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(57)【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】
　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４】
　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３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
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　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】
【０００２】
　「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。
【０００３】
　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。
【０００４】
　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】
【０００５】
　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】
【０００６】
　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、R1は、2～6個の炭素原子を含むアルキル基であり、R2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、R3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、R1は、エチル、プロピル、ま
たはブチルであり、より好ましくは、R1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、NR4、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、R4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。
【０００７】
　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。
【０００８】
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　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、R1は、2～6個の炭素原子を含むアルキ
ル基であり、R2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、R3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、
R1は、エチル、プロピル、またはブチルであり、より好ましくは、R1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、NR4、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、R4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。
【０００９】
　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。
【００１０】
　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、R1は、2～6個の炭素原子を含むア
ルキル基であり、R2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、R3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、R1は、エチル、プロピル、またはブチルであり、より好ましくは、R1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、NR4、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、R4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。
【００１１】
　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】
【００１２】
　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。
【００１３】
　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。
【００１４】
　「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。
【００１５】
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　「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。
【００１６】
　「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。
【００１７】
　「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。
【００１８】
　「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。
【００１９】
　「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
。
【００２０】
　「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。
【００２１】
　「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、125I)、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。
【００２２】
　「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。
【００２３】
　「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。
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【００２４】
　「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。
【００２５】
　「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。
【００２６】
　「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
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。
【００２７】
　「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。
【００２８】
　「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。
【００２９】
　「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。
【００３０】
　「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。
【００３１】
　「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。
【００３２】
　「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
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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。
【００３３】
　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。
【００３４】
　「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。
【００３５】
　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。
【００３６】
　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、R1はJMTであり、R2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R3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、NR4、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、R4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。R2が水素である場合かつR3がメチルである場合、R1は、CH2CN、CH2C=CH2、C
HO、CH2CH2OH、CH2CH2OCH3、およびCH2CCHのいずれでもない。
【００３７】
　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。
【００３８】
　この第1の系統の好ましい実施形態では、Jは、(CH2)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、R2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、R2は水素である。好ましくは、R3は、水素、メチル、エチル
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、n-プロピル、またはn-ブチルであり、より好ましくは、R3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。
【００３９】
　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。
【００４０】
　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。
【００４１】
　図1の化合物6、8、10、および12において、好ましい部分(CH2)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。
【００４２】
　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、NH2-(CH2)3-CO2Et)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 
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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。
【００４３】
　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
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。
【００４４】
　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、R1は、2～6個の炭素原子を含むアルキル基であり、R2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、R3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、NR4、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
、R4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。
【００４５】
　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。
【００４６】
　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、(CH2)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、R1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、R1は、エチルである。好まし
くは、R2は、水素または保護基であり、より好ましくは、R2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、R3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、R3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
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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。
【００４７】
　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。
【００４８】
　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
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。
【００４９】
　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)。
【００５０】
　図2の化合物22、24、および26において、好ましい部分(CH2)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。
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【００５１】
　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
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。
【００５２】
　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、LiAlH4、NaBH4、NaBH3CN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。
【００５３】
　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。
【００５４】
　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。
【００５５】
　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。
【００５６】
　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。
【００５７】
　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。
【００５８】
　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
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少(ED50)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ED50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。
【００５９】
　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。
【表１】

【００６０】
　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R1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。
【００６１】
　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
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.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。
【表２】

【表３】

【表４】

【００６２】
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　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
よび優先性を示す。
【００６３】
　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。
【００６４】
　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
。
【００６５】
　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。
【００６６】
　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。
【００６７】
　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。
【００６８】
　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、
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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、
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。
【００６９】
　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。
【００７０】
　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。
【００７１】
　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。
【００７２】
　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。
【００７３】
　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。
【００７４】
　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
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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。
【００７５】
　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。
【００７６】
　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。
【００７７】
　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。
【００７８】
　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。
【００７９】
　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。
【００８０】
　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。
【００８１】
　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
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as, VAから入手可能な骨髄腫細胞系が挙げられる。
【００８２】
　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。
【００８３】
　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。
【００８４】
　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。
【００８５】
　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。
【００８６】
　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】
【００８７】
　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(CH2Cl2)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
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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
-CHCl3またはCHCl3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。
【００８８】
実施例1． MDA誘導体4の合成
　塩化メチレン(CH2Cl2)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(NaHCO3)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CH2Cl2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。
【００８９】
　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387μL(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CH2Cl2で希釈し、25mLの飽和NaHCO3水溶液と
共に攪拌し、層を分離させ、水相を50mLのCH2Cl2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(Na2SO4)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。1H-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。
【００９０】
　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1H-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(CHCl3)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.
実施例2． 6の合成
　アルゴン下、約0℃(氷浴)に冷却された無水CH2Cl2中の500mgの粗製物4および950μL(4
モル当量)のトリエチルアミンの溶液に、289μL(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CH2Cl2で希釈し、水(2×50mL)、飽和NaHCO3水溶液(2×50mL)、飽和塩化ナ
トリウム水溶液(NaCl, 1×50mL)で洗浄し、Na2SO4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.
実施例3． 8の合成
　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(Na2SO4)、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CH2Cl2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.
実施例4． 10の合成
　アルゴン下、20mLの無水CH2Cl2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NaHCO3水溶液(2×20mL)、飽和NaCl水溶液(1×20mL)
で洗浄し、脱水し(Na2SO4)、蒸発させた(rotovap)。残渣をシリカゲルのクロマトグラフ
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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CH2Cl2に再溶解させ、次に、再蒸発させ(6回)、その後、高真空下で乾
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.
実施例5． MDMA免疫原12(T=KLH, 12a)の合成
　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K2CO3(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 K2CO3)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。
【００９１】
実施例6． MDMAコンジュゲート12(T=BSA, 12b)の合成
　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 K2CO3(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 K2CO3)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OD280を親
のBSAのOD280(=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。
【００９２】
実施例7． N-エチルアンフェタミン16の合成
　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
CH2Cl2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
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性部分を25mLのCH2Cl2で抽出した。有機性部分を合わせ、無水Na2SO4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
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。
【００９３】
実施例8． 18の合成
　75mLの無水CH2Cl2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NaHCO3、25mLのH2O、25mLの飽和ブラインで洗浄し、無水Na2SO4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。
【００９４】
実施例9． 20の合成
　アルゴン下の50mLの無水CH2Cl2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AlCl3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H2Oおよび2
5mLの飽和ブラインで洗浄し、Na2SO4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-CH2Cl2を使用
し、琥珀色の油として2.6gの20を得た。
【００９５】
実施例10． 22の合成
　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。CH2Cl2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。
【００９６】
実施例11． 24の合成
　アルゴン下の25mLの無水CH2Cl2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H2O、2×25m
Lの飽和NaHCO3、25mLの飽和ブラインで洗浄し、Na2SO4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。
【００９７】
実施例12． 32の合成
　5mLのH2O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H2O
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Na2SO4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。
【００９８】
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　アルゴン下の10mLの無水CH2Cl2中の270mgの32の溶液を85mgのN-ヒドロキシスクシンイ
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CH2Cl2で希釈し、10mLの0.1N 
HCL、10mLの飽和ブライン、2×10mLの飽和NaHCO3、10mLの飽和ブラインで洗浄し、Na2SO4
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。
【００９９】
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
　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 K2CO3, 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。
【０１００】
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
　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 K2CO3(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。
【０１０１】
実施例16． メタンフェタミン-BSAコンジュゲート28の合成
　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。
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【化６】

【０１０２】
　次に、pHを調整することなく50mM K2CO3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】

【０１０３】
実施例17． MDEA-BSAコンジュゲート36の合成
　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】

【０１０４】
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
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生
免疫化
　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、100μLの50%生理食塩水/50%アジュバント乳濁液中に50μg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50μgの追加免疫化を
融合の4日前に腹腔内に行った。
【０１０５】
融合
　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)。
【０１０６】
　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、50μM 2-メルカプトエタノール、40μM 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4×105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100μL/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、100μL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150μLの
培地を抜き取った。次に、150μL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。
【０１０７】
ELISAスクリーニング
　マイクロプレートに1mg/mLの濃度で100μL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100μL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100μLのアンフェタミン-BSA(AMP-BSA)30をコーティングした。
【化９】
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【０１０８】
　希釈はすべて、0.1M炭酸塩緩衝液, pH9.5で行った。
【０１０９】
　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
。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。
【０１１０】
一次融合スクリーニング
　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。50μL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50μL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100μL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、100μL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、100μL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。
【０１１１】
二次スクリーニング
　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) 50μLを、2枚目のプレート
に遊離MDMA(800ng/mL)の溶液50μLを、第3枚目のプレートにMDEA(800ng/mL)の溶液50μL
を、4枚目のプレートにプソイドエフェドリン(8μg/mL)の溶液50μL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、50μLのPBSを添加した。
【０１１２】
　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
μL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。
【０１１３】
　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。
【０１１４】
交差反応性アッセイ
　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
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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。
【０１１５】
実施例19． N-エチルアンフェタミン免疫原26を用いるエクスタシー系ドラッグ対するハ
イブリドーマの産生
免疫化
　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
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50μg、25μg、12μg、および6μgであっ
た。
【０１１６】
　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
μg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100μg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。
【０１１７】
融合
　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。
【０１１８】
　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、50μM 2-メルカプトエタノール、40μM 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4×105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100μL/ウェルになるように分注し、5% CO2
中、37℃で、24時間インキュベートした。翌日、100μL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150μLの培地を
抜き取った。次に、150μL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。
【０１１９】
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ELISAスクリーニング
　0.1M炭酸塩緩衝液(pH9.5) 中1μg/mL、1時間、37℃の条件(加湿状態)で、マイクロプレ
ートに100μL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100μL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100μL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
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。
【０１２０】
　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25μL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100μL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100μL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、100μL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、100μL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。
【０１２１】
交差反応性アッセイ
　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。
【０１２２】
実施例20． HITACHI臨床化学アナライザーを用いる本発明に係る抗体およびコンジュゲー
トによるONLINE DAT II-type assay (KIMS)
NEAMP 48.2微粒子試薬の調製
　100mLの50μg/mL NEAMP 48.2抗体を、50mM MES緩衝液(pH6.5)中の100mLの1% 0.201μm
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。
【０１２３】
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
　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
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、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 K2CO3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。
【０１２４】
試薬の調製
　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。
【表５】

【０１２５】
　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】

【０１２６】
アッセイプロトコール
　HITACHI 917アナライザー(Roche Diagnostics)を用いてアッセイを行った。10μL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、180μL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、80μL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。
【０１２７】
結果
　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。
【０１２８】
　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】
【０１２９】
【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。
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【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。

【図１】 【図２】
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