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(57)【要約】
【課題】コルチゾール接合体の新規な製造方法の提供。
【解決手段】本発明は、コルチゾール接合体の製造方法であって、３－コルチゾールカル
ボキシメチルオキシムのウシ血清アルブミン接合体（３－ＣＭＯ－ＢＳＡ）と水素化ホウ
素ナトリウムとを反応させることを含んで成る方法に関する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　下式
【化１】

（上式中、ＸはＯ、Ｓ、スルホニルまたはホスホノであり；Ｘ１　は標識されたもしくは
未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまたは標識であり；Ｙ１　は連結基または結
合であり；Ｘ２　は標識されたもしくは未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識であり；Ｙ２　は連結基または結合であり；Ａ１　とＡ２　は各々水素であるか、
またはＡ１　とＡ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｂ１　とＢ２　は各々水素である
か、またはＢ１　とＢ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｅ１　とＥ２　は各々水素で
あるか、またはＥ１　とＥ２　が一緒になって単結合を形成し、ただし、Ａ１　とＡ２　
、またはＢ１　とＢ２　、またはＥ１　とＥ２　の少なくとも１つが各々水素である）
を有する還元型コルチゾール接合体。
【請求項２】
　ＸがＯでありそしてＸ１　がウシ血清アルブミンである、請求項１に記載の還元型コル
チゾール接合体。
【請求項３】
　Ｙ１　がメチレンカルボニルオキシである、請求項２に記載の還元型コルチゾール接合
体。
【請求項４】
　Ｘ２　がペルオキシダーゼであり、そしてＹ２　が（４－〔２，５－ジオキソ－３－｛
（２－エチルカルボニル）スルファニル｝テトラヒドロ－１Ｈ－１－ピロリル〕メチル）
－１－シクロヘキサンカルボニルである、請求項３に記載の還元型コルチゾール接合体。
【請求項５】



(3) JP 2011-148821 A 2011.8.4

10

20

30

40

50

　水性組成物中の請求項１に記載の還元型コルチゾール接合体。
【請求項６】
　下式
【化２】

（上式中、ＸはＯ、Ｓ、スルホニルまたはホスホノであり；Ｘ１　は標識されたもしくは
未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまたは標識であり；Ｙ１　は連結基または結
合であり；Ｘ２　は標識されたもしくは未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識であり；Ｙ２　は連結基または結合であり；Ａ１　とＡ２　は各々水素であるか、
またはＡ１　とＡ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｂ１　とＢ２　は各々水素である
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か、またはＢ１　とＢ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｅ１　とＥ２　は各々水素で
あるか、またはＥ１　とＥ２　が一緒になって単結合を形成し、ただしＡ１　とＡ２　、
またはＢ１　とＢ２　、またはＥ１　とＥ２　の少なくとも１つが各々水素である）
を有する還元型コルチゾール接合体の製造方法であって、
　下式の化合物
【化３】

を還元剤と反応させることを含んで成る方法。
【請求項７】
　前記還元剤が水素化ホウ素塩である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　ＸがＯであり、Ｘ１　がウシ血清アルブミンであり、そしてＹ１　がメチレンカルボニ
ルオキシである、請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　Ｘ２　がペルオキシダーゼである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
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　Ｙ２　が（４－〔２，５－ジオキソ－３－｛（２－エチルカルボニル）スルファニル｝
テトラヒドロ－１Ｈ－１－ピロリル〕メチル）－１－シクロヘキサンカルボニルであり、
そしてＸ２　が西洋ワサビペルオキシダーゼである、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　下式
【化４】

（上式中、ＸはＯ、Ｓ、スルホニルまたはホスホノであり；Ｘ１　は標識されたもしくは
未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまたは標識であり；Ｙ１　は連結基または結
合であり；Ｘ２　は標識されたもしくは未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識であり；Ｙ２　は連結基または結合であり；Ａ１　とＡ２　は各々水素であるか、
またはＡ１　とＡ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｂ１　とＢ２　は各々水素である
か、またはＢ１　とＢ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｅ１　とＥ２　は各々水素で
あるか、またはＥ１　とＥ２　が一緒になって単結合を形成し、ただしＡ１　とＡ２　、
またはＢ１　とＢ２　、またはＥ１　とＥ２　の少なくとも１つが各々水素である）
を有する還元型コルチゾール接合体の製造方法であって、
　（i）下式の化合物
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【化５】

を還元剤と反応させ、それにより化合物ＩＡまたはＩＣを形成させ；そして
　（ii）場合により、化合物ＩＡまたはＩＣを第一のカップリング剤と反応させて、下式
の化合物

【化６】

（上式中、Ｇ１　はカップリング基である）を形成させ；
　（iii）場合により、Ｘ２　を第二のカップリング剤と反応させて、Ｘ２　－Ｇ２　（
ここでＧ２　はカップリング基Ｇ１　と共に共有結合を形成することができるカップリン
グ基であり、そしてＧ１　とＧ２　は同じであってもよい）を形成させ；
　（iv）場合により、化合物ＩＡまたはＩＣをＸ２　－Ｇ２　（ここでＧ２　はＸ１　の
官能基と共有結合することができる）と反応させて、還元型コルチゾール接合体ＩＢまた
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はＩＤを形成させ；
　（v）場合により、化合物 IIIＡまたは IIIＣをＸ２　（ここでＧ１　はＸ２　の官能
基と共有結合することができる）と反応させて、還元型コルチゾール接合体ＩＢまたはＩ
Ｄを形成させ；
　（vi）場合により、化合物 IIIＡまたは IIIＣをＸ２　－Ｇ２　と反応させて、還元型
コルチゾール接合体ＩＢまたはＩＤを形成させる
という各段階を含んでなる方法。
【請求項１２】
　ＸがＯであり、そしてＸ１　がウシ血清アルブミンである、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　Ｙ１　がメチレンカルボニルオキシである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　Ｘ２　がペルオキシダーゼであり、第一のカップリング剤が４－（Ｎ－マレイミドメチ
ル）シクロヘキサン－１－カルボン酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルであり、そ
して第二のカップリング剤がＳ－アセチルチオ酢酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステ
ルである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　コルチゾールについての競合アッセイの実施方法であって、
　Ａ）コルチゾールを含む疑いのある試料を
　　i）コルチゾールを結合する固定化されたまたは固定化可能なレセプターと接触させ
、それにより固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合したコルチゾールと、固
定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合しないコルチゾールとを形成させ、
　　ii）下式
【化７】
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（上式中、ＸはＯ、Ｓ、スルホニルまたはホスホノであり；Ｘ１　は標識されたもしくは
未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまたは標識であり；Ｙ１　は連結基または結
合であり；Ｘ２　は標識されたもしくは未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識であり；Ｙ２　は連結基または結合であり；Ａ１　とＡ２　は各々水素であるか、
またはＡ１　とＡ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｂ１　とＢ２　は各々水素である
か、またはＢ１　とＢ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｅ１　とＥ２　は各々水素で
あるか、またはＥ１　とＥ２　が一緒になって単結合を形成し、ただしＡ１　とＡ２　、
またはＢ１　とＢ２　、またはＥ１　とＥ２　の少なくとも１つが各々水素であり、そし
てＸ１　とＸ２　の少なくとも１つが標識された天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識である）
を有する還元型コルチゾール接合体と接触させ、それにより固定化されたまたは固定化可
能なレセプターに結合した標識還元型コルチゾール接合体と、固定化されたまたは固定化
可能なレセプターに結合しない標識還元型コルチゾール接合体とを形成させ；そして
　Ｂ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたまたは固定化可能なレ
セプターに結合した標識還元型コルチゾール接合体か、前記固定化されたまたは固定化可
能なレセプターに結合しない標識還元型コルチゾール接合体のいずれかを検出する
という各段階を含んで成る方法。
【請求項１６】
　ＸがＯであり、そしてＸ１　がウシ血清アルブミンである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　Ｙ１　がメチレンカルボニルオキシであり、そしてＸ２　がペルオキシダーゼである、
請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　Ｘ１　がペルオキシダーゼであり、Ｙ２　が（４－〔２，５－ジオキソ－３－｛（２－
エチルカルボニル）スルファニル｝テトラヒドロ－１Ｈ－１－ピロリル〕メチル）－１－
シクロヘキサンカルボニルであり、そしてＸ２　が西洋ワサビペルオキシダーゼである、
請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　前記固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合しない標識還元型コルチゾール
接合体から、前記固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合した標識還元型コル
チゾール接合体を分離することを更に含んで成る、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　コルチゾールについての競合結合アッセイの実施方法であって、該方法は
　ａ）展開区画、
　ｂ）１または複数の試薬区画、
　ｃ）支持体、並びに
　前記区画の１区画または複数区画において一緒にまたは別々に、コルチゾールを結合す
る固定化されたレセプター、および場合により下式
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【化８】

（上式中、ＸはＯ、Ｓ、スルホニルまたはホスホノであり；Ｘ１　は標識されたもしくは
未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまたは標識であり；Ｙ１　は連結基または結
合であり；Ｘ２　は標識されたもしくは未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識であり；Ｙ２　は連結基または結合であり；Ａ１　とＡ２　は各々水素であるか、
またはＡ１　とＡ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｂ１　とＢ２　は各々水素である
か、またはＢ１　とＢ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｅ１　とＥ２　は各々水素で
あるか、またはＥ１　とＥ２　が一緒になって単結合を形成し、ただしＡ１　とＡ２　、
またはＢ１　とＢ２　、またはＥ１　とＥ２　の少なくとも１組が各々水素であり、そし
てＸ１　とＸ２　の少なくとも１つが標識された天然もしくは合成ポリマーであるか、ま
たは標識である）
を有する標識還元型コルチゾール接合体
を含んで成る乾式分析要素を使用し、
　Ａ）前記乾式分析要素の展開区画を
　　i）コルチゾールを含む疑いのある試料と接触させ、それにより固定化されたレセプ
ターに結合したコルチゾールと、固定化されたレセプターに結合しないコルチゾールとを
形成させ、
　　ii）前記標識還元型コルチゾール接合体が乾式分析要素中に存在しない場合には、そ
の標識還元型コルチゾール接合体と接触させ、それにより前記固定化されたレセプターに
結合した標識還元型コルチゾール接合体と、前記固定化されたレセプターに結合しない標
識還元型コルチゾール接合体とを形成させ、
　Ｂ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたレセプターに結合した
標識還元型コルチゾール接合体か、前記固定化されたレセプターに結合しない標識還元型
コルチゾール接合体のいずれかを検出する
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という各段階を含んで成る方法。
【請求項２１】
　ＸがＯであり、そしてＸ１　がウシ血清アルブミンである、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　Ｙ１　がメチレンカルボニルオキシである、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　Ｘ１　がペルオキシダーゼであり、Ｙ２　が（４－〔２，５－ジオキソ－３－｛（２－
エチルカルボニル）スルファニル｝テトラヒドロ－１Ｈ－１－ピロリル〕メチル）－１－
シクロヘキサンカルボニルであり、そしてＸ２　が西洋ワサビペルオキシダーゼである、
請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記固定化されたレセプターに結合しない標識還元型コルチゾール接合体から、前記固
定化されたレセプターに結合した標識還元型コルチゾール接合体を分離することを更に含
んで成る、請求項２０に記載の方法。
【請求項２５】
　抗コルチゾール抗体の産生方法であって、
　Ａ）下式
【化９】

（上式中、ＸはＯ、Ｓ、スルホニルまたはホスホノであり；Ｘ１　は標識されたもしくは
未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまたは標識であり；Ｙ１　は連結基または結
合であり；Ｘ２　は標識されたもしくは未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識であり；Ｙ２　は連結基または結合であり；Ａ１　とＡ２　は各々水素であるか、
またはＡ１　とＡ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｂ１　とＢ２　は各々水素である
か、またはＢ１　とＢ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｅ１　とＥ２　は各々水素で
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あるか、またはＥ１　とＥ２　が一緒になって単結合を形成し、ただしＡ１　とＡ２　、
またはＢ１　とＢ２　、またはＥ１　とＥ２　の少なくとも１つが各々水素である）
を有する還元型コルチゾール接合体を用いて宿主動物を免疫し、それによりコルチゾール
を結合する抗体を産生させ；
　Ｂ）前記宿主動物の血清または血漿からコルチゾールを結合する抗体を単離し；または
　Ｃ）抗体産生細胞を含有する脾臓、リンパ系組織または他の組織を取り出し；
　Ｄ）前記抗体産生細胞を取り出し；
　Ｅ）前記抗体産生細胞からハイブリドーマを作製し；
　Ｆ）コルチゾールを結合する抗体を産生するハイブリドーマを選択し；そして
　Ｇ）コルチゾールを結合する抗体を単離する
という各段階を含んで成る方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、抗コルチゾール抗体に対する改善された特異性を有するハプテンおよび接合
体標識、それらの製造方法、並びにコルチゾールの検出のためのイムノアッセイにおける
使用方法に関する。より詳しくは、本発明は西洋ワサビペルオキシダーゼと還元型コルチ
ゾールを含んで成る接合体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　コルチゾールはヒトに存在する主要な糖質コルチコイドである。それは副腎皮質の束状
体と網状体により合成されそして分泌される。それは炭水化物、タンパク質および脂質代
謝の調節に関与している。ステロイドは血管虚脱を防ぎ、炎症を減らし、そして免疫系を
抑制する働きをするので、手術後または他の大きな外傷後にはコルチゾールレベルが10倍
上昇し得る。
【０００３】
　高アドレナリン症に関連する３つの主要な医学疾患がある：クッシング症候群、高アル
ドステロン症、および先天性副腎過形成。クッシング症候群は、循環中の糖質コルチコイ
ド、特にコルチゾールの濃度の増加から生じるいずれかの状態を説明するのに用いられる
用語である（Clinical Chemistry: Theory, Analysis and Correlation; Lawrence A. Ka
plan, Amedeo J. Pesce, CV Mosby Company, 1989, 673-4頁）。
【０００４】
　コルチゾール関連状態の診断、治療および追跡には、ヒト血清、血漿または尿中のコル
チゾールの検出および定量が必要である。
【０００５】
　コルチゾールについての競合結合イムノアッセイは、通常は固定化されたまたは固定化
可能な支持体に結合された抗コルチゾール抗体、および標識コルチコールまたはコルチゾ
ールの標識類似体（誘導体）を含んで成る。標識コルチゾールに言及するときは常に、特
に断らない限り、標識コルチゾールという用語はコルチゾールの標識類似体（誘導体）を
包含するものであると解釈すべきである。標識コルチゾールは、限定数の抗コルチゾール
抗体結合部位を目当てにコルチゾールと競争する。コルチゾールの量の指標として、遊離
のまたは結合した標識コルチゾールかた誘導されるシグナルが測定される。
【０００６】
　コルチゾールについてのイムノアッセイの感度および特異性は標識コルチゾールに依存
する。標識コルチゾールが、限定数の抗コルチゾール結合部位を目当てに、試料中に存在
するかもしれないコルチゾールに構造的に類似したステロイドと効率的に競争することが
重要である。そうでなければ、試料中のコルチゾールの量の臨床的に許容される測定は得
られないだろう。
【０００７】
　酵素11β－ヒドロキシラーゼ欠損を有する個体、またはメチラポンを投与された個体は
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、コルチゾールに構造的に類似しており、そして抗コルチゾール抗体への結合を目当てに
標識コルチゾールと潜在的に競争することができる、11－デオキシコルチゾールのレベル
が大きく増加するだろう（Fundamentals of Clinical Chemistry, Tietz, N.W., W.B. Sa
unders Co., 1987, 569 頁）。抗コルチゾール抗体を目当てに標識コルチゾールと潜在的
に競争することができる、試料中に存在することがある他のコルチゾール様ステロイドと
しては、プレドニソロン、コルチゾンおよびコルチコステロイドが挙げられる。抗コルチ
ゾール抗体を目当てにした標識コルチゾールとのそのような競争は、交差反応性と呼ばれ
る。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　市販のコルチゾールアッセイは、上述したステロイドの全てと交差反応を示し得る。例
えば、10％より大きい11－デオキシコルチゾールとの交差反応性が観察されており、これ
はコルチゾールについてのアッセイの正確度を大きく害する。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　コルチゾールについての従来技術のアッセイに伴う課題は、本明細書に記載する接合体
標識を使って解決される。
【００１０】
　本発明は、新規還元型コルチゾール接合体を含んで成る組成物、それらの製造方法およ
びコルチゾールについてのイムノアッセイにおけるそれらの使用方法に関する。
【００１１】
　別の面では、本発明は、抗コルチゾール抗体または抗還元型コルチゾール抗体を惹起さ
せるための免疫原またはハプテンとしての還元型コルチゾールの接合体に関する。
【００１２】
　意外にも、本発明の標識還元型コルチゾール接合体が、抗コルチゾール抗体への結合を
目当てにコルチゾール様ステロイドと効率的に競争し、それによって従来技術の標識コル
チゾール接合体と比較して有意に低い交差反応性を示すことがわかった。本発明の標識還
元型コルチゾール接合体を含んで成るコルチゾールについてのイムノアッセイは、コルチ
ゾールの測定のための改善された特異性と感受性の両方を示す。
【００１３】
　従って、本発明は、下式
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【化１】

（上式中、ＸはＯ、Ｓ、スルホニルまたはホスホノであり；Ｘ１　は標識されたもしくは
未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまたは標識であり；Ｙ１　は連結基または結
合であり；Ｘ２　は標識されたもしくは未標識の天然もしくは合成ポリマーであるかまた
は標識であり；Ｙ２　は連結基または結合であり；Ａ１　とＡ２　は各々水素であるか、
またはＡ１　とＡ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｂ１　とＢ２　は各々水素である
か、またはＢ１　とＢ２　が一緒になって単結合を形成し、Ｅ１　とＥ２　は各々水素で
あるか、またはＥ１　とＥ２　が一緒になって単結合を形成し、ただしＡ１　とＡ２　、
またはＢ１　とＢ２　、またはＥ１　とＥ２　の少なくとも１つが各々水素である）
を有する還元型コルチゾール接合体を提供する。
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【００１４】
　別の面では、本発明は還元型コルチゾール接合体の製造方法にも関する。従って、本発
明者らは、下式
【化２】

（上式中、Ｘ，Ｘ１　，Ｙ１　，Ｘ２　，Ｙ２　，Ａ１　，Ａ２　，Ｂ１　，Ｂ２　，Ｅ
１　およびＥ２　は前に定義した通りである）
を有する還元型コルチゾール接合体の製造方法であって、
　下式の化合物
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【化３】

を還元剤と反応させることを含んで成る方法を提供する。
【００１５】
　本発明者らは、下式
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【化４】

（上式中、Ｘ，Ｘ１　，Ｙ１　，Ｘ２　，Ｙ２　，Ａ１　，Ａ２　，Ｂ１　，Ｂ２　，Ｅ
１　およびＥ２　は前に定義した通りである）を有する還元型コルチゾール接合体の別の
製造方法であって、
　（i）下式の化合物

【化５】

を還元剤と反応させ、それにより化合物ＩＡまたはＩＣを形成させ；そして



(17) JP 2011-148821 A 2011.8.4

10

20

30

40

50

　（ii）場合により、化合物ＩＡまたはＩＣを第一のカップリング剤と反応させて、下式
の化合物
【化６】

（上式中、Ｇ１　はカップリング基である）を形成させ；
　（iii）場合により、Ｘ２　を第二のカップリング剤と反応させて、Ｘ２　－Ｇ２　（
ここでＧ２　はカップリング基Ｇ１　と共に共有結合を形成することができるカップリン
グ基であり、そしてＧ１　とＧ２　は同じであってもよい）を形成させ；
　（iv）場合により、化合物ＩＡまたはＩＣをＸ２　－Ｇ２　（ここでＧ２　はＸ１　の
官能基と共有結合することができる）と反応させて、還元型コルチゾール接合体ＩＢまた
はＩＤを形成させ；
　（v）場合により、化合物 IIIＡまたは IIIＣをＸ２　（ここでＧ２　はＸ２　の官能
基と共有結合することができる）と反応させて、還元型コルチゾール接合体ＩＢまたはＩ
Ｄを形成させ；
　（vi）場合により、化合物 IIIＡまたは IIIＣをＸ２　－Ｇ２　と反応させて、還元型
コルチゾール接合体ＩＢまたはＩＤを形成させる
ことを含んでなる方法も提供する。
【００１６】
　別の面では、本発明は、新規標識還元型コルチゾール接合体を使用するコルチゾールの
定性または定量測定方法に関する。
【００１７】
　従って、コルチゾールについての競合アッセイの実施方法であって、
　Ａ）コルチゾールを含む疑いのある試料を
　　i）コルチゾールを結合する固定化されたまたは固定化可能なレセプターと接触させ
、それにより固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合したコルチゾールと、固
定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合しないコルチゾールとを形成させ、
　　ii）前に定義した式ＩＡ，ＩＢ，ＩＣまたはＩＤの標識還元型コルチゾール接合体と
接触させ、それにより固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合した標識還元型
コルチゾール接合体と、固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合しない標識還
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元型コルチゾール接合体とを形成させ；
　Ｂ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたまたは固定化可能なレ
セプターに結合した標識還元型コルチゾール接合体か、前記固定化されたまたは固定化可
能なレセプターに結合しない標識還元型コルチゾール接合体のいずれかを検出する
という各段階を含んで成る方法を提供する。
【００１８】
　別の態様では、上述したアッセイ方法に、固定化されたまたは固定化可能なレセプター
に結合しない標識還元型コルチゾール接合体から、固定化されたまたは固定化可能なレセ
プターに結合した標識還元型コルチゾール接合体を分離するという段階を組み合わせるこ
とができる。
【００１９】
　更に、コルチゾールについての競合結合アッセイの別の実施方法であって、該方法は
　ａ）展開区画、
　ｂ）１または複数の試薬区画、
　ｃ）支持体、並びに
　前記区画の１区画または複数区画において一緒にまたは別々に、コルチゾールを結合す
る固定化されたレセプター、および場合により前に定義した式ＩＡ，ＩＢ，ＩＣまたはＩ
Ｄの標識還元型コルチゾール接合体
を含んで成る乾式分析要素を使用し、
　Ａ）前記乾式分析要素の展開区画を
　　i）コルチゾールを含む疑いのある試料と接触させ、それにより固定化されたレセプ
ターに結合したコルチゾールと、固定化されたレセプターに結合しないコルチゾールとを
形成させ、
　　ii）前記標識還元型コルチゾール接合体が乾式分析要素中に存在しない場合には、そ
の標識還元型コルチゾール接合体と接触させ、それにより前記固定化されたレセプターに
結合した標識還元型コルチゾール接合体と、前記固定化されたレセプターに結合しない標
識還元型コルチゾール接合体とを形成させ；
　Ｂ）場合により、前記固定化されたレセプターに結合しない標識還元型コルチゾール接
合体から前記固定化されたレセプターに結合した標識還元型コルチゾール接合体を分離し
；そして
　Ｃ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたレセプターに結合した
標識還元型コルチゾール接合体か、前記固定化されたレセプターに結合しない標識還元型
コルチゾール接合体のいずれかを検出する
という各段階を含んで成る方法も提供する。
【００２０】
　別の面では、本発明は前に定義した式ＩＡ，ＩＢ，ＩＣまたはＩＤのハプテンまたは免
疫原およびそのような免疫原を含んで成る組成物に関する。本発明はまた、抗コルチゾー
ル抗体の産生方法であって、本発明の免疫原を使用して宿主動物を免疫し、前記宿主動物
から血液を採取し、そして前記宿主動物の血清または血漿からコルチゾールを結合する抗
体を分離することを含んで成る方法にも関する。別の関連した方法では、免疫した宿主動
物から抗体産生細胞が存在する脾臓、胸腺または他の組織を除去し、除去された前記脾臓
、胸腺または他の組織の抗体産生細胞を使って抗体を分泌するハイブリドーマを作製し、
そしてコルチゾールを結合する抗体を選択する。
【００２１】
　別の態様では、本発明は、コルチゾールについてのイムノアッセイにおける交差反応性
を減少させる方法であって、式ＩＡ，ＩＢ，ＩＣまたはＩＤの標識還元型コルチゾール接
合体を使用することを含んで成る方法にも関する。
【００２２】
　上述した本発明の標識還元型コルチゾール接合体は、抗コルチゾール抗体への結合を目
当てにコルチゾール様ステロイドと効率的に競争し、それによって従来技術の標識コルチ
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ゾール接合体と比較して有意に少ない交差反応性を示す。
【発明を実施するための形態】
【００２３】
　ウシ血清アルブミンと西洋ワサビペルオキシダーゼを含んで成る特定の還元型コルチゾ
ール接合体に関して本発明を詳細に説明する。これは、本発明を例示するために行うので
あって、決してこの特定例に本発明を限定するつもりではない。別の還元型コルチゾール
接合体、それらの合成、および免疫原としての使用または競合もしくは非競合イムノアッ
セイにおける還元コルチゾール標識としての使用、並びに本明細書中に与えられる教示か
ら明らかであるかまたは当業者に既知である他の面も包含される。
【００２４】
　本発明の目的上、「天然ポリマー」は、下記のものを含むがそれに限定されない生物学
的起源より得られるものとして定義される：微生物、真菌、ウイルス、ヒト、ウシ、ブタ
、マウス、ネコ、イヌ、ラットまたは昆虫。そのような天然ポリマーとしては、タンパク
質、ペプチド、糖タンパク質、リポタンパク質、並びにそれらの組換え種および化学的に
修飾された種、多糖類、セルロース、コラーゲン、並びにラテックスが挙げられる。幾分
具体的な例としては、デキストラン、ブタ、ヒト、マウス、ラットおよびウシ血清アルブ
ミンまたはグロブリン、ストレプトアビジン、抗体、酵素、例えばペルオキシダーゼ、β
－ガラクトシダーゼおよびアルカリ性ホスファターゼが挙げられる。
【００２５】
　「合成ポリマー」は、本明細書中では必ずしも生物学的起源より直接得られないポリマ
ーとして定義される。それは当業者に周知である方法により調製されるものである。例え
ば、乳化重合、イオン重合、カルボニル重合、ラジカル重合などを使ったモノマー縮合に
よって調製される。合成ポリマーとしては、ホモポリマー、例えばポリアクリルアミド、
ポリスチレン、置換ポリアクリルアミド、ポリメタクリルレートおよびポリスチレン、並
びに２以上の異なるモノマー単位を含んで成るコポリマー、例えばアクリルアミドまたは
置換アクリルアミド、スチレンおよび置換スチレンなどが挙げられ、それらは当業者に周
知であろう。それはブロックコポリマー、グラフトコポリマー、水性可溶性および水性不
溶性ポリマー、並びに天然ポリマーとの共有結合および非共有結合体も包含する。
【００２６】
　本明細書中で定義される用語「標識」としては、例えば吸収、蛍光もしくは反射分光光
度法、または放射線検出法を使って、直接または間接的に検出することができる化学要素
、化合物および酵素が挙げられる。標識は天然または合成ポリマーであってもよい。例え
ば、西洋ワサビペルオキシダーゼは標識と天然ポリマーの両方である。しかし標識は必ず
しも天然または合成ポリマーでなくてもよい。
【００２７】
　直接検出できる標識は、本質的に検出可能なシグナルを生成することができるものであ
る。そのような標識としては、蛍光またはリン光を生成できる有機および無機物質、例え
ば非限定的にフルオレセインおよびその誘導体、並びにＮ－（３－フルオロアントリル）
マレイミド、放射性核種、例えば炭素14、トリチウムおよびリン32などが挙げられる。適
当なスペクトル吸収を有する物質、例えば非限定的にアゾ－オキソ、アゾ－テトラゾ、ア
ジン、オキサジン、チアジン、キノリン、インダミン、ピロンおよびピラゾロン色素も含
まれる。
【００２８】
　間接検出できる標識は、検出可能なシグナルの生成のために１または複数の追加の物質
の存在を必要とする。そのような標識としては、典型的には、１または複数の基質、補因
子、金属などの存在を必要とする酵素が挙げられるが、それらに限定されない。ペルオキ
シダーゼ、特に一般的な標識である西洋ワサビペルオキシダーゼは、化学発光生成物また
は色素を生成するのに、それぞれ電子供与体と酸化剤、例えばルミノール、ジ－もしくは
トリアリールイミダゾールロイコ色素および過酸化水素を必要とする。他の酵素、例えば
β－ガラクトシダーゼ、グルコースオキシダーゼおよびアルカリホスファターゼなども含



(20) JP 2011-148821 A 2011.8.4

10

20

30

40

50

まれる。
【００２９】
　一般に、標識としては放射性標識、酵素、発色団、蛍光団、安定な遊離基、並びに酵素
補因子、阻害剤およびアロステリックエフェクターが挙げられる。
【００３０】
　本発明の目的上、「還元剤」は、二重結合、例えば炭素－炭素、炭素－窒素、炭素－酸
素および炭素－硫黄二重結合を水素化することができる任意の化合物または試薬混合物で
ある。
【００３１】
　有用な還元剤としては、非限定的に、水素化アルミニウム、水素化リチウムアルミニウ
ム、水素化ホウ素、およびそれらの塩が挙げられる。パラジウム、白金もしくはニッケル
上での接触水添、または他の水素化法を使用することもできる。水素化ホウ素ナトリウム
が好ましい還元剤である。
【００３２】
　「連結基」は、本明細書中では、１または複数の原子を含んで成る化学基として定義さ
れる。連結基は、各分子との共有結合を通して、例えば天然ポリマーを天然ポリマーに、
合成ポリマーを合成ポリマーに、天然ポリマーを合成ポリマーに、標識を天然または合成
ポリマーに、標識を還元型コルチゾールに、標識をコルチゾールになどというように或る
分子を別の分子に結合する。
【００３３】
　連結基は、置換されたまたは未置換の直鎖また分枝鎖アルキルまたはヘテロアルキル、
例えばオキシアルキル、チオアルキル、アミノアルキル、置換されたもしくは未置換のア
ルケニル、単置換もしくは多置換されたまたは未置換の炭化水素複素環、単置換もしくは
多置換されたまたは未置換のアリールまたはヘテロアリール環、例えば非限定的に、イミ
ダゾリル、イソオキサゾリル、ピリジル、ピペリジル、ピペラジニル、ピラゾリル、トリ
アゾリル、オキサジアゾリル、ピリダジル、ピリミジル、ピラジニル、キノリニルおよび
キナゾリニルが挙げられる。
【００３４】
　別の巨大分子への天然および合成ポリマーのような巨大分子の連結もしくはカップリン
グ、または巨大分子へのコルチゾールまたはコルチゾールの類似体のような小分子の連結
は当該技術分野で周知である。コルチゾールに特に関連して、炭素３（Ｃ３）は求核試薬
、例えばアミン、オキシムおよびチオオキシム並びに当該技術分野で既知の他のものと反
応性である。求核性種は、カップリング（結合）剤、標識、天然または合成ポリマーであ
ることができる。コルチゾールのＣ３に共有結合する際に、それがカップリング剤または
反応性官能基を有する他の種（例えば標識）である場合、それは別のカップリング剤また
は適当な反応性官能基を有する他の種と更に反応させることができる。そのように誘導体
化されたコルチゾールは、本発明の還元型コルチゾール化合物を調製するための出発点と
して使用することができる。カップリング化学および連結基の詳細は、多数の刊行物中に
見つけることができ、例えば、米国特許第3,654,090 号；同第3,791,932 号；同第3,875,
011 号；同第4,016,043 号；同第4,040,907 号；同第4,092,479 号；同第4,213,894 号；
同第4,243,749 号；同第4,376,165 号；同第4,410,643 号；同第4,752,658 号；同第4,82
8,978 号；同第4,879,249 号；同第4,997,772 号；同第5,053,497 号；同第5,106,732 号
；同第5,147,777 号；同第5,155,166 号；同第5,162,219 号；同第5,177,023 号；同第5,
284,948 号；同第5,298,403 号；同第5,308,749 号；同第5,374,516 号；同第5,391,483 
号；同第5,397,695 号；同第5,401,633 号；同第5,527,709 号；同第5,543,311 号；同第
5,578,457 号；同第5,652,346 号；同第5,763,588 号；同第5,770,390 号明細書およびそ
の中に引用された参考文献；Yoshitake 他, Eur. J. Biochem., 101, 395 (1979) および
Tjssen, Laboratory Techniques in Biochemistry and Molecular Biology, 221-278頁(1
985) およびその中に引用された参考文献中に見つけることができる。
【００３５】
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　簡単に言えば、連結基およびそれに共有結合される分子は、アミド、エステル、エーテ
ル、チオエステルおよびジスルフィド結合を会して連結され得る。例えば分子を縮合剤（
例えばカルボジイミド、マレイミド、エチルクロロホルメートおよびグルタルアルデヒド
）とカップリングさせるために分子を反応させることを含むカップリングおよび連結化学
は、当該技術分野で周知である。
【００３６】
　「試料」なる語は、着目の分析物を含むことがある任意の物質を言う。試料は生物学的
液体、例えば脳脊髄液、精液、膣分泌物、痰、腹水、涙液、汗、血清、血漿、尿、全血、
赤血球、白血球および血小板などの全血成分、並びに着目の分析物を含む場合がある他の
体液または体組織であることができる。場合により、試料は水、土壌および植物から得ら
れる。
【００３７】
　自然の免疫反応を利用するイムノアッセイは、臨床化学における分析手段として広範囲
な用途が見出されている。反応の特異性のために、イムノアッセイは生物学的液体中にご
く低濃度で存在する生物学的分析物を定量する場合に特に有利である。そのような分析物
としては、例えば、抗体、治療薬、麻酔薬、酵素、ホルモン、タンパク質などが挙げられ
る。
【００３８】
　競合結合イムノアッセイでは、標識分析物（この用語は免疫応答能のある分析物の類似
体も包含する）が、一定量の適当なレセプター（これはしばしば固体支持体上に固定化さ
れているか、またはそれに固定化することができる）との反応を目当てに未標識の分析物
と競争状態に置かれる。レセプターに結合した標識分析物を遊離の標識分析物から分離す
る。分析物の未知濃度は、結合した標識分析物かまたは遊離の標識分析物のいずれかの測
定シグナルから求めることができる。反応は次のように進行する：
【００３９】
【化７】

【００４０】
　イムノアッセイは溶液中で、可溶性成分と不溶性成分を分離できる試験装置中で、また
は乾式分析要素中で実施することができる。イムノアッセイは不均一または均一アッセイ
であることができ、これらの用語は当該技術分野で既知である。不均一アッセイでは、シ
グナル測定の前に、結合した標識免疫反応体と遊離の標識免疫反応体（標識分析物または
分析物に対する標識レセプター）が分離され；一方、均一アッセイでは、結合した標識免
疫反応体から遊離の標識免疫反応体を分離する必要がない。本発明の還元型コルチゾール
接合体は、均一アッセイと不均一アッセイの両方に使用できる。
【００４１】
　連結基およびカップリング化学に関する多数の上記刊行物も包含する、イムノアッセイ
およびイムノアッセイ法に関する多数の刊行物が入手可能である。追加の刊行物としては
次のものが挙げられる：米国特許第4,372,745 号；同第4,670,381 号；同第4,483,921 号
；同第4,517,288 号；同第4,822,747 号；同第4,824,778 号；同第4,829,012 号；同第4,
839,299 号；同第4,847,194 号；同第4,847,195 号；同第4,853,335 号；同第4,855,226 
号；同第4,857,453 号；同第4,857,454 号；同第4,859,610 号；同第4,863,876 号；同第
4,868,106 号；同第4,868,130 号；同第4,879,219 号；同第5,663,054 号；同第5,776,97
3 号明細書およびその中に引用された参考文献；並びに Immunoassays in the Clinical 
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Laboratory, Nakamura他編, Alan R. Liss, Inc., (1979) ; Quantitative Enzyme Immun
oassay, Engvell 他編, Blackwell Scientific Publications (1978) ; Clinical Chemis
try, Sommer 他, Vol.32, 1770-1774 頁 (1986) ; Clinical Chemistry, Sommer他, 201-
206 頁 (1990) ; A Primer for Multilayer Immunassay, Berke, American Chemical Soc
iety Conference Proceeding, 303-312 頁, Plenum Press (1988) ; およびその中に引用
された参考文献。
【００４２】
　競合イムノアッセイでは、標識分析物と遊離の分析物を含む試料とを同時にまたは別々
に、該分析物を結合する固定化されたまたは固定化可能なレセプターを含む混合物に添加
することができる。
【００４３】
　乾式分析要素の場合、標識分析物と固定化されたレセプターは、試料との接触前に要素
中に一緒に存在する場合、好ましくは別々の区画に存在する。
【００４４】
　乾式薄膜分析要素を組み立てるための常用の材料および手段は、例えば、米国特許第3,
867,258 号；同第3,992,158 号；同第4,042,435 号；同第4,050,898 号；同第4,066,403 
号；同第4,153,668 号；同第4,258,001 号；同第4,292,272 号および同第4,430,436 号明
細書に記載されている。
【００４５】
　適当な宿主動物を免疫することにより特定の分子を結合する抗体を獲得する方法は周知
である。そのような方法は十分に確立されており、そして例えば、次の刊行物に記載され
ている： Methods in Immunology, Garvey, J.S., Cremer, N.E. & Sussdorf, D.H., W.A
. Benjamin, Inc., 第３版 (1977) および Handbook of Experimental Immunology, Weir
, D.M.編, Blackwell Scientific Publications,第３版 (1978) 。
【００４６】
　抗体の分泌のためのハイブリドーマ細胞系の作製方法も周知であり、例えば、米国特許
第4,950,592 号；同第5,338,671 号および同第5,650,324 号明細書に記載されている。
【００４７】
ＨＲＰ標識還元型コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡの調製
　下記に西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）標識還元型コルチゾール接合体の調製方
法を与える。この方法では、水素化ホウ素ナトリウムでのウシ血清アルブミン－コルチゾ
ールオキシム接合体（コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ）の還元を、ＨＲＰとの接合前
に実施した。しかしながら、コルチゾールの還元はＨＲＰとのカップリングの後に実施す
ることができる。
【００４８】
　コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡの還元部位は３箇所あり、それらは下記に示す構造
中に星印により記してある。
【００４９】
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【化８】

【００５０】
　これらの部位のいずれかまたは全部を、二重結合を水素化することができる還元剤また
は還元性混合物での処理により還元すると、当業者には容易に明らかなように、下記に示
す構造のように１部位だけが還元された生成物：
【００５１】
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【化９】

【００５２】
　並びに、それらの部位のいずれか２部位が還元された化合物（３つの異なる還元種を与
える）、および３部位全部が還元された化合物を与えることができる。コルチゾールを含
んで成る他の接合体は、還元すると構造ＩＡ，ＩＢおよびＩＤに包括的に示される化合物
を生じるが、コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡについて前に例示したような還元型コル
チゾール種とは異なる還元種を生成するだろう。水素化できないコルチゾールのＣ３に共
有結合を有する化合物は、コルチゾールの環炭素－炭素二重結合および／または炭素－酸
素二重結合（カルボニル基）のところだけで還元されるだろう。全ての還元形態が個々に
または任意の組合せで本発明に含まれる。
【実施例】
【００５３】
実施例１：
ウシ血清アルブミンに結合した３－コルチゾールカルボキシメチルオキシムの調製（３－
ＣＭＯ－ＢＳＡ）
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ヒドロコルチゾン－３－（Ｏ－カルボキシメチル）オキシム：
　ウシ血清アルブミン（コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ）を下記に記載の通り調製し
た。あるいは、それは Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouriより購入することがで
きる。20 mg のＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）を3.0 mLのジオキサンに溶かす
ことにより、ＮＨＳの原液を調製した。30 mg のジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣ
Ｃ）を2.50 mL のジオキサンに溶かすことによりＤＣＣの原液を調製した。40 mg のコル
チゾール－３－カルボキシメチルオキシム（コルチゾール－３－ＣＭＯ）の入ったガラス
製バイアルに、1.744 mLのＮＨＳ原液と1.744 mLのＤＣＣ原液を添加した。混合物を攪拌
しそして周囲温度で３時間インキュベートした。1.00 gのウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）
に12 mLの0.1 Ｍ炭酸水素ナトリウム溶液を添加した。この溶液を透明になるまで混合し
、そして３時間インキュベーションの終わりに、このＢＳＡ溶液に3.0 mLの活性化コルチ
ゾール－３－ＣＭＯを添加した。混合物を攪拌し、周囲温度で２時間インキュベートした
。２時間のインキュベーション後、0.1 Ｍリン酸ナトリウム＋0.3 Ｍ塩化ナトリウム緩衝
液（pH 6.0）15 mL を添加した。5.0 μm と0.45μmのSartorius Minisarts を通して混
合物を濾過し、次いで8.0 mL／分の流速で５×70 cm のSuperdex 200PGカラム上でのクロ
マトグラフィーにかけた。主ピークに相当する最初の試験管と、その後の10画分（１分間
ずつ）を収集し、そしてプールした。プールした画分を水に対して約15時間透析した。透
析を繰り返した。透析物を0.2 μm Sartorius Minsart を通して濾過し、次いで少量のア
リコートを凍結乾燥し、必要になるまで凍結保存した。
【００５４】
実施例２：
コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡの還元および活性化
　コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ（24 mg）を50 mM 炭酸ナトリウムと100 mM塩化ナ
トリウムの溶液（pH 9.5）4 mL中に溶かした。水素化ホウ素ナトリウムの水溶液（4 mg/m
L）の0.60 mL アリコートをコルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ溶液に添加し、次いで20
℃で30分間連続攪拌した。次いで約200 μL の0.5 Ｍリン酸ナトリウム溶液を使って、pH
 7.2～7.5 の範囲内の値にpHを調整して過剰な水素化ホウ素を分解した。発泡が静まるま
で溶液を穏やかに混合し、約15分間放置しておいた。次いで反応混合物を0.45μm フィル
ターを通して濾過し、そして0.02Ｍリン酸塩（pH 7.0）で予め平衡化しておいたSephadex
 G25 1.6×14.5 cm カラム上で約40 mL/時間の流速でクロマトグラフィーを行った。集め
た画分サイズは約0.67 mL（１分間）であった。最も濃縮された15画分、即ち、280 nmで
大きな吸収を有する画分をプールした。
【００５５】
　スクシンイミジル４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレー
ト（ＳＭＣＣ）を9.6 mg／mLの最終濃度になるようにＮ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（Ｄ
ＭＦ）中に溶かした。上記のクロマトグラフィー段階より収集した還元型コルチゾール－
３－ＣＭＯ－ＢＳＡ 10 mLに、ＳＭＣＣ溶液 186μLを添加した。この溶液を穏やかに混
合し、次いで20℃で１時間インキュベートした。800 μL のグリシン水溶液（10％, 重量
／容量）を使って反応をクエンチングした。クエンチングした反応混合物を、0.1 Ｍリン
酸塩＋5 mMエチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）の溶液（pH 6.0）で予め平衡化しておい
たSephadex G25を充填した3.2 ×10 cm カラム上で約161 mL／時間の流速でクロマトグラ
フィーを行った。１mL画分を集めた。最も濃縮された８画分（280 nmで大きな吸収を有す
る）をプールし、そして活性化ＨＲＰへの接合に使用した。
【００５６】
実施例３：
ＨＲＰの活性化
　西洋ワサビペルオキシダーゼを10 mg/mLの最終ＨＲＰ濃度になるように0.1 Ｍリン酸塩
（pH 7.5）に溶かした。このＨＲＰ溶液 5 mL を20 mL の反応バイアルに移した。ＨＲＰ
溶液を含む反応バイアルに、ＤＭＦ中のＳ－アセチルチオ酢酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイ
ミドエステル（ＳＡＴＡ）溶液（25 mg/mL）の0.5 mLアリコートを添加した。この溶液を
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穏やかに混合し、次いで20℃で60分間インキュベートした。0.05Ｍ EDTA と2.5 Ｍヒドロ
キシルアミンを含む溶液（pH 7.0）のアリコート（500 μL）を反応混合物に添加し、穏
やかに混合し、次いで20℃で15分間インキュベートした。次いで混合物を、約63 mL/分の
流速を使って、0.1Ｍリン酸塩＋5 mM EDTA 溶液（pH 6.0）で予め平衡化されたSephadex 
G25の2.0 ×10 cm カラム上でのクロマトグラフィーにかけた。１分間ずつ画分を集めた
。最も濃縮された11画分（403 nmで大きな吸収を有する）をプールした。
【００５７】
実施例４：
活性化ＨＲＰと活性化された還元型コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡとのカップリング
　活性化された還元型コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ 21.47 mL を活性化ＨＲＰ 11.
55 mL と合わせた。溶液を穏やかに混合し、そして20℃で20時間インキュベートした。メ
ルカプトエタノールを含む水溶液（容量で１％のチオール）のアリコート（224 μL）を
反応混合物に添加し、生じた溶液を穏やかに混合し、そして約15分間放置しておいた。次
いで、ＤＭＦ中に 10 mg/mL のＮ－エチルマレイミドを含む溶液の476 μL アリコートを
反応混合物に添加し、そして混合した後、更に20分間インキュベートした。反応混合物を
、約344 mL／時間の流速を使って、0.1 Ｍリン酸塩＋0.3 Ｍ NaCl 溶液（pH 6.0）で予め
平衡化されたSuperdex 200を充填した4.4 ×50 cm カラム上でのクロマトグラフィーにか
けた。１分間ずつ画分を集めた。280 nmで大きな吸収を有する最初の溶出液のあたりを中
心として最も濃縮された26画分をプールした。
【００５８】
　接合体プール（cj）の吸収とＨＲＰ溶液（実施例２に記載，活性化前で且つ正確な吸収
測定値を得るためにリン酸緩衝液中に十分に希釈する前）の吸収を280nmと403 nmで測定
した（それぞれＡ４０３cj ，Ａ２８０cj およびＡ４０３HRP, Ａ２８０HRP）。ＢＳＡ濃
度に基づいた還元型コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ－ＨＲＰ接合体の濃度を、それら
の測定値から次の式を使って求めた：
ＢＳＡ（mg/mL）＝Ａ２８０cj－（Ａ４０３cj ／〔Ａ４０３HRP／Ａ２８０HRP〕）／0.76
【００５９】
実施例４：
接合体の評価
　ＨＲＰ標識還元型コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ（以後、ＨＲＰ－ＲＣ接合体と称
する）の評価は、オルソ－クリニカル　ダイアグノスティクス社のVITROS ECi化学発光ア
ッセイ方法論を使って評価した。
　VITROS ECi系での使用のために下記の試薬を調製した。
【００６０】
標識溶液：
　－　100 ng/mL の還元型コルチゾール－３－ＣＭＯ－ＢＳＡ－ＨＲＰ（または、本発明
の接合体標識でないけれども、還元段階を除いて本発明の標識と同じ手順で担持された、
20ng/mL の比較用ＨＲＰ－コルチゾール接合体標識）
　－　2.86 g/Lの第二リン酸ナトリウム，無水
　－　7.3 g/L の第一リン酸ナトリウム，一水和物
　－　0.01 g/Lのフェリシアン酸カリウム
　－　2.5 g/L の８－アニリノ－１－ナフタレンスルホン酸
　－　20 g/Lのウシ血清アルブミン
　－　0.03 g/Lのアポ西洋ワサビペルオキシダーゼ
　－　0.2 ％のウシαグロブリン（Cohn画分IV-I）
　－　1 g/L のウシγグロブリン
　－　5 g/L の正常ヒツジ血清
　－　100 g/L の活性炭処理したヒト血漿
　－　20 g/LのKathon（５－クロロ－２－メチル－４－イソチアゾリン－３－オンと２－
メチル－４－イソチアゾリン－３－オンを含む保存剤）



(27) JP 2011-148821 A 2011.8.4

10

20

30

40

50

　－　pH 6.4
【００６１】
ビオチン化ヒツジポリクローナル抗コルチゾール溶液：
　－　1.5 μg/mLのビオチン化ヒツジ抗コルチゾールγグロブリン
　－　21 g/Lの第二リン酸ナトリウム，無水
　－　1.8 g/L の塩化ナトリウム
　－　1.1 g/L のクエン酸
　－　20 g/Lのウシ血清アルブミン
　－　20 g/LのKathon
　－　pH 5.4
【００６２】
洗浄試薬：
　－　0.39 g/Lのホウ酸
　－　0.35 g/Lの四ホウ酸二ナトリウム
　－　0.58 g/Lの塩化ナトリウム
　－　0.50 g/LのTRITON X-100（オクチルフェノキシポリエトキシエタノール）
　－　0.5 ％ w/w BRONIDOX（５－ブロモ－５－ニトロ－１，３－ジオキサンを含む保存
剤）
　－　pH 8.4
【００６３】
シグナル試薬：
　Ａ部
　－　3.88 g/Lのホウ酸
　－　14.2 g/Lの四ホウ酸ナトリウム
　－　1.06 g/Lのクエン酸ナトリウム
　－　0.08 g/Lの安息香酸ナトリウム
　－　0.10 g/Lのアジ化ナトリウム
　－　0.008 g/L のジエチレントリアミンペンタ酢酸
　－　0.58 g/Lのグリシン
　－　0.40 g/Lのルミノール
　Ｂ部
　－　0.90 g/Lのクエン酸
　－　1.68 g/Lのクエン酸ナトリウム
　－　0.08 g/Lの安息香酸ナトリウム
　－　0.62 g/Lの過ホウ酸ナトリウム
　－　0.06 g/Lの３－クロロ－４－ヒドロキシアセトアニリド
　－　5.84 g/Lの塩化ナトリウム
【００６４】
　抗コルチゾールビオチン化ヒツジ抗体のアリコート（75μL）、コルチゾールまたはコ
ルチゾールに構造的に類似しているステロイドを含む血清（後述）の試料 30 μL 、およ
びＨＲＰ－ＲＣ接合体 75 μL を、ストレプトアビジンが予め結合されているVITROS ECi
試料容器に添加した。溶液を37℃で30分間インキュベートし、次いで上記の洗浄試薬を使
って洗浄した。
【００６５】
　上記シグナル試薬溶液の200 μL アリコート（Ａ部 100μL とＢ部 100μL を使用直前
に混合したもの）を試料容器に添加した。溶液を37℃で５分間インキュベートし、次いで
化学発光強度を測定した。
【００６６】
実施例５：
交差反応性
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　上記方法を使って、一定量の抗コルチゾール抗体に結合した一定量の比較用ＨＲＰ標識
コルチゾール接合体（非還元型コルチゾール、ＨＲＰ－ＮＲＣ）またはＨＲＰ－ＲＣ接合
体の50％を置換する潜在的な交差反応体（コルチゾールに構造的に類似しているステロイ
ド：11－デオキシコルチゾール、プレドニソロン、コルチコステロンおよびコルチゾン）
の濃度を測定した。
【００６７】
　様々なレベルの潜在的な交差反応体を、比較用標識コルチゾール接合体（非還元型コル
チゾール、ＨＲＰ－ＮＲＣ）または本発明のＨＲＰ－ＲＣ接合体のいずれかを含む試料容
器へと添加した。
【００６８】
　到達し得る最大値（全ての接合体が置換された値）の50％に相同する光シグナル測定値
を生じる交差反応体の濃度を測定し、それを使って後述のように交差反応性％を計算した
。その結果を表１に列挙する。
【００６９】
　交差反応性％は、上述のアッセイ方法ごとに測定した、ＨＲＰ－ＮＲＣ比較用接合体（
またはＨＲＰ－ＲＣ接合体）の50％を置換するコルチゾールの濃度を、ＨＲＰ－ＮＲＣひ
比較用接合体（またはＨＲＰ－ＲＣ接合体）の50％を置換する交差反応体の濃度で割った
値に、100 を乗じた値として定義される。
【００７０】
【表１】

【００７１】
　これらのデータは、本発明の代表的なＨＲＰ－ＲＣ接合体が、コルチゾールについての
イムノアッセイにおいて有意に低い交差反応性を提供することを示す。従って、本発明の
標識還元型コルチゾールを使ったコルチゾールアッセイは、改善された正確度を示し、改
善された診断、治療および追跡を提供するだろう。

【手続補正書】
【提出日】平成23年4月27日(2011.4.27)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
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【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　コルチゾール接合体の製造方法であって、
３－コルチゾールカルボキシメチルオキシムのウシ血清アルブミン接合体（３－ＣＭＯ－
ＢＳＡ）
【化１】

と水素化ホウ素ナトリウムとを反応させることを含んで成る方法。
【請求項２】
　前記コルチゾール接合体と連結基とを反応させて、連結基を有するコルチゾール接合体
を製造することを更に含んで成る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記連結基を有するコルチゾール接合体と標識とを反応させて、標識コルチゾール接合
体を製造することを更に含んで成る、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記連結基がスクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－
カルボキシレート（ＳＭＣＣ）である、請求項２又は３に記載の方法。
【請求項５】
　前記標識がペルオキシダーゼである、請求項３又は４に記載の方法。
【請求項６】
　標識コルチゾール接合体を製造する方法であって：
ａ）３－コルチゾールカルボキシメチルオキシムのウシ血清アルブミン接合体（３－ＣＭ
Ｏ－ＢＳＡ）
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【化２】

と水素化ホウ素ナトリウムとを反応させてコルチゾール接合体を製造し；
ｂ）続いて、前記コルチゾール接合体と連結基とを反応させて、連結基を有するコルチゾ
ール接合体を製造し；
ｃ）続いて、前記連結基を有するコルチゾール接合体と標識とを反応させて、標識コルチ
ゾール接合体を製造すること、を含んで成り、前記連結基がスクシンイミジル－４－（Ｎ
－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＳＭＣＣ）であり、且つ
前記標識がペルオキシダーゼである、方法。
【請求項７】
　請求項１に記載の方法により製造されるコルチゾール接合体。
【請求項８】
　請求項２に記載の方法により製造される、連結基を有するコルチゾール接合体。
【請求項９】
　前記連結基がスクシンイミジル－４－（Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－
カルボキシレート（ＳＭＣＣ）である、請求項８に記載の連結基を有するコルチゾール接
合体。
【請求項１０】
　請求項３に記載の方法により製造される、標識コルチゾール接合体。
【請求項１１】
　前記標識がペルオキシダーゼである、請求項１０に記載の標識コルチゾール接合体。
【請求項１２】
　請求項６に記載の方法により製造される、標識コルチゾール接合体。
【請求項１３】
　コルチゾールについての競合アッセイの実施方法であって、
Ａ）コルチゾールを含む疑いのある試料を
i）コルチゾールを結合する固定化されたまたは固定化可能なレセプターと接触させ、そ
れにより固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合したコルチゾールと、固定化
されたまたは固定化可能なレセプターに結合しないコルチゾールとを形成させ、
ii）請求項１０に記載の標識コルチゾール接合体と接触させ、それにより固定化されたま
たは固定化可能なレセプターに結合した標識コルチゾール接合体と、固定化されたまたは
固定化可能なレセプターに結合しない標識コルチゾール接合体とを形成させ；そして
Ｂ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたまたは固定化可能なレセ
プターに結合した標識コルチゾール接合体か、前記固定化されたまたは固定化可能なレセ
プターに結合しない標識コルチゾール接合体のいずれかを検出する
という各段階を含んで成る方法。
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【請求項１４】
　コルチゾールについての競合アッセイの実施方法であって、
Ａ）コルチゾールを含む疑いのある試料を
i）コルチゾールを結合する固定化されたまたは固定化可能なレセプターと接触させ、そ
れにより固定化されたまたは固定化可能なレセプターに結合したコルチゾールと、固定化
されたまたは固定化可能なレセプターに結合しないコルチゾールとを形成させ、且つ
ii）請求項１２に記載の標識コルチゾール接合体と接触させ、それにより固定化されたま
たは固定化可能なレセプターに結合した標識コルチゾール接合体と、固定化されたまたは
固定化可能なレセプターに結合しない標識コルチゾール接合体とを形成させ；そして
Ｂ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたまたは固定化可能なレセ
プターに結合した標識コルチゾール接合体か、前記固定化されたまたは固定化可能なレセ
プターに結合しない標識コルチゾール接合体のいずれかを検出する
という各段階を含んで成る方法。
【請求項１５】
　コルチゾールについての競合結合アッセイの実施方法であって、該方法は
ａ）展開区画、
ｂ）１または複数の試薬区画、
ｃ）支持体、並びに
ｄ）前記区画の１区画または複数区画における、コルチゾールを結合する固定化されたレ
セプター、
を含んで成る乾式分析要素を使用し、
Ａ）前記乾式分析要素の展開区画を
i）コルチゾールを含む疑いのある試料と接触させ、それにより固定化されたレセプター
に結合したコルチゾールと、固定化されたレセプターに結合しないコルチゾールとを形成
させ、
ii）請求項１０に記載の標識コルチゾール接合体と接触させ、それにより前記固定化され
たレセプターに結合した標識コルチゾール接合体と、前記固定化されたレセプターに結合
しない標識コルチゾール接合体とを形成させ、
Ｂ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたレセプターに結合した標
識コルチゾール接合体か、前記固定化されたレセプターに結合しない標識コルチゾール接
合体のいずれかを検出する
という各段階を含んで成る方法。
【請求項１６】
　コルチゾールについての競合結合アッセイの実施方法であって、該方法は
ａ）展開区画、
ｂ）１または複数の試薬区画、
ｃ）支持体、並びに
ｄ）前記区画の１区画または複数区画における、コルチゾールを結合する固定化されたレ
セプター、
を含んで成る乾式分析要素を使用し、
Ａ）前記乾式分析要素の展開区画を
i）コルチゾールを含む疑いのある試料と接触させ、それにより固定化されたレセプター
に結合したコルチゾールと、固定化されたレセプターに結合しないコルチゾールとを形成
させ、
ii）請求項１２に記載の標識コルチゾール接合体と接触させ、それにより前記固定化され
たレセプターに結合した標識コルチゾール接合体と、前記固定化されたレセプターに結合
しない標識コルチゾール接合体とを形成させ、
Ｂ）試料中のコルチゾールの量の指標として、前記固定化されたレセプターに結合した標
識コルチゾール接合体か、前記固定化されたレセプターに結合しない標識コルチゾール接
合体のいずれかを検出する
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という各段階を含んで成る方法。
【請求項１７】
　抗コルチゾール抗体の単離方法であって、
請求項７に記載のコルチゾール接合体を用いて宿主動物を免疫し、それによりコルチゾー
ルを結合する抗体を産生させ；そして
Ａ）前記宿主動物の血清または血漿からコルチゾールを結合する抗体を単離し；または
Ｂ）抗体産生細胞を含有する脾臓、リンパ系組織または他の組織を取り出し；
　i）前記抗体産生細胞を取り出し；
　ii）前記抗体産生細胞からハイブリドーマを作製し；
　iii）コルチゾールを結合する抗体を産生するハイブリドーマを選択し；そして
　iv）コルチゾールを結合する抗体を単離する
という各段階を含んで成る方法。
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