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(54)【発明の名称】 エストラジオール誘導体およびこれを使用した測定法

(57)【要約】
【課題】エストロゲンの高感度免疫測定法を提供。
【解決手段】一般式(1)：
【化１】

（式中、R1およびR2は一方が水素原子で他方が基

【化２】

を示す。該基においてR3は同一または相異なってアルギ
ニン残基またはリジン残基を示す。xは0または1、yは1-
5の整数、またzは1-3の整数を示す）で表わされるビオ

チン化エストラジオール誘導体を標識体として利用する
エストロゲンの高感度免疫測定法。
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【特許請求の範囲】
【請求項1】  一般式(1)：
【化１】 *

2
*（式中、R1およびR2は一方が水素原子で、他方が
基
【化２】

を示す。該基において、R3は同一または相異なってアル
ギニン残基またはリジン残基、xは0または1、yは1-5の
整数およびzは1-3の整数をそれぞれ示す。）で表わされ
るビオチン化エストラジオール誘導体。
【請求項2】  R1が水素原子、R3がアルギニン残基、Xが
1、Yが2およびZが2である請求項1に記載のビオチン化エ
ストラジオール誘導体。
【請求項3】  R2が水素原子、R3がアルギニン残基、Xが
0、Yが1およびZが2である請求項1に記載のビオチン化エ
ストラジオール誘導体。
【請求項4】  請求項1に記載のビオチン化エストラジオ
ール誘導体を測定系の標識体として利用することを特徴
とする、エストロゲンの免疫測定法。
【請求項5】  エストロゲンが17β－エストラジオール
である請求項4に記載の免疫測定法。
【請求項6】 エストロゲンがエストロンである請求項4
に記載の免疫測定法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、エストロゲン(est
rogens)、特に17β-エストラジオールおよびエストロン
の免疫測定法および該測定法に利用される標識体に関す
る。
【０００２】
【従来の技術】エストロゲンは、ステロイドホルモン
（女性ホルモン）の代表例である。現在、エストロゲン
に属する化合物として十数種類が知られている。このエ
ストロゲンは、ヒト血中においては他の女性ホルモンと
同様に安定なエストラジオールに代謝される。このエス
トラジオールは、主として尿として排出され、河川、湖
水、海水、排水、土壌などの環境中に拡散される。
【０００３】エストロゲンが注目されるのは、ヒト、家
畜、魚類などの女性化の問題である。例えば17-エスト
ラジオールは、エストロゲン受容体と反応する。エスト
ラジオールの該受容体への結合活性は、現在問題とされ

ている環境ホルモンとしてのビスフェノールA、ノニル
フェノール、アルキルフタレート類などの1千-1万倍に
も及ぶ。
【０００４】従来より、17β-エストラジオールおよび
エストロンの測定は、ラジオイムノアッセイ、酵素イム
ノアッセイなどの免疫測定法によってなされている。こ
れらの免疫測定法は、ヒト血中女性ホルモンの測定のた
めの測定技術として知られている。
【０００５】しかしながら、これらの測定法は、本来、
血中女性ホルモンの検出、測定を目的として開発された
ものであり、河川、湖水、海水、排水、土壌などの環境
中のエストロゲンの検出、測定に利用するときには、な
お感度などの面で課題を残している。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】本発明の目的は、従来
技術の課題を解決したエストロゲンの高感度な免疫測定
系を提供することにある。
【０００７】
【課題を解決するための手段】本発明者は、鋭意研究の
結果、下記一般式(1)で表わされる新規なビオチン化エ
ストラジオール誘導体を、エストロゲンの免疫測定系に
おける標識体として利用するときには、高感度なエスト
ロゲンの検出、測定系が確立できることを見出した。本
発明はこの知見に基づいて完成されたものである。
【０００８】本発明は、一般式(1)
【０００９】
【化３】

【００１０】（式中、R1およびR2は一方が水素原子で、
他方が基
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【００１１】 *

4
*【化４】

【００１２】を示す。該基において、R3は同一または相
異なってアルギニン残基またはリジン残基、xは0または
1、yは1-5の整数およびzは1-3の整数をそれぞれ示
す。）で表わされるビオチン化エストラジオール誘導体
(以下、化合物(1)という)を提供する。
【００１３】特に本発明は、一般式(1)中、R1が水素原
子、R3がアルギニン残基、Xが1、Yが2およびZが2である
ビオチン化エストラジオール誘導体、およびR2が水素原
子、R3がアルギニン残基、Xが0、Yが1およびZが2である
ビオチン化エストラジオール誘導体を提供する。
【００１４】また、本発明は、化合物(1)を測定系の標
識体として利用することを特徴とするエストロゲンの免
疫測定法、特に17β-エストラジオールおよびエストロ
ンの免疫測定法を提供する。
【００１５】
【発明の実施の形態】本発明の化合物(1)は、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
特徴付けられる。従って、これはエストロゲンの免疫測
定系における標識体として極めて有用である。
【００１６】従来より、ビオチンは、アビジンとともに
間接標識剤として慣用されている。またビオチンは、一
般の酵素類と比較して、低分子（分子量244.31）である
ことより標識体としての利用がより好ましいと考えられ
る。しかしながら、ビオチンは、それ自体水溶性に乏し
く、水溶性に欠けるエストラジオールと結合させて得ら
れる結合体は水不溶性となる。そのため、ビオチンはこ
のようなエストロゲンの免疫測定系には利用することが
できない。 *

*【００１７】これに対して、本発明の化合物(1)は、エ
ストロゲンの免疫測定系への利用に適した水溶性を具備
している。しかも該化合物(1)は、エストロゲンの測定
系に用いられる抗体との交差反応性を消失していない。
これらの点より、該化合物(1)は、斯界で要望されるエ
ストロゲンの免疫測定系への利用に適している。
【００１８】本発明測定法の好ましい一つの態様は、後
記実施例3に詳述する酵素免疫測定法である。この好ま
しい1態様によれば、約1.2-5000pg/mLの範囲の17β-エ
ストラジオールが測定可能である。また、約1.2-20000p
g/mLの範囲のエストロンが測定可能である。
【００１９】これらのことから、本発明測定法は、例え
ば河川、湖水などを検体としてこれらの環境中に存在す
るエストロゲンを測定することができる非常に高感度な
測定法である。
【００２０】本発明化合物(1)は、エストロゲン、特に
生理活性の高いことが知られている例えば17β-エスト
ラジオール、エストロンなどの免疫測定法に、標識体と
して有利に利用することができる。
【００２１】該化合物(1)を表す前記一般式(1)におい
て、R3で示されるアミノ酸残基(ArgおよびLys)は、特に
断らない限り、D体およびL体の両者を包含する。
【００２２】本発明化合物(1)は、例えば下記一般式(2)
で示される化合物(以下、化合物(2)という)と、一般式
(3)で示される化合物(以下、化合物(3)という)との縮合
反応により製造することができる。
【００２３】
【化５】

【００２４】（式中、R4およびR5は一方が水素原子で、 他方が基-(CO)
x
-(CH

2
)
y
-COOHを示す。R3、x、yおよびz
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は前記に同じ。）
化合物(3)は、一般的なペプチド化学合成法に従い、例
えばビオチンのヒドラジドに所望のアミノ酸の1種(z=1
の場合)または2種以上(z=2または3の場合)を順次縮合反
応させることにより製造することができる。該縮合反応
は、公知の各種縮合反応法に従うことができる。この縮
合反応法は、通常の液相法および固相法を包含する。
【００２５】該縮合反応法としては、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
法(添加物：1-ヒドロキシベンゾトリアゾール、N-ヒド
ロキシスクシンイミド、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を
例示できる。
【００２６】これら各方法に利用される溶媒も、この種
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-メチルピ
ロリドン(NMP)、ジメチルホルムアミド(DMF)、ジメチル
スルホキシド(DMSO)などおよびこれらの混合溶媒などを
例示できる。
【００２７】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。これら各反応方
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。
【００２８】例えば、アミノ基の保護基としては、ベン
シ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などを例示できる。
【００２９】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
や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。
【００３０】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
スルホニルなどを例示できる。
【００３１】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、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。
【００３２】ビオチンのヒドラジドは、例えばZ、Boc、
Troc（N-トリクロロエトキシカルボニル基）などの任意
の保護基で保護されたヒドラジンとビオチンとを、上記
と同様に縮合反応させ、次いで得られる化合物の保護基
を脱離反応させることにより製造することができる。
【００３３】化合物(3)と化合物(2)との縮合反応も、上

6
記した縮合反応に準じて実施することができ、保護基の
導入と脱離も同様にして行うことができる。
【００３４】得られる化合物(1)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。
【００３５】化合物(1)の利用によれば、通常の免疫測
定法、例えば酵素イムノアッセイ(EIA)、酵素イムノメ
トリックアッセイ(ELISA)、蛍光イムノアッセイ、発光
イムノアッセイなどの各種免疫分析方法によって、エス
トロゲン、特に17β-エストラジオールまたはエストロ
ンの高感度な検出、測定が可能である。
【００３６】本発明免疫測定法は、本発明化合物(1)を
測定系の標識体として利用することを必須とし、それ以
外は、通常の各種免疫分析方法、例えば競合法、サンド
イッチ法などの各種方法に従い実施することができる。
【００３７】測定系の抗体は、所望により、各種の任意
の固相に固定化して用いることができる。当該固相とし
ては、この種の技術分野において慣用される各種の固相
が利用できる。該固相への抗体の固定化も、特に制限は
なく、通常の物理的結合および化学的結合のいずれによ
っても実施することができる。
【００３８】本発明免疫測定法における免疫反応も特に
制限はなく、通常の免疫測定法で採用されている条件、
例えば、一般には45℃以下、通常約4-40℃にて約0.5時
間から数時間程度の条件下に実施することができる。
【００３９】また、反応に使用される溶媒および反応系
のpHも当該反応に悪影響を与えないものであれば特に制
限されない。溶媒の例としては、例えばクエン酸緩衝
液、リン酸緩衝液、トリス塩緩衝液、酢酸緩衝液などを
挙げることができる。
【００４０】本発明測定法は、好適には、本発明化合物
(1)を標識体として用いる競合法に従い、以下の如くし
て実施することができる。例えば、まず、測定対象のエ
ストロゲンに向けられた所望の抗体（抗エストロゲン抗
体）を固相化してなる固相化抗体に、標識体としての本
発明化合物(1)の存在下に、測定対象とするエストロゲ
ンを含み得る検体を加えて、抗原抗体反応（競合）を行
わせる。次いで、固相化抗体に結合した標識体を通常の
アビジンからなる検出試薬を用いて測定する。
【００４１】アビジンからなる検出試薬としては、特に
制限されることなく、例えば当業界で一般に利用されて
いる各種の標識剤で修飾したアビジンもしくはストレプ
トアビジンを用いることができる。
【００４２】標識剤としても、特に制限されず、従来公
知のもののいずれも利用することができる。好ましい具
体例としては、アルカリフォスファターゼ(ALP)、ペル
オキシダーゼ(HRP)などの酵素類を例示することができ
る。これら標識剤によるアビジンの修飾は、公知の方法
に従って実施できる。また、これらの修飾体は、市販品
としても入手できる。
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【００４３】本発明の免疫測定法は、特に好ましくは、
後述する実施例に記載の高感度ELISAに従って実施する
ことができる。
【００４４】本発明免疫測定法の好ましい一つの態様に
は、17β-エストラジオールの免疫測定・検出法が包含
される。この方法においては、好ましくは、R2が水素原
子である本発明化合物(1)が測定系の標識体として利用
される。また、17β-エストラジオールに反応性を有す
る抗体が測定系の特異抗体として利用される。該抗体
は、例えばR5が水素原子である化合物(2)を免疫原とし
て利用して後述する方法に従って得ることができる。
【００４５】また、本発明免疫測定法の他の好ましい一
つの態様には、エストロンの免疫測定・検出法が含まれ
る。この方法においては、好ましくは、R1が水素原子で
ある本発明化合物(1)が測定系の標識体として利用され
る。また、エストロンに反応性を有する抗体が測定系の
特異抗体として利用される。該抗体は、例えばR4が水素
原子である化合物(2)を免疫原として利用して後述する
方法に従って得ることができる。
【００４６】本発明に従うエストロゲンの免疫測定法
は、その操作などの簡便性を考慮すれば、本発明化合物
(1)を有効成分として含有する測定キットを利用して実
施されるのが好ましい。該測定キットは、前記したアビ
ジンからなる検出試薬、抗エストロゲン抗体、標準抗原
およびアッセイ緩衝液などの、当該検出および測定の実
施に際して必要な他の試薬などを、更に含有することが
できる。
【００４７】本発明免疫測定法は、河川、湖水、海水、
排水、土壌などを被検物質として、これら環境中のエス
トロゲンの検出・測定に、特に有用である。また、ヒト
および動物の組織、血液、尿、骨髄液などおよび魚類の
組織、血液などを被検物質として、これらの被検物質中
のエストロゲンの検出、測定などにも有用である。
【００４８】本発明免疫測定法に利用される抗エストロ
ゲン抗体は、測定対象であるエストロゲンに特異反応性
を有するものであればよく、その種類に特に制限はな
い。この抗体には、前記した抗体或いはそれらに準じて
製造される抗体が含まれる。その例としては、温血動物
の抗血清、鶏卵抗体などのポリクローナル抗体およびモ
ノクローナル抗体を挙げることができる。
【００４９】これらの抗体は、測定対象とするエストロ
ゲンに応じて適宜選択して使用することができる。好ま
しい抗体の例としては、17β-エストラジオールおよび
／またはエストロンと反応性を有する抗体を挙げること
ができる。
【００５０】エストロゲンのような低分子有機化合物を
抗原として産生される抗体の力価は、一般に、ポリクロ
ーナル抗体の方がモノクローナル抗体よりも優れること
が本発明者により確認されている。従って、本発明免疫
測定法でもポリクローナル抗体の利用が好ましい。
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【００５１】ポリクローナル抗体は、免疫抗原を温血動
物（ヒトを除く）に免疫することにより動物体内に産生
される。免疫化の方法乃至手法は、基本的には常法に従
うことができる。
【００５２】免疫抗原としては、好ましくは化合物(2)
とキャリア蛋白との結合体を利用することができる。
【００５３】キャリア蛋白としては、抗原またはハプテ
ンの免疫原性を高めるものとして当該分野で知られてい
る各種キャリア蛋白を制限なく利用できる。その例とし
ては、例えばアルブミン、グロブリン、チオグロブリ
ン、ヘモシアニンなどの各種動物蛋白質、ポリリジンな
どを挙げることができる。
【００５４】これらキャリア蛋白質と化合物(2)との結
合反応は、前記した縮合反応と同様にして実施される。
その際用いられる試薬も慣用されるものでよい。
【００５５】化合物(2)のキャリア蛋白結合体は、それ
自体所望の免疫原性を有し、本発明測定法に好ましく利
用し得る特異抗体の製造用免疫抗原として使用できる。
【００５６】該免疫抗原としては、上記キャリア蛋白結
合体を更に適当な高分子吸着体に吸着させて得られる吸
着体を使用することもできる。
【００５７】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知られている各種高分子物質を利
用することができる。その例としては、例えばポリビニ
ルピロリドン、ラテックス、ブタチオグロブリンなどの
血清蛋白質、炭素末などを挙げることができる。
【００５８】所望の吸着体は、これらの高分子吸着体と
前記キャリア蛋白結合体とを常法に従い混和することに
より得ることができる。
【００５９】免疫化および所望の抗体の取得操作も、常
法に従うことができる。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、上記抗原を通常
フロイントの完全アジュバントと混和して調製した乳化
物を、複数回注射免疫し、得られる抗血清を常法に従い
取得することにより、ポリクローナル抗体を取得でき
る。ニワトリを利用する場合には、上記抗原を複数回免
疫して、該ニワトリが産卵する鶏卵にイムノグロブリン
(IgY)を産生させ、そして該鶏卵の卵黄より、常法に従
いIgYを取得することによっても、所望のポリクローナ
ル抗体を得ることができる。
【００６０】本発明測定法に利用し得る特異抗体は、モ
ノクローナル抗体であることもできる。このモノクロー
ナル抗体は、例えば上記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て抗体
を産生させ、得られる抗体産生細胞と骨髄細胞または脾
細胞とを、例えば細胞融合法などの常法に従い融合し、
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、該細胞を培養することにより取得する
ことができる。
【００６１】かくして得られる各抗体は、所望により、
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硫安塩析、イオン交換クロマトグラフイー、アフィニテ
ィークロマトグラフイーなどの常法に従い更に精製する
ことができる。
【００６２】
【実施例】以下、実施例により本発明を更に詳細に説明
する。これらの実施例は非制限的なものであり、本発明
の範囲はこれらの例によって限定解釈されるべきもので
はない。
【００６３】実施例1  抗体の製造
(1) β-エストラジオール 3-カルボキシメチル エーテ
ル(6.3mg, 0.019mmol；Sigma社)をDMSO 100μLと0.1M P
BS(pH5.0)1mLに溶解し、同緩衝液1mLに溶解したキーホ
ール・リンペット・ヘモシアニン(KLH; 20mg; Pierce C
hemical Company)と混合し、水溶性カルボジイミド(10m
g; ペプチド研究所)を混合し、更に水溶性カルボジイミ
ド(178mg)を添加して、室温で30分間反応させた。
【００６４】上記反応液(2mL)を50%ポリビニルピロリド
ン(2mL; Merck社)と混合し、更に等量のフロインドアジ
ュバント(4mL; カルバイオケム社)を加えて乳化させ
た。
【００６５】得られた乳化物を、家兎3匹(日本ホワイ
ト、雄性、体重2.0-2.5kg)に、免疫抗原が2mg/家兎とな
るように調製して皮内注射した。追加免疫を、初回の注
射量の半量の投与量にて、2週間毎に6回注射免疫を繰り
返すことにより行った。最終免疫の1週間後、充分な力
価の抗血清の産生を認めた後の家兎の血液を全採血し
た。血液を37℃にて1時間、その後4℃にて一夜放置し、
3000rpmで遠心分離することにより抗血清を得、これを
凍結乾燥した。
【００６６】(2) β－エストラジオール-17-コハク酸エ
ステル(6.3mg; Sigma社)を用いて、上記(1)と同様にし
て乳化物を調製した。得られた乳化物を家兎3匹に免疫
抗原として1mg/家兎となるように調製して皮内注射し、
上記(1)と同様にして抗血清を得た。
【００６７】実施例2  ビオチン化エストラジオール誘
導体の調製
(1) Boc-Arg(Z)

2
-NHNH-ビオチン(保護基Z:ベンジルオキ

シカルボニル基)の合成
水溶性カルボジイミド(212μL, 1.2mmol)を、Boc-Arg *

10
*(Z)

2
-OH(543mg, 1.0mmol)、HOBt(162mg, 1.2mmol)およ

びビオチン-N
2
H
3
(258mg, 1.0mmol)のDMF溶液(10mL)に-1

0℃で滴下し、室温で18時間攪拌後、溶媒を留去した。
残渣に氷冷下に蒸留水を加えて固化し、沈殿を集めた。
DMF-酢酸エチルから再結晶して、Boc-Arg(Z)

2
-CONHNH-

ビオチンを775mg(99.1%)で得た。
【００６８】(2) Boc-Arg(Z)

2
-Arg(Z)

2
-NHNH-ビオチン

の合成
上記(1)で調製したBoc-Arg(Z)

2
-NHNH-ビオチン(352mg, 

0.45mmol)をTFA(3mL)に溶解し、氷冷下に30分間攪拌
後、エーテルを加えて処理して脱Boc化を行った。得ら
れた脱Boc体を上記と同様にBoc-Arg(Z)

2
-OH(293mg, 0.5

4mmol）と水溶性カルボジイミド(114μL, 0.65mmol)/HO
Bt(88mg, 0.65mmol)を用いてDMF(5mL)中で縮合反応さ
せ、溶媒を留去後、残渣に氷冷下に蒸留水を加えて固化
し、DMF-酢酸エチルで再結晶して、502mg(92.4%)の目的
物を得た。
【００６９】(3) ビオチン化エストラジオール誘導体
1：化合物(1)(R1=水素原子、R3=アルギニン残基、x=1、
y=2およびz=2)の合成
上記(2)で得たBoc-Arg(Z)

2
-Arg(Z)

2
-NHNH-ビオチン(65.

2mg, 0.054mmol)をTFA(0.5mL)で氷冷下に30分間処理し
て、脱boc化を行った。得られた脱Boc体を、β－エスト
ラジオール-17-コハク酸エステル(20.1mg, 0.054mmol)
およびHOBt(8.8mg, 0.065mmol)と共にDMF(2mL)に溶解さ
せた後、-10℃で水溶性カルボジイミド(11.4μL, 0.065
mmol)を滴下し、室温で18時間攪拌後、溶媒を留去し、
残渣に蒸留水を加えて固化した。DMF-酢酸エチルより再
沈殿して、60mgの目的化合物（Argの保護体）を得た。
【００７０】この保護体をメタノール(10mL)-50%酢酸(1
0mL)の混合溶媒中、10%Pd-C(10mg)の存在下に水素ガス
を通じ、室温で4時間接触還元した。触媒を濾去後、濾
液を凍結乾燥して、40mgの粗生成物を得た。
【００７１】粗製品(40mg)を50%酢酸(2mL)に溶解後、0.
1%TFA/CH

3
CN混合溶媒系(75/25→60/40, 30分間)を溶出

液としてカラム(YMC-PackD-ODS-5; 20×250mm)による分
取用逆相HPLCで精製して、目的とする標記化合物を26mg
得た。
【００７２】

  Fab-マススペクトル：理論値（C
44
H
68
N
12
O
8
S + H）+：

925
                      実測値                       ：925.168(4) ビオチン化エストラジオール誘導体2：化合物(1)(R

2=水素原子、R3=アルギニン残基、x=0、y=1およびz=2)
の合成
上記(3)と同様にして、目的とするビオチン化エストラ
ジオール誘導体2を合成した。即ち、Boc-Arg(Z)

2
-Arg

(Z)
2
-NHNH-ビオチン(20.4mg, 0.019mmol)をTFA処理後、

β－エストラジオール-3-カルボキシメチルエーテル(6.
3mg, 0.019mmol)とDMF(1mL)中、水溶性カルボジイミド/

HOBt法により縮合した。同様の後処理を行って目的化合
物の保護体21mgを得た。この保護体をメタノール(5mL)-
50%酢酸(5mL)の混合溶媒中、10%Pd-C(3mg)の存在下に水
素ガスを通じて接触還元して、粗生成物14mgを得た。こ
の粗製品(14mg)を50%酢酸(1.5mL)に溶解後、同様にして
分取用逆相HPLCで精製して、目的とする化合物3.5mgを
得た。
【００７３】

  Fab-マススペクトル：理論値（C
42
H
66
N
12
O
7
S + H）+：

883
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                      実測値                       ：883.13311
実施例3  免疫測定系
(1)  本発明誘導体を標識体として用いる17β-エストラ
ジオールのためのELISA系を以下の通り設定した。
【００７４】(1-1)試薬および材料：
〈アッセイ緩衝液〉
0.1%BSA含有PBS(-)
〈96ウェルプレート〉
ヤギ抗ウサギIgG(Fc)抗体固相化96ウェルプレート
〈標識体〉
本発明のビオチン化エストラジオール誘導体2
〈HRP標識試薬〉
ストレプトアビジンHRP（カルバイオケム社）
〈基質〉
TMB（Tetramethyl benzidine）溶液（シグマ社）
〈抗血清〉
RY725(実施例1の(1)で得たウサギ抗血清）
〈標準品〉
17β－エストラジオール（シグマ社）
〈洗浄液〉
0.05% Tween 20含有生理食塩水
〈酵素反応停止液〉
2N硫酸
(1-2)ELISA手順：
(a) 96ウエルプレートの各ウエルに標準液または検体10
0μLを分注した後、本発明ビオチン化エストラジオール
誘導体からなる標識体(0.2ng/mL)50μLおよび抗血清(×
32000)50μLを加える。
【００７５】(b) 4℃で一晩(18-20時間)反応させる。
【００７６】(c) 全ウエルを洗浄液で4回洗浄する。
【００７７】(d) 室温でマイクロプレート振とう器を用
いて2時間反応させる。
【００７８】(e) 全ウエルを洗浄液で4回洗浄する。
【００７９】(f) 基質100μLを加える。
【００８０】(g) 室温で20分間反応させる。
【００８１】(h) 酵素反応停止液を各ウエルに100μL分
注する。
【００８２】(i) マイクロプレートオートリーダーにて
450nmの吸光度を測定する。
【００８３】(1-3)結果
17β-エストラジオールELISAの標準曲線を図1に示す。
【００８４】該図に示す結果より、この測定系の17β-
エストラジオール測定範囲は、1.2-5000pg/mLであっ
た。
【００８５】(2)  本発明誘導体を標識体として用いる
エストロンのためのELISA系を以下の通り設定した。
【００８６】(2-1)試薬および材料：
〈アッセイ緩衝液〉
0.1%BSA含有PBS(-)
〈96ウェルプレート〉

12
ヤギ抗ウサギIgG(Fc)抗体固相化96ウェルプレート
〈標識体〉
本発明のビオチン化エストラジオール誘導体1
〈HRP標識試薬〉
ストレプトアビジンHRP（カルバイオケム社）
〈基質〉
TMB（Tetramethyl benzidine）溶液（シグマ社）
〈抗血清〉
RY469(実施例1の(2)で得たウサギ抗血清)
〈標準品〉
エストロン（シグマ社）
〈洗浄液〉
0.05%ツイーン20含有生理食塩水
〈酵素反応停止液〉
2N硫酸
(2-2)ELISA手順：
(a) 96ウエルプレートの各ウエルに標準液または検体10
0μLを分注した後、本発明ビオチン化エストラジオール
誘導体からなる標識体(0.1ng/mL)50μLおよび抗血清(×
32000)50μLを加える。
【００８７】(b) 室温マイクロプレート振とう器を用い
て5時間反応させる。
【００８８】(c) 全ウエルを洗浄液で4回洗浄する。
【００８９】(d) HRP標識試薬(×5000)100μLを加え
る。
【００９０】(e) 室温でマイクロプレート振とう器を用
いて1時間反応させる。
【００９１】(f) 全ウエルを洗浄液で4回洗浄する。
【００９２】(g) 基質100μLを加える。
【００９３】(h) 室温で20分間反応させる。
【００９４】(i) 酵素反応停止液を各ウエルに100μL分
注する。
【００９５】(j) マイクロプレートオートリーダーにて
450nmの吸光度を測定する。
【００９６】(2-3)結果
エストロンELISAの標準曲線を図2に示す。
【００９７】該図2に示す結果より、この測定系のエス
トロン測定範囲は、1.2-20000pg/mLであった。
【００９８】比較例1
(1)  実施例3の(1)において、測定系の標識体として本
発明誘導体に代えて市販の標識体を利用して、以下の17
β-エストラジオールのためのELISA系を設定した。
【００９９】(1-1)試薬および材料：
〈アッセイ緩衝液〉
0.1%BSA含有PBS(-)
〈96ウェルプレート〉
ヤギ抗ウサギIgG(Fc)抗体固相化96ウェルプレート
〈標識体〉
エストラジオールHRP標識試薬（Estradiol-3-peroxidas
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e labelled; コスモ社）
〈基質〉
TMB（Tetramethyl benzidine）溶液（シグマ社）
〈抗血清〉
RY725(実施例1の(1)で得たウサギ抗血清)
〈標準品〉
17β－エストラジオール（シグマ社）
〈洗浄液〉
0.05%ツイーン20含有生理食塩水
〈酵素反応停止液〉
2N硫酸
(1-2)ELISA手順：
(a) 96ウエルプレートの各ウエルに標準液または検体10
0μLを分注した後、エストラジオールHRP標識試薬から
なる標識体(×100)50μLおよび抗血清(×8000)50μLを
加える。
【０１００】(b) 4℃で一夜反応させる。
【０１０１】(c) 全ウエルを洗浄液で4回洗浄する。
【０１０２】(d) 基質100μLを加える。
【０１０３】(e) 室温で30分間反応させる。
【０１０４】(f) 酵素反応停止液を各ウエルに100μL分
注する。
【０１０５】(g) マイクロプレートオートリーダーにて
450nmの吸光度を測定する。
【０１０６】(1-3)結果17β-エストラジオールELISAの
標準曲線を図3に示す。
【０１０７】該図3に示す結果より、この測定系の17β-
エストラジオール測定範囲は、19.5-5000pg/mLであっ
た。
【０１０８】(2)  実施例3の(2)において、測定系の標
識体として本発明誘導体に代えて市販の標識体を利用し
て、以下のエストロンのためのELISA系を設定した。
【０１０９】(2-1)試薬および材料：
〈アッセイ緩衝液〉
0.1%BSA含有PBS(-)
〈96ウェルプレート〉
ヤギ抗ウサギIgG(Fc)抗体固相化96ウェルプレート
〈標識体〉
エストラジオールHRP標識試薬(Estradiol-17-peroxidas
e labeled;シグマ社）
〈基質〉
TMB（Tetramethyl benzidine）溶液（シグマ社）
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〈抗血清〉
RY469(実施例1の(2)で得たウサギ抗血清）
〈標準品〉
エストロン（シグマ社）
〈洗浄液〉
0.05%ツイーン20含有生理食塩水
〈酵素反応停止液〉
2N硫酸
(2-2)ELISA手順：
(a) 96ウエルプレートの各ウエルに標準液または検体10
0μLを分注した後、エストラジオールHRP標識試薬から
なる標識体(0.25μg/mL)50μLおよび抗血清(×32000)50
μLを加える。
【０１１０】(b) 室温マイクロプレート振とう器を用い
て5時間反応させる。
【０１１１】(c) 全ウエルを洗浄液で4回洗浄する。
【０１１２】(d) 基質100μLを加える。
【０１１３】(e) 室温で20分間反応させる。
【０１１４】(f) 酵素反応停止液を各ウエルに100μL分
注する。
【０１１５】(g) マイクロプレートオートリーダーにて
450nmの吸光度を測定する。
【０１１６】(2-3)結果
エストロンELISAの標準曲線を図4に示す。
【０１１７】該図4に示す結果より、この測定系のエス
トロン測定範囲は、4.8-20000pg/mLであった。
【０１１８】実施例4  17β-エストラジオールELISA系
の交差反応性試験
実施例3の(1)において、標準品として用いた17β-エス
トラジオール（シグマ社）に代えて、下記表1に示す各
エストロゲンを用いて、同様にしてELISAを繰り返し
て、標準曲線を作成した（図5参照）。
【０１１９】得られた各エストロゲンの標準曲線と、実
施例3の(1)で作成した17β-エストラジオールの標準曲
線とを利用して、この測定系における17β-エストラジ
オールと抗血清との反応性を100%としたときの、各エス
トロゲンと抗血清との反応性（17β-エストラジオール
との交差反応性）を求めた。その結果を下記表1に示
す。
【０１２０】
【表1】
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【０１２１】実施例5  エストロンELISA系の交差反応性
試験
実施例3の(2)において、標準品として用いたエストロン
（シグマ社）に代えて、下記表1に示す各エストロゲン
を用いて、同様にしてELISAを繰り返して、標準曲線を
作成した（図6参照）。
【０１２２】得られた各エストロゲンの標準曲線と、実*

16

*施例3の(2)で作成したエストロンの標準曲線とを利用し
て、この測定系におけるエストロンと抗血清との反応性
を100%としたときの、各エストロゲンと抗血清との反応
性（エストロンとの交差反応性）を求めた。その結果を
下記表2に示す。
【０１２３】
【表2】

【図面の簡単な説明】
【図1】実施例3の(1)に従い作成された本発明免疫測定
法における標準曲線である。
【図2】実施例2の(2)に従い作成された本発明免疫測定
法における標準曲線である。
【図3】比較例1の(1)に従い作成された比較免疫測定法
における標準曲線である。

【図4】比較例1の(2)に従い作成された比較免疫測定法
における標準曲線である。
【図5】実施例4に従う交差反応性試験における各エスト
ロゲンと抗血清との反応性を示すグラフである。
【図6】実施例5に従う交差反応性試験における各エスト
ロゲンと抗血清との反応性を示すグラフである。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】

【図６】
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