
(57)【要約】
【課題】
　本発明は、エファビレンツ誘導体およびエファビレンツ誘導体の製造方法を提供する。
【解決手段】
　該誘導体には、エファビレンツおよびラベルされたエファビレンツトレーサーに対する
抗体を生成するための免疫原性化合物が含まれる。これらの化合物は、エファビレンツを
測定するためのイムノアッセイ法に有用である。
【選択図】　　なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 下 記 構 造 式 を 有 す る 化 合 物 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Yは 20ま で の 炭 素 原 子 お よ び ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 置 換 ま た は 無 置
換 、 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り 、
Zは 活 性 エ ス テ ル 、 NH 2 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ー ル 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ
ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は W（ Wは 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ま た は ラ ベ ル ） で あ り 、
Xは ハ ロ ゲ ン 、 NO 2 、 NH 2 、 CH 3 、 お よ び OCH 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ 】
Xが Clで あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
Wが ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 、 多 糖 、 ポ リ （ 核 酸 ） 、 お よ び 粒 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る キ ャ
リ ア で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ４ 】
Wが 酵 素 、 酵 素 フ ラ グ メ ン ト 、 放 射 性 同 位 体 元 素 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 補 酵 素 、 蛍 光
発 生 化 合 物 、 化 学 発 光 物 質 、 電 気 化 学 介 在 物 質 、 レ ポ ー タ ー 基 、 核 酸 お よ び 粒 子 か ら な る
群 か ら 選 択 さ れ る ラ ベ ル で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ５ 】
Zが N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 、 お よ
び N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 活 性 エ ス テ ル で あ
る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ６ 】
Zが NH 2 で あ る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ７ 】
下 記 構 造 を 有 す る 化 合 物 に 応 答 し て 産 生 さ れ る 抗 体 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
Yは 20ま で の 炭 素 原 子 お よ び ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 置 換 ま た は 無 置 換 、 直
鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り 、
Zは 活 性 エ ス テ ル 、 NH 2 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ー ル 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ
ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は W（ Wは 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ） で あ り 、
Xは ハ ロ ゲ ン 、 NO 2 、 NH 2 、 CH 3 、 お よ び OCH 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 ８ 】
Xが Clで あ る 、 請 求 項 ７ 記 載 の 抗 体 。
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【 請 求 項 ９ 】
Wが ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 、 多 糖 、 ポ リ （ 核 酸 ） 、 お よ び 粒 子 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る キ ャ
リ ア で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 抗 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ を 含 む 免 疫 原 お よ び エ フ ァ ビ レ ン ツ の 検 出 の た め の イ ム ノ ア
ッ セ イ に 用 い ら れ る エ フ ァ ビ レ ン ツ 誘 導 体 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス タ イ プ -1（ HIV-1） は 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 （ AIDS） の 発 症 に
導 く レ ト ロ ウ イ ル ス で あ る 。 米 国 の HIV感 染 率 は 、 新 規 感 染 が 年 に 約 40,000と 推 定 さ れ て
い る 。 HIV感 染 の 現 在 の 治 療 で は 、 HIVプ ロ テ ア ー ゼ ま た は HIV逆 転 写 酵 素 (RT)を 阻 害 す る
こ と に よ っ て 、 ウ イ ル ス の 複 製 能 力 を 妨 げ る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 エ フ ァ ビ レ ン ツ (SUSTIVA（ 登 録 商 標 ） , Bristol-Meyers Squibb)は 、 HIVに 感 染 し た 患
者 の 治 療 に お い て 使 用 さ れ る FDA認 可 薬 の う ち の 1つ で あ る 。 エ フ ァ ビ レ ン ツ に よ っ て 、 血
液 中 の HIV量 （ 「 ウ イ ル ス 量 」 ） が 低 下 す る こ と が 判 明 し て い る 。 エ フ ァ ビ レ ン ツ を 他 の
抗 HIV薬 と 同 時 に 摂 取 す る と 、 患 者 の ウ イ ル ス 量 が 低 減 し 、 CD4細 胞 数 が 増 加 す る こ と が 判
明 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 臨 床 試 験 の 結 果 、 HIVは 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ を 始 め と し て HIV療 法 で 使 用 さ れ る 薬 に 対 し て
耐 性 を も つ よ う に な り 得 る こ と が 示 さ れ た 。 こ の よ う な 薬 剤 耐 性 は 、 治 療 の 不 成 功 の 主 た
る 原 因 で あ る と 考 え ら れ る 。 HIVの 薬 剤 耐 性 の 獲 得 は 、 ウ イ ル ス の 速 い 複 製 速 度 の 結 果 で
あ り 得 る 。 そ の 効 力 に も か か わ ら ず 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ は 遺 伝 的 障 壁 (genetic barrier)が
低 い 。 単 一 の 突 然 変 異 （ 多 く は RT遺 伝 子 中 の リ ジ ン -103で 起 こ る K103N） に よ り 、 高 レ ベ
ル の 表 現 型 耐 性 (phenotypic resistance)が 生 じ 得 る 。 エ フ ァ ビ レ ン ツ 耐 性 HIV変 異 体 の 出
現 は 、 効 力 の な い 、 す な わ ち 有 効 治 療 量 以 下 の 薬 物 に 繰 り 返 し さ ら さ れ た 結 果 で あ り 得 る
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 治 療 の 不 成 功 は 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ の 血 清 濃 度 が 低 い 患 者 で 一 層 頻 繁 に 観 察 さ れ る 。 例 え
ば 、 Marzoliniら 、 AIDS 15（ London） 、 71-75、 2001で は 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ の 血 漿 レ ベ ル
が 低 い （ 例 え ば 、 1000μ g/L未 満 ） 患 者 （ 全 85人 の 患 者 ） の 50％ に お い て ウ イ ル ス 学 的 不
具 合 (virological failure)が あ る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 1000-4000μ g/Lま た は 4000μ g
/Lを 超 え る 範 囲 に あ る エ フ ァ ビ レ ン ツ の 血 漿 レ ベ ル を 有 す る 患 者 に お い て は 、 患 者 の 18-2
2%で ウ イ ル ス 学 的 不 具 合 が 観 察 さ れ た 。 さ ら に 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ を 接 種 し て い る 患 者 の 20
-40%で は 、 め ま い 、 幻 覚 、 悪 夢 お よ び 不 眠 症 を 含 む 中 枢 神 経 系 （ CNS） 副 作 用 が 報 告 さ れ
て い る 。 こ れ ら の 徴 候 は 通 常 軽 ～ 中 程 度 で あ り 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 療 法 の 開 始 後 ２ 、 ３ 週 で
次 第 に お さ ま る こ と が 報 告 さ れ て い る が 、 こ れ ら の 副 作 用 が 重 症 で あ る か ま た は 持 続 す る
た め に 患 者 の 約 4%で 治 療 を 中 断 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 CNS毒 性 は 、 1000-4000μ g/L
の 範 囲 の レ ベ ル に あ る 患 者 と 比 較 し て 高 い エ フ ァ ビ レ ン ツ レ ベ ル （ 例 え ば 、 4000μ g/Lを
超 え る ） に あ る 患 者 に お い て は お よ そ 3倍 の 高 い 頻 度 で 存 在 し て い た 。 こ の こ と は 、 治 療
の 不 成 功 お よ び CNS副 作 用 が 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 血 漿 レ ベ ル の 高 低 と 関 係 し て い る こ と を 意
味 す る 。 個 体 に お け る エ フ ァ ビ レ ン ツ レ ベ ル の 変 化 は 、 CNS副 作 用 を 最 小 に す る 一 方 で 有
益 な 治 療 効 果 を 最 適 化 す る た め に は 、 治 療 薬 物 モ ニ タ リ ン グ （ TDM） に 基 づ い て 用 量 調 整
し な け れ ば な ら な い こ と を 強 く 支 持 し て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 患 者 間 の 薬 理 学 的 な 違 い に よ り 、 抗 ウ イ ル ス 物 質 療 法 に 対 す る 応 答 に 大 き な 変 化 が 生 じ
る の で 、 薬 物 レ ベ ル の モ ニ タ リ ン グ は 、 HIV感 染 な ら び に HIV感 染 と 関 連 す る 障 害 お よ び 疾
患 の 管 理 に 有 用 と な り 得 る 。 高 性 能 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） 法 （ Marzoliniら 、
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同 上 ） を 使 用 す る 、 HIV療 法 に 有 用 な 抗 ウ イ ル ス 剤 の 正 規 の 治 療 薬 物 モ ニ タ リ ン グ は 公 知
で あ る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 HPLC法 を 用 い て 血 漿 中 の エ フ ァ ビ レ ン ツ レ ベ ル を 測 定 す る こ と が で き る が 、 こ の よ う な
方 法 は 、 例 え ば 、 長 い 試 料 調 製 時 間 、 長 い 分 析 時 間 、 高 コ ス ト お よ び 労 働 集 約 型 手 法 の た
め に 、 商 業 的 な 使 用 に 対 し て は 非 実 用 的 で あ る 。 従 っ て 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ の 血 漿 レ ベ ル 測
定 の た め の 簡 単 で 迅 速 な 分 析 法 が 、 効 率 的 な TDMに は 必 要 で あ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 は
、 こ の よ う な 分 析 応 用 に 好 適 で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 本 発 明 は 、 下 記 構 造 を 有 す る 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 式 中 、 Yは 20ま で の 炭 素 原 子 お よ び ヘ テ ロ 原 子 を 有 す る 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 置 換 ま た は
無 置 換 、 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り 、 Zは 活 性 エ ス テ ル 、 NH 2 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 マ レ イ ミ ド 、
チ オ ー ル 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は W（ Wは 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ま た は
ラ ベ ル ） で あ り 、 Xは ハ ロ ゲ ン 、 NO 2 、 NH 2 、 CH 3 、 お よ び OCH 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 の あ る 実 施 態 様 に お い て 、 キ ャ リ ア は ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） で あ る 。 該 ラ ベ ル は 、 酵
素 、 蛍 光 発 生 化 合 物 、 化 学 発 光 物 質 、 電 気 化 学 介 在 物 質 、 粒 子 、 レ ポ ー タ ー 基 、 酵 素 阻 害
剤 、 お よ び 核 酸 で あ り 得 る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ １ 】
　 特 定 の 実 施 態 様 の 説 明 を す る 前 に 、 多 数 の 用 語 を 定 義 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 「 エ フ ァ ビ レ ン ツ 」 は 、 HIV（ AIDSを 発 症 し 得 る ウ イ ル ス ） 感 染 患 者 の 治 療 に 用 い ら れ
る FDA認 定 薬 SUSTIVA（ 登 録 商 標 ） (Bristol-Meyers Squibb)中 の 活 性 成 分 で あ る 化 合 物 で
あ る 。 エ フ ァ ビ レ ン ツ は 下 記 化 学 構 造 式 に よ り 示 す こ と が で き る 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ３ 】
　 「 エ フ ァ ビ レ ン ツ 」 の 用 語 は 、 上 記 構 造 の キ ラ ル お よ び ラ セ ミ 混 合 物 の 双 方 を 含 め て 同
一 の 実 質 構 造 を 有 す る 化 合 物 、 そ の 代 謝 物 、 お よ び そ の 類 似 体 を 包 含 す る と 考 え る こ と が
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で き る 。 例 え ば 、 塩 素 は 、 あ る 程 度 の 効 能 を 有 す る 分 子 が 得 ら れ る 限 り に お い て 、 他 の ハ
ロ ゲ ン 、 ニ ト ロ 基 、 ア ミ ノ 基 、 メ チ ル 基 、 ま た は メ ト キ シ 基 と 置 換 し 得 る も の と 理 解 さ れ
る 。 こ の 塩 素 原 子 と 置 換 し 得 る 他 の 基 ま た は エ フ ァ ビ レ ン ツ 分 子 上 の 置 換 さ れ 得 る 他 の 原
子 は 、 製 薬 化 学 の 分 野 に お い て 公 知 で あ る か 、 ま た は 公 知 と な る で あ ろ う 。 本 発 明 は 、 エ
フ ァ ビ レ ン ツ と 実 質 的 に 類 似 の あ ら ゆ る 公 知 の 分 子 ま た は 将 来 発 見 さ れ る 分 子 を 包 含 す る
こ と を 意 図 し て い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 「 ハ プ テ ン 」 は 部 分 的 な 、 ま た は 不 完 全 な 抗 原 で あ る 。 そ れ は タ ン パ ク 質 を 含 ま な い 物
質 で あ り 、 た い て い 低 分 子 量 の 物 質 で 、 抗 体 形 成 を 刺 激 す る こ と が で き な い が 抗 体 と 反 応
す る 。 抗 体 は 、 ハ プ テ ン を 高 分 子 量 の キ ャ リ ア と 結 合 さ せ 、 そ の 後 こ の 結 合 産 物 、 す な わ
ち 免 疫 原 を ヒ ト ま た は 動 物 被 験 者 に 注 射 す る こ と に よ り 形 成 さ れ る 。 エ フ ァ ビ レ ン ツ は ハ
プ テ ン で あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 「 誘 導 体 」 の 用 語 は 、 1以 上 の 化 学 反 応 に よ り 親 化 合 物 ま た は 分 子 か ら 生 成 さ れ る 化 学
物 質 ま た は 分 子 を い う 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 「 活 性 化 ハ プ テ ン 」 と は 、 結 合 基 の 結 合 等 に よ り 、 ハ プ テ ン 誘 導 体 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 合
成 す る た め の 反 応 に 利 用 可 能 な サ イ ト を 付 与 さ れ て い る ハ プ テ ン 誘 導 体 を い う 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 結 合 基 」 ま た は 「 リ ン カ ー 」 と は 、 ハ プ テ ン 、 キ ャ リ ア 、 免 疫 原
、 ラ ベ ル 、 ト レ ー サ ー そ の 他 の リ ン カ ー 等 の 2以 上 の 基 礎 構 造 体 を つ な ぐ 化 学 構 造 体 の 一
部 分 を い う 。 結 合 基 は 、 基 礎 構 造 体 間 に 伸 び る 、 水 素 （ ま た は 他 の 一 価 原 子 ） 以 外 の 原 子
の 少 な く と も 1の 中 断 さ れ て い な い 連 続 鎖 を 有 す る 。 結 合 基 の 原 子 お よ び 結 合 基 内 の 鎖 の
原 子 は そ れ 自 体 、 化 学 結 合 に よ り 結 合 さ れ て い る 。 リ ン カ ー は 線 状 ま た は 分 岐 で 、 飽 和 ま
た は 不 飽 和 の 炭 素 鎖 で あ り 得 る 。 ま た 、 鎖 内 ま た は 該 鎖 の 終 端 に 1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 か ら 選 択 さ れ る 炭
素 以 外 の 原 子 を 意 味 す る 。 結 合 基 は ま た 、 鎖 の 1部 と し て ま た は 鎖 中 の 1つ の 原 子 上 の 置 換
基 と し て 環 状 ま た は 芳 香 族 の 基 を 含 ん で い て も よ い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 結 合 基 ま た は リ ン カ ー に お け る 原 子 数 は 、 水 素 以 外 の 原 子 の 数 を 数 え る こ と に よ り 決 定
さ れ る 。 結 合 基 内 の 鎖 に お け る 原 子 数 は 、 結 合 さ れ る 基 礎 構 造 間 の 最 短 ル ー ト に 沿 っ て 水
素 以 外 の 原 子 数 を 数 え る こ と に よ り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 結 合 基 は 活 性 化 す る た め に 、 例 え ば 、 ハ プ テ ン と ラ ベ ル ま た は キ ャ リ ア と の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト を 合 成 す る た め の ハ プ テ ン 上 の 利 用 可 能 な サ イ ト を 提 供 す る た め に 使 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 免 疫 原 」 お よ び 「 免 疫 原 性 」 の 用 語 は 、 生 物 中 で 免 疫 応 答 を 誘 発 す
る か ま た は 生 じ 得 る 物 質 を い う 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 「 活 性 エ ス テ ル 」 は 、 例 え ば 、 ペ プ チ ド お よ び タ ン パ ク 質 等 の 化 合 物 の 遊 離 ア ミ ノ 基 と
反 応 し 得 る エ ス テ ル 基 を い う 。 活 性 エ ス テ ル の 例 と し て は 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 、 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル
が あ る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 用 語 の 「 キ ャ リ ア 」 ま た は 「 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 」 は 、 ハ プ テ ン と 結 合
し 得 、 こ れ に よ り ハ プ テ ン が 免 疫 応 答 を 誘 発 し 、 抗 原 （ ハ プ テ ン ） と 特 異 的 に 結 合 し 得 る
抗 体 の 産 生 を 誘 発 す る こ と が で き る 免 疫 原 性 物 質 、 一 般 に タ ン パ ク 質 で あ る 。 キ ャ リ ア 物
質 に は 、 異 物 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 多 糖 、 粒 子 、 お よ び 核 酸 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
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　 種 々 の タ ン パ ク 質 の タ イ プ を 、 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 免 疫 原 性 キ ャ リ ア と し て 用 い る こ と が
で き る 。 こ れ ら の タ イ プ に 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 等 が 含 ま れ る 。 実 例 と な る タ ン パ ク 質 に 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 オ バ ル ブ ミ ン 、 ウ シ ガ
ン マ グ ロ ブ リ ン （ BGG） 等 が 含 ま れ る 。 ま た 、 合 成 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） を 利 用 し 得 る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 免 疫 原 性 キ ャ リ ア は ま た 多 糖 で あ る こ と も で き 、 こ れ は 単 糖 の 縮 合 が 繰 り 返 さ れ る こ と
に よ り 構 築 さ れ る 高 分 子 量 ポ リ マ ー で あ る 。 多 糖 の 例 と し て は 、 澱 粉 、 グ リ コ ー ゲ ン 、 セ
ル ロ ー ス 、 炭 水 化 物 ゴ ム 、 例 え ば ア ラ ビ ア ゴ ム 、 寒 天 等 が あ る 。 多 糖 は ま た 、 ポ リ ア ミ ノ
酸 残 基 お よ び ／ ま た は 脂 質 残 基 を 含 ん で い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 免 疫 原 性 キ ャ リ ア は ま た 、 ポ リ （ 核 酸 ） 単 独 、 ま た は 上 記 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） も し く は 多
糖 の 1つ と コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ た ポ リ （ 核 酸 ） で あ る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 免 疫 原 性 キ ャ リ ア は ま た 粒 子 で あ る こ と も で き る 。 該 粒 子 は 一 般 に 、 直 径 が 少 な く と も
約 0.02ミ ク ロ ン （ μ m） で 約 100μ m以 下 で あ り 、 通 常 約 0.05か ら 10μ mで あ る 。 該 粒 子 は 有
機 ま た は 無 機 、 膨 潤 可 能 ま た は 膨 潤 不 可 能 、 多 孔 性 ま た は 非 多 孔 性 で あ り 、 所 望 に よ り ほ
ぼ 水 の 密 度 、 一 般 に は 約 0.7～ 1.5g/mLで あ り 、 透 明 、 部 分 的 に 透 明 ま た は 不 透 明 で あ り 得
る 物 質 か ら な る 。 該 粒 子 は 、 細 胞 お よ び 微 生 物 等 の 生 物 学 的 物 質 で あ り 得 、 例 え ば 、 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 、 ス タ フ ィ ロ コ ッ カ ス ・ ア
ウ レ ウ ス 、 大 腸 菌 、 お よ び 、 ウ イ ル ス 等 の 非 限 定 的 な 例 を 含 む 。 該 粒 子 は ま た 、 有 機 お よ
び 無 機 ポ リ マ ー 、 リ ポ ソ ー ム 、 ラ テ ッ ク ス 、 リ ン 脂 質 小 胞 ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 か ら な り
得 る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 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 に 、 分 子 量 が 約 2,000か ら 、 無 限 の 分 子 量 、 通 常 10,000,
000未 満 、 普 通 は 約 600,000ダ ル ト ン 以 下 の 範 囲 に あ る 。 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ま た は 酵 素 が 関
与 す る か ど う か に よ り 通 常 異 な る 範 囲 と な る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 は 、 ア ミ ド (ペ プ チ ド )結 合 に よ る 2以 上 の ア ミ ノ 酸 の 結 合 に よ り 形 成 さ れ
る あ ら ゆ る 化 合 物 で あ り 、 通 常 、 (NH 2 末 端 以 外 の ） 各 ア ミ ノ 酸 残 基 の α -ア ミ ノ 基 が 直 鎖
中 の 次 の 残 基 の α -カ ル ボ キ シ ル 基 に 結 合 し 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 お よ び ポ リ (ア ミ ノ 酸 )の 用 語 は 、 大 き さ に 関 し て 制 限 す る こ と な く 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 用 い ら れ る 。 こ の 種 の 中 で 最 大 の
も の は タ ン パ ク 質 と 称 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 ラ ベ ル 」 、 「 検 出 分 子 」 、 ま た は 「 ト レ ー サ ー 」 は 検 出 可 能 な 信 号 を 生 じ る か ま た は
生 じ る よ う に 誘 起 さ れ 得 る い ず れ か の 分 子 で あ る 。 該 ラ ベ ル は 、 分 析 物 、 免 疫 原 、 抗 体 ま
た は 他 の 分 子 （ 例 え ば レ セ プ タ ー 若 し く は リ ガ ン ド 、 特 に ハ プ テ ン の よ う に レ セ プ タ ー に
結 合 し 得 る 分 子 ） に コ ン ジ ュ ゲ ー ト し 得 る 。 ラ ベ ル の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 放 射 性 同 位
元 素 、 酵 素 、 酵 素 フ ラ グ メ ン ト 、 酵 素 基 質 、 酵 素 阻 害 剤 、 補 酵 素 、 触 媒 、 蛍 光 団 、 染 料 、
化 学 発 光 物 質 (chemiluminescer)、 発 光 物 質 (luminescer)も し く は 感 光 剤 、 非 磁 性 も し く
は 磁 性 粒 子 、 固 体 支 持 体 、 リ ポ ソ ー ム 、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー ま た は ハ プ テ ン 放 射 性 同 位
元 素 が あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 生 物 学 的 サ ン プ ル 」 の 用 語 に は 、 生 物 ま た は 生 物 で あ っ た も の 由 来 の あ る 量 の 物 質 が
含 ま れ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ る わ け で は な い 。 こ の よ う な 生 物 に は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 猿 、
ネ ズ ミ 、 ウ サ ギ 、 ウ マ そ の 他 の 動 物 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 制 限 さ れ る わ け で は な い 。 こ の
よ う な 物 質 に は 、 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 大 食 細 胞 、 内 皮 細 胞 お よ び 皮 膚 が 含 ま れ る が 、 こ れ に 限 定 さ
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れ る も の で は な い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 患 者 」 の 用 語 に は 、 ヒ ト と 動 物 の 被 験 者 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 発 明 は 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ の 検 出 用 の イ ム ノ ア ッ セ イ に 用 い る た め の 免 疫 原 お よ び コ ン
ジ ュ ゲ ー ト の 調 製 に 有 用 な エ フ ァ ビ レ ン ツ ハ プ テ ン 誘 導 体 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 の エ フ ァ ビ レ ン ツ 誘 導 体 を 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 物 質 に 結 合 さ せ る こ と に よ り 、 エ フ
ァ ビ レ ン ツ 検 出 の た め の イ ム ノ ア ッ セ イ 用 の 有 用 な 試 薬 と な る 抗 血 清 お よ び ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 な ら び に モ ノ ク ロ ナ ー ル 抗 体 を 製 造 し 、 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 該 誘 導 体 は ま た 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 種 々 の ラ ベ ル に 結 合 さ せ て 、 種 々 の イ
ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に 有 用 な 種 々 の 試 薬 を 提 供 す る こ と も で き る 。 検 出 の た め に は
３ つ の 可 能 性 が あ り 、 発 色 団 （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン ） の よ う な 検 出 分 子 に 結 合 し た り
、 ハ プ テ ン 自 体 を 放 射 性 標 識 し た り 、 ま た は 化 学 発 光 基 を 結 合 し た り す る こ と が で き 、 こ
れ ら ３ つ の い ず れ で も こ の 分 子 の 検 出 に 有 用 な ト レ ー サ ー が 生 成 す る 。 ハ プ テ ン は 、 ラ テ
ッ ク ス 凝 集 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ テ ス ト の よ う な 分 光 測 光 法 ま た は 直 接 光
学 検 出 フ ォ ー マ ッ ト に 用 い る 着 色 ラ テ ッ ク ス を 始 め と す る 微 粒 子 に 結 合 す る こ と が で き る
。 こ の 結 合 し た 基 は 、 エ ネ ル ギ ー 伝 達 相 手 、 酵 素 ま た は 、 更 な る 化 学 反 応 に よ り 検 出 さ れ
る 他 の 基 等 の 間 接 的 検 出 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 結 合 は 、 該 ラ ベ ル ま た は キ ャ リ ア を 結 合 さ せ る い ず れ か の 化 学 反 応 に よ り 実 施 す る こ と
が で き る 。 こ の 結 合 に は 、 多 く の 化 学 的 な メ カ ニ ズ ム 、 例 え ば 、 共 有 結 合 、 ア フ ィ ニ テ ィ
結 合 、 挿 入 、 配 位 結 合 、 お よ び 複 合 体 形 成 が 含 ま れ 得 る 。 ほ と ん ど の 場 合 、 該 結 合 は 、 共
有 結 合 を 介 し て 生 成 さ れ る 。 共 有 結 合 は 、 存 在 す る 側 鎖 と 直 接 縮 合 す る か 、 ま た は 外 部 の
架 橋 分 子 を 取 り 込 む こ と に よ り な さ れ 得 る 。 多 く の 2価 ま た は 多 価 結 合 剤 は キ ャ リ ア 等 の
タ ン パ ク 質 分 子 を 他 の 分 子 に 結 合 す る 際 に 有 用 で あ る 。 代 表 的 な 結 合 剤 に は 、 チ オ エ ス テ
ル 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、 グ ル タ
ル ア ル デ ヒ ド 、 ジ ア ゾ ベ ン ゼ ン 、 お よ び ヘ キ サ メ チ レ ン ジ ア ミ ン 等 の 有 機 化 合 物 が 含 ま れ
る 。 こ の リ ス ト は 、 本 技 術 分 野 で 公 知 の 種 々 の 結 合 剤 を 網 羅 し た も の で は な く 、 よ り 一 般
的 な 結 合 剤 の 代 表 例 で あ る 。 (Killenお よ び Lindstrom, "Specific killing of lymphocyt
es that cause experimental autoimmune myasthenia gravis by toxin-acetylcholine r
eceptor conjugates," J. Immunol. 133:1335-2549, 1984; Jansen, F. K., Blythman, H
. E., Carriere, D., Casella, P., Gros, O., Gros, P., Laurent, J. C., Paolucci, F
., Pau, B., Poncelet, P., Richer, G., Vidal, H., お よ び Voisin, G. A., "Immunotox
ins: Hybrid molecules combining high specificity and potent cytotoxicity." Immun
ological Reviews 62:185-216, 1982; お よ び Hermanson, G., “ Bioconjugate Technique
s” , Academic Press, 1995を 参 照 の こ と ）
　 あ る 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 下 記 構 造 式 の 化 合 物 を 提 供 す る 。
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ３ ６ 】
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式 中 、 Yは 20ま で の 炭 素 原 子 お よ び ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 置 換 ま た は 無 置
換 、 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り 、 Zは 活 性 エ ス テ ル 、 NH 2 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ
ー ル 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は W（ Wは 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ま た は ラ ベ
ル ） で あ り 、 Xは ハ ロ ゲ ン 、 NO 2 、 NH 2 、 CH 3 、 お よ び OCH 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 あ る 態 様 に お い て 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 誘 導 体 の 合 成 で は 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ を 直 接 ア ル キ ル
化 す る 。 該 ア ル キ ル 化 は 、 活 性 化 エ フ ァ ビ レ ン ツ を 得 る た め に 修 飾 ま た は 伸 長 し 得 る 適 切
な 官 能 基 を 有 す る ハ ロ ア ル キ ル エ ス テ ル ま た は ハ ロ ア ル キ ル 化 合 物 を 用 い て 達 成 す る こ と
が で き る 。 上 記 式 を 有 す る 非 限 定 的 な 代 表 化 合 物 の 合 成 を 、 図 1及 び 図 2に 示 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 ア ル キ ル 化 エ フ ァ ビ レ ン ツ の よ う な 新 規 ハ プ テ ン 誘 導 体 は 、 ハ ロ ゲ ン 原 子 と 反 対 側 の 末
端 に 保 護 さ れ た 官 能 基 を 有 す る 二 官 能 性 ハ ロ ア ル キ ル リ ン カ ー を 用 い て 穏 や か な 条 件 下 で
調 製 さ れ 得 る 。 保 護 さ れ た 官 能 基 は 、 例 え ば 、 保 護 さ れ た ア ミ ン 及 び カ ル ボ ン 酸 で あ る 。
カ ル ボ ン 酸 官 能 基 を 有 す る 二 官 能 性 ハ ロ ア ル キ ル リ ン カ ー の い く つ か の 例 に は 、 ア ル キ ル
（ ハ ロ ） ブ チ レ ー ト （ 該 ア ル キ ル が メ チ ル 、 エ チ ル 、 プ ロ ピ ル ま た は t-ブ チ ル で あ り 、 該
ハ ロ （ ゲ ン ） は ク ロ ロ 、 ブ ロ モ 、 ま た は 、 ヨ ー ド で あ る ） が 含 ま れ る 。 二 官 能 性 ハ ロ ア ル
キ ル リ ン カ ー の 他 の 例 は 、 当 業 者 に と っ て 容 易 に 想 到 し 得 る で あ ろ う 。 ア ミ ン 官 能 基 を 有
す る 二 官 能 性 ハ ロ ア ル キ ル リ ン カ ー の い く つ か の 例 に は 、 t-BOC（ 酸 に 対 し て 不 安 定 ） 、
フ タ ル イ ミ ド 、 ま た は FMOC（ 塩 基 に 対 し て 不 安 定 ） の 保 護 基 を 伴 う ハ ロ ア ル キ ル 鎖 が 含 ま
れ る 。 フ タ ル イ ミ ド ア ル キ ル 化 試 薬 の 1例 は 、 N-ヨ ー ド プ ロ ピ ル -フ タ ル イ ミ ド （ 実 施 例 6
） で あ る 。 図 1は 、 t-BOCで 保 護 さ れ た ハ ロ ア ル キ ル ア ミ ン を 用 い た ア ル キ ル 化 を 示 し て い
る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ア ル キ ル 化 は 、 相 間 移 動 触 媒 （ 例 え ば 、 ク ラ ウ ン エ ー テ ル お よ び ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム ） の
存 在 下 で 塩 基 と し て ア ル カ リ 金 属 の 炭 酸 塩 を 用 い る 反 応 に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 あ る
態 様 に お い て 、 ア ル カ リ 金 属 カ ー ボ ネ ー ト /ク ラ ウ ン エ ー テ ル の 組 み 合 わ せ は 、 炭 酸 カ リ
ウ ム と 18-ク ラ ウ ン -６ で あ る 。 該 反 応 は 、 例 え ば 、 ジ メ チ ル ホ ル ム ア ミ ド (DMF)の よ う な
双 極 性 非 プ ロ ト ン 性 溶 媒 中 、 60-150℃ の 温 度 範 囲 、 通 常 約 120℃ で 、 1-24時 間 行 う 。 そ の
後 、 ア ル キ ル 化 生 成 物 を 単 離 し 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ に 対 し て 副 反 応 が 生 じ な い 条 件 下 で 保 護
基 を 結 合 基 か ら 除 去 す る 。 こ の よ う な 条 件 の 例 は 、 ア ル キ ル エ ス テ ル を 除 去 し 遊 離 カ ル ボ
ン 酸 を 生 成 さ せ る 水 素 化 リ チ ウ ム で の 鹸 化 お よ び t-ブ チ ル エ ス テ ル 保 護 基 を 除 去 し 遊 離 ア
ミ ン を 生 成 さ せ る ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 処 理 で あ る 。 種 々 の 保 護 基 を 用 い た 反 応 は 、 "Protect
ive Groups in Organic Synthesis," T. Greenお よ び P. Wuts, eds., Wiley-Interscienc
e, 1991に 記 載 さ れ て お り 、 本 文 献 は 引 用 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 も う 1つ の 態 様 に お い て 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ の N-ア ル キ ル 化 生 成 物 は 、 塩 基 の 存 在 下 、 エ
フ ァ ビ レ ン ツ と ア ク リ ル 酸 ア ル キ ル と の マ イ ケ ル 反 応 に よ っ て 得 る こ と が で き る 。 例 え ば
、 Chemical and Pharmaceutical Bulletin 38 (6), 1575-78, 1990を 参 照 の こ と 。 本 文 献
は 引 用 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 遊 離 カ ル ボ キ シ ル 基 ま た は ア ミ ン 末 端 を 有 す る ア ル キ ル 化 エ フ ァ ビ レ ン ツ は コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 調 製 に 直 接 用 い る こ と が で き る 。 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ ル 結 合 基 を 有 す る エ フ ァ ビ レ
ン ツ は 、 ア ミ ド 結 合 の 形 成 の た め に 本 技 術 分 野 で 周 知 の 縮 合 剤 を 用 い て 、 キ ャ リ ア 、 ラ ベ
ル ま た は ト レ ー サ ー 上 の ア ミ ン に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る こ と が で き る 。 同 様 に 、 ア ミ ン 基 は
、 キ ャ リ ア 、 ラ ベ ル 、 ト レ ー サ ー 上 の カ ル ボ シ キ ル 基 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る こ と が で き る
。 さ ら に 、 本 発 明 の あ る 態 様 に お い て は 、 遊 離 カ ル ボ キ シ ル ま た は ア ミ ン 末 端 を 有 す る ア
ル キ ル 化 エ フ ァ ビ レ ン ツ を 第 2の 結 合 基 に 結 合 し て 、 末 端 活 性 基 、 例 え ば 、 活 性 エ ス テ ル
、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 イ ミ ダ ゾ リ ド 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 チ オ ー ル お よ び マ レ イ ミ ド 等 を
生 成 さ せ る 。 こ れ ら の 第 2結 合 基 は ま た 、 本 技 術 分 野 で 周 知 の 種 々 の 不 均 一 二 官 能 性 ま た
は 均 一 二 官 能 性 リ ン カ ー で あ り 得 る 。 例 え ば 、 カ ル ボ キ シ ル 基 を 末 端 に 有 す る 第 1結 合 基
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の 場 合 、 第 2結 合 基 に は 、 例 え ば 、 国 際 公 開 WO 90/15798に 記 載 さ れ て い る マ レ イ ミ ド ア ル
キ ル ア ミ ン お よ び ア ミ ノ 酸 が 含 ま れ る 。 こ れ ら の ア ミ ン 含 有 第 2結 合 基 は 一 般 に 、 ア ミ ド
結 合 の 形 成 用 と し て 本 技 術 分 野 で 公 知 の 多 数 の 縮 合 剤 の う ち の い ず れ か 1つ を 用 い て 第 1リ
ン カ ー 上 の カ ル ボ キ シ ル 基 と 反 応 さ せ る 。 第 1リ ン カ ー が ア ミ ン を 末 端 に 有 す る 場 合 、 第 2
リ ン カ ー に は 、 例 え ば 、 テ レ フ タ ル 酸 ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 1,1'-ビ
フ ェ ニ ル -4,4'-ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 4-イ ソ チ オ シ ア ナ ト -ベ ン ゾ イ ル ク ロ リ
ド 、 3-マ レ イ ミ ド プ ロ ピ オ ン 酸 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (MPS)、 お よ び S-ア
セ チ ル チ オ プ ロ ピ オ ン 酸 -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル (SATP)が 含 ま れ る 。 該 N-
ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 第 2リ ン カ ー は 一 般 に 、 穏 や か な 条 件 （ 例 え ば 、 双 極
子 非 プ ロ ト ン 性 溶 媒 中 ト リ エ チ ル ア ミ ン の 存 在 下 室 温 以 下 の 条 件 ） で 、 ア ミ ン 含 有 第 1リ
ン カ ー と 直 接 反 応 す る 。 例 え ば 、 図 1は ト リ エ チ ル ア ミ ン の 存 在 下 で 、 第 2リ ン カ ー が 第 1
リ ン カ ー の ア ミ ノ 末 端 と 反 応 す る こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の 場 合 、 該 反 応 は 、 2置 換 生 成 物 よ り も む し ろ
1置 換 生 成 物 の 形 成 に 有 利 な 条 件 下 で 行 わ れ る 。 例 え ば 、 ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド
エ ス テ ル に エ フ ァ ビ レ ン ツ リ ン カ ー ア ミ ン を 滴 下 す る と 1置 換 に 有 利 で あ る 。 該 エ フ ァ ビ
レ ン ツ に 第 2リ ン カ ー を 結 合 さ せ た 後 は 、 第 2リ ン カ ー 上 に 新 し い 末 端 官 能 基 が 存 在 す る 。
ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 第 2リ ン カ ー の 場 合 、 こ の 新 し い 末 端 官 能 基 は 、
単 に 、 1置 換 か ら 得 ら れ る 未 反 応 の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル で あ る 。 こ の 後
者 の 基 は 、 直 接 縮 合 に よ り キ ャ リ ア 、 ラ ベ ル お よ び ト レ ー サ ー 上 の ア ミ ン 基 に 容 易 に コ ン
ジ ュ ゲ ー ト し て 、 ア ミ ド 結 合 を 生 成 す る 。 同 様 に 、 末 端 リ ン カ ー 基 が イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト
で あ る 場 合 、 キ ャ リ ア 、 ラ ベ ル お よ び ト レ ー サ ー 上 の ア ミ ン 基 に 直 接 コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て
チ オ ウ レ ア 結 合 を 生 成 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 MPSと 同 様 に 、 新 し い 末 端 官 能 基 が マ レ イ ミ ド で あ る 場 合 、 キ ャ リ ア 、 ラ ベ ル お よ び ト
レ ー サ ー 上 の チ オ ー ル 基 へ の 付 加 に よ り コ ン ジ ュ ゲ ー ト し て チ オ エ ー テ ル 結 合 を 生 成 す る
。 該 チ オ ー ル 基 は 、 キ ャ リ ア 、 ラ ベ ル お よ び ト レ ー サ ー に 元 々 存 在 し て い る も の で も よ い
し 、 ま た 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 (S
ATP)お よ び ス ク シ ン イ ミ ド 2-ピ リ ジ ル ジ チ オ プ ロ ピ オ ネ ー ト (SPDP)の よ う な チ オ ー ル 化 剤
に よ り 導 入 し て も よ い 。 そ の 後 、 初 期 の チ オ ー ル 基 は 、 マ レ イ ミ ド と 共 に チ オ ー ル エ ー テ
ル を 形 成 す る た め に 利 用 可 能 で あ る 。 も う １ つ の 態 様 に お い て は 、 ブ ロ モ ア セ チ ル 化 さ れ
た 修 飾 キ ャ リ ア ま た は ラ ベ ル が チ オ ー ル エ ー テ ル を 形 成 す る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 SATPと 同 様 に 新 し い 官 能 基 が チ オ ー ル ま た は 保 護 さ れ た チ オ ー ル で あ る 場 合 、 該 チ オ ー
ル は 、 マ レ イ ミ ド 修 飾 さ れ た 免 疫 原 ま た は ラ ベ ル と 直 接 コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る か ま た は 、 脱
保 護 さ れ た 後 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 。 リ ン カ ー 化 学 の バ リ エ ー シ ョ ン が 多 い こ と は 当 業 者
に と っ て 明 白 で あ り 、 以 上 は 説 明 の た め の 例 示 に 過 ぎ な い 。 均 一 二 官 能 性 お よ び 不 均 一 二
官 能 性 結 合 基 の 広 範 囲 の 取 り 扱 い お よ び ア ミ ン と カ ル ボ ン 酸 に 結 合 さ せ る た め の 反 応 条 件
は 、 "Bioconjugate Techniques", G. Hermanson, Academic Press, 1995」 に 記 載 さ れ て
お り 、 こ の 文 献 は 引 用 に よ り そ の 全 体 が 本 明 細 書 中 に 組 み 込 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 他 の 態 様 に お い て 、 ア ミ ノ 結 合 さ れ た エ フ ァ ビ レ ン ツ へ の 結 合 点 に ウ レ ア ま た は チ オ ウ
レ ア 結 合 を 有 す る ア シ ル 化 誘 導 体 は 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 誘 導 体 の ア ミ ノ 官 能 基 を 、 4-ニ ト ロ
フ ェ ニ ル ク ロ ロ ホ ル メ ー ト 、 ホ ス ゲ ン 、 ま た は チ オ ホ ス ゲ ン と 反 応 さ せ る こ と に よ り 生 成
す る 。 後 者 の 中 間 体 は ア ミ ン （ ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン 、 タ ン パ ク 質 、 ま た は ペ プ チ ド 由 来 ）
と 容 易 に 反 応 し て 、 ウ レ ア ま た は チ オ ウ レ ア を 生 成 す る 。 カ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル ま た
は ジ ス ク シ ン イ ミ ジ ル カ ー ボ ネ ー ト の よ う な 他 の ホ ス ゲ ン 等 価 体 は 同 様 に 反 応 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 活 性 エ ス テ ル を 有 す る リ ン カ ー を 含 む エ フ ァ ビ レ ン ツ 誘 導 体 は 、 種 々 の 水 性 と 非 水 性 溶
媒 の 混 合 液 中 で 比 較 的 低 温 に て 求 核 剤 、 特 に 第 1級 ア ミ ン と 反 応 性 で あ る 。 図 １ お よ び ２
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に 示 し た よ う に 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ 活 性 化 エ ス テ ル 誘 導 体 と キ ャ リ ア 上 の ア ミ ノ 基 と の 反 応
は 一 般 に 、 水 と 水 混 和 性 有 機 溶 媒 と の 緩 衝 混 合 溶 液 （ 例 え ば 、 リ ン 酸 カ リ ウ ム 緩 衝 液 （ KP

i ） 中 の DMSO等 ） 中 で 、 0.5-5日 間 、 室 温 で 行 わ れ る 。 活 性 エ ス テ ル 、 イ ソ シ ア ネ ー ト 、 お
よ び イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト の 場 合 該 緩 衝 液 の pHは 一 般 に 6と 8の 間 に あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 免 疫 原 の 調 製 に お い て は 、 免 疫 原 性 を 有 す る キ ャ リ ア の ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） そ の
他 の 物 質 を 活 性 化 エ フ ァ ビ レ ン ツ 誘 導 体 に 結 合 さ せ る 。 あ る 態 様 に お い て は 、 例 え ば 、 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
等 を 始 め と す る タ ン パ ク 質 キ ャ リ ア を 使 用 し 得 る 。 具 体 的 な タ ン パ ク 質 キ ャ リ ア に は 、 キ
ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 卵 オ バ ル ブ ミ ン
、 ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン （ BGG） 等 が 含 ま れ る 。 ま た 、 反 応 性 官 能 基 を 有 す る 他 の 合 成 ま
た は 天 然 の ポ リ マ ー 物 質 と 同 様 に 、 合 成 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） を 使 用 し て も よ い 。 抗 体 を 生 成
す る た め に は 、 該 免 疫 原 を 宿 主 動 物 に 注 射 す る 。 免 疫 原 は 、 種 々 の 部 位 に 、 い く つ か の 用
量 で 、 1以 上 の 回 数 で 、 何 週 間 に も わ た り 投 与 し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 ハ プ テ ン 誘 導 体 は ま た 、 本 技 術 分 野 で 周 知 の 方 法 に よ り 、 種 々 の ト レ ー サ ー 、 検 出 ま た
は ラ ベ ル 分 子 に 結 合 さ せ て 、 い ろ い ろ な イ ム ノ ア ッ セ イ フ ォ ー マ ッ ト に 有 用 な 種 々 の 試 薬
を 提 供 す る こ と も で き る 。 検 出 の た め に は 、 発 色 団 の よ う な 検 出 分 子 、 例 え ば フ ル オ レ セ
イ ン を 結 合 し た り 、 ハ プ テ ン 自 体 を 放 射 性 同 位 元 素 で ラ ベ ル し た り 、 ま た は 化 学 発 光 性 の
基 を 結 合 し た り す る こ と が で き 、 こ れ に よ り こ の 分 子 の 検 出 に 有 用 な ト レ ー サ ー が 生 成 す
る 。 該 ハ プ テ ン は 、 例 え ば 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 お よ び ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ス ト リ ッ プ テ ス ト
の 分 光 測 光 法 ま た は 直 接 光 学 検 出 フ ォ ー マ ッ ト に 用 い る た め の 着 色 ラ テ ッ ク ス 等 の 微 粒 子
に 結 合 す る こ と が で き る 。 結 合 し た 基 は ま た 、 エ ネ ル ギ ー 伝 達 相 手 、 酵 素 ま た は 更 な る 化
学 反 応 に よ り 検 出 さ れ る そ の 他 の 基 等 の 間 接 的 な 検 出 分 子 で あ っ て も よ い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 下 記 の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 特 定 の 態 様 を 単 に 例 示 す る た め の も の で あ り 、 本 発 明 の 範 囲
ま た は 精 神 を 制 限 す る も の と し て み な さ れ る べ き で は な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　
　 4-(6-ク ロ ロ -4-シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル -2-オ キ ソ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -4H-ベ ン ゾ [d
][1,3]オ キ サ ジ ン -1-イ ル )-酪 酸  tert-ブ チ ル  エ ス テ ル  ( )の 合 成
　 250mg（ 0.79mmol） の エ フ ァ ビ レ ン ツ に 10mLの 無 水 DMF、 600mg（ 4.34mmol） の 炭 酸 カ リ
ウ ム 、 120mg（ 0.80mmol） の ヨ ウ 化 ナ ト リ ウ ム お よ び 492mg（ 2.2mmol） の 4-ブ ロ モ 酪 酸  te
rt-ブ チ ル エ ス テ ル 、 続 い て 5mgの 18-crown-6を 添 加 し た 。 該 混 合 物 を ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、
2時 間 で 125℃ ま で 加 熱 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 50mLの ク ロ ロ ホ ル ム を 添 加 し 、 固 体
を 濾 別 し た 。 ろ 液 に 50mLの 水 を 添 加 し た 。 有 機 層 を 分 離 し 、 50mLの 水 で 洗 浄 し 、 乾 燥 (Na 2
SO 4 )し 、 濃 縮 し た 。 残 渣 を 、 70%の 酢 酸 エ チ ル /30％ の ヘ キ サ ン を 用 い て シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ
シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し て 、 327 mg (0.721 mmol, 90%収 率 )の を
得 た (M+Na, 480)。
【 ０ ０ ５ １ 】
　
　 4-(6-ク ロ ロ -4-シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル -2-オ キ ソ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -4H-ベ ン ゾ [d
][1,3]オ キ サ ジ ン -1-イ ル )-酪 酸  ( )の 合 成
　 290mg（ 0.63mmol） の に 、 6mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン お よ び 6mLの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 添 加 し
た 。 該 反 応 混 合 物 を 、 30分 間 室 温 で 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 40mLの ジ ク ロ ロ メ
タ ン を 添 加 し 、 そ の 後 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 ジ ク ロ ロ メ タ ン の 添 加 お よ び 減 圧 下 で の 濃 縮
の 上 記 プ ロ セ ス を さ ら に 4回 繰 り 返 し て 、 240mg(0.59 mmol, 94%収 率 )の を 濃 厚 な ゴ ム と
し て 得 た (M+H, 402)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
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　 4-(6-ク ロ ロ -4-シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル -2-オ キ ソ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -4H-ベ ン ゾ [d
][1.3]オ キ サ ジ ン -1-イ ル )-酪 酸  N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド  エ ス テ ル  ( )の 合 成
　 200mg（ 0.49mmol） の の 30mLジ ク ロ ロ メ タ ン （ CaH 2 に て 蒸 留 )溶 液 に 、 225mg（ 1.2mmol
） 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 （ EDC） お よ び 102mg（ 0.88
mmol） の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHS)を 添 加 し た 。 該 反 応 混 合 物 を 室 温 に て 、 18時
間 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 で 攪 拌 し た 。 こ の 反 応 混 合 物 に 、 40mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン を 添 加 し 、
該 有 機 層 を 50mLの 水 で 2回 、 50mLの 飽 和 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム で 2回 、 そ の 後 75mLの 水 に て 洗 浄
し た 。 有 機 層 を 乾 燥 (Na 2 SO 4 )し 、 濃 縮 し て 、 粗 活 性 化 エ ス テ ル を 得 た 。 こ れ を 50%の 酢 酸
エ チ ル /50％ の ヘ キ サ ン を 用 い て シ リ カ ゲ ル ・ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ っ て 精 製 し て 、 98 
mg (0.19 mmol, 39%収 率 )の を 白 色 粉 末 と し て 得 た (M+H, 499)。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　
　 [2-(6-ク ロ ロ -4-シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル -2-オ キ ソ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -4H-ベ ン ゾ [
d][1,3]オ キ サ ジ ン -1-イ ル )-エ チ ル ]-カ ル バ ミ ン 酸 tert-ブ チ ル エ ス テ ル  の 合 成
　 250mgの エ フ ァ ビ レ ン ツ の 10mL無 水 DMF溶 液 に 、 600mgの 無 水 K 2 CO 3 、 120mgの NaI、 490mg
の 2-(BOC-ア ミ ノ )エ チ ル ブ ロ ミ ド お よ び 5mgの 18-ク ラ ウ ン -6を 添 加 し た 。 該 反 応 混 合 物 を
2時 間 、 125℃ で 加 熱 し た 。 該 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 却 し 、 1gの 2-(BOC-ア ミ ノ )エ チ ル ブ
ロ ミ ド お よ び 20mgの ヨ ウ 化 テ ト ラ ブ チ ル ア ン モ ニ ウ ム を 添 加 し 、 室 温 で 、 18時 間 攪 拌 し た
。 該 反 応 混 合 物 を 、 0.1％ の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 む 水 -ア セ ト ニ ト リ ル 混 合 溶 液 勾 配 （ 0-
100% AcCN-0.1% TFA, 20分 ） を 用 い る 逆 相 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー (RP-HPLC, C-18 V
ydac 218TP54 (4.6 mm x 250 mm)に よ り 分 析 し た 。 こ れ は 反 応 混 合 物 中 、 実 質 的 な エ フ ァ
ビ レ ン ツ 量 の 生 成 物 の 形 成 を 示 し た 。 更 な る 1gの 2-(BOC-ア ミ ノ )エ チ ル ブ ロ ミ ド を 添 加 し
、 反 応 混 合 物 を 18時 間 、 60℃ で 加 熱 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 ま で 冷 却 し 、 濾 過 し た 。 濾 液
を 濃 縮 し 、 残 渣 を 、 勾 配 （ 0.1%の ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 含 む CH 3 CN/水 ） を 用 い た 分 取 RP-HPL
Cに よ り 精 製 し た 。 使 用 し た カ ラ ム は 、 Rainin C-18 (ODS) 60 Å  (21.4 x 250 mm)で あ っ
た 。 所 望 の 画 分 を 組 み 合 わ せ 、 ロ ー タ リ ー ・ エ バ ポ レ ー タ ー で 濃 縮 し 、 そ の 後 25mgの 所 望
の 生 成 物 を 白 色 固 体 と し て 得 た （ M+Na, 481)。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　
　 1-(2-ア ミ ノ -エ チ ル )-6-ク ロ ロ -4-シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -1,4
-ジ ヒ ド ロ -ベ ン ゾ [d][1,3]オ キ サ ジ ン -2-オ ン  ト リ フ ル オ ロ ア セ テ ー ト  の 合 成
　 2.5mgの に 500μ Lの ジ ク ロ ロ メ タ ン お よ び 500μ Lの ト リ フ ル オ ロ 酢 酸 を 添 加 し た 。 該 混
合 物 を 30分 間 室 温 で 攪 拌 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し て 、 3mgの を 濃 厚 な 油 と し て 得 た (M＋ H,359)
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　
　 2-[3-(6-ク ロ ロ -4-シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル -2-オ キ ソ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -4H-ベ ン
ゾ [d][1,3]オ キ サ ジ ン -1-イ ル )-プ ロ ピ ル ]-イ ソ イ ン ド ー ル -1,3-ジ オ ン の 合 成
　 50mg(0.15mmol)の エ フ ァ ビ レ ン ツ の 2mL無 水 DMF溶 液 に 、 120mgの 炭 酸 カ リ ウ ム お よ び 1mg
の 18-ク ラ ウ ン -6、 そ の 後 50mg(0.15mmol)の 3-ヨ ー ド プ ロ ピ ル フ タ ル イ ミ ド を 添 加 し た 。
得 ら れ た 反 応 混 合 物 を 18時 間 、 60℃ で 加 熱 し 、 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 に 10mLの ジ ク ロ ロ
メ タ ン を 添 加 し 、 濾 過 し た 。 該 濾 液 を 濃 縮 し 、 残 渣 に 75mLの CHCl 3 お よ び 50mLの 水 を 添 加
し た 。 有 機 層 を 分 離 し 、 水 層 を 40mLの CHCl 3 で 2回 抽 出 し た 。 合 わ せ た 有 機 層 を 乾 燥 し 、 濃
縮 し て 、 40mgの 所 望 の 生 成 物 を 濃 厚 な ゴ ム と し て 得 た 。 こ れ を 勾 配 （ 0.1%ト リ フ ル オ ロ 酢
酸 を 含 む CH 3 CN/水 ） を 用 い た 分 取 RP-HPLCに よ り 精 製 し た 。 使 用 し た カ ラ ム は 、 Rainin C-
18 (ODS) 60 ° A (21.4 x 250 mm)で あ っ た 。 所 望 の 画 分 を 合 わ せ 、 ロ ー タ リ ー ・ エ バ ポ
レ ー タ ー で 濃 縮 し 、 そ の 後 凍 結 乾 燥 す る こ と で 10mgの 所 望 の 生 成 物 を 得 た （ M+H, 503)。
【 ０ ０ ５ ６ 】
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　 N-[2-(6-ク ロ ロ -4-シ ク ロ プ ロ ピ ル エ チ ニ ル -2-オ キ ソ -4-ト リ フ ル オ ロ メ チ ル -4H-ベ ン
ゾ [d][1,3]オ キ サ ジ ン -1-イ ル )-エ チ ル ]-テ レ フ タ ル ア ミ ド 酸  N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ
ド  エ ス テ ル  の 合 成
　 15g(73.8mmol)の テ レ フ タ ロ イ ル ク ロ リ ド に 、 300mLの メ チ レ ン ク ロ リ ド を 添 加 し 、 該 溶
液 を 約 10分 間 、 0℃ に 冷 却 し た 。 こ の 溶 液 に 30gの N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド を 添 加 し 、
そ の 後 に 30mLの ト リ エ チ ル ア ミ ン を 滴 下 し た 。 該 混 合 物 を 1時 間 0℃ で 攪 拌 し 、 48時 間 室 温
で 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 を 濾 過 し 、 残 渣 を 200mLの メ チ レ ン ク ロ リ ド で 洗 浄 し た 。 該 固 体
を 300mLの メ チ レ ン ク ロ リ ド 中 で 再 縣 濁 し 、 10分 間 室 温 で 攪 拌 し た 。 該 固 体 を 濾 過 し 真 空
乾 燥 し て 、 24.1g(67mmol,90％ )の テ レ フ タ ル 酸 ジ ー Nー ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド  エ ス テ
ル ( )を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 1.0mmolの テ レ フ タ ル 酸 1,4-ジ -N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル ( )に 、 100mLの
乾 燥 THFを 添 加 し た 。 別 の フ ラ ス コ に 、 1.0mMエ フ ァ ビ レ ン ツ ア ミ ン の 60mL乾 燥 THFお よ び
2.0mLト リ エ チ ル ア ミ ン を 添 加 し た 。 こ の エ フ ァ ビ レ ン ツ ア ミ ン 溶 液 を ジ ー NHSエ ス テ ル 溶
液 に 、 ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 30分 か け て 滴 下 し た 。 反 応 を 一 晩 室 温 で 攪 拌 し た 。 反 応 液 を 減
圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 渣 を 、 THFお よ び 酢 酸 エ チ ル の 混 合 液 を 用 い た 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 精 製 し 、 所 望 の 生 成 物 を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　
　 エ フ ァ ビ レ ン ツ -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト ( )
　 500mgウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA)の 7mLの 50mMフ タ ル 酸 カ リ ウ ム 溶 液 (pH 7.5)を 氷 浴 中 で
冷 却 し た 。 該 溶 液 に 、 反 応 混 合 物 温 度 を 室 温 未 満 に 保 持 し て 、 7mLの DMSOを 滴 下 し た 。 該
タ ン パ ク 質 溶 液 に 、 9.4mg(0.019mmol)の の 1,5mL無 水 DMF溶 液 を 添 加 （ 滴 下 ） し た 。 反 応
混 合 液 を 室 温 で 48時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 管 （ 10,000MW　 カ ッ ト オ
フ ） 中 に 入 れ 、 1Lの 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム の 70％ DMSO溶 液 （ pH 7.5、 3回 の 交 換 、 そ れ ぞ れ
少 な く と も 3時 間 ） 、 1Lの 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム の 50％ DMSO溶 液 (少 な く と も 3時 間 ） 、 1Lの 5
0mMリ ン 酸 カ リ ウ ム の 30％ DMSO溶 液 (少 な く と も 3時 間 ） 、 1Lの 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム の 10％ D
MSO溶 液 (少 な く と も 3時 間 ） に て 室 温 で 透 析 し 、 そ の 後 4℃ に て 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム を 6回
替 え る (各 1L)こ と に よ り 透 析 を し た 。 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 Biorad Coomassie blue prot
ein assay(Bradford, M., Anal Biochem. 72, 248, 1976)を 用 い て 23.2mg/mLと 決 定 し た
。 全 体 で 20mLの コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　
　 エ フ ァ ビ レ ン ツ -KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト ( )
　 151mgの キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト へ モ シ ア ニ ン の 7mLの 50mMフ タ ル 酸 カ リ ウ ム 溶 液 （ pH 7.5
） を 氷 浴 中 で 冷 却 し た 。 該 溶 液 に 8.5mLの DMSOを 滴 下 し 、 反 応 温 度 を 室 温 未 満 に 保 持 し た
。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 、 44mg(0,88mmol)の の 1.5mLDMF溶 液 を 滴 下 し た 。 該 混 合 物 を 室 温 で 1
8時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 透 析 管 （ 10,000MW　 カ ッ ト オ フ ） 中 に 入 れ
、 1Lの 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム の 70％ DMSO溶 液 （ pH 7.5、 3回 の 交 換 、 そ れ ぞ れ 少 な く と も 3時
間 ） 、 1Lの 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム の 50％ DMSO溶 液 (少 な く と も 3時 間 ） 、 1Lの 50mMリ ン 酸 カ リ
ウ ム 中 の 30％ DMSO溶 液 (少 な く と も 3時 間 )、 1Lの 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム の 10％ DMSO溶 液 (少 な
く と も 3時 間 ） に て 室 温 で 透 析 し 、 そ の 後 4℃ に て 50mMリ ン 酸 カ リ ウ ム を 6回 (各 1L)交 換 す
る こ と で 透 析 を し た 。 タ ン パ ク 質 の 濃 度 を 、 Biorad Coomassie blue protein assayを 用
い て 4.2mg/mLと 決 定 し た 。 全 体 で 28mLの コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 た 。 利 用 で き る リ ジ ン 変 更 態
様 の 範 囲 は 、 TNBS法 (Habeeb AFSA, Anal. Biochem. 14, 328-34, 1988)に て 74％ と 決 定 し
た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　
　 エ フ ァ ビ レ ン ツ に 対 す る 抗 血 清 の 生 成
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　 少 な く と も 20週 齢 の 雌 の Balb/cマ ウ ス を 、 下 記 の 手 順 に よ り エ フ ァ ビ レ ン ツ N結 合 KLHコ
ン ジ ュ ゲ ー ト で 最 初 に 免 疫 し た 。 該 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 生 理 食 塩 水 で 0.2mg/mLに 希 釈 し
た 。 0.3mLの 希 釈 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 、 0.5mLの シ リ ン ジ 中 に 入 れ た 。 0.3mLの Complete Freu
nd's Adjuvant (Sigma Chemicals)を 、 別 の 0.5mLの シ リ ン ジ 中 に 入 れ た 。 こ の 2つ の シ リ
ン ジ を ダ ブ ル ハ ブ 25gaス テ ン レ ス 鋼 針 に よ り 連 結 し た 。 混 合 物 中 の 硬 さ が 明 確 に 感 じ と れ
る ま で 1の シ リ ン ジ か ら も う 1つ の シ リ ン ジ へ 内 容 物 を 何 度 も 押 し 込 む こ と で エ マ ル ジ ョ ン
を 調 製 し た 。 そ の 後 、 全 内 容 物 を 1の シ リ ン ジ に 押 し 込 ん だ 。 27gaの 針 を 、 該 エ マ ル ジ ョ
ン を 含 む 該 シ リ ン ジ に 取 り 付 け た 。 マ ウ ス に 、 得 ら れ た エ マ ル ジ ョ ン の 合 計 100μ Lを 皮 下
お よ び 腹 膜 内 の 部 位 に 分 割 し て 注 射 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 30日 後 と 60日 後 、 Complete Freund's Adjuvantを Incomplete Freund's Adjuvant (Sigm
a)に 置 換 し て 上 記 手 順 を 繰 り 返 し た 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　
　 最 後 の 免 疫 の 14日 後 、 マ ウ ス の 眼 窩 後 方 か ら 血 液 採 取 す る こ と で 血 清 サ ン プ ル を 取 り 出
し た 。 遠 心 分 離 に よ る 細 胞 物 質 の 分 離 後 お よ そ 15-20μ Lの 浄 化 さ れ た 血 清 を 得 た 。 該 血 清
を 、 微 生 物 の 成 長 を 阻 害 す る た め に 0.02%の チ メ ロ サ ー ル を 含 む リ ン 酸 塩 緩 衝 食 塩 水 （ PBS
, H 7.4)（ PBS-T） で 1:10に 即 座 に 希 釈 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 血 清 を 、 抗 原 特 異 的 ELISAを 介 し て 抗 体 活 性 に つ い て 滴 定 し た 。 ス チ レ ン 96穴 プ レ ー ト
の 穴 を 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ N結 合 BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト で コ ー テ ィ ン グ し た 。 こ の た め に は 、 0
.1Mの 炭 酸 カ リ ウ ム ,pH9.2中 に 0.1μ g/mLエ フ ァ ビ レ ン ツ BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 50μ Lの
溶 液 を 穴 に 入 れ 、 37℃ で 1時 間 、 覆 わ れ た プ レ ー ト を イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 溶 液 を 除 き
、 該 穴 を 、 後 コ ー ト 溶 液 （ 1%の ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 物 、 2%の シ ョ 糖 、 0.1Mの ト リ ス 緩 衝 液 ,p
H 7.4お よ び 0.15%の TWEEN 20（ 全 て Sigma Chemical社 由 来 の 試 薬 ） )で 即 座 に 満 た し 、 上
記 の よ う に 覆 い 、 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、 該 プ レ ー ト を 2％ の シ ョ 糖 で 1度 洗 浄 し 、
空 気 乾 燥 し た 。 乾 燥 す る と 、 該 プ レ ー ト を 乾 燥 剤 入 り の 、 ア ル ミ 箔 で 覆 わ れ た プ ラ ス チ ッ
ク 袋 に 封 入 し 、 使 用 す る ま で 4℃ で 貯 蔵 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 滴 定 の た め に 、 ま ず 、 1： 100血 清 PBS-T希 釈 液 、 そ の 後 7回 の 連 続 的 な 1： 3の 希 釈 液 を 調
製 し た 。 各 血 清 サ ン プ ル の 50μ Lの 連 続 希 釈 液 を コ ー テ ィ ン グ さ れ た マ イ ク ロ タ イ タ ー プ
レ ー ト の 穴 に 移 し 、 該 プ レ ー ト を 覆 い 、 37℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 該 血 清 希 釈 液
を PBS-Tで 穴 か ら 洗 い 流 し た 後 、 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト (Zymed社 )を PBS-Tで
1： 5,000に 希 釈 し た 希 釈 液 を 50μ Lず つ 各 穴 に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 覆 い 、 1時 間 37℃ で イ
ン キ ュ ベ ー ト し た 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 該 プ レ ー ト を PBS-Tで 洗 浄 し 、 50μ Lの K Blue
基 質 (Neogen)を 添 加 し た 。 室 温 で 6分 間 発 色 さ せ 、 そ の 後 、 該 反 応 を 50μ Lの １ N HClを 添
加 す る こ と に よ り 停 止 し た 。 生 じ た 色 を 450nmの フ ィ ル タ ー を 装 備 し た マ イ ク ロ プ レ ー ト
リ ー ダ ー で 読 み 取 っ た 。 色 強 度 を 最 終 的 な 血 清 希 釈 度 に 対 し プ ロ ッ ト し 、 最 大 読 み 値 の 50
%が 得 ら れ た 希 釈 点 を 記 録 し た 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 競 争 阻 害 を 測 定 す る た め に 、 上 記 の よ う に 処 置 し た プ レ ー ト を 用 い た 。 最 初 に 1:300に P
BS-Tで 希 釈 し た 後 、 遊 離 エ フ ァ ビ レ ン ツ （ ス ト ッ ク 濃 度 1mg/mL） の 1： 4の 連 続 希 釈 液 を 調
製 し た 。 25μ Lの 遊 離 薬 の 各 希 釈 液 を 、 コ ー テ ィ ン グ さ れ た プ レ ー ト の 1列 の 穴 中 へ ピ ペ ッ
ト で 移 し た 。 次 に 、 上 記 で 決 定 し た 濃 度 の 2倍 に 血 清 希 釈 液 を 調 製 し 、 25μ Lを 該 カ ラ ム の
各 穴 に 入 れ た 。 各 カ ラ ム に 、 別 々 の マ ウ ス 血 清 サ ン プ ル を 入 れ た 。 該 プ レ ー ト を 覆 い 、 37
℃ 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し 、 そ の 後 PBS-Tで 洗 浄 し た 。 そ の 後 、 各 穴 に 、 50μ Lの 1:5,000
ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-HRPコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 希 釈 液 を 入 れ 、 覆 い 、 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 上 記 と 同 様 に 、 該 プ レ ー ト を 洗 浄 し 、 11分 間 発 色 さ せ 、 そ の 後 、
停 止 し た 。 OD 4 5 0 を 、 最 終 薬 濃 度 の 関 数 と し て プ ロ ッ ト し た 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
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　 あ る マ ウ ス か ら 得 ら れ た 結 果 を 図 ３ に 示 す 。 遊 離 薬 の 添 加 は 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト に 吸 着
し た 該 薬 コ ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 血 清 抗 体 の 結 合 の 競 争 阻 害 を 示 す 。 該 デ ー タ は 、 生 成 し た 抗
体 が エ フ ァ ビ レ ン ツ に 対 し て 特 異 的 で あ る こ と を 示 し て い る 。 注 目 す べ き は 、 抗 血 清 は キ
ラ ル 薬 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 用 い て 生 じ 、 キ ラ ル BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト へ の 結 合 に 対 し て 検 査
し 、 該 競 争 薬 は キ ラ ル で あ っ た こ と で あ る 。 こ の 結 果 は 、 エ フ ァ ビ レ ン ツ -KLHコ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 投 与 が 該 薬 部 に 特 異 的 な 抗 体 を 生 成 す る の に 十 分 で あ っ た こ と を 示 し て い る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ６ ７ 】
【 図 １ 】 図 1は 本 発 明 に よ る N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 誘 導 体 の 合 成 法 の 略 図
で あ る 。
【 図 ２ 】 図 2は 本 発 明 に よ る 免 疫 原 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成 法 の 略 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 3は 遊 離 エ フ ァ ビ レ ン ツ に よ る N結 合 BSA-エ フ ァ ビ レ ン ツ に 対 す る 血 清 抗 体 の 結
合 の 競 争 阻 害 を 示 し て い る 。
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【 図 ３ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 16年 5月 19日 (2004.5.19)
【 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 式 を 有 す る 化 合 物 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Yは 20ま で の 炭 素 原 子 お よ び ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 置 換 ま た は 無 置
換 、 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り 、
Zは 活 性 エ ス テ ル 、 NH 2 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ー ル 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ
ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は W（ Wは 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ま た は ラ ベ ル ） で あ り 、
Xは ハ ロ ゲ ン 、 NO 2 、 NH 2 、 CH 3 、 お よ び OCH 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
【 請 求 項 ２ 】
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Zが N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ジ ル 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル 、 ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル 、 お よ
び N-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル エ ス テ ル か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 活 性 エ ス テ ル で あ
る 、 請 求 項 １ 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ３ 】
下 記 構 造 を 有 す る 化 合 物 に 応 答 し て 産 生 さ れ る 抗 体 。
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
Yは 20ま で の 炭 素 原 子 お よ び ヘ テ ロ 原 子 を 含 む 飽 和 ま た は 不 飽 和 、 置 換 ま た は 無 置 換 、 直
鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り 、
Zは 活 性 エ ス テ ル 、 NH 2 、 イ ミ ダ ゾ ー ル 、 マ レ イ ミ ド 、 チ オ ー ル 、 イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 イ
ソ シ ア ネ ー ト 、 ま た は W（ Wは 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ） で あ り 、
Xは ハ ロ ゲ ン 、 NO 2 、 NH 2 、 CH 3 、 お よ び OCH 3 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 。
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摘要(译)

[问题] 本发明提供了一种依非韦伦衍生物及其制备方法。 [解决方案] 衍
生物包括免疫原性化合物，以产生抗依非韦伦和依法韦仑示踪剂的抗
体。 这些化合物可用于免疫测定方法以测定依非韦伦。 [选择图]无
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