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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　抗体医薬が標的とする抗原を認識する物質として、該抗体医薬の構成成分である抗体を
用い、
　前記抗体が、標識物質を結合させた標識化抗体の形態で用いられ、
　前記標識物質が、量子ドット又は有機蛍光色素を集積してなる、径が９４ｎｍ以上のナ
ノ粒子であり、
　組織に存在する抗原の分布が、該抗原に結合した前記抗体の量に応じて可視化された形
で得られ、且つ、
　前記抗原が、がんの増殖制御因子，転移制御因子，増殖制御因子受容体および転移制御
因子受容体からなる群より選ばれるいずれかである
免疫組織染色法。
【請求項２】
　抗体医薬が標的とする抗原を認識する物質として、該抗体医薬の構成成分である抗体を
用い、
　前記抗体が、標識物質を結合させた標識化抗体の形態で用いられ、
　前記標識物質が、量子ドット又は有機蛍光色素を集積してなる、径が９４ｎｍ以上のナ
ノ粒子であり、且つ、
　組織に存在する抗原の分布が、該抗原に結合した前記抗体の量に応じて可視化された形
で得られる
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免疫組織染色法を用いて、前記抗原の量に対する、前記抗体の結合量を測定することによ
り、前記抗体医薬の有効性を判定する方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、高精度な組織染色法を用いた、抗体医薬の有効性の判定方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　がんは、心筋梗塞や脳梗塞に代表される血管系疾患とともに成人の死亡原因を二分する
疾患である。例えば、乳がん罹患率は、日本人では欧米諸国に比べて低いが、近年では増
加傾向にあり、１９９８年には胃がんの罹患率を抜いて女性罹患率の第１位となった。最
近の報告である２００５年の厚生労働省統計によれば、乳がんの年間罹患数は５万人を超
えている。世界でも同様にその数は年々増加しており、２００８年のＷＨＯの報告によれ
ば、乳がんは男女合わせても第1位の罹患率となっており、その年間罹患数は１３８万人
を超え、女性のがん全体の約２３％を占めている。
【０００３】
　がんの診断にはＸ線ＣＴやＭＲＩ等の画像診断のほか、特定のがんに特異的に発現する
がんマーカーや、血液、組織中に漏出するがんマーカー等を検出する方法も汎用されてい
る。乳がんの一般的なスクリーニング検査としては、問診、触診、軟Ｘ線乳房撮影（マン
モグラフィー）、超音波検査等が実施され臨床的に疑いが生じると、細胞診や生検が実施
され病理学的診断によりがんであるかどうか判別される。がん治療や予後の経過を判定す
るために、病理学診断は重要であり、この診断の中心となるのは「形態観察を行うための
ＨＥ（ヘマトキシリン・エオジン）染色法」と「がんマーカー因子に対する抗体を用いた
免疫組織化学法」である。特に近年の抗体医薬の登場により、免疫組織化学の重要性は非
常に高まっている。
【０００４】
　例えば、がんの増殖に関与する因子であるヒト上皮成長因子受容体２(human epidermal
 growth factor receptor-2；ＨＥＲ２)を標的とした抗体医薬であるハーセプチン（Herc
eptin；登録商標）として市販されているトラスツズマブ（Trastuzumab）は、乳がんの代
表的な抗がん剤であることが知られている。この薬剤投与の有効性の判定方法として、Ｈ
ＥＲ２タンパク質等の発現を解析する免疫組織化学(Immunohistochemistry；ＩＨＣ)法と
、ＨＥＲ２遺伝子等の増幅を解析するＦＩＳＨ(Fluorescence in situ hybridization)法
とが臨床の場で広く用いられている。
【０００５】
　ここで、ＩＨＣ法は、ＨＥＲ２抗原部位に結合した抗ＨＥＲ２抗体をＤＡＢ（Diaminob
enzidine；ジアミノベンジジン）を用いて染色し、可視化する方法であり、この可視化さ
れた抗ＨＥＲ２抗体を通じてＨＥＲ２の発現量を検出することができる。しかし、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、さらに病理医の熟練度により判定基準が左右されることから、臨
床的に問題となっている。
【０００６】
　他方、ＦＩＳＨ法は、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ＨＥＲ２遺伝子を増幅し、解析する方法であり、このＦＩ
ＳＨ法により解析された１７番染色体１本あたりのＨＥＲ２の遺伝子コピー数を基に、Ｈ
ＥＲ２遺伝子の増幅の有無を判定することができる。ＦＩＳＨ法は定量的検査法ではある
が、ＨＥＲ２タンパク質量やＨＥＲ２の細胞内局在を直接評価する方法ではない。
【０００７】
　また例えば乳がんの診断においてＨＥＲ２タンパク質の検出に用いる抗体とＨＥＲ２タ
ンパク質を標的とした治療薬（抗体）の抗原決定基（エピトープ）が異なることから、現
在のハーセプテストを含む抗ＨＥＲ２抗体を用いたＩＨＣ法ではトラスツズマブ投与適応
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患者を選定する方法として不十分であると考えられた。かかる事情から、高精度な抗体を
成分として含む医薬品の有効性の判定方法の開発が必要とされている。
【０００８】
　なお、ハーセプテストを含む抗ＨＥＲ２抗体を用いた従来のＩＨＣ法では、この抗ＨＥ
Ｒ２抗体としてトラスツズマブとは異なる抗体が用いられており、抗体医薬を抗体として
用いたＩＨＣ法による染色についての知見は現在までに確認されていない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Nahta R et al, Breast Cancer Res. 2006;8:215-223
【非特許文献２】Scaltriti M et al, J. Natl. Cancer Inst. 2007;99:628-638
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、上記課題に鑑みなされたものであり、標的とする生体物質を認識する物質と
してトラスツズマブ等の抗体を成分として含む抗体医薬を用いることにより、高精度の染
色を可能とする免疫組織染色法を提供するとともに、このような免疫組織染色法を用いて
、抗体医薬の有効性を高精度に判定する方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明者は、トラスツズマブ等の抗体を成分として含む抗体医薬を用いて生体組織染色
法を行うことにより、FISH法による遺伝子増幅確認と同等の抗体医薬の投与適応患者を選
定できる方法を見出し、本発明に至った。
【００１２】
　すなわち、本発明は、下記［１］～［２］に示される免疫組織染色法、および抗体医薬
の有効性を判定する方法を提供する。
【００１３】
　［１］　抗体医薬が標的とする抗原を認識する物質として、該抗体医薬の構成成分であ
る抗体を用い、
　前記抗体が、標識物質を結合させた標識化抗体の形態で用いられ、
　前記標識物質が、量子ドット又は有機蛍光色素を集積してなる、径が９４ｎｍ以上のナ
ノ粒子であり、
　組織に存在する抗原の分布が、該抗原に結合した前記抗体の量に応じて可視化された形
で得られ、且つ、
　前記抗原が、がんの増殖制御因子，転移制御因子，増殖制御因子受容体および転移制御
因子受容体からなる群より選ばれるいずれかである
免疫組織染色法。
【００１９】
　［２］　抗体医薬が標的とする抗原を認識する物質として、該抗体医薬の構成成分であ
る抗体を用い、
　前記抗体が、標識物質を結合させた標識化抗体の形態で用いられ、
　前記標識物質が、量子ドット又は有機蛍光色素を集積してなる、径が９４ｎｍ以上のナ
ノ粒子であり、且つ、
　組織に存在する抗原の分布が、該抗原に結合した前記抗体の量に応じて可視化された形
で得られる
免疫組織染色法を用いて、前記抗原の量に対する、前記抗体の結合量を測定することによ
り、前記抗体医薬の有効性を判定する方法。
【発明の効果】
【００２０】
　本発明によれば、免疫組織染色法を高精度に行うことができ、これにより抗体医薬の投
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与適応患者をより正確に選定できる。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　以下、本発明を実施するための形態について説明するが、本発明はこれらに限定されな
い。以下、本発明とその構成要素、及び発明を実施するための最良の形態について詳細な
説明をする。
【００２２】
　〔標識物質〕
　本発明で用いられる標識物質としては、抗原抗体反応を妨げず、且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が、抗原抗体反応を直接可視化、特に目視
可能な形で直接可視化することが可能である点から、抗原抗体反応により生成する複合体
の存在を、発色によって検出することが可能となるような標識物質が好ましく用いられる
。ここで、「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、抗原抗体
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。このような標識物質とし
て、それ自体が発色性の物質、あるいは、適当な基質から発色性の物質を生成可能な酵素
が挙げられる。
【００２３】
　ここで、「それ自体が発色性の物質」として、抗原抗体反応により生成する複合体の存
否を容易に識別することが可能となる物質であれば特に限定はされないものの、発色の識
別が容易であるという点から、有機蛍光色素、量子ドット、複数の蛍光物質を集積してな
る蛍光集積体等の蛍光標識剤が挙げられる。
【００２４】
　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（インビトロジェン社製）系色素分子、ＢＯＤＩＰＹ（インビトロジェン
社製）系色素分子、カスケード系色素分子、クマリン系色素分子、エオジン系色素分子、
ＮＢＤ系色素分子、ピレン系色素分子、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ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。
【００２５】
　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、エオジン
、ＮＢＤ、ピレン、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７等を挙げることができる。
【００２６】
　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。
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【００２７】
　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。単独でも複数種を混
合したものを用いてもよい。
【００２８】
　具体的には、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳｅ、ＺｎＳ、ＺｎＴｅ、ＩｎＰ、Ｉ
ｎＮ、ＩｎＡｓ、ＩｎＧａＰ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、Ｓｉ、Ｇｅが挙げられるが、これらに
限定されない。
【００２９】
　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
。以下本明細書中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
ＺｎＳの場合、ＣｄＳｅ／ＺｎＳと表記する。例えばＣｄＳｅ／ＺｎＳ、ＣｄＳ／ＺｎＳ
、ＩｎＰ／ＺｎＳ、ＩｎＧａＰ／ＺｎＳ、Ｓｉ／ＳｉＯ2、Ｓｉ／ＺｎＳ、Ｇｅ／ＧｅＯ2

、Ｇｅ／ＺｎＳなどを用いることができるが、これらに限定されない。
【００３０】
　量子ドットは必要に応じて、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（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）などがあげられ
る。
【００３１】
　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。
【００３２】
　また、「複数の蛍光物質を集積してなる蛍光集積体」としては、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蛍
光集積体が挙げられ、特に、シリカナノ粒子等適当な材質のナノ粒子からなるコアと複数
の上記有機蛍光色素からなるシェルとからなる蛍光集積体粒子が好適に用いられる。標識
物質として、このような蛍光集積体を用いると、組織染色を、ＦＩＳＨ法と同等レベルの
非常に高い定量性をもって行うことが可能となり好ましい。なお、本明細書において、前
記蛍光集積体粒子を、「蛍光体集積粒子」と呼ぶ場合がある。また、「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。
【００３３】
　本発明において、上記コアを構成する材質は、上記シェルを表面に固定化することがで
き、かつ当該シェルを構成する蛍光物質からの蛍光を消光させない材質である限り特に限
定されるものではないが、好適な材質として、シリカなどが挙げられる。
【００３４】
　ここで、シリカナノ粒子からなるコアと複数の上記有機蛍光色素からなるシェルとから
なる蛍光集積体は、例えば、上記有機蛍光色素に対して、当該有機蛍光色素が有する官能
基と結合可能な官能基を有する適当なシランカップリング剤を反応させ、さらにテトラエ
トキシシランなどの適当なテトラアルキルシランと反応させることにより、有機蛍光色素
集積・シリカナノ粒子として得ることができる。
【００３５】
　また、「適当な基質から発色性の物質を生成可能な酵素」として、基質を変化させて蛍
光発光性の化学種を生じさせる酵素が挙げられ、その例として、西洋ワサビペルオキシダ
ーゼ（ＨＲＰ）などのペルオキシダーゼ、アルカリフォスファターゼ（ＡＬＰ）、グルコ
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シダーゼ系の酵素を挙げることができる。
【００３６】
　ここで、これらの酵素により発色性の物質に変換される基質として、蛍光原基質変換法
に基づく従来公知のアッセイ法において蛍光原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（ＡＬＰ）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。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　ｐｌｕｓ（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。また、アルカリフォスファターゼ（ＡＬ
Ｐ）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），ＡｔｔｏＰｈｏｓ（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（ＤＤＡ
ＯＰ）などが挙げられる。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。
【００３７】
　以上に示したこれらの標識物質の中でも、抗原抗体反応により生成する複合体の量に応
じた発色がより確実に得られる点から、蛍光標識剤が好ましく用いられる。そして、蛍光
標識剤の中でも、高い発光強度を得やすく、且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。
【００３８】
　〔緩衝液〕
　本発明に係る緩衝液とは抗原-抗体反応に適した環境を安定して維持するための溶媒で
ある。例えば、リン酸緩衝液生理的食塩水（ＰＢＳ）、リン酸緩衝液、Tris緩衝液、ＭＥ
Ｓ緩衝液、クエン酸-リン酸緩衝液等である。
【００３９】
　〔染色法〕
　以下本発明の染色法について述べる。
【００４０】
　免疫組織染色法は、病理切片組織や細胞の表面に存在する生体物質と、当該生体物質を
認識する物質との抗原抗体反応を可視化することにより、病理切片組織や細胞の表面にお
ける当該生体物質の所在を判断する方法である。この免疫組織染色法は、一般に免疫組織
化学法とも呼ばれている手法である。ここで、可視化は、蛍光などの発光、色吸収の変化
などによる色彩や明るさの変化等を介して行われることから、本明細書においてこの可視
化は、「染色」と呼ばれることがある。
【００４１】
　ここで、本発明の染色法は、この免疫組織染色法において、抗体医薬が標的とする抗原
を、染色対象とする目的とする生体物質と位置づけ、この生体物質を認識する物質として
、該抗体医薬の構成成分である抗体それ自体を用いることを特徴としている。言い換える
と、本発明の染色法は、抗体医薬が標的とする抗原を認識する物質として、該抗体医薬の
構成成分である抗体を用いる免疫組織染色法であることを特徴とする。本発明の染色法は
病理切片組織に限定せず、細胞染色にも適用可能である。
【００４２】
　本発明の染色法が適用できる病理切片（以下、「切片」と呼ぶ場合がある。）の作製法
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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。このような
切片の作成法として、採取した組織をパラフィンで包埋してからスライスして切片を得る
方法であるパラフィン法や、採取した組織を凍結させてからスライスして切片を得る方法
である凍結切片法などが挙げられる。
【００４３】
　１）脱パラフィン工程
　本発明の染色法を病理切片組織に対して適用する場合、この病理切片組織を含む病理切
片がパラフィン法により作成されている場合には、染色の妨げとなるパラフィンを病理切
片から除去する必要がある。このときのパラフィン除去方法として、本発明では従来公知
の方法を用いることができる。
【００４４】
　パラフィン除去は、例えば下記の要領で行うことができる。
【００４５】
　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。
【００４６】
　ついでエタノールを入れた容器に病理切片を浸漬させ、キシレン除去する。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。
【００４７】
　その後、水を入れた容器に、病理切片を浸漬させ、エタノール除去する。温度は特に限
定されるものではないが、室温で行うことができる。浸漬時間は、３分以上３０分以下で
あることが好ましい。また必要により浸漬途中で水を交換してもよい。
【００４８】
　２）賦活化処理工程
　本発明の染色法においては、従来公知の免疫組織染色法の場合と同様に、良好な免疫染
色が行われるよう、多くの場合、予め、病理切片や細胞に含まれる目的とする生体物質の
賦活化処理が行われる。ここで、目的とする生体物質の賦活化処理は、従来公知の方法に
よって行うことができる。
【００４９】
　賦活化条件に特に定めはないが、賦活液としては　０．０１Ｍクエン酸緩衝液（ｐＨ６
．０）、１ｍＭＥＤＴＡ溶液（ｐＨ８．０）、５％尿素、０．１Ｍトリス塩酸緩衝液など
を用いることができる。加熱機器はオートクレーブ、マイクロウェーブ、圧力鍋、ウォー
ターバスなどを用いることができる。温度は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。
【００５０】
　ついで水、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。
【００５１】
　３）染色工程
　本発明の染色法において、染色工程は、病理切片組織その他の細胞組織（以下、「組織
」と呼ぶ場合がある。）の表面に存在する、抗体医薬が標的とする抗原を検出するために
、当該抗原を認識する物質として、当該抗体医薬の構成成分である抗体を用い、当該抗原
と当該抗体との抗原抗体反応を利用して当該病理切片組織や細胞の染色を行う工程である
。
【００５２】
　抗体，抗体医薬
　本発明の染色方法においては、組織の染色を行う際に、その表面に存在する、抗体医薬
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。
【００５３】
　ここで、本発明において、「抗体」という用語は、任意の抗体断片または誘導体を含む
意味で用いられ、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ'2、ＣＤＲ、ヒト化抗体、多機能抗体、単鎖抗
体（ＳｃＦｖ）などを含む。また、「抗体医薬」は、抗体を構成成分として含む医薬品を
いい、抗体に加えて、所要により、安定剤等の補助剤、製薬上許容される充填剤などのそ
の他の成分を構成成分として含むものである。ただし、本明細書では、当該その他の成分
の有無を問題としない限りにおいて、構成成分である抗体について「抗体医薬」という語
を用いる場合がある。
【００５４】
　本明細書における以下の記載において、抗体医薬の構成成分である抗体を「抗体医薬構
成抗体」と呼ぶことがある。
【００５５】
　この「抗体医薬構成抗体」は、抗体医薬が標的とする抗原を認識し、抗原抗体反応を通
じてこの抗原と結合することによって、医薬としての所定の薬効を発揮する役割を果たす
。「抗体医薬構成抗体」の態様としては、
　(i) 抗体医薬が標的とする抗原を認識する機能と、該抗原と結合後に所定の薬効を発揮
する機能とをともに有する抗体、および、
　(ii) 抗体医薬が標的とする抗原を認識する機能のみを有するが、薬効活性物質との複
合体として、当該抗原を有する細胞または組織に当該薬効活性物質を輸送することにより
所定の薬効の発揮に寄与する抗体
が挙げられる。
【００５６】
　本発明では、抗体医薬が標的とする抗原と抗体医薬構成抗体の抗原抗体反応により生成
する複合体への標識化の手段については、特に限定されないものの、標識物質を結合させ
た標識化抗体の形態で抗体医薬構成抗体を使用することが好ましい。
【００５７】
　本発明で用いられる「抗体医薬」として、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。
【００５８】
　このうち、がん患者に投与される抗体医薬として、がんの増殖制御因子，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等のうちのいずれかを標的抗原とし、該
標的抗原に結合する抗体を有効成分として含むものが挙げられる。このような抗体医薬の
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）として、
　(i') それ自体ががん細胞に結合することによってがん細胞の増殖を抑え、あるいはが
ん細胞を死滅させる抗体や、
　(ii') 抗がん剤、抗ウィルス剤、抗生物質、放射線放出性物質等の抗腫瘍活性物質をが
ん細胞に輸送する手段として機能する抗体
等を挙げることができる。
【００５９】
　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。ここで、表１には、参考
のために、自己免疫疾患や感染症の治療に用いられる抗体医薬も併せて記載している。
【００６０】
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【表１】

【００６１】
　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。
【００６２】
　また、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（Gemutuz
umab-Ozogamicin）の形で用いられている。
【００６３】
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　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））が好適に用いられる。
【００６４】
　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。
【００６５】
　抗原
　本発明の染色法の対象となる抗原は、上記記載の抗体医薬の標的分子となる抗原として
機能する生体物質であれば特に限定されない。
【００６６】
　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、複合体など
が挙げられ、具体的には、腫瘍マーカー、シグナル伝達物質、ホルモンなどであってもよ
く、特に限定されない。ただ、本発明の染色法では、抗体として抗体医薬の構成成分であ
る抗体を用いることから、これらの「抗原」のうち抗体医薬が標的とするものが検出対象
となる。なお、本明細書における以下の記載において、抗体医薬が標的とする抗原を「抗
体医薬標的抗原」と呼ぶことがある。
【００６７】
　ただ、抗体医薬の中に抗がん剤として用いられるものが多いことを考慮すると、がんの
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等が好適な
標的抗原として挙げられる。
【００６８】
　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)、該ＥＧＦ受容体(ＥＧＦＲ)、血小板由来増殖因子(ＰＤＧ
Ｆ：Platelet-Derived Growth Factor)、該ＰＤＧＦ受容体(ＰＤＧＦＲ)、インスリン様
増殖因子（ＩＧＦ：Insulin-like Growth Factor）、該ＩＧＦ受容体(ＩＧＦＲ)、線維芽
細胞増殖因子(ＦＧＦ：Fibroblast Growth Factor)、該ＦＧＦ受容体(ＦＧＦＲ)、血管内
皮増殖因子(ＶＥＧＦ：Vascular Endotherial Growthfactor)、該ＶＥＧＦ受容体(ＶＥＧ
ＦＲ)、肝細胞増殖因子(ＨＧＦ：Hepatocyte Growth Factor)、該ＨＧＦ受容体(ＨＧＦＲ
)、神経栄養因子(ＮＴ：Neurotropin)、形質転換増殖因子β(ＴＧＦβ：Transforming Gr
owth 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：Cyclin-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、Ｃ
ＤＫ４、ＣＤＫ６、ｐ１６ＩＮＫ、ｐ１５、ｐ２１、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）、ＣＸＣ
Ｒ４（Chemokine [Ｃ－Ｘ－Ｃ motif] receptor ４）、ＣＣＲ７（Chemokine [Ｃ－Ｃ mo
tif] 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、ＨＥＲ２を好適に例示することができる。
【００６９】
　また、がんに関連する抗原以外に、ＴＮＦ－α（Tumor Necrosis Factor α），ＩＬ－
６（Interleukin-６）受容体などの炎症性サイトカイン、ＲＳＶ Ｆ蛋白質等のウィルス
関連分子なども、本発明の染色法による検出対象となりうる。
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【００７０】
　染色
　本発明において、組織の染色手段は、上記抗体医薬標的抗原と上記抗体医薬構成抗体と
の抗原抗体反応を可視化することができるものである限り特に限定されない。ただ、可視
化の容易さの観点からは、標識物質を結合させて標識化抗体の形態とした抗体医薬構成抗
体を抗体として用いることにより染色を行うことが好ましい。特に、上記「それ自体が発
色性の物質」を標識物質として抗体医薬構成抗体に結合させて得られる標識化抗体を抗体
として用いて組織の染色を行うと、抗原抗体反応の多寡を標識由来の発色の変化として表
すことができるので、組織に存在する抗原の分布を、抗原に結合した抗体の量に応じて可
視化することが可能となる。
【００７１】
　《標識化抗体》
　本発明において、標識化抗体は、上述の抗体医薬構成抗体と上述の標識物質とを含むも
のであり、上述の抗体医薬構成抗体と上述の標識物質とが、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などの適当な化学結合を介し
て、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。
【００７２】
　このような標識化抗体は、上述の抗体医薬構成抗体に対して、上述した標識物質を常法
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、上述の
抗体医薬構成抗体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（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、上記抗体がヒト化抗体、又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
。
【００７３】
　具体的な形成手順は、例えば以下の通りである。
【００７４】
　まず、第１の結合基を抗体医薬構成抗体に導入し、当該第１の結合基と結合可能な第２
の結合基を標識物質に導入する。このとき、第１の結合基と抗体医薬構成抗体との間、お
よび、第２の結合基と標識物質との間には、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、マレイミド基など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、抗体医薬構成抗体を構成する、標的抗
原を認識する部位以外の部位であってもよい。
【００７５】
　その後、第１の結合基を導入した抗体医薬構成抗体と、第２の結合基を導入した標識物
質とを反応させると、標識化抗体が得られる。
【００７６】
　この標識化抗体は、第１の結合基を導入した抗体医薬構成抗体と、第２の結合基を導入
した標識物質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
た未標識の抗体医薬構成抗体を組織と反応させてから、当該組織に組み込まれた抗体に、
第２の結合基を導入した標識物質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
。
【００７７】
　《標識化抗体を用いた染色》
　上記標識化抗体を用いた染色は、上記「《標識化抗体》」の項に示した標識化方法によ
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り得られた標識化抗体を、染色対象とする組織に接触させることにより行うこともできる
し、あるいは、上記第１の結合基を導入した未標識の抗体医薬構成抗体（以下、「第１の
結合基を導入した未標識抗体医薬構成抗体」）を、染色対象とする組織に接触させて抗原
－抗体複合体を形成させてから、この抗原－抗体複合体に対して、上記第２の結合基を導
入した標識物質を結合させることによって行うこともできる。この操作により、切片組織
や細胞の表面に抗体医薬標的抗原が存在しているときには、この標識化抗体とこの抗体医
薬標的抗原とからなる複合体が形成される。そして、その結果として、切片や細胞の表面
に存在する標識抗原が特異的に標識化されるのである。
【００７８】
　ここで、良好な染色が行われるよう、染色対象とする組織には、予め上記賦活化処理工
程による賦活化処理を行っておくことが好ましく、また、標識化抗体などの非特異吸着を
抑制するために、ＢＳＡ含有バッファー溶液など公知のブロッキング剤を用いて、染色対
象とする組織表面に予めブロッキング処理を行うことが好ましい。
【００７９】
　この標識化抗体を用いた染色は、典型的には、
　(i) 公知のブロッキング剤を用いて、染色対象とする組織表面のブロッキング処理を行
う工程と、
　(ii) 前記工程(i)を経た組織表面に標識化抗体を接触させて、染色組織を得る工程と、
　(iii) 前記工程(ii)で得られた染色組織上に残存する未反応の標識化抗体を洗浄して除
去する工程と
を含む一連の工程を経て行うことができる。
【００８０】
　ただし、上記工程(ii)～(iii)に代えて、
　(ii'-1) 前記工程(i)を経た組織表面に、上記「第１の結合基を導入した未標識抗体医
薬構成抗体」を接触させる工程と、
　(ii'-2) 前記工程(ii'-1)により抗原－抗体複合体が形成された組織表面に、上記「第
２の結合基を導入した標識物質」を反応させて、抗原－抗体複合体の抗体部分に標識を結
合させることにより、染色組織を得る工程と、
　(iii') 未反応の「第１の結合基を導入した未標識抗体医薬構成抗体」および「第２の
結合基を導入した標識物質」を除去するために、適当なバッファー溶液を用いて前記(ii'
-2)で得られた染色組織を洗浄する工程と
を含む工程を経て行ってもよい。ここで、未反応の「第１の結合基を導入した未標識抗体
医薬構成抗体」を除去するために、上記工程(ii'-1)と工程(ii'-2)との間に上記工程(iii
')と同様の洗浄工程を行ってもよい。
【００８１】
　ここで、標識物質として上記蛍光体集積粒子を用いた場合における染色の一例を示す。
【００８２】
　まず、抗体医薬についてビオチン化等を行うことにより、例えばビオチン化抗体医薬構
成抗体などの形態で、第１の結合基を導入した抗体医薬構成抗体を得る。一方、蛍光体集
積粒子についても、ＰＢＳ（リン酸緩衝液生理食塩水）等の適当な緩衝液中で、適当なリ
ンカーを介してストレプトアビジン等を結合させることにより、例えばストレプトアビジ
ン修飾蛍光体集積粒子などの形態で、第２の結合基を導入した蛍光体集積粒子を得る。
【００８３】
　ここで、異なる抗体医薬構成抗体を用いて染色を行うときには、この第１の結合基を導
入した抗体医薬構成抗体と第２の結合基を導入した蛍光体集積粒子とから得られる蛍光体
集積粒子標識化抗体のＰＢＳ分散液をそれぞれ調整し、病理切片に載せ、目的とする生体
物質との反応を行う。ここにいう「目的とする生体物質」は、本発明では、抗体医薬構成
抗体が標的とする標的抗原である。この蛍光体集積粒子標識化抗体のＰＢＳ分散液にはＢ
ＳＡ含有ＰＢＳなど公知のブロッキング剤やＴｗｅｅｎ20等の界面活性剤を含有させても
よい。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。
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【００８４】
　蛍光体集積粒子標識化抗体との反応時間は、３０分以上２４時間以下であることが好ま
しい。
【００８５】
　なお、蛍光体集積粒子標識化抗体による染色を行う前に、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。
【００８６】
　ついでＰＢＳを入れた容器に、染色後の切片を浸漬させ未反応蛍光体集積粒子標識化抗
体の除去を行う。ＰＢＳ溶液にはＴｗｅｅｎ20等の界面活性剤を含有させてもよい。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。
【００８７】
　以上の説明において、緩衝液としてＰＢＳを用いた例を挙げているが、ＰＢＳに代えて
上記記載した他の緩衝液を用いてもよい。
【００８８】
　組織の形態観察のため、ヘマトキシリン－エオジン染色を行ってもよい。
【００８９】
　以上の操作を行った後、必要に応じて、染色を行った組織について、後述する観察を行
うために必要な前操作を行うことができる。例えば、染色対象の組織として病理切片を用
いた場合、カバーガラスを切片に載せ、封入する。このとき、必要に応じて市販封入剤を
使用してもよい。
【００９０】
　４）蛍光顕微鏡下の観察
　本発明の染色法においては、上記１）～３）の工程により染色された組織について、蛍
光などの発光、色吸収の変化などによる色彩や明るさの変化等を計測することによって、
染色した組織上に存在する目的とする生体物質の多寡を評価することができる。
【００９１】
　ここで、標識物質として、蛍光標識剤や、蛍光発光性の化学種を生じさせる酵素を用い
たときには、蛍光発光の強弱を計測することにより、染色した組織上に存在する目的とす
る生体物質の多寡を評価することができる。特に可視領域にある色彩パターンの形で染色
された組織の観察は、現像等の二次的な操作を行うことなく、目視によって行うことがで
きる。
【００９２】
　具体的には、染色した病理切片等の染色した組織に対し蛍光顕微鏡を用いて、目的とす
る生体物質の発現レベルを輝点数または発光輝度を基に計測することができる。ここで、
顕微鏡として共焦点顕微鏡を用いることにより、染色した組織についての３次元情報を得
ることもでき、蛍光を介して得られた３次元画像から、染色した組織に含まれるがん細胞
等の分布を取得することもできる。蛍光励起用の励起光源として、用いた蛍光物質の吸収
極大波長および蛍光波長に対応したものを適宜使用することができ、また、励起光と発光
した蛍光との分離を行うために、所要により蛍光検出用光学フィルターを併用することが
できる。
【００９３】
　輝点数または発光輝度の計測は、画像解析ソフト、例えば公開解析ソフト　ImageJ、株
式会社ジーオングストローム社製全輝点自動計測ソフトG-Countを用いて行うことができ
る。
【００９４】
　〔抗体医薬の有効性を判定する方法〕
　上記記載した本発明の染色法は、抗体医薬の有効性を判定する方法に応用することがで
きる。ここで、本発明は、抗体医薬の構成成分である抗体について、上記記載の染色法を
用いて、その抗体医薬が標的とする抗原の量に対する結合量を測定することにより、当該
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抗体医薬の有効性を判定する方法をも提供する。つまり、本発明の判定方法は、構成成分
である抗体の、標的とする抗原の量に対する結合量の多寡を上記記載の染色法によって評
価することにより、抗体医薬の有効性を判断しようとするものである。
【００９５】
　本発明の判定方法は、具体的には、有効な標的抗原が一定量存在する組織に対して、被
検体とする抗体医薬を反応させて染色を行うことにより、抗原－抗体複合体の生成を可視
化し、そのときの発色の変化に基づいて抗原－抗体複合体の生成量を評価することにより
、抗体医薬の有効性を判断しようとするものである。
【００９６】
　ただ、抗体を成分として含む医薬品の有効性を判定する上で、組織における有効な標的
抗原の量は取得した組織の状態や賦活化処理等の具合によって変わる場合がある。このよ
うな、組織の状態や賦活化処理等による影響を補正するために、例えば遺伝子診断法、酵
素と基質の発色反応を利用した、抗体として抗体医薬を使用しない従来公知の免疫組織化
学法等の従来の判定方法と比較検討することが好ましい。遺伝子診断法としては、例えば
ＰＣＲ法、サザンハイブリダイゼーション法、ＦＩＳＨ法等を挙げることができ、酵素と
基質の発色反応利用した免疫組織化学法としては、例えば西洋ワサビペルオキシダーゼ（
ＨＲＰ）と該ＨＲＰの基質であるＤＡＢ、アルカリホスファターゼ（ＡＬＰ）と該ＡＬＰ
の基質であるＢＣＩＰ／ＮＢＴ、β－ガラクトシダーゼと該β－ガラクトシダーゼの基質
であるＸ－ｇａｌ等を用いた方法を挙げることができ、これらの中でも乳がんにおけるト
ラスツズマブの有効性を判定する場合、ＦＩＳＨ法及び／又はＨＲＰとＤＡＢを用いた免
疫組織化学（ＩＨＣ－ＤＡＢ）法を好適に例示することができる。
【００９７】
　本発明の抗体を成分として含む医薬品の有効性の判定方法、及び上記抗体を成分として
含む医薬品の有効性の判定システムにおいて、有効性を判定する対象となる医薬品として
は、抗体を有効成分として含む医薬品に限定されず、抗体が標的とするタンパク質にシグ
ナル伝達経路が存在する場合、該シグナル伝達経路における因子（タンパク質）を標的と
する医薬品も含まれる。上記抗体を成分として含む医薬品における抗体がＨＥＲ２である
場合、例えばＨＥＲ２のシグナル伝達経路の下流には細胞増殖に関与する因子としてＲａ
ｓ、Ｒａｆ等を、抗アポトーシスに関与する因子としてＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ等を挙げること
ができる。抗体を成分として含む医薬品における抗体としては、がんの増殖制御因子や転
移制御因子を特異的に認識する抗体が好ましく、抗体の種類としてはモノクローナル抗体
やポリクローナル抗体を例示することができる。また上記抗体のクラス、やサブクラスは
特に制限されず、クラスとしては、ＩｇＡ、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＤ、ＩｇＭ等を挙げる
ことができ、サブクラスとしては、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１
、ＩｇＡ２等を挙げることができる。また、ここでいう「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、例えば、Ｆａｂ、Ｆａｂ'2、ＣＤＲ、ヒト化
抗体、多機能抗体、単鎖抗体（ＳｃＦｖ）などを含む。かかる抗体は、公知の方法で製造
することができる（例えば、Harlow E. & Lane D., Antibody, Cold Spring Harbor Labo
ratory Press (1988)を参照）。
【実施例】
【００９８】
　［実施例１：標識体の作成］
　《ビオチン化トラスツズマブ》
　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）を用い
てビオチン化を行うことにより、ビオチン化トラスツズマブを得た。
【００９９】
　《ストレプトアビジン修飾HRP》
　ストレプトアビジン修飾HRPとして、High Sensitivity Streptavidin-HRP（サーモサイ
エンティフィック社）を用いた。
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【０１００】
　《ストレプトアビジン修飾蛍光体集積粒子》
　蛍光体集積粒子の合成(有機蛍光色素)
　テトラメチルローダミン（インビトロジェン社製ＴＡＭＲＡ－ＳＥ）（励起波長550nm
、発光波長570nm）６．６ｍｇと３－アミノプロピルトリメトキシシラン（３－ａｍｉｎ
ｏｐｒｏｐｙｌｔｒｉｍｅｔｏｘｙｓｉｌａｎｅ、信越シリコーン社製、ＫＢＭ９０３）
３μＬをＤＭＦ中で混合、オルガノアルコキシシラン化合物を得た。得られたオルガノア
ルコキシシラン化合物０．６ｍｌを４８ｍｌのエタノール、０．６ｍｌのＴＥＯＳ（テト
ラエトキシシラン）、２ｍｌの水、２ｍｌの２８％アンモニア水と３時間混合した。
【０１０１】
　上記工程で作製した混合液を１００００Ｇで２０分遠心分離を行い、上澄みを除去した
。エタノールを加え、沈降物を分散させ、再度遠心分離を行った。同様の手順でエタノー
ルと純水による洗浄を２回ずつ行った。その結果、蛍光体集積粒子として、テトラメチル
ローダミン集積・シリカナノ粒子が１０ｍｇ得られた。
【０１０２】
　得られたテトラメチルローダミン集積・シリカナノ粒子のＳＥＭ観察を行ったところ、
平均粒径104ｎｍ、変動係数は１２％であった。
【０１０３】
　蛍光体集積粒子の合成(量子ドット)
　三つ口フラスコに入れた６ｍｌのオクタデセンに、Ｉｎ（ａｃａｃ）3とトリス（トリ
メチルシリル）ホスフィンとをＩｎとＰの比がＩｎ／Ｐ＝１／１となるよう０．１μｍｏ
ｌずつ１ｍｌのオクタデセンに溶解させた溶液を加え、アルゴン雰囲気中で３００℃、１
ｈ反応させＩｎＰコア粒子分散液を得た。
【０１０４】
　次に、このＩｎＰコア粒子分散液を用いてＩｎＰ／ＺｎＳ コア／シェル粒子の合成を
行った。前記ＩｎＰコア粒子分散液を８０℃まで放冷した後、その分散液に、ステアリン
酸亜鉛と硫黄とをＺｎ／Ｓ＝１／１となるような割合で１ｍｌのオクタデセンに溶解させ
た溶液を、Ｉｎ、Ｐ、Ｚｎ、Ｓのモル比がＩｎ／Ｐ／Ｚｎ／Ｓ＝１／１／１／１となるよ
うに加えた。この混合物を、８０℃から２３０℃に昇温し、３０分反応させ、得られた溶
液に貧溶媒であるアセトンを加えたところ、ＩｎＰ／ＺｎＳ コア／シェル粒子が沈殿と
して得られた。このようにして得られたＩｎＰ／ＺｎＳ コア／シェル半導体ナノ粒子は
６３０ｎｍに極大発光波長を持った粒子であった。
【０１０５】
　このＩｎＰ／ＺｎＳ コア／シェル粒子０．１ｍｇにドデシルアミン０．１ｍｇ、超純
水１ｍＬを加え、１ｈ強撹拌することにより水溶化半導体ナノ粒子溶液を得ることが出来
る。この水溶化半導体ナノ粒子溶液にＴＥＯＳ０．１ｍｇ，エタノール０．０１ｍＬ、濃
アンモニア水０．０３ｍＬを加え加水分解を行うことで、ＩｎＰ、ＣｄＳｅ，ＣｄＴｅ半
導体ナノ粒子集積体を得た。
【０１０６】
　得られたＩｎＰ／ＺｎＳ コア／シェル粒子集積・シリカナノ粒子のＳＥＭ観察を行っ
たところ、平均粒径94ｎｍ、変動係数は14％であった。
【０１０７】
　蛍光体集積粒子へのストレプトアビジンの結合
　上記蛍光体集積粒子（すなわち、テトラメチルローダミン集積・シリカナノ粒子、およ
び、ＩｎＰ／ＺｎＳ コア／シェル粒子集積・シリカナノ粒子）へのストレプトアビジン
の結合は、それぞれ、以下の手順に従って行った。
【０１０８】
　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）に蛍光体集積粒子を溶解させて３ｎＭに調整し、この溶液に最終濃度１０ｍＭとな
るようＳＭ（ＰＥＧ）１２（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙ
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ｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔｈｙｌｅ
ｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔｅｒ）を混合し１時間反応した。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回行うことで抗体結
合用シリカナノ粒子を得た。
【０１０９】
　一方、ストレプトアビジンを１Ｍジチオスレイトール（ＤＴＴ）で還元処理若しくはＳ
ＡＴA等の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。
【０１１０】
　上記で得られた抗体結合用シリカナノ粒子と還元化抗体とを、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１００００Ｇ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、ストレプトアビジン結合・蛍光体集積シリカナ
ノ粒子を得た。
【０１１１】
　後述する実施例３においては、このストレプトアビジン結合・蛍光体集積シリカナノ粒
子をストレプトアビジン修飾蛍光体集積粒子として用いた。
【０１１２】
　［実施例２：組織染色（ＨＲＰ）］
　実施例１で作製したビオチン化トラスツズマブ、ストレプトアビジン修飾HRPを用いて
ヒト乳房組織の免疫染色を行った。このビオチン化トラスツズマブおよびストレプトアビ
ジン修飾HRPを用いた本発明の染色法を、以下「トラスツズマブ－ＨＲＰ」と呼ぶ場合が
ある。
【０１１３】
　染色切片は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。組織アレイスライドを脱パラフィン処理後、水に置換洗浄、10ｍＭクエン酸緩衝
液（ｐＨ6.0）中で１５分間オートクレーブ処理することで、抗原の賦活化処理を行った
。抗原の賦活化処理後の組織アレイスライドは、PBS緩衝液を用いて洗浄後、1％ＢＳＡ含
有ＰＢＳ緩衝液を用いて湿潤箱中で１時間ブロッキング処理を行った。ブロッキング処理
後、1％ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液で0.05ｎＭに希釈したビオチン化トラスツズマブを組織
切片と２時間反応させ、その後洗浄した。さらに、ストレプトアビジン修飾HRPと0.5時間
反応させ、洗浄を行ったところ、トラスツズマブおよびＨＲＰにより修飾された組織（以
下、「トラスツズマブ－ＨＲＰ修飾組織」）が得られた。このハーセプチン－ＨＲＰ修飾
組織についての染色は、ＤＡＢ（ジアミノベンジジンテトラハイドロクロライド）溶液を
基質溶液として用いて常法により行った。
【０１１４】
　また、抗体医薬品を用いない組織染色例として、ヒストファイン ＨＥＲ２キット（ニ
チレイ：以下、「Ｎ社染色キット」）、ダコ　ＨｅｒｃｅｐＴｅｓｔ II（Dako：以下、
「Ｄ社染色キット」）、ベンタナＩ－ＶＩＥＷパスウェーＨＥＲ２（４Ｂ５）（Roche：
以下、「Ｒ社染色キット」）を用いた染色を行った。
【０１１５】
　染色組織はその染色濃度に応じて、ＨＥＲ２検査ガイド-改訂第三版の判定基準に基づ
いてスコアを算出した。
【０１１６】
　表２に各社キットとトラスツズマブ－ＨＲＰを用いた染色スコアとFISHスコアの比較を
示す。ここで、「トラスツズマブ－ＨＲＰ」とある染色スコアが、本発明の染色法によっ
て染色された組織についての染色スコアに該当する。
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【０１１７】
　表３に各社キットとトラスツズマブ－ＨＲＰを用いた染色スコアとFISHスコアの相関比
較を示す。トラスツズマブ－ＨＲＰを用いた染色スコアは抗体医薬品を用いない各社キッ
トの染色スコアと比較してFISHスコアと高い相関を示していることが分かる。
【０１１８】
【表２－１】

【０１１９】
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【表２－２】

【０１２０】
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【表３】

【０１２１】
　［実施例３：組織染色（蛍光体集積粒子）］
　実施例２と同様の方法を用いてストレプトアビジン修飾蛍光体集積粒子を標識体として
用いたヒト乳房組織の免疫染色を行った。すなわち、ビオチン化トラスツズマブと反応さ
せておいた組織切片に対して、ストレプトアビジン修飾HRPに代えて、実施例１で得られ
た各ストレプトアビジン修飾蛍光体集積粒子を反応させたことを除き、実施例２と同様の
手順により免疫染色を行った（ビオチン化トラスツズマブおよびストレプトアビジン修飾
蛍光体集積粒子を用いた本発明の染色法を、以下「トラスツズマブ－蛍光体集積粒子」と
呼ぶ場合がある。）。染色した組織切片はオリンパス社製DSU共焦点顕微鏡を用いて画像
を取得、がん細胞領域を特定し、イメージＪを用いた２値処理、ノイズ除去処理後輝点計
測を行い、１０細胞当たりの輝点数を計測した。
【０１２２】
　表４にトラスツズマブ-HRPを用いた染色スコアと、各トラスツズマブ-蛍光体集積粒子
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で染色した組織における10細胞当たりの輝点数と、FISHスコアとの比較を示す。
【０１２３】
　表５にトラスツズマブ-HRPおよび各トラスツズマブ-蛍光体集積粒子を用いた染色スコ
アについての、FISHスコアとの相関比較を示す。各トラスツズマブ-蛍光体集積粒子を用
いて計測された輝点数のデータは、トラスツズマブ-HRPを用いた染色スコアと比べて、FI
SHスコアと、より高い相関を示すことが分かる。
【０１２４】
【表４－１】

【０１２５】
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【表４－２】

【０１２６】
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【表５】
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