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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】生物検体の試料中で標的部分を繰り返し検出可能な方法の提供
【解決手段】ａ）一般式Ｉ：Ｘn－Ｐ－Ｙm（Ｉ）を有し、その式中のＸが蛍光部分であり
、Ｙが抗原認識部分であり、ｎ、ｍが１から１００の間の整数であり、かつＰがポリエチ
レングリコールを含むスペーサーである、少なくとも１種の結合体を準備し、ｂ）前記生
物検体の試料と少なくとも１種の結合体とを接触させ抗原認識部分Ｙにより認識される標
的部分を標識し、ｃ）標識された標的部分を、蛍光部分Ｘの吸収スペクトルの範囲内の波
長を有する光で励起し、ｄ）前記標識された標的部分を蛍光放射の検出により検出し、そ
してｅ）蛍光放射を初期蛍光放射の少なくとも７５％だけ低減するに足るエネルギーを与
えるのに十分な時間にわたって、前記結合体に蛍光部分Ｘの吸収スペクトルの範囲内の波
長を有する光を照射することにより標的部分の蛍光部分Ｘを分解することにより行われる
方法に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生物検体の試料中で標的部分を検出する方法であって、
ａ）一般式Ｉ：Ｘn－Ｐ－Ｙm（Ｉ）を有し、その式中のＸが蛍光部分であり、Ｙが抗原認
識部分であり、ｎ、ｍが１から１００の間の整数であり、かつＰが下記式：
（Ｒ7ＣＨ2ＣＨＲ5Ｏ）－（ＣＲ1Ｒ2ＣＲ3Ｒ4Ｏ）o－（ＣＨ2ＣＨＲ6Ｒ8）
（式中、Ｒ1～Ｒ8は、独立してＨまたは少なくとも１個で最大２００００個の繰返単位を
有するエチレングリコールの分岐状もしくは線状のオリゴマー、またはＹもしくはＸとの
共有結合であるが、ただし、Ｒ1～Ｒ8の少なくとも２個は、ＹまたはＸとの共有結合であ
り、かつｏは１～５００の整数である）によるポリエチレングリコールを含むスペーサー
である、少なくとも１種の結合体を準備し、
ｂ）前記生物検体の試料と、少なくとも１種の結合体とを接触させ、それにより抗原認識
部分Ｙにより認識される標的部分を該結合体で標識し、
ｃ）標識された標的部分を、蛍光部分Ｘの吸収スペクトルの範囲内の波長を有する光で励
起し、
ｄ）前記標識された標的部分を、前記蛍光部分により放出される蛍光放射の検出により検
出し、そして
ｅ）前記蛍光部分により放出される蛍光放射を初期蛍光放射の少なくとも７５％だけ低減
するに足るエネルギーを与えるのに十分な時間にわたって、前記結合体に、蛍光部分Ｘの
吸収スペクトルの範囲内の波長を有する光を照射することにより、前記標識された標的部
分の蛍光部分Ｘを分解する
ことにより行う方法。
【請求項２】
　前記結合体は、一般式ＩＩ：
【化１】

による化合物であり、前記式中のＺは、少なくとも１個の蛍光部分Ｘ、および少なくとも
１個の抗原認識部分Ｙであり、かつｐは、２から５００までの範囲の整数であることを特
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徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　前記結合体は、一般式ＩＩＩ：
【化２】

による化合物であり、前記式中のＺは、少なくとも１個の蛍光部分Ｘ、および少なくとも
１個の抗原認識部分Ｙであり、かつｐは、２から５００までの範囲の整数であることを特
徴とする、請求項１記載の方法。
【請求項４】
　前記蛍光部分Ｘは、キサンテン色素、ローダミン色素、クマリン色素、シアニン色素、
ピレン色素、オキサジン色素、ピリジルオキサゾール色素、およびピロメテン色素からな
る群から選択されることを特徴とする、請求項１から３までのいずれか１項記載の方法。
【請求項５】
　前記蛍光部分Ｘは、スルホネート、ホスホネート、ホスフェート、スルホンアミド、ポ
リエーテル、およびカーボネートからなる群から選択される１個以上の水溶性付与置換基
で置換されていることを特徴とする、請求項１から３までのいずれか１項記載の方法。
【請求項６】
　抗原認識部分Ｙは、それぞれ天然由来または組換え由来の、免疫グロブリン、抗体、フ
ラグメント化抗体、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）2、ｓｄＡｂ、ｓｃＦｖ、ジｓｃＦ
ｖからなる群から選択される少なくとも１種の生体分子であることを特徴とする、請求項
１から５までのいずれか１項記載の方法。
【請求項７】
　抗原認識部分Ｙは、ペプチド／ＭＨＣ複合体、細胞接着または共刺激分子のための受容
体、受容体リガンド、抗原、ハプテンバインダー、アビジン、ストレプトアビジン、ニュ
ートラアビジン、アプタマー、プライマー、およびリガーゼ基質からなる群から選択され
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る少なくとも１種の生体分子であることを特徴とする、請求項１から５までのいずれか１
項記載の方法。
【請求項８】
　前記抗原認識部分Ｙは、抗体、フラグメント化抗体、フラグメント化抗体誘導体、ペプ
チド／ＭＨＣ複合体を標的とするＴＣＲ分子、細胞接着受容体分子、共刺激分子のための
受容体、または人工的に操作された結合分子であることを特徴とする、請求項１から５ま
でのいずれか１項記載の方法。
【請求項９】
　それぞれの抗原認識部分Ｙが異なる抗原を認識する少なくとも２種の結合体を準備する
ことにより工程ａ）～ｄ）を繰り返すことを特徴とする、請求項１から８までのいずれか
１項記載の方法。
【請求項１０】
　工程ｅ）において、標識された標的部分の蛍光部分Ｘはさらに、酸化剤の添加により分
解することを特徴とする、請求項１から９までのいずれか１項記載の方法。
【請求項１１】
　前記方法の、蛍光検鏡法、フローサイトメトリー、スペクトロフルオロメトリー、細胞
分離、病理学、または組織学における使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、標的部分または標的細胞を、検出部分と抗原認識部分とを有する結合体で標
識することによって前記標的部分もしくは前記標的細胞を細胞試料から検出または同定す
るための方法であって、前記標的部分の検出後に、該検出部分が光の照射によって分解さ
れ、それにより後続の標識および検出が可能となる方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　１つ以上の抗体に結合された蛍光色素は、免疫蛍光分析のために通常使用されている。
抗体、蛍光色素、フローサイトメーター、フローソーター、および蛍光顕微鏡の点におけ
る数多くの別形がこの二十年間で開発され、標的細胞の特異的な検出および単離が可能と
なっている。
【０００３】
　検出後に除去または破壊することができる標的細胞の単離または検出用の蛍光色素を利
用することは知られている。例えば、米国特許第７７７６５６２号明細書（ＵＳ７７７６
５６２）は、標的細胞の可逆的ペプチド／ＭＨＣマルチマーまたはＦａｂ－ストレプタマ
ーによる間接的な非共有的な標識に基づく可逆的な蛍光標識法を開示している。
【０００４】
　検出後の蛍光放射を低減させるために、英国特許第２３７２２５６号明細書（ＧＢ２３
７２２５６）は、抗体にリンカーを介して結合された複数の蛍光色素を含む結合体を提供
することにより蛍光放射を消光する方法を開示している。高密度の蛍光色素は、蛍光シグ
ナルを消光することとなる。さらに、英国特許第２３７２２５６号明細書（ＧＢ２３７２
２５６）は、前記結合体から蛍光色素を解離するために前記リンカーを酵素分解すること
を記載している。解離された蛍光色素は自己消光を受けないため、より強力な蛍光シグナ
ル、すなわちより良好な解像力のシグナルが得られる。
【０００５】
　蛍光シグナルの排除は、順次染色する検体を基礎とする免疫蛍光技術のためには必要不
可欠である。これらの技術は、標識と検出を同時に使用する標準的な手順と比較して、よ
り高い多重化の可能性をもたらすと明らかになっている。しかしながら、これらの技術は
、結合された蛍光部分の化学褪色法（米国特許第７７４１０４５号明細書（ＵＳ７７４１
０４５Ｂ２）、欧州特許第０８１０４２８号明細書（ＥＰ０８１０４２８Ｂ１）、または
独国特許第１０１４３７５７号明細書（ＤＥ１０１４３７５７））による酸化分解を基礎
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とするか、または光褪色を基礎とする方法の場合に、褪色の速度は、本明細書に表される
方法に対してより遅い。
【０００６】
　先行技術の主たる目的は、できる限り強く蛍光放射を発する、すなわち最大量子収率を
有する色素またはそのような色素を含む結合体を提供することであった。信頼性のある再
現的なシグナルを得るために、該色素はできる限り安定であるように設計される。これら
の特性はＦＡＣＳ法のような細胞検出および細胞分離のために有利である一方で、それら
の特性は、細胞が繰り返し染色および検出されることを妨げる。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従って、本発明の課題は、生物検体の試料中または試料上で標的を特異的に標識および
検出し、引き続き検出部分を分解して、更なる標識および検出のサイクルを可能にする向
上した方法を提供することであった。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　驚くべきことに、スペーサーを介して検出部分に結合された抗原結合部分から構成され
る結合体は、前記スペーサーが、複数のオリゴマーＰＥＧ側鎖を備えた、すなわちある特
定の分岐度を有する分岐状ＰＥＧオリゴマーまたはポリマーであり、かつ前記検出部分が
、その分岐状ＰＥＧに共有結合されている場合に、より高い量子収率（したがってより高
い輝度）および光により容易に分解され得る低減された光安定性の両方を有することが判
明した。この理論に縛られるものではないが、前記分岐状ＰＥＧオリゴマーまたはポリマ
ーがそこに共有結合された検出部分を「包囲」し、こうしてより近い接触およびより高い
量子収率がもたらされることで、該検出部分の光誘起型酸化分解が生ずると考えられる。
【０００９】
　したがって、本発明の主題は、生物検体の試料中で標的部分を検出する方法であって、
ａ）一般式Ｉ：Ｘn－Ｐ－Ｙm（Ｉ）を有し、その式中のＸが蛍光部分であり、Ｙが抗原認
識部分であり、ｎ、ｍが１から１００の間の整数であり、かつＰが下記式：
　（Ｒ7ＣＨ2ＣＨＲ5Ｏ）－（ＣＲ1Ｒ2ＣＲ3Ｒ4Ｏ）o－（ＣＨ2ＣＨＲ6Ｒ8）
（式中、Ｒ1～Ｒ8は、独立してＨまたは少なくとも１個で最大２００００個の繰返単位を
有するエチレングリコールの分岐状もしくは線状のオリゴマー、またはＹもしくはＸとの
共有結合であるが、ただし、Ｒ1～Ｒ8の少なくとも２個は、ＹまたはＸとの共有結合であ
り、かつｏは１～５００の整数である）によるポリエチレングリコールを含むスペーサー
である、少なくとも１種の結合体を準備し、
ｂ）前記生物検体の試料と、少なくとも１種の結合体とを接触させ、それにより抗原認識
部分Ｙにより認識される標的部分を該結合体で標識し、
ｃ）前記標識された標的部分を、蛍光部分Ｘの吸収スペクトルの範囲内の波長を有する光
で励起し、
ｄ）前記標識された標的部分を、前記蛍光部分により放出される蛍光放射の検出により検
出し、そして
ｅ）前記蛍光部分により放出される蛍光放射を初期蛍光放射の少なくとも７５％だけ低減
するに足るエネルギーを与えるのに十分な時間にわたって、前記結合体に、蛍光部分Ｘの
吸収スペクトルの範囲内の波長を有する光を照射することにより、前記標識された標的部
分の蛍光部分Ｘを分解する
ことにより行う方法である。
【００１０】
　前記結合体の照射は、蛍光部分の吸収スペクトルの範囲内の波長を有する白色広域スペ
クトル光源、単一波長レーザー、またはＬＥＤにより行われ得る。
【００１１】
　前記スペーサーＰのため、蛍光部分Ｘの分解は、それがない場合よりも大幅に速くなり
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、それにより発光シグナルの加速された完全な消光がもたらされる。これにより、繰り返
しの染色および脱染色の過程が可能となり、その際、同じまたは異なる蛍光部分Ｘおよび
／または抗原認識部分Ｙを備えた同じまたは異なる結合体が、引き続き同じ細胞に適用さ
れて、異なる標的または同じ標的を、同じまたは異なる色素で染色することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、単一指数関数的減衰フィットｆ（ｘ）＝ｙ0・ｅ-k・y、τ＝１／ｋ、及
びｔ1/2＝τ・ｌｎ（２）での、光によるキサンテン色素の崩壊図を示す。
【図２】図２は、その発色団（すなわち、クマリン、キサンテン、ローダミン、シアニン
）の性質により異なる化学的分類に属する一連の色素についての光分解曲線を示し、これ
により、すべての色素クラスが、そのような光誘起型分解に感受性であることが示される
。
【図３】図３は、４つの異なる条件下でのシアニン色素についての光分解曲線を示す。
【００１３】
　詳細な説明
　本発明の方法においては、上記結合体に、蛍光部分Ｘの吸収スペクトルの範囲内の波長
を有する光が照射されると、第１の染色サイクルからのいずれの残留蛍光放射も後続の染
色および検出サイクルと干渉しないほどの大きさで、該蛍光部分により放出される蛍光放
射は低減される。一般的に、初期蛍光放射の少なくとも７５％だけの低減は、より高い検
出の質を達成するために、すなわち対象となる染色工程に由来しないバックグラウンド放
射を低減させるために十分であると思われ、蛍光放射が少なくとも８５％だけ、より好ま
しくは少なくとも９５％だけ、最も好ましくは少なくとも９９％だけ低減されることが好
ましい。１００％の低減が最良であることとなるが、消光の質および全過程の時間との兼
ね合いがある。
【００１４】
　代替的な定義においては、前記標識された標的部分の蛍光部分Ｘの分解は、前記蛍光部
分により放出される蛍光放射の半減期を低減するに足るエネルギーを与えるのに十分な時
間にわたって、前記結合体に、蛍光部分Ｘの吸収スペクトルの範囲内の波長を有する光を
照射することにより行われる。スペーサーＰに共有結合された蛍光部分の単一指数関数的
減衰フィット解析からのｋの値により示される分解速度は、スペーサーＰに結合されてい
ない同じ蛍光部分について得られたｋと比較して、少なくとも１．０２倍の高さから１０
００００００倍の高さまでであるべきである。
【００１５】
　蛍光部分Ｘおよび抗原認識部分Ｙは、スペーサーＰに共有結合されているか、または準
共有結合されていてよい。用語「共有結合、または準共有結合」は、解離定数≦１０-9Ｍ
を有するＸとＰとの間の結合およびＹとＰとの間の結合を指す。
【００１６】
　本発明の方法は、工程ａ）～ｅ）の１つ以上の順序で行うことができる。それぞれの順
序の後に、蛍光部分は光での照射により分解される。
【００１７】
　用語「消光」および「褪色」は、本明細書では互換的に使用され、該用語は、放射によ
る蛍光体の変化の結果として、標識された生物学的試料からの蛍光強度が減少することを
意味すると理解されるべきである。例えば、蛍光部分Ｘの「消光」または「褪色」は、放
射により開始される酸化および／または蛍光部分ＸとスペーサーＰとの開裂と、結合され
ていない蛍光部分の標識された標的からの洗浄による除去とによって達成され得る。
【００１８】
　したがって、本発明の方法において使用される消光システムは、少なくとも１個の光源
を備える。
【００１９】
　したがって、本発明において使用される消光ユニットは、種々の波長の消光放射を放出
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ｎｍの、好ましくは４５０ｎｍ～６５０ｎｍの範囲における組み合わされた発光スペクト
ルを有する１個～５個の光源を備えていてよい。光源の発光は、試料が同時にまたは順次
に照射されるように光学的に組み合わされ得る。例えば、該消光ユニットは、４５０ｎｍ
～５００ｎｍ（青色）、５２０ｎｍ～５６０ｎｍ（緑色）、および６３０ｎｍ～６５０ｎ
ｍ（赤色）の範囲において発光する３個の光源を備えていてよい。もう１つの実施形態に
おいては、３５０ｎｍ～８５０ｎｍの、好ましくは４５０ｎｍ～６５０ｎｍの範囲におい
て発光する１個だけの光源が設けられている。個別の光源の利点は、試料が、蛍光色素の
消光（排除）に必要とされる放射だけに曝露されることであり、それによりその他の波長
を有する放射への試料の不必要な曝露が回避される。個別の光源の放射は、ミラーまたは
光ファイバーのような光導波路等の適切な装置により組み合わされ得る。
【００２０】
　それぞれの順序の後および／または前に、洗浄工程が、結合されていない結合体部分お
よび／または結合されていない蛍光部分Ｘのような不所望な材料を試料から除去するため
に実施され得る。
【００２１】
　前記の消光過程は、酸化剤の添加によりさらに増強され得る。酸化剤は、例えばＯ2、
Ｈ2Ｏ2、過酸化物、またはＤＭＳＯであり得る。添加された酸化剤は、活性酸化性種を生
成することができ、それは、Ｏ2として計算して、０．１ｐｐｍ～５ｐｐｍ、好ましくは
２ｐｐｍ～５ｐｐｍの濃度で存在すべきである。
【００２２】
　標的部分
　本発明による方法で検出されるべき標的部分は、組織切片、細胞集合体、懸濁細胞、ま
たは付着細胞のような任意の生物検体に存在し得る。それらの細胞は生細胞であっても死
細胞であってもよい。好ましい標的部分は、生物検体、例えば動物全体、臓器、組織切片
、細胞集合体または無脊椎動物（例えば、線虫、キイロショウジョウバエ）、脊椎動物（
例えば、ゼブラフィッシュ、アフリカツメガエル）、および哺乳動物（ハツカネズミ、ヒ
ト）の単一細胞で細胞内または細胞外で発現された抗原である。
【００２３】
　スペーサーＰ
　スペーサーＰは、ポリヒドロキシ化合物にグラフトされたエチレングリコール、ポリア
ミノ化合物、およびポリチオ化合物を基礎とし得る、一般式Ｉによるポリエチレングリコ
ールを含む。そのような化合物またはその前駆体は、Ｎａｎｏｃｓ　Ｉｎｃ．社、Ｓｉｇ
ｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社、またはＮＯＦ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ社から市販されている
。
【００２４】
　好ましい前駆体は、ポリヒドロキシ化合物、例えばエーテル結合を介した３個～４個の
ポリエーテル残基のための結合点として４個のヒドロキシル基を有するペンタエリトリト
ール、エーテル結合を介した３個～６個のポリエーテル分岐のための結合点として６個の
ヒドロキシル基を有するジペンタエリトリトール、エーテル結合を介した３個～８個のポ
リエーテル分岐のための結合点として８個のヒドロキシル基を有するトリペンタエリトリ
トールまたはヘキサグリセロールである。
【００２５】
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【化１】

【００２６】
　ポリヒドロキシ化合物は、ホモポリマー型またはコポリマー型、すなわち交互コポリマ
ーまたはブロックコポリマーであり得るエーテルモノマー単位により置換されていてよい
。ポリエーテル残基は、直鎖状または分枝鎖状であってよい。
【００２７】
　スペーサーＰのＹおよびＸとの共有結合を実現するために、式Ｉのポリエチレングリコ
ールは、蛍光結合体の分野で知られる少なくとも２個の反応性基、例えばアセタール基、
酸無水物基、酸塩化物基、アシルアジド基、アシルハロゲン化物基、アシルニトリル基、
アシルホスフェート基、アシルアミド基、アルデヒド基、アルコキシル基、アルキルアジ
ド基、アルキルスルホネート基、アルキン基、アリル基、アミド基、無水物基、アリール
ハロゲン化物基、アジドニトロフェニル基、アジリジン基、ボロネート基、カルバメート
基、カルボジイミド基、カーボネートエステル基、カルボキシレート基、カルボン酸基、
ジアゾアルカン基、ジクロロトリアジン基、ジエン基、ジスルフィド基、エナミン基、エ
ポキシド基、フルオロベンゼン基、フルオロフェニルエステル基、グリオキサール基、ハ
ロアセトアミド基、ハロプラチネート基、ハロチアジン基、ヘミアセタール基、ヘミケタ
ール基、高歪みシクロアルカン基、高歪みシクロアルケン基、高歪みシクロアルキン基、
ヒドラジド基、ヒドラジン基、ヒドロキシル基、ヒドロキシルアミン基、イミダゾール基
、イミドエステル基、イミン基、ヨードアセトアミド基、イソシアネート基、イソチオシ
アネート基、ケタール基、ケトン基、ラクトン基、マレイミド基、モノクロロトリアジン
基、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル基、ニトリル基、ニトロ基、オキシム基、ペ
ンタフルオロフェニルエステル基、ペルオキシド基、ホスホラミダイト基、第一級アミン
基、第二級アミン基、シリルハロゲン化物基、スルフヒドリル基、スルフィド基、スルホ
ジクロロフェニルエステル基、スルホネートエステル基、スルホン基、スルホニルハロゲ
ン化物基、第三級アミン基、テトラフルオロフェニルエステル基、チオアミド基、チオエ
ステル基、チオエーテル基、チオールカルボン酸基、活性エステル基、アルケン基、また
は共役アルケン基を備えていてよい。
【００２８】
　ここで、Ｚは、少なくとも１個の蛍光部分Ｘ、および少なくとも１個の抗原認識部分Ｙ
であり、かつｐは、１から５００までの範囲の整数である。
【００２９】
　蛍光部分Ｘ
　適切な蛍光部分Ｘは、免疫蛍光技術、例えばフローサイトメトリーまたは蛍光検鏡法の
技術から公知の蛍光部分である。本発明のこれらの実施形態においては、前記結合体で標
識された標的部分は、蛍光部分Ｘを励起し、得られた発光（光ルミネセンス）を検出する
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ことによって検出される。この実施形態においては、前記蛍光部分Ｘは、好ましくは蛍光
部分である。
【００３０】
　有用な蛍光部分Ｘは、タンパク質ベースの蛍光部分、例えばフィコビリタンパク質、ポ
リマー型蛍光部分、例えばポリフルオレン、小分子有機色素、例えばキサンテン、例えば
フルオレセインもしくはローダミン、シアニン、オキサジン、クマリン、アクリジン、オ
キサジアゾール、ピレン、ピロメテン、ピリジルオキサゾール、または有機金属錯体、例
えばＲｕ錯体、Ｅｕ錯体、Ｐｔ錯体であり得る。単分子単位の他に、蛍光性タンパク質ま
たは小分子有機染料のクラスター、ならびにナノ粒子、例えば量子ドット、アップコンバ
ーティングナノ粒子、金ナノ粒子、色素添加ポリマーナノ粒子を、蛍光部分として使用す
ることもできる。
【００３１】
　本発明のもう１つの実施形態においては、前記結合体で標識された標的は、放射放出に
よっては検出されずに、ＵＶ、可視光もしくはＮＩＲ放射の吸収によって検出される。適
切な吸光性検出部分は、蛍光放出を有さない吸光性色素、例えば小分子有機クエンチャー
色素、例えばＮ－アリールローダミン、アゾ色素、およびスチルベンである。
【００３２】
　もう１つの実施形態においては、前記吸光性蛍光部分Ｘを、パルスレーザ光によって照
射して、光音響シグナルを発生させることができる。
【００３３】
　本発明の別形においては、蛍光体Ｘは、スルホネート、ホスホネート、ホスフェート、
ポリエーテル、スルホンアミド、およびカーボネートからなる群から選択される１個以上
の水溶性付与置換基で置換されている。スルホネート置換基を有する蛍光色素、例えばＴ
ｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｎｃ．社により供給されるＡｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒファミリーの色素を使用することが特に有利である。蛍光体当たりのス
ルホネート置換の度合いは、すなわちローダミン色素またはシアニン色素については、２
以上であり得る。スルホン化されていない色素と比較したスルホン化された色素の使用は
、図２に見ることができるように、ポリエーテル足場に多量体化された蛍光体のさらに明
るい結合体をもたらす。分岐状ＰＥＧ上に多量体化されたＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８
８のＣＤ４結合体（ＰＥＧ－ＡＦ４８８）で染色されたＴヘルパー細胞は、分岐状ＰＥＧ
上に多量体化された蛍光体のＣＤ４結合体（ＰＥＧ－ＦＡＭ）で染色されたＴヘルパー細
胞（平均ＭＦＩ　５５）よりもほぼ２倍明るい（平均ＭＦＩ　９８）。
【００３４】
　適切な市販されている蛍光部分は、Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃ　ＧｍｂＨ社製の
製品ライン「Ｖｉｏ」、またはＦＩＴＣ、もしくはＰｒｏｍｏｆｌｕｏｒ、またはＴｈｅ
ｒｍｏｆｉｓｈｅｒ社製のＡｌｅｘａ色素、および／もしくはＢｏｄｉｐｙ色素、または
Ｌｕｍｉｐｒｏｂｅ社製のシアニンから選択され得る。
【００３５】
　抗原認識部分Ｙ
　用語「抗原認識部分Ｙ」は、生物検体上で発現された標的部分、例えば細胞に細胞内ま
たは細胞外に発現された抗原に対する、任意の種類の抗体、フラグメント化抗体、または
フラグメント化抗体誘導体を指す。前記用語は、完全にインタクトな抗体、フラグメント
化抗体、またはフラグメント化抗体誘導体、例えばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、
ｓｄＡｂ、ｓｃＦｖ、ジｓｃＦｖ、ナノボディに関する。そのようなフラグメント化抗体
誘導体は、これらの種類の分子を含む共有結合および非共有結合の結合体を含めて組み換
え法によって合成することができる。抗原認識部分の更なる例は、ＴＣＲ分子を標的とす
るペプチド／ＭＨＣ複合体、細胞接着受容体分子、共刺激分子のための受容体、人工的に
操作された結合分子、例えばペプチドまたはアプタマーであって、例えば細胞表面分子を
標的とする前記ペプチドまたはアプタマーである。
【００３６】
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　本発明の方法で使用される結合体は、１００個までの、好ましくは１個～２０個の抗原
認識部分Ｙを含んでよい。抗原認識部分と標的抗原との相互作用は、高親和性であっても
、低親和性であってもよい。単独の低親和性抗原認識部分の結合相互作用は、低すぎて抗
原と安定な結合をもたらさない。低親和性の抗原認識部分は、酵素分解可能なスペーサー
Ｐへの結合によってマルチマー化することで、高い結合力を提供することができる。前記
スペーサーＰが酵素的に開裂されると、低親和性の抗原認識部分はモノマー化されること
となり、それにより蛍光部分Ｘ、スペーサーＰ、および抗原認識部分Ｙの完全な除去がも
たらされる。
【００３７】
　好ましくは、用語「抗原認識部分Ｙ」は、生物検体（標的細胞）によって細胞内で発現
される抗原、例えばＩＬ２、ＦｏｘＰ３、ＣＤ１５４、または細胞外で発現される抗原、
例えばＣＤ１９、ＣＤ３、ＣＤ１４、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２５、ＣＤ３４、ＣＤ５６、
およびＣＤ１３３に対する抗体を指す。
【００３８】
　抗原認識部分Ｙ、特に抗体は、側鎖アミノ基またはスルフヒドリル基を通じてスペーサ
ーＰへと結合され得る。幾つかの場合において、抗体のグルコシド側鎖は過ヨウ素酸塩に
よって酸化されて、アルデヒド官能基を得ることができる。
【００３９】
　抗原認識部分Ｙは、スペーサーＰに共有結合、または非共有結合されていてよい。共有
結合または非共有結合のための方法は、当業者に公知であり、蛍光部分Ｘの結合について
挙げたのと同じものである。
【００４０】
　本発明の方法は、特に、複合体混合物からの特定の細胞型の検出および／または単離の
ために有用であり、工程ａ）～ｅ）の２つ以上の順次の配列を含み得る。該方法は、様々
な結合体の組み合わせを使用することができる。例えば、１つの結合体は、２つの異なる
エピトープに特異的な抗体、例えば２つの異なる抗ＣＤ３４抗体を含み得る。異なる抗原
は、異なる抗体、例えば２つの異なるＴ細胞ポピュレーションの間の区別のために抗ＣＤ
４および抗ＣＤ８を含む、または制御性Ｔ細胞のような異なる細胞サブポピュレーション
の決定のために抗ＣＤ４および抗ＣＤ２５を含む、異なる結合体により対処され得る。
【００４１】
　結合体Ｘn－Ｐ－Ｙm

　本発明の方法で使用される好ましい結合体は、１００個～１０００個のエチレングリコ
ールの繰返単位を有するスペーサー基Ｐを備えている。
【００４２】
　例えば、本発明の方法で使用される結合体は、一般式ＩＩおよびＩＩＩによる化合物で
あり、それぞれ、Ｚは、少なくとも１個の蛍光部分Ｘ、および少なくとも１個の抗原認識
部分Ｙであり、かつｐは、２から５００までの範囲の整数である。
【００４３】
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【化３】

【００４５】
　細胞検出法
　結合体Ｘn－Ｐ－Ｙmで標識された標的を検出するための方法および装置は、蛍光部分Ｘ
によって決定される。
【００４６】
　該結合体で標識された標的は、蛍光部分Ｘの励起と、生ずる蛍光シグナルの分析によっ
て検出される。励起波長は通常は蛍光部分Ｘの吸収極大に応じて選択され、当該技術分野
で公知のようにレーザーまたはＬＥＤ源によって提供される。幾つかの異なる検出部分Ｘ
が多重色／パラメーター検出のために使用される場合に、重なり合った吸収スペクトルを
有さず、少なくとも重なり合った吸収極大を有さない蛍光部分を選択することに留意する
べきである。蛍光部分として蛍光部分が使用される場合に、標的は、例えば蛍光顕微鏡下
で、フローサイトメーター、スペクトルフルオロメーター、または蛍光スキャナー中で検
出することができる。化学発光によって放出された光は、励起を省く類似の計器によって
検出することができる。
【００４７】
　前記方法の使用
　本発明の方法は、調査、診断、および細胞療法における、例えば蛍光検鏡法、フローサ
イトメトリー、スペクトロフルオロメトリー、細胞分離、病理学、または組織学における
様々な用途のために使用することができる。
【００４８】
　本発明の第１の別形においては、細胞のような生物検体は、計数の目的のために、すな
わち結合体の抗原認識部分によって認識されるある一定の抗原一式を有する試料から細胞
の量を確認するために検出される。
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【００４９】
　もう１つの別形においては、工程ｃ）において前記結合体によって検出された生物検体
は、試料から光学的手段、静電力、圧電力、機械的分離、または音響的手段によって分離
される。この目的のために、工程ｄ）において前記結合体によって検出された生物検体は
、前記試料から、それらの検出シグナルに応じて１つ以上のポピュレーションへと、同時
にまたは引き続き、工程ｅ）の実施前に、光学的手段、静電力、圧電力、機械的分離、ま
たは音響的手段によって分離される。
【００５０】
　本発明のもう１つの別形においては、前記結合体の抗原認識部分によって認識される生
物検体上の抗原のような標的部分の位置が測定される。そのような技術は、「マルチエピ
トープリガンド地図作成（Ｍｕｌｔｉ　Ｅｐｉｔｏｐｅ　Ｌｉｇａｎｄ　Ｃａｒｔｏｇｒ
ａｐｈｙ）」、「チップベースサイトメトリー（Ｃｈｉｐ－ｂａｓｅｄ　Ｃｙｔｏｍｅｔ
ｒｙ）」または「Ｍｕｌｔｉｏｍｙｘ」として知られており、例えば欧州特許第０８１０
４２８号明細書（ＥＰ０８１０４２８）、欧州特許第１１８１５２５号明細書（ＥＰ１１
８１５２５）、欧州特許第１１３６８２２号明細書（ＥＰ１１３６８２２）、または欧州
特許第１２２４４７２号明細書（ＥＰ１２２４４７２）に記載されている。この技術にお
いては、細胞は固定化され、蛍光部分と結合された抗体と接触される。前記抗体は、生物
検体（例えば細胞表面）上のそれぞれの抗原によって認識され、結合されていないマーカ
ーを除去し、蛍光部分を励起した後に、抗原の位置は、蛍光部分の蛍光放出によって検出
される。ある一定の別形においては、蛍光部分に結合された抗体の代わりに、ＭＡＬＤＩ
イメージングまたはＣｙＴＯＦのために検出可能な部分に結合された抗体を使用すること
ができる。当業者は、蛍光部分を基礎とする技術を変更して、これらの検出部分をどのよ
うに用いて作業するかを認識している。
【００５１】
　標的部分の位置決めは、蛍光放射の波長について十分な解像度および感度を有するデジ
タルイメージングデバイスによって達成される。前記デジタルイメージングデバイスは、
光学的拡大装置と一緒に、または前記装置を用いずに、例えば蛍光顕微鏡と一緒に使用す
ることができる。得られた画像は、適切な記憶装置に、例えばハードドライブに、例えば
ＲＡＷ形式、ＴＩＦ形式、ＪＰＥＧ形式またはＨＤＦ５形式で記憶される。
【００５２】
　異なる抗原を検出するために、同じもしくは異なる蛍光部分または抗原認識部分Ｙを有
する異なる抗原－結合体を提供することができる。異なる波長を有する蛍光放出の並行し
た検出は限られているので、抗体－蛍光色素－結合体は、順次、個々に、または小さいグ
ループ（２～１０）で順々に利用される。
【００５３】
　本発明による方法の更なるもう１つの別形においては、試料の生物検体、特に懸濁細胞
は、マイクロキャビティ中での捕捉によって、または接着によって固定化される。
【００５４】
　一般的に、本発明の方法は、幾つかの別形において実施することができる。例えば、標
的部分によって認識されない結合体は、例えばバッファーによって、該結合体で標識され
た標的部分を検出する前に洗浄することによって除去することができる。
【００５５】
　本発明の１つの別形においては、少なくとも２種の結合体が同時に提供されるか、また
は後続の染色順序において提供され、その際、それぞれの抗原認識部分Ｙは、異なる抗原
を認識する。その他の１つの別形においては、少なくとも２種の結合体は、試料へと同時
に、または後続の染色順序において提供でき、その際、それぞれの結合体は、異なる酵素
によって開裂される異なる酵素分解可能なスペーサーＰを含む。両方の場合において、前
記標識された標的部分は、同時にまたは順次に検出され得る。順次の検出は、少なくとも
１つのスペーサー分子Ｐの酵素分解を含むか、または引き続きスペーサー分子Ｐを酵素分
解するとともに、結合されていない部分を任意に中間的に除去（洗浄）することを含んで
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よい。
【実施例】
【００５６】
　光分解に関与する一般的な動態を説明するために、図１は、ｆ（ｘ）＝ｙ０・ｅ-k・x

（ここで、τは１／ｋであり、かつｔ1/2＝τ・ｌｎ（２）は半減期である）のような単
一指数関数的減衰曲線でフィットされた光によるキサンテン色素の光分解について得られ
た概要曲線を示す。
【００５７】
　光分解の動態を測定するために、有機蛍光体（すなわち、なかでもクマリン、キサンテ
ン、ローダミン、シアニン）を、ＤＭＳＯ中に溶解させてＰＢＳ中で希釈するか、または
直接的にＰＢＳ中に溶解させ、こうして経路長１ｃｍでそれぞれの極大での吸光度が約０
．３任意単位で得られるように濃度を調節した。こうして、全ての溶液はそれらの吸光度
により正規化され、比較可能である。その後に該溶液を、蒸発および試料濃縮を避けるた
めに、低いヘッドスペースおよび気密蓋を有する３つのウィンドウ付きの蛍光石英キュベ
ット内に入れた。そのキュベット中の試料を、次いで固定された時間量にわたり照射し、
吸光度および発光スペクトルの両方を記録した。それらの極大での強度値を使用して照射
時間に対してプロットし、次いで単一指数関数的減衰に対する数学的フィットを適切なコ
ンピュータソフトウェアにより実施することで、図１に示される曲線と同様の曲線が得ら
れた。特徴的な減衰時間（ｋ）を使用して、数あるパラメーターの中でも半減期を計算し
た。
【００５８】
　図２は、その発色団（すなわち、キサンテン、ローダミン、シアニン）の性質により異
なる化学的分類に属する一連の色素、およびそれぞれの色素が分岐状ＰＥＧに共有結合さ
れているそれらのＰＥＧ化されたものについての光分解崩壊曲線を示している。
【００５９】
　図２に示されるデータは、ａ）すべての色素クラスが光分解に感受性であること、そし
てｂ）本出願に定義されるように分岐状ＰＥＧに結合された場合には、光分解の速度がよ
り速いことを示している。
【００６０】
　４つの異なる条件下：
ｉ）スペーサーに結合されておらず、溶液中で遊離している（比較）、
ｉｉ）２０ｋＤａの線状ＰＥＧに共有結合されている（比較）、
ｉｉｉ）５％のＰＥＧ（２０ｋＤａ）を含有するが、共有結合されずに溶液中で遊離して
いる（比較）、
ｉｖ）２０ｋＤａの分岐状ＰＥＧに共有結合されている（本発明による）
でのシアニン色素についての光分解曲線を得た。
【００６１】
　図３は、同じ分子量の、共有結合されているが線状であるＰＥＧおよび共有結合されて
いないが分岐状であるＰＥＧ（５％のＰＥＧ）が、蛍光体の分解速度に対して効果を発揮
しないことを示している。
【００６２】
　したがって、本出願に開示される結合体だけが、すなわち蛍光部分に共有結合された分
岐状ＰＥＧだけが、本発明の方法により必要とされるような加速された光誘起型の光分解
を有している。
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