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(54)【発明の名称】 有機塩素化合物の免疫測定法

(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塩素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、Ａは置換芳香族炭化水素基または置換複素環基
であり、ｍは３ないし５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塩素化合物を測
定することができる。
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【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塩素化合物の免疫測定方法（式
中、Ａは
【化２】

で表される置換フェニル基（式中、Ｒ1およびＲ2は低級
アルキル基である。）、
【化３】 *

2

*で表される置換ピリジル基（式中、Ｒ3はハロゲン原子
である。）、
【化４】

で表される置換ピリジル基（式中、Ｒ4はハロゲン原子
またはアルコキシル基、Ｒ5はハロゲン原子であ
る。）、
【化５】

で表される基（式中、Ｒ6はハロゲン原子である。）
、
【化６】

で表される基（式中、Ｒ7はハロゲン原子である。）ま
たは３，４－メチレンジオキシフェニル基であり、ｍは
３ないし５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】  Ａが
【化７】

で表される基である請求項１または２に記載の免疫測定
方法。
【請求項４】  Ａが
【化８】

で表される基である請求項１または２に記載の免疫測定
方法。
【請求項５】  Ａが、
【化９】

で表される基である請求項１または２に記載の免疫測定
方法。
【請求項６】  Ａが、
【化１０】

で表される基である請求項１または２に記載の免疫測定
方法。
【請求項７】  Ａが
【化１１】

で表される基である請求項１または２に記載の免疫測定
方法。
【請求項８】  Ａが
【化１２】

で表される基である請求項１または２に記載の免疫測定
方法。
【請求項９】  Ａが
【化１３】



(3) 特開２００２－２７７４６７

10

20

30

40

3

で表される基である請求項１または２に記載の免疫測定
方法。
【請求項１０】  固相に結合された請求項１ないし９の
いずれかに記載の化合物と、検体中の有機塩素化合物と
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】  請求項１ないし９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１０記載の免疫測定方法。
【請求項１２】  標識された請求項１ないし９のいずれ
かに記載の化合物と、検体中の有機塩素化合物との競合
反応を利用する、請求項１記載の免疫測定方法。
【請求項１３】  有機塩素化合物が、ＰＣＢおよびダイ
オキシン類からなる群から選択される１種または２種以
上の化合物である請求項１ないし１２のいずれかに記載
の免疫測定方法。
【請求項１４】  請求項１ないし１３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】
【発明の属する技術分野】本発明は、一般式
【化１４】

（式中、Ａは
【化１５】

で表される置換フェニル基（式中、Ｒ1およびＲ2は低級
アルキル基である。）、
【化１６】

で表される置換ピリジル基（式中、Ｒ3はハロゲン原子
である。）、
【化１７】

で表される置換ピリジル基（式中、Ｒ4はハロゲン原子
またはアルコキシル基、Ｒ5はハロゲン原子であ
る。）、
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【化１８】

で表される基（式中、Ｒ6はハロゲン原子である。）
、
【化１９】

で表される基（式中、Ｒ7はハロゲン原子である。）ま
たは３，４－メチレンジオキシフェニル基であり、ｍは
３ないし５の整数である。）で表されるカルボン酸を用
いる有機塩素化合物の免疫測定方法であり、該カルボン
酸は、ＰＣＢやダイオキシン類などの有機塩素化合物を
測定するさい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やダイオキシン類は、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
塩素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塩素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やダイオキシン類などの有機塩素化合物を免疫測定
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２０】
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【０００７】（式中、Ａは
【化２１】

で表される置換フェニル基（式中、Ｒ1およびＲ2は低級
アルキル基である。）、
【化２２】

で表される置換ピリジル基（式中、Ｒ3はハロゲン原子
である。）、
【化２３】

で表される置換ピリジル基（式中、Ｒ4はハロゲン原子
またはアルコキシル基、Ｒ5はハロゲン原子であ
る。）、
【化２４】

で表される基（式中、Ｒ6はハロゲン原子である。）
、
【化２５】

で表される基（式中、Ｒ7はハロゲン原子である。）ま
たは３，４－メチレンジオキシフェニル基であり、Ｒ8

はアルキル基またはアリール基であり、ｍは３ないし５
の整数である。）
本発明を説明するにあたって、「アルキル基」とは、炭
素原子数１～１２の直鎖状、分枝鎖状または環状のアル
キル基のいずれでもよく、例えば、メチル基、エチル
基、ｎ－プロピル基、１－メチルエチル基、シクロプロ
ピル基、ｎ－ブチル基、２－メチルプロピル基、１－メ
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チルプロピル基、１，１－ジメチルエチル基、シクロブ
チル基、ｎ－ペンチル基、３－メチルブチル基、シクロ
ペンチル基、２，２－ジメチルプロピル基、１－メチル
シクロブチル基、シクロブチルメチル基、ｎ－ヘキシル
基、４－メチルペンチル基、シクロヘキシル基、１－メ
チルシクロペンチル基、シクロペンチルメチル基、（１
－メチルシクロブチル）メチル基、ｎ－ヘプチル基、５
－メチルヘキシル基、４，４－ジメチルペンチル基、シ
クロヘプチル基、シクロヘキシルメチル基、（１－メチ
ルシクロペンチル）メチル基、ｎ－オクチル基、６－メ
チルヘプチル基、５，５－ジメチルヘキシル基、（１－
メチルシクロヘキシル）メチル基、ｎ－ノニル基、７－
メチルオクチル基、６，６－ジメチルヘプチル基、ｎ－
デシル基、８－メチルノニル基、７，７－ジメチルオク
チル基、ｎ－インデカシル基、９－メチルデシル基、
８，８－ジメチルノニル基、ｎ－ドデカシル基、１０－
メチルウンデカシル基、９，９－ジメチルデカシル基等
を挙げることできる。また、「アルキル基」は置換基を
有していてもよく、置換基としてはフェニル基等の芳香
族炭化水素基を挙げることができる。「低級アルキル
基」としては、前記アルキル基のうち、炭素原子数１～
６の直鎖状、分枝鎖状又は環状のアルキル基を挙げるこ
とができる。「アルコキシル基」とは、前記「低級アル
キル基」に酸素原子が結合した基であり、例えばメトキ
シ基、エトキシ基、ｎ－プロポキシ基、１－メチルエチ
ルオキシ基、ｎ－ブトキシ基、２－メチルプロピルオキ
シ基、１－メチルプロピルオキシ基、２－メチル－２－
プロピルオキシ基、２，２－ジメチルエチルオキシ基、
ｎ－ペンチルオキシ基、３－メチルブチルオキシ基、ｎ
－ヘキシルオキシ基、４－メチルペンチルオキシ基、シ
クロヘキシルオキシ基等を挙げることができる。「アリ
ール基」とは、単環式または多環式であり、さらに環上
に１個以上の種々の置換基を有していてもよい芳香族炭
化水素基をいい、例えば、フェニル、メチルフェニル、
ジメチルフェニル、メトキシフェニル、ジメトキシフェ
ニル、ニトロフェニル、ジニトロフェニル、クロロフェ
ニル、ジクロロフェニル、ブロモフェニル、ジブロモフ
ェニル、ヨードフェニル、フルオロフェニル、トリフル
オロメチルフェニル、アミノフェニル、ヒドロキシフェ
ニル、メルカプトフェニル、α－ナフチル、β－ナフチ
ル基等を挙げることができる。「ハロゲン原子」として
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は、塩素、臭素、ヨウ素、フッ素等を挙げることができ
る。
【０００８】（第一工程）本工程は、カルボン酸誘導体
（II）とアミン化合物（III）とを、縮合剤存在下、脱
水縮合させることによりエステル誘導体（IV）を製造す
る工程である。また、該エステル誘導体（IV）は、カル
ボン酸誘導体（II）を他の酸成分と反応させて混合酸無
水物にした後、アミン化合物（III）と反応させること
によっても製造することができる。
【０００９】前記一般式（II）で表されるカルボン酸誘
導体としては、たとえば、ジメチル安息香酸、ジエチル
安息香酸、エチルメチル安息香酸、３，４－ジメトキシ
安息香酸、３，４－ジエトキシ安息香酸、３，４－メチ
レンジオキシ安息香酸、２－クロロニコチン酸、４－ク
ロロニコチン酸、５－クロロニコチン酸、６－クロロニ
コチン酸、２－フルオロニコチン酸、４－フルオロニコ
チン酸、５－フルオロニコチン酸、６－フルオロニコチ
ン酸、２－ブロモニコチン酸、４－ブロモニコチン酸、
５－ブロモニコチン酸、６－ブロモニコチン酸、２－ク
ロロイソニコチン酸、３－クロロイソニコチン酸、５-
クロロイソニコチン酸、６－クロロイソニコチン酸、２
－フルオロイソニコチン酸、３－フルオロイソニコチン
酸、５－フルオロイソニコチン酸、６－フルオロイソニ
コチン酸、２－ブロモイソニコチン酸、３－ブロモイソ
ニコチン酸、５－ブロモイソニコチン酸、６－ブロモイ
ソニコチン酸、２，６－ジクロロニコチン酸、４，６－
ジクロロニコチン酸、５，６－ジクロロニコチン酸、
２，６－ジフルオロニコチン酸、４，６－ジフルオロニ
コチン酸、５，６－ジフルオロニコチン酸、２，６－ジ
ブロモニコチン酸、４，６－ジブロモニコチン酸、５，
６－ジブロモニコチン酸、２－クロロ－６－メトキシニ
コチン酸、４－クロロ－６－メトキシニコチン酸、５－
クロロ－６－メトキシニコチン酸、２－ブロモ－６－メ
トキシニコチン酸、４－ブロモ－６－メトキシニコチン
酸、５－ブロモ－６－メトキシニコチン酸、２－フルオ
ロ－６－メトキシニコチン酸、４－フルオロ－６－メト
キシニコチン酸、５－フルオロ－６－メトキシニコチン
酸、２－クロロ－６－エトキシニコチン酸、４－クロロ
－６－エトキシニコチン酸、５－クロロ－６－エトキシ
ニコチン酸、２－ブロモ－６－エトキシニコチン酸、４
－ブロモ－６－エトキシニコチン酸、５－ブロモ－６－
エトキシニコチン酸、２－フルオロ－６－エトキシニコ
チン酸、４－フルオロ－６－エトキシニコチン酸、５－
フルオロ－６－エトキシニコチン酸、１－クロロチオキ
サンテン－９－カルボン酸、２－クロロチオキサンテン
－９－カルボン酸、３－クロロチオキサンテン－９－カ
ルボン酸、４－クロロチオキサンテン－９－カルボン
酸、５－クロロチオキサンテン－９－カルボン酸、６－
クロロチオキサンテン－９－カルボン酸、７－クロロチ
オキサンテン－９－カルボン酸、８－クロロチオキサン

8
テン－９－カルボン酸、２－フルオロチオキサンテン－
９－カルボン酸、３－フルオロチオキサンテン－９－カ
ルボン酸、４－フルオロチオキサンテン－９－カルボン
酸、５－フルオロチオキサンテン－９－カルボン酸、６
－フルオロチオキサンテン－９－カルボン酸、７－フル
オロチオキサンテン－９－カルボン酸、８－フルオロチ
オキサンテン－９－カルボン酸、２－ブロモチオキサン
テン－９－カルボン酸、３－ブロモチオキサンテン－９
－カルボン酸、４－ブロモチオキサンテン－９－カルボ
ン酸、５－ブロモチオキサンテン－９－カルボン酸、６
－ブロモチオキサンテン－９－カルボン酸、７－ブロモ
チオキサンテン－９－カルボン酸、８－ブロモチオキサ
ンテン－９－カルボン酸、２－クロロベンゾチオフェン
-3-酢酸、４－クロロベンゾチオフェン－３－酢酸、５
－クロロベンゾチオフェン－３－酢酸、６－クロロベン
ゾチオフェン－３－酢酸、７－クロロベンゾチオフェン
－３－酢酸、２－フルオロベンゾチオフェン－３－酢
酸、４－フルオロベンゾチオフェン－３－酢酸、５－フ
ルオロベンゾチオフェン－３－酢酸、６－フルオロベン
ゾチオフェン－３－酢酸、７－フルオロベンゾチオフェ
ン－３－酢酸、２－ブロモベンゾチオフェン－３－酢
酸、４－ブロモベンゾチオフェン－３－酢酸、５－ブロ
モベンゾチオフェン－３－酢酸、６－ブロモベンゾチオ
フェン－３－酢酸、７－ブロモベンゾチオフェン－３－
酢酸等を挙げることができる。また、前記一般式（II
I）で表されるアミン化合物としては、たとえば、６－
アミノヘキサン酸メチル、６－アミノヘキサン酸エチ
ル、６－アミノヘキサン酸ｔ－ブチル、５－アミノペン
タン酸メチル、５－アミノペンタン酸エチル、５－アミ
ノペンタン酸ｔ－ブチル、４－アミノブタン酸メチル、
４－アミノブタン酸エチル、４－アミノブタン酸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
（Ｉ）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塩素化合物
を測定するものである。本発明の競合反応法は、測定対
象物質である有機塩素化合物を認識する抗体と、検体中
の有機塩素化合物と、試薬として用いる前記一般式
（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、固相に結合した該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該カルボ
ン酸と検体とを競合反応させ、固相に結合した標識抗原
（標識された該カルボン酸）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
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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、
反応性や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 carbodiimide）、ＣＭＣ(1- Cyclohexyl 
-3- (2- morpholinoethyl) carbodiimide)、ＤＩＣ（Di
isopropyl carbodiimide）、ＷＳＣ（1- Ethyl-3-(3-di
methylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride）、  
Ｗｏｏｄｗａｒｄ’ｓ Ｒｅａｇｅｎｔ  Ｋ ( N- ethyl
-3- phenylisoxazolium-3'-sulfonate)、ＣＤＩ(N,N- C*

10
*arbonyldiimidazole)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、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、有機塩
素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２０００
－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
できる有機塩素化合物は、ＰＣＢ、ダイオキシン類等で
ある。
【００１５】
【実施例】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－ジメチルベンゾ
イルアミノ）ヘキサン酸メチルの合成
【００１７】
【化２６】

【００１８】アルゴンガス雰囲気下、  ３，４－ジメチ
ル安息香酸５００ｍｇ（３．３３ｍｍｏｌ）の無水ジク
ロロメタン（１０ｍｌ）溶液に、６－アミノヘキサン酸
メチル塩酸塩６０５ｍｇ（３．３３ｍｍｏｌ）、１－ヒ
ドロキシベンゾトリアゾール６１２ｍｇ（４．００ｍｍ
ｏｌ）、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７６６ｍｇ（４．００ｍｍｏ
ｌ）とトリエチルアミン０．６ｍｌ（４．３ｍｍｏｌ）
を加え、室温で３．５日攪拌した．反応終了後、反応溶
液を飽和炭酸水素ナトリウム水溶液に投じ、クロロホル
ムで抽出した。有機層を飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸
マグネシウムで乾燥後、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＝２：１）で精製することにより、６－（３，４－ジ
メチルベンゾイルアミノ）ヘキサン酸メチル８４５ｍｇ
（収率９１．５％）を得た。
【００１９】ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）：

１．３７～１．４７（ｍ，２Ｈ），１．５９～１．７２*

*（ｍ，４Ｈ），２．２８（ｓ，３Ｈ），２．３０（ｓ，
３Ｈ），２．３４（ｔ，Ｊ＝７．３Ｈｚ，２Ｈ），３．
４２～３．４９（ｍ，２Ｈ），３．６７（ｓ，３Ｈ），
６．０６～６．２０（ｍ，１Ｈ），７．１８（ｄ，Ｊ＝
７．９Ｈｚ，１Ｈ），７．４７（ｄ  ｗｉｔｈ  ｆｉｎ
ｅ  ｃｏｕｐｌｉｎｇ，Ｊ＝７．９Ｈｚ，１Ｈ），７．
５５（ｓ  ｗｉｔｈ  ｆｉｎｅ  ｃｏｕｐｌｉｎｇ，１
Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ｌｉｑｕｉｄ  ｆｉｌｍ）：３３４４，２９４
４，１７４０，１６４０，１５４６，１３１６，１２７
４ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：２７７（Ｍ+，６５），２０
４（４０），１３３（１００），１０５（５０）．
【００２０】参考例２  ６－（３，４－ジメチルベンゾ
イルアミノ）ヘキサン酸の合成
【００２１】
【化２７】

【００２２】アルゴンガス雰囲気下、６－（３，４－ジ
メチルベンゾイルアミノ）ヘキサン酸メチル６８４ｍｇ
（２．４７ｍｍｏｌ）のメタノール溶液（１０ｍｌ）に

４Ｎ水酸化リチウム水溶液１．５ｍｌを加え、室温で１
５時間３０分撹拌した。反応終了後、反応溶媒を減圧下
留去し、残留物に１０％クエン酸水溶液を加え，析出し
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11
た結晶を濾取し、乾燥後メタノールとエーテルとヘキサ
ンから再結晶することにより、６－（３，４－ジメチル
ベンゾイルアミノ）ヘキサン酸５０２ｍｇ（収率７７．
３％）を得た。
【００２３】ｍｐ：１０８．０～１０８．５℃
ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ

6
）：１．２５～

１．３４（ｍ，２Ｈ），１．４６～１．５７（ｍ，４
Ｈ），２．２０（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，２Ｈ），２．２
５（ｓ，６Ｈ），３．１８～３．２４（ｍ，２Ｈ），
７．１９（ｄ，Ｊ＝７．９Ｈｚ，１Ｈ），７．５５（ｄ
  ｗｉｔｈ  ｆｉｎｅ  ｃｏｕｐｌｉｎｇ，Ｊ＝７．９
Ｈｚ，１Ｈ），７．６１（ｓ  ｗｉｔｈ  ｆｉｎｅ  ｃ

12
ｏｕｐｌｉｎｇ，１Ｈ），８．２４～８．３４（ｍ，１
Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ＫＢｒ）：３３８０，３１４４，２９５６，１７
４８，１６３０，１５４０，１５００，１３１４，１２
８２ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：２６３（Ｍ+，１９），１３
３（１００），１０５（１８）．
【００２４】参考例３  Ｎ－スクシンイミジル－６－
（３，４－ジメチルベンゾイルアミノ）ヘキサノエート
の合成
【００２５】
【化２８】

【００２６】６－（３，４－ジメチルベンゾイルアミ
ノ）ヘキサン酸１５０ｍｇ（０．５７ｍｍｏｌ）の無水
ジクロロメタン（１０ｍｌ）と無水テトラヒドロフラン
（２ｍｌ）の混合溶媒に、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミ
ド６８ｍｇ（０．５９ｍｍｏｌ）、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１１
３ｍｇ（０．５９ｍｍｏｌ）を加えて室温で１２時間２
０分攪拌し、さらにＮ－ヒドロキシスクシンイミド７ｍ
ｇ（０．０６ｍｍｏｌ）、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１０ｍｇ
（０．０５ｍｍｏｌ）を加え、室温で６時間撹拌した。
反応終了後、反応溶媒を減圧下留去し、残留物をシリカ
ゲルクロマトグラフィー（クロロホルム－メタノール＝
２０：１）で精製し、さらにヘキサンとジクロロメタン
から再結晶することにより、Ｎ－スクシンイミジル－６
－（３，４－ジメチルベンゾイルアミノ）ヘキサノエー
ト１４７ｍｇ（収率７１．６％）を得た。
【００２７】ｍｐ：１０２．０～１０３．０℃
ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ

6
）：１．３６～

１．４４（ｍ，２Ｈ），１．４９～１．５８（ｍ，２
Ｈ），１．６０～１．７０（ｍ，２Ｈ），２．２５
（ｓ，６Ｈ），２．６７（ｔ，Ｊ＝７．３Ｈｚ，２
Ｈ），２．８１（ｓ，４Ｈ），３．１９～３．２８
（ｍ，２Ｈ），７．２０（ｄ，Ｊ＝８．１Ｈｚ，１
Ｈ），７．５５（ｄ  ｗｉｔｈ  ｆｉｎｅ  ｃｏｕｐｌ
ｉｎｇ，Ｊ＝８．１Ｈｚ，１Ｈ），７．６２（ｓ  ｗｉ
ｔｈ  ｆｉｎｅ  ｃｏｕｐｌｉｎｇ，１Ｈ），８．２６
～８．３４（ｍ、１Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ＫＢｒ）：３３７２，２９４４，１８３２，１７
９０，１７３０，１６４２，１５３２，１２１０，１０
７２ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：３６０（Ｍ+，１２），１３
３（１００），１０５（１７）．
【００２８】参考例４  ６－（３，４－ジメチルベンゾ
イルアミノ）ヘキサン酸結合ＢＳＡの合成

ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）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－ジメチルベンゾイ
ルアミノ）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 ６－（３，４－ジメチルベンゾイルアミノ）ヘキ
サン酸結合ＢＳＡを得た。
【００２９】参考例５  ６－（３，４－ジメチルベンゾ
イルアミノ）ヘキサン酸結合ＢＳＡ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、５０～４００μｇ／ｍｌに調整
した参考例４で作成した６－（３，４－ジメチルベンゾ
イルアミノ）ヘキサン酸結合ＢＳＡ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、０．０５Ｍメス緩衝液（ｐＨ５．５）１ｍ
ｌに懸濁し、８０ｍｇ／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℃ ３０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 ６－（３，４－ジメチルベンゾ
イルアミノ）ヘキサン酸結合ＢＳＡ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‘－ペンタクロロビフェニル）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 Ｄｅ
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ｌａｙ１ステップ競合法にて行った。ＰＣＢ＃１６９の
標準抗原液 １３０μｌと ＡＬＰ標識抗ＰＣＢ＃１６９
抗体液 １０μｌとを３７℃１０分間免疫反応し、次い
で、その反応混合液１２０μｌと参考例５で作成した 
６－（３，４－ジメチルベンゾイルアミノ）ヘキサン酸
結合ＢＳＡ感作粒子１５０μｌとを、３７℃ １０分間
免疫反応をさせた。洗浄後、基質（ＡＭＰＰＤ）液 ２
００μｌ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、０～５ｎｇ／ｍｌの濃度
に調整したものを用いた。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／Ｂ
０（％））で標準曲線を求めた。その結果を図１に示
す。また、標準曲線から推定したＢ／Ｂ０＝９０％，８
５％，５０％の値を表１に示す。
【００３３】 *

14
*【表１】

【００３４】また、６－（３，４－ジメチルベンゾイル
アミノ）ヘキサン酸結合ＢＳＡ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
２および表３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。
【００３５】
【表２】

【００３６】 【表３】

【発明の効果】本発明は、前記一般式（Ｉ）で表される
カルボン酸を用いる有機塩素化合物の測定方法であり、
ＰＣＢやダイオキシン類などの有機塩素化合物を酵素免
疫測定方法で測定することができる。さらに本発明によ
り、広汎な有機塩素化合物を簡便に測定することができ

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。
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