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(54)【発明の名称】 三環系抗うつ薬誘導体およびイムノアッセイ

(57)【要約】
【課題】  三環系抗うつ薬、その誘導体および代謝物に
対する抗体の調製に使用する目的で、タンパク質または
ポリペプチド抗原に共有結合させるために合成された三
環系抗うつ薬誘導体を提供する。
【解決手段】  次の構造：
【化１】

[式中、R
1
は、0～10個の炭素原子またはヘテロ原子から

なる、飽和または不飽和で、置換または非置換の、直鎖
または分岐鎖であり、Xは0～2個の置換または非置換の
芳香環からなるリンカー基であり、Yは活性化エステル
またはNH-Zであり、ここで、Zはポリ（アミノ酸）また
は多糖である]を有する化合物。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  次の構造：
【化１】

[式中、R
1
は、0～10個の炭素原子またはヘテロ原子から

なる、飽和または不飽和で、置換または非置換の、直鎖
または分岐鎖であり、Xは0～2個の置換または非置換の
芳香環からなるリンカー基であり、Yは活性化エステル
またはNH-Zであり、ここで、Zはポリ（アミノ酸）また
は多糖である]を有する化合物。
【請求項２】  次の構造：
【化２】

[式中、Zはポリ（アミノ酸）である]を有する免疫原。
【請求項３】  請求項２に記載の免疫原に反応して産生
される抗体。
【請求項４】  次の構造：
【化３】

を有する化合物。
【請求項５】  次の構造：
【化４】

を有する化合物。
【請求項６】  次の構造：
【化５】

2

を有する化合物。
【請求項７】  次の構造：
【化６】

を有する化合物。
【請求項８】  三環系抗うつ薬、その誘導体および代謝
物からなる群から選択されるアナライトを測定するため
のイムノアッセイ法であって、(a)  前記アナライトを
含有すると推定される試料を、前記アナライトに特異的
な抗体、および下記の構造：
【化７】

【化８】

【化９】

【化１０】
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からなる群から選択される構造を有する化合物から誘導
されたアナライト類似体（ただし、前記類似体または前
記抗体は検出可能な標識を含むものである）と、前記ア
ナライトおよびアナライト類似体が前記抗体と結合して
検出可能な複合体を形成するために適した条件の下で混
合すること、および(b)  前記の検出可能な複合体の存
在または量を、前記試料中の前記アナライトの指標とし
て測定すること、からなるステップを含んでなる上記方
法。
【請求項９】  三環系抗うつ薬、その誘導体および代謝
物からなる群から選択されるアナライトを測定するため
のイムノアッセイ法であって、(a)  前記アナライトを
含有すると推定される試料を、請求項２に記載の免疫原
から作製された抗体、およびアナライト類似体（ただ
し、前記類似体または前記抗体は検出可能な標識を含む
ものである）と、前記アナライトおよびアナライト類似
体が前記抗体と結合して検出可能な複合体を形成するた
めに適した条件の下で混合すること、および(b)  前記
の検出可能な複合体の存在または量を、前記試料中の前
記アナライトの指標として測定すること、からなるステ
ップを含んでなる上記方法。
【請求項１０】  三環系抗うつ薬、その誘導体および代
謝物からなる群から選択されるアナライトを測定するた
めのイムノアッセイ法であって、(a)  前記アナライト
を含有すると推定される試料を、請求項２に記載の免疫
原から作製された抗体、および下記の構造：
【化１１】

【化１２】

【化１３】
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【化１４】

からなる群から選択される構造を有する化合物から誘導
されたアナライト類似体（ただし、前記類似体または前
記抗体は検出可能な標識を含むものである）と、前記ア
ナライトおよびアナライト類似体が前記抗体と結合して
検出可能な複合体を形成するために適した条件の下で混
合すること、および(b)  前記の検出可能な複合体の存
在または量を、前記試料中の前記アナライトの指標とし
て測定すること、からなるステップを含んでなる上記方
法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は一般的には、液体媒
質中のアナライトを測定する分野に関し、より詳細に
は、生物試料中のアナライトの測定、特に三環系抗うつ
薬の測定に有用なイムノアッセイおよび試薬に関する。
【０００２】
【発明が解決しようとする課題】本発明の課題は、三環
系抗うつ薬、その誘導体および代謝物に対する抗体の調
製に使用する目的で、タンパク質またはポリペプチド抗
原に共有結合させるために合成された新規の三環系抗う
つ薬誘導体を提供することである。
【０００３】
【課題を解決するための手段】本発明は、三環系抗うつ
薬（tricyclic antidepressant: TCA）に対するポリク
ローナルおよびモノクローナル抗体の産生ために有用な
新規TCA免疫原に関する。この新規免疫原は、分子（ジ
ヒドロアミトリプチリン）のアミトリプチリン部分の飽
和された二重結合によって特徴づけられる。また本発明
は、イミプラミンのN-1位で誘導体化されたコンジュゲ
ート、またはジヒドロ-アミトリプチリンのC-2位で誘導
体化されたコンジュゲートのいずれかと共に、C-2位で
誘導体化された構造Iの免疫原から作製された抗体を使
用する、TCAイムノアッセイのためのトレーサーおよび
コンジュゲートを調製するために有用な、TCA活性化ハ
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プテン誘導体に関する。本発明のイムノアッセイは、三
環系抗うつ薬群を１つのクラスとして広範に認識する、
単一の、定性的または半定量的な毒物学的スクリーニン
グアッセイを包含する。
【０００４】本発明は下記の実施形態を含んでなる：
構造I：
【化１５】

[式中、R
1
は、0～10個の炭素原子またはヘテロ原子から

なる、飽和または不飽和で、置換または非置換の、直鎖
または分岐鎖であり、Xは0～2個の置換または非置換の
芳香環からなるリンカー基であり、Yは活性化エステル
またはNH-Zであり、ここで、Zはポリ（アミノ酸）であ
る]を有する化合物；
構造II：
【化１６】

[式中、Zはポリ(アミノ酸)である]を有する免疫原；構
造式IIの免疫原に応答して産生される抗体；
構造III：
【化１７】

を有する活性化ハプテン；
構造IV：
【化１８】

を有する活性化ハプテン；
構造V：
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【化１９】

を有する活性化ハプテン；
構造VI：
【化２０】

を有する活性化ハプテン；構造IIの免疫原から産生され
る抗体、および構造III、IV、VおよびVIから誘導された
薬物コンジュゲートを使用する、三環系抗うつ薬のため
のイムノアッセイ；三環系抗うつ薬に特異的な抗体、お
よび構造III、IV、VおよびVIから誘導された薬物コンジ
ュゲートを使用する、三環系抗うつ薬のためのイムノア
ッセイ；および構造IIの免疫原から作製される抗体、お
よび三環系抗うつ薬類似体を使用する、三環系抗うつ薬
のためのイムノアッセイ。
【０００５】
【発明の実施の形態】本発明によるアッセイで検出可能
な三環系抗うつ薬化合物は、式：
【化２１】

［式中、VはCH
2
またはCH=、WはCH

2
、Oまたは=CH、X

1
はN

またはC=、Y
1
はCH

2
または=CH-、ならびにRはHまたはCH

3

である］によって特徴づけられる、ジベンズアゼピン、
ジベンゾシクロヘプタジエンおよびジベンズオキセピン
の誘導体を包含する。このような三環系抗うつ薬化合物
の例としては、イミプラミン、デシプラミン、アミトリ
プチリン、ノルトリプチリン、プロトリプチリン、トリ
ミプラミン、クロミプラミンおよびドキセピンがある。
【０００６】薬物分子のような低分子アナライトの検出
に際しては、イムノアッセイ、特に競合結合イムノアッ
セイが、とりわけ有利である。競合結合イムノアッセイ
では、生物試料中のアナライトは、アナライトおよびア
ナライト類似体に特異的な抗体上の数の限られたレセプ
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ター結合部位に関して、標識試薬、もしくはアナライト
の類似体、もしくはトレーサーと競合する。β-ガラク
トシダーゼおよびペルオキシダーゼといった酵素、フル
オレセイン化合物のような蛍光分子、125Iのような放射
性化合物、および微粒子は、トレーサーとして使用され
る一般的な標識化物質である。試料中のアナライトの濃
度によって、抗体に結合するアナライト類似体の量が決
まる。結合するアナライト類似体の量は、試料中のアナ
ライト濃度に反比例するが、これはアナライトおよびア
ナライト類似体の各々が、それぞれの濃度に比例して抗
体に結合するためである。そこで、遊離の、または結合
したアナライト類似体の量を、使用した特定の標識に適
した方法で測定することができる。
【０００７】さまざまな種類のタンパク質を、ポリ（ア
ミノ酸）抗原性物質として使用することができる。こう
したタンパク質の種類は、アルブミン、血清タンパク質
（たとえばグロブリン）、眼球レンズタンパク質、リポ
タンパク質などを包含する。タンパク質の実例として
は、ウシ血清アルブミン、スカシガイヘモシアニン、卵
オボアルブミン、ウシγ-グロブリンなどが包含され
る。また、十分な数の利用可能なアミノ基、たとえばリ
シンを有する、アミノデキストランのようなアミノ-多
糖、または合成ポリ（アミノ酸）を調製することも可能
である。
【０００８】本発明の方法において、イミプラミン、デ
シプラミン、アミトリプチリン、ノルトリプチリンまた
は構造的に関連した薬物を含有すると推定される試料
を、イミプラミン、デシプラミン、アミトリプチリン、
またはノルトリプチリンに対して特異性を有する抗体、
ならびに抗体とそれに対応するアナライトとの結合に影
響を及ぼす標識化されたアナライト類似体と混合し、単
独でまたは組み合わせて、選択されたカットオフレベル
でアナライトの存在を検出する。たとえば、比濁分析凝
集アッセイ、ラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノ
アッセイ、蛍光偏光イムノアッセイまたはラテラルフロ
ー(lateral flow)イムノクロマトグラフィーといった、
どのような形式のイムノアッセイとともに、本発明を使
用してもよい。本発明は、凝集反応によって引き起こさ
れた変化を測定するための機器的方法に適用できる凝集
測定様式とともに使用できる可能性がある。手動ならび
に自動化装置の実験はいずれもこのような凝集測定アッ
セイへの使用に適している。一般的には、このような装
置は、多数の試薬容器または貯留槽を利用して作動し、
そうした容器から適量の各試薬をピペットで取り、試料
に添加する。表題の凝集アッセイのようなイムノアッセ
イのために、通常、装置は、少なくとも２つのこのよう
な容器を包含し、主として一方は抗体試薬用であり、他
方は対応するリガンドと結合した微粒子用である。ある
いはまた、一方の容器はリガンド-類似体コンジュゲー
ト試薬を含んでなり、他方は抗体と結合した微粒子を含

8
んでなる。さらにその他の容器または貯留槽の存在する
装置もあり、これらは、試料を適当に処理するための希
釈剤、バッファー、または他の添加物を含有する。
【０００９】臨床分析機はセットされた試薬および試料
をピペットで取って１つのキュベットに入れ、そのキュ
ベット内で競合的な凝集反応が起り、濁度の測定が行な
われる。たとえば、HITACHI 917アナライザー（Roche D
iagnostics）およびABUSCREEN（登録商標）OnLine濫用
薬物試薬キット（Roche Diagnostics）を用いて、尿サ
ンプルを試料希釈剤とともにピペットでキュベットに入
れ、次いで、直ちに適量の抗体試薬を入れて混合する。
最初の分光光度計の読みを記録する。つぎに、適量の微
粒子試薬をキュベットに移し、混合して反応させる。短
時間のインキュベーションの後、最終的な濁度の測定を
行なう。反応中の最初から最後までの濁度（吸光度）の
変化が検量線と比較され、結果としてng/mlで報告され
る。
【００１０】マイクロウェルプレートを用いたELISA
（酵素免疫測定法）は、確立された技術であって、さま
ざまなアナライトおよびタンパク質のためのエンザイム
イムノアッセイを開発するために広く応用されてきた。
競合ELISAは、薬物分子のような低分子アナライトのた
めの高感度エンザイムイムノアッセイを開発するために
応用されている。生物学的液体中のTCAを定量するため
の競合ELISAに、本発明を利用することができる。本発
明の方法において、たとえばイミプラミンまたは構造的
に関連した化合物を含有することが推定される試料を希
釈し、本発明において開示されたTCAコンジュゲートの
いずれかによってプレコートされたマイクロウェルプレ
ートに添加した後、予め定量した抗TCA抗体を加える。
インキュベーション後、ウェルをELISAの標準的な手順
（適当な酵素で標識された第二の抗体、基質、中間の洗
浄段階、および光学密度の測定）で処理することができ
る。光学密度を、検量標準として選択されたイミプラミ
ンまたは構造的に関連したTCA化合物の最終濃度に対し
てプロットし、モル濃度として算出することができる。
【００１１】蛍光偏光イムノアッセイ法は、競合結合イ
ムノアッセイにおいて生成したトレーサー－抗体コンジ
ュゲートの量を測定するための定量法を与える。このよ
うな蛍光偏光法は、蛍光標識された化合物が平面偏光に
よって励起されると、その回転率に反比例した偏光度を
有する蛍光を放射するという原理に基づく。したがっ
て、蛍光標識を有するトレーサー－抗体コンンジュゲー
トが平面偏光によって励起されるとき、発蛍光団は、光
が吸収されて放出されるまでの間、回転しないように強
いられるため、放射される光は高度に偏光したままであ
る。これに対して、結合していないトレーサーが平面偏
光によって励起されるときは、その回転は、対応するト
レーサー－抗体コンジュゲートよりも極めて速くなり、
その分子はいっそうランダムに配向される。その結果、
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非結合トレーサー分子から放射される光は、偏光解消さ
れる。
【００１２】ラテラルフローイムノクロマトグラフィー
は、定性的イムノアッセイのための迅速で機器を必要と
しないストリップアッセイを開発するために利用されて
いる。イムノクロマトグラフィーストリップアッセイ
は、尿中の薬物が、金のゾルまたは染色されたラテック
スなどの着色した微粒子上の特異的な抗体に対して、メ
ンブランに浸透させた薬物コンジュゲートと競合すると
いう、競合イムノアッセイの原理に基づく。薬物検出領
域（薬物浸透領域）に着色したバーが現われたときは、
陰性の結果を表す。尿試料中に、対応するアッセイつい
てのカットオフ濃度と同じかそれ以上の薬物が存在する
場合、バンドは観察されない。本発明は、TCAのための
毒物学的スクリーニングイムノアッセイとして役立つメ
ンブランストリップ装置を開発するために有用である。
【００１３】三環系抗うつ薬（TCA）は、うつを治療す
るために一般的に使用される薬物の一群のうちのいずれ
かを意味するが、これらはすべて類似の化学構造、メチ
ルアミノプロパン側鎖を有する三環構造を示す。こうし
た群の例としては、イミプラミン、デシプラミン、アミ
トリプチリン、ノルトリプチリン、プロトリプチリン、
トリミプラミン、クロミプラミン、ドキセピン、ならび
に生物学的に活性のある、もしくは治療上活性のある、
これらの誘導体および代謝産物がある。
【００１４】アナライトは、液体媒質中でその存在また
はその量を決定すべき物質または物質群を表し、あらゆ
る薬物もしくは薬物誘導体、ホルモン、タンパク質抗
原、またはオリゴヌクレオチドを包含する。
【００１５】アナライト類似体は、アナライトに対する
抗体の結合親和性に関して、基本的にアナライトと同等
の挙動を示す、あらゆる物質または物質群を意味し、あ
らゆる三環系抗うつ薬、またはその誘導体および代謝産
物ならびに異性体を包含する。
【００１６】抗体または受容体は、アナライトの特異的
な結合パートナーを意味し、他の物質を除外してアナラ
イトに対して特異的結合親和性を有する、あらゆる物質
または物質群を包含することとする。この用語は、ポリ
クローナル抗体、モノクローナル抗体、および抗体フラ
グメントを包含する。
【００１７】ハプテンは、部分的な、または不完全な抗
原である。これらはタンパク質を含まない物質、主とし
て低分子量の物質であり、抗体の産生を刺激する能力は
ないが、抗体と反応する。抗体は、ハプテンを高分子量
のキャリアーに結合し、この結合産物を人または動物に
注入することによって産生される。ハプテンの例として
は、ジゴキシンやテオフィリンのような治療薬、モルヒ
ネやLSDのような濫用薬物、ゲンタマイシンやバンコマ
イシンのような抗生物質、エストロゲンやプロゲステロ
ンのようなホルモン、ビタミンB12や葉酸のようなビタ
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ミン、チロキシン、ヒスタミン、セロトニン、アドレナ
リンなどがある。
【００１８】活性化ハプテンとは、たとえば誘導体コン
ジュゲートを合成するために連結基を付けることによっ
て、反応に利用できる部位を備えたハプテン誘導体を表
す。
【００１９】キャリアーは、本明細書で使用する場合、
ハプテンと結合可能で、それによってハプテンが免疫応
答を刺激できるようにする免疫原性物質、一般的にはタ
ンパク質である。キャリアー物質は、異物と認識され、
それによって宿主から免疫応答を引き出す、タンパク
質、糖タンパク質、複合多糖および核酸を包含する。
【００２０】免疫原および免疫原性という用語は、本明
細書で使用される場合、生物において免疫応答を生じ
る、または引き起こす能力を有する物質を表す。
【００２１】誘導体という用語は、親化合物または分子
から1以上の化学反応によって作成される化合物または
分子を表す。
【００２２】連結基は、薬物誘導体を活性化するため
に、すなわちハプテンを合成するために、薬物誘導体に
利用可能な部位を与えるために使用される。連結基の使
用は、特定のハプテンおよびキャリアーの組み合わせに
よっては、有利であり、もしくは必要である場合もあ
り、またはそうでない場合もある。リンカーという用語
は、ハプテンをキャリアー、免疫原、標識、トレーサー
または別のリンカーに結合する化学的部分を表す。リン
カーは直鎖または分岐鎖で、飽和または不飽和の炭素鎖
とすることができる。また、リンカーは、鎖の中に、ま
たは鎖の末端に、1以上のヘテロ原子を包含してもよ
い。ヘテロ原子は、炭素以外の原子を表し、酸素、窒素
および硫黄からなる一群から選択される。
【００２３】本明細書で使用される場合、検知分子、標
識またはトレーサーは同定のための標識であって、これ
をキャリアー物質または分子に付けておくと、アナライ
トを検出するために使用することができる。標識は、直
接、または連結部分または橋かけ部分を用いて間接的
に、そのキャリアー分子または抗体に付けることができ
る。標識の例は、β－ガラクトシダーゼおよびペルオキ
シダーゼのような酵素、ローダミンおよびフルオレセイ
ンイソチオシアネート（FITC）のような蛍光化合物、ジ
オキセタンおよびルシフェリンのような発光化合物、お
よび125Iのような放射性同位体を包含する。
【００２４】アミド（ペプチド）結合による2以上のア
ミノ酸の連結によって形成される化合物はいずれもペプ
チドであって、通常はα－アミノ酸のポリマーである。
α－アミノ酸のポリマーでは、各アミノ酸残基のα－ア
ミノ基（NH

2
－末端を除く）が、直鎖状に、次の残基の

α－カルボキシル基に結合している。ペプチド、ポリペ
プチドおよびポリ（アミノ酸）という用語は、本明細書
においては同じ意味として使用され、分子量による制限
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なしに、このクラスの化合物を表す。このクラスを構成
する最大の化合物は、タンパク質と称する。
【００２５】アナライト、すなわち三環系抗うつ薬を含
有することが合理的に推測される試料は、いずれも、本
発明の方法によって分析することができる。試料は、一
般的にはホスト由来の体液などの水溶液、たとえば、
尿、全血、血漿、血清、唾液、精液、便、脳脊髄液、
涙、粘液などであるが、血漿または血清が好ましい。所
望により試料を前処理してもよく、アッセイを妨害しな
いなんらかの好都合な媒質を用いて調製することができ
る。水性媒質が好ましい。
【００２６】検量用試料は、測定されるべきアナライト
の既知量を含有する、あらゆる標準または基準物質を意
味する。アナライトを含有すると推測される試料および
検量用試料を同様の条件でアッセイする。つぎに、未知
の試料について得られた結果と標品について得られた結
果を比較してアナライト濃度を算出する。これは、一般
に図6および7のような検量線を作製することによって実
行される。
【００２７】本発明のアッセイにおいて、さまざまな補
助的材料がしばしば使用される。たとえば、バッファー
は通常アッセイ媒質中に含まれるが、アッセイ媒質のた
めの安定化剤、およびアッセイ成分のための安定化剤も
含有される。これらの添加物に加えて、さらにアルブミ
ンのようなタンパク質、または界面活性剤、とくに非イ
オン系界面活性剤、などが含まれることもしばしばあ
る。
【００２８】本発明の別の態様は、アナライトを測定す
るための本発明のアッセイ方法を手軽に行なうために有
用なキットに関する。本発明の汎用性を高めるために、
本発明の方法に有用な試薬を、組み合わせてパッケージ
し、同一または別々の容器で、液体または凍結乾燥され
た状態で、試薬の比率がこの方法およびアッセイを事実
上最適化するように、提供することができる。試薬はそ
れぞれ別の容器に入れることができるが、あるいはさま
ざまな試薬を、試薬の交差反応性および安定性に応じて
組み合わせて、1以上の容器に入れることもできる。
【００２９】本発明はまた、組み合わせてパッケージし
た、イミプラミン、デシプラミン、アミトリプチリンま
たはノルトリプチリンに対して特異的な抗体、標識部分
を結合したTCA誘導体のリガンドを含んでなる複合体、
を含んでなる試薬検査キットを包含するが、さらにこの
キットは、場合により、イミプラミン、デシプラミン、
アミトリプチリンおよびノルトリプチリンからなる一群
から選択される既知量の物質を含んでなる1以上の検量
用試料を含んでもよい。このような検査キットは、イミ
プラミン、デシプラミン、アミトリプチリン、ノルトリ
プチリンおよび構造的に関連した化合物に対して臨床上
高感度のアッセイ用試薬を提供する。
【００３０】
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【実施例】実施例1
3-(3-メトキシ－ベンジリデン)-3H-イソベンゾフラン-1
-オン（化合物1）の調製
15g（89 mmol）のm－メトキシフェニル酢酸、13.2 g（8
9 mmol）の無水フタル酸および246 mg（2.9 mmol）の酢
酸ナトリウムの混合物を6時間240℃に加熱し、連続的に
反応物から水を除去した。冷却後、反応フラスコ内に固
形物が生成した。これを無水エタノールで再結晶し、1
5.6 g（62 mmol、69%）の化合物1を黄色粉末として得
た。
【００３１】実施例2
2-[2-(3-メトキシ-フェニル)-エチル]-安息香酸（化合
物2）の調製
15.6 gの化合物1（62 mmol）の300mlのTHF溶液に30 gの
10%Pd-C、40 gのギ酸アンモニウムおよび17.2 mlのトリ
エチルアミンを加えた。この反応混合物を6時間70℃に
加熱し、濾過した。濾液を濃縮し、500 mlの酢酸エチル
に再溶解し、150 mlの3% HCl水溶液で2回、100 mlの食
塩水で2回洗浄した。有機層を濃縮し、1:1酢酸エチル：
ヘキサンとともに粉砕し、8 g（31.2 mmol、51%）の化
合物2が得られた。
【００３２】実施例3
2-メトキシ-10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[a,d]シクロヘプ
テン-5-オン（化合物3）の調製
5 gの五酸化リンに50 mlのメタンスルホン酸を添加し
た。この混合物を1時間80℃に加熱した。反応混合物を4
0℃に冷まし、3 g（11.7 mmol）の化合物2を固体の状態
で添加した。この混合物を1時間40℃に加熱し、室温ま
で冷却した。反応混合物を300 mlの氷／水に注ぎ入れ、
200 mlの酢酸エチルで抽出した。有機層を150 mlの水で
2回、150 mlの飽和NaHCO

3
で2回、さらに100 mlの水で洗

浄した。その結果得られた有機層を乾燥し（Na
2
SO

4
）、

濃縮して、灰白色の粉末として2.6g（11.7 mmol、94%）
の化合物3を得た。
【００３３】実施例4
5-(3-ジメチルアミノ-プロピル)-2-メトキシ-10,11-ジ
ヒドロ-5H-ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-5-オール（化
合物4）の調製
30 gの削りくず状のマグネシウムに、直前に蒸留された
100 mlのTHFおよび触媒量のヨウ素を添加した。この反
応混合物を加熱して10分間還流した後、室温に冷却し
た。この反応混合物に3.5 g（29 mmol）の3-クロロ-N,N
-ジメチルプロパンを加え、反応混合物を加熱して3時間
還流した。反応混合物を室温に冷却し、2gの化合物3
（8.3 mmol）を新たに蒸留したTHF 20 mlに溶解した溶
液を添加した。室温で2時間撹拌して反応させた後、濾
過した。この濾液に10 mlの飽和塩化アンモニウム溶液
を添加し、濃縮してTHFを除去した。これを100 mlの飽
和塩化アンモニウム溶液で希釈し、酢酸エチルで抽出し
た（150 mlで3回）。有機層を合わせて、75 mlの飽和Na
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HCO

3
で2回、75 mlの水で2回、洗浄し、乾燥し（Na

2
S

O
4
）、濃縮した。粗生成物を、ジクロロメタン中の10%

メタノールを用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィ
ーで精製し、2.6 g（7.9 mmol, 95%）の化合物4を白色
粉末として得た。
【００３４】実施例5
10,11-ジヒドロ-2-メトキシ-N,N-ジメチル-5H-ジベンゾ
[a,d]シクロヘプテン-5-プロピルアミン（化合物5）の
調製
65 mg（0.19 mmol）の化合物4に5 mlの氷酢酸を添加し
た。混合物を60℃に加熱し、混合物が均一になるまで撹
拌しておいた。反応混合物を室温に冷却し、300 mgの10
% Pd/Cを加え、続いて1 gのギ酸アンモニウムを添加し
た。この混合物を70℃に加熱し、その温度で4時間撹拌
し続けた。反応混合物を室温に冷却し、濾過した。残渣
を50 mlのジクロロメタンで洗浄した。濾液を合わせて
濃縮した。残渣は100 mlのジクロロメタンに溶解し、50
 mlの飽和NaHCO

3
で2回、つぎに50mlの食塩水で2回洗浄

した。有機部分を乾燥し（Na
2
SO
4
）、濃縮して50 mg

（0.16 mmol, 82%）の化合物5が得られた。
【００３５】実施例6
5-(3-ジメチルアミノプロピル)-10,11-ジヒドロ-5H-ジ
ベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-オール臭化水素酸塩（化
合物6）の調製
新たに蒸留したジクロロメタン35 mlに1.98 ml三臭化ホ
ウ素を加えた。反応混合物を水浴中に配置した。この反
応混合物に1.1 g（3.5 mmol）の化合物5の15 mlジクロ
ロメタン溶液を滴下して加えた。混合物を室温（23～26
℃）で30分間撹拌し、50 gの氷／水に注ぎ入れた。50 m
lの水を追加して加え、100 mlのクロロホルムで3回抽出
した。有機層を合わせて、乾燥し（Na

2
SO
4
）、濃縮して

1.2 g（3.18 mmol, 90%）の化合物6を、灰白色の固形物
として得た。
【００３６】実施例7
4-[5-(3-ジメチルアミノプロピル)-10,11-ジヒドロ-5H-
ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシ]-酪酸エチ
ルエステル（化合物7）の調製
500mg（1.32 mmol）の化合物6に、新たに蒸留したアセ
トン（無水K

2
CO
3
上で蒸留）10 mlおよび無水DMF 10 ml

を加えた。この反応混合物に、450 mg（3.0 mmol）のヨ
ウ化ナトリウム、2 g の4Å モレキュラーシーブ、2 g
（6.13 mmol）の炭酸セシウム、および触媒量の18－ク
ラウン－6を添加した。この反応混合物に500μl（3.38 
mmol）の4－ブロモ酪酸エチルを加え、その反応混合物
をアルゴン雰囲気下で18時間、予め熱しておいた（90
℃）オイルバスで加熱した。混合物を室温に冷却し、濾
過した。残渣を30 mlのクロロホルムで洗浄した。濾液
を合わせて減圧下で濃縮し、100 mlのジクロロメタンに
再溶解した。これを100 mlの5% NaOHで2回、続いて100 
mlの水で2回洗浄し、乾燥し（Na

2
SO
4
）、濃縮した。こ
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の残渣を、ジクロロメタン中の10%メタノールを用いた
シリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製し、450 mg
（1.09 mmol, 83%）の化合物7を茶色がかった油状物と
して得た。
【００３７】実施例8
4-[5-(3-ジメチルアミノ-プロピル)-10,11-ジヒドロ-5H
-ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシ]-酪酸
（化合物8）の調製
875 mgの化合物7（2.1 mmol）を10 mlの新たに蒸留した
THFに溶解した溶液に、875 mgの水酸化リチウムを10 ml
の水に溶解した溶液および5 mlのメタノールを添加し
た。反応混合物を室温で18時間撹拌し、濃縮してTHFお
よびメタノールを除去した。水性残留物を6N HClでpH 6
に調整した。これを100 mlのジクロロメタンで3回抽出
した。水層のpHを1回目の抽出後にもう一度6に調整し
た。有機層を合わせて、乾燥（Na

2
SO
4
）、濃縮し、790 

mg（2.0 mmol, 97%）の化合物8を白色非晶質固形物とし
て得た。
【００３８】実施例9
4-[5-(3-ジメチルアミノ-プロピル)-10,11-ジヒドロ-5H
-ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシ]-酪酸2,5
-ジオキソ-ピロリジン-1-イル エステル（化合物9）の
調製
200 mg（0.52 mmol）の化合物8を40 mlのジクロロメタ
ン（水素化カルシウム上で蒸留した）に溶解した溶液
に、92 mg（0.8 mmol）のN－ヒドロキシスクシンイミド
および152 mg（0.8 mmol）の1-エチル-3-(3-ジメチルア
ミノプロピル)カルボジイミド塩酸塩（EDC）を添加し
た。反応混合物を室温で48時間撹拌した。この反応混合
物を50 mlのジクロロメタンで希釈し、50 mlの食塩水で
洗浄し、50mlの飽和炭酸水素ナトリウム溶液で2回、次
に50 mlの食塩水で2回洗浄した。得られた溶液を乾燥し
（Na

2
SO
4
）、濃縮して245 mg（0.51 mmol、98%）の化合

物9が白色固形物として得られた。
【００３９】実施例10
C-2位TCA免疫原（化合物10）の調製
50 mMリン酸カリウム（pH 7.5）の12 mlに溶解した738 
mgのウシ チログロブリンを氷浴で冷却した。この溶液
に37 mlジメチルスルホキシドを滴下して加え、反応温
度は室温以下に維持した。このタンパク質溶液に、111 
mg（0.23 mmol）の化合物9を溶解した1 mlのDMF溶液を
滴下して加えた。混合物を室温で18時間撹拌した。得ら
れたコンジュゲートを透析チューブ（50,000 MWカット
オフ）に入れ、室温で、50mMリン酸カリウム中の70% DM
SOの２L（pH7.5、少なくとも3時間ごとに3回替える）、
50mMリン酸カリウム中の50% DMSOの２L（少なくとも3時
間）、50mMリン酸カリウム中の30% DMSOの２L（少なく
とも3時間）、50mMリン酸カリウム中の10% DMSOの２L
（少なくとも3時間）に対して透析し、次に4℃で50mMリ
ン酸カリウム（pH7.5）を6回替えて透析した（少なくと
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も6時間ずつ、それぞれ2L）。Biorad クーマシーブルー
タンパク質アッセイ（Bradford, M., Anal. Biochem. 7
2, 248, 1976）を用いてタンパク質濃度を測定したとこ
ろ、3.9 mg/mlであった。全体として100mlのコンジュゲ
ートが得られた。利用可能なリシン修飾の程度は、TNBS
法（Habeeb AFSA, Anal. Biochem. 14, 328-34, 1988）
によって70%であると判定された。
【００４０】実施例11
C-2位TCA-BSA ELISAスクリーニングコンジュゲート（化
合物11）の調製
1gのウシ血清アルブミン（BSA）を16 mlの50mMリン酸カ
リウム（pH7.5）に溶解した溶液を氷浴によって冷却し
た。その溶液に19 ml DMSOを滴下して加え、反応温度を
室温以下に維持した。このタンパク質溶液に、18.1 mg
（0.038 mmol）のC-2位TCA NHSエステル誘導体（化合物
9）を1.5 mlの無水DMFに溶解した溶液を、滴下して加え
た。反応混合物を室温で48時間撹拌した。得られたコン
ジュゲートを透析チューブ（10,000 MWカットオフ）に
入れ、室温で、50mMリン酸カリウム中の60% DMSOの２Ｌ
（少なくとも各回3時間、3回替える）、50mMリン酸カリ
ウム中の50% DMSOの２L（少なくとも3時間）、50mMリン
酸カリウム中の30% DMSOの２Ｌ（少なくとも3時間）、5
0mMリン酸カリウム中の10% DMSOの２Ｌ（少なくとも3時
間）に対して透析し、次に4℃で50mMリン酸カリウム（p
H7.5）を6回替えて透析した（少なくとも各回6時間、そ
れぞれ2L）。全体として、70 mlのTCA－BSAコンジュゲ
ートが得られた。タンパク質濃度はBioradクーマシーブ
ルータンパク質アッセイを用いて、8.2 mg/mlであると
測定された。総薬剤：BSA＝2.5：1。
【００４１】実施例12
4-[5-(3-ジメチルアミノ-プロピル)-10,11-ジヒドロ-5H
-ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシメチル]安
息香酸メチルエステル（化合物12）の調製
アルゴン雰囲気下、100 mg（0.34 mmol）のヒドロキシT
CA誘導体6を3mlのDMFに溶解した溶液を16 mg（0.4 mmo
l）のNaH（鉱油中60%分散液）で処理し、室温で15分間
撹拌した。つぎに、混合物を85 mg（0.37 mmol）の4－
(ブロモメチル)安息香酸メチルで処理して、室温で4時
間撹拌した。反応液をCH

2
Cl
2
で希釈し、50 mM KPO

4
、pH

 7で洗浄した。水層をCH
2
Cl
2
で1回抽出した。CH

2
Cl
2
層

を合わせ、Na
2
SO
4
上で乾燥し、油状物になるまで減圧下

で濃縮した。これを、溶離液としてCH
2
Cl
2
中の3% メタ

ノールを用いて20 gのシリカゲルクロマトグラフィーで
分離し、46 mg（31%）の化合物12を淡黄色の油状物とし
て得た。
【００４２】実施例13
4-[5-(3-ジメチルアミノプロピル)-10,11-ジヒドロ-5H-
ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシメチル]安
息香酸（化合物13）の調製
アルゴン雰囲気下、46 mg（0.104 mmol）化合物12を4.5

16
 mlのメタノールおよび0.5 mlの水に溶解した溶液を、2
8 mg（0.202 mmol）のK

2
CO
3
で処理し、加熱して4時間還

流した。反応液を減圧下で濃縮した。残渣を水に溶解
し、pHを希塩酸で6.5に調整した。沈澱が生成した。こ
れを10 mlのCH

2
Cl
2
で3回抽出し、Na

2
SO
4
上で乾燥し、減

圧下で濃縮して、35 mg（79%）の化合物13を、灰白色の
非晶質固形物として得た。
【００４３】実施例14
4-[5-(3-ジメチルアミノプロピル)-10,11-ジヒドロ-5H-
ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシメチル]安
息香酸2,5-ジオキソ-ピロリジン-1-イルエステル（化合
物14）の調製
アルゴン下で、35 mg(0.082 mmol)の酸（化合物13）を5
 mlのCH

2
Cl
2
に溶解した溶液を、25 mg（0.217 mmol）の

N-ヒドロキシスクシンイミドおよび40 mg（0.209 mmo
l）の1-エチル-3-(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジ
イミドHClで処理し、室温で一晩撹拌した。反応液を、
水、飽和NaHCO

3
および食塩水で洗浄し、Na

2
SO
4
上で乾燥

し、減圧濃縮して30 mg（70%）の化合物14を白色非晶質
固形物として得た。
【００４４】実施例15
4-({4-[5-(3-ジメチルアミノプロピル)-10,11-ジヒドロ
-5H-ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシ]ブチ
ルアミノ}メチル)安息香酸（化合物15）の調製
32 mg（0.212 mmol）の4-(アミノメチル)安息香酸を2 m
lのH

2
Oおよび4 mlのTHFに溶解した混合物を、約0.1 ml

の2N NaOHで処理して、混合物のpHを約9とした。次にこ
れを4.5 mlのTHFに溶解した100 mg（0.209 mmol）のTCA
 NHSエステルの化合物9で処理した。pHを2N NaOHで約8.
5-9.0に調整し、反応液を室温で15分間撹拌した。反応
液を2N HClで中和してpH6とし、次にCH

2
Cl
2
で2回抽出し

た。CH
2
Cl
2
層を合わせて、無水Na

2
SO
4
上で乾燥し、減圧

濃縮して87 mg（81%）の酸（化合物15）を淡黄色油状物
として得た。これ以上の精製を行なわず、これを次のス
テップに使用した。
【００４５】実施例16
4-({4-[5-(3-ジメチルアミノプロピル)-10,11-ジヒドロ
-5H-ジベンゾ[a,d]シクロヘプテン-2-イルオキシ]ブチ
ルアミノ}メチル)安息香酸2,5-ジオキソ-ピロリジン-1-
イルエステル（化合物16）の調製
87 mgの（0.169 mmol）酸（化合物15）を10 mlのCH

2
Cl

2

に溶解した溶液を、40mg（0.348 mmol）N-ヒドロキシス
クシンイミドおよび87 mg（0.454 mmol）の1-エチル-3
(3-ジメチルアミノプロピル)カルボジイミドHClで処理
し、室温で一晩撹拌した。反応液を、水、飽和NaHCO

3
お

よび食塩水で洗浄し、Na
2
SO
4
上で乾燥し、減圧濃縮し

た。残渣を、10%エーテル／CH
2
Cl
2
を溶離液として用い

たシリカゲルカラムクロマトグラフィーで分離し、34 m
g（33%）の化合物16を白色非晶質固形物として得た。
【００４６】実施例17
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3-{[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-イ
ル)-プロピル]-メチル-アミノ}-プロピオン酸エチルエ
ステル（化合物17）の調製
6.02g（19.8 mmol）の塩酸デシプラミンの溶液を室温で
5分間撹拌した。これを100 mlのクロロホルムで6回抽出
した。有機層を合わせて、100 mlの水で洗浄し、無水Na

2
SO

4
で乾燥し、濃縮して、5.25 gのデシプラミン遊離塩

基を得た。2.82 g（10.6 mmol）のデシプラミン遊離塩
基を100 mlの無水アセトンに溶解した溶液を添加した。
この反応混合物に2.03 ml（15.8 mmol）の3-ブロモプロ
ピオン酸エチル、3.65 g（26.4 mmol）の無水炭酸カリ
ウム、264 mg（1.76mmol）のヨウ化ナトリウム、5 mgの
18-クラウン-6および0.7 mlの無水DMFを添加した。反応
混合物をアルゴン下で一晩還流させた。その混合物を濾
過し、残渣を20 mlのアセトンで洗浄した。濾液を合わ
せて濃縮し、4%メタノール／酢酸エチルを用いてシリカ
ゲルカラムクロマトグラフィーによって精製し、3.45 g
（9.41 mmol、89%）のエチルエステル（化合物17）を、
粘稠な油状物として得た。
【００４７】実施例18
3-{[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-イ
ル)-プロピル]-メチル-アミノ}-プロピオン酸（化合物1
8）の調製
2.15 g（5.86 mmol）のエチルエステル（化合物17）に2
9.6 mlの新たに蒸留したTHFを加え、29.6 mlのメタノー
ルおよび4.7 gの水酸化リチウムを63 mlの水に溶解した
溶液を添加した。この混合物を室温で一晩撹拌し、濃縮
してメタノールおよびTHFを除去した。水性溶液のpHを 
6に調整した。これを100 mlのクロロホルムで6回抽出し
た。有機層を合わせて、100 mlの水で洗浄し、乾燥（無
水Na

2
SO
4
）、濃縮し、1.97 g（5.82 mmol, 99%）の化合

物18を白色非晶質固体として得た。
【００４８】実施例19
4-[(3-{[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-
イル)-プロピル]-メチル-アミノ}-プロピオニルアミノ)
-メチル]-安息香酸メチルエステル（化合物19）の調製
0.93 g（2.74 mmol）の化合物18を100 mlの無水ジクロ
ロメタンに溶解した溶液に、446 mg（2.21 mmol）のア
ミノメチル安息香酸メチル塩酸塩（化合物20）を加え、
次に1.05 g（5.47 mmol）の1-エチル-3-(3-ジメチルア
ミノプロピル)-カルボジイミドを加えた。この混合物を
室温で一晩撹拌した。反応混合物に100mlの水および20 
mlのジクロロメタンを添加した。有機層を分離し、水層
を75 mlのジクロロメタンで4回抽出した。有機層を合わ
せ、100mlの水で2回洗浄し、乾燥し（Na

2
SO
4
）、濃縮し

た。1.02 gの化合物18を用いて上記の反応を繰り返し
た。粗生成物を合わせて、30%クロロホルム／メタノー
ルを用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィーによっ
て精製し、1.2g（2.47 mmol、43%）のメチルエステル
（化合物19）を得た。また、さらに少量の不純物を含有

18
する760 mgの生成物が得られた。
【００４９】実施例20
アミノメチル安息香酸メチル塩酸塩（化合物20）の調製
マグネティックスターラーで撹拌された、480 mlのメタ
ノールに懸濁した6.05g（40 mmol）のアミノメチル安息
香酸の懸濁液を-20℃に冷却した。反応混合物に12.3 ml
の塩化チオニルを10分間かけて添加した。反応混合物を
4℃まで加温し、その温度で一晩撹拌しておいた。得ら
れた溶液を濃縮し、固形物が得られた。NMR分析によっ
て、反応が完了していないことが示された。これを再び
上記の反応条件に供し、7.8 g（38 mmol、96%）の化合
物20が灰白色固形物として得られた。
【００５０】実施例21
4-[(3-{[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-
イル)-プロピル]-メチル-アミノ}-プロピオニルアミノ)
-メチル]-安息香酸（化合物21）の調製
1.2 g（2.47 mmol）の化合物18に、16.5 mlのTHF、16.5
 mlのメタノール、および38mlの水に2.63g水酸化リチウ
ムを溶解した溶液を加えた。混合物を一晩室温で撹拌し
た。これを濃縮して、メタノールおよびTHFを除去し
た。溶液のpHを、85%リン酸を用いて6に調整した。得ら
れた混合物を100 mlのクロロホルムで5回抽出した。有
機層を合わせて100mlの水で洗浄し、乾燥し（Na

2
S

O
4
）、濃縮した。7:3メタノール：酢酸エチルを用いた
シリカゲルカラムクロマトグラフィーによって、残渣を
2回精製し、550 mg（1.16 mmol , 47%）の化合物21が得
られた。
【００５１】実施例22
4-[3-{[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-
イル)-プロピル]-メチル-アミノ}-メチル]-安息香酸2、5
-ジオキソ-ピロリジン-1-イルエステル（化合物22）の
調製
55 mg（1.16 mmol）の化合物21を30 mlのジクロロメタ
ンに溶解した溶液を、アルゴン雰囲気下で、室温で撹拌
しておいた。この反応混合物に575 mg（2.9 mmol）の1-
エチル-3(3-ジメチルアミノプロピル)-カルボジイミド
および264 mg（2.29 mmol）のN-ヒドロキシスクシンイ
ミドを添加した。この混合物を24時間撹拌しておき、15
 mlのジクロロメタンで希釈した。有機層を分離し、50m
lの水で4回、50mlの飽和NaHCO

3
溶液で3回、および50ml

の水で3回洗浄した。ジクロロメタン層を乾燥し（Na
2
SO

4
）、濃縮し、480 mg（0.8 mmol、72%）の化合物22を白
色粉末として得た。
【００５２】実施例23
2-[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-イル)
-プロピルアミノ]-エチル]-カルバミン酸t-ブチルエス
テル（化合物23）の調製
6.02 gの塩酸デシプラミンに、150 mlの1N NaOHを添加
した。混合物を10分間撹拌した。この水性混合物を100m
lのクロロホルムで6回抽出した。クロロホルム層を合わ
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せて、200mlの水で洗浄した。有機層を乾燥し（Na

2
S

O
4
）、濃縮して5.25gのデシプラミン遊離塩基が得られ

た。
【００５３】3.25 g（12.04 mmol）のデシプラミン遊離
塩基に、80 mlの無水アセトン、3.6gの無水炭酸カリウ
ム、3.0 g（13.45 mmol）の2-(BOC-アミノ)臭化エチ
ル、3 mlの無水ジメチルホルムアミド、15 mgの18-クラ
ウン-6および500 mgのヨウ化ナトリウムを加えた。混合
物をアルゴン雰囲気下で18時間還流した。反応混合物を
室温に冷却し、濾過した。残渣を10 mlのアセトンで洗
浄した。濾液を濃縮し、残留物を、4%メタノール／酢酸
エチルを用いたシリカゲルカラムクロマトグラフィーで
精製して、4.8 g（11.7 mmol、96%）の化合物23を粘稠
な油状物として得た。
【００５４】実施例24
N-[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-イル)
-N1-メチル-エタン-1,2-ジアミン（化合物24）の調製
1.0 g（2.44 mmol）の化合物23に、10 mlのCH

2
Cl
2
およ

び10 mlのトリフルオロ酢酸を添加した。反応混合物を
室温で撹拌し、濃縮した。残渣をCH

2
Cl
2
に溶解し、濃縮

した。上記の手順を2回繰返し、残留物を60%クロロホル
ム／メタノールを用いてシリカゲルカラムクロマトグラ
フィーによって精製し、1.02 g（2.40 mmol、99%）の化
合物24を粘稠な油状物として得た。
【００５５】実施例25
N-(2-{[3-(10,11-ジヒドロ-ジベンゾ[b,f]アゼピン-5-
イル)-プロピル]-メチル-アミノ}-エチル)-テレフタル
アミド酸2,5-ジオキソ-ピロリジン-1-イルエステル（化
合物26）の調製
500 mg（1.18 mmol）のTCAアミン（化合物24）に、316
μlのトリエチルアミンおよび30 mlのDMFを添加した。
別のフラスコで、1.16 g（mmol）テレフタル酸ジ-N-ヒ
ドロキシスクシンイミドエステル（化合物25）を30 ml
の無水DMFと混合した。予め調製されたTCAアミン溶液を
テレフタル酸ジ-N-ヒドロキシスクシンイミド溶液に滴
下して加えた。反応混合物を室温で一晩撹拌し、濃縮し
た。残渣を75mlのジクロロメタンに溶解した。有機層を
50 mlの水で2回、50 ml NaHCO

3
飽和溶液で2回さらに50 

mlの水で洗浄し、乾燥して（Na
2
SO
4
）、濃縮した。残留

物を、20%アセトン／酢酸エチルを用いたシリカゲルカ
ラムクロマトグラフィーで精製し、白色粉末として145 
mg（0.026 mmol、22%）の化合物26を得た。
【００５６】実施例26
N-1位TCA免疫原（化合物28）の調製
96 mgのTCA NHSエステル誘導体（化合物18）を1.5 mlの
無水DMFに溶解した溶液を0℃に冷却した。反応混合物に
74 mgのジシクロへキシル尿素（DCC）および48 mgのN-
ヒドロキシスクシンイミドを添加した。その混合物を4
℃で24時間撹拌しておいた。調製されたN-ヒドロキシス
クシンイミドエステルがタンパク質のコンジュゲート形

20
成にin situで使用された。
【００５７】700 mgのウシ チログロブリンの12 mlの50
 mMリン酸カリウム（pH7.5）溶液を氷浴で冷却した。そ
の溶液に、37 mlのジメチルスルホキシド（DMSO）を滴
下して加え、反応温度を室温以下に維持した。このタン
パク質溶液にin situで調製されたN-ヒドロキシスクシ
ンイミドエステル溶液（上記）を滴下して加えた。混合
物を室温で18時間撹拌しておいた。得られたコンジュゲ
ートを透析チューブ（50,000 MWカットオフ）に入れ、2
Lの70% DMSO／50 mMリン酸カリウム（pH7.5、3回交換、
各回最低3時間）、2Lの50% DMSO／50 mMリン酸カリウム
（最低3時間）、2Lの30% DMSO／50 mMリン酸カリウム
（最低3時間）、10% DMSO／50 mMリン酸カリウム（最低
3時間）の中で室温で透析し、次に4℃で、50 mMリン酸
カリウム（pH7.5）を6回交換して透析した（各回2Lで最
低6時間ずつ）。タンパク質濃度は、Bioradクーマシー
ブルータンパク質アッセイ（Bradford, M., Anal. Bioc
hem. 72, 248(1976)）を用いて、4.5 mg/mlと測定され
た。全体で90 mlのコンジュゲート（化合物28）が得ら
れた。利用可能なリシン修飾は、TNBS法、Habeeb AFSA,
 Anal. Biochem. 14, 328-34 (1988)によって70%と判定
された。注記：タンパク質コンジュゲートの調製に関す
る参考文献：Hubbardら、J. Pharm. Sc. 67, 1571-1578
（1978）。
【００５８】実施例27
C-2位TCA-BSA（芳香族リンカー）コンジュゲート（化合
物29）の調製
550 mgのウシ血清アルブミン（BSA）を11 mlの50 mMリ
ン酸カリウム（pH 7.5）に溶解した溶液を調製した。10
 ml溶液をRBフラスコに移し、氷浴中で冷却した。その
溶液に、10 mlのDMSOを滴下して加え、反応温度は室温
以下に維持した。このタンパク質溶液に、48.2 mgのC-2
位TCA NHSエステル誘導体（化合物16）を0.96 ml DMSO
に溶解した溶液を、滴下して加えた。反応混合物を室温
で16時間撹拌しておいた。得られたコンジュゲートを透
析チューブ（10,000 MWカットオフ）に入れ、500 mlの5
0% DMSO／50 mMリン酸カリウム（室温で最低3時間）、5
00 mlの30% DMSO／50 mMリン酸カリウム（室温で最低3
時間）、500 mlの10% DMSO／50 mMリン酸カリウム（室
温で最低3時間）、に対して透析し、続いて4℃で50mMリ
ン酸カリウム（pH 7.5）を4回交換して透析した（各回
毎に2Lで最低3時間）。得られたコンジュゲートを0.45
μmフィルターを透して濾過した。全体で37 mlのTCA-BS
Aコンジュゲートが得られた。タンパク質濃度は、Biora
d クーマシーブルータンパク質アッセイを用いて、14.4
 mg/mlと測定された。
【００５９】実施例28
N-1位TCA-BSA（芳香族リンカー）コンジュゲート（化合
物30）の調製
1 gのウシ血清アルブミン（BSA）を16 mlの50 mMリン酸
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カリウム（pH7.5）に溶解した溶液を氷浴中で冷却し
た。その溶液に、19 mlのDMSOを滴下して加え、反応温
度は室温以下に維持した。このタンパク質溶液に、21 m
gのTCA NHSエステル誘導体（化合物22）を1.5 mlの無水
DMFに溶解した溶液を、滴下して加えた。反応混合物を
室温で24時間撹拌しておいた。得られたコンジュゲート
を透析チューブ（10,000 MWカットオフ）に入れ、室温
で、2Lの60% DMSO／50 mMリン酸カリウム（3回交換、各
回最低3時間）、2Lの50% DMSO／50 mMリン酸カリウム
（最低3時間）、2Lの30% DMSO／50 mMリン酸カリウム
（最低3時間）、2Lの10% DMSO／50mMリン酸カリウム
（最低3時間）に対して透析し、続いて4℃で50 mMリン
酸カリウム（pH 7.5）を6回交換して透析した（各回毎
に2Lで最低6時間）。全体で75 mlのTCA-BSAコンジュゲ
ートが得られた。タンパク質濃度は、Biorad クーマシ
ーブルータンパク質アッセイを用いて、11.4 mg/mlと測
定された。
【００６０】実施例29
N-1位TCA-BSA（短いリンカー）コンジュゲート（化合物
27）の調製
12.8 mgのTCA NHSエステル誘導体（化合物18）を1.5 ml
の無水DMFに溶解した溶液を0℃に冷却した。この反応混
合物に9.3 mgのジシクロヘキシル尿素（DCC）および5.2
4 mgのN-ヒドロキシスクシンイミドを添加した。混合物
を4℃で２４時間撹拌した。調製されたN-ヒドロキシス
クシンイミドエステルはin situでタンパク質コンジュ
ゲート形成のために使用した。
【００６１】1 gのウシ血清アルブミン（BSA）を16 ml
の50 mMリン酸カリウム（pH7.5）に溶解した溶液を氷浴
中で冷却した。その溶液に、19 mlのDMSOを滴下して加
え、反応温度は室温以下に維持した。このタンパク質溶
液に、in situで（上記のように）調製されたN-ヒドロ
キシスクシンイミドエステル溶液を、滴下して加えた。
反応混合物を室温で24時間撹拌しておいた。得られたコ
ンジュゲートを透析チューブ（10,000 MWカットオフ）
に入れ、室温で、2Lの60% DMSO／50 mMリン酸カリウム
（3回交換、各回最低3時間）、2Lの50% DMSO／50 mMリ
ン酸カリウム（最低3時間）、2Lの30% DMSO／50 mMリン
酸カリウム（最低3時間）、2Lの10% DMSO／50 mMリン酸
カリウム（最低3時間）に対して透析し、続いて4℃で50
 mMリン酸カリウム（pH 7.5）を6回交換して透析した
（各回毎に2Lで最低6時間）。全体で100 mlのTCA-BSAコ
ンジュゲートが得られた。タンパク質濃度は、Biorad 
クーマシーブルータンパク質アッセイを用いて、7.2 mg
/mlと測定された。
【００６２】実施例30
C-2位免疫原に対するポリクローナル抗血清の開発
健康で、以前に免疫感作されていない雌雄のウサギがこ
の研究のために選択された。仕入先のIUACUC委員会によ
って承認されるように、ウサギを収容し、取り扱った。

22
1 mg/mlの濃度で完全フロイントアジュバントに懸濁し
た2-カルボキシプロピル-ジヒドロアミトリプチリン-BT
Gコンジュゲートを用いて一次免疫を行なった。各ウサ
ギに投与された総投与量は、0.2 mlすなわち0.2 mgであ
り、背中全域の多数の部位に皮下注射によって投与され
た。４週間後、免疫感作を繰り返したが、アジュバント
を不完全フロイントアジュバントに代えて、背中全域の
異なる部位に、再度皮下注射によって行なった。次に4
週間の間隔をおいて免疫感作を反復したが、総投与量0.
1 mgを使用して、前記と同様の投与経路で、16週まで投
与した。耳静脈出血によって採取した試料のELISAによ
って、抗体応答を測定した。清澄化した血清の連続希釈
物をC-2位およびN-1位テストタンパク質（BSA）コンジ
ュゲートの両者について検査した。最大応答希釈物の50
%として表される血清の抗体価は、使用したテストコン
ジュゲートについてほぼ類似し、約5 x 105であった。C
-2位テストコンジュゲートに関して高い反応性を示す試
料は、N-1位コンジュゲートについても、より高いこ
と、動物間の最高から最低までの反応性の順序はそれぞ
れのテストコンジュゲートに関して測定されたものにつ
いてほぼ同じであったことから、変動は、テストに使用
したコンジュゲートとの関連よりも、動物個体との関連
性が大きいと思われた。
【００６３】実施例31
C-2免疫原によるマウスの免疫感作
C-2免疫原（化合物10）を、生理食塩水で0.2 mg/mlに希
釈し、同量のフロイント完全アジュバント（Sigma Chem
icals, St Louis, MO）に、２本のシリンジとダブルハ
ブ25ゲージ針を用いて乳化して、マウスの一次免疫のた
めに調製した。このエマルションを、それぞれの後ろ足
および腹膜領域内でマウスに注射した。マウス当り0.1 
mlの総投与量を注射した。フロイント不完全アジュバン
トを用いた同一処方を使用した2回目の注射を4週間後に
同様の投与経路で注射した。3回目の注射は2回目と同様
であり、2回目の注射の6週間後に投与された。
【００６４】血液試料は、2回目の注射の14日後に眼窩
後部の出血によって採取された。血清を遠心分離し、1
μ1の 10%チメロサール溶液を添加して保存した。血清
の典型的な容量は10-20μlであった。
【００６５】実施例32
ELISAアッセイ
血清の抗体含量を分析するために、異なるタンパク質
（2-カルボキシプロピル-ジヒドロアミトリプチリン-BS
A）に結合した同起源の抗原（化合物11）を用いたELISA
アッセイを使用した。この抗原を0.1M炭酸バッファー、
pH9.5を用いて、5μg/mlに希釈した。この抗原溶液の一
定量、100μlをピペットで取り、ポリスチレン96-穴マ
イクロプレート（Costar, Cambridge, MA）のウェルに
入れた。これをプラスチックバッグに入れて37℃で1時
間インキュベートした。次に、溶液を吸引によって取り
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除き、ウェルをブロッキング溶液で満たした。この溶液
の組成は、ゼラチン加水分解物が1%、ショ糖2%、Tris, 
0.15M, pH7.4（試薬はすべてSigma Chemicals製）とし
た。これをプラスチックバッグ内で、室温で1時間放置
して、プレートをブロックした。次に吸引してウェルを
空にした。
【００６６】1 mlのリン酸緩衝塩類液を0.1% Tween 20
とともに含有する（PBS-T）ガラス製試験管に血清１μl
を移すことによって、希釈物を調製した。このような各
血清の希釈物150μlを塩化ポリビニル製マイクロプレー
トのA列にあるウェルに入れた。他のすべてのウェルは1
00μlのPBS-Tで満たした。マルチチャネルマイクロピペ
ッターを用いてA列からB列へ50μlを移すことによって
連続3倍希釈物を調製した。ピペッティングを3回繰り返
すことによって、完全に混合した。これをB列からC列へ
とウェルの各列へ次々と繰り返した。
【００６７】すべての希釈物が調製されたら、各95μl
を、H列から始めて、コーティングされたプレートの同
じ列に移し入れた。そのプレートを湿らせたペーパータ
オルとともにZiplocプラスチックバッグに入れ、37℃で
1時間インキュベートした。インキュベーション後、PBS
-Tの300μlアリコートで手作業でウェルを4回洗浄し
た。ヤギ抗-マウスIgG AM-HRPコンジュゲート（Kirkega
ard & Perry, Gaithersburg, MD）の1:5000希釈物をPBS
-Tを用いて調製した。次に、前記のうち100μlをピペッ
トで各ウェルに入れ、プレートを再び上記のようにイン
キュベートした。そのプレートを今度は、300μlのPBS-
Tで6回、手作業で洗浄し、100μlのK-Blue基質（Neoge
n, Lexington, KY）を各ウェルに添加した。これを、暗
所で5分間放置して発色させた後、100μlの2Mリン酸溶
液を添加して反応を止めた。ウェルの光学密度を、Mole
cular Devices TmaxプレートリーダーおよびMacintosh
コンピューターを用いて読みとった。データから、すべ
てのマウスが免疫原に対して感作され、一部は他よりも
高い反応性を示すことが示唆された。
【００６８】実施例33
マウスハイブリドーマによるモノクローナル抗体の作製
免疫原に対してELISAで高い反応性を示すマウスを、使
用のために選定した。融合を行なう4日前に、この動物
は不完全フロイントアジュバントに懸濁した100μgの抗
原の追加免疫を受けた。骨髄腫細胞系F0（ATCC, Manass
as, VA）を融合に使用した。融合は、de St Grothおよ
びScheidegger, Journal of Immunol. Meth. 35, 1-21,
 1980の方法によって行なった。10日後、ハイブリッド
細胞培養物はスクリーニングに供された。これは上記の
ELISAと同様の方法によって、N-結合デシプラミン-BSA
コンジュゲート（化合物27）でコーティングされたプレ
ート、およびBSAのみでコーティングされたコントロー

24
ルプレートを追加して、実施された。化合物11および化
合物27の両方に結合するがBSAには結合できない抗体を
示すハイブリッド細胞を、以下の操作のために選択し
た。これは、迅速な再クローニング、ならびに液体窒素
による凍結のための、培養の増殖からなる。再クローニ
ングは、細胞を40 mlの培地当り生細胞数60に希釈し、
滅菌した96穴培養プレートの各ウェルに200μlずつ分注
し、増殖が観察されるまで、加湿したCO

2
インキュベー

ター内でインキュベートすることによって、行なわれ
た。
【００６９】前記のスクリーニングアッセイによって、
増殖を示す再クローニングプレートのウェルの、抗体発
現をテストした。望ましい反応を示すクローンを増殖さ
せて、液体窒素中に保存した。望ましいハイブリドーマ
を、細胞数を増やすために組織培養し、つぎにMiniperm
（Hereaus, Germany）のような標準的な市販の培養装置
に移すことによって、モノクローナル抗体を作製した。
抗体は、保存された培養上清として、アッセイの開発の
ために使用された。
【００７０】実施例34
モノクローナル抗体TCA 1.1を用いたイミプラミンのイ
ムノアッセイ
ハイブリドーマクローンTCA 1.1を高密度培養し、上清
を集めた。0.02%の濃度になるようにチメロサールを添
加して、この標品を保存した。一定量の抗原コンジュゲ
ートでコーティングしたマイクロプレートウェルにさま
ざまな希釈度の上清希釈物を入れる、力価実験によっ
て、抗体含量を評価した。最大シグナルの約90%を与え
る希釈物を、イムノアッセイを立証するための以下の操
作に使用した。
【００７１】イミプラミンイムノアッセイは、PBS-Tに
溶解した薬物の1 mg/mlストック溶液からさまざまな希
釈液を調製することによって立証された。50μlの上記
希釈液をピペットで採り、予め最適化した濃度の化合物
11のコンジュゲート、または化合物27のコンジュゲート
のいずれかでコーティングされたマイクロプレートのウ
ェルに入れ、つぎに上記で予め決定された希釈度の2分
の1に希釈された50μlの抗体上清を入れた。この結果、
上清の最終希釈度は予め決定された希釈度と等しくな
り、薬物の最終濃度は上記の希釈液における薬物濃度の
2分の1となった。37℃で1時間インキュベートした後、
スクリーニングアッセイと同じ手順を行なった。光学密
度を、モル（リットル当りグラム-分子量薬物）濃度と
して算出されたイミプラミンの最終濃度に対してプロッ
トした。下記のデータを用いて標準曲線を作成した（図
7参照）：
【００７２】
【表1】
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【００７３】上記の結果に基づいて、化合物11のコンジ
ュゲートを用いたアッセイによって検出可能な遊離薬物
のもっとも少ない量は、1.3 x 10-6M、すなわち約0.36
μg/mlであると推定される。化合物27のコンジュゲート
を使用すると、より低い濃度の4 x10-7Mすなわち、約0.
11μg/mlが検出可能であった。バックグラウンドレベル
は極めて低く、再現性があるが、このことは、もっと長
い展開時間を加えることによって、検出可能な濃度をよ
り低くすることができる可能性があることを示唆する。
【００７４】さらに、他の三環系抗うつ薬も、化合物11
および化合物27のコンジュゲートに対するTCA1.1の結合
について交差反応性を示すことが明らかになった。これ
らのデータは、2-カルボキシプロピル-ジヒドロアミト
リプチリン-BTGコンジュゲート（化合物10）を用いた免
疫感作が三環系抗うつ薬の濃度を測定する目的に適した
抗体の開発に有効であるという主張を支持する。
【００７５】実施例35
抗体の微粒子への吸収
Seradyn製カルボキシル-修飾ブルーポリスチレン微粒子
（0.3 ミクロン）を、最初に、1%固形分として、20 mM,
 pH6.1 MESバッファー（2-[N-モルフォリノ]エタンスル
ホン酸）中で遠心分離することにより3回洗浄した。洗
浄した微粒子を次にMESにおいて5%固形分に調整し、指
定された抗-TCA抗体を下記のように微粒子上に吸収させ
た。微粒子の溶液に、同量の3 mg/ml抗-TCA抗体を加
え、16時間室温で撹拌しておいた。次にその微粒子を、
室温で1時間BSAのMES溶液でブロックし、この混合物
を、MES中1%固形分として遠心分離により3回洗浄した。
最終洗浄後、微粒子溶液を再び10%固形分に調整した。
使用前に、同量の上記ラテックスと35% w/vショ糖／MES
溶液を混合した。
【００７６】実施例36
メンブランストリップの調製
マイラー(Mylar)で裏打ちされた大孔径のニトロセルロ
ース（5-20μm）を長さ15 cm、幅5 cmの小片に切り取っ
た。いずれも50 mMリン酸カリウムバッファー、pH7.5に
溶解した溶液であるTCA-BSA複合体（約5 mg/ml）および
抗-TCAモノクローナル抗体（約2 mg/ml）を、IVEK Cor
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p. Digispense 2000（登録商標）システムを用いて、1
μl/cmの速度でニトロセルロース上に、15 cm側からそ
れぞれ2 cmおよび1 cmの距離をおいて、分配した。ニト
ロセルロースの切片を37℃で約20分間、放置して乾燥さ
せ、つぎに20 mM TRIS、pH8に溶解したポリビニルアル
コール（PVA, MW 13,000-23,000）溶液で、室温で30分
間ブロックした。次にこの切片を水ですすぎ、乾燥し
た。
【００７７】実施例37
ポリクローナル抗TCA（C-2）抗体を用いたイミプラミン
のイムノクロマトグラフィーアッセイ
この実施例においても上記と同じニトロセルロースを微
粒子のための分離用メンブランとして使用した（トップ
メンブラン）。米国特許第5,770,458号に詳細に記載さ
れるように、2-メンブランストリップ構造の構築を行な
った。簡単に述べると、トップメンブランをメインメン
ブランと同じ手順を用いてブロックし、洗浄した。Adhe
sive Research Inc.製の接着マイラーで、適当な量の微
粒子を含有するトップメンブランをメインメンブランに
重ねて積層板とした。この後、その切片を5 mm幅のスト
リップに切断し、サンプルパッドおよびシンクパッドを
それぞれストリップの開始および終末末端に配置した。
BioRad Laboratories製セルロース（ゲルブロッター）
をサンプル受けパッドおよびシンクパッドのいずれにも
使用した。予め決定された量の薬物（TCA標準物質）を
含有する約100μl溶液をこのメンブランストリップ上に
供することによって、検量線が得られた。シグナル強度
はつぎのように判定された：2.5から3.0 = ダークブル
ー、1.5から2.0 = ミディアムブルー、1.0 = ライトブ
ルー、0.5 = ほとんど感知できない色、および0 = 無
色。ストリップが無色であると読みとられた場合、完全
な阻害が実現しており、試料は1000 ng/mlのTCA標準物
質（たとえばイミプラミン）を含有することが示され
た。結果を下記の表2-5および図4に示す。
【００７８】表2に示すのは、化合物27、0.4μg/ストリ
ップを、化合物10の免疫原から調製された抗体とともに
使用した、TCAアッセイのためのラテラルフローイムノ
アッセイ標準曲線である（図8参照）。
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【００７９】 *

28
*【表２】

【００８０】表3に示すのは、化合物30、0.1μg/ストリ
ップを、化合物10の免疫原から調製された抗体とともに
使用した、TCAアッセイのためのラテラルフローイムノ *

*アッセイ標準曲線である（図8参照）。
【００８１】
【表３】

【００８２】表4に示すのは、化合物27、0.4μg/ストリ
ップを、化合物28の免疫原から調製された抗体とともに
使用した、TCAアッセイのためのラテラルフローイムノ *

*アッセイ標準曲線である（図9参照）。
【００８３】
【表４】

【００８４】表5に示すのは、化合物30、0.1μg/ストリ
ップを、化合物28の免疫原から調製された抗体とともに
使用した、TCAアッセイのためのラテラルフローイムノ

アッセイ標準曲線である（図9参照）。
【００８５】
【表５】

【図面の簡単な説明】
【図１】図1(a)、1(b)および1(c)は、本発明の2つのタ
ンパク質コンジュゲート、化合物10および11（構造II）

の合成の概要を示す図である。
【図２】図2は、化合物14（構造IV）の合成の概要を示
す図である。
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【図３】図3は、化合物16（構造III）の合成の概要を示
す図である。
【図４】図4(a)および4(b)は、化合物22（構造V）の合
成の概要を示す図である。図4(c)は、化合物22の合成に
使用される4-アミノメチル安息香酸メチル塩酸塩（化合
物20）の合成の概要を示す図である。
【図５】図5は、化合物26（構造VI）の合成の概要を示
す図である。
【図６】図6は、化合物27、28、29および30の合成の概
要を示す図である。
【図７】図7は、マイクロウェルプレートを用いたエン

30
ザイムイムノアッセイにおいて、本発明のコンジュゲー
トおよび抗体を使用して得られたデータから作成された
標準（用量応答）曲線を示すグラフである。
【図８】図8は、ラテラルフローイムノアッセイにおい
て、本発明のコンジュゲートおよび抗体を用いて得られ
たデータから作成された標準（用量応答）曲線を示すグ
ラフである。
【図９】図9は、ラテラルフローイムノアッセイにおい
て、本発明のコンジュゲートおよび抗体を用いて得られ
たデータから作成された標準（用量応答）曲線を示すグ
ラフである。

【図１】     
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