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(57)【要約】
本開示は、コンジュゲート量子ドットナノ粒子に、その
ようなコンジュゲート量子ドットナノ粒子を製造する方
法に、そしてそのようなコンジュゲート量子ドットナノ
粒子を用いてＤＮＡメチル化を検出する方法に関する。
一実施形態において、量子ドットは、メチル化されたＤ
ＮＡ塩基、例えば、抗５－メチルシトシン抗体、抗５－
ヒドロキシメチルシトシン抗体、抗５－ホルミルシトシ
ン抗体、抗５－カルボキシルシトシン抗体、又は抗Ｎ６
－メチルアデニン抗体を認識する抗体に結合される。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ナノ粒子がＤＮＡメチル化特異的結合リガンドに連結されている、ナノ粒子コンジュゲ
ート。
【請求項２】
　ナノ粒子は、ＤＮＡメチル化特異的結合リガンドに、アミド結合を介して共有結合的に
連結されている、請求項１に記載のナノ粒子コンジュゲート。
【請求項３】
　ナノ粒子が、コア半導体材料及び外層を含む量子ドットであり、
　外層は、メチル化特異的結合リガンドに連結されている官能化有機コーティングを含む
、ナノ粒子コンジュゲート。
【請求項４】
　メチル化特異的結合リガンドは、５－メチルシトシン及び／又は５－ヒドロキシメチル
シトシンに特異的に結合する、請求項３に記載のリガンドナノ粒子コンジュゲート。
【請求項５】
　メチル化特異的結合リガンドは、抗５－メチルシトシン抗体、抗５－ヒドロキシメチル
シトシン抗体、抗５－ホルミルシトシン抗体、抗５－カルボキシルシトシン抗体、抗Ｎ６
－メチルアデニン抗体、及びそれらの任意の組合せから選択される、請求項４に記載のリ
ガンドナノ粒子コンジュゲート。
【請求項６】
　メチル化特異的結合リガンドは、抗５－メチルシトシン抗体である、請求項５に記載の
リガンドナノ粒子コンジュゲート。
【請求項７】
　ナノ粒子は、ＩＩ－ＶＩ族材料、ＩＩＩ－Ｖ族材料、若しくはＩ－ＩＩＩ－ＩＶ族材料
、又はそれらの任意の合金を含む、請求項６に記載のリガンドナノ粒子コンジュゲート。
【請求項８】
　細胞吸収促進剤、組織浸透促進剤、又はそれらの組合せを更に含む、請求項７に記載の
リガンドナノ粒子コンジュゲート。
【請求項９】
　リガンドナノ粒子コンジュゲートを調製するプロセスであって、ナノ粒子を、ＤＮＡメ
チル化特異的結合リガンドに結合させる工程を含み、ナノ粒子は、コア半導体材料及び外
層を含む量子ドットを含み、外層は、カルボキシル基を含む、プロセス。
【請求項１０】
　ＤＮＡメチル化特異的結合リガンドナノ粒子コンジュゲートを精製する工程を更に含む
、請求項９に記載のプロセス。
【請求項１１】
　ＤＮＡメチル化特異的結合リガンドナノ粒子コンジュゲートを単離する工程を更に含む
、請求項１０に記載のプロセス。
【請求項１２】
　カップリング工程が、カップリング剤の存在下で行われる、請求項１１に記載のプロセ
ス。
【請求項１３】
　カップリング剤は、１－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド
塩酸塩である、請求項１２に記載のプロセス。
【請求項１４】
　ＤＮＡメチル化を検出する方法であって、
　ｉ）請求項１に記載のリガンド－ナノ粒子コンジュゲートを、メチル化ＤＮＡ領域と接
触させる工程と、
　ｉｉ）リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを光源によって励起させる工程と、
　ｉｉｉ）リガンド－ナノ粒子コンジュゲートによる光放射又は光吸収を検出する工程と
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、
を含む方法。
【請求項１５】
　サンプルは、固定された組織サンプル、又は細胞培養において培養された生細胞中のサ
ンプルである、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　検出は、リアルタイムに実行される、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　検出シグナルが増幅される、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　請求項１に記載のリガンドナノ粒子コンジュゲートの、ＤＮＡサンプルのメチル化され
た領域を検出するための免疫アッセイにおける試薬としての使用。
【請求項１９】
　サンプルは、固定された組織サンプル、又は細胞培養において培養された生細胞中のサ
ンプルである、請求項１８に記載の使用。
【請求項２０】
　検出は、リアルタイムに実行される、請求項１８に記載の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本明細書で開示される実施形態は、リガンドにコンジュゲートされた（conjugated）量
子ドットナノ粒子に、特に、メチル化特異的結合リガンドにコンジュゲートされた量子ド
ットナノ粒子に関する。実施形態はまた、そのようなコンジュゲート量子ドットナノ粒子
（conjugated quantum dot nanoparticle）を製造する方法と、そのようなコンジュゲー
ト量子ドットナノ粒子を用いてＤＮＡメチル化を検出する方法とを含む。
【背景技術】
【０００２】
　ＤＮＡメチル化は、遺伝子発現を制御するために細胞によって用いられるエピジェネテ
ィックプロセスであり、通常の生物学及び疾患生物学の双方において重要な機能を有する
。ＤＮＡメチル化が、例えば、加齢及び疾患によって変化すると、不規則なメチル化が生
じ得、哺乳類において多くの複合病、例えば心臓病、糖尿病、神経障害、及び癌をもたら
す虞がある。例えば、Ｏｋｈｏｖ－Ｍｉｔｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｍｅｄｉ
ｃｉｎｅ，２３７－２６０，２０１２総説参照。例えば、ＤＮＡメチル化は、癌抑制遺伝
子をサイレンシングさせることによって、発癌に寄与する。例えば、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　
ａｌ，Ｎａｔ．Ｒｅｖ．Ｇｅｎｅｔ．，３，４１５－４２８，２００２参照。
【０００３】
　ＤＮＡメチル化を検出する現在の方法は、時間を浪費するものであり、複数の時間浪費
工程（ポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）及び配列決定法の実行工程が挙げられる）を必要
とする。例えば、Ｏｋｈｏｖ－Ｍｉｔｓｅｌ　ｅｔ　ａｌ，Ｃａｎｃｅｒ　Ｍｅｄｉｃｉ
ｎｅ，２３７－２６０，２０１２総説参照。更に、特異的抗メチル化ＤＮＡ抗体の利用可
能性は、通例の蛍光色素から生じるシグナルが弱いこと、そしてシグナル増幅方法を欠く
ことに起因して、検出プロセスを簡単化できなかった。また、既知の分析方法は、信頼性
を欠いており、そしてプローブ設計、ハイブリダイゼーション効率、及びアーチファクト
によって、制限されている。同文献参照。結果として、異常なＤＮＡメチル化の検出は、
達成するのが困難であった。このことが、特定の疾患、例えば癌におけるＤＮＡメチル化
の役割及びパターンの理解を制限している。Ｓｕｚｕｋｉ　ｅｔ　ａｌ，Ａｓｉａｎ　Ｐ
ａｃ．Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｐｒｅｖ．，２００６　Ａｐｒ－Ｊｕｎ；７（２）：１７７－
１８５参照。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
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【０００４】
　例えば、加齢、発癌、老化、及び他の細胞活性を、インビボ且つインビトロの双方で監
視するのに有用な、ＤＮＡメチル化を検出する新しい方法が必要とされている。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　開示される実施形態は、量子ドットナノ粒子を含み、これは、量子ドットナノ粒子の無
機表面上の直接の、又はナノ粒子を水溶性且つ生体適合性にするのに用いられる有機コロ
ナ層上にあるアミド、エステル、チオエステル、又はチオールの固定基によって、リガン
ド（例えば、メチル化特異的結合リガンド）に結合される（例えば、共有結合される、又
は（イオンペアリング又はファン・デル・ワールス相互作用によって）物理的に結合され
る）。そのような実施形態は、例えばリアルタイムに、ＤＮＡメチル化を検出するのに有
用である。
【０００６】
　一実施形態において、量子ドットナノ粒子は、メチル化特異的結合リガンドに連結され
ている。量子ドットナノ粒子は、メチル化特異的結合リガンドに、共有結合的に連結され
ていてもよい。共有結合は、量子ドットナノ粒子の無機の表面上の直接的な、又はナノ粒
子を水溶性にするのに用いられる有機コロナ層上の間接的な、アミド、エステル、チオエ
ステル、又はチオールの固定基によるものであってよい。特定の実施形態における水溶性
ＱＤナノ粒子は、一半導体材料のコア、及び一部の実施形態における異なる半導体材料の
少なくとも１つのシェルを含む一方、他の実施形態において、水溶性ＱＤナノ粒子は、バ
ンドギャップ値が組成傾斜合金化（compositionally graded alloying）によって外向き
に増大している、合金化された半導体材料を含む。
【０００７】
　幾つかの実施形態では、光応答性（light responsive）量子ドット（ＱＤ）は、リガン
ド相互作用剤（ligand interactive agent）及び表面修飾リガンド（surface modifying 
ligand）を有する水溶性ＱＤナノ粒子を含む。水溶性ＱＤナノ粒子は、ヘキサメトキシメ
チルメラミンを含む溶液中のＱＤにリガンド相互作用剤及び表面修飾リガンドを化学的添
加することによって形成できる。幾つかの実施形態では、リガンド相互作用剤は、Ｃ８－
Ｃ２０脂肪酸及びそのエステルであり、表面修飾リガンドは、モノメトキシポリエチレン
オキシドである。
【０００８】
　幾つかの実施形態では、水溶性ナノ粒子は、メチル化特異的結合リガンドに結合するこ
とができるキャッピングリガンドを含む。幾つかの実施形態では、キャッピングリガンド
は、チオール基、カルボキシル基、アミン基、ホスフィン基、ホスフィンオキシド基、ホ
スホン酸基、ホスフィン酸基、イミダゾール基、ＯＨ基、チオエーテル基、及びカリック
スアレーン基からなる群から選択される。
【０００９】
　一実施形態において、ナノ粒子は、メチル化特異的結合リガンドに、アミド結合を介し
て共有結合的に連結されている。
【００１０】
　一実施形態において、本発明は、コア半導体材料、官能化有機コーティング、及び外層
を含む量子ドットを含むリガンドナノ粒子コンジュゲートを提供し、外層は、メチル化特
異的結合リガンドを含む。
【００１１】
　一実施形態において、メチル化特異的結合リガンドは、メチル化されたＤＮＡ塩基に結
合することができる（例えば、特異的に結合する）リガンド（例えば合成リガンド）であ
る。メチル化されたＤＮＡ塩基として、メチル化シトシン、例えば、５－メチルシトシン
、５－ヒドロキシメチルシトシン、５－ホルミルシトシン、及び／又は５－カルボキシル
シトシンが挙げられる。メチル化アデニンとしては、Ｎ６－メチルアデニンが挙げられる
。
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【００１２】
　メチル化特異的結合リガンドは、抗体、アプタマー、ペプチド、又は他の合成リガンド
をベースにしてよい。適切なメチル化特異的結合リガンドとして、以下に限定されないが
、抗５－メチルシトシン抗体、抗５－ヒドロキシメチルシトシン抗体、抗５－ホルミルシ
トシン抗体、抗５－カルボキシルシトシン抗体、及び／又は抗Ｎ６－メチルアデニンが挙
げられる。一実施形態において、メチル化特異的結合リガンドは、抗５－メチルシトシン
抗体、例えば、ｄｉａｇｅｎｏｄｅによって販売されている５－ｍＣモノクローナル抗体
３３Ｄ３（ｃａｔ．Ｎｏ．Ｃ１５２０）又はその同等物である。一実施形態において、メ
チル化特異的結合リガンドは、抗５－ヒドロキシメチルシトシン抗体、例えば、ＲＭ２３
６、３１７、並びにＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒによってカタログ番号ＭＡ５－２４６９５
、ＭＡ５－２３５２５、ＰＡ５－６０８７６、ＰＡ５－４００９７及び／又はＰＡ５－２
４４７６で販売されているＨＭＣＥＳポリクローナル抗体が挙げられ得る。別の実施形態
において、メチル化特異的結合リガンドは、抗５－ホルミルシトシン抗体、例えば、ＥＭ
Ｄ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎによってカタログ番号ＭＡＢＥ１０９
２で販売されているＥＤＬ　ＦＣ－５が挙げられ得る。別の実施形態において、メチル化
特異的結合リガンドは、抗５－カルボキシルシトシン抗体、例えば、ＧｅｎｅＴｅｘによ
って販売されている５－ｃａＣ抗体（カタログ番号ＧＴＸ６０８０１）が挙げられ得る。
【００１３】
　別の態様において、本発明は、本明細書に記載される実施形態の何れかに従うリガンド
ナノ粒子コンジュゲートを調製するプロセスを提供する。一実施形態において、プロセス
は、ｉ）量子ドットナノ粒子をメチル化特異的結合リガンドに結合させて、リガンド－ナ
ノ粒子コンジュゲートを与える工程を含み、ナノ粒子は、コア半導体材料及び外層で構成
される量子ドットを含み、外層は、カルボキシル基を含んでいる。
【００１４】
　一実施形態において、カップリング工程は、カップリング剤の存在下で行われる。一実
施形態において、カップリング工程ｉ）は、ａ）外層中のカルボキシル基をカルボジイミ
ドリンカー（linker）と反応させて、カルボキシル基を活性化する工程と、ｂ）活性化さ
れたカルボキシル基を、メチル化特異的結合リガンドと（例えば、リガンド上のアミン末
端と）反応させる工程とを含む。カップリング剤は、１－（３－ジメチルアミノプロピル
）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩であるのが好ましい。
【００１５】
　更なる実施形態において、プロセスは更に、ｉｉ）リガンドナノ粒子コンジュゲートを
精製する工程を含む。追加の実施形態において、プロセスは更に、ｉｉｉ）リガンドナノ
粒子コンジュゲートを単離する工程を含む。一実施形態において、プロセスは、工程ｉ）
、ｉｉ）、及びｉｉｉ）を含む。
【００１６】
　本明細書に記載されるリガンドナノ粒子コンジュゲートの何れかの一実施形態において
、ナノ粒子は、ＩＩ－ＶＩ族材料、ＩＩＩ－Ｖ族材料、若しくはＩ－ＩＩＩ－ＩＶ族材料
、又はそれらの任意の合金を含む。
【００１７】
　更なる実施形態において、本明細書に記載されるリガンド－ナノ粒子コンジュゲートの
何れかは、蛍光リガンド－ナノ粒子コンジュゲートである。
【００１８】
　追加の実施形態において、本明細書で記載されるリガンド－ナノ粒子コンジュゲートの
何れかが、細胞吸収促進剤、組織浸透促進剤、又はそれらの組合せを更に含む。細胞吸収
促進剤の例として、トランス活性化転写アクティベータ（ＴＡＴ）、Ａｒｇ－Ｇｌｙ－Ａ
ｓｐ（ＲＧＤ）トリペプチド、又はポリアルギニンペプチドが挙げられる。リガンド－ナ
ノ粒子コンジュゲートは更に、他の既知の剤、例えば、サポニン、カチオン性リポソーム
、又はストレプトリジンＯを含んでよく、これらは細胞吸収を増強することができる。
【００１９】
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　別の実施形態において、例えばリアルタイムに、ＤＮＡメチル化を検出する方法が提供
される。一実施形態において、本方法は、ｉ）本明細書に記載される実施形態の何れかに
従うリガンドナノ粒子コンジュゲートを、メチル化ＤＮＡ領域（例えばヒト又は動物のＤ
ＮＡサンプル）と接触させる工程と、ｉｉ）ナノ粒子コンジュゲートによる光放射又は光
吸収を検出する工程とを含む。実施形態の追加の態様において、量子ドットナノ粒子は、
光源によって励起される。
【００２０】
　一実施形態において、サンプルは、固定された組織サンプルである。別の実施形態にお
いて、サンプルは、細胞培養において培養された生細胞である。別の実施形態において、
リガンド－ナノ粒子コンジュゲートは、生組織に導入される。別の実施形態において、リ
ガンド－ナノ粒子コンジュゲートは、哺乳類に、ＤＮＡメチル化のリアルタイム監視のた
めに導入される。
【００２１】
　別の態様において、本発明は、ＤＮＡサンプル（例えば、固定された組織サンプル、又
は細胞培養において培養された生細胞中のサンプル）のメチル化された領域／メチル化領
域を検出するための免疫アッセイにおいて、本明細書に記載される実施形態の何れかに基
づくリガンド－ナノ粒子コンジュゲートの試薬としての使用を提供する。
【００２２】
　本明細書に記載される方法及び／又は使用の何れかの一実施形態において、検出シグナ
ルは、例えば、本明細書に記載される実施形態の何れかに従うリガンド－ナノ粒子コンジ
ュゲートの１又は複数の追加の層を、メチル化ＤＮＡ領域に加えることによって、増幅さ
れる。
【００２３】
　本明細書に記載される方法及び／又は使用の何れかの一実施形態において、ＤＮＡメチ
ル化は、インビボで監視されてリアルタイム撮像に用いられる。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】図１は、一実施形態に基づいた、３層の量子ドットナノ粒子を用いたメチル化Ｄ
ＮＡ領域の例示的な検出の概略を示す。
【００２５】
【図２】図２は、水溶性量子ドット生成の一実施形態を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２６】
　本明細書で開示されるのは、メチル化ＤＮＡ特異的結合リガンドにコンジュゲートされ
た量子ドット（ＱＤ）であり、当該リガンドは、ＱＤによる光子放射が生じる条件下で、
ＱＤの刺激直後に検出される能力を有する。また、本明細書で開示されるのは、高い安全
性プロフィール及び生体適合性プロフィールを備え、且つＤＮＡメチル化特異的リガンド
に結合されている量子ドットナノ粒子（ＱＤ）を提供する特定の実施形態である。幾つか
の実施形態では、ＱＤは、生体適合性の、無毒性の蛍光量子ドットナノ粒子（ＱＤ）の結
合体として加工される。
【００２７】
　省略形：以下の省略形は、本願を通じて使用される。
　ＤＣＣ：ジシクロヘキシルカルボジイミド
　ＤＣＭ：ジクロロメタン
　ＤＩＣ：ジイソプロピルカルボジイミド
　ＥＤＣ：１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩
　ＨＭＭＭ：ヘキサメトキシメチルメラミン
　Ｉｎ（ＭＡ）３：ミリスチン酸インジウム
　ＱＤ：量子ドット
　ｓｕｌｆｏ－ＮＨＳ：Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドのスルホ誘導体
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　ＳＭＣＣ：スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カル
ボキシレート
　（ＴＭＳ）３Ｐ：トリス（トリメチルシリル）ホスフィン
【００２８】
　本発明の理解を促進するために、そして、本明細書で特許請求の範囲を解釈する際の疑
義の回避のために、幾つかの用語を以下で定義する。本明細書で定義される用語は、本発
明に関連する分野の当業者によって一般的に理解される意味を有する。本発明の特定の実
施形態を説明するのに仕様される用語は、特許請求の範囲で述べられる場合を除いて本発
明を限定するものではない。
【００２９】
　「ある」、「その」などの用語は、明示的に定義されていない限り、特異的な実体を示
すことを意図したものではなく、一般的な種類を含んでおり、その種類の一般的な特定の
例が、説明のために使用され得る。 特許請求の範囲及び／又は明細書中の「含む」と共
に使用される場合における用語「ある」の使用は、１つを意味することもあるが、１つ以
上、少なくとも１つ、及び／又は２つ以上と矛盾し得ない。
【００３０】
　特許請求の範囲における用語「又は」使用は、相互に排他的であるとして選択肢を示す
ことを明示的に示されていない限り、「及び／又は」を意味するために使用される。故に
、特に明記されていない限り、一群の選択肢における用語「又は」は、その群のメンバー
の任意の１つ又は任意の組合せを意味する。更に、相互に排他的であるとして選択肢を指
すことが明示的に示されていない限り、「Ａ、Ｂ、及び／又はＣ」なる言い回しは、要素
Ａ単独、要素Ｂ単独、要素Ｃ単独、又はＡ、Ｂ及びＣの任意の組合せをまとめて含んだ実
施形態を意味する。
【００３１】
　同様に、疑義を避けるために、そして、別に相互排他的に選択肢に言及することを明示
的に示さない限り、項目のリストと組み合わされた「少なくとも１つ」なる言い回しは、
リストからの単一の項目、又はリスト内の項目の任意の組合せを意味する。例えば、そし
て別に定義されない限り、「Ａ、Ｂ及びＣの少なくとも１つ」なる言い回しは、Ａ、Ｂ、
Ｃ又はＡ、Ｂ及びＣの任意の組合せからなる群からの少なくとも１つを意味する。従って
、他に定義されない限り、この言い回しは、列挙された項目のうちの１又は複数を必要と
しているが、必ずしも全てではない。
【００３２】
　「備えている」（及びその任意の形態、例えば「備える」）、「有している」（及びそ
の任意の形態、例えば「有する」）、「含んでいる」（及びその任意の形態、例えば「含
む」）、「含有している」（及びその任意の形態、例えば「含有する」）は、包括的又は
オープンエンドであって、列挙されていない更なる要素又は工程を除外しない。
【００３３】
　本明細書及び特許請求の範囲で使用される「有効な」という用語は、所望の、予想され
る、又は意図された結果をもたらす又は達成するのに適切なことを意味する。
【００３４】
　「約」又は「ほぼ」なる用語は、当業者によって理解されるように「近い」と定義され
、ある１つの非限定的な実施形態においては、この用語は、１０％以内、５％以内、１％
以内、幾つかの態様では、０．５％以内と規定される。
【００３５】
　幾つかの実施形態では、メチル化ＤＮＡ特異的結合リガンドは、メチル化されたＤＮＡ
塩基を認識する抗体である。本明細書で使用されるように、用語「抗体」は、無傷の免疫
グロブリン分子と、その部分、フラグメント、及び誘導体とを含んでおり、例えば、Ｆａ
ｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆｖ、Ｆｓｃ、ＣＤＲ、又は、キメラ抗体を含む抗原又
はエピトープに結合できる抗体の任意の部分が含まれ、キメラ抗体は、二重特異性である
か、又は、抗体に由来する抗原結合ドメインと、別のタイプのポリペプチドとを組み合わ
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せる。用語「抗体」は、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）と、キメラ抗体と、ヒト化抗体と
、公知技術によって提供されるそれらのフラグメント、部分、領域又は誘導体とを含んで
おり、当該公知技術には、酵素的開裂及び組換え技術が含まれるが、これらに限定されな
い。本明細書では、用語「抗体」は、重鎖抗体の単一のモノマー可変抗体ドメイン（mono
meric variable antibody domain）（ＶＨ）を有する単一ドメイン抗体（ｓｄＡｂ）及び
そのフラグメントも含んでいる。ｓｄＡｂは、可変軽鎖（ＶＬ）ドメイン及び定常軽鎖（
ＣＬ）ドメインを欠いており、ラクダ科動物（ＶＨＨ）及び軟骨魚類（ＶＮＡＲ）に天然
に見られ、ラマでｓｄＡｂに結合する特異的抗原を開発した製薬会社Ａｂｌｙｎｘによっ
て、時にナノボディ（Nanobody）と称される。修飾語「モノクローナル」は、実質的に均
質な抗体の集団から得られるものとしての抗体の特徴を示しており、特定の方法による抗
体の生成を要するものと解釈されるべきではない。
【００３６】
　他の実施形態において、メチル化ＤＮＡ特異的結合リガンドは、メチル化されたＤＮＡ
塩基を認識するアプタマーである。アプタマーは、構造的に異なるＲＮＡ又はＤＮＡオリ
ゴヌクレオチド（ＯＤＮ）であって、タンパク質結合分子を模倣することができ、ペアワ
イズな核酸結合によるのではなく、それらの独特の二次の三次元構造立体配座に基づいて
、高い（ｎＭ）結合親和性を示すことができる。アプタマーは、ターゲット分子を結合す
るハイスループットインビトロ法によって選択することができる。アプタマーは通常、抗
体の分子量の約１／１０であるが、それにも拘わらず、抗体に匹敵する十分な認識表面積
を有する複雑な三次の折り畳み構造をもたらす。
【００３７】
　ＱＤは、独特の光学特性を有する蛍光半導体ナノ粒子である。ＱＤは、サイズが非常に
小さい特定の形態の半導体材料を意味しており、粒子のサイズ及び形状が光励起に対して
量子力学的効果をもたらす。一般的に、半径が５乃至６ｎｍであるような大きいＱＤは、
発光色がオレンジ色又は赤色であるより長い波長を放射し、半径が２乃至３ｎｍであるよ
うな小さいＱＤは、青色及び緑色で短い波長を放射するが、具体的な色及びサイズはＱＤ
の構成によって異なる。量子ドットは、従来の蛍光色素（インドシアニングリーン（ＩＣ
Ｇ）など）よりも約２０倍明るく輝き、光安定性が何倍も高い。重要なことであるが、Ｑ
Ｄの滞留時間は、それらの化学的性質及びナノサイズに起因して長い。ＱＤは、遙かに強
い光強度を吸収及び放出できる。幾つかの実施形態では、ＱＤは、２つ以上の結合タグを
備えてよく、二重又は三重特異性ナノデバイスを形成する。ＱＤの独自の特性により、満
たされていないニーズに応える幾つかの医療用途が可能になる。
【００３８】
　本明細書に示される実施形態では、ＱＤは、親水性外層又はコロナを示すように機能化
されており、例えば、生細胞におけるインビボ及びインビトロの用途のような水性環境で
のＱＤの使用を可能にしている。このようなＱＤは、水溶性ＱＤと呼ばれる。
【００３９】
　ある実施形態では、ＱＤは、コンジュゲーション可能な官能基（ＣＯＯＨ、ＯＨ、ＮＨ

２、ＳＨ、アジド、アルキン）を表面に備えていてよい。例示的なある実施形態では、水
溶性非毒性ＱＤは、カルボキシル官能化されているか又はカルボキシル官能化される。 
例えば、ＣＯＯＨ－ＱＤは、水溶性１－エチル－３－（－３－ジメチルアミノプロピル）
カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）を用いるカルボジイミド連結技術を用いてターゲティン
グ抗体のアミン末端に連結することができる。カルボキシル官能化ＱＤは、ＥＤＣと混合
して、活性Ｏ－アシルイソ尿素中間体を形成し、当該中間体は、その後、反応混合物中の
モノクローナル抗体上の第一級アミノ基からの求核攻撃によって置換される。所望であれ
ば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドのスルホ誘導体（ｓｕｌｆｏ－ＨＳ）が、第一級アミ
ン含有抗体との反応中に加えられる。ｓｕｌｆｏ－ＨＳの添加により、ＥＤＣは、ＮＨＳ
をカルボキシルに結合し、ＮＨＳエステルを形成する。当該ＮＨＳエステルは、Ｏ－アシ
ルイソ尿素中間体よりも安定である一方で、生理学的ｐＨで第一級アミンへの効率的なコ
ンジュゲーションを可能にする。何れの場合でも、結果は、ＱＤと抗体との間の共有結合
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である。鈴木－宮浦クロスカップリング、（スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチ
ル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート）（ＳＭＣＣ）のような他の化学反応、又は
アルデヒドベースの反応が代わりに使用されてよい。
【００４０】
　コア及びコア－シェルナノ粒子を合成する方法は、例えば、所有者を同じくする米国特
許第７，８６７，５５６号、第７，８６７，５５７号、第７，８０３，４２３号、第７，
５８８，８２８号、及び第６，３７９，６３５号に開示されている。前述の特許の各々の
内容は、その全体が参照により本明細書の一部となる。米国特許第９，１１５，０９７号
、第８，０６２，７０３号、第７，９８５，４４６号、第７，８０３，４２３号、及び第
７，５８８，８２８号、並びに米国特許公開第２０１０／０２８３００５号、第２０１４
／０２６４１９６号、第２０１４／０２７７２９７号、及び第２０１４／０３７０６９０
号は、それらの各々の全体が本明細書の一部となる。これら引用文献には、大量の高品質
単分散量子ドットを製造する方法が記載されている。
【００４１】
　ある実施形態では、コア／シェル粒子が利用され、コア／シェル粒子は、少なくとも１
つの半導体組成の中心領域又はコアを有しており、コアは、半導体組成が明確に異なる１
又は複数の外層又はシェル内に埋め込まれて、又は覆われている。一例として、コアは、
Ｉｎ、Ｐ、Ｚｎ及びＳの合金で構成されてよく、例えば、ＺｎＳ分子クラスタ上へのイン
ジウム系ＱＤの分子シーディングとそれに続くＺｎＳのシェルの形成とを含む実施例１の
説明に基づいて形成される。
【００４２】
　更に別の実施形態では、使用される水溶性ＱＤナノ粒子は、コア／シェルＱＤを作製す
る代わりに、合金化半導体材料を含んでおり、当該合金化半導体材料は、組成傾斜合金化
によって外向きに増加するバンドギャップ値又はエネルギー（Ｅｇ）を有する。バンドギ
ャップエネルギー（Ｅｇ）は、基底状態の価電子エネルギーバンドから空いている伝導エ
ネルギーバンドに電子を励起するのに要する最小エネルギーである。
【００４３】
　傾斜合金ＱＤ組成は、粒子の中心又はその近くから、ＱＤの最も外部の表面まで、元素
　傾斜合金ＱＤ組成は、別個のシェル層によって覆われた別個のコアとして形成されるの
ではなく、粒子の中心又はその近傍からＱＤの最外面まで元素組成が傾斜しているものと
考えられる。１つの例は、ｘ及びｙがＱＤの中心から表面に向かって０から１まで次第に
増加するＩｎ１－ｘＰ１－ｙＺｎｘＳｙ傾斜合金ＱＤであろう。そのような例では、ＱＤ
のバンドギャップは、中心近くの純粋なＩｎＰのバンドギャップから表面における純粋な
ＺｎＳのより大きいバンドギャップまで次第に変化するであろう。バンドギャップは粒子
サイズに依存するが、ＺｎＳのバンドギャップはＩｎＰのバンドギャップよりも広いので
、傾斜合金のバンドギャップは、ＱＤの内側から表面に向かって徐々に増加する。
【００４４】
　本明細書の実施例１において説明されている分子シーディング法の変形として、ワンポ
ット合成法が使用されてよい。これは、実施例１におけるコア粒子の生成について記載す
るように、プロセス中に量を増加しつつ亜鉛及び硫黄前駆体を添加しながら、粒子成長を
維持するために反応溶液に添加されるミリスチン酸インジウム及び（ＴＭＳ）３Ｐの量を
徐々に減少させることによって達成されてよい。故に、ある例では、ジブチルエステル及
び飽和脂肪酸が反応フラスコに入れられて、加熱しながら脱気される。窒素が導入されて
、昇温される。 例えば、ＺｎＳ分子クラスタ［Ｅｔ３ＮＨ］４［Ｚｎ１０Ｓ４（ＳＰｈ
）１６］のような分子クラスタが、撹拌しながら加えられる。濃度を徐々に減少させた第
１の半導体材料と濃度を徐々に減少させた第２の半導体材料の添加を含む傾斜プロトコル
に従って傾斜合金前駆体溶液が加えられるにつれて、昇温される。例えば、ランピング（
ramping）プロトコルは、ジカルボン酸エステル（例えば、ジ－ｎ－ブチルセバケートエ
ステルなど）に溶解したミリスチン酸インジウム（Ｉｎ（ＭＡ）３）及びトリメチルシリ
ルホスフィン（ＴＭＳ）３Ｐの添加で開始でき、添加されるＩｎ（ＭＡ）３及び（ＴＭＳ
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）３Ｐの量は、経時的に徐々に減少して、徐々に濃度が増加する硫黄及び亜鉛化合物、例
えば（ＴＭＳ）２Ｓ及び酢酸亜鉛で置き換えられる。Ｉｎ（ＭＡ）３及び（ＴＭＳ）３Ｐ
の添加量が減少するにつれて、酢酸亜鉛と共に加えられる飽和脂肪酸（例えば、ミリスチ
ン酸又はオレイン酸）及びジカルボン酸エステル（例えば、ジ－ｎ－ブチルセバケートエ
ステル）に溶解した（ＴＭＳ）２Ｓの量は徐々に増加する。次に続く反応は、ＺｎＳ化合
物の生成を増加させるであろう。 添加が続くにつれて、所望のサイズのＱＤ粒子が形成
され、発光極大波長は徐々に増加する。ＩｎＰ及びＺｎＳの濃度は傾斜しており、ＱＤ粒
子の中心近くでＩｎＰの濃度が最も高く、ＱＤ粒子の外側で、ＺｎＳの濃度が最も高い。
所望の発光極大が得られると、反応への更なる添加が停止され、得られた傾斜合金粒子を
アニールした後、沈殿及び洗浄によって粒子の単離が行われる。
【００４５】
　媒体に対するナノ粒子の適合性と、凝集、光酸化及び／又はクエンチングについてのナ
ノ粒子の受け易さとは、主にナノ粒子の表面組成によって媒介される。任意のコア、コア
－シェル又はコア－マルチシェルナノ粒子の最終的な無機表面原子の周りの配位は不完全
なことがあり、表面に反応性が高いダングリングボンドを有し、これは粒子の凝集をもた
らし得る。この問題は、本明細書でキャッピングリガンド又はキャッピング剤と呼ばれる
保護有機基で、ベアな表面原子を不動態化する（キャッピングする）ことによって克服さ
れる。粒子のキャッピング又は不動態化は、粒子の凝集を防ぐだけでなく、周囲の化学的
環境から粒子を保護し、コア材料の場合には、粒子に電子的安定化（不動態化）をもたら
す。キャッピングリガンドは、粒子の最も外側の無機層の表面金属原子に結合したルイス
塩基であってよいが、これに限定されない。キャッピングリガンドの性質は、特定の媒体
に対するナノ粒子の適合性を大きく左右する。キャッピングリガンドは、所望の特性に応
じて選択されてよい。使用可能なキャッピングリガンドの種類には、チオール基、カルボ
キシル基、アミン基、ホスフィン基、ホスフィンオキシド基、ホスホン酸基、ホスフィン
酸基、イミダゾール基、ＯＨ基、チオエーテル基、及びカリックスアレーン基が挙げられ
る。カリックスアレーンを除いて、これらのキャッピングリガンドは全て、キャッピング
リガンドのための固定中心を粒子の表面に形成できる頭部基を有する。キャッピングリガ
ンドの本体は、直鎖であっても、環状であっても、芳香族であってよい。キャッピングリ
ガンド自体は、大きく、小さく、オリゴマー状又は多座状であってよい。リガンドの本体
の性質と、粒子に結合していない突出側部とは一緒になって、リガンドが親水性、疎水性
、両親媒性、負性、陽性、又は双性イオン性であるか否かを決定する。
【００４６】
　多くの量子ドット材料では、キャッピングリガンドは疎水性である（例えば、アルキル
チオール、脂肪酸、アルキルホスフィンやアルキルホスフィンオキシドなど）。故に、ナ
ノ粒子は通常、ナノ粒子の合成及び単離後に、トルエンなどの疎水性溶媒中に分散される
。このようにキャッピングされたナノ粒子は通常、極性がより高い媒体には分散しない。
ＱＤの表面修飾が望まれる場合に最も広く使用されている手法は、リガンド交換として知
られている。親油性リガンド分子は、 コア合成及び／又はシェル形成手順中にナノ粒子
の表面に配位し、続いて、極性／荷電リガンド化合物と交換されてよい。別の表面修飾ス
トラテジーは、極性／荷電分子又はポリマー分子を、ナノ粒子の表面に既に配位している
リガンド分子とインターカレートさせることである。しかしながら、ある種のリガンド交
換及びインターカレーション手法は、水性媒体に対してナノ粒子をより相溶性にする一方
で、対応する未修飾ナノ粒子よりも量子収率（ＱＹ）が低い、及び／又はサイズが実質的
に大きい材料をもたらすことがある。
【００４７】
　インビボ及びインビトロ用途においては、必要とされない場合には、低毒性プロフィー
ルを有するＱＤが望ましい。故に、幾つかの用途では、量子ドットナノ粒子は、カドミウ
ム、鉛やヒ素などの有毒な重金属を実質的に含まないこと（例えば、カドミウム、鉛、ヒ
素などの重金属が５重量％未満、具体的には、４重量％未満、３重量％未満、２重量％未
満、１重量％未満、０．５重量％未満、０．１重量％未満、０．０５重量％未満、０．０
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１重量％未満）、或いは、カドミウム、鉛、ヒ素などの重金属を含まないことが好ましい
。ある実施形態では、カドミウム、鉛、ヒ素などの重金属を含まない低毒性ＱＤがもたら
される。
【００４８】
　ＱＤに特有の性質は、未だになされていない生細胞におけるインビトロ及びインビボ診
断を含む幾つかの潜在的な医学的用途を可能にする。ＱＤの医療応用に関する大きな懸念
の１つは、カドミウム、鉛、ヒ素などの有毒な重金属を含むＱＤに研究の大部分が集中し
ているということである。本明細書に記載の、生物学的に適合した重金属フリーの水溶性
ＱＤは、インビトロ及びインビボの両方で医療用途に安全に使用することができる。幾つ
かの実施形態では、（完全ＩｇＧ２抗体の寸法サイズの範囲内である）１０乃至２０ｎｍ
の水力学的サイズを有する、インビボ適合性でカドミウムフリーな水分散性ＱＤがもたら
される。ある実施形態では、インビボ適合性でカドミウムフリーな水分散性ＱＤは、本明
細書の実施例１及び実施例２に記載の手順に従って製造される。幾つかの実施形態では、
インビボ適合性でカドミウムフリーな水分散性ＱＤは、カルボキシル官能化されており、
更にリガンド結合部で誘導体化されている。
【００４９】
　カドミウム、鉛及びヒ素を含まないナノ粒子の例には、例えば、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、Ｚ
ｎＴｅ、ＩｎＰ、ＩｎＳｂ、ＡｌＰ、ＡｌＳ、ＡｌＳｂ、ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＳｂ、Ｐ
ｂＳ、ＰｂＳｅ、ＡｇＩｎＳ２、ＣｕＩｎＳ２、Ｓｉ、Ｇｅなどの半導体材料、それらの
合金及びドープされた誘導体を含むナノ粒子、特に、これらの材料のうちの１つのコアと
、これらの材料のうちの別の材料の１又は複数のシェルとを含むナノ粒子が挙げられる。
【００５０】
　幾つかの実施形態では、非毒性ＱＤナノ粒子は表面修飾されて、水溶性にされて、且つ
、それらをリガンド相互作用剤に曝すことによって誘導体化する表面部分を有しており、
リガンド相互作用剤とＱＤの表面との会合をもたらすことを可能にする。リガンド相互作
用剤は、以下に記載するように、鎖部分と、連結／架橋剤に対して特異的な親和性又はそ
れとの反応性を有する官能基とを含んでよい。鎖部分は、例えば、アルカン鎖であってよ
い。官能基の例には、チオ基、ヒドロキシル基、カルボキサミド基、エステル基やカルボ
キシル基などの求核基が挙げられる。リガンド相互作用剤はまた、ＱＤの表面に対して親
和性を有する部分を含んでも含まなくてもよい。そのような部分の例には、チオール、ア
ミン、カルボキシル基やホスフィンが挙げられる。リガンド相互作用基がそのような部分
を含まない場合、リガンド相互作用基は、キャッピングリガンドとインターカレートする
ことによってナノ粒子の表面と会合してよい。リガンド相互作用剤の例には、例えばミリ
スチン酸イソプロピルのようなＣ８－２０脂肪酸及びそのエステルが含まれる。
【００５１】
　リガンド相互作用剤は、単にナノ粒子の合成に使用されるプロセスの結果としてＱＤナ
ノ粒子と会合してよく、ナノ粒子を更なる量のリガンド相互作用剤に曝す必要性を無くす
ことに留意のこと。このような場合、更なるリガンド相互作用剤をナノ粒子と会合させる
必要はないかもしれない。代替的に又は追加で、ナノ粒子が合成及び単離された後に、Ｑ
Ｄナノ粒子をリガンド相互作用剤に曝してもよい。例えば、ナノ粒子は、リガンド相互作
用剤を含む溶液中にて、一定期間インキュベートされてよい。そのようなインキュベーシ
ョン、又はインキュベーション期間の一部は、高温であってよく、リガンド相互作用剤と
ナノ粒子の表面との会合が促進する。リガンド相互作用剤をナノ粒子の表面と会合させた
後に、ＱＤナノ粒子は、連結／架橋剤及び表面修飾リガンドに曝される。連結／架橋剤は
、リガンド相互作用剤の基に対して、また、表面修飾リガンドに対して特異的な親和性を
有する官能基を含む。リガンド相互作用剤－ナノ粒子会合複合体は、連結／架橋剤及び表
面修飾リガンドに順次曝される。例えば、ナノ粒子は、架橋／架橋剤にある期間曝されて
架橋をもたらし、その後、表面修飾リガンドに曝されて、それをナノ粒子のリガンドシェ
ルへと組み込んでよい。或いは、ナノ粒子は、結合／架橋剤と表面修飾リガンドとの混合
物に曝されてよく、よって、単一の工程で架橋されて、表面修飾リガンドが組み込まれる



(12) JP 2019-529341 A 2019.10.17

10

20

30

40

50

。
【００５２】
　ある実施形態では、量子ドット前駆体は、分子クラスタ化合物の存在下で、分子クラス
タの完全性が維持される条件下で与えられて、十分に分離した（well-defined）予め作製
されたシード又はテンプレートとして作用し、化学前駆体と反応する核形成中心をもたら
して、工業的用途に十分な規模で高品質のナノ粒子が生成される。
【００５３】
　しかしながら、開示された方法は、分子クラスタ法に限定されない。量子ドットを調製
するための更なる方法としては、例えば、二重注入法、水ベース法（aqueous based meth
od）、ホットインジェクション法及びシーディング法が挙げられる。
【００５４】
　本発明において有用な量子ドットナノ粒子の適切な種類には、以下の種類を含むコア材
料（それらの任意の組合せ又は合金を含む）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５５】
　周期律表の第２族からの第１元素と、周期律表の第１６族からの第２元素とを含んでい
るＩＩＡ－ＶＩＢ（２－１６）族材料であって、三元材料、四元材料及びドープされた材
料も含まれる。適切なナノ粒子材料としては、ＭｇＳ、ＭｇＳｅ、ＭｇＴｅ、ＣａＳ、Ｃ
ａＳｅ、ＣａＴｅ、ＳｒＳ、ＳｒＳｅ、ＳｒＴｅ、ＢａＳ、ＢａＳｅ、及びＢａＴｅが挙
げられるが、これらに限定されない。
【００５６】
　周期律表の第１２族からの第１元素と周期律表の第１５族からの第２元素とを含んでい
るＩＩ－Ｖ族材料であって、三元材料、四元材料、及びドープされた材料も含まれる。適
切なナノ粒子材料としては、Ｚｎ３Ｐ２、Ｚｎ３Ａｓ２、Ｃｄ３Ｐ２、Ｃｄ３Ａｓ２、Ｃ
ｄ３Ｎ２、及びＺｎ３Ｎ２が挙げられるが、これらに限定されない。
【００５７】
　周期律表の第１２族からの第１元素と、周期律表の第１６族からの第２元素と含むＩＩ
－ＶＩ族材料であって、三元材料、四元材料及びドープされた材料も含まれる。適切なナ
ノ粒子材料としては、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＺｎＳ、ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ、ＺｎＯ、Ｈｇ
Ｓ、ＨｇＳｅ、ＨｇＴｅ、ＣｄＳｅＳ、ＣｄＳｅＴｅ、ＣｄＳＴｅ、ＺｎＳｅＳ、ＺｎＳ
ｅＴｅ、ＺｎＳＴｅ、ＨｇＳｅＳ、ＨｇＳｅＴｅ、ＨｇＳＴｅ、ＣｄＺｎＳ、ＣｄＺｎＳ
ｅ、ＣｄＺｎＴｅ、ＣｄＨｇＳ、ＣｄＨｇＳｅ、ＣｄＨｇＴｅ、ＨｇＺｎＳ、ＨｇＺｎＳ
ｅ、ＨｇＺｎＴｅ、ＣｄＺｎＳｅＳ、ＣｄＺｎＳｅＴｅ、ＣｄＨｇＳｅＳ、ＣｄＨｇＳｅ
Ｔｅ、ＣｄＨｇＳＴｅ、ＨｇＺｎＳｅＳ、及びＨｇＺｎＳｅＴｅが挙げられるが、これら
に限定されない。
【００５８】
　周期律表の第１３族からの第１元素と周期律表の第１５族からの第２元素とを含んでい
るＩＩＩ－Ｖ族材料であって、三元材料、四元材料及びドープされた材料も含まれる。適
切なナノ粒子材料には、ＢＰ、Ａ１Ｐ、ＡｌＡｓ、ＡｌＳｂ；ＧａＮ、ＧａＰ、ＧａＡｓ
、ＧａＳｂ、ＩｎＮ、ＩｎＰ、ＩｎＡｓ、ＩｎＳｂ、ＡＩＮ、及びＢＮが挙げられるが、
これらに限定されない。
【００５９】
　周期律表の第１３族からの第１元素と周期律表の第１４族からの第２元素とを含んでい
るＩＩＩ－Ｖ族材料であって、三元材料、四元材料及びドープされた材料も含まれる。適
切なナノ粒子材料には、Ｂ４Ｃ、Ａ１４Ｃ３、Ｇａ４Ｃ、Ｓｉ、及びＳｉＣが挙げられる
が、これらに限定されない。
【００６０】
　周期律表の第１３族からの第１元素と周期律表の第１６族からの第２元素とを含んでい
るＩＩＩ－ＶＩ族材料であって、三元材料及び四元材料も含まれる。適切なナノ粒子材料
には、Ａ１２Ｓ３、Ａｌ２Ｓｅ３、Ａｌ２Ｔｅ３、Ｇａ２Ｓ３、Ｇａ２Ｓｅ３、ＧｅＴｅ
；Ｉｎ２Ｓ３、Ｉｎ２Ｓｅ３、Ｇａ２Ｔｅ３、Ｉｎ２Ｔｅ３、及びＩｎＴｅが挙げられる
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が、これらに限定されない。
【００６１】
　周期律表の第１４族からの第１元素と周期律表の第１６族からの第２元素とを含んでい
るＩＶ－ＶＩ族材料であって、三元材料、四元材料及びドープされた材料も含まれる。適
切なナノ粒子材料には、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ、ＰｂＴｅ、Ｓｂ２Ｔｅ３、ＳｎＳ、ＳｎＳｅ
、ＳｎＴｅが挙げられるが、これらに限定されない。
【００６２】
　周期律表の遷移金属の任意の族からの第１元素と、周期律表の第１６族からの第２元素
とを含んでいるナノ粒子材料であって、三元材料、四元材料及びドープされた材料も含ま
れる。適切なナノ粒子材料としては、ＮｉＳ、ＣｒＳ、ＡｇＳ、並びに、ＣｕＩｎＳｅ２

、ＣｕＧａＳ２、ＣｕＧａＳ２、及びＡｇＩｎＳ２などのＩ－ＩＩＩ－ＶＩ族材料が挙げ
られるが、これらに限定されない。
【００６３】
　好ましい実施形態において、ナノ粒子材料は、ＩＩ－ＶＩ族材料、ＩＩＩ－Ｖ族材料、
Ｉ－ＩＩＩ－ＶＩ族材料、及びそれらの合金又はドープされた誘導体を含む。
【００６４】
　本明細書及び特許請求の範囲の意図するものとしては、「ドープされたナノ粒子」とい
う用語は、上記と、大抵の場合には遷移金属又は希土類元素である１又は複数の主族元素
又は希土類元素を含むドーパントとからなるナノ粒子を指しており、例えば、Ｍｎ＋でド
ープされたＺｎＳナノ粒子のようなマンガンを含む硫化亜鉛であるが、これに限定されな
い。
【００６５】
　ある実施形態では、量子ドットナノ粒子は、カドミウムなどの重金属を実質的に含まな
い（例えば、カドミウムなどの重金属が５重量％未満、具体的には、４重量％未満、３重
量％未満、２重量％未満、１重量％未満、０．５重量％未満、０．１重量％未満、０．０
５重量％未満、０．０１重量％未満）、或いは、カドミウムなどの重金属を含んでいない
。
【００６６】
　インビボ用途では、重金属フリー半導体ナノ粒子、例えばインジウムベースの量子ドッ
ト、例えばＩｎＰ及びそのドープされた誘導体又は合金化された誘導体が好ましい。
【００６７】
　一実施形態において、本明細書に記載のナノ粒子の何れも、ナノ粒子コア上に設けられ
た第１の半導体材料を含む第１の層を含んでいる。第２の半導体材料を含む第２の層が、
第１の層の上に設けられてよい。量子ドットナノ粒子は、メチル化特異的結合リガンドに
（例えば共有結合的に）連結されている。共有結合は、量子ドットナノ粒子の無機表面上
の直接的な、アミド、エステル、チオエステル、チオエステル、又はチオールの固定基に
よるものであってよい。一実施形態において、ナノ粒子は、メチル化特異的結合リガンド
に、アミド結合を介して共有結合的に連結されている。
【００６８】
　以下の合成工程が、コンジュゲーションに用いられてよい。リンカーが使用されて、ナ
ノ粒子上のカルボキシル官能基とメチル化特異的結合リガンド上のアミン末端基との間に
アミド基が形成されてよい。既知のリンカー、例えば、量子ドットナノ粒子の無機表面上
に直接存在するチオール固定基などが使用できる。当業者には知られているであろう標準
的なカップリング条件が用いられてよい。適切なカップリング剤としては、例えば、ジシ
クロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）、ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）、及
び１－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）な
どのカルボジイミドが挙げられるが、これらに限定されない。ある実施形態では、カップ
リング剤はＥＤＣである。
【００６９】
　ある実施例では、カルボキシル末端基とメチル化特異的結合リガンドとを有する量子ド
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ットナノ粒子が、溶媒に混合されてよい。カップリング剤、例えばＥＤＣが、混合物に加
えられてよい。反応混合物は、インキュベートされてよい。粗の（crude）メチル化特異
的結合リガンドナノ粒子コンジュゲートは、精製されてよい。
【００７０】
　一般的な固相精製法が使用されてよい。過剰な未反応のメチル化特異的結合リガンド及
び／又はＥＤＣを除去するために、濾過及び適切な溶媒での洗浄が、数サイクル必要とさ
れることがある。
【００７１】
　記載される方法及び／又は使用の何れかの一実施形態において、バイサルファイト修飾
及びＰＣＲ増幅の後に、量子ドット蛍光共鳴エネルギー移動（ＭＳ－ｑＦＲＥＴ）を用い
て、ＤＮＡメチル化が検出され得る。例えば、Ｂａｉｌｅｙ　ｅｔ　ａｌ，Ｇｅｎｏｍｅ
　Ｒｅｓ．，１９，１４５５－１４６１，２００９参照。
【００７２】
　以下の実施例は、開示を完全にするため、本発明の組成物及び複合物を製造する方法を
説明するため、並びに組成物の特定の特徴を示すために記載されている。これらの実施例
は、本発明の範囲又は教示を限定することを意図するものではない。
【実施例】
【００７３】
[実施例１　無毒性量子ドットの合成]
　分子シーディングプロセスを使用して、無毒性量子ドット（ＱＤ）を生成した。概要を
説明すると、５００乃至７００ｎｍの範囲で発光する非官能化インジウム系量子ドットの
調製を以下のようにして行った。ジブチルエステル（約１００ｍｌ）及びミリスチン酸（
ＭＡ）（１０．０６ｇ）を三つ口フラスコに入れて、真空下で約７０℃で１時間脱気した
。この期間の後、窒素を導入し、そして温度を約９０℃に上げた。約４．７ｇのＺｎＳ分
子クラスタ［Ｅｔ３ＮＨ］４［Ｚｎ１０Ｓ４（ＳＰｈ）１６］を加え、混合物を約４５分
間撹拌した。次に、温度を約１００℃に上げて、続いてＩｎ（ＭＡ）３（１Ｍ、１５ｍｌ
）を滴下し、続いてトリメチルシリルホスフィン（ＴＭＳ）３Ｐ（１Ｍ、１５ｍｌ）を滴
下した。反応混合物を撹拌しながら温度を約１４０℃に上げた。１４０℃で、ジ－ｎ－ブ
チルセバケートエステルに溶解させたミリスチン酸インジウム（Ｉｎ（ＭＡ）３）（１Ｍ
、３５ｍｌ）（５分間撹拌したままにした）と、ジ－ｎ－ブチルセバケートエステルに溶
解させた（ＴＭＳ）３Ｐ（１Ｍ、３５ｍｌ）を更に滴下した。その後、温度をゆっくりと
１８０℃に上げて、Ｉｎ（ＭＡ）３（１Ｍ、５５ｍｌ）、続いて（ＴＭＳ）３Ｐ（１Ｍ、
４０ｍｌ）を更に滴下した。このようにして前駆体を添加することで、発光極大が５００
ｎｍから７２０ｎｍまで徐々に増加するインジウム系粒子を作製した。所望の発光極大が
得られた時点で反応を停止し、反応温度で半時間撹拌し続けた。この期間の後、混合物を
約４日間（反応温度よりも約２０乃至４０℃低い温度で）アニールした。この段階でＵＶ
ランプも使用して、アニーリングを促進した。
【００７４】
　カニューレ法を用いて、乾燥脱気メタノール（約２００ｍｌ）の添加により粒子を単離
した。沈殿物を沈殿させ、次に、フィルタスティックを用いてカニューレを介してメタノ
ールを除去した。乾燥脱気クロロホルム（約１０ｍｌ）を加えて固体を洗浄した。真空下
で１日間固体を乾燥させた。この手法により、ＺｎＳ分子クラスタにインジウム系ナノ粒
子が形成された。更なる処理において、結果として得られたインジウム系ナノ粒子の量子
収率は、希フッ酸（ＨＦ）中で洗浄することによって更に増加した。インジウム系コア材
料の量子収率は、約２５％乃至５０％の範囲であった。この組成物は、Ｉｎ、Ｐ、Ｚｎ及
びＳを含む合金構造と考えられる。
【００７５】
　ＺｎＳシェルの成長：ＨＦエッチングしたインジウム系コア粒子の２０ｍｌ部を三つ口
フラスコ内で乾燥させた。１．３ｇのミリスチン酸及び２０ｍｌのジ－ｎ－ブチルセバケ
ートエステルを添えて、３０分間脱気した。溶液を２００℃に加熱して、２ｍｌの１Ｍ　
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（ＴＭＳ）２Ｓを（７．９３ｍｌ／時の速度で）滴加した。この添加が完了した後、溶液
を２分間放置し、次に１．２ｇの無水酢酸亜鉛を加えた。２００℃で１時間溶液を保持し
て、次に室温に冷却した。４０ｍｌの無水脱気メタノールを添加して遠心分離することで
、得られた粒子を単離した。上澄み液を捨てて、残った固体に３０ｍｌの無水脱気ヘキサ
ンを加えた。 溶液を５時間静置し、次に再度遠心分離した。上澄み液を集めて、残った
固体を捨てた。最終的な非官能化インジウム系ナノ粒子材料の量子収率は、有機溶媒中で
約６０％乃至９０％の範囲であった。
【００７６】
［実施例２　水溶性の表面修飾ＱＤ］
　メラミンヘキサメトキシメチルメラミン（ＨＭＭＭ）修飾蛍光ナノ粒子を、薬物送達ビ
ヒクルとして生成及び使用するための方法の一実施形態が、本実施例で提供される。独特
なメラミンベースのコーティングは、優れた生体適合性と、低毒性と、非常に低い非特異
的結合とを示す。これらの独特の作用により、インビトロとインビボの両方で幅広い生物
医学的用途が可能になる。
【００７７】
　適切な水溶性ナノ粒子の調製の一例を以下に示す。実施例１に記載されており、コア材
料としてインジウム及びリンを含む合金と、Ｚｎ含有シェルとを有しており、６０８ｎｍ
で赤色発光する２００ｍｇのカドミウムフリー量子ドットナノ粒子を、ミリスチン酸イソ
プロピル（１００マイクロリットル）と共にトルエン（１ｍｌ）中に分散させた。ミリス
チン酸イソプロピルは、リガンド相互作用剤として含まれる。５０℃で約１乃至２分間混
合物を加熱し、次に室温で１５時間ゆっくりと振とうした。ヘキサメトキシメチルメラミ
ン（ＨＭＭＭ）（ＣＹＭＥＬ　３０３、Ｃｙｔｅｃ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．、
ニュージャージー州ウェストパターソン）（４００ｍｇ）、モノメトキシポリエチレンオ
キシド（ＣＨ３－Ｏ－ＰＥＧ２０００－ＯＨ）（４００ｍｇ）、及びサリチル酸（５０ｍ
ｇ）のトルエン溶液（４ｍｌ）をナノ粒子分散系に加えた。サリチル酸は、官能化反応に
用いられ、触媒、架橋剤、及びＣＯＯＨの供給源として３つの役割を果たす。ＯＨ基に関
するＨＭＭＭの選好性に部分的に起因して、サリチル酸によって提供される多くのＣＯＯ
Ｈ基は、架橋後もＱＤ上で利用可能なままである。
【００７８】
　ＨＭＭＭは、以下の構造を有するメラミンベースの連結剤／架橋剤である。
【化１】

【００７９】
　ＨＭＭＭは、酸触媒反応で反応して、アミド、カルボキシル基、ヒドロキシル基、及び
チオールなどの様々な官能基を架橋できる。
【００８０】
　混合物を脱気し、電磁撹拌機で３００ｒｐｍで撹拌しながら、最初の１時間は１３０℃
で、次に１４０℃で３時間還流した。最初の１時間の間、窒素流をフラスコに通過させて
、ＨＭＭＭと求核基の反応によって発生した揮発性副生成物を確実に除去した。混合物を
室温に冷却して、不活性ガス下で保存した。表面修飾ナノ粒子は、未修飾ナノ粒子と比較
して、蛍光量子収率がほとんど又は全く損なわれず、発光ピーク又は半値全幅（ＦＷＨＭ
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）値の変化がないことを示した。表面修飾ナノ粒子のアリコートを真空下で乾燥させて、
脱イオン水を残留物に添加した。表面修飾ナノ粒子は、水性媒体によく分散し、常に分散
したままであった。対照的に、未修飾ナノ粒子は水性媒体中に懸濁しなかった。上記手順
による表面修飾ナノ粒子の蛍光量子収率は、４０乃至５０％である。典型的なバッチでは
、４７％±５％の量子収率が得られる。
【００８１】
　別の実施形態では、６０８ｎｍで赤色発光するカドミウムフリー量子ドットナノ粒子（
２００ｍｇ）を、コレステロール（７１．５ｍｇ）と共にトルエン（１ｍｌ）に分散させ
た。５０℃で約１乃至２分間混合物を加熱し、次に室温で１５時間ゆっくりと振とうした
。ＨＭＭＭ（Ｃｙｍｅｌ ３０３）（４００ｍｇ）、モノメトキシポリエチレンオキシド
（ＣＨ３Ｏ－ＰＥＧ２０００－ＯＨ）（４００ｍｇ）、グアイフェネシン（１００ｍｇ）
、ジクロロメタン（ＤＣＭ）（２ｍＬ）及びサリチル酸（５０ｍｇ）のトルエン溶液（４
ｍｌ）を、ナノ粒子分散系に加えた。
【００８２】
　ここで用いられる化合物グアイフェネシンは、以下の化学構造を有する。
【化２】

【００８３】
　ここで用いられる化合物サリチル酸は、以下の化学構造を有する。
【化３】

【００８４】
　混合物を脱気して、磁気撹拌機で３００ｒｐｍで撹拌しながら、１４０℃で４時間還流
した。先の手順と同様に、最初の１時間の間に窒素流をフラスコに通過させて、ＨＭＭＭ
と求核基の反応によって発生した揮発性副生成物を確実に除去した。混合物を室温に冷却
し、不活性ガス下で保存した。表面修飾ナノ粒子のアリコートを真空下で乾燥させ、脱イ
オン水を残留物に加えた。１００ｍＭのＫＯＨ溶液を用いて、溶液のｐＨを６．５に調整
し、Ａｍｉｃｏｎフィルタ（３０ｋＤ）を用いた３サイクルの限外濾過により、過剰な未
反応物質を除去した。使用するまで最終水溶液を冷蔵保存した。図２は、生成プロセスと
生じた表面修飾ＱＤを示す。
【００８５】
　水溶性を増大させるようにナノ粒子を修飾する伝統的な方法（例えば、メルカプト官能
化水溶性リガンドとのリガンド交換）は、ナノ粒子を水溶性にする温和な条件下では効果
がないことに注目すべきである。熱及び超音波処理などの過酷な条件下では、フラクショ
ンは水溶性になり、非常に低い量子収率（ＱＹ＜２０％）を有する。対照的に、本方法は
、高い量子収率を有する水溶性ナノ粒子を提供する。本明細書で規定されるように、高い
量子収率は４０％以上である。幾つかの実施形態において、４５％以上の高い量子収率が
得られる。この実施例のように調製された表面修飾ナノ粒子はまた、エタノール、プロパ
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ノール、アセトン、メチルエチルケトン、ブタノール、トリプロピルメチルメタクリレー
ト、メチルメタクリレートを含む他の極性溶媒によく分散し、常に分散したままである。
【００８６】
[実施例３　標的化リガンドを含む水溶性ＱＤ]
　特定の実施形態では、水溶性ＱＤは、ＱＤに付された標的化リガンドを含むように修飾
される。故に、ある実施形態では、非毒性且つ水溶性（生体適合性）であり、コンジュゲ
ーション可能な基（ＣＯＯＨ、ＯＨ、ＮＨ２、ＳＨ、アジド、アルキン）を表面に備えた
量子ドットナノ粒子が合成される。例えば本明細書の実施例２で与えられたＣＯＯＨ官能
基のような、ＱＤに付加できる官能基を用いて、サンプル、細胞及び組織中のメチル化さ
れたＤＮＡを選択的に同定することを可能にする標的化リガンドを含むように、ＱＤを修
飾できる。標的化リガンド修飾ＱＤは、照射されると、検出用の光を発光する。
【００８７】
　例示的なある実施形態では、水溶性の非毒性ＱＤはカルボキシル官能化されているか、
カルボキシル官能化される。水溶性１－エチル－３－（－３－ジメチルアミノプロピル）
カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）を用いるカルボジイミド結合法のような化学的方法を使
用して、ＣＯＯＨ－ＱＤを、特異的抗体などのメチル化ＤＮＡの標的部のアミン末端に結
合する。カルボキシル官能化ＱＤをＥＤＣと混合して、活性Ｏ－アシルイソ尿素中間体を
形成し、次に、当該中間体を、反応混合物中でモノクローナル抗体の第一級アミノ基から
の求核攻撃によって置換する。必要であれば、第一級アミン含有抗体（primary amine be
aring antibody）との反応中に、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドのスルホ誘導体（ｓｕｌ
ｆｏ－ＨＳ）を加える。スルホ－ＮＨＳの添加により、ＥＤＣは、カルボキシルにＮＨＳ
を結合し、Ｏ－アシルイソ尿素中間体よりも安定なＮＨＳエステルを形成する一方で、生
理学的ｐＨで第一級アミンへの効率的なコンジュゲーションを可能にする。何れの場合で
も、結果は、ＱＤと抗体の間の共有結合となる。鈴木－宮浦クロスカップリング、スクシ
ンイミジル　４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（Ｓ
ＭＣＣ）、又はアルデヒドを用いた反応のような他の化学反応が、代わりに用いられても
よい。
【００８８】
　ある実施形態において、無毒性の水溶性量子ドットを、メチル化特異的結合部位、例え
ば、５－メチルシトシン、５－ヒドロキシメチルシトシン、５－ホルミルシトシン、５－
カルボキシルシトシン、及び／又はＮ６メチルアデニンに向けられる抗体に化学的に取り
付ける。適切なメチル化特異的結合リガンドとして、以下に限定されないが、抗５－メチ
ルシトシン抗体、抗５－ヒドロキシメチルシトシン抗体、抗５－ホルミルシトシン抗体、
抗５－カルボキシルシトシン抗体、及び／又は抗Ｎ６－メチルアデニン抗体、並びにそれ
らのあらゆる組合せが挙げられる。一実施形態において、メチル化特異的結合リガンドは
、抗５－メチルシトシン抗体、例えば、ｄｉａｇｅｎｏｄｅによって販売されている５－
ｍＣモノクローナル抗体３３Ｄ３（カタログ番号Ｃ１５２０００８１）又はその同等物で
ある。一実施形態において、メチル化特異的結合リガンドは、抗５－ヒドロキシメチルシ
トシン抗体、例えば、ＲＭ２３６、３１７、並びにＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒによってカ
タログ番号ＭＡ５－２４６９５、ＭＡ５－２３５２５、ＰＡ５－６０８７６、ＰＡ５－４
００９７及び／又はＰＡ５－２４４７６で販売されているＨＭＣＥＳポリクローナル抗体
が挙げられ得る。別の実施形態において、メチル化特異的結合リガンドは、抗５－ホルミ
ルシトシン抗体、例えば、ＥＭＤ　Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎによっ
てカタログ番号ＭＡＢＥ１０９２で販売されているＥＤＬ　ＦＣ－５が挙げられ得る。別
の実施形態において、メチル化特異的結合リガンドは、抗５－カルボキシルシトシン抗体
、例えば、ＧｅｎｅＴｅｘによって販売されている５－ｃａＣ抗体（カタログ番号ＧＴＸ
６０８０１）が挙げられる。
【００８９】
　メチル化特異的結合リガンドとのインビボ適合水分散性カドミウムフリーＱＤの共有結
合コンジュゲーション：エッペンドルフ（Eppendorf）チューブにおいて、１ｍｇのカル
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ボキシル官能化水溶性量子ドットを、１００μｌのＭＥＳ活性化緩衝液と混合する（つま
り、４０ｍｇ／ｍｌストックの２５μｌを１００μｌのＭＥＳに入れる）。ＭＥＳ緩衝液
は、ｐＨ４．５の脱イオン（ＤＩ）水の２５ｍＭ溶液（２－（Ｎ－モルフォリノ）エタン
スルホン酸ヘミナトリウム塩（ＭＥＳ）、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）として調製され
る。これに、３３μｌの新しいＥＤＣ溶液（脱イオン水の３０ｍｇ／ｍｌストック、１－
エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）、Ｆｉｓ
ｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）を加えて、その溶液を混合する。４μｌの新しいｓｕｌ
ｆｏ－ＨＳ（１００ｍｇ／ｍｌストック、ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆ
ｉｃ、ＤＩ水中）を加えて、混合する。ＮａｎｏＳｅｐ　３００Ｋフィルタ（ＰＡＬＬ　
ＮａｎｏＳｅｐ　３００Ｋ　Ｏｍｅｇａウルトラフィルタ）を、１００μｌのＭＥＳで予
め湿らせる。ＭＥＳ／ＥＤＣ／Ｓｕｌｆｏ－ＨＳ／ＱＤ溶液を、ＮａｎｏＳｅｐ　３００
Ｋフィルタに添加し、十分なＭＥＳで満たす。５０００ｒｐｍ／１５分で、フィルタを遠
心分離する。ドットを、５０μｌの活性化緩衝液に再度分注して、１０μｌのメチル化特
異的リガンドを含んでいるエッペンドルフチューブに移す。溶液をよく混ぜて、室温で一
晩（約１６乃至１８時間）インキュベートする。１６μｌの６－アミノカプロン酸（６Ａ
Ｃ）（１９．７ｍｇ／１００ｍＭ）で、溶液をクエンチする。クエンチングは、第一級ア
ミンを有する他の化合物を用いて代替的に行えるが、６ＡＣは、ＣＯＯＨを有しており、
生成物のコロイド安定性を維持することができるので、６ＡＣがこの実施態様に対して選
択されていることに留意のこと。予め濡らしたＮａｎｏｓｅｐ　３００Ｋフィルタ（１０
０μｌ　１×ＰＢＳ）に溶液を移し、５００μｌのラインまで１×ＰＢＳで満たした。Ｎ
ａｎｏｓｅｐ　３００Ｋフィルタと１×ＰＢＳ緩衝液とを用いた３サイクルの限外濾過に
よって、過剰なＳＡＶを除去した。遠心分離の各サイクルは、５０００ｒｐｍで２０分間
行われて、各サイクル後に約４００μｌの１×ＰＢＳを用いて再分散した。１００μｌの
ＰＢＳ中に最終濃縮物を再分散した。
【００９０】
[実施例４　リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを用いた、細胞上での５－メチルシトシ
ンのインサイチュ検出]
　ガラススライドを用いて、染色体スプレッドを、標準的なプロトコルを用いて調製する
。スライドを、適切なブロッキング剤で処理してから、６１５放射ＱＤに結合されたマウ
スモノクローナル抗５－メチルシトシン（ＰＢＳ中に１：１０００の希釈）中で、湿性チ
ャンバ内で３７℃にて１時間インキュベートした。スライドを、必要に応じてＰＢＳで１
回又は複数回洗浄する。
【００９１】
　対比染色を、４，６－ジアミジノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）で実行してか
ら、マウントして、ＵＶ／青色励起源で励起された際の６１５ｎｍの放射を検出すること
ができる蛍光顕微鏡又は蛍光検出器を用いて観察する。
【００９２】
　或いは、スライドを、６１５放射ＱＤに結合されたマウスモノクローナル抗５－メチル
シトシン（ＰＢＳ中で１：１０００の希釈）中で、湿性チャンバ内で３７℃にて１時間更
にインキュベートする工程を含む複数の染色手順を使用して、シグナルを増幅させてよい
。洗浄の後、スライドを、６１５放射ＱＤに結合されたウサギ抗マウスＩｇＧ（ＰＢＳ中
で１：５００の希釈）中で、湿性チャンバ内で３７℃にて１時間インキュベートする。更
に所望であれば、ＰＢＳで洗浄した後に、スライドを、６１５放射ＱＤに結合されたマウ
ス抗ウサギＩｇＧ（ＰＢＳ中で１：５００の希釈）と、湿性チャンバ内で３７℃にて１時
間インキュベートする。更に所望であれば、ＰＢＳで洗浄した後に、スライドを、６１５
放射ＱＤに結合されたマウス抗ウサギＩｇＧ（ＰＢＳ中で１：５００の希釈）と、湿性チ
ャンバ内で３７℃にて１時間インキュベートする。代替的な実施形態においては、それら
工程の抗体の１又は複数は、ＱＤに結合されていない。
【００９３】
［実施例５　リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを用いた、細胞中でのＤＮＡメチル化の



(19) JP 2019-529341 A 2019.10.17

10

20

30

検出］
　別の実施形態において、リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを、生組織サンプル、又は
細胞培養において培養した生細胞培養体に導入する。リガンド－ナノ粒子コンジュゲート
の適切なメチル化特異的結合リガンドとして、以下に限定されないが、抗メチル化ベース
の特異的抗体が挙げられる。リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを、メチル化ＤＮＡ領域
、又は活性ＤＮＡメチル化領域（メチル化されたシトシン又はアデノシン、例えば５－メ
チルシトシン、５－ヒドロキシメチルシトシン、５－ホルミルシトシン、５－カルボキシ
ルシトシン、及び／又はＮ６－メチルアデニンを示す）に接触させる。リガンド－ナノ粒
子コンジュゲートを、光源によって励起させる。リガンド－ナノ粒子コンジュゲートによ
る光放射又は光吸収を測定して、定量化する。検出を、リアルタイムに実行することがで
きる。
【００９４】
［実施例６　リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを用いた、細胞内でのＤＮＡメチル化の
インビボ検出］
　別の実施形態において、リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを、生物にインビボ導入す
る。そのような生物として、原核生物、又は哺乳類を含む真核生物が挙げられる。リガン
ド－ナノ粒子コンジュゲートの適切なメチル化特異的結合リガンドとして、以下に限定さ
れないが、抗５－メチルシトシン抗体、抗５－ヒドロキシメチルシトシン抗体、抗５－ホ
ルミルシトシン抗体、抗５－カルボキシルシトシン抗体、及び／又は抗Ｎ６メチルアデニ
ン抗体が挙げられる。リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを、メチル化ＤＮＡ領域又は活
性ＤＮＡメチル化領域（５－メチルシトシン、５－ヒドロキシメチルシトシン、５－ホル
ミルシトシン、５－カルボキシルシトシン、及び／又はＮ６メチルアデニンを示す）に接
触させる。リガンド－ナノ粒子コンジュゲートを、光源によって、インビボで、又は組織
サンプルを検出のために生物から取り出したならばエクスビボで励起する。リガンド－ナ
ノ粒子コンジュゲートによる光放射又は光吸収を測定して、定量化する。検出は、リアル
タイムに実行することができる。
【００９５】
　本明細書で引用した全ての刊行物、特許及び特許出願は、その全体が本明細書に記載さ
れているものとして、参照により本明細書の一部となる。本発明のこれら及び他の利点は
、前述の明細書から当業者には明らかであろう。故に、本発明の広範な発明概念から逸脱
することなく、上述の実施形態に変更又は修正を加えられ得ることを当業者は理解すべき
である。本発明は、本明細書に記載の特定の実施形態に限定されず、本発明の範囲及び思
想内にあるすべての変更及び修正を含むことを意図していることを理解のこと。
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