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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　過酸化物化合物またはその遊離基の水溶液または水－有機混合溶液を化学発光剤と接触
させ、前記化学発光剤と検知される過酸化物化合物またはその遊離基とが反応することに
よって生じる化学発光を検知することを含んでなる過酸化物化合物またはその遊離基の存
在を検知する方法であって、
　前記化学発光剤は、構造式
【化１】

によって定められる化学発光化合物を含み、
　ここで、Ｃ*はｓｐ２配位結合炭素原子であり、
　Ａは、構造式
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【化２】

によって定められ、Ｒ12、Ｒ13、Ｒ14、Ｒ15、Ｒ16、Ｒ17、Ｒ18及びＲ19は、置換または
非置換の、水素、アルキル、アルコキシ、アリール、アルキルアリール、ヘテロアリール
、ヘテロアルコキシ、アルデヒド、ケト、アミノ、ニトロ、ハロ、スルフェイト、スルフ
ォニル、カルボキシ、カルボキシエステル、リン酸塩、フォスフォエステルからなる群か
ら独立して選ばれ、
　ＺはＯであり、
　Ｑは、過酸化物または過酸化物状化合物の存在下で化学発光性を呈する化合物を生成す
る水溶液または水－有機混合溶液下の脱離基であり、次の（１）から（１１）からなる群
から選ばれ、
　（１）窒素原子で前記Ｃ*に結合される任意に置換された複素環式アリール基
　ここで、前記複素環式アリール基は、イミダゾール、オキサゾール、チアゾール、ピラ
ゾール、ピリミジン、プリン、キノリン、イソキノリン、ピロール、インドール、ピリジ
ン、テトラゾール、トリアゾール及びカルバゾールの中から選ばれる。
　（２）Ｏ－Ｎ＝Ｃ（ＣＮ）－ＣＯ－Ｒ3

　ここで、Ｒ3は、（Ｃ1-5）アルコキシ、置換（Ｃ1-5）アルコキシ、スルフィドリル、
（Ｃ1-5）アルキルまたは置換（Ｃ1-5）アルキルである。
　（３）構造式
【化３】

　（４）構造式
【化４】

　（５）構造式
【化５】

　（６）構造式
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【化６】

　（７）構造式
【化７】

　（８）構造式
【化８】

　（９）構造式

【化９】

　（１０）構造式
【化１０】

　（１１）構造式
【化１１】

　前記化学発光化合物が、検知される過酸化物化合物またはその遊離基と反応することに
よって生じる化学発光を検知することを特徴とする過酸化物化合物またはその遊離基の存
在を検知する方法。
【請求項２】
　Ｑが、窒素原子で前記Ｃ*に結合される任意に置換された、イミダゾール、オキサゾー
ル、チアゾール、ピラゾール、ピリミジン、プリン、キノリン、イソキノリン、ピロール
、インドール、ピリジン、テトラゾール、トリアゾールまたはカルバゾール基であること
を特徴とする請求項１に記載の方法。
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【請求項３】
　Ｑが、窒素原子で前記Ｃ*に結合されるイミダゾールまたは窒素原子で前記Ｃ*に結合さ
れる置換イミダゾールであることを特徴とする請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　ＱがＯ－Ｎ＝Ｃ（ＣＮ）－ＣＯ－Ｒ3であり、ここでＲ3がアルコオキシ、置換アルコオ
キシ、サルフヒドリル、アルキルまたは置換アルキル基であることを特徴とする請求項１
に記載の方法。
【請求項５】
　前記脱離基が、構造式
【化１２】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記脱離基が、構造式
【化１３】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記脱離基が、構造式

【化１４】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記脱離基が、構造式

【化１５】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記脱離基が、構造式
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【化１６】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　前記脱離基が、構造式
【化１７】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　前記脱離基が、構造式

【化１８】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記脱離基が、構造式
【化１９】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記脱離基が、構造式
【化２０】

で表わされることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　遊離基が超酸化物、水酸化物基、ヒドロ過酸化物基の中から選ばれることを特徴とする
請求項１に記載の方法。
【請求項１５】
　検知される過酸化物化合物またはその遊離基が過酸化水素、過酸化水素から誘導された
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アニオン、過酸またはヒドロ過酸化物であることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記過酸化物化合物は過酸化水素を含み、前記過酸化水素は、存在不存在が決定される
検体と過酸化水素を生成する反応物との間の反応生成物であることを特徴とする請求項１
に記載の方法。
【請求項１７】
　前記過酸化物化合物又はその遊離基の濃度を減少させる検体の存在不存在の検量を含ん
でいることを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　検体の存在不存在の競合結合検量であり、検体の結合相手が酵素、酵素の基材または前
記化学発光化合物のいずれかひとつに共役であることを特徴とする請求項１に記載の方法
。
【請求項１９】
　検体が前記過酸化物化合物又はその遊離基の濃度を減少させる酵素性反応の基材である
ことを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　検体の存在または量の競合結合検量であり、標本検体が競合結合反応剤と競合して結合
相手に結合し、競合結合反応剤が酵素、酵素の基材または前記化学発光化合物のいずれか
に対して共役であり、それにより検体が増量すると酵素、酵素の基材または前記化学発光
化合物のいずれかに共役する競合結合反応剤が減量して競合結合反応剤の共役が減少し、
それによって化学発光反応を生じるのに利用される過酸化物化合物またはその遊離基の濃
度が増加することを特徴とする請求項１８に記載の方法。
【請求項２１】
　過酸化水素または過酸化物化合物を直接または間接的に作り出す化学発光酵素を用いて
、検出及び／又は測定することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２２】
　過酸化水素または過酸化物化合物を消費する化学発光酵素を用いて、検出及び／又は測
定することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【請求項２３】
　過酸化水素または過酸化物化合物を直接または間接的に生成または消費する酵素を用い
て、抗原、タンパク質受容体、核酸、ポリサッカライド及びバイオポリマーを検出及び／
又は測定することを特徴とする請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の背景】
この発明は、検量値を検出するためのシステムに関し、例えば結合反応検量値を得るため
に、化学発光量を検出するシステムに関する。従来混合物中における検体の存在を確認ま
たは定量するために、様々な試薬や測定方法が用いられてきた。例えば様々な検量が、あ
る検体と反応または、結合する結合相手となるものに依存して行なわれてきた。結合現象
は、いろいろな方法で検出される。検出可能な標識となる試薬がよく用いられる。免疫学
的検量と品種改良のための検量は、そのような標識試薬を用いる代表例である。これらの
検量は、ラジオアイソトープ、コロイド状の金、酵素など異種の標識を用いて、光を発生
または吸収するような化合物を応用する。酵素系標識の利点は、その触媒的機能にある。
単一の酵素分子が触媒的に作用し、検出可能な多種類の分子を発生させる。
【０００２】
二種類の活性アクリジ・カルボキシル酸が既に開示されている。ハロゲン化アクリジ・カ
ルボニルとアクリジ・カルボキシル酸の無水化カルボキシル酸である。９－アクリジニパ
ーカルボキシル酸は、過酸化物、ピリジン、９－塩化アクリジ・カルボニルの反応生成物
として、１９６５年に初めて開示された。著者はＲａｕｈｕｔ，Ｓｈｅｅｈａｎらである
。Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｙａｎａｍｉｄ（Ｒａｕｈａｔ，Ｍ．Ｍ．；Ｓｈｅｅｈａｎ，Ｄ
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．，Ｃｌａｒｋｅ，Ｒ．Ａ．；Ｒｏｂｅｒｔｓ，Ｂ．Ｇ．；ａｎｄ　Ｓｅｍｓｅｌ，Ａ．
Ｍ．；Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３０，ｐｐ．３５
８７－３５９２（１９６５）本書においては、専ら９－塩化カルボニル－１０－塩化メチ
ルアクリジニウムの化学発光に焦点をおいて記述しており、以下のことには言及していな
い。上記の反応が化学発光を呈するのであり、アクリダンが反応生成物である。化学発光
のスペクトルが、アクリダンを発生源として密接に結びついているということについては
、明らかにしていない。
【０００３】
ＵＳＰ．Ｎｏ．３，５５２，７９１およびＮｏ．３，５３９，５７４は、この研究に基づ
く。ＵＳＰ．Ｎｏ．３，５５２，７９１においては、９－塩化アクリジ・カルボニルがＳ
ａｍｄａｈｌ　ａｎｄ　Ｗｅｉｄｅｒ（Ｓａｍｄａｈｌ　ａｎｄ　Ｗｅｉｄｅｒ，　Ｂｕ
ｌｌ．Ｓｏｃ．Ｃｈｉｍ．（５），２，２００８（１９３５））によって、初めて分離さ
れたと述べている。しかし、この研究においては、化学発光であるということが確認され
ていない。このように９－塩化アクリジ・カルボニルが９－アクリジ・カルボキシル酸か
らの最初の活性誘導体である。しかし、これは水中で非常に安定というわけではなく、診
断用の検量に適切な試薬とは期待しがたい。
【０００４】
上記二件のＵＳＰにおいては、９－アクリジ・カルボキシル酸からの酸塩化誘導体の他に
、臭化物および弗化物もクレームされている。これら化合物の誘導体および、これら全て
の化合物におけるアクリジ・リングの置換物についてもクレームされている。これらの誘
導体の内、僅かのもの（例えば弗化物および、たぶん立体異方性の無水物）は、水性溶媒
中でいくらか安定と期待される。これら化合物の意図した主な用途は、他の光源に支障が
あって使えない状況下で、光源として使うことである。シアルーメ（Ｃｙａｌｕｍｅ）発
光片は、この研究に基づくひとつの産物である。しかし、彼らはアクリジ・カルボキシル
酸よりも、むしろシュウ酸誘導体の方を、収量を得やすいので用いたと思われる。
【０００５】
これら特許、文献のどちらにおいても、これらの化合物を分析的試薬として用いるという
記述はない。化学発光が過酸化水素の濃度に比例するという議論がされていない。事実、
化学発光を発生させるのに使われた、過酸化水素の濃度は、概して５０ｍＭよりも大で、
診断用検量に必要な濃度よりはるかに高濃度である。酵素の活性を測定するのに使える可
能性について、何ら議論されていなかった。彼らは、水性溶媒中でこれらの誘導体の安定
性が欠如していることに特に注目し、次のように述べている。「もし、アクリジン化合物
に最初に水が加えられたときは、最上の結果を得るためには、すみやかに過酸化水素を追
加すべきである。」（Ｓｈｅｅｈａｎ，Ｄ．，Ｃｌａｒｋｅ，Ｒ．Ａ．，ａｎｄ　Ｒａｕ
ｈｕｔ，Ｍ．Ｍ．，Ｕ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ　３，３５２，７９１，ｃｏｌｕｍｎ　９，ｌ
ｉｎｅｓ　１２　ｔｏ　１４）たぶん水中における安定性の問題が予見されたために、微
生物分析の分野については、何の注意も払われなかった。
【０００６】
他の人々がそのような化合物の化学発光について試験した。（Ｗｈｉｔｅ，Ｅｍｉｌ　Ｈ
．；Ｒｏｓｗｅｌｌ，Ｄａｖｉｄ　Ｆ．；Ｄｕｐｏｎｔ，Ａｎｄｒｅａ　Ｃ．；Ｗｉｌｓ
ｏｎ，Ａｌａｎ　Ａ．，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉ
ｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，　１０９　ｐｐ５１８９－５１９６（１９８７））９－アクリ
ジ・カルボキシル酸のフェニル　エステルについて、および９－アクリジ・カルボキシル
酸の水酸化物については、（Ｒａｐａｐｏｒｔ，Ｅｌｉｅｚｅｒ；　Ｃａｓｓ，Ｍａｌｃ
ｏｌｍ　Ｗ．；ａｎｄ　Ｗｈｉｔｅ，Ｅｍｉｌ　Ｈ．　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ，９４　ｐｐ．３１５３－３１５
９　（１９７２））らが試験した。
【０００７】
化学発光を開始するための条件がきびしく、そのため、これらの化合物を、微生物分析の
標識とする、それ以上の試験を続ける意欲が失われたことは、ありうることである。加え
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てこれらの誘導体の収量は、低いものであったと報告されている。しかも、Ｎ－アルキル
アクリジニウム　エステルを標識とすることに成功したために、かえって化学発光能力源
として、アクリジ・リングの複素環を構成する窒素を置換する研究が重要と、過剰に強調
される次第となった。とにかく誰も、これらの化合物のいずれをも、過酸化水素を含む化
合物の分析や、酵素などの免疫学的検量あるいは、オリゴヌクレオチド　プローブを使う
検量に応用しようとは言わなかった。
【０００８】
多数の文献や、３０以上の特許がすでに、アクリジニウム　エステルの化学発光および関
連する化合物（例スルフォンアミド）に注目し、精力的な研究が、より良い標識物の設計
や、特許性のあるオリジナルなエステルの開発の為に行なわれた。アクリジニウム　エス
テルに関するオリジナルな仕事が、Ｆ．ＭｃＣａｐｒａ’ｓ　ｇｒｏｕｐ（ＭｃＣａｐｒ
ａｓ，Ｆｒａｎｋ，；Ｒｉｃｈａｒｄｓｏｎ，Ｄ．Ｇ．；ａｎｄ　Ｃｈａｎｇ，Ｙ．Ｃ．
，Ｐｈｏｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｐｈｏｔｏｂｉｏｌｏｇｙ，４，ｐｐ．１１
１１－１１２１（１９６５））および前記したｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｙａｎａｍ
ｉｄ　ｇｒｏｕｐによって行なわれた。
【０００９】
アクリジニウム　エステルの免疫学的検量への応用は，その合成が発表されると共に始ま
り，Ｎ－オキシ・サクシニミド　エステル　グループを含むアクリジニウム　エステルの
実用化は、たんぱく質その他の生物分子、なかでもアルキルアミン　グループに対して、
アクリジニウム　エステルを結合することを促進させた。Ｗｅｅｋｓ，Ｉａｎ；Ｂｅｈｅ
ｓｈｔｉ，Ｉｒａｊ；ＭｃＣａｐｒａ，Ｆｒａｎｋ；Ｃａｍｐｂｅｌ，Ａｎｔｈｏｎｙ　
Ｋ．；ａｎｄ　Ｗｏｏｄｈｅａｄ，Ｊ．Ｓｔｕａｒｔ，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，２９，ｐｐ　１４７４－１４７９（１９８３）　また、Ｗｅｌｓｈ　Ｎａｔｉｏ
ｎａｌ　Ｓｃｈｏｏｌ　ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅのグループは、アクリジニウム　エステ
ルを標識用試薬として用いることについて、特許を取得した。（Ｃａｍｐｂｅｌｌ，Ａｎ
ｔｈｏｎｙ，；Ｗｏｏｄｈｅａｄ，Ｊ．Ｓｔｕａｒｔ；ａｎｄ　Ｗｅｅｋｓ，Ｉａｎ，Ｕ
．Ｋ．Ｐａｔｅｎｔ　２，１１２，７７９　Ｂ，（１９８２　Ｄｅｃｅｍｂｅｒ　８）　
Ｃａｍｐｂｅｌ，Ａｎｔｈｏｎｙ　Ｋ．；ａｎｄ　Ｗｏｏｄｈｅａｄ，Ｊａｍｅｓ．Ｓ．
；ａｎｄ　Ｗｅｅｋｓ，Ｉａｎ，Ｕ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ　４，９４６，９５８）
【００１０】
さらにまた、部分修正された誘導体に対して取得された特許には、Ｃｉｂａ－Ｃｏｒｎｉ
ｎｇ（４，７４５，１８１；４，９１８，１９２；４，９２７，７６９；　５，０９３，
２７０；５，１１０，９３２；５，２２７，４８９；５，２４１，０７０；５，３９５，
７５２）；　Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（５，４６８，６４６；５，５４
３，５２４；５，５６５，５７０）；　Ｇｅｎ－Ｐｒｏｂｅ（４，９５０，６１３）；　
Ｍｏｃｈｉｄａ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｃｏ．（５，４３８，１３９；５，５
２１，１０３；５，５９４，１１２）；　Ａｍｏｃｏ（５，１５５，２１６）；　Ｌｏｎ
ｄｏｎ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（５，２８１，７１２；５，２８３，３３４；５，２８
４，９５１；５，２８４，９５２；５，２９０，９３６；５，３２１，１３６；５，３３
８，８４７）；　Ｎｉｃｈｏｌｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ（５，３９５，９３８）がある。
【００１１】
　部分修正の内には、エステル　グループに対する立体異方性的アプローチのものも含ま
れ（４，７４５，１８１）、このような手法で水性溶媒中での安定性を向上させる。例え
ば、エステルのフェニール　リングに対しオルソの位置のもの（４，７４５，１８１；５
，２８４，９５１）あるいは、エステルを包囲するアクリジ・リングに対するもの（５，
３２１，１３６）などがある。各リングに対し、置換基グループが水溶性向上のために添
加された（５，２２７，４８９；５，２８１，７１２）。水溶性向上の目的は，脱離基の
性能向上、つまりエステルに対する過酸化物のアタック率を上げることである。置換基グ
ループは、アクリジ・リングに対し、生成物であるアクリダンの発光特性を向上させるた
めに、添加されてきた。置換された、あるいは置換されていない、他のオキシアリール脱
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離基グループによるアクリジニウム　エステルが生産されてきた。そして、普通のフェノ
キシ脱離基をスルフォンアミド　グループで置き換えた誘導体が得られた（５，４６８，
６４６）。
【００１２】
　様々なカプリング　グループがアクリジ・リング、脱離基（アリール、またはアルキル
　エステルグループまたは、スルフォンアミド　グループに対し添加されてきた（５，２
４１，０７０；５，２８３，３３４）。さらに、複素環の窒素を４分割して得たアルキル
、またはアリールグループに対しても添加された（５，４３８，１３９）。複素環式アク
リジニの窒素もまた、Ｏ-または、Ｏ－アルキルで４分割されてきた（Ｓｅｐｔａｋ，Ｍ
．，Ｊ．ｏｆ　Ｂｉｏｌｕｍ．　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍ．，４，ｐｐ　３５１－３５
６（１９８９））。
【００１３】
　その他の脱離基としては、ヒドロキサメイト、エネアミド、チオール　エステル（ｔｈ
ｉｏｌｅｓｔｅｒｓ）、チオエステル（ｔｈｉｏｅｓｔｅｒｓ）および活性化した環外ア
リールアミドがこれに含まれる。アクリジニウムを置換した別の複素環群（例フェナンス
リジニウム（ｐｈｅｎａｎｔｈｒｉｄｉｎｉｕｍ）およびキノリニウム）が特許請求項と
されている。実質上これらのグループの全てが、部分修正された化合物の合成時の誘導体
としての、塩化アクリジ・カルボニルを使用してきた。しかし、誰も過酸化物の検出試薬
として、ハロゲン化アクリジ・カルボキシル酸または、アクリジ・カルボキシル酸の無水
カルボキシル酸誘導体を使おうということを、提案はしなかった。
【００１４】
いくつかの特許がアクリダン誘導体を開示している。これらアクリダンのいくつかは、９
番の位置に水素を持った正真正銘のアクリダンであって、化学発光反応を開始するには、
過酸化水素よりもむしろ、酸素を必要とするものであり、その他は、付加化合物であって
、僅かな状況の変化、例えば酸の添加、または希釈などでアクリジニウムの形に戻るもの
である。
【００１５】
上記のどの特許も、アクリジニ誘導体を使うことについて、議論していない。見かけ上誘
導体をクレームしている特許もあるが、それはリングの窒素に、プロトンを付加したアク
リジニウム塩の形のもので、プラスの電荷を帯びている。（例えば、特許５，１５５，２
１６のクレーム２を参照されたい）　アクリジ・リングの窒素をプロトネートし、アクリ
ジニウムの形にするのに必要なｐＨの低い条件下では、過酸化物は、実質上完全にプロト
ネート化されてしまっており、決して相手に電子を与える良い求核的状況ではない。また
、普通のフェニール（あるいは部分修正されたフェニール）エステルの脱離基によるアク
リジニウム塩を使ったのでは、良い化学発光が得られるとは、期待しがたい。
【００１６】
事実、アクリジ・カルボキシル酸の標準的フェニール　エステルでは、ほとんどあらゆる
条件下で、充分な化学発光は得られない。どの場面においても、アクリジン化合物につい
て、実例をあげ、実験結果を伴って議論されたことがない。従来技術において、アクリジ
ニウム　エステルを改良するために、多大の努力がなされたにもかかわらず、どのグルー
プも、会社も次のことを理解（発見）したことがなかった。ここに開示する、活性化され
たアクリジ・カルボキシル酸の誘導体は、化学発光試薬として有用である。
【００１７】
【この発明の目的と要点】
この発明の目的のひとつは、過酸化水素または、過酸化物状化合物の、特に低い濃度のも
のでも、化学発光反応手段を用いて、検出または測定することが出来る、新規の化学的化
合物を提案することである。
【００１８】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接作り出すことがで
きる化学発光酵素を用いて、検出または測定することが出来る、化学的化合物を提案する
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ことである。
【００１９】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、間接的に作り出すこと
ができる化学発光酵素を用いて、検出または測定することが出来る、化学的化合物を提案
することである。
【００２０】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、消費する化学発光酵素
を用いて、検出または測定することが出来る、化学的化合物を提案することである。
【００２１】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、抗体を検出または測定することが出来る、
化学発光検量を提案することである。
【００２２】
　この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に
、生成または消費するなんらかの酵素を用いて、抗原を検出または測定することが出来る
、化学発光検量を提案することである。
【００２３】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、たんぱく質受容体に結合する抗体を検出ま
たは測定することが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００２４】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、核酸を検出または測定することが出来る、
化学発光検量を提案することである。
【００２５】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、ポリサッカライドを検出または測定するこ
とが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００２６】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、その他のバイオポリマーを検出または測定
することが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００２７】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、医学的に重要な分子を検出または測定する
ことが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００２８】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、獣医学的に重要な分子を検出または測定す
ることが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００２９】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、薬理学的に重要な分子を検出または測定す
ることが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００３０】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
生成または消費するなんらかの酵素を用いて、診断上重要な分子を検出または測定するこ
とが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００３１】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、
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生成または消費するなんらかの酵素を用いて、法廷上重要な分子を検出または測定するこ
とが出来る、化学発光検量を提案することである。
【００３２】
この発明の別の目的は、過酸化水素または、過酸化物状化合物の存在下において、グロー
または、閃光状の化学発光信号を発生させる、試薬を提案することである。
【００３３】
この発明の別の目的は、水溶性溶液中または、一以上の洗剤あるいは、相変化試薬を含む
、類似の表面活性剤を内蔵する水性溶媒中において、少なくとも適度に安定であって、し
かもなお、過酸化水素または、過酸化物状化合物の存在下において、グローまたは、閃光
状の化学発光信号を発生させる、試薬を提案することである。
【００３４】
この発明の別の目的は、制限的ではないが上記のいくつかの段落で述べたタイプを含め、
あらゆる反応（有機、無機触媒あるいは、生物学的触媒を用いて、または触媒無しで）を
応用して、過酸化水素または、過酸化物状化合物を、直接または間接的に、生成または消
費するなんらかの酵素を用いて、診断上重要な分子を検出または測定することが出来る、
化学発光検量を提案することである。
【００３５】
この発明によれば、過酸化物と反応して、強くかつ多くの場合、望外に長寿命の化学発光
活性を呈する、安定で水溶性のアクリジン化合物（９－アクリジ・カルボキシル酸の誘導
体）がこのように実現する。この反応による化学発光信号の強さは、概して過酸化物の濃
度に比例する。この信号は、水溶液システム中での反応も含め、検量用の読み取りに充分
な時間持続する。
【００３６】
従ってこれらの化合物は、過酸化物の検出および濃度の検量に役立つ。当該検体自体が反
応物となり、様々な反応で過酸化物を発生する。例えば，グルコース　オキシダーゼは、
グルコースの存在下で過酸化物を発生して反応する。このようにして出来た過酸化物は、
本発明による化合物と反応し、その結果としての化学発光は、グルコースの検出および濃
度検量の指標となる。
【００３７】
別の検量実施法として、結合検量に用いる試薬は、本発明で述べた、化学発光を発生させ
るのに必要な、要素の一つを用いて標識化されている。標識の存在は、残る要素を添加す
ることによって、検出される。例えば，Ｈ２Ｏ２を発生する酵素は、結合検量における結
合相手のひとつと、連結されている。結合検量が行なわれた後、酵素の基質および、一以
上のここで述べた化学発光化合物を添加して、標識化された結合試薬が捕捉されたという
化学発光信号を出させる。化学発光化合物は、あらかじめ添加しておいてもよく、酵素の
反応開始と同時または、開始後に添加してもよい。ある場合（例えば酵素の反応条件と化
学発光反応条件が適切に両立できないとき）には、化学発光化合物は、酵素反応後に添加
するのがよい。
【００３８】
最後に、この発明による化合物は、過酸化物を消耗する、酸化防止剤を含む、検体の存在
を検出する目的で、ネガティブの検量においても使える。例えば，酵素基質の存在下でＨ

２Ｏ２　を激減させる酵素（または、他の試薬）は、酵素と化学発光化合物から成る対照
と比較して、化学発光の減少量を把握すれば、酵素基質の検量において使用できる。同様
に、結合検量において、過酸化物を消費する試薬（ペルオキシダーゼまたは、カタラーゼ
のような）を結合相手の一方に連結することができる。過酸化物を消耗する試薬で標識づ
けられた結合相手が捕捉されたということは、過酸化物と化学発光試薬のひとつが反応す
ることにる、化学発光が進行中の溶液を追加すれば、以下のようにして示される。試験管
に捕捉されていない、標識づけられた結合相手を追加した対照と比較して、化学発光の減
少量を把握すればよい。
【００３９】
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上記の議論は，生物学的システムで一般的な、Ｈ２Ｏ２に焦点をおいた。その他の活性な
酸素系化学種、例えば、過酸、置換された過酸化物、ヒドロ過酸化物、（または、フリー
ラジカル化学種）もまた、本発明の化合物から、化学発光信号を発生させることができる
。過酸、置換された過酸化物との反応により、中間置換されたアクリジン過酸化物誘導体
（Ａｃｒ（＝Ｏ）ＯＯＲ）を発生させることができる。場合によっては、自然に再置換さ
れた活性な形、（ＡｃｒＣ（＝Ｏ）ＯＯＨまたは、ＡｃｒＣ（＝Ｏ）ＯＯ－）というアク
リジ・パーカルボキシル酸になることもある。しかし、その他の場合、ブロックする置換
　”Ｒ”を除去するための、引き続いておこる反応が必要である。この状況は、もしブロ
ックするグループを除去する反応がかなり迅速であれば、これらの化合物を、閃光型の信
号を発生させるために使うことを、容易にするかもしれない。
【００４０】
次の３タイプのアクリジン化合物を区別することが重要である：アクリダン、アクリジン
、アクリジニウム。これらのタイプの化合物は、混同されやすい。何故なら、その名前は
，少なくとも二つの観点から使われる：構造形態、および酸化状態。構造的には、アクリ
ダンは、９番位置に二個の置換基を備えた、非芳香族の中央リングを有する。しかしもし
，これら置換基のひとつまたは両方が、求核的ですぐ分離する場合、（例えば、シアン化
物、アミン、チオール、リン酸塩など）その化合物は、実質上アクリジニウムの付加化合
物である。アクリジニウム化合物は、リングの窒素にプラスの電荷を帯びている。
【００４１】
複素環の窒素部分に他の置換基を持たない、プロトネートされた形の、アクリジン化合物
をアクリジニウム塩と称することは正しいが、通常は、真のアクリジニウム化合物とは、
複素環の窒素部分に、すぐには分離しない置換を行なったもの、のこととみなされている
。アクリジニウム化合物の付加化合物は、９番位置に求核的アタックが行なわれて形成さ
れる。付加化合物は、アクリジニウム形態と平衡状態にあり、それらの形態は、条件が変
わると容易に逆転する。例えば、ｐＨが低くなる、求核性物の濃度を下げる試薬を加える
、溶液を薄めるなど。
【００４２】
アクリジニウム化合物は、典型的に明るい黄色の溶液である。求核性試薬を充分高濃度に
加えると、付加化合物が形成され、黄色が消える。その顕著な例は，アクリダンの形成に
おいて見られる。求核性試薬の濃度を下げると、一般的に黄色が復活する。アクリジニ複
素環の窒素がプロトネートされるｐＨにおいては、（ｐＨ＜約５）すぐれた求核性試薬は
、ほとんどプロトネートされないものが無く、このため、リングの窒素に共有置換基を持
たない、アクリジニ化合物の付加化合物は、異例である。アクリジニウム化合物を還元す
ると、真のアクリダン化合物ができる。これは、９番位置に水素を持った付加化合物とは
区別できる。このプロトンは、分離できるが親電子物質であって、（水性溶媒中ではＨ３

Ｏ＋として）求核性試薬ではない。事実、このプロトンの分離によってできたアクリダン
　アニオンは、求核性試薬である。水性溶媒中では、アクリダン化合物からの水素の分離
は、起こりそうも無い現象である。その他の「真の」アクリダンには、９番位置に二個の
分離しないグループを持つもの、および、別の親電子物質置換基（例、Ｌｉまたは、Ｍｇ
）をプロトンの代わりに持つ物が含まれる。
【００４３】
【本発明の詳しい記述】
ここで開示する一群の新規な化学発光試薬は、過酸化物、活性酸素化学種を含む、その他
の過酸化物状化学種の検出または、測定に役立つ。
【００４４】
多くの酵素は、過酸化物を直接発生したり、適切な基質を用いて間接的に過酸化物を作る
ことが出きるので、これらの化学発光試薬のより有益な応用の中には、これらの過酸化物
を発生する酵素の内のひとつを標識として用いる、核酸の化学発光検量や、化学発光免疫
検量がある。
【００４５】
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過酸化物を直接発生する酵素には、制限的ではないが、（１）グルコース　酸化酵素、（
２）キサンチン酸化酵素、（３）コレステロール酸化酵素、（４）グリセロール　リン酸
塩　酸化酵素が含まれる。適切な基質を用いて間接的に過酸化物を作ることができる酵素
には、制限的ではないが、次記のものがある。（１）ＢＣＩＰによるアルカリ性リン酸塩
（５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリール　リン酸塩およびＸ－Ｐまたは、Ｘ－ＰＯ

４として知られている物）、（２）ＢＣＩガラクトサイド（Ｘ－ｇａｌ）によるベータ－
ガラクトシダーゼ（３）Ｘ－グルコロナイドによるベータ－グルコニダーゼ、（４）その
他多くのＸ－エステル（その多くは、市販されている）に対応するエステラーゼ。
【００４６】
過酸化物、例えば過酸化酵素および触媒を消耗する酵素を用いれば、ネガティブ検量もま
た、可能である。アルカリ性フォスファターゼおよびセイヨウワサビ・ペルオキシダーゼ
は、免疫学的検量および核酸プローブ検量で、最も頻繁に用いられる二大酵素である。こ
の二つの酵素に次いで多用される物は、グルコーズオキシダーゼ、ベータ－ガラクトシダ
ーゼ、ベータ－グルコニダーゼ、キサンチン酸化酵素である。ここに開示した試薬は、こ
れらの酵素の内、どれの活性度を測定するのにも使用できる。
【００４７】
【酵素による免疫学的検量および核酸プローブ検量】
抗体および核酸プローブに対する、酵素をベースとした検量で、最も頻繁に用いられる酵
素は、セイヨウワサビ・ペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリ性フォスファターゼ（Ａ
Ｐ）、ベータ－ガラクトシダーゼである。（Ｍａｙｅｒ，Ａｎｄｒｅａｓ，　ａｎｄ　Ｎ
ｅｕｅｎｈｏｆｅｒ，Ｓｔｅｐｈａｎ，Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．Ｅｄ．Ｅｎｇｌ
．，３３，ｐｐ１０４４－１０７２（１９９４））。これら三つの酵素と、抗体、ビオチ
ン、ストレプタビジン、アビジンとの接合物は、市販されている。
【００４８】
化学発光ベースの検量用として、一層ポピュラーなシステムは、Ｋｒｉｃｋａらによって
開発された、ルミノールおよび過酸化酵素を使うもの、および次ぎに述べるいくつかの発
光酵素システムを使う、強化型の化学発光システムである。後者は、ジオキセタン基質誘
導体を用いるもので、ＴｒｏｐｉｘのＢｒｏｎｓｔｅｉｎ他が開発した、適切な基質と共
に、酵素として、アルカリ性フォスファターゼ、ベータ－ガラクトシダーゼ、ベータ－グ
ルコニダーゼを用いる。キサンチン酸化酵素を使うような、より新しいシステムが出現し
つつある。これら多くの酵素の物性並びに、酵素標識の理想的な物性に関するディスカッ
ションについては、次ぎの文献を参照されたい。Ｔｉｊｓｓｅｎ，Ｐ．，Ｐｒａｃｔｉｃ
ｅ　ａｎｄ　Ｔｈｅｏｒｙ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ，ｐｐ１７
３－２１９（１９８５）Ｅｌｓｅｖｉｅｒ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ　Ｂ
．Ｖ．
【００４９】
【アクリジン試薬の応用並びに他のシステムとの比較】
ＨＲＰは、標識体として抗体、抗原、プローブに接合して使われる他に、しばしば、以下
のような検量に際し、他の酵素によって作り出される過酸化物を、測定するために用いら
れる。コレステロール（コレステロール　酸化酵素を使用）、グルコーズ（グルコーズ　
酸化酵素を使用）、トリグリセライド（グリセロール　リン酸塩　酸化酵素を使用）、そ
の他診断上重要な分子についての測定用。ここに開示した試薬は，次ぎのような環境で使
用できる。セイヨウワサビ・ペルオキシダーゼ、色彩計、蛍光計、化学発光遺伝子基質が
日常的に使われている環境。
【００５０】
典型的なＨＲＰ色彩計基質には、３，３’，５，５’－テトラメチルベンチジン（ＴＭＢ
）３，３’－ジアミノベンチジン、トリンダー試薬などが含まれる。強化剤存在下におけ
るルミノールは、ＨＲＰの化学発光検出用基質として、ひとつの選択肢である。ここに開
示したシステムは，これらのペルオキシダーゼ　システムよりも幾つかの利点がある。
【００５１】
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１．酵素（ペルオキシダーゼ）、検出用試薬（ルミノールまたは、その他の基質）などを
使う代わりに、検出用試薬を添加するだけで良い。
【００５２】
２．ルミノール検出のためには、通常高いｐＨが必要であるが、これらのアクリジン試薬
は、酸状態のｐＨ値を含む、広い範囲のｐＨレンジで使うことができる。このことは、一
層シンプルな測定法を可能にし、従来設計が困難とされていた、検量を可能にするであろ
う。
【００５３】
３．過酸化物ルミノールのシステムは複雑で、数十年にわたる研究を経ても、まだ完全に
は理解されていない。これに反し、アクリジン試薬からの、光発生メカニズムは、はるか
に単純と思われ、種々の汚染物質あるいは、他の検量成分の効果を、予測することが容易
になるであろう。
【００５４】
４．ペルオキシダーゼの限界のひとつは、典型的な検量の時間中に、その活動が死滅する
ことである。ペルオキシダーゼを排除することにより、この問題は回避できた。典型的な
反応中に形成され、濃縮された副生成物のいかなるものも、以後の検出または、繰り返し
検量を妨げる兆候は見られない。ここで開示した、試薬の多くから出る化学発光信号は、
典型的には数時間持続し、なかには数日におよぶものもある。
【００５５】
ジオキセタンは、染みや薄膜測定法への用途が見出されたが、溶液測定法には向かない。
より感度を上げるには、強化剤を添加しなければならない。ジオキセタンのように、アク
リジン試薬の多くは、「グロー」速度を呈する。（長時間持続する化学発光信号）これら
の試薬に対し、信号を強化することができる洗剤や有機溶剤のような化合物が存在する。
【００５６】
開示した試薬は、溶液測定法においては、良く機能する。しかし、ジオキセタンのような
酵素に対しては、それぞれ再設計する必要がある。検出される酵素により、補助試薬が必
要になる。（例、ＢＣＩＰあるいは、ＢＣＩ－ｇａｌ）しかしこれらの多くは、市中で調
達可能である。開示した試薬は、ジオキセタンを補足するが、既に述べたように、より広
範な応用ができ、多岐にわたる酵素を検出できる。
【００５７】
【ネガティブ検量　ペルオキシダーゼ並びにカタラーゼ】
免疫学的検量においてはまだポピュラーではないが、カタラーゼはそのような応用に対し
、魅力的な特性を備える。特にその高い回転率。（知られている最高のものは、毎秒４０
，０００，０００回）（Ｃｒｅｉｇｈｔｏｎ，Ｔｈｏｍａｓ　Ｅ．，Ｐｒｏｔｅｉｎｓ，
ｐ４０７（１９８４）Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　ａｎｄ　Ｃｏｍｐａｎｙ）ペルオキシダ
ーゼおよびカタラーゼは、過酸化物を消耗する。これらの酵素のいずれかに対し、アクリ
ジン試薬のひとつを使う、ネガティブ検量は実用的である。
【００５８】
これらの試薬については、ポジティブ検量に比べ、ダイナミックレンジの点で劣るが、化
学発光信号が非常に長時間持続し、ペルオキシダーゼのないところで、実質上コンスタン
トな信号にできるので、高原状の信号を作り出すのに用いる、過酸化物の濃度を変えて、
検量の操作レンジを変化させることができる。ペルオキシダーゼおよびカタラーゼはまた
、ポジティブ検量においてバックグランド信号を減らすための、試薬として使うこともで
きる。
【００５９】
【アルカリ性フォスファターゼおよびベータ－ガラクトシダーゼ】
免疫学的検量においてポピュラーな酵素に次いで、アルカリ性フォスファターゼは、核酸
プローブ検量用酵素として良く知られている。アルカリ性フォスファターゼ用の非常にポ
ピュラーな基質のひとつ、ＢＣＩＰ（５－Ｂｒｏｍｏ－４－Ｃｈｌｏｒｏ－３－Ｉｎｏｌ
ｙｌ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ）は、リン酸塩グループ（当初はＢＣＩを与える）の除去に引
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き続き、酸素と反応し過酸化水素とインジゴ系染料を作り出す。（Ａｒａｋａｗａ，Ｈ，
；Ｍａｅｄａ，Ｍ．；Ｔｓｕｊｉ，Ａ．Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，１９９，ｐｐ２３８－２４２（１９９１））
【００６０】
この間接的に過酸化物を発生させる方法は、他の酵素に対しても役立つであろう。その例
として、ＢＣＩ（または他のインジゴあるいはキノール状の）基質が入手可能で、それら
の内にはベータ－ガラクトシダーゼ、ベータ－グルコニダーゼその他数種のエステラーゼ
を含む。適切なＢＣＩ基質とともに、これらの酵素の内どれを用いても、活性アクリジ・
カルボキシル酸　誘導体の検量が可能である。最近、新しい類似のインドリル基質が開発
された。（Ｕ．Ｓ．Ｐａｔｅｎｔ　Ｎｏｓ．５，３６４，８５４　５，３６４，７６７）
ｒｅｄ－ＰＯ４，ｒｅｄ－ｇａｌなどの基質もまた、同様に反応し、適切な酵素と共に用
いて、過酸化物を発生させることができる。
【００６１】
保護された形の化合物と考えられ、その保護グループが、酵素により除去されると、直ち
に過酸化物（通常は、制限的ではないが、酸素との反応によって）を生成するような、加
水分解酵素の基質は、いずれも明らかに検量用途に適切な基質と考えられる。これが本開
示の主題である。
【００６２】
例えば、アントラハイドロキノンは、過酸化水素合成の市中供給源として良く知られる。
これは直ちに、酸素を脱離させ、過酸化水素とアントラキノンを生成する。アントラハイ
ドロキノンをリン酸化すると、保護された誘導体を生成し、これがアルカリ性フォスファ
ターゼの基質と成る。アントラハイドロ・ガラクトシドはベータ－ガラクトシダーゼなど
と一緒に使うのに好適である。
【００６３】
いくつかの酵素（酸化酵素）は、直接過酸化物を生成することが知られ、その多くは市中
で調達できる。キサンチン酸化酵素とグルコーズ酸化酵素（ＧＯａｓｅ）は、免疫学的検
量において使われてきた、二大酸化酵素である。（Ｋｒｉｃｋａ，Ｌ．Ｊ．，Ｃｌｉｎｉ
ｋａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３７，ｐｐ１４７２－８１（１９９１））　グルコーズ酸
化酵素および、９－アクリジ・カルボキシル酸によるイミダゾライドは、反応を通じて約
１０ａｔｔｏｍｏｌｅｓのグルコーズ酸化酵素を生成する。（１ａｔｔｏｍｏｌｅは、１
０－１８ｍｏｌｅｓつまり約６００，０００ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ）グルコーズ酸化酵素は
、多くの臨床用検量において、糖尿病処置のために、グルコーズを測定するのに用いられ
る。
【００６４】
患者サンプル用に他の化学発光検量が、使われている研究室において、活性化９－アクリ
ジ・カルボキシル酸のひとつを用いて、生成される過酸化水素を測定する検量は、現に使
用中の測定法の代わりに、実行可能な測定法である。臨床関連検量で使用される、他の二
つの酸化酵素には、コレステロール測定用のコレステロール酸化酵素および、トリグリセ
ライド測定用のリン酸塩グリセロールとがある。セイヨウワサビ・ペルオキシダーゼ（Ｈ
ＲＰ）システムが、Ｈ２Ｏ２を測定するための現在一番ポピュラーな生物分析的手法であ
るが、ここで述べたアクリジン試薬は、いくつかの利点がある。
【００６５】
【その他の応用例】
プローブ検量および免疫学的検量において現に使用中のものの他に、ベータ－ガラクトシ
ダーゼ、ベータ－グルコニダーゼ、選ばれた胎盤アルカリ性フォスファターゼは、分子生
物学の研究で遺伝子レポーターとして、しばしば用いられる。Ｔｒｏｐｉｘ，Ｉｎｃ．（
Ｂｅｄｆｏｒｄ，ＭＡ）により開発されたジオキセタンは、これらの遺伝子を説明するた
め、化学発光を用いて、測定するために使われてきた。（Ｂｒｏｎｓｔｅｉｎ，Ｉｒｅｎ
ａ；Ｆｏｒｔｉｎ，Ｊｏｈｎ；Ｓｔａｎｌｅｙ，Ｐｈｉｌｉｐ　Ｅ．；Ｓｔｅｗａｒｔ，
ｇｏｒｄｏｎ　Ｓ．Ａ．Ｂ．；ａｎｄ　Ｋｒｉｃｋａ，Ｌａｒｒｙ　Ｊ．，Ａｎａｌｙｔ
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ｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２１９，ｐｐ１６９－１８１（１９９４）
【００６６】
活性化された形の９－アクリジ・カルボキシル酸もまた、そのような応用に受け入れられ
るであろう。臨床研究室においては、広いレンジで使える検量器具であることが重要であ
る。メニューの中に多くの検量があればあるほど、研究室に特別な研究アプローチのため
に、受け入れられやすく、器具を購入または、レンタルしてもらえ、検量および試薬が採
用される。上記した酸化酵素および酵素標識に加えて、大部分の脱水素酵素の活動を測定
することもまた、可能と考えられる。何故なら、脱水素酵素の活動を過酸化水素の生成と
結びつける方法が、知られているから。（Ｋｒｉｃｋａ，Ｌ．Ｊ．，Ｃｌｉｎｉｃａｌ　
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３７，ｐｐ１４７２－８１（１９９１））
【００６７】
これらの化合物の、もうひとつの可能性のある用途は、セルの中にある過酸化水素を検出
するために用いることである。過酸化物は、セル内の第二のメッセンジャーであるとの、
最近の考察がある。（Ｓｕｎｄａｒｅｓａｎ，Ｍａｉｔｒａｙｅｅ，Ｙｕ，Ｚｕ－Ｘｉ，
Ｆｅｒｒａｎｓ，Ｖｉｃｔｏｒ　Ｊ．，Ｉｒａｎｉ，Ｋａｉｋｏｂａｄ，Ｆｉｎｋｅｌ，
Ｔｏｒｅｎ，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２７０，ｐｐ２９６－２９９（１９９５））これらのアク
リジニ誘導体の内のいくつかは、セルに入ることができ、セル内部レベルの過酸化物を測
定するために使うことができる。異なる脱離基を用いることにより、検出試薬の特性は、
特定の応用に適するようにすることができる。これらの特性のうちには、電荷、溶解性、
反応媒体中での安定性、過酸化物による置換速度を含む。
【００６８】
【適切なアクリジ・カルボキシル酸の誘導体】
この発明による新規の試薬は、アクリジ・カルボキシル酸の活性化された誘導体で、その
内の多くは，水性溶液中で驚異的に安定である。この新規の試薬はまた、求核的な化合物
と広いｐＨレンジで反応し、化学発光信号を呈する。これは、まずアクリジ・カルボキシ
ル酸が生成され、次ぎにアクリドンに分解するとき光を出すものと考えられる。
【００６９】
化学発光量は、数桁の範囲にわたって、過酸化物の濃度に正比例する。いくつもの種類の
活性アクリジ・カルボキシル酸が存在する。これらの内には，化学発光として先に述べた
二種類があるが、従来は、過酸化物の濃度を測定するためあるいは、過酸化物　化合物を
、直接あるいは間接的に、発生または消耗する酵素の活動を、測定するために、解析用試
薬として使われたことが無い。
【００７０】
この二種類とは、ハロゲン化アクリジ・カルボキシルおよびアクリジ・カルボキシル酸の
無水カルボキシル酸である。新しい種類の化学発光試薬として役立つものには、次ぎのよ
うな物がある。９－アクリジ・カルボキシル酸の活性エステル（例、制限的ではないが、
９－アクリジ・カルボキシル酸とＮ－ヒドロキシサクシニミド（ＮＨＳ）をカプリングし
てできたエステル、１－ヒドロキシ・ベンゾベンゾトリアゾール（ＨＯＢｔ）、ジニトロ
フェノール（ＤＮＰＯＨ）、エチル　シアノグリオキシレート－２－オキシム（ＥＣＧＯ
）；９－アクリジ・カルボキシル酸の活性アミド（例、制限的ではないが、次ぎのような
もの。イミダゾライド、トリアゾライド、テトラゾライド）；９－アクリジ・カルボキシ
ル酸の活性スルフォンアミド；９－アクリジ・カルボキシル酸のシリルエステル。
【００７１】
この発明で用いるのに適した、アクリジ・カルボキシル酸　誘導体は、次式で定義できる
。
【００７２】
【化２１】
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【００７３】
　ここに、Ｃ*は、ｓｐ２配位結合炭素原子、Ａは、９－アクリジニルまたは置換９－ア
クリジニル基、Ｚは、Ｃ*に共有結合されかつ制限的ではないがＯ，Ｓ，Ｎ－Ｒ1または(+

)Ｎ－Ｒ1Ｒ2を含む部分とし、Ｒ1とＲ2を置換または非置換水素、アルキル、アルコオキ
シ、アルキルアリール、ヘテロアリールまたはヘテロアルコオキシから独立に選ばれるも
の。これらのいずれも、置換されても、置換されなくても良い。望ましくは，アルキルお
よびアルコオキシ基は、１ないし５個の炭素原子を含むものが良い。
【００７４】
この分野の熟練者には明らかなことであるが、芳香族リングの外側のいずれか（通常行な
われている番号付け方式で、１、２、３、４、５、６、７、８の位置）で、一以上の置換
基を持つ、活性化した９－アクリジ・カルボキシル酸は、置換されていない活性化した、
９－アクリジ・カルボキシル酸　化合物に対し似たような反応を示す。このように置換さ
れた、９－アクリジ・カルボキシル酸　化合物は、全て本発明の範囲に属する。リングの
外側のいずれかに、付けられた追加のリングを有する化合物もまた、意図されている。こ
のように、例えば、Ａは次ぎのようなものである。
【００７５】
【化２２】

【００７６】
　ここに、Ｒ12からＲ19までは、次ぎの物から独立に選ぶことができる。水素、アルキル
、アルコキシ、アリール、アルキルアリール、ヘテロアリール、ヘテロアルコキシ、アル
デヒド、ケト、アミノ、ニトロ、ハロ、スルフェイト、スルフォニル、カルボキシ、カル
ボキシエステル、リン酸塩、フォスフォエステル。これらはいずれも、置換されていても
、置換されていなくても良い。望ましくは、アルキルおよびアルコキシ基は、１ないし５
個の炭素原子を有するものが良い。Ｒ12からＲ19までの内の任意の二つは、芳香族を含む
環を構成する要素であっても、無くても良く、また、少数のヘテロ原子を含んでいても良
い。
【００７７】
　Ｑは、液体または混合液体－有機状態（制限的ではないが洗剤溶液、極性用溶媒混合物
、エマルジョンおよび多相システムなどを含む）下の適切な脱離基として選ばれ、この状
態が過酸化物または過酸化物状化合物の存在下に化学発光性を呈する化合物を生成する。
【００７８】
適切な脱離基（Ｑ）を備えた化合物には、制限的ではないが次ぎのようなものがある。ニ
トロアリル　エステル，ハロゲン化アリル　エステル、オキシサクシニミド　エステル、
オキシベンゾトリアゾーレ　エステル、イミダゾライド、トリアゾライド、ピリジンアミ
ド、シリルエステル、エネアミド、スルフォンアミド。
【００７９】
　適切な脱離基（Ｑ）には、制限的ではないが次ぎのようなものがある。（１）窒素原子
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で前記Ｃ*に結合される、任意に置換された複素環式アリール基、例えば、イミダゾール
、オキサゾール、チアゾール、ピラゾール、ピリミジン、プリン、キノリン、イソキノリ
ン、ピロール、インドール、ピリジン、テトラゾール、トリアゾール、ベンゾトリアジノ
ン、Ｎ－オクシサクシニミド、オキシフタルイミド、カルバゾール基。
【００８０】
（２）Ｏ－Ｎ＝Ｃ（ＣＮ）－ＣＯ－Ｒ３ここに、Ｒ３はアルコキシ、置換アルコキシ、ス
ルフィドリル、アルキルまたは、置換アルキル・グループ、またここに、アルコキシとし
てのＲ３は、Ｏ－Ｒ４であっても良く、Ｒ４は任意に置換されたアルキルまたは、アルキ
ル・グループであって望ましくは、１ないし５個の炭素原子を有する置換アルキル・グル
ープ。
【００８１】
　（３）Ｏ－Ａｒであり、Ａｒが芳香族または複素環式芳香族環状基であり、該環状基が
少なくとも１個の電子引離し要素または、置換されてないときには、過酸化水素または過
酸化水素から誘導されたアニオン（例えば、任意に置換されたフェニール、任意に置換さ
れたピリジニール、ジニトロフェニール、または、クロロピリジニール）を用いて容易に
置き換えられる残基を用いて置換されているもの。
【００８２】
　（４）
【化２３】

【００８３】
　ここに、Ｒ5は、単環状または、多環状複素環式基の一部である。
【００８４】
（５）Ｏ－Ｎ＝Ｃ（ＣＮ）－Ａｒ　ここに、Ａｒは芳香族または、複素環芳香族の一部。
【００８５】
　（６）
【化２４】

【００８６】
　ここに、Ｒ6，Ｒ7，Ｒ8は，次ぎのものから独立に選ぶことができる。アルキル、アル
コキシ、アリール、アルキルアリール、ヘテロアリール、ヘテロアルコキシ基。これらの
どれも、置換されていても、いなくても良い。
【００８７】
　（７）Ｓ－Ｒ9　ここに、Ｒ9は次ぎのものである。アルキル、アルコキシ、アリール、
アルキルアリール、ヘテロアリール、ヘテロアルコキシ基。これらはいずれも、任意に置
換されていても良い。
【００８８】
（８）ハロゲン化物または、擬似ハロゲン化物（例えば、弗化物）。
【００８９】
　（９）
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【００９０】
　ここに、Ｒ10およびＲ11は、次ぎの物から独立に選ぶことができる。アルキル、アルコ
キシ、アリール、アルキルアリール、ヘテロアリール、ヘテロアルコキシ基。これらはい
ずれも、任意に置換されていても良い。
【００９１】
　上記において、上記アリールまたは、アルコキシ基のいずれも、１ないし５個の炭素原
子を有することが望ましい。
【００９２】
一層具体的には、以下の脱離基グループは、この発明の実施中に、役立つことが次第に分
かってきた。
【００９３】
（１）エチル　シアノグリコキシレート－２－オキシム
【００９４】
【化２６】

【００９５】
（２）２－ヒドロキシミノ－２－フェニルアセトニトリル
【００９６】
【化２７】

【００９７】
（３）３－ヒドロキシ－１，２，３－ベンゾトリアジン－４－（３Ｈ）－ワン
【００９８】
【化２８】
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【００９９】
（４）１－ヒドロキシベンゾトリアゾーレ
【０１００】
【化２９】

【０１０１】
（５）Ｎ－ヒドロキシ・サクシニイミド
【０１０２】
【化３０】

【０１０３】
（６）６－クロロ－２－ピリジノール
【０１０４】
【化３１】

【０１０５】
（７）２，４－ジニトロフェノール
【０１０６】
【化３２】

【０１０７】
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（８）４－ヒドロキシ－３，５－ジニトロベンゾイック　アシド
【０１０８】
【化３３】

【０１０９】
（９）イミダゾール
【０１１０】
【化３４】

【０１１１】
（１０）Ｎ－アルファ－アセチール－Ｌ－ヒスチジン
【０１１２】
【化３５】

【０１１３】
（１１）１，２，４－トリアゾーレ
【０１１４】
【化３６】

【０１１５】
（１２）２，３，５，６－テトラフルオロ－４－ヒドロキシベンゾイック　アシド
【０１１６】
【化３７】

【０１１７】
（１３）１－メチルイミダゾーレ
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【０１１８】
【化３８】

【０１１９】
（１４）４，５－ジシアノイミダゾーレ
【０１２０】
【化３９】

【０１２１】
（１５）１Ｈ－テトラゾーレ
【０１２２】
【化４０】

【０１２３】
上記構造式中のダッシュは、示されたＱの、ｓｐ２配位結合炭素原子Ｃ＊への推定される
接合位置を示す。ある場合には、このＣ＊への接合位置として、Ｑに対し、二またはそれ
以上の場所があることもある。例として、（１０）Ｎ－アルファ－アセチル－Ｌ－ヒスチ
ジン、（１１）１，２，４－トリアゾール、（１５）１Ｈ－テトラゾールなど。示された
位置は、化学的立場で、立体構造上または、前記した化学的文献に記載された関連化合物
の構造決定の視点で、推定されるものである。
【０１２４】
ある場合には、合成中に形成された生成物の混合体のこともある。もし今後の解析により
、Ｃ＊への接合位置として、上記以外の物が示されたとしても、前記化合物に対する、我
々のクレームを無効するものではない。構造式は、単なる説明のためのものにすぎない。
【０１２５】
従来の色彩計や、蛍光計と比較した場合、この化学発光検出システムの最大の利点は、そ
の感度にある。（ターゲット種に対する感度が、１０－１５モルということも稀ではない
。）しかも、ローバックグランドかつ、ワイド　ダイナミックレンジである。
【０１２６】
アクリジニウム　エステルは、抗体または、核酸プローブに共有結合され、通常直接的な
化学発光（ＣＬ）標識物として用いられる。ＣＬ開始のための標準的試薬を用いると、発
光速度は、「閃光」型であり、１０秒未満の短時間激しく発光する。このことが、アクリ
ジニウム　エステル検量の特質である，迅速で感度の良い検量を可能にする。
【０１２７】
そのような検量のためには、照度計は一以上の噴射機を備えるべきであり、その噴射力は
充分な攪拌力を保証すべきである。このことは困難であり、多数の容器皿を読み取る装置
を高価にする。今回のシステムによれば、グロー速度は、装置の外部で、光の発生量や精
度を犠牲にすることなしに、開始できる。
【０１２８】
アクリジニウム　エステルによる化学発光を、低いｐＨ（約１０．５未満）で開始させる
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ことは可能であるが、バッファーの選択およびバッファーの濃度に、注意を払う必要があ
る。アクリジニウム　エステルは、大部分の求核性試薬との間に付加物を形成する。その
求核性試薬には、大部分のバッファー剤のベースフォームを含むが、ホウ酸塩は別である
。このことは、検量の設計および再現性を複雑なものにする。さらに、低いｐＨ（約１０
．５未満）でのアクリジニウム　エステルによるグロー速度は、アクリジン・カルボニル
・イミダゾールのようには高原状ではなく、急激にピークまで立ちあがり、緩やかな減衰
傾向を示すため、一層危機的である。
【０１２９】
今回の試薬については、酸（検量中にできたアクリジニウム　エステル付加物を戻すため
の）もベース（ｐＨ＞１０．５にするため）も必要ないので、このシステムに関しては、
ほとんど何の障害も無い。しかも、直接的標識であって、検出することにより、破壊され
てしまうので、アクリジニウム　エステルについての、疑わしい結果を確認する唯一の方
法は、サンプルのいくらかを、再検量のために保存しておくことである。今回のシステム
によれば、信号の持続性により、直ちに再チェックすることが可能になる。化学発光の開
始ｐＨが低いので，背景に対するサンプルの寄与がより少ないと考えられる。
【０１３０】
【調合の方法】
９－アクリジ・カルボキシル酸の活性誘導体は、有機化学の標準的な方法で合成できる。
例えば、イミダゾライドは、次の方法で作ることができる。（１）カルボキシル酸をピリ
ジン中に溶かし、カルボニル・ジイミダゾールを加える。（２）カルボキシル酸を、塩化
チオニールで塩化カルボニルに変換し、塩化カルボニルを精製し、イミダゾールト反応さ
せる。
【０１３１】
別の方法は、カルボキシル酸を、カルボジイミド（ジシクロヘキシル・ジカルボジイミド
－ＤＣＣまたは、ジイソプロピル・カルボジイミド－Ｄｉｐｃ）およびイミダゾールと反
応させる。塩化チオニール基はたぶん、いくつかの理由で最も便利な物であろう。この試
薬は、煮沸すれば簡単に除去できる。生成物である塩化カルボニルは、適切な溶液中に溶
かし、脱離グループのひとつ、またはいくつかと、個別の反応で、反応させることができ
る。
【０１３２】
このルートの短所は、塩化カルボニルが加水分解性が強いことである。もし、希望する脱
離基の、テトラメチル・ウロニウム誘導体（ＮＨＳおよびＨＯＢｔ誘導体がそれにあたる
）が入手できるか、最初に合成されれば、カルボキシル酸で直接反応させることができ、
あるいは、その塩の形で活性誘導体を得ることができる。
【０１３３】
より具体的には、９－アクリジン・カルボニル・イミダゾールは、次の方法で作ることが
できるであろう。４ｍＬのガラスびんに、９３．８ｍｇの９－アクリジ・カルボキシル酸
水和物（Ａｌｄｒｉｃｈ　＃２３，６３４－４，ＦＷ＝２２３．２３，９７％，実効ＭＷ
＝２３０．１３４）（４０８ミクロモル）と、２ｍＬの塩化チオニール（Ａｌｄｒｉｃｈ
　＃２３，０４６－４，ＦＷ＝１１８．９７，９９％，比重＝１．６３１）を加える。（
２７．１ミリモル＝９－アクリジ・カルボキシル酸の６６．６倍）
【０１３４】
混合物は、約８５℃で還流させられた。還流してしばらく後、混合物は不純物を除去され
た。４時間の還流後、コンデンサーが取り除かれ、余剰の塩化チオニールが、８５℃で蒸
発させて除去され、黄色の結晶の残渣ができた。冷却後、びんは蓋をされ、水蒸気から護
るためにパラフィンでシールして、－２０℃で保管された。その文献によると、残渣はめ
ざす９－塩化アクリジ・カルボニルの塩化水素酸塩であった。
【０１３５】
使用直前に、びんは室温まで暖められ、４．０ｍＬのアセトニトリル（水分を減らすため
に分子ふるいの上に保存しておいた）を添加された。溶けた残渣のあるものは、黄色ない
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しオレンジ色の、９－塩化アクリジ・カルボニルの塩化水素酸塩であった。この溶液の１
ｍＬを取り、ＣＨ３ＣＮ　中で１．０Ｍのイミダゾールを、２００ｕＬ添加された。イミ
ダゾールの添加後すぐに、この溶液はほとんど無色になり、塩化水素酸塩が中和されたこ
とが分かった。この反応は室温でも続いた。引き続いて行なわれた、ＨＰＬＣ分析により
、実質上完璧な９－アクリジ・カルボニル　イミダゾールへの転換であることが分かった
。
【０１３６】
９－塩化アクリジ・カルボニルのアセトニトリル溶解液は、他の結合物、エステル、アミ
ドを作るために使用できる。その結果の生成物は、化学発光用に選別され、かくして、そ
の他の可能性のある脱離グループの試験が行なわれた。
【０１３７】
例えば，この溶液の５０ｕＬ（約５ミクロモルの活性アクリジン誘導体を含む）に、希望
する脱離グループの溶液を加えることができる。その溶液は、望ましくは、アセトニトリ
ルまたは、脱離グループの過剰物を含む、Ｎ，Ｎ－ジメチル・フォルムアミド（ＤＭＦ）
であって、望ましい濃度は、少なくとも、２ないし２０倍のモル量の塩化カルボニル（こ
の実施例では１０ないし１００ミクロモル）を用いるものである。
【０１３８】
これらの場合、脱離グループがプロトネートされた形であるとき、充分な量の、ピリジン
のような求核性の低いベースを添加することはまた、脱離グループをデプロトネートし、
塩化アクリジ・カルボニルの塩化水素酸塩を中和やすくしてくれる。（この実施例では、
約１２５ミクロモルのピリジンを使用。）ベースが加えられると、オレンジ色の溶液は、
黄色になり、（脱離グループの溶液が着色していなければ）次いで薄い黄色に変わって、
アクリジン　リングが、一層プロトンが減った状態になったことを示す。
【０１３９】
もし溶液が無色になれば、反応は良い状態で進行する。しかし、溶液中に存在するかもし
れない、偶然に加えられた水に由来する、加水分解物に一層敏感である。ピリジン（およ
び前の実施例におけるイミダゾール）による適量の一時衝突原子は、ｐＨが過剰に高くな
るを防いでくれる。所望の反応時間（数分から数日まで任意）後、その反応は化学発光に
より直接試験することができる。その方法は、単に分取された試料の一部を、希望する媒
体中で過酸化物溶液に添加するだけで良い。
【０１４０】
例えば、反応用に分取された少量の試料を、ｐＨ約８．２の、５０ｍＭのナトリウム　リ
ン酸塩バッファー中で、４０ｕＭのＨ２Ｏ２の溶液に加え、化学発光の時間的経過を測定
する。この濃度は、選別目的には好適な濃度であるが、これよりも高い濃度、低い濃度を
用いることもできる。脱離グループを添加せずに行なう、対照反応もできることは重要で
あるが、添加したどのようなベースを用いても、溶液中に存在する全ての過酸化物が、パ
ーカボキシル酸を直接作り、化学発光する。
【０１４１】
行なわれるべきもうひとつの対照は、過酸化物の入っていない溶媒中に、分取された少量
の試料を加え、化学発光を測定後、後から過酸化物を添加する。この対照は、生成物が選
ばれた溶液中で、充分長時間安定であれば、それが役立つものであることを示す。試薬の
添加後過酸化物を添加するまでの時間は、用途によって様々であり、如何様にもできる。
酸化物を添加する以前に見られる化学発光は、反応溶液中に存在する過酸化物の量、およ
び／または、試験媒体の組成についての、一つの指標である。
【０１４２】
【実施例】
１．過酸化水素との反応
図１、図２には、グルコーズ酸化酵素媒体中における、９－アクリジ・カルボキシル酸に
よるイミダゾライドの、異なる濃度の過酸化水素との反応で、呈する化学発光が示されて
いる。信号の発生速度、および信号の強度変化の両方が、過酸化物濃度の関数として示さ



(25) JP 4838932 B2 2011.12.14

10

20

30

40

50

れている。時間以外の軸は、対数目盛りになっていること、並びに、過酸化物添加後３０
分以内に、実質上、高原領域に達していることに留意されたい。
【０１４３】
図１、図２についての付記：
照度計：ＢＭＧ　Ｌｕｍｉｍａｓｔｅｒ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ
信号ノイズ　５０ないし１００ＲＬＵ／秒のレンジ　内
各容器には、あらかじめ混合したものを　１００ｕＬ添加。
化学発光を何度も読み取る。
１０ｍＭのＮａＰｉバッファー（ｐＨ＝ｐＫａ）中に５ｕＬの過酸化水素を添加。
化学発光を何時間にもわたって読み取る。
【０１４４】
各容器には次ぎの物が、５０ｍＭの溶液として１００ｕＬずつ入っている。ＮａＰＯ４（
ｐＨ＝８．２），１．５０％（ｗ／ｖ）グルコーズ；５．０％（ｖ／ｖ）ＤＭＦ；２．０
％（ｖ／ｖ）トリトンＸ－１００；２１０ｕＭ　Ａｃｌ．５ｕＬの過酸化水素を添加する
前に、化学発光を何度も読み取った。過酸化水素は、次ぎの量添加された。（単位はピコ
モル）：（１）４０，０００、（２）４，０００、（３）４００、（４）４０．０、（５
）０．００
【０１４５】
示したデータは、過酸化水素サンプルが入った、二個の容器の平均である。ブランクの容
器については，八個の平均である。図１に示す直線は、過酸化水素を添加後の、異なる時
間における調整を示す。
【０１４６】
２．グルコーズ酸化酵素の化学発光検出
図３、図４には、５段階の量についての調整を示す。図３、図４についての反応条件は、
図１、図２についてのものと同じである。この実験における、グルコーズ酸化酵素の検出
限界は、１０５μＬの反応中で約１０アットモールである。
【０１４７】
図３、図４についての付記：
照度計：ＢＭＧ　Ｌｕｍｉｍａｓｔｅｒ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ
信号ノイズ　５０ないし１００ＲＬＵ／秒のレンジ　内
各容器には、あらかじめ混合したものを　１００ｕＬ添加。
化学発光を何度も読み取る。
１０ｍＭのＮａＰｉバッファー（ｐＨ＝ｐＫａ）中に５ｕＬのグルコーズ酸化酵素を添加
。
化学発光を何時間にもわたって読み取る。
【０１４８】
各容器には次ぎの物が、５０ｍＭの溶液として１００ｕＬずつ入っている。ＮａＰＯ４（
ｐＨ＝８．２），１．５０％（ｗ／ｖ）グルコーズ；５．０％（ｖ／ｖ）ＤＭＦ；２．０
％（ｖ／ｖ）トリトンＸ－１００；２１０ｕＭ　Ａｃｌ．５ｕＬの過酸化水素を添加する
前に、化学発光を何度も読み取った。過酸化水素は、次ぎの量添加された。（単位はピコ
モル）：（１）６０，０００、（２）６，０００、（３）６００、（４）６０．０、（５
）６．００、（６）０．００　示したデータは、グルコーズ酸化酵素サンプルが入った、
二個の容器の平均である。ブランクの容器については，八個の平均である。
【０１４９】
３．アルカリ性フォスファターゼの化学発光検出
図５、図６には、信号の発生速度および化学発光信号発生の濃度依存性が、次記のものに
ついて示されている。アルカリ性フォスファターゼ並びに、基質としてのＢＣＩＰについ
て。これらのリン酸塩グループは、分裂した後、酸素と反応し過酸化水素を発生する。こ
こでは、検出限界は、酵素の約８アットモールである。
【０１５０】
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調整グラフ中にブランクについての読み取り値もこの範囲にプロットしておいた。その目
的は、この酵素のレベルが、ブランクの信号よりも、強い信号を出すことを示すためであ
る。ブランクの信号の大部分は、洗剤ストック中の過酸化物不純物から出ている。速度グ
ラフ中の酵素添加後の下降曲線は、二つの要因で説明できる。ＢＳＡ（牛亜科の血清アル
ブミン）酵素バッファーがこの過酸化物と反応すること、並びに、希釈が信号強度の若干
の低下をもたらすこと。
【０１５１】
図５、図６についての付記：
照度計：ＢＭＧ　Ｌｕｍｉｍａｓｔｅｒ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ
信号ノイズ　５０ないし１００ＲＬＵ／秒のレンジ　内
各容器には、あらかじめ混合したものを　９０ｕＬ添加。
化学発光を何度も読み取る。
１００ｕＬ中での反応において、図示された量の酵素（バッファー）を確保のため、各容
器に１０ｕＬの酵素または、バッファーを添加。バッファー＝１０．０ｍＭ　ＮａＨＣＯ

３，１％ＢＳＡ
バッファーはやはり、順次希釈物に対する希釈剤である。
【０１５２】
各容器には次ぎの物が、１００ｍＭの溶液として９０ｕＬずつ入っている。ＮａＰＯ４（
ｐＨ＝８．２），１００ｍＭ　ＮａＣｌ，５０ｍＭ　ＭｇＣｌ２，０．１ｍＭＺｎＣｌ２
，２０％（ｖ／ｖ）ＤＭＦ；２．０％（ｖ／ｖ）トリトンＸ－１００；２１１　ｕＭ　Ａ
ｃｌ，１．００　ｍｇ／ｍＬ　ＢＣＩＰ　　過酸化水素は、次ぎの量添加された。（単位
はピコモル）：（１）８０６，０００、（２）８０，６００、（３）８，０６０、（４）
８０６、（５）８０．６０、（６）８．０６（７）０．８０６、（８）０．０８０６　　
示したデータは、グルコーズ酸化酵素サンプルが入った、二個の容器の平均である。ブラ
ンクの容器については，八個の平均である。
【０１５３】
４．９－塩化アクリジ・カルボニルと脱離化合物による選別反応
Ａ．リン酸塩バッファー、ｐＨ８．２
９－塩化アクリジ・カルボニルと、いくつかの候補となる脱離化合物との反応の準備をし
た。つまり、９－塩化アクリジ・カルボニルの塩酸塩溶液（１ないし５ミクロモル）を、
試験物としての化合物溶液（少なくとも１８ミクロモル）に、個別に添加する。
【０１５４】
固形化合物は、アセトニトリル、Ｎ，Ｎ－ジメチル・フォルムアミドまたは、これら二つ
に溶解した。塩化カーボニルによる酸から中和し、試験物としての化合物を確実に、求核
性で、アンプロトネートな状態にするために、ピリジンをこれらの大部分の化合物に添加
した。
【０１５５】
反応は室温で少なくとも１２時間進行させた。これらの反応による生成物を選別して、ｐ
Ｈ８．２　近辺で化学発光させるために、ポリプロピレン製試験管に次記のものを入れて
準備した。５０ｕＬに対し１００ｍＭ相当のナトリウム　リン酸塩、ｐＨ８．２の水４０
ｕＬ、８００ｍＭのＨ２Ｏ２を５ｕＬ。時間ゼロのとき、各反応物の５ｕＬずつを、これ
らの試験管に添加して、化学発光をＭａｇｉｃ　Ｌｉｔｅ　Ａｎａｌｙｚｅｒ　II照度計
で、数時間にわたって測定した。
【０１５６】
高原型と、下降型という二つのタイプの発光速度が観察された。図７に高原型の発光速度
を示し、図８に下降型の発光速度を示す。図中略号で示したのは、９－塩化アクリジ・カ
ルボニルと反応させた化合物であり、その内容は以下の通り：ＴＲＩＡＺＯＬＥは、１，
２，４－トリアゾール；ＨＯＢｔは、１－ヒドロキシ・ベンゾ・トリアゾール；Ｎ－Ａｃ
ｅｔｙｌＨｉｓは、Ｎ－α　アセチル－Ｌ－ヒスチジン、Ｆ４ＨＢＡは、２，３，５，６
－テトラフルオロ－４－ヒドロキシ・ベンゾイック酸；１－ＭｅＩｍは、１－メチルイミ
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【０１５７】
図８における略号は以下の通り：ＴＥＴＲＡＺＯＬＥは、１Ｈ－テトラゾール；（ＣＮ）
２Ｉｍは、４，５－ジシアノ・イミダゾール；ＮＨＳは、Ｎ－ヒドロキシ・サクシニミド
；ＥＣＧＯは、エチル　シアノ・グリコキシレート－２－オキシム。下降型発光速度の実
施例においてさえも、化学発光が少なくとも１時間、検出可能であることことに留意され
たい。ここに示した反応中、イミダゾールと１－メチルイミダゾールだけが、ピリジンを
用いなかった。この選別過程では、精製されていない生の反応混合物を使用したことに留
意されたい。
【０１５８】
Ｂ．アセテート　バッファー、ｐＨ５．５
選別過程は次記の置換をして、同じ反応に基づいて繰り返された。ｐＨ８．２のナトリウ
ム　リン酸塩バッファーを、ｐＨ５．５で１００ｍＭのナトリウム　アセテート　バッフ
ァーに置きかえる。ここでも再び、高原型と、下降型の両方の発光速度が観察された。図
９に高原型の発光速度を示し、図１０に下降型の発光速度を示す。
【図面の簡単な説明】
【図１】　図示されたグルコース酸化酵素緩衝剤中における、過酸化水素の濃度の関数と
しての、９－アクリジ・カルボニル・イミダゾールからの化学発光信号
【図２】　過酸化水素を添加後の時間を関数とする、化学発光信号の速度。異なる曲線は
、異なる量の過酸化水素を添加したサンプルからのデータを示す。
【図３】　グルコーズ酸化酵素を、９－アクリジ・カルボニル・イミダゾールを含む、図
示の緩衝剤中に、異なる量添加したものにつき、添加後異なる時間経過したものについて
、第二の実験結果を示す。
【図４】　図示の量のグルコーズ酸化酵素を添加後の化学発光信号の速度。
【図５】　第三の実験による化学発光の検量線：アルカリ性フォスファターゼを、９－ア
クリジ・カルボニル・イミダゾールを含む適当な緩衝剤中に、添加後図示の時間における
、アルカリ性フォスファターゼの検出。
【図６】　図示の量のアルカリ性フォスファターゼを添加後の、信号の速度を示す。
【図７】　異なるｐＨシステムを用い、異なる化学発光用反応混合物をスクリーニングし
た結果を示す。
【図８】　異なるｐＨシステムを用い、異なる化学発光用反応混合物をスクリーニングし
た結果を示す。
【図９】　異なるｐＨシステムを用い、異なる化学発光用反応混合物をスクリーニングし
た結果を示す。
【図１０】　異なるｐＨシステムを用い、異なる化学発光用反応混合物をスクリーニング
した結果を示す。
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