
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ドナー蛍光体とアクセプター蛍光体とを含む溶媒中に、標的物質を入れて反応させ、励
起光を照射する蛍光エネルギー転移方法を用いた免疫測定方法であって、
前記ドナー蛍光体は、無機化合物又は有機ポリマーの内部に無機蛍光物質を有する蛍光体
からなる基板に抗体が固定化された分子認識蛍光体からなる
ことを特徴とする免疫測定方法。
【請求項２】
　無機蛍光物質は、希土類金属であることを特徴とする請求項１記載の免疫測定方法。
【請求項３】
　励起光を照射させた後、残光を時間分解測定することを特徴とする請求項１又は２記載
の免疫測定方法。
【請求項４】
　ドナー蛍光体とアクセプター蛍光体とを含む溶媒中に、標的物質を入れて反応させ、励
起光を照射する蛍光エネルギー転移方法を用いたＤＮＡハイブリダイゼーション法であっ
て、
前記ドナー蛍光体は、無機化合物又は有機ポリマーの内部に無機蛍光物質を有する蛍光体
からなる基板に標的遺伝子に相補的な遺伝子プローブが固定化された分子認識蛍光体から
なる
ことを特徴とするＤＮＡハイブリダイゼーション法。

10

20

JP 3721097 B2 2005.11.30



【請求項５】
　無機蛍光物質は、希土類金属であることを特徴とする請求項４記載のＤＮＡハイブリダ
イゼーション法。
【請求項６】
　励起光を照射させた後、残光を時間分解測定することを特徴とする請求項４又は５記載
のＤＮＡハイブリダイゼーション法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、生体関連物質、環境関連物質等の標的物質の高感度測定法に用いられる分子認
識蛍光体、それを用いた標的物質の測定方法に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】
抗体もしくは抗原を用いた標的物質の一般的測定方法としては、酵素免疫測定法、ラテッ
クス凝集法、免疫クロマト法がある。酵素免疫測定法は被検体試料の添加、洗浄、酵素標
識抗体の添加、洗浄及び発色基質の添加といった煩雑な操作が必要となり、簡便な一段階
操作測定法であるラテックス凝集法では測定感度が低くなり、免疫クロマト法では定量性
がないということが問題であった。
【０００３】
従来から、有機蛍光発光物質が標識された抗体を用いる方法が提案されているが、酵素標
識抗体を用いる方法に比べて感度が低く、定量測定にはほとんど適用されていない。蛍光
発光物質の中では、希土類イオンが有機蛍光発光物質に比べて発光強度が高く、希土類錯
体を抗体の標識物質として用いた「ＤＥＬＦＩＡシステム」という免疫測定法が提案され
ている。（分析化学　１９９９，Ｖｏｌ．４８，Ｎｏ．１２，Ｐ．１０７７－１０８３）
。希土類イオンは水溶媒中では水分子の配位によって蛍光強度は著しく低くなるため、特
定の配位子と錯体を形成させる必要があり、ＤＥＬＦＩＡシステムではＮ１－（ｐ－ｉｓ
ｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｏｂｅｎｚｙｌ）－ｄｉｅｔｈｙｌｅｎｅｔｒｉａｍｉｎｅ－Ｎ
１，Ｎ２，Ｎ３，Ｎ４－ｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ－Ｅｕ 3 +錯体を抗体の標識蛍
光体として用いているが、その蛍光強度は低く抗原抗体反応の後で２－ｎａｐｈｔｈｏｙ
ｌｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｏｎｅ、トリオクチルホスフィンオキシド及びトリトンー
Ｘ１００から成る蛍光増感剤を添加する必要があった。
【０００４】
これに対し、芳香族アミン誘導体やβージケトン類を配位子とする蛍光増感剤不要の希土
類錯体が検討されている。（Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．　１９９８，Ｖｏｌ．７０，Ｐ．５９
６－６０１；Ｈｅｌｖｅｔｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ　１９９７，Ｖｏｌ．８０
，Ｐ．３７２－３８７）しかしながら、これらの希土類錯体の製造法は複雑であり、工業
的生産には不利であった。また、依然として錯体の蛍光強度や安定性にも問題があった。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は上記に鑑み、無機蛍光物質を特定の配位子と錯体を形成させることなく安定に蛍
光体とした分子認識蛍光体及びそれを用いた標的物質の測定方法を提供することを目的と
する。
【０００６】
【課題を解決するための手段】
本発明の分子認識蛍光体は、無機化合物もしくは有機ポリマー内部に無機蛍光物質を有す
る蛍光体に、分子認識物質を吸着もしくは結合してなるものである。
【０００７】
本発明で用いられる無機化合物としては、無機蛍光物質の安定性を確保できるものであれ
ば、特に限定されない。また、特に蛍光物質として希土類金属を用いる場合には、水分子
の配位を防ぐことができるものが好ましい。具体的には、ガラス、シリカ、酸化イットリ

10

20

30

40

50

(2) JP 3721097 B2 2005.11.30



ウム等の金属酸化物、リン酸カルシウム、リン酸ストロンチウム等の金属リン酸化合物、
硫化亜鉛等の金属硫黄化合物等が挙げられる。中でも、光の吸収性の点でガラスが好まし
い。
【０００８】
本発明で用いられる有機ポリマーとしては特に限定されないが、例えば、（不）飽和炭化
水素、芳香族炭化水素、（不）飽和脂肪酸、芳香族カルボン酸、（不）飽和脂ケトン、芳
香族ケトン、（不）飽和アルコール、芳香族アルコール、（不）飽和アミン、芳香族アミ
ン、（不）飽和チオール、芳香族チオール、有機珪素化合物、これらの１種以上の化合物
からなる縮合体、これらの１種以上の化合物からなる重合体等が挙げられる。なお、上記
（不）飽和とは、飽和及び不飽和の両方を意味するものである。
上記縮合体及び重合体としては、例えば、ポリエチレン、ポリブタジエン等のポリオレフ
ィン；ポリエチレングリコール、ポリプロピレングリコール等のポリエーテル；ポリスチ
レン、ポリ（メタ）アクリル酸、ポリ（メタ）アクリル酸エステル、ポリビニルアルコー
ル、ポリビニルエステル、フェノール樹脂、メラミン樹脂、アリル樹脂、フラン樹脂、ポ
リエステル、エポキシ樹脂、シリコン樹脂、ポリイミド樹脂、ポリウレタン、テフロン、
アクリロニトリル／スチレン樹脂、スチレン／ブタジエン樹脂、ビニル樹脂、ポリアミド
樹脂、ポリカーボネート、ポリアセタール、ポリエーテルスルホン、ポリフェニレンオキ
シド、糖、澱粉、セルロース、ポリペプチド等が挙げられる。これらの有機化合物は単独
で用いられても、２種以上が併用されてもよい。
【０００９】
本発明で用いられる無機蛍光物質としては、３～１６族の金属元素からなる蛍光物質であ
れば特に限定されないが、希土類金属が挙げられ、その蛍光強度の強さから３価のユウロ
ピウム、３価のテルビニウム、３価のサマリウム、３価のジスプロシウム、２価のユウロ
ピウム等が好ましい。これらは単独で用いてもよく、２種以上併用しても良い。
【００１０】
上記無機化合物もしくは有機ポリマー内部に無機蛍光物質を有する蛍光体とは、コアシェ
ル構造のコアに無機蛍光物質を含む蛍光体や、無機化合物もしくは有機ポリマーからなる
マトリックス内に無機蛍光物質が均一分散されてなる蛍光体等が挙げられる。
【００１１】
本発明で用いられる分子認識物質とは、標的物質に特異的に反応するものであれば特に限
定されないが抗原、抗体等の蛋白質、ＤＮＡ、シクロデキストリン、クラウンエーテル等
の環状化合物等が挙げられる。
【００１２】
本発明で用いられる蛍光体の形状としては、微粒子形状、基板形状、薄膜形状、繊維形状
、中空糸形状のものが挙げられる。微粒子形状である場合には、微粒子の水系溶媒中での
分散性を考慮すれば、微粒子径は１ナノメートルから５０００ナノメートルが好ましい。
ナノサイズレベルへの微粒子化は微粒子にブラウン運動を与え、水系溶媒中で本発明の分
子認識蛍光体を沈降することなく分散することができる。また、本発明の分子認識蛍光体
をマイクロチップセンサーとして使用する場合には、基板状、薄膜状が好ましい。
【００１３】
本発明で用いられる蛍光体と分子認識蛍光体を吸着もしくは結合させる方法としては、物
理的吸着法や化学的結合法等が挙げられる。例えば、蛍光体をアミノシラン誘導体で処理
したものであり、分子認識物質が蛋白質である場合には、直接もしくは縮合試薬により蛋
白質のアミノ基と蛍光体が結合可能である。また、分子認識物質がＤＮＡのＰＣＲ産物で
ある場合には、蛍光体をポリＬ－リシンでコートすることにより静電気的に結合可能であ
る。分子認識物質がオリゴヌクレオチドとする場合には、蛍光体上でオリゴヌクレオチド
鎖を合成することができる。方法としては、予めアルキルアミノアシランでコートした蛍
光体で光感受性保護基を有するリンカーを用いる保護を行い、光照射による脱保護、合成
の繰り返しによりオリゴヌクレオチド鎖を合成する方法が挙げられる。
【００１４】
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本発明の分子認識蛍光体はさまざまな用途で使用しうる。例えば、蛍光体の形状が微粒子
であり分子認識物質が抗体である場合には、抗原等の標的物質の高感度測定が可能となる
。具体的な測定方法としては、標的物質の抗体が予め固定化されたプラスチックプレート
に標的物質を含む被検液を添加し、余剰の成分を除くためプラスチックプレートを洗浄し
た後、分子認識物質として抗体が結合してなる本発明の分子認識蛍光体を添加する。余剰
の分子認識蛍光体を洗浄によって除去した後、適当な緩衝溶液中で紫外線によって励起し
、蛍光を測定する。無機蛍光物質として希土類金属が用いられていた場合には、従来使用
されていた有機蛍光物質に比べて蛍光強度が高く、ストークシフト（励起波長と発光波長
の距離）が大きいので測定感度も高くなる。さらに、励起停止後の残光を時間分解的に測
定することによってより高感度な測定も可能となる。本発明の方法によると、酵素免疫測
定法に比べ酵素による発色反応の時間が省くことができ、測定時間の短縮化を図ることが
できる。
【００１５】
固相化された抗体もしくはレセプターに標的物質を結合させた後、上記の分子認識蛍光体
を結合させ、励起光を照射させる標的物質の測定方法もまた本発明の一つである。
【００１６】
本発明の測定方法において用いられる固相化された抗体もしくはレセプターとは、抗体も
しくはレセプターが固定化されていれば特に限定されないが、例えばプラスチックプレー
トや繊維等に標的物質に対する抗体やレセプターを物理的吸着もしくは化学的結合といっ
た方法により固定化したもの等が挙げられる。特に、ガラスやプラスチックプレートを担
体として用いる場合には、後に照射する励起光が無機蛍光体に十分に照射されるものであ
ることが好ましい。
【００１７】
本発明で用いられる抗体もしくはレセプターとしては、特に限定されないが、例えば、ポ
リもしくはモノクロナール抗体や、天然から精製されたもの、組換え体が挙げられる。
【００１８】
本発明の測定方法で測定可能な標的物質としては、抗体もしくはレセプターを作製できる
ものであれば特に限定されないが、例えば抗原等の蛋白質、ダイオキシン類等の内分泌撹
乱物質、ウイルス、ペプチド等が挙げられる。
【００１９】
本発明の測定方法において用いられる励起光としては、特に限定されないが、例えば、紫
外線が挙げられる。
【００２０】
本発明の測定方法において、定量的に測定する方法としては、通常用いられる蛍光測定方
法であれば特に限定されないが、感度を高めるという点で励起光を照射した後、残光を時
間分解測定する方法が好ましい。
【００２１】
分子認識物質が一本鎖ＤＮＡ、蛍光体の形状が微粒子状である場合、特に血清等のサンプ
ル中の標的遺伝子の測定に有効である。
具体的な測定の仕方としては、ガラス、石英等の低屈折率で透明性が高い基板上に標的遺
伝子に相補的な配列の遺伝子を一本鎖状に固定化し、その後血清サンプルの全ＲＮＡ画分
より逆転写酵素によって全ｃＤＮＡを合成、無機蛍光物質を有する蛍光体と結合させた分
子認識蛍光体を作製したものを適当な温度条件下でハイブリダイゼーションを行い、同温
度条件で充分に洗浄する。洗浄操作後、適当な緩衝溶液中で基板に反応層と反対側から紫
外線を照射する。血清中に標的遺伝子が存在する場合には、無機蛍光物質の発光が観察さ
れる。
本発明の分子認識蛍光体の蛍光強度は従来の有機蛍光物質を用いた蛍光体より高く、より
高感度なＤＮＡハイブリダイゼーションの定量的検出が可能となり、ＤＮＡチップ、ＤＮ
Ａマイクロアレイ等のマイクロチップセンサーへの応用が特に有効である。励起停止後の
残光を時間分解的に測定することによって検出感度はさらに増大させることができる。
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【００２２】
少なくとも一方が上記の分子認識蛍光体であるドナー蛍光体とアクセプター蛍光体を含む
溶媒中に、標的物質を入れて反応させ、励起光を照射することを特徴とする蛍光エネルギ
ー転移方法を用いた標的物質の測定方法もまた本発明の一つである。
【００２３】
上記蛍光エネルギー転移方法とは、ドナー蛍光体とアクセプター蛍光体からなる溶媒中で
これらの蛍光体が数ナノメートルのオーダーで接近することにより、励起されたドナー蛍
光体の励起エネルギーがアクセプター蛍光体へ転移し、アクセプターが発光することを利
用した蛍光共鳴エネルギーの転移方法である。
【００２４】
本発明の測定方法では、ドナー蛍光体とアクセプター蛍光体の少なくとも一方が請求項１
～４記載の分子認識蛍光体であればよいが、紫外線を利用できる点でドナー蛍光体のみが
請求項１～４記載の分子認識蛍光体であることが好ましい。
【００２５】
本発明の測定方法で用いられるドナー蛍光体とアクセプター蛍光体の発光色は、異なるも
のを選択するのが好ましく、例えば、ドナー蛍光体を緑、アクセプター蛍光体を赤と選択
することが識別が容易な点で好ましい。具体的には、ドナー蛍光体として、３価のテルビ
ニウムイオンを有する本発明の分子認識蛍光体（発光色　緑）を用い、アクセプター蛍光
体として通常使用される有機系蛍光体（発光色　赤）を用いた場合には、有機系蛍光体は
紫外線励起によって発光しないものを選択することが好ましい。よって、３価のテルビニ
ウムイオンは５４０～５５０ｎｍ付近の蛍光を発するので、有機系蛍光体としては、Ｒ－
Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｏｕｒ　５４６、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、
ＲｈｏｄａｍｉｎｅＲｅｄ－Ｘ等（いずれも発光色は赤）を選択することが好ましい。ア
クセプター蛍光体に３価のユウロピウムイオンを有する本発明の分子認識蛍光体（発光色
　赤）を用いを用いる場合には、ドナー蛍光体の励起光を予めカットするような材料で分
子認識蛍光体表面をコートしておいてもよい。
【００２６】
具体的な測定方法として、例えば、ドナー蛍光体として３価のテルビニウムイオンを有し
抗体を結合させた本発明の分子認識蛍光体（発光色　緑）を用い、アクセプター蛍光体と
して抗体を結合させた有機系蛍光体（発光色　赤）を用い、抗原を存在させた場合、本発
明の分子認識蛍光体と有機系蛍光体は抗原・抗体反応を介して、数ナノメートルに接近す
る。反応液に紫外線を照射すると、抗原が存在する場合は本発明の分子認識蛍光体から有
機系蛍光体へエネルギー転移が起こり、緑色蛍光の消光と赤色蛍光の放射が起こる。一方
、抗原が存在しない場合には、本発明の分子認識蛍光体のテルビニウムイオンに由来する
緑の蛍光のみが消光することなく放射される。
本発明の測定方法によると、緑色蛍光強度の減少と赤色蛍光強度の増加を測定することで
抗原の濃度を固液分離操作することなく、一段階で免疫測定すること（一段階免疫測定法
）が可能となる。また、紫外線励起停止後の有機系蛍光体（アクセプター蛍光体）が放射
する残光を時間分解的に測定することによってより高感度な抗原の測定も可能となる。
【００２７】
ドナー蛍光体として、本発明の分子認識蛍光体の蛍光体であって、基板状もしくは透明度
の高い基板に積層された薄膜状としたものを使用すると、蛍光エネルギー転移法を利用し
た一段階操作免疫測定を行うことができる。
例えば、ドナー蛍光体として、テルビニウムイオンを有する蛍光体基板に抗体（分子認識
物質）が固定化された分子認識蛍光体（発光色　緑）、アクセプター蛍光体として、抗体
を結合させた有機系蛍光体（ローダミン発光色　赤）を用いた場合、抗原抗体反応を介し
てドナー蛍光体基板と有機系蛍光体（ローダミン発光色　赤）は接近する。反応層に紫外
線照射することにより、ローダミンの赤色発光が観察される。抗原が存在しない場合は、
テルビニウムイオンの緑色蛍光のみが観察される。また、紫外線励起停止後のローダミン
の赤色発光の残光を時間分解的に測定することによってより高感度な抗原の測定も可能と
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なる。
本発明の測定方法は、同様にして固液分離不要の新規蛋白質チップ等のマイクロチップセ
ンサーを用いた測定方法にも応用することができる。
【００２８】
本発明の測定方法は、同様にして一段階操作のＤＮＡハイブリダイゼーションにも適用で
きる。例えば、ドナー蛍光体として、テルビニウムイオンを有する蛍光体基板に標的遺伝
子に相補的な遺伝子プローブ（分子認識物質）を固定化した分子認識蛍光体（発光色　緑
）を用い、アクセプター蛍光体として、血清サンプルの全ＲＮＡ画分からローダミン標識
された塩基の存在下で全ｃＤＮＡを合成した蛍光体を用いた場合、適当な温度条件下でハ
イブリダイゼーションを行わせると標的遺伝子が存在する場合には、アクセプター蛍光体
がドナー蛍光体であるテルビニウムイオンを有する蛍光体基板に固定化された遺伝子プロ
ーブにハイブリダイズする。よって、反応層に蛍光体基板の反対側から紫外線を照射する
ことにより、テルビニウムイオンを有する蛍光体基板からエネルギーが転移してローダミ
ンの赤色蛍光が観察される。なお、ローダミンの赤色発光をマーカーとして反応を観察し
ながらハイブリダイゼーション温度を調節することが可能である。
【００２９】
このようにして、本発明の測定方法により洗浄操作不要の新規のＤＮＡハイブリダイゼー
ション法を達成することができる。なお、ローダミンの赤色残光を時間分解的に測定する
ことによって感度はさらに向上する。上記蛍光体基板を利用した分子認識蛍光体は、新規
ＤＮＡチップ、マイクロアレイに好適に用いられる。
【００３０】
【作用】
本発明の分子認識蛍光体は、無機蛍光物質を用いているので、従来使用されている有機蛍
光物質からなる蛍光体に比べて極めて発光強度が高い。また、無機蛍光物質は、無機化合
物もしくは有機ポリマーの内部に有するため、安定性が高く、水分子による配位も少なく
蛍光強度を維持することができる。
【００３１】
本発明の標的物質の測定方法は、上記分子認識蛍光体を用いてなるので、安定性が高く、
高い蛍光強度を維持するものである。
【００３２】
【発明の実施の形態】
以下に実施例を挙げて本発明の態様を更に詳しく説明するが、本発明はこれら実施例のみ
に限定されるものではない。
【００３３】
（実施例１）
・分子認識蛍光体の作製
ガラス内部に無機蛍光物質としてテルビニウムイオンを有する微粒子形状の蛍光体（粒径
５０ｎｍ）に、アミノシラン誘導体処理をし、抗Ｂ型肝炎ウィルス表面抗原ポリクローナ
ル抗体（抗ＨＢｓ）を化学的に固定化して分子認識蛍光体（抗ＨＢｓーＴｂとする）を得
た。
【００３４】
・蛍光エネルギー転移方法を用いたＨＢｓ抗原の測定
得られた分子認識蛍光体（抗ＨＢｓーＴｂ）と、ローダミン標識された抗Ｂ型肝炎ウィル
ス表面抗原ポリクローナル抗体を１：１で含む抗体液を作製した。ＨＢｓ抗原を１０ｐｇ
～１０００ｎｇ／ｍｌ濃度含有する標準血清に上記抗体液を作用させ、紫外線照射し、５
４０及び５７０ｎｍの蛍光を測定し、Ａｂｓ５７０／Ａｂｓ５４０値を求めたところ、図
１の範囲において検量線を作成することができた。
【００３５】
・残光測定によるＨＢｓ抗原の測定
得られた分子認識蛍光体（抗ＨＢｓーＴｂ）と、ローダミン標識された抗Ｂ型肝炎ウィル
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ス表面抗原ポリクローナル抗体を１：１で含む抗体液を作製した。ＨＢｓ抗原を１０ｐｇ
～１０００ｎｇ／ｍｌ濃度含有する標準血清に上記抗体液を作用させ、紫外線照射して５
７０ｎｍにおけるローダミンの発光由来の残光をパルス光源を用いて３００μ／秒間の積
算測定を行ったところ、図２の範囲において検量線を作成することができた。
【００３６】
（実施例２）
・分子認識蛍光体の作製
ガラス内部に無機蛍光物質として３価のテルビニウムイオンを有する蛍光ガラス基板を、
ポリＬ－リシンでコートし、２０００年細胞工学別冊：ＤＮＡマイクロアレイと最新ＰＣ
Ｒ法」（秀潤社）Ｐ．４６－４７記載の方法に従ってＣ型肝炎ウィルスコア抗原（ＨＣＶ
ｃ）遺伝子を固定化して分子認識蛍光体基板（抗ＨＣＶｃーＴｂとする）を得た。
【００３７】
・プレハイブリダイゼーション
得られた分子認識蛍光体基板（抗ＨＣＶｃーＴｂ）に、サケ精子ＤＮＡ、０．３％ソディ
ウムドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）、及び６倍希釈クエン酸ナトリウム二水和物（Ｓ
ＳＣ）からなるプレハイブリダイゼーション液を６０分間６５℃で接触させた後、１倍希
釈ＳＳＣ及び０．０３％ＳＤＳ、０．２倍希釈ＳＳＣ、０．０５倍希釈ＳＳＣ、蒸留水の
順で随時洗浄を行い、プレハイブリダイゼーション処理を行った。
一方、ＨＣＶｃ遺伝子を鋳型として両端末端プライマー及びローダミンが標識された塩基
の存在下でＰＣＲを行いローダミン標識ＨＣＶｃ遺伝子を得た。
・ハイブリダイゼーション及び蛍光の確認
得られたローダミン標識ＨＣＶｃ遺伝子、０．３３％ＳＤＳ、及び４倍希釈ＳＳＣからな
る溶液を、プレハイブリダイゼーション処理が施された分子認識蛍光体基板（抗ＨＣＶｃ
ーＴｂ）に６２℃で５時間作用させてハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼ
ーション終了後、５５℃で３０分間２倍希釈ＳＳＣと０．２％ＳＤＳからなる溶液で洗浄
し、再び６５℃で５分間同溶液で洗浄した。最後に室温で５分間０．０５倍希釈ＳＳＣで
洗浄した後、分子認識蛍光体基板（抗ＨＣＶｃーＴｂ）に紫外線を照射し、ハイブリダイ
ゼーションさせた部位の蛍光を観察したところ、赤色であった。
【００３８】
【発明の効果】
本発明の分子認識蛍光体は、無機蛍光物質を用いてなるため蛍光強度が高く、また、無機
化合物等のマトリックス内部に無機蛍光物質が存在するため安定した状態で存在し、標的
物質の測定方法に好適に用いることができる。
【００３９】
【図面の簡単な説明】
【図１】蛍光エネルギー転移方法を用いたＨＢｓ抗原の測定
【図２】残光測定によるＨＢｓ抗原の測定
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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