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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】試料における標的に対して分析を行うための方法を提供する。
【解決手段】試料を、標的に特異的に結合する特異的結合分子と接触させるステップであ
って、前記特異的結合分子は、ポリアクリルアミド、ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒドロキ
シスクシニミド、多糖類から選択されるポリマー部分を含み、かつ、ヒドラジン、ヒドラ
ジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒドロキ
シルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される複数の反応性官能基をさらに含む
ポリマーリンカーを介して、検出可能な標識に共役されるステップと、前記検出可能な標
識を使用する前記標識に結合される前記特異的結合分子を検出するステップと、を含む。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　分子共役体を作製するための方法であって、ポリマー担体によって提供される反応性官
能基を介して、特異的結合分子を検出可能な標識に連結するステップを含み、前記反応性
官能基は、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン
、アミノグアニジン、ヒドロキシルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される、
方法。
【請求項２】
　前記ポリマー担体は、ポリアクリルアミド、ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒドロキシスク
シニミド、ポリアクリル酸、ポリエチレンイミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－マレ
イン酸、ポリアミノ酸またはポリビニルピロリドンから選択されるポリマー部分を含む、
請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記ポリマー担体は、ポリアクリルアミドヒドラジドまたはポリビニルピロリドンヒド
ラジドである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記ポリマー担体は、平均分子量１０，０００以下のポリアクリルアミドヒドラジドで
ある、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記ポリアクリルアミドヒドラジドは、非チオール化される、請求項３に記載の方法。
【請求項６】
　前記特異的結合分子は、アビジン、抗体、核酸、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、またはアプ
タマーである、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記特異的結合分子は抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記特異的結合分子を前記反応性官能基の少なくとも一部に連結することによって、第
１の化合物を作製するステップと、
　前記第１の化合物の残りの反応性官能基の少なくとも一部を前記検出可能な標識に連結
するステップと、を含む、
　請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記検出可能な標識を前記反応性官能基の少なくとも一部に連結することによって、第
１の化合物を作製するステップと、
　前記第１の化合物の残りの反応性官能基の少なくとも一部を前記特異的結合分子に連結
するステップと、を含む、
　請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　反応性ヒドラジド官能基を介して、前記ポリマー担体を前記抗体のＦｃ部分に連結する
ステップを含む、請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　反応性官能基との反応のために、前記抗体を活性化するステップをさらに含む、請求項
１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記抗体のグリコシル化部分を化学的に修飾するステップを含む、請求項１１に記載の
方法。
【請求項１３】
　前記検出可能な標識は、酵素、フルオロフォア、ルミノフォア、ハプテン、蛍光ナノ粒
子、またはそれらの組み合わせである、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
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　前記ハプテンは、ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイン、ロ
ーダミン、ブロモデオキシウリジン、マウス免疫グロブリン、またはそれらの組み合わせ
から選択される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ハプテンは、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ベンゾフラザン、トリテル
ペン、尿素、チオ尿素、ジニトロフェニル以外のニトロアリール、ロテノイド、クマリン
、シクロリグナン、ヘテロビアリール、アゾアリール、またはベンゾジアゼピン、または
それらの組み合わせである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ハプテンは、ＮＨＳ－ＰＥＧリンカーを使用して、前記反応性官能基を介して、前
記特異的結合分子に連結される、請求項１３に記載の方法。
【請求項１７】
　前記検出可能な標識はハプテンである、請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　複数の異なるハプテンは、前記ポリマー担体に連結される、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　第３の分子を前記反応性官能基のうちの少なくとも１つと反応させるステップをさらに
含む、請求項１に記載の方法。
【請求項２０】
　抗体のＦｃ部分を酸化して、酸化Ｆｃ部分を作製するステップと、
　少なくとも１つの反応性ヒドラジド官能基を介して、前記ポリマー担体を前記抗体の前
記酸化Ｆｃ部分に連結して、第１の化合物を作製するステップと、
　反応性ヒドラジド官能基を介して、前記第１の化合物を少なくとも１つのハプテンに連
結して、第２の化合物を作製するステップと、を含む、
　請求項１に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ハプテンは、ＮＨＳ－ＰＥＧリンカーを使用して、反応性ヒドラジド官能基を介し
て前記特異的結合分子に連結される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記第１の化合物を複数のハプテンに連結するステップを含む、請求項２０に記載の方
法。
【請求項２３】
　前記第１の化合物を複数の異なるハプテンに連結するステップを含む、請求項２０に記
載の方法。
【請求項２４】
　前記多糖類は、糖質、セルロース、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、アミ
ドデキストラン、ヒドラジドデキストラン、ヒドラジンデキストラン、グリコーゲン、ポ
リヒアルロン酸、およびデンプンから選択される、請求項２に記載の方法。
【請求項２５】
　前記ポリアミノ酸は、ポリ（アスパラギン）、ポリ（アスパラギン酸）、ポリ（グルタ
ミン酸）、ポリ（リシン）、ポリ（グアニジン）、またはそれらの組み合わせから選択さ
れる、請求項２に記載の共役体。
【請求項２６】
　前記分子共役体は、ポリハプテニル化共役体である、請求項１に記載の方法。
【請求項２７】
　請求項１に記載の方法に従って産生される共役体。
【請求項２８】
　ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン、アミノ
グアニジン、ヒドロキシルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される、少なくと
も１つの反応性官能基を含む、ポリマーリンカーによって提供される、反応性官能基を介
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して検出可能な標識に共有結合された特異的結合分子を含む、共役体。
【請求項２９】
　前記ポリマーリンカーは、ポリアクリルアミド、ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒドロキシ
スクシニミド、ポリアクリル酸、ポリエチレンイミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－
マレイン酸、ポリアミノ酸またはポリビニルピロリドンから選択されるポリマー部分を含
み、前記ポリマー部分は、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導
体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒドロキシルアミン、またはそれらの組み合わせか
ら選択される複数の反応性官能基を含む、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３０】
　前記ポリマーリンカーは、ポリアクリルアミドまたはポリビニルピロリドン部分を含む
、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３１】
　前記特異的結合分子は、アビジン、抗体、核酸、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、またはアプ
タマーである、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３２】
　前記特異的結合分子は抗体である、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３３】
　前記ポリマーリンカーは、ＰＥＧベースのヒドラジドリンカーである、請求項２８に記
載の共役体。
【請求項３４】
　前記検出可能な標識は、酵素、フルオロフォア、ルミノホル、ハプテン、蛍光ナノ粒子
、またはそれらの組み合わせである、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３５】
　前記検出可能な標識は、ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイ
ン、ローダミン、ブロモデオキシウリジン、マウス免疫グロブリン、またはそれらの組み
合わせから選択されるハプテンである、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３６】
　前記検出可能な標識は、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ベンゾフラザン、ト
リテルペン、尿素、チオ尿素、ジニトロフェニル以外のニトロアリール、ロテノイド、ク
マリン、シクロリグナン、ヘテロビアリール、アゾアリール、ベンゾジアゼピン、または
それらの組み合わせから選択されるハプテンである、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３７】
　前記ポリマーリンカーは、複数のヒドラジド官能基を有する、すなわち、ヒドラジド基
を介して、抗体の酸化Ｆｃ部分および少なくとも１つの検出可能な標識に連結される、ポ
リアクリルアミドヒドラジドである、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３８】
　ポリハプテニル化共役体を含む、請求項２８に記載の共役体。
【請求項３９】
　前記多糖類は、糖質、セルロース、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、アミ
ドデキストラン、ヒドラジドデキストラン、ヒドラジンデキストラン、グリコーゲン、ポ
リヒアルロン酸およびデンプンから選択される、請求項２９に記載の共役体。
【請求項４０】
　前記ポリアミノ酸は、ポリ（アスパラギン）、ポリ（アスパラギン酸）、ポリ（グルタ
ミン酸）、ポリ（グルタミン）、ポリ（リシン）、ポリ（グアニジン）、またはそれらの
組み合わせから選択される、請求項２９に記載の共役体。
【請求項４１】
　前記分子共役体は、ポリハプテニル化共役体である、請求項２８に記載の方法。
【請求項４２】
　試料における標的に対して診断分析を行うための方法であって、
　前記試料を、標的に特異的に結合する特異的結合分子と接触させるステップであって、
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前記特異的結合分子は、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体
、グアニジン、アミノグアニジン、ヒドロキシルアミン、またはそれらの組み合わせから
選択される複数の反応性官能基を含むポリマーリンカーを介して、検出可能な標識に共役
されるステップと、
　前記検出可能な標識を使用する前記標識に結合される前記特異的結合分子を検出するス
テップと、
　を含む、方法。
【請求項４３】
　前記ポリマーリンカーは、ポリアクリルアミド、ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒドロキシ
スクシニミド、ポリアクリル酸、ポリエチレンイミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－
マレイン酸、ポリアミノ酸、またはポリビニルピロリドンから選択されるポリマー部分を
含む、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　前記ポリマーリンカーは、ポリアクリルアミドヒドラジドまたはポリビニルピロリドン
ヒドラジドである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４５】
　前記特異的結合分子は、アビジン、抗体、核酸、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、またはアプ
タマーである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４６】
　前記特異的結合分子は抗体である、請求項４２に記載の方法。
【請求項４７】
　前記検出可能な標識は、酵素、フルオロフォア、ルミノホル、ハプテン、蛍光ナノ粒子
、またはそれらの組み合わせである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４８】
　前記検出可能な標識はハプテンであり、前記方法は、前記試料を抗ハプテンと接触させ
るステップをさらに含む、請求項４２に記載の方法。
【請求項４９】
　前記ハプテンは、ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイン、ロ
ーダミン、ブロモデオキシウリジン、マウス免疫グロブリン、またはそれらの組み合わせ
から選択される、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記ハプテンは、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ベンゾフラザン、トリテル
ペン、尿素、チオ尿素、ジニトロフェニル以外のニトロアリール、ロテノイド、クマリン
、シクロリグナン、ヘテロビアリール、アゾアリール、ベンゾジアゼピン、またはそれら
の組み合わせから選択される、請求項４８に記載の方法。
【請求項５１】
　前記特異的結合分子は、分子量１０，０００以下であって、複数の反応性ヒドラジド官
能基を含む非チオール化ポリアクリルアミドヒドラジド担体によって、検出可能な標識に
共役される、請求項４２に記載の方法。
【請求項５２】
　前記分析は、試料における２つ以上の異なる標的に対する多重診断分析であって、
　前記試料を、２つ以上の異なる標的に特異的に結合する２つ以上の特異的結合分子と接
触させるステップであって、前記２つ以上の特異的結合分子は、前記ポリマーリンカーの
反応性官能基を介して、異なるハプテンに共役されるステップと、
　前記試料を、個別に検出され得る２つ以上の異なる抗ハプテンと接触させるステップと
、を含む、
　請求項４２に記載の方法。
【請求項５３】
　前記試料を抗抗体抗体と接触させるステップをさらに含む、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
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　前記多糖類は、糖質、セルロース、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、アミ
ドデキストラン、ヒドラジドデキストラン、ヒドラジンデキストラン、グリコーゲン、ポ
リヒアルロン酸およびデンプンから選択される、
請求項４３に記載の方法。
【請求項５５】
　前記ポリアミノ酸は、ポリ（アルギニン）、ポリ（アスパラギン）、ポリ（アスパラギ
ン酸）、ポリ（グルタミン酸）、ポリ（グルタミン）、およびポリ（リシン）、またはそ
れらの組み合わせから選択される、請求項４３に記載の方法。
【請求項５６】
　前記特異的結合分子は、酸化Ｆｃ部分を含む抗体であり、前記ポリマーリンカーは、反
応性官能基を介して、前記酸化Ｆｃ部分に連結される、請求項４２に記載の方法。
【請求項５７】
　前記ハプテンは、ＮＨＳ－ＰＥＧリンカーを使用して、前記ポリマー担体の反応性官能
基を介して、前記特異的結合分子に連結される、請求項４７に記載の方法。
【請求項５８】
　複数の異なるハプテンは、前記ポリマーリンカーに連結される、請求項４２に記載の方
法。
【請求項５９】
　前記特異的結合分子は抗体であり、前記方法は、
　前記試料を、２つ以上の一次抗体と接触させるステップであって、前記一次抗体のそれ
ぞれは、異なるハプテンに共役されるステップと、
　前記試料を、２つ以上の二次抗ハプテン抗体と接触させるステップであって、前記二次
抗ハプテン抗体のそれぞれは、異なる量子ドットに共役されるステップと、を含む、
　請求項４２に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願に対する相互参照）
　本出願は、２００７年５月２３日に出願された米国仮出願第６０／９３１，５４６号の
先の出願日の利益を請求するものであり、参照することによって本明細書に組み込まれる
。
【０００２】
　本発明は、分子共役体、特に、複数の反応性官能基を有するポリマー担体を含むＦｃ特
異的共役体、開示される例示的な共役体を作製するための方法の実施形態、および該共役
体を使用するための方法の実施形態に関する。
【背景技術】
【０００３】
　生物分子共役体は、試料において特定の標的分子を検出するための免疫測定に使用する
ことができる。抗体検出可能な標識共役体および抗体酵素共役体を含む種々の共役体が知
られており、これらの共役体を作製するための多くの方法が開発されている。例えば、抗
体共役体は、少なくとも２つの反応基を有するカップリング試薬を使用して調製される場
合が多い。該基のうちの１つを使用して抗体に連結し、別の官能基を検出可能な標識に連
結する。これらの連結反応は、所望の目的に対する共役体の性能を妨げる。例えば、連結
は、立体効果、適切な機能に重要な反応性官能基の不活性化、溶解性の変化等により、抗
体酵素共役体を不活性化し得る。その結果、先の努力にもかかわらず、依然として、分子
共役体、およびより優れた分析感度を提供する、それらを産生および使用するための方法
が必要とされる。
【０００４】
　Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌは、この一般的領域におけるいくつかの特許および出
願の譲受人であり、２００５年７月２１日、米国特許公開第２００５／０１５８７７０号
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として公開された米国特許出願第１１／０１８，８９７号、名称「Ｍｉｃｒｏｗａｖｅ　
Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ（核酸プローブのマイクロ波媒介合成）」、２００５年１１月２３日出願の米国仮出願
第６０／７３９，７９４号および対応する実用新案第１１／６０３，４２５号、名称「Ｍ
ｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ（分子共役体）」、米国仮出願第６０／８５６，
１３３号および対応する実用新案第１１／９８２，６２７号、名称「Ｈａｐｔｅｎｓ，Ｈ
ａｐｔｅｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ，Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ　ａｎ
ｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　ｔｈｅｉｒ　Ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ（ハ
プテン、ハプテン共役体、その組成物およびそれらの調製および使用方法）」を含む。こ
れらの先行出願のそれぞれは、参照することによって本明細書に組み込まれる。’８９７
特許の実施例１２は、ポリアクリルアミドヒドラジドを作製するための一方法を開示して
いる。’８９７特許出願は、米国特許公報第２００５／０１５８７７０号、第００４４段
落で「本発明は、標識シトシン、標識シチジン、またはオリゴヌクレオチド、ＤＮＡ分子
、ＲＮＡ分子、タンパク質、ペプチド、または他の生体分子等の標識シチジン含有生体分
子、を調製するための方法を提供する」と記載している。さらに、該出願は、「フルオロ
フォアおよび求核基で官能化される線状ポリマーは、有用なレポーター含有部分としても
機能し得る。」と述べている。また米国特許公報第２００５／０１５８７７０号、第００
６８段落では、「好適な官能化ポリマーは、フルオロフォアで官能化されたポリアクリル
アミドヒドラジド、特に、ポリマー鎖ごとに１０～４０のヒドラジド基を担持する分子量
１０，０００～２０，０００のＰＡＨである。」と記載している。米国特許公報第２００
５／０１５８７７０号、第００５３段落は、レポーター基は、ハプテンおよびタンパク質
を含む、「プローブを標識するために一般に使用される任意の検出可能部分」を含むと定
義される。
【０００５】
　‘４２５出願のスキーム１１に従って、抗体のＦｃ部分は、酸化されてアルデヒドを作
製し、次いで、チオール化ヒドラジドは、ヒドラジド窒素とカルボニルとの反応によって
抗体のＦｃ部分に結合される。’４２５出願のスキーム１３に従って、抗体の酸化Ｆｃ部
分に結合されるチオール化ヒドラジドは、チオール反応性官能基を有するアルカリホスフ
ァターゼと反応して、共役体を作製する。またスキーム１９に従って、ポリアクリルアミ
ドヒドラジドを最初に合成し、次いで、実施例２２に記載されているように、
　適切な溶媒において、結果として得られたＰＡＨを、チオール－ｄＰＥＧ－ＮＨＳエス
テル（Ｑｕａｎｔａ　Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ，Ｐｏｗｅｌｌ，ＯＨ）またはＴｒａｕｔ試薬
等のチオール化剤と反応させて、使用可能なヒドラジド（ｚ＝５～４０）の一部（例えば
、約５０～７５％）をチオール化し、開示される方法において使用できるポリマー多機能
ヒドラジドチオールリンカーを提供する。
【０００６】
１　出願人は、試薬はＳ－アセチル－ｄＰＥＧ－ＮＨＳエステルと称されなければならな
いことを記載している。
【０００７】
　現在理解されているように、’８９７出願において開示されるＰＡＨ共役体のすべての
実施形態は、実施例２２において開示されるようにチオール化される、反応性ヒドラジド
官能基の少なくとも一部を有する。さらに、ヒドラジドのチオール化によってもたらされ
るチオール基は、共役体を作製するために使用される反応性部分である。
【発明の概要】
【０００８】
　所定の開示される本発明の実施形態は、免疫グロブリンへの合成、誘導体化、共役、お
よび複数の対象分子と反応する複数の反応性官能基を有する離散的な比較的短いポリマー
に基づく信号増幅に関する。開示される実施形態の多くは、実質的に水溶性または完全に
水溶性のポリマーに関する。例示的なＰＡＨを参照して、かかるポリマーは完全に水溶性
であり、ゼロを上回るヒドラジド官能基、より典型的には約５から少なくとも１００まで
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のヒドラジド基等の多数の反応性ヒドラジドを表示し得る。反応性官能基は、ヒドラジド
等の関連官能基によって占められる潜在的位置のパーセンテージを参照して定量すること
ができる。本実施形態の場合、反応性官能基は、より典型的には、少なくとも１０％、お
よび少なくとも５０％までの反応性官能基となり得る潜在的位置を含む。ヒドラジド等の
反応性官能基は、種々のハプテンで誘導体化され得る。担体上の残りのヒドラジドは、抗
体のＦｃ領域の酸化糖質に直接共役され得る。ヒドラジドの低ｐＫａは、抗体の糖質酸化
によって生成されるアルデヒド基のプロトン化が、ポリマーハプテン担体の共役を促進す
ることにおいて、特定の利点を提供する。さらに、担体は、抗体のＦｃ領域において、Ｉ
ｇＧの結合部位から離れて導入される。結果として生じた共役体は、単一ハプテンで誘導
体化されたＦｃに基づくものと比較して、非常に大きな信号増幅を示した。
【０００９】
　開示される方法の一実施形態は、ポリアクリルアミドヒドラジド担体によって提供され
る反応性ヒドラジド官能基を介して、特異的結合分子を検出可能な標識に結合することに
よって、分子共役体を作製するステップに関する。ポリアクリルアミドヒドラジドは、好
ましくは、水溶性である。ポリマー部分の平均分子量は異なり得、典型的には、わずか５
０～少なくとも約１００，０００、より典型的には約１，０００～約５０，０００、さら
により典型的には約５，０００～約４０，０００である。所定の開示される実施形態は、
約１０，０００以下の平均分子量を有するポリアクリルアミドヒドラジドを使用する。ま
た特定の実施形態の場合、ポリアクリルアミドヒドラジドのヒドラジド官能基は、非チオ
ール化される。
【００１０】
　特定の開示される実施形態は、特異的結合分子を反応性官能基の少なくとも一部に結合
することによって、第１の化合物を作製するステップを含む。第１の化合物の残りの反応
性官能基の少なくとも一部は、次いで、ハプテン等の検出可能な標識に連結され得る。代
替えとして、複数の反応性官能基を含むポリマー担体は、ハプテン等の検出可能な標識に
結合することができる。第１の化合物の残りの反応性官能基の少なくとも一部は、次いで
、特異的結合分子に結合され得る。
【００１１】
　特定の実施形態は、特異的結合分子としての抗体に関する。例えば、ポリマー担体は、
反応性ヒドラジド官能基を介して、抗体のＦｃ部分に結合することができる。抗体は、例
えば、抗体のグリコシル化部分を化学的に修飾することによって、反応性官能基との反応
のために活性化することができる。所定の実際の実施形態において、抗体は、酸化によっ
て化学的に活性化され、アルデヒド等のカルボニル担持化合物を作製する。
【００１２】
　開示される実施形態の多くは、検出可能な標識としてのハプテンの使用に関する。ハプ
テンは、現在知られている、または今後発見または開発される、任意のハプテンであり得
、該方法の開示される実施形態を実施するために適している。多くのハプテンが知られて
おり、ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイン、ローダミン、ま
たはそれらの組み合わせの分析手順に頻繁に使用される。他のハプテンは、具体的には、
Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍによって開発され、オキサゾール、ピラ
ゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、
ロテノイド、クマリン、シクロリグナン、およびそれらの組み合わせから選択されるハプ
テンを含む。複数の異なるハプテンは、ポリマー担体に結合され得る。さらに、ハプテン
等の化合物は、ＮＨＳ－ＰＥＧリンカー等のリンカーを使用して、ポリマー担体に結合す
ることができる。
【００１３】
　特定の開示される一実施形態は、分子共役体を作製するための方法に関し、ポリアクリ
ルアミドヒドラジド担体によって、特異的結合分子を検出可能な標識に結合するステップ
を含む。担体は、平均分子量１０，０００以下であり、複数の反応性非チオール化ヒドラ
ジド官能基を有する。
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【００１４】
　ポリアクリルアミドヒドラジド担体を使用する現在好適な実施形態は、典型的には、平
均分子量が約１０，０００以下のポリアクリルアミドポリマー担体を提供するステップを
含み、複数の反応性非チオール化ヒドラジド官能基を含む。抗体のＦｃ部分は、酸化され
てアルデヒドを作製する。ポリマー担体は、少なくとも１つの反応性ヒドラジド官能基を
介して、抗体の酸化Ｆｃ部分に結合され、第１の化合物を作製する。第１の化合物は、次
いで、反応性ヒドラジド官能基を介して、少なくとも１つのハプテンに結合され、第２の
化合物を作製する。
【００１５】
　本発明は、ポリアクリルアミドヒドラジドを含む共役体にも関する。例えば、開示され
る共役体の一実施形態は、ポリアクリルアミドヒドラジドリンカーによって提供される、
反応性ヒドラジド官能基を介して検出可能な標識に共有結合される、特異的結合分子を含
む。共役体は、官能化末端を有する化合物等のＰＥＧベースのヒドラジドリンカー、およ
びヒドラジドまたはヒドラジド誘導体官能基を含む遠位端も含み得る。検出可能な標識は
、典型的には、酵素、フルオロフォア、ルミノフォレセント分子、ハプテン、蛍光ナノ粒
子、またはそれらの組み合わせから選択される。例示的な酵素は、アルカリンホスファタ
ーゼおよび西洋ワサビペルオキシダーゼを含む。例示的な周知のハプテンは、ジニトロフ
ェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイン、ローダミン、またはそれらの組み
合わせを含む。Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌによって開発された追加の例示的なハプ
テンは、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラン、トリ
テルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリン、シクロリグナン、またはそれらの組
み合わせを含む。特異的結合分子は、抗体である場合が多く、抗ハプテン抗体および抗抗
体抗体を含む。
【００１６】
　ポリアクリルアミドヒドラジド担体は、診断分析プロセスにおいて使用することもでき
る。かかるプロセスの開示される一実施形態は、特異的に標的に結合する特異的結合分子
と試料を接触させるステップを含む。特異的結合分子は、ポリアクリルアミドヒドラジド
担体を介して、検出可能な標識に共役される。特異的結合分子は、次いで、検出可能な標
識を使用して検出される。開示される共役体は、多重分析に使用することもできる。例え
ば、開示される実施形態は、試料中の２つ以上の異なる標的に対する多重診断分析を含み
、該方法は、特異的に２つ以上の異なる標的に結合する２つ以上の特異的結合分子と試料
を接触させるステップを含む。２つ以上の特異的結合分子は、ポリアクリルアミドハプテ
ン担体の反応性ヒドラジド官能基を介して、異なるハプテンに共役される。試料は、次い
で、個別に検出できる２つ以上の異なる抗ハプテン抗体と接触する。
【００１７】
　所定の開示される実施形態は、特にポリアクリルアミドヒドラジド担体の使用を対象と
するが、他のポリマー担体も考慮される。これらの実施形態の場合、分子共役体を作製す
るための開示される一方法は、ポリマー担体によって提供される反応性官能基を介して、
特異的結合分子を検出可能な標識に結合するステップを含む。ポリマー担体は、ポリアク
リル酸、ポリエチレンイミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－マレイン酸、またはポリ
ビニルピロリドンから選択されるポリマー部分を含む。ポリマー部分は、ヒドラジン、ヒ
ドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒド
ロキシルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される、複数の反応性官能基も含む
。例示的な多糖類種は、糖質、セルロース、カルボキシメチルセルロース、デキストラン
、グリコーゲン、ポリヒアルロン酸、およびデンプンから選択され得る。例示的なポリア
ミノ酸は、ポリ（アルギニン）、ポリ（アスパラギン）、ポリ（アスパラギン酸）、ポリ
（グルタミン酸）、ポリ（グルタミン）、ポリ（リシン）、またはそれらの組み合わせか
ら選択され得る。
【００１８】
　特定の実施形態の場合、該方法は、特異的結合分子を反応性官能基の少なくとも一部に
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結合することによって、第１の化合物を作製するステップを含む。第１の化合物の任意の
残りの非反応性官能基の少なくとも一部は、検出可能な標識に結合される。代替えとして
、該方法は、検出可能な標識を反応性官能基の少なくとも一部に連結することによって、
第１の化合物を作製するステップと、次いで、第１の化合物の残りの反応性官能基の少な
くとも一部を特異的結合分子に結合するステップと、を含み得る。
【００１９】
　特異的結合分子の一クラスは抗体である。該方法は、反応性官能基を介して、ポリマー
担体を抗体のＦｃ部分に結合するステップを含む。さらに、反応性官能基と反応させるた
めに、例えば、抗体のグリコシル化部分を化学的に修飾することによって、抗体を活性化
してもよい。
【００２０】
　特異的結合分子は抗体であり、検出可能な標識は、ポリアクリルアミドヒドラジド担体
を参照して説明されるように、ハプテンであり得る。複数の異なるハプテンは、ポリマー
担体に結合され得、任意の１つ以上のかかるハプテンは、ＰＥＧベースのリンカー等のリ
ンカーを使用して、担体に結合され得る。
【００２１】
　共役体を作製するための該方法の特定の実施形態は、ポリアクリル酸、ポリエチレンイ
ミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－マレイン酸、ポリアミノ酸またはポリビニルピロ
リドンから選択されるポリマー部分を含むポリマー担体を提供するステップを含む。ポリ
マー部分は、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジ
ン、アミノグアニジン、ヒドロキシルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される
複数の反応性官能基を含む。抗体のＦｃ部分は、酸化されてアルデヒドを作製する。ポリ
マー担体は、反応性官能基を介して、抗体の酸化Ｆｃ部分および少なくとも１つのハプテ
ン、および潜在的に複数の異なるハプテンに連結される。
【００２２】
　該方法の開示される一実施形態は、ポリアクリル酸、ポリエチレンイミン、多糖類、ポ
リエチレン－ａｌｔ－マレイン酸、ポリアミノ酸、またはポリビニルピロリドンから選択
される、ポリマー部分を含むポリマー担体を提供することによって、分子共役体を作製す
るステップを含む。ポリマー部分は、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒド
ラジド誘導体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒドロキシルアミン、またはそれらの組
み合わせから選択される複数の反応性官能基も含む。特定の結合分子は、反応性官能基を
介してポリマー担体に結合される。ハプテンは、反応性官能基を介してポリマー担体にも
結合され、該ハプテンは、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベ
ンゾフラン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリン、シクロリグナン、
およびそれらの組み合わせから選択される。
【００２３】
　ポリアクリルアミドヒドラジド以外のポリマー担体を含む分子共役体についても説明さ
れる。例示的な共役体は、ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒドロキシスクシニミド、ポリアク
リル酸、ポリエチレンイミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－マレイン酸、ポリアミノ
酸、またはポリビニルピロリドンから選択されるポリマー部分を含む、ポリマー担体を介
して、検出可能な標識に結合される特異的結合分子を含む。ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒ
ドロキシスクシニミドポリマー材料に関する追加情報は、Ｐｏｌｌａｃｋらの「Ｅｎｚｙ
ｍｅ　Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ　ｂｙ　Ｃｏｎｄｅｎｓａｔｉｏｎ　Ｃｏｐｏｌｙ
ｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｉｎｔｏ　Ｃｒｏｓｓ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍ
ｉｄｅ　Ｇｅｌｓ」ＪＡＣＳ，Ｖｏｌ．１０２，Ｐ．６３２４－６３３６において見出す
ことができ、参照することによって本明細書に組み込まれる。担体は、ヒドラジン、ヒド
ラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒドロ
キシルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される複数の反応性官能基も含む。例
示的な多糖類種は、糖質、セルロース、カルボキシメチルセルロース、デキストラン、グ
リコーゲン、ポリヒアルロン酸、およびデンプンを含む。所定の実施形態は、酸化種、特
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に酸化多糖類も使用する。例えば、デキストランは、臭素等の過ヨードまたはハロゲンを
含む、適切な酸化剤を使用して酸化して、カルボニル担持種、典型的にはアルデヒドであ
るが、潜在的にはケトン等の他のカルボニル担持種を産生することができる。例示的なポ
リアミノ酸は、ポリ（アルギニン）、ポリ（アスパラギン）、ポリ（アスパラギン酸）、
ポリ（グルタミン酸）、ポリ（グルタミン）、およびポリ（リシン）を含む。担体は、ポ
リ（グアニジン）またはポリ（アミノグアニジン）でもあり得る。
【００２４】
　ポリアクリルアミドヒドラジドと同様に、他の開示されるポリマー担体は、試料中の標
的に対して診断分析を行うために使用することができる。所定の開示される実施形態は、
特異的に標的に結合する特異的結合分子と試料を接触させるステップを含み、該特異的結
合分子は、ポリアクリル酸、ポリエチレンイミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－マレ
イン酸、ポリアミノ酸、またはポリビニルピロリドンから選択されるポリマー部分を含む
ポリマー担体を介して、検出可能な標識に結合される。ポリマー担体は、ヒドラジン、ヒ
ドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒド
ロキシルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される複数の反応性官能基を含む。
特異的結合分子は、検出可能な標識を使用して検出される。試料中の２つ以上の異なる標
的に対する多重診断分析の一実施形態は、特異的に２つ以上の異なる標的を結合する２つ
以上の特異的結合分子と試料を接触させるステップを含む。２つ以上の特異的結合分子は
、ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒドロキシスクシニミド、ポリアクリル酸、ポリエチレンイ
ミン、多糖類、ポリエチレン－ａｌｔ－マレイン酸、ポリアミノ酸、またはポリビニルピ
ロリドンから選択されるポリマー部分を有するポリマーハプテン担体を介して、異なるハ
プテンに共役される。他の開示される実施形態と同様に、ポリマー担体は、ヒドラジン、
ヒドラジド、ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒ
ドロキシルアミン、またはそれらの組み合わせから選択される複数の反応性官能基も含む
。次いで、個別に検出できる２つ以上の異なる抗ハプテン抗体と試料を接触させる。
【００２５】
　例示的なＰＡＨの開示される実施形態を使用して確立されている単一の遺伝子検出を用
いて、染色結果の比較も提供される。同様に、ストレプタビジン官能化量子ドットの信号
は、ＦｃでのＦｃ誘導ポリマービオチン担体において著しく強化される。ＨＥＲ２ＤＮＡ
遺伝子プローブのｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダーゼーション下で、Ｆｃでのポリマービオチ
ン担体は、非ポリマービオチンリンクと比較して、量子ドット信号の検出を強化する。所
定の開示される実施形態は、特定の一ポリマーハプテン担体、つまりＰＡＨに関するが、
しかしながら、本明細書で開示されるように、多くの異なる担体を合成および使用しても
よい。これらは一例として含まれ、限定なしに、ハプテンで好適に誘導体化されたポリア
クリル、ポリグルコシド、ポリグルタミン酸、ポリリシン、ポリアスパラギン酸をすべて
使用してもよい。同様に、本発明の範囲は、ビオチン－ストレプトアビジンベースの系に
限定されない。むしろ、多種のハプテンおよび信号生成体に共役される対応する抗体、例
えば酵素、ナノ粒子、量子ドット、フルオロフォア、化学ルミノホルを開示される実施形
態に使用してもよい。
【００２６】
　本発明の前述のおよび他の目的、特徴、および利点は、以下の発明を実施するための形
態からより明らかになり、付随の図面を参照して進める。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】Ｆｃ特異的ハプテニル化抗体共役体を合成するための方法の一実施形態を説明す
る図である。
【図２】Ｆｃ特異的Ａｂヒドラジド官能化ポリマー－ポリハプテン共役体を合成するため
の方法の一実施形態を説明する図である。
【図３】Ｆｃ特異的ビオチニル化抗体とのストレプトアビジン量子ドット６５５共役体を
使用する、扁桃腺上のＫｉ－６７の染色を説明する写真である（６５５ｎｍフィルタ、倍
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率２０×）。
【図４】ビオチニル化ポリアクリルアミドヒドラジド抗体とのストレプトアビジン量子ド
ット６５５共役体を使用する、扁桃腺上のＫｉ－６７の染色を説明する写真である（６５
５ｎｍフィルタ、倍率２０×）。
【図５】Ｆｃ特異的ビオチニル化抗体とのストレプトアビジン量子ドット６５５共役体を
使用する、扁桃腺上の１：１０希釈のＫｉ－６７の染色を説明する写真である（６５５ｎ
ｍフィルタ、倍率２０×）。
【図６】ビオチニル化ポリアクリルアミドヒドラジド抗体とのストレプトアビジン量子ド
ット６５５共役体を使用する、扁桃腺上の１：１０希釈のＫｉ－６７の染色を説明する写
真である（ロングパスフィルタ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率２０
×）。
【図７】ＱＤｏｔ　ＩＨＣ検出のための染色プロトコルの一実施形態を説明する。
【図８】抗λポリアクリルアミドヒドラジドニトロピラゾール共役体との抗ニトロピラゾ
ール量子ドット６５５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色を説明する写真である（ロン
グパスフィルタ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率２０×）。
【図９】抗λポリアクリルアミドヒドラジドベンゾフラザン共役体との抗ベンゾフラザン
量子ドット５８５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色を説明する写真である（ロングパ
スフィルタ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率２０×）。
【図１０】抗λポリアクリルアミドヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗ジニトロフ
ェニル量子ドット６０５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色を説明する写真である（ロ
ングパスフィルタ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率２０×）。
【図１１】抗λポリアクリルアミドヒドラジドチアゾールスルホンアミド共役体との抗チ
アゾールスルホンアミド量子ドット５６５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色を説明す
る写真である（ロングパスフィルタ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率
２０×）。
【図１２】ＨＰＶ　ＡＰ－ＩＳＨ検出のための染色プロトコルの一実施形態を説明する。
【図１３】ＨＰＶ　ＳＩＳＨ検出のための染色プロトコルの一実施形態を説明する。
【図１４】ＣａＳｋｉ細胞（４００～６００コピー）上でＦｃ特異的ビオチニル化ヤギ抗
ウサギ抗体を使用する、銀検出（倍率４０×）による、異種移植組織上のＨＰＶの染色を
説明する写真である。
【図１５】ＨｅＬａ細胞（１０～５０コピー）上でＦｃ特異的ビオチニル化ヤギ抗ウサギ
抗体を使用する、銀検出（倍率４０×）による、異種移植組織上のＨＰＶの染色を説明す
る写真である。
【図１６】ＳｉＨａ細胞（１～２コピー）上での異種移植組織（倍率４０×）ビオチニル
化ヤギ抗ウサギ抗体、Ｆｃ特異的ビオチニル化抗体のＨＰＶの染色を説明する写真である
。
【図１７】Ｃ３３細胞（０コピー、負の対照）上でＦｃ特異的ビオチニル化ヤギ抗ウサギ
抗体を使用する、銀検出（倍率４０×）による、異種移植組織上のＨＰＶの染色を説明す
る写真である。
【図１８】ＣａＳｋｉ細胞（４００～６００コピー）上でポリアクリルアミドヒドラジド
ビオチニル化ヤギ抗ウサギ抗体を使用する、銀検出（倍率４０×）による、異種移植組織
上のＨＰＶの染色を説明する写真である。
【図１９】ＨｅＬａ細胞（１０～５０コピー）上でポリアクリルアミドヒドラジドビオチ
ニル化ヤギ抗ウサギ抗体を使用する、銀検出（倍率４０×）による、異種移植組織上のＨ
ＰＶの染色を説明する写真である。
【図２０】ＳｉＨａ細胞（１～２コピー）上でポリアクリルアミドヒドラジドビオチニル
化ヤギ抗ウサギ抗体を使用する、銀検出（倍率４０×）による、異種移植組織上のＨＰＶ
の染色を説明する写真である。
【図２１】Ｃ３３細胞上で（０コピー、負の対照）ポリアクリルアミドヒドラジドビオチ
ニル化ヤギ抗ウサギ抗体を使用する、銀検出（倍率４０×）による、異種移植組織上のＨ
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ＰＶの染色を説明する写真である。
【図２２】量子ドットを用いた多重ＩＨＣ検出のための染色プロトコルの一実施形態を説
明する。
【図２３】抗ＣＤ３４ポリアクリルアミドヒドラジドニトロピラゾール共役体との抗ニト
ロピラゾール量子ドット６５５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色（ロングパスフィル
タ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率４０×）を説明する写真である。
【図２４】抗体Ｋｉ６７ポリアクリルアミドヒドラジドベンゾフラザン共役体との抗ベン
ゾフラザン量子ドット５８５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色（ロングパスフィルタ
、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率４０×）を説明する写真である。
【図２５】抗κポリアクリルアミドヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗ジニトロフ
ェニル量子ドット６０５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色（ロングパスフィルタ、Ｏ
ｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率４０×）を説明する写真である。
【図２６】抗ＣＤ４５ポリアクリルアミドヒドラジドチアゾールスルホンアミド共役体と
の抗チアゾールスルホンアミド量子ドット５６５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色（
ロングパスフィルタフィルタ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率４０×
）を説明する写真である。
【図２７】抗κポリビニルピロリドンヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗ジニトロ
フェニル－ＨＲＰ共役体／ＤＡＢを使用する、扁桃腺組織の染色（Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＤＰ
７１、ＵＰｌａｎＳＡｐｏ、倍率４０×）を説明する写真である。
【図２８】抗κポリビニルピロリドンヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗ジニトロ
フェニル量子ドット６５５を使用する、扁桃腺組織の染色（ロングパスフィルタフィルタ
、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率４０×）を説明する写真である。
【図２９】抗κポリイソブチレン共マレイン酸ヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗
ジニトロフェニル－ＨＲＰ共役体／ＤＡＢを使用する、扁桃腺組織の染色（Ｏｌｙｍｐｕ
ｓ　ＤＰ７１、ＵＰｌａｎＳＡｐｏ、倍率４０×）を説明する写真である。
【図３０】抗κポリイソブチレン共マレイン酸ヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗
ジニトロフェニル量子ドット６５５共役体を使用する、扁桃腺組織の染色（ロングパスフ
ィルタフィルタ、Ｏｍｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率４０×）を説明する
写真である。
【図３１】ポリアクリル酸ヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗ジニトロフェニル－
ＨＲＰ共役体／ＤＡＢを使用する、扁桃腺組織の染色（Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＤＰ７１、ＵＰ
ｌａｎＳＡｐｏ、倍率４０×）を説明する写真である。
【図３２】抗κポリアクリル酸ヒドラジドジニトロフェニル共役体との抗ジニトロフェニ
ル量子ドット６５５を使用する、扁桃腺組織の染色（ロングパスフィルタフィルタ、Ｏｍ
ｅｇａ　Ｏｐｔｉｃａｌ　ＸＦＯ５－２、倍率４０×）を説明する写真である。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
Ｉ．省略形
　　　Ａｂ－抗体
　　　（Ａｂ－ＡＰ）－抗体－アルカリホスファターゼ共役体
　　　ＡＢＳ－緩衝酢酸生理食塩水
　　　ＡＰ－アルカリホスファターゼ
　　　ＢＳＡ－ウシ血清アルブミン
　　　ＣＭＶ－サイトメガロウイルス
　　　ｄＰＥＧ－４つのエーテル酸素原子を有する離散的サイズのＰＥＧ化合物を示すｄ
ＰＥＧ４等の離散的なポリエチレングリコール
　　　ＥＢＥＲ－エプスタイン－バーウイルス早期ＲＮＡ
　　　ＤＬ－検出可能な標識
　　　Ｆｃ－結晶化可能フラグメント
　　　ＨＲＰ－西洋ワサビペルオキシダーゼ
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　　　ＩＨＣ－免疫組織化学
　　　ＩＳＨ－ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
　　　ＭＡＬ－マレイミド
　　　ＭＢＣＨ－メルカプトブチル酸カルボヒドラジド
　　　ＭＢＨ－メルカプトブチル酸ヒドラジド
　　　ＮＨＳ－Ｎ－ヒドロキシスクシニミド
　　　ＳＢＭ－特異的結合分子
　　　ＳＥＣ－サイズ排除クロマトグラフィー
　　　ＳＩＳＨ－銀ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーション
【００２９】
ＩＩ．用語
　特に断りのない限り、専門用語は、従来の用法に従って使用される。分子生物学におけ
る一般用語の定義は、Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ発行のＢｅｎｊ
ａｍｉｎ　Ｌｅｗｉｎ，Ｇｅｎｅｓ　ＶＩＩ，２０００（ＩＳＢＮ　０１９８７９２７６
Ｘ）、Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ発行、Ｋｅｎｄｒｅｗ　ｅｔ　ａｌ．
（編）のＴｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ，１９９４（ＩＳＢＮ　０６３２０２１８２９）、およびＷｉｌｅｙ，Ｊｏｈｎ＆Ｓｏ
ｎｓ，Ｉｎｃ．発行、Ｒｏｂｅｒｔ　Ａ．Ｍｅｙｅｒｓ（編）のＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ
　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，１９９５（ＩＳＢＮ　０４７１１８６３４１）、およ
び他の類似参考文献において見出され得る。
【００３０】
　本明細書で使用されるように、単数形「ａ」、「ａｎ」、および「ｔｈｅ」は、特に明
確な指示がない限り、複数の指示対象を含む。同様に、「または」という用語は、特に明
確な指示がない限り、「および」を含むことを意図する。また本明細書で使用されるよう
に、「備える」という用語は、「含む」を意味する。従って、「ＡまたはＢを備える」と
は、Ａ、Ｂ、またはＡおよびＢを含むことを意味する。さらに、ポリペプチドまたは他の
化合物に対して与えられるすべてのアミノ酸のサイズ、およびすべての分子量または分子
質量値は、概算であって、説明のために提供されることを理解されたい。本明細書に記載
されるものに類似または同等の方法および材料は、本開示の実践または試験に使用するこ
とができるが、適切な方法および材料は以下で説明される。本明細書で言及されるすべて
の刊行物、特許出願、特許、および他の参考文献は、参照することによって全体として組
み込まれる。対立する場合は、用語の説明を含む本明細書に従う。加えて、材料、方法、
および実施例は、一例にすぎず、限定することを意図しない。
【００３１】
　本開示の種々の実施例の検討を容易にするために、特定の用語に関する以下の説明を提
供する。
【００３２】
　増幅：所定の本発明の実施形態によって、複数の可視化複合体を使用して、単一標的を
検出することができ、該複合体は、特定の標的の同定および／または定量を容易にするた
めに同一であるか、または異なり得る。
【００３３】
　アナログ、誘導体、または模倣体：アナログは、親化合物とは化学構造、例えばホモロ
グ（化学構造における増分、例えば、アルキル鎖の長さの差だけ異なる）、分子フラグメ
ント、１つ以上の官能基が異なる構造、イオン化の変化が異なる分子である。構造アナロ
グは、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ（Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ
　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，１９ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ（１９９５），ｃｈａｐｔｅｒ
　２８）において開示されるような技術を用いて、定量的構造活性相関（ＱＳＡＲ）を使
用して見出される場合が多い。誘導体は、塩基構造に由来する生物活性分子である。模倣
体は、生物活性分子等の別の分子の活性を模倣する分子である。生物活性分子は、化合物
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の生物活性を模倣する化学構造を含み得る。
【００３４】
　動物：生多細胞脊椎生物、例えば、哺乳類および鳥類を含むカテゴリー。哺乳類という
用語は、ヒトおよび非ヒト哺乳類の両方を含む。同様に、「対象」という用語は、ヒトお
よび動物対象の両方、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ウマ、およびウシを含
む。
【００３５】
　抗体：「抗体」は、まとめて、免疫グロブリンまたは免疫グロブリン様分子（一例とし
て、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、およびＩｇＭ、それらの組み合わせ、および任意
の脊椎動物、例えば、ヒト、ヤギ、ウサギ、およびマウス等の哺乳類における免疫応答中
に産生される同様の分子を含むが、それらに限定されない）、ならびに、サメ免疫グロブ
リン等の非哺乳類種を指す。「抗体」は、具体的には、他の分子（例えば、対象の分子の
結合定数、すなわち、生物試料における他の分子の結合定数よりも少なくとも１０３Ｍ－

１より大、少なくとも１０４Ｍ－１より大、または少なくとも１０５Ｍ－１より大である
結合定数を有する抗体および抗体フラグメント）への結合を除いて、対象の分子（または
対象の極めて類似する分子の群）に結合する、抗体フラグメントも含む。
【００３６】
　より具体的には、「抗体」は、特異的に抗原のエピトープを認識および結合する、少な
くとも軽鎖または重鎖免疫グロブリン可変領域を含むポリぺプチドリガンドを指す。抗体
は、重鎖および軽鎖から成り、それぞれ可変重（ＶＨ）領域および可変軽（ＶＬ）領域と
呼ばれる可変領域を有する。ＶＨ領域およびＶＬ領域はともに、抗体によって認識される
抗原の結合に関与する。
【００３７】
　これは、正常な免疫グロブリンおよび当該技術分野でよく知られるそれらの変異体と部
分を含む。抗体フラグメントは、タンパク質分解抗体フラグメント［例えば、当該技術分
野において知られるようなＦ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂ’フラグメント、Ｆａｂ
’－ＳＨフラグメント、およびＦａｂフラグメント］、組み換え抗体フラグメント（例え
ば、ｓＦｖフラグメント、ｄｓＦｖフラグメント、二重特異性ｓＦｖフラグメント、二重
特異性ｄｓＦｖフラグメント、Ｆ（ａｂ）’２フラグメント、単鎖Ｆｖタンパク質（「ｓ
ｃＦｖ」）、ジスルフィド安定化Ｆｖタンパク質（「ｄｓＦｖ」）、二機能性抗体および
三機能性抗体（当該技術分野において知られるような）、およびラクダ科抗体を含む（例
えば、米国特許第６，０１５，６９５号、第６，００５，０７９号、第５，８７４，５４
１号、第５，８４０，５２６号、第５，８００，９８８号、および第５，７５９，８０８
号を参照されたい）。ｓｃＦｖタンパク質は、免疫グロブリンの軽鎖可変領域および免疫
グロブリンの重鎖領域が、リンカーによって結合される融合タンパク質であるが、ｄｓＦ
ｖｓにおいて、鎖は突然変異してジスルフィド結合を導入し、鎖の関連を安定化している
。該用語は、キメラ抗体（例えば、ヒト化マウス抗体）、ヘテロ共役体（例えば、二重特
異性抗体）等の遺伝子組み換え形態も含む。Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃａｔａｌｏｇ　ａｎｄ　Ｈ
ａｎｄｂｏｏｋ，１９９４－１９９５（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏ
ｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）、Ｋｕｂｙ，Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，３ｒｄ　Ｅｄ．，Ｗ．
Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ＆Ｃｏ．，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９７も参照されたい。
【００３８】
　典型的には、天然に存在する免疫グロブリンは、ジスルフィド結合によって相互接続さ
れる重（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖を有する。軽鎖にはラムダ（λ）およびカッパ（ｋ）の
２種類がある。主な重鎖クラス（またはイソタイプ）は５つあり、抗体分子：ＩｇＭ、Ｉ
ｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡ、およびＩｇＥの機能活性を決定する。
【００３９】
　重鎖および軽鎖はそれぞれ、定数領域および可変領域を含有する（領域は「ドメイン」
としても知られる）。組み合わせると、重鎖および軽鎖可変領域は、特異的に抗原を結合
する。軽鎖および重鎖可変領域は、「相補性決定領域」または「ＣＤＲ」とも呼ばれる３
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つの超可変領域によって中断される「フレームワーク」領域を含有する。フレームワーク
領域およびＣＤＲの範囲は、定義されている（参照することによって本明細書に組み込ま
れる、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．のＳｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ
Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ
　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，１９９１を参照されたい）。
Ｋａｂａｔデータベースは、現在オンラインで維持されている。異なる軽鎖または重鎖の
フレームワーク領域の配列は、比較的種内で保存される。抗体のフレームワーク領域、つ
まり構成軽鎖および重鎖の複合フレームワーク領域は、ＣＤＲを三次元空間に配置および
整列する役割を果たす。
【００４０】
　ＣＤＲは、主として抗原のエピトープへの結合に関与する。各鎖のＣＤＲは、典型的に
は、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２、およびＣＤＲ３と称され、Ｎ末端から連続して付番され、また
典型的には、特定のＣＤＲが位置付けられる鎖によって同定される。したがって、ＶＨ　
ＣＤＲ３は、それが検出される抗体の重鎖の可変領域に位置付けられるが、ＶＬ　ＣＤＲ
１は、それが検出される抗体の軽鎖の可変領域からのＣＤＲ１である。ＲＥＴを結合する
抗体は、特定のＶＨ領域およびＶＬ領域配列、したがって特異的ＣＤＲ配列を有する。異
なる特異性（すなわち、異なる抗原の異なる結合部位）を持つ抗体は、異なるＣＤＲを有
する。ＣＤＲは抗体によって異なるが、ＣＤＲ内で限られた数のアミノ酸位置のみが、抗
原結合に直接関与する。ＣＤＲ内のこれらの位置は、特異性決定残基（ＳＤＲ）と呼ばれ
る。
【００４１】
　抗原：具体的には、抗体分子またはＴ細胞受容体等の特定の体液性または細胞性免疫の
産生物によって結合され得る化合物、組成物、または物質。抗原は、任意の種類の分子を
含み得、例えば、ハプテン、単純中間代謝産物、糖（例えば、オリゴ糖）、脂質、および
ホルモンならびに複合糖質（例えば、多糖類）、リン脂質、およびタンパク質等の高い分
子を含む。抗原の共通カテゴリーは、ウイルス抗原、細菌抗原、真菌抗原、原虫および他
の寄生虫抗原、腫瘍抗原、自己免疫疾患、アレルギー、および移植の拒絶反応に関与する
抗原、毒素、および他の種々の抗原を含むが、それらに限定されない。一実施例において
、抗原は、γＰＧＡ等のＢａｃｉｌｌｕｓ（バシラス）抗原である。
【００４２】
　アビジン：生物試料中に存在し得る他の小分子を実質的に除いて、特異的にビオチンに
結合する任意の種類のタンパク質。アビジンの例は、卵白、油料種子タンパク質（例えば
、大豆ミール）、および穀物（例えば、トウモロコシ（ｃｏｒｎ／ｍａｉｚｅ））中に自
然に存在するアビジン、および細菌起源のタンパク質であるストレプトアビジンを含む。
【００４３】
　結合親和性：ある分子が別の分子と（典型的には非共役的に）結合する傾向であって、
例えば、特異的結合対の別の部材に対する特異的結合対の一部材の傾向。結合親和性は、
結合定数として測定することができ、特異的結合対（例えば、抗体／抗原対）の結合親和
性は、少なくとも１×１０５Ｍ－１、例えば、少なくとも１×１０６Ｍ－１、少なくとも
１×１０７Ｍ－１または少なくとも１×１０８Ｍ－１であり得る。一実施形態では、結合
親和性は、Ｆｒａｎｋｅｌ　ｅｔ　ａｌ．のＭｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，１６：１０１－１
０６，１９７９に記載されるＳｃａｔｃｈａｒｄ方法の修正によって計算される。別の実
施形態では、結合親和性は抗原／抗体解離速度によって測定される。さらに別の実施形態
では、高結合親和性は、競争放射免疫測定によって測定される。いくつかの実施例では、
抗体／抗原対の高結合親和性は、少なくとも約１×１０８Ｍ－１である。他の実施形態で
は、高結合親和性は、少なくとも約１．５×１０８Ｍ－１、少なくとも約２．０×１０８

Ｍ－１、少なくとも約２．５×１０８Ｍ－１、少なくとも約３．０×１０８Ｍ－１、少な
くとも約３．５×１０８Ｍ－１、少なくとも約４．０×１０８Ｍ－１、少なくとも約４．
５×１０８Ｍ－１、または少なくとも約５．０×１０８Ｍ－１である。
【００４４】
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　担体：ハプテンまたは抗原が結合できる分子。担体分子は、免疫原性担体および特異的
結合担体を含む。免疫原性担体に結合されると、結合分子は、免疫原性となり得る。免疫
原性担体は、結合分子の免疫原性を高める、および／または担体に対する抗体を惹起する
ように選択され得、診断上、分析上、および／または治療上有益である。担体に対する分
子の共有結合は、強化された免疫原性およびＴ細胞依存をもたらし得る（Ｐｏｚｓｇａｙ
　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ９６：５１９４－９７，１９９９、Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ
．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１１６：１７１１－１８，１９７６、Ｄｉｎｔｚｉｓ　ｅｔ　ａｌ．
，ＰＮＡＳ７３：３６７１－７５，１９７６）。有用な担体は、ポリマー担体を含み、自
然（例えば、細菌またはウイルスからのタンパク質）、反応体部分が付着可能な１つ以上
の官能基を含有する半合成または合成材料であり得る。特異的結合担体は、抗体、アビジ
ン等を含む任意の種類の特異的結合部分であり得る。
【００４５】
　キメラ抗体：ヒト等の一種からのフレームワーク残基、および特異的にＲＥＴを結合す
るネズミ抗体等の、別の種からのＣＤＲ（概して抗原結合をもたらす）を有する抗体。
【００４６】
　共役体：「共役体」は、より大きい組成物に共有結合される、２つ以上の分子（および
／またはナノ粒子等の材料）を指す。いくつかの実施形態では、共役体は、１つ以上の他
の生分子等の１つ以上の他の分子に共有結合される１つ以上の生分子（例えば、ペプチド
、タンパク質、酵素、糖、多糖類、脂質、糖タンパク質、およびリポタンパク質）を含む
。他の実施形態では、共役体は、１つ以上の検出可能な標識（例えば、フルオロフォア、
ルミノホル、蛍光ナノ粒子、ハプテン、酵素、およびそれらの組み合わせ）に共有結合さ
れる１つ以上の特異的結合分子（例えば、抗体）を含む。
【００４７】
　共役する（Ｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇ）、結合する（Ｃｏｕｐｌｉｎｇ、Ｊｏｉｎｉｎｇ
、ＢｏｎｄｉｎｇまたはＬｉｎｋｉｎｇ）：１つの分子を別の分子に共有結合して、より
大きい分子を作製すること。例えば、２つのポリペプチドを１つの隣接ポリペプチド分子
にすること、またはハプテンまたは他の分子をｓｃＦｖ抗体等のポリペプチドに共有結合
すること。特定の文脈では、該用語は、抗体部分等のリガンドをエフェクタ分子（「ＥＭ
」）に結合することへの言及を含む。結合は、化学的または組み換え手段のいずれかによ
って行われ得る。
【００４８】
　反応性ヒドラジド官能基を通した検出可能な標識への特異的結合分子の結合：ヒドラジ
ド官能基の窒素原子に対する直接共有結合によって、別の分子に特異的結合分子を共有結
合することを指す。
【００４９】
　検出可能な標識：試料中の標識の存在および／または濃度を示す、（例えば、視覚的、
電子的、またはその他で）検出可能な信号を産生できる分子または材料。特異的結合分子
に共役されると、検出可能な標識を使用して、特異的結合分子が配向される標的を位置付
けおよび／または定量することができる。したがって、試料中の標的の存在および／また
は濃度は、検出可能な標識によって産生される信号を検出することによって、検出するこ
とができる。検出可能な標識は、直接的または間接的に検出することができ、異なる特異
的結合分子に結合されるいくつかの異なる検出可能な標識は、組み合わせて使用して、１
つ以上の標的を検出することができる。例えば、標的に特異的な抗体に結合されるハプテ
ン等の第１の検出可能な標識は、特異的に第１の検出可能な標識を結合する分子に共役さ
れる第２の検出可能な標識の使用によって、間接的に検出することができる。個別に検出
できる複数の検出可能な標識は、特異的に、異なる標識を結合する異なる特異的結合分子
に共役して、試料中の複数の標的の同時検出を提供できる多重アッセイを提供することが
できる。検出可能な信号は、任意の知られている機構または未だ発見されていない機構に
よって生成することができ、光子（無線周波数、マイクロ波周波数、赤外線周波数、可視
周波数、および紫外線周波数光子）の吸収、放射、および／または分散を含む。検出可能
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な標識は、着色、蛍光、リン光、および発光性分子および材料、１つの物質を別の物質に
変換して、（例えば、無色の物質を着色物質に変換するか、またはその逆によって、ある
いは沈殿物を産生するか、または試料の濁度を増化することによって）検出可能な相違を
もたらす触媒（例えば、酵素）、追加の検出可能な標識化抗体共役体を使用し、抗体－ハ
プテン結合相互作用によって検出できるハプテン、および常磁性および磁気性分子または
材料を含む。検出可能な標識の特定の例は、西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリホス
ファターゼ、酸性ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、βガラクトシダーゼ、また
はβグルクロニダーゼ等の酵素、フルオロセイン、ルミノホル、クマリン、ＢＯＤＩＰＹ
染料、レソルフィン、およびローダミン等のフルオロフォア（蛍光分子の多くの追加例は
、Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ－Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｂｅｓ　ａｎｄ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲにおいて見出すことができる）、量子ドット等のナノ
粒子（例えば、ＱｕａｎｔｕｍＤｏｔ　Ｃｏｒｐ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｎａｎｏｃｒ
ｙｓｔａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｈａｙｗａｒｄ，ＣＡから取得、それぞれ参照
することによって本明細書に組み込まれる米国特許第６，８１５，０６４号、第６，６８
２５９６号および第６，６４９，１３８号も参照されたい。）、Ｇｄ３＋のような放射性
または常磁性金属イオンのＤＯＴＡおよびＤＰＴＡキレート等の金属キレート、および例
えば、捕捉蛍光分子を含有するリポソーム等のリポソームを含む。検出可能な標識が酵素
を含む場合、色原体等の検出可能な基質、蛍光性化合物、または発光性化合物を該酵素と
組み合わせて使用し、検出可能な信号を生成することができる（多種多様なかかる化合物
は、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｅｕｇｅｎｅ　ＯＲから
商業的に入手できる）。発色性化合物の特定の例は、ジアミノベンジジン（ＤＡＢ）、４
－ニトロフェニルリン酸（ｐＮＰＰ）、ファストレッド、ブロモクロロインドリルリン酸
（ＢＣＩＰ）、ニトロブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレ
ッド、ＡＰオレンジ、ＡＰブルー、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジ
ノ－ジ－［３－エチルベンゾチアゾリンスルホン酸］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、
４－クロロナフトール（４－ＣＮ）、ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（Ｏ
ＮＰＧ）、ｏ－フェニレンジアミン（ＯＰＤ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリ
ル－β－ガラクトピラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラク
トピラノシド（ＭＵ－Ｇａｌ）、ｐ－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（Ｐ
ＮＰ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕ
ｃ）、３－アミノ－９－エチルカルバゾル（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾ
リウム（ＩＮＴ）、テトラゾリウムブルーおよびテトラゾリウムバイオレットを含む。あ
るいは、酵素を金属組織検出スキームで使用することができる。金属組織検出方法は、ア
ルカリホスファターゼ等の酵素を水溶性金属イオンおよび該酵素の酸化還元に不活性な基
質と組み合わせて使用するステップを含む。該基質は、酵素によって酸化還元に活性な薬
剤に変換され、酸化還元に活性な薬剤は、金属イオンを還元し、検出可能な沈殿物を形成
する（それぞれ参照することによって本明細書に組み込まれる、例えば、２００４年１２
月２０日に出願された同時係属中の米国特許出願第１１／０１５，６４６号、ＰＣＴ公開
番号第２００５／００３７７７号、および米国特許出願公開第２００４／０２６５９２２
号を参照されたい）。金属組織検出方法は、水溶性金属イオン、酸化剤、および還元剤と
併せて、酸化還元酵素（例えば、西洋ワサビペルオキシダーゼ）を使用して、再度検出可
能な沈殿物を作製するステップを含む（例えば、参照することによって本明細書に組み込
まれる、米国特許第６，６７０，１１３号を参照されたい）。ハプテンは、特異的に抗体
によって結合される小分子であるが、それら自体は動物において免疫応答を惹起せず、免
疫応答を生成するには、最初にタンパク質等のより大きい担体分子に付着されなければな
らない。ハプテンの例は、ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、およびフルオ
レセインを含む。オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラ
ン、トリペルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリンおよびシクロリグナンハプテ
ンの追加の例は、参照することによって本明細書に組み込まれる、２００６年１１月１日
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に出願された同時係属中の米国仮特許出願第６０／８５６１３３号において開示されてい
る。
【００５０】
　エピトープ：抗原決定基。これらは、抗原性、すなわち特異的免疫応答を惹起する分子
上の特定化学基または隣接あるいは非隣接ペプチド配列である。抗体は、特定の抗原性エ
ピトープを結合する。
【００５１】
　Ｆｃ特異的共役体：第２の分子（例えば、検出可能な標識）が免疫グロブリン（または
グリコシル化部分を維持する免疫グロブリンのフラグメント）のグリコシル化部分に共有
結合される免疫グロブリン（またはそのフラグメント）の共役体。免疫グロブリンのグリ
コシル化部分は、Ｆｃ領域において見出され、免疫グロブリンの特異的結合活性に関与す
る免疫グロブリンの部分の外側の位置において免疫グロブリンの重鎖上に位置付けられる
免疫グロブリンの領域である。
【００５２】
　ハプテン：分子、典型的には、具体的に抗体と結合可能であるが、典型的には担体分子
との組み合わせの場合を除いて実質的に免疫原性であり得ない小分子。
【００５３】
　ホモポリマー：この用語は、単一モノマー（例えば、アミノ酸）等の単一の分子種の複
数の単位を併せて結合することによって作製されるポリマーを指す。
【００５４】
　ヒト化抗体：ヒト化軽鎖およびヒト化重鎖免疫グロブリンを含む抗体。ヒト化抗体は、
ＣＤＲを提供するドナー抗体として同一抗原に結合する。ヒト化免疫グロブリンまたは抗
体のアクセプタフレームワークは、ドナーフレームワークから得られるアミノ酸による限
定数の置換を有する。ヒト化または他のモノクローナル抗体は、抗原結合または他の免疫
グロブリン機能に実質的に影響しない追加の保存アミノ酸置換を有し得る。ヒト化免疫グ
ロブリンは、遺伝子工学によって構成することができる（例えば、米国特許第５，５８５
，０８９号を参照されたい）。
【００５５】
　ヒト化免疫グロブリン：ヒトフレームワーク領域および非ヒト（例えば、マウス、ラッ
ト、または合成）免疫グロブリンからの１つ以上のＣＤＲを含む免疫グロブリン。ＣＤＲ
を提供する非ヒト免疫グロブリンは、「ドナー」と称され、フレームワークを提供するヒ
ト免疫グロブリンは、「アクセプタ」と称される。一実施形態では、すべてのＣＤＲは、
ヒト化免疫グロブリンにおけるドナー免疫グロブリンに由来する。定数領域は、存在する
必要はないが、存在する場合は、ヒト免疫グロブリン定数領域に実質的に同一、すなわち
、少なくとも約８５～９０％、例えば、約９５％以上同一でなければならない。したがっ
て、ヒト化免疫グロブリンのすべての部分は、場合によってはＣＤＲを除いて、天然ヒト
免疫グロブリン配列の対応する部分と実質的に同一である。
【００５６】
　ヒドラジドまたはヒドラジド基：ヒドラジド基（－ＣＯ－ＮＨ－ＮＨ２）、カルボヒド
ラジド基（－ＮＨ－ＮＨ－ＣＯ－ＮＨ－ＮＨ２）、セミカルバジド基（－ＮＨ－ＣＯ－Ｎ
Ｈ－ＮＨ２）、チオセミカルバジド基（－ＮＨ－ＣＳ－ＮＨ－ＮＨ２）、チオカルバジド
基（－ＮＨ－ＮＨ－ＣＳ－ＮＨ－ＮＨ２）、カルボン酸ジヒドラジド基（－ＮＨ－ＣＯ－
ＮＨ－ＮＨ－ＣＯ－ＮＨ－ＮＨ２）またはその硫黄含有誘導体、またはヒドラジンカルボ
キシレート基（－Ｏ－ＣＯ－ＮＨ－ＮＨ２）またはその硫黄含有誘導体。
【００５７】
　ヒドラジド反応性基：ヒドラジド基と反応し、共有結合を作製できる原子の基。アルデ
ヒドおよびケトン基は、ヒドラジド反応性基の例である。ヒドラジド反応性基は、分子の
不可欠な要素であり得るか、または分子に導入され得る。アルデヒド基（ヒドラジド反応
性基）を多糖類および糖タンパク質（抗体を含む）に導入するための一方法は、隣接ジオ
ールの過ヨード酸媒介酸化等の酸化による。加えて、不飽和脂肪酸およびセラミドにおけ
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る二重結合は、四酸化オスミウムによってジオールに変換され得、次いで、過ヨード酸に
よってアルデヒドに酸化される。さらに、ペプチドおよびタンパク質のＮ末端セリンおよ
びトレオニン残基は、過ヨード酸によって選択的にアルデヒド基に酸化され得、コルチコ
トロフィンおよびβラクタマーゼ等の所定のタンパク質の選択的修正を可能にする。過ヨ
ード酸酸化抗体の修正は、典型的には抗体を不活性化しない。酸化反応中の過ヨウ素酸ナ
トリウムの濃度を変えることで、修正される糖残基の種類に関していくつかの特異性を付
与する。例えば、０℃の１ｍＭ過ヨウ素酸ナトリウムは、典型的には、シアル酸残基の炭
素原子７、８、および９の間の隣接するヒドロキシルにおいてのみ開裂する。１０ｍＭ以
上の濃度の過ヨウ素酸ナトリウムを使用する酸化多糖類は、シアル酸以外の糖残基の酸化
をもたらし、それによって、所定の多糖類上に多くのアルデヒドを作製する。適切な一般
的プロトコルは、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎの「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕ
ｅｓ」Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９６，ＩＳＢＮ　０－
１２－３４２３３６－８によって説明されており、参照することによって本明細書に組み
込まれる。アルデヒドを生分子に導入するための別の方法は、特定の糖オキシダーゼ、例
えば、特に糖タンパク質において、アルデヒドに対する末端ガラクトース残基を酸化する
酵素である、ガラクトースオキシダーゼの使用による。ガラクトース残基がシアル酸残基
に対して最後から２番目である場合、ノイラミニダーゼを使用して、シアル酸残基を除去
し、ガラクトースを末端残基として曝露する。ノイラミニダーゼおよびガラクトースオキ
シダーゼの組み合わせを使用して、ガラクトース残基を酸化し、反応性アルデヒド基を提
供するためのプロトコルは、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎの「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃ
ｈｎｉｑｕｅｓ」Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９６，ＩＳ
ＢＮ　０－１２－３４２３３６－８において提供され、参照することによって本明細書に
組み込まれる。アルデヒドは、分子のアミン基をスクシニミジルｐ－ホルミルベンゾエー
ト（ＳＦＢ）またはスクシニミジルｐ－ホルミルフェノキシアセテート（ＳＦＰＡ）（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲ）等のＮＨＳアルデヒドと反応さ
せることによって、分子に導入することもできる。あるいは、グルタルアルデヒド等のビ
ス－アルデヒド化合物を使用して、アミン基を修正し、アルデヒド基を提供することがで
きる。再度、適切なプロトコルは、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎの「Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　
Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ」Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９６
，ＩＳＢＮ　０－１２－３４２３３６－８において提供され、参照することによって本明
細書に組み込まれる。
【００５８】
　ヒドラジン、ヒドラジン誘導体：典型的には化学式Ｎ２Ｈ４を有する化学化合物または
部分。ヒドラジン誘導体は、化合物。ヒドラジンの少なくとも１つ、および潜在的に複数
のヒドロゲン原子が、脂肪族基、特にアルキル基、およびさらに典型的には低分子アルキ
ル基等の他の基と置換される化合物または部分である。
【００５９】
　免疫応答：刺激に対するＢ－細胞、Ｔ－細胞、マクロファージまたはポリモルフォヌク
レオサイト等の免疫系の細胞の応答。免疫応答は、宿主防御応答に関与する体の任意の細
胞、例えばインターフェロンまたはサイトカインを分泌する上皮細胞。免疫応答は、先天
性免疫応答または炎症を含むが、それらに限定されない。
【００６０】
　免疫共役体または組成物：脊椎動物において特異的免疫応答（または免疫原性応答）を
刺激または誘発するために有用な組成物という意味で本明細書で使用される用語。いくつ
かの実施形態では、免疫原性組成物が配向される有機体からの感染または疾患の進行に対
して、脊椎動物がより良好に抵抗できるようにするという点において、免疫原性応答は保
護的であるか、または保護免疫を提供する。免疫原性組成物の種類の特定の一例はワクチ
ンである。
【００６１】
　免疫原：適切な条件下で、動物における抗体またはＴ細胞応答の産生物を刺激できる化
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合物、組成物、または物質であって、動物に注入または吸収される組成物を含む。
【００６２】
　免疫学的に有効な用量：本開示の開示共役体の免疫学的に有効な用量は、治療上有効で
あって、疾患または状態の重篤度、程度、または期間を予防、治療、軽減、または減衰す
る。
【００６３】
　免疫学的に反応性の状態：特定のエピトープに対して上昇する抗体が、実質的にすべて
の他のエピトープに対する結合よりも検出可能に高い程度、および／または実質的にそれ
以外の該エピトープに結合できるようにする状態への言及を含む。免疫学的に反応性の状
態は、抗体結合反応の形式に依存し、典型的には免疫アッセイプロトコルにおいて利用さ
れるもの、または体内で遭遇するそれらの状態である。免疫アッセイの形式および状態に
関する説明は、Ｈａｒｌｏｗ＆Ｌａｎｅ（上記）を参照されたい。該方法において採用さ
れる免疫学的に反応性の状態は、典型的に生きた哺乳類または哺乳類細胞の内部の状態（
例えば、温度、オスモル濃度、ｐＨ）への言及を含む「生理的状態」である。一部の器官
は、極端な状態の影響を受けやすいと認識されるが、生物内および細胞内環境は、通常、
約ｐＨ７（すなわち、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０、より典型的にはｐＨ６．５～ｐＨ７．５
であり、主要な溶媒として水を含有し、０℃以上および５０℃以下で存在する。オスモル
濃度は、細胞の生存および増殖を支持する範囲内である。
【００６４】
　単離された：「単離された」微生物（例えば、ウイルス、細菌、真菌、または原生動物
）は、異なる種類、株、または種の微生物から実質的に分離または精製されている。微生
物は、連続希釈および培養を含む種々の技術によって単離することができる。
【００６５】
　「単離された」生物学的要素（例えば、タンパク質または細胞小器官）は、該要素が天
然に存在する有機体の細胞、例えば他のクロモソームおよびクロモソーム外ＤＮＡおよび
ＲＮＡ、タンパク質、および細胞小器官において、他の生物学的要素から実質的に単離ま
たは精製されている。「単離された」タンパク質は、標準的な精製方法で精製されるタン
パク質を含む。該用語は、宿主細胞における組み換え発現によって調整されるタンパク質
、ならびに化学的合成されるタンパク質、またはそれらのフラグメントも包含する。
【００６６】
　Ｋｉ－６７：Ｇ０（休止期）を除く細胞サイクルのすべての段階において発現されるた
め、癌診断に有用な細胞増殖に関与する核抗原（タンパク質）。
【００６７】
　リンカーペプチド：可変重鎖を可変軽鎖に間接的に結合する役割を果たす抗体結合フラ
グメント（例えば、Ｆｖフラグメント）内のペプチド抗体。「リンカー」は、ｓｃＦｖ等
の標的部分を、細胞毒素または検出可能な標識等のエフェクタ分子に結合する役割を果た
すペプチドも指し得る。
【００６８】
　哺乳類：この用語は、ヒトおよび非ヒト哺乳類の両方を含む。同様に、「対象」という
用語は、ヒトおよび動物対象の両方を含む。
【００６９】
　対象の分子または標的：存在、位置、および／または濃度が決定される分子。対象の分
子の例は、ハプテンでタグ付けされるタンパク質を含む。
【００７０】
　モノクローナル抗体：βリンフォサイトの単一クローン、または単一抗体の軽鎖および
重鎖遺伝子が形質転換される細胞によって産生される抗体。モノクローナル抗体は、例え
ば、骨髄腫細胞と免疫膵細胞との融合からハイブリッド抗体作製細胞を作製することによ
って、当業者に知られる方法によって産生される。モノクローナル抗体は、ヒト化モノク
ローナル抗体を含む。
【００７１】
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　多重、多重化される、多重化する：本発明の実施形態によって、試料中の複数の標的を
、複数の異なる共役体を使用して、必要に応じて、実質的に同時または連続的に検出する
ことができる。多重化するとは、ペプチド、タンパク質を個別および任意のあらゆる組み
合わせで同定および／または定量するステップを含み得る。多重化するとは、その解剖学
的文脈において、細胞中で２つ以上のメッセンジャーおよびタンパク質を検出するステッ
プも含み得る。
【００７２】
　ナノ粒子：ナノメータで測定されるサイズのナノスケール粒子、例えば、約１００ｎｍ
未満の寸法を少なくとも１つ有するナノスケール粒子。ナノ粒子の例は、常磁性ナノ粒子
、超常磁性ナノ粒子、金属ナノ粒子、フラーレン様材料、無機ナノチューブ、デンドリマ
ー（例えば、共有結合された金属キレートを持つ）、ナノファイバー、ナノホーン、ナノ
オニオン、ナノロッド、ナノロープ、および量子ドットを含む。ナノ粒子は、例えば、光
子（無線周波数および可視光子を含む）の吸収および／または放射およびプラズモン共鳴
によって、検出可能な信号を産生し得る。
【００７３】
　新生組織作製および腫瘍：細胞の異常および無制御成長のプロセス。新生組織作製は、
増殖性疾患の一例である。
【００７４】
　新生組織作製の産生物は、新生物（腫瘍）であり、過剰な細胞分割に起因する組織の異
常成長である。転移しない腫瘍は、「良性」と称される。周囲組織に侵入し、および／ま
たは転移し得る腫瘍は、「悪性」と称される。血液系腫瘍の例は、急性白血病（例えば、
急性リンパ性白血病、急性骨髄性白血病、急性骨髄性白血病および骨髄芽球性、前骨髄球
性、骨髄単球性、単球性および赤白血病）を含む白血病、慢性白血病（例えば、慢性骨髄
性（顆粒球）白血病、慢性骨髄性白血病、および慢性リンパ性白血病）、真性赤血球増加
症、リンパ腫、ホジキン病、非ホジキンリンパ種（無痛性および高悪性度形態）、多発性
骨髄腫、ワルデンストレームマクログロブリン血症、重鎖疾患、骨髄異作製症候群、毛様
細胞白血病および骨髄異作製を含む。
【００７５】
　肉腫および癌腫等の固体腫瘍の例は、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉腫、骨肉
腫、および他の肉腫、滑液腫瘍、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉腫、結
腸癌、リンパ性悪性疾患、膵癌、乳癌、肺癌、卵巣癌、前立腺癌、肝細胞癌腫、扁平上皮
細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、甲状腺髄様癌、甲状腺乳頭癌、褐色細胞腫脂腺癌、
乳頭癌、乳頭腺癌、髄様癌、気管支癌、腎細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛癌、ウィルムス腫
瘍、子宮頸癌、精巣腫瘍、精上皮腫、膀胱癌、およびＣＮＳ腫瘍（例えば、神経膠腫、星
状細胞腫、髄芽腫、頭蓋咽頭腫、上衣腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫、希突起グ
リオーマ、髄膜腫、黒色腫、神経芽腫、および網膜芽腫）を含む。
【００７６】
　非チオール化：担体のポリマー骨格と特異的結合分子との間に硫黄原子を含まない共役
体。
【００７７】
　ペプチド核酸：ペプチド核酸は、擬ペプチド骨格を含む核酸模倣体である。ペプチド核
酸オリゴマーは、相補ＤＮＡ、ＲＮＡ（またはＰＮＡ）オリゴマーとの安定した二本鎖構
造を作製し、それらは、螺旋進入によって二本鎖ＤＮＡにおける標的にも結合し得る。薬
物発見およびＤＮＡ検出におけるペプチド核酸の履歴、特性、および適用は、「Ｐｅｐｔ
ｉｄｅ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ（ペプチド核酸）」という書籍に提示されている。
ペプチド核酸は、本来、二本鎖ＤＮＡを認識するためのリガンドとして設計された。ＤＮ
Ａの核酸塩基は維持されるが、ＤＮＡのデオキシリボースホスホジエステル骨格は、擬ペ
プチド骨格によって置換した。例示的なペプチド核酸は、ホモチミンペプチド核酸を含む
。
【００７８】
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　ポリペプチド：モノマーが、アミド結合によって一緒に結合されるアミノ酸残基である
、ポリマー。アミノ酸は、αアミノ酸であり、Ｌ－光学異性体またはＤ－光学異性体のい
ずれかを使用することができる。本明細書で使用されるような「ポリペプチド」または「
タンパク質」という用語は、任意のアミノ酸配列を包含し、糖タンパク質等の修飾配列を
含むことが意図される。「ポリペプチド」という用語は、具体的には、天然に存在するタ
ンパク質、ならびに組み換え的または合成的に産生されるタンパク質を含むことが意図さ
れる。
【００７９】
　「残基」または「アミノ酸残基」という用語は、タンパク質、ポリペプチド、またはペ
プチドに組み込まれるアミノ酸への言及を含む。
【００８０】
　タンパク質：分子、特にアミノ酸から成るポリペプチド。
【００８１】
　精製された：「精製された」という用語は、絶対的な精度を必要とせず、むしろ相対的
な用語として意図される。したがって、例えば、精製されたペプチド、タンパク質、共役
体、または他の活性化合物は、タンパク質または他の汚染物質から全体または一部が単離
されるものである。概して、本開示内で使用するための実質的に精製されたペプチド、タ
ンパク質、共役体、または他の活性化合物は、治療投与のための完全な医薬製剤において
、ペプチド、タンパク質、共役体、または他の活性化合物を医薬的担体、賦形剤、緩衝剤
、吸収促進剤、安定剤、保存剤、アジュバントまたは他の共材料との混合または製剤前に
、調製物中に存在する全高分子種の８０％以上を含む。より典型的には、ペプチド、タン
パク質、共役体、または他の活性化合物は、他の製剤材料と混合する前に、精製された調
製物中に存在する全高分子種の９０％より大、多くの場合は９５％より大を示すまで精製
される。他の場合において、精製された調製物は、本質的に同質的であり得、他の高分子
種は、従来の技術によって検出可能でない。
【００８２】
　量子ドット：量子閉じ込めのために、サイズ依存性電子および光学特性を呈するナノス
ケール粒子。量子ドットは、例えば、半導体材料（例えば、カドミウムセレニドおよび硫
化鉛）および（分子ビームエピタキシーを介して成長した）微結晶等で構成されている。
種々の界面化学および蛍光特徴を有する種々の量子ドットは、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃ
ｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲから市販されている（例えば、それぞれ参照
することによって本明細書に組み込まれる、米国特許第６，８１５，０６４号、第６，６
８２，５９６号および第６，６４９，１３８号を参照されたい。量子ドットは、Ｅｖｉｄ
ｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（ニューヨーク州トロイ）からも市販されている。他
の量子ドットは、ＺｎＳＳｅ、ＺｎＳｅＴｅ、ＺｎＳＴｅ、ＣｄＳＳｅ、ＣｄＳｅＴｅ、
ＳｃＳＴｅ、ＨｇＳＳｅ、ＨｇＳｅＴｅ、ＨｇＳＴｅ、ＺｎＣｄＳ、ＺｎＣｄＳｅ、Ｚｎ
ＣｄＴｅ、ＺｎＨｇＳ、ＺｎＨｇＳｅ、ＺｎＨｇＴｅ、ＣｄＨｇＳ、ＣｄＨｇＳｅ、Ｃｄ
ＨｇＴｅ、ＺｎＣｄＳＳｅ、ＺｎＨｇＳＳｅ、ＺｎＣｄＳｅＴｅ、ＺｎＨｇＳｅＴｅ、Ｃ
ｄＨｇＳＳｅ、ＣｄＨｇＳｅＴｅ、ＩｎＧａＡｓ、ＧａＡｌＡｓ、およびＩｎＧａＮ量子
ドット等の合金量子ドットを含む（合金量子ドットおよび同一物を作製するための方法は
、例えば、米国特許出願公開第２００５／００１２１８２号およびＰＣＴ国際出願公開第
ＷＯ２００５／００１８８９号において開示される）。
【００８３】
　反応基：本出願全体を介しての化学式は、「反応基」を指し、本明細書に記載されるよ
うな第１の単位を第２の単位に連結するために適した種々の基のいずれかであり得る。例
えば、反応基は、イソチオシアネート等のアミン反応基、イソシアネート、アシルアジド
、ＮＨＳエステル、塩化スルホニル等の酸塩化物、アルデヒドおよびグリオキサル、エポ
キシドおよびオキシラン、炭酸、アリール化剤、イミドエステル、カルボジイミド、無水
物、およびそれらの組み合わせであり得る。適切なチオール反応性官能基は、ハロアセチ
ルおよびハロゲン化アルキル、マレイミド、アジリジン、アクリロイル誘導体、アリール
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化剤、ピリジルジスルフィド等のチオールジスルフィド交換試薬、ＴＮＢチオール、およ
びジスルフィド還元剤、およびそれらの組み合わせを含む。適切なカルボン酸反応性官能
基は、ジアゾアルカン、ジアゾアセチル化合物、カルボニルジイミダゾール化合物、およ
びカルボンジイミドを含む。適切なヒドロキシル反応性官能基は、エポキシドおよびオキ
シラン、カルボニルジイミダゾール、Ｎ，Ｎ’－炭酸ジスクシニミジルまたはＮ－クロロ
ギ酸ヒドロキシスクシニミジル、過ヨード酸化化合物、酵素酸化、アルキルハロゲン、お
よびイソシアネートを含む。アルデヒドおよびケトン反応性官能基は、ヒドラジン、シッ
フ塩基、還元活性産生物、マンニッヒ縮合生成物、およびそれらの組み合わせを含む。活
性ヒドロゲン反応性化合物は、ジアゾニウム誘導体、マンニッヒ縮合生成物、ヨード化反
応産生物、およびそれらの組み合わせを含む。光反応性の化学官能基は、アリールアジド
、ハロゲン化アリールアジド、ベンゾフォノン、ジアゾ化合物、ジアジリン誘導体、およ
びそれらの組み合わせを含む。
【００８４】
　試料：「試料」という用語は、内部または上部に標的が存在し得る任意の液体、半固体
、または固体物質（または材料）を指す。特に、試料は、生物試料または生物材料から得
られた試料であり得る。生物試料の例は、組織試料および細胞診試料を含み、より特定の
例では、末梢血、尿、唾液、組織生検、外科標本、羊水穿刺試料、および剖検材料を含む
。
【００８５】
　ＳＩＳＨ色原体Ａ：銀酢酸溶液
　ＳＩＳＨ色原体Ｂ：ヒドロキノン溶液
　ＳＩＳＨ色原体Ｃ：過酸化水素溶液
【００８６】
　特異的結合部分：特異的結合対の一要素。特異的結合対は、他の分子への結合を除いて
、互いに結合することを特徴とする分子の対である（例えば、特異的結合対は、生物試料
における他の分子との結合対の２つの要素のいずれかの結合定数より少なくとも１０３Ｍ
－１より大、１０４Ｍ－１より大、または１０５Ｍ－１より大である結合定数を有し得る
）。特異的結合部分の特定例は、特異的結合タンパク質（例えば、抗体、レクチン、スト
レプトアビジン等のアビジン、およびタンパク質Ａ）を含む。特異的結合部分は、かかる
特異的結合タンパク質によって特異的に結合される分子（またはその部分）も含み得る。
【００８７】
　標的：存在、位置、および／または濃度が決定されるか、または決定できる任意の分子
。標的分子の例は、タンパク質、およびタンパク質に共有結合されるハプテン等のハプテ
ンを含む。標的分子は、典型的には、特異的結合分子および検出可能な標識の１つ以上の
共役体を使用して検出される。
【００８８】
　治療上有効な量：薬剤で治療されている対象において、所望の効果を得るために十分な
該特定薬剤の量。例えば、これは、感染および疾患に対する抵抗を高める、回避する、減
衰する、および／または治療する際に有用な共役体の量であり得る。理想的には、薬剤の
治療上有効な量は、感染に対する抵抗を高める、回避する、減衰する、および／または治
療するために十分であって、対象において実質的な細胞毒性をもたらさない量である。対
象において感染および疾患に対する抵抗を高める、回避する、減衰する、および／または
治療するために有用な薬剤の有効量は、治療されている対象、苦痛の重度、および治療組
成物の投与の方法に依存する。
【００８９】
　ワクチン：ワクチンは、対象において予防または治療免疫応答を引き起こす医薬組成物
である。ある場合には、免疫応答は保護応答である。典型的には、ワクチンは、例えば、
細菌性またはウイルス性病原体等の病原体の抗原に対する、または病状に相関する細胞成
分に対する抗原特異的免疫応答を惹起する。ワクチンは、ポリヌクレオチド、ペプチドま
たはポリペプチド、多糖類、ウイルス、細菌、細胞または１つ以上の細胞成分を含み得る
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。ある場合には、ウイルス、細菌、または細胞は、不活性化または減衰されて、感染の可
能性を回避または低減する一方で、ワクチン成分の免疫原性を維持し得る。
【００９０】
ＩＩＩ．序論
　所定の開示される実施形態は、２つ以上の分子の共役体を作製するための方法、および
該方法によって作製される共役体に関する。当業者は、開示される方法が、ヒドラジド官
能基等のポリマー担体上の反応性官能基と反応し得る官能基を有する分子の任意の組み合
わせを作製するために有用であることを認識するであろう。本発明を例証するために開示
される特定の共役体は、本発明の範囲を制限するものではない。例えば、所定の開示され
る共役体は、抗体－ポリマーハプテン担体共役体であるが、他の生分子と他の検出可能な
標識との間の共役体（例えば、ハプテン、フルオロフォア、ルミノホル、蛍光標識、蛍光
ナノ粒子、および緑色蛍光タンパク質等の蛍光タンパク質）も開示の範囲内である。
【００９１】
　開示される方法の一実施形態は、複数の反応性ヒドラジド基等の複数の反応性官能基（
ポリマー担体）、または複数の異なる官能基の組み合わせを有するポリマーを、ポリマー
担体によって提供される反応性官能基と反応し得る基を有する第１の分子（例えば、抗体
）と反応させるステップを含む。例えば、反応性官能基がヒドラジドである場合、次いで
、官能基は、アルデヒド等のカルボニル官能基であり得る。第１の分子は、次いで、直接
、ハプテン等の第２の分子、リンカーを有するハプテン、またはその両方と反応し得るポ
リマー担体によって提供される少なくとも１つの残りの反応性官能基を含む。あるいは、
共役体は、ポリマー担体およびハプテンおよび／またはハプテンリンカーを含んで作製さ
れ得、次いで、第２の分子と反応する。この例では、第２の分子は抗体であり得る。さら
に別の代替例として、ハプテンの担体等の複数の異なるポリマー担体は、抗体等の第２の
分子に結合され得る。特定の実施形態では、ポリマー担体は、好ましくは、抗体のＦｃ領
域において単独で抗体に結合されるポリアクリルヒドラジドであり、複数のハプテンおよ
び／またはＰＥＧ－ビオチン、ＰＥＧ－ＤＮＰ、フルオレセイン等のハプテン－リンカー
化合物は、ポリマーハプテン担体に結合される。
【００９２】
　さらに開示される態様は、開示されるリンカーおよび共役体を作製するための開示され
る方法を実行するための説明書を含むキットである。開示される共役体を使用して試料中
の標的を検出するための方法も開示される。
【００９３】
ＩＶ．ポリマー担体
　開示される発明の実施形態は、ポリマー材料をハプテン担体等の担体として使用するこ
とに関する。本発明に概して最も有用であると考えられるポリマー材料は、２つの特徴：
特定のポリマーに特徴的な１つまたは複数の反復モノマー単位、および複数の反応性官能
基を有し、反応性官能基は、反復性ポリマー単位と関連して同一または異なり得る。
【００９４】
Ａ．ポリマー材料
　当業者は、ポリアクリルアミド以外のポリマー材料を使用して、開示される本発明の実
施形態を実施できることを理解するであろう。単なる一例として、これらの追加ポリマー
骨格材料は、以下を含むが、これらに限定されない。
　１．ポリアクリル酸［例えば（ＣＨ２ＣＨＣＯ２Ｈ）ｎ］、
　２．ポリエチレンイミン［例えばＨ（ＮＨＣＨ２ＣＨ２）ｎＮＨ２］、
　３．典型的には以下の化学式を有するポリスチレンスルホン酸、
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【化１】

　４．単糖類が水の排出によってグリコシド結合される、高分子量糖質のクラスである多
糖類。多糖類は、典型的には、１０以上の単糖類残基を含有するそれらのポリマーを指す
。デンプン、グリコーゲン、デキストラン、およびポリグルコシド等の多糖類は、数千単
位を含み得る。２～９の単糖類残基から成る比較的低分子量のポリマーは、オリゴ糖と称
される。特に指定のない限り、または文脈上明確な指示がない限り、本明細書で使用され
るような「多糖類」は、オリゴ糖および９以上の単糖類残基を有するポリマーの両方を含
む。セルロースまたはデンプン等の多糖類は、完全な加水分解によって単糖類型（Ｄグル
コース）を１つのみ産生し、したがって、ホモ多糖類と称される。ヒアルロン酸等のヘテ
ロ多糖類は、加水分解によって２つ以上の単糖類型を産生する。特にヒアルロン酸に関連
して、モノマーはＮアセチルグルコサミンおよびＤグルクロン酸である。例示的な多糖類
は、デンプン、グリコーゲン、デキストラン、カルボキシメチルセルロース等を含む。
　５．ポリエチレン－ａｌｔ－マレイン酸、
　６．ポリ（アルギニン）、ポリ（アスパラギン）、ポリ（アスパラギン酸）、ポリ（グ
ルタミン酸）、ポリ（グルタミン）、およびポリ（リシン）、および
　７．典型的には以下の化学式を有するポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）、
【化２】

【００９５】
　当業者は、これらの例示的なポリマー材料の誘導体は、開示される本発明の実施形態と
の使用に適していること、さらにポリマー材料に加え、本発明を例証するために本明細書
で開示されるものは、担体としても使用できることを理解するであろう。
【００９６】
　本発明の開示内の所定のポリマー材料は、商業的に取得することができる。例えば、開
示されるポリマーの多くは、Ａｌｄｒｉｃｈから種々の分子量で市販されている。あるい
は、ポリマー材料は、購入または調製することができ、次いで、その後所望の官能基を含
むように誘導体化する。このプロセスは、ポリアクリルアミドヒドラジドを参照すること
によって例証することができ、それによって、ヒドラジンとのマイクロ波媒介反応によっ
て、複数のヒドラジド官能基を含むようにポリアクリルアミドを誘導体化する。同様に、
ポリアクリルアミド等のポリマーは、アミノグアニジン等の任意の置換化合物と反応し得
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る。さらに別の代替手法として、所望のポリマー骨格の作製に適し、所望の官能基を含む
モノマー単位をポリマー化し、開示される本発明の実施形態に従って、所望のポリマー担
体を作製することができる。このプロセスは、標準の交互ＡおよびＢ単位、反復配列で配
列されたＡおよびＢ単位を持つ周期的コポリマー、例えば（Ａ－Ｂ－Ａ－Ｂ－Ｂ－Ａ－Ａ
－Ａ－Ａ－Ｂ－Ｂ－Ｂ）ｎ、モノマーＡおよびＢのランダム配列を持つランダムコポリマ
ー、ポリマー配列内の個別モノマーの順序は、周知の統計学的ルールに従う統計的コポリ
マー、共有結合によって結合される２つ以上のホモポリマーサブユニット、接合ブロック
として知られる中間非反復サブユニットを有するホモポリマー単位、ジブロックまたはト
リブロックコポリマー等の２つまたは３つの個別のブロックを持つブロックコポリマー、
単一の主鎖を有する線形コポリマー、１つ以上のポリマー側鎖を持つ単一の主鎖を有する
分岐コポリマー、主鎖とは構造的に異なる側鎖を有するグラフトコポリマー、星形コポリ
マー、ブラシ形コポリマー、くし形コポリマー、デンドリマー等で構成されるブロックコ
ポリマーを含む、代替コポリマーの使用を可能にする。
【００９７】
　ポリマー材料のサイズは、本出願の所定の実施形態に対する重要な考慮事項であり得る
。例えば、現在、ポリマー担体の平均分子量は、約５０～約１００，０００、より典型的
には、約１，０００～約５０，０００、さらに典型的には約５，０００～約４０，０００
、さらに一層典型的には約１０，０００～約３０，０００である必要があると考えられて
いる。所定の開示されるポリアクリルアミドヒドラジド実施形態は、平均分子量１０，０
００以下を有するポリマー材料の使用を考慮するが、実質的により大きい平均分子量を有
するポリアクリルアミドを使用することもできる。ポリマーの特定分子量または分子量分
散を選択するための追加ガイダンスは、ポリマー産生物の物理的特性を考慮することによ
って提供することができる。例えば、ポリマー担体の分子量は、ポリマー担体の溶解性、
特に水溶解度、または共役体が適用され得る試料にポリマー担体共役体が侵入し、したが
って所望されるように機能する能力を決定する場合等に重要な考慮事項であり得る。最適
な平均分子量は、特定のポリマー材料、１つまたは複数の反応性官能基、および材料の意
図される使用に大いに依存し得ることも当業者は理解するであろう。
【００９８】
　開示される実施形態の多くは、主に水性適用に有用である。その結果、ポリマー担体は
、好ましくは、実質的に水に溶解可能である必要がある。
【００９９】
　開示される本発明の実施形態と使用されるポリマー骨格は、実質的に非架橋構造であり
得る。あるいは、ポリマー部分は、実質的に架橋であり得る。
【０１００】
　Ｂ．反応性官能基
　本明細書で開示される構成要素を結合するために使用できる任意の反応性官能基は、本
発明を実施するために有用であり得る。所定の実施形態は、少なくとも２つの隣接するヘ
テロ原子が存在する場合の反応性官能基に関する。かかる官能基を選択するための１つの
目的は、それらの高い求核性を利用することであり、例えば、本発明を動作の理論に限定
することなく、１つ以上のヘテロ原子を含むが、２つの隣接するヘテロ原子を有しない官
能基を有し得る化合物に関連して、α効果をもたらし得る。所定のかかる例示的な官能基
は、譲受人の先行出願「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅ」、米国特許出願第１
１／６０３，４２５号に開示されるように、ヒドラジン、ヒドラジド、ヒドロキシルアミ
ン（－ＲＮＯＨ）、ヒドラジドチオールである。
【０１０１】
　具体的にヒドラジドを参照して、かかる官能基は、典型的には化学式－ＮＲ－ＮＲ１Ｒ

２を有し、式中Ｒ－Ｒ２は水素である。ヒドラジドは、置換ヒドラジドであり得、すなわ
ちＲ－Ｒ２の少なくとも１つは、Ｒ－Ｒ２が独立して、低分子（典型的には２０以下、お
よびより典型的には１０以下の炭素原子）アルキル基、ヘテロ脂肪族、芳香族、および／
またはヘテロ芳香族等の水素、脂肪族化合物であるように、水素以外である。別の例とし
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て、窒素等の攻撃ヘテロ原子の求核性がさらに高まるように、電子供与基である官能基を
使用することも可能である。適切な官能基は、ヒドラジドの誘導体でもあり得る。かかる
例示的な官能基は、ジヒドラジド［－（ＲＮ）－ＮＲ１ＣＯ－ＮＲ２－ＮＲ３Ｒ４］１、
セミカルバジド［－ＮＲＣＯ－ＮＲ１－ＮＲ２Ｒ３］、チオセミカルバジド［－ＮＲ－Ｃ
Ｓ－ＮＲ１－ＮＲ２Ｒ３］、チオカルバジド［－ＮＲ－ＮＲ１－ＣＳ－ＮＲ２－ＮＲ３Ｒ

４］、カルボン酸ジヒドラジン［－ＮＲ－ＣＯ－ＮＲ１－ＮＲ２－ＣＯ－ＮＲ２－ＮＲ４

Ｒ５］、カルボン酸ジヒドラジンの硫黄含有誘導体、カルボン酸ヒドラジン［－Ｏ－ＣＯ
－ＮＲ－ＮＲ１Ｒ２］、またはカルボン酸ヒドラジンの硫黄含有誘導体、アミノグアニジ
ン等を含む。これらの例示的な基に関連して、Ｒ－Ｒ５は、典型的には水素であるが、独
立して水素、脂肪族、ヘテロ脂肪族、芳香族、ヘテロ芳香族等でもあり得る。
【０１０２】
　Ｃ．ポリマー担体の取得
　ポリマー担体の開示される実施形態は、概して購入することができるか、または当該技
術分野において知られる方法を使用して作製することができる。いくつかの実際の実施形
態は、ポリアクリルアミドヒドラジドに関連して、ポリマー骨格がアクリルアミドに基づ
く場合のポリマー担体について説明し、該担体は、複数の反応性ヒドラジド官能基をさら
に含み得る。ポリアクリルアミドは、実施例１に開示されるように作製することができる
。
【０１０３】
　ポリアクリルアミドヒドラジドの一般式を以下に提供する。
【化３】

　この一般式に関連して、ＸおよびＹは異なり得るが、典型的にはＸは、約１００～約５
００、より典型的には約３００～約４００であり、Ｙは典型的には約５～約１００、より
典型的には約１０～約５０である。
【０１０４】
　本発明の出願に先行して産生された多くのポリマーヒドラジドは、比較的大きいポリマ
ーであって、約５ミリグラム／ミリリットル以下と、溶解性に限界があった。所定の本発
明の実施形態は、主に、約５ミリグラム／ミリリットルより高く、水性飽和まで、典型的
には約１０ミリグラム／ミリリットルより高く、少なくとも約５００ミリグラム／ミリリ
ットル、および好ましくは、少なくとも１００ミリグラム／ミリリットル、およびより好
ましくは、少なくとも約２５０ミリグラム／ミリリットル、およびさらにより好ましくは
、少なくとも約３００ミリグラム／ミリリットルまでの実質的に高い水溶解性を有するポ
リアクリルアミドヒドラジドに関する。
【０１０５】
　別の重要な特徴は、約４のヒドラジド官能基のｐＫａである。ポリマーヒドラジドを使
用して実行され得る反応のｐＨが約５である場合、次いで、ヒドラジド窒素はプロトン化
されず、したがって求核基として作用することができる。該ｐＨ値において、ヒドラジド
は、超求核基として作用する。所定の開示される実施形態の場合、ポリマー担体と関連す
る官能基は、求核基として作用し、抗体のＦｃ部分に関連する糖質の酸化によって産生さ
れるカルボニル化合物と結合する。求核性ヒドラジドは、この反応に良好な官能基である
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って約５ｐＨにおいて、アミン官能基は完全にプロトン化されるため、求核性ではない。
ヒドラジドは、カルボニル化合物、例えば、アルデヒドと反応し得る。ヒドラジドのアル
デヒドとの反応は、酸触媒され得る。この相違は、化学選択的反応を可能にする。例えば
、試料中に存在し得る生物学的アミンは、約５以下のｐＨで完全にプロトン化され、した
がって求核性ではないが、本発明のヒドラジド、ヒドラジン、ヒドラジド誘導体、ヒドラ
ジン誘導体等は、プロトン化されないため、化学選択的に反応に使用できる。
【０１０６】
　Ｄ．ハプテン
　開示される実施形態の主な使用の１つは、ハプテンのポリマー担体である。ハプテンは
、免疫応答を惹起することができる小分子であるが、典型的には、タンパク質等の大きい
担体に結合される場合に限られる。現在知られているか、または今後発見される可能性の
ある任意のハプテンは、本発明と使用することができる。周知の例示的なハプテンは、ジ
ニトロフェノール、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイン、ローダミン、ブロモデ
オキシウリジン、およびマウス免疫グロブリンを含む。
【０１０７】
　Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．は、参照することによっ
て本明細書に組み込まれる、２００６年１１月１日出願の米国特許出願第６０／８５６，
１３３号、名称「Ｈａｐｔｅｎｓ，Ｈａｐｔｅｎ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ，Ｃｏｍｐｏｓ
ｉｔｉｏｎｓ　Ｔｈｅｒｅｏｆ　ａｎｄ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｆｏｒ　Ｔｈｅｉｒ　Ｐｒｅｐ
ａｒａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｕｓｅ」、および対応する実用新案第１１／９８２，６２７号
の譲受人でもある。これらの出願は、本発明の実施形態を実施するために有用であるいく
つかの新しいクラスのハプテン、特にそれらの種を開示する。これらのハプテンは、ピラ
ゾール、特にニトロピラゾール、ニトロフェニル化合物、ベンゾフラザン、トリテルペン
、尿素およびチオ尿素、特にフェニル尿素およびさらにより具体的にはフェニルチオ尿素
、本明細書においてロテノイドとも称されるロテノンおよびロテノン誘導体、オキサゾー
ルおよびチアゾール、特にオキサゾールおよびチアゾールスルホンアミド、クマリンおよ
びクマリン誘導体、ポドフィロトキシンおよびポドフィロトキシン誘導体によって例証さ
れるシクロリグナン、およびそれらの組み合わせを含む。
【０１０８】
　以下に提供される一般式の場合、置換基が示されていなければ、当業者は該置換基が水
素であることを理解するであろう。原子に接続されないが示されている結合、例えば環系
の内部に延在する結合は、かかる置換基の位置が異なり得ることを示す。結合によって引
かれた曲線は、一部の追加構造が該位置、典型的には、ハプテンを担体に結合するために
使用されるリンカーまたは官能基あるいは部分に結合されることを示す。さらに、１つ以
上のキラル中心を有する化合物の立体化学が示されていない場合、すべてのエナンチオマ
ーおよびジアステレオマーが含まれる。同様に、脂肪族またはアルキル基の列挙のために
、すべての構造異性体も含まれる。
【０１０９】
　１．アゾール
　本発明のハプテンの第１の一般的なクラスはアゾールであり、典型的にはオキサゾール
およびピラゾール、より典型的には、以下の一般式を有するニトロオキサゾールおよびニ
トロピラゾールである。
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【化４】

【０１１０】
　この一般式に関連して、ｎは０～２、最も典型的には０または１である。Ｒ１－Ｒ４は
、干渉しない任意の有機基であり得、潜在的にハプテンとしての機能を促進する。より具
体的には、Ｒ１－Ｒ４は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特に
低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫
黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル
、およびさらにより典型的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、およびブチ
ル等の１０以下の炭素原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ

３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）等
の置換アルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ－
Ｎ＝）アルコール（すなわち、脂肪族またはアルキルヒドロキシル、特に低分子アルキル
ヒドロキシル）アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジル等のアルキルアリール、
糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖類、スクロースおよびラクトース等の二二
糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル、カルボキシル、カルボン酸（Ｉ族金属または
カルボン酸アンモニウムイオン等のそれらの塩を含む）、環状、シアノ（－ＣＮ）、エス
テル、エーテル、エキソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環、ヒドロキシル、
ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトン等のケト、窒素、スルフヒ
ドリル、スルフォキシド、およびそれらの組み合わせから独立して選択される。これらの
Ｒ１－Ｒ４置換基の２つ以上は原子、典型的には、例示される一般式を有する化合物に結
合または融合される環状系における炭素原子でもあり得る。Ｒ１－Ｒ４置換基の少なくと
も１つは、リンカーに結合されるか、またはリンカーまたは担体分子に結合するために適
した官能基である。Ｒ１－Ｒ４は、最も典型的には脂肪族化合物、水素基または窒素、さ
らにより典型的にはアルキル、水素または窒素、およびさらにより典型的には低分子（１
０以下の炭素原子）アルキル、水素、窒素、またはそれらの組み合わせである。窒素基の
数は異なり得るが、最も典型的には１つまたは２つの窒素基が存在する。Ｘは独立して窒
素または炭素である。Ｙは酸素、硫黄または窒素である。Ｙが酸素または硫黄である場合
、次いで、Ｒ１基はなく、ｎ＝０である。Ｙが窒素である場合、次いで、少なくとも１つ
のＲ１基がある。
【０１１１】
　当業者は、２つ以上のＷ基を有する化合物の場合、その相対位置は異なり得ることを理
解するであろう。例えば、ジアゾールは、１および２位または１および３位に窒素原子を
有し得る。さらに、同一のトリアジン等の２つ以上のヘテロ原子も可能である。
【０１１２】
　これらのアゾール化合物のＲ１－Ｒ４の少なくとも１つは、一部の他の基に結合される
か、または可変官能基である。例えば、説明される化合物は、担体に直接結合されるか、
またはアゾール環の周囲の適切な位置のいずれかにおいてリンカーに結合され得る。
【０１１３】
　実際の実施形態は、典型的にはモノ－またはジ－ニトロピラゾール誘導体であって、Ｒ

１－Ｒ４の少なくとも１つは窒素基、場合によっては、Ｒ１－Ｒ４の２つが窒素基であり
、残りのＲ１－Ｒ４は、ハプテンをリンカーまたは担体に結合するために使用される。
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【化５】

【０１１４】
　１つの特定化合物は以下の構造を有した。
【化６】

【０１１５】
　２．ニトロアリール
　本発明のハプテンの第２の一般的なクラスは、ニトロアリール化合物である。例示的な
ニトロアリール化合物は、ニトロフェニル、ニトロビフェニル、ニトロトリフェニル等、
および以下の一般式を有する任意およびすべてのヘテロアリール対照物を含むが、それら
に限定されない。

【化７】

【０１１６】
　この一般式に関連して、かかる化合物は、少なくとも１つ、および随意に複数の窒素基
を有する。したがって、Ｒ１－Ｒ６の少なくとも１つは窒素である。Ｒ１－Ｒ６の２つ以
上が窒素である場合、複数の窒素置換基、または他の環状置換基に対する窒素置換基の相
対環位置のすべての組み合わせは、開示されるハプテンのこのクラス内に含まれる。ジニ
トロアリール化合物は、最も典型的である。当業者は、窒素基の数が増加するにつれて、
一般式における残りの環状置換基の数が減少することを理解するであろう。これらの置換
基は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特に低分子脂肪族化合物
、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を
有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル、およびさらにより
典型的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、およびブチル等の１０以下の炭
素原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖ま
たはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）等の置換アルキル、オ
キシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルコール（
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すなわち、脂肪族またはアルキルヒドロキシル、特に低分子アルキルヒドロキシル）アミ
ド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジル等のアルキルアリール、糖質、グルコースお
よびフラクトース等の単糖類、スクロースおよびラクトース等の二二糖類、オリゴ糖およ
び多糖類、カルボニル、カルボキシル、カルボン酸（Ｉ族金属またはカルボン酸アンモニ
ウムイオン等のそれらの塩を含む）、環状、複素環、シアノ（－ＣＮ）、エステル、エー
テル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ
－Ｎ＝）、脂肪族ケトン等のケト、窒素、スルフヒドリル、スルホニル、スルフォキシド
、エキソメチレン、およびそれらの組み合わせから独立して選択される。Ｒ１－Ｒ６置換
基の少なくとも１つは、リンカーに結合されるか、またはリンカーまたは担体分子に結合
するために適した官能基である。
【０１１７】
　Ｒ１－Ｒ６置換基の２つ以上は原子、典型的には、ナフタレン（以下に示す）またはア
ントラセン型誘導体等の環状系における炭素原子でもあり得る。６員環系以外の環状系、
融合６－５環系等が作製され得る。

【化８】

【０１１８】
　再度、Ｒ１－Ｒ８によって占められる環状位置の少なくとも１つは、リンカーに結合さ
れるか、または共有結合等による担体分子への結合に適した可変官能基である。例えば、
本発明のニトロアリール化合物は、種々の任意の環位置において担体またはリンカーに結
合するための官能基を含み得る。
【０１１９】
　実際の実施形態は、ニトロフェニル化合物によって例証される。単なる一例として、モ
ノニトロアリール化合物は、ニトロシンナミド化合物によって例証される。ニトロシンナ
ミドベースの化合物の一実施形態は、以下に示されるように、４，５－ジメトキシ－２－
ニトロシンナミドによって例証される。
【化９】

【０１２０】
　ニトロフェニルクラスの化合物もジニトロフェニル化合物によって表される。窒素基を
有しない環位置の残りの炭素原子の少なくとも１つは、官能基、リンカーに結合されるか
、または担体に直接結合される。これらの基の相対位置の任意およびすべての組み合わせ
は、開示されるハプテンのクラス内に含まれる。



(33) JP 2019-197071 A 2019.11.14

10

20

30

40

50

【化１０】

【０１２１】
　実際の実施形態は、より具体的には、以下に示されるように、リンカーに結合された２
，４－ジニトロフェニル化合物によって例証される。
【化１１】

【０１２２】
　Ｒ１－Ｒ３は上述のとおりである。「Ｌ」は以下に詳述されるようなリンカーである。
【０１２３】
　３．ベンゾフラザン
　ベンゾフラザンおよびそれらの誘導体は、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスであ
る。ベンゾフラザン型化合物の一般式は、以下に提供される。
【化１２】

【０１２４】
　Ｒ１－Ｒ４置換基は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特にイ
ソプレン等の低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸
素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有
するアルキル、およびさらにより典型的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル
、およびブチル等の１０以下の炭素原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（
例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれらの組
み合わせ）等の置換アルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、
ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルコール（すなわち、脂肪族またはアルキルヒドロキシル、特に低
分子アルキルヒドロキシル）アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジル等のアルキ
ルアリール、糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖類、スクロースおよびラクト
ース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル、カルボキシル、カルボン酸（Ｉ族
金属またはカルボン酸アンモニウムイオン等のそれらの塩を含む）、環状、複素環、シア
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ドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトン等のケト、窒
素、スルフヒドリル、スルホニル、スルフォキシド、エキソメチレン、およびそれらの組
み合わせから独立して選択される。これらのＲ１－Ｒ４置換基の２つ以上は原子、典型的
には、例示される一般式を有する化合物に結合または融合される環状系における炭素原子
でもあり得る。Ｒ１－Ｒ４置換基の少なくとも１つは、リンカーに結合されるか、または
担体に直接結合される。Ｙは、Ｒ５およびＲ６置換基を有する炭素原子であって、式中、
Ｒ５およびＲ６はＲ１－Ｒ４に関して記載されるように、酸素または硫黄、典型的には酸
素である。
【０１２５】
　Ｙが酸素である化合物は、より具体的には以下の構造を有する化合物によって例証され
、式中、Ｒ１－Ｒ４は上述のとおりであり、最も典型的には独立して水素および低分子ア
ルキルである。
【化１３】

【０１２６】
　このクラスのハプテンに従う化合物の実際の一実施形態は、以下の化学構造を有した。
【化１４】

【０１２７】
　４．トリテルペン
　トリテルペンは、本発明の範囲内の別のクラスのハプテンである。環状トリテルペンに
共通する塩基環構造は、以下に示すように、Ａ～Ｄの４つの６員融合環を有する。
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【化１５】

【０１２８】
　多くの刊刊行物は、本発明を実施するために有用なトリテルペンの属内の天然、半合成
、および合成トリテルペン種について論じており、Ｊ．Ｃ．Ｃｏｎｎｏｌｌｙ　ａｎｄ　
Ｒ．Ａ．Ｈｉｌｌ，Ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ，Ｎａｔ．Ｐｒｏｄ．Ｒｅｐ．，１９，
４９４－５１３（２００２）、Ｂａｇｌｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　
Ｎａｔｕｒａｌ　ａｎｄ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｂｅｃｕｌｉｎｉｃ，Ｕｒｓｏｌｉｃ　ａ
ｎｄ　Ｅｃｈｉｎｏｃｙｓｔｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ａｓ　Ｐｏｔｅ
ｎｔｉａｌ　Ａｎｔｉｔｕｍｏｒ　ａｎｄ　Ａｎｔｉ－ＨＩＶ　Ａｇｅｎｔｓ，Ｍｉｎｉ
　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３，５２５－５３
９、Ｗ．Ｎ．ａｎｄ　Ｍ．Ｃ．Ｓｅｔｚｅｒ，Ｐｌａｎｔ－Ｄｅｒｉｖｅｄ　Ｔｒｉｔｅ
ｒｐｅｎｏｉｄｓ　ａｓ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　Ａｇｅ
ｎｔｓ，Ｍｉｎｉ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
３，５４０－５５６（２００３）、ａｎｄＢａｌｔｉｎａ，Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｏｄｉ
ｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚｉｃ　Ａｃｉｄ　ａｓ　ａ　Ｒｏｕｔｅ
　ｔｏ　Ｎｅｗ　Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ　ｆｏｒ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１０，１５５－１７１　
９２００３）を含み、それぞれ参照することによって本明細書に組み込まれる。本開示お
よび実際のその実施形態、ならびにこれらの先行刊行物によって提供される開示に基づい
て、かつこの第１の一般的化学式に関連して、Ｒ１－Ｒ２１は、水素、アシル、アルデヒ
ド、アルコキシ、脂肪族化合物、特にイソプレン等の低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化
合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、
アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル、およびさらにより典型的には、メ
チル、エチル、プロピル、イソプロピル、およびブチル等の１０以下の原子を有する低分
子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合され
るハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）等の置換アルキル、オキシム、オキシムエ
ーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルコール（すなわち、脂肪族ま
たはアルキルヒドロキシル、特に低分子アルキルヒドロキシル）アミド、アミノ、アミノ
酸、アリール、ベンジル等のアルキルアリール、糖質、グルコースおよびフラクトース等
の単糖類、スクロースおよびラクトース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル
、カルボキシル、カルボン酸（Ｉ族金属またはカルボン酸アンモニウムイオン等のそれら
の塩を含む）、環状、シアノ（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロ
ゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、
脂肪族ケトン等のケト、窒素、スルフヒドリル、スルフォキシド、エキソメチレン、およ
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は、原子、典型的には、例示される一般式を有する化合物に結合または融合される環状系
における炭素原子でもあり得る。Ｒ１－Ｒ２１置換基の少なくとも１つは、リンカーに結
合されるか、またはリンカーまたは担体分子に結合するために適した官能基である。Ｙは
、これによって５員環を画定する結合であるか、またはＲ２２およびＲ２３置換基を担持
する炭素原子であって、これらのＲ基は上述のとおりである。
【０１２９】
　このクラスのハプテンを例証するトリテルペンの開示される実施形態は、Ｅ環も含み得
、このＥ環は、種々の環サイズであり得、特に５－７原子を有する環、典型的には環状の
炭素原子であり得る。例えば、Ｅ環は、以下の一般式によって示されるように、６員環で
あり、式中、Ｒ１－Ｒ３１はＲ１－Ｒ２１に関して上述のとおりである。
【化１６】

【０１３０】
　以下の一般式は、水素、ヒドロキシル、エステル、すなわち－ＯＲ３４から選択される
Ｒ３３置換基を担持するＲ１３置換基がアシル基であり得ることを示し、Ｒ３４は脂肪族
化合物、典型的には、アルキルまたは置換アルキル、およびさらに典型的には低分子アル
キル、一次アミド（－ＮＨ２）、二次アミド（－ＮＨＲ３５）、および三次アミド（－Ｎ
Ｒ３５Ｒ３６）を含むアミドであって、Ｒ３５およびＲ３６は脂肪族化合物、典型的には
低分子脂肪族化合物、より典型的にはアルキル、置換アルキル、およびさらに典型的には
低分子アルキルまたは置換低分子アルキルである。この一般式は、Ｒ１置換基がＯＲ３２

置換基である場合が多いことも示し、Ｒ３２は水素または脂肪族化合物、より典型的には
アルキルまたは置換アルキル、さらに典型的には低分子アルキルである。残りのＲ基は、
第１の一般式に関連して上述のとおりである。
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【化１７】

【０１３１】
　Ｅ環は、以下の化学式によって示されるように、５員環でもあり得、式中、Ｒ１－Ｒ２

９基はＲ１－Ｒ２１に関して上述のとおりである。

【化１８】
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【０１３２】
　これらの一般式に関連して、Ｒ１－Ｒ２９置換基は、Ｒ１－Ｒ２１に関して上述のとお
りである。
【０１３３】
　Ｅ環が６員環である例示的な化合物と同様に、Ｅ環が５員環である化合物は、前述のよ
うに、Ｒ１およびＲ１３においても置換基を含み得る。具体的には、この一般式は、Ｒ１

３置換基が水素、ヒドロキシル、エステル、すなわち－ＯＲ３４から選択されるＲ３３置
換基を担持するアシル基であり得ることを示し、Ｒ３４は脂肪族化合物、典型的には、ア
ルキルまたは置換アルキル、およびさらに典型的には低分子アルキル、一次アミド（－Ｎ
Ｈ２）、二次アミド（－ＮＨＲ３５）、および三次アミド（－ＮＲ３５Ｒ３６）を含むア
ミドであって、Ｒ３５およびＲ３６は脂肪族化合物、典型的には低分子脂肪族化合物、よ
り典型的にはアルキル、置換アルキル、およびさらに典型的には低分子アルキルまたは置
換低分子アルキルである。この一般式は、Ｒ１置換基がＯＲ３２置換基である場合が多い
ことも示し、Ｒ３２は水素または脂肪族化合物、より典型的にはアルキルまたは置換アル
キル、さらに典型的には低分子アルキルである。
【０１３４】
　例示的な化合物は、ＡおよびＥ環の両方として５員環も含む。かかる例示的な化合物の
一般的な化合物は以下に提供され、式中、Ｒ１－Ｒ２９置換基は上述のとおりである。
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【化２０】

【０１３５】
　再度、Ｒ１およびＲ１３置換基は、酸素ベースの官能基であり得る。Ｒ１３置換基は、
水素、ヒドロキシル、エステル、すなわち－ＯＲ３４から選択されるＲ３３置換基を担持
するアシル基であり得ることを示し、Ｒ３４は脂肪族化合物、典型的には、アルキルまた
は置換アルキル、およびさらに典型的には低分子アルキル、一次アミド（－ＮＨ２）、二
次アミド（－ＮＨＲ３５）、および三次アミド（－ＮＲ３５Ｒ３６）を含むアミドであっ
て、Ｒ３５およびＲ３６は脂肪族化合物、典型的には低分子脂肪族化合物、より典型的に
はアルキル、置換アルキル、およびさらに典型的には低分子アルキルまたは置換低分子ア
ルキルである。この一般式は、Ｒ１置換基がＯＲ３２置換基である場合が多いことも示し
、式中、Ｒ３２は水素または脂肪族化合物、より典型的にはアルキルまたは置換アルキル
、さらに典型的には低分子アルキルである。

【化２１】
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【０１３６】
　本発明の例示的なトリテルペンは、Ａ－Ｅ環の１つ以上において１つ以上の不飽和部位
も含み得る。例示的な化合物は、以下に示されるようなＣ環における二重結合等の、少な
くとも１つの不飽和部位をＣ環に有する場合が多い。
【化２２】

【０１３７】
　不飽和部位は、Ｃ環に関して以下に例証されるようなα、β不飽和ケトンであり得る。
【化２３】

【０１３８】
　トリテルペンは、いくつかの立体炭素原子も有する。当業者は、特定のエナンチオマー
が最も天然に存在する可能性が高いことを理解するであろう。天然に存在するエナンチオ
マーは最も使用可能および／または有効であり得るが、開示される実施形態を実施するた
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めに、すべての他の可能な立体異性体が本発明の範囲内である。さらに、他の天然に存在
するトリテルペン、またはそれらの合成誘導体、または完全合成化合物は、（１）異なる
立体化学、（２）異なる置換基を有し得、さらに天然に存在する化合物では置換されない
位置で置換され得る。上で提供される一般式は、キラル中心において立体化学を示さない
。これは、各キラル中心における両方のエナンチオマーを表わし、すべてのそれらのジア
ステレオマー異性体の組み合わせは、本発明の範囲内である。
【０１３９】
　特定の実際の本発明の実施形態は、以下の一般式によって例証され、置換基は上述のと
おりである。
【化２４】

【０１４０】
　本発明を実施するためのハプテンとして有用な天然に存在するトリテルペンの立体化学
および置換基を以下に示す。

【化２５】

【０１４１】
　Ａ環におけるヒドロキシル基は、典型的には、実際の実施形態においてカルボニル官能
基に酸化される。その結果、カルボニル基を担持する炭素原子はキラル中心ではなくなる
。
【０１４２】
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　５．尿素およびチオ尿素
　尿素およびチオ尿素、特にアリールおよびヘテロアリール尿素およびチオ尿素は、本発
明の範囲内の別のクラスのハプテンである。本発明の尿素ベースのハプテンの一般式は、
以下に提供される。
【化２６】

【０１４３】
　この一般式に関連して、Ｒ１－Ｒ３は、独立して水素、脂肪族化合物、置換脂肪族化合
物であり、典型的にはアルキル、置換アルキル、およびより典型的には低分子アルキルお
よび置換低分子アルキル、環状、ヘテロ環状アリールおよびヘテロアリールである。より
具体的には、Ｒ１は、典型的にはアリールまたは脂肪族化合物であり、色素体検出を促進
するように少なくとも１つの不飽和部位を有する場合が多い。Ｒ２およびＲ３は、最も典
型的には、独立して水素および低分子アルキルである。Ｙは、酸素（尿素誘導体）または
硫黄（チオ尿素）である。
【０１４４】
　アリール誘導体は、典型的には以下の化学式を有する。

【化２７】

【０１４５】
　Ｒ１－Ｒ７は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特にイソプレ
ン等の低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒
素、硫黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するア
ルキル、およびさらにより典型的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、およ
びブチル等の１０以下の原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－Ｃ
Ｘ３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）
等の置換アルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ
－Ｎ＝）アルコール（すなわち、脂肪族またはアルキルヒドロキシル、特に低分子アルキ
ルヒドロキシル）アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジル等のアルキルアリール
、糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖類、スクロースおよびラクトース等の二
糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル、カルボキシル、カルボン酸（Ｉ族金属または
カルボン酸アンモニウムイオン等のそれらの塩を含む）、環状、複素環、シアノ（－ＣＮ
）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル
、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトン等のケト、窒素、スルフ
ヒドリル、スルフォキシド、スルホニル、エキソメチレン、およびそれらの組み合わせか
ら独立して選択される。Ｒ３－Ｒ７置換基の少なくとも１つは、リンカーまたは担体分子
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される一般式を有する化合物に結合または融合される環状系において、原子、典型的には
炭素原子でもあり得る。
【０１４６】
　以下に提供される例示的な構造によって示されるように、追加の環も存在し得る。Ｒ基
は、Ｒ１－Ｒ７に関して上述のとおりであり、Ｙは酸素または硫黄である。
【化２８】

【０１４７】
　チオ尿素の特定のサブクラスは、以下に表わされる。

【化２９】

【０１４８】
　この一般式に関連して、ｎは１～５、典型的には１－２、Ｒ１およびＲ２は独立して水
素または低分子アルキルであり、Ｘは独立してハロゲン化物または異なるハロゲン化物の
組み合わせである。
【０１４９】
　フェニルチオ尿素の実施形態の一例は、以下に提供される。
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【０１５０】
　トリフルオロメチル基は、チオ尿素部分に関連して、３および５位において示される。
当業者は、かかる複数のトリハロアルキル置換基のすべての可能な相対位置において、２
，４－および２つ以上のトリハロアルキル置換基を有する化合物等の二置換化合物のすべ
ての相対位置を有する化合物も本発明の範囲内であることを理解するであろう。ローダミ
ンチオ尿素ハプテンの特定の例は、以下の化学式を有する。

【化３１】

【０１５１】
　６．ロテノン
　まとめてロテノイドと称されるロテノンおよびロテノンベースのハプテンは、本発明の
範囲内の別のクラスのハプテンを提供する。ロテノンの第１の一般式およびロテノンベー
スのハプテンは、以下に提供される。
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【化３２】

【０１５２】
　多くの刊行物は、本発明を実施するために有用なトリテルペンの属内の天然に存在、半
合成、および合成トリテルペン種について論じており、Ｌｅｓｌｉｅ　Ｃｒｏｍｂｉｅ　
ａｎｄ　Ｄｏｎａｌｄ　Ｗｈｉｔｉｎｇ，Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｒ
ｏｔｅｎｏｉｄｓ　Ｇｒｏｕｐ　ｏｆ　Ｎａｔｕｒａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ：Ａｐｐｌｉ
ｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ，Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉ
ｓｔｒｙ，４９，１４７９－１５０７（１９９８）およびＮｉａｎｂａｉ　Ｆａｎｇ，ａ
ｎｄ　Ｊｏｈｎ　Ｃａｓｉｄａ，Ｃｕｂｅ　Ｒｅｓｉｎ　Ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ：Ｉｄ
ｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｇｏｉｃａｌ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　
２９　Ｒｏｔｅｎｏｉｄ　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｓを含み、それぞれ参照することによ
って本明細書に組み込まれる。本開示および実際のその実施形態、ならびにこれらの先行
刊行物によって提供される開示に基づいて、かつこの第１の一般的化学式に関連して、Ｒ

１－Ｒ１４は、水素、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特にイソプレン等の低分
子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等
のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル、お
よびさらにより典型的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、およびブチル等
の１０以下の原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中
Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）等の置換ア
ルキル、アミノ、アミノ酸、アミド、シアノ（－ＣＮ）、ハロゲン、ヒドロキシル、ヒド
ロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン
、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルキルヒドロキシル、特に低分子アルキルヒドロキシル、カルボ
ニル、脂肪族ケトン等のケト、窒素、スルフヒドリル、スルホニル、スルフォキシド、カ
ルボキシル、カルボン酸（およびＩ族金属またはアンモニウムイオンカルボン酸等のその
塩）エステル、アルキルエステル、アシル、エキソメチレン、エーテル、環状、ヘテロ環
状アリール、ベンジル等のアルキルアリール、ヘテロアリール、多糖類、糖質、およびグ
ルコースおよびフラクトース等の単糖類、スクロースおよびラクトース等の二糖類、オリ
ゴ糖および多糖類、およびそれらの組み合わせから独立して選択される。これらのＲ１－
Ｒ１４置換基の２つ以上は、原子、典型的には、例示される一般式を有する化合物に結合
または融合される環状系における炭素原子でもあり得る。Ｒ１－Ｒ１４置換基の少なくと
も１つは、リンカーまたは担体分子にも結合される。
【０１５３】
　Ｒ６およびＲ７は上述されるとおりであり得、かかる置換基は、より典型的には独立し
て水素、ＯＲ１５であり、Ｒ１５は水素、脂肪族化合物、置換脂肪族化合物であり、典型
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ル、環状、ヘテロ環状アリールおよびヘテロアリール等の低分子アルキルおよび置換低分
子アルキル、または－ＮＲ２１であって、Ｒ２１は水素、脂肪族化合物、置換脂肪族化合
物であり、典型的にはアルキル、置換アルキル、より典型的には低分子ハロゲン化アルキ
ル、環状、ヘテロ環状、アリールおよびヘテロアリール等の低分子アルキルおよび置換低
分子アルキル、またはＮ－Ｌ－ＲＧであって、Ｌは本明細書において詳述されるように、
アミン等のリンカーまたは反応性基である。
【０１５４】
　Ｒ６およびＲ７は、カルボニルを作製するような酸素に対する二重結合等の二重結合を
作製することもできる。Ｒ６および／またはＲ７が－Ｌ－ＲＧでない場合は、次いで、Ｒ
置換基の少なくとも１つは、リンカーまたは担体分子に結合される。
【０１５５】
　Ｂ環は、少なくとも１つの追加の不飽和部位も含み得る。例えば、Ｒ５およびＲ１２は
二重結合を作製し得る。
【０１５６】
　Ｒ１０およびＲ１１は、５または６員環において結合され得る。例えば、Ｒ１０および
Ｒ１１は、ピランまたはフラン環を画定し得、より具体的には、置換および／または不飽
和ピランまたはフラン環である。
【０１５７】
　本発明の所定の例示的なロテノンベースのハプテンは、典型的には以下の第２の一般式
を満たす。

【化３３】

【０１５８】
　この第２の一般式に関連して、Ｒ置換基は上述のとおりである。Ｒ６またはＲ７が－Ｌ
－ＲＧでない場合、次いで、残りのＲ基の少なくとも１つは、リンカーまたは担体に結合
される。
【０１５９】
　Ｒ１０およびＲ１１は、ピランまたはフラン等の５または６員環に結合され得、より具
体的には、置換および／または不飽和ピランまたはフラン環に結合され得る。したがって
、本発明の所定のロテノンベースのハプテンを説明するために有用な第３の一般式は、以
下に提供され、式中、Ｒ置換基は上述のとおりである。
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【化３４】

【０１６０】
　Ｙは、これによって５員環を画定する結合であるか、または以下に示されるように、Ｒ

１９およびＲ２０置換基を担持する６員環における炭素原子であって、式中、Ｒ置換基は
上述のとおりである。

【化３５】



(48) JP 2019-197071 A 2019.11.14

10

20

30

40

【化３６】

【０１６１】
　環接合におけるＲ５およびＲ１２は、特定の立体化学を示すことなく示される。天然に
存在する化合物は、シス環接合を有するが、ラセミ混合物も本発明を実施するために有用
である。またトランス立体異性体は、迅速に平衡化してラセミ混合物を作製する。
【０１６２】
　このクラスの化合物の実際の実施形態は、より典型的には、以下の第３の一般式を満た
す。
【化３７】

【０１６３】
　この一般式に関連して、Ｒ６およびＲ７は、水素、アルキルであるか、または例えばカ
ルボニルを作製する酸素への二重結合を画定する。Ｒ１５およびＲ１６は、独立して水素
および脂肪族化合物であり、典型的には、アルケニル等の低分子脂肪族化合物であって、
その一例は、以下に示されるようなイソプレンである。
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【化３８】

【０１６４】
　再度、特定のエナンチオマーは、上記化学式に示されるが、当業者は、本発明の範囲が
示される特定のエナンチオマーに限定されないことを理解するであろう。代わりに、ハプ
テンとして作用するすべての立体異性体も開示の範囲内である。このクラスの化合物に関
して上述されるすべての置換は、この特定の化合物に適用する。他の置換基も当業者には
容易に明らかとなる。例えば、Ａ環状のメトキシ基は、任意のアルコキシ化合物、特に低
分子アルコキシ基であり得る。イソプレン単位は、合成的に修飾され、場合によっては、
ハプテンをリンカーまたは担体分子に結合するための代替位置または少なくとも第２の位
置を提供できるオレフィンも提供する。例えば、オレフィンは、ヒドロホウ素化によって
アルコールに変換され得る。またハプテンとして、またはさらなる形質転換に有用な中間
物として使用するためのハロゲン化物またはエポキシドにも変換され得る。
【０１６５】
　本発明のロテノンベースのハプテンを説明するための第４の一般式は、以下に提供され
るように、特にロテノンイソキサゾリンを対象にする。

【化３９】

【０１６６】
　Ｒ－Ｒ５は、独立して水素、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特に低分子脂肪
族化合物であり、イソプレン等のすべての分岐鎖異性体、およびすべての立体異性体、置
換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を有す
る有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル、およびさらにより典型
的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、およびブチル等の１０以下の原子を
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有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖またはそこ
に結合されるハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）等の置換アルキル、アミノ、ア
ミノ酸、アミド、シアノ（－ＣＮ）、ハロゲン、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オ
キシム（ＨＯ－Ｎ＝）、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝
）アルキルヒドロキシル、特に低分子アルキルヒドロキシル、カルボニル、脂肪族ケトン
等のケト、窒素、スルフヒドリル、スルホニル、スルフォキシド、カルボキシル、カルボ
ン酸（およびＩ族金属またはアンモニウムイオンカルボン酸等のその塩）エステル、アル
キルエステル、アシル、エキソメチレン、エーテル、環状、ヘテロ環状アリール、ベンジ
ル等のアルキルアリール、ヘテロアリール、多糖類、糖質、グルコースおよびフラクトー
ス等の単糖類、スクロースおよびラクトース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、および
それらの組み合わせである。Ｒ－Ｒ５置換基の少なくとも１つは、リンカーまたは担体分
子にも結合される。Ｙは酸素、窒素、または硫黄である。
【０１６７】
　この第４の一般式を満たすロテノンベースのハプテンの特定の実際の実施形態は、以下
に提供される。
【化４０】

【０１６８】
　７．オキサゾールおよびチアゾール
　オキサゾールおよびチアゾールスルホンアミドは、本発明の範囲内の別のクラスのハプ
テンを提供する。オキサゾールおよびチアゾールスルホンアミドの一般式は、以下に提供
される。
【化４１】

【０１６９】
　この第１の一般式に関連して、Ｒ１－Ｒ３は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ
、脂肪族化合物、特にイソプレン等の低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂
肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に
２０以下の炭素原子を有するアルキル、およびさらにより典型的には、メチル、エチル、
プロピル、イソプロピル、およびブチル等の１０以下の原子を有する低分子アルキル、ハ
ロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物
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、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルコール（すなわち脂肪族化合物またはアルキ
ルヒドロキシル、特に低分子アルキルヒドロキシル）アミド、アミノ、アミノ酸、アリー
ル、ベンジル等のアルキルアリール、糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖類、
スクロースおよびラクトース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル、カルボキ
シル、カルボン酸（およびＩ族金属またはアンモニウムイオンカルボン酸等のその塩）エ
ステル、アルキルエステル、アシル、エキソメチレン、エーテル、環状、ヘテロ環状、シ
アノ（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、
ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトン等のケト、
窒素、スルフヒドリル、スルホニル、スルフォキシド、エキソメチレン、およびそれらの
組み合わせから独立して選択される。これらのＲ１－Ｒ３置換基の２つ以上は、例示され
る一般式を有する化合物に結合または融合される環状系における原子、典型的には炭素原
子でもあり得る。Ｒ１－Ｒ３置換基の少なくとも１つは、リンカーまたは担体分子に結合
するために適したリンカーまたは官能基に結合される。Ｙは酸素または硫黄、典型的には
硫黄である。
【０１７０】
　所定の例示的な実際の実施形態の場合、Ｒ１は、以下に示されるアミド誘導体等のアミ
ドである。Ｒ２は、リンカーまたは担体分子に結合するための位置を提供するが、Ｒ１お
よびＲ２によって示される該位置は、リンカーおよび／または担体分子に結合するための
代替または追加位置も提供する。所定の例示的な実際の実施形態の場合、Ｒ２は、－ＳＯ

２であって、スルホンアミドを作製することによってリンカーを結合するために使用され
ている。したがって、このクラスのハプテンを例証するハプテンの実際の実施形態に対す
る第２の一般式が以下に示され、式中、Ｒ３－Ｒ６置換基およびＹは上述のとおりである
。
【化４２】

【０１７１】
　所定の実際の実施形態の場合、Ｒ６はアルキル、特にメチル等の低分子アルキルであっ
て、Ｙは硫黄であった。
【０１７２】
　このクラスのハプテンに従う化合物の実際の一実施形態は、以下の化学構造を有した。

【化４３】

【０１７３】
　チアゾールまたはオキサゾールは、より大きい環状系の一部でもあり得る。例えば、５
員オキサゾールまたはチアゾールは、以下に示されるようなフェニル環等の少なくとも１
つの追加環に結合され得る。
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【化４４】

【０１７４】
　Ｒ１－Ｒ５基は、概して上述のとおりであり得るが、かかる化合物は、Ｒ５等のリンカ
ーおよび／または担体に結合するための位置も提供する。１つの考えられるスルホンアミ
ド誘導体は以下に提供される。

【化４５】

【０１７５】
　８．クマリン
　クマリンおよびクマリン誘導体は、本発明の範囲内の別のクラスのハプテンを提供する
。クマリンおよびクマリン誘導体の一般式は、以下に提供される。

【化４６】

【０１７６】
　この一般式に関連して、Ｒ１－Ｒ６は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪
族化合物、特にイソプレン等の低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化
合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以
下の炭素原子を有するアルキル、およびさらにより典型的には、メチル、エチル、プロピ
ル、イソプロピル、およびブチル等の１０以下の原子を有する低分子アルキル、ハロゲン
化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物、およ
びそれらの組み合わせ）等の置換アルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メト
キシイミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルコール（すなわち脂肪族化合物またはアルキルヒド
ロキシル、特に低分子アルキルヒドロキシル）アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベ
ンジル等のアルキルアリール、糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖類、スクロ
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ースおよびラクトース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル、カルボキシル、
カルボン酸（およびＩ族金属またはアンモニウムイオンカルボン酸等のその塩）、環状、
ヘテロ環状、シアノ（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘ
テロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケ
トン等のケト、窒素、スルフヒドリル、スルフォキシド、エキソメチレン、およびそれら
の組み合わせから独立して選択される。Ｒ１－Ｒ６置換基の少なくとも１つも、典型的に
はリンカーまたは担体分子に結合される。所定の実際の実施形態は、リンカーまたは担体
分子に結合するためのＲ５置換基を有すると示される位置を使用した。４位は、蛍光を使
用してこれらの化合物を検出する場合に重要となり得る。４位におけるヒドロゲン以外の
置換基は、蛍光を消すと考えられるが、かかる誘導体は、依然として発色団であり得る。
Ｙは酸素、窒素または硫黄である。かかる化合物の作製に使用可能なＲ１－Ｒ６置換基の
２つ以上は、例示される一般式を有する化合物に結合または融合される環状系における原
子、典型的には炭素原子でもあり得る。これらの種類の化合物の例示的な実施形態は、以
下に提供される。

【化４７】
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【０１７７】
　当業者は、環がヘテロ環および／またはヘテロアリールでもあり得ることを理解するで
あろう。
【０１７８】
　実際の実施形態は、典型的には、以下に示される１つの考えられる結合位置ともに、少
なくとも１つの担体分子連結位置を有する融合Ａ－Ｄ環系であった。
【化４８】

【０１７９】
　この一般式に関連して、ＲおよびＹ可変基は、上述のとおりである。最も典型的には、
Ｒ１－Ｒ１４は、独立して水素または低分子アルキルである。クマリンベースのハプテン
の特定の実施形態は、２，３，６，７－テトラヒドロ－１１－オキソ－１Ｈ，５Ｈ，１１
Ｈ－［Ｉ］ベンゾピラノ［６，７，８－ｉｊ］キノリジン－１０－カルボン酸

【化４９】

およびジエチルクマリン
【化５０】

を含む。
【０１８０】
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　９．シクロリグナン
　リグニンベースの化合物、特にポドフィロトキシンおよびその誘導体等のシクロリグナ
ンは、本発明の範囲内の別のクラスのハプテンを提供する。これらのシクロリグニンベー
スの誘導体の第１の一般式は、以下に提供される。
【化５１】

【０１８１】
　いくつかの刊行物は、本発明を実施するために有用なシクロリグナンの属を説明するた
めに有用な自然発生、半合成、および合成シクロリグナンについて論じており、Ｓｔｅｐ
ｈａｎｉｅ　Ｄｅｓｂｅｎｅ　ａｎｄ　Ｓｙｌｖｉａｎｅ　Ｇｉｏｒｇｉ－Ｒｅｎａｕｌ
ｔ，　Ｄｒｕｇｓ　ｔｈａｔ　Ｉｎｈｉｂｉｔ　Ｔｕｂｕｌｉｎ　Ｐｏｌｙｍｅｒｉｚａ
ｔｉｏｎ：　Ｔｈｅ　Ｐａｒｔｉｃｕａｒ　Ｃａｓｅ　ｏｆ　Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏ
ｘｉｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ，Ｃｕｒｒ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．－Ａｎｔｉ－Ｃａ
ｎｃｅｒ　Ａｇｅｎｔｓ，２，７１－９０（２００２）；　Ｍ．Ｇｏｒｄａｌｉｚａ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ：　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，Ｓｏｕｒ
ｃｅｓ，Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｎｅｗ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｄｅｒｉｖ
ａｔｉｖｅｓ，Ｔｏｘｉｃｏｎ，４４，４４１－４５９（２００４）、Ｐｈｉｌｌｉｐｅ
　Ｍｅｒｅｓｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ：　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ
　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ，１１，２４４３－２４６６（２００４）、Ｍ．Ｐｕｊｏｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　
Ｎｅｗ　Ｃｌａｓｓ　ｏｆ　Ｄｉｏｘｙｇｅｎａｔｅｄ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅ
ｎｔｓ，Ｃｕｒｒ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．－Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅｎｔｓ，５，
２１５－２３７（２００５）、およびＹｏｕｎｇｊａｅ　Ｙｏｕ，Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏ
ｔｏｘｉｎ　Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ：　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ａｐｐ
ｒｏａｃｈｅｓ　ｆｏｒ　Ｎｅｗ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅｎｔｓ，Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｅｓｉｇｎ，１１，１６９５－１７１７（２００
５）を含み、それぞれ参照することによって本明細書に組み込まれる。本開示および実際
の実施形態、ならびにこれらの先行刊行物によって提供される開示に基づいて、かつこの
第１の一般的化学式に関連して、Ｒ１－Ｒ１２は、典型的には、水素、アルデヒド、アル
コキシ、脂肪族化合物、特にイソプレン等の低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘ
テロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル
、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル、およびさらにより典型的には、メチル、エ
チル、プロピル、イソプロピル、およびブチル等の１０以下の原子を有する低分子アルキ
ル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲ
ン化物、およびそれらの組み合わせ）等の置換アルキル、アミノ、アミノ酸、アミド。シ
アノ（－ＣＮ）、ハロゲン、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム、オキシムエ
ーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルキルヒドロキシル、特に低分
子アルキルヒドロキシル、カルボニル、脂肪族ケトン等のケト、窒素、スルフヒドリル、
スルホニル、スルフォキシド、カルボキシル、カルボン酸（およびＩ族金属またはアンモ
ニウムイオンカルボン酸等のその塩）、エステル、アルキルエステル、アシル、エキソメ
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チレン、エーテル、環状、ヘテロ環状、アリール、ベンジル等のアルキルアリール、ヘテ
ロアリール、多糖類、糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖類、スクロースおよ
びラクトース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、およびそれらの組み合わせから独立し
て選択される。Ｒ１－Ｒ１２の少なくとも１つは、化合物をリンカーまたは担体分子に結
合するための位置を提供する。さらに、所定のＲ基は、環状系における原子であり得る。
例えば、Ｒ２およびＲ３ならびにＲ７－Ｒ１０の２つを環状系においてともに結合するこ
とができる。Ｒ１２およびＲ１１の少なくとも１つも、ベンゼン環または置換ベンゼン環
等のアリール基である場合が多い。
【０１８２】
　所定の実際の実施形態も、以下の第２の一般式を満たし、式中、Ｒ置換基は上述のとお
りである。
【化５２】

【０１８３】
　Ｒ１１およびＲ１２の少なくとも１つがアリール基である例示的な化合物は、以下の一
般式を有し、式中、Ｒ置換基は上述のとおりである。
【化５３】

【０１８４】
　Ｒ１６－Ｒ２０は、概して上述のとおりであるが、より典型的には、独立して水素また
はアルコキシ、典型的には以下に示されるように、メトキシ等の低分子アルコキシである
。
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【０１８５】
　Ｒ置換基の少なくとも１つは、典型的には、リンカーに結合されるか、リンカーと反応
可能な反応性官能基であるか、または－Ｌ－ＲＧである。例えば、Ｒ５は、－Ｌ－ＲＧで
ある場合が多い。
【０１８６】
　Ｒ５およびＲ６は、カルボニル官能基を作製するための酸素への二重結合、またはイミ
ンを作製するための窒素原子への二重結合等の二重結合も作製し得る。Ｒ５およびＲ６が
二重結合を作製する所定の例示的な化合物は、以下の一般式を有し、残りのＲ置換基は上
述のとおりである。Ｙは、窒素、酸素、または硫黄から選択される。Ｙが窒素である場合
は、次いで、窒素原子は、水素または一部の原子、官能基または水素以外の化学部分に対
してさらに結合し得る。例えば、窒素は、アルキル基、アリールまたはヘテロアリール置
換基等の脂肪族置換基、またはアルキルおよび／またはアルコキシ置換アリールまたはヘ
テロアリール置換基等の置換アリールまたはヘテロアリール置換基を有し得る。
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【化５５】

【０１８７】
　Ｒ１６－Ｒ２０は、水素およびアルコキシ、より典型的には以下に示されるような低分
子アルコキシから独立して選択される。

【化５６】

【０１８８】
　本発明のすべてのハプテン共役体と同様に、Ｒ置換基の少なくとも１つは、典型的には
、リンカーに結合されるか、リンカーと反応可能な反応性官能基であるか、－Ｌ－ＲＧで
あるか、または担体に直接結合される。例えば、Ｒ９は－Ｌ－ＲＧである場合が多い。
【０１８９】
　ポドフィロトキシンの化学構造、このシクロリグナンクラスのハプテンを例証する化合
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【化５７】

【０１９０】
　ポドフィロックスとも称されるポドフィロトキシンは、分子量４１４．４０および組成
化学式Ｃ２２Ｈ２２Ｏ８の非アルカロイド毒素である。ポドフィロトキシンは、アメリカ
ハッカクレンポドフィルムのライゾーム中、０．３～１．０％の質量濃度で存在する。ポ
ドフィロトキシンの溶解点は、１８３．３～１８４．０℃である。
【０１９１】
　したがって、実質的にポドフィロトキシン構造に基づく本発明に従うシクロリグナンは
、以下の一般式を有し、式中、Ｙは窒素、酸素、または硫黄から選択される。
【化５８】

【０１９２】
　本発明に基づくシクロリグナンハプテンの特定の例は、以下に示される。
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【化５９】

【０１９３】
　この化合物は、ポドフィロトキシンから作製した。ポドフィロトキシンのヒドロキシル
基は、ケトンに酸化した。次いで、ケトンを置換ヒドラジンと反応させて、上記の化合物
を産生した。必要に応じて、脂肪族およびアリール置換基を含む、ヒドラジン試薬を置換
することができる。
【０１９４】
　１０．ヘテロビアリール
　本発明の別の一般的なクラスのハプテンは、ヘテロビアリール化合物、典型的にはフェ
ニルキノリンおよびキノキサリンである。開示されるヘテロビアリール化合物は、以下の
ような第１の一般式を有する。
【化６０】

【０１９５】
　この一般式に関連して、Ａ－Ｄは、炭素、窒素、酸素、および硫黄、ならびにそれらの
任意およびすべての組み合わせから選択される。最も典型的には、Ａ－Ｄは、炭素または
窒素である。Ｒ１－Ｒ２置換基は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合
物、特にイソプレン等の低分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、
例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭
素原子を有するアルキル、およびさらにより典型的には、メチル、エチル、プロピル、イ
ソプロピル、およびブチル等の１０以下の原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アル
キル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれ
らの組み合わせ）等の置換アルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイ
ミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）アルコール（すなわち脂肪族またはアルキルヒドロキシル、特
に低分子アルキルヒドロキシル）アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジル等のア
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ルキルアリール、メトキシおよびエトキシ等のアルコキシアリール、糖質、グルコースお
よびフラクトース等の単糖類、スクロースおよびラクトース等の二糖類、オリゴ糖および
多糖類、カルボニル、カルボキシル、カルボン酸（Ｉ族金属またはアンモニウムイオンカ
ルボン酸等のその塩）、環状、ヘテロ環状、シアノ（－ＣＮ）、エステル、アルキルエス
テル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキ
シム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトン等のケト、窒素、スルフヒドリル、スルホニル、スル
フォキシド、エキソメチレン、およびそれらの組み合わせから独立して選択される。Ｒ１

－Ｒ２置換基の２つ以上、最も典型的には複数のＲ１置換基も、例示される一般式を有す
る化合物に結合または融合される環状系における原子、典型的には炭素原子であり得る。
Ｒ１－Ｒ２置換基の少なくとも１つは、典型的には、リンカーに結合されるか、または担
体に直接結合される。
【０１９６】
　ヘテロビアリール化合物の特定の実施形態は、以下の化学式を有する。
【化６１】

【０１９７】
　Ｒ１およびＲ２は、第１の一般式に関して上述のとおりである。Ｙは酸素、窒素または
硫黄であり、典型的には窒素である。Ｙが窒素である場合、次いで、該化学式は、１つ以
上の窒素原子に対する二重結合も含み得る。
【０１９８】
　単一のヘテロ原子を有する化合物は、以下のようなフェニルキノリンによって例証され
る。
【化６２】

【０１９９】
　より特定の実施形態は、以下の一般的化学式によって例証されるアリール置換ハプテン
を含む。

【化６３】

【０２００】
　この一般式に関連して、Ｒ１－Ｒ３は上述のとおりである。より典型的には、Ｒ１は水
素であり、Ｒ２はアシルであって、Ｒ３はアルコキシである。特定の例、２－（３，４－
ジメトキシフェニル）キノリン－４－カルボン酸は、以下に提供される。
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【化６４】

【０２０１】
　２つのヘテロ原子を有する化合物は、以下の一般式によって示されるように、キノキサ
リンによって表わされる。

【化６５】

【０２０２】
　本発明のビアリール－ジヘテロ原子ハプテンの特定の例は、以下の３－ヒドロキシ－２
－キノキサリンカルバミドによって例証される。再度、Ｒ１およびＲ２置換基は、このク
ラスのハプテンに関して上述のとおりである。
【化６６】

【０２０３】
　１１．アゾアリール
　本発明の別の一般的なクラスのハプテンは、以下のような第１の一般式を有するアゾベ
ンゼン等のアゾアリール化合物である。

【化６７】

【０２０４】
　Ｒ１－Ｒ２置換基は、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特に低
分子脂肪族化合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄
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等のヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル、
およびさらにより典型的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、およびブチル
等の１０以下の原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式
中Ｘは、鎖またはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）等の置換
アルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ３－Ｏ－Ｎ＝）
アルコール（すなわち脂肪族またはアルキルヒドロキシル、特に低分子アルキルヒドロキ
シル）アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジル等のアルキルアリール、メトキシ
およびエトキシ等のアルコキシアリール、糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖
類、スクロースおよびラクトース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル、カル
ボキシル、カルボン酸（Ｉ族金属またはアンモニウムイオンカルボン酸等のその塩）、環
状、ヘテロ環状、シアノ（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン
、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪
族ケトン等のケト、窒素、スルフヒドリル、スルホニル、スルフォキシド、スルホニル、
エキソメチレン、およびそれらの組み合わせから独立して選択される。２つ以上のＲ２置
換基は、例示される一般的化学式を有する化合物に結合または融合される環状系における
原子、典型的には炭素原子でもあり得る。例えば、２Ｒ２置換基は、融合フェニル環また
は融合ヘテロ環、またはヘテロアリール構造を作製し得る。
【０２０５】
　所定の開示されるアゾアリール化合物は、第１のアミン置換基および第２のアリール置
換基を有する。これらの化合物は、典型的には以下の化学式を有する。
【化６８】

【０２０６】
　この一般式に関連して、Ｒ２－Ｒ４は、このクラスのハプテンに関して上述のとおりで
あり、特定の実施形態では、Ｒ２－Ｒ３脂肪族化合物、特にアルキル、より具的には低分
子アルキルを有し、Ｒ４は水素である。
【０２０７】
　アゾアリール化合物を説明するための第３の一般式は、以下に提供される。
【化６９】

【０２０８】
　Ｒ２－Ｒ５は、この特定のクラスのハプテンに関して上述のとおりである。Ｒ２－Ｒ５

の少なくとも１つは、共役体を作製するためのアゾアリールハプテンに対してリンカーま
たは担体を結合するための位置を画定する。例えば、Ｒ５は、ハロゲン化スルホニル官能
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基でもあり得る。以下に示されるようなハロゲン化スルホニルは、リンカーをアゾアリー
ルハプテンに結合するために有用な官能基である。
【化７０】

【０２０９】
　この化学式に関連して、Ｒ２－Ｒ５は上述のとおりである。Ｘはハロゲン化物である。
これらのアゾアリールハプテンの特定の実施形態、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン
－４’－塩化スルホニルは、以下に提供される化学式を有する。

【化７１】

【０２１０】
　１２．ベンゾジアゼピン
　本発明に従う別のクラスのハプテンは、以下に示されるような第１の一般式を有する、
ベンゾジアゼピンハプテンである。
【化７２】

【０２１１】
　Ｒ１－Ｒ５は、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族化合物、特に低分子脂肪族化
合物、置換脂肪族化合物、ヘテロ脂肪族化合物、例えば、酸素、窒素、硫黄等のヘテロ原
子を有する有機鎖、アルキル、特に２０以下の炭素原子を有するアルキル、およびさらに
より典型的には、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、およびブチル等の１０以下
の原子を有する低分子アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ３、式中Ｘは、鎖ま
たはそこに結合されるハロゲン化物、およびそれらの組み合わせ）等の置換アルキル、オ
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すなわち脂肪族またはアルキルヒドロキシル、特に低分子アルキルヒドロキシル）アミド
、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジル等のアルキルアリール、メトキシおよびエトキ
シ等のアルコキシアリール、糖質、グルコースおよびフラクトース等の単糖類、スクロー
スおよびラクトース等の二糖類、オリゴ糖および多糖類、カルボニル、カルボキシル、カ
ルボン酸（Ｉ族金属またはアンモニウムイオンカルボン酸等のその塩）、環状、シアノ（
－ＣＮ）、エステル、エーテル、エキソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、ヘテロ環
、水素、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトン等
のケト、窒素、スルフヒドリル、スルホニル、スルフォキシド、およびそれらの組み合わ
せから独立して選択される。２つ以上のＲ５置換基は、例示される一般的化学式を有する
化合物に結合または融合される環状系における原子、典型的には炭素原子でもあり得る。
Ｒ１－Ｒ５位置の少なくとも１つは、リンカーに結合されるか、またはリンカーまたは担
体分子に結合するために適した官能基によって占められる。Ｒ１－Ｒ５は、最も典型的に
は、脂肪族化合物、アリール、水素、またはヒドロキシル、さらにより典型的にはアルキ
ル、水素、またはフェニルである。Ｙは酸素または硫黄、最も典型的には酸素である。
【０２１２】
　ベンゾジアゼピンハプテンの特定の実施形態は、以下に示されるように、Ｒ１アリール
を有する。
【化７３】

【０２１３】
　これらの実施形態の場合、Ｒ２－Ｒ５は、このクラスのハプテンに関して上述のとおり
であり、より典型的には、かかる置換基は、脂肪族化合物、特定のアルキル、水素および
ヒドロキシルから独立して選択される。所定の開示される実施形態は、以下に示されるよ
うにフェニル化合物である。

【化７４】

【０２１４】
　再度、Ｒ２－Ｒ６は上述のとおりであるが、より典型的には、かかる置換基は、脂肪族
化合物、特にアルキル、水素、およびヒドロキシルから独立して選択される。所定の開示
される実施形態は、以下に示されるように、フェニル化合物である。特定の実施形態、４
－（２－ヒドロキシフェニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン－２（３Ｈ）
－ｏｎｅは、以下に提供される。



(66) JP 2019-197071 A 2019.11.14

10

20

30

40

50

【化７５】

【０２１５】
　Ｅ．リンカー
　　１．一般
　一般式によって示されるように、本出願のハプテン－任意のリンカー－担体共役体は、
リンカーを含み得る。この目的で現在知られている、または今後開発される任意のリンカ
ーは、本明細書に開示されるハプテンに結合することによって、本発明の共役体を作製す
るために使用できる。有用なリンカーは、ホモ－またはヘテロ二官能性のいずれかであり
得るが、より典型的にはヘテロ二官能基である。
【０２１６】
　　２．脂肪族
　単なる一例として、開示されるハプテン共役体を作製するために適したリンカーの第１
のクラスは、１つ以上の不飽和部位またはアルキル鎖を有する脂肪族炭化水素鎖等の脂肪
族化合物であるが、それらに限定されない。脂肪族鎖は、典型的には末端官能基を含み、
一例としてカルボニル反応基、アミン反応基、チオール反応基、またはハプテンおよび他
の所望の化合物に対する結合を促進する、特定の結合部分等の光反応基を含むが、それら
に限定されない。鎖の長さは異なり得るが、典型的には、約３０炭素原子という実際の上
限がある。約３０炭素原子を超える鎖結合は、より小さい鎖結合を有する化合物よりも効
果的でないことが分かっている。したがって、脂肪族鎖リンカーは、典型的には、約１炭
素原子～約３０炭素原子の鎖長を有する。しかしながら、当業者は、特定のリンカーが３
０を超える原子を有し、依然として効率的に作動してハプテンを担体分子結合単位に結合
しても依然として共役体が所望されるように機能する場合は、次いで、かかる鎖結合は依
然として本発明の範囲である。
【０２１７】
　　３．アルキレンオキシド
　本発明を実施するために有用な第２のクラスのリンカーは、アルキレンオキシドである
。アルキレンオキシドは、本明細書において、エチレングリコール等のグリコールを参照
することによって表わされる。本発明のハプテン共役体は、リンカーの親水性がそれらの
炭化水素鎖に関連して増加する場合に特に有用であることが分かっている。その結果、グ
リコール等のアルキレンオキシドは、本発明を実施するために有用であることが分かった
。当業者は、酸素原子の数が増加するにつれて、化合物の親水性も増加し得ることを理解
するであろう。したがって、本発明のリンカーは、概して（－ＯＣＨ２ＣＨ２Ｏ－）ｎと
いう化学式を有し、式中、ｎは約２～約２５であるが、より典型的にはｎは約２～約１２
である。
【０２１８】
　所定の開示される本発明の実施形態を実施するために有用なヘテロ二官能性ポリアルキ
レングリコールリンカーは、譲受人の同時係属中の出願、２００６年４月２８日出願の米
国特許出願第１１／４１３，７７８号、名称「Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｃｏｎｊｕｇ
ａｔｅｓ」、２００６年４月２７日出願の米国特許出願第１１／４１３，４１５号、名称
「Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ」、および２００５年１１月２３日出願の米
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ｔｅ」において説明されており、これら出願のすべては、参照することによって本明細書
に組み込まれる。当業者は、これらの出願において開示されるリンカーを使用して、特異
的結合部分、信号生成部分、およびハプテンを任意およびすべての所望の組み合わせで結
合できることを理解するであろう。ヘテロ二官能性ポリアルキレングリコールリンカーは
、以下に開示され、それらの使用は、ハプテンおよび検出可能な標識に対する抗体等の特
異的結合部分の結合を参照することによって例証される。特に、抗ハプテン抗体および検
出可能な標識の共役体、およびハプテンとの一次抗体の共役体は、本明細書に例証される
。
【０２１９】
　開示される共役体と使用するためのリンカーの特定の一実施形態は、以下に示される一
般的な構造を有する、ヘテロ二官能性ポリアルキレングリコールリンカーである。
【化７６】

　式中、ＡおよびＢは異なる反応基を含み、ｘは２～１０（例えば、２、３または４）の
整数であり、ｙは１～５０、例えば、２～３０、３～２０または４～１２等の整数である
。１つ以上の水素原子は、ヒドロキシル基、アルコキシ基（例えば、メトキシおよびエト
キシ）、ハロゲン原子（Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ）、スルファト基およびアミノ基（一および
ジアルキルアミノ基等の二置換アミノ基を含む）等の追加官能基と置換することができる
。
【０２２０】
　リンカーのＡおよびＢは、カルボニル反応基、アミン反応基、ヒドラジン反応基、ヒド
ラジド反応基、チオール反応基、または光反応基を独立して含み得る。ＡおよびＢは、同
一基であり得るか、または異なる基であり得る。カルボニル反応基の例は、ヒドラジン誘
導体およびアミン等のアルデヒドおよびケトン反応基を含む。アミン反応基の例は、ＮＨ
Ｓまたはスルホ－ＮＨＳ、イソチオシアネート、イソシアネート、アシルアジド、塩化ス
ルホニル、アルデヒド、グリコキサル、エポキシド、オキシラン、炭酸、ハロゲン化アリ
ール、イミドエステル、無水物等の活性エステルを含む。
【０２２１】
　ハプテン－リンカー共役体は、ＰＥＧベースのリンカーを使用して作製されている。か
かる化合物の一例を、以下に示す。
【化７７】

【０２２２】
　この例は、したがって、ハプテン－Ｌ－ＲＧの化学式を満たし、式中、ＬはｄＰＥＧ４

（４エーテル酸素）であり、反応基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基は、実
際の実施形態において他の反応性官能基に変換されている。例えば、カルボン酸官能基は
、以下に示されるように、ＮＨＳエステル等の活性化エステルに変換され得る。
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【化７８】

【０２２３】
　また活性化エステルは、以下に示されるように、ヒドラジド等の他の有用な反応性官能
基に変換され得る。
【化７９】

【０２２４】
　Ｆ．ポリマー担体に結合するための種々の材料
　ポリマー担体は、所望の化合物または官能基が共役体に組み込まれ得る複数の官能基を
有する。例えば、所定の開示される実施形態は共役体に関し、これによって、一部の反応
性官能基、例えば、隣接するヘテロ原子を有する窒素担持官能基は１つまたは複数のハプ
テン、またはハプテンリンカーに結合するために使用可能となり、反応性官能基の残りの
部分は、第２のクラスの所望の分子との反応に使用できる。一例として、第２のクラスの
化合物は、生体分子（ペプチド、タンパク質、酵素、砂糖、多糖類、脂質、糖タンパク質
、および脂肪タンパク質を含む）、検出可能な標識（ポリマー材料に結合される第１の末
端および所望の分子に結合される、または結合するために使用可能な第２の末端を有する
リンカー）を含むが、これらに限定されない。
【０２２５】
Ｖ．合成
　Ａ．一般
　ポリアクリルアミドヒドラジドの詳細な合成は、米国特許出願第１１／０１８，８９７
号に記載されており、参照することによって本明細書に組み込まれ、実施例１において以
下に提供される。簡潔に述べると、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈから市販のポリアクリル
アミドの水性混合物、およびヒドラジン一水和物（Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ）は、マ
イクロ波加熱の影響を受けやすい。この合成は、概して、以下のスキーム１に示される。

【化８０】

【０２２６】
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れる。
【０２２７】
　スキーム２は、ポリビニルピロリドンヒドラジドのマイクロ波媒介合成の一実施形態を
説明する。
【化８１】

【０２２８】
　スキーム３は、ポリイソブチレン－ｃｏ－マレイン酸ヒドラジド（ＰＩＢＭＨ）のマイ
クロ波媒介合成の一実施形態を説明する。

【化８２】

【０２２９】
　スキーム４は、ポリアクリル酸ヒドラジドの合成の一実施形態を説明する。ポリアクリ
ル酸ヒドラジドポリマーのマイクロ波媒介合成は、産生物をほとんどまたは全く生じない
。動作の理論に縛られることなく、ヒドラジンがポリアクリル酸の遊離酸官能基と反応し
ないこと、または十分に反応しないことがあり得る一方、ヒドラジンは、上述されるよう
に、アミドおよび酸無水物官能基と反応する。その結果、良好な合成の一実施形態は、カ
ルボン酸官能基を活性化した後に、ＢＯＣ保護ヒドラジン等の保護ヒドラジンと反応させ
ることである。当業者は、酸官能基が、種々の方法で、ヒドラジンまたは他の反応性官能
基等の求核基との反応のために活性化され得ることを理解するであろう。しかしながら、
説明される実際の実施形態は、１－［３－（ジメチルアミノ）プロピル］－３－エチルカ
ルボジイミド（ＥＤＡＣ）を使用して、ＢＯＣ保護ヒドラジンとの置換のためにカルボン
酸官能基を活性化した。ＢＯＣ保護基は、トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）で除去され、ポリ
アクリル酸ヒドラジドポリマーを産生した。



(70) JP 2019-197071 A 2019.11.14

10

20

30

40

50

【化８３】

【０２３０】
　Ｂ．例示的な合成としてポリマーヒドラジドを使用する共役合成
　本発明は、種々のポリマー担体を使用して実施できるが、以下の議論は、ポリアクリル
アミドヒドラジドをポリマー担体として参照する本発明を例証する。ポリアクリルアミド
ヒドラジドは、図２に示されるように、抗体等の特異的結合分子に結合される。ヒドラジ
ド反応部分を含む化合物の場合、次いで、化合物の活性化は必要ない。あるいは、必要ま
たは所望される場合は、ポリマー担体を結合するために抗体を活性化することができる。
例えば、１つの活性化技術は、抗体上でヒドラジド反応性官能基を提供または産生するこ
とを伴う。特に有用な本発明の実施形態は、ポリマーハプテン担体等のポリマー担体を抗
体のＦｃ部分に結合することである。この反応が生じたことを保証するため、実際の実施
形態は、典型的には抗体のＦｃ部分に関連する酸化糖質部分を有して、ヒドラジド反応性
官能基、典型的には、アルデヒド、または反応性ケトン、酸またはエステル等のカルボニ
ルを担持する化合物、最も典型的には過ヨウ素酸等の適切な酸化剤を使用して、アルデヒ
ドを作製する。実際の実施形態の場合、過剰な過ヨウ素酸ナトリウムを使用してタンパク
質を酸化した。
【０２３１】
　図２に示される実施形態の場合、中間ヒドラゾンは、ポリマー担体を抗体のＦｃ部分に
おいて作製されたアルデヒドに結合することによって作製される。実際の実施形態は、シ
アノ水素化ホウ素ナトリウム等の適切な試薬を使用して、この中間ヒドラゾンを還元した
。しかしながら、中間ヒドラゾンの還元は、必要でない場合がある。実際の実施形態は、
マンニッヒ塩基の逆マンニッヒ反応の可能性を排除することによって、中間ヒドラゾンを
還元し、高い安定性を提供した。別の例として、中間ヒドラゾンは、分子内または分子間
的に他の成分と反応し、安定ヘテロ環等の所望されない化合物を産生し得る。
【０２３２】
　図２は、結果として生じた化合物が、別の所望の化合物を用いた反応に使用可能な複数
のすなわち「ｙ」ヒドラジド官能基を有することを示す。所定の開示される実施形態のこ
の態様は、図２において示され、ポリマー担体に対するハプテンの結合を特定参照して原
理を説明する。抗体と同様に、抗体と直接反応できるハプテンは、かかる結合に先立って
活性化される必要がない場合がある。あるいは、活性化が所望されるまたは必要な場合、
および／または、一部の他の理由からリンカーを使用すること、例えば立体的理由または
ペンダントハプテンの認識を容易にするために抗体とハプテンとの間隔を開けることが好
ましい場合、リンカーを使用して、ポリマー担体－抗体共役体を１つまたは複数のハプテ
ンと結合し、ポリマーハプテン担体－抗体共役体を作製することができる。リンカーの組
成物および使用に関する追加情報は、譲受人の特許および／または出願において見出すこ
とができ、本明細書に組み込まれる。
【０２３３】
　図２は、種々のリンカー、例えば、ｄＰＥＧ４～ｄＰＥＧ２４リンカー、および－Ｃ５

Ｈ１１等のアルキルリンカーを使用して、ＤＮＰ、ビオチンおよびフルオレセインを、そ
れぞれポリマー担体－抗体共役体のヒドラジド官能基に結合することを説明する。リンカ
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ーハプテンに対するポリマー担体－抗体共役体の結合を促進するために、リンカーは、図
１に示されているＮ－ヒドロキシスクシニミド（ＮＨＳ）エステルで活性化されたエステ
ルを含む。ポリマー担体－抗体共役体は、ハプテンに結合されて、ポリマー－ハプテン担
体共役体を作製する。
【０２３４】
　図２は、すべての使用可能な「ｙ」基、つまり遊離ヒドラジド官能基を含む官能基のす
べてが、活性化ハプテンリンカーと反応することを説明する。当業者は、使用可能な反応
性官能基の一部のみが、化学量論的に限定された量のリンカー－ハプテンを使用する等に
よって、反応し得ることを理解するであろう。これらの化合物は、例えば、異なるハプテ
ンまたはハプテン－リンカーとの反応に使用可能な追加反応性官能基を有し得る。
【０２３５】
　図２は、最初にポリマー担体を抗体と反応させて、ポリマー担体－抗体共役体を作製し
、次いで、１つまたは複数のハプテン、ハプテン－リンカー、複数のハプテン－リンカー
、ハプテン－複数のリンカー、および／または複数のハプテン－複数のリンカー（まとめ
てハプテン／ハプテン－リンカーと称される）をポリマー担体－抗体共役体に結合するこ
とを説明する。当業者は、同一化合物が、最初にポリマー担体をハプテン／ハプテン－リ
ンカーに結合してポリマーハプテン担体を作製することによって随意に作製され得ること
を理解するであろう。残りの使用可能な反応性官能基を有するポリマーハプテン担体は、
次いで、好ましくは、抗体のＦｃ部分のみにおいて抗体と連結され、ポリマーハプテン担
体－抗体共役体を作製する。
【０２３６】
ＶＩ．開示されるポリマーハプテン担体共役体、およびその組成物を使用するための方法
の例示的な開示実施形態
　所定の例示的な本発明の実施形態は、開示されるポリマーハプテン担体共役体の種々の
実施形態で実施され得るｉｎ　ｓｉｔｕでのハイブリダイゼーション技術に関する。タン
パク質等の標的を有する試料を選択する。抗体等の標的を検出するために有用なプローブ
も選択される。少なくとも１つのポリマーハプテン担体は、プローブに共役される。標的
は、ポリマーハプテン担体に結合されるプローブを用いて、プローブ－ポリマーハプテン
担体共役体で複合化された標的を、結果として生じた複合体を可視化するために適した酵
素等の検出可能な標識、フルオロフォア等の有機クロモフォル、蛍光量子ドット等のクロ
モフォルナノ粒子、を有する抗ハプテン抗体で処理する等によって、任意の適切な手段を
使用して可視化され得る複合体の作製に有効な方法で処理する。例えば、検出可能な標識
が酵素である場合、酵素の置換基が提供され、それによって着色された沈殿物等の固有に
同定可能な沈殿物を産生する。
【０２３７】
　抗体は、酵素等の検出可能な標識に結合され得る。酵素置換基を追加して、検出可能な
酵素産生物を産生する。このプロセスの特定の一実施形態は、銀ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリ
ダイゼーション（ＳＩＳＨ）である。ＳＩＳＨのための１つの適切な酵素は、西洋ワサビ
ペルオキシドであり、ヒドロキノン、銀イオン（例えば、Ａｇ＋１）および過酸化水素と
組み合わせて使用できる。検出可能な産生物は、元素銀粒子である。かかるプロセスに関
する追加情報は、Ｈａｉｎｆｅｌｄの米国特許第６，６７０，１１３号において見出すこ
とができ、参照することによって本明細書に組み込まれる。
【０２３８】
　別の例として、酵素はアルカリホスファターゼであり得る。アルカリホスファターゼは
、還元剤リン酸、すなわちアスコルビン酸リン酸の触媒加水分解を誘発し、還元剤、すな
わちアスコルビン酸を生成し、次いで、それを使用して銀プラス１（Ａｇ＋１）を金属ナ
ノスケール銀に還元し得る。したがって、視覚的に検出可能な産生物は、元素銀である。
銀は、明視野顕微鏡を含む任意の適切な手段によって検出できる。ホスファターゼ酵素の
使用に関する追加情報は、Ｂｉｅｎｉａｒｚ　ｅｔ　ａｌ．の米国特許出願第２００４／
０２６５９２２号、名称「Ｅｎｚｙｍｅ－ｃａｔａｌｙｚｅｄ　Ｍｅｔａｌ　Ｄｅｐｏｓ
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ｉｔｉｏｎ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｉｎ　Ｓｉｔｕ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｅｐｉｔｏｐｅｓ　ａｎｄ　Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ」において見出すことができ、参照することに
よって本明細書に組み込まれる。
【０２３９】
　本明細書に開示される実施形態は、発色Ｉｎ　ｓｉｔｕハイブリダイゼーションを実施
するために使用することもできる。このプロセスにおいて、酵素は、本明細書に開示され
る例または当業者に知られる他の例を含む、適切な例を用いて選択され、特定の実施形態
を例証するために、西洋ワサビペルオキシドおよびアルカリホスファターゼが使用されて
いる。次いで、明視野顕微鏡を含む、当該技術分野において知られる技術を使用して検出
できる、有色沈殿産生物を産生するために適した置換基を選択する。発色化合物は蛍光性
であり得る。適切な蛍光化合物は、種々の源から市販されている。基質は、酵素作用によ
って蛍光性となり得る。量子ドットを使用して、免疫組織化学的相互作用を可視化するこ
ともできる。蛍光プローブおよび量子ドットは、典型的には、蛍光顕微鏡を使用して監視
される。
【０２４０】
　開示される方法の追加実施形態は、直接検出プロセスに関する。このプロセスの場合、
マウスモノクローナルＩｇＧ抗体等のモノクローナル抗体を含む一次抗体が、特定の標的
に対して選択される。一次抗体は、典型的には、前述のように検出可能な標識も含む。
【０２４１】
　あるいは、増幅プロセスを使用できる。本実施形態は、診断的試験に使用することもで
きる。標的を選択する。標的および一次抗体の複合化を可能にする方法で、一次抗体を試
料に添加する。一次抗体に対する二次抗体を試料に添加する。該抗体は、特に可視的に、
または顕微鏡等の可視的手段によって同定に使用できる検出可能な標識、本明細書で論じ
られるような基質を使用する複合化標的を含む。抗体は、任意の適切な抗体であり得、一
例として、標識化ウサギ抗マウスＩｇＧ抗体を含むが、それに限定されない。一次抗体に
対する異なる種から抗体を含む二次抗体を試料に添加することができる。例えば、抗体は
、マウスＩｇＧ抗体等の一次抗体に対して高められたヤギ抗体であってもよい。
【０２４２】
　検出可能な標識を有する少なくとも１つの追加抗抗体を試料に添加して、検出された標
的によって産生される信号を増幅してもよい。この例示的なプロセスでは、抗体は、標識
化ウサギ抗ヤギＩｇＧ抗体であり得る。抗体は、標識化抗体として、同時にまたは後に添
加され得る。
【０２４３】
　所定の本発明の実施形態は、ハイブリドーマスクリーニング用等の抗ハプテンモノクロ
ーナル抗体を使用することによって促進される。組織に位置する標的等の特定の標的を選
択する。抗体が標的を認識するために有効な方法で、標的に配向された一次抗体を投与す
る。抗体は、本発明のポリマーハプテン担体共役体を使用してそこに共役される少なくと
も１つの、場合によっては複数のハプテンを有する。一次抗体に共役されるハプテンは、
同一または異なり得る。組織試料は、抗ハプテン抗体で処理される。この例示的な実施形
態において、一次抗体は、効果的に抗ハプテン抗体に結合され、例えば、ハイブリドーマ
マウスモノクローナル抗体から提供され得る。したがって、一次抗体に結合される各ハプ
テンには、二次抗体が存在する。
【０２４４】
　マウスモノクローナル抗体等の抗ハプテン抗体によって作製される複合体が、次いで、
同定される。１つの方法は、ここで、ヤギ抗体等のマウス抗体を認識する抗体で組成物を
処理することである。この例示的な実施形態では、ヤギ抗体は、酵素等の検出可能な標識
に共役され、一例は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）酵素である。次いで、この
複合体をＨＲＰ基質を用いて、当業者に既知のとおりインキュベートし、検出可能な、例
えば着色された沈殿物を作製する。このプロセスは、ハイブリドーマスクリーニング等の
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スクリーニングに使用できる。
【０２４５】
　抗ハプテンモノクローナル抗体をスクリーニングするために、正常なヒト扁桃腺組織等
の組織試料を取得する。試料は、パラフィンに埋め込んでもよく、その場合は、ＶＭＳＩ
　ＥＺＰｒｅｐ溶液を使用する等によって、組織試料を脱パラフィン化する。次いで、Ｖ
ＭＳＩ　ＣＣ１を使用して、細胞の調整および抗原の抽出を行う。ヒト抗λ（Ｄａｋｏか
ら入手可能）等の一次ポリクローナル抗体は、本出願において開示されるポリマーハプテ
ン担体の実施形態に共役される。共役は、好ましくは、抗体のＦｃ領域において生じ、結
合が抗体の特異性に影響する可能性を低減する。有効量の一次抗体を含む溶液を、有効な
期間組織に適用する。実際の実施形態の場合、有効な濃度は一次抗体の約１０μｇ／ｍｌ
であり、有効な期間は約６０分であった。次いで、組織試料を洗浄する。その後、考えら
れる抗ハプテン抗体（例えば、ＫＬＨ－ＣＧＴ１－１．１＋５－２７Ｆ０９－０２Ｅ０１
）を、有効な期間、例えば約６０分間組織試料に適用する。次いで、ＶＭＳＩ　Ｏｍｎｉ
　Ｍａｐ　ＤＡＢ染色等の任意の適切な手段を使用して、抗体を検出する。
【０２４６】
　考えられる抗ハプテン抗体の自動免疫組織化学（ＩＨＣ）スクリーニングは、ＶＭＳＩ
　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴおよびホルマリン固定され、パラフィンに埋め込まれたヒト
扁桃腺組織をガラススライド上で使用して行うことができる。組織試料は、最初に脱パラ
フィン化、抗原抽出した後、ポリマーハプテン担体、考えられる抗ハプテン抗体、および
検出抗体を使用して、対象のハプテンに結合された一次抗体を添加する。検出抗体は、Ｖ
ＭＳＩから発色検出試薬を使用して可視化される。染色スライドは、顕微鏡下、手動でス
クリーニングする。正しい一次抗体染色パターンを有する試料は、考えられる抗ハプテン
候補として選択される。選択性および特異性を試験するために、候補の抗ハプテン細胞の
融合産生物を、異なる化学クラスのハプテンに共役される一次抗体を使用してさらにスク
リーニングする。
【０２４７】
　開示される実施形態は、複数の異なるハプテン、およびそれに対する抗体を使用して、
検出可能な標的を可視化することも意図する。例えば、ビオチンおよびＤＮＡハプテン、
およびそれに対する抗体、抗ビオチンおよび抗ＤＮＰ等は、試料中の標的、例えば、組織
中のタンパク質の検出に使用することができる。
【０２４８】
　本発明の実施形態は、試料中のタンパク質標的等の複数の異なる種類の標的の同時検出
に有用でもある。例えば、ＨＥＲ２（ヒト上皮成長因子受容体２）に関連して、ポリマー
ハプテン担体標識化ＨＥＲ２プローブは、プローブをＨＥＲ２遺伝子と複合化するために
有効な方法で試料に添加される。次いで、複合化遺伝子は、Ｑドット等の検出可能な標識
２０６を有する抗ハプテン抗体で処理する。抗ＨＥＲ２　４Ｂ５ウサギ抗体等の抗ＨＥＲ
２タンパク質抗体を、ＨＥＲ２タンパク質の認識を可能にするために有効な方法で試料に
添加する。抗ＨＥＲ２抗体は、少なくとも１つのポリマーハプテン担体、および同一また
は異なり得る、考えられる複数のハプテンを含み得る。実施形態を例証するためのビオチ
ンの使用に関連して、次いで、抗ハプテン二次抗体を、二次抗体およびハプテンの複合化
を可能にするために有効な方法で、試料に添加する。抗ハプテン二次抗体は、Ｑドット６
５５等の検出可能な標識を含む。したがって、本実施形態は、遺伝子および遺伝子産生物
の多重検出を可能にする。
【０２４９】
ＶＩＩ．試験キット
　開示される本発明の実施形態は、一部分において、本発明の方法の種々の実施形態を実
行するためのキットを提供する。かかるキットの例は、コレステロール解析に有用なキッ
ト、妊娠キット、癌診断キット等を含む。本発明の試験キットは、典型的には、少なくと
も１つのポリマーハプテン担体－特異的結合分子共役体等の本発明に従うポリマーハプテ
ン担体共役体を有し、ポリマーハプテン担体－抗体共役体および抗ハプテン抗体、特に検
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出可能な標識に共役される抗ハプテン抗体を含む。
【０２５０】
　所定のキットの実施形態は、ポリマーハプテン担体－共役抗体、オキサゾール、ピラゾ
ール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、
ロテノン、クマリン、シクロリグナン、およびそれらの組み合わせから選択されるハプテ
ンを含む。かかるキットは、典型的には、検出可能な標識に共役される抗ハプテン抗体も
含む。
【０２５１】
　さらに、開示されるキットの実施形態は、追加の成分を含み得、複数の追加抗体を含む
がそれらに限定されない。かかるキットは、例えば、臨床医または医師によって使用され
得る。
【０２５２】
ＶＩＩＩ．自動化実施形態
当業者は、ハプテン共役体を使用するために本明細書で開示される方法の実施形態は、自
動化できることを理解するであろう。Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ，
Ｉｎｃ．は、自動解析を行うためのシステムおよび方法を開示するいくつかの米国特許の
譲受人であり、米国特許第５，６５０，３２７号、第５，６５４，２００号、第６，２９
６，８０９号、第６，３５２，８６１号、第６，８２７，９０１号、および第６，９４３
，０２９号、および米国公開出願第２００３０２１１６３０号および第２００４００５２
６８５号を含み、それぞれ参照することによって本明細書に組み込まれる。ポリマーハプ
テン染色手順の特定の実施形態は、種々の自動化プロセスを使用して実行することができ
る。
【０２５３】
　例示的な実際の実施形態に関する追加の詳細を、実際の実施例において提供する。
【０２５４】
ＩＸ．実施例
　以下の実施例は、実際の実施形態の所定の特徴を説明するために提供する。当業者は、
本発明の範囲がこれらの実施例によって例証される特定の特徴に限定されないことを理解
するであろう。
【０２５５】
　すべての開示される実際の実施例に関して、すべての化学物質は、商業的サプライヤか
ら購入し、受領したとおりに使用した。ポリクローナル抗体（ヤギ抗マウスおよびヤギ抗
ウサギ）の溶液は、Ｂｅｔｈｙｌ　Ｌａｂｓから購入し、受領したとおりに使用した。ポ
リアクリルアミドヒドラジドおよびＮＨＳ－ＰＥＧ４－ＤＮＰは、前述のとおり合成した
。タンパク質濃度は、抗体のε２８０値１．４ｍｌ　ｍｇ－１　ｃｍ－１を使用して計算
した。内部脱イオン化源から得られた水は、Ｍｉｌｌｉ－Ｑ　Ｂｉｏｃｅｌシステムを介
して不純物を除去した。緩衝液交換は、ＰＤ－１０カラム（ＧＥ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ
ｓ）を使用して行った。ＳＥＣは、Ａｋｔａ　Ｐｕｒｉｆｉｅｒ（ＧＥ　Ｂｉｏｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）を使用して行い、分子量は、タンパク質標準を参照した。流量は、Ｓｕｐｅｒ
ｄｅｘ　２００　ＧＬ　１０／３００カラムを通して１ミリリットル／分であった（ＧＥ
　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）。
【０２５６】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１
　この実施例は、本来米国特許出願第１１／０１８，８９７号に開示されるように、ポリ
アクリルアミドヒドラジドを作製するための方法の一実施形態を説明し、参照することに
よって本明細書に組み込まれる、ポリアクリルアミド（１ｍｍｏｌ、２０ｍＬ、５０重量
％溶液、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）は、コンデンサに取り付けられた１００ｍＬ丸底
フラスコ中の蒸留水（１０ｍＬ）およびヒドラジン一水和物（２０ｍＬ、４２０ｍｍｏｌ
、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）と混合した。反応混合物は、ＣＥＭ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒ
ｙユニットにおいて、６０分間レンジ加熱した。室温に冷却した後、等容積のメタノール
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を反応混合物に添加して沈殿物を誘導した。結果として生じた混合物を遠心分離にかけ、
上澄み液を移した。残渣を脱イオン化水（５０ｍＬ）中で取り込み、沈殿プロセスを合計
３回繰り返した。最終残渣を脱イオン化水に溶解および凍結乾燥して、細かい白色吸湿性
の粉末を得た。
【０２５７】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例２
　この実施例は、図１に示されるように、Ｆｃ特異的ハプテン化抗体を合成するための方
法の一実施形態を説明する。ポリクローナル抗体の溶液（１．５ｍｌ、３．０ｍｇ／ｍｌ
）に、最終過ヨウ素酸濃度が１１．７ｍＭとなるよう過ヨウ素酸ナトリウム（０．５ｍｌ
、脱イオン化水中１０ｍｇ／ｍｌ）を添加した。ＰＤ－１０カラム（０．１Ｍ酢酸ナトリ
ウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ＝５．５）で脱塩する前に、反応溶液を２時間回転さ
せて、未反応の過ヨウ素酸を除去した。５００倍モル過剰のハプテン－ｄＰＥＧＸ－ヒド
ラジドを酸化抗体、次にシアノ水素化ホウ素ナトリウム（３．１４ｍｇ、５０μｍｏｌ）
に添加し、反応物を１８時間インキュベートした。サイズ排除クロマトグラフィー（０．
１Ｍ　Ｎａ３ＰＯ４、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ＝７．５）は、精製されたハプテニル
化抗体を得た。抗体当たりのＤＮＰの数（ε３６０＝１８，２００Ｍ－１ｃｍ－１：ε２

８０＝６，５００Ｍ－１ｃｍ－１）は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値を使用して計算し、抗体当た
りのアクセス可能なビオチンの数は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入手可能なＨＡＢ
Ａアッセイを使用して測定した。
【０２５８】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例３
　図２に示されるように、実施例は、ポリハプテニル化ＩｇＧ共役体を合成するための方
法の一実施形態を説明する。
【０２５９】
　Ａ．Ｆｃ特異的ＰＡＨＡｂの合成
　ポリクローナル抗体の溶液（１．５ｍｌ、３．０ｍｇ／ｍｌ）に、最終過ヨウ素酸濃度
が１１．７ｍＭとなるよう過ヨウ素酸ナトリウム（０．５ｍｌ、脱イオン化水中１０ｍｇ
／ｍｌ）を添加した。ＰＤ－１０カラム（０．１Ｍ酢酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣ
ｌ、ｐＨ＝７．５）で脱塩する前に、反応溶液を２時間回転させて、未反応の過ヨウ素酸
を除去した。５０倍モル過剰のポリアクリルアミドヒドラジドリンカーを、シアノ水素化
ホウ素ナトリウム（３．１４ｍｇ、５０μｍｏｌ）に沿って抗体に添加し、反応物を１８
時間インキュベートした。ＳＥＣ（０．１Ｍ　酢酸ナトリウム、ｐＨ５．０）は、精製さ
れた抗体－ＰＡＨ共役体を得た。
【０２６０】
　Ｂ．ポリハプテニル化抗体の合成
　ＰＡＨ－ＩｇＧの溶液（２．０ｍｌ、０．５３ｍｇ／ｍｌ）に、ＮＨＳ－ｄＰＥＧｘ－
ハプテン（５０倍過剰）を添加し、反応物を１８時間インキュベートした。ＳＥＣ（０．
１Ｍ　リン酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ＝７．５）は、精製されたポリハ
プテニル化抗体を得た。抗体当たりのハプテンの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値を使用して計
算し、抗体当たりのアクセス可能なビオチンの数は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入
手可能なＨＡＢＡアッセイを使用して測定した。
【０２６１】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例４
　この実施例は、概して図２に示されるように、化学選択的Ｆｃ特異的ポリアクリルアミ
ドヒドラジド－抗体共役体を合成するための方法の一実施形態を説明する。ポリクローナ
ル抗体の溶液（０．８ｍｌ、１．０ｍｇ／ｍｌ）を、過ヨウ素酸ナトリウム（０．２ｍｌ
）の１００ｍＭ水溶液を用いて、室温で２時間インキュベートした。ＡＢＳ（０．１０Ｍ
　酢酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）を使用し、Ｇ－２５（ＧＥ　Ｌ
ｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＰＤ－１０カラム）のカラムを通して、溶液を緩衝液交換した
。ＰＡＨを５０倍モル過剰で酸化Ａｂに添加し、室温で１時間インキュベートした。シア
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ノ水素化ホウ素ナトリウム（５０モル過剰）を添加し、室温で１８時間インキュベートし
た。ＡＢＳ（０．１０Ｍ酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）を使用し、サイズ排
除カラム上でＰＡＨ－Ａｂを精製した。ＮＨＳ－ｄＰＥＧｘ－ハプテン（１０－１００×
モル過剰）を添加し、反応物を１８時間インキュベートした。ＳＥＣ（０．１Ｍリン酸ナ
トリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ＝７．５）は、精製したポリハプテニル化抗体を
得た。抗体当たりのハプテンの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値を使用して計算し、抗体当たり
のアクセス可能なビオチンの数は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈから入手可能なＨＡＢＡ
アッセイを使用して測定した。ハプテンの数は、実施例３における共役体よりも少なかっ
たが、実施例２よりも多かった。
【０２６２】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例５
　この実施例は、概して図２に示されるように、ニトロピラゾール標識化ポリアクリルア
ミドヒドラジド－抗体共役体を合成するための方法の一実施形態を説明する。ＡＢＳ（０
．１０Ｍ　酢酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）中の精製したポリアク
リルアミドヒドラジド－抗体共役体を、２０倍モル過剰のニトロピラゾール－ｄＰＥＧ８

－ＮＨＳで１８時間インキュベートした。混合物は、ＰＢＳ（０．１０Ｍ　リン酸ナトリ
ウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２）を使用して、サイズ排除クロマトグラフィー
によって精製し、ポリ－ニトロピラゾール－ＰＡＨ－Ａｂを得た。ＰＡＨ－Ａｂ当たりの
ニトロピラゾールの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値によって決定した。
【０２６３】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例６
　この実施例は、概して図２に示されるように、ベンゾフラザン標識化ポリアクリルアミ
ドヒドラジド－抗体共役体を合成するための方法の一実施形態を説明する。ＡＢＳ（０．
１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）中の精製されたポリアクリルアミド
ヒドラジド－抗体共役体を、２０倍モル過剰のベンゾフラザン－ｄＰＥＧ８－ＮＨＳで１
８時間インキュベートした。混合物は、ＰＢＳ（０．１０Ｍ　リン酸ナトリウム、０．１
５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２）を使用して、サイズ排除クロマトグラフィーによって精製
し、ポリ－ベンゾフラザン－ＰＡＨ－Ａｂを得た。ＰＡＨ－Ａｂ当たりのベンゾフラザン
の数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値によって決定した。
【０２６４】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例７
　この実施例は、概して図２に示されるように、ジニトロフェニル標識化ポリアクリルア
ミドヒドラジド－抗体共役体を合成するための方法の一実施形態を説明する。ＡＢＳ（０
．１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）中の精製されたポリアクリルアミ
ドヒドラジド－抗体共役体を、１００倍モル過剰のジニトロフェニル－ｄＰＥＧ８－ＮＨ
Ｓで１８時間インキュベートした。混合物は、ＰＢＳ（０．１０Ｍ　リン酸ナトリウム、
０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２）を使用して、サイズ排除クロマトグラフィーによっ
て精製し、ポリ－ジニトロフェニル－ＰＡＨ－Ａｂを得た。ＰＡＨ－Ａｂ当たりのベンゾ
フラザンの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値によって決定した。
【０２６５】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例８
　この実施例は、概して図２に示されるように、チアゾールスルホンアミド標識化ポリア
クリルアミドヒドラジド－抗体共役体を合成するための方法の一実施形態を説明する。Ａ
ＢＳ（０．１０Ｍ　酢酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）中の精製され
たポリアクリルアミドヒドラジド－抗体共役体を、２０倍モル過剰のチアゾールスルホン
アミド－ｄＰＥＧ８－ＮＨＳで１８時間インキュベートした。混合物は、ＰＢＳ（０．１
０Ｍ　リン酸ナトリウム、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．２）を使用して、サイズ排除
クロマトグラフィーによって精製し、ポリ－チアゾールスルホンアミド－ＰＡＨ－Ａｂを
得た。ＰＡＨ－Ａｂ当たりのベンゾフラザンの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値によって決定し
た。
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【０２６６】
　　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例９
　この実施例は、量子ドットを使用して組織エピトープ、特に扁桃腺上のＫｉ－６７を検
出して、ポリハプテニル化ポリマーと共役される二次抗体を認識することに関する。以下
は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの適応手順である
。ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤とともに液体カバースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、ス
ライド上のパラフィンコーティングした組織を７５℃まで４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ容
積調整剤（ＶＭＳＩ）により７５℃で２回処理した。７５℃で４分後、スライドを洗浄し
、液体カバースリップとともにＥＺＰｒｅｐ容積調整剤を添加して、７６℃で４分間組織
を脱パラフィン化した。スライドを４０℃まで冷却し、３回洗浄した後、マウス抗Ｋｉ６
７（１００μＬ、ＶＭＳＩ）抗体、次に液体カバースリップを添加し、４０℃で１６分間
インキュベートした。スライドを洗浄した後、ヤギ抗マウスＰＡＨビオチニル化抗体（１
００μＬ）、次に液体カバースリップで処理し、４０℃で８分間インキュベートした。ス
ライドを緩衝液で２回洗浄した後、液体カバースリップを適用し、６５５ｎｍ　ＱＤｏｔ
－ＳＡ共役体（１００μＬ、２０ｎｍｏｌ）を添加し、３７℃で１６分間インキュベート
した。スライドを緩衝液で３回洗浄し、洗剤洗浄で処理した後、カバースリップを手動で
スライドに適用し、その後、顕微鏡を通してスライドを見た。図３－６は、この実施例に
従って得られる染色結果を示し、図５および６は、一次抗体の１０倍希釈を使用して得ら
れる染色結果を示す。
【０２６７】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１０
　この実施例は、概して図７に示されるように、二次抗ハプテン抗体に直接共役される量
子ドットを使用する扁桃腺上の抗λの評価を説明する。手順は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｂｅｎ
ｃｈｍａｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの自動染色プロトコルの適応である。液体カバ
ースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、スライド上のパラフィンコーティングした組織
を７５℃まで８分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤（ＶＭＳＩ）により７５℃で２回処
理した。７５℃で８分間２回インキュベートした後、スライドを洗浄し、ＥＺＰｒｅｐ容
積調整剤、次に液体カバースリップを添加して、組織を脱パラフィン化した。スライドを
３７℃に冷却し、２分間インキュベートして、反応緩衝液で１回洗浄した。次いで、スラ
イドを細胞調整剤で２回、次いで液体カバースリップで処理した。スライド、次にカバー
スリップを９５℃まで８分間加熱し、次いで、スライド、カバースリップを１００℃まで
４分間加熱した。「細胞調整剤を適用し、４分間インキュベートして、カバースリップを
適用する」という、細胞調整剤を用いるこのインキュベートプロセスを９回１００℃で繰
り返した。スライドを８分間冷却し、反応緩衝液、容積調整剤、次に液体カバースリップ
と反応させた。スライドを３７℃まで２分間加熱し、２回洗浄した後、一次共役体（抗λ
－ＰＡＨ－ｄＰＥＧ８－ハプテン、１００μＬ、ＶＭＳＩ）を添加し、次に液体カバース
リップを適用して、３７℃で３２分間インキュベートした。スライドを反応緩衝液で２回
洗浄した後、液体カバースリップを適用し、適切な抗ハプテンＡｂ量子ドット共役体（１
００μＬ、２０－５０ｎｍｏｌ）を添加して、３７℃で３２分間インキュベートした。ス
ライドを緩衝液、次に液体カバースリップで２回洗浄した。スライドを装置から取り外し
、洗剤洗浄で処理した後、カバースリップを手動で適用した。スライドイメージは、蛍光
顕微鏡上でロングパスフィルタおよびイメージ強化ソフトウェア（Ａｃｑｕｉｔｙ）を用
いて、ＣＲＩイメージングカメラを使用することによって撮影した。図８～１１は、この
実施例に従って得られた染色結果を示す。
【０２６８】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１１
　この実施例は、図１２に示されるように、Ｆｃ－ヒドラジド－ｄＰＥＧｘ－ハプテン共
役体、次にＡＰ－ＩｇＧ検出を使用する、アルカリホスファターゼ－抗体多重体共役、特
に異なる組織におけるＨＰＶの評価に関する。以下は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｂｅｎｃｈｍａ
ｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの自動染色プロトコルの適応である。ＥＺＰｒｅｐ容積
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調整剤とともに液体カバースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、スライド上のパラフィ
ンコーティングした組織を７５℃まで４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤（ＶＭＳＩ
）により７５℃で２回処理した。７５℃で４分後、スライドを洗浄し、液体カバースリッ
プとともにＥＺＰｒｅｐ容積調整剤を添加して、７６℃で４分間組織を脱パラフィン化し
た。細胞調整剤＃２（ＶＭＳＩ）を添加し、スライドを９０℃まで加温して、８分間イン
キュベートした。この後に細胞調整剤＃２を再度適用し、９０℃で１２分間インキュベー
トした。スライドを反応緩衝液（ＶＭＳＩ）で洗浄し、３７℃に冷却して、ＩＳＨプロテ
アーゼ３（１００μＬ、ＶＭＳＩ）を添加した。４分間インキュベートした後、スライド
を３回洗浄し、ｉＶｉｅｗ＋ＨｙｂＲｅａｄｙ（２００μＬ、ＶＭＳＩ）を適用して、４
分間インキュベートした。ＨＰＶ　ＨＲプローブ（２００μＬ　ＶＭＳＩ）を添加した後
、３７℃で４分間、９５℃で１２分間、および５２℃で１２４分間インキュベートした。
次いで、スライドを２回洗浄し、７２℃まで加熱した。この最終ステップを２回繰り返し
た後、スライドを３７℃に冷却し、ｉＶｉｅｗ＋抗ＤＮＰ（１００μＬ、ＶＭＳＩ）を添
加した。一次抗体を２０分間インキュベートし、次いで、スライドを２回洗浄した後、ポ
リアクリルアミドヒドラジドビオチニル化二次物（ヤギ抗ウサギ、１００μＬ、１０μｇ
／ｍｌ）を手動で添加した。２次的インキュベートを２０分間行い、スライドを２回洗浄
した。次いで、抗ハプテン抗体を適用し（１００μＬ）、さらに２０分インキュベートを
行った。さらに２回の洗浄ステップの後、ヤギ抗ウサギＡＰ共役体を適用し（１００μＬ
、６μｇ／ｍｌ）、８分インキュベートした。さらに４回の洗浄ステップに続いて、ｉＶ
ｉｅｗ＋Ｅｎｈａｎｃｅｒ（１００μＬ、ＶＭＳＩ）を適用し後、４分間インキュベート
し、ｉＶｉｅｗ＋ＮＢＴ（１００μＬ、ＶＭＳＩ）およびｉＶｉｅｗ＋ＢＣＩＰ（１００
μＬ、ＶＭＳＩ）の両方を適用した。次いで、スライドを２４分間インキュベートし、３
回洗浄して、対比染色ＮＦＲ（１００μＬ、ＶＭＳＩ）を添加した。対比染色を用いた４
分間のインキュベート後、スライドを３回以上洗浄し、装置から取り外した。スライドを
洗剤洗浄で処理した後、エタノール、アセトン、およびキシレンで脱水し、続いてカバー
スリップをスライドに適用し、その後、顕微鏡を通してスライドを見た。
【０２６９】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１２
　この実施例は、西洋ワサビペルオキシダーゼ抗体多重体共役体の評価、特に図１３に示
されるように、ＳＩＳＨ検出のためにＦｃ共役ビオチンヒドラジドまたはビオチニル化ポ
リアクリルアミドヒドラジドを使用する異なる組織におけるＨＰＶの評価に関する。以下
は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの適応手順である
。ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤とともに液体カバースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、ス
ライド上のパラフィンコーティングした組織を７５℃まで４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ容
積調整剤（ＶＭＳＩ）により７５℃で２回処理した。７５℃で４分後、スライドを洗浄し
、液体カバースリップとともにＥＺＰｒｅｐ容積調整剤を添加して、７６℃で４分間組織
を脱パラフィン化した。細胞調整剤＃２（ＶＭＳＩ）を添加し、スライドを９０℃まで加
温して、８分間インキュベートした。この後に細胞調整剤＃２を再度適用し、９０℃で１
２分間インキュベートした。スライドを反応緩衝液（ＶＭＳＩ）で洗浄し、３７℃に冷却
して、ＩＳＨプロテアーゼ３（１００μＬ、ＶＭＳＩ）を添加した。４分間インキュベー
トした後、スライドを３回洗浄し、ｉＶｉｅｗ＋ＨｙｂＲｅａｄｙ（１００μＬ、ＶＭＳ
Ｉ）を適用して、４分間インキュベートした。ＨＰＶ　ＨＲプローブ（２００μＬ　ＶＭ
ＳＩ）を添加した後、３７℃で４分間、９５℃で１２分間、および５２℃で１２４分間イ
ンキュベートした。次いで、スライドを２回洗浄し、７２℃まで加熱した。この最終ステ
ップをさらに２回繰り返した後、スライドを３７℃に冷却し、ｉＶｉｅｗ＋抗ＤＮＰ（１
００μＬ、ＶＭＳＩ）を添加した。一次抗体を２０分間インキュベートし、次いで、スラ
イドを２回洗浄した後、ポリアクリルアミドヒドラジドビオチニル化二次物（ヤギ抗ウサ
ギ、１００μＬ、１０μｇ／ｍｌ）を手動で添加した。２次的インキュベートを８分間行
い、スライドを２回洗浄した。次いで、ウサギ抗ビオチン抗体を適用し（１００μＬ）、
さらに２０分間インキュベートを行った。さらに２回の洗浄ステップの後、ＨＲＰ多重体
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を適用し（１００μＬ、１０μｇ／ｍｌ）、８分間インキュベートした。さらに４回の洗
浄ステップの後、ＳＩＳＨ　Ｃｈｒｏｍａｇｅｎ　Ａ（１００μＬ　ＶＭＳＩ）を適用し
て４分間インキュベートし、ＳＩＳＨ　Ｃｈｒｏｍａｇｅｎ　Ｂ（１００μＬ、ＶＭＳＩ
）を適用して４分間インキュベートし、ＳＩＳＨ　Ｃｈｒｏｍａｇｅｎ　Ｃ（１００μＬ
、ＶＭＳＩ）を適用して４分間インキュベートした。スライドを３回洗浄し、ヘマトキシ
リンＩＩ（１００μＬ、ＶＭＳＩ）を添加した。対比染色で４分間インキュベートした後
、スライドを洗浄し、青味試薬（１００μＬ、ＶＭＳＩ）を適用し、４分間インキュベー
トした。次いで、スライドをさらに３回洗浄し、装置から取り外した。スライドを洗剤洗
浄で処理した後、エタノールアセトン、およびキシレンで脱水し、続いてカバースリップ
をスライドに適用し、その後、顕微鏡を通してスライドを見た。図１４～２１は、この実
施例に従って得られる染色結果を示す。
【０２７０】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１３
　この実施例は、概して図２２に示されるような、量子ドットを用いた扁桃腺上の抗κ、
ＣＤ３４、ＣＤ４５、およびＫｉ－６７の多重検出を説明する。手順は、Ｖｅｎｔａｎａ
　Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの自動染色プロトコルの適用である。
ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤を用いて液体カバースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、スラ
イド上のパラフィンコーティングした組織を７５℃まで８分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ（Ｖ
ＭＳＩ）で２回処理して、７５℃で容積調整した。７５℃で２回８分間インキュベートし
た後、スライドを洗浄し、ＥＺＰｒｅｐ容積調整、次に液体カバースリップを適用して組
織を脱パラフィン化した。スライドを３７℃に冷却し、２分間インキュベートして、反応
緩衝液で１回洗浄した。次いで、スライドを細胞調整剤で２回処理した後、液体カバース
リップを適用した。スライドを９５℃まで８分間加熱し、カバースリップを適用し、次い
で、１００℃まで４分間加熱した後、カバースリップを適用した。「細胞調整剤の適用、
４分間インキュベート、カバースリップの適用」という、細胞調整剤を用いるこのインキ
ュベートプロセスは、１００℃で９回繰り返した。スライドを８分間冷却し、反応鑑賞剤
で洗浄し、容積調整した後、液体カバースリップを適用した。スライドを３７℃に２分間
加熱し、２回洗浄した後、一次共役体（抗κ－ＰＡＨ－ｄＰＥＧ８－ジニトロフェニル、
－ＣＤ３４－ＰＡＨ－ｄＰＥＧ８－ニトロピラゾール、－ＣＤ４５－ＰＡＨ－ｄＰＥＧ８

－チオスルホンアミドおよびＫｉ－６７－ＰＡＨ－ｄＰＥＧ８－ベンゾフラン、それぞれ
１００μＬ、ＶＭＳＩ）を添加し、液体カバースリップを適用して、３７℃で３２分間イ
ンキュベートした。スライドを反応緩衝液で２回洗浄し、抗ハプテンＡｂ－量子ドット共
役体の適切な混合物（それぞれ１００μＬ、２０－５０ｎｍｏｌ）、続いて液体カバース
リップを適用して、３７℃で３２分間インキュベートする。スライドを緩衝液で２回洗浄
した後、液体カバースリップを適用した。スライドを装置から取り外し、洗剤洗浄で処理
した後、カバースリップを手動で適用した。スライドイメージは、蛍光顕微鏡上でロング
パスフィルタおよびイメージ強化ソフトウェア（Ａｃｑｕｉｔｙ）を用いて、ＣＲＩイメ
ージングカメラを使用することによって撮影した。図２３～２６は、この実施例に従って
得られた染色結果を示す。
【０２７１】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１４
　この実施例は、デキストランヒドラジド、デキストランヒドラジン、デキストランアミ
ン、およびデキストラングアニジンに関する。１０～２００アルデヒドを含有するデキス
トランアルデヒド（Ｐｉｅｒｃｅ）平均分子量１０，０００、２０，０００または４０，
０００をｐＨ７．０のリン酸緩衝液に溶解する。
【０２７２】
　対応するｂｉｓ－ＰＥＧｘ－アミン、ビス－ヒドラジドＰＥＧｘ－ヒドラジド、ビス－
ＰＥＧｘ－ヒドラジンまたはグアニジン含有リンカー、例えばアミノグアニジン（Ａｌｄ
ｒｉｃｈ）を、緩衝化ｐＨ７．０溶液として、極めて大きいモル過剰（デキストラン担体
上の限定試薬中のアルデヒドコンテンツの１００×）で添加する。
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【０２７３】
　反応物を室温で１～３時間撹拌する。大過剰（還元剤の３００×、例えばシアノ水素化
ホウ素ナトリウム、Ａｌｄｒｉｃｈ）を、追加漏斗から水溶液として、２時間添加する。
【０２７４】
　反応溶液を一晩撹拌し、次いで、より小さい分子量の分子の拡散を可能にしながら大き
い誘導体化担体を保持する適切な透析チューブを利用して、水に対して数回透析する。
【０２７５】
　担体の透析溶液を凍結乾燥し、２～８℃で乾燥粉末として保管する。アミン、ヒドラジ
ン、グアニジン、またはヒドラジドの数は、文献に記載される方法に従って定量され得る
。
【０２７６】
　開示される発明の原理が適用され得る多くの可能な実施形態に照らして、例示される実
施形態は、本発明の好適な実施例にすぎず、本発明の範囲を認定するものでないことを認
識されたい。むしろ本発明の範囲は、以下の請求項によって定義される。したがって、我
々は、本発明をこれらの請求項の範囲および精神に含まれるものとして請求する。
【０２７７】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１５
　この実施例は、ポリビニルピロリドンヒドラジド（ＰＶＰＨ）を作製するための方法の
一実施形態を説明する。ポリビニルピロリドン（１ｍｍｏｌ、２０ｍＬ、５０重量％溶液
、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を、コンデンサに取り付けられた１００ｍＬの丸底フラ
スコ中でヒドラジン一水和物（５０ｍＬ、１．０ｍｏｌ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）
と混合する。反応混合物は、ＣＥＭ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙユニットにおいて、種々の電力
（１００Ｗ、２００Ｗ、３００Ｗ）で６０分間、１２０℃でレンジ加熱した。反応物を真
空でオフホワイトの泡になるまで減容した。残渣を最小量のＤＩ水中に取り込み、大容量
のテトラヒドロフラン（ＴＨＦ）と混合して沈殿を誘発した。結果として生じた混合物を
遠心分離し、上澄みを移した。残渣を最小量の脱イオン水中に取り込み、ＴＨＦを用いた
沈殿プロセスを合計３回繰り返した。最終残渣を脱イオン水に溶解し、凍結乾燥させて、
細かいオフホワイトの吸湿性粉末を得た。

【化８４】

【０２７８】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１６
　この実施例は、ポリイソブチレン－ｃｏ－マレイン酸ヒドラジド（ＰＩＢＭＨ）を作製
するための方法の一実施形態を説明する。ポリイソブチレン－ｃｏ－マレイン酸無水物（
７．１ｍｍｏｌ、１．０９ｇ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）は、１０ｍＬ　ＣＥＭマイ
クロ波チューブにおいてヒドラジン一水和物と混合した（７．０ｍＬ、１４４ｍｍｏｌ、
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）。反応混合物は、ＣＥＭ　Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙユニットに
おいて、３００Ｗで６０分間、１２０℃でレンジ加熱した。反応物を真空でオフホワイト
の泡になるまで減容した。残渣を最小量のＤＩ水中に取り込み、大容量のエタノールと混
合して沈殿を誘発した。結果として生じた混合物を遠心分離し、上澄みを移した。残渣を
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最小量の脱イオン水中に取り込み、エタノールを用いた沈殿プロセスを合計３回繰り返し
た。最終残渣を脱イオン水に溶解し、凍結乾燥させて、細かいオフホワイトの吸湿性粉末
を得た。
【化８５】

【０２７９】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１７
　この実施例は、ポリアクリル酸ヒドラジド（ＰＡＡＨ）を作製するための方法の一実施
形態を説明する。ポリアクリル酸（水中９．５７ｍｍｏｌ、２．００ｇ、４５重量％溶液
、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）を４０ｍＬ　ＤＩ水で希釈し、ｔ－ブチルカルバミン酸
（９．５７ｍｍｏｌ、１．２４ｇ、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ）およびＥＤＡＣ（１９
．１ｍｍｏｌ、３．６６ｇ）を室温で１４時間反応させた。反応混合物ｐＨは、ＩＭ　Ｈ
Ｃｌの滴下添加によって３未満に下げ、ポリマーの沈殿を誘発した。ポリマー沈殿物をろ
過し、ＤＩ水で洗浄し、真空乾燥させて８４６ｍｇの材料を産生した。ＢＯＣ保護ポリマ
ーを、トリフルオロ酢酸（８ｍＬ）で、完全に溶解するまで１時間以上撹拌し、ＴＦＡを
真空で除去した。残渣ＴＦＡは、トルエン、次に塩化メチレンを用いた共沸蒸留によって
除去し、低圧力下でさらに乾燥させて７２０ｍｇの白色固体を得た。

【化８６】

【０２８０】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１８
　この実施例は、蛍光によって、ポリマー当たりの反応性ヒドラジド基のモル当量を決定
するための方法の一実施形態を説明する。標準曲線は、６つの濃度（０．１～０．８ｍＭ
）のアセチルヒドラジドをｐＨ７．５のＰＢＳ中のフルオレスカミンと反応させて、蛍光
（Ａ３６０／Ｅ４６０）対濃度をプロットすることによって生成した。Ｒ２値は、標準曲
線の場合０．９９４である。
【０２８１】
　ポリアクリルアミド、ポリイソブチレン－ｃｏ－マレイン酸無水物、ポリビニルピロリ
ドン、およびポリアクリル酸を、それぞれ実施例１、１５、１６および１７から合成され
るようなポリアクリルアミドヒドラジド、ポリビニルピロリドンヒドラジド、ポリイソブ
チレン－ｃｏ－マレイン酸ヒドラジド、およびポリアクリル酸ヒドラジドにおけるヒドラ
ジドの取り込みの負の対照として使用した。各ポリマーは、ｐＨ７．５のＰＢＳ中周知の
濃度で溶解し、フルオレスカミンと反応させて、蛍光を４６０ｎｍで測定した。反応性ヒ
ドラジドの数は、標準曲線と比較して計算し、個々のポリマーの平均分子量に対して調整
した。
【０２８２】
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　ヒドラジンの取り込みは、ポリアクリルアミドの場合に最高であったが、ポリイソブチ
レン－ｃｏ－マレイン無水物およびポリビニルピロリドンは、官能化ポリマーを産生した
。追加のマイクロ波を使用しても、表２に示されるように、エネルギーが有意にヒドラジ
ドの官能化を高めたとは思われなかった。ポリアクリル酸におけるヒドラジンの非マイク
ロ波媒介による取り込みは、ポリイソブチレン－ｃｏ－マレイン酸無水物またはポリビニ
ルピロリドンのいずれかよりも高いヒドラジドの取り込みをもたらしたが、ポリアクリル
アミドよりも低い取り込みであった。
【０２８３】
【表１】

【０２８４】
【表２】

【０２８５】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例１９
　この実施例は、概して図２に示されるような化学選択的Ｆｃ特異的ポリビニルピロリド
ンヒドラジド－抗体（ＰＶＰＨ－Ａｂ）共役体を合成するための方法の一実施形態を説明
する。ポリクローナル抗体の溶液（１．０ｍｇ／ｍＬの０．８ｍＬ）を、過ヨウ素酸ナト
リウム（０．２ｍＬ）の１００ｍＭ水溶液と、２時間室温でインキュベートした。溶液は
、ＡＢＳ（０．１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）を使用して、Ｇ－２
５（ＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＰＤ－１０カラム）のカラムを通すことによって
緩衝液交換した。Ａｂに対して５０倍モル過剰を使用してＰＶＰＨを酸化Ａｂに添加し、
室温で一晩インキュベートした。ＡＢＳ（０．１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐ
Ｈ５．５）を使用し、サイズ排除カラム上でＰＶＰＨ－Ａｂを精製した。ＮＨＳ－ｄＰＥ
Ｇ８－ＤＮＰ（５０×モル過剰）を添加し、反応物を１８時間インキュベートした。ＳＥ
Ｃ（０．１Ｍ　リン酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ＝７．５）は、精製されたポリハプ
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テニル化抗体を得た。抗体当たりのハプテンの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値を使用して計算
した。
【０２８６】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例２０
　この実施例は、概して図２に示されるような化学選択的Ｆｃ特異的イソブチレン－ｃｏ
－マレイン酸ヒドラジド－抗体（ＰＩＢＭ－Ａｂ）共役体を合成するための方法の一実施
形態を説明する。ポリクローナル抗体の溶液（１．０ｍｇ／ｍＬの０．８ｍＬ）を、過ヨ
ウ素酸ナトリウム（０．２ｍＬ）の１００ｍＭ水溶液と、２時間室温でインキュベートし
た。溶液は、ＡＢＳ（０．１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）を使用し
て、Ｇ－２５（ＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＰＤ－１０カラム）のカラムを通すこ
とによって緩衝液交換した。Ａｂに対して５０倍モル過剰を使用してＰＶＰＨを酸化Ａｂ
に添加し、室温で一晩インキュベートした。ＡＢＳ（０．１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　Ｎ
ａＣｌ、ｐＨ５．５）を使用し、サイズ排除カラム上でＰＩＢＭＨ－Ａｂを精製した。Ｎ
ＨＳ－ｄＰＥＧ８－ＤＮＰ（５０×モル過剰）を添加し、反応物を１８時間インキュベー
トした。ＳＥＣ（０．１Ｍ　リン酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ＝７．５）は、精製さ
れたポリハプテニル化抗体を得た。抗体当たりのハプテンの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値を
使用して計算した。
【０２８７】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例２１
　この実施例は、概して図２に示されるような化学選択的Ｆｃ特異的ポリアクリル酸ヒド
ラジド－抗体（ＰＡＡＨ－Ａｂ）共役体を合成するための方法の一実施形態を説明する。
ポリクローナル抗体の溶液（１．０ｍｇ／ｍＬの０．８ｍＬ）を、過ヨウ素酸ナトリウム
（０．２ｍＬ）の１００ｍＭ水溶液と、２時間室温でインキュベートした。溶液は、ＡＢ
Ｓ（０．１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）を使用して、Ｇ－２５（Ｇ
Ｅ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ、ＰＤ－１０カラム）のカラムを通すことによって緩衝液
交換した。Ａｂに対して５０倍モル過剰を使用してＰＡＡＨを酸化Ａｂに添加し、室温で
一晩インキュベートした。ＡＢＳ（０．１０Ｍ　酢酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．
５）を使用し、サイズ排除カラム上でＰＡＡＨ－Ａｂを精製した。ＮＨＳ－ｄＰＥＧ８－
ＤＮＰ（５０×モル過剰）を添加し、反応物を１８時間インキュベートした。ＳＥＣ（０
．１Ｍ　リン酸、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ＝７．５）は、精製されたポリハプテニル
化抗体を得た。抗体当たりのハプテンの数は、ＵＶ－Ｖｉｓ測定値を使用して計算した。
【０２８８】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例２２
　この実施例は、発色染色（すなわちＤＡＢのＨＲＰ媒介沈着）または量子ドットのいず
れかを使用して、扁桃腺上の組織エピトープ、特にＫｉ－６７を検出して、ポリハプテニ
ル化ポリマーと共役された抗体を認識することに関する。以下は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｂｅ
ｎｃｈｍａｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの適応手順である。ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤
とともに液体カバースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、スライド上のパラフィンコー
ティングした組織を７５℃まで４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤（ＶＭＳＩ）によ
り７５℃で２回処理した。７５℃で４分後、スライドを洗浄し、液体カバースリップとと
もにＥＺＰｒｅｐ容積調整剤を添加して、７６℃で４分間組織を脱パラフィン化した。ス
ライドを４０℃まで冷却し、３回洗浄した後、マウス抗Ｋｉ６７（１００μＬ、ＶＭＳＩ
）抗体を添加し、次に液体カバースリップを適用して、４０℃で１６分間インキュベート
した。スライドを洗浄した後、ヤギ抗マウスＰＶＰＨ－ＤＮＰ抗体（１００μＬ）、次に
液体カバースリップで処理し、４０℃で８分間インキュベートした。スライドを緩衝液で
２回洗浄した後、液体カバースリップを適用し、６５５ｎｍ　ＱＤｏｔ：抗ＤＮＰ　ＭＡ
ｂ共役体（１００μＬ、２０ｎｍｏｌ）を添加し、３７℃で１６分間インキュベートした
。スライドを緩衝液で３回洗浄し、洗剤洗浄で処理した後、カバースリップを手動でスラ
イドに適用し、その後、顕微鏡を通してスライドを見た。図２７および２８は、この実施
例に従って得られる染色結果を示す。



(84) JP 2019-197071 A 2019.11.14

10

20

30

40

【０２８９】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例２３
　この実施例は、発色染色（すなわちＤＡＢのＨＲＰ媒介沈着）または量子ドットのいず
れかを使用して、扁桃腺上の組織エピトープ、特にＫｉ－６７を検出して、ポリハプテニ
ル化ポリマーと共役された抗体を認識することに関する。以下は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｂｅ
ｎｃｈｍａｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの適応手順である。ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤
とともに液体カバースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、スライド上のパラフィンコー
ティングした組織を７５℃まで４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤（ＶＭＳＩ）によ
り７５℃で２回処理した。７５℃で４分後、スライドを洗浄し、液体カバースリップとと
もにＥＺＰｒｅｐ容積調整剤を添加して、７６℃で４分間組織を脱パラフィン化した。ス
ライドを４０℃まで冷却し、３回洗浄した後、マウス抗Ｋｉ６７（１００μＬ、ＶＭＳＩ
）抗体、次に液体カバースリップを添加し、４０℃で１６分間インキュベートした。スラ
イドを洗浄した後、ヤギ抗マウスＰＩＢＭＨ－ＤＮＰ抗体（１００μＬ）、次に液体カバ
ースリップで処理し、４０℃で８分間インキュベートした。スライドを緩衝液で２回洗浄
した後、液体カバースリップを適用し、６５５ｎｍ　ＱＤｏｔ：抗ＤＮＰ　ＭＡｂ共役体
（１００μＬ、２０ｎｍｏｌ）を添加し、３７℃で１６分間インキュベートした。スライ
ドを緩衝液で３回洗浄し、洗剤洗浄で処理した後、カバースリップを手動でスライドに適
用し、その後、顕微鏡を通してスライドを見た。図２９および３０は、この実施例に従っ
て得られる染色結果を示す。
【０２９０】
　　　　　　　　　　　　　　　　　実施例２４
　この実施例は、発色染色（すなわちＤＡＢのＨＲＰ媒介沈着）または量子ドットのいず
れかを使用して、扁桃腺上の組織エピトープ、特にＫｉ－６７を検出して、ポリハプテニ
ル化ポリマーと共役された抗体を認識することに関する。以下は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｂｅ
ｎｃｈｍａｒｋ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔからの適応手順である。ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤
とともに液体カバースリップ（ＶＭＳＩ）を適用する前に、スライド上のパラフィンコー
ティングした組織を７５℃まで４分間加熱し、ＥＺＰｒｅｐ容積調整剤（ＶＭＳＩ）によ
り７５℃で２回処理した。７５℃で４分後、スライドを洗浄し、液体カバースリップとと
もにＥＺＰｒｅｐ容積調整剤を添加して、７６℃で４分間組織を脱パラフィン化した。ス
ライドを４０℃まで冷却し、３回洗浄した後、マウス抗Ｋｉ６７（１００μＬ、ＶＭＳＩ
）抗体、次に液体カバースリップを添加し、４０℃で１６分間インキュベートした。スラ
イドを洗浄した後、ヤギ抗マウスＰＡＡＨ－ＤＮＰ抗体（１００μＬ）、次に液体カバー
スリップで処理し、４０℃で８分間インキュベートした。スライドを緩衝液で２回洗浄し
た後、液体カバースリップを適用し、６５５ｎｍ　ＱＤｏｔ：抗ＤＮＰ　ＭＡｂ共役体（
１００μＬ、２０ｎｍｏｌ）を添加し、３７℃で１６分間インキュベートした。スライド
を緩衝液で３回洗浄し、洗剤洗浄で処理した後、カバースリップを手動でスライドに適用
し、その後、顕微鏡を通してスライドを見た。図３１および３２は、この実施例に従って
得られる染色結果を示す。
【０２９１】
　本出願は、所定の特定実施形態に関連して説明された。当業者は、本発明の範囲がこれ
らの特定実施形態に限定されないことを理解するであろう。
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【図３１】
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【手続補正書】
【提出日】令和1年7月29日(2019.7.29)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料における標的に対して分析を行うための方法であって、
　前記試料を、標的に特異的に結合する特異的結合分子と接触させるステップであって、
前記特異的結合分子は、ポリアクリルアミド、ポリアクリルアミド－Ｎ－ヒドロキシスク
シニミド、多糖類から選択されるポリマー部分を含み、かつ、ヒドラジン、ヒドラジド、
ヒドラジン誘導体、ヒドラジド誘導体、グアニジン、アミノグアニジン、ヒドロキシルア
ミン、またはそれらの組み合わせから選択される複数の反応性官能基をさらに含むポリマ
ーリンカーを介して、検出可能な標識に共役されるステップと、
　前記検出可能な標識を使用する前記標識に結合される前記特異的結合分子を検出するス
テップと、
　を含む、方法であって、
　前記分析は、試料における２つ以上の異なる標的に対する多重分析であって、
　前記試料を、２つ以上の異なる標的に特異的に結合する２つ以上の特異的結合分子と接
触させるステップであって、前記２つ以上の特異的結合分子は、前記ポリマーリンカーの
反応性官能基を介して、異なるハプテンに共役されるステップと、
　前記試料を、個別に検出され得る２つ以上の異なる抗ハプテンと接触させるステップと
、
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　を含む、方法。
【請求項２】
　前記ポリマーリンカーは、ポリアクリルアミドヒドラジドである、請求項１に記載の方
法。
【請求項３】
　前記特異的結合分子は、アビジン、抗体、核酸、ペプチド核酸（ＰＮＡ）、またはアプ
タマーである、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記特異的結合分子は抗体である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記検出可能な標識は、酵素、フルオロフォア、ルミノホル、ハプテン、蛍光ナノ粒子
、またはそれらの組み合わせである、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記ハプテンは、ジニトロフェニル、ビオチン、ジゴキシゲニン、フルオレセイン、ロ
ーダミン、ブロモデオキシウリジン、マウス免疫グロブリン、またはそれらの組み合わせ
から選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記ハプテンは、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ベンゾフラザン、トリテル
ペン、尿素、チオ尿素、ジニトロフェニル以外のニトロアリール、ロテノイド、クマリン
、シクロリグナン、ヘテロビアリール、アゾアリール、ベンゾジアゼピン、またはそれら
の組み合わせから選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　前記検出可能な標識はハプテンであり、前記方法は、前記試料を抗-ハプテンの抗体と
接触させるステップをさらに含む、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記試料を抗-抗体の抗体と接触させるステップをさらに含む、請求項１に記載の方法
。
【請求項１０】
　前記特異的結合分子は、酸化Ｆｃ部分を含む抗体であり、前記ポリマーリンカーは、反
応性官能基を介して、前記酸化Ｆｃ部分に連結される、請求項１に記載の方法。
【請求項１１】
　複数の異なるハプテンは、前記ポリマーリンカーに連結される、請求項１に記載の方法
。
【請求項１２】
　前記特異的結合分子は抗体であり、前記方法は、
　前記試料を、２つ以上の一次抗体と接触させるステップであって、前記一次抗体のそれ
ぞれは、異なるハプテンに共役されるステップと、
　前記試料を、２つ以上の二次抗ハプテン抗体と接触させるステップであって、前記二次
抗ハプテン抗体のそれぞれは、異なる量子ドットに共役されるステップと、を含む、
　請求項１に記載の方法。



(91) JP 2019-197071 A 2019.11.14

10

フロントページの続き

(51)Int.Cl.                             ＦＩ                                    テーマコード（参考）
   　　　　                                Ｃ１２Ｎ   15/115    　　　Ｚ        　　　　　
   　　　　                                Ｃ０７Ｋ   16/44     　　　　        　　　　　

(72)発明者  ケイシー　エイ　ケルナグ
            アメリカ合衆国　アリゾナ州　８５７５５　トゥーソン　イー　イノヴェイション　パーク　ドラ
            イブ　１９１０
(72)発明者  ドナルド　ジョンソン
            アメリカ合衆国　アリゾナ州　８５７５５　トゥーソン　ダブリュー　ブルー　クレスト　ドライ
            ブ　１００４
(72)発明者  クリストファー　ビアニアルズ
            アメリカ合衆国　アリゾナ州　８５７１８　トゥーソン　イー　クワイエット　キャニオン　ドラ
            イブ　２２６３
Ｆターム(参考) 4B063 QA13  QA20  QQ02  QQ08  QQ42  QQ52  QQ79  QR32  QR35  QR48 
　　　　 　　        QR56  QR63  QR72  QR77  QS34  QS36  QX01 
　　　　 　　  4H045 AA30  BA10  BA50  CA40  DA75  EA50 



(92) JP 2019-197071 A 2019.11.14

【外国語明細書】
2019197071000001.pdf



专利名称(译) 聚合物载体，用于免疫成分化学和原位杂交

公开(公告)号 JP2019197071A 公开(公告)日 2019-11-14

申请号 JP2019138486 申请日 2019-07-29

[标]申请(专利权)人(译) 文塔纳医疗系统公司

申请(专利权)人(译) 每次塔纳Medeikaru系统公司的Rete

[标]发明人 ジェリーダブリューコスミーダー
ケイシーエイケルナグ
ドナルドジョンソン
クリストファービアニアルズ

发明人 ジェリー ダブリュー コスミーダー
ケイシー エイ ケルナグ
ドナルド ジョンソン
クリストファー ビアニアルズ

IPC分类号 G01N33/53 C12Q1/6841 C07K16/00 C12N15/115 C07K16/44

CPC分类号 A61K47/6883 A61K49/0058 A61K49/0067 G01N33/532 G01N33/54353 C07K17/08 G01N33/544 
G01N33/545 G01N33/56983 G01N33/57492 G01N33/581 G01N33/582 G01N33/587 G01N33/588

FI分类号 G01N33/53.D G01N33/53.U G01N33/53.M C12Q1/6841.Z C07K16/00 C12N15/115.Z C07K16/44

F-TERM分类号 4B063/QA13 4B063/QA20 4B063/QQ02 4B063/QQ08 4B063/QQ42 4B063/QQ52 4B063/QQ79 4B063
/QR32 4B063/QR35 4B063/QR48 4B063/QR56 4B063/QR63 4B063/QR72 4B063/QR77 4B063/QS34 
4B063/QS36 4B063/QX01 4H045/AA30 4H045/BA10 4H045/BA50 4H045/CA40 4H045/DA75 4H045
/EA50

代理人(译) 杉村健二

优先权 60/931546 2007-05-23 US

外部链接 Espacenet

摘要(译)

提供一种用于分析样品中靶标的方法。解决方案：该方法包括：使样品
与特异性偶联至靶标的特异性偶联分子接触的步骤，其中该特异性偶联
分子与标记物偶联。 可以通过聚合物接头检测，该聚合物接头包括选自
聚丙烯酰胺，聚丙烯酰胺-N-羟基琥珀酰亚胺，多糖的聚合物部分，并且
还包括选自肼，酰肼，肼衍生物，酰肼衍生物，胍，氨基胍的多个反应
性官能团。 ，羟胺或其组合； 以及使用可检测的标记物检测与标记物偶
联的特异性偶联分子的步骤。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/0c9629f8-4bb9-40ed-b819-03315986ed73
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/039765241/publication/JP2019197071A?q=JP2019197071A

