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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】機能的で高い蛍光特性を持つナノ結晶を有する
新規組成の化合物を提供する。
【解決手段】イミダゾールを含む化合物でコーティング
された蛍光ナノ結晶を有する機能的蛍光ナノ結晶の組成
、イミダゾールを含む化合物でコーティングされ、ホス
フィン架橋化合物で架橋を形成した蛍光ナノ結晶を有す
る機能的蛍光ナノ結晶の組成、分子プローブと有効な結
合を持つ機能的蛍光ナノ結晶の組成、機能的蛍光ナノ結
晶を作成するプロセス、検出装置で機能的蛍光ナノ結晶
を利用するプロセスを示す。
【選択図】図４
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検出装置であって、
　蛍光ナノ結晶と、
　上記蛍光ナノ結晶に施されたコーティングとを有し、
　上記コーティングは、金属カチオンと有効な結合を持つ、イミダゾールを含む化合物を
有するものである。
【請求項２】
　請求項１記載の検出装置において、上記金属カチオンは硫黄を含む化合物と有効な結合
を持つものである。
【請求項３】
　請求項１記載の検出装置において、上記金属カチオンは半導体物質を有するものである
。
【請求項４】
　請求項１記載の検出装置において、さらに分子プローブを有し、その１又はそれ以上の
分子は上記コーティングされた蛍光ナノ結晶と有効な結合を持つものである。
【請求項５】
　請求項１記載の検出装置において、上記蛍光ナノ結晶は、コアとなる半導体ナノ結晶、
コア／シェル半導体ナノ結晶、ドープ金属酸化物ナノ結晶、その組み合わせのグループか
ら選択されるものである。
【請求項６】
　請求項１記載の検出装置において、上記コーティングされた蛍光ナノ結晶から蛍光を引
き出すのに適した励起源をさらに有する。
【請求項７】
　請求項１記載の検出装置において、さらに架橋剤を有する。
【請求項８】
　請求項７記載の検出装置であって、上記架橋剤は、アミノ反応試薬、カルボキシ反応試
薬、アミノ反応試薬とカルボキシ反応試薬などの組み合わせから成るグループから選択さ
れるものである。
【請求項９】
　請求項７記載の検出装置において、上記架橋剤はホスフィン架橋化合物を有するもので
ある。
【請求項１０】
　ナノ結晶であって、
　蛍光ナノ結晶と、
　上記蛍光ナノ結晶に施されたコーティングとを有し、
　上記コーティングはイミダゾールを含む化合物と架橋剤を有するものである。
【請求項１１】
　請求項１０記載のナノ結晶において、上記イミダゾールを含む化合物と架橋剤は金属カ
チオンと有効な結合を作るものである。
【請求項１２】
　請求項１０記載のナノ結晶において、上記架橋剤は、アミノ反応試薬、カルボキシ反応
試薬、アミノ反応試薬とカルボキシ反応試薬などの組み合わせから成るグループから選択
されるものである。
【請求項１３】
　請求項１０記載のナノ結晶であって、上記架橋剤はホスフィン架橋化合物を有するもの
である。
【請求項１４】
　請求項１１記載のナノ結晶であって、上記金属カチオンは硫黄を含む化合物と有効な結
合を持つものである。
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【請求項１５】
　請求項１１記載のナノ結晶であって、上記金属カチオンは半導体物質を有するものであ
る。
【請求項１６】
　請求項１１記載のナノ結晶であって、さらに上記のコーティングされた蛍光ナノ結晶と
有効な結合を持つ分子プローブを有する。
【請求項１７】
　請求項１０記載のナノ結晶であって、上記蛍光ナノ結晶はコアとなる半導体ナノ結晶、
コア／シェル半導体ナノ結晶、ドープ金属酸化物ナノ結晶、その組み合わせのグループか
ら選択されるものである。
【請求項１８】
　請求項１０記載のナノ結晶であって、さらに上記のコーティングされた蛍光ナノ結晶か
ら蛍光強度を引き出すのに適した励起源を有する。
【請求項１９】
　コーティングされたナノ結晶を作成する方法であって、
　イミダゾールを含む化合物を有する溶液と金属カチオンを有する物質を接触させ、金属
カチオンと有効な結合を持ちイミダゾールを含む化合物を有する錯体を有する混合物を生
成する工程と、
　上記混合物と蛍光ナノ結晶を接触させ、上記蛍光ナノ結晶上にコーティングを形成する
工程とを有する。
【請求項２０】
　請求項１９の方法であって、上記金属カチオンは硫黄を含む化合物と有効な結合を持つ
ものである。
【請求項２１】
　請求項１９記載の方法であって、上記金属カチオンは半導体物質を有する。
【請求項２２】
　請求項１９記載の方法であって、上記コーティングされた蛍光ナノ結晶と分子プローブ
に有効な結合を作る工程をさらに有する。
【請求項２３】
　請求項１９記載の方法であって、上記蛍光ナノ結晶は、コアとなる半導体ナノ結晶、コ
ア／シェル半導体ナノ結晶、ドープ金属酸化物ナノ結晶、その組み合わせのグループから
選択される。
【請求項２４】
　コーティングされたナノ結晶を作る方法であって、
　イミダゾールを含む化合物と架橋剤を有する溶液と金属カチオンを有する物質を接触さ
せる工程と、
　上記混合物を蛍光ナノ結晶と接触させて、上記蛍光ナノ結晶上にコーティングを形成す
る工程とを有する。
【請求項２５】
　請求項２４記載の方法であって、イミダゾールと架橋剤をカチオンと接触させる工程は
、金属カチオンと有効な結合を持ちイミダゾールを含む化合物を有する錯体を有する混合
物を生成するものである。
【請求項２６】
　請求項２４記載の方法であって、上記架橋剤は、ホスフィン架橋化合物を有する。
【請求項２７】
　請求項２４記載の方法であって、上記架橋剤は、アミノ反応試薬、カルボキシ反応試薬
、アミノ反応試薬とカルボキシ反応試薬の組み合わせから成るグループから選択する。
【請求項２８】
　請求項２４のプロセスであって、上記金属カチオンは硫黄を含む化合物と有効な結合を
持つ。
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【請求項２９】
　請求項２４の検出装置であって、上記金属カチオンは半導体物質を有する。
【請求項３０】
　請求項２４のプロセスであって、さらにコーティングされた蛍光ナノ結晶と、分子プロ
ーブの１つ以上の分子に有効な結合を作るプロセスを有する。
【請求項３１】
　請求項２４のプロセスであって、上記蛍光ナノ結晶はコアとなる半導体ナノ結晶、半導
体ナノ結晶、ドープ金属酸化物ナノ結晶、その組み合わせのグループから選択する。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、部分的に米陸軍研究所（Ｕｎｉｔｅｄ　Ｓｔａｔｅｓ　Ａｒｍｙ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ）との契約ＤＡＡＤ１７－０１－Ｃ－００２４のもと、
政府の支援によって行われた。政府は本発明に対して一定の権利を持つ。
関連文献の相互参照
　この出願書類では、２００１年９月１７日に出願された米国仮出願第６０／３２２，９
８２号および２００２年５月９日に出願された米国仮出願第６０／３７９，２０８号の利
益を請求する。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は、機能的で高い蛍光特性を持つナノ結晶を有する新規組成に関するものである
。より具体的には、本発明は、コーティングナノ結晶、およびコーティングされたナノ結
晶に水溶性、機能付与、予期しない蛍光強度の向上などの特性を与える化合物に関するも
のである。
【０００３】
　蛍光を基盤とした分析と非アイソトープ検出装置は、これだけに限らないが、フローサ
イトメトリー、核酸ハイブリダイゼーション、ＤＮＡ配列決定、核酸増幅、イムノアッセ
イ、組織化学、生細胞に関する機能アッセイなど、様々なアッセイを用いた生体分子を検
出するための強力なツールとなり、科学的研究と臨床診断と共に、多くの産業応用におい
て好まれる方法となった。特に、フルオレセインやフィコエリトリンなどの蛍光有機分子
は検出装置に利用されることが多いが、これらの分子を併用することは不利である。例え
ば、光退色（光源のもとで強度が弱まること）は、これらの分子を用いた定量的測定の精
度を妨げる主な問題である。さらに、それぞれの吸収スペクトルが比較的狭いため、各タ
イプの蛍光分子は、典型的には別のタイプの蛍光分子に必要な波長と比べ、様々な波長の
光子による励起が必要となる。（スペクトルの線幅の点で）単一の励起波長とするために
単一の光源を用いた場合でも、異なる蛍光分子の発光最適条件の間に不十分なスペクトル
間隔があることが多く、実質的にスペクトルの重なりがなく、個別の定量的な検出が可能
である。つまり、典型的な蛍光色素はそれぞれかなり広域の発光スペクトルを示し、同時
に使用できる蛍光分子の組み合わせが制限されることが多い。さらに、従来の蛍光色素は
長期間にわたると蛍光強度が限られる（光退色を受ける）。さらに、現在利用できる非ア
イソトープ型の検出装置は、検出される標的分子を標識するために用いることができる、
非アイソトープ分子の数が有限であるため、典型的には感度が限られている。
【０００４】
　半導体ナノ結晶は、現在、水性環境中で検出装置に適用できないかが検討されている。
そのようなナノ結晶の利点は、スペクトル特性がサイズの関数であるため、狭いサイズ分
布で作成でき、励起して狭いバンド幅の分散した蛍光ピークを発することができる点であ
る。つまり、ナノ結晶のスペクトル特性（バンド幅が狭い、発光波長が離れている、単一
の波長で様々な発光を示す一連のナノ結晶を励起することができる点）をコントロールで
きることは、これを使用する上で非常に魅力的な点である。ナノ結晶のもう１つの利点は
、強い光源下でも光退色しにくい点である。当技術分野で周知のように、手動のバッチ法
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を利用し、これまでにも報告されているように（Ｂａｗｅｎｄｉら，１９９３，Ｊ．Ａｍ
．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１５、８７０６(非特許文献１)）、相対的に単分散の半導体ナノ
結晶を調整することができる（例えば、調整において量子ドット間でコアの直径が約１０
％で変化する）。ナノ結晶のコア形成の進行と平均粒度の縮小は、連続した流れプロセス
で達成された（米国特許出願第６，１７９，９１２号(特許文献１)、その情報開示は本明
細書に参考文献として盛り込んでいる）。さらに、様々なサイズの半導体ナノ結晶を単一
スペクトル波長の光で励起することができる。
【０００５】
　半導体ナノ結晶の例は、ＣｄＳｅ、ＣｄＳ、ＣｄＴｅ（集合的に「ＣｄＸ」と呼ぶ）か
ら成るグループから選択したコアを持つことが、当技術分野で知られている（例えば、Ｎ
ｏｒｒｉｓら，１９９６，Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｂ．５３、１６３３８－１
６３４６(非特許文献２)、Ｎｉｒｍａｌら，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　３８３、８０２－
８０４(非特許文献３)を参照。その情報開示は本明細書によって参考文献として盛り込ん
でいる）。
【０００６】
　しかし、コアとなる半導体ナノ結晶は励起時の蛍光強度が低く、さらに水溶性ではない
。蛍光強度が低い原因は、表面にエネルギー状態があり、コアとなるナノ結晶の蛍光特性
を低下させるトラップとして作用することにあった。
【０００７】
　蛍光強度を改善する試みとしては、コアとなるナノ結晶の外表面を不動態化（つまりキ
ャプ）することで、それに関連する表面エネルギー状態を低下あるいは消失させることな
どがある。トリ－ｎ－オクチルホスフィン（ＴＯＰ）やトリ－ｎ－オクチルホスフィンオ
キシド（ＴＯＰＯ）などの有機分子が不動態化に用いられてきた。無機材料も不動態化に
用いられ、すなわち、コアとなるナノ結晶が、そこに均一に沈着した無機コーティング（
「シェル」）で不動態化された。不動態化されたＣｄＸコアのナノ結晶に典型的に用いら
れるシェルは、ＹＺを有することが好ましく、ＹはＣｄまたはＺｎ、ＺはＳまたはＳｅ、
またはＴｅでもよい。ＣｄＸコアとＹＺシェルを持つ半導体ナノ結晶は、当技術分野で報
告されている（例えば、Ｄａｎｅｋら，１９９６，Ｃｈｅｍ．Ｍａｔｅｒ．８、１７３－
１７９(非特許文献４)、Ｄａｂｂｏｕｓｉら，１９９７，Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．Ｂ　
１０１、９４６３(非特許文献５)、Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ－Ｖｉｅｊｏら，１９９７，Ａｐ
ｐｌ．Ｐｈｙｓ．Ｌｅｔｔ．７０、２１３２－２１３４(非特許文献６)、Ｐｅｎｇら，１
９９７，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１９、７０１９－７０２９(非特許文献７)を参
照。その情報開示は本明細書に参考文献として盛り込んでいる）。しかし、上記の不動態
化された半導体ナノ結晶は、（量子収量に関して）蛍光強度の改善が限られ、有機系の非
極性（または弱極性）溶媒にのみ溶解することが報告された。
【０００８】
　水性環境を利用して生物学的応用や検出装置に蛍光性ナノ結晶を利用できるようにする
ため、検出装置に用いる蛍光ナノ結晶は水溶性であることが望ましい。本明細書で「水溶
性」とは、当業者に周知のように、生物学的あるいは分子的検出装置に用いるものを含め
、水あるいは水を基本とした溶液あるいは緩衝溶液など、水性を基本とした溶液に十分溶
解するか、懸濁できることを意味するために用いる。半導体ナノ結晶（例えば、ＣｄＸコ
ア／ＹＺシェルナノ結晶）に水溶性を与える方法の１つは、ＴＯＰあるいはＴＯＰＯの保
護膜層をやや水溶性を与えるコーティング、つまり「キャッピング化合物」と交換するこ
とである。例えば、メルカプトカルボン酸をキャッピング化合物として用い、有機層と交
換することができる（例えば、米国特許出願第６，１１４，０３８号(特許文献２)を参照
（その情報開示は本明細書に参考文献として盛り込んでいる）、また、Ｃｈａｎ　ａｎｄ
　Ｎｉｅ，１９９８，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８１、２０１６－２０１８(非特許文献８)も参
照のこと）。モノチオールキャッピング化合物のチオール基は、（ナノ結晶の組成によっ
て）Ｃｄ－ＳあるいはＺｎ－Ｓ結合と結合し、溶液中で容易に置換されないコーティング
を形成し、懸濁液中ではナノ結晶にやや安定性を与える。新規のアミノ酸コーティング技
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術によって、水溶性、安定性、蛍光特性のさらなる進歩が達成された。好適な実施例では
、ジアミノカルボン酸をキャッピング構造と交換するために用いるか、それとともに有効
な接続にキャッピング構造をかぶせるために用いる（例えば、米国特許出願第６，１１４
，０３８号(特許文献２)を参照）。次に、連続的にアミノ酸層を加えてもよい。
【０００９】
　ＣｄＸコア／ＹＺシェルナノ結晶を水溶性とする別の方法は、ガラスを半導体ナノ結晶
に結合させるメルカプトを基本としたリンカーを用い、半導体ナノ結晶の周囲にシリカコ
ーティングを形成させるものである（Ｂｒｕｃｈｅｚ，Ｊｒ．ら，１９９８，Ｓｃｉｅｎ
ｃｅ　２８１、２０１３－２０１５(非特許文献９)、米国特許出願第５，９９０，４７９
号(特許文献３)）。広範に重合させたポリシランシェルは、さらにシリカ表面の化学修飾
を可能とするだけではなく、ナノ結晶物質に水溶性を与えることが報告されている。しか
し、コーティング化合物の性質によっては、水溶性であることが報告されているコーティ
ングされた半導体ナノ結晶で、特に空気（酸素）や光に当てた時に、水溶液中での安定性
が制限されることがある。例えば、酸素と光は、コーティングや結合に用いられているメ
ルカプトを基本としたモノチオールを酸化させることで、ナノ結晶に対するコーティング
分子あるいは結合分子の接着を不安定化させる、ジスルフィドを形成する可能性がある。
従って、酸化はコーティング分子あるいは結合分子をナノ結晶の外表面から離れるように
移動させることで、ナノ結晶の表面が露出し、「不安定化したナノ結晶」となる可能性が
ある。ナノ結晶が一緒に相互作用する場合、凝集体からナノ結晶が不安定化し、そのよう
な凝集体が生成すると、最終的にナノ結晶が不可逆的に凝結する。さらに、現在の半導体
ナノ結晶を不動態化する方法は、むしろまだ、蛍光強度を検出装置に必要なレベルまで上
昇させる（つまり、現在利用できる蛍光色素と比べ、蛍光を基盤とした検出装置の感度を
有意に上昇させる）には不十分である。
【００１０】
　従って、上述の制限などを克服したナノ結晶がまだ必要である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１１】
【特許文献１】米国特許出願第６，１７９，９１２号
【特許文献２】米国特許出願第６，１１４，０３８号
【特許文献３】米国特許出願第５，９９０，４７９号
【非特許文献】
【００１２】
【非特許文献１】Ｂａｗｅｎｄｉら，１９９３，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１５、
８７０６
【非特許文献２】Ｎｏｒｒｉｓら，１９９６，Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗ　Ｂ．５
３、１６３３８－１６３４６
【非特許文献３】Ｎｉｒｍａｌら，１９９６，Ｎａｔｕｒｅ　３８３、８０２－８０４
【非特許文献４】Ｄａｎｅｋら，１９９６，Ｃｈｅｍ．Ｍａｔｅｒ．８、１７３－１７９
【非特許文献５】Ｄａｂｂｏｕｓｉら，１９９７，Ｊ．Ｐｈｙｓ．Ｃｈｅｍ．Ｂ　１０１
、９４６３
【非特許文献６】Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ－Ｖｉｅｊｏら，１９９７，Ａｐｐｌ．Ｐｈｙｓ．
Ｌｅｔｔ．７０、２１３２－２１３４
【非特許文献７】Ｐｅｎｇら，１９９７，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１１９、７０１
９－７０２９
【非特許文献８】Ｃｈａｎ　ａｎｄ　Ｎｉｅ，１９９８，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８１、２０
１６－２０１８
【非特許文献９】Ｂｒｕｃｈｅｚ，Ｊｒ．ら，１９９８，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２８１、２０
１３－２０１５
【発明の概要】
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【発明が解決しようとする課題】
【００１３】
　本発明の実施例では、非アイソトープ型の検出装置に用いる機能的蛍光ナノ結晶を有す
る組成、これを作成する方法、これを利用する方法を示す。この実施例の上記機能的蛍光
ナノ結晶には、いくつか独特の特徴がある。上記の機能的蛍光ナノ結晶では、不動態化に
用いるなどのコーティング剤や結合剤及び／又はキャッピング化合物として、有機溶媒や
メルカプトを基本とした化合物を用いることができない。そのような試薬（ＴＯＰＯ、メ
ルカプトを基本とした化合物など）には、多くの生物学的応用分野で問題のあるそのよう
なコーティングされたナノ結晶を利用する上で、不利な点がいくつかある。例えば、その
ような試薬は、スルフヒドリル基を含む試薬に感受性を示す、細胞毒性がある、化学的に
不安定となる傾向がある（水溶性が望ましい機能である環境で保存するか用いた場合、酸
素や光に曝露した場合など）のうち１つ以上の性質を持つと考えられる。さらに、リンカ
ー（米国特許出願第５，９９０，４７９号）あるいはコーティング系（米国特許出願第６
，１１４，０３８号）として、メルカプトを基本とした化合物を応用することは、蛍光ナ
ノ結晶を生成するプロセスで省略できる余分な段階である。
【００１４】
　本発明の別の実施例では、他に知られている半導体ナノ結晶製剤と比べ、機能的蛍光ナ
ノ結晶は蛍光強度が予想外に上昇することを示している。蛍光強度を上昇させるメカニズ
ムとしては、不動態化、電荷移動やその組み合わせなどが考えられるが、これだけに限ら
ない。
【００１５】
　不動態化の概念は本明細書で先に説明した。イミダゾールを含む化合物を有するコーテ
ィングは、コアとなるナノ結晶の外表面を不動態化することができる。さらに、ホスフィ
ン架橋化合物と架橋したイミダゾールを含む化合物を有するコーティングも、コアとなる
ナノ結晶の外表面を安定化し、不動態化することができる。コーティングを組み合わせて
生じた安定化効果は、酸性溶液あるいはイオン強度の高い溶液の分解作用から、結晶を保
護する作用を有する。上記の不動態化作用は、イミダゾールの錯体化による表面Ｃｄある
いはＺｎ原子や同様の原子（つまり、他の金属イオン）のキャッピング、およびホスフィ
ン架橋化合物との錯体化によるカウンター原子（ＳｅまたはＳなど）のキャッピングが原
因である。
【００１６】
　電荷移動に関して、例えば、イミダゾールを含む化合物を有するコーティングにある、
イミダゾールやアルキルホスフィン部分は、十分な励起光源による励起を受けやすいと考
えられる。そのような励起により、イミダゾール及び／又はホスフィン部分から上記のナ
ノ結晶構造に電荷が移動することで、そのような内部の電荷移動がない場合の蛍光強度と
比較し、蛍光強度が上昇すると考えられる。
【００１７】
　エネルギーの凝縮と共鳴については、イミダゾールとホスフィン部分のＲ電子とコア結
晶のより高いエネルギー帯で励起した電子が一体化することで、放射緩和のレベルを高く
するエネルギー縮合作用を生み出している。ナノ結晶は、水溶性となり、分子プローブが
有効な結合を持つ１つ以上の反応性官能基を含むように機能する。
【００１８】
　本発明のさらなる利点と利益は、以下の好適な実施例の詳細を読み、理解することで、
通常の技術を持つ当業者に明らかとなる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
　本発明は、様々な化合物や化合物の配列で、また様々な方法や方法の配列で具体化する
ことができる。図は、好適な実施例を説明するためだけのもので、本発明を制限するもの
とは解釈されない。
【図１】図１は、他の種類の蛍光ナノ結晶（線Ｂ、線Ｃ）のピークと比較し、機能的蛍光
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ナノ結晶（線Ａ）の発光ピークを示したグラフである。
【図２】図２は、もう１種類の蛍光ナノ結晶（線Ｂ）の発光ピークと比較し、機能的蛍光
ナノ結晶（線Ａ）の発光ピークを示したグラフである。
【図３】図３は、別の実施例の機能的蛍光ナノ結晶の発光ピークと比較し、１つの実施例
の機能的蛍光ナノ結晶（線Ａ）の発光ピークを示したグラフである。
【図４】図４は、いくつかの実施例の機能的蛍光ナノ結晶とその生成プロセスの略図であ
る。
【図５】図５は、メルカプトを基本とした方法（「ピークＢ」）を利用した蛍光ナノ結晶
の発光ピークと機能的蛍光ナノ結晶（「ピークＡ」）の発光ピークとの比較を示したグラ
フである。
【図６Ａ】図６Ａは、励起光源を当てた後、機能的蛍光ナノ結晶と共有結合したアビジン
を処理した、ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェアを示した画像である。
【図６Ｂ】図６Ｂは、励起光源を当てた後、機能的蛍光ナノ結晶と共有結合したアビジン
を処理した、非ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェアを示した画像である。
【図７Ａ】図７Ａは、蛍光顕微鏡のＵＶ光源に直接当てた際の、機能的蛍光ナノ結晶の光
退色に対する抵抗性を経時的に示した画像である。
【図７Ｂ】図７Ｂは、蛍光顕微鏡のＵＶ光源に直接当てた際の、機能的蛍光ナノ結晶の光
退色に対する抵抗性を経時的に示したグラフである。
【図８Ａ】図８Ａは、一次ビオチン標識抗マウスＩｇＧ抗体で処理し、アビジン化した機
能的蛍光ナノ結晶を染色した、肝顕微鏡用切片の位相差画像である。
【図８Ｂ】図８Ｂは、図８Ａと同じ切片での画像あるが、蛍光顕微鏡を用いている。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　定義
　本応用の明細書にわたり、「第１級」、「第２級」、「１つ目の」、「２つ目の」など
、様々な用語が用いられている。これらの用語は、異なる元素を区別するために便利な言
葉であり、そのような用語は上記の異なる元素が利用される方法について限定することを
意図したものではない。
【００２１】
　「標的分子」という用語は、本明細書と請求項の目的で、有機あるいは無機の性質を持
つ分子、その有無及び／又は検討する量を意味し、これは分子プローブが結合特異性を持
つ分子成分（リガンド、配列、エピトープ、ドメイン、タンパク質、化学基、反応性官能
基、決定基など）を含む。上記分子には、核酸分子、タンパク質、糖タンパク質、真核細
胞、原核細胞、リポタンパク質、ペプチド、炭水化物、脂質、リン脂質、アミノグリカン
、化学メッセンジャー、生物学的受容体、構造成分、代謝産物、酵素、抗体、薬物、治療
薬、毒素、無機化学物質、有機化学物質、基質などが含まれるが、これだけに限らない。
標的分子は、ｉｎ　ｖｉｖｏ、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ、ｉｎ　ｓｉｔｕ、ｅｘ　ｖｉｖｏとす
ることができる。
【００２２】
　「分子プローブ」という用語は、本明細書と請求項の目的で、標的分子の、または標的
分子と関連した分子成分に対する結合特異性と結合活性を持つ分子を意味する。一般に、
分子プローブは、その結合機能を保持するレクチンあるいはフラグメント（または誘導体
）、モノクローナル抗体（「ｍＡｂ」、キメラあるいはヒトに投与することが好ましい遺
伝子組換えモノクローナル抗体を含む）、ペプチド、アプタマー、核酸分子（一本鎖ＲＮ
Ａまたは一本鎖ＤＮＡ、または一本鎖核酸ハイブリッド、オリゴヌクレオチドアナローグ
、中心を修飾したオリゴヌクレオチドアナローグ、モルフォリノを基本としたポリマー）
、核酸塩基を含むことが当業者に知られているが、これだけに限らない。「核酸塩基」と
いう用語は、本明細書でヌクレオシド（誘導体、または機能的にそれと等価のもの、合成
あるいは修飾ヌクレオシド、特に反応性官能基（遊離アミノ基またはカルボキシル基）を
有するヌレオシド）、ヌクレオチド（ｄＮＴＰ、ｄｄＮＴＰ、その誘導体あるいは機能的
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にそれと等価のもの、特に反応性官能基（遊離アミノ基またはカルボキシル基）を有する
ヌレオチド）、アシクロヌクレオシドトリホスフェート（例えば米国特許出願第５，５５
８，９９１号を参照）、３’（２’）－アミノ－修飾ヌクレオシド、３’（２’）－アミ
ノ－修飾ヌクレオチド、３’（２’）－チオール－修飾ヌクレオシド、３’（２’）－チ
オール－修飾ヌクレオチド（例えば米国特許出願第５，６７９，７８５号を参照）、アル
キニルアミノ－ヌクレオチド（連鎖停止剤としては米国特許出願第５，１５１，５０７号
を参照）、ヌクレオシドチオトリホスフェート（例えば米国特許出願第５，１８７，０８
５号を参照）など、これだけに限らないが、核酸部分を指すために用いる。「モノクロー
ナル抗体」という用語も、本明細書と請求項の目的で、フラグメントや誘導体がｍＡｂ分
子全体の結合機能のすべてあるいは一部を保持する、ｍＡｂ分子から誘導した免疫反応性
フラグメントや誘導体を含むとして用いる。そのような免疫反応性のフラグメントあるい
は誘導体には、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’、Ｆａｂ、Ｆｖ、ｓｃＦＶ、Ｆｄ’、Ｆｄフラ
グメントなどが含まれることは、当業者に周知である。ｍＡｂから様々なフラグメントあ
るいは誘導体を生成する方法は、当業者に周知である（例えば、Ｐｌｕｃｋｔｈｕｍ，１
９９２，Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．１３０、１５２－１８８、ペプチンを経由した消化、
パパイン消化、ジスルフィド架橋の還元、米国特許出願第４，６４２，３３４号に報告さ
れた方法を参照）。一本鎖抗体は、米国特許出願第４，９４６，７７８号に報告されてい
るとおり生成することができる。キメラ抗体の合成は、現在、上記キメラ抗体をマウスの
様々な領域をヒトの一定領域と結合させて作る、簡単な方法である（Ａｄａｉｒ，１９９
２，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　１３０、５－４０）。さらに、「ヒ
ト化」抗体は、当業者に周知の技術の１つを用い、マウスモノクロナール抗体の高頻度可
変性領域と、ヒト免疫グロブリンの定常領域および可変領域（軽鎖と重鎖）の一部のシー
クエンスを結合させて生成することができる（Ａｄａｉｒ，１９９２，ｓｕｐｒａ、Ｓｉ
ｎｇｅｒら，１９９３，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５０、２８４４－２８５７）。キメラ非
ヒト／ヒトｍＡｂを生成する方法は、総体的に米国特許出願第５，７３６，１３７号に詳
細に報告されている。アプタマーは、米国特許出願第５，７８９，１５７号に報告された
方法で生成することができる。レクチンとそのフラグメントは市販されている。オリゴヌ
クレオチドのアナローグ、中心を修飾したオリゴヌクレオチドアナローグ、モルフォリノ
を基本としたポリマーは、それぞれ米国特許出願第５，９６９，１３５号、及び第５，５
９６，０８６号、米国特許出願第５，６０２，２４０号、及び第５，０３４，５０６号に
報告されている方法を用いて生成することができる。「分子プローブ」は、本明細書で機
能的蛍光ナノ結晶と有効な結合を持つ分子プローブの複数分子を指すために用いてもよい
。
【００２３】
　「有効な結合を持つ（ｏｐｅｒａｂｌｙ　ｂｉｎｄ）」「有効な結合を持った（ｏｐｅ
ｒａｂｌｙ　ｂｏｕｎｄ）」という用語は、本明細書と請求項の目的で、コーティング化
合物と蛍光ナノ結晶、コーティングと分子プローブ、異なる分子プローブ、分子プローブ
と標的分子の間など、これだけには限らないが、異なる分子の組み合わせの間で形成され
、本明細書で示したとおり、検出装置に利用する目的および当技術分野で周知の関連した
標準的条件で十分に安定な融合、結合、あるいは関連性を指すこととする。当業者に周知
のとおり、また以下の実施例でより明らかとなるだろうが、２つ以上の分子に反応性官能
基を用いて有効な結合を持たせる、いくつかの方法と組成がある。反応性官能基には、二
官能性試薬（ホモ二官能性あるいはヘテロ二官能性など）、ビオチン、アビジン、遊離化
学基（チオール、またはカルボキシ、ヒドロキシ、アミノ、アミン、スルホなど）、反応
性化学基（遊離化学基と反応する）などがあるが、これだけに限らない。当業者に周知の
とおり、上記の結合は、共有結合、イオン結合、水素結合、ファンデルワールス結合など
を有すると考えられるが、これだけに限らない。
【００２４】
　「イミダゾールを含む化合物」という用語は、本明細書と請求項の目的で、亜鉛あるい
は他の金属カチオン、またはそのようなカチオンを含む基質と結合することができるイミ
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ダゾール基（例えばイミダゾール環）を少なくとも１つ持つ分子を指すこととする。その
点について、少なくとも１つのイミダゾール部分が分子構造の末端部分にある。一般に、
イミダゾール環の窒素は、亜鉛あるいはカドミウムなどの金属イオンと有効な結合を持つ
配位リガンドとして機能することが多い。１つの実施例では、イミダゾールを含む化合物
がアミノ酸、または一緒に結合した２つ以上のアミノ酸（当技術分野では「ペプチジル」
または「オリゴペプチド」として知られる）を有し、これにはヒスチジン、カルノシン、
アンセリン、バレイン、ホモカルノシン、１－メチルヒスチジン、３－メチルヒスチジン
、イミダゾリシン（ｉｍｉｄａｚｏｌｙｓｉｎｅ）、イミダゾールを含むオルニチン（５
－メチルイミダゾロンなど）、イミダゾールを含むアラニン（（β）－（２－イミダゾリ
ル）－Ｌ（α）アラニン）、カルシニン、ヒスタミンなどを有する。イミダゾールを含む
アミノ酸は、当技術分野で周知の方法を用いて合成することができる（例えば、Ｓｔａｎ
ｋｏｖａら，１９９９，Ｊ．Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｃｉ．５、３９２－３９８を参照、その
情報開示は本明細書に参考文献として盛り込んでいる）。
【００２５】
　「アミノ酸」という用語は、当技術分野で周知のように、本明細書と請求項の目的で、
少なくとも１つのアミノ基と少なくとも１つのカルボキシル基を含む化合物を指すことと
する。当技術分野で周知のように、アミノ基はカルボキシル基に隣接した位置にあるか、
アミノ酸分子のどの位置にあってもよい。少なくとも１つのイミダゾール部分に加え、上
記アミノ酸はさらに１つ以上の反応性官能基（アミノ、チオール、カルボキシル、カルボ
キサミドなど）を有していてもよい。上記アミノ酸は、Ｄ体（右旋性）あるいはＬ体（左
旋性）の天然アミノ酸、合成アミノ酸、修飾アミノ酸、アミノ酸誘導体、アミノ酸前駆体
をとりうる。誘導体の例としては、これだけに限らないが、当技術分野で周知のように、
Ｎ－メチル誘導体、アミド、あるいはエステルなどがあり、本明細書に説明するコーティ
ング剤としてのアミノ酸の機能と一致する（例えば、水溶性を与える、約ｐＨ６～約ｐＨ
１０のｐＨ範囲で十分に緩衝作用を示す、蛍光強度を上昇させることが可能なコーティン
グとして機能する、分子プローブと有効な結合を持つ１つ以上の反応性官能基があるなど
）。上述のアミノ酸の１つを好適な実施例で用い、好ましいアミノ酸を本発明の組成に別
々に用いることができるが、上記の好ましいアミノ酸以外のアミノ酸を除外する。ヒスチ
ジンは、本発明の機能的蛍光ナノ結晶のコーティングに、特に好ましいイミダゾールを含
む化合物である。
【００２６】
　「ホスフィン架橋化合物」は、本明細書と請求項の目的で、Ｚｎ、Ｃｄなどの金属や、
Ｓｅ、Ｓなどの非金属、そのような原子を含む基質を結合あるいはキレートすることがで
きる、少なくとも１つのホスフィン基（例えば、ホスフィン、ホスフィンオキシド、ホス
ホニウムの形）を持ち、少なくとも１つの反応性官能基（ヒドロキシ、アミノ、チオール
、カルボキシ、カルボキサミドなど）を持ち、近隣分子と反応することができる分子を指
す。当業者に知られているホスフィン架橋化合物は、ジホスフィン、トリホスフィン、ア
ルキルホスフィン（アルキルホスフィンを含む化合物を含む）、シクロアルキルホスフィ
ン、アリールホスフィン、二座ホスフィン、ホスフィンのシリコン誘導体、シロキサン、
あるいはホスフィン、オレフィンホスフィン（ｏｌｅｆｉｎｉｃ　ｐｈｏｓｐｈｉｎｅ）
などのポリシラン誘導体などがあるが、それだけに限らない。本発明の１つの実施例にお
いて好ましいホスフィン架橋化合物は、アルキルホスフィンである。アルキルホスフィン
は、少なくとも１つのホスフィン部分が分子構造の末端部分にある。通常、ホスフィン部
分は、Ｚｎ、Ｃｄなどの金属及び／又はＳｅ、Ｓなどの非金属イオンと有効な結合を持つ
配位リガンドとして機能することが多い。好適な実施例では、ホスフィン架橋化合物が、
ホスフィン基、一緒に結合した２つ以上のホスフィン基（例えば重合体）を有し、これに
はヒドロキシメチルホスフィン化合物などが含まれるが、これだけに限らない。ホスフィ
ン架橋化合物は、当技術分野で知られている方法を用いて合成することができる（例えば
、Ｔｓｉａｖａｌｉａｒｉｓら，２００１，Ｓｙｎｌｅｔｔ．３、３９１－３９３，Ｈｏ
ｆｆｍａｎら，２００１，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇ　Ｃｈｅｍ　１２、３５４－３６３、米国
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特許出願第５，９４８，３８６号を参照）。当技術分野で周知のように、アルキルホスフ
ィンを含む化合物はさらに１つ以上の反応性官能基（ヒドロキシ、アミノ、チオール、カ
ルボキシル、カルボキサミドなど）を有していてもよい。誘導体の例としては、当技術分
野で周知のように、ヒドロキシメチルホスフィン誘導体、アミド、あるいはエステルなど
があり、これだけに限らないが、本明細書に説明するコーティングとしてアルキルホスフ
ィンの機能と一致する（例えば、水溶性を与える、約ｐＨ６～約ｐＨ１０のｐＨ範囲で十
分に緩衝作用を示す、安定性と蛍光強度を上昇させることが可能なコーティングおよび架
橋剤として機能する、分子プローブと有効な結合を持つ１つ以上の反応性官能基があるな
ど）。上述の誘導体のアルキルホスフィンは、好適な実施例で用いることができる。好ま
しいホスフィン架橋化合物を用いることができるが、前記の好ましいホスフィン架橋化合
物以外のホスフィン架橋化合物を除く。トリス（ヒドロキシメチル）ホスフィンとβ－［
トリス（ヒドロキシメチル）ホスフィノ］プロピオン酸は、本発明のコーティング、安定
化、機能的蛍光ナノ結晶に特に好ましいアルキルホスフィン－コーティング化合物である
。好適な実施例では、アルキルホスフィンを含む化合物を有する架橋化合物は、さらに亜
鉛、カドミウムなどの金属イオンと有効な結合を持つことができる。
【００２７】
　「蛍光ナノ結晶」という用語は、本明細書と請求項の目的で、イミダゾールとホスホニ
ウムを含む化合物と有効な結合を持つことができる、半導体ナノ結晶あるいはドープ金属
酸化物ナノ結晶を有するナノ結晶を指す。「半導体ナノ結晶」は、本明細書と請求項の目
的で、グループＩＩ－ＶＩの半導体素材（そのＺｎＳとＣｄＳｅは説明に役立つ実例であ
る）またはグループＩＩＩ－Ｖの半導体素材（そのＧａＡｓは説明に役立つ実例である）
、あるいはグループＩＶの半導体素材の少なくとも１つ、またはその組み合わせを有する
コアを有する量子ドット（微結晶半導体としても知られる）を指す。半導体ナノ結晶は、
さらに本明細書に詳細を示したように、シェルを有する半導体素材を有することができる
。当業者に周知のとおり、半導体ナノ結晶のコアサイズは、スペクトルの発光範囲と関連
している。表１はＣｄＳｅの説明に役立つ実例である。
【００２８】
【表１】

【００２９】
好適な実施例では、連続した流れプロセスとシステムにより、上記半導体ナノ結晶が生産
され（米国特許出願第６，１７９，９１２号）、平均粒度が＋／－４％未満で変化する粒
度を持つ。好適な実施例では、半導体ナノ結晶が、（直径を基準として）約１ナノメート
ル（ｎｍ）から約２０ｎｍの範囲の平均流度を持つ、単分散の母集団を有する。
【００３０】
　「ドープ金属酸化物ナノ結晶」という用語は、本明細書と請求項の目的で、金属酸化物
と１つ以上の希土類元素を有するドーパントを有するナノ結晶を指す。例えば、金属酸化
物には酸化イットリウム（Ｙ２Ｏ３）、酸化ジルコニウム（ＺｒＯ２）、酸化亜鉛（Ｚｎ
Ｏ）、酸化銅（ＣｕＯまたはＣｕ２Ｏ）、酸化ガドリウム（Ｇｄ２Ｏ３）、酸化プラセオ
ジム（Ｐｒ２Ｏ３）、酸化ランタン（Ｌａ２Ｏ３）、その合金などがあるが、これだけに
限らない。希土類元素はランタニド系列から選択した元素を有し、ユーロピウム（Ｅｕ）
、セリウム、（Ｃｅ）、ネオジム（Ｎｄ）、サマリウム（Ｓｍ）、テルビウム（Ｔｂ）、
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ガドリウム（Ｇｄ）、ホルミウム（Ｈｏ）、ツリウム（Ｔｍ）、その酸化物やその組み合
わせを含むが、これだけに限らない。当業者に周知のとおり、ドーパントによっては、励
起されたドープ金属酸化物ナノ結晶が特定の色の光を発光することができる。従って、１
つあるいは複数の希土類の性質は、結果として、本発明に沿ってミクロスフェアを標識す
るために用いるドープ金属酸化物ナノ結晶が与える（発光する）と考えられる色に選択さ
れる。特定の希土類元素とその組み合わせにより特定の色が生じ、それによってドープ金
属酸化物ナノ結晶が生じることができ、そのそれぞれがドーパントの性質、ドーパントの
濃度、その組み合わせを調節することで、全範囲の色で（狭い発光ピークにて）発光する
ことができる。例えば、Ｙ２０３、Ｅｕを有するドープ金属酸化物ナノ結晶の発光色と明
るさ（強度など）はＥｕの濃度に依存すると考えられ、例えば、発光の色はＥｕの濃度を
増加させると黄色から赤色にシフトしうる。説明の目的のみで、生じる代表的な色を表２
に挙げた。
【００３１】
【表２】

【００３２】
　ドープ金属酸化物ナノ結晶を作成する方法には、ゾル・ゲル法（例えば米国特許出願第
５，６３７，２５８号を参照）や有機金属反応などが知られているが、これだけに限らな
い。当業者に明白なように、上記ドーパント（１つ以上の希土類元素など）を適当な量で
ドープ金属酸化物ナノ結晶に組み入れると、本明細書に詳細を示すとおり、ドープ金属酸
化物ナノ結晶が蛍光検出で実際的に使用できるようになる。不適当な量とは、ドーパント
が少なすぎて十分検出可能な蛍光を発することができないか、ドーパントが多すぎて濃度
消光のため蛍光が減少することを有する。好適な実施例では、ドープ金属酸化物ナノ結晶
中のドーパント量をドープ金属酸化物ナノ結晶のモル量で約０．１％～約２５％の範囲で
選択する。ドープ金属酸化物ナノ結晶は、単一の励起光源で励起し、検出可能な蛍光発光
を高量子収率で生じ（例えば、常用対数であるか、従来の蛍光色素分子よりも大きな蛍光
強度をもつ単一のナノ結晶）、蛍光ピークが分散する。典型的には、２００オングストロ
ーム未満の実質的に均一なサイズで、約１ｎｍから約５ｎｍ、または１ｎｍ未満の範囲で
実質的に均一なサイズであることが好ましい。好適な実施例では、ドープ金属酸化物ナノ
結晶が１つ以上の希土類元素をドープした金属酸化物を有し、希土類元素を有するドーパ
ントは（例えば紫外光などで）励起し、狭い範囲の蛍光を発光することができる。別の好
適な実施例では、上記のドープ金属酸化物が（励起光源で励起したときに）蛍光特性と磁
気特性をともに示すため、複数の蛍光ナノ結晶が組み込まれたか、複数の蛍光ナノ結晶で
標識された（実質的に非磁性の）高分子ミクロスフェア（磁性物質のドープ金属酸化物ナ
ノ結晶を有する）は、磁性の蛍光ミクロスフェアを形成することができる。
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【００３３】
　「機能的蛍光ナノ結晶」という用語は、本明細書と請求項の目的で、イミダゾールを含
む化合物のみ、あるいはイミダゾールを含む化合物とホスフィン架橋化合物を有するコー
ティング剤でコーティングされた蛍光ナノ結晶を指すこととする。本発明の機能的蛍光ナ
ノ結晶は、水溶性、１つ以上の反応性官能基により分子プローブと有効な結合を持つ能力
、（ｃ）適当に励起光源で励起させた際の蛍光強度の上昇（例えば、本明細書の例１、２
、３、図５～８を参照）など、（これだけに限らないが）望ましい性質を示し、さらにｐ
Ｈ約６．０～ｐＨ約１０．５の範囲で化学的安定性を示す可能性がある。好ましい機能的
蛍光ナノ結晶を生成し、本発明に沿った方法とシステムにおいて利用することができるが
、好ましい機能的蛍光ナノ結晶以外の機能的蛍光ナノ結晶を除く。本発明の機能的蛍光ナ
ノ結晶を形成する好適な実施例において、コアとなるナノ結晶は、イミダゾールを含む化
合物のみと有効な結合を持つ、金属カチオンを有する化合物（例えば、好ましくはバンド
ギャップエネルギーの高い状態で半導体物質を形成するもの、当技術分野では「シェル」
として知られる）、またはイミダゾールを含む化合物とホスフィン架橋化合物の共沈でコ
ーティングすることができ、上記コーティングはナノ結晶のコアの外表面で均一に沈着す
る。これは、コアが成長しているナノ結晶の核形成中心として、亜鉛－ヒスチジンを用い
る場合とは機能的にも本質的にも異なっている（Ｋｈｏら，２０００，Ｂｉｏｃｈｅｍ．
Ｂｉｏｐｈｙｓ．Ｒｅｓ．Ｃｏｍｍｕｎ．２７２、２９－３５を参照）。この好適な実施
例として、グループＩＩ－ＶＩの半導体コアをグループＩＩ－ＶＩの半導体シェル（例え
ば、ＺｎＳあるいはＣｄＳｅコアを、ＹＺを有するシェルでコーティングすることができ
、ＹはＣｄあるいはＺｎ、ＺはＳあるいはＳｅ）、およびイミダゾールを含む化合物ある
いはアルキルホスフィンを含む化合物と架橋させたイミダゾールを含む化合物でコーティ
ングすることができる。好ましくは、半導体物質（シェル）とイミダゾールを含む化合物
、またアルキルホスフィンを含む化合物を有するコーティングが、コアとなるナノ結晶の
外表面を不動態化し、その上に沈着する。
【００３４】
　別の好適な実施例では、当技術分野で標準的な方法を用いて作成したコア／シェルナノ
結晶（例えばＣｄＸコア／ＹＺシェル）は、イミダゾールを含む化合物のみあるいはアル
キルホスフィンを含む化合物と架橋したイミダゾールを含む化合物と有効な結合を持つ金
属カチオン（好ましくは、半導体物質を形成することができ、好ましくはバンドギャップ
エネルギーの高いもの）でコーティングし、上記コーティングはコア／シェルナノ結晶の
外表面で均一に沈着する。
【００３５】
　さらに別の実施例では、蛍光ナノ結晶がイミダゾールを含む化合物のみ、あるいはホス
フィン架橋化合物と架橋したイミダゾールを含む化合物でコーティングし、本発明に沿っ
て機能的蛍光ナノ結晶を形成することができる。
【００３６】
　別の実施例では、コア／シェルナノ結晶の外表面に、イミダゾールを含む化合物のみ、
あるいはイミダゾールを含む化合物とアルキルホスフィンを含む化合物を有するコーティ
ングを沈着させる。
【００３７】
　別の実施例では、本発明の機能的蛍光ナノ結晶が、さらにイミダゾールを含む化合物、
また代わりにイミダゾールを含む化合物とアルキルホスフィンを含む化合物を有するコー
ティングとの化学的あるいは物理的架橋を有し、機能的蛍光ナノ結晶のコーティングの安
定性をさらに高める。化学的架橋は、当技術分野で知られている方法と試薬を用いて達成
することができ、これにはホルムアルデヒド、グルタルアルデヒド、アクロレイン、１，
６－ヘキサン－ビス－ビニルスルホンなどを含むことができるが、これだけに限らない。
物理的架橋と硬化も、紫外線照射、マイクロ波処理、熱処理など、これだけに限らないが
、当技術分野で知られている方法で達成することができる。
【００３８】
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　本発明では、様々なタイプの蛍光を基本とした検出装置で用いることができる、機能的
蛍光ナノ結晶を有する組成を示し、上記検出装置は検出シグナルを発し、大きく増幅させ
るように機能する３次元デンドリマーを構築するために用いる（そのため、非アイソトー
プ型の検出装置の感度を大きく改善させるが、例えば米国特許出願第６，２６１，７７９
号を参照、その情報開示は本明細書に参考文献として盛り込んでいる）、核酸鎖合成ある
いは核酸配列の決定用に蛍光標識核酸塩基を作成するため、核酸塩基の標識に用いる（例
えば米国特許出願第６，２２１，６０２号を参照、その情報開示は本明細書に参考文献と
して盛り込んでいる）、ミクロスフェアを機能的蛍光ナノ結晶と組み込むこと及び／又は
実施可能に結合することによって、蛍光ミクロスフェア（例えばビーズ）を作成するため
に用いる、基質にプリントするのに適した蛍光インク組成に用いる、同定可能なコードパ
ターンを確立するような方法で、基質に機能的蛍光ナノ結晶を塗布することで、基質に同
定可能なコードパターンを与えるために用いる（例えば、同定、確認、安全、装飾のため
）などがあるが、これだけに限らない。
【００３９】
　当業者に明白なように、本発明の機能的蛍光ナノ結晶は、１つ以上の親和性アッセイ（
例えばＥＬＩＳＡなどのイムノアッセイ）、蛍光染色（例えば、スライドガラス上の免疫
蛍光染色、蛍光ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリッド形成法など）、フローサイトメトリー、細胞
画像に基づく検出アッセイ（例えば細胞によるＥＬＩＳＡつまり「ｃＥＬＩＳＡ」、画像
サイトメトリー、標準的な高密度マイクロアレイで成長した細胞）、マイクロアレイを基
本とした検出アッセイ（例えば、オリゴヌクレオチド走査配列、コンビナトリアルＤＮＡ
配列、核酸分子あるいはタンパク分子の配列を含むマイクロチップ、マルチチャンネルマ
イクロチップ電気泳動など）、マイクロフルイディクスを基本とした検出装置（例えば、
当技術分野で周知の「ラボ・オン・チップ（ｌａｂ－ｏｎ－ａ－ｃｈｉｐ）」システムな
ど）、蛍光を基本としたバイオセンサー（例えばＴｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．
１６、１３５－１４０，１９９８、ｉｎ　ｖｉｖｏで標的分子を測定する移植可能なセン
サーを含むことができる）、核酸配列決定、核酸ハイブリダイゼーション、核酸合成ある
いは増幅、身元確認（ＩＤカードあるいはバンクカード）、蛍光ビーズを基本とした検出
アッセイ、分子ソーティング（フローサイトメトリーによる細胞ソーティング）などを含
む検出装置に用いることができるが、これだけに限らない。
【００４０】
　そのような機能的蛍光ナノ結晶は、標的分子の有無を検出するために用いることができ
る。また、サンプル中の標的分子の有無を検出する方法も示す。そのような標的分子を検
出するプロセスには、サンプルと分子プローブに有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を
有する組成と接触させ、上記サンプルを励起光源に曝露させ、機能的蛍光ナノ結晶から発
光された蛍光を検出することなどがある。検出される蛍光量は、上記サンプル中の標的分
子の量と関連付けることができる。
【００４１】
　例１
　この例では、本発明の機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセスの実施例を説明する。本
例とこれに続く例では、コアとなるナノ結晶を有する半導体ナノ結晶を、米国特許出願第
６，１７９，９１２号に報告された連続した流れプロセスにより作成した。セレン化カド
ミウム（ＣｄＳｅ）のナノ結晶生成に用いたパラメータは、１０ｇのＴＯＰＯ、１８．９
ｕｌのＭｅ２Ｃｄ（ジメチルカドミウム、２．６３×１０－４モルのＣｄなど）、１９８
．９μｌのＴＯＰＳｅ（Ｓｅの１Ｍ　ＴＯＰ溶液、１．９８９×１０－４モルのＳｅなど
）、４．５ｍｌのＴＯＰ、核形成温度（Ｔｎ）３００℃、成長温度（Ｔｇ）２８０℃、流
速０．１ｍｌ／ｍｉｎであった。得られたＣｄＳｅナノ結晶は波長５７８ｎｍで蛍光を示
し、励起波長４１０ｎｍ、幅の狭い高さ１／２のバンド幅が約２９ｎｍであった。
【００４２】
　１つの実施例では、機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセスに、金属カチオンと有効な
結合を持ち、イミダゾールを含む化合物を有する錯体を含む混合物を作成する際、イミダ
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ゾールを含む化合物と金属カチオンを有する溶液を接触させ、機能的蛍光ナノ結晶の作成
で蛍光ナノ結晶をコーティングするために蛍光ナノ結晶と上記の混合物を接触させる段階
が含まれる。
【００４３】
　別の実施例では、機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセスに、イミダゾールを含む化合
物を有する溶液と金属カチオンを有する蛍光ナノ結晶を接触させる段階が含まれ、機能的
蛍光ナノ結晶を形成する上で蛍光ナノ結晶をコーティングするため、イミダゾールを含む
化合物と金属カチオンに有効な結合を作る。
【００４４】
　詳細をすでに本明細書で示したとおり、上記のプロセスでコーティングされた蛍光ナノ
結晶は、コアとなる半導体ナノ結晶、コア／シェル半導体ナノ結晶、ドープ金属酸化物ナ
ノ結晶、あるいはその組み合わせを有することができる。金属カチオンについては、イミ
ダゾールを含む化合物が金属イオンと有効な結合を持つことが報告され、これにはＺｎ２

＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｎｉ２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｏ２＋などの１つ以上を含むことがで
きるが、これだけに限らない。
【００４５】
　例えば、コアとなるナノ結晶をコーティングし、本発明の機能的蛍光ナノ結晶を生成し
た。１つの実施例では、上記のコアとなるナノ結晶を、イミダゾールを含む化合物と有効
な結合を持つ、金属カチオンを有する、複合体を有する混合物でコーティングした。好ま
しくは、上記金属カチオンが硫黄を含む化合物（例えば、硫酸塩、硫化物など）と有効な
結合を持つＺｎを有する。より好ましくは、上記金属カチオンが半導体物質（好ましくは
、当技術分野で知られている、バンドギャップエネルギーの高い「シェル」）を有する。
一般的なガイドラインとして、上記のコーティングプロセスでは、ミリグラム単位での蛍
光ナノ結晶、約０ｍｍｏｌｅ～約０．５ｍｍｏｌｅの量の金属カチオン（ＺｎＳＯ４など
）、約０．２５ｍｍｏｌｅ～約２．５ｍｍｏｌｅの量のイミダゾールを含む化合物、０～
１ｍｍｏｌｅの量のＮａ２Ｓを有する成分を含める段階を有すると考えられる。当業者に
明らかなように、個々の成分の量は、使用する特定のイミダゾールを含む化合物、コーテ
ィングする蛍光ナノ結晶の性質（化学的組成など）、上記のイミダゾールを含む化合物と
有効な結合を持つ金属カチオンの性質、コーティングプロセスにおける他の成分比、コー
ティングプロセスで用いる緩衝系のｐＨによって変化すると考えられる。
【００４６】
　例えば、１Ｍ　Ｔｒｉｓ緩衝液中０．２５Ｍのヒスチジン（イミダゾールを含む化合物
）溶液を調整した（ｐＨ１０．６）。Ｔｒｉｓ緩衝液（炭酸ナトリウム緩衝液、ＴＡＰＳ
緩衝液（Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル－３アミノプロパンスルホン酸）、ＣＡ
ＰＳＯ緩衝液（３－（シクロ－ヘキシルアミノ）２－ヒドロキシ－１プロパンスルホン酸
）など）の代わりに、当技術分野で知られている、ｐＨ約８．０～約１１の範囲で緩衝作
用を示す他の適切な緩衝液を用いてもよい。１０ｍｌのヒスチジン溶液に、１．２ｍｌの
１Ｍ硫酸亜鉛溶液（ＨＣ１中）を加え、混合液が透明になるまで混合した。上記混合液に
、最小量（約６０μｌ～約８０μｌ）の有機溶媒（クロロホルムやピリジンなど）に懸濁
した、２～３ｍｇのＣｄＳｅナノ結晶（コアとなるナノ結晶）を加えた。混合した後、１
．２ｍｌの１Ｍ　ＮａＺＳも加えた。生じた溶液を数時間（約４～１６時間など）、室温
でゆっくりとかき混ぜた。得られた機能的ナノ結晶を有する溶液のｐＨは、約９．６であ
った。上記の機能的蛍光ナノ結晶は、次にサイズ排除クロマトグラフィー、透析、アルコ
ール（エタノールなど）による沈殿、遠心分離、その組み合わせを有するグループから選
択したプロセスで精製した。例えば、上記の機能的蛍光ナノ結晶を有する溶液を、Ｔｒｉ
ｓ緩衝液で平衡化したゲルろ過カラム（脱塩したデキストランなど）に載せた。クロマト
グラフィーのプロセスから採取した機能的蛍光ナノ結晶を、次に低速遠心ろ過システムで
濃縮した（カットオフ値１０，０００ダルトン）。この機能的蛍光ナノ結晶を作成するプ
ロセスを繰り返し、各成分の相対量を変化させた。これらの製剤研究から、（水性環境中
で）最適な蛍光特性と安定性を示した好ましい成分比は、コアとなるナノ結晶（ＣｄＳｅ
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など）１ｍｇ、ヒスチジン１．２５ｍｍｏｌｅ、ＺｎＳｏ４　０．２５ｍｍｏｌｅ、Ｎａ

２Ｓ　０．５ｍｍｏｌｅを有する。上記で得られた機能的蛍光ナノ結晶の特徴は、約７～
１０の一般的なｐＨの水溶液中で安定であり、約ｐＨ８～ｐＨ１０の範囲で最も安定であ
る、上記機能的蛍光ナノ結晶の表面で反応性の官能基が利用でき（この場合、アミノ基と
カルボキシル基の両方）、これに分子プローブが有効な結合を作ることができる、メルカ
プト酢酸でキャップしたＣｓＳｅ／ＺｎＳナノ結晶の蛍光強度と比較し、約１０倍～１０
０倍に蛍光強度が上昇することであった。本発明のプロセスによりコーティングしたコア
となるナノ結晶と同一の連続した流れプロセスでの実験、同一の励起光源での励起（４１
０ｎｍなど）、同一の検出装置を用いた検出から、コアとなるナノ結晶を用いて作成した
蛍光ナノ結晶と同量で、蛍光強度を比較した。用いた検出装置は標準的な分光蛍光光度計
であり、上記装置のソフトウェアが当技術分野で標準となっているとおり、蛍光強度の測
定値として、得られた発光ピーク下面積を計算した。安定性の測定については、安定性が
最適ではないことは、水溶液中で機能的蛍光ナノ結晶が経時的に凝集する、あるいは機能
的蛍光ナノ結晶に伴う蛍光強度が消失する（観察された上昇が失われるか、検出可能な発
光が全くなくなることなど）という１つ以上の傾向で特徴付けられる。
【００４７】
　機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセスとその機能的蛍光ナノ結晶自体は、さらにコー
ティングに架橋を有する。上記コーティングの架橋（例えば、その反応性官能基）は、架
橋のない機能的蛍光ナノ結晶と比べ、水溶性など全体的な安定性の向上、分子プローブと
有効な結合を持つ能力の向上、様々な物理化学的プロセス（遠心、透析、温度変化など）
に対する耐性の改善の１つ以上をもたらす可能性がある。当業者に明白なとおり、当技術
分野では数多くの架橋試薬があり、架橋剤の選択は、コーティング剤にある反応性官能基
（従って、コーティングに用いるイミダゾールを含む化合物の種類）による。架橋を形成
する好ましい反応性官能基は、アミノ基、カルボキシル基、その組み合わせなどである。
実例として、機能的蛍光ナノ結晶を１つ以上のアミノ反応性架橋剤（グルタルアルデヒド
、ホルムアルデヒド、アクロレイン、１，６－ヘキサン－ビスビニルスルホン）と処理す
る。例えば、５００μｌの機能的蛍光ナノ結晶（１０ｍｇの固体物質）を７０％エタノー
ルで沈殿させ、遠心分離し、得られたペレットを５００ｐｌの０．５Ｍ　Ｈｅｐｅｓ緩衝
液（ｐＨ８．０）に再溶解した。この溶液をすぐに等量のグルタルアルデヒド溶液（０．
５Ｍ　Ｈｅｐｅｓ緩衝液中０．０２％、ｐＨ８．０）と混合した。室温で短時間インキュ
ベーションした後（約２～５分など）、上記反応液を２０ｍＭのＴｒｉｓあるいはヒドロ
キシアミンを加えてクエンチした。Ｔｒｉｓベースの試薬を用いるよりもペニシラミンの
クエンチ効果と浄化効果が優れていたため、代わりに、反応液をペニシラミン（約１００
ｍＭなど）でクエンチした。過剰の試薬（架橋剤やクエンチ剤）を除去するため、エタノ
ールで沈殿させ、最終的なペレットを５００μｌの０．５Ｍ　Ｈｅｐｅｓ緩衝液（ｐＨ７
．５～８．０）に再溶解した。有効な結合を持つ分子プローブとターゲット分子の検出ア
ッセイにおいて、さらに外側のコーティングに架橋を有する機能的蛍光ナノ結晶を用いる
ことにも成功した。
【００４８】
　例２
　別の実施例では、コア／シェルナノ結晶を有する蛍光ナノ結晶を、イミダゾールを有す
る化合物と有効な結合を持つ、金属カチオンを有するコーティング剤でコーティングする
。好ましくは、上記金属カチオンが硫黄を含む化合物（例えば、硫酸塩、硫化物など）と
有効な結合を持つＺｎを有する。一般的なガイドラインとして、上記のコーティングプロ
セスでは、２ミリグラムのコア／シェルナノ結晶、約０ｍｍｏｌｅ～約０．５ｍｍｏｌｅ
の量の金属カチオン（好ましくは、半導体物質を有し、例えばＹＺ、より好ましくはＺｎ
ＳＯ４など）、約０．２５ｍｍｏｌｅ～約２．５ｍｍｏｌｅの量のイミダゾールを含む化
合物、０～１ｍｍｏｌｅの量のＮａ２Ｓを有する成分を含める段階を有すると考えられる
。当業者に明らかなように、個々の成分の量は、使用する特定のイミダゾールを含む化合
物、コーティングする蛍光ナノ結晶の性質（化学的組成など）、上記のイミダゾールを含
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む化合物と有効な結合を持つ金属カチオンの性質、上記コーティングプロセスにおける他
の成分比、上記コーティングプロセスで用いる緩衝系のｐＨによって変化すると考えられ
る。例えば、亜鉛を金属カチオンとして、ヒスチジンをイミダゾールを含む化合物として
用いた場合、各亜鉛イオンが２つ以上のヒスチジン分子と有効な結合を持つため、上記コ
ーティングプロセスにおいては、ヒスチジン分子の数を少なくとも亜鉛イオン数の２倍以
上とすることが望ましい。別の実施例では、コーティングプロセスで用いるイミダゾール
を含む化合物量の範囲に関して、イミダゾールを含む化合物の量が多いほど、水溶液の溶
解性と安定性が高くなると考えられるが、蛍光強度の予期しない上昇も抑制されると考え
られる。
【００４９】
　この実施例の例証として、１Ｍ　Ｔｒｉｓ緩衝液中０．２５Ｍのヒスチジン（イミダゾ
ールを含む化合物）を調整した（ｐＨ１０．６）。本明細書ですでに説明したとおり、当
技術分野で他にも適当な緩衝液が知られている。１０ｍｌのヒスチジン溶液に、１．２ｍ
ｌの１Ｍ硫酸亜鉛溶液（ＨＣ１中）を加え、混合液が透明になるまで混合した。上記混合
液に、最小量（約６０μｌ～約８０μｌ）の有機溶媒（クロロホルムやピリジンなど）に
懸濁した、３～４ｍｇのＣｄＳｅ（コア）／ＺｎＳ（シェル）蛍光ナノ結晶を加えた。混
合した後、１．２ｍｌの１Ｍ　Ｎａ２Ｓも加えた。得られた溶液を室温で数時間、ゆっく
りと混合した。得られた機能的蛍光ナノ結晶を有する溶液のｐＨは、約９．６であった。
本明細書ですでに説明したとおり、次に機能的蛍光ナノ結晶を精製した。この上記機能的
蛍光ナノ結晶を作成するプロセスを繰り返し、各成分の相対量を変化させた。これらの製
剤研究から、（水性環境で）最適な蛍光特性と安定性を示した好ましい成分比は、コア／
シェル蛍光ナノ結晶２ｍｇ（ＣｄＳｅ／ＺｎＳなど）、ヒスチジン１．２５ｍｍｏｌｅ、
ＺｎＳＯ４　０．２５ｍｍｏｌｅ、Ｎａ２Ｓ　０．５ｍｍｏｌｅを有する。上記で得られ
た機能的蛍光ナノ結晶の特徴は、約７～１０の一般的なｐＨの水溶液中で安定であり、約
ｐＨ８～ｐＨ１０の範囲で最も安定である、１ミクロン以下の粒度が約２０．６ｎｍ（標
準偏差が約３．８ｎｍ）、上記機能的蛍光ナノ結晶の表面で反応性官能基が利用でき（こ
の場合、アミノ基とカルボキシル基の両方）、これに分子プローブが有効な結合を作るこ
とができる、当技術分野で知られているメルカプトを基本とした化合物でキャップしたＣ
ｄＳｅ／ＺｎＳ蛍光ナノ結晶（図１および２、線Ｂ）あるいはＣｄＳｅ／ＺｎＳ蛍光ナノ
結晶（図１、線Ｃ）の蛍光強度と比較し、少なくとも約３０倍から約３００倍にまで蛍光
強度が予期せず上昇することであった（例えば図１および２、線Ａを参照）。
【００５０】
　本発明のプロセスでコーティングする出発原料、同一励起光源で励起（４１０ｎｍなど
）、同一検出装置での検出として用い、蛍光強度を（コーティングしていないか、メルカ
プトを基本とした化合物でキャップした）ＣｄＳｅ／ＺｎＳ蛍光ナノ結晶の相当量と比較
した。従って、本発明に沿って、コーティングのプロセスにより当技術分野で知られてい
る同等の蛍光ナノ結晶（例えば、ＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶やメルカプトを基本とした化
合物でキャップしたＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶）よりも、少なくとも約３０倍蛍光強度が
増加したコーティングが生じ、得られた機能的蛍光ナノ結晶はそのようなコーティングを
有する（例えば図１を参照）。そのような増加は、蛍光強度の増加度の点で予期しなかっ
た結果である。本発明のより好適な実施例では、上記コーティングプロセスにより、当技
術分野で知られている同等の蛍光ナノ結晶（例えば、ＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶またはメ
ルカプトを基本とした化合物でキャップしたＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶）よりも、少なく
とも約３００倍蛍光強度が増加したコーティングが生じ、得られた機能的蛍光ナノ結晶は
そのようなコーティングを有する（例えば図２を参照）。そのような増加は、蛍光強度の
増加度の点で予期しなかった結果である。別の実施例では、本明細書の例１ですでに説明
した方法を用い、さらにこれらの機能的蛍光ナノ結晶に架橋剤を処理した。
【００５１】
　例３
　この例では、イミダゾールを含む化合物と有効な結合を持つ金属カチオンを有するコー
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ティング剤によって、蛍光ナノ結晶をコーティングすることで、機能的蛍光ナノ結晶を作
成するプロセスに関する別の実施例を示す。この例では、金属カチオンが硫黄を含む化合
物（例えば、硫酸塩、硫化物など）と有効な結合を持つＺｎを有し、イミダゾールを含む
化合物がカルノシンを有する。カルノシンは、（α）－アラニル－ヒスチジンを有するジ
ペプチドである。一般的なガイドラインとして、上記コーティングプロセスでは、２ミリ
グラム単位でのコア／シェルナノ結晶、約０ｍｍｏｌｅ～約０．５ｍｍｏｌｅの量の金属
カチオン（好ましくはＺｎＳＯ４）、約０．２５ｍｍｏｌｅ～約０．５ｍｍｏｌｅの量の
イミダゾールを含む化合物、０～１ｍｍｏｌｅの量のＮａ２Ｓを有する成分を含める段階
を有すると考えられる。当業者に明らかなように、個々の成分の量は、使用する特定のイ
ミダゾールを含む化合物、コーティングする蛍光ナノ結晶の性質（化学的組成など）、上
記のイミダゾールを含む化合物と有効な結合を持つ金属カチオンの性質、コーティングプ
ロセスにおける他の成分比、コーティングプロセスで用いる緩衝系のｐＨによって変化す
ると考えられる。
【００５２】
　例えば、１Ｍ　Ｔｒｉｓ緩衝液中０．５Ｍのカルノシン（イミダゾールを含む化合物）
溶液を調整した（ｐＨ１０．６）。本明細書ですでに説明したとおり、当技術分野で他に
も適当な緩衝液が知られている。１０ｍｌのカルノシン溶液に、１．２ｍｌの１Ｍ硫酸亜
鉛溶液（ＨＣ１中）を加え、混合液が透明になるまで混合した。上記混合液に、最小量（
約６０μｌ～約８０μｌ）の有機溶媒（クロロホルムやピリジンなど）に懸濁した、３～
４ｍｇのＣｄＳｅ（コア）／ＺｎＳ（シェル）蛍光ナノ結晶を加えた。混合した後、１．
２ｍｌの１Ｍ　Ｎａ２Ｓも加えた。得られた溶液を室温で数時間、ゆっくりと混合した。
得られた機能的ナノ結晶を有する溶液のｐＨは、約９．６であった。本明細書ですでに説
明したとおり、次に機能的蛍光ナノ結晶を精製した。上記の機能的蛍光ナノ結晶を作成す
るプロセスを繰り返し、各成分の相対量を変化させた。これらの製剤研究から、（水性環
境で）最適な蛍光特性と安定性を示した好ましい成分比は、コア／シェル蛍光ナノ結晶２
ｍｇ（ＣｄＳｅ／ＺｎＳなど）、カルノシン２．５ｍｍｏｌｅ、ＺｎＳｏ４　０．２５ｍ
ｍｏｌｅ、Ｎａ２Ｓ　０．５ｍｍｏｌｅを有する。
【００５３】
　上記で得られた機能的蛍光ナノ結晶の特徴は、約７～約１０の一般的なｐＨの水溶液中
で安定であり、ｐＨ約８～ｐＨ約１０の範囲で最も安定である、上記機能的蛍光ナノ結晶
の表面で反応性官能基が利用でき（この場合、アミノ基とカルボキシル基の両方）、これ
に分子プローブが有効な結合を作ることができる、予想外に蛍光強度が上昇することであ
った。図３を参照すると、ヒスチジンを有し、イミダゾールを含む化合物でコーティング
された機能的蛍光ナノ結晶から発光された蛍光強度（図３、線１、例えば、例２で説明し
たプロセスで作成）と、カルノシンを有し、イミダゾールを含む化合物でコーティングさ
れた機能的蛍光ナノ結晶から発光された蛍光強度（図３、線２）を４１０ｎｍで励起させ
て比較している。イミダゾールを含む化合物としてヒスチジンを用いた比較に基づき、コ
ーティングプロセスでイミダゾールを含む化合物としてカルノシンを用いることで、当技
術分野で知られているメルカプトを基本とした化合物（メルカプト酢酸など）でキャップ
したＣｄＳｅ／ＺｎＳ蛍光ナノ結晶あるいはＣｄＳｅ／ＺｎＳ蛍光ナノ結晶（本明細書で
すでに説明したものと同等の量、励起状態、検出装置を用いた場合など）の蛍光強度と比
較した場合、少なくとも約３０倍から約２００倍以上まで蛍光強度が増加する。別の実施
例では、本明細書例１ですでに説明した方法を用い、さらにこれらの機能的蛍光ナノ結晶
に架橋剤を処理した。
【００５４】
　例４
　本発明の機能的蛍光ナノ結晶を用いる方法に関する１つの実施例では、機能的蛍光ナノ
結晶が１つ以上の分子プローブの分子と有効な結合を持つことが望ましいと考えられる。
本発明では、分子プローブと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を有する組成について
も示す。次に、そのような組成は、分子プローブが特異的に結合する標的分子の有無を検
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出するアッセイに用いることができる。当業者に明らかなように、分子プローブの有効な
結合に利用できる、機能的蛍光ナノ結晶の反応性官能基は、機能的蛍光ナノ結晶のコーテ
ィングを有し、イミダゾールを含む化合物の化学的性質（あるいは種）によって決まる。
例えば、コーティング剤の成分としてヒスチジンや他のイミダゾールを含むアミノ酸（ヒ
スチジン以外）を用いると、１つ以上の反応性官能基（１つ以上のアミノ酸側鎖などで、
遊離アミノ基、遊離カルボキシル基、その組み合わせなどを含むが、これだけに限らない
）を用いて、分子プローブの１つ以上の反応性官能基と有効な結合を作ることができる。
説明に役立つ実例として、遊離カルボキシル反応基（アミノ基など）を持つ分子プローブ
の分子は、当技術分野で知られた方法（詳細を以下に示すとおり、ＥＤＣと処理した後、
スルホ－ＮＨＳと処理するなど）により、機能的蛍光ナノ結晶を有し、イミダゾールを含
む化合物分子の遊離カルボキシル基と有効な結合を作ることができる。別の例では、遊離
アミノ反応基（カルボキシル基など）を持つ分子プローブの分子が、当技術分野で知られ
た方法により、機能的蛍光ナノ結晶のコーティングを有し、イミダゾールを含む化合物分
子の遊離アミノ基と、有効な結合を作ることができる。望ましい場合は、機能的蛍光ナノ
結晶と分子プローブに有効な結合を作る際、本質的に同一の方法を用い、イミダゾールを
含む化合物と分子プローブの間にスペーサーを有する分子を置くことができる。そのよう
なスペーサーは、当技術分野で周知であり、市販されている（例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃ
ｏ．の製品カタログを参照）。
【００５５】
　この実施例を説明するため、本明細書にまとめた方法により、分子プローブと機能的蛍
光ナノ結晶に有効な結合を作った。１つの説明に役立つ実例では、機能的蛍光ナノ結晶と
ストレプトアビジンに有効な結合を作った。機能的蛍光ナノ結晶とストレプトアビジンに
有効な結合を作る、以下の例と同様の方法を用い、機能的蛍光ナノ結晶も、これだけに限
らないが、Ｃｏｎ　Ａ、ＩｇＧから成るグループから選択した分子プローブを含む分子プ
ローブと有効な結合を作った。別の反応では、（本明細書例２に説明した方法で生成した
）ヒスチジンを有するコーティングを有する機能的蛍光ナノ結晶、およびカルノシンを有
するコーティングを有する機能的蛍光ナノ結晶と、ストレプトアビジンに有効な結合を作
った。これらの反応では、ストレプトアビジン分子のカルボキシル基と機能的蛍光ナノ結
晶のアミノ基に有効な結合を作った。ストレプトアビジン（例えば０．２ｍｇ）をＥＤＣ
（１－エチル－３（３－ジメチル－アミノプロピル）カルボジイミド）（例えば０．０８
ｍｇ）でエステル化し、スルホＮＨＳ（スルホ－Ｎ－ヒドロキシスクシニミド）（例えば
０．２２ｍｇ）と反応させた。得られた溶液を室温で３０分間撹拌した。メルカプトエタ
ノールを加え、２０ｍＭの濃度で未反応のＥＤＣを中和した後、１５分間撹拌した。上記
溶液全体を上記機能的蛍光ナノ結晶（例えば約１ｍｇ）を含む緩衝溶液（１ｍｌの１００
ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１５０ｍＭのＮａＣｌ、ｐＨ７．５）に、撹拌しながら１滴ずつ加え
、上記混合液を室温で２時間撹拌した。ペニシラミン（例えば、１００ｍＭ）を加えて、
上記反応液をクエンチし、上記混合液を室温で３０分間撹拌するか、４℃で一晩放置した
。上記の得られた溶液を直接用いるか、（例えばゲルろ過カラムにより）精製してもよい
。
【００５６】
　別の説明に役立つ実例では、機能的蛍光ナノ結晶とストレプトアビジンに有効な結合を
作った。この反応では、１ｍｇ／ｍｌのスルホ－ＨＳＡＢ（Ｎ－ヒドロキシスルホスクシ
ニミジルｌ－４－アジドベンゾエート）を含む８０μｌのＨＥＰＥＳ緩衝液溶液を３００
μｌのストレプトアビジン溶液（６．６ｍｇ／ｍｌ）と混合し、室温で１時間反応させた
。未反応のスルホ－ＨＳＡＢを３回遠心濃縮して除去し、その最終量を緩衝液で５００μ
ｌに調整した。この最終量のうち１００μｌを（約１０ｍｇ固体／ｍｌで）１００μｌの
機能的蛍光ナノ結晶と混合した。上記の反応混合液を３７℃で１５分間インキュベートし
、室温で１５分間、２６５ｎｍのＵＶ光に当てて光活性化した。
【００５７】
　次に、ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェア（市販されているビーズ）を有する標
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的分子に対する結合活性について、ストレプトアビジンと有効な結合を持つ機能的蛍光ナ
ノ結晶を有する組成を検出装置で検討した。このアッセイでは、上記ビオチン標識ポリス
チレンミクロスフェアを標的分子とした。このアッセイでは、ストレプトアビジンと有効
な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を有する組成５０μｌ（例えば、約１ｍｇ）を、（ゆっ
くりと混合し、室温で１時間インキュベートすることで）ビオチン標識ポリスチレンミク
ロスフェア溶液５０μｌ（例えば、約２．５％の溶液）と接触させた。上記ミクロスフェ
アを次に３回緩衝液で洗浄し、遠心分離を繰り返してミクロスフェアをペレット状とした
。最終量を緩衝液で２００μｌに調整し、スライドガラスに１滴落として載せた。ビオチ
ン標識ポリスチレンミクロスフェアのみ、およびストレプトアビジンと有効な結合を持つ
機能的蛍光ナノ結晶と反応させたビオチン標識ポリスチレンミクロスフェアの調整検討は
、検出装置としてＣＣＤカメラと有効なリンクを持たせた１００倍対物レンズを用い、蛍
光顕微鏡下、３００ｎｍで励起させて行った。ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェア
を有する標的分子は、それに結合した機能的蛍光ナノ結晶のために蛍光であり、ビオチン
標識ミクロスフェアが、ストレプトアビジンと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を有
する組成と、有効な結合を作ることに成功したことを示している。
【００５８】
　本明細書の説明から当業者に明らかなように、本発明の機能的蛍光ナノ結晶を用いる場
合、（アッセイによって分子プローブを用いる場合と用いない場合があるが）上記機能的
蛍光ナノ結晶を励起波長で励起させ、適当な検出法あるいは検出装置（例えば、光検出器
、フィルター、電荷結合素子カメラ（ＣＣＤカメラ）、蛍光顕微鏡、分光蛍光計、内視鏡
画像システム、内視鏡蛍光画像顕微鏡、光ファイバー蛍光画像顕微鏡、蛍光キューブ、蛍
光画像をデジタル化するコンピュータなどの１つ以上）で検出する。好適な実施例では、
適切な検出方法により約４００ｎｍ～約８００ｎｍのスペクトル範囲で蛍光ピークを検出
することができ、多色蛍光を上記検出装置で検出したい場合は、この範囲内で別々の蛍光
ピークを区別する。検出装置に存在する機能的蛍光ナノ結晶量の定量化は、発光される蛍
光ピークの強度と直接関連している（例えば、ビデオカメラが接続し、収集したデータを
操作、保存するコンピュータソフトウェアプログラムがある蛍光顕微鏡を用い、蛍光イベ
ントの数と蛍光強度で測定）。ナノ結晶を扱う当業者に明らかなように、上記の吸収ピー
クと蛍光ピークの発光は、ナノ結晶の性質によって決まり、その性質には蛍光ナノ結晶の
化学的性質、（もしあれば）蛍光ナノ結晶のドーピング剤、蛍光ナノ結晶のコアサイズ、
本明細書で説明した、イミダゾールを含む化合物を有するコーティングの性質などである
が、これだけに限らない。
【００５９】
　例５
　この例では、本発明の機能的蛍光ナノ結晶を作成する方法の実施例を説明する。本例と
これに続く例では、コアとなるナノ結晶を有する半導体ナノ結晶を、米国特許出願第６，
１７９，９１２号に報告された連続した流れプロセスにより作成した。セレン化カドミウ
ム（ＣｄＳｅ）ナノ結晶の生成に用いたパラメータは、１０ｇのＴＯＰＯ、１８．９μｌ
のＭｅ２Ｃｄ（ジメチルカドミウム、２．６３×１０－４モルのＣｄなど）、１９８．９
μｌのＴＯＰＳｅ（Ｓｅの１Ｍ　ＴＯＰ溶液、１．９８９×１０－４モルのＳｅなど）、
４．５ｍｌのＴＯＰ、核形成温度（Ｔｎ）３００℃、成長温度（Ｔｇ）２８０℃、流速０
．１ｍｌ／ｍｉｎであった。得られたＣｄＳｅナノ結晶は波長５７８ｎｍで蛍光を示し、
励起波長４１０ｎｍ、幅の狭い高さ１／２のバンド幅が約２９ｎｍであった。
【００６０】
　図４には、本発明の機能的蛍光ナノ結晶を作成する一般的なスキームを示している。１
つの実施例では、機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセスが、複合半導体（例えばＣｄＳ
ｅ、ＺｎＳなど）を有する蛍光ナノ結晶をイミダゾールを含む化合物を（１つ以上）有す
る溶液、そしてホスフィン架橋化合物を（１つ以上）有する溶液と接触させる段階を有し
、イミダゾールを含む化合物が金属カチオン（例えばＣｄ＋＋、Ｚｎ＋＋など）と有効な
結合を作り、ホスフィン架橋化合物（例えば、アルキルホスフィン化合物）が対応する非
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金属元素（例えばＳ、Ｓｅなど）と有効な結合を作り、蛍光ナノ結晶をコーティングして
機能的蛍光ナノ結晶を形作る。
【００６１】
　詳細をすでに本明細書で示したとおり、上記のプロセスでコーティングされた蛍光ナノ
結晶は、コアとなる半導体ナノ結晶、コア／シェル半導体ナノ結晶、ドープ金属酸化物ナ
ノ結晶、あるいはその組み合わせを有することができる。金属カチオンについては、イミ
ダゾールを含む化合物が金属イオンと有効な結合を作ることが報告され、これにはＺｎ２

＋、Ｃｕ２＋、Ｆｅ２＋、Ｎｉ２＋、Ｃｄ２＋、Ｃｏ２＋などの１つ以上を含むことがで
きるが、これだけに限らない。非金属の対応するアニオンについては、ホスフィン架橋化
合物が非金属要素と有効な結合を作ることができ、これにはＯ、Ｓ、Ｓｅ、Ｔｅ、ＰＯな
どの１つ以上を含むことができるがこれだけに限らず、選択したホスフィン架橋化合物に
よっては（例えばホスフィンオキシドあるいはホスホニウム）、さらにＺｎ、Ｃｄなどの
金属イオンと結合することができる。
【００６２】
　例えば、コアとなるナノ結晶をコーティングし、本発明の機能的蛍光ナノ結晶を生成し
た。１つの実施例では、コアとなるナノ結晶を、イミダゾールを含む化合物とアルキルホ
スフィンを含む架橋剤を有する混合物でコーティングした。一般的なガイドラインとして
、上記のコーティングプロセスでは、０．５ミリグラム単位のコアとなる蛍光ナノ結晶、
約０．２５ｍｍｏｌｅ～約２．５ｍｍｏｌｅの量のイミダゾールを含む化合物、約０．２
５ｍｍｏｌｅ～約２．５ｍｍｏｌの量のアルキルホスフィンを含む架橋剤、約０ｍｍｏｌ
ｅ～約２．５ｍｍｏｌｅの量のポリアミンを有する成分を含める段階を有すると考えられ
る。当業者に明らかなように、個々の成分の量は、使用する特定のイミダゾールを含む化
合物、使用するアルキルホスフィンを含む化合物、機能的とする蛍光ナノ結晶の性質（化
学的組成など）、コーティングする蛍光ナノ結晶表面の性質、コーティングプロセスにお
ける他の成分比、コーティングプロセスで用いる緩衝系のｐＨによって変化すると考えら
れる。例えば、３０ｍＭのカルノシン（イミダゾールを含む化合物）溶液を１ＭのＣＡＰ
ＳＯ緩衝液（３－（シクロヘキシルアミノ）－２－ヒドロキシ－１－プロパンスルホン酸
、ナトリウム塩、ｐＨ９．６）に溶解して調整した。ＣＡＰＳＯ緩衝液（例えば、炭酸ナ
トリウム緩衝液、ＴＡＰＳ緩衝液（Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル－アミノプロ
パンスルホン酸）など）の代わりに、当技術分野で知られている、ｐＨ約８．０～ｐＨ約
１１の範囲で緩衝作用を示す他の適切な緩衝液を用いてもよい。カルノシン溶液１０ｍｌ
に、最小量（約６０μｌ～約２００μｌ）の有機溶媒（クロロホルムやピリジンなど）に
懸濁した、０．５～３ｍｇのＣｄＳｅナノ結晶（コアとなる結晶）を加えた。混合、室温
で約１時間インキュベートした後、１．２ｍｌの６０ｍＭ　ＴＨＰＰ（β－［トリス（ヒ
ドロキシメチル）ホスフィノ］プロパン酸、アルキルホスフィンを含む架橋剤）も加えた
。１時間ゆっくりと混合した後、１００μｌの１Ｍプトレッシン（ポリアミン）を加え、
さらに１時間混合した。ＴＨＰＰとプトレッシンを加えるサイクルを３～４回繰り返した
。ホルムアルデヒドを用い、上記の最終溶液を１００ｍｍの最終濃度で約１時間処理した
。上記の機能的蛍光ナノ結晶は、次にサイズ排除クロマトグラフィー、透析、遠心分離、
その組み合わせを有するグループから選択したプロセスで精製した。例えば、３０００ダ
ルトン（Ｄ）の分画分子量（ＭＣＯ）の透析膜を用い、機能的蛍光ナノ結晶を有する溶液
をＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）などの適切な緩衝液で透析した。この機能的蛍光ナノ結晶
を作成するプロセスを繰り返し、各成分の相対量を変化させた。これらの製剤研究から、
（水性環境中、広範なｐＨで）最適な蛍光特性と安定性を示した成分の好ましい比は、コ
アとなるナノ結晶（例えばＣｄＳｅ）０．５～１ｍｇ、カルノシン０．３ｍｍｏｌｅ、Ｔ
ＨＰＰ０．１５ｍｍｏｌｅ、プトレッシン０．１５ｍｍｏｌｅ、ホルムアルデヒド１ｍｍ
ｏｌｅを有する。上記で得られた機能的蛍光ナノ結晶の特徴は、約６～約１０の一般的な
ｐＨの水溶液中で安定であり、ｐＨ約７～ｐＨ約９の範囲で最も安定である、上記機能的
蛍光ナノ結晶の表面で反応性官能基が利用でき（この場合、カルボキシル基）、これに分
子プローブが有効な結合を作ることができる、有機溶媒中の蛍光ナノ結晶の蛍光強度と比
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較し、約１０倍～１００倍に蛍光強度が上昇することであった。本発明のプロセスにより
コーティングしたコアとなるナノ結晶と同一の連続した流れプロセス、同一の励起光源で
の励起（４１０ｎｍなど）、同一の検出装置を用いた検出の実験から、コアとなるナノ結
晶を用いて作成した蛍光ナノ結晶と同量で、蛍光強度を比較した。用いた検出装置は標準
的な分光蛍光光度計であり、上記装置のソフトウェアが当技術分野で標準となっていると
おり、蛍光強度の測定値として、得られた発光ピーク下面積を計算した。安定性の測定に
ついては、安定性が最適ではないことは、水溶液中で機能的蛍光ナノ結晶が経時的に凝集
する、あるいは機能的蛍光ナノ結晶に伴う蛍光強度が消失する（観察された上昇が失われ
るか、検出可能な発光が全くなくなることなど）という１つ以上の傾向で特徴付けられる
。
【００６３】
　例６
　別の実施例では、コア／シェルナノ結晶を有する蛍光ナノ結晶を、イミダゾールを含む
化合物を有するコーティング溶液でコーティングし、次にアルキルホスフィンを含む化合
物を有する溶液を用い、ここでイミダゾールを含む化合物が金属カチオン（例えばＣｄ＋
＋、Ｚｎ＋＋など）と有効な結合を持ち、アルキルホスフィンを含む化合物が対応する非
金属元素（例えばＳ、Ｓｅなど）と有効な結合を作り、蛍光ナノ結晶をコーティングして
機能的蛍光ナノ結晶を形作る。一般的なガイドラインとして、上記のコア／シェルナノ結
晶のコーティングプロセスでは、ミリグラム単位の蛍光ナノ結晶、約０．２５ｍｍｏｌｅ
～約２．５ｍｍｏｌｅの量のイミダゾールを含む化合物、約０．２５ｍｍｏｌｅ～約２．
５ｍｍｏｌの量のアルキルホスフィンを含む架橋剤、０ｍｍｏｌｅ～約２．５ｍｍｏｌｅ
の量のポリアミンを有する成分を含める段階を有すると考えられる。当業者に明らかなよ
うに、個々の成分の量は、使用する特定のイミダゾールを含む化合物、使用するアルキル
ホスフィンを含む化合物、機能的とする蛍光ナノ結晶の性質（化学的組成など）、コーテ
ィングする蛍光ナノ結晶表面の性質、コーティングプロセスにおける他の成分比、コーテ
ィングプロセスで用いる緩衝系のｐＨによって変化すると考えられる。例えば、３０ｍＭ
のカルノシン（イミダゾールを含む化合物）溶液を１ＭのＣＡＰＳＯ緩衝液（３－（シク
ロヘキシルアミノ）－ヒドロキシ－プロパンスルホン酸、ナトリウム塩、ｐＨ９．６）に
溶解して調整した。ＣＡＰＳＯ緩衝液（例えば、炭酸ナトリウム緩衝液、ＴＡＰＳ緩衝液
（Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル－アミノプロパンスルホン酸）など）の代わり
に、当技術分野で知られている、ｐＨ約８．０～約１１の範囲で緩衝作用を示す他の適切
な緩衝液を用いてもよい。カルノシン溶液１０ｍｌに、最小量（約６０μｌ～約２００μ
ｌ）の有機溶媒（クロロホルムやピリジンなど）に懸濁した、０．５～３ｍｇのＣｄＳｅ
ナノ結晶（コアとなる結晶）を加えた。混合、室温で約１時間インキュベートした後、１
．２ｍｌの６０ｍＭ　ＴＨＰＰ（β－［トリス（ヒドロキシメチル）－２１－ホスフィノ
］プロパン酸、アルキルホスフィンを含む架橋剤）も加えた。１時間ゆっくりと混合した
後、１００μｌの１Ｍプトレッシン（ポリアミン）を加え、さらに１時間混合した。ＴＨ
ＰＰとプトレッシンを加えるサイクルを３～４回繰り返した。ホルムアルデヒドを用い、
最終溶液を１００ｍＭの最終濃度で約１時間処理した。上記の機能的蛍光ナノ結晶は、次
にサイズ排除クロマトグラフィー、透析、遠心分離、その組み合わせを有するグループか
ら選択したプロセスで精製した。例えば、３０００ＤのＭＣＯの透析膜を用い、機能的蛍
光ナノ結晶を有する溶液をＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）などの適切な緩衝液で透析した。
この機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセスを繰り返し、各成分の相対量を変化させた。
これらの製剤研究から、（水性環境中、広範なｐＨで）最適な蛍光特性と安定性を示した
成分の好ましい比は、コア／シェルナノ結晶（例えばＣｄＳｅ／ＺｎＳ）１～２ｍｇ、カ
ルノシン０．３ｍｍｏｌｅ、ＴＨＰＰ０．１５ｍｍｏｌｅ、プトレッシン０．１５ｍｍｏ
ｌｅ、ホルムアルデヒド１ｍｍｏｌｅを有する。上記で得られた機能的蛍光ナノ結晶の特
徴は、約６～約１０の一般的なｐＨの水溶液中で安定であり、ｐＨ約７～ｐＨ約９の範囲
で最も安定である、上記機能的蛍光ナノ結晶の表面で反応性の官能基が利用でき（この場
合、カルボキシル基）、これに分子プローブが有効な結合を作ることができる、当技術分
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野で知られている機能的蛍光ナノ結晶の蛍光強度（例えば、有機溶媒中のＣｄＸ／ＹＺ蛍
光ナノ結晶やメルカプトを基本とした化合物でキャップされたＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶
）と比較し、予想外に約５０倍～１１００倍以上に蛍光強度が上昇すること（例えば図５
および図５の差込図を参照）であった（例えば図５を参照）。蛍光強度は、同様に調整し
たコア／シェルナノ結晶、同一の励起光源（例えば４１０ｎｍ）で励起、同一の検出装置
で検出して作成した、同量の蛍光ナノ結晶と比較した。従って、本発明に沿って、コーテ
ィングのプロセスにより、当技術分野で知られている同等の蛍光ナノ結晶（例えば、有機
溶媒中のＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶やメルカプトを基本とした化合物でキャップしたＣｄ
Ｘ／ＹＺ蛍光ナノ結晶）よりも、少なくとも約５０倍蛍光強度が増加したコーティングが
生じ、得られた機能的蛍光ナノ結晶はそのようなコーティングを有する（例えば図５を参
照）。そのような増加は、蛍光強度の増加度の点で予期しなかった結果である。本発明の
より好適な実施例では、コーティングのプロセスにより、当技術分野で知られている同等
の蛍光ナノ結晶（例えば、有機溶媒中のＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶やメルカプトを基本と
した化合物でキャップしたＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶）よりも、少なくとも約１１００倍
蛍光強度が増加したコーティングが生じ、得られた機能的蛍光ナノ結晶はそのようなコー
ティングを有する。そのような増加は、蛍光強度の増加度の点で予期しなかった結果であ
る。
【００６４】
　例７
　この例では、イミダゾールを含む化合物としてヒスチジンを有するコーティング剤によ
って、蛍光ナノ結晶をコーティングすることで、機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセス
に関する別の実施例を示す。一般的なガイドラインとして、上記のコア／シェルナノ結晶
のコーティングプロセスでは、ミリグラム単位の蛍光ナノ結晶、約０．２５ｍｍｏｌｅ～
約２．５ｍｍｏｌｅの量のイミダゾールを含む化合物、約０．２５ｍｍｏｌｅ～約２．５
ｍｍｏｌの量のアルキルホスフィンを含む架橋剤、０ｍｍｏｌｅ～約２．５ｍｍｏｌｅの
量のポリアミンを有する成分を含める段階を有すると考えられる。当業者に明らかなよう
に、個々の成分の量は、使用する特定のイミダゾールを含む化合物、使用するアルキルホ
スフィンを含む化合物、機能的とする蛍光ナノ結晶の性質（化学的組成など）、コーティ
ングする蛍光ナノ結晶表面の性質、コーティングプロセスにおける他の成分比、コーティ
ングプロセスで用いる緩衝系のｐＨによって変化すると考えられる。
【００６５】
　例えば、３０ｍＭのカルノシン（イミダゾールを含む化合物）溶液を１ＭのＣＡＰＳＯ
緩衝液（３－（シクロヘキシルアミノ）－ヒドロキシ－プロパンスルホン酸、ナトリウム
塩、ｐＨ９．６）に溶解して調整した。当技術分野で知られている他の適当な緩衝液はす
でに本明細書で説明している。カルノシン溶液１０ｍｌに、最小量（約６０μｌ～約２０
０μｌ）の有機溶媒（クロロホルムやピリジンなど）に懸濁した、０．５～３ｍｇのＣｄ
Ｓｅナノ結晶（コアとなる結晶）を加えた。混合、室温で約１時間インキュベートした後
、１．２ｍｌの６０ｍＭ　ＴＨＰＰ（β－［トリス（ヒドロキシメチル）ホスフィノ］プ
ロパン酸、アルキルホスフィンを含む架橋剤）も加えた。１時間ゆっくりと混合した後、
１００μｌの１Ｍプトレッシン（ポリアミン）を加え、さらに１時間混合した。ＴＨＰＰ
とプトレッシンを加えるサイクルを３～４回繰り返した。ホルムアルデヒドを用い、最終
溶液を１００ｍＭの最終濃度で約１時間処理した。すでに本明細書で説明したとおり、次
に機能的蛍光ナノ結晶を精製した。この機能的蛍光ナノ結晶を作成するプロセスを繰り返
し、各成分の相対量を変化させた。これらの製剤研究から、（水性環境中、広範なｐＨで
）最適な蛍光特性と安定性を示した成分の好ましい比は、コア／シェルナノ結晶（例えば
ＣｄＳｅ／ＺｎＳ）１～２ｍｇ、カルノシン０．３ｍｍｏｌｅ、ＴＨＰＰ０．１５ｍｍｏ
ｌｅ、プトレッシン０．１５ｍｍｏｌｅ、ホルムアルデヒド１ｍｍｏｌｅを有する。
【００６６】
　上記で得られた機能的蛍光ナノ結晶の特徴は、約６～約１０の一般的なｐＨの水溶液中
で安定であり、ｐＨ約７～ｐＨ約９の範囲で最も安定である、上記機能的蛍光ナノ結晶の
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表面で反応性官能基が利用でき（この場合、カルボキシル基）、これに分子プローブが有
効な結合を作ることができる、当技術分野で知られている機能的蛍光ナノ結晶の蛍光強度
（例えば、有機溶媒中のＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶やメルカプトを基本とした化合物でキ
ャップされたＣｄＸ／ＹＺ蛍光ナノ結晶）と比較し、予想外に約５０倍～１１００倍以上
に蛍光強度が上昇することであった。蛍光強度の比較は、すでに本明細書で説明した。
【００６７】
　例８
　本発明の機能的蛍光ナノ結晶を用いる方法に関する１つの実施例では、機能的蛍光ナノ
結晶が分子プローブの１つ以上の分子と有効な結合を持つことが望ましいと考えられる。
また、本発明では、分子プローブと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を有する組成を
示す。次に、そのような組成は、分子プローブが特異的に結合する標的分子の有無を検出
するアッセイに用いることができる。当業者に明らかなように、分子プローブの有効な結
合に利用できる、機能的蛍光ナノ結晶の反応性官能基は、１つ以上のイミダゾールを含む
化合物と、機能的蛍光ナノ結晶のコーティングを有する１つ以上のホスフィン架橋化合物
の化学的性質（あるいは種）によって決まる。例えば、カルノシンあるいは他のイミダゾ
ールを含む化合物（カルノシン以外）とＴＨＰＰあるいは他のホスフィン架橋化合物をコ
ーティング剤の成分として用いる場合、１つ以上の反応性官能基（例えば、遊離カルボキ
シル基、アミノ基、その組み合わせ）を用い、分子プローブの１つ以上の反応性官能基と
有効な結合を作ることができる。説明に役立つ実例として、アルキルホスフィンあるいは
イミダゾールを含む化合物分子の遊離カルボキシル反応基を持つ分子プローブの分子は、
当技術分野で知られた方法（詳細を以下に示すとおり、ＥＤＣと処理した後、スルホ－Ｎ
ＨＳと処理する）により、機能的蛍光ナノ結晶のコーティングを有する。別の例では、遊
離アミノ反応基（カルボキシル基など）を持つ分子プローブの分子が、当技術分野で知ら
れた方法により、機能的蛍光ナノ結晶のコーティングを有する、イミダゾールを含む化合
物分子あるいはホスフィン架橋化合物の遊離アミノ基と、有効な結合を作ることができる
。望ましい場合は、本質的に同一の方法を用い、機能的蛍光ナノ結晶と分子プローブに有
効な結合を作る際、一端のイミダゾールを含む化合物およびホスフィン架橋化合物と分子
プローブの間にスペーサーを有する分子を置くことができる。そのようなスペーサーは、
当技術分野で周知であり、市販されている（例えば、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｏ．の製品カタロ
グを参照）。
【００６８】
　この実施例を説明するため、本明細書にまとめた方法により、分子プローブと機能的蛍
光ナノ結晶に有効な結合を作った。説明に役立つ１つの実例では、機能的蛍光ナノ結晶と
ストレプトアビジンに有効な結合を作った。機能的蛍光ナノ結晶とアビジンに有効な結合
を作る以下の例と同様の方法を用い、機能的蛍光ナノ結晶とも、これだけに限らないが、
ＣｏｎＡ、レクチン、ＩｇＧで構成されるグループから選択した分子プローブを含む分子
プローブと有効な結合を作った。別の反応では、ＴＨＰＰと（本明細書中例６で説明した
方法で作成した）カルノシンを有するコーティングを有する機能的蛍光ナノ結晶に、アビ
ジンと有効な結合を作った。これらの反応では、アビジンのアミノ基と機能的蛍光ナノ結
晶のカルボキシル基に有効な結合を作った。１００ｕｇ／ｍｌの機能的蛍光ナノ結晶２ｍ
ｌをＭＥＳ緩衝液（ＭＥＳ　５０ｍＭ、ＮａＣｌ　２５０ｍＭ、ｐＨ６．５）に溶解し、
５ｍＭのＥＤＣ（ｌ－エチル－３－［３－ジメチル－アミノプロピル］カルボジイミド）
と１０ｍＭのスルホ－ＮＨＳ（スルホ－Ｎ－ヒドロキシスクシニミド）を処理してエステ
ル化した。得られた溶液を室温で１５分間混合した後、３０００ＤのＭＷＣＯを用いた透
析膜で、９０分間（上述の）ＭＥＳ緩衝液により透析した。次に、得られた溶液に１００
μｇのアビジン（１００μｌのＰＢＳに溶解）を加え、全体の溶液を室温で３０分間混合
した。次に、上記の反応を２５ｍＭのグリシンを加え、さらに３０分間混合して停止した
。上記溶液は、過剰のナノ結晶と試薬から５０ＫＤのＭＷＣＯを用いた限外ろ過遠心膜で
精製した。
【００６９】
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　アビジンと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を有する組成を様々なアッセイで評価
した、
　Ａ．ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェア（市販のビーズ）を有する標的分子の結
合能力。
【００７０】
　本アッセイにおいて。ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェアを標的分子とした。本
アッセイでは、（上述の）アビジンと有効な結合を持つ、機能的蛍光ナノ結晶を有する組
成１００μｌを、ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェアを有する１％懸濁液５０μｌ
と１５分間接触させた。上記ミクロスフェアを緩衝液で３回洗浄し、遠心分離を繰り返し
た。最終量をＰＢＳで１００μｌに調整し、スライドガラスに１滴落として載せた。ビオ
チン標識ポリスチレンミクロスフェアと非ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェア（対
照）の調整検討は、検出装置としてＣＣＤカメラとリンクさせた２００倍の対物レンズを
用いた蛍光顕微鏡のもとで、～３００ｎｍで励起させて行った。図６Ａおよび６Ｂに示し
ているとおり、ビオチン標識ポリスチレンミクロスフェアを有する標的分子のみが、アビ
ジンと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を有する組成と有効な結合を作ることに成功
した。
【００７１】
　Ｂ．光退色耐性アッセイ
　上述のとおり、アビジンと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶で染色したビオチン標
識ミクロスフェアを、０～６５分間、直接ＵＶ光（励起～３００ｎｍ）に当てた。図７Ａ
および７Ｂに示すとおり、アビジンと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶によるビオチ
ン標識ミクロスフェアの染色は安定で、上記の時間ＵＶ光を当てても光退色しなかった。
【００７２】
　Ｃ．標的分子の検出
　パラフィンに包んだ肝臓の顕微鏡用切片を当技術分野で知られている方法により、抗Ｉ
ｇＧ一次ビオチン標識抗体で処理し、次に本発明の方法に沿って機能化したアビジン標識
蛍光ナノ結晶溶液で約９０分染色した（ＰＢＳ中ナノ結晶と結合させた５μｇ／ｍｌのア
ビジン）。ＰＢＳで簡単に洗った後、上記のスライドは、検出装置としてＣＣＤカメラと
リンクさせた２００倍の対物レンズを用いた蛍光顕微鏡のもとで、～３００ｎｍで励起さ
せて検討した。図８Ａおよび８Ｂに示しているとおり、ビオチン標識抗マウスＩｇＧ抗体
を有する標的分子は、アビジンと有効な結合を持つ機能的蛍光ナノ結晶を有する組成と、
有効な結合を作ることに成功した。
【００７３】
　本明細書の説明から当業者に明らかなように、適切な検出装置は当技術分野で周知であ
り、例えば、約４００ｎｍ～約８００ｎｍの一般的なスペクトルで蛍光ピークを検出でき
、好ましくは、さらに多色の蛍光が関与する分析において、この範囲内で蛍光ピークを区
別できる検出装置である。検出装置で検出された機能的蛍光ナノ結晶の定量は、発光され
た蛍光の強度と直接関連している（例えば、蛍光のイベント数を蛍光強度に対して測定す
るなど）。当業者に明らかなように、本発明の機能的蛍光ナノ結晶の吸光度ピークと蛍光
ピークの発光は、コアとなるナノ結晶の組成、使用したコーティング剤の組成などによっ
て変わる。
【００７４】
　本発明の特定の実施例に関する上述の記述は、説明のため詳細に述べた。記述と説明の
点から、他の当業者は現在の知識を当てはめることで、基本的な概念から離れずに、様々
な応用に対して本発明を容易に修正および／又は改造することができるため、そのような
修正および／又は改造も本発明の意味と範囲内とする。
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【手続補正書】
【提出日】平成21年11月18日(2009.11.18)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検出装置であって、
　蛍光ナノ結晶と、
　上記蛍光ナノ結晶に施されたコーティングとを有し、
　上記コーティングは、金属カチオンと有効な結合を持つ、イミダゾールを含む化合物を
有するものである。
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