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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】多段階蛍光免疫染色において、染色試薬の不完
全な解離による蛍光の映り込みを解消することで、各工
程における蛍光輝点数の正確な解析を可能にする、多段
階蛍光染色方法を提供する。
【解決手段】蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質
を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異的に結合す
る１次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体と、検
体に含まれる標的物質とを反応させる処理を含む蛍光染
色工程を行った後、（１）蛍光染色工程で得られた反応
物の蛍光画像を撮像し、輝点を計測する観察工程、（２
）蛍光染色工程で得られた反応物における、蛍光体集積
粒子複合体と標的物質との解離工程、（３）蛍光体集積
粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体
と、標的物質に特異的に結合する１次抗体とを結合させ
た蛍光色素集積粒子複合体と、検体に含まれる標的物質
との蛍光染色工程、を含む多段階蛍光染色方法。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体と、
　検体に含まれる標的物質と
を反応させる処理を含む蛍光染色工程を行った後、下記（１）～（３）を含む工程を少な
くとも１回行う、多段階蛍光染色方法。
　（１）蛍光染色工程で得られた反応物の蛍光画像を撮像し、輝点を計測する観察工程
　（２）工程（１）を行った後、蛍光染色工程で得られた反応物における、蛍光体集積粒
子複合体と標的物質とを解離させる処理を含む、解離工程
　（３）工程（２）の後、
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体とを結合させた蛍光色素集積粒子複合体と、
　前記検体に含まれる、標的物質と
を反応させる処理を含む蛍光染色工程
【請求項２】
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体に特異的に結合する２次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体
と、
　該１次抗体と検体に含まれる標的物質との結合体と
を反応させる処理を含む蛍光染色工程を行った後、下記（１）、（２）および（３’）を
含む工程を少なくとも１回行う、多段階蛍光染色方法。
　（１）蛍光染色工程で得られた反応物の蛍光画像を撮像し、輝点を計測する観察工程
　（２）工程（１）を行った後、蛍光染色工程で得られた反応物における、蛍光体集積粒
子複合体を標的物質から解離させる処理を含む、解離工程
　（３’）工程（２）の後、
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体に特異的に結合する２次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体
と、
　該１次抗体と前記検体に含まれる標的物質との結合体と
を反応させる処理を含む、蛍光染色工程
【請求項３】
　前記蛍光体集積粒子複合体における、前記非反応性抗体と前記１次抗体とのモル比（非
反応性抗体／１次抗体）が９０／１０～５０／５０である、請求項１に記載の多段階蛍光
染色方法。
【請求項４】
　前記蛍光体集積粒子複合体における、前記非反応性抗体と前記２次抗体とのモル比（非
反応性抗体／２次抗体）が９０／１０～５０／５０である、請求項２に記載の多段階蛍光
染色方法。
【請求項５】
　前記蛍光体集積粒子複合体において、前記可逆結合性タンパク質に対する前記非反応性
抗体の結合定数が、前記可逆結合性タンパク質に対する前記１次抗体の結合定数の、１～
５倍である、請求項１または３に記載の多段階蛍光染色方法。
【請求項６】
　前記蛍光体集積粒子複合体において、前記可逆結合性タンパク質に対する前記非反応性
抗体の結合定数が、前記可逆結合性タンパク質に対する前記２次抗体の結合定数の、１～
５倍である、請求項２または４に記載の多段階蛍光染色方法。
【請求項７】
　前記可逆結合性タンパク質がプロテインＡである、請求項１～６のいずれか１項に記載
の多段階蛍光染色方法。
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【請求項８】
　前記標的物質が腫瘍組織に発現するタンパク質である、請求項１～７のいずれか１項に
記載の多段階蛍光染色方法。
【請求項９】
　前記標的物質が、ＨＥＲ２、ＰＤ-Ｌ１、ＣＴＬＡ４、ＣＤ８、ＣＤ３０、ＣＤ４８、
ＣＤ５９およびｋｉ６７からなる群から選ばれる、請求項１～８のいずれか１項に記載の
多段階蛍光染色方法。
【請求項１０】
　前記検体が組織切片である、請求項１～９のいずれか１項に記載の多段階蛍光染色方法
。
【請求項１１】
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体。
【請求項１２】
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体に特異的に結合する２次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体
。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光体集積粒子複合体を用いた多段階蛍光染色方法および蛍光体集積粒子複
合体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　疾患の治療や予後の経過を判定するための１つの手段として、病理診断が行われており
、その一つとして、検体の分子情報を確認して遺伝子やタンパクの発現異常といった機能
異常を診断するための分子標的染色である組織染色が行われている。タンパク質を標的と
して染色する組織免疫染色方法として、色素を用いるヘマトキシリン－エオジン〔ＨＥ〕
染色、酵素を用いたＤＡＢ染色法が従来から広く行われてきたが、その染色濃度は温度、
時間などの環境条件により大きく左右され、正確な定量測定は困難であるとされている。
【０００３】
　そのため、酵素標識による染色の代わりに、蛍光標識体を用いた蛍光免疫染色法も行わ
れており、この方法は、ＤＡＢ染色と比べて精度および定量性に優れるという特徴がある
。
【０００４】
　蛍光免疫染色法は、例えば組織切片に存在する特定の抗原を対象として、その抗原に対
して抗原抗体反応により直接的または間接的に結合する抗体（第１次抗体またはこの第１
次抗体と特異的に結合する第２～ｎ次抗体）と、その抗体に直接共有結合している、また
はハプテン等を介して結合している蛍光体とを組み合わせて染色用の試薬とし、該試薬を
用いて前記特定の抗原を蛍光標識する方法が一般的に行われている。
【０００５】
　かかる蛍光免疫染色法の一つの実施形態として、同一の組織切片（検体）上に存在する
複数の種類の抗原に対して、互いに異なる極大蛍光波長を有する複数の種類の蛍光体を同
時に反応させる、多重蛍光免疫染色法が知られている（特許文献１）。しかしこの実施形
態では、ある種類の抗原について蛍光観察を行うときに、目的としない抗原を標識した蛍
光体由来の蛍光が、目的の波長の検出域に漏れ込むことで、正確な解析が妨げられるとい
う問題点があった。
【０００６】
　非特許文献１には、プロテインＡを介して抗体を結合させた量子ドットを染色試薬とし
て用いて、該染色試薬と検体とを接触させることで、検体に含まれるある抗原に対して染
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色を行った後、酸性条件下において界面活性剤で処理することにより染色試薬を解離させ
、さらに検体に含まれる他の抗原に対する染色試薬と検体とを接触させることで、該他の
抗原を染色するという、段階的に複数回の染色を行う多段階蛍光染色方法が開示されてい
る。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２０１５－１１１１６７号公報
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】ＮＡＴＵＲＥ　ＣＯＭＭＵＮＩＣＡＴＩＯＮＳ｜４：１６１９｜ＤＯＩ
：１０．１０３８／ｎｃｏｍｍｓ２６３５
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　近年では、蛍光免疫染色をより高精度に行うために、量子ドットよりもさらに検出性能
の高い蛍光体集積粒子（ｐｈｏｓｐｅｒ　ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ　ｐａｒｔｉｃｌｅ；Ｐ
ＩＤ）を用いて蛍光免疫染色が行われているが、非特許文献１に開示されている方法にお
いて、量子ドットの代わりに蛍光体集積粒子を用いる場合、染色試薬の解離処理を行って
も、一部の染色試薬が完全には解離せず、サンプル上に残留することにより、次工程の観
察時に蛍光の映り込みを起こすという問題があった。
【００１０】
　本発明は前述したような課題を解決し、各染色工程ごとに蛍光輝点数を正確に解析する
ことができる蛍光体集積粒子を用いた多段階蛍光染色方法に関する。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者は、蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、標的物質に直接的ま
たは間接的に結合する抗体（以下「反応性抗体」ともいう。）および後述する標的物質等
に非反応性の抗体（以下「非反応性抗体」ともいう。）の２種類の抗体を結合させた、蛍
光体集積粒子複合体を用いて蛍光染色を行うことで、蛍光体集積粒子複合体と標的物質と
の間の結合性を調整することができることを見出し、前述のような複数回の染色・解離工
程を含む多段階蛍光染色における前記課題を解決した。
　すなわち、本発明は以下のような多段階蛍光染色方法を提供する。
【００１２】
　［１］　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物
質に特異的に結合する１次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体と、
　検体に含まれる標的物質と
を反応させる処理を含む蛍光染色工程を行った後、下記（１）～（３）を含む工程を少な
くとも１回行う、多段階蛍光染色方法。
　（１）蛍光染色工程で得られた反応物の蛍光画像を撮像し、輝点を計測する観察工程
　（２）工程（１）を行った後、蛍光染色工程で得られた反応物における、蛍光体集積粒
子複合体と標的物質とを解離させる処理を含む、解離工程
　（３）工程（２）の後、
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体とを結合させた蛍光色素集積粒子複合体と、
　前記検体に含まれる、標的物質と
を反応させる処理を含む蛍光染色工程
【００１３】
　［２］　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物
質に特異的に結合する１次抗体に特異的に結合する２次抗体とを結合させた蛍光体集積粒
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子複合体と、
　該１次抗体と検体に含まれる標的物質との結合体と
を反応させる処理を含む蛍光染色工程を行った後、下記（１）、（２）および（３’）を
含む工程を少なくとも１回行う、多段階蛍光染色方法。
　（１）蛍光染色工程で得られた反応物の蛍光画像を撮像し、輝点を計測する観察工程
　（２）工程（１）を行った後、蛍光染色工程で得られた反応物における、蛍光体集積粒
子複合体を標的物質から解離させる処理を含む、解離工程
　（３’）工程（２）の後、
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的物質に特異
的に結合する１次抗体に特異的に結合する２次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体
と、
　該１次抗体と前記検体に含まれる標的物質との結合体と
を反応させる処理を含む、蛍光染色工程
【００１４】
　［３］　前記蛍光体集積粒子複合体における、前記非反応性抗体と前記１次抗体とのモ
ル比（非反応性抗体／１次抗体）が９０／１０～５０／５０である、［１］に記載の多段
階蛍光染色方法。
【００１５】
　［４］　前記蛍光体集積粒子複合体における、前記非反応性抗体と前記２次抗体とのモ
ル比（非反応性抗体／２次抗体）が９０／１０～５０／５０である、［２］に記載の多段
階蛍光染色方法。
【００１６】
　［５］　前記蛍光体集積粒子複合体において、前記可逆結合性タンパク質に対する前記
非反応性抗体の結合定数が、前記可逆結合性タンパク質に対する前記１次抗体の結合定数
の、１～５倍である、［１］または［３］に記載の多段階蛍光染色方法。
【００１７】
　［６］　前記蛍光体集積粒子複合体において、前記可逆結合性タンパク質に対する前記
非反応性抗体の結合定数が、前記可逆結合性タンパク質に対する前記２次抗体の結合定数
の、１～５倍である、［２］または［４］に記載の多段階蛍光染色方法。
【００１８】
　［７］　前記可逆結合性タンパク質がプロテインＡである、［１］～［６］のいずれか
に記載の多段階蛍光染色方法。
【００１９】
　［８］　前記標的物質が腫瘍組織に発現するタンパク質である、［１］～［７］のいず
れかに記載の多段階蛍光染色方法。
【００２０】
　［９］　前記標的物質が、ＨＥＲ２、ＰＤＬ１、ＣＴＬＡ４、ＣＤ８、ＣＤ３０、ＣＤ
４８、ＣＤ５９およびｋｉ６７からなる群から選ばれる、［１］～［８］のいずれかに記
載の多段階蛍光染色方法。
【００２１】
　［１０］　前記検体が組織切片である、［１］～［９］のいずれかに記載の多段階蛍光
染色方法。
【００２２】
　［１１］　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的
物質に特異的に結合する１次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体。
【００２３】
　［１２］　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗体と、標的
物質に特異的に結合する１次抗体に特異的に結合する２次抗体とを結合させた蛍光体集積
粒子複合体。
【発明の効果】
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【００２４】
　本発明の多段階蛍光染色方法によれば、各染色工程ごとに蛍光輝点数を正確に解析する
ことが可能になる。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】図１は蛍光体集積粒子複合体の例を示す概念図である。（ａ）では、蛍光体集積
粒子複合体を構成する反応性抗体として標的物質に対する１次抗体を用いており、（ｂ）
は蛍光体集積粒子複合体を構成する反応性抗体として２次抗体を用いている。
【図２】図２は、反応性抗体として２次抗体を用いた、本発明の多段階蛍光染色方法にお
ける染色工程および解離工程の一例を示す模式図である。
【図３】図３は、反応性抗体として２次抗体を用いた、本発明の多段階蛍光染色方法の一
例を示す模式図である。
【図４】図４は、本発明の多段階蛍光染色方法における実施形態の一例を表す、フローチ
ャートである。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　以下、本発明に係る多段階蛍光染色方法に用いられる各要素について説明するが、本発
明はこれらに限定されない。
【００２７】
　－多段階蛍光染色法－
　本発明の多段階蛍光染色方法における第１の態様では、蛍光体集積粒子に、可逆結合性
タンパク質を介して、非反応性抗体および標的物質に特異的に結合する１次抗体を結合さ
せた蛍光体集積粒子複合体と、検体に含まれる標的物質とを反応させる処理を含む最初の
蛍光染色工程を行った後、下記（１）～（３）を含む工程を少なくとも１回行う。
（１）蛍光染色工程で得られた反応物(標的物質に結合した蛍光体集積粒子複合体)の蛍光
画像を撮像し、輝点を計測する観察工程
（２）工程（１）を行った後、蛍光体集積粒子複合体を標的物質から解離させる処理を含
む、解離工程
（３）工程（２）の後、蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性抗
体と、標的物質に特異的に結合する１次抗体とを結合させた蛍光体集積粒子複合体と、前
記検体に含まれる、標的物質とを反応させる、蛍光染色工程
【００２８】
　本発明の他の態様においては前記「最初の蛍光染色工程」が、可逆結合性タンパク質を
介して、非反応性抗体と、標的物質に特異的に結合する１次抗体に特異的に結合する２次
抗体とを蛍光体集積粒子に結合させた蛍光体集積粒子複合体と、検体に含まれる標的物質
に結合させた標的物質に特異的に結合する１次抗体とを反応させる処理を含む蛍光染色工
程、であってもよい。
【００２９】
　本発明の他の態様においては、工程（３）の代わりに、下記工程（３’）を行ってもよ
い。
（３’）工程（２）の後、蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質を介して、非反応性
抗体および標的物質に特異的に結合する１次抗体に対する２次抗体を結合させた蛍光体集
積粒子複合体と、前記検体に含まれる標的物質に結合させた１次抗体とを反応させる、蛍
光染色工程
【００３０】
　前記工程（１）～（３）（または（１）～（３’））を含む工程のセットを行う回数は
特に限定されないが、解離剤の効果を考慮しながら調節することが好ましい。このセット
の回数は、１回だけであってもよいし（染色工程の回数としては最初の蛍光染色工程も含
めて合計２回）、２回（同じく３回）～５回（同じく６回）、またはそれより多い回数で
あってもよい。
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　なお、前記工程のセットには、さらに、洗浄工程など他の工程が含まれていてもよい。
【００３１】
　第Ｎ回の蛍光染色工程において工程（３）を行った場合において、第（Ｎ＋１）回の蛍
光染色工程は工程（３）であってもよいし、工程（３’）であってもよい。
【００３２】
　また、蛍光染色では、検体に含まれる標的物質以外の物質（例えば核）に、抗原抗体反
応以外の様式で蛍光物質（例えば核染色剤）を結合させる処理をあわせて行ってもよい。
【００３３】
　複数回の蛍光染色工程で用いられる複数の蛍光体集積粒子複合体および対象とする標的
物質は、全てが相違していてもよいし、一部が同一であってもよい。また、複数回の蛍光
染色工程で用いられる検体は、通常同一の検体である。例えば、複数回の染色工程のそれ
ぞれで２種類の蛍光体集積粒子複合体を用いる（２種類の標的物質を同時に対象とする）
場合、そのうちの１種類の標的物質に対しては複数回の染色工程のすべてで同一の標的物
質を標識するために同一の蛍光体集積粒子複合体を用いた染色を行ない、もう１種類の標
的物質に対しては複数回の染色工程のそれぞれで異なる標的物質を標識するための異なる
蛍光体集積粒子複合体を用いてもよい。このように各段階の染色を同一の蛍光体集積粒子
複合体で同一の標的物質について実施することで、複数回の染色工程のそれぞれで用いた
異なる蛍光体集積粒子複合体と標的物質との反応性を確認するためのコントロールをとる
ことができる。
【００３４】
　（蛍光染色工程）
　前記蛍光染色工程における蛍光染色としては、特に限定されないが、蛍光免疫染色であ
ることが好ましい。蛍光免疫染色は、検体、好ましくは組織切片等に含まれる標的物質、
好ましくはタンパク質と、蛍光体集積粒子複合体をＰＢＳ等の希釈液に分散させた染色液
とを接触させることにより、蛍光体集積粒子複合体を直接的または間接的に標的物質に結
合させて行なうことが好ましい。希釈液の選択と希釈倍率については、標的物質と蛍光体
集積粒子複合体とのアフィニティーに応じて最適化することができる。
【００３５】
　蛍光染色の時間、好ましくは、検体と染色液とを接触させる時間は、一般的な蛍光免疫
染色を行う場合に準じて、蛍光免疫染色が十分に行われるよう適宜調整することができる
が、通常は５分～半日程度とすればよい。
【００３６】
　蛍光染色の温度、すなわち反応温度は、一般的な蛍光染色を行う場合に準じて、蛍光染
色が十分に行われるよう適宜調整することができるが、通常は４～３７℃程度とすればよ
い。
【００３７】
　蛍光染色において、検体に反応させる蛍光体集積粒子複合体の濃度は、特に限定されな
いが、蛍光体集積粒子複合体における抗体およびその標的物質の選択に応じて、蛍光染色
が十分に行われるよう適宜調整することができる。
【００３８】
　（観察工程）
　前記観察工程は、蛍光染色工程を行った後、必要に応じて洗浄液を添加し、未反応の蛍
光体集積粒子複合体を除去してから、染色した検体に対し、蛍光顕微鏡を用いて、広視野
の顕微鏡画像を取得する工程であることが好ましい。ここで画像に含まれる蛍光の輝点は
蛍光染色工程で得られた標的物質と蛍光体集積粒子複合体との反応物を示す。観察の際に
は、蛍光体集積粒子複合体に含まれる蛍光体の吸収極大波長、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。観察工程においては、取得した顕
微鏡画像から蛍光の輝点の数または発光輝度を計測することが好ましい。観察工程におい
て輝点数および発光輝度を計測する場合には、市販の画像解析ソフト、例えば、ジーオン
グストローム社製の全輝点自動計測ソフトＧ－Ｃｏｕｎｔを用いて行うことができる。な
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お、顕微鏡を使用した画像解析自体は周知であり、例えば、国際公開第２０１５／１５９
７７６号に開示された手法を用いることができる。顕微鏡画像の視野は、３ｍｍ2以上で
あることが好ましく、３０ｍｍ2以上であることがさらに好ましく、３００ｍｍ2以上であ
ることがさらに好ましい。顕微鏡画像から計測された輝点数、および／または発光輝度に
基づいて、目的とする標的物質の細胞あたりの発現量、組織あたりの発現量、発現してい
る位置等を評価することができる。
【００３９】
　（解離工程）
　解離工程では、蛍光染色工程で得られた蛍光体集積粒子複合体が結合した検体と解離液
とを接触させることより、蛍光体集積粒子複合体を標的物質から解離させる工程であるこ
とが好ましい。この際に、任意で用いてもよい、核染色剤のように抗原抗体反応以外の様
式で結合している蛍光物質は、解離剤の影響を実質的に受けずに結合を維持したままであ
ることが好ましい。
【００４０】
　解離工程の時間、好ましくは、蛍光染色工程で得られた蛍光体集積粒子複合体が結合し
た検体と解離液とを接触させる時間は、用いる解離剤の種類および濃度に応じて十分に解
離する効果が得られるよう、適宜調整することができるが、例えば、ｐＨ１～６の酸を解
離剤（解離剤の詳細は後述）として用いる場合は、通常は１０秒～３０分間程度とすれば
よい。ただし、標的物質の機能、特に、標的物質が抗原である場合の抗原性を失う程度の
過剰な反応にならないように適宜調整することが好ましい。
【００４１】
　解離工程において用いる解離剤の濃度は、特に限定されないが、用いる解離剤の種類に
応じて、標的物質と蛍光体集積粒子複合体とが十分に解離する効果が得られるよう、適宜
調整することができる。ただし、標的物質の機能、特に、標的物質が抗原である場合の抗
原性を失う程度の過剰な反応にならないように適宜調整することが好ましい。
【００４２】
　［標的物質］
　前記標的物質は、検体に含まれる少なくとも１種の生体物質であることが好ましく、タ
ンパク質であることが特に好ましく、さらに主に病理診断においてタンパク質の定量ない
し検出のために行われる免疫染色の対象であるタンパク質（抗原）であることが最も好ま
しい。前記検体として腫瘍組織を用いる場合、前記標的物質は腫瘍組織に発現するタンパ
ク質であることが好ましく、特にがん細胞または免疫細胞に発現するタンパク質であるこ
とが好ましい。例えば、ＰＤ－Ｌ１（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ１　
ｌｉｇａｎｄ　１）、ＣＴＬＡ４（細胞傷害性Ｔリンパ球抗原－４）、ＣＤ８、ＣＤ３０
、ＣＤ４８、ＣＤ５９、ki６７などのがんに係る病理診断においてバイオマーカーとして
利用することができるタンパク質; ＥＧＦＲ（ＨＥＲ１）（Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　Ｇｒｏ
ｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ：上皮増殖因子受容体）、ＨＥＲ２（Ｈｕｍａ
ｎ　Ｅｐｉｄｅｒｍａｌ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ：ヒト上皮増
殖因子受容体）、ＨＥＲ３、ＨＥＲ４、ＶＥＧＦＲ（Ｖａｓｕｌａｒ　Ｅｎｄｏｔｈｅｌ
ｉａｌ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ：血管内皮細胞増殖因子受容体
）、ＩＧＦＲ（Ｉｎｓｕｌｉｎ－ｌｉｋｅ　Ｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔ
ｏｒ：インスリン様増殖因子受容体）、ＨＧＦＲ（Ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅ　Ｇｒｏｗｔｈ
　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｃｅｐｔｏｒ：肝細胞増殖因子受容体）などの増殖因子の受容体（
レセプター）；Ｔ細胞表面上にある重要な抑制性の免疫チェックポイント分子であって前
記ＰＤ－Ｌ１の受容体であるＰＤ－１（Ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ　ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　
１）などの免疫系の受容体であるタンパク質等が挙げられる。
【００４３】
　特に、ＨＥＲ２、ＰＤ－Ｌ１、ＣＴＬＡ４、ＣＤ８、ＣＤ３０、ＣＤ４８およびＣＤ５
９、およびｋｉ６７が、本発明の多段階蛍光染色方法を適用する際の標的物質として好適
である。
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【００４４】
　［蛍光体集積粒子複合体］
　標的物質を標識する蛍光標識体である蛍光体集積粒子複合体は、蛍光体集積粒子の表面
に、少なくとも１種の可逆結合性タンパク質を結合させた粒子(可逆結合性タンパク質結
合蛍光体集積粒子)に、少なくとも１種の非反応性抗体と、少なくとも１種の標的物質に
直接的または間接的に結合する少なくとも１種の抗体（以下、「反応性抗体」と称するこ
ともある。）とを反応させることで、蛍光体集積粒子の表面に可逆結合性タンパク質を介
してそれぞれの抗体を結合させたものである。
【００４５】
　反応性抗体は、標的物質に特異的に結合する１次抗体であってもよいし、該１次抗体に
特異的に結合する２次抗体であってもよい。反応性抗体として１次抗体を用いた場合、蛍
光体集積粒子複合体は標的物質に直接結合する。また反応性抗体として２次抗体を用いた
場合には、蛍光体集積粒子複合体は標的物質に結合した１次抗体を介して標的物質に間接
的に結合する。
【００４６】
　蛍光体集積粒子複合体を製造する際には、反応性抗体よりも可逆結合性タンパク質に対
して高い結合性を持つ非反応性抗体を選択することが好ましい。例えば、非反応性抗体と
可逆結合性タンパク質との結合定数は、反応性抗体と可逆結合性タンパク質との結合定数
の１～５倍であることが好ましい。
【００４７】
　蛍光体集積粒子複合体１分子の表面に存在する抗体の量（平均表面修飾数）は、例えば
、以下の方法により調べることができる。
　蛍光体集積粒子の表面に結合した抗体（例；抗ＨＥＲ抗体）は、タンパク質であるため
、ＢＣＡ法等を原理としたタンパク質定量キット（例；「バイオ・ラッドプロテインアッ
セイ」（バイオ・ラッド（Ｂｉｏ－Ｒａｄ）社製））を用いて、夾雑タンパク質を除く精
製処理（ゲル濾過、遠心処理等）を行った後の蛍光体集積粒子複合体の分散液(染色液)中
のタンパク質の定量を行うことで、蛍光体集積粒子の表面に結合した抗体および可逆結合
性タンパク質の全重量（ｍｇ）を定量することができる。従って、あらかじめ定量してお
いた蛍光体集積粒子の表面に結合した可逆結合性タンパク質の重量を除けば染色液に含ま
れる蛍光体集積粒子の表面に結合した抗体の全重量を計測することができる。なお、反応
性抗体と非反応性抗体の重量をそれぞれ求めたい場合は、例えば、可逆結合性タンパク質
を結合させた蛍光体集積粒子、該粒子にさらに反応性抗体を結合させた粒子、さらに非反
応性抗体を結合させた粒子、のそれぞれのタンパク質の量を定量した上で計算することに
よって求めることができる。
【００４８】
　そして、該抗体の分子量は既知であるため、抗体の全重量（ｍｇ）／抗体の分子量（例
；抗ＨＥＲ２抗体の場合であれば１３８，０００Ｄａ）の式から、染色液中の蛍光体集積
粒子複合体の表面に結合した抗体のモル数を算出することができる。蛍光体集積粒子に結
合している、蛍光体集積粒子に結合する非反応性抗体と反応性抗体のモル比（非反応性抗
体／反応性抗体）は９０／１０～５０／５０の範囲内にあることが好ましい。さらに、該
モル数とアボガドロ定数とから蛍光体集積粒子複合体の表面に結合した抗体の個数を算出
することができる。そして、液中パーティクルカウンター（Ｌｉｑｕｉｄ　Ｐａｒｔｉｃ
ｌｅ　Ｃｏｕｎｔｅｒ；リオン社製）等を用いて、前記蛍光体集積粒子複合体の分散液中
の粒子数を計測することで、抗体の個数／粒子数の式から、粒子１個当たりに結合する抗
体の個数を算出することができる。
【００４９】
　［１次抗体］
　１次抗体は、標的物質、好ましくは抗原にユニークなエピトープを認識して特異的に結
合する抗体であり、ポリクローナル抗体であってもよいが、定量の安定性の観点から、モ
ノクローナル抗体が好ましい。２種類以上のモノクローナル抗体を混合して使用する場合



(10) JP 2018-155608 A 2018.10.4

10

20

30

40

50

、抗体ごとに異なるエピトープについて特異的に結合するモノクローナル抗体の組合せが
好ましい。
【００５０】
　１次抗体は、標的物質に結合可能であれば、天然の抗体のように全長を有するものであ
る必要はなく、抗体断片または誘導体であってもよい。すなわち、本明細書における「抗
体」という用語には、全長の抗体だけでなく、抗体断片、キメラ抗体（ヒト化抗体等）、
多機能抗体などの誘導体が包含される。
【００５１】
　なお、１次抗体を産生する動物（免疫動物）の種類は特に限定されず、従来と同様、マ
ウス、ラット、モルモット、ウサギ、ヤギ、ヒツジなどから選択すればよい。
【００５２】
　１次抗体としては、標的物質を特異的に認識する抗標的物質抗体を好適に用いることが
できる。たとえば、ＰＤ－Ｌ１を標的物質とする場合は抗ＰＤ－Ｌ１抗体を、ＨＥＲ２を
標的物質とする場合は抗ＨＥＲ２抗体を用いることができる。１次抗体は、標的物質を特
異的に認識することができれば、いずれのアイソタイプの抗体を用いてもよいが、特にＩ
ｇＧ抗体（免疫グロブリンＧ）が好適に用いられる。
【００５３】
　［２次抗体］
　２次抗体は、標的物質に固定された１次抗体における、標的物質と反応していない部分
（例：Ｆｃ、Ｆ（ａｂ）、またはＦ（ａｂ'））を特異的に認識し、その１次抗体の一部
または全部に結合する抗体であって、標的物質には結合しないものを指す。本明細書にお
いて「２次抗体」は、蛍光体集積粒子に結合された状態のものを意味する場合もあるし、
または、将来的に結合される抗体を意味する場合もある。
【００５４】
　２次抗体には、抗ＩｇＧ抗体を好適に用いることができる。通常、２次抗体は、１次抗
体と異なる免疫動物で作製され、１次抗体の動物種の抗体（Ｆｃ領域等）を認識するよう
に作製される。２次抗体を産生する動物（免疫動物）の種類は特に限定されず、従来と同
様、マウス、ラット、モルモット、ウサギ、ヤギ、ヒツジなどから選択すればよい。
【００５５】
　［非反応性抗体］
　非反応性抗体は、１次抗体、2次抗体、標的物質、および検体中に含まれる他の生体物
質のいずれに対しても特異的に結合しない抗体であることが好ましく、蛍光体集積粒子に
結合された状態であるか、または、将来的に結合される抗体を意味する。
【００５６】
　非反応性抗体は、１次抗体、2次抗体、標的物質、および検体中に含まれる他の生体物
質と結合しない抗体であれば特に限定されない。典型的には検体を採取した動物とは異な
った種類の動物由来であって、１次抗体以外として用いられる抗体以外を認識する抗Ｉｇ
Ｇ抗体を非反応性抗体として用いることができる。
　非反応性抗体を産生する動物（免疫動物）の種類は特に限定されず、従来と同様、マウ
ス、ラット、モルモット、ウサギ、ヤギ、ヒツジなどから選択すればよい。
【００５７】
　［蛍光体集積粒子］
　蛍光体集積粒子は、有機物または無機物でできた母体となる粒子の内部または表面に複
数の蛍光体（たとえば蛍光色素）を固定して集積した構造を有するナノサイズの粒子であ
ることが好ましい。本発明で用いる蛍光体集積粒子は、適切な蛍光体および母体を形成す
る原料を選択した上で、公知の方法により作製することができる。この場合、母体（たと
えば樹脂）と蛍光体は、互いに反対の電荷を有する置換基ないし部位を有しており、静電
的相互作用が働くことが好適である。
【００５８】
　母体となる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



(11) JP 2018-155608 A 2018.10.4

10

20

30

40

50

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物質が挙げられる。蛍光体をこのような
粒子中に内包させることにより、蛍光体単独よりも励起光の照射による劣化の起こりにく
い（耐光性の強い）、蛍光体集積粒子を作製することができる。たとえば、ポリスチレン
、ポリメラミン、シリカなどの疎水性の化合物は、耐光性の高い蛍光体集積粒子の母体と
して好ましい。
【００５９】
　［蛍光体］
　蛍光体集積粒子に内包される蛍光体は特に限定されないが、例えば公知の様々な有機蛍
光色素や半導体ナノ粒子（量子ドット等と称されることもある）を用いることが好適であ
り、適切なカットフィルターを用いることで蛍光をうまく測定できるよう、適切な励起光
波長および蛍光波長を有する蛍光体を選択して用いればよい。また、「蛍光」は広義的な
意味を持ち、励起のための電磁波の照射を止めても発光が持続する発光寿命の長い燐光と
、発光寿命が短い狭義の蛍光とを包含する。
【００６０】
　＜有機蛍光色素＞
　蛍光体としての使用可能な有機蛍光色素の例としては、特に限定されず、たとえば、フ
ルオレセイン系色素分子、ローダミン系色素分子、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、カスケード（登録商標、インビトロジェン社製）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
、有機蛍光色素として知られている物質を挙げることができる。
【００６１】
　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、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ３５０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４０５、Ａｌｅｘ
ａ Ｆｌｕｏｒ ４３０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５００
、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５１４、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５３２、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕ
ｏｒ ５４６、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５５５、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ５６８、Ａｌｅ
ｘａ Ｆｌｕｏｒ ５９４、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６１０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６３
３、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６３５、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６４７、Ａｌｅｘａ Ｆｌ
ｕｏｒ ６６０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ６８０、Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７００、Ａｌ
ｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ７５０、ＢＯＤＩＰＹ ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ ＴＭＲ、ＢＯＤＩＰＹ 
４９３／５０３、ＢＯＤＩＰＹ ５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ ５５８／５６８、ＢＯＤ
ＩＰＹ ５６４／５７０、ＢＯＤＩＰＹ ５７６／５８９、ＢＯＤＩＰＹ ５８１／５９１
、ＢＯＤＩＰＹ ６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ ６５０／６６５（以上インビトロジェン
社製）、メトキシクマリン、エオジン、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。
【００６２】
　また、有機蛍光色素として緑色蛍光色素を選択する場合、シグナル強度の観点から、ク
マリン系色素分子を用いることが好ましい。
【００６３】
　＜半導体ナノ粒子＞
　蛍光体として使用可能な半導体ナノ粒子は特に限定されるものではなく、例えば、ＩＩ
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－ＶＩ族化合物、ＩＩＩ－Ｖ族化合物、または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」
、「ＩＶ族半導体ナノ粒子」ともいう。）、例えば具体的には、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、Ｃｄ
Ｔｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、
ＧａＡｓ、Ｓｉ、Ｇｅが挙げられる。
【００６４】
　半導体ナノ粒子をコアとし、その周囲にシェルを設けたコアシェル型の半導体ナノ粒子
を用いることもできる。以下、シェルを有する半導体ナノ粒子の表記法として、コアがＣ
ｄＳｅ、シェルがＺｎＳの場合、ＣｄＳｅ／ＺｎＳと表記する。例えば、ＣｄＳｅ／Ｚｎ
Ｓ、ＣｄＳ／ＺｎＳ、ＩｎＰ／ＺｎＳ、ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ、Ｓｉ／ＳｉＯ2、Ｓｉ／Ｚ
ｎＳ、Ｇｅ／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
。
【００６５】
　半導体ナノ粒子は必要に応じて、有機ポリマー等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（インビトロジェン
社製）、表面アミノ基を有するＣｄＳｅ／ＺｎＳ（インビトロジェン社製）等が挙げられ
る。
【００６６】
　＜蛍光体集積粒子の平均粒子径＞
　蛍光体集積粒子の平均粒子径は、４０ｎｍ以上３００ｎｍ以下であることが好ましい。
母体となる粒子の平均粒子径が４０ｎｍを下回ると、蛍光体集積粒子に起因して蛍光観察
で観察されるべき輝点が全く観察されないか、または観察されにくい場合がある。逆に、
母体となる粒子の平均粒子径が３００ｎｍを上回ると、蛍光観察において観察される輝点
が多くなりすぎる等、輝点同士が分離されずに正確に輝点をカウントすることが困難とな
る場合がある。
【００６７】
　製造した蛍光体集積粒子の平均粒子径の測定は、当該分野で知られた方法により行うこ
とができ，例えば、ガス吸着法、光散乱法、Ｘ線小角散乱法（ＳＡＸＳ）、透過型電子顕
微鏡（ＴＥＭ）あるいは走査型電子顕微鏡（ＳＥＭ）で観察して平均粒子径を計測する方
法等により測定できる。このとき、十分な数（例えば１０００個）の粒子についての粒径
を計測し、その算術平均を平均粒径とすることが好ましい。ＴＥＭを用いる場合、粒子径
分布が広い場合には、視野内に入った粒子が全粒子を代表しているか否かに注意を払う必
要がある。また、製造した蛍光体集積粒子の粒径のばらつきを示す変動係数は特に限定さ
れないが、２０％程度以下であることが好ましい。
【００６８】
　［蛍光体集積粒子の製造方法］
　蛍光体集積粒子の製造方法は特に限定されない。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、粒子に蛍光体を吸着させて導入する方法等、粒子への色
素の導入に公知のいかなる方法を用いても構わない。
【００６９】
　［可逆結合性タンパク質］
　前記可逆結合性タンパク質は、抗体に特異的かつ可逆的に結合するタンパク質であるこ
とが好ましく、蛍光体集積粒子の表面に任意の方法で結合させることができるタンパク質
であることが好ましい。可逆結合性タンパク質としては、例えばＩｇＧのＦｃ領域に特異
的に結合するプロテインＡ、プロテインＧ、ＩｇＧのκ軽鎖に特異的に結合するプロテイ
ンＬ、またはこれらの誘導体を用いることができる。
【００７０】
　可逆結合性タンパク質を蛍光体集積粒子に結合させる態様は特に限定されないが、物理
吸着または化学吸着等により直接結合していてもよく、間接的に結合していてもよい。
【００７１】
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　蛍光体集積粒子が樹脂を母体とする蛍光体集積粒子である場合、その樹脂が有する官能
基と、可逆結合性タンパク質が有する官能基とを、利用して結合させることができる。た
とえば、メラミン樹脂であればアミノ基等の官能基を利用することができるし、アクリル
樹脂、スチレン樹脂等であれば、側鎖に官能基（たとえばエポキシ基）を有するモノマー
を共重合させることにより母体に導入された官能基、またはその官能基から変換された官
能基（たとえば、エポキシ基とアンモニア水との反応により生成するアミノ基）を利用す
ることができるし、さらにはそれらの官能基を利用して別の官能基を導入することもでき
る。
【００７２】
　可逆結合性タンパク質を蛍光体集積粒子とを間接的に結合させる一例としては、クロス
リンカー試薬、例えば、無機物と有機物とを結合させるために広く用いられている化合物
であるシランカップリング剤を用いることができる。このシランカップリング剤の一例と
しては、分子の一端に加水分解でシラノール基を与えるアルコキシシリル基を有し、他端
に、カルボキシ基、アミノ基、エポキシ基、アルデヒド基などの官能基を有し、前記シラ
ノール基の酸素原子を介して無機物と結合する化合物が挙げられる。具体的には、メルカ
プトプロピルトリエトキシシラン、グリシドキシプロピルトリエトキシシラン、アミノプ
ロピルトリエトキシシラン、ポリエチレングリコール鎖を有するシランカップリング剤（
例えば、Ｇｅｌｅｓｔ社製ＰＥＧ－ｓｉｌａｎｅ：ｎｏ．ＳＩＭ６４９２．７）等が挙げ
られる。クロスリンカー試薬としてシランカップリング剤を用いる場合、２種以上を併用
してもよい。
【００７３】
　例えば、蛍光体集積粒子がアミノ基を利用して可逆結合性タンパク質と結合する場合に
おいては、アミノ基との反応性を有するＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステ
ルおよびマレイミド基をポリエチレングリコール（ＰＥＧ）鎖の両端に有するクロスリン
カー試薬を利用することができる。具体的には、蛍光体集積粒子に当該クロスリンカー試
薬を反応させることで蛍光体集積粒子にチオール基との反応性を有するマレイミド基を導
入し、一方で、可逆結合性タンパク質には、Ｎ－スクシンイミジルＳ－アセチルチオアセ
テート（ＳＡＴＡ）を反応させた後、ヒドロキシルアミンによる脱保護処理を行なうこと
により、チオール基を導入する。さらに可逆結合性タンパク質に導入されたチオール基と
蛍光体集積粒子に導入されたマレイミド基をさらに反応させることによって、蛍光体集積
粒子と可逆結合性タンパク質とを結合させることができる。
【００７４】
　蛍光体集積粒子に結合した可逆結合性タンパク質は、ＢＣＡ法等を原理としたタンパク
質定量キット（例；「Ｍｉｃｒｏ ＢＣＡ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｓｓａｙ Ｋｉｔ」（Ｐｉｅ
ｒｃｅ社製））を用いて定量することができる。
【００７５】
　蛍光体集積粒子に、可逆結合性タンパク質としてプロテインＡを結合させる場合の量は
、蛍光体集積粒子の重量に対して、０．１～２０μｇ／ｍｇであることが好ましく、１～
1０μｇ／ｍｇであることがより好ましい。
【００７６】
［解離剤］
　解離工程では、標的物質と蛍光体集積粒子複合体とを解離させる処理のための試薬であ
る解離剤（その水溶液である解離液）を用いることが好ましい。解離液として用いる水溶
液は、蛍光染色方法を実施する前にあらかじめ調製しておけばよい。
【００７７】
　解離剤としては、標的物質と蛍光体集積粒子複合体との結合に寄与しているアフィニテ
ィ（親和力）を弱める作用を有する物質を用いることができ、例えば、酸、アルカリ、塩
、界面活性剤などが挙げられる。このうち酸は、細胞膜や標的物質となり得るタンパク質
に対するダメージが比較的小さいため、繰り返し用いられる解離剤として好ましい。酸の
ｐＨは、１．０～６．０が好ましい。酸は、塩酸、硫酸、硝酸、リン酸等の無機酸であっ
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てもよく、カルボン酸（ギ酸、酢酸、クエン酸、シュウ酸等）、スルホン酸等の有機酸で
あってもよく、例えば、グリシン塩酸塩（ｐＨ１．５～３程度）のように緩衝作用を有す
る塩を形成していてもよい。
【００７８】
　なお、界面活性剤は細胞膜を破壊する性質を有する（浸透化剤として利用される）ため
、細胞に対するダメージが酸よりも強く、アルカリおよび塩は標的物質となり得るタンパ
ク質に対するダメージが酸よりも強いが、限られた回数であれば解離剤として用いること
も可能である。アルカリとしては、例えば水酸化ナトリウム、グリシン－水酸化ナトリウ
ム塩（ｐＨ１１程度の緩衝液）を用いることができる。塩としては、例えば塩化ナトリウ
ム、硫酸アンモニウムを用いることができる。界面活性剤としては、例えばＳＤＳ、塩酸
グアニジン、チオ硫酸カリウムを用いることができる。
【００７９】
［検体］
　本明細書において「検体」とは、組織から採取される病変部や、採取された細胞を培養
した培養細胞などであって、一般的には、免疫染色法によりタンパク質の発現量を評価す
る場合などで慣用されているような標本スライドの形態をとる。前記検体としては、組織
切片であることが好ましい。
【００８０】
　＜標本スライドの作製＞
　標本スライドは、例えば、被験者（ヒト、イヌ、ネコ等）の組織について一般的な病理
組織診断において診断対象となる標本スライドを作製する際に用いる方法で作製すること
ができる。具体的には、例えば、採取した被験者の組織等を、ホルマリン等を用いて固定
し、アルコールで脱水処理した後、キシレン処理を行い、高温のパラフィン中に浸すこと
でパラフィン包埋された組織試料を３～４μｍの切片(組織切片)にしたものをスライドガ
ラス上に載置して乾燥することで作製することができる。標本スライドは蛍光染色を行う
前に、病理標本を染色する際の常法に従って前処理を行なう。前処理を行なう手法につい
ては特に限定されないが、具体的には、以下のような手順に従っておこなうことができる
。
【００８１】
　＜標本スライドの前処理＞
　　＜１．脱パラフィン処理工程＞
　キシレンまたはその他の脱パラフィン剤を入れた容器に標本スライドを浸漬させ、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。次いで、エタノールを入れた容器に該切片を浸漬させ、キシレン
を除去する。温度は特に限定されないが、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。次いで、水を入れた容器に該切片を浸漬させ、エタノールを除去する。温度は特
に限定されないが、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。
【００８２】
　＜２．賦活化処理＞
　本発明の多段階蛍光染色方法における蛍光染色として蛍光免疫染色を行なう場合は、公
知の方法にならい、標的物質であるタンパク質(抗原)の賦活化処理を行う。例えば、以下
の賦活液を用いて前記標本スライドを５０～１３０℃で、５分以上３０分以下でインキュ
ベートする処理を行う。賦活液としては、０．０１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）、１
ｍＭＥＤＴＡ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。次いで、ＰＢＳ（Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　Ｂｕｆｆｅｒｅｄ　Ｓａ
ｌｉｎｅ：リン酸緩衝生理食塩水）を入れた容器に、賦活化処理後の標本スライドを浸漬
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させ、例えば、室温条件下で３分以上３０分以下インキュベートする洗浄を行う。ここで
、浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００８３】
　（固定処理）
　前記の各処理の後など必要であれば前処理の各ステップで、標本スライドを固定するた
め、例えば以下のような手順の処理を行う。まず、標本スライドをホルマリン溶液に一定
時間浸漬する。次いで、洗浄緩衝液に浸漬して洗浄し、この操作を２回繰り返す。その後
、標本スライドを風乾等により乾燥させる。
【実施例】
【００８４】
　以下、蛍光免疫染色を例に挙げて本発明の多段階蛍光染色方法を詳細に説明するが、本
発明はこれら実施例に限定されない。
【００８５】
　［製造例１］Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素集積メラミン粒子
　蛍光色素として赤色蛍光色素であるＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ（Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎ
ｅ １０１）１４．４ｍｇを水２２ｍＬに加えて溶解させた。その後、この溶液に乳化重
合用乳化剤のエマルゲン（登録商標）４３０（ポリオキシエチレンオレイルエーテル、花
王社製）の５％水溶液を２ｍＬ加えた。この溶液をホットスターラー上で撹拌しながら７
０℃まで昇温させた後、この溶液にメラミン樹脂原料ニカラックＭＸ－０３５（日本カー
バイド工業社製）を０．６５ｇ加えた。
【００８６】
　さらに、この溶液に反応開始剤としてドデシルベンゼンスルホン酸（関東化学社製）の
１０％水溶液を１０００μＬ加え、７０℃で５０分間加熱撹拌した。その後、９０℃に昇
温して２０分間加熱撹拌した。
【００８７】
　得られたＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミン粒子の分散液から、余剰の樹脂原料や蛍光色
素などの不純物を除くため、純水による洗浄を行った。具体的には、遠心分離機（久保田
製作所社製マイクロ冷却遠心機３７４０）にて２００００Ｇで１５分間、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分散させた。さらにこの、遠心分離、上澄
み除去および超純水への再分散による洗浄の各工程を５回繰り返した。
　以上の処理により赤色蛍光色素であるＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミン粒子（励起波長
５９０ｎｍ、発光波長６２０ｎｍ）を作製した。
【００８８】
　［製造例２］Ｐｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６集積メラミン粒子
　製造例２と同様の方法で、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄに代えて緑色蛍光色素であるＰｙｒｒｏ
ｍｅｔｈｅｎｅ　５５６を使用することで、Ｐｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６色素集積
メラミン粒子（励起波長４９０ｎｍ、発光波長５２０ｎｍ）（励起波長５９０ｎｍ、発光
波長６２０ｎｍ）を作製した。
【００８９】
　［製造例３］蛍光体集積粒子複合体の作成（その１）
　製造例１、２で作成した蛍光体集積粒子０．１ｍｇをエタノール１．５ｍＬ中に分散し
、アミノプロピルトリメトキシシランＬＳ－３１５０（信越化学工業社製）２μＬを加え
て８時間、撹拌しながら室温で反応させて表面アミノ化処理を行った。次いで、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
いて上記表面アミノ化処理を行なった粒子を３ｎＭに調整し、この溶液に最終濃度１０ｍ
ＭとなるようにＮＨＳ－ＰＥＧ－マレイミド試薬（ＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモフィッシ
ャーサイエンティフィック社製、succinimidyl-［（N-maleimidopropionamido）-dodecae
thyleneglycol］ester））を用いてマレイミド基を導入することで、マレイミド基が結合
したマレイミド基修飾蛍光体集積粒子分散液を得た。
【００９０】
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　プロテインＡ（Ｔｅｒｍｏ社製）に、Ｎ－スクシンイミジルＳ－アセチルチオアセテー
ト（ＳＡＴＡ）を反応させた後、公知のヒドロキシルアミン処理を行うことでＳ－アセチ
ル基の脱保護を行って、チオール基を付加する処理を行った。ゲルろ過カラムによるろ過
を行った後のチオール基修飾プロテインＡと、マレイミド基修飾蛍光体集積粒子とを、Ｅ
ＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳ中で混合し、室温で１晩反応させ、１晩後、１０ｍＭメル
カプトエタノールを添加して反応を停止させた。次いで、反応後の懸濁液を遠心分離に付
して粒子を沈殿させ、上澄みを除去して精製し、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＰＢＳで再分
散することで、プロテインＡ修飾蛍光体集積粒子溶液を得た。
【００９１】
　次に、１μＭに調製したプロテインＡ修飾蛍光体集積粒子溶液６μｌを、２次抗体溶液
（抗ウサギＩｇＧ抗体（ｃｌｏｎｅ：　ＬＯ－ＲＧ－１）を、ＢＳＡを１％（ｗ／ｗ）含
有するＰＢＳを用いて６μｇ／ｍＬに希釈）１．５μｌおよび非反応性抗体溶液（抗マウ
スＩｇＧ抗体（ｃｌｏｎｅ：　ＬＯ－ＭＧ１－１３）を、ＢＳＡを１％（ｗ／ｗ）含有す
るＰＢＳを用いて６μｇ／ｍＬに希釈）１．５μｌと混合し、室温で１時間反応させ、Ｔ
ｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミン粒子複合体およびＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６集積
メラミン粒子複合体をそれぞれ得た。
【００９２】
　［製造例４］蛍光体集積粒子複合体の作成（その２）
　１μＭに調製したプロテインＡ修飾蛍光体集積粒子溶液６μｌを、１次抗体溶液（ＢＳ
Ａを１％（ｗ／ｗ）含有するＰＢＳを用いて、抗ＨＥＲ２ウサギモノクローナル抗体「４
Ｂ５」（ベンタナ社製）を０．０５ｎＭの濃度に希釈）１．５μｌおよび非反応性抗体溶
液（抗マウスＩｇＧ抗体（ｃｌｏｎｅ：　ＬＯ－ＭＧ１－１３）を、ＢＳＡを１％（ｗ／
ｗ）含有するＰＢＳを用いて６μｇ／ｍＬに希釈）１．５μｌと混合し、室温で１時間反
応させ、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミン粒子複合体およびＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　
５５６集積メラミン粒子複合体をそれぞれ得た。
【００９３】
　［製造例５］
　１μＭに調製したプロテインＡ修飾蛍光体集積粒子溶液６μｌを、２次抗体溶液（抗ウ
サギＩｇＧ抗体（ｃｌｏｎｅ：　ＬＯ－ＲＧ－１）を、ＢＳＡを１％（ｗ／ｗ）含有する
ＰＢＳを用いて６μｇ／ｍＬに希釈）１．５μｌと混合し、室温で１時間反応させること
で、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積２次抗体付メラミン粒子およびＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　
５５６集積２次抗体修飾メラミン粒子複合体をそれぞれ得た。
【００９４】
[実施例１]
　《多段階蛍光免疫染色》
　前記で調製した蛍光体集積粒子複合体を用いて、多段階免疫染色を以下のように行った
。
【００９５】
　（１）脱パラフィン処理工程
　乳がん組織アレイスライド（コスモバイオ社製「ＣＢ－Ａ７１２のシリーズ」）を、常
法に従って脱パラフィン化して水に置換する洗浄を行った。
【００９６】
　（２）賦活化処理工程
　洗浄した組織アレイスライドを１０ｍＭクエン酸緩衝液中（ｐＨ６．０）中で１２１℃
、１５分間オートクレーブ処理することで、抗原の賦活化処理を行った。賦活化処理後の
組織アレイスライドをＰＢＳにより洗浄し、洗浄した組織アレイスライドに対してＢＳＡ
を１％含有するＰＢＳを用いて１時間ブロッキング処理を行った。
【００９７】
　（３）第１染色工程
　（３－１）１次反応
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　ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて、ベンタナ社製「抗ＨＥＲ２ウサギモノクロナー
ル抗体（４Ｂ５）」を０．０５ｎＭに調製し、該抗体（１次抗体）の溶液を前述のブロッ
キング処理した組織アレイスライドに対して４℃で１晩反応させた。
【００９８】
　（３－２）２次反応
　１次反応を行った組織アレイスライドをＰＢＳで洗浄した後、製造例３で調製したＴｅ
ｘａｓＲｅｄ集積メラミン粒子複合体を１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで０．１ｎＭに希釈した染
色液に浸漬し、室温で３０分反応させた。
【００９９】
　（４）第１観察工程
　２次反応後のＴｅｘａｓＲｅｄ集積メラミン粒子複合体付組織アレイスライドに対して
所定の励起光を照射して、蛍光を発光させた。その状態の組織アレイスライドを蛍光顕微
鏡（オリンパス社製「ＢＸ－５３」）、顕微鏡用デジタルカメラ（オリンパス社製「ＤＰ
７３」）により観察および撮像を行った。前記蛍光の波長（ｎｍ）の範囲については、光
学フィルターを通すことで６１２～６４４ｎｍに設定した。顕微鏡観察、画像取得時の励
起波長の条件は、５８０ｎｍの励起では視野中心部付近の照射エネルギーが９００Ｗ／ｃ
ｍ2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。
【０１００】
　（５）解離工程
　次に、第１観察工程後のＴｅｘａｓＲｅｄ集積メラミン粒子複合体付組織アレイスライ
ドを解離バッファー（ｐＨ２．８、ＩｇＧ　ｅｌｕｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ（Ｔｈｅｒｍ
ｏ社製）およびＳＤＳを含有）で５分間洗浄し、同様の洗浄をさらに２回行うことで蛍光
体集積粒子複合体を組織アレイスライドから解離させた。
【０１０１】
　（６）第２染色工程
　（６－１）１次反応
　（３－１）と同様に、ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて、抗ヒトｋｉ６７ウサギ抗
体（ｃｌｏｎｅ　ＳＰ６；Ａｂｃａｍ社製）を０．０５ｎＭに調製し、該抗体（１次抗体
）の溶液を前述の解離工程後の組織アレイスライドに対して４℃で１晩反応させた。
【０１０２】
　（７－２）２次反応
　（３－２）と同様に、製造例３で調製したＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６集積メラ
ミン粒子複合体を１％ＢＳＡ含有ＰＢＳで０．１ｎＭに希釈した染色液に浸漬し、室温で
３０分間反応させた。
【０１０３】
　（８）第２観察工程
　励起波長を５００～５５０ｎｍに設定する以外は（４）と同様にして観察を行った。
【０１０４】
[比較例１]
　第１および第２染色工程において、製造例３で調製したＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミ
ン粒子複合体の代わりに、製造例５で調製したＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積２次抗体修飾メラ
ミン粒子複合体を用い、製造例３で調製したＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６集積メラ
ミン粒子複合体の代わりに、製造例５で調製したＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６集積
２次抗体付メラミン粒子を用いた以外は実施例１と同様の方法で蛍光免疫染色を行った。
【０１０５】
（結果・考察）
　比較例においては、解離処理を行った後にも組織アレイスライド上に残存しているＴｅ
ｘａｓ　Ｒｅｄ集積２次抗体修飾メラミン粒子複合体が確認された。表１に示されている
ように比較例において２回目の染色結果である緑輝点数が多いのは、残存している赤色の



(18) JP 2018-155608 A 2018.10.4

10

20

30

40

50

蛍光が漏れこみ、緑色蛍光の輝点と誤って計測されてしまうからだと考えられる。
　さらに、製造例３で得られた２種類の粒子に代えて、製造例４で得られたＴｅｘａｓ　
Ｒｅｄ集積メラミン粒子複合体およびＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６集積メラミン粒
子複合体を用い、第１染色工程・第２染色工程ともに１次反応を行なわない以外は同様の
手法を用いて染色・観察を実施した。その結果、同様に、解離処理を行った後において組
織アレイスライド上にＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミン粒子複合体が残存していないこと
が確認された。
【０１０６】
【表１】

【０１０７】
[実施例２および４]
　第１染色工程の１次反応において、１次抗体として抗ヒトＰＤＬ１ウサギ抗体（ＳＰ１
４２、ｓｐｒｉｎｇ　ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社製）を用い、第２染色工程の１次反応にお
いて、１次抗体として抗ヒトＣＤ８ウサギ抗体（ＳＰ１６、ｓｐｒｉｎｇ　ｂｉｏｓｃｉ
ｅｎｃｅ社製）を用いた以外は実施例１と同様の方法で蛍光免疫染色を行った。
【０１０８】
[実施例３]
　第１染色工程の１次反応において、１次抗体として抗ヒトＰＤＬ１マウス抗体（９Ｅ５
、Ｉｓｏｔｙｐｅ　ＩｇＧ１，　ＧｅｎｅＴｅｘ社製）を、第２染色工程の１次反応にお
いて、１次抗体として抗ヒトＣＤ８マウス抗体（Ｃ８／１４４Ｂ、Ｉｓｏｔｙｐｅ　Ｉｇ
Ｇ１，　ＬｉｆｅＳｐａｎ　Ｂｉｏ社製）を用いた以外は実施例１と同様の方法で蛍光免
疫染色を行った。
【０１０９】
　なお、実施例２～４において、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミン粒子複合体およびＰｙ
ｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６集積メラミン粒子複合体は、二次抗体および非反応性抗体
として表２に示した抗体を使用した以外は製造例３と同じ手法で作製したものを使用した
。
【０１１０】
　ここで蛍光体集積粒子の調製の際に用いた非反応性抗体および２次抗体のサブクラスを
表２に示す。ｐＨ７付近における、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ３、ＩｇＧ１とプロテインＡとの
解離定数は、それぞれ約２×１０-7Ｍ、約５×１０-7Ｍ、約１×１０-6Ｍであることが知
られている。（Ｍａｓａｙｕｋｉ　Ｏｄａ著「Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ」日本免疫学会、２００３年４月、（Ｐ４１７－Ｐ４２６）参照）。
【０１１１】
（結果・考察）
　蛍光体集積粒子複合体の調製において、プロテインＡに対する結合能がそれぞれ等しい
非反応性抗体と２次抗体とを用いた実施例３は、プロテインＡに対する非反応性抗体の結
合能が２次抗体に比較して弱いものを用いた実施例２、４に比べ、第２染色・観察工程に
おける輝点（緑輝点）数が少ない。これは実施例３では第１染色工程後の解離工程におい
て、非反応性抗体および２次抗体が同時に切断されることで、サンプル上に多くの抗体が
洗浄しきれずに遊離した状態で残留し、次の染色工程における反応を妨げているからでは
ないかと推測される。一方、非反応性抗体が２次抗体に比較して強く結合している実施例
２および４では、蛍光体集積粒子複合体に結合している抗体の大多数を占める非反応性抗
体が、遊離せずに蛍光体集積粒子複合体ごと洗浄されることで、サンプルから十分に除去
されたからではないかと考えられる。
【０１１２】
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　さらに、第２染色工程においてＰｙｒｒｏｍｅｔｈｅｎｅ　５５６内包粒子複合体を用
いる代わりに第１染色工程と同様にＴｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積メラミン粒子複合体を用いて
、実施例２、３、および４と同様に染色を実施して、緑輝点数の代わりに第２観察工程に
おいても赤輝点数を計測する試験も実施した。その結果、第２染色工程における赤い輝点
数は、それぞれ５００、４００、６００であり緑輝点数と同じであった。このことから、
同じ色素を第１染色工程と第２染色工程とに使用する多段階染色においても同じ目的を達
成できることがわかる。
【０１１３】
【表２】

【符号の説明】
【０１１４】
１０・・・標的物質
２０・・・可逆結合性タンパク質
３０・・・１次抗体
４０・・・２次抗体
５０・・・非反応性抗体
６０・・・リンカー
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