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(54)【発明の名称】 フタル酸エステル類の測定法

(57)【要約】
【課題】フタル酸エステル類を特異的に認識する抗体を
用いてフタル酸エステル類を簡便かつ特異的に免疫測定
する方法を提供。
【解決手段】一般式
【化１】

〔式中、R1,R2はそれぞれ水素原子、アルキル基、シク
ロアルキル基またはフェニルアルキル基(但し同時に水
素原子であってはならない)、mは1-5の整数およびYはア
ミノ基またはカルボキシル基を示す〕で表されるフタル
酸エステル類とキャリア蛋白との結合体を免疫抗原とし
て作成された抗体を用いて被検物質中のフタル酸エステ
ル類を免疫測定する方法。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】 一般式
【化１】

〔式中、R1およびR2は同一または異なって水素原子、ア
ルキル基、シクロアルキル基またはフェニルアルキル基
を示し、mは1-5の整数を示し、Yはアミノ基またはカル
ボキシル基を示す。但し、R1およびR2は同時に水素原子
であってはならない。〕で表されるフタル酸エステル類
とキャリア蛋白との結合体からなることを特徴とする抗
フタル酸エステル抗体作成のための免疫抗原。
【請求項２】 請求項1に記載の免疫抗原を用いて作成さ
れた抗フタル酸エステル抗体。
【請求項３】 一般式
【化２】

〔式中、R1、R2およびmは前記に同じ。R3はビオチン-(R
4)

n
-NH-基または基-CO-(R4)

n
-NHNH-ビオチンを示し、R4

は同一または異なってArg残基またはLys残基を示し、n
は1-3の整数を示す。〕で表されるビオチン化フタル酸
エステル誘導体。
【請求項４】 請求項2に記載の抗フタル酸エステル抗体
を用いて被検物質中のフタル酸エステル類を免疫測定す
ることを特徴とする、フタル酸エステル類の測定方法。
【請求項５】 請求項3に記載のビオチン化フタル酸エス
テル誘導体を測定系の標識体として利用する請求項4に
記載の測定方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、フタル酸エステル
類の測定方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】フタル酸エステル類は、プラスチック製
品の製造における可塑剤として広く使用されている化学
物質である。
【０００３】最近、フタル酸エステル類が生体に内分泌
攪乱作用を及ぼすことが確認され、上記プラスチック製
品からの溶出が重大な環境汚染問題とされている。
【０００４】フタル酸エステル類の検出・測定は、これ
まで、このような化学物質の検出・測定に一般に利用さ
れている、例えば高速液体クロマトグラフィー、LC-Mas

2
s、GC-Massなどの物理化学的機器を用いた方法により実
施されている。しかしながら、このような検出・測定法
は、用いられる機器類が高価であるばかりでなく、検体
（サンプル）数、検体の処理能においても限界があり、
より簡便でしかも多数の検体を正確に測定・検出できる
方法の開発が望まれている。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、上記
従来技術の課題を解決して、フタル酸エステル類を簡便
且つ特異的に測定・検出する方法およびそのための手段
を提供することにある。
【０００６】
【課題を解決するための手段】本発明者は、鋭意研究の
結果、上記目的に合致する免疫測定系の確立に成功し、
ここに本発明を完成するに至った。
【０００７】即ち、本発明は以下の要旨の免疫抗原、抗
フタル酸エステル抗体、ビオチン化フタル酸エステル誘
導体およびこれらを利用したフタル酸エステル類の測定
方法を提供する。
(1)  一般式
【０００８】
【化３】

【０００９】〔式中、R1およびR2は同一または異なって
水素原子、アルキル基、シクロアルキル基またはフェニ
ルアルキル基を示し、mは1-5の整数を示し、Yはアミノ
基またはカルボキシル基を示す。但し、R1およびR2は同
時に水素原子であってはならない。〕で表されるフタル
酸エステル類とキャリア蛋白との結合体からなることを
特徴とする抗フタル酸エステル抗体作成のための免疫抗
原。
(2)  上記(1)に記載の免疫抗原を用いて作成された抗フ
タル酸エステル抗体。
(3)  一般式
【００１０】
【化４】

【００１１】〔式中、R1、R2およびmは前記に同じ。R3

はビオチン-(R4)
n
-NH-基または基-CO-(R4)

n
-NHNH-ビオ

チンを示し、R4は同一または異なってArg残基またはLys
残基を示し、nは1-3の整数を示す。〕で表されるビオチ
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ン化フタル酸エステル誘導体。
(4)  上記(2)に記載の抗フタル酸エステル抗体を用いて
被検物質中のフタル酸エステル類を免疫測定することを
特徴とする、フタル酸エステル類の測定方法。
(5)  上記(3)に記載のビオチン化フタル酸エステル誘導
体を測定系の標識体として利用する上記(4)に記載の測
定方法。
【００１２】
【発明の実施の形態】本発明免疫抗原を示す前記一般式
(1)において、R1およびR2で定義される各基は次の通り
である。
【００１３】即ち、アルキル基には、炭素数1-10の直鎖
状もしくは分枝鎖状アルキル基が包含される。その例と
しては、例えばメチル、エチル、プロピル、イソプロピ
ル、n-ブチル、tert-ブチル、ペンチル、ヘキシル、ヘ
プチル、オクチル、ノニル、デシル、2-エチルヘキシル
基などを挙げることができる。
【００１４】シクロアルキル基には、炭素数3-8のシク
ロアルキル基が包含される。その例には、例えばシクロ
プロピル、シクロブチル、シクロペンチル、シクロヘキ
シル、シクロヘプチル、シクロオクチル基が含まれる。
【００１５】フェニルアルキル基には、アルキル部分が
炭素数1-6であるフェニルアルキル基が包含される。具
体的には、例えばベンジル、2-フェニルエチル、1-フェ
ニルエチル、3-フェニルプロピル、4-フェニルブチル、
5-フェニルペンチル、6-フェニルヘキシル、1,1-ジメチ
ル-2-フェニルエチル、2-メチル-3-フェニルプロピル基
などを例示することができる。
【００１６】本発明ビオチン化フタル酸エステル誘導体
を示す前記一般式(2)において、R3で定義される各基に
おけるビオチンは、ビオチンの側鎖CO基で各アミノ酸残
基(R4)と結合しているものとする。また、各アミノ酸残
基(R4)は特に断らない限り、D体およびL体の両者を包含
する。
本発明免疫抗原 *

4
*本発明免疫抗原は、前記一般式(1)で表されるフタル酸
エステル誘導体と、キャリア蛋白との結合体からなって
いる。
【００１７】ここで、一般式(1)で表されるフタル酸エ
ステル誘導体には、モノエステル類およびジエステル類
が包含される。該ジエステル類は、同一のエステル形成
基（アルキル、シクロアルキル基など）を有するもので
ある必要はなく、同一群または異なる群に属する２つの
エステル形成基を有するものであってもよい。
【００１８】上記フタル酸エステル誘導体は、常法に従
い製造することができる。例えば、以下の方法に従い製
造することができる。即ち、まず、市販のフタル酸無水
物をニトロ化し、加水分解した後、エステル化して、フ
タル酸エステルのニトロ化物を得、次いで該ニトロ化物
を、例えば錫と塩酸とを用いて還元して、アミノ体（4-
アミノフタル酸エステル）に変換し、更に該アミノ体の
アミノ側鎖に、例えばアミノカプロン酸などの一般式
HOOC-(CH

2
)
m
-Y

(式中、yおよびmは前記に同じ。)で示される適当なスペ
ーサーを結合させることにより、所望のフタル酸エステ
ル誘導体を得ることができる。
【００１９】尚、上記アミノ体およびその合成における
各反応はそれぞれ既知であるか既知の方法に従うことが
できる（例えばCA登録番号第22572-84-5、J. Med. Che
m., 30, 509-514 (1987)など参照）。また、スペーサー
の結合反応は、例えば、後述するビオチン化フタル酸エ
ステル誘導体の製造において記載する縮合反応に従うこ
とができる。
【００２０】上記フタル酸エステル誘導体の製造のため
の原料化合物（フタル酸エステルのニトロ体およびアミ
ノ体）は、例えば下記反応式－１に示す方法に従い製造
することができる。
【００２１】
【化５】

【００２２】〔式中、R1およびR2は前記に同じ。〕
反応式－１に記載の化合物(4)を化合物(3)に導く反応
は、例えば(a)適当な溶媒中、接触還元触媒を用いて化
合物(4)を還元するかまたは(b)適当な不活性溶媒中、金
属もしくは金属塩と酸または金属もしくは金属塩とアル
カリ金属水酸化物、硫化物もしくはアンモニウム塩との
混合物などを還元剤として用いて化合物(4)を還元する
ことにより行われる。
【００２３】上記(a)に示す接触還元触媒を用いる方法

の場合、溶媒としては、例えば水、酢酸などの低級アル
カン類、メタノール、エタノール、イソプロパノールな
どのアルコール類、ヘキサン、シクロヘキサンなどの炭
化水素類、ジオキサン、テトラヒドロフラン(THF)、ジ
エチルエーテル、ジエチレングリコールジメチルエーテ
ルなどのエーテル類、酢酸メチル、酢酸エチルなどのエ
ステル類、N,N-ジメチルホルムアミド(DMF)などの非プ
ロトン性極性溶媒などおよびこれらの混合溶媒が用いら
れる。接触還元触媒としては、例えばパラジウム、パラ
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ジウム-黒、パラジウム-炭素、白金、酸化白金、亜クロ
ム酸銅、ラネーーニッケルなどを使用することができ
る。これらの触媒は、出発原料に対して一般に0.02-1倍
重量程度で用いられるのがよい。反応温度は、通常-20-
150℃付近、好ましくは0-100℃付近であり、水素圧は通
常1-10気圧とするのがよい。反応は一般に0.5-10時間程
度で終了する。また上記反応の系内には塩酸などの酸を
添加することもできる。
【００２４】前記(b)に示す方法の場合、還元剤として
は、例えば鉄、亜鉛、錫もしくは塩化第１錫と塩酸、硫
酸などの鉱酸との混合物、または鉄、硫酸第１鉄、亜鉛
もしくは錫と水酸化ナトリウムなどのアルカリ金属水酸
化物、硫化アンモニウムなどの硫化物、アンモニア水、
塩化アンモニウムなどのアンモニウム塩との混合物が用
いられる。不活性溶媒としては、例えば水、酢酸などの
低級アルカン酸類、メタノール、エタノールなどのアル
コール類、ベンゼン、トルエン、キシレンなどの芳香族
炭化水素類、ジオキサンなどのエーテル類などおよびこ
れらの混合溶媒が用いられる。還元反応は、用いる還元
剤の種類に応じて適宜選択決定することができる。例え
ば亜鉛と塩酸とを還元剤として用いる場合、反応は有利
には0℃～室温付近で、約0.5-15時間程度を要して実施
されるのがよい。亜鉛および塩酸の使用量は、それぞれ
原料化合物に対して大過剰量とすることができる。通常*

6
*それぞれ等モル量～20倍モル量用いられる。
【００２５】前記反応式-1における出発原料である化合
物(4)は、例えば下記式-2～-4に示す各方法に従い製造
することができる。
【００２６】
【化６】

【００２７】〔式中、R1aはアルキル基、シクロアルキ
ル基またはフェニルアルキル基を示す。〕
上記式-2における化合物(5)と化合物(6)との反応は、例
えば塩酸、硫酸などの鉱酸類、チオニルクロライド、オ
キシ塩化リン、五塩化リン、三塩化リンなどのハロゲン
化剤の存在下に、0-200℃程度、好ましくは50-150℃程
度の温度で1-30時間程度を要して実施できる。化合物
(6)の使用量は、化合物(5)に対して通常大過剰量とする
のがよい。
【００２８】
【化７】

【００２９】〔式中、R1aは前記に同じ。R1bは水素原子
またはアルカリ金属原子を示す。化合物(4b)のニトロ基
の置換位置はベンゼン環上の4-位または5-位とする。〕
アルカリ金属原子としては、ナトリウム原子、カリウム
原子などを例示できる。
【００３０】上記式-3における化合物(7)と化合物(8)と
の反応は、適当な不活性溶媒中または無溶媒下に、塩基
性化合物の存在下または不存在下に行われる。
【００３１】不活性溶媒としては、例えばベンゼン、ト
ルエン、キシレンなどの芳香族炭化水素類、THF、ジオ
キサン、ジエチレングリコールジメチルエーテルなどの
エーテル類、ジクロロメタン、クロロホルム、四塩化炭
素などのハロゲン化炭化水素類、メタノール、エタノー
ル、イソプロパノール、ブタノール、tert-ブタノー
ル、n-ヘキサノールなどのアルコール類、酢酸などの低
級アルカン酸類、酢酸エチルなどのエステル類、アセト
ンなどのケトン類、アセトニトリル、ピリジン、DMSO、
N,N-ジメチルホルムアミド(DMF)、ヘキサメチルリン酸
トリアミド(HMPA)などの非プロトン性極性溶媒などおよ

びこれらの混合溶媒が用いられる。塩基性化合物として
は、例えば炭酸ナトリウム、炭酸カリウム、炭酸水素ナ
トリウム、炭酸水素カリウム等の炭酸塩、水酸化ナトリ
ウム、水酸化カリウムなどのアルカリ金属水酸化物、水
素化ナトリウム、カリウム、ナトリウムアミド、ナトリ
ウムメチラート、ナトリウムエチラートなどの金属アル
コラート類、ピリジン、N-エチルジイソプロピルアミ
ン、ジメチルアミノピリジン、トリエチルアミン、1,5-
ジアザビシクロ[4.3.0]ノネン-5(DBN)、1,8-ジアザビシ
クロ[5.4.0]ウンデセン-7(DBU)、1,4-ジアザビシクロ
[2.2.2]オクタン(DABCO)などの有機塩基などを挙げるこ
とができる。化合物(8)の使用量は化合物(7)に対して少
なくとも等モル量、好ましくは等モル～10倍モル量程度
とされるのがよい。反応は通常0-200℃程度、好ましく
は0-150℃程度で行われ、一般に約5分～3時間程度で終
了する。
【００３２】
【化８】
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【００３３】〔式中、R1aおよびR1bは前記に同じ。R1c

はアルキル基、シクロアルキル基またはフェニルアルキ
ル基を示す。Xはハロゲン原子または水酸基を示す。化
合物(4c)のニトロ基の置換位置はベンゼン環上の4-位ま
たは5-位とする。〕ここでハロゲン原子は、フッ素原
子、塩素原子、臭素原子、沃素原子を包含する。
【００３４】上記式-4における化合物(4b)と化合物(9)
中xがハロゲン原子を示す化合物との反応は、適当な不
活性溶媒中、塩基性化合物の存在下に行われる。
【００３５】不活性溶媒としては、例えばベンゼン、ト
ルエン、キシレンなどの芳香族炭化水素類、THF、ジオ
キサン、ジエチレングリコールジメチルエーテルなどの
エーテル類、ジクロロメタン、クロロホルム、四塩化炭
素などのハロゲン化炭化水素類、メタノール、エタノー
ル、イソプロパノール、ブタノール、tert-ブタノー
ル、n-ヘキサノールなどのアルコール類、酢酸などの低
級アルカン酸類、酢酸エチルなどのエステル類、アセト
ンなどのケトン類、アセトニトリル、ピリジン、DSMO、
DMF、HMPAなどの非プロトン性極性溶媒などおよびこれ
らの混合溶媒が用いられる。塩基性化合物としては、例
えば炭酸ナトリウム、炭酸カリウム、炭酸水素ナトリウ
ム、炭酸水素カリウム等の炭酸塩、水酸化ナトリウム、
水酸化カリウムなどのアルカリ金属水酸化物、水素化ナ
トリウム、カリウム、ナトリウムアミド、ナトリウムメ
チラート、ナトリウムエチラートなどの金属アルコラー
ト類、ピリジン、N-エチルジイソプロピルアミン、ジメ
チルアミノピリジン、トリエチルアミン、DBN、DBU、DA
BCOなどの有機塩基などを挙げることができる。化合物
(9)の使用量は化合物(4b)に対して少なくとも等モル
量、好ましくは等モル～3倍モル量程度とされるのがよ
い。反応は通常0-200℃程度、好ましくは0-170℃程度で
行われ、一般に約5分～10時間程度で終了する。
【００３６】化合物(4b)中R1bがアルカリ金属原子を示
す化合物と、化合物(9)中xが水酸基を示す化合物との反
応は、適当な不活性溶媒中または無溶媒下に、酸の存在
下に行われる。
【００３７】不活性溶媒としては、前記化合物(4b)と化
合物(9)（xがハロゲン原子を示す化合物）との反応にお
いて例示したそれらをいずれも使用することができる。
また、酸としては塩酸、硫酸などの鉱酸類を使用するこ
とができる。化合物(9)の使用量は化合物(4b)に対して
少なくとも等モル量程度、好ましくは等モル～3倍モル
量程度とされるのがよい。反応は通常0-200℃程度、好
ましくは0-170℃程度で行われ、一般に約5分～10時間程
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度で終了する。
【００３８】化合物(4b)中R1bが水酸基を示す化合物
と、化合物(9)中xが水酸基を示す化合物との反応は、前
記反応式-2に示した化合物(5)と化合物(6)との反応と同
様にして、同様の条件下に実施することができる。
【００３９】一般式(1)で表されるフタル酸エステル誘
導体とキャリア蛋白との結合反応は、一般式(1)で表さ
れるフタル酸エステル誘導体の有する官能基Yを利用し
て、慣用の試薬を用いた縮合反応に従い実施される。
【００４０】上記においてキャリア蛋白としては、抗原
乃至ハプテンの免疫原性を高めるものとして当該分野で
慣用される各種キャリア蛋白をいずれも使用できる。そ
の例としては、例えばアルブミン、グロブリン、ヘモシ
アニンなどの各種動物蛋白質、ポリリジンなどの人工ポ
リペプチドなどを例示できる。
【００４１】縮合反応のための試薬としても公知の各種
のものを利用することができる。その例としては、例え
ば1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボジイ
ミド塩酸塩(WSCD)などの水溶性カルボジイミド類、ジメ
チルスペルイミデート(DMS)のような縮合剤などを好適
なものとして挙げることができる。
【００４２】上記フタル酸エステル誘導体とキャリア蛋
白との結合体は、そのままで本発明抗フタル酸エステル
抗体の製造に利用することができ、また所望によりこれ
を高分子吸着体に吸着させた吸着体の形で本発明抗体の
製造に利用することもできる。
【００４３】高分子吸着体としては、免疫原性を高める
ものとして当該分野で慣用される各種高分子物質を採用
できる。これには、例えば炭素末、ポリビニルピロリド
ン、ラテックス、ブタチログロブリンなどの血清蛋白質
などが包含される。該高分子吸着体と本発明免疫抗原と
を、常法に従い混和することにより、所望の吸着体が得
られる。
本発明抗体
本発明抗体は、本発明免疫抗原を利用して、一般的な抗
体の製造法に従い、免疫抗原を温血動物（ヒトを除く）
に免疫することにより製造することができる。その方法
乃至手法は、基本的には常法に従うことができる。尚、
本発明抗体には、温血動物の抗血清や鶏卵抗体などのポ
リクローナル抗体とともにモノクローナル抗体も包含さ
れる。
【００４４】より具体的には、ポリクローナル抗体は、
例えば、ウサギ、ヒツジ、モルモット、ニワトリのよう
な温血動物に、本発明免疫抗原を、通常フロイントの完
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全アジュバントとともに複数回免疫し、その後、血液を
採取し、常法に従い該血液より抗血清を取得することに
より製造することができる。ニワトリの場合には、上記
免疫抗原を複数回免疫して、該ニワトリが産卵する鶏卵
にイムノグロブリンY(IgY)を産生させ、該鶏卵の卵黄よ
り常法に従いIgYを取得することによっても、ポリクロ
ーナル抗体を得ることができる。
【００４５】またモノクローナル抗体は、例えば、本発
明免疫抗原をフロイントの完全アジュバントとともにマ
ウスに複数回投与して免疫化し、その後、例えば細胞融
合法などの常法に従い、抗体産生細胞と骨髄脾細胞とを
融合し、クローニングし、目的とする抗体を産生する単
一クローン細胞を分離し、該細胞の培養により取得する
ことができる。
【００４６】得られる本発明抗体（ポリクローナル抗体
およびモノクローナル抗体）は、所望により、硫安塩
析、イオン交換クロマトグラフィー、ゲルクロマトグラ
フィー、アフィニティークロマトグラフィーなどの常法
に従い更に精製することができる。
【００４７】本発明抗体の取得に際しては、所望のフタ
ル酸エステルに対する特異的反応性を有し、他のフタル
酸エステル類とは実質的に交差反応しないことで特徴付
けられる反応性を有する抗体の選択が重要である。
【００４８】この選択は、本明細書の開示に従い、取得
された抗体と供試化合物としての各種フタル酸エステル
との反応性を試験することにより、例えば、免疫された
温血動物の個体間より、或いはクローン化された単一ク
ローン間より、適宜再現性をもって行うことができる。
【００４９】上記反応性の試験は、本発明抗体と供試化
合物との免疫反応性が確認できるものである限りにおい
て特に制限なく行うことができる。例えばこの反応性試
験は好ましくは後述の実施例に記載の測定法に従い実施
することができる。
【００５０】本発明抗体は、免疫抗原として利用するフ
タル酸エステル誘導体を適宜選択することによって、こ
の選択されたフタル酸エステル誘導体に対応するフタル
酸エステルに特異反応性を有するものとすることができ
る。即ち、フタル酸エステルの側鎖領域に特異的なもの
とすることができる。この特異抗体には、例えばフタル
酸ジメチル、フタル酸ジエチル、フタル酸ジn-ブチル、
フタル酸ジ(2-エチルヘキシル)、フタル酸ジイソブチ
ル、フタル酸ベンジルn-ブチルなどに特異的な抗体が包
含される。これらは、所望により関連する他のフタル酸
エステルのいくつかと交差反応性を有するものであるこ
ともできるが、好ましくは、単一のフタル酸エステルに
特異的であって、他の類似の側鎖構造を有する化合物と
は実質的に交差反応しないものであるのがよい。
【００５１】ここで「実質的に交差反応しない」とは、
特定のフタル酸エステルとの反応性を基準(100%)とし
て、その交差反応性が、5%を越えないもの、より好まし
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くは1%以下であることを意味する。
フタル酸エステル類の測定・検出
本発明抗体の利用によれば、一般の免疫測定法に従い、
フタル酸エステル類の特異的測定・検出が可能である。
【００５２】この免疫測定法には、例えば、酵素免疫測
定法(EIA)、酵素イムノメトリックアッセイ法(ELISA)、
蛍光免疫測定法(FIA)、発光免疫測定法などが包含され
る。これらの方法は、また一般的な競合法、サンドイッ
チ法などの手法に従って実施することができる。
【００５３】本発明のフタル酸エステル類の特異的免疫
測定方法は、特に好ましくは、後述の実施例に記載した
高感度ELISA系により実施される。
【００５４】ここで、本発明抗体としては、測定が望ま
れるフタル酸エステル類の種類に応じて、それに特異反
応性を有するものが選択される。この抗体は、一般には
固相化抗体として利用される。また、この系において
は、測定を要求されるフタル酸エステルそれ自体を標準
物質として利用することができる。
【００５５】高感度ELISA系においては、標識抗原（標
識体）として、前記した式(2)で表されるビオチン化フ
タル酸エステル誘導体を好適なものとして利用すること
ができる。その製造の詳細は後述するとおりである。こ
の誘導体としても、測定が望まれるフタル酸エステル類
の種類に応じて、対応するエステルの誘導体が選択して
用いられる。
【００５６】これらのビオチン化フタル酸エステル誘導
体は、総じて、免疫測定系の液相に可溶性である（水溶
性である）ことによって特徴づけられる。従って、これ
はフタル酸エステル類の免疫測定系における標識体とし
てきわめて有用である。
【００５７】本発明の免疫測定法によれば、後記実施例
に示す通り、各種のフタル酸エステルを、最小検出限界
約50-100pg/ml程度にて、非常に高感度に測定可能であ
る。
【００５８】本発明に従うフタル酸エステル類の測定・
検出に際しては、本発明抗体を有効成分として含有する
測定キットを利用するのが簡便である。当該キットに
は、本発明抗体に加えて、当該測定・検出を実施するに
際して必要な任意の他の試薬を更に包含させることがで
きる。その例としては、例えば上記した標識体（標識抗
原）、標準抗原液などを挙げることができる。更に、ア
ッセイ緩衝液などもキットに含ませることができる。
【００５９】本発明のフタル酸エステル類の測定・検出
系において、被検物質としては、ヒトおよび動物の各種
組織、血液、尿、骨髄液、唾液などを利用することがで
きる。これらを被検物質とするときには、本発明方法に
よって、これら被検物質中のフタル酸エステル類が測定
乃至検出できる。この結果は、例えば外因性物質の生体
刺激－分泌機構への影響の解明・研究に役立つ。
【００６０】また、本発明方法においては、例えば河
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11
川、海水、廃水、大気、土壌などを被検物質とすること
もできる。これらを被検物質とするときには、本発明方
法によって、これら環境中のフタル酸エステル類の測定
乃至検出が可能であり、これによって環境汚染の程度を
把握することができる。
ビオチン化フタル酸エステル誘導体
本発明測定法に標識体として利用することができる前記
一般式(2)で示されるビオチン化フタル酸エステル誘導
体は、前述した一般式(1)で示されるフタル酸エステル
誘導体を原料とし、その側鎖官能基Yを利用して、これ
にビオチン-(R4)

n
-OHおよびH-(R4)

n
-NHNH-ビオチンから

選ばれるビオチン-アミノ酸結合物を結合させることに
より製造することができる。
【００６１】上記ビオチン-アミノ酸結合物の結合は、
例えばR4に対応する所定のアミノ酸（ArgおよびLys）の
1-3個およびビオチンまたはそのヒドラジドを順次縮合
反応させるか、予め縮合反応させたビオチン-アミノ酸
結合物を縮合反応させるか、或いはこれらの両縮合反応
を組合せることにより実施することができる。
【００６２】各縮合反応は、公知の各種縮合反応方法、
例えばアジド法、混合酸無水物法、DCC法、活性エステ
ル法、酸化還元法、DPPA（ジフェニルホスホリルアジ
ド）法、DCC＋添加物（1-ヒドロキシベンゾトリアゾー
ル、N-ヒドロキシスクシンアミド、N-ヒドロキシ-5-ノ
ルボルネン-2,3-ジカルボキシイミドなど）、ウッドワ
ード法などに従うことができる。
【００６３】これら各方法において利用される溶媒は、
この種のペプチド縮合反応に慣用される各種の溶媒から
適宜選択することができる。その例としては、例えばN-
メチリピロリドン(NMP)、DMF、DMSOなど、およびこれら
の混合溶媒を例示できる。
【００６４】尚、上記縮合反応において、反応に関与し
ない官能基は、常法に従い、通常の保護基により保護で
き、これらは反応終了後に脱離できる。これら各方法は
公知であり、それらに用いられる試薬類も公知のものか
ら適宜選択できる。
【００６５】例えば、アミノ基の保護基としては、ベン
ジルオキシカルボニル(Z)、第三級ブトキシカルボニル
(Boc)、イソボルニルオキシカルボニル、p-メトキシベ
ンジルオキシカルボニル基などを例示できる。
【００６６】カルボキシル基の保護基としては、例えば
メチルエステル、エチルエステル、第三級ブチルエステ
ルなどの低級アルキルエステル或いはベンジルエステ
ル、p-メトキシベンジルエステルなどを形成し得る基を
例示することができる。
【００６７】アルギニンのグアニジノ基の保護基として
は、例えば2,2,5,7,8-ペンタメチルクロモン-6-スルホ
ニル(Pmc)、2,2,4,6,7-ペンタメチルジヒドロベンゾフ
ラン-5-スルホニル(Pbf)、ニトロ、Z、Boc、p-トルエン
スルホニル基などを例示できる。
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【００６８】これら保護基の脱離反応もまた慣用される
方法、例えば接触還元法、液体アンモニア／ナトリウ
ム、フッ化水素、臭化水素素、塩化水素、トルフルオロ
酢酸（TFA）、酢酸、メタンスルホン酸などを用いる方
法などに従い実施できる。
【００６９】得られる本発明の一般式(2)で表されるビ
オチン化されたフタル酸エステル誘導体は、常法に従
い、高速液体クロマトグラフィーなどの各種の精製手段
により適宜その精製を行うことができる。
【００７０】
【実施例】以下、参考例および実施例によって本発明を
さらに詳細に説明する。しかし、これらの例は非制限的
なものであり、本発明の範囲はそれらの例によって限定
解釈されるべきものではない。
【００７１】尚、各例で使用した略号は、前述したもの
であるかまたは次のものを示す。
【００７２】HATU；O-(7-アザベンゾトリアゾール-1-イ
ル)-1,1,3,3-テトラメチルウロニウム ヘキサフルオロ
ホスフェート
DIEA；N,N-ジイソプロピルエチルアミン
TFE；トリフルオロエタノール
TIPS；トリイソプロピルシラン
【００７３】
【参考例1】(1)  4-ニトロフタル酸ジエチル（化合物40
1）の製造
4-ニトロフタル酸2.0g(9.5mmol)を乾燥エタノール30ml
に溶解し、これに濃硫酸0.3mlを加えた。混合物を24時
間還流し、溶媒を減圧留去した。油状残渣をジエチルエ
ーテルに溶解し、3回水洗し、次いで10％Na

2
CO
3
水溶液

で洗浄した。エーテル溶液を無水硫酸ナトリウムで乾燥
後、溶媒を留去して、淡黄色粗固体を得た。この粗生成
物を冷エタノールから再結晶した。得られた淡黄色結晶
を真空乾燥器内で一夜乾燥して、4-ニトロフタル酸ジエ
チル(化合物401)1.9g(75.3％)を得た。
【００７４】1H-NMR(CDCl

3
); 8.62(1H, d, J=1.8Hz), 

8.39(1H, dd, J=8.8, 1.8Hz), 7.85(1H, d, J=8.8Hz), 
4.43(2H, q, J=7.3Hz), 4.42(2H, q, J=7.3Hz), 1.41(3
H, t,J=7.3Hz), 1.40(3H, t, J=7.3Hz)
(2)  4-アミノフタル酸ジエチル（化合物402）の製造
化合物401の1.5g(5.6mmol)をベンゼン280mlに溶解し、
これに精製亜鉛末3.4gを加えた。次いで、濃塩酸10mlを
分割添加した。15分間室温で攪拌後、更に亜鉛末3.4gを
加え、混合物を12時間室温で攪拌した。反応混合物に冷
水340mlを加え、混合物を1N NaOH溶液で中和した。混合
物を分液濾斗で分配し、ベンゼン層を除去した。水層を
ベンゼン抽出した。ベンゼン抽出液を合わせ、水洗し、
無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去して、淡黄
色粗固体を得た。これをシリカゲルカラムクロマトグラ
フィーで精製（n-ヘキサン：酢酸＝8:1）して、4-アミ
ノフタル酸ジエチル（化合物402）1.1g(80.6％)を得
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た。
【００７５】融点：95.6℃
元素分析値（C

12
H
15
NO
4
として）

理論値：C 60.75, H 6.37, N 5.90
実測値：C 60.70, H 6.33, N 5.76
1H-NMR(CDCl

3
); 7.72(1H, d, J=8.4Hz), 6.73(1H, d, J

=2.2Hz), 6.68(1H, dd, J=8.4, 2.2Hz), 4.36(2H, q, J
=7.3Hz), 4.29(2H, q, J=7.3Hz), 4.11(2H, brs), 1.36
(3H, t, J=7.3Hz), 1.34(3H, t, J=7.3Hz)
(3)  4-ニトロフタル酸ジブチル（化合物403）の製造
4-ニトロフタル酸2.0g(9.5mmol)を乾燥エタノール30ml
に溶解し、これに濃硫酸0.3mlを加えた。混合物を120℃
で24時間加熱し、溶媒を減圧留去した。油状残渣をジエ
チルエーテルに溶解し、3回水洗し、次いで10％Na

2
CO
3

水溶液で洗浄した。エーテル溶液を無水硫酸ナトリウム
で乾燥後、溶媒を留去して、淡黄色粗固体を得た。この
粗生成物をシリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製
（n-ヘキサン：酢酸=10:1）して、4-ニトロフタル酸ジn
-ブチル(化合物403)2.1g(68.4％)を得た。
【００７６】1H-NMR(CDCl

3
); 8.61(1H, d, J=1.8Hz), 

8.39(1H, dd, J=8.8, 1.8Hz), 7.84(1H, d, J=8.8Hz), 
4.38(2H, q, J=7.3Hz), 4.36(2H, q, J=7.3Hz), 1.80-
1.68(2H, m), 1.50-1.40(2H, m), 0.98(3H, t, J=7.3H
z), 0.90(3H, t, J=7.3Hz)
(4)  4-アミノフタル酸ジn-ブチル（化合物404）の製造
化合物403の1.5g(4.6mmol)をベンゼン230mlに溶解し、
これに精製亜鉛末2.8gを加えた。次いで、濃塩酸8.2ml
を分割添加した。15分間室温で攪拌後、更に亜鉛末2.8g
を加え、混合物を12時間室温で攪拌した。反応混合物に
水280mlを加え、混合物を1N NaOH溶液で中和した。混合
物を分液濾斗で分配し、ベンゼン層を除去した。水層を
ベンゼン抽出した。ベンゼン抽出液を合わせて水洗し、
無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去し、残渣を
シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製（n-ヘキサ
ン：酢酸＝10:1）して、4-アミノフタル酸ジn-ブチル
（化合物404）980mg(89.6％)を得た。
【００７７】元素分析値（C

16
H
23
NO
4
として）

理論値：C 65.51, H 7.90, N 4.77
実測値：C 65.44, H 7.90, N 4.65
1H-NMR(CDCl

3
); 7.71(1H, d, J=8.4Hz), 6.72(1H, d, J

=2.2Hz), 6.68(1H, dd, J=8.4, 2.2Hz), 4.29(2H, t, J
=7.3Hz), 4.23(2H, t, J=7.3Hz), 4.11(2H, brs), 1.75
-1.62(2H, m), 1.50-1.36(2H, m), 0.95(6H, t, J=7.3H
z)
(5)  4-ニトロフタル酸ジシクロヘキシル（化合物405）
の製造
4-ニトロフタル酸2.0g(9.5mmol)をシクロヘキサノール3
0mlに溶解し、これに濃硫酸0.3mlを加えた。混合物を12
0℃で24時間加熱し、溶媒を減圧留去した。油状残渣を
ジエチルエーテルに溶解し、3回水洗し、次いで10％Na

2

14
CO
3
水溶液で洗浄した。エーテル溶液を無水硫酸ナトリ

ウムで乾燥後、溶媒を留去し、残渣をシリカゲルカラム
クロマトグラフィーで精製（n-ヘキサン：酢酸=10:1）
して、4-ニトロフタル酸ジシクロヘキシル(化合物405)
2.3g(65.5％)を得た。
【００７８】1H-NMR(CDCl

3
); 8.58(1H, d, J=1.8Hz), 

8.37(1H, dd, J=8.4, 1.8Hz), 7.81(1H, d, J=8.4Hz), 
5.10-5.00(2H, m), 2.08-1.20(2H, m)
(6)  4-アミノフタル酸ジシクロヘキシル（化合物406）
の製造
化合物405の2.0g(5.3mmol)をベンゼン265mlに溶解し、
これに精製亜鉛末3.2gを加えた。次いで、濃塩酸9.3ml
を分割添加した。15分間室温で攪拌後、更に亜鉛末3.2g
を加え、混合物を12時間室温で攪拌した。反応混合物に
水320mlを加え、混合物を1N NaOH溶液で中和した。混合
物を分液濾斗で分配し、ベンゼン層を除去した。水層を
ベンゼン抽出した。ベンゼン抽出液を合わせて水洗し、
無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去し、残渣を
シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製（n-ヘキサ
ン：酢酸＝10:1）して、4-アミノフタル酸ジシクロヘキ
シル（化合物406）1.3g(72.2％)を得た。
【００７９】元素分析値（C

20
H
27
NO
4
として）

理論値：C 69.54, H 7.88, N 4.05
実測値：C 68.93, H 7.77, N 3.96
1H-NMR(CDCl

3
); 7.70(1H, d, J=8.4Hz), 6.70(1H, d, J

=2.2Hz), 6.65(1H, dd, J=8.4, 2.2Hz), 5.03-4.89(2H,
 m), 4.08(2H, brs), 2.10-1.83(20H, m)
(7)  4-(または5-)ニトロフタル酸ベンジルn-ブチル
（化合物407）の製造
4-ニトロフタル酸無水物2.0g(10.4mmol)を、ナトリウム
n-ブチラート1.0gのn-ブタノール1.0g溶液中に100℃以
下の温度でゆっくり加え、混合物を90-100℃下で10分間
保持した。この溶液に塩化ベンジル1.3gおよびトリエチ
ルアミン36mgを加え、全体を45分間還流した。反応混合
物を冷却し、ジエチルエーテルに溶解した。エーテル溶
液を、3回水洗した。次いで、エーテル溶液を無水硫酸
ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去後、残渣をシリカゲ
ルカラムクロマトグラフィーで精製（n-ヘキサン：酢酸
=10:1）して、4-ニトロフタル酸ベンジルn-ブチルおよ
び5-ニトロフタル酸ベンジルn-ブチル（1:1混合物）(化
合物407)1.4g(37.2％)を得た。
【００８０】1H-NMR(CDCl

3
); 8.62(1H, d, J=8.4Hz), 

8.61(1H, d, J=8.4Hz), 8.40-8.35(2H, m), 7.88-7.36
(12H, m), 5.38(4H, s), 4.24(2H, t, J=7.3Hz), 4.22
(2H, t,J=7.3Hz), 1.72-1.25(8H, m), 0.94(3H, t, J=
7.3Hz), 0.93(3H, t, J=7.3Hz)
(8)  4-(または5-)アミノフタル酸ジブチル（化合物40
8）の製造
化合物407の1.2g(3.4mmol)をベンゼン170mlに溶解し、
これに精製亜鉛末2.1gを加えた。次いで、濃塩酸6.0ml
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を分割添加した。15分間室温で攪拌後、更に亜鉛末2.1g
を加え、混合物を12時間室温で攪拌した。反応混合物に
水200mlを加え、混合物を1N NaOH溶液で中和した。混合
物を分液濾斗で分配し、ベンゼン層を除去した。水層を
ベンゼン抽出した。ベンゼン抽出液を合わせて水洗し、
無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去して淡黄色
粗固体を得、これをシリカゲルカラムクロマトグラフィ
ーで精製（n-ヘキサン：酢酸＝10:1）して、4-アミノフ
タル酸ベンジルn-ブチルおよび5-アミノフタル酸ベンジ
ルn-ブチル（1:1混合物）（化合物408）970mg(80.0％)
を得た。
【００８１】元素分析値（C

19
H
21
NO
4
として）

理論値：C 69.71, H 6.47, N 4.28
実測値：C 69.00, H 6.41, N 4.10
1H-NMR(CDCl

3
); 7.76(1H, d, J=8.8Hz), 7.72(1H, d, J

=8.8Hz), 7.45-7.30(10H, m), 6.74-6.65(4H, m), 5.33
(2H, s), 5.27(2H, s), 4.18(2H, m), 4.17(2H, t, J=
7.3Hz), 4.13(2H, t, J=7.3Hz), 4.09(4H, brs), 1.70-
1.20(8H, m), 0.93(3H, t, J=7.3Hz), 0.91(3H, t, J=
7.3Hz)
(9)  4-(または5-)ニトロフタル酸エチルn-ヘキシル
（化合物409）の製造
4-ニトロフタル酸無水物2.0g(10.4mmol)のn-ヘキサノー
ル溶液に、水酸化ナトリウム73mgを加えた。この混合物
にエタノール720mg(15.8mmol)および硫酸少量を加え
た。混合物を5時間還流した。反応混合物を冷却し、ジ
エチルエーテルに溶解した。エーテル溶液を3回水洗し
た。次いで、エーテル溶液を無水硫酸ナトリウムで乾燥
した。溶媒を留去後、残渣をシリカゲルカラムクロマト
グラフィーで精製（n-ヘキサン：酢酸=10:1）して、4-
ニトロフタル酸エチルn-ヘキシルおよび5-ニトロフタル
酸エチルn-ヘキシル（1:1混合物）(化合物409)1.2g(36.
5％)を得た。
【００８２】1H-NMR(CDCl

3
); 8.63-8.61(2H, m), 8.39

(2H, dd, J=8.8, 1.8Hz), 7.86(1H,d, J=8.8Hz), 7.83
(1H, d, J=8.8Hz), 4.46-4.33(6H, m), 1.77-1.30(24H,
 m),0.89-0.86(6H, m)
(10)  4-(または5-)アミノフタル酸エチルn-ヘキシル
（化合物410）の製造
化合物409の1g(3.1mmol)をベンゼン155mlに溶解し、こ
れに精製亜鉛末1.9gを加えた。次いで、濃塩酸5.5mlを
分割添加した。15分間室温で攪拌後、更に亜鉛末1.9gを
加え、混合物を12時間室温で攪拌した。反応混合物に水
180mlを加え、混合物を1N NaOH溶液で中和した。混合物
を分液濾斗で分配し、ベンゼン層を除去した。水層をベ
ンゼン抽出した。ベンゼン抽出液を合わせて水洗し、無
水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去して淡黄色粗
固体を得、これをシリカゲルカラムクロマトグラフィー
で精製（n-ヘキサン：酢酸＝10:1）して、4-アミノフタ
ル酸エチルn-ヘキシルおよび5-アミノフタル酸エチルn-

16
ヘキシル（1:1混合物）（化合物410）691mg(76.1％)を
得た。
【００８３】MS m/z: 293(M+)
1H-NMR(CDCl

3
); 7.72(2H, d, J=8.4Hz), 6.73-6.72(2H,

 m), 6.69(2H, dd, J=8.4, 2.2Hz), 4.40-4.20(8H, m),
 4.11(4H, brs), 1.79-1.58(6H, m), 1.45-1.20(16H, 
m), 0.90-0.80(6H, m)
(11)  4-ニトロフタル酸ビス(2-エチルヘキシル)（化合
物411）の製造
4-ニトロフタル酸2.0g(9.5mmol)を2-エチルヘキサノー
ル30mlに溶解し、これに硫酸0.3mlを加えた。混合物を2
4時間120℃で加熱し、溶媒を減圧留去した。過剰の2-エ
チルヘキシルを油状残渣から留去した。油状残渣をジエ
チルエーテルに溶解し、3回水洗し、次いで、10％Na

2
CO

3
溶液で洗浄した。エーテル溶液を無水硫酸ナトリウム
で乾燥した。溶媒を留去後、残渣をシリカゲルカラムク
ロマトグラフィーで精製（n-ヘキサン：酢酸=30:1）し
て、4-ニトロフタル酸ビス(2-エチルヘキシル)(化合物4
11)2.3g(65.5％)を得た。
【００８４】1H-NMR(CDCl

3
); 8.59(1H, d, J=2.6Hz), 

8.40(1H, dd, J=8.4, 2.6Hz), 7.83(1H, d, J=8.4Hz), 
4.33-4.22(4H, m), 1.72-1.68(2H, m), 1.49-1.27(16H,
 m),0.97-0.88(12H, m)
(12)  4-アミノフタル酸ビス(2-エチルヘキシル)（化合
物412）の製造
化合物411の2.0g(5.3mmol)をベンゼン265mlに溶解し、
これに精製亜鉛末3.2gを加えた。次いで、濃塩酸9.3ml
を分割添加した。15分間室温で攪拌後、更に亜鉛末3.2g
を加え、混合物を12時間室温で攪拌した。反応混合物に
水320mlを加え、混合物を1N NaOH溶液で中和した。混合
物を分液濾斗で分配し、ベンゼン層を除去した。水層を
ベンゼン抽出した。ベンゼン抽出液を合わせて水洗し、
無水硫酸ナトリウムで乾燥した。溶媒を留去し、残渣を
シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製（n-ヘキサ
ン：酢酸＝15:1）して、4-アミノフタル酸ビス(2-エチ
ルヘキシル)（化合物412）1.3g(72.2％)を得た。
【００８５】1H-NMR(CDCl

3
); 7.70(1H, d, J=8.4Hz), 

6.72(1H, d, J=2.4Hz), 6.68(1H, dd, J=8.4, 2.4Hz), 
4.22-4.13(6H, m), 1.72-1.62(2H, m), 1.43-1.22(6H, 
m), 0.94-0.87(12H, m)
【００８６】
【実施例1】(1)  アミノカプロニル－４－アミノ－フタ
ル酸ジエチル（一般式(1)：R1=R2=エチル基, m=5, Y=NH

2
）の合成
Boc-アミノカプロン酸69.4mg(0.3mmol)をTHF2mlに溶解
し、その中に、N-メチルモルホリン30.6μl(0.3mmol)お
よびイソブチルクロロホーメート39.6μl(0.3mmol)から
調製した混合酸無水物と4-アミノ-フタル酸ジエチル23.
7mg(0.1mmol)のTHF1ml溶液を-15℃で混和し、室温で18
時間攪拌した。
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【００８７】溶媒を留去し、残渣を酢酸エチルに溶解
後、5%NaHCO

3
および飽和食塩水で洗浄した。酢酸エチル

層を無水硫酸ナトリウムで乾燥後、濾過し、溶媒を留去
して、粗Boc-アミノカプロニル-4-アミノ-フタル酸ジエ
チル74.4mgを油状物質として得た。
【００８８】この油状物質をメタノール2mlに溶解後、
0.1%TFA/CH

3
CN混合溶媒系(70/30→60/40, 20分間)を用

い、逆相HPLC用カラム(YMC-Pack D-ODS-5, YMC Kyoto社
製、20×250mm)による分取用逆相HPLCで精製して、保護
された目的物質31.0mgを得た。
【００８９】この保護体をTFA1mlで室温で30分間処理
後、凍結乾燥して、目的物質28.8mgを得た。
【００９０】Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

18
H
26
N
2
O
5
として）：350

実測値：351
(2)  H-Lys(Boc)-アミノカプロニル-4-アミノ-フタル酸
ジエチルの合成
Fmoc-Lys(Boc)-OH12.3mg(0.027mmol)、HOBt3.9mg(0.029
mmol)および上記(1)で得た化合物8.8mg(0.025mmol)をTH
F2mlに溶解し、これに-10℃でWSCD5.6μl(0.032mmol)を
加え、室温で18時間攪拌後、溶媒を留去し、残渣を上記
(1)と同様に酢酸エチル中、1N HClに溶解し、5%NaHCO

3

および飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥
後、溶媒を留去して、保護された目的物質19.5mgを得
た。
【００９１】この保護体を20%ピペリジンのCH

2
Cl
2
溶液2

ml中で室温下に10分間処理し、溶媒を留去し、残渣を酢
酸エチルに溶解後、5%NaHCO

3
および飽和食塩水で洗浄

し、乾燥して、粗な目的物質18.0mgを得た。
【００９２】この粗目的物質を前記(1)と同様にして、
メタノール2mlに溶解後、0.1%TFA/CH

3
CN混合溶媒系(63/

37→45/55, 20分間)を用い、YMC-Pack D-ODS-5(20×250
mm)による分取用逆相HPLCで精製して、目的物質7.4mgを
得た。
【００９３】(3)  ビオチン-Arg(Pbf)-OHの合成
ビオチン479mg(0.76mmol)、HATU745mg(0.76mmol)および
H-Arg(Pbf)-Trt(2-Cl)-樹脂)1.0g(0.49mmol)のDMF20ml
懸濁液に、512μl(2.94mmol)を加え、室温で2時間攪拌
後、濾過し、DMFおよびCH

2
Cl
2
で洗浄して、ビオチン-Ar

g(Pbf)-Trt(2-Cl)-樹脂1.12gを得た。
【００９４】尚、樹脂としては1%ジビニルベンゼンポリ
スチレンコポリマー（100-200mesh）を用いた。
【００９５】上記で得られた保護ペプチド-樹脂を酢
酸：TFE：CH

2
Cl
2
=1:2:7の混合溶液20ml中に投入し、室

温下、60分間処理し、樹脂を濾過して除き、濾液を留去
し、残渣にジエチルエーテルを加えて固化し、メタノー
ル－ジエチルエーテルより再沈殿させて、目的物質340m
gを得た。
【００９６】Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

29
H
44
N
6
O
7
S
2
として）：652.834

18
実測値：653.389
(4)  ビオチン-Arg-Lys-アミノカプロニル-4-アミノ-フ
タル酸ジエチル（一般式(2)：R1=R2=エチル基、R3=ビオ
チン-Arg-Lys-NH、m=5）の合成
上記(2)で合成したH-Lys(Boc)-アミノカプロニル-4-ア
ミノ-フタル酸ジエチル7.4mg(0.013mmol)、(3)で合成し
たビオチニル-Arg(Pbf)-OH8.8mg(0.013mmol)およびHOBt
2.2mg(0.016mmol)のDMF1ml溶液に、-10℃でWSCD3.1μl
(0.017mmol)を加え、室温で18時間攪拌後、溶媒を留去
し、氷冷下に残渣に蒸留水を加えて固化し、固体を遠心
分離により集め、乾燥して目的物質の粗保護体13.0mgを
得た。
【００９７】得られた粗保護体を蒸留水40μlおよびTIP
S40μlを含むTFA1.5ml溶液中に入れ、室温下に120分間
処理し、反応液をジエチルエーテルで処理して、粗な目
的物質11.5mgを得た。
【００９８】この粗生成物を20%酢酸2mlに溶解し、0.1%
TFA/CH

3
CN混合溶媒系(75/25→65/35, 30分間)を用い、Y

MC-Pack D-ODS-5(20×250mm)による分取用逆相HPLCで精
製して、目的物質4.5mgを得た。
【００９９】Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

40
H
64
N
10
O
9
Sとして）：860

実測値：861
【０１００】
【実施例2】実施例1の(1)と同様にして、対応する4-ア
ミノ-フタル酸エステル類を用いて以下のフタル酸エス
テル誘導体(2-1, 2-3, 2-5および2-7)を得た。またこれ
ら各化合物を用いて実施例1の(3)と同様にして、以下の
ビオチン化フタル酸エステル誘導体(2-2, 2-4, 2-6およ
び2-8)を得た。
【０１０１】(2-1)  アミノカプロニル-4-アミノ-フタ
ル酸ジシクロヘキシル（一般式(1)：R1=R2=シクロヘキ
シル基, m=5, Y=NH

2
）

Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

26
H
38
N
2
O
5
として）：458

実測値：459
(2-2)  ビオチン-Arg-Lys-アミノカプロニル-4-アミノ-
フタル酸ジシクロヘキシル(一般式(2)：R1=R2=シクロヘ
キシル基、R3=ビオチン-Arg-Lys-NH-、m=5）
Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

48
H
76
N
10
O
9
Sとして）：968

実測値：969
(2-3)アミノカプロニル-4-アミノ-フタル酸ジn-ブチル
（一般式(1)：R1=R2=n-ブチル基、m=5、Y=NH

2
）

Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

22
H
34
N
2
O
5
として）：406

実測値：407
(2-4)ビオチン-Arg-Lys-アミノカプロニル-4-アミノ-フ
タル酸ジn-ブチル（一般式(2)：R1=R2=n-ブチル基、R3=
ビオチン-Arg-Lys-NH-、m=5）
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Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

44
H
72
N
10

O
9
Sとして）：916

実測値：917
(2-5)アミノカプロニル-4-(または5-)アミノ-フタル酸
ベンジルn-ブチル（一般式(1)：R1=n-ベンジル基（また
はn-ブチル基）、R2=n-ブチル基（またはベンジル
基）、m=5、Y=-NH

2
）

Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

25
H
32
N
2
O
5
として）：440

実測値：441
(2-6)ビオチン-Arg-Lys-アミノカプロニル-4-(または5
-)アミノ-フタル酸ベンジルn-ブチル（一般式(2)：R1=
ベンジル基（またはn-ブチル基）、R2=n-ブチル基（ま
たはベンジル基）、R3=ビオチン-Arg-Lys-NH-、m=5）
Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

47
H
70
N
10

O
9
Sとして）：950

実測値：951
(2-7)アミノカプロニル-4-(または5-)アミノ-フタル酸
エチルn-ヘプチル（一般式(1)：R1=エチル基（またはn-
ヘプチル基）、R2=n-ヘプチル基（またはエチル基）、m
=5、Y=NH

2
）

Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

23
H
36
N
2
O
5
として）：420

実測値：421
(2-8)ビオチン-Arg-Lys-アミノカプロニル-4-(または5
-)アミノ-フタル酸エチルn-ヘプチル（一般式(2)：R1=
エチル基（またはn-ヘプチル基）、R2=n-ヘプチル基
（またはエチル基）、R3=ビオチン-Arg-Lys-NH-、m=5）
Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

45
H
74
N
10

O
9
Sとして）：930

実測値：931
【０１０２】
【実施例3】(1) モノグルタリル-4-アミノ-フタル酸ジ
（2-エチルヘキシル）（一般式(1)：R1=R2=2-エチルヘ
キシル基、m=3、Y=COOH）
4-アミノ-フタル酸ジ（2-エチルヘキシル）101.4mg(0.2
5mmol)およびグルタール酸無水物85.6mg(0.75mmol)をTH
F5mlに溶解し、8時間還流し、更に室温で18時間攪拌
後、溶媒を留去した。残渣を酢酸エチルに溶解し、H

2
O

および飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥
後、濾過し、溶媒を留去し、乾固して、目的物質120mg
を得た。
【０１０３】Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

29
H
45
NO

7
として）：519

実測値：520
(2) H-Arg(Pbf)-NHNH-ビオチンの合成
Fmoc-Arg(Pbf)-OH648.8mg(1mmol)、HOBt135.1mg(1.2mmo
l)およびビオチン-N

2
H
3
258.3mg(1mmol)のDMF溶液5ml

に、-10℃でWSCD176.4μl(1.2mmol)を加え、室温で18時
間攪拌した。溶媒を留去後、残渣を酢酸エチルに溶解

20
し、1N HCl、5％NaHCO

3
および飽和食塩水で洗浄し、酢

酸エチル層を無水硫酸ナトリウムで乾燥し、濾過後、溶
媒を留去し、残渣に石油エーテルを加えて固化し、更に
酢酸エチル-石油エーテルから再沈殿して、Fmoc-Arg(Pb
f)-NHNH-ビオチン800.2mgを得た。
【０１０４】上記で得た化合物800.2mg を20％ピペリジ
ンのCH

2
Cl
2
溶液で10分間処理後、溶媒を留去し、残渣を

酢酸エチルに溶解し、H
2
Oおよび飽和食塩水で洗浄し、

無水硫酸ナトリウムで乾燥し、濾過し、溶媒を留去し、
乾固した。
【０１０５】得られた粗生成物をメタノールに溶解し、
不溶物を濾過により除去し、濾液を留去して、目的化合
物366.8mgを得た。
【０１０６】(3) H-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-NHNH-ビオチン
の合成
上記(2)で得た化合物366.8mg(0.55mmol)を前記(2)と同
様にしてFmoc-Arg(Pbf)-OH374.7mg(0.58mmol)およびHOB
t89.2mg(0.66mmol)と共にDMF5mlに溶解し、-10℃でWSCD
176.4μl(0.66mmol)を加え、室温で18時間攪拌した。溶
媒を留去後、氷冷下に残渣にH

2
Oを加えて固化し、メタ

ノール-ジエチルエーテルから再沈殿して、Fmoc-Arg(Pb
f)-Arg(Pbf)-NHNH-ビオチン635.2mgを得た。
【０１０７】この化合物635.2mgを20％ピペリジンのCH

2

Cl
2
溶液で10分間処理後、H

2
Oおよび飽和食塩水で洗浄

し、無水硫酸ナトリウムで乾燥し、濾過し、溶媒を留去
し、乾固して、粗生成物を得た。
【０１０８】得られた粗生成物をメタノールに溶解し、
不溶物を濾過により除去し、濾液を留去し、残渣にジエ
チルエーテルを加えて固化して、目的化合物503.2mgを
得た。
【０１０９】(4) 前記(1)の化合物のビオチン-Arg-Arg-
体（一般式(2)：R1=R2=2-エチルヘキシル基、R3=-CO-Ar
g-Arg-NHNH-ビオチン、m=3）の合成
上記(3)で得たH-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-NHNH-ビオチン21.5
mg(0.02mmol)、前記(1)で得たモノグルタリル-4-アミノ
-フタル酸ジ（2-エチルヘキシル）10.4mg(0.02mmol)お
よびHOBt5.9mg(0.04mmol）をDMF2mlに溶解させた後、こ
れに-10℃でWSCD7.1μl(0.04mmol)を加え、室温で18時
間攪拌後、溶媒を留去し、氷冷下に残渣にH

2
Oを加えて

固化して、31.5mgの粗保護体（Argの保護体）を得た。
【０１１０】この粗保護体31.5mgをTIPS0.15mlを含むTF
A3.85mlで室温下に120分間処理後、ジエチルエーテルを
加えて、粗生成物  12.9mgを得た。
【０１１１】この粗生成物12.9mgを10％酢酸2mlに溶解
し、0.1％TFA／CH

3
CN混合溶媒系（50／50→30／70，30

分間）を溶出液としてカラム(YMC-Pack D-ODS-5; 20×2
50mm)による分取用逆相HPLCで精製して、目的とする標
記化合物6.5mgを得た。
【０１１２】Fab-マススペクトル分析結果：
計算値（C

51
H
85
N
13
O
10
Sとして）：1072



(12) 特開２００２－３１１０３０

10

20

30

21
実測値：1073
【０１１３】
【実施例4】抗血清の取得
実施例1の(1)で得たアミノカプロニル-4-アミノ-フタル
酸ジエチル7.1mgをH

2
O1mlに溶解し、0.1M PBS(pH 6.0)

緩衝液に溶解したキーホール・リンペット・ヘモシアニ
ン(KLH: 10mg/ml; Pierce)と混合し、DMS(Dimethyl Sub
erimidate・2HCl: 70mg; Pierce)を添加して室温で30分
間反応させた。
【０１１４】反応液はゲル濾過により脱塩し、得られた
KLH-アミノカプロニル-4-アミノ-フタル酸ジエチル複合
体を以下の免疫原として用いた。
【０１１５】上記免疫原2 mgを50%ポリビニルピロリド
ン1ml(Merck)と混合し、さらに等量のフロイントの完全
アジュバント3ml(Calbiochem)を加え乳化させた。
【０１１６】得られた乳化物を家兎2匹（日本ホワイト
・オス、体重：2.1-2.5 kg）に1匹あたり免疫原1mgとな
る量で皮内に注射免疫した。2回目以降は1匹あたり約0.
5mgの免疫原を2週間間隔で6回免疫した。最終免疫1週間
後、充分な力価の抗血清を産生した家兎の血液を全採血
し、続いてこれを37℃にて1時間、その後4℃にて一夜放
置し、3000rpm(回転／分)で遠心分離することにより血
清(RY778)を得、これを凍結乾燥した。
【０１１７】
【実施例5】フタル酸ジエチルの酵素免疫測定（ELISA）
標準抗原としてフタル酸ジエチルを、標識抗原として実
施例1の(4)で調製したビオチン-Arg-Lys-アミノカプロ
ニル-4-アミノ-フタル酸ジエチルを、また特異抗体とし
て実施例4で調製した抗血清RY778を用いて、以下の通り
本発明ELISA系を作成した。
【０１１８】即ち、96ウエルマイクロタイタープレート
(Maxi Sorp, Nunc)の各ウエルに、0.1Mクエン酸緩衝液
で200倍に希釈したヤギ抗ウサギIgG（Jackson Immuno R
esearch）をそれぞれ100μlづつ分注した。25℃で2時間
静置後、上清を捨て、次にブロックエース（大日本製
薬）を各ウエルに340μl分注して、25℃で2時間静置し
てブロッキングを完結させた。
【０１１９】洗浄液（0.1％TWEEN20を含む0.15M NaCl）

22
で5回洗浄後、希釈標準抗原溶液または検体50μl、標識
抗原溶液50μlおよび特異抗体溶液100μlを順次加え、4
℃にて18-20時間インキュベートし、洗浄液（0.1％TWEE
N20を含む18% NaCl）0.3mlで3回洗浄後、ストレプトア
ビジン－ホースラジッシュ－パーオキシダーゼ(×2500)
0.1mlを加え、室温にて1.5時間インキュベート後、上記
洗浄液0.3mlで4回で洗浄し、テトラメチルベンチジン含
有発色液（Sigma）0.1mlを加え、30分間の発色後、2N硫
酸にて反応を停止し、波長450nmの吸光度を測定した。
【０１２０】尚、希釈標準抗原溶液としては、フタル酸
ジエチル12mgを15.7%DMSOにて溶解し（857μg/mL）、こ
れをPBS緩衝液にて10倍に希釈して、濃度85.7μg/mlの
標準液とし、更にこの溶液に5倍希釈の操作を繰り返し
行って、85.7／17.1／3.4／0.69／0.137／0.027／0.005
μg/mlの希釈液をそれぞれ調製利用した。
【０１２１】標識抗原溶液としては、フタル酸ジエチル
をPBS緩衝液で2ng/mlに希釈して利用した。
【０１２２】また、特異抗体溶液としては、PBS緩衝液
（0.1％BSA,0.1％Tween20含有）で10000倍に希釈した抗
フタル酸ジエチル抗体（前記実施例4で得た抗体）を利
用した。
【０１２３】上記に従って、希釈標準抗原を反応させた
場合に得られた結果から、標準曲線を作成した（図1参
照）。
【０１２４】図1において、縦軸は吸光度（450nm）を、
横軸は標準抗原濃度（ng/ml）を示す。
【０１２５】該図より、フタル酸ジエチルの最小検出限
界は、50pg/mlであることが判る。
【０１２６】また、本測定系の再現性試験を行った結
果、測定内再現性は2.3%、測定間再現性は5.8%ときわめ
て良好であることが確認された。
【０１２７】
【実施例6】フタル酸ジエチルの交差反応性試験
次に、実施例5に示される酵素免疫測定系におけるフタ
ル酸ジエチルおよびその構造類似物質との交差反応性を
求めた。その結果は、下記表1に示す通りである。
【０１２８】
【表1】
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【０１２９】表1に示す結果より次のことが明らかであ
る。即ち、上記免疫測定において、本発明抗体は、フタ
ル酸ジエチルとの間で明らかな交差反応を発現した。ま
た、構造類似物質の交差反応性の検討から、本発明抗体
は、フタル酸エステル類の内、フタル酸ジメチルでは0.
56%、フタル酸ジブチルでは0.01%の交差反応を示した
が、フタル酸ジ2-エチルヘキシル、フタル酸との交差反
応性は0.001%未満であった。
【０１３０】以上のことから、本抗体はフタル酸ジエチ
ルの側鎖構造に非常に特異的であることが判った。
【０１３１】また、フタル酸ジエステル類以外の関連構
造を有する化合物との交差反応性は、ベンゾイックアシ
ッドで0.001%未満、エチルベンゾエートで0.012%、エチ
ルフォルメートで0.018%、エチルアセテートで0.012%、
エチルスクシネートで0.015%といずれも非常に低いもの
であった。
【０１３２】尚、フタル酸ジエチルは内分泌攪乱物質で
あるとの点から、同様の作用を有するエストラジオール
およびジメチルスチルベストロールについても同様にし
て交差反応性を調べたが、いずれも実質的に交差反応性
を示さないことが確認された。
【０１３３】上記交差反応性（％）は、B/B

0
が50%を示

す抗原濃度（モル濃度）を、フタル酸ジエチルの当該濃
度(100%)に対比したものであり、従って、交差反応性1%
とは、抗体との結合が50%である条件下、標準品（フタ
ル酸ジエチル）のそれに対して、1%の反応性であること
を意味する。
【０１３４】
【実施例7】本例では、本発明測定系を利用して、近年
話題となっている使い捨て手袋からのフタル酸ジエチル
の溶出程度について、以下の通り検討した。
【０１３５】即ち、各種市販の使い捨て手袋を切断して
約0.05-0.4gの切片を作成し、消毒時の条件を考慮し
て、これらのそれぞれに70%エタノール3.0mlを加え、一
晩室温にて抽出操作を行い、抽出液を検体（被検物質）
として、実施例5の方法に従い、フタル酸ジエチルを測 *

24

*定した。尚、抽出に利用したエタノールを除去するため
に、抽出液は遠心エバポレーターにて蒸発させた後、EL
ISAに用いる緩衝液3.0mlに再溶解して検体とした。
【０１３６】結果を下記表2に示す。
【０１３７】
【表2】

【０１３８】表2に示す結果より、本発明抗体を使用し
た測定系によれば、試験した全てのプラスチック製使い
捨て手袋の70%エタノール抽出物中に、フタル酸ジエチ
ルが溶出することが明らかとなり、このことから、本発
明方法によって、フタル酸ジエチル免疫活性の測定が確
実に行い得ることが明らかとなった。
【０１３９】
【実施例8】フタル酸ベンジルn-ブチルの酵素免疫測定
（ELISA）
標準抗原としてフタル酸ベンジルn-ブチル（関東化学社
製）を、標識抗原として実施例2(2-6)で調製したビオチ
ン-Arg-Lys-アミノカプロニル-4-(または5-)アミノ-フ
タル酸ベンジルn-ブチルを、また特異抗体として実施例
4においてアミノカプロニル-4-アミノ-フタル酸ジエチ
ルに代えて実施例2(2-5)で得たアミノカプロニル-4-(ま
たは5-)アミノ-フタル酸ベンジルn-ブチルを用いる以外
は同様にして調製した抗血清RY850(10000倍希釈)を用い
て、実施例5に準じて本発明ELISA系を作成し、同様にし
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て標準曲線を作成した（図2参照）。
【０１４０】図2において、縦軸は吸光度（492nm）を、
横軸は標準抗原濃度（ng/ml）を示す。
【０１４１】該図より、フタル酸ベンジルn-ブチルの検
出範囲は、0.64-10000ng/mlであることが判る。
【０１４２】
【実施例9】フタル酸ベンジルn-ブチルの交差反応性試
験
次に、実施例8に示したELISA系におけるフタル酸ベンジ
ルn-ブチルとその構造類似物質との交差反応性を求め
た。
【０１４３】その結果、フタル酸ジメチル、フタル酸ジ
エチル、フタル酸ジ（2-エチルヘキシル）、フタル酸、
ベンゾイックアシッド、エチルベンゾエート、エチルフ
ォルメート、エチルアセテート、ジエチルスクシネー
ト、ジエチルスチルベストロール、モノブチルフタレー
トおよびビスフェノールAのそれぞれとの交差反応性
は、1%以下であった。また、ノニルフェノールとの交差
反応性は2.3％であり、17β-エストラジオールとのそれ
は3.5%であり、いずれも実質的に交差反応性を認めなか
った。尚、フタル酸ジブチルとの交差反応性は38.9%認
められた。
【０１４４】
【実施例10】フタル酸ジn-ブチルの酵素免疫測定（ELIS
A）
標準抗原としてフタル酸ジn-ブチル（和光純薬社製）
を、標識抗原として実施例2(2-4)で調製したビオチン-A
rg-Lys-アミノカプロニル-4-アミノ-フタル酸ジn-ブチ
ルを、また特異抗体として実施例4においてアミノカプ
ロニル-4-アミノ-フタル酸ジエチルに代えて実施例2(2-
3)で得たアミノカプロニル-4-アミノ-フタル酸ジn-ブチ
ルを用いる以外は同様にして調製した抗血清RY849(1000
0倍希釈)を用いて、実施例5に準じて本発明ELISA系を作*
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*成した。
【０１４５】得られたELISA系の標準曲線を図2と同様に
図3に示す。
【０１４６】該図より、フタル酸ジn-ブチルの検出範囲
は、0.64-10000ng/mlであることが判る。
【０１４７】
【実施例11】フタル酸ジn-ブチルの交差反応性試験
次に、実施例10に示したELISA系におけるフタル酸ジn-
ブチルとその構造類似物質との交差反応性を求めた。
【０１４８】その結果、フタル酸ジ（2-エチルヘキシ
ル）、フタル酸、ベンゾイックアシッド、エチルベンゾ
エート、エチルフォルメート、エチルアセテート、ジエ
チルスクシネート、フタル酸モノブチルおよびビスフェ
ノールAのそれぞれとの交差反応性は、1%以下であっ
た。また、フタル酸ジメチルとの交差反応性は1.2％で
あり、ジエチルスチルベストロールとのそれは1.5％で
あり、フタル酸ジエチルとのそれは4％であり、ノニル
フェノールとのそれは3.4％であり、また17β-エストラ
ジオールとのそれは1.2%であり、いずれも実質的に交差
反応性を認めなかった。尚、フタル酸ベンジルn-ブチル
との交差反応性は100%であった。
【０１４９】
【発明の効果】本発明により、フタル酸エステル類のそ
れぞれに特異的な反応性を示す特異抗体を利用したフタ
ル酸エステル類の高感度且つ簡便な測定・検出方法が提
供される。
【図面の簡単な説明】
【図１】フタル酸ジエチルの酵素免疫測定系における標
準曲線を示すグラフである。
【図２】フタル酸ベンジルn-ブチルの酵素免疫測定系に
おける標準曲線を示すグラフである。
【図３】フタル酸ジn-ブチルの酵素免疫測定系における
標準曲線を示すグラフである。

【図１】
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