
(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】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を有する化合物。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 次 の 構 造 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 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 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
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 ３ 】
　 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 、 下 記 の 構 造 ：
【 化 ３ 】
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[式 中 、 Zは ポ リ (ア ミ ノ 酸 )で あ る ]
の 免 疫 原 か ら 作 製 さ れ た 抗 体 、 お よ び 下 記 の 構 造 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
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 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 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 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 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 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 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 、 T
CA活 性 化 ハ 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 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 下 記 の 実 施 形 態 を 含 ん で な る ：
構 造 I：
【 ０ ０ ０ ５ 】
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【 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 ） で あ る ]を 有 す る 化 合 物 ；
構 造 II：
【 ０ ０ ０ ６ 】
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
[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：
【 ０ ０ ０ ７ 】
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 活 性 化 ハ プ テ ン ；
構 造 IV：
【 ０ ０ ０ ８ 】
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【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 活 性 化 ハ プ テ ン ；
構 造 V：
【 ０ ０ ０ ９ 】
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 活 性 化 ハ プ テ ン ；
構 造 VI：
【 ０ ０ １ ０ 】
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
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 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 具 体 的 に は 、 本 発 明 の イ ム ノ ア ッ セ イ 法 は 以 下 の 方 法 を 含 む ：
(1) 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
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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 構 造 III、 IV、 Vお よ び VI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 ；
(2) 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 、 構 造 IIを 有 す る 化 合 物 で あ る 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 ；
(3) 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 、 構 造 IIを 有 す る 化 合 物 で あ る 免 疫 原 か ら 作 製 さ れ た 抗 体 、 お よ び 構 造 III、 IV、 Vお
よ び VI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 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 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 ：
【 ０ ０ １ ３ 】
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
［ 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
。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 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
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 、 1 2 5 Iの よ う な 放 射 性 化 合 物 、 お よ び 微 粒 子 は 、 ト レ ー サ ー と し
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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 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 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 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 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 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 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 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 、 HI
TACHI 917ア ナ ラ イ ザ ー （ Roche Diagnostics） 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 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 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
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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 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 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 、 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 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 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
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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 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 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 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 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 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 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 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 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 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 1 2 5 Iの よ う な 放 射 性 同 位 体 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 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 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 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 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 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
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　 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 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 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 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 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 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 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 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ３ ８ 】

　 15g（ 89 mmol） の m－ メ ト キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸 、 13.2 g（ 89 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 、 15.6 g（ 62 mmol、 69%） の 化 合 物 1を 黄 色 粉 末 と し て 得 た 。

　 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 。

　 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 40℃ 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 N
aHCO 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 ）
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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

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

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



、 濃 縮 し て 、 灰 白 色 の 粉 末 と し て 2.6 g（ 11.7 mmol、 94%） の 化 合 物 3を 得 た 。

　 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 、 2 g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 NaHCO 3 で 2回 、 75 mlの 水 で 2回 、 洗 浄 し 、 乾 燥 し （
Na 2 SO 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 。

　 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 50 ml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 。

　 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 ml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 。

　 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 m
l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 500μ l（ 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 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 。
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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

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

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

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

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



　 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 6
N 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 m
g（ 2.0 mmol, 97%） の 化 合 物 8を 白 色 非 晶 質 固 形 物 と し て 得 た 。

　 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 、 50 ml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 。

　 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% D
MSOの ２ L（ 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% DMS
Oの ２ L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 30% DMSOの ２ L（ 少 な く と も 3時 間
） 、 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 10% DMSOの ２ L（ 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 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. 
72, 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 （ Habee
b AFSA, Anal. Biochem. 14, 328-34, 1988） に よ っ て 70%で あ る と 判 定 さ れ た 。

　 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 ２ Ｌ （ 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 ２ L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50mMリ ン 酸 カ リ ウ
ム 中 の 30% DMSOの ２ Ｌ （ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 10% DMSOの ２ Ｌ （
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 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。

　 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 100 mg（ 0.34 mmol） の ヒ ド ロ キ シ TCA誘 導 体 6を 3mlの DMFに 溶 解 し
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-イ ル オ キ シ ]-酪 酸 （ 化 合 物 8） の 調 製

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

実 施 例 10
C-2位 TCA免 疫 原 （ 化 合 物 10） の 調 製

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

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



た 溶 液 を 16 mg（ 0.4 mmol） 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 。

　 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 46 mg（ 0.104 mmol） 化 合 物 12を 4.5 mlの メ タ ノ ー ル お よ び 0.5 ml
の 水 に 溶 解 し た 溶 液 を 、 28 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 。

　 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 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 て 30 m
g（ 70%） の 化 合 物 14を 白 色 非 晶 質 固 形 物 と し て 得 た 。

　 32 mg（ 0.212 mmol） の 4-(ア ミ ノ メ チ ル )安 息 香 酸 を 2 ml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 2
N 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 。

　 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 、 40 mg（ 0.3
48 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 。

　 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
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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

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

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

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

実 施 例 17
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



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、 8
9%） の エ チ ル エ ス テ ル （ 化 合 物 17） を 、 粘 稠 な 油 状 物 と し て 得 た 。

　 2.15 g（ 5.86 mmol） の エ チ ル エ ス テ ル （ 化 合 物 17） に 29.6 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 。

　 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 100 ml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 す る 760 mgの 生 成 物 が 得
ら れ た 。

　 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 6.05 g（ 40 m
mol） 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 。

　 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 SO 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 。

　 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
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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 18） の 調 製

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

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

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

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



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 、 50ml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 。

　 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 100mlの ク ロ ロ ホ ル ム で 6回 抽 出 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム 層 を 合 わ せ て 、 20
0mlの 水 で 洗 浄 し た 。 有 機 層 を 乾 燥 し （ Na 2 SO 4 ） 、 濃 縮 し て 5.25gの デ シ プ ラ ミ ン 遊 離 塩 基
が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 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 、 3.6 g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 2
3を 粘 稠 な 油 状 物 と し て 得 た 。

　 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 。

　 500 mg（ 1.18 mmol） の TCAア ミ ン （ 化 合 物 24） に 、 316μ l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 75 ml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
。

　 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 成 に in situで 使 用
さ れ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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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

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

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

実 施 例 26
N-1位 TCA免 疫 原 （ 化 合 物 28） の 調 製



　 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 、 2Lの 70% DMS
O／ 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% DMS
O／ 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. Biochem. 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） 。

　 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 、 1
0 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 50% DMSO／ 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （
室 温 で 最 低 3時 間 ） 、 500 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 50 mM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 0.45μ mフ ィ ル タ ー を 透 し て 濾 過 し た 。 全 体 で 37 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 、 14.4 mg/mlと 測 定 さ れ た 。

　 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 、 21 mg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／ 5
0 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 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 。

　 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 5.24 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 ２ ４ 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 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 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
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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

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

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



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 。

　 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 。
　 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 -BTG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 。

　 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 Chemicals, 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 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 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 、 1μ 1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 10-20
μ lで あ っ た 。

　 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 -BSA） 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 、 5μ g/mlに 希 釈 し た 。 こ の
抗 原 溶 液 の 一 定 量 、 100μ lを ピ ペ ッ ト で 取 り 、 ポ リ ス チ レ ン 96-穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト （ Cos
tar, 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 除 き 、 ウ ェ ル を ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液
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実 施 例 31
C-2免 疫 原 に よ る マ ウ ス の 免 疫 感 作

実 施 例 32
ELISAア ッ セ イ



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 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 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 １ μ l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 150μ l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
00μ l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 50μ
l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 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 す べ て の 希 釈 物 が 調 製 さ れ た ら 、 各 95μ l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 300μ l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 （ Kirkegaard & 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 100μ l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 、 300μ lの PBS-Tで 6回 、 手 作 業 で 洗 浄 し 、
100μ lの K-Blue基 質 （ Neogen, 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 、 100μ l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 、 Molecular 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 。

　 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 100μ gの 抗 原 の 追 加
免 疫 を 受 け た 。 骨 髄 腫 細 胞 系 F0（ ATCC, Manassas, VA） を 融 合 に 使 用 し た 。 融 合 は 、 de S
t 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 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 200μ l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 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 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 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 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（ Here
aus, 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
。

　 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

10

20

30

40

50

(18) JP 2007-56030 A 2007.3.8

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

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



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 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 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 。 50μ l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 50μ l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 ） ：
【 ０ ０ ４ ８ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 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 - 6 M、 す な わ ち 約 0.36μ g/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 - 7 Mす な わ ち 、 約 0.
11μ g/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 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 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 TC
A1.1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 。

　 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 、
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実 施 例 35
抗 体 の 微 粒 子 へ の 吸 収



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 。

　 マ イ ラ ー (Mylar)で 裏 打 ち さ れ た 大 孔 径 の ニ ト ロ セ ル ロ ー ス （ 5-20μ m） 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 Corp. Digispense 2000（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム を 用 い て 、 1μ l/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 。

　 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 。 Adhesive 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 L
aboratories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 100μ l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 TC
A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 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 表 2に 示 す の は 、 化 合 物 27、 0.4μ g/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 ） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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実 施 例 36
メ ン ブ ラ ン ス ト リ ッ プ の 調 製

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



【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 表 3に 示 す の は 、 化 合 物 30、 0.1μ g/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 ） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 表 4に 示 す の は 、 化 合 物 27、 0.4μ g/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 ） 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 表 5に 示 す の は 、 化 合 物 30、 0.1μ g/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 ） 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ５ ９ 】
【 図 １ （ ａ ） 】 図 1(a)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 １ （ ｂ ） 】 図 1(b)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 １ （ ｃ ） 】 図 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 。
【 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 （ ａ ） 】 図 4(a)は 、 化 合 物 22（ 構 造 V） の 合 成 の 概 要 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ （ ｂ ） 】 図 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 ） 】 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 ザ イ ム イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 、
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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 （ ａ ） 】 【 図 １ （ ｂ ） 】
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【 図 １ （ ｃ ） 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ （ ａ ） 】
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【 図 ４ （ ｂ ） 】 【 図 ４ （ ｃ ） 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】
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摘要(译)

要解决的问题：提供合成的三环抗抑郁衍生物，其通过共价键与蛋白质
或多肽抗原结合，用于制备针对三环抗抑郁药，其衍生物及其代谢物的
抗体。解决方案：本发明提供了具有由式表示的结构的化合物和用于测
定选自三环抗抑郁药，其衍生物及其代谢物的分析物的免疫测定方法。 
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