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(57)【要約】
　本発明は、ビオチンと結合することができるモノクロ
ーナル抗体に関する。一実施形態において、本発明に従
うモノクローナル抗体はまた、ビオチン化分子上のビオ
チン部分と結合せず、ここで、ビオチン部分は、ビオチ
ンの吉草酸部分のカルボキシル官能基の炭素原子を介し
て分子に結合される。本明細書で開示した通りの抗体の
生成のための方法も開示される。本発明に従うモノクロ
ーナル抗体は、試料中の分析物を測定するための方法に
おける特定用途のものであり、（ストレプト）アビジン
／ビオチン対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を、（
ストレプト）アビジンでコーティングされた固相と結合
させるために使用される。
【選択図】図５
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ビオチンとも結合することを特徴とする、式Ｉ
【化１】

［式中、
Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、
Ｘは、
（ＣＨ２）ｎ（ここで、ｎは、１から２０までの整数である）、
［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（ここで、ｐは、２または３であり、ｍは、２ま
たは３であり、ｋは、１から３０までの整数である）、および
［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から５までの整数であ
り、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数である）
から選択され、
Ｒは、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、アジド基、マレイミド基およびＺからなる群
から選択され、
ここで、
Ｚは、ＡまたはＢであり、
ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、
Ｂは、

【化２】

であり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）ポリペ
プチドから選択され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基
と共有結合させるリンカーである］
の化合物と特異的に結合するモノクローナル抗体。
【請求項２】
　図３Ａにも図示される式ＩＩ



(3) JP 2020-503281 A 2020.1.30

10

20

30

40

50

【化３】

の化合物と結合しないことをさらに特徴とする、請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　前記モノクローナル抗体の、
図２Ｋに図示される式ＩＩＩＡ（＝化合物［２９］）、
図２Ｌに図示される式ＩＩＩＢ（＝化合物［３０］）、
および図３Ｂに図示される式ＩＩＩＣ
から選択される化合物の群のいずれか１つの化合物との結合親和性が、式ＩＩの化合物と
の結合親和性よりも、少なくとも５０倍高い、請求項１または２に記載のモノクローナル
抗体。
【請求項４】
　前記モノクローナル抗体の、
図２Ｋに図示される式ＩＩＩＡ（＝化合物［２９］）、
図２Ｌに図示される式ＩＩＩＢ（＝化合物［３０］）、
および図３Ｂに図示される式ＩＩＩＣ
から選択される化合物の群のいずれか１つの化合物との結合親和性が、式ＩＩの化合物と
の結合親和性よりも、少なくとも５００、少なくとも１，０００、少なくとも５，０００
、少なくとも１０，０００、少なくとも５０，０００および少なくとも１００，０００倍
高い、請求項３に記載のモノクローナル抗体。
【請求項５】
　試料中の分析物を測定するための方法であって、（ストレプト）アビジン／ビオチン結
合対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を、（ストレプト）アビジンでコーティングされ
た固相と結合させるために使用され、
試料に、
ａ）請求項１から４のいずれかに記載の抗体、
ｂ）ビオチン化分析物特異的結合剤、
ｃ）（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相
を添加するステップと、
続いて
固相上のコーティングされた（ストレプト）アビジンおよびビオチン化分析物特異的結合
剤と結合している分析物を測定するステップと
を含む、方法。
【請求項６】
　ステップ５（ａ）および場合によりステップ５（ｂ）も、ステップ５（ｃ）の前に実施
される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　試料中の分析物を測定するための方法における請求項１から４のいずれかに記載の抗体
の使用であって、（ストレプト）アビジン／ビオチン対が、ビオチン化分析物特異的結合
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剤を、（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相または標識化された（ストレプ
ト）アビジンと結合するために使用される、方法。
【請求項８】
　少なくとも、
ａ）請求項１から４のいずれかに記載の抗体、
ｂ）ビオチン化分析物特異的結合剤、および
ｃ）（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相または標識化された（ストレプト
）アビジン
を含む、イムノアッセイ試験キット
【請求項９】
　式Ｉ
【化４】

［式中、
Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、
Ｘは、
（ＣＨ２）ｎ（ここで、ｎは、１から２０までの整数である）、
［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（ここで、ｐは、２または３であり、ｍは、２ま
たは３であり、ｋは、１から３０までの整数である）、および
［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から５までの整数であ
り、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数である）
から選択され、
Ｒは、ＡまたはＢであり、
ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、ここで、Ｍは、少なくとも３０アミノ酸のポリペプチドで
あり、好ましくは、キーホールリンペットヘモシアニンであり、Ｌは、ＸおよびＭを接続
するリンカーであり、Ｂは、

【化５】

であり、ここで、Ｍは、少なくとも３０アミノ酸のポリペプチドであり、好ましくは、キ
ーホールリンペットヘモシアニンであり、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸ
の隣接するＣＨ２基と共有結合させるリンカーである］
の免疫原。
【請求項１０】
　請求項１に記載の抗体を産生するための方法であって、
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ａ）実験動物を、請求項９に記載の免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合する抗
体のＢ細胞による産生を誘導するステップと、
ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によって産生された免疫原と結合するモノクローナル抗体を
、ハイブリドーマ技術を介してまたはＢ細胞ＰＣＲ技術によってのいずれかで取得するス
テップと、
ｃ）ステップ（ｂ）の抗体を、ビオチンとの結合に関してさらに選択し、それにより、請
求項１に記載の抗体を取得するステップと
を含む、方法。
【請求項１１】
　ステップ（ｃ）において、選択が、前記抗体の、式Ｉ
【化６】

［式中、
Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、
Ｘは、
（ＣＨ２）ｎ（ここで、ｎは、１から２０までの整数である）、
［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（ここで、ｐは、２または３であり、ｍは、２ま
たは３であり、ｋは、１から３０までの整数である）、および
［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から５までの整数であ
り、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数である）
からなる群から選択され、
Ｒは、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、アジド基、マレイミド基およびＺからなる群
から選択され、
ここで、
Ｚは、ＡまたはＢであり、
ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテン
および（ｉｉ）ポリペプチドから選択され、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり
、
Ｂは、

【化７】

であり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）ポリペ
プチドから選択され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基
と共有結合させるリンカーである］
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の化合物との結合に関する競合相手としてビオチンを使用する競合アッセイにおいて実施
される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　ステップ（ｃ）において、選択が、前記抗体の、請求項９に記載の免疫原との結合に関
する競合相手としてビオチンを使用する競合アッセイにおいて実施される、請求項１０に
記載の方法。
【請求項１３】
　ステップ（ｃ）において、選択が、前記抗体の、図３Ｂにも図示される式ＩＩＩ
【化８】

の化合物との結合に関する競合相手としてビオチンを使用する競合アッセイにおいて実施
される、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項２に記載の抗体を産生するための方法であって、
ａ）実験動物を、請求項９に記載の免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合する抗
体のＢ細胞による産生を誘導するステップと、
ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によって産生された免疫原と結合するモノクローナル抗体を
、ハイブリドーマ技術を介してまたはＢ細胞ＰＣＲ技術によってのいずれかで取得するス
テップと、
ｃ）ステップ（ｂ）の抗体を、ビオチンとの結合に関して選択するステップと、
ｄ）式ＩＩ
【化９】

の化合物と結合しない抗体を選択し、それにより、請求項２に記載の抗体を取得するステ
ップと
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を含む、方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ビオチンと結合することができるモノクローナル抗体に関する。一実施形態
において、本発明に従うモノクローナル抗体はまた、ビオチン化分子上のビオチン部分と
結合せず、ここで、ビオチン部分は、ビオチンの吉草酸部分のカルボキシル官能基の炭素
原子を介して分子に結合される。本明細書で開示した通りの抗体の生成のための方法も開
示される。本発明に従うモノクローナル抗体は、試料中の分析物を測定するための方法に
おける特定用途のものであり、（ストレプト）アビジン／ビオチン対が、ビオチン化分析
物特異的結合剤を、（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相と結合させるため
に使用される。
【背景技術】
【０００２】
　生物においておよび生化学においてインビトロで、ビオチンの主要機能は、カルボキシ
ルトランスフェラーゼ活性を持つ酵素、例えばピルビン酸カルボキシラーゼおよびアセチ
ル－ＣｏＡ－カルボキシラーゼのための補欠分子族として必要とされる補基質のものであ
る。細菌において、ビオチンは、ビオチンタンパク質リガーゼによってビオチンカルボキ
シル担体タンパク質に結合される。さらに、ビオチンが目的のほとんどあらゆる分子上の
好適な基に共有結合されることができる若干数の化学プロセスが公知である。一般的な特
色として、吉草酸側鎖のカルボキシル官能基の炭素原子は、目的の分子上の適切な（受容
）基と、またはリンカーの反応性基と、カップリング反応で反応し、ここで、リンカー自
体は、目的の分子に既に接続されているか、または、リンカーは、ビオチンがリンカーに
接続されたら分子とカップリングされるかのいずれかである。概して、吉草酸側鎖のカル
ボキシル官能基の炭素原子を介するビオチンと種々の化学部位とのそのような結合は、ビ
オチン化と称される。
【０００３】
　ビオチンに対するアビジンおよび／またはストレプトアビジン（＝（ストレプト）アビ
ジン）それぞれの並外れた親和性（Ｋａ＝１０１５Ｍ－１）は、タンパク質およびリガン
ドの最強の公知の非共有相互作用の１つである。これは、複合混合物中のビオチン化分子
が、（ストレプト）アビジンによって特異的に結合されることを可能にする。この理由か
ら、アビジンおよび／またはストレプトアビジンは、多数の免疫学的検出アッセイにおい
て使用される。
【０００４】
　（ストレプト）アビジンに対する強い親和性の他にも、２つのさらなる特性が、ビオチ
ンを、タンパク質および他の巨大分子をタグ付けするために特に適したものにする。第一
に、ビオチン分子は、タンパク質よりも実質的に小さい。その分子サイズは、１個または
複数のビオチン分子が、目的の分子に、そのような分子の生物学的機能の喪失を最小化し
ながら、コンジュゲートされることを可能にする。第二に、ビオチンの吉草酸側鎖の末端
炭素原子は、簡単に誘導体化されることができ、それにより、目的の分子、特にタンパク
質上の反応性部分とのコンジュゲーションを容易にする。特筆すると、ビオチン化は、ビ
オチンのヘテロ環式部分の構造を変化させない。
【０００５】
　吉草酸側鎖の末端炭素原子を介するビオチン化後、ビオチン部分は、（ストレプト）ア
ビジンと特異的に相互作用する能力を保存し、なぜなら、アビジン型タンパク質の結合ポ
ケットとの特異的相互作用を司るビオチン分子の部分は、影響を受けないテトラヒドロチ
オフェン環と縮合したウレイド環によって表されるヘテロ環式構造であるからである。
【０００６】
　ビオチンのヘテロ環式構造は、ビオチンに対する先行技術のモノクローナル抗体（ｍＡ
ｂｓ）によっても標的化される。Ｋｏｈｅｎ　Ｆ．ら（Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ



(8) JP 2020-503281 A 2020.1.30

10

20

30

40

50

ｍｏｌｏｇｙ　２７９（１９９７）４５１～４６３）は、免疫原としてビオチン化ウシ血
清アルブミン（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドビオチンにコンジュゲートされたＢＳＡ）
を使用して、モノクローナル抗体を生成した。該文書は、ビオチン化タンパク質のビオチ
ン部分と結合することができる抗体の抗原結合領域のアミノ酸配列の分析を報告する。配
列アライメントは、ビオチンの二環式環系と相互作用することが報告された、アビジンお
よびストレプトアビジンのポリペプチド配列の相同ストレッチで作製された。特筆すると
、アビジンおよびストレプトアビジンのポリペプチド配列との類似点が、ビオチン特異的
抗体のＣＤＲ２およびＣＤＲ３において同定された。結果は、ビオチン結合ポケットのア
ミノ酸配列においてはビオチン結合に共通パターンが必要であると解釈された。
【０００７】
　Ｄａｋｓｈｉｎａｍｕｒｔｉ，Ｋら（Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．２３７（１９８６）４７７
～４８２）は、免疫原として、ビオチンの活性化形態（Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドビ
オチン）がカップリングされたキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）を使用して
、ネズミｍＡｂｓの生成および特徴付けを報告する。いくつかのハイブリドーマクローン
が取得され、それぞれのｍＡｂｓは、遊離ビオチン、ハプテン－コンジュゲートされたビ
オチン、タンパク質－コンジュゲートされたビオチン、およびビオシチンを結合する上で
有効であった。特筆すると、ビオシチンは、ビオチンの自然発生誘導体、吉草酸カルボキ
シル官能基およびアミノ酸Ｌ－リジンから形成されたアミドである。そのような誘導体化
ビオチンが、Ｄａｋｓｈｉｎａｍｕｒｔｉ，Ｋら（上記）のｍＡｂｓによって結合される
という事実は、ビオチンのヘテロ環式構造、すなわちテトラヒドロチオフェン環と縮合し
たウレイド環を標的化する、結合特異性を指示する。
【０００８】
　Ｄａｋｓｈｉｎａｍｕｒｔｉ，Ｋら（上記）によって報告されたｍＡｂｓは、コンジュ
ゲートされたビオチンおよび遊離ビオチンとも結合するが、ＪＰ２００８－０９４７２１
は、タンパク質－コンジュゲートされたビオチンと特異的に結合するが遊離ビオチンとは
しないｍＡｂを開示する。表１は、先行技術の抗体の考察された特性をまとめたものであ
る。
【０００９】

【表１】

【００１０】
　Ｄａｋｓｈｉｎａｍｕｒｔｉ，Ｋら（上記）の報告に類似して、ＷＯ００／５００８８
Ａ２は、匹敵する特性を有する抗体を扱い、具体的には、遊離ビオチンに対するそれぞれ
の親和性よりも１から４桁大きい、コンジュゲートされたビオチンに対する親和性を有す
る抗体が報告される。該文書は、ビオチンが吉草酸部分のカルボキシル官能基の炭素原子
を介してコンジュゲートされる抗原による免疫付与を開示する。第一のスクリーニングス
テップにおいて、コンジュゲートされたビオチンと結合する抗体が同定され、規定量の遊
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離ビオチンの存在下であってもコンジュゲートされたビオチンと結合することができる、
モノクローナル抗体を分泌するクローンを同定することを目指す、その後の第二のスクリ
ーニングステップが開示される。特筆すると、該文書は、一方で遊離ビオチン（別の分子
と共有結合しておらず、水溶液中で解離形態であるビオチン）と結合するが他方でビオチ
ン化分子上のビオチン部分、すなわち（ストレプト）アビジンによって結合されることも
できるビオチン部分と結合しないモノクローナル抗体に関しては、言及していない。
【００１１】
　Ｉｎｄｙｋ　Ｈ．Ｅ．ら、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｄａｉｒｙ　Ｊｏｕｒｎａｌ
　３５（２０１４）２５～３１は、乳中における遊離ビオチンの検出についての光学バイ
オセンサーアッセイを報告する。ＣＭ５センサーチップ付きのビアコアＱバイオセンサー
が使用され、アミン修飾されたセンサー表面上で、ビオチンは、そのＮＨＳ活性化吉草酸
末端カルボキシレート基の共有結合的カップリングによって固定された。特筆すると、セ
ンサーチップとカップリングされたビオチン分子の配向は、ビオチン化分子上のビオチン
に対するものと同じであった、すなわち、（ストレプト）アビジンによって結合されるこ
ともできるビオチン部分に対応する。故に、最初に、ビオチンのヘテロ環式構造は、抗体
結合のために露出された。３つの異なるビオチン特異的ポリクローナル抗体および２つの
異なるモノクローナル抗体の結合特性は、競合相手としての異なる濃度の遊離ビオチンの
存在下、ビオチンセンサーチップを使用して特徴付けられた。
【００１２】
　特筆すると、先行技術において、これまでのところ、遊離ビオチンとは特異的に結合す
るがビオチン化標的分子上のコンジュゲートされたビオチンとはしないモノクローナル抗
体を記述する開示は見付かっていない。そのような抗体は、最初にその「尾部」からビオ
チンを結合するであろう、すなわち、重要なことに、ビオチンの吉草酸部分と相互作用す
るであろう。特に、これまでのところ、一方で遊離ビオチンと特異的に結合するが他方で
コンジュゲートされたビオチンと結合しない抗体については記述されておらず、ここで、
コンジュゲートされたビオチンは、吉草酸部分のカルボキシル官能基の炭素原子を介して
標的分子に結合され、それにより、ビオチンのヘテロ環式「頭部」構造は、標的分子から
遠位に位置付けられる。さらに、これまでのところ、水溶液中において、コンジュゲート
されたビオチンＫｓ［ｃｏｎｊ．］に対する同じモノクローナル抗体の親和性よりも高い
遊離ビオチンＫｓ［ｆｒｅｅ］に対する親和性を特徴とするモノクローナル抗体は知られ
ておらず、ここで、コンジュゲートされたビオチンは、吉草酸部分のカルボキシル官能基
の炭素原子を介してコンジュゲートされ（上記を参照）、Ｋｓ［ｆｒｅｅ］は、Ｋｓ［ｃ
ｏｎｊ．］とは、少なくとも５０、１００、５００、１，０００、５，０００、１０，０
００、５０，０００、または少なくとも１００，０００倍異なる。
【００１３】
　Ｊｏｈｎｓｏｎ　Ｌ．Ｃ．（「Ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｎｅｗ　ｂｉｏｔ
ｉｎ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ｂｉｏａｃｔｉｖｉｔｙ」、Ｍａ
ｓｔｅｒ　ｏｆ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ｔｈｅｓｉｓ、２０１７年２月１６日にインターネッ
トから検索され、２００２年１２月付でＧｒａｄｕａｔｅ　Ｆａｃｕｌｔｙ　ｏｆ　ｔｈ
ｅ　Ｌｏｕｉｓｉａｎａ　Ｓｔａｔｅ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ａｎｄ　Ａｇｒｉｃｕｌ
ｔｕｒａｌ　ａｎｄ　Ｍｅｃｈａｎｉｃａｌ　Ｃｏｌｌｅｇｅ（ＵＳ）に提出された；Ｕ
ＲＬ：ｈｔｔｐ：／／ｅｔｄ．ｌｓｕ．ｅｄｕ／ｄｏｃｓ／ａｖａｉｌａｂｌｅ／ｅｔｄ
－０９２７１０２－１３５９２９／ｕｎｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ／Ｊｏｈｎｓｏｎ＿ｔｈｅ
ｓｉｓ．ｐｄｆ）は、ビオチンのヘテロ環式「頭部」構造の誘導体化の化学反応について
記述する。ビオチンのヘテロ環式構造中に含まれる１’－Ｎ原子が誘導体化によって標的
化される実施形態が開示される。
【００１４】
　Ｗｕ　Ｆ．－Ｂ．ら、Ｃｌｉｎｉｃａ　Ｃｈｉｍｉｃａ　Ａｃｔａ　３０８（２００１
）１１７～１２６は、競合イムノアッセイにおいてマトリックス干渉に対抗するための方
法を開示する。標的（血清チロキシン（ｔｈｙｒｏｘｉｎ））特異的抗体と結合している
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固定された第二の抗体からなる初期アッセイ設定は、置き換えられた。置き換えは、第一
にビオチン化ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を固定し、続いてストレプトアビジンをビオ
チン化ＢＳＡと結合し、続いて標的特異的抗体をストレプトアビジンと結合することによ
って提供され、ここで、このステップの前に、標的特異的抗体はビオチン化された。提供
されたそのような設定は、アッセイの標的（血清チロキシン）に対する結合能力を増大さ
せ、それにより、マトリックス干渉に対する抵抗を増大させることが分かった。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　本発明は、誘導体化ビオチンの吉草酸「尾部」部分をそれぞれの構造の遠位（最も末端
）部として特異的に提示する、式Ｉの化学構造（以下を参照）を提供する。ビオチンを誘
導体化することおよびその「頭部」部分を式Ｉの構造の残りに結合することを経由して、
吉草酸部分は、免疫細胞受容体および抗体との相互作用を含む物理的相互作用のために、
最初に露出され提示される。式Ｉに従う誘導体化ビオチンと相互作用する抗体が、吉草酸
「尾部」部分を標的化し得る結合特性を有するか否かが調査された。本研究において、式
Ｉの構造を使用して誘発されることができ、そのような構造と反応することができるモノ
クローナル抗体が、本発明に従う所望の抗体の特性も有するか否かがさらに試験された。
【００１６】
　したがって、本発明の所望の抗体は、ビオチンと特異的に結合するモノクローナル抗体
であり、ここで、ビオチンは、別の分子と共有結合していない。同じく上記の推論に沿っ
て、本発明の所望の抗体は、ビオチンと特異的に結合するモノクローナル抗体であり、こ
こで、ビオチンは、水溶液中で解離形態である。同時に、本発明の所望の抗体は、ビオチ
ン化標的分子上のコンジュゲートされたビオチンと結合せず、ここで、ビオチンは、吉草
酸部分のカルボキシ基を介して標的分子に結合される。そのようなビオチン化標的分子に
おいて、ビオチンの「頭部」構造のコンジュゲート形態が提示され、例えば（ストレプト
）アビジンによって結合されることができる。
【００１７】
　故に、本発明者らは、コンジュゲートされていない（遊離）ビオチンと特異的に結合す
るように抗体が作製および単離され得るか否かを解明しようと試みた。ビオチンとのその
ような結合は、ビオチンの「頭部」部分と結合する以前の報告の既述の抗体と比較して、
完全に異なる構造基盤を有するであろう。
【００１８】
　故に、本発明の目的は、ビオチンとも結合することを特徴とする、式Ｉ
【００１９】
【化１】

【００２０】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、アジド基、マ
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レイミド基およびＺからなる群から選択され、ここで、Ｚは、ＡまたはＢであり、ここで
、Ａは、Ｍ－Ｌであり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび
（ｉｉ）ポリペプチドから選択され、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり、Ｂは
、
【００２１】
【化２】

【００２２】
であり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）ポリペ
プチドから選択され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基
と共有結合させるリンカーである］
の化合物と特異的に結合するモノクローナル抗体を提供することであった。
【００２３】
　さらなる目的は、式Ｉの分子およびビオチンと結合するが、吉草酸部分のカルボキシル
官能基の炭素原子を介して巨大分子に結合されるコンジュゲートされたビオチンとは結合
しない、モノクローナル抗体を提供することであった。さらなる目的として、本発明の抗
体は、化学的に修飾されていない吉草酸部分を含むビオチンと結合している。それ故、目
的は、遊離ビオチンに対する親和性よりも、少なくとも５０、１００、５００、１，００
０、５，０００、１０，０００またはそれより高い倍率からなる群から選択される倍率で
低い、ビオチン化標的分子上のコンジュゲートされたビオチンに対する親和性を持つモノ
クローナル抗体を単離することであった。換言すれば、目的は、少なくとも５０、１００
、５００、１，０００、５，０００および少なくとも１０，０００からなる群から選択さ
れる倍率で、ビオチン化標的分子上のコンジュゲートされたビオチンに対する親和性より
も高い、遊離ビオチンに対する親和性を持つモノクローナル抗体を単離することであった
。
【００２４】
　このたび、驚くべきことに、そのようなモノクローナル抗体が生成および単離され得る
ことが分かった。
　最近、高投薬量ビオチン補給は、「流行」になってきた。ビオチンは、ケラチンの主な
誘因であると考えられ、故に、高用量ビオチンは、毛髪、爪および皮膚の質および分量を
改善し得る。ビオチンは、水溶性であり、迅速に排出される。しかしながら、高用量ビオ
チン補給が行われる場合、循環血液中に相当に高レベルのビオチンが存在することがあり
、循環血液中のビオチンが、分析物の測定のためのインビトロ分析（ａｎｙｌｙｓｉｓ）
に使用される試料中、すなわち、血清または血漿のような試料中にも存在することになる
。試料中に含まれるビオチンは、高レベルで存在する場合、（ストレプト）アビジンでコ
ーティングされた固相およびビオチン化特異的結合剤を用いている、分析物の測定のため
のアッセイに干渉するかもしれない。
【００２５】
　したがって、高用量ビオチン補給剤の使用が増大するにつれて、（ストレプト）アビジ
ン－ビオチン結合対に基づくアッセイにおける、同じ試料からの分析物の測定による試料
中の異常に高いビオチンレベルによる潜在的な干渉を低減させる必要性の増大が存在する
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。
【００２６】
　本明細書で開示した通りの抗体が、ビオチンの潜在的な干渉を低減させるために使用さ
れ得るか否かを調査することが、さらなる課題であった。驚くべきことに、（ストレプト
）アビジン／ビオチン対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を、（ストレプト）アビジン
でコーティングされた固相と結合させるために使用されるアッセイで、試料中の分析物を
測定するための方法において、ビオチンと結合することができるがビオチン化標的分子上
のビオチン部分と結合しないモノクローナル抗体は、そのような試料中の異常に高いレベ
ルのビオチンによって引き起こされる潜在的な干渉に対抗するために特に有用であること
が分かった。
【課題を解決するための手段】
【００２７】
　本明細書において、ビオチンとも結合することを特徴とする、式Ｉ
【００２８】

【化３】

【００２９】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、アジド基、マ
レイミド基およびＺからなる群から選択され、ここで、Ｚは、ＡまたはＢであり、ここで
、Ａは、Ｍ－Ｌであり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび
（ｉｉ）ポリペプチドから選択され、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり、Ｂは
、
【００３０】
【化４】

【００３１】
であり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）ポリペ
プチドから選択され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基
と共有結合させるリンカーである］
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【００３２】
　さらに、試料中の分析物を測定するための方法であって、（ストレプト）アビジン／ビ
オチン結合対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を、（ストレプト）アビジンでコーティ
ングされた固相と結合させるために使用され、試料に、（ａ）本明細書で報告される通り
の抗体、（ｂ）ビオチン化分析物特異的結合剤、（ｃ）（ストレプト）アビジンでコーテ
ィングされた固相を添加するステップと、続いて、（ストレプト）アビジンおよびビオチ
ン化分析物特異的結合剤を介して固相と結合している分析物を測定するステップとを含む
、方法が報告される。
【００３３】
　さらに、試料中の分析物を測定するための方法であって、（ストレプト）アビジン／ビ
オチン結合対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を、標識と結合するために使用され、試
料に、（ａ）本明細書で報告される通りの抗体、（ｂ）ビオチン化分析物特異的結合剤、
（ｃ）標識と結合している（ストレプト）アビジンを添加するステップと、続いて、分析
物、ビオチン化分析物特異的結合剤および標識化されたストレプトアビジンを含む複合体
を分離するステップと、分析物と結合している標識の量を決定するステップとを含む、方
法が報告される。
【００３４】
　さらに、試料中の分析物を測定するための方法であって、（ストレプト）アビジン／ビ
オチン対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を、（ストレプト）アビジンでコーティング
された固相または標識化された（ストレプト）アビジンと結合するために使用される方法
における、本明細書で報告される通りの抗体の使用が報告される。
【００３５】
　さらに、少なくとも、（ａ）本明細書で開示した通りの抗体、（ｂ）ビオチン化分析物
特異的結合剤、および（ｃ）（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相または標
識化された（ストレプト）アビジンを含む、イムノアッセイ試験キットが報告される。
【００３６】
　さらに、式Ｉ
【００３７】
【化５】

【００３８】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、
ここで、Ｍは、少なくとも３０アミノ酸のポリペプチドであり、好ましくは、キーホール
リンペットヘモシアニンであり、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり、
Ｂは、
【００３９】
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【化６】

【００４０】
であり、ここで、Ｍは、少なくとも３０アミノ酸のポリペプチドであり、好ましくは、キ
ーホールリンペットヘモシアニンであり、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸ
の隣接するＣＨ２基と共有結合させるリンカーである］
に従う免疫原が報告される。
【００４１】
　さらに、本明細書で開示した通りの抗体を産生するための方法であって、（ａ）実験動
物を、本明細書で開示した通りの免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合する抗体
のＢ細胞による産生を誘導するステップと、（ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によって産生
された免疫原と結合するモノクローナル抗体を、ハイブリドーマ技術を介してまたはＢ細
胞ＰＣＲ技術によってのいずれかで取得するステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）の抗体を
、ビオチンとの結合に関してさらに選択し、それにより、本明細書で開示した通りの抗体
を取得するステップとを含む、方法が報告される。
【００４２】
　さらに、本明細書で開示した通りの抗体を産生するための方法であって、ａ）実験動物
を、本明細書で開示した通りの免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合する抗体の
Ｂ細胞による産生を誘導するステップと、ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によって産生され
た免疫原と結合するモノクローナル抗体を、ハイブリドーマ技術を介してまたはＢ細胞Ｐ
ＣＲ技術によってのいずれかで取得するステップと、ｃ）ステップ（ｂ）の抗体を、ビオ
チンとの結合に関して選択するステップと、ｄ）式ＩＩ
【００４３】

【化７】

【００４４】
の化合物と結合しない抗体を選択し、それにより、本明細書で開示した通りの抗体を取得
するステップとを含む、方法が報告される。
【発明を実施するための形態】
【００４５】
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　一実施形態において、本発明は、ビオチンとも結合することを特徴とする、式Ｉ
【００４６】
【化８】

【００４７】
［式中、
Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、
Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここで、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－
Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（ここで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋ
は、１から３０までの整数である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）

ｔ（ここで、ｒは、１から５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは
、１から５までの整数である）からなる群から選択され、
Ｒは、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、アジド基、マレイミド基およびＺからなる群
から選択され、
ここで、Ｚは、ＡまたはＢであり、
ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテン
および（ｉｉ）ポリペプチドから選択され、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり
、
Ｂは、
【００４８】
【化９】

【００４９】
であり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）ポリペ
プチドから選択され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基
と共有結合させるリンカーである］
の化合物と特異的に結合するモノクローナル抗体に関する。
【００５０】
　驚くべきことに（Ｓｕｒｐｒｓｉｎｇｌｙ）、式Ｉの構造（さらに以下でより詳細に記
述される）およびビオチン両方と結合するモノクローナル抗体は、さらに以下でもより詳
細に例証される、本明細書で開示される材料および方法に基づいて確実に生成され得るこ
とが分かった。
【００５１】
　本開示の目的のために、本明細書で言及されるすべての態様および実施形態において、
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用語「（ストレプト）アビジン」およびアビジン型タンパク質は、交換可能に使用され得
る。アビジン型タンパク質は、概して、テトラヒドロチオフェン環と縮合したウレイド環
によって表されるビオチンのヘテロ環式構造と特異的に結合することができる少なくとも
１つの結合ポケットを持つタンパク質として理解される。この特性のおかげで、アビジン
型タンパク質は、ビオチン化標的分子と結合することができ、ここで、ビオチンは、ビオ
チンの吉草酸側鎖のカルボキシル官能基の炭素原子を介して分子と共有結合している。ア
ビジン型タンパク質のいくつかの実施形態が当技術分野で公知である。より具体的には、
アビジン型タンパク質は、アビジン、ニュートラアビジン、ストレプトアビジン、ブラダ
ビジン、トラプタビジン（ｔｒａｐｔａｖｉｄｉｎ）、それらのビオチン結合変異体、そ
れらの混合物、それらの単量体、二量体、三量体、四量体または多量体、それらのコンジ
ュゲート形態、および目的の慣例的にビオチン化された分子と結合している抗体を含む群
から選択され得る。それらの自然発生形態では、若干数のアビジン型タンパク質（とりわ
け抗体ではないもの）、具体的にはアビジンおよびストレプトアビジンは、ホモ四量体で
ある、すなわち、それらは４つの同一サブユニットからなることが公知である。単量体の
アビジン型タンパク質の変異体の実施形態において、自然発生形態は、ジ、トリまたはテ
トラオリゴマーであってよく、各単量体は、ビオチン結合ポケットを有する。ある実施形
態において、アビジン型タンパク質は、単量体、ホモ二量体、ホモ三量体およびホモ四量
体から選択される。
【００５２】
　また、より具体的には、アビジン型タンパク質は、テトラヒドロチオフェン環と縮合し
たウレイド環によって表されるビオチンのヘテロ環式構造と特異的に結合することができ
る抗原結合ポケットを持つ抗体であることができる。この特性を持つ抗体の例は、先行技
術において公知であり、上記で引用されている。さらに一層具体的な実施形態において、
アビジン型タンパク質は、図３Ａにおける構造のビオチン部分と特異的に結合する場合、
同定され得る。さらに一層具体的な実施形態において、アビジン型タンパク質は、図２Ｋ
における構造と特異的に結合しない。さらに一層具体的な実施形態において、アビジン型
タンパク質は、図２Ｌにおける構造と特異的に結合しない。さらに一層具体的な実施形態
において、アビジン型タンパク質は、図３Ｂにおける構造と特異的に結合しない。
【００５３】
　一実施形態において、本開示に従う（ストレプト）アビジンは、アビジン、ニュートラ
アビジン、ストレプトアビジン、ブラダビジン、トラプタビジン、それらのビオチン結合
変異体およびそれらの混合物を含む群から選択される。
【００５４】
　本開示において「（ストレプト）アビジン」またはアビジン型タンパク質に言及する場
合、これらの用語は、そのあらゆる変異体を等しく組み込み、ただし、変異体は、テトラ
ヒドロチオフェン環と縮合したウレイド環によって表されるビオチンのヘテロ環式構造と
特異的に結合することができる少なくとも１つの結合ポケットと、ビオチンを非共有結合
的に結合することができることが理解される。この点において、変異体は、少なくとも１
つの結合ポケットを形成するアミノ酸が、検討中の元のアビジン型タンパク質のアミノ酸
配列と類似の静電および立体化学的（ｓｔｅｒｏｃｈｅｍｉｃａｌ）属性を付帯するとい
う点で「機能的に同等のポリペプチド」であり、ここで、変異体は、１つもしくは複数の
保存的アミノ酸置換、アナログアミノ酸置換ならびに／または結合ポケットのアミノ酸の
機能に有意に影響を及ぼすことも変更することもないアミノ酸の欠失および／もしくは付
加を含む。「機能的に同等の」は、それぞれの参照アミノ酸配列に関して相同アミノ酸配
列も含む。
【００５５】
　「保存的置換」は、アミノ酸および核酸配列の両方に当てはまる。特定の核酸配列に関
しては、「保存的に置換された」は、同一のもしくは本質的に同一のアミノ酸配列をコー
ドする核酸、または核酸がアミノ酸配列をコードしない場合、本質的に同一の配列を指す
。遺伝子コードの縮退により、多数の機能的に同一の核酸が、任意の所与のタンパク質を
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コードする。例えば、コドンＧＣＡ、ＧＣＣ、ＧＣＧおよびＧＣＵは、すべてアミノ酸ア
ラニンをコードする。故に、アラニンがコドンによって指定されるあらゆる場所において
、コドンは、コードされたポリペプチドを変更することなく、記述された対応するコドン
のいずれかに変更され得る。そのような核酸変異は、「サイレント変異」であり、これは
、保存的に修飾された変異の一種である。ポリペプチドをコードする本明細書におけるあ
らゆる核酸配列は、核酸のあらゆる可能なサイレント変異も記述する。当業者ならば、核
酸中の各コドン（通常はメチオニンのためだけのコドンであるＡＵＧおよび通常はトリプ
トファンのためだけのコドンであるＴＧＧを除く）が修飾されて、機能的に同一の分子を
産出できることを認識するであろう。したがって、ポリペプチドをコードする核酸の各サ
イレント変異は、各記述された配列において暗黙である。
【００５６】
　アミノ酸配列については、当業者ならば、ペプチド、ポリペプチドまたはタンパク質配
列における、アミノ酸配列中の単一アミノ酸またはアミノ酸の小さいパーセンテージを変
更する個々の置換は、変更が化学的に類似のアミノ酸によるアミノ酸の置換をもたらす「
保存的置換」であることを認識するであろう。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的
置換表は、当業者に公知である。機能的に類似のアミノ酸を提供する保存的置換表は、当
業者に公知である。下記の８つの基は、互いに保存的置換であるアミノ酸をそれぞれ含有
する。
【００５７】
　用語「保存的アミノ酸置換」は、置換されたアミノ酸が、参照配列中の対応するアミノ
酸と類似の構造的または化学的特性を有する、すべての置換を指す。例として、保存的ア
ミノ酸置換は、１つの脂肪族または疎水性アミノ酸、例えば、アラニン、バリン、ロイシ
ン、イソロイシン、メチオニン、フェニルアラニンまたはトリプトファンの、別のものに
よる置換；１つのヒドロキシル含有アミノ酸、例えば、セリンおよびスレオニンの、別の
ものによる置換；１つの酸性残基、例えば、グルタミン酸またはアスパラギン酸の、別の
ものによる置換；１つのアミド含有残基、例えば、アスパラギンおよびグルタミンの、別
のものによる置き換え；１つの芳香族残基、例えば、フェニルアラニンおよびチロシンの
、別のものによる置き換え；１つの塩基性残基、例えば、リジン、アルギニンおよびヒス
チジンの、別のものによる置き換え；ならびに、１つの小さなアミノ酸、例えば、アラニ
ン、セリン、スレオニンおよびグリシンの、別のものによる置き換えを伴う。
【００５８】
　本明細書で使用される場合、アミノ酸配列に関して「欠失」および「付加」は、１つま
たは複数のアミノ酸の、欠失、またはアミノ末端、カルボキシ末端、アミノ酸配列の内部
もしくはそれらの組合せへの付加を意味し、例えば、付加は、本出願の抗体対象の１つへ
のものであることができる。
【００５９】
　本明細書で使用される場合、「相同配列」は、対応する参照配列と、少なくとも７０％
、少なくとも８０％、少なくとも９０％、少なくとも９５％、または少なくとも９９％相
同であるアミノ酸配列を有する。少なくとも９０％同一である配列は、参照配列の１０ア
ミノ酸当たり、１つを超えない変更、すなわち、欠失、付加または置換の任意の組合せを
有する。相同性パーセントは、変異体のアミノ酸配列を、参照配列と、例えば、ＤＮＡ　
ＳＴＡＲ（商標）プログラムにおけるＭＥＧＡＬＩＧＮ（商標）プロジェクトを使用して
比較することによって決定される。
【００６０】
　用語「同一の」または「同一性」パーセントは、２つ以上の核酸またはポリペプチド配
列の文脈において、同じである２つ以上の配列またはサブ配列を指す。配列は、下記の配
列比較アルゴリズム（または当業者に利用可能である他のアルゴリズム）の１つを使用し
てまたは手動アライメントおよび視覚的検査によって測定される通り、比較され、比較ウ
ィンドウ上の最大対応または指定された領域に合わせて整列された場合に、同じであるア
ミノ酸残基またはヌクレオチドのパーセンテージ（すなわち、特定された領域上で約６０
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％の同一性、約６５％、約７０％、約７５％、約８０％、約８５％、約９０％、または約
９５％の同一性）を有するならば、「実質的に同一」である。この定義は、試験配列の相
補体も指す。同一性は、長さが少なくとも約５０アミノ酸またはヌクレオチドである領域
上に、あるいは長さが７５～１００アミノ酸もしくはヌクレオチドであるまたはポリヌク
レオチドもしくはポリペプチドの配列全体にわたって特定されていない領域上に、存在す
ることができる。ヒト以外の種由来の相同体を含む、本開示のポリペプチドをコードする
ポリヌクレオチドは、ライブラリーを、ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件
下、本開示のポリヌクレオチド配列またはそのフラグメントを有する標識化されたプロー
ブでスクリーニングするステップと、前記ポリヌクレオチド配列を含有する完全長ｃＤＮ
Ａおよびゲノムクローンを単離するステップとを含むプロセスによって、取得され得る。
そのようなハイブリダイゼーション技法は、当業者に周知である。
【００６１】
　配列比較では、典型的には、１つの配列が参照配列として作用し、これと試験配列が比
較される。配列比較アルゴリズムを使用する場合、試験および参照配列がコンピューター
に入力され、必要ならばサブ配列座標が指定され、配列アルゴリズムプログラムパラメー
ターが指定される。デフォルトプログラムパラメーターが使用され得るか、または代替パ
ラメーターが指定され得る。次いで、配列比較アルゴリズムは、プログラムパラメーター
に基づき、参照配列と比べた試験配列についての配列同一性パーセントを計算する。
【００６２】
　本開示の目的のために、用語「ビオチン」または「遊離ビオチン」は、交換可能に使用
され、自然発生化合物、すなわちＤ（＋）－ビオチンを表示することが理解される。
　ビオチン（Ｄ（＋）－ビオチン；Ｃ１０Ｈ１６Ｎ２Ｏ３Ｓ；ＭＷ＝２４４．３１ｇ／ｍ
ｏｌ；ＩＵＰＡＣ名：５－［（３ａＳ，４Ｓ，６ａＲ）－２－オキソ－１，３，３ａ，４
，６，６ａ－ヘキサヒドロチエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－４－イル］ペンタン酸）
、ＣＡＳ登録番号５８－８５－５は、テトラヒドロチオフェン環と縮合したウレイド環、
およびテトラヒドロチオフェン環の炭素原子の１つに結合された吉草酸置換基を含む。ビ
オチンの基本構造は古くから公知であり、例えば、Ｍｅｌｖｉｌｌｅ　Ｄ．Ｂ．ら（Ｊ．
Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．１４６（１９４２）４８７～４９２）によって報告された。ビオチ
ンは、３つの連続キラル炭素原子を有し、したがって、４つのジアステレオマーラセミ形
態が可能である。ジアステレオマーラセミ形態のうち、Ｄ（＋）－ビオチンのみが自然に
発生し、一方、他の異性体は合成起源のものである。生物学的に活性な形態は、図１Ａお
よび図１Ｂに示されている（３ａＳ，４Ｓ，６ａＲ）配置である。
【００６３】
　Ｍａｒｑｕｅｔ　Ａ．（Ｐｕｒｅ＆Ａｐｐｌ．Ｃｈｅｍ．４９（１９７７）１８３～１
９６）によれば、Ｄ（＋）－ビオチンの結晶構造において、ウレイド環は平面であるのに
対し、チオファン環は、図１Ｂに示されている通り、エンベロープ立体配座を有する。吉
草酸側鎖は完全に伸長されておらず、ねじれており、側鎖のＣ６原子とウレイド環のＮ’

３原子との間には相互作用があり、報告されているところでは、この相互作用は、ビオチ
ンの反応性に対して影響を有する。チオファン環のエンベロープ立体配座は、Ｇｌａｓｅ
ｌ　Ｊ．Ａ．（Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　５（１９６６）１８５１～１８５５）によっ
てならびにＬｅｔｔ　Ｒ．およびＭａｒｑｕｅｔ　Ａ．／Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　３０
（１９７４）３３６５～３３７７）によって報告されたＮＭＲ研究によって示される通り
、溶液中でも報告された。
【００６４】
　用語「ビオチン部分」は、例えば任意の種類のビオチン化または化学カップリングによ
って取得されるような、分子のビオチン関連部またはビオチン由来部を指すために使用さ
れる。
【００６５】
　吉草酸側鎖のカルボキシル官能基の炭素原子を介する目的の分子上の適切な化学基との
ビオチンの結合は、「ビオチン化」または「慣例的なビオチン化」と称される。したがっ
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て、目的の「ビオチン化」分子のビオチン残基は、外向きの環構造（すなわち、テトラヒ
ドロチオフェン環と縮合したウレイド環）を有し、一方、ビオチン残基の線形部分は、ビ
オチン化分子の表面に向かって内向きである。外向きの環構造は、アビジン型タンパク質
によって結合され得る。故に、重要なことに、ビオチンのヘテロ環式「頭部」構造は、ア
ビジン型タンパク質による特異的結合のために露出される必要がある。
【００６６】
　用語「（ストレプト）アビジン／ビオチン結合対」は、当業者に完全に公知である。こ
れは、一方でビオチン（ビオチン化分子のビオチン部分を含む）および他方で（ストレプ
ト）アビジンが、この結合対の２つのメンバーを表すという事実を指摘する。上述した通
り、この結合対は、非共有相互作用で公知の最も高い結合親和性の１つを有するという点
で傑出している。
【００６７】
　冠詞「ａ」および「ａｎ」は、本明細書において、冠詞の文法的目的語の１つまたは１
つより多く（すなわち、少なくとも１つ）を指すために使用される。例として、「抗体」
は、１つの抗体または１つを超える抗体を意味する。
【００６８】
　用語「抗体」は、全抗体および抗体フラグメントを含むがこれらに限定されない、種々
の形態の抗体構造を包含する。本発明に従う抗体は、好ましくは、本発明に従う特徴的な
特性が保持される限り、ヤギ、ヒツジ、マウス、ウサギもしくはラット抗体、キメラ抗体
、またはさらに遺伝子操作された抗体である。
【００６９】
　「抗体フラグメント」は、完全長抗体の一部、好ましくはその可変ドメイン、または少
なくともその抗原結合部位を含む。抗体フラグメントの例は、二重特異性抗体、一本鎖抗
体分子、および抗体フラグメントから形成された多重特異性抗体を含む。ｓｃＦｖ抗体は
、例えば、Ｈｕｓｔｏｎ，Ｊ．Ｓ．、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌ．２０３（
１９９１）４６～８８において記述されている。加えて、抗体フラグメントは、ＶＨドメ
インの、すなわちＶＬドメインと一緒に集合することができる、またはＩＧＦ－１と結合
するＶＬドメインの、すなわちＶＨドメインと一緒に集合して機能的抗原結合部位となり
、それにより、本発明に従う抗体の特性を提供することができる特徴を有する一本鎖ポリ
ペプチドを含む。
【００７０】
　用語「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物」は、本明細書で使用
される場合、単一アミノ酸組成物の抗体分子の調製物を指す。
　用語「特異的結合剤」は、目的の分析物と特異的に結合するかまたはそれによって特異
的に結合されるかのいずれかができる、ある作用物質が使用されることを指示するために
使用される。イムノアッセイのための多くの異なるアッセイ設定が当技術分野において公
知である。特異的アッセイ設定次第で、種々のビオチン化特異的結合剤が使用され得る。
一実施形態において、ビオチン化特異的結合剤は、ビオチン化分析物特異的結合剤、固相
と結合したビオチン化分析物、および固相と結合したビオチン化抗原からなる群から選択
される。
【００７１】
　用語「分析物特異的結合剤」は、目的の分析物と特異的に結合する分子を指す。本開示
の意味における分析物特異的結合剤は、典型的には、分析物との結合または結合すること
ができる捕捉分子（他の用語　目的の分析物；標的分子）を含む。一実施形態において、
分析物特異的結合剤は、その対応する標的分子、すなわち分析物に対して少なくとも１０
７ｌ／ｍｏｌの親和性を有する。分析物特異的結合剤は、他の実施形態において、その標
的分子に対して１０８ｌ／ｍｏｌのまたはさらには１０９ｌ／ｍｏｌの親和性を有する。
当業者には分かるであろう通り、特異的という用語は、試料中に存在する他の生体分子が
、分析物に対して特異的な結合剤と有意に結合しないことを指示するために使用される。
一部の実施形態において、標的分子以外の生体分子との結合のレベルは、標的分子の親和
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性の１０％のみ、より好ましくは５％のみまたはそれ以下である結合親和性をもたらす。
一実施形態において、分析物以外の分子との結合親和性は、測定不可能である。一実施形
態において、分析物特異的結合剤は、親和性についておよび特異性についての上記の最低
基準を両方満たすことになる。
【００７２】
　用語「分析物特異的結合」は、抗体の文脈において使用される場合、抗体と分析物上の
その標的エピトープとの免疫特異的相互作用、すなわち、抗体と分析物上のエピトープと
の結合を指す。分析物上のそのエピトープを介する抗体の分析物特異的結合の概念は、当
業者には完全に明らかである。
【００７３】
　用語「ポリペプチド」、「ペプチド」および「タンパク質」は、アミノ酸残基のポリマ
ーを指す。該用語は、自然発生アミノ酸ポリマー、および１つまたは複数のアミノ酸残基
が非自然コードアミノ酸であるアミノ酸ポリマーに当てはまる。本明細書で使用される場
合、該用語は、アミノ酸残基が共有ペプチド結合によって連結されたアミノ酸鎖を包含す
る。ポリペプチド、ペプチドおよびタンパク質は、標準的な配列表記を使用して書かれ、
窒素末端が左側に、およびカルボキシ末端が右側にある。標準的な一文字表記は、次の通
りに使用されてきた：Ａ－アラニン、Ｃ－システイン、Ｄ－アスパラギン酸、Ｅ－グルタ
ミン酸、Ｆ－フェニルアラニン、Ｇ－グリシン、Ｈ－ヒスチジン、Ｓ－イソロイシン、Ｋ
－リジン、Ｌ－ロイシン、Ｍ－メチオニン、Ｎ－アスパラギン、Ｐ－プロリン、Ｑ－グル
タミン、Ｒ－アルギニン、Ｓ－セリン、Ｔ－スレオニン、Ｖ－バリン、Ｗ－トリプトファ
ン、Ｙ－チロシン。用語「ペプチド」は、本明細書で使用される場合、最大５アミノ酸の
長さを有するアミノ酸のポリマーを指す。用語「ポリペプチド」は、本明細書で使用され
る場合、６以上のアミノ酸の長さを有するアミノ酸のポリマーを指す。用語「タンパク質
」は、ポリペプチド鎖、またはグリコシル化、リン酸化、アセチル化もしくは他の翻訳後
修飾等のさらなる修飾を持つポリペプチド鎖のいずれかを意味する。
【００７４】
　「ハプテン」は、抗体の形成等の免疫応答を直接誘導しない小分子（例えば、殺虫剤、
殺真菌剤、薬物、ホルモン、毒素、合成ペプチド等）である。抗原性巨大分子等の免疫原
性担体で抗体をコンジュゲートすることによって、それらをハプテンに対して高めるため
の技術が確立されてきた。本開示の目的のために、ハプテンは、タンパク質等の免疫原性
担体でコンジュゲートされるまでおよびコンジュゲートされない限り、免疫応答を誘発し
ない、低分子量分子である、具体的には１０，０００Ｄａ以下の分子量を有すると理解さ
れる。抗体が形成されると、これはハプテンと結合することができる。このようにして生
成された抗体は、多くの分野において、具体的には免疫診断キットまたはバイオセンサー
の開発において、有用である。故に、用語「ハプテン」は、少なくとも３０アミノ酸のポ
リペプチド等の免疫原性担体に結合された場合のみ免疫応答を誘発することができる、１
０，０００Ｄａ以下の小分子を表示する。この意味で、およびある実施形態において、ハ
プテンは、それ自体は抗体形成を促進することができないが、少なくとも３０アミノ酸の
タンパク質とコンジュゲートされるとそうすることができる、不完全な抗原である。例示
的なハプテンは、アニリン、ｏ－、ｍ－およびｐ－アミノ安息香酸、キノン、ヒスタミン
－スクシニル－グリシン（ＨＳＧ）、ヒドララジン、ハロタン、インジウム－ＤＴＰＡ、
フルオレセイン、ジゴキシゲニン、テオフィリン、ブロモデオキシウリジン、ステロイド
化合物ならびにジニトロフェノールである。具体的な実施形態において、ハプテンは、ビ
オチンではなく、ビオチン部分を含有しない。１つの具体的な実施形態において、ハプテ
ンは、ジゴキシゲニンまたはテオフィリンまたはフルオレセインまたはブロモデオキシウ
リジンである。式Ｉに従う化合物の開示の文脈におけるハプテン、化合物の部分としての
ハプテンは、化合物の残り部分と共有結合的にカップリングされているものとして理解さ
れ、ここで、ハプテン部分（すなわち、１０，０００Ｄａ以下の化学構造）は、少なくと
も３０アミノ酸のポリペプチド等の免疫原性担体に結合される場合のみ、免疫応答を誘発
することができる。
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【００７５】
　「単離された」抗体は、その自然環境の成分から同定され、分離および／または回収さ
れたものである。その自然環境の汚染成分は、抗体の研究、免疫または治療的使用に干渉
するであろう材料であり、酵素、ホルモン、および他のタンパク質性または非タンパク質
性溶質を含んでよい。一部の実施形態において、抗体は、還元または非還元条件下、例え
ば、クマシーブルーまたは銀染色を使用して、ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって決定された際に
、抗体の９５重量％を超えるまで、および一部の実施形態において、９９％を超えるまで
、精製される。
【００７６】
　免疫グロブリンＧクラスの抗体は、通常、２つの同一の軽（Ｌ）鎖および２つの同一の
重（Ｈ）鎖で構成される、約１５０，０００ダルトンのヘテロ四量体糖タンパク質である
。各軽鎖は、１つの共有ジスルフィド結合によって重鎖に連結されているのに対し、ジス
ルフィド連結の数は、異なる免疫グロブリンアイソタイプの重鎖間で変動する。各重およ
び軽鎖は、規則的間隔の鎖間ジスルフィド架橋も有する。各重鎖は、一端に、可変ドメイ
ン（ＶＨ）、続いて、若干数の定常ドメインを有する。各軽鎖は、一端に可変ドメイン（
ＶＬ）を、およびその他端に定常ドメインを有し、軽鎖の定常ドメインは、重鎖の第一の
定常ドメインと整列され、軽鎖可変ドメインは、重鎖の可変ドメインと整列される。特定
のアミノ酸残基は、軽鎖および重鎖可変ドメインの間にインターフェースを形成すると考
えられる。
【００７７】
　抗体の「可変領域」または「可変ドメイン」は、抗体の重または軽鎖のアミノ末端ドメ
インを指す。重鎖の可変ドメインは、「ＶＨ」と称されてよい。軽鎖の可変ドメインは、
「ＶＬ」と称されてよい。これらのドメインは、概して、抗体の最可変部であり、抗原結
合部位を含有する。
【００７８】
　用語「可変」は、可変ドメインのある特定の部分は抗体間で配列が大幅に異なり、その
特定の抗原のための各特定の抗体の結合および特異性において使用されるという事実を指
す。しかしながら、可変性は、抗体の可変ドメイン全体に均等に分布しているわけではな
い。これは、軽鎖および重鎖可変ドメインの両方において高度可変領域（ＨＶＲ）と呼ば
れる３つのセグメントに集中している。可変ドメインのより高度に保存された部分は、フ
レームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる。天然重および軽鎖の可変ドメインは、それぞれ、
ベータシート配置を主に採用し、ループ接続を形成する３つのＨＶＲによって接続され、
一部の事例において、ベータシート構造の一部を形成する、４つのＦＲ領域を含む。各鎖
中のＨＶＲは、ＦＲ領域により近接して一緒に結びついており、他の鎖由来のＨＶＲは、
抗体の抗原結合部位の形成に寄与する（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒ
ｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｎａｔ
ｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ、ＭＤ（１９
９１）を参照）。定常ドメインは、抗体と抗原との結合に直接関与しないが、抗体依存性
細胞毒性への抗体の関わり等、種々のエフェクター機能を呈する。
【００７９】
　任意の脊椎動物種由来の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」は、それらの定常ドメイン
のアミノ酸配列に基づき、カッパ（κ）およびラムダ（λ）と呼ばれる２つの明らかに区
別できる型の１つに割り当てられることができる。
【００８０】
　本発明に従う方法において使用される抗体は、任意の動物起源由来のものであってよい
。一実施形態において、抗体は、ヒト、ネズミ（例えば、マウスおよびラット）、ロバ、
サル、ウサギ、ヤギ、モルモット、ラクダ、ウマまたはニワトリ抗体である。
【００８１】
　それらの重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、抗体（免疫グロブリン）は、異
なるクラスに割り当てられることができる。ヒト免疫グロブリンの５つの主要なクラス：
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ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭがあり、これらのうちのいくつかは、サブ
クラス（アイソタイプ）、例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、ＩｇＡ１

およびＩｇＡ２にさらに分割されてよい。異なるクラスの免疫グロブリンに対応する重鎖
定常ドメインは、それぞれ、α、δ、ε、γおよびμと呼ばれる。異なるクラスの免疫グ
ロブリンのサブユニット構造および三次元配置は、周知であり、概して、例えば、Ａｂｂ
ａｓら、Ｃｅｌｌｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、第４版（Ｗ．Ｂ．
Ｓａｕｎｄｅｒｓ，Ｃｏ．、２０００）において記述されている。抗体は、抗体と１つま
たは複数の他のタンパク質またはペプチドとの共有または非共有会合によって形成された
、より大きい融合分子の一部であってよい。
【００８２】
　用語「完全長抗体」、「無傷の抗体」および「全抗体」は、以下で定義される通りの抗
体フラグメントではなくその実質的に無傷の形態の抗体を指すために、本明細書において
交換可能に使用される。該用語は、特に、Ｆｃ領域を含有する重鎖を持つ抗体を指す。
【００８３】
　「抗体フラグメント」は、好ましくはその抗原結合領域を含む、無傷の抗体の一部を含
む。抗体フラグメントの例は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２およびＦｖフラグメン
ト；一本鎖抗体分子；ｓｃＦｖ、ｓｃ（Ｆｖ）２；二重特異性抗体；ならびに抗体フラグ
メントから形成された多重特異性抗体を含む。
【００８４】
　抗体のパパイン消化は、それぞれが単一抗原結合部位を持つ「Ｆａｂ」フラグメント、
およびその名称が容易に結晶化するその能力を反映している残留「Ｆｃ」フラグメントと
呼ばれる、２つの同一の抗原結合フラグメントを産生する。ペプシン処理は、２つの抗原
組合せ部位を有し、依然として抗原を架橋することができる、Ｆ（ａｂ’）２フラグメン
トを産出する。
【００８５】
　Ｆａｂフラグメントは、重および軽鎖可変ドメインを含有し、かつ軽鎖の定常ドメイン
および重鎖の第一の定常ドメイン（ＣＨ１）も含有する。Ｆａｂ’フラグメントは、抗体
ヒンジ領域由来の１つまたは複数のシステインを含む重鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末
端における少数の残基の付加により、Ｆａｂフラグメントとは異なる。Ｆａｂ’－ＳＨは
、定常ドメインのシステイン残基が遊離チオール基を付帯するＦａｂ’についての本明細
書における指定である。Ｆ（ａｂ’）２抗体フラグメントは、当初、それらの間にヒンジ
システインを有するＦａｂ’フラグメントの対として産生された。抗体フラグメントの他
の化学カップリングも公知である。
【００８６】
　「Ｆｖ」は、完全抗原結合部位を含有する最小抗体フラグメントである。一実施形態に
おいて、二本鎖Ｆｖ種は、緊密に非共有会合した１つの重および１つの軽鎖可変ドメイン
の二量体からなる。一本鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）種において、１つの重および１つの軽鎖可変
ドメインは、フレキシブルペプチドリンカーによって共有結合的に連結されることができ
、そのため、軽および重鎖は、二本鎖Ｆｖ種（ｓｃ（Ｆｖ）２）におけるものと同様の「
二量体の」構造で会合することができる。各可変ドメインの３つのＨＶＲがＶＨ－ＶＬ二
量体の表面上の抗原結合部位を定義するように相互作用するのは、この配置においてであ
る。集合的に、６つのＨＶＲは、抗体に抗原結合特異性を付与する。しかしながら、単一
可変ドメイン（または抗原に対して特異的な３つのＨＶＲのみを含むＦｖの半分）であっ
ても、抗原を認識し結合する能力を有するが、結合部位全体よりも低い親和性である。
【００８７】
　本開示は、ここで開示される通り、遊離ビオチンと特異的に結合することができるモノ
クローナル抗体に由来する、一価Ｆａｂフラグメントおよび一本鎖Ｆｖを含む。自然発生
抗体形態と比較して、一価の種は、それらのより小さい分子量のおかげで、水溶液中によ
り速く拡散することができる。別の態様は、好適な条件下、特にｓｃＦｖ抗体が、原核生
物発現系において組み換え技術により産生され得ることである。
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【００８８】
　用語「二重特異性抗体」は、２つの抗原結合部位を持つ抗体フラグメントを指し、この
フラグメントは、同じポリペプチド鎖（ＶＨ－ＶＬ）中の軽鎖可変ドメイン（ＶＬ）と接
続されている重鎖可変ドメイン（ＶＨ）を含む。同じ鎖上の２つのドメイン間での対合を
可能にするには短すぎるリンカーを使用することにより、ドメインは、別の鎖の相補的ド
メインと対合するように強いられ、２つの抗原結合部位を作成する。二重特異性抗体は、
二価または二重特異性であってよい。二重特異性抗体は、例えば、ＥＰ４０４０９７；Ｗ
Ｏ１９９３／０１１６１；Ｈｕｄｓｏｎら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．９：１２９～１３４（２０
０３）；およびＨｏｌｌｉｇｅｒら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９０：６４４４～６４４８（１
９９３）において、より完全に記述されている。三重特異性抗体および四重特異性抗体も
、Ｈｕｄｓｏｎら、Ｎａｔ．Ｍｅｄ．９：１２９～１３４（２００３）において記述され
ている。
【００８９】
　用語「モノクローナル抗体」は、本明細書で使用される場合、実質的に均質な抗体の集
団から取得された抗体を指し、すなわち、その集団を構成する個々の抗体は、少量で存在
し得る可能な突然変異、例えば自然発生突然変異を除き、同一である。故に、修飾語句「
モノクローナル」は、抗体の特徴を、離散的な抗体の混合物ではないとして指示する。あ
る特定の実施形態において、そのようなモノクローナル抗体は、典型的には、標的と結合
するポリペプチド配列を含む抗体を含み、ここで、標的結合ポリペプチド配列は、複数の
ポリペプチド配列からの単一標的結合ポリペプチド配列の選択を含むプロセスによって取
得されたものである。例えば、選択プロセスは、ハイブリドーマクローン、ファージクロ
ーンまたは組み換えＤＮＡクローンのプール等、複数のクローン由来の独自のクローンの
選択であることができる。選択された標的結合配列は、例えば、標的に対する親和性を改
善するように、標的結合配列をヒト化するように、細胞培養中におけるその産生を改善す
るように、インビボでのその免疫原性を低減させるように、多重特異性抗体を作成するよ
うに等、さらに変更され得ること、ならびに、変更された標的結合配列を含む抗体も、本
発明のモノクローナル抗体であることが理解されるべきである。典型的には異なる決定基
（エピトープ）に向けられた異なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、
モノクローナル抗体調製物の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一決定基に向けられる
。それらの特異性に加えて、モノクローナル抗体調製物は、典型的には他の免疫グロブリ
ンによって汚染されていないという点で、有利である。
【００９０】
　修飾語句「モノクローナル」は、抗体の特徴を、抗体の実質的に均質な集団から取得さ
れるとして指示し、任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするとして解釈されるべ
きではない。例えば、本発明に従って使用されるモノクローナル抗体は、例えば、ハイブ
リドーマ法（例えば、ＫｏｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ．、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：
４９５～９７（１９７５）；Ｈｏｎｇｏら、Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ、１４（３）：２５３～
２６０（１９９５）、Ｈａｒｌｏｗら、Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐ
ｒｅｓｓ、第２版、１９８８）；Ｈａｅｍｍｅｒｌｉｎｇら、Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａ
ｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｔ－Ｃｅｌｌ　Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ　５６３～６８１（
Ｅｌｓｅｖｉｅｒ、Ｎ．Ｙ．、１９８１））、組み換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４
，８１６，５６７号を参照）、ファージディスプレイ技術（例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎら
、Ｎａｔｕｒｅ、３５２：６２４～６２８（１９９１）；Ｍａｒｋｓら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂ
ｉｏｌ．２２２：５８１～５９７（１９９２）；Ｓｉｄｈｕら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．
３３８（２）：２９９～３１０（２００４）；Ｌｅｅら、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．３４０
（５）：１０７３～１０９３（２００４）；Ｆｅｌｌｏｕｓｅ、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　１０
１（３４）：１２４６７～１２４７２（２００４）；ならびにＬｅｅら、Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２８４（１－２）：１１９～１３２（２００４）を参照）、およ
びヒト免疫グロブリン配列をコードするヒト免疫グロブリン遺伝子座または遺伝子の一部
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またはすべてを有する動物においてヒトまたはヒト様抗体を産生するための技術（例えば
、ＷＯ１９９８／２４８９３；ＷＯ１９９６／３４０９６；ＷＯ１９９６／３３７３５；
ＷＯ１９９１／１０７４１；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　９０：２５５
１（１９９３）；Ｊａｋｏｂｏｖｉｔｓら、Ｎａｔｕｒｅ　３６２：２５５～２５８（１
９９３）；Ｂｒｕｇｇｅｍａｎｎら、Ｙｅａｒ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．７：３３（１９
９３）；米国特許第５，５４５，８０７号；同第５，５４５，８０６号；同第５，５６９
，８２５号；同第５，６２５，１２６号；同第５，６３３，４２５号；および同第５，６
６１，０１６号；Ｍａｒｋｓら、Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：７７９～７８３
（１９９２）；Ｌｏｎｂｅｒｇら、Ｎａｔｕｒｅ　３６８：８５６～８５９（１９９４）
；Ｍｏｒｒｉｓｏｎ、Ｎａｔｕｒｅ　３６８：８１２～８１３（１９９４）；Ｆｉｓｈｗ
ｉｌｄら、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１４：８４５～８５１（１９９６）；
Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．１４：８２６（１９９６）
；ならびにＬｏｎｂｅｒｇおよびＨｕｓｚａｒ、Ｉｎｔｅｒｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ
．１３：６５～９３（１９９５）を参照）を含む、様々な技法によって作製されてよい。
【００９１】
　本明細書におけるモノクローナル抗体は、重および／または軽鎖の一部が、特定の種に
由来するまたは特定の抗体クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列
と一致するかまたは相同であるのに対し、鎖の残りは、別の種に由来するまたは別の抗体
クラスもしくはサブクラスに属する抗体における対応する配列と一致するかまたは相同で
ある、「キメラ」抗体、および、そのような抗体のフラグメントを、それらが所望の生物
活性を呈する限り、具体的に含む（例えば、米国特許第４，８１６，５６７号およびＭｏ
ｒｒｉｓｏｎら、ＰＮＡＳ　ＵＳＡ　８１：６８５１～６８５５（１９８４））。キメラ
抗体は、抗体の抗原結合領域が、例えば、マカクザルを目的の抗原で免疫化することによ
って産生される抗体に由来する、ＰＲＩＭＡＴＩＺＥＤ（登録商標）抗体を含む。
【００９２】
　用語「高度可変領域」、「ＨＶＲ」または「ＨＶ」は、本明細書で使用される場合、配
列中で高度可変であるおよび／または構造的に定義されたループを形成する、抗体可変ド
メインの領域を指す。概して、抗体は、６つのＨＶＲ：ＶＨに３つ（Ｈ１、Ｈ２、Ｈ３）
およびＶＬに３つ（Ｌ１、Ｌ２、Ｌ３）を含む。天然抗体において、Ｈ３およびＬ３は、
６つのＨＶＲのうちで最も多様性を見せ、特にＨ３は、抗体に優れた特異性を付与する上
で独自の役割を果たすと考えられる。例えば、Ｘｕら、Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　１３：３７～
４５（２０００）；ＪｏｈｎｓｏｎおよびＷｕ、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌ
ａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　２４８：１～２５（Ｌｏ編、Ｈｕｍａｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｔｏｔｏ
ｗａ、ＮＪ、２００３）を参照されたい。実際に、重鎖のみからなる自然発生ラクダ科抗
体は、軽鎖の非存在下で機能的かつ安定である。例えば、Ｈａｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒｍ
ａｎら、Ｎａｔｕｒｅ　３６３：４４６～４４８（１９９３）およびＳｈｅｒｉｆｆら、
Ｎａｔｕｒｅ　Ｓｔｒｕｃｔ．Ｂｉｏｌ．３：７３３～７３６（１９９６）を参照された
い。
【００９３】
　様々なＨＶＲの描写が利用されており、それらは本明細書に包含される。Ｋａｂａｔ相
補性決定領域（ＣＤＲ）であるＨＶＲは、配列可変性に基づき、最も一般的に使用される
（Ｋａｂａｔら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｐｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃ
ｅ、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ、Ｂｅｔｈｅｓｄａ
、ＭＤ（１９９１））。Ｃｈｏｔｈｉａは、代わりに構造ループの位置を参照する（Ｃｈ
ｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１９６：９０１～９１７（１９８７
））。ＡｂＭ　ＨＶＲは、Ｋａｂａｔ　ＣＤＲとＣｈｏｔｈｉａ構造ループとの間の妥協
を表し、オックスフォード分子ＡｂＭ抗体モデリングソフトウェアによって使用される。
「接触」ＨＶＲは、利用可能な複合体結晶構造の分析に基づく。これらのＨＶＲのそれぞ
れからの残基が、以下で注記される。



(25) JP 2020-503281 A 2020.1.30

10

20

30

40

50

ループ　　Ｋａｂａｔ　　ＡｂＭ　　Ｃｈｏｔｈｉａ　　接触
Ｌ１　Ｌ２４－Ｌ３４　Ｌ２４－Ｌ３４　Ｌ２６－Ｌ３２　Ｌ３０－Ｌ３６
Ｌ２　Ｌ５０－Ｌ５６　Ｌ５０－Ｌ５６　Ｌ５０－Ｌ５２　Ｌ４６－Ｌ５５
Ｌ３　Ｌ８９－Ｌ９７　Ｌ８９－Ｌ９７　Ｌ９１－Ｌ９６　Ｌ８９－Ｌ９６
Ｈ１　Ｈ３１－Ｈ３５Ｂ　Ｈ２６－Ｈ３５Ｂ　Ｈ２６－Ｈ３２　Ｈ３０－Ｈ３５Ｂ（Ｋａ
ｂａｔ番号付け）
Ｈ１　Ｈ３１－Ｈ３５　Ｈ２６－Ｈ３５　Ｈ２６－Ｈ３２　Ｈ３０－Ｈ３５（Ｃｈｏｔｈ
ｉａ番号付け）
Ｈ２　Ｈ５０－Ｈ６５　Ｈ５０－Ｈ５８　Ｈ５３－Ｈ５５　Ｈ４７－Ｈ５８
Ｈ３　Ｈ９５－Ｈ１０２　Ｈ９５－Ｈ１０２　Ｈ９６－Ｈ１０１　Ｈ９３－Ｈ１０１
　ＨＶＲは、次の通りの「伸長ＨＶＲ」を含んでよい：ＶＬに、２４～３６または２４～
３４（Ｌ１）、４６～５６または５０～５６（Ｌ２）、および８９～９７または８９～９
６（Ｌ３）、ならびにＶＨに、２６～３５（Ｈ１）、５０～６５または４９～６５（Ｈ２
）、および９３～１０２、９４～１０２または９５～１０２（Ｈ３）。可変ドメイン残基
は、これらの伸長ＨＶＲ定義のそれぞれについて、Ｋａｂａｔら、上記に従って番号付け
される。
【００９４】
　表現「Ｋａｂａｔのような可変ドメイン残基番号付け」または「Ｋａｂａｔのようなア
ミノ酸位置番号付け」およびそれらの変化形は、Ｋａｂａｔら、上記における抗体のコン
ピレーションの重鎖可変ドメインまたは軽鎖可変ドメインに使用された番号付けシステム
を指す。この番号付けシステムを使用して、実際の線形アミノ酸配列は、可変ドメインの
ＦＲまたはＨＶＲの短縮またはそれへの挿入に対応する、より少ないまたは追加のアミノ
酸を含有してよい。例えば、重鎖可変ドメインは、Ｈ２の残基５２の後に単一アミノ酸挿
入部（Ｋａｂａｔによれば残基５２ａ）、および重鎖ＦＲ残基８２の後に挿入された残基
（例えば、Ｋａｂａｔによれば残基８２ａ、８２ｂおよび８２ｃ等）を含んでよい。残基
のＫａｂａｔ番号付けは、所与の抗体について、抗体の配列の相同性の領域における「標
準」Ｋａｂａｔ番号付き配列とのアライメントによって決定されてよい。
【００９５】
　用語「実験動物」は、非ヒト動物を表示する。一実施形態において、実験動物は、ラッ
ト、マウス、ハムスター、ウサギ、ラクダ、ラマ、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、雌ウシ
、ニワトリ、両生類、サメおよび爬虫類から選択される。一実施形態において、実験動物
は、ウサギである。
【００９６】
　本開示は、その環構造中のある場所で誘導体化されるビオチンに基づく。Ｃ５原子にお
ける置換基のおかげで、本明細書で報告される通りの式Ｉに従う分子は、（ストレプト）
アビジンの結合ポケットと適合せず、なぜなら、ビオチンのヘテロ環式構造との本質的な
緊密な相互作用が立体障害となるからである。この構造は、式Ｉに従う化合物が免疫原と
して使用されると、目的の慣例的にビオチン化された分子と結合する抗体の形成も防止す
るという仮説が立てられる。本明細書で開示される誘導体化ビオチンの構造は、ビオチン
の「尾部」態様を依然として保存し、そのため、免疫原に含まれる、誘導体化ジアミノビ
オチンは、ビオチンに対する所望のモノクローナル抗体を生成するために適しているかも
しれないという仮説が立てられた。
【００９７】
　事実上、一実施形態において、本発明に従うモノクローナル抗体は、慣例的にビオチン
化された分子、すなわちビオチンにコンジュゲートされた分子と結合せず、ここで、ビオ
チン部分の吉草酸側鎖のカルボキシル官能基の炭素原子は、該分子と共有結合的にカップ
リングされている。具体的な実施形態において、本発明に従う抗体は、図３Ａに図示され
る式ＩＩの化合物と結合しない。
【００９８】
　正しくは、本発明に従うモノクローナル抗体は、式Ｉ［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ



(26) JP 2020-503281 A 2020.1.30

10

20

30

40

50

２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここで、ｎは、１から２０までの整数
である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（ここで、ｐは、２または３であり、
ｍは、２または３であり、ｋは、２または３０である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮ
Ｈ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から５までの整数であり、ｔは、０から５まで
の整数である）からなる群から選択され、Ｒは、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、ア
ジド基、マレイミド基およびＺからなる群から選択され、ここで、Ｚは、ハプテンを含む
］の化合物と結合する。
【００９９】
　具体的な実施形態において、本発明に従うモノクローナル抗体は、図２Ｋに図示される
式ＩＩＩＡ（＝化合物［２９］）、および図２Ｌに図示される式ＩＩＩＢ（＝化合物［３
０］）から選択される化合物の群の化合物と結合する。
【０１００】
　驚くべきことに、本発明に従うモノクローナル抗体は、図３Ｂに図示される式ＩＩＩＣ
の化合物とも結合する。ここでの主な特色として、ビオチンのヘテロ環式部分のＮ’１原
子は、修飾され、置換基を担持する。故に、この基の抗体は、（ｉ）ウレイド環のＮ’１
原子において置換されたビオチンおよび硫黄原子に隣接するチオフェン環のＣ５原子にお
いて置換されたビオチンと、特異的に結合することができるという点で、これらのモノク
ローナル抗体の交差反応性がある（図１Ａを参照）。
【０１０１】
　より具体的な実施形態において、図２Ｋに図示される式ＩＩＩＡ（＝化合物［２９］）
、図２Ｌに図示される式ＩＩＩＢ（＝化合物［３０］）、および図３Ｂに図示される式Ｉ
ＩＩＣから選択される化合物の群の化合物に対するモノクローナル抗体の結合親和性は、
式ＩＩの化合物に対する結合親和性よりも少なくとも５０倍高い。また別のさらに具体的
な実施形態において、式ＩＩＩの化合物に対するモノクローナル抗体の結合親和性は、式
ＩＩの化合物に対する結合親和性よりも、少なくとも５００、少なくとも１，０００、少
なくとも５，０００、少なくとも１０，０００、少なくとも５０，０００および少なくと
も１００，０００倍高い。
【０１０２】
　故に、本明細書で開示した通りのすべての態様の別の具体的な実施形態において、式Ｉ
Ｉの例示的化合物を含むがこれに限定されないビオチン化標的分子上のコンジュゲートさ
れたビオチンに対するモノクローナル抗体の親和性は、遊離ビオチンに対する親和性より
も、少なくとも５０、１００、５００、１，０００、５，０００および少なくとも１０，
０００からなる群から選択される倍率で低い。換言すれば、本発明に従うモノクローナル
抗体は、ビオチン化標的分子上のコンジュゲートされたビオチンに対する親和性よりも、
少なくとも５０、１００、５００、１，０００、５，０００および少なくとも１０，００
０からなる群から選択される倍率で高い、コンジュゲートされていない（遊離）ビオチン
に対する親和性を有する。
【０１０３】
　生化学的および生物学的試料における目的の分析物の検出および定量化のための、多数
の方法およびシステムが開発されてきた。微量の微生物、医薬品、ホルモン、ウイルス、
抗体、核酸および他のタンパク質を測定することができる方法およびシステムは、研究者
および臨床医にとって非常に価値がある。
【０１０４】
　多くのアッセイ方法は、試料から目的の特異的標的分子を捕捉し、標的分子の決定を可
能にするために、分析物特異的結合剤を活用する。他のアッセイにおいて、目的の分析物
は、検出可能に標識化された分析物特異的結合剤による、固相結合分析物および試料中に
おける分析物の競合結合によって検出され得る。血清学的アッセイにおいて、抗原、例え
ば感染性因子に対する抗体は、直接、またはいわゆる二重抗原サンドイッチアッセイにお
いて、検出される。
【０１０５】
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　典型的には、目的の分析物の存在は、分析物特異的結合剤の１つまたは複数に結合され
た観察可能な「標識」の存在または非存在によって指示される。
　今日では、イムノアッセイの圧倒的多数が、何らかの手法で固相を用いる。通常、アッ
セイにおいて使用される特異的結合剤の少なくとも１つは、固相と直接的にまたは間接的
に結合される。（ストレプト）アビジン－ビオチン結合対は、極めて高い結合親和性を特
徴とする。この理由から、（ストレプト）アビジン－ビオチン結合対は、任意の適切なビ
オチン化特異的結合剤と（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相との間接結合
に広く使用される。
【０１０６】
　「サンドイッチアッセイ」は、最も有用かつ一般的に使用されるアッセイである、アッ
セイタイプである。サンドイッチアッセイ技法の若干数のバリエーションが存在し、すべ
て本発明によって包含されることが意図される。簡潔に述べると、典型的なフォワードア
ッセイにおいて、非標識抗体が「固相」上に固定され、試験される試料が結合分子と接触
させられる。この捕捉抗体の固定は、固相への直接吸着によるもの、または間接的に、例
えば特異的結合対を介する、例えば（ストレプト）アビジン－ビオチン結合対を介するも
のであることができる。好適な期間のインキュベーション後、抗体－抗原複合体の形成を
可能にするために十分な期間にわたって、抗原と結合している、検出可能なシグナルを産
生することができるレポーター分子で標識化された、第二の抗体が次いで添加され、イン
キュベートされて、抗体－抗原標識抗体のサンドイッチ複合体の形成に十分な時間をかけ
る。あらゆる未反応の材料が洗い流され、分析物の存在は、レポーター分子によって産生
されたシグナルの観察によって決定される。結果は、可視シグナルの単純な観察により定
性的であってよいか、または公知の量の分析物を含有する対照試料と比較することにより
定量化されてよいかのいずれかである。
【０１０７】
　本発明の目的のために、典型的なサンドイッチアッセイにおいて、第一のビオチン化分
析物特異的結合剤、例えばビオチン化抗体は、（ストレプト）アビジンでコーティングさ
れた固相と非共有結合的に結合される。固相は、典型的には、ガラスまたはポリマーであ
り、最も一般的に使用されるポリマーは、セルロース、ポリアクリルアミド、ナイロン、
ポリスチレン、ポリ塩化ビニルまたはポリプロピレンである。固相は、チューブ、ビーズ
、マイクロプレートのディスク、またはイムノアッセイを行うために好適な任意の他の表
面の形態であってよい。コーティングプロセスは、当技術分野において周知であり、概し
て、架橋、共有結合または物理吸着からなる。（ストレプト）アビジンでコーティングさ
れた固相は、通常、非特異的結合をブロックするように処理され、その試験手順のために
調製中に洗浄される。アリコートの試験される試料は、第一のまたは捕捉抗体および標識
化された第二の抗体と接触させられ、好適な条件（例えば、境界も含めて２５℃から３２
℃の間等、室温から４０℃まで）下、第一のまたは捕捉抗体および対応する抗原、ならび
に抗原上の別のエピトープと結合している第二の抗体を持つ抗原の間の結合を可能にする
ために十分な期間（例えば、２～４０分、または、より好都合な場合、終夜）にわたって
インキュベートされ、それにより、サンドイッチ複合体を形成する。その後、（ストレプ
ト）アビジンでコーティングされた固相が添加され、好適な条件（例えば、境界も含めて
２５℃から３２℃の間等、室温から４０℃まで）下、第一のまたは捕捉抗体および固相の
間の結合を可能にするために十分な期間（例えば、２～４０分、または、より好都合な場
合、終夜）にわたってインキュベートされる。第二の抗体は、第二の抗体の、第一の抗体
および目的の抗原の複合体との結合を指示するために使用されるレポーター分子に連結さ
れる。
【０１０８】
　アッセイにおけるバリエーションは、試料および標識化された抗体の両方が、結合抗体
または固相と結合できる抗体に、（ストレプト）アビジン／ビオチン結合対を利用して同
時に添加される、同時アッセイを含む。容易に明らかとなるように、あらゆるささいなバ
リエーションを含むこれらの技法は、当業者に周知である。
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【０１０９】
　さらなる代替設定において、サンドイッチ複合体が形成され、ここで、第一のビオチン
化抗体が提供され、ハプテンで標識化された第二の抗体が提供され、２つの抗体は、対応
する抗原を含有する試料と接触させられる。第一および第二の抗体ならびに抗原を含むサ
ンドイッチの形成を許容する条件下でのインキュベーション時に、標識を担持する（スト
レプト）アビジンが添加され、複合体は、第二の抗体に結合されるハプテンと特異的に結
合することができる固相によって捕捉される。洗浄ステップの後、固相によって結合され
た標識の量は、目的の抗原の存在および量を指示する。
【０１１０】
　概して、本明細書におけるすべての態様および実施形態に関連して、本開示は、式Ｉ
【０１１１】
【化１０】

【０１１２】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、アジド基、マ
レイミド基およびＺからなる群から選択され、ここで、Ｚは、ＡまたはＢであり、ここで
、Ａは、Ｍ－Ｌであり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび
（ｉｉ）ポリペプチドから選択され、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり、Ｂは
、
【０１１３】

【化１１】

【０１１４】
であり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）ポリペ
プチドから選択され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基
と共有結合させるリンカーである］
の化合物を提供する。
【０１１５】
　式Ｉの構造の第一の主な特色は、修飾されていない、コンジュゲートされていない吉草
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酸側鎖を持つビオチン部分である。ビオチン部分のヘテロ環式構造と比べた側鎖の立体配
座は、完全に無作為ではないと推測された。この見解は、ＮＭＲデータならびに一方の吉
草酸側鎖の一部であるＣ６原子と他方のＮ’３原子との間の相互作用の以前の所見により
裏付けられるように思われる。故に、未回答の質問は、これまでのところ、（ストレプト
）アビジンによって結合されることができるヘテロ環式「頭部」部分の反対側（から遠位
）のビオチン分子の「尾部」部分が、モノクローナル抗体による認識に実際に適したもの
か否かであった。
【０１１６】
　式Ｉ原子中のビオチンのヘテロ環式部分におけるＮ’３原子は、直接修飾がないという
点で、別の重要な特色である。ここでも、この原子が、吉草酸側鎖の一部であるＣ６原子
との相互作用に関与する場合、側鎖の立体配座におけるこの相互作用は、おそらく保存さ
れる。
【０１１７】
　本発明の根底にあるさらなる主な特色は、硫黄原子に隣接するチオフェン環のＣ５原子
における置換である（図１Ａを参照）。このＣ原子における置換は、以前、例えば、Ｌｅ
ｔｔ　Ｒ．およびＫｕｒｏｋｉ　Ｙ．、Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔｅｒｓ　２３
（１９８２）５５４１～５５４４によって記述された。本明細書で提示されるビオチン誘
導体の主な特色として、Ｃ５は、置換基－Ｙ－Ｘ－Ｒ［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２

からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここで、ｎは、１から２０までの整数で
ある）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（ここで、ｐは、２または３であり、ｍ
は、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数である）、および［（ＣＨ２）ｒ－
ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から５までの整数であり、ｔは、０から
５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数である）からなる群から選択され、Ｒは
、Ｈ、ＯＨ、ＣＯＯＨ、Ｈ２Ｎ、ＨＯ、アジド基、マレイミド基およびＺからなる群から
選択される］を担持する。
【０１１８】
　故に、ここで提供される通りの置換されたビオチンは、数ある中でも、免疫原の、なら
びに所望の抗体を検出およびスクリーニングするために有用な分子の形成を可能にする、
ビルディングブロックとして調製される。この目的のために具体的には、末端基Ｒは、Ｚ
であるように選択されることができ、ここで、Ｚは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、
Ｍ－Ｌであり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）
ポリペプチドから選択され、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり、Ｂは、
【０１１９】
【化１２】

【０１２０】
であり、ここで、Ｍは、（ｉ）ビオチン部分を含有しないハプテンおよび（ｉｉ）ポリペ
プチドから選択され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基
と共有結合させるリンカーである。
【０１２１】
　具体的な実施形態において、Ｒは、「クリック」化学として公知の一種の反応において
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反応性パートナーとして使用され得るアジド基である。故に、ハプテンおよびビオチン誘
導体のコンジュゲートは、バイオ直交官能基を有する反応性基と形成され得る。反応性基
の具体的な実施形態は、「クリック」反応が反応パートナーとしてのアルキンまたはホス
フィンを用いて実施され得るアジド基である（Ｊ．Ｃ．Ｊｅｗｅｔｔ、Ｃ．Ｒ．Ｂｅｒｔ
ｏｚｚｉ、Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．Ｒｅｖ．２０１０、３９、１２７２）。アジドとホスフィ
ンはシュタウディンガー反応を、アジドとアルキンは［３＋２］付加環化を実施する。緩
やかな条件下での生体分子の修飾には、とりわけ、シクロオクチン誘導体が当業者に公知
である（ＷＯ２００６／０５０２６２）。ＲがＺであり、ＺがＢである具体的な実施形態
において、硫黄原子に隣接するチオフェン環のＣ５原子における－Ｙ－Ｘ置換基を介する
ビオチン部分は、Ｍに接続され、ここで、Ｂは、Ｒの実施形態であるアルキンとアジド基
との［３＋２］付加環化から取得される。
【０１２２】
　用語「リンカー」は、第一の部分を第二の部分またはより多くの部分とコンジュゲート
する（連結する）ために使用され得る、二官能性または多官能性部分を表示する。互いに
結合した第一および第二の部分を含むコンジュゲートは、２つの反応性官能基を有するリ
ンカーを使用して、好都合に調製され得る。そのようなコンジュゲートにおいて、２つの
部分は、このリンカー「を介して」結合される。当業者には明白なように、そのようなコ
ンジュゲートにおいて、リンカーの官能性部分は、結合の一部として存在し、未反応の官
能性部分としてではない。
【０１２３】
　本明細書で定義される通り、用語「反応性基」または「反応性官能基」は、リンカーを
アミノ基と結合するために、アミン基、好ましくはＮ－ヒドロキシスクシンイミド基と反
応するのに好適な任意の基；または、リンカーをＳＨ基と結合するために、第二の官能基
結合、例えばＳＨ基、好ましくはマレイミド基と反応するのに好適な基を意味する。
【０１２４】
　具体的な実施形態において、ヘテロ二官能性リンカーは、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミ
ドおよびマレイミド反応性基に基づくＮＨＳ－マレイミドリンカー；スクシンイミジル－
（ＰＥＧ）ｎ　ＮＨＳ－ＰＥＧ－マレイミドリンカー、ＮＨＳ－ハロアセチルリンカー；
ならびにＮＨＳ－ピリジルジチオールリンカーからなる群から選択される。特に好ましい
実施形態において、ヘテロ二官能性リンカーは、スクシンイミジル－（ＰＥＧ）ｎ　ＮＨ
Ｓ－ＰＥＧ－マレイミドリンカーである。
【０１２５】
　具体的な実施形態において、Ｌは、１から２００原子の間の主鎖長を有する。換言すれ
ば、主鎖長が１から２００原子の間である場合、ＺとＲとの間の最短接続は、１から２０
０原子からなる。
【０１２６】
　環系が存在する事例において、リンカー長さを評価する場合には、環系中の最短原子数
が要される。例として、フェニレン（ｐｈｅｎｙｌｅｎ）環は、リンカーにおいて４原子
の長さを占める。
【０１２７】
　式Ｉの一実施形態において、Ｌは、主鎖として、直鎖状または分枝鎖状の飽和、不飽和
、非置換または置換されたＣ１～Ｃ２０アルキル鎖、あるいは炭素原子、置換された炭素
原子ならびに／またはＯ、Ｎ、ＰおよびＳ、もしくは置換されたＮ、Ｐ、Ｓ原子から選択
される１個または複数の原子からなる１から２００原子鎖、あるいは１つまたは複数の環
式またはヘテロ環式芳香族または非芳香族環系を含有する主鎖を持つ前述した通りの鎖を
有する、リンカーである。
【０１２８】
　式Ｉの一実施形態において、リンカーＬは、主鎖として、直鎖状または分枝鎖状の飽和
、不飽和、非置換または置換されたＣ１～Ｃ１００アルキル鎖、あるいは炭素原子、置換
された炭素原子ならびに／またはＯ、Ｎ、ＰおよびＳ、または置換されたＮ、Ｐもしくは
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Ｓ原子から選択される１個または複数の原子からなる１から１００原子鎖、あるいは１つ
または複数の環式またはヘテロ環式芳香族または非芳香族環系を含有する主鎖を持つ前述
した通りの鎖を有する。
【０１２９】
　式Ｉの一実施形態において、リンカーＬは、主鎖として、直鎖状または分枝鎖状の飽和
、不飽和、非置換または置換されたＣ１～Ｃ５０アルキル鎖、あるいは炭素原子、置換さ
れた炭素原子ならびに／またはＯ、Ｎ、ＰおよびＳ、または置換されたＮ、ＰもしくはＳ
原子から選択される１個または複数の原子からなる１から５０原子鎖、あるいは１つまた
は複数の環式またはヘテロ環式芳香族または非芳香族環系を含有する主鎖を持つ前述した
通りの鎖を有する。
【０１３０】
　式Ｉの１つのさらなる実施形態において、リンカーＬは、主鎖として、直鎖状または分
枝鎖状の飽和、不飽和、非置換または置換されたＣ１～Ｃ２０アルキル鎖、あるいは炭素
原子、置換された炭素原子ならびに／またはＯ、Ｎ、ＰおよびＳ、または置換されたＮ、
ＰもしくはＳ原子から選択される１個または複数の原子からなる１から２０原子鎖、ある
いは１つまたは複数の環式またはヘテロ環式芳香族または非芳香族環系を含有する主鎖を
持つ前述した通りの鎖を有する。
【０１３１】
　式Ｉの別の具体的な実施形態において、Ｌは、（ホモ）二官能性架橋剤と、リンカーに
よって連結された２つの部分のそれぞれ上の適切な化学基（ｇｏｕｐ）との反応時に取得
されるリンカーであり、（ホモ）二官能性架橋剤は、
【０１３２】
【化１３】

【０１３３】
によって例示される。
　式Ｉの別の具体的な実施形態において、Ｌは、（ヘテロ）二官能性架橋剤と、リンカー
によって連結された２つの部分のそれぞれ上の適切な化学基との反応時に取得されるリン
カーであり、（ヘテロ）二官能性架橋剤は、
ＮＨＳ－マレイミド架橋剤、例えば
【０１３４】
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【化１４－１】

【０１３５】
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【化１４－２】

【０１３６】
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【化１４－３】

【０１３７】



(35) JP 2020-503281 A 2020.1.30

10

20

30

【化１４－４】

【０１３８】
スクシンイミジル－（ＰＥＧ）ｎ－マレイミドまたはＮＨＳ－ＰＥＧ－マレイミド架橋剤
、例えば
【０１３９】
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【化１５－１】

【０１４０】
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【０１４１】
ＮＨＳ－ハロアセチル架橋剤、例えば
【０１４２】
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【化１６】

【０１４３】
ならびにＮＨＳ－ピリジルジチオール架橋剤、例えば
【０１４４】
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【化１７－１】

【０１４５】
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【化１７－２】

【０１４６】
からなる群から選択され得る。
　式Ｉの実施形態において、Ｒは、ＡまたはＢであり、Ａは、Ｍ－Ｌであり、Ｂは、Ｍ－
Ｌを含み、ここで、Ｍは、ポリペプチドである。故に、本明細書で開示した通りのすべて
の他の態様および実施形態にも関連する、本明細書における元の開示および本発明の別の
一般的な態様は、式Ｉ
【０１４７】
【化１８】

【０１４８】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
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で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、１から３までの整数であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０ま
での整数である）、［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１か
ら５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数で
ある）からなる群から選択され、Ｒは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり
、ここで、Ｍは、少なくとも３０アミノ酸のポリペプチドであり、好ましくは、キーホー
ルリンペットヘモシアニンであり、Ｌは、ＸおよびＭを接続するリンカーであり、Ｂは、
【０１４９】
【化１９】

【０１５０】
であり、ここで、Ｍは、少なくとも３０アミノ酸のポリペプチドであり、好ましくは、キ
ーホールリンペットヘモシアニンであり、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸ
の隣接するＣＨ２基と共有結合させるリンカーである］
に従う免疫原である。
【０１５１】
　重要なことに、ポリペプチドは、ビオチン部分に対する免疫応答を誘発することができ
るのに対し、ビオチン部分単独の免疫原性は低い。ある実施形態において、ポリペプチド
は、ラット、ウサギ、マウス、ブタまたはウシ血清アルブミン、ウシまたはブタサイログ
ロブリン、オボアルブミン、破傷風トキソイド、ゼラチン、大豆トリプシン阻害剤、キー
ホールリンペットヘモシアニンおよび類似物質から選択される。具体的な実施形態におい
て、ポリペプチドは、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）である。
【０１５２】
　一実施形態において、すべての他の態様および実施形態に関連する本開示は、本開示に
従う免疫原と特異的に結合するポリクローナル抗体（抗体、その抗体フラグメントおよび
その抗原結合フラグメントを含む）を作製するための方法も提供する。方法は、（ａ）本
発明に従う免疫原を提供するステップと、（ｂ）実験動物を、動物の免疫系が抗体を作製
するような条件下、免疫原で免疫化するステップと、（ｃ）ビオチンと特異的に結合する
抗体を動物から除去するステップとを含む。動物は、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、ラット、マ
ウス等であることができる。
【０１５３】
　本明細書で開示した通りのすべての他の態様および実施形態にも関連する、本明細書に
おける元の開示および本発明の別の一般的な態様は、本発明に従う抗体を産生する方法で
あって、（ａ）実験動物を、本発明に従う免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合
する抗体のＢ細胞による産生を誘導するステップと、（ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によ
って産生された免疫原と結合するモノクローナル抗体を、ハイブリドーマ技術を介してま
たはＢ細胞ＰＣＲ技術によってのいずれかで取得するステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）
の抗体を、ビオチンとの結合に関してさらに選択し、それにより、本発明に従う抗体を取
得するステップとを含む、方法である。
【０１５４】
　ある実施形態において、式Ｉ中、Ｒは、Ｍを含み、Ｍの具体的な実施形態は、ハプテン
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であり、ここで、ハプテンは、ビオチン部分を含有しない。故に、本明細書で開示した通
りのすべての他の態様および実施形態にも関連する、本明細書における元の開示および本
発明の別の一般的な態様は、式Ｉ
【０１５５】
【化２０】

【０１５６】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、
ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、ＸおよびＭを接続する
リンカーであり、Ｂは、
【０１５７】

【化２１】

【０１５８】
であり、ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、アスタリスク
が付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基と共有結合させるリンカーである］
に従う化合物である。
【０１５９】
　この態様に従う化合物は、例えば、本発明に従う免疫原を使用して生成されたポリクロ
ーナルまたはモノクローナル抗体を同定するプロセスにおいて、所望の抗体を捕捉する上
で特に有用である。そのような抗体は、化合物のビオチン部分と特異的に結合することに
なる、すなわち、化合物は、本発明に従う所望の抗体を捕捉することができる。これに関
して、化合物の捕捉特異性を維持するために、ハプテンはさらなるビオチン部分であって
はならないかつ／またはそれを含有してはならない。故に、ビオチンではないおよび／ま
たはビオチンを含有しない好適なハプテンは、ジニトロフェノール、アニリン、アミノ安
息香酸、ヒドララジン、フルオレセインおよびジゴキシゲニンからなる群から選択される
。具体的な実施形態において、Ｚは、ジゴキシゲニンである。この態様に従う具体的な実
施形態は、図２Ｋにおいて開示される式ＩＩＩＡの化合物（＝化合物［２９］）である。
この態様に従う別の具体的な実施形態は、図２Ｋにおいて開示される式ＩＩＩＢの化合物
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【０１６０】
　故に、本明細書で開示した通りのすべての態様に従う具体的な実施形態は、第一に、式
Ｉ
【０１６１】
【化２２】

【０１６２】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、
ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、ＸおよびＭを接続する
リンカーであり、Ｂは、
【０１６３】
【化２３】

【０１６４】
であり、ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、アスタリスク
が付けられた窒素原子をＸと共有結合させるリンカーである］
に従う化合物と特異的に結合し、
第二に、図２Ｋにおいて開示される化合物式ＩＩＩＡ（＝化合物［２９］）と特異的に結
合する、モノクローナル抗体である。
【０１６５】
　さらに、本明細書で開示した通りのすべての態様に従う具体的な実施形態は、第一に、
式Ｉ
【０１６６】



(44) JP 2020-503281 A 2020.1.30

10

20

30

40

【化２４】

【０１６７】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、
ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、ＸおよびＭを接続する
リンカーであり、Ｂは、
【０１６８】
【化２５】

【０１６９】
であり、ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、アスタリスク
が付けられた窒素原子をＸと共有結合させるリンカーである］
に従う化合物と特異的に結合し、
第二に、図２Ｌにおいて開示される化合物式ＩＩＩＢ（＝化合物［３０］）と特異的に結
合する、モノクローナル抗体である。
【０１７０】
　驚くべきことに、本明細書において態様および実施形態に記述されるモノクローナル抗
体は、上記で指定し記述した通りの式Ｉの化合物と結合するだけでなく、式Ｉとは異なり
、Ｃ５原子が置換を有さずウレイド環のＮ’１原子が置換基を担持し、それにより、ビオ
チン部分が担体と共有結合されることを特徴とする、誘導体化ビオチンとも結合すること
がさらに分かった。故に、本明細書で開示した通りのすべての態様に従う具体的な実施形
態は、第一に、式Ｉ
【０１７１】
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【化２６】

【０１７２】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、
ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、ＸおよびＭを接続する
リンカーであり、Ｂは、
【０１７３】
【化２７】

【０１７４】
であり、ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンであり、Ｌは、アスタリスク
が付けられた窒素原子をＸと共有結合させるリンカーである］
に従う化合物と特異的に結合し、
第二に、図３Ｂに図示される式ＩＩＩＣの化合物と特異的に結合する、モノクローナル抗
体である。
【０１７５】
　本明細書で開示した通りのすべての他の態様および実施形態にも関連する、本明細書に
おける元の開示および本発明の別の一般的な態様は、本発明に従う抗体を産生する方法で
あって、（ａ）実験動物を、本発明に従う免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合
する抗体のＢ細胞による産生を誘導するステップと、（ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によ
って産生された免疫原と結合するモノクローナル抗体を、ハイブリドーマ技術を介してま
たはＢ細胞ＰＣＲ技術によってのいずれかで取得するステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）
の抗体を、ビオチンとの結合に関してさらに選択し、それにより、本発明に従う抗体を取
得するステップとを含む、方法である。
【０１７６】
　ハイブリドーマ技術を経由してモノクローナル抗体を産生する細胞株の生成は、当業者
に周知である。
　当業者に公知のＢ細胞ＰＣＲ技術は、Ｂ細胞から全ｍＲＮＡが単離され、ｃＤＮＡに転
写されることができるという事実の利点を活かす。特異的プライマーにより、同種ＶＨお



(46) JP 2020-503281 A 2020.1.30

10

20

30

40

50

よびＶＬ領域コード核酸は、増幅され得る。同一配列はほとんど取得されない。方法は、
同じ抗原と結合している高度に多様な抗体を提供する。
【０１７７】
　ＶＨコード核酸の増幅に使用されるプライマーは、ＮＭＲＩマウス、アルメニアンハム
スター、Ｂａｌｂ／ｃマウスおよびシリアンハムスターならびにウサギ由来の細胞から取
得されるｃＤＮＡに使用され得る。
【０１７８】
　本明細書で報告される通りのすべての方法の一実施形態において、アミノ酸配列は、増
幅されたＶＨコード核酸に由来し、正確な開始およびエンドポイントは、ＶＳＳ（ＶＨ領
域）にＥＶＱＬ／ＱＶＱＬ、およびＫＬＥＩＫ（ＶＬ領域）にＤＩＶＭ／ＤＩＱＭのアミ
ノ酸配列を位置付けることによって同定される。
【０１７９】
　本明細書において、抗体を産生するためにＢ細胞ＰＣＲを使用する方法であって、下記
のステップ：（ａ）（成熟）Ｂ細胞（実験用非ヒト動物の血液から取得されたもの）の集
団を提供するステップと、（ｂ）Ｂ細胞の集団の細胞を、少なくとも１つの蛍光染料で（
一実施形態において、１から３つ、または２から３つの蛍光染料で）染色するステップと
、（ｃ）Ｂ細胞の染色された集団の単一細胞を個々の容器（一実施形態において、マルチ
ウェルプレートのウェルが容器である）に堆積させるステップと、（ｄ）堆積した個々の
Ｂ細胞をフィーダー細胞の存在下で培養するステップと、（ｅ）個々のＢ細胞の培養にお
いて分泌された抗体の結合特異性を決定するステップと、（ｆ）逆転写酵素ＰＣＲおよび
ヌクレオチド配列決定によって特異的に結合する抗体の可変軽および重鎖ドメインのアミ
ノ酸配列を決定し、それにより、モノクローナル抗体可変軽および重鎖ドメインコード核
酸を取得するステップと、（ｇ）抗体の発現のための発現カセットにおいてモノクローナ
ル抗体軽および重鎖可変ドメインコード核酸を導入するステップと、（ｈ）核酸を細胞に
導入するステップと、（ｉ）細胞を培養し、細胞または細胞培養上清から抗体を回収し、
それにより、抗体を産生するステップとを含む、方法も報告される。
【０１８０】
　一実施形態において、非ヒト動物は、ラット、マウス、ハムスター、ウサギ、非ヒト霊
長類、ヒツジ、イヌ、雌ウシ、ニワトリ、両生類および爬虫類から選択される。
　モノクローナル抗体を産生するための本明細書で開示される方法の具体的な実施形態で
は、ステップ（ｃ）において、選択は、抗体の、図２Ｋに図示される式ＩＩＩＡ（＝化合
物［２９］）、図２Ｌに図示される式ＩＩＩＢ（＝化合物［３０］）および図３Ｂに図示
される式ＩＩＩＣから選択される化合物の群の化合物との結合に関する競合相手としてビ
オチンを使用する、競合アッセイにおいて実施される。これらの化合物は、上記で既に考
察されてきた。化合物は、所望の抗体を捕捉する際に特に有用である。そのような抗体は
、一方または両方の化合物のビオチン部分と特異的に結合することになる、すなわち、一
方または両方の化合物は、本発明に従う所望の抗体を捕捉することができる。これに関し
て、それぞれの化合物の捕捉特異性を維持するために、ハプテンはさらなるビオチン部分
であってはならないかつ／またはそれを含有してはならない。故に、ハプテンは、例えば
、ハプテンとしてのジゴキシゲニンで例示される通り、捕捉試薬を固相に定着させるため
に使用される。
【０１８１】
　別の重要なステップは、本明細書で開示した通りの免疫原を使用しておよび本明細書で
開示した通りの方法によって生成された抗体、具体的にはモノクローナル抗体が、実際に
ビオチンと結合することができる、選択および／または確認である。競合結合アッセイは
、それにより、抗体が、水溶液中の遊離ビオチンと接触した場合にビオチンと結合するこ
とができることを確実にする。したがって、モノクローナル抗体を産生するための本明細
書で開示される方法のある実施形態では、ステップ（ｃ）において、選択は、抗体の、本
明細書で開示した通りの免疫原との結合に関する競合相手としてビオチンを使用する、競
合アッセイにおいて実施される。
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　モノクローナル抗体を産生するための本明細書で開示される方法の別の実施形態では、
ステップ（ｃ）において、選択は、抗体の、図２Ｋにも図示される式ＩＩＩＡの化合物（
＝化合物［２９］）との結合に関する競合相手としてビオチンを使用する、競合アッセイ
において実施される。
【０１８３】
　モノクローナル抗体を産生するための本明細書で開示される方法の別の実施形態では、
ステップ（ｃ）において、選択は、抗体の、図２Ｌにも図示される式ＩＩＩＢの化合物（
＝化合物［３０］）との結合に関する競合相手としてビオチンを使用する、競合アッセイ
において実施される。
【０１８４】
　モノクローナル抗体を産生するための本明細書で開示される方法の別の実施形態では、
ステップ（ｃ）において、選択は、抗体の、図３Ｂにも図示される式ＩＩＩＣの化合物と
の結合に関する競合相手としてビオチンを使用する、競合アッセイにおいて実施される。
【０１８５】
　より一般的には、モノクローナル抗体を産生するための本明細書で開示される方法の別
の実施形態では、ステップ（ｃ）において、選択は、抗体の、式Ｉ［式中、Ｒは、ハプテ
ンであり、ここで、ハプテンは、ビオチン部分を含有しない］に従う化合物との結合に関
する競合相手としてビオチンを使用する、競合アッセイにおいて実施される。
【０１８６】
　本開示の実施例において証明される通り、本発明は、その態様および実施形態において
、このたび、ビオチンとも結合することを特徴とする、式Ｉ
【０１８７】
【化２８】

【０１８８】
［式中、Ｙは、Ｏ、ＳおよびＣＨ２からなる群から選択され、Ｘは、（ＣＨ２）ｎ（ここ
で、ｎは、１から２０までの整数である）、［（ＣＨ２）ｐ－Ｏ］ｋ－（ＣＨ２）ｍ（こ
こで、ｐは、２または３であり、ｍは、２または３であり、ｋは、１から３０までの整数
である）、および［（ＣＨ２）ｒ－ＣＯＮＨ］ｓ－（ＣＨ２）ｔ（ここで、ｒは、１から
５までの整数であり、ｔは、０から５までの整数であり、ｓは、１から５までの整数であ
る）からなる群から選択され、Ｒは、ＡまたはＢであり、ここで、Ａは、Ｍ－Ｌであり、
ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンおよびポリペプチドから選択され、Ｌ
は、ＸおよびＭを接続するリンカーであり、
Ｂは、
【０１８９】
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【化２９】

【０１９０】
であり、ここで、Ｍは、ビオチン部分を含有しないハプテンおよびポリペプチドから選択
され、Ｌは、アスタリスクが付けられた窒素原子をＸの隣接するＣＨ２基と共有結合させ
るリンカーである］
の化合物と特異的に結合する新規のモノクローナル抗体を提供する。
【０１９１】
　本発明のモノクローナル抗体は、本発明に従う方法によって、本明細書で開示される通
りに取得され得る。
　上述した通り、本発明に従うモノクローナル抗体は、式ＩＩの化合物と結合しないこと
を特徴とする。式ＩＩ中、ビオチン部分は、吉草酸側鎖のカルボキシル官能基の炭素原子
を介するハプテンとリンカーを介してカップリングされる。故に、分子は、本発明に従う
所望の抗体が結合しない、慣例的にビオチン化された分子を例示する。
【０１９２】
　故に、本明細書で開示した通りのすべての他の態様および実施形態にも関連する、本明
細書における元の開示および本発明の別の一般的な態様は、ビオチン化分子と結合しない
抗体を産生するための方法であって、ビオチン部分が、吉草酸側鎖のカルボキシル官能基
の炭素原子を介するハプテンとリンカーを介してカップリングされ、（ａ）実験動物を、
本発明に従う免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合する抗体のＢ細胞による産生
を誘導するステップと、（ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によって産生された免疫原と結合
するモノクローナル抗体を、ハイブリドーマ技術を介してまたはＢ細胞ＰＣＲ技術によっ
てのいずれかで取得するステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）の抗体を、ビオチンとの結合
に関して選択するステップと、（ｄ）ビオチン化分子と結合しない抗体を選択し、それに
より、ビオチン化分子と結合しない本発明に従う抗体を取得するステップとを含む、方法
である。具体的な実施形態において、ステップ（ｄ）は、式ＩＩに従う化合物を用いて実
施される。
【０１９３】
　故に、より具体的には、式ＩＩの化合物と結合しない抗体を産生するための方法であっ
て、（ａ）実験動物を、本発明に従う免疫原で免疫化し、それにより、免疫原と結合する
抗体のＢ細胞による産生を誘導するステップと、（ｂ）ステップ（ａ）のＢ細胞によって
産生された免疫原と結合するモノクローナル抗体を、ハイブリドーマ技術を介してまたは
Ｂ細胞ＰＣＲ技術によってのいずれかで取得するステップと、（ｃ）ステップ（ｂ）の抗
体を、ビオチンとの結合に関して選択するステップと、（ｄ）式ＩＩの化合物と結合しな
い抗体を選択し、それにより、式ＩＩに従う化合物と結合しない本発明に従う抗体を取得
するステップとを含む、方法が開示される。
【０１９４】
　特に、（ストレプト）アビジン／ビオチン結合対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を
、（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相と結合させるために使用される、試
料中の分析物を測定するための方法において、分析物の測定は、試料が並外れて高い量の
ビオチンを含有する場合、不正確になり得る。この理由から、ビオチンを捕集することが
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非常に望ましい。この技術的問題は、試料前処理によって、すなわち遊離ビオチンを除去
するプロセスを用いて、試料が分析物を測定するための方法に供される前に、解決され得
る。しかしながら、これは、例えば、試料を、（ストレプト）アビジンでコーティングさ
れた磁性粒子と混合するステップ、混合物をインキュベートし、それにより、ビオチンを
粒子と結合するステップ、続いて、粒子を磁気的に除去するステップ等、望ましくない多
数の離散的な作業ステップを伴うであろう。試料前処理のようなアプローチは、原材料お
よび時間等の資源を消費するだけでなく、加えて、そのようなアプローチは、試料（例え
ば、その体積および組成）を変化させるリスクを付帯し、次に、分析物検出および測定に
おける望ましくない効果につながり得る。
【０１９５】
　驚くべきことに、ビオチンと結合することができ、目的の慣例的にビオチン化された分
子と結合することができない本発明に従うモノクローナル抗体は、ビオチン干渉を低減さ
せるための見事な解決策を提供することが分かった。ビオチンスカベンジャーとして作用
しながら、抗体のビオチン結合特性は、例えばビオチン化分析物特異的結合剤と（ストレ
プト）アビジンとの結合に干渉しないようなものである。故に、本発明に従うモノクロー
ナル抗体は、試料中に存在するかもしれない高レベルのビオチンによって引き起こされる
干渉に対抗する上で強力なツールであることが分かる。
【０１９６】
　本明細書で開示した通りのすべての他の態様および実施形態にも関連する、本明細書に
おける元の開示および本発明の別の一般的な態様は、試料中の分析物を測定するための方
法であって、（ストレプト）アビジン／ビオチン対が、ビオチン化分析物特異的結合剤を
、（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相と結合させるために使用される方法
における、本発明に従う抗体の使用である。
【０１９７】
　本明細書で開示した通りのすべての他の態様および実施形態にも関連する、本明細書に
おける元の開示および本発明の別の一般的な態様は、試料中の分析物を測定するための方
法であって、（ストレプト）アビジン／ビオチン結合対が、ビオチン化分析物特異的結合
剤を、（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相と結合させるために使用され、
試料に、ａ）本発明に従う抗体、ｂ）ビオチン化分析物特異的結合剤、ｃ）（ストレプト
）アビジンでコーティングされた固相を添加するステップと、続いて、（ストレプト）ア
ビジンおよびビオチン化分析物特異的結合剤を介して固相と結合している分析物を測定す
るステップとを含む、方法である。
【０１９８】
　本開示は、試料中に含まれる潜在的に干渉する遊離ビオチンを捕集するための手段であ
って、その試料から分析物が測定されるものとされ、その測定方法が（ストレプト）アビ
ジン／ビオチン結合対を活用する、手段を提供する。好ましい捕集ステップは、（ストレ
プト）アビジン／ビオチン対の形成の前に実施される。故に、ある実施形態において、試
料中の分析物を測定するための方法であって、（ストレプト）アビジン／ビオチン結合対
が、ビオチン化分析物特異的結合剤を、（ストレプト）アビジンでコーティングされた固
相と結合させるために使用され、試料に、ａ）本発明に従う抗体、ｂ）ビオチン化分析物
特異的結合剤、ｃ）（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相を添加するステッ
プと、続いて、（ストレプト）アビジンおよびビオチン化分析物特異的結合剤を介して固
相と結合している分析物を測定するステップとを含み、ここで、ステップ（ａ）および場
合によりステップ（ｂ）も、ステップ（ｃ）の前に実施される、方法が提供される。また
別の実施形態において、ステップ（ａ）およびステップ（ｂ）は、ステップ（ｃ）が実施
される前に同時に実施される。また別の実施形態において、ステップ（ｂ）およびステッ
プ（ｃ）は、ステップ（ａ）が実施された後に同時に実施される。また別の実施形態にお
いて、３つのステップ（ａ）、（ｂ）および（ｃ）はすべて同時に実施される。驚くべき
ことに、本発明のモノクローナル抗体は、試料中の分析物を測定するための方法であって
、試料が遊離ビオチンを含有し、（ストレプト）アビジン／ビオチン対が、ビオチン化分
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析物特異的結合剤を、（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相とまたは標識化
された（ストレプト）アビジンと結合するために使用され、試料、本発明のモノクローナ
ル抗体、ビオチン化結合剤および（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相また
は標識化されたストレプトアビジン（ｓｔｅｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ）のいずれかが互いに
同時に接触させられる方法において使用するための、遊離ビオチンのための有効なスカベ
ンジャーとして技術的にも適している。
【０１９９】
　本明細書で開示した通りの分析物検出および／または測定のすべての態様および実施形
態に関して、水性液体試料は、本開示に従う方法における分析物の特異的なインビトロ検
出のための方法において使用され得る。試料は、分析物を含むことが公知であってよく、
または分析物を含むと疑われるものであってよい。一実施形態において、本開示に従う方
法において使用されるインビトロ診断のための試料は、全血、血清、血漿、髄液、尿また
は唾液から選択される体液である。一実施形態において、分析物を含むことが疑われるま
たは含む試料は、血清、血漿または髄液である。一実施形態において、分析物を含むこと
が疑われるまたは含む試料は、血清または血漿である。
【０２００】
　本明細書で開示した通りのすべての他の態様および実施形態にも関連する、本明細書に
おける元の開示および本発明の別の一般的な態様は、別個の容器内に、少なくとも（ａ）
本発明に従う請求項のいずれかに記載の抗体、（ｂ）ビオチン化分析物特異的結合剤およ
び（ｃ）（ストレプト）アビジンでコーティングされた固相を含む、イムノアッセイ試験
キットである。
【０２０１】
　単一の容器ユニットという用語は、Ｒｏｃｈｅ　ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ製のＥｌｅｃ
ｓｙｓ（登録商標）分析器シリーズのような多くの自動分析器について、ある特定の分析
物を測定するために必要とされる試薬が、「試薬パック」の形態で、すなわち、分析器に
嵌合し、異なるコンパートメント内に、目的の分析物の測定に必要とされるすべての主な
試薬を含有する、１つの容器ユニットとして提供されるという事実に関する。
【０２０２】
　一実施形態において、本発明は、結合対の前記第一のパートナーが、アビジンまたはス
トレプトアビジンであり、前記結合対の前記第二のパートナーが、ビオチン、またはアミ
ノビオチン、イミノビオチンもしくはデスチオビオチン等のビオチンアナログから選択さ
れる、キットに関する。
【０２０３】
　下記の例および図は、その真の範囲が添付の請求項において明記される本発明の理解を
補助するために提供される。修正は、明記される手順で、本発明の趣旨から逸脱すること
なく為され得ることが理解される。
【図面の簡単な説明】
【０２０４】
【図１】図１Ａは、Ｄ（＋）－ビオチンの図である。図Ｂは、Ｄ（＋）－ビオチンの図で
ある。
【図２Ａ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｂ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｃ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｄ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｅ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｆ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｇ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｈ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｊ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図２Ｋ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
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【図２Ｌ】実施例１および２に関連する合成スキームの図である。
【図３】図３Ａは、式ＩＩの化合物の図である。図３Ｂは、式ＩＩＩの化合物の図である
。
【図４】抗体動力学的スクリーニングアッセイからの例示的な動力学的痕跡の図である。
点線：Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート－Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’複合体注入のＳＰＲ結
合シグナル。実線：３００ｎＭ　ｄ－ビオチンを補充したＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲ
ート－Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’複合体のＳＰＲ結合シグナル。典型的には、これらのクラス
の遊離ｄ－ビオチンブロッキング動力学が観察された。Ａ：完全なｄ－ビオチン競合。Ｂ
：中間体ｄ－ビオチンブロッキング。Ｃ：ｄ－ビオチンによるシグナル干渉なし。その後
の詳細な調査のために、好適な抗体候補がクラスＡおよびＢから選択された。
【図５】最有力抗体候補クローンＧ　ＳＰＲ　ＩＣ５０測定の例示的なＳＰＲセンサーグ
ラムオーバーレイプロットの図である。２７０ｎＭ　Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート
は、２７０ｎＭ（示されていない）、９０ｎＭ、３０ｎＭ（２回）、１０ｎＭ、３．３ｎ
Ｍおよび１ｎＭの遊離ｄ－ビオチン濃縮物と混合された。９０ｎＭ遊離ｄ－ビオチン濃縮
物を含有する混合物は、最低応答シグナルを産生し、１ｎＭ遊離ｄ－ビオチンでは、最高
応答シグナル（標識化）を産生した。Ｘは、報告点の場所を指示し、これは、ＩＣ５０計
算に使用された。
【図６】図６Ａは、動力学的スクリーニングアッセイ実験ＳＰＲ設定の図である。第一に
、分子量が増強され、コンジュゲートされたｄ－ビオチンとの結合をモニターするために
、予め形成されたＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲート－Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’が溶液中の
分析物として使用された。第二に、コンジュゲート結合と競合するために、ｄ－ビオチン
が分析物混合物に添加された。図６Ｂは、ＳＰＲアッセイ実験設定の図である。Ｄｉｇ－
ビオチン－コンジュゲート相互作用は、ｄ－ビオチン濃度系列の存在下および非存在下で
測定された。ｄ－ビオチンの非存在下では、濃度依存性系列のＤｉｇ－ビオチン－コンジ
ュゲートが、ウサギ抗体動力学対Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲートを決定するために使
用された。ＩＣ５０測定は、分析物試料混合物中で、一定濃度のＤｉｇ－ビオチン－コン
ジュゲートおよび漸増濃度の遊離ｄ－ビオチンを用いて実施された。図６Ｃは、代替的な
ＳＰＲアッセイ実験設定の図である。Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート相互作用は、ｄ
－ビオチン濃度系列の存在下および非存在下で測定された。ｄ－ビオチンの非存在下では
、濃度依存性系列のＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲートが、ウサギ抗体動力学対Ｄｉｇ－
ビオチン－コンジュゲートを決定するために使用された。この事例において、Ｄｉｇ－ビ
オチン－コンジュゲートは、表面に表示されたＭ－Ｄ．Ｇ抗体によって捕捉され、一方、
ウサギ抗体またはそのフラグメントは、溶液中における濃度依存性分析物として使用され
た。ＩＣ５０測定は、分析物試料混合物中で、一定濃度のウサギ抗体および漸増濃度の遊
離ｄ－ビオチンを用いて実施された。
【０２０５】
　実施例１
チオフェン環のＣ５原子におけるビオチンの誘導体化および免疫原を取得するための合成
ステップ
１．１
　ビオチン［１］から化合物［２］へ；図２Ａを参照
【０２０６】
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【化３０】

【０２０７】
　（Ｓ）－５－（（１Ｓ，６Ｒ）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イ
ミダゾール－６－イル）－ペンタン酸メチルエステル［２］。（Ｓ．Ａ．Ｓｕｎｄｂｅｒ
ｇ、Ｒ．Ｗ．Ｂａｒｒｅｔｔ、Ｍ．Ｐｉｒｒｕｎｇ、Ａ．Ｌ．Ｌｕ、Ｂ．Ｋｉａｎｇｓｏ
ｏｎｔｒａ、Ｃ．Ｐ．Ｈｏｌｍｅｓ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．１９９５、１１７（
４９）、１２０５０～１２０５７）塩化アセチル（７．５０ｍＬ）を、撹拌した乾燥メタ
ノール（１６０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下、０℃でゆっくりと添加した。得られた
混合物を室温で３０分間にわたって撹拌した。次いで、ビオチン（［１］、６．００ｇ、
２４．６ｍｍｏｌ）を一度に添加し、撹拌を終夜続けた。真空で濃縮した後、粗生成物を
ＣＨ２Ｃｌ２およびメタノールの混合物（２００ｍＬ、ｖ／ｖ＝９５：５）に再溶解し、
飽和ＮａＨＣＯ３水溶液で洗浄した。次いで、水性相をＣＨ２Ｃｌ２およびメタノールの
混合物（１００ｍＬ、ｖ／ｖ＝９５：５、３回）で再抽出した。合わせた有機層をＮａ２

ＳＯ４で乾燥させ、真空で徹底的に濃縮した。このようにして、物質［２］（６．１３ｇ
、２３．７ｍｍｏｌ、９７％）が、桃色がかった綿毛状固体として取得された。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝３：１）＝０．６５。
1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ = 6.44 (s, br, 1H), 6.36 (s, br, 1H), 4.31 (dd, J 
= 7.6, 5.4 Hz, 1H), 4.14 (mC, 1H), 3.59 (s, 3H), 3.11 (mC, 1H), 2.83 (dd, J = 12
.5, 5.2 Hz, 1H) 2.59 (d, J = 12.6 Hz, 1H), 2.31 (t, J = 7.57 Hz, 2H), 1.66-1.43 
(m, 4H), 1.40-1.27 (m, 2H) ppm.
13C NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 173.3, 162.7, 61.0, 59.2, 55.3, 51.2, 33.1, 28.
0 (2C), 24.5 ppm.注記：１つの炭素シグナルはＮＭＲ溶媒残留ピークによって覆い隠さ
れた。
【０２０８】
【表２】

【０２０９】
１．２
　化合物［２］から化合物［３］へ；図２Ａを参照
【０２１０】
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【化３１】

【０２１１】
　（Ｓ）－５－（（３ａＳ，４Ｒ）－２，５－ジオキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４
－ｄ］イミダゾール－６－イル）－ペンタン酸メチルエステル［３］。（Ｓ．Ａ．Ｓｌａ
ｖｏｆｆ、Ｉ．Ｃｈｅｎ、Ｙ．－Ａ．Ｃｈｏｉ、Ａ．Ｙ．Ｔｉｎｇ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ
．Ｓｏｃ．２００８、１３０（４）、１１６０～１１６２）エステル［２］（３．００ｇ
、１１．６ｍｍｏｌ、１．００当量）を、メタノール（１４０ｍＬ）に室温で溶解した。
これに、水（２４．０ｍＬ）中の過ヨウ素酸ナトリウム（２．６１ｇ、１２．２ｍｍｏｌ
、１．０５当量）の溶液をゆっくりと添加した。５分後、無色固体の沈殿が観察された。
反応物を終夜撹拌し、濾過し（ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９５：５を加えた洗液）、真空
で濃縮した。フラッシュカラムクロマトグラフィー（シリカ、ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝
９５：５勾配から９０：１０）を介する精製により、スルホキシド［３］（２．７９ｇ、
１０．２ｍｍｏｌ、８８％）を無色固体として提供した。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝３：１）＝０．４０。
1H NMR (DMSO-d6, 500 MHz): δ = 6.79 (s, br, 1H), 6.68 (s, br, 1H), 4.44 (mC, 1H
), 4.32 (mC, 1H), 3.34 (dd, J = 12.6, 1.6 Hz, 1H), 3.30 (s, 3H), 3.11 (mC, 1H), 
2.94-2.86 (m, 2H) 2.32 (t, J = 7.6 Hz, 1H), 1.80-1.68 (m, 2H), 1.64-1.54 (m, 2H)
, 1.52-1.36 (m, 2H) ppm.
13C NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 173.3, 161.2, 69.8, 58.6, 55.7, 52.7, 51.2, 33.
0, 26.4, 25.0, 24.3 ppm.
【０２１２】

【表３】

【０２１３】
１．３
　ビオチン［１］から化合物［４］へ；図２Ａを参照
【０２１４】
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【化３２】

【０２１５】
　（Ｓ）－５－（（１Ｓ，６Ｒ）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イ
ミダゾール－６－イル）－ペンタン酸ベンジルエステル［４］。（Ｄ．Ｒ．Ａｍｓｐａｃ
ｈｅｒ、Ｃ．Ｚ．Ｂｌａｎｃｈａｒｄ、Ｆ．Ｒ．Ｆｒｏｎｃｚｅｋ、Ｍ．Ｃ．Ｓａｒａｉ
ｖａ、Ｇ．Ｌ．Ｗａｌｄｒｏｐ、Ｒ．Ｍ．Ｓｔｒｏｎｇｉｎ、Ｏｒｇ．Ｌｅｔｔ．１９９
９、１（１）、９９～１０２）ビオチン［１］（５．００ｇ、２０．５ｍｍｏｌ、１．０
０当量）を、乾燥Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（２９ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下
、室温で溶解した。ヒドロキシベンゾトリアゾール一水和物（０．３１ｇ、２．０５ｍｍ
ｏｌ、１０ｍｏｌ－％）、ベンジルアルコール（２．６５ｍＬ、２５．６ｍｍｏｌ、１．
２５当量）および４－ジメチルアミノピリジン（２５０ｍｇ、２．０５ｍｍｏｌ、１０ｍ
ｏｌ－％）の添加後、乾燥ジクロロメタン（２４ｍＬ）中のＮ，Ｎ’－ジシクロヘキシル
カルボジイミド（４．８６ｇ、２３．５ｍｍｏｌ、１．１５当量）の溶液を、１５分間か
けて滴下添加した。得られた混合物を２４時間にわたって撹拌した後、別のバッチのＮ，
Ｎ’－ジシクロヘキシルカルボジイミド（４．８６ｇ、２３．５ｍｍｏｌ、１．１５当量
）を添加し、撹拌をもう３日間にわたって続けた。真空での揮発物の除去後、フラッシュ
カラムクロマトグラフィー（シリカ、ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９７：３勾配から９８：
２）を介する精製により、エステル［４］（５．８０ｇ、１７．３ｍｍｏｌ、８４％）を
無色固体として提供した。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝３：１）＝０．７５。
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 7.38-7.28 (m, 5H), 6.40 (s, br, 1H), 6.33 (s, br
, 1H), 5.07 (s, 2H), 4.28 (mC, 1H), 4.10 (mC, 1H), 3.06 (ddd, J = 8.4, 6.1, 4.6 
Hz, 1H), 2.80 (dd, J = 12.4, 5.1 Hz, 1H), 2.56 (d, J = 12.4 Hz, 1H), 2.34 (t, J 
= 7.4 Hz, 1H), 1.64-1.36 (m, 6H) ppm.
13C NMR (DMSO-d6, 125 MHz): δ = 173.2, 163.1, 136.7, 128.9, 128.4, 128.4, 65.8,
 61.5, 59.6, 55.8, 36.2, 33.8, 33.7, 28.4, 25.8, 25.0 ppm.
【０２１６】

【表４】

【０２１７】
１．４
　化合物［４］から化合物［１７］へ；図２Ｂを参照
【０２１８】
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【化３３】

【０２１９】
５－（（３ａＳ，４Ｓ，５Ｒ，６ａＲ）－２，５－ジオキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３
，４－ｄ］イミダゾール－４－イル）－ペンタン酸ベンジルエステル［１７］
　エステル［４］（２．００ｇ、５．９８ｍｍｏｌ、１．００当量）を、メタノール（７
０ｍＬ）に室温で溶解した。これに、水（１２．０ｍＬ）中の過ヨウ素酸ナトリウム（１
．２２ｇ、５．６８ｍｍｏｌ、０．９５当量）の溶液をゆっくりと添加した。５分後、無
色固体の沈殿が観察された。反応物を終夜撹拌し、濾過し（ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９
５：５を加えた洗液）、真空で濃縮した。フラッシュカラムクロマトグラフィー（シリカ
、ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９８：２勾配から９０：１０）を介する精製により、ジアス
テレオ異性的に純粋なスルホキシド［１７］（１．５３ｇ、４．３７ｍｍｏｌ、７３％）
を無色固体として提供した。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝４：１）＝０．６０。
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 7.38-7.28 (m, 5H), 6.77 (s, br, 1H), 6.66 (s, br
, 1H), 5.08 (s, 2H), 4.42 (ddt, J = 8.5, 6.7, 1.7 Hz, 1H), 4.29 (mC, 1H), 3.34-3
.30 (m, 1H), 2.92-2.82 (m, 2H), 2.40-2.32 (m, 2H), 1.76-1.36 (m, 6H) ppm.
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 172.7, 161.2, 136.3, 128.4, 128.0, 128.0, 69.8,
 65.3, 58.6, 55.7, 52.7, 33.2, 26.4, 25.0 ppm.
１．５
　化合物［２］から化合物［５］へ；図２Ｂを参照
【０２２０】

【化３４】

【０２２１】
　スルホキシド［５］。エステル［２］（２．００ｇ、５．９８ｍｍｏｌ、１．００当量
）を、メタノール（７０ｍＬ）に室温で溶解した。これに、水（１２．０ｍＬ）中の過ヨ
ウ素酸ナトリウム（１．２２ｇ、５．６８ｍｍｏｌ、０．９５当量）の溶液をゆっくりと
添加した。５分後、無色固体の沈殿が観察された。反応物を終夜撹拌し、濾過し（ＣＨ２
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Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９５：５を加えた洗液）、真空で濃縮した。フラッシュカラムクロマ
トグラフィー（シリカ、ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９８：２勾配から９０：１０）を介す
る精製により、スルホキシド［５］（１．５３ｇ、４．３７ｍｍｏｌ、７３％）を無色固
体として提供した。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝４：１）＝０．６０。
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 7.38-7.28 (m, 5H), 6.77 (s, br, 1H), 6.66 (s, br
, 1H), 5.08 (s, 2H), 4.42 (ddt, J = 8.5, 6.7, 1.7 Hz, 1H), 4.29 (mC, 1H), 3.34-3
.30 (m, 1H), 2.92-2.82 (m, 2H), 2.40-2.32 (m, 2H), 1.76-1.36 (m, 6H) ppm.
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 172.7, 161.2, 136.3, 128.4, 128.0, 128.0, 69.8,
 65.3, 58.6, 55.7, 52.7, 33.2, 26.4, 25.0 ppm.
１．６
　化合物［６］から化合物［７］へ；図２Ｂを参照
【０２２２】
【化３５】

【０２２３】
　トルエン－４－スルホン酸２－｛２－［２－（２－ヒドロキシ－エトキシ）－エトキシ
］－エトキシ｝－エチルエステル［７］。（Ｋ．Ｂｒｕｎｎｅｒ、Ｊ．Ｈａｒｄｅｒ、Ｔ
．Ｈａｌｂａｃｈ、Ｊ．Ｗｉｌｌｉｂａｌｄ、Ｆ．Ｓｐａｄａ、Ｆ．Ｇｎｅｒｌｉｃｈ、
Ｋ．Ｓｐａｒｒｅｒ、Ａ．Ｂｅｉｌ、Ｌ．Ｍｏｃｋｌ、Ｃ．Ｂｒａｕｃｈｌｅ、Ｋ．－Ｋ
．Ｃｏｎｚｅｌｍａｎｎ、Ｔ．Ｃａｒｅｌｌ、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．編、２０
１５、５４（６）、１９４６～１９４９。）テトラエチレングリコール（［６］、１０．
０ｇ、５１．５ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥テトラヒドロフラン（３１ｍＬ）に、
アルゴンガス雰囲気下、室温で溶解した。これに、乾燥トリメチルアミン（３５．８ｍＬ
、２５７ｍｍｏｌ、５．００当量）および４－ジメチルアミノピリジン（３１４ｍｇ、２
．５７ｍｍｏｌ、５ｍｏｌ－％）を添加した。撹拌混合物を０℃に冷却し、乾燥テトラヒ
ドロフラン（２０ｍＬ）に溶解した塩化トシル（９．８２ｇ、５１．５ｍｍｏｌ、１．０
０当量）をゆっくりと添加した。反応物を室温に加温させ、終夜撹拌し、その後、ＣＨ２

Ｃｌ２（２００ｍＬ）およびＨＣｌ水溶液（２００ｍＬ、１Ｍ）の撹拌混合物に添加する
ことによってクエンチした。層を分離し、水性相をＣＨ２Ｃｌ２（１００ｍＬ、２回）で
抽出した。合わせた有機層をＮａ２ＳＯ４で乾燥させ、真空で濃縮した。フラッシュカラ
ムクロマトグラフィー（シリカ、ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝５０：５０勾配から５：９５
）を介する精製により、トシレート［７］（７．６３ｇ、２１．９ｍｍｏｌ、４２％）を
無色ワックスとして産出した。
Ｒｆ（ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝１：１）＝０．１５。
1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 7.78 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 8.0 Hz, 2H)
, 4.15 (dd, J = 4.8, 4.8 Hz, 2H), 3.71-3.57 (m, 14H), 2.43 (s, 3H), 2.40 (s, br,
 1H) ppm.
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 144.9, 133.1, 129.9, 128.1, 72.6, 70.8, 70.8, 70.
5, 70.4, 69.4, 68.8, 61.8, 21.7 ppm.
１．７
　化合物［７］から化合物［８］へ；図２Ｂを参照
【０２２４】
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【化３６】

【０２２５】
　２－｛２－［２－（２－アジド－エトキシ）－エトキシ］－エトキシ｝－エタノール［
８］。（Ｋ．Ｂｒｕｎｎｅｒ、Ｊ．Ｈａｒｄｅｒ、Ｔ．Ｈａｌｂａｃｈ、Ｊ．Ｗｉｌｌｉ
ｂａｌｄ、Ｆ．Ｓｐａｄａ、Ｆ．Ｇｎｅｒｌｉｃｈ、Ｋ．Ｓｐａｒｒｅｒ、Ａ．Ｂｅｉｌ
、Ｌ．Ｍｏｃｋｌ、Ｃ．Ｂｒａｕｃｈｌｅ、Ｋ．－Ｋ．Ｃｏｎｚｅｌｍａｎｎ、Ｔ．Ｃａ
ｒｅｌｌ、Ａｎｇｅｗ．Ｃｈｅｍ．Ｉｎｔ．編、２０１５、５４（６）、１９４６～１９
４９。）トシレート［７］（５．００ｇ、１４．４ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥Ｎ
，Ｎ－ジメチルホルムアミド（４０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下、室温で溶解した。
アジ化ナトリウム（４．６７ｇ、７１．８ｍｍｏｌ、５．００当量）の添加後、得られた
懸濁液を７０℃に終夜加熱した。その後、溶媒を真空で除去し、残った固体をＣＨ２Ｃｌ

２（２００ｍＬ）および半濃縮ブライン（２００ｍＬ）の混合物に再溶解した。層を分離
し、水性相をＣＨ２Ｃｌ２（５０ｍＬ、２回）で再抽出した。合わせた有機層を半濃縮ブ
ライン（２００ｍＬ）で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４で乾燥させ、真空で濃縮した。フラッシュ
カラムクロマトグラフィー（シリカ、ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝５０：５０勾配から５：
９５）を介する精製により、アジド［８］（２．５７ｇ、１１．７ｍｍｏｌ、８２％）を
無色油として産出した。
Ｒｆ（ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝１：４）＝０．２０。
1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 3.69 (m, 2H), 3.62 (m, 10H), 3.55 (m, 2H), 3.34 (m
, 2H), 2.74 (s, br, 1H)  ppm.
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 72.5, 70.7, 70.7, 70.3, 70.0, 61.7, 50.7 ppm.
１．８
　化合物［９］から化合物［１０］へ；図２Ｃを参照
【０２２６】
【化３７】

【０２２７】
　トルエン－４－スルホン酸１０－ヒドロキシ－デシルエステル［１０］。（Ｋ．Ｂｒｕ
ｎｎｅｒ、Ｊ．Ｈａｒｄｅｒ、Ｔ．Ｈａｌｂａｃｈ、Ｊ．Ｗｉｌｌｉｂａｌｄ、Ｆ．Ｓｐ
ａｄａ、Ｆ．Ｇｎｅｒｌｉｃｈ、Ｋ．Ｓｐａｒｒｅｒ、Ａ．Ｂｅｉｌ、Ｌ．Ｍｏｃｋｌ、
Ｃ．Ｂｒａｕｃｈｌｅ、Ｋ．－Ｋ．Ｃｏｎｚｅｌｍａｎｎ、Ｔ．Ｃａｒｅｌｌ、Ｔｅｔｒ
ａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ．２００９、５０（７）、７５９～７６２）１，１０－デカン
ジオール（［９］、１０．０ｇ、５７．４ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥テトラヒド
ロフラン（２００ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下、室温で溶解した。これに、乾燥トリ
メチルアミン（４０．０ｍＬ、２８７ｍｍｏｌ、５．００当量）および４－ジメチルアミ
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ノピリジン（３５０ｍｇ、２．８７ｍｍｏｌ、５ｍｏｌ－％）を添加した。撹拌混合物を
０℃に冷却し、乾燥テトラヒドロフラン（１００ｍＬ）に溶解した塩化トシル（１０．９
ｇ、５７．４ｍｍｏｌ、１．００当量）をゆっくりと添加した。反応物を室温に加温させ
、終夜撹拌し、その後、ＣＨ２Ｃｌ２（３００ｍＬ）およびＨＣｌ水溶液（３００ｍＬ、
１Ｍ）の撹拌混合物に添加することによってクエンチした。層を分離し、水性相をＣＨ２

Ｃｌ２（１００ｍＬ、２回）で抽出した。合わせた有機層をＮａ２ＳＯ４で乾燥させ、真
空で濃縮した。フラッシュカラムクロマトグラフィー（シリカ、ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ
＝８０：２０勾配から５０：５０）を介する精製により、トシレート［１０］（９．８１
ｇ、２９．９ｍｍｏｌ、５２％）を無色油として産出し、これは、４℃で貯蔵すると、凍
結する。
Ｒｆ（ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝１：１）＝０．８０。
1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 7.77 (mC, 2H), 7.33 (mC, 2H), 4.00 (t, J = 6.5 Hz,
 2H), 3.61 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.43 (s, 3H), 1.65-1.50 (m, 5H), 1.35-1.18 (m, 1
2H) ppm.
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 144.7, 133.3, 129.9, 128.0, 70.8, 63.1, 32.8, 29.
5, 29.4, 29.4, 29.0, 28.9, 25.8, 25.4, 21.7 ppm.
１．９
　化合物［１０］から化合物［１１］へ；図２Ｃを参照
【０２２８】
【化３８】

【０２２９】
　１０－アジド－デカン－１－オール［１１］。（Ｎ．Ａｒｄｅｓ－Ｇｕｉｓｏｔ、Ｄ．
Ｓ．Ａｌｏｎｚｉ、Ｇ．Ｒｅｉｎｋｅｎｓｍｅｉｅｒ、Ｔ．Ｄ．Ｂｕｔｔｅｒｓ、Ｃ．Ｎ
ｏｒｅｚ、Ｆ．Ｂｅｃｑ、Ｙ．Ｓｈｉｍａｄａ、Ｓ．Ｎａｋａｇａｗａ、Ａ．Ｋａｔｏ、
Ｙ．Ｂｌｅｒｉｏｔ、Ｍ．Ｓｏｌｌｏｇｏｕｂ、Ｂ．Ｖａｕｚｅｉｌｌｅｓ、Ｏｒｇ．Ｂ
ｉｏｍｏｌ．Ｃｈｅｍ．２０１１、９（１５）、５３７３～５３８８。）トシレート［１
０］（９．５０ｇ、２８．９ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥Ｎ，Ｎ－ジメチルホルム
アミド（５０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下、室温で溶解した。アジ化ナトリウム（５
．６４ｇ、８６．８ｍｍｏｌ、３．００当量）の添加後、得られた懸濁液を７５℃に８時
間にわたって加熱した。その後、溶媒を真空で除去し、残った固体をＣＨ２Ｃｌ２（２０
０ｍＬ）および半濃縮ブライン（２００ｍＬ）の混合物に再溶解した。層を分離し、水性
相をＣＨ２Ｃｌ２（５０ｍＬ、２回）で再抽出した。合わせた有機層を半濃縮ブライン（
２００ｍＬ）で洗浄し、Ｎａ２ＳＯ４で乾燥させ、真空で濃縮した。フラッシュカラムク
ロマトグラフィー（シリカ、ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝９０：１０勾配から６０：４０）
を介する精製により、アジド［１１］（５．３０ｇ、２６．６ｍｍｏｌ、９３％）を無色
油として産出した。
Ｒｆ（ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝３：２）＝０．８０。
1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 3.61 (t, J = 6.5 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 7.0 Hz, 2H)
, 1.62-1.51 (m, 5H), 1.38-1.26 (m, 12H) ppm.
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 63.1, 51.6, 32.9, 29.6, 29.5, 29.5, 29.2, 28.9, 2
6.8, 25.8 ppm.
１．１０
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　化合物［１１］から化合物［１２］へ；図２Ｃを参照
【０２３０】
【化３９】

【０２３１】
　メタンスルホン酸１０－アジド－デシルエステル［１２］。アジド［１１］（２．００
ｇ、１０．０ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥ジクロロメタン（１５ｍＬ）に、アルゴ
ンガス雰囲気下、室温で溶解した。トリエチルアミン（４．２０ｍＬ、３０．０ｍｍｏｌ
、３．００当量）の添加後、撹拌混合物を０℃に冷却し、塩化メシル（１．５５ｍＬ、２
０．０ｍｍｏｌ、２．００当量）を１０分間かけて滴下添加した。反応物を１時間かけて
室温まで加温させておき、さらに３０分間にわたって撹拌し、その後、ＣＨ２Ｃｌ２（２
００ｍＬ）およびＨＣｌ水溶液（２００ｍＬ、１Ｍ）の撹拌混合物に添加することによっ
てクエンチした。層を分離し、水性相をＣＨ２Ｃｌ２（１００ｍＬ、２回）で抽出した。
合わせた有機層をＮａ２ＳＯ４で乾燥させ、真空で濃縮して、メシレート［１２］（２．
７５ｇ、９．９１ｍｍｏｌ、定量的）を橙色がかった油として産出し、これを、追加の精
製なしにさらなる反応に使用した。
Ｒｆ（ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝２：１）＝０．８５。
1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 4.20 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 3.24 (t, J = 6.9 Hz, 2H)
, 2.99 (s, 3H), 1.77-1.70 (m, 2H), 1.62-1.54 (m, 2H), 1.43-1.28 (m, 12H) ppm.
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 70.3, 51.5, 37.4, 31.7, 29.4, 29.4, 29.2, 29.0, 2
8.9, 26.8, 25.5 ppm.
１．１１
　化合物［１２］から化合物［１３］へ；図２Ｃを参照
【０２３２】

【化４０】

【０２３３】
　チオ酢酸Ｓ－（１０－アジド－デシル）エステル［１３］。メシレート［１２］（２．
７５ｇ、９．９１ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（５
０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下、室温で溶解した。チオ酢酸カリウム（１．１４ｇ、
１０．０ｍｍｏｌ、１．００当量）をそこに添加し、得られた懸濁液を、光の遮断下、２
４時間にわたって撹拌した。次いで、ジエチルエーテル（２００ｍＬ）および半濃縮ブラ
イン（２００ｍＬ）の混合物に添加することによって反応物を希釈した。層を分離し、水
性相をジエチルエーテル（１００ｍＬ、２回）で抽出した。合わせた有機層をＮａ２ＳＯ

４で乾燥させ、真空で濃縮した。粗チオアセテートをフラッシュカラムクロマトグラフィ
ー（シリカ、ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝９５：５勾配から８５：１５）によって精製して
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、物質［１３］（２．０９ｇ、８．１２ｍｍｏｌ、８１％）を黄色がかった油として産出
した。
Ｒｆ（ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝３：１）＝０．９５。
1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 3.24 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.84 (t, J = 7.4 Hz, 2H)
, 2.30 (s, 3H), 1.61-1.51 (m, 4H), 1.36-1.23 (m, 12H) ppm.
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 195.9, 51.4, 30.6, 29.5, 29.3, 29.3, 29.1, 29.1, 
29.0, 28.8, 28.7, 26.7 ppm.
１．１２
　化合物［１３］から化合物［１４］へ；図２Ｃを参照
【０２３４】
【化４１】

【０２３５】
　１０－アジド－デカン－１－チオール［１４］。塩化水素（３．５３ｍＬ）を、撹拌し
た脱気メタノール（２０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下、０℃でゆっくりと添加した。
得られた混合物を室温で３０分間にわたって撹拌した。次いで、脱気メタノール（５ｍＬ
）に溶解したチオアセテート［１３］（２．００ｇ、９．２９ｍｍｏｌ、１．００当量）
を一度に添加し、撹拌を終夜続けた。次いで、ジエチルエーテル（１５０ｍＬ）および半
飽和ＮａＨＣＯ３水溶液（１５０ｍＬ）の混合物に添加することによって反応物をクエン
チした。層を分離し、水性相をジエチルエーテル（１００ｍＬ、２回）で抽出した。合わ
せた有機層をＮａ２ＳＯ４で乾燥させ、真空で濃縮した。粗チオールをフラッシュカラム
クロマトグラフィー（シリカ、ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝９５：５勾配から８５：１５）
によって精製して、物質［１４］（１．４９ｇ、６．９２ｍｍｏｌ、８９％）を黄色がか
った油として産出し、そのそれぞれのジスルフィド二量体（１３ｍｏｌ－％）で汚染され
ていた。
Ｒｆ（ｎ－Ｈｅｘ：ＥｔＯＡｃ＝９：１）＝０．７０。
1H NMR (CDCl3, 400 MHz): δ = 3.25 (t, J = 7.0 Hz, 2H), 2.51 (q, J = 7.4 Hz, 2H)
, 1.64-1.55 (m, 4H), 1.40-1.26 (m, 12H) ppm.
13C NMR (CDCl3, 100 MHz): δ = 51.6, 34.1, 29.5, 29.2, 29.1, 29.0, 28.6, 28.5, 2
6.8, 24.8 ppm.
１．１３
　化合物［５］から化合物［１５］へ；図２Ｄを参照
【０２３６】
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【化４２】

【０２３７】
　５－［（３ａＲ，４Ｒ，６Ｓ，６ａＳ）－４－（２－｛２－［２－（２－アジド－エト
キシ）－エトキシ］－エトキシ｝－エトキシ）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３
，４－ｄ］イミダゾール－６－イル］－ペンタン酸メチルエステル［１５］。スルホキシ
ド［５］（４００ｍｇ、１．４６ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥クロロホルム（１２
．８ｍＬ）にアルゴンガス雰囲気下で溶解し、その後、－６０℃に冷却した。無水トリフ
ルオロ酢酸（０．６２ｍＬ、４．３７ｍｍｏｌ、３．００当量）を滴下添加した後、得ら
れた混合物を１時間かけて室温に加温し、もう３０分間にわたって撹拌した。その後に、
揮発物を真空（１０－２ｍｂａｒ）で少なくとも２時間にわたって除去した。得られた無
色ワックスを、乾燥テトラヒドロフラン（３ｍＬ）にアルゴンガス雰囲気下で再溶解し、
アジドアルコール［８］（１．６０ｇ、７．２９ｍｍｏｌ、５．００当量）を添加した。
反応物を室温で２日間にわたって撹拌し、真空で濃縮し、次いで、フラッシュカラムクロ
マトグラフィー（シリカ、ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９９：１勾配から９５：５）にかけ
た。最終精製はＨＰＬＣ（Ｃ－１８逆相シリカ、ＭｅＣＮ：Ｈ２Ｏ、標準勾配プログラム
）を介して実現して、アジド［１５］（１８１ｍｇ、０．３８ｍｍｏｌ、２６％）を無色
ワックスとして産出した。
ｔＲ（ＨＰＬＣ）＝２４分。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝９：１）＝０．４５。
1H NMR (DMSO-d6, 400 MHz): δ = 6.57 (s, br, 1H), 6.56 (s, br, 1H), 4.76 (s, 1H)
, 4.29 (ddd, J = 7.6, 4.2, 1.8 Hz, 1H), 4.17 (dd, J = 7.7, 1.3 Hz, 1H), 3.73-3.6
8 (m, 1H), 3.61-3.48 (m, 13H) 3.40-3.32 (m, 3H), 3.32 (s, 3H), 2.30 (t, J = 7.4 
Hz, 2H), 1.66-1.43 (m, 4H), 1.40-1.23 (m, 2H) ppm.
13C NMR (DMSO-d6, 100 MHz): δ = 173.2, 162.0, 95.1, 69.8 (3C), 69.7, 69.2, 67.2
, 66.3, 60.4, 52.6, 51.2, 50.0, 33.1, 27.9, 27.8, 24.5 ppm.
【０２３８】

【表５】

【０２３９】
１．１４
　化合物［１５］から化合物［１６］へ；図２Ｄを参照
【０２４０】
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【化４３】

【０２４１】
　５－［（３ａＲ，４Ｒ，６Ｓ，６ａＳ）－４－（２－｛２－［２－（２－アジド－エト
キシ）－エトキシ］－エトキシ｝－エトキシ）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３
，４－ｄ］イミダゾール－６－イル］－ペンタン酸［１６］。アジド［１５］（１８０ｍ
ｇ、０．３９ｍｍｏｌ、１．００当量）を、メタノール（３．３ｍＬ）にアルゴンガス雰
囲気下で溶解した。そこに、水（３．３ｍＬ）中の水酸化リチウム（１８１ｍｇ、７．５
７ｍｍｏｌ、２０．０当量）の混合物を添加した。反応物を室温で終夜撹拌し、その後、
ＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ）およびＨＣｌ水溶液（２５ｍＬ、１Ｍ）の撹拌混合物に添加す
ることによってクエンチした。層を分離し、水性相をＣＨ２Ｃｌ２（２５ｍＬ、２回）お
よびＥｔＯＡｃ（２５ｍＬ、３回）で抽出した。合わせた有機層をＮａ２ＳＯ４で乾燥さ
せ、真空で濃縮した。ＨＰＬＣ（Ｃ－１８逆相シリカ、ＭｅＣＮ：Ｈ２Ｏ、標準勾配プロ
グラム）を介する精製により、ビオチン誘導体［１６］（１３７ｍｇ、０．３０ｍｍｏｌ
、７８％）を無色ワックスとして産出した。
ｔＲ（ＨＰＬＣ）＝２０分。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝４：１）＝０．２５。
1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 4.86 (s, 1H), 4.44 (dd, J = 7.9, 4.4 Hz, 1H), 4.40
 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.88-3.84 (m, 1H), 3.68-3.62 (m, 12H), 3.54 (mC, 1H), 3.48
 (mC, 1H), 3.38 (t, J = 4.7 Hz, 2H), 2.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.79-1.72 (m, 1H)
, 1.69-1.58 (m, 3H), 1.49-1.42 (m, 2H) ppm.
13C NMR (CD3OD, 125 MHz): δ = 177.5, 165.4, 96.4, 71.7 (2C), 71.6, 71.5, 71.2, 
71.2, 68.7, 68.5, 62.9, 54.1, 51.8, 34.7, 29.7, 29.4, 26.0 ppm.
【０２４２】
【表６】

【０２４３】
１．１５
　化合物［１７］から化合物［１８］へ；図２Ｄを参照
【０２４４】
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【化４４】

【０２４５】
　５－［（３ａＲ，４Ｒ，６Ｓ，６ａＳ）－４－（１０－アジド－デシルオキシ）－２－
オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イル］－ペンタン酸ベ
ンジルエステル［１８］。スルホキシド［１７］は、化合物［２］から化合物［５］への
反応について１．４に示されているのと同様の手法で、化合物［４］から取得した。スル
ホキシド［１７］（２００ｍｇ、０．５７ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥クロロホル
ム（５．０ｍＬ）にアルゴンガス雰囲気下で溶解し、その後、－６０℃に冷却した。無水
トリフルオロ酢酸（０．２４ｍＬ、１．７１ｍｍｏｌ、３．００当量）を滴下添加した後
、得られた混合物を１時間かけて室温に加温し、もう３０分間にわたって撹拌した。その
後に、揮発物を真空（１０－２ｍｂａｒ）で少なくとも２時間にわたって除去した。得ら
れた無色ワックスを、乾燥テトラヒドロフラン（１．５ｍＬ）にアルゴンガス雰囲気下で
再溶解し、アジドアルコール［１１］（０．３４ｇ、１．７１ｍｍｏｌ、３．００当量）
を添加した。反応物を室温で２日間にわたって撹拌し、真空で濃縮し、次いで、フラッシ
ュカラムクロマトグラフィー（シリカ、ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９８：２勾配から９０
：１０）にかけた。最終精製はＨＰＬＣ（Ｃ－１８逆相シリカ、ＭｅＣＮ：Ｈ２Ｏ、標準
勾配プログラム）を介して実現して、アジド［１８］（５０．０ｍｇ、０．０９ｍｍｏｌ
、１６％）を紫色がかった固体として産出した。１Ｈ　ＮＭＲ分析は、アセタール官能基
の立体中心が、図示されているものを支持する３．３３：１のジアステレオマー（ｄｉａ
ｓｔｅｒｅｍｏｅｒｉｃ）比の根底にあることを示した。
ｔＲ（ＨＰＬＣ）＝３７．２分（広域ピーク）。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝９：１）＝０．７５。
1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 7.37-7.27 (m, 5H), 5.12 (s, 2H), 4.75 (s, 1H), 4.3
9-4.33 (m, 2H), 3.73-3.65 (m, 1H) 3.46 (ddd, J = 9.3, 6.0, 3.9 Hz, 1H), 3.29-3.2
4 (m, 3H), 2.34 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 1.79-1.49 (m, 8H), 1.45-1.27 (m, 14H) ppm.
13C NMR (CD3OD, 100 MHz): δ = 175.0, 165.4, 137.7 129.6, 129.2, 129.2, 96.2, 69
.5, 68.5, 67.2, 62.8, 54.1, 52.4, 34.8, 30.6, 30.6, 30.4, 30.3, 30.3, 29.9, 29.6
, 29.2, 27.8, 27.3, 25.9 ppm.
【０２４６】

【表７】

【０２４７】
１．１６
　化合物［１８］から化合物［１９］へ；図２Ｅを参照
【０２４８】
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【化４５】

【０２４９】
　５－［（３ａＲ，４Ｒ，６Ｓ，６ａＳ）－４－（１０－アジド－デシルオキシ）－２－
オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イル］－ペンタン酸［
１９］。アジド［１８］（５０．０ｍｇ、０．０９ｍｍｏｌ、１．００当量）を、メタノ
ール（０．８ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下で溶解した。そこに、水（０．８ｍＬ）中
の水酸化リチウム（４５．０ｍｇ、１．８８ｍｍｏｌ、２０．０当量）の混合物を添加し
た。反応物を室温で終夜撹拌し、その後、ＣＨ２Ｃｌ２（２０ｍＬ）およびＨＣｌ水溶液
（２０ｍＬ、１Ｍ）の撹拌混合物に添加することによってクエンチした。層を分離し、水
性相をＣＨ２Ｃｌ２（１５ｍＬ、２回）およびＥｔＯＡｃ（１５ｍＬ、３回）で抽出した
。合わせた有機層をＮａ２ＳＯ４で乾燥させ、真空で濃縮した。ＨＰＬＣ（Ｃ－１８逆相
シリカ、ＭｅＣＮ：Ｈ２Ｏ、標準勾配プログラム）を介する精製により、ビオチン誘導体
［１９］（３７ｍｇ、０．０８ｍｍｏｌ、８９％）を紫色がかった固体として産出した。
１Ｈ　ＮＭＲ分析は、アセタール官能基の立体中心が、図示されているものを支持する３
．３３：１のジアステレオマー比の根底にあることを示した。
ｔＲ（ＨＰＬＣ）＝３１．１分。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝４：１）＝０．３０。
1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 4.74 (s, 1H), 4.42 (dd, J = 7.8, 4.0 Hz, 1H), 4.35
 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 3.74-3.66 (m, 1H), 3.55-3.47 (m, 1H), 3.29-3.25 (m, 3H), 2
.32 (t, J = 7.4 Hz, 2H), 1.79-1.51 (m, 8H), 1.48-1.32 (m, 14H) ppm.
13C NMR (CD3OD, 100 MHz): δ = 177.4, 165.4, 96.2, 69.5, 68.5, 62.8, 54.1, 52.5,
 34.7, 30.6, 30.6, 30.4, 30.3, 30.2, 29.9, 29.7, 29.4, 27.8, 27.3, 26.0 ppm.
【０２５０】
【表８】

【０２５１】
１．１７
　化合物［１８］から化合物［１９］へ；図２Ｅを参照
【０２５２】
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【化４６】

【０２５３】
　５－［（３ａＲ，４Ｒ，６Ｓ，６ａＳ）－４－（１０－アジド－デシルスルファニル）
－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イル］－ペンタ
ン酸ベンジルエステル［２０］。スルホキシド［１７］は、化合物［２］から化合物［５
］への反応について１．４に示されているのと同様の手法で、化合物［４］から取得した
。スルホキシド［１７］（２００ｍｇ、０．５７ｍｍｏｌ、１．００当量）を、乾燥クロ
ロホルム（５．０ｍＬ）にアルゴンガス雰囲気下で溶解し、その後、－６０℃に冷却した
。無水トリフルオロ酢酸（０．２４ｍＬ、１．７１ｍｍｏｌ、３．００当量）を滴下添加
した後、得られた混合物を１時間かけて室温に加温し、もう３０分間にわたって撹拌した
。その後に、揮発物を真空（１０－２ｍｂａｒ）で少なくとも２時間にわたって除去した
。得られた無色ワックスを、乾燥テトラヒドロフラン（１．５ｍＬ）にアルゴンガス雰囲
気下で再溶解し、アジドアルコール［１４］（０．４２ｇ、１．７１ｍｍｏｌ、３．００
当量）を添加した。反応物を室温で２日間にわたって撹拌し、真空で濃縮し、次いで、フ
ラッシュカラムクロマトグラフィー（シリカ、ＣＨ２Ｃｌ２：ＭｅＯＨ＝９８：２勾配か
ら９０：１０）にかけた。最終精製はＨＰＬＣ（Ｃ－１８逆相シリカ、ＭｅＣＮ：Ｈ２Ｏ
、標準勾配プログラム）を介して実現して、アジド［２０］（７４．０ｍｇ、０．１４ｍ
ｍｏｌ、２４％）を紫色がかった固体として産出した。１Ｈ　ＮＭＲ分析は、アセタール
官能基の立体中心が、図示されているものを支持する４：１のジアステレオマー比の根底
にあることを示した。
ｔＲ（ＨＰＬＣ）＝３８分（広域ピーク）。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝９：１）＝０．８３。
1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 7.36-7.28 (m, 5H), 5.12 (s, 2H), 4.41 (ddd, J = 18
.3, 7.9, 4.8 Hz, 1H), 4.35-4.28 (m, 2H), 3.70-3.65 (m, 1H) 3.28-3.25 (m, 2H), 2.
71 (mC, 1H), 2.59 (mC, 1H), 2.44-2.37 (m, 2H), 1.79-1.50 (m, 8H), 1.49-1.30 (m, 
14H) ppm.
13C NMR (CD3OD, 100 MHz): δ = 175.0, 165.2, 137.7, 129.6, 129.2, 129.2, 68.0, 6
7.2, 63.2, 62.3, 55.0, 52.4, 34.8, 33.7, 30.5, 30.2, 30.2, 30.0, 29.9, 29.9, 29.
6, 28.8, 27.8, 25.9 ppm.
【０２５４】
【表９】

【０２５５】
１．１８
　化合物［１８］から化合物［１９］へ；図２Ｅを参照
【０２５６】
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【化４７】

【０２５７】
　５－［（３ａＲ，４Ｒ，６Ｓ，６ａＳ）－４－（１０－アジド－デシルスルファニル）
－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イル］－ペンタ
ン酸［２１］。アジド［２０］（７４．０ｍｇ、０．１４ｍｍｏｌ、１．００当量）を、
メタノール（１．２ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下で溶解した。そこに、水（１．２ｍ
Ｌ）中の水酸化リチウム（６５．０ｍｇ、２．７０ｍｍｏｌ、２０．０当量）の混合物を
添加した。反応物を室温で終夜撹拌し、その後、ＣＨ２Ｃｌ２（２０ｍＬ）およびＨＣｌ
水溶液（２０ｍＬ、１Ｍ）の撹拌混合物に添加することによってクエンチした。層を分離
し、水性相をＣＨ２Ｃｌ２（１５ｍＬ、２回）およびＥｔＯＡｃ（１５ｍＬ、３回）で抽
出した。合わせた有機層をＮａ２ＳＯ４で乾燥させ、真空で濃縮した。ＨＰＬＣ（Ｃ－１
８逆相シリカ、ＭｅＣＮ：Ｈ２Ｏ、標準勾配プログラム）を介する精製により、ビオチン
誘導体［２１］（４３ｍｇ、０．０９ｍｍｏｌ、６９％）を紫色がかった固体として産出
した。１Ｈ　ＮＭＲ分析は、アセタール官能基の立体中心が、図示されているものを支持
する４：１のジアステレオマー比の根底にあることを示した。
ｔＲ（ＨＰＬＣ）＝３２．８分。
Ｒｆ（ＥｔＯＡｃ：ＭｅＯＨ＝４：１）＝０．２７。
1H NMR (CD3OD, 400 MHz): δ = 4.46-4.42 (m, 1H), 4.36-4.31 (m, 2H), 3.71 (ddd, J
 = 8.9, 5.9, 4.5 Hz, 1H), 3.39-3.26 (m, 2H), 2.73 (mC, 1H), 2.64-2.57 (m, 1H), 2
.34-2.29 (m, 2H), 1.82-1.55 (m, 8H), 1.49-1.33 (m, 14H) ppm.
13C NMR (CD3OD, 100 MHz): δ = 177.7, 165.5, 68.2, 63.4, 62.5, 55.2, 52.6, 34.9,
 33.8, 30.7, 30.7, 30.4, 30.3, 30.2, 30.1, 30.0, 29.8, 29.0, 28.0, 26.1 ppm.
【０２５８】
【表１０】

【０２５９】
１．１９
【０２６０】
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【化４８】

【０２６１】
　０，１Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．２、１０ｍＬ）中のキーホールリンペットヘ
モシアニン（３０ｍｇ、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｉｒｃｈ　８２８３番）を、（１Ｒ，８Ｓ，
９ｓ）－ビシクロ［６．１．０］ノナ－４－イン－９－イルメチルスクシンイミジルカー
ボネート（６．６ｍｇ、２２．６μｍｏｌ、Ｓｙｎａｆｆｉｘ　Ｐｒｏｄｕｃｔ　ＳＸ－
Ａ－１０２８番）と反応させた。混合物を室温で５時間にわたって撹拌した。未反応のシ
クロオクチンを、０，１Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．２）に対する透析によって除
去した。アジド－ＰＥＧ４－ビオチン［１６］（３．５９ｍｇ、７．８μｍｏｌ）をＤＭ
ＳＯに溶解し、シクロオクチン誘導体化ＫＬＨに添加した。混合物を４℃で終夜撹拌した
。未反応のアジド－ＰＥＧ４－ビオチンを、０，１Ｍリン酸カリウム緩衝液（ｐＨ７．２
）に対する透析によって除去した。２８０ｎｍにおける吸光度を測定することによって、
タンパク質含有量を決定した。
１．２０
【０２６２】

【化４９】

【０２６３】
　ビオチン誘導体［１６］（４０．０ｍｇ、８６．６μｍｏｌ、１．００当量）およびア
ルキン［２３］（３９．０ｍｇ、１３．０μｍｏｌ、１．５０当量）を、乾燥Ｎ，Ｎ－ジ
メチルホルムアミド（５．０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下で溶解し、室温で１８時間
にわたって撹拌した。得られた溶液を、４５℃にて真空で濃縮した。ＨＰＬＣ（Ｃ－１８
逆相シリカ、ＭｅＣＮ：Ｈ２Ｏ、標準勾配プログラム）を介する精製により、活性エステ
ル［２４］（５７．２ｍｇ、７．６０μｍｏｌ、８７％）を無色泡状物として産出した。
図２Ｆも参照されたい。
ｔＲ（ＨＰＬＣ）＝１９．２分。
【０２６４】
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【表１１】

【０２６５】
１．２０
【０２６６】

【化５０】

【０２６７】
　ここでも、活性エステル［２４］を使用して、下記の手順でＫＬＨコンジュゲートを合
成した：上述した通りに合成した１０ｍｇのＮＨＳエステルを、１０００μｌのＤＭＳＯ
に溶解し、１００ｍｇのＫＬＨ（キーホールリンペットヘモシアニン、Ｓｉｇｍａ　Ｈ８
２８３）の溶液に添加した。ｐＨをｐＨ＝８．３に調整し、溶液を終夜撹拌した。混合物
をアミコン撹拌式セル中で精製した。
１．２１
【０２６８】
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【化５１】

【０２６９】
ＫＬＨコンジュゲート［２８］、図２Ｈも参照
　上述したＮＨＳエステルのＫＬＨコンジュゲートは、下記の手順で合成され得る：上述
した通りに合成した１０ｍｇのＮＨＳエステル［２７］（７－｛２－［２－（２－｛２－
［（３ａＳ，４Ｓ，６Ｒ，６ａＲ）－４－（４－カルボキシ－ブチル）－２－オキソ－ヘ
キサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イルオキシ］－エトキシ｝－エト
キシ）－エトキシ］－エチルカルバモイル｝－ヘプタン酸２，５－ジオキソ－ピロリジン
－１－イルエステル）を、１０００μｌのＤＭＳＯに溶解し、１００ｍｇのＫＬＨ（キー
ホールリンペットヘモシアニン、Ｓｉｇｍａ　Ｈ８２８３）の溶液に添加する。ｐＨをｐ
Ｈ＝８．３に調整し、溶液を終夜撹拌する。混合物をアミコン撹拌式セル中で精製する。
【０２７０】
　実施例２
モノクローナル抗体をインビトロでスクリーニングするための試薬の合成
２．１
【０２７１】
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【化５２】

【０２７２】
　スクリーニング試薬［３０］は、標準的な反応条件を使用することにより、上述したＮ
ＨＳエステル［２４］を、ＥＰ０７４７４４７において記述されている通りに合成された
、カルド－２０（２２）－エノリド、３－［２－［［２－［２－（２－アミノエトキシ）
エトキシ］エチル］アミノ］－２－オキソエトキシ］－１２，１４－ジヒドロキシ－、（
３β，５β，１２β）－（９ＣＩ）、ＣＡＳ登録番号１８５５２３－１０－８のようなジ
ゴキシゲニン（Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎｅ）のアミノ誘導体と、上述したＮＨＳエステル
と、ＤＭＦ中、室温で２時間にわたって反応させることによって合成した。その後で、溶
媒を除去し、生成物を分取ＨＰＬＣクロマトグラフィーによって単離した。［３０］の構
造は、図２Ｌにも示されている。
２．２
【０２７３】

【化５３】

【０２７４】
５－［（３ａＳ，４Ｓ，６Ｒ，６ａＲ）－６－（２－｛２－［２－（２－アミノ－エトキ
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シ）－エトキシ］－エトキシ｝－エトキシ）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，
４－ｄ］イミダゾール－４－イル］－ペンタン酸
　ビオチン誘導体［１６］（５．００ｍｇ、１１．４μｍｏｌ、１．００当量）を、メタ
ノール（１．０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下で溶解した。そこに、Ｐｄ／Ｃ（１７ｍ
ｇ、１．５０当量、１０ｗｔ－％Ｐｄ）を添加し、得られた懸濁液を排気し、水素を３回
再充填した。室温で１６時間にわたって撹拌した後、反応混合物をＣｅｌｉｔｅ（Ｃ）上
で濾過し（ＭｅＯＨで洗浄しながら）、真空で濃縮した。物質［２６］（３．５３ｍｇ、
８．１０μｍｏｌ、７１％）が無色ワックスとして取得され、追加の精製なしにさらなる
反応に使用した。図２Ｇも参照されたい。
1H NMR (CD3OD, 400 MHz, 特徴的シグナル): δ = 3.02 (t, 2 H) ppm.
13C NMR (CD3OD, 100 MHz): δ = 182.7, 165.4, 96.5, 71.6, 71.5, 71.4, 71.3, 71.2,
 69.6, 68.6, 68.4, 62.8, 54.2, 38.8, 30.8, 30.1, 29.4, 27.5 ppm.
【０２７５】
【表１２】

【０２７６】
２．３
【０２７７】

【化５４】

【０２７８】
７－｛２－［２－（２－｛２－［（３ａＳ，４Ｓ，６Ｒ，６ａＲ）－４－（４－カルボキ
シ－ブチル）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イ
ルオキシ］－エトキシ｝－エトキシ）－エトキシ］－エチルカルバモイル｝－ヘプタン酸
２，５－ジオキソ－ピロリジン－１－イルエステル
　アミン［２６］（３．５３ｍｇ、８．１０μｍｏｌ、１．００当量）および試薬スベリ
ン酸ビス－ヒドロキシスクシンイミドエステル（ＣＡＳ６８５２８－８０－３）（３．７
３ｍｇ、１０．１μｍｏｌ、１．２５当量）を、乾燥Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド（１
．０ｍＬ）に、アルゴンガス雰囲気下で溶解する。そこに、トリエチルアミン（１．３ｍ
ｇ、１２．１μｍｏｌ、１．５０当量）を添加し、得られた溶液を室温で６時間にわたっ
て撹拌する。その後に、混合物を真空で濃縮する。ＨＰＬＣ（Ｃ－１８逆相シリカ、Ｍｅ
ＣＮ：Ｈ２Ｏ、標準勾配プログラム）を介する精製により、活性エステル［２７］（３．
０６ｍｇ、４．４６μｍｏｌ、５５％）を無色ワックスとして産出する。図２Ｇも参照さ
れたい。
２．４
スクリーニング試薬
Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＤＡＤＯＯ－ビオチン［２９］
　ジゴキシゲニン－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＮＨＳエステル（別名：ジゴキシゲニンＮ
ＨＳ－エステル、カルド－２０（２２）－エノリド、３－［２－［［６－［（２，５－ジ
オキソ－１－ピロリジニル）オキシ］－６－オキソヘキシル］アミノ］－２－オキソエト
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キシ］－１２，１４－ジヒドロキシ－、（３β，５β，１２β）－）＝ＣＡＳ番号１２９
２７３－２６－３は、ＤＥ３８３６６５６Ａ１において記述されている通りに合成した、
または市販製品（Ｍｅｒｃｋ－Ｓｉｇｍａ）として取得した。
【０２７９】
　ジゴキシゲニン－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＮＨＳエステルを３ｍＬのＤＭＦに溶解し
、６μｌのトリメチルアミンを添加する。その後で、５－［（３ａＳ，４Ｓ，６Ｒ，６ａ
Ｒ）－６－（２－｛２－［２－（２－アミノ－エトキシ）－エトキシ］－エトキシ｝－エ
トキシ）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－４－イル］
－ペンタン酸を添加し、混合物を室温で２時間にわたって撹拌する。溶媒を蒸発によって
除去し、生成物［図２Ｋに示す通りの生成物［２９］の式、図２Ｊに示す遊離体］を分取
ＨＰＬＣクロマトグラフィーによって単離する。
【０２８０】
　実施例３
Ｎ’１原子におけるビオチンの誘導体化およびスクリーニング試薬の合成
（１）ＦＭＯＣ－ベータ－アラニン－酸塩化物
　乾燥条件下、フラスコ中の４．７ｇのＦＭＯＣ－ベータ－アラニン（ＩＲＩＳ、ＦＡＡ
１３００）に、およそ２０ｍＬの塩化チオニルをゆっくりと添加した。混合物を室温で５
０分間にわたって撹拌し、その後で、１０分間にわたって還流状態まで加熱した。冷却し
た後、混合物を蒸発させ、残留物を無水トルエンに３回溶解し、毎回蒸発させた。
【０２８１】
　収量は５．１ｇであった。
（２）ＦＭＯＣ－ベータ－アラニル－ビオチン
　ビオチンのカルボン酸は、ＦａｎｇおよびＢｅｒｇｓｔｒｏｍによって、Ｎｕｃｌｅｉ
ｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、２００３、第３１巻、第２号、７０８において記述
された通り、ビオチン（２．４８ｇ）を、ｔ－ブチルクロロジフェニルシラン（６．５ｍ
ｌ）と、１５ｍＬの乾燥ピリジン中、ＤＭＡＰ（０．６３ｇ）の存在下、アルゴンの不活
性雰囲気において室温で終夜反応させることによって保護した。
【０２８２】
　１０ｍＬのジクロロメタンに溶解した４．９ｇのＦＭＯＣ－ベータ－アラニン－酸塩化
物を添加し、室温で３．５時間にわたって撹拌した。混合物を蒸発させ、ＤＭＦを添加し
、再度蒸発させた。残留物をＤＭＦ－Ｈ２Ｏ（３：１）に溶解し、５０ｍｍｏｌの炭酸カ
リウムを添加し、混合物を３０分間にわたって撹拌した。クエン酸でｐＨ４に酸性化後、
生成物を酢酸エチルで抽出し、カラムクロマトグラフィー（シリカ、溶離液　酢酸エチル
／メタノール）によって精製した。
ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ：Ｍ＋＝５３８．３Ｄａ。収量は１．５ｇであった。
（３）ベータ－アラニル－ビオチン＝５－［３－（３－アミノ－プロピオニル）－２－オ
キソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イル］－ペンタン酸
　ＦＭＯＣ保護基は、１．６７ｇのＦＭＯＣ－ベータ－アラニル－ビオチンを、ＤＭＦ中
２０％ピペリジンの混合物（６０ｍｌ）に溶解することによって、開裂した。混合物を蒸
発させ、真空下で乾燥させた。その後で、生成物を、逆相シリカおよびＨ２Ｏ－アセトニ
トリル勾配を使用する分取ＨＰＬＣによって単離した。
ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ：Ｍ＋＝３１６．３Ｄａ。収量は０．５５ｇであった。
【０２８３】
　実施例４
モノクローナル抗体のスクリーニングのためのさらなる試薬の合成
（１）Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＤＡＤＯＯ－ビオチン
　ジゴキシゲニン－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＮＨＳエステル（別名：ジゴキシゲニンＮ
ＨＳ－エステル、カルド－２０（２２）－エノリド、３－［２－［［６－［（２，５－ジ
オキソ－１－ピロリジニル）オキシ］－６－オキソヘキシル］アミノ］－２－オキソエト
キシ］－１２，１４－ジヒドロキシ－、（３β，５β，１２β）－）＝ＣＡＳ番号１２９
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２７３－２６－３は、ＤＥ３８３６６５６Ａ１において記述されている通りに合成した、
または市販製品（Ｍｅｒｃｋ－Ｓｉｇｍａ）として取得した。
【０２８４】
　２１ｍｇのジゴキシゲニン－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＮＨＳエステルを３ｍＬのＤＭ
Ｆに溶解し、６μｌのトリメチルアミンを添加した。その後で、１４ｍｇのビオチン－Ｄ
ＡＤＯＯを添加し、混合物を室温で２時間にわたって撹拌した。溶媒を蒸発によって除去
し、生成物を分取ＨＰＬＣクロマトグラフィーによって単離した。
ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ：Ｍ＋＝９１８．７Ｄａ。収量：２３ｍｇ。
（２）Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチン
　ベータ－アラニル－ビオチン＝ベータ－アラ－ビオチン＝５－［３－（３－アミノ－プ
ロピオニル）－２－オキソ－ヘキサヒドロ－チエノ［３，４－ｄ］イミダゾール－６－イ
ル］－ペンタン酸は、上述した通りに（実施例１）合成した。
【０２８５】
　ジゴキシゲニン－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＮＨＳエステル（別名：ジゴキシゲニンＮ
ＨＳ－エステル、カルド－２０（２２）－エノリド、３－［２－［［６－［（２，５－ジ
オキソ－１－ピロリジニル）オキシ］－６－オキソヘキシル］アミノ］－２－オキソエト
キシ］－１２，１４－ジヒドロキシ－、（３β，５β，１２β）－）＝ＣＡＳ番号１２９
２７３－２６－３は、ＤＥ３８３６６５６Ａ１において記述されている通りに合成した、
または市販製品（Ｍｅｒｃｋ－Ｓｉｇｍａ）として取得した。
【０２８６】
　２０ｍｇのジゴキシゲニン－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＮＨＳエステルを３ｍＬのＤＭ
Ｆに溶解し、６μｌのトリエチルアミンを添加した。その後で、１０．５ｍｇのベータ－
アラ－ビオチンを添加し、混合物を室温で３．５時間にわたって撹拌した。溶媒を蒸発に
よって除去し、生成物を分取ＨＰＬＣクロマトグラフィーによって単離した。
ＨＰＬＣ－ＥＳＩ－ＭＳ：Ｍ＋＝８５９．６Ｄａ。収量：１６ｍｇ。
【０２８７】
　実施例５
抗体結合遊離ビオチンの生成のためのウサギの免疫付与
　本開示において、遊離ビオチンを捕集する能力を持つ抗体の開発が報告される。この目
的のために、本発明者らは、ビオチンの吉草酸部分のＣＯＯＨ基がアクセス可能であり、
かつコンジュゲーションに使用されない場合のみ、ビオチンと結合する抗体を生成した。
本発明に従う抗体は、ビオチン化分子、すなわち、ビオチンがカルボキシル基の炭素原子
を介して共有結合的にカップリングされている慣例的なビオチン－コンジュゲートと結合
しない。
【０２８８】
　そのような抗体の生成のために、１２～１６週齢のＮＺＷウサギを、ＫＬＨ－ビオチン
コンジュゲートで免疫化した（上記、実施例２、ＫＬＨコンジュゲート［２２］、［２８
］を参照）。すべてのウサギを繰り返し免疫付与に供した。最初の１か月は、動物を毎週
免疫化した。２か月目以降は、動物を月に１回免疫化した。１回目の免疫付与では、５０
０μｇのＫＬＨ－ＳＸＡ１０２８－アジド－ＰＥＧ４－ビオチン［２２］を１ｍＬの１４
０ｍＭ　ＮａＣｌに溶解し、１ｍＬのＣＦＡ（完全フロイントアジュバント）中で乳化し
た。すべての後続の免疫付与では、ＣＦＡをＩＦＡ（不完全フロイントアジュバント）に
よって置き換えた。動物の力価を、免疫付与の開始後４５日目に評価した。
【０２８９】
　実施例６
免疫化した動物の抗体力価分析
　血清滴定の実験設定は、（ｉ）従来型のコンジュゲートされたビオチン、すなわち、吉
草酸部分のカルボキシル官能基の炭素原子を介して担体とコンジュゲートされたビオチン
と、（ｉｉ）その環構造が担体に共有結合されているコンジュゲートされたビオチンとを
区別することができるポリクローナル抗体の量を決定するように設計された。
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【０２９０】
　本明細書において、式ＩＩＩＡ－Ｃの化合物（図２Ｋ、２Ｌおよび３Ｂに図示される）
が提供される。式ＩＩの化合物（図３Ａに図示される）がさらに提供される。
　ある実施形態において、９６ウェルプレートを最初に５μｇ／ｍＬのポリクローナルヒ
ツジ抗Ｄｉｇ抗体（Ｓｉｇｍａ）でコーティングした。洗浄ステップの後、プレートを５
％ＢＳＡ（Ｒｏｃｈｅ）でブロックして、バックグラウンドシグナルを低減させた。異な
るビオチン－Ｄｉｇコンジュゲート（ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチン（式
ＩＩＩＣ）およびＤｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＤＡＤＯＯ－ビオチン（式ＩＩ））
を捕捉するために、抗Ｄｉｇでコーティングされたプレートを、２５０ｎｇ／ｍＬのコン
ジュゲートとともに、別個のウェル中でインキュベートした。追加の洗浄ステップの後、
ウサギ血清を、１％ＢＳＡを加えたＰＢＳ中で希釈し、希釈物をプレートに添加した。血
清を、希釈１：３００、１：９００、１：２，７００、１：８，１００、１：２４，３０
０、１：７２，９００、１：２１８，７００および１：６５６，１００で試験した。結合
した抗体を、基質としてＨＲＰ標識Ｆ（ａｂ’）２ヤギ抗ウサギＦｃγ（Ｄｉａｎｏｖａ
）およびＡＢＴＳ（Ｒｏｃｈｅ）を用いて検出した。分析した動物の力価を、希釈曲線の
５０％シグナル減少で設定した。
【０２９１】
　追加の陰性対照として、プレートを、異なる慣例的にビオチン化された分子、ペプチド
－ビオチンコンジュゲート（ＣＤ６８－ｂｉ）、組み換えタンパク質－ビオチンコンジュ
ゲート（ＣＤ４－ｂｉ）および組み換えＦ（ａｂ’）２－ビオチンコンジュゲートｒＫ－
Ｆ（ａｂ’）２でもコーティングした。３つの陰性対照のすべてにおいて、ビオチンは、
吉草酸部分のカルボキシル官能基の炭素原子を介してリンカーとカップリングされ、した
がって、ポリクローナル血清によって検出されるはずがない。表２は、それらの結果を示
す。
【０２９２】
【表１３】

【０２９３】
　３匹の免疫化した動物由来のポリクローナル血清は、免疫原に類似する（ビオチンの環
系の原子が置換を担持するという点で）し、吉草酸側鎖のＣＯＯＨ基がアクセス可能であ
る、Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチンとのみ結合することが示
される。ビオチンが吉草酸部分のカルボキシル官能基の炭素原子を介してそれぞれの担体
とカップリングされているすべてのスクリーニング試薬、ｒＫ－Ｆ（ａｂ’）２、ＣＤ６
８－ｂｉ、ＣＤ４－ｂｉおよびＤｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ＤＡＤＯＯ－ビオチン
は、弱く検出されたか、または全くされなかった。
【０２９４】
　実施例７
モノクローナル抗体結合遊離ビオチンの開発
　溶液中のビオチン（すなわち、遊離ビオチン）と、交差反応性なしに結合することがで
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きる抗体の開発のために、Ｓｅｅｂｅｒら（２０１４）、ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ．２０１４年
２月４日；９（２）において記述された通りの慣例的にビオチン化された標的、Ｂ細胞ク
ローニングを使用した。抗原反応性Ｂ細胞の富化のために、ビオチン化マウス抗Ｄｉｇ抗
体（Ｒｏｃｈｅ）を、ストレプトアビジンでコーティングされた磁気ビーズ（Ｍｉｌｔｅ
ｎｙｉ）と結合させた。その後で、免疫化した動物のＰＢＭＣプールを調製し、２５０ｎ
ｇ／ｍＬのＤｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチンとともにインキュ
ベートした。１時間のインキュベーション後、細胞をＰＢＳで洗浄し、プレコート抗Ｄｉ
ｇ磁気ビーズとともにインキュベートした。抗原反応性Ｂ細胞の富化のために、ＭＡＣＳ
カラム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）を使用した。Ｂ細胞選別およびインキュベーションは、Ｓｅ
ｅｂｅｒら（２０１４）、ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ．２０１４年２月４日；９（２）において記
述された通りに行った。ＥＬＩＳＡを実施する２４時間前に、抗原反応性クローンを同定
するために、２μｇ／ｍＬのストレプトアビジンを細胞培養上清に添加して、遊離ビオチ
ンを中和した。これは、培養培地中のまたは細胞起源の遊離ビオチンが、上清中の抗体と
スクリーニング試薬Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチン（式ＩＩ
ＩＣ）との相互作用をブロックし得ることから、予防措置として行った。ＥＬＩＳＡのた
めに、９６ウェルプレートを５μｇ／ｍＬのポリクローナルヤギ抗ウサギＩｇＧ抗体でコ
ーティングした。洗浄ステップの後、プレートを５％ＢＳＡでブロックして、バックグラ
ウンドシグナルを低減させた。プレートを再度洗浄し、３０μｌのウサギＢ細胞培養物を
９６ウェルプレートに移し、室温で１時間にわたってインキュベートした。別の洗浄ステ
ップの後、５０ｇ／ｍＬの陽性スクリーニング試薬Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベ
ータ－アラ－ビオチンまたは陰性スクリーニング試薬Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－
ＤＡＤＯＯ－ビオチン（式ＩＩ）をウェルに添加し、室温で１時間にわたってインキュベ
ートした。スクリーニング試薬と結合した抗体の検出のために、３μｇ／ｍＬのＰＯＤ標
識ポリクローナルヒツジ抗Ｄｉｇ抗体をプレートに添加した。最後の洗浄ステップの後、
ＡＢＴＳ（Ｒｏｃｈｅ）をＰＯＤ基質として添加し、４０５ｎｍにおけるＯＤを測定する
ことによって、陽性クローンを同定した。結果は表３に記載される。
【０２９５】
【表１４】

【０２９６】
　実施例８
モノクローナル抗体によるビオチンの結合
　新たに生成された所望の抗体（表３に示されているクローンによって表されるものを含
む）が追加で遊離ビオチンと結合することを実証するために、競合ＥＬＩＳＡアッセイを
設計し、実施した。
【０２９７】
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　この目的のために、抗体を、Ｓｅｅｂｅｒら（２０１４）、ＰＬｏＳ　Ｏｎｅ．２０１
４年２月４日；９（２）において記述された通りに、最初にクローン化した。抗体含有上
清を生成するために、ＨＥＫ細胞に、抗ビオチン抗体の関連性のある重および軽鎖をコー
ドする発現プラスミドを一過性にトランスフェクトした。１週間の培養時間後、一過性ト
ランスフェクション中における抗ビオチン抗体の濃度を決定し、選択されたクローンのそ
れぞれの濃度を５μｇ／ｍｌに調整した。
【０２９８】
　ＥＬＩＳＡのために、９６ウェルプレートを５μｇ／ｍＬのポリクローナルヤギ抗ウサ
ギＩｇＧ抗体でコーティングした。洗浄した後、プレートを５％ＢＳＡでブロックして、
バックグラウンドシグナルを低減させた。プレートを再度洗浄し、一過性トランスフェク
ション由来の３０μｌの抗体上清（５μｇ／ｍｌ）を９６ウェルプレートの各ウェルに移
し、室温で１時間にわたってインキュベートした。
【０２９９】
　選択されたクローンのそれぞれを、８つの異なるウェルに連続して添加して、ビオチン
滴定を実施した。
　インキュベーションの後、プレートを再度３回洗浄して、クローン上清中に存在するス
トレプトアビジン／ビオチン複合体を排除した。陽性対照では、５０ｎｇ／ｍＬの陽性ス
クリーニング試薬Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチン（式ＩＩＩ
Ｃ）を各抗体についてウェルの１つに添加し、室温で１時間にわたってインキュベートし
た。
【０３００】
　遊離ビオチンの結合について試験するために、滴定を行った。この目的のために、遊離
ビオチンをＤｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチンに漸増濃度で添加
した。ビオチンは、５０ｎｇ／ｍＬのＤｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－
ビオチンの量に対して、１０ｎｇ／ｍｌ、２０ｎｇ／ｍｌ、４０ｎｇ／ｍｌ、８０ｎｇ／
ｍｌ、１６０ｎｇ／ｍｌ、３２０ｎｇ／ｍｌおよび６４０ｎｇ／ｍｌの濃度で添加した。
その後で、プレートを再度洗浄し、Ｄｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビ
オチンと結合した抗体の検出のために、３μｇ／ｍＬのＰＯＤ標識ポリクローナルヒツジ
抗Ｄｉｇ－抗体をプレートに添加した。最後の洗浄ステップの後、ＡＢＴＳ（Ｒｏｃｈｅ
）をＰＯＤ基質として添加し、４０５ｎｍにおけるＯＤ（光学密度）を測定することによ
って、シグナルを検出した。特筆すると、スクリーニング試薬の存在下でビオチン濃度を
増大させたことの結果として、シグナル低減が観察された。これは、遊離ビオチニン溶液
およびＤｉｇ－３－ＣＭＥ－ＡＭＣＡＰ－ベータ－アラ－ビオチンが、選択された抗体と
の結合について競合していることを指示する。
【０３０１】
　実施例９
免疫学的アッセイにおけるビオチン干渉に対抗すること
　Ｅｌｅｃｓｙｓ　ＴＳＨアッセイのための対照試料、ＰｒｅｃｉＣｏｎｔｒｏｌ　Ｕｎ
ｉｖｅｒｓａｌ　２に、上昇する濃度のビオチン（例えば、０、１００および２００ｎｇ
／ｍＬの最終濃度のビオチン）を混ぜる。
【０３０２】
　抗ＴＳＨ検出抗体を含有するＥｌｅｃｓｙｓ　ＴＳＨ販売キットの試薬２を、未修正バ
ージョン（対照）、および３００μｇ／ｍＬの本発明に従うモノクローナル抗ビオチン抗
体を追加で含有する修正バージョンで使用する。
【０３０３】
　サンドイッチアッセイは、Ｅｌｅｃｓｙｓ　ＴＳＨアッセイのためのルーチンアッセイ
プロトコールに従って実施する：手短に述べると、５０μＬの試料（ビオチンを加えたま
たは加えないＰｒｅｃｉＣｏｎｔｒｏｌ　Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ　２）を、ビオチン化抗Ｔ
ＳＨ抗体を含有するＥｌｅｃｓｙｓ　ＴＳＨキットの６０μＬの試薬１およびルテニル化
抗ＴＳＨ抗体を含有する５０μＬの試薬２とともに、３００μｇ／ｍＬのモノクローナル
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抗ビオチン抗体をさらに添加してまたはせずにインキュベートする。３７℃で９分間にわ
たるインキュベーション後、Ｅｌｅｃｓｙｓ　ＴＳＨキットのストレプトアビジンでコー
ティングされた磁気ビーズの４０μＬの懸濁液を添加し、反応物をもう９分間にわたって
インキュベートし、最後に、反応混合物を測定セルに吸引し、ここで、微粒子を電極の表
面上に磁気的に捕捉する。次いで、未結合物質をＰｒｏＣｅｌｌで除去する。次いで、電
極への電圧の印加により電気化学発光ベースの発光を誘導し、これを光電子増倍管によっ
て測定する。
【０３０４】
　表４は、異なる抗ビオチンスカベンジャー抗体クローンを加えたまたは加えないＴＳＨ
試薬変異体について取得されたシグナルを示す。
　対照試薬を使用すると、試料中における１００または２００ｎｇ／ｍＬのビオチンの存
在は、参照シグナルの５３％または１６％への顕著なシグナル降下をもたらす（ビオチン
を加えない試料）。
【０３０５】
　これとは対照的に、試薬Ｒ２中にビオチン結合抗体を含有するキットの修正バージョン
において、ビオチンの干渉効果は、著しく低減される。
【０３０６】
【表１５】

【０３０７】
　実施例１０
動力学的抗体スクリーニング
　動力学的スクリーニングは、３７℃にて、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅビアコア４００
０機器で実施した。ビアコアＣＭ５シリーズＳセンサーを機器に取り付け、流体力学的に
対処し、製造業者の説明書に従って事前に条件を整えた。システム緩衝液は、ＨＢＳ－Ｅ
Ｐ（１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、
０．０５％（ｗ／ｖ）Ｐ２０）であった。試料緩衝液は、１ｍｇ／ｍｌ　ＣＭＤ（カルボ
キシメチルデキストラン、Ｆｌｕｋａ）を補充したシステム緩衝液であった。
【０３０８】
　ウサギ抗体捕捉システムをバイオセンサー上に確立した。ポリクローナルヤギ抗ウサギ
ＩｇＧ　Ｆｃ捕捉抗体ＧＡＲｂＦｃγ（コード番号：１１１－００５－０４６、ロット番
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号１０５３３２、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ）を、製造業者の説
明書に従い、ＮＨＳ／ＥＤＣ化学を使用して固定した。１０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液（
ｐＨ４．５）中の３０μｇ／ｍｌのＧＡＲｂＦｃγを、フローセル１、２、３および４に
おいてスポット１、２、４および５に予備濃縮し、１０．０００ＲＵ　ＧＡＲｂＦｃγで
固定した。その後、センサーを、１ＭエタノールアミンｐＨ８．５で飽和させた。スポッ
ト１および５は相互作用測定に使用され、スポット２および４は基準として役立った。各
ウサギ抗体クローン懸濁液を試料緩衝液中で１：２に希釈し、３０μｌ／分の流速で１分
間にわたって注入した。ウサギ抗体捕捉レベル（ＣＬ）を応答単位（ＲＵ）でモニターし
た。
【０３０９】
　０．９ｋＤａのＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲートの分子量は、ＳＰＲスクリーニング
機器の感度範囲には小さすぎるため、３００ｎＭ　Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート（
Ｄｉｇ－３－ｃｍｅ－Ａｍｃａｐ－β－アラ－ビオチン（ＢＭＯ番号１５４２０３１８）
）を、９００ｎＭ＜Ｄｉｇ＞Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’とともに室温で２時間にわたってプレ
インキュベートした。ｍＡｂ＜Ｄｉｇ＞Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂは、ＫＤ　５ｐＭの親和性で
ジゴキシゲニンと結合する。Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’も、ピコモルの親和性でＤｉｇ－ビオ
チン－コンジュゲート中のジゴキシゲニン部分と結合し、ＧＡＲｂＦｃγ捕捉システムに
干渉しない。Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’は、抗ビオチンウサギクローンおよび遊離ｄ－ビオチ
ンに干渉しない。５０ｋＤａのＭ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’を使用して、０．９ｋＤａのＤｉｇ
－ビオチン－コンジュゲートを、付加質量を加えてロードした。これは、ＳＰＲスクリー
ニング機器の感度範囲に最適な、５０．９ｋＤａの分子量を持つ高度に安定な免疫複合体
をもたらす。Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’は、単量体であり、分析物アビディティー効果は生成
されず、また検出可能でもなかった。予め形成されたＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲート
－Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’複合体を、３０μｌ／分で５分間にわたって単独で注入して、そ
れぞれの表面に表示された抗ビオチンウサギｍＡｂとの会合相をモニターした。ウサギク
ローンからのコンジュゲートの解離を５分間にわたってモニターした。動力学的速度決定
の各サイクルの後、ウサギクローンを、１０ｍＭグリシンｐＨ２．０の１分間の注入、続
いて、２０μｌ／分での１０ｍＭグリシンｐＨ２．２５の２分間の注入によって、バイオ
センサー捕捉システムから完全に洗浄した。
【０３１０】
　第二のスクリーニング設定において、ｄ－ビオチン結合干渉に敏感であるウサギ抗ビオ
チン抗体を同定した。分析物混合物は、室温における終夜のインキュベーションによって
調製し、３００ｎＭ　Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート、９００ｎＭ＜Ｄｉｇ＞Ｍ－Ｄ
．Ｇ－Ｆａｂ’および３００ｎＭ遊離ｄ－ビオチン（ｄ－ビオチン、ＣＡＳ番号：５８－
８５－５、カタログ番号：４７８６８、Ｓｕｐｅｌｃｏ）からなるものであった。動力学
的スクリーニングは、溶液中のこの分析物混合物を用いることを除いて、前述した通りに
実施した。別の実施形態において、異なるＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲートおよび＜Ｄ
ｉｇ＞Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’濃度を使用した。
【０３１１】
　図６は、スクリーニングのための実験設定を説明する。
　両方の分析物の単一濃度動力学の動力学的トレースを、ビアコア４０００評価用ソフト
ウェアによってモニターした。さらに、動力学的データを、報告点特徴付けおよび動力学
的決定によって解釈した。２つの報告点、分析物注入の終了直前に記録されたシグナル、
結合後期（ＢＬ）、および解離時間の終了直前のシグナル、安定性後期（ＳＬ）を使用し
て、分析物／抗原結合安定性を特徴付けた。さらに、解離速度定数ｋｄ（１／秒）をラン
グミュアモデルに従って計算し、抗体／抗原複合体半減期を式ｌｎ（２）／（６０×ｋｄ
）に従って分で計算した。モル比、結合化学量論を、式：ＭＷ（抗体）／ＭＷ（抗原）×
ＢＬ（抗原）／ＣＬ（抗体）で計算した。
【０３１２】
　最後に、各抗ビオチンウサギｍＡｂの動力学的トレースを、１つの分析プロットに重ね
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合わせた。主として、これらのオーバーレイプロットの外観検査により、３００ｎＭ遊離
ｄ－ビオチンの存在下で有効なＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲート結合シグナル低減を示
した抗体を選択した。有効とは、９０％を超えるＤｉｇ－ビオチン－コンジュゲート結合
シグナル低減を意味する。別の実施形態において、８０％、７０％、６０％および５０％
のシグナル低減がある抗体が選択された。選択された抗体を、詳細なＩＣ５０分析に移し
た。
【０３１３】
　図４は、ＳＰＲベースの動力学的スクリーニングによって測定された３つの抗体ブロッ
キングの痕跡を、例示的に示す。クラスＡは、Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート結合の
完全ｄ－ビオチン遮断を示す。クラスＢは、ｄ－ビオチンシグナル干渉に対して中程度の
感度しか持たない抗体を特色とし、クラスＣは、ｄ－ビオチンの影響を受けない。
詳細なＳＰＲベースの機能分析
　詳細な動力学的調査は、３７℃にて、ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ　Ｔ２００機器で実
施した。ビアコアＣＭ５シリーズＳセンサーを機器に取り付け、流体力学的に対処し、製
造業者の説明書に従って事前に条件を整えた。システム緩衝液は、ＨＢＳ－ＥＰ（１０ｍ
Ｍ　ＨＥＰＥＳ（ｐＨ７．４）、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．０５％
（ｗ／ｖ）Ｐ２０）であった。試料緩衝液は、１ｍｇ／ｍｌ　ＣＭＤ（カルボキシメチル
デキストラン、Ｆｌｕｋａ）を補充したシステム緩衝液であった。
【０３１４】
　一実施形態において、ウサギ抗体捕捉システムをＣＭ５バイオセンサー上に確立した。
ポリクローナルヤギ抗ウサギＩｇＧ　Ｆｃ捕捉抗体ＧＡＲｂＦｃγ（コード番号：１１１
－００５－０４６、ロット番号１０５３３２、Ｊａｃｋｓｏｎ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ｒｅｓｅ
ａｒｃｈ）を、製造業者の説明書に従い、ＮＨＳ／ＥＤＣ化学を使用して固定した。１０
ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ４．５）中の３０μｇ／ｍｌのＧＡＲｂＦｃγを、フロ
ーセル１、２、３および４に予備濃縮し、１０．０００ＲＵ　ＧＡＲｂＦｃγで固定した
。その後、センサーを、１ＭエタノールアミンｐＨ８．５で飽和させた。
【０３１５】
　初期の動力学的スクリーニングステップからの選択されたウサギ抗体クローンを、試料
緩衝液中、それぞれ５００ｎＭで希釈し、５μｌ／分の流速で２分間にわたって、続いて
、６０μｌ／分で１０倍濃縮ＨＢＳ－ＥＰシステム緩衝液を用いる２分間の洗浄ステップ
で、バイオセンサー上に捕捉した。ウサギ抗体捕捉レベル（ＣＬ）を応答単位（ＲＵ）で
モニターした。Ｔ２００機器のより高い感度は、＜Ｄｉｇ＞Ｍ－Ｄ．Ｇ－Ｆａｂ’によっ
てロードされる追加の分子質量を回避した。一連の分析物を、６０μｌ／分で５分間の会
合相にわたって注入し、解離相を５分間にわたってモニターした。最初に、Ｄｉｇ－ビオ
チン－コンジュゲート分析物を、溶液中ｄ－ビオチンを省いて３００ｎＭで注入した。次
いで、４ｎＭ、８ｎＭ、１５ｎＭ、３０ｎＭ、９０ｎＭおよび２７０ｎＭの漸増ｄビオチ
ン濃縮物を、Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート混合物に添加した。センサーグラムオー
バーレイプロットを生成して、漸増ｄ－ビオチン濃縮物の存在による、Ｄｉｇ－ビオチン
－コンジュゲート結合シグナル抑制を分析した。分析物会合相のシグナルプラトーからの
結合後期報告点を、漸増ｄ－ビオチン濃縮物の上にプロットし、Ｂｉａｅｖａｌｕａｔｉ
ｏｎソフトウェアにおいてポイント・ツー・ポイントモードを使用して、ｄ－ビオチンＩ
Ｃ５０値を決定した。さらに、センサーグラムオーバーレイプロットを、ｄ－ビオチンの
競合性能について視覚的に調査し、シグナル抑制％を推定した。別の実施形態において、
シグナルブロッキング％を、０ｎＭ　ｄ－ビオチンおよび２７０ｎＭ　ｄ－ビオチン試料
注入の比較によって計算した。
【０３１６】
　図６は、ＩＣ５０測定のＳＰＲ実験設定を示す。図６Ｂは、好ましい実施形態を示す。
　図５は、この競合アッセイの結果を例示的に示す。示されているのは、抗体最有力候補
Ｇである。試料中における遊離ｄ－ビオチン濃度が高くなればなるほど、Ｄｉｇ－ビオチ
ン－コンジュゲート結合シグナルは低くなり、故に、ｄ－ビオチン結合に対する抗体の感
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受性が推定された。クローンＧのＩＣ５０決定は、ＩＣ５０＝３０ｎＭ　ｄ－ビオチンで
あった。
【０３１７】
　別の実施形態において、Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート結合抗体の動力学的パラメ
ーターｋａ［１／Ｍｓ］、ｋｄ［１／秒］、ｔ１／２解離［分］、ＫＤ［Ｍ］および結合
化学量論（モル比）を決定した。
【０３１８】
　クローンＧの３７℃動力学は、ｋａ＝５．８×１０Ｅ５　１／Ｍｓ、ｋｄ＝２．１×１
０Ｅ－２（１／秒）、ｔ１／２解離＝１分、ＭＲ＝１．２で決定された。Ｄｉｇ－ビオチ
ン－コンジュゲートに対する親和性は、ＫＤ＝３６ｎＭであった。
【０３１９】
　クローンＡの３７℃動力学は、ｋａ＝１．０×１０Ｅ６　１／Ｍｓ、ｋｄ＝３．０×１
０Ｅ－４（１／秒）、ｔ１／２解離＝３９分、ＭＲ＝１．５で決定された。Ｄｉｇ－ビオ
チン－コンジュゲートに対する親和性は、ＫＤ＝０．３ｎＭであった。
【０３２０】
　一実施形態において、Ｔ２００機器アッセイ設定は、上述した通りであった。Ｄｉｇ－
ビオチン－コンジュゲートを、０ｎＭ、４ｎＭ、８ｎＭ、１５ｎＭ、３０ｎＭ、９０ｎＭ
および２７０ｎＭの濃度系列（ｓｅｒｉｅ）で注入した。動力学的パラメーターは、ビア
コア評価用ソフトウェアを使用して決定した。
【０３２１】
　別の実施形態において、Ｄｉｇ－ビオチン－コンジュゲート抗体結合の動力学的パラメ
ーターｋａ［１／Ｍｓ］、ｋｄ［１／秒］、ｔ１／２解離［分］、ＫＤ［Ｍ］および結合
化学量論（モル比）を、代替的なセンサー表面設定によって決定した。一実施形態におい
て、ネズミ抗体捕捉システムをＣＭ５バイオセンサー上に確立した。ポリクローナルウサ
ギ抗マウスＩｇＧ捕捉抗体（ＲｂＡＭＩｇＧ（ウサギ抗マウスＩｇＧ）、ｐＡｂ＜Ｍ－Ｉ
ｇＧ＞Ｒｂ－ＩｇＧ（ＩＳ）、ＢＲ－１００８－３８、２０１７－０８、ＧＥ　Ｈｅａｌ
ｔｈｃａｒｅ）を、製造業者の説明書に従い、ＮＨＳ／ＥＤＣ化学を使用して固定した。
１０ｍＭ酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ５．０）中の３０μｇ／ｍｌのＧＡＲｂＦｃγを、
フローセル１、２、３および４に予備濃縮し、１０．０００ＲＵで固定した。その後、セ
ンサーを、１ＭエタノールアミンｐＨ８．５で飽和させた。
【０３２２】
　およそ３００ＲＵの３０ｎＭ　ｍＡｂ＜Ｄｉｇ＞Ｍ－１９／１１－ＩｇＧ（Ｑ）（Ｒｏ
ｃｈｅ、２８．１．１９９９、ｅｎｔｒａｎｃｅ　１９．５．２０１７、Ｉｄ．２１５７
８６１）を、１０μｌ／分で１分間にわたって捕捉した。１５０ｎＭのＤｉｇ－ビオチン
－コンジュゲートを、Ｍ－１９／１１－ＩｇＧによって安定的に捕捉されるように、３０
μｌ／分で２分間にわたって注入した。
【０３２３】
　図６は、アッセイ設定を記述している。このアッセイは、好ましくは、組み換え（ｒｅ
ｃｏｍｂｉｎａｎｔｅｌｙ）発現されたウサギ抗ビオチンＦａｂ’フラグメントの動力学
的決定に使用された。
【０３２４】
　次いで、結合動力学を決定するために、抗ビオチンウサギ抗体またはそのフラグメント
を、濃度依存性系列で上述した通りに注入した。
【０３２５】
　実施例１１
ＩＴＣ実験
　ＩＴＣ実験の目標は、溶液中の遊離ビオチンに対する選択された抗体の親和性、ならび
に結合反応の熱力学的パラメーターおよび化学量論を直接的に決定することであった。
【０３２６】
　すべてのＩＴＣ実験は、ＶＰ－ＩＴＣマイクロ熱量計（Ｍａｌｖｅｒｎ　Ｉｎｓｔｒｕ
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ｍｅｎｔｓ）で行った。実験は、リン酸緩衝液（２５ｍＭリン酸カリウムｐＨ７．４、１
５０ｍＭ塩化カリウム）中、２５℃で実施した。タンパク質濃度は、モノクローナル抗体
について７５０μｇ／ｍｌであり、パラトープについて１０μＭのモル濃度をもたらした
。ビオチン濃度は、１００μＭであった。滴定は、３１０ｒｐｍの撹拌スピードおよび１
０μｌの注入間２００秒の時間間隔で行った。各試料についての最初の注入は、データ当
てはめから除外した。ＮａｎｏＡｎａｌｙｚｅデータ分析ソフトウェアパッケージ（バー
ジョン３．６．０）を使用して、実験データを理論曲線に当てはめて、Ｋｄ（解離定数、
単位Ｍ）、ｎ（結合の化学量論）およびΔＨ（エンタルピーにおける変化、単位ｋｃａｌ
／ｍｏｌ）についての値を生じさせた。熱力学的パラメーター（ΔＧおよびΔＳ）は、Ｋ

ｄおよびΔＨから、方程式：
ΔＧ＝ＲＴｌｎ（Ｋｄ）＝ΔＨ－ＴΔＳ
［式中、Ｒは、一般気体定数であり、Ｔは、温度であり、ΔＧ、ΔＨおよびΔＳは、ギブ
ス自由エネルギー、エンタルピーおよびエントロピーにおける変化である］
を使用して計算した。
【０３２７】
【表１６】

【０３２８】
　実施例１２
原核細胞発酵由来のＦａｂフラグメントの精製
　本発明の発現されたポリペプチドを、宿主細胞のペリプラズムに分泌させ、そこから回
収する。細胞は、遠心分離または濾過によって収穫され得る。２．０から８．０の間のｐ
Ｈを持つ適切な緩衝液中におけるまたは完全発酵ブロスを使用するバイオマスの再懸濁後
、細胞を、物理的、化学的または酵素的方法によって破壊する。細胞が破壊されたら、細
胞残屑または全細胞は、遠心分離または濾過によって除去され得る。ポリペプチドの精製
は、いくつかの沈殿ステップ、およびカチオン、アニオン交換クロマトグラフィー、疎水
性相互作用、混合モード、親和性またはゲル濾過クロマトグラフィーでの分別を伴ってよ
い。微量の結合したビオチンの除去のために、結合剤、例えばストレプトアビジンによる
ポリペプチド溶液の処理が必要となり得る。ポリペプチド透析の最終製剤のために、限外
濾過または限外透析（ｕｌｔｒａｄｉａｌｙｓｉｓ）ステップが行われ得る。ポリペプチ
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ドは、液体、冷凍液体として、またはスプレードライもしくはフリーズドライされた固体
として貯蔵されてよい。

【図１】 【図２Ａ】
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【図２Ｂ】 【図２Ｃ】

【図２Ｄ】 【図２Ｅ】



(84) JP 2020-503281 A 2020.1.30

【図２Ｆ】 【図２Ｇ】

【図２Ｈ】 【図２Ｊ】
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【図２Ｋ】 【図２Ｌ】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】
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