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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中のイマチニブ及びその薬理活性塩を検出するための免疫アッセイであって、試料
と、イマチニブ及びその薬理活性塩と選択的に反応する抗体と、反応性チオール基又はア
ミノ基を有するポリマーを含有する担体と、式：
【化１】
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［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］の化合物又はその薬理活性塩とのコンジュゲートとの混合
物を準備するステップと、
試料中のイマチニブ及びその薬理活性塩、並びに前記コンジュゲートを前記抗体と結合さ
せるステップと、その後、前記抗体に結合するか、又は未結合である前記混合物中の前記
コンジュゲートの量を測定することによって、試料中のイマチニブ又はその薬理活性塩の
存在を決定することが可能であるステップとを含む上記免疫アッセイ。
【請求項２】
　試料が、ヒトの試料である、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項３】
　前記抗体が、次式の化合物又はその薬理活性塩に連結された反応性チオール基又はアミ
ノ基を有するポリマーを含有する免疫原性担体を含む免疫原から生成される、請求項２に
記載の免疫アッセイ
【化２】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］。
【請求項４】
　抗体又はコンジュゲートを固体支持体に付着させる、請求項２に記載の免疫アッセイ。
【請求項５】
　固体支持体が、マイクロタイタプレートである、請求項４に記載の免疫アッセイ。
【請求項６】
　固体支持体が、ナノ粒子である、請求項４に記載の免疫アッセイ。
【請求項７】
　前記抗体のＮ－デスメチルイマチニブとの交叉反応性が、イマチニブ及びその薬理活性
塩と比較して１５％未満である、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項８】
　Ｎ－デスメチルイマチニブとの交叉反応性が、イマチニブ及びその薬理活性塩と比較し
て１５％未満である、イマチニブ及びその薬理活性塩に選択的に結合する抗体。
【請求項９】
　マウス、ウサギ又はラットに由来する、請求項８に記載の抗体。
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【請求項１０】
　ポリクローナル抗体である、請求項８に記載の抗体。
【請求項１１】
　モノクローナル抗体である、請求項８に記載の抗体。
【請求項１２】
　次式の化合物又はその薬理活性塩にコンジュゲートされた反応性チオール基又はアミノ
基を有するポリマーを含有する免疫原性担体の免疫原に由来する、請求項８に記載の抗体
【化３】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］。
【請求項１３】
　次式の化合物又はその薬理活性塩
【化４】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して担体に結合することが可能な末端官能基であ
り、
ｐは、０から１の整数である］。
【請求項１４】
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　Ｙが、１から１０個の炭素原子を含有するアルキレン
【化５】

［式中、ｎ及びｏは、０から６の整数であり、
ｍは、１から６の整数である］である、請求項１３に記載の化合物。
【請求項１５】
　ｐが１である、請求項１４に記載の化合物。
【請求項１６】
　Ｘが、
【化６】

［式中、Ｒ３は水素であり、又はその結合酸素原子と一緒になって反応性エステルを形成
し、Ｒ４は酸素又は硫黄である］である、請求項１５に記載の化合物。
【請求項１７】
　Ｘが、

【化７】

であり、Ｒ３は反応性エステルを形成する、請求項１６に記載の化合物。
【請求項１８】
　次式の化合物又はその薬理活性塩とコンジュゲートされた反応性チオール基又はアミノ
基を有するポリマーを含有する担体を含む組成物
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【化８】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］。
【請求項１９】
　Ｙが、１から１０個の炭素原子を含有するアルキレン
【化９】

［式中、ｎ及びｏは、０から６の整数であり、ｍは、１から６の整数である］である、請
求項１８に記載の組成物。
【請求項２０】
　ｐが１である、請求項１９に記載の組成物。
【請求項２１】
　Ｘが、
【化１０】

［式中、Ｒ３は水素であり、又はその結合酸素原子と一緒になって反応性エステルを形成
し、Ｒ４は酸素又は硫黄である］である、請求項２０に記載の組成物。
【請求項２２】
　次式の化合物又はその薬理活性塩とコンジュゲートされた反応性チオール基又はアミノ
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基を有するポリマーを含有する免疫原性担体を含む免疫原
【化１１】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］。
【請求項２３】
　Ｙが、１から１０個の炭素原子を含有するアルキレン
【化１２】

［式中、ｎ及びｏは、０から６の整数であり、ｍは、１から６の整数である］である、請
求項２２に記載の免疫原。
【請求項２４】
　ｐが１である、請求項２３に記載の免疫原。
【請求項２５】
　Ｘが、
【化１３】

［式中、Ｒ３は水素であり、又はその結合酸素原子と一緒になって反応性エステルを形成
し、
Ｒ４は酸素又は硫黄である］である、請求項２４に記載の免疫原。
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【請求項２６】
　Ｘが、
【化１４】

であり、Ｒ３は反応性エステルを形成する、請求項２４に記載の免疫原。
【請求項２７】
　免疫原性ポリマーが、
【化１５】

［式中、Ｒ４は酸素又は硫黄である］によって連結された１つ又は複数のアミノ基を含有
する、請求項２６に記載の免疫原。
【請求項２８】
　個別の容器に試薬を含み、第１の容器内の試薬の１つは、反応性チオール基又はアミノ
基を有するポリマーを含有する担体と、式：

【化１６】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］の化合物又はその薬理活性塩とのコンジュゲートであり、
個別の容器における第２の試薬は、イマチニブ及びその薬理活性塩に選択的に結合する抗
体であり、イマチニブの薬理不活性代謝物との交叉反応性が、イマチニブ及びその薬理活
性塩と比較して１５％未満である、患者の試料におけるイマチニブ又はその薬理活性塩の
存在を決定するためのキット。
【請求項２９】
　前記コンジュゲートが、前記第１の容器内に所定の量で存在する、請求項２８に記載の
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【請求項３０】
　前記試料中のイマチニブ及びその薬理活性塩の量を決定するために使用される、請求項
２９に記載のキット。
【請求項３１】
　前記抗体が、次式の化合物又はその薬理活性塩と連結された反応性チオール基又はアミ
ノ基を有するポリマーを含有する免疫原性担体から生成される、請求項３０に記載のキッ
ト
【化１７】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、化学治療中に最適な薬物濃度を迅速に決定するために、ヒト生体液における
イマチニブ又はその薬理活性塩の存在を決定し、且つ／又はその量を定量するための免疫
アッセイの分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　癌は、いずれも体の一部の細胞が制御不可能に成長を開始したときに生じるという一般
的特性を共有する悪性腫瘍群を記述するのに使用される用語である。たいていの癌は腫瘍
として形成するが、血液中に存在したり、それらが成長する他の組織を循環することもあ
る。癌悪性腫瘍は、最も一般的には、外科手術、化学治療及び／又は放射線治療の組合せ
で治療される。具体的な癌を治療するために使用される治療のタイプは、癌悪性腫瘍のタ
イプ、及びそれが診断されたときの段階を含むいくつかの要因に左右される。
【０００３】
　以下の式：



(9) JP 5695049 B2 2015.4.1

10

20

30

40

50

【化１】

を有するイマチニブ及びその塩、特にメシル酸イマチニブは、急性転化期、加速期又は慢
性期のフィラデルフィア染色体陽性慢性骨髄性白血病の治療のための最も広く使用される
化学治療薬の１つである（グリベックの添付文書、Ｎｏｖａｒｔｉｓ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃａｌｓ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、２００４年７月）。
【０００４】
　イマチニブは、１６倍までのトラフ濃度の患者間ばらつきを有することが示されており
、このばらつきは、効力に影響を与え得る（Ｐｉｃａｒｄら、Ｂｌｏｏｄ　２００７：１
０９；３４９６～３４９９、Ｌａｒｓｏｎら、Ｂｌｏｏｄ　２００８、１１１：４０２２
～４０２８、Ｄｅｍｅｔｒｉら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ　２００９、２７：３１４１
～３１４７）。
【０００５】
　イマチニブの好適な塩は、式：

【化２】

を有するメシル酸イマチニブである。
【０００６】
　イマチニブの効力は、より高いトラフ値で向上し、薬物は、患者内の薬物動態学的ばら
つきを広範囲に示すため、この薬物の血中濃度を監視し、目標値に調整することは、効力
を高め、毒性を最小限に抑える上で重要である。イマチニブ及びその塩の個人内及び個人
間の薬物動態学的ばらつきの程度は、１６倍であることが報告されており、
・器官機能
・遺伝的調節
・疾患状態
・年齢
・薬物間相互作用
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を含む多くの要因に影響される。
【０００７】
　このばらつきの結果として、異なる個人における同等の用量の同一薬物が、著しく異な
る臨床結果をもたらし得る。同一投与量のイマチニブ又はその塩の効果は、個人の薬物ク
リアランス及び患者における究極的な血清薬物濃度に応じて有意に異なる。治療薬管理は
、薬物投与における患者の差違に関する洞察力を臨床家に与える。治療薬管理により、薬
物投与量を患者に合わせて個別化することが可能であり、望ましくない副作用を伴わずに
癌を効果的に治療する可能性が高められることになる。
【０００８】
　加えて、イマチニブ又はその塩の治療薬管理は、実際の処方投与量で化学治療を投与す
る際のコンプライアンス（Ｈｅｎｋら、Ｐｒｏｃ　ＡＳＣＯ　２００６、要約６０８３、
Ｆｅｎｇら、Ｐｒｏｃ　ＡＳＣＯ　２００６、要約６０３８）を確保し、有効な血清濃度
値を確実に達成させるための優れた手段として役立つ。イマチニブ又はその塩の日常的な
治療薬管理は、一般的な実験設備に適応可能な簡単な自動試験が利用可能であることを必
要とする。ヒトの血液及び血漿におけるイマチニブ、イマチニブ塩又はそれらの化学治療
代謝物の濃度を決定するための液体クロマトグラフィー（ＬＣ）タンデム型質量分析法の
使用が記載されている（Ｇｕｅｔｅｎｓ、Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ａｎａｌ．、
３３（５）：８７９～８９　２００３；Ｂａｋｈｔｉａｒ、Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｒｏｇｒ
ａｐｈｙ　Ｂ、７６８（２）３２５～３４０、２００２；Ｔｉｔｉｅｒ，Ｔｈｅｒ．Ｄｒ
ｕｇ．　Ｍｏｎｉｔ．、（２７）５：６３４～６４０、２００５）。イマチニブ、イマチ
ニブ塩又はそれらの化学治療代謝物の純度を決定するためのＬＣ法（Ｖｉｖｅｋａｎａｎ
ｄ、Ｊ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ａｎａｌ．、２８（６）：１１８３～９４、２００
２）も開発されたが、生体液における濃度を決定するために使用されなかった。これらの
方法は、労力がかかり、高価な設備を使用し、日常的な臨床実験的使用に適さない。米国
特許第７，３００，７６８号に記載されている、イマチニブを測定するための酵素アッセ
イが開発された。しかし、この化学治療薬で治療された患者のヒト生体液におけるイマチ
ニブの存在を決定するか、又はその量を定量するための簡単な免疫アッセイは存在しない
。
【０００９】
　前述の記載からわかるように、ヒト生体液におけるイマチニブ又はその薬理活性塩の存
在を決定し、且つ／又はその量を定量するための免疫アッセイが存在しない。免疫アッセ
イによるイマチニブ及びその薬理活性塩の日常的な治療薬管理は標準的な実験設備に適応
された簡単な自動試験を提供することになる。しかし、当該免疫アッセイを提供するため
には、イマチニブに特異的な抗体及びその薬理活性塩を生成しなければならない。このア
ッセイに使用される誘導体及び免疫原は、イマチニブ及びそれらの塩の治療活性若しくは
不活性又は薬理活性若しくは不活性代謝物に対する実質的な交叉反応性を何らもたらすこ
となく、これらの対応する抗体を介して、イマチニブ及びその薬理活性塩に対する生成特
異的反応性を付与しなければならない。薬物濃度を監視するのに有効であるためには、抗
体は、イマチニブ及びその薬理活性塩に特異的であるべきであり、Ｎ－デスメチルイマチ
ニブと交叉反応すべきでない。
【００１０】
　イマチニブ及びその塩で治療された患者の試料に存在するイマチニブの活性代謝物は、
式：
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【化３】

を有するＮ－デスメチルイマチニブである。
【００１１】
　イマチニブ及びその塩で治療された患者の試料の免疫アッセイによるイマチニブ及びそ
の塩の正確な決定を妨げるのは、この薬理活性代謝物である。したがって、イマチニブ及
びその薬理活性塩に特異的であり、Ｎ－デスメチルイマチニブと交叉反応しない抗体を提
供することが長きにわたって望まれてきた。
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１２】
　本発明によれば、その薬理活性イマチニブ代謝物、即ちＮ－デスメチルイマチニブに対
して実質的な交叉反応性を何ら有さず、イマチニブ及びその薬理活性塩に選択的に結合す
るようにイマチニブ及びその薬理活性塩に対して実質的に選択的に反応する新しいクラス
の抗体が生成された。選択的反応性とは、この抗体が、イマチニブ及びその薬理活性塩と
のみ反応し、薬理活性イマチニブ代謝物、即ちＮ－デスメチルイマチニブと実質的に反応
しないことを意味する。Ｎ－デスメチルイマチニブ代謝物は、ヒト生体液におけるイマチ
ニブ及びその薬理活性塩の存在及び量の免疫アッセイによる正確な決定を妨げる。
【００１３】
　反応性チオール又はアミノ官能基を有する免疫原性ポリマーを含有する担体と、式：

【化４】

［式中、Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な末端官能基
であり、
ｐは、０から１の整数である］の化合物又はその薬理活性塩とのコンジュゲートである免
疫原を使用することによって、イマチニブ又はその薬理活性塩に特異的であり、Ｎ－デス
メチルイマチニブと実質的に反応又は結合しない抗体が生成されることが判明した。加え
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て、これらの抗体は、その治療活性又は不活性イマチニブ代謝物のいずれとも実質的に交
叉反応性を示さない。
【００１４】
　イマチニブ及びその薬理活性塩と実質的に選択的に反応しＮ－デスメチルイマチニブと
交叉反応しないこれらの抗体が提供されると、イマチニブ及びその薬理活性塩で治療され
ている患者の液体試料におけるイマチニブ及びその薬理活性塩を監視するように、特異的
に検出及び定量が可能である免疫アッセイをもたらすことが可能になる。前記免疫アッセ
イのための試薬及びキットも本発明の中に含まれる。イマチニブの活性代謝物、即ちＮ－
デスメチルイマチニブの存在は、免疫アッセイにおけるイマチニブ又はその薬理活性塩に
対する不正確な測定値の主たる原因である。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本発明によれば、以上に記載したように、イマチニブ又はその薬理活性塩と実質的に選
択的に反応し、その代謝物と実質的に反応又は交叉反応しない新しいクラスの抗体が提供
される。免疫原として式ＩＶのイマチニブのこれらの誘導体の使用により、本発明のこの
新しいクラスの抗体が提供されることが発見された。血液、血漿又は他の体液試料におけ
るイマチニブ及びその薬理活性塩を検出及び／又は定量するための免疫アッセイのための
試薬及びキットを含む免疫アッセイが開発されたのは、これらの抗体の使用によるもので
ある。この免疫アッセイを使用することによって、その化学治療薬で治療されている患者
の体液試料におけるイマチニブ又はその薬理活性塩の存在及び量を検出及び／又は定量す
ることができる。このようにして、イマチニブ又はその薬理活性塩で治療されている患者
を治療中に監視し、患者の治療を前記監視に応じて調整することが可能である。本発明に
より、化学治療薬としてのイマチニブ又はその薬理活性塩で治療されている癌患者におけ
るイマチニブ又はその薬理活性塩の治療薬管理を達成する。
【００１６】
　検出すべき化学治療薬は、式Ｉのイマチニブ又はその薬理活性塩である。これらの塩と
しては、例えば、酸付加塩、例えば、塩酸、硫酸若しくはリン酸などの無機酸、又は好適
な有機カルボン酸若しくはスルホン酸、例えば脂肪族モノ若しくはジカルボン酸、例えば
トリフルオロ酢酸、酢酸、プロピオン酸、グリコール酸、コハク酸、マレイン酸、フマル
酸、ヒドロキシマレイン酸、リンゴ酸、酒石酸、クエン酸若しくはシュウ酸、又はアミノ
酸、例えば、アルギニン若しくはリシン、芳香族カルボン酸、例えば、安息香酸、２－フ
ェノキシ－安息香酸、２－アセトキシ安息香酸、サリチル酸、４－アミノサリチル酸、芳
香族－脂肪族カルボン酸、例えばマンデル酸若しくは桂皮酸、ヘテロ芳香族カルボン酸、
例えばニコチン酸若しくはイソニコチン酸、脂肪族スルホン酸、例えばメタン－、エタン
－若しくは２－ヒドロキシエタン－スルホン酸、又は芳香族スルホン酸、例えばベンゼン
、ｐ－トルエン－若しくはナフタレン－２スルホン酸との塩が挙げられる。好適な酸は、
メタンスルホン酸である。
【００１７】
　本発明のアッセイに利用される試薬は、反応性チオール又はアミノ官能基を有する担体
と、式ＩＶの化合物とのコンジュゲートである。これらのコンジュゲートは、本発明の抗
体との結合をめぐっての、試料中に存在するイマチニブ及びその薬理活性塩との競合的結
合パートナーである。したがって、抗体に結合するコンジュゲート試薬の量は、試料中の
イマチニブ及びその薬理活性塩の量に逆比例する。本発明によれば、該アッセイは、抗体
に結合するか、又は結合しない前記コンジュゲートを検出し、その量を測定する任意の従
来の測定手段を利用する。前記手段を使用することにより、結合又は非結合コンジュゲー
トの量を決定することができる。一般に、試料中のイマチニブ又はその薬理活性塩の量は
、試料中のイマチニブ又はその薬理活性塩によって生成された結合又は非結合コンジュゲ
ートの実測量と、試験すべき試料について推定される範囲内にある既知の量のイマチニブ
又はその薬理活性塩を含有する試料について得られた標準又は検量線から決定された結合
又は非結合コンジュゲートの値とを相関させることによって決定される。検量線を作成す
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るためのこれらの試験は、試料に対して使用されたのと同じ免疫アッセイ手順を使用して
決定される。
【００１８】
定義
　本明細書全体を通じて、以下の定義が把握されるべきである。
【００１９】
　本出願全体を通じて使用される「Ｐｈ」という用語は、フェニル基を示す。「アルキレ
ン」という用語は、１から１０個の炭素原子を含有する二価の飽和直鎖又は分枝鎖炭化水
素置換基を示す。
【００２０】
　「免疫原」又は「免疫原性」という用語は、生物体において免疫応答を誘発、もたらす
又は引き起こすことが可能な物質を指す。
【００２１】
　「コンジュゲート」という用語は、別々の部分の合体により形成される任意の物質を指
す。本発明による代表的なコンジュゲートとしては、式ＩＶの化合物などの小分子と、１
つ又は複数の反応性チオール又はアミノ官能基を有し、ポリアミンポリマー、特にタンパ
ク質であり得る担体などの大分子との合体によって形成されるものが挙げられる。コンジ
ュゲートにおいて、小分子を大分子上の１つ又は複数の活性部位にて合体することができ
る。コンジュゲートという用語は、免疫原という用語を含む。
【００２２】
　「ハプテン」は、部分又は不完全抗原である。それらは、抗体形成を誘発することがで
きないが、抗体と反応する無タンパク質物質、たいていは低分子量物質である。後者は、
ハプテンを高分子量免疫原性担体にカップリングし、次いでこのカップリング生成物、即
ち免疫原をヒト又は動物被験体に注入することによって形成される。本発明のハプテンは
、イマチニブ又はその薬理活性塩である。
【００２３】
　本明細書に使用されているように、「スペーシング基」又は「スペーサ」は、官能性連
結基を介してハプテン、担体、免疫原、標識又はトレーサなどの２つ以上の部分構造体を
つなぎ合わせる化学構造体の部分を指す。これらのスペーサ基は、本出願の以降に列挙さ
れている。スペーシング基の原子及びスペーシング基内の鎖の原子は、それら自体が化学
結合によってつなぎ合わされる。好適なスペーサのなかには、直鎖状又は分枝状の飽和又
は不飽和炭素鎖がある。これらの炭素鎖は、鎖の内部又は鎖の末端に１つ又は複数のヘテ
ロ原子を含んでいてもよい。「ヘテロ原子」とは、酸素、窒素及び硫黄からなる群から選
択される炭素以外の原子を指す。スペーシング基は、鎖の一部として、又は鎖の中の原子
の１つ上の置換えとして環式又は芳香族基を含んでいてもよい。
【００２４】
　スペーシング基の原子の数は、水素以外の原子を計数することによって求められる。ス
ペーシング基の内部の鎖の原子の数は、つなぎ合わされている部分構造体の間の最短経路
に沿って水素以外の原子の数を計数することによって求められる。官能性連結基を使用し
て、ハプテンと標識又は担体又はポリアミドポリマーとのコンジュゲートを合成するため
に、ハプテン又はスペーシング基を活性化すること、例えばその上に利用可能な官能性部
位を設けることができる。
【００２５】
　本明細書に使用されている用語としての「免疫原性担体」は、１つ又は複数の位置でハ
プテン、この場合はイマチニブと合体することができることによって、これらのハプテン
誘導体が、免疫応答を誘導し、これらのハプテンと特異的に結合することができる抗体の
生成を誘発することを可能にすることができる免疫原性物質、一般にはタンパク質又は反
応性チオール若しくはアミノ基を含有するように変性されたタンパク質である。免疫原性
担体及び連結基は、本出願の以降に列挙されている。免疫原性担体物質の中には、異物と
認識されることによって、宿主からの免疫応答を誘発するタンパク質、糖タンパク質、複
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合ポリアミノ－多糖、粒子及び核酸が含まれる。ポリアミノ－多糖を、この調製について
既知の従来の手段のいずれかを使用して多糖から調製することができる。
【００２６】
　様々なタンパク質タイプをポリ（アミノ酸）免疫原性担体として採用することもできる
。これらのタイプには、アルブミン、血清タンパク質、リポタンパク質等が含まれる。例
示的なタンパク質としては、例示的なタンパク質としては、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ
）、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、卵オバルブミン、ウシチログロブリ
ン（ＢＴＧ）等が挙げられる。或いは、合成ポリ（アミノ酸）を利用することができる。
【００２７】
　免疫原性担体は、単糖の反復縮合によって構成された高分子量ポリマーであるポリアミ
ノ－多糖を含むこともできる。多糖の例は、デンプン、グリコーゲン、セルロース、アラ
ビアゴムなどの炭水化物ゴム及び寒天等である。多糖は、ポリアミノ酸残基及び／又は脂
質残基をも含有する。
【００２８】
　免疫原性担体は、また、単独の、又は上記ポリ（アミノ酸）若しくは多糖の１つにコン
ジュゲートしたポリ（核酸）であり得る。
【００２９】
　免疫原性担体は、固体粒子を含むこともできる。粒子は、一般には、直径が少なくとも
約０．０２ミクロン（μｍ）であり、約１００μｍを超えず、通常は約０．０５μｍから
１０μｍである。粒子は、有機又は無機であり、膨潤性又は非膨潤性であり、多孔性又は
非多孔性であり、最適には一般に約０．７から１．５ｇ／ｍＬの水に近い密度を有すこと
ができ、粒子は、透明、部分的に透明又は不透明であることができる材料から構成され得
る。粒子は、赤血球、白血球、リンパ球、ハイブリドーマ、連鎖球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃ
ｏｃｃｕｓ）、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、大腸
菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）及びウイルスなどの非限定的な例を含む細胞及び微生物などの生体材
料であり得る。粒子は、また、有機及び無機ポリマー、リポソーム、ラテックス、リン脂
質ベシクル又はリポタンパク質で構成され得る。
【００３０】
　「ポリ（アミノ酸）」又は「ポリペプチド」は、アミノ酸から形成されるポリアミドで
ある。ポリ（アミノ酸）は、一般には約２０００ダルトンの分子量から上限分子量がなく
、通常は１０００００００ダルトン未満、通常は約６０００００ダルトンを超えない範囲
である。通常は、免疫原性担体が含まれるか、酵素が含まれるかに応じて異なる範囲が存
在する。
【００３１】
　「ペプチド」は、アミド（ペプチド）結合による２つ以上のアミノ酸の連結によって形
成される任意の化合物、通常は、各アミノ酸残基（ＮＨ２末端を除く）のα－アミノ基が
直鎖内の隣の残基のα－カルボキシル基に連結したα－アミノ酸のポリマーである。ペプ
チド、ポリペプチド及びポリ（アミノ酸）という用語は、本明細書において、大きさに関
する制限なくこのクラスの化合物を指すように同義的に使用される。このクラスのうちの
最大のメンバーはタンパク質である。
【００３２】
　「標識」、「検出分子」又は「トレーサ」は、検出可能シグナルを生成するか、又は生
成するように誘導され得る任意の分子である。標識を、検体、免疫原、抗体、受容体など
の別の分子、又はリガンドなどの受容体に結合することが可能な分子、特にハプテンにコ
ンジュゲートさせることができる。標識の非限定的な例としては、放射性同位体、酵素、
酵素断片、酵素基質、酵素阻害薬、補酵素、触媒、蛍光体、染料、化学発光物質、発光物
質、又は増感剤、非磁性若しくは磁性粒子、固体支持体、リポソーム、リガンド又は受容
体が挙げられる。
【００３３】
　「抗体」という用語は、抗原に対する特異的なタンパク質結合パートナーを指し、他の
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。抗体という総称的用語は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体及び抗体断片を包
含する。
【００３４】
　「誘導体」という用語は、１つ又は複数の化学反応によって親化合物から製造される化
学化合物又は分子を指す。
【００３５】
　「担体」という用語は、固体粒子、及び／又は上記のものなどの免疫原性ポリマーなど
の、反応性チオール若しくはアミノ官能基を有する高分子ポリマーを指す。担体が固体粒
子である場合には、固体粒子をポリアミンポリマーに結合させるか、ポリアミンポリマー
で被覆するか、或いはポリアミンポリマーに付着させて、式ＩＶの化合物における末端官
能基Ｘに結合させるための１つ又は複数の反応性部位を設けることができる。一方、固体
粒子上に抗体を被覆させることによって本発明の免疫アッセイを実施することができる。
【００３６】
　「試薬キット」又は「試験キット」という用語は、アッセイを実施する際に使用される
材料のアセンブリを指す。試薬をそれらの交叉反応性及び安定性に応じて同一又は個別の
容器にて、且つ液体又は凍結乾燥形態で、パッケージ化された組合せで提供することがで
きる。キットで提供される試薬の量及び割合を、特定の用途に対する最適な結果をもたら
すように選択することができる。本発明の特徴を具現化する試薬キットは、イマチニブ又
はその薬理活性塩に特異的な抗体を含む。キットは、検体のリガンド、並びに較正及び対
照材料をさらに含むことができる。試薬は、液体形態を維持していてもよいし、凍結乾燥
されていてもよい。
【００３７】
　「較正及び対照材料」という語句は、既知の量の測定対象薬物を含有する任意の標準又
は基準材料を指す。薬物の濃度は、未知の被検物について得られた結果と、標準について
得られた結果とを比較することによって計算される。これは、一般には、検量線を作成す
ることによって行われる。
【００３８】
　「生体試料」という用語は、生き物又は以前は生きていた物からの任意の量の物質を含
むが、それに限定されない。当該生き物としては、ヒト、マウス、サル、ラット、ウサギ
、ウマ及び他の動物が挙げられるが、それらに限定されない。当該物質としては、血液、
血清、血漿、尿、細胞、器官、組織、骨、骨髄、リンパ、リンパ節、髄膜組織、軟骨組織
、髄膜マクロファージ、内皮細胞及び皮膚が挙げられるが、それらに限定されない。
【００３９】
試薬及び免疫原
　抗体に基づく免疫アッセイにおいて、イマチニブのコンジュゲートは、抗体上の結合部
位をめぐって試料中のイマチニブ及びその薬理活性塩と競合するように構成される。本発
明の免疫アッセイにおいて、式ＩＶの試薬は、式Ｉのイマチニブのアミド架橋上に形成さ
れた窒素置換イマチニブ誘導体である。式ＩＶの化合物において、リンカースペーサは、
この分子の「Ｙ－Ｘ」部分を構成する。このリンカーＸ及びスペーサ－「Ｙ」は、免疫ア
ッセイのためのコンジュゲート及び抗体を生成するための免疫原を調製する上で従来的で
ある。免疫アッセイのためのコンジュゲート及び抗体を生成するための免疫原を調製する
のに利用される従来のスペーサ連結基のいずれかを式ＩＶの化合物に利用することができ
る。当該従来のリンカー及びスペーサは、米国特許第５，５０１，９８７号及び米国特許
第５，１０１，０１５号に開示されている。
【００４０】
　コンジュゲート、並びに免疫原は、式Ｉの化合物から調製される。担体とハプテンとの
コンジュゲート又は免疫原において、担体は、担体のポリマー部分に含有される１つ又は
複数の反応性アミノ基又はチオール基に対する１つ又は複数の位置で、式：
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【化５】

［式中、Ｘ’は、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することが可能な
官能性連結基であり、ｐ及びＹは以上の通りである］を有するハプテンに連結されている
。
【００４１】
　好適なスペーサ基のなかには、以上に挙げたスペーサ基が含まれる。特に好適なスペー
シング基は、１から１０個の炭素原子を含有するアルキレンなどの基、
【化６】

［式中、ｎ及びｏは０から６の整数であり、ｍは１から６の整数である］であり、アルキ
レンが特に好適なスペーシング基である。
【００４２】
　式ＩＶ－Ａの化合物において、Ｘ’は、好ましくはポリマー担体上の反応性アミン基又
はチオール基を介してスペーサ基に連結する官能基である。基Ｘ’は、担体又は免疫原の
ポリマーの反応性アミノ基又はチオール基に結合する式ＩＶの化合物における末端官能基
Ｘの結果である。アミノ基又はチオール基と反応することが可能な任意の末端官能基を、
式ＩＶの化合物にて官能基Ｘとして利用することができる。好ましくはＸ内に含まれるこ
れらの末端官能基は、
【化７】
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［式中、Ｒ３は水素であるか、又はその結合酸素原子と一緒になって反応性エステルを形
成し、Ｒ４は酸素又は硫黄である］である。基
【化８】

は、イソシアネート又はイソチオシアネートであり得る。ＯＲ３によって形成される活性
エステルとしては、Ｎ－ヒドロシキスクシンアミドなどのイミドエステル、１－ヒドロキ
シベンゾトリアゾール及びｐ－ニトロフェニルエステルが挙げられる。しかし、アミン基
と反応することができる任意の活性エステルを使用することができる。
【００４３】
　式ＩＶの化合物のＸが
【化９】

である場合は、これらの化合物は、好ましくは、ポリマー又は免疫原性担体の遊離アミノ
基と反応する。一方、式ＩＶの化合物のＸが式

【化１０】

のマレイミド基である場合は、この化合物は、好ましくは、免疫原を含むポリマー又はタ
ンパク質担体上に存在し得るチオール（又はＳＨ）基と反応して、式ＩＶ－Ａの化合物の
Ｘ’としてマレイミド官能基を生成する。
【００４４】
　本発明の一実施形態によれば、Ｘ’が式ＩＶの化合物においてマレイミドである場合は
、反応性アミノ基をチオール基に変換するように変性されたポリマータンパク質に結合さ
れる。これは、ポリマータンパク質担体の遊離アミノ基と、式
【化１１】

［式中、Ｒ１５は、チオール保護基であり、
Ｒ３は、上記の通りであり、
ｖは、１から４の整数である］の化合物とを反応させることによって実施され得る。
【００４５】
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　このように、チオール基ＳＨ－は、担体の残りの部分に結合した担体の官能基になる。
タンパク質の反応性アミノ基を変換するための反応は、水性媒体中でタンパク質含有担体
と式ＶＩの化合物とを混合することによって水性媒体中で実施される。この反応では、温
度及び圧力は重要でなく、反応を室温及び大気圧で実施することができる。１０℃から２
５℃の温度が一般的に好適である。次の工程において、担体のチオール保護基を、式Ｖの
化合物とタンパク質担体との得られた反応生成物から従来の手段によって担体のチオール
保護基を除去した後にチオール変性担体と式ＩＶの化合物とを反応させる。
【００４６】
　この反応を実施する際に、チオール保護基を除去するための任意の従来の手段を利用す
ることができる。しかし、チオール保護基を除去するための手段を利用する際は、反応物
質が水性媒体に可溶であり、担体に含有されるポリアミンポリマーを何ら破壊又は害する
ことがないように注意すべきである。この保護基を除去するための好適な手段は、得られ
た縮合生成物を還元するための薬剤としてのジチオトレイトールの使用によるものである
。より高い圧力又は温度を利用することなく、単に還元剤を反応媒体に添加することによ
ってこの還元を実施することができる。この還元を室温及び大気圧で実施することができ
る。任意の従来のチオール保護基を式ＶＩの化合物に利用することができる。チオール保
護基は、当技術分野で周知であり、２－ピリジルジチオが好適な保護基である。
【００４７】
　上記方法は、ポリアミンポリマー含有担体上の反応性末端アミノ基をチオール基に変換
するための１つの手段であるが、この変換を実施するための任意の従来の手段を利用する
ことができる。ポリアミンポリマー含有担体上の末端アミノ基をチオールに変換するため
の方法は、当技術分野で周知であり、本発明に従って採用され得る。
【００４８】
　末端反応性チオール基を有するポリマーポリアミン含有担体と、Ｘが、担体によって保
持される末端チオール基に結合することが可能な官能基である式ＩＶの化合物との反応を
従来の手段によって実施することができる。好適な実施形態において、式ＩＶの化合物に
おけるＸにより保持されるマレイミドと、ポリアミンポリマー担体によって保持されるチ
オール基とを反応させる。マレイミド二重結合にチオールを付加するための任意の周知の
手段を、チオール架橋を介してコンジュゲートされる式ＶＩ　Ａのコンジュゲートの生成
に利用することができる。
【００４９】
　カルボン酸基及び活性エステルを従来の手段によって担体又は免疫原ポリマーにカップ
リングさせる。タンパク質などのポリアミンポリマー上のアミン基は、スペーサをポリマ
ー、免疫原若しくは担体及び／又は本発明のコンジュゲートにつなぎ合わせるアミド基を
生成する。
【００５０】
　本発明の免疫原及びコンジュゲートにおいて、カルボキシル基含有イマチニブハプテン
と、担体又は免疫原に含有されるポリアミンポリマー上の反応性アミノ基との間の化学結
合を、当業者に既知の多種多様な方法を使用して確立することができる。アミド結合を形
成することがしばしば好ましい。アミド結合は、最初に、カルボキシ基と脱離基試薬（例
えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、１－ヒドロキシベンゾトリアゾール及びｐ－ニト
ロフェノール等）とを反応させることによって式ＩＶ－Ａの化合物におけるカルボン酸部
分を活性化させることによって形成される。ジシクロヘキシルカルボジイミド及びジイソ
プロピルカルボジイミド等の活性化試薬を使用することができる。次いで、式ＶＩ－Ａの
イマチニブハプテンにおけるカルボキシル基の活性化形と、反応性アミノ基を有する担体
を含有する緩衝液とを反応させる。
【００５１】
　一方、Ｘが式ＩＶの化合物の末端イソシアネート又はチオイソシアネート基である場合
は、これらの基は、ポリアミンポリマーの遊離アミンと反応すると、ポリアミン担体又は
免疫原性ポリペプチド上にアミノ基を有する、Ｘ’が
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【化１２】

である式ＩＶ－Ａのコンジュゲート又は免疫原を生成する。
【００５２】
　式ＩＶの化合物のＸがアルデヒド基を含有する場合には、還元性アミノ化によるアミン
連結を介してこれらの化合物を担体上のポリアミンポリペプチドの遊離アミノ基につなぎ
合わせることができる。還元性アミノ化などを介してアルデヒドをアミンと縮合させる任
意の従来の方法を使用して、この連結を形成することができる。この場合、式ＩＶのリガ
ンド部分のＸ’は、

【化１３】

である。
【００５３】
　式ＩＶの化合物は、式Ｉのイマチニブと式

【化１４】

［式中、ｐ、Ｙ及びＸは上記の通りである］のハロゲン化物とを反応させて、式ＩＶの化
合物を形成することによって形成される。ハロゲン化物と、アミド上の窒素とを反応させ
る任意の従来の手段を、式Ｉのイマチニブ上のこのアミド位置に対する式ＶＩＩの化合物
の縮合に利用することができる。式ＶＩＩの化合物におけるハロゲン化物に使用は、式Ｉ
の化合物上のアミド基との縮合によってこのような置換アミドを形成するための効率的な
手段を提供する。
【００５４】
　式Ｉの化合物がその塩の形である場合には、式ＩＶの化合物を形成するために式Ｖの化
合物と反応する前にこの塩をその遊離塩基に変換する必要がある。これを塩の中和などの
従来の手段によって実施することができる。塩が塩基性塩である場合には、酸の添加によ
って水性媒体中で中和を達成することができる。塩が酸付加塩である場合には、塩基の添
加によって水性媒体中で中和を達成する。
【００５５】
　これらの化合物と、ポリアミン又はポリペプチドを含有する担体とを反応させることに
よって、式ＩＶの化合物を本発明の免疫原及び／又はコンジュゲート試薬に変換すること
ができる。ポリアミン又はポリペプチドが免疫活性であれば、同一のポリペプチドを担体
及び本発明の免疫原における免疫原性ポリマーとして利用することができる。しかし、コ
ンジュゲートを形成するために、これらのポリマーは、免疫原に必要とされる免疫応答を



(20) JP 5695049 B2 2015.4.1

10

20

30

40

50

もたらす必要がない。本発明によれば、式ＩＶの化合物におけるＸによって表される様々
な官能基を、官能基をポリマー内に含有されるアミノ基に結合させる従来の手段によって
、反応性アミノ基を有する担体含有ポリマーにコンジュゲートさせることができる。好適
な実施形態によれば、式ＩＶの化合物において、結合が担体上の反応性アミノ基を介する
場合には、Ｘはカルボン酸基又はその活性エステルである。
【００５６】
抗体
　本発明は、また、上記免疫原を利用することによって生成されるイマチニブ又はその薬
理活性塩に対するモノクローナル抗体を含む新規の抗体に関する。本発明によれば、本発
明により生成されるこれらの抗体は、イマチニブ又はその薬理活性塩と選択的に反応し、
イマチニブ及びその薬理活性塩に対する免疫アッセイを妨げるＮ－デスメチルイマチニブ
と反応しないことが判明した。Ｎ－デスメチルイマチニブと反応しない本発明の抗体の能
力により、これらの抗体が、患者の体液試料におけるイマチニブ及びその薬理活性塩の存
在を検出し、且つ／又はその量を定量するための免疫アッセイを提供する。
【００５７】
　本発明は、イマチニブ又はその薬理活性塩に対する新規の抗体及びモノクローナル抗体
に関する。便利には、宿主動物を本発明の免疫原で免疫化することによって本発明の抗血
清を生成することができる。好適な宿主動物としては、例えばマウス、ラット、ウサギ及
びモルモット等の齧歯類、又はヤギ、ヒツジ及びウマ等のより高度な哺乳動物が挙げられ
る。動物における免疫応答を誘発するための承認されたプロトコルに従って初期用量、採
血及び追加の接種を与えることができ、例えば好適な実施形態において、マウスは、１０
０ｕｇ免疫原／マウスの初期用量を腹腔内に受けた後、６ヶ月間にわたって５０から１０
０ｕｇの間の免疫原／マウスの２つ以上の追加の接種を受けた。定期的な採血を通じて、
免疫化マウスの血液試料を観察して、従来の免疫アッセイを利用してイマチニブ又はその
薬理活性塩の結合に対する免疫応答を発生させた。これらの方法は、所望の活性を有する
抗血清を生成している宿主に対してスクリーニングするための便利な方法を提供する。ま
た、抗体をイマチニブ又はその薬理活性塩の主たる代謝物に対してスクリーニングしたと
ころ、これらの化合物に対する実質的な結合を示さなかった。
【００５８】
　モノクローナル抗体は、便利には、上記スケジュールに従ってＢａｌｂ／ｃマウスを免
疫化した後に、細胞融合の４日前から開始して３日間連続で１００ｕｇの免疫原をマウス
に腹腔内又は静脈内注射することにより生成する。勿論、抗体技術分野で周知の他のプロ
トコルも利用することができる。本明細書に詳述されている完全免疫化プロトコルは、イ
マチニブ又はその薬理活性塩に対する抗体についての血清抗体応答のための最適なプロト
コルを提供した。
【００５９】
　宿主の脾臓、末梢血液、リンパ節又は他の組織から得られるＢリンパ球をモノクローナ
ル抗体産生細胞として使用することができる。脾臓から得られるＢリンパ球が最も好適で
ある。本発明の所望のモノクローナル抗体を生成することが可能なハイブリドーマは、当
該Ｂリンパ球と、雑種細胞上の長期組織培養安定性を付与する細胞系である不死細胞系と
を融合させることによって得られる。本発明の好適な実施形態において、不死細胞は、リ
ンパ芽球様細胞、又はそれ自体が抗体を生成するが、悪性腫瘍でもある細胞である骨髄腫
細胞などの形質細胞腫細胞であってもよい。イマチニブ又はその薬理活性塩モノクローナ
ル抗体を生成するマウスハイブリドーマは、マウス骨髄腫細胞と、イマチニブ又はその薬
理活性塩タンパク質コンジュゲートに対して免疫化されたマウスからの脾臓細胞との融合
によって形成される。ハイブリドーマ細胞から遺伝子を発現する抗体をクローニングし、
当技術分野で現在周知の組換えＤＮＡ法を使用して、マウス可変領域の部分配列をヒト定
常領域に接続するか、又はヒト骨格領域とドナーマウス又はラット免疫グロブリンからの
相補的決定領域（ＣＤＲ）とを組み合わせることによって、キメラ及びヒト化モノクロー
ナル抗体を生成することができる。親和性が向上した抗体を提供するマウスモノクローナ
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ル抗体のヒト化を実施するための改良型方法が、国際特許出願第ＷＯ９２／１１０１８号
に記載されている。
【００６０】
　一次抗体構造の部分のみを含み、１つ又は複数の免疫グロブリン活性を有するポリペプ
チド断片を製造することができる。これらのポリペプチド断片を、当技術分野で周知の方
法による無傷抗体のタンパク質開裂によって、又は部位指向性突然変異を使用して抗体遺
伝子を含有する発現ベクターの所望の位置に停止コドンを挿入して、Ｆａｂ断片又は（Ｆ
ａｂ’）２断片を製造することによって製造することができる。ＶＬ及びＶＨ領域をＤＮ
Ａリンカーと合体させることによって単一鎖抗体を生成することができる（Ｈｕｓｔｏｎ
ら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　Ｕ．Ｓ．Ａ．、８５：５８７９～５８８
３（１９８８）及びＢｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２：４２３～４２６（１９８８）
参照）。
【００６１】
　本発明の抗体は、Ｎ－デスメチルイマチニブとの実質的な交叉反応性を何ら有すること
なく、イマチニブ及びその薬理活性塩に対して選択的である。加えて、これらの抗体は、
その治療活性又は不活性イマチニブ代謝物のいずれとも交叉反応性を実質的に示さない。
実質的な交叉反応性を有さないとは、本発明の抗体がイマチニブ及びその薬理活性塩に対
する交叉反応性を有し、これらの代謝物、特にＮ－デスメチルイマチニブが１５％未満、
好ましくは１０％未満であることを意味する。
【００６２】
免疫アッセイ
　本発明によれば、式ＩＶのこれらの化合物の免疫原から生成されるコンジュゲート及び
抗体を、患者の試料におけるイマチニブ又はその薬理活性塩の決定のための試薬として利
用することができる。この決定は、免疫アッセイを用いて実施される。式ＩＶの化合物か
ら形成された試薬コンジュゲートが、本発明に従って生成される抗体上の結合部位をめぐ
って試料中のイマチニブ又はその薬理活性塩と競合する任意の免疫アッセイを利用して、
患者の試料におけるイマチニブ又はその薬理活性塩の存在を決定することができる。イマ
チニブ又はその薬理活性塩を含有する疑いのある試料中のイマチニブ又はその薬理活性塩
に対して当該アッセイを実施するための方法は、（ａ）水性媒体試料と、（ｂ）本発明に
従って生成されたイマチニブ又はその薬理活性塩に対する抗体と、（ｃ）式ＩＶの化合物
又はそれらの混合物から形成されたコンジュゲートとを合わせることを含む。試料と抗体
との混合物に添加された既知量のコンジュゲートの特定の抗体に対する結合の阻害率を測
定することによって、試料中のイマチニブ又はその薬理活性塩の量を決定することができ
る。未知の試料による既知量のコンジュゲートの当該結合の阻害率の結果と、イマチニブ
又はその薬理活性塩の既知の標準溶液を利用することによって同一のアッセイで得られた
結果とを比較する。未知の試料中のイマチニブ又はその薬理活性塩の量を決定するのに際
して、試料、式ＩＶの化合物から形成されたコンジュゲート及び抗体を任意の順序で加え
ることができる。
【００６３】
　様々な手段を利用して、抗体に結合した式ＩＶの化合物から形成されたコンジュゲート
の量を測定することができる。１つの方法は、抗体に対するコンジュゲートの結合が、蛍
光体コンジュゲートの回転速度の低下を引き起こすものである。液体混合物における蛍光
体コンジュゲートの回転速度の低下量を、米国特許第４，２６９，５１１号及び米国特許
第４，４２０，５６８号に開示されているような蛍光偏光技術によって検出することがで
きる。
【００６４】
　一方、ナノ粒子が、式ＩＶの化合物から形成されたイマチニブ又はその薬理活性塩のコ
ンジュゲートと反応すると、これらのナノ粒子が凝集体を形成するように、抗体をナノ粒
子上に被覆させるか、又は吸収させることができる。しかし、抗体により被覆又は吸収さ
れたナノ粒子が、試料中でイマチニブ又はその薬理活性塩と反応すると、これらのナノ粒
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子に結合された試料からのイマチニブ又はその薬理活性塩は、抗体ナノ粒子の凝集を引き
起こさない。凝集又は凝着の量をアッセイ混合物中で吸光度によって測定することができ
る。
【００６５】
　一方、抗体又はイマチニブ若しくはその薬理活性塩コンジュゲートを、マイクロタイタ
プレート、又は固体粒子を含む任意の他の従来の固体支持体などの固体支持体に付着させ
ることによってこれらのアッセイを実施することができる。抗体及びタンパク質を当該固
体粒子に付着させることは、当技術分野で周知である。当該付着を実施するために任意の
従来の方法を利用することができる。多くの場合、測定を補助するために、抗体と結合し
ているか、又は未結合である式ＩＶの化合物から形成されたコンジュゲートの量の検出の
補助として、放射性標識又は酵素標識などの標識を抗体、コンジュゲート又は固体粒子に
配置することができる。他の好適な標識としては、発色団、蛍光体等が挙げられる。
【００６６】
　便利なように、本発明のアッセイ構成要素を、イマチニブ又はその薬理活性塩に対する
アッセイに採用される所定量の新しい試薬を含むパッケージ化された組合せであるキット
で提供することができる。これらの試薬は、本発明の抗体、並びに式ＩＶの化合物から形
成されたコンジュゲートを含む。
【００６７】
　これらの必要な試薬に加えて、補助的な試薬などの添加剤、例えば、安定剤及び緩衝剤
等が含まれていてもよい。それぞれの試薬の相対量を広範に変更させて、アッセイの感度
を実質的に最適化する溶液中の試薬の濃度を提供することができる。試薬を溶液で、又は
溶解すると、アッセイを実施するための適切な濃度を有する試薬溶液になる賦形剤を含む
通常は凍結乾燥された乾燥粉末として提供することができる。
【実施例】
【００６８】
　実施例において、以下を明示するための以下の略語を使用する。
ＮａＨ　水素化ナトリウム
ＴＨＦ　テトラヒドロフラン
ＤＭＦ　ジメチルホルムアミド
ＬｉＯＨ　水酸化リチウム
ＥＤＣ　１－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩
スルホ－ＮＨＳ　Ｎ－ヒドロキシスルホスクシンイミド
ＤＭＳＯ　ジメチルスルホキシド
ＭｅＯＨ　メタノール
ＣＨ２Ｃｌ２　ジクロロメタン
ＡＰＣＩ　大気圧化学イオン化質量分析
ＴＬＣ　薄層クロマトグラフィー
ＨＯＡｃ　酢酸
ＣＨＣｌ３　クロロホルム
ＨＰＬＣ　高圧液体クロマトグラフィー
ＡＮＳ　８－アニリノ－１－ナフタレンスルホン酸
ＨＲＰ　ホースラディッシュペルオキシダーゼ
ＴＭＢ　３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン
ＴＲＩＳ　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン塩酸塩
ＢＳＡ　ウシ血清アルブミン
ＫＬＨ　キーホールリンペットヘモシアニン
ＰＢＳ　リン酸緩衝食塩水
ｄｉＨ２Ｏ　脱イオン水
【００６９】
　実施例において、以下のスキーム１には、調製され、実施例での番号によって示される
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具体的な化合物が記載されている。リン酸緩衝組成物は、
１５．４ｍＭの二塩基性リン酸ナトリウム（Ｎａ２ＨＰＯ４）
４．６ｍＭの一塩基性リン酸ナトリウム（ＮａＨ２ＰＯ４）
（ｐＨ＝７．２±０．１０）
を含有する水溶液を有する。
【００７０】
　実施例で使用したエーテルは、ジエチルエーテルであった。これらの実施例において示
される部又は百分率は、体積部である。
【００７１】
【化１５】

【００７２】
（例１）
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メシル酸イマチニブの抽出
　それぞれメシル酸塩として４００ｍｇのイマチニブを含有する１４個のタブレットを、
乳鉢及び乳棒を用いて微粉末に粉砕した。タブレットコーティングを最初に除去しなかっ
た。粉砕タブレットの粉末を１５００ｍＬの１０（体積）％のＭｅＯＨ／ＣＨ２Ｃｌ２中
で４時間撹拌した。メシル酸イマチニブを含有する粉砕タブレットからの混合物をセライ
トで濾過し、溶媒を取り除いて、メシル酸イマチニブを含有する７．１４ｇの黄色固体を
得た。メシル酸イマチニブを含有する黄色固体をエタノール中７５ｍＬの２０（体積）％
の加温クロロホルムに溶解させて、メシル酸イマチニブの溶液を生成し、次いで５０ｍＬ
の１：１エーテル：エタノール（体積：体積）を添加して、メシル酸イマチニブの溶液を
濁らせた。氷で冷却して、メシル酸イマチニブの沈殿を誘導し、エーテルを徐々に加える
ことによってこの沈殿を継続的に進行させた。沈殿したメシル酸イマチニブをエーテルで
層状にし、蓋をして終夜放置した。
【００７３】
　沈殿したメシル酸イマチニブを濾過によって回収し、エーテル中５０ｍＬの１０（体積
）％の低温エタノールで洗浄し、次いで真空下で乾燥させて、６．４２ｇ（１１５％）の
メシル酸イマチニブを淡黄色固体として得た。エーテルを利用してクロロホルム／エタノ
ールからメシル酸イマチニブを２度にわたって再結晶させて、４．４５ｇ（７９％）のメ
シル酸イマチニブを淡黄色固体として得た。タブレットから単離したこのメシル酸イマチ
ニブの淡黄色固体を例２で使用した。構造をＮＭＲ及び元素分析によって確認した。純度
をＨＰＬＣによって確認した。
【００７４】
（例２）
イマチニブ遊離塩基の調製
　例１で調製したメシル酸イマチニブ塩（１）（１．０１ｇ、１．７１ｍｍｏｌ）を２５
０ｍＬのジクロロメタンに添加して、メシル酸イマチニブの懸濁液を形成した。５０ｍＬ
の１０％飽和ＮａＨＣＯ３水溶液を添加し、ジクロロメタン中メシル酸イマチニブの懸濁
液と十分に混合して、有機層（ジクロロメタン）にイマチニブの遊離塩基を生成した。Ｎ
ａＨＣＯ３水溶液及びジクロロメタンから形成されたエマルジョンを濾過によって除去し
て、遊離塩基としてのイマチニブを含有するジクロロメタンの有機層及び水層を生成した
。遊離塩基としてのイマチニブを含有するジクロロメタンの有機層を水層から分離した。
有機層をＮａ２ＳＯ４／ＭｇＳＯ４で乾燥させた。イマチニブ遊離塩基を単離するために
、有機層（ジクロロメタン）を濾過してＮａ２ＳＯ４／ＭｇＳＯ４を除去し、次いで取り
除いて、イマチニブの遊離塩基を含有する固体を生成した。イマチニブ遊離塩基を含有す
る固体にトルエンを添加し、３回フラッシュ蒸発させ、次いで真空下で乾燥させていかな
る残留水をも除去した。イマチニブの遊離塩基を白色固体として得て、例３で使用した。
イマチニブの遊離塩基は、構造と一致する１Ｈ、１３Ｃ　ＮＭＲ及びＡＰＣＩデータを示
した。ＮＭＲ帰属は、ＤＱＦ－ＣＯＳＹ実験に基づいていた。
【００７５】
（例３）
イマチニブの酪酸エチルエーテルの調製
　例２で調製したイマチニブの乾燥遊離塩基を窒素下で３５ｍＬの乾燥ＤＭＦに溶解させ
、氷で冷却した。イマチニブを含有する混合物を効果的に撹拌し、固体の水素化ナトリウ
ム（鉱油中６０％の分散体、０．１１１ｇ、２．７８ｍｍｏｌ、１．６当量）を１回で添
加した。３．５ｍＬのＤＭＦ中４－ブロモ酪酸エチル（０．５９ｇ、３．０ｍｍｏｌ、１
．８当量）の溶液を、シリンジを介して、イマチニブを含有する混合物に徐々に添加し、
イマチニブ（２）の酪酸エチルエステルを生成するための反応を終夜進行させ、浴槽で周
囲温度まで加温した。ＡＰＣＩ（＋）による反応混合物の現場分析は、それぞれイマチニ
ブ（２）の酪酸エチルエステル、イマチニブ出発材料及びイマチニブの二酪酸エチルエス
テルに対応するｍ／ｚ＝６０８．３（１００％）、４９４．２（３０％）及び７２２．４
（５％）ａｍｕを示した。反応混合物を１００ｍＬのジクロロメタンで希釈し、氷で冷却
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し、１０ｍＬの水でクエンチした。イマチニブの酪酸エチルエステルを含有するジクロロ
メタンと水層とを分離した。収率を高めるために、水層を３×５０ｍＬのジクロロメタン
及び２×２５ｍＬの酢酸エチルで抽出した。イマチニブの酪酸エチルエステル誘導体を含
有する合わせた有機フラクションを取り除いて、イマチニブ誘導体の混合物を残した。イ
マチニブの酪酸エチルエステルを単離するために、５～５０％のメタノール／ジクロロメ
タン勾配を使用して、１００ｇのシリカゲル上で混合物をクロマトグラフィー処理した。
得られたイマチニブ（２）の酪酸エチルエステルは、
【化１６】

を有した。
【００７６】
（例４）
イマチニブ酪酸エチルエステルの加水分解
　４－｛［４－（４－メチル－ピペラジン－１－イルメチル）－ベンゾイル］－［４－メ
チル－３－（４－ピリジン－３－イル－ピリミジン－２－イルアミノ）－フェニル］－ア
ミノ｝－酪酸エチルエステル（２）（１．２１ｇ、２．０ｍｍｏｌ、１当量）を６０ｍＬ
のＴＨＦに溶解し、氷で冷却した。２０ｍＬの水中ＬｉＯＨ・Ｈ２Ｏ（０．２８ｇ、６．
７ｍｍｏｌ、３．４当量）の溶液を撹拌しながら滴加した。この加水分解反応を０℃で３
時間インキュベートし、次いで終夜進行させながら室温まで加温して、遊離酸のイマチニ
ブ酪酸を生成した。
【００７７】
　イマチニブ酪酸を含有する反応混合物を氷で冷却した後、０．５ＭのＨＣｌ（水溶液）
を滴加して５～６のｐＨを得た。揮発性溶媒を取り除き、イマチニブ酪酸を含有する粗反
応生成物を白色固体として得た。不純物を除去するために、粗反応生成物を水中で磨砕し
、濾過によって回収し、真空下で乾燥させ、次いでエタノール中で磨砕して、イマチニブ
の酪酸誘導体である化合物３を黄色固体として得た（部分ＨＣｌ塩として質量０．９９ｇ
（８６％））。

【化１７】

１Ｈ　ＮＭＲ（ｄｍｓｏ－ｄ６、８０℃）は、構造と一致する。
【化１８】

【００７８】
（例５）
イマチニブのスルホ－ＮＨＳ活性化エステルの調製
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　イマチニブ酪酸（３）をＥＤＣ及びスルホ－ＮＨＳとの反応によって誘導体化して、タ
ンパク質に対する究極的なコンジュゲート（例６ａ、６ｂ、７）のためのイマチニブのス
ルホ－ＮＨＳ活性化エステルを生成した。撹拌した５ｍＬの無水ＤＭＳＯに化合物３（９
４ｍｇ、０．１６ｍｍｏｌ）を添加した後、ＥＤＣ（９４ｍｇ、０．４９ｍｍｏｌ）及び
スルホ－ＮＨＳ（１０７ｍｇ、０．４９ｍｍｏｌ）を添加した。反応混合物を室温にて窒
素下で１８時間撹拌して、イマチニブのスルホ－ＮＨＳ活性化エステルを生成した。反応
混合物を例６ａ及び６ｂでそのまま使用した。
【００７９】
（例６ａ）
イマチニブ免疫原の調製
　３００ｍｇのＫＬＨを１９．６ｍＬのリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）に溶解さ
せ、次いで３９．２ｍＬのＤＭＳＯを徐々に添加しながらＫＬＨのタンパク質溶液を氷上
で撹拌することによって、ＫＬＨのタンパク質溶液を調製した。撹拌を室温でさらに３０
分間継続した後、例５で調製したスルホ－ＮＨＳ活性化イマチニブ誘導体（４）（２．５
３２ｍＬ、０．０８ｍｍｏｌ）を添加した。ＫＬＨと活性化イマチニブ誘導体（４）との
反応混合物を琥珀ガラスボトル中で室温にて１８時間撹拌させて、イマチニブ－ＫＬＨコ
ンジュゲート（５）を生成した。次いで、イマチニブ－ＫＬＨコンジュゲートを、室温に
てリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）中６６％ＤＭＳＯに対して透析することによっ
て精製した。その後、ＤＭＳＯの割合を６０％、５０％、４０％、２０％、１０％及び０
％に段階的に減少させた。４℃でリン酸緩衝液に対して最後の透析を実施した。イマチニ
ブ－ＫＬＨコンジュゲート（５）を紫外線可視分光法によって特徴づけた。コンジュゲー
トをリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）で２ｍｇ／ｍＬの最終濃度まで希釈した。
【００８０】
（例６ｂ）
イマチニブ免疫原の調製
　イマチニブ－ＫＬＨコンジュゲート（５）をリン酸緩衝液及びＤＭＳＯ（５０体積％）
で２ｍｇ／ｍＬの最終濃度まで希釈したことを除いては例６ａと同様にしてイマチニブ免
疫原を調製した。
【００８１】
（例７）
誘導体４を用いたイマチニブ－ＢＳＡコンジュゲートの調製
　１０００ｍｇのＢＳＡを５０ｍｇ／ｍＬの最終濃度に向けてリン酸緩衝液（５０ｍＭ、
ｐＨ７．５）に溶解させることによってＢＳＡのタンパク質溶液を調製した。４０ｍＬの
ＤＭＳＯをＢＳＡのタンパク質溶液に徐々に添加しながら氷上で撹拌した。撹拌を室温で
さらに３０分間継続した後、例５で調製したスルホ－ＮＨＳ活性化イマチニブ誘導体（４
）（０．４３７ｍｌ、０．０１４ｍｍｏｌ）を添加した。ＢＳＡのタンパク質溶液に添加
されたスルホ－ＮＨＳ活性化イマチニブ誘導体（４）の量をイマチニブの誘導体（４）と
ＢＳＡとの間の１：１のモル比について計算した。ＢＳＡと活性化イマチニブ誘導体（４
）との混合物を琥珀ガラスボトル中で室温にて１８時間撹拌させて、活性化イマチニブエ
ステル（４）とＢＳＡとのコンジュゲートを生成した。次いで、このコンジュゲートを、
室温にてリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）中６６％ＤＭＳＯに対して透析すること
によって精製した。その後、ＤＭＳＯの割合を６０％、５０％、４０％、２０％、１０％
及び０％に段階的に減少させた。４℃でリン酸緩衝液に対して最後の透析を実施した。精
製したイマチニブ－ＢＳＡコンジュゲートをＵＶ／ＶＩＳ分光法によって特徴づけた。
【００８２】
（例８ａ）
イマチニブに対するポリクローナル抗体の調製
　１０匹の雌のＢＡＬＢ／ｃマウスの２グループの一方を例６ａで調製した１００μｇ／
マウスのイマチニブ－ＫＬＨ免疫原（１０匹のマウス）で、他方を例６ｂで調製した、完
全フロイントアジュバントで乳化された１００μｇ／マウスのイマチニブ－ＫＬＨ免疫原
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（１０匹のマウス）で腹腔内免疫化した。最初の注射の後で、不完全フロイントアジュバ
ントで乳化された１００μｇ／マウスの同一の免疫原を４週間に１回マウスに追加免疫投
与した。追加免疫投与の２０日後に、眼窩採血によって、各マウスからのポリクローナル
抗体を含有する試験採血を得た。イマチニブ抗体を含有するこれらの試験採血からの抗血
清を例９、１０ａ及び１１で評価した。
【００８３】
（例８ｂ）
イマチニブに対するモノクローナル抗体の調製
　６ｂで調製したイマチニブ－ＫＬＨで免疫化された例８ａのマウスを使用して、モノク
ローナル抗体を生成した。融合の３日前に発生するモノクローナル抗体について、例６ｂ
で調製したＰＢＳ／ＤＭＳＯ中イマチニブ－ＫＬＨの４００μｇ（融合の３日前）、２０
０μｇ（融合の２日前）及び２００μｇ（融合の１日前）をマウスに腹腔内注射した。脾
臓細胞を、選択したマウスから単離し、Ｃｏｌｉｇａｎ、Ｊ．Ｅ．ら編、「免疫学におけ
る現行のプロトコル（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙ）」、２．５．１～２．５．８、（１９９２）、Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、ＮＹの方
法に従って、５０％ポリエチレングリコール１５００を用いて２×１０７ＳＰ２／０細胞
と融合させた。融合細胞を、２０％のＦｅｔａｌＣｌｏｎｅ　Ｉ、２％のＬ－グルタミン
（１００ｍＭ）及び２％の５０Ｘ　ＨＡＴが補給されたＤＭＥＭ／Ｆ１２中１０個の９６
ウェルプレートに接種した。２から３週間後、ハイブリドーマ上澄みを（例１０ｂのよう
に）ＥＬＩＳＡにより抗イマチニブ抗体の存在についてアッセイした。陽性のＥＬＩＳＡ
結果を示したウェルの細胞（例１０ｂ）を２４個のウェルプレートに拡大した。ＥＬＩＳ
Ａにより陽性のクローンを、Ｃｏｌｉｇａｎ、Ｊ．Ｅ．ら編、「免疫学における現行のプ
ロトコル（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）」、２
．５．８～２．５．１７、（１９９２）、Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ、ＮＹに開示されて
いる方法に従って希釈を制限することによって２回サブクローニングした。選択されたサ
ブクローンのモノクローナル抗体を含有するハイブリドーマ培養上澄みを競合ＥＬＩＳＡ
によってイマチニブ結合について確認した（例１１）。これらのモノクローナル抗体を、
例１１に記載されている間接的競合マイクロタイタプレートアッセイにより、イマチニブ
結合、及び主たるイマチニブ代謝物、即ちＮ－デスメチルイマチニブに対する交叉反応性
について試験した。
【００８４】
（例９）
イマチニブ－ＢＳＡコンジュゲートを用いたマイクロタイタプレート感作手順
　イマチニブ濃度を測定するためのＥＬＩＳＡ法を、タンパク質結合に対して最適化され
、１プレート当たり９６個のウェルを含有するポリスチレンマイクロタイタプレート（Ｎ
ｕｎｃ　ＭａｘｉＳｏｒｐ　Ｆ８イムノモジュール）にて実施した。０．０５Ｍの炭酸ナ
トリウム（ｐＨ９．６）中１０μｇ／ｍＬの濃度の３００μＬのイマチニブ－ＢＳＡコン
ジュゲートを添加し、室温で３時間インキュベートすることによって各ウェルを（例７で
調製した）イマチニブ－ＢＳＡコンジュゲートで被覆した。ウェルを０．０５Ｍの炭酸ナ
トリウム（ｐＨ９．６）で洗浄し、次いで室温にて３０分間にわたって３７５μＬの５％
スクロース、０．２％カゼイン酸ナトリウム溶液でブロックした。被覆後溶液の除去後、
プレートを３７℃で終夜乾燥させた。
【００８５】
（例１０ａ）
抗体スクリーニング手順－力価
　この手順は、例１１のように置換についての試験対象の抗体の希釈率を確認するもので
ある。（例８ａ及び８ｂで生成された）イマチニブ抗体をスクリーニングするためのＥＬ
ＩＳＡ法を、例９で調製されたイマチニブＢＳＡコンジュゲートで感作されたマイクロタ
イタプレートを用いて実施した。ポリクローナルイマチニブ抗体を含有する（例８ａの）
試験採血からのマウス血清を、０．１％のＢＳＡ及び０．０１％のチメロサールを含有す
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るリン酸緩衝食塩水で１：２０００、１：６０００、１：２００００及び１：５００００
（体積／体積）に希釈することによって、抗体スクリーニングアッセイを実施した。モノ
クローナル抗体の評価については、例１０ｂの手順により抗体の存在について陽性である
ことが判明した例８ｂのハイブリドーマ上澄みを、０．１％のＢＳＡ及び０．０１％のチ
メロサールを含有するリン酸緩衝食塩水で１：２、１：４、１：１６（体積／体積）等に
希釈した。（例９で調製された）イマチニブ－ＢＳＡ感作ウェルの各ウェルに、０．１％
のＢＳＡ及び０．０１％のチメロサールを含有する５０μＬのリン酸緩衝食塩水、並びに
５０μＬの希釈抗体を添加し、振盪しながら室温で１０分間インキュベートした。このイ
ンキュベーションを通じて、抗体は、受動的にウェルに吸収されたイマチニブコンジュゲ
ート（例９）に結合する。プレートのウェルを０．０２ＭのＴＲＩＳ、０．９％のＮａＣ
ｌ、０．５％のＴｗｅｅｎ－８０及び０．００１％のチメロサール（ｐＨ７．８）で３回
洗浄して、いかなる未結合の抗体をも除去した。ウェル内のイマチニブ－ＢＳＡコンジュ
ゲートに結合したイマチニブ抗体の量を検出するために、０．１％のＢＳＡ、０．０５％
のＡＮＳ、０．０１％のチメロサールを含むＰＢＳで比活性度（約１／３０００）まで希
釈され、マウス免疫グロブリンと特異的に結合し、基質、本実施例ではＴＭＢとともにイ
ンキュベートされると着色生成物を生成することが可能な１００μＬのヤギ抗マウス抗体
－ＨＲＰ酵素コンジュゲート（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）を各ウ
ェルに添加した。その間ヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲートがウェル内のイマ
チニブ抗体に結合する振盪による室温での１０分間のインキュベーションの後、プレート
を再び３回洗浄して、未結合のヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲートを除去した
。ウェル内に測定可能な色を発生させるために、洗浄後にＨＲＰに対する基質である１０
０μＬのＴＭＢ（ＴＭＢ基質、ＢｉｏＦｘ）を添加して、室温での振盪による１０分間の
インキュベーションを通じて発色させた。発色のためのインキュベーションに続いて、５
０μＬの停止液（ｄｉＨ２Ｏ中１．５％のフッ化ナトリウム）を各ウェルに添加して、発
色を停止し、２０秒の振盪後に、６５０ｎｍで吸光度を決定した（分子デバイスプレート
リーダー）。ウェルにおける抗体の量は、測定された吸光度に比例し、１．５の吸光度に
なる希釈率（力価）で表された。測定される抗体の抗体希釈率（ｘ軸）対６５０ｎｍの吸
光度（ｙ軸）のグラフを作成し、１．５の吸光度に力価を補間することによって力価を決
定した。１．５の吸光度をもたらした力価は、例１１に記載される間接的競合マイクロタ
イタプレートアッセイに使用される抗体の濃度（希釈率）を決定づけた。
【００８６】
（例１０ｂ）
抗体スクリーニング手順－モノクローナルスクリーニング
　（例８ｂで生成された）イマチニブモノクローナル抗体をスクリーニングするためのＥ
ＬＩＳＡ法を、例９に記載されているようにイマチニブ－ＢＳＡで感作されたマイクロタ
イタプレートを用いて実施した。（例９で調製された）イマチニブ－ＢＳＡ感作ウェルの
各ウェルに、０．１％のＢＳＡ及び０．０１％のチメロサールを含有する５０μＬリン酸
緩衝食塩水を添加し、次いで５０μＬのモノクローナル培養上澄みを添加し、振盪しなが
ら室温で１０分間インキュベートした。このインキュベーションを通じて、抗体は、ウェ
ル内のイマチニブコンジュゲートに結合する。プレートのウェルを０．０２ＭのＴＲＩＳ
、０．９％のＮａＣｌ、０．５％のＴｗｅｅｎ－８０及び０．００１％のチメロサール（
ｐＨ７．８）で３回洗浄して、いかなる未結合の抗体をも除去した。ウェル内のイマチニ
ブ－ＢＳＡコンジュゲートに結合したイマチニブ抗体の量を検出するために、０．１％の
ＢＳＡ、０．０５％のＡＮＳ、０．０１％のチメロサールを含むＰＢＳで１／３０００に
希釈され、マウス免疫グロブリンと特異的に結合し、基質、本実施例ではＴＭＢとともに
インキュベートされると着色生成物を生成することが可能な１００μＬのヤギ抗マウス抗
体－ＨＲＰ酵素コンジュゲート（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）を各
ウェルに添加した。その間ヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲートがウェル内のイ
マチニブ抗体に結合する振盪による室温での１０分間のインキュベーションの後、プレー
トを再び３回洗浄して、未結合のヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲートを除去し
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た。ウェル内に測定可能な色を発生させるために、洗浄後にＨＲＰに対する基質である１
００μＬのＴＭＢ（ＴＭＢ基質、ＢｉｏＦｘ）を添加して、室温での振盪による１０分間
のインキュベーションを通じて発色させた。発色のためのインキュベーションに続いて、
５０μＬの停止液（ｄｉＨ２Ｏ中１．５％のフッ化ナトリウム）を各ウェルに添加して、
発色を停止し、１０秒の振盪後に、６５０ｎｍで吸光度を決定した（分子デバイスプレー
トリーダー）。ウェルにおける抗体の量は、測定された吸光度に比例した。バックグラウ
ンドの３倍以上の吸光度を有する試料を陽性とした。最も高い吸光度を有する５０個の試
料を、例８ｂに記載されているように２４個のウェルプレートに拡大した。
【００８７】
（例１１）
間接的競合マイクロタイタプレート免疫アッセイ手順
イマチニブに対する抗体についてのＩＣ５０及び交叉反応性の決定
　ＩＣ５０値及び交叉反応性を決定するためのＥＬＩＳＡ法を、例９に記載されている、
イマチニブ－ＢＳＡで感作されたマイクロタイタプレートを用いて実施した。検体－イマ
チニブ及びＮ－デスメチルイマチニブを、１０から１００００００ｎｇ／ｍＬの濃度範囲
にわたってｄｉＨ２Ｏで希釈した。５０μＬのイマチニブ溶液を、例６ａの免疫原を用い
て例８ａで生成されたポリクローナル抗体、例６ｂの免疫原を用いて例８ａで生成された
ポリクローナル抗体、及び例８ｂで生成されたモノクローナル抗体から選択される抗体の
１つ５０μＬとともにインキュベートすることによって、アッセイの各々を実施した。ア
ッセイを、いずれも、ウェルの各々における抗体の濃度を例１０ａで決定された力価まで
希釈することによって実施した。（振盪による室温での）１０分間のインキュベーション
を通じて、（例９で生成された）ウェル内のイマチニブ－ＢＳＡコンジュゲート及び溶液
中の検体に対する抗体結合の競合が生じる。このインキュベーションに続いて、プレート
のウェルを０．０２ＭのＴＲＩＳ、０．９％のＮａＣｌ、０．５％のＴｗｅｅｎ－８０及
び０．００１％のチメロサール（ｐＨ７．８）で３回洗浄して、いかなる未結合の物質を
も除去した。（例９で生成された）ウェル内のイマチニブ－ＢＳＡコンジュゲートに結合
したイマチニブ抗体の量を検出するために、０．１％のＢＳＡ、０．０５％のＡＮＳ、０
．０１％のチメロサールを含むＰＢＳで所定の比活性度（約１／３０００）まで希釈され
、マウス免疫グロブリンと特異的に結合し、基質、本実施例ではＴＭＢとともにインキュ
ベートされると着色生成物を生成することが可能な１００μＬのヤギ抗マウス抗体－ＨＲ
Ｐ酵素コンジュゲート（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）を各ウェルに
添加した。その間ヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲートがウェル内のイマチニブ
抗体に結合する振盪による室温での１０分間のインキュベーションの後、プレートを再び
３回洗浄して、未結合の二次コンジュゲートを除去した。ウェル内に測定可能な色を発生
させるために、洗浄後にＨＲＰに対する基質である１００μＬのＴＭＢ（ＴＭＢ基質、Ｂ
ｉｏＦｘ）を添加して、室温での振盪による１０分間のインキュベーションで発色させた
。発色のためのインキュベーションに続いて、５０μＬの停止液（ｄｉＨ２Ｏ中１．５％
のフッ化ナトリウム）を各ウェルに添加して、発色を停止し、２０秒の振盪後に、６５０
ｎｍで吸光度を決定した（分子デバイスプレートリーダー）。ウェルにおける抗体の量は
、測定された吸光度に比例し、試料中のイマチニブの量に逆比例した。イマチニブ及びＮ
－デスメチルイマチニブのＩＣ５０を、ウェルにおける吸光度をウェルにおける検体濃度
に対してプロットした用量応答曲線を作成することによって決定した。検体を含有するウ
ェルにおける色の吸光度を、検体を含まないウェルの吸光度と比較し、標準曲線を作成し
た。所与の検体のＩＣ５０値を、検体を含有しないウェルの吸光度の５０％を有すること
が必要とされる検体の濃度と定義した。交叉反応率を、Ｎ－デスメチルイマチニブのＩＣ

５０に対するメシル酸イマチニブのＩＣ５０の比として計算し、パーセントで表した。こ
の抗体群を用いて測定した場合は、Ｎ－デスメチルイマチニブについてのイマチニブに対
するパーセント交叉反応率は７％以下であった。イマチニブに対するポリクローナル抗体
についての結果を以下の表Ｉに示す。選択されたモノクローナル抗体を用いて測定した場
合は、Ｎ－デスメチルイマチニブについてのイマチニブに対するパーセント交叉反応率は
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Ｉに示す。
【表１】

【表２】

【００８８】
　表Ｉ及び表ＩＩからわかるように、本発明により生成された抗体は、メシル酸イマチニ
ブと実質的に反応し、代謝物、即ちＮ－デスメチルイマチニブと実質的に反応しなかった
。
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