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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の標的物質を検出する方法であって、
　試料及び標的物質を含まない陰性対照のそれぞれに、第１のプローブを固定化した金属
ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットを添加してインキュベーションする
インキュベーション工程と、
　インキュベーション工程後の試料及び陰性対照中の量子ドットの蛍光強度を測定する蛍
光測定工程と、
　試料中の量子ドットの蛍光強度が、陰性対照中の量子ドットの蛍光強度と比較して強い
場合に、試料中に標的物質が存在すると判定する判定工程と、
　を含み、
　第１のプローブ及び第２のプローブは、標的物質と結合するが互いに結合せず、第１の
プローブ及び第２のプローブが標的物質と結合することにより、金属ナノ粒子及び量子ド
ットが近接し、それにより量子ドットの蛍光強度が増強する、方法。
【請求項２】
　試料中の標的物質を定量する方法であって、
　試料及び既知濃度の標的物質を含む複数の標準試料のそれぞれに、第１のプローブを固
定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットを添加してインキュベ
ーションするインキュベーション工程と、
　インキュベーション工程後の試料及び複数の標準試料中の量子ドットの蛍光強度を測定
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する蛍光測定工程と、
　試料中の量子ドットの蛍光強度を、複数の標準試料中の量子ドットの蛍光強度と比較し
て、試料中の標的物質を定量する定量工程と、
　を含み、
　第１のプローブ及び第２のプローブは、標的物質と結合するが互いに結合せず、第１の
プローブ及び第２のプローブが標的物質と結合することにより、金属ナノ粒子及び量子ド
ットが近接し、それにより量子ドットの蛍光強度が増強する、方法。
【請求項３】
　金属ナノ粒子は、金平糖状金属ナノ粒子である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　金属ナノ粒子は、金ナノ粒子である、請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　量子ドットは、可視光領域の蛍光を発するものである、請求項１～４のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項６】
　第１のプローブ及び第２のプローブは、抗原、抗体、レクチン、糖、レセプター、リガ
ンド、アプタマー又は核酸である、請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　試料中の標的物質の検出又は定量用キットであって、
　第１のプローブを固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドット
を含み、
　第１のプローブ及び第２のプローブは、標的物質と結合するが互いに結合せず、第１の
プローブ及び第２のプローブが標的物質と結合することにより、金属ナノ粒子及び量子ド
ットが近接し、それにより量子ドットの蛍光強度が増強する、キット。
【請求項８】
　金属ナノ粒子は、金平糖状金属ナノ粒子である、請求項７に記載のキット。
【請求項９】
　金属ナノ粒子は、金ナノ粒子である、請求項７又は８に記載のキット。
【請求項１０】
　量子ドットは、可視光領域の蛍光を発するものである、請求項７～９のいずれか一項に
記載のキット。
【請求項１１】
　第１のプローブ及び第２のプローブは、抗原、抗体、レクチン、糖、レセプター、リガ
ンド、アプタマー又は核酸である、請求項７～１０のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、試料中の標的物質を検出又は定量する方法及びキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、試料中の標的物質を検出又は定量する方法として、抗原と抗体の反応を利用した
酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）が知られている。
【０００３】
　一方、例えば非特許文献１には、金ナノ粒子により、量子ドットのフォトルミネッセン
スの強度が増強することが記載されている。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００４】
【非特許文献１】齋藤健一、“三原色発光するＳｉ量子ドットの金ナノ粒子構造体による
発光増強”、［online］、文部科学省　科学研究費補助金「特定領域研究」（平成１９～



(3) JP 6083849 B2 2017.2.22

10

20

30

40

50

２２年度）「光－分子強結合反応場の創成」ニュースレターＮｏ．２６（２０１０年１１
月１７日）、第４頁、［平成２４年５月２１日検索］、インターネット<URL：http://pho
tomolecule.net/newsletter/2010/kenkyu1117.pdf>
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　より多様な方法で試料中の標的分子を検出又は定量できれば、検出感度の向上、検出精
度の向上、従来不可能であった測定が可能となる等の利点が得られる可能性がある。そこ
で、本発明は、試料中の標的物質を検出又は定量する新たな方法及びキットを提供するこ
とを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明は、試料中の標的物質を検出する方法であって、試料及び標的物質を含まない陰
性対照のそれぞれに、第１のプローブを固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固
定化した量子ドットを添加してインキュベーションするインキュベーション工程と、イン
キュベーション工程後の試料及び陰性対照中の量子ドットの蛍光強度を測定する蛍光測定
工程と、試料中の量子ドットの蛍光強度が、陰性対照中の量子ドットの蛍光強度と比較し
て強い場合に、試料中に標的物質が存在すると判定する判定工程と、を含み、第１のプロ
ーブ及び第２のプローブは、標的物質と結合するが互いに結合せず、第１のプローブ及び
第２のプローブが標的物質と結合することにより、金属ナノ粒子及び量子ドットが近接し
、それにより量子ドットの蛍光強度が増強する方法を提供する。
【０００７】
　本発明により、試料中の標的物質を検出する新たな方法を提供することができる。この
方法は、金属ナノ粒子及び量子ドットが近接すると、量子ドットの蛍光強度が増強すると
いう現象を利用するものである。試料中の標的物質と、第１のプローブを固定化した金属
ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットが結合することにより、金属ナノ粒
子及び量子ドットが近接し、量子ドットの蛍光強度が増強する。この蛍光強度の増強に基
づいて試料中の標的物質を検出することができる。また、本発明の方法によれば、従来の
ＥＬＩＳＡ法では必要な工程である洗浄工程を行うことなく、試料中の標的物質を検出す
ることができる。このため、簡便に標的物質を検出することができる。また、洗浄工程に
よる標的物質の検出感度の低下を防止することができる。
【０００８】
　本発明はまた、試料中の標的物質を定量する方法であって、試料及び既知濃度の標的物
質を含む複数の標準試料のそれぞれに、第１のプローブを固定化した金属ナノ粒子及び第
２のプローブを固定化した量子ドットを添加してインキュベーションするインキュベーシ
ョン工程と、インキュベーション工程後の試料及び複数の標準試料中の量子ドットの蛍光
強度を測定する蛍光測定工程と、試料中の量子ドットの蛍光強度を、複数の標準試料中の
量子ドットの蛍光強度と比較して、試料中の標的物質を定量する定量工程と、を含み、第
１のプローブ及び第２のプローブは、標的物質と結合するが互いに結合せず、第１のプロ
ーブ及び第２のプローブが標的物質と結合することにより、金属ナノ粒子及び量子ドット
が近接し、それにより量子ドットの蛍光強度が増強する方法を提供する。
【０００９】
　本発明により、試料中の標的物質を定量する新たな方法を提供することができる。また
、本発明の方法によれば、洗浄工程を必要とせずに、試料中の標的物質を定量することが
できるため、簡便に標的物質を定量することができる。
【００１０】
　本発明はまた、試料中の標的物質の検出又は定量用キットであって、第１のプローブを
固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットを含み、第１のプロ
ーブ及び第２のプローブは、標的物質と結合するが互いに結合せず、第１のプローブ及び
第２のプローブが標的物質と結合することにより、金属ナノ粒子及び量子ドットが近接し
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、それにより量子ドットの蛍光強度が増強する、キットを提供する。
【００１１】
　本発明のキットによれば、新たな原理に基づいて、標的物質を簡便に検出することがで
きる。
【００１２】
　上記の金属ナノ粒子は、金平糖状金属ナノ粒子であることが好ましい。
【００１３】
　金平糖状金属ナノ粒子を用いることにより、標的物質の検出感度を高めることができ、
より正確に標的物質を定量することができる。
【００１４】
　上記の金属ナノ粒子は、金ナノ粒子であることが好ましい。金ナノ粒子は、量子ドット
の蛍光強度を効率よく増強することができる。
【００１５】
　上記の量子ドットは、可視光領域の蛍光を発するものであってもよい。これにより、量
子ドットの蛍光強度の増強を、肉眼で確認することができ、標的物質を容易に検出又は定
量することができる。
【００１６】
　上記の第１のプローブ及び第２のプローブは、抗原、抗体、レクチン、糖、レセプター
、リガンド、アプタマー又は核酸であることが好ましい。
【００１７】
　第１のプローブ及び第２のプローブがこのようなものであれば、抗原、抗体、レクチン
、糖、レセプター、リガンド、アプタマー又は核酸に結合可能な標的物質を検出又は定量
することができる。
【発明の効果】
【００１８】
　本発明により、洗浄工程を必要としない、試料中の標的物質を検出又は定量する新たな
方法及びキットを提供することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】金属ナノ粒子及び量子ドットが近接すると、量子ドットの蛍光強度が増強する現
象を説明する図である。
【図２】試料中の標的物質を検出する方法の一実施形態を説明する図である。
【図３】実験例１の結果を示す蛍光スペクトルのグラフである。
【図４】実施例１の結果を示すグラフである。
【図５】実施例２の結果を示すグラフである。
【図６】実施例３の結果を示すグラフである。
【図７】実施例４の結果を示す検量線である。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
（原理）
　量子ドットは数十ｎｍ以下の半導体結晶であり、励起光を照射すると蛍光を発する。本
発明の検出方法及び定量方法は、金属ナノ粒子及び量子ドットが近接すると、量子ドット
の蛍光強度が増強するという現象を利用するものである。
【００２１】
　図１は、この現象を説明する図である。図１は、量子ドット１０と金属ナノ粒子２０と
が近接した状態を示している。この近接は、例えば、量子ドット１０及び金属ナノ粒子２
０に固定された、第１のプローブ及び第２のプローブが、標的物質と互いに結合すること
により達成される。ここで、量子ドットに励起光を照射すると、金属ナノ粒子２０の電荷
が局在し、近接した量子ドット１０及び金属ナノ粒子２０の間で蛍光増強効果が生じ、量
子ドット１０単体に励起光を照射した場合と比較して増強された蛍光が発生する。図では
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、励起光を点線の矢印で表し、蛍光を白矢印で表し、蛍光増強効果を直線の矢印で表す。
また、金属ナノ粒子２０の電荷の局在を「＋」及び「－」の記号で表す。
【００２２】
　図２は、試料中の標的物質を検出する方法の一実施形態を説明する図である。一例とし
て、試料中の抗ネオスポラ抗体を検出する場合を説明する。牛ネオスポラ症とは、寄生虫
であるネオスポラ・カニナムの寄生を原因とする寄生虫病である。牛ネオスポラ症に感染
したウシの血清中には抗ネオスポラ抗体が含まれている。そこで、ウシ血清中の抗ネオス
ポラ抗体を検出することにより、牛ネオスポラ症の感染を検出することができる。
【００２３】
　標的物質３０は、抗ネオスポラ抗体である。標的物質３０は、金属ナノ粒子２０に固定
化された第１のプローブ２１に結合する。ここで、第１のプローブ２１は、抗ネオスポラ
抗体の抗原であるＮｃＳＡＧ１タンパクである。また、標的物質３０は、量子ドット１０
に固定化された第２のプローブ１１に結合する。ここで、第２のプローブ１１は、例えば
、抗ウシＩｇＧ抗体である。これらの結合の結果、金属ナノ粒子２０及び量子ドット１０
が近接し、量子ドット１０の蛍光強度が増強する。この蛍光強度の増強を測定することに
より、試料中の標的物質３０を検出することができる。
【００２４】
（試料中の標的物質を検出する方法）
　本実施形態に係る試料中の標的物質を検出する方法は、試料及び標的物質を含まない陰
性対照のそれぞれに、第１のプローブを固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固
定化した量子ドットを添加してインキュベーションするインキュベーション工程と、イン
キュベーション工程後の試料及び陰性対照中の量子ドットの蛍光強度を測定する蛍光測定
工程と、試料中の量子ドットの蛍光強度が、陰性対照中の量子ドットの蛍光強度と比較し
て強い場合に、試料中に標的物質が存在すると判定する判定工程とを含む。
【００２５】
（標的物質及びプローブ）
　本実施形態の方法では、標的物質として、抗原－抗体、レクチン－糖、レセプター－リ
ガンド、アプタマー－アプタマーの標的物質、核酸－核酸等の、互いに特異的に結合する
物質の組の一方を用い、他方をプローブとして用いることができる。より具体的には、タ
ンパク質、ペプチド、ＤＮＡ、ＲＮＡ、化学物質、ホルモン、ウイルス、糖等を標的物質
又はプローブに用いることができる。
【００２６】
　ここで、第１のプローブ及び第２のプローブは、標的物質と結合するが互いに結合しな
いものを選択する。第１のプローブと第２のプローブが直接結合してしまうと、標的物質
の存在の有無に関係なく金属ナノ粒子と量子ドットが近接してしまい、誤検出や誤判定の
原因となる。例えば、標的物質が抗原に特異的に結合する抗体である場合、第１のプロー
ブ及び第２のプローブとしては、例えば、標的物質の抗体が結合する抗原及び標的物質の
抗体に結合する２次抗体を使用することができる。これらは、いずれが第１のプローブで
あっても第２のプローブであってもよい。また、例えば、標的物質が抗原である場合、第
１のプローブ及び第２のプローブとしては、標的物質上のそれぞれ異なるエピトープに結
合する２種類の抗体を使用してもよい。また、例えば、標的物質が抗原であり、抗原が近
接して複数存在する場合、第１のプローブ及び第２のプローブとしては、標的物質上の同
一のエピトープに結合する抗体を使用してもよい。ここで、抗原が近接して複数存在する
場合とは、例えば、抗原が多量体を形成している場合や、標的物質が、ウイルス、微生物
、細胞等の表面に複数存在する抗原である場合が挙げられる。つまり、標的物質、第１の
プローブ及び第２のプローブが結合することにより、金属ナノ粒子と量子ドットが近接す
ることができる限り、第１のプローブ及び第２のプローブの組み合わせに制限はない。
【００２７】
　検出対象となる標的物質は、液体中に存在していてもよく、固体、粉末、流動体、気体
等の試料中に存在していてもよい。本実施形態に係る、試料中の標的物質を検出する方法
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は、液体中で実施することが好ましい。このため、試料が液体以外である場合には、適切
なバッファー等に試料を溶解又は懸濁し、液体にすることが好ましい。
【００２８】
（金属ナノ粒子）
　金属ナノ粒子としては、ナノオーダーの粒径を有する金、銀等のプラズモン現象を有す
る金属の粒子が挙げられる。なかでも、量子ドットの蛍光を増強させる効果が大きいこと
から金であることが好ましい。プラズモン現象とは、金属中の自由電子が集団的に振動し
て擬似的な粒子として振る舞う現象を意味する。
【００２９】
　金属ナノ粒子の調製方法は特に制限されない。例えば、金ナノ粒子は、塩化金酸（ＨＡ
ｕＣｌ４）をクエン酸とタンニン酸で還元することにより調製することができる。また、
銀ナノ粒子は、硝酸銀水溶液をクエン酸等で還元することにより調製することができる。
【００３０】
（金平糖状金属ナノ粒子）
　金平糖状金属ナノ粒子とは、表面に金平糖状の凹凸を有する金属ナノ粒子であり、ｕｒ
ｃｈｉｎ－ｌｉｋｅ金属ナノ粒子ともいう。表面に凹凸を有するか否かは、例えば、透過
型電子顕微鏡（ＴＥＭ）で観察することにより確認することができる。通常の金属ナノ粒
子（表面が滑らかな金属ナノ粒子）がほぼ球状であるのに対し、金平糖状金属ナノ粒子は
、金平糖のような形状である。金平糖状金属ナノ粒子は、例えば、１０ｍＬの１０ｍＭ　
ＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．４）に２５０μｌの２０ｍＭ塩化金酸溶液を添加した後、溶
液の色が黄色から濁った青に変わるまで室温で３０分間静置することにより調製すること
ができる。
【００３１】
（量子ドット）
　量子ドットとは、直径が２～１０ｎｍ程度の量子井戸構造を有するナノ結晶である。量
子ドットには、コア構造のみのものと、コア／シェル構造のものが知られている。前者の
例としては、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＴｅ、ＣｄＳｅＴｅ等のＣｄ系量子ドット；ＰｂＳ
、ＰｂＳｅ等のＰｂ系量子ドット；ＺｎＳｅ、ＺｎＴｅ等のＺｎ系量子ドット等が知られ
ている。後者の例としてはＣｄＳｅ／ＺｎＳ、ＣｄＳｅ／ＣｄＳ／ＺｎＳ、ＣｄＳｅ／Ｚ
ｎＳｅ／ＺｎＳ、ＧａＡｓ／ＡｌＧａＡｓ等の量子ドットが知られている。本実施形態に
おいては、これらのいずれの量子ドットも使用することができる。
【００３２】
　量子ドットの蛍光波長は量子ドットの粒径に依存する。例えば、ＣｄＳｅ量子ドットで
は、粒径を３～５ｎｍに変化させることによって青緑から赤まで（５００～６５０ｎｍ）
の蛍光を発生させることができる。一般に、量子ドットの粒径は、合成反応の反応時間、
合成に用いる有機金属化合物の熱分解反応の温度等により制御することができる。
【００３３】
　また、量子ドットの蛍光波長は、量子ドットの材料の半導体の種類にも依存する。Ｚｎ
Ｓｅ、ＣｄＳ、ＣｄＳｅ、ＣｄＳｅＴｅ、ＰｂＳ、ＰｂＳｅ等の半導体により、可視から
近赤外（４００～２０００ｎｍ）の蛍光を発する量子ドットを合成することができる。
【００３４】
　量子ドットの合成法には、主にトップダウン法とボトムアップ法の２種類存在する。ト
ップダウン法においては、半導体基板に電子ビームリソグラフィーや分子線エピタキシー
法等を用いて量子ドットを合成する。ボトムアップ法においては、液相で化学合成する。
また、液相での化学合成には、主に水溶液中で合成するものと有機溶媒中で合成する方法
の２種類存在する。
【００３５】
　水溶液中での合成では、例えば、チオール系化合物を保護剤として、カドミウム塩の水
溶液にテルル化水素ナトリウム等を反応させることによってＣｄＴｅ量子ドットを合成す
ることができる。
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【００３６】
　有機溶媒中での合成では、例えば、配位性有機化合物であるトリオクチルフォスフィン
（ＴＯＰ）やトリオクチルフォスフィンオキシド（ＴＯＰＯ）を溶媒として、ジメチルカ
ドミウム及びＳ、Ｓｅ、ＴｅのＴＯＰ錯体あるいは有機金属化合物を約３００℃で熱分解
し、量子ドットを合成することができる。
【００３７】
　本実施形態においては、これらのいずれの方法で合成された量子ドットも使用すること
ができる。
【００３８】
（金属ナノ粒子及び量子ドットへのプローブの固定方法）
　金属ナノ粒子及び量子ドットへのプローブの固定方法は特に限定されないが、例えば、
金属ナノ粒子又は量子ドットの表面にアミノ基、カルボキシル基、チオール基等の官能基
を導入し、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩（Ｅ
ＤＣ）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）、スクシンイミジル－４－（Ｎ－マレ
イミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）等の化学架橋剤を用
いてプローブを固定することができる。金属ナノ粒子又は量子ドットの表面に官能基を導
入する方法としては、例えば、金属ナノ粒子又は量子ドットを、８－メルカプトオクタン
酸等の両親媒性のチオール化合物と反応させる方法等が挙げられる。
【００３９】
（インキュベーション工程）
　インキュベーション工程では、試料及び標的物質を含まない陰性対照のそれぞれに、第
１のプローブを固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットを添
加してインキュベーションする。この工程により、試料中に標的物質が存在する場合には
、標的物質、第１のプローブ及び第２のプローブが結合し、金属ナノ粒子及び量子ドット
が近接する。金属ナノ粒子及び量子ドットの量は適宜設定すればよい。インキュベーショ
ン温度は、標的物質やプローブに応じて適宜選択できる。インキュベーション時間は、標
的物質、第１のプローブ及び第２のプローブの結合が平衡に達するのに要する時間に設定
すればよく、例えば１時間である。
【００４０】
（蛍光測定工程）
　蛍光測定工程では、インキュベーション工程後の試料及び陰性対照中の量子ドットの蛍
光強度を測定する。測定には、分光蛍光光度計等の一般的な蛍光測定機器を用いることが
できる。より具体的には、インキュベーション工程後の試料及び陰性対照に対して、量子
ドットの励起光を照射し、発生する蛍光強度を測定すればよい。
【００４１】
　例えば、量子ドットとして可視光領域の蛍光を発するものを使用した場合、励起光照射
装置があれば、蛍光測定機器を使わなくても、肉眼で観察することにより、蛍光を検出す
ることも可能である。これにより、標的物質の検出が必要な現場において、標的物質の存
在をその場で検出することが容易になる。
【００４２】
（判定工程）
　判定工程では、蛍光測定工程において測定された蛍光強度に基づいて、試料中に標的物
質が存在したか否かを判定する。具体的には、試料中の量子ドットの蛍光強度が、陰性対
照中の量子ドットの蛍光強度と比較して強い場合に、試料中に標的物質が存在すると判定
する。また、上記したように、量子ドットとして可視光領域の蛍光を発するものを使用し
た場合には、蛍光測定機器を使わなくても肉眼で観察することにより、蛍光を検出するこ
とも可能である。そして、肉眼で蛍光強度の増強に基づいて、標的物質の存在又は不存在
を判定することができる。
【００４３】
（試料中の標的物質を定量する方法）
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　試料中の標的物質を定量する方法は、基本的には試料中の標的物質を検出する方法と同
様であり、試料と共に既知濃度の標的物質を含む複数の標準試料を用いる点が異なる。具
体的には、試料及び既知濃度の標的物質を含む複数の標準試料のそれぞれに第１のプロー
ブを固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットを添加して、上
記と同様のインキュベーション工程及び蛍光測定工程を行う。続いて、次に説明する定量
工程を行う。
【００４４】
（定量工程）
　定量工程では、試料中の量子ドットの蛍光強度を、複数の標準試料中の量子ドットの蛍
光強度と比較することにより、試料中の標的物質の存在量を求める。例えば、複数の標準
試料中の量子ドットの蛍光強度をもとに検量線を作成し、試料中の量子ドットの蛍光強度
をこの検量線に当てはめることにより、試料中の標的物質の濃度を求めることができる。
【００４５】
（キット）
　一実施形態において、試料中の標的物質の検出又は定量用キットは、第１のプローブを
固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットを含む。これらの第
１のプローブを固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットは、
溶液の状態で供給されてもよいし、乾燥状態で供給され、使用時にバッファーに溶解又は
懸濁させるものであってもよい。これらの金属ナノ粒子及び量子ドットを用いて、上記の
インキュベーション工程、蛍光検出工程、判定工程又は定量工程を実施することにより、
試料中の標的物質を検出又は定量することができる。
【００４６】
　別の実施形態に係る、試料中の標的物質の検出又は定量用キットにおいて、第１のプロ
ーブを固定化した金属ナノ粒子及び第２のプローブを固定化した量子ドットは、例えば、
ろ紙などの媒体中に染みこませた状態で供給されてもよい。媒体は、使用に適した形状及
びサイズに適宜調整されてよく、例えば短冊状であってよい。キットの使用時には、試料
及び標的物質を含まない陰性対照を、第１のプローブを固定化した金属ナノ粒子及び第２
のプローブを固定化した量子ドットが存在する媒体に滴下する。これにより、試料中に標
的物質が存在する場合には、媒体中で標的物質、第１のプローブ及び第２のプローブが結
合し、金属ナノ粒子及び量子ドットが近接する。蛍光検出工程において、媒体に励起光を
照射することにより、量子ドットから蛍光が発生する。本実施形態のキットは、特に、標
的物質の迅速な検出が必要な、現場での簡易検出に適している。
【実施例】
【００４７】
（表面が滑らかな金粒子の調製）
　表面が滑らかな金粒子の溶液（金コロイド溶液）１００ｍＬを作製した。まず、使用す
る全ての器具を王水（塩酸と硝酸を容量比３：１で混合した液体）で洗浄し、エタノール
及び超純水（比抵抗値１８．２ＭΩ・ｃｍ）ですすいだ。次に、次のＡ液及びＢ液の２種
類の溶液を準備した。
　Ａ液：１％塩化金酸１ｍＬと純水７９ｍＬの混合溶液
　Ｂ液：１％クエン酸４ｍＬ、１％タンニン酸０．０２５ｍＬ及び純水の混合溶液（合計
２０ｍＬ）
　続いて、Ａ液及びＢ液をそれぞれ約６０℃に加熱し、Ａ液を攪拌しながら、Ａ液にＢ液
を素早く加えた。混合した溶液の色が赤くなった後、約５～１０分間沸騰させることによ
り、金コロイドを作製した。なお、上記の方法において、Ｂ液のタンニン酸の容量を変化
させることにより、金粒子の粒径を調整することができる。例えば、３．５～１４ｎｍの
粒径の金粒子を調製することができる。
【００４８】
（金平糖状金ナノ粒子の調製）
　使用する全ての器具を王水（塩酸と硝酸を容量比３：１で混合した液体）で洗浄し、エ
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タノール及び超純水（比抵抗値１８．２ＭΩ・ｃｍ）ですすいだ。１００ｍＭ　ＨＥＰＥ
Ｓ溶液を超純水で調製し、１Ｍ　ＮａＯＨでｐＨを７．４（２５℃）に調整した。続いて
、１００ｍＭ　ＨＥＰＥＳ溶液１ｍＬと超純水９ｍＬを混合し、これに２０ｍＭ　ＨＡｕ
Ｃｌ４溶液２５０μＬを添加した。室温で３０分以内に溶液の色が淡黄色からピンク色に
変化し、最終的には不透明な青色になり、金平糖状金ナノ粒子を得た。
【００４９】
（量子ドットの調製）
　チオール系化合物を保護剤としてＣｄＴｅ量子ドットを調製した。具体的には、０．９
８５ｇ（２．３５ｍｍｏｌ）のＣｄ（ＣｌＯ４）２・６Ｈ２Ｏを１２５ｍＬの水に溶解し
、５．７ｍｍｏｌのチオグリコール酸を撹拌しながら添加した。続いて、１Ｍ　ＮａＯＨ
を滴下することによりｐＨを１１．４～１１．６に調整した。この溶液を三つ口フラスコ
に入れ、窒素バブリングを３０分間行うことにより脱気した。続いて、溶液を撹拌しなが
ら、ゆっくりとした窒素ガスの流れと共に、Ｈ２Ｔｅガスを溶液中に２０分間通した。Ｈ

２Ｔｅガスは、窒素雰囲気下で、０．２ｇ（０．４６ｍｍｏｌ）のＡｌ２Ｔｅ３の塊と、
０．５Ｍ　Ｈ２ＳＯ４　１５～２０ｍＬとを反応させることにより調製した。凝縮装置を
連結し、反応混合物を１００℃、大気下（ｏｐｅｎ－ａｉｒ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ）で２
０分間還流することにより、ＣｄＴｅ前駆体が生成し、ＣｄＴｅナノ結晶に変換された。
【００５０】
（金ナノ粒子へのプローブの固定）
　金ナノ粒子を、まず、８－メルカプトオクタン酸で修飾した。１．０ｍＬの８－メルカ
プトオクタン酸を９．０ｍＬの金平糖状金ナノ粒子と混合し、終濃度０．５ｍＭに調整し
た。室温で一晩、穏やかに振とうしながらインキュベートすることにより、金ナノ粒子の
表面に８－メルカプトオクタン酸の単膜層（Ｓｅｌｆ－Ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　Ｍｏｎｏｌ
ａｙｅｒ、ＳＡＭ）を形成した。続いて、溶液を４０００ｒｐｍ、１５分、４℃遠心し、
上清を捨て、リン酸緩衝液（ＰＢＳ、０．０１Ｍ、ｐＨ７．４）でペレットをすすいだ。
この洗浄操作を３回以上繰り返して結合しなかった８－メルカプトオクタン酸を除去し、
８－メルカプトオクタン酸で修飾した金ナノ粒子を５ｍＬの水に懸濁した。続いて、４０
０μＬの０．１Ｍ　１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩
酸塩（ＥＤＣ）を添加し、１０分間インキュベートした後に、１００μＬの０．１Ｍ　Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）を添加した。続いて、抗ウシＩｇＧヤギ抗体を終
濃度１０μｇ／ｍＬとなるように添加した。この混合溶液を、穏やかに振とうしながら室
温で８時間インキュベートし、上記と同様の遠心／すすぎ工程を３回以上繰り返して、結
合しなかった抗ウシＩｇＧヤギ抗体を除去した。最終的なペレットを５．０ｍＬのリン酸
緩衝液に懸濁し、使用するまで４℃で保存した。この方法は、表面が滑らかな金ナノ粒子
及び金平糖状金ナノ粒子のいずれにも使用できる。
【００５１】
（量子ドットへのプローブの固定）
　予め８－メルカプトオクタン酸で修飾した量子ドットを、エタノールで２回洗浄した。
続いて、ネオスポラタンパク質である、ＮｃＳＡＧ１又はＮｃＳＲＳ２を、上記の金ナノ
粒子へのプローブの結合と同様の方法によって、量子ドットに結合した。プローブを結合
した量子ドットは、１．０ｍＬのリン酸緩衝液で懸濁し、使用するまで４℃で保存した。
【００５２】
（実験例１）
（プローブを固定した量子ドットにおける蛍光波長及び蛍光強度の変化の検討）
　プローブを固定していない量子ドット、ネオスポラタンパク質であるＮｃＳＡＧ１を固
定した量子ドット、及びネオスポラタンパク質であるＮｃＳＲＳ２を固定した量子ドット
の蛍光スペクトルを測定した。蛍光スペクトルの測定には、分光蛍光光度計（蛍光マイク
ロプレートリーダー）インフィニットＭ２００　ＮａｎｏＱｕａｎｔ（商品名、ＴＥＣＡ
Ｎ社製）を用いた。
【００５３】
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　結果を図３に示す。量子ドットにプローブを固定しても蛍光波長には変化が認められな
かった。
【００５４】
（実施例１）
（表面の滑らかな金ナノ粒子と量子ドットを用いた牛ネオスポラ症の感染の検出）
　量子ドットに抗ウシＩｇＧヤギ抗体を固定した。また、表面の滑らかな金ナノ粒子に組
換え体ネオスポラタンパク質ＮｃＳＡＧ１を固定した。これらの量子ドット及び金ナノ粒
子の混合溶液に、牛ネオスポラ症に感染したウシの血清（陽性血清）と健常な牛の血清（
陰性血清）をそれぞれ添加し、１時間インキュベートした後に蛍光強度を測定した。結果
を図４に示す。陽性血清を添加した場合の蛍光強度と陰性血清を添加した場合の蛍光強度
との間に有意な差が認められ、この方法により牛ネオスポラ症の感染を検出できることが
示された。陽性血清を添加した場合の蛍光強度は、陰性血清を添加した場合の蛍光強度と
比較して９％増強した。
【００５５】
（実施例２）
（金平糖状金ナノ粒子と量子ドットを用いた牛ネオスポラ症の感染の検出）
　量子ドットに組換え体ネオスポラタンパク質ＮｃＳＡＧ１を固定した。また、金平糖状
金ナノ粒子に抗ウシＩｇＧヤギ抗体を固定した。これらの量子ドット及び金ナノ粒子の混
合溶液に、リン酸緩衝液、牛ネオスポラ症に感染したウシの血清（陽性血清）と健常な牛
の血清（陰性血清）をそれぞれ添加し、１時間インキュベートした後に蛍光強度を測定し
た。結果を図５に示す。陽性血清を添加した場合の蛍光強度と陰性血清を添加した場合の
蛍光強度との間に有意な差が認められ、この方法により牛ネオスポラ症の感染を検出でき
ることが示された。陽性血清を添加した場合の蛍光強度は、陰性血清を添加した場合の蛍
光強度と比較して１８％増加した。実施例１と実施例２では、量子ドット及び金ナノ粒子
に固定したプローブがそれぞれ逆になっているが、いずれの場合においても牛ネオスポラ
症の感染を検出できることが示された。また、金平糖状金ナノ粒子を用いることにより、
表面の滑らかな金ナノ粒子を用いた場合よりも蛍光強度の増強が強いことが示された。
【００５６】
（実施例３）
（金平糖状金ナノ粒子と量子ドットを用いた牛ネオスポラ症の感染の検出）
　実施例２と異なるプローブを用いた検討を行った。量子ドットに組換え体ネオスポラタ
ンパク質ＮｃＳＲＳ２を固定した。また、金平糖状金ナノ粒子に抗ウシＩｇＧヤギ抗体を
固定した。これらの量子ドット及び金ナノ粒子の混合溶液に、リン酸緩衝液、牛ネオスポ
ラ症に感染したウシの血清（陽性血清）と健常な牛の血清（陰性血清）をそれぞれ添加し
、１時間インキュベートした後に蛍光強度を測定した。結果を図６に示す。陽性血清を添
加した場合の蛍光強度と陰性血清を添加した場合の蛍光強度との間に有意な差が認められ
、この方法により牛ネオスポラ症の感染を検出できることが示された。陽性血清を添加し
た場合の蛍光強度は、陰性血清を添加した場合の蛍光強度と比較して４８％増加した。
【００５７】
（実施例４）
（インフルエンザタンパクの検出）
　量子ドットに抗インフルエンザＨ１Ｎ１ヘマグルチニン（ＨＡ）抗体（ポリクローナル
抗体）を固定した。また、金ナノ粒子に抗インフルエンザＨ１Ｎ１　ＨＡ抗体（ポリクロ
ーナル抗体）を固定した。９６ウェルプレートに、これらの量子ドット及び金ナノ粒子の
混合溶液を分注し、組換え体インフルエンザＨ１Ｎ１　ＨＡタンパク質を、終濃度が１０
００ｎｇ／ｍＬ、１００ｎｇ／ｍＬ、１０ｎｇ／ｍＬ、１ｎｇ／ｍＬ、１００ｐｇ／ｍＬ
、１０ｐｇ／ｍＬ及び１ｐｇ／ｍＬとなるようにそれぞれ添加し、３０分間インキュベー
トした後に蛍光強度を測定した。結果を図７に示す。組換え体インフルエンザＨ１Ｎ１　
ＨＡタンパク質の濃度に応じた蛍光強度の増強（蛍光強度の増加）が得られた。この結果
は、上記の方法により標的物質を定量できることを示す。
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【符号の説明】
【００５８】
　１０・・・量子ドット、１１・・・第２のプローブ、２０・・・金属ナノ粒子、２１・
・・第１のプローブ、３０・・・標的物質。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】
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