
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】エクスタシークラス化合物の検出のためのモノクローナル抗体の提供。
【解決手段】式１で示すメチレンジオキシ位置で結合した、すなわち誘導体化されたエク
スタシークラス化合物の新規な類似体および新規なエクスタシークラス免疫原を含む。本
発明はまた、 MDO-結合 MDMA免疫原を用いて生成されたユニークなモノクローナル抗体なら
びにユニークなコンジュゲートおよびトレーサーを含む。これらの抗体、コンジュゲート
、およびトレーサーは生物学的流体におけるエクスタシークラス化合物の検出のための免
疫アッセイにおいて有用である。
　
　
　
　

（式中、ＬはＣＯ又はＣＨ 2、ＸはＮＨ又はＯ、Ｍは脂肪族、芳香族の炭素原子、Ｙは活
性エステル、イソシアネート等、Ｒ 1はＨ、ＣＨ 3等、Ｒ 2はＣＨ 3又はＣ 2Ｈ 5、Ｒ 3は保護
基又はＨである）
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 構 造 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
(式 中 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族 も
し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 の 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖 も
し く は 分 枝 鎖 で あ り 、 Yは 活 性 エ ス テ ル 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 チ オ ー
ル 、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ア ン ヒ ド リ ド 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ラ ク ト ン 、 ジ ア ゾ ニ ウ ム 基 、 お よ
び ア ル デ ヒ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 活 性 化 さ れ た 官 能 基 で あ り 、 R 1 は H、 CH 3 、 C 2 H 5 、
ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は CH 3 ま た は C 2 H 5 で あ り 、 な ら び に R 3 は 保 護 基 ま た は Hで あ る )
を 有 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 Xが NHで あ り 、 Yが 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル で あ り 、 R 1 が CH 3 で あ り 、 R 2 が CH 3 で あ り 、 お よ
び R 3 が 保 護 基 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 Xが NHで あ り 、 Yが 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル で あ り 、 R 1 が C 2 H 5 で あ り 、 R 2 が CH 3 で あ り 、 R 3
が 保 護 基 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Xが NHで あ り 、 Yが 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル で あ り 、 R 1 が Hで あ り 、 R 2 が CH 3 で あ り 、 R 3 が 保
護 基 で あ る 、 請 求 項 １ に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
　 下 記 構 造 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
(式 中 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族 も
し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 の 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖 も
し く は 分 枝 鎖 で あ り 、 Zは 担 体 分 子 で あ り 、 R 1 は H、 CH 3 、 C 2 H 5 、 ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は C
H 3 ま た は C 2 H 5 で あ る )
を 有 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
　 Xが NHで あ り 、 Zが KLH、 BSA、 お よ び ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ 、 R 1 が
H、 CH 3 、 ま た は C 2 H 5 で あ り 、 な ら び に R 2 が CH 3 ま た は C 2 H 5 で あ る 、 請 求 項 ５ に 記 載 の 化 合
物 。
【 請 求 項 ７ 】
　 MDEAに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 、 細 胞
系 MDMA 8.3、 ATCC命 名 PTA-5340。
【 請 求 項 ８ 】
　 MDEAに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る 、 細 胞 系 MDMA 8.3、 ATCC命 名 PTA-5340
か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 MDEAに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 し 、 細 胞 系 MDMA 8.3、 ATCC命 名 PTA-5340に
由 来 す る 抗 体 と 等 価 な 様 式 で 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 １ ０ 】
　 MBDBお よ び d-MAMPに 対 し て 90％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る 、 細 胞 系 MDMA 6.1、 ATCC命 名 PTA-5339。
【 請 求 項 １ １ 】
　 MBDBお よ び d-MAMPに 対 し て 90％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る 、 細 胞 系 MDMA 6.1、 ATCC命
名 PTA-5339か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 MBDBお よ び d-MAMPに 対 し て 90％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 し 、 細 胞 系 MDMA 6.1、 ATCC命 名
PTA-5339に 由 来 す る 抗 体 と 等 価 な 様 式 で 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 MDMAお よ び MBDBに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る 、 細 胞 系 MDEA 2.2、 ATCC命 名 PTA-5338。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 MDMAお よ び MBDBに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る 、 細 胞 系 MDEA 2.2、 ATCC命
名 PTA-5338か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 MDMAお よ び MBDBに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 し 、 細 胞 系 MDEA 2.2、 ATCC命 名 P
TA-5338に 由 来 す る 抗 体 と 等 価 な 様 式 で 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の 化 合 物 に 応 答 し て 生 成 さ れ る 抗 体 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 Lが CH 2 で あ り 、 Xが NHで あ り 、 Mが OC(CH 2 ) 2 COで あ り 、 Zが KLHで あ り 、 R 1 が CH 3 ま た は C 2 H

5 で あ り 、 お よ び R 2 が CH 3 で あ る 、 請 求 項 １ ６ に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 免 疫 原 と し て の 請 求 項 ５ に 記 載 の 化 合 物 の 使 用 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル に お け る 乱 用 薬 物 の 測 定 方 法 の 分 野 、 な ら び
に 、 よ り 具 体 的 に は 、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン (MDMA)お よ び 誘 導 体 お よ
び MDMA、 す な わ ち 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の 代 謝 物 の 検 出 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ 方 法
の 分 野 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル ア ル キ ル ア ミ ン の ア ン フ ェ タ ミ ン 類 似 体 は 、 デ ザ イ ナ ー ア ン
フ ェ タ ミ ン と し ば し ば 呼 ば れ る 一 連 の 化 合 物 で あ る 。 こ れ ら の 向 精 神 薬 は 、 メ ス カ リ ン と
化 学 的 に 関 連 す る 環 式 置 換 誘 導 体 で あ る 。 こ れ ら の も の と し て は 、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ
ア ン フ ェ タ ミ ン (MDA)、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン (MDMA、 エ ク ス タ シ ー )
、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ エ タ ア ン フ ェ タ ミ ン (MDE、 イ ブ )、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ エ チ ル
ア ン フ ェ タ ミ ン (MDEA)、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ -N-プ ロ ピ ル ア ン フ ェ タ ミ ン (MDPA)、 3,4-
メ チ レ ン ジ オ キ シ -N-メ チ ル ブ タ ン ア ミ ン (MBDB)、 お よ び 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ ブ タ ン ア
ミ ン (BDB)が 挙 げ ら れ 、 こ れ ら の う ち 最 も 一 般 的 な も の は MDMAで あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ら の デ ザ イ ナ ー ア ン フ ェ タ ミ ン の 乱 用 は 世 界 中 で 増 加 し て お り 、 ス ク リ ー ニ ン グ 法
に よ る そ の 検 出 は よ り 重 要 な 問 題 に な っ て き て い る 。 Zhao, H.ら 、 J. Anal. Toxicology,
 Vol. 25, pp. 258-269 (2001)は 、 乱 痴 気 パ ー テ ィ ー の 参 加 者 か ら の 尿 サ ン プ ル の 71％ が
MDMAも し く は MDAの み 、 ま た は そ れ と 共 に ア ン フ ェ タ ミ ン も し く は MDEAな ど の 他 の デ ザ イ
ナ ー ア ン フ ェ タ ミ ン を 含 ん で い る こ と を 見 出 し た 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ／ 質 量 ス ペ ク ト ル 測 定 (GC/MS)は 高 度 に 特 異 的 で あ り 、 MDMA、 M
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DA、 ア ン フ ェ タ ミ ン 、 メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン 、 MDEAお よ び そ の 代 謝 物 の 同 時 検 出 に つ い て 記
載 さ れ て き た 。 GC/MS分 析 は 通 常 、 免 疫 ア ッ セ イ ま た は 疑 わ れ る 診 断 の 結 果 の 確 認 お よ び
検 証 の た め に 必 要 と さ れ る 。 こ の 技 術 に お い て は 、 MDMAま た は デ ザ イ ナ ー 薬 物 を 固 相 中 に
抽 出 し た 後 、 誘 導 体 化 し 、 GC/MSを 介 し て 分 析 す る 。 し か し な が ら 、 い く つ か の 医 学 施 設
は 、 そ れ ら に 必 要 と さ れ る 高 性 能 の 高 価 な 器 具 を 欠 い て い る た め 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 薬
物 を 検 出 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 乱 用 薬 物 の 試 験 に お い て は 、 免 疫 ア ッ セ イ 、 具 体 的 に は 競 合 的 結 合 免 疫 ア ッ セ イ が 特 に
有 利 で あ る と 証 明 さ れ て い る 。 競 合 的 結 合 免 疫 ア ッ セ イ に お い て は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中
の ア ナ ラ イ ト は 、 ア ナ ラ イ ト お よ び ア ナ ラ イ ト 類 似 体 に 特 異 的 な 抗 体 上 の 限 定 さ れ た 数 の
受 容 体 結 合 部 位 に つ い て 、 標 識 さ れ た 試 薬 、 も し く は ア ナ ラ イ ト 類 似 体 、 も し く は ト レ ー
サ ー と 競 合 す る 。 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ お よ び ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ な ど の 酵 素 、 フ ル オ レ セ
イ ン 化 合 物 な ど の 蛍 光 分 子 、 1 2 5 Iな ど の 放 射 性 化 合 物 、 な ら び に 微 粒 子 が ト レ ー サ ー と し
て 使 用 さ れ る 一 般 的 な 標 識 物 質 で あ る 。 サ ン プ ル 中 の ア ナ ラ イ ト の 濃 度 は 前 記 抗 体 に 結 合
す る ア ナ ラ イ ト 類 似 体 の 量 を 決 定 す る 。 結 合 す る ア ナ ラ イ ト 類 似 体 の 量 は サ ン プ ル 中 の ア
ナ ラ イ ト の 濃 度 と 反 比 例 す る が 、 こ れ は ア ナ ラ イ ト お よ び ア ナ ラ イ ト 類 似 体 が そ れ ぞ れ の
濃 度 に 比 例 し て 抗 体 と 各 々 結 合 す る た め で あ る 。 次 い で 、 遊 離 の 、 ま た は 結 合 し た ア ナ ラ
イ ト 類 似 体 の 量 を 、 用 い る 特 定 の 標 識 に と っ て 適 当 な 方 法 に よ り 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 最 近 ま で 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 薬 物 の 検 出 に 特 異 的 に 設 計 さ れ た 市 販 の 免 疫 ア ッ セ イ は
な く 、 従 っ て そ の 検 出 は 用 い る ア ン フ ェ タ ミ ン ま た は メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン の ス ク リ ー ニ ン
グ 方 法 に お い て そ れ ら が 示 す 相 対 的 な 交 叉 反 応 性 に 依 存 し て い た 。 一 般 的 に は 、 こ れ ら の
化 合 物 の 多 く を 対 象 と す る 市 販 の ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン ア ッ セ イ の 交
叉 反 応 性 は 低 く 、 こ れ は 、 こ の ア ッ セ イ が 低 い 濃 度 の エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 を 検 出 す
る こ と が で き な い こ と を 意 味 し 、 い く つ か の 陽 性 サ ン プ ル が 未 検 出 と な る 可 能 性 を 示 唆 し
て い る 。 さ ら に 、 ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン の た め の 既 存 の 免 疫 ア ッ セ イ
は 、 エ フ ェ ド リ ン 、 プ ソ イ ド エ フ ェ ド リ ン お よ び フ ェ ニ ル プ ロ パ ノ ー ル ア ミ ン な ど の ア レ
ル ギ ー お よ び カ ゼ 用 の 薬 剤 、 な ら び に フ ェ ン テ ル ミ ン な ど の ダ イ エ ッ ト 用 薬 剤 と の そ れ ら
の 交 叉 反 応 性 に よ り 制 限 さ れ る 。 こ の 交 叉 反 応 因 子 は 、 ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び メ タ ア ン フ
ェ タ ミ ン の 検 出 の た め の カ ッ ト オ フ レ ベ ル が 低 下 す る の を 妨 害 し 、 従 っ て 、 よ り 低 い 濃 度
で の エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 薬 物 の 検 出 を 妨 害 す る 。 従 っ て 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 に 対
す る 特 異 性 が 増 加 し た ア ッ セ イ が 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の み を 検 出 す る ア ッ セ イ ま
た は エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 な ら び に ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン を 検 出
す る ア ッ セ イ と し て 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 1種 以 上 の メ ン バ ー の エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 薬 物 に 対 し て 有 意 な 交 叉 反 応 性 を 有 す る ア ン
フ ェ タ ミ ン お よ び メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン 抗 体 は 公 知 で あ る (Cody, J., J. Anal. Toxicology
 14: 321, 1990)。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 置 換 メ チ レ ン ジ オ キ シ (MDO)結 合 芳 香 族 化 合 物 の 合 成 は 文 献 中 で 公 知 で あ る (欧 州 特 許 出
願 第 329,326号 、 1989年 8月 23日 公 開 )。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 2001年 10月 24日 に 公 開 さ れ た 英 国 特 許 第 2,361,473号 は 、 生 物 学 的 サ ン プ ル 中 で の エ ク
ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の 検 出 の た め の エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 類 似 体 を 記 載 し て い る 。 記 載 さ
れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 免 疫 原 は MDAの 窒 素 位 置 で 誘 導 体 化 さ れ て い る 。 本 出 願 は 、 こ
の 問 題 に 対 す る 代 替 的 な 解 決 策 、 す な わ ち 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の MDO部 分 の 炭 素
位 置 で 誘 導 体 化 さ れ る コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び 免 疫 原 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】

　 本 発 明 は 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の MDO部 分 の 炭 素 位 置 で 結 合 し た 、 す な わ ち 誘 導
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体 化 さ れ た 新 規 な エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の 類 似 体 お よ び 新 規 な エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 免
疫 原 を 含 む 。 本 発 明 は ま た 、 MDO結 合 MDMA免 疫 原 を 用 い て 作 製 さ れ た ユ ニ ー ク な モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 な ら び に ユ ニ ー ク な コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ト レ ー サ ー を も 含 む 。 こ れ ら の 抗 体
、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ト レ ー サ ー は 、 生 物 学 的 流 体 中 の エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の
検 出 の た め の 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は 、 下 記 式 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ２ 】
(式 中 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族 も
し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 の 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖 も
し く は 分 枝 鎖 で あ り 、 Yは 活 性 エ ス テ ル 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 チ オ ー
ル 、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ア ン ヒ ド リ ド 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ラ ク ト ン 、 ジ ア ゾ ニ ウ ム 基 、 お よ
び ア ル デ ヒ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 活 性 化 さ れ た 官 能 基 で あ り 、 R 1 は H、 CH 3 、 C 2 H 5 、
ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は CH 3 ま た は C 2 H 5 で あ り 、 な ら び に R 3 は 保 護 基 ま た は Hで あ る )
で 表 さ れ る メ チ レ ン ジ オ キ シ 位 置 に お い て 連 結 基 を 有 す る エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の 新
規 な 誘 導 体 を 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 本 発 明 は ま た 、 下 記 式 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ４ 】
(式 中 、 R 1 は H、 CH 3 、 C 2 H 5 、 ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は CH 3 ま た は C 2 H 5 で あ り 、 Zは 担 体 分 子
で あ り 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族
も し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 の 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖
も し く は 分 枝 鎖 で あ る )
で 表 さ れ る エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 の MDO部 分 の 炭 素 位 置 に お い て 連 結 基 を 有 す る 新 規
な コ ン ジ ュ ゲ ー ト を も 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】

　 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 に 特 異 的 な 抗 体 の 製 造 に お い て 有 用 な 化 合 物 、 例 え ば 、 ハ プ
テ ン 、 中 間 体 、 お よ び 免 疫 原 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 に 特 異 的 な 抗 体 、 エ ク ス タ シ ー
ク ラ ス 化 合 物 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 む 試 薬 キ ッ ト 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 に 特 異 的 な 抗
体 の 製 造 方 法 、 な ら び に エ ク ス タ シ ー ク ラ ス の 化 合 物 の メ ン バ ー を 含 む ア ナ ラ イ ト の 検 出
方 法 を 開 発 し 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 お よ び 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 を 通 し て 、 以 下 の 定 義 を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 メ チ レ ン ジ オ キ シ ア ン フ ェ タ ミ ン 」 、 「 MDク ラ ス 化 合 物 」 ま た は 「 エ ク ス タ シ ー ク ラ
ス 化 合 物 」 は 、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ ア ン フ ェ タ ミ ン (MDA)、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ メ タ
ア ン フ ェ タ ミ ン (MDMA、 エ ク ス タ シ ー )、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ エ タ ア ン フ ェ タ ミ ン (MDEA
、 イ ブ )、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ -N-プ ロ ピ ル ア ン フ ェ タ ミ ン (MDPA)、 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ
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シ -N-メ チ ル ブ タ ン ア ミ ン (MBDB)、 お よ び 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ ブ タ ン ア ミ ン (BDB)を 含 む
縮 合 メ チ レ ン ジ オ キ シ -フ ェ ニ ル 環 系 を 有 す る メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル ア ル キ ル ア ミ ン
の ア ン フ ェ タ ミ ン 類 似 体 群 を 意 味 す る 。 薬 物 デ ザ イ ナ ー は エ ク ス タ シ ー ク ラ ス に 含 ま れ る
新 規 化 合 物 を 合 成 し 続 け て い る の で 、 こ の ク ラ ス は 増 え 続 け て い る 。 従 っ て 、 本 明 細 書 で
用 い る エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 化 合 物 は 、 既 に 合 成 ま た は 同 定 さ れ た 化 合 物 、 な ら び に ま だ 合
成 ま た は 同 定 さ れ て い な い も の を 含 む 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 用 語 「 免 疫 原 」 お よ び 「 免 疫 原 性 」 は 、 生 物 に お い て 免 疫 応 答 を 引 き 出 し 、 産 生 し 、 ま
た は 生 成 す る こ と が で き る 物 質 を 指 す 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 用 語 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 は 、 2つ の 部 分 を 一 緒 に 連 結 す る こ と か ら 形 成 さ れ る 任 意 の 物
質 を 指 す 。 本 発 明 に 従 う 代 表 的 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て は 、 小 分 子 と タ ン パ ク 質 な ど の 大
分 子 を 一 緒 に 連 結 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る も の が 挙 げ ら れ る 。 用 語 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」
は 用 語 「 免 疫 原 」 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 「 ハ プ テ ン 」 は 部 分 的 ま た は 不 完 全 な 抗 原 で あ る 。 こ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 物
質 、 大 部 分 は 低 分 子 量 の 物 質 で あ り 、 抗 体 形 成 を 刺 激 す る こ と が で き な い が 、 抗 体 と 反 応
す る 。 後 者 は ハ プ テ ン を 高 分 子 量 の 担 体 と カ ッ プ リ ン グ さ せ た 後 、 こ の カ ッ プ リ ン グ さ せ
た 生 成 物 、 す な わ ち 免 疫 原 を ヒ ト ま た は 動 物 の 被 験 体 に 注 射 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。
MDA、 MDMA、 MDEA、 MBDB、 BDB、 お よ び MDPAは ハ プ テ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 用 語 「 活 性 化 さ れ た ハ プ テ ン 」 は 、 例 え ば 、 ハ プ テ ン を 担 体 、 免 疫 原 、 標 識 、 ト レ ー サ
ー ま た は 他 の 部 分 に 接 続 す る の に 用 い る こ と が で き る 反 応 性 部 分 を 担 持 す る 連 結 基 の 結 合
に よ り 、 利 用 可 能 な 反 応 部 位 を 提 供 さ れ た ハ プ テ ン を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 連 結 基 」 ま た は 「 リ ン カ ー 」 は 、 ハ プ テ ン 、 担 体 、 免 疫 原 、 標 識 、
ト レ ー サ ー ま た は 他 の リ ン カ ー な ど の 、 2個 以 上 の サ ブ 構 造 物 を 接 続 す る 化 学 構 造 の 一 部
を 指 す 。 連 結 基 は 前 記 サ ブ 構 造 物 間 に 伸 び る 、 少 な く と も 1個 の 遮 断 さ れ な い 水 素 (ま た は
他 の 1価 原 子 )以 外 の 原 子 の 鎖 を 有 す る 。 連 結 基 の 原 子 お よ び 連 結 基 内 の 鎖 の 原 子 は そ れ 自
身 、 化 学 結 合 に よ り 接 続 さ れ て い る 。 リ ン カ ー は 直 鎖 も し く は 分 枝 鎖 、 飽 和 も し く は 不 飽
和 の 炭 素 鎖 で あ っ て も よ い 。 こ れ ら は ま た 、 鎖 内 ま た は 鎖 の 末 端 に 、 1個 以 上 の ヘ テ ロ 原
子 を 含 ん で い て も よ い 。 「 ヘ テ ロ 原 子 」 は 、 酸 素 、 窒 素 お よ び 硫 黄 か ら な る 群 よ り 選 択 さ
れ る 炭 素 以 外 の 原 子 を 意 味 す る 。 連 結 基 は ま た 、 鎖 の 一 部 と し て 、 ま た は 鎖 中 の 1個 の 原
子 上 の 置 換 基 と し て 、 環 状 基 ま た は 芳 香 族 基 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 連 結 基 ま た は リ ン カ ー 中 の 原 子 数 は 、 水 素 以 外 の 原 子 を 計 数 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る
。 連 結 基 内 の 鎖 中 の 原 子 数 は 、 接 続 さ れ る 構 造 物 間 の 最 も 短 い ル ー ト に 沿 っ た 水 素 以 外 の
原 子 数 を 計 数 す る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。 連 結 基 を 用 い て 、 ハ プ テ ン と 標 識 ま た は 担 体 と
の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 合 成 す る た め に ハ プ テ ン 上 の 利 用 可 能 な 部 位 を 活 性 化 、 例 え ば 、 提 供
す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 「 担 体 」 ま た は 「 免 疫 原 性 担 体 」 は 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 ハ プ テ ン と 結 合 す る こ と
に よ っ て 、 該 ハ プ テ ン に 免 疫 応 答 を 誘 導 さ せ 、 抗 原 (ハ プ テ ン )と 特 異 的 に 結 合 し 得 る 抗 体
の 産 生 を 引 き 出 さ せ る こ と が で き る 免 疫 原 性 物 質 、 一 般 的 に は タ ン パ ク 質 で あ る 。 担 体 物
質 と し て は 、 外 来 物 と し て 認 識 さ れ 、 そ れ に よ っ て 宿 主 か ら 免 疫 応 答 を 引 き 出 す タ ン パ ク
質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 複 合 多 糖 、 粒 子 、 お よ び 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 種 々 の タ ン パ ク 質 型 を 、 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )免 疫 原 性 担 体 と し て 用 い る こ と が で き る 。 こ れ
ら の 型 と し て は 、 ア ル ブ ミ ン 、 血 清 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 グ ロ ブ リ ン 、 眼 レ ン ズ タ ン パ ク
質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 な ど が 挙 げ ら れ る 。 例 示 的 な タ ン パ ク 質 と し て は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
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ン (BSA)、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)、 卵 白 ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ γ -グ ロ ブ リ
ン (BGG)な ど が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 合 成 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 免 疫 原 性 担 体 は 、 単 糖 の 反 復 縮 合 に よ り 作 ら れ た 高 分 子 量 ポ リ マ ー で あ る 多 糖 で あ っ て
も よ い 。 多 糖 の 例 は 、 ス タ ー チ 、 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 、 寒 天 な ど で あ る 。 こ の 多 糖 は ポ リ ア ミ ノ 酸 残 基 お よ び ／ ま た は 脂 質 残 基 を 含 ん で
い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 免 疫 原 性 担 体 は 、 単 体 で あ っ て も 、 上 記 の ポ リ (ア ミ ノ 酸 )も し く は 多 糖 の 一 つ と コ ン ジ
ュ ゲ ー ト さ れ て い て も よ い ポ リ (核 酸 )で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 免 疫 原 性 単 体 は 粒 子 で あ っ て も よ い 。 こ の 粒 子 は 一 般 的 に は 、 直 径 で 少 な く と も 約 0.02
ミ ク ロ ン (μ m)で あ り 、 約 100μ m以 下 で あ り 、 通 常 は 約 0.05μ m～ 10μ mで あ る 。 こ の 粒 子
は 、 有 機 性 ま た は 無 機 性 、 膨 張 性 ま た は 非 膨 張 性 、 多 孔 性 ま た は 非 多 孔 性 で あ っ て も よ く
、 必 要 に 応 じ て 水 に 近 似 し た 密 度 を 有 し 、 一 般 的 に は 約 0.7～ 1.5 g/mLで あ り 、 透 明 、 部
分 的 に 透 明 、 ま た は 不 透 明 で あ っ て も よ い 材 料 か ら 構 成 さ れ て い て も よ い 。 粒 子 は 、 赤 血
球 、 白 血 球 、 リ ン パ 球 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 ス ト レ プ ト コ ッ カ ス (Streptococcus)、 ス タ フ
ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア ウ レ ウ ス (Staphylococcus aureus)、 大 腸 菌 お よ び ウ イ ル ス な ど の 非 限
定 例 を 含 む 、 細 胞 お よ び 微 生 物 な ど の 生 物 学 的 材 料 で あ っ て も よ い 。 粒 子 は ま た 、 有 機 性
お よ び 無 機 性 ポ リ マ ー 、 リ ポ ソ ー ム 、 ラ テ ッ ク ス 、 リ ン 脂 質 ベ シ ク ル 、 ま た は リ ポ タ ン パ
ク 質 か ら 構 成 さ れ て い て も よ い 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )」 ま た 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 的 に は 、 約 2,000分 子 量 か ら 、 上 限 分 子 量 を 有 し な い が 、 正 常
に は 10,000,000ダ ル ト ン 未 満 、 通 常 に は 約 600,000ダ ル ト ン 以 下 の 範 囲 で あ ろ う 。 こ れ ら
は 通 常 、 免 疫 原 性 担 体 ま た は 酵 素 が 含 ま れ る か ど う か に 応 じ て 、 異 な る 範 囲 と な る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 は ア ミ ド (ペ プ チ ド )結 合 に よ る 2個 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 で あ り 、 通 常 は 各 ア ミ ノ 酸 残 基 の α -ア ミ ノ 基 (NH 2 末 端 を 除 く )が 線 状 の
鎖 中 で 次 の 残 基 の α -カ ル ボ キ シ ル 基 に 連 結 さ れ て い る α -ア ミ ノ 酸 の ポ リ マ ー で あ る 。 用
語 「 ペ プ チ ド 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 お よ び 「 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )」 は 、 サ イ ズ に 限 定 さ れ な い
こ の ク ラ ス の 化 合 物 を 指 す の に 本 明 細 書 で は 同 義 的 に 用 い ら れ る 。 こ の ク ラ ス の 最 も 大 き
い メ ン バ ー を タ ン パ ク 質 と 呼 ぶ 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 標 的 」 、 「 検 出 用 分 子 」 、 ま た は 「 ト レ ー サ ー 」 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 産 生 す る
か 、 ま た は 産 生 す る こ と を 誘 導 さ れ 得 る 任 意 の 分 子 で あ る 。 こ の 標 識 を 、 ア ナ ラ イ ト 、 免
疫 原 、 抗 体 、 ま た は 受 容 体 も し く は リ ガ ン ド 、 特 に ハ プ テ ン な ど の 受 容 体 に 結 合 し 得 る 分
子 な ど の 別 の 分 子 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る こ と が で き る 。 標 識 の 非 限 定 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 剤 、 共 酵 素 、 触 媒 、 蛍 光 団 、 染 料 、 化 学
ル ミ ネ ッ サ ー 、 ル ミ ネ ッ サ ー 、 ま た は 感 光 剤 ； 非 磁 性 も し く は 磁 性 粒 子 、 固 相 支 持 体 、 リ
ポ ソ ー ム 、 リ ガ ン ド 、 ま た は 受 容 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 用 語 「 抗 体 」 は 、 抗 原 に 対 す る 特 異 的 タ ン パ ク 質 結 合 パ ー ト ナ ー を 指 し 、 他 の 物 質 を 排
除 し て 、 あ る 抗 原 に 対 し て 特 異 的 結 合 親 和 性 を 有 す る 任 意 の 物 質 、 ま た は 物 質 群 で あ る 。
一 般 的 用 語 「 抗 体 」 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 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 ア ナ ラ イ ト 」 は 、 そ の 存 在 も し く は 量 を 決 定 し よ う と す る 任 意 の 物 質 ま た は 物 質
群 を 指 す 。 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 用 語 「 ア ナ ラ イ ト 」 は 、 抗 体 に 結 合 す る こ と が で き る
任 意 の 化 合 物 を 指 す 用 語 「 抗 原 」 を 包 含 す る 。 さ ら に 、 本 明 細 書 で 用 い る 場 合 、 用 語 「 ア
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ナ ラ イ ト 」 は 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 免 疫 原 、 薬 物 、 薬 物 誘 導 体 、
ホ ル モ ン 、 タ ン パ ク 質 、 抗 原 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド な ど を 含 む 全 て の 様 式 の 化 学 物 質 を 指
す 。 代 表 的 な エ ク ス タ シ ー ク ラ ス の ア ナ ラ イ ト と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 MD
A、 MDMA、 MDEA、 MDPA、 BDB、 MBDBな ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 用 語 「 誘 導 体 」 は 、 1つ 以 上 の 化 学 反 応 に よ り 親 化 合 物 か ら 作 ら れ た 化 合 物 ま た は 分 子
を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 ア ナ ラ イ ト 類 似 体 」 は 、 競 合 的 免 疫 ア ッ セ イ に お い て 用 い る こ と が で き 、 抗 体 と
の 結 合 親 和 性 に 関 し て ア ナ ラ イ ト と 同 様 に 振 舞 う 任 意 の 物 質 ま た は 物 質 群 を 指 す 。 代 表 的
な ア ナ ラ イ ト 類 似 体 と し て は 、 薬 物 お よ び そ の 異 性 体 、 薬 物 誘 導 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 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 語 句 「 ア ナ ラ イ ト の 検 出 」 は 、 一 般 的 に は ア ナ ラ イ ト 、 お よ び 特 に エ ク ス タ シ ー ク ラ ス
薬 物 を 検 出 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 全 て の 他 の 方
法 を 指 す 。 例 え ば 、 サ ン プ ル 中 の エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 薬 物 の 存 在 ま た は 非 存 在 を 単 に 検 出
す る 方 法 は 本 発 明 の 範 囲 内 に あ り 、 該 サ ン プ ル 中 の 該 薬 物 の 量 ま た は 濃 度 に 関 す る デ ー タ
を 提 供 す る 方 法 も 同 様 で あ る 。 用 語 「 検 出 」 、 「 測 定 」 、 「 同 定 」 な ど は 、 本 明 細 書 で は
同 義 的 に 用 い ら れ 、 か つ 全 て 本 発 明 の 範 囲 内 に あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 用 語 「 試 薬 キ ッ ト 」 ま た は 「 試 験 キ ッ ト 」 は 、 ア ッ セ イ を 実 施 す る の に 用 い る 材 料 の 集
合 を 指 す 。 試 薬 は 、 そ の 交 叉 反 応 性 お よ び 安 定 性 に 応 じ て 、 液 体 ま た は 凍 結 乾 燥 し た 形 態
で 、 同 一 ま た は 別 の 容 器 中 に パ ッ ケ ー ジ ン グ さ れ た 組 合 せ 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 を 、 特 定 の 用 途 に 対 し て 最 適 な 結 果 を 提 供 す る 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 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス
化 合 物 に 特 異 的 な 抗 体 を 含 ん で い て も よ い 。 こ の キ ッ ト は さ ら に 、 ア ナ ラ イ ト の リ ガ ン ド
お よ び 補 正 材 料 お よ び 対 照 材 料 を 含 む 。 こ の 試 薬 は 液 体 の 形 態 の ま ま で あ っ て も よ く 、 ま
た は 凍 結 乾 燥 し て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 語 句 「 補 正 材 料 お よ び 対 照 材 料 」 は 、 任 意 の 標 準 物 ま た は 測 定 す る ア ナ ラ イ ト の 既 知 量
を 含 む 参 照 材 料 を 指 す 。 ア ナ ラ イ ト お よ び 対 応 す る 補 正 材 料 を 含 む と 考 え ら れ る サ ン プ ル
を 同 様 の 条 件 下 で ア ッ セ イ す る 。 未 知 の 標 本 に つ い て 得 ら れ た 結 果 と 、 標 準 物 に つ い て 得
ら れ た 結 果 と を 比 較 す る こ と に よ り 、 ア ナ ラ イ ト の 濃 度 を 算 出 す る 。 一 般 的 に は 、 こ れ を
、 補 正 曲 線 を 構 築 す る こ と に よ り 行 う 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 用 語 「 ア ル キ ル 基 」 は 任 意 の 直 鎖 状 、 分 枝 状 、 環 式 、 非 環 式 、 飽 和 ま た は 不 飽 和 の 炭 素
鎖 を 指 す 。 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 の 組 合 せ が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 語 句 「 置 換 さ れ て い て も よ い 」 は 、 ア ル キ ル 基 上 へ の 1個 以 上 の 置 換 基 の 任 意 的 な 結 合
を 指 す 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 用 語 「 脱 離 基 」 は 、 そ れ と 共 に 反 応 し た 試 薬 に よ り 置 換 さ れ 得 る 基 質 の 任 意 の 化 学 部 分
を 指 す 。 好 適 な 脱 離 基 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 ハ ラ イ ド 、 メ シ ラ ー ト 、 ト
シ ラ ー ト 、 ア ル コ キ シ 、 第 ４ 級 ア ン モ ニ ウ ム 塩 な ど が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 好 ま し い 実 施
形 態 に 従 う 使 用 に と っ て 好 ま し い 脱 離 基 を 、 活 性 化 エ ス テ ル 、 例 え ば 、 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 、 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア
ゾ リ ル エ ス テ ル に よ り 提 供 し 、 そ れ に よ っ て 該 エ ス テ ル の カ ル ボ ニ ル 炭 素 に 結 合 し た 酸 素
含 有 部 分 を 反 応 の 過 程 に お い て 置 換 す る 。
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【 ０ ０ ４ ２ 】
　 用 語 「 保 護 基 」 は 、 そ の 通 常 の 反 応 性 を 変 化 さ せ る た め に 反 応 性 原 子 ま た は 反 応 中 心 に
結 合 さ れ た 任 意 の 部 分 を 指 す 。 好 適 な 保 護 基 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 Theo
dora W. Greeneお よ び Peter G.M. Wuts (John Wiley & Sons, Inc., New York, 1999)に
よ る Protective Groups in Organic Synthesis, 第 3版 と い う 表 題 の 論 文 に 記 載 さ れ た も
の が 挙 げ ら れ る 。 ア ミ ン の 窒 素 の た め の 種 々 の 保 護 基 は 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 特 に ト リ フ
ル オ ロ ア セ チ ル が 本 発 明 で 好 ま し い 窒 素 保 護 基 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 用 語 「 生 物 学 的 サ ン プ ル 」 は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 生 き て い る 物 ま た は か つ て
は 生 き て い た 物 に 由 来 す る 任 意 の 量 の 物 質 を 含 む 。 そ の よ う な 生 き て い る 物 と し て は 、 限
定 さ れ る も の で は な い が 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 サ ル 、 ラ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ウ マ 、 お よ び 他 の 動 物
が 挙 げ ら れ る 。 そ の よ う な 物 質 と し て は 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 血 液 、 血 清 、 尿 、
涙 、 細 胞 、 器 官 、 組 織 、 骨 、 骨 髄 、 リ ン パ 、 リ ン パ 節 、 滑 液 組 織 、 軟 骨 細 胞 、 滑 液 マ ク ロ
フ ァ ー ジ 、 内 皮 細 胞 、 お よ び 皮 膚 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 特 徴 を 具 現 化 す る 化 合 物 は 、 エ ク ス タ シ ー ク ラ ス 薬 物 に 特 異 的 な 抗 体 の 製 造 に
お け る 中 間 体 、 ハ プ テ ン ま た は 免 疫 原 と し て 有 用 で あ る 。 本 発 明 の 特 徴 を 具 現 化 す る 第 1
の シ リ ー ズ の 化 合 物 は 、 下 記 構 造 ：
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ５ 】
(式 中 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族 も
し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖 も し
く は 分 枝 鎖 で あ り 、 Yは 活 性 エ ス テ ル 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 チ オ ー ル
、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ア ン ヒ ド リ ド 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ラ ク ト ン 、 ジ ア ゾ ニ ウ ム 基 、 お よ び
ア ル デ ヒ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 活 性 化 さ れ た 官 能 基 で あ り 、 な ら び に R 1 は H、 CH 3 、
C 2 H 5 、 ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は CH 3 ま た は C 2 H 5 で あ り 、 R 3 は 保 護 基 ま た は Hで あ る )
を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 特 徴 を 具 現 化 す る 第 2の シ リ ー ズ の 化 合 物 は 、 下 記 構 造 ：
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ７ 】
(式 中 、 R 1 は H、 CH 3 、 C 2 H 5 、 ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は CH 3 ま た は C 2 H 5 で あ り 、 Zは 担 体 分 子
で あ り 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族
も し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖 も
し く は 分 枝 鎖 で あ る )
を 有 す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 免 疫 原 な ら び に MDMA、 MDEA、 MDA、 MBDB、 お よ び BDBの ス ク リ ー ニ ン グ 用 コ ン ジ ュ ゲ ー ト
の 合 成 ス キ ー ム を 図 1～ 13に 示 す 。 こ れ ら の 図 面 に お い て は 、 反 応 を 順 次 実 行 す る 。 下 線
の 太 字 の 番 号 は 図 面 中 の 対 応 す る 構 造 を 指 す 。
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【 ０ ０ ４ ９ 】
　 一 般 的 に は 、 3,4-ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル ア セ ト ン の 還 元 的 ア ミ ノ 化 (図 1を 参 照 )を 、 還 元
剤 、 好 ま し く は 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム ま た は 水 素 化 シ ア ノ ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム の 存 在 下 、
0～ 25℃ の 温 度 で 、 好 適 な ア ミ ン (ア ン モ ニ ア 、 メ チ ル ア ミ ン 、 ま た は エ チ ル ア ミ ン )を 用
い る こ と に よ り 行 っ て 、 所 望 の 3,4-ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル ア ミ ン (1A)を 得 る 。 次 い
で 、 後 者 の 中 間 体 を 脱 メ チ ル 化 し て 、 3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル ア ミ ン を 得 る 。
典 型 的 に は 、 フ ェ ノ ー ル 性 誘 導 体 の 脱 メ チ ル 化 を 、 -70℃ ～ 室 温 に て 、 ジ ク ロ ロ メ タ ン 中
で の 三 臭 化 ホ ウ 素 と の 反 応 に よ り 行 う 。 種 々 の 脱 メ チ ル 化 反 応 が 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 例
え ば 、 ト リ メ チ ル シ リ ル -ヨ ウ 化 物 、 ナ ト リ ウ ム チ オ エ ト キ シ ド 、 カ リ ウ ム チ オ フ ェ ノ キ
シ ド 、 DMSO中 の シ ア ン 化 ナ ト リ ウ ム 、 エ タ ン チ オ ー ル 中 の 三 臭 化 ア ル ミ ニ ウ ム 、 お よ び 臭
化 水 素 酸 (Greene, T.お よ び Wuts, P., "Protective groups in organic synthesis", 第 2
版 , Wiley-Intersciences, 1991)が 挙 げ ら れ る 。 好 ま し く は 、 3,4-ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル プ
ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1A)の 脱 メ チ ル 化 を 、 還 流 条 件 下 で 3～ 4時 間 、 48％ HBrの 存 在 下 で 行
っ て 1Bを 得 る 。 次 い で 、 3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル ア ミ ン 1Bの ア ミ ノ 基 を 保 護 す
る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 遊 離 フ ェ ノ ー ル 性 ヒ ド ロ キ シ 基 の 存 在 下 で の ア ミ ノ 基 の 保 護 は 当 業 界 で 公 知 で あ る 。 保
護 基 お よ び 反 応 条 件 の 適 切 な 選 択 に よ り 、 こ れ ら の 反 応 を 行 う こ と が で き る 。 温 和 な 塩 基
性 条 件 下 で 除 去 さ れ る N-保 護 基 の 例 は フ ル オ レ ニ ル メ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル (FMOC)で あ る
。 酸 に よ り 容 易 に 除 去 さ れ る N-保 護 基 の 例 は t-ブ チ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル (BOC)で あ る 。 3,4
-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1B)の ア ミ ノ 基 の た め の 好 ま し い 保 護 は 、
こ の 反 応 工 程 に お い て は BOCで あ る 。 好 ま し く は 遊 離 フ ェ ノ ー ル 性 基 の 存 在 下 、 3,4-ジ ヒ
ド ロ キ シ フ ェ ニ ル プ ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1B)の ア ミ ノ 基 の BOCと し て の 選 択 的 保 護 を 、 温
和 な 塩 基 、 好 ま し く は 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 含 む THF水 溶 液 中 で ジ -t-ブ チ ル -ジ カ ー ボ ネ
ー ト と 反 応 さ せ る こ と に よ り 実 行 す る 。 次 い で 、 3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ フ ェ ニ ル N-BOCプ ロ ピ
ル ア ミ ン 中 間 体 (1C)を 、 無 水 条 件 下 、 120℃ で 、 好 ま し く は 塩 基 お よ び 双 極 性 非 プ ロ ト ン
性 溶 媒 の 存 在 下 、 最 も 好 ま し く は DMF中 の 炭 酸 カ リ ウ ム の 存 在 下 で 、 ア ル キ ル ジ ハ ロ 酢 酸 (
RCOOCHX2、 式 中 X=I、 Br、 ま た は Clで あ り 、 R=1～ 5個 の 炭 素 原 子 を 有 す る 低 級 ア ル キ ル )、
好 ま し く は エ チ ル ジ ブ ロ モ ア セ テ ー ト を 用 い た ア ル キ ル 化 反 応 に よ り 、 3,4-メ チ レ ン ジ オ
キ シ フ ェ ニ ル N-BOCプ ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1D)に 変 換 す る 。 得 ら れ た 主 要 な エ ト キ シ カ ル
ボ ニ ル 置 換 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル N-BOC-プ ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1D)の エ ス テ ル 官
能 基 を 改 変 し て 、 異 な る リ ン カ ー 結 合 を 介 し て 種 々 の 官 能 基 を 導 入 す る こ と が で き る 。 最
も 好 ま し く は 、 後 者 の エ チ ル エ ス テ ル を 、 当 業 界 で 公 知 の 条 件 下 で メ タ ノ ー ル 中 の ア ン モ
ニ ア を 用 い て 、 最 初 に ア ミ ド (1E)に 変 換 す る 。 こ の 後 、 還 元 剤 、 好 ま し く は 水 素 化 ア ル ミ
ニ ウ ム リ チ ウ ム を 用 い て 、 -70℃ ～ 室 温 に て 前 記 ア ミ ド (1E)を 還 元 す る 。 得 ら れ た ア ミ ノ
メ チ ル 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル N-BOCプ ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1F)の ア ミ ノ 基 は 、 当
業 界 で 公 知 の 種 々 の カ ル ボ キ シ ル 活 性 化 リ ン カ ー 伸 長 ま た は 標 識 と の ア シ ル 化 反 応 を 受 け
や す い 。 末 端 が 活 性 化 さ れ た 基 を 作 製 す る た め に 、 リ ン カ ー 伸 長 を 実 施 す る こ と が 多 い 。
例 え ば 、 あ る 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ミ ノ メ チ ル 修 飾 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ
ニ ル N-BOCプ ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1F)を 、 マ レ イ ミ ド ア ル カ ン 酸 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド エ ス テ ル 型 の 市 販 の リ ン カ ー と 反 応 さ せ て 、 そ れ に 続 く ポ リ ペ プ チ ド お よ び 標 識 上 の
チ オ ー ル 基 と の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 化 の た め の 末 端 マ レ イ ミ ド 基 を 作 製 し た (図 7を 参 照 )。 得
ら れ た マ レ イ ミ ド 誘 導 体 (2N)の N-BOC基 を 、 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 の 存 在 下 で 脱 保 護 す る 。 次
い で 、 脱 保 護 さ れ た マ レ イ ミ ド 付 加 物 (2O)は チ オ ー ル 含 有 タ ン パ ク 質 と 容 易 に 反 応 し て チ
オ ー ル エ ー テ ル コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る 。 タ ン パ ク 質 上 の チ オ ー ル 基 を 、 天 然 の シ ス テ
イ ン 残 基 か ら 誘 導 す る こ と が で き 、 ま た は チ オ ー ル 化 試 薬 と の 反 応 を 介 し て 導 入 す る こ と
が で き る 。 チ オ ー ル 化 試 薬 の い く つ か の 例 は 、 2-イ ミ ノ チ オ ラ ン (2-IT)、 ス ク シ ン イ ミ ジ
ル ア セ チ ル チ オ プ ロ ピ オ ネ ー ト (SATP)、 お よ び ス ク シ ン イ ミ ジ ル 2-ピ リ ジ ル ジ チ オ プ ロ ピ
オ ネ ー ト (SPDP)で あ る 。 初 期 の チ オ ー ル 基 は 、 マ レ イ ミ ド 誘 導 体 (2O)と の コ ン ジ ュ ゲ ー シ
ョ ン の た め の SATP(ま た は SPDP)修 飾 タ ン パ ク 質 の 適 切 な 脱 保 護 の 後 に 利 用 可 能 と な る 。 あ
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る い は 、 ア ミ ノ メ チ ル 置 換 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル 誘 導 体 (1F)の ア ミ ノ 末 端 リ ン カ
ー を 、 一 方 の 末 端 で ア ミ ド 結 合 を 形 成 し 、 他 方 の 末 端 で 遊 離 も し く は 保 護 さ れ た チ オ ー ル
を 形 成 す る よ う に 反 応 す る ヘ テ ロ 二 官 能 性 チ オ ー ル 化 剤 を 用 い て 伸 長 さ せ 、 続 い て マ レ イ
ミ ド 修 飾 タ ン パ ク 質 と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る 。 あ る い は 、 テ レ フ タ ル 酸 な ど の 二 カ ル ボ ン
酸 の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル な ど の ホ モ 二 官 能 性 リ ン カ ー を 用 い た リ ン カ ー
伸 長 を 用 い て 、 前 記 ア ミ ノ 誘 導 体 と の 反 応 に よ り 単 一 の 工 程 で 活 性 化 エ ス テ ル を 形 成 す る
こ と が で き る 。 リ ン カ ー の 対 象 に 関 す る 良 い 論 文 に つ い て は 、 Hermanson, Greg T., "Bio
conjugate Techniques", Academic Press Inc., 1996が あ る 。 リ ン カ ー 伸 長 に 関 す る さ ら
に 別 の 好 ま し い 実 施 形 態 に お い て は 、 ア ミ ノ メ チ ル 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル N-ト リ
フ ル オ ロ ア セ チ ル プ ロ ピ ル ア ミ ン 誘 導 体 (1J)の ア ミ ノ 基 の ス ク シ ニ ル 化 を 、 塩 基 の 存 在 下
で 無 水 コ ハ ク 酸 を 用 い て 行 う (図 2参 照 )。 好 ま し い 塩 基 は 、 ピ リ ジ ン 、 ト リ エ チ ル ア ミ ン
、 ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン 、 4-ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン で あ り 、 最 も 好 ま し く は 、 ト
リ エ チ ル ア ミ ン 、 4-ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン 、 ま た は 前 記 塩 基 の 両 方 の 組 合 せ で あ る 。 こ
の 反 応 を 、 酢 酸 エ チ ル 、 THF、 1,2-ジ ク ロ ロ エ タ ン 、 好 ま し く は 1,2-ジ ク ロ ロ エ タ ン な ど
の 無 水 溶 媒 中 、 40～ 60℃ に て 行 う 。 得 ら れ た 酸 を 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 好 ま し く は 1-エ チ ル
-3-(3-ジ メ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピ ル )-カ ル ボ ジ イ ミ ド (EDC)、 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド と の 反 応 に よ り 、 活 性 エ ス テ ル 、 好 ま し く は N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル に
変 換 す る こ と に よ り 活 性 化 す る 。 こ の 活 性 化 さ れ た エ ス テ ル を 用 い て 、 当 業 界 で 公 知 の 標
準 的 な 手 順 に 従 っ て 合 成 ポ リ ペ プ チ ド ま た は ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ せ る
。 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 中 の ハ プ テ ン 部 分 の N-ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 基 の 脱 保 護 を 、 塩 基 、 好
ま し く は 10％ 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム ま た は pH11の 炭 酸 カ リ ウ ム を 用 い た 処 理 に よ り 実 施 す る
。 あ る い は 、 BOCな ど の 酸 に 不 安 定 な 保 護 基 を 、 同 じ 反 応 工 程 中 で 用 い て 、 ト リ フ ル オ ロ
酢 酸 に よ る 処 理 に よ っ て 前 記 コ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 に つ い て は 、 ハ プ テ ン 誘 導 体 上 の 塩 基 感 受 性 保 護 基 が
タ ン パ ク 質 の 安 定 性 の た め に は 好 ま し い 。 酸 性 条 件 は タ ン パ ク 質 を 変 性 さ せ る こ と が 知 ら
れ て い る 。 種 々 の 塩 基 感 受 性 保 護 基 を 選 択 す る こ と が で き る が 、 好 ま し い も の は ト リ フ ル
オ ロ ア セ チ ル 基 で あ る 。 BOCメ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル ア ミ ノ 誘 導 体 (1F)を 、 カ ル ボ ベ ン
ズ オ キ シ (CBz)基 を 用 い て 保 護 す る 。 ア ミ ノ 官 能 基 の CBz保 護 は 当 業 界 で 公 知 で あ り 、 0～ 2
5℃ の 温 度 、 好 ま し く は 室 温 で 試 薬 CBz塩 化 物 を 用 い る 。 こ の 後 、 酸 性 条 件 下 で 、 好 ま し く
は ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い て 、 BOC基 の 脱 保 護 を 行 う 。 遊 離 の ア ミ ノ 基 (第 １ 級 ま た は 第 ２
級 ア ミ ン 、 1Hま た は 2H)を 、 ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド と し て 保 護 す る 。 こ の 反 応 は 当 業
界 で 公 知 で あ り 、 任 意 の ト リ フ ル オ ロ ア セ チ ル 化 剤 、 エ チ ル ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト 、 ま
た は 無 水 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 、 好 ま し く は 無 水 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 用 い る 。 ト リ フ ル オ ロ ア
セ ト ア ミ ド 化 合 物 (1I)の CBz保 護 基 を 、 大 気 圧 下 で 10％  Pd-Cを 用 い て 、 水 素 化 条 件 下 で 脱
保 護 す る 。 遊 離 の ア ミ ノ 基 (1J)を 、 前 記 の ス ク シ ニ ル 化 反 応 を 介 し て カ ル ボ キ シ ル 基 に 伸
長 す る 。 こ の カ ル ボ キ シ ル 基 (1K)の 活 性 化 を 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド の 存 在 下 で 、
ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド (DCC)ま た は EDC、 好 ま し く は EDCな ど の カ ル ボ ジ イ ミ ド
を 用 い る 活 性 化 工 程 に よ り 達 成 す る 。 タ ン パ ク 質 と の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン に よ り 、 保 護 さ
れ た 免 疫 原 お よ び ス ク リ ー ニ ン グ 用 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ る 。 こ の タ ン パ ク 質 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 の 脱 保 護 を 、 塩 基 水 溶 液 を 用 い た 処 理 、 好 ま し く は
炭 酸 カ リ ウ ム (pH11)水 溶 液 ま た は 10％ 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム (pH11.5)に 対 す る 透 析 に よ り 達
成 し て 、 免 疫 原 (1P)お よ び BSAス ク リ ー ニ ン グ 用 コ ン ジ ュ ゲ ー ト (1O)を 得 る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル 置 換 3,4-メ チ レ ン ジ オ キ シ フ ェ ニ ル N-BOC-プ ロ ピ ル ア ミ ン (1D)の エ
ス テ ル 基 の 、 そ の 加 水 分 解 さ れ た 酸 生 成 物 (1M)へ の 変 換 の 後 、 ア ミ ド 結 合 を 用 い て 連 結 基
を 介 す る 伸 長 を 行 う が 、 こ れ は タ ン パ ク 質 と の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の た め の 活 性 化 エ ス テ
ル を 調 製 す る た め の 経 路 で あ っ て も よ い 。 あ る い は 、 エ ス テ ル 官 能 基 (1D)を 、 還 元 剤 、 好
ま し く は リ チ ウ ム ア ン モ ニ ウ ム ヒ ド リ ド に よ り 還 元 し て 、 エ ス テ ル 、 ウ レ タ ン 、 ま た は エ
ー テ ル 結 合 を 介 し て 伸 長 さ せ る こ と が で き る ア ル コ ー ル (1N)を 得 る こ と が で き 、 同 様 に 、
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前 記 の よ う に 、 タ ン パ ク 質 と の コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン の た め の 活 性 エ ス テ ル に 変 換 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 MDMA誘 導 体 (図 1～ 3)に つ い て 記 載 し た の と 類 似 し た 方 法 を 用 い て 、 MDEA誘 導 体 お よ び コ
ン ジ ュ ゲ ー ト (図 4～ 9)、 MDA誘 導 体 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト (図 10お よ び 11)、 な ら び に BDBま
た は MBDB誘 導 体 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト (図 12お よ び 13)を 合 成 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 仕 事 の 予 期 し な い 結 果 は 、 い く つ か の 事 例 に お い て 、 免 疫 原 に 対
応 す る 薬 物 に 対 し て よ り も 、 構 造 的 に 関 連 す る 分 子 に 対 し て よ り 高 い 結 合 性 を 有 す る 抗 体
が 得 ら れ た こ と で あ る 。 MDMA-KLHを 免 疫 原 と し て 用 い た 融 合 物 か ら 、 MDMAに 対 す る 反 応 性
よ り も MDEAに 対 し て 非 常 に 有 意 な 選 択 性 を 示 す ク ロ ー ン が 得 ら れ た 。 ク ロ ー ン MDMA 8.2は
MDEAに 対 し て 、 MDMAに 対 す る よ り も 約 89倍 の 選 択 性 を 示 し た 。 エ チ ル 基 の 存 在 が 、 同 じ 位
置 で メ チ ル 基 を 有 す る 分 子 に 対 す る 抗 体 に 対 し て 、 そ の よ う な 高 い 交 叉 反 応 性 を 与 え る こ
と は 予 想 さ れ な か っ た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 MDMA-KLH融 合 物 か ら 得 ら れ た 別 の 驚 く べ き 抗 体 は 、 d-メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び MBDBに
対 す る 予 想 外 に 高 い 交 叉 反 応 性 が 観 察 さ れ た MDMA 6.1で あ っ た 。 前 者 の 薬 物 は 免 疫 原 構 造
に お け る メ チ レ ン ジ オ キ シ 部 分 を 欠 き 、 後 者 の 薬 物 は 該 免 疫 原 に お い て メ チ ル の 代 わ り に
エ チ ル 基 を 有 す る 。 こ れ は MDMA 8.2に つ い て 認 め ら れ た も の と 同 じ で あ る よ う に 見 え る が
、 こ の 置 換 は 有 意 に 異 な る 位 置 に あ る た め 、 そ れ は 同 じ で は な い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 、 MDEA免 疫 原 の 使 用 は 予 想 さ れ な い 抗 体 を 生 じ る こ と が 判 明 し た 。 ク ロ ー ン MDEA 2
.2は 、 免 疫 化 ハ プ テ ン MDEAに 対 す る よ り も 、 MDMAに 足 し て 4倍 お よ び MBDBに 対 し て は 44倍
の 選 択 性 を 示 し た 。 両 方 の 反 応 性 は 、 こ れ ら の 薬 物 の 構 造 的 な 差 異 に 基 づ く と 予 想 外 の も
の で あ っ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

　 以 下 の 実 施 例 に お い て は 、 太 字 の 数 字 は 図 面 中 の 対 応 す る 構 造 を 指 す 。
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 102 mLの メ タ ノ ー ル 中 の 15.1 g (78 mmol)の (3,4-ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル )ア セ ト ン (1)の
溶 液 を 4℃ に 冷 却 し 、 35 mLの 40％ メ チ ル ア ミ ン 水 溶 液 で 処 理 し た 。 次 い で 、 こ の 反 応 混 合
物 に 、 3.5 g (92.5 mmol)の 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 反 応 物 の 温 度 を 4℃ に 維 持 し
た 。 反 応 混 合 物 を さ ら に 30分 間 攪 拌 し た 後 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 、 60 mLの 水 を 加
え 、 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 6N HClを 用 い て pH1ま で 酸 性 化 し た 。 水 相 を 5 x 50 mLの ジ ク ロ
ロ メ タ ン で 抽 出 し 、 6N NaOHを 用 い て pHを pH13に 調 整 し た 。 水 相 を 4 x 75 mLの ジ ク ロ ロ メ
タ ン で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し 、 濃 縮 し た と こ ろ 、 無 色 の 油 と し て 15 g (72 m
mol, 92％ )の 1A(M+H, 210)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】

　 20 mLの 48％ HBr中 の 2 g(9.5 mmol)の 1Aの 溶 液 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 3.5時 間 、 加 熱 し て
還 流 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た と こ ろ 、 暗 褐 色 の 油 と し て 1Bが 得 ら れ た 。 こ れ を さ ら に 精 製 せ
ず に 次 の 工 程 で 用 い た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

　 上 記 反 応 混 合 物 に 由 来 す る 1Bの 全 て に 、 水 中 の 40 mLの 50％ テ ト ラ ヒ ド ロ フ ラ ン (THF)を
加 え た 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 に 2.0 gの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 加 え た 。 10 mLの THF中 の 2 g
(9.2 mmol)の ジ -t-ブ チ ル ジ カ ー ボ ネ ー ト の 溶 液 を 、 30分 間 か け て 攪 拌 し な が ら 滴 下 し て
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特 定 の 実 施 形 態

実 施 例 1. [2-(3,4-ジ メ ト キ シ -フ ェ ニ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-メ チ ル -ア ミ ン (1A)

実 施 例 2. 臭 化 水 素 酸 塩 と の 4-(2-メ チ ル ア ミ ノ -プ ロ ピ ル )-ベ ン ゼ ン -1,2-ジ オ ー ル 化 合 物
(1B)

実 施 例 3. [2-(3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ -フ ェ ニ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-メ チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 tert
-ブ チ ル エ ス テ ル (1C)



添 加 し 、 混 合 物 を 12時 間 攪 拌 し た 。 次 い で 、 10 mLの THF中 の さ ら な る 500 mg(2.29 mmol)
の ジ -t-ブ チ ル -ジ カ ー ボ ネ ー ト を 40分 間 か け て 反 応 混 合 物 に 添 加 し 、 反 応 物 を さ ら に 20分
間 攪 拌 し た 後 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 50 mLの 水 を 加 え 、 得 ら れ た 混 合 物 を 4 x 50 mL
の 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で
濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 30％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い た フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ
ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の 油 と し て 2.5 g (8.8 mmol, 1Aか ら 93％ )の
1C(M+Na, 304)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】

　 2.5 g (8.8 mmol)の 1Cに 、 20 mLの 無 水 N,N-ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)を 加 え た 後 、 3.
68 g(26 mmol)の 無 水 K 2 CO 3 お よ び 3 mL(23 mmol)の エ チ ル ジ ブ ロ モ ア セ テ ー ト を 加 え た 。
反 応 混 合 物 を 4.5時 間 、 100℃ に 加 熱 し た 後 、 室 温 ま で 冷 却 し た 。 こ れ を 減 圧 下 で 乾 燥 す る
ま で 濃 縮 し 、 残 渣 に 50 mLの 水 を 加 え た 。 1N HClを 用 い て 混 合 物 を pH3に 調 整 し 、 4 x 50 m
Lの ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )、 乾 燥 す る ま で 濃
縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 15％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の 油 と し て 1.1 g(3.01 mmol, 34％ )の 1D(M+Na,
 388)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 4 mLの 新 し く 蒸 留 し た THF中 の 313 mg(8.24 mmol)の 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム の 混 合
物 を -25℃ ～ -35℃ に 冷 却 し た 。 反 応 混 合 物 に 10 mLの THF中 の 630 mg(1.72 mmol)の 1Dの 溶
液 を 20分 間 滴 下 し な が ら 添 加 し た 。 混 合 物 を -30℃ ～ -40℃ で 20分 間 攪 拌 し 、 10 mLの 酢 酸
エ チ ル で ク エ ン チ し た 。 こ れ を 、 CELITEを 通 し て 濾 過 し 、 濾 液 を 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。
溶 剤 と し て 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ
ろ 、 濃 密 な 無 色 の ゴ ム と し て 480 mg(1.48 mmol, 86％ )の 1N(M+Na, 346)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 0.5 mLの THF中 の 21 mg(0.06 mmol)の 1D、 0.5 mLの メ タ ノ ー ル 、 お よ び 1 mLの 水 の 混 合
物 に 、 50 mg(1.19 mmol)の 水 酸 化 リ チ ウ ム 一 水 和 物 を 固 体 と し て 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 室
温 に て 2.5時 間 攪 拌 し 、 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 10 mLの 水 を 加 え 、 得 ら れ た 混 合 物
の pHを リ ン 酸 を 用 い て 2に 調 整 し た 。 こ れ を 3 x 35 mLの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 相 を
合 わ せ 、 乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )、 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た と こ ろ 、 10 mg(0.029 mmol, 53％ )
の 1M(M+Na, 360)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】

　 0.85 g(2.32 mmol)の 1Dの 溶 液 を 10 mLの 無 水 メ タ ノ ー ル 中 で 調 製 し た 。 次 い で 、 無 水 ア
ン モ ニ ア ガ ス を 60分 間 、 反 応 混 合 物 を 通 し て 泡 立 た せ 、 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 乾
燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 酢 酸 エ チ ル 中 の 15％ ヘ キ サ ン を 用 い る フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム シ リ カ ゲ ル
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の 油 と し て 0.76 g(2.25 mmol, 97
％ )の 1E(M+H, 359)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

　 500 mgの 水 素 化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム (13.2 mmol)に 10 mLの 新 し く 蒸 留 し た THFを 加 え
、 反 応 フ ラ ス コ を -30℃ に 冷 却 し た 。 14 mLの 新 し く 蒸 留 し た THF中 の 0.75 g(2.22 mmol)の
1Eの 溶 液 を 滴 下 し な が ら 加 え 、 反 応 混 合 物 を -30℃ で 1.5時 間 、 0℃ で 1.5時 間 、 攪 拌 し た 。
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実 施 例 4. 5-[2-(tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -メ チ ル -ア ミ ノ )-プ ロ ピ ル ]-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ
キ ソ ー ル -2-カ ル ボ ン 酸 エ チ ル エ ス テ ル (1D)

実 施 例 5. [2-(2-ヒ ド ロ キ シ メ チ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-メ
チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (1N)

実 施 例 6. 5-[2-(tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -メ チ ル -ア ミ ノ )-プ ロ ピ ル ]-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ
キ ソ ー ル -2-カ ル ボ ン 酸 (1M)

実 施 例 7. [2-(2-カ ル バ モ イ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -カ ル バ ミ ン
酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (1E)

実 施 例 8. [2-(2-ア ミ ノ メ チ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-メ
チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (1F)



反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 温 め 、 室 温 に て 1.5時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 に 50 mLの 酢 酸 エ チ ル
を 加 え 、 混 合 物 を CELITE(Celite Corporation)を 通 し て 濾 過 し た 。 濾 液 を 乾 燥 す る ま で 濃
縮 し 、 50 mLの 水 を 加 え た 。 乾 燥 し た 残 渣 を 4 x 50 mLの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 相 を
合 わ せ 、 乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 溶 剤 と し て 酢 酸 エ チ ル を 用 い る フ ラ ッ シ ュ シ リ
カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 濃 密 な 無 色 の 油 と し て 0.
31 g(43％ ,0.96 mmol)の 1F(M+Na, 345)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 5 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 の 0.31 g(0.96 mmol)の 1Fの 溶 液 に 、 0.2 mL(1.14 mmol)の N,N-
ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン お よ び 10 mg(0.08 mmol)の 4-ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン (4-DMA
P)、 次 い で 0.15 mLの ベ ン ジ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト (1.04 mmol)を 室 温 に て 加 え た 。 混 合 物 を
1時 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 40％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ
リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 濃 密 な 無 色
の ゴ ム と し て 0.41 g(0.89 mmol, 94％ )の 1G(M+Na, 479)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 2 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 の 0.41 g(0.89 mmol)の 溶 液 に 、 2 mLの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 加
え た 。 得 ら れ た 溶 液 を 室 温 に て 90分 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 酢 酸 エ チ ル 中 の 20％ メ
タ ノ ー ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た
と こ ろ 、 無 色 の 濃 密 な ゴ ム と し て 0.29 g(0.64 mmol, 69％ )の 1H(M+Na, 357)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 5 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 の 299 mg(0.64 mmol)の 1Hの 溶 液 を 0℃ に 冷 却 し た 。 反 応 混 合 物
に 0.25 mL(1.43 mmol)の ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン 、 10 mg(0.08 mmol)の 4-DMAP、 次 い
で 0.3 mL(2.12 mmol)の 無 水 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 0℃ に て 加 え た 。 混 合 物 を 室 温 ま で 温 め 、
1時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 ヘ キ サ ン 中 の 20％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ
リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の 油 と
し て 150 mg(0.33 mmol, 52％ )の 1I(M+Na, 453)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 10 mlの メ タ ノ ー ル 中 の 150 mg(0.33 mmol)の 1Iの 溶 液 に 、 24 mgの 10％ Pd-Cを 加 え 、 混
合 物 を 、 水 素 を 充 填 し た 風 船 を 用 い て 大 気 圧 下 、 室 温 に て 4時 間 水 素 化 し た 。 反 応 混 合 物
を 、 CELITEを 通 し て 濾 過 し 、 20 mLの メ タ ノ ー ル で 残 渣 を 洗 浄 し た 。 濾 液 を 合 わ せ 、 減 圧
下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 酢 酸 エ チ ル 中 の 10％ メ タ ノ ー ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ
ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の 油 と し て 95 mg(0.29 m
mol, 86％ )の 1J(M+H, 319)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 20 mLの メ タ ノ ー ル 中 の 680 mg(2.13 mmol)の 1Jの 溶 液 に 、 0.6 mL(3.4 mmol)の ジ イ ソ プ
ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン 、 次 い で 10 mg(0.08 mmol)の 4-DMAPを 加 え 、 反 応 混 合 物 を 0℃ に 冷 却
し た 。 反 応 混 合 物 に 、 800 mg(7.9 mmol)の 無 水 コ ハ ク 酸 を 加 え 、 室 温 ま で 温 め た 。 反 応 混
合 物 を 室 温 に て 1.5時 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 溶 剤 と し て 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ
カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り こ れ を 精 製 し た と こ ろ 、 白 色 の ゴ ム 状
固 体 と し て 400 mg(0.95 mmol, 45％ )の 1K(M+H, 419)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
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実 施 例 9. [2-[2-(ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -メ チ ル )-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5
-イ ル ]-1-メ チ ル -エ チ ル }-メ チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (1G)

実 施 例 10. ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 と の [5-(2-メ 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 ]-カ ル バ ミ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル 化 合 物 (1H)

実 施 例 11. (5-{2-[メ 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 )-カ ル バ ミ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル (1I)

実 施 例 12. N-[2-(2-ア ミ ノ メ チ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-
2,2,2-ト リ フ ル オ ロ -N-メ チ ル -ア セ ト ア ミ ド (1J)

実 施 例 13. N-(5-{2-[メ 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 (1K)



　 40 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 の 400 mg(0.27 mmol)の 1Kの 溶 液 に 、 273 mg(2.37 mmol)の N-
ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 次 い で 440 mg(2.29 mmol)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 を 加 え た 。 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 に て 11時 間 攪 拌 し
た 。 反 応 混 合 物 を 2 x 15 mLの 水 、 4 x 15 mLの 飽 和 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 次 い で 15 mLの
水 で 洗 浄 し た 。 有 機 相 を 乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 フ ラ ッ シ
ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 濃 密 な ゴ ム と し て 250 mg(0.4
8 mmol, 51％ )の 1L(M+H, 516)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 7 mlの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)中 の 173 mgの キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン
の 溶 液 を 氷 浴 バ ス 中 で 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 10.5 mLの ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド (DMSO)を 滴
下 し な が ら 加 え 、 反 応 温 度 を 室 温 以 下 に 維 持 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 、 1.5 mLの DMF中 の 4
0.2 mgの 1Lの 溶 液 を 滴 下 し な が ら 加 え た 。 混 合 物 を 室 温 に て 18時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た コ
ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ (10,000 MWカ ッ ト オ フ )中 に 入 れ 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム
中 の 70％ DMSO(pH 7.5、 3回 交 換 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ
ム 中 の 50％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 30％ DMSO(少 な く と
も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 10％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 で 、 室 温 に て 透
析 し た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 を 、 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 10
％ 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム に 対 し て 3日 間 (各 々 1L、 各 々 約 24時 間 )、 次 い で 4℃ で 50 mMリ ン 酸
カ リ ウ ム (pH 7.5)を 6回 交 換 (各 々 1L、 各 々 少 な く と も 6時 間 )し て 透 析 す る こ と に よ り 脱 保
護 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BioRadの ク 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 測 定 し た と こ ろ 、 2.9 mg/mLで あ っ た 。 合 計 34 m
Lの コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ た 。 利 用 可 能 な リ ジ ン 修 飾 の 程 度 を 、 2,4,6-ト リ ニ ト ロ ベ ン
ゼ ン ス ル ホ ネ ー ト (TNBS)法 (Habeeb AFSA, Anal. Biochem. 14:328-34, 1988)に よ り 測 定
し た と こ ろ 、 72％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 8 mLの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)中 の 800 mgの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)の 溶 液 を 氷
浴 バ ス 中 で 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 12 mLの DMSOを 滴 下 し な が ら 加 え 、 反 応 混 合 物 を 室 温 以
下 に 維 持 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 、 1 mLの 無 水 DMF中 の 15 mgの MDMA誘 導 体 (1L)の 溶 液 を 滴
下 し な が ら 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 に て 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 (10,000 MWカ ッ ト オ フ )に 入 れ 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 70％ DMSO(pH 7.
5、 3回 交 換 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 50％ DMSO(少 な
く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 30％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 m
Mリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 10％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 で 、 室 温 に て 透 析 し た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト の ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 を 、 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 10％ 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム
に 対 し て 3日 間 (各 々 1L、 各 々 約 24時 間 )、 次 い で 4℃ で 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)を 6回
交 換 (各 々 1L、 各 々 少 な く と も 6時 間 )し て 透 析 す る こ と に よ り 脱 保 護 し た 。 タ ン パ ク 質 濃
度 を 、 BioRadの ク マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (Bradford, M., Anal. Biochem. 72:2
48, 1976)を 用 い て 測 定 し た と こ ろ 、 6.8 mg/mLで あ っ た 。 合 計 38 mLの コ ン ジ ュ ゲ ー ト が
得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 50 mLの メ タ ノ ー ル 中 の 10 g(51.4 mmol)の 3,4-ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル ア セ ト ン の 溶 液 を 0
℃ に 冷 却 し 、 メ タ ノ ー ル 中 の エ チ ル ア ミ ン の 2M溶 液 50 mLで 処 理 し た 。 反 応 混 合 物 に 、 11.
5 g(0.183 mmol)の 水 素 化 シ ア ノ ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 加 え 、 氷 酢 酸 を 添 加 す る こ と に よ り
反 応 混 合 物 の pHを 6.5～ 7に 調 整 し た 。 混 合 物 を 室 温 に て 4日 間 攪 拌 し た 。 こ れ を 減 圧 下 で
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実 施 例 14. N-(5-{2-[メ 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 ン -1-イ ル エ ス
テ ル (1L)

実 施 例 15. MDMA免 疫 原 (1P)

実 施 例 16. MDMA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (1O)

実 施 例 17. [2-(3,4-ジ メ ト キ シ -フ ェ ニ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-エ チ ル ア ミ ン (2A)



濃 縮 し 、 150 mLの 水 を 加 え た 。 得 ら れ た 溶 液 の pHを 、 6N HClを 用 い て 1に 調 整 し た 。 こ れ
を 4 x 150 mLの エ ー テ ル で 抽 出 し 、 有 機 相 を 廃 棄 し た 。 水 相 の pHを 14に 調 整 し 、 溶 液 を 6 
x 100 mLの ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し (Na 2 SO 4 )、 乾 燥 す る ま で 濃
縮 し た と こ ろ 、 淡 黄 色 の 油 と し て 10.6 g(47.4 mmol, 92％ )の 2A(M+H, 224)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 10 mLの 48％ HBr中 の 1.1 g(4.92 mmol)の 2Aの 溶 液 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 3.5時 間 、 加 熱
し て 還 流 し た 後 、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 こ れ に 50 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を 加 え
、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た と こ ろ 、 暗 褐 色 の 粉 末 と し て 粗 2B(M+Na, 318)が 得 ら れ
た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

　 上 記 反 応 混 合 物 か ら 得 ら れ た 2Bの 全 て に 、 水 中 の 50％ THF 30 mLを 加 え た 。 反 応 混 合 物
に 、 1.1 gの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 固 体 と し て 加 え た 後 、 7 mLの THF中 の 1.35 g(6.18 mmol
)の ジ -t-ブ チ ル ジ カ ー ボ ネ ー ト を 30分 間 か け て 滴 下 し な が ら 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 に
て 18時 間 攪 拌 し た 後 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 こ れ を 50 mLの 水 で 希 釈 し 、 溶 液 の pHを 5に 調 整
し た 。 水 相 を 3 x 100 mLの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )
、 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 30％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 透 明 な ゴ ム と し て 764 mg(2.58 mmol, 2Aか ら
53％ )の 2C(M+Na, 318)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 2 g(6.7 mmol)の 2Cに 、 40 mLの 無 水 DMF、 次 い で 3.5 g(25 mmol)の 無 水 K 2 CO 3 、 5 gの 3Å
分 子 篩 、 お よ び 3.2 mL(25 mmol)の エ チ ル ジ ブ ロ モ ア セ テ ー ト を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を ア
ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 3時 間 、 120℃ に 加 熱 し た 後 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 75 mLの 酢 酸 エ
チ ル を 加 え 、 濾 過 し た 。 濾 液 に 75 mLの 水 を 加 え 、 分 離 漏 斗 に 移 し た 。 有 機 相 を 分 離 し 、
水 相 を 5 x 75 mLの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 全 て の 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )
、 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 10％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 954 mg(5.3 mmol, 37％ )の
2D(M+Na, 402)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 2.04 g(5.37 mmol)の 2Dに 、 30 mLの 無 水 メ タ ノ ー ル を 加 え 、 こ の 溶 液 に ア ン モ ニ ア ガ ス
を 室 温 に て 1時 間 通 過 さ せ た 。 混 合 物 を 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し 、 酢 酸 エ チ ル 中 の 30％ ヘ キ サ
ン を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ
ム と し て 1.8 g(5.13 mmol, 96％ )の 2E(M+Na, 373)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 20 mLの 新 し く 蒸 留 し た THFを 含 む フ ラ ス コ を -60℃ に 冷 却 し 、 615 mg(16.2 mmol)の 水 素
化 ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム (LAH)を 加 え た 。 反 応 混 合 物 に 、 20 mLの 新 し く 蒸 留 し た THF中 の 1
.8 g(5.13 mmol)の 2Eの 溶 液 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 滴 下 し な が ら 加 え た 。 反 応 混 合 物 を -60
℃ で 20分 間 、 0℃ で 45分 間 、 お よ び 室 温 で 2時 間 攪 拌 し た 。 反 応 を 430μ Lの 15％ NaOHお よ び
3 mLの 水 で ク エ ン チ し 、 室 温 に て 10分 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 、 CELITEを 通 し て 濾 過
し 、 100 mLの THFで 残 渣 を 洗 浄 し た 。 濾 液 を 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し 、 溶 剤 と し て 酢
酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ
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実 施 例 18. 臭 化 水 素 酸 塩 と の 4-(2-エ チ ル ア ミ ノ -プ ロ ピ ル )-ベ ン ゼ ン -1,2-ジ オ ー ル 化 合
物

実 施 例 19. [2-(3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ -フ ェ ニ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-エ チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 ter
t-ブ チ ル エ ス テ ル (2C)

実 施 例 20. 5-[2-(tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -エ チ ル -ア ミ ノ )-プ ロ ピ ル ]-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ
キ ソ ー ル -2-カ ル ボ ン 酸 エ チ ル エ ス テ ル (2D)

実 施 例 21. [2-(2-カ ル バ モ イ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-エ
チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (2E)

実 施 例 22. [2-(2-ア ミ ノ メ チ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-エ
チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (2F)



ム と し て 1.3 g(3.86 mmol, 75％ )の 2F(M+Na, 359)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

　 40 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン (CaH 2 上 で 蒸 留 )中 の 1.3 g(3.86 mmol)の 2Gの 溶 液 に 、 1.52 mL(8
.6 mmol)の ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン 、 30 mg(0.24 mmol)の 4-DMAPお よ び 1.14 mL(7.9 
mmol)の ベ ン ジ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 室 温 に て 3
時 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 ヘ キ サ ン 中 の 20％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ
カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 1.58 g
(3.3 mmol, 71％ )の 2G(M+Na, 493)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 10 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン (CaH 2 上 で 蒸 留 )中 の 1.58 g(3.3 mmol)の 2Gの 溶 液 に 、 室 温 に て
ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 加 え 、 混 合 物 を 室 温 に て 30分 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 減 圧
下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し 、 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た と こ ろ 、
無 色 の ゴ ム と し て 1.6 g(3.3 mmol, 98％ )の 2H(M+H, 371)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】

　 1.6 g(3.3 mmol)の 2Hに 、 18 mLの 無 水 DMFを 加 え 、 -10℃ に 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 3.0 mL
(21 mmol)の 無 水 ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 加 え 、 反 応 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 -10℃ で 3時
間 攪 拌 し た 。 次 い で 、 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 温 め 、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 ヘ キ
サ ン 中 の 30％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製
し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 1 g(2.2 mmol, 65％ )の 2I(M+H, 467)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】

　 987 mg(2.1 mmol)の 2Iに 、 50 mLの 無 水 メ タ ノ ー ル 、 次 い で 150 mgの 10％ Pd-Cを 加 え た
。 こ の 混 合 物 を 大 気 圧 下 で 18時 間 、 水 素 化 し 、 濾 過 し 、 残 渣 を 50 mLの メ タ ノ ー ル で 洗 浄
し た 。 合 わ せ た 濾 液 を 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し 、 酢 酸 エ チ ル 中 の 5％ メ タ ノ ー ル を 用 い る シ リ
カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 558 mg
(1.67 mmol, 79％ )の 2J(M+H, 333)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】

　 25 mLの 1,2-ジ ク ロ ロ エ タ ン 中 の 558 mg(1.67 mmol)の 2Jの 溶 液 に 、 435 mg(4.34 mmol)
の 無 水 コ ハ ク 酸 、 280μ L(2 mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン お よ び 112 mg(0.91 mmol)の 4-DMAP
を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 2.5時 間 、 40℃ で 攪 拌 し た 。 次 い で 、 そ れ を 5
0 mLの 酢 酸 エ チ ル で 希 釈 し 、 3 x 30 mLの 5％ 塩 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 で 洗 浄 し た 。 有 機 相 を
乾 燥 し (無 水 Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 629 mg(1.45 mmol, 86％ )の 2K(M+H,
 433)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】

　 150 mg(0.34 mmol)の 2Kに 、 15 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン (CaH 2 上 で 蒸 留 )、 次 い で 99 mg(0.86
 mmol)の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド お よ び 166 mg(0.86 mmol)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 を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 に
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実 施 例 23. [2-[2-(ベ ン ジ ル オ キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -メ チ ル )-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -
5-イ ル ]-1-メ チ ル -エ チ ル }-エ チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (2G)

実 施 例 24. ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 と の [5-(2-エ 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 ]-カ ル バ ミ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル 化 合 物 (2H)

実 施 例 25. (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 )-カ ル バ ミ ン 酸 ベ ン ジ ル エ ス テ ル (2I)

実 施 例 26. N-[2-(2-ア ミ ノ メ チ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-
N-エ チ ル -2,2,2-ト リ フ ル オ ロ -ア セ ト ア ミ ド (2J)

実 施 例 27. 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 (2K)

実 施 例 28. 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 (2L)



て 18時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を さ ら に 40 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン で 希 釈 し 、 2 x 25 mLの 水
、 3 x 25 mLの 飽 和 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 2 x 25 mLの 水 で 洗 浄 し た 。 有 機 相 を 乾 燥
し (Na 2 SO 4 )、 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た と こ ろ 、 白 色 の 固 体 と し て 154 mg(0.29 mmol, 84％ )
の 2L(M+Na, 552)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 水 中 の 50％ メ タ ノ ー ル 中 2mLの 50 mg(0.13 mmol)の 2Dの 溶 液 に 、 50 mg(1.19 mmol)の 水
酸 化 リ チ ウ ム 一 水 和 物 を 加 え た 。 混 合 物 を 室 温 に て 18時 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残
渣 に 10 mLの 水 を 加 え 、 リ ン 酸 を 用 い て pHを 6に 調 整 し た 。 得 ら れ た 水 性 溶 液 を 2 x 25 mL
の ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 。 合 わ せ た 有 機 相 を 乾 燥 し (Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 で 濃 縮 し た と こ ろ
、 濃 密 な 無 色 の ゴ ム と し て 41 mg(0.12 mmol, 82％ )の 2Mが 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ７ 】

　 5.5 mlの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)中 の 188 mgの キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ
ン (KLH)の 溶 液 を 氷 浴 バ ス 中 で 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 6 mLの ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド を 滴 下
し な が ら 加 え 、 反 応 温 度 を 室 温 以 下 に 維 持 し た 。 次 い で 、 1.2 mLの DMF中 の 54 mg(0.10 mm
ol)の 2Lの 溶 液 を タ ン パ ク 質 溶 液 に 滴 下 し な が ら 加 え た 。 混 合 物 を 室 温 に て 18時 間 攪 拌 し
た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ (10,000 MWカ ッ ト オ フ )に 入 れ 、 1Lの 50 mMリ
ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 70％ DMSO(pH 7.5、 3回 交 換 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mM
リ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 50％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 30％ DM
SO(少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 10％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 で
、 室 温 に て 透 析 し た 。 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 を 、 得 ら れ た コ ン ジ
ュ ゲ ー ト を 10％ 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム に 対 し て 3日 間 (各 々 1L、 各 々 約 24時 間 )、 次 い で 4℃ で
50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)を 6回 交 換 (各 々 1L、 各 々 少 な く と も 6時 間 )し て 透 析 す る こ
と に よ り 脱 保 護 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BioRadの ク マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (B
radford, M., Anal. Biochem. 72:248, 1976)を 用 い て 測 定 し た と こ ろ 、 2.1 mg/mLで あ っ
た 。 合 計 34 mLの コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ た 。 利 用 可 能 な リ ジ ン 修 飾 の 程 度 を 、 TNBS法 (Ha
beeb AFSA, Anal. Biochem. 14:328-34, 1988)に よ り 測 定 し た と こ ろ 、 60％ で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 6.7 mLの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)中 の 500 mgの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (BSA)の 溶 液 を
氷 浴 バ ス 中 で 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 8.5 mLの DMSOを 滴 下 し な が ら 加 え 、 反 応 混 合 物 を 室 温
以 下 に 維 持 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 、 1.5 mLの 無 水 DMF中 の 12 mg(0.022 mmol)の 2Lの 溶 液
を 滴 下 し な が ら 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 に て 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 (10,000 MWカ ッ ト オ フ )に 入 れ 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 70％ DMSO(p
H 7.5、 3回 交 換 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 50％ DMSO(
少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 30％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの
50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 10％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 で 、 室 温 に て 透 析 し た 。 コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 基 を 、 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 10％ 水 酸 化 ア ン モ ニ
ウ ム に 対 し て 3日 間 (各 々 1L、 各 々 約 24時 間 )、 次 い で 4℃ で 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)
を 6回 交 換 (各 々 1L)し て 透 析 す る こ と に よ り 脱 保 護 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BioRadの ク
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 測 定 し た と こ ろ 、 7.12 mg/mLで あ っ た 。 合 計 45 mLの コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 100μ L(0.71 mmol)の ト リ エ チ ル ア ミ ン を 含 む 2 mLの 無 水 DMF中 に 、 150 mg(0.44 mmol)
の 2Eお よ び 130 mg(0.48 mmol)の ス ク シ ン イ ミ ジ ル 3-マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ネ ー ト を 含 む 混
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実 施 例 29. 5-[2-(tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -エ チ ル -ア ミ ノ )-プ ロ ピ ル ]-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ
キ ソ ー ル -2-カ ル ボ ン 酸 (2M)

実 施 例 30. MDEA免 疫 原 (2U)

実 施 例 31. MDEA-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (2T)

実 施 例 32. 2(2-{[3-(2,5-ジ オ キ ソ -2,5-ジ ヒ ド ロ -ピ ロ ー ル -1-イ ル )-プ ロ ピ オ ニ ル ア ミ ノ
]-メ チ ル }-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-エ チ ル -カ ル バ ミ ン 酸 te
rt-ブ チ ル エ ス テ ル (2N)



合 物 を 室 温 に て 18時 間 攪 拌 し た 後 、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 ク ロ ロ ホ ル ム 中 の 15
％ メ タ ノ ー ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ
、 白 色 の 固 体 と し て 203 mg(0.41 mmol, 93％ )の 2N(M+Na, 510)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】

　 1 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン (CaH 2 上 で 蒸 留 )中 の 75 mg(0.15 mmol)の 2Nに 、 1 mLの ト リ フ ル オ
ロ 酢 酸 を 加 え た 。 得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 室 温 に て 30分 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃
縮 し た 。 残 渣 に 5 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を 加 え 、 得 ら れ た 溶 液 を 再 び 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た
。 上 記 の 手 順 を さ ら に 3回 繰 り 返 し た と こ ろ 、 白 色 の 固 体 と し て 75 mg(0.14 mmol, 97％ )
の 2O(M+Na, 410)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ １ 】

　 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (0.5 g)を 1 mMエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸 (EDTA)を 含 む 50 mLの 50 mM
リ ン 酸 カ リ ウ ム に 溶 解 し た 。 反 応 混 合 物 に 、 DMSO中 の 1.24 mLの ス ク シ ン イ ミ ジ ル S-ア セ
チ ル チ オ プ ロ ピ オ ネ ー ト (SATP)(DMSO中 で 15 mg/mL)を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 に て 1時
間 静 置 し た 。 次 い で 、 得 ら れ た 溶 液 を 透 析 チ ュ ー ブ (10,000 MWカ ッ ト オ フ )に 入 れ 、 50 mM
リ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)に 対 し て 3日 間 透 析 し 、 得 ら れ た BSA-SATPコ ン ジ ュ ゲ ー ト (2P)を
、 先 の 使 用 の た め に -20℃ で 保 存 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BioRadの ク 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 測 定 し た と こ ろ
、 9 mg/mLで あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 BSA-SATPコ ン ジ ュ ゲ ー ト か ら の ア セ チ ル 保 護 基 の 除 去 を 、 5 mLの BSA-SATP(9 mg/mL)に 8
50μ Lの 以 下 の ヒ ド ロ キ シ ル ア ミ ン 含 有 バ ッ フ ァ ー ： 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 、 25 mM EDTA、
0.5 M NH 2 OH、 pH 7.2を 加 え る こ と に よ り 達 成 し た 。 混 合 物 を 激 し く 攪 拌 し 、 室 温 に て 2時
間 静 置 し た 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 得 ら れ た 溶 液 を 、 PD-10カ ラ ム (Amersham Pharmacia Biotech)を 用 い て 脱 塩 し て 、 5.5 m
Lの プ ー ル さ れ た タ ン パ ク 質 溶 液 を 得 た 。 こ の 溶 液 を 0℃ に 冷 却 し 、 4 mLの DMSOを 滴 下 し な
が ら 加 え た 。 0.5 mLの DMSO中 の 7 mg(0.014 mmol)の MDEA-マ レ イ ミ ド 誘 導 体 (2O)の 溶 液 を
タ ン パ ク 質 溶 液 に 加 え た 。 混 合 物 を 室 温 に て 24時 間 攪 拌 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 、 DMSO中
の 5 mg/mLの エ チ ル マ レ イ ミ ド 400μ Lを 加 え て 、 全 て の 未 反 応 の チ オ ー ル 基 を ク エ ン チ し
、 混 合 物 を 室 温 に て 24時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ (10,000 MW
カ ッ ト オ フ )に 入 れ 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 30％ DMSO(pH 7.5、 3回 交 換 、 そ れ ぞ れ
少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 20％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 、 1Lの
50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 の 10％ DMSO(少 な く と も 3時 間 )中 、 次 い で 4℃ で 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ
ム (pH 7.5)を 6回 交 換 (各 々 1L、 各 々 少 な く と も 6時 間 )し て 透 析 し た 。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、
BioRadの ク マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ (Bradford, M., Anal. Biochem. 72:248, 19
76)を 用 い て 測 定 し た と こ ろ 、 0.9 mg/mLで あ っ た 。 合 計 15 mLの コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ
た 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

　 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH, 60 mg)を pH 7.2の 100 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム バ
ッ フ ァ ー 中 で 再 構 成 し た 。 2-イ ミ ノ チ オ ラ ン (2IT, 13.5 mg)を 固 体 と し て タ ン パ ク 質 溶 液
に 加 え 、 反 応 物 を 暗 室 中 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 1時 間 、 室 温 に て 攪 拌 し た 。 活 性 化 さ れ た K
LH-(SH)nを 、 pH 6.5の 100 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム で 予 め 平 衡 化 さ せ た Sephadex PD-10カ ラ ム
上 で 脱 塩 し た 。 SH負 荷 を 測 定 し た と こ ろ (Ellmanの 試 薬 )、 KLH分 子 (MW 5,000,000)あ た り 8
86で あ っ た 。 6 mlの KLH-(SH)n, 4.7 mg/mLに 、 1 mLの DMF中 の 14 mg(0.027 mmol)の MDEA-
マ レ イ ミ ド (2O)の 溶 液 を 滴 下 し な が ら 加 え 、 混 合 物 を 室 温 に て 18時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た
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実 施 例 33. ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 と の 3-(2,5-ジ オ キ ソ -2,5-ジ ヒ ド ロ -ピ ロ ー ル -1-イ ル )-N-[5
-(2-エ 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 ]-プ ロ ピ オ ン ア ミ
ド 化 合 物 (2O)

実 施 例 34. MDEA-SATP-BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト (2R)

実 施 例 35. MDEA 2IT-KLH(2S)



コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ (10,000 MWカ ッ ト オ フ )に 入 れ 、 20％ DMFを 含 む 1Lの リ ン 酸
緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)バ ッ フ ァ ー (180 mM NaCl, 10 mMリ ン 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 7.2)中 で 透
析 し た (3回 、 各 々 少 な く と も 6時 間 )。 こ の 後 、 1Lの PBSバ ッ フ ァ ー 、 pH 7.2を 4℃ で 用 い た
。 タ ン パ ク 質 濃 度 を 、 BioRadの ク 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 測 定 し た と こ ろ 、 2.08 mg/mLで あ っ た 。 合 計 20 mLの コ
ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】

　 2 g(10.29 mmol)の 3,4-ジ メ ト キ シ フ ェ ニ ル ア セ ト ン に 、 10 mLの メ タ ノ ー ル 、 7.9 g(10
2 mmol)の 酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム 、 844 mg(10.2 mmol)の 酢 酸 ナ ト リ ウ ム お よ び 970 mg(15.4 mm
ol)の 水 素 化 シ ア ノ ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 加 え た 。 反 応 物 の pHを 、 氷 酢 酸 を 添 加 す る こ と に
よ り 6～ 7に 調 整 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 に て 18時 間 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 10
0 mLの 水 を 加 え 、 6 N NaOHを 用 い て 反 応 物 の pHを 14に 調 整 し た 。 水 相 を 6 x 30 mLの ク ロ
ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し (Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 で 濃 縮 し た と こ ろ 、 明 黄
色 の ゴ ム と し て 2 g(10.24 mmol, 99％ )の 3A(M+H 196)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】

　 2.0 gの 3A(2.01 mmol)に 48％ HBrを 加 え 、 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 予 め 加 熱 し た オ
イ ル バ ス 上 で 3時 間 加 熱 し た 。 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 濃 縮 し た と こ ろ 、 濃 密 な 油 が 得 ら れ
た 。 残 渣 に 、 75 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を 加 え 、 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し た 。 こ れ を さ
ら に 4回 繰 り 返 し た と こ ろ 、 明 桃 色 の 粉 末 と し て 2.3 gの 3B(M+H, 168)が 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】

　 上 記 反 応 混 合 物 か ら の 3Bの 全 て に 、 50 mLの 水 中 の 50％ THFを 加 え た 。 反 応 混 合 物 に 、 2.
4 gの 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム を 固 体 と し て 加 え た 後 、 7 mLの THF中 の 3.02 g(13.8 mmol)の ジ -
t-ブ チ ル ジ カ ー ボ ネ ー ト を 30分 か け て 滴 下 し な が ら 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 に て 18時 間
攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 こ れ を 50 mLの 水 で 希 釈 し 、 溶 液 の pHを 5に 調 整 し た 。 水 相 を
3 x 100 mLの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 合 わ せ 、 乾 燥 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し た 。 ヘ キ
サ ン 中 の 40％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製
し た と こ ろ 、 白 色 の 粘 着 性 気 泡 と し て 1.3 g(4.6 mmol, 46％ )の 3C(M+Na, 290)が 得 ら れ た
。
【 ０ ０ ９ ８ 】

　 1.30 g(4.6 mmol)の 3Cに 、 40 mlの 無 水 DMF、 次 い で 2.5 g(18 mmol)の 無 水 K 2 CO 3 、 2.5 g
の 3Å 分 子 篩 、 お よ び 2.3 mL(17.7 mmol)の エ チ ル ジ ブ ロ モ ア セ テ ー ト を 加 え た 。 反 応 混 合
物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 120℃ で 3時 間 加 熱 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 100 mLの 水 お よ
び 75 mLの 酢 酸 エ チ ル を 加 え 、 濾 過 し た 。 濾 液 を 分 離 漏 斗 に 移 し 、 有 機 相 を 分 離 し た 。 水
相 を 4 x 50 mLの 酢 酸 エ チ ル で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 全 て 合 わ せ 、 乾 燥 し (Na 2 SO 4 )、 濃 縮 し
た 。 ヘ キ サ ン 中 の 20％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残
渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 413 mg(1.17 mmol, 26％ )の 3D(M+Na, 374)が 得 ら
れ た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】

　 413 mg(1.17 mmol)の 3Dに 、 30 mLの 無 水 メ タ ノ ー ル を 加 え 、 ア ン モ ニ ア ガ ス を 室 温 に て
1時 間 、 溶 液 に 通 し た 。 混 合 物 を 濃 縮 し 、 酢 酸 エ チ ル 中 の 30％ ヘ キ サ ン を 用 い る シ リ カ ゲ
ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た と こ ろ 、 粗 生 成 物 が 得 ら れ た 。 こ れ を 、 ヘ キ
サ ン 中 の 30％ 酢 酸 エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た と
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実 施 例 36. 2-(3,4-ジ メ ト キ シ -フ ェ ニ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ア ミ ン (3A)

実 施 例 37. 臭 化 水 素 酸 塩 と の 4-(2-ア ミ ノ -プ ロ ピ ル )-ベ ン ゼ ン -1,2-ジ オ ー ル 化 合 物 (3B)

実 施 例 38. [2-(3,4-ジ ヒ ド ロ キ シ -フ ェ ニ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ
ル エ ス テ ル (3C)

実 施 例 39. 5-(2-tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ ル ア ミ ノ -プ ロ ピ ル )-ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -2
-カ ル ボ ン 酸 エ チ ル エ ス テ ル (3D)

実 施 例 40. 2(2-カ ル バ モ イ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ ー ル -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-カ ル
バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (3E)



こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 356 mg(1.10 mmol, 94％ )の 3E(M+Na, 345)が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ０ 】

　 7 mLの 新 し く 蒸 留 し た THFを 含 む フ ラ ス コ を -60℃ に 冷 却 し 、 76 mg(2.0 mmol)の 水 素 化
ア ル ミ ニ ウ ム リ チ ウ ム を 加 え た 。 反 応 混 合 物 に 、 7 mLの 新 し く 蒸 留 し た THF中 の 214 mg(0.
66 mmol)の 3Eの 溶 液 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 滴 下 し な が ら 加 え た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 温
め 、 室 温 に て 2時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 に 70μ Lの 15％ NaOHお よ び 570μ Lの 水 を 加 え 、 室
温 に て 10分 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 、 CELITEを 通 し て 濾 過 し 、 残 渣 を 50 mLの THFで 洗
浄 し た 。 濾 液 を 減 圧 下 で 濃 縮 し 、 溶 剤 と し て 最 初 に 酢 酸 エ チ ル 、 次 い で 酢 酸 エ チ ル 中 の 10
％ メ タ ノ ー ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た と こ ろ 、 無 色
の ゴ ム と し て 46 mg(0.15 mmol, 23％ )の 3F(M+Na, 331)が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ １ 】

　 4 mLの 1,2-ジ ク ロ ロ エ タ ン 中 の 46 mg(0.15 mmol)の 3Eの 溶 液 に 、 46 mg(0.46 mmol)の 無
水 コ ハ ク 酸 お よ び 22 mg(0.18 mmol)の 4-DMAPを 加 え た 。 反 応 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、
40℃ に て 2.5時 間 攪 拌 し た 。 こ れ を 50 mLの 酢 酸 エ チ ル で 希 釈 し 、 3 x 30 mLの 5％ 塩 化 ア ン
モ ニ ウ ム 溶 液 で 洗 浄 し た 。 有 機 相 を 乾 燥 し (Na 2 SO 4 )、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 溶 剤 と し て 酢 酸
エ チ ル を 用 い る シ リ カ ゲ ル カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 残 渣 を 精 製 し た と こ ろ 、 無 色
の ゴ ム と し て 36 mg(0.08 mmol, 60％ )の 3G(M+Na, 431)が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ２ 】

　 32 mg(0.078 mmol)の 3Gに 、 4 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン (CaH 2 上 で 蒸 留 )、 次 い で 14 mg(0.12 
mmol)の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド お よ び 30 mg(0.152 mmol)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 を 加 え た 。 反 応 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 室 温 に て 18
時 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を さ ら に 25 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン で 希 釈 し 、 2 x 20 mLの 水 、 2 
x 20 mLの 飽 和 炭 酸 水 素 ナ ト リ ウ ム お よ び 1 x 20 mLの 水 で 洗 浄 し た 。 有 機 相 を 乾 燥 し (Na 2
SO 4 )、 濃 縮 し た と こ ろ 、 無 色 の ゴ ム と し て 36 mg(0.071 mmol)の 3Hが 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ３ 】

　 機 械 攪 拌 器 を 備 え た 3Lの 三 つ 首 フ ラ ス コ に 、 700 mLの 脱 イ オ ン 水 を 加 え た 。 37,500の 分
子 量 を 有 す る デ キ ス ト ラ ン (70 g, 1.86 mmol)(SigmaChemicals, Milwaukee, WI)を 、 混 合
物 を 攪 拌 し 、 室 温 に て デ キ ス ト ラ ン を 水 に 溶 解 し な が ら 、 徐 々 に フ ラ ス コ に 加 え た 。 反 応
混 合 物 に 、 140 mLの 1N NaOHを 加 え 、 反 応 物 を 30～ 35℃ に 加 熱 し た 。 次 い で 、 245 mLの 1,4
-ジ オ キ サ ン 中 の 79 mL(923 mmol)の エ ピ ブ ロ モ ヒ ド リ ン の 溶 液 を 30～ 35℃ で 45分 間 か け て
滴 下 し な が ら 加 え た 。 得 ら れ た 混 合 物 を 30～ 35℃ で さ ら に 4時 間 、 攪 拌 お よ び 加 熱 し た 。
反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 却 し た 後 、 2Lの 分 離 漏 斗 に 移 し た 。 有 機 相 を 底 の 相 と し て ゆ っ く
り 分 離 し 、 廃 棄 し た 。 水 性 混 合 物 を 3Lフ ラ ス コ に 移 し 、 氷 浴 バ ス 中 で 冷 却 し た 。 次 い で 、
700 mLの 25％ 水 酸 化 ア ン モ ニ ウ ム 溶 液 を 反 応 フ ラ ス コ に 加 え 、 1N HClを 用 い て pHを pH11に
調 整 し た 。 得 ら れ た 溶 液 を 一 晩 、 室 温 ま で 温 め た 。 反 応 混 合 物 を 透 析 チ ュ ー ブ (MWカ ッ ト
オ フ 2000)に 移 し 、 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 、 各 工 程 に つ き 20Lの 溶 媒 を 用 い て 、 2個
の 12L容 器 中 で 透 析 し た ： 1％ 酢 酸 で 6時 間 、 1％ 酢 酸 で 24時 間 、 1％ 酢 酸 で 48時 間 、 お よ び
脱 イ オ ン 水 で 24時 間 (6回 )。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 回 転 蒸 発 に よ り 溶 液 を 3分 の 1容 量 に 濃 縮 し た 後 、 凍 結 乾 燥 し た と こ ろ 、 白 色 の 固 体 と し
て 48 gの 生 成 物 が 得 ら れ た 。 TNBSア ッ セ イ を 用 い る こ と に よ り 、 生 成 物 が ア ミ ノ デ キ ス ト
ラ ン 1分 子 に つ き 5.7個 の ア ミ ノ 基 を 含 む こ と が 判 明 し た (Anal. Biochem. 64, 284-288, 1
975)。 こ の ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン を 用 い て 、 MDA-ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製
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実 施 例 41. [2-(2-ア ミ ノ メ チ ル -ベ ン ゾ [1,3]ジ オ キ ソ -5-イ ル )-1-メ チ ル -エ チ ル ]-カ ル バ
ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル (3F)

実 施 例 42. N-[5-(2-tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ 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 (3G)

実 施 例 43. N-[5-(2-tert-ブ ト キ シ カ ル ボ ニ 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 (3H)

実 施 例 44. MDA-ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (3I)



し た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 78 mgの ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン に 、 5 mLの DMSOを 室 温 に て 加 え た 。 混 合 物 を 、 全 て の ア ミ
ノ デ キ ス ト ラ ン が 溶 液 に な る ま で 、 室 温 に て 10分 間 攪 拌 し た 。 MDA誘 導 体 3H(9.6 mg, 0.2 
mmol)を 1 mLの 無 水 DMSOに 溶 解 し 、 攪 拌 し た ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン 溶 液 に 滴 下 し な が ら 加 え
た 。 混 合 物 を 室 温 に て 18時 間 攪 拌 し 、 Spectrapor透 析 チ ュ ー ブ (MWカ ッ ト オ フ 2000)中 に 移
し 、 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 透 析 し た (そ れ ぞ れ 1L容 量 を 用 い て 透 析 )： 室 温 に て 40％
の 脱 イ オ ン 水 中 の 60％ DMSO(3回 、 各 々 少 な く と も 3時 間 )； 室 温 に て 50％ 脱 イ オ ン 水 中 の 50
％ DMSO(2回 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時 間 )； 70％ 脱 イ オ ン 水 中 の 30％ DMSO(1回 、 少 な く と も
3時 間 )； 90％ 脱 イ オ ン 水 中 の 10％ DMSO(1回 、 少 な く と も 3時 間 )； お よ び 室 温 に て 脱 イ オ ン
水 (6回 、 各 々 少 な く と も 6時 間 )。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 溶 液 を 透 析 チ ュ ー ブ か ら 取 り 出 し 、 凍 結 乾 燥 し た と こ ろ 、 白 色 の 粉 末 と し て 64 mgの 保
護 さ れ た MDA-ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 得 ら れ た 。 こ の 保 護 さ れ た コ ン ジ ュ ゲ
ー ト は 脱 保 護 工 程 に す ぐ に 使 え た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 上 記 の 保 護 さ れ た MDA-デ キ ス ト ラ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 全 部 に 、 2 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を
加 え 、 懸 濁 液 を 室 温 に て 30分 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 に 2 mLの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を ゆ っ く
り 加 え 、 こ れ を 室 温 に て 10分 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 減 圧 下 で 乾 燥 す る ま で 濃 縮 し 、 残
渣 を 10 mLの 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 し た 。 反 応 混 合 物 を 透 析 チ ュ ー ブ (MWカ ッ ト オ フ 2000)に 移
し 、 1 Lの 脱 イ オ ン 水 に 対 し て 透 析 し た (4回 、 各 々 少 な く と も 6時 間 )。 溶 液 を 透 析 チ ュ ー
ブ か ら 取 り 出 し 、 凍 結 乾 燥 し た と こ ろ 、 白 色 の 粉 末 と し て 53 mgの MDA-ア ミ ノ デ キ ス ト ラ
ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (3I)が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】

　 16週 齢 以 上 の 雌 Balb/Cマ ウ ス を 、 以 下 の よ う に 免 疫 原 の 複 数 回 注 射 に よ り 免 疫 し た 。 マ
ウ ス 1匹 あ た り 100μ gの MDMA免 疫 原 1Pを 等 量 の RIBI免 疫 原 (Sigma Chemicals)と 2～ 3分 間 混
合 し 、 37ゲ ー ジ 皮 下 注 射 用 針 を 備 え た 好 適 な 大 き さ の シ リ ン ジ に 入 れ た 。 各 マ ウ ス は 腹 膜
内 注 射 を 介 し て ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 100μ g用 量 の 免 疫 原 を 受 容 し た 。 39日 後 、 同 じ マ ウ ス
は 最 初 と 同 一 の 別 の 注 射 を 受 け た 。 注 射 を 60日 目 に 繰 返 し 、 80日 目 に 再 び 行 っ た 。 192日
目 に 、 1匹 の マ ウ ス に 上 記 の よ う に 調 製 し た 150μ gの 注 射 液 を 、 同 じ 経 路 を 介 し て 与 え た
。 こ の 動 物 を 4日 後 に 融 合 の た め に 用 い た 。
【 ０ １ ０ ９ 】

　 融 合 の た め に 選 択 し た マ ウ ス を 眼 窩 部 (retro-orbital)出 血 に よ り 放 血 し て 血 清 を 回 収
し 、 続 い て 頸 部 を 脱 臼 さ せ た 。 無 菌 技 術 を 用 い て 脾 臓 を 取 り 出 し 、 滅 菌 ペ ト リ 皿 中 、 10 m
Lの 完 全 培 養 培 地 (Iscove's改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 (IMDM), Irvine Scientific)に 入 れ た 。 次
い で 、 脾 臓 を 2つ の 滅 菌 凍 結 さ れ た 顕 微 鏡 ス ラ イ ド 間 で 挽 い た 。 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 を 15 
mLの 遠 心 チ ュ ー ブ 中 で 1～ 2分 間 静 置 し て 大 き な 粒 子 を 沈 殿 さ せ た 。 得 ら れ た 単 一 の 細 胞 懸
濁 液 を 取 り 出 し 、 血 球 計 測 器 を 用 い て 計 数 し た 。 FOミ エ ロ ー マ 細 胞 (CRL-1646, American 
Type Culture Collection)を 脾 臓 細 胞 中 に 1:5(FOミ エ ロ ー マ 細 胞 ： 脾 臓 細 胞 )の 比 で 混 合
し 、 約 800 x Gで 15分 間 遠 心 分 離 し た 。 上 清 の 液 体 を 取 り 出 し 、 廃 棄 し 、 15 mLの 無 血 清 IM
DM培 養 培 地 を 加 え た 。 細 胞 を 再 懸 濁 し 、 再 び 遠 心 分 離 し た 。 得 ら れ た 細 胞 ペ レ ッ ト を 、 Fa
zekas de St. Groth, J. Immunol. Meth. 35:1-21, 1980の 方 法 に 従 っ て ポ リ エ チ レ ン グ
リ コ ー ル /DMSOを 用 い て 融 合 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 融 合 後 、 10％ ウ シ 胎 児 血 清 (Hyclone Labs)、 10％  Condimed HI (Roche Molecular Chem
icals)、 50 mM 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 20 mM エ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ヒ ポ キ サ ン チ ン -メ
ト ト レ キ サ ー ト -チ ミ ジ ン (HMT, Sigma Chemicals, 使 用 の た め に 1:50に 希 釈 )、 4 mMグ ル
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タ ミ ン お よ び Pen/Strep抗 体 (Irvine Scientific)を 補 給 し た 完 全 Iscove's改 変 ダ ル ベ ッ コ
培 地 中 、 1 mLあ た り 2 x 10 5 個 の 脾 臓 リ ン パ 球 と な る よ う に 細 胞 を 希 釈 し た 。 融 合 細 胞 の
こ の 混 合 物 を 、 滅 菌 し た 96穴 マ イ ク ロ 培 養 プ レ ー ト 中 に 200μ L/ウ ェ ル で 塗 布 し た 。 被 覆
し た プ レ ー ト を 5％  CO 2 中 、 37℃ で 6日 間 、 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 入 れ た 。 6日 目 に 、 約 150μ
Lの 培 地 を 、 8箇 所 減 圧 マ ニ ホ ル ド を 介 し て 除 去 し 、 150μ Lの HT-IMDMを 加 え た 。 こ の 培 地
を 、 HMTを ヒ ポ キ サ ン チ ン -チ ミ ジ ン (HT, Sigma, 1:50に 希 釈 )で 置 換 し た こ と 以 外 は 、 上
記 の よ う に 調 製 し た 。 視 覚 検 査 に お い て ス ク リ ー ニ ン グ に 好 適 な 増 殖 が 表 れ る 、 約 50％ の
集 密 度 に な る ま で 以 前 に 記 載 の よ う に プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
【 ０ １ １ １ 】

　 ス ク リ ー ニ ン グ は 、 0.1 mLの MDMA-BSA(1O)を 1 mg/mLの 濃 度 で プ ラ ス チ ッ ク ウ ェ ル に 、 3
7℃ に て 1時 間 吸 着 さ せ る 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ (ELISA)で 構 成 し た 。 次 い で 、 ウ ェ ル
を PBS-TWEEN(0.05％ TWEEN 20を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 )で リ ン ス し 、 200μ Lの Post Co
at溶 液 (1％ ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 物 、 0.15 M Tris中 の 2％ ス ク ロ ー ス 、 pH 7.2-7.4)を 用 い て
、 室 温 に て 1時 間 ブ ロ ッ ク し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を 2％ ス ク ロ ー ス で リ ン ス し 、 空 気 乾 燥
し 、 使 用 す る ま で 4℃ に て 乾 燥 密 閉 し た プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ 中 で 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 行 う た め に 、 MDMA-BSAで コ ー テ ィ ン グ し た 2つ の プ レ ー ト を
、 別 々 の ウ ェ ル に 25μ Lの PBS-TWEENお よ び PBS-TWEEN中 の 遊 離 MDMAの 400 ng/mL溶 液 25μ L
を ピ ペ ッ ト で 入 れ る こ と に よ り 調 製 し た 。 少 な く と も 50％ の 細 胞 増 殖 集 密 度 を 示 す ウ ェ ル
か ら 取 っ た 細 胞 培 養 上 清 (25μ L)を 、 可 撓 性 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト (Falcon Plastics)
中 、 PBS-TWEENで 1:20に 希 釈 し た 。 25μ Lの 希 釈 上 清 を 、 4個 の マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト
の 各 々 の ウ ェ ル に 加 え 、 37℃ に て 1時 間 、 被 覆 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 い で 、 Biotek 
Elx 300プ レ ー ト 洗 浄 器 お よ び PBS-TWEENを 用 い て 、 プ レ ー ト を 洗 浄 し た 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス Ig
G-HRP(西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ )コ ン ジ ュ ゲ ー ト (Zymed Labs)を 、 使 用 直 前 に PBS-TWE
EN中 で 1:5,000に 希 釈 し 、 100 mLを 4個 全 部 の プ レ ー ト の 全 ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 再
び 37℃ に て 1時 間 、 被 覆 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に 洗 浄 し 、 100 m
Lの K Blue Substrate (Neogen)を 加 え た 。 暗 室 中 で 室 温 に て 5分 間 、 顕 色 さ せ た 。 100μ L
の 1 N HClの 添 加 に よ り 顕 色 を 停 止 さ せ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー (Molecular Devices 
Corp.)を 用 い て 450 nmで 色 を 読 み 取 っ た 。 デ ー タ を Macintoshコ ン ピ ュ ー タ ー 上 で 捕 捉 し
、 試 験 し た 培 養 ウ ェ ル あ た り 異 な る プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の OD 4 5 0 を 示 す よ う に ま と め た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 MDMA-BSAと の 良 好 な 結 合 (高 い OD)お よ び 遊 離 MDMAに よ る 良 好 な 競 合 (低 い OD)を 提 供 し た
抗 体 の 産 生 を 示 す 細 胞 系 を さ ら な る 研 究 の た め に 選 択 し た 。 選 択 し た ハ イ ブ リ ド ー マ を 、
上 記 の 培 養 培 地 中 で 限 界 希 釈 す る こ と に よ り 即 時 に ス ト リ ン ジ ェ ン ト な サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
に か け た 。 約 50％ の 集 密 度 に 増 殖 し た ら 、 MDMA-BSAと の 結 合 お よ び 遊 離 MDMAま た は MDEAに
よ る 競 合 を 試 験 す る 上 記 の 方 法 と 同 様 の 方 法 に よ り 、 ハ イ ブ リ ド ー マ を 再 試 験 し た 。 MDMA
-BSAと の 良 好 な 結 合 お よ び い ず れ か の 遊 離 薬 物 に よ る 競 合 を 示 す ク ロ ー ン を 、 特 異 性 分 析
お よ び 細 胞 の 堆 積 の た め に 選 択 し た 。 特 定 の 細 胞 系 の 全 サ ブ ク ロ ー ン が ほ ぼ 等 し く 働 か な
か っ た 場 合 、 こ れ を 不 安 定 の 証 拠 と し て 取 り 、 3個 の ウ ェ ル を 別 の サ イ ク ル の サ ブ ク ロ ー
ニ ン グ の た め に 用 い た 。 こ の 手 順 を 、 各 系 の ハ イ ブ リ ド ー マ が 安 定 に な る ま で 繰 り 返 し た
。 安 定 性 に 際 し て 、 細 胞 を 培 養 中 で 増 殖 さ せ 、 サ ン プ ル を 保 存 の た め に 蒸 気 相 液 体 窒 素 中
で -80℃ に て 凍 結 し た 。 培 養 上 清 の サ ン プ ル を 特 異 性 分 析 の た め に 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】

　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 、 薬 物 競 合 的 ELISAア ッ セ イ を 用 い て 決 定 し た 。 0.1
μ g/mL(他 の 条 件 は 上 記 の 通 り )の MDMA-BSAで コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト を 用 い た 。 抗 体 力
価 を 、 上 記 の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 か ら 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 上 清 の 連 続 希 釈 液 の ア ッ セ イ を 介 し て 決 定 し た 。 各 希 釈 液 で の 各 上 清 に つ い て の
OD 4 5 0 を 、 希 釈 因 子 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 そ の デ ー タ か ら 、 最 大 OD 4 5 0 の 50～ 60％ を 提 供
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す る 希 釈 因 子 を 決 定 し た 。 次 い で 、 こ の 希 釈 液 を 、 力 価 決 定 の た め の も の と 同 じ 型 の プ レ
ー ト を 用 い る 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ の た め に 用 い た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 競 合 薬 物 を 調 製 す る た め に 、 以 下 の 遊 離 薬 物 を メ タ ノ ー ル 中 で 1 mg/mLに 溶 解 し た ： MDM
A、 MDEA、 MDA、 MBDB、 BDB、 d-ア ン フ ェ タ ミ ン 、 d-メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン 、 l-ア ン フ ェ タ ミ
ン 、 お よ び l-メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン 。 こ れ ら の 保 存 溶 液 を PBS-TWEEN中 で 1:333の 比 で 希 釈 し
、 各 々 の 100μ Lを マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の A列 に 移 し た 。 こ れ ら の 溶 液 を 、 A列 か ら の
50μ Lを 100μ Lの PBS-TWEENを 含 む B列 の ウ ェ ル に 移 し 、 ピ ペ ッ ト に よ り 混 合 す る こ と に よ
り 連 続 希 釈 し た 。 こ の 希 釈 プ ロ セ ス を 、 マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 7つ の 列 が 遊 離 薬 物
溶 液 の 連 続 希 釈 液 を 含 む よ う に な る ま で 繰 り 返 し た 。 第 8列 は 薬 物 な し の ま ま に し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 0.1μ g/mLの MDMA-BSAで コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト を 上 記 の よ う に 調 製 し た 。 各 遊 離 薬
物 の 各 希 釈 液 の 25μ Lア リ コ ー ト を 新 鮮 な コ ン ジ ュ ゲ ー ト で コ ー テ ィ ン グ し た プ レ ー ト に
移 し た 。 こ れ ら の 溶 液 に 25μ Lの 希 釈 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 を 加 え た 。 こ の 手 順 に
よ り 、 9個 の 交 叉 反 応 物 、 す な わ ち 、 薬 物 標 準 MDMAを 含 む 上 記 の 交 叉 反 応 物 を 、 プ レ ー ト 1
枚 あ た り 1個 の 抗 体 上 で ス ク リ ー ニ ン グ し た 。 競 合 ア ッ セ イ を 、 37℃ に て 1時 間 イ ン キ ュ ベ
ー ト し た 。 次 い で 、 プ レ ー ト を Biotek Elx 300プ レ ー ト 洗 浄 器 お よ び PBS-TWEENを 用 い て
洗 浄 し た 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ (IgG-HRP)コ ン ジ ュ ゲ ー ト (Zyme
d Labs)を 使 用 直 前 に PBS-TWEEN中 で 1:5,000に 希 釈 し 、 100μ Lを 全 部 で 4枚 の プ レ ー ト の 全
ウ ェ ル に 加 え た 。 プ レ ー ト を 37℃ に て 1時 間 、 再 び 被 覆 し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー
ト を 上 記 の よ う に 洗 浄 し 、 100μ Lの K Blue基 質 (Neogen)を 加 え た 。 暗 室 中 で 室 温 に て 5分
間 、 顕 色 さ せ た 。 100μ Lの 1 N HClの 添 加 に よ り 顕 色 を 停 止 さ せ 、 Molecular Devices Cor
p.マ イ ク ロ プ レ ー ト リ ー ダ ー を 用 い て 450 nmで 色 を 読 み 取 っ た 。 デ ー タ を Macintoshコ ン
ピ ュ ー タ ー 上 で 捕 捉 し た 。 OD 4 5 0 値 を 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 薬 物 競 合 剤 (10 - 1 2 ～ 10 - 1 4  M)の
各 々 に つ い て グ ラ フ に し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 こ の 特 異 性 決 定 方 法 か ら の デ ー タ を 用 い て 、 免 疫 化 薬 物 、 MDMAと 比 較 し た 、 異 な る 薬 物
に 対 す る 各 抗 体 の 交 叉 反 応 率 を 算 出 し た 。 こ れ を 、 各 薬 物 に つ い て の ED 5 0 を 決 定 す る た め
の デ ー タ を 分 析 す る こ と に よ り 達 成 し た 。 ED 5 0 は 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト に 結 合 し た MDMAに 対 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 50％ 阻 害 す る の に 必 要 と さ れ る 遊 離 競 合 薬 物 (MDEA、 MDAな
ど )の 有 効 濃 度 の 尺 度 で あ る 。 標 準 の ED 5 0 を 考 慮 す る 薬 物 の ED 5 0 で 割 る こ と に よ り 交 叉 反
応 性 を 算 出 し 、 交 叉 反 応 性 に 100を か け る こ と に よ り 交 叉 反 応 率 を 算 出 し た 。 こ の 分 析 に
よ り 、 MDMA 8.3と 命 名 し た 1個 の ク ロ ー ン が 、 予 想 外 に も 、 免 疫 化 薬 物 MDMAに 対 す る よ り
も 薬 物 MDEAに 対 し て 89倍 高 い 親 和 性 を 示 す こ と が 示 さ れ た 。 こ の ク ロ ー ン は ま た 、 予 想 外
に も 、 MDMAに 対 す る よ り も MDAに 対 し て 4.6倍 高 い 親 和 性 を 示 し た 。 こ れ ら の 知 見 を 以 下 の
表 1に ま と め る 。
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ８ 】
　 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 MDMA 8.3(XTCB 8.3と 命 名 )を 、 2003年 7月 23日 に American 
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)に 寄 託 し 、 ATCC命 名 PTA-5340を 割 当 て ら
れ た 。
【 ０ １ １ ９ 】

10

20

30

40

50

(24) JP 2005-97252 A 2005.4.14

実 施 例 46. MDMA 6.1ハ イ ブ リ ド ー マ お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造
免 疫



　 16週 齢 以 上 の 雌 Balb/Cマ ウ ス を 、 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 免 疫 原 の 複 数 回 注 射 に よ
り 免 疫 し た 。 マ ウ ス 1匹 あ た り 100μ gの MDMA免 疫 原 1Pを 等 量 の RIBI免 疫 原 (Sigma Chemical
s)と 2～ 3分 間 混 合 し 、 37ゲ ー ジ の 皮 下 注 射 針 を 備 え た 好 適 な 大 き さ の シ リ ン ジ 中 に 入 れ た
。 各 マ ウ ス は 腹 膜 内 注 射 を 介 し て 100μ g用 量 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 免 疫 原 を 受 容 し た 。 39
日 後 、 同 じ マ ウ ス は 最 初 と 同 一 の 別 の 注 射 を 受 け た 。 注 射 を 60日 目 に 繰 返 し 、 80日 目 に 再
び 行 っ た 。 1匹 の 動 物 を 4日 後 に 融 合 の た め に 用 い た 。
【 ０ １ ２ ０ 】

　 動 物 の 取 り 扱 い 、 細 胞 培 養 お よ び 融 合 の 方 法 は 全 て 、 実 施 例 45中 に 上 記 さ れ た 通 り と し
た 。
【 ０ １ ２ １ 】

　 実 施 例 45に 記 載 の も の と 同 じ 方 法 を 用 い た 。
【 ０ １ ２ ２ 】

　 特 異 性 の 決 定 を 実 施 例 45に 記 載 の よ う に 行 っ た 。 本 実 施 例 で 開 発 さ れ た 抗 体 は 、 以 前 の
知 見 と は 対 照 的 に 、 予 想 外 に も d-メ タ ア ン フ ェ タ ミ ン に 対 す る 高 い 程 度 の 交 叉 反 応 性 を 示
す こ と が 判 明 し た 。 MDMA 6.1と 命 名 し た 、 こ の ク ロ ー ン は 、 以 下 の 表 に 示 す よ う に 、 d-メ
タ ア ン フ ェ タ ミ ン お よ び MBDBに 対 し て 、 MDMAに 対 す る 親 和 性 と 本 質 的 に 同 等 の 親 和 性 を 示
し た 。
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ３ 】
　 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 MDMA 6.1(XTCB 6.1と 命 名 )を 、 2003年 7月 23日 に American 
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)に 寄 託 し 、 ATCC命 名 PTA-5339を 割 当 て ら
れ た 。
【 ０ １ ２ ４ 】

　 16週 齢 以 上 の 雌 Balb/Cマ ウ ス を 、 以 下 の ス ケ ジ ュ ー ル に 従 っ て 免 疫 原 の 複 数 回 注 射 に よ
り 免 疫 し た 。 マ ウ ス 1匹 あ た り 100μ gの MDMA免 疫 原 2Uを 等 量 の RIBI免 疫 原 (Sigma Chemical
s)と 2～ 3分 間 混 合 し 、 37ゲ ー ジ の 皮 下 注 射 針 を 備 え た 好 適 な 大 き さ の シ リ ン ジ 中 に 入 れ た
。 各 マ ウ ス は 腹 膜 内 注 射 を 介 し て 100μ g用 量 の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 免 疫 原 を 受 容 し た 。 39
日 後 、 同 じ マ ウ ス は 最 初 と 同 一 の 別 の 注 射 を 受 け た 。 注 射 を 60日 目 に 繰 返 し 、 80日 目 に 再
び 行 っ た 。 注 射 を 137日 目 に 繰 返 し 、 4日 後 に 、 1匹 の 動 物 を 融 合 の た め に 用 い た 。
【 ０ １ ２ ５ 】

　 動 物 の 取 り 扱 い 、 細 胞 培 養 お よ び 融 合 の 方 法 は 全 て 、 実 施 例 45中 に 上 記 さ れ た 通 り と し
た 。
【 ０ １ ２ ６ 】

　 い く つ か の 置 換 を 用 い た 以 外 は 実 施 例 45に 記 載 の も の と 同 じ 方 法 を 用 い た 。 実 施 例 45に
お け る MDMA-BSA (1O)の 代 わ り に 、 MDEA-BSA (2T)を プ レ ー ト コ ー テ ィ ン グ と し て 用 い た 。
競 合 的 結 合 も 、 実 施 例 45に お け る MDMAに 加 え て MDEAを 用 い た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
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融 合 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 開 発
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特 異 性

実 施 例 47. ク ロ ー ン お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 MDEA 2.2の 製 造
免 疫
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ス ク リ ー ニ ン グ



　 特 異 性 の 決 定 は 、 MDEA-BSA (2T)を MDMA-BSA (1O)に 置 換 し た 以 外 は 実 施 例 45で 説 明 し た
通 り に 行 っ た 。 こ の 融 合 物 か ら 得 ら れ た 2つ の 抗 体 に つ い て 決 定 さ れ た 交 叉 反 応 率 を 以 下
の 表 3に 提 示 す る 。 抗 体 MDEA 1.1は 、 マ ウ ス に お い て 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る の に 用 い た 免
疫 原 を 与 え ら れ た 、 期 待 さ れ る 交 叉 反 応 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る 一 例 で あ る 。
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
　 マ ウ ス ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 系 MDEA 2.2(EVE A2.2と 命 名 )を 、 2003年 7月 23日 に American 
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA)に 寄 託 し 、 ATCC命 名 PTA-5338を 割 当 て ら
れ た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
　 融 合 に 用 い た マ ウ ス に お け る 免 疫 応 答 を 生 じ さ せ る の に 用 い た 刺 激 免 疫 原 は MDEA-KLHで
あ り 、 従 っ て 得 ら れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に お い て 観 察 さ れ る 最 も 高 い 親 和 性 は そ の 部 分
に 対 す る も の で あ る と 予 想 さ れ る 。 こ れ は ク ロ ー ン MDEA 1.1に つ い て 認 め ら れ た こ と で あ
り 、 他 の 薬 物 と の 交 叉 反 応 性 は 比 較 的 小 さ い 。 ク ロ ー ン MDEA 2.2は 、 そ の 振 舞 い か ら の い
く つ か の 予 想 外 の 逸 脱 を 示 し た 。 MDMAに 対 す る 親 和 性 は MDEAに 対 す る 親 和 性 の 412％ で あ
り 、 MBDBに つ い て は 、 非 常 に 予 想 外 の こ と に 4,360％ で あ っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ ０ 】
【 図 １ 】 図 1は ア ミ ノ (1F)、 ヒ ド ロ キ シ ル (1N)お よ び カ ル ボ キ シ ル 官 能 化 (1M)t-BOC保 護 MD
MA誘 導 体 の 合 成 方 法 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 MDMA活 性 化 ハ プ テ ン 誘 導 体 (1L)の N-ヒ ド ロ
キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の 合 成 方 法 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3は MDMA活 性 化 ハ プ テ ン 誘 導 体 (1L)か ら の MDMA免 疫 原 (1P)お よ び MDMA-BSAコ ン
ジ ュ ゲ ー ト (1O)の 合 成 に 関 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 4は ア ミ ノ (2F)お よ び カ ル ボ キ シ ル 官 能 化 (2M)t-BOC保 護 MDEA誘 導 体 の 合 成 方 法
の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 5は ト リ フ ル オ ロ ア セ ト ア ミ ド 保 護 MDEA活 性 化 ハ プ テ ン 誘 導 体 (2L)の N-ヒ ド ロ
キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の 合 成 方 法 の 模 式 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 図 6は MDEA活 性 化 ハ プ テ ン 誘 導 体 (2L)か ら の MDEA免 疫 原 (2U)お よ び MDMA-BSAス ク
リ ー ニ ン グ コ ン ジ ュ ゲ ー ト (2T)の 合 成 に 関 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 7は ア ミ ノ 誘 導 体 (2F)か ら の MDEAマ レ イ ミ ド 誘 導 体 (2O)の 合 成 に 関 す る 模 式 図
で あ る 。
【 図 ８ 】 図 8は MDEAマ レ イ ミ ド 誘 導 体 (2O)お よ び チ オ ー ル 化 BSAか ら の MDEA-マ レ イ ミ ド -BS
Aコ ン ジ ュ ゲ ー ト (2R)の 合 成 に 関 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 図 9は MDEAマ レ イ ミ ド 誘 導 体 (2O)お よ び チ オ ー ル 化 KLHか ら の MDEA-マ レ イ ミ ド -KL
Hコ ン ジ ュ ゲ ー ト (2S)の 合 成 に 関 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 図 10は MDA活 性 化 ハ プ テ ン (3H)の 合 成 に 関 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 １ １ 】 図 11は MDAア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト (3I)の 合 成 に 関 す る 模 式 図 で あ
る 。
【 図 １ ２ 】 図 12は カ ル ボ ベ ン ゾ キ シ 保 護 BDB(4H)お よ び MBDB(5H)誘 導 体 の 合 成 方 法 の 模 式
図 で あ る 。
【 図 １ ３ 】 図 13は BDB(4Mお よ び 4N)な ら び に MBDB(5Mお よ び 5N)誘 導 体 の KLHお よ び ア ミ ノ デ
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特 異 性



キ ス ト ラ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成 方 法 の 模 式 図 で あ る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】
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【 図 ７ 】 【 図 ８ 】

【 図 ９ 】 【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】 【 図 １ ２ 】

【 図 １ ３ 】
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【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 9月 1日 (2004.9.1)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 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 】
　 下 記 構 造 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
(式 中 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族 も
し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 の 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖 も
し く は 分 枝 鎖 で あ り 、 Yは 活 性 エ ス テ ル 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 チ オ ー
ル 、 イ ミ ド エ ス テ ル 、 ア ン ヒ ド リ ド 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ラ ク ト ン 、 ジ ア ゾ ニ ウ ム 基 、 お よ
び ア ル デ ヒ ド か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 活 性 化 さ れ た 官 能 基 で あ り 、 R 1 は H、 CH 3 、 C 2 H 5 、
ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は CH 3 ま た は C 2 H 5 で あ り 、 な ら び に R 3 は 保 護 基 ま た は Hで あ る )
を 有 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ 】
　 下 記 構 造 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
(式 中 、 Lは COま た は CH 2 で あ り 、 Xは NHま た は Oで あ り 、 Mは 飽 和 も し く は 不 飽 和 、 脂 肪 族 も
し く は 芳 香 族 、 置 換 も し く は 非 置 換 の 、 0～ 10個 の 炭 素 原 子 も し く は ヘ テ ロ 原 子 の 直 鎖 も
し く は 分 枝 鎖 で あ り 、 Zは 担 体 分 子 で あ り 、 R 1 は H、 CH 3 、 C 2 H 5 、 ま た は C 3 H 7 で あ り 、 R 2 は C
H 3 ま た は C 2 H 5 で あ る )
を 有 す る 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
　 MDEAに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 、 細 胞
系 MDMA 8.3、 ATCC命 名 PTA-5340。
【 請 求 項 ４ 】
　 MDEAに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る 、 細 胞 系 MDMA 8.3、 ATCC命 名 PTA-5340
か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 MDEAに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 し 、 細 胞 系 MDMA 8.3、 ATCC命 名 PTA-5340に
由 来 す る 抗 体 と 等 価 な 様 式 で 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ６ 】
　 MBDBお よ び d-MAMPに 対 し て 90％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る 、 細 胞 系 MDMA 6.1、 ATCC命 名 PTA-5339。
【 請 求 項 ７ 】
　 MBDBお よ び d-MAMPに 対 し て 90％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る 、 細 胞 系 MDMA 6.1、 ATCC命
名 PTA-5339か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
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【 請 求 項 ８ 】
　 MBDBお よ び d-MAMPに 対 し て 90％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 し 、 細 胞 系 MDMA 6.1、 ATCC命 名
PTA-5339に 由 来 す る 抗 体 と 等 価 な 様 式 で 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ９ 】
　 MDMAお よ び MBDBに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生
す る 、 細 胞 系 MDEA 2.2、 ATCC命 名 PTA-5338。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 MDMAお よ び MBDBに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 す る 、 細 胞 系 MDEA 2.2、 ATCC命
名 PTA-5338か ら 産 生 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 MDMAお よ び MBDBに 対 し て 100％ を 超 え る 交 叉 反 応 性 を 有 し 、 細 胞 系 MDEA 2.2、 ATCC命 名 P
TA-5338に 由 来 す る 抗 体 と 等 価 な 様 式 で 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 免 疫 原 と し て の 請 求 項 ２ に 記 載 の 化 合 物 の 使 用 。
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