
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】高感度且つ簡便に、被験物質を免疫化学的に検出する検出方法を提供する。
【解決手段】被験物質を免疫化学的に検出する検出方法において、被験物質を固相上に固
定化してなる固相化被験物質に特異的に結合するビオチン標識物質とを反応させ、固相化
被験物質に捕捉されたビオチン標識物質と、アビジン又はストレプトアビジンを反応させ
、ビオチンに捕捉されたアビジン又はストレプトアビジンと、ビオチン標識量子ドットと
を反応させ、アビジン又はストレプトアビジンに捕捉されたビオチン標識量子ドットの蛍
光強度を測定する。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 被 験 物 質 を 免 疫 化 学 的 方 法 よ り 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(1)被 験 物 質 を 固 相 上 に 固 定 化 し て な る 固 相 化 被 験 物 質 と 、 及 び 当 該 被 験 物 質 に 特 異 的 に
結 合 す る ビ オ チ ン 標 識 物 質 と を 反 応 さ せ る 工 程 、
(2)前 記 工 程 (1)で 固 相 化 被 験 物 質 に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 物 質 と 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン と を 反 応 さ せ る 工 程 、
(3)前 記 工 程 (2)で ビ オ チ ン に 捕 捉 さ れ た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 、 ビ オ チ ン 標
識 量 子 ド ッ ト と を 反 応 さ せ る 工 程 、 及 び
(4)前 記 工 程 (3)で ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト
の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 工 程
を 含 む 、 検 出 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 前 記 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト が 、 ビ オ チ ン 標 識 CdSeナ ノ 粒 子 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の
検 出 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 免 疫 化 学 的 方 法 と し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 使 用 す る 、 請 求 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 検 出
方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ か に 記 載 の 検 出 方 法 を 実 施 す る た め の 検 出 用 試 薬 キ ッ ト で あ っ
て 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 試 薬 、 及 び ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト を 含 む 試
薬 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 キ ッ ト 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト を 使 用 し て 、 高 感 度 且 つ 簡 便 に 、 被 験 物 質 を 免 疫 化
学 的 に 検 出 す る 検 出 方 法 に 関 す る 。 更 に 、 本 発 明 は 、 当 該 検 出 方 法 に 使 用 さ れ る 検 出 用 キ
ッ ト に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 従 来 、 免 疫 化 学 的 手 法 を 用 い て 、 被 験 物 質 の 検 出 を 行 う 方 法 と し て 、 被 験 物 質 に 対 し て
特 異 的 に 結 合 す る １ 次 抗 体 、 及 び 当 該 １ 次 抗 体 に 結 合 す る 標 識 化 ２ 次 抗 体 を 使 用 す る 方 法
が 知 ら れ て い る 。 こ の ２ 次 抗 体 の 標 識 化 に は 、 一 般 に 、 蛍 光 物 質 、 酵 素 （ 例 え ば 、 パ ー オ
キ シ ダ ー ゼ ） 、 ビ オ チ ン 等 が 使 用 さ れ て お り 、 そ れ ぞ れ の 標 識 化 物 質 の 種 類 に 応 じ た 呈 色
方 法 や 検 出 方 法 が 採 用 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 従 来 の 方 法 で は 、 １ 次 抗 体 に 対 す る ２
次 抗 体 の 結 合 反 応 が 必 須 で あ り 、 測 定 時 間 が 長 い だ け で な く 、 検 出 感 度 も 低 い と い う 欠 点
が あ っ た 。 こ の よ う な 従 来 技 術 を 背 景 と し て 、 高 感 度 且 つ 簡 便 に 、 被 験 物 質 を 免 疫 化 学 的
に 検 出 す る 検 出 方 法 の 開 発 が 望 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 一 方 、 量 子 ド ッ ト に 関 す る 技 術 に つ い て も 、 年 々 著 し い 進 歩 を 遂 げ て お り 、 様 々 な タ イ
プ の 量 子 ド ッ ト が 開 発 さ れ て い る 。 例 え ば 、 特 許 文 献 １ に は 、 量 子 効 率 に 優 れ 、 点 滅 現 象
を 示 さ な い 量 子 ド ッ ト が 提 案 さ れ て い る 。 し か し な が ら 、 免 疫 化 学 的 手 法 に よ る 被 験 物 質
の 検 出 に 関 す る 量 子 ド ッ ト の 応 用 例 と し て は 、 従 来 、 前 記 ２ 次 抗 体 に 結 合 さ れ る 標 識 物 質
と し て 使 用 す る こ と 以 外 は 、 具 体 的 に 知 ら れ て い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ ０ ５ － １ ８ ７ ３ １ ４ 号 公 報
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 高 感 度 且 つ 簡 便 に 、 被 験 物 質 を 免 疫 化 学 的 に 検 出 す る 検 出 方 法 、 及 び 当 該 検
出 方 法 に 使 用 さ れ る 検 出 用 キ ッ ト を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る も の で あ る 。
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【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 者 は 、 上 記 課 題 を 解 決 す べ く 鋭 意 検 討 し た と こ ろ 、 被 験 物 質 を 免 疫 化 学 的 に 検 出
す る 検 出 方 法 に お い て 、 被 験 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る ビ オ チ ン 標 識 抗 体 を 被 験 物 質 に 結 合
さ せ た 後 、 こ れ に ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 反 応 さ せ 、 更 に ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド
ッ ト を 反 応 さ せ る こ と に よ っ て 、 高 感 度 且 つ 簡 便 に 被 験 物 質 の 検 出 を 行 え る こ と を 見 出 し
た 。 本 発 明 は 、 こ れ ら の 知 見 に 基 づ い て 、 更 に 改 良 を 重 ね る こ と に よ り 完 成 し た も の で あ
る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 即 ち 、 本 発 明 は 、 下 記 に 掲 げ る 検 出 方 法 及 び 検 出 用 キ ッ ト を 提 供 す る ：
項 １ ． 　 被 験 物 質 を 免 疫 化 学 的 方 法 よ り 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
(1)被 験 物 質 を 固 相 上 に 固 定 化 し て な る 固 相 化 被 験 物 質 と 、 及 び 当 該 被 験 物 質 に 特 異 的 に
結 合 す る ビ オ チ ン 標 識 物 質 と を 反 応 さ せ る 工 程 、
(2)前 記 工 程 (1)で 固 相 化 被 験 物 質 に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 物 質 と 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン と を 反 応 さ せ る 工 程 、
(3)前 記 工 程 (2)で ビ オ チ ン に 捕 捉 さ れ た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 、 ビ オ チ ン 標
識 量 子 ド ッ ト と を 反 応 さ せ る 工 程 、 及 び
(4)前 記 工 程 (3)で ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト
の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 工 程
を 含 む 、 検 出 方 法 。
項 ２ ． 　 前 記 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト が 、 ビ オ チ ン 標 識 CdSeナ ノ 粒 子 で あ る 、 項 １ に 記 載
の 検 出 方 法 。
項 ３ ． 　 免 疫 化 学 的 方 法 と し て ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 を 使 用 す る 、 項 １ 又 は ２ に 記 載 の 検
出 方 法 。
項 ４ ． 　 項 １ 乃 至 ３ の い ず れ か に 記 載 の 検 出 方 法 を 実 施 す る た め の 検 出 用 試 薬 キ ッ ト で あ
っ て 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 試 薬 、 及 び ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト を 含 む
試 薬 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 キ ッ ト 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 以 下 、 本 発 明 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。

　 以 下 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に つ い て 、 工 程 毎 に 説 明 す る 。

　 ま ず 、 被 験 物 質 を 固 相 上 に 固 定 化 し て な る 固 相 化 被 験 物 質 と 、 及 び 当 該 被 験 物 質 に 特 異
的 に 結 合 す る ビ オ チ ン 標 識 物 質 と を 反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 こ こ で 被 験 物 質 と は 、 検 出 対 象 と な る 物 質 で あ り 、 免 疫 化 学 的 方 法 に お い て 測 定 可 能 な
物 質 で あ れ ば 特 に 制 限 さ れ な い 。 当 該 被 験 物 質 と し て 、 具 体 的 に は 、 生 体 内 タ ン パ ク 質 、
ウ イ ル ス の 表 面 抗 原 、 腫 瘍 マ ー カ ー 、 ハ プ テ ン 、 抗 体 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 ま た 、 工 程 (1)で 使 用 さ れ る 「 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る ビ オ チ ン 標 識 物 質 」 と は 、
前 記 被 検 物 質 と 免 疫 化 学 的 に 結 合 す る 物 質 で あ っ て 、 ビ オ チ ン 標 識 さ れ た も の を 意 味 す る
。 被 検 物 質 と 免 疫 化 学 的 に 結 合 す る 物 質 と し て 、 具 体 的 に は 、 被 検 物 質 が 抗 原 物 質 の 場 合
は 抗 体 が 挙 げ ら れ 、 被 検 物 質 が 抗 体 の 場 合 は 抗 原 物 質 が 挙 げ ら れ る 。 な お 、 被 検 物 質 と 免
疫 化 学 的 に 結 合 す る 物 質 と し て 、 抗 体 を 使 用 す る 場 合 、 当 該 抗 体 と し て は ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 別 を 問 わ ず 、 更 に Ｆ （ ａ ｂ ） ２ や Ｆ ａ ｂ ’ 等 の フ ラ グ メ ン
ト で あ っ て も よ い 。 ま た 、 被 検 物 質 と 免 疫 化 学 的 に 結 合 す る 物 質 に 対 す る ビ オ チ ン 標 識 は
、 公 知 の 方 法 に 従 っ て 行 う こ と が で き る 。 本 発 明 の 一 実 施 態 様 と し て 、 「 被 検 物 質 に 特 異
的 に 結 合 す る ビ オ チ ン 標 識 物 質 」 と し て ビ オ チ ン 標 識 抗 体 を 使 用 す る 方 法 が 好 適 に 例 示 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
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１ ． 検 出 方 法

工 程 (1)



　 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 、 固 相 と は 、 被 検 物 質 を ト ラ ッ プ す る た め の 不 溶 性 の 担 体 で
あ る 。 当 該 固 相 と し て は 、 免 疫 化 学 的 方 法 で 一 般 的 に 使 用 さ れ る も の を 用 い る こ と が で き
る 。 当 該 固 相 の 構 成 素 材 と し て は 、 具 体 的 に は 、 ガ ラ ス 、 セ ル ロ ー ス 粉 末 、 セ フ ァ デ ッ ク
ス 、 セ フ ァ ロ ー ス 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ ア ク リ ル 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ メ タ ク リ エ ー
ト 、 濾 紙 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル セ ル ロ ー ス 、 イ オ ン 交 換 樹 脂 、 デ キ ス ト ラ ン 、 プ ラ ス チ ッ ク
フ ィ ル ム 、 プ ラ ス チ ッ ク チ ュ ー ブ 、 ナ イ ロ ン 、 ガ ラ ス ビ ー ズ 、 絹 、 ポ リ ア ミ ン － メ チ ル ビ
ニ ル エ ー テ ル － マ レ イ ン 酸 共 重 合 体 、 ア ガ ロ ー ス 、 ア ミ ノ 酸 共 重 合 体 、 エ チ レ ン － マ レ イ
ン 酸 共 重 合 体 、 ポ リ ビ リ ニ デ ン ジ フ ル オ ラ イ ド （ PVDF） 等 が 挙 げ ら れ る 。 当 該 固 相 の 形 状
も 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 ビ ー ズ 、 プ レ ー ト 、 ス テ ィ ッ ク 、 ゲ ル 、 カ ラ ム 充 填 用 樹 脂 、
シ ー ト 、 カ プ セ ル 、 試 験 管 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 被 験 物 質 を 固 相 上 に 固 定 化 す る 方 法 に つ い て も 特 に 制 限 は な く 、 物 理 的 結 合 及 び 化 学 的
結 合 の い ず れ を も 使 用 で き る 。 固 定 化 方 法 と し て は 、 物 理 的 吸 着 に よ る 固 相 化 が 最 も 一 般
的 で あ り 、 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 ま た 、 被 験 物 質 を 固 定 化 し た 固 相 は 、 添 加 す る 試 薬 等 が 吸 着 す る の を 抑 制 す る た め に ブ
ロ ッ キ ン グ 処 理 に 供 さ れ る こ と が 望 ま し い 。 こ の ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 は 、 免 疫 化 学 的 方 法 で
一 般 的 に 使 用 さ れ て い る 方 法 を 採 用 で き 、 ブ ロ ッ キ ン グ 処 理 に 使 用 さ れ る 物 質 と し て は 、
例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ゼ ラ チ ン 、 ス キ ム ミ ル ク 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 工 程 (1)に お い て 、 「 固 相 化 被 験 物 質 」 と 「 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る ビ オ チ ン 標
識 物 質 」 と を 反 応 さ せ る 条 件 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 一 般 的 な 免 疫 反 応 に お け る 条 件
が 採 用 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 上 記 反 応 は 、 「 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る ビ オ チ ン 標 識 物
質 」 を 0.05～ 0.2重 量 ％ 、 好 ま し く は 0.075～ 0.1重 量 ％ の 濃 度 で 含 む 溶 媒 の 適 量 を 、 「 固
相 化 被 験 物 質 」 に 対 し て 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ま た 、 上 記 反 応 は 、 通 常 、 20～ 35
℃ 程 度 、 好 ま し く は 25～ 30℃ 程 度 の 温 度 条 件 下 で 、 0.5～ 1.5時 間 程 度 、 好 ま し く は 0.75～
1時 間 程 度 、 必 要 に 応 じ て 穏 や か に 撹 拌 し な が ら 、 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 実 施 さ
れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 な お 、 前 記 反 応 に お い て 使 用 さ れ る 溶 媒 と し て は 、 通 常 の 免 疫 化 学 的 方 法 （ サ ン ド イ ッ
チ 法 ） で 用 い ら れ る も の が 使 用 さ れ る 。 具 体 的 に は 、 具 体 的 に は ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 リ ン 酸
緩 衝 液 、 ト リ ス 塩 緩 衝 液 、 酢 酸 緩 衝 液 等 の ｐ Ｈ が 約 ５ ～ ９ 程 度 の 緩 衝 液 を 例 示 す る こ と が
で き る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 斯 く し て 、 固 相 上 に 固 定 化 し て な る 固 相 化 被 験 物 質 に 、 「 被 検 物 質 に 特 異 的 に 結 合 す る
ビ オ チ ン 標 識 物 質 」 が 結 合 し て 、 固 相 上 に 複 合 体 （ 被 験 物 質 － ビ オ チ ン 標 識 物 質 ） が 形 成
さ れ る 。 得 ら れ た 固 相 上 の 複 合 体 は 洗 浄 さ れ て 、 次 工 程 (2)に 供 せ ら れ る 。 洗 浄 条 件 に つ
い て も 、 通 常 の 免 疫 化 学 的 方 法 （ サ ン ド イ ッ チ 法 ） で 用 い ら れ る 条 件 と 同 様 、 若 し く は そ
れ に 準 じ た 条 件 等 を 採 用 し て 行 う こ と が で き る 。 当 該 洗 浄 に 使 用 さ れ る 洗 浄 液 と し て は 、
具 体 的 に は 、 ｐ Ｈ が 約 ５ ～ ９ 程 度 の 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト
リ ス 塩 緩 衝 液 、 酢 酸 緩 衝 液 等 ） に 、 Tween20等 の 界 面 活 性 剤 を 適 当 量 添 加 し た も の が 例 示
さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　 次 い で 、 前 記 工 程 (1)で 固 相 上 に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 物 質 と 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ
プ ト ア ビ ジ ン と を 反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 工 程 (2)に お い て 、 「 固 相 上 に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 物 質 」 と 「 ア ビ ジ ン 又 は ス ト
レ プ ト ア ビ ジ ン 」 と を 反 応 さ せ る 条 件 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 一 般 的 な 免 疫 化 学 的 方
法 に お い て 採 用 さ れ て い る ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン （ 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン ） 複 合 体 の 形 成
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反 応 の 条 件 が 採 用 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 上 記 反 応 は 、 「 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン
」 を 0.1～ 1重 量 ％ 、 好 ま し く は 0.3～ 0.5重 量 ％ の 濃 度 で 含 む 溶 媒 の 適 量 を 、 「 固 相 上 に 捕
捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 物 質 」 に 対 し て 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ま た 、 上 記 反 応 は 、
通 常 、 20～ 35℃ 程 度 、 好 ま し く は 25～ 30℃ 程 度 の 温 度 条 件 下 で 、 0.1～ 0.6時 間 程 度 、 好 ま
し く は 0.3～ 0.5時 間 程 度 、 必 要 に 応 じ て 穏 や か に 撹 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に
よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 な お 、 前 記 反 応 に お い て 使 用 さ れ る 溶 媒 と し て は 、 前 記 工 程 (1)で 使 用 さ れ る も の と 同
様 で あ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 斯 く し て 、 「 固 相 上 に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 物 質 」 に 、 「 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア
ビ ジ ン 」 が 結 合 し て 、 固 相 上 に 複 合 体 ［ 被 験 物 質 － ビ オ チ ン 標 識 物 質 － ア ビ ジ ン (又 は ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン )］ が 形 成 さ れ る 。 得 ら れ た 固 相 上 の 複 合 体 は 洗 浄 さ れ 、 次 工 程 (3)に 供
せ ら れ る 。 洗 浄 条 件 に つ い て は 、 前 記 工 程 (1)の 場 合 と 同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　
　 次 い で 、 前 記 工 程 (2)で ビ オ チ ン に 捕 捉 さ れ た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン と 、 ビ
オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト と を 反 応 さ せ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 工 程 で 使 用 さ れ る ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト と は 、 ビ オ チ ン が 化 学 結 合 に よ り 結 合 し て
い る 量 子 ド ッ ト で あ る 。 参 考 の た め 、 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト の モ デ ル 構 造 の 一 例 を 図 １
に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト に 使 用 さ れ る 量 子 ド ッ ト と し て は 、 通 常 採 用 さ れ る 検 出 方 法 で
検 知 可 能 な 光 を 発 す る 限 り 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 一 例 と し て 、 金 属 原 子 と ５ Ｂ 族 若 し く
は ６ Ｂ 族 原 子 と か ら な る 量 子 ド ッ ト ； 好 ま し く は 、 Ｃ ｄ 、 Ｚ ｎ 、 Ｈ ｇ 、 Ｃ ｕ 、 Ａ ｇ 、 Ｔ ｉ
、 Ｖ 、 Ｃ ｒ 、 Ｍ ｎ 、 Ｆ ｅ 、 Ｃ ｏ 、 Ｎ ｉ 、 Ｚ ｒ 、 Ｍ ｏ 、 Ｔ ａ 、 Ｗ 、 Ｉ ｒ 、 Ｅ ｕ 、 Ｓ ｍ 及 び Ｍ
ｇ か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の 金 属 原 子 と 、 Ｓ 、 Ｓ ｅ 及 び Ｔ ｅ か ら な る 群 よ
り 選 ば れ る 少 な く と も １ 種 の ５ Ｂ 族 若 し く は ６ Ｂ 族 原 子 か ら な る 量 子 ド ッ ト ； 更 に 好 ま し
く は CdSeが 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト に 使 用 さ れ る 量 子 ド ッ ト の 平 均 粒 子 径 と し て は 、 通 常 2～ 6
ｎ ｍ 、 好 ま し く は 2.5～ 5ｎ ｍ 、 更 に 好 ま し く は 2.5～ 3ｎ ｍ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 量 子 ド ッ ト は 、 従 来 公 知 の 方 法 （ 好 ま し く は 、 上 記 特 許 文 献 １ に 記 載 の 方 法 ） に 従 っ て
製 造 で き る 。 ま た 、 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト は 、 一 般 的 に は 、 量 子 ド ッ ト を 親 水 化 処 理 し
た 後 に 、 ビ オ チ ン を 結 合 さ せ る こ と に よ り 製 造 さ れ る 。 ま た 、 量 子 ド ッ ト の 親 水 化 処 理 方
法 、 及 び 親 水 化 処 理 し た 量 子 ド ッ ト に ビ オ チ ン を 結 合 さ せ る 方 法 に つ い て は 、 後 述 す る 通
り で あ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 工 程 (3)に お い て 、 「 固 相 上 に 捕 捉 さ れ た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 」 と 「 ビ
オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト 」 と を 反 応 さ せ る 条 件 と し て は 、 特 に 制 限 さ れ ず 、 一 般 的 な 免 疫 化
学 的 方 法 に お い て 採 用 さ れ て い る ビ オ チ ン － ア ビ ジ ン (又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン )複 合 体 の
形 成 反 応 の 条 件 が 採 用 さ れ る 。 一 般 的 に は 、 上 記 反 応 は 、 「 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト 」 を
50～ 100重 量 ％ 、 好 ま し く は 95～ 100重 量 ％ の 濃 度 で 含 む 試 薬 の 適 量 を 、 「 固 相 上 に 捕 捉 さ
れ た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 」 に 対 し て 添 加 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。 ま た 、 上
記 反 応 は 、 通 常 、 20～ 35℃ 程 度 、 好 ま し く は 25～ 30℃ 程 度 の 温 度 条 件 下 で 、 0.1～ 0.3時 間
程 度 、 好 ま し く は 0.2～ 0.25時 間 程 度 、 必 要 に 応 じ て 穏 や か に 撹 拌 し な が ら イ ン キ ュ ベ ー
ト す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
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　 前 記 反 応 に お い て 使 用 さ れ る 溶 媒 と し て は 、 前 記 工 程 (1)で 使 用 さ れ る も の と 同 様 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 斯 く し て 、 「 固 相 上 に 捕 捉 さ れ た ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン 」 に 、 「 ビ オ チ ン 標
識 量 子 ド ッ ト 」 が 結 合 し て 、 固 相 上 に 複 合 体 ［ 被 験 物 質 － ビ オ チ ン 標 識 物 質 － ア ビ ジ ン (
又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン )－ ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト ］ が 形 成 さ れ る 。 得 ら れ た 固 相 上 の
複 合 体 は 洗 浄 さ れ 、 次 工 程 (4)に 供 せ ら れ る 。 洗 浄 条 件 に つ い て は 、 前 記 工 程 (1)の 場 合 と
同 様 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 な お 、 本 工 程 (3)を 行 っ た 後 に 、 再 度 、 前 記 工 程 (2)及 び (3)を 繰 り 返 し 行 っ て も 良 い 。
こ の よ う に 、 再 度 前 記 工 程 (2)及 び (3)を 繰 り 返 し 実 施 す る こ と に よ っ て 、 被 験 物 質 の 検 出
感 度 を 一 層 向 上 さ せ る こ と が 可 能 に な る 。 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 、 工 程 (2)及 び (3)の
操 作 を ２ 回 以 上 、 好 ま し く は ２ ～ ４ 回 実 施 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 参 考 の た め 、 本 工 程 (3)が 終 了 し た 時 点 で の 固 相 上 に 形 成 さ れ て い る 複 合 体 （ 被 験 物 質
－ ビ オ チ ン 標 識 物 質 － ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト ） の モ デ ル 構 造 の 一 例 を 図 ２ に
示 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　
　 次 い で 、 前 記 工 程 (3)で ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 捕 捉 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 量
子 ド ッ ト の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 工 程 (4)に お い て 、 蛍 光 強 度 の 測 定 は 、 使 用 す る 量 子 ド ッ ト の 発 光 ス ペ ク ト ル に 応 じ
て 、 従 来 公 知 の 方 法 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 量 子 ド ッ ト と し て 、 CdSeナ ノ 粒 子 を 使
用 し た 場 合 に は 、 ４ ７ ５ ～ ６ ２ ５ ｎ ｍ の 波 長 域 の 蛍 光 強 度 を 測 定 す れ ば よ い 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 こ の よ う に ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト の 蛍 光 強 度 を 測 定 す る こ と に よ っ て 、 被 験 物 質 を 定
性 的 又 は 定 量 的 に 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　
　 本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 通 常 、 免 疫 化 学 的 方 法 と し て 採 用 さ れ て い る 方 法 で あ れ ば 、 例 え
ば 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 や Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 法 等 の い か な る 実 施 形 態 で 行 っ て も よ い 。
被 験 物 質 が タ ン パ ク 質 で あ る 場 合 に は 、 好 ま し く は 、 ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 が 採 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　
　 本 発 明 は 、 更 に 、 前 記 す る 検 出 方 法 を 実 施 す る 為 の 検 出 用 試 薬 キ ッ ト を も 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 該 検 出 用 試 薬 キ ッ ト は 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン を 含 む 試 薬 、 及 び ビ オ チ ン 標
識 量 子 ド ッ ト を 含 む 試 薬 を 含 有 す る 。 当 該 試 薬 キ ッ ト に は 、 測 定 の 実 施 の 便 益 の た め に 、
更 に 適 当 な 反 応 液 、 希 釈 液 、 洗 浄 液 等 が 含 ま れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ＜ 量 子 ド ッ ト の 親 水 化 処 理 方 法 ＞
　 以 下 、 量 子 ド ッ ト の 親 水 化 処 理 方 法 に 関 し て 、 好 適 な 一 例 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 量 子 ド ッ ト の 親 水 化 は 、 メ ル カ プ ト 基 及 び ／ 又 は セ レ ノ メ ル カ プ ト 基 を 有 す る 化 合 物 を
親 水 性 化 合 物 と し て 用 い て 、 量 子 ド ッ ト の 表 面 を コ ー テ ィ ン グ す る こ と に よ り 実 施 さ れ る
。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ こ で 、 メ ル カ プ ト 基 を 有 す る 親 水 性 化 合 物 と し て は 、 メ ル カ プ ト 基 （ -SH） と 共 に 、
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カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 水 酸 基 等 の 親 水 性 の 基 を 有 す る 化 合 物 で あ っ て 、 量 子 ド ッ ト
に 対 し て 親 水 性 を 付 与 で き る 限 り 、 特 に 制 限 さ れ な い 。 メ ル カ プ ト 基 を 有 す る 親 水 性 化 合
物 の 具 体 例 と し て は 、 モ ノ メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 、 ジ メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 、 メ ル カ プ ト プ ロ
ピ オ ン 酸 、 D,L－ シ ス テ イ ン 、 シ ス テ ア ミ ン 、 2-メ ル カ プ ト シ ス テ ア ミ ン 、 メ ル カ プ ト 酢
酸 、 及 び こ れ ら の 塩 （ 例 え ば 、 塩 酸 塩 等 の 有 機 酸 塩 ） 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ま た 、 セ レ ノ メ ル カ プ ト 基 を 有 す る 親 水 性 化 合 物 と し て は 、 セ レ ノ メ ル カ プ ト 基 （ -SeH
） と 共 に 、 カ ル ボ キ シ ル 基 、 ア ミ ノ 基 、 水 酸 基 等 の 親 水 性 の 基 を 有 す る 化 合 物 で あ っ て 、
前 記 工 程 (1)で 得 ら れ た ナ ノ 粒 子 に 対 し て 親 水 性 を 付 与 で き る 限 り 、 特 に 制 限 さ れ な い 。
か か る 化 合 物 と し て は 、 具 体 的 に は 、 セ レ ノ － L－ メ チ オ ニ ン 等 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 上 記 の 親 水 性 化 合 物 は 、 １ 種 単 独 で 使 用 し て も よ く 、 ま た ２ 種 以 上 を 組 み 合 わ せ て 使 用
し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 上 記 の 親 水 性 化 合 物 の 中 で 、 好 ま し く は メ ル カ プ ト 基 を 有 す る 親 水 性 化 合 物 で あ り 、 更
に 好 ま し く は モ ノ メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 で あ る 。 こ れ ら の 親 水 性 化 合 物 を 使 用 す る こ と に よ
り 、 反 応 を 簡 便 に 実 施 で き る 共 に 、 得 ら れ る 反 応 産 物 を 凝 集 し 難 く す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 上 記 の 親 水 性 化 合 物 を 量 子 ド ッ ト の 表 面 に コ ー テ ィ ン グ す る に は 、 例 え ば 、 疎 水 性 溶 媒
中 に 量 子 ド ッ ト を 分 散 さ せ 、 こ れ に 親 水 性 化 合 物 を 添 加 し て 混 合 す る こ と に よ り 行 わ れ る
。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 こ こ で 、 量 子 ド ッ ト を 分 散 さ せ る た め に 使 用 さ れ る 疎 水 性 溶 媒 と し て は 、 具 体 的 に は 、
ク ロ ロ ホ ル ム 、 ヘ キ サ ン 、 メ タ ノ ー ル 、 ブ タ ノ ー ル 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 ま た 、 量 子 ド ッ ト は 、 上 記 疎 水 性 溶 媒 中 に お い て 、 通 常 ３ ０ ～ ４ ０ g/l、 好 ま し く は ２
０ ～ ３ ０ g/l、 更 に 好 ま し く は １ ５ ～ ２ ０ g/lと な る 濃 度 に 調 整 す る と よ い 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 そ し て 、 量 子 ド ッ ト を 分 散 さ せ た 疎 水 性 溶 媒 に 、 上 記 親 水 性 化 合 物 を 添 加 す る に は 、 量
子 ド ッ ト を 分 散 さ せ た 疎 水 性 溶 媒 １ ０ ０ 重 量 部 に 対 し て 、 上 記 親 水 性 化 合 物 を 通 常 ３ ０ ０
～ ４ ０ ０ 重 量 部 、 好 ま し く は ２ ０ ０ ～ ３ ０ ０ 重 量 部 、 更 に 好 ま し く は １ ０ ０ ～ １ ５ ０ 重 量
部 と な る 添 加 割 合 で 実 施 す る こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 ま た 、 量 子 ド ッ ト を 分 散 さ せ た 疎 水 性 溶 媒 と 、 上 記 親 水 性 化 合 物 と の 混 合 は 、 ３ ０ ～ ４
０ ℃ 、 好 ま し く は ２ ５ ～ ３ ５ ℃ 、 更 に 好 ま し く は ２ ０ ～ ３ ０ ℃ の 温 度 条 件 下 で 、 ０ ． ５ ～
１ ． ０ 時 間 、 好 ま し く は ０ ． ２ ～ ０ ． ５ 時 間 、 更 に 好 ま し く は ０ ． １ ～ ０ ． ２ 時 間 程 度 、
撹 拌 す る こ と に よ り 実 施 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 こ の よ う に 、 量 子 ド ッ ト を 分 散 さ せ た 疎 水 性 溶 媒 と 、 上 記 親 水 性 化 合 物 と を 添 加 ・ 混 合
す る こ と に よ っ て 、 量 子 ド ッ ト の 表 面 に 上 記 親 水 性 化 合 物 の メ ル カ プ ト 基 及 び ／ 又 は セ レ
ノ メ ル カ プ ト 基 が 結 合 し て 、 水 溶 性 量 子 ド ッ ト （ 親 水 化 処 理 さ れ た 量 子 ド ッ ト ） が 生 成 さ
れ る 。 目 的 物 で あ る 親 水 性 量 子 ド ッ ト は 、 上 記 の 混 合 液 中 の 親 水 性 画 分 に 存 在 し て い る の
で 、 当 該 親 水 性 画 分 か ら 公 知 の 手 段 で 分 離 、 回 収 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ＜ 親 水 性 量 子 ド ッ ト へ の ビ オ チ ン の 結 合 ＞
　 以 下 、 親 水 性 量 子 ド ッ ト に ビ オ チ ン を 結 合 さ せ る 方 法 に 関 し て 、 好 適 な 一 例 を 記 載 す る
。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 ま た 、 量 子 ド ッ ト に ビ オ チ ン を 結 合 さ せ る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、 ヒ ド ラ ジ ン 化 さ れ た
ビ オ チ ン （ biotin hydrazide） と 親 水 性 量 子 ド ッ ト と を 反 応 さ せ る 方 法 が 例 示 さ れ る 。 具
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体 的 に は 、 ヒ ド ラ ジ ン 化 さ れ た ビ オ チ ン を 0.025～ 0.1Ｍ 、 好 ま し く は 0.035～ 0.075Ｍ 、 更
に 好 ま し く は 0.045～ 0.05Ｍ に 調 整 し た 溶 媒 中 で 、 ヒ ド ラ ジ ン 化 さ れ た ビ オ チ ン １ モ ル に
対 し て 、 親 水 性 量 子 ド ッ ト を 0.00005～ 0.0002モ ル 、 好 ま し く は 0.000075～ 0.00015モ ル 、
更 に 好 ま し く は 0.000095～ 0.0001モ ル と な る よ う に 添 加 し て 、 両 者 を 反 応 さ せ る 方 法 が 例
示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 ま た 、 親 水 性 量 子 ド ッ ト と ビ オ チ ン と の 反 応 は 、 脱 水 縮 合 反 応 を 促 進 の た め に 、 例 え ば
、 EDC(1-Ethyl-3-[3-Dimethylaminopropyl] carbodiimide Hydrochloride)等 の 架 橋 促 進
剤 の 存 在 下 で 行 う こ と が 望 ま し い 。 こ の よ う な 架 橋 促 進 剤 の 存 在 下 で 反 応 を 行 う 場 合 、 該
架 橋 剤 の 添 加 割 合 と し て は 、 例 え ば ヒ ド ラ ジ ン 化 さ れ た ビ オ チ ン １ モ ル に 対 し て 、 0.005
～ 0.02モ ル 、 好 ま し く は 0.0075～ 0.015モ ル 、 更 に 好 ま し く は 0.010～ 0.0104モ ル と な る 割
合 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 当 該 反 応 に 使 用 さ れ る 溶 媒 と し て は 、 具 体 的 に は 0.08～ 0.1Ｍ の MES [(2-N-morpholino)
ethanesulfonic acid]緩 衝 液 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 当 該 反 応 に お い て 、 親 水 性 量 子 ド ッ ト と ビ オ チ ン と の 反 応 を 効 率 的 に 行 う た め に 、 反 応
を 実 施 し て い る 間 、 反 応 液 中 の ｐ Ｈ を 3.8～ 5.7、 好 ま し く は ４ ～ ５ ． ５ の 範 囲 に 適 宜 コ ン
ト ロ ー ル し て お く こ と が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 当 該 反 応 は 、 例 え ば 、 ３ ０ ～ ４ ０ ℃ 、 好 ま し く は ２ ５ ～ ３ ５ ℃ 、 更 に 好 ま し く は ２ ０ ～
３ ０ ℃ の 温 度 条 件 下 で 、 ０ ． ５ ～ １ 時 間 、 好 ま し く は ０ ． ２ ～ ０ ． ５ 時 間 、 更 に 好 ま し く
は ０ ． １ ～ ０ ． ２ 時 間 実 施 さ れ る 。 ま た 、 当 該 反 応 は 、 遮 光 条 件 下 で 実 施 す る こ と が 望 ま
し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 反 応 後 、 合 成 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト は 、 例 え ば 遠 心 濾 過 等 の 公 知 の 精 製 手 段 に
よ り 精 製 す る こ と が で き る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 の 検 出 方 法 に よ れ ば 、 被 験 物 質 に 結 合 し た 1次 抗 体 を 、 ア ビ ジ ン 又 は ス ト レ プ ト
ア ビ ジ ン を 架 橋 剤 と し て 複 数 結 合 さ せ た ビ オ チ ン 化 量 子 ド ッ ト に よ り 高 度 に 増 幅 し て 検 出
で き る の で 、 従 来 法 に 比 べ て 高 感 度 に 被 験 物 質 を 検 出 可 能 で あ る と い う 利 点 が あ る 。 ま た
、 量 子 ド ッ ト （ 特 に CdSeナ ノ 粒 子 ） は 、 光 照 射 に よ る 分 解 、 消 光 が 起 こ り に く い た め 、 長
時 間 安 定 し て 結 果 を 観 察 で き 、 イ メ ー ジ ア ナ ラ イ ザ ー 等 を 用 い た 観 察 、 定 量 を 正 確 に 行 う
こ と が 可 能 に な る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 前 述 す る よ う に 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に よ れ ば 、 被 験 物 質 を 高 感 度 で 検 出 で き る の
で 、 微 量 タ ン パ ク 質 と 被 験 物 質 と し て 検 出 す る 際 に も 、 被 験 物 質 の 精 製 等 の 前 処 理 （ 被 験
物 質 の 濃 縮 処 理 ） を 行 う 必 要 が な い 。 か か る 点 に お い て も 、 本 発 明 の 検 出 方 法 は 、 従 来 の
免 疫 化 学 的 方 法 に 比 べ て 有 利 で あ る と い え る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 更 に 、 本 発 明 の 検 出 方 法 に よ れ ば 、 免 疫 化 学 的 方 法 に お い て 、 ２ 次 抗 体 を 使 用 す る こ と
な く 、 1次 抗 体 の み を 使 用 し て 実 施 さ れ る の で 、 安 価 で 、 し か も 簡 便 且 つ 短 時 間 で 、 被 験
物 質 を 検 出 で き る と い う 利 点 も あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 実 施 例 に よ り さ ら に 詳 細 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は 、 こ れ ら の 例 に よ っ て
な ん ら 限 定 さ れ る も の で は な い 。

　 以 下 に 示 す 試 薬 を 用 い て 、 以 下 の 方 法 で 白 血 病 細 胞 株 K562細 胞 の 溶 菌 液 中 に 含 ま れ る タ
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ン パ ク 質 （ TRF1(Telomeric Binding Factor 1)、 Tin2(TRF1-interacting nuclear Protei
n 2)、 及 び β -Actin） の 検 出 を 行 っ た 。 な お 、 TRF1及 び Tin2は 、 K562細 胞 に 微 量 存 在 す る
こ と が 知 ら れ て い る タ ン パ ク 質 で あ る 。
＜ 使 用 し た 主 な 試 薬 ＞

： 組 成  10 mM Tris, pH 7.8, 1 % Nonidet P-40, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA, 及 び  
protease inhibitor cocktail

： 組 成  1.1 M Tris-HCl, pH 6.0, 3.3% SDS, 22% glycerol, 10% b-m
ercaptoethanol, 0.001% bromphenol blue

： 組 成  3 g/L Tris, 14.4 g/L Glycine, 1 g/L SDS, 蒸 留 水  残 部
： 組 成 3.03 g/L Trizma-base, 14.4 g/L Glycine, 200 ml/L Me

thanol , 蒸 留 水  残 部
： 組 成  100mM phosphate-buffered saline, 0.1% Tween-20, 2-5% dry 

skimmed milk
 10xPBS-T (100 mM phosphate-buffered saline, containing 1% Tween-20)

： 商 品 名 Hybond-P PVDF transfer membranes、 Amersham Bioscience catalog # 25
006203

： Pierce catalog # 31000
： 後 述 す る 参 考 例 １ に 示 す 方 法 に よ り 製 し た 。

【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ＜ 実 験 方 法 ＞
　 白 血 病 細 胞 株 K562細 胞 （ 1 x 10 6  cells） を 溶 菌 液 中 で 4℃ 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、
細 胞 溶 解 液 を 得 た 。 次 に 、 得 ら れ た 細 胞 溶 解 液 を 14,000 x g で 10分 間 遠 心 し 、 上 澄 み 液
を 回 収 し た 。 得 ら れ た 上 澄 み を 2ｘ  Laemmly bufferと 1： 1の 割 合 で 混 合 し 、 懸 濁 液 を 得 た
。 得 ら れ た 懸 濁 液 を 95℃ で 10分 間 あ た た め 、 4-12％ の SDS-ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳
動 に ア プ ラ イ し 、 Tris-Glycine-SDS溶 液 中 、 室 温 で 80Vで 15分 間 泳 動 し た 後 、 120Vで 2-4時
間 泳 動 し た 。 ゲ ル 電 気 泳 動 後 、 ゲ ル を 取 り 出 し て 、 protein transfer bufferに 冷 温 下 で
浸 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 次 い で 、 PVDF膜 を 目 的 の ゲ ル の サ イ ズ に 切 り 取 り 、 膜 を 10秒 間 メ タ ノ ー ル に 浸 し た 。 そ
の 後 、 蒸 留 水 で 5分 間 洗 浄 し た 後 、 protein transfer buffer で 10分 間 平 衡 化 し た 。 こ の
と き の す べ て の 作 業 に お い て 膜 は 乾 燥 さ せ な い よ う に 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 次 に 、 ゲ ル か ら PVDF膜 へ の タ ン パ ク 移 動 を 行 う た め に 、 以 下 の 操 作 を 行 っ た 。 先 ず 、 電
気 ブ ロ ッ ト カ セ ッ ト （ XCell II Blot Module） を 、 以 下 に 示 す 1)～ 10)を そ の 順 番 で 、 上
か ら 下 ま で サ ン ド イ ッ チ の よ う に 組 み 立 て た ： 1)負 電 荷 帯 電 プ レ ー ト 、 2)冷 温 下 protein 
transfer bufferに 浸 し た 2枚 の 濾 紙 、 3） 冷 温 下 protein transfer bufferに 浸 し た ス ポ ン
ジ パ ッ ト 、 4)冷 温 下  protein transfer bufferに 浸 し た 3枚 の 濾 紙 、 5)活 性 化 PVDF膜 、 6)
ゲ ル 、 7)冷 温 下 protein transfer bufferに 浸 し た 3枚 の 濾 紙 、 8)冷 温 下 protein transfer
 bufferに 浸 し た ス ポ ン ジ パ ッ ト 、 9)冷 温 下 protein transfer bufferに 浸 し た 2枚 の 濾 紙
、 10)正 電 荷 帯 電 プ レ ー ト 。 こ こ で 、 濾 紙 中 、 PVDF膜 中 、 ゲ ル 中 の す べ て の 気 泡 は 取 り 除
い て お い た 。 ゲ ル か ら PVDF膜 へ の タ ン パ ク 質 の 移 動 は 、 4℃ 、 35Vで 18時 間 泳 動 す る こ と に
よ り 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 ゲ ル か ら PVDF膜 へ の タ ン パ ク 質 の 移 動 操 作 終 了 後 、 PVDF膜 は メ タ ノ ー ル で 10秒 間 洗 浄 し
、 そ の 後 蒸 留 水 で 5分 間 洗 浄 し た 。 次 い で 、 PVDF膜 は 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 中 、 室 温 で 1時 間
、 か き 混 ぜ な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 な お 、 こ の 際 、 ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 の 量 は ＞ 4mL/cm
2 （ PVDF膜 面 積 ） と し た 。 そ の 後 、 PVDF膜 を そ れ ぞ れ ビ オ チ ン 標 識 さ れ た 抗 体 (anti-TRF-1
 -rabbit, Calbiochem, 1mg/ml； anti-Tin2 - mouse, Calbiochem, 1 mg/ml； 又 は  anti-
b-actin- mouse, Calbiochem；  そ れ そ れ １ 万 倍 希 釈 し た も の )と 1時 間 、 室 温 で イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 、 PVDF膜 を 洗 浄 液 で 合 計 3回 洗 浄 し た （ １ 回 当 た り ５ 分 間
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） 。 次 い で 、 5 μ g/mlの NeutrAvidinを 添 加 し て 、 か き 混 ぜ な が ら 室 温 で 30分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 洗 浄 液 で 合 計 ２ 回 洗 浄 し た （ １ 回 当 た り ５ 分 間 ） 。 次 い で 、 0.5 mg
/mlの ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト を 添 加 し て 、 か き 混 ぜ な が ら 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 後 、 洗 浄 液 で 合 計 ２ 回 洗 浄 し た （ １ 回 当 た り ５ 分 間 ） 。 こ の NeutrAvidinの 添 加 操 作
、 及 び ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト の 添 加 操 作 を 合 計 2回 行 っ た 。 PVDF膜 は 最 後 に 洗 浄 液 で 合
計 3回 洗 浄 （ １ 回 当 た り ５ 分 間 ） し た 後 、 3 mM Glutathioneを 添 加 し て 、 10分 間 イ ン キ ュ
ベ ー ト し た 。 PVDF膜 を 数 種 の 蛍 光 検 出 シ ス テ ム ( Fluor-S T M MultiImager, BioRad; FluorC
hem T M , AlphaInnothech)に よ り 解 析 し た 結 果 、 い ず れ の 抗 体 を 使 用 し た 場 合 で も 蛍 光 が 発
せ ら れ て い る こ と が 観 察 さ れ た （ 図 ３ の (a)参 照 ） 。 い ず れ の 蛍 光 イ メ ー ジ も 475-625 nm
の エ ミ ッ シ ョ ン フ ィ ル タ ー の 使 用 が も っ と も 適 し て い た 。 な お 、 使 用 し た PVDF膜 は PBS中 4
℃ の 条 件 下 に お い て 2週 間 保 持 す る こ と が で き る こ と も 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た 、 比 較 と し て 、 白 血 病 細 胞 株 K562細 胞 の 溶 菌 液 中 の TRF1及 び Tin2を 、 通 常 の ウ エ ス
タ ン ブ ロ テ ィ ン グ 法 （ Bakalova, R., Ohba, H., Zhelev, Z., Kubo, T., Fujii, M., Ish
ikawa, M., Shinohara, Y., Baba, Y. Antisense inhibition of bcr-abl/c-abl synthes
is promotes telomerase activity and upregulates tankyrase in human leukemia cell
s., FEBS Letters 2004, 564(1-2), 73-84、 及 び Ohba, H., Zhelev, Z., Bakalova, R., 
Ewis, A., Omori, T., Ishikawa, M., Shinohara, Y., Baba, Y. Inhibition of bcr-abl
 and/or c-abl gene expression by small interfering, double-stranded RNAs: cross-
talk with cell proliferation factors and other oncogenes., Cancer. 2004 Sep 15;1
01(6):1390-403.に 記 載 の 方 法 ） を 用 い て 検 出 を 行 っ た 。 こ の 結 果 、 一 部 の 条 件 に お い て T
RF1及 び Tin2の 検 出 は で き た も の の 、 そ の 感 度 は 、 本 発 明 の 方 法 に 比 し て 著 し く 低 い こ と
が 確 認 さ れ た （ 図 ３ の (b)参 照 ） 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 　 ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト の 製 造
＜ 量 子 ド ッ ト の 合 成 ＞
１ ． 　 セ レ ン 化 ト リ オ ク チ ル ホ ス フ ィ ン （ Tri-n-octylphosphine selenide； TOP-Se, Lan
caster） 溶 液 の 調 製
　 Se粉 末 (0.7896 g, 10 mM, Aldrich)を TOP (7.413 g, 20 mM)溶 液 に 溶 解 し て 、 100℃ で
ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト と し た 後 、 反 応 溶 液 の 温 度 を 室 温 ま で 下 げ る こ と
に よ り 、 セ レ ン 化 ト リ オ ク チ ル ホ ス フ ィ ン 溶 液 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ２ ． 　 Cd分 散 液 の 調 製
　 酢 酸 カ ド ミ ウ ム (1 g, 3.75 mM, Wako)を 丸 底 フ ラ ス コ 中 で 2 mLの ト リ オ ク チ ル ホ ス フ ィ
ン （ Tri-n-octylphosphine； TOP） 溶 液 に ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 分 散 さ せ 100℃ で 20分 間 強 く
撹 拌 し な が ら 反 応 さ せ た 後 、 直 ぐ に 室 温 ま で 降 温 す る こ と に よ り 、 Cd分 散 液 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 ３ ． 　 CdSeナ ノ 結 晶 （ 量 子 ド ッ ト ） の 調 製
　 100mLの フ ラ ス コ を 用 い て 4mLの セ レ ン 化 ト リ オ ク チ ル ホ ス フ ィ ン 溶 液 と 4mLの Cd分 散 液
を 混 合 し 、 （ 1/6） 時 間 、 室 温 （ ２ ５ ℃ ） で 撹 拌 し な が ら 強 く 反 応 さ せ た 。 反 応 中 、 CdSe
ナ ノ 結 晶 の 形 成 は UV/VIS 吸 収 ス ペ ク ト ル と 蛍 光 ス ペ ク ト ル で モ ニ タ ー し な が ら 確 認 し た
。 反 応 は 30mLの ク ロ ロ ホ ル ム を 添 加 す る こ と に よ っ て 停 止 し た 。 斯 く し て 得 ら れ た 粗 製 溶
液 は ク ロ ロ ホ ル ム 中 に 存 在 す る 未 反 応 の 酢 酸 カ ド ミ ウ ム が 不 溶 な た め 若 干 濁 り が 観 ら れ た
。 こ の 粗 製 溶 液 は 遠 心 分 離 （ 16,000rpm× 20min） し 、 上 清 は 新 し い フ ラ ス コ に 移 し て 、 沈
殿 不 溶 物 を 除 去 し た 。 純 粋 な CdSeナ ノ 結 晶 が 分 散 し た 上 清 は 極 め て 透 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 得 ら れ た CdSeナ ノ 結 晶 （ 量 子 ド ッ ト ） に つ い て 、 蛍 光 ス ペ ク ト ル を Hitachi F-4500 flu
orescence spectrometerに よ り 測 定 （ 励 起 波 長 420nm） し た と こ ろ 、 ４ ７ ５ ～ ６ ２ ５ ｎ ｍ
の 波 長 域 で 発 光 ス ペ ク ト ル を 示 す こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 得 ら れ た CdSeナ ノ 結 晶 （ 量 子
ド ッ ト ） の 表 面 形 態 に つ い て 、 高 分 解 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 （ JEOL (model JEM 3010, Japan)
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 transmission electron microscope operating at 300 kV） を 用 い て 評 価 し た と こ ろ 、
粒 子 径 が ２ ｎ ｍ 程 度 で あ る こ と も 確 認 さ れ た 。 な お 、 高 分 解 透 過 型 電 子 顕 微 鏡 に よ る 観 察
は 、 サ ン プ ル （ CdSeナ ノ 結 晶 ） を メ タ ノ ー ル 中 で 超 音 波 処 理 に よ り 分 散 さ せ た 後 、 カ ー ボ
ン 被 覆 し た 銅 グ リ ッ ド 上 に 滴 下 し て 乾 燥 さ せ る こ と に よ り 準 備 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ＜ 量 子 ド ッ ト の 親 水 処 理 ＞
　 上 記 で 得 ら れ た CdSeナ ノ 結 晶 （ 量 子 ド ッ ト ） に 水 溶 性 を 付 与 す る た め に 表 面 修 飾 剤 と し
て モ ノ メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 を 用 い て 、 以 下 の 方 法 で 反 応 を 行 っ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 記 で 得 ら れ た CdSeナ ノ 結 晶 （ 量 子 ド ッ ト ） を ク ロ ロ ホ ル ム 中 で 分 散 さ せ 、 ４ ３ ０ nmで
の 吸 光 度 （ OD 4 3 0 n m ） が 0.5に な る よ う に 調 整 し た 。 こ の 溶 液 ３ ｍ Lに 対 し て ３  mLの モ ノ メ
ル カ プ ト コ ハ ク 酸 (Sigma-Aldrich, dissolved in 100 mM PBS, pH 7.3 at concentration
 30 mg/mL)を 添 加 し た 。 混 合 溶 液 が 黄 色 に な る ま で 5～ 10分 間 激 し く シ ェ イ ク し た 。 混 合
後 、 遠 心 分 離 （ 80xg for 10 min） に よ り 有 機 溶 媒 層 と 水 層 に 分 離 し た 。 水 溶 性 CdSeナ ノ
結 晶 （ 水 溶 性 量 子 ド ッ ト ） を 含 む 水 層 部 分 を 注 意 深 く 回 収 し 、 直 ぐ に 遠 心 ろ 過 濃 縮 を 行 う
こ と に よ り 水 溶 性 CdSeナ ノ 結 晶 を 精 製 し た 。 水 溶 性 CdSeナ ノ 結 晶 （ 水 溶 性 量 子 ド ッ ト ） の
精 製 の 全 て の 操 作 は Vivaspin concentrator (Vivascience, Sartorius)を 用 い て ４ ℃ で 行
っ た 。 具 体 的 に は 、 先 ず 、 Vivaspin-20（ フ ィ ル タ ー 分 画 分 子 量 ： 3,000MW、 ザ ル ト リ ウ ス
社 製 ） を 用 い た 遠 心 ろ 過 濃 縮 （ 3,000 x g for 15 min） に よ り 、 分 子 量 3,000以 下 の も の
（ 未 反 応 の モ ノ メ ル カ プ ト コ ハ ク 酸 を 含 む ） を 除 い た 後 、 ６ mLの 100 mM PBS（ Phosphate 
buffered saline； pH 7.3） で ３ 回 フ ィ ル タ ー 上 を 洗 浄 し た 。 フ ィ ル タ ー 上 清 を 回 収 し 、 V
ivaspin-20（ フ ィ ル タ ー 分 画 分 子 量 ： 10,000MW、 ザ ル ト リ ウ ス 社 製 ） を 用 い た 遠 心 ろ 過 (3
,000xg for 10 min)濃 縮 に よ り 分 子 量 10,000以 下 の も の （ 水 溶 性 ナ ノ 結 晶 ） を 下 層 に 回 収
し 、 さ ら に 分 画 分 子 量 が 5,000の フ ィ ル タ ー で 濃 縮 し 、 PBS(-)溶 液 （ pH7.3） 中 で 目 的 の 濃
度 （ OD 4 3 0 n m ＝  0.1； 約 7.6μ Ｍ ） に 調 整 し た 。 PBS(-)の 組 成 は 100 mM Na 2 HPO 4 x12H 2 O, 10
0 mM KH 2 PO 4 , 136 mM NaCl, 2 mM KClで あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 最 終 的 に は 、 約 ９ ０ ％ の 親 水 性 ナ ノ 結 晶 （ 水 溶 性 量 子 ド ッ ト ） が 分 画 分 子 量 10,000の フ
ィ ル タ ー を 通 過 し 、 ９ ５ ％ の 親 水 性 ナ ノ 結 晶 （ 水 溶 性 量 子 ド ッ ト ） が 分 画 分 子 量 5,000の
フ ィ ル タ ー 上 に 回 収 で き た 。 フ ィ ル タ ー の サ イ ズ か ら 考 え て 、 こ の 結 果 は 精 製 し た 結 晶 の
大 き さ が 1.8-2.1 nmで あ る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 こ の よ う に し て 、 官 能 基 と し て カ ル ボ キ シ ル 基 を 持 つ 親 水 性 CdSeナ ノ 結 晶 （ 水 溶 性 量 子
ド ッ ト ） を 得 、 こ れ を 上 記 の CdSeナ ノ 結 晶 （ 量 子 ド ッ ト ） と 同 様 の 方 法 で 蛍 光 ス ペ ク ト ル
及 び 表 面 形 態 に つ い て 評 価 し た 。 こ の 結 果 、 親 水 性 CdSeナ ノ 結 晶 （ 水 溶 性 量 子 ド ッ ト ） は
、 親 水 化 処 理 前 の CdSeナ ノ 結 晶 （ 量 子 ド ッ ト ） と 同 等 の 蛍 光 ス ペ ク ト ル 及 び 表 面 形 態 を 有
し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 ＜ 量 子 ド ッ ト へ の ビ オ チ ン の 結 合 ＞
　 ヒ ド ラ ジ ン 化 ビ オ チ ン （ D-biotin hydrazide； Pierce社 製 ） を 使 用 直 前 に 無 水 ジ メ チ ル
ス ル ホ キ シ ド （ DMSO） に 添 加 し て 、 50 mMの ヒ ド ラ ジ ン 化 ビ オ チ ン 溶 液 を 調 製 し た 。 ま た
、 別 途 、 上 記 で 得 ら れ た 親 水 性 CdSeナ ノ 結 晶 （ 水 溶 性 量 子 ド ッ ト ） を 、 0.1 M MES緩 衝 液
（ pH 5.5） に 溶 解 し て 、 5 μ Mの 量 子 ド ッ ト 含 有 溶 液 を 調 製 し た 。 更 に 、 別 途 、 100mgの ED
Cを 使 用 直 前 に 0.1 M MES緩 衝 液 （ pH 5.5） に 溶 解 し て 、 EDC含 有 溶 液 を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 次 い で 、 25μ Lの ヒ ド ラ ジ ン 化 ビ オ チ ン 溶 液 と 25μ Lの EDC含 有 溶 液 を 、 950μ Lの 量 子 ド
ッ ト 含 有 溶 液 に 添 加 し 、 室 温 、 遮 光 下 で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 な お 、 イ ン キ ュ
ベ ー ト 中 は 、 反 応 液 の ｐ Hを 4～ 5.5の 間 に 維 持 し た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 斯 く し て 合 成 さ れ た ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト は 、 Vivaspin filter (5,000 MW)を 用 い た
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遠 心 ろ 過 法 に よ り 精 製 し て 、 反 応 に 用 い た MES緩 衝 液 も 同 法 に よ り PBS (50-100 mM, pH 7.
3)に 置 換 し た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ７ ５ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト の モ デ ル 構 造 の 一 例 を 図 １ に
示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 検 出 方 法 に お い て 、 本 工 程 (3)が 終 了 し た 時 点 で の 固 相 上 に 形 成 さ れ て
い る 複 合 体 （ 被 験 物 質 － ビ オ チ ン 標 識 物 質 － ア ビ ジ ン － ビ オ チ ン 標 識 量 子 ド ッ ト ） の モ デ
ル 構 造 の 一 例 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 中 、 (ａ )は 、 本 発 明 の 方 法 で 、 白 血 病 細 胞 株 K562細 胞 の 溶 菌 液 中 に 含 ま れ る タ
ン パ ク 質 （ TRF1、 Tin2及 び β -Actin） の 検 出 を 行 っ た 結 果 （ 実 施 例 １ ） で あ る 。 ま た 、 (b
)は 、 通 常 の ウ エ ス タ ン ブ ロ テ ィ ン グ 法 で 、 白 血 病 細 胞 株 K562細 胞 の 溶 菌 液 中 の TRF1及 び T
in2の 検 出 を 行 っ た 結 果 で あ る 。 図 中 、 (a)及 び (b)に お い て 、 レ ー ン １ － ５ に ア プ ラ イ し
た K562細 胞 溶 菌 液 は 以 下 の 通 り で あ る ： レ ー ン １ ： タ ン パ ク 質 量 10μ gに 相 当 す る 量 の K56
2細 胞 溶 菌 液 　 レ ー ン ２ ： タ ン パ ク 質 量 20μ gに 相 当 す る 量 の K562細 胞 溶 菌 液 　 レ ー ン ３ ：
タ ン パ ク 質 量 30μ gに 相 当 す る 量 の K562細 胞 溶 菌 液 　 レ ー ン ４ ： タ ン パ ク 質 量 40μ gに 相 当
す る 量 の K562細 胞 溶 菌 液 　 レ ー ン ５ ： タ ン パ ク 質 量 50μ gに 相 当 す る 量 の K562細 胞 溶 菌 液
。
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摘要(译)

要解决的问题：提供一种以高灵敏度和方便性进行免疫化学检测被测物
质的检测方法。 在用于免疫化学地检测测试物质的检测方法中，通过将
测试物质固定在固相上来形成固相。 被测试物质捕获的生物素标记的物
质与抗生物素蛋白或链霉亲和素反应，被生物素捕获的抗生物素蛋白或
抗生蛋白链菌素与生物素标记的量子点反应，并且由抗生物素蛋白或链
霉亲和素捕获的生物素标记的量子反应。 测量点的荧光强度。 [选择图]
无
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