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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫染色法またはＦＩＳＨ法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物
質を蛍光ナノ粒子で標識する処理（蛍光標識処理）
および
　前記蛍光標識処理がなされた組織切片を蛍光ナノ粒子用の固定化試薬で固定する処理（
蛍光ナノ粒子固定処理）を含み、
　前記固定化試薬がＮＨＳ－ＰＥＧ－ＮＨＳ、ビオチン－ＰＥＧ－ＮＨＳおよびエポキシ
－ＰＥＧ－エポキシから選ばれる、組織切片から蛍光ナノ粒子の解離を防止する方法。
【請求項２】
　さらに、前記蛍光ナノ粒子固定処理がなされた組織切片を、細胞形態観察用の染色液で
染色する処理（染色処理）および／またはブロッキングする処理を含む、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記固定化試薬の濃度が１μＭ～５００μＭである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記染色液がヘマトキシリン、エオジンおよびＤＡＰＩから選ばれる、請求項２に記載
の方法。
【請求項５】
　前記蛍光ナノ粒子が蛍光色素集積ナノ粒子または無機蛍光ナノ粒子集積体であり、その
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平均粒子径が４０ｎｍ～１６０ｎｍである、請求項１～４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　前記蛍光標識処理がＦＩＳＨ法によって行われる、請求項１、３、および５のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項７】
　さらに、前記蛍光ナノ粒子固定処理がなされた組織切片を、細胞形態観察用の染色液で
染色する処理（染色処理）および／またはブロッキングする処理を含み、前記染色液がＤ
ＡＰＩである、請求項６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、病理診断等に用いられる染色スライドとして作製される組織切片の目的生体
物質と結合した蛍光ナノ粒子の解離を防止する方法に関する。より詳しくは、本発明は、
蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色法または蛍光　ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーション
（ＦＩＳＨ）法により染色されたスライドを、蛍光ナノ粒子用の固定化試薬を用いて固定
する処理に関する。
【背景技術】
【０００２】
　病理診断は、患者から採取した検体を薄切してスライドを作製し、所定の方法で染色し
たときの染色画像に基づいて、細胞または組織の形態を観察するとともに、特定の生体物
質の発現レベルを定量、評価することにより、その患者が特定の疾患に罹患しているか否
か、あるいは特定の治療薬が奏功するか否かといった様々な事象を診断する方法である。
【０００３】
　たとえば、癌組織を採取して作製された検体を用いて、癌遺伝子の一種であるＨＥＲ２
遺伝子（HER2/neu、c-erbB-2）および／またはＨＥＲ２遺伝子から産生される膜タンパク
質であって癌細胞増殖因子の受容体として機能していると推定されるＨＥＲ２タンパクを
定量し、評価することによって、乳癌患者の予後を診断したり、分子標的治療薬「トラス
ツズマブ」（商品名「ハーセプチン」（登録商標）、抗ＨＥＲ２モノクローナル抗体）に
よる治療効果を予測したりする病理診断が広く行われている。ヒト乳癌症例では、１５～
２５％でＨＥＲ２遺伝子の増幅とＨＥＲ２タンパクの過剰発現が認められるが、癌細胞に
おけるＨＥＲ２の過剰発現は基本的にＤＮＡレベルの遺伝子増幅に伴って起きている。癌
組織を対象としたＨＥＲ２の検査法は、ＤＮＡレベルの増幅をみる方法、ＲＮＡレベルで
の過剰発現をみる方法、そしてタンパクレベルでの過剰発現をみる方法に分類される。タ
ンパクレベルとＤＮＡレベルでの検査法として代表的なものが、それぞれ免疫染色法ない
し免疫組織化学（ＩＨＣ）法と蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕ　ハイブリダイゼーション（ＦＩＳＨ
）法である。このようなＨＥＲ２検査は臨床的に重要視されており、免疫染色法（ＩＨＣ
法）およびＦＩＳＨ法それぞれによるＨＥＲ２検査の標準的な手順および判定基準（スコ
ア）は、２００７　ＡＳＣＯ／ＣＡＰガイドラインによって規定されている。
【０００４】
　ＦＩＳＨ法は、ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片上で、蛍光標識されたＨＥＲ２
遺伝子用ＤＮＡプローブを用いて、癌細胞の間期核におけるＨＥＲ２遺伝子のコピー数を
検出する方法である。一般的には、薄切されたホルマリン固定パラフィン包埋組織切片を
載せたスライド（標本）を準備し、脱パラフィン処理等を行ってハイブリダイゼーション
に適した状態にした後、蛍光標識プローブを反応させて核内（染色体上）のＨＥＲ２遺伝
子にハイブリダイズさせる。また、通常はさらに、二本鎖ＤＮＡにインターカレートする
蛍光色素ＤＡＰＩ（４’，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール）を用いて核（染色
体）を染色する。このようにして染色された組織切片は、褪色防止剤を含有する封入剤を
用いて封入処理をした後、所定の励起光を照射しながら蛍光画像が撮影され、さらに明視
野においてＤＡＰＩによる核の染色画像が撮影される。そして、撮影されたＨＥＲ２遺伝
子が標識された蛍光画像とＤＡＰＩの染色画像とを重ねあわせ、１細胞あたりの核内（染
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色体上）に観察される輝点の数を計測し、その値によってＨＥＲ２遺伝子が増幅されてい
るか否かが判定される。
【０００５】
　上記のようなＦＩＳＨ法において、目的とする遺伝子（核酸）の蛍光標識のために、蛍
光ナノ粒子、すなわち量子ドットのような高輝度の蛍光体や、そのような量子ドットまた
は蛍光色素等の蛍光体を樹脂等で集積化した蛍光色素集積ナノ粒子を用いることが好適で
ある。そのような実施形態は、例えば、特許文献１（国際公開ＷＯ２０１５／１４１８５
６号パンフレット）を参照することができる。
【０００６】
　一方、免疫染色法（ＩＨＣ法）は、ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片上で、蛍光
標識された抗ＨＥＲ２抗体を用いて、細胞膜に発現しているＨＥＲ２タンパクの量を検出
する方法である。従来の免疫染色法（本来のＩＨＣ法）は、所定の基質を添加したときに
色素を生成する酵素で標識した抗ＨＥＲ２抗体を利用する方法（酵素抗体法）が採用され
ていたが、より識別性に優れる蛍光体で標識した抗ＨＥＲ２抗体を利用する免疫染色法（
蛍光抗体法）も利用されるようになってきている。ＦＩＳＨ法のときと同様、薄切された
ホルマリン固定パラフィン包埋組織切片を載せたスライド（標本）を準備し、脱パラフィ
ン処理等を行って免疫染色に適した状態にした後、免疫染色法では、蛍光標識抗体を反応
させて細胞膜のＨＥＲ２タンパクに結合させる。
【０００７】
　蛍光標識のために前述したような蛍光ナノ粒子を用いる場合、従来の酵素を利用するＩ
ＨＣ法と違って色素が混合するということがないので、一枚の組織切片上で、免疫染色法
による染色処理に加えて、細胞の形態観察用の染色処理を同時に行うことができる。例え
ば、細胞または組織の形態観察用に標準的に用いられているヘマトキシリン・エオジン染
色（ＨＥ染色）を利用する場合、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。このようにして免疫染色された組織切片は
、ＦＩＳＨ法のときと同様、褪色防止剤を含有する封入剤を用いて封入処理をした後、所
定の励起光を照射しながら蛍光画像が撮影され、さらに明視野において形態観察用の染色
画像が撮影される（なお、エオジンは蛍光を発するので、エオジンの染色画像は蛍光画像
として撮影することも可能である）。そして、撮影されたＨＥＲ２タンパクが標識された
蛍光画像と、細胞膜の位置を特定できる細胞の形態観察用の（蛍光）画像とを重ねあわせ
、一細胞あたりの細胞膜領域内に観察される輝点の数を計測し、その値によってＨＥＲ２
タンパクが異常発現しているか否かが判定される。
【０００８】
　特許文献２（国際公開ＷＯ２０１３／０３５６８８号パンフレット）には、上記のよう
に同一の組織切片上で、ＨＥ染色を行うとともに、蛍光ナノ粒子等の蛍光体を用いて目的
生体物質を蛍光標識する、組織染色方法について記載されている。また、特許文献３には
、同一の組織切片上で、ＨＥ染色を行うとともに、平均粒径の異なる２種以上の蛍光ナノ
粒子を用いてそれぞれ異なる目的生体物質を蛍光標識する、組織染色方法について記載さ
れている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】国際公開ＷＯ２０１５／１４１８５６号パンフレット
【特許文献２】国際公開ＷＯ２０１３／０３５６８８号パンフレット
【特許文献３】特開２０１５－１１７９８０号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　従来の免疫染色法またはＦＩＳＨ法による組織評価法で使用される蛍光ナノ粒子は、染
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色液（例えば、形態観察用染色液であるＨＥ溶液：ヘマトキシリンおよび／またはエオジ
ン溶液、ＤＡＰＩ溶液）と併用される場合、目的生体物質と特異的に結合した蛍光ナノ粒
子の一部が解離してしまい、顕微鏡画像の観察において蛍光ナノ粒子の蛍光輝点数が減少
する問題があった。特に、ＨＥ（ヘマトキシリンおよびエオジンの両方での）染色を行っ
た場合は、Ｈ（ヘマトキシリン）染色のみを行った場合と比べて粒子数が２～５割程度減
少してしまう、つまりＥ（エオジン）染色により顕著に蛍光ナノ粒子の一部が解離してし
まうという現象が観察され、ＤＡＰＩ溶液等による核染色のようなＥ染色以外の場合にも
程度の差はあれ蛍光ナノ粒子の解離が起こっていることが明らかとなった。
【００１１】
　上に挙げた特許文献２には、蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色工程の後にＨＥ染色工程を
行う場合、標識体として組織切片に導入された蛍光体からの蛍光強度低下を抑制できる観
点から、免疫染色工程の後、ＨＥ染色工程の前に、固定処理を行うことが好ましいと記載
されている（段落［００８５］参照）。しかしながら、特許文献２に記載されている固定
処理は、ＨＥ染色（特にエオジン）に由来する自家蛍光の影響により、蛍光体から発せら
れる蛍光が相対的に弱まることで蛍光体の識別が妨げられることを避けるために、観察時
の波長の調整（段落［００９７］参照）と共に取られる手段である。また、病理領域にお
いては一般的に、スライドから細胞が剥がれるのを防止することを目的として固定化試薬
を用いることが知られており、特許文献２においても一般的に使用されるホルマリン等を
用いて行われる処理に言及している（段落［００８６］参照）。特許文献２には、目的生
体物質から蛍光ナノ粒子等の蛍光体が解離し、蛍光輝点数を減少することを防止すること
を目的とした処理は開示されていない。
【００１２】
　また、特許文献３に記載の発明においては、第１の蛍光粒子で組織切片の免疫染色を行
うと共に、ＢＳＡ等を含有したＰＢＳ緩衝液を使用してブロッキング処理を行った後、第
２の蛍光粒子で組織切片の免疫染色を行う。このように複数回の免疫染色が一枚の検体ス
ライド（組織切片）において実施される場合、非特異的吸着を抑制するためブロッキング
処理が染色処理と染色処理の間で実施されることが好ましい。しかしながらブロッキング
処理が実施される場合にも、目的生体物質と特異的に結合した蛍光ナノ粒子の一部が解離
してしまい、顕微鏡画像の観察において蛍光ナノ粒子の蛍光輝点数が減少する問題があっ
た。
【００１３】
　さらに、形態観察用の染色液で染色する処理やブロッキング処理を行わない場合でも、
通常は蛍光標識処理を行った後にＰＢＳ溶液等を使用する洗浄処理が行われるが、洗浄処
理によっても、目的生体物質と特異的に結合した蛍光ナノ粒子の一部が解離してしまい、
顕微鏡画像の観察において蛍光ナノ粒子の蛍光輝点数が減少する懸念があった。このよう
な解離の現象は、蛍光色素による免疫染色法やＦＩＳＨ法などの染色においても生じてい
る現象かもしれないが、蛍光ナノ粒子による染色の場合は粒子の嵩高さや粒子の表面状態
が影響して顕著な現象として現れていることが、推測される。
【００１４】
　本発明は、一枚の検体スライド（組織切片）上で、免疫染色法またはＦＩＳＨ法により
目的生体物質を蛍光ナノ粒子で標識する処理と、その後で各種の溶液を用いた処理、例え
ば、それぞれの目的生体物質の染色法に応じた細胞形態観察用の染色液で染色する処理、
ブロッキング処理、洗浄処理などとを行う場合に、目的生体物質を標識した蛍光ナノ粒子
が解離して顕微鏡観察される蛍光輝点数が減少してしまうことを防止することのできる方
法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　本発明者らは、本発明の課題を解決すべく鋭意検討した結果、蛍光標識処理された組織
切片に対して、蛍光ナノ粒子用の固定化試薬を用いた固定処理（蛍光ナノ粒子固定処理）
を行うことにより、その後にＨＥ溶液やＤＡＰＩ溶液等の形態観察用染色液を使用する染
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色処理を行っても、またブロッキング処理や洗浄処理を行っても、目的生体物質を標識し
た蛍光ナノ粒子が解離してしまうのを抑制することができることを見出した。これは、本
発明で用いる固定化試薬により、蛍光ナノ粒子と組織切片（目的生体物質周辺のタンパク
質等）とが架橋されたり、組織切片上のタンパク質同士が架橋されることにより蛍光ナノ
粒子が解離したとしても目的生体物質の周辺に留まったりすることで、蛍光ナノ粒子が固
定化されることによるものと推測される。
【００１６】
　すなわち、本発明には下記のような実施形態によって表される発明が包含される。
［項１］
　免疫染色法またはＦＩＳＨ法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物
質を蛍光ナノ粒子で標識する処理（蛍光標識処理）
および
　前記蛍光標識処理がなされた組織切片を蛍光ナノ粒子用の固定化試薬で固定する処理（
蛍光ナノ粒子固定処理）
を含む、組織切片から蛍光ナノ粒子の解離を防止する方法。
［項２］
　さらに、前記蛍光ナノ粒子固定処理がなされた組織切片を、細胞形態観察用の染色液で
染色する処理（染色処理）および／またはブロッキングする処理を含む、項１に記載の方
法。
［項３］
　前記固定化試薬が官能基としてＮＨＳ基（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド基）および／
またはエポキシ基を有する化合物から選ばれる、項１または２に記載の方法。
［項４］
　前記固定化試薬がＮＨＳ－ＰＥＧ－ＮＨＳ、ビオチン－ＰＥＧ－ＮＨＳおよびエポキシ
－ＰＥＧ－エポキシから選ばれる、項１または２に記載の方法。
［項５］
　前記固定化試薬の濃度が１μＭ～５００μＭである、項１～４のいずれか１項に記載の
方法。
［項６］
　前記染色液がヘマトキシリン、エオジンおよびＤＡＰＩから選ばれる、項１～５のいず
れか１項に記載の方法。
［項７］
　前記蛍光ナノ粒子が蛍光色素集積ナノ粒子または無機蛍光ナノ粒子集積体であり、その
平均粒子径が４０ｎｍ～１６０ｎｍである、項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明の方法により、蛍光標識処理を行った染色スライドに染色液（ヘマトキシリン－
エオジン、ＤＡＰＩ等）を用いた形態観察用染色を行っても、またブロッキング処理や洗
浄処理などを行っても、染色スライドから蛍光ナノ粒子が解離するのを抑制することがで
きる。そのため、顕微鏡観察時の蛍光ナノ粒子の輝点数が減少せず、目的生体物質の定量
の精度を向上させることができる。
【図面の簡単な説明】
【００１８】
【図１】図１は、本発明の組織切片から蛍光ナノ粒子の解離を防止する方法の、第１実施
形態：免疫染色法に基づく染色を行う場合の実施形態の例を示すフローチャートである。
【図２】図２は、本発明の組織切片から蛍光ナノ粒子の解離を防止する方法の、第２実施
形態：ＦＩＳＨ法に基づく染色を行う場合の実施形態の例を示すフローチャートである。
【図３】図３は、［Ａ］実施例１で撮影された蛍光画像および［Ｂ］比較例１で撮影され
た蛍光画像である。
【図４】図４は、［Ａ］実施例３で撮影された蛍光画像および［Ｂ］比較例３で撮影され
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た蛍光画像である。
【図５】図５は、［Ａ］実施例３で撮影されたヘマトキシリン－エオジン染色画像および
［Ｂ］比較例３で撮影されたヘマトキシリン－エオジン染色画像である。
【発明を実施するための形態】
【００１９】
　本発明の染色スライドとして作製される組織切片から蛍光ナノ粒子の解離を防止する方
法は、免疫染色法に基づいて行う実施形態（本明細書において「第１実施形態」と称する
。）と、ＦＩＳＨ法に基づいて行う実施形態（本明細書において「第２実施形態」と称す
る。）に大別することができる。
【００２０】
　第１実施形態、第２実施形態いずれも、染色スライドを作製するための工程全体は、主
に「標本前処理工程」、「染色工程」および「標本後処理工程」に分類することができる
。
【００２１】
　免疫染色法に関する本発明の第１実施形態の標本前処理工程には、一般的に、脱パラフ
ィン処理、抗原賦活化処理、洗浄処理および必要に応じて細胞固定処理などが含まれる。
【００２２】
　第１実施形態の染色工程には、免疫染色法に基づき蛍光標識を行う処理（免疫染色処理
）、すなわち目的生体物質を直接的に標識するか、間接的に標識するかに応じた、１次抗
体処理、２次抗体処理、蛍光ナノ粒子固定処理および形態観察用染色処理、さらに必要に
応じて各処理の前後に行われる洗浄処理、ブロッキング処理などが含まれる。
【００２３】
　第１実施形態の標本後処理工程には、封入処理、必要に応じて透徹処理および脱水処理
が含まれる。
【００２４】
　ＦＩＳＨ法に関する本発明の第２実施形態の標本前処理工程には、一般的に、脱パラフ
ィン処理、ＦＩＳＨ用前処理、酵素処理および必要に応じて細胞固定処理などが含まれる
。
【００２５】
　第２実施形態の染色工程には、ＦＩＳＨ法に基づき蛍光標識を行う処理（ＦＩＳＨ処理
）、すなわちＤＮＡ変性処理、ハイブリダイゼーション処理、ポストハイブリダイゼーシ
ョン洗浄処理などと、蛍光ナノ粒子固定処理および形態観察用染色処理（例えばＤＡＰＩ
による核染色）、さらに必要に応じて各処理の前後に行われる洗浄処理、ブロッキング処
理などが含まれる。
【００２６】
　第２実施形態の標本後処理工程には、封入処理、必要に応じて溶媒置換処理および脱水
処理が含まれる。
【００２７】
　以下、本発明を実施するために必要な処理についてさらに説明する。本明細書に特に記
載されていない事項、例えば、ＦＩＳＨ法または免疫染色法に基づいて染色されたスライ
ドを完成するために必要とされる工程および処理の全般的な事項や、完成した染色スライ
ドを用いた観察・撮影工程、撮影された画像を用いた画像処理・分析工程などについては
、特許文献１～３の記載事項およびその他の一般的な、ないし公知の技術的事項に準じた
適切なものとすることができる。
【００２８】
　（蛍光ナノ粒子）
　本発明では、目的とする遺伝子またはタンパク質を蛍光標識するための物質として、蛍
光ナノ粒子を使用する。蛍光ナノ粒子は、ナノサイズの（直径が１μｍ以下の）粒子状の
蛍光体であり、１粒子で十分な輝度を有する蛍光を発することのできるものである。撮影
される蛍光画像において所望の波長の蛍光（色）を発する蛍光ナノ粒子を選択すればよい
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。また、蛍光標識の対象とする生体目的物質が複数ある場合は、それぞれに対応した異な
る波長の蛍光を発する、複数種類の蛍光ナノ粒子を組み合わせて用いればよい。このよう
な蛍光ナノ粒子は、無機蛍光ナノ粒子、無機蛍光ナノ粒子集積体および蛍光色素集積ナノ
粒子に大別することができる。
【００２９】
　（無機蛍光ナノ粒子）
　本発明では無機蛍光ナノ粒子として、量子ドットまたはシリカドットを用いることがで
きる。これらの無機蛍光ナノ粒子は、次に述べるような無機蛍光ナノ粒子集積体を調製し
なくても単独で、観察可能な輝度を有する輝点の輝度を構成することができる。
【００３０】
　量子ドットとしては、ＩＩ－ＶＩ族化合物、ＩＩＩ－Ｖ族化合物、又はＩＶ族元素を成
分として含有する量子ドット（それぞれ、「ＩＩ－ＶＩ族量子ドット」、「ＩＩＩ－Ｖ族
量子ドット」、「ＩＶ族量子ドット」ともいう。）のいずれかを用いることができる。具
体的には、国際公開ＷＯ２０１２／１３３０４７号公報に例示されたＣｄＳｅ等の粒子ド
ットを挙げることができる。これらの無機蛍光ナノ粒子は、いずれかの種類を単独で用い
ても、複数種を併用してもよい。
【００３１】
　また、上記量子ドットをコアとし、その上にシェルを設けた量子ドットを用いることも
できる。以下、シェルを有する量子ドットの表記法として、コアがＣｄＳｅ、シェルがＺ
ｎＳの場合、ＣｄＳｅ／ＺｎＳと表記する。具体的には、国際公開ＷＯ２０１２／１３３
０４７号公報に例示されたＣｄＳｅ／ＺｎＳ等を挙げることができるが、これらに限定さ
れない。
【００３２】
　量子ドットは必要に応じて、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、市販されている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
を用いることが出来る。
【００３３】
　（無機蛍光ナノ粒子集積体）
　無機蛍光ナノ粒子集積体は、量子ドットやシリカドットのような無機蛍光ナノ粒子を複
数個、母体となる物質に内包したり表面に付着させたりすることで、または個々の無機蛍
光ナノ粒子を連結することで集積化した、ナノサイズの（直径が１μｍ以下の）粒子状の
蛍光体である。免疫染色においてこのような無機蛍光ナノ粒子集積体を用いることは、無
機蛍光ナノ粒子を単独で（集積化せずに一粒子で）用いる場合と比較して、目的とする生
体分子を標識した蛍光標識体１つあたりが発する蛍光の強度を増強し、細胞の自家蛍光等
のノイズや他の色素との識別性を高めることができること、また励起光の照射による褪色
を抑制することができることから好ましい。
【００３４】
　無機蛍光ナノ粒子集積体において集積化させる無機蛍光ナノ粒子としては、前述したよ
うな、単独で用いることのできる無機蛍光ナノ粒子と同様のものが挙げられる。
【００３５】
　無機蛍光ナノ粒子集積体の実施形態の例としては、蛍光体として無機蛍光ナノ粒子を用
い、母体として樹脂を用いて作製される無機蛍光ナノ粒子集積樹脂粒子；蛍光体として無
機蛍光ナノ粒子を用い、母体としてシリカを用いて作製される無機蛍光ナノ粒子集積シリ
カ粒子などが挙げられる。
【００３６】
　無機蛍光ナノ粒子集積体を構成する母体としては、樹脂やシリカなど、物理的または化
学的な結合力でもって蛍光体を集積化することのできる物質を用いることができる。樹脂
としては、例えば、メラミン樹脂、尿素樹脂、ベンゾグアナミン樹脂、フェノール樹脂、
キシレン樹脂等の熱硬化性樹脂；およびスチレン樹脂、（メタ）アクリル樹脂、ポリアク
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リロニトリル、ＡＳ樹脂（アクリロニトリル－スチレン共重合体）、ＡＳＡ樹脂（アクリ
ロニトリル－スチレン－アクリル酸メチル共重合体）など、１種類または２種類以上のモ
ノマーを用いて作製される各種の単独重合体および共重合体が挙げられる。
【００３７】
　さらに、「無機蛍光ナノ粒子集積体および蛍光色素集積ナノ粒子の平均粒子径」の項（
サイズ選択沈殿法）で後述するように、親油性基をもつ吸着物を利用して量子ドットの集
積体を得たり、エンドキャップを不完全な状態で止めることを利用してシリカドットの集
積体を得たりすることもできる。
【００３８】
　（蛍光色素集積ナノ粒子）
　蛍光色素集積ナノ粒子は、蛍光色素を複数個、母体となる物質に内包したり表面に付着
させたりすることで集積化した、ナノサイズの（直径が１μｍ以下の）粒子状の蛍光体で
ある。免疫染色においてこのような蛍光色素集積ナノ粒子を用いることは、蛍光色素を単
独で（集積化せずに一分子で）用いる場合と比較して、目的とする生体分子を標識した蛍
光標識体１つあたりが発する蛍光の強度を増強し、細胞の自家蛍光等のノイズや他の色素
との識別性を高めることができること、また励起光の照射による褪色を抑制することがで
きることから好ましい。
【００３９】
　蛍光色素集積ナノ粒子において集積化させる蛍光色素としては、例えば、フルオレセイ
ン系色素、ローダミン系色素、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標、インビトロジェン社
製）系色素、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標、インビトロジェン社製）系色素、カスケード（登
録商標、インビトロジェン社）系色素、クマリン系色素、ＮＢＤ（登録商標）系色素、ピ
レン系色素、シアニン系色素、ペリレン系色素、オキサジン系色素など、低分子有機化合
物（ポリマー等の高分子有機化合物ではないもの）からなる蛍光色素が挙げられる。中で
も、スルホローダミン１０１およびその塩酸塩であるＴｅｘａｓＲｅｄ（登録商標）など
のローダミン系色素や、ペリレンジイミドなどのペリレン系色素は、比較的耐光性が高い
ため好ましい。
【００４０】
　蛍光色素集積ナノ粒子の実施形態の例としては、蛍光体として蛍光色素を用い、母体と
して樹脂を用いて作製される蛍光色素集積樹脂粒子；蛍光体として蛍光色素を用い、母体
としてシリカを用いて作製される蛍光色素集積シリカ粒子などが挙げられる。
【００４１】
　たとえば、蛍光体としてペリレンジイミド、スルホローダミン１０１またはその塩酸塩
（テキサスレッド）等の蛍光色素を用い、母体としてメラミン樹脂、スチレン樹脂等の樹
脂を用いて作製される蛍光色素集積樹脂粒子は、標識性能等に優れることから、本発明に
おける蛍光色素集積ナノ粒子として好ましい。
【００４２】
　蛍光色素集積ナノ粒子を構成する母体としては、前述したような、無機蛍光ナノ粒子集
積体と同様のものが挙げられる。
　特にメラミン樹脂やスチレン樹脂は、蛍光色素等の蛍光体を集積させたナノ粒子を作製
しやすく、また発光強度の高いナノ粒子が得られるため好ましい。
【００４３】
　上記のような無機蛍光ナノ粒子集積体および蛍光色素集積ナノ粒子は公知であり、その
製造に用いられる蛍光体および母体や製造方法などの詳細、実施形態の具体例については
、例えば国際公開ＷＯ２０１３／０３５７０３号パンフレット、国際公開ＷＯ２０１３／
１４７０８１号パンフレット、国際公開ＷＯ２０１４／１３６７７６号パンフレットなど
を参照することができる。
【００４４】
　（無機蛍光ナノ粒子集積体および蛍光色素集積ナノ粒子の平均粒子径）
　本発明において蛍光ナノ粒子として無機蛍光ナノ粒子集積体または蛍光色素集積ナノ粒
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子を用いる場合、それらの蛍光ナノ粒子の粒径が小さくなる程、比表面積が大きくなり、
組織切片との結合力が高まることになるので、無機蛍光ナノ粒子集積体または蛍光色素集
積ナノ粒子の平均粒子径は、４０ｎｍ以上１６０ｎｍ以下であることが好ましい。
【００４５】
　無機蛍光ナノ粒子集積体または蛍光色素集積ナノ粒子の粒子径は、走査型電子顕微鏡（
ＳＥＭ）を用いて画像を撮影し、蛍光標識用樹脂粒子の断面積を計測し、その計測値を相
当する円の面積としたときの直径（面積円相当径）として測定することができる。無機蛍
光ナノ粒子集積体または蛍光色素集積ナノ粒子の集団についての平均粒子径および変動係
数は、十分な数（たとえば１０００個）の無機蛍光ナノ粒子集積体または蛍光色素集積ナ
ノ粒子のそれぞれについて上記のようにして粒子径を測定した後、平均粒径はその算術平
均として算出され、変動係数は式：１００×粒径の標準偏差／平均粒径により算出される
。
【００４６】
　無機蛍光ナノ粒子集積体または蛍光色素集積ナノ粒子の平均粒子径は、その製造方法に
おける条件を調節することにより、所望の範囲に収まるようにすることができる。
【００４７】
　蛍光色素集積ナノ粒子の製造方法の一例として、乳化重合法、すなわち蛍光色素集積ナ
ノ粒子の母体をなす樹脂（熱可塑性樹脂または熱硬化性樹脂）を合成するための（コ）モ
ノマーを（共）重合させながら、蛍光体を添加し、当該（共）重合体の内部または表面に
当該蛍光体を取り込ませる方法が挙げられる。乳化重合法における反応系では、界面活性
剤により外側が水相で内側が油相のミセルが形成され、該ミセルの内側の油相に上記樹脂
を構成するモノマーが包含された状態となり、このミセル内側で重合反応が行われること
となる。
【００４８】
　このような乳化重合法により蛍光色素集積ナノ粒子を合成する際に、例えば樹脂原料に
対して１０～６０重量％の量の乳化作用を有する界面活性剤を加える事で、平均粒子径が
３０ｎｍ～３００ｎｍの粒子を作製できる。界面活性剤の割合を増やすと更に小さい粒子
も作製可能であり、平均粒子径を３０ｎｍ以下とすることができる。逆に界面活性剤の割
合を減らすと更に大きい粒子も作製可能であり、平均粒子径を３００ｎｍ以上とすること
ができる。また、使用する界面活性剤の量が一定である場合、蛍光色素集積ナノ粒子の製
造に使用する樹脂原料と蛍光体それぞれの反応系全体に対する割合を変更することによっ
ても、蛍光色素集積ナノ粒子の平均粒子径の調節が可能である。
【００４９】
　一方、無機蛍光ナノ粒子集積体の平均粒子径の調整については、無機蛍光ナノ粒子集積
体を製造後、サイズ選択沈殿法により分級して、所定の平均粒径の無機蛍光ナノ粒子集積
体を回収することで行うことができる。
【００５０】
　サイズ選択沈殿法とは、予め親油性基をもつ吸着物を量子ドットなどの無機蛍光ナノ粒
子表面に吸着させた後、親油性溶媒中に無機蛍光ナノ粒子を分散させ、溶媒中に両親和性
の添加剤を少量ずつ添加して凝集・集積させるという方法である。無機蛍光ナノ粒子の分
散性はナノ粒子表面の吸着基と溶媒の相互作用に強く依存しているため、添加剤を徐々に
加えることで大サイズの無機蛍光ナノ粒子から順に凝集沈殿物を形成し、この沈殿を遠心
分離で回収し、溶媒中で再分散することで分布の狭い単分散無機蛍光ナノ粒子集積体を形
成することができることによる。
【００５１】
　親油性基をもつ吸着物としては、へプタン、オクタン、ドデカンなどのアルキル基をも
つ化合物が挙げられ、炭素数８～１２のものが好ましい。
【００５２】
　親油性溶媒としては、ピリジン、へキサンなどが挙げられ、両親媒性の添加剤としては
クロロホルム、メタノールなどが好ましく用いられる。
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【００５３】
　量子ドットなどの無機蛍光ナノ粒子表面に吸着できる基としては、トリオクチルフォス
フィン（ＴＯＰ）等のフォスフィノ基、（トリオクチルフォスフィンオキサイド（ＴＯＰ
ＯＴ）等のフォスフィンオキシド基、リン酸基、アミノ基などが知られており、親油性基
をもつ吸着物で被覆された無機蛍光ナノ粒子を形成するためサイズ選択沈殿法に付すこと
が出来る。
【００５４】
　一方、シリカドットは、テトラエトキシシラン（ＴＥＯＳ）を用いて縮合を行うストー
バー法などで作製される、粒径が７～１１ｎｍほどの無機蛍光ナノ粒子である。その粒子
表面に存在するＨＯ－Ｓｉ基はアルキルトリメトキシシランでエンドキャップすることが
できるが、この時、エンドキャップを不完全な状態で止めるようにすれば、粒子同士がＳ
ｉ－Ｏ－Ｓｉポリマー鎖でつながれた集積体を得ることが出来る。回収した無機蛍光ナノ
粒子集積体の表面からの溶媒や吸着物の除去は、公知の熱処理により行うことができる。
【００５５】
　＜蛍光標識処理（免疫染色処理）＞
　本発明の第１実施形態で行われる蛍光標識処理は、染色工程において、免疫染色法に基
づいて目的とするタンパク質を蛍光ナノ粒子で標識する処理である。
【００５６】
　標識処理を免疫染色法に基づいて行う場合、賦活化処理を経た検体スライドを免疫染色
用の標識液に浸漬し、標識液中の１または複数の標識剤を直接的または間接的に標的とす
るタンパク質（抗原）に結合させて、標識化する。
【００５７】
　標的タンパク質（抗原）は特に限定されるものではないが、典型的には、免疫染色法に
基づく病理診断の対象となり得る遺伝子、例えばＨＥＲ２、ＴＯＰ２Ａ、ＨＥＲ３、ＥＧ
ＦＲ、Ｐ５３、ＭＥＴ、ｋｉ６７、その他の各種のがん・腫瘍関連遺伝子（いわゆるバイ
オマーカー遺伝子）由来のタンパク質、さらにはがんの増殖因子、転写制御因子、増殖制
御因子受容体、転写制御因子受容体等のがんに関連するタンパク質から選択することがで
きる。したがって、次に述べる抗体も、上記のような標的タンパク質（抗原）に適した結
合能を有するものとして、公知の手法に基づいて作製することが可能であり、市販品とし
て入手することもできる。
【００５８】
　目的生体物質（および後述する参照生体物質）に特異的に結合する物質としての抗体は
いずれも、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。抗体を産生する動物（免疫動物）の種類は特に限定されるものでは
なく、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。
【００５９】
　前記抗体は、特定の生体物質（抗原）を特異的に認識して結合する能力を有するもので
あれば、天然の全長の抗体でなく、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、Ｆａｂ、Ｆ(ａｂ)'2、
Ｆｖ、ｓｃＦｖなどの抗体断片およびキメラ抗体（ヒト化抗体等）、多機能抗体などの誘
導体が包含される。
【００６０】
　免疫染色法には様々な手法があり、目的とするタンパク質を蛍光標識して病理診断等に
用いることのできるよう組織切片を染色することができれば特に限定されるものではない
が、代表的には次のようなものが挙げられる：
　蛍光ナノ粒子と１次抗体を連結した蛍光標識１次抗体を用意し、その蛍光標識１次抗体
で目的タンパク質を直接的に蛍光標識し染色する方法（１次抗体法)；
　１次抗体、および蛍光ナノ粒子と２次抗体を連結した蛍光標識２次抗体を用意し、目的
タンパク質に１次抗体を反応させた後、その１次抗体に蛍光標識２次抗体を反応させるこ
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とで、目的タンパク質を間接的に蛍光標識し染色する方法（２次抗体法）
　１次抗体とビオチンを連結したビオチン修飾１次抗体、および蛍光ナノ粒子とアビジン
ないしストレプトアビジンを連結したアビジン修飾蛍光ナノ粒子を用意し、目的タンパク
質にビオチン修飾１次抗体を反応させた後、さらにアビジン修飾蛍光ナノ粒子を反応させ
て、アビジン－ビオチン反応を利用して目的タンパク質を間接的に蛍光標識し染色する方
法（アビジン－ビオチン併用１次抗体法）；
　１次抗体、２次抗体とビオチンを連結したビオチン修飾２次抗体、および蛍光ナノ粒子
とアビジンないしストレプトアビジンを連結したアビジン修飾蛍光ナノ粒子を用意し、目
的タンパク質に１次抗体を反応させ、次いでビオチン修飾２次抗体を反応させた後、さら
にアビジン修飾蛍光ナノ粒子を反応させて、アビジン－ビオチン反応を利用して目的タン
パク質を間接的に蛍光標識し染色する方法（アビジン－ビオチン併用２次抗体法）。
【００６１】
　上記のアビジン－ビオチン併用１次抗体法またはアビジン－ビオチン併用２次抗体法に
おいて、ビオチンおよびアビジンの代わりに、ハプテン（免疫原性を有さないが抗原性を
示し抗体と反応しうる比較的分子量の低い物質）および抗ハプテン抗体、たとえばジコキ
シゲニンおよび抗ジコキシゲニン抗体、ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアネート）
および抗ＦＩＴＣ抗原、さらには同様の特異的な反応性を有するその他の物質の組み合わ
せを利用することもできる。
【００６２】
　免疫染色法は、上述したような各種の手法のそれぞれにとって標準的な手順および処理
条件に従って行えばよい。一般的には、検体を載置した検体スライドを免疫染色法に応じ
た１種類または２種類以上の試薬に、適切な温度および時間条件の下（例えば４℃で一晩
）、浸漬すればよい。免疫染色に必要な各種の試薬、すなわち蛍光標識１次／２次抗体、
ビオチン修飾１次／２次抗体、アビジン修飾２次抗体／蛍光ナノ粒子などが溶解し、必要
に応じてＢＳＡ等のブロッキング剤が添加された緩衝液等の溶液は、公知の方法にしたが
って作製することが可能であり、市販品として入手することもできる。
【００６３】
　標識液を用いた処理後、好ましくは検体スライドをＰＢＳ等の洗浄液に浸漬して洗浄す
る。通常、この標識液での処理後に行われるＰＢＳを用いた洗浄処理の温度は室温であり
、時間は３～３０分である。必要により、浸漬途中でＰＢＳを交換してもよい。
【００６４】
　＜第１実施形態における細胞形態観察用染色処理＞
　本発明の第１実施形態の染色工程において、標識物質として蛍光ナノ粒子で検体スライ
ドを標識した後に、細胞ないし組織の形状や細胞の各部の位置情報を得るために検体スラ
イドを形態観察用染色液で染色する染色処理を行うことができる。形態観察用染色液とし
ては、例えばヘマトキシリン染色液、エオジン染色液、パパニコロウ（Ｐａｐ）染色液が
挙げられる。
【００６５】
　形態観察用染色液を用いた染色処理は、一般的な手順に従って行えばよい。例えば、ヘ
マトキシリン・エオジン（ＨＥ）染色の場合、マイヤーヘマトキシリン液で５分間染色し
、４５℃の流水で３分間洗浄した後、１％エオシン液で５分間染色するといった処理が行
われる。
【００６６】
　ＨＥ染色以外にも、例えば国際公開ＷＯ２０１５／１４６８９６号パンフレットに記載
されているように、組織切片の細胞膜に恒常的に発現している目的生体物質とは異なる生
体物質（以下、参照生体物質と称する）、特にタンパク質（抗原）を蛍光ナノ粒子によっ
て蛍光標識化することで、細胞膜の像（細胞膜領域）を形成することができ、細胞ないし
組織の形状や細胞の各部の位置情報を得ることもできる。このような参照生体物質により
蛍光標識する処理およびそのために用いられる溶液も、本発明においては染色処理および
染色液の一実施形態とみなす。
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【００６７】
　参照生体物質は、目的生体物質と違い、特定の疾患においても発現量が大きく変動しな
い生体物質から選択することが適切である。たとえば、ＡＴＰａｓｅ、カドヘリン、サイ
トケラチン、ＥｐＣＡＭ（Epithelial Cell Adhesion/Activating Molecule：上皮細胞接
着分子、ＣＤ３２６、ＫＳＡまたはＴＲＯＰ１とも呼ばれる。）などの膜タンパク質は、
本発明における好ましい参照生体物質になり得る。
【００６８】
　参照生体物質は、１種類であってもよいが、２種類以上であることが好ましい。参照生
体物質を２種類以上とすることにより、その発現量の総和の変動をより抑えることができ
、また多数の蛍光標識体でもって細胞膜の輪郭を描き出すことができるため、参照生体物
質としての安定性を向上させることができる。
【００６９】
　参照生体物質を免疫染色によって蛍光標識化するための染色剤は、少なくとも、参照生
体物質に特異的に結合する物質と、蛍光ナノ粒子とを含む。
【００７０】
　参照生体物質に特異的に結合する物質には、前述したような参照生体物質としてのタン
パク質を抗原として特異的に認識して結合する抗体（ＩｇＧ）を用いることができる。た
とえば、カドヘリンを目的生体物質とする場合は抗カドヘリン抗体を第２プローブとして
用いることができる。
【００７１】
　＜蛍光標識処理（ＦＩＳＨ）＞
　本発明の第２実施形態で行われる蛍光標識処理は、染色工程において、ＦＩＳＨ法に基
づいて目的とする遺伝子を蛍光ナノ粒子で標識する処理である。
【００７２】
　ＦＩＳＨ法には様々な手法があり、目的とする遺伝子を蛍光標識して病理診断等に用い
ることのできるよう検体を染色することができれば特に限定されるものではないが、代表
的には次のようなものが挙げられる：
　蛍光体とプローブを連結した蛍光標識プローブを用意し、その蛍光標識プローブで目的
遺伝子を直接的に蛍光標識し染色する方法（直接法)；
　プローブとビオチンを連結したビオチン修飾プローブ、および蛍光体とアビジンないし
ストレプトアビジンを連結したアビジン修飾蛍光ナノ粒子を用意し、目的遺伝子にビオチ
ン修飾プローブを反応させた後、さらにアビジン修飾蛍光ナノ粒子を反応させて、アビジ
ン－ビオチン反応を利用して目的遺伝子を間接的に蛍光標識し染色する方法（間接法）。
【００７３】
　なお、上記の間接法において、ビオチンおよびアビジンの代わりに、ハプテン（免疫原
性を有さないが抗原性を示し抗体と反応しうる比較的分子量の低い物質）および抗ハプテ
ン抗体、たとえばジコキシゲニンおよび抗ジコキシゲニン抗体、ＦＩＴＣ（フルオレセイ
ンイソチオシアネート）および抗ＦＩＴＣ抗原、さらには同様の特異的な反応性を有する
その他の物質の組み合わせを利用することもできる。
【００７４】
　ＦＩＳＨ法は、上述したような各種の手法のそれぞれにとって標準的な手順および処理
条件に従って行えばよい。一般的には、検体をスライドに載置した検体スライドをＦＩＳ
Ｈ法に応じた１種類または２種類以上の試薬に、適切な温度および時間条件の下、浸漬す
ればよい。ＦＩＳＨに必要な各種の試薬、すなわち蛍光標識プローブ、ビオチン修飾プロ
ーブ、アビジン修飾蛍光体などが溶解し、必要に応じてＢＳＡ等のブロッキング剤が添加
された緩衝液等の溶液は、公知の方法にしたがって作製することが可能であり、市販品と
して入手することもできる。例えば、ニックトランスレーション法により目的遺伝子のＤ
ＮＡクローンのｄＴＴＰをビオチン修飾ｄＵＴＰで置換することにより、ＤＮＡプローブ
に対して複数個のビオチンが導入されたビオチン修飾プローブを作製することができる。
【００７５】
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　ＦＩＳＨの対象とする目的遺伝子は特に限定されるものではないが、典型的には、ＦＩ
ＳＨ法に基づく病理診断の対象とされているタンパク質、例えばＨＥＲ２、ＴＯＰ２Ａ、
ＨＥＲ３、ＥＧＦＲ、Ｐ５３、ＭＥＴ、ｋｉ６７、その他の各種のがん・腫瘍関連遺伝子
（いわゆるバイオマーカー遺伝子）、さらにはがんの増殖因子、転写制御因子、増殖制御
因子受容体、転写制御因子受容体等のがんに関連する遺伝子から選択することができる。
【００７６】
　目的遺伝子に対するプローブは、公知の方法にしたがって作製することが可能であり、
市販品として入手することもできる。プローブの塩基長、塩基配列、ＧＣ含量は、ハイブ
リダイゼーションさせる際の条件を考慮し、適切なストリンジェンシーを有するものとな
るよう調製することができる。
【００７７】
　＜第２実施形態における細胞形態観察用染色処理＞
　主に本発明の第２実施形態で行われる形態観察用染色処理は、染色工程において、水系
染色試薬（水溶液の形態で用いられる核染色能を有する蛍光色素）で核染色を行う処理で
ある。核染色処理をすることにより、細胞数をカウントし、あわせて核内（染色体上）に
ある目的遺伝子を蛍光標識した蛍光ナノ粒子の輝点数をカウントすることができるように
なる。
【００７８】
　核の代表的な水系染色試薬としては、２本鎖ＤＮＡにインターカレートする蛍光色素で
あるＤＡＰＩ（４，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール　ジヒドロクロライド）が
挙げられるが、これに限定されるものではない。水系染色試薬を用いた核染色は、常法に
従って行うことができる。
【００７９】
　＜蛍光ナノ粒子固定処理＞
　本発明の第１実施形態および第２実施形態で行われる蛍光ナノ粒子固定処理は、第１実
施形態においては免疫染色工程、第２実施形態においてはＦＩＳＨ染色工程で、それぞれ
の実施形態に応じて行われる形態観察用染色処理の前に行われる処理であって、所定の固
定化試薬を用いて組織切片に導入された蛍光ナノ粒子を固定化する処理である。
【００８０】
　第１実施形態では目的生体物質としてのタンパク質（抗原）に対する免疫染色法に基づ
く蛍光標識処理を行った後、第２実施形態では目的生体物質としての核酸（遺伝子）に対
するＦＩＳＨ法に基づく蛍光標識処理を行った後に、蛍光ナノ粒子固定処理を行うことで
、組織切片の目的生体物質と結合した蛍光ナノ粒子をその周辺のタンパク質と架橋させた
り、蛍光ナノ粒子が結合している組織切片の周辺のタンパク質同士が架橋させたりするこ
とができる。そのため、形態観察用染色処理および／または洗浄処理やブロッキング処理
をその後に行っても、目的生体物質を標識した蛍光ナノ粒子が解離したり、目的生体物質
の近傍から遊離する（たとえが第２実施形態では核外にでる）ことを防止することができ
、蛍光ナノ粒子の蛍光輝点数が減少する問題を解決することができるようになるものと推
測される。
【００８１】
　（固定化試薬）
　本発明で使用される蛍光ナノ粒子用の固定化試薬は、蛍光ナノ粒子表面に存在する反応
部位（以下「第１反応部位」と呼ぶ。）および組織切片の周辺のタンパク質が有する反応
部位（以下「第２反応部位」と呼ぶ。）のそれぞれと反応しうる反応部位（それぞれ、以
下「第３反応部位」および「第４反応部位」と呼ぶ。）を有する化合物（架橋剤）である
。
【００８２】
　第１反応部位および第２反応部位としては、例えば、アミノ基（リジン側鎖のεアミノ
基、Ｎ末端のαアミノ基）、スルフヒドリド基（チオール基）、ヒドロキシ基、カルボキ
シ基、芳香環等の官能基が挙げられる。第１反応部位としてはさらに、ストレプトアビジ
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ン、アビジン等、特定の分子と特異的に結合する部位も挙げられる。第１反応部位と第２
反応部位は、同一であっても、異なるものであってもよい。
【００８３】
　一方、第３反応部位および第４反応部位としては、例えば、ＮＨＳ（Ｎ－ヒドロキシス
クシンイミド）基、マレイミド基、アルデヒド基、エポキシ基およびヨード基等の官能基
が挙げられる。第３反応部位としてはさらに、ストレプトアビジン、アビジン等と特異的
に結合するビオチン等も挙げられる。第３反応部位と第４反応部位は、同一であっても、
異なるものであってもよく、１つの官能基が第３反応部位と第４反応部位の両方の機能を
兼ね備えていてもよい（例えば、固定化試薬としてホルムアルデヒドを使用する場合のア
ルデヒド基）。第３反応部位と第４反応部位はＰＥＧ等のリンカーで連結されていてもよ
い。固定化試薬１分子中に第３反応部位および／または第４反応部位が複数存在してもよ
い。
【００８４】
　固定化試薬（架橋剤）の具体例としては、パラホルムアルデヒド（４％パラホルムアル
デヒド水溶液）、ホルムアルデヒド（２０％ホルマリン）、グルタルアルデヒド等のアル
デヒド系架橋剤；Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ３４ＨＳ、Ｂｉ－Ｆｕｎｃ
ｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ１００ＨＳ、Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ２
００ＨＳ、４－ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＰＴＥ－１００ＨＳ、４－ａ
ｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＰＴＥ－２００ＨＳ、４－ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃ
ｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＰＴＥ－４００ＨＳ、８－ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　Ｈ
ＧＥＯ　ＰＴＥ－１５０ＧＳ、８－ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　ＨＧＥＯ　ＰＴＥ
－２００ＧＳ、８－ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　ＨＧＥＯ　ＰＴＥ－４００ＧＳ等
のＮＨＳエステル系架橋剤；Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ　１００ＭＡ、
Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ　２００ＭＡ、Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
　ＰＥＧ　ＤＥ　４００ＭＡ、４－ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＰＴＥ－
１００ＭＡ、４－ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＰＴＥ－２００ＭＡ、４－
ａｒｍ－Ｆｕｎｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＰＴＥ－４００ＭＡ等のマレイミド系架橋剤
；ＮＨＳ－ＰＥＧ１２－ＭＡＬ、ＮＨＳ－ＰＥＧ１０００－ＭＡＬ、ＮＨＳ－ＰＥＧ５０
００－ＭＡＬ等のＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）基とマレイミド（ＭＡＬ）基
がリンカーを介して結合した架橋剤；エポキシ－ＰＥＧ－エポキシ（Ｍｗ：５００）、エ
ポキシ－ＰＥＧ－エポキシ（Ｍｗ：２０００）等のエポキシ系架橋剤が挙げられる。
【００８５】
　上記のような固定化試薬のうち、第３反応部位および／または第４反応部位の官能基と
してＮＨＳ基および／またはエポキシ基を有する固定化試薬は、蛍光ナノ粒子表面の第１
反応部位および／または組織切片のタンパク質の第２反応部位と結合を形成しやすいため
好ましい。特にＮＨＳ基を含む固定化試薬は、濃度が低くても十分に架橋が行われるので
、組織切片上の目的生体物質（および参照生体物質）や架橋に利用されるタンパク質が構
造変化を起こしにくくなるため好ましい。第１実施形態においてはさらに、タンパク質の
構造変化を起こさないことで、蛍光標識処理（および参照生体物質を対象とする染色処理
）における抗原抗体反応の結合力を高く保つことができるという観点からも好ましい。
【００８６】
　さらに、ＰＥＧ等の比較的長いリンカーを介して官能基が結合している固定化試薬は、
リンカーが柔軟に動くことによって蛍光ナノ粒子表面の第１反応部位と組織切片のタンパ
ク質の第２反応部位との架橋反応が起こりやすいだけでなく、リンカー同士が網目状に被
さることで、蛍光ナノ粒子と組織切片のタンパク質との結合をさらに強固にするものと推
測されるため好ましい。
【００８７】
　蛍光ナノ粒子固定処理は、適切な濃度の固定化試薬を適切な時間、染色スライドに接触
させることで行うことができる。固定処理液中の固定化試薬の濃度は適宜調節することが
できるが、たとえば１～５００μＭが好ましい。特にＰＥＧ等のリンカーを介して両端に
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官能基が結合している固定化試薬を用いる場合、濃度が高すぎると架橋反応が十分に進ま
なくなる、つまり固定化試薬の分子一端の官能基だけが組織切片または蛍光ナノ粒子に結
合し、リンカーを介した反対側のもう一方の官能基が架橋の相手と反応せず余った状態と
なる（その架橋の相手には別の固定化試薬の分子がすでに結合している）おそれがある。
また、過剰の固定化試薬によって蛍光ナノ粒子および組織切片が覆われてしまうと、蛍光
ナノ粒子から発せられる蛍光の強度が低下して識別しにくくなったり、形態観察用染色処
理で使用される染色液とその対象との反応が妨げられ、それらの処理による染色が不十分
となったりするおそれがある。固定化処理液と細胞との接触時間（固定化処理時間）も適
宜調節することができるが、例えば、室温で、数分間～数時間程度である。
【００８８】
　（細胞固定処理）
　本発明の第１実施形態および第２実施形態において必要に応じて行われる細胞固定処理
は、それぞれの実施形態の標本前処理工程において、例えば第１実施形態では抗原賦活化
処理の後に、第２実施形態では酵素（プロテアーゼ）処理の後に行われる、細胞のプレパ
ラートからの剥離を抑制するための処理である。本発明においては、細胞固定処理は標本
前処理工程において（つまり染色工程の前に）行う工程である点で、蛍光ナノ粒子固定処
理とは区別される。細胞固定処理は、例えば、検体スライドをホルマリン溶液に一定時間
浸漬した後、洗浄緩衝液に浸漬して洗浄し、必要に応じてこの操作を複数回繰り返してか
ら、検体スライドを風乾等により乾燥させるようにして行えばよい。
【００８９】
　（ブロッキング処理）
　本発明において必要に応じて行われるブロッキング処理は、染色工程で行われる免疫染
色処理（第１実施形態）またはＦＩＳＨ処理（第２実施形態）において、抗原抗体反応ま
たはビオチン－アビジン反応の前後に行われる、抗体の非特異的吸着またはアビジンの内
因性ビオチンへの吸着を抑制するための処理である。
【００９０】
　なお、生体内に存在する内因性ビオチンは、ヒトでは肝臓、腎臓、筋肉、乳腺、消化管
に多く存在しており、組織切片の凍結保存や、標本作製工程における固定処理（用いる固
定化試薬の種類等の条件）によっては失活しないことがある。したがって、乳腺等、上記
の組織に由来する切片を染色の対象とする場合は、ビオチン－アビジン反応用のブロッキ
ング処理を行うことが好ましい。
【００９１】
　例えば、第１実施形態のうち前述した２次抗体法またはアビジン－ビオチン併用２次抗
体法では、目的生体物質に対して１次抗体を結合させる処理の前や、その１次抗体に対し
て蛍光標識またはビオチン修飾された２次抗体を結合させる処理の前に、さらに形態観察
用染色処理として参照生体物質を利用する膜染色を行う場合には、参照生体物質に対して
１次抗体を結合させる処理の前や、その１次抗体に対して蛍光標識またはビオチン修飾さ
れた２次抗体を結合される処理の前に、１次抗体または２次抗体が標的とする所定の抗原
以外のタンパク質に非特異的に吸着することを抑制するための、抗原抗体反応用のブロッ
キング処理が行われる。
【００９２】
　また、第１実施形態のうち前述したアビジン－ビオチン併用１次抗体法またはアビジン
－ビオチン併用２次抗体法では、ビオチン修飾１次抗体に対してアビジン修飾蛍光ナノ粒
子を結合させる処理の前や、ビオチン修飾２次抗体に対してアビジン修飾蛍光ナノ粒子を
結合させる処理の前などに、アビジン修飾蛍光ナノ粒子が標的とする所定のビオチンでは
なく、内因性のビオチンに吸着することを抑制するための、アビジン－ビオチン反応用の
ブロッキング処理が行われる。
【００９３】
　一方で、第２実施形態のうち前述した間接法でも、目的遺伝子に結合したハプテン（例
えばジゴキシゲニン）修飾プローブに対して蛍光標識抗ハプテン抗体（例えば抗ジゴキシ
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ゲニン抗体）、ビオチン修飾抗ハプテン抗体または無修飾の抗ハプテン抗体（１次抗体）
を結合させる処理の前、さらに蛍光標識またはビオチン修飾された抗ハプテン抗体に対す
る抗体（２次抗体、例えば抗マウスＩｇＧ抗体など）を前記無修飾の抗ハプテン抗体に結
合させる処理の前に、抗原抗体反応用のブロッキング処理を行ってもよい。
【００９４】
　また、第２実施形態の間接法のうち、アビジン－ビオチン反応を併用する場合も、目的
遺伝子に結合したビオチン修飾プローブや、ビオチン修飾抗ハプテン（１次または２次）
抗体に対して、アビジン修飾蛍光ナノ粒子を結合させる処理の前に、アビジン－ビオチン
反応用のブロッキング処理を行ってもよい。
【００９５】
　ここで、上記のような第１実施形態（２次抗体法）において参照生体物質を利用する膜
染色を行う場合、目的生体物質に対する蛍光標識２次抗体を用いた処理を終えた後に、参
照生体物質に対する蛍光標識２次抗体を用いた処理のためのブロッキング処理を行う（例
えば蛍光標識２次抗体の溶液中にブロッキング剤を添加する）ことがあるが、本発明では
、目的生体物質に対する蛍光標識２次抗体を用いた処理と、参照生体物質に対する蛍光標
識２次抗体を用いた処理との間に蛍光ナノ粒子固定処理を行うことにより、さらに参照生
体物質に対する蛍光標識２次抗体を用いた処理を終えた後に蛍光ナノ粒子固定処理を行う
ことにより、それぞれの蛍光標識２次抗体に含まれる蛍光ナノ粒子の解離を抑制すること
が可能となる。
【００９６】
　同様に、複数の目的生体物質（第１実施形態では抗原、第２実施形態では遺伝子）を対
象として染色処理を行う場合も、第１の目的生体物質に対する蛍光標識２次抗体やアビジ
ン修飾蛍光ナノ粒子などを用いた蛍光標識処理と、第２の目的生体物質に対する蛍光標識
処理との間に、さらに必要に応じて第２の目的生体物質に対する蛍光標識処理を終えた後
に（第３の目的生体物質に対する蛍光標識処理を開始する前に）、蛍光ナノ粒子固定処理
を行うことにより、抗原抗体反応用またはアビジン－ビオチン反応用のブロッキング処理
による蛍光ナノ粒子の解離を抑制することが可能となる。
【００９７】
　ブロッキング処理は、公知のブロッキング剤を用いて行えばよい。例えば、抗原抗体反
応用のブロッキング処理には、ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液などを用いることができ、アビジ
ン－ビオチン反応用のブロッキング処理には、アビジン溶液（内因性ビオチンに結合させ
てブロッキングするための処理液）およびビオチン溶液（前記アビジンが有する４箇所の
反応部位のうち未反応の部位に結合させて封止し、本発明で用いるアビジンで修飾された
抗体または蛍光ナノ粒子が結合しないようにするための処理液）などを含むブロッキング
試薬（例えばニチレイバイオサイエンス社「内因性アビジン・ビオチンブロッキングキッ
ト」）などを用いることができる。上述したように、一枚の検体スライド（組織切片）に
おいて複数回の染色処理（抗原抗体反応またはアビジン－ビオチン反応）が実施される場
合は、必要に応じて、ブロッキング処理およびそれに先立つ蛍光ナノ粒子固定処理を複数
回行ってもよい。
【００９８】
　＜標本後処理工程＞
　本発明の第１実施形態および第２実施形態の染色工程を終えた検体スライドは、観察に
適したものとなるよう、封入処理を行うことができる。必要に応じて、第１実施形態にお
いては透徹および脱水処理を行うことが好ましく、第２実施形態においては溶媒置換およ
び脱水処理を行うことが好ましい。これらの処理を行う上での条件、例えば検体スライド
を所定の処理液に浸漬する際の温度および浸漬時間は、従来の免疫染色法に準じて、適切
なシグナルが得られるよう適宜調整することができる。
【実施例】
【００９９】
　［作製例１：ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子１］ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積
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シリカ粒子の作製（平均粒子径：１６０ｎｍ）
　蛍光標識で用いたテキサスレッド色素分子「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ １０１」
（シグマアルドリッチ社）３．４ｍｇ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をＮ,Ｎ－ジメチルホルムアミド（ＤＭＦ）の中で
混合し、オルガノアルコキシシラン化合物を得た。
【０１００】
　得られたオルガノアルコキシシラン化合物０．６ｍＬを、９９％エタノール４８ｍＬ、
テトラエトキシシラン（ＴＥＯＳ）０．６ｍＬ、超純水２ｍＬ、および２８質量％のアン
モニア水２．０ｍＬと５℃で３時間混合した。
【０１０１】
　上記工程で作製した混合液を１００００Ｇで２０分間遠心分離し、上澄みを除去した。
この沈殿に対して、エタノールを加えて、沈殿物を分散させ、再度遠心分離をするリンス
を行った。さらに同様のリンスを２回繰り返し、ＴｅｘａｓＲｅｄ色素集積シリカナノ粒
子を得た。得られたナノ粒子の１０００個についてＳＥＭ観察を行い、上述のように平均
粒子径を測定したところ、平均粒子径１６０ｎｍであった。
【０１０２】
　得られた蛍光色素集積ナノ粒子を、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ含有
して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
１０ｍＭとなるようにＳＭ（ＰＥＧ）12（サーモサイエンティフィック社製、スクシンイ
ミジル－［（Ｎ－マレイミドプロピオンアミド）－ドデカンエチレングリコール］エステ
ル）を混合し、５℃で１時間反応させた。
【０１０３】
　この混合液を、１００００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した後に、ＥＤＴ
Ａを２ｍＭ含有したＰＢＳを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手
順による洗浄を３回行うことで末端にマレイミド基がついた蛍光色素集積シリカ粒子を得
た。
　蛍光色素集積シリカ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。
【０１０４】
　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を２
１０μＬのボレートバッファーに加えた後、６４ｍｇ／ｍＬに調整した２－イミノチオラ
ン塩酸塩（シグマアルドリッチ社製）７０μＬを加え、室温で1時間反応させた。これに
より、ストレプトアビジンのアミノ基に対してチオール基（－NH－C（＝NH2

+Cl-）－CH2
－CH2－CH2－SH）を導入した。
【０１０５】
　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、上記シリカ粒子に結合可能なストレプ
トアビジンを得た。このストレプトアビジン全量（０．０４ｍｇ含有)とＥＤＴＡを２ｍ
Ｍ含有したＰＢＳを用いて上記０．６７ｎＭに調整したシリカ粒子７４０μＬとを混合し
、室温で１時間反応させた。
【０１０６】
　１０ｍＭメルカプトエタノールを添加し、反応を停止させた。得られた溶液を遠心フィ
ルターで濃縮後、精製用ゲルろ過カラムを用いて未反応ストレプトアビジン等を除去し、
ストレプトアビジン修飾Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ集積シリカナノ粒子（ＳＡ修飾蛍光色素集積
ナノ粒子１）を得た。
【０１０７】
　［作製例２：ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子２］ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積
シリカ粒子の作製（平均粒子径：３２０ｎｍ）
　２８質量％のアンモニア水の使用量２．０ｍＬから２．６ｍＬに変更したこと以外は作
製例１と同様にして、ストレプトアビジン修飾Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素集積シリカ粒子（
ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子２）の製造を行った。
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【０１０８】
　［作製例３：ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子３］ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積
シリカ粒子の作製（平均粒子径：２８０ｎｍ）
　２８質量％のアンモニア水の使用量２．０ｍＬから２．５ｍＬに変更したこと以外は作
製例１と同様にして、平均粒子径が２８０ｎｍのストレプトアビジン修飾Ｔｅｘａｓ　Ｒ
ｅｄ色素集積シリカ粒子（ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子３）の製造を行った。
【０１０９】
　［作製例４：ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子４］ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積
シリカ粒子の作製（平均粒子径：８０ｎｍ）
　２８質量％のアンモニア水の使用量２．０ｍＬから１．７ｍＬに変更したこと以外は作
製例１と同様にして、ストレプトアビジン修飾Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素集積シリカ粒子（
ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子４）の製造を行った。
【０１１０】
　［作製例５：ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子５］ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積
シリカ粒子の作製（平均粒子径：４０ｎｍ）
　２８質量％のアンモニア水の使用量２．０ｍＬから１．２ｍＬに変更したこと以外は製
造例１と同様にして、ストレプトアビジン修飾Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ色素集積シリカ粒子（
ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子５）の製造を行った。
【０１１１】
　［作製例６：ＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子６］ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積
メラミン樹脂粒子の作製（平均粒子径：１５５ｎｍ）
　テキサスレッド色素分子「Ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅ １０１」（シグマアルドリ
ッチ社）２．５ｍｇを純水２２．５ｍＬに溶解した後、ホットスターラーにより溶液の温
度を７０℃に維持ながら２０分間撹拌した。撹拌後の溶液に、メラミン樹脂「ニカラック
ＭＸ－０３５」（日本カーバイド工業株式会社）１．５ｇを加え、さらに同一条件で５分
間加熱撹拌した。撹拌後の溶液にギ酸１００μＬを加え、溶液の温度を６０℃に維持しな
がら２０分間攪拌した後、その溶液を放置して室温まで冷却した。冷却した後の溶液を複
数の遠心用チューブに分注して、１２，０００ｒｐｍで２０分間遠心分離して、溶液に混
合物として含まれる蛍光色素集積メラミン樹脂粒子を沈殿させた。上澄みを除去し、沈殿
した樹脂粒子をエタノールおよび水で洗浄した。
【０１１２】
　洗浄後の樹脂粒子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」（信越化学工業株式会社）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。表面がアミノ化された樹脂粒子
の濃度を、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ含有したＰＢＳを用いて３ｎＭ
に調整し、この溶液にリンカー試薬「ＳＭ（ＰＥＧ）12」（サーモサイエンティフィック
社製、cat.No. 22112）を最終濃度１０ｍＭとなるよう添加、混合して、撹拌しながら室
温で１時間反応させた。反応液を１０，０００Ｇで２０分間の遠心分離にかけ、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、同一条件で再
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を有
するＰＥＧ鎖で表面修飾された樹脂粒子を得た。
【０１１３】
　一方、チオール基を導入したストレプトアビジンは以下のようにして作製した。まず、
１ｍｇ／ｍＬに調整したストレプトアビジン（和光純薬工業株式会社）の水溶液４０μＬ
に、６４ｍｇ／ｍＬに調整したＮ－スクシンイミジル－Ｓ－アセチルチオアセテート（Ｓ
ＡＴＡ、ｐｉｒｃｅ社製）の水溶液７０μＬを加え、室温で1時間より反応させることに
より、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－Ｃ
Ｈ2－Ｓ－ＣＯ－ＣＨ3）を導入した。続いて、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）を生成させて、ストレプトアビジンにチオ
ール基（－ＳＨ）を導入する処理を完了させた。この溶液をゲルろ過カラム（Ｚａｂａ　
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Ｓｐｉｎ　Ｄｅｓａｌｔｉｎｇ　Ｃｏｌｕｍｎｓ：フナコシ）に通して脱塩し、チオール
基を導入したストレプトアビジンを得た。
【０１１４】
　調製した末端にマレイミド基を有するＰＥＧ鎖で表面修飾された蛍光色素集積メラミン
樹脂粒子と、調製したチオール基を導入したストレプトアビジンとを、ＥＤＴＡを２ｍＭ
含有するＰＢＳ中で混合し、１時間反応させることで、樹脂粒子にＰＥＧ鎖を介してスト
レプトアビジンを結合させた。この反応液に１０ｍＭメルカプトエタノールを添加し、反
応を停止させた。得られた溶液を遠心フィルターで濃縮後、精製用ゲルろ過カラムを用い
て未反応物を除去し、ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積メラミン樹脂粒子（ＳＡ修飾
蛍光色素集積ナノ粒子６）を得た。
【０１１５】
　［作製例７］ビオチン修飾されたＨＥＲ２遺伝子用ＢＡＣプローブの作製
　ＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ．２００６；４５（１）５９の記載の方法に従
って、ニックトランスレーション法により、ビオチン修飾されたＢＡＣプローブを調製し
た。すなわち、ＧＳＰ社から購入したＨＥＲ２－ＤＮＡクローン（約１５０ｋｂｐ）１μ
ｇ（５μＬ）に対して、ニックトランスレーション用のキット（製品名「ＧＳＰ－ニック
トランスレーションキット」Ｋ－０１５、ＧＳＰ社製）をプロトコールに従って用い、当
該ＨＥＲ２－ＤＮＡクローン（核酸分子）のｄＴＴＰをビオチン修飾ｄＵＴＰで置換した
。具体的な作製手順は以下の通りである。
【０１１６】
　まず、下記の試薬を遠心チューブ内で混合した。
・１０×ＮｉｃｋＢｕｆｆｅｒ（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ[ｐＨ７．２]、ＭｇＳＯ4、ＤＴＴ）
・・・２．５μＬ、
・ＢＳＡ（Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ　ＢＳＡ）・・・１．５μＬ
・ｄＮＴＰ　ｍｉｘ（ｄＡＴＰ、ｄＣＴＰ、ｄＣＴＰ）・・・５μＬ
・ｄＴＴＰ・・・１．５μＬ
・Ｂｉｏｔｉｎ－１６－ｄＵＴＰ（製品番号１０９３０７０、Ｒｏｃｈｅ社製、５０ｎｍ
ｏｌ／５０μＬ）・・・０．２μＬ
・純水（Ｎｕｃｌｅａｓｅ　ｆｒｅｅ　ｗａｔｅｒ）・・・３μＬ
・上記ＨＥＲ２－ＤＮＡクローン約１５０ｋｂｐ）１μｇの水溶液・・・５μＬ
・ＤＮＡ　ＰоｌｙｍｅｒａｓｅＩ（Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ[ｐＨ７．５]、ＥＤＴＡ、ＤＴＴ
、ｇｌｙｃｅｒоｌ）・・・１μＬ
・ＤＮａｓｅＩ・・・５μＬ
【０１１７】
　次に、上記混合試薬を１５℃で４時間反応させ、７０℃で１０分間加熱して反応を停止
させた。反応後の遠心チューブに２５μＬの蒸留水を添加した。ビオチン標識済みのＢＡ
Ｃプローブの反応溶液を核酸精製用マイクロスピンカラム（ＧＥヘルスケア社製「Ｍｉｃ
ｒｏＳｐｉｎ　Ｓ－２００ＨＲ　Ｃｏｌｕｍｎ」、製品番号「＃２７－５１２０－０１」
）により精製した。
【０１１８】
　この溶液に対して、３Ｍ酢酸ナトリウム溶液（ｐＨ５．２）を約５．５６μＬ、１００
％エタノールを１５０μＬ添加し、－２０℃で１時間以上静置した。４℃で１６０００ｒ
ｐｍで１０分間遠心して沈殿を形成した。さらに、７０％エタノールを５００μＬ添加し
て、４℃、１６０００ｒｐｍで１分間遠心し上澄みを除去した。沈殿物に５～１０μＬの
蒸留水を添加して完全に溶解させ、最終濃度１μｇ／２５０μＬのビオチン修飾ＢＡＣプ
ローブの溶液を得た。
【０１１９】
　［作製例８］蛍光標識されたＨＥＲ２遺伝子用プローブの作製
　作製例７で作製した、ビオチン標識されたＢＡＣプローブ２５μＬ（濃度１μｇ／２５
０μＬ）と、作製例６で作製した、ストレプトアビジン修飾蛍光色素集積メラミン樹脂粒
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子（ＳＡ蛍光色素集積ナノ粒子６）の溶液とを混合して、室温で３０分間反応させ、それ
ぞれが有するビオチンとストレプトアビジンを結合させることにより、ＨＥＲ－２検出用
のＤＮＡプローブを得た。
【０１２０】
　上述のように得られた蛍光標識ＤＮＡプローブをハイブリダイゼーション緩衝液（２５
％脱イオン化したホルムアミド、２×ＳＳＣ、２００ｎｇ／μＬサケ精子ＤＮＡ、５×デ
ンハルト溶液、５０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ７．０、１ｍＭＥＤＴＡ）に終濃度１
～５ｎｇ／μＬとなるように希釈した。Ｓ３００サイズのスピンカラム（Ａｍｅｒｓｈａ
ｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）により遊離のリガンド（遊
離しているストレプトアビジン、ビオチン、およびｄＡＴＰの基質）を除去した。この蛍
光標識ＤＮＡプローブを使用時まで－２０℃で冷凍保存した。
【０１２１】
　［作製例９］ビオチン修飾トラスツズマブの作製
　トラスツズマブとして、医薬品の形態でロッシュ社が製造している粉末状のハーセプチ
ン（登録商標）を使用し、これに対して、Biotin Labeling kit-ＳＨ（同仁化学、ｃｏｒ
ｄ　ＬＫ１０）を用いてビオチン修飾を行うことにより、ビオチン修飾トラスツズマブを
得た。
【０１２２】
　［作製例１０］ビオチン修飾抗ｋｉ６７抗体の作製
　一次抗体として抗ｋｉ６７抗体（クローンＳＰ６、アブカム社　cord: ab16667）を使
用し、これに対してBiotin Labeling kit-ＳＨ（同仁化学、ｃｏｒｄ　ＬＫ１０）を用い
てビオチン修飾を行うことにより、ビオチン修飾ｋｉ６７抗体を得た。
【０１２３】
　［作製例１１］ビオチン修飾抗ウサギＩｇＧ抗体の作製
　５０ｍＭＴｒｉｓ溶液に、２次抗体として用いる抗ウサギＩｇＧ抗体（ＬＯ－ＲＧ１、
ＧｅｎｅＴｅｘ、cordＧＴＸ４０３８３）５０μｇを溶解した。この溶液に、最終濃度３
ｍＭとなるようにＤＴＴ（ジチオトレイトール）溶液を添加、混合し、３７℃で３０分間
反応させた。その後、反応溶液を脱塩カラム「Zeba Desalt Spin Columns」（サーモサイ
エンティフィック社、Cat.#89882）に通して、ＤＴＴで還元化した２次抗体を精製した。
精製した抗体全量のうち２００μＬを５０ｍＭＴｒｉｓ溶液に溶解して抗体溶液を調製し
た。その一方で、リンカー試薬「マレイミド－ＰＥＧ2－ビオチン」（サーモサイエンテ
ィフィック社、製品番号21901）を、ＤＭＳＯを用いて０．４ｍＭとなるように調整した
。このリンカー試薬溶液８．５μＬを前記抗体溶液に添加、混合し、３７℃で３０分間反
応させることにより、抗ウサギＩｇＧ抗体にＰＥＧ鎖を介してビオチンを結合させた。こ
の反応溶液を脱塩カラムに通して精製した。脱塩した反応溶液について、波長３００ｎｍ
における吸光度を分光高度計（日立製「Ｆ－７０００」）を用いて測定することにより、
反応溶液中のタンパク質（ビオチン修飾２次抗体）の濃度を算出した。５０ｍＭＴｒｉｓ
溶液を用いて、ビオチン修飾２次抗体の濃度を２５０μｇ／ｍＬに調整した溶液を、ビオ
チン修飾２次抗体の溶液とした。
【０１２４】
　―Ｉ．免疫染色法に基づく実施形態（第１実施形態）―
　［蛍光ナノ粒子固定処理の有無による対比］
　免疫染色および形態観察用染色を同一の組織切片に施すにあたり、それらの染色処理の
間（形態観察用染色がＨＥ染色の場合）または両方の染色処理が終わった後（形態観察用
染色が参照生体物質（カドヘリン）の免疫染色の場合）に行う、蛍光ナノ粒子固定処理の
有無による効果を以下の方法により評価した。
【０１２５】
　［実施例１］
　下記（１）～（３）に示すような手順で、標本前処理工程（脱パラフィン処理、賦活化
処理）、染色工程（１次抗体処理、２次抗体処理、蛍光標識処理、蛍光ナノ粒子固定処理
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および形態観察用染色処理）、標本後処理工程（洗浄処理および封入処理）を行うことに
より、免疫染色法に基づく染色スライドを作製した。そして作製した染色スライドを用い
て、下記（４）に示すような手順で観察および撮像を行った。
【０１２６】
　（１）標本前処理工程
　（１－１）脱パラフィン処理
　ＨＥＲ２陽性染色対照標本の検体スライドとしてあらかじめパスビジョンHER-2 DNAプ
ローブキット（アボット）をもちいてＦＩＳＨスコアを算出したコスモバイオ社製の組織
アレイスライド（CB-A712）を用いた。以下の（ｉ）～（ｉｉｉ）の手順で脱パラフィン
処理を行った。（i）キシレンを入れた容器に検体スライドを３０分間、常温で浸漬する
。途中３回キシレンを交換した。（ii）エタノールを入れた容器に検体スライドを常温で
、３０分間浸漬する。途中３回エタノールを交換した。（iii）水を入れた容器に検体ス
ライドを３０分浸漬させた。途中３回水を交換した。
【０１２７】
　（１－２）賦活化処理
　検体スライドを脱パラフィン処理した後、以下の（ｉ）～（ｖ）の手順で賦活化処理を
行った。（ｉ）検体スライドを水に置換する洗浄を行った。（ｉｉ）１０ｍＭクエン酸緩
衝液（ｐＨ６．０）中で検体スライドを１２１℃で１５分、オートクレーブ処理を行った
。（ｉｉｉ）ＰＢＳを入れた容器に、オートクレーブ処理後の検体スライドを３０分浸漬
し、洗浄した。（ｉｖ）１％ＢＳＡ含有ＰＢＳを検体スライドに載せて、１時間、ブロッ
キング処理を行った。
【０１２８】
　（２）免疫染色工程
　（２－１）蛍光標識処理
　検体スライドの賦活化処理（１－２）を実施した後、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液で０
．０５ｎＭに希釈した作製例９で作製したビオチン修飾トラスツズマブを検体スライドと
２時間反応させ、その後ＰＢＳで洗浄した。さらに、作製例１で作製したＳＡ修飾蛍光色
素集積ナノ粒子１と０．５時間反応させ、その後ＰＢＳで洗浄した。
【０１２９】
　（２－２）蛍光ナノ粒子固定処理
　蛍光標識処理（２－１）を行った検体スライドを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、蛍光ナノ粒子固定処理を行った。
【０１３０】
　（２－３）形態観察用染色処理
　蛍光ナノ粒子固定処理（２－２）を行った検体スライドに対して、以下の（ｉ）～（ｉ
ｉ）の手順で形態観察染色処理（ヘマトキシリンーエオシン染色）を行った。（ｉ）検体
スライド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、該スライドを４５℃の流水で３分間洗浄した。（ｉｉ）次に、１％エオシン液で５
分間染色してエオシン染色を行い、染色スライドを作製した。
【０１３１】
　（３）標本後処理工程
　形態観察用染色処理（２－３）を実施した後、染色スライドに対して、以下の（ｉ）～
（ｉｉ）の手順で封入処理を行った。（ｉ）染色スライドに常温でエンテランニュー（メ
ルク社）を滴下した後、カバーガラスを被せ、常温で１０分間、風乾することで、封入処
理を行った。（ｉｉ）その後、シグナルの計測まで、封入処理が行われた染色スライドを
遮光して保存した。
【０１３２】
　（４）観察
　封入処理を終えた染色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。
その状態の染色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
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タルカメラ（オリンパス社製「ＤＰ７３」）により観察および撮像を行った。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、光学フィルターを通すことで６１２～６９２ｎｍ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／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。Ｈ
ＥＲ２（３＋）の組織の輝点数は、４００倍で撮像した画像をもとにＩｍａｇｅＪ　Ｆｉ
ｎｄＭａｘｉｍｓ法により計測した１０００細胞の平均値とした。また、撮像した画像か
ら、１細胞当たりの蛍光ナノ粒子を算出した。撮影された蛍光画像を図３［Ａ］に示す。
【０１３３】
　［比較例１］（実施例１で蛍光ナノ粒子固定処理を行わない場合）
　蛍光ナノ粒子固定処理（２－２）を行わないことを除いて実施例１と同様にして染色ス
ライドの作製および観察を行った。撮影された蛍光画像を図３［Ｂ］に示す。
【０１３４】
　［実施例２］（作製例６の蛍光ナノ粒子を用いた免疫染色）
　蛍光標識処理（２－１）において、蛍光ナノ粒子として作製例６で作製したＳＡ修飾蛍
光色素集積ナノ粒子６を使用したこと以外は実施例１と同様にして、染色スライドの作製
および観察を行った。
【０１３５】
　［比較例２］（実施例２で蛍光ナノ粒子固定処理を行わない場合）
　蛍光ナノ粒子固定処理を行わないことを除いて実施例２と同様にして、染色スライドの
作製および観察を行った。
【０１３６】
　［実施例３］（ｋｉ６７を目的生体物質とする免疫染色）
　検体スライドをUS-BioMax社製のパラフィン包埋乳がん組織アレイ（商品番号：BR243）
に変更し、蛍光標識処理（実施例１の（２－１）の記載参照）においてビオチン修飾１次
抗体として作製例１０で作製したビオチン修飾抗ｋｉ６７抗体を使用した以外は実施例２
と同様にして、染色スライドの作製および観察を行った。撮影された蛍光画像およびヘマ
トキシリン－エオジン染色画像を図４［Ａ］および図５［Ａ］に示す。
【０１３７】
　［比較例３］（実施例３で蛍光ナノ粒子固定処理を行わない場合）
　蛍光ナノ粒子固定処理を行わないことを除いて実施例３と同様にして、染色スライドの
作製および観察を行った。撮影された蛍光画像およびヘマトキシリン－エオジン染色画像
を図４［Ｂ］および図５［Ｂ］に示す。
【０１３８】
　［実施例４］（参照生体物質を利用した膜染色処理を行う場合）
　ＨＥ染色による形態観察用染色処理に代えて、参照生体物質（カドヘリン）を利用した
膜染色処理を行うため、免疫染色工程（実施例１の（２）の記載参照）を下記のように変
更したこと以外は実施例３と同様にして、染色スライドの作製および観察を行った。
【０１３９】
　目的生体物質ｋｉ６７に係るビオチン修飾抗体による免疫染色および参照生体物質カド
ヘリンに係る膜染色処理を、以下の手順（ｉ）～（ｖｉ）により一度に実施した。（ｉ）
ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて、抗ｋｉ６７抗体（クローンＳＰ６、アブカム社、
cord：ab16667）を０．０５ｎＭの濃度で含有するとともに、抗パン（Anti-pan）カドヘ
リン抗体［ＣＨ－１９］（アブカム社、cord：ab6528）を１：２００に希釈した濃度で含
有する１次反応処理液を調製した。（ｉｉ）この反応処理液に細胞固定処理を行った検体
スライドを浸漬し、４℃で１晩反応させた。（ｉｉｉ）作製例１１で製造したビオチン修
飾抗ウサギＩｇＧ抗体の溶液を、さらにＢＳＡを１％含有するＰＢＳを用いて６μｇ／ｍ
Ｌに希釈した目的生体物質の２次反応処理液を調製した。１次反応処理を終えた検体スラ
イドをＰＢＳで洗浄した後、この２次反応処理液に浸漬し、室温で３０分間反応させた。
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（ｉｖ）作製例６で製造したＳＡ修飾蛍光色素集積ナノ粒子６を、ＢＳＡを１％含有する
ＰＢＳを用いて０．０２ｎＭに希釈した蛍光標識反応処理液を調製した。目的生体物質の
２次反応処理を終えた検体スライドをこの蛍光標識処理液に浸漬し、中性のｐＨ環境下（
ｐＨ６．９～７.４）、室温で３時間反応させた。（ｖ）ＢＳＡを１％含有するＰＢＳを
用いてＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　６４７標識化抗マウスＩｇＧ抗体（ライフテクノロジー
社、A21236）を１：２００に希釈した参照生体物質の２次反応処理液を調製した。１次反
応処理を終えた検体スライドをＰＢＳで洗浄した後、この２次反応処理液に浸漬し、室温
で３０分間反応させた。（ｖｉ）目的生体物質および参照生体物質の蛍光標識処理を行っ
た検体スライドを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、蛍光ナノ粒子固定処理を行った。
【０１４０】
　［比較例４］（実施例４で蛍光ナノ粒子固定処理を行わない場合）
　蛍光ナノ粒子固定処理（ｖｉ）を行わないことを除いて実施例４と同様にして、染色ス
ライドの作製および観察を行った。
【０１４１】
　＜結果＞
　実施例１～４および比較例１～４の結果を表１に示す。目的生体物質の１細胞あたりの
輝点数は、例えば実施例３についてであれば、図４［Ａ］の蛍光画像と図５［Ａ］のＨＥ
染色画像を重ね合わせ、細胞膜上に位置する輝点数を計測することにより算出した（図面
の掲載を省略したその他の実施例および比較例についても同様である）。対応する実施例
および比較例の結果の対比から、蛍光ナノ粒子固定処理を行うことで、形態観察用染色処
理（ＨＥ染色または参照生体物質による膜染色）を行っても染色スライドから蛍光ナノ粒
子が解離することを抑制でき、目的生体物質を蛍光標識した際の染色性を維持することが
できるため、目的生体物質を従来よりも正確に定量できることがわかった。
【０１４２】
【表１】

【０１４３】
　［固定化試薬の種類および濃度の違いによる対比］
　免疫染色および形態観察用染色を同一の組織切片に施すにあたり、蛍光ナノ粒子用の固
定化試薬（架橋剤）の違いによる効果を以下の方法により評価した。
【０１４４】
　［実施例５］（ＮＨＳエステル系架橋剤を用いた蛍光ナノ粒子固定処理）
　蛍光ナノ粒子固定処理（実施例１の（２－２）の記載参照）で、４％中性パラホルムア
ルデヒドに代えて、ＮＨＳエステル系架橋剤「Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　Ｄ
Ｅ　１００ＨＳ」（分子量１００００、直鎖状のＰＥＧ鎖の両末端にＮＨＳ基が存在する
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）を濃度７００μＭ（室温、３０分）で使用した以外は実施例２と同様にして、染色スラ
イドの作製および観察を行った。
【０１４５】
　［実施例６］
　架橋剤濃度を５００μＭに変更した以外は実施例５と同様にして染色スライドの作製お
よび観察を行った。
【０１４６】
　［実施例７］
　架橋剤濃度を５０μＭに変更した以外は実施例５と同様にして染色スライドの作製およ
び観察を行った。
【０１４７】
　［実施例８］
　架橋剤濃度を２μＭに変更した以外は実施例５と同様にして染色スライドの作製および
観察を行った。
【０１４８】
　［実施例９］（ＮＨＳエステル系架橋剤を用いた免疫染色）
　ＮＨＳエステル系架橋剤を「Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ　１００ＨＳ
」から「４－ａｒｍ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ２００ＨＳ」（分子量１００
００、分岐したＰＥＧ鎖の合計４箇所の末端にＮＨＳ基が存在する）に代えて、濃度５０
０μＭに調製して使用した以外は実施例５と同様にして、染色スライドの作製および観察
を行った。
【０１４９】
　［実施例１０］
　架橋剤濃度を５０μＭに変更した以外は実施例９と同様にして染色スライドの作製およ
び観察を行った。
【０１５０】
　［実施例１１］（ＮＨＳエステル系架橋剤を用いた免疫染色）
　ＮＨＳエステル系架橋剤を「４－ａｒｍ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＤＥ１００
ＨＳ」から「８－ａｒｍ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　ＨＧＥＯ　４００ＧＳ」（分
子量４００００、分岐したＰＥＧ鎖の合計８箇所の末端にＮＨＳ基が存在する）に代えて
、濃度５００μＭに調製して使用した以外は実施例９と同様にして染色スライドの作製お
よび観察を行った。
【０１５１】
　［実施例１２］
　架橋剤濃度を５０μＭに変更した以外は実施例１１と同様にして染色スライドの作製お
よび観察を行った。
【０１５２】
　［実施例１３］（マレイミド系架橋剤を用いた免疫染色）
　蛍光ナノ粒子用の固定化試薬を、ＮＨＳエステル系架橋剤「Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａ
ｌ　ＰＥＧ　ＤＥ　１００ＨＳ」からマレイミド系架橋剤「Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
　ＰＥＧ　ＤＥ１００ＭＡ」（分子量１００００、直鎖状のＰＥＧ鎖の両末端にマレイミ
ド基が存在する）に変更した以外は実施例７と同様にして染色スライドの作製および観察
を行った。
【０１５３】
　＜結果＞
　実施例５～１３の結果を表２に示す。４％中性パラホルムアルデヒドを使用した場合と
同様に、ＮＨＳエステル系架橋剤またはマレイミド系架橋剤を使用して蛍光ナノ粒子固定
処理を行っても、形態観察用染色処理による染色スライドからの蛍光ナノ粒子の解離を抑
制でき、目的生体物質を蛍光標識した際の染色性を維持することができるため、目的生体
物質（膜タンパク質）を従来よりも正確に定量できることがわかった。



(25) JP 6658330 B2 2020.3.4

10

20

30

40

50

【０１５４】
　蛍光ナノ粒子用の固定化試薬の濃度に関して、実施例１～４の蛍光ナノ粒子固定処理で
使用した４％中性パラホルムアルデヒドは、濃度１３．３ｍＭに相当する。一方、実施例
５～１３で使用したＮＨＳエステル系架橋剤またはマレイミド系架橋剤の最も低い濃度は
２μＭ（０．００２ｍＭ）であり、最も高い濃度でも７００μＭ（０．７ｍＭ）であった
。ＮＨＳエステル系架橋剤またはマレイミド系架橋剤を固定化試薬として用いた場合、４
％中性パラホルムアルデヒドよりも濃度が低くても十分に架橋を行うことができることが
分かる。特に、ＮＨＳエステル系架橋剤を使用した場合、濃度の差によって観察される輝
点数にほとんど差が無く、低濃度でも十分に架橋を行うことができる（むしろ濃度は高す
ぎない方がよい）ことが分かる。
【０１５５】
【表２】

【０１５６】
　［平均粒子径の違いによる対比］
　免疫染色および形態観察用染色を同一の組織切片に施すにあたり、蛍光ナノ粒子の平均
粒子径の違いによる効果を以下の方法により評価した。
【０１５７】
　［実施例１４］（作製例２の粒子を用いた免疫染色）
　蛍光標識処理（２－１）において、蛍光ナノ粒子として作製例２で製造したＳＡ修飾蛍
光色素集積ナノ粒子２を使用したこと以外は実施例１と同様にして、染色スライドの作製
および観察を行った。
【０１５８】
　［実施例１５］（作製例３の粒子を用いた免疫染色）
　蛍光標識処理（２－１）において、蛍光ナノ粒子として作製例３で製造したＳＡ修飾蛍
光色素集積ナノ粒子３を使用したこと以外は実施例１と同様にして、染色スライドの作製
および観察を行った。
【０１５９】
　［実施例１６］（作製例４の粒子を用いた免疫染色）
　蛍光標識処理（２－１）において、蛍光ナノ粒子として作製例４で製造したＳＡ修飾蛍
光色素集積ナノ粒子４を使用したこと以外は実施例１と同様にして、染色スライドの作製
および観察を行った。
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【０１６０】
　［実施例１７］（作製例５の粒子を用いた免疫染色）
　蛍光標識処理（２－１）において、蛍光ナノ粒子として作製例５で製造したＳＡ修飾蛍
光色素集積ナノ粒子５を使用したこと以外は実施例１と同様にして、染色スライドの作製
および観察を行った。
【０１６１】
　＜結果＞
　実施例１４～１７の結果を表３に示す（対比のため、表１の実施例１の結果もあわせて
示す）。平均粒子径が４０ｎｍ～１６０ｎｍの蛍光色素集積ナノ粒子は、平均粒子径が２
８０ｎｍおよび３２０ｎｍの蛍光色素集積ナノ粒子に比べ、観察される１細胞あたりの輝
点数が向上する結果となった。
【０１６２】
【表３】

【０１６３】
　―ＩＩ．ＦＩＳＨ法に基づく実施形態（第２実施形態）―
　［蛍光ナノ粒子固定処理の有無による対比］
　ＦＩＳＨ染色および形態観察用の核染色を同一の組織切片に施すにあたり、それらの染
色処理の間に行う固定処理の有無による効果を以下の方法により評価した。
【０１６４】
　［実施例１８］
　ＦＩＳＨによりＨＥＲ２遺伝子のコピー数を測定した。すなわち、下記（１）～（３）
に示すような手順で、標本前処理工程（脱パラフィン処理、ＦＩＳＨ用前処理、酵素処理
）、染色工程（プローブの準備、ＤＮＡ変性処理、ハイブリダイゼーション処理、ポスト
ハイブリダイゼーション洗浄処理、蛍光ナノ粒子固定処理および形態観察用のＤＡＰＩに
よる核染色処理）、標本後処理工程（洗浄処理、溶媒置換処理および封入処理）を行うこ
とにより、ＦＩＳＨ法に基づく染色スライドを作製した。そして作製した染色スライドを
用いて、下記（４）に示すような手順で観察および撮像を行った。
【０１６５】
　（１）標本前処理工程
　（１－１）脱パラフィン処理
　ＨＥＲ２陽性染色対照標本の検体スライド（Roche社 HER2 Dual ISH 3-in-1 コントロ
ールスライド　商品コード：109530）を、以下の（i）～（iv）の手順で脱パラフィン処
理を行った。（i）脱パラフィン剤「ヘモディー（Ｈｅｍｏ－Ｄｅ）」（株式会社ファル
マ、主成分：ｄ－リモネン、酸化防止剤）に常温で１０分間浸漬する。（ii）検体スライ
ドを新しい「Ｈｅｍｏ－Ｄｅ」に常温１０分間浸漬する。同じ操作を３回繰り返す。（ii
i）検体スライドを１００％エタノールで、常温で５分間浸漬し、２回洗浄し、脱水処理
を行う。（iv）検体スライドを風乾または４５～５０℃のスライドウォーマー上で乾燥さ
せる。
【０１６６】
　（１－２）ＦＩＳＨ用前処理
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　ＤＮＡプローブの到達性を向上させるために、脱パラフィン処理（１－１）が行われた
検体スライドに対し、以下の（i）～（vi）の手順で細胞膜および核膜のタンパク質の除
去処理を行った。（i）検体スライドを０．２ｍоｌ／Ｌ　ＨＣｌで室温、２０分間処理
する。（ii）検体スライドを精製水に３分間浸漬する。（iii）検体スライドを洗浄緩衝
液（２ｘＳＳＣ：standard sailine citrate）に３分間浸漬する。（vi）検体スライドを
８０℃の前処理溶液(１Ｎ　ＮａＳＣＮ)に３０分間浸漬する。（v）検体スライドを精製
水に１分間浸漬する。（vi）検体スライドを洗浄緩衝液（２ｘＳＳＣ）に５分間浸漬し、
これと同じ操作を２回繰り返す。
【０１６７】
　（１－３）酵素処理
　タンパク質除去処理（１－２）が行われた検体スライドに対して、以下の（i）～（iv
）の手順で酵素処理を行った。（i）前処理した検体スライドを取り出し、ペーパータオ
ルにスライドグラスの下端をつけて余分な洗浄緩衝液を取り除く。（ii）検体スライドを
３７℃に加温したプロテアーゼ溶液に１０～６０分間浸漬する。この浸漬処理は、細胞膜
及び核膜のタンパク質、特にコラーゲンの分解をするために、２５ｍｇ　プロテアーゼ（
２５００－３０００Ｕｎｉｔｓ／ｍｇ）［ペプシン］／１Ｍ　ＮａＣｌ［ｐＨ２．０］５
０ｍＬで３７℃、６０分間）で処理した。（iii）検体スライドを洗浄緩衝液に５分間浸
漬する。この操作を２回繰り返す。（iv）検体スライドを風乾した。
【０１６８】
　（１－４）細胞固定処理
　４％パラホルムアルデヒドを室温で１０分間反応させることにより、細胞固定処理を実
施し、検体スライドを洗浄緩衝液に５分間浸漬する操作を２回繰り返して洗浄した。
【０１６９】
　（２）ＦＩＳＨ染色工程
　（２－１）プローブの準備
　冷凍保存しておいた蛍光標識ＤＮＡプローブ溶液を室温に戻し、正確な容量を採液可能
なピペッティング操作ができる程度まで溶液の粘度を十分にさげて、ボルテックスミキサ
ーで溶液を混和した。
【０１７０】
　（２－２）ＤＮＡ変性処理
　検体スライド上のＤＮＡを変性させるために、標本前処理工程（１）を行った検体スラ
イドに対し、以下の（i）～（viii）の手順でＤＮＡ変性処理を行った。（i）検体スライ
ドの作製前に水で湿らせたペーパータオルを底に敷いた湿潤箱（気密性の容器であり、そ
の側面をペーパータオルでテーピングしたもの）を３７℃インキュベータ内に載置して予
備加熱する。（ii）変性溶液（７０％ホルムアミド／ＳＳＣ［１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１
５ｍＭクエン酸ナトリウム］）のｐＨが常温でｐＨ７．０～８．０であることを確かめる
。変性溶液をコプリンジャーに入れ、変性溶液が７２℃±１℃になるまで温浴槽で加温す
る（７２±１℃の温浴槽に少なくとも３０分間置く）。（iii）ハイブリダイゼーション
領域がどの部分か分かるように、検体スライドの裏側に領域を囲むようにダイアモンドペ
ン等でマークする。（iv）検体スライドを７２±１℃の変性溶液の入ったコプリンジャー
中に浸漬し、検体スライドのＤＮＡを変性する。（v）ピンセットを使って、検体スライ
ドを変性溶液から取り出し、すぐに常温の７０％エタノール中に入れる。ホルムアミドを
除くためにスライドを振盪する。検体スライドを１分間浸漬する。（vi）検体スライドを
７０％エタノールから取り出し、８５％エタノール中に入れ、ホルムアミドを除くために
スライドを振盪する。検体を１分間浸漬する。１００％エタノールで同じ操作を２回繰り
返す。（vii）ペーパータオルに検体スライドグラスの下端をつけてエタノールを取り除
き、ペーパータオルでスライドグラスの裏側を拭く。（viii）検体スライドをドライヤー
で風乾した。
【０１７１】
　（２－３）蛍光標識処理（ハイブリダイゼーション処理）
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　変性処理（２－２）が行われた検体スライドに対し、以下の（i）～（iii）の手順で、
蛍光標識ＤＮＡプローブのハイブリダイゼーション処理を行った。（i）検体スライド上
に蛍光標識ＤＮＡプローブ溶液を１０μＬ添加し、すぐに２２ｍｍ×２２ｍｍのカバーグ
ラスをその上に被せ、気泡が入らないようにしながら、蛍光標識ＤＮＡプローブ溶液を均
一に広げる。（ii）ペーパーボンドでカバーグラスをシールする。（iii）前もって加温
した湿潤箱に検体スライドを入れて蓋をし、３７℃のインキュベータで１４～１８時間ハ
イブリダイゼーションを行う。
【０１７２】
　（２－４）ポストハイブリダイゼーション洗浄処理
　ハイブリダイゼーション処理（２－３）が行われた検体スライドに対し、以下の（i）
～（vi）の手順でポストハイブリダイゼーション洗浄処理を行った。（i）ポストハイブ
リダイゼーション洗浄緩衝液（２×ＳＳＣ／０．３％ＮＰ－４０）をコプリンジャーに入
れる。７２℃±１℃の温浴槽に少なくとも３０分間置き、ポストハイブリダイゼーション
洗浄緩衝液が７２℃±１℃になるまで温浴槽で予備加熱をする（７２℃±１℃の温浴槽に
少なくとも３０分間置く）。（ii）ポストハイブリダイゼーション洗浄緩衝液を入れたコ
プリンジャーをもう一つ用意し、常温に維持する。（iii）ピンセットでペーパーボンド
のシールを取り除く。（iv）検体スライドをポストハイブリダイゼーション洗浄緩衝液の
中に入れる。カバーグラスが自然に溶液中で剥がれるのを待つ。（v）溶液から検体スラ
イドを取り出し、余分な溶液を取り去り、７２±１℃に加温したポストハイブリダイゼー
ション洗浄緩衝液に２分間浸漬した。（ｖｉ）コプリンジャーから検体スライドを取り出
し、遮光下で風乾する。
【０１７３】
　（２－５）蛍光ナノ粒子固定処理
　ポストハイブリダイゼーション洗浄処理（２－４）が行われた検体スライドを、濃度７
００μＭに調製したＮＨＳエステル系架橋剤「Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ＰＥＧ　Ｄ
Ｅ　１００ＨＳ」（分子量１００００）に（室温、３０分）浸漬することにより、蛍光ナ
ノ粒子固定処理を行った。
【０１７４】
　（２－６）核染色処理
　蛍光ナノ粒子固定処理（２－５）が行われた検体スライドのハイブリダイゼーション領
域に、１０μＬのＤＡＰＩ染色液（２μｇ／ｍＬＰＢＳ、Molecular Probes社、D1306）
を添加し、２５℃で１０分間保持して、核染色処理を行い染色スライドを作製した。
【０１７５】
　（３）標本後処理工程
　染色スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、洗浄処理を行った。（ｉ）（２）の
処理が行われた染色スライドの組織上にエンテランニュー（メルク社）を滴下した。カバ
ーガラスを被せ、常温で１０分間、風乾することで、封入処理を行った。（ｉｉ）その後
、シグナルの計測まで、封入処理が行われた検体スライドを遮光して保存した。
【０１７６】
　（４）蛍光画像の撮影および分析
　蛍光顕微鏡Ｚｅｉｓｓ　ｉｍａｇｅｒ（Ｃａｍｅｒａ：ＭＲｍモノクロ・冷却機能付、
対物レンズ：×１００油浸）を用いて、上述したような実施例１～３および比較例１のそ
れぞれで作製された染色スライドの観察および蛍光画像の撮影（１０００倍）を行った。
蛍光色素（スルホローダミン１０１）集積メラミン樹脂粒子は、適切なフィルターを用い
て、励起波長を５７５～６００ｎｍとする励起光を照射し、蛍光波長を６１０～６７０ｎ
ｍとする蛍光を観測し、その蛍光画像を取得した。ＤＡＰＩは、適切なフィルターを用い
て、励起波長を３４０～３８０ｎｍとする励起光を照射し、蛍光波長を４３５～４８５ｎ
ｍとする蛍光を観測し、その蛍光画像を取得した。
【０１７７】
　［実施例１９］
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　架橋剤濃度を５００μＭに変更した以外は実施例１８と同様にして染色スライドの作製
および観察を行った。
【０１７８】
　［実施例２０］
　架橋剤濃度を５０μＭに変更した以外は実施例１８と同様にして染色スライドの作製お
よび観察を行った。
【０１７９】
　［実施例２１］
　架橋剤濃度を２μＭに変更した以外は実施例１８と同様にして染色スライドの作製およ
び観察を行った。
【０１８０】
　［実施例２２］（マレイミド系架橋剤を用いた免疫染色）
　蛍光ナノ粒子用の固定化試薬を、ＮＨＳエステル系架橋剤「Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａ
ｌ　ＰＥＧ　ＤＥ　１００ＨＳ」からマレイミド系架橋剤「Ｂｉ－Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
　ＰＥＧ　ＤＥ１００ＭＡ」（分子量１００００、直鎖状のＰＥＧ鎖の両末端にマレイミ
ド基が存在する）に変更し、その濃度を５０μｍとした以外は実施例１８と同様にして、
染色スライドの作製および観察を行った。
【０１８１】
　［比較例５］（蛍光ナノ粒子固定処理を行わない場合）
　蛍光ナノ粒子固定処理を行わないことを除いて実施例１８と同様にして、染色スライド
の作製および観察を行った。
【０１８２】
　＜結果＞
　実施例１８～２２および比較例５の結果を表４に示す。免疫染色法に基づく場合と同様
に、ＦＩＳＨ法に基づいて染色スライドを作製した場合も、ＮＨＳエステル系架橋剤また
はマレイミド系架橋剤を使用して蛍光ナノ粒子固定処理を行うことで、それらの架橋剤の
濃度が比較的低くても、形態観察用染色処理（ＤＡＰＩによる核染色処理）による染色ス
ライドからの蛍光ナノ粒子の解離を抑制でき、目的生体物質を蛍光標識した際の染色性を
維持することができるため、目的生体物質（遺伝子）を従来よりも正確に定量できること
がわかった。
【０１８３】
【表４】
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摘要(译)

解决的问题：提供一种防止在单个样本载玻片（组织切片）上进行操作
时可能发生的，由于标记目标生物物质的荧光纳米粒子解离而导致在显
微镜下观察到的荧光亮点数量减少的方法。 通过免疫染色或FISH方法用
荧光纳米颗粒标记目标物质的过程（荧光标记过程）和其他使用溶液的
过程，例如用染色溶液进行形态观察的过程（染色过程），封闭过程 解
决方案：一种防止荧光纳米颗粒从组织切片上解离的方法，包括在荧光
标记过程之后，执行用固定试剂将荧光标记的组织切片固定的过程（荧
光纳米颗粒固定过程），然后进行 通过染色和其他过程。 AWING：无
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