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(54)【発明の名称】 血球母集団の分析のための新規な半導体ナノ粒子

(57)【要約】
生物学的試料の分析に使用するための半導体ナノ粒子が
記載される、この半導体ナノ粒子は式（ＸＹ）

ｎ
の少く

とも１つのナノ粒子に結合されているアミノデキストラ
ンからなり、ここでＸはＣｄ２＋、Ｈｇ２＋およびＺｎ
２＋ならびにそれらの組合わせからなる群より選ばれ；
そしてＹはＳ２－、Ｓｅ２－およびＴｅ２－ならびにそ
れらの組合わせからなる群より選ばれ；ならびにｎ＝約
５０～１０００である。さらに、これらの半導体ナノ粒
子の製造方法、ならびにリガンドに連結されたこれらの
半導体ナノ粒子からなる接合体の製造方法を提供する、
さらに種々の生物学的アセイへのその接合体の使用を記
載する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  流体試料の分析のための半導体ナノ粒子であり、

  ａ）平均分子量約３，０００～３，０００，０００Da、約１５０nmより小さい

粒径を有し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換

度が１／１５０～４／１の範囲である、多糖類の水溶性アミノ誘導体；ならびに

  ｂ）式：（ＸＹ)nの少くとも１つのナノ粒子、

  ここでＸはＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合わせからなる群

より選ばれ；そしてＹはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれ；そしてｎ＝約５０～１０００であり、該ナノ粒子は該アミ

ノ多糖類に結合されている、

を含む半導体ナノ粒子。

    【請求項２】  粒径が約１～１０nmである請求項１記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項３】  多糖類がデキストランである請求項１記載の半導体ナノ粒子

。

    【請求項４】  デキストランが５Ｘ－アミノデキストランおよび１Ｘ－アミ

ノデキストランからなる群より選ばれる請求項３記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項５】  デキストランが１，３－ジアミノプロパンで置換されている

請求項３記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項６】  少くとも１つのナノ粒子がＣｄＳである請求項１記載の半導

体ナノ粒子。

    【請求項７】  置換度が１／２５～２／５の範囲である請求項１記載の半導

体ナノ粒子。

    【請求項８】  多糖類のアミノ誘導体が５００，０００より少ない分子量を

有する請求項１記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項９】  １～３０００のナノ粒子が多糖類の該アミノ酸誘導体に共有

結合で結合されている請求項１記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項１０】  半導体ナノ粒子の製造方法であり：

  ａ）分子量約３，０００～３，０００，０００Daを有する多糖類のアミノ誘導

体を、ｂ）周期律表IIＢ族水溶性塩、およびｃ）VIＡ族塩と反応させて半導体ナ
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ノ粒子を生成する、段階を含み；

  多糖類の該アミノ誘導体は約１５０nmより小さい粒径を有し、ならびに多糖類

分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換度が１／１５０～４／１の

範囲にあり；そして該IIＢ族塩はＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+、ならびにそれら

の組合わせからなる群より選ばれるカチオン；さらにはＣｌ- ，ＣｌＯ4
-，ＮＯ

3
-およびＳＯ4

2- からなる群より選ばれるアニオンを有し；

  該VIＡ族水溶性塩は、Ｌｉ+ ，Ｎａ+ ，Ｋ+ ，Ｒｂ+ ，Ｃｓ+ ，Ｓｒ2+および

Ｂａ2+からなる群より選ばれるカチオン；さらにはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-お

よびそれらの組合わせからなる群より選ばれるアニオンを有し；したがってIIＢ

族塩について選ばれるアニオンはVIＡ族塩のカチオンとともには沈殿せず、

  ここで多糖類は、形成された半導体ナノ粒子に含まれるナノ粒子の光酸化を妨

げる還元糖を含有する、半導体ナノ粒子の製造方法。

    【請求項１１】  該周期律表IIＢ族水溶性塩が多糖類の該アミノ誘導体と混

合されて第１生成物を生成し、その第１生成物は該VIＡ族塩と反応して半導体ナ

ノ粒子を生成する請求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  該VIＡ族塩が多糖類の該アミノ誘導体と混合されて第１生

成物を生成し、その第１生成物は該周期律表IIＢ族塩と反応して半導体ナノ粒子

を生成する請求項１０記載の方法。

    【請求項１３】  VIＡ族塩は多糖類の該アミノ誘導体と混合され第１生成物

を生成し、該周期律表IIＢ族水溶性塩は多糖類の該アミノ誘導体と混合されて第

２生成物を生成し、そして該第１生成物は該第２生成物と反応して半導体ナノ粒

子を生成する請求項１０記載の方法。

    【請求項１４】  該第１生成物および第２生成物が多糖類の付加的アミノ誘

導体の存在下で反応される請求項１３記載の方法。

    【請求項１５】  該周期律表IIＢ族水溶性塩および該VIＡ族塩が多糖類の該

アミノ誘導体と同時に混合されて半導体ナノ粒子を生成する請求項１０記載の方

法。

    【請求項１６】  IIＢ族塩カチオンがＣｄ2+である請求項１０記載の方法。

    【請求項１７】  VIＡ族塩アニオンがＳ2-である請求項１０記載の方法。
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    【請求項１８】  第１の塩が第２の塩よりも高濃度である請求項１０記載の

方法。

    【請求項１９】  多糖類のアミノ誘導体が約０．２～２０mg／mlの量で存在

する請求項１０記載の方法。

    【請求項２０】  反応がpH約９～約１２で生じる請求項１０記載の方法。

    【請求項２１】  請求項１０記載の方法により製造された半導体ナノ粒子。

    【請求項２２】  リガンドに接合された少くとも１つの半導体ナノ粒子を有

するリガンドを含むリガンド－半導体ナノ粒子であり、該半導体ナノ粒子は：

  ａ）平均分子量約３，０００～３，０００，０００Da、約１５０nmより小さい

粒径を有し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換

度が１／１５０～４／１の範囲である、多糖類の水溶性アミノ誘導体；ならびに

  ｂ）式：（ＸＹ)nの少くとも１つのナノ粒子、

  ここでＸはＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合わせからなる群

より選ばれ；そしてＹはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれ；そしてｎ＝約５０～１０００であり、該ナノ粒子は該アミ

ノ多糖類に結合されている、

を含むリガンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２３】  該半導体ナノ粒子がアミノデキストラン－ＣｄＳを含む請

求項２２記載のリガンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２４】  半導体ナノ粒子に対するリガンドの比が約１：１～約１：

５の範囲である請求項２２記載のリガンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２５】  該リガンドが抗体もしくはその機能性断片である請求項２

２記載のリガンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２６】  該リガンドが抗－ＣＤ４抗体である請求項２２記載のリガ

ンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２７】  リガンド－半導体ナノ粒子の製造方法であり：

  ａ）半導体ナノ粒子を：

  （ｉ）平均分子量約３，０００～５００，０００Da、約５０nmより小さい粒径

を有し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換度が



(5) 特表２００２－５４０４２８

１／１５０～４／１である、多糖類のアミノ誘導体；

  （ii）水溶性第１塩、該第１塩はＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+、ならびにそれ

らの組合わせからなる群より選ばれるカチオン；ならびにＣｌ- ，ＣｌＯ4
-，Ｎ

Ｏ3
-およびＳＯ4

2- からなる群より選ばれるアニオン、を有し、ならびに

  （iii)水溶性第２塩、該第２塩は、Ｌｉ+ ，Ｎａ+ ，Ｋ+ ，Ｒｂ+ ，Ｃｓ+ ，

Ｓｒ2+およびＢａ2+からなる群より選ばれるカチオン；ならびにＳ2-，Ｓｅ2-お

よびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせからなる群より選ばれるアニオン、を有し

；したがって第１塩について選ばれるアニオンは第２塩のカチオンとともには沈

殿しない；

  を反応させることにより生成すること；

  ｂ）過剰な未反応試薬を除去するために多糖類半導体ナノ粒子を含む分散体を

精製すること；

  ｃ）半導体ナノ粒子を活性化および精製すること；

  ｄ）選択されたリガンドを活性化および精製すること；ならびに

  ｅ）活性化され、精製されたリガンドと活性化され、精製された半導体ナノ粒

子を混合し、それによりリガンド－半導体ナノ粒子を生成させること、

  の段階を含むリガンド－半導体ナノ粒子の製造方法。

    【請求項２８】  生物学的試料中のターゲットの検出方法であり：

  （ａ）選択されたリガンドのためのターゲットを含むと考えられる生物学的試

料をリガンド－半導体ナノ粒子と接触させ、結合したリガンド－半導体ナノ粒子

－生物学的試料を形成し、該リガンド－半導体ナノ粒子は、リガンドに接合され

た少くとも１つの半導体ナノ粒子を有する、選択されたリガンドを含み、そこで

該半導体ナノ粒子は：

  （ｉ）平均分子量約３，０００～３，０００，０００Da、約１５０nmより小さ

い粒径を有し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置

換度が１／１５０～４／１の範囲である、多糖類の水溶性アミノ誘導体；ならび

に

  （ii）式：（ＸＹ)nの少くとも１つのナノ粒子、

  ここでＸはＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合わせからなる群
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より選ばれ；そしてＹはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれ；そしてｎ＝約５０～１０００であり、該ナノ粒子は該アミ

ノ多糖類に結合されている；

を含む；

  （ｂ）該結合した半導体ナノ粒子－生物学的試料を赤外ないし紫外光で励起し

て、それにルミネセンスを生じさせること；ならびに

  （ｃ）ルミネセンス信号を検出し、それにより生物学的試料中において、選択

リガンドのためのターゲットの存在を検出すること、

の段階を含む検出方法。

    【請求項２９】  ルミネセンス信号が流動細胞計測法分析により測定される

請求項２８記載の方法。

    【請求項３０】  生物学的試料が白血球を含む請求項２８記載の方法。

    【請求項３１】  リガンドが抗体もしくはその機能的断片である請求項２８

記載の方法。

    【請求項３２】  リガンドが抗－ＣＤ４抗体である請求項３１記載の方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

技術分野

  本発明は、一般的に、血球母集団の分析に有用な半導体ナノ粒子化合物を製造

する方法に関し、そして特にアミノ誘導体化（ａｍｉｎｏ－ｄｅｒｉｖａｔｉｚ

ｅｄ）多糖類を含む化合物に関する。

背景技術

  生物学的試料、たとえば混合細胞母集団（ｍｉｘｅｄ  ｃｅｌｌ  ｐｏｐｕｌ

ａｔｉｏｎｓ）の分析のために細胞の多重標識化（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘ  ｌａｂ

ｅｌｉｎｇ）が記述されてきた。しかしながら、公知の方法は制約があり、公知

の有機発蛍光団（ｆｌｕｏｒｏｐｈｏｒｅｓ）の限定された数の蛍光発光色によ

り指示され、可視、近紫外、近赤外スペクトル領域に寄せ集められ得、そこで従

来の測定がたとえば流動細胞計測法（ｆｌｏｗ  ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ）によりな

される。これらの制約は発光バンドの幅、これらの発光バンド間のスペクトル重

複、および励起波長要件を含む。

      【０００２】

  細胞に対する標識の２つの例は、生物学的染色（ｓｔａｉｎｉｎｇ）および蛍

光顕微鏡での観察のために使用されてきたＣｄＳｅコアナノ粒子である〔Ｂｒｕ

ｃｈｅｚ  Ｊ．Ｍ．ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８１，２０１３（１９９８）、なら

びにＣｈａｎ，Ｗ．Ｃ．ＷおよびＮｉｅ，ＳのＳｃｉｅｎｃｅ  ２８１，２０１

６（１９９８）〕。

      【０００３】

  使用できる色の数の上限に達したので、蛍光強度の差異にもとづく、他の方法

が開発された。たとえば、細胞あたり幅広く異なる、固有数のレセプターを有す

るターゲット白血球母集団の相互に独占的なペアは単１色で標識化され、流動細

胞計測法で分析されうる〔米国特許第５，５３８，８５５号明細書〕。

      【０００４】

  試料ＤＮＡにハイブリダイズもしくは結合する蛍光染料を付着したいくつかの

非放射性遺伝子プローブ、オリゴ（ｏｌｉｇｏ）が記述され〔Ｌ．Ｍ．Ｓｍｉｔ
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ｈらのＮａｔｕｒｅ，３２１：６７４～６７９（１９８６）およびＬ．Ｍ．Ｓｍ

ｉｔｈらのＮｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ  Ｒｅｓ．，１３：２３９９～２４１２（１９

８５）〕、そして生物学的試料の標識化に使用されている。自動ＤＮＡシーケン

サーは重複しない発光バンドを有する４つの蛍光染料をヌクレオチド塩基あたり

１つ使用する。しかし、蛍光染料－オリゴプライマー接合体（ｃｏｎｊｕｇａｔ

ｅｓ）の電気泳動移動度（ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ  ｍｏｂｉｌｉｔｉ

ｅｓ）は４つのすべての接合体に対して類似であることを要求する。接合体の分

子量はあまり高くはなりえず、そうでないとそれらは電気泳動に用いられるポリ

アクリルアミドもしくはアガロースにより利動しない。

      【０００５】

  オリゴヌクレオチドプライマーあたり多くのマーカー分子を付着することによ

り自動化分析に用いられるプローブの感度を増加させる必要性が１９８６年のは

やくから認識された〔Ｌ．Ｍ．Ｓｍｉｔｈらの上述の文献〕。しかし、限られた

程度の蛍光強調（ｅｎｈａｎｃｅｍｅｎｔ）のみが、ゲル泳動による分離のため

にやむを得ずに低分子量にされている染料－オリゴ接合体に対して可能であった

。

      【０００６】

  アミノデキストランは、磁性フェライト〔米国特許第５，２４０，６４０号明

細書〕、金属〔米国特許第５，２４８，７７２号明細書〕、ポリスチレン〔米国

特許第５，４６６，６０９；５，７０７，８７７；５，６３９，６２０；５，７

７６，７０６号明細書〕、およびポリスチレン－金属〔米国特許第５，５５２，

０８６；５，５２７，７１３号明細書〕粒子の単分散コロイド分散体の製造もし

くは被覆における還元剤および／または保護剤として使用されてきた。十分に大

きな分子量のアミノデキストランは多くのタンパク分子を供給しうる。リガンド

および選択された蛍光マーカーもしくは標識に接合された、このようなアミノデ

キストランを含む複合体が記述されている〔参照されたい。Ｓｍｉｔｈ，Ｃらの

「Detection of Low-Density Surface Markers Using Novel Amplified Fluoroc

hrome-Conjugated Antibodies 」、Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，Ｓｕｐｐｌ．９，５６

頁、XIX Congress of International Society for Analytical cytology, March
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３～７、１９９８で発表；Ｒ．Ｍｙｌｖａｇａｎａｍらの「Seven Markers, Fou

r Colors, Single Laser Flow Cytometry Using Amplified Fluorochrome Conju

gated Antibodies」Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，Ｓｕｐｐｌ．９，１１７頁（１９９８

）、XIX Congress of International Society for Analytical Cytology, March

３～７、１９９８で発表された。〕。しかし、比較的狭い蛍光バンド幅、強調強

度、減少したプローブ大きさ、および増加したプローブ安定性を与えることによ

り、増加したアセイ感度を付与するプローブに対する要求はなお継続する。

発明の要約

  本発明は、前述の標識化アミノデキストラン複合体よりも小さい大きさである

粒子を有利に付与する。本発明のナノ粒子は高度に置換されたアミノデキストラ

ンでさらに被覆されて、単１の小粒子で従来可能であったよりも高いルミネセン

ス強度を付与する。

      【０００７】

  このように、１つの態様において、本発明は流体試料の分析のための半導体ナ

ノ粒子を提供する。その半導体ナノ粒子は、平均分子量約３，０００～３，００

０，０００Da、約１５０nmより小さい粒径を有し、そして多糖類分子における１

級および２級アミノ基の合計数の置換度が１／１５０～４／１の範囲である、多

糖類の水溶性アミノ誘導体を含む。その半導体ナノ粒子を生成するために、この

アミノ多糖類は、式：（ＸＹ)nの少くとも１つのナノ粒子に結合されている。

      【０００８】

  ここでＸはＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合わせからなる群

より選ばれ；そしてＹはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれ；そしてｎ＝約５０～１０００である。

      【０００９】

  もう１つの態様において、本発明は生物学的試料の分析に有用な半導体ナノ粒

子を提供し、平均分子量約３，０００～５００，０００Da、２～約１０nmの粒径

を有し、そしてデキストラン分子における１級および２級アミノ基の合計数の置

換度が１／１５０～４／１であるアミノデキストランに結合されている。アミノ

デキストランは上述のように、少くとも１つのナノ粒子に共有結合で結合されて
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いる。

      【００１０】

  もう1つの態様において、本発明は半導体ナノ粒子を製造する方法を提供する

。この方法は、分子量約３，０００～３，０００，０００Ｄａを有する多糖類の

アミノ誘導体を、周期律表IIＢ族水溶性塩およびVI族塩と反応させ、半導体ナノ

粒子を生成することの段階を含む。この方法において、半導体ナノ粒子は、多糖

類のアミノ誘導体とナノ粒子の複合体である。アミノ多糖類は約１５０ｎｍより

小さい径を有し、ならびに多糖類分子中の１級および２級アミノ基の合計数の置

換度が１/１５０～４/１の範囲である。そのIIＢ族塩はＣｄ2+, Ｈｇ2+およびＺ

ｎ2+，ならびにそれらの組合わせからなる群より選ばれるカオチン、さらにはCl

-, ClO4
-, NO3

-およびSO4
2-からなる群より選ばれるアニオンを有し; 該VIＡ族

水溶性塩は、Li+, Na+, K+, Rb+, Cs+, Sr2+およびBa2+からなる群より選ばれる

カオチン、さらにはS2-, Se2-およびTe2-およびそれらの組合わせからなる群よ

り選ばれるアニオンを有し; したがってIIＢ族塩に選ばれるアニオンはVIＡ族塩

のカオチンとともには沈澱しない。この方法において、多糖類中の還元糖の存在

は、生成された多糖類半導体ナノ粒子の中ナノ粒子の光酸化を妨げる。

      【００１１】

  なおさらなる態様において、本発明は生物学的試料の分析に有用な半導体ナノ

粒子の製造方法を提供する。この方法は、平均分子量約３，０００～３，０００

，０００Ｄa、約１５０nmより小さい粒径を有し、そして多糖類分子における１

級および２級アミノ基の合計数の置換度が１/１５０～４/１の範囲である、多糖

類のアミノ誘導体、Ｃｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+、ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれるカオチン; さらにはCl-、 ClO4
-、 NO3

-およびSO4
2-から

なる群より選ばれるアニオンを有する水溶性第１塩、ならびにLi+、 Na+、 K+、

 Rb+、 Cs+、 Sr2+およびBa2+からなる群より選ばれるカオチンおよびS2-、 Se2

-およびTe2-およびそれらの組合わせからなる群より選ばれるアニオンを有する

水溶性第２塩を混合することを含み、したがって第１塩について選ばれるアニオ

ンは第２塩のカオチンとともには沈澱しない。この混合段階で、第１および第２

塩ならびにアミノ多糖は反応して半導体ナノ粒子を生成する。
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      【００１２】

  もう１つの態様において本発明は少なくとも１つの半導体ナノ粒子に接合され

るリガンドを含むリガンドー半導体ナノ粒子を提供する。

      【００１３】

  なおもう１つの様態において、本発明はリガンド－半導体ナノ粒子の製造方法

を提供する。その方法は多糖類のアミノ誘導体、水溶性第１塩および水溶性第２

塩を混合して半導体ナノ粒子を含む分散体を生成することを含む。ついで、その

分散体は精製して遊離塩を除去し、その後、半導体ナノ粒子は活性化され、精製

される。リガンドは別々に活性化され、精製される。活性化され、精製されたリ

ガンドおよび半導体ナノ粒子は、ついで混合され、リガンド－半導体ナノ粒子を

生成させる。リガンド－半導体ナノ粒子は選択されたリガンドと半導体ナノ粒子

の間の接合体である。

      【００１４】

  さらにもう１つ別の態様において、本発明は生物学的試料中のターゲットを検

出する方法を提供する。その方法は、選択されたリガンドのためのターゲットを

含むと考えられる生物学的試料を本発明のリガンド－半導体ナノ粒子と接触させ

ること、結合した半導体ナノ粒子を励起して、それにルミネセンスを生じさせる

こと；ならびにそのルミネセンス信号を検出し、それにより生物学的試料中にお

いて、そのターゲットの存在を検出することを含む。本発明の他の態様および利

点は本発明の詳細な説明から容易に明らかであろう。

発明の詳細な説明

  本発明は、種々の用途に有用であるが特に生物学的アセイによく適する半導体

ナノ粒子を提供する。従来の試みは所望の生物学的ターゲット、たとえば白血球

の亜母集団の検出のためのアミノ－誘導体多糖類粒子接合体を利用するためにな

されたが、これらの試薬の有用性は比較的大きい粒子を有する光散乱シフトの誘

起に限定されてきた。本発明の半導体ナノ粒子は狭いルミネセンスバント幅、お

よび少なくとも３つの異なる粒径を有し、各々は異なる、重複しない発光バンド

を有する同一組成のナノ粒子を使用する可能性を提供する。

Ｉ  半導体ナノ粒子
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  本発明の半導体ナノ粒子は少なくとも１つのナノ粒子と関連する、多糖類の水

溶性アミノ誘導体からなる。

      【００１５】

  ここで定義されるように、本発明で有用な多糖類は、約３，０００～３，００

０，０００Ｄa、約５，０００～約１，０００，０００、約１０，０００～５０

０，０００、もしくは２０，０００～約２５０，０００の範囲の分子量を有する

。この分子量は、光散乱、もしくは光散乱の３重組合わせ、粘度およびアミノデ

キストラに用いられる屈折率により容易に測定されうる（下記参照）。あるいは

分子量を測定する他の適切な手段は、サイズ排除クルマトグラフィーもしくはゲ

ル電気泳動でありうる。多糖類は、さらに約１～約１５０ナノメーター（ｎｍ）

未満、もしくは約１０～約１００ｎｍの粒径で特徴づけられる。現在、好適な粒

径は約１０～約１００ｎｍの範囲である。現在好適な態様において、多糖類はデ

キストランである。しかし、他の適切な多糖類は当業者により容易に選択されう

る。たとえば、このような多糖類は天然もしくは合成、でんぷんもしくはでんぷ

ん誘導体、セルロース誘導体、アミロースおよびペクチン、ならびにある天然ゴ

ムおよびその誘導体、たとえばアラビアゴムおよびアルギン酸塩である。

      【００１６】

  本発明において使用するために選ばれる多糖類は、多糖類分子中の１級および

２級アミノ基の置換度を１/５０～４/１もしくは１/２５～２/５を含有するよう

に調節されるが、少なくとも１００ｍｇ/ｍｌの水溶解度は維持する。もし他に

指示がなければ、ここでは、置換度はアミノデキストランもしくは他のアミノ多

糖類分子における単量体グルコース単位あたりアミノ基（１級および２級）の合

計数である。現在の好適な態様において、本発明において使用される多糖類のア

ミノ誘導体は最も好ましくは１、３－ジアミノプロパンで置換されるアミノデキ

ストランである。商業的源からもしくは公知の方法により製造されて、得られう

る種々の他のアミノデキストランがある。アミノデキストランの製造法は、米国

特許第５，４６６，６０９および５,５２７,７１３号明細書に記載されており、

デキストランの過ヨウ素酸塩による酸化、ついで１、３－プロパンジアミンとの

反応による。もちろん、本発明はこれらのアミノデキストランの製造方法に限定
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されない。好ましくは、アミノデキストランは５Ｘ－アミノデキストラン（３５

０，０００Ｄａまで、１級アミンにもとづいて計算して置換度１／５～１／８）

もしくは１Ｘ－アミノデキストラン（１，０００，０００Ｄａまで、１級アミン

にもとづいて計算して置換度１／２８～１／４５）である。当業者は本発明にお

ける使用のために他の適したアミノデキストランおよび／または多糖類のアミノ

誘導体を容易に選定しうる。アミノ多糖類は、さらにタンパクもしくは他のリガ

ンドに結合するために活性化されうる遊離アミン基を有することにより特徴づけ

られる。

      【００１７】

  選択されるアミノ多糖類は、その後に、式（ＸＹ）ｎの少なくとも１つのナノ

粒子に結合される：ここでＸはＣｄ2+、Ｈｇ2+、およびＺｎ2+並びにそれらの組

合せからなる群より選ばれ；ならびにＹはＳ2-、Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそ

れらの組合せからなる群より選ばれ；そしてｎは約５０～１０００である。現在

の好的な態様において、ナノ粒子はＣｄＳである。

      【００１８】

  本発明の半導体ナノ粒子において、各アミノ多糖類は１つもしくはそれより多

いナノ粒子に共有結合で結合され、ある態様において数百ものナノ粒子（たとえ

ば、約２００）はアミノ多糖類に共有結合で結合されうる。得られる半導体ナノ

粒子におけるルミネセンスの存在は共有結合の微候（ｏｕｔｓｅｔ）であると考

えられる。

II  半導体ナノ粒子の製造方法

  もう１つの態様において、本発明は、本発明の半導体ナノ粒子製造方法を提供

する。

      【００１９】

  この方法はここで定義するアミノポリ多糖類、Ｃｄ2+、Ｈｇ2+およびＺｎ2+の

１つもしくはそれより多い中から選ばれる周期律表IIＢ族のカチオン、ならびに

Ｓ2-、Ｓｅ2-およびＴｅ2-の１つもしくはそれより多い中から選ばれる周期律表

VIＡ族のアニオンを反応させることを含む。適切には、カチオンドナーは室温で

水溶性である。好適な態様において、カチオンドナーはIIＢ族塩であり、カチオ
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ンはＣｄ2+、Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合せから選ばれる；そして

アニオンはＣｌ-、ＣｌＯ4
-，ＮＯ3

-およびＳＯ4
2-の中から選ばれる。現在、好

適なカチオンはＣｄ2+である。このように、適切なIIＢ族塩の例は、ＣｄＣｌ2

、Ｃｄ（ＣｌＯ4）2，Ｃｄ（ＮＯ3）2およびＣｄＳＯ4を含む。適切には、これ

らの塩は溶液であってもよく、乾燥形態であってもよい。適切には、アニオンド

ナーも室温で水溶性である。好適には、アニオンドナーはVIＡ族塩もしくは塩溶

液であり、それはＬｉ+，Ｎａ+、Ｋ+、Ｒｂ+、Ｃｓ+、Ｓｒ2+およびＢａ2+から

選ばれるカチオン、ならびにＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組み合

わせの中から選ばれるアニオンを有する。IIB族塩およびVIＡ族塩は、IIＢ族塩

アニオンがVIＡ族塩のカチオンとともに沈澱せず、そしてVIＡ族塩のカチオンは

水酸化イオンととも沈澱しないように選択される。この決定は、当業者に良好に

なされる。現在好適なアニオンはＳ2-である。このように、適切なVIＡ族塩の例

はＬｉ2Ｓ，Ｎａ2Ｓ，Ｋ2Ｓ，Ｒｂ2Ｓ，Ｃｓ2Ｓ，ＳｒＳおよびＢａＳを含む。

適切にはこれらの塩は溶液であっても、乾燥形態であってもよい。

      【００２０】

  望ましくはアミノ多糖類は、最小限の水でカチオンドナーおよびアニオンドナ

ーとともに含む水性媒体で中で混合される。アミノ多糖類を含む混合物は、IIＢ

族カチオンドナーおよびVIＡ族アニオンドナーは、ついで反応して多糖類半導体

ナノ粒子を生成する。

      【００２１】

  １つの態様において、カチオンドナー（たとえば、IIＢ族塩）はアミノ多糖類

と混合され、第１生成物を生成し、そしてアニオンドナー（たとえば、VIＡ族塩

）はアミノ多糖類と混合され,第２生成物を生成する。ついで第１生成物および

第２生成物は反応して多糖類半導体複合体を生成する。適切には、これは高濃度

のカチオンおよび／またはアニオンドナー（たとえば、塩）の添加前に高濃度で

添加されうる。あるいは、アミノ多糖類は塩の添加と実質的に同時に、もしくは

前に、混合プロセス中に添加されうる。ここで定義されるように、アミノ多糖類

の「高濃度」は反応混合物ｍｌあたり０．２～約５０ｍｇアミノ多糖類の範囲の

量をいい、好ましくは約１５ｍｇ／ｍｌ～約２５ｍｇ／ｍｌ，およびもっと好ま
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しくは約２０ｍｇ／ｍｌアミノ多糖類／反応混合剤である。

      【００２２】

  IIＢ族カチオンおよびVIＡ族アニオンは約当量（すなわち約１に対する約１の

モル比で）で水に添加されうる。たとえば、IIＢ族塩およびVIＡ族塩は、混合物

が約１×１０-4ｄｍ-3×～１×１０-1モルｄｍ-3を含むような量で添加されうる

。しかし、ナノ粒子から最大のルミネセンス発光強度を得るために、優れた結果

は、混合物がＶＩＡ族塩からのアニオン濃度と比較して、II族塩からの供与され

た過剰カチオンを含むとともに、得られる。この過剰の供与されたカチオンはタ

ク５０％より高濃度IIＢ族塩である。しかし、これは本発明の最適化をもたらす

と考えられ、本発明の半導体ナノ粒子の製造に本質的ではない。

      【００２３】

  適切には本発明方法は、比較的高いｐＨで実施され、たとえば約９～約１２の

範囲、そして最も適切には約１０～１１の範囲である。必要であればｐＨは反応

混合物に、水溶性塩基、たとえばＮａＯＨの添加により調節されうる。当業者は

、本発明方法に用いるためにＫＯＨ，ＮａＯＨ，ＬｉＯＨ，ＲｂＯＨ，ＣｓＯＨ

，Ｓｒ（ＯＨ）2もしくはＢａ（ＯＨ）2のような、他の適切な水溶性塩基を容易

に選びうる。

      【００２４】

  １つの望ましい態様において、本発明の半導体ナノ粒子は、反応溶液の急速混

合により製造される。一般の、この手順はIIＢ族塩溶液を、アミノデキストラン

を含むVIＡ族塩の攪拌された溶液に急速に添加することを含む。これらの溶液の

混合はIIｂ族カチオン／VIＡ族アニオンのゾルを生成する。ついでこれらのゾル

はさらに攪拌される。そのｐＨはＮａＯＨで約１０～１１に上昇される。この急

速混合物の発明は他の方法により製造されるものよりも一貫して小さい粒径の半

導体ナノ粒子を生じることがわかった。

      【００２５】

  あるいは本発明の半導体ナノ粒子は制御されたダブルジェット沈澱法を用いて

製造されうる。一般的に、この方法はIIＢ族塩およびVIＡ族塩を含む溶液を攪拌

された水性アミノ多糖類溶液を含む反応器に導入することを含む。反応器の外部
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ジャケットは過熱（たとえば約２５℃）を防止する温度に適切に維持される。混

合はただちにゾルを生成し、さらに攪拌される。適切には製造された半導体ナノ

粒子分散体のｐＨはｐＨ１０～１１、そして最も好ましくは１０．５に調節され

る。この制御されたダブルジェット沈澱法は急速混合法、特に高濃度で製造され

るとき、本発明の半導体ナノ粒子のもっと安定な分散体を生成することがわかっ

た。

      【００２６】

  これらの混合プロセスもしくは他の混合プロセスが本発明方法で使用するため

に当業者に選ばれるかどうかにかかわらず、十分な量の還元糖がアミノ多糖類に

あると、生成したアミノ多糖類半導体ナノ粒子の光酸化が妨げられ、さらなる段

階は光酸化を妨げることが要求されないことがわかった。このように、上述の反

応が得られる分散体は安定な蛍光の、半導体ナノ粒子を含む。

      【００２７】

  適切には、発光半導体ナノ粒子の得られる分散体は発光スペクトルにより特徴

づけられ、ナノ粒子を形成する元素、得られる半導体ナノ粒子の粒径、および分

散体中の半導体ナノ粒子の濃度に依存する。適切にはたとえばＣｄＳ－アミノデ

キストランのような各種類の半導体ナノ粒子は、粒径が２～１０ｎｍの異なるナ

ノ粒子の使用により、少なくとも３つの重複しない発光バンドを与えうる。たと

えば、ＣｄＳ分散体は低濃度のアミノデキストランに対して４５０ｎｍから最高

濃度で５５０ｎｍまで、ルミネセンスバンドに最大値を与えうる。他の種類のII

－VI半導体は、単一もしくは次の配列から一緒で、本発明方法で使用されうるた

めに容易に選択されうる。

      【００２８】

      II－VI半導体のマトリックス

            Ｚｎ2+    Ｃｄ2+    Ｈｇ2+

Ｓ2-      ＺｎＳ      ＣｄＳ      ＨｇＳ

Ｓｅ2-    ＺｎＳｅ    ＣｄＳｅ    ＨｇＳｅ

Ｔｅ2-    ＺｎＴｅ    ＣｄＴｅ    ＨｇＴｅ

  一般的に、これらのナノ粒子を構成するII－VI半導体の発光スペクトルは、青
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（～４５０ｎｍ）から赤（～９００ｎｍ）の範囲に及ぶ。これらのスペクトルは

、従来の方法を用いて当業者により容易に測定されうる。適切には本発明の半導

体ナノ粒子は、単独で、または青から赤までの発光バンドの連続的な同調性（ｔ

ｕｎａｂｉｌｉｔｙ）を与えるために他の種類の半導体を有する混合ナノ粒子と

一緒に使用されうる。所望のナノ粒子は、発光スペクトルを考慮に入れて、これ

らの半導体ナノ粒子のための所望の使用に依存しうる。望ましくは、これらの半

導体ナノ粒子は下に詳述されるように、リガンドとの場合、もしくは種々の用途

で使用される前に、精製される。

      【００２９】

  精製はこの分解で公知の適切な方法により実施されうる。一般に特に望ましい

方法はたとえばＳｅｐｈａｄｅｘもしくはＢｉｏ－Ｇｅｌカラムを用いるクルマ

トグラフィーである。しかし、ろ過膜のような、他の適切な精製も容易に選択さ

れうる。

III   リカンド－アミノ多糖－半導体ナノ粒子接合体

  適切には、本発明の半導体ナノ粒子－アミノ多糖類複合体は、生物学的アセイ

等におけるマーカーとして使用するためにタンパクもしくは他のリガンドに結合

される。

      【００３０】

  ここで定義されるように「リガンド」という用語は、ターゲットペプチドもし

くはタンパクの全部もしくは１部に選択的に結合する成分を言う。好ましくはこ

のターゲットはウィルスもしくは細胞の表面レセプターもしくは他のタンパクで

あり、本発明で有用なリカンドはそのターゲットタンパクに特異的な抗体もしく

はその機能的断片（すなわち、抗体として同一ターゲットに結合する断片）であ

る。このような抗体もしくは断片は天然源からのポリクローナル抗体およびクラ

スＩｇＧ，ＩｇＭ，ＩｇＡ，ＩｇＤおよびＩｇＦの天然もしくは組換モノクロー

ナル抗体、ハイブリッド誘導体およびＦａｂ，Ｆａｂ’およびＦ（ａｂ’）2を

含む抗体の断片、人体に適合させた、もしくはヒト抗体、抗体の相補性決定領域

を含む組換えもしくは合成の構成物等を含む。最も好適には、本は地名で有用な

リガンドは白血球（ＷＢＣ）の母集団における細胞表面レセプターに結合しうる
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。ＷＢＣ母集団を検出するのに使用するために、好適なリガンドは抗ＣＤ４抗体

である。このようなすべてのリカンドの構成に有用な方法は当業者に公知である

。モノクローナル抗体の製造法および種類はそのような方法に限定されず、その

ような抗体を製造するいかなる方法も本発明において実施しうる。同様にリカン

ドもしくはターゲットタンパクの選択は本発明を制約するファクタではない。

IV  リカンド－アミノ多糖類－半導体ナノ粒子接合体の製造方法

  このように、もう１つの態様において、本発明は、リカンド－アミノ多糖類半

導体ナノ粒子接合体の製造方法を提供する。適切には、この方法は、従来法を用

いて本発明の精製された半導体ナノ粒子－アミノデキストラン複合体を活性化す

ることを含む。たとえば活性化は精製された半導体ナノ粒子－アミノデキストラ

ン複合体を含む分散体にスルホサクシンイミジル４－〔Ｎ－マイレミドメチル〕

シクロヘキサン－１－カルボキシレート（スルホ－ＳＭＣＣ）の１×ＰＰＳ溶液

の添加によることができる。ついで活性化された半導体ナノ粒子－アミノデキス

トラン複合体に精製される。適切な精製法は当業者により容易に選択されうる。

１つの例において、スルホーＳＭＣＣおよび半導体ナノ粒子－アミノデキストラ

ン複合体を含む混合物は攪拌され（たとえば室温で約１時間）、そして反応混合

物は、たとえば１×ＰＢＳで平衡にされたＧ－５０Ｓｅｐｈａｄｅｘカラムに混

合物を適用することにより、クロマドグラフ分析される。ついで試料は１×ＰＢ

Ｓを用いて溶出され、捕集され、活性化を確認するため吸収を測定されうる。他

の直接な活性化および精製方法は上述の方法に代って容易に決定され、置換され

うる。

      【００３１】

  選択されたリガンド、すなわちモノクローナル抗体も活性化される。適切な活

性化法は当業者により容易に選択される。このような方法の１例は抗体濃縮物へ

の２－イミノチオランの１×ＰＢＳ溶液の添加を含む。得られる溶液は適切には

イミノチオラン対抗体モル活性比が約５～２０、好ましくは１０～１５であり、

雰囲気温度で約１～２時間混合される。ついで活性化抗体はたとえばクロマトグ

ラフィーもしくは他の適切な方法で精製され、そして活性化および精製された多

糖類－半導体ナノ粒子複合体に結合される。
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      【００３２】

  適切には、活性化、精製されたリガンドおよび活性化、精製された多糖類－半

導体ナノ粒子複合体もしくはそれらの混合物は十分な時間攪拌されリガンド－多

糖類－半導体ナノ粒子接合体を生成される。

      【００３３】

  得られる接合体において、多糖類－半導体ナノ粒子複合体に対するリガンドの

比は、多糖類－半導体ナノ粒子複合体およびリガンドの相対的な大きさを含む、

数多くのファクターに依存する。たとえば、抗体およびアミノデキストラン－Ｃ

ｄＳ半導体粒子からなる発明の接合体は各アミノデキストラン－ＣｄＳ半導体粒

子に対して約５～約８の抗体を含みうる。しかし、他の接合体は各半導体ナノ粒

子に対し１リガンドの比を含み得、あるいは各抗体に対し５もの多くの多糖類－

半導体ナノ粒子を含みうる。適切には、リガンドに複合された多糖類－半導体ナ

ノ粒子の数は、リガンドの活性が実質的に影響されないような数である。

      【００３４】

  そのように生成され、接合体は幅広い方法で使用されうる。たとえば検出、診

断、抗原および他のタンパクの測定および研究のための方法を向上させるために

、それぞれは個々の分子として、もしくはウィルス、細胞、組織、細胞小器官（

ｏｒｇａｎｅｌｌｅｓ），たとえばプラスミド、核等のようなもっと複雑な生物

体中に存在する。接合体はイムノアセイもしくは競合タンパク結合アセイに使用

され得、そこでは半導体粒子は蛍光標識として作用する。

Ｖ  生物学的試料中のターゲットの検出方法

  本発明によれば、主題に接合体の特に望ましい使用は細胞の標識化すること（

すなわち蛍光染色）である。これらの接合体は増強信号を与える単１マーかとし

て使用されうる。もう１つの態様において、接合体は組合わせて使用され得、好

ましくはそこではリガンド－アミノ多糖類－半導体ナノ粒子接合体のルミネセン

ス発光最大値は少なくとも約５０ｎｍ、好ましくは少なくとも約７０ｎｍ、分離

される。あるいは、接合体は他のタンパクもしくは非タンパク発蛍光団と一緒に

使用され得、そこでは発光最大値は約１００ｎｍ、好ましくは約１５０ｎｍ分離

される。
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      【００３５】

  発蛍光団の組合わせを使用することにより、特定の種類の細胞、生物体の株、

ウィルスの株、異なるタンパクもしくは抗原の天然複合もしくは相互作用のよう

な集団（ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ）のサブセットの検出を用意しうる。ある態様

において組合わせは同一のレーザー光源で励起されうる発蛍光団を含む。

      【００３６】

  このように、本発明によれば、細胞母集団は、（ａ）第１の細胞サブ母集団に

リガンド（たとえば細胞表面抗原レセプターと結合する抗体）を含む本発明の半

導体ナノ粒子接合体；および（ｂ）十分に異なるナノ粒子径もしくはナノ粒子組

織により第１の接合体と異なるルミネセンス発生ならびに相互に独占的な第２細

胞サブ母集団に対して特異的な抗原を有する、本発明の第２の半導体ナノ粒子接

合体、の１つ以上を用いることにより、同定されうる。任意に、細胞母集団は本

発明の半導体ナノ粒子接合体に加えて従来の標識化接合体を用いて同定されうる

。これらの標識化された、レセプター結合接合体の組合せでは明確で重複しない

ルミネセンスバンド最大位置を有する全血との混合物である異なるルミネセンス

標識化細胞母集団を生じる。ウィルスおよび他の生物学的ターゲットは同様の方

法を用いて同定されうる。

      【００３７】

  本発明の接合体は生物学的試料中のターゲットを検出するのに特によく適合す

る。通常これは選択されたリガンドのためのターゲットを含むと考えられる生物

学的試料をリガンド－半導体ナノ粒子接合体を接触させること、結合半導体ナノ

粒子接合体を励起してそれにルミネセンスを生じさせること；ならびに試料中の

ターゲットの存在の  徴候であるルミネセンス信号を検出することを含む。この

方法はとくに流動細胞計測法分析によく適合する。

      【００３８】

  しかし、エライザ（ＥＬＩＳＡ）（ｅｎｚｙｍｅ  ｉｍｍｕｎｏｓｏｒ  ｂｅ

ｎｔ  ａｓｓａｙ）を含む他の方法も容易に利用されうる。ＥＬＩＳＡもしくは

接合体は固定化され（ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ）うる。このような場合、洗浄工

程が、未結合半導体ナノ粒子接合体からターゲットに結合されている半導体ナノ
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粒子接合体を分離するのに用いられうる。

      【００３９】

  1つのとくに好適な態様において、本発明方法は白血球の多数のサブセットを

検出するのに利用される。この用途において、ＷＤＣ細胞母集団の多数セットに

対する１つが与えられる。第１母集団について、本発明の第１のリガンド－半導

体ナノ粒子接合体が与えられ、そこではリガンドは第1の母集団のレセプターと

結合する。第２の母集団について、第２の標識化されたリガンドが与えられる。

第２のリガンドは白血球の母集団内の第２のレセプターに結合し、第１のリガン

ドに接合された半導体ナノ粒子接合体から識別しうる（たとえば、視覚的にもし

くは比色法で）標識を備える。この第２のリガンドは第２の半導体ナノ粒子接合

体もしくは従来法の標識に接合されうる。細胞母集団は、ついでレセプター標識

化リガンド複合体がその間に生成するのに十分な時間、第１および第２の標識化

リガンドとともにインキュベーされる。半導体ナノ粒子が標識として利用される

とき、ルミネセンス発光強度が測定され、母集団は強度および色の変動により識

別されうる。

      【００４０】

  本発明の半導体ナノ粒子接合体のための他の適したアセイおよび使用は、当業

者にとって容易に決定されうる。

      【００４１】

  次の例は例証を提供するのみであり、本発明の範囲を限定するものではない。

当業者は、具体的な試薬および条件が次の実施例で略述されるが、変更はなされ

得、それは本発明の精神および範囲により包含されると理解するであろう。

実施例１－アミノデキストランの製造

  アミノデキストラン－３Ｍおよび－３０００がオレゴン州ＥｕｇｅｎｅのＭｏ

ｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．から入手された。デキストラン、アミ

ノ、称呼分子量２，０００，０００、Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｄ－７１４５がオレゴン州

ＥｕｇｅｎｅのＭｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．より購入された。

ロット６５５１－３についての分析値：１３０アミン／モル。Ｖｉｓｃｏｔｅｋ

三重検出システム（下記参照）によるこのロットのアミノデキストランの分子量
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測定は、～３ＭＤａを与えた。したがって、３，０００，０００ｇ／モル÷１６

２．１ｇ／モルグルコースモノマー＝１８，５０７グルコース単位／デキストラ

ン分子または１３０／１８，５０７＝０．００７０２、すなわち反応グルコース

単位当り１つのアミン基との置換度～１／１４２である。他に表示がなければ、

置換度はアミノデキストラン分子中のモノマーグルコース単位あたりのアミノ基

（１級もしくは２級）の合計数として定義される。異なる平均分子量（２０，０

００Ｄａおよび５００，０００Ｄａ）のデキストランがＦｌｕｋａ  Ｃｏｍｐａ

ｎｙから得られた。

      【００４２】

  アミノデキストランの製造のためのデキストラン、Ｔ－２Ｍはこの製造に関す

る他の化学薬品と同様にＳｉｇｕｍａから得られた。すべての無機化学薬品は試

薬グレードあり、さらには精製されなかった。

１．１ｘ－アミノデキストランおよび５ｘ－アミノデキストランの製造

  １ｘ－アミノデキストランおよび５ｘ－アミノデキストランは次のように製造

された。１Ｘ－Ａｍｄｅｘの標準的な製造において、固体デキストラン８０ｇが

デキストランすべてを溶解するために蒸留水６００ｍＬ中に混合された。蒸留水

１００ｍＬにようかいされたｍ－過ヨウ素酸ナトリウム８．５６ｇが強く攪拌し

ながら、約１０分間にわたってデキストラン溶液に滴下して添加された。その後

、混合物は室温でさらに３時間攪拌された。ついで得られる粘性のある反応混合

物は蒸留水２Ｌで希釈され、チューブアダプターキットＫＡ１２－３Ｐを有する

、中空系カートリッジ、Ａ／ＧＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ  Ｃｏｒｐ．モデルＵＦＰ

－５－Ｅ－３５，５０００分子量カットまたはモデルＵＦＰ－３０－Ｅ－３５，

３０，０００分子量カットを用いて脱塩された。蒸留水約１８～２２Ｌが最終ｐ

Ｈ６．０～６．５を有する溶液を得るために用いられた。最終的に、洗浄、酸化

された。デキストラン溶液８００ｍＬに室温で約１０分間にわたり、無色の液体

１，３－ジアミノプロパン（ＤＡＰ）８０ｍLがゆっくり添加された。ついで得

られる混合物は室温でさらに３時間攪拌された。ついで、水酸化ナトリウム１ｍ

Ｍを４０ｍＬに溶解された水素化ホウ素ナトリウム３．２ｇが、攪拌下に約５分

間にわたって室温でアミノデキストラン反応混合物中に添加された。得られる混
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合物はさらに１時間攪拌され、ついで中空系カートリッジを用いて脱塩された。

蒸留水約２０～２５Ｌが比コンダクタンスを約３～４μｍｈｏ－ｃｍ-1に、そし

てｐＨを６．０～５．５に低下させるのに必要であった。アミノデキストランの

最終的な容量は４００ｍＬであった。この溶液は０．２μｍ殺菌酢酸セルロース

フィルターを通過され、ついでモデルＴＤＳ－０００３０－Ａ，Ｄｕｒａ－Ｄｒ

ｙマイクロプロセッサー制御凍結乾燥機（ＦＴＳ  Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．）

で４８時間にわたって凍結乾燥され、フレーク状の、淡黄色結晶４８ｇを収率５

２％で得た。元素分析はＣ、４２．５３；Ｈ，６．５２；Ｎ，１．０１；Ｏ（差

引き）であった。Ｃ40Ｈ84ＮＯ40・３Ｈ2Ｏについて計算されると：Ｃ，４２．

６１；Ｈ，６．５７；Ｎ，１．０１；Ｏ，４９．８１である。実験式Ｃ49Ｈ90Ｎ

Ｏ43はグルコース３１単位、完全（２）ＤＡＰ置換糖環１単位および水３単位に

もとづく式に非常に類似する。ＤＡＰによるデキストランの置換度は１／３２で

あった。他の実験は置換度１／２８および１／４５の間を変動した。同様の結果

が、１Ｘ～５Ｘ－ジアミノプロパン置換を伴う１０Ｋ～２ＭＤａの称呼平均分子

量を有するデキストランから製造されたアミノデキストランに対して得られた。

すべてのアミノデキストランはデキストランの１Ｘ酸化で用いられた過ヨウ素酸

ナトリウム量の２～５倍を用いて上述の方法により最初に製造された。シッフ塩

基生成のために用いられるＤＡＰ量は一定に保持された。変更は過ヨウ素酸塩酸

化、ジアミン添加およびホウ素水素化物還元反応についてなされた。第１の変更

は咲に使用された化学量論的２：１ジアミン：過ヨウ素酸塩モル比をわずか１０

％過剰を用いることであった。第２にジアミン添加反応は５～１０℃の範囲で実

施された。第３に、ジアミン添加反応はシッフ塩基生成のために近紫外（ＵＶ）

領域で分光学的にモニターされ、連続的なスペクトル分析がプラトーが到達した

ことを示すときに終了したと考えられた。ついで反応は停止された。これらの変

更は解重合を減少させ、そしてもっと高収率の生成物を与えた。５００ｇデキス

トランの規模で製造された５Ｘ－Ａｎｄｅｘ，ロット－１１の元素分析は、Ｃ＝

４４．４５％，Ｈ＝７．２０％，Ｎ＝３．７９％，Ｏ（差引き）４４．５６％で

あった。実験式はＣ13.7Ｈ26.4Ｏ10.3Ｎ、であり１．５ジアミプロパン置換糖環

（Ｃ9.5Ｈ21Ｏ2Ｎ3）の１単位あたりグルコース５単位にもとづく式Ｃ13Ｈ24Ｏ9
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Ｎ・Ｈ2Ｏに類似し、デキストランのＤＡＰ置換変１/６である。同様の結果が３

００ｇデキストラン規模で５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット－６９について得られた。

２．架橋５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－アミノデキストラン

  架橋５Ｘ－Ａｍｄｅｘが変更した手順で製造された。Ｔ－２Ｍデキストラ５０

０ｇ、３．０８モルは蒸留水５０００ｍＬを含む１ガロンＷａｒｉｎｇｂｌｅｎ

ｄｅｒモデルＣＢ６の商業的なステンレス鋼ボウルに移された。混合物が、すべ

ての白色固体のデキストランが溶解されるまで通常約５分間、２/１最大速度で

混合された。蒸留水２０００ｍＬ中のｍ－過ヨウ素酸ナトリウム２６７．５ｇ、

１．２５モルの溶液が５ガロン円筒タンク中で強く真上からの攪拌を用いて５～

１５分間にわたってデキストラン溶液に添加された。過ヨウ素酸塩添加が終了し

た後に、反応混合物がさらに約４時間室温で攪拌された。蒸留水約５０００～６

０００ｍＬがさらに反応混合物に４時間にわたって添加され、溶液の粘度を低下

させた。４時間後に、反応量１２Ｌは初期比伝導度７．４０ｍｍｈｏ－ｃｍ-1お

よび初期ｐＨ２.６５を有していた。ついで反応混合物は中空糸カートリッジを

用いて脱塩された。洗浄は蒸留水約１００Ｌを用いてなされ、比コンダクタンス

約６～２０ｕｍｈｏ－ｃｍ-1およびｐＨ６．５～７．０を有する洗浄、酸化デキ

ストラン溶液６０００～９０００ｍＬを得た。デキストランアルデヒト溶液は雰

囲気温度でゲル化しやすいので、デキストラアルデヒトがＤＡＰ添加前に完全に

溶解したことをまず確認した。ついで純液体であるＤＡＰの第１部分７０ｍＬが

約５分間にわたって脱塩、酸化デキストラン溶液に添加された。得られた溶液は

すぐにゲル生成を示しはじめ、黄色溶液として再溶解するまでもう５～１０分間

持続した。ついで反応混合液は反応温度８～１０℃をいじするために氷浴に付さ

れ、ＤＡＰの第２部分７０ｍＬが５分間かけて添加される前に強く攪拌された。

さらに１０分間の攪拌後に、ＤＡＰの第３の最部分７０ｍＬが反応混合液に添加

された。合計ＤＡＰ添加および反応時間は４５分間であった。ついで１ｍＭ水性

水酸化カリウム７００ｍＬ中の水素化ホウ素ナトリウム７０ｇ、５．００モルが

頭上攪拌下に約１０～１５分間にわたり８～１０℃で反応混合物に添加された。

ホウ素水素化ナトリウム添加が終了した後に反応混合物は黄色のシッフ塩基色が

消失するまでさらに２時間攪拌された。ついで反応混合物は中空系カートリッジ
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で脱塩された。１つの実験において、含計容積７５００ｍＬで、初期化コンダク

タンスは約３０．３ｍｍｏｈｏ－ｃｍ-1、初期ｐＨは１１．７９であった。蒸留

水約８０Ｌが比コンダクタンス１０～２０ｕｍｈｏ－ｃｍ-1およびｐＨ７．０～

８．０を有する架橋５Ｘ－アミノデキストラン溶液約１６００ｍＬを製造するの

に使用された。アミノデキストラン溶液は１．６μｍガラスフィルターでろ過さ

れ、最小７２時間、凍結乾燥され、フレーク状、白～淡黄色結晶７５～９０ｇ（

１５～１８％収率）を生成した。５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１～５の分析は良好

な収率の接合体を与え、Ｃ＝４１．３８％、Ｈ＝７．８１％、Ｎ＝４．１５％、

Ｏ＝４５．６４％、Ｉ＝９７ｐｐｍ、Ｂ＝５９０ｐｐｍであった。実験式はＣ11

.6Ｈ26.1Ｏ9.6Ｎであり、１．５ジアミノプロパン置換糖環１単位あたりグルコ

ース４単位にもとづく式Ｃ11.2Ｈ20.3Ｏ7.3Ｎ・２Ｈ2Ｏに類似する。このように

デキストラン中のＤＡＰ置換度は１/５であった。同様の手続が５Ｘ－Ａｍｄｅ

ｘ、ロット２－２の製造に用いられたが、ただし、１/３ｘＤＡＰは２つの部分

に分けて生成物に与えられ、分析値はＣ＝４０．４４％、Ｈ＝７．７５％、Ｎ＝

３．４８％、Ｏ＝４８．４８％でＤＡＰ置換度は１/８であった。

      【００４３】

  高ジアミン濃度は解重合を引起し、したがって原料デキストランより著しく低

い分子量のアミノデキストランを与えた。β－脱離およびそれによる解重合[ｂ

ａｓｅｍｅｒ，Ａ．Ｃらの「ｉｎ  Ｃｅｌｌｕｌｌｏｓｅ  Ｄｅｒｉｖａｔｉｖ

ｅｓ:Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄ

  Ｎａｎｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ」，Ｔ．Ｊ．ＨｅｉｎｚｅおよびＷ．Ｇ．Ｇｌ

ａｓｓｅｒの、Ｅｄｓ．（ＡＣＳＳｉｍｐｏｓｉｕｍ  Ｓｅｒｉｅｓ  ６８８，

Ａｍｅｒｉｃａｎ  Ｃｈｅｍｉｃａｌ  Ｓｏｃｉｅｔｙ，Ｗａｓｈｉｎｇｔｏｎ

，ＤＣ，１９９８），Ｃｈａｐｔ．５，７３～８２頁]はセルロースおよびでん

ぷんのようなグルカンの種々の酸化反応において以前から示されていた。ｅｎｃ

ｏｎｏｓｔｏｃ  ｍｅｓｅｎｔｅｒｏｉｄｅｓ  ＮＲＲＬＢ－５１２により製造

されるデキストラン中のグルコース単位の過ヨウ素酸塩酸化が示され［Ｊｅａｎ

ｅｓ，ＡおよびＷｉｌｈａｍ，Ｃ．Ａ．のＪ・Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．７

２，２６５５（１９５０），Ｖａｎ  Ｃｌｅｖｅ，Ｊ．Ｗ．らののＪ・Ａｍｅｒ
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．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．７８，４４３５（１９５６）］，無水グルコース残基の９

５％による反応グルコース単位モルあたり１モルのギ酸を放出した。このように

２段階の過ヨウ素酸塩酸化反応についての全体レドックス式は、２ＩＯ4
-  ＋  

Ｃ6Ｈ10Ｏ5→２ＩＯ3
-  ＋  Ｃ5Ｈ6Ｏ4  ＋ＨＣＯＯＨ  ＋  Ｈ2Ｏであり。完全

な反応のために１モルグルコース単位もしくは２モルアルデヒトあたり２モルの

過ヨウ素酸塩を必要とする。しかし、５Ｘ－Ａｍｄｅｘ製造においては、２．５

モルグルコース単位あたりわずか１モルの過ヨウ素酸塩または５モルグルコース

単位あたり２モルの過ヨウ素酸塩が用いられ、理論置換度は１／５、すなわちデ

キストラン中の５単位から１グルコース単位が２つのアルデヒド基で置換される

。このようにデキストランのＤＡＰでの最大置換度も１／５、すなわちデキスト

ラン中の５グルコース単位が２つのＤＡＰ基で置換され、ＤＡＰによるアルデヒ

ド基の架橋はないと考えられる。

      【００４４】

  いくつかの５Ｘ－Ａｍｄｅｘロットはさらに説明を要する。とくに５Ｘ－Ａｍ

ｄｅｘ、ロット１１－６の反応混合物はＤＡＰおよびホウ素水酸化ナトリウムの

添加後に、水性塩酸でｐＨ８．５に調節された。ついでそれは脱塩、濃縮され、

上述の方法で、凍結乾燥された。５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１１－６についての

元素分析はＣ＝３９．７２％、Ｈ＝７．７７％、Ｎ＝４．４４％、Ｃｌ＝２．８

１％、Ｏ＝４５．２６％であった。実際の分析にもとづく実験式はＣ10.4Ｈ24.3

Ｏ8.9ＮＣｌ0.25であった。塩素分析は４の全アミン（１級および２級）基のう

ち１つが塩素対イオンを有していた。１級アミン基のみが、反応混合物が凍結乾

燥前に脱塩される中性ｐＨ近くでプロトン化されると仮定すると、これはアミノ

デキストランのジアミノプロパン基の５０％がデキストラン鎖の間で架橋してい

るか、もしくは架橋基であることを意味する。これらの架橋ＤＡＰ基は２級アミ

ノ基のみを含む。このようにアミノデキストランの単独置換グルコース残基のた

めの理想繰り返し単位は、次の配列を含む：（ａ）１つの架橋ＤＡＰ、２つの非

架橋ＤＡＰ；２つの架橋ＤＡＰ；２つの非架橋ＤＡＰ；１つの架橋ＤＡＰ；（ｂ

）２つの架橋ＤＡＰ；２つの架橋ＤＡＰ；４つの非架橋ＤＡＰ；または（ａ）も

しくは（ｂ）配列のいずれかのいくつかの置換。凍結乾燥されたアミノデキスト
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ラン塩酸塩の１部が蒸留水に溶解され、上清の比伝導度が最小となるまで；混合

床（Ｈ+、ＯＨ-形態）、ＢｉＯ－ＲａｄＡＧ５０１－Ｘ８樹脂でバッチ式で脱イ

オン化された。樹脂はレイヨン布により懸濁液のろ過で除去され、ろ液中のアミ

ノテキストラン（～５０ｍｇ／ｍＬ）はアセトンでの沈澱により分別された（０

～４３％カット）。固体沈殿物はアセトンで洗浄され、シリカゲルで真空弟子ケ

ーター中で乾燥された。この脱イオンおよび分別物質の元素分析はＣ＝４５．５

％、Ｈ≠７．０３％，Ｎ３．８２％，Ｃｌ＜０．５％，Ｏ（差引き）＝４３．６

０％、であり塩化物イオンが除去されたことを示す。

実施例２－光散乱、粘度、および屈折率データ

  ９０°光散乱が，ＣＯＵＬＴＥＲ（商標）Ｎ４ＭＤサブミクロン粒子アナライ

ザーを用いて１ｃｍパスセル中で蒸留水中の１０ｍｇ／ｍＬのデキストランおよ

びアミノデキストランについて測定された。値はデキストランについて７．４×

１０４～１．１×１０５カウント／ｍＬで２．９～３．７×１０４カウント／ｓ

ｅｃ；５Ｘ－Ａｍｄｅｘロットについて１０ｍｇ／ｍＬで２．５×１０４～１．

２×１０５カウント／ｓｅｃに変動し、これに対して蒸留水は４．５×１０３カ

ウント／ｓｅｃであった。

      【００４５】

  １１の試料、１つのデキストランおよび１０のアミノデキストランについての

分子データは、Ｖｉｓｃｏｔｅｋ（テキサス州Ｈｏｕｓｔｏｎ）の三重検出シス

テム〔Ｈａｎｅｙ，Ｍ．Ａ．，Ｇ，ｌｌｅｓｐｉｅ，Ｄ，およびＹａｕ，Ｗ．Ｗ

．，のＴｏｄａｙ‘ｓ  Ｃｈｅｍｉｓｔ  ａｔ  Ｗｏｒｋ３（１１），３９（１

９９４）〕による２重バッチ分析から測定され、表１に要約される。器械システ

ムは、モデルＴ－６０微分粘度形／光散乱二重検出器、および６７０．０ｎｍダ

イオードレーザ源を有するモデルＬＲ４０示差レーザー屈折計からなる。方法お

よび分析の原理は説明されている〔Ｈｏｎｅｙ，上述のとおり〕。試料はバッチ

モードのカラム充填なしに０．０１”の同一ステンレス鋼の５０’コイルからな

るカラムにより０．２Ｍ水性硝酸ナトリウム中で０．７～１．０ｍｇ／ｍＬの濃

度で実施された。２つの溶解プロトコールが従われた：１．試料１，３，５，６

および８に対して～７０～８０℃で５～１０分間最小加熱することによる；２．



(28) 特表２００２－５４０４２８

試料２，４，７，９，１０および１１について、室温で１～２時間、第１の浸液

し、ついで～７０～８０℃で３０分間加熱することによる。３つの主な検出器の

応答は次のとおりである：光散乱。Ｍｘ（ｄｎ／ｄｃ）２ｘｃ；粘度計、IV×Ｃ

；屈折率計、ｄｎ／ｄｃｘｃ．粘度計検出を組合わされるとき右角度の光散乱は

分子量を与える。９０°のＬＳは、粘度計で与えられる分子の大きさの情報と一

緒に、デバイの式を用いて角度不斉について補正される。粘度計は配置および分

枝に関連する分子密度を与え、そして屈折率形は試料の濃度で測定し、ポリマー

試料の屈折率増加、ｄｎ／ｄｃの直接測定を与える。超らせん化Ｒｇの半径の３

乗に関連する溶液中のポリマー分子の流体力学容積は固有粘度（IVもしくは７）

およびアボガドロ数で割られた重量平均分子量（Ｍｗ）に直接に比例する。三重

検出器システムによりＲｇ値の精度は０．５ｎｍ以内が要求される。

      【００４６】

    【表１】
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      【００４７】

  １１の試料についてのデータは図１に示されるようにｌｏｇ（ＩＶ）対ｌｏｇ

（Ｍｗ）ｎｏＭａｒｋ－Ｈｏｕｗｉｎｋプロットを構成するのに用いられた。す

べてのデータに対する線形回帰（Ｌｉｎｅａｒ  ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ）分析は

、相関係数０．９７６、Ｙ切片－３．０６２および傾き０．４５１を与えた。そ

の傾きはＭａｒｋ－Ｈｏｕｗｉｎｋ－Ｓｓｋｕｒａｄａの式、〔η〕＝ＫＭaに

おける指数に相当し、上述の試料においてその値は、編集されているように〔Ｋ
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ｕｒａｔａ，Ｍ．およびＴｓｕｎａｓｉｍａ，Ｙ．のＰｏｌｉｎｅｒ  Ｈａｎｄ

ｂｏｏｋ，Ｊ．ＢｒａｎｄｒｕｐおよびＥ．Ｍ．Ｉｍｍｅｒ  ｇｕｔ，Ｅｄｓ．

（Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，１９８９）ｃｈ

ａｐ．VII 、１～５５頁〕２５℃で水中での２０，０００～１００，０００Ｄａ

のデキストランの線状画分について得られたａ＝０．５０に非常に近い。指数の

この値、ａ＝ｏ．５０は線状の可とう性ポリマーについて、「シータ」温度もし

くは溶媒条件下で確立されたものであり、一方、８００，０００Ｄａのデキスト

ランの分枝画分については２５℃の水中で、ａ＝０．２０を与えた。したがって

アミノデキストランは水性硝酸ナトリウム溶液中で、緻密な、球状構造に配置さ

れた可とう性、線状鎖のようにふるまい、そして５Ｘ－Ａｍｄｅｘ中の１級アミ

ノ基の正の電荷は緻密なデキストラン構造に作用するには十分でないと結論づけ

られた。ランダムにコイルした、線状ポリマー分子の超らせんの半径はＲｇ2＝

１／６ｎｌ2としてランダムウオーク統計に由来し、ここでｎはポリマー鉛にお

ける統計学的セグメント数、ｌは各統計学的セグメントの長さである。さらに、

ランダムコイルにおける平均２乗端－端（ｅｎｄ－ｔｏ－ｅｎｄ）距離はＲ2＝

ｎｌ2〔Ｈｉｅｍｅｎｚ，Ｐ．Ｃ．のＰｒｉｎｃｉｐｌｅｓ  ｏｆ  Ｃｏｌｌｏ

ｉｄｏ  ａｎｄ  Ｓｕｒｆａｃｅ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ（Ｍａｒｃｅｌ  Ｄｅｋ

ｋｅｒ，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ，ｅｄ．２，１９８６）１０２～１０７頁〕により与

えられる。このように、正確なＲｇおよび光散乱および粘度ならびに元素分析（

実験式および置換度）により得られる質量／平均分子量値を用いることは、平方

根平均２乗端―端距離、Ｒ，セグメントあたりの平均分子質量、Ｍｉ，統計学的

セグメントの数、および各ポリマーにおける統計学的セグメント長さを計算する

ために可能となる。ついで、これらの後者の値は約８Å長として報告された〔Ｂ

ｏｖｅｙ，Ｆ．Ａ．のＪ．Ｐｏｌｙｍ．Ｓｃｉ．３５，１６７（１９５９）〕１

．６－結合グルコースの単１単位の長に比較されうる。統計学的セグメント長さ

はアミノデキストランについで７．５～９．０Åであった。デキストラン中の１

、６－グルコシル単位の残基間のメチレン基のまわりの自由回転は、グリコース

残基がエーテル結合によってのみ結合される硝酸セルロース〔Ｄｏｔｙ，Ｐ．ら

のＪ．Ａｍｅｒ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．７５，７５４（１９５３）〕における１、
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４－グルコシル単位の鎖の剛性に比較してデキストラン鎖についての格別の可と

う性を与えるようにみえる。２，０００Ｄａより大きい分子量のデキストランに

ついての従来の研究は、繊維の開いた、拡張構造ならびにセルロースおよびプロ

デオグリカンのような細胞外のマトリックス多糖類と比較して、すべて指摘され

る球状構造〔Ｂｏｖｅｙ，上述のとおり；Ｔｉｔｏｖａ，上述のとおり〕を示し

た。

実施例３  アミノデキストランのゲル電気泳動

  リン酸塩緩衝塩類液、１×ＰＢＳ，ｐＨ７．１～７．３および伝導度１３，５

００～１５，５００μｍｈｏ－ｃｍ-1が、Ｋ2ＨＰＯ4２６．９ｇｄｍ-3，ＫＨ2

ＰＯ4  ６．４ｇｄｍ-3および  ＮａＣｌ  １７０．０ｇｄｍ-3を含む２０×Ｐ

ＢＳ貯蔵液から蒸留水で希釈して製造された。アミノデキストランのドデシル硫

酸ナトリウム－ポリアクリルアシトゲル電気泳動（ＳＤＳ－ＰＡＧＥ）ｇａ，３

０～３００ＫＤａ分子量範囲のための４～１５ゲル勾配およびＳＤＳ緩衝液細片

を用いて、Ｐｈａｒｍａｃｉａ  ＰＨＡＳＴシステム上で４００Ｖ（６５Ｖ－ｈ

）で実施された。アミノデキストランのためのこのシステムの使用はＳＤＳ緩衝

細片のｐＨ８での１組アミン基のプロトン化および装入、ならびに広く用いられ

ているＣｏｏｍａｓｓｉｅ青染色（Ｐｉｅｒｃｅカタッグ）の負に荷電したスル

ホネート基とプリント化アミン基の間の選択的静電相の研究に適用される電気泳

動は、サイズ排除クロマトグラフィーよりももっと詳細な分子量分布を付与する

ことが示された〔Ｓｍｉｓｅｋ，Ｄ．ｌ．らのＭａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ  

２２，２２７０（１９８９）〕ので、電気泳動団でのバンドの拡散からアミノデ

キストランのサイズ分布の正確な測定を得ることを希望した。固体アミノデキス

トラのいくつかのロットは水性媒体への溶液に抵抗した；このように２つのプル

トコールが完全な溶解のために試料を試験する必要があった。プロトコール１に

おいて、～７０～８０℃での蒸留水中で試料の最小限の加熱は５～１０分間実行

されたが、プロトコール２では同一試料は３０分間、同様に加熱された。両方の

溶解プロトコールは１×ＰＢＳ緩衝液のＡｍｄｅｘ溶液１ｍｇ／ｍＬ（それぞれ

ＳＤＳ緩衝液で１：１に混合）を製造するのに用いられ、ついで高分子量（２０

０，１６６，９７，６６、および４５ＫＤａ）標準試料とともに実験された。ゲ
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ル電気泳動バンドは２つの実験についてＣｏｏｍａｓｓｉｅ青のままであり、図

２に示される。分子量範囲は、同一ゲル中の５つの標準の相対的に狭いバンド位

置に照らして、各レーンのゲルの最も青い染色の範囲からアミノデキストランに

ついて評価された。５Ｘ－Ａｍｄｅｘロット１－５，２－２、－１１および１１

－６、ならびに１Ｘ－Ａｍｄｅｘロットー７５はそれぞれ、約３０～７５、６０

～１９０、５０～１５０、３５～２５０および１５０～２５０ＫＤａの範囲の分

子量をプロトコール溶解についてあたえ、そしてプロトコール溶解についてはそ

れぞれ約３０～７５、５５～１７５、４０～９０、３０～１１０および１５０～

２５０ＫＤａであった。５Ｘ－Ａｍｄｅｘロットはもっと広範なプロトコール溶

解手順で、もっと低分子量フラグメントへの最大の変化を示した。大部分の場合

、Ｖｉｓｃｏｔｅｋ三重検出器（光散乱、粘度、屈折率）システム測定から測定

された平均分子量は、電気泳動団の種の位置が厳密にその大きさに対する装入比

に依存としても、ＳＤＳ＝ＰＡＧＥにより示される範囲の中央に低下した。

実験４－本発明のＣｄＳナノ粒子の製造

  ＣｄＳナノ粒子の製造に関するすべての溶液は新たに製造され、各実験の前に

０．２２μｍ孔径幕膜によりろ過された。ＣｄＳ分散対のＵＶ－可視スペクトル

はＰｅｒｋｉｎ  Ｅｌｍｅｒ  Ｌａｍｂｄａ６ＵＶ／ｖｉｓもしくはＢｅｃＫｍ

ａｎＤＵ６４０分光光度計で記録された。ＣｄＳなの粒子の粒径は従来刊行され

た検定曲線〔Ｗｅｌｌｅｒ，Ｈ．らのＣｈｅｍ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔ．１２４，５

５７（１９８６）にもとづいて光吸収の徴候から測定された。Ａｍｄｅｘ－Ｃｄ

Ｓ分散対のルミネセンス発光スペクトルは３８０ｎｍ励起を用いて、Ｔｒａｃｏ

ｒ  Ｎｏｔｈｅｒｎ  ＴＮ６５００急速走者分光計検出システムを備えたＳｐｅ

ｘ  Ｆｌｕｏｒｏｌｏｇ器械で記録された。

Ａ．制御されたダブルジェット沈澱（ＣＤＪＰ）のための装置は従来詳しく述べ

られている〔Ｗａｎｇ，ＬらのＣｏｌｌｉｄ  Ｐｏｌｙｍ，Ｓｃｉ．２７５，５

９３（１９９７）；Ｓｃｈｕｌｔｙ，Ｍ．およびＭａｔｉｅｊｅｖｉｃ，Ｅ．の

Ｃｏｌｌｏｉｄｓ  Ｓｕｒｆ．１３１，１７３（１９９８）；Ｌｅｅ，Ｓ．－Ｈ

．らのＪ．ＣｏｌｌｏｉｄＩｎｔｅｒｆａｃｅ  Ｓｃｉ．１８６，１９３（１９

９７）〕代表的な実験で、それぞれＣｄ（II）塩およびＮａ2Ｓを含む溶液の等
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容量（５０ｃｍ3）が、同時にぜん動ポンプ（ｐｅｒｉｓｔａｌｔｉｃ  ｐｕｍ

ｐｓ）により，１０ｃｍ3／分の一定流速でジャケット付き反応器に導入された

。反応器は水性の５ｘ－アミノデキストラシン溶液１００ｃｍ3を含み、７００

ｒｐｍで攪拌された。反応器の外部ジャケットは２５±０．１℃に保持された温

度調節循環水浴に接続された。溶液を混合すると、すぐにＣｄＳゾルを生成した

が、さらに１５分間攪拌された。この実験に使用された実験条件の要約は下の表

２に示される。

      【００４８】

  Ｃｄ（II）塩に存在するアニオンの種類に関して、得られるＣｄＳ分散体の粒

径および光学的性質の依存性を確立するために、それぞれ等量のＣｄＣｌ2，Ｃ

ｄ（ＮＯ3）2，Ｃｄ（ＮＯ3）2，ＣｄＳＯ4およびＣｄ（ＣｌＯ4）2の１×１０-

3、Ｍ溶液が１×１０-3ＭのＮａ2Ｓ溶液と反応された。ＣｄＳおよび５Ｘ－アミ

ノデキストランの最終濃度はそれぞれ２．５×１０-4Ｍおよび２．５ｇｄｍ-3で

あった。反応物濃度の効果を確立するために、実験は比較的高い（１×１０-1Ｍ

まで）濃度のＣｄＳＯ4およびＮａ2Ｓを用いて実行された。

      【００４９】

  合成ＣｄＳ分散体のルミネセンス強度を増強するために、いくつかの実験で、

比較的高濃度のＣｄ（II）塩（１．３×１０-3Ｍ）が使用されたが、一方、Ｎａ

2 Ｓの濃度は同一に保持され、なお反応物溶液の同一容量を維持した。この理由

から、数滴の０．１ＭのＮａＯＨ溶液もpH～１１に到達するように製造されたＣ

ｄＳ分散体に添加された。

Ｂ．反応物溶液の急速混合

  この手順はＣｄＳＯ4 溶液１００cm3 を、５ｘ－アミノデキストラン５ｇdm-3

を含有する撹拌Ｎａ2 Ｓ溶液１００cm3 に急速添加し、〔Ｃｄ2+〕／〔Ｓ2-〕＝

１に保持することからなる。この実験で用いられるＣｄＳＯ4 およびＮａ2 Ｓ溶

液の濃度は表２に示される。

      【００５０】

    【表２】
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      【００５１】

  大きさが異なるアミノデキストラン（５ｘ－アミノデキストラン、ロット１１

－６、１－５、および２－２、１ｘ－アミノデキストラン、Ａｍｄｅｘ－３Ｍお

よびＡｍｄｅｘ－３０００）、安定性、および蛍光の影響を評価するために、Ｃ

ｄＳナノ粒子が１．５×１０-3ＭのＣｄ（ＣｌＯ4 ）2 を、１×１０-3ＭのＮａ

2 Ｓを含み、アミノデキストラン濃度を０．０５～１６ｇdm-3で変動する溶液５

０cm3 と急速混合することにより製造された。同一の実験が濃度２．５および２

０ｇdm-3のデキストラン５００，０００で、ならびに５ｇdm-3のデキストラン２

０，０００で実行された。溶液の混合はただちにＣｄＳゾルを生成するが、さら

に１５分間撹拌された。すべての試料において、pHはＮａＯＨで～１０．５に上

昇された。

Ｃ．（Ａ）ＣＤＪＰおよび（Ｂ）急速混合により製造されたナノ粒子の粒径

  異なるＣｄ（II）塩および安定剤として、５ｘ－アミノデキストラン、ロット

１１－６で製造され、〔ＣｄＳ〕＝２．５×１０-4Ｍに希釈されたＣｄＳ分散体

の吸収スペクトル（図３）が、得られるナノ粒子の粒径を評価するために用いら

れた。このように、ＣｄＣｌ2 溶液で得られたゾルは、平均粒径２．３nmに相当

するλ0 ～４２５nm（スペクトルａ）の吸収徴候を示すが、Ｃｄ（ＮＯ3 ）2 ，
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ＣｄＳＯ4 、およびＣｄ（ＣｌＯ4 ）2 により溶液で沈殿されたものは、２．７

nmの径（λ0 ～４５５nm、スペクトルｂ，ｃおよびｄ）を有する。

      【００５２】

  図４は、〔ＣｄＳ〕＝５×１０-4Ｍに希釈後のＣＤＪＰプロセスの間の時間と

ともにＣｄＳ分散体の吸収スペクトルの変化を示す。吸収徴候における高い方の

波長へのシフトは、６秒後の２．３nmから５分後の約８nmへの粒径増加を示す。

      【００５３】

  ５ｘ－アミノデキストラン、ロット１１－６を含む、得られるＣｄＳ分散体の

粒径への、ＣｄＳＯ4 およびＮａ2 Ｓ溶液の異なる濃度の影響が図５に示される

。比較の目的のために、すべての分散体は〔ＣｄＳ〕＝２．５×１０-4Ｍの同一

濃度に希釈された。

      【００５４】

  吸収の徴候は、反応物濃度が１×１０-3から１×１０-1Ｍに増加するにつれて

、４６０nmから５４０nmまで上昇した。前者の徴候値は２．７nmの粒径に相当す

るが、後者は比較的大きな粒径の生成を示し、その大きさは、Weller, H.らのCh

em. Phys. Lett. 124, 557 (1986）で与えられる検量曲線から確定しえない。し

かし、Weller, H.のAngew. Chem. Int. Ed. Engl. 32, 41 (1993）で報告された

結果から、これらの粒子の大きさが約８nmであると評価されうる。類似の傾向は

、急速混合法（図６）で製造されたＣｄＳナノ粒子でも観察され、すなわちＣｄ

ＳＯ4 およびＮａ2 Ｓのモル濃度が５×１０-4から５×１０-3Ｍに変化されたと

きに、粒径は２．２から３．１nmにシフトした。

      【００５５】

  その２つの手順で得られた結果は、同一条件でＣＤＪＰおよび急速混合法がＣ

ｄＳナノ粒子を含む分散体を生成することを示す。しかし、急速混合はＣＤＪＰ

よりも一貫して小さいＣｄＳ粒子を生成した（表２）。さらに、比較的高い反応

物濃度で得られた分散体は、ＣＤＪＰ法が使用されるとき、もっと安定である。

      【００５６】

  別な方法で同一濃度のＣｄＳにおける懸濁安定性および粒径の差異は、２つの

方法による粒子生成のメカニズムが異なることを示す。ＣＤＪＰの間、反応物は
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同時に反応器に供給され、核の連続的生成を可能にし、ついでもっと大きなクラ

スターに集合しうる。粒子成長は沈殿プロセスの間の吸収徴候値の徐々の増加に

より確認される（図４）。これらの結果は懸濁色彩の観察される変化と一致する

：沈殿プロセスのはじめの淡黄色から、その終りに明るいオレンジ色に。急速混

合プロセスはもっと大きい過飽和のために同時のもっと大きい核濃度を生じる。

ついで、これらの核はもっと小さい粒子に成長し（表２）、多分拡散メカニズム

による。これらの分散の比較的低い安定性は比較的小さい粒子の比較的大きい比

表面積に多分よるのであろうが、比較的大量のポリマーがこの系を安定するのに

要求される。

      【００５７】

  ＣＤＪＰ法により製造されるＣｄＳ懸濁のルミネセンススペクトルは、pH約９

でＣｄＳの等しい最終濃度において、ＣｄＳＯ4 で得られる粒子の発光強度は、

他のＣｄ（II）塩で製造された系のそれよりはるかに低い（図７）。すべての場

合、ルミネセンス強度最大値は～５４０nmであり、バンドギャップ端５００nm、

および長めの波長でのトラップルミネセンスを有する。このように、カドミウム

塩とともに供給されるアニオンの種類は、図３および７に示されるように、Ｃｄ

Ｓナノ粒子の大きさおよび発光強度の両方に強い影響を有する。ルミネセンスク

エンチへのアニオンの影響は従来記述されており〔Henglein, A.のBer. Bunseng

es. Phys. Chem. 86, 301 (1982)〕、電子による再結合の前に、半導体表面の正

孔は、アニオンとイオン－対－型表面複合体を形成し、ルミネセンスをクエンチ

すると考えた。試験されたアニオンの中で、多分ＳＯ4
2- イオンはＣｄＳ表面に

最強の親和性を有し、発光を最小の強度にする。

      【００５８】

  Ｃｄ2+の３０％モル過剰でpH系を増加することよりルミネセンスを活性化する

ことは、図８に明りょうに示される。同一のＣｄＳ懸濁液の発光強度はpH９でよ

りpH１１で著しく高い。比較的高いpH値でのＣｄＳ分散体の発光強度の著しい増

加（図８）はＣｄＳ表面上のＣｄ（ＯＨ）2 層の生成により引起され得、電荷キ

ャリアのトラッピングに責任のある表面の不完全さを阻害している。そのＣｄ（

ＯＨ）2 層も、非放射性再結合を犠牲にして放射性再結合速度を増加する〔Well
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er, H. のAngew. Chem. Int. Ed. Eng. 32, 41 (1993); Spanhel, L.のJ. Am. C

hem. Soc., 109, 5649 (1987)〕。

Ｄ．ＣｄＳナノ粒子の大きさ、安定性およびルミネセンスに対する異なるデキス

トランおよびアミノデキストランの影響

  ＣｄＳナノ粒子の吸収スペクトル（図９）は、製造に使用されたデキストラン

５００，０００のすべての濃度について５１５nmの吸収徴候を示す。同一の吸収

徴候も、デキストラン２０，０００  ５ｇdm-3を含むＣｄＳ分散体で得られた。

粒径は５nmより大きいと評価された〔Henglein, A. Chem Rev. 89, 1861 (1989)

; Fojtik, A.らのBer. Bunsenges. Phys. Chem., 88, 969 (1984）〕。これらの

懸濁液のどれもルミネセンスではなかった。

      【００５９】

  アミン誘導体化多糖類、アミノデキストランの使用はＣｄＳナノ粒子の大きさ

および吸収特性に重大な影響を及ぼす：すなわち、高ポリマー濃度の存在下で、

吸収スペクトルはよく構成され、急勾配の吸収徴候は分散の狭い粒径分布を示す

青の波長範囲（図１０）にある。具体的には、１ｘ－アミノデキストランの濃度

が０．０５～１６ｇdm-3に増加は、（他の反応物の同一濃度を保持して、）５２

０nm（スペクトルｈ、粒径＞５nm）から４２０nm（スペクトルａ、粒径＝２．３

nm）への吸収の徴候シフトを生じる（図１０）。濃度＞１ｇdm-3でこのポリマー

で製造されたＣｄＳ分散体は約１ヶ月間安定なままであるが、比較的少量を有す

るものは数日間のみ安定である。

      【００６０】

  図１１は相対的なルミネセンス強度は１ｘ－アミノデキストランの濃度増加と

ともに高く、最大４９０nmであり最大Ａｍｄｅｘ濃度で５００nmにシフトし、約

１５０nmのバンド幅であることを示す。

      【００６１】

  ５ｘ－アミノデキストラン、ロット２－２－ＣｄＳ分散体の挙動は１－アミノ

デキストラン－ＣｄＳ分散体のそれに類似する。図１２は５ｘ－アミノデキスト

ラン、ロット２－２および１ｘ－アミノデキストランの関数としてＣｄＳ粒子の

平均径を比較する。



(38) 特表２００２－５４０４２８

      【００６２】

  特に、図１２は、ＣｄＳナノ粒子の平均径がアミノデキストランの濃度が大き

くなるにつれて減少することを示す。

      【００６３】

  ５ｘ－アミノデキストリン、ロット２－２－ＣｄＳ分散体のルミネセンススペ

クトルは低いＡｍｄｅｘ濃度に対して４９０nmで最大値を示し、最大濃度で約５

００nmにシフトし、約１５０nmのバンド幅を維持する（図１３）。

      【００６４】

  すべてのＡｍｄｅｘ－ＣｄＳ分散体のスペクトルの特徴は同一の器機的設定（

５および２．５nmスリット）、励起源、およびすべての測定のための蛍光セルを

用いることにより比較上の基礎に置かれた。大部分の実験において、Ａｍｄｅｘ

濃度は２．５，５．０、１０および２０ｇdm-3であり、一方、ＣｄＳ濃度は５×

１０-4，１×１０-3，５×１０-3および１×１０-2Ｍであった。１ｘ－アミノデ

キストラン－ＣｄＳ分散体は２つの最低ＣｄＳ濃度について任意ユニット（ａｒ

ｂｉｔｒａｒｙ  ｕｎｉｔｓ）で約４０～９０に増加するルミネセンス強度を示

した。１×１０-3Ｍより大きいＣｄＳ濃度ではほとんど、もしくは何もルミネセ

ンス強度は検出されなかった。５ｘ－アミノデキストラン、ロット２－２－Ｃｄ

Ｓ分散体は２つの最低ＣｄＳ濃度に対して７０～５０a.u.にわたる強度、そして

１×１０-3Ｍより大きな濃度に対しては＜５a.u.を有していた。ルミネセンスバ

ンド幅は、比較的低いＡｍｄｅｘ濃度で約１００nmと比較的狭かった。５ｘ－ア

ミノデキストラン、ロット１１－６－ＣｄＳゾルは、最低ＣｄＳ濃度に対して１

００～７５a.u.に及ぶ約４９０nmでのルミネセンス強度、そしてすべてのＡｍｄ

ｅｘ濃度で１００nmの比較的狭いルミネセンスバンド幅を示した。再び、最高の

２つのＣｄＳ濃度は最大で＜５a.u.のルミネセンス強度を与えた。５ｘ－アミノ

デキストラン、ロット１－５－ＣｄＳゾルは、最低の２つのＣｄＳ濃度に対して

約８０～１３０a.u.の４９０nmでのルミネセンス強度を示し、約１００nmの比較

的狭いバンド幅を有していた。比較的高い２つのＣｄＳ濃度でのヒドロゾルはす

べて１５a.u.未満の最大ルミネセンス強度を有した。最低ＣｄＳ濃度でのＡｍｄ

ｅｘ－３Ｍ－ＣｄＳ懸濁液は５３０～５４０nmの間で最大のルミネセンス強度２
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～５a.u.を示し、バンド幅約１００nmであった。比較的高いＣｄＳ濃度で製造さ

れたゾルはたいてい不安定であり、数時間内に沈降する白色沈殿の生成を示した

。吸収徴候からの平均ＣｄＳ粒径は３．２～４．１nmに及んだ。Ａｍｄｅｘ－３

０００－ＣｄＳ分散体は、４５０～５１０nmの最大バンドで２０～１９０a.u.の

ルミネセンス強度および７５～１００nmの最も狭いバンド幅を、２つの最低Ｃｄ

Ｓ濃度で与えた。２つの最高濃度で製造されたゾルは不安定で、＜５a.u.の強度

を与えた。吸収徴候から得られたＣｄＳナノ粒子径は非常に小さく、最低ＣｄＳ

濃度に対して２．４～１．９nmの範囲であった。同一容量の２０ｇdm-3で５ｘ－

Ａｍｄｅｘ、ロット１－５分子の数に対して１×１０-3ＭのＣｄＳ  ２００mL中

に生成するmLあたりの２．８nm径ＣｄＳナノ粒子の数と比べるために上記濃度の

アミノデキストランおよび硫化カドミウムを使用するのも教訓的である。かさ密

度４．５０ｇcm-3およびナノ粒子あたり１１．４９nm3 の容積を有する２×１０

-4モルＣｄＳ（１４４．４７ｇモル-1）に対して、我々は２．８×１０15粒子／

mLを得る。２０ｇdm-3で平均ＭＷ３４．４kDa の５ｘ－Ａｍｄｅｘは３．５×１

０17分子／mLを与える。このように、５ｘ－Ａｍｄｅｘ分子に対するナノ粒子の

比は２０ｇdm-3で約１：１００である；しかし５ｘ－Ａｍｄｅｘ  ０．２ｇdm-3

で、その比は約１：１である。アミノデキストラン－ＣｄＳ分散体の安定性およ

びルミネセンス強度は、それらが１～２０ｇdm-3の範囲で過剰ポリマー濃度で製

造されるときにはるかに大きい。

      【００６５】

  ポリマーキャリア、アミノデキストラン、特徴の範囲は幅広い種類のアミノデ

キストランを含むために拡張されている。２０ｇdm-3でＣｄＳナノ粒子製造に用

いられるアミノデキストランについて、合計アミン濃度の順序は：

  Ａｍｄｅｘ－３Ｍ〔８．７×１０-4Ｍ〕＜Ａｍｄｅｘ－３０００〔１．１×１

０-2Ｍ〕＜１Ｘ－Ａｍｄｅｘ〔１．２×１０-2Ｍ〕＜５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット

２－２〔８．２×１０-2Ｍ〕～５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１１－６〔８．２×１

０-2Ｍ〕＜５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１－５〔９．８×１０-2Ｍ〕であった。各

２０ｇdm-3アミノデキストラン溶液における合計アミン（１級および２級）の濃

度は表３に示されるデータから算出された。



(40) 特表２００２－５４０４２８

      【００６６】

    【表３】

      【００６７】

増加するルミネセンス発光強度の順序は：

  Ａｍｄｅｘ－３Ｍ〔約３～４〕＜５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット２－２〔５０〕＜

５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１１－６〔約６０～８０〕＜１Ｘ－Ａｍｄｅｘ〔約９

０〕＜５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１～５〔約９０～１２０〕＜Ａｍｄｅｘ－３０

００〔約１８０～１９０〕であった。５Ｘ－Ａｍｄｅｘロットは増加する合計ア

ミン濃度を有し、増加するルミネセンス発光の一般的傾向に並ばないことに留意

されたい；しかし、５Ｘ－Ａｍｄｅｘのロット間で、その傾向は維持される。水

性溶液におけるＡｍｄｅｘの増加する大きさの順序は：Ａｍｄｅｘ－３Ｍ〔Ｒ＝

１０１．２nm径〕＞５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット２－２〔２５．３nm〕＞１Ｘ－Ａ

ｍｄｅｘ〔２１・５nm〕＞５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１１－６〔１３．２nm〕＞

５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１－５〔１２．１nm〕＞Ａｍｄｅｘ－３０００である
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。大きさが最小のアミノデキストランは最も強いルミネセンス発光を有するＣｄ

Ｓ－アミノデキストラン接合体を生じたことを留意されたい。さらに最大のＣｄ

Ｓ－Ａｍｄｅｘナノ粒子は、最大のＡｍｄｅｘ（３MDa ）が最少のアミノ基（置

換度１／１４２）および最低のアミン濃度を有するので、最小のルミネセンス強

度を示した。

      【００６８】

  デキストランを用いてルミネセンスＣｄＳナノ粒子を製造することは不可能で

あるが、強いルミネセンスは反応混合物の濃度に依存して、アミノデキストラン

で達成されうることが留意されるべきである。この知見は、デキストラン分子中

のアミノ基および高pH媒体の存在がＣｄＳナノ粒子ルミネセンスの活性化に必須

であることを示す。１ｘ－アミノデキストランで得られた粒子よりも５ｘ－アミ

ノデキストランで製造された粒子の高いルミネセンス強度はこれらの２つのポリ

マーの置換度の差異によりもっとも生じやすい。明らかな問題はいかにアミノ基

がルミネセンス強度を増強するかである。従来の研究は、クラスター表面の化学

修飾へのルミネセンス量子生成の強い敏感さを報告している〔Fojtik, A., Well

er, H., Koch, U., およびHenglein, A.のBer, Bunsenges. Phys. Chem. 88, 96

9 (1984); Rossetti, R. らのJ. Chem. Phys. 80, 4464 (1984）〕。ＣｄＳナノ

結晶のウルツ鉱もしくは閃亜鉛鉱型結晶構造は、表面カドミウム原子にイオウ原

子の最近接に少な目の結合、ナノ結晶の内部に通常の４つの代わりに３つ、を残

す。半導体ナノ粒子は表面欠陥部位の高密度を有し、広範囲のエネルギーをカバ

ーすることが知られている〔Fojtik, A.、上述のとおり；Henglein、上述のとお

り；Nozik, A.のJ. Phys. Chem. 90, 12 (1986）〕。これらの部位の大部分はミ

ッドバンドギャップエネルギーに存在し、生成した電子ホール対を最初に捕捉す

ることを含む。

      【００６９】

  Dannhauserおよび共同研究者の研究は、ＣｄＳナノ粒子の懸濁液に添加される

とき、いくつかの３級アミンは有意にルミネセンス強度を増強することを示した

〔Dannhauser, T.らのJ. Phys. Chem., 90, 6074 (1986）〕。この効果はミッド

バンドギャップ相の修飾、多分アミンへのＣｄ2+結合に関係する、によると解釈
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された。後者は部位エネルギーを上昇し、効率的なトラップとしてこれらの部位

を除去し、したがってルミネセンス強度を増加させる。

      【００７０】

  ＣｄＳナノ粒子からの増強されたルミネセンス発光強度は、アミノデキストラ

ンの単１ポリマー分子のドメインにおいて多数のナノ粒子を生成することにより

達成される。径２～３nmのナノ粒子は５ｘ－アミノデキストラン、Ｒ＝９．２８

～２５．３nmおよびＭＷ＝２５．６～１６８．４Daよりも実質的に小さく、それ

はつづいてモノクローナル抗体と一緒に使用された。このように、１つより多い

ナノ粒子が５ｘ－アミノデキストランの単１分子に付着されることができる。こ

れは上述のように、アミノデキストランにモノクローナル抗体と一緒に多数のフ

ィコエリスリン（ＰＥ）分子を複合するのに似ている。ＰＥは分子量２７０，０

００Daおよび径２７．７nmを有し、単分散性である。ＣｄＳナノ粒子は同様に特

徴づけられうる。ＣｄＳ粒子あたりの原子数は、２．８nm径の球状粒子あたりの

容積を１１．４９nm3 として、４つのＣｄＳ単位もしくは８原子により占められ

る単位セル（キュービックセルについて０．５９７５nm端）の容積０．２１３３

nm3 で割ることにより算出される。商（１１．４９nm3 //０．２１３３nm3 ／８

原子）は４３１原子である。原子の１／２はカドミウムであり、そして１／２は

イオウであるので、２．８nm径のＣｄＳ粒子の分子量は（２１５×１１２．４１

＋２１５×３２．０６）＝３１，０００Daとして評価される。閃亜鉛鉱型構造に

おけるバルクＣｄＳの密度は４．５０ｇ／ccであり、典型的な有機ポリマーの密

度よりも４倍大きい；このように、ＣｄＳ粒子の大きさは典型的な５ｘ－アミノ

デキストランよりも、比例して小さい。

      【００７１】

  大きなルミネセンス強度を生じ、活性化剤に適度に安定性を有する、アミノデ

キストランと一緒の、ＣｄＳナノ粒子の最適生成を得るための主な成功基準は次

のとおりであるように思われる：１．高いアミノデキストラン濃度；２．デキス

トラン中のアミン（１級および２級）基の高い濃度；３．アミノデキストランの

高分子量；４．過剰Ｃｄ（II）イオン濃度；５．高いpH。

      【００７２】
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  本実験は、ナノ結晶表面とアミノデキストランとの間の相互作用がアミノデキ

ストラン分子中のアミン基の置換度を変えることにより制御され得、大きさ、安

定性、およびＣｄＳ分散体の光学的性質を、組成およびこれらのポリマーの濃度

の選択により適合させることができる、ことを示した。

実施例５－ＣＤＪＰ法によるナノ粒子の製造

  ＣＤＪＰ法において、硫酸亜鉛（ＺｎＳＯ4 ）および硫化ナトリウム（Ｎａ2 

Ｓ）溶液５０cm3 が、安定化剤として５ｘ－アミノデキストランを含む水性溶液

１００cm3 中に１０cm3 ／分の一定流速で別々に、そして同時に導入された。分

散体は７００rpm で撹拌された。すべての実験は２５℃の一定温度で実行された

。

      【００７３】

  反応物、すなわち亜鉛塩および硫化ナトリウムの濃度は１×１０-3Ｍ～１×１

０-2Ｍに変動されたが、一方、モル比は〔Ｚｎ2+〕／〔Ｓ2-〕＝１で一定に保持

された。系における５ｘ－アミノデキストランの濃度は５ｇdm-3で一定であった

。これらの溶液の濃度を変えると、イオン強度が変動し、粒径に作用し得る。Ｚ

ｎＳ分散体の生成において使用された沈殿条件の要約が表４に示される。

      【００７４】

    【表４】

      【００７５】

  ５ｘ－アミノデキストランの存在下でＣＤＪＰ法による硫化亜鉛の沈殿はナノ

サイズ粒子の安定分散体をもたらした。粒径の差異は、吸収の徴候から認識され
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得、反応物濃度への粒径の依存性を示す。５×１０-4ＭのＺｎＳ分散体から測定

された吸収の徴候は２９０nm（試料ａ）から３０６nm（試料ｃ）にシフトした。

これらの結果は、巨視的（ｍａｃｒｏｓｃｏｐｉｃ）固体（３．６７eV）として

ＺｎＳのものより大きい量子エネルギに相当し、量子化ＺｎＳナノ粒子の生成を

示す。バンドギャップは文献〔Henglein, A.らのBer. Bunsenges. Phys. Chem. 

87, 852～858 (1983); Weller, H. らのBer. Bunsenges. Phys. Chem. 88, 649

～656 (1984); Dunstan, D.E.らのJ. Phys. Chem. 94, 6797～6804 (1990); Qi,

 L.らのColloids Surfaces 111, 195～202 (1996）〕に報告されているものより

エネルギーが多少大きく、非常に小さな量子化ＺｎＳナノ粒子の生成を示す。こ

のように、５ｘ－アミノデキストランはナノサイズＺｎＳ粒子をＣＤＪＰ法で製

造するための良好な媒体を付与する。

実施例６－混合したＣｄＳ－ＺｎＳナノ粒子の製造

  単１のＣｄＳもしくはＺｎＳナノ粒子も２×１０-3ＭのＣｄＳＯ4 もしくはＺ

ｎＳＯ4 溶液５０cm3 を、５ｘ－アミノデキストラン５ｇdm-3を含有する２×１

０-3ＭのＮａ2 Ｓ溶液５０cm3 と急速混合することにより製造された。最終的な

ＣｄＳもしくはＺｎＳ濃度は１×１０-3Ｍであった。

      【００７６】

  合計濃度２×１０-3Ｍ（しかし異なる比で）でＣｄＳＯ4 およびＺｎＳＯ4 を

含む溶液５０cm3 を、２×１０-3ＭのＮａ2 Ｓ溶液５０cm3 と急速混合すると混

合Ｚｎx Ｃｄ1-x Ｓナノ粒子の生成をもたらした。最終的なＺｎx Ｃｄ1-x Ｓ濃

度は１×１０-3であったが、ｘ値は溶液中に含まれるＣｄ2+とＺｎ2+のモル比に

より決定されて変動された。

      【００７７】

  これらのナノ粒子の化学組成およびいくつかの特性が表５に示される。

      【００７８】

    【表５】
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      【００７９】

  単１のＺｎＳナノ粒子は２９４nmに吸収徴候を有し、これはバンドギャップ４

．２２eVに相当し、非常に小さな量子化ＺｎＳナノ粒子の生成を示す。単１のＣ

ｄＳ粒子は４３１nmに吸収徴候を示し、平均粒径＜２．５nmに相当する。Ｚｎx 

Ｃｄ1-x Ｓナノ粒子の吸収スペクトルは、ＣｄＳとＺｎＳナノ粒子のスペクトル

の間にあることがわかった。吸収徴候は、Ｚｎx Ｃｄ1-x ＳにおけるＺｎの量が

増加するにつれて、４３１nmから２９４nmに、短いほうの波長方向に系統的にシ

フトした。混合ナノ粒子は単１のＣｄＳナノ粒子から単１のＺｎＳナノ粒子に連

続的に同調しうるエネルギーギャップを示す。

      【００８０】

  Ｚｎ／Ｃｄモル比１：１で別々に製造された単１のＣｄＳナノ粒子および単１

のＺｎＳナノ粒子の混合物についての吸収スペクトルは、単１のＣｄＳおよびＺ

ｎＳのものに相当する、２つの別々の吸収端を示し、共沈ナノ粒子と異なりＣｄ

ＳおよびＺｎＳスペクトルの重層をほとんど反映する。

実施例７－アミノデキストランへの金属イオン配位

  水性媒体中のアミノデキストランの存在下でＣｄＳナノ粒子の生成メカニズム

についての一貫した描写の表現に重大なのは、アミノデキストラン上の部位への

金属イオン結合の初期的可能性である。この目的点に向けて、実験が実施され、

対照としてデキストランを用いて、発色団の、水性銅（II）イオンをアミノデキ
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ストランと反応させた。実験質量１，３８１．２Daを有しＣ49Ｈ84Ｏ40Ｎ・３Ｈ

2 Ｏとして分析されたロット－２６  １Ｘ－Ａｍｄｅｘが使用された。このよう

に、１つの糖環を２つのジアミノプロパンで置換された最小のくり返し単位の分

子量は５，５２５Daである。１つの実験において、１Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット－

２６の２．０００×１０-4モルもしくは１．１０５ｇおよび同一量の対照、デキ

ストランＴ－２Ｍ  １．１０５ｇが別々に蒸留水５０mLに溶解された。ついで、

各試料に、蒸留水１０mLに溶解した酢酸ナトリウム２．００×１０-3モル、もし

くは０．３２８ｇ、つづいて蒸留水２５mLに溶解したＣｕ（ＮＯ3 ）2 ・５／２

Ｈ2 Ｏ  ２．００×１０-3モル、もしくは０．４６５ｇが段階的に添加された。

各試料の合計容量は蒸留水で１００mLに調節され、そして混合物は磁石で３日間

撹拌された。Ｃｕ（II）－デキストラン混合物は濁っており、可視～近ＵＶ領域

での電子吸収スペクトルを測定する前に０．４５μｍフィルターでろ過された。

混合期間後に、Ｃｕ（II）－デキストラン試料はpH＝５．３１、伝導度＝６．０

５mmho－cm-1、λmax ＝７７１nm、およびＡ771 ＝０．４５３を与え、一方、Ｃ

ｕ（II）－１Ｘ－Ａｍｄｅｘ試料はpH＝５．７９、伝導度＝５．６８mmho－cm-1

、λmax ＝７４７nm、およびＡ747 ＝０．５３４を与えた。ついで両試料は、膜

ろ過（A/G Technology Corp.モデルＵＦＰ－３０－Ｅ－４中空系カートリッジ、

３０，０００Da  ＭＷカット）により蒸留水で別々に洗浄され、過剰塩を除去し

た。洗浄後に、無色のＣｕ（II）－デキストラン試料はpH＝６．５３、伝導度＝

４．２５μmho －cm-1を与え、４００および９００nmの間に０．００７単位より

大きい検出可能な吸収はなかった；一方、明らかに青いＣｕ（II）－１Ｘ－Ａｍ

ｄｅｘ試料はpH＝６．３２、伝導度＝４．０５μmho －cm-1、λmax ＝６３０nm

、およびＡ630 ＝０．０５０を与えた。洗浄の前後にＣｕ（II）種のｄ－ｄ転移

に由来する弱い吸収バンドはそのモル吸光係数（molar extinction coefficient

s)をあまり変えないと考えて、約１０％残る吸収は、１Ｘ－Ａｍｄｅｘの二重に

ジアミノプロパン置換された糖部位のすべてを正確に占めるのに必要な量のＣｕ

（II）に一致する。すべてのＣｕ（II）－１ｘ－Ａｍｄｅｘ試料は凍結乾燥され

、乾燥固体０．７６５ｇを与え、６３０nm吸収バンドのモル吸光係数は約３５dm

3 －cm／モルであると算出された。固体の元素分析、Ｎ０．５６％およびＣｕ０
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．５４％は二重にジアミノプロパン置換されたグルコース残基の４Ｎ部位の８５

％がＣｕ（II）により占められていることが示された。これらのＤＡＰ置換され

た残基の分子モデルは、デキストランの同一グルコース残基上に置換された２つ

のジアミノプロパン単位の４つの窒素電子対ドナー原子へのＣｕ（II）の４－配

位が立体的に実施可能であることを示した。Ｃｕ（ＮＨ2 ＣＨ2 ＣＨ2 ＣＨ2 Ｎ

）2 －からなる２つの６員キレート環は安定な遷移金属キレートについての公知

の配位化学と矛盾しない。異なるグルコース残基上の２つのジアミノプロパン単

位間の分子内もしくは分子間Ｃｕ（II）架橋は立体的にはあまり好ましくない。

Ｚｎ（II）およびＣｄ（II）のような他の２価遷移金属イオンの同様な結合は期

待される。Ｃｕ（II）イオンに対する１Ｘ－Ａｍｄｅｘの選択性は、上述のよう

に、しかしＺｎ（ＮＯ3 ）2 ・６Ｈ2 Ｏからの５０倍過剰のＺｎ（II）イオンの

存在下で、同一量の１Ｘ－ＡｍｄｅｘおよびＣｕ（II）とともに示された。混合

物は一夜撹拌され、ついで膜ろ過で洗浄され、薄青色溶液を与え、pH＝６．７５

、伝導度＝４．１５μmho －cm-1、λmax ＝６１８nm、およびＡ618 ＝０．０３

８であった。Ｃｕ（II）のみが存在するときの吸収に対する比較は、過剰Ｚｎ（

II）の存在下で７９％のＣｕ（II）配合をした。周期律表において同一のIIＢ族

であるので、カドミウム（II）はＺｎ（II）と同様にアミノデキストランに結合

することが期待される。

実施例８－Ｔ４抗体－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体の製造

  Ｃｏｕｌｔｅｒ  Ｔ４モノクローナル抗体、ＣＤ４クローンＳＦＣＩ  １２Ｔ

４Ｄ１１（ＩｇＧ１）、は、末梢ヒトＴリンパ球（フロリダ州Miami のBeckman 

Coulter, Inc. からのＴ４抗体）で免疫されたＢＡＬＢ／ｃＪマウスのひ臓細胞

によりマウスＮＳ／１－ＡＧ４細胞をハイブリダイゼーションして得られた。

      【００８１】

  Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体の発光および励起スペクトルは励起の

ためにキセノンランプを用いてＳｈｉｍａｄｚｕモデルＲＦ５０００Ｕ分光蛍光

分析計（ｓｐｅｃｔｒｏｆｌｕｏｒｉｍｅｔｅｒ）により測定された。準弾性（

ｑｕａｓｉ－ｅｌａｓｔｉｃ）光散乱、ＱＥＬＳ（すなわち光子相間分析（ｐｈ

ｏｔｏｎ  ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ  ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙ），ＰＣＳ）お
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よびその解析はＣＯＵＬＴＥＲモデルＮ４ＭＤサブミクロン粒子アナライザーで

得られ、それは粒度分布プロセッサー（ＳＤＰ）分析ならびに６３２．８nm  Ｈ

ｅ／Ｎｅレーザー励起を有する多重散乱角検出を伴う。

      【００８２】

  Ｐｉｅｒｃｅカタログ〔Pierce Catalog and Handbook, Life Science & Anal

ytical Research Products, 1994/95, Pierce Chemical Company, Rockford、イ

リノイ州〕および他の説明〔Wong, S.S.のChemistry of Protein Conjugation a

nd Cross-Linking (CRC Press, Inc., Boca Raton、フロリダ州、1991）；Herma

nson, G.T.のBioconjugate Techniques (Academic Press, San Diego、カリフォ

ルニア州、1996）；Aslam, M.およびDent, A.のBioconjugation-Protein Coupli

ng Techniques for the Biomedical Sciences (Grove's Dictionaries Inc., Ne

w York, NY, 1998）〕に詳細に説明されている、標準的な１級アミノ官能基活性

化および接合手順が続けられた。スルホサクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミド

メチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（スルホ－ＳＭＣＣ）はＰｉｅ

ｒｃｅの製品であるが、一方、２－イミノチオラン、Ｌ－システイン遊離塩基、

およびヨードアセトアミドはＳｉｇｍａグレードであった。

      【００８３】

  実験７において、５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１－５濃度、２０ｇdm-3で製造さ

れた生の５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ分散体１０mLが精製され、平衡化されたＧ－

２５  Ｓｅｐｈａｄｅｘカラム２．５cm×４８cmで緩衝液を交換され、１×ＰＢ

Ｓで溶出され、１２０滴（～３．６mL）の画分を捕集された。２つのルミネセン

スバンドが３６６nm  ＵＶランプで観察され、狭い第１バンドと、幅広く明るい

第２バンドであった。第２バンドの最も明るい画分の３つ（２４～２６）が一緒

にされ１０．８mLの容量となった。スルホ－ＳＭＣＣ溶液０．２００mL（１×Ｐ

ＢＳ  １０mg／mL中）が活性化のために使用された。混合物は１時間、ローラー

混合され、ついでＧ－２５  Ｓｅｐｈａｄｅｘカラム〔Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂ

ｉｏｔｅｃｋ〕で分離され、合計容量７．２mLの２つの最も明るい画分（２３お

よび２４）を残した。４７．１６mg／mLのＴ４抗体濃縮物２５mgが２．０mg／mL

の２－イミノチオランの１×ＰＢＳ溶液０．１６１mLで活性化された。１×ＰＢ
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Ｓ緩衝溶液０．９７６mLが混合物に添加され、ついで１時間ローラー混合された

。混合物はＧ－５０  Ｓｅｐｈａｄｅｘ〔Ｐｈａｒｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｋ

〕で精製され、第１バンドの中央画分を残し、３．８３１mg／mLの４．５mLもし

くは１７．２４０mgのＩＴ－Ｔ４を含んでいた。スルホ－ＳＭＣＣ－５Ｘ－Ａｍ

ｄｅｘ－ＣｄＳ懸濁液７．２mLのＩＴ－Ｔ４溶液４．５mLとの接合はローラー混

合で２時間で実施された。接合混合物は、１×ＰＢＳで平衡化されたＢｉｏ－Ｇ

ｅｌ  Ａ－５ｍカラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ）（２．５

cm×４８cm）で分離された。２つの初期のブロードな、不十分に分離されたバン

ド（画分２２～３０、３２．４mLおよび３１～４０、３６．０mL）は、残され、

それぞれ貯蔵され、ＩＥＣ  Ｃｅｎｔｒａ  ８遠心分離で２０分間、２０００rp

m で３．７および２．８mLにそれぞれ遠心分離され、Ａｍｉｃｏｎ  Ｃｅｎｔｒ

ｉ－Ｐｒｅｐの３０チューブに濃縮された。実験（Ｒｕｎ）９および１０は同様

に実行された。ただし１５mLの生５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳゾルはＧ－２５  Ｓ

ｅｐｈａｄｅｙで精製され、１０mg／mLスルホ－ＳＭＣＣ溶液０．３００mLが活

性化に用いられ、そしてスルホ－ＳＭＣＣ－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳの２つの

最も明るい画分（２２および２３）が貯蔵され、実験９のＩＴ－Ｔ４の１７．０

００mg（５．２２９mL）と混合された。実験１０は実験９と同様であったが、１

０mg／mLのスルホ－ＳＭＣＣ溶液０．４００mLが使用され、スルホ－ＳＭＣＣ－

５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳの４つの最も明るい画分（２１，２２，２３および２

４）が貯蔵され、ＩＴ－Ｔ４の１７．９００mg（５．０００mL）と混合された。

実験７，９および１０のＢｉｏ－Ｇｅｌ  Ａ－５ｍカラムから捕集された画分の

ＵＶモニターレコーダーのトレースが、図１４に、各実験からの特定の、貯蔵画

分のＳＤＳ－ＰＡＧＥ結果とともに示される。

      【００８４】

  従来の５Ｘ－ＡｍｄｅｘのＣＤ３抗体との接合〔米国特許５，５２７，７１３

；５，６５８，７４１号明細書〕のように、スルホ－ＳＭＣＣとの、またはフィ

コエリスリンおよびモノクローナル抗体との、５Ｘ－Ａｍｄｅｘの同一レベルの

活性化を用いることは、５Ｘ－Ａｍｄｅｘ  ２５mgにつき、１０mg／mLのスルホ

－ＳＭＣＣ溶液０．４５０mLもしくはスルホ－ＳＭＣＣ（ＭＷ、４３６．３７ｇ
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／モル）０．０１０ｍモルを必要とする。４×３５５．３Daの２つのジアミノプ

ロパン基くりかえし単位およびくりかえし単位あたり２モルの１級アミンのため

に、５Ｘ－Ａｍｄｅｘ  ２５mgにつき、アミン基０．０３５ｍモルがある。この

ように、スルホ－ＳＭＣＣに対するアミンモル比は３．５であり、５Ｘ－Ａｍｄ

ｅｘ中の１級アミンの約３０％を活性化するのに十分なスルホ－ＳＭＣＣを与え

る。５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体を用いるこの実験において、最良の結果は

約１０倍の低い活性化レベルで得られ、そこではスルホ－ＳＭＣＣに対するアミ

ンのモル比は約３０～５０であり、５Ｘ－Ａｍｄｅｘ中の１級アミン基の２～３

％を活性化するのに十分なスルホ－ＳＭＣＣを与えた。上述の手順において、１

０mg／mLスルホ－ＳＭＣＣ溶液の０．４００～０．９００mLのもっと高いスルホ

－ＳＭＣＣ量はＣｄＳナノ粒子のルミネセンス強度を約５～１０倍の非常に低レ

ベルに低下させた。接合の間の１８～４２mgのもっと高いＩＴ－Ｔ４量はＢｉｏ

－Ｇｅｌ  Ａ－５カラム（Ｂｉｏ－Ｒａｄ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ〕上の画

分３５～５０にもっと過剰の抗体を単に与えただけであり、フリーの抗体から接

合体の不十分な分離をもたらした。

実施例９－精製５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳおよびＴ４抗体－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－

ＣｄＳ接合体

  生のゾル１５mLが１×ＰＢＳで平衡化したＧ－２５  Ｓｅｐｈａｄｅｘカラム

（２．５cm×４８cm）の頂部に加えられた。１２０滴もしくは約３．６mLの画分

が捕集された。画分Ｎｏ．２１の狭い第１バンドおよび画分Ｎｏ．２３～２５の

幅広い第２バンドがＡ280 モニターならびに手支持ランプ（３６６nn、モデルＵ

ＶＬ－２１  Ｂｌａｋ－Ｒａｙランプ、Ultra-Violet Produsts, Inc., San Gab

riel, CA）で観察され、カラムのルミネセンス発光を観察した。吸収スペクトル

、３６０nm励起ルミネセンス発光スペクトル、およびＱＥＬＳが関連画分につい

て測定され、結果は表６に要約される。

      【００８５】

    【表６】
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      【００８６】

  約３６５nmでの最大吸収は画分Ｎｏ．２１について観察された；しかし、最大

ルミネセンス発光強度は３つの画分、Ｎｏ．２３～２５で検出され、一方、最大

９０°光散乱は画分Ｎｏ．２２および２３で生じた。Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－

ＣｄＳ接合体は図１５の実験７試料でみられるように、２８０nmを中心とする付

加的なタンパク吸収バンドを示した。さらに、Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ

接合体のいくつかの実験の発光スペクトルは図１６において、同一の蛍光計設定

で比較される。５００nmでのこれらの発光バンド強度の最高は親の５Ｘ－Ａｍｄ

ｅｘ－ＣｄＳ複合体について、さらに、１×ＰＢＳ緩衝溶液中の５μＭ濃度で蛍

光、有機染料、フラ－２，５ペンタカリウム塩（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂ

ｅｓ，Ｉｎｃ．）について、約４～５倍低い。実験７接合体、画分２２～３０お

よび画分３１～４０についてのＱＥＬＳの結果は、試料あたり３つの測定からの

平均径についてそれぞれ、３２．７nmおよび２４．３nmであった。貯蔵された５

Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳの生ゾル画分について平均径９nmを用いると、５Ｘ－Ａ

ｍｄｅｘ－ＣｄＳ粒子まわりのＴ４モノクローナル抗体（ＩｇＧ１クラス）の層

の平均厚さは１１．８および７．６nmとそれぞれ計算された。

実施例１０－Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体の生物学的活性
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  全血の対照（ＩＭＭＵＮＯ－ＴＲＯＬ（商標）、Beckman Coulter Inc., Miam

i 、フロリダ州）が１２×７５mmチューブに１００μＬ容量で送り出された。Ｔ

４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体懸濁液がそれぞれのチューブに添加された

。試料は１×ＰＢＳ中のジギトニンもしくはサポニン（Ｓｉｇｍａ）のいずれか

で処理され、赤血球の非酸分解を与えた。Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合

体のタイター（１０～５０μＬ）はリンパ球ＣＤ４レセプター部位の飽和を確立

するために実施された。１×ＰＢＳ中の５００μｇ／mLデジトニンもしくは０．

１％サポニン溶液の５００μＬが添加され、混合され、チューブ中の試料混合物

とともに１～２分間、それぞれインキュベートされた。細胞はチューブにＰＢＳ

Ｆ（０．０１％アジ化ナトリウム、２．５％ウシ胎児血清を含む１×ＰＢＳ）２

mLを添加することにより洗浄され、２００ｇで５分間、遠心分離され、上清溶液

は廃棄され、ＰＢＳＦ  １mLが添加された。各実験は非処理（Ｔ４－５Ｘ－Ａｍ

ｄｅｘ－ＣｄＳでない）対照を含み、負のゲート領域およびＴ４－５Ｘ－Ａｍｄ

ｅｘ－ＣｄＳ処理対照のための蛍光バックグラウンドを確立するためにＴ４－５

Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体結合を同定する。処理対照は、さらにひ臓抗マウ

ス抗体－フィコエリスリン、ＳＡＭ－ＰＥ（Silenus Laboratories, Hawthorne 

、オーストラリアの製品）を含むチューブに１５分間、インキューベートするこ

とにより得られ、結合Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体で細胞の％を同定

する。処理されたＩＭＭＵＮＯ－ＴＲＯＬ細胞はＣＯＵＬＴＥＲ（登録商標）Ｅ

ＰＩＣＳ（登録商標）Ｅｌｉｔｅ  ＥＳＰ（商標）流動細胞計測法で分析された

。細胞懸濁液は１００mW出力レーザーパワーで４８８．０nmに同調されたアルゴ

ンイオンレーザーを用いて励起された。ＰＥもしくはＦＩＴＣからの蛍光発光は

フォトマルチプライヤーを用いて干渉フィルターにより捕捉された。１０，００

０の結果が、電子ノイズおよび破片を識別した後に各試料について捕集された。

すべての試料データは集められ、さらなるデータ減少のためにリスト態様で記憶

された。

      【００８７】

  Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体／ＳＡＭ－ＰＥと混合され、そしてデ

ジトニンもしくはサポニンで分解された全血対照について述べられたように調製
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された試料の流動細胞計測法から得られたヒストグラムが図１７の上部半分に示

される。Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ／ＳＡＭ－ＰＥの代りに、直接マーカ

ーＴ４－ＦＩＴＣで処理された、同一の全血対照のヒストグラムは、図１７の下

部半分に示される。パーセントＴ４ポジティブリンパ球についての同様な結果は

、精製Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体は参照マーカーＴ４－ＦＩＴＣの

ようにリンパ球上の同一レセプター部位を標識化することを確認する。このよう

に、Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体の生成モデルおよびＴ４＋リンパ球

へのその結合は図１８に示される。

      【００８８】

  流動細胞計測法の結果は、すべてのカルコゲン化カドミウムを直接的なルミネ

センス標識として一様に使用することは不可能であることを示す；むしろ、Ｃｄ

ＳｅおよびＣｄＴｅ粒子のみが、可視および近赤外スペクトル領域でバンドギャ

ップ吸収バンド最大値を示し、直接マーカーとして容易に使用される潜在能力を

有する。ＭＷ範囲３０～７５kDa のアミノデキストランに、近ＵＶレーザー線で

励起されて付着される２～５nm径のＣｄＳナノ粒子のルミネセンス発光強度は白

血球セルを高蛍光バックグラウンドから識別しうるほどには十分ではなかった。

５～１０nm径のもっと大きなＣｄＳナノ粒子は、それらの励起バンドは４００～

５００nmの可視光領域にシフトされるので有用であり得、そこでは白血球からの

バックグラウンド蛍光強度はそんなに高くない。さらに、１００～５００kDa の

範囲のもっと大きい５Ｘ－アミノデキストランは分子あたり、もっと多くのＣｄ

Ｓナノ粒子を備え、これらのマーカーの傾向強度を増強する。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  表１に示される１つのデキストランおよび１０のアミノデキストラン試料に関

するデータから構成されるＭａｒｋ－Ｈｏｕｗｉｎｋプロットを示す。

    【図２】

  １×ＰＢＳ緩衝溶液に溶解された種々のアミノデキストランロットについての

ＳＤＳ－ＰＡＧＥの結果を示す：ＬＨＳ、プロトコール１溶解；ＲＨＳ、プロト

コール２溶解。各セットにおいて、レーン１～６Ｌ～Ｒは５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロ
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ット１～５；５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット２－２；５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット－１

１；５Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット１１－６；および１Ｘ－Ａｍｄｅｘ、ロット－７

５をそれぞれ含む。５つの狭いバンドを含むレーンは分子量標準を含む。

    【図３】

  １×１０-3モルdm-3（Ｍ）Ｎａ2 Ｓ、１×１０-3モルdm-3（Ｍ）（ａ）ＣｄＣ

ｌ2 、（ｂ）Ｃｄ（ＣｌＯ4 ）2 、（ｃ）Ｃｄ（ＮＯ3 ）2 、（ｄ）ＣｄＳＯ4 

溶液、および５ｘ－アミノデキストラン、ロット１１－６  ５ｇdm-3を使用する

、制御されたダブル－ジェット沈殿（ＣＤＪＰ）法により製造されたＣｄＳナノ

粒子の吸収スペクトルを示す。

    【図４】

  ＣＤＪＰ法開始後の６秒、３０秒、３分、および５分後に集められたＣｄＳ試

料の吸収スペクトルを示す。ＣｄＳＯ4 およびＮａ2 Ｓ溶液の濃度は１×１０-3

モルdm-3（Ｍ）、５ｘ－アミノデキストラン、ロット１１－６は５ｇdm-3であっ

た。

    【図５】

  安定化剤として５ｇdm-3の５ｘ－アミノデキストラン、ロット１１－６を用い

て、（ａ）１×１０-3、（ｂ）１×１０-2および（ｃ）１×１０-1モルdm-3（Ｍ

）ＣｄＳＯ4 およびＮａ2 Ｓ溶液を用いるＣＤＪＰにより製造されたＣｄＳナノ

粒子の吸収スペクトルを示す。

    【図６】

  安定剤として５ｇdm-3の５ｘ－アミノデキストラン、ロット１１－６を用いて

、（ａ１）５×１０-4および（ｂ１）５×１０-3モルdm-3（Ｍ）のＣｄＳＯ4 お

よびＮａ2 Ｓ溶液の急速混合により製造されたＣｄＳナノ粒子の吸収スペクトル

を示す。

    【図７】

  １．３×１０-3モルdm-3（Ｍ）のＣｄＣｌ2 ，Ｃｄ（ＣｌＯ4 ）2 ，Ｃｄ（Ｎ

Ｏ3 ）2 、およびＣｄＳＯ4 溶液ならびに１×１０-3モルdm-3（Ｍ）のＮａ2 Ｓ

溶液を用いるＣＤＪＰにより製造されたＣｄＳナノ粒子の蛍光発光スペクトルを

示す。ＣｄＳおよび５ｘ－アミノデキストラン、ロット１１－６の最終濃度はそ
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れぞれ２．５×１０-4モルdm-3（Ｍ）および２．５ｇdm-3であった。

    【図８】

  図７と同一条件でＣｄＳＯ4 およびＮａ2 Ｓ溶液で製造されたＣｄＳ分散体の

ルミネセンス発光の強度に対するpHの影響を示す。

    【図９】

  デキストラン５００，０００（２，５および２０ｇdm-3）および５ｇdm-3のデ

キストラン２０，０００の異なる濃度を用いて、３×１０-3モルdm-3（Ｍ）Ｃｄ

（ＣｌＯ4 ）2 および２×１０-3モルdm-3（Ｍ）Ｎａ2 Ｓ溶液で製造されたＣｄ

Ｓナノ粒子の吸収スペクトルを示す。

    【図１０】

  安定剤として異なる濃度の１ｘ－アミノデキストラン：１６（ａ），８（ｂ）

，４（ｃ），２（ｄ），１（ｅ），０．５（ｆ），０．２（ｇ）および０．０５

（ｈ）ｇdm-3、を用いて３×１０-3モルdm-3（Ｍ）Ｃｄ（ＣｌＯ4 ）2 および２

×１０-3モルdm-3（Ｍ）Ｎａ2 Ｓ溶液で製造されたＣｄＳナノ粒子の吸収スペク

トルを示す。

    【図１１】

  安定剤として、異なる濃度の１ｘ－アミノデキストラン：１６（ａ），８（ｂ

），４（ｃ），２（ｄ），１（ｅ），０．５（ｆ）、および０．２（ｇ）ｇdm-3

、を用いて、３×１０-3モルdm-3（Ｍ）Ｃｄ（ＣｌＯ4 ）2 および２×１０-3モ

ルdm-3（Ｍ）Ｎａ2 Ｓ溶液で製造されたＣｄＳナノ粒子のルミネセンススペクト

ルを示す。

    【図１２】

  ＣｄＳナノ粒子の平均径ｖｓ．１ｘ－アミノデキストランおよび５ｘ－アミノ

デキストラン、ロット２－２の濃度、のプロットである。

    【図１３】

  安定剤として異なる濃度の５ｘ－アミノデキストラン：１６（ａ），８（ｂ）

，４（ｃ），２（ｄ），１（ｅ），０．５（ｆ）および０．２（ｇ）ｇdm-3、を

用いて、３×１０-3モルdm-3（Ｍ）Ｃｄ（ＣｌＯ4 ）2 および２×１０-3モルdm

-3（Ｍ）Ｎａ2 Ｓ溶液で製造されたＣｄＳナノ粒子のルミネセンススペクトルを
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示す。

    【図１４】

  Ｔ4 －５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体混合物についての、Ａ280 モニターの

読み対Ｂｉｏ－Ｇｅｌ  Ａ－５ｍの画分Ｎｏ．クロマトグラムを示す：Ａ．実験

（ｒｕｎ）７；Ｂ；ｒｕｎ９；Ｃ，ｒｕｎ１０。ＲＨＳについてＳＤＳ－ＰＡＧ

Ｅの結果は次のとおり：Ａ．レーン１、貯蔵画分２２～３０；レーン２、貯蔵画

分３１～４０；レーン３、精製Ｔ4 －抗体；標準；Ｂ、レーン１～３、Ｓｅｐｈ

ａｄｅｘ  Ｇ－２５上で精製された５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ複合体の連続画分

；レーン４、ＩＴ－Ｔ４抗体；レーン５、貯蔵画分３１～４０；レーン６、標準

；Ｃ、レーン４、標準；レーン１，２，３，５および６は、それぞれ貯蔵画分３

１～３５，３６～４０，４１～４５，４６～５０、および５１～５５である。

    【図１５】

  １×ＰＢＳ緩衝溶液中のＴ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ  ＣｄＳ接合体の吸収スペク

トルを示す：上部、ｒｕｎ７、貯蔵および濃縮画分３１～４０；下部、ｒｕｎ７

、貯蔵および濃縮画分２２～３０。

    【図１６】

  ３６０nm励起した１×ＰＢＳ緩衝溶液中のＴ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接

合体のルミネセンス発光スペクトルを示す：Ａ、ｒｕｎ７、貯蔵および濃縮画分

２２～３０；Ｂ、ｒｕｎ９、貯蔵および濃縮画分３１～４０：Ｃ、ｒｕｎ１０、

貯蔵および濃縮画分３１～４５；およびＤ、ｒｕｎ１０、貯蔵および濃縮画分３

６～４０。

    【図１７】

  流動細胞計測法ヒストグラムを示す。細胞数（蛍光の場合）対ｌｏｇ（蛍光強

度）であり、全血対照、デジトニンもしくはサポニンで分解；ならびに抗－ＣＤ

４－ＦＩＴＣ蛍光マーカーで全血対照中のＴ４＋細胞の直接標識化した、Ｔ４－

５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体／ＳＡＭ－ＰＥ混合物に関する。

    【図１８】

  Ｔ４－５Ｘ－Ａｍｄｅｘ－ＣｄＳ接合体の生成、ならびにＴ４＋白血球へのそ

の結合を示す概略図である。
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【図１】

【図２】
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【図３】



(59) 特表２００２－５４０４２８

【図４】
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【図５】
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【図６】
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【図７】
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【図８】
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【図９】
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【図１０】
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【図１１】
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【図１２】
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【図１３】
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【図１４】
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【図１５】
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【図１６】
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【図１７】
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【図１８】
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【手続補正書】

【提出日】平成１３年１１月２０日（２００１．１１．２０）

【手続補正１】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】特許請求の範囲

【補正方法】変更

【補正の内容】

【特許請求の範囲】

    【請求項１】  流体試料の分析のための半導体ナノ粒子であり、

  ａ）平均分子量３，０００～３，０００，０００Da、１５０nmより小さい粒径

を有し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換度が

１／１５０～４／１の範囲である、多糖類の水溶性アミノ誘導体；ならびに

  ｂ）式：（ＸＹ)nの少くとも１つのナノ粒子、

  ここでＸはＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合わせからなる群

より選ばれ；そしてＹはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれ；そしてｎ＝５０～１０００であり、該ナノ粒子は該アミノ

多糖類に結合されている、

を含む半導体ナノ粒子。

    【請求項２】  粒径が１～１０nmである請求項１記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項３】  多糖類がデキストランである請求項１記載の半導体ナノ粒子

。

    【請求項４】  デキストランが５Ｘ－アミノデキストランおよび１Ｘ－アミ

ノデキストランからなる群より選ばれる請求項３記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項５】  デキストランが１，３－ジアミノプロパンで置換されている

請求項３記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項６】  少くとも１つのナノ粒子がＣｄＳである請求項１記載の半導

体ナノ粒子。

    【請求項７】  置換度が１／２５～２／５の範囲である請求項１記載の半導

体ナノ粒子。
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    【請求項８】  多糖類のアミノ誘導体が５００，０００より少ない分子量を

有する請求項１記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項９】  １～３０００のナノ粒子が多糖類の該アミノ酸誘導体に共有

結合で結合されている請求項１記載の半導体ナノ粒子。

    【請求項１０】  半導体ナノ粒子の製造方法であり：

  ａ）分子量３，０００～３，０００，０００Daを有する多糖類のアミノ誘導体

を、ｂ）周期律表IIＢ族水溶性塩、およびｃ）VIＡ族塩と反応させて半導体ナノ

粒子を生成する、段階を含み；

  多糖類の該アミノ誘導体は１５０nmより小さい粒径を有し、ならびに多糖類分

子における１級および２級アミノ基の合計数の置換度が１／１５０～４／１の範

囲にあり；そして該IIＢ族塩はＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+、ならびにそれらの

組合わせからなる群より選ばれるカチオン；さらにはＣｌ- ，ＣｌＯ4
-，ＮＯ3

-

およびＳＯ4
2- からなる群より選ばれるアニオンを有し；

  該VIＡ族水溶性塩は、Ｌｉ+ ，Ｎａ+ ，Ｋ+ ，Ｒｂ+ ，Ｃｓ+ ，Ｓｒ2+および

Ｂａ2+からなる群より選ばれるカチオン；さらにはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-お

よびそれらの組合わせからなる群より選ばれるアニオンを有し；したがってIIＢ

族塩について選ばれるアニオンはVIＡ族塩のカチオンとともには沈殿せず、

  ここで多糖類は、形成された半導体ナノ粒子に含まれるナノ粒子の光酸化を妨

げる還元糖を含有する、半導体ナノ粒子の製造方法。

    【請求項１１】  該周期律表IIＢ族水溶性塩が多糖類の該アミノ誘導体と混

合されて第１生成物を生成し、その第１生成物は該VIＡ族塩と反応して半導体ナ

ノ粒子を生成する請求項１０記載の方法。

    【請求項１２】  該VIＡ族塩が多糖類の該アミノ誘導体と混合されて第１生

成物を生成し、その第１生成物は該周期律表IIＢ族塩と反応して半導体ナノ粒子

を生成する請求項１０記載の方法。

    【請求項１３】  VIＡ族塩は多糖類の該アミノ誘導体と混合され第１生成物

を生成し、該周期律表IIＢ族水溶性塩は多糖類の該アミノ誘導体と混合されて第

２生成物を生成し、そして該第１生成物は該第２生成物と反応して半導体ナノ粒

子を生成する請求項１０記載の方法。
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    【請求項１４】  該第１生成物および第２生成物が多糖類の付加的アミノ誘

導体の存在下で反応される請求項１３記載の方法。

    【請求項１５】  該周期律表IIＢ族水溶性塩および該VIＡ族塩が多糖類の該

アミノ誘導体と同時に混合されて半導体ナノ粒子を生成する請求項１０記載の方

法。

    【請求項１６】  IIＢ族塩カチオンがＣｄ2+である請求項１０記載の方法。

    【請求項１７】  VIＡ族塩アニオンがＳ2-である請求項１０記載の方法。

    【請求項１８】  第１の塩が第２の塩よりも高濃度である請求項１０記載の

方法。

    【請求項１９】  多糖類のアミノ誘導体が０．２～２０mg／mlの量で存在す

る請求項１０記載の方法。

    【請求項２０】  反応がpH９～約１２で生じる請求項１０記載の方法。

    【請求項２１】  リガンドに接合された少くとも１つの半導体ナノ粒子を有

するリガンドを含むリガンド－半導体ナノ粒子であり、該半導体ナノ粒子は：

  ａ）平均分子量３，０００～３，０００，０００Da、１５０nmより小さい粒径

を有し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換度が

１／１５０～４／１の範囲である、多糖類の水溶性アミノ誘導体；ならびに

  ｂ）式：（ＸＹ)nの少くとも１つのナノ粒子、

  ここでＸはＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合わせからなる群

より選ばれ；そしてＹはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれ；そしてｎ＝５０～１０００であり、該ナノ粒子は該アミノ

多糖類に結合されている、

を含むリガンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２２】  該半導体ナノ粒子がアミノデキストラン－ＣｄＳを含む請

求項２１記載のリガンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２３】  半導体ナノ粒子に対するリガンドの比が１：１～１：５の

範囲である請求項２１記載のリガンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２４】  該リガンドが抗体もしくはその機能性断片である請求項２

１記載のリガンド－半導体ナノ粒子。
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    【請求項２５】  該リガンドが抗－ＣＤ４抗体である請求項２１記載のリガ

ンド－半導体ナノ粒子。

    【請求項２６】  リガンド－半導体ナノ粒子の製造方法であり：

  ａ）半導体ナノ粒子を：

  （ｉ）平均分子量３，０００～５００，０００Da、５０nmより小さい粒径を有

し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換度が１／

１５０～４／１である、多糖類のアミノ誘導体；

  （ii）水溶性第１塩、該第１塩はＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+、ならびにそれ

らの組合わせからなる群より選ばれるカチオン；ならびにＣｌ- ，ＣｌＯ4
-，Ｎ

Ｏ3
-およびＳＯ4

2- からなる群より選ばれるアニオン、を有し、ならびに

  （iii)水溶性第２塩、該第２塩は、Ｌｉ+ ，Ｎａ+ ，Ｋ+ ，Ｒｂ+ ，Ｃｓ+ ，

Ｓｒ2+およびＢａ2+からなる群より選ばれるカチオン；ならびにＳ2-，Ｓｅ2-お

よびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせからなる群より選ばれるアニオン、を有し

；したがって第１塩について選ばれるアニオンは第２塩のカチオンとともには沈

殿しない；

  を反応させることにより生成すること；

  ｂ）過剰な未反応試薬を除去するために多糖類半導体ナノ粒子を含む分散体を

精製すること；

  ｃ）半導体ナノ粒子を活性化および精製すること；

  ｄ）選択されたリガンドを活性化および精製すること；ならびに

  ｅ）活性化され、精製されたリガンドと活性化され、精製された半導体ナノ粒

子を混合し、それによりリガンド－半導体ナノ粒子を生成させること、

  の段階を含むリガンド－半導体ナノ粒子の製造方法。

    【請求項２７】  生物学的試料中のターゲットの検出方法であり：

  （ａ）選択されたリガンドのためのターゲットを含むと考えられる生物学的試

料をリガンド－半導体ナノ粒子と接触させ、結合したリガンド－半導体ナノ粒子

－生物学的試料を形成し、該リガンド－半導体ナノ粒子は、リガンドに接合され

た少くとも１つの半導体ナノ粒子を有する、選択されたリガンドを含み、そこで

該半導体ナノ粒子は：
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  （ｉ）平均分子量３，０００～３，０００，０００Da、１５０nmより小さい粒

径を有し、そして多糖類分子における１級および２級アミノ基の合計数の置換度

が１／１５０～４／１の範囲である、多糖類の水溶性アミノ誘導体；ならびに

  （ii）式：（ＸＹ)nの少くとも１つのナノ粒子、

  ここでＸはＣｄ2+，Ｈｇ2+およびＺｎ2+ならびにそれらの組合わせからなる群

より選ばれ；そしてＹはＳ2-，Ｓｅ2-およびＴｅ2-ならびにそれらの組合わせか

らなる群より選ばれ；そしてｎ＝５０～１０００であり、該ナノ粒子は該アミノ

多糖類に結合されている；

を含む；

  （ｂ）該結合した半導体ナノ粒子－生物学的試料を赤外ないし紫外光で励起し

て、それにルミネセンスを生じさせること；ならびに

  （ｃ）ルミネセンス信号を検出し、それにより生物学的試料中において、選択

リガンドのためのターゲットの存在を検出すること、

の段階を含む検出方法。

    【請求項２８】  ルミネセンス信号が流動細胞計測法分析により測定される

請求項２７記載の方法。

    【請求項２９】  生物学的試料が白血球を含む請求項２７記載の方法。

    【請求項３０】  リガンドが抗体もしくはその機能的断片である請求項２７

記載の方法。

    【請求項３１】  リガンドが抗－ＣＤ４抗体である請求項３０記載の方法。

【手続補正２】

【補正対象書類名】明細書

【補正対象項目名】００４１

【補正方法】変更

【補正の内容】

      【００４１】

  次の例は例証を提供するのみであり、本発明の範囲を限定するものではない。

実施例１－アミノデキストランの製造

  アミノデキストラン－３Ｍおよび－３０００がオレゴン州ＥｕｇｅｎｅのＭｏ
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ｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．から入手された。デキストラン、アミ

ノ、称呼分子量２，０００，０００、Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｄ－７１４５がオレゴン州

ＥｕｇｅｎｅのＭｏｌｅｃｕｌａｒ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．より購入された。

ロット６５５１－３についての分析値：１３０アミン／モル。Ｖｉｓｃｏｔｅｋ

三重検出システム（下記参照）によるこのロットのアミノデキストランの分子量

測定は、～３ＭＤａを与えた。したがって、３，０００，０００ｇ／モル÷１６

２．１ｇ／モルグルコースモノマー＝１８，５０７グルコース単位／デキストラ

ン分子または１３０／１８，５０７＝０．００７０２、すなわち反応グルコース

単位当り１つのアミン基との置換度～１／１４２である。他に表示がなければ、

置換度はアミノデキストラン分子中のモノマーグルコース単位あたりのアミノ基

（１級もしくは２級）の合計数として定義される。異なる平均分子量（２０，０

００Ｄａおよび５００，０００Ｄａ）のデキストランがＦｌｕｋａ  Ｃｏｍｐａ

ｎｙから得られた。
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