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(54)【発明の名称】 無機粒子結合体

(57)【要約】
イオン結合体は、高分子と静電的に結合した無機粒子を
含み、この高分子は、所定の化学種または生物学的標的
と特異的に相互作用し得る。無機粒子（例えば、半導体
ナノクリスタル）は、蛍光タグ化の実施において、有機
低分子によって起きる多くの問題に対し、利点（例えば
、高い光学的退色の閾値、優れた化学的安定性、および
簡便に整調し得るスペクトル特性）を提供することによ
って解決を提供する。本発明は、無機分子を含む組成物
、遠位端および近位端を有する連結基を含む無機粒子を
提供することによってイオン性結合体を形成する方法、
溶液中の所定の種の存在の検出の方法、改変された無機
粒子および高分子由来のイオン性結合体を形成する方法
、コアおよびオーバーコートを有するナノ粒子、半導体
ナノ粒子に静電的に結合した組換えタンパク質を特徴と
する。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  以下：

  無機粒子、

  連結基であって、該連結基は、遠位端および近位端を有し、該遠位端は、該無

機粒子の外側表面に結合し、そして該近位端は、第１の荷電部分またはイオン化

可能部分を含む、連結基、ならびに

  高分子であって、該高分子は、第２の荷電部分またはイオン化可能部分を有し

、ここで、該第１および該第２の荷電部分またはイオン化可能部分が該無機粒子

と該高分子とを静電的に結合して、イオン結合体を形成する、高分子、

を含む、組成物。

    【請求項２】  以下：

  無機粒子、

  連結基であって、該連結基は、遠位端および近位端を有し、該遠位端は、該無

機粒子の外側表面に結合し、そして該近位端は、第１の荷電部分またはイオン化

可能部分を含む、連結基、ならびに

  融合タンパク質であって、該融合タンパク質は、第２の荷電部分またはイオン

化可能部分を含み、ここで、該第１および該第２の荷電部分またはイオン化可能

部分が該無機粒子と該融合タンパク質とを静電的に結合して、イオン結合体を形

成する、融合タンパク質、

を含む、組成物。

    【請求項３】  前記無機粒子が、半導体ナノクリスタルである、請求項１ま

たは２に記載の組成物。

    【請求項４】  前記半導体ナノクリスタルが、ＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩ～

Ｖ族化合物、ＩＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩＩ～Ｖ族化合物、ＩＶ～ＶＩ族化合物

、Ｉ～ＩＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩ～ＩＶ～ＶＩ族化合物、およびＩＩ～ＩＶ～

Ｖ族化合物からなる群から選択される第１半導体材料を含む、請求項２に記載の

組成物。

    【請求項５】  前記第１半導体材料が、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、Ｃｄ

Ｓ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ、ＡｌＰ、Ａｌ
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Ａｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳｅ、ＩｎＮ、Ｉ

ｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、ＴｌＮ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳｂ、ＰｂＳ、Ｐ

ｂＳｅ、ＰｂＴｅ、およびそれらの混合物からなる群から選択される、請求項４

に記載の組成物。

    【請求項６】  前記第１半導体材料が、ＣｄＳｅである、請求項５に記載の

組成物。

    【請求項７】  前記第１半導体材料が、第２半導体材料でオーバーコーティ

ングされる、請求項６に記載の組成物。

    【請求項８】  前記第２半導体材料が、ＺｎＳ、ＺｎＯ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴ

ｅ、ＣｄＳ、ＣｄＯ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＭｇＳ、ＭｇＳｅ、ＨｇＯ、ＨｇＳ

、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ、ＡｌＰ、ＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、ＧａＰ

、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳｅ、ＩｎＮ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、Ｔｌ

Ｎ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳｂ、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ、ＳｉＯ２また

はそれらの混合物である、請求項７に記載の組成物。

    【請求項９】  前記無機粒子が、それぞれ独立して第３の荷電部分またはイ

オン化可能部分を含む複数の連結基をさらに含む、請求項１または２に記載の組

成物。

    【請求項１０】  請求項９に記載の組成物であって、該組成物が、さらに複

数の高分子を含み、該高分子のそれぞれが第４の荷電部分またはイオン化可能部

分を含み、ここで該複数の高分子が、前記複数の無機粒子連結基と静電的な相互

作用を介して前記無機粒子と結合する、組成物。

    【請求項１１】  前記無機粒子が、Ａｇ、Ａｕ、またはリン光体を含む、請

求項１または２に記載の組成物。

    【請求項１２】  前記第１の荷電基またはイオン化可能基が、水酸化物、ア

ルコキシド、カルボキシレート、スルホネート、ホスフェート、ホスホネート、

または第四級アンモニウムである、請求項１または２に記載の組成物。

    【請求項１３】  前記第２の荷電基またはイオン化可能基が、水酸化物、ア

ルコキシド、カルボキシレート、スルホネート、ホスフェート、ホスホネート、

または第四級アンモニウムである、請求項１または２に記載の組成物。
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    【請求項１４】  請求項１または２に記載の組成物であって、前記連結基が

以下の式を有し：

  （Ｒ１）ａ－Ｒ２－［（Ｒ３）ｂ（Ｒ４）ｃ］ｄ

ここで

  Ｒ１は、Ｃ１－Ｃ１００ヘテロアルキル、Ｃ２－Ｃ１００ヘテロアルケニル、

ヘテロアルキニル、－ＯＲ、－ＳＨ、－ＮＨＲ、－ＮＲ’Ｒ”、－Ｎ（Ｏ）ＨＲ

、－Ｎ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、－ＰＨＲ、－ＰＲ’Ｒ”、－Ｐ（ＮＲ’Ｒ”）ＮＲ’Ｒ

”、－Ｐ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、－Ｐ（Ｏ）（ＮＲ’Ｒ”）ＮＲ’Ｒ”、－Ｐ（Ｏ）（

ＯＲ’）ＯＲ”、－Ｐ（Ｏ）ＯＲ、－Ｐ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ”、－Ｐ（Ｓ）（ＯＲ’

）ＯＲ”および－Ｐ（Ｓ）ＯＲからなる群から選択され、ここで、Ｒ、Ｒ’、Ｒ

”は、独立して、Ｈ、分枝したまたは分枝していないＣ１－Ｃ１００アルキル、

分枝したまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００アルケニル、分枝したまたは分枝

していないＣ２－Ｃ１００アルキニル、分枝したまたは分枝していないＣ１－Ｃ

１００ヘテロアルキル、分枝したまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００ヘテロア

ルケニル、分枝したまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００ヘテロアルキニルから

なる群から選択され、ただし、ａが１よりも大きい場合、Ｒ１基は、Ｒ２基また

はＲ３基に、これらの基の中の同じもしくは異なる原子で結合し得、Ｒ１基は同

じかまたは異なり得、あるいはＲ１基は、６員、７員、８員、９員もしくは１０

員のシクロアルキル、シクロアルケニル、複素環式、アリール、ヘテロアリール

または６員～３０員のクラウンエーテルまたはヘテロクラウンエーテルを形成し

得；

  Ｒ２は、結合、分枝したまたは分枝していないＣ２～Ｃ１００アルキレン、分

枝したまたは分枝していないＣ２～Ｃ１００アルケニレン、分枝したまたは分枝

していないＣ２～Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキル、シクロアルケ

ニル、シクロアルキニル、複素環式、アリール、およびヘテロアリールから選択

され；

  Ｒ３は、分枝したまたは分枝していないＣ２～Ｃ１００アルキレン、分枝した

または分枝していないＣ２～Ｃ１００アルケニレン、分枝したまたは分枝してい

ないＣ２～Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキル、シクロアルケニル、
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シクロアルキニル、複素環式、アリール、およびヘテロアリールから選択され；

  Ｒ４は、水素、カルボキシレート、チオカルボキシレート、アミド、ヒドラジ

ン、スルホネート、スルホキシド、スルホン、スルファイト、ホスフェート、ホ

スホネート、ホスホニウムイオン、アルコール、チオール、アミン、アンモニウ

ム、アルキルアンモニウム、ニトレートからなる群から選択され；ならびに

  ａは、１～４０、ｂは、０～３、ｃは、１～３０、ｄは、１～３であり、そし

てｄが２または３の場合、Ｒ３基は、同じかまたは異なり得るか、あるいは共に

連結されて５～１０員のシクロアルキル、シクロアルケニル、複素環式、アリー

ルもしくはヘテロアリールを形成し得る、

組成物。

    【請求項１５】  前記連結基が、式ＨＳ－Ｃ２Ｈ４－ＣＨ（ＳＨ）－（Ｃ４

Ｈ８）－ＣＯＯＨを有する、請求項１または２に記載の組成物。

    【請求項１６】  前記高分子が、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドを含

む、請求項１に記載の組成物。

    【請求項１７】  前記高分子が、ポリペプチドを含む、請求項１６に記載の

組成物。

    【請求項１８】  前記第２の荷電部分またはイオン化可能部分が、ロイシン

ジッパーである、請求項１７に記載の組成物。

    【請求項１９】  前記第２の荷電部分またはイオン化可能部分が、ポリアス

パラギン酸である、請求項１７に記載の組成物。

    【請求項２０】  前記ポリペプチドが、マルトース結合タンパク質を含む、

請求項１７に記載の組成物。

    【請求項２１】  前記ポリペプチドが、免疫グロブリンＧ結合タンパク質を

含む、請求項１７に記載の組成物。

    【請求項２２】  イオン結合体を形成する方法であって、

  遠位端および近位端を有する連結基を含む無機粒子を提供する工程であって、

該遠位端は、該無機粒子の外側表面に結合し、そして該近位端は、第１の荷電部

分またはイオン化可能部分を含む、工程、ならびに

  第２の荷電部分またはイオン化可能部分を有する高分子と該無機粒子とを接触



(6) 特表２００３－５２８３２１

させる工程であって、ここで、該第１および第２の荷電部分またはイオン化可能

部分は、該高分子と該無機粒子とを静電的に結合して、イオン結合体を形成する

、工程、

を包含する、方法。

    【請求項２３】  前記無機粒子が、半導体ナノクリスタルである、請求項２

２に記載の方法。

    【請求項２４】  前記半導体ナノクリスタルが、ＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩ

～Ｖ族化合物、ＩＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩＩ～Ｖ族化合物、ＩＶ～ＶＩ族化合

物、Ｉ～ＩＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩ～ＩＶ～ＶＩ族化合物、およびＩＩ～ＩＶ

～Ｖ族化合物からなる群から選択される第１半導体材料を含む、請求項２３に記

載の方法。

    【請求項２５】  前記第１半導体材料が、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、Ｃ

ｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ、ＡｌＰ、Ａ

ｌＡｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳｅ、ＩｎＮ、

ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、ＴｌＮ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳｂ、ＰｂＳ、

ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ、およびそれらの混合物からなる群から選択される、請求項

２４に記載の方法。

    【請求項２６】  前記第１半導体材料が、ＣｄＳｅである、請求項２５に記

載の方法。

    【請求項２７】  前記第１半導体材料が、第２半導体材料でオーバーコーテ

ィングされる、請求項２６に記載の方法。

    【請求項２８】  前記第２半導体材料が、ＺｎＳ、ＺｎＯ、ＺｎＳｅ、Ｚｎ

Ｔｅ、ＣｄＳ、ＣｄＯ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＭｇＳ、ＭｇＳｅ、ＨｇＯ、Ｈｇ

Ｓ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ、ＡｌＰ、ＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、Ｇａ

Ｐ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳｅ、ＩｎＮ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、Ｔ

ｌＮ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳｂ、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ、ＳｉＯ２ま

たはそれらの混合物である、請求項２７に記載の方法。

    【請求項２９】  前記無機粒子が、それぞれ独立して第３の荷電部分または

イオン化可能部分を含む複数の連結基をさらに含む、請求項２２に記載の方法。
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    【請求項３０】  請求項２２に記載の方法であって、さらに複数の高分子を

含み、該高分子のそれぞれが第４の荷電部分またはイオン化可能部分を含み、こ

こで、該複数の高分子が、前記複数の無機粒子連結基との静電的な相互作用を介

して該無機粒子と結合する、方法。

    【請求項３１】  前記無機粒子が、Ａｇ、Ａｕ、またはリン光体を含む、請

求項２２に記載の方法。

    【請求項３２】  前記第１の荷電基またはイオン化可能基が、水酸化物、ア

ルコキシド、カルボキシレート、スルホネート、ホスフェート、ホスホネート、

または第四級アンモニウムである、請求項２２に記載の方法。

    【請求項３３】  前記第２の荷電基またはイオン化可能基が、水酸化物、ア

ルコキシド、カルボキシレート、スルホネート、ホスフェート、ホスホネート、

または第四級アンモニウムである、請求項２２に記載の方法。

    【請求項３４】  請求項２２に記載の方法であって、前記連結基が以下の式

を有し：

  （Ｒ１）ａ－Ｒ２－［（Ｒ３）ｂ（Ｒ４）ｃ］ｄ

ここで

  Ｒ１は、Ｃ１－Ｃ１００ヘテロアルキル、Ｃ２－Ｃ１００ヘテロアルケニル、

ヘテロアルキニル、－ＯＲ、－ＳＨ、－ＮＨＲ、－ＮＲ’Ｒ”、－Ｎ（Ｏ）ＨＲ

、－Ｎ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、－ＰＨＲ、－ＰＲ’Ｒ”、－Ｐ（ＮＲ’Ｒ”）ＮＲ’Ｒ

”、Ｐ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、Ｐ（Ｏ）（ＮＲ’Ｒ”）ＮＲ’Ｒ”、－Ｐ（Ｏ）（ＯＲ

’）ＯＲ”、Ｐ（Ｏ）ＯＲ、Ｐ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ”、－Ｐ（Ｓ）（ＯＲ’）ＯＲ”

およびＰ（Ｓ）ＯＲからなる群から選択され、ここで、Ｒ、Ｒ’、Ｒ”は、独立

して、Ｈ、分枝したまたは分枝していないＣ１－Ｃ１００アルキル、分枝したま

たは分枝していないＣ２－Ｃ１００アルケニル、分枝したまたは分枝していない

Ｃ２－Ｃ１００アルキニル、分枝したまたは分枝していないＣ１－Ｃ１００ヘテ

ロアルキル、分枝したまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００ヘテロアルケニル、

分枝したまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００ヘテロアルキニルからなる群から

選択され、ただし、ａが１よりも大きい場合、Ｒ１基は、Ｒ２基またはＲ３基に

、これらの基の中の同じもしくは異なる原子で結合し得、Ｒ１基は同じかまたは
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異なり得、あるいはＲ１基は、６員、７員、８員、９員もしくは１０員のシクロ

アルキル、シクロアルケニル、複素環式、アリール、ヘテロアリールまたは６員

～３０員のクラウンエーテルまたはヘテロクラウンエーテルを形成し得；

  Ｒ２は、結合（すなわち、Ｒ１がＲ３に結合する場合、Ｒ２は存在しない）、

分枝したまたは分枝していないＣ２～Ｃ１００アルキレン、分枝したまたは分枝

していないＣ２～Ｃ１００アルケニレン、分枝したまたは分枝していないＣ２～

Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキル、シクロアルケニル、シクロアル

キニル、複素環式、アリール、およびヘテロアリールから選択され；

  Ｒ３は、分枝したまたは分枝していないＣ２～Ｃ１００アルキレン、分枝した

または分枝していないＣ２～Ｃ１００アルケニレン、分枝したまたは分枝してい

ないＣ２～Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキル、シクロアルケニル、

シクロアルキニル、複素環式、アリール、およびヘテロアリールから選択され；

  Ｒ４は、水素、カルボキシレート、チオカルボキシレート、およびアミド、ア

ミン、ヒドラジン、スルホネート、スルホキシド、スルホン、スルファイト、ホ

スフェート、ホスホネート、ホスホニウムイオン、アルコール、チオール、アミ

ン、アンモニウム、アルキルアンモニウム、ニトレートからなる群から選択され

；ならびに

  ａは、１～４０、ｂは、０～３、ｃは、１～３、ｄは、１～３であり、そして

ｄが２または３の場合、Ｒ３基は、同じかまたは異なり得るか、あるいは共に結

合して５～１０員のシクロアルキル、シクロアルケニル、複素環式、アリールも

しくはヘテロアリールを形成し得る、

方法。

    【請求項３５】  前記連結基が、式ＨＳ－Ｃ２Ｈ４－ＣＨ（ＳＨ）－（Ｃ４

Ｈ８）－ＣＯＯＨを有する、請求項２２に記載の方法。

    【請求項３６】  前記高分子が、ポリペプチドまたはポリヌクレオチドを含

む、請求項２２に記載の方法。

    【請求項３７】  前記高分子が、ポリペプチドを含む、請求項３６に記載の

方法。

    【請求項３８】  前記第２の荷電部分またはイオン化可能部分が、ロイシン
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ジッパーである、請求項３７に記載の方法。

    【請求項３９】  前記第２の荷電部分またはイオン化可能部分が、ポリアス

パラギン酸である、請求項３７に記載の方法。

    【請求項４０】  前記ポリペプチドが、マルトース結合タンパク質を含む、

請求項３７に記載の方法。

    【請求項４１】  前記ポリペプチドが、免疫グロブリンＧ結合タンパク質を

含む、請求項３７に記載の方法。

    【請求項４２】  組換え的方法によって前記高分子を形成する工程をさらに

含む、請求項２２に記載の方法。

    【請求項４３】  合成的方法によって前記高分子を形成する工程をさらに含

む、請求項２２に記載の方法。

    【請求項４４】  溶液中における所定の種の存在を検出する方法であって、

  溶液をイオン結合体と接触させる工程であって、ここで該イオン結合体は、高

分子と静電的に結合した無機粒子を含み、該高分子は、該所定の種と特異的に結

合し得る、工程、

を包含する、方法。

    【請求項４５】  請求項４４に記載の方法であって、

  前記溶液に無機粒子および高分子を添加することによってイオン結合体を形成

する工程であって、ここで該無機粒子は、遠位端および近位端を有する連結基を

含み、該遠位端は、該無機粒子の外側表面に結合し、そして該近位端は、第１の

荷電部分またはイオン化可能部分を含み、そして該高分子は、第２の荷電部分ま

たはイオン化可能部分を含み、該第１および第２荷電部分またはイオン化可能部

分は、静電的に結合して、該イオン結合体を形成する、工程、

をさらに包含する、方法。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  （優先権主張）

  本出願は、２０００年３月２０日に出願された米国特許出願第６０／１９０，

７６６について優先権を主張し、本明細書中でその全体の内容が参考として援用

される。

      【０００２】

  （連邦政府に支援された研究または開発）

  Ｎａｔｉｏｎａｌ  Ｓｃｉｅｎｃｅ  Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎから契約番号ＤＭ

Ｒ－９８－０８９４１の下に、ならびにＯｆｆｉｃｅ  ｏｆ  Ｎａｖａｌ  Ｒｅ

ｓｅａｒｃｈから契約番号Ｎ０００１４９９ＷＸ３０４７０およびＮ０００１４

００ＷＸ２００９４の下に連邦政府の支援を受けて、本発明はなされた。政府は

、本発明において特定の権利を有する。

      【０００３】

  （背景）

  本発明は、無機粒子および高分子を含むイオン性結合体に関し、そしてより詳

細には、特定の種の存在または非存在を検出する（例えば、生物学的標的の検出

）のに有用である帯電結合体に関する。

      【０００４】

  蛍光タグを用いた生物学的分子の標識は、一般的であり、そして生物科学にお

いて有用な慣例である。蛍光低分子（慣用的な有機色素）は、単一の検出手段お

よび同時に複数の検出手段の両方において使用される。しかし、有機発蛍光団を

用いた生物学的タギングは、顕著に限定される。蛍光分子は、狭い吸光スペクト

ルを有する傾向があり、そしてこれらの発光スペクトルは、通常広域であり、赤

色のテーリングを示し、種々の検出チャネル間のスペクトルのクロストークに起

因して、同じサンプル中に存在する異なるプローブのそれぞれの量を同時に定量

的に評価することを、困難にする。さらに、標識されたバイオコンジュゲート（

ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ）の吸光スペクトルおよび／または発光スペクトルの

任意の所望される変化は、付随する合成およびバイオコンジュゲーションの負荷
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を伴う異なる分子標識の使用を必要とする。それでも、複数の標識の使用は、か

なり洗練されたレベルを達成し、細胞抗原上の計１０個のパラメーターを同時に

測定するためのスキームを作製する３レーザー系および８色を含むフローサイト

メトリーの最近の試験によって実証されている。

      【０００５】

  （要旨）

  イオン性結合体は、自己会合によって形成し、ここで無機粒子が少なくとも１

つの高分子と静電的に会合接触する。会合の１つの型は、自己会合である。自己

会合とは、分散した制御（すなわち、中心性でない）の下で、独立した実体の配

位された活動のことであり、大きな構造を生成するか、または所望される群の効

果を達成する。自己会合の例は、生物学（例えば、発生学および形態学）および

化学（例えば、分子群由来のよりゆるく結合した超分子構造の形成）で生じる。

イオン性結合体の自己会合は、非共有結合（例えば、無機粒子、帯電、イオン化

、または帯電可能な連結基と高分子の相補的な基との間の静電的相互作用）によ

って駆動される。

      【０００６】

  それぞれの高分子はまた、予め決定された化学種または生物学的標的と反応す

るか、またはこれらに対する親和性を示す部分を含み得る。例えば、高分子は、

抗体、ポリヌクレオチド、または荷電、イオン化、または帯電可能な連結基を有

する細胞膜を含み得る。あるいは、所定の化学種または生物学的標的と反応しな

いか、またはこれらに対する親和性を示さない高分子は、このような特性を有す

る生物学的部分に接着し得る。この場合、高分子部分は、静電的に無機粒子と自

己会合し、そして生物学的部分は、所定の化学種または生物学的標的と相互作用

する。結果として、自己会合した超分子構造を形成する高分子は、イオン性結合

体が高分子（これは、特定の化学種と直接もしくは間接的に反応するか、または

これらに対する親和性を阻害する）を含むように、予め選択され得る。

      【０００７】

  無機粒子（例えば、半導体ナノクリスタル）は、蛍光タグ化の実施において、

有機低分子によって起きる多くの問題に対し、利点（例えば、高い光学的退色の
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閾値、優れた化学的安定性、および簡便に整調し得るスペクトル特性）を提供す

ることによって解決を提供する。ナノクリスタルの大きさに依存する蛍光発光特

性を組み合せ（有用な励起および発光の波長の広い範囲は、光学的退色に対する

抵抗性、そして水溶液中における高い収量（高い感受性））によって、これらの

材料が自己会合したナノクリスタル－高分子を経た生物学的標的の標識のために

、非常に魅力的になり、ここでこの高分子は、特定の生物学的標的に対する親和

性を有する部分を含む。

      【０００８】

  １つの局面において、本発明は、無機分子を含む組成物を特徴とし、この連結

基は、遠位端および近位端を有し、ここで、この遠位端が無機粒子の外表面に結

合し、そして、近位端が第１の荷電部分またはイオン化可能部分を含み、そして

高分子が第２の荷電部分またはイオン化可能部分を含み、ここで第１および第２

の荷電部分またはイオン化可能部分は、静電的に無機粒子を高分子と接着してイ

オン性結合体を形成する。高分子は、第２の荷電部分またはイオン化可能部分を

有する融合タンパク質であり得、ここで第１の荷電部分またはイオン化可能部分

が、静電的に無機粒子を融合タンパク質と接着するイオン性結合体を形成する。

      【０００９】

  別の局面において、本発明は、遠位端および近位端を有する連結基を含む無機

粒子を提供することによってイオン性結合体を形成する方法を特徴とし、ここで

、この遠位端は、無機粒子の外表面に結合し、そして、近位端が第１の荷電部分

またはイオン化可能部分を含み；第２の荷電部分またはイオン化可能部分を有す

る高分子を、無機粒子と接触させ、ここで、第１の荷電部分またはイオン化可能

部分が、静電的に無機粒子を高分子と接着してイオン性結合体を形成する。この

方法はさらに、複数の高分子に接触する工程を含み、ここでそれぞれの高分子が

、荷電部分またはイオン化可能部分を含み、複数の高分子を無機粒子と、複数の

無機粒子連結基によって、静電的に会合するための無機粒子を有する。高分子は

、組み換えまたは合成的方法によって形成され得るか、または天然の供給源から

単離され得る。複数の高分子のそれぞれのメンバーは、同じかまたは異なる種で

あり得る。
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      【００１０】

  別の局面において、本発明は、溶液中の所定の種の存在の検出の方法を特徴と

する。この方法は、溶液をイオン性結合体と接触させる工程を含み、ここでこの

イオン性結合体は、静電的に高分子と会合した無機粒子を含み、この高分子は、

予め決定された種に特異的に結合し得る。この方法はさらに、溶液に無機粒子お

よび高分子を添加することによってイオン性結合体を形成する工程を含む。この

無機粒子は、遠位端および近位端を有する連結基を含み、ここで、この遠位端が

無機粒子の外表面に結合し、そして、近位端が第１の荷電部分またはイオン化可

能部分を含む。この高分子は、第２の荷電部分またはイオン化可能部分を含む。

第１および第２の荷電部分またはイオン化可能部分が、静電的にイオン性結合体

に接着する。

      【００１１】

  本発明の実施形態は、以下の１つ以上を含み得る。無機粒子は、半導体ナノク

リスタル（ＱＤ）であり得る。半導体ナノクリスタルは、以下のからなる群から

選択される第１の半導体材料を含み得る；ＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩ～Ｖ族化合

物、ＩＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩＩ～Ｖ族化合物、ＩＶ～ＶＩ族化合物、Ｉ～Ｉ

ＩＩ～ＶＩ族化合物、ＩＩ－ＩＶ－ＶＩ族化合物およびＩＩ～ＩＶ～Ｖ族化合物

。第１の半導体材料は、以下からなる群から選択され得る；ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、

ＺｎＴｅ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ

、ＡｌＰ、ＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳ

ｅ、ＩｎＮ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、ＴｌＮ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳ

ｂ、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ、およびこれらの混合物。第１の半導体材料は

、ＣｄＳｅであり得る。第１の半導体材料は、第２の半導体材料を用いて、オー

バーコートされ得る。第２の半導体材料は、以下であり得る；ＺｎＳ、ＺｎＯ、

ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＳ、ＣｄＯ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＭｇＳ、ＭｇＳｅ

、ＨｇＯ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ、ＡｌＰ、ＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ

、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳｅ、ＩｎＮ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ

、ＩｎＳｂ、ＴｌＮ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳｂ、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＰｂＴ

ｅ、ＳｉＯ２またはこれらの混合物。
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      【００１２】

  無機粒子は、それぞれ独立して荷電部分またはイオン化可能部分を含む複数の

連結基を含み得る。イオン性結合体は、複数の高分子を含み得、それぞれの高分

子は、荷電部分またはイオン化可能部分を含む。複数の高分子は、複数の無機粒

子連結基を静電的相互作用によって無機粒子に会合し得る。無機粒子は、Ａｇ、

Ａｕ、またはリンを含み得る。第１および第２の荷電基またはイオン化基は、以

下を含む；水酸基、アルコキシド基、カルボン酸基、スルホン酸基、リン酸基、

ホスホン酸基、または四級アンモニウム基。第２の荷電部分またはイオン化可能

部分は、ロイシンジッパーであり得る。第２の荷電部分またはイオン化可能部分

は、ポリアスパラギン酸であり得る。この高分子は、ポリペプチドまたはポリヌ

クレオチド（例えば、マルトース結合タンパク質または免疫グロブリンＧ結合タ

ンパク質）を含み得る。

      【００１３】

  連結基は、以下の式を有し得る：

  （Ｒ１）ａ－Ｒ２－［（Ｒ３）ｂ（Ｒ４）ｃ］ｄ

ここで、

  Ｒ１は、以下からなる群から選択される；Ｃ１－Ｃ１００ヘテロアルキル、Ｃ

２－Ｃ１００ヘテロアルケニル、ヘテロアルキニル、－ＯＲ、－ＳＨ、－ＮＨＲ

、－ＮＲ’Ｒ”、－Ｎ（Ｏ）ＨＲ、－Ｎ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、－ＰＨＲ、－ＰＲ’Ｒ

”、－Ｐ（ＮＲ’Ｒ”）ＮＲ’Ｒ”、Ｐ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、Ｐ（Ｏ）（ＮＲ’Ｒ”

）ＮＲ’Ｒ”、－Ｐ（Ｏ）（ＯＲ’）ＯＲ”、Ｐ（Ｏ）ＯＲ、Ｐ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ

”、－Ｐ（Ｓ）（ＯＲ’）ＯＲ”およびＰ（Ｓ）ＯＲ。ここで、Ｒ、Ｒ’、Ｒ”

は、独立して以下からなる群から選択される；Ｈ、分枝または非分枝Ｃ１－Ｃ１

００アルキル、分枝もしくは非分枝Ｃ２－Ｃ１００アルケニル、分枝もしくは非

分枝Ｃ２－Ｃ１００アルキニル、分枝もしくは非分枝Ｃ２－Ｃ１００ヘテロアル

キル、分枝もしくは非分枝Ｃ２－Ｃ１００ヘテロアルケニル、分枝もしくは非分

枝Ｃ２－Ｃ１００ヘテロアルキニル。ただし、ａが１より大きい場合、Ｒ１基は

、これらの基の中の同じか異なる原子においてＲ２基またはＲ３基に結合し得、

Ｒ１基が同じか異なり得るか、またはＲ１基が６員環、７員環、８員環、９員環
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、または１０員環のシクロアルキル、シクロアルケニル、複素環式、アリール、

ヘテロアリール、または６～３０員環のクラウンエーテルもしくはヘテロクラウ

ンエーテルを形成し得る。

      【００１４】

  Ｒ２は、以下から選択される；結合、分枝もしくは非分枝Ｃ２－Ｃ１００アル

キレン、分枝もしくは非分枝Ｃ２－Ｃ１００アルケニレン、分枝もしくは非分枝

Ｃ２－Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキル、シクロアルケニル、シク

ロアルキニル、複素環式、アリール、およびヘテロアリール；

  Ｒ３は、以下から選択される；分枝もしくは非分枝Ｃ２－Ｃ１００アルキレン

、分枝もしくは非分枝Ｃ２－Ｃ１００アルケニレン、分枝もしくは非分枝Ｃ２－

Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキル、シクロアルケニル、シクロアル

キニル、複素環式、アリール、およびヘテロアリール；

  Ｒ４は、以下からなる群から選択される；水素、カルボキシレート、チオカル

ボキシレート、アミド、ヒドラジン、スルホネート、スルホキシド、スルホン、

スルファイト、ホスフェート、ホスホネート、ホスホニウムイオン、アルコール

、チオール、アミン、アンモニウム、アルキルアンモニウム、ニトレート；およ

び

  ａは、１～４０、ｂは、０～３、ｃは、１～３０、ｄは、１～３であり、ｄが

２または３である場合、Ｒ３基は、同じか異なり得、または、連結され得て、５

～１０員環シクロアルキニル、シクロアルケニル、複素環式、アリール、もしく

はヘテロアリールを形成し得る。連結基は、式ＨＳ－Ｃ２Ｈ４－ＣＨ（ＳＨ）－

（Ｃ４Ｈ８）－ＣＯＯＨを有し得る。

      【００１５】

  別の局面において、本発明は、改変された無機粒子および高分子由来のイオン

性結合体を形成する方法を特徴とする。粒子および分子の両方は、荷電連結基ま

たはイオン化連結基を含み、これらはともに、相補的なイオン対を形成して、少

なくとも１つの高分子を粒子に静電的に結合する。無機粒子は、１つの荷電した

連結基またはイオン化した連結基を粒子表面に結合することによって改変され得

る。高分子は、タンパク質表面上に（例えば、荷電可能なポリペプチド）荷電し
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た連結基またはイオン化した連結基の一端を取りこむように、例えば、組換えタ

ンパク質の工程によって改変されたタンパク質であり得る。

      【００１６】

  別の局面において、本発明は、半導体ナノ粒子に静電的に結合した組換えタン

パク質を特徴とする。組換えタンパク質は、例えば、塩基性ロイシンジッパーを

含むように改変された生物学的活性を伝達する任意のタンパク質を含む融合タン

パク質であり得る。ロイシンジッパーは、一端をタンパク質に結合し、別の端が

結合していない荷電可能なポリペプチドであり、タンパク質の表面から突き出て

いる。ロイシンジッパーはまた、チオール基を含み、これは、別の融合タンパク

質のロイシンジッパーのチオール基と共有結合を形成し、融合タンパク質の２量

体を形成し得る。半導体ナノ粒子は、ジヒドロリポ酸を含み得、これは、塩基性

ロイシンジッパーの結合していない端と静電的に相互作用して、イオン化結合体

を形成する。

      【００１７】

  別の局面において、本発明は、コアおよびオーバーコートを有するナノ粒子を

特徴とする。慣用的な調製の間に、ナノクリスタルの無機コアは、有機の殻（ｓ

ｈｅｌｌ）（例えば、トリオクチルホスフィンおよびトリオクチルホスフィンオ

キシド混合物（ＴＯＰ／ＴＯＰＯ））でキャップされ、これはさらに、改変され

て、種々の溶媒中での合成後の操作、および粒子の溶解性の変更を可能にする。

（例えば、より大きなバンドギャップ半導体材料（例えば、ＺｎＳまたはＣｄＳ

）を用いて）ＣｄＳｅコアをオーバーコートすることによって、電気を用いたバ

ンドギャップ技術の概念に基づくプロセスは、コア表面状態の受動性、および核

の外の励起子の漏出を減少することが可能になる。このオーバーコートは、これ

らの材料の光化学的安定性を増大し、そして発光量子量の産生を、実施的に発光

波長および発光スペクトル幅に影響を与えずに増大する（すなわち、ＣｄＳｅ－

ＺｎＳナノ粒子は、ＦＷＨＭ約４０～６０ｎｍを有する）。さらに、オーバーコ

ートは、光退色に対する抵抗性を増大し得る。上記の特性は、シグナル産生のた

めにこれらのナノ粒子を用いた検出方法の感度を増大する。良好なシグナル－対

－ノイズ比を伴う実質的なＰＬ強度（良好に分解されたスペクトルを伴う）は、
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ナノ粒子１ｎｍｏｌ／Ｌよりかなり小さい濃度を伴う分散に対して測定される。

ＴＯＰ／ＴＯＰＯキャップを極性末端基に置きかえることによって、水溶液中で

の高い光発光量子量産生の保存を伴って、これらのコア－オーバーコートナノ粒

子の分散が可能になる。ジヒドロリポ酸の存在は、１５～２０％の量子量でＣｄ

Ｓｅ－ＺｎＳの安定な水の分散物を提供した。ナノ粒子の表面上のジヒドロリポ

酸基は、荷電基またはイオン化基であり、これらは、高分子の相補的な荷電基ま

たはイオン化基に静電的に接着する。

      【００１８】

  生物学的活性を示す本発明のイオン結合体は、化学的に安定であり、そして静

電気的に結合したタンパク質を欠失している無機粒子に対して増加した量子収率

を示す。この結合体はまた、予想外に、生物学的部分が無機分子に直接共有結合

している生物学的結合体に対して減少した凝集を示す。本発明のイオン結合体を

生成するプロセスの別の利点は、その単純性および多能性である。例えば、所望

のタンパク質は、ほとんど瞬時に無機粒子の表面に付着する。

      【００１９】

  ＺｎＳおよびジチオールキャッピング基でオーバーコーティングされ、そして

高分子で自己構築されたＣｄＳｅナノクリスタルを含有するイオン結合体は、以

下のいくつかの利点を与える：１）各ジチオールキャッピング分子が２つの表面

原子に付着し得るために、例えば、モノジチオールキャッピング分子と比較して

、単位領域当たりのキャッピング基の密度が等しいかまたはより小さくても、よ

り高い表面不動態化が達成され得る。２）塩基性ｐＨで水溶液中のナノクリスタ

ルの分散を可能にし、有効正電荷を有する他の高分子に、直接自己構築（または

反応）するために使用され得る表面荷電分布を提供するカルボン酸基。３）この

ＺｎＳの適用範囲は、極性環境からのＣｄＳｅコアのより良好な遮蔽およびエキ

シトン（電子－正孔対）のより効率的な制限を提供し、これは、水中で安定であ

りかつ高度に発光性のナノクリスタル分散体を生じる。長期間（数ヶ月）にわた

り安定でありかつ約２０％の光ルミネセント量子収率である水中でのコアオーバ

ーコーティングナノクリスタルの分散体は、上記のアプローチを使用して簡単に

調製され得る。４）合成アプローチは、多数の種々のコアオーバーコーティング
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ナノクリスタルに容易に適応され、そして半導体材料、ＩＩ－ＶＩおよびＩＩＩ

－Ｖ（これらは、スペクトル的に調整され得る一群の発光性プローブを生成し得

る）の他の組み合わせに拡張され得る。これは、各有機蛍光色素についての特定

の化学的経路をその都度開発する必要性とは対照的である。５）高分子（例えば

、構築ベクターストラテジーに基づく融合タンパク質）の合成は、一般的でかつ

一貫したスキームを提供し、特定の機能およびナノクリスタル用いた自己構築を

行い得る生物学的高分子の広域な選択を調製する。６）組換えタンパク質のアプ

ローチは、高分子の荷電部分またはイオン化可能部分の変更（例えば、荷電、サ

イズ、ｐＨおよび温度に対する安定性）を可能にし、それによって、無機粒子に

自己構築し得る、高分子の単量体、二量体および四量体を形成するように、高分

子の自己構築の変化および制御を可能にする。高分子の各々は、同じかまたは異

なる生物学的因子に対する親和性を有する部分を含有し得る。７）ペプチド尾部

（ｔａｉｌ）の特性を制御することで、これらのタンパク質は、このタンパク質

のリンカー尾部の電荷と反対の電荷を有する種々の材料（例えば、無機コロイド

粒子およびさらに無機コロイド表面）と非共有結合的に相互作用するのを可能に

する。

      【００２０】

  本発明の１以上の実施形態の詳細は、添付した図面および以下の記載に示され

る。本発明の他の特徴、目的および利点は、その記載、図面および特許請求の範

囲から明らかである。

      【００２１】

  （詳細な説明）

  イオン結合体としては、高分子と静電気的に会合する無機粒子が挙げられる。

この高分子は、予め決定した種と相互作用するように選択され得る。結果として

、イオン結合体をアッセイに使用して、特定の化合物の存在を検出し得るかまた

はそれらの量を定量化し得るか、生物系の特定の相互作用を検出し得るか、特定

の生物学的プロセスを検出し得るか、特定の生物学的プロセスにおける変更を検

出し得るか、あるいは特定の化合物の構造における変更を検出し得る。

      【００２２】
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  図１を参照すると、イオン結合体１０は、無機粒子２０および高分子４０を含

み、これらの各々は、それぞれ、連結基３０および５０を含有し、末端３１およ

び５１で粒子２０を高分子４０に付随的に結合する。末端３１および５１は、荷

電しているかまたはイオン化可能である（つまり、これらの末端部は、正電荷ま

たは負電荷の局在的な量を含有し得、そして末端３１の部分的負電荷および末端

５１の部分的正電荷（逆もまた同様）のような、相補的なイオン対または静電気

対を形成する）。一般的に、高分子４０は、高分子内または高分子上の任意の位

置において連結基を含有し、この高分子は、連結基３０と静電気的に相互作用す

るために接近可能であり、この高分子を無機粒子２０に付着する。代表的に、連

結基５０の荷電部分またはイオン化可能部分は、高分子４０から離れて伸長（隆

起）する。

      【００２３】

  一般的に、無機粒子は、その材料を同定するために使用され得る、明瞭な物理

的特性を示す任意の無機材料であり得る。この物理的特性は、磁気特性および光

学的特性であり得るがこれらに限定されない。光学的特性には、光ルミネセンス

のような発光、吸収、散乱およびプラズモン共鳴が挙げられるがこれらに限定さ

れない。例えば、この無機粒子は、吸収波長において光源を用いて照射されて、

発光物質と他の物質とを識別するために使用され得る発光波長において発光を生

じ得る。

      【００２４】

  無機粒子の例としては、無機コロイドおよび半導体ナノ粒子が挙げられるがこ

れらに限定されない。この粒子は、金属粒子または磁気粒子であり得る。この粒

子はまた、結晶性粒子であり得る。無機コロイドの例としては、Ａｇ、Ａｕまた

はリン光体が挙げられる。リン光体は、希土類酸化物のような無機リン光体であ

り得る。この無機コロイドは、このコロイド中の粒子サイズに依存して、放射に

対して異なる反射率、散乱特性およびプラスモン共振を示し得る。半導体ナノ粒

子の例としては、周期表のＩＩ族～ＶＩ族、ＩＩＩ族～Ｖ族およびＩＶ族からの

元素が挙げられるがこれらに限定されない。これらの群からの元素としては、Ｃ

ｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＭｇＴｅ、ＧａＡｓ
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、ＧａＰ、ＧａＳｂ、ＧａＮ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＩｎＡｓ、ＩｎＰ

、ＩｎＳｂ、ＩｎＮ、ＡｌＡｓ、ＡｌＰ、ＡｌＳｂ、ＡｌＳ、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ

、Ｇｅ，Ｓｉまたはそれらの合金もしくは混合物（三元混合物および四元混合物

を含む）が挙げられるがこれらに限定されない。この半導体ナノ粒子は、半導体

ナノクリスタルであり得る。このナノクリスタルは、吸収波長において、光源を

用いて照射されて、発光波長で発光を生じ得る。この発光は、量子閉じ込め（ｑ

ｕａｎｔｕｍ  ｃｏｎｆｉｎｅｄ）半導体材料のバンドギャップに対応する振動

数を有する。このバンドギャップは、ナノクリスタルのサイズの関数である。小

さな直径を有するナノクリスタルは、物質の分子形態とバルク形態との間の中間

の特性を有し得る。例えば、小さな直径を有する半導体材料に基づくナノクリス

タルは、三つの次元全てにおいて、電子および正孔の両方の量子閉じ込めを示し

得、これは結晶サイズの減少と共に、この材料の有効バンドギャップの増加を導

く。従って、ナノクリスタルの光吸収および発光の両方は、この結晶のサイズが

減少するにつれて青色に（すなわち、より高エネルギーに）シフトする。

      【００２５】

  ナノクリスタルからの発光は、狭いガウス発光バンド（Ｇａｕｓｓｉａｎ  ｅ

ｍｉｓｓｉｏｎ  ｂａｎｄ）であり得、この発光バンドは、ナノクリスタル、ナ

ノクリスタルの組成物、またはその両方のサイズを変化させることによって、紫

外領域、可視領域、または赤外領域のスペクトルの完全な波長範囲を通して調整

され得る。例えば、ＣｄＳｅは、可視領域において同調し得、そしてＩｎＡｓは

、赤外領域において同調し得る。ナノクリスタルの集団の狭いサイズ分布は、狭

いスペクトル範囲の光の発光を生じ得る。この集団は、単分散され得、そしてナ

ノクリスタルの直径において１５％ｒｍｓ未満の偏差、好ましくは１０％ｒｍｓ

未満の偏差、より好ましくは５％未満の偏差を示し得る。約７５ｎｍ以下、好ま

しくは６０ｎｍ以下、より好ましくは４０ｎｍ以下、そして最も好ましくは３０

ｎｍ以下の半波高全幅値（ＦＷＨＭ）の狭い範囲のスペクトルの発光が、観測さ

れ得る。この発光の幅は、ナノクリスタルの直径の多分散の減少に伴って減少す

る。半導体ナノクリスタルは、１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０

％、７０％、または８０％より高い高蛍光量子効率を有し得る。
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      【００２６】

  ナノクリスタルを形成する半導体としては、ＩＩ族～ＶＩ族の化合物、ＩＩ族

～Ｖ族の化合物、ＩＩＩ族～ＶＩ族の化合物、ＩＩＩ族～Ｖの化合物、ＩＶ族～

ＶＩ族の化合物、Ｉ族～ＩＩＩ族～ＶＩ族の化合物、ＩＩ族～ＩＶ族～ＶＩ族の

化合物およびＩＩ族～ＩＶ族～Ｖ族の化合物（例えば、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、Ｚｎ

Ｔｅ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ、Ａ

ｌＰ、ＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳｅ、

ＩｎＮ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、ＴｌＮ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳｂ、

ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ、またはこれらの混合物）が挙げられ得る。

      【００２７】

  単分散半導体ナノクリスタルを調製する方法は、高温の配位溶媒に注入された

有機金属試薬（例えば、ジメチルカドミウム）の熱分解を含む。これにより、分

散した核形成を可能にし、そしてナノクリスタルの巨視的な量の制御された成長

を生じさせる。ナノクリスタルの調製および製造は、例えば、米国出願番号０８

／９６９，３０２（本明細書中でその全体が参考として援用されている）に記載

されている。ナノクリスタルを製造する方法は、コロイド成長プロセスである。

このコロイドの成長は、高温の配位溶媒にＭドナーおよびＸドナーを迅速に注入

することによって生じる。この注入により、ナノクリスタルを形成するために制

御された様式で成長され得る核を生成する。この反応混合物を、穏やかに加熱し

、このナノクリスタルを成長およびアニールさせ得る。サンプル中におけるナノ

クリスタルの平均サイズおよびサイズ分布の両方は、成長温度に依存する。安定

した成長を維持するために必要な成長温度は、平均結晶サイズの増加に伴って増

加する。このナノクリスタルは、ナノクリスタルの集団のメンバーである。別個

の核形成および制御された成長の結果として、得られたナノクリスタルの集団は

、狭い直径の単分散分布を有する。この直径の単分散分布はまた、サイズとも呼

ばれ得る。核形成に続く配位溶媒中でのナノクリスタルの制御された成長および

アニーリングのプロセスによりまた、均一の表面誘導体化および規則的なコア構

造が得られ得る。このサイズ分布が鋭い場合、この温度は、安定的な成長を維持

するために引き上げられ得る。より多くのＭドナーまたはＸドナーを添加するこ
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とによって、成長期間が、短縮され得る。

      【００２８】

  Ｍドナーは、無機化合物、有機金属化合物、または金属元素であり得る。Ｍは

、カドミウム、亜鉛、マグネシウム、水銀、アルミニウム、ガリウム、インジウ

ム、またはタリウムである。Ｘドナーは、Ｍドナーと反応して一般式ＭＸを有す

る物質を形成し得る化合物である。代表的に、Ｘドナーは、カルコゲニドドナー

またはピニクチドドナー（例えば、ホスフィンカルコゲニド、ビス（シリル）カ

ルコゲニド、二酸素、アンモニウム塩、またはトリス（シリル）ピニクチド）で

ある。適切なＸドナーとしては、以下が挙げられる：二酸素、ビス（トリメチル

シリル）セレニド（（ＴＭＳ）２Ｓｅ）、トリアルキルホスフィンセレニド（例

えば、（トリ－ｎ－オクチルホスフィン）セレニド（ＴＯＰＳｅ）または（トリ

－ｎ－ブチルホスフィン）セレニド（ＴＢＰＳｅ））、トリアルキルホスフィン

テルリド（例えば、（トリ－ｎ－オクチルホスフィン）テルリド（ＴＯＰＴｅ）

またはヘキサプロピルホスホラストリアミドテルリド（ＨＰＰＴＴｅ））、ビス

（トリメチルシリル）テルリド（（ＴＭＳ）２Ｔｅ）、ビス（トリメチルシリル

）スルフィド（（ＴＭＳ）２Ｓ）、トリアルキルホスフィンスルフィド（例えば

、（トリ－ｎ－オクチルホスフィン）スルフィド（ＴＯＰＳ））、アンモニウム

塩（例えば、ハロゲン化アンモニウム（例えば、ＮＨ４Ｃｌ））、トリス（トリ

メチルシリル）ホスフィン（（ＴＭＳ）３Ｐ）、トリス（トリメチルシリル）ア

ルセニド（（ＴＭＳ）３Ａｓ）、あるいはトリス（トリメチルシリル）アンチモ

ニド（（ＴＭＳ）３Ｓｂ）。特定の実施形態において、ＭドナーおよびＸドナー

は、同一の分子内の部分であり得る。

      【００２９】

  配位溶媒は、ナノクリスタルの成長を制御するのに役立ち得る。配位溶媒は、

ドナー孤立電子対を有する（例えば、成長するナノクリスタルの表面に配位する

ために利用可能な孤立電子対を有する）化合物である。溶媒の配位により、成長

するナノクリスタルを安定化させ得る。代表的な配位溶媒は、アルキルホスフィ

ン、酸化アルキルホスフィン、アルキルホスホン酸、またはアルキルホスフィン

酸が挙げられるが、ピリジン、フラン、およびアミンのような他の配位溶媒もま
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た、ナノクリスタルの生成のために適切であり得る。適切な配位溶媒の例として

は、ピリジン、トリ－ｎ－オクチルホスフィン（ＴＯＰ）およびトリ－ｎ－オク

チルホスフィン酸化物（ＴＯＰＯ）が挙げられる。技術グレードのＴＯＰＯが使

用され得る。

      【００３０】

  この反応の成長段階の間のサイズ分布は、この粒子の吸収線幅をモニタリング

することによって推定され得る。この粒子の吸収スペクトルまたは発光スペクト

ルの変化に応答する反応温度の改変により、成長の間の急な粒子サイズの分布の

維持を可能にする。反応物を、結晶の成長の間に核形成溶液に添加して、より大

きな結晶に成長させ得る。特定のナノクリスタル平均直径で成長を停止させ、そ

して半導体材料の適切な組成を選択することによって、ナノクリスタルの発光ス

ペクトルは、４００ｎｍ～８００ｎｍの波長範囲にわたって連続的に同調され得

る。このナノクリスタルは、１５０Å未満の直径を有する。ナノクリスタルの集

団は、１５Å～１２５Åの範囲の平均直径を有する。

      【００３１】

  このナノクリスタルは、狭いサイズ分布を有するナノクリスタルの集団のメン

バーであり得る。このナノクリスタルは、球形状、ロッド形状、円盤形状、また

は他の形状であり得る。このナノクリスタルは、半導体材料のコアを含み得る。

このナノクリスタルは、式ＭＸを有するコアを含み得、ここでＭはカドミウム、

亜鉛、マグネシウム、水銀、アルミニウム、ガリウム、インジウム、タリウム、

またはこれらの混合物であり、そしてＸは、酸素、硫黄、セレン、テルル、窒素

、リン、砒素、アンチモン、またはこれらの混合物である。

      【００３２】

  このコアは、このコアの表面にオーバーコーティングを有する。このオーバー

コーティングは、コアの組成と異なる組成を有する半導体材料であり得る。ナノ

クリスタル表面上のこの半導体材料のオーバーコートとしては、以下が挙げられ

得る：ＩＩ－ＶＩ族の化合物、ＩＩ－Ｖ族の化合物、ＩＩＩ－ＶＩ族の化合物、

ＩＩＩ－Ｖ族の化合物、ＩＶ－ＶＩ族の化合物、Ｉ－ＩＩＩ－ＶＩ族の化合物、

ＩＩ－ＩＶ－ＶＩ族の化合物、およびＩＩ－ＩＶ－Ｖ族の化合物（例えば、Ｚｎ



(24) 特表２００３－５２８３２１

Ｓ、ＺｎＯ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＣｄＳ、ＣｄＯ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、Ｍｇ

Ｓ、ＭｇＳｅ、ＨｇＯ、ＨｇＳ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＡｌＮ、ＡｌＰ、ＡｌＡ

ｓ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ、ＧａＳｂ、ＧａＳｅ、ＩｎＮ、Ｉｎ

Ｐ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、ＴｌＮ、ＴｌＰ、ＴｌＡｓ、ＴｌＳｂ、ＰｂＳ、Ｐｂ

Ｓｅ、ＰｂＴｅ、ＳｉＯ２またはそれらの混合物）。例えば、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ

、またはＣｄＳのオーバーコーティングはＣｄＳｅナノクリスタルまたはＣｄＴ

ｅナノクリスタル上で成長され得る。オーバーコーティングプロセスは、例えば

、米国出願第０８／９６９，３０２号に記載され、これは本明細書中で全体が参

考として援用される。オーバーコーティングの間にこの反応混合物の温度を調節

し、そして吸収スペクトルをモニタリングモニタリングするか、またはコアの吸

収スペクトルをモニタリングすることによって、高い発光量子効率と狭いサイズ

分布とを有するオーバーコートされる物質を入手し得る。

      【００３３】

  粒子サイズ分布は、米国出願第０８／９６９，３０２（本明細書中で参考とし

て援用される）に記載されるメタノール／ブタノールのような、ナノクリスタル

に対する貧溶媒を用いるサイズ選択的沈殿によってさらに精密化され得る。例え

ば、ナノクリスタルは、１０％のブタノールのヘキサン溶液中で分散され得る。

メタノールを、乳光が持続するまで攪拌溶液に滴下により添加し得る。遠心分離

による上清と凝集物との分離により、サンプル中の最も大きな結晶で富化された

沈殿物を生成する。この手順を、光学吸収スペクトルのさらなる鋭利化が認めら

れなくなるまで繰り返し得る。サイズ選択的沈殿を、種々の溶媒／非溶媒のペア

（このペアには、ピリジン／ヘキサンおよびクロロホルム／メタノールが挙げら

れる）中で実施し得る。サイズ選択されたナノクリスタル集団は、平均直径から

のｒｍｓ偏差が１５％以下であり、好ましくは、ｒｍｓ偏差が１０％以下であり

、そしてより好ましくは、ｒｍｓ偏差が５％の以下であり得る。

      【００３４】

  ナノクリスタルの外部表面は、成長プロセスの間に使用された配位溶媒から誘

導される化合物の層を含み得る。この表面は、過剰な競合的配位基への繰り返し

曝露によって改良され、上層を形成し得る。例えば、キャップされたナノクリス
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タルの分布は、配位有機化合物（例えば、ピリジン）を用いて処理され、ピリジ

ン、メタノール、および芳香族化合物中で容易に分散するが、もはや脂肪族溶媒

中で分散しない結晶を生成し得る。このような表面交換プロセスは、ナノクリス

タルの外部表面と配位または結合し得る任意の化合物（例えば、ホスフィン、チ

オール、アミンおよびリン酸塩を含む）を用いて実施され得る。ナノクリスタル

は、表面に対して親和性を示し、そして懸濁物または分散媒体に対して親和性を

有する部分で終結する、短鎖ポリマーに曝露され得る。このような親和性により

、懸濁物の安定性を改良し、そしてナノクリスタルの凝集を阻止する。

      【００３５】

  透過型電子顕微鏡（ＴＥＭ）または小角Ｘ線散乱（ＳＡＸＳ）は、ナノクリス

タル集団のサイズ、形状、および分布についての情報を提供し得る。粉末Ｘ線回

折（ＸＲＤ）パターンは、ナノクリスタルの結晶構造の型および質に関する最も

完全な情報を提供し得る。粒子径は、ピーク幅に対して、Ｘ線コヒーレンス長を

介して、反比例するから、サイズの推定も可能である。例えば、ナノクリスタル

の直径は、透過型電子顕微鏡によって直接測定できるし、または例えば、シェラ

ー（Ｓｃｈｒｒｅｒ）式を用いて、Ｘ線回析データから推定できる。これはまた

、ＵＶ／可視光の吸収スペクトルから推定され得る。

      【００３６】

  高分子は、荷電した基、荷電可能な基、またはイオン化可能な基を備える任意

の有機種または任意の無機種であり得る。荷電した基、荷電可能な基またはイオ

ン化可能な基としては、以下が含まれるが、これらに限定されない：カルボキシ

レート、チオカルボキシレート、アミド、ヒドラジン、スルホネート、スルホキ

シド、スルホン、サルファイト、ホスフェート、ホスホネイト、ホスホニウムイ

オン、アルコール、チオール、アミン、アンモニウム、四級アンモニウム、アル

キルアンモニウムまたはニトレート。例えば、イオン化可能な基は、アミノ酸の

酸性側鎖または塩基性側鎖であり得る（例えば、リジン、アルギニン、ヒスチジ

ン、アスパラギン酸、またはグルタミン酸）。高分子は、複数のイオン化可能な

基（例えば、ポリリジン、ポリ（アクリル酸）（ＰＡＡ）、ポリ（アリルアミン

塩酸塩）（ＰＡＨ）、スルホン化ポリスチレン（ＳＰＳ）、およびポリジアリル
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ジメチルアンモニウムクロライド（ＰＤＡＤＭＡＣ））を含み得る。この高分子

はポリペプチドまたはポリヌクレオチドであり得る。

      【００３７】

  この高分子は別個の分子または生物学的標的との特異的な相互作用を提示し得

る。例えば、この高分子としては、タンパク質、抗体、ＤＮＡ、ＲＮＡまたは細

胞膜が挙げられ、これらは特定の化合物と結合し、相互作用し、または特定の化

合物と複合体化する。あるいは、既定された種に対する所望の親和性を提示しな

い高分子は、所望の相互作用を提示する化学的部分または生物学的部分（例えば

、タンパク質、抗体、ＤＮＡ、ＲＮＡ、または細胞膜）と付着し得る。例えば、

この高分子は、例えば，組換え生物の培養物（細菌細胞、酵母細胞、昆虫細胞、

または哺乳動物細胞）からの生物学的プロセス、また、あるいは全合成方法（ｔ

ｏｔａｌ  ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ  ｍｅｔｈｏｄ）もしくは半合成方法によって化

学的部分または生物学的部分に付着し得る。生物学的部分は、ＲＮＡ、ｃＤＮＡ

、ゲノムＤＮＡ、ベクター、ウイルスまたはこれらのハイブリッドであっても種

々の供給源から分離され、遺伝学的に操作され、増幅され、そして／または組換

え的に発現され得る。任意の組換え発現システムが使用され得、これは細菌細胞

に加え、例えば哺乳動物細胞、酵母細胞、昆虫細胞、または植物細胞の発現系を

含む。生物学的部分の例としては、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）および

免疫グロブリンＧ結合タンパク質（Ｇタンパク質）が挙げられる。

      【００３８】

  あるいは、核酸が、以下に記載されるような周知の化学的技術によってインビ

トロで合成され得る：例えば、Ｃａｒｒｕｔｈｅｒｓ（１９８２）Ｃｏｌｄ  Ｓ

ｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｓｙｍｐ．Ｑｕａｎｔ．Ｂｉｏｌ．４７：４１１－

４１８；Ａｄａｍｓ（１９８３）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１０５：６６１

；Ｂｅｌｏｕｓｏｖ（１９９７）Ｎｕｃｌｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｒｅｓ．２５：３

４４０－３４４４；Ｆｒｅｎｋｅｌ（１９９５）Ｆｒｅｅ  Ｒａｄｉｃ．Ｂｉｏ

ｌ．Ｍｅｄ．１９：３７３－３８０；Ｂｌｏｍｍｅｒｓ（１９９４）Ｂｉｏｃｈ

ｅｍｉｓｔｒｙ  ３３：７８８６－７８９６；Ｎａｒａｎｇ（１９７９）Ｍｅｔ

ｈ．Ｅｎｚｙｍｏｌ．６８：９０；Ｂｒｏｗｎ（１９７９）Ｍｅｔｈ．Ｅｎｚｙ
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ｍｏｌ．６８：１０９；Ｂｅａｕｃａｇｅ（１９８１）Ｔｅｔｒａ．Ｌｅｔｔ．

２２：１８５９；米国特許第４，４５８，０６６号。次いで、二本鎖ＤＮＡフラ

グメントを、相補鎖を合成し、これらの鎖を適切な条件下でアニーリングするか

、または適切なプライマー配列と共にＤＮＡポリメラーゼを使用して相補鎖を付

加することによって入手し得る。

      【００３９】

  核酸操作技術（例えば、配列中の変異生成、サブクローニング、標的化プロー

ブ、配列決定、ハイブリダイゼーションなど）は、科学文献または特許文献に十

分に記載されている（例えば、以下を参照のこと：Ｓａｍｂｒｏｏｋ編、Ｍｏｌ

ｅｃｕｌａｒ  Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ  Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｍａｎｕａｌ（第

２版）、第１～３巻、Ｃｏｌｄ  Ｓｐｒｉｎｇ  Ｈａｒｂｏｒ  Ｌａｂｏｒａｔ

ｏｒｙ、（１９８９）；Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ  ｉｎ  Ｍｏｌｅ

ｃｕｌａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ａｕｓｕｂｅｌ編  Ｊｏｈｎ  Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏ

ｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎｅｗ  Ｙｏｒｋ（１９９７）；Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ  Ｔｅ

ｃｈｎｉｑｕｅｓ  ｉｎ  Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  ａｎｄ  Ｍｏｌｅｃｕｌ

ａｒ  Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ  Ｗｉｔｈ  Ｎｕｃｌｅｉ

ｃ  Ａｃｉｄ  Ｐｒｏｂｅｓ，Ｐａｒｔ  Ｉ．Ｔｈｅｏｒｙ  ａｎｄ  Ｎｕｃｌ

ｅｉｃ  Ａｃｉｄ  Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ，Ｔｉｊｓｓｅｎ編、Ｅｌｓｅｖｉ

ｅｒ，Ｎ．Ｙ．（１９９３）。荷電したかまたはイオン化可能な高分子（例えば

、ロイシンジッパー）の挿入についての技術はまた、以下に議論されている：Ｏ

’Ｓｈｅａらによる「Ｐｅｐｔｉｄｅ  「Ｖｅｌｃｒｏ」：Ｄｅｓｉｇｎ  ｏｆ

  ａ  Ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｃ  Ｃｏｉｌｅｄ  Ｃｏｉｌ、Ｃｕｒｒｅｎｔ

  Ｂｉｏｌｏｇｙ  ３（１０）、６５８－６６７（１９９３）、およびＭａｕｒ

ｏらによる「Ｆｉｂｅｒ－Ｏｐｔｉｃ  Ｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃ  Ｓｅｎｓｉ

ｎｇ  ｏｆ  Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ  Ｃｈａｉｎ  Ｒｅａｃｔｉｏｎ－Ａｍｐｌ

ｉｆｉｅｄ  ＤＮＡ  Ｕｓｉｎｇ  ａｎ  Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ  ＤＮＡ  Ｃ

ａｐｔｕｒｅ  Ｐｒｏｔｅｉｎ」、Ａｎａｌｙｔ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ  

２３５、６１～７２（１９９６）。

      【００４０】
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  組換え（融合）タンパク質を、適切なクローニングストラテジー、分子の生物

工学操作でよく知られている技術を使用して構築したプラスミド（二本鎖ＤＮＡ

）中に調製し得る。このクローニング工程およびタンパク質発現工程は、Ｅｓｃ

ｈｅｒｉｃｈｉａ  ｃｏｌｉ（Ｅ．ｃｏｌｉ）中で実施し得、これはまた増殖環

境としての役割を果たす。適切かつ特異的な酵素（制限エンドヌクレアーゼ）を

導入して、適切なポリリンカークローニング部位でプラスミドを切断し得る。こ

のポリリンカークローニング部位において、特定の機能を有する遺伝子が導入さ

れる。次いで、連結基（例えば、ペプチドテール）を、所望の機能を有する生物

学的部分のコード領域のカルボキシ末端にクローニングし得る。生物学的部分と

しては、マルトース結合タンパク質（ＭＢＰ）およびプロテインＧが挙げられ、

マルトース結合タンパク質は高親和性で糖マルトースに結合し、プロテインＧは

そのｂサブユニットを介して免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）のＦｃ領域へ特異的に

結合することが公知である。生物学的部分はまたさらに変異され得、その結果こ

の部分は所望の機能（例えば、特定の生物学的標的への結合）を提示するように

なる。例えば、プロテインＧは、特定の分子に対して相互作用し、かつロイシン

ジッパーの機能を組み込むように改変され得る。次いで、プロテインＧは、静電

的に無機粒子に付着し得、そして特定の生物学的標的との相互作用を検出するた

めに使用され得る。

      【００４１】

  高分子を生物学的標的に付着させるための合成方法は、公知の固相ペプチド結

合技術を介して実施され得る。例えば、この高分子が荷電した部分またはイオン

化可能部分、および生物学的特異性を提示する部分を備える単一の共有結合ポリ

ペプチド鎖から形成され得る。この高分子を作製するための合成方法は、この高

分子を形成する構成ポリペプチド鎖のいずれか、または両方の全てまたは部分（

すなわち、荷電したかまたはイオン化可能である部分および生物学的に特異的な

部分）が、インビトロ合成を使用して調製され得るプロセスを含み得る。あるい

は、構成ポリペプチド鎖のいずれかまたは両方の全てまたは部分は、上記の組換

え生物を使用して調製され得る。例えば、ポリペプチドの、荷電したかまたはイ

オン化可能な部分は合成的に作製し得、そして生物学的に特異的な部分が組換え
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方法または合成方法により得られ得る。荷電した部分／イオン化可能部分および

生物学的に特異的な部分が独立に得られる場合、これらは、以下によって付着さ

れ得る：ａ）ペプチド末端の化学的活性化後の化学的手段（例えば、ＥＤＣ（１

－エチル－３，３－ジメチルアミノプロピルカルボジイミド（ｃａｒｂｉｉｍｉ

ｄｅ））結合）、ｂ）活性化されたか、または活性化されていないポリペプチド

の酵素学的に補助された触媒、ｃ）Ｏ２を使用する酸化またはさらなる化学的手

段もしくは酵素学的手段によって促進されたジスルフィド（Ｓ－Ｓ）結合の形成

、またはｄ）高分子を粒子に静電的に付着させるために使用される自己集合的な

相互作用とは別個の非共有結合的な、静電的相互作用または疎水的相互作用の使

用。この合成方法はまた、ポリ核酸アプタマー（ＤＮＡ、ＲＮＡ）、ペプチド核

酸（ＰＮＡ）オリゴマー、オリゴ糖、リポ多糖類、ポリデキストリン、環状ポリ

デキストリン、クラウンエーテルまたは類似の誘導体および他の、天然または合

成の、「レセプター」種に対する上記の方法のいずれかによる、荷電したかまた

はイオン化可能な部分の付着を含む。

      【００４２】

  代替的な合成アプローチにおいて、自己集合化した複合体は、正に荷電した高

分子電解質（例えば、ポリジアリルジメチルアンモニウム（ｐｏｌｙｄｉａｌｌ

ｙｄｉｍｅｔｈｌｙａｍｍｏｎｉｕｍ）クロリド）と負に荷電したホスフィン－

カルボン酸複合体（例えば、トリス２－カルボキシエチルホスフィン）との静電

的結合を介して形成され得る。得られた複合体はこの粒子に、結合され得、ここ

でホスフィン基は粒子表面に結合する束縛を提供し、一方で正に荷電したポリマ

ーは粒子の水溶性を増大させる。この荷電したポリマーは、末端に、アミノ基ま

たは水酸基を含み得るか、またはアミノ基または水酸基を含むモノマー（例えば

、アリルアミンおよびヒドロキシメタクリレート）と共重合し得る。標準的なＥ

ＤＣ型結合化学を使用して、（例えば、ペプチド結合を介して）、アミノ基また

は水酸基と生物学的な部分との間の結合を達成し、特異的な生物学的親和性を提

示する自己集合したイオン性結合体を作製し得る。

      【００４３】

  図２Ａを参照すると、いくつかの実施形態において、この無機粒子は、半導体
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化コア１１０とこのコアをカプセル化するオーバーコート１２０とを有する半導

体化ナノクリスタル１００である。半導体化コア１１０およびオーバーコート１

２０は、上述した半導体化元素から作製される。複数の連結基１３０が、このオ

ーバーコートまたはナノクリスタルの材料に結合する表面相互作用性基１３２を

介してオーバーコート１２０の表面に付着する。代表的には、このオーバーコー

ト材料のバンドギャップエネルギーは、このコアのバンドギャップエネルギーよ

り大きい。各連結基１３０はまた、スペーサー１３４によって表面相互作用性基

１３２に対して束縛された荷電したかまたはイオン化可能な基１３６を備える。

一般に、スペーサー１３４は、基１３２または基１２０と基１３６との間の電子

電荷の移動を妨げるのに十分な長さである。

      【００４４】

  図２Ｂを参照すると、他の実施形態において、本発明の無機粒子２００は、表

面相互作用性基２２２を介して粒子２１０の表面に付着した複数の連結基２２０

を有する無機コロイド粒子２１０である。連結基２２０は、上記の連結基１３０

に類似し、そして荷電したかまたはイオン化可能な基２２６およびスペーサー２

２４を備える。

      【００４５】

  一般に、本発明の無機粒子の直径は、約１０Åと約１０００Åとの間にあり；

好ましくは約１０Åと約５００Åとの間にあり；そして最も好ましくは約１０Å

と約２５０Åとの間にある。この無機粒子の平均サイズの周りにあるサイズ分散

は、代表的には、約２０％未満であり；好ましくは約１５％未満であり；そして

より好ましくは約１０％未満であり、そして最も好ましくは約５％未満である。

一般的に、約４０％を超え；好ましくは約５０％を超えるものが収まり；そして

最も好ましくは約６０％を超える粒子が特定のサイズ範囲に収まる。

      【００４６】

  表面相互作用性基は、無機粒子の表面に結合し得る元素または化学的基を含む

任意の化学的部分であり得る。例えば、この表面の基としては、Ｓ基，Ｎ基、Ｐ

基、Ｏ基、またはＯ＝Ｐ基が挙げられ得る。荷電したかまたはイオン化可能な基

１３６および２２６は任意のイオン化可能な化学的基または任意の天然の電荷を
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有する化学基（例えば、四級アンモニウム基）を含み得る。荷電したかまたはイ

オン化可能な化学的基の例としては、水酸化物、アルコキシド、カルボキシレー

ト、スルホネート、ホスフェート、ホスホネート、四級アンモニウム等が挙げら

れるがこれらに限定されない。

      【００４７】

  連結基３０、１３０、２２０はまた、この粒子の周りに水溶化層を形成するこ

とを補助する。特定の実施形態において、この無機粒子の表面は複数の連結基を

含み、そしてこれらのいくつかは、この粒子を水溶化する補助をし、そして静電

的に高分子と結合せず、そして他のものは静電的に高分子と結合する。連結基は

また、この粒子をより安定にし得る（すなわち、この粒子はより希薄な濃度にお

いて使用し得る）。例えば、一座の連結基がこの粒子の表面に付着され、次いで

自己集合化により、オリゴマーの単層がこの粒子の周囲を覆い得、粒子表面に官

能基を効果的に架橋する。自己集合化は、ナノメートルスケールでイオン性結合

体の組織化の制御を可能にし、そして巨大な合成ポリマーおよび生物学的ポリマ

ーを組織化するために使用される一層ずつの自己集合化（または連続吸着）の技

術に類似している。例えば、Ｍ．ＦｅｒｒｅｉｒａおよびＭ．Ｆ．Ｒｕｂｎｅｒ

による「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ－Ｌｅｖｅｌ  ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ  ｏｆ  Ｃｏ

ｎｊｕｇａｔｅｄ  ｐｏｌｙｍｅｒｓ．１．Ｌａｙｅｒ－ｂｙ－Ｌａｙｅｒ  Ｍ

ａｎｉｐｕｌａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ  Ｐｏｌｙｉｏｎｓ」、

Ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ  ２８、７１０７（１９９５）；Ｄｅｃｈｅｒら

による「Ｎｅｗ  Ｎａｎｏｃｏｍｐｏｓｉｔｅ  Ｆｉｌｍｓ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｓ

ｅｎｓｏｒｓ：Ｌａｙｅｒ－ｂｙ－ｌａｙｅｒ  Ａｄｓｏｒｂｅｄ  Ｆｉｌｍｓ

  ｏｆ  Ｐｏｌｙｅｌｅｃｔｒｏｌｙｔｅｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ  ｏｒ  ＤＮＡ

」Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ＆Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ  ９、６７７～６８４

（１９９４）；およびＧ．Ｄｅｃｈｅｒによる「Ｆｕｚｚｙ  Ｎａｎｏａｓｓｅ

ｍｂｌｉｅｓ：Ｔｏｗａｒｄ  Ｌａｙｅｒｅｄ  Ｐｏｌｙｍｅｒｉｃ  Ｍｕｌｔ

ｉｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ」Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２７７：１２３２－１２３７（１９

９７）を参照のこと。

      【００４８】
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  好ましい実施形態において、連結基３０、１３０および２２０は、以下の式：

（Ｒ１）ａ－Ｒ２－［（Ｒ３）ｂ（Ｒ４）ｃ］ｄ

を有し、ここで、（Ｒ１）ａは、１つ以上の表面相互作用基であり、Ｒ２は、ス

ペーサーであり、そして［（Ｒ３）ｂ（Ｒ４）ｃ］ｄは、荷電基またはイオン化

可能基であり；

  Ｒ１は、Ｃ１－Ｃ１００ヘテロアルキル、Ｃ２－Ｃ１００へテロアルケニル、

ヘテロアルキニル、－ＯＲ、－ＳＨ、－ＮＨＲ、－ＮＲ’Ｒ”、－Ｎ（Ｏ）ＨＲ

、－Ｎ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、－ＰＨＲ、－ＰＲ’Ｒ”、－Ｐ（ＮＲ’Ｒ”）ＮＲ’Ｒ

”、Ｐ（Ｏ）Ｒ’Ｒ”、Ｐ（Ｏ）（ＮＲ’Ｒ”）ＮＲ’Ｒ”、－Ｐ（Ｏ）（ＯＲ

’）ＯＲ”、Ｐ（Ｏ）ＯＲ、Ｐ（Ｏ）ＮＲ’Ｒ”－Ｐ（Ｓ）（ＯＲ’）ＯＲ”お

よびＰ（Ｓ）ＯＲからなる群から選択され、ここで、Ｒ、Ｒ’、Ｒ”は、Ｈ、分

枝したＣ１－Ｃ１００アルキルまたは分枝していないＣ１－Ｃ１００アルキル、

分枝したＣ２－Ｃ１００アルケニルまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００アルケ

ニル、分枝したＣ２－Ｃ１００アルキニルまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００

アルキニル、分枝したＣ１－Ｃ１００ヘテロアルキルまたは分枝していないＣ１

－Ｃ１００ヘテロアルキル、分枝したＣ２－Ｃ１００ヘテロアルケニルまたは分

枝していないヘテロケニル、分岐したヘテロＣ２－Ｃ１００ヘテロアルキニルま

たは分枝していないＣ２－Ｃ１００ヘテロアルキニルからなる群から独立的に選

択されるが、但し、ａが、１より大きい場合、Ｒ１基は、Ｒ２またはＲ３基内の

同じかまたは異なる原子においてＲ２またはＲ３基に結合され得、Ｒ１基は、同

じであっても異なっていてもよく、あるいは、Ｒ１基が、６、７、８、９または

１０員のクロアルキル、シクロアルケニル、複素環式（ｔｈｅｒｅｏｃｙｃｌｉ

ｃ）、アリール、ヘテロアリール、または６～３０員のクラウンエーテルまたは

ヘテロクラウンエーテルを形成し得る；

  Ｒ２は、結合（すなわち、Ｒ１が、Ｒ３に結合する場合、Ｒ２は存在しない）

、分枝したＣ２－Ｃ１００アルキレンまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００アル

キレン、分枝したＣ２－Ｃ１００アルケニレンまたは分枝していないＣ２－Ｃ１

００アルケニレン、分枝したＣ２－Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキ

ル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、複素環式、アリールおよびヘテロア
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リールまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シクロアルキ

ル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、複素環式、アリールおよびヘテロア

リールから選択される；

  Ｒ３は、分枝したＣ２－Ｃ１００アルキレンまたは分枝していないＣ２－Ｃ１

００アルキレン、分枝したＣ２－Ｃ１００アルケニレンまたは分枝していないＣ

２－Ｃ１００アルケニレン、分枝したＣ２－Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シク

ロアルキル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、複素環式、アリールおよび

ヘテロアリールまたは分枝していないＣ２－Ｃ１００ヘテロアルケニレン、シク

ロアルキル、シクロアルケニル、シクロアルキニル、複素環式、アリールおよび

ヘテロアリールから選択される；

  Ｒ４は、以下：水素、カルボキシレート、チオカルボキシレートおよびアミド

、アミン、ヒドラジン、スルホネート、スロホキシド、スルホン、スルファイト

、ホスフェート、ホスホネート、ホスホニウムイオン、アルコール、チオール、

アミン、アンモニウム、アルキルアンモニウム、ニトレートからなる群から選択

される；そして

  ａは、１～４であり、ｂは、０～３であり、ｃは、１～３であり、ｄは、１～

３であり、ｄは、２～３である場合、Ｒ３基は、同じであっても異なっていても

よく、あるいは一緒に結合されて、５～１０員のシクロアルキル、シクロアルケ

ニル、複素環式、アリールまたはヘテロアリールを形成し得る。

      【００４９】

  別の好ましい実施形態において、連結基１３０は、以下の式：

ＨＳ－Ｃ２Ｈ４－ＣＨ（ＳＨ）－（Ｃ４Ｈ８）－ＣＯＯＨ

を有する。

      【００５０】

  オーバーコート材料と共にまたは伴う半導体ＣｄＳｅナノ粒子のような無機粒

子を調製するための方法は、Ｆ．Ｖ．Ｍｉｋｕｌｅｃによる「Ｓｅｍｉｃｏｎｄ

ｕｃｔｏｒ  Ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌ  Ｃｏｌｌｏｉｄｓ：Ｍａｎｇａｎｅｓｅ

  Ｄｏｐｅｄ  Ｃａｄｍｉｕｍ  Ｓｅｌｅｎｉｄｅ，（Ｃｏｒｅ）Ｓｈｅｌｌ  

Ｃｏｍｐｏｓｉｔｅｓ  ｆｏｒ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｌａｂｅｌｉｎｇ，ａ
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ｎｄ  Ｈｉｇｈｌｙ  Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  Ｃａｄｍｉｕｍ  Ｔｅｌｌｕｒ

ｉｄｅ」ＭＩＴ  ＰｈＤ  Ｔｈｅｓｉｓ，Ｓｅｐｔ．１９９９、Ｄａｂｂｏｕｓ

ｉらによる「（ＣｄＳｅ）ＺｎＳ  ｃｏｒｅ－ｓｈｅｌｌ  ｎａｎｏｃｒｙｓｔ

ａｌｓ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ  ａｎｄ  ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ  ｏ

ｆ  ａ  ｓｉｚｅ  ｓｅｒｉｅｓ  ｏｆ  ｈｉｇｈｌｙ  ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎ

ｔ  ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌｌｉｔｅｓ」Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．Ｂ  １０１

，９４６３－９４７５（１９９７）；およびＢｒｕｃｈｅｚ，Ｊｒらによる「Ｓ

ｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ  Ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌｓ  ａｓ  Ｆｌｕｏｒｅｓ

ｃｅｎｔ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｌａｂｅｌｓ」Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８１，２

０１３－２０１６（１９９８）に議論される。

      【００５１】

  図３Ａ～３Ｃを参照すると、生物学的部分３００（例えば、特定の生物学的機

能を有する組換えタンパク質）は、タンパク質３１０およびタンパク質３１０の

表面から突出する連結基３２０を含む。連結基３２０は、結合セグメント３２６

（例えば、ポリＡｓｎリンカー）、架橋基３２２（例えば、硫黄）およびテイル

３２４を含む。特定の実施形態において、テイル３２４は、約３０個のアミノ酸

残基を含むポリペプチドである。例えば、テイルは、荷電しているかまたはイオ

ン化可能である任意のポリペプチド（すなわち、陽性電荷または陰性電荷の局在

した量を含む）であり得る。図３Ｂは、ロイシンジッパーとして通常称される陽

性に荷電されたテイル３２４を示す。他のありそうなテイルとしては、アルギニ

ン基またはアスパラギン酸基を含むポリペプチドが挙げられるがこれらに限定さ

れない。代表的に、ロイシンジッパーを含むタンパク質は、ダイマーを形成して

、疎水性相互作用を最小にする傾向がある（図３Ｃ）。得られたダイマーは、ロ

イシンを用いてコードされるタンパク質に対して高確率状態（ｈｉｇｈ  ｐｒｏ

ｂａｂｉｌｉｔｙ  ｓｔａｔｅ）である。ダイマー３８０（図３Ｃに示される）

は、２つの別々のタンパク質３１０およびタンパク質３１２を含み、これらは、

同じである（ホモダイマー）かまたは異なり（ヘテロダイマー）得、２つの架橋

基３２２（例えば、チオール基）を介して結合される。テイル３２４は、原子ま

たは分子（例えば、ポリペプチド）であり得る連結基３２６を介して各タンパク
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質の表面に結合される。それぞれの架橋基および連結基は、同じであってもまた

は異なっていてもよい。

      【００５２】

  図４Ａを参照すると、イオン結合体５００は、連結基５２０および５３０を介

してタンパク質５４０に静電気的に結合される無機粒子５１０を含む。一般に、

生物学的部分は、ダイマーとしてかまたはモノマーとしてかのいずれかで無機粒

子に静電気的に結合し得る。ダイマーは、ホモダイマーまたはヘテロダイマーで

あり得る。さらに、粒子５１０は、同一かまたは異なり得るいくつかのタンパク

質に静電気的に結合され得る。異なるタンパク質を含む粒子は、興味ある多数の

生物学的標的を同時に検出するのに使用され得る。もちろん、粒子に結合される

タンパク質の正確な数は、粒子の直径、連結基の全体の長さ、およびタンパク質

のサイズに依存する。図４Ｂを見ると、タンパク質の数、Ｎは、以下の関係式：

Ｎ∝（４π／３）（ｒ２
３－ｒ１

３）／Ｖ（タンパク質）

によって与えられ、ここでｒ２およびｒ１は、図４Ｂに示され、（ｒ２
３－ｒ１

３）は、タンパク質パッキングのために利用可能な空間の容積であり、そしてＶ

は、粒子に結合するタンパク質の平均容積である。あるいは、Ｎは以下の式：

Ｎ＝０．６５（（ｒ２
３－ｒ１

３）／ｒｐ
３）

から誘導され得、ここでｒｐは、タンパク質の半径である。代表的に、イオン結

合体は、約１～約２５の間；好ましくは、約５～約１５；および最も好ましくは

約５～約１０の、約１９Åの直径を有する無機粒子に静電気的に結合するタンパ

ク質を含む。

      【００５３】

  他の実施形態において、無機粒子は、ａ）有機殻、ｂ）薄いシリカ層、ｃ）ａ

およびｂの組み合わせのいずれから作製される外殻を含み得る。有機殻は、無機

粒子の表面に関して単座接続または複座接続であり得る。有機殻はまた、粒子の

周りでポリマー化され得る。

      【００５４】

  外殻は、生物学的部分に自己集合し得る基を用いて機能化され得る。この基は

、生物学的部分に結合されるか、その部分自身に自己集合するか、または、合成
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分子に自己集合し、次いで、生物学部分に特異的に結合するかのいずれかである

。自己集合工程は、表面基に静電気的に相互作用し得る。自己集合は、水素結合

または疎水性相互作用を介し得る。

      【００５５】

  さらに苦労することなく、当業者は、本明細書中の説明に基づいて、最大限に

本発明を利用し得ることが考えられる。従って、本発明の種々の化合物の合成、

スクリーニングおよび生物学的試験を記載する、以下の特定の実施例は、単に例

示として、そして少しも、どちらにしても本開示の残りを限定しないと解釈され

る。本明細書中に引用されるすべての刊行物（特許を含む）は、その全体が参考

として本明細書中に援用される。

      【００５６】

  （ＣｄＳｅ－ＺｎＳ－リポ酸ナノ粒子の合成：）

  半導体ナノ粒子を水溶性にするために使用される連結基は、所望の連結基と粒

子の表面上のトリオクチルホスフィン（ＴＯＰ）／トリオクチルホスフィンオキ

シド（ＴＯＰＯ）基とを交換することによって半導体粒子の表面に結合される。

ジヒドロリポ酸連結基は、水素化ホウ素ナトリウム（ＮａＢＨ４）を用いて、粉

末としてＡｌｄｒｉｃｈから購入される市販のリポ酸（チオクト酸とも呼ばれる

）を還元することによって調製された。Ａ．Ｆ．Ｗａｎｇｅｒ，Ｊ．Ｏｒｇａｎ

ｉｃ  Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９５６，５０７９－８１における手順を参照のこ

と。ジヒドロリポ酸連結基は、粒子の安定性を増大させ、その結果、改変された

粒子は、さらなる希釈状態において使用され得る。粒子の表面基を交換する手順

は、以下に記載される。

      【００５７】

  高温における有機金属化合物の増大およびアニーリングに基づく合成経路（Ｄ

ａｂｂｏｕｓｉら参照のこと）を使用して調製される半導体ナノ粒子（ＣｄＳｅ

－ＺｎＳ）の容積を、増大溶液から取り、そしてメタノールの添加によって沈殿

させた。ナノ粒子は、ＺｎＳ－オーバーコーティング（５－７単層）を含んだ。

次いで、単離された沈殿物を、最小容積のブタノール：ヘキサンの約１：１０の

溶液において再分散させた。再度、半導体ナノ粒子を、メタノールの添加によっ
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て破壊した。沈殿、再分散および沈殿の手順を、粒子の表面のＴＯＰ／ＴＯＰＴ

基の大部分が、取り除かれるまで、２～３回繰り返した。１０～２０倍超（重量

）の所望の連結基を、湿った沈殿物に添加した。この混合物を、油浴（約６０～

８０℃）中に配置し、そして約３～１２時間攪拌した。基変換手順を、油浴から

混合物を取り除くことによって停止した。この混合物を、少量のＤＭＦ（約２０

０ｍｇの所望の連結基に対して、１００～２００μｌのＤＭＦで十分である）を

添加することによって希釈した。別々に、１：１０容積のＤＭＦ：Ｈ２Ｏ中のわ

ずかに過剰なモル濃度（１．５：１）のカリウムｔ－ブトキシドを含む別の溶液

を、調製し、そして上で調製した半導体粒子／ＤＭＦ溶液を添加して、リポ酸基

をプロトン化した。やや白い沈殿物が、生じた。この沈殿物は、遠心分離によっ

て溶液の残りから分離された。この沈殿物を、直ぐに水に分散した。ナノクリス

タル分散物を、ウルトラフリー遠心濾過装置（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ製、約５０，

０００ダルトンにおけるカットオフを有する）を使用して希釈溶液から濃縮する

ことによって（過剰のカリウムｔ－ブトキシドおよびＤＭＦから）精製し、そし

て水中に再分散した。この操作を３～４回繰り返すことによって、清澄さ（約９

５％またはそれより高い純度）および水中での安定な分散物が提供される。これ

は、ナノクリスタルの放出特性および約１５～２０％のＰＬ収率を有する。

      【００５８】

  他の合成スキームにおいて、塩基（テトラメチルアンモニウムヒドロキシド）

は、ＤＭＦ中でカリウムｔ－ブトキシドと置換し得る。前者の塩基は、空気下で

保存可能であるが、後者は、不活性雰囲気において保存する必要がある。ジハイ

ドロリポ酸が、全体的に清澄な場合、最もうまく行く。ジヒドロリポ酸を生成す

るためのリポ酸の還元が、完全でない場合、溶液の黄色呈色が、明かである。こ

の黄色の溶液を、蒸留して（真空下１４０℃で蒸留する）、ジヒドロリポ酸の透

明な溶液を得ることができる。

      【００５９】

  （ＭＢＰ－塩基性ジッパータンパク質のクローニングおよび調製）

  （背景参照）

  １）細菌におけるＭＢＰダイマー発現に関する：
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「Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ  ｔｈｅ  ｑｕａｔｅｒｎａｒｙ  ｓｔｒｕｃｔｕｒ

ｅ  ｏｆ  ａｎ  ｅｘｐｏｒｔｅｄ  ｐｒｏｔｅｉｎ  ｗｉｔｈ  ａ  ｌｅｕｃ

ｉｎｅ  ｚｉｐｐｅｒ」Ｂｌｏｎｄｅｌ，Ａ．およびＢｅｄｏｕｅｌｌｅ，Ｈ（

１９９１）Ｐｒｏｔｅｉｎ  Ｅｎｇ．４（４）：４５７－６１。

      【００６０】

  ２）発現した組換えタンパク質を介するヘテロダイマー形成に関する：

「Ａ  ｇｅｎｅｒａｌ  ｍｅｔｈｏｄ  ｏｆ  ｆａｃｉｌｉｔａｔｉｎｇ  ｈｅ

ｔｅｒｏｄｉｍｅｒｉｃ  ｐａｉｒｉｎｇ  ｂｅｔｗｅｅｎ  ｐｒｏｔｅｉｎｓ

  ：  ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ  ｔｏ  ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ  ｏｆ  ａｌｐｈ

ａ  ａｎｄ  ｂｅｔａ  Ｔ－ｃｅｌｌ  ｒｅｃｅｐｔｏｒ  ｅｘｔｒａｃｅｌｌ

ｕｌａｒ  ｓｅｇｍｅｎｔｓ」Ｃｈａｎｇ，Ｈ．Ｃ．，Ｂａｏ，Ｚ．，Ｙａｏ，

Ｙ．，Ｔｓｅ，Ａ．Ｇ．，Ｇｏｙａｒｔｓ，Ｅ．Ｃ．，Ｍａｄｓｅｎ，Ｍ．，Ｋ

ａｗａｓａｋｉ，Ｅ．，Ｂｒａｕｅｒ，Ｐ．Ｐ．，Ｓａｃｈｅｔｔｉｎｉ，Ｊ．

Ｃ．，Ｎａｔｈｅｎｓｏｎ，Ｓ．Ｇ．ら（１９９４）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃ

ａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ  ９１（２４）：１１４０８－１１４１２。

      【００６１】

  ３）この作業に使用するロイシンジッパーの設計および塩基性的特徴付けに関

する：

「Ｐｅｐｔｉｄｅ  Ｖｅｌｃｒｏ  ：  ｄｅｓｉｇｎ  ｏｆ  ａ  ｈｅｔｅｒｏ

ｄｉｍｅｒｉｃ  ｃｏｉｌｅｄ  ｃｏｉｌ」Ｏ’Ｓｈｅａ，Ｅ．Ｋ．，Ｌｕｍｂ

，Ｋ．，およびＫｉｍ，Ｐ．Ｓ．（１９９３）Ｃｕｒｒｅｎｔ  Ｂｉｏｌｏｇｙ

  ３（１０）：６５８－６６７。

      【００６２】

  ４）生体結合体の説明に関する：「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｉｏｎ  ｏｆ  Ｈ

ｉｇｈｌｙ  Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ  Ｃｏｌｌｏｉｄａｌ  ＣｄＳｅ－ＺｎＳ

  Ｑｕａｎｔｕｍ  Ｄｏｔｓ  ｗｉｔｈ  ａｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ  Ｔｗｏ

－Ｄｏｍａｉｎ  Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ  Ｐｒｏｔｅｉｎ」Ｈ．Ｍａｔｔｏｕ

ｓｓｉら（２００１）Ｐｈｙｓ．Ｓｔａｔ．Ｓｏｌ．（ｂ），２２４（１）：  

２７７－２８３。
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      【００６３】

  ５）生体結合体の説明に関する：「Ｓｅｌｆ－Ａｓｓｅｍｂｌｙ  ｏｆ  Ｃｄ

Ｓｅ－ＺｎＳ  Ｑｕａｎｔｕｍ  Ｄｏｔ  Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ  Ｕｓｉ

ｎｇ  ａｎ  Ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ  Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ  Ｐｒｏｔｅｉｎ

」Ｈ．Ｍａｔｔｏｕｓｓｉら（２００１）Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，１２

２：１２１４２－１２１５０。

      【００６４】

  （塩基性（正に荷電した）ロイシンジッパー遺伝子の調製）

  ２つのＤＮＡオリゴヌクレオチドプライマーを、合成して、Ｃｈａｎｇらによ

って提供されたＰＣＲＩＩＢａｓｉｃプラスミドにおける塩基性ロイシンジッパ

ーの５’末端および３’末端にアニールした。

      【００６５】

  プライマー１：５’－ＴＧＣＧＧＴＧＧＣＴＣＡＧＣＴＣＡＧＴＴＧ－３’

  プライマー２：５’－ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＴＡＡＴＣＣＣＣＡＣＣＣＴＧＧＧ

ＣＧＡＧＴＴＴＣ－３’。

      【００６６】

  ＰＣＲを使用して、塩基性ジッパーを、プライマー１およびプライマー２なら

びにｐｆｕポリメラーゼを使用して増幅して、塩基性ジッパーをコードし、Ｍａ

ｌＥ遺伝子の３’挿入の前のプロセシングに適した末端を有し、停止コドンおよ

び発現した融合タンパク質において最終的な共有結合性のダイマーの形成のため

のジッパー配列の特定のシステイン残基５’をコードする、約１２０ｂｐのＤＮ

Ａフラグメントを産生した。増幅したジッパーコードフラグメントのプロセシン

グを、制限エンドヌクレアーゼＸｂａＩを用いてＤＮＡの一部を消化することに

よって達成して、連続クローニング工程のためのおよそ重複する３’末端を提供

した。ＰＣＲフラグメントの５’末端を、平滑末端化するように設計したので、

さらなるプロセシング工程を、次の工程の前に必要としなかった。

      【００６７】

  （ＭＢＰのＣ末端コード配列への、ロイシンジッパー遺伝子のクローニング）

  次いで、調製されたＤＮＡフラグメントを、制限エンドヌクレアーゼＸｍｎＩ
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およびＸｂａＩでプロセスした市販のベクターｐＭａｌ－ｃ２（Ｎｅｗ  Ｅｎｇ

ｌｎａｄ  Ｂｉｏｌａｂｓ）中に酵素的に連結した。ＤＮＡベクター中のこれら

の酵素の切断部位は、上記のように調製されたフラグメントを含む、調製された

塩基性ロイシンジッパーの成功する連結のために必要な５’平滑配列および３’

重複配列を提供した。連結産物によるＥ．ｃｏｌｉ  ＤＨ５”の形質転換および

アンピシリン耐性細菌コロニーの獲得の後、いくつかのコロニーを、このベクタ

ーのクローニング部位に隣接するＤＮＡオリゴヌクレオチドプライマーを使用す

るコロニーＰＣＲによって、所望の挿入された塩基性ロイシンジッパーＤＮＡの

存在について試験した。いくつかの陽性のコロニーを、小規模での一晩の増殖に

よる増幅のために選択し、次いで、少量のｐＭａｌ－Ｂａｓｉｃ  Ｚｉｐｐｅｒ

  ＤＮＡを調製した。

      【００６８】

  （細菌におけるＭＢＰ－塩基性ジッパータンパク質の発現）

  上記のクローニング手段からのいくつかの候補プラスミドを、小規模の細胞培

養（１０ｍｌ）およびＩＰＧＩ誘導発現産物のＳＤＳゲル電気泳動によって評価

されるように、ＤＨ５”宿主細菌株において所望の融合タンパク質を発現する能

力について試験した。いくつかの成功したクローンのうち、１つを選択して、Ｄ

ＮＡ配列の確かさを確認するために、さらなる発現研究のために、そして最終的

にはより大きい規模の発現研究のためにＤＮＡ配列決定を実行した。選択された

クローンについての正確な予測ＤＮＡ配列を、Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ  ｏｆ  Ｇ

ｅｏｇｉａでのＭＧＩＦ配列決定設備によって確認した。

      【００６９】

  種々の細菌株におけるさらなる小規模の発現研究を、融合タンパク質産物を最

適化するために続いて実行した。ロンプロテアーゼ欠失株であるＥ．ｃｏｌｉ  

ＢＬ２１は、タンパク質の発現のために適切であることを証明した。

      【００７０】

  （融合タンパク質のＣ末端への（Ｈｉｓ）６（ヘキサヒスチジン）ペプチドの

付加）

  この融合タンパク質および他の類似の融合タンパク質の調製および精製におけ
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るさらなる柔軟性を提供するために、ヘキサヒスチジンペプチド配列をコードす

るＤＮＡを、ｐＭａｌ－Ｂａｓｉｃ  Ｚｉｐｐｅｒ配列の３’末端に付加した。

この構築物の調製は、翻訳末端のコドン（上記の最初の構築物中に包埋された）

を欠いた塩基性ジッパーＤＮＡフラグメントの増幅を可能にするために、プライ

マー１（上記）と共に使用される新規の３’プライマーの合成を必要とした：

  プライマー３：５’－ＧＣＴＣＴＡＧＡＴＧＡＡＴＣＣＣＣＡＣＣＣＴＧＧＧ

ＣＧＡＧＴＴＴＣ－３’。

      【００７１】

  正確に上記の手順に従って、中間構築物を、ロイシンジッパーの３’終止コド

ンが欠けていること以外、ｐＭａｌ－Ｂａｓｉｃ  Ｚｉｐｐｅｒと同一であるよ

うに作製した。この中間構築物をコードするＤＮＡを、制限エンドヌクレアーゼ

ＸｂａＩおよびＰｓｔＩによって切断し、そして以下の合成的に調製された二重

鎖ＤＮＡを、これらの部位に酵素的に連結した：

  ５’－ＣＴＡＧＣＧＧＴＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＣＡＣＴＧＡＣＴＧ

ＣＡ－３’

  ３’－ＧＣＣＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＡＣＴＧ－５’

  このベクターと示された挿入ＤＮＡとの連結産物によるＥ．ｃｏｌｉ  ＤＨ５

”の形質転換の後、コロニーＰＣＲ分析を再び使用して、塩基性ロイシンジッパ

ー配列、ヘキサヒスチジン配列および翻訳終止コドンが縦列に続くＭＢＰをコー

ドするクローンを見出した。Ｅ．ｃｏｌｉ  ＢＬ２１における発現は、より大き

い規模の研究のための満足のいくタンパク質の量および質をもたらすことが、再

び見出された。

      【００７２】

  （ＭＢＰ－塩基性ジッパーまたはＭＢＰ－塩基性ジッパー－（Ｈｉｓ）６タン

パク質のいずれかの細胞培養物）

  新たに形質転換されたＥ．ｃｏｌｉ  ＢＬ２１の単一のコロニーを、１００μ

ｇ／ｍｌのカルベニシリンを含む１０ｍｌのＬｕｒｉａ  Ｂｒｏｔｈ（ＬＢ）中

に移し、そしてこの培養物を、３７℃で一晩（約１５時間）振とうした。この一

晩培養物の２．０ｍｌを、５０μｇ／ｍｌのカルベニシリンおよび２ｇのグルコ
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ースを含む１リットルのＬＢ中に移した。３７℃で最適な密度０．６まで増殖さ

せた後、この細胞培養物を含むフラスコを、最終濃度１ｍＭまでＩＰＴＧ（イソ

プロピルチオガラクトピラノシド）を添加する前に、３０℃で１５分間の振とう

に移した。この温度での２時間の振とう後、細胞を４℃で遠心分離によって沈殿

させた。得られた細胞ペレットを、粉末ドライアイスで急速に冷凍し、そして精

製のための解凍まで、－８０℃で貯蔵した。

      【００７３】

  （１リットルの細胞培養物からのＭＢＰ－塩基性ジッパー－（Ｈｉｓ）６の精

製）

  溶解緩衝液（３５ｍｌの、Ｂｅｏｈｒｉｎｇｅｒ  ＥＤＴＡ－ｆｒｅｅプロテ

アーゼインヒビターカクテルの錠剤１つを含む５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、０．３Ｍ

のＮａＣｌ、５ｍＭのイミダゾール、ｐＨ７．９）を、－８０℃の貯蔵から新た

に取り出された解凍ペレットを含むチューブに添加した。氷上での完全な再懸濁

後、細胞を、氷水中で５×１分間の超音波処理によって溶解させた。この溶解し

た細胞を、４℃で１６，０００ＲＰＭで３０分間遠心分離した。粗い上清を、０

．８／０．２ミクロンの二段階シリンジ限外濾過膜を通過させた後、溶解緩衝液

で平衡化したＮｉＮｔａ金属キレート樹脂（Ｑｉａｇｅｎ）の５０％の懸濁液１

５ｍｌを添加し、そしてこのチューブを、４℃で１時間回転させた。この樹脂お

よび結合したタンパク質を、短時間遠心分離し、そして上清を捨てた；次いで、

この樹脂を４０ｍｌの溶解緩衝液で２回洗浄した。この洗浄した樹脂を、４℃で

直径１．５ｃｍのガラスクロマトグラフィーに注ぎ、そして５０ｍｌの溶解緩衝

液（プロテアーゼインヒビターなし）を、０．８ｍｌ／分でカラムを通過させ、

次いで、９０ｍｌの洗浄緩衝液（５０ｍＭのＨＥＰＳ、０．３ＭのＮａＣｌ、２

０ｍＭのイミダゾール、ｐＨ７．９）を通過させた。この産物を、溶出緩衝液（

５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、０．３ＭのＮａＣｌ、２５０ｍＭのイミダゾール、ｐＨ

７．４）で洗浄されたカラムから溶出した。次いで、タンパク質を含むプールさ

れた画分を、約１ｍｌ／分で、５０ｍＭのＨＥＰＥＳ、０．１ＭのＮａＣｌ、ｐ

Ｈ７．４で予め平衡化された、固定されたアミロース（４℃）の、２５ｍｌのパ

ックされた吸着床（直径２ｃｍ）カラムにアプライした。このカラムを、上記の
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緩衝液１００ｍｌで洗浄し、次いで、このタンパク質を、１０ｍＭのマルトース

を含むこの緩衝液で溶出した。精製されたタンパク質を含む回収された画分を、

プールし、そして無菌の０．４５ミクロンのシリンジフィルターを通過させ、そ

して４℃で貯蔵した。精製されたタンパク質を、ＳＤＳゲル電気泳動＋／－ジチ

オトレイトール還元剤（沸騰させたサンプル中に１５ｍｇ／ｍｌ）によって分析

して、二量体形成の度合いを評価した。

      【００７４】

  （マルトース結合タンパク質イオン性結合体）

  ＭＢＰ－ロイシンジッパー融合タンパク質を、融合タンパク質とｐＨ約８～９

でホウ酸塩緩衝化された溶液中の無機粒子とを混合することによって、ＣｄＳｅ

（コア）－ＺｎＳ（被覆）－ジヒドロリポ酸で改変された半導体粒子に静電気的

に付着させた。約７より高いｐＨが、ナノクリスタル溶解性を予防し、そして陰

性の表面電荷被覆を与えることによるタンパク質操作に最も適している。緩衝溶

液中に一定量のナノクリスタルを含む溶液へのＭＢＰ－ロイシンジッパー融合タ

ンパク質の単純な添加は、タンパク質に対する無機粒子のモル比にかかわらず、

凝集体のないイオン性バイオ結合体（ｂｉｏ－ｃｏｎｊｕｇａｔｅ）をもたらし

た。代表的には、タンパク質に対する無機粒子の比は、１と１０との間である。

この無機粒子は、平均約１９Åの直径を有した。

      【００７５】

  本方法を使用した表面改変の利点は、その容易さおよび汎用性である。粒子を

被覆するために融合タンパク質を添加することのみが必要であり、そして所望の

タンパク質は、即時に表面に付着する。さらに、いくつかの場合において、生物

学的部分による無機イオン粒子の被覆は、光ルミネセンス収率の増強を生じる。

図５は、静電気的に生物学的部分に結合されていない粒子と比較して、ＭＢＰ－

ジッパータンパク質によって被覆された粒子が、約３倍のルミネセンス強度の増

大を有することを示す。

      【００７６】

  非共有的架橋を介して調製されたＭＢＰ－ジッパー被覆ナノクリスタル（およ

び粒子）をまた、蛍光共焦点顕微鏡画像を使用して試験した。図６Ａ～６Ｃは、
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例えば、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドヒド

ロクロリド（ＥＤＡＣまたはＥＤＣ）を介してオボアルブミンに共有的に架橋さ

れた同じ粒子のサンプルの画像と共に、ナノクリスタル（コア半径１９Åを有す

るコア被覆）に結合したＭＢＰ－Ｚｉｐｐｅｒ溶液のレーザー走査型共焦点顕微

鏡を使用した、断面画像を示す。共有的架橋手順は、Ｂｒｕｃｈｅｚ，Ｊｒ．ら

による「Ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ  Ｎａｎｏｃｒｙｓｔａｌｓ  ａｓ  Ｆｌ

ｕｏｒｅｓｃｅｎｔ  Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ  Ｌａｂｅｌｓ」Ｓｃｉｅｎｃｅ  

２８１、２０１３－２０１６（１９９８）；Ｗ．Ｃ．Ｗ．ＣｈａｎおよびＳ．Ｎ

ｉｅによる「Ｑｕａｎｔｕｍ  Ｄｏｔ  Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ  ｆｏｒ  

Ｕｌｔｒａｓｅｎｓｉｔｉｖｅ  Ｎｏｎｉｓｏｔｏｐｉｃ  Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

」Ｓｃｉｅｎｃｅ  ２８１、２０１６－２０１８；ならびにこれらの中で参照さ

れた参考文献中に開示される。有意な凝集体（コンステレイション（ｃｏｎｓｔ

ｅｌｌａｔｉｏｎ）様の特徴の外観において明らかである）は、共有的方法を使

用した場合に見出されるが（図６Ｃ）、一方、ＭＢＰ－ジッパーで被覆された無

機粒子のイオン性結合体は、非被覆材料と同一であるように見えた（図６Ａおよ

び６Ｂを参照のこと）。図６Ａおよび６Ｂにおいて記録された発光は、単一の粒

子から生じ、そして安定かつ凝集のない溶液を特徴とする。さらに、ＭＢＰ－ジ

ッパーで被覆された無機粒子の光ルミネセンス（図６Ａ）は、比較可能な粒子濃

度を含む薄膜について、非被覆無機粒子（図６Ｂ）と比較して増大した。各画像

について、イオン性バイオ結合体溶液を、４８８ｎｍで、すなわち、このナノ粒

子の第一の吸光ピークの位置より下で励起した。適切なフィルターを使用して、

この励起シグナルを遮断した。共有（ＥＤＡＣ）結合アプローチを使用してオボ

アルブミンで被覆されたナノ粒子の画像もまた、純粋なナノ粒子（タンパク質な

し）および融合タンパク質と複合体化したナノ粒子の画像と共に、記録した。各

画像は、レーザー通路（垂直に移動する励起シグナル）に沿った、非常に薄いス

ライス（各々、約１５ミクロンの厚さおよび１５０×１００平方ミクロンの面積

）を示す。図の下の最後の画像は、支持体表面（光学ディッシュの底）に隣接し

た切断を示す。画像上の緑の明るいスポットは、この溶液薄膜に分散された個々

のナノ粒子からのルミネセンス発光を示す。上記の結果は、本被覆アプローチが
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、凝集体のない（非常に小さい規模でさえ）ナノクリスタル－タンパク質バイオ

結合体を提供することにおいて有効であることを示す。これらのサンプルは、長

い期間（数ヶ月）にわたって安定である。凝集体（図６Ｃ）は、重力によってサ

ンプルの底へ沈殿し、そして非反応粒子を溶液中に浮遊させる。これは、共有的

に被覆された粒子が安定であり、かつより大きな規模の凝集体に衝突しないとい

う、誤った印象を与え得る。凝集は、ＩｇＧがＥＤＡＣを介してナノクリスタル

に結合した溶液において、さらにより言明される（データは示さない）。

      【００７７】

  図７Ａおよび７Ｂを参照して、ｐＨおよびナノ粒子上のタンパク質数の効果を

試験した。約９のｐＨで、この光ルミネセンスは、ナノ粒子に静電気的に付着し

た融合タンパク質の数が増大するにつれて増大した。ナノ粒子に複合体化した一

定の数のタンパク質で、この光ルミネセンスは、漸増するｐＨと共に増大した。

      【００７８】

  続く実験において、ＭＢＰを含むイオン性結合体の生物活性を、アミロース官

能化樹脂のカラムにイオン性結合体を通過させることによって試験した。ＭＢＰ

のように樹脂に結合したイオン性結合体は、アミロースと相互作用した。従って

、このイオン性結合体は、その生物活性を維持した。アミロース官能化樹脂に結

合したイオン性結合体を、マルトース溶液でのカラムの洗浄によって放出させた

。

      【００７９】

  （Ｇ－塩基性ジッパータンパク質のクローニングおよび調製）

  連鎖球菌タンパク質Ｇ（ＰＧ）のｂ２サブドメインと結合するＩｇＧをコード

する配列を、クローニングし、そしてＥ．ｃｏｌｉのクローニングベクターｐＢ

ａｄ／ＨｉｓＢ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎからの誘導性発現ベクター）で発現させ

た。リンカー＋ロイシンジッパー尾部を、３’部位でＰＧから下流に挿入した。

さらに、ポリヒスチジン短鎖（ヘキサヒスチジン）を、ロイシン尾部の末端に結

合させて、最終産物の精製を容易にした。これらの連続的な遺伝子操作は、Ｉｇ

Ｇ  ｂ２結合サブドメインおよびロイシンジッパー荷電尾部（本被覆スキームに

おいて主要な役割を果たす）を有する融合連結球菌タンパク質Ｇを提供した。
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      【００８０】

  タンパク質Ｇ－ジッパーで被覆された半導体ナノ粒子（ＣｄＳｅ－ＺｎＳ）を

含むイオン性結合体を、上記の方法を介して合成した。しかし、生物分子に対す

る無機粒子の比は、代表的には、無機粒子に対するＭＢＰ－タンパク質の比より

小さかった。

      【００８１】

  得られたイオン性バイオ結合体を、ＩｇＧで官能化された樹脂を含むカラムに

通過させて、約１５分間にわたって反応させた。純粋な緩衝溶液によるカラムの

洗浄は、無視できない量のイオン性バイオ結合体の放出を生じた。官能化された

カラムは、約９５～９８％のイオン性バイオ結合体を保持した。このカラム内に

含まれるイオン性結合体の割合を、半導体粒子を示すルミネセンスについて、カ

ラムからの流出をモニターすることによって決定した。これらの結果は、タンパ

ク質Ｇ－ジッパー分子が、無機粒子に結合することを示す。

      【００８２】

  本発明の実施形態の多くを記載してきた。それにもかかわらず、種々の改変が

、本発明の精神および範囲から逸脱することなくなされ得ることが、理解される

。従って、他の実施形態が、上記の特許請求の範囲内にある。

【図面の簡単な説明】

    【図１】

  図１は、本発明のイオン結合体の概略図である。

    【図２】

  図２Ａ～２Ｂは、図１のイオン結合体の無機粒子の概略断面図である。

    【図３Ａ】

  図３Ａは、図１のイオン結合体の組換えタンパク質、融合タンパク質の概略図

である。

    【図３Ｂ】

  図３Ｂは、図３Ａの組換えタンパク質の表面から隆起するイオン化可能な連結

基の図表である。

    【図３Ｃ】
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  図３Ｃは、図１のイオン結合体の別の組換えタンパク質の概略図である。

    【図４】

  図４Ａ～４Ｂは、図１に示したイオン結合体の詳細図である。

    【図５】

  図５は、ＣｄＳｅ－ＺｎＳ半導体粒子およびＭＢＰ－ジッパーでコーティング

されたＣｄＳｅ－ＺｎＳ半導体粒子を含む溶液の、吸光度および光ルミネセンス

スペクトルを含む。

    【図６】

  図６Ａ～６Ｃは、ＭＢＰ－ロイシンジッパー組換えタンパク質でコーティング

されたＣｄＳｅ－ＺｎＳナノ粒子（ａ）；コーティングされていないＣｄＳｅ－

ＺｎＳナノ粒子（ｂ）；共有結合架橋剤ＥＤＡＣを用いてＩｇＧでコーティング

されたＣｄＳｅ－ＺｎＳナノ粒子（ｃ）の薄膜溶液の断面図（各々、約１５ｍｍ

の厚さ）を示す。

    【図７Ａ】

  図７Ａは、静電気的に結合したタンパク質の数の関数としての光ルミネセンス

のグラフである。

    【図７Ｂ】

  図７Ｂは、ｐＨの関数としての光ルミネセンスのグラフである。

  種々の図面における同様の参照記号は、同様のエレメントを示すことに注意の

こと。
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【図１】
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【図２Ａ】
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【図２Ｂ】

【図３Ａ】
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【図３Ｂ】

【図３Ｃ】
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【図４Ａ】
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【図４Ｂ】

【図５】
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【図６】

【図７】
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