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(54)【発明の名称】 新規標識化合物

(57)【要約】
【課題】  タンパク質、ペプチド、核酸、核酸塩基およ
びその誘導体、ヌクレオチド、ホルモンおよびその他の
有機化合物の新規標識化合物、その希土類イオン錯体、
およびそれらを用いた免疫測定方法および核酸検出方法
を提供する。
【解決手段】  下式（Ｉ）で表される標識化合物および
その希土類イオン錯体を使用する。
【化１】
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  下式（Ｉ）で表される標識化合物。 *

2
*【化１】

【請求項２】  請求項１に記載の標識化合物の希土類イ
オン錯体。
【請求項３】  前記希土類イオンが三価ユウロピウム、
テルビウム、サマリウム、ジスプロシウム、ガドリウム
またはネオジウムである請求項２に記載の希土類イオン*

*錯体。
【請求項４】  下式（Ｉ）で表される標識化合物または
その希土類イオン錯体を用いる時間分解蛍光免疫測定方
法。
【化２】

【請求項５】  前記免疫測定法が、イムノアッセイ法、
免疫組織化学法、蛍光イメージング法、または細胞活性
測定法である請求項４に記載の方法。

【請求項６】  下式（Ｉ）で表される標識化合物または
その希土類イオン錯体を用いる核酸検出法。
【化３】
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【請求項７】  前記核酸検出法が、ＤＮＡハイブリダイ
ゼーションアッセイ法、ＤＮＡシークエンス法、ＤＮＡ
発現プロファイリングまたはイムノアッセイ法、免疫組
織化学法、蛍光イメージング法、またはＲＮＡ測定法で
ある請求項６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、タンパク質、ペプ
チド、核酸、核酸塩基およびその誘導体、ヌクレオチ
ド、ホルモンおよびその他の有機化合物の新規標識化合
物、その希土類イオン錯体、およびそれらを用いた免疫
測定方法および核酸検出方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】生体試料中の微量物質を分析する場合、
高い感度、高い選択性を得るため適当な標識方法を使用
することが知られている。放射性同位体を用いる標識方
法は高い感度が得られるという点で優れているが、取り
扱い（貯蔵、運送、使用、処理等）に際して不便である
という欠点がある。同様に酵素を用いて標識する方法も
高い感度が得られるという点で優れているが、分子量が
大きく温度等の外的環境に影響されやすいという欠点が
ある。また、非放射性でありかつ安定な有機蛍光色素を
標識剤として用いる方法が知られているが、この測定方
法では励起光の散乱光や試料中に共存する蛍光性物質に
よるバックグラウンドノイズが大きく高感度の測定が困
難であるという欠点がある。
【０００３】かかる欠点のない非放射性の安定な蛍光標
識剤として、希土類イオン錯体を利用した標識方法が知
られている。希土類錯体は一般に長い蛍光寿命、大きい
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ストークスシフト、シャープな蛍光ピーク等の特徴を示
すことから、特に時間分解蛍光測定によりバックグラウ
ンドのない高い感度の測定方法が可能である。しかしな
がら、いくつかの希土類錯体を利用した標識方法、標識
剤が知られているが（例えば、ＥＤＴＡ誘導体の錯体、
フェナントロリン誘導体の錯体、クロロスルホニル化４
座β－ジケトンの錯体）、標識手順（反応ステップ）が
多くて複雑であったり、固相測定ができないという問題
点、十分な水溶性がないため被標識物が制限される、ま
た錯体の蛍光が弱くて検出感度が十分でないという問題
点があった。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、簡単な手順
で、水溶液中で、アミノ基、メルカプト基などを有する
タンパク質、ペプチド、核酸、核酸塩基およびその誘導
体、ヌクレオチド、ホルモンおよびその他の有機化合物
と共有結合を形成可能であり、かつ種々の希土類イオン
と安定な、長い蛍光寿命と強い蛍光を示す新規標識化合
物を提供する。さらにこれらを用いた生体試料中の微量
物質の分析方法を提供する。
【０００５】
【課題を解決するための手段】本発明者は、上記課題が
以下の特徴を有する化合物により達成できることを見出
し本発明を完成した。すなわち、本発明は下式（Ｉ）で
表される構造を有することを特徴とする標識化合物を提
供するものである。
【０００６】
【化４】
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【０００７】また、本発明は、上述の標識化合物の希土
類イオン錯体を提供するものである。さらに、かかる希
土類イオンが三価ユウロピウム、テルビウム、サマリウ
ム、ジスプロシウム、ガドリウムまたはネオジウムであ
る希土類イオン錯体を提供するものである。
【０００８】さらには、本発明は、前記式（Ｉ）で表さ
れる標識化合物またはその希土類イオン錯体を用いる時
間分解蛍光免疫測定方法を提供するものである。特に前
記免疫測定法が、イムノアッセイ法、免疫組織化学法、
蛍光イメージング法、または細胞活性測定法である。
【０００９】また、本発明は、式（Ｉ）で表される標識
化合物またはその希土類イオン錯体を用いる核酸検出法
を提供するものである。特に、前記核酸検出法が、ＤＮ
Ａハイブリダイゼーションアッセイ法、ＤＮＡシークエ
ンス法、ＤＮＡ発現プロファイリングまたはイムノアッ
セイ法、免疫組織化学法、蛍光イメージング法、または
ＲＮＡ測定法である。以下、本発明を実施の形態に即し
て詳細に説明する。
【００１０】
【発明の実施の形態】標識化合物
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本発明にかかる標識化合物は、機能的には、（１）水溶
液中で被標識物と容易に安定な共有結合を形成可能であ
り、かつ（２）希土類イオンと安定な錯体を形成可能で
あり、かつ（３）その希土類錯体が長い蛍光寿命と強度
を有するものである。かかる機能を発揮するために、具
体的には水溶性に富む複素環化合物による基本骨格と、
複数のアミノ基置換酢酸基と、被標識物との共有結合性
官能基とを有する構造を少なくとも同じに満たす必要が
ある。かかる機能を満たす構造として本発明において
は、１つのピリジン環と２つのピラゾール環からなる骨
格と、それぞれのピラゾール環には２個のカルボン酸基
を有するアミノ基が結合した基本構造を有し、かつ該ピ
リジン環もしくはカルボン酸には被標識物と共有結合可
能な官能基を有するものが好ましい。なお、該ピリジン
環にはさらに芳香環を結合した構造も含むものである。
すなわち、本発明にかかる標識化合物は一般式（Ｉ）で
表される構造を有する。
【００１１】
【化５】



(5) 特開２００１－３３５５７４

10

20

30

7

【００１２】ここで、１つのピリジン環と２つのピラゾ
ール環からなる骨格と、それぞれのピラゾール環に２個
のカルボン酸基を有するアミノ基が結合した基本構造
は、これらの親水性基により十分な水溶性を示す。
【００１３】また、Ｒ

1
またはＲ

2
は、主に被標識物との

共有結合を形成するために導入された官能基であり、被
標識物の有する反応性基により種々の官能基を導入可能
である。被標識物が、アミノ基、メルカプト基などを有
するタンパク質、ペプチド、核酸、核酸塩基およびその
誘導体、ヌクレオチド、ホルモンおよびその他の有機化
合物の場合には、Ｒ

1
としては、ＮＨ

2
、ＮＣＳ、ＳＯ

2

Ｃｌが特に好ましい。
【００１４】ＮＨ

2
基は、被標識物にカルボン酸基があ

る場合、通常公知の脱水縮合剤により容易にアミド結合
を形成しうる。ＮＣＳ基やＳＯ

2
Ｃｌ基は被標識物の活

性水素を有する置換基（アミノ基、水酸基、カルボン酸
基、メルカプト基等）と容易に反応し、アミド結合、尿
素結合、ウレタン結合、エステル結合、チオエステル結
合等を形成する。Ｒ

2
はカルボン酸基の反応性を高める

ための活性化置換基であり、被標識物とエステル結合を
形成する。
【００１５】式（Ｉ）で表される標識化合物の合成方法
については特に制限はない。通常公知の有機合成手段に
より合成可能である。具体的にはその一例が図１に示さ
れるように、ピリジン環への置換ピラゾール環の反応、
さらに、ピラゾール環の前記置換基をアミノ置換酢酸基
へ変換することで基本骨格を合成することが可能であ
る。この際、ピリジン環に種々の置換基をあらかじめ導
入しておくことは容易である。例えばフェニル基はアミ
ノ基と置換ベンゼンとの反応で導入可能である。
【００１６】さらに、Ｒ

1
基（アミノ基、イソシアネー

ト基、クロロスルホニル酸基）へ変換可能な前駆置換基
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を有するベンゼン誘導体、ジフェニル誘導体、またはフ
ランまたはチオフェン誘導体を置換基とするピリジン誘
導体を用いても当業者であれば容易である。また、Ｒ

2

基の導入は公知の方法により容易である。
【００１７】本発明にかかる標識化合物の同定には特に
制限はなく、通常の分光学的方法（赤外線吸収スペクト
ル、核磁気共鳴吸収スペクトル（ＮＭＲ）、ＵＶ－ＶＩ
Ｓスペクトル）、質量分析、元素分析、融点測定、種々
のクロマトグラフ（液体クロマトグラフ、薄相クロマト
グラフ等）により可能である。
【００１８】標識化合物の希土類イオン錯体
本発明にかかる標識化合物は、容易に種々の希土類イオ
ン（三価）と錯体を形成する。三価希土類イオンとして
は特に制限はないが、それぞれの塩酸塩、硝酸塩を好ま
しく用いることができる。水溶液のｐＨは５.５～９.５
の範囲が好ましく、また標識化合物と三価希土類イオン
の濃度の比は１：１～１：１.５の範囲が好ましい。具
体的にはユウロピウムの場合、水溶液のｐＨは５.５～
９.５の範囲が好ましく、また濃度の比は１：１～１：
１.５の範囲が好ましい。テルビウムの場合には水溶液
のｐＨは５.５～９.５の範囲が好ましく、濃度の比は
１：１～１：１.５の範囲が好ましい。
【００１９】希土類イオン錯体は溶液中で合成してその
まま使用してもよいし、また種々の分離手段で、分離精
製して使用してもよい。分離手段としてはたとえば液体
クロマトグラフや再結晶法が好ましく使用できる。得ら
れた標識化合物、または希土類イオン錯体は、固体状態
でも溶液状態でも保存安定性に優れており、例えばユウ
ロピウム錯体（濃度１０-3Ｍ）では、室温で約半年以上
保存可能である。
【００２０】標識方法
本発明にかかる標識化合物、または希土類イオン錯体
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と、種々の被標識物とは水溶液中ですみやかに進行す
る。通常室温で約１８０分攪拌することで反応は完了す
る。必要ならば溶液を加熱（約４０～６０℃）し反応を
完結させることが好ましい。被標識物へいくつ標識化合
物で標識するかにより、標識化合物の使用する濃度を変
更することができる。また、被標識物への標識化合物の
数は種々の分光学的方法で決定することも可能である。
【００２１】時間分解蛍光免疫測定方法または核酸検出
法
本発明にかかる式（Ｉ）で表される標識化合物の希土類
イオン錯体を利用することにより、被標識物に、安定で
長い蛍光寿命と強い蛍光を発する蛍光標識が可能とな
る。また、ユウロピウムのみならずテルビウムイオンに
よってもまた安定で長い蛍光寿命と強い蛍光を発する蛍
光標識錯体を与える。かかる優れた特性を示す蛍光標識
を従来公知の種々の時間分解蛍光免疫測定方法または核
酸検出法に適用することにより、さらに高い感度でより
広い範囲の生体試料中の微量物質の分析を行うことがで
きる。
【００２２】従って、本発明にかかる標識化合物を用い
た希土類イオン蛍光標識が使用可能な時間分解蛍光免疫
測定方法または核酸検出法には特に制限はない。具体的
にはイムノアッセイ法（例えばJ．Yuan，G．Wang，H．K
imura，K．Matsumoto，Anal．Biochem.，254，283（199
7）を参照）、免疫組織化学法（例えばR．R．de  Haa
s，N．p．Verwoerd，M．p．van der Corput，R．p．van
 Gijlswijk，H．Siitari，H．J．Tabke，J．Histoche
m．Cytochem.，44，1091（1996）を参照）、蛍光イメー
ジング法（例えばG．Marriott，M．Heidecker，E．P．D
iamandis，Y．Yan-Marriott，Biophys．J.，67，957（1
994）を参照）、細胞活性測定法（例えばK．Blomberg，
R．Hautala，J．Lovgren，V.－M．Mukkala，C．Lindqui
st，K．Akerman，J．Immunol．Methods，193，199（199
6）を参照）、ＤＮＡハイブリダイゼーションアッセイ
法（例えばK．Yoshikawa，J．Yuan，K．Matsumoto，H．
Kimura，Anal．Sci.，15，121（1999）を参照）、ＤＮ
Ａシークエンス法（例えばS.－C．Hung，J．Ju，R．A．
Mathies，A．N．Glazer，Anal．Biochem.，238，165（1
996）を参照）、ＤＮＡ発現プロファイリング（例えば
H．Yu，J．Chao，D．Patek，R．Mujumdar，S．Mujumda
r，A．S．Waggoner，Nucl．Acids Res.，22，3226（199
4）を参照）またはイムノアッセイ法、免疫組織化学
法、蛍光イメージング法、ＲＮＡ測定法において好まし
く適用可能であり、測定条件等についても当業者であれ
ば容易に最適化することができる。以下、実施例に基づ
きさらに詳細に説明する。
【００２３】
【実施例】実施例１  標識剤NHS－PPPTAの合成
標識剤NHS－PPPTAは図１に示す合成経路に従い次のよう
に合成した。
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１．４－amino－２,６－dibromopyridine（化合物
(１)）の合成：２,６－dibromopyridineから４－nitro
－２,６－dibromopyridine－Ｎ－oxideを合成した（R. 
F. Evans、M. van Ammers、and H. J. den Hertog、Re
c. Trav.Chim. Pays－Bas、78、408-411(1959)）。さら
に４－nitro－２,６－dibromopyridine－Ｎ－oxideをFe
－CH

3
COOHで還元して、４－amino－２,６－dibromopyri

dineを合成した（M. van Ammers、and H. J. den Herto
g、 Rec. Trav. Chim. Pays-Bas、77、340-345(195
8)）。
元素分析結果：計算値 C

5
H
4
Br
2
N
2
 (％)、Ｃ＝23.84、Ｈ

＝1.60、Ｎ＝11.16；実測値(％)、Ｃ＝24.00、Ｈ＝1.4
7、Ｎ＝11.02。
1H NMR(acetone-d

6
、TMS)：6.82(s、2H)、 6.16(b、2

H)。
【００２４】２．２,６－dibromo－４－phenylpyridine
（化合物(２)）の合成：３.７ｇの化合物（１）と１８
０mlのベンゼンと３０mlのＣＦ

3
ＣＯＯＨからなる溶液

に３.３ｇのamyl nitriteを加え、撹拌しつつ、２.５時
間還流した後、５０mlのベンゼンを加えた。反応溶液を
３×１００ml Ｈ

2
Ｏと１００mlの５％ Ｎａ

2
ＣＯ

3
で洗

い、Ｎａ
2
ＳＯ

4
で乾燥した後、減圧蒸留でベンゼンを除

去した。生成物をシリカゲルカラム（ベンゼンで展開）
で精製した後、得られた生成物をメタノールから１回再
結晶した（収量２.３ｇ、収率４９.０％）。
元素分析結果：計算値 C

11
H
7
Br
2
N (％)、Ｃ＝42.21、Ｈ

＝2.25、Ｎ＝4.47；実測値(％)、Ｃ＝41.76、Ｈ＝2.1
1、Ｎ＝4.65。
1H NMR (acetone-d

6
、TMS)：7.95(s、2H)、7.88-7.84

(m、2H)、7.58-7.53(m、3H)。
【００２５】３． ２,６－bis(３′－methoxycarbonyl
－１′－pyrazolyl)－４－phenylpyridine (化合物
(３))の合成：１５０mlの乾燥ＴＨＦと５.０４ｇ（４０
mmol）のmethoxycarbonylpyrazoleとからなる溶液に１.
５６ｇ金属カリウム（４０mmol）を加え、約６０℃でカ
リウムを全部溶かすまで撹拌した。次にその溶液に３.
１３ｇ（１０mmol）の化合物（２）を加え、撹拌しつ
つ、１週間環流した。減圧蒸留でＴＨＦを除去し、生成
物を３×１５０ml ＣＨ

2
Ｃｌ

2
で抽出した。減圧蒸留で

ＣＨ
2
Ｃｌ

2
を除去し、生成物をシリカゲルカラム（ＣＨ

2
Ｃｌ

2
とＣＨ

2
Ｃｌ

2
－ＣＨ

3
ＯＨ(９８：２、w／w)で展

開）で精製した後、得られた生成物をベンゼンから１回
再結晶した（収量０.５５ｇ、収率１３.６％）。
元素分析結果：計算値 C

21
H
17
N
5
O
4
 (％)、Ｃ＝62.53、

Ｈ＝4.25、Ｎ＝17.36；実測値(％)、Ｃ＝62.48、Ｈ＝4.
01、Ｎ＝17.28。
1H NMR(CDCl

3
、TMS)：8.65、8.64(d、2H)、8.31(s、2

H)、7.86-7.82(m、2H)、7.57-7.50(m、3H)、7.05、7.04
(d、2H)、4.00(s、6H)。
【００２６】４．２,６－bis(３′－hydroxymethyl－



(7) 特開２００１－３３５５７４

10

20

30

40

11
１′－pyrazolyl)－４－phenylpyridine(化合物(４))の
合成：２５０mlの乾燥ＴＨＦと５００mgの ＬｉＡｌＨ

4

の溶液に、１.０ｇの化合物（３）（２.４８mmol）を加
え、室温で３.５時間撹拌した後、溶液に０.４５ml水、
０.４５ml １５％ ＮａＯＨ及び１.５ml水を順次に滴下
した。沈澱をろ過し、ろ液を回収した。減圧蒸留でＴＨ
Ｆ溶媒を除去した後、生成物をＣＨ

3
ＣＮで洗い、真空

乾燥した（収量０.６６ｇ、収率７６.６％）。
1H NMR(DMSO-d

6
、TMS)：8.92、8.91(d、2H)、7.96(s、2

H)、7.91-7.87(m、2H)、7.64-7.56(m、3H)、6.61、6.60
(d、2H)、5.33、5.31、5.29 (t、2H)、4.58、4.56(d、4
H)。
【００２７】５．２,６－bis(３′－bromomethyl－１′
－pyrazolyl)－４－phenylpyridine (化合物(５))の合
成：１００mlの乾燥ＴＨＦと０.６６ｇの化合物（４）
（１.９mmol）の溶液に１.４５ｇのＰＢｒ

3
（５.３６mm

ol）を加え、撹拌しつつ、４時間環流した後、減圧蒸留
でＴＨＦを除去した。生成物を１０％ Ｎａ

2
ＣＯ

3
と水

でよく洗った後、一晩真空乾燥した。生成物を２０mlベ
ンゼンに加え、加熱で溶解させた後、ろ過で微量の不溶
物を除去した。減圧蒸留でベンゼンを除去した後、生成
物をヘキサンでよく洗い、真空乾燥した（収量０.８１
ｇ、収率９０.０％）。
1H NMR (CDCl

3
、TMS)：8.55、8.54(d、2H)、8.08(s、2

H)、7.84-7.80(m、2H)、7.60-7.50(m、3H)、6.58、6.57
(d、2H)、4.59(s、4H)。
【００２８】６．tetraethyl Ｎ,Ｎ,Ｎ′,Ｎ′－[２,６
－bis(３′－aminomethyl－１′－pyrazolyl)－４－phe
nylpyridine] tetrakis(acetate) (化合物(６))の合
成：１００mlの乾燥ＣＨ

3
ＣＮと２０ml乾燥ＴＨＦと０.

７５ｇの化合物（５）（１.５８mmol）の溶液に６０８m
g（３.２mmol）のdiethyl iminodiacetateと２０mlのＣ
Ｈ

3
ＣＮ溶液と２.２ｇ Ｋ

2
ＣＯ

3 
(１６mmol）を加え、

撹拌しつつ、２４時間環流した。ろ過で不溶物を除去
し、減圧蒸留で溶媒を除去した後、生成物を２００ml 
ＣＨＣｌ

3
に溶かし、２×１００ml Ｈ

2
Ｏで洗い、Ｎａ

2

ＳＯ
4
でＣＨＣｌ

3
溶液を乾燥した。減圧蒸留で溶媒を除

去し、油状生成物を２時間真空乾燥した後、シリカゲル
カラムで生成物を精製し (酢酸エチルで展開)、真空乾
燥した（収量０.５７ｇ、収率５２.３％）。
1H NMR(CDCl

3
、TMS)：8.54、8.53(d、2H)、8.05(s、2

H)、7.84-7.80(m、2H)、7.55-7.45(m、3H)、6.57、6.56
(d、2H)、4.22、4.19、4.17、4.14(q、8H)、4.08(s、4
H)、3.64(s、8H)、1.29、1.26、1.23(t、12H)。
【００２９】７．Ｎ, Ｎ, Ｎ′,Ｎ′－［２,６－bis
(３′－aminomethyl－１′－pyrazolyl)－４－phenylpy

12
ridine］ tetrakis (acetic acid) (化合物(７）、以下
PPPTAとする)の合成：５５０mgの化合物（６）（０.８
０mmol）と４０mlのＣ

2
Ｈ
5
ＯＨと５mlのＨ

2
Ｏの溶液に

１.２ｇ ＫＯＨを加え、撹拌しつつ、３時間環流した。
減圧蒸留で溶媒を除去した後、生成物を４０mlの純水に
溶かし、撹拌しつつ、３倍希釈した塩酸を溶液のｐＨを
１になるまで滴下した。室温で３時間撹拌した後、生成
物の沈澱をろ別し、１００倍希釈した塩酸でよく洗い、
少量のジエチルエテールで洗った後、生成物を真空乾燥
した（収量４２９mg、収率９０.０％）。
元素分析結果：計算値 C

27
H
29
N
7
O
9
 (PPPTA・H

2
O)(％)、

Ｃ＝54.45、Ｈ＝4.91、Ｎ＝16.45；実測値(％)、Ｃ＝5
4.12、Ｈ＝5.03、Ｎ＝16.18。
1H NMR (DMSO-d

6
、TMS)：8.93、8.92(d、2H)、8.20(s、

2H)、7.90-7.86(m、2H)、7.60-7.55(m、3H)、6.59、6.5
8(d、2H)、4.00(s、4H)、3.53(s、8H)。
【００３０】８．Ｎ, Ｎ, Ｎ′,Ｎ′－[２,６－bis
(３′－aminomethyl－１′－pyrazolyl)－４－phenylpy
ridine] tetrakis (acetic acid) succinimidyl monoes
ter (化合物(８)、以下NHS－PPPTAとする)の合成：PPPT
A・H

2
O（化合物(７)）をＰ

2
Ｏ
5
乾燥剤共存のデシケータ

ー中で２４時間乾燥した後、１７３mg（０.３mmol）を
取り、５ml乾燥ＤＭＦに加え、撹拌しつつ、３４.５mg
（０.３mmol）のＮ－hydroxysuccinimideと６１.９mg
（０.３mmol）のＮ,Ｎ′－dicyclohexylcarbodiimide
（ＤＣＣ）を加えた。室温で２４時間撹拌した後、ろ過
で不溶物を除去し、ＤＭＦ溶液を減圧蒸留で溶媒を除去
した。生成物に１０mlのイソプロパノールを加え、室温
で１時間撹拌した後、生成物の沈澱を濾別し、真空乾燥
した（収量１６７mg、収率８２.５％）。得られたNHS－
PPPTAを精製せず、そのままタンパクやほかのアミノ基
を持つもの標識に使用した。
【００３１】９．PPPTAとTb3+及びEu3+との錯体の蛍光
特性評価
（ｉ）蛍光スペクトル、蛍光強度および蛍光寿命
水溶液中で、PPPTAはTb3+或いはEu3+と混合すると、速
やかに蛍光錯体を生成した。ｐＨ９.１の０.０５Ｍ ほ
う酸緩衝溶液中で、PPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+の蛍光
スペクトル、量子収率（φ）、蛍光寿命（τ）およびモ
ル吸光係数（ε）を測定し、PPPTAとTb3+及びEu3+との
錯体の蛍光特性を評価した。表１にPPPTA－Tb3+及びPPP
TA－Eu3+の蛍光特性を示した。図２にPPPTA－Tb3+及びP
PPTA－Eu3+の蛍光スペクトルを示した。
【００３２】
【表１】
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【００３３】表１により、PPPTA－Tb3+とPPPTA－Eu3+は
両方とも強い蛍光と非常に長い蛍光寿命を持つことが示
された。特に、PPPTA－Tb3+は１.０の蛍光量子収率と
２.６８１msの蛍光寿命を示し、PPPTA－Eu3+より、蛍光
強度が約７.５倍大きく、蛍光寿命も約２倍長いことが
示された。また、図２に示すようにPPPTA－Tb3+の励起
極大波長は３２５nmであり、４８９、５４３、５８２、
６２０nmの４つの蛍光発光ピークを有するが、各ピーク
の強さは５４３nm＞４８９nm＞５８２nm＞６２０nmの順
である。PPPTA－Eu3+の励起極大波長も３２５nmである
が、５８９nmと６２０nmの２つの蛍光発光ピークを有す*

14

*る。２つのピークの強さは６２０nm＞５８９nmの順であ
る。
【００３４】（ii）PPPTA－Tb3+の蛍光強度と蛍光寿命
に対するｐＨの影響
０.０５ Ｍ Tris－HCl buffer中で、１×１０-6Ｍ PPPT
A－Tb3+溶液の蛍光強度と蛍光寿命に対するｐＨの影響
を測定した。測定したｐＨの範囲は５.５～９.６であ
る。その結果を表２に示した。
【００３５】
【表２】

【００３６】表２の結果から、ｐＨは５.５から８.０に
増加するにつれ、PPPTA－Tb3+溶液の蛍光強度が少し増
加し、ｐＨは８.０以上になると、蛍光強度はｐＨによ
る影響がなくなることを示した。同時に、表２の結果に
よって、溶液の蛍光寿命がｐＨ（６.１～９.６）による
影響がないことがわかる。
【００３７】（iii）PPPTA－Tb3+の蛍光強度に対する光
照射時間の影響
ｐＨ９.１の０.０５Ｍ ほう酸緩衝溶液中で１×１０-6

Ｍ PPPTA－Tb3+と１×１０-7Ｍ FITC（fluorescein iso
thiocyanate）の蛍光強度に対する４９０nmと３６６nm
の光の照射時間の影響を調べ、その結果を図３に示し
た。４９０nmの光はHitachi F-4500の励起光を用いた。
３６６nmの光はMineralight Lamp、 ModelUVGL-25を用
いた。４９０nmの光に対してPPPTA－Tb3+はＦＩＴＣよ
り安定であり、６０分間照射した後、ＦＩＴＣの蛍光強
度が１５％減少したが、PPPTA－Tb3+の蛍光強度がわず *

*か１％の減少であった。３６６nmの光に対してPPPTA－T
b3+はＦＩＴＣより少し不安定である。１５０分間照射
した後、ＦＩＴＣの蛍光強度が８％減少したが、PPPTA
－Tb3+の蛍光強度が１１％減少した。
【００３８】（iv）PPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+の蛍光
寿命に対するＤ

2
Ｏの影響

０.０５ＭのＮａＨＣＯ
3
－Ｈ

2
ＯとＮａＨＣＯ

3
－Ｄ

2
Ｏ

溶液を用いて、異なる比例のＤ
2
Ｏを含む緩衝溶液を調

節し、この緩衝溶液中でのPPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+

の蛍光寿命を測定し、その結果を表３に示した。Ｄ
2
Ｏ

の比例が増加するにつれ、PPPTA－Tb3+とPPPTA－Eu3+の
蛍光寿命が、いずれも増大したことを示された。これは
錯体の溶液にＤ

2
Ｏを加えると、錯体中の一部分の配位

Ｈ
2
Ｏ分子がＤ

2
Ｏに置換され、Ｈ

2
Ｏ分子の蛍光消光作

用が弱くなることによるものであると考えられる。
【００３９】
【表３】

【００４０】図４には１／(PPPTA－Tb3+ or PPPTA－Eu 3+の蛍光寿命）とＨ
2
Ｏの比例の相関性を示したが、両
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方とも直線の関係を示した。１／lifetimeは蛍光decay
の速度常数であるので、図４から、Ｈ

2
Ｏ比例の増加に

より、PPPTA－Eu3+の蛍光decay速度の増加はPPPTA－Tb
3+の蛍光decay速度の増加より大きいことがわかる。こ
れはPPPTA－Eu3+の蛍光に対してＨ

2
Ｏの消光作用が強い

ことを示す。図４から１００％Ｄ
2
Ｏと１００％Ｈ

2
Ｏ溶

液中でのPPPTA－Eu3+の蛍光寿命を求め、ｎ＝１.０５
（１／τ

H2O
－１／τ

D2O
）によりPPPTA－Eu3+のEu3+に

配位するＨ
2
Ｏ分子の数を計算した結果、約０.３個のＨ

2
ＯがPPPTA－Eu3+のEu3+に配位することがわかった。
【００４１】（ｖ）PPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+を用い
た時間分解蛍光測定の測定感度
ｐＨ８.０の０.０５Ｍ Tris－HCl bufferを用いて、PPP
TA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+を希釈し、時間分解蛍光測定
を用いたPPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+の測定感度を測定
した。測定装置はDELFIA 1234 time－resolved fluorom
eterであり、delay timeを０.４ms、window timeを０.
４msの測定条件を使用した。図５には測定結果を示し
た。バックグラウンドの２ＳＤを検出限界として計算し
た結果、PPPTA－Tb3+の検出限界は５.８×１０-13Ｍで
あり、PPPTA－Eu3+の検出限界は４.７×１０-12Ｍであ
ることがわかった。両者の検出限界の差は約８倍であ
り、両者の量子収率の差（約８倍）と一致することを示
した。
【００４２】実施例２  新規標識剤NHS－PPPTAを用いた
ストレプトアビジン（ＳＡ）の標識
１．標識方法：撹拌中の５mg ＳＡを含む１０mlの０.１
Ｍ炭酸緩衝溶液に１０mgのNHS－PPPTAを加え、室温で３
時間撹拌した後、反応溶液を３Ｌの０.１Ｍ ＮａＨＣＯ

3
－０.２５ｇ ＮａＮ

3
溶液に対して４℃で２４時間ずつ

３回透析することにより、未反応のラベル剤を除去し
た。透析後の溶液に２５mg ＮａＮ

3
を加え、１mlずつ小

分けした後、－２０℃で保存した。ＴｂＣｌ
3
の標準溶 *

16
*液で標識ＳＡ溶液を蛍光適定する方法で標識ＳＡ溶液中
のＰＰＰＴＡ濃度を求め、標識率（ＰＰＰＴＡ：ＳＡ）
を計算した結果、得られた標識ＳＡの標識率が約１８で
あった。同じ試薬量を用いて、室温で４時間標識反応を
行った場合は、標識率が約２６の標識ＳＡが得られた。
イムノアッセイなどに使う時に、ＰＰＰＴＡと等モル量
のＴｂＣｌ

3
を加え、０.２％ＢＳＡ－０.９％ＮａＣｌ

－０.１％ＮａＮ
3
を含むｐＨ７.８の０.０５Ｍ Tris－H

Cl緩衝溶液で希釈した後使用した。
【００４３】２．標識ＳＡ－Ｔｂ3+と標識ＳＡ－Ｅｕ3+

溶液の蛍光特性：水溶液中で、標識ＳＡはTb3+或いはEu
3+と混合すると、速やかに蛍光性溶液になった。ｐＨ
９.１の０.０５Ｍ ほう酸緩衝溶液中で、ＳＡと結合し
た状態のPPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+の蛍光スペクト
ル、量子収率（φ）、蛍光寿命（τ）およびモル吸光係
数（ε）を測定し、SA－PPPTAとTb3+及びEu3+との錯体
の蛍光特性を評価した。表４にSA－PPPTA－Tb3+及びSA
－PPPTA－Eu3+の蛍光特性を示した。
【００４４】フリーのPPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+の蛍
光特性に比べると、ＳＡに結合したPPPTA－Tb3+及びPPP
TA－Eu3+は蛍光強度（ε×φ）が弱くなり、蛍光寿命が
少し短くなったことを示した。ＳＡに結合した後、PPPT
A－Tb3+の蛍光強度が約３０％減少し、PPPTA－Eu3+の蛍
光強度が約４２％減少した。蛍光強度と蛍光寿命のこう
した変化はおそらく標識反応によってPPPTAの１つＣＯ
ＯＨ基がＳＡのアミノ基と結合したため、PPPTAはTb3+

あるいはEu3+との配位結合が少し弱くなり（生成した１
つのアミドがTb3+あるいはEu3+と配位することができる
が、ＣＯＯＨ基より配位結合が弱いと考えられる）、錯
体の中心イオンに配位するＨ

2
Ｏ分子の数が増えたこと

が原因であると考えられる。
【００４５】
【表４】

【００４６】１００％ Ｈ
2
Ｏ（０.０５Ｍ ＮａＨＣ

Ｏ
3
）と１００％ Ｄ

2
Ｏ（０.０５Ｍ ＮａＨＣＯ

3
）溶液

中のSA－PPPTA－Eu3+の蛍光寿命を測定し（１.２１３ms
 in １００％ Ｈ

2
Ｏ、２.２８５ms in １００％ Ｄ

2
Ｏ）、SA－PPPTA－Eu3+のEu3+に配位するＨ

2
Ｏ分子の

数を計算した結果、約０.４個のＨ
2
ＯがSA－PPPTA－Eu

3+のEu3+に配位することがわかった。フリーのPPPTA－E
u3+の場合はPPPTA－Eu3+のEu3+に配位するＨ

2
Ｏ分子の

数が０.３であるので、ＳＡに結合したPPPTA－Eu3+のEu
3+に配位するＨ

2
Ｏ分子の数が０.１個増加したことを示

した。
【００４７】３．SA－PPPTA－Tb3+の蛍光寿命に対する
ｐＨの影響：０.０５Ｍ Tris－HCl緩衝溶液を用いて、S
A－PPPTA－Tb3+の蛍光寿命に対するｐＨの影響を測定し
た。その結果を表５に示した。この結果によってｐＨ
６.１－８.０の範囲でSA－PPPTA－Tb3+の蛍光寿命に対
するｐＨの影響がないことがわかった。
【００４８】
【表５】
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【００４９】４． SA－PPPTA－Tb3+及びSA－PPPTA－Eu
3+を用いた時間分解蛍光測定の測定感度
ｐＨ８.０の０.０５Ｍ Tris－HCl緩衝溶液を用いて、SA
－PPPTA－Tb3+及びSA－PPPTA－Eu3+を希釈し、その希釈
溶液の時間分解蛍光測定を行い、SA－PPPTA－Tb3+及びS
A－PPPTA－Eu3+を用いた時間分解蛍光測定の測定感度を
評価した。測定装置と測定条件は上で使用した条件と同
じである。測定結果は図６に示した。バックグラウンド
蛍光の２ＳＤを用いて、ＳＡと結合した後のPPPTA－Tb
3+及びPPPTA－Eu3+の検出限界を計算した結果、PPPTA－
Tb3+の検出限界は１.６×１０-12Ｍであり、PPPTA－Eu
3+の検出限界は５.１×１０-12Ｍである。
【００５０】実施例３  PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いた
時間分解蛍光イムノアッセイ
１．PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いた時間分解蛍光イムノ
アッセイによるヒトα－fetoprotein（ＡＦＰ）の測定
PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いて、次のようにサンドイッ
チ法時間分解蛍光イムノアッセイによるヒトα－fetopr
otein (ＡＦＰ)の測定を行った。ヒトＡＦＰ標準溶液は
５％ＢＳＡ－０.９％ＮａＣｌ－０.１％ＮａＮ

3
を含む

ｐＨ７.８の０.０５Ｍ Tris－HCl bufferを用いて、ヒ
トＡＦＰ（Nippon Bio－Test Laboratories，Inc.）を
希釈して調製した。ビオチン化抗ＡＦＰポリクロナール
抗体は、goat anti－human AFP antibody（Nippon Bio
－Test Laboratories，Inc.）とNHS－LC－Biotin（Pier
ce Chem. Co．）を用いて調製した。イムノアッセイに
使用する際は、０.２％ ＢＳＡ－０.９％ ＮａＣｌ－
０.１％ＮａＮ

3
を含むｐＨ７.８の０.０５Ｍ Tris-HCl 

bufferで希釈した後使用した。
【００５１】５μg／ml抗ヒトＡＦＰモノクロナール抗
体（Oemconcepts Co.，IgG1，antibody was purified u
tilizing immunoaffinity chromatography protein A a
garose）を含むｐＨ９.６の０.１Ｍ炭酸緩衝溶液を６０
μlずつ９６－ウェルプレート（FluoroNunc plate）の
各ウェルに分注し、４℃で２４時間インキュベートした
後、０.０５％ Tween 20を含むｐＨ７.８の０.０５Ｍ T
ris－HCl buffer（buffer１）でプレートを２回洗浄
し、更にｐＨ７.８の０.０５Ｍ Tris－HCl buffer（buf
fer２）でプレートを１回洗浄した。以上の方法で、抗
ＡＦＰモノクロナール抗体でコートしたプレートが得ら
れた。コートしたプレートは－２０℃で保存した。
【００５２】抗ＡＦＰモノクロナール抗体でコートした
プレートの各ウェルに５０μlのＡＦＰ標準溶液を分注
し、３７℃で１時間インキュベートした後、buffer１で
２回洗浄し、buffer２で１回洗浄した。プレートの各ウ
ェルに５０μlのビオチン化抗ＡＦＰポリクロナール抗

18

体を分注し、３７℃で１時間インキュベートした後、bu
ffer１で２回洗浄し、buffer２で１回洗浄した。プレー
トの各ウェルに５０μlのSA－PPPTA－Tb3+を分注し、３
７℃で１時間インキュベートした後、buffer１で４回洗
浄した。プレートをそのまま固相時間分解蛍光測定に用
いた。測定装置はDELFIA 1234 time－resolved fluorom
eterである。測定条件：delay timeは０.２ms、window 
timeは０.４ms。
【００５３】図７にSA－PPPTA－Tb3+を用いた時間分解
蛍光イムノアッセイによるヒトＡＦＰ測定の検量線を示
した。バックグラウンドの２ＳＤを検出限界として計算
した結果、本測定法の検出限界は４２pg／mlであった。
図７にはバックグラウンドを除いた蛍光強度とＡＦＰ濃
度との相関も示した。この場合では濃度と蛍光強度は直
線関係を示した。
【００５４】２．PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いた時間分
解蛍光イムノアッセイによるヒト甲状腺刺激ホルモン
（ＴＳＨ）の測定：抗ヒトＴＳＨ β－subunitモノクロ
ナール抗体でコートした９６－ウェルプレート、ビオチ
ン化抗ヒトＴＳＨ α－subunitモノクロナール抗体及び
PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いて、ヒトＡＦＰ測定と同じ
方法でヒトＴＳＨの測定を行った。得られたＴＳＨ測定
の検量線を図８に示した。バックグラウンドの２ＳＤを
検出限界として計算した結果、本測定法の検出限界は
０.０８μIU／mlであった。
【００５５】３．PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いた時間分
解蛍光イムノアッセイによる除草剤ベンスルフロメチル
（ＢＳＭ）の測定：PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いて、次
のように競合時間分解蛍光イムノアッセイによる除草剤
ベンスルフロメチル（ＢＳＭ）の測定を行った。ビオチ
ン化ＢＳＭ－ＢＳＡ結合体はＢＳＭ－ＢＳＡ結合体（Ia
tron Laboratories、Inc.）とNHS－LC－Biotin（Pierce
 Chem. Co.）を用いて調製した。ＢＳＭ標準溶液は１mg
／mlのＢＳＭ－アセトニトリルを調製した後、ｐＨ７.
８の０.０５Ｍ Tris－HCl bufferで希釈して調製した。
【００５６】６μg／ml抗ＢＳＭモノクロナール抗体（I
atron Laboratories、Inc.）を含むｐＨ９.６の０.１Ｍ
炭酸緩衝溶液を９６－ウェルプレートの各ウェルに６０
μlずつ分注し、４℃で２４時間インキュベートした
後、buffer１で２回プレートを洗浄し、buffer２で１回
プレートを洗浄した。以上の方法で抗ＢＳＭモノクロナ
ール抗体コートしたプレートが得られた。コートしたプ
レートは－２０℃で保存した。
【００５７】抗ＢＳＭモノクロナール抗体でコートした
各ウェルに１：１のＢＳＭ標準溶液とビオチン化ＢＳＡ
－ＢＳＭ結合体を５０μlずつ分注し、３７℃で２時間
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インキュベートした後、buffer１で２回、buffer２で１
回各ウェルを洗浄した。各ウェルにSA－PPPTA－Tb3+を
５０μlずつ分注し、３７℃で１時間インキュベートし
た後、buffer１で４回各ウェルを洗浄した。プレートを
そのまま固相時間分解蛍光測定に用いた。測定装置と測
定条件はＡＦＰ測定と同じであった。得られたＢＳＭ測
定の検量線を図９に示した。バックグラウンドの２ＳＤ
を検出限界として計算した結果、本測定法の検出限界は*

20
*０.４ng／mlであった。
【００５８】表６に、上で説明した方法を用いたＢＳＭ
を含む水サンプルの測定結果を示す。この方法によるＢ
ＳＭサンプル測定のＣＶは２～６％（average ３.４３
％）であり、回収率は９５～１０５％（平均１００.３
％）であった。
【００５９】
【表６】

【００６０】４．PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いた新規ホ
モジニアス時間分解蛍光イムノアッセイシステム：ホモ
ジニアスイムノアッセイは結合型と遊離型の分離（Ｂ／
Ｆ分離）がなく、固相材料が必要でない、また速やかな
測定ができるなどのメリットがあり、望ましいイムノア
ッセイ法である。ユウロピウム蛍光錯体の長寿命蛍光特
性と蛍光化合物間の蛍光共鳴エネルギー移動を利用し
て、Mathisらはユウロピウム－トリスビピリジンクリプ
テート蛍光錯体を蛍光共鳴エネルギー移動のドナーと
し、蛍光色素タンパクアロフィコシアニン（cross-link
ed allophycocyanin）を蛍光共鳴エネルギー移動のレセ
プターとして用い、ホモジニアス時間分解蛍光イムノア
ッセイシステム“time resolved amplified cryptate e
mission (TRACE)”を開発し、様々な生体分子の測定に
用いた（（1）G. Mathis，Clin. Chem.，39，1953(199
3); (2) G. Mathis，Clin. Chem.，41，1391(1995); 
(3) G. Mathis，F. Socquet，M. Viguier，B. Darboure
t，Anticancer Res.，17，3011(1997); (4) G.Mathis，
J. Clin. Ligand Assay，20，141(1997); (5) A. J. Ko
lb，P. V. Kaplita，D. J. Hayes，Y.-W. Park，C. Per
nell，J. S. Major，and G. Mathis，Drug Discovery T
oday，3，333(1998)）。
【００６１】本発明では、PPPTA－Tb3+を蛍光エネルギ
ー移動（fluorescence energy transfer）のドナーと
し、有機蛍光色素ＣＹ３.５（Amersham Life Science，
Inc.社製）を蛍光エネルギー移動のレセプターとして用
いて、新規ホモジニアス時間分解蛍光イムノアッセイシ
ステムを開発した。図１０にはPPPTA－Tb3+とＣＹ３.５
の蛍光スペクトルを示した。図１０からわかるように、
 PPPTA－Tb3+の５４５nmにおける蛍光発光ピークがＣＹ
３.５の蛍光励起スペクトルと重なり、PPPTA－Tb3+の蛍
光発光エネルギーがＣＹ３.５に移動することが示され

る。則ち、PPPTA－Tb3+とＣＹ３.５が近い距離にある場
合は、約３４０nmの光で励起すると、PPPTA－Tb3+の長
寿命蛍光発光エネルギーがＣＹ３.５に移り、ＣＹ３.５
の蛍光が発光する。こうした発光がPPPTA-Tb3+の蛍光エ
ネルギー移動による発光であるので、その蛍光寿命がフ
リーのＣＹ３.５の数ナノ秒から１００マイクロ秒以上
と長くなる（PPPTA－Tb3+とＣＹ３.５の距離に関係す
る）。
【００６２】図１１にPPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いた新
規ホモジニアス時間分解蛍光イムノアッセイシステムの
原理を示した。ＣＹ３.５標識抗体と抗原とビオチン標
識抗原及びPPPTA－Tb3+標識ＳＡが競合反応した後、Ｃ
Ｙ３.５標識抗体－ビオチン標識抗原－PPPTA－Tb3+標識
ＳＡ免疫複合体が生成し、PPPTA－Tb3+がＣＹ３.５と近
付き、約３４０nmの光で励起すると、PPPTA－Tb3+の長
寿命蛍光発光エネルギーがＣＹ３.５に移り、長寿命の
ＣＹ３.５蛍光を時間分解蛍光測定で測定することがで
きる。この時、遠い距離にある未反応のＣＹ３.５標識
抗体の蛍光は寿命が短いので、時間分解蛍光測定で除去
され、 遠い距離にある未反応のPPPTA－Tb3+標識ＳＡの
蛍光がＣＹ３.５の蛍光発光波長と違うため、ＣＹ３.５
の蛍光を測定するので、影響が小さい。この競合反応シ
ステムでは、ＣＹ３.５標識抗体－ビオチン標識抗原－P
PPTA－Tb3+標識ＳＡ免疫複合体の生成量が競合反応の抗
原の量と逆比例する。従って、エネルギー移動に由来し
た長寿命ＣＹ３.５の蛍光強度と競合反応の抗原の量と
は逆比例の関係が成立する。実サンプルの３４０nmにお
ける吸収の差の影響を除去するため、このシステムでは
５４５nmにおけるPPPTA－Tb3+の蛍光強度を内部標準と
し、時間分解蛍光測定で測定したＣＹ３.５の蛍光強度
と５４５nmにおけるPPPTA－Tb3+の蛍光強度の比を用
い、抗原の濃度変化によるこの比の変化を用いて、測定



(12) 特開２００１－３３５５７４

10

20

50

21
検量線を描いた。この測定法は、固相材料、蛋白質の固
相材料へのコーテイングや反応後の洗浄などの手順が全
て必要でない非常に簡便な方法である。
【００６３】以上の原理に基づいて、ＣＹ３.５標識抗
ＢＳＭモノクロナール抗体とビオチン化ＢＳＭ－ＢＳＡ
結合体およびPPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いて、ＢＳＭの
ホモジニアス時間分解蛍光イムノアッセイを行い、この
方法の実用性を証明した。ＣＹ３.５標識抗ＢＳＭモノ
クロナール抗体は、ＣＹ３.５ monofunctional reactiv
e dye（Amersham Life Science、Inc．）と抗ＢＳＭモ
ノクロナール抗体を用いて調製した。測定装置にはDELF
IA 1234時間分解蛍光測定装置を用いた。ＣＹ３.５の蛍
光測定にはDELFIA 1234のサマリウム蛍光測定用フィル
ター（波長６４３nm）を用い、delay timeは０.０４m
s、window timeを０.１０msの条件で測定を行った。PPP
TA－Tb3+の蛍光測定にはDELFIA 1234のテルビウム蛍光
測定用フィルター（波長５４５nm）を用い、delay time
＝０.０４ms、window time＝０.１０msの条件で測定を
行った。
【００６４】マイクロチューブの中にＣＹ３.５標識抗
ＢＳＭモノクロナール抗体、ＢＳＭ標準溶液、ビオチン
化ＢＳＭ－ＢＳＡ結合体およびPPPTA－Tb3+標識ＳＡを *

22
*加え、室温で１０分間反応した後、時間分解蛍光測定を
行った。図１２にはこのシステムを用いたＢＳＭ測定の
検量線を示したが、約１ng／mlの検出限界であった。こ
の方法の測定感度は固相材料を用いた測定法の感度より
少し減るが（検出限界：１ng／mlと０.４ng／ml）、測
定の簡便性、快速性など、固相材料を用いた測定法にな
い大きなメリットがある。
【００６５】表７には新規ホモジニアス時間分解蛍光イ
ムノアッセイシステムを用いたＢＳＭ－水サンプルの測
定結果を示した。この方法によるＢＳＭサンプル測定の
ＣＶは０.４～１.５％（average ０.８３％）であり、
回収率は９５～１０５％（average １００.２％）であ
った。表６の結果と比べると、新規ホモジニアス時間分
解蛍光イムノアッセイシステムを用いたＢＳＭサンプル
測定の精度が、固相材料を用いた方法より大きく改善さ
れたことを示す。固相材料を用いた方法では、抗体のco
atingや各ステップの反応後の洗浄などすべての操作は
測定の再現性に影響し、その結果、標準溶液やサンプル
測定のＣＶが大きくなったと考えられる。
【００６６】
【表７】

【００６７】
【発明の効果】本発明は、下式（Ｉ）で表される構造を
有することを特徴とする標識化合物およびその希土類イ*

*オン錯体を提供するものである。
【００６８】
【化６】

【００６９】従って、水溶液中で被標識物と容易に安定 な共有結合を形成可能となり、かつ希土類イオンと安定
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な錯体を形成し、かつその希土類錯体が長い蛍光寿命と
強度を有することとなる。かかる優れた性質を有する標
識化合物またはその希土類イオン錯体を用いることで、
高い感度の時間分解蛍光免疫測定方法および核酸検出法
を可能とする。特に前記免疫測定法としてのイムノアッ
セイ法、免疫組織化学法、蛍光イメージング法、細胞活
性測定法、および前記核酸検出法としてのＤＮＡハイブ
リダイゼーションアッセイ法、ＤＮＡシークエンス法、
ＤＮＡ発現プロファイリングまたはイムノアッセイ法、
免疫組織化学法、蛍光イメージング法、またはＲＮＡ測
定法において、低いバックグラウンドノイズを実現し、
高い感度の測定を可能とする。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明にかかる標識化合物NHS－PPPTA（化合物
(８)）の合成例を示す図である。
【図２】PPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+の蛍光スペクトル
を示す図である。
【図３】PPPTA－Tb3+の蛍光強度に対する光照射時間の
影響を示す図である。
【図４】１／lifetimeとＨ

2
Ｏの比例の相関性を示す図
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である。
【図５】PPPTA－Tb3+及びPPPTA－Eu3+の希釈溶液の時間
分解蛍光測定結果を示す図である。
【図６】SA－PPPTA－Tb3+及びSA－PPPTA－Eu3+を用いた
時間分解蛍光測定の結果を示す図である。
【図７】SA－PPPTA－Tb3+を用いた時間分解蛍光イムノ
アッセイによるヒトＡＦＰ測定の検量線を示す図であ
る。
【図８】SA－PPTA－Tb3+を用いた時間分解蛍光イムノア
ッセイによるヒトＴＳＨ測定の検量線を示す図である。
【図９】SA－PPPTA－Tb3+を用いた時間分解蛍光イムノ
アッセイによるＢＳＭ測定の検量線を示す図である。
【図１０】PPPTA－Tb3+とＣＹ３.５の蛍光スペクトルを
示す図である。
【図１１】PPPTA－Tb3+標識ＳＡを用いた新規ホモジニ
アス時間分解蛍光イムノアッセイシステムの原理を示す
図である。
【図１２】新規ホモジニアス時間分解蛍光イムノアッセ
イシステムを用いたＢＳＭ測定の検量線を示す図であ
る。
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