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(57)【要約】
　本発明は、ゲムシタビン連結免疫原を使用することにより生成される、ゲムシタビン及
び独特の抗体に由来する、新規なコンジュゲート及び免疫原を含み、これらは体液中のゲ
ムシタビ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有用である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中のゲムシタビンを検出するイムノアッセイであって、
　ａ）試料と、
　ｂ）ゲムシタビンと選択的に反応するが、２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウ
リジン及びテトラヒドロウリジンとは実質的に交差反応しない抗体と、
　ｃ）反応性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、－ＣＨ２－又は
【化２】

であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することができる官能基であ
り、
ｐは、０又は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と
の混合物を用意し、
前記試料中のゲムシタビン及び前記混合物中の前記コンジュゲートを前記抗体と結合させ
、その後、前記試料中のゲムシタビンの存在を決定することができるように、前記抗体と
結合する又は結合しない前記混合物中の前記コンジュゲートの量を測定することを含む、
上記イムノアッセイ。
【請求項２】
　前記試料がヒト試料である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記抗体が、式
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【化３】

（式中、ｐ、Ｘ、Ｙ、及びＢは前述の通りである）
の化合物又はその塩
（式中、ｐ、Ｘ、Ｙ、及びＡは前述の通りである）
にコンジュゲートした、反応性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
原から生成される、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、免疫原性ポリマーに連結する化合物のＸが前記チオー
ルと反応することが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４】

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５】

（式中、ｖは１から６までの整数である）
を含有する、請求項６に記載のイムノアッセイ。
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【請求項８】
　前記抗体が固相担体に付着している、請求項２に記載のイムノアッセイ。
【請求項９】
　前記固相担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】
　前記固相担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】
　ゲムシタビンに選択的に結合し、２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン及
びテトラヒドロウリジンに実質的に交差反応性を有しない抗体。
【請求項１２】
　ゲムシタビンと前記抗体の反応性に基づいて、２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキ
シウリジン及びテトラヒドロウリジンに関する交差反応性が２０％未満である、請求項１
１に記載の抗体。
【請求項１３】
　前記交差反応性が１０％未満である、請求項１２に記載の抗体。
【請求項１４】
　マウス、ヒツジ、ウサギ、又はラット由来である、請求項１１に記載の抗体。
【請求項１５】
　モノクローナル抗体である、請求項１４に記載の抗体。
【請求項１６】
　式

【化６】

（式中、Ｂは、－ＣＨ２－又は
【化７】

であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することができる官能基であ
り、
ｐは、０又は１の整数である）
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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した、反応性アミ
ノ基又はチオール基ポリマーを有する免疫原性担体に由来する、請求項１１に記載の抗体
。
【請求項１７】
　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した化合物のＸが
前記チオールと反応することができる官能基である、請求項１６に記載の抗体。
【請求項１８】
　前記化合物のＸが
【化８】

である、請求項１７に記載の抗体。
【請求項１９】
　前記化合物のＹが低級アルキレンである、請求項１８に記載の抗体。
【請求項２０】
　前記免疫原性担体が、官能基として
【化９】

（式中、ｖは１から６までの整数である）
を含有する、請求項１９に記載の抗体。
【請求項２１】
　前記抗体が、マウス、ヒツジ、ウサギ、又はラット由来である、請求項２０に記載の抗
体。
【請求項２２】
　式
【化１０】
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（式中、Ｂは、－ＣＨ２－又は
【化１１】

であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することができる官能基であ
り、
ｐは、０又は１の整数であり、
Ｘは、チオール基又はアミノ基に結合することができる官能基であり、
Ｂは、－ＣＨ２－又はである）
の化合物又はその塩。
【請求項２３】
　ｐが０である、請求項２２に記載の化合物。
【請求項２４】
　Ｘが
【化１２】

（式中、Ｒ３は、水素であるか又はそれが結合している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２５】
　Ｘが

【化１３】

であり、Ｒ３が水素である、請求項２４に記載の化合物。
【請求項２６】
　Ｘが
【化１４】

であり、ＯＲ３が反応性エステルを形成する、請求項２４に記載の化合物。
【請求項２７】
　形成される前記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
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【請求項２８】
　ｐが１である、請求項２２に記載の化合物。
【請求項２９】
　Ｘが
【化１５】

（式中、Ｒ３は、水素であるか又はそれが結合している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２８に記載の化合物。
【請求項３０】
　Ｙが、１から１０個の炭素原子を含有するアルキレン、

【化１６】

（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２８に記載の化合物。
【請求項３１】
　チオール基又はアミン基を有する担体と、式

【化１７】

（式中、Ｂは、－ＣＨ２－又は
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であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することができる官能基であ
り、
ｐは、０又は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３２】
　ｐが０である、請求項３１に記載のコンジュゲート。
【請求項３３】
　ｐが１である、請求項３２に記載のコンジュゲート。
【請求項３４】
　Ｙが、１から１０個の炭素原子を含有するアルキレン、

【化１９】

（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３３に記載のコンジュゲート。
【請求項３５】
　前記担体が、
【化２０】

（式中、Ｒ４は酸素又は硫黄である）
によって連結された、一つ又は複数のアミノ基を含有する免疫原性重合体ポリマーを含有
する、請求項３４に記載のコンジュゲート。
【請求項３６】
　別々の容器に試薬を備える、患者試料中のゲムシタビンの存在を決定するキットであっ
て、前記試薬の一つが、官能性アミノ基又はチオール基を含有する担体と、式
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（式中、Ｂは、－ＣＨ２－又は
【化２２】

であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することができる官能基であ
り、
ｐは、０又は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とのコンジュゲートであり、
第二の容器は、ゲムシタビンと実質的に選択的に反応し、２’，２’－ジフルオロ－２’
－デオキシウリジン及びテトラヒドロウリジンに対して実質的に交差反応しない抗体を含
む、上記キット。
【請求項３７】
　前記コンジュゲートが、前記第一の容器に所定量存在する、請求項３６に記載のキット
。
【請求項３８】
　前記試料中のゲムシタビンの量を決定するために使用される、請求項３７に記載のキッ
ト。
【請求項３９】
　前記担体が、反応性末端官能性チオール基を有し、Ｘが前記チオール基に結合すること
ができる末端官能基である、請求項３８に記載のキット。
【請求項４０】
　Ｘが、
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である、請求項３９に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、化学療法中の最適な薬物濃度を迅速に決定するために、ヒト生体試料におけ
るゲムシタビンの存在を決定又は定量化するためのイムノアッセイの分野に関する。
【背景技術】
【０００２】
　がんは、体の一部位の細胞が制御不能に増殖を始めるときに生じる共通の形質をすべて
が共有する、一群の悪性腫瘍を記述するために使用される用語である。大多数のがんは腫
瘍として形成するが、血液中に現れ、それらが増殖する他の組織を通して循環することも
できる。がん悪性腫瘍は、最も一般的には、手術、化学療法、及び／又は放射線療法の併
用で治療する。特定のがんを治療するために使用される治療の種類は、がん悪性腫瘍の種
類及びがん悪性腫瘍が診断されるステージを含むいくつかの要因によって決まる。
【０００３】
　ゲムシタビンは、膵臓がん；Ｐｏｐｌｉｎら、Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｏｎｃｏｌ、２７、２３
、３７７８～８５、２００９、並びに非小細胞肺がん；Ｚｉｎｎｅｒ，ＲＧら、Ｉｎｔ　
Ｊ　Ｒａｄｉａｔ　Ｏｎｃｏｌ　Ｂｉｏｌ　Ｐｈｙｓ、７３、１、１１９～２７、２００
９；及びＴｒｅａｔ，ＪＡら、Ａｎｎ　Ｏｎｃｏｌ、２００９の治療に使用される、一般
的な細胞毒性剤である。ゲムシタビンは、膵臓がんの補助的治療としても使用される（Ｓ
ａｉｆ，ＭＷ、ＪＯＰ、１０、４、３７３～７、２００９；Ｌｉ，Ｊ及びＭＷ　Ｓａｉｆ
、ＪＯＰ、１０、４、３６１～５、２００９）。この化合物は、その用途は広いものの、
肝障害及び腎障害に加えて骨髄抑制などの衰弱性の副作用を伴うとされている。体内のゲ
ムシタビンレベルをモニタリングして投与量を調節することにより、これらの副作用がよ
り良好にコントロールされ、患者において制限され得る。
【０００４】
　ゲムシタビンは、以下の式の塩酸塩である。
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【化１】

【０００５】
　ゲムシタビンの投与量とその結果の治療効果に影響を及ぼす血清薬物濃度との間には、
多くの場合、様々な関連性がある。これは女性及び高齢の患者に特にあてはまる。これら
のグループは排出能が低く、その結果あらゆる投与量に対して高い血漿中濃度を示す。ゲ
ムシタビン（Ｉ）は、体内でシチジンデアミナーゼ（ＣＤＡ）によって、その薬学的に不
活性な主要代謝物である、以下の式の、２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジ
ン（ｄＦｄＵ）に代謝される。
【化２】

【０００６】
　患者の血液、血漿、又は血清中における他のゲムシタビン代謝物は、多くても微量しか
存在しない。イムノアッセイのための血液及び血漿試料などのヒト生体試料を調製する際
に、テトラヒドロウリジン（ＴＨＵ）を使用することが必要である。患者試料を収集する
際、ゲムシタビンが、式ＩＩの化合物の不活性な代謝産物へとさらに代謝されるのを防ぐ
ために、この保存剤はシチジンデアミナーゼ活性を阻害する働きがある。保存剤テトラヒ
ドロウリジンは、以下の式を有する。
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【化３】

【０００７】
　ゲムシタビンの薬物動態の多様性については、個体内及び個体間で非常に幅広く変動し
、以下を含む多くの要因によって強い影響を受ける。
　　－　臓器機能
　　－　遺伝的調節
　　－　病態
　　－　年齢
　　－　サンプリングの時期
　　－　薬物投与方法
　　－　技法関連投与
　このような多様性の結果として、以下に例示されるように（Ｈｏｎ，ＹＹ及びＷＥ　Ｅ
ｖａｎｓ、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ、４４、２、３８８～４００、１９９８）、異なる個体間
で同一薬物を同一量投与しても臨床成果が劇的に異なり得る。同量のゲムシタビン投与の
効果は、個体の薬物代謝及び患者における最終的な血清薬物濃度に基づいて有意に変化す
る。治療薬物管理によって臨床医は、経口及び静脈内薬物投与の両方における患者間の差
について識見をもち得る。治療薬物管理によって、薬物投与量を患者それぞれに個別配慮
することが可能となり、好ましくない副作用は起こさずに、効果的ながん治療の機会が大
いに高まり得る（Ｎｉｅｔｏ，Ｙ、Ｃｕｒｒ　Ｄｒｕｇ　Ｍｅｔａｂ、２、１、５３～６
６、２００１）。
【０００８】
　さらに、ゲムシタビンの治療薬物管理は、化学療法の投与時に、実際的な所定投与量及
び効果的な血清濃度レベルを達成することを確実にするための優秀な手段となり得る。血
清濃度の多様性は、生理学的要因だけでなく、投与技術の違いにも起因し得ることがわか
ってきた（Ｃａｆｆｏ，Ｏ、Ｓ　Ｆａｌｌａｎｉ、Ｅ　Ｍａｒａｎｇｏｎ、Ｓ　Ｎｏｂｉ
ｌｉ、ＭＩ　Ｃａｓｓｅｔｔａ、Ｖ　Ｍｕｒｇｉａ、Ｆ　Ｓａｌａ、Ａ　Ｎｏｖｅｌｌｉ
、Ｅ　Ｍｉｎｉ、Ｍ　Ｚｕｃｃｈｅｔｔｉ、及びＥ　Ｇａｌｌｉｇｉｏｎｉ、Ｃａｎｃｅ
ｒ　Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ、２０１０）。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　ゲムシタビンの通常の治療薬物管理のためには、一般的な研究用機器に適応可能な、単
純な自動化検査ができることが必要であろう。これらの判断基準に最も適合する検査は、
ラジオイムノアッセイ及び酵素免疫吸着アッセイなどのイムノアッセイである。しかし、
これらのイムノアッセイに使用される対応する抗体は、薬学的に不活性なゲムシタビン代
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謝物及び式ＩＩＩの保存剤に対しては実質的ないかなる活性をも有さずに、ゲムシタビン
に対して広い交差反応性を表示する必要がある。ゲムシタビン薬物濃度のモニタリングを
効果的に行うために、この抗体は、活性化合物ゲムシタビンに最も特異的であり、薬学的
に不活性な代謝物２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン（式ＩＩの化合物）
及び保存剤テトラヒドロウリジン（式ＩＩＩの化合物）に対して示される交差反応性が非
常に低いか交差反応性を示さないことが必要である。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明によれば、薬学的に不活性なゲムシタビン主要代謝物２’，２’－ジフルオロ－
２’－デオキシウリジンに対しては実質的ないかなる交差反応性をも有さずに、ゲムシタ
ビンに結合するために、ゲムシタビンに実質的に選択的に反応する、新規な種類の抗体が
作製されている。さらに、これらの抗体は、患者試料を収集する際、収集された患者試料
中のゲムシタビンを安定化するために必要な、ゲムシタビン保存剤テトラヒドロウリジン
とは反応しない。選択的な反応性とは、これらの抗体が、薬学的に活性なゲムシタビン分
子とのみ反応し、薬学的に不活性なゲムシタビン代謝物、最も重要且つ基礎的な遮断代謝
物である２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン及び保存剤テトラヒドロウリ
ジンとは実質的には反応しない又は交差反応しないことを意味する。
【００１１】
　反応性チオール又はアミノ官能基を有する免疫原性担体と、式
【化４】

（式中、Ｂは、－ＣＨ２－又は

【化５】

であり、
Ｙは、有機スペーシング基であり、
Ｘは、前記アミノ基又はチオール基を介して前記担体に結合することができる官能基であ
り、
ｐは、０又は１の整数である）
の５－置換ゲムシタビン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
とにより、ゲムシタビンに特異的であり、薬学的に不活性な代謝物２’，２’－ジフルオ
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ロ－２’－デオキシウリジン並びにテトラヒドロウリジンとは実質的に反応しない又は結
合しない抗体が作製されることを見出した。ゲムシタビンと実質的に選択的に反応し、２
’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン及びテトラヒドロウリジンとは交差反応
しないこれらの抗体を提供することによって、ゲムシタビンによる治療中の患者の体液試
料中のゲムシタビンを特異的に検出しモニターすることができるイムノアッセイの作製が
可能となる。また本発明には、前記イムノアッセイのための試薬及びキットが含まれる。
【発明を実施するための形態】
【００１２】
　本発明によれば、ゲムシタビンと実質的に選択的に反応し、薬学的に不活性なゲムシタ
ビン代謝物、特に２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン及び保存剤テトラヒ
ドロウリジンとは実質的に反応しない又は交差反応しない、新規な種類の抗体を提供する
。免疫原のように、式ＩＶの化合物又はその塩のこれらの誘導体の使用によって、本発明
の新規な種類の抗体が提供されることが見出されている。これらの抗体の使用によって、
血液、血漿、又は他の体液試料中のゲムシタビンを検出及び／又は定量化するための、試
薬を含むイムノアッセイ及びこうしたイムノアッセイ用のキットが開発されている。この
イムノアッセイの使用により、体液試料、好ましくは血液又は血漿試料中のゲムシタビン
の存在及びその量を検出及び／又は定量化し得る。この様に、ゲムシタビン治療中の患者
を療法の間中モニタリングすることができ、その治療は前記モニタリングに従って調節さ
れ得る。本発明によって、化学療法剤としてゲムシタビンを使用して治療中のがん患者に
おけるゲムシタビンの治療薬物管理が可能となる。
【００１３】
　本発明のアッセイで使用される試薬は、反応性チオール基又はアミノ基を含有する担体
と、式ＩＶの化合物又はその塩とのコンジュゲートである。前述の担体は、反応性チオー
ル基又はアミノ基を含有するポリアミン系ポリマーを含有することが好ましい。免疫原を
調製する際、前述の担体は、反応性チオール基又はアミノ基を有するポリアミン系ポリマ
ーを好ましくは含有する、免疫原性ポリマーである。イムノアッセイに使用するとき、こ
れらのコンジュゲートは、本発明の抗体と結合するために試料中に存在するゲムシタビン
の競合的結合パートナーである。したがって、抗体に結合するコンジュゲート試薬の量は
、試料中のゲムシタビンの量に逆比例することになる。本発明によれば、本アッセイは、
抗体に結合する又は結合しない前記コンジュゲートの量を検出し測定するための、従来の
いかなる測定方法も利用する。前述の方法の使用によって、結合又は未結合コンジュゲー
トの量を決定することができる。一般に、試料中のゲムシタビン量は、試料中のゲムシタ
ビンによって産生される結合又は未結合コンジュゲートの測定量を、検査試料の予想範囲
に含まれる、既知の量のゲムシタビンを含有する試料から得られた標準曲線又は検量線か
ら決定される結合又は未結合コンジュゲートの数値と関係づけることにより決定される。
検量線を作成するこのような研究は、試料に使用される同一のイムノアッセイ法を使って
決定される。
【００１４】
　免疫原を含むコンジュゲートは、式ＩＶの化合物又はその塩から調製される。免疫原を
含む、反応性末端アミノ基又はチオール基を有する担体は、以下の式を有するリガンド部
分に連結される。
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【化６】

式中、Ｘ’は、－ＣＨ２－又は官能性連結基であり、Ｙ、Ｂ、及びｐは上述の通りである
。
【００１５】
　このリガンド部分は、ポリアミン系ポリマーを含有する担体上の一つ又は複数の活性チ
オール部位又はアミノ部位に連結し得る。これらの担体はポリマーを含有することが好ま
しく、反応性チオール基又はアミノ基を含有するポリアミン系ポリマーを含有することが
最も好ましい。
　定義
【００１６】
　本明細書を通して、以下の定義が理解されよう。
【００１７】
　用語ゲムシタビンは、ゲムシタビン並びに薬学的に許容できるゲムシタビンの塩を含む
。
【００１８】
　用語「免疫原」及び「免疫原性」は、生体の中で免疫応答を誘発し、作り出し、又は生
み出すことのできる物質を意味する。
【００１９】
　用語「コンジュゲート」は、二つの部分を互いに結合することによって形成される任意
の物質を意味する。本発明による代表的なコンジュゲートは、式ＩＶの化合物などの低分
子と、担体又はポリアミン系ポリマー、特にタンパク質などの高分子とを互いに結合する
ことにより形成されるものを含む。コンジュゲートにおいて、低分子は高分子の一つ又は
複数の活性部位で結合し得る。用語コンジュゲートは、用語免疫原を含む。
【００２０】
　「ハプテン」は、部分的又は不完全な抗原である。ハプテンは担体を有しない物質であ
り、抗体産生を刺激することはできないが、抗体と反応する、主として低分子量物質であ
る。後者の場合、ハプテンが高分子量の免疫原性担体にカップリングし、このカップリン
グされた産物、すなわち免疫原をヒト又は動物対象に注射することにより形成される。本
発明のハプテンはゲムシタビンである。
【００２１】
　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、ＣＨ２又は官
能性連結基によって、ハプテン、担体、免疫原、標識、又はトレーサーなどの二つ以上の
部分構造を連結する化学構造の部分を意味する。これらのスペーサー基は、本出願におい
て以下に列挙されるであろう。スペーシング基の原子及びスペーシング基内の鎖の原子は
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、それら自体化学結合によって連結される。好ましいスペーサーには、直鎖状又は分枝鎖
状、飽和状又は不飽和状炭素鎖がある。これらの炭素鎖はまた鎖内に又は鎖の端部に、一
つ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
群より選択される炭素以外の原子を意味する。スペーシング基はまた、鎖の部分として、
又は鎖の中の原子の一つを置換して、環状又は芳香族基を含み得る。
【００２２】
　スペーシング基中の原子の数は、水素以外の原子を数えることにより決定される。スペ
ーシング基内の鎖中の原子の数は、連結される部分構造間の最も短い経路に沿って、水素
以外の原子を数えることにより決定される。官能性連結基は、標識又は担体又はポリアミ
ン系ポリマーを有するハプテンのコンジュゲートを合成するために、ハプテン又はスペー
シング基を活性化する、例えば、それらに利用可能な官能部位を提供するために使用でき
る。
【００２３】
　本明細書で使用される用語として、「免疫原性担体」は免疫原性物質であり、一般には
タンパク質、又は反応性チオール基若しくはアミノ基を有するように修飾されたタンパク
質であり、本ゲムシタビンの場合には、ハプテンと結合することができ、それによって、
これらのハプテン誘導体が免疫反応を誘導し、これらのハプテンと特異的に結合すること
ができる抗体の産生を誘発することを可能にする。免疫原性担体及び連結基は、本出願に
おいて以下に列挙されるであろう。免疫原性担体物質は、異質として認識されることによ
り宿主から免疫応答を誘発する、タンパク質、糖タンパク質、複合ポリアミノ多糖（ｐｏ
ｌｙａｍｉｎｏ－ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）、粒子、及び核酸を含む。ポリアミノ
多糖類は、多糖類から、従来の既知のいかなる調製手段によって調製されてもよい。
【００２４】
　また種々のタンパク質タイプには、ポリ（アミノ酸）免疫原性担体が採用され得る。こ
れらのタイプには、アルブミン、血清タンパク質、リポタンパク質などが含まれる。実例
となるタンパク質は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、キーホールリンペットヘモシアニ
ン（ＫＬＨ）、卵白アルブミン、ウシサイログロブリン（ＢＴＧ）などを含む。或いは、
合成ポリ（アミノ酸）が利用され得る。或いは、これらのタンパク質は反応性チオール基
を含有するように修飾することができる。
【００２５】
　免疫原性担体はまた、単糖類の繰り返しの縮合によって組み立てられた高分子量ポリマ
ーである、ポリアミノ多糖類を含み得る。多糖類の例は、デンプン、グリコーゲン、セル
ロース、アラビアゴムなどの炭水化物ガム、寒天などである。多糖類はまた、ポリアミノ
酸残基及び／又は脂質残基を含有し得る。
【００２６】
　本免疫原性担体はまた、単独で又は上述のポリ（アミノ酸）若しくは多糖類の一つとコ
ンジュゲートしたポリ（核酸）であり得る。
【００２７】
　本免疫原性担体はまた、固体粒子を含み得る。本粒子は一般的に少なくとも約０．０２
ミクロン（μｍ）、約１００μｍ以下であり、通常は直径が約０．０５μｍから１０μｍ
である。本粒子は、有機又は無機であり、膨潤性又は非膨潤性であり、多孔性又は非多孔
性であり、最適には水に近似した密度を有し、一般的に約０．７から１．５ｇ／ｍＬであ
り、透明、部分的透明、又は不透明であり得る材料から構成され得る。本粒子は、赤血球
、白血球、リンパ球、ハイブリドーマ、連鎖状球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、黄
色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、大腸菌（Ｅ．ｃｏｌｉ
）、及びウイルスなどの非限定的な例を含む、細胞及び微生物などの生体物質であり得る
。本粒子はまた、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
リポタンパク質を含み得る。
【００２８】
　「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
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ある。ポリ（アミノ酸）は一般に分子量が約２，０００から、分子量の上限はないが、通
常１０，０００，０００未満であり、通常は約６００，０００ダルトン以下である。通常
は、免疫原性担体又は酵素が関与するか否かによって範囲が異なる。
【００２９】
　「ペプチド」は、アミド（ペプチド）結合によって二つ以上のアミノ酸の連結により形
成されるあらゆる化合物であり、通常はα－アミノ酸のポリマーであり、ここで、それぞ
れのアミノ酸残基（ＮＨ２末端を除く）のα－アミノ基が、直鎖の次の残基のα－カルボ
キシル基に連結される。用語ペプチド、ポリペプチド、及びポリ（アミノ酸）は、大きさ
に制限のないこの種の化合物を意味するとして本明細書において同義的に使用される。こ
の種の最大のものはタンパク質と称される。これらのポリマーペプチドは、反応性ＮＨ２

末端基を末端ＳＨ基へ変換する従来の方法によって修飾することができる。
【００３０】
　「標識」、「検出分子」、又は「トレーサー」は、検出シグナルを生じる又はそれを生
じるために誘導され得るあらゆる分子である。標識は被検体、免疫原、抗体、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し得る分子などのその他の分子に
コンジュゲートし得る。標識の非限定的な例には、放射性同位体、酵素、酵素断片、酵素
基質、酵素阻害剤、補酵素、触媒、蛍光体、色素、化学発光体、発光体、若しくは増感剤
；非磁性粒子若しくは磁性粒子、固相担体、リポソーム、リガンド、又は受容体が含まれ
る。
【００３１】
　用語「抗体」は、抗原に対する特異的なタンパク質結合パートナーを意味し、あらゆる
物質又は物質の群であり、他の物質は除外して抗原に特異的な結合親和性を有する。総称
としての抗体は、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。
【００３２】
　用語「誘導体」は、一つ又は複数の化学反応により親化合物から作られる化合物又は分
子を意味する。
【００３３】
　用語「担体」は、固体粒子及び／又は上述したような免疫原ポリマーなどの重合体ポリ
マーを意味する。担体が固体粒子である場合、固体粒子は、式ＩＶの化合物中の官能基Ｘ
に結合するための一つ又は複数の反応性部位を提供するために、ポリアミン系ポリマーに
結合し、それで被覆され、又はそれに付着し得る。
【００３４】
　用語「試薬キット」又は「検査キット」は、アッセイを実施する際に使用される物質の
集まりを意味する。試薬は、その交差反応性及び安定性、並びに液体又は凍結乾燥形態に
よって、同一の又は別々の容器に入れて組み合わせて包装された形で提供することができ
る。キットで提供される試薬の量及び割合は、個々の使用に応じて最適な結果を提供する
ように選択することができる。本発明の特徴を実施する試薬キットは、ゲムシタビンに特
異的な抗体を含む。本キットは、被検体のリガンド並びにキャリブレーション及びコント
ロール物質をさらに含み得る。本試薬は液体形態のまま、又は凍結乾燥状態であってもよ
い。
【００３５】
　語句「キャリブレーション及びコントロール物質」は、既知量の測定される薬物を含有
する、あらゆる標準又は基準物質を意味する。薬物濃度は、未知の検体について得られた
結果と標準から得られた結果とを比較することによって算出される。これは検量線を作成
することにより一般に行われる。
【００３６】
　用語「生体試料」は、これに限定されるものではないが、生物又は以前生物だったもの
由来のあらゆる量の物質を含む。このような生物は、これらに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、及びその他の動物を含む。このような物
質は、これらに限定されるものではないが、血液、血清、血漿、尿、細胞、器官、組織、



(18) JP 2014-519036 A 2014.8.7

10

20

30

40

骨、骨髄、リンパ液、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、
及び皮膚を含む。
【００３７】
　試薬及び免疫原
　イムノアッセイを構築する際、ゲムシタビンのコンジュゲートは、抗体の結合部位で試
料中のゲムシタビンと競合するように構築される。本発明のイムノアッセイにおいて、試
薬は、式ＩＶの化合物の５’置換ゲムシタビン誘導体と、前述の必須の特性を有する抗体
とのコンジュゲートである。式ＩＶ－Ｂの化合物において、リンカースペーサー（ｌｉｎ
ｋｅｒ　ｓｐａｃｅｒ）はこの分子の－Ｂ－（Ｙ）ｐ－Ｘ’部を構成する。コンジュゲー
ト及び免疫原を調製する際の、これらのリンカーにおけるＸ’及びスペーサー－Ｂ－（Ｙ
）ｐ－Ｘ’は、従来のものである。イムノアッセイのためのコンジュゲート及び免疫原を
調製するために利用される、従来のあらゆるスペーサー連結基は、式ＩＶ－Ｂの化合物に
おいて利用され得る。このような従来のリンカー及びスペーサーは、米国特許第５，５０
１，９８７号及び米国特許第５，１０１，０１５号に開示される。
【００３８】
　好ましいスペーサー基には、上述のスペーサー基が含まれる。特に好ましいスペーシン
グ基は、１から１０個の炭素原子を含有するアルキレンなどの基であり
【化７】

（式中、ｎ及びｏは０から６までの整数であり、ｍは１から６までの整数である）、とり
わけ好ましいスペーシング基はアルキレンである。Ｙで表されるスペーシング基の前述の
構造に関して、官能基Ｘは、本構造の右側の末端部すなわち（ＣＨ２）ｍ及び（ＣＨ２）
ｏが位置するところに連結される。
【００３９】
　式ＩＶ－Ｂの化合物において、Ｘ’は－ＣＨ２－又はポリマー担体のアミン又はチオー
ル基にスペーサーを連結する官能基である。基Ｘ’は、担体として又は免疫原としても使
用されるポリアミン系ポリマーのアミノ又はチオール基に結合することができる、式ＩＶ
の化合物の末端官能基Ｘの結果物である。アミン又はチオール基と反応することのできる
いかなる末端官能基も、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。
Ｘ内に含まれるこれらの末端官能基は、

【化８】

であることが好ましく、式中、Ｒ３は水素であるか又はそれが結合している酸素原子と一
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。
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基は、イソシアネート又はイソチオシアネートであり得る。－ＯＲ３によって形成される
活性エステルは、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を含む。しかしながら、アミン又
はチオール基と反応することができるあらゆる活性エステルが使用できる。
【００４０】
　カルボキシル基及び活性エステルは、従来の方法で担体又は免疫原性ポリマーにカップ
リングする。タンパク質などのポリアミン系ポリマーのアミン基は、アミド基を生成し、
スペーサーを重合体免疫原又は担体に連結して本発明のコンジュゲートを形成する。
【００４１】
　式ＩＶの化合物のＸが

【化１０】

であるとき、これらの化合物は、重合体又は免疫原性担体の遊離アミノ基と反応すること
が好ましい。
【００４２】
　一方、式ＩＶの化合物のＸが以下の式のマレイミド基であるとき、
【化１１】

本化合物は、免疫原を含む重合体又はタンパク質担体に存在し得るチオール（又はＳＨ）
基と反応することが好ましい。Ｘがマレイミド基である場合、式ＩＶの化合物は以下の構
造を有する。
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【化１２】

【００４３】
　好ましい実施形態によれば、式ＩＶ－Ｃのこれらの化合物は、アミノ基をチオール基に
変換するように修飾されている重合体タンパク質に付着するように反応する。これは、重
合体タンパク質担体の遊離アミノ基を以下の式の化合物と反応させることによって行うこ
とができる。

【化１３】

式中、Ｒ１５はチオール保護基であり、
Ｒ３は上述の通りであり、
ｖは１から４までの整数である。
【００４４】
　本反応は、水系溶媒中で式Ｖの化合物と担体を含有するタンパク質を混合することによ
り、水系溶媒中で実施される。本反応の温度及び圧力は決定的に重要ではなく、本反応は
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
ＩＶ－Ｃの化合物と反応する式Ｖの化合物において、従来のあらゆるチオール保護剤が利
用できる。本チオール保護基は、好ましい保護基として２－ピリジルジチオ（２－ｐｙｒ
ｉｄｙｌｄｔｈｉｏ）が当該技術分野において周知である。本反応によって、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となる。
【００４５】
　チオール修飾担体と式ＩＶ－Ｃの化合物と反応する前に、次のステップにおいて、担体
のチオール保護基が、担体と式Ｖの化合物を反応することにより形成される、結果として
生じる反応生成物から従来の方法により取り除かれる。チオール保護基を取り除くための
あらゆる従来の方法が、本反応を実施するために利用できる。しかし、チオール保護基を
取り除く方法を利用する際には、反応物が水系溶媒に可溶であり、担体に含有されるポリ
アミン系ポリマーを破壊する又は損なうことが決してないように注意が払われる必要があ
る。本保護基を取り除く好ましい方法は、得られた縮合産物を還元する薬品としてジチオ
スレイトールを使用することである。この還元は、高圧又は高温にすることなく還元剤を
反応媒体に添加するだけで実施できる。この還元は室温及び常圧で実施できる。
【００４６】
　上述の方法が、担体を含有するポリアミン系ポリマーの反応性末端アミノ基をチオール
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基に変換する一つの方法を提示すると同時に、この変換を実施するあらゆる従来の方法が
利用できる。担体を含有するポリアミン系ポリマーの末端アミノ基をチオール基に変換す
る方法は当該技術分野において周知であり、本発明に従って採用することができる。
【００４７】
　Ｘが担体によって運ばれる末端チオール基に結合することができる官能基である、式Ｉ
Ｖの化合物と反応する末端チオール基を有する担体を含有する重合体ポリアミンの反応は
、従来の方法によって実施することができる。ＩＶ　Ｃのマレイミドは、ポリアミン系ポ
リマー担体によって運ばれるチオール基と反応する。マレイミドの二重結合にチオールを
付加するあらゆる周知の方法が、チオール架橋を介してコンジュゲートした式ＩＶのコン
ジュゲートを製造する際に利用できる。
【００４８】
　本発明の免疫原を含む、アミド結合を介して結合したコンジュゲートにおいて、ゲムシ
タビンハプテンを含有するカルボキシル基と、担体又は免疫原のアミノ基との間の化学結
合が、当業者に既知の種々の方法を使用して得られる。（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、ｐ－ニトロフェノールなどの）脱離基試
薬とカルボキシ基を反応させることによって、式IVの化合物又はその薬学的に許容できる
塩のゲムシタビンハプテンのカルボン酸部分を最初に活性化することにより、アミド結合
を形成することが好ましいことが多い。ジシクロヘキシルカルボジイミド、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できる。式ＩＶの化合物又はその薬学的に許容
できる塩のゲムシタビンハプテンのカルボキシル基の活性化体は、次にタンパク質担体を
含有する緩衝液中で反応する。
【００４９】
　式ＩＶのゲムシタビン誘導体が、一級又は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、活性化及びカップリング反応の間にコンジュ
ゲートがそれら自体と反応するのを防止するため、アミン保護基を使用することが必要で
ある。一般的には、式ＩＶのゲムシタビン誘導体のアミンが、対応するＮ－トリフルオロ
アセトアミド、Ｎ－ｔｅｒｔ－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り保護さ
れる。上述の通り、免疫原性ポリマー又は担体へのカップリング反応が一度行われると、
免疫原又はコンジュゲートの構造をそうでなければ変えることのない試薬を用いて、アミ
ン保護基を取り除くことができる。このような試薬及び方法は、当業者に既知であり、弱
性又は強性の水性又は無水の酸、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、及び触媒水素化を含
む。ハプテン及び担体を結合する種々の方法が、米国特許第３，９９６，３４４号及び米
国特許第４，０１６，１４６号においても開示され、参照により本明細書に組み込まれる
。
【００５０】
　一方、式ＩＶの化合物において、Ｘが末端イソシアネート又はチオイソシアネート基で
あるアミノコンジュゲートを調製する際、ポリアミン系ポリマーの遊離アミンと反応する
とこれらの基は、式ＩＶ－Ｂのコンジュゲート又は免疫原を生成し、ここで、Ｘ’は、Ｎ
Ｈ
【化１４】

（式中、Ｒ４は前述の通りである）であり、ポリアミン系担体又は免疫原性ポリペプチド
のアミノ基と官能的に接続する。
【００５１】
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　Ｘがアルデヒド基である式ＩＶの化合物のアミノコンジュゲートを調製する際、これら
の化合物は、還元的アミノ化によるアミン結合を通して、ポリアミン系ポリペプチド又は
担体のアミン基に連結し得る。還元的アミノ化のような、アミンでアルデヒドを縮合する
あらゆる従来の方法が、この結合を形成するために使用できる。この場合、式ＩＶ－Ｂの
リガンド部のＸ’は－ＣＨ２である。
【００５２】
　式ＩＶの化合物及び本化合物由来の式ＩＶ－Ｂの化合物は、ゲムシタビン（式Ｉの化合
物）から調製される。しかし、式Ｉの化合物から式ＩＶの化合物を調製する際、式Ｉの化
合物の４位のアミノ基及びその３’位のヒドロキシ基を選択的に保護することが必要であ
り、それは式
【化１５】

（式中、Ｒ１０は、加水分解性ヒドロキシ保護基であり、Ｒ１１は、加水分解性アミノ保
護基である）
の化合物を作製する際の５’位の遊離ヒドロキシ基に影響を与える。
【００５３】
　式Ｉ－Ｃの化合物を調製する際、式Ｉの化合物の遊離ヒドロキシ基を加水分解性ヒドロ
キシ保護基に変換する反応が行われる。遊離ヒドロキシ基を加水分解性ヒドロキシ保護基
に変換するあらゆる従来の方法が使用できる。この反応は、３’位のヒドロキシ基は保護
されるが、５’位のヒドロキシ基は遊離したままにしておくように穏やかなアルカリ状態
で起こることが必要である。式Ｉ－Ｃの化合物の３’位のヒドロキシ基は、５’位のヒド
ロキシ基よりもはるかに反応性が高い。したがって、水系溶媒で炭酸水素ナトリウムを使
用するなどの穏やかなアルカリ水性状態では、５’位のヒドロキシ基には影響を与えずに
、３’ ヒドロキシ基位置で保護基が供される。容易に加水分解できる、従来のあらゆる
ヒドロキシ保護基が利用できる。好ましいヒドロキシ保護基は、室温の穏やかなアルカリ
水性状態で、三級ブトキシカルボネートと式Ｉの化合物を反応させることにより形成され
る三級ブトキシカルボニル基である。他のあらゆる従来のヒドロキシ保護基が利用できる
。好ましいヒドロキシ保護基には、５’位のヒドロキシ基は遊離したままであるが、３’
位にはエステルを形成するように穏やかなアルカリ状態で、式Ｉの化合物の３’ヒドロキ
シ基をアルカン酸と反応させることにより形成されるエステル基がある。３’ヒドロキシ
基が保護された式Ｉの化合物は、３５℃から７０℃までという、高い温度を利用する他は
、３’位のヒドロキシ基を保護するために使用された同一の反応によって式Ｉ－Ｃの化合
物に変換できる。この様に、式Ｉ－Ｃの化合物は、式Ｉの化合物から形成される。
【００５４】
　Ｂが－ＣＨ２－である式ＩＶの５’－置換化合物は、式



(23) JP 2014-519036 A 2014.8.7

10

20

30

40

50

ｈａｌｏ－ＣＨ２－（Ｙ）ｐ－Ｘ　　　　　　ＶＩＩＩ－Ｂ
（式中、ｐ、Ｙ、及びＸは前述の通りである）
のハロゲン化物とゲムシタビンの５’－ヒドロキシ基を反応させることにより形成される
。
【００５５】
　ゲムシタビンから式ＩＶの化合物を形成する次のステップにおいて、ゲムシタビンの５
’ヒドロキシ基位置と式ＶＩＩＩ－Ｂの化合物を縮合するために、エステルを形成するた
めにアルコールを反応させるあらゆる従来の方法が利用できる。式ＶＩＩＩ－Ｂの化合物
のハロゲン化物を使用することは、アルコールと縮合することによるこのようなエステル
を形成する際の、効率的な方法である。一方、式ＶＩＩＩ－Ｂの化合物のＹが官能基を含
有する場合には、式ＩＩ－Ｂの化合物を形成するこの反応を妨害する可能性があるが、こ
れらの官能基は、前述の通り、この反応の後で取り除くことができる適切な保護基によっ
て保護することができる。
【００５６】
　Ｂが
【化１６】

である、式ＩＶの５’－置換化合物は、式
ＮＨ２－ＣＨ２－（Ｙ）ｐ－Ｘ　　　　　　ＩＸ
（式中、Ｘ、Ｙ、及びｐは前述の通りである）
のアミノ化合物とゲムシタビンの５’－ヒドロキシ基を反応させることにより作製される
。
【００５７】
　ゲムシタビンの５’－ヒドロキシ基を、クロロホルメート基（ｃｈｌｏｒｏｆｏｒｍａ
ｔｉｃ　ｇｒｏｕｐ）

【化１７】

に最初に変換した後
　ヒドロキシ基をクロロホルメート基に変換するあらゆる従来の方法が使用できる。クロ
ロホルメートの形成後、クロロホルメートのハロゲン基を、式ＩＸの化合物のアミン基と
縮合する。この反応に先立って、ゲムシタビン及び／又は式ＩＸの化合物の反応基は、従
来の保護基を用いて前述の通り保護される。これまでにここで記載されたような従来の方
法によって、このハロゲン化物縮合の後、これらの保護基を取り除くことができる。
【００５８】
　式ＩＶ－Ｂの化合物は、末端アミノ基を含有するポリアミン又はポリペプチド担体とこ
れらの化合物を反応させることにより、免疫原及び／又は本発明のコンジュゲート試薬に
変換することができる。抗原を生成するために使用されるポリアミン系又はポリペプチド
担体が免疫学的に活性である限り、同様のポリペプチドが、本発明の免疫原の担体及び免
疫原性ポリマー担体として利用できる。しかし、コンジュゲートを形成するためのこれら
のポリマーは、免疫原として要求されるような免疫応答を生成する必要はない。本発明に
よれば、重合体担体に含有されるアミン又はチオール基に官能基を付着する従来の方法に
よって、式ＩＶ－Ｂの化合物のＸによって提示される種々の官能基を、高分子材料にコン
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ジュゲートすることができる。
【００５９】
　式ＩＶの化合物は、ここから調製される免疫原を含むコンジュゲート、試薬のいずれも
として、その塩の形で又は遊離塩基として、本発明のイムノアッセイに存在又は使用する
ことができる。式ＩＶの化合物及びここから調製される免疫原を含むコンジュゲートの遊
離アミノ基は、酸と、好ましくは薬学的に許容できる酸と、容易に塩を形成する。式ＩＶ
の化合物及びここから調製される免疫原を含むコンジュゲートのあらゆる酸性塩が本発明
において使用できる。これらの塩は、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、ムチン酸、硝酸、シュウ酸、パモ酸、パン
トテン酸、リン酸、コハク酸、硫酸、酒石酸、シュウ酸、ｐ－トルエンスルホン酸などの
無機酸及び有機酸の両方を含む。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が特に好ましい。
【００６０】
　抗体
　本発明はまた、前述の免疫原を利用することにより作製される、ゲムシタビンに対する
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、本発明によって作製さ
れたこれらの抗体は、ゲムシタビンと選択的に反応し、薬学的に不活性な代謝物及びゲム
シタビンのイムノアッセイを妨害する可能性のあるその他の化合物とは反応しないことが
見出されてきた。これらのゲムシタビン代謝物で最も問題となるのは、２’，２’－ジフ
ルオロ－２’－デオキシウリジンであり、最も問題となる保存剤はテトラヒドロウリジン
である。これらの不活性な代謝物及びこの保存剤とは反応しない本発明の抗体の能力によ
って、これらの抗体はゲムシタビンのイムノアッセイを実現することにおいて特に役立つ
。
【００６１】
　本発明は、新規な抗体及びゲムシタビンに対するモノクローナル抗体に関する。本発明
の抗血清は、本発明の免疫原で宿主動物を免疫化することによって簡便に作製することが
できる。適切な宿主動物は、例えば、マウス、ラット、ウサギ、モルモットなどのげっ歯
類、又はヤギ、ヒツジ、ウマなどの高等哺乳動物を含む。初回投与量、採血、及び追加免
疫は、動物に免疫反応を誘発する公認のプロトコールに従って行うことができ、例えば、
好ましい実施形態では、マウスに、一個体あたり１００μｇの免疫原を腹腔内に初期投与
して、一個体あたり５０から１００μｇの間の免疫原を、６か月間にわたって一回又は複
数回追加免疫した。定期的な採血によって、免疫化したマウスの血液試料からゲムシタビ
ンに対する抗体が産生し続けることが、従来のイムノアッセイを利用することにより観察
された。これらの方法は、望ましい活性をもった抗血清を産生する宿主をスクリーニング
する簡便な方法を提供する。また抗体は、ゲムシタビンの薬学的に不活性な主要代謝物、
特に、２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン及びその保存剤であるテトラヒ
ドロウリジンに対してスクリーニングされ、これらの化合物には実質的な結合を示さなか
った。
【００６２】
　前記スケジュールに続いて、細胞融合の４日前に始め、３日間連続して、１００μｇの
免疫原をマウスに腹腔内投与又は静注するという方法に従ってＢａｌｂ／ｃマウスを免疫
化することによって、モノクローナル抗体が簡便に作製される。当該抗体技術分野の周知
の他のプロトコールも同様に当然利用できる。本明細書で詳述される免疫化プロトコール
の全体は、ゲムシタビンに対する抗体における血清抗体反応の最適なプロトコールを提供
した。
【００６３】
　宿主の脾臓、末梢血、リンパ節、又はその他の組織から得られたＢリンパ球をモノクロ
ーナル抗体産生細胞として使用することができる。脾臓から得られたＢリンパ球が最も好
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ましい。本発明の望ましいモノクローナル抗体を生成することができるハイブリドーマは
、このようなＢリンパ球と、ハイブリッド細胞に長期組織培養のための安定性を与える細
胞系である不死化細胞系とを融合させることにより得られる。本発明の好ましい実施形態
では、この不死化細胞が、骨髄腫細胞などの形質細胞腫細胞又はリンパ芽球細胞であり得
る。ゲムシタビン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、ゲムシタビン
－タンパク質コンジュゲートに対して免疫化したマウス由来の脾臓細胞とマウス骨髄腫細
胞との融合によって形成される。キメラヒト化モノクローナル抗体は、ハイブリドーマ細
胞由来の遺伝子を発現する抗体をクローニングし、マウスの可変領域のサブ配列をヒトの
定常領域に結合するか又はドナーマウス若しくはラットイムノグロブリン由来の相補性決
定領域（ＣＤＲ）とヒトフレームワーク領域を結合する、当該技術分野で現在周知の組換
えＤＮＡ方法を使用することにより作製することができる。親和性を高めた抗体を提供す
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良法が、国際特許出願第ＷＯ９
２／１１０１８号に示されている。
【００６４】
　一次抗体構造の一部分のみを含む、一つ又は複数のイムノグロブリン活性を有するポリ
ペプチド断片を作製することができる。これらのポリペプチド断片は、当該技術分野で周
知の方法によって、完全な抗体をタンパク質分解切断することにより、又は、Ｆａｂ断片
若しくは（Ｆａｂ’）２断片を作製する部位特異的突然変異を使用して、抗体遺伝子を含
有する発現ベクターの所望の位置に停止コドンを挿入することにより作製することができ
る。ＤＮＡリンカーでＶＬ及びＶＨ領域を結合することにより、一本鎖抗体を作製するこ
とができる（Ｈｕｓｔｏｎら、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、
８５：５８７９～５８８３（１９８８）及びＢｉｒｄら、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２：４２
３～４２６（１９８８）を参照）。
【００６５】
　本発明の抗体は、ゲムシタビン選択的であり、薬学的に不活性なゲムシタビン主要代謝
物である２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン及びゲムシタビン保存薬であ
るテトラヒドロウリジンに対しては、実質的にいかなる反応性も有しない又は交差反応性
を有しない。実質的な交差反応性を有しないとは、ゲムシタビンと、その薬学的に不活性
な代謝物２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン及びその保存剤テトラヒドロ
ウリジンとの反応性に基づいて、本発明の抗体の有する交差反応性が２０％未満であるこ
とを意味する。これらの抗体の交差反応性は１５％未満であることが好ましく、これらの
抗体の交差反応性は多くても１％であることが特に好ましく、このパーセンテージはこれ
らの抗体とゲムシタビンとの反応性に基づいている。
【００６６】
　イムノアッセイ
　本発明によれば、ＩＶの化合物又はその塩の免疫原から生成された抗体及びコンジュゲ
ートを、患者試料中のゲムシタビンを決定する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によって実施される。ＩＶの化合物又はその塩から形成される
試薬コンジュゲートが、本発明に従って生成した抗体の結合部位に試料中のゲムシタビン
と競合する、あらゆるイムノアッセイが患者試料中のゲムシタビンの存在を決定するため
に利用できる。ゲムシタビンを含有する疑いのある試料中のゲムシタビンに対するこのよ
うなアッセイを行う方法は、（ａ）水系溶媒試料（ｂ）本発明に従って生成したゲムシタ
ビンに対する抗体、及び（ｃ）式ＩＶの化合物又はその塩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。試料中のゲムシタビン量は、試料と抗体の混合物に添加され
た既知量のコンジュゲートの、特異的抗体への結合の阻害を測定することにより決定する
ことができる。未知の試料による、既知量のコンジュゲートとのこのような結合の阻害の
結果は、既知のゲムシタビン標準溶液を利用することによって、同じアッセイで得られた
結果と比較される。
【００６７】
　抗体に結合する式ＩＶの化合物又はその塩から形成されるコンジュゲートの量を測定す
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るために種々の方法が利用できる。一つの方法は、コンジュゲートの抗体への結合が、蛍
光体コンジュゲートの旋光度（ｒｏｔａｔｉｏｎ）の割合を減少させるところにある。液
体混合物中の蛍光体コンジュゲートの旋光度の割合の減少量は、米国特許第４，２６９，
５１１号及び米国特許第４，４２０，５６８号に開示されているような蛍光分極技術によ
って検出することができる。
【００６８】
　一方、本抗体は、ナノ粒子で被覆又はそれに吸収させることができ、これらの粒子が式
ＩＶの化合物又はその塩から形成されるゲムシタビンコンジュゲートと反応すると、これ
らのナノ粒子は凝集体を形成する。しかし、抗体を被覆又は吸収したナノ粒子が、試料中
のゲムシタビンと反応しても、これらのナノ粒子に結合した試料由来のゲムシタビンは、
抗体ナノ粒子の凝集をもたらさない。凝集又は凝着量は、アッセイ混合物の吸光度によっ
て測定することができる。
【００６９】
　他方、これらのアッセイは、マイクロタイタープレートなどの固相担体又は固体粒子を
含む他のあらゆる従来の固相担体に付着した、抗体又はゲムシタビンコンジュゲートのど
ちらによっても実行することができる。このような固体粒子に抗体及びタンパク質を付着
することは、当該技術分野において周知である。このような付着を実行するために、あら
ゆる従来の方法が利用できる。多くの場合、測定を補助する目的で、抗体と結合する又は
結合しない、式ＩＶの化合物又はその塩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、放射性標識又は酵素標識などの標識を、抗体、コンジュゲート、又は固体
粒子に付けることができる。他の適切な標識には、発色団、蛍光体などがある。
【００７０】
　簡便性の観点から、本発明のアッセイの構成成分は、ゲムシタビンのアッセイに採用さ
れる所定量の新規な試薬を組み合わせて包装された形である、キットで提供することがで
きる。これらの試薬は、本発明の抗体、並びに式ＩＶの化合物又はその塩から形成される
コンジュゲートを含む。これらの必要な試薬に加えて、補助試薬などの添加剤、例えば、
安定化剤、緩衝液などをこれらのキットに含めることができる。種々の試薬の相対量は、
アッセイの感受性を実質的に最適化する試薬の溶液中の濃度を実現するように大きく異な
り得る。試薬は、溶液中に、又は溶解状態で試薬溶液がアッセイを実施するのに適した濃
度となるようにする賦形剤を含む、凍結乾燥されることが一般的な乾燥粉末として提供す
ることができる。
【実施例】
【００７１】
　実施例において、以下の略語は下記を表すものとして使用する。
ＥｔＯＡｃ　　　　酢酸エチル
Ｎａ２ＣＯ３　　　　炭酸水素ナトリウム
Ｂｏｃ２Ｏ　　　　　二炭酸ジ－ｔｅｒｔ－ブチル
ＣＤＩ　　　　　　１，１’－カルボニルジイミダゾール
Ｎａ２ＳＯ４　　　　硫酸ナトリウム
ＣＨ２Ｃｌ２　　　　ジクロロメタン
ＴＨＦ　　　　　　テトラヒドロフラン
Ｎ２　　　　　　　　窒素ガス
ＴＨＦ　　　　　　テトラヒドロフラン
ＴＦＡ　　　　　　トリフルオロ酢酸
ＤＮＳＯ　　　　　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ヘモシアニン
ＢＳＡ　　　　　　ウシ血清アルブミン
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ＰＢＳ　　　　　　リン酸緩衝生理食塩水
ＮａＣｌ　　　　　塩化ナトリウム
ＨＲＰ　　　　　　西洋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
ｄｉ－Ｈ２Ｏ　　　脱イオン水
【００７２】
　リン酸緩衝液組成物は、以下を含有する水溶液を有する。
１５．４ｍＭ　第二リン酸ナトリウム（Ｎａ２ＨＰＯ４）
４．６ｍＭ　第一リン酸ナトリウム（ＮａＨ２ＰＯ４）
ｐＨ＝７．２±０．１０
【００７３】
　実施例において、以下のスキーム１及びスキーム２は調製された特定の化合物を示し、
化合物は実施例において数字によって参照される。スキームを以下に示す。
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【化１９】

【００７４】
（例１）
　５’－Ｏ－Ｎ－カルボニル（ゲムシタビン）－６’－アミノカプロエート［７］の調製
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（スキーム１）
　化合物［１］（１．２ｇ、４．０ｍｍｏｌ）及びＢｏｃ２Ｏ（０．８８ｇ、４．０ｍｍ
ｏｌ）をジオキサン（６０ｍＬ）中で撹拌し、Ｎａ２ＣＯ３（２．１２ｇ、２０．０ｍｍ
ｏｌ）水溶液（１５ｍＬ）を添加した。この反応混合物を２５℃で４８時間撹拌すると、
混合物中に［２］を得た。水（４０ｍＬ）を反応混合物に添加し、産物［２］をＥｔＯＡ
ｃで抽出した。ＥｔＯＡｃの有機相を塩水で洗浄し、乾燥し（Ｎａ２ＳＯ４）、蒸発させ
て白色固体を得、次に１０％ＣＨ２Ｃｌ２／ヘキサンで粉砕して化合物［２］を得た（１
．２６ｇ、８７％）。
【００７５】
　化合物［２］（１．２５ｇ、３．４４ｍｍｏｌ）及びＢｏｃ２Ｏ（７．５２ｇ、３４．
４０ｍｍｏｌ）をジオキサン（１００ｍＬ）中で混合し、３７℃で４８時間加熱して［３
］を得た。この溶媒を蒸発させて白色固体を得、この白色固体を１０％ＣＨ２Ｃｌ２／ヘ
キサンで粉砕して化合物［３］を得た（１．３０ｇ、８２％）。
【００７６】
　化合物［３］（１．３０ｇ、２．８０ｍｍｏｌ）及び１，１’－カルボニルジイミダゾ
ール（０．５２ｇ、３．２０ｍｍｏｌ）をＴＨＦ（２０ｍＬ）中で混合し、５０℃で６時
間加熱した。この溶媒を蒸発させ、その残渣をＥｔＯＡｃに溶解した後、水で洗浄し、Ｎ
ａ２ＳＯ４で乾燥し、その後この溶媒を蒸発させて化合物［４］を白色固体として得た（
１．６０ｇ、１００％）。
【００７７】
　化合物［４］（１．５０ｇ、２．６９ｍｍｏｌ）及び化合物［５］（０．６０ｇ、３．
２３ｍｍｏｌ）をＴＨＦ（２０ｍＬ）中で混合し、５０℃で２４時間加熱した。この反応
混合物をＥｔＯＡｃで希釈し、連続して水及び塩水で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４で乾燥し、そ
の後蒸発させて白色固体を得た。この物質を１０から５０％のＥｔＯＡｃ／ヘキサンを用
いたフラッシュクロマトグラフィーで精製し、化合物［６］を得た（１．４０ｇ、７７％
）。
【００７８】
　化合物［６］（１．４０ｇ、２．０７ｍｍｏｌ）を無水ＣＨ２Ｃｌ２（１５ｍＬ）に溶
解し、その後、ＴＦＡ（１５ｍＬ）をＮ２下０℃の撹拌溶液に添加した。撹拌を０℃で３
時間継続し、その後１５℃で１時間行った。この溶媒を減圧下で取り除き、その結果の残
渣を水に溶解し、その後凍結乾燥して化合物［７］を白色粉末として単離した（１．０４
ｇ、９４％）。
【００７９】
（例２）
　５’－Ｏ－Ｎ－カルボニル－（ゲムシタビン）－６’－メチルカルバモイル安息香酸［
１２］の調製（スキーム２）
　化合物［４］（０．６０ｇ、１．０８ｍｍｏｌ）及び化合物［１０］（０．３８ｇ、１
．１９ｍｍｏｌ）をＴＨＦ（２０ｍＬ）中で混合し、還流下で２４時間加熱した。反応混
合物をＥｔＯＡｃで希釈し、連続して水及び塩水で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４で乾燥し、その
後蒸発させて白色固体を得た。この物質を１０から９０％のＥｔＯＡｃ／ヘキサンを用い
たフラッシュクロマトグラフィーで精製し、化合物［１１］を得た（０．４７ｇ、５４％
）。
【００８０】
　化合物［１１］（０．４７ｇ、０．５８ｍｍｏｌ）を無水ＣＨ２Ｃｌ２（１０ｍＬ）に
溶解し、その後、ＴＦＡ（１０ｍＬ）をＮ２下０℃で添加した。撹拌を０℃で３時間継続
し、その後１５℃で１時間行った。この溶媒を減圧下で取り除き、その結果の残渣を水に
溶解し、その後凍結乾燥して化合物［１２］を灰白色粉末として単離した（０．３３ｇ、
８５％）。
【００８１】
（例３）
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　ｓ－ＮＨＳ活性化薬物誘導体を対応する酸［７］及び［１２］から調製する一般的方法
　例３ａ及び例３ｂにおいて、ゲムシタビン酸誘導体［７］及び［１２］は、ＥＤＣ及び
ｓ－ＮＨＳで活性化され、タンパク質への最終コンジュゲーションとしてのゲムシタビン
のｓ－ＮＨＳ活性化エステル［８］及び［１３］を生成した（例４及び例５）。
【００８２】
（例３ａ）
　ｓ－ＮＨＳ活性化エステル５’－Ｏ－Ｎ－カルボニル（ゲムシタビン）－６’－アミノ
カプロエート［８］の調製
　例１、スキーム１の化合物［７］（１０１．３ｍｇ）を、ｓ－ＮＨＳ（１２１．７ｍｇ
）及びＥＤＣ（１０７．１ｍｇ）を添加した１０ｍＬのＤＭＳＯに溶解した。反応混合物
を窒素雰囲気下の周囲温度で２０時間撹拌し、化合物［８］を生成した。この反応混合物
を例４及び例５ａにおいて直接使用した。
【００８３】
（例３ｂ）
　ｓ－ＮＨＳ活性化エステル５’－Ｏ－Ｎ－カルボニル－（ゲムシタビン）－６’－メチ
ルカルバモイル安息香酸［１３］の調製
　例２、スキーム２の化合物［１２］（２２．７ｍｇ）を、２．２ｍＬのＤＭＳＯに溶解
し、ｓ－ＮＨＳ（１９．２ｍｇ）及びＥＤＣ（２１．９ｍｇ）を添加した。反応混合物を
窒素雰囲気下の周囲温度で２０時間撹拌し、化合物［１３］を生成した。この反応混合物
を例５ｂにおいて直接使用した。
【００８４】
（例４）
　ゲムシタビン－ＫＬＨコンジュゲート［９］の調製
　ＫＬＨのタンパク質溶液は、１５ｍＬのリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）に３０
０ｍｇのＫＬＨを溶解することにより調製し、その後に例３ａで調製した化合物［８］４
．７４ｍＬを添加した。ＫＬＨ及び化合物［８］の反応混合物を室温で２０時間撹拌して
おくと、ゲムシタビンＫＬＨコンジュゲート［９］が生成した。次に、このゲムシタビン
ＫＬＨコンジュゲート［９］を、３０％ＤＭＳＯを含むリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７
．５）に対する透析により室温で精製した。その後、ＤＭＳＯの割合を、２０％、１０％
、そして０％と段階的に減少させた。最終の透析は、４℃のリン酸緩衝液に対して行った
。ゲムシタビンＫＬＨコンジュゲート［９］は、紫外可視分光法によって特徴付けた。本
コンジュゲートを、最終濃度が２ｍｇ／ｍＬとなるようにリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ
７．５）に希釈した。
【００８５】
（例５ａ）
　活性化ハプテン、ゲムシタビン［８］を有するＢＳＡコンジュゲート［９］の調製
　ＢＳＡのタンパク質溶液は、最終濃度が５０ｍｇ／ｍＬとなるようにリン酸緩衝液（５
０ｍＭ、ｐＨ７．５）に１ｇのＢＳＡを溶解して調製した。このタンパク質溶液に、例３
ａで調製した０．８３ｍＬのｓ－ＮＨＳ活性化ゲムシタビン誘導体［８］を添加した。Ｂ
ＳＡのタンパク質溶液に添加されるｓ－ＮＨＳ活性化ゲムシタビン誘導体［８］の量は、
ゲムシタビンの誘導体［８］とＢＳＡを１：１モル比として算出した。ＢＳＡと活性化ゲ
ムシタビン誘導体［８］の混合物を室温で１８時間撹拌しておくと、活性化ゲムシタビン
エステル［８］とＢＳＡのコンジュゲートが生成した。次に、このコンジュゲートを、２
０％ＤＭＳＯを含むリン酸緩衝液（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）に対する透析により室温で精
製した。その後、ＤＭＳＯの割合を、１０％、０％と段階的に減少させた。最終の透析は
、４℃のリン酸緩衝液に対して行った。精製したゲムシタビン［９］－ＢＳＡコンジュゲ
ートは、ＵＶ／ＶＩＳ分光法によって特徴付けた。
【００８６】
（例５ｂ）
　活性化ハプテンゲムシタビン－［１３］を有するＢＳＡコンジュゲート［９］の調製
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　ＢＳＡのタンパク質溶液は、最終濃度が５０ｍｇ／ｍＬとなるようにリン酸緩衝液（５
０ｍＭ、ｐＨ７．５）に１ｇのＢＳＡを溶解して調製した。１０．０ｍＬのＢＳＡのタン
パク質溶液に、氷上で撹拌しながら、例３ｂで調製した０．６２０ｍＬのｓ－ＮＨＳ活性
化ゲムシタビン誘導体［１３］を添加した。ＢＳＡのタンパク質溶液に添加されるｓ－Ｎ
ＨＳ活性化ゲムシタビン誘導体［１３］の量は、ゲムシタビンの誘導体［１３］とＢＳＡ
を１：１モル比として算出した。ＢＳＡと活性化ゲムシタビン誘導体［１３］の混合物を
室温で１８時間撹拌しておくと、活性化ゲムシタビンエステル［１３］とＢＳＡのコンジ
ュゲートが生成した。次に、このコンジュゲートを、１５％ＤＭＳＯを含むリン酸緩衝液
（５０ｍＭ、ｐＨ７．５）に対する透析により室温で精製した。その後、ＤＭＳＯの割合
を、１０％、５％、そして０％と段階的に減少させた。最終の透析は、４℃のリン酸緩衝
液に対して行った。精製したゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート［１４］は、ＵＶ／Ｖ
ＩＳ分光法によって特徴付けた。
【００８７】
（例６）
　ゲムシタビン－ＫＬＨ［９］に対するポリクローナル抗体の調製
　例４で調製したゲムシタビン－ＫＬＨ免疫原［９］を完全フロイントアジュバント（Ｃ
ｏｍｐｌｅｔｅ　Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ　ａｄｊｕｖａｎｔ）に乳化して、雌ＢＡＬＢ／ｃマ
ウス１０匹に一個体あたり１００μｇを腹腔内投与して免疫化した。本マウスは、不完全
フロイントアジュバント（Ｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅ　Ｆｒｅｕｎｄ’ｓ　Ａｄｊｕｖａｎｔ
）に乳化した同じ免疫原を一個体あたり１００μｇ用いて、最初の注入から４週後に一度
追加免疫した。追加免疫より２０日後に、それぞれのマウスから、ポリクローナル抗体を
含有するものとして眼窩採血によって検査採血した。ゲムシタビン抗体を含有する、これ
らの検査採血から得た抗血清を例８及び例９で評価した。
【００８８】
（例７ａ）
　ゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート［９］を用いたマイクロタイタープレート増感法
　ゲムシタビン濃度を測定するＥＬＩＳＡ法は、タンパク質結合を最適化した、１プレー
トあたり９６ウエル含むポリスチレンマイクロタイタープレート（Ｎｕｎｃ　ＭａｘｉＳ
ｏｒｐ　Ｆ８　Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌｅｓ）で実施した。各ウエルは、０．０５Ｍの炭
酸ナトリウム、ｐＨ９．６中１０μｇ／ｍＬのゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート［９
］を３００μＬ添加して、室温で３時間インキュベートすることによって、（例５ａのよ
うに調製された）ゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート［９］で被覆した。ウエルを０．
０５Ｍの炭酸ナトリウム、ｐＨ９．６で洗浄し、その後、３７５μＬの５％ショ糖、０．
２％カゼイン酸ナトリウム溶液で、３０分間、室温でブロックした。被覆後溶液を取り除
いた後、プレートを３７℃で一晩乾燥した。
【００８９】
（例７ｂ）
　ゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート［１４］を用いたマイクロタイタープレート増感
法
　ゲムシタビン濃度を測定するＥＬＩＳＡ法は、タンパク質結合を最適化した、１プレー
トあたり９６ウエル含むポリスチレンマイクロタイタープレート（Ｎｕｎｃ　ＭａｘｉＳ
ｏｒｐ　Ｆ８　Ｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌｅｓ）で実施した。各ウエルは、０．０５Ｍの炭
酸ナトリウム、ｐＨ９．６中１０μｇ／ｍＬのゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート［１
４］を３００μＬ添加して、室温で３時間インキュベートすることによって、（例５ｂの
ように調製された）ゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート［１４］で被覆した。ウエルを
０．０５Ｍの炭酸ナトリウム、ｐＨ９．６で洗浄し、その後、３７５μＬの５％ショ糖、
０．２％カゼインナトリウム溶液で、３０分間、室温でブロックした。被覆後溶液を取り
除いた後、プレートを３７℃で一晩乾燥した。
【００９０】
（例８）



(33) JP 2014-519036 A 2014.8.7

10

20

30

40

50

　抗体スクリーニング法－力価
　本方法は、例９のような置換における、検査抗体の希釈度を見出すことである。例７ａ
及び例７ｂで調製されたゲムシタビン－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、（例６で作製された）ゲムシタビン抗体をスクリーニングするＥ
ＬＩＳＡ法を実施した。この抗体スクリーニングアッセイは、０．１％ＢＳＡ及び０．０
１％チメロサール含有リン酸緩衝生理食塩水中で、ポリクローナルゲムシタビン抗体を含
有する（例６のような）検査採血由来のマウス血清を、１：１０、１：１００、１：１０
００、及び１：１０，０００（容積／容積）にまで希釈して実施した。（例７ａ及び例７
ｂで調製された）ゲムシタビン－ＢＳＡ感作ウエルの各ウエルに、０．１％ＢＳＡ及び０
．０１％チメロサール含有リン酸緩衝生理食塩水５０μＬと、５０μＬの希釈抗体を添加
し、振とうしながら室温で１０分間インキュベートした。このインキュベート中に、抗体
が、ウエルに受動的に吸収されたゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲート（例７ａ及び例７
ｂ）に結合する。本プレートのウエルを、０．０２ＭのＴＲＩＳ、０．９％のＮａＣｌ、
０．５％のＴｗｅｅｎ－８０、及び０．００１％のチメロサール、ｐＨ７．８で３回洗浄
して未結合の抗体を取り除いた。ウエル中のゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲートに結合
しているゲムシタビン抗体の量を検出するため、マウスイムノグロブリンと特異的に結合
し、且つ、基質、本例中ではＴＭＢ、とインキュベートすると着色産物を生成することが
できる、０．１％ＢＳＡ、０．０５％ＡＮＳ、０．０１％チメロサール含有ＰＢＳ中で特
定の活性（約１／３０００）にまで希釈した１００μＬのヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素
コンジュゲート（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏｒｅｓｅａｒｃｈ）を、各ウエルに添加
した。振とうしながら室温で１０分間インキュベートし、その間にヤギ抗マウス抗体－Ｈ
ＲＰ酵素コンジュゲートはウエル中のゲムシタビン抗体に結合するが、その後、本プレー
トを再度３回洗浄して未結合のヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲートを取り除い
た。ウエル中の測定可能な色を発現させるため、洗浄した後、１００μＬのＴＭＢ（ＴＭ
Ｂ基質、ＢｉｏＦｘ）、ＨＲＰに対する基質を添加して、室温で１０分間振とうしながら
発色させた。発色のためのインキュベーションに続いて、６５０ｎｍの吸光度を測定した
（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ）。ウエル中の抗体
量は測定した吸光度に比例し、希釈度（力価）として示され、吸光度１．５という結果と
なった。測定した抗体の抗体希釈度（ｘ軸）と６５０ｎｍの吸光度（ｙ軸）をグラフ化し
、吸光度１．５での力価を内挿することによって力価を決定した。吸光度１．５を示す力
価によって、例９で記述される間接競合型マイクロタイタープレートアッセイで使用され
る抗体の濃度（希釈度）を決定した。
【００９１】
（例９）
　ゲムシタビンに対する抗体のＩＣ５０及び交差反応性を決定する、間接競合型マイクロ
タイタープレートイムノアッセイ法
　ＩＣ５０値及び交差反応性を決定するＥＬＩＳＡ法を、例７ａ及び例７ｂで記述したゲ
ムシタビン－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実施
した。被検体を以下の通り希釈した。ゲムシタビンは、ゲムシタビン［９］－ＢＳＡマイ
クロタイタープレート及びゲムシタビン［１４］－ＢＳＡマイクロタイタープレートに対
して、０．１から５００ｎｇ／ｍＬまでの濃度範囲にわたって、０．１％ＢＳＡ及び０．
０１％チメロサール含有リン酸緩衝生理食塩水中に希釈した。２’，２’－ジフルオロ－
２’－デオキシウリジン及びテトラヒドロウリジンは、ゲムシタビン［９］－ＢＳＡマイ
クロタイタープレート及びゲムシタビン［１４］－ＢＳＡマイクロタイタープレートに対
して、０．０２から０．１μｇ／ｍＬまでの濃度範囲にわたって、０．１％ＢＳＡ及び０
．０１％チメロサール含有リン酸緩衝生理食塩水中に希釈した。それぞれのアッセイは、
５０μＬの被検体溶液を、５０μＬの、例４の免疫原を用いて例６において作製されたポ
リクローナル抗体から選択された抗体の一つとインキュベートすることにより実施した。
本アッセイはすべて、各ウエルにおける抗体の濃度を、例８で決定した力価まで希釈する
ことにより実施した。（室温で振とうしながら）１０分間のインキュベーションの間に、



(34) JP 2014-519036 A 2014.8.7

10

20

30

（例７ａ及び例７ｂで作製した）ウエル中のゲムシタビン－ＢＳＡコンジュゲートに対し
て結合する抗体と溶液中の被検体とに競合がおこる。インキュベーションの後、本プレー
トのウエルを、０．０２ＭのＴＲＩＳ、０．９％のＮａＣｌ、０．５％のＴｗｅｅｎ－８
０、及び０．００１％のチメロサール、ｐＨ７．８で３回洗浄して、未結合のあらゆる物
質を取り除いた。（例７ａ及び例７ｂで作製した）ウエル中のゲムシタビン－ＢＳＡコン
ジュゲートに結合しているゲムシタビン抗体の量を検出するため、マウスイムノグロブリ
ンと特異的に結合し、且つ、基質、本例中ではＴＭＢ、とインキュベートすると着色産物
を生成することができる、０．１％ＢＳＡ、０．０５％ＡＮＳ、０．０１％チメロサール
含有ＰＢＳ中で、あらかじめ設定された特定の活性（約１／３０００）にまで希釈した１
００μＬのヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲート（Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｒｅｓｅａｒｃｈ）を、各ウエルに添加した。振とうしながら室温で１０分間インキュ
ベートし、その間にヤギ抗マウス抗体－ＨＲＰ酵素コンジュゲートはウエル中のゲムシタ
ビン抗体に結合するが、その後、本プレートを再度３回洗浄して未結合の二次コンジュゲ
ートを取り除いた。ウエル中の測定可能な色を発現させるため、洗浄した後、１００μＬ
のＴＭＢ（ＴＭＢ基質、ＢｉｏＦｘ）、ＨＲＰに対する基質を添加し、室温で振とうしな
がら１０分間インキュベーションして発色させた。発色のためのインキュベーションに続
いて、５０μＬの停止溶液（ｄｉ－Ｈ２Ｏ中の１．５％フッ化ナトリウム）を各ウエルに
添加して発色を止め、２０秒間振とうした後、６５０ｎｍの吸光度を測定した（Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ　Ｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ）。ウエル中の抗体量は、測定
した吸光度に比例し、試料中のゲムシタビン量に逆比例した。ゲムシタビン及び２’，２
’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジンのＩＣ５０値は、ウエル中の被検体濃度に対し
て作図したウエル中の吸光度を用いた容量反応曲線を作成して決定した。被検体を含有す
るウエル中の着色の吸光度を、被検体を含まない場合と比較して標準曲線を作成した。所
与の被検体におけるＩＣ５０値とは、被検体を含有しないウエルの５０％の吸光度を示す
ために必要な被検体濃度と定義した。交差反応性は、２’，２’－ジフルオロ－２’－デ
オキシウリジンのＩＣ５０値に対するゲムシタビンのＩＣ５０の比として算出し、パーセ
ントで表した。この方法を用い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。選択したこれらの抗体を、そのプレートとウエル
番号によって、５Ｈ８－２４、１２Ａ５－２４、２Ｆ１２－２４、１４Ｇ３－１５、１３
Ｂ１２－１０、１６Ｄ６－ｐ－１０、及び１０Ｇ１－１１のように分類した。これらの抗
体を用いて測定すると、２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリジン（ｄＦｄＵ）
に対するゲムシタビンについての、これらの抗体の交差反応性パーセントは０．１～０．
８％であり、３，４，５，６－テトラヒドロウリジン（ＴＨＵ）に対するゲムシタビンに
ついての、これらの抗体の交差反応性パーセントは０．００５８～０．０２８％であった
。ゲムシタビンモノクローナル抗体における結果を、以下の表Ｉ及び表ＩＩに示す。
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【表１】

【表２】

【００９２】
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　これらの表からわかるように、本発明の抗体は、活性型のゲムシタビンに対しては実質
的に選択的に反応するが、不活性な代謝物２’，２’－ジフルオロ－２’－デオキシウリ
ジン及び３，４，５，６－テトラヒドロウリジンに対しては最小限の交差反応性しか示さ
ない。
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