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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　測定対象物を蛍光標識された物質と直接又は間接的に抗原抗体反応を用いて結合させ、
該蛍光標識を変調したレーザ光の照射によって励起させ、発する蛍光の緩和時定数を測定
してバックグラウンド蛍光と識別して測定対象物を検出することを特徴とする蛍光分析方
法。
【請求項２】
　前記レーザ光の変調が、高周波重畳変調、特定形状波変調、正弦波変調、リニア変調お
よびパルス変調からなる群から選択されるいずれかの方法によりレーザ光を変調させる請
求項１に記載の蛍光分析方法。
【請求項３】
　測定対象物と結合する物質ｗに、１）測定対象物と、当該物質ｗに結合でき且つ蛍光標
識された物質ｘとを競合的に結合させるか、又は、２）測定対象物と、当該物質ｗに結合
できる物質ｙとを競合的に結合させ、次いで、測定対象物には結合せずに、当該物質ｙに
結合でき且つ蛍光標識された物質ｚを、当該物質ｙと結合させ、前記物質ｘ又は前記物質
ｚの蛍光標識をパルス変調したレーザ光の照射によって励起させ、発する蛍光の緩和時定
数を測定して測定対象物を検出することを特徴とする蛍光分析方法。
【請求項４】
　前記抗原抗体反応を用いて結合させ、Ｂ／Ｆの分離を行わない方法である請求項１乃至
３のいずれか一項に記載の蛍光分析方法。
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【請求項５】
　測定対象物が、細胞、細胞内物質、細胞表面に存在する部位又は細胞が分泌した物質で
ある、請求項１乃至４のいずれか一項に記載の蛍光分析方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、蛍光標識を用いて測定対象物を検出する蛍光分析方法であって、蛍光標識の
蛍光緩和時定数を測定することを特徴とする蛍光分析方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　従来、細胞内の物質や細胞表面の例えばエピトープの検出に際しては、１）検出対象と
結合する物質（例えば抗体）に蛍光色素を結合させ、２）検出対象と結合する物質（例え
ば抗体）に、当該物質の検出対象との結合は阻害せずに結合する第三の物質（例えば抗抗
体）に蛍光色素を結合させ、あるいは、３）検出対象と競合してある物質（例えば抗体）
と結合する物質に蛍光色素を結合させ、Ｂ／Ｆ分離の後、残存する蛍光色素、即ち、蛍光
標識、が発する蛍光を測定していた。
【０００３】
　しかし、細胞内外には、種々の蛍光を発する物質（自家蛍光物質）が存在するため、蛍
光標識の発する蛍光のみを正確に検出することは困難であった。
【０００４】
　また、上記測定に際してマイクロプレート等の担体を用いると、担体が蛍光を発し、そ
れが、蛍光標識の発する蛍光の検出を妨害することもあった。
【０００５】
　このような状況下、上記のようないわゆるバックグラウンド蛍光の影響を受けないで、
真に測定したい蛍光のみを検出するための方法が検討されてきている。その一例として、
単に蛍光強度を測定するのではなく、測定された蛍光を物理的に処理しあるいは何らかの
パラメータによって演算処理して、蛍光標識の発する蛍光のみを検出する試みが挙げられ
る。
【０００６】
　より具体的には、例えば特許文献１に記載の方法では、屈折率の異なる２種以上の粒子
に蛍光標識抗体等を結合させ、レーザ光を照射して、前方散乱光と速報散乱光とをそれぞ
れ検出する方法が記載されている。
【０００７】
【特許文献１】特開平６－２７１１２号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　本発明は、蛍光標識が発する蛍光をいわゆる自家蛍光を含むバックグラウンド蛍光から
区別して、より精度よく測定できる方法であって、特許文献１に記載の方法とは異なり、
変調したレーザ励起光によって生じる蛍光の蛍光緩和時定数を測定、算出することによる
、測定対象物の蛍光分析方法の提供を目的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、測定対象物を蛍光標識された物質と直接又は間接的に生物学的特異的反応を
用いて結合させ、その蛍光標識を変調したレーザ光の照射によって励起させ、発する蛍光
の緩和時定数を測定して測定対象物を検出することを特徴とする蛍光分析方法（１）に関
する。
【００１０】
　ここにおいて、測定対象物と蛍光標識された物質との直接の結合、又は、測定対象物と
蛍光標識された物質の両者と結合する物質と測定対象物との結合は、例えば抗原・抗体反
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応による。
【００１１】
　また、本発明は、測定対象物と結合する物質ｗに、１）測定対象物と、当該物質ｗに結
合でき且つ蛍光標識された物質ｘとを競合的に結合させるか、又は、２）測定対象物と、
当該物質ｗに結合できる物質ｙとを競合的に結合させ、次いで、測定対象物には結合せず
に、当該物質ｙに結合でき且つ蛍光標識された物質ｚを、当該物質ｙと結合させ、前記物
質ｘ又は前記物質ｚの蛍光標識をパルス変調したレーザ光の照射によって励起させ、発す
る蛍光の緩和時定数を測定して測定対象物を検出することを特徴とする蛍光分析方法（２
）に関する。
【００１２】
　上記分析方法（１）及び（２）において、測定対象物は、例えば、細胞、細胞内物質、
細胞表面に存在する部位又は細胞が分泌した物質である。
【発明の効果】
【００１３】
　本発明では、蛍光標識の発する蛍光の緩和時定数を用いて測定対象物を検出するので、
自家蛍光や測定雰囲気より発せられるバックグラウンド蛍光と検出目的の蛍光とを識別で
き、検出目的の蛍光の正確な測定が可能となる。
【００１４】
　本発明では、変調された励起光を蛍光標識に照射するが、特に検出目的に応じて抗原も
しくは抗体等の測定対象物に対し異なる蛍光緩和時定数を持つ蛍光色素で標識し、それぞ
れの蛍光緩和時定数を測定すれば、標識された測定対象物の由来が判明すると共に雰囲気
中より発せられる蛍光との区別が可能となる。また、複数の光源を使用した場合には、光
源毎に異なる条件で変調を行うことができるため、複数の蛍光標識を用いて測定対象物を
同時に分別測定することが可能である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１５】
　はじめに、本発明の方法における測定対象物、当該測定対象物と結合する物質、蛍光標
識される物質、蛍光標識に使用される蛍光色素等について説明する。
【００１６】
　本発明の方法における「測定対象物」は、抗原となることができる物質（例えば、細胞
、細胞内物質、細胞が分泌した物質、低分子化合物、高分子化合物、ペプチド、タンパク
質、多糖、細菌、微生物）、抗体（例えば、免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）、免疫グロブリ
ンＭ（ＩｇＭ）、免疫グロブリンＡ（ＩｇＡ）、免疫グロブリンＥ（ＩｇＥ））、細胞等
のその表面にエピトープを有する物質における細胞表面に存在するそのエピトープ部位、
受容体が不明なリガンドであるオーファン等である。なお、細胞の種類は、特に限定され
ず、培養細胞、死細胞、血中免疫細胞、微生物等、いずれであってもよい。
　「当該測定対象物と結合する物質」は、測定対象物が抗原となることができる物質又は
エピトープ部位である場合には抗体であり、測定対象物が抗体である場合には抗原である
。なお、抗体に抗抗体が結合する反応は、抗体が抗原であり、抗抗体が抗体である場合と
同様に解釈される。
　「蛍光標識される物質」は、上記蛍光分析方法（１）では、測定対象物と直接又は間接
的に結合する物質であるから、測定対象物が抗原となることができる物質又はエピトープ
部位である場合には、抗体（直接結合）や抗抗体（間に抗体を挟んで間接結合）である。
あるいは、測定対象物又は抗体にジゴキシゲニン（ＤＩＧ）を結合させておけば、抗ＤＩ
Ｇ抗体を蛍光標識される物質として使用することができ、測定対象物又は抗体にビオチン
を結合させておけば、アビジンやストレプトアビジンを蛍光標識される物質として使用す
ることができる。
【００１７】
　上記蛍光分析方法（１）において、測定対象物が抗体である場合には、蛍光標識される
物質は、抗原（直接結合）、エピトープを有する物質（直接結合）、当該抗原又はエピト
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ープを有する物質に対する抗体（間に抗原を挟んで間接結合）である。あるいは、測定対
象物、抗原、エピトープを有する物質、又は当該抗原又はエピトープを有する物質に対す
る抗体にジゴキシゲニン（ＤＩＧ）を結合させておけば、抗ＤＩＧ抗体を蛍光標識される
物質として使用することができ、測定対象物、抗原、エピトープを有する物質、又は当該
抗原又はエピトープを有する物質に対する抗体にビオチンを結合させておけば、アビジン
やストレプトアビジンを蛍光標識される物質として使用することができる。
【００１８】
　上記蛍光分析方法（２）では、測定対象物が抗原となることができる物質又はエピトー
プ部位である場合には、測定対象物と結合する物質ｗは抗体である。また、物質ｘは、抗
原等の、測定対象物と競合的に物質ｗに結合する物質である。この物質ｘは、蛍光標識さ
れている。
　あるいは、測定対象物と競合的に物質ｗ、即ち抗体、に結合する物質として、抗原等で
あって蛍光標識されていない物質ｙを用いることもできる。この場合は、さらに、物質ｙ
に、測定対象物には結合せずに、当該物質ｙに結合でき且つ蛍光標識された物質ｚを結合
させる。物質ｚの例としては、物質ｙの、測定対象物が有するエピトープとは異なるエピ
トープに対する抗体であって蛍光標識されたもの、物質ｙとしてＤＩＧが結合されている
物質を用いた場合の、蛍光標識された抗ＤＩＧ抗体、物質ｙとしてビオチンが結合されて
いる物質を用いた場合の、蛍光標識されたアビジンやストレプトアビジンが挙げられる。
【００１９】
　上記蛍光分析方法（２）において、測定対象物が抗体である場合には、測定対象物と結
合する物質ｗは抗原又はエピトープを有する物質である。また、物質ｘは、抗体等の、測
定対象物と競合的に物質ｗに結合する物質である。この物質ｘは、蛍光標識されている。
　あるいは、測定対象物と競合的に物質ｗ、即ち抗原又はエピトープを有する物質、に結
合する物質として、抗体等であって蛍光標識されていない物質ｙを用いることもできる。
この場合は、さらに、物質ｙに、測定対象物には結合せずに、当該物質ｙに結合でき且つ
蛍光標識された物質ｚを結合させる。物質ｚの例としては、物質ｙに対する抗抗体であっ
て蛍光標識されたもの、物質ｙとしてＤＩＧが結合されている物質を用いた場合の、蛍光
標識された抗ＤＩＧ抗体、物質ｙとしてビオチンが結合されている物質を用いた場合の、
蛍光標識されたアビジンやストレプトアビジンが挙げられる。
【００２０】
　蛍光標識に使用される蛍光色素は、特に限定されないが、その例として、後述する蛍光
緩和時定数が比較的短いFITC（同仁化学社他製）、PE（和光純薬工業社他製）、Alexa Fl
uor（Molecular Probes社製）、Cy Dye（Amersham Biosciense社製）、Rhodamine（和光
純薬工業社他製）、Cascade Blue（Molecular Probes社製）、Cascade Yellow（Molecula
r Probes社製）及びNaphtofluorescein（Sigma社製）と、蛍光緩和時定数が比較的長い半
導体量子蛍光色素であるQ-Dot（Quantum Dot社製）及びEvic-Tag（Ocean Optics社製）が
挙げられる。
　抗原、抗体等への蛍光色素の結合は、例えば、抗原や抗体のアミノ基と、蛍光色素の有
するカルボキシル基とを化学的に結合させる方法、抗体に、前もって作製しておいた蛍光
色素と抗抗体との複合体を結合させる方法で行うことができる。
　上記蛍光分析方法（１）及び（２）において、抗原と抗体との結合や、ビオチンとアビ
ジン又はストレプトアビジンとの結合等は、公知の条件及び方法で行うことができる。
【００２１】
　本発明の蛍光分析方法では、複数の抗原抗体反応等は、順次行ってもよいし同時に行っ
てもよい。反応の順序や同時に行うことができる反応の種類等は、当業者には公知である
。また、各反応の後において、Ｂ／Ｆ分離を行う場合と行う必要がない場合、あるいは遠
心分離等によって、過剰の蛍光標識体を除去した後に測定する場合等があるが、それは、
本発明の方法において抗原抗体反応等を実施する系の構成による。
　本発明の方法において、抗原抗体反応等を実施する系は、特に限定されないが、例を挙
げると以下のとおりである。
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【００２２】
　第一の構成例は、固層を使用しないものである。例えば測定対象が細胞である場合に、
その細胞を適当な液体に懸濁させ、その懸濁系において物質固有の凝集反応、抗原抗体反
応、リガンド・受容体反応等の生物学的特異的反応を行う。本発明の蛍光分析方法によれ
ば細胞表面および内部における反応を検出することができる。後述する蛍光の測定は、例
えばフローサイトメータを用いて行うことができる。この場合、Ｂ／Ｆ分離は行っても行
わなくてもよい。細胞に間接的に結合した蛍光色素による蛍光と、細胞に結合していない
蛍光色素による蛍光とは、分別して測定することができるからである。
【００２３】
　第二の構成例は、マイクロビーズ等の粒子を担体として使用するものである。反応系で
使用される抗原や抗体等のいずれか（但し、測定対象物以外）を粒子に結合させておき、
それに測定対象物を結合させる。従って、測定は、例えばフローサイトメータを用いて、
当該粒子に結合した蛍光色素による蛍光をについて行うこととなる。
　上記蛍光分析方法（１）を実施する際には、例えば、測定対象物である抗原に対する抗
体でマイクロビーズ表面を被覆しておき、その抗体に抗原を結合させた後、その抗原に蛍
光標識された物質（抗体等）を結合させる（サンドイッチ法）。
　また、上記蛍光分析方法（２）を実施する際には、例えば、測定対象物と結合する物質
ｗ（抗体等）でマイクロビーズ表面を被覆しておき、その物質ｗに、測定対象物（抗原等
）と物質ｘとを競合的に結合させる（競合法）。
　マイクロビーズを使用する場合、それは、通常は合成高分子重合体製である。合成高分
子重合体の中では、水不溶性水分散型合成高分子重合体が好ましい。水不溶性水分散型合
成高分子重合体製マイクロビーズの具体例としては、ポリスチレン製マイクロビーズ、メ
タクリル酸トリフルオロエチル等のメタクリル酸フルオロアルキルエステル誘導体の（共
）重合体製マイクロビーズを挙げることができる。
　用いるマイクロビーズの粒子径は、測定に適切な大きさである限り、特に限定されない
。例えば、本発明の方法において蛍光測定をフローサイトメータを用いて実施する場合に
は、通常、その直径が１～２０μｍのマイクロビーズが好適に用いられる。
【００２４】
　第三の構成例は、９６穴マイクロタイタープレート等のマイクロプレートを担体として
使用するものである。反応系で使用される抗原や抗体等のいずれか（但し、測定対象物以
外）をマイクロプレートに結合させておき、それに測定対象物を結合させる。従って、測
定は、例えば、蛍光プレートリーダー、蛍光画像化装置を用いて、当該プレートに結合し
た蛍光色素による蛍光をについて行うこととなる。
【００２５】
　次に、本発明における蛍光測定法について説明する。
　本発明においては、蛍光標識を変調したレーザ光の照射によって励起させ、発する蛍光
の緩和時定数を測定して測定対象物を検出する。
　レーザ光の具体例としては、半導体レーザ光やガスレーザ光が挙げられる。また、レー
ザ光は単色光であってもよいし、複数種類の波長のレーザ光をレンズを通過させることに
よって光路中の所定の位置に集束させたものであってもよい。レーザ光の出力は、例えば
５～１００ｍＷ程度である。
　レーザ光の変調方法としては、高周波重畳変調、特定形状波変調、正弦波変調、リニア
変調およびパルス変調からなる群から選択されるいずれかの方法によりレーザ光を変調さ
せる。以下の本発明においては、パルス変調で説明する。パルス変調されたレーザ光を蛍
光標識に照射し、生じた蛍光の蛍光緩和時定数から、目的とする蛍光を特定し、定性又は
定量を行う。これにより、検出の精度が高まる。この方法を採用すれば、検出又は分析対
象が複数であっても、同時に各々を分別して測定することもできる。
【００２６】
　以下、本発明の方法で採用することができる各種蛍光測定法の中で、フローサイトメー
タを用いた測定について、詳細に説明する。
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　図１は、本発明の方法中、蛍光測定工程に使用することができるフローサイトメータ１
０の概略構成図である。
　フローサイトメータ１０は、レーザ光をパルス変調方式で変調して、マイクロビーズや
細胞（以下においては、特に必要のない限り、「マイクロビーズ」とのみ記載する）に照
射するものである。
　フローサイトメータ１０は、レーザ光を測定対象とするマイクロビーズ１２に照射し、
マイクロビーズ１２に結合した蛍光色素、即ち蛍光標識の発する蛍光の光信号、及び例え
ばＢ／Ｆ分離を行っていない場合等においては、マイクロビーズ１２に結合していない蛍
光色素、即ち蛍光標識の発する蛍光の光信号をも検出し、信号処理する信号処理装置（蛍
光検出装置）２０と、信号処理装置２０で得られた処理結果からマイクロビーズ１２に結
合した蛍光標識に由来する蛍光を解析する分析装置５０とを有する。
　ここで、測定対象物が二種以上の場合には、それぞれの測定対象物に一対一対応する、
複数種類の蛍光標識が用いられる。
【００２７】
　信号処理装置２０は、レーザ光源部２２と、受光部２４，２６と、レーザ光源部２２の
レーザ光の出射のオン／オフを制御する光源制御部及びマイクロビーズ１２に結合した蛍
光標識が発する蛍光の光信号と、マイクロビーズ１２に結合していない蛍光標識が発する
蛍光の光信号とを識別する信号処理部を含んだ制御・処理部２８と、励起光の照射や蛍光
の検出のために、高速流を形成するシース液に含ませてマイクロビーズ１２を流したフロ
ーセルを有する管路３０と、を有する。管路３０の出口には、回収容器３２が設けられて
いる。
　レーザ光源部２２は、波長の異なる３つのレーザ光、例えばλ1＝４０５ｎｍ、λ2＝５
３３ｎｍ及びλ3＝６５０ｎｍ等のレーザ光を出射する部分である。レーザ光は、管路３
０中の所定の位置に集束するようにレンズ系が設けられ、この集束位置でマイクロビーズ
１２の測定点を形成する。
【００２８】
　図２は、レーザ光源部２２の構成の一例を示す。
　レーザ光源部２２は、３５０ｎｍ～８００ｎｍの可視光のパルスレーザ光を出射する部
分で、主に赤色のレーザ光Ｒを極めて短時間のパルス幅でパルスレーザ光として断続的に
出射するＲ光源２２ｒ、緑色のレーザ光Ｇを極めて短時間のパルス幅でパルスレーザ光と
して断続的に出射するＧ光源２２ｇ及び青色のレーザ光Ｂを極めて短時間のパルス幅でパ
ルスレーザ光として出射するＢ光源２２ｂと、特定の波長帯域のレーザ光を透過し、他の
波長帯域のレーザ光を反射するダイクロイックミラー２３ａ1，２３ａ2と、レーザ光Ｒ，
Ｇ及びＢからなるレーザ光を管路３０中の測定点に集束させるレンズ系２３ｃと、を有し
て構成される。
【００２９】
　パルスレーザ光のパルス幅は、蛍光標識の発する蛍光をバックグラウンドノイズと区別
して効率よく検出できるように設定され、例えば０．５ナノ秒～４ナノ秒である。
　ダイクロイックミラー２３ａ1は、レーザ光Ｒを透過し、レーザ光Ｇを反射するミラー
であり、ダイクロイックミラー２３ａ2は、レーザ光Ｒ及びＧを透過し、レーザ光Ｂを反
射するミラーである。
　この構成によりレーザ光Ｒ，Ｇ及びＢが合成されて、測定点のマイクロビーズ１２を照
射する照射光となる。
【００３０】
　Ｒ光源２２ｒ、Ｇ光源２２ｇ及びＢ光源２２ｂは、それぞれレーザドライバ３４ｒ，３
４ｇ及び３４ｂによって駆動される。このレーザドライバ３４ｒ，３４ｇ及び３４ｂは、
制御・処理部２８に接続されて、レーザ光Ｒ，Ｇ，Ｂの出射のオン／オフが制御されるよ
うに構成される。ここで、レーザ光Ｒ，Ｇ，Ｂの各々は、後述するように制御信号によっ
て出射のオン／オフが制御されて変調される。
　Ｒ光源２２ｒ、Ｇ光源２２ｇ及びＢ光源２２ｂは、レーザ光Ｒ、Ｇ及びＢが蛍光標識を
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励起して特定の波長帯域の蛍光を発するように、予め定められた波長帯域で発振する。レ
ーザ光Ｒ、Ｇ及びＢによって励起される蛍光標識には、マイクロビーズ１２に結合されて
いるものと結合されていないものとがあるが、それらは、管路３０を通過する際、測定点
でレーザ光Ｒ、Ｇ及びＢの照射を受けて特定の波長で蛍光を発する。
【００３１】
　図３は、レーザ光の発振波長と、このレーザ光によって蛍光標識の発する蛍光のスペク
トル強度分布を模式的に示す。例えば、Ｂ光源から出射する波長λ１１のレーザ光の照射
により、中心波長をλ１２とする蛍光を発する。同様に、Ｇ光源から出射する波長λ２１

のレーザ光の照射により中心波長をλ２２とする蛍光を発する。また、Ｂ光源から出射す
る波長λ３１のレーザ光の照射により中心波長をλ３2とする蛍光を発する。
　受光部２４は、管路３０を挟んでレーザ光源部２２と対向するように配置されており、
測定点を通過するマイクロビーズ１２によってレーザ光が前方散乱することによりマイク
ロビーズ１２が測定点を通過する旨の検出信号を出力する光電変換器を備える。この受光
部２４から出力される信号は、制御・処理部２８に供給され、制御・処理部２８において
マイクロビーズ１２が管路３０中の測定点を通過するタイミングを知らせるトリガ信号と
して用いられる。
　一方、受光部２６は、レーザ光源部２２から出射されるレーザ光の出射方向に対して垂
直方向であって、かつ管路３０中のマイクロビーズ１２の移動方向に対して垂直方向に配
置されており、測定点にて照射されたマイクロビーズ１２に結合した蛍光標識やマイクロ
ビーズ１２に結合していない蛍光標識の発する蛍光を電気信号に変える光電変換器を備え
る。
【００３２】
　図４は、受光部２６の一例の概略の構成を示す。
　図４に示す受光部２６は、マイクロビーズ１２に結合した蛍光標識やマイクロビーズ１
２に結合していない蛍光標識が発する蛍光の光信号を集束させるレンズ系２６ａと、ダイ
クロイックミラー２６ｂ１，２６ｂ２と、バンドパスフィルタ２６ｃ１～２６ｃ３と、光
電子倍増管等の光電変換器２７ａ～２７ｃと、を有する。
　レンズ系２６ａは、受光部２６に入射した光信号を光電変換器２７ａ～２７ｃの受光面
に集束させるように構成されている。
　ダイクロイックミラー２６ｂ１，２６ｂ２は、所定の範囲の波長帯域の蛍光を反射させ
て、それ以外は透過させるミラーである。バンドパスフィルタ２６ｃ１～２６ｃ３でフィ
ルタリングして光電変換器２７ａ～２７ｃで所定の波長帯域の蛍光の光信号を取り込むよ
うに、ダイクロイックミラー２６ｂ１，２６ｂ２の反射波長帯域及び透過波長帯域が設定
されている。
【００３３】
　バンドパスフィルタ２６ｃ１～２６ｃ３は、各光電変換器２７ａ～２７ｃの受光面の前
面に設けられ、所定の波長帯域の蛍光のみを透過させる。透過する蛍光の波長帯域は、図
３に示す蛍光標識の発する蛍光の波長帯域に対応して、すなわち、マイクロビーズ１２に
結合した蛍光標識の発する蛍光及びマイクロビーズ１２に結合していない蛍光標識の発す
る蛍光に対応して、予め設定されており、例えばＢ光源から出射した波長λ１１のレーザ
光の照射によって発する波長λ１２を中心とする一定の波長幅の帯域である。
　バンドパスフィルタ２６ｃ１～２６ｃ３の波長帯域は、例えば、それらの中の一つは、
マイクロビーズ１２に結合している蛍光標識の発する蛍光を透過し、他の二つのうち少な
くとも一つは、マイクロビーズ１２に結合していない蛍光標識の発する蛍光を透過するよ
うに波長帯域が設定される。
　光電変換器２７ａ～２７ｃは、例えば光電子倍増管を備えたセンサを備え、光電面で受
光した光を電気信号に変換するセンサである。ここで受光された蛍光は、電気信号として
出力され、増幅器で増幅されて、制御・処理部２８に供給される。
【００３４】
　制御・処理部２８は、図５に示すように、レーザ光源部２２のレーザ光の出射のオン／
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オフを制御する光源制御部２８ａ、及びマイクロビーズ１２に結合した蛍光標識やマイク
ロビーズ１２に結合していない蛍光標識の発する蛍光の光信号を識別する信号処理部２８
ｂを有して構成されている。
　光源制御部２８ａは、受光部２４から出力される検出信号がトリガ信号として入力され
ると、瞬時にレーザ光の出射のオン／オフを制御するパルス制御信号を生成するように構
成される。
　光源制御部２８ａは、このパルス制御信号を巡回的に繰り返し生成し、レーザドライバ
３４ｒ、レーザドライバ３４ｇ、レーザドライバ３４ｂの制御信号として供給する。
　制御・処理部２８は、光源制御部２８ａにおけるコードの生成のタイミングに同期して
一定のクロック信号で駆動して、受光信号のＡ／Ｄ変換を行うＡ／Ｄ変換器２８ｃ及び一
定のクロック信号で駆動して受光信号に所定の演算処理を施す演算処理部２８ｄを備える
。
　Ａ／Ｄ変換器２８ｃは、受光部２６の光電変換器２７ａ～２７ｃで生成されて増幅され
た受光信号をＡ／Ｄ変換によりサンプリングする。サンプリングされた受光信号は演算処
理部２８ｄにて演算処理に供される。
　演算処理部２８ｄは、パルス制御信号の生成のタイミングに同期して受光信号の演算処
理を行うように構成され、受光部２６から出力された受光信号を、パルス制御信号の生成
のタイミングに同期して時系列データとすることにより、レーザ光の照射に対するマイク
ロビーズ１２に結合した蛍光標識の蛍光緩和特性（図７参照）を求める部分である。
【００３５】
　ここで、この蛍光緩和特性を特徴付ける蛍光緩和時定数について説明する。蛍光緩和時
定数は、蛍光強度とは独立したパラメータである。蛍光緩和時定数は、蛍光の減衰曲線か
ら推測される消長時間を示すパラメータであり、この値が大きいほど、蛍光の消長時間は
長くなる。この蛍光の消長時間は、蛍光試薬、即ち蛍光標識により異なる。従って、測定
対象物に結合した蛍光標識による蛍光を、測定雰囲気中に存在する物質によって発せられ
る蛍光と区別することが可能となる。また、測定対象物が複数である場合には、各測定対
象物に対応させて、複数種類の蛍光標識を使用すれば、複数の測定対象物を精度よく同時
測定することができる。
　本発明における蛍光緩和時定数は、蛍光標識に、周波数変調をした励起光を照射し、そ
の励起光源と生じた蛍光とを検出した後、復調をすることで測定される。
　蛍光緩和の過程においては、マイクロビーズにレーザ光の照射を開始した時点では、発
する蛍光の蛍光強度が高いが、蛍光強度が時間とともに減少する。蛍光緩和時定数は、こ
のときの、レーザ光の照射開始時点の蛍光強度（最大強度）に対して３７％（１／ｅ：ｅ
は自然対数の底）に蛍光強度が減衰したときの時間をいう。
【００３６】
　なお、レーザ光の照射のオン／オフは、パルス制御信号の生成によって所定の周期で断
続的に制御されるので、マイクロビーズに結合された蛍光標識は、レーザ光の照射開始と
ともに蛍光を発するようになり、時間の経過とともにその蛍光強度は減衰する。従って、
この蛍光強度の時系列データを得ることで、蛍光緩和時定数を知ることができる。
　測定対象物が二種類であり、蛍光緩和時定数が互いに異なる二種類の蛍光標識を使用し
たときには、蛍光緩和時定数は、それら二種類の蛍光標識の各々が示す蛍光緩和時定数と
は異なる数値を示す。これは、二種類の蛍光標識が互いに作用し合い、異なる蛍光緩和特
性を作り出すためである。
　図８は、二種類の蛍光標識用色素Q-dot525（Quantum Dot社製）及びCascade Blue（Mol
ecular Probes社製）を配合比率を変えて共存させたときに、蛍光緩和時定数がどのよう
に変化するかを調べた結果を示すグラフである。
　Q-dot525の基準濃度を２０ｎＭとした溶液Ａと、Cascade Blue の基準濃度を２０μＭ
とした溶液Ｂを、下記の比率で混合して、直径１．５ｍ、深さ３ｍｍのスポットサンプル
収納部分にサンプル溶液１～９を作製したものである。
【００３７】
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【表１】

【００３８】
　サンプル溶液１～９には、共通して１００μＭのCascade Blueを１μＬ追加している。
レーザ光は、半導体レーザにより出射させ、波長４０５ｎｍ、出力４０ｍＷのレーザ光を
用い、２０ＭＨｚでパルス変調した。
　図８は、このとき発する蛍光の位相遅れを示すグラフである。このグラフによると、位
相遅れは蛍光緩和時定数に応じて変化し、しかも、溶液Ａと溶液Ｂの比率の順序に対応し
ている。このことから、蛍光標識の存在比率によって、蛍光緩和時定数が変化することが
わかる。
　このように、異なる二種類の蛍光標識がその比率変えて存在すると、蛍光緩和時定数が
変化する。
　制御・処理部２８は、マイクロビーズ１２の識別結果の情報を分析装置５０に供給する
。
　分析装置５０は、制御・処理部２８から供給される識別結果の情報を用いて、マイクロ
ビーズ１２に結合する蛍光標識を特定する装置である。分析装置５０では、使用した蛍光
標識の種類が既知であり、この蛍光標識が励起されるレーザ光の波長帯域もわかっている
ので、制御・処理部２８から供給される情報を用いて、マイクロビーズ１２に結合する蛍
光標識を特定することができる。
　こうして、分析装置５０は短時間に分析をすることができる。
　フローサイトメータ１０は以上のように構成される。
【００３９】
　このようなフローサイトメータ１０の信号処理装置２０では、まず、マイクロビーズ１
２を含む反応混液が管路３０を流れ、測定点でレーザ光による照射が成される。そのとき
、受光部２４でマイクロビーズ１２の通過を検出する検出信号が制御・処理装置２８にト
リガ信号として出力される。
　制御・処理装置２８では、マイクロビーズ１２が通過するときの検出信号をトリガ信号
とし、このトリガ信号に同期して、図６に示すようなパルス変調信号を生成する。このパ
ルス変調信号は、レーザ光源部２２からのレーザ光の出射のオン／オフを制御する制御信
号として用いるために、レーザドライバ３４ｒ，３４ｇ，３４ｂに供給される。
　レーザ光源部２２では、この制御信号に従って各レーザ光の出射のオン／オフが制御さ
れ、レーザ光が出射される。このレーザ光は測定点を通過するマイクロビーズ１２に結合
した蛍光標識（Ｂ／Ｆ分離していない場合にはマイクロビーズ１２に結合していない蛍光
標識も）を励起させるために用いられ、このレーザ光の照射により蛍光標識が発する蛍光
は、受光部２６にて受光される。その際、蛍光標識からの蛍光は、パルス変調されたレー
ザ光に励起して生じるため、レーザ光のパルス変調に対応して蛍光強度も変調して蛍光を
発する。
【００４０】
　このようにして、受光部２４によるマイクロビーズ１２の通過の検出からレーザ光を照
射するまでの時間は極めて短く、マイクロビーズ１２が測定点を通過する数μ～数１０μ
秒の間に、パルス変調信号によって変調されたレーザ光が巡回的にマイクロビーズ１２に
照射される。
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　ここで、パルス変調されるレーザ光は、マイクロビーズ１２が測定点を通過する数μ～
数１０μ秒の間に、０．５１０μ秒を１周期とする、一連のパルス変調の制御信号が数回
～数１０回、断続的に巡回される。
　受光部２６の光電変換器２７ａ～２７ｃで受光されて出力される受光信号は、Ａ／Ｄ変
換器２８ｃにおいて受光部２４から出力されたトリガ信号のタイミングで同期が取られ、
生成されたパルス変調信号の時間分解幅Δｔと同じ時間分解幅で、受光信号のサンプリン
グが行われる。サンプリングは、例えば８ビットのサンプリング（０～２５５の階調のサ
ンプリング）である。
【００４１】
　このサンプリングされた受光信号から、巡回して生成されるパルス変調信号に対応させ
て、蛍光強度の時系列データを平均化処理することにより、図７に示すような蛍光緩和特
性が求められる。
　この蛍光緩和特性の波形において、最大となる蛍光強度に対して、蛍光強度が1／ｅ％
＝３７％（ｅは自然対数の底）になる時間が蛍光緩和時定数として求められる。この蛍光
緩和時定数の値から、マイクロビーズ１２に結合した蛍光標識の種類が特定される。
　なお、光電変換器２７ａ～２７ｃは、バンドパスフィルタ２６ｃ１～２６ｃ３により波
長帯域別に受光して受光信号を出力するので、受光信号がどの波長帯域の蛍光の信号なの
かを知ることもできる。したがって、マイクロビーズ１２に結合した蛍光標識から発せら
れた蛍光の蛍光緩和時定数と波長帯域とを用いて、蛍光標識の種類をより正確に識別する
ことができる。
【００４２】
　上述したフローサイトメータ１０は、レーザ光をパルス変調してマイクロビーズ１２に
結合した蛍光標識に照射することで、蛍光緩和時定数を計測するものであるが、レーザ光
の強度を所定の周波数で変調してマイクロビーズに照射して、蛍光緩和時定数を計測する
ものであってもよい。以下、この方法について説明する。
　例えば、波長４０５ｎｍのレーザ光の強度を２０ＭＨｚで変調し、このレーザ光をフロ
ーセル中の測定点を通過するマイクロビーズに照射する。変調したパルス光の照射に対し
て発する蛍光を光電変換器等で受光する。
　光電変換器から出力される蛍光信号を増幅し、レーザ光の変調に用いた変調信号とミキ
シングし、ローパスフィルタを通して検波する。これにより、蛍光信号のｃｏｓ成分の信
号が抽出される。さらに、蛍光信号を、レーザ光の周波数変調に用いた変調信号に対して
位相を９０度ずらした信号とミキシングし、ローパスフィルタを通して検波する。これに
より、蛍光信号のｓｉｎ成分の信号が抽出される。
【００４３】
　抽出されたｓｉｎ成分及びｃｏｓ成分の信号を用いて、蛍光信号の、変調信号に対する
位相ずれ角度（位相遅れ角度）を求めることができる。
　求められた位相ずれ角度は、蛍光標識の発する蛍光の蛍光緩和時定数に依存しており、
例えば一次緩和過程で表した場合、ｃｏｓ成分及びｓｉｎ成分は、下記式（１），（２）
で表される。
　　　　ｃｏｓ（θ）＝１／（１＋（ωτ）2）(1/2)    　　　（１）
　　　　ｓｉｎ（θ）＝ωτ／（１＋（ωτ）2）(1/2)    　　（２）
　ここで、θは位相ずれ角度であり、ωはレーザ光の変調周波数であり、τは蛍光緩和時
定数である。
【００４４】
　蛍光信号のｃｏｓ成分及びｓｉｎ成分の比から求められる位相ずれ角度θを用いて、上
記式（１）、（２）から、蛍光緩和時定数τを求めることができる。
　この蛍光緩和時定数τは、上述したように、蛍光標識の種類によって変わるものであり
、また、二種類の蛍光標識の比率を変えて混合すると、比率に応じて蛍光緩和時定数τも
変わる。このため、蛍光緩和時定数τを求めることで、二種類の蛍光標識の比率を特定す
ることができる。
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　このように、蛍光標識が結合されたマイクロビーズに、所定の周波数で強度変調したレ
ーザ光を照射し、そのとき発する蛍光を計測することにより、発する蛍光の種類を識別す
ることができる。
　このようなマイクロビーズは、上記実施形態のようなフローサイトメータに使用される
が、フローサイトメータに使用が限定されるわけではない。
　しかし、フローサイトメータでは、マイクロビーズ１２に結合された蛍光標識の蛍光緩
和時定数を求めることで、蛍光標識の種類を的確に識別することが可能であるから、本発
明方法における蛍光測定工程には、フローサイトメータを好適に用いることができる。
【００４５】
　用いられる蛍光検出器は標識蛍光色素に応じた波長の蛍光について、その蛍光強度と蛍
光緩和時定数とを計測できることが必要である。このような検出器としては特願２００５
－３７３９９号明細書に記載の装置を用いることができる。検出の方式としてはフローサ
イトメーター、蛍光プレートリーダー、蛍光画像化装置などの方式の検出器を、単体や細
胞の状態に応じて選択することができる。
　なお、本発明方法における蛍光測定工程の実施に先立ち、蛍光標識された物質を用いな
いで空試験を行い、細胞や測定雰囲気等が発するいわゆるバックグラウンド蛍光の蛍光緩
和時定数を測定しておくと、測定対象物に結合した蛍光標識の発する蛍光との識別が容易
となる。
　以上、本発明にかかる蛍光分析方法の中、特定の態様について詳細に説明したが、本発
明は上記実施形態に限定されず、本発明の趣旨を逸脱しない範囲において、種々の改良や
変更をしてもよいのはもちろんである。
【実施例】
【００４６】
　測定用ビーズは以下のように調製した。磁気マイクロビーズ（Ｄｙｎａｌ社製Ｄｙｎａ
ｂｅａｄｓＭ２７０）を１００μＬの蒸留水で３回洗浄し、１０μＬのＣＭＣ（０．００
5Ｍ、シグマ社製）を加え４℃、１０分反応させた。上済みを除去し、６μＬのＣＭＣ（
０．００５Ｍ）と４μＬのＭＥＳ緩衝液（０．３Ｍ）を加え、４℃、３０分反応させた。
このビーズを１００μＬのＭＥＳ緩衝液（０．３Ｍ）により洗浄し、ビーズに対し２μＬ
のＭＥＳ緩衝液（０．３Ｍ）と０．３Ｍ、ＭＥＳ緩衝液により希釈した抗トランスフェリ
ン抗体（ｉｎｔｅｒ－ｃｅｌｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社製）８μＬを加え、４℃で
２０分反応させた。このビーズに対し５μＬのＢＳＡ（１０ｍｇ/ｍＬ）を加え、４℃で
一晩反応させた。このマイクロビーズを２００μＬのＰＢＳ緩衝液により２回洗浄し、計
測用ビーズとした。
　上記計測用ビーズに対し、１．１μＬのＢＳＡ（１０ｍｇ/ｍＬシグマ社製）およびト
ランスフェリン（１ｍｇ/ｍＬ）を１０μＬ加え、室温で１時間反応させた後、２００μ
ＬのＴＢＳ－Ｔ緩衝液で洗浄する事で計測対象のトランスフェリンが結合したビ－ズを調
製した。
【００４７】
　上澄みを除去した上記トランスフェリン結合ビーズに対し、１０μＬの抗トランスフェ
リンビオチン標識抗体（Ｒｏｃｋｌａｎｄ社製）を加え、室温で１時間反応させた。この
マイクロビーズを２００μＬのＴＢＳ－Ｔ緩衝液で３回洗浄し、上澄みを除去した後２０
μＬの２倍Ｂ＆Ｗ緩衝液を加え、きらに、５μＬのＱ－Ｄｏｔ６５５（Ｑ－Ｄｏｔ社製）
および１８．５μＬのＴＢＳ－Ｔ緩衝液を加え、室温で４０分間反応させることでＱ－Ｄ
ｏｔを標識した。
　上記反応の標識反応の終わったマイクロビーズを２００μＬのＢ＆Ｗ緩衝液により３回
洗浄し、１００μＬのＴＢＳ－Ｔ暖衝液に縣濁する事で蛍光緩和時定数計測フローサイト
メータでの計測に用いた。
　フローサイトメータによる計測においては、３０ｍＷの変調励起レーザーを光源に用い
、６ｍ/秒の流速でシース液を流しながら計測を行った。
　この時の計測値、およびＱ－Ｄｏｔで標識しないマイクロビーズの蛍光緩和時定数を以
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【００４８】
【表２】

【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１】本発明の方法中、蛍光測定工程を実施するフローサイトメータの概略構成図であ
る。
【図２】図１に示すフローサイトメータに用いられるレーザ光源部の一例を示す概略構成
図である。
【図３】図２に示すレーザ光源部から出射されるレーザ光と蛍光標識の発する光のスペク
トル強度分布を模式的に示す図である。
【図４】図１に示すフローサイトメータに用いられる受光部の一例を示す概略構成図であ
る。
【図５】図１に示すフローサイトメータに用いられる光源制御部及び信号処理部の一例を
示す概略構成図である。
【図６】図１に示すフローサイトメータで生成されるパルス変調信号の例を示す図である
。
【図７】蛍光標識が発する蛍光の強度の特性を説明する図である。（Ａ）は蛍光減衰曲線
を示し、（Ｂ）は励起光の変調により生じる位相差を示す図である。
【図８】二種類の蛍光標識が存在する場合に、パルス変調したレーザ光を照射したときの
蛍光の位相遅れの結果を示すグラフである。
【符号の説明】
【００５０】
　１０　フローサイトメータ
　１２　マイクロビーズ
　２０　信号処理装置
　２２　レーザ光源部
　２２ｒ　Ｒ光源
　２２ｇ　Ｇ光源
　２２ｂ　Ｂ光源
　２３ａ1，２３ａ2，２３ｂ1，２３ｂ2　ダイクロイックミラー
　２３ｃ．２６ａ　レンズ系
　２４，２６　受光部
　２６ｃ1，２６ｃ2，２６ｃ３　バンドパスフィルタ
　２７ａ～２７ｃ　光電センサ
　２８　制御・処理部
　２８ａ　光源制御部
　２８ｂ　信号処理部
　２８ｃ　Ａ／Ｄ変換器
　２８ｄ　演算処理部
　３０　管路
　３２　回収容器
３４ｒ，３４ｇ，３４ｂ　レーザドライバ
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