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(57)【要約】
　下記一般式（１）で表わされる化合物を縮重合して粒
子を製造する病理染色用粒子の製造方法。式（１）にお
いて、Ｒ1はそれぞれ独立に、水素原子、ＣＨ2ＯＲ2ま
たはＣＨ2ＯＨであり、Ｒ2は有機基であって、Ｒ1の少
なくとも１つはＣＨ2ＯＨである。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下記一般式（１）で表わされる化合物を縮重合して粒子を製造する病理染色用粒子の製
造方法。
【化１】

（式（１）において、Ｒ1はそれぞれ独立に、水素原子、ＣＨ2ＯＲ2またはＣＨ2ＯＨであ
り、Ｒ2は有機基であって、Ｒ1の少なくとも１つはＣＨ2ＯＨである。）
【請求項２】
　前記式（１）において、Ｒ1の少なくとも２つはＣＨ2ＯＨである請求項１に記載の病理
染色用粒子の製造方法。
【請求項３】
　前記一般式（１）で表される化合物を縮重合して得られる粒子に、蛍光色素を添加、含
有させる請求項１または２に記載の病理染色用粒子の製造方法。
【請求項４】
　前記蛍光色素の存在下において前記式（１）で表わされる化合物を縮重合して、蛍光色
素を含有する粒子を製造する請求項１または２に記載の病理染色用粒子の製造方法。
【請求項５】
　前記蛍光色素はローダミンまたは芳香族系色素である請求項３または４に記載の病理染
色用粒子の製造方法。
【請求項６】
　前記式（１）で表わされる化合物を縮重合して得られた粒子に二官能アミンを反応させ
て、前記粒子の表面を、アミノ基を含む基で修飾する請求項１～５のいずれかに記載の病
理染色用粒子の製造方法。
【請求項７】
　前記二官能アミンはメタンジアミンまたはポリエチレングリコールジアミンである請求
項６に記載の病理染色用粒子の製造方法。
【請求項８】
　前記病理染色用粒子が蛍光体集積ナノ粒子であって、その平均粒子径が１０ｎｍ～５０
０ｎｍである、請求項３～７のいずれかに記載の病理染色用粒子の製造方法。
【請求項９】
　下記一般式（１）で表わされる化合物の縮重合物を含有する粒子を有する病理染色用粒
子。
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【化１】

（式（１）において、Ｒ1はそれぞれ独立に、水素原子、ＣＨ2ＯＲ2またはＣＨ2ＯＨであ
り、Ｒ2は有機基であって、Ｒ1の少なくとも１つはＣＨ2ＯＨである。）
【請求項１０】
　前記式（１）において、Ｒ1の少なくとも２つはＣＨ2ＯＨである請求項９に記載の病理
染色用粒子。
【請求項１１】
　前記病理染色用粒子が、一般式（１）で表される化合物の縮重合物を含有する粒子に、
蛍光色素を含有させた粒子である請求項９または１０に記載の病理染色用粒子。
【請求項１２】
　前記蛍光色素がローダミンまたは芳香族系色素である請求項１１に記載の病理染色用粒
子。
【請求項１３】
　前記式（１）で表わされる化合物の縮重合物を含有する粒子の表面にアミノ基を含む基
が存在する請求項９～１２のいずれかに記載の病理染色用粒子。
【請求項１４】
　前記粒子の表面に存在するアミノ基を含む基がメタンジアミンまたはポリエチレングリ
コールジアミンに由来する構造を有する請求項１３に記載の病理染色用粒子。
【請求項１５】
　前記病理染色用粒子が蛍光体集積ナノ粒子であり、その平均粒子径が１０ｎｍ～５００
ｎｍである、請求項９～１４のいずれかに記載の病理染色用粒子。
【請求項１６】
　免疫染色法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物質を、請求項９～
１５のいずれかに記載の病理染色用粒子で蛍光標識する処理（蛍光標識処理）、
　前記蛍光標識処理された組織切片を形態観察用染色液で染色する処理（染色処理）、お
よび
　染色処理された組織切片を酸性水溶液で洗浄する処理（洗浄処理）を行う、染色スライ
ドの洗浄方法。
【請求項１７】
　前記酸性水溶液のｐＨが２以上７未満である、請求項１６に記載の染色スライドの洗浄
方法。
【請求項１８】
　前記酸性水溶液のｐＨが３以上６．５以下である、請求項１６または１７に記載の染色
スライドの洗浄方法。
【請求項１９】
　前記染色液がヘマトキシリンおよび／またはエオジンより選択される、請求項１６～１
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８のいずれかに記載の染色スライドの洗浄方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、病理染色用粒子の製造方法、病理染色用粒子および洗浄方法に関し、詳しく
は、病理染色に用いられる、輝点の感度及び輝点数の再現性が良好な粒子の製造方法、当
該製造方法により作製された病理染色用粒子、および染色スライドを、酸性水溶液を用い
て洗浄する処理に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、医学的診断の１つとして病理診断が行なわれている。病理医は、病理診断により
、人体から採取した組織片に対して行った生体検査の結果を示すデータから病気を診断し
、治療や手術の要不要を臨床医に伝える。患者の状態と病理診断によって、内科系医師は
薬物治療方針、外科系の医師は手術を行うか否かを決定する。
【０００３】
　被験者が対象疾患に罹患しているか否かを判断するためのデータを提供するために、被
験者の組織切片等について免疫染色が行われている。この免疫染色では、例えば、前記罹
患の有無によって発現量が増減する生体内の分子（抗原）に、蛍光標識した抗体を特異的
に結合させることにより抗原を蛍光標識し、蛍光シグナルの量から疾患に関連する抗原の
量を定量することが行われる。これにより、被験者が対象の疾患に罹患しているか否かを
診断するためのデータが提供される。従来の免疫染色法は、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体を利用する方法（酵素抗体法）が採用されていた。近
年、より識別性に優れる蛍光体で標識した抗体を利用する免疫染色法（蛍光抗体法）が利
用されるようになった。蛍光標識した抗体を抗原に結合させる技術として、蛍光色素を粒
子に内包または粒子表面に固定させた病理染色用粒子の表面を修飾して修飾足場を作り、
この修飾足場に抗体を直接的または間接的に結合させ、これを抗原に結合させる技術が知
られている。この技術においては、有効なデータを得るために、蛍光標識に基づき観察さ
れる輝点の感度及び輝点数の再現性が良好であることが要求される。
【０００４】
　この輝点の感度及び輝点数の再現性の良否は、粒子表面のアミノ基を含む修飾足場に依
存していることが知られている。しかし、従来の病理染色技術においては、この修飾足場
の量を増やすことが難しいので、輝点の感度及び輝点数の再現性、特に低発現での輝点の
感度及び輝点数の再現性を向上させることは困難であった。
【０００５】
　粒子を表面修飾する方法として、特許文献１に、ナノ粒子とリガンド相互作用剤を会合
させ、ヘキサメトキシメチルメラミンなどの架橋剤でリガンド相互作用剤を架橋させた後
、リガンド相互作用剤に表面修飾リガンドを結合させる方法が開示されている。しかし、
この方法においてナノ粒子に蛍光色素を含有させて病理染色用粒子として用いても、修飾
足場の量を増やすことはできず、輝点の感度及び輝点数の再現性の向上を図ることは困難
であった。
【０００６】
　前記診断のためのデータを提供するために、臓器摘出や針生検によって得た組織検体を
厚さ数ミクロン程度に薄切して組織切片（組織標本）を作成し、組織切片に所定の染色処
理を行った後、様々な所見を得るために光学顕微鏡や蛍光顕微鏡を用いて観察することが
広く行われている。ここで、蛍光標識のために前述したような蛍光色素を内包した粒子を
用いる場合、従来の酵素を利用する免疫染色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。多くの場合、組織切片は、採取した組織を固定するた
め脱水し、パラフィンブロック化した後、数μｍの厚さに薄切りし、パラフィンを取り除
いて作製される。ここで、組織切片は光を殆ど吸収および散乱せず無色透明に近いため、
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上記観察に先立って、組織切片の細胞形態を観察するための形態観察染色、例えばヘマト
キシリンおよびエオジンの２つの色素を用いるヘマトキシリン・エオジン染色（ＨＥ染色
）が標準的に行われる。他の形態観察染色としては、例えば細胞診で用いられるパパニコ
ロウ染色（Ｐａｐ染色）等が挙げられる。
【０００７】
　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、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、撮影された抗原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、その値によって抗原タンパクが異常発現している
か否かが判定される。
【０００８】
　上記のような免疫染色法（蛍光抗体法）と同時に形態観察染色処理が行われる実施形態
においても、蛍光体として蛍光色素内包ナノ粒子を用いることが好適であり、そのような
実施形態は、例えば、特許文献２（国際公開ＷＯ２０１３／０３５７０３号パンフレット
）、特許文献３（国際公開ＷＯ２０１３／１４７０８１号パンフレット）などを参照する
ことができる。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】特表２０１５－５１１１６７号公報
【特許文献２】国際公開ＷＯ２０１３／０３５７０３号パンフレット
【特許文献３】国際公開ＷＯ２０１３／１４７０８１号パンフレット
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１０】
　本発明は、輝点の感度及び輝点数の再現性が良好な病理染色用粒子、特に、低発現での
輝点の感度及び輝点数の再現性が良好な病理染色用粒子を製造する方法（以下、「本発明
の製造方法」と称する。）を提供することを目的とする。また、本発明は、病理染色用粒
子を提供することを第２の目的とする。
【００１１】
　従来の免疫染色法による組織評価法で使用される病理染色用粒子は、染色液（例えば、
形態観察用染色液であるヘマトキシリン溶液および／またはエオジン溶液）と併用される
場合、顕微鏡画像の観察において、病理染色用輝度の低下が生じたりする問題があった。
また、病理染色用粒子の輝度低下率は染色液による染色処理ごとに異なり一定ではないた
め、染色後の病理染色用粒子の輝度のばらつきが大きくなってしまう（つまり一律に補正
することができない）という問題もあった。
【００１２】
　すなわち、本発明は、免疫染色法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生
体物質を病理染色用粒子で標識する処理（蛍光標識処理）を行い、続いて前記蛍光標識処
理された組織切片を形態観察用染色液で染色する処理（染色処理）を行っても、染色スラ
イドの輝度の低下および輝度のばらつきを抑制することのできる方法を提供することを第
３の目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
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　前記目的を達成する本発明は、一つの側面において、
下記一般式（１）で表わされる化合物を縮重合して粒子を製造する病理染色用粒子の製造
方法を提供する。
【００１４】
【化１】

（式（１）において、Ｒ1はそれぞれ独立に、水素原子、ＣＨ2ＯＲ2またはＣＨ2ＯＨであ
り、Ｒ2は有機基であって、Ｒ1の少なくとも１つはＣＨ2ＯＨである。）
　また、本発明は別の側面において、下記一般式（１）で表わされる化合物の縮重合物を
含有する粒子を有する病理染色用粒子を提供する。
【００１５】

【化１】

（式（１）において、Ｒ1はそれぞれ独立に、水素原子、ＣＨ2ＯＲ2またはＣＨ2ＯＨであ
り、Ｒ2は有機基であって、Ｒ1の少なくとも１つはＣＨ2ＯＨである。）
　本発明はさらなる側面において、免疫染色法により、検体スライド上の組織切片に含ま
れる目的生体物質を、前記の病理染色用粒子で蛍光標識する処理（蛍光標識処理）、
　前記蛍光標識処理された組織切片を形態観察用染色液で染色する処理（染色処理）、お
よび
　染色処理された組織切片を酸性水溶液で洗浄する処理（洗浄処理）を行う、染色スライ
ドの洗浄方法を提供する。
【発明の効果】
【００１６】
　本発明の病理染色用粒子の製造方法によれば、蛍光標識に基づき観察される輝点の感度
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及び輝点数の再現性、特に低発現での輝点の感度及び輝点数の再現性が良好である病理染
色用粒子を製造することができる。
【００１７】
　本発明の病理染色用粒子は、蛍光標識に基づき観察される輝点の感度及び輝点数の再現
性に優れ、特に低発現での輝点の感度及び輝点数を良好に再現する。この様に、本発明に
よれば低発現での輝点の感度及び輝点数を良好に再現することが可能な優れた診断性を発
現する病理染色用粒子の提供を可能にする。
【００１８】
　また、本発明の病理染色用粒子を使用して作製した染色スライドを、酸性水溶液で洗浄
処理することにより、検体スライドにヘマトキシリン等の形態観察用染色液を用いて染色
しても、染色スライドの輝度のばらつきが低減され、輝度低下を抑制できる。
【００１９】
　それにより、目的タンパク質に対応するシグナル精度が向上した蛍光画像を取得し、目
的とするタンパク質の発現レベルをより正確に評価することができるようになり、病理診
断の信頼性向上につながる。
【図面の簡単な説明】
【００２０】
【図１】本発明の製造方法で作製される病理染色用粒子を使用して作製した染色スライド
の洗浄方法の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。
【発明を実施するための形態】
【００２１】
　本発明は、下記一般式（１）で表わされる化合物（以下、化合物（１）ともいう）を縮
重合して粒子を製造する病理染色用粒子の製造方法である。また、本発明の病理染色用粒
子は、化合物（１）の縮重合物を含有する粒子を有する。
【００２２】
【化１】

　式（１）において、６個のＲ1はそれぞれ独立に、水素原子、ＣＨ2ＯＲ2またはＣＨ2Ｏ
Ｈであり、Ｒ2は有機基である。前記有機基としては、化合物（１）が縮重合可能な限り
特に制限はなく、例えばアルキル基等が挙げられ、具体的にはメチル基、エチル基等であ
る。
【００２３】
　６個のＲ1のうち、少なくとも１つはＣＨ2ＯＨであり、好ましくは少なくとも２つはＣ
Ｈ2ＯＨである。つまり、式（１）で表わされる化合物は１分子中に１～６個のＣＨ2ＯＨ
基を有し、２～６個のＣＨ2ＯＨ基を有することが好ましい。６個のＲ1において、ＣＨ2

ＯＨと、ＣＨ2ＯＲ2との合計は４～６が好ましく、５～６がより好ましく、６が特に好ま
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しい。
【００２４】
　Ｒ1の２つがＣＨ2ＯＨである場合、式（１）における６個のＲ1のうちどのＲ1がＣＨ2

ＯＨであっても差し支えない。式（１）に含まれる３つのアミノ基のうちの１つのアミノ
基が有する２つのＲ1がともにＣＨ2ＯＨであってもよく、１つのアミノ基が有する２つの
Ｒ1のうちの一方がＣＨ2ＯＨであり、他の１つのアミノ基が有する２つのＲ1のうちの一
方がＣＨ2ＯＨであってもよい。Ｒ1の３つがＣＨ2ＯＨである場合も、６個のＲ1のうちど
のＲ1がＣＨ2ＯＨであっても構わず、式（１）に含まれる３つのアミノ基がそれぞれ有す
る２つのＲ1のうちの一方がＣＨ2ＯＨであってもよく、１つのアミノ基が有する２つのＲ
1がともにＣＨ2ＯＨであり、他の１つのアミノ基が有する２つのＲ1のうちの一方がＣＨ2

ＯＨであってもよい。Ｒ1の４つがＣＨ2ＯＨである場合も、６個のＲ1のうちどのＲ1がＣ
Ｈ2ＯＨであっても構わず、式（１）に含まれる２つのアミノ基がそれぞれ有する２つの
Ｒ1がともにＣＨ2ＯＨであってもよく、１つのアミノ基が有する２つのＲ1がともにＣＨ2

ＯＨであり、他の２つのアミノ基がそれぞれ有する２つのＲ1のうちの一方がＣＨ2ＯＨで
あってもよい。
【００２５】
　式（１）のＲ1が表わす水素原子及びＣＨ2ＯＲ2についても、Ｒ1の少なくとも１つがＣ
Ｈ2ＯＨである限り、その個数及び結合位置に制限はない。
【００２６】
　式（１）で表わされる化合物において、Ｒ1の１つがＣＨ2ＯＨである化合物の例として
は下記式（２）または（３）で表わされる化合物が挙げられ、Ｒ1の３つがＣＨ2ＯＨであ
る化合物の例としては下記式（４）で表わされる化合物が挙げられる。
【００２７】
【化２】

【００２８】
【化３】

【００２９】
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【化４】

　本発明の製造方法において、化合物（１）は一種単独で使用してもよいし、異なる化学
式で表わされる２種以上の化合物（１）を組み合わせて使用してもよい。すなわち、化合
物（１）から選ばれる２つ以上の化合物の混合物を使用してもよい。また、式（１）で表
わされる、異なる個数のＣＨ2ＯＨ基を有する化合物の混合物であって、１分子に含まれ
るＣＨ2ＯＨ基の個数の平均値が１～６である混合物であってもよい。
【００３０】
　従来、メラミン樹脂から作製される病理染色用粒子は、下記式（５）で表わされる化合
物を縮重合することにより製造されていた。
【００３１】

【化５】

　下記式（５）で表わされる化合物（以下、化合物（５）ともいう）は、ＯＣＨ3基は持
つが、ＯＨ基を持たないので、化合物（５）を縮重合することにより得られるメラミン樹
脂粒子もＯＣＨ3基は持つが、ＯＨ基を持たない。メラミン樹脂粒子に抗体を結合させる
とき、一般に、二官能アミンをメラミン樹脂粒子に反応させ、粒子表面を、アミノ基を含
む基で修飾して修飾足場を作り、この修飾足場に抗体を直接的または間接的に結合させる
。二官能アミンはＯＣＨ3基には反応しにくいので、化合物（５）を縮重合することによ
り得られるメラミン樹脂粒子に修飾足場を多量に導入することはできない。このため、メ
ラミン樹脂から作製される従来の病理染色用粒子に結合させることのできる抗体の量には
制限があった。その結果として、蛍光色素を含む、メラミン樹脂から作製される従来の病
理染色用粒子は、蛍光標識に基づき観察される輝点の感度及び輝点数の再現性が良好でな
かった。
【００３２】
　これに対し、本発明の病理染色用粒子の製造方法は、化合物（１）を縮重合して粒子を
製造する。化合物（１）は前述のとおりＣＨ2ＯＨ基を少なくとも１つ有する。このため
、化合物（１）を縮重合することにより得られるメラミン樹脂粒子は、縮重合に関与しな
かったＣＨ2ＯＨ基に基づくＯＨ基を必然的に有する。ＯＨ基は二官能アミンと容易に反
応するので、化合物（１）を縮重合して得られたメラミン樹脂粒子に二官能アミンを反応
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させて、修飾足場を作ることは容易であり、メラミン樹脂粒子に修飾足場を多量に導入す
ることが可能である。このため、化合物（１）を縮重合して得られた病理染色用粒子には
多くの抗体を結合させることができ、病理染色用粒子における蛍光色素の密度を高めるこ
とができる。その結果として、本発明の製造方法によって得られる、蛍光色素を含む、メ
ラミン樹脂から作製される病理染色用粒子は、蛍光標識に基づき観察される輝点の感度及
び輝点数の再現性が良好となる。
【００３３】
　以上の説明からわかるとおり、修飾足場を多量に導入するために、メラミン樹脂粒子は
ＯＨ基を多く有していることが好ましい。化合物（１）が多くのＣＨ2ＯＨ基を有してい
るほど、縮重合に関与しなかったＣＨ2ＯＨ基に基づくＯＨ基が多く残存するので、本発
明の製造方法において化合物（１）は多くのＣＨ2ＯＨ基を有しているほど好ましい。こ
のため、式（１）の６個のＲ1は、１つは必ずＣＨ2ＯＨであり、２つがＣＨ2ＯＨである
ほうが好ましく、６つすべてがＣＨ2ＯＨであることが最も好ましい。
【００３４】
　化合物（１）は、メラミンのホルムアルデヒドによるメチロール化、さらにそのメチロ
ール化物とＲ2ＯＨで表わされる化合物との反応において、メチロール化、及びメチロー
ル化物とＲ2ＯＨで表わされる化合物との反応の程度を調整することにより合成すること
ができる。メチロール化を強く行えば生成物中に導入されるＣＨ2ＯＨ基の数を多くする
ことができ、メチロール化を弱く行えば生成物中に導入されるＣＨ2ＯＨ基の数を少なく
することができる。さらにそのメチロール化物とＲ2ＯＨで表わされる化合物との反応を
行わないか、または弱く行えば残存するＣＨ2ＯＨ基の個数を多くすることができ、Ｒ2Ｏ
Ｈで表わされる化合物との反応を強く行えば残存するＣＨ2ＯＨ基の個数を少なくするこ
とができる。
【００３５】
　本発明の病理染色用粒子の製造方法で使用するメラミン樹脂は、例えば、化合物（１）
のうち、ＣＨ2ＯＲ2であるＲ1を含み、Ｒ2がアルキル基である化合物は、メラミンとホル
ムアルデヒドとの反応によりメチロールメラミンを合成し、さらにそのメチロールメラミ
ンをＲ2ＯＨで表わされるアルコールでエーテル化することにより合成することができる
。
【００３６】
　これらの反応は、常法に従い行うことができる。
【００３７】
　式（１）で表わされる化合物を縮重合する際の反応条件は、従来知られているメラミン
樹脂の合成条件に従えばよい。
【００３８】
　蛍光体集積ナノ粒子は、後述する蛍光色素のような蛍光体を複数個、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未満
の）粒子状の蛍光体である。本発明の製造方法において、蛍光色素の存在下において化合
物（１）を縮重合することができる。このように縮重合を行うと、化合物（１）が蛍光色
素を包み込みながら縮重合するので、蛍光色素を含有するメラミン樹脂粒子を得ることが
できる。また、メラミン樹脂は微細な網目構造を有するので、包み込まれた蛍光色素はメ
ラミン樹脂粒子から漏出しにくい。
【００３９】
　また、本発明の製造方法の別の態様としては、化合物（１）を縮重合して得られる粒子
に、蛍光色素を添加、含有させる病理染色用粒子の製造方法が挙げられる。このような縮
重合の後に、蛍光色素を添加、含有させることにより、メラミン樹脂表面に蛍光色素を吸
着ないし、メラミン樹脂内部に蛍光色素を内包させることが可能である。このような方法
で、病理染色用粒子である、蛍光色素を有するメラミン樹脂粒子を得ることができる。
【００４０】
　したがって、本発明においては、蛍光体集積ナノ粒子は、蛍光色素をメラミン樹脂に内
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包したり表面に付着させたりすることで集積化した、粒子状の蛍光体のことを指す。免疫
染色においてこのような蛍光体集積ナノ粒子を用いることは、蛍光体を単独で（蛍光色素
を一分子で）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。
【００４１】
　前記蛍光色素としては、特に制限がないが、免疫染色の観点から、有機蛍光色素が好ま
しく、例えば、ローダミン系色素、ＢＯＤＩＰＹ（登録商標、インビトロジェン社製）、
スクアリリウム系色素、芳香族系色素等が挙げられる。
【００４２】
　このうち、芳香族炭化水素系色素などの芳香族系色素、ローダミン系色素などは、比較
的耐光性が高いので好ましく、なかでも芳香族系色素に属するペリレン（ｐｅｒｙｌｅｎ
ｅ）やピレン（Ｐｙｒｅｎｅ）、ペリレンジイミド（ｐｅｒｙｌｅｎｅ　ｄｉｉｍｉｄｅ
）が好ましい。さらにローダミン系色素やペリレンジイミドは量子収率や吸光等が優れて
おり、発光効率が優れるので、これらを含有した樹脂粒子は、他の色素を含有した樹脂粒
子と比べて発光強度が優れる。
【００４３】
　ローダミン系色素の具体例としては、５－カルボキシ－ローダミン、６－カルボキシ－
ローダミン、５，６－ジカルボキシ－ローダミン、ローダミン　６Ｇ、テトラメチルロー
ダミン、Ｘ－ローダミン、テキサスレッド、ＳｐｅｃｔｒｕｍＲｅｄ、ＬＤ７００ＰＥＲ
ＣＨＬＯＲＡＴＥ、それらの誘導体などが挙げられる。
【００４４】
　ＢＯＤＩＰＹ系色素の具体例としては、ＢＯＤＩＰＹ　ＦＬ、ＢＯＤＩＰＹ　ＴＭＲ、
ＢＯＤＩＰＹ　４９３／５０３、ＢＯＤＩＰＹ　５３０／５５０、ＢＯＤＩＰＹ　５５８
／５６８、ＢＯＤＩＰＹ　５６４／５７０、ＢＯＤＩＰＹ　５７６／５８９、ＢＯＤＩＰ
Ｙ　５８１／５９１、ＢＯＤＩＰＹ　６３０／６５０、ＢＯＤＩＰＹ　６５０／６６５（
以上インビトロジェン社製）、それらの誘導体などが挙げられる。
【００４５】
　スクアリリウム系色素の具体例としては、ＳＲｆｌｕｏｒ６８０－Ｃａｒｂｏｘｙｌａ
ｔｅ、１，３－Ｂｉｓ［４－（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）－２－ｈｙｄｒｏｘｙｐｈ
ｅｎｙｌ］－２，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｂｕｔｅｎｅｄｉｙｌｉｕｍ　ｄｉ
ｈｙｄｒｏｘｉｄｅ，　ｂｉｓ、１，３－Ｂｉｓ［４－（ｄｉｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）
ｐｈｅｎｙｌ］－２，４－ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｙｃｌｏｂｕｔｅｎｅｄｉｙｌｉｕｍ　
ｄｉｈｙｄｒｏｘｉｄｅ，　ｂｉｓ、２－（４－（Ｄｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｏ）－２－ｈ
ｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）－４－（４－（ｄｉｅｔｈｙｌｉｍｉｎｉｏ）－２－ｈｙｄ
ｒｏｘｙｃｙｃｌｏｈｅｘａ－２，５－ｄｉｅｎｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｏｘｏｃｙｃｌ
ｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、２－（４－（Ｄｉｂｕｔｙｌａｍｉｎｏ）－２－ｈｙｄ
ｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）－４－（４－（ｄｉｂｕｔｙｌｉｍｉｎｉｏ）－２－ｈｙｄｒｏ
ｘｙｃｙｃｌｏｈｅｘａ－２，５－ｄｉｅｎｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｏｘｏｃｙｃｌｏｂ
ｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、２－（８－Ｈｙｄｒｏｘｙ－１，１，７，７－ｔｅｔｒａｍ
ｅｔｈｙｌ－１，２，３，５，６，７－ｈｅｘａｈｙｄｒｏｐｙｒｉｄｏ［３，２，１－
ｉｊ］ｑｕｉｎｏｌｉｎ－９－ｙｌ）－４－（８－ｈｙｄｒｏｘｙ－１，１，７，７－ｔ
ｅｔｒａｍｅｔｈｙｌ－２，３，６，７－ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏ－１Ｈ－ｐｙｒｉｄｏ［
３，２，１－ｉｊ］ｑｕｉｎｏｌｉｎｉｕｍ－９（５Ｈ）－ｙｌｉｄｅｎｅ）－３－ｏｘ
ｏｃｙｃｌｏｂｕｔ－１－ｅｎｏｌａｔｅ、それらの誘導体などが挙げられる。
【００４６】
　芳香族炭化水素系色素の具体例としては、Ｎ, Ｎ－Ｂｉｓ－（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒ
ｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７，１２－（４－ｔｅｒｔ－ｂｕｔｙｌｐｈｅｎｏｘ
ｙ）－ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４，９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｎａｃｉｄｄｉｉｍ
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ｉｄｅ、Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１，６，７
，１２－ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏｘｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４：９，１０－ｔｅｔｒａｃ
ａｒｂｏｘｄｉｉｍｉｄｅ、Ｎ，Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅ
ｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３，４，９，１０－ｂｉｓ（ｄｉｃａｒｂｉｍｉｄｅ）、１
６，Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｙｌ）ｐｅｒｙｌｅｎｅ－３,
４,９,１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏｘｙｌｉｃｄｉｉｍｉｄｅ、４，４'－[（８，１６－
Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－２,１
０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｂｕｔｙｒｉc ａｃｉｄ、２，１０－Ｄｉｈｙｄｒｏｘ
ｙ－ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－ｄｉｏｎｅ、２，１０－Ｂｉｓ
（３－ａｍｉｎｏｐｒｏｐｏｘｙ）ｄｉｂｅｎｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎｅ－８,１６－
ｄｉｏｎｅ, ３，３'－[（８，１６－Ｄｉｈｙｄｒｏ－８,１６－ｄｉｏｘｏｄｉｂｅｎ
ｚｏ[ａ,ｊ]ｐｅｒｙｌｅｎ－２,１０－ｄｉｙｌ）ｄｉｏｘｙ]ｄｉｐｒｏｐｙｌａｍｉ
ｎｅ、１７－ＢＩＳ（Ｏｃｔｙｌｏｘｙ）Ａｎｔｈｒａ［９，１，２－ｃｄｅ－］Ｂｅｎ
ｚｏ［ＲＳＴ］Ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－５－１０－Ｄｉｏｎｅ、Ｏｃｔａｄｅｃａｎｏｉ
ｃａｃｉｄ, ５，１０－ｄｉｈｙｄｒｏ－５,１０－ｄｉｏｘｏａｎｔｈｒａ[９，１，２
－ｃｄｅ]ｂｅｎｚｏ[ｒｓｔ]ｐｅｎｔａｐｈｅｎｅ－１６,１７－ｄｉｙｌｅｓｔｅｒ、
Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｄｉｂｅｎｚａｎｔｈｒｏｎｅ、Ｂｅｎｚｅｎｅｓｕｌｆｏｎｉｃａ
ｃｉｄ, ４，４'，４''，４'''－[[２，９－ｂｉｓ[２，６－ｂｉｓ(１－ｍｅｔｈｙｌｅ
ｔｈｙｌ)ｐｈｅｎｙｌ]－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－１,３,８,１０－
ｔｅｔｒａｏｘｏａｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ'ｅ'ｆ']ｄｉｉ
ｓｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]ｔｅｔｒａｋｉｓ（ｏ
ｘｙ）]ｔｅｔｒａｋｉｓ-，Ｂｅｎｚｅｎｅｅｔｈａｎａｍｉｎｉｕｍ、４，４'，４''
，４'''－［［２，９－ｂｉｓ［２，６－ｂｉｓ（１－ｍｅｔｈｙｌｅｔｈｙｌ）ｐｈｅ
ｎｙｌ］－１,２,３,８,９,１０－ｈｅｘａｈｙｄｒｏ－１,３,８,１０－ｔｅｔｒａｏｘ
ｏａｎｔｈｒａ[２，１，９－ｄｅｆ：６，５，１０－ｄ'ｅ'ｆ']ｄｉｉｓｏｑｕｉｎｏ
ｌｉｎｅ－５，６，１２，１３－ｔｅｔｒａｙｌ]ｔｅｔｒａｋｉｓ（ｏｘｙ）]ｔｅｔｒ
ａｋｉｓ[Ｎ,Ｎ,Ｎ－ｔｒｉｍｅｔｈｙｌ－］、それらの誘導体などが挙げられる。
【００４７】
　蛍光色素の添加量は、化合物（１）１ｇに対し、通常１７～２７ｍｇ、好ましくは２０
～２５ｍｇである。
【００４８】
　以上のように化合物（１）を縮重合して製造された病理染色用粒子の平均粒子径は、通
常１０～５００ｎｍであり、５０～２００ｎｍであることが好ましい。平均粒子径の変動
係数は５～２０％であることが好ましく、５～１５％であることがより好ましい。本発明
において示される粒子の平均粒子径及びその変動係数は、粒子のＳＥＭ観察を行い、得ら
れたＳＥＭ像から任意に粒子１０００個の粒子径を計測し、その計測値から算出された平
均粒子径及びその変動係数である。
【００４９】
　本発明の製造方法においては、前述のとおり、式（１）で表わされる化合物を縮重合し
て得られたメラミン樹脂粒子に二官能アミンを反応させて、粒子の表面に修飾足場となる
アミノ基を含む基を導入することができる。
【００５０】
　前記二官能アミンとしては、直接的または間接的に抗体を結合させることができる修飾
足場を導入できれば特に制限はないが、抗体の効率的な結合などの観点から、特にメタン
ジアミン及びポリエチレングリコールジアミン等が好適である。また、前記二官能アミン
に換えて、その他のアミノ化試薬を用いることもできる。その他のアミノ化試薬としては
、例えばアミノプロピルトリメトキシシラン、アミノプロピルトリエトキシシランが挙げ
られる。
【００５１】
　メラミン樹脂粒子に対する二官能アミンの反応は、従来知られているメラミン樹脂粒子
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に対する二官能アミンの反応条件に従えばよい。
【００５２】
　化合物（１）を縮重合して得られたメラミン樹脂粒子に二官能アミンを反応させて得ら
れた、表面に修飾足場となるアミノ基を含む基を有する粒子は、常法に従い、その修飾足
場に抗体を直接的または間接的に結合させることができる。このように抗体を結合させた
粒子は、常法に従い免疫染色に供することができる。前述のとおり、化合物（１）を縮重
合して得られた病理染色用粒子を用いて免疫染色を行えば、蛍光標識に基づき観察される
輝点の良好な感度及び輝点数の良好な再現性が得られる。特に、従来の病理染色用粒子で
は満足できるデータが得られなかった低発現においても、良好な輝点の感度及び輝点数の
再現性が得られる。
【００５３】
　また、本発明の病理染色用粒子は、上記製造方法によって得ることができる。本発明の
病理染色用粒子は、後述する本発明の染色スライドの洗浄方法により、蛍光色素の輝度の
ばらつきの低減、輝度低下を抑制することができるが、この効果がどのような作用機序に
よってもたらされているかは不明である。恐らく、病理染色用粒子表面の構造が影響して
いることは推測できるものの、本発明の染色スライドの洗浄方法により得られる効果を発
揮するために、必要な構造を明確に示すことは難しい。
【００５４】
　本発明の病理染色用粒子の製造方法で作製された病理染色用粒子は、たとえば、免疫染
色法により、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物質を標識する処理（蛍光標
識処理）に使用され、続いて前記蛍光標識処理された組織切片を形態観察用染色液で染色
する処理（染色処理）を行うことにより染色スライドが作製される。
【００５５】
　本発明の病理染色用粒子の製造方法で作製される病理染色用粒子（以下、染色用粒子、
あるいは、簡単に粒子、ともいう）は、たとえば、以下の処理を行うことにより染色スラ
イドに使用することができる。
【００５６】
　すなわち、検体スライド上の組織切片に含まれる目的生体物質を本発明の病理染色用粒
子で標識する処理（蛍光標識処理）、前記蛍光標識処理された組織切片を形態観察用染色
液で染色する処理（染色処理）、さらに、染色処理された組織切片を洗浄する処理（洗浄
処理）することにより、染色スライドが作製される。
【００５７】
　ここで、染色処理された組織切片を洗浄処理する際、洗浄液に酸性水溶液を用いること
が好ましい。酸性水溶液を用いた洗浄により、検体スライドにヘマトキシリン、あるいは
ヘマトキシリン－エオジン等の染色液を用いた染色を行った際、病理染色用粒子の輝度の
ばらつきがより低減され、輝度低下のさらなる抑制を可能にする。それにより、目的タン
パク質に対応するシグナル精度が向上した蛍光画像を取得し、目的とするタンパク質の発
現レベルをより正確に評価することができ、病理診断の信頼性を高めることにつながる。
【００５８】
　この様に、上記のような手順で検体スライドの染色を行った場合、検体スライドを酸性
水溶液で洗浄処理することにより、上記効果が得られる理由は明らかではないが以下の様
に推測される。すなわち、ヘマトキシリンやエオジン等の形態観察用染色液が病理染色用
粒子に吸着して、輝度の低下やばらつきが発生するものと推測され、酸性水溶液による洗
浄により形態観察用染色液の病理染色用粒子への吸着が抑制されて、病理染色用粒子の輝
度が比較的高く保たれ、かつ、ばらつきも抑制されるものと考えられる。
【００５９】
　本発明の病理染色用粒子の製造方法で作製される病理染色用粒子を使用して染色スライ
ドを作製する際に行われる洗浄処理で使用される酸性水溶液は、ｐＨが２以上７未満のも
のが好ましく、ｐＨが３以上６．５以下のものがより好ましい。
（染色スライドの作製方法）
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　以下、染色スライドの作製方法について説明する。
【００６０】
　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。
【００６１】
　上記「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
理などが含まれる。
【００６２】
　上記「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、蛍光標識処理、形態観察用染色処理などが含まれる。
【００６３】
　上記「標本後処理工程」には、洗浄処理、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。
【００６４】
　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、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及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２～３の
記載事項およびその他の一般的な技術的事項に準じた適切なものとすることができる。
【００６５】
　以下、「染色工程」に含まれる「蛍光標識処理」（免疫染色処理）と「形態観察用染色
処理」について説明する。
【００６６】
　＜蛍光標識処理（免疫染色処理）＞
　上記「染色工程」に含まれる蛍光標識処理は、免疫染色法に基づいて目的とするタンパ
ク質を病理染色用粒子で標識する処理である。
【００６７】
　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。
【００６８】
　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、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。
【００６９】
　免疫染色処理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：
　蛍光体と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、および蛍光標識体と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、および蛍光体とアビジンないし
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ストレプトアビジンを連結したアビジン修飾蛍光体を用意し、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体を反応させて、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体を用意し、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
飾蛍光体を反応させて、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）。
【００７０】
　なお、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。
【００７１】
　免疫染色処理は、上述した各種手法のそれぞれに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。
【００７２】
　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。
【００７３】
　＜形態観察用染色処理＞
　次に、上記「染色工程」に含まれる「形態観察用染色処理」について説明する。「形態
観察用染色処理」は、上記「染色工程」において、標識物質として病理染色用粒子で検体
スライドを標識した後、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ものである。
【００７４】
　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。
【００７５】
　ヘマトキシリン染色液としては、
マイヤーヘマトキシリン液（組成例：ヘマトキシリン1.0g／カリウムミョウバン50g／よ
う素酸ナトリウム0.2g／抱水クロラール50g／くえん酸1.0g／蒸留水1,000ml）、マイヤー
ヘマトキシリン液（×２）（組成例：ヘマトキシリン2.0g／カリウムミョウバン50g／よ
う素酸ナトリウム0.4g／抱水クロラール50g／くえん酸1.0g／蒸留水1,000ml）、カラッチ
ヘマトキシリン液（組成例：ヘマトキシリン1.0g／カリウムミョウバン50g／よう素酸ナ
トリウム0.2g／グリセリン200ml／蒸留水800ml）、ギルヘマトキシリン液（Ｎｏ．１，組
成例：ヘマトキシリン2.0g／硫酸アルミニウム14～18水17.6g／よう素酸ナトリウム0.2g
／エチレングリコール250ml／氷酢酸20ml／蒸留水730ml）、および、リリーマイヤーヘマ
トキシリン液（組成例：ヘマトキシリン5.0g／アンモニウムミョウバン50g／よう素酸ナ
トリウム0.5g／グリセリン300ml／氷酢酸20ml／蒸留水700ml）が挙げられる。
【００７６】
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　エオシン染色液としては、
１％エオシンＹ溶液（組成例：エオシンＹ5.0g／蒸留水500ml／酢酸数滴）、０．１％エ
オシンＹエタノール溶液（組成例：10%エオシンＹ溶液5ml／95%エタノール495ml）、０．
５％エオシンＹエタノール溶液（組成例：10%エオシンＹ溶液25ml／95%エタノール475ml
）、および、エオシンアルコール液、酸抽出品（酸抽出エオシン液100ml／95%エタノール
800ml／酢酸8ml）が挙げられる。
【００７７】
　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。
【００７８】
　＜洗浄処理＞
　上記「標本後処理工程」で行われる洗浄処理は、溶媒置換処理の前に（溶媒置換処理の
前に任意工程である脱水処理が行われる場合は脱水処理の前に）行われる処理であって、
所定の酸性水溶液を用いて、染色された検体スライドを洗浄する処理である。
【００７９】
　前述のヘマトキシリンやエオシンのような形態観察用染色液を用いて形態観察用染色処
理を行った後、このような洗浄処理を行う場合、病理染色用粒子に結合した染色液を除去
、洗浄することが可能となるものと考えられる。すなわち、染色液は組織のみならず病理
染色用粒子にも結合し、その蛍光を失活させる。また、染色液と病理染色用粒子の結合の
程度も病理染色用粒子の種類によって異なるため、輝度のばらつきが生じるものと考えら
れる。所定の酸性水溶液による洗浄処理により、病理染色用粒子と染色液との結合が弱め
られて蛍光の失活が抑制され、病理染色用粒子の観察が可能となるものと考えられる。
【００８０】
　一方、中性～アルカリ性の水溶液を用いた場合、染色液が病理染色用粒子に結合したま
まとなるため、輝度が低下するものと推測される。
【００８１】
　なお、検体スライドの作製過程では、各種の溶液で検体スライドを処理した後にその検
体スライドの洗浄が行われる場合があるが、ここでいう酸性水溶液を用いる洗浄処理は、
形態観察用染色液を用いた形態観察用染色処理の後、溶媒置換処理の前に（溶媒置換処理
の前に任意工程である脱水処理が行われる場合は脱水処理の前に）行うものを指す。
【００８２】
　（酸性水溶液）
　上記「洗浄処理」に使用される酸性水溶液は、酸と水とを適切な割合で混合することに
よって調製することができる。酸性水溶液のｐＨの範囲は、輝度の低下およびばらつきを
抑制する効果を考慮すると、２以上７未満が好ましく、ｐＨ３以上６．５以下がより好ま
しい。酸性水溶液のｐＨを好ましくは２以上７未満、より好ましくはｐＨ３～６．５とす
ることにより、病理染色用粒子の輝度のばらつきを抑制する効果が十分に保持され、輝度
の低下を低減する効果が発現される。
【００８３】
　酸は水とよく混ざる（相溶性を有する）ものであれば、有機酸・無機酸を問わず使用が
可能である。有機酸としては、例えばギ酸、酢酸、クエン酸またはシュウ酸等が挙げられ
、無機酸としては、例えば塩酸、硝酸、リン酸または硫酸等が挙げられる。特に、塩酸、
クエン酸等が好適に用いられる。
【００８４】
　酸性水溶液を用いた洗浄処理の手法は特に限定されるものではないが、一般的には、容
器に収容された酸性水溶液に染色スライドを浸漬するようにして行えばよい。酸性水溶液
への浸漬は、通常は室温で行えばよく、浸漬時間は、通常１秒～３０分間、好ましくは５
秒～１５分間である。浸漬等の操作は、複数回繰り返してもよい。
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【実施例】
【００８５】
［製造例１］
　メラミンとホルムアルデヒドとを、メラミン １、ホルムアルデヒド ６のモル比で混合
し、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間
加熱反応を行った。その後、その反応物とメタノールを、反応物１、メタノール１のモル
比で混合し、この混合液に硫酸をｐＨ０～３になるように加え、８５℃で３０分間加熱反
応を行い、メラミン樹脂を得た。
［製造例２］
　メラミンとホルムアルデヒドとを、メラミン １、ホルムアルデヒド ５のモル比で混合
し、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間
加熱反応を行った。その後、その反応物とメタノールを、反応物１、メタノール１のモル
比で混合し、この混合液に硫酸をｐＨ０～３になるように加え、８５℃で３０分間加熱反
応を行い、メラミン樹脂を得た。
【００８６】
［製造例３］
　メラミンとホルムアルデヒドとを、メラミン１、ホルムアルデヒド６のモル比で混合し
、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間加
熱反応を行った。その後、その反応物とメタノールを、反応物 １、メタノール２のモル
比で混合し、この混合液に硫酸をｐＨ０～３になるように加え、８５℃で３０分間加熱反
応を行い、メラミン樹脂を得た。
［製造例４］
　メラミンとホルムアルデヒドを、メラミン １、ホルムアルデヒド ６のモル比で混合し
、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間、
加熱反応を行った。その後、その反応物と、メタノールを、反応物 １、メタノール ３の
モル比で混合し、この混合液に硫酸をｐＨ０～３になるように加え、８５℃で３０分間加
熱反応を行い、メラミン樹脂を得た。
【００８７】
［製造例５］
　メラミンとホルムアルデヒドを、メラミン １、ホルムアルデヒド ６のモル比で混合し
、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間、
加熱反応を行った。その後、その反応物とメタノールを、反応物 １、メタノール ４のモ
ル比で混合し、この混合液に硫酸をｐＨ０～３になるように加え、８５℃で３０分間加熱
反応を行い、メラミン樹脂を得た。
［製造例６］
　メラミンとホルムアルデヒドを、メラミン １、ホルムアルデヒド ６のモル比で混合し
、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間、
加熱反応を行った。その後、その反応物とメタノールを、反応物 １、メタノール ５のモ
ル比で混合し、この混合液に硫酸をｐＨ０～３になるように加え、８５℃で３０分間加熱
反応を行い、メラミン樹脂を得た。
【００８８】
［製造例７］
　メラミンとホルムアルデヒドを、メラミン １、ホルムアルデヒド ６のモル比で混合し
、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間加
熱反応を行った。その後、その反応物とメタノールを、反応物 １、メタノール ６のモル
比で混合し、この混合液に硫酸をｐＨ０～３になるように加え、８５℃で３０分間加熱反
応を行い、メラミン樹脂を得た。
［製造例８］
　メラミンとホルムアルデヒドを、メラミン １、ホルムアルデヒド ６のモル比で混合し
、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間加
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熱反応を行い、メラミン樹脂を得た。
【００８９】
［製造例９］
　メラミンとホルムアルデヒドを、メラミン １、ホルムアルデヒド ４のモル比で混合し
、この混合液に水酸化ナトリウムをｐＨ９～１４になるように加え、７０℃で３０分間加
熱反応を行い、メラミン樹脂を得た。
【００９０】
　製造例１～９のメラミン樹脂の製造に使用された化合物のＯＨ基およびメトキシ基の数
をＨ－ＮＭＲ、熱分析および元素分析で測定し、その結果を表１に示した。
（病理染色用粒子の輝点の感度および再現性評価）
［実施例１］
〔病理染色用粒子の製造〕
　蛍光粒子としてPI色素含有ポリメラミン粒子を、下記のとおり作製した。
【００９１】
　Ｎ,Ｎ'－Ｂｉｓ（２，６－ｄｉｉｓｏｐｒｏｐｙｌｐｈｅｎｙｌ）－１,６,７,１２－
ｔｅｔｒａｐｈｅｎｏｘｙｐｅｒｙｌｅｎｅ－３,４：９，１０－ｔｅｔｒａｃａｒｂｏ
ｘｄｉｉｍｉｄｅを濃硫酸で処理し、ペリレンジイミドスルホン酸誘導体を作製した。こ
れを酸クロリドに変換してペリレンジイミドスルホン酸クロリド誘導体とした。
【００９２】
　ペリレンジイミドスルホン酸クロリド誘導体１４．４ｍｇを水２２．５ｍＬに加えた後
、ホットスターラ―上で、７０℃で２０分間加熱し、この溶液に製造例１で製造されたメ
ラミン樹脂０．６５ｇ加え、さらに５分間加熱撹拌した。この分散液にギ酸１００μＬを
加え、６０℃で２０分間加熱攪拌した後、室温放冷した。冷却後、反応混合物を遠心用チ
ューブに入れて１２，０００ｒｐｍで２０分間遠心分離を行い、上澄みを除去した。得ら
れたPI色素含有ポリメラミン粒子をエタノールと水とで洗浄した。
【００９３】
　〔病理染色用粒子への抗体の結合〕
　得られたPI色素含有ポリメラミン粒子０．１ｍｇをエタノール１．５ｍＬ中に分散し、
この分散液に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）２
μＬを加えて８時間反応させて、表面アミノ化処理を行なった。
【００９４】
　表面アミノ化処理がなされた粒子に、ＥＤＴＡ（エチレンジアミン四酢酸）を２ｍＭ含
有したＥＤＴＡとＰＢＳ（リン酸緩衝液生理的食塩水）との混合溶液を加えて、粒子の濃
度を３ｎＭに調整した。この分散液に最終濃度が１０ｍＭとなるようＳＭ（ＰＥＧ）１２
（サーモサイエンティフィック社製、ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ－［（Ｎ－ｍａｌｅｏｍ
ｉｄｏｐｒｏｐｉｏｎａｍｉｄ）－ｄｏｄｅｃａｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ］ｅｓｔ
ｅｒ）を混合し、１時間反応させた。この混合液を１０，０００Ｇで２０分間遠心分離を
行い、上澄みを除去した後、沈降物に、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＥＤＴＡとＰＢＳとの
混合溶液を加え、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を有するＰＩ色素含有ポリメラミン粒子（蛍光粒子）を
得た。
【００９５】
　一方、ストレプトアビジン（和光純薬社製）を、Ｎ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ Ｓ－
ａｃｅｔｙｌｔｈｉｏａｃｅｔａｔｅ（ＳＡＴＡ）を用いてチオール基付加処理を行った
のち、ゲルろ過カラムによるろ過を行い、ＰＩ色素含有ポリメラミン粒子に結合可能なス
トレプトアビジン溶液を得た。
【００９６】
　上記のマレイミド基を有するＰＩ色素含有ポリメラミン粒子とストレプトアビジンとを
、ＥＤＴＡを２ｍＭ含有したＥＤＴＡとＰＢＳとの混合溶液中で混合し、１時間反応させ
た。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
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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結合ＰＩ色素含有ポリメラミン粒子（病理染色用粒子）を
得た。
〔免疫染色（免疫組織化学（ＩＨＣ）法）〕
　病理切片として、あらかじめELISAで総タンパク量を測定しているものを使用し、抗原
はHER2を用い、判定には、SK-BR－3とMDA-MB-231の培養細胞を用いた。
【００９７】
　その後、上記病理切片を、製造例１で製造されたメラミン樹脂を用いて作成したストレ
プトアビジン結合ＰＩ色素含有ポリメラミン粒子（標識体）を用い、免疫染色し、その後
形態観察染色（Ｈ染色）を実施した。免疫染色と形態観察染色は下記のとおりに実施した
。
【００９８】
　培養細胞をキシレンにより脱パラフィン処理した後、水に置換する洗浄を行った。洗浄
した培養細胞スライドを１０ｍＭクエン酸緩衝液（ｐＨ６．０）中で、１２１℃で５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。賦活化処理後の培養細胞ス
ライドを、ＰＢＳ緩衝液を用いて洗浄した後、湿潤箱中で１時間、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ
緩衝液を用いてブロッキング処理を行った。ブロッキング処理後、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ
緩衝液で０．０５ｎＭに希釈した抗ＨＥＲ２ウサギモノクローナル抗体（４Ｂ５）（ベン
タナ社製）を切片と２時間反応させた。これをＰＢＳ緩衝液で洗浄後、１％ＢＳＡ含有Ｐ
ＢＳ緩衝液で２μｇ／ｍＬに希釈した、４Ｂ５に結合することのできるビオチン標識抗ウ
サギモノクローナル抗体と３０分反応させた。この反応後、１％ＢＳＡ含有ＰＢＳ緩衝液
で０．２ｎＭに希釈した前述のストレプトアビジン結合ＰＩ色素含有ポリメラミン粒子を
切片と、中性のｐＨ環境（ｐＨ６．９～７．４）、室温の条件下で３時間反応させた。そ
の後、前述の処理を行った培養細胞スライドを、ＰＢＳ緩衝液（ｐＨ７．０）を用いて洗
浄した。
【００９９】
　以上の免疫染色を行った後、形態観察染色（Ｈ染色）を行った。免疫染色した培養細胞
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（Ｈ染色）を
行い、染色スライドを得た。その後、該切片を４５℃の流水で３分間洗浄した。
【０１００】
　ヘマトキシリン染色後、純エタノールに５分間漬ける操作４回行い、洗浄および脱水を
行った。続いてキシレンに５分間漬ける操作を４回行い、透徹を行った。最後に、封入剤
（「エンテランニュー」、Ｍｅｒｃｋ社製）を用いて組織切片を封入して観察用のサンプ
ルスライドとした。
［観察工程］
　ヘマトキシリン染色後のSK－BR-３とMDA-MB-２３１の輝点数をカウントし、（SK－BR-
３の輝点数/MDA-MB２３１の輝点数）をSN比とし表１に示した。SN比が１５未満である場
合は×、１５以上２０未満である場合は○、２０以上である場合は◎と判定した。
【０１０１】
　免疫染色および形態観察染色した組織切片に対して所定の励起光を照射して蛍光を発光
させた。その状態の組織切片を蛍光顕微鏡（ＢＸ－５３，オリンパス社製）により観察し
、撮像した。また、輝点計測は、ＩｍａｇｅＪ ＦｉｎｄＭａｘｉｍａ法により計測した
（露光時間４００ｍ秒でＮｏｉｓｅＴｏｌｅｒａｎｃｅは６０）。上記励起光の波長は、
光学フィルターに通すことで、PI色素含有ポリメラミン粒子に対して５７５～６００ｎｍ
に設定した。また、観察する蛍光の波長（ｎｍ）の範囲についても、光学フィルターに通
すことで、６１２～６８２ｎｍに設定した。顕微鏡観察、画像取得時の励起波長条件は視
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４００ｍ秒に設定）して撮像し
た。
［実施例２～７］
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　製造例１で製造されたメラミン樹脂に替えて、製造例２～７で製造されたメラミン樹脂
をそれぞれ使用したこと以外は実施例１と同様に行うことにより、実施例２～７を実施し
た。
【０１０２】
　ＳＮ比を表１に示す。実施例１と同様に判定を行った。
［比較例１および２］
　製造例１で製造されたメラミン樹脂に替えて、製造例８および９で製造されたメラミン
樹脂をそれぞれ使用したこと以外は実施例１と同様に行うことにより、比較例１および２
を実施した。
【０１０３】
　ＳＮ比を表１に示す。実施例１と同様に判定を行った。
【０１０４】
【表１】

（実施例８～１１；製造例１～４で作製した粒子を使用し、ヘマトキシリン染色液による
形態観察染色後に、洗浄処理を行った場合の輝点の感度および再現性）
　前述のＨ染色までは実施例１～４と同様に行い、染色スライドを得た。
Ｈ染色処理後、各染色スライドに以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で洗浄処理を行った。
（ｉ）ｐＨ７の洗浄液を調製した。ｐＨが７の洗浄液としては、純水を用いた。
（ｉｉ）形態観察用染色処理を行った各染色スライドをそれぞれ、常温で洗浄液に４分間
浸漬して、洗浄処理を行った。
【０１０５】
　（脱水処理）
　洗浄処理が行われた各染色スライドに対して、脱水エタノールに５分間浸漬した。この
操作を４回繰り返し、脱水処理を行った。
【０１０６】
　（溶媒置換処理）
　脱水処理が行われた各染色スライドを、常温で２～１０秒、キシレンに浸漬することで
、溶媒置換処理を行った。この操作を４回繰り返した。
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【０１０７】
　（封入処理）
　染色スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、封入処理を行った。
（ｉ）溶媒置換処理が行われた染色スライドを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。
【０１０８】
　＜蛍光画像の撮影および分析＞
　封入処理を終えた各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、前述した蛍光顕微鏡（オリンパス社製「ＢＸ－５３」）、
および前述した顕微鏡用デジタルカメラ（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、５８０
ｎｍ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。ＨＥＲ２（３＋）の組織の輝点数は、４００倍で撮像した画像
をもとにＩｍａｇｅＪ　ＦｉｎｄＭａｘｉｍｓ法により計測した１０００細胞の平均値と
した。また、撮像した１枚の画像から、１細胞当たりの病理染色用粒子を算出し、ばらつ
きを表す指標として変動係数（ＣＶ）を算出した。
（比較例３；製造例９で作製した粒子を使用し、ヘマトキシリン染色液による形態観察染
色後に洗浄処理を行った場合の輝点の感度および再現性）
　前述の比較例２で作製したスライドと同様の条件で作製したスライド試料を使用した以
外は、実施例８と同様に実施した。
（実施例１２～１７；ヘマトキシリン染色液による形態観察染色後のｐＨの異なる酸性水
溶液による洗浄処理を行った場合の輝点の感度および再現性）
　前述のＨ染色までは実施例４と同様に行い、染色スライドを得た。Ｈ染色処理後、各染
色スライドで、以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順に変更した洗浄処理を行ったこと以外は、
実施例８と同様に実施した。（ｉ）ｐＨが１,２，３，４，５または６の６種の洗浄液を
調製した。ｐＨが１～６の洗浄液は、１Ｍの塩酸を希釈して調製した。
（ｉｉ）形態観察用染色処理を行った各染色スライドをそれぞれ、常温で各洗浄液に４分
間浸漬して、洗浄処理を行った。
【０１０９】
　実施例８～１１および比較例３の結果を表２に示す。実施例８～１１の染色スライドは
、判定が○以上の良好な結果となった。特に、製造例４で作製した粒子を使用した実施例
１１の染色スライドは、輝点数（ＳＮ比）が多く、また輝度のばらつき（ＣＶ）が小さか
った。そこで、後述の実施例については、製造例４で作製した粒子を使用した染色スライ
ドを作製することで、実施した。
【０１１０】
　実施例１２～１７の結果を表２に示す。ｐＨが１～６の酸性の洗浄液を用いた場合、ｐ
Ｈが７の中性の洗浄液を用いた場合に比べ、観察される病理染色用粒子の個数が多く、ま
た病理染色用粒子の輝度のばらつき（ＣＶ）が小さいことが分かる。
【０１１１】
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【表２】

　表中の※は、ＳＫ－ＢＲ－３培養細胞を使用して作製した染色スライドのＰＩＤスコア
を表す。当該ＰＩＤスコアは、ＳＫ－ＢＲ－３培養細胞を使用して作製した１０枚の染色
スライドの輝点数をカウントした解析結果の平均値である。表２中の評価項目で、「－」
となっているのは、その評価項目について、未実施であることを示す。
【０１１２】
（実施例１８－２７；ヘマトキシリンーエオジン染色液による形態観察染色後の酸性水溶
液による洗浄処理を行った場合の輝点の感度および再現性）
　（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（コスモバイオ社　ＣＢ－Ａ７１２の
シリーズ）を、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。
【０１１３】
　（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（ｐ
Ｈ６．０）に検体スライドを３０分浸漬させた。（ｉｉｉ）１２１℃で１０分、オートク
レーブ処理を行った。（ｉｖ）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。（ｖ）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。
【０１１４】
　（２）免疫染色工程
　（２－１）１次抗体処理
　検体スライドを賦活化処理した後、１次抗体処理を行った。ＢＳＡを１％含有するＰＢ
Ｓ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０．０
５ｎＭに調製し、該１次抗体の溶液を上述のブロッキング処理した検体スライドに対して
４℃で１晩反応させた。
【０１１５】
　（２－２）２次抗体処理
　１次抗体処理を行った検体スライドをＰＢＳで洗浄した後、１％ＢＳＡ含有のＰＢＳで
６μｇ／ｍＬに希釈した、上記ビオチン修飾２次抗体溶液と室温で３０分間反応させた。
【０１１６】
　（２－３）蛍光標識処理
　２次抗体処理を行った検体スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、免疫染色法に
よる蛍光標識処理を行った。
（ｉ）検体スライドに対して、１％ＢＳＡ含有のＰＢＳで０．０２ｎＭに希釈した実施例
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４で作製した病理染色用粒子を、中性のｐＨ環境（ｐＨ６．９～７.４）室温の条件下で
３時間反応させた。
（ｉｉ）該反応後の検体スライドをＰＢＳで洗浄した。
【０１１７】
　（２－４）形態観察用染色処理
　蛍光標識処理を行った検体スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）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）抗体により蛍光標識処理された
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。当該形態観察染色処理後、１０枚の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）ｐＨが１,２，３，４，５，６，７，８，９または１０の１０種の洗浄液を調製し
た。ｐＨが１～６の洗浄液は、１Ｍの塩酸を希釈して調製した。ｐＨが７の洗浄液として
は、純水を用いた。ｐＨが８～１０の洗浄液は、２８％アンモニア水溶液を希釈して調製
した。
（ｉｉ）形態観察用染色処理を行った１０枚の染色スライドをそれぞれ、常温で各洗浄液
に１０分間浸漬して、洗浄処理を行った。
【０１１８】
　（脱水処理）
　洗浄処理が行われた各染色スライドに対して、脱水エタノールに５分間浸漬した。この
操作を４回繰り返し、脱水処理を行った。
【０１１９】
　（溶媒置換処理）
　脱水処理が行われた各染色スライドを、常温で２～１０秒、キシレンに浸漬することで
、溶媒置換処理を行った。この操作を４回繰り返した。
【０１２０】
　（封入処理）
　染色スライドを以下の（ｉ）～（ｉｉ）の手順で、封入処理を行った。
（ｉ）溶媒置換処理が行われた染色スライドを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。
【０１２１】
　＜蛍光画像の撮影および分析＞は前記［０１０５］に記載の方法と同様に実施した。
【０１２２】
【表３】

　表中の※は、ＨＥＲ２陽性染色対照標本の検体スライドを使用して作製した染色スライ
ドのＰＩＤスコアを表す。当該ＰＩＤスコアは、同一の患者由来のＨＥＲ２陽性染色対照
標本の検体スライドを使用して作製した１０枚の染色スライドの輝点数をカウントした解
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析結果の平均値である。
【０１２３】
　実施例１８～２７の結果を表３に示す。ｐＨが１～６の酸性の洗浄液を用いた場合、ｐ
Ｈが７～１０の中性またはアルカリ性の洗浄液を用いた場合に比べ、観察される病理染色
用粒子の個数が多く、また病理染色用粒子の輝度のばらつき（ＣＶ）が小さいことが分か
る。

【図１】
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