
(57)【要約】
【課題】　メチレンジオキシ系またはエクスタシー系ドラッグのメンバーを検出するため
の従来のアンフェタミンおよび /またはメタンフェタミンのイムノアッセイの使用に関連
した問題を取り除くこと。
【解決手段】　メチレンジオキシ系アンフェタミン誘導体に特異的な抗体を産生するのに
有用なハプテン、中間体、および免疫原などの化合物を記載する。メチレンジオキシ系ア
ンフェタミン誘導体に特異的な抗体、メチレンジオキシ系アンフェタミン誘導体に特異的
な抗体を含む試薬キット、メチレンジオキシ系アンフェタミン誘導体に特異的な抗体の産
生方法、およびメチレンジオキシ系アンフェタミン誘導体のメンバーを含むアナライトの
検出方法を記載する。
【選択図】　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 細 胞 系 NEAMP 48.2(ATCC名 称 PTA-5295)ま た は NEAMP 62.1(ATCC名 称 PTA-5294)で あ る 、 MD
EAに 優 先 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 細 胞 系 。
【 請 求 項 ２ 】
　 細 胞 系 NEAMP 48.2(ATCC名 称 PTA-5295)ま た は NEAMP 62.1(ATCC名 称 PTA-5294)か ら 産 生 さ
れ る 、 MDEAに 優 先 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 細 胞 系 NEAMP 48.2(ATCC名 称 PTA-5295)ま た は NEAMP 62.1(ATCC名 称 PTA-5294)に 由 来 す る
抗 体 と 等 価 な 方 法 で MDEAに 優 先 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ の 他 の メ ン バ ー と 比 較 し て MDEAに 優 先 的 に 結 合 す る 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン に 対 し て 90%超 の 交 差 反 応 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求
項 ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 d-メ タ ン フ ェ タ ミ ン に 対 し て 1%超 の 交 差 反 応 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ５ に
記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ７ 】
　 エ フ ェ ド リ ン 、 プ ソ イ ド エ フ ェ ド リ ン 、 お よ び フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ー ル ア ミ ン に 対 し て そ
れ ぞ れ 1%未 満 の 交 差 反 応 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ８ 】
　 N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン に 対 し て 20%未 満 の 交 差 反 応 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請
求 項 ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 BDBに 対 し て 40%超 の 交 差 反 応 性 を 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 ４ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト を 検 出 す る 方 法 で あ っ て 、
　 該 サ ン プ ル を 請 求 項 2～ 9に 記 載 の 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と と 、
　 該 抗 体 を 該 ア ナ ラ イ ト に 結 合 さ せ る こ と と 、
　 該 抗 体 お よ び 該 ア ナ ラ イ ト に よ り 生 成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る こ と と 、
を 含 む 、 上 記 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 ア ナ ラ イ ト が 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 ア ン フ ェ タ ミ ン 誘 導 体 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ
、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ 誘 導 体 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 請
求 項 １ ０ に 記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 し 、 よ り 特 定 的 に は 、 ア ン フ ェ タ ミ ン の 誘 導 体 (と り わ
け 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ )の イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 「 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ 」 と し て 一 般 に 知 ら れ る 違 法 デ ザ イ ナ ー ド ラ ッ グ 類 の 使 用 お
よ び 乱 用 は 、 近 年 、 著 し く 増 加 し て い る 。 縮 合 メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル 環 系 を 有 す る こ
と に よ り 識 別 さ れ る ア ン フ ェ タ ミ ン の 誘 導 体 で あ る こ れ ら の 化 合 物 と し て は 、 MDA(3,4-メ
チ レ ン ジ オ キ シ ア ン フ ェ タ ミ ン )、 「 エ ク ス タ シ ー 」 と し て も 知 ら れ る MDMA(3,4-メ チ レ ン
ジ オ キ シ -N-メ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン )、 「 イ ヴ 」 と し て も 知 ら れ る MDEA(3,4-メ チ レ ン ジ オ
キ シ -N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン )、 BDB(3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル -2-ブ タ ン ア ミ ン )、
お よ び MBDB(3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル -N-メ チ ル ブ タ ン ア ミ ン )が 挙 げ ら れ る 。
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【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ま で 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ の 検 出 方 法 は 、 も と も と ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び /ま
た は メ タ ン フ ェ タ ミ ン の 検 出 用 に 開 発 さ れ た イ ム ノ ア ッ セ イ を 主 に 含 む も の で あ っ た 。 そ
の よ う な ア ッ セ イ に よ る エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ の 検 出 は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ と ア
ン フ ェ タ ミ ン 抗 体 お よ び /ま た は メ タ ン フ ェ タ ミ ン 抗 体 と の 間 の 偶 然 存 在 し う る 限 ら れ た
交 差 反 応 性 に 依 拠 す る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ に よ り 肯 定 的 な 結 果 が 得 ら れ た と し て も 、 依
然 と し て 、 ど の 特 定 の 物 質 ま た は メ チ レ ン ジ オ キ シ (MD)系 誘 導 体 の ど の メ ン バ ー が サ ン プ
ル 中 に 存 在 す る か を 明 ら か に で き な い 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 般 に 、 ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び メ タ ン フ ェ タ ミ ン の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 エ ク ス タ シ ー 系
ド ラ ッ グ に 対 し て 、 そ れ ほ ど 敏 感 で な く 、 非 特 異 的 で あ る 。 そ の よ う な ア ッ セ イ は 、 MDEA
誘 導 体 に 対 し て 、 と り わ け 限 ら れ た 認 識 性 を 示 す 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は 、 メ チ レ ン ジ オ キ シ 系 ま た は エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ の メ ン バ ー を 検 出 す る た
め の 従 来 の ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び /ま た は メ タ ン フ ェ タ ミ ン の イ ム ノ ア ッ セ イ の 使 用 に 関
連 し た こ れ ら の お よ び 他 の 問 題 を 取 り 除 く こ と を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 化 合 物 は 、 構 造
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 。 上 記 式 中 、 R 1 は 、 2～ 6個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ ル 基 で あ り 、 R 2 は 、 水 素 、 ア
ル キ ル 基 、 お よ び 保 護 基 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 R 3 は 、 場 合 に よ り 置 換 さ れ て い て も よ
い ア ル キ ル 基 で あ り 、 そ し て Zは 、 LXQで あ る 。 好 ま し く は 、 R 1 は 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 ま
た は ブ チ ル で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 1 は 、 エ チ ル で あ る 。 Lは 、 1～ 15個 の 炭 素 原 子 お よ
び 0～ 6個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 。 Xは 、 O、 CO、 NR 4 、 S、 C(=NH)O、 NH(CO)、 NH(CO)NH、 NH(CS
)、 NH(CS)NH、 O(CO)NH、 NH(C=NH)、 お よ び マ レ イ ミ ド チ オ エ ー テ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ
れ 、 こ こ で 、 R 4 は 、 水 素 お よ び ア ル キ ル 基 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 Qは 、 水 素 、 ヒ ド
ロ キ シ ル 、 脱 離 基 、 巨 大 分 子 担 体 、 お よ び 標 識 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 1の 抗 体 は 、 エ ク ス タ シ ー ド ラ ッ グ に 特 異 的 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 2抗 体 は 、 構 造
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
を 有 す る 化 合 物 に 応 答 し て 産 生 さ れ る 。 上 記 式 中 、 R 1 は 、 2～ 6個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ
ル 基 で あ り 、 R 2 は 、 水 素 、 ア ル キ ル 基 、 お よ び 保 護 基 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 R 3 は 、 場
合 に よ り 置 換 さ れ て い て も よ い ア ル キ ル 基 で あ り 、 そ し て Zは 、 LXQで あ る 。 好 ま し く は 、
R 1 は 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 ま た は ブ チ ル で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 1 は 、 エ チ ル で あ る 。
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Lは 、 1～ 15個 の 炭 素 原 子 お よ び 0～ 6個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 。 Xは 、 O、 CO、 NR 4 、 S、 C(=NH)
O、 NH(CO)、 NH(CO)NH、 NH(CS)、 NH(CS)NH、 O(CO)NH、 NH(C=NH)、 お よ び マ レ イ ミ ド チ オ エ
ー テ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 こ こ で 、 R 4 は 、 水 素 お よ び ア ル キ ル 基 よ り な る 群 か ら 選
択 さ れ る 。 Qは 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 多 糖 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 試 薬 キ ッ ト は 、 上 述 し た タ イ プ の 抗 体 を 含 む 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 抗 体 の 産 生 方 法 は 、 構 造
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
を 含 む 免 疫 原 を 宿 主 に 接 種 す る こ と を 含 む 。 上 記 式 中 、 R 1 は 、 2～ 6個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア
ル キ ル 基 で あ り 、 R 2 は 、 水 素 、 ア ル キ ル 基 、 お よ び 保 護 基 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 R 3 は
、 場 合 に よ り 置 換 さ れ て い て も よ い ア ル キ ル 基 で あ り 、 そ し て Zは 、 LXQで あ る 。 好 ま し く
は 、 R 1 は 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル 、 ま た は ブ チ ル で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 1 は 、 エ チ ル で あ
る 。 Lは 、 1～ 15個 の 炭 素 原 子 お よ び 0～ 6個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 。 Xは 、 O、 CO、 NR 4 、 S、 C(
=NH)O、 NH(CO)、 NH(CO)NH、 NH(CS)、 NH(CS)NH、 O(CO)NH、 NH(C=NH)、 お よ び マ レ イ ミ ド チ
オ エ ー テ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 こ こ で 、 R 4 は 、 水 素 お よ び ア ル キ ル 基 よ り な る 群 か
ら 選 択 さ れ る 。 Qは 、 巨 大 分 子 担 体 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 検 出 方 法 は 、 サ ン プ ル を 上 述 し た タ イ プ
の 抗 体 に 接 触 さ せ る こ と と 、 抗 体 を ア ナ ラ イ ト に 結 合 さ せ る こ と と 、 抗 体 お よ び ア ナ ラ イ
ト に よ り 生 成 さ れ た 複 合 体 を 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 検 出 す る こ と と 、 を 含 む 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ２ 】
　 MD系 ア ン フ ェ タ ミ ン 誘 導 体 に 特 異 的 な 抗 体 の 産 生 に 有 用 な ハ プ テ ン 、 中 間 体 、 お よ び 免
疫 原 な ど の 化 合 物 、 MD系 ア ン フ ェ タ ミ ン 誘 導 体 に 特 異 的 な 抗 体 、 MD系 ア ン フ ェ タ ミ ン 誘 導
体 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 試 薬 キ ッ ト 、 MD系 ア ン フ ェ タ ミ ン 誘 導 体 に 特 異 的 な 抗 体 の 産 生 方
法 、 な ら び に MD系 ア ン フ ェ タ ミ ン 誘 導 体 の メ ン バ ー (す な わ ち 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ )
を 含 む ア ナ ラ イ ト の 検 出 方 法 を 見 い だ し た 。 こ れ ら に つ い て こ れ 以 降 で 説 明 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 明 細 書 全 体 に わ た り 、 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に お い て 、 以 下 の 定 義 が 適 用 さ れ
る も の と す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 免 疫 原 」 と い う 用 語 は 、 生 物 中 で 免 疫 応 答 を 惹 起 し う る 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 と い う 用 語 は 、 2つ の 部 分 を 連 結 一 体 化 さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ
る 任 意 の 物 質 を 意 味 す る 。 本 発 明 に 係 る 代 表 的 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て は 、 小 分 子 と タ ン
パ ク 質 の よ う な 大 分 子 と を 連 結 一 体 化 さ せ る こ と に よ り 形 成 さ れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 挙 げ
ら れ る 。 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 と い う 用 語 は 、 「 免 疫 原 」 と い う 用 語 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 ハ プ テ ン 」 と い う 用 語 は 、 単 独 で は 抗 体 産 生 を 刺 激 し な い 典 型 的 に は 低 分 子 量 で あ る
免 疫 原 の 一 部 分 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 活 性 化 ハ プ テ ン 」 と い う 表 現 は 、 た と え ば 、 担 体 、 免 疫 原 、 標 識 、 ト レ ー サ ー 、 ま た
は 他 の 部 分 に ハ プ テ ン を 連 結 さ せ る た め に 使 用 す る こ と の で き る 反 応 性 部 分 を 有 す る 連 結
基 を 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 利 用 可 能 な 反 応 部 位 を 含 む ハ プ テ ン を 意 味 す る 。
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【 ０ ０ １ ８ 】
　 「 連 結 基 」 お よ び 「 リ ン カ ー 」 と い う 用 語 は 、 巨 大 分 子 担 体 、 標 識 、 ト レ ー サ ー 、 ま た
は 他 の 部 分 に ハ プ テ ン を 連 結 さ せ る た め に 用 い ら れ る 化 学 部 分 を 意 味 す る 。 連 結 基 の 使 用
は 、 特 定 の ハ プ テ ン お よ び 担 体 な ら び に 抗 体 の 所 望 の 特 異 性 に 応 じ て 、 有 利 で あ っ た り 必
要 で あ っ た り す る こ と も あ れ ば 、 そ う で な い こ と も あ る 。 好 適 な リ ン カ ー と し て は 、 鎖 内
、 鎖 上 、 お よ び /ま た は そ の 末 端 に 1個 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 (す な わ ち 、 炭 素 以 外 の 原 子 、 た
と え ば 、 酸 素 、 窒 素 、 硫 黄 な ど )が 組 み 込 ま れ て い て も よ い 直 線 状 、 分 枝 状 、 飽 和 、 ま た
は 不 飽 和 の 炭 素 鎖 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 担 体 」 お よ び 「 巨 大 分 子 担 体 」 と い う 表 現 は 、 ハ プ テ ン に 結 合 す る こ と に よ り 抗 体 産
生 用 の 免 疫 原 を 形 成 し た り イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い ら れ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 し た り す る
こ と が で き る 高 分 子 量 物 質 を 意 味 す る 。 好 適 な 巨 大 分 子 担 体 と し て は 、 外 来 物 と し て 確 認
さ れ る こ と に よ り 宿 主 か ら の 免 疫 学 的 応 答 を 惹 起 す る タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 ポ リ マ
ー 、 多 糖 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 核 酸 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い
。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 と い う 用 語 は 、 ア ミ ド 結 合 を 介 し て 2つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 を 連 結 さ せ る
こ と に よ り 生 成 さ れ た 任 意 の 化 合 物 を 意 味 す る 。 代 表 的 な ポ リ ペ プ チ ド と し て は 、 各 非 末
端 ア ミ ノ 酸 残 基 の α -ア ミ ノ 基 が 直 鎖 中 の 隣 接 す る 残 基 の α -カ ル ボ キ シ ル 基 に 連 結 さ れ た
α -ア ミ ノ 酸 の ポ リ マ ー が 挙 げ ら れ る 。 高 分 子 量 ポ リ ペ プ チ ド は 、 「 タ ン パ ク 質 」 と 呼 ば
れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 標 識 」 ま た は 「 ト レ ー サ ー 」 と い う 用 語 は 、 担 体 物 質 ま た は 分 子 に 結 合 さ せ て ア ナ ラ
イ ト の 検 出 に 使 用 す る こ と の で き る 同 定 用 タ グ を 意 味 す る 。 標 識 は 、 連 結 部 分 ま た は 架 橋
部 分 に よ り そ の 担 体 物 質 に 直 接 的 ま た は 間 接 的 に 結 合 さ れ る こ と が 可 能 で あ る 。 好 適 な 標
識 と し て は 、 酵 素 (た と え ば 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど )、 蛍 光 性 化
合 物 (た と え ば 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト す な わ ち FITCな ど )、 ル
ミ ネ セ ン ス 化 合 物 (た と え ば 、 ジ オ キ セ タ ン 、 ル シ フ ェ リ ン な ど )、 放 射 性 ア イ ソ ト ー プ (
た と え ば 、 1 2 5 I)、 タ ン パ ク 質 結 合 パ ー ト ナ ー (た と え ば 、 ビ オ チ ン )な ど が 挙 げ ら れ る が
、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 「 抗 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 原 ま た は そ の 一 部 分 に 結 合 す る こ と が で き る 特 異 的 タ ン パ ク
質 を 意 味 す る 。 抗 体 は 、 注 射 に よ り 宿 主 (た と え ば 、 動 物 ま た は ヒ ト )に 導 入 さ れ た も の で
あ っ て も よ い 免 疫 原 に 応 答 し て 産 生 さ れ る 。 「 抗 体 」 と い う 総 称 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 ３ 】
　 「 ア ナ ラ イ ト 」 と い う 用 語 は 、 そ の 存 在 ま た は 量 が 測 定 の 対 象 と な る 任 意 の 物 質 ま た は
物 質 群 を 意 味 す る 。 代 表 的 な エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ ア ナ ラ イ ト と し て は 、 MDA、 MDMA、 M
DEA、 BDB、 MBDBな ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 1つ 以 上 の 化 学 反 応 に よ り 親 化 合 物 か ら 生 成 さ れ た 化 合 物 を
意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 「 ア ナ ラ イ ト 類 似 体 」 と い う 用 語 は 、 抗 体 へ の 結 合 親 和 性 に 関 し て ア ナ ラ イ ト と 類 似 し
た 挙 動 を 示 し 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ に 利 用 し う る 任 意 の 物 質 ま た は 物 質 群 を 意 味 す る 。 代 表
的 な ア ナ ラ イ ト 類 似 体 と し て は 、 ド ラ ッ グ 、 ド ラ ッ グ 誘 導 体 、 お よ び そ れ ら の 異 性 体 、 ホ
ル モ ン 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 ヌ ク レ オ チ ド な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は
な い 。 ア ナ ラ イ ト 類 似 体 は ま た 、 ア ナ ラ イ ト 自 体 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 ア ナ ラ イ ト の 検 出 」 と い う 表 現 は 、 一 般 的 に は ア ナ ラ イ ト 、 特 定 的 に は エ ク ス タ シ ー
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系 ド ラ ッ グ を 測 定 す る た め の 任 意 の 定 量 的 、 半 定 量 的 、 ま た は 定 性 的 方 法 な ら び に す べ て
の 他 の 方 法 を 意 味 す る 。 た と え ば 、 サ ン プ ル 中 の ド ラ ッ グ の 量 ま た は 濃 度 に 関 す る デ ー タ
を 提 供 す る 方 法 と 同 様 に 、 サ ン プ ル 中 の エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ の 存 在 ま た は 不 在 を 単 に
検 出 す る 方 法 も ま た 、 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。 「 検 出 」 、 「 測 定 」 、 「 同 定 」 な ど の 用 語
は 、 本 明 細 書 中 で は 同 義 的 に 用 い ら れ 、 す べ て 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 試 薬 キ ッ ト 」 と い う 表 現 は 、 ア ッ セ イ を 行 う と き に 用 い ら れ る 材 料 お よ び 試 薬 の 集 合
体 を 意 味 す る 。 試 薬 は 、 そ の 交 差 反 応 性 お よ び 安 定 性 に 応 じ て 同 一 の 容 器 中 ま た は 個 別 の
容 器 中 に パ ッ ケ ー ジ 化 し て 組 み 合 わ せ た 形 態 で 、 お よ び 液 体 ま た は 凍 結 乾 燥 形 態 で 、 提 供
す る こ と が で き る 。 キ ッ ト 中 に 提 供 さ れ る 試 薬 の 量 お よ び 割 合 は 、 特 定 用 途 に 対 し て 最 適
な 結 果 が 得 ら れ る よ う に 選 択 す る こ と が で き る 。 本 発 明 を 具 現 化 し た 試 薬 キ ッ ト は 、 エ ク
ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 。 キ ッ ト は 、 ア ナ ラ イ ト の 類 似 体 お よ び 検 量 物
質 お よ び 対 照 物 質 を さ ら に 備 え て い て も よ い 。 試 薬 は 、 液 体 形 態 の ま ま で あ っ て も よ い し
、 凍 結 乾 燥 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 検 量 物 質 お よ び 対 照 物 質 」 と い う 表 現 は 、 既 知 量 の ア ナ ラ イ ト を 含 有 す る 任 意 の 標 準
物 質 ま た は 参 照 物 質 を 意 味 す る 。 ア ナ ラ イ ト を 含 有 す る と 推 測 さ れ る サ ン プ ル お よ び 対 応
す る 検 量 物 質 は 、 類 似 の 条 件 下 で ア ッ セ イ さ れ る 。 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 は 、 未 知 試 料 で 得 ら
れ た 結 果 を 標 準 で 得 ら れ た 結 果 と 比 較 す る こ と に よ り 計 算 さ れ る 。 こ れ は 、 一 般 に 、 図 4
お よ び 5に 示 さ れ る よ う な 検 量 線 を 作 成 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 ア ル キ ル 基 」 と い う 表 現 は 、 任 意 の 直 線 状 、 分 枝 状 、 環 状 、 非 環 状 、 飽 和 、 ま た は 不
飽 和 の 炭 素 鎖 を 意 味 す る 。 代 表 的 な ア ル キ ル 基 と し て は 、 ア ル カ ン 、 ア ル ケ ン 、 ア ル キ ン
、 シ ク ロ ア ル カ ン 、 シ ク ロ ア ル ケ ン 、 シ ク ロ ア ル キ ン 、 ア リ ー ル な ど 、 お よ び そ れ ら の 組
合 せ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 場 合 に よ り 置 換 さ れ て い て も よ い 」 と い う 表 現 は 、 ア ル キ ル 基 上 に 1つ 以 上 の 置 換 基
が 場 合 に よ り 結 合 さ れ て い る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 脱 離 基 」 と い う 表 現 は 、 反 応 さ せ る 試 薬 で 置 換 さ れ う る 基 質 の 任 意 の 化 学 部 分 を 意 味
す る 。 好 適 な 脱 離 基 と し て は 、 ハ ラ イ ド 、 メ シ レ ー ト 、 ト シ レ ー ト 、 ア ル コ キ シ 、 第 四 級
ア ン モ ニ ウ ム 塩 、 な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 本 発 明 の 好 ま
し い 実 施 形 態 に 従 っ て 使 用 さ れ る 好 ま し い 脱 離 基 は 、 ト リ フ ル オ ロ エ ト キ シ エ ス テ ル 、 N-
ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル エ ス テ ル 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ
ル エ ス テ ル 、 イ ミ ダ ゾ リ ル エ ス テ ル 、 N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル エ ス テ ル な ど の 活
性 化 エ ス テ ル に よ り 提 供 さ れ 、 カ ル ボ ニ ル 炭 素 に 結 合 さ れ た エ ス テ ル の 酸 素 含 有 部 分 が 、
反 応 の 過 程 で 置 換 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 保 護 基 」 と い う 表 現 は 、 そ の 通 常 の 反 応 性 を 改 変 す る た め に 反 応 性 原 子 ま た は 反 応 中
心 に 結 合 さ れ た 任 意 の 部 分 を 意 味 す る 。 好 適 な 保 護 基 と し て は 、 専 門 書 "Protective Grou
ps in Organic Synthesis(有 機 合 成 時 の 保 護 基 )", 第 3版 , Theodora W. Greeneお よ び Pet
er G. M. Wuts著 , John Wiley & Sons, Inc., New York, 1999に 記 載 さ れ て い る も の が 挙
げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の 文 献 の 全 内 容 は 、 参 照 に よ り 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。 た だ し 、 本 出 願 と 一 致 し な い 開 示 ま た は 定 義 で あ る 場 合
に は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 開 示 ま た は 定 義 が 優 先 す る も の と す る 。 ア ミ ン の 窒 素 に 対 す る 種
々 の 保 護 基 は 、 当 技 術 分 野 で 公 知 で あ り (た と え ば 、 上 記 参 照 )、 そ の 中 で も 、 ト リ フ ル オ
ロ ア セ チ ル は 、 本 発 明 の 好 ま し い 窒 素 保 護 基 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 抗 体 は 、 抗 原 性 化 合 物 と 他 の 化 合 物 と を 識 別 す る 能 力 を 有 す る 場 合 、 該 抗 原 性 化 合 物 に
「 特 異 的 で あ る 」 と 言 わ れ る 。
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【 ０ ０ ３ ４ 】
　 「 交 差 反 応 性 」 と は 、 抗 体 と 、 該 抗 体 の 誘 導 に 使 用 さ れ な か っ た 抗 原 と の 反 応 を 意 味 す
る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 抗 体 は 、 抗 原 性 化 合 物 に 対 し て そ の 化 合 物 ク ラ ス の 他 の メ ン バ ー よ り も 大 き な 結 合 性 を
呈 す る 場 合 、 該 抗 原 性 化 合 物 に 「 優 先 的 に 結 合 す る 」 と 言 わ れ る 。 た と え ば 、 表 2、 3、 お
よ び 4に お い て 、 抗 体 NEAMP 1.3、 NEAMP 48.2、 お よ び NEAMP 62.1は 、 MDEAの 属 す る 化 合 物
ク ラ ス の 他 の メ ン バ ー (す な わ ち 、 メ チ レ ン ジ オ キ シ 誘 導 体 )と 比 較 し て 、 MDEAに 優 先 的 に
結 合 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 化 合 物 は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 特 異 的 な 抗 体 の 産 生 に お い て
、 中 間 体 、 ハ プ テ ン 、 ま た は 免 疫 原 と し て 有 用 で あ る 。 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 1の 系 統 の
化 合 物 は 、 構 造 :
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 。 上 記 式 中 、 R 1 は JMTで あ り 、 R 2 は 、 水 素 、 ア ル キ ル 基 、 お よ び 保 護 基 よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ 、 そ し て R 3 は 、 場 合 に よ り 置 換 さ れ て い て も よ い ア ル キ ル 基 で あ る 。 Jは
、 1～ 15個 の 炭 素 原 子 お よ び 0～ 6個 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 。 Mは 、 O、 CO、 NR 4 、 S、 C(=NH)O、
NH(CO)、 NH(CO)NH、 NH(CS)、 NH(CS)NH、 O(CO)NH、 NH(C=NH)、 お よ び マ レ イ ミ ド チ オ エ ー
テ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 こ こ で 、 R 4 は 、 水 素 お よ び ア ル キ ル 基 よ り な る 群 か ら 選 択
さ れ る 。 Tは 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、 脱 離 基 、 巨 大 分 子 担 体 、 お よ び 標 識 よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 。 R 2 が 水 素 で あ る 場 合 か つ R 3 が メ チ ル で あ る 場 合 、 R 1 は 、 CH 2 CN、 CH 2 C=CH 2 、 C
HO、 CH 2 CH 2 OH、 CH 2 CH 2 OCH 3 、 お よ び CH 2 CCHの い ず れ で も な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 好 ま し く は 、 巨 大 分 子 担 体 は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 多 糖 よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 。 好 ま し い タ ン パ ク 質 と し て は 、 KLH(キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン )、 B
SA(ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )、 お よ び BTG(ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン )が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、
ア ル キ ル 基 は 、 直 鎖 も し く は 分 枝 鎖 の 、 1～ 15個 の 炭 素 原 子 、 よ り 好 ま し く は 1～ 11個 の 炭
素 原 子 、 さ ら に 好 ま し く は 1～ 9個 の 炭 素 原 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 こ の 第 1の 系 統 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Jは 、 (CH 2 ) k を 含 む こ と が 好 ま し く 、 こ こ で 、
kは 、 1、 2、 3、 4、 5、 ま た は 6で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 kは 3で あ る 。 Mは COで あ る こ と が
さ ら に 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 R 2 は 、 水 素 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 ま た は n-ブ チ
ル で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 2 は 水 素 で あ る 。 好 ま し く は 、 R 3 は 、 水 素 、 メ チ ル 、 エ チ ル
、 n-プ ロ ピ ル 、 ま た は n-ブ チ ル で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 3 は メ チ ル で あ る 。 好 ま し く は
、 Tは 、 N-オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 ヘ モ シ ア ニ ン 類 、 グ ロ ブ リ ン 類 、 お よ び ア ル ブ ミ ン 類
よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 、 Tは 、 KLH、 BSA、 お よ び BTGよ り な る タ ン パ ク
質 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 図 1は 、 こ の 第 1の 系 統 の 好 ま し い 実 施 形 態 に 係 る 化 合 物 お よ び 免 疫 原 を 合 成 す る 代 表 的
な ス キ ー ム を 示 し て い る 。 当 然 の こ と な が ら 、 こ の 代 表 的 な 合 成 ス キ ー ム に お い て 、 出 発
物 質 、 試 薬 、 個 々 の 合 成 的 変 換 、 お よ び 反 応 条 件 は 、 単 な る 例 示 に す ぎ ず 、 こ れ ら に 限 定
さ れ る も の と 解 釈 し て は な ら な い 。 図 示 さ れ て い る も の と ま っ た く 異 な る 出 発 物 質 に 基 づ
く 合 成 法 を 含 め て 、 他 の 合 成 的 調 製 法 を 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸
脱 す る こ と な く 開 発 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ４ ０ 】
　 図 1に 示 さ れ る よ う に 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ で あ る メ チ レ ン ジ オ キ シ ア ン フ ェ タ ミ
ン (MDA)2か ら 合 成 を 開 始 す る 。 2の 第 一 級 ア ミ ノ 基 を 4-ブ ロ モ 酪 酸 エ チ ル エ ス テ ル と 反 応
さ せ て ア ル キ ル 化 生 成 物 4を 得 る 。 得 ら れ た 4の 第 二 級 ア ミ ノ 基 を 好 適 な ア ミ ノ 保 護 基 に よ
り 保 護 す る 。 図 1に 示 さ れ る よ う に 、 4の ア ミ ノ 基 を 無 水 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFAA)で ト リ フ
ル オ ロ ア セ チ ル 化 し 、 保 護 さ れ た ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 誘 導 体 6を 得 る 。 6の エ チ ル エ ス
テ ル 部 分 を 加 水 分 解 し て カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 8を 取 得 し 、 こ れ を N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ
ド (NHS)と の 反 応 に よ り エ ス テ ル 化 し て 活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 10を 得 る 。 活 性 化 エ ス テ ル
誘 導 体 10を 巨 大 分 子 担 体 部 分 T(た と え ば 、 KLH、 BTG、 ま た は BSA)と 反 応 さ せ 、 た と え ば 炭
酸 カ リ ウ ム で ま た は pH13で 脱 保 護 し 、 そ し て 透 析 し 、 免 疫 原 12を 得 る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 図 1の 化 合 物 6、 8、 10、 お よ び 12に お い て 、 好 ま し い 部 分 (CH 2 ) 3 お よ び COは 、 そ れ ぞ れ
、 Jお よ び Mに 対 応 す る が 、 こ の 合 成 に 示 さ れ る 特 定 の 化 合 物 は 単 な る 例 示 に す ぎ ず 、 図 1
に 描 か れ た 合 成 ス ト ラ テ ジ ー に 変 更 を 加 え て 実 質 的 に 異 な る 化 学 構 造 を 有 す る 化 合 物 を 調
製 す る こ と が で き る 点 を 強 調 し て お き た い 。 た と え ば 、 図 1に 示 さ れ る ア ル キ ル 化 剤 4-ブ
ロ モ -酪 酸 エ チ ル エ ス テ ル は 、 脱 離 基 (た と え ば 、 臭 化 物 )を 末 端 官 能 基 (た と え ば 、 エ チ ル
エ ス テ ル )か ら 分 離 さ せ る よ り 多 く の ま た は よ り 少 な い 連 続 メ チ レ ン 単 位 を 有 す る 試 薬 で
置 き 換 え る こ と が で き る 。 同 様 に 、 こ れ ら の 末 端 を 分 離 す る 炭 素 鎖 は 、 ヘ テ ロ 原 子 、 置 換
、 不 飽 和 な ど を 含 有 し う る 。 さ ら に 、 こ の ア ル キ ル 化 ス テ ッ プ を 介 し て 導 入 さ れ る 官 能 基
(す な わ ち 、 4-ブ ロ モ -酪 酸 エ チ ル エ ス テ ル の エ チ ル エ ス テ ル 部 分 )は 、 広 範 に わ た る 一 連
の 代 替 部 分 で 、 た と え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ア ル コ ー ル 類 、 保 護 ア ル コ ー ル 類
、 カ ル ボ ン 酸 類 、 保 護 カ ル ボ ン 酸 類 、 ア ミ ン 類 (た と え ば 、 第 一 級 、 第 二 級 、 ま た は 第 三
級 保 護 ア ミ ン 類 )、 チ オ ー ル 類 、 保 護 チ オ ー ル 類 、 チ オ エ ー テ ル 類 、 ア ミ ド 類 、 チ オ ア ミ
ド 類 、 イ ミ ド 類 、 チ オ イ ミ ド 類 、 ニ ト リ ル 類 、 イ ミ ン 類 、 ヒ ド ラ ゾ ン 類 、 マ レ イ ミ ド チ オ
エ ー テ ル 類 な ど で 、 ま た は 当 技 術 で 十 分 に 確 立 さ れ て い る よ う に 1つ 以 上 の 合 成 的 変 換 に
よ り こ れ ら の 部 分 に 変 換 す る こ と の で き る こ れ ら の 部 分 の 任 意 の 官 能 基 前 駆 体 で 、 置 き 換
え る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 図 1に 描 か れ た 合 成 ス ト ラ テ ジ ー で は 、 MDA 2に 含 ま れ る ア ミ ノ 基 の ア ル キ ル 化 を 介 し て
J-M-T部 分 を 導 入 す る が 、 す で に 窒 素 を 含 有 し て い る メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル 環 系 を 改
変 す る こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 単 な る 例 示 に す ぎ ず 、 多 く の 代 替 ス ト ラ テ ジ ー を そ の 代 わ り
に 利 用 す る こ と が で き る 点 を 強 調 し て お き た い 。 た と え ば 、 MDA 2の ア ミ ノ 基 の 代 わ り に
脱 離 基 を 含 有 す る メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル 環 系 を 、 ア ミ ノ 含 有 求 核 剤 と 、 ま た は ア ミ ノ
基 の 前 駆 体 (た と え ば 、 ア ジ ド 、 シ ア ニ ド な ど )を 含 有 す る 求 核 剤 と 、 反 応 さ せ る こ と が で
き る 。 実 際 に は 、 ア ミ ノ 基 の 代 わ り に 脱 離 基 を 含 有 す る MDA 2の 類 似 体 を 4-ブ ロ モ -酪 酸 エ
チ ル エ ス テ ル の ア ミ ノ 類 似 体 (す な わ ち 、 NH 2 -(CH 2 ) 3 -CO 2 Et)と 反 応 さ せ る こ と に よ っ て も
、 異 な る 経 路 で 化 合 物 6が 得 ら れ る で あ ろ う 。 た と え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 専
門 書 "Comprehensive Organic Transformations," 第 2版 , Richard C. Larock著 , Wiley-V
CH, New York， 1999な ら び に "March's Advanced　 Organic Chemistry," 第 5版 , Michael 
B. Smithお よ び Jerry March著 , John Wiley & Sons, Inc., 2001さ ら に は そ こ に 引 用 さ れ
て い る 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 方 法 を 含 め て 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 化 学 変 換 法 は す べ て
、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に 従 っ て 使 用 し う る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 図 1に 示 さ れ る 代 表 的 な 合 成 に 変 更 を 加 え る の に 有 用 で あ ろ う と 思 わ れ る 変 換 と し て は
、 フ ィ ッ シ ャ ー エ ス テ ル 化 ； 他 の 活 性 化 エ ス テ ル 、 た と え ば 、 カ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル
、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 2-ク ロ ロ ピ リ ジ ニ ウ ム 、 3-ク ロ ロ イ ソ オ キ サ ゾ リ ウ
ム 、 2,2'-ジ ピ リ ジ ル ジ ス ル フ ィ ド 、 2-ピ リ ジ ル チ オ ク ロ ロ ホ ル メ ー ト な ど の 調 製 ； 酸 化
、 た と え ば 、 ア ル コ ー ル 類 、 ア ミ ン 類 、 チ オ ー ル 類 、 チ オ エ ー テ ル 類 の 酸 化 、 バ イ ヤ ー ・
ビ リ ガ ー 酸 化 な ど ； 還 元 、 た と え ば 、 ニ ト ロ 基 の 還 元 、 カ ル ボ ニ ル 基 の 還 元 、 水 素 化 な ど
； ア ミ ノ 基 の 保 護 、 た と え ば 、 カ ル バ メ ー ト 類  ア ミ ド 類 、 N-ア ル キ ル ア ミ ン 類 、 N-ア リ
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ー ル ア ミ ン 類 、 イ ミ ン 類 、 エ ナ ミ ン 類 、 N-ヘ テ ロ 原 子 誘 導 体 な ど 、 お よ び 対 応 す る 脱 保 護
； 縮 合 反 応 、 た と え ば 、 ア ル ド ー ル 縮 合 、 ク ラ イ ゼ ン 縮 合 、 ク ネ ー ベ ナ ー ゲ ル 縮 合 な ど ；
1,4-付 加 反 応 、 た と え ば 、 マ イ ケ ル 反 応 、 コ ー リ ー ・ ホ ワ イ ト サ イ ズ ・ ハ ウ ス 有 機 ク プ レ
ー ト カ ッ プ リ ン グ な ど ； 1,2-付 加 反 応 、 た と え ば 、 グ リ ニ ャ ー ル 反 応 、 カ ル ボ ニ ル 還 元 な
ど ； ニ ト リ ル 類 の 還 元 ； ア ル コ ー ル 類 の 脱 保 護 ； カ ル ボ ン 酸 類 の 脱 保 護 ； ケ ト ン 類 の 脱 保
護 ； ア ル デ ヒ ド 類 の 脱 保 護 ； ア ジ ド 類 の 還 元 ； イ ミ ン 類 の 還 元 ； な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ
れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 2の 系 統 の 化 合 物 は 、 構 造 :
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
を 有 す る 。 上 記 式 中 、 R 1 は 、 2～ 6個 の 炭 素 原 子 を 含 む ア ル キ ル 基 で あ り 、 R 2 は 、 水 素 、 ア
ル キ ル 基 、 お よ び 保 護 基 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 R 3 は 、 場 合 に よ り 置 換 さ れ て い て も よ
い ア ル キ ル 基 で あ り 、 そ し て Zは 、 L-X-Qで あ る 。 Lは 、 1～ 15個 の 炭 素 原 子 お よ び 0～ 6個 の
ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 。 Xは 、 O、 CO、 NR 4 、 S、 C(=NH)O、 NH(CO)、 NH(CO)NH、 NH(CS)、 NH(CS)N
H、 O(CO)NH、 NH(C=NH)、 お よ び マ レ イ ミ ド チ オ エ ー テ ル よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ 、 こ こ で
、 R 4 は 、 水 素 お よ び ア ル キ ル 基 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。 Qは 、 水 素 、 ヒ ド ロ キ シ ル 、
脱 離 基 、 巨 大 分 子 担 体 、 お よ び 標 識 よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 好 ま し く は 、 巨 大 分 子 担 体 は 、 タ ン パ ク 質 、 ポ リ ペ プ チ ド 、 お よ び 多 糖 よ り な る 群 か ら
選 択 さ れ る 。 好 ま し い タ ン パ ク 質 と し て は 、 KLH(キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン )、 B
SA(ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン )、 お よ び BTG(ウ シ チ ロ グ ロ ブ リ ン )が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、
ア ル キ ル 基 は 、 直 鎖 も し く は 分 枝 鎖 お よ び 1～ 15個 の 炭 素 原 子 、 よ り 好 ま し く は 1～ 11個 の
炭 素 原 子 、 さ ら に 好 ま し く は 1～ 9個 の 炭 素 原 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 こ の 第 2の 系 統 の 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Lを 構 成 す る 炭 素 原 子 お よ び オ プ シ ョ ン の ヘ テ
ロ 原 子 の 連 結 は 、 制 限 さ れ ず 、 直 線 状 、 分 枝 状 、 環 状 、 ま た 非 環 状 の 系 で あ っ て も よ い 。
Lは 、 (CH 2 ) j を 含 む こ と が 好 ま し く 、 こ こ で 、 jは 、 1、 2、 3、 4、 5、 ま た は 6で あ り 、 よ り
好 ま し く は 、 jは 3で あ る 。 Xは COで あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 R 1 は 、 エ チ
ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 ま た は n-ブ チ ル で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 1 は 、 エ チ ル で あ る 。 好 ま し
く は 、 R 2 は 、 水 素 ま た は 保 護 基 で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 2 は 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 基
の よ う な 保 護 基 で あ る 。 好 ま し く は 、 R 3 は 、 水 素 、 メ チ ル 、 エ チ ル 、 n-プ ロ ピ ル 、 ま た は
n-ブ チ ル で あ り 、 よ り 好 ま し く は 、 R 3 は メ チ ル で あ る 。 好 ま し く は 、 Qは 、 ヒ ド ロ キ シ 、 N
-オ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 ヘ モ シ ア ニ ン 類 、 グ ロ ブ リ ン 類 、 お よ び ア ル ブ ミ ン 類 よ り な る
群 か ら 選 択 さ れ 、 よ り 好 ま し く は 、 Qは 、 KLH、 BSA、 お よ び BTGよ り な る タ ン パ ク 質 群 か ら
選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 図 2は 、 こ の 第 2の 系 統 の 好 ま し い 実 施 形 態 に 係 る 化 合 物 お よ び 免 疫 原 を 合 成 す る 代 表 的
な ス キ ー ム を 示 し て い る 。 当 然 の こ と な が ら 、 こ の 代 表 的 な 合 成 ス キ ー ム に お い て 、 出 発
物 質 、 試 薬 、 個 々 の 合 成 的 変 換 、 お よ び 反 応 条 件 は 、 単 な る 例 示 に す ぎ ず 、 こ れ ら に 限 定
さ れ る も の と 解 釈 し て は な ら な い 。 図 示 さ れ て い る も の と ま っ た く 異 な る 出 発 物 質 に 基 づ
く 合 成 法 を 含 め て 、 他 の 合 成 的 調 製 法 を 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 の 精 神 お よ び 範 囲 か ら 逸
脱 す る こ と な く 開 発 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 図 2に 示 さ れ る よ う に 、 1-メ チ ル -2-フ ェ ニ ル -エ チ ル ア ミ ン 14か ら 合 成 を 開 始 す る 。 14
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の ア ミ ノ 基 を エ チ ル ブ ロ ミ ド で ア ル キ ル 化 し て N-エ チ ル ア ミ ン 誘 導 体 16を 得 る 。 16の ア ミ
ノ 基 を 好 適 な ア ミ ノ 保 護 基 に よ り 保 護 す る 。 図 2に 示 さ れ る よ う に 、 16の ア ミ ノ 基 を 無 水
ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (TFAA)で ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 す る 。 フ リ ー デ ル ・ ク ラ フ ツ 型 反 応 に
よ り ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 誘 導 体 18を 無 水 コ ハ ク 酸 と 反 応 さ せ て カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 20を
得 る 。 カ ル ボ ン 酸 誘 導 体 20の ベ ン ジ ル カ ル ボ ニ ル 基 を 還 元 し て 還 元 生 成 物 22を 取 得 し 、 こ
れ を N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド (NHS)と の 反 応 に よ り エ ス テ ル 化 し て 活 性 化 エ ス テ ル 誘
導 体 24を 得 る 。 活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 24を 巨 大 分 子 担 体 部 分 Q(た と え ば 、 KLH、 BSA、 ま た
は BTG)と 反 応 さ せ 、 塩 基 性 条 件 下 で 窒 素 を 脱 保 護 し 、 そ し て 透 析 し 、 免 疫 原 26を 得 る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 他 の 選 択 肢 と し て 、 図 3に 示 さ れ る よ う に 、 活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 24を 、 た と え ば 、 4-
ア ミ ノ メ チ ル 安 息 香 酸 と の 反 応 に よ り さ ら に 改 変 し 、 安 息 香 酸 誘 導 体 32を 得 る こ と も で き
る 。 安 息 香 酸 誘 導 体 32、 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド と の 反 応 に よ り 32か ら 得 ら れ
る 活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 34は 、 本 発 明 に 係 る 広 範 に わ た る 一 連 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 標 識 な
ど の 合 成 に 有 用 な 中 間 体 で あ る 。 図 3に 描 か れ た 改 変 ス ト ラ テ ジ ー (す な わ ち 、 ア ミ ノ ベ ン
ゾ エ ー ト 部 分 の 導 入 )は 、 図 1に 示 さ れ る タ イ プ の メ チ レ ン ジ オ キ シ 化 合 物 で 使 用 す る よ う
に 容 易 に 適 合 化 さ せ る こ と が で き る (た と え ば 、 活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 10を 4-ア ミ ノ メ チ
ル 安 息 香 酸 と 反 応 さ せ る こ と に よ り )。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 図 2の 化 合 物 22、 24、 お よ び 26に お い て 、 好 ま し い 部 分 (CH 2 ) 3 お よ び COは 、 そ れ ぞ れ Lお
よ び Xに 対 応 す る が 、 こ の 合 成 に 示 さ れ る 特 定 の 化 合 物 は 単 な る 例 示 に す ぎ ず 、 図 2に 描 か
れ た 合 成 ス ト ラ テ ジ ー に 変 更 を 加 え て 実 質 的 に 異 な る 化 学 構 造 を 有 す る 化 合 物 を 調 製 す る
こ と が で き る 点 を 強 調 し て お き た い 。 た と え ば 、 図 2に 示 さ れ る 無 水 コ ハ ク 酸 は 、 よ り 多
く の ま た は よ り 少 な い 環 炭 素 原 子 お よ び /ま た は 環 ヘ テ ロ 原 子 (こ れ 自 体 、 置 換 さ れ て い て
も よ い し 、 不 飽 和 な ど を 含 有 し て い て も よ い )を 有 す る 環 状 無 水 物 と 置 き 換 え る こ と が で
き る 。 こ の ほ か 、 必 ず し も 、 フ リ ー デ ル ・ ク ラ フ ツ ア シ ル 化 剤 と し て 環 状 無 水 物 を 利 用 す
る 必 要 は な い 。 非 環 状 試 薬 (た と え ば 、 ハ ロ ゲ ン 化 ア シ ル 類 、 カ ル ボ ン 酸 類 、 ケ ト ン 類 な
ど )を 利 用 す る こ と も で き る 。 さ ら に 、 図 2に 示 さ れ る よ う に フ ェ ニ ル 環 の 構 造 を 改 変 す る
た め に 、 必 ず し も 、 フ リ ー デ ル ・ ク ラ フ ツ ア シ ル 化 反 応 を 利 用 す る 必 要 は な い 。 た と え ば
、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 フ リ ー デ ル ・ ク ラ フ ツ ア ル キ ル 化 、 ハ ロ ゲ ン 化 、 ニ ト ロ 化
、 ス ル ホ ン 化 、 イ プ ソ 置 換 な ど の 多 く の 他 の 求 電 子 芳 香 族 置 換 を 利 用 す る こ と が で き る 。
同 様 に 、 フ リ ー デ ル ・ ク ラ フ ツ ア シ ル 化 ス テ ッ プ を 介 し て 導 入 さ れ た 官 能 基 (す な わ ち 、
化 合 物 20お よ び 22に 示 さ れ る 末 端 カ ル ボ ン 酸 部 分 )は 、 広 範 に わ た る 一 連 の 代 替 部 分 で 置
き 換 え る か ま た は 代 替 部 分 に 変 換 す る こ と が で き る 。 代 替 部 分 と し て は 、 ア ル コ ー ル 類 、
保 護 ア ル コ ー ル 類 、 保 護 カ ル ボ ン 酸 類 、 ア ミ ン 類 (た と え ば 、 第 一 級 、 第 二 級 、 ま た は 第
三 級 保 護 ア ミ ン 類 )、 チ オ ー ル 類 、 保 護 チ オ ー ル 類 、 チ オ エ ー テ ル 類 、 ア ミ ド 類 、 チ オ ア
ミ ド 類 、 イ ミ ド 類 、 チ オ イ ミ ド 類 、 ニ ト リ ル 類 、 イ ミ ン 類 、 ヒ ド ラ ゾ ン 類 、 マ レ イ ミ ド チ
オ エ ー テ ル 類 な ど 、 ま た は 当 技 術 で 十 分 に 確 立 さ れ て い る よ う に 1つ 以 上 の 合 成 的 変 換 に
よ り こ れ ら の 部 分 に 変 換 す る こ と の で き る こ れ ら の 部 分 の 任 意 の 官 能 基 前 駆 体 が 挙 げ ら れ
る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 図 2に 描 か れ た 合 成 ス ト ラ テ ジ ー で は 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 誘 導 体 18の フ ェ ニ ル 環
の ア シ ル 化 を 介 し て L-X-Q部 分 を 導 入 す る が 、 求 電 子 置 換 に よ り 既 存 の フ ェ ニ ル 環 を 改 変
す る こ の ス ト ラ テ ジ ー は 、 単 な る 例 示 に す ぎ ず 、 多 く の 代 替 ス ト ラ テ ジ ー を そ の 代 わ り に
利 用 す る こ と が で き る 点 を 強 調 し て お き た い 。 た と え ば 、 ア ミ ノ 含 有 側 鎖 の パ ラ 位 が ハ ロ
ゲ ン (た と え ば 、 Cl、 Br、 I)で 置 換 さ れ た フ ェ ニ ル 環 は 、 有 機 金 属 試 薬 (た と え ば 、 グ リ ニ
ャ ー ル 、 有 機 リ チ ウ ム 、 有 機 ス タ ン ナ ン 、 オ ル ガ ノ ボ ラ ン 、 有 機 ク プ レ ー ト な ど )に 変 換
可 能 で あ り 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 手 順 を 用 い て 、 求 電 子 試 薬 (た と え ば 、 ケ ト ン 、 ア ル デ
ヒ ド 、 酸 ハ ロ ゲ ン 化 物 、 ハ ロ ア ル カ ン な ど )と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 炭 素 -炭 素 結 合 を 形
成 可 能 で あ る 。 他 の 選 択 肢 と し て 、 ア ミ ノ 含 有 側 鎖 の パ ラ 位 が 適 切 な 脱 離 基 (た と え ば 、 C
l、 Br、 I、 ア ル コ キ シ な ど )で 置 換 さ れ た フ ェ ニ ル 環 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 手 順 を 用 い
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て 、 求 核 芳 香 族 置 換 反 応 に 付 す こ と が で き る 。 さ ら に 、 フ ェ ニ ル 環 の 置 換 パ タ ー ン は 、 当
技 術 分 野 で 周 知 の 試 薬 (た と え ば 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 水 素 化 触 媒 (た と え ば 、 Pt
、 Pd、 Niな ど )、 Sお よ び Se、 キ ニ ー ネ な ど )を 用 い て 芳 香 族 化 さ れ る 完 全 飽 和 も し く は 部
分 不 飽 和 の シ ク ロ ヘ キ サ ン 環 系 ま た は そ れ ら の 前 駆 体 上 に 発 生 さ せ る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 図 1に 示 さ れ る 合 成 ス キ ー ム に 関 連 し て 先 に 述 べ た よ う に 、 当 技 術 分 野 で 公 知 の 化 学 変
換 法 は す べ て 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 に 従 っ て 使 用 し う る と 考 え ら れ る 。 図 2に 示 さ
れ る 代 表 的 な 合 成 に 変 更 を 加 え る の に 有 用 で あ ろ う と 思 わ れ る 変 換 と し て は 、 図 1の 合 成
ス キ ー ム に 関 連 し て 先 に 明 示 し た も の 、 さ ら に は ウ ォ ル フ ・ キ ッ シ ュ ナ ー 還 元 、 ク レ メ ン
セ ン 還 元 、 ヒ ド ラ ゾ ン 類 の 還 元 (た と え ば 、 LiAlH 4 、 NaBH 4 、 NaBH 3 CNな ど を 用 い て )が 挙 げ
ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 1の 抗 体 は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 対 し て 特 異 的 か つ 優 先 的
で あ る 。 好 ま し く は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ は 、 MDA、 MDMA、 MDEA、 BDB、 MBDB、 お よ び
そ れ ら の 組 合 せ よ り な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 2抗 体 は 、 MDEAお よ び N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン (NEAMP)に 優 先 的 に
結 合 し 、 d-メ タ ン フ ェ タ ミ ン に 対 し て 1%超 の 交 差 反 応 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 3の 抗 体 は 、 MDEAに 優 先 的 に 結 合 し 、 BDBに 対 し て 40%超 の 交 差 反
応 性 お よ び d-ア ン フ ェ タ ミ ン に 対 し て 1%超 の 交 差 反 応 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 第 4の 抗 体 は 、 Qが 巨 大 分 子 担 体 で あ る 先 に 図 示 し 説 明 し た 構 造 Iま
た は IIを 有 す る 化 合 物 に 応 答 し て 産 生 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 上 記 の 第 1の 系 統 の 好 ま し い 実 施 形 態 (す な わ ち 、 縮 合 メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル 環 系 を
含 む 系 統 の 化 合 物 (た と え ば 、 図 1))に 由 来 す る 免 疫 原 は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ (た と
え ば 、 MDA、 MDMA、 MDEA、 BDB、 MBDBが 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い )
に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る の に 有 用 で あ る 。 表 1は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 特 異 的 な
抗 体 (と く に 、 Tが KLHで あ る 図 1の 免 疫 原 12に 応 答 し て 産 生 さ れ る 抗 体 MDMA 2.1.1)に 対 す
る 交 差 反 応 性 デ ー タ を 示 し て い る 。 こ の デ ー タ の 取 得 時 に 使 用 し た 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で
十 分 に 確 立 さ れ た タ イ プ の 古 典 的 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル に よ り 産 生 さ れ た 。 表 1に お い て 、
略 号 d-AMPは d-ア ン フ ェ タ ミ ン を 表 し 、 略 号 d-MAMPは d-メ タ ン フ ェ タ ミ ン を 表 し 、 略 号 l-A
MPは l-ア ン フ ェ タ ミ ン を 表 し 、 略 号 l-MAMPは l-メ タ ン フ ェ タ ミ ン を 表 し 、 そ し て 略 号 MDPA
は 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ -N-プ ロ ピ ル ア ン フ ェ タ ミ ン を 表 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 免 疫 原 12(た と え ば 、 Tは KLHで あ る )に よ り 惹 起 さ れ る 抗 体 は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ
に 対 し て 良 好 な 応 答 お よ び 特 異 性 を 示 す 。 さ ら に 、 こ れ ら の 抗 体 は 、 関 連 ド ラ ッ グ に 対 し
て ほ と ん ど ま た は ま っ た く 交 差 反 応 性 を 示 さ な い 。 標 準 メ タ ン フ ェ タ ミ ン の 結 合 の 50%減
少 (ED 5 0 )を 生 じ る ド ラ ッ グ 濃 度 を 測 定 し 、 そ れ ぞ れ 他 の ド ラ ッ グ の ED 5 0 で 割 り 、 次 に 、 そ
の 結 果 に 100を 掛 け る こ と に よ り 、 交 差 反 応 性 パ ー セ ン ト を 計 算 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 交 差 反 応 性 パ ー セ ン ト は ま た 、 本 発 明 に 係 る 抗 体 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 利 用 す る イ ム
ノ ア ッ セ イ で 測 定 す る こ と も で き る 。 標 準 曲 線 は 、 既 知 量 の 標 的 ア ナ ラ イ ト MDMAま た は MD
EAを 用 い て 作 成 可 能 で あ る 。 既 知 量 の 種 々 の ア ン フ ェ タ ミ ン 関 連 ド ラ ッ グ を イ ム ノ ア ッ セ
イ で サ ン プ ル と し て 分 析 す る こ と が で き 、 こ れ ら の ド ラ ッ グ の 見 掛 け の 濃 度 を 標 準 曲 線 か
ら 求 め る こ と が で き る 。 ド ラ ッ グ の 見 掛 け の 濃 度 を 実 際 の 濃 度 で 割 っ て 100を 掛 け た 値 は
、 ド ラ ッ グ の 交 差 反 応 性 パ ー セ ン ト に 等 し い 。 KIMS(溶 液 中 の 微 粒 子 の 速 度 論 的 相 互 作 用 )
に 基 づ く そ の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ に つ い て は 、 実 施 例 20に 記 載 さ れ て い る 。
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【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

【 ０ ０ ６ ０ 】
　 上 記 の 第 2の 系 統 の 好 ま し い 実 施 形 態 (す な わ ち 、 縮 合 メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル 環 系 が
欠 如 し て い る 一 連 の 化 合 物 )に 由 来 す る 免 疫 原 は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ (た と え ば 、 MD
A、 MDMA、 MDEA、 BDB、 MBDB、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る
も の で は な い )に 対 す る 抗 体 を 産 生 す る の に 有 用 で あ る 。 こ の 第 2の 系 統 に 由 来 す る N-エ チ
ル 置 換 免 疫 原 (す な わ ち 、 構 造 II中 の R 1 は エ チ ル で あ る )に 応 答 し て 産 生 さ れ る 抗 体 は 、 従
来 の ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び メ タ ン フ ェ タ ミ ン の イ ム ノ ア ッ セ イ で は 一 般 に 検 出 が 不 十 分 で
あ る エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ MDEAに 対 し て と り わ け 高 い 認 識 性 を 示 す 。 こ の よ う に 産 生 さ
れ た 抗 体 は 、 既 存 の ア ン フ ェ タ ミ ン ま た は メ タ ン フ ェ タ ミ ン の ア ッ セ イ に お け る 検 出 を 増
強 す る ブ ー ス タ ー 抗 体 と し て ま た は MD系 ド ラ ッ グ 用 の イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る MDEAに 対 す
る 個 別 抗 体 と し て 、 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 表 2、 3、 お よ び 4は 、 Qが KLHで あ る 図 2の 免 疫 原 26に 応 答 し て 産 生 さ れ た 抗 体 NEAMP 1.3
、 NEAMP 48.2、 お よ び NEAMP 62.1の 交 差 反 応 性 デ ー タ を 示 し て い る 。 上 述 し た 手 順 に よ り
、 標 準 と し て MDEAを 用 い て 、 表 2、 3、 お よ び 4に 示 さ れ る 交 差 反 応 性 パ ー セ ン ト を 計 算 し
た 。 表 2は 、 ELISAア ッ セ イ で 生 成 さ れ た 、 NEAMP 1.3の 交 差 反 応 性 を 示 し 、 表 3お よ び 4は
、 そ れ ぞ れ 、 KIMSイ ム ノ ア ッ セ イ (ONLINE DAT II, Roche Diagnostics)に お け る NEAMP 48
.2お よ び NEAMP 62.1の 交 差 反 応 性 を 示 し て い る 。 こ の デ ー タ の 取 得 時 に 使 用 し た 抗 体 は 、
古 典 的 免 疫 化 プ ロ ト コ ー ル を 用 い て 産 生 さ れ た 。
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 N-エ チ ル 置 換 免 疫 原 26(た と え ば 、 Qは KLHで あ る )に よ り 惹 起 さ れ る NEAMP 1.3抗 体 は 、
一 般 に エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 対 し て 、 と く に MDEAに 対 し て 、 良 好 な 応 答 、 特 異 性 、 お
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よ び 優 先 性 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 N-エ チ ル 置 換 免 疫 原 26(た と え ば 、 Qは KLHで あ る )に よ り 惹 起 さ れ る NEAMP 48.2抗 体 は 、
表 3の 定 量 的 KIMSイ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 示 さ れ る よ う に 、 MDEAお よ び N-エ チ ル ア ン フ ェ タ
ミ ン に 対 し て 良 好 な 応 答 お よ び 優 先 性 を 示 す 。 抗 体 は ま た 、 d-メ タ ン フ ェ タ ミ ン に 対 し て
5%超 の 交 差 反 応 性 を 有 す る 。 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 NEAMP 48.2は 、 2003年 6月 26日
に American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)に 寄 託 さ れ ,ATCC名 称 PTA-52
95が 割 り 当 て ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 N-エ チ ル 置 換 免 疫 原 26(た と え ば 、 Qは KLHで あ る )に よ り 惹 起 さ れ る NEAMP 62.1抗 体 は 、
表 4の 定 量 的 KIMSイ ム ノ ア ッ セ イ に よ り 示 さ れ る よ う に 、 MDEAに 対 し て 良 好 な 応 答 お よ び
優 先 性 を 示 し 、 BDBに 対 し て 良 好 な 応 答 性 を 示 す 。 抗 体 は ま た 、 d-ア ン フ ェ タ ミ ン に 対 し
て 1%超 の 交 差 反 応 性 を 有 す る 。 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 NEAMP 62.1は 、 2003年 6月 26
日 に American Type Culture Collectionに 寄 託 さ れ ,ATCC名 称 PTA-5294が 割 り 当 て ら れ た
。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 試 薬 キ ッ ト は 、 本 発 明 を 具 現 化 し た 抗 体 を 含 む 。 代 表 的 な 試 薬 キ ッ
ト は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 特 異 的 な 抗 体 、 標 識 化 部 分 に 結 合 さ れ た エ ク ス タ シ ー 系
ド ラ ッ グ の 類 似 体 ま た は そ の 誘 導 体 を 含 む 複 合 体 を 含 み う る 。 ま た 、 場 合 に よ り 、 既 知 量
の エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ ま た は 関 連 標 準 を 含 む 1種 以 上 の 検 量 物 質 を も 備 え う る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 抗 体 は 、 そ れ を 利 用 す る た め の 取 扱 い 説 明 書 と 共 に 、 キ ッ ト 、 容 器
、 パ ッ ク 、 ま た は デ ィ ス ペ ン サ ー 中 に 組 み 入 れ る こ と が で き る 。 抗 体 が キ ッ ト 中 に 組 み 入
れ ら れ て 供 給 さ れ る 場 合 、 イ ム ノ ア ッ セ イ の さ ま ざ ま な 成 分 を 個 別 の 容 器 に パ ッ ケ ー ジ ン
グ し 、 使 用 前 に 混 合 す る こ と が 可 能 で あ る 。 そ の よ う に 成 分 を 個 別 に パ ッ ケ ー ジ ン グ す る
と 、 活 性 成 分 の 機 能 を 実 質 的 に 低 下 さ せ る こ と な く 、 長 期 間 の 保 存 が 可 能 に な る で あ ろ う
。 さ ら に 、 不 活 性 環 境 下 (た と え ば 、 窒 素 ガ ス 、 ア ル ゴ ン ガ ス な ど の 正 圧 下 )で 試 薬 を パ ッ
ケ ー ジ ン グ す る こ と が 可 能 で あ り 、 こ れ は 、 空 気 お よ び /ま た は 水 分 に 敏 感 な 試 薬 に と り
わ け 好 ま し い 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た キ ッ ト に 備 え ら れ る 試 薬 は 、 さ ま ざ ま な 成 分 の 活 性 が 実 質 的 に 保 持
さ れ る 状 態 で 、 し か も 成 分 自 体 が 容 器 の 材 料 に よ り 実 質 的 に 吸 着 さ れ た り 改 変 さ れ た り し
な い 状 態 で 、 す べ て の 方 式 の 容 器 中 に 組 み 入 れ て 供 給 す る こ と が で き る 。 好 適 な 容 器 と し
て は 、 ア ン プ ル 、 ボ ト ル 、 試 験 管 、 バ イ ア ル 、 フ ラ ス コ 、 シ リ ン ジ 、 エ ン ベ ロ ー プ (た と
え ば 、 フ ォ イ ル で ラ イ ニ ン グ さ れ た エ ン ベ ロ ー プ )な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ
れ る も の で は な い 。 容 器 は 、 任 意 の 好 適 な 材 料 で 構 成 す る こ と が 可 能 で あ る 。 た と え ば 、
ガ ラ ス 、 有 機 ポ リ マ ー (た と え ば 、 ポ リ カ ー ボ ネ ー ト 、 ポ リ ス チ レ ン 、 ポ リ エ チ レ ン な ど )
、 セ ラ ミ ッ ク ス 、 金 属 (た と え ば 、 ア ル ミ ニ ウ ム )、 金 属 合 金 (た と え ば 、 ス チ ー ル )、 コ ル
ク な ど で 構 成 可 能 で あ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 こ の ほ か 、 容 器 は 、 セ プ
タ ム に よ り 提 供 さ れ う る よ う な 滅 菌 ア ク セ ス ポ ー ト (た と え ば 、 ニ ー ド ル に よ り ア ク セ ス
す る た め の ポ ー ト )を 1つ 以 上 備 え う る 。 セ プ タ ム の 好 ま し い 材 料 と し て は 、 ゴ ム お よ び Du
Pont (Wilmington, DE)に よ り 商 品 名 TEFLONと し て 販 売 さ れ て い る タ イ プ の ポ リ テ ト ラ フ
ル オ ロ エ チ レ ン が 挙 げ ら れ る 。 こ の ほ か 、 容 器 は 、 成 分 を 混 合 で き る よ う に 取 外 し 可 能 な
パ ー テ ィ シ ョ ン ま た は メ ン ブ レ ン に よ り 仕 切 ら れ た 2つ 以 上 の コ ン パ ー ト メ ン ト を 備 え う
る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 試 薬 キ ッ ト に は ま た 、 取 扱 い 説 明 資 料 を 添 付 す る こ と も 可 能 で あ る
。 取 扱 い 説 明 書 は 、 紙 面 上 な ど に 印 刷 さ れ た も の お よ び /ま た は 電 子 可 読 媒 体 (た と え ば 、
フ ロ ッ ピ ー デ ィ ス ク 、 CD-ROM、 DVD-ROM、 ジ ッ プ デ ィ ス ク 、 ビ デ オ テ ー プ 、 オ ー デ ィ オ テ
ー プ な ど )と し て 供 給 さ れ た も の で あ っ て も よ い 。 他 の 選 択 肢 と し て 、 取 扱 い 説 明 書 は 、
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イ ン タ ー ネ ッ ト ウ ェ ブ サ イ ト (た と え ば 、 キ ッ ト の 製 造 業 者 ま た は 販 売 業 者 に よ り 指 定 さ
れ た サ イ ト )に ユ ー ザ ー を 案 内 す る こ と に よ り 、 お よ び /ま た は 電 子 メ ー ル を 介 し て 、 提 供
す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 先 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 を 具 現 化 し た 試 薬 キ ッ ト は 、 既 知 量 の 測 定 対 象 ア ナ ラ イ ト を
含 む 検 量 物 質 お よ び /ま た は 対 照 物 質 を 備 え う る 。 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 は 、 サ ン プ ル で 得 ら
れ た 結 果 を 標 準 で 得 ら れ た 結 果 と 比 較 す る こ と に よ り 計 算 す る こ と が で き る 。 検 量 線 は 、
一 連 の 結 果 を 関 連 づ け る た め に 、 お よ び サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 測 定 す る た め に
、 作 成 し 使 用 す る こ と が で き る 。 図 4お よ び 5は 、 改 良 さ れ た Roche ONLINE DAT II方 式 お
よ び 試 薬 (す な わ ち 、 そ れ ぞ れ 、 KIMS、 な ら び に 抗 体 NEAMP 48.2お よ び NEAMP 62.1(す な わ
ち 、 Qが KLHで あ る 免 疫 原 26か ら 惹 起 さ れ た 抗 体 ))を 用 い て Roche/HITACHIア ナ ラ イ ザ ー (Ro
che Diagnostics)に よ り 作 成 し た 検 量 線 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た ア ナ ラ イ ト の 検 出 方 法 は 、 本 発 明 を 具 現 化 し た 抗 体 に サ ン プ ル を 接
触 さ せ る こ と と 、 抗 体 を ア ナ ラ イ ト に 結 合 さ せ る こ と と 、 抗 体 お よ び ア ナ ラ イ ト に よ り 生
成 さ れ た 複 合 体 を 検 出 す る こ と と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 ア ナ ラ イ ト (た と え ば 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ )を 含 有 す る と 推 測 さ れ る サ ン プ ル は い
ず れ も 、 本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 方 法 に よ り 分 析 す る こ と が で き る 。 サ ン プ ル は 、 所
望 に よ り 前 処 理 す る こ と が で き 、 ア ッ セ イ を 妨 害 し な い 任 意 の 便 利 な 媒 質 中 に 調 製 す る こ
と が で き る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 サ ン プ ル は 、 宿 主 に 由 来 す る 体 液 の よ う な 水 性 媒
質 を 含 む 。 代 表 的 な 体 液 と し て は 、 尿 、 全 血 、 血 漿 、 血 清 、 唾 液 、 精 液 、 糞 便 、 痰 、 脳 脊
髄 液 、 涙 、 粘 液 な ど 、 お よ び そ れ ら の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で
は な い 。 好 ま し く は 、 体 液 は 、 血 漿 、 血 清 、 ま た は 尿 を 含 む 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 抗 体 を 固 相 に 結 合 さ せ た ア ッ セ イ お よ び 抗 体 を 液 体 媒 質 中 に 存 在 さ
せ た ア ッ セ イ を 含 め て 、 抗 体 を 利 用 す る す べ て の 方 式 の イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 本 発 明 の 好 ま
し い 実 施 形 態 に 従 っ て 使 用 可 能 で あ る と 考 え ら れ る 。 本 発 明 を 具 現 化 し た 抗 体 を 用 い て ア
ナ ラ イ ト を 検 出 す る た め に 使 用 す る こ と の で き る イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 と し て は 、 標 識 化
ア ナ ラ イ ト (ア ナ ラ イ ト 類 似 体 )お よ び サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト が 抗 体 に 対 し て 競 合 す る 競
合 (試 薬 限 定 )ア ッ セ イ ； 抗 体 を 標 識 化 し た 単 一 部 位 イ ム ノ メ ト リ ッ ク ア ッ セ イ ； 捕 捉 抗 体
(す な わ ち 、 固 相 に 結 合 さ れ た 抗 体 )が 抗 原 の 第 1の エ ピ ト ー プ に 結 合 し 、 検 出 抗 体 (す な わ
ち 、 標 識 抗 体 )が 抗 原 -捕 捉 抗 体 複 合 体 に 結 合 す る 二 部 位 イ ム ノ メ ト リ ッ ク (試 薬 過 剰 )ア ッ
セ イ ;な ど が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 に お い て 、 用 い ら れ る ア ッ セ イ 方 法 の 1つ は 、 溶 液 中 の 微 粒 子 の 速 度 論 的 相 互 作
用 (KIMS)に 基 づ く イ ム ノ ア ッ セ イ で あ る Roche ONLINE DAT II法 で あ っ た 。 こ の ア ッ セ イ
で は 、 抗 体 を ポ リ ス チ レ ン 粒 子 上 に コ ー テ ィ ン グ し 、 本 発 明 に 記 述 し た 化 合 物 の 1つ を 高
分 子 量 担 体 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。 エ ク ス タ シ ー 系 化 合 物 の 不 在 下 で は 、 抗 体 は 、 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト に 結 合 し て 粒 子 凝 集 を 引 き 起 こ し 、 こ れ に よ り 、 試 薬 の 吸 光 度 が 変 化 す る 。 エ
ク ス タ シ ー 系 化 合 物 の 存 在 下 で は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 抗 体 の 結 合 お よ び 対 応 す る 吸 光 度
の 変 化 は 抑 制 さ れ る 。 粒 子 を 凝 集 さ せ る こ と に よ り 生 じ る 吸 光 度 の 大 き さ は 、 サ ン プ ル 中
に 存 在 す る 遊 離 ド ラ ッ グ の 量 と 関 連 づ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 種 々 の タ イ プ の イ ム ノ ア ッ セ イ を 行 う 手 順 は 、 当 技 術 分 野 で 十 分 に 確 立 さ れ て お り 、 多
く の 専 門 書 お よ び 刊 行 物 、 た と え ば 、 "The Immunoassay Handbook(イ ム ノ ア ッ セ イ 便 覧 ),
" 第 2版 , David Wild編 , Nature Publishing Group, 2000に 記 載 さ れ て い る 。 こ れ ら の 文
献 の 全 内 容 は 。 参 照 に よ り 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る も の と す る 。 た だ し 、 本 出 願 と 一 致
し な い 開 示 ま た は 定 義 で あ る 場 合 に は 、 本 明 細 書 に 記 載 の 開 示 ま た は 定 義 が 優 先 す る も の
と す る 。
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【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 抗 体 の 産 生 方 法 は 、 本 発 明 を 具 現 化 し た 免 疫 原 を 宿 主 に 接 種 す る こ
と を 含 む 。 好 適 な 宿 主 と し て は 、 マ ウ ス 、 ラ ッ ト 、 ハ ム ス タ ー 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ニ
ワ ト リ 、 ロ バ 、 ウ マ 、 サ ル 、 チ ン パ ン ジ ー 、 オ ラ ン ウ ー タ ン 、 ゴ リ ラ 、 ヒ ト 、 お よ び 成 熟
免 疫 応 答 を 呈 し う る 任 意 の 種 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 免 疫 化
手 順 は 、 当 技 術 分 野 で 十 分 に 確 立 さ れ て お り 、 多 く の 専 門 書 お よ び 刊 行 物 、 た と え ば 、 先
に 引 用 し た "The Immunoassay Handbook(イ ム ノ ア ッ セ イ 便 覧 )," 第 2版 お よ び そ こ に 引 用
さ れ て い る 参 考 文 献 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 を 具 現 化 し た 免 疫 原 は 、 ア ジ ュ バ ン ト と 組 み 合 わ せ て 、 宿 主 被 験 体
(た と え ば 、 動 物 ま た は ヒ ト )に 投 与 さ れ る 。 好 適 な ア ジ ュ バ ン ト と し て は 、 フ ロ イ ン ト ア
ジ ュ バ ン ト 、 粉 末 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム (ミ ョ ウ バ ン )、 Bordetella pertussisと 組 み 合 わ せ
た 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 お よ び モ ノ ホ ス ホ リ ル リ ピ ド A-合 成 ト レ ハ ロ ー ス ジ コ リ ノ ミ コ レ
ー ト (MPL-TDM))が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 場 合 に よ り ア ジ ュ バ ン ト と 共 に 投 与 す る こ と の で き る 免 疫 原 を
1回 以 上 注 射 す る こ と に よ り 、 哺 乳 動 物 宿 主 中 で 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 典 型 的 に は 、
免 疫 原 ま た は 免 疫 原 と ア ジ ュ バ ン ト と の 組 合 せ は 、 1回 も し く は 複 数 回 の 皮 下 注 射 ま た は
腹 腔 内 注 射 に よ り 、 哺 乳 動 物 宿 主 に 注 入 さ れ る 。 好 ま し く は 、 免 疫 化 計 画 は 、 少 な く と も
1週 間 か け て 、 よ り 好 ま し く は 2週 以 上 か け て 行 う 。 こ の よ う に し て 産 生 さ れ た ポ リ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 を 利 用 し て 単 離 し 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 Kohlerお よ び Milsteinの 十 分 に 確 立 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 法 (
た と え ば 、 Nature 256, pp. 495-497, 1975)に よ り 、 産 生 す る こ と が で き る 。 ハ イ ブ リ ド
ー マ 法 は 、 典 型 的 に は 、 宿 主 ま た は 宿 主 に 由 来 す る リ ン パ 球 を 免 疫 化 す る こ と と 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る か ま た は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る 能 力 を 有 す る リ ン パ 球 を
採 取 す る こ と と 、 不 死 化 細 胞 に リ ン パ 球 を 融 合 さ せ る こ と と 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 分 泌 す る 細 胞 の 選 択 す る こ と と 、 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 宿 主 を 免 疫 化 す る こ と に よ り 、 免 疫 原 に 特 異 的 な 抗 体 を 産 生 す る か ま た は 産 生 し う る リ
ン パ 球 を 惹 起 す る こ と が で き る 。 他 の 選 択 肢 と し て 、 リ ン パ 球 を in vitroで 免 疫 化 す る こ
と も 可 能 で あ る 。 ヒ ト 細 胞 が 望 ま し い 場 合 、 末 梢 血 リ ン パ 球 を 用 い る こ と が で き る が 、 他
の 哺 乳 動 物 源 に 由 来 す る 脾 臓 細 胞 ま た は リ ン パ 球 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 リ ン パ 球 を 不 死 化 細 胞 系 に 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 形 成 す る こ と
が で き る 。 こ の プ ロ セ ス は 、 融 合 剤 (た と え ば 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル )を 用 い て 容 易 に
行 う こ と が で き る 。 例 示 と し て 、 ト ラ ン ス フ ォ ー メ ー シ ョ ン に よ り 不 死 化 さ れ た 突 然 変 異
型 の 齧 歯 動 物 、 ウ シ 、 ま た は ヒ ト の 骨 髄 腫 細 胞 を 用 い る こ と が で き る 。 非 融 合 不 死 化 細 胞
に 対 し て 実 質 的 に 純 粋 な ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 集 団 が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 融 合 後 、 た と
え ば 、 酵 素 ヒ ポ キ サ ン チ ン グ ア ニ ン ホ ス ホ リ ボ シ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ (HGPRT)が 欠 如 し
て い る 突 然 変 異 骨 髄 腫 細 胞 を 使 用 す る こ と に よ り 、 非 融 合 不 死 化 細 胞 の 増 殖 ま た は 生 存 を
阻 害 す る 好 適 な 培 地 中 で 、 細 胞 を 増 殖 さ せ る こ と が で き る 。 そ の 場 合 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン 、
ア ミ ノ プ テ リ ン 、 お よ び チ ミ ジ ン を 、 培 地 (HAT培 地 )に 添 加 す る こ と に よ り 、 ハ イ ブ リ ド
ー マ の 増 殖 を 可 能 に し た 状 態 で 、 HGPRT欠 損 細 胞 の 増 殖 を 防 止 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 好 ま し く は 、 不 死 化 細 胞 は 、 効 率 的 に 融 合 し 、 HATの よ う な 培 地 中 に お け る 選 択 に よ り
混 合 集 団 か ら 単 離 す る こ と が 可 能 で あ り 、 そ し て 融 合 後 、 安 定 か つ 高 レ ベ ル の 抗 体 発 現 を
持 続 す る 。 好 ま し い 不 死 化 細 胞 系 と し て は 、 American Type Culture Collection, Manass
as, VAか ら 入 手 可 能 な 骨 髄 腫 細 胞 系 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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　 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 典 型 的 に は 細 胞 外 に 抗 体 を 分 泌 す る の で 、 MD系 ア ン フ ェ タ ミ ン 誘
導 体 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 培 養 培 地 に 存 在 す る か を ア ッ セ イ す る こ と が で き る
。 免 疫 沈 降 ア ッ セ イ ま た は in vitro結 合 ア ッ セ イ 、 た と え ば 、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA
)、 酵 素 結 合 イ ム ノ ソ ル ベ ン ト ア ッ セ イ (ELISA)を 用 い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異
性 を 測 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 分 泌 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 は 、 限 界 希 釈 手 順 に よ り 単 一 ク ロ ー
ン と し て 単 離 し 、 継 代 培 養 す る こ と が で き る 。 好 適 な 培 養 培 地 と し て は 、 Dulbecco改 変 Ea
gle培 地 、 RPMI-1640、 お よ び 無 ポ リ ペ プ チ ド 培 地 、 低 ポ リ ペ プ チ ド 培 地 、 ま た は 無 血 清 培
地 、 た と え ば 、 Biowhittaker, Walkersville, MDか ら 入 手 可 能 な Ultra DOMA PFお よ び HL-
1が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 他 の 選 択 肢 と し て 、 ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 を 腹 水 と し て in vivoで 増 殖 さ せ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 従 来 の 免 疫 グ ロ ブ リ ン (Ig)精 製 手 順 に よ り 、 た と え ば 、 限 定 さ
れ る も の で は な い が 、 ポ リ ペ プ チ ド A-SEPHAROSE、 ヒ ド ロ キ シ ル ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 、 ゲ ル 電 気 泳 動 、 透 析 、 硫 安 沈 澱 、 ま た ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 、
培 養 培 地 ま た は 腹 水 か ら 単 離 お よ び /ま た は 精 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ま た 、 米 国 特 許 第 4,166,452号 に 記 載 さ れ て い る よ う な 組 換 え 法
に よ り 産 生 す る こ と も で き る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を コ ー ド す る DNAは 、 従 来 の 手 順 を 用
い て 、 た と え ば 、 マ ウ ス 重 鎖 お よ び 軽 鎖 抗 体 遺 伝 子 に 特 異 的 に 結 合 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド プ ロ ー ブ を 用 い て 、 好 ま し く は 、 エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 特 異 的 な 抗 体 を 分 泌 す る モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 か ら 単 離 さ れ た DNAを プ ロ ー ブ す べ く 、 単 離 し 配
列 決 定 す る こ と が で き る 。 単 離 さ れ た DNA断 片 を 発 現 ベ ク タ ー 中 に サ ブ ク リ ー ニ ン グ し 、
次 に 、 宿 主 細 胞 (た と え ば 、 ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン ト し な け れ ば Igポ リ ペ プ チ ド を 産 生 し な
い サ ル COS-7細 胞 、 チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵 巣 (CHO)細 胞 、 ま た は 骨 髄 腫 細 胞 )中 に ト ラ
ン ス フ ェ ク ト し 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 発 現 さ せ る こ と が で き る 。 単 離 さ れ た DNA断 片 は
、 米 国 特 許 第 4,816,567号 に 記 載 さ れ て い る よ う に 相 同 マ ウ ス 配 列 の 代 わ り に ヒ ト 重 鎖 お
よ び 軽 鎖 定 常 ド メ イ ン の コ ー ド 配 列 を 用 い る こ と に よ り 、 ま た は Igコ ー ド 配 列 を 非 Igポ リ
ペ プ チ ド の コ ー ド 配 列 の 全 部 ま た は 一 部 分 に 融 合 さ せ る こ と に よ り 、 改 変 す る こ と が で き
る 。 そ の よ う な 非 Igポ リ ペ プ チ ド は 、 キ メ ラ 二 価 抗 体 を 形 成 す べ く 、 抗 体 の 定 常 ド メ イ ン
と 置 き 換 え る こ と が で き る か ま た は 1つ の 抗 原 結 合 部 位 の 可 変 ド メ イ ン と 置 き 換 え る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 を 具 現 化 し た 免 疫 原 を 調 製 す る た め の 、 お よ び エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 対 す る
ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 す る た め の 、 以 下 の 代 表 的 な 手 順 は 、 例 示 と し て 提 供 さ れ て い る に
す ぎ ず 、 添 付 の 請 求 項 ま た は そ れ ら の 均 等 物 の 範 囲 を 限 定 し よ う と す る も の で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 化 学 試 薬 は 、 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 Aldrich Chemical Co., Milwaukee, WI, USAか
ら 入 手 し た も の で あ る 。 溶 媒 は 、 別 段 の 記 載 が な い か ぎ り 、 J.T. Bakerま た は  Fisher Sc
ientificの い ず れ か か ら 入 手 し た も の で あ り 、 ACSも し く は HPLCグ レ ー ド ま た は そ れ 以 上
で あ っ た 。 塩 化 メ チ レ ン (CH 2 C l 2 )は 、 水 素 化 カ ル シ ウ ム を 介 し て 蒸 留 す る こ と に よ り 乾 燥
さ せ た 。 テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン (THF)は 、 ナ ト リ ウ ム お よ び ベ ン ゾ フ ェ ノ ン を 介 し て 蒸 留 す
る こ と に よ り 乾 燥 さ せ た 。 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)は 、 密 封 SURESEALボ ト ル に 入
っ た 状 態 で Aldrich Chemical Co.か ら 入 手 し た 。 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 E.M. Sci
enceフ ラ ッ シ ュ グ レ ー ド シ リ カ ゲ ル (Cat. No. 9385-9, シ リ カ ゲ ル 60, 230～ 400メ ッ シ ュ
ASTM)を 用 い て 行 っ た 。 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、 E.M. Scienceか ら 入 手 し た シ リ カ ゲ
ル プ レ ー ト (Cat. No. 5715-7, 厚 さ 0.025cm)を 用 い て 行 っ た 。 「 KPi」 は 、 リ ン 酸 カ リ ウ
ム 緩 衝 液 を 意 味 す る 。 混 合 溶 媒 は 、 体 積 対 体 積 百 分 率 と し て 表 さ れ 、 た と え ば 、 10% MeOH
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-CHCl 3 ま た は CHCl 3 中 の 10% MeOHは 、 体 積 基 準 で 10%の メ タ ノ ー ル を 含 有 す る ク ロ ロ ホ ル ム
を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 塩 化 メ チ レ ン (CH 2 Cl 2 )中 の 700mgの メ チ レ ン ジ オ キ シ ア ン フ ェ タ ミ ン 臭 化 水 素 酸 塩 の 懸
濁 液 /溶 液 を 、 飽 和 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 水 溶 液 (NaHCO 3 )と 共 に 十 分 に 振 盪 さ せ た 。 層 を 分
離 さ せ 、 無 視 で き る 有 機 物 質 が 抽 出 さ れ る に す ぎ な い 状 態 に な る ま で 追 加 の CH 2 Cl 2 で 水 相
を 繰 り 返 し 抽 出 し た 。 合 わ せ た 有 機 層 を 減 圧 下 で ロ ー タ リ ー エ バ ポ レ ー タ ー (rotovap)に
よ り 蒸 発 乾 固 さ せ 、 高 真 空 下 で さ ら に 短 時 間 乾 燥 さ せ 、 408mgの 遊 離 塩 基 の メ チ レ ン ジ オ
キ シ ア ン フ ェ タ ミ ン 2を 油 と し て 得 た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 5mLの 無 水 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)中 の 400mgの 遊 離 塩 基 2の 溶 液 に 387μ L(1.2モ ル 当
量 )の エ チ ル 4-ブ ロ モ ブ チ レ ー ト (Fluka Chemical Co.)を 添 加 し 、 ア ル ゴ ン 下 、 室 温 で 、
反 応 系 を 一 晩 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 20mLの CH 2 Cl 2 で 希 釈 し 、 25mLの 飽 和 NaHCO 3 水 溶 液 と
共 に 攪 拌 し 、 層 を 分 離 さ せ 、 水 相 を 50mLの CH 2 Cl 2 で 抽 出 し 、 続 い て 50mLの 酢 酸 エ チ ル (EtO
Ac)で 抽 出 し 、 有 機 抽 出 物 を 合 わ せ 、 硫 酸 ナ ト リ ウ ム (Na 2 SO 4 )で 脱 水 し 、 減 圧 (rotovap)下
で 蒸 発 さ せ 、 高 真 空 (マ ニ ホ ー ル ド )下 で 残 渣 を 乾 燥 さ せ 、 520mgの 生 成 物 4を 得 た 。 1 H-NMR
に よ り 、 こ の 生 成 物 は 、 純 度 約 90%で あ る こ と が わ か っ た 。 さ ら な る 精 製 を 行 う こ と な く
、 こ の 物 質 を 次 の ス テ ッ プ で 使 用 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 同 様 な 反 応 系 の 抽 出 か ら 水 性 ク エ ン チ 後 に 得 ら れ た 物 質 の 1 H-NMRに よ り 、 生 成 物 4は 、
少 量 の 二 置 換 生 成 物 と 共 に 、 HBr塩 と し て 存 在 す る こ と が わ か っ た 。 シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 精 製 [第 1の カ ラ ム 、 ク ロ ロ ホ ル ム (CHCl 3 )中 の 20%メ タ ノ ー ル (MeOH)を 溶 出 液 と
す る ;第 2の カ ラ ム 、 EtOAc-MeOH-ア セ ト ン -水 (6:1:1:1)を 溶 出 液 と す る ]に よ り 、 純 粋 な 生
成 物 4を 得 た 。 質 量 ス ペ ク ト ル M-H, 292.

　 ア ル ゴ ン 下 、 約 0℃ (氷 浴 )に 冷 却 さ れ た 無 水 CH 2 Cl 2 中 の 500mgの 粗 製 物 4お よ び 950μ L(4
モ ル 当 量 )の ト リ エ チ ル ア ミ ン の 溶 液 に 、 289μ L(1.2モ ル 当 量 )の 無 水 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 (T
FAA)を 添 加 し た 。 攪 拌 し な が ら 一 晩 か け て 反 応 系 を 室 温 ま で 加 温 し た 。 反 応 系 を 50mLの 体
積 に な る よ う に CH 2 Cl 2 で 希 釈 し 、 水 (2× 50mL)、 飽 和 NaHCO 3 水 溶 液 (2× 50mL)、 飽 和 塩 化 ナ
ト リ ウ ム 水 溶 液 (NaCl, 1× 50mL)で 洗 浄 し 、 Na 2 SO 4 で 脱 水 し 、 蒸 発 さ せ (rotovap)、 高 真 空
下 で 乾 燥 さ せ 、 約 730mgの 粗 生 成 物 を 得 た 。 物 質 を シ リ カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か
け て ヘ キ サ ン 中 の 30% EtOAcで 溶 出 さ せ 、 淡 色 の 液 体 と し て 449mgの 生 成 物 6を 得 た 。 質 量
ス ペ ク ト ル (M+H): 実 測 値 , 389.1449; 計 算 値 , 389.1450.

　 2mLの THFお よ び 2mLの 3N過 塩 素 酸 中 の 445mgの 6の 溶 液 を 、 ア ル ゴ ン 下 、 50℃ (油 浴 )で 、 4
.5時 間 攪 拌 し た 。 反 応 系 を 75mLの 水 中 に 注 ぎ 、 混 合 物 を EtOAc(2× 50mL)で 抽 出 し 、 有 機 抽
出 物 を 水 で 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 蒸 発 さ せ (rotovap)、 416mgの 粗 生 成 物 を 得 た 。 物 質
を シ リ カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け て CH 2 Cl 2 中 の 5% MeOHで 溶 出 さ せ 、 生 成 物 を 含
有 す る 画 分 を 合 わ せ 、 蒸 発 さ せ (rotovap)、 高 真 空 下 で 乾 燥 さ せ 、 崩 潰 性 フ ォ ー ム と し て 3
20mgの 生 成 物 8を 得 た 。 低 分 解 能 質 量 ス ペ ク ト ル (M+H): 実 測 値 , 362.1. 高 分 解 能 質 量 ス
ペ ク ト ル (M+Na): 実 測 値 , 384.1024; 計 算 値 , 384.1035.

　 ア ル ゴ ン 下 、 20mLの 無 水 CH 2 Cl 2 中 の 310mgの 8の 溶 液 を 、 296mg(3モ ル 当 量 )の N-ヒ ド ロ キ
シ ス ク シ ン イ ミ ド で 処 理 し 、 続 い て 329mg(2モ ル 当 量 )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・ HCl, Sigma Chemical Co.)で 処 理 し 、 室 温 で 一 晩 攪
拌 し た 。 反 応 系 を 水 (1× 20mL)、 飽 和 NaHCO 3 水 溶 液 (2× 20mL)、 飽 和 NaCl水 溶 液 (1× 20mL)
で 洗 浄 し 、 脱 水 し (Na 2 SO 4 )、 蒸 発 さ せ た (rotovap)。 残 渣 を シ リ カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に か け て ヘ キ サ ン 中 の 30% EtOAcで 溶 出 さ せ 、 生 成 物 画 分 を 合 わ せ 、 蒸 発 さ せ た (roto
vap)。 残 渣 を 無 水 CH 2 Cl 2 に 再 溶 解 さ せ 、 次 に 、 再 蒸 発 さ せ (6回 )、 そ の 後 、 高 真 空 下 で 乾
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燥 さ せ 、 白 色 の /無 色 の 崩 潰 性 フ ォ ー ム と し て 280mgの NHSエ ス テ ル 誘 導 体 10を 得 た 。 高 分
解 能 質 量 ス ペ ク ト ル (M+H): 実 測 値 , 459.1381; 計 算 値 , 459.1379.

　 氷 水 浴 で 冷 却 さ れ た 13mLの 50mM Kpi(pH7.5)中 の 220mgの 精 製 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ
シ ア ニ ン (KLH)の 攪 拌 溶 液 に 、 4.33mLの ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO)を 滴 下 し 、 25% DMSO-
KPi中 の KLHの 溶 液 を 得 た 。 1.58mL(約 20mgの タ ン パ ク 質 に 相 当 す る )を 抜 き 取 っ て 対 照 と し
て 使 用 し た 。 残 り の 部 分 に 、 合 計 1.5mLの DMSOに 溶 解 さ せ た 26mgの 10(KLH中 , リ シ ン 1当 量
あ た り 約 0.6当 量 )の 溶 液 を 添 加 し 、 10を 約 31% DMSO-KPi中 の KLHと 反 応 系 さ せ た 。 氷 浴 を
取 り 除 き 、 反 応 系 (共 栓 フ ラ ス コ )を 一 晩 攪 拌 し た 。 オ パ ー ル 様 の 灰 色 の 反 応 系 を 透 析 チ ュ
ー ブ (15,000MWカ ッ ト オ フ ; SpectraPor 7)に 移 し 、 逐 次 的 に 、 30% DMSO-KPi/室 温 (3× 1.1
 L)、 15% DMSO-KPi/室 温 、 次 に 、 KPi(1× 2.2 L/室 温 , 約 4℃ 以 上 ; 5× 2.2 L/約 4℃ )に 対
し て 透 析 し た 。 KPiは す べ て 、 50 mM KPi, pH 7.5で あ っ た 。 対 照 KLHも ま た 透 析 チ ュ ー ブ (
15,000MWカ ッ ト オ フ ; SpectraPor 7)に 移 し 、 30% DMSO-KPiに 対 し て 別 に 透 析 し 、 そ の 後
、 15% DMSO-KPiに 減 少 さ せ る と き 、 免 疫 原 と 共 に 同 一 の 透 析 容 器 に 入 れ た 。 濃 縮 液 の 1mL
を 取 り 出 し て 、 リ シ ン 改 変 の 度 合 を 測 定 し た 。 残 り の 部 分 を 50mMの K 2 CO 3 (4× 2.2 L/室 温 /
2日 間 )に 対 し て 透 析 し 、 次 に 、 KPi(4× 2.2 L/約 4℃ )に 対 し て 透 析 し た 。 室 温 で 約 7日 間 か
け て pH13緩 衝 液 (KOHで pH13に 塩 基 性 化 さ れ た 50mM K 2 CO 3 )に 対 し て 再 透 析 し 、 続 い て 、 50m
M KPi pH7.5(3回 交 換 )に 対 す る 透 析 に 戻 し て 、 ア ミ ン の 脱 保 護 を 終 了 す る こ と に よ り 、 ほ
と ん ど 無 色 の 清 澄 な 溶 液 と し て MDMA免 疫 原 12(T=KLH, 12a)を 得 た 。 ク ー マ シ ー ブ ル ー タ ン
パ ク 質 ア ッ セ イ (改 変 Bradfordア ッ セ イ , Biorad Laboratories, Hercules, CA)に よ り 、
タ ン パ ク 質 が 1.9mg/mLで あ る こ と が わ か っ た 。 脱 保 護 さ れ て い な い 免 疫 原 の ト リ ニ ト ロ ベ
ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 (TNBS)ア ッ セ イ (上 記 参 照 , ク ー マ シ ー ブ ル ー ア ッ セ イ に よ る タ ン パ ク
質 濃 度 測 定 の 後 )に よ り 、 KLH上 の 利 用 可 能 な リ シ ン の 38%が 改 変 さ れ た こ と が わ か っ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 氷 水 浴 で 冷 却 さ れ た 11mLの 50mM KPi, pH 7.5中 の 0.55gの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA, Pen
tex Fraction V, Miles Inc., Kankakee, IL)の 攪 拌 溶 液 に 、 4.0mLの DMSOを 滴 下 し た 。 所
望 に よ り 、 対 照 と し て 使 用 す る た め に 、 得 ら れ た 約 27% DMSO-KPi中 の BSAの 溶 液 か ら 、 約 0
.05gの BSAを 含 有 す る 1.36mLを 抜 き 取 っ た 。 残 り の 溶 液 に 、 合 計 0.6mLの DMSOに 溶 解 さ せ た
8.2mg(約 2.4モ ル 当 量 )の 10を 添 加 し 、 30% DMSO-KPi中 の 10お よ び BSAの 混 合 物 を 得 た 。 氷
水 浴 を 取 り 除 き 、 共 栓 フ ラ ス コ 中 で 反 応 系 を 一 晩 攪 拌 し た 。 透 明 な 反 応 系 を 透 析 チ ュ ー ブ
(15,000MWカ ッ ト オ フ , SpectraPor 7)に 移 し 、 逐 次 的 に 、 30% DMSO-KPi/室 温 (1.1L)、 15%
 DMSO-KPi/室 温 (1.1L)、 KPi/室 温 (1× 1.1)、 次 に 、 50mM K 2 CO 3 (4× 1.1 L/室 温 /2日 間 )、
そ の 後 、 KPi(4× 2.2 L/約 4℃ )に 対 し て 透 析 し た 。 KPiは す べ て 、 50 mM KPi, pH 7.5で あ
っ た 。 対 照 KLHも ま た 透 析 チ ュ ー ブ (15,000MWカ ッ ト オ フ , SpectraPor 7)に 移 し 、 30% DMS
O-KPiに 対 し て 別 に 透 析 し 、 そ の 後 、 15% DMSO-KPiに 減 少 さ せ る と き 、 免 疫 原 と 共 に 同 一
の 透 析 容 器 に 入 れ 、 並 行 し て 処 理 を 進 め た 。 濃 縮 液 の 一 部 分 を 分 析 し た と こ ろ 、 タ ン パ ク
質 濃 度 は 18.9mg/mLで あ り (ク ー マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ )、 ハ プ テ ン に よ る 置 換
は 約 1.6(BSA対 照 に 対 す る UV差 )ま で 進 行 し た こ と が わ か っ た 。 室 温 で 約 4日 間 か け て pH13
緩 衝 液 (KOHで pH13に 塩 基 性 化 さ れ た 50mM K 2 CO 3 )に 対 し て 再 透 析 し 、 続 い て 、 50mM KPi pH
7.5(4回 交 換 )に 対 す る 透 析 に 戻 し て 、 ア ミ ン の 脱 保 護 を 終 了 す る こ と に よ り 、 無 色 の 清 澄
な 溶 液 と し て MDMAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 12(T=BSA, 12b)を 得 た 。 UV(コ ン ジ ュ ゲ ー ト の OD 2 8 0 を 親
の BSAの OD 2 8 0 (=1mg/mLで 0.6)と ほ ぼ 同 一 で あ る と み な し た )に よ り タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定
し た と こ ろ 、 タ ン パ ク 質 は 約 1.9mg/mLで あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】

　 5.0gの d-ア ン フ ェ タ ミ ン ス ル フ ェ ー ト (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)を 100mLの
CH 2 Cl 2 お よ び 30mLの 1N NaOHで 処 理 し 、 そ し て 15分 間 激 し く 攪 拌 し た 。 層 を 分 離 さ せ 、 水
性 部 分 を 25mLの CH 2 Cl 2 で 抽 出 し た 。 有 機 性 部 分 を 合 わ せ 、 無 水 Na 2 SO 4 で 脱 水 し 、 減 圧 下 で
濃 縮 さ せ 、 清 澄 な 油 と し て 3.66gの d-ア ン フ ェ タ ミ ン 遊 離 塩 基 14を 得 た 。 こ れ を 30mLの 無
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実 施 例 5．  MDMA免 疫 原 12(T=KLH, 12a)の 合 成

実 施 例 6．  MDMAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 12(T=BSA, 12b)の 合 成

実 施 例 7．  N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン 16の 合 成



水 DMFに 溶 解 さ せ 、 2.9gの 臭 化 エ チ ル で 処 理 し 、 そ し て 室 温 で 3日 間 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 6.
6gに な る ま で 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 次 の ス テ ッ プ で 粗 製 物 の ま ま 使 用 し た 。 生 成 物 に は 、 い く
ら か の 出 発 物 質 と 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 す る の が 困 難 で あ る ジ エ チ ル 化
副 生 物 と 、 が 含 ま れ て い た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

　 75mLの 無 水 CH 2 Cl 2 中 の 6.6gの 粗 製 N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン の 溶 液 を 10mLの ト リ エ チ ル ア
ミ ン で 処 理 し た 。 混 合 物 を 氷 浴 で 冷 却 さ せ 、 4.3mLの 無 水 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 で 処 理 し 、 ア
ル ゴ ン 下 、 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 減 圧 下 で 濃 縮 さ せ た 。 残 渣 を 75mLの EtOAcに 溶
解 さ せ 、 3× 25mLの 飽 和 NaHCO 3 、 25mLの H 2 O、 25mLの 飽 和 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 無 水 Na 2 SO 4 で
脱 水 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 さ せ た 。 残 渣 を 300gの シ リ カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 溶
出 液 と し て 30% EtOAc-ヘ キ サ ン を 使 用 し 、 依 然 と し て 前 の ス テ ッ プ に 由 来 す る い く ら か の
ジ エ チ ル 化 副 生 物 を 含 有 す る 4.0gの 清 澄 な 油 を 得 た 。 こ れ を 再 び 250gの シ リ カ ゲ ル の ク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 溶 出 液 と し て 5% EtOAc-ヘ キ サ ン を 使 用 し 、 清 澄 な 油 と し て 2.6g
の 18を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 ア ル ゴ ン 下 の 50mLの 無 水 CH 2 Cl 2 中 の 2.0gの 18の 溶 液 を 1.2gの 無 水 コ ハ ク 酸 で 処 理 し た 。
混 合 物 を 氷 浴 で 冷 却 さ せ 、 次 に 、 4.0gの AlCl 3 を 少 し ず つ 添 加 し て 処 理 し た 。 反 応 系 を 0℃
で 2時 間 攪 拌 し 、 次 に 、 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 。 最 初 に 、 18mLの 3N HCLを 徐 々 に 添 加 し て 混
合 物 を 処 理 し 、 次 に 、 激 し く 30分 間 攪 拌 し た 。 層 を 分 離 さ せ 、 有 機 層 を 25mLの H 2 Oお よ び 2
5mLの 飽 和 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 Na 2 SO 4 で 脱 水 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 琥 珀 色 の 油 を 得 た 。 こ
れ を 150gの シ リ カ ゲ ル の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 溶 出 液 と し て 3% MeOH-CH 2 Cl 2 を 使 用
し 、 琥 珀 色 の 油 と し て 2.6gの 20を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 500mL Parrボ ト ル に 115mgの 10% Pd/Cを 仕 込 み 、 続 い て 、 30mLの 酢 酸 中 の 600mgの 20の 溶
液 を 仕 込 み 、 そ し て 50psiで 17時 間 水 素 化 し た 。 Celite Corporationよ り 商 品 名 CELITEと
し て 販 売 さ れ て い る 濾 過 材 (Aldrich Chemical Company, Inc., Milwaukee, WIか ら 入 手 可
能 )に 通 し て 触 媒 を 濾 別 し 、 濾 液 を 減 圧 下 で 濃 縮 さ せ た 。 25mLの ト ル エ ン と 共 に 5回 蒸 発 さ
せ る こ と に よ り 、 残 留 す る 酢 酸 を 追 い 出 し た 。 CH 2 Cl 2 と 共 に 5回 蒸 発 さ せ る こ と に よ り 、
ト ル エ ン を 追 い 出 し 、 琥 珀 色 の 油 と し て 576mgの 22を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 ア ル ゴ ン 下 の 25mLの 無 水 CH 2 Cl 2 中 の 576mgの 22の 溶 液 を 260mgの N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド で 処 理 し 、 続 い て 、 435mg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 、 そ し て 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 25mLの 0.1N HCL、 25mLの H 2 O、 2× 25m
Lの 飽 和 NaHCO 3 、 25mLの 飽 和 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 Na 2 SO 4 で 脱 水 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 さ せ 、 琥
珀 色 の 油 と し て 735mgの 24を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 5mLの H 2 Oお よ び 10mLの 蒸 留 THF中 の 108mgの 4-(ア ミ ノ メ チ ル )安 息 香 酸 の 混 合 物 を 、 10mL
の 蒸 留 THF中 の 315mgの 24の 溶 液 で 処 理 し 、 続 い て 、 1.2mLの 1N NaOHで 処 理 し 、 そ し て 室 温
で 1時 間 攪 拌 し た 。 反 応 系 の pHは 9で あ っ た 。 THFを 減 圧 下 で 除 去 し 、 水 性 残 渣 を 5mLの H 2 O
で 希 釈 し 、 6N HCLで pH6に 酸 性 化 し た 。 こ れ を 2× 15mLの EtOAcで 抽 出 し た 。 EtOAc抽 出 物 を
合 わ せ 、 無 水 Na 2 SO 4 で 脱 水 し 、 真 空 中 で 濃 縮 し 、 白 色 の ア モ ル フ ァ ス 固 体 と し て 290mgの 3
2を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 ア ル ゴ ン 下 の 10mLの 無 水 CH 2 Cl 2 中 の 270mgの 32の 溶 液 を 85mgの N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
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実 施 例 8．  18の 合 成

実 施 例 9．  20の 合 成

実 施 例 10．  22の 合 成

実 施 例 11．  24の 合 成

実 施 例 12．  32の 合 成

実 施 例 13．  34の 合 成



ミ ド で 処 理 し 、 続 い て 、 140mg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 、 そ し て 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 10mLの CH 2 Cl 2 で 希 釈 し 、 10mLの 0.1N 
HCL、 10mLの 飽 和 ブ ラ イ ン 、 2× 10mLの 飽 和 NaHCO 3 、 10mLの 飽 和 ブ ラ イ ン で 洗 浄 し 、 Na 2 SO 4
で 脱 水 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 さ せ 、 白 色 の ア モ ル フ ァ ス 固 体 を 得 た 。 こ れ を 80gの シ リ カ ゲ ル
の ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に か け 、 EtOAcを 溶 出 液 と し て 使 用 し 、 白 色 の ア モ ル フ ァ ス 固 体 と
し て 190mgの 34を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 10mLの 50mM KPi, pH 7.5中 の 342mgの 精 製 KLHの 溶 液 を 氷 浴 で 冷 却 さ せ 、 4mLの DMSOを 滴
下 し て 処 理 し た 。 1.7mLを 取 り 出 し 、 こ れ を 参 照 と し て 使 用 し た 。 こ の 結 果 、 溶 解 状 態 で 3
00mgの KLHが 残 っ た 。 次 に 、 こ れ に 1.0mLの DMSO中 の 50mgの 24の 溶 液 を 滴 下 し て 処 理 し た 。
反 応 系 を 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 。 反 応 系 お よ び 参 照 サ ン プ ル を 別 々 の 10,000MWカ ッ ト オ フ 透
析 チ ュ ー ブ (SpectraPor 7)に 入 れ 、 1リ ッ ト ル の 33% DMSO-50mM KPi, pH7.5中 で 透 析 し た
。 こ の 透 析 は 、 室 温 、 3回 交 換 、 各 回 少 な く と も 3時 間 、 最 後 は 一 晩 の 条 件 で 行 っ た 。 次 に
、 1リ ッ ト ル の 20% DMSO、 1リ ッ ト ル の 10% DMSO、 1リ ッ ト ル の 100% KPi, pH 7.5の ス テ ッ
プ ダ ウ ン グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、 室 温 で 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 か け て 、 こ れ を 透 析
し た 。 次 に 、 バ ッ グ を 1リ ッ ト ル の 50mM K 2 CO 3 , pH 11.4に 入 れ 、 40℃ で 4日 間 透 析 し た (2
日 目 に 1回 交 換 )。 次 に 、 こ れ を 1リ ッ ト ル の 50mM KPi, pH 7.5中 で 透 析 し た 。 こ の 透 析 は
、 4℃ 、 6回 交 換 、 各 回 少 な く と も 6時 間 の 条 件 で 行 っ た 。 ク ー マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア
ッ セ イ (改 変 Bradfordア ッ セ イ , Biorad Chemical Co.)に よ り 、 タ ン パ ク 質 濃 度 が 8.16mg/
mLで あ る こ と が わ か っ た 。 保 護 サ ン プ ル の ト リ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン ス ル ホ ン 酸 (TNBS)ア ッ セ イ
に よ り 、 利 用 可 能 な リ シ ン の 41.4%が 改 変 さ れ た こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 8mLの 50mM KPi, pH 7.5中 の 500mLの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA, Cohn Fraction V modifi
ed powder, Intergen Company, Purchase, NY)の 溶 液 を 氷 浴 で 冷 却 さ せ 、 11mLの DMSOを 徐
々 に 滴 下 し て 処 理 し た 。 次 に 、 こ れ に 1mLの DMSO中 の 6.7mgの 24の 溶 液 を 滴 下 し て 処 理 し 、
室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 10,000MWカ ッ ト オ フ 透 析 チ ュ ー ブ (SpectraPor 7)に 入 れ 、
1リ ッ ト ル の 60% DMSO-50mM KPi, pH7.5中 で 透 析 し た 。 こ の 透 析 は 、 室 温 、 3回 交 換 、 各 回
少 な く と も 3時 間 、 最 後 は 一 晩 の 条 件 で 行 っ た 。 次 に 、 1リ ッ ト ル の 40% DMSO、 1リ ッ ト ル
の 20% DMSO、 1リ ッ ト ル の 10% DMSO、 お よ び 1リ ッ ト ル の 100% 50mM KPi, pH 7.5の ス テ ッ
プ ダ ウ ン グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、 室 温 で 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 か け て 、 こ れ を 透 析
し た 。 次 に 、 こ れ を 1リ ッ ト ル の 50mM K 2 CO 3 (KOHで pH13に 調 整 し た )中 で 4日 間 透 析 し た 。
こ の 際 、 緩 衝 液 を 4回 交 換 し た 。 次 に 、 こ れ を 1リ ッ ト ル の 50mM KPi, pH 7.5中 で 透 析 し た
。 こ の 透 析 は 、 4℃ 、 6回 交 換 、 各 回 少 な く と も 6時 間 の 条 件 で 行 っ た 。 ク ー マ シ ー ブ ル ー
タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ に よ り 、 タ ン パ ク 質 濃 度 が 12.2mg/mLで あ る こ と が わ か っ た 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 出 発 物 質 と し て d-メ タ ン フ ェ タ ミ ン (遊 離 塩 基 )を 使 用 し た こ と お よ び 溶 媒 と し て 塩 化 メ
チ レ ン を 用 い て 第 1の ス テ ッ プ を 行 っ た こ と 以 外 は 米 国 特 許 第 5,501,987号 (実 施 例 1)に 記
載 さ れ て い る ア ン フ ェ タ ミ ン 標 識 類 似 体 の と き と 同 じ よ う に し て 、 前 駆 体 誘 導 体 27を 生 成
さ せ た 。
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
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実 施 例 14．  N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン 免 疫 原 26(Q=KLH, 26a)の 合 成

実 施 例 15．  N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 26(Q=BSA, 26b)の 合 成

実 施 例 16．  メ タ ン フ ェ タ ミ ン -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 28の 合 成



　 次 に 、 pHを 調 整 す る こ と な く 50mM K 2 CO 3 に 対 す る 透 析 を 行 っ た こ と 以 外 は 実 施 例 15に 記
載 し た の と 同 じ よ う に し て 27を ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ り 、 メ タ ン フ ェ
タ ミ ン -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 28を 生 成 さ せ た 。 最 後 に 回 収 し た 濃 縮 液 の ク ー マ シ ー ブ ル ー タ
ン パ ク 質 ア ッ セ イ に よ り 、 タ ン パ ク 質 濃 度 が 11.6mg/mLで あ る こ と が わ か っ た 。
【 化 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ３ 】

　 本 出 願 と 同 時 に 出 願 さ れ た 同 時 係 属 の 同 一 譲 受 人 の 米 国 特 許 出 願 第 10/087,469号 、 公 開
第 2003/0175995号 の 記 載 に 従 っ て 、 MDEA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 36を 合 成 し た 。 6.7mLの 50mM 
リ ン 酸 カ リ ウ ム (pH7.5)中 の 500mgの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)の 溶 液 を 氷 浴 で 冷 却 さ せ た
。 溶 液 に 8.5mLの DMSOを 滴 下 し 、 反 応 混 合 物 を 室 温 未 満 に 保 持 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 、 1
.5mLの 無 水 DMF中 の 12mg(0.022mmol)の N-(5-{2-[エ チ ル -(2,2,2-ト リ フ ル オ ロ -ア セ チ ル )-
ア ミ ノ ]-プ ロ ピ ル }-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -2-イ ル メ チ ル )-ス ク シ ン ア ミ ド 酸 2,5-ジ オ
キ ソ -ピ ロ リ ジ ン -1-イ ル エ ス テ ル の 溶 液 を 滴 下 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 48時 間 攪 拌 し た
。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ (10,000MWカ ッ ト オ フ )に 入 れ 、 室 温 に お い て 、
50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 1Lの 70% DMSO(pH 7.5, 3回 交 換 ， 各 回 少 な く と も 3時 間 )、 50mMリ
ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 1Lの 50% DMSO(少 な く と も 3時 間 )、 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 1Lの 30% DMS
O(少 な く と も 3時 間 )、 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 1Lの 10% DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 で 透 析
し た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 10%水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム (約 24時 間 ご と に 1Lず つ )に 対 し
て 3日 間 透 析 し 、 続 い て 、 4℃ に お い て 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH7.5)で 6回 交 換 (各 1L)し て 透
析 す る こ と に よ り 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 を 脱 保 護 し た 。 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 、 7.12mg/mLで あ っ た 。 合 計 45mLの コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 得 た 。
【 化 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ４ 】

　 18～ 24週 齢 の BALB/c雌 マ ウ ス を 12(T=KLH, 12a)で 免 疫 化 し た 。 免 疫 原 を フ ロ イ ン ト ア ジ
ュ バ ン ト 中 に 乳 化 さ せ 、 腹 腔 内 (IP)注 射 に よ り 投 与 し た 。 注 射 剤 は 、 21日 間 以 上 の 間 隔 で
投 与 さ れ 、 典 型 的 に は 、 100μ Lの 50%生 理 食 塩 水 /50%ア ジ ュ バ ン ト 乳 濁 液 中 に 50μ gの コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 含 む も の で あ っ た 。 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 一 次 免 疫 化 に 使 用 し 、 そ
の 後 、 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト を 使 用 し た 。 同 一 乳 濁 液 中 の 50μ gの 追 加 免 疫 化 を
融 合 の 4日 前 に 腹 腔 内 に 行 っ た 。
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実 施 例 17．  MDEA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 36の 合 成

実 施 例 18．  MDMA免 疫 原 12aを 用 い る エ ク ス タ シ ー 系 ド ラ ッ グ に 対 す る ハ イ ブ リ ド ー マ の 産
生
免 疫 化



【 ０ １ ０ ５ 】

　 融 合 を 行 う 当 日 に 、 頚 椎 脱 臼 に よ り マ ウ ス を 屠 殺 し 、 血 液 サ ン プ ル を 採 取 し た 。 脾 臓 、
な ら び に 膝 窩 、 鼡 径 、 鎖 骨 下 、 お よ び 深 鼡 径 の リ ン パ 節 を 採 取 し 、 プ ー ル し た 。 こ れ ら を
2枚 の 滅 菌 ガ ラ ス ス ラ イ ド 間 で す り 潰 し 、 リ ン パ 球 を 放 出 さ せ た 。 得 ら れ た リ ン パ 球 懸 濁
液 の 半 分 を F0骨 髄 腫 細 胞 系 と 融 合 さ せ る た め に 使 用 し 、 残 り の 半 分 を P3骨 髄 腫 と 融 合 さ せ
た 。 (骨 髄 腫 は 両 方 と も 、 ATCCか ら 入 手 し た も の で あ っ た )。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 融 合 は 、 骨 髄 腫 細 胞 (リ ン パ 球 の 数 の 1/5)の 添 加 、 遠 心 に よ る 洗 浄 、 無 血 清 加 温 Iscove
改 変 Dulbecco培 地 中 へ の 再 懸 濁 、 お よ び 再 遠 心 か ら な る も の で あ っ た 。 得 ら れ た ペ レ ッ ト
が 入 っ て い る 遠 心 管 を 軽 く 叩 い て 細 胞 を ほ ぐ し 、 次 に 、 1mLの 加 温 さ れ た PEG/DMSO溶 液 (Si
gma Chemical Co.)を 、 穏 や か に 混 合 し な が ら 徐 々 に 添 加 し た 。 細 胞 を 加 温 し た 状 態 に 1.5
分 間 保 持 し 、 そ の 後 、 予 備 加 温 し た 無 血 清 IMDMを 次 の 速 度 : 1mL/分 、 2mL/分 、 4mL/分 、 お
よ び 10mL/分 で 添 加 し た 。 次 に 、 チ ュ ー ブ を 50mLま で 満 た し 、 密 封 し 、 そ し て 15分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 し 、 上 清 を デ カ ン ト し 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る I
MDMを 添 加 し た 。 細 胞 を も う 一 度 遠 心 し 、 完 全 ク ロ ー ニ ン グ 培 地 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 こ れ
は 、 IMDM、 10% FCS、 10% Condimed H1(Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA)、 4mM
グ ル タ ミ ン 、 50μ M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 40μ M エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 お よ び ペ ニ シ リ
ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 抗 生 物 質 を 含 ん で い た 。 細 胞 を 4× 10 5 リ ン パ 球 /mLの 密 度 で 懸 濁 さ
せ 、 滅 菌 96ウ ェ ル ミ ク ロ 培 養 プ レ ー ト 中 に 100μ L/ウ ェ ル に な る よ う に 分 注 し 、 5%二 酸 化
炭 素 中 、 37℃ で 、 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 100μ Lの HMT選 択 培 地 (ク ロ ー ニ ン グ
培 地 +1:25 HMTサ プ リ メ ン ト (Sigma Chemical Co.製 ))を 添 加 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の
6日 目 、 低 真 空 源 に 連 結 さ れ た 滅 菌 8分 岐 マ ニ ホ ー ル ド を 用 い て 、 各 ウ ェ ル か ら 約 150μ Lの
培 地 を 抜 き 取 っ た 。 次 に 、 150μ Lの HT培 地 を 添 加 し た 。 こ れ は 、 ク ロ ー ニ ン グ 培 地 +1:50 
HTサ プ リ メ ン ト を 含 ん で い た (Sigma Chemicals)。 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻 し 、
増 殖 の 徴 候 を 毎 日 調 べ た 。 増 殖 が 十 分 で あ る と 判 断 さ れ た と き 、 ELISAに よ り 抗 体 産 生 に
関 し て ウ ェ ル を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】

　 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 1mg/mLの 濃 度 で 100μ Lの メ チ レ ン ジ オ キ シ メ タ ン フ ェ タ ミ ン -BSAコ
ン ジ ュ ゲ ー ト 12(T=BSA, 12b)を コ ー テ ィ ン グ し 、 別 々 の マ イ ク ロ プ レ ー ト に 1mg/mLの 濃 度
で 100μ Lの メ タ ン フ ェ タ ミ ン -BSA(MAMP-BSA)28を コ ー テ ィ ン グ す る か ま た は 1mg/mLの 濃 度
で 100μ Lの ア ン フ ェ タ ミ ン -BSA(AMP-BSA)30を コ ー テ ィ ン グ し た 。
【 化 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ８ 】
　 希 釈 は す べ て 、 0.1M炭 酸 塩 緩 衝 液 , pH9.5で 行 っ た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 プ レ ー ト を 37℃ で カ バ ー を か け た 状 態 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た (加 湿 状 態 )。 次 に 、
プ レ ー ト を 空 に し 、 Tris緩 衝 液 、 1%ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 物 、 2%ス ク ロ ー ス 、 お よ び 0.17% TW
EEN 20か ら な る ポ ス ト コ ー ト 溶 液 で 満 た し た (試 薬 は す べ て 、 Sigma Chemical Co.か ら 入
手 し た も の で あ っ た )。 プ レ ー ト を 37℃ で カ バ ー を か け た 状 態 で さ ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー
ト し (加 湿 状 態 )、 そ の 後 、 0.1% TWEEN 20を 含 有 す る リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た
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。 次 に 、 プ レ ー ト を 0.15M Tris, pH7.2～ 7.4中 の 2%ス ク ロ ー ス 溶 液 で 短 時 間 満 た し 、 次 に
、 空 に し て 室 温 で 空 気 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 後 、 い く つ か の 乾 燥 剤 ピ ロ ー の 入 っ た ZIPLOC(Dow
 Chemical Co.)プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ 中 に プ レ ー ト を 詰 め 込 み 、 密 封 し 、 使 用 時 ま で 4℃ で
保 存 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】

　 融 合 プ レ ー ト の 増 殖 中 の ク ロ ー ン を 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 、 MDMA-BSA 12(T=BS
A, 12b)が コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト だ け を 使 用 し た 。 50μ Lの PBSを 各 ウ ェ ル に 添 加 し
、 続 い て 、 融 合 プ レ ー ト 上 の ウ ェ ル の 培 養 培 地 の サ ン プ ル 50μ Lを 添 加 し 、 そ し て PBSで 1:
10に 希 釈 し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で カ バ ー を か け た 状 態 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 次 に 、 P
BS-TWEEN(0.1%)で 洗 浄 し た 。 次 に 、 ウ ェ ル を 100μ Lの ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-HRPコ ン ジ ュ ゲ ー
ト (Zymed Labs)で 満 た し 、 PBS-TWEENで 希 釈 し 、 再 び プ レ ー ト を 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 次 に 、 プ レ ー ト を 再 び 洗 浄 し 、 100μ Lの K-Blue 基 質 (Neogen Corp.)を 添 加 し た 。 こ れ
を 5～ 15分 間 発 色 さ せ て か ら 、 100μ Lの 1N HCLを 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ た 。
色 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ り 450nmで 読 み 取 り 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ り 収 集 し 、 分
析 に 付 し た 。 MDMA-BSA 12(T=BSA, 12b)に 結 合 す る 抗 体 の 存 在 を 示 し た ウ ェ ル を 選 択 し 、
さ ら な る 処 理 に 付 し た 。 細 胞 を 限 界 希 釈 サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に 付 し 、 増 殖 が 観 察 さ れ た 時 点
で 、 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 試 験 し た 。
【 ０ １ １ １ 】

　 1枚 目 の プ レ ー ト の ウ ェ ル に リ ン 酸 塩 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS) 50μ Lを 、 2枚 目 の プ レ ー ト
に 遊 離 MDMA(800ng/mL)の 溶 液 50μ Lを 、 第 3枚 目 の プ レ ー ト に MDEA(800ng/mL)の 溶 液 50μ L
を 、 4枚 目 の プ レ ー ト に プ ソ イ ド エ フ ェ ド リ ン (8μ g/mL)の 溶 液 50μ Lを 添 加 す る こ と に よ
り 、 MDMA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 12(T=BSA, 12b)で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 4枚 の プ レ ー ト を 準 備
し た 。 ド ラ ッ グ は す べ て 、 PBSに 溶 解 さ せ た 。 MAMP-BSA(28)お よ び AMP-BSA(30)で コ ー テ ィ
ン グ さ れ た ウ ェ ル に 、 50μ Lの PBSを 添 加 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 増 殖 中 の サ ブ ク ロ ー ン が 試 験 可 能 な 状 態 に あ る と 判 断 さ れ た 時 点 で 、 各 ウ ェ ル か ら 25μ
Lの 上 清 を 採 取 し 、 96ウ ェ ル フ レ キ シ ブ ル プ レ ー ト に 移 し た 。 1:10稀 釈 の 培 地 サ ン プ ル に
な る よ う に 、 各 ウ ェ ル に 培 養 培 地 を 添 加 し た 。 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 上 記 の 各 プ レ ー ト に 50
μ Lの 希 釈 サ ン プ ル を 移 し た 。 後 続 の 処 理 は 、 一 次 ス ク リ ー ニ ン グ の と き と ま っ た く 同 じ
で あ っ た 。 選 択 の 判 定 基 準 は 、 MDMA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 12(T=BSA, 12b)に 結 合 す る こ と 、
遊 離 MDMAお よ び /ま た は MDEAに よ る 阻 害 が 現 れ る こ と 、 な ら び に プ ソ イ ド エ フ ェ ド リ ン に
よ る 阻 害 が ほ と ん ど ま た は ま っ た く な い こ と で あ る 。 AMP-BSA(30)お よ び MAMP-BSA(28)コ
ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 結 合 は 、 参 照 と し て の み 用 い た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 直 ち に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 準 備 完 了 時 、 二 次 ス ク リ ー ニ ン グ 手
順 に よ り 再 試 験 し た 。 安 定 な サ ブ ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ 、 凍 結 処 理 し 、 こ の 処 理 済 み 培 地 を
用 い て 交 差 反 応 性 ア ッ セ イ に よ り 特 異 性 を 測 定 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 上 清 を 段 階 希 釈 に 付 し 、 上 記 の ELISAス ク リ ー ニ ン グ に よ り 再 試 験 し た 。 最 大 ODよ り も
約 50%少 な い ODを 与 え る 希 釈 度 を 選 択 し 、 交 差 反 応 性 試 験 に 移 行 し た 。 こ れ は 、 選 択 さ れ
た 希 釈 度 で 抗 体 を 使 用 し て 種 々 の 濃 度 の ド ラ ッ グ の 存 在 下 で 先 の ア ッ セ イ を 繰 り 返 す こ と
か ら 構 成 さ れ た も の で あ っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】

　 NEAMP 1.3の 産 生 ：  18～ 24週 齢 の SJL雌 マ ウ ス を 改 変 RIMMS法 (Kilpatrick et al., Hybr
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イ ブ リ ド ー マ の 産 生
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idoma 16:4, pp. 381-389, 1997)に よ り 免 疫 化 し た 。 Qが KLHで あ る 免 疫 原 26(Q=KLH, 26a)
を 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に 乳 化 さ せ 、 頚 の 項 部 な ら び に 両 側 の 腓 腹 部 お よ び 鼡
径 部 に 分 布 す る 6部 位 に 皮 下 注 射 に よ り 投 与 し た 。 注 射 は 、 0日 目 、 3日 目 、 6日 目 、 お よ び
11日 目 に 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 投 与 量 は 、 全 量 で 50μ g、 25μ g、 12μ g、 お よ び 6μ gで あ っ
た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 NEAMP 48.2お よ び NEAMP 62.1の 産 生 ：  初 回 注 射 用 と し て 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト
中 に 乳 化 さ れ た 免 疫 原 26、 お よ び 後 続 の 注 射 用 と し て 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 中 に
乳 化 さ れ た 免 疫 原 26に よ り 、 18～ 24週 齢 の BALB/c雌 マ ウ ス を 免 疫 化 し た 。 初 回 免 疫 化 を 25
μ gの 免 疫 原 を 用 い て 皮 下 に 行 っ た 。 30日 後 、 同 一 の 用 量 お よ び 経 路 の 注 射 を 繰 り 返 し た
。 2回 目 の 免 疫 化 の 97日 後 、 3回 目 を 行 っ た 。 こ の と き の 用 量 は 、 腹 腔 内 注 射 で 100μ gで あ
っ た 。 約 11ヵ 月 後 、 3回 目 と 同 一 の 用 量 お よ び 経 路 の 最 終 免 疫 化 を 行 い 、 4日 後 、 動 物 を 融
合 に 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】

　 最 終 免 疫 化 の 4日 後 、 全 採 血 に よ り マ ウ ス を 屠 殺 し た 。 膝 窩 、 鼡 径 、 鎖 骨 下 、 お よ び 深
鼡 径 の リ ン パ 節 を 採 取 し 、 プ ー ル し た 。 こ れ ら の リ ン パ 節 を 2枚 の 滅 菌 ガ ラ ス ス ラ イ ド 間
で す り 潰 し て リ ン パ 球 を 放 出 さ せ た 。 NEAMP 1.3の 産 生 の た め に 、 得 ら れ た リ ン パ 球 懸 濁
液 の 半 分 を F0骨 髄 腫 細 胞 系 と の 融 合 の た め に 使 用 し た 。 残 り の 半 分 を P3骨 髄 腫 と 融 合 さ せ
た 。 (骨 髄 腫 は 両 方 と も 、 ATCCか ら 入 手 し た )。 NEAMP 48.2お よ び NEAMP 62.1で は 、 F0骨 髄
腫 細 胞 系 だ け を 使 用 し た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 融 合 は 、 骨 髄 腫 細 胞 (リ ン パ 球 の 数 の 1/5)の 添 加 、 遠 心 に よ る 洗 浄 、 無 血 清 加 温 Iscove
改 変 Dulbecco培 地 中 へ の 再 懸 濁 、 お よ び 再 遠 心 か ら な る も の で あ っ た 。 得 ら れ た ペ レ ッ ト
が 入 っ て い る 遠 心 管 を 軽 く 叩 い て 細 胞 を ほ ぐ し 、 次 に 、 1mLの 加 温 さ れ た PEG/DMSO溶 液 (Si
gma Chemical Co.)を 、 穏 や か に 混 合 し な が ら 徐 々 に 添 加 し た 。 細 胞 を 加 温 し た 状 態 に 1.5
分 間 保 持 し 、 そ の 後 、 予 備 加 温 し た 無 血 清 INMMを 次 の 速 度 : 1mL/分 、 2mL/分 、 4mL/分 、 お
よ び 10mL/分 で 添 加 し た 。 次 に 、 チ ュ ー ブ を 50mLま で 満 た し 、 密 封 し 、 そ し て 15分 間 イ ン
キ ュ ベ ー ト し た 。 細 胞 懸 濁 液 を 遠 心 し 、 上 清 を デ カ ン ト し 、 10%ウ シ 胎 仔 血 清 を 含 有 す る I
MDMを 添 加 し た 。 細 胞 を も う 一 度 遠 心 し 、 完 全 ク ロ ー ニ ン グ 培 地 中 に 再 懸 濁 さ せ た 。 こ れ
は 、 IMDM、 10% FCS、 10% Condimed H1(Roche Molecular Systems, Pleasanton, CA)、 4mM
グ ル タ ミ ン 、 50μ M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 40μ M エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 お よ び ペ ニ シ リ
ン /ス ト レ プ ト マ イ シ ン 抗 生 物 質 を 含 有 し て い た 。 細 胞 を 4× 10 5 リ ン パ 球 /mLの 密 度 で 懸 濁
さ せ 、 滅 菌 96ウ ェ ル ミ ク ロ 培 養 プ レ ー ト 中 に 100μ L/ウ ェ ル に な る よ う に 分 注 し 、 5% CO 2
中 、 37℃ で 、 24時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 翌 日 、 100μ Lの HMT選 択 培 地 (ク ロ ー ニ ン グ 培 地
+1:25 HMTサ プ リ メ ン ト (Sigma Chemicals製 ))を 添 加 し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン の 6日 目 、
低 真 空 源 に 連 結 さ れ た 滅 菌 8分 岐 マ ニ ホ ー ル ド を 用 い て 、 各 ウ ェ ル か ら 約 150μ Lの 培 地 を
抜 き 取 っ た 。 次 に 、 150μ Lの HT培 地 を 添 加 し た 。 こ れ は 、 ク ロ ー ニ ン グ 培 地 +1:50 HTサ プ
リ メ ン ト を 含 ん で い た (Sigma Chemical Co.)。 プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 戻 し 、 増 殖
の 徴 候 を 毎 日 調 べ た 。 増 殖 が 十 分 で あ る と 判 断 さ れ た と き 、 ELISAに よ り 抗 体 産 生 に 関 し
て ウ ェ ル を ス ク リ ー ニ ン グ し た 。
【 ０ １ １ ９ 】

　 0.1M炭 酸 塩 緩 衝 液 (pH9.5) 中 1μ g/mL、 1時 間 、 37℃ の 条 件 (加 湿 状 態 )で 、 マ イ ク ロ プ レ
ー ト に 100μ Lの メ タ ン フ ェ タ ミ ン -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 28(NEAMP 1.3の ス ク リ ー ニ ン グ 用 )
ま た は 100μ Lの MDEA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 36(NEAMP 48.2お よ び NEAMP 62.1の ス ク リ ー ニ ン
グ 用 )を コ ー テ ィ ン グ し 、 別 の マ イ ク ロ プ レ ー ト に 100μ Lの N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン -BSA 
26(Q=BSA, 26b)を コ ー テ ィ ン グ し た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 空 に し 、 Tris緩 衝 液 、 1%ゼ ラ チ ン
加 水 分 解 物 、 2%ス ク ロ ー ス 、 お よ び 0.17% TWEEN 20を 含 有 す る ポ ス ト コ ー ト 溶 液 で 満 た し
た (試 薬 は す べ て 、 Sigma Chemical Co.か ら 入 手 し た も の で あ っ た )。 プ レ ー ト を 37℃ で さ
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ら に 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し (加 湿 状 態 )、 そ の 後 、 0.1% TWEEN 20を 含 有 す る リ ン 酸 塩 緩 衝
生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 0.15M Tris, pH7.2～ 7.4中 の 2%ス ク ロ ー ス 溶 液
で 短 時 間 満 た し 、 次 に 、 空 に し て 室 温 で 空 気 乾 燥 さ せ た 。 乾 燥 後 、 い く つ か の 乾 燥 剤 ピ ロ
ー の 入 っ た ZIPLOCバ ッ グ 中 に プ レ ー ト を 詰 め 込 み 、 密 封 し 、 使 用 時 ま で 4℃ で 保 存 し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 増 殖 中 の ク ロ ー ン が 試 験 可 能 な 状 態 に あ る と 判 断 さ れ た 時 点 で 、 ウ ェ ル か ら 25μ Lの 上
清 を 採 取 し 、 96ウ ェ ル フ レ キ シ ブ ル プ レ ー ト に 移 し た 。 1:10稀 釈 の 培 地 サ ン プ ル に な る よ
う に 、 各 ウ ェ ル に 培 養 培 地 を 添 加 し た 。 コ ー テ ィ ン グ さ れ た 上 記 の 各 プ レ ー ト に 100μ Lの
希 釈 サ ン プ ル を 移 し た 。 プ レ ー ト を 37℃ で カ バ ー を か け た 状 態 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
、 次 に 、 PBS-TWEENで 洗 浄 し た 。 次 に 、 ウ ェ ル を PBS-TWEENで 希 釈 し た 100μ Lの ヤ ギ 抗 マ ウ
ス IgG-HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト (Zymed Labs)で 満 た し 、 再 び プ レ ー ト を 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し
た 。 次 に 、 プ レ ー ト を 再 び 洗 浄 し 、 100μ Lの K Blue 基 質 (Neogen Corp)を 添 加 し た 。 こ れ
を 5～ 15分 間 発 色 さ せ て か ら 、 100μ Lの 1N HCLを 添 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 さ せ た 。
色 を マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー に よ り 450nmで 読 み 取 り 、 コ ン ピ ュ ー タ に よ り 収 集 し 、 分
析 に 付 し た 。 選 択 の 判 定 基 準 は 、 メ タ ン フ ェ タ ミ ン -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 28(NEAMP 1.3の 選
択 用 )ま た は MDEA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト 36(NEAMP 48.2お よ び NEAMP 62.1の ス ク リ ー ニ ン グ 用
)に 結 合 す る こ と で あ っ た 。 選 択 さ れ た ク ロ ー ン を 直 ち に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ し 、 準 備 完 了
時 、 再 試 験 し た 。 安 定 な サ ブ ク ロ ー ン を 増 殖 さ せ 、 凍 結 処 理 し 、 こ の 処 理 済 み 培 地 を 用 い
て 交 差 反 応 性 ア ッ セ イ に よ り 特 異 性 を 測 定 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 上 清 を 段 階 希 釈 に 付 し 、 上 記 の ELISAス ク リ ー ニ ン グ に よ り 再 試 験 し た 。 最 大 ODよ り も
約 50%少 な い ODを 与 え る 希 釈 度 を 選 択 し 、 交 差 反 応 性 試 験 に 移 行 し た 。 こ れ は 、 選 択 さ れ
た 希 釈 度 で 抗 体 を 使 用 し て 種 々 の 濃 度 の ド ラ ッ グ の 存 在 下 で 先 の ア ッ セ イ を 繰 り 返 す こ と
か ら 構 成 さ れ た も の で あ っ た 。 図 4お よ び 5に 示 さ れ る グ ラ フ は 、 そ の よ う な 測 定 の 結 果 を
表 し て お り 、 一 方 、 表 2(上 記 参 照 )は 、 測 定 さ れ た 交 差 反 応 性 パ ー セ ン ト を 示 し て い る 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 100mLの 50μ g/mL NEAMP 48.2抗 体 を 、 50mM MES緩 衝 液 (pH6.5)中 の 100mLの 1% 0.201μ m
ラ テ ッ ク ス 粒 子 と 共 に 室 温 で 一 晩 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 50mM MES緩 衝 液 (pH6.5)中 の 10mL
の 100mg/mL BSAで 粒 子 を 2時 間 ブ ロ ッ キ ン グ し た 。 接 線 流 動 濾 過 系 を 用 い て ラ テ ッ ク ス を 5
0mM MOPS緩 衝 液 (pH7.1)で 洗 浄 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】

　 90mgの ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン (Ghoshal et al., Publ. No. US 2003/0060431 A1, page 12
, paragraphs 147-152, March 27, 2003.)を 5mL DMSOに 溶 解 さ せ た 。 10mgの 24を 1mL DMSO
に 溶 解 さ せ 、 ポ リ マ ー 担 体 の 溶 液 に 滴 下 し 、 そ し て 室 温 で 一 晩 攪 拌 し た 。 混 合 物 を 10,000
MWカ ッ ト オ フ 透 析 チ ュ ー ブ (SNAKESKIN, Pierce)に 入 れ 、 室 温 に お い て 1リ ッ ト ル の 80% DM
SO中 で 一 晩 透 析 し た 。 次 に 、 1リ ッ ト ル の 60% DMSO、 1リ ッ ト ル の 40% DMSO、 1リ ッ ト ル の 2
0% DMSO、 お よ び 4リ ッ ト ル の 脱 イ オ ン 水 の ス テ ッ プ ダ ウ ン グ ラ ジ エ ン ト を 用 い て 、 室 温 で
、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 か け て 、 こ れ を 透 析 し た 。 次 に 、 KOHで pH13に 調 整 し た 1リ ッ
ト ル の 100mM K 2 CO 3 で 、 こ れ を 4日 間 透 析 し た 。 こ の 際 、 緩 衝 液 を 4回 交 換 し た 。 最 終 透 析
ス テ ッ プ は 、 4リ ッ ト ル の 脱 イ オ ン 水 、 2日 間 、 4回 交 換 で 行 っ た 。 次 に 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 凍 結 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 試 薬 R2は 、 微 粒 子 試 薬 (pH7.1)で あ り 、 以 下 の 組 成 を 有 し て い た 。
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NEAMP 48.2微 粒 子 試 薬 の 調 製

ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン へ の N-エ チ ル ア ン フ ェ タ ミ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン

試 薬 の 調 製



【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ５ 】
　 試 薬 R1は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 試 薬 (pH7.1)で あ り 、 以 下 の 組 成 を 有 し て い た 。
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】

　 HITACHI 917ア ナ ラ イ ザ ー (Roche Diagnostics)を 用 い て ア ッ セ イ を 行 っ た 。 10μ Lの サ
ン プ ル を キ ュ ベ ッ ト 中 に ピ ペ ッ ト で 添 加 し 、 そ の 直 後 、 180μ Lの コ ン ジ ュ ゲ ー ト 試 薬 (R1)
を 添 加 し た 。 混 合 物 を 約 90秒 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 80μ Lの 微 粒 子 試 薬 (R2)を キ ュ ベ ッ ト
に 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 37℃ で 約 8分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 間 、 粒 子 凝 集 反 応 を 505
nmで モ ニ タ ー し た 。 R2添 加 後 の 2ポ イ ン ト エ ン ド 測 定 に 基 づ い て 、 標 準 曲 線 を 作 成 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】

　 ONLINE DAT II-type assay (KIMS)に お け る NEAMP 48.2抗 体 お よ び NEAMP 62.1抗 体 の 交
差 反 応 性 を 、 そ れ ぞ れ 表 3お よ び 4に 示 す 。 NEAMP 48.2お よ び NEAMP 62.1の 標 準 曲 線 を 図 4
お よ び 5に 示 す 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 以 上 の 詳 細 な 説 明 お よ び 実 施 例 は 、 解 説 お よ び 例 示 の た め に 提 供 さ れ た も の で あ り 、 添
付 の 特 許 請 求 の 範 囲 を 限 定 す る こ と を 意 図 し た も の で は な い 。 本 明 細 書 に 例 示 さ れ て い る
本 発 明 の 好 ま し い 実 施 形 態 の 多 く の 変 形 例 が 、 当 業 者 に は 自 明 で あ ろ う 。 こ れ ら は 、 添 付
の 請 求 項 お よ び そ の 均 等 物 の 範 囲 内 に あ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ９ 】
【 図 １ 】 本 発 明 を 具 現 化 し た 化 合 物 お よ び 免 疫 原 を 合 成 す る 第 1の 代 表 的 な ス キ ー ム を 示
し て い る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 を 具 現 化 し た 化 合 物 お よ び 免 疫 原 を 合 成 す る 第 2の 代 表 的 な ス キ ー ム を 示
し て い る 。
【 図 ３ 】 本 発 明 を 具 現 化 し た 化 合 物 を 合 成 す る 第 3の 代 表 的 な ス キ ー ム を 示 し て い る 。
【 図 ４ 】 KIMSイ ム ノ ア ッ セ イ 法 お よ び 抗 体 MDMA 2.1.1(す な わ ち 、 Tが KLHで あ る 免 疫 原 12
か ら 産 生 さ れ た 抗 体 )を 用 い て 作 成 さ れ た 検 量 線 を 示 し て い る 。
【 図 ５ 】 KIMSイ ム ノ ア ッ セ イ 法 お よ び 抗 体 NEAMP 48.2(す な わ ち 、 Qが KLHで あ る 免 疫 原 26
か ら 産 生 さ れ た 抗 体 )を 用 い て 作 成 さ れ た 検 量 線 を 示 し て い る 。
【 図 ６ 】 KIMSイ ム ノ ア ッ セ イ 法 お よ び 抗 体 NEAMP 62.1(す な わ ち 、 Qが KLHで あ る 免 疫 原 26
か ら 産 生 さ れ た 抗 体 )を 用 い て 作 成 さ れ た 検 量 線 を 示 し て い る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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