでも（共焦点レーザー顕微
鏡を用いなくとも）検出対象とする生体物質の所在を輝点の形で観察することができるの
で好ましい。
【００４２】
　ここで、「複数の蛍光物質を集積してなる蛍光集積体」とは、上述した有機蛍光色素、
半導体ナノ粒子などの蛍光物質が表面または内部に存在する態様で集積した集積体を指す
。したがって、「複数の蛍光物質を集積してなる蛍光集積体」は、多数の蛍光物質を固定
化可能なコアと、このコア上に固定化された複数の蛍光物質からなるシェルとを有するコ
ア／シェル構造の蛍光集積体であってもよいし、あるいは、複数の蛍光物質が基材に内包
された構造を有する蛍光体内包ナノ粒子などの形態を有する蛍光集積体であってもよい。
【００４３】
　蛍光集積体を構成する素材は特に限定されるものではなく、ポリスチレン、アミノ樹脂
、ポリ乳酸、シリカ等を挙げることができる。
　蛍光集積体は、公知の方法により作製することができる。例えば、有機蛍光色素を集積
したシリカナノ粒子は、ラングミュア８巻２９２１ページ（１９９２）に記載されている
フルオレセインイソチオシアネート（以下「ＦＩＴＣ」という。）内包シリカ粒子の合成
を参考に合成することができる。ＦＩＴＣの代わりに所望の有機蛍光色素を用いることで
種々の有機蛍光色素集積シリカナノ粒子が合成できる。
【００４４】
　量子ドットを集積したシリカナノ粒子は、ニュー・ジャーナル・オブ・ケミストリー３
３巻５６１ページ（２００９）に記載されているＣｄＴｅ集積シリカナノ粒子の合成を参
考に合成することができる。
【００４５】
　有機蛍光色素を集積したポリスチレンナノ粒子は、米国特許第４３２６００８号（１９
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８２）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５
３２６６９２号（１９９２）に記載されているポリスチレンナノ粒子への有機蛍光色素の
含浸法を用いて作製することができる。
【００４６】
　量子ドットを集積したポリマーナノ粒子は、ネイチャー・バイオテクノロジー１９巻６
３１ページ（２００１）に記載されているポリスチレンナノ粒子への量子ドットの含浸法
を用いて作製することができる。
【００４７】
　蛍光集積体の平均粒径は特に限定されないが、通常は３０～８００ｎｍ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。ここでいう平均粒径は、走
査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）を用いて電子顕微鏡写真を撮影し、十分な数（例えば１０００
個）の蛍光集積体の断面積を計測し、その計測値を相当する円の面積としたときのその円
の直径を粒径として求められる面積円相当径の算術平均（相加平均）であり、変動係数は
、上記のようにして測定した粒径分布から算出した値（１００×粒径の標準偏差／平均粒
径）である。すなわち、本明細書において「平均粒径」は個数平均粒径を指す。
【００４８】
　以上に示した蛍光体の中でも、高い発光強度を得やすく、かつ、優れた定量性を得るこ
とができる点から、複数の蛍光物質を集積してなる蛍光集積体が特に好ましく用いられる
。
【００４９】
　＜検出対象とする生体物質＞
　本発明の組織染色方法による検出対象となる生体物質は特に限定されないが、抗原抗体
反応等の生体物質間の特異的結合反応を通じて下記標識体による可視化が行われることか
ら、後述するプローブ生体物質が特異的に結合する標的生体物質としても機能するもので
ある。
【００５０】
　本発明の組織染色方法において、後述する組織化学染色として、免疫組織化学染色（免
疫染色）が好適に用いられることから、「検出対象とする生体物質」の典型例として、抗
体に対する抗原として機能する生体物質が挙げられる。
【００５１】
　本発明において、「抗原」という用語は、生体物質、特に、分子または分子断片を指す
ものであり、このような「分子」または「分子断片」としては、例えば、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）、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
。）、糖質（オリゴ糖、多糖類、糖鎖等）、脂質、またはこれらの修飾分子、複合体等が
挙げられる。
【００５２】
　具体的には、腫瘍マーカー、シグナル伝達物質、ホルモン等であってもよく、特に限定
されない。例えば、抗がん剤として用いられる抗体医薬を抗体として用いる場合、がんの
増殖制御因子、転移制御因子、増殖制御因子受容体、転移制御因子受容体等が好適な標的
抗原として挙げられる。
【００５３】
　このような増殖制御因子、転移制御因子、増殖制御因子受容体および転移制御因子受容
体のうち、がんの増殖制御因子およびその受容体としては、例えば表皮増殖因子(ＥＧＦ
：Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ)、ＥＧＦ受容体(ＥＧＦＲ)、血小板
由来増殖因子(ＰＤＧＦ：Ｐｌａｔｅｌｅｔ-Ｄｅｒｉｖｅｄ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ
)、ＰＤＧＦ受容体(ＰＤＧＦＲ)、インスリン様増殖因子（ＩＧＦ：Ｉｎｓｕｌｉｎ-ｌｉ
ｋｅ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ）、ＩＧＦ受容体(ＩＧＦＲ)、線維芽細胞増殖因子(Ｆ
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ＧＦ：Ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ)、ＦＧＦ受容体(ＦＧＦＲ)、
血管内皮増殖因子(ＶＥＧＦ：Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒ)、ＶＥＧＦ受容体(ＶＥＧＦＲ)、肝細胞増殖因子(ＨＧＦ：Ｈｅｐａｔｏｃ
ｙｔｅ Ｇｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ)、ＨＧＦ受容体(ＨＧＦＲ)、神経栄養因子(ＮＴ：Ｎ
ｅｕｒｏｔｒｏｐｉｎ)、形質転換増殖因子β(ＴＧＦβ：Ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ Ｇ
ｒｏｗｔｈ Ｆａｃｔｏｒ-β)ファミリー、ＨＥＲ２等の細胞増殖因子およびその受容体
、並びに、サイクリン(ｃｙｃｌｉｎ)、サイクリン依存性キナーゼ（ＣＤＫ：Ｃｙｃｌｉ
ｎ-Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ Ｋｉｎａｓｅ）、サイクリンＡ、サイクリンＢ、サイクリンＤ、
サイクリンＥ、ＣＤＫ１、ＣＤＫ２、ＣＤＫ４、ＣＤＫ６、ｐ１６ＩＮＫ、ｐ１５、ｐ２
１、ｐ２７、ＲＢ（Ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ）等の細胞周期を調節する因子を挙げ
ることができる。また、がんの転移制御因子およびその受容体としては、例えばマトリッ
クスメタロプロテアーゼ１(ＭＭＰ１)、マトリックスメタロプロテアーゼ２(ＭＭＰ２)、
ＰＡＲ１（Ｐｒｏｔｅａｓｅ Ａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｒｅｃｅｐｔｏｒ １）、ＣＸＣＲ４
（Ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ [Ｃ－Ｘ－Ｃ ｍｏｔｉｆ] ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４）、ＣＣＲ７（Ｃ
ｈｅｍｏｋｉｎｅ [Ｃ－Ｃ ｍｏｔｉｆ] ｒｅｃｅｐｔｏｒ ７）等を挙げることができ、
これらの中でもＨＥＲ２を標的とするトラスツズマブが広く用いられているため、ＨＥＲ
２を好適に例示することができる。
【００５４】
　また、がんに関連する抗原以外に、ＴＮＦ－α（Ｔｕｍｏｒ Ｎｅｃｒｏｓｉｓ Ｆａｃ
ｔｏｒ α），ＩＬ－６（Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-６）受容体等の炎症性サイトカイン、
ＲＳＶ Ｆ蛋白質等のウィルス関連分子等も、本発明の染色法による検出対象となりうる
。
【００５５】
　一方、本発明の組織染色方法において、後述する組織化学染色として免疫組織化学染色
以外の手法を用いる場合には、「検出対象とする生体物質」は、必ずしも抗原として機能
するものである必要はない。例えば、後述する組織化学染色としてレクチン染色を用いる
場合、「検出対象とする生体物質」として、糖質（オリゴ糖、多糖類、糖鎖等）またはこ
れらの修飾分子、複合体等が挙げられ、腫瘍マーカー、シグナル伝達物質、ホルモン等で
あってもよい。
【００５６】
　なお、本明細書において「同一の特定生体物質」とは、検出対象とする生体物質の種類
が同一であることのみならず、対象となる生体物質そのものが同一の分子または分子断片
であることを意味する。
【００５７】
　《プローブ生体物質》
　本発明の組織染色方法においては、組織切片に対して後述する組織化学染色を行う際に
、当該組織切片上に存在する「検出対象とする生体物質」に上記標識体を導入する媒体と
して、当該「検出対象とする生体物質」と特異的に結合する「プローブ生体物質」を使用
する。本発明の組織染色方法で用いられるプローブ生体物質として、抗体やレクチン等が
挙げられる。
【００５８】
　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）等
の各種抗体を含む。
【００５９】
　本発明においては、例えば、抗体医薬の構成成分である抗体を、組織切片の免疫組織化
学染色に用いることができる。抗体医薬としては、例えば、関節リウマチなどの自己免疫
疾患、がんなどの悪性腫瘍、ウィルス感染症等の治療に一般的に用いられている抗体医薬
を用いることができる。
【００６０】
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　臨床に用いられている代表的な抗体医薬を下記表１に示す。表１において、例えば、「
ハーセプチン」が抗体医薬であり、「トラスツズマブ」がその構成成分として含まれる抗
体（すなわち、抗体医薬構成抗体）という関係にある。
【００６１】
【表１】

　なお、上記表１に示した抗体医薬のうち、ゲムツズマブは、抗腫瘍活性物質であるカリ
ケアマイシン（Ｃａｌｉｃｈｅａｍｉｃｉｎ）と結合してなるゲムツズマブ・オゾガマイ
シン（Ｇｅｍｕｔｕｚｕｍａｂ－Ｏｚｏｇａｍｉｃｉｎ）の形で用いられている。
【００６２】
　上記表１に示した抗体医薬の中で、トラスツズマブを構成成分として含む抗体医薬（す
なわち、ハーセプチン（登録商標））が特に好適に用いられる。
　また、本発明の染色法の適用対象とするがんとして、大腸がん、直腸がん、腎がん、乳
がん、前立腺がん、子宮がん、卵巣がん、子宮内膜がん、食道がん、血液がん、肝がん、
膵がん、皮膚がん、肺がん、乳がん等を挙げることができる。
【００６３】
　本発明において、「レクチン」という用語は、糖鎖と特異的に結合する蛋白の総称とし
て用いられる。レクチンの例として、細菌を含むすべての生物界で見出されるリシンＢ鎖
関連の「Ｒ型レクチン」、真核生物全般に存在し糖タンパク質のフォールディングに関与
する「カルネキシン・カルレティキュリン」、多細胞動物に広く存在し、「セレクチン」
、「コレクチン」等代表的なレクチンを多く含むカルシウム要求性の「C型レクチン」、
動物界に広く分布しガラクトースに特異性を示す「ガレクチン」、植物豆科で大きな家系
を形成する「豆科レクチン」、およびこれと構造類似性をもち動物細胞内輸送に関わる「
Ｌ型レクチン」、リソソーム酵素の細胞内輸送に関わるマンノース6-リン酸結合性の「Ｐ
型レクチン」、グリコサミノグリカンをはじめとする酸性糖鎖に結合する「アネキシン」
、免疫グロブリンスーパーファミリーに属し「シグレック」を含む「Ｉ型レクチン」等が
挙げられる。
　代表的なレクチンを、下記表２に示す。
【００６４】
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【表２】

【００６５】
　《標識化プローブ生体物質》
　本発明の組織染色方法では、組織の観察時に、同一の特定生体物質に対して、プローブ
生体物質を介して、明視野観察可能な染色に用いた標識体および蛍光染色に用いた蛍光標
識体の両方が直接的または間接的に結合している複合体、すなわち「標識化プローブ生体
物質」が形成されるようにする。
【００６６】
　この標識化プローブ生体物質の形成の態様は特に限定されるものではないが、次のよう
な態様が挙げられる。
　標識化プローブ生体物質の第１の態様は、色素沈着を誘導する物質等の明視野観察可能
な染色に用いる標識体および蛍光染色に用いる蛍光標識体が、連続的に結合しているもの
（つまりこれら２種類の標識体を特定生体物質に結合させるためのプローブ生体物質が共
有されているもの）である（図１：態様１）。標識化プローブ生体物質の第２の態様は、
色素沈着を誘導する物質等の明視野観察可能な染色に用いる標識体および蛍光染色に用い
る蛍光標識体がそれぞれ別個の標識化プローブ生体物質に含まれるもの（つまりこれら２
種類の標識体を特定生体物質に結合させるためのプローブ生体物質が共有されていないも
の）である（図１：態様２）。これらのうち、プローブ生体物質の共有化により上記２種
類の標識体同士が立体障害などに起因する結合障害等により干渉することなく特定生体物
質に結合させることができる第一の態様が、組織中の特定生体物質の明視野観察における
染色性および蛍光観察における染色性（細胞あたりの蛍光シグナル輝点数等）に優れるた
めより好ましい。
【００６７】
　ここで、上記第１の態様において「連続的に結合」するとは、色素沈着を誘導する物質
等の明視野観察可能な染色に用いる標識体、および蛍光体等の発光物質の標識体が、一の
標識化プローブ生体物質において、以下に例示するような結合様式により、直接または間
接的に結合していることをいう。間接的に結合するとは、なんらかの分子を介して結合す
ることをいう。したがって、連続的に結合することにより、一の標識化プローブ生体物質
中に、色素沈着を誘導する物質、および発光物質を含むものとなる。
【００６８】
　このとき、明視野観察可能な染色に用いる標識体、および蛍光体等の発光物質の標識体
は、プローブ生体物質との結合において競合しないものであることが適切である。競合が
起きる場合、例えば、プローブ生体物質がある分子で修飾されており（例えば、ビオチン
等）、両標識体がともにこの分子に結合する分子（例えば、アビジン等）で修飾されてい
る場合、同一の特定生体物質を明視野観察可能な染色に用いる標識体および蛍光体等の発
光物質の標識体の両方で標識することができず、どちらか一方で標識することになる。そ
の結果、組織中の特定生体物質の明視野観察における染色性および蛍光観察における染色
性はどちらも、明視野観察可能な染色に用いる標識体単独で染色した場合の染色性および
蛍光体等の発光物質の標識体単独で染色した場合の染色性と比較して、大きく損なわれる
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ことになる。
【００６９】
　一方、色素沈着を誘導する物質等の明視野観察可能な染色に用いる標識体、および蛍光
体等の発光物質の標識体が、別個の標識化プローブ生体物質に含まれるものである場合、
それぞれの標識化プローブ生体物質に含まれるプローブ生体物質は、組織中の特定生体物
質の明視野観察における染色性および蛍光観察における染色性（細胞あたりの蛍光シグナ
ル輝点数等）の両方を高い水準で維持する観点から、同一の特定生体物質の別部位を認識
するものであって、生体物質間の特異的結合反応において競合しないものであることが適
切である。例えば、上記それぞれの標識化プローブ生体物質に含まれるプローブ生体物質
が同一の特定生体物質の同一部位を認識するものであって、生体物質間の特異的結合反応
において競合がおきる場合、同一の特定生体物質を明視野観察可能な染色に用いる標識体
および蛍光体等の発光物質の標識体の両方で標識することができず、どちらか一方で標識
することになる。その結果、組織中の特定生体物質の明視野観察における染色性および蛍
光観察における染色性はどちらも、明視野観察可能な染色に用いる標識体単独で染色した
場合の染色性および蛍光体等の発光物質の標識体単独で染色した場合の染色性と比較して
、大きく損なわれることになる。
【００７０】
　標識化プローブ生体物質は、上記プローブ生体物質（例えば、抗体や、レクチン等）と
標識体とが、共有結合、イオン結合、水素結合、配位結合、物理吸着、化学吸着等の適当
な結合様式により結合した構造を有する。結合力の強さの観点から、アミド結合、エステ
ル結合、イミド結合、マレイミド基へのチオール付加を利用した結合等の共有結合、ある
いは、ビオチン－アビジン結合またはビオチン－ストレプトアビジン結合を介して結合し
た構造を有することが好ましい。特に、結合力の強さおよび結合の特異性の観点から、ビ
オチン－アビジン結合またはビオチン－ストレプトアビジン結合を介して結合した構造を
有することがより好ましい。
【００７１】
　このような標識化プローブ生体物質は、上記プローブ生体物質に対して、標識体を常法
に従って結合させることにより得ることができる。具体的な標識化方法としては、上記プ
ローブ生体物質に対して特異的な親和性を有する抗体(二次抗体)を介する方法、ビオチン
－アビジン法、チオール基－マレイミド基のカップリング反応法、既存の化学リンカーを
用いる方法、架橋剤（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
（ＥＤＣ）等）を用いた架橋反応法、イオン結合法等を挙げることができるが、上記プロ
ーブ生体物質がヒト化抗体またはヒト抗体である場合、これらの中でも抗体やアビジンと
のチオール基－マレイミド基のカップリング反応法を好適に例示することができる。
【００７２】
　具体的な形成手順は、例えば以下の通りである。
　まず、第１の結合基をプローブ生体物質に導入し、当該第１の結合基と結合可能な第２
の結合基を標識体に導入する。このとき、第１の結合基とプローブ生体物質との間、およ
び、第２の結合基と標識体との間には、それぞれ適当な鎖長のリンカーが介在していても
よい。ここで、前記第１および第２の結合基は、カルボキシル基、アミノ基、アルデヒド
基、チオール基、マレイミド基等の化学官能基であってもよいし、ビオチン、アビジン、
ストレプトアビジンのような分子であってもよい。また、前記第２の結合基として二次抗
体を用いる場合には、前記第１の結合基は、プローブ生体物質を構成する、「検出対象と
する生体物質」を認識する部位以外の部位であってもよい。
【００７３】
　ここで、第１の結合基を導入したプローブ生体物質、すなわち、第１の結合基とプロー
ブ生体物質とを含む結合基含有プローブ生体物質の好適な例として、ビオチン化抗体、ビ
オチン化レクチン等のビオチン化プローブ生体物質が挙げられる。一方、第２の結合基を
導入した標識体、すなわち、第２の結合基と上記標識体とを含む結合基含有標識体の好適
な例として、アビジン結合標識体またはストレプトアビジン結合標識体が挙げられる。た
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だ、第１の結合基を導入したプローブ生体物質としてアビジン化プローブ生体物質やスト
レプトアビジン化プローブ生体物質を用いるとともに、第２の結合基を導入した標識体と
してビオチン結合標識体を用いることを妨げるものではない。また、第１の結合基を導入
したプローブ生体物質における第１の結合基、および、第２の結合基を導入した標識体に
おける第２の結合基として、ビオチンやアビジン（またはストレプトアビジン）の代わり
に化学官能基を採用したものを用いることを妨げるものでもない。
【００７４】
　その後、第１の結合基を導入したプローブ生体物質と、第２の結合基を導入した標識体
とを反応させると、標識化プローブ生体物質が得られる。
　この標識化プローブ生体物質は、第１の結合基を導入したプローブ生体物質と、第２の
結合基を導入した標識体とを反応させることによって、染色対象とする組織が存在しない
状況下で予め調製されたものであってもよいし、あるいは、染色工程の中で、第１の結合
基を導入した未標識のプローブ生体物質を組織と反応させてから、当該組織に組み込まれ
たプローブ生体物質に、第２の結合基を導入した標識体を反応されることにより形成され
るものであってもよい。
【００７５】
　上記標識化プローブ生体物質は、さらに多くの結合基を介するものであってもよい。例
えば、第２の結合基を導入した物質に、さらに第３の結合基を導入し、この第３の結合基
と結合し得る第４の結合基、ならびに、第５の結合基を導入したいずれかの標識体、およ
び、第５の結合基に結合し得る第６の結合基を導入した他方の標識体を反応させるもので
あってもよい。
【００７６】
　このような標識化プローブ生体物質としては、例えば、特定生体物質を認識する抗体、
この抗体を認識するビオチン化抗体、ストレプトアビジン化したペルオキシダーゼ標識体
、および、ペルオキシダーゼを認識して結合する抗体と蛍光標識体を結合したものを含む
ものが挙げられる（図２：態様１Ａ）。
【００７７】
　また、上記の場合において、第４の結合基と第５の結合基、第３の結合基と第６の結合
基がそれぞれ同じ結合基であってもよい。このような標識化プローブ生体物質としては、
例えば、特定生体物質を認識して結合する抗体、この抗体を認識して結合するビオチン化
抗体、ストレプトアビジン化したペルオキシダーゼ標識体、および、ビオチン化した蛍光
標識体を含むものが挙げられる（図３：態様１Ｂ）。このような態様１Ｂは、上記態様１
Ａよりもペルオキシダーゼの機能を損なうおそれが少ないやり方で蛍光標識体を標識化プ
ローブ生体物質に導入することができ、またビオチン化した蛍光標識体は汎用されていて
容易に入手可能であるなどの観点から、より好ましい態様である。
【００７８】
　＜組織化学染色方法＞
　（１）組織化学染色工程
　本発明に係る組織染色方法において、組織化学染色工程は、組織切片に組織化学染色を
行う工程をいう。すなわち、検出対象とする生体物質を認識する物質に、標識体を導入す
ることにより得られる標識化プローブ生体物質と組織切片とを反応させ、生体物質間の特
異的結合反応を通じて当該組織切片上に存在する特定生体物質を可視化する工程である。
本発明において免疫組織化学染色やレクチン染色等の組織化学染色は、従来公知の手法に
より行うことができる。
【００７９】
　本発明の組織染色方法が適用できる切片の作製法は特に限定されず、公知の方法により
作製されたものを用いることができる。例えば、病理切片として汎用されているパラフィ
ン包埋切片を組織切片として用いる場合は、次のような手順で組織化学染色を行えばよい
。
【００８０】
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　（１－１）脱パラフィン処理工程
　キシレンを入れた容器に、病理切片を浸漬させ、パラフィンを除去する。温度は特に限
定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下で
あることが好ましい。また必要により、浸漬途中でキシレンを交換してもよい。
【００８１】
　ついで、エタノールを入れた容器に病理切片を浸漬させて、キシレンを除去する。温度
は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０
分以下であることが好ましい。また、必要により浸漬途中でエタノールを交換してもよい
。
【００８２】
　水を入れた容器に病理切片を浸漬させて、エタノールを除去する。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。
【００８３】
　（１－２）賦活化処理工程
　組織化学染色として免疫組織化学染色を行う場合、公知の方法にならい、目的とする生
体物質の賦活化処理を行うことが好ましい。賦活化条件に特に定めはないが、賦活液とし
ては、０．０１Ｍ（モル濃度ｍｏｌ／Ｌ、以下同じ）クエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１
ｍＭエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）溶液（ｐＨ８．０）、５％尿素、０．１Ｍトリ
ス塩酸緩衝液等を用いることができる。加熱機器としては、オートクレーブ、マイクロウ
ェーブ、圧力鍋、ウォーターバス等を用いることができる。温度は特に限定されるもので
はないが、室温で行うことができる。温度は５０～１３０℃、時間は５～３０分で行うこ
とができる。
【００８４】
　ついでＰＢＳを入れた容器に、賦活処理後の切片を浸漬させ、洗浄を行う。温度は特に
限定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下
であることが好ましい。また必要により浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００８５】
　（１－３）標識化プローブ生体物質による染色処理工程
　本発明においては、同一の特定生体物質に対して、明視野観察可能な染色と、発光物質
を用いた染色の両方を行う。その順序（先後）は不問であるが、同一の特定生体物質に、
色素沈着誘導標識体と蛍光標識体とを結合させたのちに、色素沈着に用いる基質を加えて
発色させることが、明視野観察の感度を上げる観点から、好ましい。
【００８６】
　標識化プローブ生体物質による染色処理工程としては、上記標識化プローブ生体物質の
ＰＢＳ分散液を調製し、病理切片に載せて、検出対象とする生体物質と反応させることが
好適に行われる。
【００８７】
　組織化学染色として免疫組織化学染色（免疫染色）を行う場合には、プローブ生体物質
として抗体のＰＢＳ分散液を調製し、これを病理切片に載せて、検出対象とする生体物質
と結合させ、さらにこの抗体と結合する部位を導入した標識体を、抗体に結合させること
で行うことが可能である。また、抗体と標識体とを病理切片に載せる前に反応させて、標
識化プローブ生体物質を調製し、これを病理切片に載せることでもよい。
【００８８】
　標識化プローブ生体物質が、より多くの分子から構成されている場合には、それぞれの
ＰＢＳ分散液を調製し、これを適切な順番で順次病理切片に載せて反応させ、検出対象と
する生体物質と結合した標識化プローブ生体物質を調製することで、本発明の組織化学染
色を行うことが可能である。この場合にも、抗体と標識体とを含む標識化生体プローブの
構成物質を、病理切片に載せる前に反応させて、標識化プローブ生体物質を調製し、これ
を病理切片に載せることでもよい。
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【００８９】
　組織化学染色としてレクチン染色を行う場合には、上記において抗体の代わりに、レク
チンを用いて反応を行えばよい。
【００９０】
　複数種の特定生体物質を目的として染色する場合には、各特定生体物質に対応した「プ
ローブ生体物質」、および、対応する特定生体物質ごとに異なる色素沈着誘導標識体、な
らびに、蛍光標識体のＰＢＳ分散液をそれぞれ調製し、それらを病理切片に載せて、それ
ぞれ目的とする生体物質と反応させればよい。病理切片に載せる際には、それぞれの標識
化プローブ生体物質のＰＢＳ分散液をあらかじめ混合してもよいし、別々に順次載せても
よい。いずれの場合においても、対応する特定生体物質ごとに、異なる適切な結合基を有
する標識化プローブ生体物質を用いることが、異なる特定生体物質を区別する観点から、
より好ましい。
【００９１】
　反応温度は特に限定されるものではないが、室温で行うことができる。反応時間は３０
分以上２４時間以下であることが好ましい。なお、染色を行う前に、ＢＳＡ含有ＰＢＳな
ど公知のブロッキング剤を滴下することが好ましい。
【００９２】
　ついで、ＰＢＳを入れた容器に染色後の切片を浸漬させて、未反応の標識体を除去する
。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。必要により浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００９３】
　（２）固定処理工程
　本発明の組織染色方法において所要により行われる固定処理工程は、上記組織化学染色
工程により導入された標識化プローブ生体物質を、組織切片に固定化する工程である。
【００９４】
　本発明の組織染色方法においては、上記（１）組織化学染色工程の後に、下記（３）形
態観察染色工程を行う場合、組織化学染色工程により得られた染色組織切片を直接形態観
察染色工程に供してもよい。ただ、形態観察染色後において、標識体として組織切片に導
入された蛍光体からの発光強度低下を抑制できる観点から、組織化学染色を行った後、形
態観察染色を行う前に固定処理を行う工程を経ることが好ましい。
【００９５】
　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
ールアルデヒド、アセトン、エタノール、メタノール等の架橋剤、細胞膜透過物質等が挙
げられる。
【００９６】
　本発明において、固定処理は、従来公知の手法により行うことができる。固定処理は、
具体的には、このような固定処理溶液に、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、稀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。
【００９７】
　（３）形態観察染色工程
　組織標本の形態を観察する場合など、必要に応じて、形態観察染色工程を設けてもよい
。形態観察染色方法としては、代表的には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）が挙げられるが、例えば細胞診に用い
られるパパニコロウ染色（Ｐａｐ染色）等、他の形態観察染色も挙げられる。
【００９８】
　しかしながら、エオジン、あるいはエオジン類縁体やエオジンと類似の吸収波長、発光
波長を持つ色素は、自家蛍光の発光波長のピークが蛍光標識体の発光波長のピークと近接
する場合がある。したがって、本発明においては、ヘマトキシリン等のみにより形態観察
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染色を行うことが好ましい。
【００９９】
　なお、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。他の形態観察染色では、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～濃赤色に染色される。
【０１００】
　（４）観察工程
　本発明においては、上記工程（１）～（３）の後に、観察工程を行うことができる。以
下の観察工程は、どちらが先でもよい。
【０１０１】
　（４－１）明視野観察工程
　明視野観察工程は、上記工程により染色された組織切片に照明光を当て、組織切片に沈
着した色素を観察し、細胞または組織内の前記「検出対象とする生体物質」の分布につい
ての情報（以下「生体分子分布情報」という。）を取得する工程である。この「生体分子
分布情報」は、組織化学染色として免疫組織化学染色を行った場合には細胞または組織内
にある特定の抗原分子の分布についての情報として取得されるものであり、また、組織化
学染色としてレクチン染色を行った場合には、細胞または組織内にある特定の糖鎖、ある
いはその修飾分子もしくは複合体の分布についての情報として取得されるものである。
【０１０２】
　さらに、明視野観察工程においては、前記形態観察染色により得られる組織標本の形態
についての情報（以下「細胞形態情報」という。）を取得することができる。
　この明視野観察は一般的な方法により行えばよい。例えば、乳がんにおけるＨＥＲ２タ
ンパク質を「検出対象とする生体物質」として組織化学染色をおこなった場合の明視野観
察においては、適切な照明光の照射下で、光学顕微鏡の４倍対物レンズを使用して、検体
組織内の癌細胞のＨＥＲ２タンパク陽性染色像、陽性染色の強度、陽性細胞率を観察する
。次に対物レンズを１０倍に切り替え、陽性所見が細胞膜か細胞質に局在するかを確認し
、必要に応じてさらに対物レンズ２０倍で検索する。
【０１０３】
　本工程において生体分子分布情報および細胞形態情報は、迅速な観察が行えるよう顕微
鏡の鏡筒から取得するようにしてもよいし、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、それを観察することにより取得するようにしてもよ
い。
【０１０４】
　（４－２）発光物質観察工程
　発光物質観察工程は、上記工程により染色された組織切片に励起光を照射することによ
り、前記蛍光標識体の発する蛍光に基づく生体分子分布情報を取得する工程である。
【０１０５】
　前記励起光は、標識体を構成する蛍光物質が所望の波長の蛍光を発する、適切な波長を
有するものであればよく、励起光の照射手段も特に限定されるものではない。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組織切片に照射すればよい
。
　前記励起光は、組織切片の自家蛍光との関係で標識体が発する蛍光が識別可能である限
り特に限定されないものの、蛍光の目視観察が可能で、明視野観察可能な染色において用
いる基質（例えばジアミノベンジジン）による吸収を避けるとともに、組織切片からの自
家蛍光強度が高くなりすぎないようにする観点から、４５０ｎｍ～７００ｎｍの波長を有
するものが好ましい。また、前記蛍光標識体として用いる蛍光体を構成する蛍光物質とし
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ては当該励起光により４８０ｎｍ以上の範囲、好ましくは５８０～６９０ｎｍの範囲にピ
ークを有する蛍光を発するものを用いる（したがってこの領域の発光波長を有する蛍光を
測定するようにする）。
【０１０６】
　発光物質観察工程における生体分子分布情報および細胞形態情報は、同一視野で取得す
ることができる。すなわち、一枚の染色切片から得られる組織切片の自家蛍光および標識
体が発する蛍光の両方が同一の視野に含まれるようにしつつも、それらを区別して認識し
、それぞれに基づいて細胞形態情報および生体分子分布情報を取得することが好適である
。もちろん、必要であれば、例えば組織切片の自家蛍光または標識体が発する蛍光の一方
を十分に低減しうる適切なフィルターを用いることにより、ある視野で細胞形態情報のみ
を取得するようにし、他の視野で生体分子分布情報を取得するようにしてもよい。
【０１０７】
　また、本工程において生体分子分布情報および細胞形態情報は、迅速な観察が行えるよ
う（蛍光）顕微鏡の鏡筒から取得するようにしてもよいし、（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、それを観察することにより
取得するようにしてもよい。標識体として用いる蛍光体を構成する蛍光物質によるが、顕
微鏡の鏡筒からの目視により十分に生体分子分布情報を取得することができなくても、カ
メラが撮影した画像から生体分子分布情報を取得することが可能な場合もある。
【０１０８】
　前記生体分子分布情報を取得することとしては、例えば、蛍光の輝点数または発光輝度
を基に、一細胞あたりの「検出対象とする生体物質」の分子数もしくは「検出対象とする
生体物質」の密度（すなわち、単位面積あたりの「検出対象とする生体物質」の分子数）
を計測することが挙げられる。標識体として用いた蛍光体を構成する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ればよ
い。輝点数または発光輝度の計測には、市販の画像解析ソフト（例えば、全輝点自動計測
ソフト「Ｇ－Ｃｏｕｎｔ」（ジーオングストローム社製））を用いることが好適であるが
、計測手段は特に限定されるものではない。
【実施例】
【０１０９】
　以下、実施例により本発明をさらに具体的に説明するが、本発明の範囲はこれらに限定
されるものではない。
【０１１０】
　＜１．標識体の作製＞
　《蛍光集積体の合成》
　［合成例１］
　（ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子）
　アミノ反応性ＦＩＴＣ（同仁化学社製）６．６ｍｇと３－アミノプロピルトリメトキシ
シラン（信越シリコーン社製：ＫＢＭ９０３）３μＬとを、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミ
ド（ＤＭＦ）中で混合、オルガノアルコキシシラン化合物を得た。
【０１１１】
　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、０．６
ｍＬのテトラエトキシシラン（ＴＥＯＳ）、２ｍＬの水、２ｍＬの２８％アンモニア水と
３時間混合した。
【０１１２】
　上記工程で作製した混合液を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。さらに、同様の手
順でエタノールと純水による洗浄を２回ずつ行った。その結果、蛍光集積体として、ＦＩ
ＴＣ集積シリカナノ粒子１０ｍｇが得られた。
　得られたＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子の１０００個についてＳＥＭ観察を行ったところ
、それぞれ平均粒径１０４ｎｍ、変動係数は１２％であった。
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【０１１３】
　［合成例２］
　（ＴＸＲ集積シリカナノ粒子）
　合成例１において、アミノ反応性ＦＩＴＣに換えて、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（同仁化学社
製、以下「ＴＸＲ」という。）を用いて同様に合成し、ＴＸＲ集積シリカナノ粒子１０ｍ
ｇを得た。得られたＴＸＲ集積シリカナノ粒子の１０００個についてＳＥＭ観察を行った
ところ、平均粒径１０６ｎｍ、変動係数は１１％であった。
【０１１４】
　［合成例３］
　（半導体ナノ粒子（Ｑｄｏｔ６０５）集積シリカナノ粒子）
　ＣｄＳｅ／ＺｎＳデカン分散液（「Ｑｄｏｔ６０５」（登録商標）、インビトロジェン
社製）１０μＬにＴＥＯＳ０．１ｍｇ、エタノール０．０１ｍＬ、濃アンモニア水０．０
３ｍＬを加え３時間攪拌して加水分解を行った。
【０１１５】
　上記工程で得られた混合液を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。さらに、同様の手
順でエタノールと純水による洗浄を２回ずつ行った。その結果、蛍光集積体として、Ｑｄ
ｏｔ６０５集積シリカナノ粒子が４０ｍｇ得られた。
　得られたＱｄｏｔ６０５集積シリカナノ粒子の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。
【０１１６】
　《ビオチン化蛍光集積体の作製》
　［合成例４］
　（ビオチン化ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子）
　合成例１で合成したＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子へのビオチンの結合を、以下の手順に
従って行うことにより、ビオチン化ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子を得た。
【０１１７】
　１ｍＬのエタノール中に蛍光集積体を溶解させて３ｎＭとし、３－アミノプロピルトリ
メトキシシランを０．１μＬ添加後室温で１時間反応した。得られた溶液を１０，０００
Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した後、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。同様の手順による洗浄を３回行うことでビオチン結合用蛍光集
積体を得た。
【０１１８】
　エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）を２ｍＭ含有したリン酸緩衝液生理的食塩水（Ｐ
ＢＳ）に蛍光集積体を溶解させて３ｎＭに調整し、この溶液に最終濃度１０ｍＭとなるよ
うビオチン化ポリエチレングリコール（「ＮＨＳ－ｄＰＥＧ－Ｂｉｏｔｉｎ」（登録商標
）、ＴＯＹＯＢＯ社製：ＱＢ１０１９８ａ、ＰＥＧ鎖長１２）を混合し１時間反応した。
この混合液を１０，０００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した後、ＥＤＴＡを
２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。さらに、同様
の手順による洗浄を３回行うことでビオチン化ＦＩＴＣ集積ナノ粒子を得た。
【０１１９】
　［合成例５］
　（ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子）
　ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子の代わりに、合成例２で合成したＴＸＲ集積シリカナノ粒
子を用いた他は、合成例４と同様にして、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子を合成し
た。
【０１２０】
　［合成例６］
　（ビオチン化Ｑｄｏｔ６０５集積シリカナノ粒子）
　ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子の代わりに、合成例３で合成したＱｄｏｔ６０５集積シリ
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カナノ粒子を用いた他は、合成例４と同様にして、ビオチン化Ｑｄｏｔ６０５集積シリカ
ナノ粒子を合成した。
【０１２１】
　《ビオチン化ＴＸＲの作製》
　［合成例７］
　（ビオチン化ＴＸＲ）
　ＴＸＲ（同仁化学社製）６ｍｇとエチレンジアミン２ｍｇをＴＨＦ（脱水）中で反応後
、ＨＰＬＣ（ＧＰＣ）（日本分析工業社製：ＬＣ－９１０１（カラム：ＪＡＩＧＥＬ－１
ＨおよびＪＡＩＧＥＬ－２Ｈ、溶媒：ＴＨＦ）で精製を行った。この精製物とアミノ反応
性ビオチン（同仁化学社製）をＴＨＦ（脱水）中で反応後、上記ＨＰＬＣ（ＧＰＣ）で同
様に精製を行い、ビオチン化ＴＸＲを得た。
【０１２２】
　《抗ペルオキシダーゼ抗体結合ＴＸＲシリカナノ粒子集積体の作製》
　［合成例８］
　（抗ペルオキシダーゼ抗体結合ＴＸＲシリカナノ粒子集積体）
　合成例２で合成したＴＸＲ集積シリカナノ粒子への抗ペルオキシダーゼ抗体の結合を、
以下の手順に従って行うことにより、抗ペルオキシダーゼ抗体結合ＴＸＲ集積シリカナノ
粒子を得た。
【０１２３】
　（抗体結合用蛍光集積体の調製）
　ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳにＴＸＲ集積シリカナノ粒子を溶解させて３ｎＭに調
整し、この溶液に最終濃度１０ｍＭとなるようｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａ
ｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ
］ｅｓｔｅｒ（サーモサイエンティフィック社製「ＳＭ（ＰＥＧ）１２」（商標））を混
合し１時間反応した。この混合液を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。さらに、同様の手順による洗浄を３回行うことで抗体結合用蛍光集積体を得た
。
【０１２４】
　（還元化抗体の調製）
　抗ペルオキシダーゼ抗体（シグマアルドリッチ社製：Ｐ７８９９）をＮ－ｓｕｃｃｉｎ
ｉｍｉｄｙｌ Ｓ－ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（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
粒子に結合可能な還元化抗体溶液を得た。
【０１２５】
　（抗ペルオキシダーゼ抗体結合蛍光集積体の調製）
　上記で得られた抗体結合用蛍光集積体と還元化抗体とを、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰ
ＢＳ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１０，０００Ｇで２０分間遠心分離を行い、上澄みを除去した
後、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを加えて、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行っ
た。さらに、同様の手順による洗浄を３回行うことで、抗ペルオキシダーゼ抗体結合ＴＸ
Ｒ集積シリカナノ粒子を得た。
【０１２６】
　《アビジン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子の作製》
　［合成例９］
　合成例２で合成したＴＸＲ集積シリカナノ粒子へのストレプトアビジンの結合を、それ
ぞれ、以下の手順に従って行うことにより、アビジン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子を得た
。
【０１２７】
　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
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塩水）にＴＸＲ集積シリカナノ粒子を溶解させて３ｎＭに調整し、この溶液に最終濃度１
０ｍＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎ
ｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅ
ｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）を混合し１時間反応した。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ＰＢ
Ｓ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
ことでストレプトアビジン結合用蛍光集積体を得た。
【０１２８】
　一方、ストレプトアビジンを、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
ビジン溶液を得た。
【０１２９】
　上記で得られた結合用蛍光集積体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１０，０００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去し
た後ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った
。同様の手順による洗浄を３回行うことで、アビジン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子を得た
。
【０１３０】
＜２．染色および観察工程＞
　［実施例１］
　（固定処理の効果）
　免疫組織化学染色およびＤＡＢ染色を同一の組織切片に施すにあたり、ＤＡＢ発色後に
行う固定処理の効果を、以下の方法により評価した。
【０１３１】
　（１）免疫組織化学染色
　合成例５で作製したビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子と、組織検査用腫瘍マーカー
キット「ベンタナＩ－ＶＩＥＷパスウェーＨＥＲ２（４Ｂ５）」（ロシュ・ダイアグノス
ティックス社製）とを用いて、以下の手順によりヒト乳房組織の蛍光染色とＤＡＢ染色と
の重ね合わせ免疫組織化学染色（以下「蛍光ＤＡＢ二重染色」という。）を行った。なお
、「ベンタナＩ-ＶＩＥＷパスウェーＨＥＲ２（４Ｂ５）」は、抗ＨＥＲ２ウサギ抗体（
４Ｂ５）、ビオチン化抗ウサギ抗体およびペルオキシダーゼ結合アビジンを標識化プロー
ブ生体物質として含むキットである。また、染色用の切片として、コスモバイオ社製の組
織アレイスライド（ＣＢ-Ａ７１２）を用いた。
【０１３２】
　組織アレイスライドを脱パラフィン処理後、ベンタナＩ-ＶＩＥＷパスウェーＨＥＲ２
（４Ｂ５）の添付文書に記載の抗原賦活化処理を行い、次いで、抗ＨＥＲ２ウサギ抗体（
４Ｂ５）、ビオチン化抗ウサギ抗体、ペルオキシダーゼ結合アビジンの反応後、０．０１
ｎＭビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子を１時間反応させ、ＰＢＳによる洗浄後、Ｐｅ
ｒｏｘｉｄａｓｅ Ｓｔａｉｎ ＤＡＢ Ｋｉｔ（ナカライテスク社製：２５９８５－５０
）を用いてＤＡＢの発色を行った。
【０１３３】
　（２）固定処理
　上記（１）で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。
【０１３４】
　（３）脱水、透徹、封入
　上記（２）で固定処理した免疫組織化学染色切片に対して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。
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【０１３５】
　（４）観察
　上記（３）で得られた二重染色切片をスライドガラスで封入し、オリンパス社製汎用蛍
光顕微鏡ＢＸ５３を用いて観察を行った（固定処理「あり」）。測定時の励起波長は、５
８０ｎｍ、測定波長は６３０ｎｍとした。
【０１３６】
　対照として、上記染色方法において、工程（２）の固定処理を行わない方法により得ら
れた二重染色切片の観察を行った（固定処理「なし」）。
　観察比較の結果、固定処理を行うことで、ＤＡＢ染色性を維持しつつ、蛍光輝点数の減
少のない染色ができる事を確認した（表３）。
【０１３７】
【表３】

【０１３８】
　［実施例２］
　（単独染色法との比較）
　実施例１に記載の染色方法の工程（１）において、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒
子の反応を行わない染色（以下「ＤＡＢ単独染色」という。）、ＤＡＢを添加せず、ＤＡ
Ｂの発色を行わない染色（以下「蛍光単独染色」という。）と、蛍光ＤＡＢ二重染色との
比較を行った。観察は、顕微鏡を用いた明視野での、形態およびＤＡＢ染色観察と、蛍光
によるマーカーの輝点ならびに輝度の観察とによって行った。
【０１３９】
　観察の結果、蛍光ＤＡＢ二重染色でのみ、明視野によるＤＡＢ染色の観察、および、蛍
光によるマーカーの輝点ならびに輝度観察がともに可能であることが分かった（表４）。
【０１４０】

【表４】

【０１４１】



(22) JP 6168047 B2 2017.7.26

10

20

30

40

50

　［実施例３］
　（酵素反応時間によるマーカー染色性比較）
　ベンタナＩ－ＶＩＥＷパスウェーＨＥＲ２（４Ｂ５）の添付文書記載の染色方法（以下
「ＤＡＢ標準染色法」という。）において、Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ Ｓｔａｉｎ ＤＡＢ 
Ｋｉｔ（ナカライテスク社製：２５９８５－５０）を用いてＤＡＢの発色を行う際に、酵
素反応時間を変化させることによる、マーカー（ＨＥＲ２）の染色性の変化について、蛍
光ＤＡＢ二重染色およびＤＡＢ単独染色における比較実験を行った。
【０１４２】
　比較観察の結果、各観察方法において明視野観察におけるＤＡＢ色素沈着性を指標とし
たマーカー染色性確認においては、酵素反応時間を１分から５分とする事により、ＤＡＢ
色素沈着が増加して、マーカー染色性が増大したのに対し、蛍光ＤＡＢ二重染色における
輝点数および輝度を指標としたマーカー認識性能は変化しない事が分かった。
【０１４３】
　［実施例４］
　（染色法の比較）
　以下の（ａ）～（ｄ）の染色方法による染色を行い、それぞれについて、ＤＡＢ標準染
色法と比較した色素沈着染色性（明視野観察可能な染色性）、および、蛍光単独染色と比
較した蛍光染色性を画像解析ソフト「ＩｍａｇｅＪ」（商品名、米国立衛生研究所製）を
用いて観察し、検証を行った。色素沈着染色性は、画像解析ソフトに取り込んだ染色像を
、グレースケール化して階調値化し、階調値のヒストグラムの形状および一定の閾値を越
えたヒストグラム面積の割合を指標として評価した。蛍光染色性は、蛍光シグナル輝点数
を画像解析ソフトで計測し、指標として評価した。
【０１４４】
　ＤＡＢ単独染色と比較して、閾値を越えたヒストグラム面積の割合が６５％以上であり
、蛍光単独染色と比較した細胞当たりの蛍光シグナル輝点数が６５％以上であれば、組織
切片上の特定生体物質の発現量および局在等について、詳細で、かつ、定量性の高い情報
を取得でき、本発明の作用効果を奏するものと認められる。前記閾値を越えたヒストグラ
ム面積の割合が８０％以上であり、かつ、前記細胞当たりの蛍光シグナル輝点数が８０％
以上であることが、前記作用効果の観点から好ましい。測定時の励起波長は、５８０ｎｍ
、測定波長は６３０ｎｍとした。
【０１４５】
　（ａ）　実施例１に記載の染色方法において、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子の
代わりに、合成例９のアビジン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子を用いた染色（以下「ペルオ
キシダーゼ、ＴＸＲ集積シリカナノ粒子同時染色」という。）
【０１４６】
　（ｂ）　実施例１に記載の染色方法において、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子お
よびアビジン化ペルオキシダーゼの代わりに、合成例９のアビジン化ＴＸＲ集積シリカナ
ノ粒子を用いた染色と、ヒストファインＨＥＲ２キット(ＭＯＮＯ)（ニチレイ社製）によ
るＤＡＢ染色とを同時に行った染色（以下「アビジン化蛍光体染色＋ヒストファインＤＡ
Ｂ染色」という。）
【０１４７】
　（ｃ）　実施例１に記載の染色方法において、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子の
代わりに、合成例８の抗ペルオキシダーゼ抗体結合ＴＸＲ集積シリカナノ粒子を用いた染
色（以下「抗ＨＲＰ抗体を用いた蛍光ＤＡＢ二重染色」という。）
　（ｄ）　実施例１に記載の染色方法による蛍光ＤＡＢ二重染色
【０１４８】
　なお、ヒストファインＨＥＲ２キット(ＭＯＮＯ)は、マウス抗ヒトHER2/neu 遺伝子産
物モノクローナル抗体(SV2-61γ)およびペルオキシダーゼ標識ヤギ抗マウスIgGポリクロ
ーナル抗体(Fab')を、標識化生体プローブ物質として含むキットである。該キットに含ま
れるマウス抗ヒトHER2/neu 遺伝子産物モノクローナル抗体と、蛍光単独染色および上記
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方法（ｂ）で用いる「ベンタナＩ-ＶＩＥＷパスウェーＨＥＲ２（４Ｂ５）」に含まれる
抗ＨＥＲ２ウサギ抗体とは、ヒトＨＥＲ２タンパクへの結合において競合しない。したが
って、「アビジン化蛍光体染色+ヒストファインＤＡＢ染色」は、同一の特定生体物質に
対して、明視野観察可能な染色、および、蛍光染色の両方を行うことになる。
【０１４９】
　その結果、ペルオキシダーゼ、ＴＸＲ集積シリカナノ粒子同時染色においては、ＤＡＢ
標準染色と比較した色素沈着染色性および蛍光単独染色と比較した細胞当たりの蛍光シグ
ナル輝点数が顕著に低下した。
【０１５０】
　アビジン化蛍光体染色＋ヒストファインＤＡＢ染色においては、ＤＡＢ標準染色と比較
した染色性および蛍光単独染色と比較した細胞当たりの蛍光シグナル輝点数について、顕
著な低下は認められず、安定した染色性を示した。
【０１５１】
　抗ＨＲＰ抗体を用いた蛍光ＤＡＢ二重染色および蛍光ＤＡＢ二重染色においては、さら
に安定した染色性を示した（表５）。
【０１５２】
【表５】

【０１５３】
　［実施例５］
　（蛍光ＤＡＢ二重染色における蛍光体組成の比較）
　標識体として、以下の（ａ）～（ｄ）の４種類を用いて、蛍光ＤＡＢ二重染色を行い、
その染色性と輝点計測性を、汎用蛍光顕微鏡（オリンパス社製：ＢＸ５３）と共焦点レー
ザー顕微鏡（オリンパス社製：ＦＶ１０００－Ｄ）とを用いて比較検討した。励起波長は
、Ｑ-ｄｏｔ６０５：４００ｎｍ、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子：５８０ｎｍ、
測定波長は、Ｑ-ｄｏｔ６０５：６３０ｎｍ、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子：６
３０ｎｍとした。染色工程は、実施例１と同様に行った。
【０１５４】
　（ａ）ビオチン化ＴＸＲ色素（合成例７）
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　（ｂ）ビオチン化Ｑ-ｄｏｔ６０５シリカナノ粒子（ライフテクノロジー社製：Ｑ１０
３０１ＭＰ）
　（ｃ）ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子（合成例５）
　（ｄ）ビオチン化Ｑ-ｄｏｔ６０５集積シリカナノ粒子（合成例６）
　下記表６に示されるように、いずれの標識体を用いた場合でも、共焦点レーザー顕微鏡
によって輝度評価を行うことができた。また、（ａ）ビオチン化ＴＸＲ色素以外の標識体
を用いた場合には、輝点計測も行うことができた。
【０１５５】
　さらに、標識体として、集積化された（ｃ）ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子、お
よび（ｄ）ビオチン化Ｑ-ｄｏｔ６０５集積シリカナノ粒子を用いた場合、汎用顕微鏡に
おいても輝度の評価および輝点の計測ができることがわかった。
【０１５６】
【表６】

【０１５７】
　［実施例６］
　（蛍光ＤＡＢ二重染色における波長検討）
　標識体として、ビオチン化ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子（合成例１）およびビオチン化
ＴＸＲ集積シリカナノ粒子（合成例２）を用いて蛍光ＤＡＢ二重染色を行い、ＤＡＢ単独
染色と比較した染色性と、蛍光単独染色と比較した細胞当たりの蛍光シグナル輝点数の変
化について検証を行った。励起波長は、ビオチン化ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子：４８０
ｎｍ、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子：５８０ｎｍ、測定波長は、ビオチン化ＦＩ
ＴＣ集積シリカナノ粒子：５３０ｎｍ、ビオチン化ＴＸＲ集積シリカナノ粒子：６３０ｎ
ｍとした。染色方法は、実施例１と同様に行い、染色性の評価は実施例４と同様に行った
。
【０１５８】
　表７に示す通り、ビオチン化ＦＩＴＣ集積シリカナノ粒子を用いた染色では、若干の輝
点数減少が観察されたが、いずれも良好な蛍光観察を行うことが可能であった。
【０１５９】
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【符号の説明】
【０１６０】
１０・・・特定生体物質
２０・・・プローブ生体物質
２１・・・特定生体物質を認識して結合する抗体
２３・・・ペルオキシダーゼを認識して結合する抗体
３０・・・明視野観察を可能にする標識体（色素沈着誘導標識体）
３１・・・ペルオキシダーゼ
４０・・・蛍光標識体
５０・・・特定生体物質を認識して結合する抗体を認識して結合する抗体
７０・・・ストレプトアビジン
８０・・・ビオチン



(26) JP 6168047 B2 2017.7.26

【図１】

【図２】

【図３】

【図４】



(27) JP 6168047 B2 2017.7.26

10

20

30

フロントページの続き

（出願人による申告）平成２４年度独立行政法人新エネルギー・産業技術総合開発機構「がん超早期診断・治療
機器の総合研究開発／超早期高精度診断システムの研究開発：病理画像等認識技術の研究開発／病理画像等認識
基礎技術の研究開発（１粒子蛍光ナノイメージングによる超高精度がん組織診断技術）」委託研究　産業技術力
強化法第１９条の適用を受ける特許出願

(72)発明者  中野　寧
            東京都千代田区丸の内二丁目７番２号　コニカミノルタ株式会社内
(72)発明者  権田　幸祐
            宮城県仙台市青葉区片平二丁目１番１号　国立大学法人東北大学内
(72)発明者  大内　憲明
            宮城県仙台市青葉区片平二丁目１番１号　国立大学法人東北大学内
(72)発明者  渡邉　みか
            宮城県仙台市青葉区片平二丁目１番１号　国立大学法人東北大学内

    審査官  海野　佳子

(56)参考文献  特開２００８－２９８６５４（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００９／１１７１３８（ＷＯ，Ａ２）　　
              国際公開第２０１２／０２９７５２（ＷＯ，Ａ１）　　
              特開２００９－１１５５９９（ＪＰ，Ａ）　　　
              国際公開第２００９／１１６２６６（ＷＯ，Ａ１）　　
              TAKAYA MURAKAMI ET AL.，A novel method for detecting HIV-1 by non-radioactivein situ h
              ybridization: application of a peptide nucleic acid probe and catalysed signal amplifi
              cation，THE JOURNAL OF PATHOLOGY，２００１年　１月　１日，vol. 194, no. 1，pages 130 -
               135

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              Ｇ０１Ｎ　　３３／４８－３３／９８　　　
              ＪＳＴＰｌｕｓ／ＪＭＥＤＰｌｕｓ／ＪＳＴ７５８０（ＪＤｒｅａｍＩＩＩ）
              ＣＡｐｌｕｓ／ＭＥＤＬＩＮＥ／ＢＩＯＳＩＳ（ＳＴＮ）



专利名称(译) 组织染色方法

公开(公告)号 JP6168047B2 公开(公告)日 2017-07-26

申请号 JP2014507895 申请日 2013-03-26

[标]申请(专利权)人(译) 柯尼卡株式会社

申请(专利权)人(译) 柯尼卡美能达有限公司
国立大学法人东北大学

当前申请(专利权)人(译) 柯尼卡美能达有限公司

[标]发明人 郷田秀樹
星野秀樹
高梨健作
中野寧
権田幸祐
大内憲明
渡邉みか

发明人 郷田 秀樹
星野 秀樹
高梨 健作
中野 寧
権田 幸祐
大内 憲明
渡邉 みか

IPC分类号 G01N33/48 G01N33/53

CPC分类号 G01N1/30 G01N21/6428 G01N33/5082 G01N33/52 G01N33/535 G01N33/56966 G01N33/581 G01N33
/582 G01N33/552

FI分类号 G01N33/48.P G01N33/53.Y G01N33/53.U

优先权 2012080782 2012-03-30 JP

其他公开文献 JPWO2013146741A1

外部链接 Espacenet

摘要(译)

提供组织染色方法，能够以高定量检测高度准确的染色，以及可通过明
视野观察获得的详细信息，以及可通过明视野观察获得的详细信息，组
织样本中生物物质的表达量和位置到。  本发明的组织染色方法是组织染
色方法，其中可以对相同的特定生物材料进行明视野观察和荧光染色。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/48ee8121-27bb-4606-b29c-db8850147855
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/049259992/publication/JP6168047B2?q=JP6168047B2

