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(57)【要約】
　競合イムノアッセイ方法などにおいてサンプル中のオランザピンを検出するために使用
することのできるオランザピンに結合する抗体が開示される。この抗体は、単一の側方流
動アッセイ装置におけるアリピプラゾール、オランザピン、クエチアピン、及びリスペリ
ドンの多重検出を含む、オランザピンのポイントオブケア（point-of-care）検出のため
の側方流動アッセイ装置において使用することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　オランザピンに結合する単離された抗体又はその結合断片であって、
　（ｉ）式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生成されるか、又は
　（ｉｉ）式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生成される抗体に
よって結合されるエピトープと同一のエピトープに対して競合する、
　式Ｉ：
【化１】

（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【化２】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ２が、Ｈ、

【化３】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ３が、Ｈ、又はＷ－（Ｙ）ｐ－Ｇであり、
　但し、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３のうちの２つがＨでなければならず、更にＲ１、Ｒ２、及びＲ
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３が全て同時にＨでなく、
　ここで、Ｚが、
　－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｏ－、－Ｓ－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノ
アルキル－、－チオアルキル－、－ヘテロアルキル－、アルキルカルボニル－、
【化４】

　からなる群から選択され、
　ここで、Ｗが、
　－Ｃ（Ｏ）－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノアルキル－、－チオ
アルキル－、－ヘテロアルキル－、－アルキルカルボニル－、－Ｎ（Ｒ４）－、

【化５】

　からなる群から選択され、
　Ｒ４が、Ｈ、アルキル基、シクロアルキル基、アラアルキル基、又は置換若しくは非置
換アリール基であり、
　Ｙが、有機スペーサ基であり、
　Ｇが、担体に結合することができる官能性連結基であり、
　ｐが、０、又は１であり、
　ｍが、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である）、単離された抗体又はその結合断片。
【請求項２】
　前記抗体が、式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生成される、
請求項１に記載の抗体。
【請求項３】
　前記抗体断片が、Ｆｖ、Ｆ（ａｂ’）、Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＦｖ、ミニボディ（mini
body）、及びダイアボディ（diabody）断片からなる断片の群から選択される、請求項１
に記載の抗体。
【請求項４】
　前記抗体がモノクローナル抗体である、請求項１に記載の抗体。
【請求項５】
　請求項１に記載の抗体を含む、アッセイキット。
【請求項６】
　請求項１に記載の抗体を含む、アッセイ装置。
【請求項７】
　前記装置が側方流動アッセイ装置である、請求項６に記載のアッセイ装置。
【請求項８】
　オランザピンに結合する抗体を産生する方法であって、
　（ｉ）抗体産生のための宿主を選択する工程と、
　（ｉｉ）前記宿主に式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートを接種する工程で
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あって、前記宿主がオランザピンに結合する抗体を産生する、工程と、を含む、
　式Ｉ：
【化６】

　（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【化７】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ２が、Ｈ、
【化８】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ３が、Ｈ、又はＷ－（Ｙ）ｐ－Ｇであり、
　但し、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３のうちの２つがＨでなければならず、更にＲ１、Ｒ２、及びＲ
３が全て同時にＨでなく、ここで、Ｚが、
　－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｏ－、－Ｓ－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノ
アルキル－、－チオアルキル－、－ヘテロアルキル－、アルキルカルボニル－、
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【化９】

　からなる群から選択され、
　　ここで、Ｗが、
　－Ｃ（Ｏ）－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノアルキル－、－チオ
アルキル－、－ヘテロアルキル－、－アルキルカルボニル－、－Ｎ（Ｒ４）－、

【化１０】

　からなる群から選択され、
　Ｒ４が、Ｈ、アルキル基、シクロアルキル基、アラアルキル基、又は置換若しくは非置
換アリール基であり、
　Ｙが、有機スペーサ基であり、
　Ｇが、担体に結合することができる官能性連結基であり、
　ｐが、０、又は１であり、
　ｍが、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である）、方法。
【請求項９】
　オランザピンに結合するモノクローナル抗体を産生することができるハイブリドーマ細
胞株を産生する方法であって、
　（ｉ）抗体産生のための宿主を選択する工程と、
　（ｉｉ）前記宿主に式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートを接種する工程と
、
　（ｉｉｉ）前記接種された宿主由来の細胞株を連続分裂細胞と融合させて、オランザピ
ンに結合するモノクローナル抗体を産生することができる融合細胞を作製する工程と、
　（ｉｖ）ハイブリドーマ細胞株を得るように前記融合細胞をクローニングする工程と、
を含む、
　式Ｉ：
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【化１１】

　（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【化１２】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ２が、Ｈ、

【化１３】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ３が、Ｈ、又はＷ－（Ｙ）ｐ－Ｇであり、
　但し、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３のうちの２つがＨでなければならず、更にＲ１、Ｒ２、及びＲ
３が全て同時にＨでなく、ここで、Ｚが、
　－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｏ－、－Ｓ－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノ
アルキル－、－チオアルキル－、－ヘテロアルキル－、アルキルカルボニル－、
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【化１４】

　からなる群から選択され、ここで、Ｗが、
　－Ｃ（Ｏ）－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノアルキル－、－チオ
アルキル－、－ヘテロアルキル－、－アルキルカルボニル－、－Ｎ（Ｒ４）－、

【化１５】

　からなる群から選択され、
　Ｒ４が、Ｈ、アルキル基、シクロアルキル基、アラアルキル基、又は置換若しくは非置
換アリール基であり、
　Ｙが、有機スペーサ基であり、
　Ｇが、担体に結合することができる官能性連結基であり、
　ｐが、０、又は１であり、
　ｍが、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である）、方法。
【請求項１０】
　サンプル中のオランザピンを検出する方法であって、
　（ｉ）サンプルを、検出可能なマーカーで標識化された請求項１に記載の抗体と接触さ
せる工程であって、前記サンプル中に存在する前記標識化抗体及びオランザピンが、標識
化複合体を形成する、工程と、
　（ｉｉ）前記サンプル中のオランザピンを検出するように前記標識化複合体を検出する
工程と、を含む、方法。
【請求項１１】
　サンプル中のオランザピンを検出するための競合イムノアッセイ方法であって、
　（ｉ）サンプルを、請求項１に記載の抗体と、及びオランザピン又はオランザピンの競
合結合パートナーと接触させる工程であって、前記抗体及び前記オランザピン又はその競
合結合パートナーのうちの１つが、検出可能なマーカーで標識化され、かつ、サンプルオ
ランザピンが、前記抗体への結合において前記オランザピン又はその競合結合パートナー
と競合する、工程と、
　（ｉｉ）サンプルオランザピンを検出するように前記標識を検出する工程と、を含む、
方法。
【請求項１２】
　前記オランザピン又はその競合結合パートナーが、前記検出可能なマーカーで標識化さ
れる、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記抗体が、検出可能なマーカーで標識化される、請求項１１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記イムノアッセイが側方流動アッセイ装置上で実施され、前記サンプルが前記装置に
適用される、請求項１１に記載の方法。
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【請求項１５】
　オランザピンに加えて１つ以上の検体の存在を検出する工程を更に含む、請求項１０又
は１１に記載の方法。
【請求項１６】
　前記１つ以上の検体が、オランザピン以外の抗精神病薬である、請求項１５に記載の方
法。
【請求項１７】
　オランザピン以外の前記抗精神病薬が、リスペリドン、パリペリドン、クエチアピン、
アリピプラゾール、及びこれらの代謝物からなる群から選択される、請求項１６に記載の
方法。
【請求項１８】
　オランザピンの前記検出が、処方されたオランザピン療法の患者遵守の指標である、請
求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項１９】
　オランザピンの前記検出が、患者を経口的オランザピンレジメンから注入可能な抗精神
病薬レジメンに転向すべきかを決定するために使用される、請求項１０又は１１に記載の
方法。
【請求項２０】
　オランザピンの前記検出が、有効又は安全な薬物レベルの達成又は維持を確実にするた
めに、経口的又は注入可能なオランザピンの用量レベル又は投与間隔を増大又は減少させ
るべきかを決定するために使用される、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項２１】
　オランザピンの前記検出が、最小ｐＫレベルの達成の証拠を提供することによってオラ
ンザピン療法の開始の助けとなる、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項２２】
　オランザピンの前記検出が、複数の製剤中又は複数の供給源由来のオランザピンの生物
学的同等性を決定するために使用される、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項２３】
　オランザピンの前記検出が、多剤併用及び潜在的な薬物－薬物相互作用の影響を評価す
るために使用される、請求項１０又は１１に記載の方法。
【請求項２４】
　オランザピンの前記検出が、患者が臨床治験から除外されるべきか、又はそれに含まれ
るべきかの指標であり、臨床治験投薬要件の遵守のその後の監視の助けとなる、請求項１
０又は１１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（関連出願の相互参照）
　本出願は、２０１２年８月２１日に出願された米国仮出願第６１／６９１，５７２号の
利益を主張するものである。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、イムノアッセイの分野に関し、具体的には、オランザピンを検出するための
イムノアッセイにおいて使用することができるオランザピンに結合する抗体に関する。
【背景技術】
【０００３】
　統合失調症は、世界人口の約０．４５～１％が罹患している慢性かつ消耗性の精神障害
である（ｖａｎ　Ｏｓ，Ｊ．；Ｋａｐｕｒ，Ｓ．「Ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ」Ｌａｎ
ｃｅｔ　２００９，３７４，６３５～６４５）。治療の主な目的は、精神病症状からの持
続的な寛解を達成すること、再発の危険及び結果を低減させること、並びに患者の機能及
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び総合的な生活の質を改善することである。多くの統合失調症患者が、利用可能な抗精神
病薬物により症状の安定を達成することができる一方で、連日投与される経口薬物での投
薬の乏しい遵守は、再発の一般的な理由である。服薬不履行の結果を調査するいくつかの
研究（Ａｂｄｅｌ－Ｂａｋｉ，Ａ．；Ｏｕｅｌｌｅｔ－Ｐｌａｍｏｎｄｏｎ，Ｃ．；Ｍａ
ｌｌａ，Ａ．「Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒａｐｙ　Ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ　ｉｎ　Ｐａｔ
ｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｆｉｒｓｔ－Ｅｐｉｓｏｄｅ　Ｐｓｙｃｈｏｓｉｓ」Ｊｏｕｒｎ
ａｌ　ｏｆ　Ａｆｆｅｃｔｉｖｅ　Ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ　２０１２，１３８，Ｓ３－Ｓ１
４）は、処方された通りにその薬物を摂取しない統合失調症患者は、再発率、入院率、及
び自殺率がより高く、死亡率も上昇することを示している。４０～７５％の統合失調症患
者が、日常の経口治療レジメンを遵守することに苦労すると推定されている（Ｌｉｅｂｅ
ｒｍａｎ，Ｊ．Ａ．；Ｓｔｒｏｕｐ，Ｔ．Ｓ．；ＭｃＥｖｏｙ，Ｊ．Ｐ．；Ｓｗａｒｔｚ
，Ｍ．Ｓ．；Ｒｏｓｅｎｈｅｃｋ，Ｒ．Ａ．；Ｐｅｒｋｉｎｓ，Ｄ．Ｏ．；Ｋｅｅｆｅ，
Ｒ．Ｓ．Ｅ．；Ｄａｖｉｓ，Ｓ．Ｍ．；Ｄａｖｉｓ，Ｃ．Ｅ．；Ｌｅｂｏｗｉｔｚ，Ｂ．
Ｄ．；Ｓｅｖｅｒｅ，Ｊ．；Ｈｓｉａｏ，Ｊ．Ｋ．「Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓ　ｏｆ
　Ａｎｔｉｐｙｓｃｈｏｔｉｃ　Ｄｒｕｇｓ　ｉｎ　Ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｃｈ
ｒｏｎｉｃ　Ｓｃｈｉｚｏｐｈｒｅｎｉａ」Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　Ｊｏｕｒｎａｌ　
ｏｆ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２００５，３５３（１２），１２０９～１２２３）。
【０００４】
　治療薬物監視（ＴＤＭ）は、治療の監視及び最適化のための抗精神病薬を含む薬物の血
清又は血漿濃度の定量化である。このような監視は、例えば、その薬物レジメンを遵守し
ていないか、治療用量を達成していないか、治療用量で反応しないか、準最適な忍容性を
有するか、薬物動態学的な薬物－薬物の相互作用を有するか、又は不適切な血漿濃度をも
たらす異常代謝を有する患者の識別を可能にする。抗精神病薬を吸収、分布、代謝、及び
排泄する患者の能力にはかなりの個人差が存在する。そのような差は、併発症、年齢、併
用薬、又は遺伝体質によって引き起こされ得る。異なる薬物製剤も抗精神病薬の代謝に影
響を及ぼし得る。ＴＤＭは、個々の患者の用量最適化を可能にし、治療的及び機能的結果
を改善する。ＴＤＭは、処方する臨床医が、処方された薬用量の遵守及び有効な血清濃度
の達成を確実にすることを更に可能にする。
【０００５】
　現在に至るまで、抗精神病薬の血清又は血漿濃度のレベルを決定するための方法は、Ｕ
Ｖ又は質量分析検出を用いた液体クロマトグラフィー（ＬＣ）の使用、及びラジオイムノ
アッセイを伴う（例えば、Ｗｏｅｓｔｅｎｂｏｒｇｈｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０「Ｏｎ
　ｔｈｅ　ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｓｏｍｅ　ｒｅｃｅｎｔｌｙ　ｄｅｖｅｌｏ
ｐｅｄ　ＲＩＡ’ｓ」ｉｎ　Ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｕｒｖｅｙｓ　ｉｎ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　２０：２４１～２４６．Ａｎａｌ
ｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｄｒｕｇｓ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ，Ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ　
Ａｎｔｉ－ｉｎｆｅｃｔｉｖｅ　Ａｇｅｎｔｓ、Ｈｅｙｋａｎｔｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９
９４「Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｒｉｓｐｅｒｉｄｏｎｅ　ｉ
ｎ　Ｈｕｍａｎｓ：Ａ　Ｓｕｍｍａｒｙ」，Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｐｓｙｃｈｉａｔｒｙ　５５
／５，ｓｕｐｐｌ：１３～１７、Ｈｕａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３「Ｐｈａｒｍａｃ
ｏｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｎｏｖｅｌ　ａｎｔｉ－ｐｓｙｃｈｏｔｉｃ　ａｇ
ｅｎｔ　ｒｉｓｐｅｒｉｄｏｎｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｐｒｏｌａｃｔｉｎ　ｒｅｓｐｏｎ
ｓｅ　ｉｎ　ｈｅａｌｔｈｙ　ｓｕｂｊｅｃｔｓ」，Ｃｌｉｎ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｔ
ｈｅｒ　５４：２５７～２６８を参照のこと）。ラジオイムノアッセイは、リスペリドン
及びパリペリドンの一方又は両方を検出する。Ｓａｌａｍｏｎｅらは、米国特許第８，０
８８，５９４号において、リスペリドン及びパリペリドンの両方を検出するが、薬理学的
に不活性な代謝物は検出しない抗体を用いたリスペリドンの競合イムノアッセイを開示し
ている。競合イムノアッセイにおいて使用される抗体は、特定の免疫原に対して開発され
る。ＩＤ　Ｌａｂｓ　Ｉｎｃ．（Ｌｏｎｄｏｎ，Ｏｎｔａｒｉｏ，Ｃａｎａｄａ）は、競
合フォーマットも利用する別の抗精神病薬であるオランザピンのＥＬＩＳＡを市販してい
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る。使用説明書は、アッセイがスクリーニング目的のために設計され、法医学又は研究用
途を対象としており、特に治療用途を対象としていないことを示す。説明書は、全ての陽
性サンプルがガスクロマトグラフィー／質量分析法（ＧＣ－ＭＳ）で確認されるべできあ
ることを推奨し、使用される抗体がオランザピン及びクロザピンを検出することを示す（
ＩＤ　Ｌａｂｓ　Ｉｎｃ．，「Ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ　Ｆｏｒ　Ｕｓｅ　Ｄａｔａ　
Ｓｈｅｅｔ　ＩＤＥＬ－Ｆ０８３」，Ｒｅｖ．Ｄａｔｅ　Ａｕｇ．８，２０１１を参照の
こと）。これらの方法のうちのいくつか、即ち、ＨＰＬＣ及びＧＣ／ＭＳは、高価で大き
な労働力を要するものであり得、一般的には、適切な設備を有する大規模又は特殊な研究
所でのみ実施される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　抗精神病薬のレベルを決定するための他の方法、具体的には、処方する臨床医の診療室
（ここで、個々の患者の治療をよりいっそうタイミング良く調節することができる）、及
びＬＣ又はＧＣ／ＭＳ設備を欠くか、又は迅速な試験結果を必要とする他の医療機関にお
いて実施することのできる方法が必要とされている。
【０００７】
　オランザピンは、以下のものである。
【０００８】
【化１】

【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はその結合断片であって、（ｉ）
式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生成されるか、又は（ｉｉ）
（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピトープに対して競合する、単離
された抗体又はその結合断片を対象とする。
　式Ｉ：
【００１０】
【化２】

　（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【００１１】
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【化３】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ２が、Ｈ、
【００１２】
【化４】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ３が、Ｈ、又はＷ－（Ｙ）ｐ－Ｇであり、但し、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３のうちの２つがＨ
でなければならず、更にＲ１、Ｒ２、及びＲ３が全て同時にＨでなく、
　ここで、Ｚが、
　－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｏ－、－Ｓ－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノ
アルキル－、－チオアルキル－、－ヘテロアルキル－、アルキルカルボニル－、
【００１３】
【化５】

　からなる群から選択され、
　ここで、Ｗが、
　－Ｃ（Ｏ）－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノアルキル－、－チオ
アルキル－、－ヘテロアルキル－、－アルキルカルボニル－、－Ｎ（Ｒ４）－、
【００１４】

【化６】

　からなる群から選択され、
　Ｒ４が、Ｈ、アルキル基、シクロアルキル基、アラアルキル基、又は置換若しくは非置
換アリール基であり、
　Ｙが、有機スペーサ基であり、
　Ｇが、担体に結合することができる官能性連結基であり、
　ｐが、０、又は１であり、
　ｍが、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である。）
【００１５】
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　本発明の抗体の現在好ましい実施形態は、式ＩＩを有する化合物に対して生成される、
３５及び６１と指定される抗体、並びに、式ＩＩＩを有する化合物に対して生成される、
３Ｆ１１及び４Ｇ９－１と指定される抗体である。別の好適な免疫原は、式ＩＶを有する
化合物である。
【００１６】
　式ＩＩ（化合物１１）：
【００１７】
【化７】

【００１８】
　式ＩＩＩ（化合物１５）：
【００１９】
【化８】

【００２０】
　式ＩＶ（化合物１０）：
【００２１】
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【化９】

【００２２】
　本発明の抗体は、アッセイキット及びアッセイ装置において提供され得、現在好ましい
装置は、ポイントオブケア（point-of-care）分析を提供する側方流動アッセイ装置であ
る。
【００２３】
　本発明は、オランザピンに結合する抗体を産生する方法であって、（ｉ）抗体産生のた
めの宿主細胞を選択する工程と、（ｉｉ）宿主に式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジ
ュゲートを接種する工程であって、宿主がオランザピンに結合する抗体を産生する、工程
と、を含む方法を更に提供する。オランザピンに結合するモノクローナル抗体を産生する
ことができるハイブリドーマ細胞株を産生する方法が更に提供される。この方法は、（ｉ
）抗体産生のための宿主を選択する工程と、（ｉｉ）宿主に式Ｉの化合物及び免疫原性担
体のコンジュゲートを接種する工程と、（ｉｉｉ）接種された宿主由来の細胞株を連続分
裂細胞と融合させて、オランザピンに結合するモノクローナル抗体を産生することができ
る融合細胞を作製する工程と、（ｉｖ）ハイブリドーマ細胞株を得るように融合細胞をク
ローニングする工程と、を含む。
【００２４】
　本発明は、サンプル中のオランザピンを検出する方法を更に提供する。この方法は、（
ｉ）サンプルを、検出可能なマーカーで標識化された本発明に従う抗体と接触させる工程
であって、サンプル中に存在する標識化抗体及びオランザピンが、標識化複合体を形成す
る、工程と、（ｉｉ）サンプル中のオランザピンを検出するように標識化複合体を検出す
る工程と、を含む。
【００２５】
　サンプル中のオランザピンを検出するための競合イムノアッセイ方法が更に提供される
。この方法は、（ｉ）サンプルを、本発明に従う抗体と、及びオランザピン又はオランザ
ピンの競合結合パートナーと接触させる工程であって、抗体及びオランザピン又はその競
合結合パートナーのうちの１つが、検出可能なマーカーで標識化され、かつ、サンプルオ
ランザピンが、抗体への結合においてオランザピン又はその競合結合パートナーと競合す
る、工程と、（ｉｉ）サンプルオランザピンを検出するように標識を検出する工程と、を
含む。
【００２６】
　本発明の更なる目的、特徴、及び利点が、以下の好ましい実施形態の詳細な考察から、
当業者に明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
【図１】３つの異なるマウス融合１１．１ハイブリドーマを用いて生成された競合ＥＬＩ
ＳＡ結果を示す図である。
【図２】３つの異なるマウス融合１１．１ハイブリドーマを用いて生成された競合ＥＬＩ
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ＳＡ結果を示す図である。
【図３】３つの異なるマウス融合１１．１ハイブリドーマを用いて生成された競合ＥＬＩ
ＳＡ結果を示す図である。
【図４】側方流動アッセイ装置上で使用される競合イムノアッセイフォーマットを示す図
である。
【図５】オランザピン抗体クローン３５を用いて生成された典型的な用量反応曲線を示す
図である。
【図６】オランザピン抗体クローン６１を用いて生成された典型的な用量反応曲線を示す
図である。
【図７】オランザピン抗体３Ｆ１１を用いて生成された典型的な用量反応曲線を示す図で
ある。
【図８】本発明に従う側方流動アッセイ装置のチップ設計を示す図である。
【図９】抗体５Ｃ７及び標識化アリピプラゾール競合結合パートナーを用いて生成された
アリピプラゾール陽性対照の典型的な用量反応曲線を示す図である。
【図１０】抗体４Ｇ９－１及び標識化オランザピン競合結合パートナーを用いて生成され
たオランザピン陽性対照の典型的な用量反応曲線を示す図である。
【図１１】抗体１１及び標識化クエチアピン競合結合パートナーを用いて生成されたクエ
チアピン陽性対照の典型的な用量反応曲線を示す図である。
【図１２】抗体５－９及び標識化リスペリドン競合結合パートナーを用いて生成されたリ
スペリドン陽性対照の典型的な用量反応曲線を示す図である。
【図１３】標識化アリピプラゾール競合結合パートナーの存在下でアリピプラゾール抗体
５Ｃ７を用いて生成されたアリピプラゾールを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線
を示す図であり、各々に対する標識化競合結合パートナーの存在下で、オランザピン、ク
エチアピン、又はリスペリドンの用量反応曲線は存在しない。
【図１４】標識化オランザピン競合結合パートナーの存在下でオランザピン抗体４Ｇ９－
１を用いて生成されたオランザピンを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線を示す図
であり、各々に対する標識化競合結合パートナーの存在下で、アリピプラゾール、クエチ
アピン、又はリスペリドンの用量反応曲線は存在しない。
【図１５】標識化クエチアピン競合結合パートナーの存在下でクエチアピン抗体１１を用
いて生成されたクエチアピンを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線を示す図であり
、各々に対する標識化競合結合パートナーの存在下で、アリピプラゾール、オランザピン
、又はリスペリドンの用量反応曲線は存在しない。
【図１６】標識化リスペリドン競合結合パートナーの存在下でリスペリドン抗体５－９を
用いて生成されたリスペリドンを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線を示す図であ
り、各々に対する標識化競合結合パートナーの存在下で、アリピプラゾール、オランザピ
ン、又はクエチアピンの用量反応曲線は存在しない。
【図１７】標識化アリピプラゾール競合結合パートナーの存在下でアリピプラゾール抗体
５Ｃ７を用いて生成されたアリピプラゾールを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線
を示す図であり、各々に対する抗体及び標識化競合結合パートナーの存在下で、オランザ
ピン、クエチアピン、又はリスペリドンの用量反応曲線は存在しない。
【図１８】標識化オランザピン競合結合パートナーの存在下でオランザピン抗体４Ｇ９－
１を用いて生成されたオランザピンを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線を示す図
であり、各々に対する抗体及び標識化競合結合パートナーの存在下で、アリピプラゾール
、クエチアピン、又はリスペリドンの用量反応曲線は存在しない。
【図１９】標識化クエチアピン競合結合パートナーの存在下でクエチアピン抗体１１を用
いて生成されたクエチアピンを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線を示す図であり
、各々に対する抗体及び標識化競合結合パートナーの存在下で、アリピプラゾール、オラ
ンザピン、又はリスペリドンの用量反応曲線は存在しない。
【図２０】標識化リスペリドン競合結合パートナーの存在下でリスペリドン抗体５－９を
用いて生成されたリスペリドンを含有するサンプルの典型的な用量反応曲線を示す図であ
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り、各々に対する抗体及び標識化競合結合パートナーの存在下で、アリピプラゾール、オ
ランザピン、又はクエチアピンの用量反応曲線は存在しない。
【図２１】陽性対照として生成されるアリピプラゾール用量反応曲線と、多重フォーマッ
トで生成されるアリピプラゾール用量反応曲線との比較を示す図である。
【図２２】陽性対照として生成されるオランザピン用量反応曲線と、多重フォーマットで
生成されるオランザピン用量反応曲線との比較を示す図である。
【図２３】陽性対照として生成されるクエチアピン用量反応曲線と、多重フォーマットで
生成されるクエチアピン用量反応曲線との比較を示す図である。
【図２４】陽性対照として生成されるリスペリドン用量反応曲線と、多重フォーマットで
生成されるリスペリドン用量反応曲線との比較を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体を提供する。本発明は、この抗体を
含むアッセイキット及びアッセイ装置を更に提供する。この抗体を産生する方法、及びこ
の抗体を産生することのできるハイブリドーマ細胞株を産生する方法も提供される。競合
方法を含む、サンプル中のオランザピンを検出する方法が更に提供される。
【００２９】
　一実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はその結合
断片であって、（ｉ）式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生成さ
れるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピトープに
対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする。
　式Ｉ：
【００３０】
【化１０】

　（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【００３１】
【化１１】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ２が、Ｈ、
【００３２】
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【化１２】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ３が、Ｈ、又はＷ－（Ｙ）ｐ－Ｇであり、但し、Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３のうちの２つがＨ
でなければならず、更にＲ１、Ｒ２、及びＲ３が全て同時にＨでなく、
　ここで、Ｚが、
　－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｏ－、－Ｓ－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノ
アルキル－、－チオアルキル－、－ヘテロアルキル－、アルキルカルボニル－、
【００３３】
【化１３】

　からなる群から選択され、
　ここで、Ｗが、
　－Ｃ（Ｏ）－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノアルキル－、－チオ
アルキル－、－ヘテロアルキル－、－アルキルカルボニル－、－Ｎ（Ｒ４）－、
【００３４】

【化１４】

　からなる群から選択され、
　Ｒ４が、Ｈ、アルキル基、シクロアルキル基、アラアルキル基、又は置換若しくは非置
換アリール基であり、
　Ｙが、有機スペーサ基であり、
　Ｇが、担体に結合することができる官能性連結基であり、
　ｐが、０、又は１であり、
　ｍは、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である。）
【００３５】
　更なる実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はその
結合断片であって、（ｉ）式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生
成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピトー
プに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【００３６】
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【化１５】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　Ｒ２が、Ｈ、
【００３７】
【化１６】

　ＣＨ２ＮＨ２、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈ、又はＺ－（Ｙ）ｐ－Ｇであ
り、
　但し、Ｒ１又はＲ２のいずれかがＨでなければならず、更にＲ１及びＲ２の両方が同時
にＨでなく、
　Ｒ３が、Ｈであり、
　ここで、Ｚが、
　－Ｎ（Ｒ４）－、－Ｏ－、－Ｓ－、－アルキル－、－アルコキシアルキル－、－アミノ
アルキル－、－チオアルキル－、－ヘテロアルキル－、－アルキルカルボニル－、
【００３８】
【化１７】

　からなる群から選択され、
　Ｒ４が、Ｈ、アルキル基、シクロアルキル基、アラアルキル基、又は置換若しくは非置
換アリール基であり、
　Ｙが、有機スペーサ基であり、
　Ｇが、担体に結合することができる官能性連結基であり、
　ｐが、０、又は１であり、
　ｍが、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である）。
【００３９】
　更なる実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はその
結合断片であって、（ｉ）式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生
成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピトー
プに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、又はＣＨ２ＮＨ－（Ｙ）ｐ－Ｇであり、
　Ｒ２が、Ｈ、又はＣＨ２ＮＨ－（Ｙ）ｐ－Ｇであり、但し、Ｒ１又はＲ２のいずれかが
Ｈでなければならず、更にＲ１及びＲ２の両方が同時にＨでなく、
　Ｒ３が、Ｈであり、
　ここで、Ｙが、有機スペーサ基であり、
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　Ｇが、担体に結合することができる官能性連結基であり、
　ｐが、１である）。
【００４０】
　更なる実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はその
結合断片であって、（ｉ）式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生
成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピトー
プに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【００４１】
【化１８】

　ＣＨ２ＮＨ２、又はＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈであり、
　Ｒ２が、Ｈ、
【００４２】
【化１９】

　ＣＨ２ＮＨ２、又はＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈであり、但し、Ｒ１又は
Ｒ２のいずれかがＨでなければならず、更にＲ１及びＲ２の両方が同時でなく、
　Ｒ３が、Ｈであり、
　ｍが、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である）。
　更なる実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はその
結合断片であって、（ｉ）式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生
成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピトー
プに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする（式中、
　Ｒ１が、Ｈ、
【００４３】

【化２０】

　ＣＨ２ＮＨ２、又はＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈであり、
　Ｒ２が、Ｈ、
【００４４】

【化２１】
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　ＣＨ２ＮＨ２、又はＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈであり、但し、Ｒ１又は
Ｒ２のいずれかがＨでなければならず、更にＲ１及びＲ２の両方が同時にＨでなく、
　Ｒ３が、Ｈであり、
　ｍが、１、２、３、４、又は５であり、
　ｎが、１、２、３、４、又は５である）。
【００４５】
　好ましい実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はそ
の結合断片であって、（ｉ）式Ｖの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して
生成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピト
ープに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする。
【００４６】
【化２２】

【００４７】
　好ましい実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はそ
の結合断片であって、（ｉ）式ＶＩの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答し
て生成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピ
トープに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする。
【００４８】
【化２３】

【００４９】
　好ましい実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はそ
の結合断片であって、（ｉ）式ＶＩＩの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答
して生成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエ
ピトープに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする。
【００５０】
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【００５１】
　好ましい実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はそ
の結合断片であって、（ｉ）式ＶＩＩＩの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応
答して生成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一の
エピトープに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする。
【００５２】

【化２５】

【００５３】
　好ましい実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はそ
の結合断片であって、（ｉ）式ＩＸの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答し
て生成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピ
トープに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする。
【００５４】

【化２６】

【００５５】
　好ましい実施形態において、本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はそ
の結合断片であって、（ｉ）式Ｘの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して
生成されるか、又は（ｉｉ）（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピト
ープに対して競合する、単離された抗体又はその結合断片を対象とする。
【００５６】
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【化２７】

【００５７】
　好ましくは、本発明の抗体は、式Ｉ、式Ｖ、式ＶＩ、式ＶＩＩ、式ＶＩＩＩ、式ＩＸ、
及び式Ｘの化合物から選択される化合物と、免疫原性担体とのコンジュゲートに応答して
生成される。
【００５８】
　上記の式によって表される化合物、並びに化合物及び免疫原性担体によって形成される
コンジュゲートの更なる詳細は、「化合物、コンジュゲート、及び免疫原」と題される以
下の項において提供される。
【００５９】
　本発明の抗体の更なる詳細は、「抗体」と題される以下の項において提供される。
【００６０】
　本発明は、この抗体を含むアッセイキット、並びにこの抗体を含むアッセイ装置を更に
提供する。好ましくは、アッセイ装置は、側方流動アッセイ装置である。アッセイキット
及びアッセイ装置の更なる詳細は、「アッセイキット及び装置」と題される以下の項にお
いて提供される。
【００６１】
　本発明は、オランザピンに結合する抗体を産生する方法であって、（ｉ）抗体産生のた
めの宿主細胞を選択する工程と、（ｉｉ）宿主に式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジ
ュゲートを接種する工程であって、宿主がオランザピンに結合する抗体を産生する、工程
と、を含む方法を更に提供する。更なる実施形態において、この方法で用いられるコンジ
ュゲートは、式Ｖ、式ＶＩ、式ＶＩＩ、式ＶＩＩＩ、式ＩＸ、及び式Ｘの化合物から選択
される化合物と、免疫原性担体とのコンジュゲートであってもよい。本発明の抗体の産生
に関する更なる詳細は、「抗体」と題される以下の項において提供される。
【００６２】
　オランザピンに結合するモノクローナル抗体を産生することができるハイブリドーマ細
胞株を産生する方法が更に提供される。この方法は、（ｉ）抗体産生のための宿主を選択
する工程と、（ｉｉ）宿主に式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートを接種する
工程と、（ｉｉｉ）接種された宿主由来の細胞株を連続分裂細胞と融合させて、オランザ
ピンに結合するモノクローナル抗体を産生することができる融合細胞を作製する工程と、
（ｉｖ）ハイブリドーマ細胞株を得るように融合細胞をクローニングする工程と、を含む
。更なる実施形態において、この方法で用いられるコンジュゲートは、式Ｖ、式ＶＩ、式
ＶＩＩ、式ＶＩＩＩ、式ＩＸ、及び式Ｘの化合物から選択される化合物と、免疫原性担体
とのコンジュゲートであってもよい。本発明に従うハイブリドーマの産生の更なる詳細は
、「抗体」と題される以下の項において提供される。
【００６３】
　本発明は、サンプル中のオランザピンを検出する方法を更に提供する。この方法は、（
ｉ）サンプルを、検出可能なマーカーで標識化された本発明に従う抗体と接触させる工程
であって、サンプル中に存在する標識化抗体及びオランザピンが、標識化複合体を形成す
る、工程と、（ｉｉ）サンプル中のオランザピンを検出するように標識化複合体を検出す
る工程と、を含む。本発明に従うオランザピンを検出する方法の更なる詳細は、「イムノ
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アッセイ」と題される以下の項において提供される。
【００６４】
　サンプル中のオランザピンを検出するための競合イムノアッセイ方法が更に提供される
。この方法は、（ｉ）サンプルを、本発明に従う抗体と、及びオランザピン又はオランザ
ピンの競合結合パートナーと接触させる工程であって、抗体及びオランザピン又はその競
合結合パートナーのうちの１つが、検出可能なマーカーで標識化され、かつ、サンプルオ
ランザピンが、抗体への結合においてオランザピン又はその競合結合パートナーと競合す
る、工程と、（ｉｉ）サンプルオランザピンを検出するように標識を検出する工程と、を
含む。本発明に従うオランザピンを検出する競合イムノアッセイ方法の更なる詳細は、「
イムノアッセイ」と題される以下の項において提供される。
【００６５】
　本発明の好ましい実施形態において、オランザピンの検出は、オランザピンに加えて１
つ以上の検体の検出を伴う。好ましくは、これらの１つ以上の検体は、オランザピン以外
の抗精神病薬であり、より好ましくは、オランザピン以外の抗精神病薬は、アリピプラゾ
ール、リスペリドン、パリペリドン、クエチアピン、及びこれらの代謝物からなる群から
選択される。
【００６６】
　上述のように、本発明の抗体をアッセイにおいて使用し、患者サンプル中の抗精神病薬
の存在及び／又は量を検出することができる。そのような検出は、それらの利点の全てを
可能にする治療薬物監視を可能にする。抗精神病薬のレベルの検出は、多くの目的に有用
であり得、これらの各々は、処方された療法の患者遵守又はコンプライアンスの決定と、
患者を経口的な抗精神病薬レジメンから長時間作用型の注入可能な抗精神病薬レジメンに
転向すべきかを決定するための決定ツールとしての使用と、有効又は安全な薬物レベルの
達成又は維持を確実にするために、経口的又は注入可能な抗精神病薬の用量レベル又は投
与間隔を増大又は減少させるべきかを決定するための決定ツールとしての使用と、最小ｐ
Ｋレベルの達成の証拠を提供することによって抗精神病薬療法の開始を助けるものとして
の使用と、複数の製剤中又は複数の供給源由来の抗精神病薬の生物学的同等性を決定する
ための使用と、多剤併用及び潜在的な薬物－薬物相互作用の影響を評価するための使用と
、患者が臨床治験から除外されるべきか、又はそれに含まれるべきかの指標、及び臨床治
験投薬要件の遵守のその後の監視を助けるものとしての使用と、を含む、本発明の別の実
施形態を表す。
【００６７】
　化合物、コンジュゲート、及び免疫原
　化合物及びコンジュゲート並びに免疫原に関して、以下の略語を使用する：ＡＭＡＳは
、Ｎ－（α－マレイミドアセトキシ）サクシニミドエステルであり、ＢＴＧは、ウシサイ
ログロブリンであり、Ｂｕ３Ｎは、トリブチルアミンであり、ＤＣＣは、ジシクロヘキシ
ルカルボジイミドであり、ＤＣＭは、ジクロロメタンであり、ＤＩＥＡは、ジイソプロピ
ルエチルアミンであり、ＤＭＦは、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミドであり、ＤＭＳＯは、
ジメチルスルホキシドであり、ＥＤＴＡは、エチレンジアミン四酢酸であり、ＫＬＨは、
キーホールリンペットヘモシアニンであり、ＳＡＴＡは、Ｎ－サクシニミジルＳ－アセチ
ルチオアセテートであり、ＴＥＡは、トリエチルアミンであり、ＴＨＦは、テトラヒドロ
フランであり、ＴＦＡは、トリフルオロ酢酸であり、ｒ．ｔ．は、室温であり、ＤＩＣは
、ジイソプロピルカルボジイミドであり、ＤＭＡＰは、Ｎ，Ｎ－ジメチル－４－アミノピ
リジンであり、ＥＤＣは、１－エチル－３（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ドヒドロクロライドであり、ＮＨＳは、Ｎ－ヒドロキシサクシニミドであり、ＴＦＰは、
テトラフルオロフェニルであり、ＰＮＰは、ｐ－ニトロフェニルであり、ＴＢＴＵは、Ｏ
－（ベンゾトリアゾール－１－イル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウロニウムテ
トラフルオロボレートであり、ＨＯＢＴは、Ｎ－ヒドロキシベンゾトリアゾールｅであり
、ＤＥＰＢＴは、３－（ジエトキシホスホリルオキシ）－１，２，３－ベンゾトラジン－
４（３Ｈ）－オンであり、ＢＯＰ－Ｃｌは、ビス（２－オキソ－３－オキサゾリジニル）
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ホスホン酸クロライドであり、ＤＴＴは、ジチオエリトリトールである。
【００６８】
　「コンジュゲート」という用語は、別々の部分が結合することによって形成される任意
の物質を指す。代表的なコンジュゲートには、式Ｉの化合物などの小分子と、担体又はポ
リアミンポリマー、具体的には、タンパク質などの巨大分子が結合することによって形成
されるものが含まれる。コンジュゲートにおいて、小分子は、巨大分子上の１つ以上の活
性部位で結合され得る。
【００６９】
　「ハプテン」という用語は、部分抗原又は不完全抗原を指す。ハプテンは、抗体形成を
刺激することはできないが、抗体と反応する、タンパク質を含まない物質である。この抗
体は、ハプテンを高分子量の免疫原性担体にカップリングし、その後、このカップリング
された生成物、即ち、免疫原を、ヒト又は動物の被験体に注入することによって形成され
る。
【００７０】
　「免疫原」という用語は、生体内の免疫応答を、誘発、産生、又は生成することができ
る物質を指す。
【００７１】
　本明細書で使用される「免疫原性担体」は、１つ以上の位置でハプテンと結合し、それ
によりこれらのハプテンと結合し得る抗体の産生を可能にすることができる、免疫原性物
質、一般的にはタンパク質である。免疫原性担体物質の例として、異質とみなされ、それ
により宿主から免疫反応を誘発する、タンパク質、糖タンパク質、ポリアミノ－ポリサッ
カライド複合体、粒子、及び核酸が挙げられるが、これらに限定されない。ポリアミノ－
ポリサッカライドは、この調製で知られる従来の手段のうちのいずれかを用いて、ポリサ
ッカライドから調製され得る。
【００７２】
　様々な種類のタンパク質を、アルブミン、血清タンパク質、リポタンパク質などを含む
が、これらに限定されない免疫原性担体として利用することができる。例示的なタンパク
質には、ウシ血清アルブミン、キーホールリンペットヘモシアニン、卵オボアルブミン、
ウシサイログロブリン、フラクションＶヒト血清アルブミン、ウサギアルブミン、カボチ
ャ種子グロブリン、ジフテリアトキソイド、テタヌストキソイド、ボチリヌストキシン、
サクシニル化タンパク質、及び、例えばポリリシンなどの合成ポリ（アミノ酸）が含まれ
る。
【００７３】
　免疫原性担体には、モノサッカライドの繰り返しの凝縮によって作り上げられる高分子
量ポリマーである、ポリアミノ－ポリサッカライドも含まれ得る。ポリサッカライドの例
は、デンプン、グリコーゲン、セルロース、アラビアゴムなどの炭水化物ゴム、カンテン
などである。ポリサッカライドは、ポリ（アミノ酸）残留物及び／又は脂質残留物も含有
する。
【００７４】
　免疫原性担体は、単独で、又は上述のポリ（アミノ酸）若しくはポリサッカライドのう
ちの１つにコンジュゲートされるポリ（核酸）であり得る。
【００７５】
　免疫原性担体は、固形粒子も含み得る。これらの粒子は、一般的には、直径が少なくと
も約０．０２ミクロン（μｍ）～約１００μｍ以下であり、通常は約０．０５μｍ～１０
μｍである。これらの粒子は、有機又は無機、膨潤性又は非膨潤性、多孔質又は非多孔質
であってもよく、最適には水に近似した密度、一般的には、約０．７～１．５ｇ／ｍＬの
密度であり得、透明、部分的に透明、又は不透明であり得る材料から成り得る。これらの
粒子は、赤血球、白血球、リンパ球、ハイブリドーマ、連鎖球菌、黄色ブドウ球菌、大腸
菌、及びウイルスなどの非限定的な例を含む、細胞及び微生物などの生物材料であっても
よい。これらの粒子は、有機及び無機ポリマー、リポソーム、ラテックス、リン脂質小胞
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、又はリポタンパク質からも成り得る。
【００７６】
　「誘導体」という用語は、１つ以上の化学反応によって親化合物から作製される化学化
合物又は分子を指す。
【００７７】
　化学化合物の「類似体」という用語は、炭素原子鎖及び基準化合物と同一の特定の官能
基を含有するが、類似体の炭素鎖が基準化合物の炭素鎖よりも長いか短い、化学化合物を
指す。
【００７８】
　「標識」、「検出分子」、「レポーター」、又は「検出可能なマーカー」は、検出可能
なシグナルを生成するか、生成するように誘発され得る、任意の分子である。標識は、検
体、免疫原、抗体にコンジュゲートされ得るか、あるいは、受容体、又は配位子、具体的
には、ハプテン若しくは抗体などの受容体に結合することができる分子などの別の分子に
コンジュゲートされ得る。標識は、連結又は架橋部分を用いて直接的又は間接的に結合さ
れ得る。標識の非限定的な例として、放射性同位元素（例えば、１２５Ｉ）、酵素（例え
ば、β－ガラクトシダーゼ、ペルオキシダーゼ）、酵素断片、酵素基質、酵素阻害物質、
補酵素、触媒、フルオロフォア（例えば、ローダミン、フルオレセインイソチオシアネー
ト若しくはＦＩＴＣ、又はＤｙｌｉｇｈｔ　６４９）、染料、化学発光物質、及び発光物
質（例えば、ジオキセタン、ルシフェリン）、又は感作物質が挙げられる。
【００７９】
　本明細書で使用される「スペーサ」とは、ハプテン、担体、免疫原、標識、又は結合パ
ートナーなどの２つ以上の部分構造体を、官能性連結基を介して連結する、化学構造体の
一部を指す。これらのスペーサ基は、典型的には有機化合物に存在し、そこで典型的に見
出される方法で構築される原子から成るため、「有機スペーシング基」と称され得る。ス
ペーサを構築するために使用される化学的構成要素は、本出願の以下に記載される。好ま
しいスペーサの中には、直鎖又は分岐状の飽和又は不飽和の炭素鎖がある。これらの炭素
鎖は、その鎖内の１つ以上のヘテロ原子であって、鎖内又は鎖末端の任意の炭素原子の１
つ以上の水素を置換する、１つ以上のヘテロ原子も含み得る。「ヘテロ原子」とは、酸素
、窒素、リン、及び硫黄からなる群から選択される炭素以外の原子を意味し、ここで、窒
素、リン、及び硫黄原子は、任意の酸化状態で存在し得、それらに結合される炭素又は他
のヘテロ原子を有し得る。スペーサは、鎖の一部として、又は鎖内の原子のうちの１つの
置換体として、環式又は芳香族基も含み得る。
【００８０】
　スペーシング基内の原子の数は、水素以外の原子を計数することによって決定される。
スペーシング基内の鎖内の原子の数は、連結されている部分構造体の間の最短経路に沿っ
て水素以外の原子の数を計数することによって決定される。好ましい鎖長は、１～２０原
子長である。
【００８１】
　「官能性連結基」とは、ハプテン上に存在し、それを介してハプテン部分が共有化学結
合の形成によって別の部分にカップリングされ、別の部分（例えば、標識又は担体など）
を有するハプテンのコンジュゲートを生成することができる、利用可能な反応部位を提供
するために使用され得る反応基を指す。ハプテンは、このような方法でビオチンなどの部
分に連結されて、競合結合パートナーを形成することができる。
【００８２】
　スペーサ基を用いて、ハプテンを担体に連結することができる。異なる長さのスペーサ
は、抗体形成プロセスの最適化のために免疫化される動物又はヒトの免疫系に対する提示
のために、担体から様々な距離でハプテンが結合することを可能にする。ハプテン分子内
の異なる位置への結合は、ハプテン上の特異的部位を免疫系に提示して、抗体認識に影響
を及ぼすことができる機会を可能にする。スペーサは、親水性可溶化基を含有して、ハプ
テン誘導体に水性培地内でより可溶性を持たせることができる。親水性可溶化基の例とし



(25) JP 2015-529201 A 2015.10.5

10

20

30

40

50

て、ポリオキシアルキルオキシ基、例えば、ポリエチレングリコール鎖と、ヒドロキシル
、カルボキシレート、及びスルホネート基とが挙げられるが、これらに限定されない。
【００８３】
　「求核基」又は「求核物質」という用語は、電子対を供与して反応における化学結合を
形成する種を指す。「求電子基」又は「求電子物質」という用語は、求核物質から電子対
を受容して反応における化学結合を形成する種を指す。
【００８４】
　「置換される」という用語は、親分子上の任意の位置の炭素原子上の水素原子の代わり
の原子又は原子の一群の置換を指す。置換基の非限定的な例として、ハロゲン原子、アミ
ノ、ヒドロキシ、カルボキシ、アルキル、アリール、ヘテロアルキル、ヘテロアリール、
シアノ、アルコキシ、ニトロ、アルデヒド、及びケトン基が挙げられる。
【００８５】
　「アルキル」という用語は、別途記載されない限り、最大１２個の炭素原子を有する飽
和又は不飽和の線状及び分岐状の鎖ラジカルを意味し、具体的には、任意の飽和度又はレ
ベルを有するラジカルを含むことが意図される。アルキルは、メチル、エチル、プロピル
、イソプロピル、ブチル、イソブチル、ｓｅｃ－ブチル、ｔｅｒｔ－ブチル、ペンチル、
イソペンチル、ヘキシル、イソヘキシル、ヘプチル、オクチル、２，２，４－トリメチル
ペンチル、ノニル、デシル、ウンデシル、及びドデシルを含むが、これらに限定されない
。
【００８６】
　「シクロアルキル」という用語は、３～１０個の炭素原子から成る飽和又は部分的に不
飽和の単環式又は二環式の炭化水素環ラジカルを指す。アルキル置換基は、環上に任意に
存在し得る。例として、シクロプロピル、１，１－ジメチルシクロブチル、１，２，３－
トリメチルシクロペンチル、シクロヘキシル、及びシクロヘキセニルが挙げられる。
【００８７】
　「ヘテロアルキル」という用語は、鎖内の１つ以上のヘテロ原子を含むアルキル基であ
って、鎖内又は鎖末端の任意の炭素原子の１つ以上の水素を置換する、１つ以上のヘテロ
原子を含むアルキル基を指す。
【００８８】
　「アミノアルキル」という用語は、アルキル鎖に沿って任意の炭素原子に結合される少
なくとも１つの一級又は二級アミノ基を指す。
【００８９】
　「アルコキシ」という用語は、別途記載されない限り、酸素原子に結合される、最大１
２個の炭素原子を有する直鎖状又は分岐鎖のラジカルを指す。例として、メトキシ、エト
キシ、プロポキシ、イソプロポキシ、及びブトキシが挙げられるが、これらに限定されな
い。
【００９０】
　「アルコキシアルキル」という用語は、アルキル鎖に沿って任意の炭素原子に結合され
る少なくとも１つのアルコキシ基を指す。
【００９１】
　「チオアルキル」という用語は、アルキル鎖に沿って任意の炭素原子に結合される少な
くとも１つの硫黄基を指す。硫黄基は、任意の酸化状態であり得、スルホキシド、スルホ
ン、及びスルフェートを含む。
【００９２】
　「カルボキシレート基」という用語は、カルボン酸及びアルキル、シクロアルキル、ア
リール、又はアラルキルカルボキシレートエステルを含む。
【００９３】
　「アルキルカルボニル」という用語は、アルキル鎖に沿って任意の炭素原子に結合され
るカルボニル基を有する基を指す。
【００９４】
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　「ヘテロアリール」という用語は、５～７員の単環式、又は８～１０員の二環式芳香環
ラジカルを意味し、これらのいずれの環も、Ｎ、Ｏ、又はＳから選択される１～４個のヘ
テロ原子から成り得、窒素及び硫黄原子は、許容されるいずれかの酸化状態で存在し得る
。例として、ベンジミダゾリル、ベンゾチアゾリル、ベンゾチエニル、ベンゾオキサゾリ
ル、フリル、イミダゾリル、イソチアゾリル、イソキサゾリル、オキサゾリル、ピラジニ
ル、ピラゾリル、ピリジル、ピリミジニル、ピロリル、キノリニル、チアゾリル、及びチ
エニルが挙げられる。
【００９５】
　「アリール」という用語は、６～１２個の炭素を環内に含有する単環式又は二環式の芳
香環ラジカルを指す。アルキル置換基は、環上に任意に存在し得る。例として、フェニル
、ビフェニル、及びナプトタレンが挙げられる。
【００９６】
　「アラルキル」という用語は、アリール置換基を含有するＣ１～６アルキル基を指す。
例として、ベンジル、フェニルエチル、又は２－ナフチルメチルが挙げられる。
【００９７】
　「アシル」という用語は、－Ｃ（Ｏ）Ｒａ基を意味し、Ｒａは、水素、アルキル、シク
ロアルキル、ヘテロアルキル、アリール、アラルキル、及びヘテロアリールである。「ア
シル化剤」は、分子に－Ｃ（Ｏ）Ｒａ基を添加する。
【００９８】
　「スルホニル」という用語は、－Ｓ（Ｏ）２Ｒｂ基を意味し、Ｒｂは、水素、アルキル
、シクロアルキル、ヘテロアルキル、ハロアルキル、アリール、アラルキル、及びヘテロ
アリールである。「スルホニル化剤」は、分子に－Ｓ（Ｏ）２Ｒａ基を添加する。
【００９９】
　担体部分へのハプテンの結合のために反応性官能性連結基を有するスペーサは、広範な
種類の方法によって調製され得る。スペーサは、ハプテン及び担体との選択的連続反応を
可能にするための基をいずれかの端に有する、特異的に官能化又は活性化される分子を用
いて形成され得るが、両端に同一の反応性部分を用いてもよい。ハプテンと反応させ、か
つ官能性連結基を担体に結合させるために選択される基は、ハプテンとハプテンが結合さ
れる担体の官能性の種類によって決定される。スペーサ及び担体へのハプテンの結合方法
は、Ｂｒｉｎｋｌｅｙ，Ｍ．，Ａ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．１９９２，
３：２～１３，Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，Ｇｒｅｇ　Ｔ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅ
ｃｈｎｉｑｕｅｓ，．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｌｏｎｄｏｎ，Ａｍｓｔｅｒｄａ
ｍ，Ｂｕｒｌｉｎｇｔｏｎ，ＭＡ，ＵＳＡ，２００８、並びに、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅ
ｎｔｉｆｉｃ　３７４７　Ｎ　Ｍｅｒｉｄｉａｎ　Ｒｄ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ　ＵＳ
Ａ　６１１０１，ｐｈ　８００－８７４－３７２３、若しくはｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐ
ｉｅｒｃｅｎｅｔ．ｃｏｍ／からダウンロード可能であるか、又はハードコピー依頼可能
である、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｒｏｓｓｌｉｎｋｉｎ
ｇ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ、及びその中の参考文献によって説明されて
いるものを含むが、これらに限定されない。スペーサ基の形成のための多くの特異的に活
性化された分子が、販売業者、例えば、Ｔｈｅｒｍｏ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃから市販さ
れている。
【０１００】
　アミノ基を有するハプテンについて、ハプテンへのスペーサの結合の様態は、アシルハ
ライド又は活性エステルを有するスペーサ構成要素を用いたハプテンへのアミンの反応を
含む。「活性エステル」は、穏和な条件下で、求核基、例えばアミノ基との反応を経て、
安定した結合を形成するエステルとして定義される。安定した結合は、更なる使用、例え
ば、その後の合成工程、免疫原としての使用、又は生化学的アッセイにおける条件下で、
無傷なままであるものと定義される。安定した結合の好ましい一例は、アミド結合である
。活性エステル及び形成方法は、Ｂｅｎｏｉｔｏｎ，Ｎ．Ｌ．によって、Ｈｏｕｂｅｎ－
Ｗｅｙｌ，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｔｈｉｅｍｅ
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　Ｓｔｕｔｔｇａｒｔ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，ｖｏｌ　Ｅ２２　ｓｅｃｔｉｏｎ　３．２：
４４３、並びにＢｅｎｏｉｔｏｎ，Ｎ．Ｌ．，Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄ
ｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｔａｙｌｏｒ　ａｎｄ　Ｆｒａｎｃｉｓ，ＮＹ，２００６に記
載されている。好ましい活性エステルには、ｐ－ニトロフェニルエステル（ＰＮＰ）、Ｎ
－ヒドロキシサクシニミドエステル（ＮＨＳ）、及びテトラフルオロフェニルエステル（
ＴＦＰ）が含まれる。アシルハライドは、当業者に既知の多くの方法、例えば、カルボン
酸のチオニルクロライド又はオキサリルクロライドとの反応によって調製され得る（Ｆｉ
ｅｓｅｒ，Ｌ．Ｆ．ａｎｄ　Ｆｉｅｓｅｒ，Ｍ．Ｒｅａｇｅｎｔｓ　ｆｏｒ　Ｏｒｇａｎ
ｉｃ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ，ＮＹ，１９６７
、及びその中の参考文献を参照のこと）。これらは、Ｗｕ　ｅｔ．ａｌ，Ｏｒｇａｎｉｃ
　Ｌｅｔｔｅｒｓ，２００４，６（２４）：４４０７によっ説明されるように活性二官能
性スペーサにおいても使用され得る、例えば、ｐ－ニトロフェニルエステル（ＰＮＰ）な
どの他の活性エステルに変換されてもよい。Ｎ－ヒドロキシサクシニミド（ＮＨＳ）エス
テルは、国際特許第ＷＯ２０１２０１２５９５号の実施例３５で説明されるように、無水
条件下の非プロトン溶媒中で、トリエチルアミン若しくはジイソプロピルエチルアミンな
どの有機塩基の存在下で、Ｎ，Ｎ－ジサクシニミジルカーボネート（ＣＡＳ　７４１２４
－７９－１）と化合物のカルボン酸の反応によって、又は、無水条件下で、Ｎ－ヒドロキ
シサクシニミド及びジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）若しくは他の脱水剤を使
用することによって調製され得る。テトラフルオロフェニルエステル（ＴＦＰ）は、Ｗｉ
ｌｂｕｒ，ｅｔ．ａｌ，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，２００４，１５（１）
：２０３によって報告されるように、無水条件下の非プロトン溶媒中で、トリエチルアミ
ン又はジイソプロピルエチルアミンなどの有機塩基の存在下で、カルボン酸と２，３，５
，６－テトラフルオロフェニルトリフルオロアセテートの反応によって調製され得る。当
業者であれば、とりわけ表１に示されるスペーサが、既知の方法を用いて得られ得、反応
条件の日常的な最適化を利用してアミノを有するハプテンに結合され得ることを認識する
であろう。これらのスペーサは、担体上のチオール基へのハプテンの結合を可能にする。
【０１０１】
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【表１】

【０１０２】
　ハプテンへのアミンの直接的カップリング、及びカップリング剤の存在下でのスペーサ
構成要素に対するカルボン酸の官能性も、結合の様態として用いられ得る。好ましい試薬
は、ペプチド合成において典型的に使用されるものである。ペプチドカップリング試薬は
、Ｏ－（ベンゾトリアゾール－１－イル）－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－テトラメチルウロニウ
ムテトラフルオロボレート（ＴＢＴＵ、ＣＡＳ番号１２５７００－６７－６）（Ｐｒｕｈ
ｓ，Ｓ．，Ｏｒｇ．Ｐｒｏｃｅｓｓ．Ｒｅｓ．Ｄｅｖ．２００６，１０：４４１を参照）
と、カルボジイミド脱水剤、例えばＮ－Ｎ－ジシクロヘキシルカルボジイミド（ＤＣＣ）
、ジイソプロピルカルボジイミド（ＤＩＣ）、又は１－エチル－３（３－ジメチルアミノ
プロピル）カルボジイミドヒドロクロライド（ＥＤＣ）を有する、Ｎ－ヒドロキシベンゾ
トリアゾール（ＨＯＢＴ、ＣＡＳ番号２５９２－９５－２）（Ｋｏｎｉｇ　Ｗ．，Ｇｅｉ
ｇｅｒ，Ｒ．Ｃｈｅｍ．Ｂｅｒ．，１９７０，１０３（３）：７８８を参照）と、３－（
ジエトキシホスホリルオキシ）－１，２，３－ベンゾトラジン－４（３Ｈ）－オン（ＤＥ
ＰＢＴ、ＣＡＳ番号１６５５３４－４３－０）（Ｌｉｕ，Ｈ．ｅｔ．ａｌ．，Ｃｈｉｎｅ
ｓｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，２００２，１３（７）：６０１を参照）と、
ビス（２－オキソ－３－オキサゾリジニル）ホスホン酸クロライド（ＢＯＰ－Ｃｌ、ＣＡ
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Ｓ番号６８６４１－４９－６）（Ｄｉａｇｏ－Ｍｅｓｅｇｕｅｒ，Ｊ　ｅｔ．ａｌ．Ｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ，１９８０，７：５４７～５１を参照）と、ＢｅｎｏｉｔｏｎによってＣ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，
Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ，ＦＬ，２００５，Ｃｈａｐｔｅｒ　２において詳細に説明される
他のものと、Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ａｕｔｏｍａｔｅｄ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｐｒｏｔｅｉｎ
　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（ａａｐｐｔｅｃ），６３０９　Ｓｈｅｐａｒｄｓｖｉｌｌ
ｅ　Ｒｄ．，Ｌｏｕｉｓｖｉｌｌｅ　ＫＹ　４０２２８，ｐｈ　８８８　６９２　９１１
１によって提供される技術告示と、ｗｗｗ．ａａｐｐｔｅｃ．ｃｏｍ、及びその中の参考
文献と、を含むが、これらに限定されない。これらの方法は、スペーサにハプテンを結合
させる安定したアミド結合をもたらす。既知の方法を用いて得られ得、かつ上記の説明及
び引用される方法を利用する反応条件の日常的な最適化を利用してアミノを有するハプテ
ンに結合され得るスペーサの例が表２に示されるが、これらに限定されない。これらのス
ペーサは、担体上のチオール基へのハプテンの結合を可能にする。
【０１０３】

【表２】

【０１０４】
　スペーサは、担体に結合することができる官能性連結基を形成する工程を含む、ハプテ
ンへの適切な化学基の連続的な結合による段階的様式でも構成され得る。一般的な反応ス
キーム下の実例を参照されたい。
【０１０５】
　更に、ハプテンが、スペーサの結合点となる求核基、例えばチオール基、アミノ基、又
はヒドロキシル基を有するとき、スペーサはまた、チオール、アミン、又はヒドロキシル
基のアルキル化によって構成され得る。置換反応を経ることができる部分で適切に置換さ
れる任意のアルキル基、例えば、アルキルハライド、又はｐ－トルエンスルホネートなど
のスルホン酸エステルを用いて、スペーサを結合することができる。アルキル化反応の多
くの例は当業者に既知であり、具体例は一般的な化学文献に見られ、日常的な実験を通し
て最適化されている。アルキル化反応の説明は、多くの参考文献と共に、Ｃｈａｐｔｅｒ
　１０　ｏｆ　Ｍａｒｃｈ’ｓ　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ，Ｓｍｉｔｈ，Ｍ．Ｂ．，ａｎｄ　Ｍａｒｃｈ，Ｊ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ＆ｓｏｎ
ｓ，Ｉｎｃ．ＮＹ，２００１に見出すことができる。求核性部分、例えば、ハプテン上の
アミンと、尿素を形成するためのイソシアネートとの反応、又は、チオ尿素結合を形成す
るためのイソチオシアネートとの反応などの、他の結合を利用してもよい（Ｌｉ，Ｚ．，
ｅｔ．ａｌ．，Ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ，Ｓｕｌｆｕｒ　ａｎｄ　Ｓｉｌｉｃｏｎ　ａｎｄ
　ｔｈｅ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｅｌｅｍｅｎｔｓ，２００３，１７８（２）：２９３～２９
７を参照のこと）。スペーサは、イソシアネート基との反応によって、ヒドロキシル基を
有するハプテンに結合され、カルバメート又はウレタン結合を形成することができる。ス
ペーサは、１つの末端上のイソシアネート官能基、及び担体と反応することができる官能
性連結基により、特異的に活性化され得る（Ａｎｎｕｎｚｉａｔｏ，Ｍ．Ｅ．，Ｐａｔｅ
ｌ，Ｕ．Ｓ．，Ｒａｎａｄｅ，Ｍ．ａｎｄ　Ｐａｌｕｍｂｏ，Ｐ．Ｓ．，Ｂｉｏｃｏｎｊ
ｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，１９９３，４：２１２～２１８を参照のこと）。
【０１０６】
　カルボン酸基を有するハプテンについては、ハプテンへのスペーサ部分の結合の様態は
、アシルハライド又は活性エステルとしてのカルボン酸基を活性化し（この例は表３に示



(30) JP 2015-529201 A 2015.10.5

10

20

30

40

され、この調製は先に記載されている）、続いて、スペーサ部分上のアミノ（－ＮＨ２－
）、ヒドラジノ（－ＮＨ－ＮＨ２－）、ヒドラジド（－Ｃ（Ｏ）－ＮＨ－ＮＨ２－）、又
はヒドロキシル基（－ＯＨ）と反応して、アミド、ヒドラジド、ジアシルヒドラジン、若
しくはエステル結合を形成するか、又は前述の、スペーサ部分上のアミノ基とのカルボン
酸基の直接的カップリングを形成するか、又はペプチドカップリング試薬及び／若しくは
カルボジイミド脱水試薬との担体上での直接的カップリングを形成する（この例は表４及
び５に示される）ことを含む。反応条件の日常的な最適化を利用した利用可能なアミノ基
を有するスペーサ構成要素及びタンパク質担体へのカルボン酸を有するハプテンの結合の
ために、先に引用された参考文献で見出される活性化エステルの形成及びペプチドカップ
リング剤の使用のための手順を利用してもよい。
【０１０７】
【表３】

【０１０８】

【表４】

【０１０９】
【表５】

【０１１０】
　スペーサを結合するために、他の求電子基、例えば、スルホニルハライド
【０１１１】
【化２８】

　又は求電子性リン基、例えば、
【０１１２】
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【化２９】

【０１１３】
　（Ｍａｌａｃｈｏｗｓｋｉ，Ｗｉｌｌｉａｍ　Ｐ．，Ｃｏｗａｒｄ，Ｊａｍｅｓ　Ｋ．
，Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９９４，５９（２５
）：７６１６を参照）
　若しくは、
【０１１４】

【化３０】

　がハプテン上に存在し得、Ｒｃは、アルキル、シクロアルキル、アリール、置換アリー
ル、アラルキルである。
　Ａｌｉｏｕａｎｅ，Ｌ．，ｅｔ．ａｌ，Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔｅｒｓ，２
０１１，５２（２８）：８６８１を参照されたい。
【０１１５】
　アシルヒドラゾンを形成するための、スペーサ上のヒドラジド基Ｈ２Ｎ－ＮＨ－Ｃ（Ｏ
）－との反応を含むが、これに限定されない方法を用いて、アルデヒド又はケトン基を有
するハプテンがスペーサに結合され得る（Ｃｈａｍｏｗ，Ｓ．Ｍ．，Ｋｏｇａｎ，Ｔ．Ｐ
．，Ｐｅｅｒｓ，Ｄ．Ｈ．，Ｈａｓｔｉｎｇｓ，Ｒ．Ｃ．，Ｂｙｒｎ，Ｒ．Ａ．ａｎｄ　
Ａｓｋｅｎａｓｚｉ，Ａ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，１９９２，２６７（２２）：１
５９１６を参照のこと）。担体上のチオール基への結合を可能にする二官能性ヒドラジド
スペーサ基の例が表６に示される。
【０１１６】
【表６】

【０１１７】
　ハプテンは、担体と反応し得るチオール基を含有することもでき、但し、担体がチオー
ルと反応し得る基を提供するように修飾されている。Ｎ－サクシニミジルマレイミドアセ
テート、（ＡＭＡＳ、ＣＡＳ番号５５７５０－６１－３）、サクシニミジルヨードアセテ
ート（ＣＡＳ番号１５１１９９－８１－４）、又は表１に示される二官能性スペーサ基の
いずれかとの、担体上のアミノ基の反応による、マレイミド官能基を含有する基の結合を
含むが、これに限定されない方法によって、担体基を修飾して、担体へのハプテンの結合
をもたらす反応を経ることができる基を導入することができる。
【０１１８】
　担体との結合を形成することができる官能性連結基は、安定した結合を形成することが
できる任意の基であり得、担体上の複数の異なる基に対して反応性であり得る。官能性連
結基は、好ましくは、担体上のアミノ基、カルボン酸基、若しくはチオール基、又はこれ
らの誘導体と反応する。官能性連結基の非限定的な例は、カルボン酸基、アシルハライド
、活性エステル（先に定義されたもの）、イソシアネート、イソチオシアネート、アルキ
ルハライド、アミノ基、チオール基、マレイミド基、アクリレート基（Ｈ２Ｃ＝ＣＨ－Ｃ
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（Ｏ）－）又はビニルスルホン基Ｈ２Ｃ＝ＣＨ－ＳＯ２－）である（Ｐａｒｋ，Ｊ．Ｗ．
，ｅｔ．ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．，２０１２，２３（３）：３５
０を参照のこと）。官能性連結基は、ハプテンと段階的に反応し得る特異的に活性化され
たスペーサ構成要素の一部として存在し得、その後、結果として生じるハプテン誘導体は
、担体と反応し得る。あるいは、後続反応によって官能性連結基に形質転換され得る前駆
体基を有するスペーサでハプテンを誘導体化してもよい。スペーサ上の官能性連結基がア
ミン又はカルボン酸基である場合、担体上のカルボン酸基又はアミンとのカップリング反
応は、これらの試薬について上で引用された参考文献における手順に従ってペプチドカッ
プリング試薬の使用によって直接実行され得る。
【０１１９】
　特定のジスルフィド基、例えば、ピリジルジスルフィドを、担体上のチオール基との交
換を経ることができるスペーサ上の官能性連結基として用いて、混合ジスルフィド結合を
形成することができる（Ｇｈｅｔｉｅ，Ｖ．，ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ
　Ｃｈｅｍ．，１９９０，１：２４～３１を参照のこと）。ピリジルジスルフィド基を有
するスペーサに結合される活性エステルとのアミンを有するハプテンの反応によって、こ
れらのスペーサを結合することができ、この例は、表７に示されるものを含むが、これら
に限定されない。
【０１２０】
【表７】

【０１２１】
　ほとんどの場合、担体はタンパク質であり、リジン残留物のε－アミノ基は、アミン反
応性官能性連結基との反応によって直接的に、又はＮ－サクシニミジルＳ－アセチルチオ
アセテート、（ＳＡＴＡ、ＣＡＳ　７６９３１－９３－６）、若しくはその類似体を含む
チオール含有基による誘導体化後に、結合のために用いられ得、その後、ヒドロキシルア
ミンを有するアクテテート基の開裂が続き、ハプテン上の官能性連結基との反応のために
チオール基を露出させる。２－メルカプトエチルアミン（Ｂｉｌａｈ，Ｍ．，ｅｔ．ａｌ
．，Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１０，８０（１）：４９を参照）、
ホスフィン試薬（Ｋｉｒｌｅｙ，Ｔ．Ｌ．，Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ，１９８９，１８０（２）：２３１を参照）、又はジチオエリトリトール（ＤＴＴ
、ＣＡＳ３４８３－１２－３）（Ｃｌｅｌａｎｄ，Ｗ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１
９６４，３：４８０～４８２）を含むが、これらに限定されない穏和な還元試薬によるタ
ンパク質担体内のジスルフィド結合の還元によって、チオール基を担体内に導入すること
もできる。
【０１２２】
　一般的な反応スキーム
　本発明に従う抗体の産生に有用な化合物は、以下に説明される一般的な合成方法に従っ
て合成され得る。式（Ｉ）の化合物は、当業者に既知の方法によって調製され得る。以下
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して意図されていない。
【０１２３】
【化３１】

【０１２４】
　式Ｉの化合物（式中、Ｒ２が、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈである）は、
スキーム１に従って作製され得る。実施例１、工程Ｉに記載されるように調製された（１
－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジ
アゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メタンアミンの反応を、サクシン酸無水物
又はグルタル酸無水物などの環式無水物化合物を用いて、ピリジンなどの溶媒中で、室温
～６０℃の範囲の温度で約４８時間実施する。当業者であれば、同一の化学反応を用いて
式Ｉの化合物（式中、Ｒ１が、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈである）を作製
することができることを認識するであろう。
【０１２５】

【化３２】

【０１２６】
　式Ｉの化合物（式中、Ｒ２が
【０１２７】
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【化３３】

　である）は、スキーム２に従って作製され得る。スキーム１に記載されるように調製さ
れた式Ｉの化合物（式中、Ｒ２が、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍＣＯ２Ｈである）を
、Ｎ－ｔ－ブトキシカルボニルピペラジン、ジエチルシアノホスホネート、及びジイソプ
ロピルエチルアミンなどの塩基で処理する。反応をジクロロメタンなどの溶媒中で、室温
で約２時間実行する。スキーム２に記載されるように、ピペラジニル基の脱保護を、トリ
フルオロ酢酸無水物を用いて達成し、ジイソプロピルエチルアミンなどの好適な塩基の存
在下で、サクシン酸無水物又はマレイン酸無水物などの適切な無水物との反応が続く。当
業者であれば、同一の化学反応を用いて式Ｉの化合物（式中、Ｒ１が
【０１２８】
【化３４】

　である）を作製することができることを認識するであろう。
【０１２９】
【化３５】

【０１３０】
　式Ｉの化合物（式中、Ｒ１が
【０１３１】

【化３６】

　である）は、スキーム３に従って作製され得る。マレイミドは、当該技術分野において
既知である任意の方法によって導入され得る。２，５－ジオキソピロリジン－１－イル２
－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）アセテートなど
のマレイミド官能化基（式中、ｍが１である）を、ＤＭＦ又はＣＨ２Ｃｌ２などの溶媒、
及びトリブチルアミン又はトリエチルアミンなどの塩基内に用いてもよい。あるいは、ス
キーム２で説明される脱保護ピペラジニル基を、スキーム３で説明されるマレイミドの官
能性で構成することで、式Ｉの化合物（式中、Ｒ１が
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【化３７】

　である）を得ることができる。当業者であれば、同一の化学反応を用いて式Ｉの化合物
（式中、Ｒ２が、
【０１３３】
【化３８】

　である）を作製することができることを認識するであろう。
【０１３４】
　スペーサ及び連結基がオランザピン内のジアゼピン環内の非置換二級窒素に結合される
化合物は、スキーム４～８に示される反応によって得られ得る。窒素のアシル化は、Ｓｕ
，Ｊ．ｅｔ．ａｌ，Ｂｉｏｏｒｇａｎｉｃ　ａｎｄ　Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．Ｌｅｔｔｅｒｓ
，２００６，１６：４５４８によって説明されている。非プロトン溶媒中、無水条件下、
塩基の存在下でのサクシン酸のモノエステルモノ酸クロライドの使用は、中間体を提供し
、そのエステル官能性は、当業者に既知の標準条件、例えば、水性基材を用いて加水分解
され、本明細書で先に記載されており、かつ本開示の実施例によって図示される方法によ
って免疫原に更に構成され得るハプテンを提供することができる。
【０１３５】

【化３９】

【０１３６】
　上記のＳｕらは、スルホンアミドの調製も報告している。スキーム５に示される、非プ
ロトン溶媒中、無水条件下、塩基の存在下での官能化スルホニルクロライドを用いて、本
明細書で先に記載されており、かつ本開示の実施例によって図示される方法によって、カ
ルボキシハプテンを調製し、免疫原に形質転換することができる。
【０１３７】
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【０１３８】
　上記のＳｕらは、スキーム６に示される亜硝酸エステルでの環窒素のジアゾ化と、その
後の酢酸中の亜鉛での還元によるヒドラジンの調製方法も教示している。結果として生じ
るヒドラジンは、スキーム７に示されるように、複数の方法で更に官能化され得る。本明
細書の他の部分で説明されるＤＭＦなどの溶媒中での、アミン塩基、例えば、トリブイト
ルアミンの存在下での、二官能性スペーサ構成要素、例えば、ＡＭＡＳとの反応は、チオ
ール基との反応によって担体に結合することができるマレイミドハプテンを提供すること
ができる。官能化スルホニルクロライド、例えば、ｍ－カルボキシベンゼンスルホニルク
ロライドを有する塩基の存在下でのスルホニル化は、本明細書で先に記載されており、か
つ本開示の実施例によって図示される方法によって、担体への結合のためにカルボキシ基
を有するスルホニルヒドラジドを提供することができる。更に、米国特許第４０２２７８
０号において記載されるように、ヒドラジンは、凝縮によって生成される水が除去される
条件下の触媒量の酸を用いて、官能化アルデヒド又はケトン、例えば、レブリン酸と反応
して、スキーム７に示されるヒドラゾンを提供することができる。その後、先に参照され
るＳｕ，Ｊ．らの方法で、シアノボロ水素化ナトリウムを用いてヒドラゾンを還元して、
飽和誘導体を提供することができる。
【０１３９】

【化４１】

【０１４０】
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【化４２】

【０１４１】
　スキーム８に示される環窒素の直接的なアルキル化は、米国特許第６０３４０７８号に
記載されるアルキル基をオランザピンに直接付加する方法を用いて達成され得る。官能化
アルキルハライド、例えば、４－クロロメチルブチレートを用いて中間体を得ることがで
き、これは、当業者に既知の標準条件を用いた加水分解によって、本明細書で先に記載さ
れており、かつ本開示の実施例によって図示される方法によって免疫原に更に構成され得
るハプテンを提供することができる。
【０１４２】
【化４３】

【０１４３】
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【化４４】

【０１４４】
　マレイミド官能化ハプテン（式中、Ｒ１又はＲ２が
【０１４５】
【化４５】

　である）は、スキーム９に示される方法に従ってタンパク質にコンジュゲートされ得る
。Ｎ－サクシニミジルＳ－アセチルチオアセテート（ＳＡＴＡ）でのイプシロン－窒素の
アシル化によるタンパク質リジン残留物の活性化と、その後のヒドロキシルアミンを有す
るＳ－アセチル基の加水分解は、求核性スルフヒドリル基を産生する。マレイミド誘導体
化ハプテン（一般的なスキーム３において記載されるように調製されたもの）とのスルフ
ヒドリル活性化タンパク質のコンジュゲーションを、マイケル付加反応によって開始する
。好適なタンパク質は当業者に既知であり、キーホールリンペットヘモシアニン、ウシサ
イログロブリン、及びオボアルブミンが含まれる。同一の方法論を用いてマレイミド官能
化ハプテンにタンパク質をコンジュゲートすることができ、Ｒ１又はＲ２は、
【０１４６】
【化４６】

　である。
【０１４７】



(39) JP 2015-529201 A 2015.10.5

10

20

30

40

50

【化４７】

【０１４８】
　カルボン酸官能化ハプテン（式中、Ｒ１又はＲ２が、ＣＨ２ＮＨＣ（Ｏ）（ＣＨ２）ｍ

ＣＯ２Ｈである）は、スキーム１０に示される方法に従ってタンパク質にコンジュゲート
され得る。ＤＭＦなどの溶媒中で、Ｎ－ヒドロキシサクシニミドと、ジシクロヘキシルカ
ルボジイミドなどの好適なカップリング剤と、トリブチルアミンなどの塩基を約２０℃で
約１８時間反応させることにより、ヒドロキシピロリジン－２，５－ジオン脱離基を有す
るカルボン酸が活性化される。その後、活性化リンカー及びハプテンは、ｐＨ　７．５の
リン酸緩衝液などの溶媒中で、約２０℃で約２．５時間、タンパク質にコンジュゲートさ
れ得る。好適なタンパク質は当業者に既知であり、キーホールリンペットヘモシアニン、
ウシサイログロブリン、及びオボアルブミンを含む。同一の方法論を用いてカルボン酸官
能化ハプテンにタンパク質をコンジュゲートすることができ、Ｒ１又はＲ２は、
【０１４９】
【化４８】

　である。
【０１５０】
　抗体
　本発明は、オランザピンに結合する単離された抗体又はその結合断片であって、（ｉ）
式Ｉの化合物及び免疫原性担体のコンジュゲートに応答して生成されるか、又は（ｉｉ）
（ｉ）の抗体によって結合されるエピトープと同一のエピトープに対して競合する、単離
された抗体又はその結合断片を対象とする。「抗体」という用語は、抗原又はその一部を
結合することができる（本発明に従って、抗精神病薬又はその代謝物に結合することがで
きる）、特異的なタンパク質を指す。抗体は、宿主、例えば、動物又はヒトに、注入によ
って導入されたかもしれない免疫原に応答して産生される。「抗体」という一般名称には
、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、及び抗体断片が含まれる。
【０１５１】
　「抗体」又は「抗原結合性抗体断片」とは、結合において無傷の抗体と競合する、無傷
の抗体、又はその断片を指す。一般的に言えば、抗体又は抗原結合性抗体断片は、解離定
数が１μＭ以下、好ましくは１００ｎＭ以下、最も好ましくは１０ｎＭ以下であるときに
、抗原に特異的に結合すると言われている。結合は、当業者に既知の方法によって測定さ
れ得、一例は、ＢＩＡｃｏｒｅ（商標）機器の使用である。
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【０１５２】
　抗体断片は、無傷の抗体の一部、好ましくは無傷の抗体の抗原結合領域又は可変領域を
含む。結合断片は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、及びＦｖ断片、ダイアボディ（
ｄｉａｂｏｄｙ）、線状抗体、単鎖抗体分子、並びに抗体断片から形成される多重特異性
抗体を含む。「二重特異性」又は「二官能性」抗体以外の抗体は、その結合部位の各々を
同一に有するものとして理解される。
【０１５３】
　本明細書で使用される「エピトープ」とは、免疫グロブリン又はＴ細胞受容体に特異的
に結合することができる任意のタンパク質決定基を含む。エピトープ決定基は、通常、ア
ミノ酸又は糖側鎖などの化学的に活性な分子表面基で構成されており、通常、特定の三次
元構造特性、並びに特定の電荷特性を有する。競合結合アッセイにおいて、１つの抗体が
第２の抗体と競合することが示される場合、当業者に周知の方法のうちのいずれか（例え
ば、上で言及されるＢＩＡｃｏｒｅ（商標）方法など）によって、２つの抗体が「同一の
エピトープを結合する」と考えられる。ハプテン（例えば、オランザピン又は他の抗精神
病薬など）に関して、免疫原性担体にハプテンをコンジュゲートすることによって、非抗
原性ハプテン分子に対する抗体を生成することができる。その後、ハプテンによって画定
される「エピトープ」を認識する抗体が、生成される。
【０１５４】
　抗体の文脈で使用される「単離された」とは、任意の自然の状態から「人の手によって
」変質されている、即ち、それが自然界で生じる場合、その最初の環境から変更若しくは
除去されているか、又は変更および除去されていることを意味する。例えば、その自然の
状態で生きている動物中に自然に存在する、天然に存在する抗体は、「単離されて」いな
いが、その自然の状態の共存物質から分離された同一の抗体は、この用語が本明細書にお
いて利用されるとき、「単離されて」いる。抗体は、イムノアッセイ試薬などの天然に存
在しない組成物である組成物において生じ得、ここで、単離された抗体は、本明細書にお
いて利用されるその用語の意味の範囲内である。
【０１５５】
　「交差反応性」とは、抗体と、その抗体を誘発するために使用されなかった抗原との反
応を指す。
【０１５６】
　好ましくは、本発明の抗体は、薬物及び所望の任意の薬理学的に活性な代謝物に結合す
る。本発明の化合物への免疫原性担体の結合位置を変更することによって、この抗体の選
択性及び代謝物との交差反応性を操作することができる。オランザピンについて、関連薬
クロザピンとの交差反応は、望ましい場合もそうでない場合もあり、１０－Ｎ－グルロニ
ド又は４－Ｎ－デスメチルオランザピンなどのオランザピン代謝物との交差反応は、望ま
しい場合もそうでない場合もある。これらの薬物及び／若しくは代謝物のうちの複数のも
のを検出する抗体が生成されるか、又は各々を別々に検出する（それ故に、抗体の「特異
的結合」性質を画定する）抗体が生成され得る。１つ以上の化合物のその結合が等モル又
は実質的に等モルであるとき、抗体は１つ以上の化合物に特異的に結合する。
【０１５７】
　そのような抗体を産生する方法は、本明細書に記載されるコンジュゲートを宿主に接種
する工程を含む。好適な宿主には、マウス、ラット、ハムスター、モルモット、ウサギ、
ニワトリ、ロバ、ウマ、サル、チンパンジー、オランウータン、ゴリラ、ヒト、及び成熟
した免疫応答を備えることができる任意の種が含まれるが、これらに限定されない。免疫
化手順は、当該技術分野において確立されており、「Ｔｈｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　
Ｈａｎｄｂｏｏｋ」，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，ｅｄｉｔｅｄ　ｂｙ　Ｄａｖｉｄ　Ｗｉ
ｌｄ（Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｇｒｏｕｐ，２０００）、及びその中に引
用される参考文献を含む、多くの専門書並びに出版物に記載されている。
【０１５８】
　好ましくは、本発明の特徴を具現化する免疫原は、宿主被験体、例えば、動物又はヒト
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に、アジュバントと組み合わせて投与される。好適なアジュバントには、フロイント（Ｆ
ｒｅｕｎｄ’ｓ）アジュバント、粉末水酸化アルミニウム（ミョウバン）、百日咳菌と合
わせた水酸化アルミニウム、及びモノホスホリルリピドＡ－合成トレハロースジコリノミ
コレートが含まれるが、これらに限定されない。
【０１５９】
　典型的に、免疫原又は免疫原及びアジュバントの組み合わせは、１つ又は複数の皮下若
しくは腹腔内注入によって哺乳類の宿主に注入される。好ましくは、免疫化プログラムは
、少なくとも１週間にわたって、より好ましくは、２週間以上にわたって実行される。こ
の様式で産生されるポリクローナル抗体は、当該技術分野において周知の方法を利用して
単離及び精製され得る。
【０１６０】
　モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎの、例えば、Ｎａｔｕｒｅ
　２５６：４９５～４９７（１９７５）の確立されたハイブリドーマ方法によって産生さ
れ得る。ハイブリドーマ方法は、典型的には、宿主又は宿主由来のリンパ球を免疫化する
工程、リンパ球を分泌するか、それを分泌する潜在性を有するモノクローナル抗体を採取
する工程、リンパ球を不死化細胞に融合する工程、及び所望のモノクローナル抗体を分泌
する細胞を選択する工程を含む。
【０１６１】
　宿主は、免疫化されて、免疫原に対して特異的な抗体を産生するか、又は産生すること
のできるリンパ球を誘発することができる。あるいは、リンパ球は、生体外で免疫化され
てもよい。ヒト細胞が所望される場合、末梢血リンパ球を用いることができるが、他の哺
乳類の供給源由来の脾臓細胞又はリンパ球が好ましい。
【０１６２】
　リンパ球を不死化細胞株と融合させて、ハイブリドーマ細胞を形成することができ、こ
れは融剤、例えば、ポリエチレングリコールの使用によって促進され得るプロセスである
。例として、形質転換によって不死化された変異体げっ歯類、ウシ、又はヒト骨髄腫細胞
を用いることができる。非融合不死化細胞とは対照的に、ハイブリドーマ細胞の実質的に
純粋な集団が好ましい。それ故に、融合後、例えば、ヒポキサンチングアニンホスホリボ
シル基転移酵素（ＨＧＰＲＴ）を欠く変異骨髄腫細胞を用いることによって、非融合不死
化細胞の成長又は生存を阻害する好適な培地内で細胞を成長させることができる。そのよ
うな事例において、ヒポキサンチン、アミノプテリン、及びチミジンを培地（ＨＡＴ培地
）に添加し、ＨＧＰＲＴ欠乏性細胞の成長を阻止すると同時に、ハイブリドーマの成長を
可能にすることができる。
【０１６３】
　好ましくは、不死化細胞は、効率的に融合し、ＨＡＴなどの培地の選択によって混合集
団から単離され得、融合後の抗体の安定した高レベルの発現を支持する。好ましい不死化
細胞株は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，Ｍａ
ｎａｓｓａｓ，ＶＡから入手可能な骨髄腫細胞株を含む。
【０１６４】
　ハイブリドーマ細胞が、典型的には、抗体を細胞外に分泌するため、抗精神病薬に対し
て特異的なモノクローナル抗体の存在について培養培地をアッセイすることができる。生
体外結合アッセイ、例えば、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）又は酵素結合免疫吸着アッ
セイ（ＥＬＩＳＡ）の免疫沈降は、モノクローナル抗体の結合特異性を測定するために使
用され得る。
【０１６５】
　モノクローナル抗体を分泌するハイブリドーマ細胞は、希釈手順を制限することによっ
て単一のクローンとして単離され、継代され得る。好適な培養培地には、ダルベッコ変法
イーグル培地、ＲＰＭＩ－１６４０、及び、無ポリペプチド、ポリペプチド還元、又は無
血清の培地、例えば、Ｂｉｏｗｈｉｔｔａｋｅｒ，Ｗａｌｋｅｒｓｖｉｌｌｅ，ＭＤから
入手可能なＵｌｔｒａ　ＤＯＭＡ　ＰＦ若しくはＨＬ－１が含まれるが、これらに限定さ
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れない。あるいは、ハイブリドーマ細胞を腹水として生体内で成長させてもよい。
【０１６６】
　モノクローナル抗体は、ポリペプチドＡ－ＳＥＰＨＡＲＯＳＥ、ヒドロキシルアパタイ
トクロマトグラフィー、ゲル電気泳動法、透析法、アンモニウムスルフェート沈降法、及
び親和性クロマトグラフィーを含むが、これらに限定されない、従来の免疫グロブリン（
Ｉｇ）精製手順によって、培養培地又は腹水から単離及び／又は精製され得る。
【０１６７】
　モノクローナル抗体は、米国特許第４，１６６，４５２号に記載される方法などの遺伝
子組換え方法によっても産生され得る。ＤＮＡコード化モノクローナル抗体は、従来の手
順を用いて、例えば、マウスの重及び軽抗体鎖遺伝子に特異的に結合し、好ましくは、抗
精神病薬に対して特異的な抗体を分泌するモノクローナル抗体ハイブリドーマ細胞株から
単離されるＤＮＡを探索する、オリゴヌクレオチド探索子を用いて単離及び配列決定され
得る。
【０１６８】
　抗精神病薬に対して特異的な結合部位を含む抗体断片も生成され得る。そのような断片
には、抗体分子のペプシン消化によって産生され得るＦ（ａｂ’）２断片、及び、Ｆ（ａ
ｂ’）２断片のジスルフィドブリッジを還元することによって生成され得るＦａｂ断片が
含まれるが、これらに限定されない。あるいは、Ｆａｂ発現ライブラリーを構成して、所
望の特異性を有するモノクローナルＦａｂ断片の迅速かつ容易な識別を可能にすることが
できる（Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５６：１２７０～１２８１（１９
８９））。Ｆａｂ、Ｆｖ、及びＳｃＦｖ抗体断片は、全て大腸菌内で発現し、そこから分
泌され得、大量のこれらの断片の産生を可能にする。あるいは、Ｆａｂ’－ＳＨ断片は、
大腸菌から直接回収され、化学的にカップリングされて、Ｆ（ａｂ’）２断片を形成する
ことができる（Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，ＢｉｏＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１０：１６
３～１６７（１９９２））。抗体断片の産生のための他の技術が当業者に既知である。単
鎖Ｆｖ断片（ｓｃＦｖ）も想定される（米国特許第５，７６１，８９４号及び同第５，５
８７，４５８号を参照のこと）。Ｆｖ及びｓＦｖ断片は、不変領域を欠く無傷の結合部位
を有する唯一の種であり、それ故に、それらは低減された非特異的結合を示しやすい。例
えば、抗体断片は、例えば、米国特許第５，６４２，８７０号に記載されるような「線状
抗体」であってもよい。そのような線状抗体断片は、単一特異性又は二重特異性であって
もよい。
【０１６９】
　アッセイキット及び装置
　上述の抗体を含むアッセイキット（「試薬キット」とも称される）も提供され得る。代
表的な試薬キットは、抗精神病薬、オランザピン、抗精神病薬の類似体を含む複合体、又
は標識化部分にカップリングされるその誘導体に結合する抗体を含み得、既知量の抗精神
病薬又は関連規格を含む１つ以上の較正器も任意に備え得る。
【０１７０】
　「アッセイキット」という語句は、アッセイの実施時に使用される材料及び試薬の集合
体を指す。試薬は、その交差反応性及び安定性に応じて、同一又は別個の容器内のパッケ
ージ化された組み合わせで、かつ液体又は凍結乾燥形態で提供され得る。このキット内に
提供される試薬の量及び割合は、特定の用途に対して最適な結果を提供するように選択さ
れ得る。本発明の特徴を具現化するアッセイキットは、オランザピンを結合する抗体を含
む。このキットは、オランザピンの競合結合パートナー、並びに較正及び対照材料を更に
含み得る。
【０１７１】
　「較正及び対照材料」という語句は、既知量の検体を含有する任意の標準又は参考材料
を指す。検体を含有すると見られるサンプル、及び対応する較正材料は、類似条件下でア
ッセイされる。検体の濃度は、未知の標本について得られた結果を標準物で得られた結果
と比較することによって算出される。これは、較正曲線を構成することによって一般的に
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行われる。
【０１７２】
　本発明の特徴を具現化する抗体は、利用のための説明書と共に、キット、容器、パック
、又は散布器内に含まれてもよい。この抗体がキット内に供給されるとき、イムノアッセ
イの異なる成分が、別個の容器内にパッケージ化され、使用前に混合されてもよい。その
ように成分を別個のパッケージ化することにより、活性成分の機能を実質的に弱めること
なく長期間の貯蔵が可能になる。更に、試薬は、不活性環境下、例えば、気体窒素、気体
アルゴンなどの陽圧下でパッケージ化され得、これは、空気及び／又は水分感受性の試薬
において特に好ましい。
【０１７３】
　本発明の特徴を具現化するキット内に含まれる試薬は、異なる成分の活性が実質的に保
存される一方で、容器の材料によって成分自体が実質的に吸収又は変質されないように、
あらゆる様式の容器に供給され得る。好適な容器には、アンプル、ボトル、試験管、バイ
アル、フラスコ、シリンジ、封筒、例えば、ホイル裏張り型のものなどが含まれるが、こ
れらに限定されない。容器は、ガラス、有機ポリマー、例えば、ポリカーボネート、ポリ
スチレン、ポリエチレンなど、セラミック、金属、例えば、アルミニウム、金属合金、例
えば、鋼、コルクなどを含むが、これらに限定されない任意の好適な材料から成り得る。
更に、容器は、隔膜によって提供され得るものなどの、例えば、針を介したアクセスのた
めの１つ以上の無菌アクセスポートを備え得る。中隔のための好ましい材料は、ＤｕＰｏ
ｎｔ（Ｗｉｌｍｉｎｇｔｏｎ，ＤＥ）によって、商標名ＴＥＦＬＯＮの下で販売されてい
る種類の、ゴム及びポリテトラフルオロエチレンを含む。加えて、容器は、成分の混合を
可能にするために取り外され得る仕切り又は膜によって分離される２つ以上のコンパート
メントを備えてもよい。
【０１７４】
　本発明の特徴を具現化する試薬キットはまた、説明資料と共に供給され得る。説明書は
、例えば、紙に印刷され、かつ／又は電子可読媒体内に供給され得る。あるいは、説明書
は、例えば、このキットの製造業者又は販売業者によって、かつ／又は電子メールを介し
て指定されるインターネットウェブサイトにユーザを誘導することによって提供され得る
。
【０１７５】
　この抗体は、アッセイ装置の一部としても提供され得る。このようなアッセイ装置は、
側方流動アッセイ装置を含む。一般的な種類の使い捨て側方流動アッセイ装置は、液体サ
ンプルを受容するゾーン又は領域、コンジュゲートゾーン、及び反応ゾーンを含む。これ
らのアッセイ装置は、側方流動試験ストリップとして一般に知られている。これらは、毛
管流を支持することができる流体流の経路を画定する多孔質材料、例えば、ニトロセルロ
ースを利用する。例として、米国特許第５，５５９，０４１号、同第５，７１４，３８９
号、同第５，１２０，６４３号、及び同第６，２２８，６６０号に示されるものが挙げら
れ、これらは全て、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０１７６】
　別の種類のアッセイ装置は、毛管流を誘導する突起部を有する非多孔質アッセイ装置で
ある。このようなアッセイ装置の例として、ＰＣＴ国際公開第２００３／１０３８３５号
、同第２００５／０８９０８２号、同第２００５／１１８１３９号、及び同第２００６／
１３７７８５号に開示される、開いた側方流動装置が挙げられ、これらは全て、参照によ
りそれらの全体が本明細書に組み込まれる。
【０１７７】
　非多孔質アッセイ装置において、このアッセイ装置は、一般的には、少なくとも１つの
サンプル添加ゾーン、少なくとも１つのコンジュゲートゾーン、少なくとも１つの反応ゾ
ーン、及び少なくとも１つの吸上ゾーンを有する。これらのゾーンは、サンプル添加ゾー
ンから吸上ゾーンまでサンプルが流れる流路を形成する。検体に結合することができ、（
例えば、コーティングにより）装置上に任意に堆積される、反応ゾーン内の抗体などの捕
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捉要素、及び、コンジュゲートゾーン内の装置上に堆積される本検体の濃度の決定を可能
にする反応にも関与することができる、標識化コンジュゲート物質も含まれ、標識化コン
ジュゲート物質は、反応ゾーンにおける検出のための標識を有する。サンプルがコンジュ
ゲートゾーンを通って流れる際に、コンジュゲート物質は溶解され、反応ゾーンへと下流
に流れる溶解した標識化コンジュゲート物質及びサンプルのコンジュゲートプルームを形
成する。コンジュゲートプルームが反応ゾーンに流れると、コンジュゲート物質が、例え
ばコンジュゲート物質及び検体の複合体を介して（「サンドイッチ」アッセイにおいて）
、又は直接（「競合」アッセイにおいて）、捕捉要素により捕捉される。結合していない
溶解コンジュゲート物質は、反応ゾーンを通過して、少なくとも１つの吸上ゾーンに流さ
れる。そのような装置は、流路内に突起部又はマイクロピラーを含み得る。
【０１７８】
　米国特許公開第２００６０２８９７８７Ａ１号、及び同第２００７０２３１８８３Ａ１
号、並びに米国特許第７，４１６，７００号、及び同第６，１３９，８００号（これらは
全て、参照によりそれらの全体が本明細書に組み込まれる）に開示される機器などの機器
は、反応ゾーン内の結合したコンジュゲート物質を検出することができる。一般的な標識
には、蛍光染料を励起し、かつ蛍光染料を感知することができる検出器を組み込む器具に
よって検出され得る蛍光染料が含まれる。
【０１７９】
　イムノアッセイ
　このように産生された抗体をイムノアッセイで使用し、抗精神病薬を認識／結合し、そ
れにより患者サンプル中の薬物の存在及び／又は量を検出することができる。好ましくは
、アッセイフォーマットは、競合イムノアッセイフォーマットである。このようなアッセ
イフォーマット及び他のアッセイは、とりわけ、Ｈａｍｐｔｏｎ　ｅｔ　ａｌ．（Ｓｅｒ
ｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，ＡＰＳ
　Ｐｒｅｓｓ，Ｓｔ．Ｐａｕｌ，ＭＮ　１９９０）、及びＭａｄｄｏｘ　ｅｔ　ａｌ．（
Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１５８：１２１１１，１９８３）に記載されている。
【０１８０】
　「検体」という用語は、任意の物質又は物質の群を指し、その存在又は量が決定される
。代表的な抗精神病薬検体には、リスペリドン、パリペリドン、オランザピン、アリピプ
ラゾール、及びクエチアピンが含まれるが、これらに限定されない。
【０１８１】
　「競合結合パートナー」という用語は、抗体への結合親和性に関して検体と同様に挙動
する、例えば、競合イムノアッセイで利用され得る物質又は物質の群を指す。代表的な競
合結合パートナーには、抗精神病薬誘導体などが含まれるが、これらに限定されない。
【０１８２】
　検体と共に使用される「検出する」という用語は、任意の定量的、半定量的、又は質的
方法、並びに、一般に検体、具体的には、抗精神病薬を決定するための全ての他の方法を
指す。例えば、サンプル中の抗精神病薬の量又は濃度に関するデータを提供する方法が本
発明の範囲内であるように、単にサンプル中の抗精神病薬の存在又は不在を検出する方法
は、本発明の範囲内である。「検出する」、「決定する」、「識別する」等の用語は、本
明細書で同意語として使用され、全て本発明の範囲内である。
【０１８３】
　本発明の好ましい一実施形態は競合イムノアッセイであり、ここで、抗精神病薬、又は
薬物若しくはその競合結合パートナーを結合する抗体は、それぞれ、固形担体（例えば、
側方流動アッセイ装置における反応ゾーンなど）及び標識化薬物若しくはその競合結合パ
ートナー、又は標識化抗体に結合され、宿主から誘導されるサンプルは固形担体に渡され
、固形担体に結合される標識の検出量が、サンプル中の薬物の量と相関し得る。
【０１８４】
　検体、例えば、抗精神病薬を含有すると見られるいかなるサンプルも、現在好ましい実
施形態の方法に従って分析することができる。サンプルは、所望に応じて前処理され、ア
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ッセイに干渉しない任意の簡便な培地において調製され得る。好ましくは、このサンプル
は、宿主由来の体液、最も好ましくは血漿又は血清などの水性培地を含む。
【０１８５】
　抗体が固相に結合されるアッセイ、及び抗体が液体培地内にあるアッセイを含む、抗体
を利用するイムノアッセイの全ての様式が、現在好ましい実施形態に従う使用のために企
図されることを理解されたい。本発明の特徴を具現化する抗体を用いて検体を検出するた
めに使用され得るイムノアッセイの方法には、サンプル中の標識化検体（検体類似体）及
び検体が抗体のために競合する競合（試薬限定）アッセイ、及び抗体が標識化される単一
部位免疫定量アッセイなどが含まれるが、これらに限定されない。
【０１８６】
　本発明は、以下の実施例によって更に説明される。実施例は、特定の実施形態を参照し
て本発明を例示するためだけに提供される。これらの例証は、本発明のある特定の態様を
例示する一方で、開示される発明の限定を意味するものでも、その範囲を制限するもので
もない。
【０１８７】
　別途詳細に記載されない限り、当業者に周知であり、かつ日常的な標準技術を用いて、
全ての実施例を実行した。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄ．，Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐ
ｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，ＮＹ（１９８９）などの標準実習マニュアルに記載されるよう
に、以下の実施例の日常的な分子生物学技術を実行することができる。
【０１８８】
　「Ｈａｐｔｅｎｓ　ｏｆ　Ａｒｉｐｉｐｒａｚｏｌｅ」（代理人整理番号ＰＲＤ３２６
５ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，４５０号、２０１２年８月２１日出願
）、「Ｈａｐｔｅｎｓ　ｏｆ　Ｏｌａｎｚａｐｉｎｅ」（代理人整理番号ＰＲＤ３２６６
ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，４５４号、２０１２年８月２１日出願）
、「Ｈａｐｔｅｎｓ　ｏｆ　Ｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎｅ」（代理人整理番号ＰＲＤ３２６
７ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，４５９号、２０１２年８月２１日出願
）、「Ｈａｐｔｅｎｓ　ｏｆ　Ｑｕｅｔｉａｐｉｎｅ」（代理人整理番号ＰＲＤ３２６８
ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，４６２号、２０１２年８月２１日出願）
、「Ｈａｐｔｅｎｓ　ｏｆ　Ｒｉｓｐｅｒｉｄｏｎｅ　ａｎｄ　Ｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎ
ｅ」（代理人整理番号ＰＲＤ３２６９ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，４
６９号、２０１２年８月２１日出願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ａｒｉｐｉｐｒ
ａｚｏｌｅ　Ｈａｐｔｅｎｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤ
Ｓ５１２８ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，５４４号、２０１２年８月２
１日出願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎｅ　Ｈａｐｔｅｎ
ｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ５１２６ＵＳＰＳＰ、米
国仮特許出願 第６１／６９１，６３４号、２０１２年８月２１日出願）、「Ａｎｔｉｂ
ｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｑｕｅｔｉａｐｉｎｅ　Ｈａｐｔｅｎｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒ
ｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ５１３４ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１
，５９８号、２０１２年８月２１日出願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｒｉｓｐｅ
ｒｉｄｏｎｅ　Ｈａｐｔｅｎｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号Ｃ
ＤＳ５１３０ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，６１５号、２０１２年８月
２１日出願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ａｒｉｐｉｐｒａｚｏｌｅ　ａｎｄ　Ｕ
ｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ５１２９ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 
第６１／６９１，５２２号、２０１２年８月２１日出願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔ
ｏ　Ｏｌａｎｚａｐｉｎｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ
５１３３ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，６４５号、２０１２年８月２１
日出願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｐａｌｉｐｅｒｉｄｏｎｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ
　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ５１２７ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６
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１／６９１，６９２号、２０１２年８月２１日出願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　
Ｑｕｅｔｉａｐｉｎｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ５１
３５ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６９１，６５９号、２０１２年８月２１日出
願）、「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｒｉｓｐｅｒｉｄｏｎｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈ
ｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ５１３１ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／６
９１，６７５号、２０１２年８月２１日出願）、及び「Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ｔｏ　Ｒ
ｉｓｐｅｒｉｄｏｎｅ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ」（代理人整理番号ＣＤＳ５１
４５ＵＳＰＳＰ、米国仮特許出願 第６１／７９０，８８０号、２０１３年３月１５日出
願）と題される同時係属出願は全て、参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【実施例】
【０１８９】
　（実施例１）
　（１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，
４］ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メタンアミン
【０１９０】
【化４９】

【０１９１】
　工程Ａ
　ｔｅｒｔ－ブチル３－シアノピペラジン－１－カルボキシレート
【０１９２】
【化５０】

【０１９３】
　ＴＨＦ中のｔｅｒｔ－ブチル３－シアノピペラジン－１－カルボキシレート（２１．１
ｇ、０．１モル）及び水性ホルムアルデヒド（２４ｇ、水中３７％）の溶液に、シアノボ
ロ水素化ナトリウム（３１．５ｇ、０．５モル）を少量に分けて添加した。反応混合物を
周囲温度で一晩熟成させ、その後、水で希釈し、エチルアセテートで抽出した。有機相を
飽和水性ナトリウムクロライドで洗浄し、無水ナトリウムスルフェート上で乾燥させ、濾
過し、真空下で濃縮した。カラムクロマトグラフィーによって粗生成物を精製して、表題
化合物を得た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ、ＭｅＯＤ）δ　４．２３～４．１８（ｍ、
１Ｈ）、４．０１～３．９７（ｂｒ、１Ｈ）、３．９２～３．９０（ｂｒ、１Ｈ）、２．
９２～２．８９（ｂｒ、１Ｈ）、２．８８～２．８７（ｂｒ、１Ｈ）、２．６５～２．６
２（ｍ、１Ｈ）、２．３７８（ｓ、３Ｈ）、２．３６～２．３３（ｍ、１Ｈ）、１．４７
（ｓ、９Ｈ）。
【０１９４】
　工程Ｂ
　ｔｅｒｔ－ブチル３－（アミノメチル）－４－メチルピペラジン－１－カルボキシレー
ト
【０１９５】



(47) JP 2015-529201 A 2015.10.5

10

20

30

40

【化５１】

【０１９６】
　メタノール（２００ｍＬ）中の、工程Ａで説明した通りに調製したｔｅｒｔ－ブチル３
－シアノ－４－メチルピペラジン－１－カルボキシレート（１０．５ｇ、４７ミリモル）
の溶液に、金属ニッケル（１０ｇ）及びトリエチルアミン（５ｍＬ）を添加した。気体水
素雰囲気下（３４５ｋＰａ（５０ｐｓｉ））で、混合物を周囲温度で一晩撹拌した。ｔｅ
ｒｔ－ブチル３－シアノ－４－メチルピペラジン－１－カルボキシレートの消費後、混合
物を濾過し、真空下で濾液を濃縮し、粗製のｔｅｒｔ－ブチル３－（アミノメチル）－４
－メチルピペラジン－１－カルボキシレートを得て、これを精製することなく次の工程で
使用した。
【０１９７】
　工程Ｃ
　ｔｅｒｔ－ブチル３－（（１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル）メチル）－４
－メチルピペラジン－１－カルボキシレート
【０１９８】

【化５２】

【０１９９】
　テトラヒドロフラン（１００ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製したｔｅｒｔ－
ブチル３－（アミノメチル）－４－メチルピペラジン－１－カルボキシレート（５．５ｇ
、粗製）、及びナトリウムビカーボネート（２．５２ｇ、３０ミリモル）の混合物に、周
囲温度のテトラヒドロフラン（２０ｍＬ）中、２Ｈ－イソインドール－２－カルボン酸、
１，３－ジヒドロ－１，３－ジオキソ－、エチルエステル（６．５９ｇ、３０ミリモル）
の溶液を添加した。３０分間撹拌した後、懸濁液を濾過し、濾液を濃縮して粗生成物を得
て、これをカラムクロマトグラフィーによって精製して、表題化合物を得た。１Ｈ　ＮＭ
Ｒ（４００ＭＨｚ、ＭｅＯＤ）δ　７．８７～７．８５（ｍ、２Ｈ）、７．８７～７．８
０（ｍ、２Ｈ）、３．９４～３．９０（ｍ、１Ｈ）、３．７５～３．６５（ｂｒ、３Ｈ）
、３．４３～３．４１（ｂｒ、１Ｈ）、３．３０～３．２８（ｍ、２Ｈ）、３．４９（ｓ
、３Ｈ）、２．３９～２．３８（ｍ、１Ｈ）、２．３０～２．２８（ｍ、１Ｈ）、１．３
６（ｓ、９Ｈ）。
【０２００】
　工程Ｄ
　２－（（１－メチルピペラジン－２－イル）メチル）イソインドリン－１，３－ジオン
【０２０１】
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【化５３】

【０２０２】
　メタノール塩化水素（２０ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製したｔｅｒｔ－ブ
チル３－（（１，３－ジオキソイソインドリン－２－イル）メチル）－４－メチルピペラ
ジン－１－カルボキシレート（８．６ｇ）の溶液を室温で１時間撹拌した。溶媒を真空下
で除去し、２－（（１－メチルピペラジン－２－イル）メチル）イソインドリン－１，３
－ジオンを得て、これを更に精製することなく次の工程で使用した。１Ｈ　ＮＭＲ（４０
０ＭＨｚ、ＭｅＯＤ）δ　７．８８～７．８６（ｍ、２Ｈ）、７．８２～７．８０（ｍ、
２Ｈ）、３．９９～３．９５（ｍ、１Ｈ）、３．７７～３．７３（ｍ、１Ｈ）、３．２４
～３．２３（ｍ、１Ｈ）、３．２９～３．２３（ｍ、１Ｈ）、３．１７～３．１４（ｍ、
１Ｈ）、３．０４～２．８４（ｍ、２Ｈ）、２．８１～２．７８（ｍ、１Ｈ）、２．５５
（ｓ、３Ｈ）、２．４６～２．４０（ｍ、１Ｈ）。
【０２０３】
　工程Ｅ
　５－メチル－２－（（２－ニトロフェニル）アミノ）チオフェン－３－カルボニトリル
【０２０４】
【化５４】

【０２０５】
　ジメチルスルホキシド中の、２－アミノ－５－メチルチオフェン－３－カルボニトリル
（１３．８ｇ、１００ミリモル）及び１－フルオロ－２－ニトロベンゼン（１６．９２ｇ
、１２０ミリモル）の溶液に、水酸化カリウム（１１．２ｇ、２００ミリモル）を添加し
た。この反応混合物を室温で一晩撹拌した。この混合物を水で希釈し、結果として生じた
懸濁液を濾過した。濾過ケーキを乾燥させ、更に精製することなく使用される赤色固体と
して、５－メチル－２－（（２－ニトロフェニル）アミノ）チオフェン－３－カルボニト
リルを得た。１Ｈ　ＮＭＲ：（４００ＭＨｚ、ＣＤＣｌ３）δ　９．６９（ｓ、１Ｈ）、
８．２７～８．２５（ｍ、１Ｈ）、７．５６～７．５２（ｍ、１Ｈ）、７．２３～７．２
０（ｍ、１Ｈ）、７．０～６．９６（ｍ、１Ｈ）、６．８０（ｓ、１Ｈ）、２．４９（ｓ
、３Ｈ）。
【０２０６】
　工程Ｆ
　２－（（２－アミノフェニル）アミノ）－５－メチルチオフェン－３－カルボニトリル
【０２０７】



(49) JP 2015-529201 A 2015.10.5

10

20

30

40

【化５５】

【０２０８】
　エチルアセテート（５００ｍＬ）中の、前工程で説明したとおりに調製した５－メチル
－２－（（２－ニトロフェニル）アミノ）チオフェン－３－カルボニトリル（４３．３ｇ
、０．１５７モル）の溶液に、１０％のパラジウム炭素（８ｇ）を添加した。黒色の混合
物を、気体水素の雰囲気下で、室温で一晩撹拌した。５－メチル－２－（（２－ニトロフ
ェニル）アミノ）チオフェン－３－カルボニトリルのほとんどが完全に消費されたとＬＣ
ＭＳが示したとき、混合物を濾過し、濾液を濃縮して２－（（２－アミノフェニル）アミ
ノ）－５－メチルチオフェン－３－カルボニトリルを得た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ
、ＣＤＣｌ３）δ　７．２９～７．２１（ｍ、１Ｈ）、７．１１～７．１０（ｍ、１Ｈ）
、６．８６～６．７９（ｍ、２Ｈ）、６．４８～６．４７（ｍ、１Ｈ）、６．４２（ｂｒ
ｓ、１Ｈ）、３．７５～３．７０（ｂｒ、２Ｈ）、２．２８（ｓ、３Ｈ）。
【０２０９】
　工程Ｇ
　２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－４－
アミン
【０２１０】
【化５６】

【０２１１】
　イソプロパノール（１５０ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製した２－（（２－
アミノフェニル）アミノ）－５－メチルチオフェン－３－カルボニトリル（２２．９ｇ、
１００ミリモル）、及び水性塩酸（５０ｍＬ、１８％）の混合物を、８０℃で３時間加熱
した。結果として生じた懸濁液を濾過し、濾過ケーキを乾燥させて、赤色固体として表題
化合物を得た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ　ＣＤＣｌ３）δ　７．１４～７．１２（ｔ
、１Ｈ）、７．７．１２～７．１０（ｔ、１Ｈ）、６．９５～６．９３（ｄ、Ｊ＝８ＭＨ
ｚ、１Ｈ）、６．８１～６．７９（ｄ、Ｊ＝８ＭＨｚ、１Ｈ）、６．７０（ｓ、１Ｈ）、
２．３０（ｓ、３Ｈ）。
【０２１２】
　工程Ｈ
　２－（（１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］
［１，４］ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メチル）イソインドリン－１
，３－ジオン
【０２１３】
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【化５７】

【０２１４】
　ジメチルスルホキシド（０．５ｍＬ）中の、工程Ｄで説明した通りに調製した２－（（
１－メチルピペラジン－２－イル）メチル）イソインドリン－１，３－ジオン（１００ｍ
ｇ、０．３８ミリモル）と、工程Ｇで説明した通りに調製した２－メチル－１０Ｈ－ベン
ゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－４－アミン（１５０ｍｇ、０．５
２ミリモル）と、ジイソプロピルエチルアミン（０．４９ｇ、３．８ミリモル）との溶液
を、１７０℃で２時間撹拌した。この反応物を水で希釈し、エチルアセテートで抽出した
。有機相を濃縮し、カラムによって残留物を精製し、１５ｍｇの２－（（１－メチル－４
－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－４
－イル）ピペラジン－２－イル）メチル）イソインドリン－１，３－ジオンを得た。１Ｈ
　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ、ＣＤＣｌ３）δ　７．７６～７．７３（ｍ、１Ｈ）、７．４５
～７．３５（ｍ、３Ｈ）、７．１８～７．１７（ｍ、１Ｈ）、６．９８～６．９５（ｍ、
２Ｈ）、６．７５～６．７３（ｍ、１Ｈ）、６．４６（ｓ、１Ｈ）、４．２８～４．２５
（ｍ、１Ｈ）、３．９６～６．９２（ｍ、１Ｈ）、３．７１～３．６４（ｍ、３Ｈ）、３
．４７～３．４１（ｍ、１Ｈ）、３．２９～３．２８（ｍ、１Ｈ）、３．１２～３．０９
（ｍ、１Ｈ）、２．８７～２．８６（ｍ、１Ｈ）、２．６７～２．５３（ｍ、３Ｈ）、２
．２８（ｓ、３Ｈ）。
【０２１５】
　工程Ｉ
　（１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，
４］ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メタンアミン
【０２１６】
【化５８】

【０２１７】
　エタノールメチルアミン（２０ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製した２－（（
１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］
ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メチル）イソインドリン－１，３－ジオ
ン（１．０ｇ）の溶液を周囲温度で一晩撹拌した。真空下で溶媒を除去し、ＨＰＬＣによ
って残留物を精製し、赤色固体として（１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ
［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）
メタンアミンのヒドロクロライド塩を得た。１Ｈ　ＮＭＲ（４００ＭＨｚ、ＭｅＯＤ）δ
　７．４６～７．４４（ｍ、１Ｈ）、７．３１～７．４８（ｍ、１Ｈ）、７．１９～７．
１５（ｍ、１Ｈ）、６．９７～６．９５（ｍ、１Ｈ）、６．７４（ｓ、１Ｈ）、４．８０
～４．７１（ｂｒ、１Ｈ）、４．２８～４．２０（ｂｒ、２Ｈ）、４．０７～４．０４（
ｂｒ、２Ｈ）、３．８２～３．７０（ｂｒ、３Ｈ）、３．５３～３．４８（ｍ、１Ｈ）、
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３．１８（ｓ、３Ｈ）、２．４２（ｍ、３Ｈ）；Ｃ１８Ｈ２３Ｎ５ＳのＥＳＩ－ＭＳ（Ｍ
＋１）：３４２（計算値）、正確な質量：３４１．１７。
【０２１８】
　（実施例２）
　２－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］
ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メチル）アセトアミド
【０２１９】
【化５９】

【０２２０】
　５７０μＬのＤＭＦ及び１３．３μＬのトリブチルアミン中の、実施例１で説明した通
りに調製した（１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－
ｅ］［１，４］ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メタンアミン（１０．３
ｍｇ、３０．２μモル）の溶液に、７６０μＬのＮ－（α－マレイミドアセトキシ）サク
シニミドエステル（ＡＭＡＳ、１０ｍｇ／ｍＬ、７．６ｍｇ、３０．２μモル）のＤＭＦ
溶液を添加した。結果として生じた溶液を２０℃で１８時間撹拌させ、その後、チオール
活性化タンパク質とのコンジュゲーション反応などにおいて使用した。
【０２２１】
　（実施例３）
　（２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエ
ノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－７－イル）メタンアミン
【０２２２】

【化６０】

【０２２３】
　工程Ａ
　２－（４－シアノ－２－ニトロ－フェニルアミノ）－５－メチル－チオフェン－３－カ
ルボニトリル
【０２２４】
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【化６１】

【０２２５】
　ＴＨＦ（２ｍＬ）中の水酸化ナトリウム（６０％、０．５８ｇ）の懸濁液に、ＴＨＦ（
１０ｍＬ）中の４－フルオロ－３－ニトロ－ベンゾニトリル（１．３３ｇ、８．０ミリモ
ル）及び２－アミノ－５－メチル－チオフェン－３－カルボニトリル（１．１０ｇ、８．
０ミリモル）を滴加した。混合物を室温で一晩撹拌した。もう２回分の水酸化ナトリウム
（６０％、０．５０ｇ及び０．４ｇ）を、次の６時間にわたって添加した。３日間の撹拌
の後、混合物を氷水（２０ｍＬ）に注ぎ、６Ｎ塩酸（７ｍＬ）でｐＨ　３まで酸性化した
。この沈降物を濾過し、水で洗浄した。固体をジクロロメタン（３５ｍＬ）で抽出した。
この溶液を固体に濃縮し、更に精製することなく次の工程で使用した。ＬＣ－ＭＳ：ｍ／
ｚ　２８５（Ｍ＋１）、３０７（Ｍ＋２３）。１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３、４００ＭＨｚ
）：δ（ｐｐｍ）９．７６（ｓ、１Ｈ）、８．５９（ｓ、１Ｈ）、７．７０（ｄ、１Ｈ）
、７．１４（ｄ、１Ｈ）、６．８７（ｓ、１Ｈ）、２．５２（ｓ、１Ｈ）。
【０２２６】
　工程Ｂ
　１０－アミノ－２－メチル－４Ｈ－３－チア－４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン
－７－カルボニトリルヒドロクロライド
【０２２７】
【化６２】

【０２２８】
　エタノール（５ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製した２－（４－シアノ－２－
ニトロ－フェニルアミノ）－５－メチル－チオフェン－３－カルボニトリル（０．５２ｇ
）の懸濁液に、６ＮのＨＣｌ中の歯クロライド（１．３６ｇ、７．２ミリモル）を添加し
た。この混合物を８５℃の油浴中で３時間加熱し、その後、氷浴中で冷却した。この固体
を濾過し、水で洗浄し、茶色になるまで乾燥させて、無機塩を含有する茶色固体として表
題化合物を得て、これを更に精製することなく次の工程で使用した。ＬＣ－ＭＳ：ｍ／ｚ
　２５５（遊離塩基のＭ＋１）。１Ｈ　ＮＭＲ（ＤＭＳＯ－ｄ６、４００ＭＨｚ）：δ（
ｐｐｍ）１１．１８（ｂｒ、１Ｈ）、１０．０９（ｓ、１Ｈ）、９．３５（ｂｒ、１Ｈ）
、８．９４（ｂｒ、１Ｈ）、７．５４（ｄ、１Ｈ）、７．２７（ｓ、１Ｈ）、６．９５（
ｄ、１Ｈ）、２．２６（ｓ、３Ｈ）。
【０２２９】
　工程Ｃ
　２－メチル－１０－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チア－４，９
－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン－７－カルボニトリル
【０２３０】
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【化６３】

【０２３１】
　ＤＭＳＯ（６ｍＬ）及びトルエン（６ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製した１
０－アミノ－２－メチル－４Ｈ－３－チア－４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン－７
－カルボニトリルヒドロクロライド（０．６ｇ）の溶液に、１－メチルピペラジン（４ｍ
Ｌ）を添加した。この混合物を１３０℃の油浴中で１７時間加熱した。この溶液を濃縮し
、エチルアセテート（５０ｍＬ）で希釈し、水（２０ｍＬ）及びブライン（２０ｍＬ）で
洗浄し、その後、濃縮した。固体をジクロロメタン（１０ｍＬ）内で溶解し、飽和ナトリ
ウムビカーボネート溶液で処理した。表題化合物を淡黄色の沈降物として収集し、水及び
ジクロロメタンで洗浄し、乾燥させ、更に精製することなく次の工程で使用した。ＬＣ－
ＭＳ：ｍ／ｚ　３３８（Ｍ＋１）。１Ｈ　ＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤ、４００ＭＨｚ）：δ（ｐ
ｐｍ）７．１９～７．１５（ｍ、２Ｈ）、６．７４（ｄ、１Ｈ）、６．３７（ｓ、１Ｈ）
、３．５１（ｍ、４Ｈ）、２．５３（ｍ、４Ｈ）、２．３４（ｓ、３Ｈ）、２．３２（ｓ
、３Ｈ）。
【０２３２】
　工程Ｄ
　（２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエ
ノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－７－イル）メタンアミン
【０２３３】
【化６４】

　メタノール（９０ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製した２－メチル－１０－（
４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チア－４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］
アズレン－７－カルボニトリル（０．２５ｇ）の溶液に、濃縮ＨＣｌ（０．４ｍＬ）及び
Ｐｄ黒（５７ｍｇ）を添加した。水素付加を３４５ｋＰａ（５０ｐｓｉ）で１時間実行し
た。更なるＰｄ黒（１４７ｍｇ）を添加した。この混合物を３４５ｋＰａ（５０ｐｓｉ）
で２２時間振盪した。触媒を濾過し、メタノールで洗浄した。濾液を濃縮し、飽和ナトリ
ウムビカーボネート溶液（５ｍＬ）で処理し、乾燥するまで濃縮した。この生成物をシリ
カカラムによって精製した。ＬＣ－ＭＳ：ｍ／ｚ　３４２（Ｍ＋１）。１Ｈ　ＮＭＲ（Ｃ
Ｄ３ＯＤ、４００ＭＨｚ）：δ（ｐｐｍ）６．８９～６．８５（ｍ、２Ｈ）、６．６４（
ｄ、１Ｈ）、６．３４（ｄ、１Ｈ）、３．６６（ｓ、２Ｈ）、３．４６（ｍ、４Ｈ）、２
．５４（ｍ、４Ｈ）、２．３４（ｓ、３Ｈ）、２．３０（ｄ、３Ｈ）。
【０２３４】
　（実施例４）
　２－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［
２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－７－イル）メチル）アセトアミド
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【０２３５】
【化６５】

【０２３６】
　１８５μＬのＤＭＦ及び４．５μＬのトリブチルアミン中の、実施例３で説明した通り
に調製した（２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［
ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－７－イル）メタンアミン（３．５ｍｇ
、１０．２μモル）の溶液に、２６０μＬのＮ－（α－マレイミドアセトキシ）サクシニ
ミドエステル（ＡＭＡＳ、１０ｍｇ／ｍＬ、２．６ｍｇ、１０．２μモル）のＤＭＦ溶液
を添加した。結果として生じた溶液を２０℃で９０分間撹拌させ、その後、チオール活性
化タンパク質とのコンジュゲーション反応などにおいて使用した。
【０２３７】
　（実施例５）
　６－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［
２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－７－イル）メチル）ヘキサンアミド
【０２３８】

【化６６】

【０２３９】
　ジクロロメタン（４ｍＬ）中の、実施例３で説明した通りに調製した（２－メチル－４
－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［
１，４］ジアゼピン－７－イル）メタンアミン（５９ｍｇ、０．１７ミリモル）の溶液に
、ジクロロメタン（１ｍＬ）中の、トリエチルアミン（０．０４８ｍＬ、０．３４ミリモ
ル）及び６－マレイミドヘキサン酸Ｎ－ヒドロキシサクシニミドエステル（５３ｍｇ、０
．１７ミリモル）を添加した。この溶液を室温で４０分間撹拌し、その後、シリカカラム
に充填し、トリエチルアミンを含有する３～５％のメタノール／ジクロロメタンで溶出さ
せた。表題化合物を黄色固体として得た。ＬＣ－ＭＳ：ｍ／ｚ　５３５（Ｍ＋１）。
【０２４０】
　（実施例６）
　Ｎ－［２－メチル－１０－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チア－
４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン－７－イルメチル］－サクシンアミド酸
【０２４１】
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【化６７】

【０２４２】
　工程Ａ
　サクシン酸２，５－ジオキソ－ピロリジン－１－イルエステルメチルエステル
【０２４３】
【化６８】

【０２４４】
　エチルアセテート（５０ｍＬ）中の、１－ヒドロキシ－ピロリジン－２，５－ジオン（
１．２３ｍＬ、１０ミリモル）の溶液に、３－クロロカルボニル－プロピオン酸メチルエ
ステル（１．１５ｇ、１０ミリモル）を添加した。この混合物を氷浴中で冷却した。トリ
エチルアミン（１．４ｍＬ、１０ミリモル）を滴加した。結果として生じた懸濁液を、氷
浴中で１０分間、その後、氷浴なしで５分間撹拌した。白色固体を濾過によって除去し、
エチルアセテート（３×３ｍＬ）で洗浄した。この濾液を白色固体（２．３２ｇ）に濃縮
した。
【０２４５】
　工程Ｂ
　Ｎ－［２－メチル－１０－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チア－
４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン－７－イルメチル］－サクシンアミド酸メチルエ
ステル
【０２４６】

【化６９】

【０２４７】
　ジクロロメタン（２ｍＬ）中の、実施例３で説明した通りに調製した（２－メチル－４
－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［
１，４］ジアゼピン－７－イル）メタンアミン（４０ｍｇ、０．１２ミリモル）の溶液に
、前工程で説明した通りに調製したトリエチルアミン（０．０３０ｍＬ、０．２２ミリモ
ル）及びサクシン酸２，５－ジオキソ－ピロリジン－１－イルエステルメチルエステル（
３１ｍｇ、０．１３ミリモル）を添加した。この溶液を室温で１時間撹拌し、濃縮した。
この粗製物をシリカカラムに充填し、水酸化アンモニウムを含有する３～５％のメタノー
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ル／ジクロロメタンで溶出させて、黄色固体として表題化合物を得た。ＬＣ－ＭＳ：ｍ／
ｚ　４５６（Ｍ＋１）。
【０２４８】
　工程Ｃ
　Ｎ－［２－メチル－１０－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チア－
４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン－７－イルメチル］－サクシンアミド酸
【０２４９】
【化７０】

【０２５０】
　ＴＨＦ（１．５ｍＬ）中の、前工程で説明した通りに調製したＮ－［２－メチル－１０
－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チア－４，９－ジアザ－ベンゾ［
ｆ］アズレン－７－イルメチル］－サクシンアミド酸メチルエステル（８０ｍｇ、０．１
８ミリモル）の懸濁液に、水（０．５ｍＬ）中のＬｉＯＨ（１４ｍｇ）を添加した。この
溶液を室温で３時間撹拌し、希釈ＨＣｌで酸性化し、乾燥するまで濃縮した。ＬＣ－ＭＳ
：ｍ／ｚ　４４２（親のＭ＋１）。
【０２５１】
　（実施例７）
　２－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］
ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メチル）アセトアミド－キーホールリン
ペットヘモシアニン－コンジュゲート
　工程Ａ
　１００ｍＭのリン酸緩衝液、ｐＨ　７．４、０．４６Ｍのナトリウムクロライド中、３
．１９ｍＬのキーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ、１５．２ｍｇ、０．１５２μ
モル）の溶液に、７０．３μＬのＮ－サクシニミジル－Ｓ－アセチルチオアセテート（Ｓ
ＡＴＡ、２５ｍｇ／ｍＬ、１．７５ｍｇ、７．６０μモル）のＤＭＦ溶液を添加した。結
果として生じた溶液を、２０℃で１時間、ローラ混合器上でインキュベートした。この反
応物に、３１９μＬの２．５Ｍのヒドロキシルアミン、５０ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ　７．
０を添加し、結果として生じた溶液を、２０℃で２５分間、ローラ混合器上でインキュベ
ートした。この反応物を、１００ｍＭのリン酸緩衝液、０．４６Ｍのナトリウムクロライ
ド、５ｍＭのＥＤＴＡを用いて、ｐＨ　６．０で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上
で精製した。
【０２５２】
　工程Ｂ
　前工程で説明した通りに調製したＫＬＨ－ＳＨ（４．２９ｍＬ、１２．７ｍｇ、０．１
２７μモル）に、実施例２で調製した溶液のアリコート（５６６．６μＬ、１２．７μモ
ル）を添加した。結果として生じた混濁混合物を、２０℃で２時間、ローラ混合器上でイ
ンキュベートした。この反応物を、２０μｍのシリンジフィルタを通して濾過し、その後
、１００ｍＭのリン酸緩衝液、０．４６Ｍのナトリウムクロライドを用いて、ｐＨ　７．
４で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上で精製した。
【０２５３】
　（実施例８）
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　２－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］
ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メチル）アセトアミド－ウシサイログロ
ブリン－コンジュゲート
　工程Ａ
　ｐＨ　７．５の１００ｍＭのリン酸緩衝液中の、２．０ｍＬのウシサイログロブリン（
ＢＴＧ、２０．０ｍｇ、０．０３μモル）の溶液に、２７６．０μＬのＮ－サクシニミジ
ル－Ｓ－アセチルチオアセテート（ＳＡＴＡ、２５ｍｇ／ｍＬ、６．９ｍｇ、３０．０μ
モル）のＤＭＦ溶液を添加した。結果として生じた溶液を、２０℃で１時間、ローラ混合
器上でインキュベートした。この反応物に、２３０μＬの２．５Ｍのヒドロキシルアミン
、５０ｍＭのＥＤＴＡ、ｐＨ　７．０を添加した。結果として生じた溶液を、２０℃で１
５分間、ローラ混合器上でインキュベートした。この反応物を、１００ｍＭのリン酸緩衝
液、５ｍＭのＥＤＴＡを用いて、ｐＨ　６．０で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上
で精製した。
【０２５４】
　工程Ｂ
　前工程で説明した通りに調製したＢＴＧ－ＳＨ（４．７３ｍＬ、１４．３ｍｇ、０．０
２２μモル）に、実施例２で調製した溶液のアリコート（９６９．６μＬ、２１．７μモ
ル）を添加した。結果として生じた混濁混合物を、２０℃で３時間、ローラ混合器上でイ
ンキュベートした。この反応物を、０．４５μｍのシリンジフィルタを通して濾過し、そ
の後、１００ｍＭのリン酸緩衝液、０．１４Ｍのナトリウムクロライドを用いて、ｐＨ　
７．４で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上で精製した。
【０２５５】
　（実施例９）
　２－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
１－メチル－４－（２－メチル－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］
ジアゼピン－４－イル）ピペラジン－２－イル）メチル）アセトアミド－オボアルブミン
－コンジュゲート
　工程Ａ
　ｐＨ　７．５の１００ｍＭのリン酸緩衝液中の、１．２ｍＬのオボアルブミン（１２．
０ｍｇ、０．２７μモル）の溶液に、５０．１μＬのＮ－サクシニミジル－Ｓ－アセチル
チオアセテート（ＳＡＴＡ、２５ｍｇ／ｍＬ、１．２５ｍｇ、５．４２μモル）のＤＭＦ
溶液を添加した。結果として生じた溶液を、２０℃で１時間、ローラ混合器上でインキュ
ベートした。この反応物に、１２０μＬの２．５Ｍのヒドロキシルアミン、５０ｍＭのＥ
ＤＴＡを、ｐＨ　７．０で添加した。結果として生じた溶液を、２０℃で１５分間、ロー
ラ混合器上でインキュベートした。この反応物を、１００ｍＭのリン酸緩衝液、５ｍＭの
ＥＤＴＡを用いて、ｐＨ　６．０で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上で精製した。
【０２５６】
　工程Ｂ
　前工程で説明した通りに調製したオボアルブミン－ＳＨ（４．２ｍＬ、８．０ｍｇ、０
．１８μモル）に、実施例２で調製した溶液のアリコート（２００μＬ、４．５μモル）
を添加した。結果として生じた混合物を、２０℃で３時間、ローラ混合器上でインキュベ
ートした。この反応物を、１００ｍＭのリン酸緩衝液、０．１４Ｍのナトリウムクロライ
ドを用いて、ｐＨ　７．４で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上で精製した。
【０２５７】
　（実施例１０）
　２－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［
２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－７－イル）メチル）アセトアミド－キーホールリン
ペットヘモシアニン－コンジュゲート
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　実施例７の工程Ａで説明した通りに調製したＫＬＨ－ＳＨ（３．３１ｍＬ、９．８ｍｇ
、０．０９８μモル）に、実施例４で説明した通りに調製した２－（２，５－ジオキソ－
２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（２－メチル－４－（４－メチ
ルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，４］ジア
ゼピン－７－イル）メチル）アセトアミド溶液（６．９μモル）の、３００μＬのアリコ
ートを添加した。結果として生じた混濁混合物を、２０℃で２．５時間、ローラ混合器上
でインキュベートした。この反応物を、０．２μｍのシリンジフィルタを通して濾過し、
その後、１００ｍＭのリン酸緩衝液、０．４６Ｍのナトリウムクロライドを用いて、ｐＨ
　７．４で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上で精製した。
【０２５８】
　（実施例１１）
　２－（２，５－ジオキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（
２－メチル－４－（４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［
２，３－ｅ］［１，４］ジアゼピン－７－イル）メチル）アセトアミド－オボアルブミン
－コンジュゲート
　実施例９の工程Ａで説明した通りに調製したオボアルブミン－ＳＨ（５．３８ｍＬ、１
７．８ｍｇ、０．４０μモル）に、実施例４で説明した通りに調製した２－（２，５－ジ
オキソ－２，５－ジヒドロ－１Ｈ－ピロール－１－イル）－Ｎ－（（２－メチル－４－（
４－メチルピペラジン－１－イル）－１０Ｈ－ベンゾ［ｂ］チエノ［２，３－ｅ］［１，
４］ジアゼピン－７－イル）メチル）アセトアミド溶液（１０．２μモル）の、２００μ
Ｌのアリコートを添加した。結果として生じた混合物を、２０℃で３時間、ローラ混合器
上でインキュベートした。この反応物を、０．４５μｍのシリンジフィルタを通して濾過
し、その後、１００ｍＭのリン酸緩衝液、０．１４Ｍのナトリウムクロライドを用いて、
ｐＨ　７．４で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上で精製した。
【０２５９】
　（実施例１２）
　Ｎ－［２－メチル－１０－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チア－
４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン－７－イルメチル］－サクシンアミド酸－ウシサ
イログロブリン－コンジュゲート
　工程Ａ
　５００μＬのＤＭＦ及び５μＬのトリブチルアミン中の、実施例６で説明した通りに調
製したＮ－［２－メチル－１０－（４－メチル－ピペラジン－１－イル）－４Ｈ－３－チ
ア－４，９－ジアザ－ベンゾ［ｆ］アズレン－７－イルメチル］－サクシンアミド酸（７
．９ｍｇ、１８．０μモル）、Ｎ－ヒドロキシサクシニミド（ＮＨＳ、８．３ｍｇ、７２
．０μモル）、及びＮ，Ｎ－ジシクロヘキシルカルボジイミド（１４．９ｍｇ、７２．０
μモル）の溶液を、２０℃で１８時間撹拌させ、その後、タンパク質とのコンジュゲーシ
ョンなどにおいて使用した。
【０２６０】
　工程Ｂ
　ｐＨ　７．５の１００ｍＭのリン酸緩衝液中の、２．９８ｍＬのウシサイログロブリン
（ＢＴＧ、１４．９ｍｇ、０．０２３μモル）の溶液に、５００μＬの、工程Ａで調製し
た溶液（１８．０μモル）を添加した。結果として生じた混濁混合物を、２０℃で２．５
時間、ローラ混合器上でインキュベートした。この反応物を、０．４５μｍのシリンジフ
ィルタを通して濾過し、その後、１００ｍＭのリン酸緩衝液、０．１４Ｍのナトリウムク
ロライドを用いて、ｐＨ　７．４で、Ｓｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ－２５カラム上で精製した。
【０２６１】
　（実施例１３）
　オランザピンについての競合イムノアッセイ、並びにアリピプラゾール、オランザピン
、クエチアピン、及びリスペリドン／パリペリドンについての多重競合イムノアッセイ
　式ＩＩ及びＩＩＩを有するオランザピン免疫原を用いる一連の免疫化の後、ＥＬＩＳＡ
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を用いて、マウスの尾出血を反応性について試験した。ハイブリドーマ上清も試験し、以
下の表８（式ＩＩを有するオランザピン免疫原に対して生成されるハイブリドーマ）及び
９（式ＩＩＩを有するオランザピン免疫原に対して生成されるハイブリドーマ）に示され
るＥＬＩＳＡデータは、いくつかのハイブリドーマの反応性を示す（融合パートナーはＮ
ＳＯ細胞であった）。
【０２６２】
【表８】

【０２６３】
【表９】

【０２６４】
　その後、上清を競合ＥＬＩＳＡによって試験し、シグナルがオランザピンに対して特異
的であるかを決定した。図１～３は、マウス融合１１．１（式ＩＩを有するオランザピン
免疫原）からもたらされる３つの代表的なハイブリドーマの結果を示す。データは、クロ
ザピンに対する多様な反応性と共に、オランザピンに対する比反応性を示す。
【０２６５】
　図４は、側方流動アッセイ装置上で用いた競合イムノアッセイフォーマットを示し、こ
こで、フルオロフォアにコンジュゲートされるオランザピンから成る検出コンジュゲート
と共に、捕捉抗体、オランザピンクローンをチップ上に堆積した。図４に示されるこの競
合フォーマットにおいて、低レベルの検体（オランザピン）が高シグナルをもたらした一
方で、高レベルの検体（オランザピン）は、低シグナルをもたらす。サンプル中のオラン
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ザピンの量は、薬物が存在しない対照サンプルと比較した蛍光性の損失から算出すること
ができる。オランザピンクローン３５を用いて生成された典型的な用量反応曲線が図５に
示され、オランザピンクローン６１を用いて生成された典型的な用量反応曲線が図６に示
され、オランザピンクローン３Ｆ１１を用いて生成された典型的な用量反応曲線が図７に
示される。
【０２６６】
　図８は、本発明の一実施形態に従う側方流動アッセイ装置のチップ設計を示す。この装
置は、サンプルを受容するためのゾーン又は領域、コンジュゲートゾーン（所望の標識化
競合結合パートナー（複数可）を含有する）、及び反応ゾーン（反応ゾーン内の８つの領
域が示され、各領域が分離した所望の抗体を含有し得る）を含む。サンプルは、サンプル
ゾーンからコンジュゲートゾーンを通り、反応ゾーンまで流れる。
【０２６７】
　図９～１２は、反応ゾーン２内に堆積される抗体５Ｃ７及びコンジュゲートゾーン（図
９）内の標識化アリピプラゾール競合結合パートナーを用いて生成されたアリピプラゾー
ル陽性対照（アリピプラゾールを含有するサンプル）、反応ゾーン４内に堆積される抗体
４Ｇ９－１及びコンジュゲートゾーン（図１０）内の標識化オランザピン競合結合パート
ナーを用いて生成されたオランザピン陽性対照（オランザピンを含有するサンプル）、反
応ゾーン６内に堆積される抗体１１及びコンジュゲートゾーン（図１１）内の標識化クエ
チアピン競合結合パートナーを用いて生成されたクエチアピン陽性対照（クエチアピンを
含有するサンプル）、並びに反応ゾーン８内に堆積される抗体５－９及びコンジュゲート
ゾーン（図１２）内の標識化リスペリドン競合結合パートナーを用いて生成されたリスペ
リドン陽性対照（リスペリドンを含有するサンプル）の典型的な用量反応曲線を示す。コ
ンジュゲートゾーン内の標識化競合結合パートナーは、抗体との結合においてサンプル中
に存在する薬物と競合する。標識の量が検出され、これは、サンプル中に存在する薬物の
量の指標である（シグナルの量はサンプル中の薬物の量に反比例する（図４を参照のこと
））。
【０２６８】
　標識化競合結合パートナーのコンジュゲートが、反応ゾーン内に堆積される抗体に結合
しないことを確認するために、薬物を含有しないサンプルを用いて陰性対照を実施した。
表１０を参照して、アリピプラゾールを含有しないサンプルがサンプルゾーン内に堆積さ
れ、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化オランザピン、標識化クエ
チアピン、及び標識化リスペリドンを含有するが、標識化アリピプラゾールは含有しない
）を通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン２
内にアリピプラゾール抗体（５Ｃ７）を含有する。以下の表１０は、用量反応はなく、毛
管作用により反応ゾーンを通って移動するオランザピン、クエチアピン、及びリスペリド
ンのコンジュゲートがアリピプラゾール抗体に結合しないことを確認する結果を示す。
【０２６９】
【表１０】

【０２７０】
　表１１を参照して、オランザピンを含有しないサンプルがサンプルゾーン内に堆積され
、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化アリピプラゾール、標識化ク
エチアピン、及び標識化リスペリドンを含有するが、標識化オランザピンは含有しない）
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を通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン４内
にオランザピン抗体（４Ｇ９－１）を含有する。以下の表１１は、用量反応はなく、毛管
作用により反応ゾーンを通って移動するアリピプラゾール、クエチアピン、及びリスペリ
ドンのコンジュゲートがオランザピン抗体に結合しないことを確認する結果を示す。
【０２７１】
【表１１】

【０２７２】
　表１２を参照して、クエチアピンを含有しないサンプルがサンプルゾーン内に堆積され
、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化アリピプラゾール、標識化オ
ランザピン、及び標識化リスペリドンを含有するが、標識化クエチアピンは含有しない）
を通り、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン６内に
クエチアピン抗体（１１）を含有する。以下の表１２は、用量反応はなく、毛管作用によ
り反応ゾーンを通って移動するアリピプラゾール、オランザピン、及びリスペリドンのコ
ンジュゲートがクエチアピン抗体に結合しないことを確認する結果を示す。
【０２７３】
【表１２】

【０２７４】
　表１３を参照して、リスペリドンを含有しないサンプルがサンプルゾーン内に堆積され
、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化アリピプラゾール、標識化オ
ランザピン、及び標識化クエチアピンを含有するが、標識化リスペリドンは含有しない）
を通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン８内
にリスペリドン抗体（５－９）を含有する。以下の表１３は、用量反応はなく、毛管作用
により反応ゾーンを通って移動するアリピプラゾール、オランザピン、及びクエチアピン
のコンジュゲートがリスペリドン抗体に結合しないことを確認する結果を示す。
【０２７５】
【表１３】
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【０２７６】
　標識化競合結合パートナーのコンジュゲートが、反応ゾーン内に堆積されるそれらのそ
れぞれの抗体にのみ結合することを確認するために、薬物を含有しないサンプルを再び用
いて、追加の陰性対照を実施した。表１４を参照して、アリピプラゾールを含有しないサ
ンプルがサンプルゾーン内に堆積され、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回
は標識化アリピプラゾールを含有する）を通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーン
は、この場合もやはり、反応ゾーン２にアリピプラゾール抗体（５Ｃ７）を含有し、反応
ゾーン４内にオランザピン抗体（４Ｇ９－１）、反応ゾーン６内にクエチアピン抗体（１
１）、反応ゾーン８内にリスペリドン抗体（５－９）も含有する。以下の表１４は、アリ
ピプラゾール抗体５Ｃ７（反応ゾーン２における）を除いて用量反応がないことを確認す
る結果を示す。
【０２７７】
【表１４】

【０２７８】
　表１５を参照して、オランザピンを含有しないサンプルがサンプルゾーン内に堆積され
、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化オランザピンを含有する）を
通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン２にア
リピプラゾール抗体（５Ｃ７）を含有し、反応ゾーン４内にオランザピン抗体（４Ｇ９－
１）、反応ゾーン６内にクエチアピン抗体（１１）、反応ゾーン８内にリスペリドン抗体
（５－９）も含有する。以下の表１５は、オランザピン抗体４Ｇ９－１（反応ゾーン４に
おける）を除いて用量反応がないことを確認する結果を示す。
【０２７９】

【表１５】

【０２８０】
　表１６を参照して、クエチアピンを含有しないサンプルがサンプルゾーン内に堆積され
、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化クエチアピンを含有する）を
通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン２にア
リピプラゾール抗体（５Ｃ７）を含有し、反応ゾーン４内にオランザピン抗体（４Ｇ９－
１）、反応ゾーン６内にクエチアピン抗体（１１）、反応ゾーン８内にリスペリドン抗体
（５－９）も含有する。以下の表１６は、クエチアピン抗体１１（反応ゾーンにおける）
を除いて用量反応がないことを確認する結果を示す。
【０２８１】
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【表１６】

【０２８２】
　表１７を参照して、リスペリドンを含有しないサンプルがサンプルゾーン内に堆積され
、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化リスペリドンを含有する）を
通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン２にア
リピプラゾール抗体（５Ｃ７）を含有し、反応ゾーン４内にオランザピン抗体（４Ｇ９－
１）、反応ゾーン６内にクエチアピン抗体（１１）、反応ゾーン８内にリスペリドン抗体
（５－９）も含有する。以下の表１７は、リスペリドン抗体５－９（反応ゾーン８におけ
る）を除いて用量反応がないことを確認する結果を示す。
【０２８３】
【表１７】

【０２８４】
　上記に示される結果は、標識化競合結合パートナーのコンジュゲートが、反応ゾーン内
のそれらのそれぞれの抗体にのみ結合することを確認する。
【０２８５】
　図１３～１６は、特定の抗体反応ゾーン内の典型的な用量反応曲線、及び他のコンジュ
ゲートの存在下での特定のアッセイの各々に対する用量反応の低／高濃度を示す。図１３
において、アリピプラゾールを含有するサンプルがサンプルゾーン内に堆積され、毛管作
用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化アリピプラゾール、標識化オランザピ
ン、標識化クエチアピン、及び標識化リスペリドンを含有する）を通って、反応ゾーンま
で移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン２内にアリピプラゾール抗体
（５Ｃ７）を含有する。図１３に示されるように、典型的な用量反応曲線は、アリピプラ
ゾールでのみ生成され、オランザピン、クエチアピン、又はリスペリドンでは生成されな
かった。
【０２８６】
　図１４において、オランザピンを含有するサンプルがサンプルゾーン内に堆積され、毛
管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化アリピプラゾール、標識化オラン
ザピン、標識化クエチアピン、及び標識化リスペリドンを含有する）を通って、反応ゾー
ンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン４内にオランザピン抗体
（４Ｇ９－１）を含有する。図１４に示されるように、典型的な用量反応曲線は、オラン
ザピンでのみ生成され、アリピプラゾール、クエチアピン、又はリスペリドンでは生成さ
れなかった。
【０２８７】
　図１５において、クエチアピンを含有するサンプルがサンプルゾーン内に堆積され、毛
管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化アリピプラゾール、標識化オラン
ザピン、標識化クエチアピン、及び標識化リスペリドンを含有する）を通って、反応ゾー
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（１１）を含有する。図１５に示されるように、典型的な用量反応曲線は、クエチアピン
でのみ生成され、アリピプラゾール、オランザピン、又はリスペリドンでは生成されなか
った。
【０２８８】
　図１６において、リスペリドンを含有するサンプルがサンプルゾーン内に堆積され、毛
管作用によって、コンジュゲートゾーン（今回は標識化アリピプラゾール、標識化オラン
ザピン、標識化クエチアピン、及び標識化リスペリドンを含有する）を通って、反応ゾー
ンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もやはり、反応ゾーン８内にリスペリドン抗体
（５－９）を含有する。図１６に示されるように、典型的な用量反応曲線は、リスペリド
ンでのみ生成され、アリピプラゾール、オランザピン、又はクエチアピンでは生成されな
かった。
【０２８９】
　図１７～２０は、他のコンジュゲート及び抗体の存在下での各アッセイに対する、典型
的な用量反応曲線を示す。図１７において、アリピプラゾールを含有するサンプルがサン
プルゾーン内に堆積され、毛管作用によって、コンジュゲートゾーン（この場合もやはり
、標識化アリピプラゾール、標識化オランザピン、標識化クエチアピン、及び標識化リス
ペリドンを含有する）を通って、反応ゾーンまで移動する。反応ゾーンは、この場合もや
はり、反応ゾーン２にアリピプラゾール抗体（５Ｃ７）を含有し、反応ゾーン４内にオラ
ンザピン抗体（４Ｇ９－１）、反応ゾーン６内にクエチアピン抗体（１１）、反応ゾーン
８内にリスペリドン抗体（５－９）も含有する。図１７に示されるように、典型的な用量
反応曲線がアリピプラゾールで生成された。オランザピンを含有するサンプルがこのチッ
プのサンプルゾーン内に堆積したときに、図１８に示されるように、典型的な用量反応曲
線がオランザピンで生成された。クエチアピンを含有するサンプルがこのチップのサンプ
ルゾーン内に堆積したときに、図１９に示されるように、典型的な用量反応曲線がクエチ
アピンで生成された。リスペリドンを含有するサンプルがこのチップのサンプルゾーン内
に堆積したときに、図２０に示されるように、典型的な用量反応曲線がリスペリドンで生
成された。
【０２９０】
　図２１～２４は、陽性対照として生成された用量反応曲線（図９～１２）と、多重フォ
ーマットで生成された用量反応曲線（図１７～２０）との比較を示す。アリピプラゾール
の比較が図２１に示され、オランザピンの比較が図２２に示され、クエチアピンの比較が
図２３に示され、リスペリドンの比較が図２４に示される。これらの図は、陽性対照曲線
が多重曲線に類似していることを示す。
【０２９１】
　これらのデータは、本発明の側方流動アッセイ装置を用いて、１つの携帯用ポイントオ
ブケア（point-of-care）装置上で患者由来の単一のサンプルを用いて複数の抗精神病薬
を検出することができることを示す。
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公开了一种与奥氮平结合的抗体，其可用于检测样品中的奥氮平，例如
在竞争性免疫测定方法中。该抗体可用于侧流测定装置，用于奥氮平的
即时检测，包括在单侧流测定装置中多重检测阿立哌唑，奥氮平，喹硫
平和利培酮。


