
(57)【要約】
β -ジケトン蛍光タグ、特に、近可視および可視スペクトルの励起エネルギーを利用でき
るようなβ -ジケトン蛍光タグを開示する。場合によっては、これらのタグには、費用対
効果の高い励起装置、たとえば LEDを使用することができる。この化合物は、ランタニド (
III)希土類金属イオン (たとえば、 Eu3 + )と蛍光キレート (錯体 )を形成する。蛍光錯体は、
ラテックス微粒子、たとえばスチレンラテックス粒子に包含させることができる。錯体は
、理想的には、 360 nm以上の吸収極大λを有し、化合物は、 pKaが 9.0未満であることを特
徴とする。標的分子を検出するキットおよび方法 (たとえば免疫測定法 )も開示する。こう
した方法およびキットでは、通常、標的分子に結合させるリガンドと、このリガンドに結
合させた標識剤を使用する。上述の蛍光錯体は、このうち、少なくとも標識剤を構成する
。サンプルから蛍光を検出する装置は、 360 nm以上の照射エネルギーλを生成する照射エ
ネルギー源と、サンプルからの蛍光を検出するよう配置された検出装置と、照射エネルギ
ー源で照射できる位置にサンプルを保持するサンプル・ホルダーとを備えている。照射エ
ネルギー源としては、発光ダイオードを使用することが好ましい。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 の 式 A、 B、 ま た は C：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る Jβ -ジ ケ ト ン 含 有 化 合 物
　 [式 中 、 Ar 1 は 、 置 換 芳 香 族 基 、 複 素 環 式 芳 香 族 基 、 ま た は 置 換 複 素 環 式 芳 香 族 基 で あ り
、
　 Ar 2 お よ び Ar 3 は 、 そ れ ぞ れ 独 立 に 、 単 環 ア リ ー ル 基 、 多 環 ア リ ー ル 基 か ら 選 択 さ れ る も
の で あ る 。 ]。
【 請 求 項 ２ 】
　 置 換 と は 、 C1-C5ア ル キ ル 、 C1-C5ア ル ケ ニ ル 、 C1-C5ア ル キ ニ ル 基 、 ま た は 置 換 C1-C5ア
ル キ ル 、 C1-C5ア ル ケ ニ ル 、 C1-C5ア ル キ ニ ル 基 に よ っ て 置 換 さ れ て い る こ と を 意 味 す る も
の で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Ar 1 が 、 ナ フ チ ル 、 ア ン ト ラ セ ニ ル 、 ま た は フ ェ ナ ン ト レ ニ ル 基 、 ま た は 置 換 ナ フ チ ル
、 ア ン ト ラ セ ニ ル 、 ま た は フ ェ ナ ン ト レ ニ ル 基 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ar 2 が 、 置 換 フ ェ ニ ル 基 で あ る 、 請 求 項 １ ま た は ３ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ar 2 が 、 -F、 -CF 3 、 -N(CH 3 ) 2 の １ 以 上 に よ っ て 置 換 さ れ た フ ェ ニ ル 基 で あ る 、 請 求 項 ４
記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
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　 Ar 1 も し く は Ar 2 ま た は そ の 双 方 が 、 ジ ケ ト ン 置 換 基 に 対 し て 2'の 位 置 で 、 式 :
　 O-CX-R
を 有 す る 部 分 に よ っ て 置 換 さ れ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物
　 [式 中 、 Xは 、 Sま た は O、 Rは 、 O-R1ま た は S-R1で あ り 、 R1は 、 C1-C5ア ル キ ル 、 C1-C5ア
ル ケ ニ ル 、 C1-C5ア ル キ ニ ル 基 、 ま た は 置 換 C1-C5ア ル キ ル 、 C1-C5ア ル ケ ニ ル 、 C1-C5ア ル
キ ニ ル 基 で あ る 。 ]。
【 請 求 項 ７ 】
　 A1が 、 2'ナ フ チ ル 基 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Jβ -ジ ケ ト ン 化 合 物 、 お よ び 、 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 を
含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 1～ 7の い ず れ か 一 項 に 記 載 の Jβ -ジ ケ ト ン 化 合 物 の 、 ラ ン タ ニ ド (III)希 土 類 金
属 イ オ ン と の 錯 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 9記 載 の 錯 体 、 お よ び 、 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 を 含 む 組 成 物 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 が 、 ト リ -n-オ ク チ ル -ホ ス フ ェ ン オ キ シ ド (TOPO)ま た は NH 3 で あ る 、
請 求 項 10記 載 の 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 ラ ン タ ニ ド (III)希 土 類 金 属 イ オ ン が 、 Eu 3 + で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 9記 載 の 錯 体 を 含 む 、 ラ テ ッ ク ス 微 粒 子 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 ラ テ ッ ク ス が 、 ス チ レ ン ラ テ ッ ク ス で あ る 、 請 求 項 13記 載 の ラ テ ッ ク ス 微 粒 子 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 錯 体 の Sで の 吸 収 極 大 が 、 360 nm以 上 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 マ ル チ ケ ト ン 化 合 物 が 、 pKa<9.0で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 9ま た は 15記 載 の 錯 体
。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 錯 体 が 、 水 溶 性 で あ る 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 金 属 イ オ ン が 、 Eu 3 + で あ る 、 請 求 項 17記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 錯 体 が 、 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 を 含 み 、 化 学 量 論 比 が 1:2:3(金 属 イ オ ン :蛍 光 化 合 物 :非 蛍 光
キ レ ー ト 剤 )の ビ ス キ レ ー ト で あ る 、 請 求 項 18記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 標 的 分 子 に 対 す る リ ガ ン ド 、 お よ び 、 標 識 剤 を 含 む キ ッ ト で あ っ て 、 標 識 剤 が 請 求 項 9
記 載 の 錯 体 を 含 む 、 キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 以 下 の 検 出 を 行 う 方 法 ：
　 標 的 分 子 を 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 を 含 む 標 識 剤 と 反 応 さ せ る こ と に よ る 、 標 的 分 子 の 存
在 の 検 出 ；
　 360 nm以 上 の エ ネ ル ギ ー λ で 錯 体 を 照 射 す る こ と に よ る 錯 体 の 検 出 ； お よ び
　 標 識 錯 体 か ら の 発 光 の 検 出 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 発 光 を 時 間 分 解 蛍 光 と し て 検 出 す る 、 請 求 項 21の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 請 求 項 9記 載 の 錯 体 を 含 む 混 合 物 を 形 成 し 、 ポ リ マ ー を 混 合 物 で 被 覆 す る こ と に よ っ て
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、 ポ リ マ ー を 標 識 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 請 求 項 9記 載 の 錯 体 に よ っ て 標 識 さ れ た ポ リ マ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 請 求 項 24記 載 の 標 識 ポ リ マ ー を 含 む 特 異 的 結 合 物 質 に よ っ て 標 識 さ れ た タ ン パ ク 質 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 結 合 性 物 質 に 結 合 さ れ た 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 を 含 む 検 出 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 担 体 分 子 ま た は 粒 子 に 結 合 さ れ た 、 請 求 項 26記 載 の 検 出 試 薬 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ マ ー に 結 合 さ れ た 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 抗 体 ま た は 抗 原 に 結 合 さ れ た 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 錯 体 が 、 タ ン パ ク 質 ま た は ポ リ マ ー と 共 有 結 合 さ れ て い る 、 請 求 項 9記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 共 有 結 合 が 、 9-ジ ケ ト ン 含 有 化 合 物 上 の 官 能 基 に よ る も の で あ る 、 請 求 項 30記 載 の 錯 体
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 共 有 結 合 さ れ た 官 能 基 が 、 カ ル ボ キ シ ル 基 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の 錯 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 以 下 を 含 む 、 サ ン プ ル か ら 蛍 光 を 検 出 す る 装 置 ：
　 360 nm以 上 の 照 射 エ ネ ル ギ ー λ を 生 成 す る 照 射 エ ネ ル ギ ー 源 ；
　 サ ン プ ル か ら 蛍 光 を 検 出 す る よ う 配 置 さ れ た 検 出 装 置 ； お よ び
　 エ ネ ル ギ ー 源 の 照 射 を 受 け る 場 所 で サ ン プ ル を 保 持 す る サ ン プ ル ・ ホ ル ダ ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 照 射 エ ネ ル ギ ー 源 が 、 半 導 体 光 源 で あ る 、 請 求 項 33記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 照 射 エ ネ ル ギ ー 源 が 、 発 光 ダ イ オ ー ド で あ る 、 請 求 項 34記 載 の 装 置 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 照 射 エ ネ ル ギ ー 源 が 、 レ ー ザ ー ダ イ オ ー ド で あ る 、 請 求 項 34記 載 の 装 置 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
技 術 背 景
　 本 発 明 は 、 一 般 に 、 蛍 光 錯 体 の 分 野 に 関 す る も の で あ り 、 よ り 詳 細 に は 、 キ レ ー ト 化 金
属 イ オ ン を 有 す る 蛍 光 錯 体 に 関 す る も の で あ る 。 ま た 、 本 発 明 は 、 合 成 の 分 野 、 お よ び キ
レ ー ト 化 合 物 お よ び 金 属 イ オ ン 錯 体 の 使 用 、 た と え ば 、 測 定 時 に 、 (機 器 等 に よ る )検 出 を
可 能 と す る タ グ と し て の 使 用 の 分 野 に 関 す る も の で あ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
背 景 技 術
　 化 合 物 の 存 在 を 検 出 す る 際 に は 、 蛍 光 を 利 用 す る の が 望 ま し い こ と が 多 い 。 た と え ば 、
各 種 測 定 法 (た と え ば 、 免 疫 測 定 法 )で は 、 検 出 対 象 化 合 物 に 付 随 す る 蛍 光 タ グ が 放 出 す る
蛍 光 エ ネ ル ギ ー を 検 出 す る こ と に よ っ て 読 み と り を 行 う こ と が で き る 。 蛍 光 タ グ は 、 比 較
的 使 用 し や す く 、 放 射 性 タ グ で 必 要 と さ れ る よ う な 各 種 の 危 険 や 操 作 を 回 避 す る こ と が で
き る 。 蛍 光 を 利 用 し た 検 出 の 用 途 と し て は 、 細 胞 の イ メ ー ジ ン グ 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
、 免 疫 組 織 化 学 的 分 析 、 免 疫 測 定 法 な ど を 挙 げ る こ と が で き る が 、 用 途 は こ れ ら に 限 定 さ
れ る も の で あ は な い 。 従 来 よ り 使 用 さ れ て い る 蛍 光 色 素 と し て は 、 フ ル オ レ セ イ ン 、 ロ ー
ダ ミ ン 、 テ キ サ ス ・ レ ッ ド な ど を 挙 げ る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 蛍 光 を 利 用 し た 測 定 で は 、 測 定 に 使 用 す る サ ン プ ル ま た は 試 薬 中 の バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の
蛍 光 に よ る 干 渉 が 問 題 と な る こ と が 多 い 。 こ う し た バ ッ ク グ ラ ウ ン ド の 蛍 光 は 、 半 減 期 が
極 め て 短 く 、 ス ト ー ク ス シ フ ト が 低 い こ と も 多 い の で 、 ス ト ー ク ス シ フ ト が 大 き い ま た は
半 減 期 が 長 い 蛍 光 タ グ を 使 用 す る と (時 間 分 解 蛍 光 測 定 )、 バ ッ ク グ ラ ン ド が 高 く て も 、 少
量 の タ グ を 検 出 す る こ と が 可 能 と な る 。 時 間 分 解 蛍 光 タ グ 標 識 法 の 一 方 法 で は 、 (有 機 キ
レ ー ト 剤 を 使 用 し て )キ レ ー ト 化 し た ラ ン タ ニ ド 金 属 を 使 用 す る 。 （ 1～ 6） 現 在 利 用 で き
る ラ ン タ ニ ド ・ キ レ ー ト 化 錯 体 は 、 紫 外 線 (た と え ば 、 340 nm未 満 の も の で あ る こ と が 多
い (11～ 15))を 用 い て 励 起 せ ね ば な ら な い の で 、 複 雑 か つ 相 対 的 に 高 価 な 光 源 、 た と え ば
窒 素 レ ー ザ ー の 使 用 が 必 要 と な る 。 ラ ン タ ニ ド 時 間 分 解 蛍 光 測 定 を 利 用 し た 市 販 の 製 品 と
し て は 、 パ ー キ ン エ ル マ ー の DELFIA(登 録 商 標 ） お よ び LANCE(商 標 ） の 製 品 (マ サ チ ュ ー セ
ッ ツ 州 ボ ス ト ン 、 Perkin Elmer Bioproducts)２ 種 を 挙 げ る こ と が で き る 。 Eu標 識 剤 で あ
る DELFIA(登 録 商 標 ） は 、 Eu 3 + で キ レ ー ト 化 し た N1-(p-イ ソ チ オ シ ア ナ ト ベ ン ジ ル )-ジ エ
チ レ ン ト リ ア ミ ン -N1,N2,N3,N4-テ ト ラ 酢 酸 (DTTA)か ら 構 成 さ れ て い る 。 DTTA基 が 、 ユ ウ
ロ ピ ウ ム と と も に 安 定 し た 錯 体 を 形 成 し 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 基 が 、 タ ン パ ク 質 上 の 遊 離 ア ミ
ノ 基 と 反 応 し て 、 安 定 し た 共 有 チ オ 尿 素 結 合 を 形 成 す る 。 キ レ ー ト の 水 溶 性 お よ び 安 定 性
が 高 く 、 ま た 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 反 応 の カ ッ プ リ ン グ 条 件 が 緩 や か な の で 、 10～ 20Eu/I
gG以 下 の 抗 体 を 標 識 す る こ と が で き る 。 LANCE(商 標 ） の 製 品 も 、 イ ソ シ ア ネ ー ト (ITC)系
の キ レ ー ト 製 品 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 文 献 で は 、 も っ と 長 波 長 で 励 起 可 能 な 他 の キ レ ー ト も 報 告 さ れ て い る 。 こ れ ら の キ レ ー
ト は 、 場 合 に よ っ て は 、 比 較 的 低 い 量 子 収 量 お よ び ／ ま た は 非 効 率 的 な キ レ ー ト 化 合 物 か
ら 金 属 イ オ ン へ の エ ネ ル ギ ー 移 動 を 示 す 。 た と え ば 、 Eu(III)シ ッ フ 塩 基 錯 体 は 、 吸 収 極
大 が 長 め の 波 長 で 生 じ る 場 合 に は 、 量 子 収 量 が 比 較 的 低 い 。 (16)キ レ ー ト に よ っ て は 、 蛍
光 が 、 実 質 的 に 有 機 溶 媒 に 限 定 さ れ て お り 、 生 物 学 用 途 で の 魅 力 ま た は 実 用 性 に 欠 け る 。
Martinusら に は 、 極 大 が 414 nmで 生 じ る 、 Euの ミ ヒ ラ ー ケ ト ン [4,4'-bis(N,N-ジ メ チ ル ア
ミ ノ )ベ ン ゾ フ ェ ノ ン ](「 MK」 )と の キ レ ー ト が 記 載 さ れ て い る 。 こ の 場 合 も 、 錯 体 の 形 成
は 、 非 配 位 性 溶 媒 で 生 じ 、 水 分 子 が 、 ラ ン タ ニ ド 配 位 部 位 を め ぐ っ て MKと 競 合 す る 可 能 性
が あ る 。 (17)
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 Steemersら は 、 ユ ウ ロ ピ ウ ム お よ び テ ル ビ ウ ム の 一 連 の カ リ ッ ク ス [4]ア レ ー ン と の 錯
体 の 製 造 に 成 功 し 、 励 起 波 長 を 少 な く と も 350 nmま で 延 ば す こ と が で き た 。 報 告 さ れ た 量
子 収 量 は 比 較 的 低 く 、 エ ネ ル ギ ー 移 動 は 比 較 的 低 効 率 で あ る 。 こ れ は 、 励 起 種 の 相 当 部 分
が 、 分 子 酸 素 に よ っ て 捕 捉 さ れ 、 発 光 に 寄 与 す る こ と な く 消 光 し た た め と 考 え ら れ る 。 (1
8)Wertsら は 、 ラ ン タ ニ ド と 、 フ ル オ レ キ ソ ン (4’ ,5’ ビ ス [N,Nビ ス (カ ル ボ キ シ メ チ ル )
ア ミ ノ メ チ ル ]フ ル オ レ セ イ ン )と の 錯 体 に つ い て 記 載 し て お り 、 こ の 錯 体 は 、 可 視 光 で 励
起 可 能 で あ る 。 (19)し か し 、 こ れ ら の キ レ ー ト の 量 子 収 量 は 、 非 放 射 性 不 活 性 化 の た め に
比 較 的 低 い こ と が 報 告 さ れ て い る (1.7～ 8.9× 10-4)。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 芳 香 族 1,3-ジ ケ ト ン で あ る 2-ナ フ ト イ ル ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ン (NTA、 下 記 の 化 合 物 1)の
陰 イ オ ン (下 記 の 化 合 物 1a)は 、 水 性 溶 媒 中 で 、 相 乗 剤 で あ る ト リ -n-オ ク チ ル -ホ ス フ ィ ン
オ キ シ ド (TOPO)の 存 在 下 で 、 高 度 に 蛍 光 性 の Euキ レ ー ト を 形 成 す る 。 (20、 21)
【 ０ ０ ０ ７ 】
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【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
概 要
　 本 発 明 は 、 以 下 の 特 徴 、 す な わ ち 、 長 い 寿 命 、 細 い バ ン ド 幅 、 大 き な ス ト ー ク ス シ フ ト
、 高 い 量 子 収 量 、 お よ び 光 褪 色 ま た は 自 己 消 光 と い っ た 有 害 な 現 象 の 回 避 と い っ た 特 徴 の
１ 以 上 を 、 所 望 の 組 み 合 わ せ で 備 え た 蛍 光 タ グ に 関 す る も の で あ る 。 本 発 明 で は 、 好 ま し
く は 、 近 可 視 お よ び 可 視 ス ペ ク ト ル の 励 起 エ ネ ル ギ ー の 使 用 が 可 能 と な っ て お り 、 そ の 結
果 、 発 光 ダ イ オ ー ド ま た は ダ イ オ ー ド レ ー ザ ー の よ う な 費 用 対 効 果 の 高 い 励 起 装 置 を 使 用
す る こ と が 可 能 と な り 、 商 用 利 用 で の 技 術 の 実 用 性 が 改 善 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 概 述 す る と 、 請 求 項 １ に 記 載 し た 式 A、 B、 ま た は Cの い ず れ か を 有 す る β -ジ
ケ ト ン 化 合 物 に 関 す る も の で あ る 。 こ の β -ジ ケ ト ン 化 合 物 は 、 好 ま し く は 、 ラ ン タ ニ ド (
III)希 土 類 金 属 イ オ ン (た と え ば Eu 3 + )と と も に 蛍 光 キ レ ー ト を 形 成 す る も の で あ り 、 し た
が っ て 、 本 発 明 は 、 β -ジ ケ ト ン 化 合 物 の そ う し た イ オ ン と の 錯 体 に も 関 す る も の で あ る
。 本 発 明 は 、 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 、 た と え ば 、 ト リ -n-オ ク チ ル -ホ ス フ ィ ン オ キ シ ド (TOPO)
ま た は NH 3 を 、 組 成 物 中 で 、 上 記 の 蛍 光 キ レ ー ト 剤 と と も に 使 用 す る こ と に も 関 す る も の
で あ る 。 希 土 類 金 属 イ オ ン は 、 こ う し た 組 成 物 中 に 含 有 さ せ て お く こ と も 、 そ の 後 の 工 程
で 加 え る こ と も で き る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 一 態 様 で は 、 蛍 光 錯 体 を 、 微 粒 子 、 た と え ば ス チ レ ン ・ ラ テ ッ ク ス 粒 子 ま た は コ ロ イ ド
状 金 粒 子 に 包 含 さ せ る 。 錯 体 は 、 360 nm以 上 の λ 吸 収 極 大 を 有 す る も の と し 、 化 合 物 は 、
pKa < 9.0で あ る も の と す る の が 好 ま し く 、 こ の 場 合 、 錯 体 は 、 生 理 的 な pHで 安 定 と な る
。
【 ０ ０ １ １ 】
　 こ の 錯 体 は 、 標 的 分 子 を 検 出 す る タ グ と し て 特 に 有 用 で あ り 、 本 発 明 は 、 こ う し た 検 出
用 の キ ッ ト お よ び 方 法 も 提 供 す る も の で あ る 。 こ う し た 方 法 お よ び キ ッ ト で は 、 通 常 、 標
的 分 子 結 合 用 の リ ガ ン ド と 、 リ ガ ン ド に 結 合 し た 標 識 物 質 を 利 用 す る 。 上 述 の 蛍 光 錯 体 は
、 少 な く と も 、 標 識 物 質 の 一 部 を 構 成 す る 。 標 的 分 子 を 、 錯 体 で 標 識 し た リ ガ ン ド と 反 応
さ せ 、 標 的 の 存 在 を 、 360 nm以 上 の エ ネ ル ギ ー λ で 照 射 し 、 標 的 分 子 の 存 在 の 指 標 と な る
蛍 光 錯 体 か ら の 発 光 を 検 出 す る こ と に よ っ て 検 出 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 サ ン プ ル か ら の 蛍 光 を 検 出 す る 装 置 は 、 360 nm以 上 の 照 射 エ ネ ル ギ ー λ を 生 成 す る 照 射
エ ネ ル ギ ー 源 と 、 照 射 エ ネ ル ギ ー 源 で サ ン プ ル を 照 射 で き る よ う 、 サ ン プ ル を 所 定 位 置 に
保 持 す る サ ン プ ル ・ ホ ル ダ ー と 、 サ ン プ ル か ら の 蛍 光 を 検 出 す る よ う 配 置 さ れ た 検 出 装 置
と 、 蛍 光 を 瞬 時 に 、 ま た は 時 間 分 解 し て 検 出 す る 検 出 回 路 と を 備 え て い る 。 本 発 明 で は 、
照 射 エ ネ ル ギ ー 源 と し て 、 半 導 体 光 源 、 た と え ば 発 光 ダ イ オ ー ド ま た は レ ー ザ ー ダ イ オ ー
ド を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 請 求 項 1の 式 の 化 合 物 と し て 特 に 好 ま し い 化 合 物 は 、 式 中 で 、
　 Ar 1 が 、 ナ フ チ ル 、 ア ン ト ラ セ ニ ル 、 ま た は フ ェ ナ ン ト レ ニ ル 基 、 ま た は 置 換 ナ フ チ ル (
た と え ば 、 2’ ナ フ チ ル )、 ア ン ト ラ セ ニ ル 、 ま た は フ ェ ナ ン ト レ ニ ル 基 で あ り 、
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　 Ar 2 お よ び Ar 3 が 、 置 換 フ ェ ニ ル 基 、 た と え ば -F、 -CF 3 、 -N(CH 3 ) 2 の １ 以 上 に よ っ て 置 換
さ れ た フ ェ ニ ル 基 で あ り 、
　 置 換 基 が 、 C 1 -C 5 ア ル キ ル 、 C 1 -C 5 ア ル ケ ニ ル 、 C 1 -C 5 ア ル キ ニ ル 基 、 ま た は 置 換 C 1 -C 5 ア
ル キ ル 、 C 1 -C 5 ア ル ケ ニ ル 、 C 1 -C 5 ア ル キ ニ ル 基 を は じ め と す る 置 換 基 で あ る よ う な 化 合 物
で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 本 発 明 の １ 以 上 の 態 様 の 詳 細 を 、 添 付 図 面 お よ び 以 下 の 記 載 に て 説 明 す る が 、 本 発 明 の
他 の 特 徴 、 目 的 、 利 点 に つ い て は 、 記 載 お よ び 図 面 、 そ し て 請 求 の 範 囲 か ら 明 ら か と な る
な ず で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
詳 細 な 説 明
　 NTA(1)の ト リ フ ル オ ロ メ チ ル 基 を 、 フ ェ ニ ル 環 で 置 換 し た も の (フ ェ ニ ル -3-ナ フ チ ル -1
,3-プ ロ パ ン ジ オ ン 、 化 合 物 2ま た は 「 PNPD」 )と 、 ナ フ チ ル 環 で 置 換 し た も の (1,3-ジ -ナ
フ チ ル -1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン 、 化 合 物 3ま た は 「 NNPD」 )の ２ 種 の 化 合 物 を 設 計 し た 。 こ れ
ら の 化 合 物 お よ び 対 応 す る エ ノ ラ ー ト の 構 造 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ７ 】
　 1’ -ア セ ト ナ フ ト ン か ら 出 発 し て 化 合 物 2お よ び 3を 合 成 し 、 そ の 構 造 を 、 下 記 の よ う に
し て 調 べ た 。 塩 化 ユ ウ ロ ピ ウ ム (III)の 蛍 光 キ レ ー ト を 、 0.1 Mの ホ ウ 酸 緩 衝 液 (pH9.0)中
に て 、 TOPOの 存 在 下 で 、 2お よ び 3の そ れ ぞ れ を 用 い て 作 製 し 、 励 起 ス ペ ク ト ル お よ び 発 光
ス ペ ク ト ル を 、 パ ー キ ン ・ エ ル マ ー の 蛍 光 分 光 装 置 (モ デ ル LS 50)で 記 録 し 、 NTA(化 合 物 1
)の ス ペ ク ト ル と 比 較 し た 。 ス ペ ク ト ル の 結 果 (図 2)か ら は 、 化 合 物 2お よ び 3の 励 起 波 長 の
ピ ー ク が 、 そ れ ぞ れ 、 390 nmと 400 nmと に あ り 、 双 方 と も 、 化 合 物 1の ピ ー ク で あ る 330 n
mか ら 相 当 シ フ ト し て お り 、 半 導 体 光 源 で 励 起 可 能 で あ る こ と が わ か る 。 化 合 物 は 、 い ず
れ も 、 類 似 し た 消 光 お よ び 蛍 光 強 度 を 示 す 。 こ れ ら の 化 合 物 は 、 量 子 収 量 が 高 く 、 酸 素 含
有 溶 媒 中 で 安 定 で あ り 、 配 位 子 か ら 金 属 へ の 十 分 な エ ネ ル ギ ー 移 動 が 生 じ た こ と が 示 唆 さ
れ た 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 こ れ ら の 知 見 に も と づ い て 、 化 合 物 2の 誘 導 体 を 製 造 し た 。 そ の 構 造 を 図 3に 示 し 、 合 成
お よ び 特 性 解 析 に つ い て 、 下 記 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 3に 示 す 化 合 物 は 、 い ず れ も 、 TOPOの 存 在 下 で 、 塩 化 ユ ウ ロ ピ ウ ム (III)と 蛍 光 キ レ ー
ト を 形 成 可 能 で あ る 。 興 味 深 い こ と に 、 環 の 置 換 基 が 異 な り 、 た と え ば フ ッ 素 、 シ ア ノ 、
メ ト キ シ 、 カ ル ボ キ シ メ チ ル で 置 換 さ れ た 誘 導 体 で は 、 PNPDの よ う な 、 ス ペ ク ト ル の 有 意
な シ フ ト が 観 察 さ れ な か っ た 。 し か し 、 カ ル ボ ニ ル 基 の pKaの 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ た 。
上 述 し た よ う に 、 金 属 と の 錯 体 の 形 成 を 生 じ さ せ る た め に は 、 ジ カ ル ボ ニ ル 化 合 物 の エ ノ
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ラ ー ト を 形 成 す る こ と が 必 要 で あ る 。 非 置 換 化 合 物 2の 場 合 に は 、 エ ノ ー ル 炭 素 の pKaは 、
約 pH9.0な の で 、 錯 体 を 形 成 し て そ の 安 定 性 を 保 つ う え で は 、 こ う し た 高 い pHを 維 持 す る
こ と が 必 要 と な る 。 こ の 点 は 、 キ レ ー ト を 、 後 述 の ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 成 功 裏 に 担 持 さ せ る
う え で の 制 限 と な る 。 し か し 、 蛍 光 誘 導 体 の pKaは 、 い ず れ も こ れ よ り 有 意 に 低 い の で 、
あ る 程 度 の pH範 囲 で 作 業 を 進 め る こ と が で き る 。 た と え ば 、 化 合 物 4の pKaは 約 4.2で あ り
、 こ の 化 合 物 を 使 用 し た 場 合 に は 、 pH4.5超 で 安 定 し た キ レ ー ト を 形 成 す る こ と が で き た
。 生 理 学 的 な 測 定 条 件 で キ レ ー ト が 安 定 で あ る た め に は 、 pHは 、 9.0未 満 と す る の が (普 遍
的 と い う わ け で は な い が )通 常 は 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 後 述 す る 方 法 で ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 担 持 さ せ た 場 合 の PNPDの N,N-ジ メ チ ル ア ミ ノ 誘 導 体 (
図 3の 化 合 物 14)蛍 光 キ レ ー ト の 励 起 波 長 は 、 さ ら に 可 視 ス ペ ク ト ル 側 に シ フ ト し 、 極 大 は
、 約 455 nmに 位 置 し て い た 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 混 合 物 で あ る (化 合 物 2+TOPO)お よ び (化 合 物 2+塩 化 ユ ウ ロ ピ ウ ム )を 、 塩 化 ユ ウ ロ ピ ウ ム
(III)と TOPOの 標 準 溶 液 で 、 そ れ ぞ れ 滴 定 し 、 蛍 光 強 度 を 測 定 し た 。 結 果 か ら 、 金 属 、 配
位 子 、 TOPOが 化 学 量 論 比 1:3:3と な る こ と で 、 蛍 光 キ レ ー ト が 形 成 さ れ て い る こ と が 示 唆
さ れ た 。 し か し 、 フ ェ ニ ル 環 が 置 換 さ れ た 化 合 物 、 た と え ば 化 合 物 4ま た は 8(図 3)の 場 合
、 化 学 量 論 比 は 1:2:3と な っ た 。 特 定 の 機 構 に 拘 束 さ れ る こ と を 望 む も の で は な い が 、 こ
れ ら の キ レ ー ト の い く つ か は 、 水 溶 液 中 で TOPOま た は NH 3 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 と と も に 、 ビ
ス キ レ ー ト 剤 と し て 作 用 す る よ う で あ る 。 す な わ ち 、 蛍 光 キ レ ー ト 形 成 分 子 2つ が 、 金 属
イ オ ン 1つ と 、 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 3つ と と も に 、 1:2:3の モ ル 比 で 錯 体 を 形 成 す る 。 さ ら に
、 ア リ ー ル 部 分 の 1つ を 、 ジ ケ ト ン 置 換 基 に 隣 接 し て 、 さ ら に 別 の キ レ ー ト 部 分 で 置 換 し
た 場 合 に は 、 水 分 子 に よ る 水 和 を 防 止 す る こ と も で き る 。 具 体 的 に は 、 図 4が こ の 可 能 性
を 図 示 し て お り 、 こ の 場 合 、 ア リ ー ル 部 分 の 一 つ が
　 O-CX-R 
で 置 換 さ れ て い る 。
(式 中 の Xは 、 Sま た は O、 Rは 、 O-R 1 ま た は S-R 1 で あ り 、 こ こ で 、 R 1 は 、 C 1 -C 5 ア ル キ ル 、 C 1
-C 5 ア ル ケ ニ ル 、 C 1 -C 5 ア ル キ ニ ル 基 、 ま た は 置 換 C 1 -C 5 ア ル キ ル 、 C 1 -C 5 ア ル ケ ニ ル 、 C 1 -C

5 ア ル キ ニ ル 基 で あ る 。 好 ま し く は 、 ア リ ー ル の さ ら な る 置 換 基 は 、 -CO-O-ア ル キ ル 、 た
と え ば -CO-OCH 3 で あ る 。 図 4で は 、 Mは 金 属 イ オ ン 、 Pは 非 蛍 光 キ レ ー ト 剤 で あ り 、 酸 素 分
子 を 介 し て キ レ ー ト 化 さ れ た 有 機 キ レ ー ト 化 分 子 の 式 を 示 す 。 H 2 Oは 、 錯 体 が 水 和 し て い
る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 以 上 で は 、 所 望 の 特 性 を 示 す 安 定 し た キ レ ー ト を 作 製 し た が 、 以 下 に 記 載 す る よ う に し
て カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス に キ レ ー ト を 担 持 す る 単 純 な 方 法 を 使 用 す る こ と に よ り 、 こ れ
ら の キ レ ー ト が 、 免 疫 測 定 法 で 蛍 光 プ ロ ー ブ と し て も 用 い う る も の で あ る こ と も 例 証 し た
。 こ の 新 規 な 方 法 は 、 各 種 サ イ ズ (34、 60、 104、 190、 200、 300、 お よ び 400 nm)お よ び 各
種 専 有 面 積 (7、 50、 90Å 2 /カ ル ボ キ シ ル 基 、 等 )の 各 種 カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス な ら び に
各 種 サ イ ズ の 単 味 ポ リ ス チ レ ン に 、 各 種 の PNPD誘 導 体 で 形 成 し た キ レ ー ト を 担 持 す る 際 に
、 成 功 裏 に 使 用 す る こ と が で き た 。 カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 担 持 す る こ と で 、 ユ ウ
ロ ピ ウ ム キ レ ー ト の 光 学 特 性 に は 、 励 起 極 大 が 、 10～ 20 nm長 め の 波 長 に 移 動 し た こ と 以
外 は 、 有 意 な 変 化 は 観 察 さ れ な か っ た 。 後 述 す る よ う に 、 ビ オ チ ン 標 識 BSAを 、 キ レ ー ト (
カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス 粒 子 が す で に 担 持 さ れ た キ レ ー ト )に 受 動 的 に 吸 着 さ せ 、 そ の 後
、 NeutrAvidin(Pierce Biotechnology、 ロ ッ ク フ ォ ー ド 、 イ リ ノ イ 州 )を 結 合 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 NeutrAvidinで 被 覆 し た キ レ ー ト 担 持 カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス を 使 用 し て 、 イ ヌ 糸 状 虫 (
HTWM)の 不 均 一 系 で の サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 を 実 施 し た 。 測 定 で の 必 須 の 過 程 は 、 以 下
と お り で あ っ た 。 す な わ ち 、 ポ リ ス チ レ ン の ウ ェ ル を ウ サ ギ 抗 HTWM抗 体 で 被 覆 し 、 そ の 後
、 BSAで ブ ロ ッ キ ン グ し て 非 特 異 的 結 合 を 防 止 し 、 HTWM抗 原 の 血 清 に よ る 段 階 稀 釈 液 を 、
こ れ ら の ウ ェ ル (パ ネ ル 番 号 10で の 最 低 濃 度 は 、 約 0.03 ngr/ml)で イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ
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の 後 、 ビ オ チ ン 標 識 ニ ワ ト リ 抗 HTWM抗 体 を 加 え た 。 そ の 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 最 後 に 、 ne
utrAvidine被 覆 蛍 光 カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し な か っ
た 粒 子 を よ く 洗 浄 除 去 し た 後 、 連 続 お よ び 時 間 分 解 モ ー ド で 蛍 光 を 読 み 取 っ た 。 結 果 を 図
5に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 こ れ ら の neutrAvidine被 覆 キ レ ー ト を 担 持 し た カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス を 使 用 し た ネ コ
白 血 病 (FeLV)抗 原 に つ い て の 不 均 一 系 で の サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法 も 実 施 し た 。 測 定 で の
必 須 の 過 程 は 、 以 下 と お り で あ っ た 。 す な わ ち 、 ポ リ ス チ レ ン の ウ ェ ル を モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 FeLV抗 体 で 被 覆 し 、 そ の 後 、 BSAで ブ ロ ッ キ ン グ し て 非 特 異 的 結 合 を 防 止 、 FeLV抗 原 パ
ネ ル の 各 希 釈 液 を こ れ ら の ウ ェ ル で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 ビ オ チ ン 標 識 し た モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 FeLV抗 原 を 加 え た 。 そ の 後 、 ウ ェ ル を 洗 浄 し 、 最 後 に 、 NeutrAvidin被 覆 蛍
光 カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 結 合 し な か っ た 粒 子 を よ く 洗 浄
除 去 し た 後 、 連 続 お よ び 時 間 分 解 モ ー ド で 蛍 光 を 読 み 取 っ た 。 結 果 を 図 6に 示 す 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 抗 体 /タ ン パ ク 質 被 覆 コ ロ イ ド 状 金 は 、 免 疫 学 的 診 断 、 組 織 化 学 、 細 胞 化 学 で 広 く プ ロ
ー ブ と し て 使 用 さ れ て い る 2 1 。 代 表 的 な 免 疫 測 定 法 で は 、 コ ロ イ ド 状 金 は 、 目 視 ま た は 定
量 的 な 測 定 を 行 う 際 の 標 識 と し て 利 用 さ れ て い る 2 2 。 蛍 光 コ ロ イ ド 状 金 粒 子 の 概 念 を 用 い
る と 、 金 粒 子 を 、 標 的 の (色 の 目 視 観 察 に よ る )定 性 的 検 出 な ら び に (蛍 光 の 測 定 に よ る )定
量 的 検 出 に 利 用 で き る と 推 量 し た 。 こ う し た 方 向 で 、 コ ロ イ ド 状 金 粒 子 を ユ ウ ロ ピ ウ ム ・
キ レ ー ト で 成 功 裏 に 被 覆 す る こ と の で き る 方 法 を は じ め て 開 発 し た 。 後 述 す る よ う に 、 PN
PDの Euキ レ ー ト お よ び そ の 蛍 光 類 似 体 を 、 コ ロ イ ド 状 金 粒 子 に 被 覆 し 、 得 ら れ た 蛍 光 金 粒
子 の 光 学 特 性 を 、 図 8に 示 す よ う に し て 調 べ た 。 ま た 、 蛍 光 金 粒 子 を 抗 体 で 成 功 裏 に 被 覆
し て 、 免 疫 測 定 用 プ ロ ー ブ と し て 利 用 で き る こ と も 示 し た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 図 7に 示 す よ う に 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を 導 入 し た PNPDの 誘 導 体 を 、 さ ら に 3種 成 功 裏 に 合 成
し て 、 新 規 な 配 位 子 の タ ン パ ク 質 と の 直 接 の 結 合 を 可 能 と し た 。 1-フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ
キ シ メ ト キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン (17)を 、 方 法 に 関 し て 上 述 し た よ う に し て
、 2,6-ジ メ チ ル -ナ フ タ レ イ ン -ジ カ ル ボ キ シ レ ー ト と ア セ ト フ ェ ノ ン か ら 合 成 し た 。 対 応
す る カ ル ボ ン 酸 (18)を 超 音 波 条 件 下 で メ チ ル エ ス テ ル を 加 水 分 解 す る こ と に よ っ て 得 た 。
カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 (20お よ び 21)も 、 同 様 の 合 成 方 法 お よ び 適 当 な 出 発 物 質 を 使 用 す る こ と
に よ っ て 合 成 し た 。 カ ル ボ ン 酸 化 合 物 の N-ヒ ド ロ キ シ コ ハ ク 酸 イ ミ ド エ ス テ ル は 、 タ ン パ
ク 質 中 の ア ミ ノ 基 と 反 応 し て 、 対 応 す る 結 合 物 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 1-フ ェ ニ
ル -3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン (19)の NHSエ ス テ ル を 合 成 し 、 BSAお よ
び ニ ワ ト リ お よ び ウ サ ギ α HTWM抗 体 の 双 方 に 成 功 裏 に 結 合 し て 、 配 位 子 標 識 タ ン パ ク 質 を
得 た 。 標 識 タ ン パ ク 質 の 吸 収 ス ペ ク ト ル は 、 新 規 配 位 子 の 十 分 に 画 定 さ れ た ピ ー ク 特 性 を
示 し 、 極 大 は 360 nmと な り 、 成 功 裏 に 結 合 し た こ と が 示 さ れ た 。 標 識 タ ン パ ク 質 は 、 塩 化
ユ ウ ロ ピ ウ ム お よ び TOPO溶 液 と 混 合 す る と 、 蛍 光 キ レ ー ト を 形 成 し た 。 こ れ ら の キ レ ー ト
標 識 抗 体 を 使 用 す る こ と に よ り 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 使 用 せ ず に 、 サ ン ド イ ッ チ 免 疫 測 定 法
を 実 施 す る こ と が で き た 。 可 溶 性 キ レ ー ト 標 識 抗 体 は 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 に 通 常 伴 う 拡 散 関
連 の 問 題 を 回 避 し う る 可 能 性 を 有 し て い る 。 こ の 技 術 の 感 度 を 増 大 さ せ る た め に 、 後 述 す
る よ う に 、 複 数 の ア ミ ノ 基 を 持 つ ポ リ マ ー 、 た と え ば ポ リ ア リ ル ア ミ ン お よ び リ シ ン -ア
ス パ ラ ギ ン 酸 ポ リ ペ プ チ ド も 成 功 裏 に 標 識 し た 。 標 識 ポ リ マ ー を さ ら に 抗 体 に 結 合 す る と
、 複 数 の キ レ ー ト 標 識 を 持 つ 可 溶 性 の タ ン パ ク 質 -ポ リ マ ー 結 合 物 を 生 じ る は ず で あ る 。
同 様 の 化 学 的 過 程 に よ り 、 1-(3,5-F 2 -フ ェ ニ ル )-3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ
ン ジ オ ン の NHSエ ス テ ル も 合 成 し 、 こ の NHSエ ス テ ル を 使 用 す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 と
ポ リ マ ー の 双 方 を 成 功 裏 に 標 識 し た 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 :　 磁 性 の 撹 拌 棒 お よ び 冷 却 器 が
装 着 さ れ た 250 ml入 り の 丸 底 フ ラ ス コ 中 で 、 9.5 gグ ラ ム の ナ ト リ ウ ム ア ミ ド の 50%ス ラ リ
ー を 、 100 mlの 無 水 エ ー テ ル に 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 に 、 10.2 grの 固 体 ア セ ト ナ フ ト ン
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を 加 え 、 室 温 に て 5分 間 撹 拌 を 続 け た 。 5分 後 に 、 8.16 grの 安 息 香 酸 メ チ ル を 1ロ ッ ト で 無
溶 媒 液 と し て 加 え た 。 こ の 時 点 で 、 反 応 フ ラ ス コ を 、 油 浴 に 移 し 、 浴 温 を 上 昇 さ せ て 、 内
容 物 を 、 エ ー テ ル 中 に て 3時 間 穏 や か に 還 流 さ せ た 。 そ の 後 、 内 容 物 を 、 300 grの 固 体 状
氷 に 加 え 、 撹 拌 し な が ら 、 濃 HClで pHを 7.0と し た 。 エ ー テ ル 層 を 分 離 し 、 水 層 を 、 150 ml
ず つ の エ ー テ ル で ２ 回 抽 出 し た 。 エ ー テ ル 層 を 合 わ せ 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 床 上 で 乾 燥 し
、 濃 縮 機 （ Rotavaper） で 約 100 mlに 濃 縮 し 、 室 温 に 静 置 し た 。 再 結 晶 し た 固 形 物 を 濾 別
し 、 エ ー テ ル で 乾 燥 し 、 10.6 grの 固 体 状 の ジ ケ ト ン を 得 た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 :　 磁 性 の 撹 拌 棒 お よ び 冷 却 器 が 装 着 さ
れ た 250 ml入 り の 丸 底 フ ラ ス コ 中 で 、 4.75 grの ナ ト リ ウ ム ア ミ ド の 50%ス ラ リ ー を 、 150 
mlの 無 水 エ ー テ ル に 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 に 、 5.1 grの 固 体 ア セ ト ナ フ ト ン を 加 え 、 室 温
に て 5分 間 撹 拌 を 続 け た 。 5分 後 に 、 5.58 grの メ チ ル -2-ナ フ ト エ ー ト を 1ロ ッ ト で 加 え た
。 こ の 時 点 で 、 反 応 フ ラ ス コ を 油 浴 に 移 し 、 浴 温 を 上 昇 さ せ て 、 内 容 物 を エ ー テ ル 中 に て
、 3時 間 お だ や か に 還 流 さ せ た 。 そ の 後 、 内 容 物 を 、 300 grの 固 体 状 の 氷 に 加 え た 。 濃 HCl
で 酸 性 と し た と こ ろ 、 固 体 状 生 成 物 が 析 出 し た 。 こ の 固 体 状 生 成 物 を 濾 別 し 、 エ ー テ ル /
メ タ ノ ー ル 混 合 物 か ら 再 結 晶 さ せ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 :　 磁 性 の 撹 拌 棒 お よ
び 冷 却 器 が 装 着 さ れ た 100 ml入 り 丸 底 フ ラ ス コ 中 で 、 2.135 grの ナ ト リ ウ ム ア ミ ド の 50%
ス ラ リ ー を 、 50 mlの 無 水 エ ー テ ル に 懸 濁 し た 。 こ の 懸 濁 液 に 、 4.936 grの 固 体 ア セ ト ナ
フ ト ン を 加 え 、 室 温 に て 5分 間 撹 拌 を 続 け た 。 5分 後 に 、 5 grの 3,5-ジ フ ル オ ロ 安 息 香 酸 メ
チ ル を 1ロ ッ ト で 加 え た 。 こ の 時 点 で 、 反 応 フ ラ ス コ を 油 浴 に 移 し 、 浴 温 を 上 昇 さ せ て 、
内 容 物 を エ ー テ ル 中 に て 、 3時 間 お だ や か に 還 流 さ せ た 。 そ の 後 、 内 容 物 を 、 100 gの 固 体
状 の 氷 に 加 え 、 撹 拌 し な が ら 、 濃 HClで 酸 性 と し た 。 エ ー テ ル 層 を 分 離 し 、 水 層 を 、 100 m
lの エ ー テ ル で 、 2回 抽 出 し た 。 エ ー テ ル 層 を 合 わ せ て 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 床 上 で 乾 燥 さ せ
、 濃 縮 機 で 濃 縮 し て 、 淡 黄 色 の 固 形 物 を 得 た 。 こ の 固 形 物 を 、 最 小 量 の エ ー テ ル に 溶 解 し
、 濾 過 し た 。 濾 液 を 4℃ に 保 持 し て 、 結 晶 状 生 成 物 を 得 た 。 TLCを 行 っ た と こ ろ 、 混 入 物 の
な い き れ い な 単 一 の ス ポ ッ ト が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 :　 9.3 mgの 3,
5-F 2 -PNPDの 30 mlの ジ オ キ サ ン へ の 溶 液 、 17.415 mgの TOPOの 45 mlの メ タ ノ ー ル へ の 溶 液
、 お よ び 15 mlの 1 mM 塩 化 Eu(III)を 、 100 mlの メ タ ノ ー ル と 混 合 し た 。 5分 後 、 こ の 混 合
物 を 100 mlの 脱 イ オ ン 水 で 希 釈 し 、 振 盪 機 で 30分 間 振 盪 し て 、 キ レ ー ト を 完 全 に 形 成 さ せ
た 。 こ の 間 に 、 2 mlの 104 nm CMLラ テ ッ ク ス (Seradyne、 固 形 分 10%、 lot番 号 C98 1838)を
20μ lの 6Nの NaOH溶 液 お よ び 2 mlの メ タ ノ ー ル と 混 合 し 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 30
分 後 、 キ レ ー ト 溶 液 と 粒 子 を 80μ lの 6N NaOHと と も に 混 合 し 、 室 温 に て 4時 間 振 盪 機 で 振
盪 し た 。 4時 間 後 、 混 合 物 を 、 濃 縮 機 で 、 減 圧 下 に て 45℃ で 約 47 mlに 濃 縮 し た 。 濃 縮 粒 子
溶 液 を 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム の 脱 イ オ ン 水 へ の 10 mM溶 液 6 Lに 対 し 、 透 析 液 を 1日 2回 交 換 し な
が ら 3日 間 に わ た り 透 析 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 :　 10%BSA溶 液 (3 gr/脱 イ オ ン 水 30 ml)を 、 0.2μ の フ ィ ル タ ー で 濾
過 し 、 4 Lの 脱 イ オ ン 水 に 対 し て 透 析 し た 。 1 mlの 透 析 BSA (63.5 mg/ml)を 、 7 mlの 50 mM
リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 (pH8.0)で 希 釈 し 、 NHS-X-ビ オ チ ン (Pierce Chemical Company)の
無 水 DMFへ の 溶 液 (20 mg/ml)0.5 mlと 混 合 し 、 撹 拌 し な が ら 3時 間 反 応 を 進 行 さ せ た 。 3時
間 後 、 反 応 混 合 物 を 、 6 Lの 20 mM TRIS(pH7.4)に 対 し て 透 析 し て 、 未 反 応 の ビ オ チ ン を 除
去 し た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 :　 ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 チ ュ ー ブ 中 で 、 3 mlの 粒 子 (固
形 分 0.4%)の 、 NaClの 脱 イ オ ン 水 へ の 10 mM溶 液 へ の 懸 濁 液 を 、 60μ lの 1M TRIS(pH7.4)、
お よ び 2.5 mlの ビ オ チ ン /BSA(20mM TRIS(pH7.4)へ の 7.15 mg/ml溶 液 )と 混 合 し 、 4℃ で 一
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1,3-ジ ナ フ チ ル -1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン (3)の 合 成

1-[(3,5-F 2 -フ ェ ニ ル ]-3-ナ フ チ ル -1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン (4)の 合 成

3,5-F2-PNPD-Euキ レ ー ト の 、 104 nm の カ ル ボ キ シ ・ ラ テ ッ ク ス へ の 担 持

BSAの ビ オ チ ン 標 識

蛍 光 粒 子 の ビ オ チ ン -BSAに よ る 被 覆



晩 回 転 装 置 に か け た 。 翌 朝 、 粒 子 を 15K rpmで 30分 間 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を 、 2 mlの 20 mM
の TRIS(pH7.4)に 再 懸 濁 し 、 再 遠 心 し た 。 こ の 手 順 を 2回 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 最 後 に 、 粒 子 を 、 2 mlの mMの TRIS(pH7.4)に 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 :　 2 mlの 上 記 ビ オ チ ン -BSA被 覆 粒 子
の 20 mM TRIS(pH7.4)へ の 懸 濁 液 を 、 0.4 mlの neutrAvidineの 同 じ 緩 衝 液 へ の 10 mg/ml溶
液 と 混 合 し 、 4℃ で 48時 間 回 転 装 置 に か け た 。 48時 間 後 、 未 結 合 タ ン パ ク 質 を 、 ビ オ チ ン -
BSA被 覆 過 程 と 同 様 に し て 除 去 し 、 粒 子 を 、 最 後 に 、 20 mMの TRIS(pH7.4)に 懸 濁 さ せ た 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 :　 ウ サ ギ 抗 HTWM抗 体 で 被 覆 し た
ウ ェ ル を 、 100 mlの HTWM抗 原 の パ ネ ル 0～ 10と と も に 、 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の
後 、 ウ ェ ル を 、 市 販 の HTWMプ レ ー ト 洗 浄 液 (IDEXX Laboratories、 Inc.、 メ イ ン 州 ウ ェ ス
ト ブ ル ッ ク )で 3回 洗 浄 し 、 さ ら に 、 ビ オ チ ン 標 識 ニ ワ ト リ 抗 HTWM抗 体 の HTWM結 合 物 希 釈 液
(IDEXXの 製 品 )へ の 5 pg/ml溶 液 と と も に 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ウ ェ ル を 7回 洗 浄 し
、 そ の 後 neutrAvidine被 覆 蛍 光 粒 子 と と も に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 1時 間 後 に 、 ウ ェ
ル を 7回 洗 浄 し 、 連 続 お よ び 時 間 分 解 モ ー ド で 蛍 光 を 読 み 取 っ た 。 図 5に 、 連 続 お よ び 時 間
分 解 蛍 光 を 使 用 し た こ の 測 定 の 結 果 を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 :　 ナ ト リ
ウ ム ア ミ ド (ト ル エ ン へ の 50%懸 濁 液 1.56 gr)の 無 水 THFへ の 懸 濁 液 に 、 無 溶 媒 の ア セ ト フ
ェ ノ ン (2.88 gr)を 加 え 、 磁 性 の 撹 拌 棒 お よ び 冷 却 器 が 装 着 さ れ た 500 ml入 り の 丸 底 フ ラ
ス コ 中 に て 、 室 温 に て 3分 間 撹 拌 し た 。 3分 後 、 固 体 状 の 2,6-ジ メ チ ル -ナ フ タ レ イ ン -ジ カ
ル ボ キ シ レ ー ト を フ ラ ス コ に 懸 濁 さ せ 、 油 浴 の 温 度 を 上 昇 さ せ て THFを 乾 留 さ せ た 。 4時 間
後 、 反 応 混 合 物 を 、 過 剰 の 氷 冷 水 に 加 え て 、 生 成 物 を 沈 殿 さ せ た 。 生 成 物 を 、 濾 別 し 、 エ
タ ノ ー ル か ら 再 結 晶 さ せ て た 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 :　 1 gの 1-フ ェ ニ ル
-3(6-カ ル ボ キ シ メ ト キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン を 、 40 mlの 1N NaOHに 懸 濁 し 、
プ ロ ー ブ 超 音 波 処 理 装 置 で 、 10回 (30秒 の パ ル ス )、 超 音 波 処 理 し た 。 不 溶 の 固 形 分 を 濾 別
し 、 さ ら な る 超 音 波 サ イ ク ル に 使 用 し た 。 透 明 な 濾 液 を 濃 HClで 酸 性 と し て 、 カ ル ボ ン 酸
生 成 物 を 沈 殿 さ せ た 。 生 成 沈 殿 物 を 、 凍 結 乾 燥 器 に 一 晩 連 結 す る こ と に よ っ て 乾 燥 し た 。
TLCお よ び 質 量 ス ペ ク ト ル 分 析 で 、 カ ル ボ ン 酸 が 生 成 し て い る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 :　 1-
フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン (29.26 mg)、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル
カ ル ボ ジ イ ミ ド (59.95 mg)、 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (31.77 mg)を 、 一 緒 に 、
磁 性 の 撹 拌 棒 が 装 着 さ れ た 暗 色 の ガ ラ ス 製 バ イ ア ル 中 で 、 1 mlの 無 水 DMFに 懸 濁 し 、 室 温
に て 一 晩 撹 拌 し た 。 翌 朝 、 不 溶 の 沈 殿 物 を 濾 別 し 、 生 成 し た NHS-エ ス テ ル の DMF溶 液 を 、
窒 素 を 充 填 し た 暗 色 の ガ ラ ス 製 バ イ ア ル で 貯 蔵 し 、 さ ら な る 精 製 を 行 う こ と な く 、 タ ン パ
ク 質 と の 結 合 に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　

:　 小 型 磁 性 ペ レ ッ ト 入 り の ガ ラ ス 製 バ イ ア ル 中 で 、 BSAの 50 mM SPB(pH8.0)へ の 7.82
 gr/mlの 溶 液 2 mlを 、 上 記 の ス ト ッ ク NHSエ ス テ ル 溶 液 3μ lの 2部 分 と 混 合 し 、 室 温 に て 75
分 間 撹 拌 し た 。 75分 後 、 反 応 混 合 物 を 、 50 mMの ホ ウ 酸 緩 衝 液 (pH9.0)で 平 衡 化 し た サ イ ズ
排 除 カ ラ ム に 通 し 、 280 nmで の 吸 収 に し た が っ て 、 タ ン パ ク 質 分 画 を 集 め た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　

:　 小 型 磁 性 ペ レ ッ ト 入 り の ガ ラ ス 製 バ イ ア
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ビ オ チ ン -BSA被 覆 粒 子 の NeutrAvidineに よ る 被 覆

neutrAvidine被 覆 蛍 光 粒 子 を 使 用 し た HTWM抗 原 の 測 定

1-フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ キ シ メ ト キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン の 合 成

1-フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン の 合 成

1-フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン の NHSエ ス テ ル の 合 成

BSAの 、 1-フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン の NHSエ ス テ ル と の
結 合

ニ ワ ト リ α HTWM抗 体 お よ び ウ サ ギ α HTWM抗 体 の 、 1-フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル
)-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン の NHSエ ス テ ル と の 結 合



ル 中 で 、 抗 体 の 50 mM SPB(pH8.0)へ の 6 mg/mlの 溶 液 1 mlを 、 6μ lの NHSエ ス テ ル の ス ト ッ
ク 溶 液 の DMF溶 液 と 混 合 し 、 室 温 に て 75分 間 撹 拌 し た 。 75分 後 、 反 応 混 合 物 を 、 50 mMの ホ
ウ 酸 緩 衝 液 (pH9.0)で 平 衡 化 し た サ イ ズ 排 除 カ ラ ム に 通 し 、 280 nmで の 吸 収 に し た が っ て
、 タ ン パ ク 質 分 画 を 集 め た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　

:　 小 型 磁 性 ペ レ ッ ト 入 り の 暗 色 ガ ラ ス 製 バ イ ア ル 中 で 、 ポ リ ア リ ル ア
ミ ン の 50 mM SPB(pH8.0)へ の 6 mg/mlの 溶 液 2 mlを 、 ス ト ッ ク NHSエ ス テ ル 溶 液 の DMFへ の
溶 液 20μ lで 処 理 し 、 室 温 に て 75分 間 撹 拌 し た 。 75分 後 、 反 応 混 合 物 を 、 サ イ ズ 排 除 カ ラ
ム に 通 し 、 非 結 合 リ ガ ン ド を 分 離 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 :　 10 mlの コ ロ イ ド 状 金 溶 液 (BB International Gol
d Colloidal、 40 nm、 CAT番 号 EM. GC 40、 バ ッ チ 番 号 2862)を 、 800 rpmで 15分 間 遠 心 し 、
ペ レ ッ ト を 回 収 し た 。 次 に 、 こ の 金 ペ レ ッ ト を 、 50 ml入 り の ガ ラ ス 製 三 角 フ ラ ス コ に 入
っ た 20 mlの 0.1 Mホ ウ 酸 緩 衝 液 (pH9.0)に 溶 か し た 。 こ の コ ロ イ ド 状 金 溶 液 に 、 10% Tween
 20の 脱 イ オ ン 水 溶 液 、 そ し て そ の 後 、 1 mM PNPD溶 液 を 400 mlず つ 加 え た 。 混 合 物 を 、 振
盪 機 で 10分 間 振 盪 し た 。 10分 後 、 1 mM TOPO溶 液 、 そ し て 次 に 塩 化 ユ ウ ロ ピ ウ ム を 400 ml
ず つ 加 え た 。 最 後 に 、 混 合 物 を 一 晩 振 盪 機 で 振 盪 し た 。 翌 日 、 溶 液 を 、 8000 rpmで 20分 間
遠 心 し 、 ペ レ ッ ト を 回 収 し た 。 ペ レ ッ ト を 、 20 mlの ホ ウ 酸 緩 衝 液 に 再 度 溶 解 し 、 8K rpm
で 20分 間 遠 心 し た 。 最 後 に 、 ペ レ ッ ト を 2 mlの ホ ウ 酸 緩 衝 液 に 溶 解 し て 、 蛍 光 コ ロ イ ド 状
金 溶 液 を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 :　 ホ ウ 酸 緩 衝 液 の か わ り に 脱 イ オ ン 水 を 使
用 し た 以 外 は 、 Eu-PNPDキ レ ー ト と 同 じ 手 順 を 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 :　 119μ lの 4.5 mg/mlウ サ ギ α
HTWM溶 液 を 、 881μ lの キ レ ー ト 被 覆 コ ロ イ ド 状 金 溶 液 と 混 合 し 、 室 温 で 15分 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 15分 後 に 、 内 容 物 を 、 8000 rpmで 12分 間 遠 心 し た 。 ペ レ ッ ト を 、 1 mlの 0.1 M
ホ ウ 酸 塩 (pH9.0)に 溶 解 し 、 8000 rpmで さ ら に 12分 間 遠 心 し た 。 金 ペ レ ッ ト を 最 終 的 に 1 m
lの 0.1 Mホ ウ 酸 塩 (pH9.0)に 溶 解 し た 。 上 清 中 の 抗 体 を 測 定 し 、 タ ン パ ク 質 が キ レ ー ト 被
覆 金 と 結 合 し た こ と を 確 認 し た 。 以 上 で は 、 本 発 明 の い く つ か の 態 様 に つ い て 記 載 し て き
た が 、 本 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、 各 種 の 変 更 を 加 え る こ と が 理 解 さ
れ る は ず で あ る 。 キ レ ー ト 系 の さ ら な る 結 合 を 行 う こ と も で き る 。 化 合 物 2の 陰 イ オ ン 形
態 (2a)の 場 合 に は 、 さ ら に 3つ の フ ェ ニ ル 環 の 二 重 結 合 に よ っ て 結 合 を 拡 張 す る こ と が で
き 、 化 合 物 3aの 陰 イ オ ン 形 態 の 場 合 に は 、 ５ つ の ナ フ チ ル 環 の 二 重 結 合 に よ っ て 結 合 を 拡
張 す る こ と が で き る 。 た と え ば 、 本 発 明 に し た が っ て 、 い く つ も の 他 の 潜 在 的 キ レ ー ト 化
合 物 を 評 価 す る こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 上 述 し た よ う に 、 可 視 ま た は 近 可 視 ス ペ ク ト
ル に 吸 収 極 大 の あ る 化 合 物 が 好 適 で あ る 。 水 溶 性 と す る こ と も 、 好 適 で あ る 。 置 換 基 は 、
pKa値 が 9.0未 満 と な る よ う 選 択 す る こ と が 、 特 に ラ テ ッ ク ス 粒 子 を 使 用 す る 場 合 に は 好 適
で あ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 ラ ン タ ニ ド 系 の 金 属 の み な ら ず 、 Tr、 Se、 お よ び Ru、 特 に 後 者 を は じ め と し て 、 他 の 遷
移 金 属 を 使 用 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 蛍 光 化 合 物 を 使 用 す る こ と に よ っ て 、 他 の 免 疫 測 定 法 も 実 施 す る こ と が で き る
。 こ う し た 免 疫 測 定 法 と し て は 、 HIV、 FIV、 肝 炎 、 エ ー ル リ ヒ ア 症 、 ボ レ リ ア ・ ブ ル グ ド
ル フ ェ リ (ラ イ ム 病 )、 パ ル ボ ウ イ ル ス 、 リ ー シ ュ マ ニ ア 、 hCG、 イ ン ス リ ン 、 c-ペ プ チ ド
お よ び T4に つ い て 調 べ る 測 定 法 を 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 し た が っ て 、 請 求 の 範 囲 の 範 囲 に は 、 他 の 態 様 も 含 ま れ る も の で あ る 。
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ポ リ ア リ ル ア ミ ン の 、 1-フ ェ ニ ル -3(6-カ ル ボ キ シ -ナ フ チ ル )-1,3-プ ロ パ ン ジ オ ン の NH
Sエ ス テ ル と の 結 合

Eu-PNPDキ レ ー ト 被 覆 コ ロ イ ド 状 金

Eu-3,5-F2-PNPDキ レ ー ト 被 覆 コ ロ イ ド 状 金

ウ サ ギ α HTWM抗 体 の キ レ ー ト 被 覆 コ ロ イ ド 状 金 へ の 結 合
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【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
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【 図 １ 】 Eu 3 + キ レ ー ト 錯 体 の 放 射 プ ロ セ ス の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 NTA、 PNPD、 お よ び NNPDの 励 起 お よ び 発 光 ス ペ ク ト ル を 示 す 。
【 図 ３ 】 化 合 物 2の 各 種 の 誘 導 体 の 構 造 を 示 す 。
【 図 ４ 】 特 定 の 化 合 物 を 配 位 し た 金 属 (M+)の 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 上 述 し た 時 間 分 解 蛍 光 分 析 と 連 続 蛍 光 分 析 の 比 較 で あ る 。
【 図 ６ 】 ネ コ 白 血 病 ウ イ ル ス に 対 す る 免 疫 測 定 法 の 結 果 を 示 す 。
【 図 ７ 】 カ ル ボ キ シ 基 を 導 入 し た PNPD誘 導 体 を 合 成 し 、 こ の 誘 導 体 を タ ン パ ク 質 と 結 合 す
る ス キ ー ム で あ る 。
【 図 ８ 】 Eu-PNPDキ レ ー ト 被 覆 コ ロ イ ド 状 金 の 励 起 お よ び 発 光 ス ペ ク ト ル で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 国 際 調 査 報 告 】
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