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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式
Ａ－Ｙ
のＳＥＲＳ活性レポーター分子を含むナノ粒子であって、
式中、
Ａは、
【化１】

からなる群から選択され、
式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
Ｙは、
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【化２】

からなる群から選択され、
式中、
ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１の整数であり、
Ｘ2およびＸ3はそれぞれ次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立に選
択され、前記前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ3が
ＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方が
同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ2

がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9、

【化３】

からなる群から選択され、
式中、
ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独立に
選択され、
Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
式中、
Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺはそれぞれ、Ｈ、アルキル
、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シクロア
ルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリール、
アラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシクロアル
キル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルアミノア
ルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から独立に選択され、
Ｒ7は、Ｚ’であり、
Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、式中、
ｍは、１から８までの整数であり、
Ｘ7は、ハロゲンであり、
Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素であり、
前記ナノ粒子は、前記ナノ粒子の外面上に１つの層を形成する式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活
性レポーター分子をさらに含み、
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前記ナノ粒子の前記外面上に形成された式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子の前
記層は、サブ単分子層、単分子層、および多分子層からなる群から選択されることを特徴
とするナノ粒子。
【請求項２】
　請求項１に記載のナノ粒子であって、式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子は、
【化４】

からなる群から選択され、
式中、
Ｘ’は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群から独立に選択され、Ｒ1お
よびＲ2はそれぞれ、Ｈ、アルキル、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキ
ル、シクロアルキル、置換シクロアルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロア
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シアルキル、ヒドロキシシクロアルキル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、
アシルオキシル、アルキルアミノアルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から
独立に選択されることを特徴とするナノ粒子。
【請求項３】
　式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子は、前記ナノ粒子の外面上に吸着されるこ
とを特徴とする請求項１に記載のナノ粒子。
【請求項４】
　式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子は、前記ナノ粒子の外面に共有結合される
ことを特徴とする請求項１に記載のナノ粒子。
【請求項５】
　Ａｕ、Ａｇ、Ｃｕ、Ｎａ、Ａｌ、およびＣｒからなる群から選択される金属を含むこと
を特徴とする請求項１に記載のナノ粒子。
【請求項６】
　Ａｕ、Ａｇ、Ｃｕ、Ｎａ、Ａｌ、およびＣｒからなる群から選択される少なくとも２つ
の金属の合金を含むことを特徴とする請求項１に記載のナノ粒子。
【請求項７】
　２００ｎｍ未満の直径を有することを特徴とする請求項１に記載のナノ粒子。
【請求項８】
　４０ｎｍから１００ｎｍまでの直径を有することを特徴とする請求項１に記載のナノ粒
子。
【請求項９】
　前記ナノ粒子の外面上に１つの層を形成する式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分
子を含み、前記外面上の前記層はナノ粒子の前記外面を少なくとも部分的に覆い、かつ内
面と外面とにより定められることを特徴とする請求項１に記載のナノ粒子。
【請求項１０】
　さらにカプセル材料を含み、前記カプセル材料は、前記ナノ粒子の前記外面および式Ａ
－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子の前記層の前記外面のうちの少なくとも一方に配
置されることを特徴とする請求項１に記載のナノ粒子。
【請求項１１】
　前記カプセル材料は、ガラス、ポリマー、金属、金属酸化物、および金属硫化物からな
る群から選択される１つまたは複数の材料を含むことを特徴とする請求項１０に記載のナ
ノ粒子。
【請求項１２】
　前記ガラスは、ＳｉＯxを含むことを特徴とする請求項１１に記載のナノ粒子。
【請求項１３】
　前記カプセル材料は１ｎｍから４０ｎｍまでの厚さを有することを特徴とする請求項１
１に記載のナノ粒子。
【請求項１４】
　分子、細胞、ビーズ、または固相担体を標識する方法であって、
（ａ）分子、細胞、ビーズ、または固相担体のうちの少なくとも１つを提供するステップ
と、
（ｂ）粒子を分子、細胞、ビーズ、または固相担体のうちの前記少なくとも１つに付着さ
せるステップとを含み、前記粒子は式Ａ－Ｙの色素が会合している表面増強ラマン分光法
（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子を含み、
式中、
Ａは、
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【化５】

からなる群から選択され、
式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
Ｙは、
【化６】

からなる群から選択され、
式中、
ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１であり、
Ｘ2およびＸ3はそれぞれ次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立に選
択され、前記前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ3が
ＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方が
同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ2

がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9、
【化７】

からなる群から選択され、
式中、
ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独立に
選択され、
Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
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式中、
Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺはそれぞれ、Ｈ、アルキル
、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シクロア
ルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリール、
アラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシクロアル
キル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルアミノア
ルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から独立に選択され、
Ｒ7は、Ｚ’であり、
Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、式中、
ｍは、１から８までの整数であり、
Ｘ7は、ハロゲンであり、
Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素であること
を特徴とする方法。
【請求項１５】
　式Ａ－Ｙの色素が会合している前記表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子は
、前記分子、細胞、ビーズ、または固相担体に共有結合することを特徴とする請求項１４
に記載の方法。
【請求項１６】
　式Ａ－Ｙの色素が会合している前記表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子は
、リンカーを通じて前記分子、細胞、ビーズ、または固相担体に共有結合することを特徴
とする請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記リンカーは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）およびチオール含有部分からなる
群から選択されることを特徴とする請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記ポリエチレングリコールは、少なくとも１２個のエチレングリコールサブユニット
を含むことを特徴とする請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記ポリエチレングリコールは、異種二官能性ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）分子
を含み、前記異種二官能性ＰＥＧ分子は、異種二官能性ＰＥＧ分子の第１の末端に第１の
官能基を、異種二官能性ＰＥＧ分子の第２の末端に第２の官能基を備えることを特徴とす
る請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第１の官能基は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルを含み、前記
第２の官能基は、マレイミドを含むことを特徴とする請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記異種二官能性ＰＥＧ分子は、前記ＳＥＲＳ活性ナノ粒子上のチオール基および前記
異種二官能性ＰＥＧ分子のマレイミド基を通じて前記ＳＥＲＳ活性ナノ粒子に共有結合す
ることを特徴とする請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記結合要素は、ポリヌクレオチドを含み、前記ポリヌクレオチドは、前記ポリヌクレ
オチドの５’または３’末端のアミン基および異種二官能性ＰＥＧ分子のＮＨＳエステル
を介して異種二官能性ＰＥＧ分子に共有結合することを特徴とする請求項２１に記載の方
法。
【請求項２３】
　生体試料中の１つまたは複数の分析対象の存在または量を検出するための方法であって
、
（ａ）１つまたは複数の分析対象を含むことが疑われる生体試料を提供するステップと、
（ｂ）前記生体試料を前記１つまたは複数の分析対象に対し親和性を有する少なくとも１
つの特異的結合要素が会合している１つまたは複数のＳＥＲＳ活性ナノ粒子および式
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Ａ－Ｙ
の少なくとも１つのＳＥＲＳ活性レポーター分子を含む試薬
［式中、
Ａは、
【化８】

からなる群から選択され、
式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
Ｙは、

【化９】

からなる群から選択され、
式中、
ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１の整数であり、
Ｘ2およびＸ3はそれぞれ次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立に選
択され、前記前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ3が
ＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方が
同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ2

がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9、

【化１０】

からなる群から選択され、
式中、
ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
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Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独立に
選択され、
Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
式中、
Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺはそれぞれ、Ｈ、アルキル
、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シクロア
ルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリール、
アラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシクロアル
キル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルアミノア
ルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から独立に選択され、
Ｒ7は、Ｚ’であり、
Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、式中、
ｍは、１から８までの整数であり、
Ｘ7は、ハロゲンであり、
Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素である］に
接触させるステップと、
（ｃ）ある波長の入射光を前記生体試料に照射して前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子にＳ
ＥＲＳシグナルを発生させるステップと、
（ｄ）前記ＳＥＲＳシグナルを測定して、前記生体試料中の１つまたは複数の分析対象の
存在または量を検出するステップとを含むことを特徴とする方法。
【請求項２４】
　前記生体試料は、全血試料、血清、血漿、腹水、尿、唾液、汗、ミルク、滑液、腹膜液
、羊水、経脳脊髄液、リンパ液、肺塞栓症、脳脊髄液、心嚢液、頚腟部試料、組織抽出物
、細胞抽出物、およびこれらの組合せからなる群から選択されることを特徴とする請求項
２３に記載の方法。
【請求項２５】
　前記１つまたは複数の分析対象は、核酸、ＤＮＡフラグメント、ヌクレオチド、ポリヌ
クレオチド、およびオリゴヌクレオチドからなる群から選択されることを特徴とする請求
項２３に記載の方法。
【請求項２６】
　前記分析対象は、細胞内の標的構造を含むことを特徴とする請求項２３に記載の方法。
【請求項２７】
　前記試薬は、式Ａ－Ｙの複数のＳＥＲＳ活性レポーター分子が会合しているナノ粒子を
含み、前記１つまたは複数のＳＥＲＳ活性レポーター分子はそれぞれ、測定可能な別個の
ＳＥＲＳシグナルを呈示することを特徴とする請求項２３に記載の方法。
【請求項２８】
　前記１つまたは複数の分析対象に対する親和性を有する前記特異的結合要素は、前記ナ
ノ粒子の外面に直接付着することを特徴とする請求項２３に記載の方法。
【請求項２９】
　前記結合要素は、リンカーを通じて前記ナノ粒子に共有結合することを特徴とする請求
項２３に記載の方法。
【請求項３０】
　前記リンカーは、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を含むことを特徴とする請求項２
９に記載の方法。
【請求項３１】
　前記ポリエチレングリコールは、少なくとも１２個のエチレングリコールサブユニット
を含むことを特徴とする請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　前記ポリエチレングリコールは、異種二官能性ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）分子
を含み、前記異種二官能性ＰＥＧ分子は、異種二官能性ＰＥＧ分子の第１の末端に第１の



(9) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

官能基を、異種二官能性ＰＥＧ分子の第２の末端に第２の官能基を備えることを特徴とす
る請求項３０に記載の方法。
【請求項３３】
　前記第１の官能基は、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステルを含み、前記
第２の官能基は、マレイミドを含むことを特徴とする請求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　前記異種二官能性ＰＥＧ分子は、前記ＳＥＲＳ活性ナノ粒子上のチオール基および前記
異種二官能性ＰＥＧ分子のマレイミド基を通じて前記ＳＥＲＳ活性ナノ粒子に共有結合す
ることを特徴とする請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記特異的結合要素は、ポリヌクレオチドを含み、前記ポリヌクレオチドは前記ポリヌ
クレオチドの５’または３’末端のアミン基および異種二官能性ＰＥＧ分子のＮＨＳエス
テルを介して異種二官能性ＰＥＧ分子に共有結合することを特徴とする請求項３４に記載
の方法。
【請求項３６】
　前記１つまたは複数の分析対象に対する親和性を有する前記特異的結合要素は、式Ａ－
Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子とコンジュゲートすることを特徴とする請求項２３
に記載の方法。
【請求項３７】
　式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子は、前記ナノ粒子の外面上に１つの層を形
成し、前記層は前記ナノ粒子の前記外面を少なくとも部分的に覆い、かつ内面と外面とに
より定められることを特徴とする請求項２３に記載の方法。
【請求項３８】
　前記ナノ粒子は、さらに、カプセル材料を含み、前記カプセル材料は、前記ナノ粒子コ
アの前記外面および式Ａ－Ｙの前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子の前記層の前記外面のう
ちの少なくとも一方に配置されることを特徴とする請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　さらに、複数の磁気捕捉粒子を前記生体試料と接触させるステップを含み、それぞれの
磁気捕捉粒子には、前記１つまたは複数の分析対象に対し親和性を有する少なくとも１つ
の結合要素が付着しており、前記磁気捕捉粒子は、式Ａ－ＹのＳＥＲＳ活性レポーター分
子が会合している前記ＳＥＲＳ活性ナノ粒子と複合体を形成することを特徴とする請求項
２３に記載の方法。
【請求項４０】
　さらに、前記生体試料を磁場に曝すことで、前記磁気捕捉粒子とＳＥＲＳ活性ナノ粒子
との複合体を試料収集デバイスの局在領域に移動させるステップを含むことを特徴とする
請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　さらに、入射光を前記試料収集デバイスの前記局在領域に照射して前記磁気捕捉粒子お
よびＳＥＲＳ活性ナノ粒子と会合する前記１つまたは複数の分析対象の存在または量を検
出するステップを含むことを特徴とする請求項４０に記載の方法。
【請求項４２】
　前記１つまたは複数の分析対象は、固相担体上に固定化されることを特徴とする請求項
２３に記載の方法。
【請求項４３】
　前記１つまたは複数の分析対象に対し親和性を有する少なくとも１つの特異的結合要素
が会合している前記１つまたは複数のＳＥＲＳ活性ナノ粒子および式Ａ－Ｙの少なくとも
１つのＳＥＲＳ活性レポーター分子は、固相担体上に固定化されることを特徴とする請求
項２３に記載の方法。
【請求項４４】
　キットであって、
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式
Ａ－Ｙ
の少なくとも１つのＳＥＲＳ活性レポーター分子
［式中、
Ａは、
【化１１】

からなる群から選択され、
式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
Ｙは、
【化１２】

からなる群から選択され、
式中、
ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１の整数であり、
Ｘ2およびＸ3はそれぞれ次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立に選
択され、前記前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ3が
ＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方が
同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ2

がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9、
【化１３】

からなる群から選択され、
式中、
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ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独立に
選択され、
Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
式中、
Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺはそれぞれ、Ｈ、アルキル
、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シクロア
ルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリール、
アラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシクロアル
キル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルアミノア
ルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から独立に選択され、
Ｒ7は、Ｚ’であり、
Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、式中、
ｍは、１から８までの整数であり、
Ｘ7は、ハロゲンであり、
Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素である］が
会合している１つまたは複数の表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子を含む試
薬を備えることを特徴とするキット。
【請求項４５】
　さらに、試料収集デバイス、磁気捕捉粒子、緩衝液、およびこれらの組合せのうちの１
つまたは複数を備えることを特徴とする請求項４４に記載のキット。
【請求項４６】
　前記試薬は、前記試料収集デバイス内に配置されることを特徴とする請求項４５に記載
のキット。
【請求項４７】
　前記１つまたは複数の表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子は、複数のＳＥ
ＲＳ活性ナノ粒子を含み、それぞれの粒子には区別可能なＳＥＲＳ応答を有するＳＥＲＳ
活性レポーター分子が会合しており、前記ＳＥＲＳ活性レポーター分子の少なくとも１つ
は、式Ａ－ＹのＳＥＲＳ活性レポーター分子を含むことを特徴とする請求項４６に記載の
キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書で開示されている発明対象は、近赤外色素および表面増強ラマン散乱（ＳＥＲ
Ｓ）レポーター分子としてのその使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　分子に特定の周波数の光子を照射すると、光子が散乱する。入射光子の大半は、周波数
が変化することなく弾性的に散乱されるが（レイリー散乱）、入射光子のわずかな部分（
１０8に対し約１の割合）は、照射された分子の振動モードと相互作用し、非弾性的に散
乱される。非弾性的に散乱された光子は、周波数の偏移を起こし、周波数が高くなるか（
反ストーク）、または周波数が低くなるか（ストーク）のいずれかである。非弾性的に散
乱される光子の周波数をその強度に関してプロットすることにより、分子の固有なラマン
スペクトルが観察される。しかし、従来のラマン分光法の感度は低いため、標的分析対象
（単数または複数）が典型的には少量存在する生体試料を特徴付けるための使用は制限さ
れている。
【０００３】
　ラマン活性分子が、金属表面上に吸着されるか、または金属表面に近接している、例え
ば、約５０Å以内の近さにある場合、ラマン活性分子から発生するラマンシグナルの強度
を増強することができる。この増強は、表面増強ラマン散乱（ＳＥＲＳ）効果と称される
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。ＳＥＲＳ効果は、銀電極粗面上に吸着されたピリジンから強いラマン散乱が生じたこと
を観察したＦｌｅｉｓｈｍａｎらによって１９７４年に初めて報告された。（例えば、非
特許文献１参照。また非特許文献２および非特許文献３参照。）これ以来、ＳＥＲＳは、
金属表面上に吸着された多数の異なる分子について観察されてきた。（例えば、非特許文
献４参照。）
【０００４】
　ＳＥＲＳ増強の大きさは、金属表面における電磁場に関する吸着分子中に存在するさま
ざまな結合の位置および配向を含む多数のパラメータに依存する。ＳＥＲＳが生じるメカ
ニズムは、（ｉ）入射光の局所的強度を増強する金属中の表面プラズモン共鳴と（ｉｉ）
金属表面とラマン活性分子との間の電荷移動錯体の形成およびその後の遷移との組合せか
ら生じる結果であると考えられている。
【０００５】
　ＳＥＲＳ効果は、金属ナノ粒子を含む、コロイド粒子、誘電体基材上の金属膜、および
金属粒子アレイ上に吸着されているか、または近接しているラマン活性分子で観察できる
。例えば、Ｋｎｅｉｐｐらは、色素、クレシルバイオレットの単分子がコロイド状銀ナノ
粒子の凝集塊上に吸着されることを検出したことを報告した。（例えば、非特許文献５参
照。）その同じ年に、ＮｉｅとＥｍｏｒｙは、表面増強共鳴ラマン分光（ＳＥＲＲＳ）シ
グナルを観察したが、そこでは、ラマン活性分子の吸収エネルギーとナノ粒子の吸収エネ
ルギーとの間の共鳴が、単一の銀ナノ粒子上に吸着された色素分子の約１０10から約１０
12の大きさの増強を生じ、このナノ粒子は球形から棒状に至るまでいろいろであり、寸法
は約１００ｎｍであった。（例えば、非特許文献６および非特許文献７参照。）
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【非特許文献５１】Tkachenko, A. G., et al., "Cellular trajectories of peptide -m
odified gold particle complexes: comparison of nuclear localization signals and 
peptide transduction domains," Bioconjugate Chem., 15, 482-490 (2004)
【非特許文献５２】Tuchin, V. V., Handbook of optical biomedical diagnostics, Bel
lingham, Wash., USA: SPIE Press, 2002
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　ＳＥＲＳまたはＳＥＲＲＳ効果によりシグナルが増強されたとしても、ラマン分光法の
利用は、高い感度を必要とする診断アッセイおよび用途に制限されうる。したがって、当
技術分野で知られているＳＥＲＳ活性レポーター分子と比較して高いラマンシグナルを発
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生するＳＥＲＳ活性レポーター分子が当技術分野では必要とされる。本明細書で開示され
ている発明対象は、当技術分野におけるこれらのニーズおよび他のニーズの全部または一
部に応える。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、式
　　Ａ－Ｙ
の表面増強ラマン散乱（ＳＥＲＳ）活性レポーター分子を含むナノ粒子を提供し、
　式中、
　Ａは、
【００１０】
【化１】

【００１１】
からなる群から選択され、
　式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
　Ｙは、
【００１２】

【化２】

【００１３】
からなる群から選択され、
　ただし、式中、
　ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１から８までの整数であり、
　Ｘ2およびＸ3はそれぞれ次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立に
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選択され、当該前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ3

がＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方
が同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ

2がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
　　－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9

、
【００１４】
【化３】

【００１５】
からなる群から選択され、
　　式中、
　　ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
　　Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独
立に選択され、
　　Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
　　　式中、
　　　Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺはそれぞれ、Ｈ、ア
ルキル、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シ
クロアルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリ
ール、アラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシク
ロアルキル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルア
ミノアルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から独立に選択され、
　　Ｒ7は、Ｚ’であり、
　　Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、式中、
　　　ｍは、１から８までの整数であり、
　　　Ｘ7は、ハロゲンであり、
　　　Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素であ
る。
【００１６】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、分子、細胞、ビーズ
、または固相担体を標識するための方法を提供し、この方法は、（ａ）分子、細胞、ビー
ズ、または固相担体のうちの少なくとも１つを提供するステップと、（ｂ）粒子を分子、
細胞、ビーズ、または固相担体のうちの少なくとも１つに付着させるステップとを含み、
粒子は式Ａ－Ｙの色素が会合している表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子を
含む。
【００１７】
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　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、生体試料中の１つま
たは複数の分析対象の存在または量を検出するための方法を提供し、この方法は、（ａ）
１つまたは複数の分析対象を含むことが疑われる生体試料を提供するステップと、（ｂ）
１つまたは複数の分析対象に対し親和性を有する少なくとも１つの特異的結合要素が会合
している１つまたは複数のＳＥＲＳ活性ナノ粒子および式Ａ－Ｙの少なくとも１つのＳＥ
ＲＳ活性レポーター分子を含む試薬に生体試料を接触させるステップと、（ｃ）ある波長
の入射光を生体試料に照射してＳＥＲＳ活性レポーター分子にＳＥＲＳシグナルを発生さ
せるステップと、（ｄ）ＳＥＲＳシグナルを測定して、生体試料中の１つまたは複数の分
析対象の存在または量を検出するステップとを含む。
【００１８】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、試料細胞中の１つま
たは複数の標的構造の存在を検出するための方法を提供し、この方法は、（ａ）１つまた
は複数の結合要素を試料細胞中の１つまたは複数の標的構造に結合するのに適している条
件の下で１つまたは複数の結合要素で標識された１つまたは複数のＳＥＲＳ活性ナノ粒子
に１つまたは複数の試料細胞を接触させるステップであって、該ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は
区別可能なラマンシグナルを発生することができる式Ａ－Ｙの色素が会合しているステッ
プと、（ｂ）試料細胞から１つまたは複数の区別可能なＳＥＲＳシグナルを検出して、試
料細胞中の１つまたは複数の標的構造の存在を示すステップとを含む。
【００１９】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、式Ａ－Ｙの少なくと
も１つのＳＥＲＳ活性レポーター分子が会合している１つまたは複数の表面増強ラマン分
光法（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子を含む試薬を備えるキットを提供する。
【００２０】
　したがって、本明細書で開示されている発明対象の目的は、式Ａ－ＹのＳＥＲＳ活性レ
ポーター分子を含むナノ粒子を提供することである。本明細書で開示されている発明対象
の他の目的は、式Ａ－ＹのＳＥＲＳ活性レポーター分子を含むナノ粒子で、分子、細胞、
ビーズ、または固相担体を標識するための方法を提供することである。本明細書で開示さ
れている発明対象のさらに他の目的は、生体試料中の１つまたは複数の分析対象の存在ま
たは量を検出するための方法を提供することである。本明細書で開示されている発明対象
の他の目的は、試料細胞中の１つまたは複数の標的構造の存在を検出するための方法を提
供することである。本明細書で開示されている発明対象の他の目的は、式Ａ－Ｙの少なく
とも１つのＳＥＲＳ活性レポーター分子が会合している１つまたは複数の表面増強ラマン
分光法（ＳＥＲＳ）活性ナノ粒子を含む試薬を備えるキットを提供することである。
【００２１】
　上述の本明細書で開示されている発明対象のいくつかの目的は本明細書で開示されてい
る発明対象によって全部または一部取り扱われているが、以下において最もよく説明され
ている付属の実施例および図面とともに読むと説明が進行するにつれ他の目的も明らかに
なる。
【００２２】
　本明細書で開示されている発明対象について一般的に説明しているが、その際に、必ず
しも縮尺通りでない付属の図面を参照することにする。
【図面の簡単な説明】
【００２３】
【図１】当技術分野で知られているラマンレポーター分子、例えば、トランス－１，２－
ビス（４－ピリジル）エチレン（ＢＰＥ）（点線）から得られるラマンスペクトル、およ
び本明細書で開示されている近赤外色素、例えば、クマリンピコリニウム（ＣｏＰｉｃ）
のラマンスペクトルを示す図である。
【図２】６０ｎｍの球状金ナノ粒子に吸着した、非蛍光ラマン分子および市販の色素を用
いて観察されたラマン強度の比較を示す図である。図２Ａは６０ｎｍの金ナノ粒子に吸着
した非蛍光ラマン分子のラマン強度を示す図である。図２Ｂは６０ｎｍの球状金ナノ粒子
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に吸着した市販の色素のラマン強度を示す図である。
【図３】図３Ａおよび３Ｂは、市販のラマンレポーター分子と市販の色素のラマン強度の
比較を示す図（図３Ａ）、および球状金ナノ粒子に吸着した本明細書で開示されている近
赤外色素のラマン強度の比較を示す図（図３Ｂ）である。
【図４】本明細書で開示されている近赤外色素の代表的実施形態の化学構造を示す図であ
る。
【図５】本明細書で開示されている発明対象の一実施形態によりポリエチレングリコール
（ＰＥＧ）リンカーを介して磁性粒子（Ｍ）およびＳＥＲＳ活性ナノ粒子に固定化された
ＤＮＡプローブを示す略図である（わかりやすくするためプローブは１つだけ示されてお
り、しかも縮尺通りでない）。
【図６Ａ】本明細書で開示されている磁気捕捉アッセイからの代表的なＳＥＲＳスペクト
ルを示す図である。空の試料チューブ（実線）および標的ＤＮＡが存在しない場合にオリ
ゴヌクレオチドでコーティングされた磁性粒子と会合しているオリゴヌクレオチドでコー
ティングされたＳＥＲＳ活性ナノ粒子（破線）のＳＥＲＳスペクトルを示し、オリゴヌク
レオチドがビオチンストレプトアビジン会合を通じてＳＥＲＳ活性ナノ粒子および磁性粒
子にそれぞれ直接付着している。
【図６Ｂ】本明細書で開示されている磁気捕捉アッセイからの代表的なＳＥＲＳスペクト
ルを示す図である。オリゴヌクレオチドがポリエチレングリコールリンカー分子を介して
ＳＥＲＳ活性ナノ粒子および磁性粒子にそれぞれ直接付着している、標的ＤＮＡが存在し
ない場合にオリゴヌクレオチドでコーティングされた磁性粒子と会合しているオリゴヌク
レオチドでコーティングされたＳＥＲＳ活性ナノ粒子の代表的なＳＥＲＳスペクトルを示
す。
【図６Ｃ】本明細書で開示されている磁気捕捉アッセイからの代表的なＳＥＲＳスペクト
ルを示す図である。オリゴヌクレオチドがポリエチレングリコールリンカー分子を介して
ＳＥＲＳ活性ナノ粒子および磁性粒子にそれぞれ直接付着している、標的ＤＮＡが存在し
ない場合にオリゴヌクレオチドでコーティングされた磁性粒子と会合しているオリゴヌク
レオチドでコーティングされたＳＥＲＳ活性ナノ粒子の代表的なＳＥＲＳスペクトルを示
す。図６Ｂと同じデータがより細かいスケールで示され、破線によって空の試料チューブ
のＳＥＲＳスペクトルが表され、実線によってアッセイシグナルが表されている。
【発明を実施するための形態】
【００２４】
　次に、本明細書で開示されている発明対象の、すべてではないが、いくつかの実施形態
が示されている、付属の図面を参照しつつ、本明細書で開示されている発明対象について
さらに詳しく以下で説明する。本明細書に記載されている、本明細書で開示されている発
明対象の多くの修正形態および他の実施形態は、本明細書で開示されている発明対象が関
係する当業者であれば前記の説明および関連する図面に提示されている教示を利用して思
い付くものである。したがって、本明細書で開示されている発明対象は、開示されている
特定の実施形態に限定されず、また修正形態および他の実施形態は、付属の請求項の範囲
内に含まれることを意図されていることは理解されるであろう。本明細書では特定の用語
が使用されているが、これらの用語は、一般的で説明的な意味でのみ使用され、制限する
ことを目的としていない。
【００２５】
　「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」および「その（ｔｈｅ）」という語は、請求項
を含めて、本出願で使用される場合に「１つまたは複数」を指す。したがって、例えば、
「試料（ａ　ｓａｍｐｌｅ）」への言及は、文脈上明らかに反していない限り（例えば、
複数の試料である場合）、複数の試料を含み、他も同様である。
【００２６】
　本明細書および請求項の全体を通して、「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｅ）」、「含む（ｃｏ
ｍｐｒｉｓｅｓ）」、「含んでいる（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」という語は、文脈上排他
的な意味を必要とする場合を除き、非排他的な意味で使用される。
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　本明細書で使用されているような「約（ａｂｏｕｔ）」という語は、値に言及する場合
、指定された量から、いくつかの実施形態では±５０％、いくつかの実施形態では±２０
％、いくつかの実施形態では±１０％、いくつかの実施形態では±５％、いくつかの実施
形態では±１％、いくつかの実施形態では±０．５％、いくつかの実施形態では±０．１
％の変動を包含することを意図されており、そのような変動は、開示されている方法を実
施するか、または開示されている組成物を採用するうえで適切な量である。
【００２８】
　１．近赤外ＳＥＲＳ活性レポーター分子を含むナノ粒子
　本明細書で開示されている発明対象は、近赤外色素および、本明細書ではＳＥＲＳ活性
分子、ＳＥＲＳ活性色素、またはＳＥＲＳ活性標識とも称されるＳＥＲＳ活性レポーター
分子としてのその使用を提供する。「レポーター分子」は、固有波長の放射線を照射され
たときにラマンスペクトルを発生することができる分子または化合物を指す。「レポータ
ー分子」は、本明細書では、「標識」、「色素」、「ラマン活性分子」、または「ＳＥＲ
Ｓ活性分子」とも称され、それぞれの用語は入れ替えて使用することができる。
【００２９】
　さらに詳しく説明されているように、ナノ粒子と会合した、つまり、ナノ粒子に吸着ま
たは付着したときの本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性色素について観察されるＳＥ
ＲＳシグナルの強度は、ＳＥＲＳ活性レポーター分子および当技術分野で知られている市
販の色素について観察される強度よりも高い。本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性色
素について観察される増強されたＳＥＲＳシグナルは、高感度を必要とする、検出方法と
してラマン分光法を使用する診断アッセイ、組織および細胞の光学的撮像、および他の用
途などの各種用途に使用できる。
【００３０】
　診断アッセイで使用される場合、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性色素について
観察される増強されたＳＥＲＳシグナルを使用することで、当技術分野で知られているＳ
ＥＲＳ活性レポーター分子を使用して測定可能なものと比べて低い濃度で、これらに限定
しないが、タンパク質、核酸、および代謝産物を含む、バイオマーカーを検出することが
できる。このより高い感度は、ラマンシグナルが全血または血清などの複合媒質を通過し
なければならない用途、つまり、ラマンシグナルがそのような媒質を通じて伝送される用
途に役立つ。さらに、対象とする分析対象に対し高い感度を示す診断アッセイは、被検体
の健康状態または疾病状態を早期に検出するために必要になる場合がある。
【００３１】
　Ａ．式Ａ－Ｙの近赤外ＳＥＲＳ活性レポーター分子を含むナノ粒子
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、式
　　Ａ－Ｙ
のＳＥＲＳ活性レポーター分子を含むナノ粒子を提供し、
　式中、
　Ａは、
【００３２】
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【化４】

【００３３】
からなる群から選択され、
　　式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
　Ｙは、
【００３４】

【化５】

【００３５】
からなる群から選択され、
　式中、
　ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１から８までの整数であり、
　Ｘ2およびＸ3はそれぞれ、次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立
に選択され、当該前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ

3がＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方
が同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ

2がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
　　－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9

、
【００３６】
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【化６】

【００３７】
からなる群から選択され、
　　式中、
　　ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
　　Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独
立に選択され、
　　Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
　　　式中、
　　　Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺはそれぞれ、Ｈ、ア
ルキル、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シ
クロアルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリ
ール、アラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシク
ロアルキル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルア
ミノアルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から独立に選択され、
　　Ｒ7は、Ｚ’であり、
　　Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、ただし、式中、
　　　ｍは、１から８までの整数であり、
　　　Ｘ7は、ハロゲンであり、
　　　Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素であ
る。
【００３８】
　いくつかの実施形態では、式Ａ－Ｙの変数「Ａ」は、クマリン核、アザクマリン核、ベ
ンズオキサジアゾール核、または類似体もしくはその誘導体を含む。クマリン核、アザク
マリン核、およびベンズオキサジアゾール核の代表的構造は、以下のとおりである。
【００３９】
【化７】

【００４０】
　本明細書で使用されているような「類似体」は、親化合物の１つまたは複数の個別の原
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を指す。例えば、チオフェンは、フランの類似体であり、五員フラニル環の酸素原子が硫
黄原子で置き換えられたものである。
【００４１】
　本明細書で使用されているような「誘導体」は、親化合物から誘導されるか、または得
られ、親化合物の必須元素を含むが、典型的には１つまたは複数の異なる官能基を有する
化合物を指す。このような官能基を親化合物に加えることで、例えば、分子の溶解性、吸
収性、生物学的半減期、ラマン活性、および同様のものを改善するか、あるいは分子の毒
性を低減し、分子の望ましくない副作用をなくすか、または弱める、といったことを実現
できる。親化合物の誘導体は、親化合物に対する化学的な修飾、付加、欠失、または置換
を含むことを意図されている。いくつかの実施形態では、親化合物の誘導体は、誘導体の
反応生成物、例えば、誘導体とアミノ酸残基との反応生成物を含むことができる。したが
って、いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、式
Ａ－Ｙの色素を含み、色素核は、アミノ酸、例えば、タンパク質のアミノ酸残基にコンジ
ュゲートさせることができる、例えば、共有結合させることができる反応基を含む。誘導
体の非限定的な例として、カルボン酸官能基を有する親化合物のエステルまたはアミドが
挙げられる。
【００４２】
　いくつかの実施形態では、式Ａ－ＹのＳＥＲＳ活性レポーター色素分子は、
【００４３】
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【化８】

【００４４】
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からなる群から選択され、
　式中、Ｘ’は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールであり、Ｒ1およびＲ2は、上で
定義されているとおりである。
【００４５】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、結合ペ
アの特異的結合要素「Ｂ」とコンジュゲートさせることができる。特異的結合要素は、例
えば、変数Ｘ’で表されるチオール基を通じて、ＳＥＲＳ活性レポーター分子、例えば、
式Ａ－Ｙの化合物とコンジュゲートさせることができるか、またはナノ粒子それ自体に結
合または他の何らかの方法で会合させることができる。本明細書で使用されているように
、特異的結合要素は、特異的結合ペアの要素である。「特異的結合ペア」とは、２つの異
なる分子のことであり、これらの分子の一方が化学的または物理的手段を通じて第２の分
子に特異的に結合する。この意味で、分析対象は、特異的結合ペアの特異的結合の相互要
素である。さらに、特異的結合ペアは、元の特異的結合パートナーの類似体、例えば、分
析対象に類似の構造を有する分析対象類似体である要素を含むことができる。「類似」は
、例えば、分析対象類似体が、当技術分野でよく知られているアライメントプログラムお
よび標準パラメータを使用して分析対象のアミノ酸配列と比較して少なくとも約６０％ま
たは６５％の配列同一性、約７０％または７５％の配列同一性、約８０％または８５％の
配列同一性、約９０％、９１％、９２％、９３％、９４％、９５％、９６％、９７％、９
８％、９９％、またはそれ以上のアミノ酸配列同一性を有するアミノ酸配列を有すること
を意味する。分析対象の類似体は、さらに、分析対象と同じ機能を有することもできる。
【００４６】
　いくつかの実施形態では、結合要素は、結合タンパク質である。本明細書で使用されて
いるように、「結合タンパク質」という用語は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子とコンジュゲート
されたときに、標的分析対象もしくはリガンドが存在するか、または存在しない場合、ま
たは標的分析対象またはリガンドが時間とともに変化する濃度で存在する場合から区別可
能な検出可能ラマンシグナルを発生することができる形で特定の分析対象またはリガンド
と相互作用するタンパク質を指す。「検出可能なシグナルを発生する」という用語は、結
合要素分析対象、例えば、結合タンパク質リガンド結合の検出を可能にする方法でレポー
ター基、例えば、本明細書で開示されている色素の特性の変化を認識することができるこ
とを指す。さらに、検出可能なシグナルを発生することは、可逆または不可逆とすること
ができる。シグナル発生事象は、１回限りの、または再利用可能な用途を含む、連続的手
段、プログラムされる手段、および一時的な手段を含む。可逆なシグナル発生事象は、分
析対象の存在または濃度との相関が確定される限り、瞬間的なものとすることができるか
、または時間に依存するものとすることができる。
【００４７】
　このような実施形態は、バイオセンサーとして使用できる。本明細書で使用されている
ように、「バイオセンサー」および「バイオセンサー化合物」という用語は、一般的に、
リガンドまたは標的分析対象に対する特異反応の検出可能な変化を受ける化合物を指す。
より詳細には、本明細書で開示されているバイオセンサーは、結合タンパク質などの生体
高分子の分子認識特性を、リガンド結合でＳＥＲＳシグナルを発生するＳＥＲＳ活性ナノ
粒子と組み合わせたものである。
【００４８】
　式Ａ－Ｙの本明細書で開示されている色素は、例えば、ナノ粒子に吸着されるか、また
はナノ粒子に付着される、例えば、共有結合されるようにナノ粒子と会合することができ
る。一般に、「会合する」という用語は、２つの分子、または１つの分子とナノ粒子など
の１つの粒子とが互いに近接する位置に保持されている状態を指す。実施例で詳細に示さ
れているように、本明細書で開示されている色素を、数時間、例えば、４時間から６時間
かけて適切な比率でナノ粒子溶液と混合すると、色素がナノ粒子表面に吸着される。１つ
の特定の理論に縛られることを望むことなく、いくつかの実施形態では、本明細書で開示
されている色素は、変数「Ｙ」で表されるピリジニウム陽イオン上の四級窒素を通じてナ



(25) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

ノ粒子と会合すると考えられる。
【００４９】
　本明細書で開示されている色素は、色素がナノ粒子に共有結合するように官能化できる
。このような実施形態では、血液および血清などの複合媒質中の色素の安定性を改善する
ことができる。本明細書で使用されているような「直接的付着」という用語は、いくつか
の実施形態では、ＳＥＲＳ活性レポーター分子をナノ粒子表面に共有結合させることを指
す。間接的付着は、介在する化合物、分子、または同様のものを使用して実現できる。い
くつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポーター分子は、当技
術分野において知られている方法によって、ナノ粒子、例えば、金ナノ粒子に直接付着で
きる、チオール含有部分、例えば、上述のような変数Ｘ’などのリンカー、または以下で
さらに詳しく説明されるように、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカーを含むよう
に修飾することができる。当業者に知られている非共有結合による付着方法を含む、ＳＥ
ＲＳ活性レポーター分子を会合する他の方法も、使用できる。
【００５０】
　ＳＥＲＳ活性分子（単数または複数）に会合している、例えば、吸着または付着してい
るラマン増強ナノ粒子は、本明細書ではＳＥＲＳ活性ナノ粒子と称される。より詳細には
、本明細書で称されているようなＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、表面増強ラマン光散乱（ＳＥ
ＲＳ）または表面増強共鳴ラマン光散乱（ＳＥＲＲＳ）を誘起する、引き起こす、さもな
ければ支持する表面を有するナノ粒子を含む。粗面、織目のある表面、および滑らかな表
面を含む他の表面を含む、多くの表面が、ＳＥＲＳシグナルを発生することができる。
【００５１】
　「ラマン散乱」は、一般的に、分子上に入射する光子の非弾性散乱を指す。非弾性散乱
された光子は、入射光の周波数（ｖ0）と異なる周波数（ｖi）を有する。入射光と非弾性
散乱光とのエネルギーの差（ΔＥ）は、（ΔＥ）＝ｈ｜ｖ0－ｖi｜と表すことができるが
、ただし、ｈは、プランクの定数であり、分子によって吸収されるエネルギーに対応する
。入射光は、周波数ｖ0を有するものとすることができるが、典型的には、可視スペクト
ル領域において単色光である。差の絶対値｜ｖ0－ｖi｜は、赤外振動数、例えば、振動周
波数である。ｖ0以外の周波数の光を発生するプロセスが、「ラマン散乱」と称される。
「ラマン散乱」放射（ｒａｄｉａｔｉｏｎ）の周波数ｖ1は、ｖ0以上または以下とするこ
とができるが、周波数ｖ1＜ｖ0の光（ストークス光）の量は、周波数ｖ1＞ｖ0の光（反ス
トークス光）の量よりも大きい。
【００５２】
　本明細書で使用されているように、「放射（ｒａｄｉａｔｉｏｎ）」という用語は、検
査対象の試料、例えば、１つまたは複数の本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポー
ター分子が会合するＳＥＲＳ活性ナノ粒子を含む試料中で表面増強ラマン散乱を誘起でき
る電磁放射の形態のエネルギーを指す。より具体的には、この「放射」という用語は、ナ
ノ粒子の表面に、ナノ粒子表面に近いところにあるレポーター分子中に光散乱、例えば、
ラマン散乱を誘起する、発する、支持する、さもなければ引き起こさせる電磁放射の形態
のエネルギーを指す。
【００５３】
　「表面増強ラマン散乱」または「ＳＥＲＳ」は、ラマン活性分子が金属表面上に吸着さ
れるか、または近接している、例えば約５０Åの範囲内の近さにある場合にラマン散乱シ
グナル、つまり強度が増強されたときに起こる現象を指す。このような状況の下で、ラマ
ン活性分子から発生するラマンシグナルの強度を増強することができる。「表面増強共鳴
ラマン散乱」または「ＳＥＲＲＳ」は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子表面に近接しているレポー
ター分子が励起波長で共鳴するときに起こるＳＥＲＳシグナルの増加を指す。
【００５４】
　本明細書で使用されているように、「ナノ粒子」、「ナノ構造」、「ナノ結晶」、「ナ
ノタグ」、および「ナノコンポーネント」という用語は、入れ替えて使用することができ
、また１ｎｍから１０００ｎｍの間の整数値（約１、２、５、１０、２０、５０、６０、
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７０、８０、９０、１００、２００、５００、および１０００ｎｍを含む）を含む、約１
ｎｍから約１０００ｎｍの範囲内の少なくとも１つの寸法を有する粒子を指す。いくつか
の実施形態では、ナノ粒子は、金属ナノ粒子である。いくつかの実施形態では、ナノ粒子
は、球形粒子、またはコア径が約２ｎｍから約２００ｎｍ（約２、５、１０、２０、５０
、６０、７０、８０、９０、１００、および２００ｎｍを含む）である実質的に球形の粒
子である。いくつかの実施形態では、ナノ粒子は、約２ｎｍから約１００ｎｍ（約２、５
、１０、２０、３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、および１００ｎｍを含む）
のコア径を有し、いくつかの実施形態では、約２０ｎｍから１００ｎｍ（約２０、２１、
２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９、３０、３１、３２、３３、３４、３
５、３６、３７、３８、３９、４０、４１、４２、４３、４４、４５、４６、４７、４８
、４９、５０、５１、５２、５３、５４、５５、５６、５７、５８、５９、６０、６１、
６２、６３、６４、６５、６６、６７、６８、６９、７０、７１、７２、７３、７４、７
５、７６、７７、７８、７９、８０、８１、８２、８３、８４、８５、８６、８７、８８
、８９、９０、９１、９２、９３、９４、９５、９６、９７、９８、９９、および１００
ｎｍを含む）のコア径を有する。当業者であれば、本明細書で開示されている発明対象を
検討した後、本明細書で開示されているアッセイとともに使用するのに適しているナノ粒
子が、ラマン効果を誘起するコア、例えば、金属コアを含むことができ、さらにナノ粒子
構造のサイズ、例えば、全直径にも寄与することができる１つまたは複数の層のＳＥＲＳ
活性物質、カプセル材料、および／または外殻構造を含んでもよいことを理解するであろ
う。
【００５５】
　本明細書で開示されている色素とともに使用するのに適しているＳＥＲＳ活性ナノ粒子
は、典型的には、少なくとも１つの金属、つまり、一般に金属と呼ばれる、元素周期表か
ら選ばれた少なくとも１つの元素を含む。好適な金属は、Ｃｕ、Ａｇ、およびＡｕなどの
第１１族の金属、またはアルカリ金属などのＳＥＲＳに対応できる当業者に知られている
他の金属を含む。いくつかの実施形態では、ナノ粒子は、実質的に、単一の金属元素を含
む。例えば、金ナノ粒子の生成については、非特許文献８において説明されている。他の
実施形態では、ナノ粒子は、合金、例えば、二元合金などの少なくとも２つの元素の組合
せを含む。いくつかの実施態様では、ナノ粒子は、磁性を有する。
【００５６】
　他の実施形態では、金属は、Ａｕ2Ｓ／Ａｕコアシェル粒子などに追加の構成要素を含
む。Ａｕ2Ｓ／Ａｕコアシェル粒子は、広くチューニング可能な近赤外線光学共鳴を持つ
ことが報告されている。（例えば、非特許文献９参照。）さらに、文献に記載されている
ようなＡｇコア／Ａｕシェル粒子（例えば、非特許文献１０参照）、またはＡｕコア／Ａ
ｇシェル粒子、またはＳＥＲＳ活性金属を伴う任意のコアシェルの組合せが使用できる。
ＡｕまたはＡｇ官能化シリカ／アルミナコロイド、ＡｕまたはＡｇ官能化ＴｉＯ2コロイ
ド、Ａｕナノ粒子キャップＡｕナノ粒子（例えば、非特許文献１１参照）、Ａｕナノ粒子
キャップＴｉＯ2コロイド、および銀キャップＳｉＯ2コロイドまたは金キャップＳｉＯ2

コロイドなどの、金属シェルとともにＳｉコアを有する粒子（つまり、「ナノシェル」）
を含む、コアシェル粒子で使用するのに好適な他の組合せが、本明細書で開示されている
発明対象とともに使用するのにも適している。（例えば、非特許文献１２参照。また参照
によりその全体が本明細書に組み込まれている、Ｏｌｄｅｎｂｕｒｇらの特許文献１およ
び特許文献２参照。）バイオセンシング用途でこのようなナノシェルを使用することにつ
いて説明されている。（例えば、参照によりその全体が本明細書に組み込まれているＷｅ
ｓｔらの特許文献３参照。）
【００５７】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポーター分子とともに使用するのに適してい
る他のクラスのナノ粒子としては、内側面を有するナノ粒子がある。このようなナノ粒子
は、中空粒子および中空ナノ結晶または多孔質もしくは半多孔質ナノ粒子を含む。（例え
ば、参照によりその全体が本明細書に組み込まれているＯｓｔａｆｉｎらの特許文献４参



(27) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

照。）したがって、本明細書で開示されている発明対象は、さらに、ＳＥＲＳに対し活性
のあるコアシェル粒子またはＳＥＲＳに対し活性のある中空ナノ粒子を含むナノ粒子を提
供する。いくつかの実施形態では、このようなナノ粒子は、改善されたＳＥＲＳシグナル
を示す場合がある。
【００５８】
　粒子形状およびアスペクト比は、ナノ粒子の物理的、光学的、および電子的特性に影響
を及ぼすことがあると認識されるが、特定の形状、アスペクト比、または内部表面積の有
無は、ナノ粒子としての粒子の性質に影響を与えない。したがって、本明細書で開示され
ている色素とともに使用するのに適しているナノ粒子は、さまざまな形状、サイズ、およ
び組成を持つことができる。さらに、ナノ粒子は、中身が詰まっているもの、またはいく
つかの実施形態では、すぐ上で説明されているように、中空のものとすることができる。
好適なナノ粒子の非限定な例としては、コロイド金属の中空の、または中身が詰まってい
るナノバー、磁性、常磁性、導電性、または絶縁体のナノ粒子、合成粒子、ヒドロゲル（
コロイドまたはバー）、および同様のものが挙げられる。当業者であれば、ナノ粒子は、
限定はしないが、回転楕円体、棒、円板、錐体、立方体、円柱、ナノヘリクス、ナノスプ
リング、ナノリング、棒形ナノ粒子、矢形ナノ粒子、涙滴形ナノ粒子、台形ナノ粒子、角
柱形ナノ粒子、ならびに複数の他の幾何学的および幾何学的形状を含む、さまざまな形状
のものが存在できることを理解するであろう。
【００５９】
　さらに、本明細書で開示されている色素とともに使用するのに適しているナノ粒子は、
等方性または異方性とすることができる。本明細書で参照されているように、異方性ナノ
粒子は、長さと幅を有する。いくつかの実施形態では、異方性ナノ粒子の長さは、ナノ粒
子が生成されたときの開口に平行な方向の寸法である。いくつかの実施形態では、異方性
ナノ粒子は、約３５０ｎｍ以下の直径（幅）を有する。他の実施形態では、異方性ナノ粒
子は、約２５０ｎｍ以下の直径（幅）を有し、またいくつかの実施形態では、約１００ｎ
ｍ以下の直径（幅）を有する。いくつかの実施形態では、異方性ナノ粒子の幅は、約１５
ｎｍから約３００ｎｍまでである。さらに、いくつかの実施形態では、異方性ナノ粒子は
、約１０ｎｍから３５０ｎｍまでの間の長さを有する。
【００６０】
　ＳＥＲＳの文献の多く（実験の文献と理論の文献の両方）は、異方性粒子（棒、三角形
、角柱）は、球形と比べてラマンシグナルの増強が高い場合があることを示唆している。
例えば、いわゆる「アンテナ効果」から、ラマン増強が曲率の大きい領域では大きくなる
ことが予測される。銀（Ａｇ）角柱および「分枝した」金（Ａｕ）粒子を含む、異方性粒
子の多くの報告が最近説明されている。
【００６１】
　異方性ＡｕおよびＡｇナノロッドは、Ｎａｎｏｂａｒｃｏｄｅｓ（登録商標）粒子（カ
リフォルニア州マウンテンビュー所在のＯｘｏｎｉｃａ　Ｉｎｃ．社）の作製と同様の方
法で、予成形アルミナ鋳型への電着により作製できる。（例えば、非特許文献１３および
非特許文献１４参照。）これらの粒子は、予成形アルミナ鋳型への物質、典型的にはＡｕ
およびＡｇの交互に重ねた層の蒸着により作製され、約２５０ｎｍの直径および約６ミク
ロンの長さを持つことができる。
【００６２】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、さらに、複合ナノ構造、例えば、
サテライト構造およびコアシェル構造で使用するのに適しているものが開示されている（
例えば、参照により本明細書に組み込まれている２００８年３月２０日に出願されたＷｅ
ｉｄｅｍａｉｅｒらの特許文献５参照）。
【００６３】
　Ｂ．官能化ＳＥＲＳ活性ナノ粒子
　さらに、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性色素を含むＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、
標的分析対象に結合することができる、結合ペアの特異的結合要素などの分子で官能化し
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てもよい。標的分析対象を結合した後、ＳＥＲＳ活性レポーター分子のＳＥＲＳスペクト
ルは、標的分析対象の存在または量を判定できる形で変化する。官能化されたＳＥＲＳ活
性ナノ粒子は、非官能化ナノ粒子に勝るいくつかの利点を有する。第１に、官能基が、標
的分析対象との特異的相互作用を生じさせることによりナノ粒子にある程度の特異性を付
与する。第２に、標的分析対象は、それ自体ラマン活性である必要はなく、その存在は、
ナノ粒子に付着したラマン活性色素のＳＥＲＳスペクトルの変化を観察することにより判
定できる。このような測定は、本明細書では「間接的検出」と称され、生体試料中の標的
分析対象またはリガンドの有無が、対象とする標的分析対象またはリガンドから直接的に
発せられないＳＥＲＳシグナルを検出することにより判定される。
【００６４】
　本発明で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、少なくとも２つの異なる方法で標的
分析対象に結合するように官能化してもよい。いくつかの実施形態では、ＳＥＲＳ活性レ
ポーター分子、つまり、ＳＥＲＳ活性色素は、結合ペアの特異的結合要素とコンジュゲー
トされるが、他の実施形態では、結合ペアの特異的結合要素は、ナノ粒子に直接付着して
もよい。ナノ粒子コアがカプセル封入シェルによって少なくとも部分的に囲まれている実
施形態では、この結合要素は、カプセル封入シェルの外面に付着することができる。
【００６５】
　１．結合ペアの特異的結合要素とコンジュゲートされたＳＥＲＳ活性レポーター分子と
会合している官能化されたＳＥＲＳ活性ナノ粒子
　いくつかの実施形態では、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子と会合しているＳＥＲＳ活性近赤外色
素は、標的分析対象に結合するように官能化してもよい。このような官能化されたＳＥＲ
Ｓ活性ナノ粒子を結合アッセイと組み合わせて使用し、生体試料中のグルコース、乳酸塩
、および脂肪酸などの代謝産物を含む、生理学的に重要な分子を検出することができる。
いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性色素は、特異的リガン
ドまたは分析対象に対する親和性を有する、結合タンパク質または受容体などの特異的結
合ペアの要素を含む、他の分子と色素を結合またはコンジュゲートするために使用できる
反応基を含む。
【００６６】
　いくつかの実施形態では、色素核は、天然または遺伝子組換または変異タンパク質中の
システインアミノ酸残基のチオール部分にコンジュゲートされうるチオール反応基を含ん
でもよい。本明細書で使用されているような「チオール反応基」という用語は、チオール
部分と反応して炭素－硫黄結合を形成することができる置換基を指す。本明細書で開示さ
れている色素中に導入できる好適なチオール反応基の例には、ハロアセチル基およびハロ
アセトアミド基を含む。いくつかの実施形態では、ハロアセチル基は、ヨードアセチル基
を含み、ハロアセトアミド基は、ヨードアセトアミドまたはブロモアセトアミド基を含む
ことができる。当業者であれば、本明細書で開示されている発明対象を検討した後、マレ
イミド基などの当技術分野で知られている他のチオール反応基が本明細書で開示されてい
る発明対象とともに使用するのに適していることを理解するであろう。
【００６７】
　本明細書で使用されているような「コンジュゲート」という用語は、適宜連結基を通じ
て結合し単一の分子構造を形成する２つ以上のサブユニットを含む分子を指す。結合は、
サブユニット同士の間の直接的化学結合によって、または連結基を介してのいずれかで、
形成できる。コンジュゲート中のこのような結合は、典型的には不可逆である。本明細書
で使用されているように、「親和性」という用語は、特定の結合部位における結合ペアの
一方の結合要素と他方の結合要素との間の引力の強さを指す。「特異性」という用語、お
よびその派生形は、結合要素が結合ペアの他方の要素に結合する可能性を指す。結合ペア
、例えばリガンドもしくは分析対象の一方の結合要素、例えば、結合タンパク質と他方の
結合要素との間のこのような結合は、可逆であってもよい。
【００６８】
　「特異的結合要素」という用語は、少なくとも１つの分離した、相補的結合分子が存在
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する分子を指す。特異的結合要素は、特異的分子に結合する、付着する、さもなければ会
合する分子である。結合、付着、または会合は、化学的または物理的なものとすることが
できる。特異的結合要素の結合相手となる特異的分子は、限定はしないが、抗原、ハプテ
ン、タンパク質、炭水化物類、ヌクレオチド配列、核酸、アミノ酸、ペプチド、酵素、お
よび同様の物を含む、さまざまな分子のうちの任意のものとすることができる。さらに、
特定の種類の特異的結合要素は、特定の種類の分子を結合する。このような場合、特異的
結合要素は、「特異的結合ペア」と称する。したがって、抗体は、抗原に特異的に結合す
る。他の特異的結合ペアとしては、アビジンとビオチン、炭水化物類とレクチン、相補ヌ
クレオチド配列、相補ペプチド配列、酵素と酵素補因子、および同様の物がある。
【００６９】
　結合ペアの代表的な特異的結合要素が、以下でさらに詳しく開示される。
【００７０】
　２．結合ペアの特異的結合要素が直接付着しているＳＥＲＳ活性ナノ粒子
　いくつかの実施形態では、特異的結合ペアの結合要素、例えば、モノクローナル抗体な
どの抗体は、ナノ粒子の表面またはナノ粒子をカプセルに封入するシェルの外面に直接付
着してもよい。例示的な一実施形態では、結合ペアの特異的結合要素、例えば、モノクロ
ーナル抗体は、リンカー、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）で処理され、ＰＥ
Ｇリンカーを通じてナノ粒子に直接付着できる。ＰＥＧリンカーなどのリンカーを使用す
ると、特異的結合要素の固有の特性および構造を保持することができ、またそのようなリ
ンカーを使用すると、ナノ粒子への他の化学種の非特異的結合に立体障害を発生させるこ
とによって官能化ナノ粒子の特異性が高まる。ＰＥＧリンカーを通じて特異的結合要素が
付着しているＳＥＲＳ活性ナノ粒子について、ここでさらに詳しく説明する（以下のセク
ションＩ．Ｄ．を参照）。
【００７１】
　結合要素によっては、ＰＥＧ以外のリンカーを使用できることは、当業者であれば本明
細書で開示されている発明対象を検討した後に理解するであろう。例えば、抗体およびペ
プチドのリンカーとしてアルカンチオールを使用できる。限定はしないが、Ｎ－スクシン
イミジル－Ｓ－アセチルチオアセテート（ＳＡＴＡ）およびＮ－スクシンイミジル－Ｓ－
アセチルチオプロピオネート（ＳＡＴＰ）を含む、短鎖アルカンチオールは、スルフヒド
リル脱保護の後にリンカーとして使用できる。他の特性も、リンカー鎖の長さなどのリン
カーの選択を決定できる。例えば、ＰＥＧは、試薬の表面を保護する働きもし、また柔軟
性を有するという点で望ましいものであり、対象とする分析対象に結合する試薬の能力を
増強させることができる。
【００７２】
　１つまたは複数のＳＥＲＳ活性レポーター分子を有し、かつ特異的結合要素がそれに付
着しているナノ粒子を、適切な媒質、例えば、緩衝液中に配置して、ＳＥＲＳ活性試薬を
形成することができる。
【００７３】
　３．代表的な結合要素
　いくつかの実施形態では、ＳＥＲＳ活性レポーター分子を介して本明細書で開示されて
いるＳＥＲＳ活性ナノ粒子とコンジュゲートされているか、またはナノ粒子それ自体の外
面に直接付着されている結合要素は、ポリペプチドまたはタンパク質を含む。本明細書で
開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子とともに使用するのに適している代表的な結合タン
パク質としては、限定はしないが、ペリプラズム結合タンパク質（ＰＢＰ）を含む。ＰＢ
Ｐの例としては、限定はしないが、グルコースガラクトース結合タンパク質（ＧＧＢＰ）
、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）、リボース結合タンパク質（ＲＢＰ）、アラビノ
ース結合タンパク質（ＡＢＰ）、ジペプチド結合タンパク質（ＤＰＢＰ）、グルタメート
結合タンパク質（ＧｌｕＢＰ）、鉄結合タンパク質（ＦｅＢＰ）、ヒスチジン結合タンパ
ク質（ＨＢＰ）、ホスフェート結合タンパク質（ＰｈｏｓＢＰ）、グルタミン結合タンパ
ク質（ＱＢＰ）、オリゴペプチド結合タンパク質（ＯｐｐＡ）、またはこれらの誘導体、
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さらにはペリプラズム結合タンパク質様Ｉ（ＰＢＰ－ｌｉｋｅ　Ｉ）およびペリプラズム
結合タンパク質様ＩＩ（ＰＢＰ－ｌｉｋｅ　ＩＩ）と称されるタンパク質族に属す他のタ
ンパク質が挙げられる。本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子とともに使用す
るのに適している他の結合タンパク質については、文献に説明がある（それぞれ参照によ
り本明細書に組み込まれているＰｉｔｎｅｒらの特許文献６および７ならびに２００７年
４月２０日に出願された特許文献８参照）。
【００７４】
　結合要素を含むことができるタンパク質の他の例としては、限定はしないが、腸脂肪酸
結合タンパク質（ＦＡＰＢ）を含む。ＦＡＢＰは、少なくとも肝臓、腸、腎臓、肺、心臓
、骨格筋、脂肪組織、異常皮膚、脂肪、内皮細胞、乳腺、脳、胃、舌、胎盤、睾丸、およ
び網膜内に発現するタンパク質の一族である。このＦＡＢＰ群は、一般的に言えば、非共
有結合性相互作用を通じて脂肪酸および他の疎水性リガンドを結合する小細胞内タンパク
質（約１４ｋＤａ）の一族である。（例えば、参照により本明細書に組み込まれている非
特許文献１５参照。）ＦＡＢＰ族のタンパク質の要素は、限定はしないが、遺伝子ＦＡＢ
Ｐ１、ＦＡＢＰ２、ＦＡＢＰ３、ＦＡＢＰ４、ＦＡＢＰ５、ＦＡＢＰ６、ＦＡＢＰ７、Ｆ
ＡＢＰ（９）、およびＭＰ２によってコードされたタンパク質を含む。ＦＡＢＰに属する
タンパク質には、Ｉ－ＦＡＢＰ、Ｌ－ＦＡＢＰ、Ｈ－ＦＡＢＰ、Ａ－ＦＡＢＰ、ＫＬＢＰ
、ｍａｌ－１、Ｅ－ＦＡＢＰ、ＰＡ－ＦＡＢＰ、Ｃ－ＦＡＢＰ、Ｓ－ＦＡＢＰ、ＬＥ－Ｌ
ＢＰ、ＤＡ１１、ＬＰ２、メラニン形成酵素阻害薬、および同様の物質を含む。
【００７５】
　他の結合要素としては、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、クレアチンキナーゼＭＢ（ＣＫＭ
Ｂ）アイソザイム、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）タンパク質、甲状腺刺激ホルモン（Ｔ
ＳＨ）、インフルエンザＡ（Ｆｌｕ　Ａ）抗原、インフルエンザＢ（Ｆｌｕ　Ｂ）抗原、
および呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）抗原などの、標的分析対象の抗体を含む標的分析
対象に対する親和性を有する特異的結合要素が挙げられる。このような標的分析対象に対
する抗体は、当技術分野で知られている。
【００７６】
　本明細書で使用されているように、タンパク質またはポリペプチドの「誘導体」は、野
生型タンパク質と実質的な配列同一性を共有するタンパク質またはポリペプチドである。
本明細書で開示されている発明対象の誘導体タンパク質またはポリペプチドは、当業者に
よく知られている技術によって作られるか、または調製されうる。このような技術の例と
して、限定はしないが、突然変異生成および直接合成が挙げられる。誘導体タンパク質は
、さらに、翻訳後プロセシングなどの自然過程によって、または当技術分野でよく知られ
ている化学修飾技術によって修飾してもよい。このような修飾は、基礎的な教科書および
さらに詳細なモノグラフにおいて、さらには膨大な研究文献において十分に記載されてい
る。修飾は、ペプチド骨格、アミノ酸側鎖、およびアミノまたはカルボキシル末端を含む
、ポリペプチド鎖中の任意の位置で起こってもよい。同じ種類の修飾は、与えられたポリ
ペプチドまたはタンパク質中の複数の部位に同じ程度で、または程度をさまざまに変えて
存在することができることは理解されるであろう。また、所与のポリペプチドまたはタン
パク質は、複数の修飾を含んでもよい。誘導体タンパク質の例として、限定はしないが、
変異および融合タンパク質が挙げられる。
【００７７】
　「変異タンパク質」は、本明細書において、当技術分野で知られているとおりに使用さ
れる。一般に、変異タンパク質は、タンパク質またはポリペプチドの野生型一次構造の付
加、欠失、または置換によって生成できる。突然変異は、例えば、システイン基、非天然
アミノ酸、および実質的に非反応性のアミノ酸を反応性のアミノ酸で置き換えたものの付
加または置換を含む。変異タンパク質は、特異的な方法で複数の分析対象を結合するよう
に突然変異させることができる。実際、変異タンパク質は、野生型分析対象および他の標
的リガンドに向かう特異性を持つことができる。同様に、変異タンパク質は、野生型結合
タンパク質が結合しない１つまたは複数の分析対象のみと結合する能力を持つことができ
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る。変異タンパク質を生成する方法は、当技術分野でよく知られている。例えば、参照に
より本明細書に組み込まれている非特許文献１６には、タンパク質の新しい分析対象結合
特性をもたらすペリプラズム結合タンパク質内の結合部位を再設計するための方法が文開
示されている。これらの変異結合タンパク質は、分析対象結合後に直接生成シグナルを発
生することができる、立体構造変化を受ける能力を保持する。Ｌｏｏｇｅｒらは、５と１
７の間にアミノ酸変化を導入することによって、それぞれがＴＮＴ（トリニトロトルエン
）、Ｌ－乳酸塩、またはセロトニンに対する新しい選択性を持つ複数の変異タンパク質を
構成した。
【００７８】
　突然変異は、複数ある目的のうちの１つまたは複数の目的に利用することができる。例
えば、天然タンパク質を突然変異させることで、タンパク質の熱安定性を含む長期間安定
性を変えること、タンパク質を特定のカプセル封入マトリックスまたはポリマーにコンジ
ュゲートさせること、検出可能なレポーター基に対し結合部位を与えること、特定の分析
対象に関する結合定数を調節すること、またはこれらの組合せを行うことができる。
【００７９】
　分析対象および変異タンパク質は、結合パートナーとして働くことができる。本明細書
で使用されているような「会合」または「結合」という用語は、検出手段によってタンパ
ク質への結合を検出することを可能にする十分に強い相対的結合定数（Ｋｄ）を有する結
合パートナーを指す。Ｋｄは、タンパク質の一方の半分、または他方の半分が結合される
遊離分析対象の濃度として計算できる。対象とする分析対象がグルコースである場合、結
合パートナーに対するＫｄ値は、約０．０００１ｍＭから約５０ｍＭまでの範囲内にある
。
【００８０】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポーター分子は、当技術分野で知られている
従来の手段によって変異タンパク質、例えば、ＧＧＢＰに付着できる。例えば、レポータ
ー分子は、タンパク質上のアミンまたはカルボキシル残基を介してタンパク質にコンジュ
ゲートできる。例示的な実施形態には、変異または天然タンパク質のシステイン残基上の
チオール基を介した共有結合が含まれる。例えば、変異ＧＧＢＰでは、システインは、位
置１０、位置１１、位置１４、位置１５、位置１９、位置２６、位置４３、位置７４、位
置９２、位置９３、位置１０７、位置１１０、位置１１２、位置１１３、位置１３７、位
置１４９、位置１５２、位置１５４、位置１８２、位置１８３、位置１８６、位置２１１
、位置２１３、位置２１６、位置２３８、位置２４０、位置２４２、位置２５５、位置２
５７、位置２８７、位置２９２、位置２９４、および位置２９６に配置できる。
【００８１】
　Ｃ．カプセル封入ＳＥＲＳ活性ナノ粒子
　ＳＥＲＳ活性金属ナノ粒子は、水溶液中で凝集する傾向を有し、いったん凝集すると、
再度分散することが困難である。さらに、いくつかのラマン活性分子の化学組成は、タン
パク質などの他の分子を金属ナノ粒子に付着させるために使用される化学作用と相容れな
い。これらの特性は、ラマン活性分子、付着化学作用、および金属ナノ粒子に付着される
他の分子の選択を制限することがある。
【００８２】
　したがって、いくつかの実施形態では、式Ａ－Ｙの本明細書で開示されているＳＥＲＳ
活性色素は、ナノ粒子に被着される、例えば、吸着されるか、または共有結合されるとき
に、例えばポリマー、ガラス、またはセラミック材料を含む異なる材料のシェル内にコー
ティングされるか、またはカプセル封入されるようにしてもよい。このような実施形態は
、本明細書では「複合ＳＥＲＳ活性ナノ粒子」と称する。複合ＳＥＲＳ活性ナノ粒子を作
製するための方法は、文献で説明されている（例えば、参照により本明細書に組み込まれ
ているＮａｔａｎの特許文献９参照）。
【００８３】
　本明細書で開示されている複合ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、金属ナノ粒子、金属ナノ粒子
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の表面に近接する１つまたは複数の本明細書で開示されている色素のサブ単分子層、単分
子層、または多分子層を含むことができる。「近接する」という用語は、ナノ粒子の外面
から約５０ｎｍ以下の範囲内を意味することが意図されている。ナノ粒子コアの外面に付
着している１つまたは複数の本明細書で開示されている色素のサブ単分子層、単分子層、
または多分子層を有するナノ粒子は、さらに、カプセル封入シェルを含むことができる。
このような実施形態では、本明細書で開示されている色素は、金属ナノ粒子の外面とカプ
セル封入シェルの内面との間の界面に配置される。
【００８４】
　複合ナノ粒子を含むナノ粒子コアは、直径が約２０ｎｍから約２００ｎｍである金属球
、例えば、金、銀、または銅の球体とすることができる。いくつかの実施形態では、ナノ
粒子コアは、金属の偏球または長球を含む。ナノ粒子コアの直径は、一部には入射光の波
長に基づき選択できる。例えば、赤色入射光、つまり、約６００ｎｍの波長を有する入射
光を使用するＳＥＲＳでは、最適なＳＥＲＳ応答は、約６０ｎｍの直径を有する金ナノ粒
子コアを使って得られる。
【００８５】
　いくつかの実施形態では、カプセル封入シェルは、ポリマー、ガラス、金属、ＴｉＯ2

およびＳｎＯ2などの金属酸化物、金属硫化物、またはセラミック材料などの誘電体材料
を含む。いくつかの実施態様では、カプセル材料は、ガラス、例えば、ＳｉＯxである。
本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子をガラスに封入するために、ガラスプラ
イマー、つまり、ガラスの一様なコーティングの成長をもたらすことができるか、または
粒子へのガラスコートの接着度を改善できるか、またはその両方が可能な材料で金属ナノ
粒子コアを処理することができる。次いで、ガラスを、当技術分野で知られている標準的
技術によって金属ナノ粒子上で成長させることができる。
【００８６】
　カプセル封入プロセスは、１つまたは複数の本明細書で開示されている色素をコアナノ
粒子に付着または吸着した後に、または付着または吸着しているときに実行できる。この
方法で、色素は、金属ナノ粒子コアの表面上のコーティングとして周囲溶媒から封鎖され
る。このような構成で安定したＳＥＲＳ活性を有する金属ナノ粒子コアが形成される。色
素は、金属ナノ粒子コアの表面上にサブ単分子層、完全な単分子層、または多分子層の集
合を形成することができる。色素層は、単一の色素を含むか、または異なる色素の混合物
とすることができる。
【００８７】
　したがって、いくつかの実施形態では、式Ａ－ＹのＳＥＲＳ活性レポーター分子は、ナ
ノ粒子コアの外面上に１つの層を形成し、その層は、少なくとも部分的に、ナノ粒子コア
の外面を覆い、また内面と外面とで定められる。カプセル材料は、ナノ粒子コアの外面と
式Ａ－ＹのＳＥＲＳ活性レポーター分子の層の外面の少なくとも一方に配置され、ＳＥＲ
Ｓ活性レポーター分子の層で少なくとも部分的に覆われているナノ粒子コアを少なくとも
部分的に囲む。
【００８８】
　好ましくは、カプセル材料は、複合ＳＥＲＳ活性ナノ粒子のＳＥＲＳ活性を測定にかか
るほどには変化させない。しかし、本明細書で開示されている発明対象の利点は、ＳＥＲ
Ｓ活性に干渉しないか、または観察されるＳＥＲＳスペクトルに著しい複雑さを加えない
という条件の下で、カプセル材料にある程度の測定可能な効果がある場合であっても達成
される。
【００８９】
　さらに、いくつかの実施形態では、カプセル材料は、生体分子をはじめとする、複数の
分子を外面に付着するように修飾され、例えば、当技術分野で知られている標準的技術に
よって誘導体化できる。この特性により、色素のラマン活性を妨げることなく、本明細書
で開示されている複合ＳＥＲＳ活性ナノ粒子を、タンパク質および核酸などの、生体分子
を始めとする分子に、または固形担体にコンジュゲートさせることができる。ガラスおよ
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びカプセル封入シェルに適している他の材料は、分子付着しやすい官能基を含む。例えば
、好適なベース内にガラスを浸漬することで、アルキルトリクロロシランまたはアルキル
トリアルコキシシランを共有結合させ、アルキルトリクロロシランまたはアルキルトリア
ルコキシシラン基のアルキル基の末端に利用可能な付加官能基を持たせることができる。
したがって、ガラス表面は、細胞をはじめとする、多くの形態の生体分子および生体分子
上部構造、さらには酸化物、金属、ポリマー、および同様の物で修飾できる。同様に、ガ
ラスの表面は、適切に組織化されている単分子層で修飾できる。したがって、ガラスコー
ティングは、多くの種類の化学官能化（本明細書では「誘導体化」と称する）を支える。
他の形態のカプセル材も、同様に官能化してもよい。したがって、本明細書で開示されて
いるナノ粒子は、化学反応性の高い官能基を有する当技術分野で知られている化学種に付
着させることができる。
【００９０】
　カプセル材料の厚さは、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子の必要な物理的特性に応じて変化できる
。ナノ粒子コア、カプセル材料、および色素の特定の組合せに応じて、カプセル材料の厚
いコーティング、例えば、１ミクロン以上のオーダーの厚さのコーティングは、潜在的に
ラマンシグナルを減衰しうる。さらに、薄いコーティングであれば、カプセル材料表面上
の分子によって分析対象のラマンスペクトル中に干渉が生じるおそれがある。それと同時
に、沈降係数などの物理的特性は、カプセル材料の厚さの影響を受けやすい。一般に、カ
プセル材料が厚ければ厚いほど、周囲溶媒からの金属ナノ粒子コア上のＳＥＲＳ活性色素
の封鎖がより効果的なものとなる。
【００９１】
　カプセル材料がガラスである実施形態では、ガラスの厚さは、典型的には、約１ｎｍか
ら約５０ｎｍまでの範囲内であってもよい。例示的な限定されない実施形態では、カプセ
ル封入ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、いくつかの場合において約１０ｎｍから約５０ｎｍまで
の範囲、いくつかの場合において約１５ｎｍから約４０ｎｍまでの範囲、いくつかの場合
において約３５ｎｍの厚さを有するガラスの球体中に封入されている直径が約５０ｎｍか
ら約１００ｎｍまでの範囲内の金ナノ粒子を含む。本明細書で開示されているカプセル封
入ＳＥＲＳ活性ナノ粒子の寸法の最適化は、当業者であれば実施できる。例えば、コアシ
ェルナノ粒子（例えば、Ａｕ／ＡｕＳナノ粒子）はＳＥＲＳを担持し、純粋な金属ナノ粒
子と比べて異なる光学的特性を有することが当技術分野で知られている。同様に、長球か
らのＳＥＲＳは、同じ長軸を有する球体に関して増強できることは当技術分野で知られて
いる。さらに、単一粒子増強は、波長に依存することも知られている。そのため、粒子サ
イズは、所定励起波長に対し最大のＳＥＲＳシグナルを発生するように「チューニング」
することができる。したがって、粒子の組成、またはそのサイズもしくは形状は、ＳＥＲ
Ｓシグナルの強度を最適化するように本明細書で開示されている発明対象に従って変更し
てもよい。
【００９２】
　本明細書で開示されている複合ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、扱いやすく、また貯蔵しやす
い。さらに、これらは、凝集に対する耐性があり、溶媒および空気中における色素の分解
に対抗して安定し、化学的に不活性であり、例えば、磁気プルダウン技術によって遠心分
離、濃縮され、ＳＥＲＳ活性を失うことなく再度分散できる。金属ナノ粒子とは異なり、
本明細書で開示されている複合ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、蒸発により乾燥させ、次いで、
溶媒中に完全に再分散させることができる。
【００９３】
　Ｄ．ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー
　いくつかの実施形態では、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカーは、特異的結合
要素をＳＥＲＳ活性ナノ粒子、磁気捕捉粒子（磁気捕捉アッセイにおいて）、または固相
担体（不均一アッセイにおいて）に付着させるために使用してもよい。ＰＥＧリンカーを
使用することで、本明細書で開示されているアッセイにおける非特異的結合を低減するこ
とができる。非特異的吸着の排除は、アッセイを実行するうえで重要な課題となりうる。
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例えば、磁気捕捉アッセイでは、非特異的結合は、溶液からのタンパク質または生体分子
が磁気捕捉粒子またはＳＥＲＳ活性ナノ粒子の表面に付着し、これによって標的分析対象
に対する結合要素を与えるプロセス、または磁気捕捉粒子およびＳＥＲＳ活性ナノ粒子の
表面が非特異的相互作用を介して互いに付着するプロセスを含むことができる。
【００９４】
　より一般的には、非特異的結合は、特異的表面構造から相対的に独立している分子間の
結合を指す。非特異的結合は、２つの分子のうち他方の分子の認識が実質的に小さいのと
比べたときの他方の分子に対する一方の分子の特異的認識を伴う、特異的結合から区別す
ることができる。結果として液体ベースアッセイにおける非特異的結合をもたらす１つま
たは複数の分子の性質は、試料の性質、アッセイ環境、ナノ粒子表面、および同様の特性
に依存する。
【００９５】
　非特異的結合は、少なくとも２つの異なるメカニズムに帰因し、それぞれのメカニズム
はアッセイに干渉しうる。第１に、生体物質のＳＥＲＳ活性ナノ粒子または磁気捕捉ナノ
粒子への非特異的吸着は、結合分子と分析対象の会合に対し立体障害を引き起こし、その
ため定量アッセイにおいて分析対象濃度の偽陰性結果または過小評価をもたらしうる。「
吸着」は、固体の表面上への溶質、生体化合物、または他の固体材料の蓄積あるいはある
種の物質の分子の１つの層の固体表面への付着を意味する。
【００９６】
　第２に、磁気捕捉粒子と、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子、特に、官能化されているものとの間
の非特異的会合は、分析対象が存在しない場合にアッセイのベースラインレベルを高め、
それによりアッセイの感度レベルを低減させ、ダイナミックレンジを制限することになろ
う。このベースラインの引き上げの結果、試料中に検出できる分析対象の最低レベルを下
げることになろう。ナノ粒子、特に溶液中のナノ粒子の間のこの非特異的会合は、さらに
、粒子の非特異的凝集を引き起こしうる。
【００９７】
　非特異的結合を遮断するための当技術分野で知られている戦略は、一般に、３つのアプ
ローチのうちの１つを伴う。一アプローチでは、表面を、タンパク質、例えば、アルブミ
ン、オボアルブミン、魚のゼラチン、およびカゼイン、粉ミルク、および／または遮断緩
衝液で処理してもよい。このアプローチの欠点として、非特異的吸着の完全な遮断の欠如
（例えば、参照により本明細書に組み込まれている非特許文献１７参照）、それぞれの新
しいアッセイについて遮断条件を最適化する必要があること、および遮断薬のロット毎に
効果がばらつくことが挙げられる。このような遮断ステップでは、さらに、追加ステップ
を加えるため、複雑さが増し、アッセイ時間が長くなる。
【００９８】
　第２のアプローチは、洗浄剤または他の化学薬剤をアッセイ緩衝液に加えることを伴う
。このアプローチには、さらに、それぞれの新しいアッセイに対する条件および試薬を最
適化する必要があるという難点があり、またアッセイが検出対象とする特異的生体分子相
互作用に干渉しうる。
【００９９】
　他のアプローチは、固相担体、ナノ粒子、または磁性粒子の表面をポリエチレングリコ
ールなどのポリマーでコーティングすることを伴う。特定の一理論に束縛されることを望
むことなく、ＰＥＧコーティング表面によって引き起こされる非特異的吸着の減少は、親
水性を有し、多回転自由度を有するＰＥＧ分子の結果であると考えられる。水性環境中の
ＰＥＧ鎖は水分子によって囲まれている。これらの条件の結果、ＰＥＧ分子に対し高レベ
ルのエントロピーが生じる。生体分子、例えば、タンパク質のＰＥＧコーティング表面へ
の吸着により、ＰＥＧ鎖が圧縮され、これにより、水分子が移動し、ＰＥＧ鎖に順序が与
えられる。この順序付けの結果、エントロピーに熱力学的に不利な低下が生じて、ＰＥＧ
コーティング表面上の生体分子の吸着に抵抗が発生しうる。ＰＥＧなどのポリマーによる
二元表面のコーティングは、非特異的結合を低減するのに有効であるけれども、すでに利
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用されているアプローチはどれも、溶液中の三次元粒子の非特異的凝集を低減するのに有
効ではない。（例えば、参照により本明細書に組み込まれている非特許文献１８を参照。
）
【０１００】
　本明細書で開示されている発明対象は、ナノ粒子への生体物質の非特異的吸着またはナ
ノ粒子間の会合またはその両方が、本明細書で開示されているＰＥＧリンカーを使用する
ことによって低減されうることを実証している（実施例３を参照）。本明細書で開示され
ている方法は、非特異結合を遮断するのに一般的なものである。そのため、個々のアッセ
イに対する遮断条件を最適化する必要があるという問題が、大部分解消されている。ポリ
エチレングリコール（ＰＥＧ）ベースの分子は非イオン性であるため、非特異的タンパク
質吸着に抵抗するＰＥＧの能力に対するｐＨおよび塩濃度の有害な影響は、最低限に抑え
られると考えられる。
【０１０１】
　いくつかの実施形態では、ＰＥＧリンカーは、２つ以上のエチレングリコールサブユニ
ットによって分離される、直鎖状分子のいずれかの末端上に官能基を有する二官能性ＰＥ
Ｇ分子を含む。いくつかの実施形態では、ＰＥＧ分子は、限定はしないが、２個、少なく
とも３個、少なくとも４個、少なくとも５個、少なくとも６個、少なくとも７個、少なく
とも８個、少なくとも９個、少なくとも１０個、少なくとも１１個、少なくとも１２個、
少なくとも１３個、少なくとも１４個、少なくとも１５個、少なくとも１６個、少なくと
も１７個、少なくとも１８個、少なくとも１９個、少なくとも２０個、少なくとも２１個
、少なくとも２２個、少なくとも２３個、少なくとも２４個、少なくとも２５個、少なく
とも２６個、少なくとも２７個、少なくとも２８個、少なくとも２９個、少なくとも３０
個、少なくとも４０個、少なくとも５０個、少なくとも６０個、少なくとも７０個、少な
くとも８０個、少なくとも９０個、少なくとも１００個、少なくとも２００個、少なくと
も３００個、少なくとも４００個、少なくとも５００個、少なくとも６００個、少なくと
も７００個、少なくとも８００個、少なくとも９００個、または少なくとも１０００個の
エチレングリコールサブユニットを含む、２から約１０００までのエチレングリコールサ
ブユニットを含む。いくつかの実施形態では、ＰＥＧ分子は、約１０から約１００個のエ
チレングリコールサブユニット、特定の実施形態では、少なくとも１２個のエチレングリ
コールサブユニットを含む。
【０１０２】
　ＰＥＧリンカーは、限定はしないが、約２００、約５００、約１，０００Ｄａ、約２，
０００Ｄａ、約３，０００Ｄａ、約４，０００Ｄａ、約５，０００Ｄａ、約６，０００Ｄ
ａ、約７，０００Ｄａ、約８，０００Ｄａ、約９，０００Ｄａ、約１０，０００Ｄａ、約
２０，０００Ｄａ、約５０，０００Ｄａ、約７５，０００Ｄａ、および約１００，０００
Ｄａを含む、約２００Ｄａから約１００，０００Ｄａの分子量を持つことができる。しか
し、特定の用途に応じて、これよりも高いまたは低い分子量のＰＥＧリンカーを本明細書
で開示されている発明対象とともに使用できることは理解されるであろう。いくつかの実
施形態では、ＰＥＧリンカーは、約５，０００Ｄａ以上の分子量を有する。ＰＥＧ分子の
所与の表面密度について、より長いＰＥＧ鎖、例えば、約５，０００Ｄａ以上の分子量を
持つＰＥＧリンカーは、結合アッセイにおける非特異的吸着の低減に対し短い鎖に比べて
有効でありうる。また、より長いＰＥＧ鎖だと、結合要素、例えば、抗体またはＤＮＡプ
ローブを粒子表面からさらに離れた場所に配置できる。このような実施形態では、粒子表
面上への抗体の「折り返し」を最小にすることができ、したがって、利用可能な分析対象
（例えば、抗原）結合部位の数を減らすことができる。
【０１０３】
　二官能性ＰＥＧリンカーは、分子のそれぞれの末端上に官能基を備え、これらの官能基
は、特異的結合要素をＰＥＧ分子の一方の末端に、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子（または磁気捕
捉粒子）を他方の末端に付着させるために使用できる。最初に特異的結合要素を二官能性
ＰＥＧリンカーに付着させ、その後、特異的結合要素－ＰＥＧコンジュゲートをナノ粒子
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に付着させてもよい。あるいは、特異的結合要素をＰＥＧ化されたナノ粒子に付着するの
に先立って、二官能性ＰＥＧリンカーをナノ粒子に付着させてもよい。
【０１０４】
　ＰＥＧリンカーは、さらに、ＳＥＲＳ活性色素をナノ粒子表面に付着するために、また
は特異的結合要素を、磁気捕捉液体ベースＳＥＲＳアッセイで使用される磁性粒子などの
磁気捕捉粒子に付着させるために使用してもよいことに留意すべきである。
【０１０５】
　ＰＥＧリンカーのそれぞれの末端上の官能基は、ナノ粒子表面の化学作用および特異的
結合要素（またはＳＥＲＳ活性色素）の付着に対する所望の官能性に基づいて選択できる
。ＰＥＧリンカー上の有用な官能基の非限定的な例には、カルボン酸または炭酸塩誘導体
の活性エステル、特に離脱基がＮ－ヒドロキシスクシンイミド、ｐ－ニトロフェノール、
イミダゾール、または１－ヒドロキシ－２－ニトロベンゼン－４－スルホネートであるエ
ステルを含む。マレイミドまたはハロアセチル基を含む、チオール反応基は、ＳＥＲＳ活
性ナノ粒子の表面に存在すると思われるものなど、タンパク質上の遊離スルフヒドリル基
の修飾またはチオール基との反応に有用である。
【０１０６】
　加えて、ＰＥＧ分子上のアミノヒドラジンまたはヒドラジド基は、炭水化物基の過ヨウ
素酸塩酸化によって発生するアルデヒドとの反応に有用である。この付着化学作用は、特
に、粒子上への抗体の部位特異的付着に有用である。例えば、一方の末端にヒドラジンま
たはヒドラジド基を備える二官能性ＰＥＧリンカーは、ＩｇＧ分子のＦｃ部分にもっぱら
存在する、抗体上のオリゴ糖部分を通じてＳＥＲＳ活性ナノ粒子の表面に抗体を付着させ
るために使用できる。このようにして、官能化されたナノ粒子は、抗原結合領域の試験液
への呈示を最大化し、それにより、アッセイの感度を潜在的に高められるように設計でき
る。実際、ヒドラジド誘導体化固相担体に対するオリゴ糖部分を介したＩｇＧ分子の部位
特異的固定化は、抗体分子全体を通して存在する、ＩｇＧリジン残基などを介した、他の
種類の付着の化学作用を通して固定化されたＩｇＧ分子に比べて約３倍、抗原親和性を増
強することが実証されている。（例えば、非特許文献１９および２０を参照。）
【０１０７】
　二官能性ＰＥＧリンカー分子は、ホモ二官能性または異種二官能性を有するものとする
ことができる。本明細書で使用されているように、「ホモ二官能性」という用語は、末端
官能基が同じであるＰＥＧリンカー分子を指す。「異種二官能性」という用語は、末端官
能基が互いに異なるＰＥＧリンカー分子を指す。そのため、いくつかの実施形態では、Ｐ
ＥＧリンカー分子は、ＰＥＧ分子の第１の末端に第１の官能基を、ＰＥＧ分子の第２の末
端に第２の官能基を備える異種二官能性ＰＥＧ分子を含む。これらの実施形態のうちいく
つかでは、異種二官能性ＰＥＧ分子の第１の末端にある第１の官能基は、Ｎ－ヒドロキシ
スクシンイミド（ＮＨＳ）－エステルを含む。いくつかの実施形態では、異種二官能性Ｐ
ＥＧ分子の第２の末端にある第２の官能基は、マレイミド基を備える。そのため、特定の
実施形態では、異種二官能性ＰＥＧ分子は、第１の末端にＮＨＳ－エステルを、第２の末
端にマレイミド基を備える。
【０１０８】
　特異的結合要素がポリヌクレオチド（例えば、オリゴヌクレオチド）を含むこれらの実
施形態では、アミン反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを含むＰＥＧ分子と反
応し、ポリヌクレオチドとＰＥＧリンカーとの間にアミノエステル（ペプチド）結合を形
成することができる、ポリヌクレオチドの５’末端または３’末端にあるアミン基を介し
てＰＥＧ分子にポリヌクレオチドを付着させることができる。
【０１０９】
　いくつかの実施形態では、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子の表面上のチオール基は、ＰＥＧリン
カー上のチオール反応性マレイミド基と反応して、炭素－硫黄結合を形成する。これらの
実施形態のうちのいくつかでは、ＰＥＧリンカーは、一方の末端にアミン反応性Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミドエステルを、他方の末端にマレイミド基を備える異種二官能性ＰＥ
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Ｇリンカーを含む。
【０１１０】
　いくつかの実施形態では、二官能性ＰＥＧリンカーは、特異的結合要素をＳＥＲＳ活性
ナノ粒子または磁性粒子に付着するために使用してもよく、またナノ粒子もしくは磁性粒
子の表面上の残りの官能基は、これらの基を試験試料内の分子または他の粒子と非特異的
相互作用を起こさないようこれらの基を保護するために追加ＰＥＧ分子（例えば、単官能
性ＰＥＧ分子）によって固定してもよい。当業者であれば、本明細書で開示されている発
明対象を検討した後に、限定はしないが、線状ポリマー、星形ポリマー、またはＰＥＧを
伴うコポリマーを含む、ＰＥＧアーキテクチャをこの目的のために使用することができる
ことを理解するであろう。
【０１１１】
　さらに、単官能性ＰＥＧ分子は、当技術分野で知られている他の種類の固定化化学作用
で付着されている特異的結合要素を含むナノ粒子または磁性粒子をコーティングするため
に使用してもよい。例えば、ストレプトアビジン－ビオチン結合化学作用を使用すると、
特異的結合要素を粒子表面に付着させることができるが、ＰＥＧ分子、例えば、マレイミ
ド活性化ＰＥＧ分子を使用すると、チオール化ＳＥＲＳ粒子表面上の非特異的吸着を遮断
することができる。
【０１１２】
　ＩＩ．本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子の用途
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポーター分子を含
むＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、生体試料中の対象とする分析対象またはリガンドの存在を検
出するか、もしくは量を測定するための診断アッセイで使用してもよい。本明細書で開示
されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子が適用可能な代表的診断アッセイおよび方法は、参照に
より本明細書に組み込まれている２００８年３月２０日に出願されたＷｅｉｄｅｍａｉｅ
ｒらの特許文献５に開示されている。したがって、いくつかの実施形態では、本明細書で
開示されている発明対象は、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポーター分子を含
むＳＥＲＳ活性ナノ粒子を含む分析方法、組成物、およびキットを提供する。
【０１１３】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポーター分子を含
むＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、核酸、例えば、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、ＤＮＡフラグ
メント、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、および同様の物質のう
ちの１つまたは複数を検出するために使用してもよい。一般的に、この方法は、核酸、Ｄ
ＮＡフラグメント、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチドのうちの１つ
または複数を、オリゴヌクレオチドが付着している本明細書で開示されているＳＥＲＳ活
性ナノ粒子と接触させることと、そのＳＥＲＳスペクトルの存在または変化を検出するこ
ととを含む。
【０１１４】
　さらに、いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているレポーター分子を含むＳ
ＥＲＳ活性ナノ粒子は、細胞撮像において使用してもよい。このような実施形態では、本
明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子、例えば、特異的結合ペアの結合要素で標
識化されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子を細胞または組織中に組み込むことができ、またＳ
ＥＲＳを使用して中にあるナノ粒子の分布を特徴付けることができる。このような実施形
態は、正常と異常、例えば、癌性の細胞を区別するために使用できる。
【０１１５】
　Ａ．診断アッセイ
　いくつかの実施形態では、１つまたは複数の本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レ
ポーター分子が付着しているナノ粒子は、診断アッセイで使用できる。例えば、Ｒｏｈｒ
らは、複数の構成要素および洗浄ステップを含むＳＥＲＳ検出によるイムノアッセイを実
証している。（例えば、非特許文献２１参照。）また、Ｎｉらは、インキュベートおよび
洗浄ステップを含む不均一検出アッセイにおける金スライドへのレポーター付着を実証し
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ている。（例えば、非特許文献２２参照。）ＲｏｈｒらならびにＮｉらによって開示され
ているＳＥＲＳアッセイ、さらには当技術分野で知られている他のアッセイは、長時間の
インキュベートおよび洗浄ステップを必要とする。
【０１１６】
　ＳＥＲＳを使用するアッセイの他の例は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれ
ているＴａｒｃｈａらの特許文献１０で開示されている。Ｔａｒｃｈａらは、標識または
抗体がＳＥＲＳ表面に付着されている多重試薬システムの使用を開示している。第２の試
薬は、標識または抗体のいずれかの相補的なペアを含む。
【０１１７】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、いわゆ
る「液体ベースアッセイ」で使用してもよい。ＳＥＲＳ活性ナノ粒子を使用する液体ベー
スアッセイアプローチがすでに開示されている。（例えば、参照によりその全体が本明細
書に組み込まれている非特許文献２３参照。）Ｈｉｒｓｃｈらは、粒子相互作用によって
生じる光吸収の変化を測定することによる対象とする分析対象の存在下での粒子凝集の光
学的検出を開示している。Ｈｉｒｓｃｈらによって開示されているアッセイにおけるナノ
粒子の凝集により、粒子の凝集の結果生じるプラズモン共鳴減少を検出する。しかし、Ｈ
ｉｒｓｃｈらは、ラマンシグナルを検出に利用することについては開示していない。
【０１１８】
　本明細書で開示されているアッセイの一実施形態では、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、いわ
ゆる「無洗浄」または「均一」アッセイで使用してもよい。このようなアッセイでは、試
料は、容器、例えば、試料収集容器、アッセイ容器、または本発明で開示されているアッ
セイとともに使用するのに適している他の試料容器内に集められ、容器、例えば、アッセ
イ容器から試料を取り出すことなくアッセイが実行される。都合のよいことに、試料は、
アッセイを実行するために必要なすべての試薬をすでに収容しておくことができる容器内
に集めることができる。しかし、いくつかの実施形態では、試料収集の後、１つまたは複
数の試薬を容器に追加してもよい。
【０１１９】
　液体ベースアッセイでは、試料は、典型的には、例えば周囲条件の下でインキュベート
するが、さらに、試料の特定温度または振盪などの制御された状態にすることもできる。
インキュベート期間の後に、容器を読み取り装置内に入れて、容器内に事前装填された、
または順次容器内に追加された１つまたは複数のＳＥＲＳ活性粒子からのシグナルを取得
することができる。ラマンシグナルは、特定の波長の入射光、例えば、レーザー光線によ
る呼びかけ（ｉｎｔｅｒｒｏｇａｔｉｏｎ）後に、生成され、検出される。
【０１２０】
　他の実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、不均一アッセ
イで使用してもよい。本明細書で使用されているように、「不均一アッセイ」という用語
は、一般的に、アッセイの１つまたは複数の構成要素がアッセイに対し順次追加されるか
または取り除かれるアッセイを指す。より詳細には、不均一アッセイは、固相の表面にア
ッセイ中の分析対象を結合することにより液体試料から固相へ分析対象が移動することに
部分的に依拠してもよい。アッセイのある段階では、そのシーケンスはアッセイプロトコ
ルに応じて変わり、固相および液相は分離され、分析対象の検出および／または定量化を
もたらす測定が、２つの分離相のうちの一方に対し実行される。したがって、不均一アッ
セイは、例えば、対象とする分析対象を結合し、それにより検査対象の試料中の他の成分
から分析対象を分離するか、または取り除く抗原または抗体によりコーティングされた固
相担体を含んでもよい。これらの他の成分は、１つまたは複数の洗浄ステップによって試
料から選択的に取り除くことができ、分析対象は、それが検出される固相担体に結合した
ままであるか、または追加の洗浄ステップによって取り除かれ、その後検出することがで
きる。
【０１２１】
　一般に、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、対象とする標的分子に対
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では、本明細書で開示されている色素は、ナノ粒子に、例えば、共有結合で付着させ、色
素から発生するＳＥＲＳシグナルの強度が、検出される分析対象、例えば、タンパク質、
核酸、および代謝産物の量に応じて変化する診断アッセイで使用できる。さらに、いくつ
かの実施形態では、本明細書で開示されている色素で標識化されたナノ粒子に、結合ペア
の特異的結合要素、例えば、抗体などの他の化学種を標識化することもでき、これにより
試験対象の試料中の１つまたは複数の分析対象の検出を促進することができる。本明細書
で開示されている色素が会合または付着しているナノ粒子は、検出可能な標識が必要なア
ッセイ、例えば、生物学的アッセイまたは化学的アッセイで使用できる。
【０１２２】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、生体試料中の１つま
たは複数の分析対象の存在または量を検出するための方法を提供し、この方法は、
（ａ）１つまたは複数の分析対象を含むことが疑われる生体試料を用意するステップと、
（ｂ）１つまたは複数の分析対象に対し親和性を有する少なくとも１つの特異的結合要素
および式
　　Ａ－Ｙ
の少なくとも１つのＳＥＲＳ活性レポーター分子が会合している１つまたは複数のＳＥＲ
Ｓ活性ナノ粒子を含む試薬
　［式中、
　Ａは、
【０１２３】

【化９】

【０１２４】
からなる群から選択され、
　　式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
　Ｙは、
【０１２５】
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【化１０】

【０１２６】
からなる群から選択され、
　式中、
　ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１から８までの整数であり、
　Ｘ2およびＸ3はそれぞれ次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立に
選択され、当該前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ3

がＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方
が同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ

2がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
　　－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9

、
【０１２７】

【化１１】

【０１２８】
からなる群から選択され、
　　式中、
　　ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
　　Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独
立に選択され、
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　　Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
　　ただし、式中、
　　　Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺは、Ｈ、アルキル、
置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シクロアル
キル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリール、ア
ラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシクロアルキ
ル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルアミノアル
キル、およびアルコキシカルボニルからなる群からそれぞれ独立に選択され、
　　Ｒ7は、Ｚ’であり、
　　Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、式中、
　　　ｍは、１から８までの整数であり、
　　　Ｘ7は、ハロゲンであり、
　　　Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素であ
る］に生体試料を接触させるステップと、
（ｃ）ある波長の入射光を生体試料に照射してＳＥＲＳ活性レポーター分子にＳＥＲＳシ
グナルを発生させるステップと、
（ｄ）ＳＥＲＳシグナルを測定して、生体試料中の１つまたは複数の分析対象の存在また
は量を検出するステップとを含む。
【０１２９】
　いくつかの実施態様では、この方法は、さらに、連続して、
（ａ）１つまたは複数の分析対象を含むことが疑われる試料を結合要素に接触させるステ
ップと、（ｂ）試料に電磁放射線を照射するステップと、（ｃ）ＳＥＲＳシグナルを検出
するステップとを含む。したがって、検出は、連続的に、または所定の時刻に間欠的に実
行できる。したがって、対象とする分析対象（単数または複数）の一時的または連続的な
感知を実行することができる。
【０１３０】
　１．対象とする表面固定化標的分析対象（単数または複数）
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、生物学
的アッセイにおいて光タグとして使用してもよい。いくつかのアッセイでは、検出しなけ
ればならない標的分子、例えば、抗原は、固体表面によって捕捉される。標的分子に特異
的な、リガンド、例えば、抗体などの、結合パートナーは、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子に付着
できる。標的分子が付着している固体表面と接触すると、特異的結合パートナーが付着し
ているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、標的分子に結合することができる。固相担体におけるＳ
ＥＲＳシグナルの観察結果から、標的分子の存在が示される。一般に、本明細書で開示さ
れているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、アッセイで特異的標的分子の存在を検出するために使
用できる分子にコンジュゲートできる。
【０１３１】
　より詳細には、対象とする標的分析対象（単数または複数）は、例えば、アッセイ容器
、例えば、試料収集容器の官能化された内面などの固相担体の局在化領域上に固定化して
もよい。あるいは、サンドイッチアッセイでは、固相担体上に固定化されている特異的結
合要素に分析対象を結合するという間接的方法によって対象とする標的分析対象（単数ま
たは複数）を固相担体上に固定化してもよい。次いで、対象とする固定化された標的分析
対象（単数または複数）は、対象とする標的分析対象（単数または複数）に対する親和性
を有する少なくとも１つの特異的結合要素、例えば、抗体とコンジュゲートされているＳ
ＥＲＳ活性ナノ粒子を含む検出試薬と接触させることができる。サンドイッチアッセイで
は、固定化された特異的結合要素は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子に付着している特異的結合要
素とは別の、対象とする分析対象上の表面、部位、または配列と相互作用し、その結果、
分析対象は固相担体とナノ粒子との間にサンドイッチ状に挟まれ、これにより、検出可能
ＳＥＲＳシグナルが発生する。これらの実施形態のうちのいくつかにおいて、特異的結合
要素は、リンカー、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を通じて固相担体に、ま
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たはＳＥＲＳ活性ナノ粒子に固定化してもよい。
【０１３２】
　ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、対象とする固定化された標的分析対象（単数または複数）と
相互作用するか、または会合する、例えば、可逆的にもしくは不可逆的に結合できる。適
当なインキュベート時間が過ぎた後、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子と固定化された標的分析対象
（単数または複数）との間のこの相互作用は、適切な波長の入射光を固相担体の局在化領
域に照射し、ＳＥＲＳ活性レポーター分子によって放射されるＳＥＲＳシグナルを測定す
ることにより検出することができる。さらに、それぞれの種類のＳＥＲＳ活性レポーター
分子は、固有のＳＥＲＳスペクトルを示すので、検出試薬中に異なるＳＥＲＳ活性レポー
ター分子を含むＳＥＲＳ活性ナノ粒子を入れることにより、単一のＳＥＲＳスペクトルを
使用して対象とする複数の標的分析対象を検出することができる。したがって、本明細書
で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、多重化アッセイフォーマットで使用できる。
【０１３３】
　２．表面固定化官能化ＳＥＲＳ活性ナノ粒子
　いくつかの実施形態では、対象とする標的分析対象（単数または複数）に対し親和性を
有する特異的結合要素とコンジュゲートされている本明細書で開示されているＳＥＲＳ活
性ナノ粒子は、固体表面の局在化領域、例えば、試料収集容器の官能化された内面上に固
定化することができる。固定化されたＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、対象とする１つまたは複
数の標的分析対象を含むことが疑われる、生体試料、例えば、血液試料に接触させること
ができる。固定化されたＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、試料中に存在する対象とする固定化さ
れた標的分析対象（単数または複数）と相互作用するか、または会合する、例えば、可逆
的にもしくは不可逆的に結合できる。適当なインキュベート時間が過ぎた後、固定化され
たＳＥＲＳ活性ナノ粒子と標的分析対象（単数または複数）との間のこの相互作用は、適
切な波長の入射光を固相担体の局在化領域に照射し、ＳＥＲＳ活性レポーター分子によっ
て放射されるＳＥＲＳシグナルを測定することにより検出することができる。さらに、そ
れぞれの種類のＳＥＲＳ活性レポーター分子は、固有のＳＥＲＳスペクトルを呈示するの
で、固体表面の１つまたは複数の局在化領域上に異なるＳＥＲＳ活性レポーター分子を含
むＳＥＲＳ活性ナノ粒子を固定化することにより、単一のＳＥＲＳスペクトルを使用して
対象とする複数の標的分析対象を検出することができる。固体表面の１つまたは複数の局
在化領域に、適切な波長の入射光を照射することができ、またＳＥＲＳ活性レポーター分
子（単数または複数）によって放射されるＳＥＲＳシグナルを測定して、多重化された診
断アッセイを行うことができる。
【０１３４】
　３．液体ベースＳＥＲＳアッセイ
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、液体ベ
ースアッセイで使用できる。このようなアッセイでは、当技術分野で知られている方法に
従ってナノ粒子を調製することができる。ナノ粒子は、上で開示されているように、固体
ナノ粒子、中空ナノ粒子、または固体もしくは中空ナノ粒子コアと封入シェルを含むカプ
セル封入ナノ粒子とすることができる。本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性レポータ
ー分子は、ナノ粒子の外面またはナノ粒子コア上に吸着するか、または付着する、例えば
、化学的リンカー、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカーを通じて共有結
合できる。特異的結合ペアの結合要素は、ナノ粒子の外面に付着するか、ナノ粒子の外面
上に吸着または付着しているレポーター分子とコンジュゲートするか、あるいは封入シェ
ルの外面に付着することができる。本明細書で開示されているアッセイのいくつかの実施
形態では、結合要素は抗体である。次いで、特異的結合ペアの結合要素が付着しているＳ
ＥＲＳ活性ナノ粒子は、対象とする１つまたは複数の標的分析対象またはリガンドを含む
ことが疑われる生体試料に接触させることができる。特異的結合要素は、対象とする１つ
または複数の標的分析対象またはリガンドと会合する、例えば、結合することができる。
【０１３５】
　いくつかの液体ベースアッセイでは、文献に開示されているように、ＳＥＲＳシグナル
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を増幅するためにサンドイッチアッセイを使用してもよい（例えば、参照により本明細書
に組み込まれている２００５年１月６日に出願されたＷａｎｇらの特許文献１１参照）。
このようなアッセイでは、特定の分析対象は、分析対象上の、または分析対象内の複数の
表面、部位、または配列を通じて複数の結合要素に同時に結合することができ、複数の結
合要素はＳＥＲＳ活性ナノ粒子に付着する。複数の結合要素を通じて分析対象に同時に結
合されるＳＥＲＳ活性ナノ粒子に、同一のＳＥＲＳ活性色素または重なり合うＳＥＲＳス
ペクトルを呈示するＳＥＲＳ活性色素が付着している場合、ＳＥＲＳシグナルは増幅でき
る。分析対象分子の周りのＳＥＲＳ活性ナノ粒子のこのサンドイッチ構造またはクラスタ
リングは、クラスタ化された金属粒子の有効表面サイズの増大、密集した間隔で並ぶ金属
粒子の間の中点における電磁場の増強、およびクラスタ化構造によって形成される鋭いエ
ッジ、キンク、または他のフラクタル構造から生じる追加の局所場増強メカニズムを介し
て増幅されたＳＥＲＳ効果を発生すると考えられている。
【０１３６】
　さらに、本明細書で開示されている色素は、線幅の狭い比較的単純なラマンスペクトル
を呈示する。この特性のため、同じ試料体積中で複数の異なるラマン活性種を検出するこ
とができる。したがって、この特徴があるおかげで、それぞれ異なる色素を含む複数のＳ
ＥＲＳ活性ナノ粒子を、それぞれの色素のラマンスペクトルが異なる種類のナノ粒子の混
合物中で区別されるように作製することができる。この特徴があるため、小さな試料体積
中で複数の異なる標的種を多重検出することができる。したがって、本明細書で開示され
ている色素が会合または付着しているナノ粒子も、多重化化学アッセイにおいて使用する
のに適しており、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子の同一性によって、アッセイの標的の同一性がコ
ードされる。
【０１３７】
　したがって、いくつかの実施形態では、複数の種類の結合要素が、ナノ粒子に付着でき
る。例えば、ナノ粒子に付着する結合要素の種類は、異なる標的分析対象に対し異なる親
和性を有する複数の試薬を与えるように変えてもよい。この方法で、このアッセイは、対
象とする複数の分析対象を検出することができるか、または複数の分析対象に対し異なる
選択性または感受性を呈示することができる。ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、１つまたは複数
の分析対象の存在、あるいは１つまたは複数の分析対象の濃度が変化しうる試料に対し適
応させることができる。
【０１３８】
　式Ａ－Ｙの本明細書で開示されている色素は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子と会合または付着
したときに、多重化アッセイにスペクトル多様性および分解能を提供する。それぞれのＳ
ＥＲＳ活性ナノ粒子は、標的特異性試薬に結合されたときに、その特定の標的分子の同一
性をコードすることができる。さらに、特定のラマンシグナルの強度は、その特定の標的
分子の量を明らかにすることができる。例えば、サンドイッチアッセイについて上で説明
されているように、固相担体上に捕捉された異なる標的の同一性は、式Ａ－Ｙの異なる色
素が会合または付着しているＳＥＲＳ活性ナノ粒子を標的毎に使用することによって判定
できる。したがって、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、試薬の位置に
左右される局在化を必要とすることなく標的分子に関する定性的および／または定量的情
報を提供するために多重化アッセイで使用できる。
【０１３９】
　液体ベースＳＥＲＳアッセイ試薬は、アッセイの要件に応じて、複数の種類の標識、例
えば、複数の種類のＳＥＲＳ活性レポーター分子を含むことができる。例えば、ラマンシ
グナルを異なる波長で示すＳＥＲＳ活性レポーター分子は、対象とする特異的分析対象に
対し固有のラマン「フィンガープリント」を生成するために使用でき、それによって、ア
ッセイの特異性が高まる。異なるレポーター分子は、異なる特異的結合要素に付着され、
これにより、１つより多い対象とする分析対象、例えば、複数の対象とする分析対象を検
出することができるシグナル検出試薬を構成できる。さらに、複数のレポーター分子は、
特に比較的弱いシグナルを示すか、または示すことが予想される試料中でシグナル検出か



(44) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

らバックグラウンドノイズを区別するために使用できる内部基準シグナルを生成するため
に使用できる。それに加えて、検査対象の試料溶液から放射される非特異的放射線、つま
り、対象とする分析対象の直接的または間接的測定に帰因しえない試料溶液から放射され
る放射線を回避するか、または克服するために複数のＳＥＲＳレポーター分子が使用でき
る。
【０１４０】
　さらに、文献で開示されている液体ベースアッセイでＳＥＲＳシグナルを増幅するため
の方法（例えば、参照により本明細書に組み込まれている２００８年３月２０日に出願さ
れたＷｅｉｄｅｍａｉｅｒらの特許文献５参照）も、本明細書で開示されているＳＥＲＳ
活性ナノ粒子との使用に適用可能である。
【０１４１】
　４．磁気捕捉液体ベースＳＥＲＳアッセイ
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている液体ベースＳＥＲＳアッセイ試薬
は、磁気捕捉アッセイで使用できる。このような実施形態では、粒子、標識、および特異
的結合要素を含む、アッセイの構成要素が、対象とする１つまたは複数の分析対象を含む
ことが疑われる試験対象の試料に導入される。試薬を複合溶液と相互作用させた後、粒子
の磁気特性を用いてナノ粒子を局在化させることができる。いくつかの実施形態では、Ｓ
ＥＲＳ活性ナノ粒子の局在化を容易にするために磁気捕捉試薬が使用できる。このような
実施形態では、磁性粒子は、対象とする１つまたは複数の分析対象に対し親和性を有する
結合要素で標識化できる。ＳＥＲＳ活性ナノ粒子－分析対象複合体を局在化させてＳＥＲ
Ｓシグナルを検出するために、磁性粒子の磁気特性を利用することができる。磁気捕捉液
体ベースＳＥＲＳアッセイを実行するための代表的な方法は参照により本明細書に組み込
まれている２００８年３月２０日に出願されたＷｅｉｄｅｍａｉｅｒらの特許文献５に開
示されている。このような方法は、磁気ペレットのサイズ、形状、または位置決めの変動
を補正するための参照および制御方法、ならびに改善されたラマン基準スペクトルを生成
する方法および磁気プルダウン液体ベースアッセイにおけるスペクトル分析を含むことが
できる（例えば、特許文献５参照）。
【０１４２】
　いくつかの実施形態では、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子－分析対象複合体は、試料容器、例え
ば、試料収集チューブ内の所定の領域に局在化される。次いで、その局在化領域に放射線
を当て、シグナルを検出することができる。単一検出試薬の局在化により、レポーター分
子－表面間の相互作用が高まり、また試料容器の特定領域に対しＳＥＲＳ効果を集中させ
ることによりシグナルが高められる。
【０１４３】
　粒子の磁気捕捉は、限定はしないが、試料収集容器の局在化領域に強力な磁石を置くか
、または磁場を誘起することを含む、当技術分野で知られている方法を使用して達成でき
る。
【０１４４】
　より詳細には、いくつかの実施形態では、対象とする標的分析対象（単数または複数）
に対し親和性を有する特異的結合要素とコンジュゲートされた本明細書で開示されている
ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、試料収集容器内に、対象とする１つまたは複数の標的分析対象
を含んでいることが疑われる生体試料を中に入れる前に、または入れるのと同時に、また
は入れた後に配置することができる。磁性粒子もまた、対象とする標的分析対象（単数ま
たは複数）に対し親和性を有する特異的結合要素とコンジュゲートされ、試料収集容器内
に配置してもよい。試料中に存在する対象とする標的分析対象（単数または複数）は、Ｓ
ＥＲＳ活性ナノ粒子および磁性粒子に結合し、これにより、複合体が形成され、その際に
、標的分析対象（単数または複数）は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子と磁性粒子との間にサンド
イッチ状に挟まれる。サンドイッチ複合体は、磁場の印加によって試料収集容器の局在化
領域内に濃縮されうる。適当なインキュベート時間が過ぎた後、サンドイッチ複合体は、
適切な波長の入射光を試料収集容器の局在化領域に照射し、ＳＥＲＳ活性レポーター分子



(45) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

によって放射されるＳＥＲＳシグナルを測定することにより検出することができる。
【０１４５】
　本明細書で説明されているように、ＰＥＧリンカーは、特異的結合要素をＳＥＲＳ活性
ナノ粒子表面に付着させて、分子のナノ粒子への非特異的結合を低減することができる。
磁気捕捉アッセイが実行されるいくつかの実施形態では、リンカーを通じて特異的結合要
素が磁性粒子の表面に付着してもよい。これらの実施形態のいくつかにおいて、リンカー
分子はＰＥＧリンカーを含む。ＰＥＧリンカーは、本明細書で説明されているように、長
さ、分子量、および特異的結合要素を磁性粒子に結合するために有用な官能基において修
正してもよい。
【０１４６】
　いくつかの実施形態では、ＰＥＧ分子またはＰＥＧ特異的結合要素コンジュゲートは、
ＰＥＧ分子上のチオール反応性マレイミド基と磁性粒子表面上のチオール基との反応を通
じて炭素－硫黄結合を形成し、磁性粒子に付着する。磁性粒子の表面は、内部二硫化物を
含むアミン末端分子でカルボキシル化磁性粒子を処理することによりチオール基で官能化
できる。この二硫化物をジチオスレイトールまたは他の好適な薬剤で開裂して、反応性チ
オール基を露出させることができる。これらの実施形態のうちのいくつかでは、ＰＥＧリ
ンカーは、一方の末端にアミン反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを、他方の
末端にマレイミド基を持つ異種二官能性ＰＥＧリンカーを含む。
【０１４７】
　５．対象とする代表的な標的分析対象
　本明細書で開示されている方法は、生体試料中の１つまたは複数の標的分析対象の存在
または量を評価し、または測定するために使用できる。本明細書で使用されているような
「分析対象」という用語は、一般的に、検査試料中に存在するか、存在することが疑われ
うる、検出される物質を指す。より詳細には、「分析対象」は、結合タンパク質または受
容体などの天然の特異的結合パートナーが存在する、または特異的結合パートナーを作製
できる、任意の物質とすることができる。したがって、「分析対象」は、アッセイにおい
て１つまたは複数の特異的結合パートナーを結合することができる物質である。いくつか
の実施形態では、分析対象は、少なくとも１つの結合部位を有する、検出または測定され
る代謝産物などの化合物とすることができる。
【０１４８】
　標的分析対象は、検査対象の試料中で存在または量が決定されるべき、任意の分子また
は化合物とすることができる。本明細書で開示されている方法によって測定することがで
きる分析対象のクラスの例には、これらに限定されないが、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、
プロテオグリカン、リポタンパク質、リポ多糖類、薬物、薬物代謝産物、有機小分子、無
機分子、および天然または合成ポリマーなどの、アミノ酸、ペプチド、ポリペプチド、タ
ンパク質、炭水化物類、脂肪酸、脂質、ヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ポリヌクレ
オチド、糖タンパク質を含む。標的分析対象の例には、これらに限定されないが、グルコ
ース、遊離脂肪酸、乳酸、Ｃ反応性タンパク質、およびサイトカイン、エイコサノイド、
またはロイコトリエンなどの抗炎症性メディエータを含む。いくつかの実施形態では、標
的分析対象は、脂肪酸、Ｃ反応性タンパク質、およびロイコトリエンからなる群から選択
される。他の実施形態では、標的分析対象は、グルコース、乳酸、および脂肪酸からなる
群から選択される。
【０１４９】
　より具体的には、いくつかの実施形態では、分析対象として、上述のようなグルコース
、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、クレアチンキナーゼＭＢ（ＣＫＭＢ）アイソザイム、心臓
トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）タンパク質、甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）、インフルエンザ
Ａ（Ｆｌｕ　Ａ）抗原、インフルエンザＢ（Ｆｌｕ　Ｂ）抗原、および呼吸器合胞体ウイ
ルス（ＲＳＶ）抗原が挙げられる。
【０１５０】
　前立腺特異抗原（ＰＳＡ）は、前立腺の細胞によって産生されるタンパク質であり、典
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型的には健常男性の血清中に少量存在する。ＰＳＡは、前立腺癌または他の前立腺障害を
患っている男性において増大することがある。正常なＰＳＡ血中濃度は、典型的には、０
．０から４．０ｎｇ／ｍＬの間にあると考えられるが、４から１０ｎｇ／ｍＬ（ナノグラ
ム／ミリリットル）の間のＰＳＡ血中濃度は、疑わしい濃度であると考えられる。
【０１５１】
　クレアチンキナーゼ（ＣＫ）は、クレアチンリン酸キナーゼまたはクレアチンホスホキ
ナーゼ（ＣＰＫ）とも称され、心臓、脳、および骨格筋内にもっぱら見られる酵素である
。クレアチンキナーゼは、構造がわずかに異なる次のような３つのアイソザイムを含み、
ＣＫ－ＢＢ（ＣＰＫ－１ともいう）は、脳と肺内で濃縮され、ＣＫ－ＭＢ（ＣＰＫ－２と
もいう）は、大半が心臓内に見られ、ＣＫ－ＭＭ（ＣＰＫ－３ともいう）は、大半が骨格
筋中に見られる。特定のＣＰＫアイソザイムに対する診断テストは、典型的には、全ＣＰ
Ｋレベルが高い場合に実施され、損傷組織の源を識別しやすくするのに役立つ。例えば、
脳損傷、例えば、脳卒中、または肺の損傷、例えば、肺塞栓は、ＣＫ－ＢＢの上昇レベル
に関連するものとすることができる。さらに、ＣＫ－ＭＭは、通常、健常対象のほとんど
すべてのＣＰＫ酵素活性に関与している。この特定のアイソザイムが、高くなった場合、
通常は、骨格筋の損傷またはストレスがあることを示す。
【０１５２】
　胸痛のある対象のＣＫ－ＭＢレベルを、心臓発作があったかどうかを診断するために、
および／または心臓発作時の心筋障害の指標として、測定することができる。典型的には
、ＣＫ－ＭＢ値は、心臓発作の後の最初の２から３時間以内にＣＫ－ＭＢ値の著しい上昇
を示す。心筋に対しさらなる障害がない場合、レベルは１２～２４時間でピークとなり、
組織死が生じてから１２～４８時間後に正常に戻る。ＣＫ－ＭＢレベルは、通常は、狭心
症、肺塞栓（肺に血栓ができる）、またはうっ血性心不全によって胸痛が引き起こされる
場合でも上昇しない。ＣＫ－ＭＢレベルの上昇は、心筋炎（例えば、ウイルスによる心筋
の炎症）、電気的損傷、心臓の外傷、心臓除細動、および心臓切開手術の対象において観
察できる。このようなアッセイで測定された血清ＣＫ－ＭＢ値は、典型的には、約０．０
から約１０ｎｇ／ｍＬまでの範囲である。約５ｎｇ／ｍＬより大きいＣＫ－ＭＢ値だと、
典型的には、心筋梗塞の診断が確認される。
【０１５３】
　心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）タンパク質も、主要な心イベントの独立予測因子である
。（例えば、非特許文献２４参照。）心筋梗塞が疑われる対象において測定された血清の
ｃＴｎＩ値は、約０．４ｎｇ／ｍＬから約１．５ｎｇ／ｍＬまでの範囲である。同文献。
しかし、０．１ｎｇ／ｍＬの検出下限を持つｃＴｎＩアッセイは、心筋障害を検出するの
により感度が高い可能性がある。同文献。
【０１５４】
　甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）は、甲状腺の内分泌機能を調節する脳下垂体前葉内の甲
状腺刺激ホルモン産生細胞によって合成され、分泌される。ＴＳＨレベルは、甲状腺ホル
モンの過剰（甲状腺機能亢進症）または不足（甲状腺機能低下症）があることが疑われる
対象の血液で検査される。成人の正常なＴＳＨレベルは、約０．４ミリ国際単位／リット
ル（ｍＩＵ／Ｌ）から約４．５ｍＩＵ／Ｌまでの範囲である。ＴＳＨの現在のアッセイに
は、血清または血漿中のＴＳＨを測定するためのサンドイッチＥＬＩＳＡが含まれ、試料
中のＴＳＨは、抗ＴＳＨモノクローナル抗体によって結合され、次いで、分光光度法また
は比色分析法によって検出される。
【０１５５】
　また、本明細書で開示されているアッセイは、インフルエンザウイルスを検出するため
にも使用できる。インフルエンザウイルスＡ、インフルエンザウイルスＢ、およびインフ
ルエンザウイルスＣの３種類のインフルエンザウイルスが存在する。インフルエンザＡ（
Ｆｌｕ　Ａ）およびインフルエンザＣ（Ｆｌｕ　Ｃ）は、複数の種に感染するが、インフ
ルエンザＢ（Ｆｌｕ　Ｂ）はほぼヒトだけに感染する。Ａ型ウイルスは、インフルエンザ
のこれら３つの型のうち最も悪性のヒト病原体であり、典型的には、最も重い疾患を引き
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起こす。インフルエンザＡウイルスは、これらのウイルスに対する抗体応答に基づく異な
る血清型に細分され、Ｈ１Ｎ１（つまり、「スペイン風邪」）、Ｈ２Ｎ２（つまり、「ホ
ンコン風邪」）、Ｈ５Ｎ１（つまり、インフルエンザ株または「鳥インフルエンザ」）、
Ｈ７Ｎ７、Ｈ１Ｎ２、Ｈ９Ｎ２、Ｈ７Ｎ２、Ｈ７Ｎ３、およびＨ１０Ｎ７を含む。インフ
ルエンザＢは、ほぼヒトだけの病原体であり、インフルエンザＡに比べてまれであり、１
つの血清型しか含まない。インフルエンザＣウイルスは、ヒトとブタに感染し、重大な疾
病を引き起こして地域的流行をもたらすが、他の型に比べてまれである。
【０１５６】
　インフルエンザに利用できる診断テストとしては、高速イムノアッセイ、免疫蛍光アッ
セイ、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）、血清学、およびウイルス培養が挙げられる。免
疫蛍光アッセイは、蛍光顕微鏡による観察のため蛍光標識された抗体を使用して顕微鏡ス
ライド上に固定化された標本の染色を必要とする。培養法では、細胞培養における初期ウ
イルス分離を使用し、その後、赤血球吸着阻害アッセイ、免疫蛍光アッセイ、または中和
アッセイを行って、インフルエンザウイルスの存在を確認する。インフルエンザ感染を診
断する抗原検出アッセイは、ＤＩＲＥＣＴＩＧＥＮ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　ＡまたはＤＩ
ＲＥＣＴＩＧＥＮ（商標）ＥＺ　Ｆｌｕ　Ａ＋Ｂ検査キット（メリーランド州スパークス
所在のＢＤ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社から入手可能）を含む。このよう
な高速クロマトグラフィイムノアッセイは、症状のある患者の鼻咽頭洗浄物／吸引物、鼻
咽頭スワブ、および咽頭スワブからのインフルエンザＡまたはインフルエンザＡおよびＢ
ウイルス抗原の直接的検出に使用できる。さらに、このような診断テストは、インフルエ
ンザＡとインフルエンザＢとを区別するためにも使用できる。
【０１５７】
　呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）は、１歳未満の乳幼児の細気管支炎および肺炎の最も
一般的な原因である。ＲＳＶは、マイナスセンスのエンベロープＲＮＡウイルスである。
ＲＳＶ感染の診断は、ウイルスの単離、ウイルス抗原の検出、ウイルスＲＮＡの検出、血
清抗体の増大の実証、またはこれらのアプローチの組合せによって行うことができる。呼
吸器系ウイルスを検出する従来の方法は、細胞培養と直接蛍光抗体法（ＤＦＡ）を含んで
いた。酵素イムノアッセイ（ＥＩＡ）および高速手動システムが、インフルエンザＡ／Ｂ
およびＲＳＶなどの特定ウイルスに対し利用できる。現在、大半の臨床検査室では、ＲＳ
Ｖ感染を診断するために、ウイルス性呼吸器感染症が疑われる対象からの鼻咽頭洗浄物、
鼻咽頭吸引物、鼻咽頭スワブ、および鼻咽頭スワブ／洗浄物中のＲＳＶ抗原を直接的に、
また定性的に検出するための高速クロマトグラフィイムノアッセイである、ＤＩＲＥＣＴ
ＩＧＥＮ（商標）ＥＺ　ＲＳＶ検査（メリーランド州スパークス所在のＢＤ　Ｄｉａｇｎ
ｏｓｔｉｃ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社から入手可能）などの抗原検出アッセイを使用している。
【０１５８】
　したがって、いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、生体試
料、例えば、血清中の標的分析対象の存在または量を検出する方法を提供するもであり、
標的分析対象は、グルコース、前立腺特異抗原（ＰＳＡ）、クレアチンキナーゼＭＢ（Ｃ
ＫＭＢ）アイソザイム、心臓トロポニンＩ（ｃＴｎＩ）タンパク質、甲状腺刺激ホルモン
（ＴＳＨ）、インフルエンザＡ（Ｆｌｕ　Ａ）抗原、インフルエンザＢ（Ｆｌｕ　Ｂ）抗
原、および呼吸器合胞体ウイルス（ＲＳＶ）抗原を含み、この方法は生体試料を分析対象
に対して親和性を有する少なくとも１つの特異的結合要素、例えば、対象とする分析対象
に対する特異的結合タンパク質またはモノクローナルもしくはポリクローナル抗体、およ
び式Ａ－Ｙの少なくとも１つのＳＥＲＳ活性レポーター分子が会合している１つまたは複
数のＳＥＲＳ活性ナノ粒子を含む試薬に接触させるステップと、ある波長の入射光を生体
試料に照射してＳＥＲＳ活性レポーター分子にＳＥＲＳシグナルを発生させるステップと
、ＳＥＲＳシグナルを測定して、生体試料中の分析対象の存在または量を検出するステッ
プとを含む。
【０１５９】
　本明細書で使用されているように、「炭水化物」という用語は、これらに限定されない
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が、単糖類、二糖類、オリゴ糖、および多糖類を含む。「炭水化物」は、さらに、これら
に限定しないが、糖類の従来の定義に収まらない炭素、水素、および酸素を含む分子、つ
まり、少なくとも３つの炭素原子を含む、直鎖ポリヒドロキシルアルコールのアルデヒド
またはケトン誘導体を含む。したがって、例えば、本明細書で使用されているような炭水
化物は、３つより少ない炭素原子含むことができる。
【０１６０】
　本明細書で使用されているような「脂肪酸」という用語は、遊離脂肪酸（ＦＦＡ）およ
び他の分子とエステル結合している脂肪酸を含む、すべての脂肪酸を含む。特定脂肪酸の
例には、これらに限定されないが、パルミチン酸塩、ステアリン酸塩、オレイン酸塩、リ
ノール酸塩、リノレン酸塩、およびアラキドン酸塩を含む。「遊離脂肪酸」という用語は
、ＦＦＡがトリグリセリドまたはリン脂質などの他の分子の一部ではないという点で当技
術分野で知られているように本明細書で使用されている。遊離脂肪酸は、さらに、アルブ
ミンに結合または吸着されている非エステル結合脂肪酸を含む。本明細書で使用されてい
るように、「非結合型遊離脂肪酸」（非結合型ＦＦＡ）という用語は、アルブミンまたは
他の血清タンパク質への結合または吸着がなされていない１つまたは複数の遊離脂肪酸を
表すために使用される。
【０１６１】
　本明細書で使用されているように、「脂質」という用語は、当技術分野で使用されてい
るように使用される、つまり、大半の有機溶媒中に容易に溶けるが、水性溶媒にはごくわ
ずかに溶けるように、主にまたは専ら非極性化学基から構成される生物由来の物質である
。脂質の例には、これらに限定されないが、脂肪酸、トリアシルグリセロール、グリセロ
リン脂質、スフィンゴ脂質、コレステロール、ステロイド、およびこれらの誘導体を含む
。例えば、「脂質」は、これらに限定されないが、スフィンゴミエリン、セレブロシド、
およびガングリオシドなど、スフィンゴ脂質の誘導体およびセラミドの誘導体である、セ
ラミドを含む。「脂質」は、これらに限定されないが、ホスファチジン酸、ホスファチジ
ルエタノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、ホスファチジルイ
ノシトール、ホスファチジルグリセロール、および同様の物質などのグリセロリン脂質（
またはリン脂質）の共通クラスも含む。
【０１６２】
　本明細書で使用されているように、「薬物」は、知られている薬物または薬物候補であ
って、特定の細胞型に対する活性または効果はまだ知られていないものとすることができ
る。「薬物代謝産物」は、他の１つまたは複数の化合物に化学的に変化する薬物の副産物
または崩壊産物のいずれかである。本明細書で使用されているように、「有機小分子」は
、限定はしないが、本明細書で特に取りあげられている他の分類に正確に収まらない有機
分子または化合物を含む。より詳細には、本明細書で使用されているような「有機小分子
」という用語は、比較的低分子量で、タンパク質、ポリペプチド、または核酸ではない、
天然または人工の（例えば、化学合成を用いた）有機化合物を指す。典型的には、小分子
は、約１５００ｇ／モル未満の分子量を有する。また、小分子は、典型的には、複数の炭
素炭素結合を有する。
【０１６３】
　さらに、いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、核酸、例え
ば、デオキシリボ核酸（ＤＮＡ）、ＤＮＡフラグメント、ヌクレオチド、ポリヌクレオチ
ド、オリゴヌクレオチド、および同様の物質のうちの１つまたは複数を検出する方法を提
供する。一般的に、この方法は、核酸、ＤＮＡフラグメント、ヌクレオチド、ポリヌクレ
オチド、オリゴヌクレオチドのうちの１つまたは複数を、オリゴヌクレオチドが付着して
いる本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子と接触させるステップと、そのＳＥ
ＲＳスペクトルの存在または変化を検出するステップとを含む。例示的な実施形態では、
本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子に付着しているオリゴヌクレオチドは、
標的核酸、ＤＮＡフラグメント、ヌクレオチド、ポリヌクレオチド、またはオリゴヌクレ
オチドの配列の一部に相補的な、１つまたは複数の配列を有する。検出可能なＳＥＲＳス
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ペクトル、および／またはＳＥＲＳスペクトルの変化は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子に付着し
ているオリゴヌクレオチドと標的核酸、ＤＮＡフラグメント、ヌクレオチド、ポリヌクレ
オチド、またはオリゴヌクレオチドとのハイブリダイゼーションの結果として観察するこ
とができる。
【０１６４】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子、オリゴヌクレオチド、またはその両
方は、オリゴヌクレオチドがナノ粒子に付着するように官能化してもよい。このような方
法は、当技術分野で知られている。例えば、３’末端または５’末端のところでアルカン
チオールで官能化されたオリゴヌクレオチドは、金および他の金属ナノ粒子を含む、ナノ
粒子に容易に付着する。（例えば、非特許文献２５および非特許文献２６（オリゴヌクレ
オチドをナノ粒子に付着するためにも使用できる３’チオールＤＮＡを平坦な金表面に付
着する方法を説明している）参照。）
【０１６５】
　オリゴヌクレオチドを固体表面に付着するのに適した他の官能基は、ホスホロチオエー
ト基（例えば、オリゴヌクレオチド－ホスホロチオエートを金表面に結合することについ
て、参照によりその全体が本明細書に組み込まれているＢｅｅｂｅらの特許文献１２を参
照）、置換アルキルシロキサン（例えば、オリゴヌクレオチドをシリカおよびガラス表面
に結合することについては非特許文献２７および２８を、アミノアルキルシロキサンの結
合およびメルカプトアルキルシロキサンの類似の結合については非特許文献２９を参照）
を含む。５’チオヌクレオシドまたは３’チオヌクレオシドを末端とするオリゴヌクレオ
チドも、オリゴヌクレオチドを固体表面に付着させるのに使用できる。
【０１６６】
　オリゴヌクレオチドをナノ粒子に付着する他の方法が、当技術分野で知られている。こ
のような方法は、さまざまな代表的文献において説明されている。（例えば、非特許文献
３０（金上の二硫化物）、非特許文献３１（アルミニウム上のカルボン酸）、非特許文献
３２（銅上のカルボン酸）、非特許文献３３（シリカ上のカルボン酸）、非特許文献３４
（白金上のカルボン酸）、非特許文献３５（白金上の芳香環化合物）、非特許文献３６（
白金上のスルホラン、スルホキシド、および他の官能化溶媒）、非特許文献３７（白金上
のイソニトリル）、非特許文献３８（シリカ上のシラン）、非特許文献３９（シリカ上の
シラン）、非特許文献４０（シリカ上のシラン）、非特許文献４１（二酸化チタンおよび
シリカ上の芳香族カルボン酸、アルデヒド、アルコール、およびメトキシ基）、非特許文
献４２（金属上の剛性のあるホスフェート）参照。）
【０１６７】
　さらに、環状ジスルフィド、例えば、少なくとも２つの硫黄原子を含む五または六員環
を持つ環状ジスルフィドで官能化されたオリゴヌクレオチドも、本明細書で開示されてい
る発明対象とともに使用するのに適している。好適な環状ジスルフィドは、市販されてい
るものであるか、または知られている手順で合成することができる。還元型の環状ジスル
フィドも使用できる。いくつかの実施形態では、環状ジスルフィドには、さらに、リンカ
ー、例えば、ステロイド残基などの炭化水素部分を付着させることができる。
【０１６８】
　いくつかの実施形態では、ポリヌクレオチド（例えば、オリゴヌクレオチド）は、リン
カー分子を通じてＳＥＲＳ活性ナノ粒子の外面に付着する。特定の実施形態では、リンカ
ー分子はＰＥＧリンカーを含む。ＰＥＧリンカーは、本明細書の別のところで説明されて
いるものを含む、好適な方法を通じてポリヌクレオチドおよびナノ粒子に付着できる。
【０１６９】
　それぞれのナノ粒子には、複数のオリゴヌクレオチドを付着できる。その結果、それぞ
れのナノ粒子－オリゴヌクレオチドコンジュゲート体は、相補配列を有する複数のオリゴ
ヌクレオチドまたは核酸に結合できる。所定の配列のオリゴヌクレオチドを作製する方法
がよく知られている。（例えば、非特許文献４３および４４参照。）オリゴリボヌクレオ
チドおよびオリゴデオキシリボヌクレオチドに対し、固相合成法を使用してもよい（ＤＮ
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Ａを合成する知られている方法は、ＲＮＡを合成するのにも使用できる）。オリゴリボヌ
クレオチドおよびオリゴデオキシリボヌクレオチドは、さらに、酵素を用いて作製するこ
ともできる。
【０１７０】
　したがって、本明細書で開示されている発明対象は、核酸を検出する方法を提供する。
本明細書で開示されている方法を使用すれば、任意の種類の核酸を検出できる。したがっ
て、本明細書で開示されている方法は、核酸の検出が、例えば、疾患の診断および核酸の
シーケンシングにおいて必要な複数の応用事例において使用できる。本明細書で開示され
ている方法によって検出できる核酸の例には、これらに限定されないが、遺伝子（例えば
、特定の疾患に関与する遺伝子）、ウイルスのＲＮＡおよびＤＮＡ、細菌のＤＮＡ、菌類
のＤＮＡ、ｃＤＮＡ、ｍＲＮＡ、ＲＮＡおよびＤＮＡフラグメント、オリゴヌクレオチド
、合成オリゴヌクレオチド、修飾オリゴヌクレオチド、一本鎖および二本鎖核酸、天然お
よび合成核酸、ならびに同様の物質を含む。
【０１７１】
　核酸を検出する方法の代表的使用例には、これらに限定されないが、科学捜査、ＤＮＡ
シーケンシング、親子鑑定、細胞株認証、遺伝子治療のモニタリング、およびその他多く
の目的における、ウイルス性疾患（例えば、ヒト免疫不全ウイルス、肝炎ウイルス、ヘル
ペスウイルス、サイトメガロウイルス、およびエプスタインバーウイルス）、細菌性疾患
（例えば、結核、ライム病、ヘリコバクターピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）、大腸菌（Ｅｓ
ｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）感染、レジオネラ感染、マイコプラズマ感染、サルモネ
ラ菌食中毒）、性感染症（例えば、淋病）、遺伝性疾患（例えば、嚢胞性線維症、デュシ
ェンヌ型筋ジストロフィー、フェニルケトン尿症、鎌状赤血球貧血）、および癌（例えば
、癌発生に関わる遺伝子）の診断および／またはモニタリングを含む。
【０１７２】
　検出される核酸は、知られている方法によって単離できるか、または細胞、組織試料、
生体液（例えば、唾液、尿、血液、血清、および同様の物質）、ＰＣＲ成分を含む溶液、
過剰のオリゴヌクレオチドまたは高分子量ＤＮＡを含む溶液、および当技術分野で知られ
ているような他の試料中で直接検出することができる。（例えば、非特許文献４３および
４５参照。）ハイブリダイゼーションプローブで検出するための核酸を作製する方法も、
当技術分野でよく知られている。（例えば、非特許文献４３および４５参照。）核酸が少
量存在する場合、ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅を含む、当技術分野で知られてい
る方法によって適用することができる。（例えば、非特許文献４３および４５参照。）
【０１７３】
　核酸を検出するための本明細書で開示されている方法の１つは、核酸をオリゴヌクレオ
チドが付着している本明細書で開示されているナノ粒子のうちの１つまたは複数に接触さ
せることを含む。検出する核酸は、少なくとも２つの部分を持つことができる。これらの
間の部分の長さおよび距離（単数または複数）は、もしあれば、ナノ粒子上のオリゴヌク
レオチドが核酸にハイブリダイズするときに、検出可能なＳＥＲＳシグナルを観察できる
ように選択される。これらの長さおよび距離は、経験的に、また使用される粒子の種類お
よびそのサイズおよびアッセイで使用される溶液中に存在する電解質の種類（当技術分野
で知られているように、いくつかの電解質は核酸の立体配座に影響を及ぼす）に応じて決
定できる。
【０１７４】
　また、核酸が、他の核酸の存在下で検出される場合、ナノ粒子上のオリゴヌクレオチド
が結合する核酸の部分は、十分な固有の配列を含み、核酸の決定が特異的になるように選
択されなければならない。そうするためのガイドラインは、当技術分野でよく知られてい
る。ナノ粒子－オリゴヌクレオチドコンジュゲート体と核酸との接触は、ナノ粒子上のオ
リゴヌクレオチドと核酸の標的配列（単数または複数）とのハイブリダイゼーションにと
って有効な条件の下で行われる。これらのハイブリダイゼーション条件は、当技術分野で
よく知られており、使用される特定のシステムに合わせて容易に最適化できる。（例えば
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、非特許文献４３参照。）いくつかの実施形態では、厳格なハイブリダイゼーション条件
が用いられる。
【０１７５】
　オリゴヌクレオチドが付着しているＳＥＲＳ活性ナノ粒子を使用することにより核酸を
検出するための代表的方法は、参照によりその全体が本明細書に組み込まれているＰａｒ
ｋらの特許文献１３で開示されている。
【０１７６】
　６．検査対象の試料によって放射されるＳＥＲＳシグナルを検出するための代表的計装
　いくつかの実施形態では、レーザーは、対象とする１つまたは複数の標的分析対象を検
出するために使用される入射光の励起源として使用される。当業者であれば、本明細書で
開示されている発明対象を検討した後、本明細書で説明されているＳＥＲＳ活性レポータ
ー分子とともに使用するのに適している、強度および励起波長を含む、レーザーの種類を
確認することができる。試料から散乱されるか、または放射される放射線は、当技術分野
で知られている検出システムを使用して検出できる。
【０１７７】
　いくつかの実施形態では、複数の種類の放射線源、または複数の励起波長を使用できる
。例えば、対象とする２つの分析対象を検出すべき実施形態では、シグナル検出試薬は、
２つの別個の種類のＳＥＲＳ活性レポーター分子および／または２つの別個の種類の特異
的結合要素を含むことができる。したがって、異なる波長の入射光は、対象とするそれぞ
れの分析対象について別個のラマンシグナルを発生するために使用できる。当業者であれ
ば、本明細書で開示されている発明対象を検討した後に理解するように使用される特定の
波長（単数または複数）の選択は、対象とする分析対象、使用される特異的結合要素、お
よび使用される特定のＳＥＲＳ活性レポーター分子に依存することがわかるだろう。
【０１７８】
　本発明で開示されているアッセイは、例えば、参照によりその全体が本明細書に組み込
まれているＢｒａｄｙらの特許文献１４で開示されているラマン分光計システムのような
、Ｍｕｌｔｉｍｏｄｅ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ　Ｒａｍａｎ　Ｓ
ｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ（米国ノースカロライナ州モリスビル所在のＣｅｎｔｉｃｅ社）
を始めとする、当技術分野で知られている好適なラマン分光計システムで行うことができ
る。本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子とともに使用するのに適している追
加的な計装が文献に開示されている（例えば、参照により本明細書に組み込まれている２
００８年３月２０日に出願されたＷｅｉｄｅｍａｉｅｒらの特許文献５参照）。
【０１７９】
　光学的検出器などの感知デバイス、放射線源、ならびにコンピュータシステム、マイク
ロプロセッサ、コンピュータソフトウェア、およびアルゴリズムは、本明細書で開示され
ている方法を実施する際に組み合わせて使用できる。したがって、いくつかの実施形態で
は、ソフトウェア、または他のコンピュータ可読命令を使用して、本明細書で開示されて
いる光学的アッセイに関係する出力データを解釈し、分析し、コンパイルし、または他の
何らかの方法で解析することができる。ソフトウェアまたは他のコンピュータシステムは
、１人または複数のユーザーに対して、デジタル形式または他の形式で出力データを表示
し、格納し、または伝送するために使用できる。
【０１８０】
　７．試料収集容器
　いくつかの実施形態では、試料容器は、キュベット、血液採取チューブなどのチューブ
、または検査およびＳＥＲＳ測定の対象となる試料に適合する他の試料収集容器からなる
群から選択される。いくつかの実施形態では、試料収集容器、例えば、チューブは、周囲
環境の大気圧より小さい内部圧力を持つことができる。このような試料収集容器は、それ
ぞれ参照によりその全体が本明細書に組み込まれている、Ｃｏｈｅｎの特許文献１５、Ｃ
ａｒｒｏｌｌらの特許文献１６、およびＡｕｇｅｌｌｏらの特許文献１７において開示さ
れている。本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子とともに使用するのに適して
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いる、特に、磁気捕捉アッセイで使用するのに適している、追加アッセイ容器が文献に開
示されている（例えば、参照により本明細書に組み込まれている２００８年３月２０日に
出願されたＷｅｉｄｅｍａｉｅｒらの特許文献５参照）。さらに、いくつかの実施形態で
は、試料収集容器は、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子を含むシグナル検
出試薬を含む。このような実施形態では、利用者、例えば、患者もしくは医療技術者が検
出する生体試料、例えば、血液を採取する前に、この試料収集容器の中にシグナル検出試
薬を配置しておく。例えば、シグナル検出試薬は、試料収集容器の内面、例えば、内壁に
固定化されるか、または単純に、試料容器内に他の何らかの方法で配置できる。
【０１８１】
　試料収集容器、例えば、血液採取チューブを、シグナル検出試薬を中に入れたまま利用
者に出荷してもよい。あるいは、利用者は、好適な検出試薬を選択して、その検出試薬を
収集デバイス内に導入した後、試料を収集してもよい。さらに、本明細書で開示されてい
る発明対象は、血液採取チューブなどの試料収集容器、ＳＥＲＳ活性レポーター分子が付
着しているナノ粒子を含む１つまたは複数のシグナル検出試薬などの１つまたは複数の試
薬、磁気捕捉粒子、およびその個別の成分のうちの１つまたは複数を備えるキットを含む
ことができる。このようなキットには、これらに限定されないが、ナノ粒子に付着してい
るか、またはそれとは別にパッケージされている複数のレポーター分子または複数の特異
的結合要素を含む、アッセイの任意の構成要素を入れることができる。
【０１８２】
　本明細書で使用されているように、「試料」という用語は、赤血球、白血球、血小板、
血清、および血漿などの全血または全血成分を含む生理液、腹水、尿、唾液、汗、乳、滑
液、腹膜液、羊水、経脳脊髄液、リンパ液、肺塞栓症、脳脊髄液、心嚢液、頚腟部試料、
組織抽出液、細胞抽出物、ならびに対象とする分析対象を含むことが疑われている人体の
他の構成要素などの、生物源由来の試料を含む、任意の液体または流体試料を指す。生理
液に加えて、環境または食品生産アッセイを行うための水、食品、および同様のものなど
の他の液体試料は、本明細書で開示されている発明対象とともに使用するのに適している
。分析対象を含むことが疑われている固形物も、検査試料として使用できる。いくつかの
例において、液状媒質を形成するか、または分析対象を放出するように固形検査試料を修
正すると都合がよい場合がある。
【０１８３】
　いくつかの実施形態では、試料は、使用するのに先立って、血液から血漿を用意する、
粘性流体を希釈する、または同様の操作などの前処理を行ってもよい。このような処理方
法は、濾過、蒸留、濃縮、妨害化合物の不活性化、および試薬の追加を伴う場合がある。
【０１８４】
　試料は、対象から採取された任意の試料とすることができる。「対象」という用語は、
試料を採取できる生命体、組織、または細胞を指す。対象は、状態または疾患の診断およ
び／または治療などの医療目的のための被検者、および医療、獣医学目的、または発生学
的目的のための動物対象を含むことができる。対象は、さらに、組織培養、細胞培養、臓
器複製、幹細胞産生などの試料物質を含むことができる。好適な動物対象としては、哺乳
類と鳥類がある。本明細書で使用されているような「鳥類」という用語は、これらに限定
されないが、ニワトリ、アヒル、ガチョウ、ウズラ、シチメンチョウ、およびキジを含む
。本明細書で使用されているような「哺乳類」という用語は、これらに限定されないが、
霊長類、例えば、ヒト、サル、類人猿、および同様の霊長類；ウシ亜科の動物、例えば、
畜牛、雄牛など；ヒツジ属、例えば、ヒツジなど；ヤギ属、例えば、ヤギなど；ブタ、例
えば、子ブタ、親ブタなど；ウマ属、例えば、ウマ、ロバ、シマウマなど；野生のネコお
よび飼いネコを含むネコ科の動物；イヌを含むイヌ科の動物；ウサギ、野ウサギなどを含
むウサギ目の動物；ハツカネズミ、ネズミなどを含む齧歯類を含む。好ましくは、対象は
、哺乳類または哺乳類細胞である。より好ましくは、対象は、ヒトまたはヒト細胞である
。ヒト対象は、これらに限定されないが、胎児、新生児、幼児、未成年者、および成人の
対象を含む。さらに、「対象」は、状態または疾患のある、またはあることが疑われる患
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者を含むことができる。そこで、「対象」および「患者」という用語は、本明細書では互
いに取り替えて使用される。対象は、さらに、生存能力、分化、マーカー作製、発現、お
よび同様の事柄について検査する際の実験室培地またはバイオプロセス培地中の細胞また
は細胞群を指すことができる。
【０１８５】
　本明細書で開示されている方法は、疾患状態または病状を予後については診断するため
、またはモニタリングするために使用することができる。本明細書で使用されているよう
に、「診断」という用語は、疾患、障害、または他の病状の有無、重症度、または治療過
程の評価を行う予測プロセスを指す。本明細書の目的に関して、診断は、さらに、治療の
結果の転帰を判定するための予測プロセスを含む。同様に、「診断する」という語は、試
料が状態または疾患の１つまたは複数の特性を示すかどうかの判定を指す。「診断する」
という語は、例えば、標的抗原または試薬結合標的の有無を確定すること、または種類、
悪性度、病期、または類似の状態を含む、状態または疾患の１つまたは複数の特性を確定
するか、または他の何らかの方法で判定することを含む。本明細書で使用されているよう
に、「診断する」という語は、一方の形態の疾患を他方の形態の疾患から区別することを
含むことができる。「診断する」という語は、状態または疾患の初期診断または検出、予
後診断、およびモニタリングを包含する。
【０１８６】
　「予後診断」という用語およびその派生形は、疾患または状態の経過を判定または予測
することを指す。疾患または状態の経過は、例えば、平均寿命または生活の質に基づいて
決定できる。「予後診断」は、１つまたは複数の治療がある場合、またはない場合の疾患
または状態の時間的経過の決定を含む。治療（単数または複数）が考えられる場合、予後
診断は、疾患または状態の治療の有効性を判定することを含む。
【０１８７】
　本明細書で使用されているように、「リスク」という用語は、特定の成果の可能性の評
価を行う予測プロセスを指す。
【０１８８】
　「疾患または状態の経過をモニタリングする」などのような「モニタリングする」とい
う語は、疾患または状態を有する、または有すると疑われる対象から採取される試料の継
続的診断を指す。
【０１８９】
　「マーカー」という用語は、試料中に検出された場合に、疾患または状態の特徴を示す
か、またはその存在を示す、抗原を含むタンパク質などの分子を指す。
【０１９０】
　本明細書で開示されている発明対象は、さらに、これらに限定されないが、心臓疾患、
冠動脈疾患、糖尿病、代謝性疾患、リウマチ関節炎などの炎症性疾患、および癌などの慢
性疾患を含む、対象内の疾患状態をモニタリングするための方法も提供する。代謝性疾患
には、これらに限定されないが、高脂血症、低脂血症、甲状腺機能亢進症、および甲状腺
機能低下症を含む。
【０１９１】
　さらに、本明細書で開示されている方法は、慢性疾患の特異的マーカーをモニタリング
するために使用できる。分子アーチファクト、代謝産物、ならびに疾患状態の有害および
／または有益な分子の濃度をモニタリングすることにより、対象の進行、退行、または安
定性を評価し、次に、それに応じて、治療を調節または改訂することができる。例えば、
本明細書で開示されているバイオセンサーを使用してインビボでモニタリングすることが
できる心臓疾患用のマーカーは、これらに限定されないが、全脂肪酸、乳酸塩、グルコー
ス、遊離脂肪酸、ならびにこれらに限定されないが、カルジオグリコシドおよび交感神経
興奮薬などのさまざまな強心剤を含む。糖尿病のマーカーには、これらに限定されないが
、グルコース、乳酸塩、および脂肪酸を含む。同様に、冠動脈疾患のマーカーとしては、
これらに限定されないが、Ｃ反応性ペプチドおよび遊離脂肪酸が挙げられる。一般的に、
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さまざまな代謝性疾患のマーカーは、限定はしないが、特異的脂肪酸を含む。
【０１９２】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子も、薬物治療をモニタリングするデバ
イスで使用するのに適している。実際、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、薬物、薬物候補、また
は薬物代謝産物を特異的に結合するように設計できる。この方法で、薬物の血漿濃度のモ
ニタリングを行い、ＳＥＲＳ法によって実行される濃度測定結果に基づき投薬量を調節ま
たは維持することができる。したがって、薬物または薬物代謝産物を特異的に、また可逆
的に結合して薬物の血漿濃度を決定することができるＳＥＲＳ活性ナノ粒子の使用を含む
、処方計画を特定対象に合わせて個別化することができる。次いで、ＳＥＲＳ法によって
得られる濃度を使用して、対象中の薬物の生物学的利用能を決定することができる。対象
に投与される薬物の用量は、対象に対する薬物の生物学的利用能を加減して治療効果を最
大にし、毒性を避けるように変更することができる。
【０１９３】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、さらに、さまざまな代謝産物を同
時にモニタリングするために使用でき、その測定結果を使用して、対象の代謝または身体
状態のプロファイリングを行うことができる。例えば、長時間にわたって激しい運動を行
ったときに、グルコースは、嫌気性プロセスで乳酸に分解される。本明細書で開示されて
いるＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、運動選手の乳酸塩閾値を測定してトレーニングの有効性を
最大にし、回復時間を短縮するために使用できる。同様に、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、兵
士の乳酸塩閾値を測定して疲労と消耗を防ぎ、回復時間を短縮するために使用することが
できる。この目的のために、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、運動時
または肉体的ストレスがかかっているときに、グルコースレベル、乳酸レベル、および他
の代謝産物をモニタリングするために使用できる。
【０１９４】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、さらに、緊急救命室または術後回
復室または病院などの救急治療設備内の患者の病状または疾患状態をモニタリングするた
めに使用できる。例えば、対象のグルコースレベルをモニタリングするための方法を提供
する実施形態では、グルコースレベルがモニタリングされ、正常値に保たれているときに
術後患者の死亡率を３０％程度減少させることができることを研究が示している。こうし
て、本明細書で開示されているＳＥＲＳベースの診断アッセイは、グルコースまたは他の
代謝産物のモニタリングが対象の回復または健康全般に不可欠である状況で使用すること
ができる。
【０１９５】
　検査対象の試料中に存在する１つまたは複数の分析対象の量は、濃度として表すことが
できる。本明細書で使用されているように、「濃度」という用語は、当技術分野における
通常の意味を有する。濃度は、標的分析対象の有無を示す、定性的な値、例えば、マイナ
ス型またはプラス型の結果、例えば、「ＹＥＳ」または「ＮＯ」応答として、あるいは定
量的な値として表すことができる。さらに、与えられた分析対象の濃度は、相対量または
絶対量として、例えば、「定量値」として報告できる。本明細書で開示されているアッセ
イは、いくつかの実施形態では、約５ｆｇ／ｍＬから約５００ｎｇ／ｍＬまでの濃度範囲
、いくつかの実施形態では、約１０ｆｇ／ｍＬから約１００ｎｇ／ｍＬまでの濃度範囲、
いくつかの実施形態では、約５０ｆｇ／ｍＬから約５０ｎｇ／ｍＬまでの濃度範囲の対象
とする分析対象を検出することができる。
【０１９６】
　分析対象の量（濃度）が０に等しければ、探索されている特定の分析対象が存在しない
こと、または特定の分析対象の濃度がアッセイの検出限界を下回っていることを示す。測
定される量は、追加の測定または操作を行うことなくＳＥＲＳシグナルとしてもよい。あ
るいは、測定される量は、特定の分析対象の測定値と、これらに限定されないが、標準ま
たは他の分析対象を含む、他の化合物の測定値との差、割合、または比として表してもよ
い。差が負であれば、測定された分析対象（単数または複数）の量が減少していることを



(55) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

示す。量は、さらに、異なる時点において測定された、それ自身に対する分析対象（単数
または複数）の差または比として表すこともできる。分析対象の量は、発生するシグナル
から直接決定することができるか、または発生したシグナルを、発生したシグナルの値と
試料中の分析対象（単数または複数）の量との相関関係を求めるように設計されているア
ルゴリズムで使用することができる。
【０１９７】
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、１つまたは複数の分析対象の濃度
を連続測定することができるデバイスとともに使用するうえで順応性がある。本明細書で
使用されているように、「連続的」という語は、分析対象の測定と併せて、デバイスがデ
バイス寿命期間の任意の時点において検出可能なシグナルを発生するか、または発生する
ことができることを意味するために使用される。検出可能なシグナルは、シグナルが検出
されないとしても、デバイスが常にシグナルを発生しているという点で一定であるものと
することができる。あるいは、デバイスを一時的に使用し、所望の時点において検出可能
なシグナルを発生し、検出してもよい。
【０１９８】
　Ｂ．細胞画像化
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子のサイズが小さいため、ナノ粒子を細
胞内に組み込むことができる。例えば、ＳＥＲＳを使用する化学療法薬とＤＮＡとの錯体
形成が実証されている。（例えば、非特許文献４６および４７参照。）ＳＥＲＳは、さら
に、特定の癌に対する化学療法耐性の機序を調べるために使用されてきた。（例えば、非
特許文献４８参照。）さらに、ＳＥＲＳは細胞内の特定の化学物質の分布を特徴付け、細
胞質と細胞核とを区別するために使用されている。（例えば、非特許文献４９参照。）
　したがって、いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている色素で標識化された
ナノ粒子は、細胞画像化に使用され、これで、例えば、生体試料中の正常細胞に対し、異
常な細胞、例えば、癌性細胞などの異常を示す細胞を区別することができる。このような
実施形態では、色素から生じるラマンシグナルの強度は、検出された細胞の密度に比例す
る。さらに、いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている色素で標識化されたナ
ノ粒子に、さらに、結合ペアの特異的結合要素、例えば、抗体などの他の化学種を標識化
して、対象とする細胞への結合を促進することができる。細胞画像化にＳＥＲＳ活性ナノ
粒子を使用することについては、参照によりそれぞれその全体が本明細書に組み込まれて
いる特許文献１８および１９で説明されている。
【０１９９】
　したがって、いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、試料細
胞中の１つまたは複数の標的構造の存在を検出するための方法を提供し、この方法は、（
ａ）１つまたは複数の試料細胞を、１つまたは複数の結合要素を試料細胞中の１つまたは
複数の標的構造に結合するのに適している条件の下で、１つまたは複数の結合要素で標識
化された１つまたは複数のＳＥＲＳ活性ナノ粒子に接触させるステップであって、該ＳＥ
ＲＳ活性ナノ粒子は区別可能なラマンシグナルを発生することができる式Ａ－Ｙの色素が
会合しているステップと：
　　Ａ－Ｙ
　［式中、
　Ａは、
【０２００】



(56) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

【化１２】

【０２０１】
からなる群から選択され、
　　ただし、式中、Ｘ1は、ＣＲ4またはＮであり、
　Ｙは、
【０２０２】

【化１３】

【０２０３】
からなる群から選択され、
　　式中、
　　ｒ、ｓ、およびｔは、それぞれ独立に１から８までの整数であり、
　　Ｘ2およびＸ3はそれぞれ次の前提条件の下で、Ｃ、Ｓ、およびＮからなる群から独立
に選択され、当該前提条件は（ｉ）Ｘ2がＣまたはＳのときにＲ5はＺであるか、またはＸ

3がＣまたはＳのときに、Ｒ6はＺであり、Ｚは以下で定義され、（ｉｉ）Ｘ2とＸ3の両方
が同時にＮである場合、Ｒ5およびＲ6のうちの少なくとも一方は存在せず、（ｉｉｉ）Ｘ

2がＮであるとき、Ｒ5は存在すればＺ’であるか、またはＸ3がＮであるとき、Ｒ6は存在
すればＺ’であり、Ｚ’は、
　　－（ＣＨ2）n－Ｘ4；－ＮＲ8－（ＣＨ2）p－Ｘ5；－（ＣＨ2）qＸ6Ｃ（＝Ｏ）－Ｒ9

、
【０２０４】



(57) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

【化１４】

【０２０５】
からなる群から選択され、
　　式中、
　　ｎ、ｐ、ｑ、ｕ、およびｖは、それぞれ独立に、１から８までの範囲の整数であり、
　　Ｘ4およびＸ5は、ヒドロキシル、アミノ、およびチオールからなる群からそれぞれ独
立に選択され、
　　Ｘ6は、ＯまたはＮＲ11であり、
　　式中、
　　　Ｒ1、Ｒ2、Ｒ3、Ｒ4、Ｒ5、Ｒ6、Ｒ8、Ｒ10、Ｒ11、およびＺはそれぞれ、Ｈ、ア
ルキル、置換アルキル、ヘテロアルキル、置換ヘテロアルキル、シクロアルキル、置換シ
クロアルキル、シクロヘテロアルキル、置換シクロヘテロアルキル、アリール、置換アリ
ール、アラルキル、ヒドロキシル、アルコキシル、ヒドロキシアルキル、ヒドロキシシク
ロアルキル、アルコキシシクロアルキル、アミノアルキル、アシルオキシル、アルキルア
ミノアルキル、およびアルコキシカルボニルからなる群から独立に選択され、
　　Ｒ7は、Ｚ’であり、
　　Ｒ9は、－（ＣＨ2）m－Ｘ7または－（ＣＨ2）m－Ｂであり、ただし、式中、
　　　ｍは、１から８までの整数であり、
　　　Ｘ7は、ハロゲンであり、
　　　Ｂは、検出すべきリガンドまたは分析対象に対し結合親和性を有する結合要素であ
る］、
（ｂ）試料細胞から１つまたは複数の区別可能なＳＥＲＳシグナルを検出して、試料細胞
中の１つまたは複数の標的構造の存在を示すステップとを含む。
【０２０６】
　いくつかの実施形態では、この方法は、さらに、１つまたは複数のＳＥＲＳ活性ナノ粒
子を１つまたは複数の対照細胞に接触させることを含む。いくつかの実施形態では、この
方法は、さらに、試料細胞から検出された１つまたは複数の区別可能なＳＥＲＳシグナル
を分析して、試料細胞中の１つまたは複数の標的構造のプロファイルを作製するステップ
を含む。いくつかの実施形態では、この方法は、さらに、対照細胞から検出された１つま
たは複数の区別可能なＳＥＲＳシグナルを分析して、対照細胞中の１つまたは複数の標的
構造のプロファイルを作製するステップを含む。いくつかの実施形態では、この方法は、
さらに、試料細胞中の１つまたは複数の標的構造のプロファイルを対照細胞中の１つまた
は複数の標的構造のプロファイルと比較するステップを含む。いくつかの実施形態では、
対照細胞のプロファイルと比較したときの試料細胞のプロファイルの相違は、試料細胞の
異常を示している。
【０２０７】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、細胞内
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の微細構造を染色するために使用できる。このような実施形態では、ＳＥＲＳ活性ナノ粒
子は、知られている標的微細構造または受容体に特異的に結合する少なくとも１つのリガ
ンドで標識化できる。いくつかの実施形態では、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子プローブのセット
を使用することができ、このセットのそれぞれの要素は、知られている標的または受容体
に特異的に結合するリガンドと標的との結合後に区別可能なＳＥＲＳシグナルを発生する
ことができる１つまたは複数のＳＥＲＳ活性色素の組合せを含む。
【０２０８】
　適当な条件の下で、標識化されたＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、細胞内の受容体および他の
微細構造に特異的に結合することができる。そこで、「染色した」細胞は、例えば、走査
型ラマン顕微鏡を使用して細胞内の特定受容体および微細構造の存在および配置を決定す
ることにより画像化できる。さらに、特定のリガンドと会合している個別のラマン活性色
素からのＳＥＲＳシグナルを使用して、細胞内の特定受容体および微細構造を区別し、細
胞内の受容体および微細構造のプロファイルを作製することができる。本明細書で開示さ
れている方法に従ってアッセイされる標的細胞のプロファイルを同じ種類の正常細胞から
同様に得られたプロファイルと比較して、標的細胞内の異常の存在を判定することができ
る。標的細胞は、生きているか、または死んでいるかのいずれであってもよい。
【０２０９】
　本明細書で使用されているように、「微細構造」という用語は、これらに限定されない
が、フィブロネクチンおよびラミニンなどの細胞外マトリックス分子；アクチンフィラメ
ントおよび微小管などの細胞内構造；ヒストンなどの細胞核構造；ならびに同様の構造を
含む。このような微細構造に結合するのに適しているリガンドは、本明細書で開示されて
いるリガンドから選択することができ、これらに限定されないが、抗フィブロネクチン抗
体および抗アクチン抗体などの抗体、ならびに抗ヒストンタンパク質などの他の天然リガ
ンドを含む。
【０２１０】
　ラマンスペクトル情報を含む細胞の画像は、当技術分野で知られているさまざまな方法
によって得ることができる。例えば、顕微鏡を電荷結合素子（ＣＣＤ）カメラに接続して
、試料の完全画像を得ることができる。典型的には、このような実施形態では、単色光分
光器または液晶同調フィルタなどの波数（または波長）フィルタリングデバイスを試料と
ＣＣＤカメラとの間に挿入することができる。フィルタリングデバイスでは、どの時点に
おいても狭い帯域の散乱光のみがＣＣＤカメラに到達できる。複数画像が、ＣＣＤカメラ
によって集められ、そこで、それぞれの画像が散乱光の特定のスペクトル範囲をカバーす
ることができる。ソフトウェアで、画像内のそれぞれの点からのスペクトルを構築しても
よい。あるいは、画像の単一点からの光を単色光分光器に通して分散させ、アレイ検出器
上でその点の完全スペクトルを取得してもよい。試料は、画像内のそれぞれの点が分離し
て得られるように走査できる。次いで、ソフトウェアでラマン画像が構築される。他のア
プローチでは、放射線で試料を励起する線走査計測器を構築することができる。この線は
、直交する軸にそって同時にスペクトル分散しながらＣＣＤカメラの１つの軸にそって空
間的に画像化される。カメラのそれぞれの読み出しで、線の中のそれぞれの空間ピクセル
の完全スペクトルを取得する。画像を完成するために、試料の端から端まで線を走査する
。画像化に適しているＲａｍａｎ計測器の例は、非特許文献５０で説明されている。
【０２１１】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、受動的
摂取機構によって細胞または組織内に組み込んでもよい。ナノ粒子を細胞内に組み込むた
めの他の機構は、小ペプチドを使用するもので、これは、細胞表面上のエンドサイトーシ
ス受容体に結合し、エンドサイトーシスを通じてナノ粒子を細胞内に引き込むことができ
る。（例えば、非特許文献５１参照。）さらに、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、ＰＥＰ－１な
どの両親媒性ペプチドの使用、ＬＩＰＯＦＥＣＴＡＭＩＮＥ（商標）（米国カリフォルニ
ア州カールズバッド所在のＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．社）などのカチオン性脂質
ベース試薬の使用、ならびにトランスフェリン、マンノース、ガラクトース、およびＡｒ



(59) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

ｇ－Ｇｌｙ－Ａｓｐ（ＲＧＤ）などのミセルおよびトランスフェクション試薬およびデン
ドリマーベースの試薬ＳＵＰＥＲＦＥＣＴ（商標）（米国カリフォルニア州バレンシア所
在のＱｉａｇｅｎ，Ｉｎｃ．社）などの他の試薬の使用を含む、マイクロインジェクショ
ン、トランスフェクション、エレクトロポレーション、およびエンドサイトーシス媒介ア
プローチを介して細胞内に導入することができる。細胞内間接的方法を使用することで、
粒子が所望の標的に結合されることを示すことができる。プローブの特異性を実証するの
に適している一方法は、免疫蛍光法であり、これは、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子の配置を検証
するために使用できる。生細胞中の細胞構造（ミトコンドリア、ゴルジ体、および小胞体
など）を標識するのに役立つ多数の蛍光プローブが市販されている。同一構造を標的とす
る抗体のコンジュゲート体を作ることにより、標的を能動的に標識するナノ粒子の部分を
決定することができる。同様に、非特異的に結合しているナノ粒子の割合も決定できる。
ＳＥＲＳ活性ナノ粒子の配置を検証する他のアプローチは、ＧＦＰおよびその類似体など
の蛍光タンパク質融合を使用するものである。
【０２１２】
　いくつかの実施形態では、医学的診断において使用するために、本明細書で開示されて
いるＳＥＲＳ活性ナノ粒子を含む造影剤が提供される。本明細書で開示されている造影剤
は、一般的に患者を画像化する際に、および／または特に、患者の病変組織を診断する際
に役立つ。上述のように、ナノ粒子コアのサイズ、形状、および組成、色素の同一性、な
らびに封止材の組成および厚さを選択することにより、必要に応じて、ＳＥＲＳ活性ナノ
粒子の最適な励起および放出頻度を、約６３０ｎｍから約１０００ｎｍの間で生じるよう
に、つまり、組織による吸収および散乱のある最小領域に来るようにチューニングするこ
とができる。
【０２１３】
　画像化プロセスは、１つまたは複数の本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子
を含む造影剤を細胞、組織試料、または患者などの対象に投与し、次いで、これらに限定
されないが、スポット走査型共焦点顕微鏡、線走査型システム、および光学コヒーレンス
断層画像化システムを含む、スペクトル画像化を実行できる当技術分野で知られている任
意のシステムを使用して細胞、組織試料、または対象を走査することにより実行できる。
細胞、組織試料、または対象中の本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子の存在
も、単一波長域上で検出する任意の画像化システムだけでなく、励起光源およびフィルタ
処理画像検出機能を備える蛍光画像化システムによって観察できる。本明細書で開示され
ているＳＥＲＳ活性ナノ粒子とともに使用するのに適している他の画像化システムは、参
照によりその全体が本明細書に組み込まれている非特許文献５２で説明されている。動的
光散乱分光法および断層撮影法、飛行時間型画像化、準弾性光散乱分光法、光子相関分光
法、ドップラー分光法、ならびに拡散波分光法などの時間領域法を含む、他の画像化方法
は、本明細書で開示されている発明対象とともに使用するのに適している。これらの技術
はすべて、光子間の区別を可能にし、また時間シグネチャに基づいている。ＳＥＲＳ活性
ナノ粒子は、蛍光物質および同様の物質と異なる時間シグネチャを持つことができるので
、これらの方法で組織および他の標識に対し区別できる。有用な計測器パラメータとして
は、さらに、調光源および時間依存検出器を含む。変調は、パルス的または連続的とする
ことができる。
【０２１４】
　細胞、組織試料、または対象の走査により、細胞、組織試料、または対象の内部領域の
スペクトルまたは画像が提供され、この走査を使用することで、状態または疾患状態の存
在を検出または診断することができる。細胞、組織試料、または対象の領域とは、全細胞
、組織試料、もしくは対象、または細胞、組織試料、もしくは対象の特定の領域または一
部のことである。対象が患者である場合、本明細書で開示されている造影剤は、血管系、
心臓、肝臓、および脾臓を含む、患者の内蔵を画像化するために、また胃腸領域または他
の体腔を画像化する際に、あるいは組織特徴付け、血液プール画像化など、当業者に容易
に理解されるような他の方法で、使用することができる。
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【０２１５】
　本明細書で開示されている発明対象は、さらに、いくつかの実施形態において、異常病
変をインビボで診断する方法を提供し、この方法は、異常病変に含まれる分子を標的とす
る複数のＳＥＲＳ活性ナノ粒子を異常病変に接触している体液中に導入するステップであ
って、該ＳＥＲＳ活性ナノ粒子が異常病変に含まれる分子と会合することのできるステッ
プと、会合しているＳＥＲＳ活性ナノ粒子をインビボで画像化するステップとを含む。本
明細書で開示されている方法は、一般的に、胃腸管、心臓、肺、肝臓、頸部、乳房、およ
び同様の臓器を含む、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子プローブによって接近可能な臓器に適用可能
である。
【０２１６】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、大腸内
視鏡検査の場合のように内視鏡で、または針で対象中に導入することができるか、または
使い捨て型先端またはスリーブとともに、またはエンドサイトーシス、トランスフェクシ
ョン、マイクロインジェクション、および同様の方法を介して使用してもよい。他の実施
形態では、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子プローブは、画像化プローブ自体を直接導入することに
より導入してもよい。いくつかの実施形態では、個別の光ファイバー、または光ファイバ
ーの束を生きている生命体の中に導入して画像化することができる。このような方法は、
神経、脳、微細血管、細胞の画像化だけでなく、生体内分布の特徴付けについても実証さ
れている。ゲルコートされた光ファイバーは、センサーの文献においてよく知られている
。本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、ゲルに非共有結合することができ
、ナノ粒子は組織内に導入した後、組織内に拡散することができる。接触先の液相内に拡
散できるようにファイバーの外面上にＳＥＲＳ活性ナノ粒子を固定化するための他のさま
ざまな方法も、本明細書で開示されている発明対象とともに使用するのに適している。
【０２１７】
　いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒
子で動物を標識するための方法を提供し、この方法は、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子を動物体内
に導入するステップを含む。本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、これら
に限定されないが、皮下移植法または静脈内注射を含む、好適な方法によって動物体内に
導入することができる。ＳＥＲＳ活性ナノ粒子は、適切な計装を使用して検出してもよい
。いくつかの実施形態では、本明細書で開示されている発明対象は、家畜およびペットを
含む、動物用の識別システムを構成し、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子を動物の皮下に埋め込んで
（または隠して）、識別を可能にする。
【０２１８】
　ＩＩＩ．化学物質の定義
　以下の用語は、当業者であればよく理解できると考えられるが、本明細書で開示されて
いる発明対象の説明を容易にするために以下の定義が掲載されている。断りのない限り、
本明細書で使用されるすべての技術および科学用語は、本明細書で説明されている発明対
象が関係している技術分野の当業者に通常理解される意味と同じ意味を有する。
【０２１９】
　明細書および請求項全体を通して、与えられた化学式または名称は、すべての光学およ
び立体異性体、さらにはそのような異性体と混合物が存在するラセミ混合物をも包含する
ものとする。
【０２２０】
　「独立に選択される」という用語が使用される場合、参照されている置換基（例えば、
Ｒ1、Ｒ2、および同様のものなどのＲ基、または基Ｘ1およびＸ2）は同一であるか、また
は異なるものとすることができる。例えば、Ｒ1およびＲ2は両方とも、置換アルキルとす
ることができるか、またはＲ1は水素であり、Ｒ2は置換アルキルであるものとすることが
でき、同様の言い方を続けられる。
【０２２１】
　「Ｒ」または「Ｘ」の名称が付いている基は、一般に、本明細書で特に断りのない限り



(61) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

、その名称を持つ基に対応するものとして当技術分野において認識されている構造を有す
る。例示することを目的として、上記のいくつかの代表的な「Ｒ」および「Ｘ」基を以下
に定義する。これらの定義は、本開示を読んだ後当業者に明らかになるであろう定義を補
足し、例示することを意図されているが、除外することは意図されていない。
【０２２２】
　本明細書で使用されているような「アルキル」という用語は、例えば、メチル、エチル
、プロピル、イソプロピル、ブチル、イソブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、ヘキシ
ル、オクチル、エテニル、プロペニル、ブテニル、ペンテニル、ヘキセニル、オクテニル
、ブタジエニル、プロピニル、ブチニル、ペンチニル、ヘキシニル、ヘプチニル、および
アレニル基を含む、Ｃ1-20を含めて直線状（つまり、「直鎖」）、分岐鎖、または環状、
飽和、または少なくとも部分的には、またいくつかの場合において、完全不飽和（つまり
、アルケニルおよびアルキニル）の炭化水素鎖を指す。「分岐」は、メチル、エチル、ま
たはプロピルなどの低級アルキル基が直線状アルキル鎖に付着しているアルキル基を指す
。「低級アルキル」は、１から約８個の炭素原子（つまり、Ｃ1-8アルキル）、例えば、
１、２、３、４、５、６、７、または８個の炭素原子を有するアルキル基を指す。「高級
アルキル」は、約１０から約２０個の炭素原子、例えば、１０、１１、１２、１３、１４
、１５、１６、１７、１８、１９、または２０個の炭素原子を有するアルキル基を指す。
いくつかの実施形態では、「アルキル」は、特に、Ｃ1-8直鎖アルキルを指す。他の実施
形態では、「アルキル」は、特に、Ｃ1-8分岐鎖アルキルを指す。
【０２２３】
　アルキル基は、同じでも異なっていてもよい１つまたは複数のアルキル基置換基で任意
選択的に置換することができる（「置換アルキル」）。「アルキル基置換基」という用語
は、これらに限定されないが、アルキル、置換アルキル、ハロ、アリールアミノ、アシル
、ヒドロキシル、アリールオキシ、アルコキシル、アルキルチオ、アリールチオ、アラル
キルオキシル、アラルキルチオ、カルボキシル、アルコキシカルボニル、オキソ、および
シクロアルキルを含む。アルキル鎖にそって、１つまたは複数の酸素、硫黄、または置換
もしくは非置換窒素原子を場合により挿入することができ、該窒素置換基は、水素、低級
アルキル基（本明細書では「アルキルアミノアルキル」とも称する）、またはアリールで
ある。
【０２２４】
　したがって、本明細書で使用されているような「置換アルキル」という用語は、アルキ
ル基の１つまたは複数の原子もしくは官能基が、例えば、アルキル、置換アルキル、ハロ
ゲン、アリール、置換アリール、アルコキシル、ヒドロキシル、ニトロ、アミノ、アルキ
ルアミノ、ジアルキルアミノ、スルフェート、およびメルカプトを含む、他の原子もしく
は官能基で置き換えられた、本明細書で定義されているようなアルキル基を含む。
【０２２５】
　「環状」および「シクロアルキル」は、約３から約１０個の炭素原子、例えば、３、４
、５、６、７、８、９、または１０個の炭素原子の非芳香族の単環系または多環系を指す
。シクロアルキル基は、場合により部分的に不飽和とすることができる。シクロアルキル
基は、さらに、本明細書で定義されているようなアルキル基置換基、オキソ、および／ま
たはアルキレンで任意選択的に置換してもよい。環状のアルキル鎖にそって、１つまたは
複数の酸素、硫黄、または置換もしくは非置換窒素原子を場合により挿入することができ
、該窒素置換基は、水素、アルキル、置換アルキル、アリール、または置換アリールであ
り、このようにして複素環基が提供される。代表的な単環式シクロアルキル環には、シク
ロペンチル、シクロヘキシル、およびシクロヘプチルが挙げられる。多環式シクロアルキ
ル環としては、アダマンチル、オクタヒドロナフチル、デカリン、カンファー、カンファ
ン、およびノルアダマンチルを含む。
【０２２６】
　本明細書で使用されているような「シクロアルキルアルキル」という用語は、上でも定
義されているように、アルキル基を通じて親分子部分に付着している、上で定義されてい
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るようなシクロアルキル基を指す。シクロアルキルアルキル基の例には、シクロプロピル
メチルおよびシクロペンチルエチルを含む。
【０２２７】
　「シクロへテロアルキル」または「ヘテロシクロアルキル」という用語は、同じである
か、または異なるものとすることができるＮ、Ｏ、およびＳからなる群から選択される１
つまたは複数のヘテロ原子を含み、１つまたは複数の二重結合を任意選択的に含むことが
できる３から７員の置換または非置換シクロアルキル環系などの非芳香族環系を指す。シ
クロヘテロアルキル環は、他のシクロヘテロアルキル環および／または非芳香族炭化水素
環に場合によっては融合されるか、または他の何らかの形で付着されうる。代表的なシク
ロへテロアルキル環系には、これらに限定されないが、ピロリジニル、ピロリニル、イミ
ダゾリジニル、イミダゾリニル、ピラゾリジニル、ピラゾリニル、ピペリジル、ピペラジ
ニル、インドリニル、キヌクリジニル、モルホリニル、チオモルホリニル、チアジアジナ
ニル、テトラヒドロフラニル、および同様の物質を含む。
【０２２８】
　本明細書で使用されているような「アルケニル」という用語は、少なくとも１つの炭素
－炭素二重結合を含む指定数の炭素原子の直鎖または分岐鎖炭化水素を指す。「アルケニ
ル」の例には、ビニル、アリル、２－メチル－３－ヘプテン、および同様の物質を含む。
【０２２９】
　本明細書で使用されているような「シクロアルケニル」という用語は、少なくとも１つ
の炭素－炭素二重結合を含む環状炭化水素を指す。シクロアルケニル基の例には、シクロ
プロペニル、シクロブテニル、シクロペンテニル、シクロペンタジエン、シクロヘキセニ
ル、１，３－シクロヘキサジエン、シクロヘプテニル、シクロヘプタトリエニル、および
シクロオクテニルを含む。
【０２３０】
　本明細書で使用されているような「アルキニル」という用語は、少なくとも１つの炭素
－炭素三重結合を含む指定数の炭素原子の直鎖または分岐鎖炭化水素を指す。「アルキニ
ル」の例には、プロパルギル、プロピン、および３－ヘキシンを含む。
【０２３１】
　「アルキレン」は、１から約２０個の炭素原子、例えば、１、２、３、４、５、６、７
、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、または２０
個の炭素原子を有する直鎖または分岐鎖二価脂肪族炭化水素基を指す。アルキレン基は、
直鎖、分岐鎖、または環状とすることができる。アルキレン基は、さらに、任意選択的に
非飽和であり、および／または１つまたは複数の「アルキル基置換基」で置換されたもの
としてもよい。アルキレン鎖にそって、１つまたは複数の酸素、硫黄、または置換もしく
は非置換窒素原子（本明細書では「アルキルアミノアルキル」とも称する）を場合により
挿入することができ、該窒素置換基は、前記のようにアルキルである。アルキレン基の例
には、メチレン（－ＣＨ2－）；エチレン（－ＣＨ2－ＣＨ2－）；プロピレン（－（ＣＨ2

）3－）；シクロヘキシレン（－Ｃ6Ｈ10－）；－ＣＨ＝ＣＨ－ＣＨ＝ＣＨ－；－ＣＨ＝Ｃ
Ｈ－ＣＨ2－；－（ＣＨ2）q－Ｎ（Ｒ）－（ＣＨ2）r－（式中ｑおよびｒをそれぞれ、０
から約２０までの整数値を独立にとり、例えば、０、１、２、３、４、５、６、７、８、
９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、または２０とし、
Ｒは水素または低級アルキルとする）；メチレンジオキシル（－Ｏ－ＣＨ2－Ｏ－）；お
よびエチレンジオキシル（－Ｏ－（ＣＨ2）2－Ｏ－）を含む。アルキレン基は、約２から
約３個の炭素原子を有し、さらに、６～２０個の炭素を有することができる。
【０２３２】
　「アリール」という用語は、本明細書では、単一の芳香族環であるか、または融合した
、共有結合した、または限定はしないが、メチレンまたはエチレン部分などの共通の基に
結合した複数の芳香族環とすることができる芳香族置換基を指す。共通の連結基は、ベン
ゾフェノンの場合のようにカルボニル、またはジフェニルエーテルの場合のように酸素、
またはジフェニルアミンの場合のような窒素とすることもできる。「アリール」という用
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語は、特に、複素環芳香族化合物を包含する。芳香環（複数可）は、とりわけ、フェニル
、ナフチル、ビフェニル、ジフェニルエーテル、ジフェニルアミン、およびベンゾフェノ
ンを含むことができる。特定の実施形態において、「アリール」という用語は、約５から
約１０個の炭素原子、例えば、５、６、７、８、９、または１０個の炭素原子を含み、５
員または６員の炭化水素および複素環式芳香環を含む環状芳香族を意味する。
【０２３３】
　アリール基は、同じであるか、異なるものとすることができる、１つまたは複数のアリ
ール基置換基で任意選択的に置換することができ（「置換アリール」）、「アリール基置
換基」は、アルキル、置換アルキル、アリール、置換アリール、アラルキル、ヒドロキシ
ル、アルコキシル、アリールオキシル、アラルキルオキシル、カルボキシル、アシル、ハ
ロ、ニトロ、アルコキシカルボニル、アリールオキシカルボニル、アラルコキシカルボニ
ル、アシルオキシル、アシルアミノ、アロイルアミノ、カルバモイル、アルキルカルバモ
イル、ジアルキルカルバモイル、アリールチオ、アルキルチオ、アルキレン、および式中
Ｒ'およびＲ"をそれぞれ独立に水素、アルキル、置換アルキル、アリール、置換アリール
、およびアラルキルとする－ＮＲ'Ｒ"を含む。
【０２３４】
　したがって、本明細書で使用されているような「置換アリール」という用語は、アリー
ル基の１つまたは複数の原子もしくは官能基が、例えば、アルキル、置換アルキル、ハロ
ゲン、アリール、置換アリール、アルコキシル、ヒドロキシル、ニトロ、アミノ、アルキ
ルアミノ、ジアルキルアミノ、スルフェート、およびメルカプトを含む、他の原子もしく
は官能基で置き換えられた、本明細書で定義されているようなアリール基を含む。
【０２３５】
　アリール基の具体例には、これらに限定されないが、シクロペンタジエニル、フェニル
、フラン、チオフェン、ピロール、ピラン、ピリジン、イミダゾール、ベンズイミダゾー
ル、イソチアゾール、イソオキサゾール、ピラゾール、ピラジン、トリアジン、ピリミジ
ン、キノリン、イソキノリン、インドール、カルバゾール、および同様の物質を含む。
【０２３６】
　「ヘテロアリール」という用語は、これらに限定されないが、同じであるか、または異
なるものとすることができるＮ、Ｏ、およびＳからなる群から選択される、１つまたは複
数のヘテロ原子を含む、５員また６員環系などの芳香族環系を指す。ヘテロアリール環は
、１つまたは複数のヘテロアリール環、芳香族もしくは非芳香族炭化水素環、またはヘテ
ロシクロアルキル環に場合によっては融合されるか、または他の何らかの形で付着しても
よい。代表的なヘテロアリール環系は、これらに限定されないが、ピリジル、ピリミジル
、ピロリル、ピラゾリル、アゾリル、オキサゾリル、イソオキサゾリル、オキサジアゾリ
ル、チアゾリル、イソチアゾリル、イミダゾリル、フラニル、チエニル、キノリニル、イ
ソキノリニル、インドリニル、インドリル、ベンゾチエニル、ベンゾチアゾリル、ベンゾ
フラニル、ベンズイミダゾリル、ベンズイソオキサゾリル、ベンゾピラゾリル、トリアゾ
リル、テトラゾリル、および同様の物質を含む。
【０２３７】
　環構造が芳香族または非芳香族でありうる一般に式
【０２３８】
【化１５】



(64) JP 5855827 B2 2016.2.9

10

20

30

40

50

【０２３９】
の構造は、本明細書で使用されているように、置換Ｒ基を含む本明細書で定義されている
ような飽和環構造、部分的飽和環構造、および不飽和環構造を含む、環構造、例えば、限
定はしないが、３－炭素、４－炭素、５－炭素、６－炭素、および同様の数の炭素の脂肪
族および／または芳香族環式化合物を指し、Ｒ基は存在することもあれば、存在しないこ
ともあり、存在する場合には１つまたは複数のＲ基をそれぞれ環構造の１つまたは複数の
利用可能な炭素原子上で置換できる。Ｒ基の有無およびＲ基の個数は、整数ｎの値によっ
て決定される。それぞれのＲ基は、複数であれば、他のＲ基上ではなく、環構造の利用可
能な炭素上で置換される。例えば、ｎが０から２の範囲の値である上記の構造は、これら
に限定されないが、
【０２４０】
【化１６】

【０２４１】
および同様の基を含む化合物基を含む。
【０２４２】
　環状の環構造内の結合を表す破線は、結合が環の中に存在するか存在し得ないかを示す
。つまり、環状の環構造内の結合を表す破線は、環構造が飽和環構造、部分的飽和環構造
、および不飽和環構造からなる群から選択されることを示している。
【０２４３】
　芳香環または複素環式芳香環の指定された原子が「存在していない」ものとして定義さ
れている場合、その指定された原子は、直接結合で置き換えられる。
【０２４４】
　本明細書で使用されているように、「アシル」という用語は、カルボキシル基の－ＯＨ
が他の置換基で置き換えられている有機酸基を指す（つまり、ＲＣＯ－で表され、Ｒは本
明細書で定義されているアルキルまたはアリール基である）。したがって、「アシル」と
いう用語は、特に、アセチルフランおよびフェナシル基などのアリールアシル基を包含す
る。アシル基の具体例には、アセチルおよびベンゾイルを含む。
【０２４５】
　「アルコキシル」は、アルキルが前述のとおりのものであるアルキル－Ｏ－基を指す。
本明細書で使用されているような「アルコキシル」という用語は、Ｃ1-20を含めて、例え
ば、メトキシ、エトキシ、プロポキシ、イソプロポキシ、ブトキシ、ｔ－ブトキシル、お
よびペントキシルを含む直鎖、分岐鎖、または環状の、飽和または不飽和のオキソ炭化水
素鎖を指す。
【０２４６】
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　本明細書で使用されているような「アルコキシアルキル」という用語は、アルキル－Ｏ
－アルキルエーテル、例えば、メトキシエチルまたはエトキシメチル基を指す。
【０２４７】
　「アリールオキシル」は、置換アリールを含む、アリール基が前述のとおりのものであ
るアリール－Ｏ－基を指す。本明細書で使用されているような「アリールオキシル」とい
う用語は、フェニルオキシルまたはヘキシルオキシル、およびアルキル、置換アルキル、
ハロ、またはアルコキシル置換フェニルオキシルまたはヘキシルオキシルを指すものとす
ることができる。
【０２４８】
　本明細書で使用されているような「アルキル－チオ－アルキル」という用語は、アルキ
ル－Ｓ－アルキルチオエーテル、例えば、メチルチオメチルまたはメチルチオエチル基を
指す。
【０２４９】
　「アラルキル」は、アリールおよびアルキルが前述のとおりのものであり、置換アリー
ルおよび置換アルキルを含む、アリール－アルキル－基を指す。アラルキル基の例には、
ベンジル、フェニルエチル、およびナフチルメチルを含む。
【０２５０】
　「アラルキルオキシル」は、アラルキル基が前述のとおりのものであるアラルキル－Ｏ
－基を指す。アラルキルオキシル基の例は、ベンジルオキシルである。
【０２５１】
　「アルコキシカルボニル」は、アルキル－Ｏ－ＣＯ－基を指す。アルコキシカルボニル
基の例には、メトキシカルボニル、エトキシカルボニル、ブチルオキシカルボニル、およ
びｔ－ブチルオキシカルボニルを含む。「アリールオキシカルボニル」は、アリール－Ｏ
－ＣＯ－基を指す。アリールオキシカルボニル基の例としては、フェノキシカルボニルお
よびナフトキシカルボニルが挙げられる。「アラルコキシカルボニル」は、アラルキル－
Ｏ－ＣＯ－基を指す。アラルコキシカルボニル基の例は、ベンジルオキシカルボニルであ
る。
【０２５２】
　「カルバモイル」は、Ｈ2Ｎ－ＣＯ－基を指す。「アルキルカルバモイル」は、前記の
ようにＲおよびＲ'のうちの一方が水素であり、ＲおよびＲ’のうちの他方がアルキルお
よび／または置換アルキルであるＲ'ＲＮ－ＣＯ－基を指す。「ジアルキルカルバモイル
」は、前記のようにＲおよびＲ'のうちのいずれもがそれぞれ独立にアルキルおよび／ま
たは置換アルキルであるＲ'ＲＮ－ＣＯ－基を指す。
【０２５３】
　「アシルオキシル」は、アシルが前述のとおりのものであるアシル－Ｏ－基を指す。
【０２５４】
　「アミノ」という用語は、－ＮＨ2基を指し、さらに、有機ラジカルで１つまたは複数
の水素ラジカルを置き換えることによりアンモニアから誘導される当技術分野で知られて
いるような窒素含有基を指す。例えば、「アシルアミノ」および「アルキルアミノ」とい
う用語は、それぞれアシルおよびアルキル置換基による特異的Ｎ－置換有機ラジカルを指
す。
【０２５５】
　「アルキルアミノ」という用語は、前記のようにＲがアルキル基および／または置換ア
ルキル基である－ＮＨＲ基を指す。アルキルアミノ基の例には、メチルアミノ、エチルア
ミノ、および同様の物質を含む。
【０２５６】
　「ジアルキルアミノ」は、前記のようにＲおよびＲ'のうちのいずれもがそれぞれ独立
にアルキル基および／または置換アルキル基である－ＮＲＲ'基を指す。ジアルキルアミ
ノ基の例には、エチルメチルアミノ、ジメチルアミノ、およびジエチルアミノを含む。
【０２５７】
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　「アシルアミノ」は、アシルが前述のとおりのものであるアシル－ＮＨ－基を指す。「
アロイルアミノ」は、アロイルが前述のとおりのものであるアロイル－ＮＨ－基を指す。
【０２５８】
　「カルボニル」という用語は、－（Ｃ＝Ｏ）－基を指す。
【０２５９】
　「カルボキシル」という用語は、－ＣＯＯＨ基を指す。
【０２６０】
　本明細書で使用されているような「ハロ」、「ハロゲン化物」、または「ハロゲン」と
いう用語は、フルオロ基、クロロ基、ブロモ基、およびヨード基を指す。
【０２６１】
　「ヒドロキシル」という用語は、－ＯＨ基を指す。
【０２６２】
　「ヒドロキシアルキル」という用語は、－ＯＨ基で置換されたアルキル基を指す。
【０２６３】
　「メルカプト」という用語は、－ＳＨ基を指す。
【０２６４】
　「オキソ」という用語は、炭素原子が酸素原子で置き換えられた本明細書ですでに説明
されている化合物を指す。
【０２６５】
　「ニトロ」という用語は、－ＮＯ2基を指す。
【０２６６】
　「チオ」という用語は、炭素または酸素原子が硫黄原子で置き換えられた本明細書です
でに説明されている化合物を指す。例えば、「チオール」基は、基－ＳＨを指す。
【０２６７】
　「スルフェート」という用語は、－ＳＯ4基を指す。
【実施例】
【０２６８】
　以下の実施例は、本明細書で開示されている発明対象の代表的な実施形態を実施する際
の当業者向けの手引きとなるように含まれている。本発明の開示および当業者の一般的水
準を鑑みると、当業者であれば、以下の実施例が、例示にすぎず、本明細書で開示されて
いる発明対象の範囲から逸脱することなく多くの変更、修正、および改変を加えることが
できることを理解できる。以下の実施例が用意されているのは、例示するためであって、
制限するためではない。
【０２６９】
（実施例１）
　近赤外色素が付着しているナノ粒子の調製
　直径６０ｎｍの球状金ナノ粒子をＴｅｄ　Ｐｅｌｌａ，Ｉｎｃ．（米国カリフォルニア
州レディング所在）社から購入した。透過電子顕微鏡法と光散乱法を用いて、メーカーに
よって報告されているナノ粒子のサイズを確認した。ラマン活性種、例えば、非蛍光分子
および本明細書で開示されているＮＩＲ色素を金ナノ粒子に付着させるために、最終混合
物中のラマンレポーターの濃度が１０μＭになるように化学物質を金ナノ粒子と混合した
。バルク溶液から金ナノ粒子を５倍に濃縮し、５２０ｎｍで５に等しい最終光学密度を得
た。振盪器上で一晩かけて反応を進行させた。
【０２７０】
（実施例２）
　近赤外色素のＳＥＲＳスペクトル
　本明細書で開示されているＳＥＲＳ活性色素のＳＥＲＳ強度をテストするために使用さ
れる計測器は、６６０ｎｍレーザー励起を使用するＣｅｎｔｉｃｅ（米国ノースカロライ
ナ州モリスビル所在）スペクトロメーターであった。一般に使用されている非蛍光ラマン
活性分子、例えば、トランス－１，２－ビス（４－ピリジル）エチレン（ＢＰＥ）および
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本明細書で開示されているＮＩＲ色素、例えば、クマリンピコリニウム色素（ＣｏＰｉｃ
）に対する実験結果が図１に示されている。ＢＰＥは、２つの大きなピークを呈示し、１
つ目のピークは約１２００ｃｍ-1で、２つ目のピークは１６００から１６５０ｃｍ-1の間
である。同様に、ＣｏＰｉｃは、約１１５０および１５５０ｃｍ-1で２つの大きなピーク
を呈示する。ＢＰＥスペクトル中の最も顕著なピークの最大強度は、約４７，０００であ
るが、ＣｏＰｉｃに対する最大強度は、約１６０，０００である。この実施例では、Ｃｏ
Ｐｉｃに対するピーク最大値は、ＢＰＥからの強度に比べて約３倍である。
【０２７１】
　多くの市販の非蛍光ラマン分子および色素について得られたＳＥＲＳデータが、図２お
よび表１にまとめられている。それぞれの場合において、バックグラウンドよりも高い最
も顕著なラマンピークの強度が報告されている。ＭＧＩＴＣを除くすべての市販色素は、
ＢＰＥのみならず有効でない。類似の実験条件の下で決定された本明細書で開示されてい
るＮＩＲ色素によって示されるラマンピークの強度は、図３に示されている。色素の構造
は、図４に示されている。いくつかの色素は、ラマンピークを示さなかったが、他の色素
は、強いピークを呈示した。図３も、いくつかの市販ラマンレポーター分子および本明細
書で開示されているＮＩＲ色素について得られたラマン強度の比較である。いくつかの実
施形態では、本明細書で開示されている色素は、６６０ｎｍレーザー励起において当技術
分野で知られているレポーター分子に比べて２倍から５倍ほど強い。
【０２７２】
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【表２】

【０２７４】
（実施例３）
　磁気捕捉液体ベースＳＥＲＳアッセイにおける非特異的結合の低減
　ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）リンカー分子を通じてＤＮＡオリゴヌクレオチドを
ＳＥＲＳ活性ナノ粒子（ＳＥＲＳ活性レポーター分子、例えば、さまざまなビピリジル色
素でコーティングされ、チオール官能化ガラスコーティングによってカプセル封入された
金粒子）の表面に付着させた。本明細書で開示されている発明対象の実施形態の代表的な
一例が、図５に示されており、これは、５ｎｍの異種二官能性ＰＥＧリンカー分子を介し
てＳＥＲＳ活性ナノ粒子および磁気捕捉粒子の表面にＤＮＡを固定化するのを示している
。
【０２７５】
　アミン末端オリゴヌクレオチドを、１２個のエチレングリコールサブユニットによって
チオール反応性マレイミド基から分離されたＮＨＳエステルを含む異種二官能性ポリエチ
レングリコール分子のＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）エステル部分と反応させ
た。ＰＥＧリンカー上のマレイミド基をＳＥＲＳ活性ナノ粒子の表面に存在するチオール
基と反応させることによりＳＥＲＳ活性ナノ粒子上のＰＥＧ化されたＤＮＡの固定化を行
った。
【０２７６】
　カルボキシル化された磁性粒子を内部ジスルフィドを含むアミン末端分子で処理するこ
とによって、従来の１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド
（ＥＤＣ）結合を通じて異種二官能性ＰＥＧ分子にコンジュゲートされたＤＮＡオリゴヌ
クレオチドを磁性粒子に結合した。次いで、ジスルフィドをジチオスレイトールで開裂し
て、オリゴヌクレオチド－ＰＥＧコンジュゲートのマレイミド部分と反応するチオール基
を露出させた。
【０２７７】
　オリゴヌクレオチドコーティングされたＳＥＲＳ活性ナノ粒子とオリゴヌクレオチドコ
ーティングされた磁性粒子との間の非特異的結合を測定するために、オリゴヌクレオチド
コーティングされた磁性粒子の１ｍｇ／ｍＬ溶液１０μＬを細いチューブ内でオリゴヌク
レオチドコーティングされたＳＥＲＳ粒子の１０ｐＭ溶液１００μＬおよび緩衝液１００
μＬと混合した。このチューブを３０から１２０分の間逆さにし、その後、磁石で磁性粒
子を濃縮しペレットを形成した。その後、このペレットにレーザーを当てて調べ、ペレッ
ト中の磁性粒子と会合しているＳＥＲＳ活性レポーター分子の個数に比例するＳＥＲＳシ
グナルのレベルを測定した。
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　図６Ａは、ブランクの試料チューブの一方のスペクトルと、混ぜ合わされたＳＥＲＳ活
性ナノ粒子および磁性粒子の他方のスペクトルを示しており、その際に、ＤＮＡオリゴヌ
クレオチドはビオチン－ストレプトアビジン戦略を用いてＳＥＲＳ活性ナノ粒子および磁
性粒子に直接付着されている（ＰＥＧリンカーなし）。溶液中に標的ＤＮＡ（分析対象）
が欠如しているため、観察されたＳＥＲＳシグナルは、ＳＥＲＳ活性ナノ粒子と磁性粒子
との非特異的会合によるものである。図６Ｂおよび６Ｃは、オリゴヌクレオチドコーティ
ングされたＳＥＲＳ活性ナノ粒子およびオリゴヌクレオチドコーティングされた磁性粒子
を用いて実行された類似のアッセイからの結果を示しており、オリゴヌクレオチドは、Ｐ
ＥＧリンカーを介して付着され、上述のように調製される。図６Ａおよび６Ｂは、同じス
ケールでプロットされている。図６Ｃは、図６Ｂと同じデータを示すが、シグナル範囲は
狭まっている。図６Ｃは、チューブ単独からのシグナルとアッセイシグナルとの間の類似
性を示しており、二組の粒子の間の非特異的結合がほぼ排除されていることがわかる。
【０２７９】
　前記の発明対象は、理解しやすくすることを目的として図解と例とによりある程度詳し
く説明されているが、当業者であれば、付属の請求項の範囲内でいくつかの変更および修
正を実施できることを理解するであろう。
【０２８０】
　すべての刊行物、特許出願、特許、および他の参考文献は、それぞれの個別の刊行物、
特許出願、特許、および他の参考文献が参照により組み込まれることが特に、また個別に
指示されている場合と同じ範囲にわたって参照により本明細書に組み込まれる。多数の特
許出願、特許、および他の参考文献が本明細書において参照されているが、そのような参
照を行っていても、これらの文書が当技術分野における共通の一般的知識の一部をなすこ
とを認めることにならないことは理解されるであろう。

【図１】

【図２】

【図３】
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【図６Ｂ】

【図６Ｃ】
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摘要(译)

公开了包含式A-Y的表面增强拉曼散射（SERS）报告分子的纳米颗粒及
其使用方法，其中A选自：其中X1是CR4或N;和Y选自：
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