
(57)【要約】
　【課題】　少量の試料で高感度にダイオキシン類等の有機塩素系化合物が簡便に検出定
量できる免疫学的測定方法の提供。
【解決手段】　抗原抗体反応をホルムアミド類の存在下に行うことを特徴とする有機塩素
系化合物、特にダイオキシン類の免疫学的測定方法。
【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 抗 原 抗 体 反 応 を ホ ル ム ア ミ ド 類 の 存 在 下 に 行 う こ と を 特 徴 と す る 有 機 塩 素 系 化 合 物 の 免
疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 有 機 塩 素 系 化 合 物 が ダ イ オ キ シ ン 類 で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ダ イ オ キ シ ン 類 と 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 を ホ ル ム ア ミ ド 類 の 存 在 下 に 反 応 さ せ る 請 求 項
１ 又 は ２ 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 が マ ウ ス 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 又 は ウ サ ギ を 免 疫 動 物 と し て 使 用 し て 得
ら れ た も の で あ る 請 求 項 ２ 又 は ３ 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 ダ イ オ キ シ ン 類 と 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 を 含 む 反 応 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド 類 濃 度 が １ ０ ～
７ ０ 容 量 ％ で あ る 請 求 項 ２ ～ ４ の い ず れ か １ 項 記 載 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ホ ル ム ア ミ ド 類 が ホ ル ム ア ミ ド で あ る 請 求 項 １ ～ ５ の い ず れ か １ 項 記 載 の 免 疫 学 的 測 定
方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 改 良 さ れ た ダ イ オ キ シ ン 類 に 代 表 さ れ る 有 機 塩 素 系 化 合 物 の 免 疫 学 的 測 定 方 法
に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ア ル ド リ ン 、 DDT、 PCP、 CNP等 の 有 機 塩 素 系 農 薬 、 ダ イ オ キ シ ン 類 、 ポ リ 塩 化 ビ フ ェ ニ
ル 類 等 の 有 機 塩 素 系 化 合 物 は 、 環 境 汚 染 を も た ら す 物 質 と し て 問 題 と な っ て い る 。 ダ イ オ
キ シ ン 類 （ ポ リ ク ロ ロ ジ ベ ン ゾ ダ イ オ キ シ ン （ 以 下 、 「 PCDD」 と 記 載 す る ） と ポ リ ク ロ ロ
ジ ベ ン ゾ フ ラ ン （ 以 下 、 「 PCDF」 と 記 載 す る ） 及 び コ プ ラ ナ ー ポ リ ク ロ ロ ビ フ ェ ニ ル （ 以
下 、 「 Co-PCB」 と 記 載 す る ） の 総 称 と し て 使 用 す る ） は 、 都 市 ゴ ミ 焼 却 に お け る 燃 焼 生 成
物 、 あ る い は 有 機 塩 素 系 化 合 物 の 製 造 過 程 に お け る 副 生 成 物 と し て 非 意 図 的 に 生 成 さ れ る
こ と が 知 ら れ て お り 、 難 分 解 性 物 質 で あ る こ と か ら 広 く 長 く 環 境 中 に 存 在 し て い る 。 ま た
、 ダ イ オ キ シ ン 類 は 極 め て 毒 性 が 高 く 、 人 体 に 対 す る 毒 性 評 価 の 観 点 か ら 耐 容 一 日 摂 取 量
4pg/kg・ dayの 基 準 が 定 め ら れ て い る ほ ど で あ る 。 ダ イ オ キ シ ン 類 は 、 超 高 感 度 の 分 析 精
度 が 要 求 さ れ 、 試 料 中 の ダ イ オ キ シ ン 類 を 分 析 す る た め に は 、 試 料 中 に 含 ま れ る 複 雑 な マ
ト リ ッ ク ス 成 分 か ら 分 離 し 定 量 す る 必 要 が あ る 。 抽 出 、 ク リ ー ン ア ッ プ 、 高 分 解 能 ガ ス ク
ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 法 と い う 手 順 の 測 定 方 法 が 、 公 定 法 と し て JISに 定 め ら れ て い る （
非 特 許 文 献 １ 、 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ の よ う に 、 ダ イ オ キ シ ン 類 の 分 析 に は 煩 雑 な 手 順 を 要 す る た め 、 簡 易 的 に お お よ そ の
濃 度 を 把 握 す る 目 的 で 簡 易 迅 速 測 定 法 の 開 発 が な さ れ て い る 。 環 境 省 で は 、 底 質 の ダ イ オ
キ シ ン 類 の 汚 染 監 視 調 査 に お い て 簡 易 分 析 法 の 適 用 を 認 め 、 ま た 、 生 物 検 定 法 を 用 い た ダ
イ オ キ シ ン 類 の 簡 易 分 析 法 に つ い て 検 討 を 開 始 す る 等 簡 易 測 定 技 術 に 大 き な 期 待 が 高 ま っ
て い る 。
　 現 在 、 ダ イ オ キ シ ン 類 を 生 物 検 定 法 で 測 定 す る に は 、 酵 素 免 疫 測 定 方 法 （ 以 下 、 「 ELIS
A」 と 記 載 す る ） が 提 案 さ れ て い る 。 例 え ば 、 ビ オ チ ン 化 ダ イ オ キ シ ン 誘 導 体 を 標 識 体 と
す る ダ イ オ キ シ ン 類 の 免 疫 測 定 法 （ 特 許 文 献 １ ） 、 抗 原 抗 体 反 応 を 用 い て 環 境 汚 染 物 質 に
対 す る 抗 体 を 、 ア ル コ ー ル 類 、 ニ ト リ ル 類 等 の 溶 媒 の 存 在 下 で 選 別 し 、 該 抗 原 抗 体 反 応 妨
害 物 質 耐 性 抗 体 を 含 有 す る 免 疫 学 的 分 析 用 キ ッ ト （ 特 許 文 献 ２ ） 等 が 知 ら れ て い る 。 し か
し な が ら 、 検 出 感 度 が 、 従 来 の 高 分 解 能 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 法 で は 検 出 限 界 は  0
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.01pgで あ る が 、 ELISAで は こ の よ う な 高 感 度 の 検 出 限 界 を 有 す る 測 定 方 法 は 知 ら れ て い な
い 。 ま た 、 ELISAに 供 す る 試 料 は 、 試 料 中 に 存 在 す る ダ イ オ キ シ ン 類 を 有 機 溶 媒 に よ る ソ
ッ ク ス レ ー を 用 い て 抽 出 し 、 次 い で 、 該 抽 出 液 を 硫 酸 処 理 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ
ラ フ 操 作 、 活 性 炭 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ 操 作 に よ っ て ク リ ー ン ア ッ プ し 、 そ の 処 理 液 を 窒
素 気 流 下 で 乾 固 さ せ 、 メ タ ノ ー ル や ジ メ チ ル ス ホ キ シ ド 等 の 極 性 溶 媒 に 転 溶 す る の が 一 般
的 で あ る 。 そ の た め 、 ELISAに 使 用 さ れ て き た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
は 、 メ タ ノ ー ル や ジ メ チ ル ス ホ キ シ ド 等 の 溶 媒 中 で ダ イ オ キ シ ン 類 と 結 合 反 応 性 を 有 し な
け れ ば な ら な い と い う 制 約 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 多 様 な 物 質 中 に 含 ま れ る 可 能 性 の あ る 環 境 汚 染 物 質 で あ る 有 機 塩 素 系 化 合 物 、 特 に ダ イ
オ キ シ ン 類 の 濃 度 は 極 微 量 で あ り 、 そ の 測 定 に は 高 い 感 度 と 精 度 が 要 求 さ れ る 。 母 乳 、 血
液 等 の 生 体 試 料 で は 可 能 な 限 り 少 量 の 試 料 で の 測 定 が 好 ま し く 、 少 量 の 試 料 を 用 い た 有 機
塩 素 系 化 合 物 、 特 に ダ イ オ キ シ ン 類 の 高 感 度 測 定 法 の 開 発 が 望 ま れ て い る 。
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2001-226371号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 開 2003-38173号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 JIS K0311
【 非 特 許 文 献 ２ 】 JIS K0312
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の 目 的 は 少 量 の 試 料 で 高 感 度 に 有 機 塩 素 系 化 合 物 、 特 に ダ イ オ キ シ
ン 類 が 簡 便 に 検 出 定 量 で き る 免 疫 学 的 測 定 方 法 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 者 は 、 従 来 の ELISAに 供 す る 溶 媒 と し て 使 用 さ れ て き た メ タ ノ ー ル や ジ メ チ ル ス
ホ キ シ ド の 代 わ り に 種 々 の 溶 媒 の 存 在 下 で ダ イ オ キ シ ン 類 と 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 を 反 応
さ せ る こ と に よ り 検 出 感 度 の 改 善 を 試 み 鋭 意 検 討 し た 結 果 、 溶 媒 と し て ホ ル ム ア ミ ド 類 を
使 用 す る と 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 用 い た ELISAに お い て 、 従 来 の
高 分 解 能 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 法 に 匹 敵 す る 感 度 を 発 現 し 、 高 感 度 で 少 量 の 試 料 で
簡 便 に ダ イ オ キ シ ン 類 が 検 出 定 量 で き る こ と を 見 出 し 、 本 発 明 を 完 成 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 す な わ ち 、 本 発 明 は 抗 原 抗 体 反 応 を ホ ル ム ア ミ ド 類 の 存 在 下 に 行 う こ と を 特 徴 と す る 有
機 塩 素 系 化 合 物 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 を 提 供 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 は 、 ダ イ オ キ シ ン 類 等 の 有 機 塩 素 系 化 合 物 を 少 量 の 試 料 で 高
感 度 に 簡 便 に 検 出 定 量 す る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 の 検 出 対 象 で あ る 有 機 塩 素 系 化 合 物 と し て は 、 ア ル ド リ ン 、
ク ロ ル デ ン 、 DDT等 の 有 機 塩 素 農 薬 、 ダ イ オ キ シ ン 類 、 ポ リ 塩 化 ビ フ ェ ニ ル 類 等 が 挙 げ ら
れ る が 、 ダ イ オ キ シ ン 類 が 最 も 好 ま し い 。 従 っ て 、 以 下 に 有 機 塩 素 系 化 合 物 の う ち ダ イ オ
キ シ ン 類 を 用 い て 、 本 発 明 を 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 ダ イ オ キ シ ン 類 は 、 ポ リ ク ロ ロ ジ ベ ン ゾ ダ イ オ キ シ ン （ PCDD） 、 ポ リ ク ロ ロ ジ ベ ン ゾ フ
ラ ン （ PCDF） 及 び コ プ ラ ナ ー ポ リ ク ロ ロ ビ フ ェ ニ ル （ Co-PCB） を 包 含 す る 物 質 群 で あ っ て
、 具 体 的 に は 、 ２ ,3,7,8－ 四 塩 化 ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン （ 2,3,7,8-TeCDD） 、 1,2,3,7,8
‐ 五 塩 化 ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン 、 1,2,3,4,7,8‐ 六 塩 化 ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン 、 1,2,3,6
,7,8‐ 六 塩 化 ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン 、 1,2,3,7,8,9－ 六 塩 化 ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン 、 1,2
,3,4,6,7,8‐ 七 塩 化 ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン 、 1,2,3,4,6,7,8,9‐ 八 塩 化 ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ
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キ シ ン 等 の ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン ； 2,3,7,8‐ 四 塩 化 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,2,3,7,8‐ 五 塩
化 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 2,3,4,7,8‐ 五 塩 化 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン （ 2,3,4,7,8-PeCDF） 、 1,2,3,4,7,
8‐ 六 塩 化 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,2,3,6,7,8‐ 六 塩 化 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,2,3,7,8,9－ 六 塩 化
ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 2,3,4、 6,7,8‐ 六 塩 化 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,2,3,4,6,7,8‐ 七 塩 化 ジ ベ ン
ゾ フ ラ ン 、 1,2,3,4,7,8,9－ 六 塩 化 ジ ベ ン ゾ フ ラ ン 、 1,2,3,4,6,7,8,9‐ 八 塩 化 ジ ベ ン ゾ フ
ラ ン 等 の ジ ベ ン ゾ フ ラ ン ； 3,3 ' ,4,4 ' ‐ 四 塩 化 ビ フ ェ ニ ル 、 3,3 ' ,4,4 ' ,5‐ 五 塩 化 ビ フ ェ ニ
ル 、 3,3 ' ,4,4 ' ,5,5 ' ‐ 六 塩 化 ビ フ ェ ニ ル 等 の ビ フ ェ ニ ル 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 は 、 抗 原 抗 体 反 応 を ホ ル ム ア ミ ド 類 の 存 在 下 に 行 う 以 外 は 、
特 に 限 定 さ れ ず 、 通 常 の ELISAを 含 む 免 疫 学 的 測 定 手 段 に 従 え ば よ い 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る ホ ル ム ア ミ ド 類 と し て は 、 ホ ル ム ア ミ ド 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 、 ア
リ ル ホ ル ム ア ミ ド 、 N,N ' -ジ メ チ ル ア セ ト ア ミ ド 等 が 挙 げ ら れ 、 特 に ホ ル ム ア ミ ド が 好 ま
し い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ダ イ オ キ シ ン 類 と 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 を 含 む 反 応 液 中 の ホ ル ム ア ミ ド 類 濃 度 は 、 10～
70容 量 ％ 、 更 に 20～ 50容 量 ％ で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 抗 原 抗 体 反 応 の 条 件 は 特 に 制 限 は な く 、 免 疫 学 的 測 定 方 法 で 通 常 に 用 い ら れ て い る 反 応
条 件 で 行 う こ と が で き る 。 例 え ば 、 2～ 50℃ 、 好 ま し く は 20～ 40℃ で 、 0.1～ 48時 間 、 好 ま
し く は 0.5～ 3時 間 反 応 さ せ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 反 応 を 調 節 す る た め の 緩 衝 剤 と し て は 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス 緩 衝 液
、 酢 酸 緩 衝 液 、 炭 酸 緩 衝 液 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 試 料 と し て は 、 ダ イ オ キ シ ン 類 を 含 む 可 能 性 の あ る 試 料 で あ れ ば よ く 、 例 え ば 、 ヒ ト 及
び 動 物 の 組 織 、 血 液 、 尿 、 骨 髄 液 、 唾 液 、 分 泌 液 等 の 生 体 試 料 、 河 川 、 海 水 、 排 水 、 土 壌
、 底 質 、 大 気 、 排 ガ ス 、 灰 等 の 環 境 試 料 等 の 環 境 汚 染 物 質 を 含 有 す る 試 料 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 こ れ ら の 試 料 は 、 そ の ま ま 用 い て も よ い が 、 土 壌 等 の 場 合 に は 有 機 溶 媒 に よ る ソ ッ ク ス
レ ー を 用 い て 抽 出 し 、 次 い で 該 抽 出 液 を 硫 酸 処 理 、 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ 操 作 で ク リ ー ン ア
ッ プ し 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 類 に 溶 解 し て 用 い る の が 好 ま し い 。 ま た 、 血 液 の 場 合 に は 、 有
機 溶 媒 等 で 脂 肪 を 抽 出 し 、 次 い で 該 抽 出 液 を ア ル カ リ 分 解 し 、 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ 操 作 で
ク リ ー ン ア ッ プ し 、 ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 類 に 溶 解 し て 用 い る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 免 疫 学 的 反 応 の 形 態 と し て は 、 例 え ば 、 試 料 溶 液 、 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 及 び ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド 類 を 混 合 し 反 応 さ せ 、 定 量 す る 方 法 が 挙 げ ら れ る が 、 ELISAが 特 に 好 ま し い 。 反
応 に あ た っ て は 、 試 料 を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 類 に 溶 解 し 、 し か る 後 に 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体
と 反 応 さ せ る 方 法 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 本 発 明 の 方 法 に よ る ダ イ オ キ シ ン 類 測 定 の た め の ELISAと し て は 、 直 接 競 合 法 と 間 接 競
合 法 が あ る 。 直 接 競 合 法 は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体 を プ レ ー ト 上 に 固
相 化 し 、 試 料 中 の 被 測 定 物 質 と 酵 素 標 識 抗 原 を 競 合 的 に 結 合 さ せ る 方 法 で あ り 、 間 接 競 合
法 は 、 試 料 類 似 物 質 を プ レ ー ト 上 に 固 相 化 し 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 や モ ノ ク ロ － ナ ル 抗 体
と 試 料 中 の 被 測 定 物 質 を 添 加 し て 抗 体 に 対 し て 固 相 化 抗 原 と 液 相 抗 原 の 間 に 競 合 反 応 さ せ
た 後 、 酵 素 標 識 抗 体 等 の ニ 次 抗 体 を 加 え る 方 法 で あ る 。 本 発 明 に 係 る ELISAの 一 例 と し て
、 後 述 す る 実 施 例 に 記 載 の 高 感 度 ELISAを 挙 げ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 標 識 抗 原 と し て は 、 酵 素 標 識 抗 原 、 放 射 性 同 位 体 標 識 抗 原 等 が 使 用 さ れ る が 、 酵 素 標 識
抗 原 を 使 用 す る の が 検 出 感 度 の 点 で 好 ま し い 。 酵 素 標 識 抗 原 の 酵 素 と し て は 、 ペ ル オ キ シ
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ダ ー ゼ 、 β ガ ラ ク ト シ ダ － ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 、 ウ レ ア ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ
シ ダ ー ゼ 、 グ ル コ ア ミ ラ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、 リ ゾ チ ー ム 、 リ ン ゴ 酸 デ ヒ
ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス － ６ － リ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 リ ボ ヌ ク レ ア － ゼ 等 が 挙 げ ら
れ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β ガ ラ ク ト シ ダ － ゼ 、 ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 等 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 発 明 に 利 用 さ れ る 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 は 、 測 定 対 象 で あ る ダ イ オ キ シ ン 類 に 特 異 的
に 反 応 す る も の で あ れ ば 、 特 に 制 限 は な く 、 各 種 公 知 の 抗 体 又 は そ れ ら に 準 じ て 製 造 し た
抗 体 で あ る こ と が で き る 。 該 抗 体 に は ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 及 び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 包 含
さ れ る 。 当 該 抗 体 は 測 定 対 象 と す る ダ イ オ キ シ ン 類 に 応 じ て 適 時 選 択 す る こ と が で き る 。
と く に 、 毒 性 係 数 の 高 い 2,3,7,8-TeCDDや 、 毒 性 等 価 量 と 強 い 相 関 の あ る 2,3,4,7,8-PeCDF
と 反 応 す る 抗 体 が 好 ま し い が こ れ に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 当 該 抗 体 は 、 公 知 の 方 法 （
Toxicology,45,229-243(1987); J. Agric. Food Chem., 46,2407-2416(1998)； Anal. che
m., 70,1092-1099(1998)） に 従 い 取 得 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 例 え ば 、 免 疫 抗 原 と し て は 、 下 記 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 を 適 当 な 高 分 子 化 合 物 に 結
合 さ せ て か ら 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 使 用 す る 高 分 子 化 合 物 と し て は 、 カ ブ ト ガ ニ ヘ モ シ ア ニ ン （ 以 下 、 「 Ｌ Ｐ Ｈ 」 と 記 載 す
る ） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以 下 、 「 Ｂ Ｓ Ａ 」 と 記 載 す る ） 、 ウ サ ギ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ 以
下 、 「 Ｒ Ｓ Ａ 」 と 記 載 す る ） 等 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 と 高 分 子 化 合 物 と の 結 合 は 、 例 え ば 、 活 性 化 エ ス テ ル 法 （ J.
 Agric. Food Chem., 42,301-309(1994)） 又 は 混 合 酸 無 水 物 法 （ J.Biol.Chem.234,1090-1
094(1954)） 等 の 公 知 の 方 法 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 得 ら れ た 免 疫 抗 原 を 使 用 し て 、
慣 用 化 さ れ た 方 法 に よ り ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 作 製 す る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 と Ｌ Ｐ Ｈ 結 合 体 を リ ン 酸 緩 衝 液 （ 以 下 、 「 PBS」 と
記 載 す る ） に 溶 解 し 、 Freund完 全 ア ジ ュ バ ン ト 又 は Freund不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト 等 の 補 助 剤
と 混 合 し た も の を 免 疫 抗 原 と し て 動 物 に 免 疫 す る こ と に よ っ て 行 う 。 免 疫 さ れ る 動 物 と し
て は 当 該 分 野 で 常 用 さ れ る も の を い ず れ も 使 用 で き る が 、 例 え ば 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ウ サ
ギ 、 ヤ ギ 、 ウ マ 等 を 挙 げ る こ と が で き 、 マ ウ ス 、 ヒ ツ ジ 、 ヤ ギ 、 ウ サ ギ が 好 ま し く 、 特 に
ウ サ ギ が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 免 疫 の 際 の 投 与 法 は 、 皮 下 注 射 、 腹 腔 内 注 射 、 静 脈 内 注 射 、 皮 内 注 射 、 筋 肉 内 注 射 の い
ず れ で も よ い が 、 皮 下 注 射 又 は 腹 腔 内 注 射 が 好 ま し い 。 投 与 は 1回 又 は 適 当 な 間 隔 で 、 好
ま し く は 1週 間 な い し 5週 間 の 間 隔 で 複 数 回 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 免 疫 し た 動 物 か ら 血 液 を 採 取 し 、 そ こ か ら 分 離 し た 血 清 を 用 い 、 所 望 の ポ リ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に つ い て も 慣 用 化 さ れ た 方 法 に よ り
作 製 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 式 （ １ ） で 表 さ れ る 化 合 物 と Ｌ Ｐ Ｈ 結 合 体 を Ｐ Ｂ Ｓ に 溶
解 し 、 Freund完 全 ア ジ ュ バ ン ト の 補 助 剤 と 混 合 し た も の を 免 疫 抗 原 と し て 静 脈 内 、 背 部 等
の 皮 下 や 腹 腔 内 に 注 射 し て 免 疫 し 、 脾 臓 細 胞 を 得 る 。 得 ら れ た 脾 臓 細 胞 と 骨 髄 腫 細 胞 （ 以
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下 、 「 ミ エ ロ － マ 」 と 記 載 す る ） と を 細 胞 融 合 さ せ 、 こ れ に よ り 得 ら れ た ハ イ ブ リ ド － マ
か ら 所 望 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド － マ を 選 択 す る 。 こ の ハ イ ブ リ ド － マ を 大 量 培 養 あ
る い は 動 物 の 腹 腔 内 で 増 殖 さ せ 、 こ の 培 養 液 あ る い は 腹 水 か ら 分 離 す る こ と に よ り 作 製 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 定 量 に あ た っ て は 、 標 準 物 質 と 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 と の 反 応 を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 類 の
存 在 下 に 行 い 、 そ の 測 定 値 と 対 比 す る こ と に よ る の が 好 ま し い 。 本 発 明 の 免 疫 学 的 測 定 方
法 に 使 用 す る 標 準 と し て は 特 に 限 定 さ れ な い が 、 2,3,7-ト リ ク ロ ロ -8-メ チ ル -ジ ベ ン ゾ パ
ラ ダ イ オ キ シ ン （ 以 下 、 「 TMDD」 と 記 載 す る ） 又 は 2,3,7,8-TeCDDを 用 い て ダ イ オ キ シ ン
類 濃 度 を TMDD0又 は 2,3,7,8-TeCDD相 当 量 と し て 測 定 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 免 疫 学 的 測 定 方 法 を 用 い た ダ イ オ キ シ ン 類 の 測 定 に 際 し て は 、 ダ イ オ キ シ ン 類
を ホ ル ム ア ミ ド 類 に 溶 解 し た 液 を 被 検 試 料 あ る い は 標 準 抗 原 と し て 含 有 す る 測 定 キ ッ ト と
し て 利 用 す る の が 簡 便 で あ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 以 下 、 実 施 例 、 参 考 例 に よ り 本 発 明 を さ ら に 詳 細 に 説 明 す る 。 し か し こ れ ら の 実 施 例 、
参 考 例 は 非 制 限 的 な も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲 は そ れ ら の 例 に よ っ て 限 定 さ れ る も の で は
な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
参 考 例 1（ 免 疫 用 ハ プ テ ン の 調 製 ）
免 疫 用 ハ プ テ ン （ 5-(3,7,8-ト リ ク ロ ロ ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ ン -2-イ ル )-ト ラ ン ス ,ト ラ ン ス
-ペ ン タ -2,4-ジ エ ン 酸 ） の 合 成
(1) 
　 2,4-ジ ク ロ ロ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド 7g（ 40mmol） を 濃 硫 酸 100mLに 溶 解 し 、 反 応 容 器 を 氷 水
浴 で 冷 却 後 、 硝 酸 カ リ ウ ム 4.45g（ 44mmol） を 加 え 、 氷 水 浴 で 冷 却 し た ま ま 1時 間 、 室 温 で
1時 間 、 更 に 油 浴 温 65℃ に て 1時 間 撹 拌 し た 。 反 応 容 器 を 氷 水 浴 で 冷 却 後 、 撹 拌 し な が ら 蒸
留 水 100mLを 加 え る と 黄 色 の 結 晶 が 生 成 し た 。 反 応 容 器 内 の 反 応 混 合 物 を 1Lビ ー カ ー に 投
入 し 、 蒸 留 水 を 加 え て 全 量 を 1Lと し た 後 、 吸 引 ろ 過 に よ り 結 晶 を ろ 別 し た 。 こ の 結 晶 を 蒸
留 水 で よ く 洗 浄 し た 後 、 真 空 乾 燥 し 、 2,4-ジ ク ロ ロ -5-ニ ト ロ ベ ン ズ ア ル デ ヒ ド を 7.02g（
収 率 80%） 得 た 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
TLC（ プ レ ー ト ： Silica gel 60 F 2 5 4 ）
Rf＝ 0.5（ 展 開 溶 媒 　 n-ヘ キ サ ン :酢 酸 エ チ ル ＝ 4:1）
Rf＝ 0.7（ 展 開 溶 媒 　 ベ ン ゼ ン ）
1 H-NMR（ CDCl 3 , 400MHz）
δ (ppm)： 7.74(Ar-H, s, 1H), 8.44(Ar-H, s, 1H), 10.41(CHO, s, 1H)
1 3 C-NMR（ CDCl 3 , 100MHz）
δ (ppm)： 126.2, 129.5, 131.5, 133.3, 133.8, 141.0, 186.3
【 ０ ０ ３ ３ 】
(2) 

　 窒 素 雰 囲 気 下 、 水 素 化 ナ ト リ ウ ム （ 60% 油 中 ） 0.92g（ 23mmol） を 無 水 THF40mLに 懸 濁 し
、 4-ホ ス ホ ノ ク ロ ト ン 酸 ト リ エ チ ル 4.9mL（ 5.5g, 22mmol） を 室 温 で 滴 下 し た 。 そ の 後 、
氷 水 浴 で 冷 却 し な が ら 、 20mLの 無 水 THFに 溶 解 し た 2,4-ジ ク ロ ロ -5-ニ ト ロ ベ ン ズ ア ル デ ヒ
ド 4.4g（ 20mmol） を 滴 下 し た 。 氷 水 浴 を 取 り 除 い た 後 、 油 浴 温 85℃ に て 一 晩 還 流 加 熱 撹 拌
し た 。 還 流 加 熱 撹 拌 中 、 無 水 THFが 揮 発 し て 減 る の で 、 随 時 無 水 THFの 補 充 を 行 っ た 。 TLC
に よ り 原 料 の 消 失 を 確 認 後 、 油 浴 温 40℃ に て THFを 減 圧 留 去 し た 。 室 温 ま で 放 冷 し た 後 、
ジ エ チ ル エ ー テ ル 50mLと 蒸 留 水 50mLを 加 え 、 激 し く 撹 拌 し た 。 次 い で 、 有 機 層 と 水 層 の 境
界 線 が は っ き り す る ま で 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 加 え て か ら 、 分 液 ろ う 斗 に て 有 機 層 と 水 層 を 分
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5-(2,4-ジ ク ロ ロ -5-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-ト ラ ン ス ,ト ラ ン ス -2,4-ペ ン タ ジ エ ン 酸 エ チ ル
の 合 成



離 し た 。 分 離 し た 有 機 層 に ジ エ チ ル エ ー テ ル 100mLを 加 え 、 飽 和 食 塩 水 50mLで ３ 回 洗 浄 し
た 後 、 無 水 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 濃 縮 残
査 を ア セ ト ン 100mLに 溶 解 し 、 シ リ カ ゲ ル 20gを 加 え 、 ア セ ト ン を 減 圧 留 去 し た 。 フ ラ ス コ
内 に 残 っ た シ リ カ ゲ ル か ら 、 n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ＝ 9： 1で 溶 出 を 行 っ た 。 溶 出 液 を ロ
ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し 、 濃 縮 残 査 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
り 精 製 し て 5-(2,4-ジ ク ロ ロ -5-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-ト ラ ン ス ,ト ラ ン ス -2,4-ペ ン タ ジ エ ン 酸
エ チ ル 0.40g（ 収 率 6.3%） を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
TLC（ プ レ ー ト ： Silica gel 60 F 2 5 4 ）
Rf＝ 0.5（ 展 開 溶 媒 　 ベ ン ゼ ン ）
Rf＝ 0.6（ 展 開 溶 媒 　 n-ヘ キ サ ン :酢 酸 エ チ ル ＝ 4:1）
1 H-NMR（ CDCl 3 , 400MHz）
δ (ppm)： 1.33(CH 3 , t, J=7.2Hz, 3H), 4.25(OCH2 , q, J=7.2Hz, 2H), 6.13(=CH-CO2 , d,
 J=15.6Hz, 1H), 6.94(-CH=, dd, J=15.6Hz,11.2Hz, 1H), 7.18(Ar-CH=, d, J=15.6Hz, 1
H), 7.46(=CH-, dd, J=15.6Hz,11.2Hz, 1H), 7.62(Ar-H, s, 1H), 8.17(Ar-H, s, 1H)
1 3 C-NMR（ CDCl 3 , 100MHz）
δ (ppm)： 14.2, 60.7, 123.3, 124.9, 127.2, 131.5, 132.0, 132.8, 134.2, 137.8, 142
.6, 146.3, 166.3
【 ０ ０ ３ ５ 】
(3) 
　 窒 素 雰 囲 気 下 、 カ テ コ ー ル 11.01g（ 100mmol） を 無 水 ジ エ チ ル エ ー テ ル 50mLに 溶 解 後 、
氷 水 浴 で 冷 却 し な が ら 塩 化 ス ル フ ィ ニ ル （ SO 2 Cl 2 ） 18mL（ 30.0g, 220mmol） を 1mL/minで
滴 下 し た 。 滴 下 終 了 後 、 室 温 で 一 晩 撹 拌 を 続 け た 。 氷 水 浴 で 冷 却 し な が ら 飽 和 食 塩 水 50mL
を 加 え た 後 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル 50mLを 追 加 し 、 分 液 ろ う 斗 で 有 機 層 と 水 層 を 分 離 し た 。 有
機 層 は 、 飽 和 食 塩 水 50mLで 洗 浄 し た 後 、 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 上 で 乾 燥 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ
ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 濃 縮 残 査 を 真 空 乾 燥 し て 4,5-ジ ク ロ ロ カ テ コ ー ル 17.9g（ 収 率 100
%） を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
TLC
Rf＝ 0.2（ プ レ ー ト 　 RP-18 F 2 5 4 S、 展 開 溶 媒 　 水 :MeOH＝ 2:3）
Rf＝ 0.5（ プ レ ー ト 　 Silica gel 60 F 2 5 4 、 展 開 溶 媒 　 n-ヘ キ サ ン :酢 酸 エ チ ル ＝ 1:1）
1 H-NMR（ CDCl 3 , 400MHz）
δ (ppm)： 5.56(OH, br, 1H), 6.96(Ar-H, s, 1H)
1 3 C-NMR（ CDCl 3 , 100MHz）
δ (ppm)： 114.3, 116.8, 142.8
【 ０ ０ ３ ７ 】
(4) 

　 窒 素 雰 囲 気 下 、 ジ ク ロ ロ カ テ コ ー ル 0.135g（ 0.754mmol） と カ リ ウ ム  tert-ブ ト キ シ ド 0
.173g（ 1.54mmol） を 、 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 2mLに 溶 解 し 、 更 に 、 18-ク ラ ウ ン -6　 0
.409g（ 1.55mmol） を 加 え 、 室 温 で 1時 間 撹 拌 し た 。 2mLの 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド に 溶
解 し た 5-(2,4-ジ ク ロ ロ -5-ニ ト ロ フ ェ ニ ル )-ト ラ ン ス ,ト ラ ン ス -2,4-ペ ン タ ジ エ ン 酸 エ チ
ル 0.147g（ 0.464mmol） を 室 温 に て 滴 下 し た 後 、 室 温 で 1時 間 、 油 浴 温 120℃ で 30分 、 更 に
油 浴 温 140℃ で 30分 撹 拌 し た 。 放 冷 後 、 蒸 留 水 30mLを 加 え た 。 反 応 混 合 物 を セ ラ イ ト ろ 過
し 、 ろ 別 さ れ た 沈 殿 を 蒸 留 水 20mLで 洗 浄 し 、 次 い で 、 酢 酸 エ チ ル 50mLで 溶 出 を 行 っ た 。 酢
酸 エ チ ル 溶 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 上 で 乾 燥 後 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た
。 濃 縮 残 査 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し 、 5-(3,7,8-ト リ ク ロ ロ ジ ベ
ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン -2-イ ル )-ト ラ ン ス ,ト ラ ン ス -ペ ン タ -2,4-ジ エ ン 酸 エ チ ル 0.048g（ 収
率 25%） を 得 た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
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TLC（ プ レ ー ト ： Silica gel 60 F 2 5 4 ）
Rf＝ 0.66（ 展 開 溶 媒 　 n-ヘ キ サ ン :酢 酸 エ チ ル ＝ 4:1）
1 H-NMR（ CDCl 3 , 400MHz）
δ (ppm)： 1.32(CH 3 , t, J=7.2Hz, 3H), 4.23(OCH2 , q, J=7.2Hz, 2H), 6.00(=CH-CO2 , d,
 J=15.6Hz, 1H), 6.70(-CH=, dd, J=15.6Hz,11.2Hz, 1H), 6.85(Ar-H, s, 1H), 6.92(Ar-
H, s, 1H), 6.93(Ar-H, s, 1H), 7.05(Ar-H, s, 1H), 7.09(Ar-CH=, d, J=15.6Hz, 1H), 
7.41 (=CH-, dd, J=15.6Hz,11.2Hz, 1H)
1 3 C-NMR(CDCl 3 , 100MHz)
δ (ppm):14.3, 60.5, 113.6, 117.6, 117.9, 117.9, 122.7, 127.0, 127.3, 128.2, 128.
8, 128.9, 130.2, 134.1, 140.1, 140.4, 141.6, 143.8, 166.7
【 ０ ０ ３ ９ 】
(5) 

　 5-(3,7,8-ト リ ク ロ ロ ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン -2-イ ル )-ト ラ ン ス ,ト ラ ン ス -ペ ン タ -2,4-
ジ エ ン 酸 エ チ ル 44.1mg（ 0.107mmol） を 、 2-メ ト キ シ エ タ ノ ー ル 1mLに 溶 解 し た 。 別 途 、 水
酸 化 カ リ ウ ム 0.2gを 蒸 留 水 1mLに 溶 解 し 、 そ の 70μ Lを 前 述 の 溶 液 に 添 加 し 、 油 浴 温 80℃ で
1時 間 撹 拌 し た 。 放 冷 後 、 1mol/L塩 酸 1mLを 加 え 、 生 成 し た 沈 殿 を 吸 引 ろ 過 に よ り ろ 別 し た
。 ろ 別 し た 沈 殿 を 蒸 留 水 10mLで 洗 浄 し た 後 、 1,4-ジ オ キ サ ン で 溶 出 し た 。 1,4-ジ オ キ サ ン
溶 出 液 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 上 で 乾 燥 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し て 反 応 混 合
物 40.3mgを 得 た 。 こ の 反 応 混 合 物 を シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 精 製 し 、 5-(3
,7,8-ト リ ク ロ ロ ジ ベ ン ゾ -p-ジ オ キ シ ン -2-イ ル )-ト ラ ン ス ,ト ラ ン ス -ペ ン タ -2,4-ジ エ ン
酸 7.0mg（ 収 率 17％ ） を 得 た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
TLC（ プ レ ー ト ： Silica gel 60 F 2 5 4 ）
Rf＝ 0.1（ 展 開 溶 媒 　 n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ＝ 4： 1）
Rf＝ 0.6（ 展 開 溶 媒 　 酢 酸 エ チ ル ）
1 H-NMR(C 4 D 8 O 2 , 400MHz)
δ (ppm):5.99(d, J=15.6Hz, 1H), 6.91(dd, J=15.6Hz, 11.2Hz, 1H), 7.08(s, 1H),
7.16(s, 1H), 7.18(d, J=15.6Hz, 1H), 7.20(s, 1H), 7.3(s, 1H), 7.46(dd, J=15.6, 
11.2Hz, 1H), 10.39(br, 1H)
1 3 C-NMR(C 4 D 8 O 2 , 100MHz)
δ (ppm):114.4, 118.2, 118.5, 118.6, 123.4, 127.2, 127.4, 129.0, 129.7, 131.2,
134.2, 141.1, 141.3, 141.5, 142.5, 145.0, 167.3
【 ０ ０ ４ １ 】
参 考 例 ２ （ 免 疫 用 ハ プ テ ン と カ ブ ト ガ ニ ヘ モ シ ア ニ ン （ LPH） と の 結 合 ）
(1) 
　 ホ ウ 酸 （ H 3 BO 3 ） 0.618g（ 10mmol） と 塩 化 ナ ト リ ウ ム （ NaCl） 0.1461g（ 2.5mmol） を 蒸
留 水 50mLに 溶 解 し た （ 溶 液 Ｉ ） 。 四 ホ ウ 酸 ナ ト リ ウ ム 10水 和 物 （ Na 2 B 4 O 7 ・ 10H 2 O） 0.953g
（ 2.5mmol） を 蒸 留 水 50mLに 溶 解 し た （ 溶 液 II） 。 溶 液 Ｉ  28mLと 溶 液 II 12mLを 混 合 し 、 0
.2mol/Lホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH 8.0） を 調 製 し た 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
(2) 
　 参 考 例 １ で 調 製 し た 免 疫 用 ハ プ テ ン 7mg（ 18μ mol） を 、 無 水 1,4-ジ オ キ サ ン 2mLに 溶 解
し た 後 、 室 温 に て ト リ n-ブ チ ル ア ミ ン 12μ L（ 約 50μ mol） を 加 え 、 30分 撹 拌 し た 。 次 い で
、 ク ロ ロ ぎ 酸 イ ソ ブ チ ル 6.5μ L（ 約 50μ mol） を 加 え 、 蓋 を し て 30分 撹 拌 し た 。 別 途 、 LPH
 30mg（ SIGMA社 製 ） を 、 0.2mol/Lホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH 8.0） 30mLに 溶 解 し た 後 、 室 温 に て 1,
4-ジ オ キ サ ン 1.3mLを 加 え た 。 こ の LPH溶 液 に 室 温 に て 前 述 の 免 疫 用 ハ プ テ ン 溶 液 を 加 え た
後 、 4℃ に て 一 晩 撹 拌 し た 。 室 温 に 戻 し た 後 、 反 応 液 を セ ロ ハ ン 透 析 膜 内 に 移 し 、 少 量 の 7
0%エ タ ノ ー ル で 洗 い 込 み 、 蒸 留 水 2Lで 5回 透 析 を 行 っ た 。 透 析 を 終 了 し た 反 応 液 を ポ リ プ
ロ ピ レ ン 製 容 器 に 移 し 、 凍 結 乾 燥 （ 減 圧 乾 燥 ） し た 。 容 器 に 蓋 を し 、 凍 結 乾 燥 後 の 粉 末 （
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結 合 体 ） を 均 一 に 混 合 し 、 免 疫 用 ハ プ テ ン － LPH結 合 体 （ ＝ 免 疫 原 ） を 得 た 。 得 ら れ た 結
合 体 は 0.2mol/Lホ ウ 酸 酸 緩 衝 液 （ pH 8.0） に 1mg/mLの 濃 度 で 溶 解 し て UVス ペ ク ト ル を 測 定
し 、 同 濃 度 の 結 合 前 LPHの UVス ペ ク ト ル と 比 較 し て 結 合 の 確 認 を 行 っ た 。 本 結 合 体 は -20℃
で 保 管 し た 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
参 考 例 ３ （ ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 取 得 ）
　 参 考 例 ２ で 得 た 免 疫 抗 原 を 200μ g/mLに な る よ う 滅 菌 済 み 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 さ せ た 。 こ
れ に フ ロ イ ン ト 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Sigma社 製 ） を 等 容 量 混 合 し 、 乳 化 さ せ た 。 ウ サ ギ （
ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド 白 色 種 、 3～ 3.5kg、 メ ス ） 7羽 に そ れ ぞ れ 免 疫 原 -ア ジ ュ バ ン ト 混 合 液 を
1.0mL（ 免 疫 原 100μ g分 ） 皮 下 免 疫 し た 。 お お よ そ 50μ L／ 箇 所 で 、 1羽 当 た り 10～ 20箇 所
に 免 疫 し た 。 ウ サ ギ を 識 別 す る た め 、 No.1～ 7と し た 。
　 二 次 免 疫 は 一 次 免 疫 の 30日 後 に 実 施 し た 。 フ ロ イ ン ト 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト （ Sigma社 製
） を 使 用 し 、 免 疫 原 100μ g／ 匹 を 免 疫 し た 。 そ の 他 は 一 次 免 疫 と 同 様 に 実 施 し た 。 追 加 免
疫 10日 後 に 2mLの 血 液 を 評 価 用 と し て ウ サ ギ の 耳 よ り 採 取 し た 。 得 ら れ た 血 液 は 遠 心 し 、
上 清 を 採 取 し て 抗 血 清 を 得 、 -80℃ に て 凍 結 保 存 し た 。 こ れ を 用 い て 抗 体 性 能 試 験 を 実 施
し た 。 追 加 免 疫 及 び 評 価 用 採 血 は 30日 お き に 抗 体 価 が 上 が ら な く な る ま で （ 合 計 4～ 5回 ）
実 施 し た 。 抗 体 価 の 上 昇 が 認 め ら れ な く な っ た ウ サ ギ に つ い て は 、 前 回 免 疫 日 か ら 数 え て
30日 後 に 追 加 免 疫 を 実 施 し 、 そ の 10日 後 に 25～ 30mLの 血 液 を 部 分 採 血 し た 。 得 ら れ た 血 液
は 遠 心 し 、 上 清 を 採 取 し て 抗 血 清 を 得 、 -80℃ に て 凍 結 保 存 し た 。 部 分 採 血 し た 日 か ら 20
日 後 、 再 び 部 分 採 血 を 実 施 し た 。 2回 目 の 部 分 採 血 日 か ら 20日 後 に 追 加 免 疫 を 実 施 し 、 そ
の 10日 後 に 全 採 血 を 行 っ た 。 得 ら れ た 血 液 は 遠 心 し 、 上 清 を 採 取 し て 抗 血 清 を 得 、 -80℃
に て 凍 結 保 存 し た 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
参 考 例 ４ （ 固 相 化 ハ プ テ ン の 調 製 ）
7,8-ジ ク ロ ロ -[1,4]ベ ン ゾ ジ オ キ シ ノ [2,3-b]ピ リ ジ ン -3-カ ル ボ ン 酸 ） の 合 成
（ １ ）
　 6-ヒ ド ロ キ シ ニ コ チ ン 酸 10g（ 71.9mmol） に 氷 水 浴 で 冷 却 し な が ら 、 発 煙 硝 酸 （ ｄ 1.50
～ 1.52） 80mLを 加 え 1時 間 撹 拌 し た 。 こ の 間 に 反 応 容 器 上 に 減 圧 蒸 留 頭 を 装 着 し た 。 水 浴
に 切 り 替 え て 更 に 1時 間 撹 拌 、 油 浴 温 45℃ に て 更 に 4時 間 撹 拌 し た 。 次 い で 、 油 浴 温 50℃ に
て 硝 酸 を 減 圧 蒸 留 し て 取 り 除 い た 。 次 に 、 反 応 容 器 内 の 減 圧 蒸 留 残 査 に 蒸 留 水 120mlを 加
え 、 吸 引 ろ 過 に よ り 結 晶 を ろ 別 し た 。 ろ 紙 上 の 結 晶 を 蒸 留 水 100mLで 洗 浄 し 、 ろ 別 し た 結
晶 に 蒸 留 水 120mLを 加 え 、 結 晶 が 溶 解 し き る ま で 還 流 加 熱 攪 拌 し た 。 室 温 ま で 放 冷 後 、 結
晶 の ろ 別 ・ 洗 浄 を 繰 り 返 し た 。 次 に 、 ろ 別 し た 結 晶 を 真 空 乾 燥 し た 後 、 NMR測 定 に よ り 結
晶 が 6-ヒ ド ロ キ シ -5-ニ ト ロ ニ コ チ ン 酸 で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
1 H-NMR（ DMSO-d6, 400MHz）
δ (ppm)： 3.52(OH & NH, br, 1H)8.38(Ar-H, d, J=2.4Hz, 1H), 8.66(Ar-H, d, J=2.4Hz,
 1H), 13.33(COOH, s, 1H)
1 3 C-NMR（ DMSO-d6, 100MHz）
δ (ppm)： 108.0, 137.2, 138.6, 146.1, 154.4, 164.1
【 ０ ０ ４ ６ 】
（ ２ ）
　 6-ヒ ド ロ キ シ -5-ニ ト ロ ニ コ チ ン 酸 1.84g（ 10mmol） と 五 塩 化 リ ン 6g（ 28.8mmol） に 、 塩
化 ホ ス ホ リ ル 10mL（ 約 107mmol） を 加 え 、 窒 素 雰 囲 気 下 、 油 浴 温 100℃ に て 2時 間 撹 拌 し た
。 次 い で 、 油 浴 温 を 40℃ ま で ク ー ル ダ ウ ン し 、 過 剰 の 塩 化 ホ ス ホ リ ル を 減 圧 蒸 留 に よ り 取
り 除 い た 。 そ の 後 、 窒 素 雰 囲 気 下 、 氷 水 浴 で 冷 却 し 、 減 圧 蒸 留 残 査 に 無 水 メ タ ノ ー ル 20mL
を 蒸 留 水 80mLを 加 え て 吸 引 ろ 過 に よ り 結 晶 を ろ 別 し た 。 次 い で 、 ろ 紙 上 の 結 晶 を 蒸 留 水 で
よ く 洗 浄 し た 。 ろ 別 し た 結 晶 を 乾 燥 後 、 ト ル エ ン に 溶 解 し 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に 通 し た 。
次 い で 、 ト ル エ ン 溶 液 を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を 用 い て 濃 縮 し 、 濃 縮 残 査 を n-ヘ キ サ
ン ： ト ル エ ン ＝ 4:1か ら 再 結 晶 し た 。 次 に 、 結 晶 を 真 空 乾 燥 し 、 NMR測 定 に よ り 結 晶 が 6-ク
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ロ ロ -5-ニ ト ロ ニ コ チ ン 酸 メ チ ル で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
1 H-NMR（ CDCl 3 , 400MHz）
δ (ppm)： 4.04(CH 3 , d, J=8Hz, 3H), 8.78(Ar-H, t, J=16Hz, 1H), 9.18(Ar-H, t, J=16H
z 1H)
1 3 C-NMR（ CDCl 3 , 100MHz）
δ (ppm)： 53.4, 126.0, 135.0, 147.1, 152.9, 152.9, 162.9
【 ０ ０ ４ ８ 】
（ ３ ）
　 窒 素 雰 囲 気 下 、 カ リ ウ ム  tert-ブ ト キ シ ド 0.37g（ 3.3mmol） を 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ
ド 4mLに 懸 濁 し た 。 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 3mLに 溶 解 し た ジ ク ロ ロ カ テ コ ー ル 0.282g（
1.58mmol） を 、 室 温 に て 前 工 程 の 懸 濁 液 に 滴 下 し た 。 次 に 、 18-ク ラ ウ ン -6　 0.872g（ 3.3
mmol） を 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 5mLに 溶 解 し た 後 、 前 工 程 の 懸 濁 液 に 加 え 1時 間 撹 拌 し
た 。 次 に 、 6-ク ロ ロ -5-ニ ト ロ ニ コ チ ン 酸 メ チ ル 0.325g（ 1.5mmol） を 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム
ア ミ ド 30mLに 溶 解 し た 後 、 室 温 に て 前 工 程 の 懸 濁 液 に 滴 下 し た 。 室 温 で 30分 、 油 浴 温 120
℃ に て 2時 間 撹 拌 し た 後 、 室 温 ま で 放 冷 し た 。 次 に 、 氷 水 浴 で 冷 却 し な が ら 蒸 留 水 100mLを
加 え 、 分 液 ろ う 斗 に 移 し て 、 ジ エ チ ル エ ー テ ル 50mLで 抽 出 し た 。 集 め た 抽 出 液 を 蒸 留 水 30
mLで 洗 浄 し 、 無 水 硫 酸 マ グ ネ シ ウ ム 上 で 乾 燥 し 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。
次 に 、 濃 縮 残 査 を ア セ ト ン に 溶 解 し 、 シ リ カ ゲ ル 1gを 加 え 、 ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー を
用 い て ア セ ト ン を 除 去 し た 。 次 に 、 前 工 程 で 反 応 混 合 物 が 擦 り 込 ま れ た シ リ カ ゲ ル を 少 量
の n-ヘ キ サ ン ： 酢 酸 エ チ ル ＝ 95： 5に 懸 濁 し 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 後 、 フ ラ
ク シ ョ ン に 分 け て 回 収 し た 。 次 に 、 TLC（ Silica gel 60 F 2 5 4 ） で Rf=0.4（ n-ヘ キ サ ン ：
酢 酸 エ チ ル ＝ 4： 1） の UVス ポ ッ ト を 持 つ フ ラ ク シ ョ ン を 集 め て ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー
で 濃 縮 後 、 真 空 乾 燥 し た 。 NMR測 定 に よ り 濃 縮 残 査 が 7,8-ジ ク ロ ロ -[1,4]ベ ン ゾ ジ オ キ シ
ノ [2,3-b]ピ リ ジ ン -3-カ ル ボ ン 酸 メ チ ル で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
1 H-NMR（ CDCl 3 , 400MHz）
δ (ppm)： 3.94(CH 3 , s, 3H), 7.03(Ar-H, s, 1H), 7.10(Ar-H, s, 1H), 7.75(Ar-H, d, J
=1.6Hz, 1H), 8.50(Ar-H, d, J=1.6Hz, 1H)
1 3 C-NMR（ CDCl 3 , 100MHz）
δ (ppm)： 52.6, 117.9, 118.6, 124.5, 125.1, 127.7, 140.2, 144.5, 151.4, 164.3
【 ０ ０ ５ ０ 】
（ ４ ）
　 7,8-ジ ク ロ ロ -[1,4]ベ ン ゾ ジ オ キ シ ノ [2,3-b]ピ リ ジ ン -3-カ ル ボ ン 酸 メ チ ル 7.9mg（ 25.
3μ mol） を 、 1,4-ジ オ キ サ ン 0.5mLに 溶 解 し 、 蒸 留 水 180μ Lと 1mol/L水 酸 化 ナ ト リ ウ ム 水
溶 液 60μ L（ 60μ mol） を 加 え て 撹 拌 し た 。 次 い で 、 湯 浴 温 60℃ で 1時 間 撹 拌 し 、 室 温 ま で
放 冷 後 、 蒸 留 水 1mLを 加 え て 撹 拌 し た 。 更 に 、 1mol/L塩 酸 水 溶 液 を 1mL（ 1mmol） 加 え て 、
吸 引 ろ 過 に よ り 沈 殿 を ろ 別 し た 。 次 に 、 前 工 程 の 沈 殿 を ア セ ト ン 10mLに 懸 濁 し 、 シ リ カ ゲ
ル カ ラ ム に ア プ ラ イ し 、 1,4-ジ オ キ サ ン 20mLを 流 し た 。 次 に 1,4-ジ オ キ サ ン 溶 出 液 を ロ ー
タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 後 、 真 空 乾 燥 し た 。 NMR測 定 に よ り 、 濃 縮 残 査 が 7,8-ジ ク ロ
ロ -[1,4]ベ ン ゾ ジ オ キ シ ノ [2,3-b]ピ リ ジ ン -3-カ ル ボ ン 酸 で あ る こ と を 確 認 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
1 H-NMR（ 1,4-dioxane-d8, 400MHz）
δ (ppm)： 7.20(Ar-H, s, 1H), 7.34(Ar-H, s, 1H), 7.74(Ar-H, s, 1H), 8.42(Ar-H, s, 
1H), 10.76(COOH, s, 1H)
1 3 C-NMR（ 1,4-dioxane-d8, 100MHz）
δ (ppm)： 118.0, 119.0, 124.8, 127.6, 141.0, 144.8, 152.2, 165.0
【 ０ ０ ５ ２ 】
参 考 例 ５ （ 固 相 化 ハ プ テ ン と ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） と の 結 合 ）
　 10mLね じ 口 試 験 管 に 参 考 例 ４ で 調 製 し た 固 相 化 ハ プ テ ン 5.5mg（ 18.5μ mol） を 無 水 1,4-
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ジ オ キ サ ン 1mLに 溶 解 し 、 ト リ n-ブ チ ル ア ミ ン 12μ L（ 約 50μ mol） を 加 え 、 20分 以 上 撹 拌
後 、 更 に ク ロ ロ ぎ 酸 イ ソ ブ チ ル 6.5μ L（ 約 50μ mol） を 加 え 、 20分 以 上 撹 拌 し た 。 次 に 、 B
SA30.8mg（ SIGMA社 製 　 約 0.46μ mol） を 、 0.2mol/Lホ ウ 酸 緩 衝 液 （ pH 8） に 溶 解 し 、 1,4-
ジ オ キ サ ン 1.3mLを 加 え た 後 、 前 工 程 で 得 ら れ た 溶 液 を 滴 下 し た 。 充 分 混 和 後 、 蓋 を し て 4
℃ に て 一 晩 撹 拌 し た 。 室 温 に 戻 し た 後 、 反 応 液 を セ ロ ハ ン 透 析 膜 内 に 移 し 、 少 量 の 70%エ
タ ノ ー ル で 洗 い 込 み 、 エ タ ノ ー ル 250mLで 3回 透 析 し た 。 更 に 蒸 留 水 2Lで 5回 透 析 し た 。 透
析 を 終 了 し た 反 応 液 を ポ リ プ ロ ピ レ ン 製 15mL容 器 に 移 し 、 凍 結 乾 燥 し た 。 凍 結 乾 燥 後 の 粉
末 （ 結 合 体 ） を 均 一 に 混 合 し 、 固 相 化 ハ プ テ ン － BSA結 合 体 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
参 考 例 ６ （ ハ プ テ ン 固 相 化 プ レ ー ト の 作 製 ）
　 参 考 例 ５ で 調 製 し た 固 相 化 ハ プ テ ン － BSA結 合 体 の 粉 末 10mgを 秤 量 し 、 リ ン 酸 緩 衝 液 (pH
 7.2)1mLに 溶 解 し 、 10mg/mL溶 液 を 調 製 し た 。 次 い で 、 10mg/mL溶 液 の 10μ Lを 固 相 化 用 50m
mol/L炭 酸 緩 衝 液 (pH 9.6)990μ Lで 希 釈 し 、 100μ g/mL溶 液 を 調 製 し た 。 更 に 、 100μ g/mL
溶 液 を 固 相 化 用 50mmol/L炭 酸 緩 衝 液 (pH 9.6)で 希 釈 し 、 96wellマ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
に 100uLづ つ 分 注 し 、 4℃ で 一 晩 静 置 し た 。 静 置 後 、 上 清 を 除 去 し 、 洗 浄 液 （ 0.02%Tween20
を 含 む PBS） で 5回 洗 浄 後 、 ブ ロ ッ キ ン グ 液 （ 0.2％ BSAを 含 む PBS） を 300μ L/wellで 添 加 し
た 。 次 い で 、 室 温 で 2時 間 静 置 し た 後 、 上 清 を 除 去 し 、 洗 浄 液 （ 0.02%Tween20を 含 む PBS）
で 5回 洗 浄 後 、 PBSを 加 え 、 ハ プ テ ン 固 相 化 プ レ ー ト と し た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
実 施 例 １
（ １ ） 標 準 液 の 調 製
　 ホ ル ム ア ミ ド （ 以 下 、 「 FA溶 液 」 と い う ） を 希 釈 液 と し 、 TMDDを そ れ ぞ れ 、 40000,4000
,400,40,4,0.4,0.04,0pg/mLの 濃 度 に 希 釈 調 製 し 標 準 液 と し た 。 ま た 対 照 と し て ジ メ チ ル
ス ル ホ キ シ ド （ 以 下 、 「 DMSO溶 液 」 と 記 載 す る ） を 希 釈 液 と し 、 TMDDを そ れ ぞ れ 、 40000,
4000,400,40,4,0.4,0.04,0pg/mLの 濃 度 に 希 釈 調 製 し 比 較 対 照 標 準 液 と し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
（ ２ ） 試 料 （ 測 定 用 ） の 調 製
　 風 乾 し 、 2mm目 の ふ る い を 通 過 さ せ た 土 壌 10g、 底 質 10g及 び 2試 料 の 燃 え 殻 1gに つ い て 、
そ れ ぞ れ ト ル エ ン を 用 い た ソ ッ ク ス レ ー 抽 出 を 実 施 し 、 ト ル エ ン 抽 出 液 を 得 た 。 次 に 、 得
ら れ た そ れ ぞ れ の ト ル エ ン 抽 出 液 の 1/2を 分 取 し 、 JIS K0311、 JIS K0312に 従 い 前 処 理 を
行 い 高 分 解 能 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ 質 量 分 析 法 （ HRGC/HRMS） の 値 を 測 定 し た 。 ま た そ れ ぞ
れ の 残 り の 1/2を ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 約 1mLに 濃 縮 し 、 予 め 200mLの ヘ キ サ ン で 洗
浄 し た 多 層 カ ラ ム （ ス ペ ル コ 社 製 ） に 負 荷 し た 。 次 い で 、 ヘ キ サ ン 150mLで 溶 出 し た 後 ロ
ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し た 。 か か る 手 順 に よ り 得 ら れ た 試 料 溶 液 を そ れ ぞ れ 2等
分 し 、 窒 素 気 流 下 で 蒸 発 乾 固 し た 後 、 FA溶 液 又 は DMSO溶 液 60μ Lに 溶 解 し 、 免 疫 測 定 に 供
し た 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
（ ３ ） 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 の 調 製
　 参 考 例 ３ で 得 ら れ た ウ サ ギ No.1～ 7の う ち 力 価 の 確 認 さ れ た No.1及 び No.2の 抗 血 清 を 、
そ れ ぞ れ 0.3%ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 で 3500倍 に 希 釈 し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
（ ４ ） ニ 次 抗 体 液 の 調 製
　 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標 識 抗 ウ サ ギ IgG抗 体 （ シ グ マ 社 製 ） を 、 0.05%Tween20,10%ウ シ 胎 児
血 清 を 含 む リ ン 酸 緩 衝 液 で 3000倍 に 希 釈 し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
（ ５ ） 発 色 液 の 調 製
　 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド 20mLに 3,3 ' ,5,5 ' -テ ト ラ メ チ ル ベ ン チ ジ ン （ シ グ マ 社 製 ） 0.2g溶
解 し た も の を 原 液 と し 、 使 用 時 に 0.006%過 酸 化 水 素 を 含 む 酢 酸 緩 衝 液 (pH5.5)で 原 液 を 101
倍 希 釈 し て 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

10

20

30

40

50

(11) JP 2005-257351 A 2005.9.22



（ ６ ） 免 疫 測 定 （ 標 準 液
　 ハ プ テ ン 固 相 化 プ レ ー ト の 測 定 に 使 用 す る ウ エ ル 全 て に リ ン 酸 緩 衝 液 25μ Lを 分 注 し た
後 、 FA溶 液 で 調 製 し た 各 濃 度 の 標 準 液 25μ L及 び FA溶 液 25μ L、 FA溶 液 で 調 製 し た 実 試 料 25
μ L及 び FA溶 液 25μ L、 DMSO溶 液 で 調 製 し た 各 濃 度 の 標 準 液 25μ L、 DMSO溶 液 で 調 製 し た 実
試 料 25μ Lを 各 ウ エ ル に 加 え た 。 さ ら に 抗 ダ イ オ キ シ ン 類 抗 体 50μ Lを 使 用 す る ウ エ ル 全 て
に 加 え て 室 温 で 90分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 各 ウ エ ル の 液 を 除 き 洗 浄 液 で 5回 洗 浄 し た
。 各 ウ エ ル に ニ 次 抗 体 液 100μ Lを 分 注 し 、 室 温 で 60分 間 反 応 さ せ た 。 反 応 終 了 後 各 ウ エ ル
の 液 を 除 き 洗 浄 液 で 5回 洗 浄 し た 。 各 ウ エ ル に 発 色 液 100μ Lを 分 注 し 室 温 で 20分 間 反 応 さ
せ た 。 反 応 終 了 後 1mol/L硫 酸 を 各 ウ エ ル に 50μ L加 え て 反 応 を 停 止 し た 。
　 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 波 長 450nmに て 各 ウ エ ル の 吸 光 度 を 測 定 し た 。
　 得 ら れ た 各 標 準 液 の 吸 光 度 か ら 下 記 式 に よ り 阻 害 率 を 求 め 、 ウ サ ギ No1及 び ウ サ ギ No2の
抗 血 清 に つ い て 、 図 １ と 図 ２ の 標 準 曲 線 を 得 た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
【 数 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ １ 】
　 図 １ の 標 準 曲 線 か ら 得 ら れ た 50%阻 害 率 を 示 す TMDD濃 度 は DMSO溶 液 で 調 製 し た も の が 5.4
0pg/wellに 対 し て FA溶 液 で 調 製 し た も の は 0.21pg/wellで あ り 、 FA溶 液 で 調 製 し た も の は
約 25倍 高 い 感 度 が 得 ら れ た 。 ま た 、 そ の 測 定 範 囲 は 阻 害 率 10%か ら 90%に 設 定 し た 場 合 、 DM
SO溶 液 で 調 製 し た も の が 0.71～ 40.50pg/wellに 対 し て FA溶 液 で 希 釈 し た も の は 0.01～ 4.60
pg/wellで あ っ た 。
　 ま た 、 図 ２ の 標 準 曲 線 か ら 得 ら れ た 50%阻 害 率 を 示 す TMDD濃 度 は DMSO溶 液 で 調 製 し た も
の が 8.25pg/wellに 対 し て FA溶 液 で 調 製 し た も の は 0.27pg/wellで あ り 、 FA溶 液 で 調 製 し た
も の は 約 30倍 高 い 感 度 が 得 ら れ た 。 ま た 、 そ の 測 定 範 囲 は 阻 害 率 10%か ら 90%に 設 定 し た 場
合 、 DMSO溶 液 で 調 製 し た も の が 1.31～ 51.81pg/wellに 対 し て FA溶 液 で 希 釈 し た も の は 0.01
～ 33.44pg/wellで あ っ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
（ ７ ） 免 疫 測 定
　 試 料 （ 測 定 用 ） に つ い て は 、 ウ サ ギ No.1か ら 得 ら れ た 抗 血 清 を 用 い て 測 定 し た 。 試 料 （
測 定 用 ） に つ い て も 同 様 に し て 阻 害 率 を 求 め 、 さ ら に 標 準 曲 線 よ り ダ イ オ キ シ ン 濃 度 を TM
DD相 当 量 と し て 求 め た 結 果 を 表 １ 、 表 ２ に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ４ 】
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【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 燃 え 殻 No.1の 測 定 値 よ り 求 め た 阻 害 率 は 、 DMSO溶 液 で 28%に 対 し て FA溶 液 で は 84%で あ っ
た 。 こ の 阻 害 率 を 標 準 液 で 得 ら れ た デ ー タ に よ り 換 算 す る と 、 DMSO溶 液 で 調 製 し た も の が
2.39pg/wellに 対 し て 、 FA溶 液 で 調 製 し た も の は 2.55pg/wellで あ っ た 。 同 様 に 、 土 壌 、 底
質 及 び 燃 え 殻 No.2の 測 定 値 よ り 求 め た 阻 害 率 は DMSO溶 液 で 4%、 8%及 び 9%に 対 し て FA溶 液 で
は 48%、 71%及 び 73%と な っ た 。 す な わ ち 、 DMSO溶 液 で 調 製 し た も の は 測 定 範 囲 外 と な っ た
が FA溶 液 で 調 製 し た も の は 0.19pg/well、 0.68pg/well及 び 0.85pg/wellで あ り 、 ホ ル ム ア
ル デ ヒ ド 溶 液 中 で 抗 原 抗 体 反 応 を 行 っ た 場 合 、 感 度 が 顕 著 に 向 上 す る こ と が わ か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ６ 】
【 図 １ 】 実 施 例 １ の ウ サ ギ No1の 抗 血 清 に よ る 免 疫 測 定 で 得 ら れ た 標 準 曲 線 を 示 す 。
【 図 ２ 】 実 施 例 １ の ウ サ ギ No2の 抗 血 清 に よ る 免 疫 測 定 で 得 ら れ た 標 準 曲 線 を 示 す 。
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【 図 １ 】

【 図 ２ 】
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