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(57)【要約】
　クロザピンから誘導される新規なコンジュゲート及び免疫原並びにこれらの免疫原によ
り生じる抗体は、体液中のクロザピンの定量化及びモニタリングのためのイムノアッセイ
において有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中のクロザピンを検出するためのイムノアッセイであって、ａ）該試料、ｂ）クロ
ザピンと選択的に反応するがＮ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシドと
実質的に交差反応しない抗体、並びにｃ）反応性のチオール基又はアミノ基のいずれかを
有する担体と、式
【化１】

［式中、Ｂは、－（Ｃ＝Ｏ）－、－（Ｃ＝Ｏ）－ＮＨ－、－（Ｃ＝Ｏ）－Ｏ－、－ＣＨ２

－であり、
　Ｙは、有機スペーシング基であり、
　Ｘは、ポリアミンポリマーに結合できる末端官能基であり、
　ｐは、０から１の整数である］
の化合物又はその塩とのコンジュゲートの混合物を準備し、
　該試料中の該クロザピン及び該混合物中の該コンジュゲートを該抗体と結合させ、
　その後、該抗体に結合している又は結合していない該混合物中の該コンジュゲートの量
を測定し、それにより試料中のクロザピンの存在を決定する、イムノアッセイ。
【請求項２】
　前記試料がヒト試料である、請求項１に記載のプロセス。
【請求項３】
　前記抗体が、式
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【化２】

［式中、Ｂは、－（Ｃ＝Ｏ）－、－（Ｃ＝Ｏ）－ＮＨ－、－（Ｃ＝Ｏ）－Ｏ、－ＣＨ２－
であり、
　Ｙは、有機スペーシング基であり、
　Ｘは、ポリアミンポリマーに結合できる末端官能基であり、
　ｐは、０から１の整数である］
の化合物又はその塩にコンジュゲートされた反応性のチオール基又はアミノ基を有する免
疫原性担体を含む免疫原から生じる、請求項２に記載のイムノアッセイ。
【請求項４】
　前記担体がチオール基を含有し、該免疫原性ポリマーに連結される化合物におけるＸが
、該チオールと反応できる官能基である、請求項３に記載のイムノアッセイ。
【請求項５】
　Ｘが、

【化３】

である、請求項４に記載のイムノアッセイ。
【請求項６】
　Ｙが低級アルキレンである、請求項５に記載のイムノアッセイ。
【請求項７】
　前記免疫原性担体が、前記官能基として
【化４】

［式中、ｖは、１から６の整数である］



(4) JP 2014-517298 A 2014.7.17

10

20

30

40

を含有する、請求項６に記載のイムノアッセイ。
【請求項８】
　前記抗体が固体支持体に結合している、請求項２に記載のイムノアッセイ。
【請求項９】
　前記固体支持体がマイクロタイタープレートである、請求項８に記載のイムノアッセイ
。
【請求項１０】
　前記固体支持体がナノ粒子である、請求項９に記載のイムノアッセイ。
【請求項１１】
　選択的にクロザピンに結合し、Ｎ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシ
ドに実質的に結合しない抗体。
【請求項１２】
　前記抗体がマウス、ヒツジ、ウサギ又はラットに由来する、請求項１１に記載の抗体。
【請求項１３】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１３に記載の抗体。
【請求項１４】
　前記抗体が、式
【化５】

［式中、Ｂは、－（Ｃ＝Ｏ）－、－（Ｃ＝Ｏ）－ＮＨ－、－（Ｃ＝Ｏ）－Ｏ－、－ＣＨ２

－であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、ポリアミンポリマーに結合できる末端官能基であり、
ｐは、０から１の整数である］
の化合物又はその塩からなる群から選択される化合物にコンジュゲートされた反応性のア
ミノ基又はチオール基ポリマーを有する免疫原性担体から得られる、請求項１１に記載の
抗体。
【請求項１５】
　前記担体がチオール基を含有し、免疫原性ポリマーにコンジュゲートされた化合物にお
けるＸが、該チオールと反応できる官能基である、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１６】
　前記化合物におけるＸが
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【化６】

である、請求項１５に記載の抗体。
【請求項１７】
　前記化合物におけるＹが低級アルキレンである、請求項１６に記載の抗体。
【請求項１８】
　前記免疫原性担体が、前記官能基として、

【化７】

［式中、ｖは、１から６の整数である］
を含有する、請求項１７に記載の抗体。
【請求項１９】
　前記抗体がマウス、ヒツジ、ウサギ又はラットに由来する、請求項１８に記載の抗体。
【請求項２０】
　式
【化８】

［式中、Ｂは、－（Ｃ＝Ｏ）－、－（Ｃ＝Ｏ）－ＮＨ－、－（Ｃ＝Ｏ）－Ｏ－、－ＣＨ２

－であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、ポリアミンポリマーに結合できる末端官能基であり、
ｐは、０から１の整数である］
の化合物又はその塩。
【請求項２１】
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　ｐが０である、請求項２０に記載の化合物。
【請求項２２】
　Ｘが
【化９】

［式中、Ｒ３は水素であるか、又はその結合酸素原子と一緒になって反応性エステルを形
成し、Ｒ４は酸素又は硫黄である］
である、請求項２１に記載の化合物。
【請求項２３】
　Ｘが

【化１０】

であり、Ｒ３が水素である、請求項２２に記載の化合物。
【請求項２４】
　Ｘが
【化１１】

であり、ＯＲ３が反応性エステルを形成する、請求項２２に記載の化合物。
【請求項２５】
　前記形成されるエステルが低級アルキルエステル、イミドエステル又はアミドエステル
である、請求項２４に記載の化合物。
【請求項２６】
　ｐが１である、請求項２０に記載の化合物。
【請求項２７】
　Ｘが
【化１２】

［式中、Ｒ３は水素であるか、又はその結合酸素原子と一緒になって反応性エステルを形
成し、Ｒ４は酸素又は硫黄である］
である、請求項２５に記載の化合物。
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【請求項２８】
　Ｙが、１個から１０個の炭素原子を含有するアルキレン、
【化１３】

［式中、ｎ及びｏは０から６の整数であり、ｍは１から６の整数である］
である、請求項２６に記載の化合物。
【請求項２９】
　チオール又はアミン基を有する担体と、式

【化１４】

［式中、Ｂは、－（Ｃ＝Ｏ）－、－（Ｃ＝Ｏ）－ＮＨ－、－（Ｃ＝Ｏ）－Ｏ－、－ＣＨ２

－であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、ポリアミンポリマーに結合できる末端官能基であり、
ｐは、０から１の整数である］
の化合物又はその塩とのコンジュゲート。
【請求項３０】
　ｐが０である、請求項２９に記載のコンジュゲート。
【請求項３１】
　ｐが１である、請求項３０に記載のコンジュゲート。
【請求項３２】
　Ｙが、１個から１０個の炭素原子を含有するアルキレン、
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【化１５】

［式中、ｎ及びｏは０から６の整数であり、ｍは１から６の整数である］
である、請求項３１に記載のコンジュゲート。
【請求項３３】
　前記担体が、

【化１６】

［式中、Ｒ４は酸素又は硫黄である］
によって連結される１個又は複数のアミノ基を含有する免疫原性高分子ポリマーを含む、
請求項３２に記載のコンジュゲート。
【請求項３４】
　患者試料中のクロザピンの存在を決定するキットであって、別々の容器中に試薬を含み
、該試薬の１つは、官能性のアミノ基又はチオール基を含有する担体と、式
【化１７】

［式中、Ｂは、－（Ｃ＝Ｏ）－、－（Ｃ＝Ｏ）－ＮＨ－、－（Ｃ＝Ｏ）－Ｏ－、－ＣＨ２

－であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、ポリアミンポリマーに結合できる末端官能基であり、
ｐは、０から１の整数である］
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の化合物からなる群から選択される化合物又はその塩とのコンジュゲートであり；第２の
容器は、クロザピンと実質的に選択的に反応しＮ－デスメチルクロザピン及びクロザピン
－Ｎ－オキシドと実質的に交差反応しない抗体を含有する、キット。
【請求項３５】
　前記コンジュゲートが前記第１の容器中に所定量で存在する、請求項３４に記載のキッ
ト。
【請求項３６】
　前記試料中のクロザピンの量を決定するために使用される、請求項３５に記載のキット
。
【請求項３７】
　前記担体が反応性末端官能性チオール基を有し、Ｘが該チオール基に結合できる末端官
能基である、請求項３７に記載のキット。
【請求項３８】
　Ｘが

【化１８】

である、請求項３８に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、治療中の最適な薬物濃度を迅速に決定するためにヒト体液中のクロザピンの
存在を決定及び／又は量を定量するためのイムノアッセイの分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　統合失調症は、世界人口のおよそ１％が患う重度の精神障害である。統合失調症の臨床
症状としては、妄想、幻聴、思考及び発話の混乱、引きこもり、意欲の欠如、並びに思索
の混乱及び記憶障害などの認知機能障害が挙げられる。この障害は、ドーパミン及びセロ
トニンのレベルを含む神経学的欠陥(neurological defects)と阻害性介在ニューロン欠損
(inhibitory interneuron deficiencies)との組合せによって引き起こされると考えられ
ている。統合失調症は、一般的に抗精神病薬又は神経弛緩薬と称される、神経伝達物質及
び受容体を標的とする薬物で治療することができる。
【０００３】
　「非定型抗精神病薬」、より一般的には「第二世代抗精神病薬」と呼ばれる抗精神病薬
の１つのクラスに、三環式ジベンザゼピン誘導体であるクロザピン（Ｉ）がある。クロザ
ピンは、米国でＮｏｖａｒｔｉｓによってクロザリル（登録商標）で上市されており、ド
ーパミン受容体Ｄ１、Ｄ２、Ｄ３及びＤ５でドーパミンの結合に干渉し、Ｄ４受容体に対
して高い親和性を有する（クロザリル　２００９　添付文書）。クロザリルは、アドレナ
リン作動性、コリン作動性、ヒスタミン作動性及びセロトニン作動性の受容体でアンタゴ
ニストとしても作用する。クロザピンは、ヒトではシトクロムＰ４５０によってほとんど
完全に代謝されてＮ－脱メチル及びＮ－オキシド誘導体になる。Ｎ－脱メチル代謝物は制
限された活性を有するだけであり、Ｎ－オキシド誘導体は不活性である。Ｎ－脱メチル代
謝物の活性は、クロザピンが活性である受容体以外の受容体に対するものである。
【０００４】
　クロザピンは、以下の式
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【化１】

を有する。
【０００５】
　Ｎ－デスメチルクロザピンは、以下の式
【化２】

を有する。
【０００６】
　クロザピン－Ｎ－オキシドは、以下の式
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【化３】

を有する。
【０００７】
　クロザピンの血漿濃度は、シトクロムＰ４５０活性の変動によって影響を受ける（Ｃｈ
ｅｔｔｙ、Ｍ及びＭ　Ｍｕｒｒａｙ、Ｃｕｒｒ　Ｄｒｕｇ　Ｍｅｔａｂ、８、４、３０７
～１３　２００７；Ｍａｕｒｉ、ＭＣ、ら、Ｃｌｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ、４
６、５、３５９～８８　２００７；Ｍｅｎｄｏｚａ、ＭＣ及びＪＰ　Ｌｉｎｄｅｎｍａｙ
ｅｒ、Ｃｌｉｎ　Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌ、３２、３、１５４～７　２００９）、
年齢、性別、カフェイン使用及び喫煙（Ｒｏｓｔａｍｉ－Ｈｏｄｊｅｇａｎ、Ａ、ら、Ｊ
　Ｃｌｉｎ　Ｐｓｙｃｈｏｐｈａｒｍａｃｏｌ、２４、１、７０～８　２００４）。
【０００８】
　クロザピンは、血漿定常状態濃度において患者間較差が大きいことが示されており、こ
の変動性は生命の安全及び質に衝撃を与え得る（Ｍａｕｒｉ、ＭＣ、ＬＳ　Ｖｏｌｏｎｔ
ｅｒｉ、Ａ　Ｃｏｌａｓａｎｔｉ、Ａ　Ｆｉｏｒｅｎｔｉｎｉ、ＩＦ　Ｄｅ　Ｇａｓｐａ
ｒｉ及びＳＲ　Ｂａｒｅｇｇｉ、Ｃｌｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ、４６、５、３
５９～８８　２００７）。
【０００９】
　クロザピンの効能は特定範囲内の血漿薬物濃度で改善され、この薬物は患者内の広い薬
物動態学的な変動特性を呈するので、血中のこの薬物の濃度をモニタリングすること及び
標的レベルに調整することは、効能を増大させ、毒性を最小化する点において価値がある
（Ｍａｕｒｉ、ＭＣ、ＬＳ　Ｖｏｌｏｎｔｅｒｉ、Ａ　Ｃｏｌａｓａｎｔｉ、Ａ　Ｆｉｏ
ｒｅｎｔｉｎｉ、ＩＦ　Ｄｅ　Ｇａｓｐａｒｉ及びＳＲ　Ｂａｒｅｇｇｉ、Ｃｌｉｎ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔ、４６、５、３５９～８８　２００７）。
【００１０】
　この変動特性の結果として、異なる個体における同じ薬物の同じ投与量は、劇的に異な
る臨床結果をもたらすことがある。クロザピンの同じ投与量の有効性は、患者における個
々の薬物クリアランス及び最終的血清薬物濃度に基づいて顕著に変動する。治療薬物の管
理は、薬物投与における患者変動に関する見識を臨床医に提供する。治療薬物の管理で、
薬物投与量は患者に対して個別化することができ、望ましくない副作用なしに障害を有効
に治療する可能性はずっと高くなる。
【００１１】
　加えて、クロザピンの治療薬物管理は、有効な血清濃度レベルを達成するための投与及
び規定の投与量に従うことを確保するための優れたツールとして働く（Ｔｒｅｕｒ、Ｍ、
ら、ＢＭＣ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖ．Ｒｅｓ．、９、９　２００９；Ｖａｌｅｎｓｔｅ
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ｉｎ、Ｍ、ら、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ、６７、１０、１５４２～１５５０
　２００６）。クロザピンの治療薬物管理をルーチン的に行うには、一般の実験室装置に
適応できる単純な自動試験を利用可能であることが要求される。ヒトの血液及び血漿にお
けるクロザピンの濃度を、紫外線（ＵＶ）又は質量分光で検出する液体クロマトグラフィ
ー（ＬＣ）を使用して決定することが記載されている（Ｒｏｓｌａｎｄ、Ｍ、ら、Ｄｒｕ
ｇ　Ｄｅｖ　Ｉｎｄ　Ｐｈａｒｍ、３３、１０、１１５８～６６　２００７；Ｒａｏ、Ｌ
Ｖ、ら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｌａｂ　Ａｎａｌ、２３、６、３９４～８　２００９；Ｍｉｎｇ
、ＤＳ及びＪ　Ｈｅａｔｈｃｏｔｅ、Ｊ　Ａｎａｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌ、３３、４、１９８
～２０３　２００９；Ｎｉｅｄｅｒｌａｎｄｅｒ、ＨＡ、ら、Ｊ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ
　Ｂ　Ａｎａｌｙｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉ、８３４、１～
２、９８～１０７　２００６）。これらの方法は、液－液又は－固相での抽出を必要とす
るため労働に依存し、高価な装置を使用し、ルーチン的な臨床検査室での使用へと改変す
ることができない。現在まで、この抗精神病薬で処置される患者のヒト体液中のクロザピ
ンを測定するためのイムノアッセイはない。
【００１２】
　以上の通り、ヒト体液中のクロザピンの存在を決定及び／又は量を定量するためのイム
ノアッセイはない。イムノアッセイによるクロザピンのルーチン的な治療薬物の管理は、
標準的な実験室装置に適応する単純な自動試験を提供する。しかしながら、こうしたイム
ノアッセイを提供するためには、クロザピンに特異的な抗体が生成されなければならない
。このアッセイにおいて使用される誘導体及び免疫原は、これらに対応する生成抗体を通
じて、クロザピンの検出に干渉する治療的又は薬理学的に活性又は不活性なクロザピンの
代謝物に対する実質的交差反応なしに、クロザピンに対する特異的反応性を付与しなけれ
ばならず、これらの干渉性代謝物は、Ｎ－デスメチルクロザピン（式ＩＩの化合物）及び
クロザピン－Ｎ－オキシド（式ＩＩＩの化合物）である。クロザピンをモニタリングする
ためのイムノアッセイを行う際、使用される抗体は、薬学的活性代謝物のＮ－デスメチル
クロザピン（式ＩＩの化合物）に反応しないことが重要である。これは、Ｎ－デスメチル
クロザピンとの反応性が患者試料中のクロザピンの検出に干渉し、検出可能なＮ－デスメ
チルクロザピンと臨床結果との間には相関関係がないので事実である。Ｙ．－Ｑ．Ｘｉａ
ｎｇら（Ｓｅｒｕｍ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｏｆ　ｃｌｏｚａｐｉｎｅ　ａｎ
ｄ　ｎｏｒｃｌｏｚａｐｉｎｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ　ｏｆ　ｒｅｌａ
ｐｓｅ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ）、Ｓｃｈｉ
ｚｏｐｈｒｅｎｉａ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、８３（２００６）２０１－並びにＭ．Ｃ．Ｍｅ
ｎｄｏｚａ及びＪ．Ｐ．Ｌｉｎｄｅｎｍａｙｅｒ、Ｎ－デスメチルクロザピン（Ｎ－Ｄｅ
ｓｍｅｔｈｙｌｃｌｏｚａｐｉｎｅ）：（Ｉｓ　ｔｈｅｒｅ　ｅｖｉｄｅｎｃｅ　ｆｏｒ
　ｉｔｓ　ａｎｔｉｐｓｙｃｈｏｔｉｃ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ？）、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　
Ｎｅｕｒｏｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　３２（３）１５４～１５７を参照されたい。
【００１３】
　このように、イムノアッセイの手段によって薬物レベルをモニタリングする際に有効で
あるためには、抗体は、クロザピンに特異的であり、且つその主要な薬学的活性代謝物の
Ｎ－デスメチルクロザピンと交差反応しないものでなければならない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
　本発明によれば、クロザピンに対して実質的に選択的に反応してクロザピンに選択的に
結合する新たなクラスの抗体が生成される。選択的反応性は、この抗体がクロザピンだけ
と反応し、クロザピン代謝物のＮ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシド
と実質的に反応又は交差反応しないことを意味する。これらのクロザピン代謝物との交差
反応性は、ヒト体液中のクロザピンの存在及び量のイムノアッセイによる正確な決定を妨
げる。これらの抗体によって、クロザピンレベルをモニタリングためにクロザピンで治療
されるヒト患者の試料中のクロザピンの量を検出及び定量化して、無顆粒球症及びてんか
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ん性発作などの重篤な副作用を引き起こし得る過剰投与を防止するためのイムノアッセイ
が提供される。
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　免疫原性ポリアミンポリマーと、式
【化４】

［式中、Ｂは、－（Ｃ＝Ｏ）－、－（Ｃ＝Ｏ）－ＮＨ－、－（Ｃ＝Ｏ）－Ｏ－、－ＣＨ２

－であり、
　Ｙは、有機スペーシング基であり、
　Ｘは、ポリアミンポリマーに結合できる末端官能基であり、
　ｐは、０から１の整数である］
の化合物又はその塩とのコンジュゲートである免疫原を使用することによって、クロザピ
ンに特異的でありＮ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシドと実質的に反
応又は結合しない抗体が生成されることが判明した。
【００１６】
　クロザピンと実質的に選択的に反応し、Ｎ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ
－オキシドと交差反応しないこれらの抗体の提供は、特異的にクロザピンを検出及び定量
化することができるイムノアッセイを生成して、クロザピンで治療されている患者の液体
試料中のクロザピンをモニタリングすることを可能にする。本発明にはまた、当該イムノ
アッセイのための試薬及びキットも含まれる。
【発明を実施するための形態】
【００１７】
　本発明によれば、上述の通り、クロザピンと実質的に選択的に反応し、Ｎ－デスメチル
クロザピン又はクロザピン－Ｎ－オキシドと実質的に反応又は交差反応しない新たなクラ
スの抗体が提供される。式ＩＶのクロザピンの誘導体又はそれらの塩を免疫原として使用
することを通じて、本発明のこの新しいクラスの抗体が提供されることが見出された。血
液、血漿又は他の体液試料中のクロザピンを検出及び／又は定量するためのイムノアッセ
イ（こうしたイムノアッセイのための試薬及びキットを含む）が、このような抗体の使用
によって開発された。このイムノアッセイを使用すれば、この治療剤で治療されている患
者の体液試料中のクロザピンの存在及び量を検出及び／又は定量し得る。このようにして
、クロザピンで治療されている患者は、治療中及び前記モニタリングに従って調整される
患者の処置中にモニタリングすることができる。本発明によって、治療剤としてクロザピ
ンで処置されている統合失調症患者におけるクロザピンの治療薬物の管理が達成される。
検出される治療剤は式Ｉのクロザピンである。
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【００１８】
　本発明のアッセイにおいて利用される試薬は、高分子担体と式ＩＶの化合物とのコンジ
ュゲートである。このコンジュゲートは、本発明の抗体との結合について試料に存在する
クロザピンと競合的な結合パートナーである。そのため、抗体に結合するコンジュゲート
試薬の量は、試料中のクロザピンの量に反比例する。本発明において、このアッセイは、
抗体に結合している又は結合していない前記コンジュゲートの量を検出及び測定するため
に任意の従来の測定手段を利用する。
【００１９】
　この測定手段の使用により、結合又は非結合コンジュゲートの量が決定され得る。一般
に、試料中のクロザピンの量は、試料中のクロザピンによって生成される結合又は非結合
コンジュゲートの測定量と、クロザピンの既知量を含有する試料で得られる標準又は検量
線から決定される結合又は非結合コンジュゲートの値とを相関させることによって決定さ
れ、既知量は、試験されるべき試料について予想される範囲である。検量線を作成するた
めの検討は、試料のために使用されるのと同じイムノアッセイ手順を使用して行われる。
【００２０】
定義
　本明細書を通じて、以下の定義が理解されるべきである。
【００２１】
　本願で使用される場合、「Ｐｈ」という用語はフェニル基を表す。「アルキレン」とい
う用語は、１個から１０個の炭素原子を含有する二価の飽和直鎖又は分枝鎖の炭化水素置
換基を表す。
【００２２】
　「免疫原」及び「免疫原性」という用語は、生物体における免疫応答を誘発、生成又は
発生させることができる物質を指す。
【００２３】
　「コンジュゲート」という用語は、別々の部分を一緒に結合することで形成される任意
の物質を指す。本発明による代表的なコンジュゲートとしては、式ＩＶの化合物など小分
子を担体又はポリアミンポリマー、特にタンパク質などの大分子と一緒に結合することに
よって形成されるものが挙げられる。コンジュゲートにおいて、小分子は、大分子上の１
つ又は複数の活性部位で接合することができる。コンジュゲートという用語には、免疫原
という用語が含まれる。
【００２４】
　「ハプテン」は、部分的又は不完全な抗原である。それらは、抗体形成を刺激できない
が抗体と反応する無タンパク質物質、主に低分子量物質である。後者では、ハプテンを高
分子量免疫原性担体にカップリングし、次いで、このカップリング生成物、即ち免疫原を
、ヒト又は動物対象に注射することによって利用される。本発明のハプテンはクロザピン
である。
【００２５】
　本明細書で使用される場合、「スペーシング基」又は「スペーサー」は、官能性連結基
を介してハプテン、担体、免疫原、標識又はトレーサーなどの２つ以上のサブ構造を接続
する化学構造の一部を指す。スペーサー基は、本願において後述する。スペーシング基の
原子及びスペーシング基中の鎖の原子は、それら自体、化学結合によって接続されている
。好ましいスペーサーは、直鎖又は分岐の飽和又は不飽和の炭素鎖である。また、これら
の炭素鎖は、鎖内又は鎖の終端に１個又は複数のヘテロ原子を含み得る。「ヘテロ原子」
は、酸素、窒素及び硫黄からなる群から選択される、炭素以外の原子を意味する。また、
スペーシング基は、鎖の一部として、又は鎖における原子の１つに対する置換基として、
環式基又は芳香族基を含み得る。
【００２６】
　スペーシング基における原子の数は、水素以外の原子をカウントすることによって決定
される。スペーシング基中の鎖における原子の数は、接続されているサブ構造間の最も短
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い経路に沿って水素以外の原子の数をカウントすることによって決定される。ハプテンと
標識又は担体又はポリアミンポリマーとのコンジュゲートを合成するために、官能性連結
基を使用して、ハプテン基又はスペーシング基を活性化すること、例えば、利用可能な官
能性部位をハプテン基又はスペーシング基上に提供することができる。
【００２７】
　「免疫原性担体」は、この用語が本明細書において使用される場合、１つ又は複数の位
置でハプテン（本願においてはクロザピン）と接続することができる免疫原性物質、一般
的にタンパク質であり、それによって、これらのハプテン誘導体が免疫応答を誘導し、ハ
プテンと特異的に結合できる抗体の生成を誘発することを可能にする。免疫原性担体及び
連結基については、本願において後述する。免疫原性担体物質の中には、外来性と認識さ
れ、それによって宿主から免疫性応答を誘発する、タンパク質、糖タンパク質、ポリアミ
ノ－多糖類複合体、粒子及び核酸が挙げられる。ポリアミノ－多糖類は、この調製で知ら
れている従来の手段の何れかを使用して多糖類から調製することができる。
【００２８】
　また、様々なタンパク質系物質が、ポリ（アミノ酸）免疫原性担体として用いられ得る
。このような種類には、アルブミン、血清タンパク質、リポタンパク質などがある。タン
パク質の例としては、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、キーホールリンペットヘモシアニ
ン（ＫＬＨ）、オバルブミン、ウシチログロブリン（ＢＴＧ）などが挙げられる。また、
合成のポリ（アミノ酸）を利用することもできる。
【００２９】
　免疫原性担体としては、単糖類の反復縮合によって構築された高分子量ポリマーである
ポリアミノ－多糖類も挙げることができる。多糖類の例は、デンプン、グリコーゲン、セ
ルロース、アラビアガム等の炭水化物ガム、寒天などである。多糖類は、ポリ（アミノ酸
）残基及び／又は脂質残基も含有する。
【００３０】
　免疫原性担体は、単独の又は上述したポリ（アミノ酸）又は多糖類の１つにコンジュゲ
ートされているポリ（核酸）であってもよい。
【００３１】
　免疫原性担体としては、固体粒子も挙げることができる。粒子は、一般に、少なくとも
約０．０２ミクロン（μｍ）で約１００μｍ以下の直径であり、通常約０．０５μｍから
１０μｍの直径である。粒子は、最適には水に近似する密度、一般に約０．７から１．５
ｇ／ｍＬの、有機又は無機の膨張可能又は非膨張可能な多孔質又は非多孔質の粒子であっ
てよく、透明、部分的透明又は不透明な材料で構成されてもよい。粒子は、細胞及び微生
物体などの生物学的材料であってよく、非限定的な例として赤血球、白血球、リンパ球、
ハイブリドーマ、ストレプトコッカス属（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、スタフィロコ
ッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、大腸菌（Ｅ　ｃ
ｏｌｉ）及びウイルスなどが挙げられる。粒子はまた、有機及び無機ポリマー、リポソー
ム、ラテックス、リン脂質小胞又はリポタンパク質で構成されてもよい。
【００３２】
　「ポリ（アミノ酸）」又は「ポリペプチド」は、アミノ酸から形成されるポリアミドで
ある。ポリ（アミノ酸）は、一般に、約２，０００分子量から上限のない範囲の分子量を
有し、標準的には１０，０００，０００未満で、多くの場合約６００，０００以下のダル
トンである。通常、免疫原性担体又は酵素に関与するかどうかに依存して異なる範囲とな
る。
【００３３】
　「ペプチド」は、アミド（ペプチド）結合による２種以上のアミノ酸の結合によって形
成される任意の化合物、通常、各アミノ酸残基（ＮＨ２末端を除く）のα－アミノ基が隣
の残基のα－カルボキシル基に連結されて線状鎖になっているα－アミノ酸のポリマーで
ある。ペプチド、ポリペプチド及びポリ（アミノ酸）という用語は、サイズに関する制限
なくこのクラスの化合物を指すために本明細書において同義的に使用される。このクラス



(16) JP 2014-517298 A 2014.7.17

10

20

30

40

50

の最も大きいメンバーはタンパク質と称される。
【００３４】
　「標識」、「検出分子」又は「トレーサー」は、検出可能なシグナルを生成する又は誘
発されて生成することができる任意の分子である。標識は、分析物、免疫原、抗体に、又
は受容体若しくはリガンド、特にハプテンなどの受容体に結合することができる分子など
の別の分子にコンジュゲートすることができる。標識の非限定的な例としては、放射性同
位元素、酵素、酵素断片、酵素基質、酵素阻害剤、コエンザイム、触媒、フルオロフォア
、染料、化学発光体、発光体又は増感剤；非磁性若しくは磁性粒子、固体支持体、リポソ
ーム、リガンド又は受容体が挙げられる。
【００３５】
　「抗体」という用語は、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
質を除外して抗原に対する特異的結合親和性を有する任意の物質、又は物質の群である。
抗体という総称は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体及び抗体断片を包含する。
【００３６】
　「誘導体」という用語は、１つ又は複数の化学反応によって親化合物から作られた化学
物質又は分子を指す。
【００３７】
　「担体」という用語は、固体粒子、及び／又は上述した物等の免疫原性ポリマーなどの
高分子ポリマーを指す。担体が固体粒子である場合、固体粒子は、ポリアミンポリマーと
結合(bound)、コーティング又はそうでなければ付着(attached)することで、式ＩＶの化
合物における末端官能基Ｘに結合するための１つ又は複数の反応部位を提供することがで
きる。
【００３８】
　「試薬キット」又は「試験キット」という用語は、アッセイを行う際に使用される材料
のアセンブリを指す。試薬は、それら相互の反応性及び安定性に応じて同じ又は別々の容
器で包装される組合せであり、液体で又は凍結乾燥形態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及び割合は、特別な用途のための最適な結果を提供するように選
択される。本発明の特徴を具体化する試薬キットは、クロザピンに特異的な抗体を含む。
キットは、分析物のリガンド並びに較正及び対照の材料をさらに含み得る。試薬は液状形
態のままでもよく、凍結乾燥させてもよい。
【００３９】
　「較正及び対照の材料」という句は、測定されるべき薬物の既知量を含有する任意の標
準又は基準の材料を指す。薬物の濃度は、不明な試料について得られた結果を、標準物に
ついて得られた結果と比較することによって算出される。これは一般的に、検量線を作成
することによって行われる。
【００４０】
　「生物学的試料」という用語には、これらに限定されないが、生物又は以前生存してい
た生物に由来するあらゆる性質の物質が含まれる。こうした生物としては、これらに限定
されないが、ヒト、マウス、サル、ラット、ウサギ、ウマ及び他の動物が挙げられる。こ
うした物質としては、これらに限定されないが、血液、血清、血漿、尿、脳脊髄液、細胞
、器官、組織、骨、骨髄、リンパ、リンパ節、滑膜組織、軟骨細胞、滑膜マクロファージ
、内皮細胞及び皮膚が挙げられる。
【００４１】
試薬及び免疫原
　抗体に基づくイムノアッセイにおいて、クロザピンのコンジュゲートは、抗体の結合部
位について試料中のクロザピンと競合するように作製される。本発明のイムノアッセイに
おいて、式ＩＶの試薬は、式Ｉのクロザピンの１－ニトロ基に形成される窒素置換を有す
るクロザピン誘導体である。式ＩＶの化合物において、リンカースペーサーは、この分子
の「Ｙ－Ｘ」部分を成す。このリンカーＸ及びスペーサー「Ｙ」は、イムノアッセイのた
めのコンジュゲート及び抗体を生成するための免疫原を調製する際には一般的なものであ
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る。イムノアッセイのためのコンジュゲート及び抗体を生成するための免疫原を調製する
のに利用される従来のスペーサー－連結基のいずれもが、式ＩＶの化合物で利用され得る
。こうした従来のリンカー及びスペーサーは、米国特許第５，５０１，９８７号及び米国
特許第５，１０１，０１５号に開示されている。
【００４２】
　コンジュゲート及び免疫原は、式Ｉの化合物から調製される。担体とハプテンとのコン
ジュゲート又は免疫原において、担体は、１つ又は複数の位置において、担体のポリマー
部分によって含有されている１個又は複数の反応性チオアミノ基に連結されることで、式
【化５】

［式中、Ｘ’は官能性連結基であり、ｐ及びＹは上記の通りである］
を有するハプテンを形成する。好ましいスペーサー基の中には、前述したスペーサー基が
挙げられる。特に好ましいスペーシング基は、１個から１０個の炭素原子を含有するアル
キレン、
【００４３】

【化６】

［式中、ｎ及びｏは０から６の整数であり、ｍは１から６の整数である］などの基であり
、アルキレンが特に好ましいスペーシング基である。
【００４４】
　式Ｖの化合物において、Ｘ’は、好ましくは高分子担体の反応性アミン基を介してスペ
ーサーを連結する官能基である。Ｘ’基は、担体又は免疫原のポリアミンポリマーの反応
性アミノ基に結合している式ＩＶの化合物における末端官能基Ｘの結果である。アミノ基
と反応できる何れの末端官能基も、式ＩＶの化合物における官能基Ｘとして利用すること
ができる。
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　Ｘ内に好ましくは含まれるこれらの末端官能基は、
【化７】

［式中、Ｒ３は水素であるか、又はその結合酸素原子と一緒になって反応性エステルを形
成し、Ｒ４は酸素又は硫黄である］
である。
【００４６】

【化８】

基は、イソシアナート又はイソチオシアナートであってよい。－ＯＲ３によって形成され
る活性エステルとしては、Ｎ－ヒドロキシスクシンアミドなどのイミドエステル、１－ヒ
ドロキシベンゾトリアゾール及びｐ－ニトロフェニルエステルが挙げられる。しかしなが
ら、アミン基又はチオール基と反応することができる活性エステルであれば何れも使用で
きる。
【００４７】
　カルボン酸基及び活性エステルは、従来の手段によって担体又は免疫原性ポリマーにカ
ップリングされる。タンパク質などのポリアミンポリマーのアミン基は、高分子免疫原又
は担体にスペーサーを連結して本発明のコンジュゲートを形成するアミド基を生成する。
【００４８】
　式ＩＶの化合物におけるＸが
【化９】

である場合、これらの化合物は、好ましくは、高分子担体又は免疫原性担体の遊離アミノ
基と反応する。他方で、式ＩＶの化合物におけるＸは、チオ基又はチオール基の両方と反
応する式
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【化１０】

のマレイミド基であってよい。
【００４９】
　式ＩＶのこれらの化合物は、反応させて、修飾してアミノ基をチオール基に変換した高
分子タンパク質に結合する。これは、高分子タンパク質担体の遊離アミノ基と、式

【化１１】

［式中、Ｒ１５は、チオール保護基であり、
　Ｒ３は、上記の通りであり、
　ｖは、１から４の整数である］
の化合物とを反応させることによって行うことができる。
【００５０】
　この反応は、タンパク質含有担体と式ＶＩの化合物とを水性媒体中にて混合することに
よって、水性媒体中で実施される。この反応において、温度及び圧力は重要でなく、反応
は室温及び大気圧で実施することができる。１０℃から２５℃の温度が一般に好ましい。
式ＶＩの化合物と反応させるタンパク質含有担体において、従来の何れのチオール保護剤
も利用することができる。チオール保護基は当技術分野においてよく知られており、２－
ピリジルジチオ（2-pyridyldthio）が好ましい保護基である。この反応によって、チオー
ル基、ＳＨ－は、式ＩＶの化合物を担体の残部に結合する担体の官能基になる。
【００５１】
　チオール修飾担体を式ＩＶの化合物と反応させる前に、チオール修飾担体のチオール保
護基は従来の手段によって除去される。チオール保護基を除去するための任意の従来の手
段が、この反応を実施する際に利用され得る。しかしながら、チオール保護基を除去する
ための手段を利用する際に、反応剤が水性媒体中に可溶性であり、担体に含有されている
ポリアミンポリマーを決して破壊又は害することがないことに注意しなければならない。
この保護基を除去するための好ましい手段は、生成される縮合物を還元するための物質と
してジチオスレイトールを使用することによる。この還元は、より高い圧力又は温度を利
用することなく、単純に還元剤を反応媒体に添加することによって実施することができる
。この還元は室温及び大気圧で実施することができる。
【００５２】
　上記の方法は、ポリアミン高分子含有担体の反応性末端アミノ基をチオール基に変換す
るための１つの手段を表すが、この変換を実施するために従来の何れの手段も利用し得る
。ポリアミン高分子含有担体の末端アミノ基をチオール基に変換するための方法は、当技
術分野においてよく知られており、本発明により利用し得る。
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【００５３】
　末端反応性チオール基を有する高分子ポリアミン含有担体と、Ｘが、担体によって保有
されている末端チオール基に結合できる官能基である、式ＩＶの化合物との反応は、従来
の手段によって実施することができる。この実施形態において、Ｘがマレイミドである式
ＩＶの化合物は、ポリアミン高分子担体によって保有されているチオール基と反応する。
マレイミド二重結合に対してチオールを付加するための何れの周知手段も、チオール架橋
を介して担体にコンジュゲートされる式ＩＶのコンジュゲートを生成する際に利用するこ
とができる。
【００５４】
　好ましい実施形態において、アミド結合、すなわちカルボキシル基含有クロザピンハプ
テンと担体又は免疫原のアミノ基との間の化学結合を介して結合される本発明の免疫原が
含まれるコンジュゲートは、当業者に知られている様々な方法を使用して得ることができ
る。カルボキシ基と脱離基試薬（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、１－ヒドロキ
シベンゾトリアゾール及びｐ－ニトロフェノールなど）とを反応させることによって、最
初に式ＩＶの化合物又はそれらの薬学的に許容される塩におけるクロザピンハプテンのカ
ルボン酸部分Ｘを活性化してアミド結合を形成することがしばしば好ましい。ジシクロヘ
キシルカルボジイミド及びジイソプロピルカルボジイミドなどの活性化試薬が使用され得
る。式ＩＶの化合物又はその薬学的に許容される塩のクロザピンハプテンにおけるカルボ
キシル基の活性化形態は、次いで、タンパク質担体を含有する緩衝溶液中で反応させる。
【００５５】
　式ＩＶのクロザピン誘導体が第一級又は第二級アミノ基並びにカルボキシル基を含有す
るアミノ結合コンジュゲートを調製する際に、活性化及びカップリング反応中にアミン保
護基を使用して、コンジュゲート同士が反応するのを防止する必要がある。典型的には、
式ＩＶのクロザピン誘導体のアミンは、対応するＮ－トリフルオロアセトアミド、Ｎ－ｔ
ｅｒｔ－ブチルオキシカルボニルウレタン（Ｎ－ｔ－ＢＯＣウレタン）、Ｎ－カルボベン
ジルオキシウレタン又は同様の構造を形成することによって保護される。上記の通り免疫
原性ポリマー又は担体へのカップリング反応を達成したら、アミン保護基は、他に免疫原
又はコンジュゲートの構造を変えない試薬を使用して除去することができる。こうした試
薬及び方法は当業者に知られており、弱性又は強性の水性(aqueous)又は無水の酸、弱性
又は強性の水性又は無水の塩基、水素化ホウ素ナトリウム又はシアノ水素化ホウ素ナトリ
ウムなどの水素化物含有試薬、及び接触水素化(catalytic hydrogenation)が挙げられる
。ハプテン及び担体をコンジュゲートする様々な方法は、米国特許第３，９９６，３４４
号及び米国特許第４，０１６，１４６号にも開示されており、これらを本明細書において
参照により組み込む。
【００５６】
　カルボン酸基及び活性エステルは、従来の手段によって担体又は免疫原性ポリマーにカ
ップリングされる。タンパク質などのポリアミンポリマー上のアミン基は、本発明のポリ
マー、免疫原又は担体、及び／又はコンジュゲートにスペーサーを連結するアミド基を生
成する。
【００５７】
　本発明の免疫原及びコンジュゲートにおいて、カルボキシル基含有クロザピンハプテン
と、担体又は免疫原によって含有されているポリアミンポリマーの反応性アミノ基との間
の化学結合は、当業者に知られている様々な方法を使用して確立することができる。アミ
ド結合を形成することがしばしば好ましい。アミド結合は、最初にカルボキシ基と脱離基
試薬（例えば、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、１－ヒドロキシベンゾトリアゾール及び
ｐ－ニトロフェノールなど）とを反応させることにより式ＩＶの化合物におけるカルボン
酸部分を活性化することによって形成される。ジシクロヘキシルカルボジイミド及びジイ
ソプロピルカルボジイミドなどの活性化試薬が使用され得る。式Ｖのクロザピンハプテン
におけるカルボキシル基の活性化形態は、次いで、反応性アミノ基を有する担体を含有す
る緩衝溶液と反応させる。
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【００５８】
　他方で、Ｘが式ＩＶの化合物において末端イソシアナート又はチオイソシアナート基で
ある場合、これらの基は、ポリアミンポリマーの遊離アミンと反応させると、Ｘ’が、
【化１２】

であり、ポリアミン担体又は免疫原性ポリペプチドがアミノ基を有する式Ｖのコンジュゲ
ート又は免疫原を生成する。
【００５９】
　式ＩＶの化合物におけるＸがアルデヒド基を含有する場合、これらの化合物は、還元的
アミノ化によるアミン結合を介して担体上のポリアミンポリペプチドの遊離アミノ基に連
結することができる。還元的アミノ化を介するなど、アルデヒドとアミンとを縮合する従
来の何れの方法を使用してもこの結合を形成することができる。この場合において、式Ｉ
Ｖのリガンド部分におけるＸ’は－ＣＨ２－である。
【００６０】
　式ＩＶの化合物は、式Ｉのクロザピンと、式
【化１３】

［式中、ｐ、Ｂ、Ｙ及びＸは上記の通りである］
のハロゲン化物とを反応させることによって形成される。
【００６１】
　ハロゲン化物とアミン窒素とを反応させる従来の何れの手段も、式ＩＶの化合物を式Ｉ
のクロザピンの第二級アミン窒素位置に縮合する際に利用することができる。式ＩＶの化
合物におけるハロゲン化物の使用は、ハロゲン化物と式Ｉの化合物上の第二級アミン基と
を縮合することによって、こうした置換第三級アミンを形成するための効果的な手段を提
供する。
【００６２】
　式Ｉの化合物がその塩の形態である場合、式ＩＶの化合物と反応させる前にこの塩をそ
の遊離塩基に変換することで、式ＩＶの化合物を形成することが望ましい。これは、塩の
中和など従来の手段によって実施することができる。塩が塩基性塩である場合、中和は酸
の添加によって水性媒体中で達成することができる。塩が酸付加塩である場合、中和は塩
基の添加によって水性媒体中で達成される。
【００６３】
　式ＩＶの化合物は、これらの化合物とポリアミン又はポリペプチドを含有する担体とを
反応させることによって、本発明の免疫原及び／又はコンジュゲート試薬に変換すること
ができる。このポリペプチドは、本発明の免疫原における担体として、及び免疫原性ポリ
マーとして利用することができるが、ポリアミン又はポリペプチドは免疫学的活性である
ことが条件となる。しかし、コンジュゲートを形成するためには、これらのポリマーは、
免疫原に必要とされるような免疫学的応答を生成する必要がない。本発明によれば、式Ｖ
の化合物におけるＸ’によって表される様々な官能基は、ポリマー内に含有されているア
ミノ基に官能基を結合させる従来の手段によって、反応性アミノ基を有するポリマーを含
有する担体にコンジュゲートすることができる。好ましい実施形態により、式ＩＶの化合
物において、Ｘはカルボン酸基又はその活性エステルである。
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【００６４】
　式ＩＶの化合物は試薬として又はそれから調製される免疫原を含めたコンジュゲートの
いずれかとして、本発明のイムノアッセイにおいてその塩形態で又は遊離塩基として存在
又は使用することができる。式ＩＶの化合物における及びそこから調製される免疫原を含
めたコンジュゲートにおける遊離アミノ基は、酸、好ましくは薬学的に許容される酸を用
いて塩を容易に形成する。式ＩＶの化合物及びそれから調製される免疫原を含めたコンジ
ュゲートの任意の酸性塩が、本発明において使用され得る。これらの塩には、無機酸及び
有機酸の両方があり、例えば酢酸、ベンゼンスルホン酸、安息香酸、カンファースルホン
酸、クエン酸、エテンスルホン酸、ジクロロ酢酸、ギ酸、フマル酸、グルコン酸、グルタ
ミン酸、馬尿酸、臭化水素酸、塩酸、イセチオン酸、乳酸、マレイン酸、リンゴ酸、マン
デル酸、メタンスルホン酸、粘液酸、硝酸、シュウ酸、パモン酸、パントテン酸、リン酸
、コハク酸、硫酸、酒石酸、シュウ酸及びｐ－トルエンスルホン酸などが挙げられる。特
に好ましいのは、フマル酸、塩酸、臭化水素酸、リン酸、コハク酸、硫酸及びメタンスル
ホン酸である。
【００６５】
抗体
　本発明はまた、前述の免疫原を利用することによって生成されるクロザピンに対するモ
ノクローナル抗体を含む、新規な抗体に関する。本発明によれば、本発明により生成され
る抗体はクロザピンと選択的に反応性であり、クロザピンのためのイムノアッセイに干渉
するクロザピン－Ｎ－オキシド又はＮ－デスメチルクロザピンと反応又は交差反応しない
ことが判明した。Ｎ－デスメチルクロザピン又はクロザピン－Ｎ－オキシドと反応しない
本発明の抗体の能力により、これらの抗体は、患者液体試料中のクロザピンの存在を検出
及び／又は量を定量するためのイムノアッセイを提供する。
【００６６】
　本発明は、クロザピンに対する新規な抗体及びモノクローナル抗体に関する。発明の抗
血清は、好都合には、本発明の免疫原で宿主動物を免疫化することによって生成すること
ができる。適当な宿主動物としては、例えばマウス、ラット、ウサギ及びモルモットなど
のげっ歯類、又はヤギ、ヒツジ及びウマなどの高等哺乳動物が挙げられる。初期の用量、
出血及び効能促進投与（booster shot）は、動物において免疫応答を誘発するために認め
られているプロトコールに従って与えることができ、例えば、好ましい実施形態において
マウスは、１００ｕｇの免疫原／マウスの初期用量をｉ．ｐ．（筋肉内）で、及び６ヶ月
の期間にわたって５０ｕｇから１００ｕｇの間の免疫原／マウスの１つ又は複数の後続効
能促進投与を受けた。周期的採血を通じて、従来のイムノアッセイを利用して免疫化マウ
スの血液試料がクロザピン結合に対する免疫応答を生じるかを観察した。これらの方法は
、所望の活性を有する抗血清を産生している宿主をスクリーニングするための好都合な方
法を提供する。抗体もＮ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシドの主要な
代謝物に対してスクリーニングされたが、これらの化合物への実質的な結合を示さなかっ
た。
【００６７】
　モノクローナル抗体は、好都合には、上記のスケジュールに従ってＢａｌｂ／ｃマウス
を免疫化し、続いて、細胞融合より４日前から始めて１００ｕｇの免疫原をｉ．ｐ．若し
くは静脈内に３日連続でマウスに注射すること、又は４００ｕｇの免疫原をｉ．ｐ．若し
くは静脈内に、続いて毎日２００ｕｇを次の２日間マウスに注射することのいずれかによ
って産生される。抗体技術においてよく知られている他のプロトコールは、当然、同様に
利用することができる。本明細書において詳述されている完全な免疫化プロトコールは、
クロザピン又はその薬理学的活性塩への抗体に対する血清抗体応答のための最適なプロト
コールを提供した。
【００６８】
　宿主の脾臓、末梢血液、リンパ節又は他の組織から得られるＢリンパ球は、モノクロー
ナル抗体産生細胞として使用することができる。最も好ましいのは、脾臓から得られるＢ
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リンパ球である。本発明の所望のモノクローナル抗体を産生できるハイブリドーマは、こ
うしたＢリンパ球と、ハイブリッド細胞上の長期の組織培養安定性を付与する細胞系であ
る不死細胞系とを融合することによって得られる。本発明の好ましい実施形態において、
不死細胞は、リンパ芽球様細胞、又はそれ自体抗体産生細胞だが悪性でもある骨髄腫細胞
などのプラズマ細胞腫細胞であってよい。クロザピン又はその薬理学的活性塩モノクロー
ナル抗体を産生するマウスハイブリドーマは、クロザピン又はその薬理学的活性塩－タン
パク質コンジュゲートに対して免疫化されたマウス由来のマウス骨髄腫細胞及び脾臓細胞
の融合によって形成される。キメラ及びヒト化モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ細
胞から遺伝子を発現する抗体をクローニングすること及び現在当技術分野においてよく知
られている組換えＤＮＡ方法を採用することで、マウス可変領域の部分配列をヒト定常領
域に接合するか、又はヒトフレームワーク領域と、供与体マウス若しくはラット免疫グロ
ブリンからの相補性決定領域（ＣＤＲ）とを組み合わせるかのいずれかによって生成され
る。増強された親和性の抗体を提供するマウスモノクローナル抗体のヒト化を実施するた
めの改善方法は、国際特許出願ＷＯ９２／１１０１８において説明されている。
【００６９】
　一次抗体構造の一部だけを含むポリペプチド断片が生成され得るが、該断片は１種又は
複数の免疫グロブリン活性を持つ。これらのポリペプチド断片は、当技術分野においてよ
く知られている方法による無傷抗体のタンパク分解切断によって、又はＦａｂ断片又は（
Ｆａｂ’）２断片を生成するための部位－定方向突然変異誘発を使用して抗体遺伝子を含
有する発現ベクター中の所望の位置で停止コドンを挿入することによって生成することが
できる。単鎖抗体は、ＶＬ及びＶＨ領域とＤＮＡリンカーとを接合することによって生成
することができる（Ｈｕｓｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．
Ａ．、８５：５８７９～５８８３（１９８８）及びＢｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２
：４２３～４２６（１９８８）を参照のこと）。
【００７０】
　本発明の抗体は、Ｎ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシドだけである
クロザピン代謝物との実質的交差反応性を有することなく、クロザピンに対して選択的で
ある。実質的交差反応性を有しないことによって、本発明の抗体は、クロザピンとのそれ
らの反応性に比して反応性又は交差反応性を有せず、これらの代謝物、特にＮ－デスメチ
ルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシドには５％未満、好ましくは２％未満、及び最
も好ましくは１％未満であることが意味される。これらの百分率は、これらの抗体とクロ
ザピンとの反応性に基づく。
【００７１】
イムノアッセイ
　本発明により、コンジュゲート、及び式ＩＶのこれらの化合物の免疫原から生じさせた
抗体は、患者試料中のクロザピンの決定のための試薬として利用することができる。この
決定は、イムノアッセイの手段によって行われる。式ＩＶの化合物から形成される試薬コ
ンジュゲートが、本発明により作製された抗体上の結合部位に関して試料中のクロザピン
と競合する任意のイムノアッセイが利用されることで、患者試料中のクロザピンの存在を
決定することができる。クロザピンを含有すると疑われる試料中のクロザピンのためのこ
うしたアッセイを行うための方式は、（ａ）水性媒体試料、（ｂ）本発明により作製され
たクロザピンに対する抗体、及び（ｃ）式ＩＶの化合物又はそれらの混合物から形成され
るコンジュゲートを組み合わせることを含む。試料中のクロザピンの量は、試料及び抗体
の混合物に添加されるコンジュゲート既知量の特定の抗体への結合の阻害を測定すること
によって決定することができる。不明な試料によるコンジュゲート既知量のこうした結合
の阻害の結果は、クロザピンの既知標準溶液を利用することによって、同じアッセイにお
いて得られる結果と比較される。不明な試料中のクロザピンの量を決定する際、該試料、
式ＩＶの化合物から形成されるコンジュゲート、及び抗体は、任意の順序で添加すること
ができる。
【００７２】
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　様々な手段を利用して、抗体に結合される式ＩＶの化合物から形成されるコンジュゲー
トの量を測定することができる。１つの方法は、コンジュゲートを抗体に結合することが
、フルオロフォアコンジュゲートの回転速度の減少を引き起こす。液体混合物におけるフ
ルオロフォアコンジュゲートの回転速度の減少量は、米国特許第４，２６９，５１１号及
び米国特許第４，４２０，５６８号などに開示されている蛍光偏光技法によって検出する
ことができる。
【００７３】
　他方で、抗体がナノ粒子上にコーティング又は吸収されることで、これらの粒子が、式
Ｖの化合物から形成されるクロザピンコンジュゲートと反応する場合、これらのナノ粒子
は凝集体を形成する。しかしながら、抗体コーティング又は吸収ナノ粒子が試料中のクロ
ザピンと反応する場合、これらのナノ粒子に結合される試料のクロザピンは、抗体ナノ粒
子の凝集を引き起こさない。凝集又は凝着の量は、吸光度によってアッセイ混合物中で測
定することができる。
【００７４】
　他方で、これらのアッセイは、抗体又はクロザピンコンジュゲートのいずれかをマイク
ロタイタープレートなどの固体支持体又は固体粒子を含めて任意の他の従来の固体支持体
に付着させることによって実施することができる。抗体及びタンパク質をこうした固体粒
子に付着させることは、当技術分野においてよく知られている。任意の従来の方法を利用
することで、こうした付着を実施することができる。多くの場合、測定を補助するために
、抗体と結合している又は結合していない式ＩＶの化合物から形成されるコンジュゲート
の量を検出する際の補助としての放射活性標識又は酵素標識などの標識を抗体、コンジュ
ゲート又は固体粒子上に置くことができる。他の適当な標識としては、発色団、フルオロ
フォアなどが挙げられる。
【００７５】
　便宜上の問題として、本発明のアッセイ構成成分は、キット中で、クロザピンについて
アッセイする際に用いられる新たな試薬の所定量との包装組合せで提供することができる
。これらの試薬には、本発明の抗体、並びに式Ｖの化合物から形成されるコンジュゲート
が含まれる。
【００７６】
　これらの必要な試薬に加えて、補助的試薬などの添加剤としては、例えば、安定剤及び
緩衝剤などを挙げることができる。様々な試薬の相対量は、アッセイの感度を実質的に最
適化する試薬の溶液中濃度を提供するために広く変動することができる。試薬は、溶液で
、又は溶解するとアッセイを行うための適切な濃度を有する試薬溶液を提供する賦形剤を
含めた通常凍結乾燥させる乾燥粉末として提供することができる。
【実施例】
【００７７】
　実施例において、以下の略語は、以下のものを表すために使用される。
ＭｓＣｌ　　　塩化メタンスルホニル
ＤＩＰＥＡ　　　Ｎ－Ｎ’－ジイソプロピルエチルアミン
ＣＨ２Ｃｌ２　　　クロロホルム
ＭｅＯＨ　　　メタノール
Ｎａ２ＳＯ４　　　硫酸ナトリウム
ＬｉＯＨ　　　水酸化リチウム
ＥｔＯＡｃ　　　酢酸エチル
Ｅｔ３Ｎ　　　トリエチルアミン
ＴＨＦ　　　テトラヒドロフラン
ＴＦＡ　　　トリフルオロ酢酸
ｐＴＳＡ　　　ｐ－トルエンスルホン酸
ＨＡＴＵ　　　０－（７－アザベンソトリアゾール－１－イル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－
テトラメチルウロニウムヘキサフルオロホスフェート
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ＤＭＦ　　　ジメチルホルムアミド
ＤＭＳＯ　　　ジメチルスルホキシド
ｓ－ＮＨＳ　　　スルホ－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
ＥＤＣ　　　１－（３－ジメチルアミノプロピル）－３－エチルカルボジイミド塩酸塩
ＫＬＨ　　　キーホールリンペット（Ｋｅｙｈｏｌｅ　Ｌｉｍｐｅｔ）ヘモシアニンＢＳ
Ａウシ血清アルブミン
ＰＢＳ　　　リン酸緩衝生理食塩水
ＮａＣｌ　　　塩化ナトリウム
ＨＲＰ　　　セイヨウワサビ－ペルオキシダーゼ
ＡＮＳ　　　８－アニリノ－１－ナフタレンスルホン酸
ＴＭＢ　　　３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン
ＴＲＩＳ　　　トリス（ヒドロキシメチル）アミノメタン塩酸塩
ｄｉＨ２Ｏ　　　脱イオン水
【００７８】
　リン酸緩衝液組成物は、
１５．４ｍＭの二塩基性リン酸ナトリウム（Ｎａ２ＨＰＯ４）
４．６ｍＭの一塩基性リン酸ナトリウム（ＮａＨ２ＰＯ４）
ｐＨ＝７．２±０．１０
を含有する水溶液を有する。
【００７９】
　以下の実施例において、下記のスキーム１～２により、実施例において調製され、数字
によって言及される特定の化合物を説明する。スキームは以下の通りである。
【００８０】
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【化１４】

【００８１】
（例１）
６－［８－クロロ－１１－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－ジベンゾ［ｂ，ｅ］
－［１，４］ジアゼピン－５－イル］－６－オキソ－ヘキサン酸の調製（スキーム１）
　トルエン（６０ｍＬ）中の化合物［１］（２ｇ、６．１２ｍｍｏｌ）の溶液に、ピリジ
ン（０．４９ｍＬ、６．１２ｍｍｏｌ）、続いてメチルアジピン酸クロリド（１．３ｍＬ
、７．９５ｍｍｏｌ）を添加した。反応混合物を還流で３．５時間の間加熱し、周囲温度
に冷却し、１０％Ｎａ２ＣＯ３水溶液（１２ｍＬ）とともに２０分間撹拌した。反応混合
物をエーテルで希釈し、水で洗浄した。有機相を乾燥させ（Ｎａ２ＳＯ４）、濾過し、蒸
発させた。０．１％Ｅｔ３Ｎを含有する９８：２から９７：３のＣＨ２Ｃｌ２／ＭｅＯＨ
を使用するフラッシュクロマトグラフィーによる精製で、化合物［２］（３．０７ｇ、定
量的）を得た。
【００８２】
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　化合物［２］（３．０６ｇ、６．１２ｍｍｏｌ）、ＴＨＦ（５０ｍＬ）、ＭｅＯＨ（５
０ｍＬ）及びＨ２Ｏ（１９ｍＬ）の混合物に、ＬｉＯＨ・Ｈ２Ｏ（１．８ｇ、４２．８４
ｍｍｏｌ）を添加し、反応混合物を周囲温度にて窒素下で３時間の間撹拌し、この後、Ｔ
ＬＣは出発原料の非存在を示した。反応混合物をＥｔＯＡｃで希釈し、０．１ＮのＨＣｌ
で洗浄した。水層をＣＨ２Ｃｌ２（３×）で再抽出した。ＥｔＯＡｃ層及びＣＨ２Ｃｌ２

層を別々に飽和ブラインで洗浄し、無水Ｎａ２ＳＯ４を使用して乾燥させ、濾過し、蒸発
させた。合わせた生成物をＣＨ２Ｃｌ２／ヘキサンで研和することで、６－［８－クロロ
－１１－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－ジベンゾ［ｂ，ｅ］－［１，４］ジア
ゼピン－５－イル］－６－オキソ－ヘキサン酸（２．５０ｇ、９０％）である化合物［３
］が得られた。
【００８３】
（例２）
４－（｛６－［８－クロロ－１１－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－ジベンゾ［
ｂ，ｅ］－［１，４］ジアゼピン－５－イル］６－オキソ－ヘキサノイルアミノ｝－メチ
ル）－安息香酸ｔｅｒｔ－ブチルエステルの調製（スキーム２）
　０℃で、乾燥ＤＭＦ（１３ｍＬ）中の化合物［３］、６－［８－クロロ－１１－（４－
メチル－ピペラジン－１－イル）－ジベンゾ［ｂ，ｅ］－［１，４］ジアゼピン－５－イ
ル］－６－オキソ－ヘキサン酸（６００ｍｇ、１．３２ｍｍｏｌ）、化合物［６］（４３
０ｍｇ、１．４５ｍｍｏｌ）、ＤＩＰＥＡ（０．７８ｍＬ、４．４８ｍｍｏｌ）の混合物
に、ＨＡＴＵ（６０１ｍｇ、１．５８ｍｍｏｌ）を添加し、反応混合物を終夜撹拌した。
追加量のＨＡＴＵ（６０１ｍｇ、１．５８ｍｍｏｌ）を添加し、反応混合物を周囲温度で
１日間撹拌した。反応混合物を水とＥｔＯＡｃとの間で分配し、有機層を１ＮのＨＣｌ、
飽和ＮａＨＣＯ３、水及び飽和ブラインで順次洗浄し、無水Ｎａ２ＳＯ４を使用して乾燥
させ、濾過し、蒸発させた。ＣＨ２Ｃｌ２／ＭｅＯＨ／Ｅｔ３Ｎ（９３：７：０．１）を
使用するクロマトグラフィーによる精製で、化合物［７］（６３８ｍｇ、７５％）を得た
。
【００８４】
　周囲温度で、ＣＨ２Ｃｌ２（４ｍＬ）中の化合物［７］（６３５ｍｇ、０．９８６ｍｍ
ｏｌ）の溶液に、ＴＦＡ（４ｍＬ）を添加し、反応混合物を周囲温度にて窒素下で４時間
の間撹拌した。溶媒を蒸発させ、ＣＨ２Ｃｌ２（２×）で共蒸発させ、真空下で乾燥させ
た。残渣をエーテルで研和すると、４－（｛６－［８－クロロ－１１－（４－メチル－ピ
ペラジン－１－イル）－ジベンゾ［ｂ，ｅ］－［１，４］ジアゼピン－５－イル］６－オ
キソ－ヘキサノイルアミノ｝－メチル）－安息香酸ｔｅｒｔ－ブチルエステル（５６３ｍ
ｇ、９７％）である化合物［８］を得た。
【００８５】
（例３）
対応する酸［３］及び［８］からｓ－ＮＨＳ活性化薬物誘導体を調製するための一般的方
法
　例３ａ及び３ｂにおいて、クロザピン酸誘導体［３］及び［８］をＥＤＣ及びｓ－ＮＨ
Ｓで活性化することで、タンパク質への最終的なコンジュゲーションのための、クロザピ
ン［４］及び［９］のｓ－ＮＨＳ活性化エステルを生成した（例４及び５）。
【００８６】
（例３ａ）
ｓ－ＮＨＳ活性化６－［８－クロロ－１１－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－ジ
ベンゾ［ｂ，ｅ］－［１，４］ジアゼピン－５－イル］－６－オキソ－ヘキサン酸［４］
の調製
　クロザピン誘導体［３］、例１、スキーム１、（５６．８ｍｇ）を５．６８ｍＬのＤＭ
ＳＯ中に溶解させ、ここに、ｓ－ＮＨＳ（６６．５６ｍｇ）及びＥＤＣ（５８．５８ｍｇ
）を添加した。反応混合物を２０時間の間周囲温度にて窒素雰囲気下で撹拌することで、
クロザピンのｓ－ＮＨＳ活性化エステル［４］を生成した。反応混合物を直接、例４及び
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５ａで使用した。
【００８７】
（例３ｂ）
ｓ－ＮＨＳ活性化４－（｛６－［８－クロロ－１１－（４－メチル－ピペラジン－１－イ
ル）－ジベンゾ［ｂ，ｅ］－［１，４］ジアゼピン－５－イル］６－オキソ－ヘキサノイ
ルアミノ｝－メチル）－安息香酸［９］の調製
　クロザピン誘導体［８］、例２、スキーム２（２５．０ｍｇ）を２．５ｍＬのＤＭＳＯ
中に溶解させ、ここに、ｓ－ＮＨＳ（１９．９ｍｇ）及びＥＤＣ（１７．６ｍｇ）を添加
した。反応混合物を２０時間の間周囲温度にて窒素雰囲気下で撹拌することで、クロザピ
ンのｓ－ＮＨＳ活性化エステル［９］を生成した。反応混合物を直接、例５ｂで使用した
。
【００８８】
（例４）
活性化ハプテン［４］を用いるＫＬＨ免疫原［５］の調製
　３００ｍｇのＫＬＨをリン酸緩衝液２０ｍＬ（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）中に溶解させる
こと、続いて、例３ａで調製した４．８５ｍＬのｓ－ＮＨＳ活性化クロザピン誘導体［４
］を添加することによって、ＫＬＨのタンパク質溶液を調製した。ＫＬＨ及び活性化クロ
ザピン誘導体［４］の反応混合物を２０時間の間室温で撹拌させておくことで、クロザピ
ン－ＫＬＨコンジュゲート［５］を生成した。クロザピン－ＫＬＨコンジュゲート［５］
を次いで、リン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）中の３０％ＤＭＳＯに対して室温で透
析することによって精製した。その後、ＤＭＳＯ割合を段階的に２０％、１０％及び０％
と低減した。最後の透析をリン酸緩衝液に対して４℃で行った。クロザピン－ＫＬＨコン
ジュゲート［５］を紫外－可視（ＵＶ－ＶＩＳ）分光法によって特徴付けた。コンジュゲ
ートを２ｍｇ／ｍＬの最終濃度までリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）中にて希釈し
た。
【００８９】
（例５ａ）
活性化ハプテン［４］を用いるＢＳＡコンジュゲート［５］の調製
　５０ｍｇ／ｍＬの最終濃度のために１ｇのＢＳＡをリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．
５）中に溶解させることによって、ＢＳＡのタンパク質溶液を調製した。このタンパク質
溶液に、例３ａで調製したｓ－ＮＨＳ活性化クロザピン誘導体［４］０．８３ｍＬを添加
した。ＢＳＡのタンパク質溶液に添加したｓ－ＮＨＳ活性化クロザピン誘導体［４］の量
は、クロザピン［４］の誘導体とＢＳＡとの間で１：１のモル比と算出された。ＢＳＡ及
び活性化クロザピン誘導体［４］の混合物を１８時間の間室温で撹拌させておくことで、
活性化クロザピンエステル及びＢＳＡのコンジュゲートを生成した。このコンジュゲート
を次いで、リン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）中の２０％ＤＭＳＯに対して室温で透
析することによって精製した。その後、ＤＭＳＯ割合を段階的に１０％及び０％と低減し
た。最後の透析をリン酸緩衝液に対して４℃で行った。精製クロザピン－ＢＳＡ［５］コ
ンジュゲートをＵＶ／ＶＩＳ分光法によって特徴付けた。
【００９０】
（例５ｂ）
活性化ハプテン［９］を用いるＢＳＡコンジュゲート［１０］の調製
　５０ｍｇ／ｍＬの最終濃度のために１ｇのＢＳＡをリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．
５）中に溶解させることによって、ＢＳＡのタンパク質溶液を調製した。ＢＳＡのタンパ
ク質溶液１０．０ｍｌに、氷上で撹拌しながら、例３ｂで調製したｓ－ＮＨＳ活性化クロ
ザピン誘導体［９］０．６２０ｍＬを添加した。ＢＳＡのタンパク質溶液に添加したｓ－
ＮＨＳ活性化クロザピン誘導体［９］の量は、クロザピンの誘導体［９］とＢＳＡとの間
で１：１のモル比と算出された。ＢＳＡ及び活性化クロザピン誘導体［９］の混合物を１
８時間の間室温で撹拌させておくことで、活性化クロザピンエステル及びＢＳＡ［１０］
のコンジュゲートを生成した。このコンジュゲートを次いで、リン酸緩衝液（５０ｍＭ、
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ｐＨ７．５）中の１５％ＤＭＳＯに対して室温で透析することによって精製した。その後
、ＤＭＳＯの割合を段階的に１０％、５％及び０％と低減した。最後の透析をリン酸緩衝
液に対して４℃で行った。精製クロザピン－［９］－ＢＳＡコンジュゲートをＵＶ／ＶＩ
Ｓ分光法によって特徴付けた。
【００９１】
（例６ａ）
クロザピン－ＫＬＨコンジュゲート［５］に対するポリクローナル抗体の調製
　１０匹の雌性ＢＡＬＢ／ｃマウスを、完全フロイントアジュバント中で乳化された、例
４で調製した通りのクロザピン－ＫＬＨ免疫原［５］１００μｇ／マウスを用いてｉ．ｐ
．で免疫化した。初期の注射の４週後に、不完全フロイントアジュバント中に乳化された
同じ免疫原１００μｇ／マウスを用いて、マウスに１回ブーストした。ブーストの２０日
後、ポリクローナル抗体を含有する試験出血を各マウスから眼窩出血によって得た。クロ
ザピン抗体を含有するこれらの試験出血からの抗血清を例８及び９で評価する。
【００９２】
（例６ｂ）
クロザピン－ＫＬＨ［５］に対するモノクローナル抗体の調製
　例４で調製したクロザピン－［５］－ＫＬＨで免疫化した例６ａからのマウスを使用す
ることで、モノクローナル抗体を生成した。融合の３日前に始めたモノクローナル抗体に
関して、例４で調製したＰＢＳ／ＤＭＳＯ中のクロザピン－ＫＬＨコンジュゲート［５］
を４００μｇ（融合の３日前）、２００ｇ（融合の２日前）及び２００μｇ（融合の１日
前）、又は１００μｇ（融合の３日前）、１００μｇ（融合の２日前）及び１００μｇ（
融合の１日前）のいずれかで、マウスにｉ．ｐ．注射した。選択したマウスから脾臓細胞
を単離し、５０％ポリエチレングリコール１５００を用いてＣｏｌｉｇａｎ、Ｊ．Ｅ．ら
編集、免疫学における現在のプロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ
　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）、２．５．１～２．５．８、（１９９２）、Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏ
ｎｓ、ＮＹの方法に従って、２×１０７のＳＰ２／０細胞と融合させた。融合細胞を１０
個の９６ウェルプレート上にて、２０％ＦｅｔａｌＣｌｏｎｅＩ、２％Ｌ－グルタミン（
１００ｍＭ）及び２％５０ＸＨＡＴを補充したＤＭＥＭ／Ｆ１２中で平板培養した。２週
から３週後、ハイブリドーマ上澄みを、抗クロザピン抗の存在についてＥＬＩＳＡ（例８
における通り）によってアッセイした。陽性のＥＬＩＳＡ結果（例８）が出たウェルから
の細胞を２４ウェルプレートに広げた。ＥＬＩＳＡによって陽性のクローンを、Ｃｏｌｉ
ｇａｎ、Ｊ．Ｅ．ら編集、免疫学における現在のプロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）、２．５．８～２．５．１７、１９９２、
Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ、ＮＹに開示されている方法に従って希釈を制限することによって
、２回サブクローンした。選択したサブクローンからのモノクローナル抗体を含有するハ
イブリドーマ培養上澄みを、クロザピン結合について、競合的ＥＬＩＳＡ（例９）によっ
て確認した。これらのモノクローナル抗体を、クロザピン結合並びに主要なクロザピン代
謝物、Ｎ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシドに対する交差反応性につ
いて、例９に記載した通りの間接的競合マイクロタイタープレートアッセイによって試験
した。
【００９３】
（例７ａ）
クロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［５］を用いるマイクロタイタープレート感作手順
　クロザピン濃度を測定するためのＥＬＩＳＡ方法を、タンパク質結合に関して最適化さ
れているとともに１プレート当たり９６ウェルを含有するポリスチレンマイクロタイター
プレート（Ｎｕｎｃ　ＭａｘｉＳｏｒｐ　Ｆ８　Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌｅｓ）中で行っ
た。各ウェルを、クロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［５］３００μＬを、０．０５Ｍ炭
酸ナトリウム中１０μｇ／ｍＬ、ｐＨ９．６で添加すること及び３時間の間室温でインキ
ュベートすることによって、クロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［５］（例５ａにおける
通りに調製した）でコーティングした。ウェルを０．０５Ｍ炭酸ナトリウム、ｐＨ９．６
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で洗浄し、次いで、５％ショ糖３７５μＬ、０．２％カゼイン酸ナトリウム溶液を用いて
３０分間室温でブロックした。コーティング後の溶液を除去後、プレートを３７℃で終夜
乾燥させた。
【００９４】
（例７ｂ）
クロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［１０］を用いるマイクロタイタープレート感作手順
　クロザピン濃度を測定するためのＥＬＩＳＡ方法を、タンパク質結合に関して最適化さ
れているとともに１プレート当たり９６ウェルを含有するポリスチレンマイクロタイター
プレート（Ｎｕｎｃ　ＭａｘｉＳｏｒｐ　Ｆ８　Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌｅｓ）中で行っ
た。各ウェルを、クロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［１０］３００μＬを０．０５Ｍ炭
酸ナトリウム中１０μｇ／ｍＬ、ｐＨ９．６で添加すること及び３時間の間室温でインキ
ュベートすることによって、クロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［１０］（例５ｂにおけ
る通りに調製した）でコーティングした。ウェルを０．０５Ｍ炭酸ナトリウム、ｐＨ９．
６で洗浄し、次いで、５％ショ糖３７５μＬ、０．２％カゼイン酸ナトリウム溶液を用い
て３０分間室温でブロックした。コーティング後の溶液の除去後、プレートを３７℃で終
夜乾燥させた。
【００９５】
（例８）
抗体スクリーニング手順－力価
　この手順は、例９における通り変位に関して試験されるべき抗体の希釈度を見つけるも
のである。クロザピン抗体をスクリーニングするためのＥＬＩＳＡ方法は、例７ａ及び７
ｂで調製したクロザピン－ＢＳＡコンジュゲートで感作したマイクロタイタープレートを
用いて行った。抗体スクリーニングアッセイは、ポリクローナルクロザピン抗体を含有す
る試験出血からのマウス血清を、０．１％ＢＳＡ及び０．１％チメロサールを含有するリ
ン酸緩衝生理食塩水中で１：１０、１：１００、１：１０，００及び１：１０，０００（
体積／体積）まで希釈することによって行った。クロザピン－ＢＳＡ感作ウェル（例７ａ
及び７ｂで調製した）の各ウェルに、０．１％ＢＳＡ及び０．０１％チメロサールを含有
する５０μＬのリン酸緩衝生理食塩水及び希釈抗体５０μＬを添加し、１０分間室温で振
盪しながらインキュベートした。このインキュベーション中に、抗体は、ウェル（例７ａ
及び７ｂ）に受動的に吸収されたクロザピン－ＢＳＡコンジュゲートに結合する。プレー
トのウェルを０．０２ＭのＴＲＩＳ、０．９％ＮａＣｌ、０．５％Ｔｗｅｅｎ－８０及び
０．００１％チメロサール、ｐＨ７．８で３回洗浄することで、任意の非結合抗体を除去
した。ウェル中のクロザピン－ＢＳＡコンジュゲートに結合されたクロザピン抗体の量を
検出するため、この例においてはＴＭＢの基質でインキュベートした場合にマウス免疫グ
ロブリンと特異的に結合でき、着色生成物を生成できる、０．１％ＢＳＡ、０．０５％Ａ
ＮＳ、０．０１％チメロサールとともにＰＢＳ中比活性（およそ１／３０００）に希釈さ
れたヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲート（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅ
ｓｅａｒｃｈ）１００μＬを各ウェルに添加した。ヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジ
ュゲートがウェル中のクロザピン抗体に結合する、１０分室温で振盪しながらのインキュ
ベーション後、プレートを再び３回洗浄することで、非結合ヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵
素コンジュゲートを除去した。ウェルにおける測定可能な色を発色させるため、洗浄に続
いて、ＨＲＰのための基質のＴＭＢ（ＴＭＢ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ、ＢｉｏＦｘ）１００
μＬを添加することで、振盪しながら室温で１０分のインキュベーション中に発色させた
。発色のためのインキュベーションに続いて、停止溶液（ｄｉＨ２Ｏ中の１．５％フッ化
ナトリウム）５０μＬを各ウェルに添加することで発色現像を停止させ、振盪の２０秒後
に、吸光度を６５０ｎｍで決定した（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｐｌａｔｅ
　Ｒｅａｄｅｒ）。ウェルにおける抗体の量は測定した吸光度に比例しており、１．５の
吸光度で生じる希釈度（力価）として表した。測定された抗体の抗体希釈度（ｘ軸）対吸
光度６５０ｎｍ（ｙ軸）のグラフを作成すること、及び１．５の吸光度で力価を補間する
ことによって力価を決定した。１．５の吸光度を生成した力価が、例９に記載されている
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間接的競合マイクロタイタープレートアッセイにおいて使用される抗体の濃度（希釈度）
を決定した。
【００９６】
（例９）
クロザピンに対する抗体に関するＩＣ５０及び交差反応性を決定する間接的競合マイクロ
タイタープレートイムノアッセイ手順
　ＩＣ５０値及び交差反応性を決定するためのＥＬＩＳＡ方法を、例７ａ及び７ｂに記載
されている通りのクロザピン－ＢＳＡコンジュゲートで感作されたマイクロタイタープレ
ートを用いて行った。分析物を以下の通りに希釈した。クロザピンをＤＭＳＯ中で系列希
釈し、クロザピン－［５］－ＢＳＡ及びクロザピン－［１０］－ＢＳＡのマイクロタイタ
ープレート用に０．０１ｎｇ／ｍＬから５０ｎｇ／ｍＬの濃度範囲にわたり１％ＤＭＳＯ
までさらに希釈し、Ｎ－デスメチルクロザピンをＤＭＳＯ中で系列希釈しクロザピン－Ｂ
ＳＡコンジュゲート［５］及びクロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［１０］のマイクロタ
イタープレート用に０．２４ｎｇ／ｍＬから１，０００ｎｇ／ｍＬの濃度範囲にわたり１
％ＤＭＳＯまでさらに希釈し、クロザピン－Ｎ－オキシドをＤＭＳＯ中で系列希釈し、ク
ロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［５］及びクロザピン－ＢＳＡコンジュゲート［１０］
のマイクロタイタープレート用に０．２４ｎｇ／ｍＬから１，０００ｎｇ／ｍＬの濃度範
囲にわたり１％ＤＭＳＯまでさらに希釈した。アッセイの各々は、例４の免疫原を用いて
例６で生成されたポリクローナル抗体から選択される抗体の１種５０Ｌで、分析物溶液５
０μＬ＾をインキュベートすることによって行った。アッセイは全て、ウェルの各々にお
ける抗体の濃度を、例８において決定された力価まで希釈することによって行った。１０
分のインキュベーション（室温で振盪しながら）中、ウェルにおけるクロザピン－ＢＳＡ
コンジュゲート（例７ａ及び７ｂで生成された）及び溶液中の分析物に関する抗体結合の
競合がある。このインキュベーションに続いて、プレートのウェルを０．０２ＭのＴＲＩ
Ｓ、０．９％ＮａＣｌ、０．５％ツウィーン－８０及び０．００１％チメロサール、ｐＨ
７．８で３回洗浄することで、結合されなかった任意の材料を除去した。ウェルにおける
クロザピン－ＢＳＡコンジュゲート（例７ａ及び７ｂで生成された）に結合されたクロザ
ピン抗体の量を検出するため、マウス免疫グロブリンと特異的に結合でき、この例におけ
るＴＭＢの基質でインキュベートされると着色生成物を生成できる、０．１％ＢＳＡ、０
．０５％ＡＮＳ、０．０１％チメロサールとともにＰＢＳ中所定の比活性（およそ１／３
０００）まで希釈されたヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲート（Ｊａｃｋｓｏｎ
　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）１００μＬを各ウェルに添加した。ヤギ抗マウス抗体
－ＨＲＰ酵素コンジュゲートがウェルにおけるクロザピン抗体に結合する、室温で振盪し
ながら１０分のインキュベーション後、プレートを再び３回洗浄することで、非結合二次
コンジュゲートを除去した。ウェルにおいて測定可能な色を発色させるため、洗浄に続い
て、ＨＲＰのための基質のＴＭＢ（ＴＭＢ　Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ、ＢｉｏＦｘ）１００μ
Ｌを添加することで、振盪しながら室温で１０分のインキュベーションにおいて発色させ
た。発色のためのインキュベーションに続いて、吸光度を６５０ｎｍで決定した（Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ）。ウェルにおける抗体の量
は、測定された吸光度に比例し、試料中のクロザピンの量に反比例した。クロザピンのＩ
Ｃ５０値を、ウェルにおける分析物濃度と対比してプロットされたウェルにおける吸光度
を用いて用量応答曲線を作成することによって決定した。分析物を含有するウェルにおけ
る色の吸光度を、分析物のないものと比較し、標準曲線を作成した。与えられた分析物に
関するＩＣ５０値を、分析物を含有しないウェルの吸光度の５０％を持つことを必要とさ
れる分析物の濃度として定義した。交差反応性を、Ｎ－デスメチルクロザピン又はクロザ
ピン－Ｎ－オキシドのいずれかに関するＩＣ５０値に対するクロザピンに関するＩＣ５０

の比として算出し、パーセントとして表した。この方法を使用してモノクローナル抗体の
ライブラリーをスクリーニングした後、モノクローナル抗体を選択した。これらの選択さ
れた抗体を、それらのプレート及びウェルの数により、以下の通り：５Ｂ１－２４－３０
、５Ｈ２－６－１４、５Ｈ２－６－３０、５Ｇ１０－１９－１９、１Ｇ９－２２－５、及
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び２０Ａ５－２５－２４に分類した。測定すると、Ｎ－デスメチルクロザピン（ＮＤＭＣ
）及びクロザピン－Ｎ－オキシドのクロザピンとのこれらの抗体の反応性に対する該抗体
のパーセント交差反応性は２％未満であった。クロザピンに対するモノクローナル抗体に
ついての結果は、下記の表Ｉ及びＩＩに示されている。
【００９７】
【表１】

【００９８】
【表２】

【００９９】
　これらの表から見られるように、本発明の抗体は、クロザピンの活性形態と実質的に選
択的に反応性であり、活性代謝物Ｎ－デスメチルクロザピン及びクロザピン－Ｎ－オキシ
ドと実質的に交差反応性でない。
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