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(54)【発明の名称】 有機塩素化合物の測定方法

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

（式中、Ｒ1は、塩素原子またはフェニル基、Ｒ2および
Ｒ3は、水素原子または塩素原子であり、ｍは、５ない
し７の整数である。）で表されるサクシンイミドエステ
ルをキャリアープロテインに結合させ、固相化し、酵素
免疫測定法により有機塩素化合物を測定することができ
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】    一般式
【化１】

で表されるサクシンイミジルエステルを用いる有機塩素
化合物の測定方法（式中、Ｒ1は、塩素原子またはフェ
ニル基、Ｒ2およびＲ3は、水素原子または塩素原子であ
り、ｍは、５ないし７の整数である。）。
【請求項２】    ｍが５である請求項１に記載の方法。
【請求項３】    Ｒ1、Ｒ2およびＲ3が塩素原子である
請求項１に記載の方法。
【請求項４】    Ｒ1がフェニル基であり、Ｒ2およびＲ
3が水素原子である請求項１に記載の方法。
【請求項５】  Ｒ1、Ｒ2およびＲ3が塩素原子であり、
ｍが５である請求項１に記載の方法。
【請求項６】  Ｒ1がフェニル基、Ｒ2およびＲ3が水素
原子であり、ｍが５である請求項１に記載の方法。
【請求項７】  測定方法が酵素免疫測定法であり、請求
項１ないし６に記載のいずれかの化合物を用いる有機塩
素化合物の測定方法。
【請求項８】  請求項１ないし６のいずれかに記載の化
合物をキャリア－プロテインに結合させ、固相化し、競
合法により行う請求項７に記載の方法。
【請求項９】  モノクローナル抗体を使用する請求項７
ないし８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、一般式
【０００２】
【化２】
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【０００３】（式中、Ｒ1は、塩素原子またはフェニル
基、Ｒ2およびＲ3は、水素原子または塩素原子であり、
ｍは、５ないし７の整数である。）で表されるサクシン
イミドエステルを用いる有機塩素化合物の測定方法であ
り、ＰＣＢやダイオキシンなどの有機塩素化合物を酵素
免疫測定法で測定する際の試薬として使用できる。
【０００４】
【従来の技術】従来、ＰＣＢやダイオキシンは、高速液
体クロマトグラフィー、ガスクロマトグラフィー、それ
らのいずれかとマススペクトロメトリーとを一体化した
機器等を用いて測定していたが、これらの測定機器は大
変高価であり、また、サンプルが土や水の場合は、これ
ら機器測定前に濃縮操作を行わねばならず、煩雑であっ
た。これらの問題は酵素免疫測定法を採用することで解
決することができた。この方法は、迅速かつ簡便、低コ
ストで高感度測定ができるが、測定対象の物質が限定的
であり、改良が望まれていた。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、簡便な有機
塩素化合物の測定方法を提供することが目的である。さ
らに、本発明は、広汎な有機塩素化合物の測定方法を提
供することが目的である。
【０００６】
【課題を解決するための手段】かかる課題を解決するた
め本発明者らは、新規な前記一般式（Ｉ）で表されるサ
クシンイミドエステルを見出した。本発明の前記一般式
（Ｉ）で表されるサクシンイミドエステルを用いるとＰ
ＣＢやダイオキシンなどの有機塩素化合物を酵素免疫測
定法により広汎に測定できることを見出し、本発明を完
成した。
【０００７】
【発明の実施の形態】本発明の前記一般式（Ｉ）で表さ
れるサクシンイミドエステルは以下の式に従い製造する
ことができる。
【０００８】
【化３】
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【０００９】（式中、Ｒ1は、塩素原子またはフェニル
基、Ｒ2およびＲ3は、水素原子または塩素原子、Ｒ
4は、アルキル基またはアリール基であり、ｍは、５な
いし７の整数である。Ｘは、ハロゲン原子である。）
（第１工程）本工程は、前記一般式（ＩＩ）で表される
フェノール誘導体と一般式（ＩＩＩ）で表されるハロ脂
肪酸エステルとを塩基の存在下、反応させることにより
前記一般式（ＩＶ）であらわされるエステルを製造する
ことができる。
（第２工程）本工程は、第１工程で得られた前期一般式
（ＩＶ）で表されるエステルを加水分解することにより
前記一般式（Ｖ）で表されるカルボン酸を製造すること
ができる。
（第３工程）本工程は、第２工程で得られた前記一般式
（Ｖ）で表されるカルボン酸にＮ－ヒドロキシサクシン
イミドを縮合させることにより前記一般式（ＶＩ）で表
されるサクシンイミジルエステルを製造することができ
る。
【００１０】以上の工程を経て、本発明に使用ができる
化合物としては、たとえば、トリクロロフェノキシヘキ
サン酸サクシンイミドエステル、トリクロロフェノキシ
ヘプタン酸サクシンイミドエステル、トリクロロフェノ
キシオクタン酸サクシンイミドエステル、ジクロロフェ
ノキシヘキサン酸サクシンイミドエステル、ジクロロフ
ェノキシヘプタン酸サクシンイミドエステル、ジクロロ
フェノキシオクタン酸サクシンイミドエステル、クロロ
フェノキシヘキサン酸サクシンイミドエステル、クロロ
フェノキシヘプタン酸サクシンイミドエステル、クロロ
フェノキシオクタン酸サクシンイミドエステル、フェニ
ルフェノキシヘキサン酸サクシンイミドエステル、フェ
ニルフェノキシヘプタン酸サクシンイミドエステル、フ
ェニルフェノキシオクタン酸サクシンイミドエステルで
ある。
【００１１】本発明は、前記一般式（Ｉ）で表されるサ
クシンイミドエステルを用い免疫測定方法を利用し、有
機塩素化合物を測定するものである。

4

【００１２】免疫測定方法は、測定対象が有機塩素化合
物であることから、酵素免疫測定方法を採用することが
好ましいが適当な測定系を組めるならば、これに限られ
るものではない。
【００１３】酵素免疫測定法においては、前記一般式
（Ｉ）で表されるサクシンイミドエステルと検体中の有
機塩素化合物に酵素標識抗体を競合反応させる方法が、
測定対象化合物の分子の形態上好ましい。競合反応は、
ＫＬＨ、ＢＳＡ等のキャリア－プロテインに前記一般式
（Ｉ）で表されるサクシンイミドエステルを結合させ固
相化し、検体中の有機塩素化合物との間に酵素標識抗体
を反応させることにより行うものである。
【００１４】本発明に使用することができる酵素標識抗
体の酵素は、測定系により影響のない酵素を使用でき、
その点、アルカリフォスファターゼは簡便に使用でき
る。抗体は、本発明を実施することができる抗体ならば
いずれの抗体でもよいが、ＷＯ９９／４３７９９に記載
のモノクローナル抗体は、感度を向上させる上からも好
ましい抗体といえる。なお、本発明は、測定系の組み易
さから前記一般式（Ｉ）で表されるサクシンイミドエス
テルをＫＬＨ、ＢＳＡ等に結合させ固相化する方法を挙
げたが、本発明がこの方法に限られるものではない。測
定に際しては通常の酵素免疫測定の測定環境が整えばよ
く、特に緩衝溶液等に制限はない。本発明により測定で
きる有機塩素化合物は、ＰＣＢ、ダイオキシン等であ
る。
【００１５】実施例
以下、実施例により本発明をさらに詳細に説明するが、
本発明は実施例により限定されるものではない。
【００１６】参考例１
３，４，５－トリクロロフェノールの合成
【００１７】
【化４】
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【００１８】０℃で、３，４，５－トリクロロアニリン
１．００ｇ（５．６ｍｍｏｌ）を無水エタノール１００
ｍｌに溶解し、４２％フルオロホウ素酸３．１６ｍｌ
（１５．１ｍｍｏｌ）、亜硝酸イソアミル０．９２ｇ
（７．８ｍｍｏｌ）を加え、３０分撹拌した。次いで、
この溶液を３００ｍｌのエーテルに注ぎ、析出した結晶
を集めた。得られた結晶に３００ｍｌの水を加え、硝酸
銅（ＩＩ）三水和物１００ｇ、酸化銅（Ｉ）１．２９ｇ
を加え室温で１８時間撹拌した。反応終了後、酢酸エチ
ルで抽出し、飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウム
で乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残留物をシリカゲル
クロマトグラフィ－（ヘキサン－酢酸エチル＝５：１）
で精製し、３，４，５－トリクロロフェノール３６０ｍ
ｇ（収率３３．７％）を得た。
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）：δ５．２２

（ｂｓ，１Ｈ），６．９２（ｓ，２Ｈ） ｐｐｍ．
参考例２
６－（３，４，５－トリクロロフェノキシ）ヘキサン酸
エチルの合成
【００１９】
【化５】

【００２０】アルゴン気流下、３，４，５－トリクロロ
フェノール５０ｍｇ（０．２５３ｍｍｏｌ）の無水ジメ

6
チルホルムアミド溶液（５ｍｌ）に６０％油性水素化ナ
トリウム１１．０ｍｇ（０．２７６ｍｍｏｌ）を加え、
室温で１５分間撹拌した。続いて６－ブロモヘキサン酸
エチル５１ｍｇ （０．２３ｍｍｏｌ）を加え、室温で
１８時間撹拌した。反応終了後、１０％クエン酸水溶液
で弱酸性とした後、酢酸エチルで抽出し、飽和炭酸水素
ナトリウム水溶液、飽和食塩水で順次洗浄し、無水硫酸
ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下留去した。残留物を
シリカゲルクロマトグラフィ－（ヘキサン－酢酸エチル
＝２０：１）で精製し、６－（３，４，５－トリクロロ
フェノキシ）ヘキサン酸エチル２７mg（収率３１．０
％）を得た。
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）：δ１．２６

（ｔ，Ｊ＝７．１Ｈｚ，３Ｈ），１．４４～１．５３
（ｍ，２Ｈ），１．６２～１．７４（ｍ，２Ｈ），１．
７７５～１．８４（ｍ，２Ｈ），２．３３（ｔ，Ｊ＝
７．３Ｈｚ，２Ｈ），３．９２（ｔ，Ｊ＝６．４Ｈｚ，
２Ｈ），４．１ ３（ｑ，J＝７．１Ｈｚ，２Ｈ）， 
６．９３（ｓ，２Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ｌｉｑｕｉｄ  ｆｉｌｍ）：２９４４，１７３
８，１５８８，１４４０，１２９２，１２５０，１１４
４ ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：３４２（Ｍ+＋４，５），３
４０（Ｍ+＋２，１６），３３８（Ｍ+，１６），２００
（７），１９８（２２），１９６（２４），１４３（１
００），１１５（３１），９７（５９），６９（５
７）．
参考例３
６－（３，４，５－トリクロロフェノキシ）ヘキサン酸
の合成
【００２１】
【化６】

【００２２】６－（３，４，５－トリクロロフェノキ
シ）ヘキサン酸エチル３７４ｍｇを酢酸３ｍｌに溶解
し、濃塩酸１ｍｌを加え、２．５時間加熱環流した。反
応終了後、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液で中和し、酢
酸エチルで抽出し、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒
を減圧下留去した。酢酸エチル－ヘキサンから再結晶し
標記化合物１６２ｍｇ（収率４６．８％）を得た。
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）：δ１．４７

～１．５６（ｍ，２Ｈ），１．６７～１．７６（ｍ，２
Ｈ）， １．７６～１．８５（ｍ，２Ｈ），２．４０
（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，２Ｈ），３．９２（ｔ，Ｊ＝
６．３Ｈｚ，２Ｈ），６．９３（ｓ，２Ｈ） ｐｐｍ．
ｍｐ：８７．０～８８．０℃

ＩＲ（ＫＢｒ）：３０８５，２９５０，１７１２，１５
８５，１５５５，１４４０，１２５４，１１４５ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：３１４（Ｍ+＋４，１０），
３１２（Ｍ+＋２，３２）， ３１０（Ｍ＋，３３），２
００（３０），１９８（９７），１９６（１００），１
１５（８６），９７（５９），６９（６１）．
参考例４
Ｎ－スクシンイミジル－６－（３，４，５－トリクロロ
フェノキシ）ヘキサノエートの合成
【００２３】
【化７】
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【００２４】６－（３，４，５－トリクロロフェノキ
シ）ヘキサン酸１００ｍｇ（０．３２ｍｍｏｌ）の無水
ジクロロメタン溶液（１０ｍｌ）にＮ－ヒドロキシスク
シンイミド４１ｍｇ（０．３５ｍｍｏｌ）塩酸１－エチ
ル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド６８ｍｇ（０．３５ｍｍｏｌ）を加え、室温で２２時
間撹拌した。反応終了後、１０％クエン酸水溶液を加
え、酢酸エチルで抽出し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶
液、飽和食塩水で順次洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾
燥後、溶媒を減圧下留去した。エーテル－ヘキサンから
再結晶しＮ－スクシンイミジル－６－（３，４，５－ト
リクロロフェノキシ）ヘキサノエート１１１ｍｇ（収率
８４．４％）を得た。
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）：δ１．５５

～１．６３（ｍ，２Ｈ）， １．７８～１．８７（ｍ，
４Ｈ）， ２．６５（ｔ，Ｊ＝７．３Ｈｚ，２Ｈ），
２．８４（ｂｓ，４Ｈ）， ３．９３（ｔ，Ｊ＝６．２
Ｈｚ，２Ｈ），６．９４（ｓ，２Ｈ） ｐｐｍ．
ｍｐ：８８．０～８９．０℃
ＩＲ（ＫＢｒ）：２９４７，１８１１，１７８７，１７
４９，１５８３，１５５５，１２１３，１０７９ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：４１１（Ｍ+＋４，１３），
４０９（Ｍ+＋２，３９）， ４０７（Ｍ+，４０），２
９７（９），２８５（２７），２９３（２７），２００
（９），１９８（２７），１９６（２８），９７（１０
０），６９（９０）．
参考例４
ウシ血清アルブミン複合体の合成
ウシ血清アルブミン５．０ｍｇを０．１Mのリン酸緩衝
液（ｐＨ７．５）９００μlに溶解し、Ｎ－スクシンイ
ミジル－６－（３，４，５－トリクロロフェノキシ）ヘ
キサノエート１．１ｍｇの無水ジメチルホルムアミド溶
液（１００μl）を加え、室温で５時間撹拌した。その
後反応液をＰＢＳ中で透析し脱塩した。
【００２５】参考例５
６－（４－フェニルフェノキシ）ヘキサン酸エチルの合
成
【００２６】
【化８】

【００２７】４－フェニルフェノール８５１ｍｇ（５．

8
０ｍｍｏｌ）の無水ジメチルホルムアミド溶液（１０ｍ
ｌ）に炭酸カリウム１３８０ｍｇ（１０．０ｍｍｏ
ｌ）、６－ブロモヘキサン酸エチル１１７１ｍｇ 
（５．２５ｍｍｏｌ）を加え、室温で３日間撹拌した。
反応終了後、１０％クエン酸水溶液で弱酸性とした後、
酢酸エチルで抽出し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、
飽和食塩水で順次洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥
後、溶媒を減圧下留去した。エーテル－ヘキサンから再
結晶し標記化合物１０６３ｍｇ（収率６８．１％）を得
た。
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）;δ１．２６

（ｔ，Ｊ＝７．１Ｈz，３Ｈ），１．５３（ｍ，２
Ｈ），１．７２（ｍ，２Ｈ），１．８３（ｍ，２Ｈ），
２．３５（ｔ，Ｊ＝７．５Ｈz，２Ｈ），４．００
（ｔ，Ｊ＝６．４Ｈz，２Ｈ），４．１４（ｑ，Ｊ＝
７．１Ｈz，２Ｈ），６．９６（ｄ with fine couplin
ｇ，Ｊ＝８．８Ｈz，２Ｈ），７．３０（ｔ with fine 
couplinｇ，Ｊ＝７．４Ｈz，２Ｈ），７．４２（ｔ wit
h fine couplinｇ，Ｊ＝７．７Ｈz，２Ｈ），７．５１
（ｄ with fine couplinｇ，Ｊ＝８．８Ｈz，２Ｈ），
７．５５（ｄ with fine couplinｇ，Ｊ＝８．２Ｈz，
２Ｈ）ｐｐｍ．
参考例６
６－（４－フェニルフェノキシ）ヘキサン酸の合成
【００２８】
【化９】

【００２９】６－（４－フェニルフェノキシ）ヘキサン
酸エチル６３０ｍｇ（２．０ｍｍｏｌ）をエタノール４
０ｍｌに溶解し、４Ｎ水酸化リチウム水溶液０．８ｍｌ
（３．２ｍｍｏｌ）を加え室温で２２時間撹拌した。反
応終了後、溶媒を減圧下留去し、１Ｎ塩酸水溶液にて酸
性とした後、クロロホルム、メタノールの混合溶媒で抽
出し、飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥
後、溶媒を減圧下留去した。酢酸エチル－エーテル－ヘ
キサンから再結晶し標記化合物４８９ｍｇ（収率８５．
４％）を得た。
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）; δ１．５７

（ｍ，２Ｈ），１．７４（ｍ，２Ｈ），１．８４（ｍ，
２Ｈ），２．４２（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈz，２Ｈ），４．
０１（ｔ，Ｊ＝６．４Ｈz，２Ｈ），６．９６（ｄ with
 fine couplinｇ，Ｊ＝８．８Ｈz，２Ｈ），７．３０
（ｔ with fine couplinｇ，Ｊ＝７．３Ｈz，１Ｈ），
７．４１（ｔ with fine couplinｇ，Ｊ＝７．６Ｈz，
２Ｈ），７．５１（ｄ with fine couplinｇ，Ｊ＝８．
８Ｈz，２Ｈ），７．５５（ｄ with fine couplinｇ，
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Ｊ＝７．１Ｈz，２Ｈ）ｐｐｍ．
参考例７
Ｎ－スクシンイミジル－６－（４－フェニルフェノキ
シ）ヘキサノエートの合成
【００３０】
【化１０】

【００３１】６－（４－フェニルフェノキシ）ヘキサン
酸４８９ｍｇ（１．７２ｍｍｏｌ）の無水塩化メチレン
溶液（１５ｍｌ）にＮ－ヒドロキシスクシンイミド２１
８ｍｇ（１．８９ｍｍｏｌ）塩酸１－エチル－３－（３
－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド３６２ｍｇ
（１．８９ｍｍｏｌ）を加え、室温で２日間撹拌した。
反応終了後、１Ｎ塩酸水溶液を加え、クロロホルムで抽
出し、飽和炭酸水素ナトリウム水溶液、飽和食塩水で順
次洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾燥後、溶媒を減圧下
留去した。残留物をシリカゲルクロマトグラフィーで精
製し、標記化合物４７７ｍｇ（収率７２．６％）を得
た。
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）; δ１．６３

（ｍ，２Ｈ），１．８６（ｍ，４Ｈ），２．６７（ｔ，
Ｊ＝７．４Ｈz，２Ｈ），２．８４（br，４Ｈ），４．
０２（ｔ，Ｊ＝６．３Ｈz，２Ｈ），６．９６（ｄ with
 fine couplinｇ，Ｊ＝８．８Ｈz，２Ｈ），７．３０
（ｔ with fine couplinｇ，Ｊ＝７．４Ｈz，１Ｈ），
７．４１（ｔ with fine couplinｇ，Ｊ＝７．６Ｈz，
２Ｈ），７．５１（ｄ with fine couplinｇ，Ｊ＝９．
０Ｈz，２Ｈ），７．５５（ｄ with fine couplinｇ，
Ｊ＝７．１Ｈz，２Ｈ）ｐｐｍ．
参考例８
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）結合ビフェニル（ＢＰ－
ＢＳＡ）の合成
ＢＳＡ５．０ｍｇを０．１Mのリン酸緩衝液（ｐＨ７．
５）９００μlに溶解し、Ｎ－スクシンイミジル－６－
（４－フェニルフェノキシ）ヘキサノエート１．０ｍｇ
の無水ジメチルホルムアミド溶液（１００μl）を加
え、室温で終夜撹拌した。その後反応液をＰＢＳ中で透
析し脱塩して、標記ＢＰ－ＢＳＡを得た。
【００３２】参考例９
ウシ血清アルブミン結合ハプテン抗原感作粒子の作成
カルボキシル化フェライト粒子（日本ペイント社製）を
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０．１Mリン酸緩衝液ｐＨ５．０にて３回洗浄し、同緩
衝液１ｍｌにて懸濁後、５～２０μｇ／ｍｌに調整した
参考例８で作成したＢＰ－ＢＳＡ溶液１ｍｌを添加し２
５℃ ２時間、ローテーターにて回転反応させた。粒子
洗浄後、０．０５Mメス緩衝液 ｐＨ５．５ １ｍｌに懸
濁し、８０ｍｇ／ｍｌ の１－エチル－３－（３－ジメ
チルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩（ナカライ
タスク社製）水溶液を５０μl添加して、ローテーター
で２５℃ ３０分回転反応させた。粒子を洗浄後、ポス
トコート緩衝液を２ｍｌ添加しローテーターで３７℃一
晩回転反応させた。粒子を洗浄後、粒子濃度を１．５％
に合わせてＢＰ－ＢＳＡ感作粒子を得た。
【００３３】また、前記ＢＰ－ＢＳＡの代えてウシ血清
アルブミン結合ＰＣＢ#７７（ＰＣＢ#７７（３，３’，
４，４’－テトラクロロビフェニル）－ＢＳＡ；ＫＲＩ
社製）を用いてＰＣＢ#７７－ＢＳＡ感作粒子を得た。
【００３４】参考例１０
アルカリフォスファターゼ標識抗ＰＣＢ#７７抗体の作
成
抗ＰＣＢ#７７モノクローナル抗体（ＰＣＢ７７B抗体；
KRI社製）を用い、マレイミド法にてアルカリフォスフ
ァターゼ（ＡＬＰ；オリエンタル社製）を結合しＡＬＰ
標識抗ＰＣＢ#７７抗体を得た。
【００３５】実施例１
ＰＣＢ#７７の測定
ＰＣＢ#７７の測定は、全自動化学発光免疫測定システ
ム（ルミパルスｆ；富士レビオ社製）を用いた１ステッ
プ競合法にて行った。参考例９で作成したＢＰ－ＢＳＡ
感作粒子またはＰＣＢ#７７－ＢＳＡ感作粒子液各１５
０μlにＰＣＢ#７７の標準抗原液９０μlとＡＬＰ標識
抗ＰＣＢ#７７抗体液５０μlを加え、３７℃ ２０分間
免疫反応を行い、洗浄後基質（ＡＭＰＰＤ）液２００μ
lを加えて３７℃ ５分間酵素反応を行い、その後発光量
を測定した。
【００３６】前記標準抗原液は、ＰＣＢ#７７（ジーエ
ルサイエンス社製）を１０％ジメチルスルホキシド（Ｄ
ＭＳＯ）溶液に溶解して作成した。ＰＣＢ#７７は０～
１００nｇ／ｍｌの濃度に調整し、標準抗原０濃度のカ
ウント値を１００％とした時の各標準抗原液の応答（B
／B０（％））で標準曲線を求めた。その結果を図１に
示す。感作粒子について、ＰＣＢ#７７－ＢＳＡ感作粒
子とＢＰ－ＢＳＡ感作粒子とを比較したところ、ＢＰ－
ＢＳＡ感作粒子を用いた方の感度が高かった。その結果
を表１に示す。
【００３７】
【表１】



(7) 特開２００２－１３１３１６

30

40

11

【００３８】また、ＢＰ－ＢＳＡ感作粒子を用いたＰＣ
Ｂ#７７測定系に対するＰＣＢ#１２６（３，３’４，
４’－ペンタクロロビフェニル）とＰＣＢ#１６９の交
叉反応性と比較的毒性の高い（毒性等価係数；ＴＥＦ  
０．１以上）ダイオキシン１１種との交叉反応性の測定
結果を表２および表３に示す。その結果からＰＣＢ#７ *
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*７測定系ではＰＣＢ#１２６と１６．３％の交叉反応性
を示したが、ダイオキシンとの交叉反応性は示さなかっ
た。
【００３９】
【表２】

【００４０】 【表３】

【００４１】参考例１１  ウシ血清アルブミン結合ハプ
テン抗原感作粒子の作成
カルボキシル化フェライト粒子（日本ペイント社製）を
０．１Mリン酸緩衝液ｐＨ５．０にて３回洗浄し、同緩
衝液１ｍｌにて懸濁後、５～２０μｇ／ｍｌに調整した
参考例４で作成したＴＣＰ－ＢＳＡ溶液１ｍｌを添加し
２５℃ ２時間、ローテーターにて回転反応させた。粒
子洗浄後、０．０５Mメス緩衝液 ｐＨ５．５ １ｍｌに
懸濁し、８０ｍｇ／ｍｌ の１－エチル－３－（３－ジ
メチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩（ナカラ
イタスク社製）水溶液を５０μl添加して、ローテータ
ーで２５℃ ３０分回転反応させた。粒子を洗浄後、ポ
ストコート緩衝液を２ｍｌ添加しローテーターで３７℃
一晩回転反応させた。粒子を洗浄後、粒子濃度を１．５
％に合わせてＴＣＰ－ＢＳＡ感作粒子を得た。
【００４２】また、前記ＴＣＰ－ＢＳＡに代えてウシ血
清アルブミン結合ＰＣＢ#１２６（ＰＣＢ#１２６－ＢＳ
Ａ；KRI社製）を用いて ＰＣＢ#１２６－ＢＳＡ感作粒
子を得た。
【００４３】参考例１２
アルカリフォスファターゼ標識抗ＰＣＢ#１２６抗体の
作成

抗ＰＣＢ#１２６モノクローナル抗体（ＰＣＢ７７A抗
体；KRI社製）を用い、マレイミド法にてアルカリフォ
スファターゼ（ＡＬＰ；オリエンタル社製）を結合しＡ
ＬＰ標識抗ＰＣＢ#１２６抗体を得た。
【００４４】実施例２
ＰＣＢ#１２６の測定
ＰＣＢ#１２６の測定は、全自動化学発光免疫測定シス
テム（ルミパルスｆ；富士レビオ社製）を用いた１ステ
ップ競合法にて行った。参考例１２で作成したＴＣＰ－
ＢＳＡ感作粒子またはＰＣＢ#１２６－ＢＳＡ感作粒子
液各１５０μlに標準抗原９０μlと酵素標識抗体液５０
μlを加え、３７℃ ２０分間免疫反応を行い、洗浄後基
質液２００μlを加えて３７℃ ５分間酵素反応を行い、
その後発光量を測定した。前記標準抗原液は、ＰＣＢ#
１２６（ジーエルサイエンス社製）を１０％ジメチルス
ルホキシド（ＤＭＳＯ）溶液に溶解して作成した。ＰＣ
Ｂ#１２６は０～１０nｇ／ｍｌの濃度に調整し、標準抗
原０濃度のカウント値を１００％とした時の各標準抗原
液の応答（Ｂ／Ｂ０（％））で標準曲線を求めた。その
結果を図２に示す。感作粒子について、ＴＣＰ－ＢＳＡ
感作粒子とＰＣＢ#１２６－ＢＳＡ感作粒子とを比較し
たところ、ＴＣＰ－ＢＳＡ感作粒子を用いた方の感度が



(8) 特開２００２－１３１３１６

10

20

30

13
高かった。その結果を表１に示す。
【００４５】また、ＴＣＰ－ＢＳＡ感作粒子を用いたＰ
ＣＢ#１２６測定系に対するＰＣＢ#７７とＰＣＢ#１６
９の交叉反応性と比較的毒性の高い（毒性等価係数；Ｔ
ＥＦ０．１以上）ダイオキシン１１種との交叉反応性の
測定結果を表２と表３に示す。その結果から、ＰＣＢ#
１２６測定系ではＰＣＢ#７７と７．１ ％の交叉反応性
を示し、１，２，３，４，７，８－ＨｅＣＤＤと１９．
７％の交叉反応性を示した。
【００４６】参考例１３
ウシ血清アルブミン結合ハプテン抗原感作粒子の作成
参考例１２のＴＣＰ－ＢＳＡに代えてＰＣＢ#１６９
（３，３’，４，４’，５，５’－ヘキサクロロビフェ
ニル）－ＢＳＡ（ＫＲＩ社製）を用いてＰＣＢ#１６９
－ＢＳＡ感作粒子を得た。
【００４７】参考例１４
アルカリフォスファターゼ標識体抗ＰＣＢ#１６９抗体
の作成
抗ＰＣＢ#１６９モノクローナル抗体（ＰＣＢ１６９E抗
体；ＫＲＩ社製）を用い、マレイミド法にてアルカリフ
ォスファターゼ（ＡＬＰ；オリエンタル社製）を結合し
ＡＬＰ標識抗ＰＣＢ#１６９抗体を得た。
【００４８】実施例３
ＰＣＢ#１６９の測定
ＰＣＢ#１６９の測定は、全自動化学発光免疫測定シス
テム（ルミパルスｆ；富士レビオ社製）を用いた１ステ
ップ競合法にて行った。参考例１１で作成したすなわち
ＴＣＰ－ＢＳＡ感作粒子または参考例１３で作成したＰ
ＣＢ#１６９－ＢＳＡ感作粒子液各１５０μlに標準抗原
９０μlと酵素標識抗体液５０μlを加え、３７℃ ２０
分間免疫反応を行い、洗浄後基質液２００μlを加えて
３７℃５分間酵素反応を行い、その後発光量を測定し *
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*た。
【００４９】前記標準抗原液は、ＰＣＢ#１６９（ジー
エルサイエンス社製）を１０％ジメチルスルホキシド
（ＤＭＳＯ）溶液に溶解して作成した。ＰＣＢ#１６９
は０～１０nｇ／ｍｌの濃度に調整し、標準抗原０濃度
のカウント値を１００％とした時の各標準抗原液の応答
（Ｂ／Ｂ０（％））で標準曲線を求めた。その結果を図
３に示す。感作粒子について、ＴＣＰ－ＢＳＡ感作粒子
とＰＣＢ#１６９－ＢＳＡ感作粒子とを比較したとこ
ろ、ＴＣＰ－ＢＳＡ感作粒子を用いた方の感度が高かっ
た。その結果を表１に示す。
【００５０】また、ＴＣＰ－ＢＳＡ感作粒子を用いたＰ
ＣＢ#１６９測定系に対するＰＣＢ#７７とＰＣＢ#１２
６の交叉反応性と比較的毒性の高い（毒性等価係数；Ｔ
ＥＦ０．１以上）ダイオキシン１１種との交叉反応性の
測定を表２および表３に示す。その結果からＰＣＢ#１
６９測定系ではＰＣＢ及びダイオキシンと多数交叉反応
性を示すことが認められた。
【００５１】
【発明の効果】本発明は、前記一般式（Ｉ）で表される
サクシンイミドエステルを用いる有機塩素化合物の測定
方法であり、ＰＣＢやダイオキシンなどの有機塩素化合
物を酵素免疫測定法で測定することができる。本発明
は、広汎な有機塩素化合物の測定を簡便に行うことがで
きる。
【図面の簡単な説明】
【図１】ＰＣＢ#７７を測定したときの標準曲線を示
す。
【図２】ＰＣＢ#１２６を測定したときの標準曲線を示
す。
【図３】ＰＣＢ#１６９を測定したときの標準曲線を示
す。

【図１】 【図２】 【図３】



(9) 特開２００２－１３１３１６

【手続補正書】
【提出日】平成１３年２月２０日（２００１．２．２
０）
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００１４
【補正方法】変更
【補正内容】
【００１４】本発明に使用することができる酵素標識抗
体の酵素は、測定系により影響のない酵素を使用でき、
その点、アルカリフォスファターゼは簡便に使用でき
る。抗体は、本発明を実施することができる抗体ならば

いずれの抗体でもよいが、特開２０００－１９１６９９
に記載のモノクローナル抗体は、感度を向上させる上か
らも好ましい抗体といえる。なお、本発明は、測定系の
組み易さから前記一般式（Ｉ）で表されるサクシンイミ
ドエステルをＫＬＨ、ＢＳＡ等に結合させ固相化する方
法を挙げたが、本発明がこの方法に限られるものではな
い。測定に際しては通常の酵素免疫測定の測定環境が整
えばよく、特に緩衝溶液等に制限はない。本発明により
測定できる有機塩素化合物は、ＰＣＢ、ダイオキシン等
である。
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