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(57)【要約】
【課題】高感度測定が可能である測定対象物質を測定するためのキット、６８０ｎｍ以上
という長波長領域に発光極大波長を有し、かつ高い量子収率を示す蛍光標識剤、および上
記蛍光標識剤を含む蛍光標識抗体を提供すること。
【解決手段】測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と結合した下記式（１）で表
される化合物；および
上記測定対象物質または上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質、
を有する検出領域を金属膜上に備えた基板；
を含む、測定対象物質を測定するためのキット。

式（１）中の各記号の意味は、本明細書中に定義した通りである。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と結合した下記式（１）で表される化合物
；および
前記測定対象物質または前記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質、
を有する検出領域を金属膜上に備えた基板；
を含む、測定対象物質を測定するためのキット。
【化１】

式中、Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル
基、アリール基、ヘテロアリール基、アルコキシ基、アリールオキシ基、アルキルチオ基
、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基を有していてもよい。Ｌ１およびＬ２は
それぞれ独立に式（Ｌ－１）～式（Ｌ－４）の何れかを表す。Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３お
よびＡｒ４はそれぞれ独立にアリール基またはヘテロアリール基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ｘ１およびＸ２はそれぞれ独立にハロゲン原子、アリール基、アル
コキシ基のいずれかを表し、これらは置換基を有していてもよい。但し、Ｒ１１、Ｒ１２

、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは
、親水性部を有しており、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、
Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有す
る。

【化２】

式中、Ｒ１１１～Ｒ１１６はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル基、アリ
ール基、ヘテロアリール基、エテニル基、エチニル基、アミノ基、アシル基、アルコキシ
基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ａは、－Ｏ－、－Ｓ－、または－ＮＨ－を表す。
【請求項２】
親水性部が、ポリエチレングリコール構造、ベタイン構造、アミノ酸構造またはスルホン
酸基を有している、請求項１に記載のキット。
【請求項３】
生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部が、カルボキシル基、活性エステル、イソチオシ
アネート、またはマレイミドである、請求項１または２に記載のキット。
【請求項４】
式（１）中のＡｒ１およびＡｒ２の少なくとも一つが下記式（Ａｒ－１）である、請求項
１から３の何れか一項に記載のキット。
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【化３】

式中、Ｒ１２１およびＲ１２２はそれぞれ独立に、ハロゲン原子、アルキル基またはアル
コキシ基を示し、但し、親水性部、または生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有し
ていてもよい。ｎは０から４の整数を表し、ｎが２以上の場合には複数のＲ１２２はそれ
ぞれ同一であっても異なるものでもよい。
【請求項５】
式（１）中のＡｒ３およびＡｒ４の少なくとも一つが下記式（Ａｒ－１）である、請求項
１から４の何れか一項に記載のキット。
【化４】

式中、Ｒ１２１およびＲ１２２はそれぞれ独立に、ハロゲン原子、アルキル基またはアル
コキシ基を示し、但し、親水性部、または生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有し
ていてもよい。ｎは０から４の整数を表し、ｎが２以上の場合には複数のＲ１２２はそれ
ぞれ同一であっても異なるものでもよい。
【請求項６】
式（１）で表される化合物の発光極大波長が６００ｎｍ以上である、請求項１から５の何
れか一項に記載のキット。
【請求項７】
前記金属膜が、金を含む金属膜である、請求項１から６の何れか一項に記載のキット。
【請求項８】
前記第一の結合物質が、抗体である、請求項１から７の何れか一項に記載のキット。
【請求項９】
検出領域は、測定対象物質と結合性を有する第二の結合物質を有し、前記第二の結合物質
が、抗体である、請求項１から８の何れか一項に記載のキット。
【請求項１０】
下記式（１）で表される化合物を少なくとも一種含有する、蛍光標識剤。
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【化５】

式中、Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル
基、アリール基、ヘテロアリール基、アルコキシ基、アリールオキシ基、アルキルチオ基
、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基を有していてもよい。Ｌ１およびＬ２は
それぞれ独立に式（Ｌ－１）～式（Ｌ－４）の何れかを表す。Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３お
よびＡｒ４はそれぞれ独立にアリール基またはヘテロアリール基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ｘ１およびＸ２はそれぞれ独立にハロゲン原子、アリール基、アル
コキシ基のいずれかを表し、これらは置換基を有していてもよい。但し、Ｒ１１、Ｒ１２

、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは
、親水性部を有しており、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、
Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有す
る。

【化６】

式中、Ｒ１１１～Ｒ１１６はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル基、アリ
ール基、ヘテロアリール基、エテニル基、エチニル基、アミノ基、アシル基、アルコキシ
基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ａは、－Ｏ－、－Ｓ－、または－ＮＨ－を表す。
【請求項１１】
請求項１０に記載の蛍光標識剤に結合した抗体からなる、蛍光標識抗体。
【請求項１２】
抗体が、アミド結合を介して、請求項１０に記載の蛍光標識剤に結合している、請求項１
１に記載の蛍光標識抗体。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、特定構造を有する発光化合物を用いた測定対象物質を測定するためのキット
に関する。本発明はさらに、蛍光標識剤および蛍光標識抗体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　タンパク質、酵素または無機化合物などを定量するための高感度かつ容易な測定法とし
て蛍光検出法が広く用いられている。蛍光検出法は、特定波長の光により励起されて蛍光
を発する測定対象物質を含むと考えられる試料に上記特定波長の励起光を照射した際に発
する蛍光を検出することによって測定対象物質の存在を確認する方法である。測定対象物
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標識した状態で試料に接触させ、その後上記と同様にして、励起光を照射した際に発する
蛍光を検出することにより、測定対象物質の存在を確認することができる。
【０００３】
　上記のような蛍光検出法において、微量に存在する測定対象物質を検出するための感度
を向上させるため、プラズモン共鳴による電場増強の効果を利用する方法が知られている
。この方法では、プラズモン共鳴を生じさせるため、透明な支持体上の所定領域に金属層
を設けたセンサチップを用意し、支持体と金属膜との界面に対して支持体の金属層形成面
と反対の面側から、全反射角以上の所定の角度で励起光を入射さる。かかる励起光の照射
により金属層に表面プラズモンが発生するが、この表面プラズモンの発生による電場増強
作用によって、蛍光を増強させることによりシグナル／ノイズ比（Ｓ／Ｎ比）が向上し高
感度な測定が可能となる。表面プラズモン励起による蛍光検出法（以下、「ＳＰＦ法」と
する）は、落射励起による蛍光検出法（落射蛍光法とも称する）に対して、信号増強度が
約１０倍得られ、高感度に測定することができる。
【０００４】
　特許文献１には、ジピロメテン－ホウ素親水性蛍光性化合物が記載されている。特許文
献１には、上記の親水性蛍光性化合物を水性媒体中での蛍光マーカーとして使用すること
が記載されている。特許文献２には、蛍光性ではないジピロメテン－ホウ素に由来する蛍
光性化合物が記載されている。特許文献２には、上記の蛍光性化合物を生体分子の蛍光標
識のために使用することが記載されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特表２０１２－５１３９７４号公報
【特許文献２】特表２０１２－５１３９７３号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　特許文献１および特許文献２に記載の蛍光性化合物は、量子収率が低く、測定感度が低
いという問題があった。本発明は、高感度測定が可能である測定対象物質を測定するため
のキットを提供することを解決すべき課題とする。本発明はさらに、６８０ｎｍ以上とい
う長波長領域に発光極大波長を有し、かつ高い量子収率を示す蛍光標識剤、および上記蛍
光標識剤を含む蛍光標識抗体を提供することを解決すべき課題とする。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは上記課題を解決するために鋭意検討した結果、６８０ｎｍ以上という長波
長領域に発光極大波長を有し、かつ高い量子収率を示す、特定の構造を有する化合物を蛍
光標識剤として用いることによって、高感度測定が可能である測定対象物質を測定するた
めのキットを提供できることを見出し、本発明を完成するに至った。
【０００８】
　即ち、本発明によれば、以下の発明が提供される。
［１］　測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と結合した下記式（１）で表され
る化合物；および
上記測定対象物質または上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質、
を有する検出領域を金属膜上に備えた基板；
を含む、測定対象物質を測定するためのキット。
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【化１】

式中、Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル
基、アリール基、ヘテロアリール基、アルコキシ基、アリールオキシ基、アルキルチオ基
、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基を有していてもよい。Ｌ１およびＬ２は
それぞれ独立に式（Ｌ－１）～式（Ｌ－４）の何れかを表す。Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３お
よびＡｒ４はそれぞれ独立にアリール基またはヘテロアリール基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ｘ１およびＸ２はそれぞれ独立にハロゲン原子、アリール基、アル
コキシ基のいずれかを表し、これらは置換基を有していてもよい。但し、Ｒ１１、Ｒ１２

、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは
、親水性部を有しており、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、
Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有す
る。

【化２】

式中、Ｒ１１１～Ｒ１１６はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル基、アリ
ール基、ヘテロアリール基、エテニル基、エチニル基、アミノ基、アシル基、アルコキシ
基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ａは、－Ｏ－、－Ｓ－、または－ＮＨ－を表す。
［２］　親水性部が、ポリエチレングリコール構造、ベタイン構造、アミノ酸構造または
スルホン酸基を有している、［１］に記載のキット。
［３］　生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部が、カルボキシル基、活性エステル、イ
ソチオシアネート、またはマレイミドである、［１］または［２］に記載のキット。
［４］　式（１）中のＡｒ１およびＡｒ２の少なくとも一つが下記式（Ａｒ－１）である
、［１］から［３］の何れか一に記載のキット。
【化３】

式中、Ｒ１２１およびＲ１２２はそれぞれ独立に、ハロゲン原子、アルキル基またはアル
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ていてもよい。ｎは０から４の整数を表し、ｎが２以上の場合には複数のＲ１２２はそれ
ぞれ同一であっても異なるものでもよい。
［５］　式（１）中のＡｒ３およびＡｒ４の少なくとも一つが下記式（Ａｒ－１）である
、［１］から［４］の何れか一に記載のキット。
【化４】

式中、Ｒ１２１およびＲ１２２はそれぞれ独立に、ハロゲン原子、アルキル基またはアル
コキシ基を示し、但し、親水性部、または生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有し
ていてもよい。ｎは０から４の整数を表し、ｎが２以上の場合には複数のＲ１２２はそれ
ぞれ同一であっても異なるものでもよい。
［６］　式（１）で表される化合物の発光極大波長が６００ｎｍ以上である、［１］から
［５］の何れか一に記載のキット。
［７］　上記金属膜が、金を含む金属膜である、［１］から［６］の何れか一に記載のキ
ット。
［８］　上記第一の結合物質が、抗体である、［１］から［７］の何れか一に記載のキッ
ト。
［９］　検出領域は、測定対象物質と結合性を有する第二の結合物質を有し、上記第二の
結合物質が、抗体である、［１］から［８］の何れか一に記載のキット。
［１０］　下記式（１）で表される化合物を少なくとも一種含有する、蛍光標識剤。
【化５】

式中、Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル
基、アリール基、ヘテロアリール基、アルコキシ基、アリールオキシ基、アルキルチオ基
、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基を有していてもよい。Ｌ１およびＬ２は
それぞれ独立に式（Ｌ－１）～式（Ｌ－４）の何れかを表す。Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３お
よびＡｒ４はそれぞれ独立にアリール基またはヘテロアリール基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ｘ１およびＸ２はそれぞれ独立にハロゲン原子、アリール基、アル
コキシ基のいずれかを表し、これらは置換基を有していてもよい。但し、Ｒ１１、Ｒ１２

、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは
、親水性部を有しており、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、
Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有す
る。
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【化６】

式中、Ｒ１１１～Ｒ１１６はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル基、アリ
ール基、ヘテロアリール基、エテニル基、エチニル基、アミノ基、アシル基、アルコキシ
基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ａは、－Ｏ－、－Ｓ－、または－ＮＨ－を表す。
［１１］　［１０］に記載の蛍光標識剤に結合した抗体からなる、蛍光標識抗体。
［１２］　抗体が、アミド結合を介して、［１０］に記載の蛍光標識剤に結合している、
［１１］に記載の蛍光標識抗体。
【発明の効果】
【０００９】
　本発明による測定対象物質を測定するためのキットによれば、高感度の測定が可能であ
る。本発明の蛍光標識剤および蛍光標識抗体は、６８０ｎｍ以上という長波長領域に発光
極大波長を有し、かつ高い量子収率を示す。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】図１は、センサチップの概略図を示す。
【図２】図２は、センサチップの分解図を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１１】
　以下、本発明の実施の形態について詳細に説明する。
　本明細書において「～」を用いて示された数値範囲は、「～」の前後に記載される数値
をそれぞれ最小値および最大値として含む範囲を意味する。
【００１２】
　本発明は、測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と結合した下記式（１）で表
される化合物；および
上記測定対象物質または上記第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質、
を有する検出領域を金属膜上に備えた基板；
を含む、測定対象物質を測定するためのキットに関する。

【化７】

式（１）中の各記号の意味は、本明細書中に定義した通りである。
【００１３】
　通常、親水性基により親水化した蛍光性色素は、水系においては疎水性骨格による凝集
により量子収率（感度）が低下する。本発明において使用する式（１）で表される化合物
においては、Ａｒ３およびＡｒ４がジピロメテン骨格に直交し、分子間の相互作用が低下
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するという特定構造を有することにより、凝集消光を抑制することを通じて、感度の向上
に繋がっているものと推定される。
【００１４】
　本明細書において、アルキル基は、直鎖、分岐鎖、環状またはこれらの組み合わせの何
れでもよく、直鎖または分岐鎖アルキル基の炭素数は好ましくは１～３６であり、より好
ましくは１～１８であり、さらに好ましくは１～１２であり、特に好ましくは１～６であ
る。環状のアルキル基としては、例えば炭素数３～８のシクロアルキルなどが挙げられる
。アルキル基の具体例としては、メチル基、エチル基、ｎ－プロピル基、イソプロピル基
、ｎ－ブチル基、ｉｓｏ－ブチル基、ｓｅｃ－ブチル基、ｔ－ブチル基、ｎ－ペンチル基
、ｎ－ヘキシル基、ｎ－ヘプチル基、ｎ－オクチル基、ｎ－ノニル基、ｎ－デシル基、ｎ
－ウンデシル基、ｎ－ドデシル基、ｎ－トリデシル基、ｎ－テトラデシル基、ｎ－ペンタ
デシル基、ｎ－ヘキサデシル基、ｎ－ヘプタデシル基、ｎ－オクタデシル基、およびシク
ロヘキシル基などが挙げられる。
【００１５】
　本明細書において、アリール基は、炭素数が６～４８のアリール基が好ましく、炭素数
が６～２４のアリール基がより好ましく、炭素数が６～１４のアリール基がさらに好まし
く、例えば、フェニル基、ナフチル基、アントリル基、ピレニル基、フェナントレニル基
、ビフェニル基、フルオレニル基などが挙げられる。
【００１６】
　本明細書において、ヘテロアリール基としては、好ましくは５～７員の置換もしくは無
置換、飽和もしくは不飽和、単環もしくは縮環のヘテロ環基の何れでもよい。ヘテロアリ
ール基は、好ましくは、環構成原子が炭素原子、窒素原子、酸素原子および硫黄原子から
選択され、かつ窒素原子、酸素原子および硫黄原子の何れかのヘテロ原子を少なくとも一
個有するヘテロアリール基であり、さらに好ましくは、炭素数３～３０の５もしくは６員
のヘテロアリール基である。ヘテロアリール基としては、例えば、イミダゾリル基、ピリ
ジル基、キノリル基、フリル基、チエニル基、ベンズオキサゾリル基、インドリル基、ベ
ンズイミダゾリル基、ベンズチアゾリル基、カルバゾリル基、アゼピニル基等が挙げられ
る。
【００１７】
　本明細書において、アシル基としては、好ましくは炭素数２～１５の直鎖、または分岐
アルカノイル基であり、例えば、アセチル基、プロピオニル基、ブチリル基、イソブチリ
ル基、バレリル基、イソバレリル基、ピバロイル基、ヘキサノイル基、ヘプタノイル基、
ベンゾイル基などが挙げられる。
【００１８】
　本明細書において、アルコキシ基としては、好ましくは、炭素数１～２０のアルコキシ
基であり、例えば、メトキシ基、エトキシ基、プロポキシ基、ｎ－ブトキシ基、ペンチル
オキシ基、ヘキシルオキシ基、ヘプチルオキシ基などが挙げられる。
　本明細書において、アリールオキシ基としては、好ましくは炭素数６～１４のアリール
オキシ基であり、例えば、フェノキシ基、ナフトキシ基、アントリルオキシ基などが挙げ
られる。
【００１９】
　アルキルチオ基としては、好ましくは、炭素数１から３０のアルキルチオ基であり、例
えば、メチルチオ基、エチルチオ基、ｎ－ヘキサデシルチオ基等が挙げられる。
　アリールチオ基としては、好ましくは、炭素数６から３０のアリールチオ基であり、例
えば、フェニルチオ基、ｐ－クロロフェニルチオ基、ｍ－メトキシフェニルチオ基等が挙
げられる。
【００２０】
　本明細書において、ハロゲン原子としては、フッ素原子、塩素原子、臭素原子およびヨ
ウ素原子が挙げられる。
【００２１】
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　本明細書において、芳香環とは、ベンゼン環、ナフタレン環、アントラセン環、フェナ
ンスレン環、ピレン環、ペリレン環およびテリレン環等の芳香族炭化水素環；インデン環
、アズレン環、ピリジン環、ピラジン環、ピリミジン環、ピラゾール環、ピラゾリジン環
、チアゾリジン環、オキサゾリジン環、ピラン環、クロメン環、ピロール環、ピロリジン
環、ベンゾイミダゾール環、イミダゾリン環、イミダゾリジン環、イミダゾール環、ピラ
ゾール環、トリアゾール環、トリアジン環、ジアゾール環、インドリン環、チオフェン環
、チエノチオフェン環、フラン環、オキサゾール環、オキサジアゾール環、チアジン環、
チアゾール環、インドール環、ベンゾチアゾール環、ベンゾチアジアゾール環、ナフトチ
アゾール環、ベンゾオキサゾール環、ナフトオキサゾール環、インドレニン環、ベンゾイ
ンドレニン環、ピラジン環、キノリン環およびキナゾリン環等の芳香族ヘテロ環；並びに
フルオレン環およびカルバゾール環等の縮合型芳香環等が挙げられ、炭素数５～１６の芳
香環（芳香環および芳香環を含む縮合環）が好ましい。
　なお、芳香環は置換基を有していてもよく、「芳香環」との用語は、置換基を有する芳
香環、および置換基を有さない芳香環の両方を意味する。芳香環が有する置換基としては
、後記する置換基群Ａに記載の置換基が挙げられる。
【００２２】
　本明細書において、アミノ基としては、アミノ基；モノまたはジメチルアミノ基、モノ
またはジエチルアミノ基並びにモノまたはジ（ｎ－プロピル）アミノ基等のアルキル置換
アミノ基；モノまたはジフェニルアミノ基並びにモノまたはジナフチルアミノ基等の芳香
族残基で置換されたアミノ基；モノアルキルモノフェニルアミノ基等のアルキル基と芳香
族残基が一つずつ置換したアミノ基；ベンジルアミノ基、アセチルアミノ基、フェニルア
セチルアミノ基等が挙げられる。ここで芳香族残基とは、芳香環から水素原子１個を除い
た基を意味し、芳香環は本明細書中上記した通りである。
【００２３】
　Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３が表すアルキル基、アリール基、ヘテロアリール基、アル
コキシ基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、またはアリールチオ基は、置換基を有し
ていてもよく、上記置換基としては、下記の置換基群Ａに記載の置換基が挙げられる。置
換基群Ａの置換基は、置換基群Ａの置換基によりさらに置換されていてもよい。
【００２４】
置換基群Ａ：
スルファモイル基、シアノ基、イソシアノ基、チオシアナト基、イソチオシアナト基、ニ
トロ基、ニトロシル基、ハロゲン原子、ヒドロキシ基、アミノ基、メルカプト基、アミド
基、アルコキシ基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、アリールチオ基、カルバモイル
基、アシル基、アルデヒド基、カルボニル基、アリール基、アルキル基、ハロゲン原子で
置換されたアルキル基、エテニル基、エチニル基、シリル基、およびトリアルキルシリル
基（トリメチルシリル基等）。
【００２５】
　Ｘ１およびＸ２が表すアリール基またはアルコキシ基は、置換基を有していてもよく、
上記置換基としては、置換基群Ａに記載の置換基が挙げられる。
【００２６】
　Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３およびＡｒ４が表すアリール基またはヘテロアリール基は、置
換基を有していてもよく、上記置換基としては、置換基群Ａに記載の置換基が挙げられる
。
　Ｒ１１１～Ｒ１１６が表すアルキル基、アリール基、ヘテロアリール基、エテニル基、
エチニル基、アミノ基、アシル基、アルコキシ基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、
またはアリールチオ基は、置換基を有していてもよく、上記置換基としては、置換基群Ａ
に記載の置換基が挙げられる。
【００２７】
　Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１およびＸ２のうちの
少なくとも一つは、親水性部を有しており、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、
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Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは生体分子と共有結合を形成し
うる捕捉部を有する。
　親水性部は、好ましくは、ポリエチレングリコール構造、ベタイン構造、アミノ酸構造
またはスルホン酸基を有している。
　ポリエチレングリコール構造としては、－（ＣＨ２－ＣＨ２－Ｏ）ｎ－Ｈ（式中、ｎは
１～１０の整数を示す）で示される構造を挙げることができる。
【００２８】
　ベタイン構造としては、アニオン性イオンとカチオン性イオンとが隣接しない位置で共
存するベタイン構造が好ましく、アニオン性イオン部分とカチオン性部分が連結基を介し
て化学結合している。アニオン性イオン部分としては、例えば、カルボン酸イオン（－Ｃ
ＯＯ－）、硫酸イオン（－ＯＳＯ３

－）、スルホン酸イオン（－ＳＯ３
－）、リン酸イオ

ン（－ＯＰＯ３
－－）が挙げられ、カチオン性イオン部分としては、例えば、第４級アン

モニウムイオンなどが挙げられる。また、連結基としては炭素数１～６個のアルキレン基
などが挙げられる。
　アミノ酸構造としては、アミノ酸（アラニン、アルギニン、アスパラギン、アルパラギ
ン酸、システイン、グルタミン、グルタミン酸、グリシン、ヒスチジン、イソロイシン、
ロイシン、リシン、メチオニン、フェニルアラニン、プロリン、セリン、トレオニン、ト
リプトファン、チロシン、バリンなど）に由来する構造、即ち、炭素原子にカルボキシ基
とアミノ基とが結合している構造を挙げることができる。
【００２９】
　生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部は、好ましくは、カルボキシル基、活性エステ
ル、イソチオシアネート、またはマレイミドである。
　活性エステルとしては、－Ｃ（＝Ｏ）－Ｘという化学構造を挙げることができる。Ｘは
、ハロゲン、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド基またはその誘導体、１－ヒドロキシベンゾ
トリアゾール基またはその誘導体、ペンタフルオロフェニル基、パラニトロフェニル基な
どの脱離基を意味するが、これらに限定されない。活性エステルとしては、Ｎ－ヒドロキ
シスクシンイミドエステルが望ましい。
【００３０】
＜式（１）で表される化合物＞
　式（１）中、Ｒ１１、Ｒ１２およびＲ１３はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、
アルキル基、アリール基、ヘテロアリール基、アルコキシ基、アリールオキシ基、アルキ
ルチオ基、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基を有していてもよい。
　Ｒ１１およびＲ１３は、好ましくは、アルキル基を表し、これらは置換基を有していて
もよい。
　Ｒ１１およびＲ１３は、特に好ましくはメチル基を表す。
　Ｒ１２は、好ましくは、アリール基を表し、これは置換基を有していてもよい。
　Ｒ１２は、より好ましくは、置換基を有していてもよいフェニル基を示す。
　Ｒ１２は、さらに好ましくは、生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部（例えば、カル
ボキシル基、活性エステル、イソチオシアネート、またはマレイミドなど）を有するフェ
ニル基、またはフッ素原子で置換されたフェニル基を示す。
【００３１】
　式（１）中、Ｌ１およびＬ２はそれぞれ独立に式（Ｌ－１）～式（Ｌ－４）の何れかを
表す。
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【化８】

式中、Ｒ１１１～Ｒ１１６はそれぞれ独立に水素原子、ハロゲン原子、アルキル基、アリ
ール基、ヘテロアリール基、エテニル基、エチニル基、アミノ基、アシル基、アルコキシ
基、アリールオキシ基、アルキルチオ基、またはアリールチオ基を表し、これらは置換基
を有していてもよい。Ａは、－Ｏ－、－Ｓ－、または－ＮＨ－を表す。
【００３２】
　Ｌ１およびＬ２は、好ましくは、式（Ｌ－１）または式（Ｌ－２）の何れかを表し、よ
り好ましくは、式（Ｌ－１）を表す。
　Ｒ１１１～Ｒ１１６は、好ましくは水素原子である。
【００３３】
　式（１）中、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３およびＡｒ４はそれぞれ独立にアリール基または
ヘテロアリール基を表し、これらは置換基を有していてもよい。
【００３４】
　好ましくは、式（１）中のＡｒ１およびＡｒ２の少なくとも一つが下記式（Ａｒ－１）
で表される基であり、より好ましくは、式（１）中のＡｒ１およびＡｒ２が下記式（Ａｒ
－１）で表される基である。
【化９】

式中、Ｒ１２１およびＲ１２２はそれぞれ独立に、ハロゲン原子、アルキル基またはアル
コキシ基を示し、但し、親水性部、または生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有し
ていてもよい。ｎは０から４の整数を表し、ｎが２以上の場合には複数のＲ１２２はそれ
ぞれ同一であっても異なるものでもよい。
【００３５】
　好ましくは、式（１）中のＡｒ３およびＡｒ４の少なくとも一つが下記式（Ａｒ－１）
で表される基であり、より好ましくは、式（１）中のＡｒ３およびＡｒ４が下記式（Ａｒ
－１）で表される基である。
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【化１０】

式中、Ｒ１２１およびＲ１２２はそれぞれ独立に、ハロゲン原子、アルキル基またはアル
コキシ基を示し、但し、親水性部、または生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部を有し
ていてもよい。ｎは０から４の整数を表し、ｎが２以上の場合には複数のＲ１２２はそれ
ぞれ同一であっても異なるものでもよい。
【００３６】
　式（１）中、Ｘ１およびＸ２はそれぞれ独立にハロゲン原子、アリール基、アルコキシ
基のいずれかを表し、これらは置換基を有していてもよい。
　Ｘ１およびＸ２は、好ましくは、ハロゲン原子、または置換基を有していてもよいアル
コキシ基を表す。
　より好ましくは、Ｘ１およびＸ２はともにハロゲン原子であるか、またはＸ１およびＸ
２はともにポリエチレングリコール構造を有する基で置換されたアルコキシ基を示す。
【００３７】
　式（１）中、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１および
Ｘ２のうちの少なくとも一つは、親水性部を有しており、Ｒ１１、Ｒ１２、Ｒ１３、Ａｒ
１、Ａｒ２、Ａｒ３、Ａｒ４、Ｘ１およびＸ２のうちの少なくとも一つは生体分子と共有
結合を形成しうる捕捉部を有する。
【００３８】
＜式（１）で表される化合物の具体例＞
式（１）で表される化合物の具体例を以下に示す。

【化１１】

【００３９】
　本発明において、式（１）で表される化合物は少なくとも一種使用するが、二種以上の
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式（１）で表される化合物を組み合わせて使用してもよい。
【００４０】
＜式（１）で表される化合物の製造方法＞
　式（１）で表される化合物は、例えば、後記する実施例に示す合成スキームにより製造
することができる。
【００４１】
　一例として、化合物（１）（構造は後記の実施例に記載）の合成の概要を以下に示す。
ジクロロメタン中においてテレフタルアルデヒド酸エチルおよび２，４－ジメチルピロー
ルを混合し、続いて、トリフルオロ酢酸およびクロラニルを加えて攪拌した後、ジイソプ
ロピルエチルアミンを加える。混合物を撹拌した後に、三フッ化ホウ素ジエチルエーテル
錯体を添加し、撹拌する。これにより、化合物（１－Ａ）（構造は後記の実施例に記載）
を得る。
　化合物（１－Ａ）および１，１，１，３，３，３－ヘキサフルオロ－２－プロパノール
を混合し、Ｎ－ヨードスクシンイミド（ＮＩＳ）を添加し、チオ硫酸ナトリウムを加える
ことにより化合物（１－Ｂ）（構造は後記の実施例に記載）を得る。
【００４２】
　化合物（１－Ｂ）、２，４，６－トリメチルベンズアルデヒドおよびトルエンの混合物
に、ピペリジンとパラトルエンスルホン酸を添加して反応させることにより化合物（１－
Ｃ）（構造は後記の実施例に記載）を得る。
　化合物（１－Ｃ）、４－ボロノベンゼンスルホン酸、フッ化セシウムおよびメトキシシ
クロペンタンの混合物にＳＰｈｏｓ　Ｐｄ　Ｇ３を加えて加熱還流した後に、塩酸水溶液
および酢酸エチルを加え、得られた反応液を精製した後、水酸化ナトリウム溶液を加える
ことにより化合物（１－Ｄ）（構造は後記の実施例に記載）を得る。
　化合物（１－Ｄ）に水、ＥＤＣ（１－［３－（ジメチルアミノ）プロピル］－３－エチ
ルカルボジイミド）、およびＮ－ヒドロキシスクシンイミドを添加し、攪拌することによ
り化合物（１）を得ることができる。
【００４３】
　別の例としては、化合物（２）は、後記する実施例における＜合成例２＞の合成スキー
ムに従って、化合物（２－Ａ）、化合物（２－Ｂ）、化合物（２－Ｃ）および化合物（２
－Ｄ）を経由して製造することができる。
【００４４】
　化合物（１）および化合物（２）は、式（１）で表される化合物の定義の範囲内である
。化合物（１）および化合物（２）以外の式（１）で表される化合物についても、反応に
使用する化合物を、所望の式（１）で表される目的化合物に対応する置換基を有する化合
物に置き換えることによって、製造することができる。
【００４５】
＜式（１）で表される化合物の発光極大波長および量子収率＞
　発光極大波長とは、吸収スペクトルにおいて吸光度が最も大きくなる波長のことを表す
。
　式（１）で表される化合物の発光極大波長は、好ましくは６００ｎｍ以上であり、より
好ましくは６４０ｎｍ以上であり、さらに好ましくは６６０ｎｍ以上であり、特に好まし
くは６８０ｎｍ以上であり、最も好ましくは７００ｎｍ以上である。
　式（１）で表される化合物の発光極大波長の上限は特に限定されないが、好ましくは９
００ｎｍ以下であり、より好ましくは８００ｎｍ以下である。
【００４６】
　化合物の発光極大波長は、市販の蛍光分光光度計を使用して測定することができ、例え
ば、島津製作所製の蛍光分光光度計ＲＦ－５３００ＰＣ、浜松ホトニクス社製の絶対ＰＬ
（フォトルミネッセンス）量子収率測定装置Ｃ９９２０－０２を使用して測定することが
できる。
【００４７】
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　量子収率とは、化合物が吸収した光子数に対する蛍光として発光した光子数の割合のこ
とである。
　式（１）で表される化合物が示す量子収率は、好ましくは０．６５以上であり、より好
ましくは０．７以上であり、さらに好ましくは０．７５以上であり、さらに一層好ましく
は０．８以上であり、特に好ましくは０．８５以上である。量子収率の上限は特に限定さ
れないが、一般的には、１．０以下である。
　式（１）で表される化合物の量子収率は、市販の量子収率測定装置を使用して測定する
ことができ、例えば、浜松ホトニクス社製の絶対ＰＬ（フォトルミネッセンス）量子収率
測定装置Ｃ９９２０－０２を使用して測定することができる。
【００４８】
＜測定対象物質＞
　本発明のキットは、測定対象物質を測定するためのキットである。
　測定対象物質は、生体試料中に存在するものでもよい。生体試料としては、測定対象物
質を含む可能性のある試料である限り、特に限定されるものではなく、例えば、生物学的
試料、特には動物（例えば、ヒト、イヌ、ネコなど）の体液（例えば、血液、血清、血漿
、髄液、涙液、汗、尿、膿、鼻水、または喀痰）若しくは排泄物（例えば、糞便）、臓器
、組織、粘膜や皮膚などを挙げることができる。
【００４９】
　測定対象物質としては、特に限定されないが、例えば、コレステロール、ホルモン（ス
テロイドホルモン、ペプチドホルモンなど）、タンパク質、胆汁酸、コルチゾールなどが
挙げられる。測定対象物質としては、特に好ましくは、プロゲステロンまたは甲状腺刺激
ホルモン（ＴＳＨ）を挙げることができる。
【００５０】
（第一の結合物質）
　本発明で用いる第一の結合物質は、測定対象物質と結合性を有する結合物質である。第
一の結合物質としては、抗原、抗体、またはこれらの複合体を使用できるが、これらに限
定されるものではない。好ましくは、第一の結合物質は抗体である。第一の結合物質が抗
体である場合は、測定対象物質と結合性を有する抗体として、例えば、その測定対象物質
によって免疫された動物の血清から調製する抗血清や、抗血清から精製された免疫グロブ
リン画分、その測定対象物質によって免疫された動物の脾臓細胞を用いる細胞融合によっ
て得られるモノクローナル抗体、あるいは、それらの断片［例えば、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆ
ａｂ、Ｆａｂ’、またはＦｖ］などを用いることができる。これらの抗体の調製は、常法
により行なうことができる。さらに、その抗体がキメラ抗体などの場合のように、修飾を
加えられたものでもよいし、また市販の抗体でもよく、あるいは動物血清または培養上清
から公知の方法により調製した抗体でも使用可能である。
【００５１】
＜測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と結合した式（１）で表される化合物＞
　式（１）で表される化合物における生体分子と共有結合を形成しうる捕捉部と、第一の
結合物質（例えば、抗体）とを反応させることにより、第一の結合物質と式（１）で表さ
れる化合物とを結合させることができる。
【００５２】
　例えば、式（１）で表される化合物におけるカルボキシル基を、水溶性カルボジイミド
〔ＷＳＣ〕（例えば、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
塩酸塩〔ＥＤＣ〕など）とＮ－ヒドロキシコハク酸イミド〔ＮＨＳ〕とにより活性エステ
ル化し、次いで活性エステル化したカルボキシル基と、第一の結合物質（抗体など）が有
するアミノ基とを、水溶性カルボジイミドを用いて脱水反応させ固定化させる方法を挙げ
ることができる。あるいは、イソチオシアネートおよびアミノ基をそれぞれ有する第一の
結合物質（抗体など）および式（１）で表される化合物を反応させ固定化する方法；スル
ホニルハライドおよびアミノ基をそれぞれ有する第一の結合物質（抗体など）および式（
１）で表される化合物を反応させ固定化する方法；ヨードアセトアミドおよびチオール基
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をそれぞれ有する第一の結合物質（抗体など）および式（１）で表される化合物を反応さ
せ固定化する方法；ビオチン化された式（１）で表される化合物とストレプトアビジン化
された第一の結合物質（抗体など）（あるいは、ストレプトアビジン化された式（１）で
表される化合物とビオチン化された第一の結合物質（抗体など））とを反応させ固定化す
る方法などが挙げられる。
【００５３】
　測定対象物質と結合性を有する第一の結合物質と結合した式（１）で表される化合物は
、本発明のキットに含まれているが、キットの一部である容器、たとえばカップに含まれ
ている態様が好ましい。この場合、生体試料を、上記容器に注入して混合、攪拌すること
により、生体試料中の測定対象物質と第一の結合物質とを結合させることができる。
【００５４】
＜蛍光標識剤および蛍光標識抗体＞
　上記の通り、式（１）で表される化合物は、抗体などの第一の結合物質に蛍光標識とし
て結合させて使用することができるものであり、式（１）で表される化合物は、蛍光標識
剤として有用である。即ち、本発明によれば、式（１）で表される化合物を少なくとも一
種含有する、蛍光標識剤が提供される。
【化１２】

式（１）中の各記号の意味は、本明細書中に定義した通りである。
　本発明によれば、上記した蛍光標識剤に結合した抗体からなる、蛍光標識抗体が提供さ
れる。好ましくは、抗体は、アミド結合を介して、蛍光標識剤に結合している。
【００５５】
（基板）
　本発明では、高感度な測定を達成するために、後述する表面プラズモン蛍光（ＳＰＦ）
検出を行う測定法を採用することが好ましい。この場合における基板としては、表面に金
属膜を有する基板を使用することが好ましい。金属膜を構成する金属としては、表面プラ
ズモン共鳴が生じ得るようなものであれば特に限定されない。好ましくは金、銀、銅、ア
ルミニウム、または白金等の自由電子金属が挙げられ、特に金が好ましい。金を使用する
場合、後記する検出領域は、金膜上にある。上記の金属は単独または組み合わせて使用す
ることができる。また、上記基板への付着性を考慮して、基板と金属からなる層との間に
クロム等からなる介在層を設けてもよい。金属膜の膜厚は任意であるが、例えば、１ｎｍ
以上５００ｎｍ以下であるのが好ましく、特に１０ｎｍ以上２００ｎｍ以下であるのが好
ましい。５００ｎｍを超えると、媒質の表面プラズモン現象を十分検出することができな
い。また、クロム等からなる介在層を設ける場合、その介在層の厚さは、０．１ｎｍ以上
、１０ｎｍ以下であることが好ましい。
【００５６】
　金属膜の形成は常法によって行えばよく、例えば、スパッタ法、蒸着法、イオンプレー
ティング法、電気めっき法、または無電解めっき法等によって行うことができるが、基板
材質と金属膜との混合層を設けて、金属膜の密着性を良くするためには、スパッタ法によ
り金属膜を作製することが好ましい。この場合、基板材質と金属膜との混合層の厚さは十
分な密着性が確保できれば特に制限はないが、１０ｎｍ以下が好ましい。
【００５７】
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　金属膜は好ましくは基板上に配置されている。ここで、「基板上に配置される」とは、
金属膜が基板上に直接接触するように配置されている場合のほか、金属膜が基板に直接接
触することなく、他の層を介して配置されている場合をも含む。本発明で使用することが
できる基板の材質としては例えば、一般的な光学ガラスの一種であるＢＫ７（ホウ珪酸ガ
ラス）等の光学ガラス、あるいは合成樹脂、具体的にはポリメチルメタクリレート、ポリ
エチレンテレフタレート、ポリカーボネート、またはシクロオレフィンポリマーなどのレ
ーザー光に対して透明な材料からなるものが使用できる。このような基板は、好ましくは
、偏光に対して異方性を示さずかつ加工性の優れた材料が望ましい。
【００５８】
　ＳＰＦ検出のための基板の好ましい態様としては、ポリメチルメタクリレート(ＰＭＭ
Ａ)に金膜を蒸着した基板などを挙げることができる。
【００５９】
　基板は、測定対象物質または第一の結合物質の何れかと結合性を有する第二の結合物質
を有する検出領域を、金属膜上に備えている。
【００６０】
（第二の結合物質）
　第二の結合物質は、測定対象物質と結合性を有する物質であるか、または第一の結合物
質と結合性を有する物質である。定量をサンドイッチアッセイ法で行う場合には、第二の
結合物質として、測定対象物質と結合性を有する物質を使用することができる。定量を競
合法で行う場合には、第二の結合物質として、第一の結合物質と結合性を有する物質を使
用することができる。
【００６１】
　第二の結合物質としては、特に限定されないが、好ましい例としては、抗原、抗体、ま
たはこれらの複合体が挙げられる。第二の結合物質として抗原を用いる場合には、測定対
象物質（これは、第一の結合物質と結合性を有する物質である）あるいはそのハプテンを
使用することが好ましい。第二の結合物質として、測定対象物質あるいはそのハプテンを
使用する場合には、第二の結合物質は、測定対象物質とキャリアとの結合体であることが
好ましい。キャリアとは、測定対象物質の複数の分子が結合可能な物質を意味する。好ま
しいキャリアの一例としては、タンパク質などが挙げられ、その中でも具体的には、ウシ
血清アルブミン等を挙げることができる。
【００６２】
　第二の結合物質として抗体を用いる場合、抗体を基板上にある金属膜上に固定する方法
としては、物理吸着あるいは共有結合による化学結合の何れの原理も採用することが可能
である。また、金属消光を防止する目的で、金属膜上に自己組織化単分子膜（Ｓｅｌｆ－
Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　Ｍｏｎｏｌａｙｅｒ：ＳＡＭ）を形成し、ＳＡＭ膜上に第二の結合
物質を固定したりする方法や、更にこのＳＡＭ上にカルボキシメチルデキストラン（ＣＭ
Ｄ）等の親水性高分子層を設け、その親水性高分子層に第二の結合物質を固定したりする
方法を利用することもできる。
【００６３】
　自己組織化単分子膜（ＳＡＭ）とは、代表的には、アルカンチオール化合物を、金を含
む金属膜表面に接触、放置した際に、アルカンチオ－ル化合物と金を含む表面が反応して
、Ａｕ－Ｓ結合を形成すると共に、アルキル長鎖同士の相互作用によって、金表面に形成
される、高い配向性をもつ単分子膜として知られているもので、表面プラズモン共鳴／蛍
光や、水晶発振子マイクロバランス（ＱＣＭ；Ｑｕａｒｔｚ　Ｃｒｙｓｔａｌ　Ｍｉｃｒ
ｏｂａｌａｎｃｅ）等の分野で広く利用されているものである。
【００６４】
　ＳＡＭの具体例としては、１－ウンデカンチオールや、１０－カルボキシ－１－デカン
チオール、１１－ヒドロキシ－１－ウンデカンチオールからなる膜、あるいはこれらを組
み合わせた膜、などを挙げることができる。
【００６５】
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　上記のＳＡＭ上には、親水性高分子層を設けることが好ましく、この親水性高分子層は
、ＳＡＭ上に２次元構造または３次元構造を形成するために設けるものであり、特に３次
元構造を設ける場合には、第二の結合物質の固定化を、支持体表面の２次元に限定するこ
となく、基板上の金属膜表面から遊離した３次元空間にまで広げられる親水性高分子層の
構造を作製することが可能となる。
【００６６】
　この親水性高分子の具体例としては、ポリサッカライド、ポリエチレングリコール、ポ
リアクリル酸およびポリメタクリル酸からなる群から選択される少なくとも一種の高分子
を挙げることができる。ポリサッカライドとしては、デキストラン、あるいはデキストラ
ン誘導体などの親水性高分子であることが好ましく、カルボキシメチルデキストラン（Ｃ
ＭＤ）などのデキストランで構成された親水性高分子層であることが、生体親和性の向上
や非特異的な吸着反応の抑制性の向上の観点から好ましい。
【００６７】
　第二の結合物質として抗体を用いる場合、この親水性高分子層に固定化する方法として
は、例えば、カルボキシメチルデキストラン（ＣＭＤ）などの反応性官能基を有する高分
子が有するカルボキシル基を、水溶性カルボジイミド（ＷＳＣ）、例えば、１－エチル－
３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）などとＮ－ヒドロ
キシコハク酸イミド（ＮＨＳ）により活性エステル化し、この活性エステル化したカルボ
キシル基と、第二の結合物質である抗体が有するアミノ基とを水溶性カルボジイミドを用
いて脱水反応させ固定化させる方法などが挙げられる。
【００６８】
＜検出領域（テストエリア）＞
　本発明においては、基板上に、測定対象物質の有無を検出する検出領域（テストエリア
）が設けられている。この検出領域では、例えば測定対象物質である抗原を捕まえて、抗
原に結合した標識の量を検出し定量することで、抗原を定量することが可能となる。ある
いは、抗原に結合した標識のみを結合できないようにし、抗原に結合していない標識のみ
を捕獲して、抗原に結合した標識の量を算出する方法により、抗原を定量することが可能
となる。
【００６９】
＜抗体＞
　本発明において、抗体は、その動物種やサブクラス等によらず使用できる。例えば、本
発明に用いることが可能な抗体は、マウス、ラット、ハムスター、ヤギ、ウサギ、ヒツジ
、ウシ、ニワトリなど免疫反応が起こり得る生物に由来する抗体、具体的には、マウスＩ
ｇＧ、マウスＩｇＭ、ラットＩｇＧ、ラットＩｇＭ、ハムスターＩｇＧ、ハムスターＩｇ
Ｍ、ウサギＩｇＧ、ウサギＩｇＭ、ヤギＩｇＧ、ヤギＩｇＭ、ヒツジＩｇＧ、ヒツジＩｇ
Ｍ、ウシＩｇＧ、ウシＩｇＭ、トリＩｇＹ等であり、ポリクローナルまたはモノクローナ
ルのどちらも使用可能である。さらに断片化抗体を使用してもよい。断片化抗体は、少な
くとも１つの抗原結合部位を持つ、完全型抗体から導かれた分子であり、具体的にはＦａ
ｂ、Ｆ（ａｂ’）２等である。これらの断片化抗体は、酵素あるいは化学的処理によって
、もしくは遺伝子工学的手法を用いて得られる分子である。
【００７０】
＜キットの他の要素＞
　本発明のキットは、測定対象物質を測定する方法に用いられるものであり、測定対象物
質がプロゲステロンである場合には、プロゲステロン測定診断用のキットであり、測定対
象物質が甲状腺刺激ホルモン（ＴＳＨ）である場合には、ＴＳＨ測定診断用のキットであ
る。本発明のキットは、測定対象物質の測定を実施するに当たり、測定対象物質と結合性
を有する第一の結合物質と結合した式（１）で表される化合物；および第二の結合物質を
有する検出領域を金属膜上に備えた基板を含むものであるが、表面プラズモン励起装置、
および蛍光測定デバイスなどの、測定対象物質の測定に使用される各種の器材または装置
を含めてもよい。さらに、キットの要素として、既知量の測定対象物質を含む試料、取扱
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説明書などを含めてもよい。
【００７１】
＜競合法＞
　競合法の一例として、プロゲステロンを定量する場合を以下に説明する。プロゲステロ
ン以外の物質を定量する場合も、同様に実施することができる。
　先ず、プロゲステロン・アルブミン結合体が固定化されているプロゲステロン免疫測定
用基板に、プロゲステロンを含む生体試料および蛍光標識抗プロゲステロン抗体を接触さ
せる。その生体試料中にプロゲステロンが存在しない場合には、蛍光標識抗プロゲステロ
ン抗体と、基板上のプロゲステロン（即ち、プロゲステロン・アルブミン結合体中のプロ
ゲステロン）とにより、基板上で抗原抗体反応が起こる。一方、生体試料中にプロゲステ
ロンが存在する場合には、生体試料中のプロゲステロンと蛍光標識抗プロゲステロン抗体
との間で抗原抗体反応が起こり、蛍光標識抗プロゲステロン抗体と、基板上のプロゲステ
ロン（即ち、プロゲステロン・アルブミン結合体中のプロゲステロン）との間の抗原抗体
反応が阻害される。上記の反応が終了した後、基板上のアルブミンに結合しなかった蛍光
標識抗プロゲステロン抗体を除去する。次いで基板上の免疫複合体（即ち、蛍光標識抗プ
ロゲステロン抗体と、基板上のプロゲステロン・アルブミン結合体中のプロゲステロンと
の複合体）の形成の度合いを蛍光強度として検出する。上記により、生体試料中のプロゲ
ステロンの濃度などを測定することができる。
【００７２】
　競合法における蛍光の測定形態は、プレートリーダー測定、あるいはフロー測定のいず
れかの測定を採用することが可能であり、例えば、以下の方法により測定することができ
る。予め、プロゲステロン濃度が異なるプロゲステロン量既知の試料を複数用意し、この
試料および蛍光標識抗プロゲステロン抗体を予め混合する。この混合液を、プロゲステロ
ン・アルブミン結合体が固定化されている領域に接触させる。プロゲステロン・アルブミ
ン結合体が固定化されている領域からの蛍光信号を、特定の時間間隔で混合液が結合体に
接触している間、複数の蛍光信号として測定する。この複数の蛍光信号から、各プロゲス
テロン濃度において、蛍光量の時間変化（傾き）を求める。この時間変化をＹ軸、プロゲ
ステロン濃度をＸ軸としてプロットし、最小二乗法等の適宜ふさわしいフィッティング方
法を用いて、蛍光量の時間変化に対するプロゲステロン濃度の関係式を取得する。このよ
うに取得した関係式に基づき、検査目的とする生体試料を用いた蛍光量の時間変化の結果
を用いて、生体試料に含まれるプロゲステロン量を定量することができる。
【００７３】
　このプロゲステロン量の定量は、短時間で行うことが好ましい。具体的には、１０分以
内に行われることが好ましく、８分以内がより好ましく、更には６分以内で行われること
が好ましい。この定量時間には、最小二乗法等の適宜ふさわしいフィッティング方法を用
いて予め取得した蛍光量の時間変化とプロゲステロン濃度との関係式を利用して、試料お
よび蛍光標識抗プロゲステロン抗体を、プロゲステロン・アルブミン結合体が固定化され
ている検出領域に接触させてから、検査目的とする生体試料を用いた蛍光量の時間変化の
結果を基に生体試料に含まれるプロゲステロン量を換算する時間が含まれていることが好
ましい。
【００７４】
＜サンドイッチ法＞
　サンドイッチ法の一例として、ＴＳＨを定量する場合を以下に説明する。ＴＳＨ以外の
物質を定量する場合も、同様に実施することができる。
　先ず、抗ＴＳＨモノクローナル抗体１が固定化されているＴＳＨ免疫測定用基板に、Ｔ
ＳＨを含む生体試料および蛍光標識抗ＴＳＨ抗体２を接触させる。その生体試料中にＴＳ
Ｈが存在する場合には、あらかじめ蛍光標識した抗ＴＳＨ抗体２と抗原抗体反応したＴＳ
Ｈと、基板上の抗ＴＳＨ抗体１とにより、基板上で抗原抗体反応が起こる。一方、生体試
料中にＴＳＨが存在しない場合には、生体試料と混合した蛍光標識抗ＴＳＨ抗体２と基板
上の抗ＴＳＨ抗体１との間で抗原抗体反応が起こらない。上記の反応が終了した後、基板
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上の抗ＴＳＨ抗体１に結合しなかった蛍光標識抗ＴＳＨ抗体２を除去する。次いで基板上
の免疫複合体（即ち、蛍光標識抗ＴＳＨ抗体２とＴＳＨ、基板上の抗ＴＳＨ抗体１との複
合体）の形成の度合いを蛍光強度として検出する。上記により、測定対象物質の濃度など
を測定することができる。なお、蛍光強度と測定対象物質の濃度は、正の相関関係がある
。
【００７５】
（流路）
　本発明の好ましい態様においては、測定対象物質を含む可能性のある生体試料と、第一
の結合物質と結合した式（１）で表される化合物とを混合した混合液を、基板上に適用し
、流路に展開することができる。流路とは、生体試料と、第一の結合物質と結合した式（
１）で表される化合物とが、検出領域まで流下する通路であれば、特に制限はない。好ま
しい流路の態様としては、第一の結合物質と結合した式（１）で表される化合物を含む生
体試料液を点着する点着口、検出領域としての金属膜、および金属膜を超えて流路が存在
し、生体試料が、金属膜上を通過できる構造を有するものである。好ましくは、金属膜に
対して、点着口とは反対側に、吸引口を設けることができる。
【００７６】
（表面プラズモン蛍光測定）
　本発明における蛍光などの標識の検出方法としては、特に限定されないが、例えば、蛍
光強度を検出することができる機器、具体的には、マイクロプレートリーダー、または表
面プラズモン励起による蛍光検出（ＳＰＦ）を行うためのバイオセンサーなどを用いて蛍
光強度を検出することが好ましい。好ましくは、表面プラズモン共鳴による蛍光検出によ
り、測定対象物質の量に関連した標識情報を取得することができる。
【００７７】
　なお、蛍光の測定の形態は、プレートリーダー測定でもよいし、フロー測定でもよい。
表面プラズモン励起による蛍光検出法（ＳＰＦ法）は、落射励起による蛍光検出法（落射
蛍光法）よりも高感度に測定することができる。
【００７８】
　表面プラズモン蛍光（ＳＰＦ）バイオセンサーとしては、例えば、特開２００８－２４
９３６１号公報に記載されているような、所定波長の励起光を透過させる材料から形成さ
れた光導波路と、この光導波路の一表面に形成された金属膜と、光ビームを発生させる光
源と、上記光ビームを光導波路に通し、上記光導波路と金属膜との界面に対して表面プラ
ズモンを発生させる入射角で入射させる光学系と、上記表面プラズモンによって増強され
たエバネッセント波によって励起されることによって発生する蛍光を検出する蛍光検出手
段とを備えたセンサーを用いることができる。
【００７９】
　表面プラズモン励起による蛍光検出（ＳＰＦ）系は、好ましくは、基板上の金属膜上に
固定化された測定対象物質の量に依存した蛍光物質からの蛍光を検出するアッセイ方法で
あり、例えば、溶液中での反応の進行により、光学的な透明度の変化を濁度として検出す
る、いわゆるラテックス凝集法とは異なる方法である。ラテックス凝集法とは、ラテック
ス試薬中の抗体感作ラテックスと生体試料中の抗原が、抗体反応により結合し凝集するが
、この凝集塊は時間と共に増大し、この凝集塊に近赤外光を照射して得られた単位時間当
たりの吸光度変化から、抗原濃度を定量化する方法である。本発明では、ラテックス凝集
法に比べて、非常に簡便な測定対象物質の検出方法を提供できる。
【００８０】
　以下に、本発明の実施例を挙げて本発明をさらに具体的に説明する。なお、以下の実施
例に示される材料、使用量、割合、処理内容、処理手順等は、本発明の趣旨を逸脱しない
限り適宜変更することができる。したがって、本発明の範囲は以下に示す具体例により限
定的に解釈されるべきものではない。以下の化学式においてＥｔはエチルを示す。
【実施例】
【００８１】
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【００８２】
＜合成例１＞
【化１４】

【００８３】
　１００ｍＬ三ツ口フラスコに、窒素雰囲気下、テレフタルアルデヒド酸エチル１．０７
ｇおよびジクロロメタン５０ｍＬを導入し、室温で撹拌した。水冷しながら２，４－ジメ
チルピロール１．１４ｇを滴下し、続いて、トリフルオロ酢酸を５滴加えた後、室温で１
時間撹拌した。水冷しながらクロラニル２．９４ｇを加え、室温で１時間撹拌した後、水
冷しながらジイソプロピルエチルアミン（ＮｉＰｒ２Ｅｔ）５．４３ｇを滴下し、室温で
３０分間撹拌した。続いて、水冷しながら三フッ化ホウ素ジエチルエーテル錯体８．２９
ｍＬを滴下し、室温で１時間撹拌した。蒸留水１００ｍｌを加え、抽出・分液して得られ
た有機層を無水硫酸ナトリウムで予備乾燥した後、減圧濃縮した。この粗生成物をシリカ
ゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒：ヘキサン／酢酸エチル）で精製した後、メタ
ノールで再結晶することにより、化合物（１－Ａ）を１．０２ｇ得た。化合物（１－Ａ）
をＥＳＩ－ＭＳにより同定した。その結果を以下に示す。
　ＥＳＩ－ＭＳ：［Ｍ＋Ｈ］＋＝３９７
【００８４】
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【化１５】

【００８５】
　３００ｍＬ三ツ口フラスコに、化合物（１－Ａ）を２．６３ｇ、および１，１，１，３
，３，３－ヘキサフルオロ－２－プロパノール６０ｍＬを導入し、室温で撹拌した。Ｎ－
ヨードスクシンイミド（ＮＩＳ）３．６０ｇを導入し、室温で１時間半撹拌した。反応液
を減圧濃縮した後、チオ硫酸ナトリウム水溶液５０ｍＬ（チオ硫酸ナトリウム１０ｇ溶解
）、および塩化メチレン１００ｍＬを加え、抽出・分液して得られた有機層を無水硫酸ナ
トリウムで予備乾燥した後、減圧濃縮した。この粗生成物をエタノールで再結晶すること
により、化合物（１－Ｂ）を３．２７ｇ得た。化合物（１－Ｂ）をＥＳＩ－ＭＳにより同
定した。その結果を以下に示す。
　ＥＳＩ－ＭＳ：［Ｍ＋Ｈ］＋＝６４８
　１００ｍＬのフラスコに化合物（１－Ｂ）０．３７ｇ、２,４，６－トリメチルベンズ
アルデヒド０．５９ｇおよびトルエン５０ｍＬを加え、そこにピペリジン５ｍＬとパラト
ルエンスルホン酸ひとかけらを添加して、オイルバスで３時間還流させた。反応液を減圧
濃縮して得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒：ヘキサン
／酢酸エチル）で精製した後、メタノールで再結晶することにより、化合物（１－Ｃ）を
０．４０ｇ得た。化合物（１－Ｃ）をＥＳＩ－ＭＳにより同定した。その結果を以下に示
す。
　ＥＳＩ－ＭＳ：［Ｍ＋Ｈ］＋＝９０９
【００８６】

【化１６】

【００８７】
　１００ｍＬ三ツ口フラスコに、化合物（１－Ｃ）を５００ｍｇ、４－ボロノベンゼンス
ルホン酸１０００ｍｇ、フッ化セシウム１１５２．２ｍｇ、およびメトキシシクロペンタ
ン２６ｍＬを導入し、室温で撹拌しながら、減圧脱気後、窒素雰囲気にした。ここに、Ｓ
Ｐｈｏｓ　Ｐｄ　Ｇ３（Ａｌｄｒｉｃｈ製）３２２ｍｇを加え、１時間加熱還流した。１
ｍｏｌ／Ｌ塩酸水溶液１００ｍＬ、および酢酸エチル１００ｍＬを加え、得られた反応液
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を減圧濃縮して得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒：メ
タノール／ジクロロメタン）で精製した。精製後、１ｍｏｌ／Ｌ水酸化ナトリウムの水／
エタノール（ＥｔＯＨ）（１／１）溶液を１０ｍＬ加え、１時間攪拌後、エタノールで洗
浄し、化合物（１－Ｄ）を３１ｍｇ得た。化合物（１－Ｄ）をＥＳＩ－ＭＳにより同定し
た。その結果を以下に示す。
　ＥＳＩ－ＭＳ：［Ｍ－Ｈ］－＝９３９
【００８８】
　１００ｍＬフラスコに化合物（１－Ｄ）３０ｍｇ、水１０ｍＬを加え、そこにＥＤＣ（
１－［３－（ジメチルアミノ）プロピル］－３－エチルカルボジイミド）を１０ｍｇ、Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミドを１０ｍｇ添加し、１時間攪拌した。得られた反応液を減圧
濃縮して得られた粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開溶媒：メタノー
ル／ジクロロメタン）で精製し、化合物（１）を５ｍｇ得た。化合物（１）をＥＳＩ－Ｍ
Ｓにより同定した。その結果を以下に示す。
　ＥＳＩ－ＭＳ：［Ｍ－Ｈ］－＝１０３６
【００８９】
＜合成例２＞
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【化１７】

【００９０】
　合成例１と同様に、使用する原料を変えて化合物（２－Ｅ）を合成した。化合物（２－
Ｅ）をＥＳＩ－ＭＳにより同定した。その結果を以下に示す。
　ＥＳＩ－ＭＳ：［Ｍ－Ｈ］－＝８９３
　５０ｍＬフラスコに、化合物（２－Ｅ）を１００ｍｇ測りとり、塩化メチレン３ｍＬに
溶解し、三塩化アルミニウム６４ｍｇを加え、３０分間加熱還流した。その後、室温へ戻
し、トリエチレングリコールモノメチルエーテル１ｍＬを加え、３０分間反応させた。反
応終了後、減圧濃縮した後、この粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（展開
溶媒：ヘキサン／酢酸エチル）で精製した後、メタノール／塩化メチレンで再結晶するこ
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とにより、化合物（２）を３２ｍｇ得た。化合物（２）をＥＳＩ－ＭＳにより同定した。
その結果を以下に示す。
　ＥＳＩ－ＭＳ：［Ｍ－Ｈ］－＝１１８１
【００９１】
＜比較化合物＞
　比較化合物は、特表２０１２－５１３９７４号公報に記載の方法に準じて合成した。
【００９２】
＜１＞蛍光色素溶液の発光極大波長および量子収率の評価
　上記で合成した蛍光色素（化合物（１）、化合物（２）、および比較化合物）をリン酸
緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）溶液に溶解し、発光極大波長および量子収率の評価を行った。
発光極大波長の測定には島津製作所製の蛍光分光光度計ＲＦ－５３００ＰＣを使用し、浜
松ホトニクス社製の絶対ＰＬ（フォトルミネッセンス）量子収率測定装置Ｃ９９２０－０
２を使用して量子収率の評価を行った。励起波長は、各化合物の最大吸収波長より５０ｎ
ｍ短い波長を用いて測定を行った。発光極大波長および量子収率の評価基準を以下に示す
。評価の結果を表１に示す。
【００９３】
（発光極大波長）
Ｓ：７００ｎｍ以上
Ａ：６８０ｎｍ以上７００ｎｍ未満
Ｂ：６６０ｎｍ以上６８０ｎｍ未満
Ｃ：６４０ｎｍ以上６６０ｎｍ未満
Ｄ：６００ｎｍ以上６４０ｎｍ未満
Ｅ：６００ｎｍ未満
【００９４】
（量子収率）
Ｓ：０．８５以上
Ａ：０．８以上 ０．８５未満
Ｂ：０．７５以上 ０．８未満
Ｃ：０．７以上 ０．７５未満
Ｄ：０．６５以上 ０．７未満
Ｅ：０．６５未満
【００９５】
＜２＞蛍光標識抗体の評価
＜実施例１：競合法によるプロゲステロン評価＞
（蛍光標識抗体の作製）
　上記で合成した化合物（１）の０．０３ｍｍｏｌ／Ｌ水溶液３００μＬに、５０ｍｍｏ
ｌ／ＬのＭＥＳ（２－モルホリノエタノスルホン酸、同仁化学研究所社製）緩衝液（ｐＨ
６．０）を３００μＬ、その後、０．５ｍｇ／ｍＬの抗プロゲステロンモノクローナル抗
体（ＧｅｎｅＴｅｘ社製）を３００μＬ添加し、室温で１．５時間撹拌した。その後、Ｓ
ｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５（ＧＥヘルスケア社製）によりゲルカラム精製を行い、凍結乾
燥し、蛍光標識抗体を得た。
【００９６】
（基板作製）
　プロゲステロン－ＢＳＡ結合体（ＢＩＯ－ＲＡＤ社製）１５０μｇを、５０ｍｍｏｌ／
Ｌ濃度のクエン酸緩衝液１ｍＬ（ｐＨ５．２、１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　ＮａＣｌ）に添加し
て溶解させ、クエン酸緩衝液の溶液を得た。ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）の基
体（三菱レイヨン（株）社製、アクリペット（登録商標）ＶＨ）を準備し、スパッタ法に
より、厚さ５０ｎｍの金膜を片面に蒸着し７ｍｍの幅に裁断して、同じ基板を７枚作製し
た。この基板の金蒸着面上に、調製したプロゲステロン－ＢＳＡ結合体のクエン酸緩衝液
による溶液を点着して乾燥させ、プロゲステロン－ＢＳＡ結合体を固定化した基板を作製
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した。調製した基板を、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０（ポリオキシエチレン（２０）ソル
ビタンモノラウラート、和光純薬社製）を０．０５質量％の濃度で含むＰＢＳ溶液（ｐＨ
７．４）を予め調製し、この溶液３００μＬを用いて３回繰り返し洗浄した。洗浄終了後
、金蒸着膜上のプロゲステロン－ＢＳＡ結合体の未吸着部分のブロッキングを行うため、
１質量％カゼイン（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社製）を含むＰＢＳ溶液（ｐＨ
７．４）を３００μＬ添加し、１時間、室温で静置した。上記の洗浄用溶液で洗浄後、安
定化剤としてＩｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｓｔａｂｉｌｉｚｅｒ（ＡＢＩ社製）３００μＬ
を添加し、室温で３０分間放置し、溶液を除去して乾燥機を用いて水分を完全に取り除き
、評価用基板を作製した。
【００９７】
（センサチップの作製）
　特開２０１０－１９０８８０号公報の第２の実施形態の構成となるように、流路型セン
サチップを作製した。その概略図を図１および図２に示した。図１は、センサチップ１の
概略図であり、図２は、センサチップ１の分解図である。センサチップ１は、上部部材２
、中間部材３および基板４から構成されている。上部部材２には、第一の容器５および第
二の容器６が設けられている。なお、第一の容器５および第二の容器６を併せて、容器群
７と称する。基板４には、流路１０が形成されており、流路１０の上には、検出領域８お
よび参照領域９が形成されている。
【００９８】
（プロゲステロン評価）
　上記で調整した蛍光標識抗体を用い、ＩＭＭＵＮＯ　ＡＵ１０Ｖ（富士フイルム社製）
にてプロゲステロンの測定を実施した。３０．０ｎｇ／ｍＬのプロゲステロンを含む試料
を用意した。次に、上記で調製した蛍光標識した抗プロゲステロン抗体と試料の混合液を
作製した時点での、抗プロゲステロン抗体量とプロゲステロン量が１０対１になるよう調
整し、蛍光標識抗体と試料との混合液を１０分間攪拌しながら調製した。次に、上記で作
製した基板を封入した流路型センサチップに蛍光標識抗体と試料との混合液をそれぞれ点
着した。点着後、ポンプ吸引を行いながら混合液を１０μＬ／ｍｉｎの速度で流下させ、
プロゲステロン－ＢＳＡ結合体を固定した金膜面上に接触させてから、蛍光強度を１．５
分間継続して測定した。基板において得られた蛍光強度の単位時間における増加速度を蛍
光シグナル値として求め、相対蛍光シグナル量を比較した。算出に用いた計算式と評価基
準を以下に示す。評価の結果を表１に示す。
相対蛍光シグナル値＝（各蛍光標識抗体を用いたときの蛍光シグナル値）／（比較例１で
作製した蛍光標識抗体を用いたときの蛍光シグナル値）
【００９９】
（相対蛍光シグナル値）
Ｓ：２．０以上
Ａ：１．８以上　２．０未満
Ｂ：１．６以上　１．８未満
Ｃ：１．４以上　１．６未満
Ｄ：１．１以上　１．４未満
Ｅ：１．１未満
【０１００】
＜実施例２：競合法によるプロゲステロン評価＞
　実施例１の蛍光標識抗体の作製において、化合物（１）の代わりに化合物（２）を用い
、０．０６ｍｍｏｌ／Ｌ溶液１５０μＬに、５０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ（２－モルホリノ
エタノスルホン酸、同仁化学研究所社製）緩衝液（ｐＨ６．０）を３００μＬ、そこに０
．０６ｍｍｏｌ／ＬのＥＤＣ水溶液（１－［３－（ジメチルアミノ）プロピル］－３－エ
チルカルボジイミド）を１５０μＬ加え、０．５ｍｇ／ｍＬの抗プロゲステロンモノクロ
ーナル抗体（ＧｅｎｅＴｅｘ社製）を３００μＬ添加し、室温で１．５時間撹拌した。そ
の後、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５（ＧＥヘルスケア社製）によりゲルカラム精製を行い
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、凍結乾燥し、蛍光標識抗体を得た。得られた蛍光標識抗体を使用し、実施例１に記載の
方法で評価を実施した。評価の結果を表１に示す。
【０１０１】
＜比較例１：競合法によるプロゲステロン評価＞
　化合物（２）の代わりに比較化合物を使用すること以外は、実施例２と同様の方法で評
価を実施した。評価の結果を表１に示す。
【０１０２】
＜実施例３：サンドイッチ法によるＴＳＨ評価＞
（蛍光標識抗体の作製）
　上記で合成した化合物（１）の０．０３ｍｍｏｌ／Ｌ水溶液３００μＬに、５０ｍｍｏ
ｌ／ＬのＭＥＳ（２－モルホリノエタノスルホン酸、同仁化学研究所社製）緩衝液（ｐＨ
６．０）を３００μＬ、その後、０．５ｍｇ／ｍＬの抗ＴＳＨモノクローナル抗体（Ｍｅ
ｒｉｄｉａｎ　ｌｉｆｅ　ｓｃｉｅｎｃｅ社製：Ａｎｔｉ－ＴＳＨ　Ｍａｂ　ＭＡＴ０４
－４１０）を３００μＬ添加し、室温で１．５時間撹拌した。その後、Ｓｅｐｈａｄｅｘ
　Ｇ－２５（ＧＥヘルスケア社製）によりゲルカラム精製を行い、凍結乾燥し、蛍光標識
抗体を得た。
【０１０３】
（基板作製）
　ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）の基体（三菱レイヨン（株）社製、アクリペッ
ト（登録商標）ＶＨ）を準備し、スパッタ法により、厚さ４５ｎｍの金膜を片面に蒸着し
７ｍｍの幅に裁断して、同じ基板を７枚作製した。この基板の金蒸着面上に、１－Ｕｎｄ
ｅｃａｎｔｈｉｏｌ（和光純薬工業株式会社製３２３－７８５１２ ）および、末端にヒ
ドロキシ基を持つアルカンチオールである１１－Ｈｙｄｒｏｘｙ－１－ｕｎｄｅｃａｎｅ
ｔｈｉｏｌ（株式会社　同仁化学研究所Ｈ３３７）を９９対１の重量比で混合して作成し
た１ｍｍｍｏｌ／Ｌの濃度の溶液を用いて金蒸着面上に添加し、１６時間静置することで
自己組織化膜を形成した。その後混合溶液を除去し、ヘキサン１００μＬにて３回・超純
水１００μＬにて１回洗浄後乾燥した。調製した抗ＴＳＨモノクローナル抗体１（Ｍｅｄ
ｉｘ社製、５４０９）を含む液（濃度：１０μｇ／ｍＬ　ｉｎ　１５０ｍｍｏｌ／Ｌ　Ｎ
ａＣｌ）を上記のように形成した自己組織化膜上に点着して１時間静置した後に乾燥させ
、抗ＴＳＨ抗体を固定化した基板を作製した。調製した基板を、Ｔｗｅｅｎ（登録商標）
２０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウラート、和光純薬社製）を０．０
５質量％の濃度で含むＰＢＳ溶液（ｐＨ７．４）を予め調製し、この溶液３００μＬを用
いて３回繰り返し洗浄した。洗浄終了後、金膜上の抗ＴＳＨ抗体の未吸着部分のブロッキ
ングを行うため、１質量％カゼイン（Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社製）を含む
ＰＢＳ溶液（ｐＨ７．４）を３００μＬ添加し、１時間、室温で静置した。上記の洗浄用
溶液で洗浄後、安定化剤としてＩｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｓｔａｂｉｌｉｚｅｒ（ＡＢＩ
社製）３００μＬを添加し、室温で３０分間放置し、溶液を除去して乾燥機を用いて水分
を完全に取り除き、評価用基板を作製した。
【０１０４】
（センサチップの作製）
　特開２０１０－１９０８８０号公報の第２の実施形態の構成となるように、流路型セン
サチップを作製した。その概略図を図１および図２に示した。図１は、センサチップ１の
概略図であり、図２は、センサチップ１の分解図である。センサチップ１は、上部部材２
、中間部材３および基板４から構成されている。上部部材２には、第一の容器５および第
二の容器６が設けられている。なお、第一の容器５および第二の容器６を併せて、容器群
７と称する。基板４には、流路１０が形成されており、流路１０の上には、検出領域８お
よび参照領域９が形成されている。
【０１０５】
（被検試料の準備）
　被検試料として、イヌ血清を使用した。イヌ血清は、北山ラベスから購入した東洋ビー
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【０１０６】
（ＴＳＨ評価）
　上記で調製した蛍光標識抗体を用い、ＩＭＭＵＮＯ　ＡＵ１０Ｖ（富士フイルム社製）
にてＴＳＨの測定を実施した。上記で準備した被検試料（イヌ血清）１００μＬと、蛍光
標識した抗ＴＳＨ抗体との混合液を調製し、この混合液を１０分間攪拌した。次に、上記
で作製した基板を封入した流路型センサチップに蛍光標識抗体と被検試料との混合液をそ
れぞれ点着した。点着後、ポンプ吸引を行いながら混合液を１０μＬ／ｍｉｎの速度で流
下させ、抗ＴＳＨ抗体を固定した金膜面上に接触させてから、蛍光強度を１．５分間継続
して測定した。基板において得られた蛍光強度の単位時間における増加速度を蛍光シグナ
ル値として求め、相対蛍光シグナル量を比較した。算出に用いた計算式と評価基準を以下
に示す。評価の結果を表１に示す。
相対蛍光シグナル値＝（各蛍光標識抗体を用いたときの蛍光シグナル値）／（比較例２で
作製した蛍光標識抗体を用いたときの蛍光シグナル値）
【０１０７】
（相対蛍光シグナル値）
Ｓ：２．０以上
Ａ：１．８以上　２．０未満
Ｂ：１．６以上　１．８未満
Ｃ：１．４以上　１．６未満
Ｄ：１．１以上　１．４未満
Ｅ：１．１未満
【０１０８】
＜実施例４：サンドイッチ法によるＴＳＨ評価＞
　実施例３の蛍光標識抗体の作製において、化合物（１）の代わりに化合物（２）を用い
、０．０６ｍｍｏｌ／Ｌ水溶液１５０μＬに、５０ｍｍｏｌ／ＬのＭＥＳ（２－モルホリ
ノエタノスルホン酸、同仁化学研究所社製）緩衝液（ｐＨ６．０）を３００μＬ、そこに
０．０６ｍｍｏｌ／ＬのＥＤＣ水溶液（１－［３－（ジメチルアミノ）プロピル］－３－
エチルカルボジイミド）を１５０μＬ加え、０．５ｍｇ／ｍＬの抗ＴＳＨモノクローナル
抗体（Ｍｅｒｉｄｉａｎ　ｌｉｆｅ　ｓｃｉｅｎｃｅ社製：Ａｎｔｉ－ＴＳＨ　Ｍａｂ　
ＭＡＴ０４－４１０）を３００μＬ添加し、室温で１．５時間撹拌した。その後、Ｓｅｐ
ｈａｄｅｘ　Ｇ－２５（ＧＥヘルスケア社製）によりゲルカラム精製を行い、凍結乾燥し
、蛍光標識抗体を得た。得られた蛍光標識抗体を使用し、実施例１に記載の方法で評価を
実施した。評価の結果を表１に示す。
【０１０９】
＜比較例２：サンドイッチ法によるＴＳＨ評価＞
　化合物（２）の代わりに比較化合物を使用すること以外は、実施例４と同様の方法で評
価を実施した。評価の結果を表１に示す。
【０１１０】
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【表１】

【０１１１】
　本発明による化合物（１）または化合物（２）を用いた場合に、量子収率が高く、相対
蛍光シグナルが比較化合物に比べて高く、高感度で測定対象物質を検出できることが分か
る。
【符号の説明】
【０１１２】
１　センサチップ
２　上部部材
３　中間部材
４　基板
５　第一の容器
６　第二の容器
７　容器群
８　検出領域
９　参照領域
１０　流路
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