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(54)【発明の名称】 有機ハロゲン化合物の免疫測定方法

(57)【要約】
【課題】  従来の煩雑な測定法に替わるＰＣＢやダイオ
キシンなどの広汎な有機ハロゲン化合物を酵素免疫測定
法で測定する方法の提供。
【解決手段】  一般式
【化１】

（式中、Ｒ1およびＲ2はフッ素原子、臭素原子またはト
リフルオロメチル基、Ｒ3は水素原子またはＲ1のいずれ
かの基であり、ｍは５ないし７の整数である。）で表さ
れるカルボン酸を固相結合抗原または標識抗原の抗原と
して用いることにより、免疫測定法により有機ハロゲン
化合物を測定することができる。



(2) 特開２００２－１９５９９９

10

20

30

40

1
【特許請求の範囲】
【請求項１】  一般式
【化１】

で表されるカルボン酸を、固相結合抗原または標識抗原
の抗原として用いる有機ハロゲン化合物の免疫測定方法
（式中、Ｒ1およびＲ2はフッ素原子、臭素原子またはト
リフルオロメチル基、Ｒ3は水素原子またはＲ1のいずれ
かの基であり、ｍは５ないし７の整数である。）。
【請求項２】  ｍが５である請求項１に記載の免疫測定
方法。
【請求項３】  Ｒ1およびＲ2がフッ素原子、Ｒ3が水素
原子である請求項１または２に記載の免疫測定方法。
【請求項４】  Ｒ1、Ｒ2およびＲ3がフッ素原子である
請求項１または２に記載の免疫測定方法。
【請求項５】  Ｒ1およびＲ2が臭素原子、Ｒ3が水素原
子である請求項１または２に記載の免疫測定方法。
【請求項６】  Ｒ1、Ｒ2およびＲ3が臭素原子である請
求項１または２に記載の免疫測定方法。
【請求項７】  Ｒ1およびＲ2がトリフルオロメチル基、
Ｒ3が水素原子である請求項１または２に記載の免疫測
定方法。
【請求項８】  固相に結合された請求項１ないし７のい
ずれかに記載の化合物と、検体中の有機ハロゲン化合物
との競合反応を利用する、請求項１記載の免疫測定方
法。
【請求項９】  請求項１ないし７のいずれかに記載の化
合物が、キャリアープロテインを介して結合している抗
原結合固相を用いる請求項５記載の免疫測定方法。
【請求項１０】  標識された請求項１ないし７のいずれ
かに記載の化合物と、検体中の有機ハロゲン化合物との
競合反応を利用する、請求項１記載の免疫測定方法。
【請求項１１】  有機ハロゲン化合物が、ＰＣＢまたは
ダイオキシンである請求項１ないし１０のいずれかに記
載の免疫測定方法。
【請求項１２】  請求項１ないし１１のいずれかに記載
の免疫測定方法を実施するための免疫測定キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
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【発明の属する技術分野】本発明は、一般式
【化２】

（式中、Ｒ1およびＲ2はフッ素原子、臭素原子またはト
リフルオロメチル基、Ｒ3は水素原子またはＲ1のいずれ
かの基であり、ｍは５ないし７の整数である。）で表さ
れるカルボン酸を用いる有機ハロゲン化合物の免疫測定
方法であり、該カルボン酸は、ＰＣＢやダイオキシンな
どの有機ハロゲン化合物を測定する際の固相結合抗原の
抗原、または標識抗原の抗原として使用することができ
る。
【０００２】
【従来の技術】従来、ＰＣＢやダイオキシンは、ガスク
ロマトグラフィーとマススペクトロメトリーとを一体化
した機器等を用いて測定していたが、これらの測定機器
は大変高価であり、また、サンプルが土や水の場合は、
これら機器測定前に濃縮操作を行わねばならず、煩雑で
あった。これらの問題は免疫測定法を採用することで解
決することができた。この方法は、迅速かつ簡便、低コ
ストで高感度測定ができるが、測定対象の物質が限定的
であり、改良が望まれていた。
【０００３】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、簡便な有機
ハロゲン化合物の測定方法を提供することが目的であ
る。さらに、本発明は広範な有機ハロゲン化合物の測定
方法を提供することが目的である。
【０００４】
【課題を解決するための手段】かかる課題を解決するた
め本発明者らは、新規な前記一般式（Ｉ）で表されるカ
ルボン酸を見出し、さらに、該カルボン酸を用いるとＰ
ＣＢやダイオキシンなどの有機ハロゲン化合物を免疫測
定法により広汎に測定できることを見出して、本発明を
完成した。
【０００５】
【発明の実施の形態】本発明の前記一般式（Ｉ）で表さ
れるカルボン酸は、以下の式に従い製造することができ
る。
【０００６】
【化３】
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【０００７】（式中、Ｒ1およびＲ2はフッ素原子、臭素
原子またはトリフルオロメチル基、Ｒ3は水素原子また
はＲ1のいずれかの基、Ｒ4はアルキル基またはアリール
基、ｍは５ないし７の整数である。Ｘはハロゲン原子で
ある。）
【０００８】（第一工程）本工程は、前記一般式（IV）
で表わされるエステル誘導体を、一般式（II）で表され
る置換フェノールと一般式（III）で表されるハロ脂肪
酸エステルとを塩基の存在下、反応させることにより製
造する工程である。
【０００９】前記一般式（II）で表される置換フェノー
ルとしては、たとえば、ジフルオロフェノール、ジブロ
モフェノール、ビストリフルオロメチルフェノール、ブ
ロモ－フルオロフェノール、フルオロ－トリフルオロメ
チルフェノール、ブロモ－トリフルオロメチルフェノー
ル、トリフルオロフェノール、トリブロモフェノール、
トリストリフルオロメチルフェノール、ブロモ－ジフル
オロフェノール、ジブロモ－フルオロフェノール等を挙
げることができる。また、一般式（III）で表されるハ
ロ脂肪酸エステルとしては、たとえば、６－ブロモヘキ
サン酸エチル、６－ブロモヘキサン酸メチル、６－ブロ
モヘキサン酸ｔ－ブチル、７－ブロモヘプタン酸エチ
ル、７－ブロモヘプタン酸メチル、７－ブロモヘプタン
酸ｔ－ブチル、８－ブロモオクタン酸エチル、８－ブロ
モオクタン酸メチル、８－ブロモオクタン酸ｔ－ブチ
ル、６－クロロヘキサン酸エチル、６－クロロヘキサン
酸メチル、６－クロロヘキサン酸ｔ－ブチル、７－クロ
ロヘプタン酸エチル、７－クロロヘプタン酸メチル、７
－クロロヘプタン酸ｔ－ブチル、８－クロロオクタン酸
エチル、８－クロロオクタン酸メチル、８－クロロオク
タン酸ｔ－ブチルなどを使用することができる。
【００１０】（第二工程）本工程は、一般式（IV）で表
わされる化合物を加水分解することにより、一般式
（Ｖ）で表わされるカルボン酸を製造する工程である。
【００１１】本発明は、前記一般式（Ｉ）で表されるカ
ルボン酸を用いて、免疫測定方法により有機ハロゲン化
合物を測定するものである。本発明の競合反応法は、測
定対象物質である有機ハロゲン化合物を認識する抗体
と、検体中の有機ハロゲン化合物と、試薬として用いる
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前記一般式（Ｉ）で表されるカルボン酸とを競合させる
ことを基本原理とする免疫測定方法であり、固相結合抗
原を用いる方法と固相結合抗体を用いる方法との２通り
がある。すなわち、固相に結合したカルボン酸と標識抗
体と検体とを競合反応させ、固相に結合した標識抗体量
に基づく応答を測定したり、固相結合抗体と標識された
カルボン酸と検体とを競合反応させ、固相に結合した標
識抗原（標識されたカルボン酸）量に基づく応答を測定
する等の方法を意味する。
【００１２】前記一般式（Ｉ）で表されるカルボン酸
と、キャリアープロテインまたは標識物質とを結合させ
るには、共有結合が好ましく、該結合には公知の技術を
適宜用いることができる。結合方法としては、例えば、
活性エステル法、混合酸無水物法、縮合剤を用いる方法
などが挙げられる。
ここで、活性エステル法に用いるエステルとしては、例
えば、ヒドロキシスクシンイミドエステル、Ｎ－ヒドロ
キシフタルイミドエステル、Ｎ－ヒドロキシ－５－ノル
ボルネン－２，３－ジカルボキシミドエステル等のＮ－
ヒドロキシアミン系活性エステル、ｐ－ニトロフェニル
エステル、ペンタクロロフェニルエステル、２，４，５
－トリクロロフェニルエステル等のｏ－，ｐ－位に電子
吸引性の置換基の入ったフェニルエステル系活性エステ
ル、８－ヒドロキシキノリルエステル、５－クロロ－８
－ヒドロキシキノリルエステル等の二価官能性活性エス
テルなどを挙げることができるが、操作性の面からヒド
ロキシスクシンイミドエステルが好ましい。
また、縮合剤としては、ＤＣＣ（N,N- Dicyclohexyl ca
rbodiimide）、ＣＭＣ(1- Cyclohexyl -3- (2- morphol
inoethyl) carbodiimide)、ＤＩＣ（Diisopropyl carbo
diimide）、ＷＳＣ（1- Ethyl-3-(3-dimethylaminoprop
yl)carbodiimide hydrochloride）、  Ｗｏｏｄｗａｒ
ｄ’ｓ Ｒｅａｇｅｎｔ  Ｋ ( N- ethyl-3- phenylisox
azolium-3'-sulfonate)、ＣＤＩ(N,N- Carbonyldiimida
zole)などを挙げることができる。
【００１３】本発明の免疫測定に用いる標識物質は、標
識物質を検出する応答を与える物質であり、例えば、酵
素、放射性同位元素、蛍光物質、発光物質等が挙げられ
るが、測定対象が有機ハロゲン化合物であることから、
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5
酵素を採用することが好ましい。
酵素標識抗体の酵素としては、測定系により影響のない
酵素、例えば、アルカリフォスファターゼ等を使用でき
る。
【００１４】本発明に使用するキャリアープロテインと
しては、ＫＬＨ、ＢＳＡ等を挙げることができ、有機ハ
ロゲン化合物を認識する抗体は、本発明を実施すること
ができる抗体ならばいずれの抗体でもよいが、ＷＯ９９
／４３７９９に記載のモノクローナル抗体は、感度を向
上させる上からも好ましい。なお、本発明により測定で*

6
*きる有機ハロゲン化合物は、ＰＣＢ、ダイオキシン等で
ある。
【００１５】以下、参考例及び実施例により本発明をさ
らに詳細を説明するが、本発明はこれに限定されるもの
ではない。
【００１６】参考例１  ６－（３，４－ジフルオロフェ
ノキシ）ヘキサン酸エチルの合成
【００１７】
【化４】

【００１８】アルゴン気流下、３，４－ジフルオロフェ
ノール６５０ｍｇ（５．００ｍｍｏｌ）の無水ジメチル
ホルムアミド溶液（１５ｍｌ）に６０％油性水素化ナト
リウム２００ｍｇ（５．００ｍｍｏｌ）を加え、室温で
１５分間撹拌した。続いて６－ブロモヘキサン酸エチル
４４５μｌ （２．５０ｍｍｏｌ）を加え、室温で２４
時間撹拌した。反応終了後、１０％クエン酸水溶液で弱
酸性とした後、酢酸エチルで抽出し、飽和炭酸水素ナト
リウム水溶液、飽和食塩水で順次洗浄し、無水硫酸ナト
リウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残留物をシリ
カゲルクロマトグラフィー（ヘキサン－酢酸エチル＝２
０：１）で精製し、６－（３，４－ジフルオロフェノキ
シ）ヘキサン酸エチル５３７mg（収率７８．８％）を得
た。
【００１９】1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣ
ｌ

3
）：１．２６（ｔ，Ｊ＝７．１Ｈｚ，３Ｈ），１．

４５～１．５３（ｍ，２Ｈ），１．６０～１．７４ *

*（ｍ，２Ｈ），１．７４～１．８２（ｍ，２Ｈ），２．
３３（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，２Ｈ），３．８９（ｔ，Ｊ
＝６．３Ｈｚ，２Ｈ），４．１３（ｑ，Ｊ＝７．１Ｈ
ｚ，２Ｈ），６．５４～６．５９（ｍ，１Ｈ），６．６
６～６．７２（ｍ，１Ｈ）７．００～７．０８（ｍ，１
Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ｌｉｑｕｉｄ  ｆｉｌｍ）：２９４８，１７３
６，１６０８，１５１８，１２５６，１２１４，１１６
２ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：２７２（Ｍ+，２４），２２
７（２２）,１４３（１００），１３０（４７），１１
５（３２），９７（６７），６９（６３）．
【００２０】参考例２  ６－（３，４－ジフルオロフェ
ノキシ）ヘキサン酸の合成
【００２１】
【化５】

【００２２】６－（３，４－ジフルオロフェノキシ）ヘ
キサン酸エチル３３６ｍｇ（１．２３ｍｍｏｌ）を酢酸
３ｍｌに溶解し、濃塩酸２ｍｌを加え、３時間加熱環流
した。反応終了後、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で中
和し、析出した結晶を濾取した。エーテル－ヘキサンか
ら再結晶し、６－（３，４－ジフルオロフェノキシ）ヘ
キサン酸１９３ｍｇ（収率６３．９％）を得た。
【００２３】ｍｐ：６５．０～６６．０℃
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）：１．４８～

１．５７（ｍ，２Ｈ），１．６７～１．７６（ｍ，２
Ｈ），１．７６～１．８３（ｍ，２Ｈ），２．４０
（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，２Ｈ），３．９０（ｔ，Ｊ＝
６．３Ｈｚ，２Ｈ），６．５５～６．５９（ｍ，１

Ｈ），６．６６～６．７２（ｍ，１Ｈ），７．００～
７．０８（ｍ，１Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ＫＢｒ）： ３０６４，２９６０，１７１４，１
６１４，１５２０，１４３６，１３０６，１２０６，１
１６４，１１２４ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：２４４（Ｍ+，６０），１３
０（１００），１１５（８６），９７（５６），６９
（７０）．
【００２４】参考例３  Ｎ－スクシンイミジル－６－
（３，４－ジフルオロフェノキシ）ヘキサノエートの合
成
【００２５】
【化６】

【００２６】６－（３，４－ジフルオロフェノキシ）ヘ キサン酸８９９ｍｇ（３．６８ｍｍｏｌ）の無水ジクロ
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ロメタン溶液（２０ｍｌ）に、Ｎ－ヒドロキシスクシン
イミド５０８ｍｇ（４．４２ｍｍｏｌ）、塩酸１－エチ
ル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド８４７ｍｇ（４．４２ｍｍｏｌ）を加え、室温で１８
時間撹拌した。反応終了後、１０％クエン酸水溶液で弱
酸性とした後、酢酸エチルで抽出し、飽和食塩水で洗浄
し、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去し
た。残留物をシリカゲルクロマトグラフィー（ヘキサン
－酢酸エチル＝１：１）で精製し、Ｎ－スクシンイミジ
ル－６－（３，４－ジフルオロフェノキシ）ヘキサノエ
ート１．１１ｇ（収率８８．１％）を得た。
【００２７】1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣ
ｌ

3
）：１．５６～１．６４（ｍ，２Ｈ），１．７７～

１．８７（ｍ，４Ｈ），２．６５（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈ
ｚ，２Ｈ），２．８４（ｂｓ，４Ｈ），３．９１（ｔ，
Ｊ＝６．２Ｈｚ，２Ｈ），６．５５～６．６０（ｍ，１
Ｈ），６．６７～６．７３（ｍ，１Ｈ），７．００～
７．０８（ｍ，１Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ｌｉｑｕｉｄ  ｆｉｌｍ）：２９４８，１８１
６，１７８８，１７４２，１６０８，１５１８，１２１
２，１１６２，１０７０ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：３４１（Ｍ+，８５），２２
７（６１），１３０（５６），９７（１００），６９
（９４）．
【００２８】参考例４  ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）
結合 ３，４－ジフルオロフェノキシ誘導体の合成
ウシ血清アルブミン ５．０ｍｇを ０．１Ｍのリン酸緩
衝液（ｐＨ７．５）９００μｌに溶解し、Ｎ－スクシン
イミジル－６－（３，４－ジフルオロフェノキシ）ヘキ
サノエート １．０ｍｇの無水ジメチルホルムアミド溶
液 １００μｌを加え、室温で５時間撹拌した。その後
反応液を ＰＢＳ中で透析し脱塩して、標記 ＢＳＡ結合
 ３，４－ジフルオロフェノキシ誘導体を得た。
【００２９】参考例５  ウシ血清アルブミン結合 ３，
４－ジフルオロフェノキシ誘導体感作粒子の作成
カルボキシル化粒子（日本ペイント社製）を ０．１Ｍ
リン酸緩衝液（ｐＨ５．０）にて ３回洗浄し、同緩衝
液 １ｍｌにて懸濁後、５～４０μｇ／ｍｌに調整した
参考例４で作成したＢＳＡ結合 ３，４－ジフルオロフ
ェノキシ誘導体溶液 １ｍｌを添加し ２５℃ ２時間、
ローテーターにて回転反応させた。粒子洗浄後、０．０
５Ｍメス緩衝液（ｐＨ５．５）１ｍｌに懸濁し、８０ｍ
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ｇ／ｍｌ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（ナカライタスク社製）水
溶液を ５０μｌ添加して、ローテーターで ２５℃ ３
０分回転反応させた。粒子を洗浄後、ポストコート緩衝
液を ２ｍｌ添加しローテーターで ３７℃一晩回転反応
させた。粒子を洗浄後、粒子濃度を １．５％に合わせ
て ウシ血清アルブミン結合 ３，４－ジフルオロフェノ
キシ誘導体感作粒子を得た。
【００３０】参考例６  アルカリフォスファターゼ（Ａ
ＬＰ）標識抗ＰＣＢ＃１６９（３，３’，４，４’，
５，５’－ヘキサクロロビフェニル）抗体の作成
抗ＰＣＢ＃１６９モノクローナル抗体（ＰＣＢ１６９Ｅ
抗体；ＫＲＩ社製）を用い、マレイミド法にてアルカリ
フォスファターゼ（オリエンタル社製）を結合し ＡＬ
Ｐ標識抗ＰＣＢ＃１６９抗体を得た。
【００３１】実施例１  ＰＣＢ＃１６９の測定
ＰＣＢ＃１６９の測定は、全自動化学発光免疫測定シス
テム（ルミパルスｆ；富士レビオ社製）を用いた １ス
テップ競合法にて行った。参考例５で作成したウシ血清
アルブミン結合 ３，４－ジフルオロフェノキシ誘導体
感作粒子 １５０μｌに ＰＣＢ＃１６９の標準抗原液 
９０μｌと ＡＬＰ標識抗ＰＣＢ＃１６９抗体液 ５０μ
ｌを加え、３７℃ ２０分間免疫反応を行い、洗浄後基
質（ＡＭＰＰＤ）液 ２００μｌを加えて ３７℃ ５分
間酵素反応を行い、その後発光量を測定した。
【００３２】前記ＰＣＢ＃１６９の標準抗原液は、ＰＣ
Ｂ＃１６９（ジーエルサイエンス社製）を１０％ジメチ
ルスルホキシド溶液に溶解し、０～１０ｎｇ／ｍｌの濃
度に調整した。標準抗原０濃度のカウント値を １００
％としたときの各標準抗原液の応答（Ｂ／Ｂ０（％））
で標準曲線を求めた。その結果を図１に示す。
【００３３】また、ウシ血清アルブミン結合 ３，４－
ジフルオロフェノキシ誘導体感作粒子を用いたＰＣＢ＃
１６９測定系に対するＰＣＢ同族体の交叉反応性と、比
較的毒性の高い（毒性等価係数；ＴＥＦ  ０．１以上）
ダイオキシン１１種との交叉反応性の測定結果を表１お
よび表２に示す。その結果、ＰＣＢ＃１６９測定系で
は、ＰＣＢおよびダイオキシンの同族体と多数交叉反応
性を示した。
【００３４】
【表１】
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【００３５】 *
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*【表２】

【００３６】
【発明の効果】本発明の一般式（Ｉ）で表される置換フ
ェノキシカルボン酸は、ＰＣＢ等の有機ハロゲン化合物
を測定するための試薬として有用である。本発明の一般
式（Ｉ）で表される置換フェノキシカルボン酸は、例え
ばＢＳＡと結合させて、酵素免疫測定法によるＰＣＢや

ダイオキシン等の有機ハロゲン化合物の測定に用いるこ
とができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】ＰＣＢ＃１６９を測定したときの標準曲線を示
す。

【図１】
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【手続補正書】
【提出日】平成１３年２月２０日（２００１．２．２
０）
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１４
【補正方法】変更
【補正内容】
【００１４】本発明に使用するキャリアープロテインと

しては、ＫＬＨ、ＢＳＡ等を挙げることができ、有機ハ
ロゲン化合物を認識する抗体は、本発明を実施すること
ができる抗体ならばいずれの抗体でもよいが、特開２０
００－１９１６９９に記載のモノクローナル抗体は、感
度を向上させる上からも好ましい。なお、本発明により
測定できる有機ハロゲン化合物は、ＰＣＢ、ダイオキシ
ン等である。
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