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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の生体分子の近接性を可視化するための方法であって、
　前記試料を、ＦＲＥＴ粒子ペアで処理する工程であって、
　これにおいて、前記ＦＲＥＴ粒子ペアは、各々が、式Ｉ：
【化１】

　　　　式Ｉ
［式中、ｎは、１０～２００である］
のモノマを含んでなる、３０～５０重量パーセントの架橋ポリマを包含する、２つ以上の
蛍光粒子を包含し、
　前記蛍光粒子の少なくとも一方は、エネルギドナー色素を包含し、かつ、前記蛍光粒子
の少なくとも１つの別の蛍光粒子がエネルギアクセプタ色素を包含し、
　各蛍光粒子は、外表面に共有結合された１つ以上の標的化成分を包含している工程と、
　前記試料を、光源に暴露し、放出される光を、検出器を用いてレコードする工程と、
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を含んでなる方法。
【請求項２】
　前記粒子が、
【化２】

　　　色素１
【化３】

　　　色素２
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【化４】

　　　色素３
【化５】

　　　色素４
からなる群より選択される少なくとも１つの色素を包含する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ＦＲＥＴ粒子ペアが、約５５０ｎｍと６５０ｎｍ、６５０ｎｍと６９０ｎｍ、６９
０ｎｍと７６０ｎｍ、又は６５０ｎｍと７６０ｎｍの最大吸収を包含する、請求項１に記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、全般的に、ＦＲＥＴ検出、特に近赤外ＦＲＥＴ（ＮＩＲＦ）検出において使
用するための、適当な励起及び発光スペクトルを有する色素を担持された、異なるナノ粒
子間の蛍光共鳴エネルギ移動（ＦＲＥＴ）に関する。さらに具体的には、本発明は、新規
な粒子の調製と、かかる粒子間のＦＲＥＴによる生物学的相互作用の検出法又は可視化法
、及び生体分子の近接性を測定するための生体分子標的化成分（ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅ
　ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｍｏｉｅｔｉｅｓ）の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　光学的なマイクロタイタープレートの読み取り及び光学的分子イメージングといった、
光学をベースとする生体分子アッセイ技術は、特定の生体分子の時間的及び空間的動態、
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及びそれらの相互作用を、インビトロ及びインビボでリアルタイムに研究するための、非
常に強力な道具である。これらの技術は、タンパク質機能及び遺伝子発現を探求するため
に、ますます使用されるようになってきた。光学をベースとする技術は、機能イメージン
グ、サブミクロン空間分解能における重要事項として、インビボ顕微鏡、単一分子感度、
及び最小限の侵襲のための重要事項として、ピコ秒の時間分解能という大きな利点を示す
。これらの技術はまた、分子イメージングにおける重要事項として、多数の、かつ識別可
能なプローブを同時に使用する可能性を提供する。それらはまた、電離放射線を不要化す
るという点において、安全性も提供する。これらの技術は、レーザ技術、高性能再構築ア
ルゴリズム、及びイメージングソフトウェア（元来は非光学的なＣＴ及びＭＲＩといった
断層イメージングモード用に開発された）における迅速な開発により、過去１０年間にわ
たり進歩してきた。
【０００３】
　今日までに開発された様々な光学イメージング技術のうち、近赤外蛍光（ＮＩＲＦ）イ
メージングが非侵襲性のインビボイメージングとして特に興味を持たれているのは、比較
的低い組織吸収、比較的低い組織吸収による最小限の侵襲性のインビボイメージング、最
小限の近赤外（ＮＩＦ）光の自己蛍光、及び６～８センチメートルまでの深い組織透過性
の故である。近赤外蛍光イメージングでは、蛍光励起光源として、レーザ又は適切にフィ
ルタされた光が使用される。励起光は、身体の組織を通して進行する。それが近赤外蛍光
分子（「コントラスト剤」又は「プローブ」）に出会うと、励起光が吸収される。蛍光分
子は次に、光を、より波長の長い、かつそれ故に励起光からスペクトル的に識別可能な蛍
光として放出する。近赤外光による生体組織の良好な透過にもかかわらず、従来の近赤外
蛍光プローブは、低いシグナル対ノイズ比を含め、他のコントラスト剤が直面するのと同
様の多くの制限下にある。
【０００４】
　数多くのＮＩＦＲコントラスト増強光学イメージングプローブが開発され、かつ小動物
において評価されてきた。これらの研究は、診断、分子キャラクタリゼーション、及び多
くの疾患モデルの治療応答のモニタリングにおける、近赤外光学イメージングの使用を確
立してきた。ナノ粒子は、薬剤担体及びイメージング剤といった、広範囲の生物医学的応
用において、ますます使用されるようになった。それらは、典型的には１００ｎｍ未満の
大きさの工学された物質であり、身体中の殆どどこへでも到達するのに充分に小さく、
様々な標的化リガンド、多様な様相のイメージングのための多様なイメージング成分と共
に、容易に送達可能であり、或いは、コントラスト剤の多様な分子を担持されて、様々な
画像装置のためのシグナル強度に有意なブーストを提供することができる。ナノ粒子イメ
ージングプローブをベースとするＮＩＦＲイメージングは、非侵襲性の癌検出、診断、及
び治療応用のための先進技術として、急速に新興しつつある。インビボでは小さいプロー
ブが、低分子の内部クリアランスと、免疫学的に遮蔽されていない化合物の網内系クリア
ランスとを受けて、急速に排出されることから、ナノ粒子ベースのイメージングプローブ
は、低分子又は低分子量ポリマベースのプローブに、有効な腫瘍送達のための長い循環時
間のような、潜在的な利点を与える。いくつかの報告は、動物の癌イメージングにおける
ＮＩＲＦ光学イメージング用の、新規ポリマ又は脂質ベースの層内に被包された、半導体
コアからなる量子ドット（ＱＤ）を特徴としてきた（非特許文献１）。しかしながら、殆
どのＱＤは、カドミウムのような毒性の物質から製造されており、ＱＤが体内で毒性化す
るのを回避するために充分に安定であることはまだ確立されていない。スマートなナノプ
ローブの設計及び合成は、ＮＩＦＲイメージングを成功させることを可能とするものであ
る。
【０００５】
　蛍光共鳴エネルギ移動（ＦＲＥＴ）検出の原理は、空間的に近接して置かれている、励
起されたドナー色素分子からアクセプタ色素分子への、エネルギの移動に基づいている。
エネルギ移動の効率Ｅは、ドナーとアクセプタとの間の距離Ｒに非常に影響され、かつ、
Ｒ０

６／（Ｒ０
６＋Ｒ６）［式中、Ｒ０は、効率が５０％である距離として定義される、
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物質固有のフェルスター半径であり、かつ典型的には数ナノメートル（１０ｎｍ未満）の
範囲内にある］に比例して減少することから、ＦＲＥＴを使用して、約１～８ｎｍの範囲
の分子レベルで、距離を測定することができる。アクセプタ分子の蛍光量子効率に依存し
て、ドナー分子からアクセプタ分子へ移動したエネルギは、内部変換により非放射緩和を
受けることができ、それによりドナーエネルギのクエンチングをもたらすか、又は、アク
セプタ分子の蛍光によって発光することができる。本明細書の以下の部分では、（ａ）Ｆ
ＲＥＴのためのドナー及びアクセプタとして作用し得る、異なる分子のペアは、「ＦＲＥ
Ｔ色素ペア」と呼ばれ、また（ｂ）異なるナノ粒子のペアは、ＦＲＥＴ可能なドナー分子
を包含する１つのナノ粒子と、第２の、別の、ＦＲＥＴ可能なアクセプタ分子を包含する
別のナノ粒子とを含んでなり、異なるナノ粒子のペアは、「ＦＲＥＴ－粒子ペア」と呼ば
れる。
【０００６】
　生体系では、ＦＲＥＴを使用して、適当に標識された生体分子の、相互の空間的近接性
が検出される。ＦＲＥＴは、タンパク質－タンパク質相互作用を検出するための方法とし
て、例えば、抗原－抗体反応、受容体－リガンド相互作用、核酸ハイブリダイゼーション
、ホルモン－受容体相互作用、又は核酸へのタンパク質の結合作用を検出するための方法
として、使用することができる。検出自体は、ドナーの蛍光又はアクセプタの蛍光におけ
る、強度の変化又はスペクトル変化を測定することによるか、或いはドナー蛍光の減衰時
間の変化を測定することによって行われる。この点に関しては、免役蛍光アッセイにおけ
る特異抗原の検出のような数多くの応用が、文献に記載されている（特許文献１～４）。
【０００７】
　例えば、フルオレセイン、水溶性シアニン、又はローダミンといった、標識として用い
られかつ生体分子に結合する有機色素分子は、ＦＲＥＴ色素ペアを作製するための古典的
な市販物質である。これらの有機蛍光色素の一般的な短所は、多くの適用にとっては不適
切な光安定性をしばしば示すことである。特に、酸素又はフリーラジカルの存在下では、
これらの色素のあるものは、わずか数ミリオンの光吸収／光放出サイクルの後に、不可逆
的に損傷又は破壊され得る。また、ある蛍光色素は、生体物質に対し、その近傍において
毒性作用をもつ可能性がある。さらに、標識として使用される蛍光色素は、しばしば血中
循環時間が非常に短く、そのことにより、時間をかけて起こる生物学的相互作用の研究用
には不向きとされている。
【０００８】
　特許文献５～７は、同じナノ粒子中にＦＲＥＴ色素ペアをもつ、ナノ粒子の使用法を記
載している。これらの方法の目的は、励起波長と発光波長との間の、大きい正味の差（す
なわち、ストークシフト）をもつ粒子を提供して、蛍光測定の利点であるシグナル対バッ
クグラウンド値を改善することであり、ここでバックグラウンドは、典型的には比較的小
さいストークシフトをもつ自己蛍光に起因する。しかしながら、ＦＲＥＴは、同一の粒子
内では一定であり、例えば、一方の粒子が１つの生体分子に結合し、他方の粒子が別の生
体分子に結合している、２つの異なる粒子間の近接性には何らの指標も提供しない。それ
故、これらの参考文献は、ＦＲＥＴ色素ペアを含むが、ＦＲＥＴ粒子ペアを含まない粒子
を記載している。
【０００９】
　かかる方法は、その特定の適用においてある程度の成功を遂げているが、ＦＲＥＴ粒子
ペアを含んでなる、離れた異なる高輝度蛍光ナノ粒子が、生体分子を標的化することによ
り近接して集められ、かつ検出される方法が必要とされたままである。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】米国特許第３，９９６，３４５号明細書
【特許文献２】米国特許第４，１６０，０１６号明細書
【特許文献３】米国特許第４，１７４，３８４号明細書
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【特許文献４】米国特許第４，１９９，５５９号明細書
【特許文献５】米国特許第５，２３６，６９２号明細書
【特許文献６】米国特許第６，２３８，９３１号明細書
【特許文献７】米国特許第６，２５１，６８７号明細書
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】ワレン（Ｗａｒｒｅｎ，Ｃ．Ｗ．）ら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、１９９８年、
第２８１巻、ｐ．２０１６－２０１８
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明は、添付のクレームによって定義される。本発明の１つの態様によれば、試料中
の生体分子の近接性を可視化するための方法が提供される。試料は、各々が、式Ｉ：
【化１】

　　　　式Ｉ
［式中、ｎは、１０～２００である］のモノマを含んでなる、３０～５０重量パーセント
の架橋ポリマを包含する、２つ以上の蛍光粒子を包含するタイプのＦＲＥＴ粒子ペアで処
理される。一方の蛍光粒子は、エネルギドナー分子を包含し、別の蛍光粒子がエネルギア
クセプタ分子を包含する。各蛍光粒子は、外表面に共有結合された１つ以上の標的化成分
（ｔａｒｇｅｔｉｎｇ　ｍｏｉｅｔｉｅｓ）を包含する。試料を、光源に暴露し、ＦＲＥ
Ｔ粒子ペアから放出される光を、例えば光半導体、光電子増倍管、又はデジタルカメラに
より検出する。
【００１３】
　本発明の上記の、及び他の目的、特徴、及び利益は、添付の図に例示される、本発明の
実施態様についての以下のさらに詳細な記載から明らかであろう。図の要素は、互いの相
対スケールを必ずしも表さない。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】色素を担持されたナノ粒子の吸収曲線を示す図であり、これらの粒子のペアを用
いて、粒子Ａと粒子Ｂ、粒子Ｂと粒子Ｃ、粒子Ｂと粒子Ｄ、粒子Ｃと粒子Ｄから、ＦＲＥ
Ｔ粒子ペアを形成した場合の、吸収におけるオーバーラップを例示する図である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　以下は、発明の好ましい実施態様についての詳細な記載であり、同じ参照数字がいくつ
かの図の各々における同じ構造のエレメントを特定している図を参照している。
【００１６】
　本発明は、同じ場所に位置してＦＲＥＴを受けることができる、高輝度蛍光ナノ粒子を
用いて、近接した生体分子を可視化する新規な方法と、それを用いるための診断及び薬剤
スクリーニング法に関する。アッセイは、生検材料、体液、血液分析、及び組織試料の医
学的診断、及び、低分子、ペプチド、タンパク質、及びｓｉＲＮＡの薬剤スクリーニング
にとり、非常に重要である。ＦＲＥＴ粒子ペアを本発明に従って使用して、結合アッセイ
、阻害剤アッセイ、受容体－リガンド分析、細胞－相互作用物質アッセイ、ホルモン相互
作用アッセイ、タンパク質－タンパク質相互作用アッセイ、脂質－相互作用アッセイ、糖
タンパク質相互作用アッセイ、酵素－基質相互作用アッセイ、プロテオーム分析、ゲノム
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分析、プロテアーゼ作用アッセイ、ユビキチンアッセイ、細胞オルガネラ分析、ｓｉＲＮ
Ａ分析、ＲＮＡ分析、ＤＮＡ分析を行うこと、及び、上記のいずれかの動態を分析するこ
とができる。
【００１７】
　本発明に従って使用されるナノ粒子は、本願と同一譲受人に譲渡された、レオン（Ｌｅ
ｏｎ）らによる、２００７年４月３日出願の、「ＬＯＡＤＥＤ　ＬＡＴＥＸ　ＯＰＴＩＣ
ＡＬ　ＭＯＬＥＣＵＬＡＲ　ＩＭＡＧＩＮＧ　ＰＲＯＢＥＳ」と題する米国特許出願第１
１／７３２，４２４号（この開示は、参考として本明細書に含まれる）；及び、上記記載
のＨａｒｄｅｒらによる、出願番号第１１／４００，９３５号において既に記載されたよ
うな、生物学的カーゴ負荷ナノ粒子（１つ又は複数）の形態にあってもよい。かかるナノ
粒子では、蛍光クエンチングは、近赤外蛍光体の自己クエンチングによるか、又は近赤外
蛍光体からのクエンチャへのエネルギ移動によって引き起こされてもよく；蛍光活性化を
、蛍光活性化部位における酵素的切断により誘導してもよい。
【００１８】
　ＦＲＥＴの検出又は測定は、イメージングシステムを必ず必要とし、これをチューニン
グして、精製又は構築された試料物質の単純なアッセイに対応するか、或いは複合混合物
又はその両方の蛍光成分を解明するようにしてもよい。蛍光検出システムは、充分な又は
最大の能力までチューニングしてもよいが、検出又は測定を支援することができる特定の
ＦＲＥＴ粒子ペアの選択には、本発明者らにより教示される一定基準の考慮を要する。当
業者は、あるＦＲＥＴ分子が、もしそのペアが適切なスペクトルをもち、高輝度蛍光色素
であり、かつ生産性のＦＲＥＴ測定に必須の、溶液中での動的平衡を支持するものである
なら、あるレベルの検出及び測定を支援してもよいことを理解するであろう。限界まで成
果をあげるＦＲＥＴ測定は、蛍光シグナル／バックグラウンドの固有の制限を超えるもの
である。しかしながら、蛍光粒子は可溶性分子ではなく、そのサイズ、構成成分、及び溶
液動態が、そのＦＲＥＴ能力にとって重要である。本発明者らは、ＦＲＥＴ粒子ペアのた
めの認定基準が、以下を包含することを見出した。
　１．蛍光色素励起スペクトルは、充分に非オーバーラップしていなければならない。
　２．蛍光色素共鳴スペクトルは、充分にオーバーラップしていなければならない。
　３．蛍光は、充分に強くなければならない、
　４．粒子内の蛍光色素濃度は、自己クエンチングを避けるべく充分に低くなければなら
ない。
　５．粒子を充分に小さくして、粒子が最も近接している状態で、蛍光分子の充分な部分
が近接するようにしなければならない。
　６．粒子による蛍光分子の分布は、蛍光色素の近接を充分に支持しなければならない。
　７．蛍光色素の分子の配向性は、偏光の充分な共鳴吸収を確保するべく、整列されるか
、又はランダムでなければならない。
　８．粒子は、溶液中に懸濁されるべく充分に小さく、溶液動態に関与するべく充分に分
散されており、「分子」近接の測定を確立するのに必要な、衝突、結合、及び解離の動的
平衡の本質的な要素を支持しなければならない。
　９．粒子は、溶液動態における量的関与を支持するべく、溶液中で充分に独立していな
ければならない（「可溶性」かつ非凝集性）。
【００１９】
　別の認定基準は、当業者により見出されてもよい。しかしながら、上記にリストされた
認定基準のいずれか１つがないか、未知であるか、又は限界である場合、ＦＲＥＴ粒子ペ
アの生産能力は、粒子近接性を検出又は測定するのに必要な、シグナル／バックグラウン
ド閾値に合致しないことがある。それ故、ＦＲＥＴ粒子ペアの認定は、候補粒子ペアのた
めの、ここに開示された発明のＦＲＥＴ測定プロセスを包含する。
【００２０】
　ＦＲＥＴ粒子ペアについて、それで処理された標本又は試料にそれが関与するときの、
いくつかの基準、及びそれらを検出するための測定装置が、以下に記載される。第１に、
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ＦＲＥＴ粒子ペアの励起及び発光波長は、標本又は試料の吸収又は蛍光に非常に密接して
一致させるべきではなく、標本又は試料が実質的にＦＲＥＴ測定を混乱させることがない
ようにする。第２に、粒子は、充分な輝度をもち、かつドナー粒子の蛍光とアクセプタ粒
子の吸収との、良好なオーバーラップをもつべきであり、効果的なＦＲＥＴを達成して、
ＦＲＥＴ粒子を作製するようにする。第３に、粒子中に取り込まれた色素は、粒子内で分
散され、粒子サイズがＦＲＥＴに対する実質的な距離障壁を粒子間に生じないようにする
。すなわち、粒子内の色素は、粒子内でランダムに分散されて、ＦＲＥＴペアにとり、い
くつかの色素が、別の粒子中の色素からフェルスター距離内に位置して、効率的なＦＲＥ
Ｔを達成するようにする。故に、ＦＲＥＴペアの第１の粒子内の色素は、少なくとも部分
的に、充分に近いか、又は粒子の表面にあって、ＦＲＥＴ粒子ペアの該粒子の色素と第２
の粒子の色素との間に、効率的なＦＲＥＴを達成するべく充分に小さい分離が生じるよう
にする。第４に、粒子は、その表面上に、同じか又は異なる生体分子標的化成分を運ぶ能
力をもち、ＦＲＥＴ粒子ペアが生体分子に近接して結合できるようにしなければならない
。第５に、蛍光シグナルを検出するべく使用される装置は、一般に、色素の規格及び、可
視化される標本又は試料に従って設計される。
【００２１】
　これらのポイントは、さらに詳細に議論されるが、ＦＲＥＴ粒子ペアを使用した可視化
技術の開発における複雑さのいくらかを例示するものである。既存の方法を用いて、ＦＲ
ＥＴが個別の色素間において達成されてきているが、これによれば、生体分子標的化成分
当たり１つの色素が典型的に使用される。こうした個別の色素は、酸素、フリーラジカル
、及びｐＨ変化に対する不安定性に起因する色素退色に対し、より敏感であり、しばしば
種々の生物学的プロセスによって血液から迅速に除去される。色素を粒子中に取りこむこ
とにより、多数の色素分子を使用して、輝度及び安定性を改善することができる。ナノ粒
子の使用により、多数の生体分子標的化成分をナノ粒子表面に結合させて、標的部位への
結合及び、標本の様々な組織内のバイオディストリビューションを改善することができる
。
【００２２】
　本発明に有用な色素は、蛍光性、疎水性の色素であり、その蛍光は４００～１０００ｎ
ｍの範囲にある。色素のクラスは、必ずしもこれに制限されないが、オキソノール、ピリ
リウム、スクアリック（Ｓｑｕａｒｉｃ）、クロコニック、ロジゾニック、ポリアザイン
ダゼン又はクマリン、シンチレーション色素（通常は、オキサゾール及びオキサジアゾー
ル）、アリール－及びヘテロアリール置換ポリオレフィン（Ｃ２－Ｃ８オレフィン部分）
、メロシアニン、カルボシアニン、フタロシアニン、オキサジン、カルボスチリル、ポル
フィリン色素、ジピロメセンボロンジフルオリド色素、アザ－ジピロメセンボロンジフル
オリド色素、及びオキサジン色素を包含する。本発明において有用な市販の蛍光色素は、
表Ｉにリストされており、具体的な色素構造は、後続の、色素１、色素２、色素３、及び
色素４についての式に示されている。好ましい色素は、カルボシアニン、フタロシアニン
、又はアザ－ジピロメセンボロンジフルオリドである。
【００２３】
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【表１】

【００２４】
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【表２】

【００２５】
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【表３】

【００２６】
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【表４】

【００２７】
　粒子内に取り込まれた色素の励起及び発光波長は、ＦＲＥＴ測定が、可視化されている
標本又は試料のために混乱されぬよう選択するべきである。例えば、試料がヒトの血清で
ある場合、ドナー粒子は、その最大吸収が、ヒト血清が高い吸収及びいくらかの蛍光放出
をもつ、５００ｎｍよりも低い色素を含有するべきではない。蛍光色素の輝度は、該色素
の吸光係数及び蛍光量子収率の積である。それ故色素は、高い吸光係数及び高い蛍光量子
収率をもつものを選ぶべきである。高い吸光係数及び蛍光量子収率についての同様の要望
が、多数の同じか又は類似した色素分子を含有する高輝度粒子においても見られる。有機
蛍光色素では、吸収最大と発光最大との間の距離は、「ストークシフト（Ｓｔｏｋｅｓ　
ｓｈｉｆｔ）」と呼ばれる。シアニン色素は、典型的には、２０～４０ｎｍの、さらに典
型的には約２０ｎｍのストークシフトをもち、赤又は近赤外に吸収及び発光最大をもつ有
機色素の例であり、高い吸収係数を有する。効率的なＦＲＥＴ粒子ペアを得るためには、
ドナー粒子色素及びアクセプタ粒子色素の、色素吸収及び発光特性を慎重に選ぶべきであ
る。ドナー粒子色素の発光スペクトルは、アクセプタ粒子色素の吸収スペクトルとオーバ
ーラップするべきであり、結果として、アクセプタ粒子色素の吸収最大は、ドナー粒子色
素の吸収最大よりも、常にエネルギが低い、すなわち高波長となる。また、ドナー粒子色
素の吸収スペクトルとアクセプタ粒子色素の吸収スペクトルは、殆どオーバーラップを示
さず、ＦＲＥＴ粒子ペアが近接していない領域でも、粒子が別々に検出され、標本を可視
化できるようにすることが望ましい。
【００２８】
　ＦＲＥＴ粒子ペアの所望のスペクトル特性の例を、図１に示す。特に、図１は、ＫＯＤ
ＡＫ　Ｘ－ＳＩＧＨＴ　５４９、６５０、６９１、及び７６１イメージング剤又はナノ粒
子の吸収特性を示す。これらのイメージング剤は、２００７年２月２８日から３月２日ま
でカリフォルニア州サンフランシスコで開催された分子診断学会（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
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Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　Ｔｒｉ－Ｃｏｎｆｅｒｅｎｃｅ）において、イーストマンコダック社
（Ｅａｓｔｍａｎ　Ｋｏｄａｋ　Ｃｏｍｐａｎｙ）により紹介された。しかしながら当業
者には、類似したスペクトル特性をもつ他のそのようなナノ粒子を、本発明に従って使用
し得ることが理解されよう。ＦＲＥＴ粒子ペアを作製するために使用される好適な色素の
例を、以下に示す。
【００２９】
【化２】

　　　色素１

【化３】

　　　色素２
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【化４】

　　　色素３
【化５】

　　　色素４
【００３０】
　次に、これらの色素の適当な組合せから、表ＩＩに示したような４つのＦＲＥＴ粒子ペ
アを調製することができる。
【００３１】

【表５】

【００３２】
　ＦＲＥＴ粒子ドナー－アクセプタペアの例を、表ＩＩＩに示す。
【００３３】
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【表６】

【００３４】
　このように、ＦＲＥＴ粒子ペアを使用することにより、３つの異なるスペクトル選択性
の検出事象によって、可視化を行うことができる。すなわち、３つの異なるスペクトル選
択性のバイオディストリビューションイメージ、言い換えれば、ドナー粒子をスペクトル
選択する検出事象（これはＦＲＥＴに関与しない）、アクセプタ粒子をスペクトル選択す
る検出事象（これはＦＲＥＴに関与しない）、及び、ＦＲＥＴ粒子ペアが近接している場
合のＦＲＥＴの可視化、を使用してもよい。
【００３５】
　ナノ粒子集合体のサイズは、生物学的組成物におけるその有用性を決定する上で、別の
重要なパラメータである。体内投与の後、大きい粒子は、網内系によって除去され、容易
に疾患部位へ輸送することはできない。例えば、フォルクハイマー（Ｖｏｌｋｈｅｉｍｅ
ｒ）、Ｐａｔｈｏｌｏｇｅ　１４：２４７（１９９３）；クオン（Ｋｗｏｎ）及びカタオ
カ（Ｋａｔａｏｋａ）、Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ．Ｄｅｌ．Ｒｅｖ．１６：２９５（１９９５）
；モーギミ（Ｍｏｇｈｉｍｉ）ら、「Ｎａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ：Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｓｔ
ａｔｕｓ　ａｎｄ　Ｆｕｔｕｒｅ　Ｐｒｏｓｐｅｃｔｓ」　ＦＡＳＥＢ　Ｊｏｕｒａｌ　
２００５，１９，３１１－３３０参照。１００ｎｍより大きい粒子は、間質マクロファー
ジによるクリアランスを受けるが、１５０ｎｍ以上の粒子は、肝臓での蓄積を受ける。ま
た、細胞及び細胞内送達においては、大きい粒子の輸送は制限されるか、又はわずかであ
る。例えば、ラブハセツワ（Ｌａｂｈａｓｅｔｗａｒ）ら、Ａｄｖ．Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌ．
Ｒｅｓ．２４：６３（１９９７）参照。サイズ５００ｎｍ～１ミクロン以上の凝集したカ
チオン性化学種は、細胞トランスフェクションには無効であることが示された。大きい粒
子、特に、ポジティブにチャージしたものは、一部は肝臓に対する副作用及び塞栓症のた
め、体内で高い毒性を示す。例えば、フォルクハイマー（Ｖｏｌｋｈｅｉｍｅｒ）、Ｐａ
ｔｈｏｌｏｇｅ　１４：２４７（１９９３）；コパーデ（Ｋｈｏｐａｄｅ）ら、Ｐｈａｒ
ｍａｚｉｅ ５１：５５８（１９９６）；ヤマシタ（Ｙａｍａｓｈｉｔａ）ら、Ｖｅｔ．
Ｈｕｍ．Ｔｏｘｉｃｏｌ，３９：７１（１９９７）参照。
【００３６】
　疎水性成分をもつ粒子は、色素の光安定性及び輝度を改善することができる。親水性成
分をもつ粒子は、バイオディストリビューション及び血中循環時間を改善することができ
る。中心コアが水不溶性であり、周囲のシェルが水溶性であり、かつ蛍光分子がコア内に
収容されている、コア／シェル構造をもつ粒子の、水溶性及び水不溶性特性の双方に対す
る要望を解決するため、別の方法が試されてきた。今日知られている多くの蛍光ナノ粒子
は、ランタニド及びカドミウム／セレニウムといった蛍光性金属から製造されており、こ
れらは水不溶性であり、また毒性及び不充分なバイオディストリビューションも示す。こ
れらの欠点を克服するべく、金属ナノ粒子又は不溶性コアの周辺に、水溶性のポリマシェ
ルを作製する方法が採られてきた。これらのポリマシェルは、ナノ粒子の直径を増し、ド
ナー粒子とアクセプタ粒子との間の分離距離が、効率的なＦＲＥＴを起こすには大きすぎ
るようになる。
【００３７】
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　ＦＲＥＴ粒子ペアは、表面上にアミンのような官能基をもち、これらが生体分子標的化
成分の結合に用いられる。本発明のＦＲＥＴ粒子は、生物学的又は薬学的成分を運ぶため
の担体として有用であることができる。具体的には、担体として使用されるＦＲＥＴ粒子
ペアは、必ずしも特定の治療用又はイメージング成分を被包する必要はないが、むしろ生
物学的又は薬学的成分の担体としての役割を果たす。生物学的又は薬学的成分は、治療剤
、診断剤、色素、又はＸ線写真コントラスト剤を包含する。用語「診断剤」は、コントラ
スト剤として作用することができ、それにより検出可能な指示シグナルを宿主において発
生させる成分を包含する。検出可能な指示シグナルは、ガンマ放出性、放射性、エコー源
性、蛍光透視性、又は生理学的シグナルなどでよい。用語、生物医学剤は、本明細書で用
いる場合、生理学的疾患の治療において有用である、生物学的に活性のある物質、医薬、
酵素、ホルモン、ステロイド、組換え生成物などを包含する。例示的な治療剤は、抗生物
質、血栓溶解酵素、例えばウロキナーゼ又はストレプトキナーゼ、インスリン、成長ホル
モン、化学治療剤、例えばアドリアマイシン、及び抗ウイルス剤、例えばインターフェロ
ン及びアシクロビルを包含する。例えばプロテアーゼ又はヒドロラーゼによる酵素的分解
により、治療剤を一定時間にわたって放出することができる。
【００３８】
　本発明の範囲内に包含されるのは、本発明に従って使用されるナノ粒子の架橋ポリマと
、適当な標的化分子と、ドナー及びアクセプタ色素のペアとを含んでなる、２つ以上の組
成物である。本明細書で用いる場合、用語「標的化成分」は、本発明のポリマネットワー
クに架橋された、任意の分子、原子、又はイオンを指し、これらは、体内又は細胞内で、
本発明のポリマネットワーク又は生物活性組成物の、結合、輸送、蓄積、滞留時間、バイ
オアベイラビリティを増強するか、或いは生物活性を修飾するものである。標的化成分は
、しばしば、抗体、抗体のフラグメント、又はキメラ抗体分子を含んでなり、典型的には
、ある細胞表明抗原に対し特異性をもつ。標的化成分はまた、例えば、細胞表面受容体と
特異相互作用をもつホルモンか、又は細胞表面受容体をもつ薬剤であることも可能である
。例えば、糖脂質は、多糖類受容体を標的化するために役立てることもできる。標的化成
分はまた、例えば、酵素、レクチン又は多糖類であることも可能である。分子質量の低い
標的化成分、例えば葉酸及びその誘導体はまた、本発明の文脈において有用である。標的
化成分はまた、ポリヌクレオチド、ポリペプチド、ペプチドミメティック、多糖類を含む
炭水化物、その誘導体、又は、コンビナトリアル化学又は生物学によって得られる他の化
学物質であることができる。標的化成分を用いて、本発明のＦＲＥＴ粒子ペアの細胞内輸
送、例えば核への輸送を促進することができ、これは例えば、スークシャレウン（Ｓｏｕ
ｋｃｈａｒｅｕｎ）ら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，６，４３，（１９９５
）；又はエイラー（Ａｒａｒ）ら、Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，６，４３，
（１９９５）によって記載された、標的化分子としての融合誘導性（ｆｕｓｏｇｅｎｉｃ
）ペプチド；核型（ｃａｒｙｏｔｙｐｉｃ）ペプチド；又は、細胞内への位置指定輸送（
特に、エンドソーム区画から出て細胞質内へ、又は核への送達）を提供する他の生体特異
な群を使用することによる。
【００３９】
　記載された組成物はさらに、特定の標的細胞を認識する標的化成分を包含する、生物学
又は薬学的成分を含んでなることができる。担体として用いられる記載されたＦＲＥＴ粒
子ペアのＦＲＥＴ粒子に結合された標的化成分を介した、細胞表面受容体の認識及び結合
は、記載された組成物の特徴であることができる。本発明では、ＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲ
ＥＴ粒子によって運ばれる化合物を、「保持された（ｃａｒｒｉｅｄ）」化合物と呼んで
もよい。例えば、上記記載の特定の標的細胞を認識する、標的化成分を包含する生物学又
は薬学的成分は、「保持された」化合物である。この特徴は、細胞表面結合事象が、しば
しば、一連の事象、特に受容体媒介性エンドサイトーシスをもたらす、細胞カスケードの
開始段階であるとの理解を利用している。用語「受容体媒介性エンドサイトーシス（Ｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ－ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｅｎｄｏｃｙｔｏｓｉｓ）」（「ＲＭＥ」）は、一般
に、これによって、細胞表面に暴露された受容体への標的化成分の結合に触媒されて、受
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容体に結合した標的化成分が細胞内へインターナライズされるメカニズムを言う。インス
リン、上皮成長因子、成長ホルモン、甲状腺刺激ホルモン、神経成長因子、カルシトニン
、グルカゴン、及び他の多くのものを含め、多くのタンパク質及び他の構造物が、受容体
媒介性エンドサイトーシスによって細胞内へ侵入する。
【００４０】
　受容体媒介性エンドサイトーシスは、おそらくは、他の生物学又は薬学的成分を含有し
ている、記載されたＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子を、細胞の内部へ輸送するための、
便利なメカニズムを提供する。ＲＭＥでは、細胞表面に暴露された受容体による標的化成
分の結合が、細胞内シグナルを開始することができ、このことはエンドサイトーシス応答
を包含することができる。したがって、結合された標的化成分と共に、担体として使用さ
れるＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子は、細胞表面に結合することができ、それに続き陥
入し、そして細胞内にインターナライズされる。本組成物と共に有用な標的化剤として使
用することができる、例示的な、しかし制限しない成分のリストは、タンパク質、ペプチ
ド、アプタマ、有機低分子、毒素、ジフテリア毒素、シュードモナス毒素、コレラ毒素、
リシン、コンカナバリンＡ、ラウス肉腫ウイルス、セムリキ森林ウイルス、水泡性口内炎
ウイルス、アデノウイルス、トランスフェリン、低密度リポタンパク質、トランスコバラ
ミン、卵黄タンパク質、上皮成長因子、成長ホルモン、甲状腺刺激ホルモン、神経成長因
子、カルシトニン、グルカゴン、プロラクチン、黄体ホルモン、甲状腺ホルモン、血小板
由来成長因子、インターフェロン、カテコールアミン、ペプチドミメティクス、糖脂質、
糖タンパク質、及び多糖類を包含する。提示された成分の同族体又はフラグメントもまた
、使用可能である。これらの標的化成分は、ＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子に結合する
ことができ、かつこれを用いてＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子を標的細胞に向けること
ができ、次にそこでインターナライズされることが可能である。全成分が標的化成分とし
てインターナライズされる必要性はない。特定の受容体又は他の構造と相互作用すること
が知られている、これらの成分の小さいフラグメントもまた、標的化成分として使用する
ことができる。
【００４１】
　抗体又は抗体フラグメントは、細胞内へのＦＲＥＴ粒子ペアの取込みを増強するための
利用し得る、最も普遍的に使用される標的化成分のクラスを代表するものである。抗体は
、当業者に周知の多様な技術のいずれかにより調製してもよい。例えば、ハーロウ（Ｈａ
ｒｌｏｗ）及びレイン（Ｌａｎｅ）、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，１９
８８参照。抗体は、モノクローナル抗体の生成を含む、細胞培養技術によるか、或いは、
組換え抗体を産生させるための、適当な細菌又は哺乳類細胞宿主内への、抗体遺伝子のト
ランスフェクションにより産生することができる。１つの技術においては、ポリペプチド
を含んでなる免役源が、最初に、広く多様な哺乳類（例えば、マウス、ラット、ウサギ、
ヒツジ、又はヤギ）のいずれかに注射される。該ポリペプチドが担体タンパク質、例えば
、ウシ血清アルブミン又はキーホルリンペットヘモシアニン、に結合されている場合、優
れた免役応答が誘起されてよい。免役源は、好ましくは所定のスケジュールに従い、１回
以上の追加免役を取り入れて、動物に注入し、この動物を定期的に採血した。該ポリペプ
チドに特異的なポリクローナル抗体は、次に、例えば、適当な固体支持体に結合されたポ
リペプチドを用いたアフィニティークロマトグラフィにより、かかる血清から精製されて
よい。
【００４２】
　興味の抗原ポリペプチドに特異的なモノクローナル抗体は、例えば、コウラー（Ｋｏｈ
ｌｅｒ）及びミルステイン（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ）、Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：５
１１－５１９，１９７６の技術、及びその改良を用いて調製してもよい。モノクローナル
抗体は、増殖中のハイブリドーマコロニーの上清から単離してもよい。さらに、マウスの
ような適当な宿主哺乳類の腹腔内への、ハイブリドーマ細胞系の注射といった、種々の技
術を用いて、収率を向上させてもよい。モノクローナル抗体は、さらにまた腹水又は血液
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から取り入れられてもよい。不純物は、クロマトグラフィ、ゲル濾過、沈降、及び抽出と
いった、通常の技術により、抗体から除去してもよい。本発明のポリペプチドは、例えば
、アフィニティークロマトグラフィの工程における、精製プロセスにおいて使用してもよ
い。非ヒト免疫グロブリンから由来する抗原結合部位を含んでなる、いくつかの「ヒト化
」された抗体分子が記載されてきた（ウィンター（Ｗｉｎｔｅｒ）ら、（１９９１）Ｎａ
ｔｕｒｅ　３４９：２９３－２９９；ロブグリオ（Ｌｏｂｕｇｌｉｏ）ら、（１９８９）
Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８６：４２２０－４２２４）。これらの
「ヒト化」分子は、ヒト受容者におけるこれらの成分の持続時間及び効率を制限する、げ
っ歯類の抗ヒト抗体分子に対する有害な免疫学的応答を最小化するべく設計される。
【００４３】
　アフィボディ（Ａｆｆｉｂｏｄｙ（登録商標））アフィニティリガンドは、タンパク質
エンジニアリング技術を用いて産生された、研究用試薬である。それらは低分子であり、
プロテインＡのＩｇＧ－結合ドメインの１つの骨格をベースとする、３－ヘリックスバン
ドルを含んでなる単純タンパク質である。プロテインＡは、細菌　スタフィロコッカス・
アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）からの表面タンパク質であ
る。この骨格は、アフィニティリガンドとして、優れた特徴をもち、任意の所与の標的タ
ンパク質に、高い親和性をもって結合するべく設計することができる。該ドメインは、５
８個のアミノ酸を含み、そのうち１３個は、多数のリガンド変異体をもつＡｆｆｉｂｏｄ
ｙ（登録商標）ライブラリを生成するべくランダム化されている。したがって該ライブラ
リは、同一の主鎖と、変異性の表面結合特性とをもつ数多くのタンパク質リガンドを含む
。機能においては、Ａｆｆｉｂｏｄｙ（登録商標）分子は、モノクローナル抗体を模倣し
ている。抗体に比較して、Ａｆｆｉｂｏｄｙ（登録商標）分子の最大の相違点は、小さい
サイズである。Ａｆｆｉｂｏｄｙ（登録商標）分子は、１５０ｋＤａの抗体の分子量に比
較して、６ｋＤａの分子量をもつ。その小さいサイズにもかかわらず、Ａｆｆｉｂｏｄｙ
（登録商標）分子の結合部位は、抗体のそれに類似している。抗体に対するＡｆｆｉｂｏ
ｄｙ（登録商標）分子の利点は、その小さいサイズ、分子の単純な構造、極端なｐＨ及び
高い温度を含む広範囲の分析条件に耐え得るその強い物理的性質、及び細胞内で正しく折
り畳まるその能力を包含する。本発明に従って使用するための、ＦＲＥＴ粒子へのコンジ
ュゲーション又は定方向のカップリングは、Ｃ－末端システインにより促進される。Ａｆ
ｆｉｂｏｄｙ（登録商標）分子は、アフィニティ精製、試料調製、及びタンパク質検出の
中での適用のための、高度に競合的な特性をもつ。
【００４４】
　ビタミン及び他の必須のミネラル及び複数のミネラルを、標的化成分として利用して、
細胞によるＦＲＥＴ粒子ペアの取込みを増強することができる。特に、ビタミン標的化成
分は、フォレート、フォレート受容体結合性のフォレート類似体、及び他のフォレート受
容体結合性の標的化成分、ビオチン、ビオチン受容体結合性のビオチン類似体、及び他の
ビオチン受容体結合性の標的化成分、リボフラビン、リボフラビン受容体結合性のリボフ
ラビン類似体、及び他のリボフラビン受容体結合性のリガンド、チアミン、チアミン受容
体結合性のチアミン類似体、及び他のチアミン受容体結合性の標的化成分、からなる群よ
り選択することができる。受容体媒介性エンドサイトーシスをトリガーすると考えられ、
それ故ここに開示された方法に従って用途をもつ追加の栄養は、カルニチン、イノシトー
ル、リポ酸、ナイアシン、パントテン酸、ピリドキサール、及びアスコルビン酸、及び脂
溶性ビタミンＡ、Ｄ、Ｅ、及びＫである。さらに、先行技術において記載された「イムノ
リポソーム」（リポソームの表面に結合された抗体をもつリポソーム）のいずれもが、記
載された組成物との使用に適している。
【００４５】
　全ての天然の細胞膜が生物学的に活性のあるビオチン又はフォレート受容体をもつので
はないことから、記載された組成物のインビトロでの特定の細胞系に対する使用は、その
細胞系をまず改変するか、さもなければ修飾して、生物学的に活性のあるビオチン又はフ
ォレート受容体の存在を確認することを含むことができる。したがって、細胞膜上のビオ
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チン又はフォレート受容体の数は、細胞系をビオチン又はフォレート欠損性の基質上で増
殖させて、ビオチン及びフォレート受容体の産生を促進することによるか、或いは、ビオ
チン又はフォレート受容体に対応するタンパク質又はアポタンパク質用の挿入された外来
遺伝子を発現させることにより、増大することができる。
【００４６】
　ＲＭＥは、記載されたＦＲＥＴ粒子ペアがそれによって細胞内へ移動され得る唯一の方
法ではない。適当な物質をＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子に結合させることによって開
発し得る別の方法は、膜孔の有利な使用を包含する。食細胞又は飲細胞のメカニズムもま
た、それによりＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子が細胞の内部へインターナライズされ得
る有利なメカニズムを示す。
【００４７】
　認識成分は、酵素又は電気化学的切断を受ける配列を、さらに含んでなることができる
。認識成分は、したがって、プロテアーゼ又は制限エンドヌクレアーゼ（例えば、ＤＮア
ーゼ又はＲＮアーゼ）といった、細胞内の様々な場所に存在する酵素による切断を受ける
配列を含んでなることができる。
【００４８】
　細胞表面認識配列は、必要条件ではない。したがって、細胞表面受容体標的化成分は、
所与の細胞タイプを標的化するため、又は記載されたＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子の
、細胞表面との結合を誘導するために有用であり得るが、細胞表面受容体標的化成分が、
ＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子の表面上に存在する必要はない。
【００４９】
　生物学又は薬学的成分を、担体として使用される記載されたＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥ
Ｔ粒子に集合させるため、該成分を、結合を介してＦＲＥＴ粒子担体とアソシエートさせ
ることができる。「～とアソシエートさせる（ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ）」こと
により、該成分がＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子によって保持されることを意味する。
該成分は溶解可能であり、かつＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子に非共有結合的に取り込
まれる。
【００５０】
　一般に、興味の生物学又は薬学的成分と、担体として使用されるＦＲＥＴ粒子ペアのＦ
ＲＥＴ粒子との間に結合を形成する、いかなる方法も利用することができる。このことは
、標的化成分の外来分子に対する、直接的又は結合基（ｌｉｎｋｉｎｇ　ｇｒｏｕｐ）を
介した間接的な、共有結合、イオン結合、又は水素結合を包含し得る。結合は典型的には
、生物学又は薬学的成分の、担体として使用されるＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子に対
する共有結合によって形成され、これは、複合体の個々の成分上の、酸、アルデヒド、ヒ
ドロキシ、アミノ、又はヒドラゾ基間の、アミド、エステル、又はイミノ結合の形成を介
する。当分野で技術上認められている生物学的に不安定な共有結合、例えばイミノ結合、
及び、－ＣＯＯＣＨ、－Ｏ－Ｏ－、又は－ＣＯＯＣＨ結合を有するいわゆる「活性のある
」エステルが好適である。興味の生物学又は薬学的成分は、あらかじめ形成されたＦＲＥ
Ｔ粒子に結合してもよく、又は代替えとして、興味の成分を重合可能な単位にあらかじめ
結合し、そしてＦＲＥＴ粒子の調製の間に、ＦＲＥＴ粒子ペアのＦＲＥＴ粒子内へ直接重
合させてもよい。水素結合、例えば核酸の相補鎖の間に生じるもの、もまた結合形成に使
用することができる。
【００５１】
　本発明の１つの好ましい実施態様においては、興味の生物学又は薬学的成分は、高度に
親水性のマクロモノマ単位の末端の、反応性の化学的単位との反応によって、ＦＲＥＴ粒
子ペアのＦＲＥＴ粒子に結合される。好ましくは、この反応性の化学的単位は、アミンで
ある。最も好ましくは、この結合は、結合性ポリマを介して生じる。この興味の生物学又
は薬学的成分は、ＦＲＥＴ粒子ペアを生体分子に結合させて、その近接性を可視化できる
ようにする。
【００５２】
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　ＦＲＥＴ粒子ペアを用いて標本を可視化するべく使用される装置は、ドナー粒子、アク
セプタ粒子、及びＦＲＥＴ粒子ペアのスペクトル選択的検出によって、少なくとも３つの
検出事象を生じ得るものでなければならない。このことは、ＦＥＲＴ粒子ドナー色素、及
びＦＥＲＴ粒子アクセプタ色素を、それぞれ選択的に励起することができる光源をもつ装
置を必要とする。好適なＦＲＥＴ粒子色素としては、各々５５０ｎｍ、６５０ｎｍ、６９
１ｎｍ、及び７６１ｎｍに最大吸収があり、所与のＦＲＥＴ粒子ペアの双方のＦＲＥＴ粒
子が常に存在する場合、当該所与のＦＲＥＴ粒子ペアの各ＦＲＥＴ粒子を、選択的に励起
する装置が必要である。イメージングによるＦＲＥＴ検出、すなわち、多数の、空間的に
分布した点の検出、に適したシステムは、ニューヨーク州ロチェスターのケアストリーム
・ヘルス社（Ｃａｒｅｓｔｒｅａｍ　Ｈｅａｌｔｈ，Ｉｎｃ．）から市販されている、Ｋ
ｏｄａｋ　Ｉｍａｇｅ　Ｓｔａｔｉｏｎ　４０００ＭＭ　Ｐｒｏである。４０００ＭＭ　
Ｐｒｏシステムは、広いスペクトル、すなわち、白色光源、例えばキセノン光源を、励起
フィルタのセットと共に具備する。好適な励起フィルタは、バンドパス干渉フィルタであ
り、これは、選択されたスペクトルバンドの光を透過させることができ、例えば、中心波
長５２０ｎｍのフィルタは、５１０ｎｍ～５３０ｎｍのスペクトルバンドの内側の光を透
過するが、このスペクトルバンドの外側の光は全て、標本又は試料に達するのをブロック
する。発光の測定には、好適な装置は、第２のバンドパス干渉フィルタのセットを利用し
、これは、所与のＦＲＥＴ粒子ペアの選択されたＦＲＥＴ粒子からの放出光を透過させる
が、励起光及び他の蛍光シグナルはブロックする。好適な装置は、好ましくは、冷却され
たＣＣＤ検出器を含んでなる、デジタルカメラ（これは、５００ｎｍ～９００ｎｍに高い
感度を有する）、コンピュータ、及び取り込んだイメージをディスプレイするためのソフ
トウェアを具備する。好適なシステムは、マイクロタイタープレート中で暴露された標本
を受け入れることができる。したがって、記載された好適なシステムを使用して、ＦＲＥ
Ｔ粒子ペアを構成してもよい少なくとも２つのＦＲＥＴ粒子で処理された標本を可視化す
ることができる。好適なシステムは、適当なフィルタ（励起及び発光）を使用して、ＦＲ
ＥＴドナー粒子を１つのイメージに可視化し、そして適当なバンドフィルタ（励起及び発
光）を使用して、ＦＲＥＴアクセプタ粒子を第２のイメージに可視化し、そして次に、Ｆ
ＲＥＴドナー粒子用に用いた励起フィルタを、ＦＲＥＴアクセプタ粒子用の発光フィルタ
と共に使用して、近接している粒子を第３のイメージに可視化する。好ましい装置は、３
つのイメージを比較して、コレジストレーションされたオーバーレイを作成することがで
きる。別法として、ただ一つのイメージを取り込んでもよく、すなわち、ＦＲＥＴドナー
粒子用に用いた励起フィルタを、ＦＲＥＴアクセプタ粒子用に用いた発光フィルタと共に
使用して、近接している粒子を可視化してもよい。
【００５３】
　これもまたケアストリーム・ヘルス社から市販されている、Ｋｏｄａｋ　Ｉｎ－Ｖｉｖ
ｏ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｓｙｓｔｅｍ　ＦＸ　Ｐｒｏのような、別の適当なシステムは、マ
ウスのような小型の生きた動物をイメージングすることにより、ＦＲＥＴ検出を行うこと
ができる。さらに別のＦＲＥＴ検出用の適当なシステムは、マイクロタイタープレートリ
ーダ、例えば、カリフォルニア州サニーベールのモレキュラーデバイス（Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ）から市販されている、ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ　Ｍ５であり、これ
は、個々のウェルからの連続した蛍光検出用に、光電子増倍管を使用する。当業者は、マ
イクロタイタープレートリーダを用いる連続ＦＲＥＴ検出と、デジタルカメラを用いるイ
メージングによるＦＲＥＴ検出とが、等価であることを認識するであろう。Ｓｐｅｃｔｒ
ａＭａｘ　Ｍ５はまた、励起光源及び検出器の双方に、モノクロメータを使用する。当業
者は、モノクロメータが干渉フィルタと同様のスペクトル選択能をもつことを認識するで
あろう。ＦＲＥＴ検出用の別の適当なシステムは、マサチューセッツ州レキシントンのレ
インダンス・テクノロジーズ社（ＲａｉｎＤａｎｃｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎ
ｃ．）から市販されている、ＲａｉｎＳｔｏｒｍ（商標）ドロップレットベースのマイク
ロフルイディクス（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ）技術によって達成されるような、マイク
ロフルイディクスシステムである。当業者は、マイクロフルイディックドロップレット中
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で暴露された標本からのＦＲＥＴ検出と、マイクロタイタープレート中で暴露された標本
におけるＦＲＥＴ検出とが、等価であることを認識するであろう。
【実施例】
【００５４】
＜実施例１：アミン末端化ポリエチレングリコールメタクリラート塩酸塩の調製＞
【化６】

【００５５】
　ポリエチレングリコールジメタクリラート（Ａｌｄｒｉｃｈ（アルドリッチ）、Ｍｎ＝
８７５、３３５ｇ）を、１００ｍｌのメタノールと混合し、システアミン（Ａｌｄｒｉｃ
ｈ、５．８ｇ）及びジイソプロピルエチルアミン（ヒューニッヒ塩基）で処理し、室温で
２日間撹拌し、そしてロータリエバポレータを用いて濃縮した。残渣を、１Ｌの酢酸エチ
ル中に取り、そして１０％ＨＣｌ水溶液で抽出した。水性層を収集し、５０％水酸化ナト
リウム水溶液の添加により塩基化し、続いて酢酸エチルで抽出した。有機層をＭｇＳＯ４

上で脱水し、濾過し、そして濃縮した。残渣を取り上げた。この物質は、新しいジエチル
エーテルで、デカンテーションで洗浄された。この残渣を、ロータリエバポレータを用い
て濃縮して、３７ｇの所望の生成物を塩酸塩として得た。この物質を、ＮＭＲ分光法によ
り、以下のようにキャラクタライズした：Ｈ－ＮＭＲ（３００ＭＨＺ、ＣＤＣｌ３）：Ｄ
　１．１８（ｄ、３Ｈ）、１．９３（ｂｓ、ＳＨ）、２．０４（ｂｓ、２Ｈ）、２．４３
－２．７７（ｂｍ、７Ｈ）、３．６－３．７（ｖｂｓ、－ＣＨ２ＣＨ２Ｏ－）、３．７３
（ｂｔ、２Ｈ）、３．２９（ｂｔ、２Ｈ）、５．５６（ｂｓ、１Ｈ）、６．１２（ｂｓ、
１Ｈ）。
【００５６】
＜実施例２：メトキシエチルメタクリラート（４５％　ｗ／ｗ）、ジビニルベンゼン（４
％）、エチルスチレン（１％）、及び、実施例１のアミン末端化ポリエチレングリコール
メタクリラート塩酸塩（５０％）を含んでなる粒子の調製＞
　５００ｍｌの３口丸底フラスコを、Ａｃｅ＃１５ガラススレッドと、一連のアダプター
とを用いて底部を改造して、１／１６インチのＩＤテフロン（登録商標）チュービングを
接続させた。このフラスコ（以降「ヘッダ」フラスコと呼ぶ）に、メカニカルスタラ、シ
リンジニードルの窒素入口を備えたラバーセプタムを装着した。ヘッダは、メトキシエチ
ルメタクリラート（５．６３ｇ）、ジビニルベンゼン（０．６３ｇ、異性体の混合物、８
０％純粋、残りはエチルスチレン異性体）、アミン末端化ポリエチレングリコールエーテ
ルメタクリラート塩酸塩（６．２５ｇ、Ｍｎ＝９４０）を収容していた。メカニカルスタ
ラ、還流冷却器、窒素入口、及びラバーセプタムを装着した１Ｌの３口丸底フラスコ（以
降「リアクタ」と呼ぶ）に、２，２’－アゾビス（Ｎ，Ｎ’－ジメチレンイソブチルアミ
ジン）二塩酸塩（０．０６ｇ）、塩化セチルピリジニウム（０．３１ｇ）、炭酸水素ナト
リウム（０．０６ｇ）、及び蒸留水（７８．３８ｇ）を装入した。リアクタ内容物は、蒸
留水（１５９．１３ｇ）、２，２’－アゾビス（Ｎ，Ｎ’－ジメチレンイソブチルアミジ
ン）二塩酸塩（０．０６ｇ）、炭酸水素ナトリウム（０．０６ｇ）、及び塩化セチルピリ
ジニウム（０．９４ｇ）を含んでいた。ヘッダ及びリアクタの双方の内容物を、均一にな
るまで撹拌し、窒素を用いた２０分間のバブリングにより脱気した。リアクタフラスコを
６０℃のサーモスタット付き水浴中に置き、モデルＱＧ６　ｌａｂポンプ（フルイド・メ
ータリング社（Ｆｌｕｉｄ　Ｍｅｔｅｒｉｎｇ　Ｉｎｃ．）、ニューヨーク州ショセット
）を用いて、ヘッダ内容物を２時間にわたりリアクタに添加した。反応混合物を、次に６
０℃で１６時間撹拌した。ラテックスを、１００ｃｃのＤｏｗｅｘ８８イオン交換樹脂で
２回処理し、そして１４Ｋのカットオフ膜を用いて４８時間透析して、３１２ｇの透明な
ラテックス（固体３．２６％）を得た。体積平均直径は、２０．８９ｎｍであり、準弾性
光散乱により０．２４の変動係数をもつことが判明した。
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【００５７】
＜実施例３：色素４の調製＞
　この色素は、２，３，３－トリメチル－１－ドデシル－３Ｈ－インドリウム過塩素酸塩
（４．２８ｇ、１０ｍｍｏｌ）及びジアニル（１．４ｇ、５ｍｍｏｌ）を、トリエチルア
ミン（１．５ｇ、１５ｍｍｏｌ）を含有する４０ｍＬの無水酢酸中で使用して調製した。
反応時間は、５分間であった。反応を２５℃に冷却し、そして激しく撹拌しながら、２リ
ットルの氷水に注入した。水をデカンテーションし、そして油を、１００ｍＬの８０／２
０　ジクロロメタン－メタノール中に溶解した。この物質を、シリカゲルカラム上で、８
０／２０　ジクロロメタン－メタノールで溶出してクロマトグラフィを行った。無水硫酸
マグネシウムによる脱水の後、溶媒を除去して、メタノール中での吸収最大７４７ｎｍ、
吸光係数２２０，０２０をもつ、純粋な色素（４ｇ、収率３２％）を得た。
【００５８】
＜実施例４：色素２の調製＞
　この色素は、２，３，３－トリメチル－１－ブチル－３Ｈ－インドリウム過塩素酸塩（
１２ｇ、３８ｍｍｏｌ）及びジアニル（５．４ｇ、１９ｍｍｏｌ）を、トリブチルアミン
（１０．５ｇ、５７ｍｍｏｌ）を含有する１００ｍＬの無水酢酸中で使用して調製した。
反応を１５分間行い、２５℃に冷却し、そして激しく撹拌しながら、２０００ｍＬの氷水
に注入した。油性生成物から水をデカンテーションし、次いで、シリカゲルカラム上で、
９０／１０　塩化メチレン－メタノールで溶出してクロマトグラフィを行った。無水硫酸
マグネシウムによる脱水の後、溶媒を除去して、メタノール中での吸収最大６３７ｎｍ、
吸光係数２５９，５００をもつ、純粋な色素（８ｇ、収率７１％）を得た。
【００５９】
＜実施例５：色素４を用いた粒子の担持＞
　薄暗い照明下で、０．０２９６ｇの色素４を、充分量のテトラヒドロフラン中に溶解し
て、最終溶液重量を２９．８０１２ｇとすることにより、０．０９０３％　ｗ／ｗの色素
ストック溶液を調製した。この色素溶液の一部、１．９６２７ｇを、ガラスバイアルに添
加し、そしてテトラヒドロフランを用いて最終重量１０．０ｇまで希釈した。実施例２か
らの粒子溶液１０．０１８５ｇを、このバイアルに添加し、そして溶液をロータリエバポ
レータ上で、約４０－５０％の体積まで除去した。残留するテトラヒドロフランを、３－
５ｍｌの蒸留水を２回添加することによりさらに除去し、そして再度、～１／４から１／
３の体積まで除去した。９．４４６７ｇの担持された粒子（ＬＰ－４）（固体３．４５％
）は、１グラムの固体ラテックス当たり、４．９７×１０－３ｍｏｌの色素を含有する。
【００６０】
＜実施例６：色素２を用いた粒子の担持＞
　薄暗い照明下で、０．０１０１ｇの色素２を、充分量のテトラヒドロフラン中に溶解し
て、最終溶液重量を２５．１２０１ｇとすることにより、色素ストック溶液（０．０４０
２％　ｗ／ｗ）を調製した。この色素溶液の一部、３．９１４６ｇを、ガラスバイアルに
添加し、そしてテトラヒドロフランを用いて最終重量１０．０ｇまで希釈した。実施例２
からの粒子溶液１０．０４５１ｇを、このバイアルに添加し、そして溶液をロータリエバ
ポレータ上で、約４０－５０％の体積まで除去した。残留するテトラヒドロフランを、３
－５ｍｌの蒸留水を２回添加することによりさらに除去し、そして再度、～１／４から１
／３の体積まで除去した。１０．９０３０ｇの担持された粒子（ＬＰ－２）（固体３．５
６％）は、１グラムの固体ラテックス当たり、４．９９×１０－３ｍｏｌの色素を含有す
る。
【００６１】
＜実施例７：ヤギ抗ウサギＩｇＧ標識されたＦＲＥＴ粒子ドナーＤの調製＞
（担持されたラテックス（ＬＰ－２）の活性化）
　１．　５ｍＬの着色されたバイアルに収容された、ＥＤＴＡを含有する５００ｕＬのＰ
ＢＳ（０．１Ｍ　リン酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．５（ＮａＯＨでｐ
Ｈを調整））緩衝液に、４００μＬの担持された粒子（ＬＰ－２）を添加する。
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　２．　２ｍｇのスルホ－ＳＭＣＣ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｏｌｏｇｙ（ピアー
ス・バイオテクノロジー））を、１５２．７μＬの無水ＤＭＳＯ中に溶解する。
　３．　Ｘ－ＳＩＧＨＴ溶液を、６０．４ｕｌのスルホ－ＳＭＣＣ溶液と合わせる。
　４．　反応混合物を、撹拌子を用いて、回転速度３４０で、室温で１時間撹拌する。そ
の間に、カラムを用意する。
　５．　２つのＮＡＰ　１０カラムを使用する。カラムから緩衝液を、ピペットを用いて
除去し、そしてカラムに、３倍体積の、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含有する１０ｍＭ　緩衝液を
流して条件づけする。工程４からの、担持されたラテックス反応混合物約０．５ｍＬを、
それぞれのカラム上に添加し、そして１０ｍＭ　緩衝液で溶出して、過剰のリンカを除去
する。着色されたバンドを風袋引きしたシンチレーションバイアルに収集する。最終的な
溶液体積は、約１ｍｌとなるはずである。
【００６２】
（抗体の活性化）
　１　２．４ｍｇ／ｍＬのウサギ抗マウス（Ｊａｃｋｓｏｎ（ジャクソン））２．０８ｍ
ｌを、ピペッティングにより、２０ｍｌのガラスバイアル内に移す。取っておく。
　２　９．６のＤＴＴを、１０ｍＭ　ＥＤＴＡを加えたＰＢＳ　６２μＬ中に溶解する。
　３　２．０８ｍＬの抗体溶液を、５０μＬのＤＴＴ溶液と合わせる。
　４　撹拌子を用いて、室温で１時間撹拌する。
　５　工程４からの溶液を、２つのＡｍｉｃｏｎ　３０カラムに添加する。２本のバラン
スチューブを秤量し、それらが互いに１グラム以内になるまで、水で重さを調整する。遠
心分離機を用いて、３０００ｒｐｍで１５分間回転し、それぞれの中の体積を約５００μ
Ｌまで減らす。
　６　工程５からのＡｂ溶液を収容しているチューブの各々に、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含有
するｐＨ７．２のＰＢＳ緩衝液４．５（９）ｍＬを添加する。３０００ｒｐｍで回転して
、体積を５００μＬまで減らす。
　７　工程を６～１０回繰り返す。
【００６３】
（活性化された担持ラテックスへの活性化抗体の共有結合）
　Ａｂ対ナノ粒子＝４：１の比率に従って、コンジュゲーションを準備する。Ａｂのロス
が３０％であるとすれば、これにより、２４．１×１０－９ｍｏｌのＡｂを生じる結果と
なる。それ故、Ａｂ／粒子＝４：１を得るべく、全ての精製されたＡｂ溶液を、５６％の
精製された粒子溶液と合わせる。混合物の体積を測定し、１０ｍＭ　ＥＤＴＡを含有する
０．１Ｍ　ＰＢＳ緩衝液を添加して、最終体積４．５－７．５ｍＬを達成する。撹拌子を
用いて、室温で２時間撹拌する。
【００６４】
　コンジュゲート溶液（７．５ｍＬ）を、Ａｍｉｃｏｎチューブに装填し、３０００ｒｐ
ｍで回転して、体積を約５００μＬに減らす。
　５本の１０ｍＬカラムに、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００（９－１０ｍＬ懸濁液）を詰め、最
終ゲルベッド　４ｃｍを得る。いずれのカラムも、１ｘＰＢＳで３回平衡化させる。
　１　１００μＬずつのコンジュゲート溶液を、１つのＳｕｐｅｒｄｅｘカラムに負荷す
る。
　２　１ｘＰＢＳ（１０ｍＭ　リン酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２）
で溶出する。
　３　各カラムにつき、約１ｍｌのＩｇＧ標識ＦＲＥＴ粒子ドナーＢ試料を収集する。
【００６５】
＜実施例８：ヤギ抗ウサギＩｇＧ標識ＦＲＥＴ粒子アクセプタＤの調製＞
（担持されたラテックス（ＬＰ－４）の活性化）
　１．　５ｍＬの着色されたバイアルに収容された、ＥＤＴＡを含有する５００ｕＬのＰ
ＢＳ（０．１Ｍ　リン酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．５（ＮａＯＨでｐ
Ｈを調整））緩衝液に、４００μＬの担持された粒子（ＬＰ－４）を添加する。
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　２．　２ｍｇのスルホ－ＳＭＣＣ（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｏｌｏｇｙ（ピアー
ス・バイオテクノロジー））を、１５２．７μＬの無水ＤＭＳＯ中に溶解する。
　３．　Ｘ－ＳＩＧＨＴ溶液を、６０．４ｕｌのスルホ－ＳＭＣＣ溶液と合わせる。
　４．　反応混合物を、撹拌子を用いて、回転速度３４０で、室温で１時間撹拌する。そ
の間に、カラムを用意する。
　５．　２つのＮＡＰ　１０カラムを使用する。カラムから緩衝液を、ピペットを用いて
除去し、そしてカラムに、３倍体積の、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含有する１０ｍＭ　緩衝液を
流して条件づけする。工程４からの、担持されたラテックス反応混合物約０．５ｍＬを、
それぞれのカラム上に添加し、そして１０ｍＭ　緩衝液で溶出して、過剰のリンカを除去
する。着色されたバンドを風袋引きしたシンチレーションバイアルに収集する。最終的な
溶液体積は、約１ｍｌとなるはずである。
【００６６】
（抗体の活性化）
　１　２．４ｍｇ／ｍＬのヤギ抗ウサギ（Ｊａｃｋｓｏｎ）２．０８ｍｌを、ピペッティ
ングにより、２０ｍｌのガラスバイアル内に移す。取っておく。
　２　９．６のＤＴＴを、１０ｍＭ　ＥＤＴＡを加えたＰＢＳ　６２μＬ中に溶解する。
　３　２．０８ｍＬの抗体溶液を、５０μＬのＤＴＴ溶液と合わせる。
　４　撹拌子を用いて、室温で１時間撹拌する。
　５　工程４からの溶液を、２つのＡｍｉｃｏｎ　３０カラムに添加する。２本のバラン
スチューブを秤量し、それらが互いに１グラム以内になるまで、水で重さを調整する。遠
心分離機を用いて、３０００ｒｐｍで１５分間回転し、それぞれの中の体積を約５００μ
Ｌまで減らす。
　６　工程５からのＡｂ溶液を収容しているチューブの各々に、２ｍＭ　ＥＤＴＡを含有
するｐＨ７．２のＰＢＳ緩衝液４．５（９）ｍＬを添加する。３０００ｒｐｍで回転して
、体積を５００μＬまで減らす。
　７　工程を６～１０回繰り返す。
【００６７】
（活性化された担持粒子への活性化抗体の共有結合）
　１．　Ａｂ対ナノ粒子＝４：１の比率に従って、コンジュゲーションを準備する。Ａｂ
のロスが３０％であるとすれば、これにより、２４．１×１０－９ｍｏｌのＡｂを生じる
結果となる。それ故、Ａｂ／粒子＝４：１を得るべく、全ての精製されたＡｂ溶液を、５
６％の精製された粒子溶液と合わせる。混合物の体積を測定し、１０ｍＭ　ＥＤＴＡを含
有する０．１Ｍ　ＰＢＳ緩衝液を添加して、最終体積４．５－７．５ｍＬを達成する。撹
拌子を用いて、室温で２時間撹拌する。
　２．　コンジュゲート溶液（７．５ｍＬ）を、Ａｍｉｃｏｎチューブに装填し、３００
０ｒｐｍで回転して、体積を約５００μＬに減らす。
　３．　５本の１０ｍＬカラムに、Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００（９－１０ｍＬ懸濁液）を詰
め、最終ゲルベッド　４ｃｍを得る。
　４．　いずれのカラムも、１ｘＰＢＳで３回平衡化させる。
　５．　１００μＬずつのコンジュゲート溶液を、１つのＳｕｐｅｒｄｅｘカラムに負荷
する。
　６．　１ｘＰＢＳ（１０ｍＭ　リン酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２
）で溶出する。
　７．　各カラムにつき、約１０００μＬのＦＲＥＴ粒子アクセプタ試料を収集する。
【００６８】
＜実施例９：ＦＲＥＴ粒子ペアを用いたウサギタンパク質の可視化＞
　９６ウェルプレート（底が透明な黒色）において、５ｎＭのウサギ抗マウスＩｇＧ標識
ＦＲＥＴ粒子ドナーＢを、１つのウェルに、５ｎＭのヤギ抗ウサギＩｇＧ標識ＦＲＴＥ粒
子アクセプタＤを、第２のウェルに、そして５ｎＭのウサギ抗マウスＩｇＧ標識ＦＲＥＴ
粒子ドナーＢと、５ｎＭのヤギ抗ウサギＩｇＧ標識ＦＲＴＥ粒子アクセプタＤとを含んで
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なる、ＦＲＥＴ粒子ペアＢ－Ｄを、第３のウェルに添加する。標本は、９６ウェルプレー
トを、Ｋｏｄａｋ　Ｉｍａｇｅ　Ｓｔａｔｉｏｎ　４０００ＭＭ　Ｐｒｏに設置すること
、２０ｎｍのバンド幅を有する６５０ｎｍの中心波長励起フィルタによって暴露すること
、そして４０ｎｍのバンド幅をもつ７９０ｎｍの発光フィルタを用いて、蛍光イメージを
レコードすることにより可視化した。ＦＲＥＴ粒子ドナーＢのみでは、６７０ｎｍに発光
ピークがあり、したがってＦＲＥＴ粒子ドナーＢからの蛍光は、７９０ｎｍを中心とする
４０ｎｍの発光スペクトルバンドにおいてはごくわずかしか観察されない。ＦＲＥＴ粒子
アクセプタＤのみでは、６５０ｎｍを中心とする２０ｎｍの励起スペクトルバンドにおい
ては殆ど吸収がなく、したがってＦＲＥＴ粒子アクセプタＤからの蛍光は、７９０ｎｍに
おいてはごくわずかしか観察されない。しかし、ＦＲＥＴ粒子ペアＢ－Ｄは、抗体の標的
化によって近接状態となり、それ故、ドナー粒子により吸収された励起エネルギは、受容
体粒子に転移され、結果として、ＦＲＥＴ粒子ドナーＢ及びＦＲＥＴ粒子アクセプタＡに
比較して、ＦＲＥＴ粒子ペアＢ－Ｄから検出される蛍光に、それぞれ５４倍及び１４２倍
の増大を生じる。
【００６９】
【表７】
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