
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より選択される基、 Rは水
素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aおよび bは 0
から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応すること
により該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択
される基である）で表されるアクリダン。
【請求項２】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 1項記載のアクリダン。
【請求項３】
ジまたはポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択され
るハロゲン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 1項記載のアクリダン
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。
【請求項４】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 1項、
第 2項または第 3項記載のアクリダン。
【請求項５】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 1項、第
2項または第 3項記載のアクリダン。
【請求項６】
過酸化化合物とペルオキシダーゼと、化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より選択される基、 Rは水
素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aおよび bは 0
から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応すること
により該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択
される基である）で表されるアクリダンとの反応を含むことを特徴とする化学発光を生ず
る方法。
【請求項７】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 6項記載の方法。
【請求項８】
ジまたはポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択され
るハロゲン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 6項記載の方法。
【請求項９】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 6項、
第 7項または第 8項記載の方法。
【請求項１０】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 6項、第
7項または第 8項記載の方法。
【請求項１１】
(a)化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは水素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aお
よび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応
することにより該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群
より選択される基である）で表されるアクリダンと、
(b)該アクリダンからの発光を強化し得る量のフェノール化合物と、
(c)該アクリダンと該ペルオキシダーゼとの反応を誘発する量の過酸化化合物と、
(d)試薬組成物への該ペルオキシダーゼ添加の前に該過酸化化合物が反応するのを防ぐ量

10

20

30

40

50

(2) JP 3892035 B2 2007.3.14



のキレート剤と、
(e)化学発光を改良し得る量の界面活性剤と、を含有することを特徴とする、ペルオキシ
ダーゼの存在下で発光する試薬組成物。
【請求項１２】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 11項記載の試薬組成物。
【請求項１３】
ジまたはポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択され
るハロゲン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 11項記載の試薬組成
物。
【請求項１４】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 11項
、第 12項または第 13項記載の試薬組成物。
【請求項１５】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 11項、
第 12項または第 13項記載の試薬組成物。
【請求項１６】
ペルオキシダーゼまたはペルオキシダーゼと 物質を化学発光反応によるアッ
セイ法で検出する方法において、
(a)ペルオキシダーゼの存在下で発光する試薬組成物であって、化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは水素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aお
よび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応
することにより該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群
より選択される基である）で表されるアクリダンと、該アクリダンからの発光を強化し得
る量のフェノール化合物と、該アクリダンと該ペルオキシダーゼとの反応を誘発する量の
過酸化化合物と、該試薬組成物への該ペルオキシダーゼ添加の前に該過酸化化合物が反応
するのを防ぐ量のキレート剤と、化学発光を改良し得る量の界面活性剤とを含有する該試
薬組成物を与えることと、
(b)該試料物質検出のため該試薬組成物にペルオキシダーゼ

を添加して発光させること、を含むことを特徴とする検出方法。
【請求項１７】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 16項記載の検出方法。
【請求項１８】
ジまたはポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択され
るハロゲン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 16項記載の検出方法
。
【請求項１９】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 16項
、第 17項または第 18項記載の検出方法。
【請求項２０】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 16項、
第 17項または第 18項記載の検出方法。
【請求項２１】
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ペルオキシダーゼまたはペルオキシダーゼと 物質を化学発光反応によりアッ
セイ法で検出する方法において、該試料物質検出のための発光にアクリダンを過酸化物お
よびペルオキシダーゼ と反応させ、該アクリ
ダンが、化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは水素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aお
よび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応
することにより該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群
より選択される基である）で表されるアクリダンであることを特徴とする検出方法。
【請求項２２】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 21項記載の検出方法。
【請求項２３】
ジまたはポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択され
るハロゲン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 21項記載の検出方法
。
【請求項２４】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 21項
、第 22項または第 23項記載の検出方法。
【請求項２５】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 21項、
第 22項または第 23項記載の検出方法。
【請求項２６】
ペルオキシダーゼを化学発光反応によりアッセイ法で検出する方法において、化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは水素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aお
よび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応
することにより該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群
より選択される基である）で表されるアクリダンを、過酸化物の存在下で反応させること
を特徴とする検出方法。
【請求項２７】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 26項記載の検出方法。
【請求項２８】
ポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択されるハロゲ
ン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 26項記載の検出方法。
【請求項２９】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 26項
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、第 27項または第 28項記載の検出方法。
【請求項３０】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 26項、
第 27項または第 28項記載の検出方法。
【請求項３１】
試料物質を化学発光反応の発光によりアッセイ法で検出するためのキットにおいて、
(a)化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは水素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aお
よび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応
することにより該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群
より選択される基である）で表されるアクリダンと、
(b)過酸化物と、
(c)アクリダン化合物を過酸化物およびペルオキシダーゼと反応させることによるアッセ
イ法で光を検出する場合、単独のペルオキシダーゼと、または試料物質と結合した化合物
に付着した形のペルオキシダーゼと、をそれぞれ独立した容器で供給することを特徴とす
るキット。
【請求項３２】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 31項記載のキット。
【請求項３３】
ポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択されるハロゲ
ン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 31項記載のキット。
【請求項３４】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 31項
、第 32項または第 33項記載のキット。
【請求項３５】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 31項、
第 32項または第 33項記載のキット。
【請求項３６】
試料物質を化学発光反応の発光によりアッセイ法で検出するためのキットにおいて、
(a)化学式、
　
　
　
　
　
　
　
（ここで、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは水素原子、アルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基より選択される基、 aお
よび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応
することにより該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ置換フェノキシ基から成る群
より選択される基である）で表されるアクリダンと、該アクリダンからの発光を強化し得
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る量のフェノール化合物、該アクリダンと該ペルオキシダーゼとの反応を誘発する量の過
酸化化合物、該試薬への該ペルオキシダーゼ添加の前に該過酸化化合物が反応するのを防
ぐ量のキレート剤、および化学発光を改良し得る量の界面活性剤とを含有し、ペルオキシ
ダーゼの存在下で発光する試薬組成物と、
(b)試薬組成物をペルオキシダーゼと反応させることによるアッセイ法で光を検出する場
合、単独のペルオキシダーゼと、または試料物質と結合した化合物に付着した形のペルオ
キシダーゼと、をそれぞれ独立した容器で供給することを特徴とするキット。
【請求項３７】
Ar-Oがポリハロ置換フェノキシ基である請求の範囲第 36項記載のキット。
【請求項３８】
ポリハロ置換フェノキシ基が、式 OC6 H5 - m Xm（式中、 Xは Fおよび Clから選択されるハロゲ
ン原子であり、 mは 2から 5である）で表される請求の範囲第 36項記載のキット。
【請求項３９】
Rの少なくとも 1個がアルコキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 36項
、第 37項または第 38項記載のキット。
【請求項４０】
Rの少なくとも 1個がメトキシ基であり、その他の Rは水素原子である請求の範囲第 36項、
第 37項または第 38項記載のキット。
【請求項４１】
2',6'-ジフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートである化合物。
【請求項４２】
3',5'-ジフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートである化合物。
【請求項４３】
2',4',6'-トリクロロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートである化合物。
【請求項４４】
2',4',5'-トリクロロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートである化合物。
【請求項４５】
2',3',6'-トリフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートである化合物
。
【請求項４６】
ペンタフルオロフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートである化合
物。
【請求項４７】
2',3',6'-トリフルオロフェニル  2-メトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート
である化合物。
【請求項４８】
2',3',6'-トリフルオロフェニル  3-メトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート
である化合物。
【請求項４９】
2',6'-ジフルオロフェニル  3-メトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートである
化合物。
【請求項５０】
2',3',6'-トリフルオロフェニル  2,7-ジメトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレ
ートである化合物。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、過酸化物およびペルオキシダーゼとの反応によりアクリダンが発光（化学発光
）する、化学発光性 N-アルキルアクリダンカルボキシレート誘導体に関する。本出願はま
た、ペルオキシダーゼおよび過酸化水素などのオキシダントと、ある種の N-アルキルアク
リダンカルボキシレート誘導体との作用により、化学的に発光（化学ルミネセンス）させ
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るための改良された方法に関する。本出願はまた、特定の物質を用いて前記方法による化
学発光の発光量を増大させるための改良された方法に関する。本出願はまた、前記方法を
用いたペルオキシダーゼの検出に関する。本出願はまた、前記方法を用いた過酸化水素の
検出に関する。本出願はまた、前記方法を用いた様々な生体分子の検出および定量に関す
る。たとえば、この方法は、イムノアッセイの技術によるハプテン、抗原、抗体の検出、
ウェスタンブロッティングによるタンパク質の検出、サザンブロッティングおよびノーザ
ンブロッティングによる DNA、 RNAの検出に用いることができる。さらに、この方法は、 DN
Aの配列決定における DNA検出に用いることができる。さらに、この方法は、従来知られて
いるように、グルコースオキシダーゼ、グルコース -6-リン酸デヒドロゲナーゼ、ガラク
トースオキシダーゼなど、過酸化水素を生成する酵素の検出に用いることができる。
背景技術
生体分子を感度よく検出および定量する方法としては、これまで特定分子を放射性同位元
素で標識する方法が使われてきた。最近になって、放射性物質の持つ危険性やその取り扱
いの難しさを解消するため、放射性物質を使わない技術が数多く開発されてきている。試
料物質を酵素と結合させ、その触媒作用による基質の反応を測定する方法を使えば、増幅
した形で反応が観測されるため、最も高感度で検出を行うことができる。そのため、着色
光、蛍光、化学発光を発生する基質が作られるようになり、特に化学発光による高感度の
検出が可能となってきている。
測定の感度がさらに向上すれば、微量物質の検出が可能となり、また測定に必要な時間や
試薬の量が削減できるため、化学発光の用途は一層広がる。このような酵素を用いた化学
発光アッセイの検出速度および感度を向上させるためには、たとえば基質としてより発光
効率が高い物質、または長時間発光可能な物質を選ぶ必要がある。
イムノアッセイ、オリゴヌクレオチドの検出、およびハイブリッド核酸の作成などの酵素
結合法を用いた検出に使われる酵素としては、これまでホースラディッシュペルオキシダ
ーゼが最も一般的だった。従来知られている化学発光用の試薬では、分析時の感度の限界
などにより、この酵素の特性を最大限に活かすことができなかった。ペルオキシダーゼ抱
合体 (conjgate)を用いて超高感度の検出を行うには、より微量な酵素の検出ができる試薬
が要求される。具体的には、バックグラウンドの発光レベルや分析に不要な領域の発光レ
ベルを上げることなく、特定領域において高い発光レベルを持つような試薬が必要である
。このためには、従来よりも最大光度を上げるか、または発光持続時間を長くする必要が
ある。
a.　
過酸化ベンゾイル水溶液中でのアクリダンの酸化では、発光効率は非常に低く（φ C L =3×
10- 7）、しかもアクリジンなどの副生成物が生ずる（ S. Steenken, Photochem. Photobio
l., 11, 279-283 (1970)）。 N-メチルアクリダンは電気化学的に酸化されて N-メチルアク
リジニウムとなる（ P. Hapiot, J. Moiroux, J. M. Saveant, J. Am. Chem. Soc., 112 (
4), 1337-43(1990); N. W. Koper, S. A. Jonker, J. W. Verhoeven, Recl. Trav. Chim.
 Pays-Bas, 104 (11), 296-302 (1985)）。 N-アルキルアクリダン化合物の化学的酸化は
、ヘキサシアノ鉄（　）酸イオン（ A.Sinha,T. C. Bruice, J. Am. Chem. Soc., 106 (23
), 7291-2 (1984)）、ある種のキノン類（ A. K. Colter, P. Plank, J. P. Bergsma, R. 
Lahti, A. A. Quesnal, A. G. Parsons, Can. J. Chem., 62 (9), 1780-4 (1984)）、亜
硫酸リチウム（ O. N. Chupakhin, I. M. Sosonkin, A. I. Matern, G. N. Strogov, Dokl
. Akad. Nauk SSSR, 250 (4), 875-7 (1980)）によって行われてきた。 N-アルキルアクリ
ダン誘導体の酸化は、コオキシダントとなるフラビン化合物の存在下または非存在下で、
電気化学的に行われてきた（ W. R. Knappe, J. Pharm. Sci., 67 (3), 318-20 (1978); G
. A. Digenis, S. Shakshir, M. A. Miyamoto, H. B. Kostenbauer, J. Pharm. Sci., 65
 (2), 247-51 (1976)）。
10-メチルアクリダン -9-カルボン酸のアリールおよびアルキルエステルは、強塩基性の双
極中性溶媒中で自動酸化されて N-メチルアクリドンとなり、化学発光を起こす（ F. McCap
ra, Accts. Chem. Res., 9 (6), 201-8 (1976); F. McCapra, M. Roth, D. Hysert, K. A
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. Zaklika in Chemiluminescence and Bioluminescence, Plenum Press, New York, 1973
, pp. 313-321; F. McCapra, Prog. Org. Chem., 8, 231-277 (1971); F. McCapra, Pure
 Appl. Chem., 24,611-629 (1970); U.S. Patent No. 5,283,334 to McCapra）。化学発
光の量子収量は、 10- 5から 0.1の範囲で、脱離するフェノールまたはアルコールの pKaが低
下するのにしたがって増大することが分かっている。また、水溶液中では、中間生成物が
発光を伴わない競合反応により分解するため、量子収量が有意に低下した。カチオン界面
活性剤（ CTAB）を添加すると、この競合反応が抑制されるため、見かけの光収量は 130倍
に増大した。
本出願の原出願となる No.08/061,810では、酵素を用いて N-アルキルアクリダンカルボン
酸誘導体およびその置換体を酸化することにより、化学発光を起こさせる方法が初めて開
示されている。ペルオキシダーゼおよび過酸化物の存在下で、 N-アルキルアクリダンカル
ボキシレート誘導体は効率的に酸化されて N-アルキルアクリドンとなるとともに、化学発
光による青色光を生ずる。
b.　
N-アルキルアクリジニウムカルボン酸の脂肪族および芳香族エステルをアルカリ性溶液中
で H2 O2により酸化することにより発光させる反応はよく知られている。この場合の化学発
光の量子収量は 0.1と高いため、生体分子に結合する反応基を持った誘導体を開発するこ
とができるようになり、アクリジニウムエステルを標識とした化学発光によるイムノアッ
セイやオリゴヌクレオチドプローブアッセイが多数報告されるようになってきた。
アクリジニウムエステル (AE's)を使用する場合、特にタンパク質やオリゴヌクレオチドを
標識する場合には、 2つ問題がある。まず第 1に、加水分解の安定性が低いことである。ア
クリジニウムエステル抱合体は、室温またはそれよりやや高い温度で、徐々に分解が進行
する。長期間保存するには、脱離基の性質にもよるが、 -20℃に保つことが必要となる。
アクリジニウムエステルの第 2の問題は、水などのような求核性試薬を 9-部位に付加する
ことによって自発的に擬似塩基性の中間物を生成し、これが pH値によっては発光を伴わず
に分解反応を起こすことである。したがって実際に反応させる際には、アクリジニウムエ
ステルを含む溶液の pHを、はじめは擬似塩基の生成を防ぐため低く保ち、 H2 O2添加後は発
光を起こさせるため高くする必要がある。
N-アルキルアクリジニウムカルボン酸のアミド、チオエステル、スルホンアミドも、同様
の条件で酸化されることにより、発光することが分かっている（ T. Kinkel, H. Lubbers,
 E. Schmidt, P. Molz, H. J. Skripczyk, J. Biolumin. Chemilumin., 4. 136-139, (19
89); G. Zomer, J. F. C. Stavenuiter, Anal. Chim. Acta, 227, 11-19 (1989)）。しか
し、このように脱離基を変えても、貯蔵安定性はわずかしか向上しない。
アクリジニウムエステルの化学発光を利用して標識を行う際に、より根本的な問題は、標
識分子としてタンパク質やオリゴヌクレオチドに直接結合させると、多くても 10分子程度
しか結合できないということにある。発光時の量子収量（≦ 10%）を考えると、アクリジ
ニウムエステルで標識した試料物質は、多くても光子 1個分の光しか生じないことになる
。これに対し、試料物質を酵素で標識し、その発光反応を検出するようにすれば、酵素の
持つ触媒作用の結果、試料物質 1分子当たりの発光量は数桁も高くすることができる。
イムノアッセイにおいて試料物質になるべく多くのアクリジニウムエステル分子を結合さ
せるため、不特定の数のアクリジニウムエステルを含むリポソームと抗体との抱合体を作
成する方法が採られている（ S. J. Law, T. Miller, U. Piran, C. Klukas, S. Chang, J
. Unger, J. Biolumin. Chemilumin., 4, 88-98, (1989)）。この方法では、アクリジニ
ウムエステルの直接標識による方法と比べ、シグナルはわずかしか増大しない。
c.　
ルミノール、イソルミノールなど、アミノ基で置換した環状アシルヒドラジドは、 H2 O2お
よび（ホースラディッシュペルオキシダーゼ、 HRPのような）ペルオキシダーゼと塩基性
環境でと反応して発光する。この反応は、 H2 O2およびペルオキシダーゼの基本的な検出法
として使われてきた。さらにその発展として、ルミノール様物質（ 8-アミノ -5-クロロ -7-
フェニルピリド [3,4-d］ピリダジン -1,4(2H,3H)ジオン）を使った HRPによる化学発光アッ
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セイが行われてきた（ M. Ii, H. Yoshida, Y. Aramaki, H. Masuya, T. Hada, M. Terada
, M. Hatanaka, Y. Ichimori, Biochem. Biophys. Res. Comm., 193 (2), 540-5 (1993)
）。この化合物をイムノアッセイに利用すると、ルミノールを使った場合と比べ、検出能
力が 2倍になった。ペルオキシダーゼと過酸化物によって酸化されて発光する化合物とし
ては、他にヒドロキシ基で置換したフタルヒドラジドがある（ Akhavan-Tafti, U.S. Pate
nt Application No. 965,231, 1992年 10月 23日出願）。本出願の原出願となる No.08/061,
810（ 1993年 5月 17日出願）では、過酸化物およびペルオキシダーゼと反応して発光する化
学発光性 N-アルキルアクリダンカルボン酸のエステルおよびスルホンイミドを用いて、ペ
ルオキシダーゼの検出および各種アッセイを行う方法が開示されている。
ルミノールによる発光の光度および持続時間を向上させる手段として、様々な強化剤が用
いられている。たとえば、 D-ルシフェリンのようなベンゾチアゾール誘導体、 p-ヨードフ
ェノールや p-フェニルフェノールを含む種々のフェノール化合物、芳香族アミンなどであ
る（ G. Thorpe, L. Kricka, in Bioluminescence and Chemiluminescence, New Perspect
ives, J. Scholmerich, et al., Eds.,pp. 199-208 (1987)）。ここでは、フェノール化
合物とは、上記のヒドロキシフェノール化合物の置換体の他、 2-ナフトール、 6-ブロモ -2
-ナフトールなど、ペルオキシダーゼによる反応を促進することが知られている化合物を
含めた、ヒドロキシル基を持つ芳香族化合物を総称するものとする。アミノ基で置換され
た環状アシルヒドラジドのペルオキシダーゼによる酸化発光を促進する物質としては、こ
の他に 4-(4-ヒドロキシフェニル）チアゾール（ M. Ii, H. Yoshida, Y. Aramaki, H. Mas
uya, T. Hada, M. Terada, M. Hatanaka, Y. Ichimori, Biochem. Biophys. Res. Comm.,
 193 (2), 540-5 (1993)）、 U.S. Patent No.5,171,668 (Sugiyama)で開示された一群の
化合物、 2-ヒドロキシ -9-フルオレノン、 U.S. Patent No.5,206,149 (Oyama）で開示され
た一群のヒドロキシ化ベンゾキサゾール誘導体などがある。環状アシルヒドラジドが過酸
化物およびペルオキシダーゼによって酸化される機構は極めて複雑で、議論が大きく分れ
ている（ A. Lundin, L. Hallander, in Bioluminescence and Chemiluminescence, New P
erspectives, J. Scholmerich, et al., Eds., pp. 555-558 (1987); S. Vlasenko, A. A
refyev, A. Klimov, B. Kim, E. Gorovits, A. Osipov, E. Gavrilova, A. Yegorov, J. 
Biolumin. Chemilumin., 4, 164-176 (1989)）。そのため、ペルオキシダーゼの触媒作用
を利用した発光反応を新たに開発することが困難となっている。
d.　
ホースラディッシュペルオキシダーゼは、ルミノールやイソルミノールの基質とした化学
発光の検出による酵素イムノアッセイや DNAハイブリッド形成アッセイに広く使われるよ
うになっている（ G. H. Thorpe, L. J. Kricka, S. B. Mosely, T. P. Whitehead, Clin.
 Chem., 31, 1335 (1985); J. A. Matthews, A. Batki, C. Hynds, L. J. Kricka, Anal.
 Biochem., 151, 205 (1985); P. Walsh, J. Varlaro, R. Reynolds, Nuc. Acids Res. 2
0 (19), 5061-5065 (1992)）。 HRPの抱合によってルミノールの化学発光を強化させるた
めのキットも市販されている。ペルオキシダーゼによる従来の化学発生アッセイでは、極
微量の酵素を検出することができないため、甲状腺ホルモン TSHなどの試料物質に対して
は、極微量の検出が不可能だった。このため、より微量な酵素でも検出可能な化学発光試
薬が要求されている。
e.　
高分子または低分子の界面活性剤により発光反応を促進する方法が従来より知られている
。これは、発光体の光量子収量を増大させる、励起状態で生成される目的分子の比率を上
げる、競合する副反応を抑制することによって化学発光に関与する分子の比率を上げる（
McCapra, Accts. Chem. Res., 9 (6), 201-8 (1976)）、または触媒として働く酵素の活
性を高める、などの方法により、いずれか一つまたは二つ以上の反応段階を操作すること
によって行われている。高分子または低分子の界面活性剤が発光反応に与える影響につい
ては、明確な、あるいは一致したパターンがあるわけではない。したがって、ある特定の
反応において、界面活性剤が化学発光を強化するのかどうか、もしするならば、どの界面
活性剤がそうなのかというようなことは、予測が不可能であり、実験事実の積み重ねによ
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って明らかにする以外にない。
U.S. Patent No.5,145,772 (Voyta）では、高分子化合物の存在下で酵素による 1,2-ジオ
キセタンの化学発光を強化する方法が開示されている。ここでは、ある種のカチオン性高
分子化合物は化学発光の強化に有効であり、非イオン性高分子化合物は概して効果がなく
、アニオン性高分子化合物の中では、例 45に示すものが唯一発光量を有意に低下させたと
述べられている。
U.S. Patent No.4,927,769 (Chang）では、過酸化水素を用いて、アルカリ性環境で界面
活性剤によるアクリジニウムエステルの化学的酸化を促進する方法が開示されている。こ
こに記載されているアクリジニウムエステル化合物は、酵素無しで反応するという点で、
本発明の化合物とは異なる。実験で使った界面活性剤（該文献の表 2参照）の中では、い
くつかにおいてわずかな反応促進効果が見られたに過ぎないことが述べられている。
ホタルルシフェリンルシフェラーゼ反応に対する界面活性剤の影響に関する研究（ L. J. 
Kricka, M. DeLuca, Arch. Biochem. Biophys., 217, 674 (1983)）によると、非イオン
界面活性剤による酵素活性の変化の効果として光収量が増大したとされている。また、カ
チオン界面活性剤の場合は、酵素阻害効果により、発光が完全に消失したという。
また、ある研究（ T. Goto, H. Fukatsu, Tetrahedron. Lett., 4299 (1969)）によると、
ウミホタルルシフェリンの化学的酸化による発光において、発光体からの蛍光の量子収量
は、カチオン、アニオンおよび非イオン界面活性剤のいずれを使った場合でも増大するが
、非イオンおよびカチオン界面活性剤が化学発光を強化するのに対し、アニオン界面活性
剤は強化しないことが明らかにされている。
さらに、別の研究（ K. Sasamoto, Y. Ohkura, Chem. Pharm. Bull., 39 (2), 411-6 (199
1)）では、環状ジアシルヒドラジドのジアルキルアミノベンゾフラニル化物の化学的酸化
による発光が、カチオン界面活性剤によって強化されることがを報告されている。また、
アニオン界面活性剤は発光を強化しなかったが、非イオン界面活性剤は発光を低下させた
という。
発明の開示
以上に述べたことから、本発明の目的は、ペルオキシダーゼの作用によって化学発光を生
じさせることにより、生体物質および化合物を検出する上で優れた性質を持った N-アルキ
ルアクリダンカルボキシレート誘導体を提供し、さらにそのため改良された方法を提供す
ることである。また、本発明の別の目的は、溶液中または膜上における N-アルキルアクリ
ダンカルボキシレート誘導体を使って、ペルオキシダーゼの作用によって化学発光を生じ
させることにより、ペルオキシダーゼおよび酵素抱合体を検出するための改良された方法
およびキットを提供することである。さらに、本発明の別の目的は、 N-アルキルアクリダ
ンカルボキシレート誘導体を使って、ペルオキシダーゼの作用によって化学発光を生じさ
せることにより、溶液中および表面上での核酸アッセイを行うための改良された方法およ
びキットを提供することである。さらに、本発明の別の目的は、 N-アルキルアクリダンカ
ルボキシレート誘導体を使って、ペルオキシダーゼの作用によって化学発光を生じさせる
ことにより、ウェスタンブロッティングでタンパク質を、サザンブロッティングやその他
の DNAハイブリッド形成アッセイで DNAを検出するための改良された方法およびキットを提
供することである。さらに、本発明の別の目的は、 N-アルキルアクリダンカルボキシレー
ト誘導体を使って、ペルオキシダーゼの作用によって化学発光を生じさせることにより、
酵素イムノアッセイでハプテン、タンパク質および抗体を検出するための改良された方法
およびキットを提供することである。
【図面の簡単な説明】
図 1は、本発明による 2',6'-ジフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレー
ト（ 5a）を含む試薬、アクリダンとして 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カ
ルボキシレートを含む試薬、およびルミノールを含む市販の試薬の発光特性を比較したグ
ラフである。 3試薬は、別々に、各 40μ Lを 1.4× 10- 1 6 molの HRP水溶液 1μ Lと反応させた。
3試薬の組成はそれぞれ、（ 1） 0.05mMのアクリダン化合物 5aを含む pH8.0、 0.01Mのトリス
緩衝液、 0.4mMの過酸化尿素、 0.1mMの p-フェニルフェノール、 0.025%の TWEEN20、 1mMの ED
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TA、（ 2）前記の 5aの代わりに 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシ
レートを含む以外はまったく同じ組成の試薬、（ 3）ルミノールを含む最適試薬（ AMERSHA
M ECL, Amersham, PLC, Amersham, U.K.）とした。図 1から分かるように、この条件下で
は、本発明による試薬（ 5a）は、従来技術による化合物（ 4'-フルオロフェニル  10-メチ
ルアクリダン -9-カルボキシレートおよびルミノール）と比較して、相対光量単位（ RLU）
における発光量が大きい。
図 2は、本発明による 3',5'-ジフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレー
ト（ 5b）を含む試薬、アクリダンとして 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カ
ルボキシレートを含む試薬、およびルミノールを含む市販の試薬の発光特性を比較したグ
ラフである。 3試薬は、別々に、各 40μ Lを 1.4× 10- 1 6 molの HRP水溶液 1μ Lと反応させた。
3試薬の組成はそれぞれ、 (1)0.05mMのアクリダン化合物 5bを含む pH8.0、 0.01Mのトリス緩
衝液、 0.4mMの過酸化尿素、 0.1mMの p-フェニルフェノール、 0.025%の TWEEN20、 1mMの EDTA
、 (2)前記の 5bの代わりに 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレー
トを含む以外はまったく同じ組成の試薬、 (3)ルミノールを含む最適試薬とした。図 2から
分かるように、本発明による試薬（ 5b）は、従来技術による化合物と比較して、発光量が
大きい。
図 3は、本発明による 2',4',6'-トリクロロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシ
レート（ 5c）を含む試薬、アクリダンとして 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -
9-カルボキシレートを含む試薬、およびルミノールを含む市販の試薬の発光特性を比較し
たグラフである。 3試薬は、別々に、各 40μ Lを 1.4× 10- 1 6 molの HRP水溶液 1μ Lと反応させ
た。 3試薬の組成はそれぞれ、 (1)0.05mMのアクリダン化合物 5cを含む pH8.0、 0.01Mのトリ
ス緩衝液、 0.4mMの過酸化尿素、 0.1mMの p-フェニルフェノール、 0.025%の TWEEN20、 1mMの
EDTA、 (2)前記の 5cの代わりに 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシ
レートを含む以外はまったく同じ組成の試薬、 (3)ルミノールを含む最適試薬とした。図 3
から分かるように、本発明による試薬（ 5c）は、従来技術による化合物と比較して、発光
量が大きい。
図 4は、本発明による 2',4',5'-トリクロロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシ
レート（ 5d）を含む試薬、アクリダンとして 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -
9-カルボキシレートを含む試薬、およびルミノールを含む市販の試薬の発光特性を比較し
たグラフである。 3試薬は、別々に、各 40μ Lを 1.4× 10- 1 6 molの HRP水溶液 1μ Lと反応させ
た。 3試薬の組成はそれぞれ、 (1)0.05mMのアクリダン化合物 5dを含む pH8.0、 0.01Mのトリ
ス緩衝液、 0.4mMの過酸化尿素、 0.1mMの p-フェニルフェノール、 0.025%の TWEEN20、 1mMの
EDTA、 (2)前記の 5dの代わりに 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシ
レートを含む以外はまったく同じ組成の試薬、 (3)ルミノールを含む最適試薬とした。図 4
から分かるように、本発明による試薬（ 5d）は、従来技術による化合物と比較して、発光
量が大きい。
図 5は、本発明による 2',3',6'-トリフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキ
シレート（ 5e）を含む試薬、アクリダンとして 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダ
ン -9-ルボキシレートを含む試薬、およびルミノールを含む市販の試薬の発光特性を比較
したグラフである。 3試薬は、別々に、各 40μ Lを 1.4× 10- 1 6 molの HRP水溶液 1μ Lと反応さ
せた。 3試薬の組成はそれぞれ、 (1)0.05mMのアクリダン化合物 5eを含む pH8.0、 0.01Mのト
リス緩衝液、 0.4mMの過酸化尿素、 0.1mMの p-フェニルフェノール、 0.025%の TWEEN201mMの
EDTA、 (2)前記の 5eの代わりに 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシ
レートを含む以外はまったく同じ組成の試薬、 (3)ルミノールを含む最適試薬とした。図 5
から分かるように、本発明による試薬（ 5e）は、従来技術による化合物と比較して、発光
量が大きい。
図 6は、本発明によるペンタフルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート
（ 5f）を含む試薬、アクリダンとして 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カル
ボキシレートを含む試薬、およびルミノールを含む市販の試薬の発光特性を比較したグラ
フである。 3試薬は、別々に、各 40μ Lを 1.4× 10- 1 6 molの HRP水溶液 1μ Lと反応させた。 3
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試薬の組成はそれぞれ、 (1)0.05mMのアクリダン化合物 5fを含む pH8.0、 0.01Mのトリス緩
衝液、 0.4mMの過酸化尿素、 0.1mMの p-フェニルフェノール、 0.025%の TWEEN20、 1mMの EDTA
、 (2)前記の 5fの代わりに 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレー
トを含む以外はまったく同じ組成の試薬、 (3)ルミノールを含む最適試薬とした。図 6から
分かるように、本発明による試薬（ 5f）は、従来技術による化合物と比較して、発光量が
大きい。
図 7は、本発明による 2',3',6'-トリフルオロフェニル  3-メトキシ -10-メチルアクリダン -
9-カルボキシレート（ 5h）を含む試薬、アクリダンとして 4'-フルオロフェニル  10-メチ
ルアクリダン -9-カルボキシレートを含む試薬、およびルミノールを含む市販の試薬の発
光特性を比較したグラフである。 3試薬は、別々に、各 40μ Lを 1.4× 10- 1 6 molの HRP水溶液
1μ Lと反応させた。 3試薬の組成はそれぞれ、 (1)0.05mMのアクリダン化合物 5hを含む pH8.
0、 0.01Mのトリス緩衝液、 0.4mMの過酸化尿素、 0.1mMの p-フェニルフェノール、 0.025%の
TWEEN20、 1mMの EDTA、 (2)前記の 5hの代わりに 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン
-9-カルボキシレートを含む以外はまったく同じ組成の試薬、 (3)ルミノールを含む最適試
薬とした。図 7から分かるように、本発明による試薬（ 5h）は、従来技術による化合物と
比較して、発光量が大きい。
図 8は、本発明による試薬とルミノールを含む市販の最適試薬の HRP検出における直線性を
比較したグラフである。アクリダン 5eまたは 5hを含む試薬および市販の試薬（ AMERSHAM E
CL）各 40μ Lを、別々に、所定量の酵素を含む HRP試料 1Lと室温で混合した。アクリダン 5e
および 5hを含む試薬については 15分後の光度、 ECL試薬については最大光度を測定した。
図中の S-Bとは、 HRP存在下での RLUにおける化学発光シグナル (S)を、 HRP不存在下でのバ
ックグラウンドの化学発光 (B)に対して補正したものである。アクリダン 5eまたは 5hを含
む試薬の場合、 ECL試薬と比べて検出感度が 100倍であった。
図 9A、 9B、 9Cは、分画したヤギ抗ヒトトランスフェリン血清・ウサギ抗ヤギ IgGペルオキ
シダーゼ抱合体を用いた、化学発光検出による PVDF上でのヒトトランスフェリンのウェス
タンブロッティングの実験結果である。ヒトトランスフェリンは、 5つのスロットにそれ
ぞれ、 (1)1000pg、 (2)200pg、 (3)50pg、 (4)20pg、 (5)5pgを加えた。化学発光の検出は、
ルミノールを含む市販の試薬（ ECL、図 9A）、アクリダンとして本出願の原出願となる No.
08/061,810で開示された 4'-ヒドロキシフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレー
トを含む試薬（図 9B）、アクリダンとして本発明の 5eを含む試薬（図 9C）の 3種類の試薬
を用いて行った。ブロットは 14分間インキュベートした後、 X-OMAT AR Xフィルムに 15秒
間暴露した。画像はスキャンしてデジタル信号処理により再生した。本発明によるアクリ
ダン 5eで最も優れた結果が得られた。
図 10A、 10B、 10Cは、分画したヤギ抗ヒトトランスフェリン血清・ウサギ抗ヤギ IgGペルオ
キシダーゼ抱合体を用いた、化学発光検出によるニトロセルロース上でのヒトトランスフ
ェリンのウェスタンブロッティングの実験結果である。ヒトトランスフェリンは、 5つの
スロットにそれぞれ、 (1)1000pg、 (2)200pg、 (3)50pg、 (4)20pg、 (5)5pgを加えた。化学
発光の検出は、ルミノールを含む市販の試薬（ ECL、図 10A）、アクリダンとして本出願の
原出願となる No.08/061,810で開示された 4'-ヒドロキシフェニル  10-メチルアクリダン -9
-カルボキシレートを含む試薬（図 10B）、アクリダンとして本発明の 5eを含む試薬（図 10
C）の 3種類の試薬を用いて行った。ブロットは 15分間インキュベートした後、 X-OMAT AR 
X線フィルムに 1分間暴露した。画像はスキャンしてデジタル信号処理により再生した。本
発明によるアクリダン 5eで最も優れた結果が得られた。
図 11は、アクリダンとして 5hを含む本発明による試薬と市販の TSHイムノアッセイキット
とを利用し、化学発光による酵素イムノアッセイで甲状腺刺激ホルモン（ TSH）を検出し
たときの直線性を示したグラフである。アッセイの結果では、 0.003mIU/Lから 4桁以上に
わたって検量線が直線となっている。 5分後、 10分後、 15分後の各ウエルにおける光度を
測定したところ、測定感度はよく一致し、ともに見事な直線性を示している。図中の S-B
の意味は図 8と同様である。また、参考までに、同一メーカーの比色分析法によるアッセ
イでは、検出限界は 0.05mIU/Lであった。
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図 12は、アクリダンとして 5hを含む本発明による化学発光試薬を用い、ヒト成長ホルモン
（ hGH）に対して図 11に示す酵素イムノアッセイを行った結果を示したグラフである。 Sor
in Biomedica (Vercelli, Italy）製の市販の比色分析アッセイキットを使い、検出試薬
を変更した以外は添付の説明書にしたがって分析した。アッセイの結果では、検量線は直
線とならなかった。図中の S-B意味は図 8と同様である。
図 13は、二次抗体・ HRP抱合体を 10倍に希釈し、同様の化学発光による酵素イムノアッセ
イで hGHを検出したときの直線性を示したグラフである。アッセイの結果では、 0.05ng/mL
から 3桁以上にわたって検量線が直線となっている。 2.5分後、 5分後、 7.5分後、 10分後の
光強度を測定したところ、各測定感度はよく一致し、ともに見事な直線性を示している。
図中の S-Bの意味は図 8と同様である。また、参考までに、同一メーカーの比色分析法によ
るアッセイでは、検出限界の計算値は 0.05ng/mLで、結果は直線とならなかった。
図 14A、 14Bは、フルオレセインで標識した v-mosプローブとホースラディッシュペルオキ
シダーゼ・抗フルオレセイン抱合体を使い、化学発光検出により、ナイロン上で EcoRI制
限マウスゲノム DNAのサザンブロッティングを行った結果を示したものである。化学発光
の検出は、アクリダンとして 5eを含む本発明による試薬（図 14A）、およびルミノールを
含む市販の試薬（ ECL図 14B）を別々に用いて行った。ブロットは 22分間インキュベートし
た後、 X-OMAT AR X線フィルムに 10分間暴露した。画像はスキャンしてデジタル信号処理
により再生した。本発明によるアクリダン 5eで優れた結果が得られた。
発明を実施するための最良の形態
化学式、
　
　
　
　
　
　
　
で表され、 R1は、アルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より選択される基、 Rは
発光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Yは過酸化物およびペルオ
キシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光（化学発光）させる脱離基 (leaving
 group)であることを特徴とするアクリダンを用いた、化学発光によるペルオキシダーゼ
および過酸化物の検出方法は、本出願の原出願となる No.08/061,810（ 1993年 5月 17日出願
）で開示されている。しかし、ジハロアリールおよびポリハロアリールエステルの誘導体
（化学式 (I)において Y=OArXn）など、ある種のアクリダン誘導体が、より優れた化学発光
特性を持つことが分かってきた。
本発明は、特に、
化学式、
　
　
　
　
　
　
　
で表され、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より選択される基、 Rは発
光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、過酸化物お
よびペルオキシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光させるジおよびポリハロ
置換フェノキシ基から成る群より選択される基であることを特徴とする、改良したアクリ
ダンに関する。 Ar-O基が 2個以上のハロゲン置換基を含む場合に、化学発光およびアッセ
イにおいて予期せぬ優れた特性を発揮する。
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本発明は、ペルオキシダーゼの存在下で発光することを特徴とする、改良された試薬組成
物に関するものであって、
a)　化学式、
　
　
　
　
　
　
　
で表され、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは発光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、
過酸化物およびペルオキシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光させるジおよ
びポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択される基であるアクリダンと、
b)　場合により、該アクリダンからの発光を強化するフェノール化合物と、
c)　該アクリダンと該ペルオキシダーゼとの反応に関わる過酸化化合物と、
d)　該試薬組成物への該ペルオキシダーゼ添加の前に該過酸化化合物が反応するのを防ぐ
キレート剤と、
e)　界面活性剤と、
を含むことを特徴とする試薬組成物に関する。
本発明は、化学発光を発生させるための改良された方法に関するものであって、化学式、
　
　
　
　
　
　
　
で表され、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは発光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、
過酸化物およびペルオキシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光させるジおよ
びポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択される基であるアクリダンを、過酸化化
合物およびペルオキシダーゼと反応させることを含むことを特徴とする方法に関する。
本発明はまた、ペルオキシダーゼまたはペルオキシダーゼと結合したもしくは結合可能な
試料物質を、化学発光反応によってアッセイ法で検出するための、改良された方法に関す
るものであって、化合式、
　
　
　
　
　
　
　
で表され、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは発光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、
過酸化物およびペルオキシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光させるジおよ
びポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択される基であるアクリダンを、過酸化物
およびペルオキシダーゼとの反応によって発光させることにより、該試料物質を検出する
ことを含むことを特徴とする方法に関する。
本発明はまた、ペルオキシダーゼまたはペルオキシダーゼと結合したもしくは結合可能な
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試料物質を、化学発光反応によってアッセイ法で検出するための、改良された方法に関す
るものであって、
ペルオキシダーゼの存在下で発光する試薬組成物であって、
a)　化学式、
　
　
　
　
　
　
　
で表され、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは発光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、
過酸化物およびペルオキシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光させるジおよ
びポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択される基であるアクリダンと、
該アクリダンと該ペルオキシダーゼとの反応に関わる過酸化化合物と、
該アクリダンからの発光を強化するフェノール化合物などの強化物質と、
該試薬組成物への該ペルオキシダーゼ添加の前に該過酸化化合物が反応するのを防ぐキレ
ート剤と、
界面活性剤と、
を含む試薬を与えることと、
b)　該試料物質検出のため該試薬組成物にペルオキシダーゼを添加して発光させることと
、
を含むことを特徴とする方法に関する。
本発明はまた、試料物質を化学発光反応の発光によってアッセイ法で検出するためのキッ
トに関するものであって、
a)　化学式、
　
　
　
　
　
　
　
で表され、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは発光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、
過酸化物およびペルオキシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光させるジおよ
びポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択される基であることを特徴とするアクリ
ダンと、
過酸化物と、
場合により、該アクリダンからの発光を強化するフェノール化合物などの強化物質と、
場合により、試薬組成物への該ペルオキシダーゼ添加の前に該過酸化化合物が反応するの
を防ぐキレート剤と、
界面活性剤と、
b)　該試薬とペルオキシダーゼとの反応による光をアッセイ法で検出するためのペルオキ
シダーゼと、
を、それぞれ独立した容器に含むことを特徴とするキットに関する。
本発明はまた、過酸化水素を化学発光反応によってアッセイ法で検出するための改良され
た方法に関するものであって、化学式、
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で表され、 R1はアルキル基、ヘテロアルキル基、アラルキル基より成る群より選択される
基、 Rは発光を生じさせる任意の基、 aおよび bは 0から 4までの整数値、 Ar-Oは脱離基で、
過酸化物およびペルオキシダーゼと反応することにより該アクリダンを発光させるジおよ
びポリハロ置換フェノキシ基から成る群より選択される基であるアクリダンを、過酸化水
素およびペルオキシダーゼと反応させることを含むことを特徴とする方法に関する。
本発明は、以下の少なくともひとつにおいて優れた特性を持つ、改良された N-アルキルア
クリダンカルボキシレート誘導体に関する。即ち、発光持続時間が長い、発光光度が高い
、最大発光光度までの立ち上がりが速い、バックグラウンドの発光レベルが低い、シグナ
ル／バックグラウンド比が高い、化学発光検出試薬の貯蔵安定性が高い、膜上での発光が
強い、などである。 R基と Ar基の組み合わせを変えることにより、用途に応じて最適な化
合物を選択することができる。特に、 2個以上のハロゲン置換基を Ar基に持つ N-アルキル
アクリダンカルボキシレート誘導体は、極めて優れた発光特性を持つ。これは、 Ar基に 2
個以上のハロゲン置換基が導入されると、アクリダンの脱離基の特性が良くなり、競合す
る非発光性の副反応を抑えることにより発光反応を促進するためと考えられる。
一般的に、光度の立ち上がりを速くしたい場合、または最大光度を高くしたい場合は、 Ar
-O-アニオンの共役酸（ Ar-OH）の pKaが Ph-OHの pKaよりも低く（好ましくは約 9.5以下）な
るよう、 O-Ar基を選択するのが良い。たとえば、ハロゲン原子などの電子求引性の基には
pKaを下げる作用があるため、フェノールまたはその化合物（ Ar-OH）にこれらの置換基を
導入すると、同じ pHでもイオン化しやすくなる。そのため、エステルの O-Ar基を水、水酸
化物イオン、過酸アニオンなどの求核性試薬で置換するような求核性置換反応においては
、より良好な脱離基として作用する傾向にある。また、 N-アルキルアクリダンカルボキシ
レート誘導体を含む化学発光試薬の貯蔵安定性を高めたい場合には、 R基のうち少なくと
もひとつをアルキル基、アルコキシ基、アリールオキシ基などで置換すると良い。
好適な化合物の例としては、
　
　
　
　
　
　
　
で表される化合物であって、 Xは F、 Cl、 Br、 Iのうちから選択されるハロゲン原子、 mは 2
から 5までの数である化合物が挙げられる。
別の好適な化合物の例としては、
　
　
　
　
　
　
　
で表される化合物が挙げられる。
より好適な化合物の例としては、
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で表される化合物であって、 Xは F、 Cl、 Br、 Iのうちから選択されるハロゲン原子、 mは 2
から 5までの数である化合物が挙げられる。
これらの他に調製および発光実験を行ったアクリダン化合物は、フェニル  10-メチルアク
リダン -9-カルボキシレート、 2',6'-ジメチルフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキ
シレート、 4'-フルオロフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート、 4'-ヨード
フェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート、 4'-フェニルフェニル  10-メチルア
クリダン -9-カルボキシレート、 3',5'-ジカルボメトキシフェニル  10-メチルアクリダン -
9-カルボキシレート、 4'-（Ｎ－ブチルアミノカルボニル）フェニル  10-メチルアクリダ
ン -9-カルボキシレート、 4'-メトキシフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレー
ト、 2',6'-ジメトキシフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート、 4'-アセトア
ミドフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート、 4'-（ 2-（スクシンイミジルオ
キシカルボニル）エチル）フェニル  10-チルアクリダン -9-カルボキシレート、 2'-ヒドロ
キシフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート、 3'-ヒドロキシフェニル  10-メ
チルアクリダン -9-カルボキシレート、 4apos;-ヒドロキシフェニル  10-メチルアクリダン
-9-カルボキシレート、 2',6'-ジヒドロキシフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシ
レート、 2',3'-ジヒドロキシフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート、 2',3'
,5',6'-テトラフルオロ－ 4'-ヒドロキシフェニル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレ
ート、ナフチル  10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート、 6'-ヒドロキシナフチル  10-
メチルアクリダン -9-カルボキシレートなどである。これらの化合物では、本発明による
化合物ほどの効果が見られなかった。
本発明による N-アルキルアクリダンカルボキシレート誘導体のうち、ある種のものは、過
酸化物およびペルオキシダーゼと反応し、アッセイに適した化学発光特性を発揮する。こ
の化学発光は、下記の一般反応式で示されるように、 N-アルキルアクリドンまたはその置
換体の励起状態から生ずると考えられる。
　
　
　
　
　
　
　
本発明は、ペルオキシダーゼ、過酸化化合物、および強化剤の作用によって N-アルキルア
クリダンカルボキシレート誘導体を酸化することにより、化学発光を起こすための方法に
関する。本発明はまた、この方法を用いてペルオキシダーゼを高感度で検出するための方
法に関する。さらに、本発明は、この方法を用いて、化学的または物理的にこの酵素に結
合させた様々な生体分子を検出および定量するための方法に関する。さらに、本発明は、
この方法を用いて、この酵素に結合可能な様々な生体分子を、例えば、ビオチンで標識し
た試料やストレプタビジン・ペルオキシダーゼ抱合体を使って検出および定量するための
方法に関する。また、フルオレセインと抗フルオレセイン、ジゴキシゲニンと抗ジゴキシ
ゲニン、相補的配列を持つ核酸同士など、上記以外の新和性の高い一般的な物質の組を用
いて、ペルオキシダーゼを試料物質に結合させることにより、本発明を適用することもで
きる。標識された有機分子または生体分子は、得られる化学発光の光度から直接定量する
ことができる。この方法は、たとえば、イムノアッセイの技術によるハプテン、抗原、抗
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体の検出、ウェスタンブロッティングによるタンパク質の検出、サザンブロッティングお
よびノーザンブロッティングによる DNA、 RNAの検出に用いることができる。さらに、この
方法は、 DNAの配列決定における DNA検出に用いることができる。さらに、この方法は、コ
レステロールオキシダーゼ、グルコースオキシダーゼ、グルコース -6-リン酸デヒドロゲ
ナーゼ、ガラクトースオキシダーゼ、ガラクトース -6-リン酸デヒドロゲナーゼ、アミノ
酸オキシダーゼなどの酵素が生成する過酸化水素の検出に用いることができる。したがっ
てこの方法は、これら過酸化水素を生成する酵素の検出に用いることもできる。
本発明による反応は、緩衝液などの溶液中、またはビード、チューブ、マイクロウェルプ
レートもしくは膜などの固体担体の表面上で行うことにより、良好な結果が得られる。使
用できる緩衝液としては、一般的な緩衝液のうち、 pHを 7～ 10程度に保つことができるも
のであればよく、たとえばホスフェート、ボレート、カーボネート、トリス（ヒドロキシ
メチルアミノ）メタン、グリシン、トリシン、 2-アミノ -2-メチル -1-プロパノール、ジエ
タノールアミンなどが挙げられる。ただし、本発明を適用する際に具体的にどのような条
件が適しているかは、たとえば、イムノアッセイ、ウェスタンブロッティング、サザンブ
ロッティングなど、どんな用途に適用するかによって異なる。膜上での分析の場合は、使
用する膜材料をキットの中に含めることもできる。
N-アルキルアクリダンカルボキシレート誘導体が過酸化水素およびペルオキシダーゼに酸
化されることにより生ずる化学発光は、高感度で検出することができる。化学発光を強化
する物質でこの反応を促進すれば、さらに微量のペルオキシダーゼを測定することが可能
である。この酵素を分析したい生体分子と結合させることにより、その生体分子を高感度
で検出することができる。
フェノール化合物の置換体のうち、ある種のものを、単独でまたは界面活性剤とともに反
応混合系に加えると、添加されたペルオキシダーゼおよび過酸化物の存在下で生ずる化学
発光を強化することができる。その結果、光度が増すか、発光持続時間が伸びるか、また
はその両者を併せた効果が得られる。ペルオキシダーゼの関与するその他の反応を促進し
、本発明による化学発光を強化することが分かっているフェノール化合物としては、 p-フ
ェニルフェノール、 p-ヨードフェノール、 p-ブロモフェノール、 p-ヒドロキシケイ皮酸、
2-ナフトール、 6-ブロモ -2-ナフトールがあるが、これらに限定されるわけではない。ま
た、この他のフェノール化合物および芳香族アミン化合物が本発明の範囲に含まれること
は自明である。そのような化合物には、前記の G. Thorpe, L. Kricka, in Bioluminescen
e and Chemiluminescence, New Perspectives, J. Scholmerich, et al., Eds., pp. 199
-208 (1987); M. Ii, H. Yoshida, Y. Aramaki, H. Masuya, T. Hada, M. Terada, M. Ha
tanaka, Y. Ichimori, Biochem. Biophys. Res. Comm., 193 (2), 540-5 (1993); U.S. P
atent Nos. 5,171,668, 5,206,149などに記載されたホタルルシフェリン、 6-ヒドロキシ
ベンゾチアゾール、 2-シアノ -6-ヒドロキシベンゾチアゾール、 4-(4-ヒドロキシフェニル
）チアゾール、 p-クロロフェノール、 2,4-ジクロロフェノール、 2-クロロ -4-フェニルフ
ェノール、 1-ブロモ -2-ナフトール、 1,6-ジブロモ -2-ナフトール、 2-ヒドロキシ -9-フル
オレノン、 6-ヒドロキシベンゾキサゾール誘導体、 4-ヒドロキシ -3-[3-(4-ヒドロキシフ
ェニル )1-オキソ -2-プロペニル ]-2H-1-ベンゾピラン -2-オンなどがある。
ペルオキシダーゼの不存在下で起こる過酸化水素と N-アルキルアクリダンカルボキシレー
ト誘導体の発光反応を抑制する添加剤は、本発明の有用性をさらに高めることができる。
また、シクロデキストリンなどのある種の化合物、 C1 2～ C2 0の硫酸アルキルおよびスルホ
ン酸アルキル、硫酸デキストラン、 C1 2～ C2 0のアルキルトリメチルアンモニウム塩などの
界面活性剤、ポリオキシアルキレンアルキルフェノール、ポリオキシアルキレンアルコー
ル、ポリオキシアルキレンエーテル、ポリオキシアルキレンソルビトールエステルなどの
非イオン界面活性剤は、シグナル／バックグラウンド比を高めることにより、本発明を利
用したアッセイでのペルオキシダーゼの検出感度を向上させることが知られている。これ
は、おそらくアクリダン誘導体の自動酸化による分解速度が低下することにより、ペルオ
キシダーゼ不存在下での（バックグラウンドでの）化学発光が減少するためであると考え
られる。
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本発明による試薬の好適な成分組成を表 1に示す。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
本発明は、緩衝液中に
1)　フェノール強化剤またはその塩と、
2)　過酸化水素、過酸化尿素、過ホウ酸塩などの過酸化化合物と、
3)　本発明によるアクリダン化合物と、
4)　エチレンジアミン四酢酸（ EDTA）、ジエチレントリアミン五酢酸（ DTPA）、エチレン
ビス（オキシエチレンニトリロ）四酢酸（ EGTA）およびこれらの塩などのキレート剤から
成る群より選択することができるカチオン錯化剤と、
5)　ドデシル硫酸ナトリウム（ SDS）などのアニオン界面活性剤（または、好ましくはポ
リオキシエチレン化アルキルフェノール、ポリオキシエチレン化アルコール、ポリオキシ
エチレン化エーテル、ポリオキシエチレン化ソルビトールエステルなどの非イオン界面活
性剤）、またはその他の界面活性剤と、
を含む水溶性緩衝液に関する。
本発明の好適な適用例として、 pH7～ 10の緩衝液中に、終濃度約 0.01M～ 1× 10- 6 Mの p-フェ
ニルフェノールなどのフェノール化合物、終濃度約 5％～ 0.005％（ v/v）の非イオン界面
活性剤、過酸化水素などの過酸化物（好ましくは過ホウ酸塩もしくは過酸化尿素）、終濃
度約 1× 10- 3 M～ 1× 10- 5 Mの EDTAなどのカチオン錯化剤を含む水溶液を、本発明によるアク
リダン化合物を含む第 2の溶液と混合して終濃度が約 0.001M～ 1× 10- 5 Mとなるようにし、
検出用試薬溶液を調製する。この溶液を、溶液中または固体担体上に付着するペルオキシ
ダーゼと接触させる。各成分の最適濃度は、分析毎に個別に決定する必要がある。特に、
最大限の発光光度を得るため、アクリダン化合物と強化剤の濃度は、状況に応じて的確に
決める必要がある。検出反応は、 20～ 40℃前後の温度範囲で行うことが可能である。室温
で行うのが容易であり、かつ良好な結果が得られる。
また、検出用試薬溶液中の酵素を除去すると、その貯蔵可能期間が大幅に長くなることが
分かった。この方法にしたがって本発明による検出用試薬を保存すると、ペルオキシダー
ゼの作用によって生ずる化学発光の光量をより長い期間にわたって維持することができる
。こうして貯蔵安定性が増すことにより、試薬や費用を削減することができる。
本発明による N-アルキルアクリダンカルボキシレート誘導体および試薬の大きな利点は、
ペルオキシダーゼの検出感度が高いことと、 N-アルキルアクリダンカルボキシレート誘導
体が加水分解に対して安定であるということである。比較実験の結果、本発明による試薬
は、ルミノールおよび強化剤を含む検出試薬と比較して、 HRPの検出が 100倍高いことが分
かった。また別の利点は、ペルオキシダーゼ濃度の測定におけるダイナミックレンジ (dyn
amic range)が広いことである。また、 N-アルキルアクリダンカルボキシレート誘導体の
別の利点は、熱安定性と光化学的安定性、および精製の容易さである。ルミノールなどの
アミノアリール環状ジアシルヒドラジドは、ペルオキシダーゼの関与する従来技術による
発光反応の基質として最もよく知らているが、調製が難しいばかりでなく、高純度に維持
するのが困難なため、暗所に保存するか、または使用する直前に精製する必要がある（ R.
 A. W. Scott, L. J. Kricka, Bioluminescence and Chemiluminescence, New Perspecti
ves, J. Scholmerich, et al., Eds., pp. 237-240 (1987)）。ある種の N-アルキルアク
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リダンカルボン酸誘導体を用いることによる別の利点は、従来の化合物よりも化学発光の
持続時間が長いことである。持続時間が長くなることにより、反応のタイミングを厳密に
調整する必要がなくなるため測定が容易になるだけでなく、フィルムによる検出方法を用
いた場合には検出感度が良くなる。
実施例
例 1.
アクリダンカルボキシレート誘導体の 5a～ 5jを反応手順 1に示す方法で、相応するアクリ
ジン -9-カルボン酸から合成した。下記の構造で、化学式（ II）中の基（ R） aは、置換基 A
で特に示す以外は、全て水素原子であり、また、化学式（ II）中の基 (R)bは、置換基 Bで
特に示す以外は全て水素原子である。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
夫々対応するアクリジン -9-カルボン酸化合物 1が、市販品から入手できない場合には、反
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応手順 2記載の反応順序で製造した。 (G. Zomer, J. Stavenuiter, R. Van Den Berg, E. 
Jansen, In Luminescence Techniques in Chemical and Biochemical Analysis, W. Baey
ens, D. De Keukeleire, K. Korkidis, eds., Dekker, New York, 505-521, (1991);R. S
toll, J. Prakt. Chem., 105, 137, (1992)).
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

アクリジン -9-カルボン酸（化合物 1a、オールドリッキ (Aldrich)、 0.2～ 0.5g)を、過剰の
塩化チオニル (3～ 10mL)に懸濁させ、反応混液を 3時間還流した。溶媒を減圧下で溜去して
、黄色の固体を得、これをアルゴン雰囲気下で塩化メチレンとピリジン (2～ 3当量）に溶
解した。塩化メチレン中フェノール (1～ 1.5当量）の溶液を滴下した。溶液を室温で一晩
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中撹拌し、さらに塩化メチレン (100mL)で希釈し、水 (3× 30mL)で洗浄した。有機相を Na2 S
O4上で乾燥し、濃縮して生成物を得た。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

化合物 3(1～ 2mモル）をアルゴン雰囲気下で塩化メチレン (5～ 10mL)に溶解し、メチル　ト
リフルオロメタンスルフォネート (5～ 10当量）を加えた。溶液で室温で一晩中撹拌し、薄
い黄色沈殿物を得た。この沈殿物を濾過し、エーテルで洗浄し、乾燥して黄色結晶の生成
物を得た。
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

化合物 4(0.2～ 0.3mモル）を、無水エタノール (15～ 30mL)中に懸濁させ、溶液を 10分間還
流して、透明な溶液を得た。過剰の塩化アンモン (10～ 50当量）を、溶液に分割添加し、
続いて亜鉛（ NH4 Cl量と同当量）を添加すると、直ちに溶液が脱色された。無色の溶液を 3
0分還流した。冷却した溶液を濾過し、沈殿物をエタノール (3× 20mL)で洗浄した。溶液を
濃縮し、クリーム状の固体を得、これを塩化メチレンに再溶解して、水 (3× 50mL)で洗浄
した。塩化メチレンを蒸発して得た粗製物をシリカゲルのクロマトグラフにかけ（酢酸エ
チル／ヘキサン）、純粋な生成物を白色固体とて得た。

化合物 4(0.3～ 0.6mモル）を、氷酢酸 10mL中に溶解し、黄色溶液を得、亜鉛（ 100当量）を
加えると、直ちに溶液が脱色された。室温で 5分間撹拌した後、反応混液の薄膜クロマト
グラフによって、無極性物質であることが判った。酢酸をデカントし、固体を塩化メチレ
ンで洗浄した。一緒にした有機溶液を蒸発させ、粗製の固体を得、これを塩化メチレンに
再溶解し、 2又は 3～ 50mLの水で分割洗浄を行なった。塩化メチレンを蒸発させて得た粗製
物をシリカゲルのクロマトグラフ（ 20～ 30％の酢酸エチル／ヘキサン）にかけ、純品を、
白い固体とて得た。
化合物 5aから 5jまで、及びその中間品を下表の如く製造した。
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化合物 5aの合成
2',6'-ジフルオロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレート (3a).
生成物をシリカゲルのクロマトグラフにかけ (30％酢酸エチル／ヘキサン）、純品をクリ
ーム状の固体として得た。 1 H NMR(CDCl3 )δ 7.13-7.39(m,3H), 7.68-8.35(m,8H).
2',6'-ジフルオロフェニル　 10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレート　トリフルオ
ロメタンスルフォネート (4a). 1 H NMR(アセトン -d6 )δ 5.28(s,3H), 7.44-7.68(m,3H), 8.
32-9.13(m,8H).
2',6'-ジフルオロフェニル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート (5a).方法 A. 1 H N
MR(CDCl3 )δ 3.49(s,3H), 5.29(s,1H), 6.82-7.10(m,7H), 7.29-7.41(m,4H).

化合物 5bの合成
3',5'-ジフルオロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレート (3b). 1 H NMR(CDCl3 )δ 6.84
-7.09(m,3H), 7.67-8.37(m,8H).
3',5'-ジフルオロフェニル　 10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレート　トリフルオ
ロメタンスルフォネート (4b).化合物 3bを二塩化メタン中で、メチル　トリフルオロメタ
ンスルフォネートと 3日間反応した。 1 H NMR(アセトン -d6 )δ 5.25(s,3H), 7.22-7.59(m,3H
), 8.32-9.09(m,8H).
3',5'-ジフルオロフェニル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート (5b).方法 B. 1 H N
MR(CDCl3 )δ 3.44(s,3H), 5.16(s,1H), 6.49-6.65(m,3H), 6.99-7.36(m,8H).

.化合物 5cの合成
2',4',6'-トリクロロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレート (3c).黄色固体： 1 H NMR(
CDCl3 )δ 7.55(s,2H), 7.67-8.61(m,8H).
2',4',6'-トリクロロフェニル　 10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレートトリフル
オロメタンスルフォネート (4c). 1 H NMR(アセトン -d6 )δ 5.28(s,3H), 7.93(s,2H), 8.31-
9.13(m,8H).
2',4',6'-トリクロロフェニル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート (5c).方法 B. 1

H NMR(CDCl3 )δ 3.42(s,3H), 5.27(s,1H), 6.97-7.39(m,10H).
化合物 5dの合成

2',4',5'-トリクロロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレート (3d).黄色固体： 1 H NMR(
CDCl3 )δ 7.63-8.34(m,10H).
2',4',5'-トリクロロフェニル　 10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレートトリフル
オロメタンスルフォネート (4d). 1 H NMR(アセトン -d6 )δ 5.26(s,3H), 8.09(s,1H), 8.26-
9.11(m,9H).
2',4',5'-トリクロロフェニル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート (5d).方法 B. 1

H NMR(CDCl3 )δ 3.43(s,3H), 5.23(s,1H), 6.97-7.42(m,10H).
化合物 5eの合成

2',3',6'-トリフルオロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレート (3e).黄色固体を更に
エーデルで洗浄し、過剰のフェノールを除去した（収率 82％）： 1 H NMR(CDCl3 )δ 7.08-7.
28(m,2H), 7.71-8.42(m,8H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレートトリフ
ルオロメタンスルフォネート (4e).溶解度が低い為、化合物 3dは、塩化メチレン 25mL中に
懸濁し、常法に従って処理した。 1 H NMR(アセトン -d6 )δ 5.29(s,3H), 7.50-7.67(m,2H), 
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8.26-9.14(m,8H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート (5e).方法 B.
 1 H NMR(CDCl3 )δ 3.44(s,3H), 5.29(s,1H), 6.76-6.84(m,2H), 6.99-7.39(m,8H).

化合物 5fの合成
ペンタフルオロフルオロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレート (3f).　 1 H NMR(CDCl3
)δ 7.70-8.35(m,8H).
ペンタフルオロフルオロフェニル　 10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレート　トリ
フルオロメタンスルフォネート (4f). 1 H NMR(アセトン -d6 )δ 5.29(s,3H), 8.33-9.15(m,8
H).
ペンタフルオロフルオロフェニル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート (5f).方法 B
. 1 H NMR(CDCl3 )δ 3.45(s,3H), 5.31(s,1H), 6.97-7.04(m,4H), 7.32-7.37(m,4H).

化合物 5gの合成
2-メトキシアクリジン -9-カルボン酸 (1g). 1 H NMR(DMSO-d6 )δ 3.967(s,3H), 7.22-8.30(m
,7H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 2-メトキシアクリジン -9-カルボキシレート (3g). 1 H N
MR(CDCl3 )δ 4.030(s,3H), 7.11-8.30(m,9H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 2-メトキシ -10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレ
ート　トリフルオロメタンスルフォネート (4g). 1 H NMR(DMSO-d6 )δ 4.113(s,3H), 4.974(
s,3H), 7.57-8.97(m,9H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 2-メトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート
(5g).方法 A. 1 H NMR(CDCl3 )δ 3.414(s,3H), 3.821(s,3H), 5.272(s,1H), 6.78-7.38(m,9H
).

化合物 5hの合成
3-メトキシアクリジン -9-カルボン酸 (1h).ジアリールアミンとオキサリルクロリドとの縮
合で、 3-メトキシと 1-メトキシの異性体の混合物を得、これをエステルに転化の後、シリ
カ上のカラム・クロマトグラフにより、 20％酢酸エチル／ヘキサンを用いて分離した。 1 H
 NMR(DMSO-d6 )δ 4.048(s,3H), 7.47-8.24(m,7H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 3-メトキシアクリジン -9-カルボキシレート (3h).： 1 H 
NMR(CDCl3 )δ 4.043(s,3H), 7.08-8.25(m,9H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 3-メトキシ -10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレ
ート　トリフルオロメタンスルフォネート (4h). 1 H NMR(DMSO-d6 )δ 4.288(s,3H), 4.837(
s,3H), 7.64-8.89(m,9H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 3-メトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート
(5h).方法 A. 1 H NMR(CDCl3 )δ 3.422(s,3H), 3.847(s,3H), 5.25(s,1H), 6.54-7.39(m,9H)
.

.化合物 5iの合成
2',6'-ジフルオロフェニル　 3-メトキシアクリジン -9-カルボキシレート (3i).3-メトキシ
と 1-メトキシの異性体の混合物を得、これをシリカ上のカラム・クロマトグラフにより、
20％酢酸エチル／ヘキサンを用いて分離した。 1 H NMR(CDCl3 )δ 4.047(s,3H), 7.14-8.28(
m,10H).
2',6'-ジフルオロフェニル　 3-メトキシ -10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレート
　トリフルオロメタンスルフォネート (4i). 1 H NMR(DMSO-d6 )δ 4.289(s,3H), 4.838(s,3H
), 7.52-8.89(m,10H).
2',6'-ジフルオロフェニル　 3-メトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート (5i).
方法 A. 1 H NMR(CDCl3 )δ 3.416(s,3H), 3.843(s,3H), 5.241(s,1H), 6.53-7.39(m,10H).

.化合物 5jの合成
2,7-ジメトキシアクリジン -9-カルボン酸 (1j).反応手順 2に記載した反応によって酸を生
成した。但し、ジアリールアミンとオキサリルクロリドとの縮合は二塩化メタン溶剤中で
行った。 1 H NMR(DMSO-d6 )δ 3.862(s,6H), 7.234-7.242(d,2H), 7.523-7.583(dd,2H), 8.1
03-8.136(d,2H).
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2',3',6'-トリフルオロフェニル　 2,7-ジメトキシアクリジン -9-カルボキシレート (3j). 
1 H NMR(CDCl3 )δ 4.010(s,6H), 7.06-7.25(m,2H), 7.379-7.387(d,2H), 7.436-7.476(dd,2
H), 8.125-8.156(d,2H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 2,7-ジメトキシ -10-メチルアクリジニウム -9-カルボキ
シレート　トリフルオロメタンスルフォネート (4j).化合物 3iを、二塩化メタン中でメチ
ルトリフルオロメタンスルフォネートと数日間反応させた。アミン塩が生成したが、反応
混合物から晶出しなかった。 1 H NMR(アセトン -d6 )δ 4.159(s,6H), 5.184(s,3H), 7.40-8.
98(m,8H).
2',3',6'-トリフルオロフェニル　 2,7-ジメトキシ -10-メチルアクリダン -9-カルボキシレ
ート (5j). 方法 A. 1 H NMR(CDCl3 )δ 3.375(s,3H), 3.811(s,3H), 5.230(s,1H), 6.78-6.96
(m,8H).
比較例
4'-フルオロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレート .(収率 90％）： 1 H NMR(CDCl3 )δ 7
.21-7.47(m,4H), 7.67-8.39(m,8H).
4'-フルオロフェニル　 10-メチルアクリジニウム -9-カルボキシレート　トリフルオロメ
タンスルフォネート .4'-フルオロフェニル　アクリジン -9-カルボキシレートを二塩化メ
タン中でメチルトリフロオロメタンスルフォネートと 3日間反応させた。 1 H NMR(アセトン
-d6 )δ 5.23(s,3H), 7.37-7.81(m,4H), 8.23-9.08(m,8H).
4'-フルオロフェニル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレート .方法 B. 1 H NMR(CDCl3 )
δ 3.43(s,3H), 5.17(s,1H), 6.87-7.38(m,12H).
化学ルミネセンスの測定
下記の例の実験は、光の減衰についてのニュートラル密度フィルター（ neutral density 
filter）を備えたターナー・デザインズ（ Turner Designs） TD－ 20e(Sunnyvale, Califor
nia)ルミノメーターか、又はラブシステムズ　ルミノスカン (Helsinki, Finland)ルミノ
メーターを用いて行なった。データの収集、解析及び表示はソフトウェアで抑制した。

　化合物 5a～ f、 h、従来技術のアクリダン及びルミノールによる HRPの検出に関
する光度－時間分布の比較
3試薬は、別々に、各 40μ Lを、 HRPを 1.4× 10- 1 6モルを含む水溶液 1μ Lと反応させた。 3試
薬の組成は、夫々次の通りである。
(1)0.05mMのアクリダン化合物 5a～ f又は hを含む pH8.0のトリス緩衝液 0.01M、 0.4mMの尿素
過酸化物、 0.1mMのパラフェニルフェノール、 0.025％の Tween20、 1mMの EDTA。
(2)アクリダン 5a～ f又は hの代わりに、先に報告したアクリダンである 4'-フルオロフェニ
ル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートを含む以外まったく同じ組成の試薬 (F. Mc
Capra, Pure Appl. Chem., 24, 611-629(1970))。
(3)ルミノールを含む最適試薬（別々の容器に Amersham ECL試薬と化酸化物）。
図 1～ 7に、この条件下で本発明のアクリダン 5a～ f及び hを含む試薬を使用すると、従来技
術の試薬に比べて、光放射が改良されることを示す。

.　処方の最適化
pH8.0のトリス緩衝液 (0.01～ 0.2M)中、 p-ヨードフェノール (0.1～ 2.25mM)或いは p-フェニ
ルフェノール (0.01～ 2.25mM)と、過酸化尿素 (0.1～ 1mM)と、 Tween20(0～ 0.6％）とを含む
溶液に、アクリダン 5a、 5c、 5e及び 5h(0.1～ 0.05mM)を用いて、最適化の基本的な実験を
行なった。
酵素 1.4× 10- 1 5から 1.4× 10- 1 9モルの範囲内で、 HRPの検出につき、感度とダイナミック
レンジを評価した。特に有効な試薬の組成は、 pH8.0(0.01M)のトリス緩衝液中で、アクリ
ダン (0.05mM)、 p-ヨードフェノール (1.1mM)又は p-フェニルフェノール (0.1mM)、過酸化尿
素物 (0.4mM)、 1mMの EDTA、 Tween20(0.025％）からなる。これらの条件では、各アクリダ
ン化合物に対して試験した、酵素の全範囲に亘って、 HRPに関して直線的な分析結果を得
た。 CaCl2を 0.5～ 5μ Mの範囲で含有させることにより光度は増大した。レベルが高くなる
に従い、バックグラウンドの発光が増加した。

　 5e、 5h、ルミノールによる HRPの検出感度の比較
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本発明の試薬と、ルミノールを含む市販品の最適試薬 (Amersham ECL)とを用いて、 HRP検
出の直線性を比較した。実施例 2に記載した如く、アクダリン 5e又は 5hを含有する溶液 40
μ Lと、市販の試薬 (Amersham ECL、メーカーの指示に従って作られたもの） 40μ Lとを、
酵素 1.4× 10- 1 5乃至 1.4× 10- 1 9モルを含有する HRPのアリコート 1μ Lと室温で混合した。
図 8は、測定した HRP量の直線範囲の比較である。アクダリン 5eと 5hを含有する試薬からの
データは、 15分の所で測定したが、 ECL試薬からのデータは、光度の上昇と減速が早いた
め、光度の最大の点で測定した。しかし、 ECL試薬では、最大の光度に達する時間が、 HRP
の量によって変わるので、 HRP量の測定は困難であった。 S-Bとは、 HRP存在下での RLUにお
ける化学発光シグナル (S)を HRPが不存在下でのバックグラウンド化学発光 (B)で補正した
ものである。アクダリン 5e及び 5hを含有する試薬は、 ECL試薬よりも 100倍の検出感度が可
能であった。アクダリン 5e又は 5hを含有する試薬を用いると、同様な感度については、よ
り早い時間で測定できた。

　 5e含有ホースラディッシュ（西洋カラシ）ペルオキシダーゼ検出試薬の安定
性
検出試薬は、適宜二つの容器に貯蔵し、第一溶液は過酸化物、フェノール強化剤、 TWEEN2
0及び EDTAを含有する水性緩衝液を含み、第二の溶液は 1対 1のエタノール／ p-ジオキサン
のような水混和性の有機溶剤中にアクリダン化合物 5を含む。この方法で貯蔵すると、試
薬組成物は数か月安定である。最終検出試薬は使用前に二溶液の適量を混合して作る。本
発明のアクリダンの利点は、最終検出試薬混合物の安定性が大なることである。安定性は
、一定量の HRPと反応したアリコート溶液からのピーク光度を測定することによって評価
した。 pH8.0のトリス緩衝液 0.01M中に化合物 5e(0.05mM）、 p-ヨードフェノール (1.1mM)、
過酸化尿素 (0.4mM)、 TWEEN20(0.025％）、 EDTA(1mM)、 1.25％ p-ジオキサン及び 1.25％エ
タノールを含有する検出試薬 41μ Lと、 1.4× 10- 1 6モルの HRPとを室温で反応させたもので
、種々の条件で貯蔵したものから得たピークの光度（ Im a x）を以下に示す。
　
　
　
　
　
　
試験試薬から酸素を除去すると、 5eについて、特に優れた安定性が得られた。

　 5h含有ホースラディッシュペルオキシダーゼ検出試薬の安定性
アクリダンを 5hに代えて同様な組成物での試薬を用い、同様な組合わせの実験を行った。
安定性は、一定量の HRPと反応したアリコート溶液からのピークの光度を測定することに
よって評価した。 pH8.0のトリス緩衝液 0.01M中に化合物 5h(0.05mM）、 p-ヨードフェノー
ル (1.1mM)、過酸化尿素 (0.4mM)、 TWEEN20(0.025％）、 EDTA(1mM)、 1.25％パラ・ジオキサ
ン及び 1.25％エタノールを含有する検出試薬 41μ Lと、 1.4× 10- 1 6モルの HRPとを室温で反
応させたもので、種々の条件で貯蔵したものから得たピストンの光度（ Im a x）を以下に示
す。
　
　
　
　
　
　
アクリダン 5hを含む検出試薬は、先の化合物に比して優れた安定性を示し、特別な予防手
段を講じなくても、少なくとも一日は安定である。
＊ 　この溶液は、ピークの光度に上昇するまでに、上昇時間が遅かった。

.　緩衝液の pHの影響
pH範囲 7.0～ 9.0における 0.01Mのトリスか、または pH範囲 6.0～ 6.5における 0.01Mのリン酸

10

20

30

40

50

(26) JP 3892035 B2 2007.3.14

実施例 14.

実施例 15.

実施例 16



カリウムのいずれかを用い、実施例 14の組成に従って検出試薬溶液を調製し、 HRPと反応
させた。試薬バックグランドに対するシグナルの最善の比は、 pH7.5～ 8.5の範囲による試
薬で得られた。

　緩衝塩の影響
種々の緩衝溶液に置き換えた以外は、実施例 14の組成に従って、検出試薬溶液を作成し、
HRPと反応させた。試薬のバックグランドに比して有用な光り強度のレベルは、トリス塩
酸 (tris hydrochloride)、トリス酢酸 (tris acetate)、トリス・マレート (tris malate)
、燐酸カリ、ジグリシン -カセイソーダ及びトリシンの緩衝液から作成された試薬で得ら
れた。

　強化剤の影響
種々のフェノール系強化剤に置き換え、実施例 14の組成に従って検出試薬溶液を調製し、
HRPと反応させた。試薬のバックグランドに比して有用な光度レベルは、 p-ヨードフェノ
ール、 p-ヒドロキシシンナミックアシッド及び p-フェニルフェノールを含有する試薬で得
られた。

　過酸化物の影響
種々の過酸化物に置き換え、実施例 14の組成に従って、検出試薬溶液を調製し、 HRPと反
応させた。試薬のバックグランドに比して有用な光度レベルは、過酸化水素、過ホウ酸ナ
トリウム及び過酸化尿素を含有する試薬で得られた。

　界面活性剤の影響
種々の界面活性剤に置き換え、実施例 14の組成に従って、検出試薬溶液を調製し、 HRPと
反応させた。試薬のバックグランドに比して有用な光度レベルは、 TWEEN(20(Aldrich, Mi
lwaukee, WI)、 TRITON(X-405(Aldrich))、 BRIJ 35(Aldrich)、ナトリウムドデシルサルフ
ェート、セチルトリメチルアムモニウム　ブロマイド、β -シクロデキストリン及びデキ
ストランサルフェートを含有する試薬で得られた。

　ウェスターンブロットによる蛋白質の改良された化学発光検出法
ウサギ抗ヤギ IgGペルオキシダーゼ抱合体をカペルプロダクツ (Durham, NC）から得た。ヒ
トトランスフェリンと、分画したヤギ抗ヒトトランスフェリン血清をシグマケミカル社 (S
t. Louis, MO)から購入した。 IgGのサンプルは、 2分間 10,000gで遠心分離し、上澄液を免
疫学的反応に使用した。ポリビニリデン　ジフルオライド (PVDF)の伝達膜 (transfer memb
rane)(IMMOBILON P)はミリポア社 (Bedford, MA)から入手した。コダック (Rochester, NY
）の X-OMAT ARフイルムをアッセイ法に使用した。
SDS-PAGEをラエムリ (U. K. Laemmli, Nature(London), 227, 680(1970)）に記載された緩
衝液システムを用いて実施した。スタッキングゲル (stacking gel)は、 4.38％アクリルア
ミド： 0.12％ビスアクリルアミドとした。セパレーティングゲル (separating gel)は 6.81
％アクリルアミド： 0.19％ビスアクリルアミドとした。電気泳動の後、ゲルは伝達緩衝液
(transfer buffer)と 7～ 8分間平衡状態にあった。その緩衝液は、 20mMのトリスと 153mMの
グリシンと 20％ (v/v)メタノールとを含有するものとした。そのゲルを伝達膜のシートと
クロマトグラフィー紙 3MM(Whatman)のシートとの間に挟持したものをトランスファーユニ
ット (Bio-Red Laboratories, Richmond, CA)中に設置した。ゲル中の蛋白質を、 100ボル
トの一定電圧下 4℃で 25分間電気溶離した。その後膜を、 pH7.4のトリス -HCl緩衝液の生理
的食塩水 (TBS)50mM中に 4℃で一晩中放置した。その後、膜を 15分間 TBSで洗浄した。
膜を、 1％の無脂肪粉乳 (NFM)を含有する、 pH7.4のトリス -HCl緩衝液の生理的食塩水中に
おける 0.05％の TWEEN-20(T-TBS)で、室温にて 1時間処理した。このブロックした膜を、 1
％ NFMを含有する T-TBSを用い、一次抗体（ヤギ抗ヒトトランスフェリン IgGフラクション
の 1500分の１の希釈液）と、室温で 75分間インキュベートした。
次いで、膜を濯ぎ、室温で T-TBSで 5分ずつ 3回洗浄した。洗浄した膜を室温で 1時間、二次
抗体（ウサギ抗ヤギ IgGペルオキシダーゼ抱合体の 50,000分の 1の希釈液）と、 1％ NFMを含
有する T-TBSを用いて、インキュベートした。膜をすすぎ、室温で T-TBSで 10分ずつ 4回洗
浄し、更に TBSで 5分洗浄した。
洗浄した膜を、 4種の検出試薬の一つに 5分間浸漬し、脱水して、透明なフィルムのシート
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の間に置いた。試薬 Aは、ルミノール（ Amersham ECL)を含有する市販の試薬とした。試薬
Bは、本出願の原出願となる No.08/061,810に開示されたアクリダン 4'-ヒドロキシフェニ
ル　 10-メチルアクリダン -9-カルボキシレートを含有したものである。試薬 Cは、アクリ
ダン 5eを含有したものである。 15分間インキュベートした後、エックス線フィルムを種々
の時間膜に暴露し、現像した。アクリダン化合物を含有する検出試薬溶液の組成は以下の
通りである。
トリス緩衝液、 pH8.8 　　　　　　　　　　　　　　 0.1 M
アクリダン　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.05 mM
p-ヨードフェノール　　　　　　　　　　　　　　　 1.1mM
TWEEN 20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.5%(v/v)
NaBO3 3・ 4H2 O 　　　　　　　　　　　　　　　　　　 2.5 mM
EDTA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.5 mM
p-ジオキサン　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.25 ％
エタノール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.25 ％
用いたトランスフェリンの標準は、コダックの X-OMAT　 AR X線フィルムに 15秒暴露した後
、バックグランド上で 5pg/slotまで鮮明に見ることができた。膜が光りを放射し続けたの
で 24時間の間に膜の暴露を何回もすることができた。図 9は、 14分インキュベートし、 15
秒暴露した実験の、デジタルでスキャンした X線フィルムの画像である。

　ニトロセルローズ膜を用いたウェスターンブロットによる蛋白質の化学発光
分析
ヒトトランスフェリンのウェスターンブロット分析を、 PVDFの代わりにニトロセルローズ
で蛋白質を吸いとり、他は実施例 21の方法で行った。
用いたトランスフェリンの標準は、コダック X-OMAT AR X線フィルムに 1分暴露した後、バ
ックグランド上で 20pg/slotまで鮮明に見ることができた。膜が光りを放射し続けたので 1
2時間の間に膜の暴露を何回もすることができた。図 10は、 15分インキュベートし、 1分暴
露した実験の、デジタルでスキャンした X線フィルムレコードの画像である。

　 TSH　酵素のイムノアッセイ
TSHアッセイを、ロッシェ (Basel, Switzerland）製の TSH用 COBAS Core酵素イムノアッセ
イキットのコンポーネントと、本発明の検出試薬を用いて行った。検出試薬の組成は次の
通りである。
トリス緩衝液 pH8.0 　　　　　　　　　　　　　　　 0.01 M
アクリダン 5h　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.05 mM
p-ヨードフェノール　　　　　　　　　　　　　　　 1.1 mM
TWEEN 20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.025 ％ (w/w)
過酸化尿素　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.4 mM
EDTA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1 mM
p-ジオキサン　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.25 ％
エタノール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.25 ％
この試薬は予め一日前に用意することができた。提供された標準から調製されたサンプル
を、分析する段階までメーカーの仕様書に従って処理した。此処で、一次抗体 /TSH/二次
抗体 -HRPの免疫学的抱合体で被覆されたビーズを、ホワイト 96 ウェルプレート (Dynatech
　 Microlite 1）のウェル中で 100μ Lの検出試薬で処理した。 2.5分毎にラブシステムズル
ミノスカン  ルミノメーターで、化学発光強度を測定した。アッセイ結果は、最小の検出
量が 0.003mIU/Lで 4桁以上に亘って直線の検量線を得た。光度をウエル毎に、 5、 10、 15分
に測定したところ、見事な直線性と一致した分析精度が得られた (図 11)。図中、 S-Bとは
、 HRP存在下での RLUにおける化学発光シグナル (S)を HRPが不存在下でのバックグラウンド
化学発光 (B)で補正したものである。同一メーカーの比色分析法によるアッセイの分析精
度限界は、 0.05mIU/Lであった。

　ヒトの成長ホルモン酵素のイムノアッセイ
hGHアッセイを、 Sorin Biomedica(Vercelli, Italy）製の hGH用サンドイッチ式酵素イム
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ノアッセイキットのコンポーネントと、本発明の検出試薬を用いて行った。検出試薬の組
成は次の通りである。
トリス緩衝液 pH8.0 　　　　　　　　　　　　　　　 0.01 M
アクリダン 5h　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.05 mM
p-ヨードフェノール　　　　　　　　　　　　　　　 1.1 mM
TWEEN 20　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.025％ (w/w)
過酸化尿素　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 0.4 mM
EDTA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1 mM
p-ジオキサン　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.25 ％
エタノール　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 1.25 ％
この試薬は予め一日前に用意することができた。提供された標準から調製されたサンプル
を、分析する段階までメーカーの仕様書に従って処理した。免疫学的反応を完結するに当
たって、結合ビオチン (bound biotin)-一次抗体 /TSH/二次抗体 -HRPの免疫学的抱合体と共
に、ストレプトアヴィヂン (streptavidin)で被覆したウェル（メーカーからの提供）を検
出試薬 100μ Lで処理した。 2.5分毎にラブシステムズルミノスカン  ルミノメーターで化学
発光度を測定した。この結果、非直線的検量線が得られ、 0.05ng/mLまで hGHの直接測定が
できた (図 12)。図中、 S-Bとは、 HRP存在下での RLUにおける化学発光シグナル (S)を HRPが
不存在下でのバックグラウンド化学発光 (B)で補正したものである。
キットに供給した二次抗体 -HRP接合体を、メーカー提供の希釈緩衝液で 10倍に希釈する条
件に代えて、アッセイを繰り返した。アッセイの結果では、表示した検出限界である hGH
の 0.05ng/mLから 3桁以上の大きさに亘って直線の検量線が得られた。光度を 2.5、 5、 7.5
、 10分後に測定したところ、見事な直線性と一致した分析精度が得られた (図 13)。比色法
に関するメーカーから提供された検量データは、 2桁の大きさに亘って非直線となり、検
出時間も 30分を要する。メーカーによるアッセイの、分析精度の計算値 (シグナル >2　ブ
ランクの標準偏差 )は 0.05ng/mLである。

　サザンブロットの化学発光検出。
マウスの遺伝子 DNA(Clontech Laboratories, Inc., Palo Alto, CA)を、 50μ g/mLの濃度
で制限酵素 EcoRI(Boehringer-Mannheim)で完全に (to completion)分割した。制限した DNA
をフェノール／クロロホルムで 1回、クロロホルムで 1回抽出して精製し、エタノールで沈
澱させた。精製した DNAを、それぞれ 30μ gと 15μ gの 2部分に分け 0.77％のアガロースゲル
の電気泳動で分離した。電気泳動の緩衝液は 40mMのトリスアセテートと 2mMの EDTA(pH8.0)
とした。電気泳動の後、ゲルを水で濯ぎ、次いで 0.25Nの塩酸に 12分穏やかに撹拌しなが
ら浸漬した。
マグナグラフ　ナイロン（ Micron Separations Inc.,Westboro, MA）を続けて水と 10X SS
C(20X SSCは 3Mの食塩と 0.3Mのクエン酸ナトリウムで、 pH7.0)にそれぞれ 2分と 10分浸漬し
た。ゲルを水で濯ぎ、次いで 0.5MNaOH/1.5MNaClで 2回、それぞれ 15分と 30分濯いだ。ゲル
を水で濯ぎ、後 1Mトリス塩酸 (pH7.5)/1.5M食塩水で 15分ずつ 3回処理した。ゲル中の DNAを
毛細管で膜に移し、 10X SSCを用いて一夜ブロッティングした。ブロットを 30分風乾シ、
次いで 80℃で 2時間加熱した。
0.5Nの食塩と 5％のブロッキング剤 (Amersham#RPN.3000)を含有するハイブリッド形成緩衝
液 (Amersham#RPN.3000)中で、膜を 42℃で 60分間随時撹拌しながらプレハイブリッド操作
をした。ハイブリッド形成プローブの v-mos DNA(Clontech Lab. Inc.)をメーカーの仕様 (
Amersham#RPN.3000)に従って、 HRPで標識し、 0.5N食塩、 5％のブロッキング剤および 300n
g/mLの HRPで標識した v-mos DNAを含有するハイブリッド形成緩衝液を用いて、 42℃で一夜
ハイブリッド形成を進行させた。続けて室温で、膜を 0.5X SSC/0.4％ SDSで、 5分及び 30分
洗い、その後、 55℃でそれぞれ 15分、 3回洗い、更に 2X SSCで 2回、それぞれ 5分室温で洗
浄した。
膜を水で濯ぎ、過剰の溶液を除く為、 3MMのブロッティングペーパー上に 1分間放置し、そ
の後きれいな容器に移し、実施例 21の検出試薬を加えた。 1分間インキュベートした後、
過剰の溶液を除去し、ブロットを透明なフィルムのシートの間に挟んで、コダックの X-OM
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AT XAR 5のフィルムに暴露した。
図 14Aに示したように、本発明の試薬を、マウスの遺伝子 DNAのシングル複製遺伝子の検出
に使うことができる。 15μ gのリーディングトラック (leading trackes)においてターゲッ
ト DNA70pg(7× 10- 1 7モル）とすると、ターゲット制限断片は 14kbである。本発明の試薬を
用いれば、シグナル複製遺伝子はブロットの両方のトラックで、明瞭に目視できる。一方
、ルミノール試薬ではバンドは検出されなかった（図 14B）。
前記に述べたものは、本発明の例示に過ぎないものであって、本発明の請求の範囲によっ
てのみ制限される。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ Ａ 】 【 図 ９ Ｂ 】
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【 図 ９ Ｃ 】 【 図 １ ０ Ａ 】

【 図 １ ０ Ｂ 】 【 図 １ ０ Ｃ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】 【 図 １ ４ Ａ 】
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【 図 １ ４ Ｂ 】
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