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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　（１）水不溶性高分子化合物から実質的になるコア部分と、（２）反応性官能基を有す
る水溶性高分子化合物から実質的になり、前記コア部分の表面をブラシ状に覆うシェル部
分とからなり、しかも、前記コア部分と前記シェル部分とが、全体として、水不溶性高分
子と水溶性高分子とのブロックコポリマーからなるコア－シェル型粒子において、前記コ
ア部分に蛍光性希土類金属錯体が封入されている、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェ
ル型粒子において、保存する際に血清アルブミンを共存させることを特徴とする、前記蛍
光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の安定化方法。
【請求項２】
　保存状態において、
（Ａ）（１）水不溶性高分子化合物から実質的になるコア部分と、（２）反応性官能基を
有する水溶性高分子化合物から実質的になり、前記コア部分の表面をブラシ状に覆うシェ
ル部分とからなり、しかも、前記コア部分と前記シェル部分とが、全体として、水不溶性
高分子と水溶性高分子とのブロックコポリマーからなるコア－シェル型粒子において、前
記コア部分に蛍光性希土類金属錯体が封入されている、蛍光性希土類金属錯体封入コア－
シェル型粒子；及び
（Ｂ）血清アルブミン
を含む、蛍光分析用組成物。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光性金属錯体封入コア－シェル型粒子（特には前記粒子から生成する蛍光
）の安定化方法及び蛍光分析用組成物に関する。本発明の蛍光分析用組成物は、長い蛍光
寿命を有する高輝度の蛍光性金属錯体（好ましくは蛍光性ランタノイド錯体）を利用した
蛍光分析法（特には蛍光免疫分析法又は時間分解蛍光免疫分析法）に使用することができ
る。また、本発明の蛍光分析用組成物は、紫外線照射時に発生する蛍光性金属錯体封入コ
ア－シェル型粒子（以下、蛍光性金属錯体封入コア－シェル型高分子ミセルと称すること
もある）からの蛍光が、保存期間が長さに依存して経時的に減少する現象を回避するのに
有用である。
【背景技術】
【０００２】
　蛍光免疫分析法、すなわち、フルオロイムノアッセイ（Ｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓ
ｓａｙ：以下、ＦＩＡと略称する）法は、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）法又は酵素イ
ムノアッセイ（ＥＩＡ）法等と並び、高感度で特異性が高い測定法として臨床診断分野を
はじめとする多くの領域で利用されている。このうち、ＲＩＡ法は極めて感度が高いとい
う特徴を有しているが、放射性物質を標識体に用いているため、取り扱いに多大な注意を
払う必要があり、むしろ多少感度は低いが、分析操作が簡便で安全性の高い非放射性物質
を標識体に用いたＦＩＡ法やＥＩＡ法が主流になりつつある。
【０００３】
　一方、極めて微量な生理活性物質の分析を目的とした高感化なＦＩＡ法や高感化なＥＩ
Ａ法の技術開発競争が繰り返されてきたが、ＥＩＡ法は使用する発色色素の吸光係数の高
さに限界があるため、ＦＩＡ法への支持が強くなる傾向にある。しかし、ＦＩＡ法は、測
定対象である生理活性物質中に含まれる蛍光能を有する構造（発色団）が発する大きなバ
ックグラウンドの蛍光により感度が低下するという欠点があった。
【０００４】
　こうした欠点を解決すべく、高感度な時間分解蛍光免疫分析法［Ｔｉｍｅ　Ｒｅｓｏｌ
ｖｅｄ　Ｆｌｕｏｒｏｉｍｍｕｎｏａｓｓｙ（ＴＲ－ＦＩＡ法）］が開発された（例えば
、特許文献１又は特許文献２等参照）。ＴＲ－ＦＩＡ法は、蛍光性ランタノイド錯体に特
有の比較的長い蛍光寿命を有する蛍光物質に、連続したパルス光を照射し、励起させ、バ
ックグラウンドの蛍光が消失した後、蛍光性ランタノイド錯体由来の蛍光シグナルのみを
測定し、積算することを原理とする方法である。
【０００５】
　このＴＲ－ＦＩＡにおいて、バックグラウンドの低さと生成するシグナルの強さとの両
立を目指し、イムノアッセイ用組成物として開発されたコア－シェル型粒子（ナノスフェ
アー）（特許文献３）に、蛍光性ランタノイド錯体を封入し（特許文献４）、蛍光性ラン
タノイド錯体封入コア－シェル型粒子（高分子ミセル）が開発されたが、生成する蛍光シ
グナルが経時的に低下する現象が観察された。
【０００６】
　例えば、蛍光性ランタノイド錯体封入コア－シェル型粒子は、懸濁液の形態で保存され
、必要に応じ適切な倍率で希釈された後、蛍光分析法（例えば、ＴＲ－ＦＩＡ法）に供さ
れる。この場合、懸濁液状態で保存することにより、蛍光シグナルの低下が観察された。
蛍光性ランタノイド錯体封入コア－シェル型粒子を凍結乾燥した形態で保存し、親水性ブ
ロックコポリマーの置換作用を防ぐことも可能であるが、実用性の観点から操作がより簡
便な懸濁液のまま、長期保存が可能であることが望まれる。
【０００７】
　蛍光性ランタノイド錯体を安定化させるため、疎水性ブロックコポリマーの先端にカル
ボキシル基やβ－ジケトン配位子を導入し、蛍光性ランタノイドと錯体を形成させた後に
スチレンと共重合させ、ポリスチレンで錯体を覆い安定化させる試みも行われたが、錯体
を完全に包みきれなかったために蛍光シグナルの低下は防止できなかった。
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【０００８】
【特許文献１】特公平１－５９５４６号公報
【特許文献２】特開昭６１－１２８１６８号公報
【特許文献３】特開２００１－３２４５０７号公報
【特許文献４】国際公開第ＷＯ０２／０９７４３６号パンフレット
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明の課題は、従来技術の前記の欠点を解消し、高い輝度と蛍光寿命を持つ蛍光性希
土類金属錯体封入コア－シェル型粒子（特には前記粒子から生成する蛍光）を安定化させ
る方法と、高い蛍光強度を安定に保つ蛍光分析用組成物とを提供し、例えば、ＴＲ－ＦＩ
Ａ法に供することで超高感度な蛍光免疫分析法を実用化することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　前記課題は、本発明による、（１）水不溶性高分子化合物から実質的になるコア部分と
、（２）反応性官能基を有する水溶性高分子化合物から実質的になり、前記コア部分の表
面をブラシ状に覆うシェル部分とからなり、しかも、前記コア部分と前記シェル部分とが
、全体として、水不溶性高分子と水溶性高分子とのブロックコポリマーからなるコア－シ
ェル型粒子において、前記コア部分に蛍光性希土類金属錯体が封入されている、蛍光性希
土類金属錯体封入コア－シェル型粒子において、血清アルブミンを共存させることを特徴
とする、前記蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の安定化方法により解決する
ことができる。
　また、本発明は、（Ａ）（１）水不溶性高分子化合物から実質的になるコア部分と、（
２）反応性官能基を有する水溶性高分子化合物から実質的になり、前記コア部分の表面を
ブラシ状に覆うシェル部分とからなり、しかも、前記コア部分と前記シェル部分とが、全
体として、水不溶性高分子と水溶性高分子とのブロックコポリマーからなるコア－シェル
型粒子において、前記コア部分に蛍光性希土類金属錯体が封入されている、蛍光性希土類
金属錯体封入コア－シェル型粒子；及び（Ｂ）血清アルブミンを含む、蛍光分析用組成物
に関する。
【発明の効果】
【００１１】
　本発明の安定化方法によれば、高い輝度と蛍光寿命を持つ蛍光性希土類金属錯体封入コ
ア－シェル型粒子の高い蛍光強度を安定に保つことができる。本発明の蛍光分析用組成物
によれば、超高感度な蛍光免疫分析法を実用化することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１２】
　（１）水不溶性高分子化合物を主成分とするコア部分と、（２）反応性官能基を有する
水溶性高分子化合物を主成分とし、前記コア部分の表面をブラシ状に覆うシェル部分とか
らなるコア－シェル型粒子、すなわち、水不溶性高分子化合物を主成分とするコア部分の
表面に、表層に反応性官能基を有する水溶性高分子化合物ブラシを有するコア－シェル型
粒子それ自体は、背景技術で先述したように、公知である。また、そのコア部分に蛍光性
希土類金属錯体を封入した蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子それ自体も、公
知である。
【００１３】
　本発明において、コア部分を形成するのに用いることのできる水不溶性高分子化合物は
、水に溶解しない高分子化合物であって、しかも、コア部分を形成した際に、その内部に
蛍光性希土類金属錯体を封入することができる高分子化合物である限り、特に限定される
ものではない。前記水不溶性高分子化合物としては、例えば、疎水性ポリマー［例えば、
ポリスチレン、ポリメタクリル酸メチル、ポリ（メタクリル酸２－ヒドロキシエチル）、
ポリ（Ｎ－イソプロピルアクリルアミド）ポリイソプレン、ポリ塩化ビニル、ポリ乳酸、
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ポリラクトン、又はポリラクタムなど］、水溶性ポリマー（例えば、ポリビニルアルコー
ル、ポリアクリルアミド、ポリジメチルアクリルアミド、ポリアリルアミン、又はポリア
クリル酸など）の架橋ゲル、あるいは、水不溶性天然高分子化合物（例えば、ゼラチン又
は多糖など）などを挙げることができる。
【００１４】
　本発明において、前記のコア部分は、前記の水不溶性高分子化合物１種類のみから実質
的に形成されているか、又は前記の水不溶性高分子化合物２種類以上の組み合わせから実
質的に形成されていることができる。
【００１５】
　前記コア部分の形状は特に限定されるものではないが、一般的には大略球状あるいは大
略楕球状である。また、前記コア部分の寸法も特に限定されるものではなく、用途に応じ
て適宜変化させることができるが、大略球状のコア部分の直径は、一般的には５ｎｍ～５
００ｎｍ程度である。
【００１６】
　本発明において、シェル部分を形成するのに用いることのできる水溶性高分子化合物は
、直鎖状の高分子化合物であり、その一方の末端（結合末端）でコア部分の表面と結合す
ることができると共に、もう一方の末端（自由末端）に反応性官能基を有するか、あるい
は、反応性官能基を導入することができ、しかも、前記コア部分の表面にブラシ状に配置
することが可能である限り、特に限定されるものではない。本明細書において、「コア部
分の表面をブラシ状に覆うシェル部」とは、シェル部が多数の直鎖状水溶性高分子化合物
からなり、それら直鎖状水溶性高分子化合物の各々が一方の結合末端でコア部分の表面と
結合し、しかも、もう一方の自由末端が、少なくとも水溶性高分子化合物と導入物（例え
ば、抗原又は抗体）とを反応させる反応液中において、その反応液の系中に糸状又は棒状
に表面から突出していることを意味する。また、これらのブラシ状の水溶性高分子化合物
鎖の自由末端には、それぞれ導入物［例えば、生理活性物質（例えば、抗体、酵素、又は
ＤＮＡ）］と結合可能な反応性官能基が存在するので、シェル部分の最外殻は、多数の反
応性官能基で覆われている。
【００１７】
　前記水溶性高分子化合物としては、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ）、ポリ
ビニルアルコール、ポリビニルピロリドン、ポリアミノ酸、ポリアクリル酸、ポリメタク
リル酸ジメチルアミノエチル、又はポリアリルアミンなどを挙げることができ、ＰＥＧ又
はポリビニルアルコールが好ましい。
【００１８】
　本発明において、シェル部を構成する水溶性高分子化合物鎖は、各水溶性高分子化合物
鎖が前記の水溶性高分子化合物１種類のみから実質的に形成されているか、又は各水溶性
高分子化合物鎖が相互に異なる前記の水不溶性高分子化合物２種類以上の組み合わせから
実質的に形成されていることができる。また、それぞれの鎖の長さは同じである必要はな
く、各水溶性高分子化合物鎖が１種類の水溶性高分子化合物のみから形成されている場合
であっても、１種類の長さの鎖のみから実質的に形成されていることもできるし、あるい
は、２種類以上の長さの鎖の組み合わせから実質的に形成されていることができる。更に
、各水溶性高分子化合物鎖が相互に異なる水不溶性高分子化合物２種類以上の組み合わせ
から実質的に形成されている場合でも、それぞれ異なる鎖の長さを選択して組み合わせる
ことも可能である。
【００１９】
　前記シェル部分を構成する水溶性高分子化合物鎖は、前記のコア部分の全表面を実質的
に完全に覆っているのが好ましい。また、前記シェル部分を構成する各水溶性高分子化合
物鎖は、それぞれ、実質的に同じ長さである必要はないが、各水溶性高分子化合物鎖の自
由末端によって大略球状又は大略楕球状のシェル部分外殻表面が形成されるのが好ましい
。
【００２０】
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　前記コア部分の直径と前記シェル部分の厚さとの比率は、用途に応じて適宜変化させる
ことができる。例えば、コア部分の直径を、例えば、５ｎｍ～５００ｎｍとすることがで
き、また、シェル部分の厚さを、例えば、５ｎｍ～５００ｎｍとすることができる。
【００２１】
　前記水溶性高分子化合物鎖の自由末端に存在する反応性官能基は、前記水溶性高分子化
合物の一方の末端（結合末端）をコア部分表面に結合させる前からもう一方の末端（自由
末端）に存在するか、あるいは、前記水溶性高分子化合物の一方の末端（結合末端）をコ
ア部分表面に結合させた後からもう一方の末端（自由末端）に導入するができる。これら
の反応性官能基は、いずれも水（又は水系溶媒）中で安定であり、しかも、本発明の蛍光
性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子を標識物質として使用する際の導入物［例えば
、生理活性物質（例えば、抗体、酵素、又はＤＮＡ）］と反応可能な官能基である限り、
特に限定されるものではなく、例えば、アルデヒド基、カルボキシル基、メルカプト基、
アミノ基、マレイミド基、ビニルスルホン基、又はメタンスルホニル基などを挙げること
ができ、アルデヒド基、アミノ基、カルボキシル基、又はマレイミド基が好ましい。
【００２２】
　また、本発明の蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子を標識物質として使用す
る際の導入物［例えば、生理活性物質（例えば、抗体、酵素、又はＤＮＡ）］の導入量を
調節するために、自由末端に存在する反応性官能基を持たない水溶性高分子化合物鎖（例
えば、水素原子、メチレン基、又は水酸基などを自由末端に有する水溶性高分子化合物鎖
）を任意の割合で混合することも可能である。この場合、導入物と自由末端に存在する官
能基の反応に干渉させないために、反応性官能基を持たない水溶性高分子化合物鎖の長さ
を、反応性官能基を持つ水溶性高分子化合物鎖より短くすることが望ましい。
【００２３】
　水不溶性高分子化合物を主成分とするコア部分の表面に、表層に反応性官能基を有する
水溶性高分子化合物ブラシを有するコア－シェル型粒子を調製する方法としては、これま
で報告されている様々な公知方法が適用可能である。前記公知方法としては、例えば、
（１）（ａ）反応性官能基を有する親水性セグメントと疎水性セグメントとを結合したブ
ロック共重合体（親－疎水型ブロック共重合体）と、（ｂ）疎水性ポリマーとを混合して
粒子を調製するエマルジョン法；
（２）反応性官能基を有する水溶性高分子マクロモノマーを分散剤として、疎水性モノマ
ーを重合させる分散重合法；又は
（３）ハイドロゲル粒子表面に水溶性高分子化合物ブラシを導入する方法
などを挙げることができる。
【００２４】
　前記のエマルジョン法（１）で用いる親－疎水型ブロック共重合体の合成方法、及び前
記の分散重合法（２）で用いる反応官能基を有する水溶性高分子マクロモノマーの合成方
法としては、例えば、既に本発明者及びその共同研究者が開発した方法（例えば、ＷＯ９
６／３３２３３号公報、ＷＯ９９／５７１７４３号公報、特開平１１－３２２９１７号公
報、又は特開２００１－３２４５０７号公報）を用いることができる。
【００２５】
　前記の親－疎水型ブロック共重合体又は水溶性高分子マクロモノマーとして使用するこ
とのできる化合物としては、例えば、ＷＯ９６／３３２３３号公報に記載の式（ＩＡ）：
【化１】

［式中、Ｒ1A及びＲ2Aは、独立して、炭素数１～１０のアルコキシ基、アリールオキシ基
、又はアリール－（炭素数１～３のアルキルオキシ）基であるか、あるいは、Ｒ1A及びＲ
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2Aは、一緒になって、炭素数１～６のアルキル基で置換されていてもよい式：
－Ｏ－ＣＨ（Ｒ’）－ＣＨ－Ｏ－
（ここでＲ’は水素原子又は炭素数１～６のアルキル基である）
で表されるエチレンジオキシであるか、あるいは、Ｒ1A及びＲ2Aは、一緒になって、オキ
シ（＝Ｏ）であり、
Ｌは、式：
－ＣＨ（Ｒ3A）－Ｏ－ＣＯ－ＣＨ（Ｒ4A）－
又は
－（ＣＨ2）r－
で表される２価の基であり、ここで、Ｒ3A及びＲ4Aは、独立して、水素原子、炭素数１～
１０のアルキル基、アリール基、又はアリール－（炭素数１～３のアルキルオキシ）基で
あり、ｒは２～５の整数であり、ｍAは２～１０，０００の整数であり、ｎAは２～１０，
０００の整数であり、ｐAは１～５の整数であり、ｑは０又は１～２０の整数であり、そ
して、ＺAは、ｑが０であるとき、水素原子、アルカリ金属、アセチル基、アクリロイル
基、メタクリロイル基、シンナモイル基、ｐ－トルエンスルホニル基、２－メルカプトプ
ロピオニル基、２－アミノプロピオニル基、アリル基、又はビニルベンジル基であり、ｑ
が１～２０の整数であるとき、炭素数１～６のアルコキシカルボニル基、カルボキシルメ
ルカプト基、又はアミノ基である］
で表されるヘトロテレケリックブロックコポリマーを挙げることができる。前記の式（Ｉ
Ａ）で表されるヘトロテレケリックブロックコポリマーは、例えば、ＷＯ９６／３３２３
３号公報に記載の製造方法により調製することができる。
【００２６】
　また、前記の親－疎水型ブロック共重合体又は水溶性高分子マクロモノマーとして使用
することのできる化合物としては、例えば、ＷＯ９９／５７１７４３号公報に記載の式（
ＩＢ）：
【化２】

（式中、Ａ’及びＢ’は、相互に独立して、有機シリル型のアミノ保護基を表すか、ある
いは、それらが結合する窒素原子と一緒になって、４～７員のジシラ－アザシクロヘテロ
環式環を形成することのできる有機シリル型のアミノ保護基であり、
Ｙは、水素原子、アルカリ金属、又は適当な反応によりアルカリ金属に代えて導入可能な
有機基であり、
Ｒは水素原子又は炭素数１～６のアルキル基であり、
ｎBは１～２０，０００の整数であり、そして、
ｍBは０～２０，０００の整数である）
で表されるポリオキシエチレン誘導体を挙げることができる。前記の式（ＩＢ）で表され
るポリオキシエチレン誘導体は、例えば、ＷＯ９９／５７１７４３号公報に記載の製造方
法により調製することができる。
【００２７】
　また、前記の親－疎水型ブロック共重合体又は水溶性高分子マクロモノマーとして使用
することのできる化合物としては、例えば、特開平１１－３２２９１７号公報に記載の式
（ＩＣ）：
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（式中、Ｒ1C、Ｒ2C、及びＲ3Cは、相互に独立して、直鎖若しくは分岐のアルキル基又は
アラルキル基を表し、
ＺCは、水素原子、アクリロイル基、メタクリロイル基、ビニルベンジル基、アリル基、
パラトルエンスルホニル基、モノ－若しくはジ－低級アルキル置換アミノ基、カルボキシ
ル基若しくはそのエステル基を有するアルキル基、アルデヒド基若しくはそのアセタール
基を有するアルキル基、及びアルカリ金属からなる群より選ばれ、
ｍCは０又は１であり、
ｎCは０～２０，０００の整数であり、そして、
ｐCは正数２又は３であるが、
但し、ｍCとｎCは同時に０とならない）
で表される有機シリルスルフィド基含有化合物又はポリオキシエチレン誘導体を挙げるこ
とができる。前記の式（ＩＣ）で表される有機シリルスルフィド基含有化合物又はポリオ
キシエチレン誘導体は、例えば、特開平１１－３２２９１７号公報に記載の製造方法によ
り調製することができる。
【００２８】
　更に、前記の親－疎水型ブロック共重合体又は水溶性高分子マクロモノマーとして使用
することのできる化合物としては、例えば、特開２００１－３２４５０７号公報に記載の
式（ＩＤ）：
Ａ－Ｌ1－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）ｍD－Ｌ2－（Ｂ）ｎD－Ｌ3－ＣＲ＝ＣＨ2　　（ＩＤ）
［式中、Ａは官能基を表し、Ｂは、

【化４】

のユニットを表し、Ｒ1は、水素原子又は低級アルキル基であり、Ｒ2は、水素原子、メチ
ル基、１－メチルエチル基、１－メチルプロピル基、２－メチルプロピル基、２－ベンジ
ルオキシカルボニルエチル基、又はベンジルオキシカルボニルメチル基であり、Ｌ1は、
式：
－（ＣＨ2）ｑD－Ｏ－
（ここで、ｑDは１～６の整数である）の連結基を表し、Ｌ2は、原子価結合又は式：
－ＣＨ2ＣＨ2ＮＨ－
の連結基を表し、Ｌ3は、カルボニル基、メチレン基、
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【化５】

の基を表し、Ｒは、水素原子又はメチル基を表し、ｍDは１０～２０，０００の整数であ
り、そして、ｎDは０～１０，０００の整数である］
で表されるホモポリマー又はブロックコポリマーを挙げることができる。なお、官能基Ａ
は、特に限定されるものではないが、例えば、アルデヒド基（－ＣＨＯ）、アミノ基（－
ＮＨ2）、メルカプト基（－ＳＨ）、水酸基（－ＯＨ）、カルボキシル基（－ＣＯＯＨ）
を挙げることができる。前記の式（ＩＤ）で表されるホモポリマー又はブロックコポリマ
ーは、例えば、特開２００１－３２４５０７号公報に記載の製造方法により調製すること
ができる。
【００２９】
　コア－シェル型粒子の前記エマルジョン法（１）によれば、前記の式（ＩＡ）、式（Ｉ
Ｂ）、式（ＩＣ）、又は式（ＩＤ）で表される各化合物（すなわち、親－疎水型ブロック
共重合体）と、疎水性ポリマーとを混合することにより、コア－シェル型粒子（すなわち
、蛍光性希土類金属錯体を封入する前の粒子）を調製することができる。
【００３０】
　また、コア－シェル型粒子の前記分散重合法（２）によれば、前記の式（ＩＡ）、式（
ＩＢ）、式（ＩＣ）、又は式（ＩＤ）で表される各化合物（すなわち、水溶性高分子マク
ロモノマー）を分散剤として、疎水性モノマーを重合させることにより、コア－シェル型
粒子（すなわち、蛍光性希土類金属錯体を封入する前の粒子）を調製することができる。
【００３１】
　また、コア－シェル型粒子の前記分散重合法（２）によれば、水溶性高分子マクロモノ
マーを分散剤として、蛍光性希土類金属錯体と疎水性モノマーを懸濁させた後に重合させ
ることにより、蛍光性希土類金属錯体の封入とコア－シェル型粒子の調製を同時に行うこ
とができる。更に、例えば、前記の式（ＩＡ）における基ＺA、式（ＩＢ）における基Ｙ
、又は式（ＩＣ）における基ＺCとして、蛍光性希土類金属と錯体を形成できる官能基で
あるカルボキシル基、β－ジケトン配位子、又はフェロイン系配位子を導入し、蛍光性希
土類金属錯体を安定化した蛍光性希土類金属錯体の封入とコア－シェル型粒子を調製する
ことも可能である。
【００３２】
　本発明において使用することのできる蛍光性希土類金属錯体は、コア－シェル型粒子の
コア部分に封入した状態でも、そのシグナルをコア－シェル型粒子の外側から分析（検出
及び測定を含む）することのできる物質である限り、特に限定されるものではなく、例え
ば、ランタノイド（例えば、ランタン、セリウム、プラセオジム、ネオジム、プロメチウ
ム、サマリウム、ユーロピウム、ガドリニウム、テルビウム、ジスプロシウム、ホルミウ
ム、エルビウム、ツリウム、イッテルビウム、又はルテチウム）、イットリウム、又はス
カンジウム等の各錯体を挙げることができ、ランタノイド錯体が好ましく、ユーロピウム
、サマリウム、テルビウム、又はジスプロシウムの各錯体がより好ましい。
【００３３】
　蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の直径も、用途に応じて適宜変化させる
ことができるが、大略球状の粒子の場合、１０ｎｍ～１ｍｍ程度であることができる。
【００３４】
　本発明で用いることのできる蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子は、例えば
、公知の製造方法（例えば、国際公開第ＷＯ０２／０９７４３６号パンフレットに記載の
製造方法）により調製することができる。
【００３５】
　例えば、国際公開第ＷＯ０２／０９７４３６号パンフレットに記載の製造方法では、例
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えば、先に説明した種々の公知方法により調製したコア－シェル型粒子（すなわち、蛍光
性希土類金属錯体を封入する前の粒子）に、蛍光性希土類金属錯体を封入するのに、まず
、コア－シェル型粒子のコア部分を形成する水不溶性高分子化合物を膨潤させる有機溶媒
（例えば、アセトン又はトルエン等）が一定比率で含まれる溶液中に、前記コア－シェル
型粒子及び蛍光性希土類金属錯体を浸漬させる。前記浸漬により、前記水不溶性高分子化
合物は膨潤し、その膨潤に伴って蛍光性希土類金属錯体がコア部分に取り込まれる。続い
て、この混合物から、有機溶媒を除去すると、前記水不溶性高分子化合物は収縮するが、
疎水的な蛍光性希土類金属錯体はコア部分から外に出ることができず、コア部分に封入さ
れる。所望により、コア部分に取り込まれなかった蛍光性希土類金属錯体を除去すること
により、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子を得ることができる。
【００３６】
　前記製造方法において、前記混合物から有機溶媒を除去する方法としては、特に限定さ
れるものではないが、例えば、エバポレートなどにより有機溶媒を蒸発乾固する方法、あ
るいは、非溶媒中で収縮させる方法（例えば、有機溶媒を含有する溶液を、前記有機溶媒
を含有しない溶液に置換する方法）などを挙げることができる。
【００３７】
　また、コア部分を膨潤するのに用いる前記有機溶媒含有溶液における有機溶媒の割合は
、蛍光性希土類金属錯体が水不溶性高分子化合物に取り込まれる程度まで、前記水不溶性
高分子化合物を膨潤させることができる割合である限り、特に限定されるものではないが
、例えば、４０～６０（ｖｏｌ／ｖｏｌ）％であることができる。
【００３８】
　本発明においては、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の表面に存在する反
応性官能基に、更に、前記反応性官能基と反応可能な導入物（例えば、生理活性物質）を
結合させることができる。
【００３９】
　前記導入物は、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の表面に存在する反応性
官能基と反応可能である限り、特に限定されるものではないが、生理活性物質、例えば、
タンパク質（例えば、抗体又は酵素）若しくは核酸（例えば、ＤＮＡ又はＲＮＡ）、又は
細胞などを挙げることができる。
【００４０】
　導入物と、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の表面に存在する反応性官能
基とを結合させる方法は、公知の結合方法の中から、前記導入物及び反応性官能基の種類
に応じて適宜選択することができる。
【００４１】
　例えば、反応性官能基がアルデヒド基である場合には、生理活性物質［例えば、タンパ
ク質（例えば、抗原、抗体、又はレセプター等）、ペプチド、低分子ホルモン、又はＤＮ
Ａ等］のアミノ基とシッフベースを形成させることにより、結合することができる。
【００４２】
　また、反応性官能基がカルボキシル基である場合には、生理活性物質のアミノ基との間
を、縮合剤（例えば、カルボジイミドなど）を用いて結合することができる。あるいは、
予めカルボキシ基をスクシンイミド又はマレイミド等で活性化しておいて、その状態のま
ま、生理活性物質と混合することにより結合させることもできる。
【００４３】
　蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子は、常法に従って、例えば、標識物質と
して蛍光分析法に使用することができる。例えば、蛍光性ランタノイド錯体封入コア－シ
ェル型粒子をＴＲ－ＦＩＡ法に適応する方法の例としては、例えば、ポリスチレン製の９
６穴マイクロプレ－トに測定対象となる生理活性物質（例えば、血清タンパク質）と反応
する抗体を固相化し、非特異吸着を防ぐための操作（例えば、ウシ血清アルブミンのコ－
ティング）を行った後、この生理活性物質を含む試料を分注し、固相化した前記抗体と反
応させ、洗浄操作の後、蛍光性ランタノイド錯体封入コア－シェル型粒子で標識したこの
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生理活性物質と反応する抗体を反応させ、再度、洗浄操作を実施した後、時間分解蛍光の
測定を行うことができる。
【００４４】
　本発明の安定化方法では、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子に、血清アル
ブミンを共存させることにより、前記蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子を安
定化させることができる。通常、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子を保存す
る場合には、凍結乾燥した形態で長期間保存することが可能であるが、適当な溶媒に懸濁
し、懸濁液の形態とした場合には、その状態のまま保存し、必要に応じて適切な倍率で希
釈した後、分析に用いることが多い。本発明の安定化方法では、蛍光性希土類金属錯体封
入コア－シェル型粒子の懸濁液中に、血清アルブミンを共存させることにより、蛍光性希
土類金属錯体封入コア－シェル型粒子を安定化することができる。
【００４５】
　本発明で用いる血清アルブミンとしては、各種動物由来の血清アルブミンを使用するこ
とができ、例えば、哺乳動物由来の血清アルブミン、例えば、ウシ、ヒト、ウサギ、ブタ
、ヒツジ、又はヤギ等に由来する血清アルブミンを用いることができる。本発明では、こ
れらの血清アルブミンの１種類を単独で、あるいは、２種類以上を組み合わせて使用する
ことができる。
【００４６】
　本発明の安定化方法において、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の懸濁液
中に添加する血清アルブミンの濃度は、０．００１％以上であることが好ましく、０．０
１％以上であることがより好ましく、０．１％以上であることが更に好ましい。０．００
１％未満であると、安定化の効果が認められない場合がある。また、血清アルブミンの上
限は、血清アルブミンが溶解可能であり、且つ安定化の効果が充分に認められる限り、特
に限定されるものではなく、例えば、使用する蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型
粒子若しくは溶媒の種類、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の濃度、又は使
用する血清アルブミンの種類などに応じて適宜決定することができるが、例えば、溶液と
して調製可能な５０％以下であることが好ましく、４０％以下であることがより好ましく
、３０％以下であることが更に好ましく、２０％以下であることが更に好ましく、１０％
以下であることが特に好ましい。なお、前記百分率は、蛍光性希土類金属錯体封入コア－
シェル型粒子の懸濁液中における血清アルブミンの重量％である。
【００４７】
　本発明の蛍光分析用組成物は、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子及び血清
アルブミンを含む。本発明の蛍光分析用組成物は、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェ
ル型粒子と血清アルブミンとを混合することにより調製することができる。
【００４８】
　本発明の蛍光分析用組成物の形態は特に限定されるものではなく、例えば、液状又は固
体状（例えば、粉末状）であることができる。
　前記液状の本発明の蛍光分析用組成物としては、例えば、蛍光性希土類金属錯体封入コ
ア－シェル型粒子の懸濁液中に血清アルブミンを共存させた液状組成物などを挙げること
ができる。前記液状組成物は、例えば、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子の
懸濁液に血清アルブミンを添加することにより、あるいは、蛍光性希土類金属錯体封入コ
ア－シェル型粒子の懸濁液と血清アルブミン溶液とを混合することにより、適当な溶媒に
蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子及び血清アルブミンを添加することにより
、調製することができる。
【００４９】
　また、前記固体状の本発明の蛍光分析用組成物としては、例えば、前記液状組成物の乾
燥品（例えば、凍結乾燥品）、あるいは、蛍光性希土類金属錯体封入コア－シェル型粒子
の乾燥品（例えば、凍結乾燥品）と血清アルブミンの乾燥品（例えば、凍結乾燥品）との
混合物などを挙げることができる。本発明の固体状の蛍光分析用組成物は、予め血清アル
ブミンを含有するため、適当な溶媒に懸濁して液状の蛍光分析用組成物とした場合にも、
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高い蛍光強度を安定に保つことができる。
【００５０】
　本発明の蛍光分析用組成物に含有される血清アルブミンの量は、前記組成物の形態が懸
濁液状態である場合には、０．００１％以上であることが好ましく、０．０１％以上であ
ることがより好ましく、０．１％以上であることが更に好ましく、また、その上限は、５
０％以下であることが好ましく、４０％以下であることがより好ましく、３０％以下であ
ることが更に好ましく、２０％以下であることが更に好ましく、１０％以下であることが
特に好ましい。また、本発明の蛍光分析用組成物の形態が乾燥品である場合には、適当な
溶媒を加えて懸濁液とした際に、懸濁液中の血清アルブミンの濃度が前記濃度範囲になる
量である限り、特に限定されるものではない。
【００５１】
　本発明において、血清アルブミンを共存させることにより蛍光性希土類金属錯体封入コ
ア－シェル型粒子を安定化させることができるメカニズムについて、本発明者は、以下の
仮説を想定している。但し、本発明が以下の仮説に限定されるものではない。蛍光性希土
類金属錯体をコア－シェル型粒子に封入する方法として、例えば、蛍光性希土類金属錯体
をアセトンに溶解し、コア－シェル型粒子と混合後にアセトンを除去する方法（例えば、
国際公開第ＷＯ０２／０９７４３６号パンフレットに記載の製造方法）、あるいは、コア
－シェル型粒子のコアを形成する際に、蛍光性希土類金属錯体とスチレンモノマーを懸濁
後、スチレンを重合させる方法（例えば、水溶性高分子マクロモノマーを分散剤として、
蛍光性希土類金属錯体と疎水性モノマーを懸濁させた後に重合させる分散重合法）等があ
るが、いずれの方法でも親水性ブロックコポリマー中や重合したポリスチレンのコア表面
に蛍光性希土類金属錯体が残るため、親水性ブロックコポリマー（例えば、ポリオキシエ
チレン鎖又はポリエチレンイミン鎖中の酸素原子又は窒素原子）の置換作用により、希土
類金属錯体由来の蛍光が減少していくと考えられる。すなわち、親水性ブロックコポリマ
ー（例えば、ポリオキシエチレン鎖又はポリエチレンイミン鎖中の酸素原子又は窒素原子
）が、蛍光性希土類金属錯体に作用し、金属イオンに配位している官能基や配位子と置換
することで蛍光量が低下するものと考えられた。本発明では、血清アルブミンを添加する
ことで、蛍光性希土類金属錯体と複合体を形成させ、親水性ブロックコポリマーが直接作
用することがないため、蛍光量の低下を抑制することができるものと考えている。
【００５２】
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、これらは本発明の範囲を限定する
ものではない。
【実施例１】
【００５３】
《ユーロピウム錯体封入コア－シェル型粒子の調製》
　蛍光性ユーロピウム錯体封入コア－シェル型高分子ミセルの調製は、以下の方法で行っ
た。すなわち、市販のコア－シェル型高分子ミセル（粒径＝約６０ｎｍ；ナノキャリア製
）を用いて、国際公開第ＷＯ０２／０９７４３６号パンフレットの実施例１（３）に記載
のアセトン法に準じて蛍光性ユーロピウム錯体を封入した後、国際公開第ＷＯ０２／０９
６９７７号パンフレットの実施例２（１）に記載の方法に準じて、高分子末端にウサギ正
常ＩｇＧ（シグマ製）を導入した。
　なお、前記の市販のコア－シェル型高分子ミセル（ナノスフェアー）は、特開２００１
－３２４５０号公報の製造例１及び製造例２に記載の製造方法に準じて、式（II）：
【化６】
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で表されるα－アセタールポリエチレングリコール／ω－メタアクリロイルポリラクティ
ックアシドのω末端のエチレン性不飽和二重結合を介して、スチレンポリマーとミセル内
で固化され、コアを形成したナノスフェアーである。
【実施例２】
【００５４】
《ユーロピウム錯体封入コア－シェル型粒子の安定化に対する各種タンパク質効果の評価
》
　実施例１で調製したウサギ正常ＩｇＧ導入蛍光性ユーロピウム錯体封入コア－シェル型
高分子ミセルから生成する時間分解蛍光の経時変化を観察するための準備として、時間分
解蛍光測定装置（１２３４デルフィア　フルオロメーター；ワラック製）を用いて０．２
～０．６ミリ秒間の蛍光量を測定した際のカウントが約１５万カウントになるように、０
．１５ｍｏｌ／ＬのＮａＣｌを含む５０ｍｍｏｌ／Ｌのトリス緩衝液（ｐＨ７．８）を用
いて前記ミセルを希釈した。
　希釈済みの前記ミセルに、ゼラチン（ディフコ製）、ウサギ正常ＩｇＧ（シグマ製）、
ウシ血清アルブミン（シグマ製）、ポリリジン（シグマ製）、又はポリアスパラギン酸（
特開昭５９－１１２２６０号公報に記載の方法で調製）をそれぞれ終濃度が０．１％にな
るように添加したものと、対照として無添加のものを準備した。
【００５５】
　経時変化を観察するために、タンパク質を添加又は無添加の前記ミセルをそれぞれ５０
μＬサンプリングし、マイクロプレート（フルオロヌンク；ヌンク製）に分注後、前記時
間分解蛍光測定装置で初日の時間分解蛍光量を測定した。
　前記ミセルの保存後の時間分解蛍光量の測定は、タンパク質を添加又は無添加の前記ミ
セルをそれぞれ１ｍＬサンプリングし、プラスチック製チューブに密閉した後、３７℃で
一夜静置したサンプルを用意し、前記時間分解蛍光測定装置で時間分解蛍光量を測定した
。
【００５６】
　時間分解蛍光の残存率を求めるために、それぞれのサンプルの保存後のカウント数を初
日のカウント数で除した後、百分率を求めた。結果を表１に示す。表１に示すように、ウ
シ血清アルブミンを添加した場合の残存率が最も高かった。
　本実施例では、タンパク質として分子量及び等電点の異なる、ゼラチン（分子量は会合
により約５万～１５万と推定）、ウサギ正常ＩｇＧ（分子量約１５万）、ウシ血清アルブ
ミン（分子量約７万）、ポリリジン（分子量約１．６万）、又はポリアスパラギン酸（分
子量約１．３万）をそれぞれ０．１％になるように添加した結果、いずれのタンパク質で
あっても安定化効果が確認できたが、ウシ血清アルブミンが最も効果が高かった。等電点
や親水性と疎水性のバランス等の性質も関与するであろうが、ポリオキシエチレン鎖をす
り抜け、蛍光性希土類金属錯体と安定な複合体を形成するために適切な分子量の大きさが
重要な要素である可能性がある。
【００５７】
【表１】
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【実施例３】
【００５８】
《ユーロピウム錯体封入コア－シェル型粒子の安定化に対する種々の動物種に由来する血
清アルブミン効果の比較》
　前記ミセルに添加する血清アルブミンとして、ウシ血清アルブミン（シグマ製）を対照
にし、ヒト血清アルブミン（シグマ製）、ウサギ血清アルブミン（シグマ製）、ブタ血清
アルブミン（シグマ製）、ヒツジ血清アルブミン（シグマ製）、又はヤギ血清アルブミン
（シグマ製）を用いて、実施例２と同様に時間分解蛍光の残存率を求めた。結果を表２に
示す。表２に示すように、由来動物を変えた場合でも、ウシと同様に安定化の効果が得ら
れた。
【００５９】
【表２】

【実施例４】
【００６０】
《血清アルブミン効果における濃度の確認》
　前記ミセルに添加する血清アルブミンとして、ウシ血清アルブミン（シグマ製）の濃度
を０％、０．００１％、０．１％、１％、又は１０％に調整し、実施例２と同様に時間分
解蛍光の残存率を求めた。結果を表３に示す。表３に示すように、添加するウシ血清アル
ブミンの濃度は０．０１％以上であることが望ましかった。
【００６１】
【表３】

【産業上の利用可能性】
【００６２】
　本発明の蛍光性金属錯体封入コア－シェル型粒子の安定化方法及び蛍光分析用組成物は
、長い蛍光寿命を有する高輝度の蛍光性金属錯体（好ましくは蛍光性ランタノイド錯体）
を利用した蛍光分析法（特には蛍光免疫分析法又は時間分解蛍光免疫分析法）に適用する
ことができる。
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