
(19)日本国特許庁（JP） (12) 公開特許公報（Ａ） (11)特許出願公開番号

特開2002－275143
(P2002－275143A)

(43)公開日 平成14年9月25日(2002.9.25)

(51)Int.Cl7 識別記号 FI ﾃｰﾏｺｰﾄﾞ(参考)

   �C�0�7�C233/07    

   �G�0�1�N 33/53    

   �C�0�7�C233/07    

   �G�0�1�N 33/53    S

�4�H�0�0�6

審査請求 未請求 請求項の数 7ＯＬ（全 6 数）

(21)出願番号 特願2001－73946(P2001－73946)

(22)出願日 平成13年3月15日(2001.3.15)

(71)出願人 000237204

富士レビオ株式会社

東京都中央区日本橋浜町2丁目62番5号

(72)発明者 小林 久子

東京都中央区日本橋浜町2丁目62番5号  富

士レビオ株式会社内

(72)発明者 丹羽 敏博

東京都中央区日本橋浜町2丁目62番5号  富

士レビオ株式会社内

(74)代理人 100098431

弁理士 山中 郁生 (外3名)

Ｆターム（参考） 4H006 AA01 AB81 BJ50 BS10 BT12

BT14 BV25

(54)【発明の名称】 置換フェニルカルバモイル誘導体

(57)【要約】
【課題】  従来の煩雑なＰＣＢの測定法に替わる迅速且
つ簡便、低コストのＰＣＢの酵素免疫測定法に用いられ
る化合物の提供。
【解決手段】  一般式
【化１】

（式中、Ｒ1およびＲ2は低級アルキル基、Ｒ3はアルキ
ル基、アリール基、水素原子またはスクシンイミジル
基、ｍは３ないし５の整数である。）で表される置換フ
ェニルカルバモイル誘導体は、ＢＳＡなどと結合させ
て、ＰＣＢを測定する際の酵素免疫測定試薬として用い
ることができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  一般式
【化１】

で表される置換フェニルカルバモイル誘導体（式中、Ｒ
1およびＲ2は低級アルキル基、Ｒ3はアルキル基、アリ
ール基、水素原子またはスクシンイミジル基、ｍは３な
いし５の整数である。）。
【請求項２】  Ｒ3が水素原子である請求項１に記載の
化合物。
【請求項３】  Ｒ3がアルキル基である請求項１に記載
の化合物。
【請求項４】  アルキル基が低級アルキル基である請求
項３に記載の化合物。
【請求項５】  Ｒ3がスクシンイミジル基である請求項
１に記載の化合物。
【請求項６】  ｍが３である請求項１ないし５のいずれ
か１項に記載の化合物。
【請求項７】  Ｒ1およびＲ2がメチル基である請求項１
ないし６のいずれか１項に記載の化合物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、一般式
【化２】

（式中、Ｒ1およびＲ2は低級アルキル基、Ｒ3はアルキ
ル基、アリール基、水素原子またはスクシンイミジル
基、ｍは３ないし５の整数である。）で表される置換フ
ェニルカルバモイル誘導体であり、ＰＣＢを酵素免疫測
定法で測定する際の試薬として使用できる。
【０００２】
【従来の技術】置換フェニルカルバモイル誘導体は、新
規な化合物であり、かつ、この化合物がＰＣＢを測定す
るための試薬として有用である、ということは全く知ら
れていなかった。
【０００３】従来、ＰＣＢは、ガスクロマトグラフィー
とマススペクトロメトリーとを一体化した機器等を用い
て測定していたが、これらの測定機器は大変高価であ
り、また、サンプルが土や水の場合は、これら機器測定
前に濃縮操作を行わねばならず、煩雑であった。これら
の問題は酵素免疫測定法を採用することで解決すること
ができた。この方法は、迅速かつ簡便、低コストで高感
度測定ができる。
【０００４】
【発明が解決しようとする課題】本発明は、酵素免疫測
定法でなしえなかったＰＣＢの測定に有用な試薬を提供
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することが課題である。
【０００５】
【課題を解決するための手段】かかる課題を解決するた
め本発明者らは、新規な前記一般式（Ｉ）で表される置
換フェニルカルバモイル誘導体を見出した。本発明の前
記一般式（Ｉ）で表される置換フェニルカルバモイル誘
導体は、ＰＣＢを酵素免疫測定法により広汎に測定でき
る化合物である。
【０００６】以下、本発明を詳細に説明するにあたっ
て、「アルキル基」としては、炭素原子数１～１２の直
鎖状、分枝鎖状または環状のアルキル基のいずれでもよ
く、例えば、メチル基、エチル基、ｎ－プロピル基、１
－メチルエチル基、シクロプロピル基、ｎ－ブチル基、
２－メチルプロピル基、１－メチルプロピル基、１，１
－ジメチルエチル基、シクロブチル基、ｎ－ペンチル
基、３－メチルブチル基、シクロペンチル基、２，２－
ジメチルプロピル基、１－メチルシクロブチル基、シク
ロブチルメチル基、ｎ－ヘキシル基、４－メチルペンチ
ル基、シクロヘキシル基、１－メチルシクロペンチル
基、シクロペンチルメチル基、（１－メチルシクロブチ
ル）メチル基、ｎ－ヘプチル基、５－メチルヘキシル
基、４，４－ジメチルペンチル基、シクロヘプチル基、
シクロヘキシルメチル基、（１－メチルシクロペンチ
ル）メチル基、ｎ－オクチル基、６－メチルヘプチル
基、５，５－ジメチルヘキシル基、（１－メチルシクロ
ヘキシル）メチル基、ｎ－ノニル基、７－メチルオクチ
ル基、６，６－ジメチルヘプチル基、ｎ－デシル基、８
－メチルノニル基、７，７－ジメチルオクチル基、ｎ－
インデカシル基、９－メチルデシル基、８，８－ジメチ
ルノニル基、ｎ－ドデカシル基、１０－メチルウンデカ
シル基、９，９－ジメチルデカシル基等を挙げることで
きる。また、「低級アルキル基」としては、前記アルキ
ル基のうち、炭素原子数１～６の直鎖状、分枝鎖状又は
環状のアルキル基を挙げることができる。
【０００７】「アリール基」としては、単環式または多
環式であり、さらに環上に１個以上の種々の置換基を有
していてもよい芳香族炭化水素基をいい、例えば、フェ
ニル、メチルフェニル、ジメチルフェニル、メトキシフ
ェニル、ジメトキシフェニル、ニトロフェニル、ジニト
ロフェニル、クロロフェニル、ジクロロフェニル、ブロ
モフェニル、ジブロモフェニル、ヨードフェニル、フル
オロフェニル、トリフルオロメチルフェニル、アミノフ
ェニル、ヒドロキシフェニル、メルカプトフェニル、α
－ナフチル、β－ナフチル基等を挙げることができる。
「ハロゲン原子」としては、塩素、臭素、ヨウ素、フッ
素等を挙げることができる。
【０００８】本発明の前記一般式（Ｉ）で表される置換
フェニルカルバモイル誘導体は以下の式に従い製造する
ことができる。
【０００９】
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【化３】

【００１０】（式中、Ｒ1およびＲ2は低級アルキル基、
Ｒ4はアルキル基またはアリール基、ｍは３ないし５の
整数である。Ｘはハロゲン原子である。）
【００１１】（第一工程）本工程は、前記一般式（IV）
で表わされるエステル誘導体を、一般式（II）で表され
る置換アニリンと一般式（III）で表される酸塩化物と
を塩基の存在下、反応させることにより製造する工程で
ある。
【００１２】前記一般式（II）で表される置換アニリン
としては、たとえば、ジメチルアニリン、ジエチルアニ
リン、エチルメチルアニリン等を挙げることができる。
また、一般式（III）で表される酸塩化物としては、た
とえば、４－クロロホルミルブタン酸エチル、４－クロ
ロホルミルブタン酸メチル、４-クロロホルミルブタン
酸ｔ－ブチル、５－クロロホルミルペンタン酸エチル、
５－クロロホルミルペンタン酸メチル、５－クロロホル
ミルペンタン酸ｔ－ブチル、６－クロロホルミルヘキサ
ン酸エチル、６－クロロホルミルヘキサン酸メチル、６
－クロロホルミルヘキサン酸ｔ－ブチルなどを使用する
ことができる。
【００１３】本工程は、塩基の存在下に行うものであ
る。使用できる塩基としては、たとえば、ピリジン、ジ
イソプロピルエチルアミン、トリエチルアミンなどの有
機塩基、水酸化ナトリウムなどのアルカリ金属水酸化
物、炭酸カリウムなどのアルカリ金属炭酸塩、ｎ－ブチ
ルリチウムなどのアルキルリチウム等を挙げることがで
きる。反応溶媒は、テトラヒドロフラン、ジエチルエー
テル、ジメトキシエタン等のエーテル類、Ｎ，Ｎ－ジメ
チルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルピロリドン等のア
ミド類、ジクロロメタンなどのハロゲン化炭化水素、ベ
ンゼン－水、エーテル－水などの２層系溶媒、ピリジン
等を挙げることができる。反応温度は、－２０～４０℃
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で実施することができる。
【００１４】（第二工程）本工程は、一般式（IV）で表
わされる化合物に対し、塩基性条件下、酸性条件下また
は中性条件下において加水分解を行い、一般式（Ｖ）で
表わされるカルボン酸誘導体を製造する工程である。
【００１５】塩基性条件下で用いる試薬としては、水酸
化ナトリウム、水酸化カリウムなどのアルカリ金属水素
化合物、水酸化カルシウム、水酸化バリウムなどのアル
カリ土類金属水素化物、炭酸ナトリウム、炭酸カリウム
などのアルカリ金属炭酸塩、ナトリウムメトキシド、ナ
トリウムエトキシド、ナトリウムｔ－ブトキシド、カリ
ウムｔ－ブトキシドなどのアルカリ金属アルコキシド、
トリエチルアミン、イミダゾール、アミジン、ＤＢＵ
（１，５－ジアザビシクロ［５，４，０］ウンデカ－５
－エン）、ＤＢＮ（１，５－ジアザビシクロ［４，３，
０］ノナ－５－エン）などの有機塩等を挙げることがで
きる。塩基性条件下で用いる溶媒としては、エタノー
ル、メタノール、エチレングリコール等のアルコール
類、水、ジメチルスルホキシド等を挙げることができ
る。また、酸性条件下で用いる試薬としては、塩酸、臭
化水素酸、硫酸、燐酸などの鉱酸、酢酸、ぎ酸、トリフ
ルオロ酢酸、ｐ－トルエンスルホン酸などの有機酸、三
臭化ホウ素、三塩化ホウ素などのルイス酸、陽イオン交
換樹脂等を挙げることができ、中性条件下で用いる試薬
としては、ヨウ化リチウム、臭化リチウム、シアン化ナ
トリウム、チオール類のアルカリ塩等を挙げることがで
きる。酸性または中性条件下で用いる溶媒としては、ピ
リジン、ルチジン、コリジン、ジメチルホルムアミド、
ヘキサメチルホスホリックトリアミドなどのアミド類、
ジメチルスルホキシド、アルコール類、アセトン、水等
を挙げることができる。反応温度は、２０℃から加熱還
流することにより実施できる。
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【００１６】（第三工程）本工程は、一般式（Ｖ）で表
わされるカルボン酸誘導体に対し縮合剤の存在下、Ｎ－
ヒドロキシスクシンイミドと反応させ一般式（VI）で表
わされるスクシンイミジル誘導体を製造する工程であ
る。
【００１７】この工程で使用する縮合剤としては、例え
ば、ジシクロヘキシルカルボジイミド、塩酸１－エチル
－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミ
ド、ジイソプロピルカルボジイミド、ベンゾトリアゾリ
ル－Ｎ－ヒドロキシトリスジメチルアミノホスホニウム
ヘキサフルオロリン化物塩、ジフェニルホスホリルアジ
ド等を挙げることができる。反応は、不活性溶媒中で行
うことが望ましく、たとえばジクロロメタン、クロロホ
ルムなどのハロゲン化炭化水素、テトラヒドロフラン、
ジオキサン等のエーテル類、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムア
ミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド、Ｎ－メチルピロ
リドンなどのアミド類等を挙げることができる。反応温
度は、－１０～４０℃で実施することができる。
【００１８】
【実施例】以下、参考例及び実施例により本発明をさら
に詳細を説明するが、本発明はこれに限定されるもので
はない。
【００１９】実施例１  ４－（３，４－ジメチルフェニ
ルカルバモイル）ブタン酸エチルの合成
【００２０】
【化４】

【００２１】アルゴン気流下、３，４－ジメチルアニリ
ン５００ｍｇ（４．１２ｍｍｏｌ）の無水ジクロロメタ
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ン溶液（１０ｍｌ）にジイソプロピルエチルアミン１．
０７ｍｌ（６．１８ｍｍｏｌ）を加え、さらに氷冷下４
－クロロホルミルブタン酸エチル０．７２ｍｌ（４．５
３ｍｍｏｌ）を加えて室温で２時間撹拌した。反応終了
後、飽和塩化アンモニウム水溶液に投じ酢酸エチルで抽
出した。飽和食塩水で洗浄し、無水硫酸ナトリウムで乾
燥後、溶媒を減圧下留去した。残留物をシリカゲルクロ
マトグラフィー（ヘキサン－酢酸エチル＝２：１）で精
製し、さらにヘキサンとエーテルから再結晶することに
より、４－（３，４－ジメチルフェニルカルバモイル）
ブタン酸エチル７９２ｍｇ（収率７２．９％）を得た。
【００２２】ｍｐ．５０．５～５１．０℃
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＣＤＣｌ

3
）：１．２７

（ｔ，Ｊ＝７．１Ｈｚ，３Ｈ），２．０５（ｑｕｉｎｔ
ｅｔ，Ｊ＝７．１Ｈｚ，２Ｈ），２．２１（ｓ，３
Ｈ），２．２４（ｓ、３Ｈ），２．３８～２．４６
（ｍ，４Ｈ），４．１５（ｑ，Ｊ＝７．１Ｈｚ，２
Ｈ），７．０６（ｄ，Ｊ＝８．２Ｈｚ，１Ｈ），７．２
１（ｄ  ｗｉｔｈ  ｆｉｎｅ  ｃｏｕｐｌｉｎｇ，Ｊ＝
８．２Ｈｚ，１Ｈ），７．２４～７．２８（ｍ，１
Ｈ），７．３１（ｓ  ｗｉｔｈ  ｆｉｎｅ  ｃｏｕｐｌ
ｉｎｇ，１Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ＫＢｒ）：３３７６，２９７２，１７１６，１６
９４，１５９６，１５３２，１４０２，１３１２，１１
８０，１０２０ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：２６３（Ｍ+，４０），２１
８（２１），１２１（１００）．
【００２３】実施例２  ４－（３，４－ジメチルフェニ
ルカルバモイル）ブタン酸の合成
【００２４】
【化５】

【００２５】４－（３，４－ジメチルフェニルカルバモ
イル）ブタン酸エチル５８４ｍｇ（２．２２ｍｍｏｌ）
のエタノール溶液（１０ｍｌ）に、４Ｎ水酸化リチウム
水溶液１．０ｍｌ加え、室温で１６時間攪拌した。反応
終了後、反応溶媒を減圧下留去し、１０％クエン酸水溶
液を加えて析出した結晶を濾取した。減圧下乾燥後メタ
ノールとエーテルとヘキサンから再結晶することにより
４－（３，４－ジメチルフェニルカルバモイル）ブタン
酸４１４ｍg（収率７９．３ ％）を得た。
【００２６】ｍｐ：１５４．０～１５４．５℃
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ
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）：１．７

８（ｑｕｉｎｔｅｔ，Ｊ＝７．３Ｈｚ，２Ｈ），２．１
５（ｓ，３Ｈ），２．１７（ｓ，３Ｈ），２．２６
（ｔ，Ｊ＝７．３Ｈｚ，２Ｈ），２．３１（ｔ，Ｊ＝

７．３Ｈｚ，２Ｈ），７．０２（ｄ，Ｊ＝８．１Ｈｚ，
１Ｈ），７．２９（ｄ，Ｊ＝８．１Ｈｚ，１Ｈ），７．
３６（ｓ，１Ｈ），９．７１（ｓ，１Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ＫＢｒ）：３２９６，３０３２，２９４８，１６
９８，１６６０，１５３８，１３０８，１１９６ ｃｍ
-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：２３５（Ｍ+，６９），１２
１（１００）．
【００２７】実施例３  Ｎ－スクシンイミジル－４－
（３，４－ジメチルフェニルカルバモイル）ブタノエー
トの合成
【００２８】
【化６】
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【００２９】４－（３，４－ジメチルフェニルカルバモ
イル）ブタン酸１５０ｍｇ（０．６４ｍｍｏｌ）の無水
ジクロロメタン（１０ｍｌ）と無水テトラヒドロフラン
（２ｍｌ）の混合溶媒に、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミ
ド７４ｍｇ（０．６５ｍｍｏｌ）、塩酸１－エチル－３
－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド１２
５ｍｇ（０．６５ｍｍｏｌ）を加え、室温で２０時間５
０分撹拌した。反応終了後、反応溶媒を減圧下留去しシ
リカゲルクロマトグラフィー（クロロホルム－メタノー
ル＝２０：１）で精製し、さらにヘキサンとエーテルか
ら再結晶することにより、Ｎ－スクシンイミジル－４－
（３，４－ジメチルフェニルカルバモイル）ブタノエー
ト１７０ｍｇ（収率８０．２％）を得た。
【００３０】ｍｐ：１５０．０～１５１．０℃
1Ｈ－ＮＭＲ（４００ＭＨｚ，ＤＭＳＯ－ｄ
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）：１．８

６～１．９５（ｍ，２Ｈ），２．１５（ｓ，３Ｈ），
２．１７（ｓ，３Ｈ），２．４１（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈ
ｚ，２Ｈ），２．７５（ｔ，Ｊ＝７．４Ｈｚ，２Ｈ），
２．８２（ｓ，４Ｈ），７．０２（ｄ，Ｊ＝７．９Ｈ
ｚ，１Ｈ），７．２８（ｄ，Ｊ＝７．９Ｈｚ，１Ｈ），
７．３７（ｓ，１Ｈ），９．７６（ｓ，１Ｈ）ｐｐｍ．
ＩＲ（ＫＢｒ）：３２９２，２９５２，１８１４，１７
８０，１７４０，１６５８，１５３８，１３６６，１２
０８，１０６６ ｃｍ-1

Ｍａｓｓ（ｍ／ｚ，％）：３３２（Ｍ+，７１），２１
８（８１），１２１（１００）．
【００３１】参考例１  ４－（３，４－ジメチルフェニ
ルカルバモイル）ブタン酸結合ＢＳＡの合成
ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）５．０ｍｇを ０．１Ｍ
のリン酸緩衝液（ｐＨ７．５）９００μｌに溶解し、Ｎ
－スクシンイミジル－４－（３，４－ジメチルフェニル
カルバモイル）ブタノエート １．０ｍｇの無水ジメチ
ルホルムアミド溶液 １００μｌを加え、室温で５時間
撹拌した。その後反応液を ＰＢＳ中で透析し脱塩し
て、標記 ４－（３，４－ジメチルフェニルカルバモイ
ル）ブタン酸結合ＢＳＡを得た。
【００３２】参考例２  ４－（３，４－ジメチルフェニ
ルカルバモイル）ブタン酸結合ＢＳＡ感作粒子の作成
カルボキシル化粒子（日本ペイント社製）を ０．１Ｍ
リン酸緩衝液（ｐＨ５．０）にて ３回洗浄し、同緩衝
液 １ｍｌにて懸濁後、５０～４００μｇ／ｍｌに調整
した参考例１で作成した４－（３，４－ジメチルフェニ
ルカルバモイル）ブタン酸結合ＢＳＡ溶液 １ｍｌを添
加し ２５℃ ２時間、ローテーターにて回転反応させ
た。粒子洗浄後、０．０５Ｍメス緩衝液（ｐＨ５．５）
１ｍｌに懸濁し、８０ｍｇ／ｍｌの １－エチル－３－
（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩*
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*（ナカライタスク社製）水溶液を ５０μｌ添加して、
ローテーターで ２５℃ ３０分回転反応させた。粒子を
洗浄後、ポストコート緩衝液を２ｍｌ添加しローテータ
ーで ３７℃一晩回転反応させた。粒子を洗浄後、粒子
濃度を １．５％に合わせて ４－（３，４－ジメチルフ
ェニルカルバモイル）ブタン酸結合ＢＳＡ感作粒子を得
た。
【００３３】参考例３  アルカリフォスファターゼ（Ａ
ＬＰ）標識抗ＰＣＢ＃１６９（３，３’，４，４’，
５，５‘－ペンタクロロビフェニル）抗体の作成
抗ＰＣＢ＃１６９モノクローナル抗体（ＰＣＢ１６９Ｅ
抗体；ＫＲＩ社製）を用い、マレイミド法にてアルカリ
フォスファターゼ（オリエンタル社製）を結合し ＡＬ
Ｐ標識抗ＰＣＢ＃１６９抗体を得た。
【００３４】参考例４  ＰＣＢ＃１６９の測定
ＰＣＢ＃１６９の測定は、全自動化学発光免疫測定シス
テム（ルミパルスｆ；富士レビオ社製）を用いた Ｄｅ
ｌａｙ１ステップ競合法にて行った。ＰＣＢ＃１６９の
標準抗原液 １３０μｌと ＡＬＰ標識抗ＰＣＢ＃１６９
抗体液 １０μｌとを３７℃１０分間免疫反応し、次い
で、その反応混合液１２０μｌと参考例２で作成した 
４－（３，４－ジメチルフェニルカルバモイル）ブタン
酸結合ＢＳＡ感作粒子１５０μｌとを、３７℃ １０分
間免疫反応をさせた。洗浄後、基質（ＡＭＰＰＤ）液 
２００μｌを加えて ３７℃ ５分間酵素反応を行い、そ
の後発光量を測定した。
【００３５】前記ＰＣＢ＃１６９の標準抗原液は、ＰＣ
Ｂ＃１６９（ジーエルサイエンス社製）を１０％ジメチ
ルスルホキシド溶液に溶解し、０～５ｎｇ／ｍｌの濃度
に調整したものを用いた。標準抗原０濃度のカウント値
を １００％としたときの各標準抗原液の応答（Ｂ／Ｂ
０（％））で標準曲線を求めた。その結果を図１に示
す。また、標準曲線から推定したＢ／Ｂ０＝９０％，８
５％，５０％の値を表１に示す。
【００３６】
【表１】

【００３７】
【発明の効果】本発明の一般式（Ｉ）で表される置換フ
ェニルカルバモイル誘導体は、ＰＣＢを測定するための
試薬として有用である。本発明の一般式（Ｉ）で表され
る置換フェニルカルバモイル誘導体は、例えばＢＳＡと



(6) 特開２００２－２７５１４３
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結合させて、酵素免疫測定法によるＰＣＢの測定に用い
ることができる。
【図面の簡単な説明】

10
【図１】ＰＣＢ＃１６９を測定したときの標準曲線を示
す。

【図１】
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