
(57)【要約】

　本発明は、ブプレノルフィンおよび／またはその少な

くとも１つの代謝産物に特異的に結合するモノクローナ

ル抗体に関する。本発明はさらに、ブプレノルフィンお

よび／またはその少なくとも１つの代謝産物に特異的に

結合するモノクローナル抗体の産生のためのブプレノル

フィン代謝産物コンジュゲートおよびハイブリドーマ、

モノクローナル抗体を産生する細胞に関する。本発明は

また、本発明の新規抗体およびコンジュゲートを用いて

、試料中のブプレノルフィンおよび／または１つ以上の

ブプレノルフィン代謝産物を測定するためのイムノアッ

セイ法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 を 有 さ
な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 別 の
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 を 有 さ な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 別 の
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 を 有 さ な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 が 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン グ ル ク ロ ニ ド 、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ２
ま た は ３ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 。
【 請 求 項 ６ 】
　 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA 5020を 有 し 、 請 求 項 １ 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 株 。
【 請 求 項 ７ 】
　 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA 5021を 有 し 、 請 求 項 ３ 記 載 の 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー
マ 細 胞 株 。
【 請 求 項 ８ 】
　 ATCCア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 PTA 5022ま た は PTA 5023を 有 し 、 請 求 項 ２ 記 載 の 抗 体 を 産 生 す
る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 。
【 請 求 項 ９ 】
　 以 下 の 構 造 ：
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Xは 、 0～ 2個 の 置 換 も し く は 非 置 換 芳 香 環 を 含 む 0～ 10個 の 炭 素 原 子 ま た は ヘ テ ロ 原
子 か ら な る 連 結 基 で あ り 、 Yは O、 NH、 ま た は Sで あ り 、 Zは 脱 離 基 、 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 、 ま
た は 標 識 で あ る 、
を 有 す る ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 Xが (CH 2 ) 2 で あ り 、 Yが Oで あ る 請 求 項 １ ３ 記 載 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 a. 試 料 と 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 対 し て
交 差 反 応 性 を 有 さ な い 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 混 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
-抗 体 複 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程 ；
b. 工 程 (a)で 形 成 さ れ た 組 み 合 わ せ に 、 工 程 (a)で 形 成 さ れ た 複 合 体 と 結 合 す る 標 識 を 有
す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 添 加 し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る 工 程 、 お よ び
c. 工 程 (b)で 生 成 し た シ グ ナ ル を 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 尺 度 と し て 測 定 す る 工 程
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、
を 含 む 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 a. 試 料 と 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 別
の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 対 し て 交 差 反 応 性 を 有 さ な い ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と
を 混 合 し 、 代 謝 産 物 -抗 体 複 合 体 を 形 成 す る 工 程 、
b. 工 程 (a)で 形 成 さ れ た 組 み 合 わ せ に 、 工 程 (a)で 形 成 さ れ た 複 合 体 に 結 合 す る 標 識 を 有
す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 添 加 し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る 工 程 、 お よ び
c. 工 程 (b)で 生 成 し た シ グ ナ ル を 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 尺 度 と し て 測 定 す
る 工 程 、
を 含 む 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 測 定 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 a. 試 料 と 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に
結 合 し 、 別 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 対 し て 交 差 反 応 性 を 有 さ な い 請 求 項 ３ 記 載 の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 混 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -抗 体 お よ び 代 謝 産 物 -抗 体 複 合 体 を 形 成
す る 工 程 、
b. 工 程 (a)で 形 成 さ れ た 組 み 合 わ せ に 、 工 程 (a)で 形 成 さ れ た 複 合 体 に 結 合 す る 標 識 を 有
す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 添 加 し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る 工 程 、 お よ び
c. 工 程 (b)で 生 成 さ れ た シ グ ナ ル を 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び １ つ 以 上 の ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 尺 度 と し て 測 定 す る 工 程 、
を 含 む 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 測 定 す
る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
発 明 の 分 野
　 本 発 明 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の そ の 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。 さ ら に 、 本 発 明 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 方 法 、 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 方 法 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む キ ッ ト に 関 す る 。 本 発 明
は さ ら に 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の そ の 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 の た め の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 コ
ン ジ ュ ゲ ー ト 、 な ら び に 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 に 関
す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 N-シ ク ロ プ ロ ピ ル メ チ ル -7α -[1-(5)-ヒ ド ロ キ シ -1,2,2-ト リ メ チ
ル プ ロ ピ ル ]-6,14-エ ン ド -エ タ ノ -6,7,8,14-テ ト ラ ヒ ド ロ ノ リ パ ビ ン は 、 ア ゴ ニ ス ト お よ
び ア ン タ ゴ ニ ス ト 特 性 の 両 方 と 共 に 、 μ -オ ピ エ ー ト レ セ プ タ ー に 対 し て 高 度 に 親 油 性 の
オ ピ エ ー ト ア ナ ロ グ で あ る (Martinら 、 J.Pharmacol.Exp.Ther., 197:517 (1976); Cowan
ら 、 Br.J.Pharmacol., 60:537 (1977); Heelら 、 Drugs, 17:81 (1979))。 鎮 痛 剤 と し て 、
静 脈 内 ま た は 筋 肉 内 に 投 与 さ れ た 場 合 、 モ ル ヒ ネ よ り も 約 30倍 高 く 、 ペ ン タ ゾ シ ン よ り も
75倍 高 い 有 効 性 を 有 し 、 急 性 お よ び 慢 性 の 疼 痛 の 治 療 に 有 効 で あ る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン は
、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン － レ セ プ タ ー 複 合 体 か ら 緩 徐 に 分 離 す る た め に 長 期 間 の 作 用 を 有 す る
(Hambrookら 、 Opitates and Endogenous Opitate Peptides, 295-301 (1976))。 こ の 薬 物
の 別 の 重 要 な 特 徴 は 、 過 剰 量 で さ え も 、 そ の 効 果 が 呼 吸 に 限 定 さ れ る こ と で あ る (Handら
、 Ann.Clin.Biochem., 23: 47-53 (1986); Banksら 、 N.Z.Med.J., 89:256-257 (1979))。
そ の 有 効 性 お よ び 他 の 有 益 な 特 性 に よ り 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン は 、 例 え ば 、 癌 お よ び 術 後 の
患 者 に お け る 疼 痛 管 理 に 広 範 に 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 さ ら に 、 そ の 長 期 間 の 作 用 、 オ ピ エ ー ト を ア ン タ ゴ ナ イ ズ す る 能 力 、 低 依 存 障 害 性 な ら
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び に ヘ ロ イ ン 、 コ カ イ ン 、 お よ び 他 の 麻 薬 と 比 べ て 有 意 な 禁 断 症 状 が な い こ と か ら 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン は ま た 、 オ ピ エ ー ト 中 毒 者 の リ ハ ビ リ を 含 む 、 オ ピ エ ー ト 依 存 性 の 管 理 に お
い て 有 用 で あ る (Jasinskiら 、 Arch.Gen.Psychiatry, 35:501 (1978); Melloら 、 Science,
 207:657(1980))。 と は 言 う も の の 、 そ の 低 い 物 理 的 依 存 障 害 性 に も 関 わ ら ず 、 ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン の 乱 用 が 報 告 さ れ て い る (Strang, Lancet, 25:725 (1985);Robertsonら 、 Br.Med
.J., 292: 1465 (1986); Chowhurdyら 、 Br.J.Addiction, 85:1349 (1990))。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 ヒ ト お よ び 他 の 動 物 (例 え ば 、 イ ヌ お よ び ウ マ )に お け る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 の 化 学 は
、 十 分 研 究 さ れ て お り 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 、 お よ び 舌 下 の 投 与 後 の 、 血 漿 中 で の (Handら 、 A
nn. Clin. Biochem, 23:47-53(1986); McQuayら 、 Advances in Pain Research and Thera
py, pp.271-278(1986);Bullinghametら 、 Clin.Pharmacokinet., 8:332-343 (1983))お よ
び 尿 素 中 で の (Coneら 、 Drug Metab.Dspos., 12:577-581 (1984); Handら 、 J.Anal.Tox., 
13:100-104 (1989); Heelら 、 Drugs, 17:81 (1979))反 応 速 度 論 が 報 告 さ れ て い る 。 親 薬
物 は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 3-O-β -D-グ ル ク ロ ニ ド (ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド )、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 3-O-β -D-グ ル コ ロ ニ ド (ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド )に ほ ぼ 完 全 に 代 謝 さ れ 、 そ の 結 果 、 非 常 に 低 い 濃 度 で 尿 中 に 存 在 す
る 。 舌 下 投 与 後 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 血 漿 濃 度 は 緩 徐 に 上 昇 し 、 低 い 濃 度 で 数 時 間 維 持 さ れ
る (Bullinghamら 、 Br.J.Clin.Pharmacol., 13:665-673 (1982))。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン は 、
約 ８ 時 間 の 長 い 半 減 期 を 有 し 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 は さ ら に 緩 徐 に 排 泄 さ れ る
よ う で あ る (Handら 、 Ann.Clin.Biochem., 23:47-53 (1986); McQuayら 、 Advances in Pai
n Research and Therapy, pp.271-278 (1986); Bullinghamら 、 Clin.Pharmacokinet., 8:
332-343 (1983))。 こ れ は 、 １ ～ ２ 日 間 の 尿 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び そ の ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 代 謝 産 物 、 な ら び に １ ～ ４ 日 間 の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ノ ル ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 出 現 と 一 致 す る (Coneら 、 Drug Metab.Dispos., 12:577-58
1 (1984); Blomら 、 J. Chromatogr., 338:89-98 (1985))。 Heelら は 、 約 15～ 27％ の 投 薬
量 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン が 、 主 に 親 化 合 物 の グ ル ク ロ ニ ド 代 謝 産 物 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン 代 謝 産 物 の 形 態 で 尿 中 に 現 れ る こ と を 報 告 し て い る (Heelら 、 Drugs; 17:81 (1979))
。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 血 漿 ま た は 尿 等 の 生 物 学 的 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び そ の 代 謝 産 物 の 正 確 な 検 出
は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 違 法 使 用 ま た は 乱 用 の 決 定 、 疼 痛 の 臨 床 治 療 の 間 の ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン の 投 薬 量 お よ び 効 力 の モ ニ タ ー 、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 規 範 的 使 用 の 確 認 、 例 え
ば 、 薬 物 リ ハ ビ リ プ ロ グ ラ ム に お け る そ の 使 用 の 確 認 を 含 む 、 い く つ か の 目 的 に 有 用 で あ
る 。 さ ら に 、 あ る 使 用 の た め の ア ッ セ イ パ フ ォ ー マ ン ス の 基 準 が 、 他 の 使 用 に は 適 用 さ れ
得 な い と す る と 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び そ の 代 謝 産 物 の 識 別 検 出 、 す な わ ち 、 ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン と ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と を 区 別 す る ア ッ セ イ は 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 尿 試
料 中 の 未 代 謝 親 薬 物 の 有 意 な 量 の 存 在 が 患 者 干 渉 （ す な わ ち 、 リ ハ ビ リ プ ロ グ ラ ム の コ ン
プ ラ イ ア ン ス を 偽 装 す る た め の 試 料 と ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 不 純 物 混 和 ） を 示 す の で 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン の 適 切 な リ ハ ビ リ 使 用 の 確 認 は 、 尿 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り も ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン 代 謝 産 物 の 正 確 な 検 出 を 必 要 と す る 。 従 っ て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 敏 感 な
検 出 の た め の ア ッ セ イ は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の リ ハ ビ リ 使 用 を 正 確 に 確 認 す る こ と が 必 要
と さ れ る 。 い く つ か の 場 合 、 親 薬 物 の み を 正 確 に 測 定 す る こ と が 重 要 で あ る 。 例 え ば 、 ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン が 疼 痛 の 管 理 に 使 用 さ れ る 場 合 、 親 薬 物 の 血 漿 レ ベ ル の み が 関 連 す る (D. 
Moodyら 、 J.Anal.Toxicol.21:406-414, 1997)。 他 の 場 合 、 親 薬 物 ま た は そ の 代 謝 産 物 の
い ず れ か 、 ま た は 親 薬 物 お よ び そ の 代 謝 産 物 の 両 方 を 測 定 す る こ と が 適 切 で あ る 。 例 え ば
、 ヒ ト お よ び 他 の 哺 乳 動 物 の 被 験 体 で の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 乱 用 の 決 定 は 、 ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の そ の 代 謝 産 物 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り な さ れ う る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び そ の 代 謝 産 物 の 検 出 の た め の 現 在 の 方 法 と し て は 、 薄 層 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー お よ び 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 含 む ク ロ マ

10

20

30

40

50

(4) JP 2007-537972 A 2007.12.27



ト グ ラ フ ィ ー 法 が 挙 げ ら れ 、 こ れ は 、 親 薬 物 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ
う る (Hackettら 、 J.Chromatography, 374:400-404 (1986))。 し か し 、 こ れ ら の 方 法 は 、
時 間 が か か り 、 高 価 で あ り 、 ま た 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は そ の 代 謝 産 物 の 正 確
な 計 量 に 必 要 と さ れ る 感 度 を 欠 い て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 よ り 近 年 で は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は そ の 代 謝 産 物 に 結 合 す る ポ リ ク ロ ー ナ
ル 抗 血 清 を 使 用 す る 蛍 光 ま た は 放 射 分 析 イ ム ノ ア ッ セ イ が ま た 、 生 物 学 的 試 料 中 の こ れ ら
の 化 合 物 の 検 出 の た め に 使 用 さ れ て い る 。 し か し 、 現 在 の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 使 用 さ れ る
ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 血 清 の 感 受 性 お よ び ／ ま た は 交 差 反 応 性 に よ り 制 限 さ れ て い る 。 抗 血 清
と 代 謝 産 物 と の 交 差 反 応 は 、 代 謝 産 物 干 渉 （ こ れ は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 濃 度 の 過 大 評 価 を 生
じ う る ） を 解 消 す る た め の 抽 出 工 程 の 不 在 下 で は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 測 定 に お い て 特 異 性
の 欠 失 を 引 き 起 こ し う る (Bartlettら 、 Eur.J.Clin.Pharmacol., 18:339-345 (1980); Deb
rabandereら 、 Analyst, 118:137-143 (1993))。 Debrabandereら は 、 親 薬 物 と 代 謝 産 物 と
を 区 別 し 得 な い よ う に ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 す る ポ リ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 記 載 し て い る (Debrabandereら 、 Analyst, 118:137-143 (1993))。 さ ら
に 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 代 謝 産 物 を 認 識 し な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 他 の グ ル ー プ は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び そ の 特 異 的 な 代 謝 産 物 、 す な わ ち 、 ノ ル ブ プ
レ ノ フ ィ ン ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 交 差 反 応 性 で あ る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体
の 使 用 を 記 載 し て い る (Bartlettら 、 Eur.J.Clin.Pharmacol., 18:339-345 (1980); Hand
ら 、 Ann.Clin.Biochem., 23: 47-53 (1986); Handら 、 J.Anal.Tox., 13:100-104 (1989))
。 一 般 に 事 実 と し て は 、 上 記 ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 特 定 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 (
ま た は そ の 誘 導 体 )の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 哺 乳 動 物 を 免 疫 す る こ と に よ り 惹 起 さ れ た 。 得 ら
れ た ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 免 疫 の た め に 使 用 さ れ る 特 定 の 代 謝 産 物 と 比 べ て 、 他 の 代 謝
産 物 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 対 し て 限 定 さ れ た 交 差 反 応 性 を 示 す 。 従 っ て 、 ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン に 対 す る ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 感 受 性 は 減 少 し て い る 。 さ ら に 、 特 定 の ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン 代 謝 産 物 に 対 し て 特 異 的 な ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 製 造 は 、 免 疫 原 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の
調 製 の た め に 特 定 の 代 謝 産 物 （ こ の 代 謝 産 物 は 市 販 さ れ て お ら ず 、 合 成 が 煩 わ し い ） の 十
分 な 量 の 獲 得 を 必 要 と す る の で 困 難 で あ り う る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
発 明 の 要 旨
　 本 発 明 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特
異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 関 す る 。 本 発 明 で 提 供 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は
、 各 々 、 種 々 の 特 異 的 な 結 合 特 徴 ((1)そ の 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 な し で ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 ； (2)ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代
謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力 ； ま た は (3)親 薬 物 ま た は 別 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物
に 交 差 反 応 性 を 有 す る こ と な く 特 定 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 能 力
を 含 む )を 有 し 、 こ れ ら の 結 合 特 徴 は 種 々 の 適 用 で モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 効 率 的 に 使 用 さ
れ る よ う に す る 。 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 試 料 中 の 低 濃 度 の ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 可 能 に す る 結 合
親 和 性 、 な ら び に ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の １ つ 以 上 の 特 定 の 代 謝 産 物
を 区 別 し て 分 離 可 能 に す る 特 異 性 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 す る た め の 免 疫 原 コ ン ジ ュ ゲ ー ト お
よ び 方 法 を 提 供 す る 。 本 発 明 は 、 親 薬 物 の 誘 導 体 を 用 い て 免 疫 原 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 調 製 し
、 特 定 の 代 謝 産 物 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 選 択 す る こ と に よ る 、 １ つ 以 上 の ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 新 規 製 造 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法
は 、 親 薬 物 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 免 疫 原 と し て 使 用 し て 、 １ つ 以 上 の ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 製 造 し 、 そ れ に よ り 免 疫 原
の 調 製 に 代 謝 産 物 を 使 用 す る 必 要 性 を 排 除 す る こ と に 利 点 が あ る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 本 発 明 は さ ら に 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る た め の 新 規 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 使 用 す る 方 法 、 な ら び に 新 規 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 含 む キ ッ ト に 関 す る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン 代 謝 産 物 を 区 別 し て 検 出 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 能 力 は 、 １ つ の 使 用 の 基 準 が 他 の
使 用 に 適 用 さ れ 得 な い 場 合 、 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 適 切 な リ ハ ビ リ 使
用 の 確 認 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り も 尿 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 正 確 な 検 出 を 必
要 と す る 。 疼 痛 管 理 に お け る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン レ ベ ル の モ ニ タ ー は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の
み の 正 確 な 検 出 を 必 要 と す る 。 し か し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 乱 用 の 決 定 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の そ の 代 謝 産 物 の 存 在 を 検 出 す る こ と に よ り 行 わ れ う る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の 構 造
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Xは 、 ０ ～ ２ 個 の 置 換 も し く は 非 置 換 芳 香 族 環 を 含 む ０ ～ 10個 の 炭 素 原 子 ま た は ヘ
テ ロ 原 子 か ら な る 連 結 基 で あ り 、 Yは O、 NH、 も し く は Sで あ り 、 Zは 脱 離 基 、 ポ リ (ア ミ ノ
酸 )、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 ま た は 標 識 で あ る 、
を 有 す る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 上 記 構 造 を 有 す る ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 そ れ ら が 新 規 N-ア
ル キ ル 化 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 誘 導 体 (こ の 構 造 は 、 以 前 に 記 載 さ れ た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の Nア
シ ル 化 誘 導 体 よ り も ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 構 造 に 近 い )に 由 来 す る こ と に 利 点 を 有 す る 。 あ
る 態 様 で は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -K
LHで あ り 、 KLHは 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 窒 素 原 子 (N17)へ の リ ン カ ー を 介 し て 共 有 結 合
し て い る 。 別 の 態 様 で は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
-BSAで あ り 、 BSAは ノ ル ブ プ レ ノ フ ィ ン の 窒 素 原 子 (N17)へ の リ ン カ ー に よ り 共 有 結 合 し て
い る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
　 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る セ ク シ ョ ン の 見 出 し は 、 組 織 化 の た め だ け に あ り 、 記 載 さ れ る
主 題 を 限 定 す る よ う に 解 釈 さ れ る べ き で な い 。 本 願 に 引 用 す る 全 て の 参 考 文 献 は 、 本 明 細
書 に 参 考 と し て 明 白 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
定 義
　 本 開 示 に 従 っ て 使 用 さ れ る 場 合 、 以 下 の 用 語 は 、 他 に 示 さ れ な い 限 り 、 以 下 の 意 味 を 有
す る と 理 解 さ れ る べ き で あ る ：
【 ０ ０ １ ６ 】
　 本 明 細 書 中 の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 技 術 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 ED 5 0 」 は 、 基 質 結 合 抗
原 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 50％ 阻 害 す る の に 必 要 な 遊 離 競 合 抗 原 の 有 効 濃 度 の 尺
度 (measure)を い う 。 一 般 に 、 基 質 結 合 抗 原 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHで あ る ；
し か し 、 基 質 結 合 抗 原 は ま た 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 ま た は そ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ
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り う る 。 ED 5 0 は 、 様 々 な 濃 度 の 競 合 遊 離 抗 原 (例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン 代 謝 産 物 、 ま た は オ ピ エ ー ト )を 上 回 る 基 質 結 合 抗 原 （ 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BS
A） へ の 抗 体 結 合 (一 定 量 の 抗 体 )を 測 定 す る こ と に よ り 計 算 さ れ る 。 ０ 濃 度 の 競 合 遊 離 抗
原 で 、 基 質 結 合 抗 原 へ の 最 大 の 結 合 を 観 察 し 、 結 合 を OD 4 5 0 で 測 定 す る 。 最 高 濃 度 の 競 合
遊 離 抗 原 で 、 基 質 結 合 抗 原 へ の 最 小 の 結 合 を 観 察 し 、 結 合 を OD 4 5 0 で 測 定 す る 。 測 定 の 有
効 範 囲 は 、 観 察 さ れ る 基 質 結 合 抗 原 へ の 最 大 結 合 (遊 離 競 合 抗 原 な し で の OD 4 5 0 値 )と 基 質
結 合 抗 原 へ の 観 察 さ れ る 最 小 結 合 (最 高 濃 度 の 競 合 抗 原 の 存 在 下 で の OD 4 5 0 値 )と の 差 で あ
る 。 ED 5 0 値 は 、 測 定 の 有 効 範 囲 上 で 、 基 質 結 合 抗 原 へ の 結 合 を 50％ 減 少 さ せ る 遊 離 競 合 抗
原 の 濃 度 を 測 定 す る こ と に よ り 計 算 さ れ る 。 ED 5 0 値 は 、 種 々 の 抗 原 、 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 相 対 結 合 親 和 性 (
す な わ ち 、 結 合 強 度 )の 概 算 を 提 供 す る 。 一 般 に 、 匹 敵 す る 力 価 評 価 を 仮 定 す る と 、 よ り
低 い ED 5 0 値 を 有 す る 抗 原 は 、 抗 体 が よ り 高 い ED 5 0 値 を 有 す る 抗 原 と 比 べ て そ の 抗 原 に 対 し
て よ り 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る こ と を 示 す 。 従 っ て 、 所 定 の 抗 原 に つ い て の ED 5 0 は 、 log(
1/ED 5 0 )を 計 算 す る こ と に よ り 親 和 性 を ラ ン ク 付 け す る の に 使 用 さ れ う る 。 ラ ン ク が 高 く
な る に つ れ 、 抗 原 に 対 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 が 高 く な る 。 OD 4 5 0 値 を 種 々
の 抗 原 に つ い て 抗 原 濃 度 (モ ル 濃 度 )に 対 し て プ ロ ッ ト し た グ ラ フ を 仮 定 す る と 、 他 の 抗 原
曲 線 の 左 に 曲 線 を 生 じ る 抗 原 は 、 高 い 親 和 性 を 伴 っ て 抗 体 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 特 異 的 結 合 」 は 、 バ ッ フ ァ ー 、 媒 体 、 タ ン パ ク 質 、
お よ び ／ ま た は 巨 大 分 子 の 複 雑 な 混 合 物 中 で の 標 的 抗 原 の 抗 体 認 識 を い う 。 本 明 細 書 で 使
用 さ れ る 場 合 、 抗 体 は 、 抗 原 の ED 5 0 (す な わ ち 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 結 合 を 50％ 阻 害 す る の に 必 要 な 遊 離 抗 原 競 合 物 の 濃 度 )が 標 準 の ED 5 0 (ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 50％ 阻 害 す る の に 必 要 な 標 準 競 合 物 の 濃 度 )の 0.1よ り 小
さ い 場 合 、 抗 体 は 抗 原 (す な わ ち 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 、 又 は
オ ピ エ ー ト )に 特 異 的 に 結 合 す る と い わ れ る 。 あ る い は 、 抗 原 の ED 5 0 が 0.1よ り も 大 き い か
、 ま た は 標 準 の ED 5 0 の 10%で あ る 場 合 、 抗 原 は 、 「 交 差 反 応 性 」 、 す な わ ち 、 有 意 に 交 差
反 応 性 で あ る と い わ れ る 。 言 い 換 え る と 、 10％ は 、 本 発 明 を 記 述 す る 上 で 使 用 さ れ る 用 語
と し て 、 交 差 反 応 性 で あ る と 呼 ば れ る も の の カ ッ ト オ フ レ ベ ル で あ る 。 本 明 細 書 中 で 使 用
さ れ る 場 合 、 標 準 は 一 般 に ブ プ レ ノ ル フ ィ ン で あ る ； し か し 、 標 準 は ま た 、 例 え ば 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ま た は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク
ロ ニ ド を 含 む 、 最 も 低 い ED 5 0 値 を 有 す る 競 合 抗 原 で あ り う る 。 言 い 換 え る と 、 抗 体 は 、 ED

5 0 抗 原 /ED 5 0 標 準 が 0.1未 満 で あ る 場 合 、 抗 原 (す な わ ち 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン 代 謝 産 物 、 ま た は オ ピ エ ー ト )に 特 異 的 に 結 合 す る と い わ れ る 。 ED 5 0 抗 原 /ED 5 0 標 準
が 0.1よ り も 大 き い 場 合 、 抗 原 へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 は 、 特 異 的 結 合 で あ る と は
考 え ら れ な い 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 交 差 反 応 性 」 ま た は 「 有 意 な 交 差 反 応 性 」 は 、 対 象
の 抗 原 の ED 5 0 の 値 に 対 す る 、 使 用 さ れ る 標 準 の ED 5 0 値 の 比 、 す な わ ち 、 ED 5 0 抗 原 /ED 5 0 標
準 を い う 。 こ こ で の 目 的 の た め に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 抗 原 に
特 異 的 に 結 合 す る 場 合 、 １ つ 以 上 の 抗 原 と 「 交 差 反 応 性 」 で あ る と い わ れ る 。 言 い 換 え る
と 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ED 5 0 抗 原 /ED 5 0 標 準 が 0.1よ り も 大 き い か 、 ま た は 10％ よ り も
大 き い 場 合 、 １ つ 以 上 の 抗 原 と 「 交 差 反 応 性 」 で あ る と い わ れ る 。 例 え ば 、 標 準 が ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン で あ る 場 合 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ED

5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 /ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン が 0.1ま た は 10％ よ り 大 き い 場 合 、 ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 交 差 反 応 性 で あ る と い わ れ る 。 同 様 に 、 標 準 が ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン で あ る 場 合 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ED 5 0 ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 /ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン が 0.1ま た は 10％ よ り も 小 さ い 場 合 、 ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 交 差 反 応 性 で は な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 用 語 「 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 」 は 、 Bリ ン パ 球 の 単 一 ク ロ ー ン か ら 生 じ る 、 お よ び 単 一 の B
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リ ン パ 球 と ハ イ ブ リ ド ー マ 腫 瘍 細 胞 と を 融 合 さ せ る こ と に よ り 最 初 に 得 ら れ る 免 疫 グ ロ ブ
リ ン を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 用 語 「 生 物 学 的 試 料 」 と し て は 、 生 物 ま た は か つ て の 生 物 か ら の 任 意 の 量 の 物 質 が 挙 げ
ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 か か る 生 物 と し て は 、 ヒ ト 、 マ ウ ス 、 サ ル 、 ラ ッ ト 、 ウ
サ ギ 、 ウ マ お よ び 他 の 動 物 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 か か る 物 質 と し て は 、
血 液 、 血 清 、 尿 、 涙 、 細 胞 、 器 官 、 組 織 、 骨 、 骨 髄 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 滑 膜 組 織 、 軟
骨 細 胞 、 滑 液 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 内 皮 細 胞 、 お よ び 皮 膚 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な
い 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 用 語 「 ハ プ テ ン 」 は 、 一 部 ま た は 不 完 全 な 抗 原 を い う 。 そ れ ら は 、 タ ン パ ク 質 遊 離 物 質
、 大 抵 は 、 低 分 子 量 物 質 、 こ れ ら は 抗 体 形 成 を 刺 激 し な い が 抗 体 と 反 応 す る 。 後 者 は 、 ハ
プ テ ン を 高 分 子 量 キ ャ リ ア に 結 合 さ せ 、 こ の 結 合 し た 産 物 を 哺 乳 動 物 に 注 射 す る こ と に よ
り 形 成 さ れ る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 は 、 ハ プ テ ン の 例 で あ
る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 用 語 「 免 疫 原 」 は 、 特 異 的 な 免 疫 応 答 を 誘 導 す る 物 質 を い う 。 例 え ば 、 免 疫 原 は 、 ハ プ
テ ン (す な わ ち 、 抗 原 性 分 子 )が キ ャ リ ア (す な わ ち 、 免 疫 原 性 分 子 )に 共 有 結 合 し た ハ プ テ
ン -キ ャ リ ア コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 キ ャ リ ア 」 ま た は 「 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 」 は 、 ハ プ テ
ン と 連 結 し て 、 そ れ に よ り ハ プ テ ン に 免 疫 応 答 を 誘 導 さ せ 、 抗 原 (ハ プ テ ン )に 特 異 的 に 結
合 し う る 抗 体 の 産 生 を 誘 導 さ せ る 免 疫 原 性 物 質 、 一 般 に タ ン パ ク 質 で あ る 。 キ ャ リ ア 物 質
と し て は 、 外 来 と し て 認 識 さ れ 、 そ れ に よ り 宿 主 か ら 免 疫 応 答 を 誘 導 す る タ ン パ ク 質 、 糖
タ ン パ ク 質 、 複 合 多 糖 、 粒 子 、 お よ び 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 種 々 の タ ン パ ク 質 型 は 、 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )免 疫 原 性 キ ャ リ ア と し て 使 用 さ れ う る 。 こ れ ら
の 型 と し て は 、 ア ル ブ ミ ン 、 血 清 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 、 グ ロ ブ リ ン 、 眼 レ ン ズ タ ン パ ク 質
、 リ ポ タ ン パ ク 質 等 が 挙 げ ら れ る 。 例 証 と な る タ ン パ ク 質 と し て は 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
(BSA)、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)、 卵 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ
リ ン (BGG)等 が 挙 げ ら れ る 。 あ る い は 、 合 成 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )が 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 免 疫 原 性 キ ャ リ ア は ま た 多 糖 で あ り 、 こ れ は 単 糖 の 繰 り 返 し 縮 合 に よ り 構 築 さ れ た 高 分
子 量 ポ リ マ ー で あ る 。 多 糖 の 例 は 、 ス タ ー チ 、 グ リ コ ー ゲ ン 、 セ ル ロ ー ス 、 ア ラ ビ ア ガ ム
等 の 炭 水 化 物 ガ ム 、 ア ガ ー 等 で あ る 。 多 糖 は ま た 、 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )残 基 お よ び ／ ま た は 脂
質 残 基 を 含 み う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 免 疫 原 性 キ ャ リ ア は ま た 、 単 独 ま た は 上 記 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )も し く は 多 糖 の 一 方 に コ ン ジ
ュ ゲ ー ト し た ポ リ (核 酸 )で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 免 疫 原 性 キ ャ リ ア は ま た 粒 子 で あ り う る 。 粒 子 は 、 少 な く と も 約 0.02ミ ク ロ ン (μ m)か
つ 約 100μ m以 下 で あ り 、 通 常 、 直 径 約 0.05μ m～ 10μ mで あ る 。 粒 子 は 、 有 機 ま た は 無 機 、
膨 張 性 ま た は 非 膨 張 性 、 多 孔 性 ま た は 非 多 孔 性 で あ り 、 任 意 に 水 に 近 似 す る 密 度 で あ り 、
一 般 に 約 0.7～ 1.5g/mLで あ り 、 お ｙ ぼ い 透 明 、 一 部 透 明 、 ま た は 不 透 明 で あ り う る 材 料 か
ら な り う る 。 粒 子 は 、 赤 血 球 、 白 血 球 、 リ ン パ 球 、 ハ イ ブ リ ド ー マ 、 Streptococcus、 Sta
phylococcus aureus、 E.coli、 お よ び ウ イ ル ス 等 の 非 限 定 的 な 例 を 含 む 、 細 胞 お よ び 微 生
物 等 の 生 物 学 的 材 料 で あ り う る 。 粒 子 は ま た 、 有 機 お よ び 無 機 ポ リ マ ー 、 リ ポ ソ ー ム 、 ラ
テ ッ ク ス 、 リ ン 脂 質 小 胞 、 ま た は リ ポ タ ン パ ク 質 か ら な り う る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )」 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は 、 ア ミ ノ 酸 か ら 形 成 さ れ た ポ リ ア ミ ド で
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あ る 。 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )は 、 一 般 に 約 2,000分 子 量 か ら 上 限 分 子 量 な し 、 通 常 10,000,000未
満 お よ び 通 常 約 600,000ダ ル ト ン 以 下 で あ る 。 免 疫 原 性 キ ャ リ ア ま た は 酵 素 が 含 ま れ る か
否 か に 応 じ て 異 な る 範 囲 が 存 在 す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 は 、 ア ミ ド (ペ プ チ ド )結 合 に よ り 、 ２ つ 以 上 の ア ミ ノ 酸 の 連 鎖 に よ り 形 成
さ れ る 任 意 の 化 合 物 で あ り 、 通 常 、 各 ア ミ ノ 酸 残 基 の α ア ミ ノ 基 が (NH 2 末 端 を 除 く )が 直
鎖 で 次 の 残 基 の α カ ル ボ キ シ ル 基 に 連 結 さ れ た α ア ミ ノ 酸 の ポ リ マ ー で あ る 。 用 語 、 ペ プ
チ ド 、 ポ リ ペ プ チ ド お よ び ポ リ (ア ミ ノ 酸 )は 、 サ イ ズ に 関 し て 限 定 が な い こ の ク ラ ス の 化
合 物 に 言 及 す る た め に 本 明 細 書 に お い て 同 義 語 と し て 使 用 さ れ る 。 こ の ク ラ ス の 最 も 長 い
メ ン バ ー は タ ン パ ク 質 と 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 標 識 」 、 「 検 出 分 子 」 、 ま た は 「 ト レ ー サ ー 」 は 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る か
、 ま た は 生 成 す る の を 誘 導 す る 任 意 の 分 子 で あ る 。 標 識 は 、 検 体 に 対 す る 結 合 パ ー ト ナ ー
、 検 体 、 免 疫 原 、 抗 体 、 ま た は レ セ プ タ ー も し く は リ ガ ン ド 、 特 に ハ プ テ ン 等 の レ セ プ タ
ー に 結 合 し う る 分 子 等 の 他 の 分 子 に 結 合 さ れ う る 。 標 識 の 非 限 定 的 な 例 と し て は 、 放 射 性
同 位 体 、 酵 素 、 酵 素 断 片 、 酵 素 基 質 、 酵 素 イ ン ヒ ビ タ ー 、 補 酵 素 、 触 媒 、 蛍 光 物 質 、 色 素
、 化 学 発 光 体 、 発 光 体 、 ま た は 感 光 薬 ； 非 磁 性 ま た は 磁 性 粒 子 、 固 相 支 持 体 、 リ ポ ソ ー ム
、 リ ガ ン ド 、 レ セ プ タ ー 、 ま た は 放 射 性 同 位 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 検 体 ア ナ ロ グ 」 は 、 検 体 の 抗 体 ま た は 結 合 パ ー ト ナ ー の 結 合 親 和 性 に つ い て 検 体 と 実
質 的 に 同 じ よ う に 振 舞 う 任 意 の 物 質 ま た は 物 質 の 群 を い い 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 誘 導 体 お よ
び そ の 異 性 体 を 含 む こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 」 は 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生
さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 性 を 決 定 す る た め に イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 使 用 さ れ
る 、 薬 剤 、 す な わ ち 、 抗 原 を 意 味 す る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン も し く は
そ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 お よ び ／ ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 も し く は そ の コ ン ジ ュ ゲ
ー ト で あ り う る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は 、 単 独 で も 、 ハ イ ブ リ ド ー マ に よ り 産 生 さ れ た モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 性 を 決 定 す る た め に 任 意 の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と 組 み 合 わ せ て
使 用 さ れ う る 。 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 、 お よ び そ う で な け れ ば 当 該
分 野 で 公 知 で あ る 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ に 使 用 さ れ 、 固 相 基 材 に 結 合 さ れ 、 お よ び ／ ま た
は 溶 液 中 に 遊 離 し う る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 用 語 「 リ ン カ ー 」 は 、 キ ャ リ ア 、 免 疫 原 、 標 識 、 ト レ ー サ ー ま た は 別 の リ ン カ ー に ハ プ
テ ン を 連 結 さ せ る 化 学 的 部 分 を い う 。 リ ン カ ー は ま た 、 標 識 ま た は 固 相 基 材 に 抗 体 を 付 着
さ せ る の に 使 用 さ れ う る 。 リ ン カ ー は 、 直 鎖 ま た は 分 岐 の 飽 和 ま た は 非 飽 和 炭 素 鎖 で あ り
う る 。 そ れ ら は ま た 、 鎖 内 ま た は 鎖 の 末 端 に １ つ 以 上 の ヘ テ ロ 原 子 を 含 み う る 。 ヘ テ ロ 原
子 は 、 酸 素 、 窒 素 お よ び 硫 黄 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 炭 素 以 外 の 原 子 を 意 味 す る 。 リ ン カ
ー の 使 用 は 、 特 定 の ハ プ テ ン お よ び キ ャ リ ア 対 に 応 じ て 、 有 利 で あ る か も し れ な い し 有 利
で も 必 要 で も な い か も し れ な い 。 抗 体 へ の リ ン カ ー の 付 着 の た め の 方 法 お よ び 技 術 は 当 該
分 野 で 公 知 で あ る 。 こ の 主 題 に 関 す る 優 れ た 論 文 に つ い て は 、 読 者 は Bioconjugate Techn
iques, G.Hermanson, Academic Press, 1996参 照 の こ と 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 中 に 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 キ ャ リ ア 」 は 、 ハ プ テ ン と 結 合 し 、 そ れ に よ り ハ
プ テ ン に 免 疫 応 答 を 刺 激 さ せ う る 免 疫 原 性 物 質 、 一 般 に タ ン パ ク 質 で あ る 。 キ ャ リ ア 物 質
と し て は 、 外 来 と し て 認 識 さ れ 、 そ れ に よ り 宿 主 か ら の 免 疫 学 的 応 答 を 誘 導 す る タ ン パ ク
質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 複 合 多 糖 お よ び 核 酸 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 用 語 「 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 」 お よ び 「 誘 導 体 」 は 、 １ つ 以 上 の 化 学 反 応 に よ り 親 化 合 物 か ら
作 ら れ る 化 合 物 ま た は 分 子 を い う 。
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【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 発 明 の 意 味 内 で 用 語 「 活 性 エ ス テ ル 」 は 、 求 核 原 子 を 有 す る 物 質 の 他 の 反 応 基 と の 干
渉 す る 副 次 反 応 が 通 常 生 じ 得 な い 条 件 下 で 、 ペ プ チ ド 、 ポ リ (ア ミ ノ 酸 )、 多 糖 ま た は 標 識
の 遊 離 ア ミ ノ 基 （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） 等 の 求 核 原 子 と 反 応 し う る 活 性 化 エ ス テ ル 基 を
含 む 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 活 性 エ ス テ ル 化 学 を 記 載 す る こ と に お い て 使 用 さ れ る 場 合 、 用 語 「 脱 離 基 」 は 、 活 性 エ
ス テ ル が 求 核 原 子 と 反 応 す る 場 合 、 形 成 す る ア ル コ ー ル 副 産 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
　 本 発 明 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特
異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 本 明 細 書 中 に 提 供 さ れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の １ つ 以 上 の 特 定 の 代 謝 産 物
を 区 別 し て 分 離 し う る 結 合 特 徴 を 有 す る 。 そ れ ら の 種 々 の 結 合 特 異 性 を 考 慮 す れ ば 、 本 発
明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 種 々 の 適 用 で 有 効 に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝
産 物 と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合
し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 有 意 に 交 差 反 応 し な い 例 示 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結
合 特 性 が 図 ５ (BUP2.2)に 示 さ れ 、 実 施 例 ４ (ク ロ ー ン BUP2.2お よ び BUP21.3)に 示 さ れ る 。
例 示 的 な ク ロ ー ン 、 BUP21.3を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 2003年 ２ 月 25日 に American Type
 Culture Collection(ATCC)、 10801 University Blvd., Manassa, VA 20110-2209に 寄 託
し た (ATCC PTA 5020)。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 (
す な わ ち 、 BUP2.2お よ び BUP23.1)と 有 意 に 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の
た め に C3に ヒ ド ロ キ シ ル 基 お よ び N17に N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン を 必 要 と す る 。 こ れ ら の
結 合 特 徴 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C22に tert-ブ チ ル 領 域 を さ ら に 必
要 と し う る 。 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 試 料 中 の 親 化 合 物 の 存 在 を 検 出 す る 使 用 に 適
切 で あ り 、 オ ピ エ ー ト 乱 用 を 検 出 す る の に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 提 供 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に
よ り 特 異 的 に 結 合 す る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 例 と し て は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク
ロ ニ ド 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド が 挙 げ ら れ る
。 あ る 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 あ る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 、 例 え ば 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 例 示 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 BUP88.
1.1(図 ６ 、 実 施 例 ５ )で あ り 、 こ れ は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 し 、
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 他 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 を 有 さ な い 。 ク ロ
ー ン BUP88.1.1を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 2003年 ２ 月 25日 に American Type Culture C
ollection(ATCC), 10801 University Blvd., Manassa, VA 20110-2209に 寄 託 し た (ATCC P
TA 5023)。 別 の 例 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP67.1(図 ９ )で あ り 、 こ れ は 、 親 薬 物 よ り も
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 代 謝 産 物 に つ い て 約 30倍 高 い 親 和 性 を 有 す る 。 こ の モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と の 交 差 反 応 を 有 さ な い 。 こ れ ら の 結 合
特 徴 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に 、 C3に グ ル ク ロ ニ ド 基 を 、 お よ び N17
に N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 別 の 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ
れ ら の 結 合 特 徴 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C3に ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 必 要
と す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 別 の 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に
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結 合 す る 。 こ れ ら の 結 合 特 徴 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C3に グ ル ク ロ
ニ ド 基 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 別 の 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 上 記 に 挙 げ た ２ つ 以 上 の 代 謝 産 物 を 含
む ２ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応
し な い 。 あ る 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 例 示 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP83.1.1お
よ び BUP42.1(図 ７ 、 実 施 例 ６ )は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン に 対 し て 交 差 反 応 性 を 有 さ な い 。 抗 体 BUP83.1.1は 、 親 薬 物 よ り も ノ ル ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン に つ い て 36,000倍 高 い 親 和 性 を 有 す る 。 BUP83.1.1は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ
ニ ド 代 謝 産 物 と の 交 差 反 応 性 を 有 さ ず 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 低 い 交 差 反
応 性 を 有 す る 。 ク ロ ー ン BUP83.1.1を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 、 2003年 ２ 月 25日 に 、 Ame
rican Type Culture Collection (ATCC), 10801 University Blvd., Manassa, VA20110-2
209に 寄 託 し た (ATCC PTA 5022)。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP42.1は 、 類 似 し た 結 合 特 徴 を 有
す る 、 す な わ ち 、 こ れ は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま
た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 対 す る 交 差 反 応 性 を 有 さ ず 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
グ ル ク ロ ニ ド に 対 し て 低 い 交 差 反 応 性 を 有 す る 。 こ れ ら の 結 合 特 徴 を 共 有 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に 、 N17に N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の 全 て ま た は 一 部 の 欠 失 を
必 要 と し 、 C3に グ ル ク ロ ニ ド 基 よ り も ヒ ド ロ キ シ ル 基 を 好 む 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 別 の 態 様 で は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド お よ び ノ ル ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 結 合 特 徴 を 共 有 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C3に グ ル ク ロ ニ ド 基 の 存 在 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 上 記 の よ う な １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 は 、 そ れ ら が 結 合 す る 特 定 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 存 在 を 検 出 す る た め に 適 切
で あ る 。 単 独 ま た は 組 み 合 わ せ て 、 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 オ ピ エ ー ト 投 与 の 薬 物
動 態 学 を 研 究 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 そ れ ら は ま た 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 乱 用 を 決 定 す る
た め に 、 お よ び オ ピ エ ー ト リ ハ ビ リ プ ロ グ ラ ム で の コ ン プ ラ イ ア ン ス を 確 認 す る た め に 使
用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン な ら び に １ 以 上 の ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン 代 謝 産 物 、 例 え ば 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド
、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 一 つ の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結
合 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合
の た め に C3に 水 酸 基 の 存 在 を 要 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 こ れ ら の 結 合 特
性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は C3の 酸 素 の 部 分 認 識 を 示 す 。 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す
る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 結 合 す る い く つ か の 典 型 的
な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 表 ３ に 示 し 、 実 施 例 ７ に 記 載 す る 。 一 つ の 典 型 的 な ク ロ ー ン 、 BU
P 73.2は 、 2003年 2月 25日 に American Type Culture Collection（ ATCC） 、 10801 Blvd大
学 , Manassa, VA 20110-2209,に 寄 託 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ （ ATCC PTA 5021） に よ っ て 産
生 さ れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド
に 同 様 の 親 和 性 で 結 合 し 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と の 交 差 反 応 を 示 さ な い 。 こ れ
ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は C3の 酸 素 の 部 分 認 識 を 示 し 、 結 合 の た め に N1
7に N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の 存 在 を 要 す 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
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　 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ２ 以 上 の ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異
的 に 結 合 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 別 の
態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 お
よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 特 異 的 に 結 合 す る 。 上 記 の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は C3の 酸 素 の 部 分 認 識 を 示 す 。 典 型 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 実 施 例 ７ お よ
び 図 ８ に 記 載 す る 。 例 え ば 、 BUP 1.1は ほ ぼ 等 し い 親 和 性 で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 結 合 し 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と の 交 差 反 応 を 示 す 。 ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 同 様 の 親 和 性 で 結 合 し 、 ノ ル ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 低 い 交 差 反 応 を 示 す い く つ か の 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 表 ２ に
示 す 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C3の 酸 素 の 部 分 認
識 お よ び C9の N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の 部 分 認 識 を 示 す 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び １
以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の
不 正 使 用 を 調 べ る た め に 使 用 さ れ 得 る 、 し か し な が ら 、 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は オ ピ
エ ー ト リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン プ ロ グ ラ ム の コ ン プ ラ イ ア ン ス の 確 立 に は 有 用 で は な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 よ り ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン に 対 し て よ り 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ノ ル
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 す る い く つ か の 典 型 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 実 施 例 ９ （ 表
５ ） に 記 載 す る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 代 謝 産 物 と 交 差 反
応 し な い 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C3に ヒ ロ ド キ
シ ル 基 を 要 し 、 N17の N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン 代 謝 産 物 に 対 し て よ り 高 い 結 合 親 和 性 を 有 す る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 対 し て よ り 高 い 結 合 親 和 性 を 有 し 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 ま
た は 他 の オ ピ エ ー ト に 交 差 反 応 を 示 さ な い 、 い く つ か の 典 型 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 実
施 例 ８ （ 表 ４ ） に 記 載 す る 。 別 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ BUP 4.2） は 同 様 の 結 合 特 性 を 示
す 、 す な わ ち 、 該 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ
ニ ド に 、 よ り 強 い 親 和 性 で 特 異 的 に 結 合 し 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と の 交 差 反 応
を 示 さ な い 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C3に グ ル ク
ロ ニ ド の 存 在 を 要 し 、 N17に N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の 部 分 認 識 ま た は 完 全 認 識 を 示 す
。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 検 出 可 能 な 標 識 に 結 合 さ れ 得 る 。 適 切 な 検 出 可 能 な 標 識
の 例 と し て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 放 射 性 同 位 体 も し く は 放 射 性 核 種 （ 例 え ば 、 3 H
, 1 4 C, 1 5 N, 3 5 S, 9 0 Y, 9 9 m Tc, 1 1 1 In, 1 2 5 I, 1 3 1 I） 、 酵 素 （ 例 え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ
ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 、 ア ル カ リ ホ ス ホ タ ー ゼ 、
マ レ イ ン 酸 デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ 、 グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ 、 ア セ チ ル コ リ ン エ ス テ ラ ー ゼ 、
お よ び カ タ ラ ー ゼ ） 、 フ ル オ ロ フ ォ ア （ 例 え ば 、 フ ル オ レ セ イ ン イ ソ チ オ シ ア ネ ー ト 、 ジ
ク ロ ロ ト リ ア ジ ニ ル ア ミ ノ フ ル オ レ セ イ ン 、 緑 の 蛍 光 タ ン パ ク 質 、 ロ ー ダ ミ ン 、 フ ィ コ シ
ア ニ ン 、 フ ル オ レ サ ミ ン 、 テ キ サ ス レ ッ ド 染 料 （ 分 子 プ ロ ー ブ ） 、 AMCA、 Cy3、 Cy5、 お よ
び ラ ン タ ニ ド 蛍 光 体 ） 、 化 学 発 光 標 識 （ 例 え ば 、 ア ク リ ジ ニ ウ ム エ ス テ ル ） 、 ハ プ テ ン 、
染 料 、 金 属 な ら び に 金 属 化 合 物 が 挙 げ ら れ る 。 標 識 は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 直 接 結 合 し 得
る か 、 ま た は 潜 在 的 な 立 体 障 害 を 減 少 す る た め に 種 々 長 さ を 有 す る ス ペ ー サ ー ア ー ム も し
く は リ ン カ ー （ 例 え ば 、 (CH 2 ) n , 式 中 nは 約 20未 満 ） を 介 し て モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合
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し 得 る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て 検 出 可 能 な 標 識 に 結 合 さ
れ 得 る 。 結 合 は 、 抗 体 と マ ー カ ー が そ れ ら の 個 々 の 活 性 を 保 持 出 来 る 限 り 、 検 出 可 能 な マ
ー カ ー と 抗 体 を 結 合 す る 任 意 の 化 学 反 応 に よ っ て 達 成 さ れ 得 る 。 こ の 結 合 と し て は 、 多 く
の 化 学 的 機 構 、 例 え ば 共 有 結 合 、 ア フ ィ ニ テ ィ 結 合 、 イ ン タ ー カ レ ー シ ョ ン 、 配 位 結 合 お
よ び 鎖 化 が 挙 げ ら れ る 。 ほ と ん ど の 場 合 、 結 合 は 共 有 結 合 を 介 し て な さ れ る 。 共 有 結 合 は
既 存 の 側 鎖 の 直 接 縮 合 ま た は 外 部 の 架 橋 分 子 の 介 入 の ど ち ら か に よ っ て な さ れ 得 る 。 多 く
の 二 価 性 ま た は 多 価 性 の 結 合 剤 は 、 タ ン パ ク 質 分 子 、 例 え ば 、 本 発 明 の 抗 体 が 他 の 分 子 に
結 合 す る こ と に お い て 有 用 で あ る 。 代 表 的 な カ ッ プ リ ン グ 剤 と し て 、 チ オ エ ス テ ル 、 カ ル
ボ ジ イ ミ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル 、 ジ イ ソ シ ア ネ ー ト 、 グ ル タ ル ア ル デ
ヒ ド 、 ジ ア ゾ ベ ン ゼ ン 、 お よ び ヘ キ サ メ チ レ ン ジ ア ミ ン 等 の 有 機 化 合 物 が 挙 げ ら れ 得 る 。
こ の 列 挙 は 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 各 種 類 の カ ッ プ リ ン グ 剤 の 包 括 的 な 寄 せ 集 め を 表 す も
の で は な く 、 む し ろ よ り 一 般 的 な カ ッ プ リ ン グ 剤 の 代 表 で あ る （ 例 え ば 、 Killenお よ び Li
ndstrom (1984), Jour. Immun. 133:1335-2549; Jansen,ら  (1982), Immunological Revi
ews, 62:185-216; Feltkamp ら , (1970) Immunology, 18:865-81; Nygren ら , (1979) Me
d. Biol., 57:187-91; Eckelman ら , (1980) Cancer Res., 40:3036-42; Westin ら , (19
80) Biochim Biophys. Acta, 612:40-49; Tijssen ら , (1984) Anal. Biochem., 136:451
-57; O'Shannessy ら , (1984) Immunol. Lett., 8:273-277; Dhawan ら , (2002) Peptide
s, 12:2091-98; お よ び  Elliston ら , (2000) Biotechniques, 28:318-326参 照 ） 。 さ ら
に 、 抗 体 を 含 む タ ン パ ク 質 に 各 種 標 識 を 結 合 さ せ る た め の 市 販 キ ッ ト が 広 く 利 用 で き る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は リ ン カ ー 分 子 ま た は ビ オ チ ン 等 の ハ プ テ ン に 結 合 さ れ 得
る 。 ビ オ チ ン は ア ビ ジ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン に 対 す る 非 常 に 高 い 親 和 性 が 周 知 で あ
り 、 多 種 多 様 な 用 途 に 利 用 さ れ て い る （ Bioconjugate Techniques, G. Hermanson, Acade
mic Press, 1996参 照 ） 。 リ ン カ ー を モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 す る 方 法 お よ び ア ッ セ イ
は 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 Peranen ら , (1992) Biotechniques, 13; 456-
59; Boorsma ら , (1986) Histochemistry, 84:333-337参 照 ） 。 さ ら に 、 各 種 リ ン カ ー を
抗 体 に 結 合 す る た め の 市 販 キ ッ ト が 広 く 利 用 で き 、 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 の ビ オ チ ン 化 用 の
化 合 物 お よ び キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る （ 例 え ば 、 N-ヒ ド ロ キ シ -ス ク シ ン イ ミ ジ ル ビ オ チ
ン ） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 例 え ば 、 吸 着 ま た は 化 学 的 結 合 に よ っ て 固 体 基
質 に 結 合 さ れ 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 固 体 基 質 へ の 結 合 は 直 接 的 な 結 合 、 ま た は 、 例
え ば 、 リ ン カ ー 分 子 を 介 す る 間 接 的 な 結 合 で あ り 得 る 。 直 接 的 ま た は 間 接 的 結 合 に 関 す る
適 切 な 固 体 基 質 の 例 と し て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 試 薬 チ ュ ー ブ 、 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト 、 セ ル ロ ー ス 、 SEPHAROSE 粒 子 （ Pharmacia, Inc.） 、 金 属 粒 子 、 磁 気 粒 子 、
お よ び 、 ガ ラ ス 、 金 、 も し く は シ リ コ ー ン の セ ン サ ー 表 面 、 な ら び に 他 の 公 知 お よ び 市 販
の 基 質 が 挙 げ ら れ る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 基 質 へ の 結 合 は 、 こ の 明 細 書 に 記 載 さ れ る 方
法 お よ び 当 該 分 野 に お い て 周 知 の 他 の 方 法 を 用 い て な さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 に 導 く 。
ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 お よ び 当 該 分 野 で 公 知 の 他 の 方 法 を
用 い て 産 生 さ れ 得 る 。 か か る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 の 具 体 例 と し て 、 ATCC PTA 5020, ATC
C PTA 5021, ATCC PTA 5022お よ び ATCC PTA 5023が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生 方 法
　 本 発 明 は 、 ま た 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め の 方 法 を 提 供 す る 。 具 体 的
に は 、 本 発 明 は 親 薬 物 （ す な わ ち 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） を 免 疫 原 と し て 用
い て 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 な モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し 、 関 係 す
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る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を ス ク リ ー ニ ン グ す
る 新 規 な 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 親 薬 物 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 1
以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め
に 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ る こ と に 利 点 が あ り 、 そ の こ と に よ り 代 謝 産 物 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト
を 免 疫 原 と し て 使 用 す る 必 要 性 は 排 除 さ れ る 。 さ ら に 、 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産
物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 取 得 す る た め に 親
薬 物 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ を ス ク リ ー ニ ン
グ す る こ と も 出 来 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
代 謝 産 物 と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お
い て 、 本 発 明 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 他
の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を 提 供
す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し
、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。 さ
ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝
産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 本 発 明 の 方 法 の 全 て の 態 様 に お い て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 免 疫 原 と し て
使 用 さ れ る 。 従 っ て 、 方 法 は 哺 乳 動 物 被 験 体 に お い て 免 疫 反 応 を 作 る た め に 十 分 量 の ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン ハ プ テ ン の キ ャ リ ア コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 哺 乳 動 物 被 験 体 に 投 与 す る 工 程 、 哺 乳
動 物 被 験 体 に お い て 免 疫 反 応 を 生 じ さ せ る 工 程 、 免 疫 化 さ れ た 哺 乳 動 物 被 験 体 か ら リ ン パ
球 を 単 離 す る 工 程 ； ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 産 生 す る た め に 単 離 し た リ ン パ 球 を ミ エ ロ ー マ
細 胞 と 融 合 す る 工 程 ； ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産
物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 を 同 定 す る た め
に 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 用 い て 産 生 さ れ る ハ イ
ブ リ ド ー マ 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 工 程 ； ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 同 定 さ
れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離 す る 工 程 を 含 む 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は 、 単 離 さ
れ る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と
の 結 合 特 異 性 を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 異 性 を 確 認 す る た め に 試 験 す る こ と を さ ら
に 含 む 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 上 述 す る 方 法 は 、 当 該 分 野 に お い て 記 載 さ れ た 十 分 確 立 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ 技 術 を 用
い る （ 例 え ば 、 Kohlerお よ び Milstein, Nature, 256:495-97 (1975); De St. Grothお よ
び Scheidegger, J. Immunol. Meth., 35: 1-21 (1980); E. Harlowお よ び D.Lane,編 , "An
tibodies: A Laboratory Manual", (1988), Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spri
ng Harbor, N. Y.; Hammerbackお よ び Vallee, J. Biol. Chem., 265: 12763 (1990)） 。
手 短 に 言 う と 、 免 疫 原 は 哺 乳 動 物 被 験 体 に 注 入 さ れ 、 そ の 結 果 該 動 物 に お い て 所 望 の 免 疫
反 応 を 誘 導 す る 。 免 疫 化 さ れ る 適 切 な 動 物 と し て 、 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 マ ウ ス 、
ラ ッ ト 、 モ ル モ ッ ト 、 ウ サ ギ 、 ヤ ギ 、 ヒ ツ ジ 、 ウ マ 、 ブ タ 、 イ ヌ 、 ネ コ お よ び ニ ワ ト リ が
挙 げ ら れ る 。 免 疫 化 の プ ロ ト コ ー ル は 、 免 疫 系 を 刺 激 す る の に 十 分 な 免 疫 原 の 用 量 で 、 動
物 に お い て 免 疫 反 応 を 熟 成 さ せ る の に 十 分 な 注 入 ス ケ ジ ュ ー ル で 設 計 さ れ る 。 例 え ば 、 典
型 的 な 免 疫 化 の ス ケ ジ ュ ー ル は 、 最 初 の 注 入 後 、 大 体 ２ ～ ６ 週 間 隔 で 約 １ ～ ４ 回 の 追 加 免
疫 を 行 う こ と を 含 む 一 連 の 免 疫 化 を 含 む 。 免 疫 原 は 通 常 生 理 学 的 な ヴ ィ ー ク ル 、 例 え ば 等
張 食 塩 水 ま た は リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 (PBS)溶 液 に 懸 濁 さ れ て い る 。 フ ロ イ ン ト ま た は RIB
Iア ジ ュ バ ン ト 等 の ア ジ ュ バ ン ト は ま た 、 免 疫 化 調 製 に 組 み 入 れ ら れ 得 る 。 注 入 経 路 は 、
例 え ば 皮 下 経 路 、 筋 肉 内 経 路 、 静 脈 内 経 路 、 フ ッ ト パ ッ ド 内 へ の 注 入 な ど の 他 の 経 路 も 免
疫 反 応 を 誘 導 す る の に 有 効 で あ る が 、 典 型 的 に は 腹 腔 内 経 路 で あ る 。 抗 体 を 産 生 す る リ ン
パ 球 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 お よ び 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 用 い て 、 動 物
か ら 、 ま た は 脾 臓 、 リ ン パ 節 ま た は 末 梢 血 か ら 得 ら れ る 。 好 ま し く は 、 リ ン パ 球 は 脾 臓 か
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ら 得 ら れ る 。 そ の 後 、 脾 臓 の リ ン パ 球 は 、 通 常 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル (PEG)等 の 融 合
剤 の 存 在 下 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 技 術 お よ び 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 技 術 を 用 い て ミ
エ ロ ー マ 細 胞 株 と 融 合 さ れ る 。 当 該 分 野 に お い て 利 用 で き る か な り 多 く の ミ エ ロ ー マ 細 胞
株 が 標 準 的 な 技 術 に 従 っ て 融 合 パ ー ト ナ ー と し て 用 い ら れ 得 る 。 か か る ミ エ ロ ー マ 細 胞 株
の 非 限 定 例 と し て は 、 FO, P3, NS1, K653, PAIお よ び SP2/OAg14ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 、 並 び
に 当 該 分 野 で 公 知 の お よ び 市 販 さ れ て い る 他 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 株 が 挙 げ ら れ る 。 所 望 の ハ
イ ブ リ ド ー マ を 含 む 得 ら れ た 細 胞 は 、 そ の 後 、 例 え ば 、 HAT培 地 ま た は HTM培 地 の 選 択 的 な
培 地 で 培 養 さ れ る 。 か か る 培 地 中 で は 、 融 合 に 成 功 し た ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 の み 生 き 残 り
、 一 方 、 融 合 し な い 親 株 の ミ エ ロ ー マ 細 胞 ま た は リ ン パ 球 細 胞 は 死 ぬ 。 生 き 残 っ た 細 胞 は
、 そ の 後 、 単 離 し た ク ロ ー ン を 得 る た め に 限 定 条 件 下 で 培 養 さ れ 、 所 望 の 結 合 特 異 性 を 有
す る 抗 体 の 存 在 に つ い て 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 お よ び 当 該 分 野 で
公 知 の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 を 用 い て 、 そ の 上 清 が ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 陽 性 の ク ロ
ー ン は 限 定 希 釈 条 件 下 で サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ 、 所 望 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が 単 離 さ れ る
。 こ れ ら の 方 法 に 従 っ て 産 生 さ れ る ハ イ ブ リ ド ー マ は in vitroま た は in vivo（ 例 え ば 、
腹 水 ） で 増 殖 さ れ 得 、 当 該 分 野 で 公 知 の 共 通 技 術 を 用 い て 精 製 さ れ 得 る 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 を 精 製 す る た め の 方 法 と し て 、 例 え ば 、 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム ま た は 硫 酸 ナ ト リ ウ ム の 沈
殿 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル と の 沈 殿 、 電 気 泳 動 、 ゲ ル 濾 過 、 超 遠 心 、 イ オ ン 交 換 ク ロ マ
ト グ ラ フ ィ ー 、 ヒ ド ロ キ シ ア パ タ イ ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー 等 の 方 法 が 挙 げ ら れ る （ 例 え ば 、 Zolaら , "Techniques for the Production and C
haracterization of Monoclonal Hybridoma Antibodies", in Monoclonal Hybridoma Ant
ibodies: Techniques and Applications, pp. 51-52(Hurell,編 , CRC Press, 1982)参 照
） 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ハ プ テ ン の 各 種 の キ ャ リ ア コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 上 記 方 法 に お い て 免 疫
反 応 を 誘 導 す る た め に 用 い ら れ 得 る 。 予 期 せ ぬ こ と に 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ハ プ テ ン の キ ャ
リ ア コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の み な ら
ず 、 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応
し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 免 疫 原 と し て 用 い ら れ 得 る こ と が 判 明 し た 。
ま た 、 驚 く こ と に 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ハ プ テ ン の キ ャ リ ア コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を
産 生 す る た め に 免 疫 原 と し て 用 い ら れ 得 る こ と が 判 明 し た 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ハ プ テ ン の
適 切 な キ ャ リ ア コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て は 、 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAお よ び ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン -KLH、 並 び に 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ 、 当 該 分 野 に お い て 十 分 確 立 さ れ た 公 知 の 他
の キ ャ リ ア 分 子 と の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 挙 げ ら れ る 。 本 発 明 の 方 法 の １ つ
の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、 免 疫 原 は 構 造 ：
【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 有 す る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHで あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAお よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHの 構 造 は 図 ２ に 示 さ れ る 。 ブ プ レ ノ
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ル フ ィ ン -BSAお よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHの 合 成 方 法 は 実 施 例 １ に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 ま た は そ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 を 産 生 す る た め に 免 疫 原 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 免 疫 原 は ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 -ハ プ テ ン の キ ャ リ ア コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン グ ル ク ロ ニ ド コ ン ジ ュ ゲ ー ト ま た は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 。 典 型
的 な ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト と し て 、 KLHが ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 窒 素 原
子 (N17)に リ ン カ ー を 介 し て 共 有 結 合 し て い る ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHお よ び BSAが ノ ル
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 窒 素 原 子 (N17)に リ ン カ ー を 介 し て 共 有 結 合 し て い る ノ ル ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン -BSAが 挙 げ ら れ る 。 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHお よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAの
構 造 は 図 ４ に 示 さ れ る 。 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHお よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAの 合
成 方 法 は 実 施 例 ２ に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 BSAお よ び KLHの キ ャ リ ア に 加 え て 、 ニ ワ ト リ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン 、 オ ボ ア ル ブ ミ ン 、 ヒ ト
サ イ ロ グ ロ ブ リ ン 、 ウ シ サ イ ロ グ ロ ブ リ ン (BTG)お よ び 当 該 分 野 で 公 知 の 他 の キ ャ リ ア を
含 む 他 の 適 切 な タ ン パ ク 質 キ ャ リ ア が ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物
の 免 疫 原 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 形 成 す る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト す る 方 法 は 当 該 分 野 に お い て 公 知 で あ り 、 例 え ば 、
E. Harlowお よ び D. Lane,編 , "Antibodies: A Laboratory Manual", (1988), Cold Sprin
g Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, N.Y.; T. Chard in "An Introduction to R
adioimmunoassay and Related Techniques", (1990), 第 4編 , Elsevier, Amsterdam; お
よ び P. Tijssen, in "Practice and Theory of Enzyme Immunoassays", (1990), 第 4編 , 
Elsevier, Amsterdamに 確 認 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 所 望 の 結 合 特 性 を 有 す る 抗 体 、 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 結 合 す る 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 特 定 す る た め に 、 ハ イ
ブ リ ド ー マ は 、 適 切 な ス ク リ ー ニ ン グ 剤 な ら び に 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 標 準 的 な ア ッ セ
イ お よ び 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 他 の ア ッ セ イ を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 得 る 。 標 準 的
な イ ム ノ ア ッ セ イ は 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る ス
ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ と し て 使 用 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ (EIA)、 酵 素 免
疫 測 定 法 (ELISA)、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)、 間 接 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 直 接 競 合 型
イ ム ノ ア ッ セ イ 、 非 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 サ ン ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 お よ び 当 該 分
野 に お い て 公 知 の 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ が 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 任 意 の ス ク リ ー ニ ン グ
剤 ま た は 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る ス ク リ ー ニ ン グ 剤 の 任 意 の 組 み 合 わ せ と 共 に 使 用 さ れ 得
る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 各 種 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 お よ び そ の 組 み 合 わ せ が 上 記
方 法 に お い て ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る 。 予 期 せ ぬ こ と に 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 の み な ら ず 、 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 も 得 る た め に 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て 使
用 さ れ 得 る こ と が 判 明 し た 。 ま た 、 驚 く こ と に 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的
に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 得 る た め に ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て 使 用 さ れ 得 る こ と が
判 明 し た 。 適 切 な ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝
産 物 （ 例 え ば 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 お よ び ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド ） 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 例 え ば 、 ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン -KLH、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSA） お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 例
え ば 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLH、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSA、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ
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ル ク ロ ニ ド KLH、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド BSA） が 挙 げ ら れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ
剤 は 、 単 独 で ま た は 任 意 の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と の 組 み 合 わ せ で 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 一 連 の 競 合 的 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 フ リ ー の ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン が 固 体 基 質 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 競 合 す る た め に 使 用 さ れ る 競 合
的 ELISAsで あ り 得 る 。 ま た は 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ は 、 フ リ ー の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代
謝 産 物 が 固 体 基 質 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 競 合 す る た め に 使 用 さ れ る 競 合 的 イ ム ノ
ア ッ セ イ 、 例 え ば 、 競 合 的 ELISAで あ り 得 る 。 ハ イ ブ リ ド ー マ の ス ク リ ー ニ ン グ 過 程 は ま
た 、 二 以 上 の 別 々 の ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 含 み 得 る 。 例 え ば 、 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ
イ は 、 一 つ の ア ッ セ イ で は フ リ ー の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン が 固 体 基 質 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン と 競 合 す る た め に 使 用 さ れ 、 も う 一 つ の ア ッ セ イ で は フ リ ー の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝
産 物 が 固 体 基 質 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 競 合 す る た め に 使 用 さ れ る 競 合 的 イ ム ノ ア
ッ セ イ 、 例 え ば 、 競 合 的 ELISAsで あ り 得 る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 例 え ば ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLH
ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAは 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す
る た め に 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て 単 独 で ま た は 1以 上 の 他 の ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と の 組 み
合 わ せ で 使 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 を 産 生 す る ハ イ ブ リ ド ー マ を 選 択 す る た め に 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て 単 独 で ま た は 他
の ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と の 組 み 合 わ せ で 使 用 さ れ 得 る 。 一 つ の 態 様 に お い て 、 ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン 代 謝 産 物 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 例 え ば ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHお よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン -BSAは 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と し て 単 独 で ま た は 別 の ス ク リ ー ニ ン グ 剤 と の 組 み 合 わ
せ で 使 用 さ れ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ
ニ ド の コ ン ジ ュ ゲ ー ト 、 例 え ば ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド KLHお よ び ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド BSAで あ る 。 別 の 態 様 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の コ ン ジ ュ ゲ ー ト で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 構 造
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

式 中 、 Xは 0～ 10の 炭 素 原 子 ま た は 0～ 2置 換 も し く は 非 置 換 の 芳 香 環 を 含 む ヘ テ ロ 原 子 か ら
な る 結 合 基 で あ り 、 Yは O, NHま た は Sで あ り 、 Zは ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 、 タ ン パ ク 質 、 多 糖 類
も し く は 標 識 の 離 脱 基 で あ る 、
を 有 す る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 上 の 構 造 を 有 す る ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 新 規 の N-ア ル キ
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ル 化 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 誘 導 体 由 来 で あ り 、 構 造 が 以 前 記 載 し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の N-ア シ
ル 化 誘 導 体 よ り ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 構 造 に よ り 近 い こ と が 利 点 で あ る 。 従 っ て 、 一 つ の 具
体 的 な 態 様 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は KLHが ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 窒 素 原 子 (N17)に
リ ン カ ー を 介 し て 共 有 結 合 し て い る ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHで あ る 。 別 の 態 様 に お い て
、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は BSAが ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 窒 素 原 子 (N17)に リ ン カ ー を 介 し て 共
有 結 合 し て い る ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAで あ る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 一 つ の 具 体 的 な 態 様 に お い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ 剤 は 構 造
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

式 中 、 Zは BSAま た は KLHで あ る 、
を 有 す る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 本 発 明 は 、 上 の 化 合 物 (12)を 作 る た め の 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 構 造 ：
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

を 有 す る 化 合 物 を 溶 媒 お よ び 還 元 剤 の 存 在 化 で コ ハ ク 酸 セ ミ ア ル デ ヒ ト と 反 応 さ せ て 構 造
【 化 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　

 
を 有 す る N-ア ル キ ル 化 化 合 物 を 形 成 す る 工 程 、 な ら び に 構 造 (9)の 化 合 物 の カ ル ボ キ シ ル
基 を 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 お よ び 任 意 に 添 加 さ れ る カ ッ プ リ ン グ 添 加 剤 お よ び 溶 媒 の 存 在 下 で
KLHま た は BSAと カ ッ プ リ ン グ し 、 構 造 (12)の 所 望 の 生 成 物 を 形 成 す る 工 程 を 含 む 方 法 を 提
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供 す る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 こ の 局 面 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 還 元 剤 は NaBH 4 , NaBH 3 CN, NaBH 3 (OAc), Zn(BH 4 ) 2 , Li
BH(s-Bu 3 ), LiBH 3 [N(C 3 H 7 ) 2 ], ト リ ア セ ト キ シ ホ ウ 化 水 素 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び ビ ス (イ ソ
プ ロ ポ キ シ -チ タ ニ ウ ム )ホ ウ 化 水 素 か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 局 面 の 別 の 態 様 に お い て 、 カ ッ プ リ ン グ 剤 は 、 DCC (ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル  カ ル ボ ジ イ
ミ ド ), DIC (1,3,ジ イ ソ プ ロ ピ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド ), EDCI (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 化 水 素 ), BBC (1-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル オ キ シ -ビ ス (
ピ ロ ロ リ ジ ノ )ウ ロ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), BDMP (5-(1H-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1
-イ ル オ キ シ )-3,4-ジ ヒ ド ロ -1-メ チ ル  2H-ピ ロ リ ウ ム ヘ キ サ ク ロ ロ ア ン チ モ ン 酸 塩 ), BOM
I (ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル オ キ シ -N,N-ジ メ チ ル メ タ ン イ ミ ニ ウ ム ヘ キ サ ク ロ ロ ア ン
チ モ ン 酸 塩 ), HATU (O-(7-ア ザ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル )-1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル ウ ロ
ニ ウ ム  ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), HAPyU = O-(7-ア ザ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル )-1,1,
3,3-ビ ス (テ ト ラ メ チ レ ン )ウ ロ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 , HBTU = O-(ベ ン ゾ ト リ ア
ゾ ー ル -1-イ ル )-1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 , TAPipU = O-
(7-ア ザ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル )-1,1,3,3-ビ ス (ペ ン タ メ チ レ ン )ウ ロ ニ ウ ム  テ ト ラ
フ ル オ ロ ホ ウ 酸 塩 , AOP (O-(7-ア ザ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル )-ト リ ス (ジ メ チ ル ア ミ ノ
)ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), BDP (ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル -1-イ ル ジ エ チ ル リ
ン 酸 塩 ), BOP (1-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ オ キ シ ト リ ス (ジ メ チ ル ア ミ ノ )ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ
フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), PyAOP (7-ア ゾ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ オ キ シ ト リ ス (ピ ロ ロ リ ジ ノ )ホ ス フ
ォ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), PyBOP (1-ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ オ キ シ ト リ ス (ピ ロ ロ リ
ジ ノ )ホ ス フ ォ ニ ウ ム  ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), TDBTU (2-(3,4-ジ ヒ ド ロ -4-オ キ ソ -1,2
,3-ベ ン ゾ ト リ ア ジ ン -3-イ ル )-1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 塩
), TNTU (2-(5-ノ ル ボ ル ネ ン -2,3-ジ カ ル ボ キ シ イ ミ ド )-1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ
ム テ ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 塩 ), TPTU (2-(2-オ キ ソ -1(2H)-ピ リ ジ ル -1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル
ウ ロ ニ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 塩 ), TSTU (2-ス ク シ ン イ ミ ド -1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル ウ
ロ ニ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 塩 ), BEMT (2-ブ ロ モ -3-エ チ ル -4-メ チ ル チ ア ゾ リ ウ ム テ
ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 塩 ), BOP-CI (ビ ス (2-オ キ ソ -3-オ キ サ ゾ リ ジ ニ ル )ホ ス フ ィ ニ ッ ク 塩
化 物 ), BroP (ブ ロ モ ト リ ス (ジ メ チ ル ア ミ ノ )ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), 
BTFFH (ビ ス (テ ト ラ メ チ レ ン フ ル オ ロ ホ ル ム ア ミ ジ ニ ウ ム )ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), CI
P (2-ク ロ ロ -1,3-ジ メ チ ル イ ミ ダ ゾ リ ジ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), DEPBT (3-(ジ
エ ト キ シ ホ ス フ ォ リ ル オ キ シ )-1,2,3-ベ ン ゾ ト リ ア ジ ン -4(3H)-ワ ン ), Dpp-CI (ジ フ ェ ニ
ル ホ ス フ ィ ニ ッ ク 塩 化 物 ), EEDQ (2-エ ト キ シ -1-エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル -1,2-ジ ヒ ド ロ キ ノ
リ ン ), FDPP (ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ ル ジ フ ェ ニ ル ホ ス フ ィ ン 酸 塩 ), HOTT (S-(1-オ キ シ
ド -2-ピ リ ジ ニ ル )-1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル チ オ ウ ロ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), PyBr
oP (ブ ロ モ ト リ ス (ピ ロ ロ リ ジ ノ )ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), PyCloP (ク
ロ ロ ト リ ス (ピ ロ ロ リ ジ ノ )ホ ス フ ォ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), TFFH (テ ト ラ メ チ
ル フ ル オ ロ ホ ル ム ア ミ ジ ニ ウ ム ヘ キ サ フ ル オ ロ リ ン 酸 塩 ), TOTT (S-(1-オ キ シ ド -2-ピ リ
ジ ニ ル )-1,1,3,3-テ ト ラ メ チ ル チ オ ウ ロ ニ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 塩 )か ら 選 択 さ れ る
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 こ の 局 面 の 別 の 態 様 に お い て 、 カ ッ プ リ ン グ 添 加 剤 は 、 HOBt (1-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ゾ ト リ
ア ゾ ー ル ), HOAt (1-ヒ ド ロ キ シ -7-ア ザ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル ), HODhbt (3-ヒ ド ロ キ シ -3,
4-ジ ヒ ド ロ -4-オ キ ソ -1,2,3-ベ ン ゾ ト リ ア ジ ン ), (CDI) カ ル ボ ニ ル ジ イ ミ ダ ゾ ー ル , NEP
IS (N-エ チ ル -5-フ ェ ニ ル イ ソ キ サ ゾ リ ウ ム -3'-ス ル ホ ン 酸 塩 ), お よ び HOSu (N-ヒ ド ロ キ
シ ス ク シ ン イ ミ ド )か ら 選 択 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の 局 面 の さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 構 造 (9)の 化 合 物 の カ ル ボ キ シ 基 は 、 ハ ロ ゲ ン 化
し た 炭 化 水 素 、 エ ー テ ル 、 ア セ ト ニ ト リ ル 、 THF、 ジ オ キ サ ン 、 ま た は そ の 混 合 物 か ら 選
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択 さ れ る 溶 媒 中 で カ ッ プ リ ン グ 試 薬 お よ び 任 意 に 添 加 さ れ る カ ッ プ リ ン グ 添 加 剤 と 反 応 し
、 上 述 の 反 応 産 物 は 、 任 意 に 添 加 さ れ た バ ッ フ ァ ー の 水 と 、 DMF、 DMSO、 DMPU、 HMPA、 ア
セ ト ン お よ び ア セ ト ニ ト リ ル の 例 か ら 選 択 さ れ る 1以 上 の 両 性 非 プ ロ ト ン 性 溶 媒 と の 混 合
物 で あ る 溶 媒 中 で KLHと 反 応 す る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 構 造 (9)の 化 合 物 の カ ル ボ キ シ 基 の 活 性 エ ス テ ル は 最 初 に 形 成 さ れ
分 離 さ れ る 。 活 性 エ ス テ ル と し て 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル , p-ニ ト ロ フ ェ
ニ ル エ ス テ ル , 1-ヒ ド ロ キ シ ベ ン ズ ト リ ア ゾ リ ル エ ス テ ル 、 お よ び ペ ン タ フ ル オ ロ フ ェ ニ
ル エ ス テ ル が 挙 げ ら れ る 。 3-O-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル -ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の N-ヒ ド ロ キ シ ス
ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の 合 成 は 、 実 施 例 １ お よ び 図 ２ に 記 載 さ れ る 。 同 様 に 、 N-カ ル ボ キ
シ プ ロ ピ ル ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド エ ス テ ル の 合 成 は 実 施 例
２ お よ び 図 ４ に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 選 択 さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 性 を 調 べ る た め に 、 標
準 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ 、 か つ 上 述 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト な ら び に
オ ピ エ ー ト 等 の 他 の 試 験 化 合 物 を 用 い て さ ら に 試 験 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 か か る 化 合 物 は 、
本 明 細 書 中 に 記 載 の 方 法 （ 実 施 例 ３ 参 照 ） お よ び 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 方 法 を 用 い
て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 お よ び 他 の オ ピ エ ー ト に 対 す
る 結 合 特 異 性 お よ び ／ ま た は 結 合 親 和 性 を 調 べ る た め に 使 用 さ れ 得 る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ を
用 い る 抗 体 の 特 異 性 お よ び ／ ま た は 結 合 親 和 性 を 調 べ る た め の 多 数 の 方 法 が 当 該 分 野 に お
い て 公 知 で あ る （ 例 え ば 、 "Antibodies: A Laboratory Manual," Harlowお よ び Lane (編 )
, Cold Spring Harbor Press (1988); Friguetら , J. Immunol. Meth. 77: 305-319 (198
5); Mullerら , J. Immunol. Meth. 34: 345-352 (1980); Antoniら , J. Immunol. Meth. 
83:61 (1985)参 照 ） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 親 和 性 は ま た 、 ミ ニ ゲ ル 濾 過 技 術 （ 例 え
ば 、 Niedel, J. Biol. Chem. 256:9295 (1981)参 照 ） お よ び 、 例 え ば 、 BIAcore等 の バ イ
オ セ ン サ ー を ベ ー ス に し た 分 析 系 を 用 い て 結 合 ／ 解 離 速 度 の 測 定 を す る こ と (Pharmacia B
iosensor AB, Nature 361:186-187 (1993))を 含 む 他 の 技 術 を 用 い て 調 べ ら れ 得 る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 使 用 方 法
　 本 発 明 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 哺 乳 動 物 被 験 体 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 検 出 の た め の 方 法 に お い て 、 被 験 体 か ら 体 液 ま た は 組 織 試 料
を 得 て 、 抗 体 -抗 原 複 合 体 の 形 成 に 適 切 な 条 件 下 で 本 発 明 の 1以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と
試 料 を 接 触 さ せ る こ と に よ っ て 使 用 さ れ 得 る 。 次 に 、 か か る 複 合 体 の 存 在 ま た は 量 が 本 明
細 書 中 に 記 載 の 方 法 お よ び 当 該 分 野 に お い て 公 知 の 他 の 方 法 に よ っ て 調 べ ら れ 、 試 験 試 料
で 検 出 さ れ た 複 合 体 の 存 在 ま た は 量 は 抗 原 の 既 知 の 量 を 含 ん で い る 一 連 の 標 準 品 ま た は 対
照 試 料 で 検 出 さ れ た 複 合 体 の 存 在 ま た は 量 と 比 較 さ れ る 。 従 っ て 、 本 発 明 は さ ら に 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 生 物 学 的 試 料 、 好 ま し
く は 血 液 、 血 清 、 尿 、 粘 液 ま た は だ 液 中 に お い て 検 出 す る 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 検 出 す る 方 法 を 提 供 し 、 該
方 法 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 交 差 反 応 し
な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 結 合 す る の に 適
切 な 条 件 下 で 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上
の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 試 料 を 接 触 さ せ る
工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 本 方 法 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 す る 2以 上 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 異
な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
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　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る 方 法 を 提 供
し 、 該 方 法 は 、 1つ の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン ま た は 別 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 試 料 と を
、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が そ の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 結 合 す る の に 適 切 な 条 件 下 で 接
触 さ せ る 工 程 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す
る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て 、 方 法 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し
、 か つ ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 別 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 と 交 差 反 応 し な い 2以 上 の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 試 料 と を 接 触 さ せ る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 分 子 の 異 な る エ ピ ト ー プ を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 試 料 中 の 2以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る 方
法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 2以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 か つ ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 試 料 と を 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が そ の
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 結 合 す る の に 適 切 な 条 件 下 で 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お
い て 、 試 料 中 の 2以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る 方 法 は 、 試 料 を 2以 上 の モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 異 な る ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 し な い 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 さ ら に 別 の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 結 合 す る の に 適 切 な 条 件 下 で 、
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 と 試 料 を 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 に 結 合 し た ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る 工 程 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て
、 本 発 明 は 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出
す る た め の 方 法 を 提 供 し 、 該 方 法 は 試 料 を 2以 上 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と 接 触 さ せ る 工 程
を 含 み 、 そ こ で 各 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 個 々 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 生 物 学 的 試 料 に お け る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝
産 物 を 検 出 す る た め の 記 載 さ れ た 方 法 の い ず れ か に お い て 、 方 法 は イ ム ノ ア ッ セ イ 、 例 え
ば 、 酵 素 イ ム ノ ア ッ セ イ (EIA)、 酵 素 免 疫 測 定 法 (ELISA)、 ラ ジ オ イ ム ノ ア ッ セ イ (RIA)、
間 接 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 直 接 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 非 競 合 型 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 サ ン
ド イ ッ チ イ ム ノ ア ッ セ イ 、 凝 集 ア ッ セ イ 、 ま た は 本 明 細 書 中 で 記 載 さ れ 、 当 該 分 野 で 公 知
の 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ で あ り 得 る （ Zola, 1987, Monoclonal Antibodies: A Manual of T
echniques, pp. 147-158, CRC Press, Inc.参 照 ） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 関 す る イ ム ノ ア
ッ セ イ は 、 ヘ テ ロ 性 の 形 式 ま た は ホ モ 性 の 形 式 で 構 成 さ れ 得 る 。 ヘ テ ロ 性 の イ ム ノ ア ッ セ
イ は 、 フ リ ー の 検 体 か ら 結 合 し た 検 体 、 ま た は フ リ ー の 標 識 体 か ら 結 合 し た 標 識 体 を 固 相
分 離 す る こ と を 組 み 入 れ る こ と に よ っ て 区 別 さ れ る 。 固 相 は 当 該 分 野 で 周 知 の 各 種 形 態 を
取 り 得 、 管 、 板 、 ビ ー ズ 、 お よ び 条 片 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ る も の で は な い 。
一 つ の 特 に 好 ま し い 形 態 は マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト で あ る 。 固 相 物 質 と し て は 、 各 種 ガ
ラ ス 、 ポ リ マ ー 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 紙 、 ま た は 膜 か ら 成 り 得 る 。 ポ チ ス チ レ ン 等 の プ ラ ス チ
ッ ク が 特 に 好 ま し い 。 ヘ テ ロ 性 の イ ム ノ ア ッ セ イ は 競 合 的 形 式 ま た は 非 競 合 的 形 式 、 す な
わ ち 、 サ ン ド イ ッ チ で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 薬 物 お よ び 薬 物 の 代 謝 産 物 等 の 低 分 子 量 の 検 体 に つ い て は 、 競 合 的 形 式 が 好 ま し い 。 ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に つ い て の 競 合 的 な ヘ
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テ ロ 性 の イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 様 々 な 方 法 で 構 成 さ れ 得 る 。 例 え ば 、 一 つ の 形 式 に お い て 、
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 な 抗 体 が 固
相 に 固 定 化 さ れ 、 試 料 と 、 限 ら れ た 数 の レ セ プ タ ー の 結 合 サ イ ト に つ い て 競 合 す る ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト と を イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 検 体 お よ び コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 非 結 合
部 分 が そ の 後 除 去 さ れ 、 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト 量 が 測 定 さ れ る 。 結 合 し た コ ン ジ ュ ゲ ー
ト 量 は 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 の 量
に 反 比 例 す る 。 用 量 -反 応 較 正 曲 線 は 当 該 分 野 で 周 知 の 方 法 を 用 い て 検 体 の 既 知 量 を 用 い
て 構 築 さ れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 発 明 に 関 す る 第 ２ の 好 ま し い 形 態 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 誘 導 体 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト を タ
ン パ ク 質 等 の 高 分 子 キ ャ リ ア 物 質 を 用 い て 最 初 に 調 製 す る こ と を 含 む 。 か か る コ ン ジ ュ ゲ
ー ト の 調 製 は 本 明 細 書 中 に 、 例 え ば 、 実 施 例 １ で キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン (BSA)と の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ び キ ャ リ ア タ ン パ ク 質 の キ ー ホ ー ル リ
ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン (KLH)と の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト に つ い て 記 載 さ れ る 。
こ の タ イ プ の コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 共 有 的 な 固 定 化 ま た は 受 動 的 な 固 定 化 を 用 い て 選 択 的 固
相 に 固 定 さ れ 得 る 。 実 施 例 １ ０ で は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト の マ イ ク
ロ タ イ タ ー プ レ ー ト へ の 受 動 的 な 固 定 化 が 説 明 さ れ る 。 試 料 中 の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に
つ い て ア ッ セ イ す る た め に 、 例 え ば 、 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 被 覆 し た プ レ ー ト の 調 製 後 、 抗 体
ま た は 他 の レ セ プ タ ー が 予 め 測 定 さ れ た 最 適 な 希 釈 で ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 含 む 試 料 と
同 時 に 添 加 さ れ る 。 限 ら れ た 数 の 抗 体 ま た は 他 の レ セ プ タ ー の 結 合 サ イ ト に つ い て 、 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト が 結 合 し た 固 相 と 溶 液 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 間 で 競 合 が 生 じ る 。 イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン 後 、 固 相 は 非 結 合 の レ セ プ タ ー を 除 去 す る た め に 洗 浄 さ れ る 。 最 終 的 に 、 結 合 し
た 抗 体 ま た は 他 の レ セ プ タ ー の 存 在 を 検 出 す る た め に 使 用 さ れ る 標 識 が 添 加 さ れ る 。 例 え
ば 実 施 例 １ ０ で 記 載 す る ELISAア ッ セ イ の 場 合 、 標 識 と し て 、 結 合 し た 抗 体 ま た は 他 の レ
セ プ タ ー の 種 に 対 す る 第 二 の 抗 体 ま た は レ セ プ タ ー 、 例 え ば 、 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ
キ シ ダ ー ゼ (HRP)等 の 酵 素 標 識 に コ ン ジ ュ ゲ ー ト さ れ る ウ サ ギ 抗 -ヒ ツ ジ 抗 体 が 挙 げ ら れ る
。 他 の 酵 素 標 識 お よ び 第 二 の 結 合 物 質 は ELISAsの マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト の 当 業 者 に は
す ぐ に 明 ら か に な る 。 最 初 に 記 載 さ れ た ア ッ セ イ 形 式 と 同 様 に 、 結 合 し た 検 体 の コ ン ジ ュ
ゲ ー ト の 量 は 試 料 中 の 検 体 の 量 に 反 比 例 す る 。 用 量 -反 応 較 正 曲 線 は 検 体 の 公 知 の 量 を 用
い て 構 築 さ れ 、 未 知 試 料 中 の 検 体 量 は 標 準 的 な 方 法 を 用 い て 較 正 曲 線 に 相 関 さ せ る 。 結 合
し た コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 量 は 試 料 中 の 検 体 量 に 反 比 例 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 本 発 明 の 好 ま し い ホ モ 性 の 微 粒 子 イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 お よ び 試 験 の キ ッ ト は 、 血 清 、
血 漿 、 全 血 、 尿 お よ び だ 液 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン 代 謝 産 物 の 検 出 の た め に 用 時 調 製 の 液 体 試 薬 を 含 む ２ つ の 試 薬 系 を 含 む 。 溶 液 中 の 微 粒
子 の 運 動 相 互 作 用 (KIMS)は 自 動 化 さ れ た ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て 簡 便 に 測 定 さ れ る 。 こ の 個
別 の ア ッ セ イ 形 式 に お い て 、 個 々 の 検 体 に 対 し て 特 異 的 な 抗 体 が 共 有 的 な 固 定 化 ま た は 受
動 的 な 固 定 化 を 用 い て 微 粒 子 上 に 負 荷 さ れ 、 検 体 の 誘 導 体 は ア ミ ノ デ キ ス ト ラ ン 等 の 選 択
的 な 高 分 子 に 結 合 し 、 こ れ を 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と い う 。 微 粒 子 上 の 限 ら れ た 量 の 特 異 的
な 抗 体 結 合 部 位 へ の 結 合 に つ い て 、 血 清 試 料 中 で 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 任 意 の 薬 物 間 で 競
合 反 応 が 生 じ る 。 溶 液 中 で の 微 粒 子 の 運 動 相 互 作 用 、 す な わ ち 、 凝 集 は 微 粒 子 上 の 抗 体 に
薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 結 合 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ 、 試 料 中 の 薬 物 の 存 在 に よ っ て 阻 害
さ れ る 。 微 粒 子 の 相 互 作 用 は 溶 液 の 吸 光 度 に よ っ て 測 定 さ れ 、 言 い 換 え る と 溶 液 の 濁 度 に
関 連 す る 。 粒 子 と 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 架 橋 結 合 は よ り 高 い 濁 度 （ よ り 高 い 吸 光 度 ） に 結
び つ く 。 粒 子 上 の 抗 体 に 結 合 す る フ リ ー の 薬 物 は よ り 低 い 濁 度 （ よ り 低 い 吸 光 度 ） を 生 じ
る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ホ モ 性 の 微 粒 子 イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 お よ び 試 験 の キ ッ ト に 関 す る 第 二 の 形 式 は 、 血 清
、 血 漿 、 全 血 、 尿 お よ び だ 液 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝
産 物 の 検 出 の た め に 用 時 調 製 の 液 体 試 薬 を 含 む 。 溶 液 中 の 微 粒 子 の 運 動 相 互 作 用 、 す な わ
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ち 、 凝 集 は 自 動 化 さ れ た ア ナ ラ イ ザ ー を 用 い て 簡 便 に 測 定 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ 形 式 に お
い て 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 等 の 選 択 的 な 高 分 子 に 結 合 す る 薬 物 誘 導 体 は 共 有 的 な 固 定 化 ま
た は 受 動 的 な 固 定 化 を 用 い て 微 粒 子 上 に 負 荷 さ れ る 。 特 定 の 検 体 に 対 す る 抗 体 は バ ッ フ ァ
ー 系 で 調 製 さ れ る 。 反 応 溶 液 中 で 限 ら れ た 量 の 特 定 の 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 、 微 粒 子 上 の
薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 血 清 試 料 中 に 存 在 す る 薬 物 と の 間 で 競 合 反 応 が 生 じ る 。 溶 液 中 の 微
粒 子 の 運 動 相 互 作 用 は 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が 抗 体 に 結 合 す る こ と に よ っ て 誘 導 さ れ 、 試 料
中 の 薬 物 の 存 在 に よ っ て 阻 害 さ れ る 。 微 粒 子 の 相 互 作 用 は 、 溶 液 の 吸 光 度 に よ っ て 測 定 さ
れ 、 言 い 換 え る と 溶 液 の 濁 度 に 関 連 す る 。 粒 子 と 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト の 架 橋 結 合 は よ り 高
い 濁 度 （ よ り 高 い 吸 光 度 ） に 結 び つ く 。 粒 子 上 の 抗 体 に 結 合 す る フ リ ー の 薬 物 が よ り 低 い
濁 度 （ よ り 低 い 吸 光 度 ） を 生 じ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 本 発 明 の 別 の イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 に お い て 、 蛍 光 偏 光 イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 お よ び 試 験
の キ ッ ト は 、 蛍 光 偏 光 の 原 理 を 用 い て 、 血 清 、 血 漿 、 全 血 、 尿 お よ び だ 液 中 の ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン お よ び ／ ま た は 1以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 を 検 出 す る た め の 用 時 調 製 の 液
体 試 薬 を 含 む 。 こ の ア ッ セ イ 形 式 に お い て 、 薬 物 誘 導 体 は 蛍 光 プ ロ ー ブ で タ グ 化 ま た は ラ
ベ ル 化 さ れ 、 検 体 に 対 す る 抗 体 は バ ッ フ ァ ー 系 で 調 製 さ れ る 。 反 応 溶 液 中 で 限 ら れ た 量 の
特 定 の 抗 体 へ の 結 合 に つ い て 蛍 光 ト レ ー サ を 付 け た 薬 物 と 血 清 試 料 中 の 薬 物 と の 間 で 競 合
反 応 が 生 じ る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 蛍 光 分 子 ま た は 蛍 光 プ ロ ー ブ が 適 切 な 波 長 （ 励 起 波 長 ） の 光 で 照 射 さ れ る と 、 よ り 長 い
波 長 （ 発 光 波 長 ） で あ る 光 が 放 射 さ れ る 。 放 射 さ れ た 光 が 偏 光 し て い る か い な い か は 溶 液
中 で 循 環 し て い る 蛍 光 プ ロ ー ブ の 自 由 度 に 依 存 す る 。 蛍 光 色 素 等 の 小 さ い 分 子 は 発 光 が 生
じ る 前 に す ぐ に 循 環 し 得 、 放 射 さ れ る 光 の 偏 光 解 消 を 生 じ る 。 対 照 的 に 、 抗 体 に 複 合 体 化
し た 蛍 光 色 素 の 標 識 を し た 薬 物 コ ン ジ ュ ゲ ー ト 等 の 蛍 光 の 高 分 子 複 合 体 は 、 ず っ と よ り 遅
く 循 環 す る 。 従 っ て 、 励 起 と 発 光 の 間 の 時 間 に お い て 、 高 分 子 複 合 体 は ほ ん の わ ず か し か
循 環 せ ず 、 発 光 は 偏 光 さ れ る 。 蛍 光 偏 光 は 薬 物 濃 度 の 再 現 可 能 機 能 で あ り 、 試 料 中 の 薬 物
濃 度 の 定 量 的 な 測 定 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 に よ っ て 意 図 さ れ る 別 の イ ム ノ ア ッ セ イ 形 式 は 、 抗 体 ま た は 他 の 結 合 レ セ プ タ ー
に 結 合 し た 場 合 阻 害 さ れ る 電 気 活 性 標 識 の 使 用 に 基 づ い た 、 ホ モ 性 の 電 気 化 学 的 な イ ム ノ
ア ッ セ イ で あ る 。 好 ま し い 電 気 活 性 標 識 は 、 ビ ピ リ ジ ル オ ス ミ ウ ム 錯 体 等 の 可 逆 性 の レ ド
ッ ク ス 標 識 で あ る 。 シ グ ナ ル 増 幅 は 、 レ ド ッ ク ス 酵 素 に よ っ て 生 物 電 気 触 媒 的 に こ れ ら の
メ デ ィ エ ー タ ー を レ ド ッ ク ス が 循 環 す る こ と に よ っ て 、 ま た は イ ン タ ー デ ジ タ ル ア レ イ (I
DA)電 極 の 使 用 を 介 し て 達 成 さ れ 得 る 。 ホ モ 性 の ア ッ セ イ で 使 用 さ れ る 形 式 は 、 逐 次 的 な
結 合 阻 害 で あ る 。 ア ッ セ イ さ れ る 試 料 は 抗 体 ま た は 他 の 結 合 レ セ プ タ ー と 混 合 さ れ る 。 ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 が 存 在 す る 場 合 、 結 合 が 生 じ る
。 そ の 後 、 残 存 し て い る 非 結 合 の 抗 体 ／ 結 合 レ セ プ タ ー は 、 標 識 さ れ た 薬 物 電 気 活 性 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト と 混 合 さ れ る 。 そ の 結 果 、 非 結 合 の 標 識 さ れ た 薬 物 電 気 活 性 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が
電 極 表 面 で 測 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 が 試 料 中 に 存 在 し な い 時
、 よ り 多 量 の 抗 体 ま た は 結 合 レ セ プ タ ー は 薬 剤 標 識 し た 電 子 反 応 性 の コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 結
合 し う る 。 こ れ は 電 子 反 応 性 の 化 合 物 の 最 大 の 阻 害 と な る 。 試 料 に お け る 高 い 被 検 体 の 濃
度 は 、 電 子 反 応 性 の 化 合 物 を ほ と ん ど ま た は 全 く 阻 害 し な い 。 そ れ ゆ え に 、 電 子 化 学 応 答
と 被 検 体 の 濃 度 の 間 で の 明 確 な 相 関 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 本 発 明 の 更 に 他 の イ ム ノ ア ッ セ イ 様 式 に お い て 、 試 料 中 に 存 在 す る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お
よ び ／ ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 が 、 キ ャ ピ ラ リ ー 表 面 に 固 定 化 さ れ る 抗 体 上 の
結 合 部 位 に 対 し て 薬 剤 標 識 し た 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト と 競 合 す る 。 未 結 合 の 被 検 体 酵 素 コ ン
ジ ュ ゲ ー ト は 、 酵 素 が 基 質 を 電 子 反 応 性 の 産 物 に 変 換 す る 検 出 領 域 へ と 流 れ 込 む 。 該 産 物
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は 次 に 電 極 で 電 子 化 学 的 に 検 出 さ れ る 。 試 料 に お け る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 の 濃 度 が 高 い 時 、 未 結 合 の ま ま 検 出 領 域 へ と 流 入 す る よ り 多 く
の 被 検 体 の 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト が あ る 。 こ の 結 果 、 酵 素 コ ン ジ ュ ゲ ー ト で 産 生 さ れ る 電 子
反 応 性 の 産 物 が よ り 高 濃 度 に な り 、 電 極 で よ り 高 い 電 流 が 検 出 さ れ る 。 そ れ ゆ え に 、 電 極
で 検 出 さ れ る 電 流 と 被 検 体 の 濃 度 の 間 に 明 確 な 相 関 が あ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 側 面 は 、 試 料 に お け る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は １ つ 以 上 の ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 の 測 定 に つ い て の 、 該 発 明 の ア ッ セ イ 方 法 を 簡 単 に 行 な う た め の 有
用 な キ ッ ト に 関 す る 。 対 象 発 明 の 用 途 の 広 さ を 促 進 す る た め に 、 該 発 明 の 方 法 で 有 用 な 試
薬 は 、 試 薬 の 割 合 が 方 法 お よ び ア ッ セ イ の 実 質 的 な 最 適 化 を 提 供 す る よ う に 、 パ ッ ケ ー ジ
さ れ た 組 み 合 わ せ で 、 同 じ ま た は 別 の 容 器 に お い て 、 液 体 ま た は 凍 結 乾 燥 さ れ た 形 態 で 提
供 さ れ 得 る 。 試 薬 は 個 々 の 容 器 に そ れ ぞ れ あ っ て も 良 く 、 ま た は 様 々 な 試 薬 が 試 薬 の 交 差
反 応 性 お よ び 安 定 性 に よ っ て 一 つ 以 上 の 容 器 に お い て 組 み 合 わ さ れ 得 る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 試 薬 キ ッ ト は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／ ま た は 一 つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の
代 謝 産 物 に 特 異 的 な レ セ プ タ ー な ら び に ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の リ ガ ン ド お よ び 非 等 張 性 、 シ
グ ナ ル 発 生 部 分 か ら な る コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 含 む 。 試 薬 は 液 体 の 形 態 の ま ま で も よ く 、 ま た
は 凍 結 乾 燥 さ れ て も よ い 。 キ ッ ト は ア ッ セ イ を 行 な う の に 有 用 な 校 正 お よ び 対 照 物 質 を 更
に 含 む こ と が で き る 。 レ セ プ タ ー ま た は コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 固 体 支 持 上 に 固 定 化 さ れ て も よ
い 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 以 下 の 実 施 例 は 更 に 本 発 明 を 例 証 す る が 、 如 何 な る 方 法 に お い て も 本 発 明 を 限 定 し て 解
釈 す べ き で は な い 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ９ ７ 】
実 施 例 １ 　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLHお よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLHの 調 製
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH（ 5） の 調 製 を 図 2に 示 す 。 第 一 に 、 3-O-(エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル プ ロ
ピ ル )ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 2） を 調 製 し た 。 エ チ ル 4-ブ ロ モ 酪 酸 エ ス テ ル （ 300 μ L, 2.09 
mmol） お よ び 炭 酸 カ リ ウ ム （ 500 mg） の 後 に 2 mgの 18-ク ラ ウ ン -6を 、 12 mLの 無 水 ア セ ト
ン （ 炭 酸 カ リ ウ ム 中 で 乾 燥 お よ び 精 製 し た ） お よ び 5.5 mLの 無 水 DMF中 の 190 mg（ 0.37 mm
ol） の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 塩 酸 塩 （ シ グ マ 化 学 ） の 溶 液 に 添 加 し た 。 混 合 物 は 加 熱 し て ア ル
ゴ ン 下 で 70時 間 還 流 し 、 室 温 ま で 冷 却 さ せ た 。 反 応 混 合 物 を 濾 過 し 、 濾 過 物 は 減 圧 下 で 濃
縮 し た 。 水 （ 40 mL） を 残 留 物 に 加 え 、 水 相 画 分 を 3 x 50 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し た
。 有 機 画 分 を 混 合 、 乾 燥 （ 硫 化 ナ ト リ ウ ム ） 、 お よ び 濃 縮 し た 。 残 余 物 を ジ ク ロ ロ メ タ ン
に お け る 10%エ チ ル 酢 酸 を 使 用 し て シ リ カ ゲ ル フ ラ ッ シ ュ カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ
っ て 精 製 し 、 128 mg（ 0.22 mmol,58%） の 3-O-（ エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル プ ロ ピ ル ） ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン （ 2） を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 次 に 、 3-O-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル -ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 3） を 合 成 し た 。 水 酸 化 リ チ ウ ム 水
和 物 （ 150 mg, 3.5 mmol） を 12 mLの メ タ ノ ー ル お よ び 6 mLの 水 に お け る 120 mg（ 0.21 mm
ol） の 3-O-（ エ ト キ シ カ ル ボ ニ ル プ ロ ピ ル ） ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 2） の 懸 濁 液 に 添 加 し 、
続 い て 3 mLの THFの 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 18時 間 攪 拌 し 減 圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 余 物 に
、 25 mLの 水 を 加 え 、 反 応 混 合 物 は 1N HClを 使 用 し て pH 5に 調 整 さ れ た 。 水 相 画 分 を 3 x 5
0 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し た 。 有 機 画 分 を 混 合 、 乾 燥 （ 硫 化 ナ ト リ ウ ム ） 、 お よ び 減
圧 下 で 濃 縮 し た 。 残 余 物 は メ タ ノ ー ル -酢 酸 エ チ ル 混 合 物 を 用 い て 分 取 薄 相 ク ロ マ ト グ ラ
フ ィ ー （ シ リ カ ゲ ル  60 F254 プ レ ー ト , E.M. Science） で 精 製 さ れ 、 95 mg（ 0.17 mmol,
 83%） の 所 望 の 酸 3-O-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル -ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 3） を 得 た 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 3-O-(ス ク シ ニ ミ ド -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -プ ロ ピ ル )-ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 4） は 、 150 mg(0
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.78 mmol)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 お よ び 150 
mg（ 1.3 mmol） の N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ニ ミ ド を 6 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン （ 二 水 素 カ ル シ ウ ム
中 で 精 製 し た ） 中 の 88 mg(0.16 mmol)の 3-O-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル -ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 3）
の 溶 液 に 添 加 し て 調 製 さ れ た 。 混 合 物 を ア ル ゴ ン 下 で 18時 間 攪 拌 し 、 濃 縮 し た 。 残 余 物 は
溶 出 液 と し て 酢 酸 エ チ ル を 用 い て 分 取 薄 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ シ リ カ ゲ ル  60 F254 プ
レ ー ト ,E.M. Science） で 精 製 さ れ 、 70 mg（ 0.10 mmol, 68%） の 活 性 化 し た ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン エ ス テ ル 3-O-(ス ク シ ニ ミ ド -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -プ ロ ピ ル )-ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 4） を
得 た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 免 疫 原 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH（ 5） は 、 12 mLの ジ メ チ ル ス ル ホ キ
シ ド （ DMSO） 、 氷 浴 で 冷 却 し た 10.2 mLの 50 mMの リ ン 酸 カ リ ウ ム (pH 7.5)中 の 240 mgの キ
ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ Calbiochem） を 含 む 溶 液 に 滴 下 添 加 し て 調 製 さ れ た 。
反 応 温 度 を 室 温 下 で 維 持 し た 。 2 mLの DMFに お け る 70 mgの ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 活 性 化 エ ス テ
ル （ 4） の 溶 液 を 滴 下 し て タ ン パ ク 質 溶 液 に 添 加 し た 。 混 合 物 は 室 温 で 18時 間 攪 拌 さ せ た
。 生 じ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ （ 10,000 MW限 界 ） に 入 れ 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム
中 70％  DMSO 1 L（ pH 7.5, 少 な く と も 3時 間 毎 に 、 3回 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 50％  D
MSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 30％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間
） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 10％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） に お い て 室 温 で 透 析 し 、
続 け て 4℃ で 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7.5） を 用 い て 6回 交 換 し た （ 少 な く と も 6時 間 毎 に
つ き 1 L毎 ） 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 バ イ オ ラ ッ ド ク ー マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ B
radford, M. Anal. Biochem. 72:248,1976） を 使 用 し て 5.2 mg/mLで あ る と 測 定 さ れ た 。 3
7 mLの 全 コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 た 。 有 効 な リ ジ ン 修 飾 化 の 程 度 は 、 TNBS法 で 62%で あ る と 測
定 さ れ た (Habeeb AFSA, Anal. Biochem. 14:328-34, 1988)。
【 ０ １ ０ １ 】
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAの 調 製
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSA（ 6） の 調 製 を 図 2に 示 す 。 20 mLの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7.5
） に お け る 1.5 gの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） の 溶 液 を 氷 浴 に お い て 冷 却 し た 。 反 応 混 合
物 が 室 温 下 で 維 持 さ れ る よ う に 、 溶 液 に 25 mLの DMSOの 滴 下 し て 添 加 し た 。 タ ン パ ク 質 溶
液 に 2 mLの 無 水 DMFに お け る 40 mgの ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 活 性 化 エ ス テ ル 、 3-O-(ス ク シ ニ ミ
ド -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -プ ロ ピ ル ） -ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 4） の 溶 液 を 滴 下 し て 添 加 し た 。 反
応 混 合 物 を 室 温 で 24時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ （ 10,000MW 
限 界 ） に 入 れ 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 70％  DMSO 1 L（ pH 7.5, 少 な く と も 3時 間 毎 に 3回
） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 50％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中
30％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 10％  DMSO 1 L（ 少 な く と も
3時 間 ） に お い て 室 温 で 透 析 し 、 続 け て 4℃ で 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7.5） を 用 い て 6回
交 換 し た （ 少 な く と も 6時 間 毎 に つ き 1 L毎 ） 。 タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 バ イ オ ラ ッ ド ク ー マ シ
ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ Bradford） を 使 用 し て 20.3 mg/mLで あ る と 測 定 さ れ た 。 55
 mLの 全 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 得 た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
実 施 例 ２ 　 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLHお よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合
成
ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAの 調 製
　 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSA（ 11） の 調 製 を 図 3お よ び 4に 示 す 。 N-シ ア ノ -ノ ル ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン （ 7） を 、 炭 酸 カ リ ウ ム 水 溶 液 を 使 用 し て ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 す る こ と に よ っ て
、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 塩 酸 塩 （ 500 mg, 0.99 mmol） を ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 遊 離 塩 基 に 変 換 す
る こ と で 合 成 し た 。 有 機 層 を 混 合 、 乾 燥 （ 無 水 硫 化 ナ ト リ ウ ム ） 、 お よ び 濃 縮 し た 。 単 離
し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 遊 離 塩 基 を 10 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン （ 二 水 素 カ ル シ ウ ム 中 で 精 製 し
た ） に 溶 解 し 、 1 mLの 臭 化 シ ア ン 溶 液 （ ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 に 3 M） を 添 加 し た 。 混 合 物 を
ア ル ゴ ン 下 、 6時 間 42℃ で 攪 拌 し 、 0.2 mLの 臭 化 シ ア ン 溶 液 （ ジ ク ロ ロ メ タ ン 中 に 3 M） を
添 加 し た 。 反 応 混 合 物 は ア ル ゴ ン 雰 囲 気 下 、 42℃ で 68時 間 攪 拌 さ せ た 。 反 応 混 合 物 を 酢 酸
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エ チ ル 中 80%の ク ロ ロ ホ ル ム を 使 用 し て 分 取 薄 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ シ リ カ ゲ ル  60 F25
4プ レ ー ト 、 E.M. Science） に よ っ て 濃 縮 お よ び 精 製 し 、 166 mg（ 38 %, 0.37 mmol） の N-
シ ア ノ -ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 7） を 得 た 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 8） は 150 mg（ 0.34 mmol） の N-シ ア ノ -ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
（ 7） に 対 し て 10 mLの 氷 酢 酸 、 2 mLの 水 、 お よ び 400 mgの 亜 鉛 粉 末 を 添 加 し て 調 製 さ れ た
。 混 合 物 を 2時 間 還 流 し 、 さ ら な る 400 mgの 亜 鉛 粉 末 を 添 加 し た 。 混 合 物 は 加 熱 し て 7時 間
還 流 さ せ 、 続 い て 室 温 ま で 冷 却 さ せ た 。 反 応 混 合 物 を 1 N水 酸 化 ナ ト リ ウ ム の 添 加 で pH 9
に 合 わ せ た 。 水 相 を 数 回 ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 混 合 、 乾 燥 （ 無 水 硫 化 ナ ト
リ ウ ム ） 、 お よ び 濃 縮 し た 。 残 余 物 は 溶 出 液 と し て の メ タ ノ ー ル お よ び ジ ク ロ ロ メ タ ン の
混 合 物 を 使 用 し て 分 取 薄 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ シ リ カ ゲ ル  60 F254 プ レ ー ト 、 E.M. Sc
ience） に よ っ て 精 製 し 、 100 mg (71%, 0.24 mmol)の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 8） を 得 た
。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 4 mLの 新 た に 精 製 し た THF中 の 78 mg（ 0.18 mmol） の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 8） の 溶 液
を 0℃ に 冷 却 し た 。 N-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル -ノ ル ブ プ レ ン ノ ル フ ィ ン （ 9） は ノ ル ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン 反 応 混 合 物 に 2 mLの THF中 の 0.5 mLの コ ハ ク 酸 セ ミ ア ル デ ヒ ド （ 15% 水 溶 液 ） 溶
液 、 続 け て 100 mg（ 1.59 mmol） の シ ア ノ ホ ウ 酸 化 水 素 ナ ト リ ウ ム を 添 加 す る こ と で 調 製
さ れ た 。 混 合 物 を 90分 間 0℃ で か つ 室 温 で 30分 間 攪 拌 し た 。 反 応 混 合 物 に 1 mLの 1 N 塩 酸
を 添 加 し 、 反 応 混 合 物 を 2時 間 攪 拌 し た 。 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム の 固 体 を 添 加 し 反 応 物 の pHを p
H 5に 合 わ せ た 。 反 応 混 合 物 を 3 x 20 mLの ジ ク ロ ロ メ タ ン で 抽 出 し た 。 有 機 相 を 混 合 、 乾
燥 （ 無 水 硫 化 ナ ト リ ウ ム ） 、 お よ び 濃 縮 し た 。 残 余 物 を 逆 相 C-18カ ラ ム を 用 い た 分 取 HPLC
（ 0.1% TFAを 含 む ア セ ト ニ ト リ ル （ MeCN） ／ 水 を 用 い た グ ラ ジ ェ ン ト 作 動 ） に よ っ て 精 製
し 、 55 mg（ 58%, 0.11 mmol） の N-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル -ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 9） を 得
た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 N-(ス ク シ ニ ミ ド -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -プ ロ ピ ル )-ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 10） を 15 μ L(
0.085 mmol)の ジ イ ソ プ ロ ピ ル エ チ ル ア ミ ン お よ び 22 mg（ 0.073 mmol） の O-(N-サ ク シ ニ
ミ ジ ル )-N,N,N',N'-テ ト ラ メ チ ル ウ ロ ニ ウ ム テ ト ラ フ ル オ ロ ホ ウ 酸 を 0℃ で 0.7 mLの 新 た
に 精 製 し た THF中 の 13.5 mg（ 0.027 mmol） の N-カ ル ボ キ シ プ ロ ピ ル -ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン （ 9） に 添 加 す る こ と で 調 製 し た 。 混 合 物 は 室 温 ま で 温 め さ せ 、 室 温 で 2時 間 攪 拌 さ せ 、
次 に 濃 縮 し た 。 残 余 物 を 溶 出 液 と し て の 酢 酸 エ チ ル を 使 用 し て 分 取 薄 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （ シ リ カ ゲ ル  60 F254 プ レ ー ト 、 E.M. Science） に よ っ て 精 製 し 、 8 mg（ 0.013 mmol,
 53%） の N-(ス ク シ ニ ミ ド -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -プ ロ ピ ル )-ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン （ 10） を
得 た 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ 11） を 以 下 の よ う に 調 製
し た 。 8 mLの 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH7.5） 中 の 0.62 gの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） の
溶 液 を 氷 浴 で 冷 却 し た 。 反 応 混 合 物 が 室 温 下 で 維 持 さ れ る よ う に 、 溶 液 に 10 mLの DMSOを
滴 下 し て 加 え た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 1 mLの 無 水 DMF中 の 14 mg（ 0.023 mmol） の ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン 活 性 化 エ ス テ ル N-(ス ク シ ニ ミ ド -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -プ ロ ピ ル )-ノ ル ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン （ 10） の 溶 液 を 滴 下 し て 添 加 し た 。 反 応 混 合 物 を 室 温 で 24時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ
た コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ （ 10,000MW 限 界 ） に 入 れ 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 60％
 DMSO 1 L（ pH 7.5, 少 な く と も 3時 間 毎 に 3回 交 換 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 50％  DMSO 
1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 30％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 5
0 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 10％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） に お い て 室 温 で 透 析 し 、 続 け て
4℃ で 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7.5） を 用 い て 6回 交 換 し た （ 少 な く と も 6時 間 毎 に つ き 1 
L毎 ） 。 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAの タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 バ イ オ ラ ッ ド ク ー マ シ ー ブ ル ー タ
ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ Bradford） を 使 用 し て 2１ .3 mg/mLで あ る と 測 定 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
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ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLHの 調 製
　 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH（ 12） の 調 製 を 図 3お よ び 4に 示 す 。 7.4 mLの 50 mMの リ ン 酸 カ
リ ウ ム （ pH7.5） 中 の 122 mgの キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン を 含 む 溶 液 を 氷 浴 で 冷
却 し 、 室 温 下 で 反 応 温 度 が 維 持 さ れ る よ う に 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン 溶 液 に
8 mLの DMSOを 滴 下 し て 添 加 し た 。 タ ン パ ク 質 溶 液 に 1 mLの DMF中 の 32 mgの ノ ル ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン 活 性 化 エ ス テ ル N-(ス ク シ ニ ミ ド -オ キ シ カ ル ボ ニ ル -プ ロ ピ ル )-ノ ル ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン （ 10） 溶 液 を 滴 下 し て 添 加 し た 。 混 合 物 を 室 温 で 42時 間 攪 拌 し た 。 得 ら れ た コ ン ジ ュ
ゲ ー ト を 透 析 チ ュ ー ブ （ 10,000MW 限 界 ） に 入 れ 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 60％  DMSO 1 L
（ pH 7.5, 少 な く と も 3時 間 毎 に 3回 交 換 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 50％  DMSO 1 L（ 少 な
く と も 3時 間 ） 、 50 mMリ ン 酸 カ リ ウ ム 中 30％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） 、 50 mMリ ン
酸 カ リ ウ ム 中 10％  DMSO 1 L（ 少 な く と も 3時 間 ） に お い て 室 温 で 透 析 し 、 続 け て 4℃ で 50 
mMリ ン 酸 カ リ ウ ム （ pH 7.5） を 用 い て 6回 交 換 し た （ 少 な く と も 6時 間 毎 に つ き 2 L毎 ） 。
タ ン パ ク 質 濃 度 は 、 バ イ オ ラ ッ ド ク ー マ シ ー ブ ル ー タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ （ Bradford） を 使
用 し て 3 mg/mLで あ る と 測 定 さ れ た 。 全 30 mLの ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト
（ 12） を 得 た 。 有 効 な リ ジ ン 修 飾 化 の 程 度 は TNBS法 （ Habeeb） に よ っ て 65%で あ る と 測 定
さ れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 ３ 　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 免 疫 原 を 使 用 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
免 疫 化
　 実 施 例 １ 記 載 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ア ニ ン （ KLH） の 免 疫 原
を 通 常 の 生 理 食 塩 水 溶 液 に 200 μ g/mLに 希 釈 し た 。 二 重 ハ ブ の 、 25ゲ ー ジ の 針 お よ び 2つ
の 皮 下 注 射 用 の シ リ ン ジ を 使 用 し て 、 免 疫 原 を 等 量 の コ ン プ リ ー ト フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン
ド と 共 に 乳 化 し た 。 16週 齢 以 降 の メ ス Balb/cマ ウ ス を 0.1 mLの 乳 濁 剤 の 腹 腔 内 注 射 に よ っ
て 免 疫 化 し た 。 2回 の ブ ー ス タ ー 免 疫 は 少 な く と も 4週 の 間 隔 で 続 け た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
融 合
　 3回 目 の 免 疫 化 か ら 4日 目 に 、 あ る マ ウ ス を 用 い て ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 し た 。 該 マ ウ ス
は 血 清 を 回 収 す る た め に 眼 窩 後 方 の 放 血 で 血 抜 き を し 、 続 け て 頚 椎 を ず ら し た 。 脾 臓 は 無
菌 技 術 を 使 用 し て 取 り 除 か れ 、 滅 菌 シ ャ ー レ に お い て 、 10 mLの 完 全 培 養 培 地 （ イ ス コ ブ
改 良 ダ ル ベ ッ コ 培 地 、 IMDM） Irvine Scientific中 に 置 い た 。 脾 臓 は 次 に 2つ の 無 菌 の つ や
消 し 顕 微 鏡 ス ラ イ ド の 間 に 置 か れ た 。 得 ら れ た 細 胞 懸 濁 液 は 15 mLの 遠 心 チ ュ ー ブ に 1～ 2
分 静 置 さ せ 、 大 き な 粒 子 を 沈 め さ せ た 。 生 じ た 単 一 細 胞 の 懸 濁 液 を 取 り 出 し 、 ヘ モ サ イ ト
メ ー タ ー を 使 用 し て 細 胞 数 を 数 え た 。 FOミ エ ロ ー マ 細 胞 （ CRL-1646, ア メ リ カ 型 培 養 収 集
物 ） を FOミ エ ロ ー マ 細 胞 ： 脾 臓 細 胞 、 1： 5の 割 合 で 脾 臓 細 胞 と 混 合 し 、 約 800XGで 15分 間
遠 心 し た 。 上 清 の 液 体 を 取 り 除 き 、 廃 棄 し 、 15 mLの 血 清 無 し の IMDM培 養 培 地 を 添 加 し た
。 細 胞 は 再 懸 濁 さ れ 、 再 度 遠 心 さ れ た 。 Fazekas de St.Groth（ J. Immunol. Meth. 35:1-
21, 1980） の 方 法 に 従 っ て ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ／ DMSOを 用 い て 、 得 ら れ た 細 胞 の ペ レ
ッ ト を 融 合 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 融 合 後 、 10%仔 牛 血 清 （ Hyclone Labs） 、 10%コ ン ダ イ ム HI（ Roche Molecular Chemical
s） 、 50 μ M 2-メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 、 20 μ Mエ タ ノ ー ル ア ミ ン 、 ハ イ ポ キ サ ン チ ン -メ
ト ト レ キ サ ー ト -チ ミ ジ ン （ 3つ す べ て Sigma Chemicalsか ら 、 後 者 は 使 用 の た め に 1： 50に
希 釈 し た ； HMT） 、 4 mMグ ル タ ミ ン お よ び Pen/Strep抗 生 物 質 （ 両 方 と も Irvine Scientifi
cか ら ） で 補 足 さ れ た 完 全 イ ス コ ブ 改 良 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ 高 グ ル コ ー ス ） に お い て 、 細 胞
を mLに つ き 2 x 10 5  脾 臓 リ ン パ 球 に 希 釈 し た 。 融 合 細 胞 の こ の 混 合 物 を 無 菌 の 96ウ ェ ル 微
量 培 養 プ レ ー ト に 200 μ L/ウ ェ ル で 播 種 し た 。 カ バ ー し た プ レ ー ト を 5%二 酸 化 炭 素 中 、 37
℃ で 6日 間 イ ン キ ュ ベ ー タ ー に 置 い た 。 6日 目 に 、 8箇 所 の 真 空 マ ニ ホ ル ド に よ っ て 培 地 の
お よ そ 150 μ Lを 取 り 除 き 、 150 μ Lの HT-IMDMを 添 加 し た 。 ハ イ ポ キ サ ン チ ン -チ ミ ジ ン （
Sigma、 1： 50に 希 釈 し た ； HT） を HMTに 置 換 し た と い う 例 外 を 除 い て 、 こ の 培 地 は 上 記 の
よ う に 調 製 さ れ た 。 目 視 観 察 で ス ク リ ー ニ ン グ に 最 適 な 成 長 （ お よ そ 50%の コ ン フ ル エ ン
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シ ー ） が 明 ら か に な る ま で プ レ ー ト は 前 述 の よ う に イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。
【 ０ １ １ １ 】
ス ク リ ー ニ ン グ
　 ス ク リ ー ニ ン グ は 酵 素 結 合 の 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ （ ELISA） か ら 成 る 。 こ の な か で 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン BSA（ 6） ま た は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSA（ 11） を 37℃ で 1時 間 、 1 μ g/mLの
濃 度 で 100 μ L中 で プ ラ ス チ ッ ク ウ ェ ル に 吸 着 さ せ た 。 ウ ェ ル は 次 に PBS-TWEEN（ 0.05% TW
EEN 20表 面 活 性 剤 を 含 む リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 、 ICI Americas, Inc.） で 洗 浄 さ れ 、 室 温
で 1時 間 、 200 μ Lの Post Coat Solution（ 0.15M Tris中 1% ゼ ラ チ ン 加 水 分 解 生 成 物 、 2%
シ ョ 糖 , pH7.2-7.4） で ブ ロ ッ ク さ れ た 。 プ レ ー ト を 次 に 2%シ ョ 糖 で 洗 浄 し 、 空 気 乾 燥 、
お よ び 使 用 さ れ る ま で 4℃ で 完 全 に 乾 燥 し た 密 封 プ ラ ス チ ッ ク バ ッ グ に 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ ア ッ セ イ を 以 下 の よ う に 行 な っ た 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAで 被 覆 さ れ た 3
つ の プ レ ー ト を 個 々 の ウ ェ ル に 50 μ Lの PBS-TWEEN、 PBS-TWEEN中 の 50 μ Lの 400 ng/mL遊
離 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 溶 液 、 お よ び 50 μ Lの 400 ng/mLの 遊 離 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 溶
液 を ピ ペ ッ ト で 入 れ て 調 製 し た 。 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAで 被 覆 さ れ た 4つ 目 の プ レ ー ト
は 50 μ Lの PBS-TWEENで 使 用 さ れ た 。 少 な く と も 50%の コ ン フ ル エ ン シ ー の 細 胞 成 長 を 示 す
ウ ェ ル か ら 取 り 出 し た 細 胞 培 養 上 清 （ 25 μ l） を 弾 力 性 の あ る 微 量 滴 定 プ レ ー ト （ Falcon
 Plastics） に お い て PBS-TWEENで 1： 20に 希 釈 し た 。 50 μ Lの 希 釈 し た 上 清 を 4つ の 微 量 滴
定 プ レ ー ト の そ れ ぞ れ の ウ ェ ル に 添 加 し 、 37℃ で 1時 間 、 カ バ ー し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た
。 プ レ ー ト は 次 に バ イ オ テ ッ ク Elx300プ レ ー ト 洗 浄 機 お よ び PBS-TWEENを 使 用 し て 洗 浄 さ
れ た 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-HRP（ ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ） コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Z
ymed Labs） を 使 用 直 前 に PBS-TWEENへ 1:5,000に 希 釈 し 、 100 μ Lを 4つ の 全 プ レ ー ト の 全
ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト を 再 度 37℃ で 1時 間 カ バ ー し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー
ト を 上 記 の よ う に 洗 浄 し 、 100 μ Lの Kblue Substrate（ Neogen） を 添 加 し た 。 室 温 で 5分
間 暗 所 に て 、 色 調 を 発 色 さ せ た 。 発 色 は 100 μ Lの 1 N塩 酸 （ Sigma Chemicals） の 添 加 で
停 止 さ せ 、 色 調 を Molecular Devices Corp.微 量 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 450 nmで 読
み 取 っ た 。 デ ー タ は マ ッ キ ン ト ッ シ ュ コ ン ピ ュ ー タ ー 上 に 入 力 さ れ 、 検 査 さ れ た 培 養 ウ ェ
ル に つ き 、 異 な る プ レ ー ト の 各 ウ ェ ル の OD 4 5 0 を 示 す た め に 表 に さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
ハ イ ブ リ ド ー マ の 選 択 お よ び サ ブ ク ロ ー ニ ン グ
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSA被 覆 プ レ ー ト （ PBSを 含 む ） に お け る 1.0よ り 大 き い OD 4 5 0 お よ び 遊
離 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 含 有 す る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSA被 覆 プ レ ー ト に お け る 低 い OD 4 5 0 ま た
は 遊 離 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 含 有 す る ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSA被 覆 プ レ ー ト に お け る 低 い O
D 4 5 0 （ ま た は 両 方 の 競 合 ア ッ セ イ で 低 い OD 4 5 0 ） を 示 す ハ イ ブ リ ド ー マ を サ ブ ク ロ ー ニ ン
グ の た め に 選 択 し た 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 選 択 さ れ た ハ イ ブ リ ド ー マ を 上 記 記 載 の 培 養 培 地 に お け る 限 界 希 釈 法 に よ っ て 厳 正 な サ
ブ ク ロ ー ニ ン グ に 直 に 供 し た 。 25～ 50%の コ ン フ ル エ ン シ ー ま で 成 長 し た 際 に 、 ハ イ ブ リ
ド ー マ を 上 記 記 載 の 同 じ 方 法 で 再 検 査 し た 。 個 々 の 元 々 の 融 合 ハ イ ブ リ ド ー マ か ら の 全 サ
ブ ク ロ ー ン が 大 体 同 じ OD 4 5 0 の 結 果 を 提 供 し た 場 合 、 3つ の サ ブ ク ロ ー ン を 更 な る 検 査 の た
め に 選 択 し た 。 全 ウ ェ ル の 各 々 の 融 合 が ほ ぼ 等 し く 行 わ れ な か っ た 場 合 、 こ れ を 不 安 定 性
の 証 拠 と し て み な し 、 3つ の ウ ェ ル を サ ブ ク ロ ー ニ ン グ の 他 の サ イ ク ル に 使 用 し た 。 こ の
手 順 を ハ イ ブ リ ド ー マ の 各 株 が 安 定 す る ま で 繰 り 返 し た 。 安 定 性 の 際 、 細 胞 を 培 養 で 増 や
し て 、 保 存 の た め に 試 料 を 気 相 液 体 窒 素 中 に -80℃ で 凍 結 し た 。 培 養 上 清 の 試 料 を 特 定 の
解 析 の た め に 保 存 し た 。
【 ０ １ １ ５ 】
実 施 例 ４ 　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 交 差 反 応 性 を 持 た な い ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的
に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 実 施 例 ３ に 記 載 の よ う に ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 、 選 択 、 お よ び サ ブ ク ロ ー ン 化 し た 。 モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 特 性 を 薬 剤 競 合 的 な ELISAア ッ セ イ を 使 用 し て 測 定 し た 。 即 ち 、 0
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.1 μ g/mLで ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAか ま た は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAで 被 覆 さ れ た プ レ ー
ト （ 上 記 記 載 の 他 の 条 件 ） を 使 用 し た 。 抗 体 価 は 被 覆 さ れ た プ レ ー ト 上 で イ ン キ ュ ベ ー ト
し た 上 清 の 連 続 希 釈 の ア ッ セ イ か ら の 上 記 記 載 の ハ イ ブ リ ド ー マ 培 養 上 清 か ら 測 定 さ れ た
。 各 希 釈 で 、 各 上 清 に 対 す る OD 4 5 0 を 希 釈 因 子 に 対 し て プ ロ ッ ト し た 。 そ の デ ー タ か ら 、
最 大 OD 4 5 0 の 50～ 60%を 提 供 す る 希 釈 因 子 を 決 定 し た 。 こ の 希 釈 は 次 に 力 価 の 測 定 に 関 し て
同 じ 型 の プ レ ー ト を 用 い た 、 競 合 的 阻 害 ア ッ セ イ の た め に 使 用 さ れ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 競 合 す る 薬 剤 を 調 製 す る た め に 、 以 下 の 遊 離 薬 剤 を メ タ ノ ー ル に お い て 1 mg/mLに 溶 解
し た ： （ １ ） ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 （ ２ ） ナ ロ キ ソ ン 、 （ ３ ） ナ ル ト レ キ ソ ン 、 （ ４ ） モ ル
ヒ ネ 、 （ ５ ） コ デ イ ン 、 （ ６ ） オ キ シ コ ド ン 、 （ ７ ） オ キ シ モ ル フ ォ ン 、 （ ８ ） ハ イ ド ロ
モ ル フ ォ ン 、 お よ び （ ９ ） ハ イ ド ロ コ ド ン 。 以 下 の 遊 離 薬 剤 を メ タ ノ ー ル に お い て 0.1 mg
/mLに 溶 解 し た ： （ １ ０ ） ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 （ １ １ ） ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン 、 お よ び （ １ ２ ） ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 。 グ ル ク ロ ニ ド 代 謝 産 物 （ １ ０ お
よ び １ ２ ） を El Sohly Associatesか ら 入 手 し 、 他 の 全 て の 反 応 物 を Cerilliant（ Austin,
TX） ま た は Alltech（ Deerfield, IL） か ら 購 入 し た 。 こ れ ら の ス ト ッ ク 溶 液 を 1:333(1)ま
た は 1:33(2～ 12)の 割 合 で PBS-TWEENに 希 釈 し 、 100 μ lの そ れ ぞ れ を 微 量 滴 定 プ レ ー ト の
列 Aに 移 し た 。 こ れ ら の 溶 液 は 、 列 Aか ら 50 μ Lを 100 μ Lの PBS-TWEENを 含 有 す る 列 Bの ウ
ェ ル に 移 す こ と で 、 連 続 的 に 希 釈 さ れ 、 ピ ペ ッ ト で 混 合 さ せ た 。 こ の 希 釈 過 程 を 、 微 量 滴
定 プ レ ー ト の 8つ の 全 列 が 連 続 希 釈 の 遊 離 薬 剤 溶 液 を 含 有 す る ま で 繰 り 返 し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 0.1 μ g/mLで ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAか ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAの ど ち ら か で 被 覆 さ れ た
プ レ ー ト を 上 記 記 載 の よ う に 調 製 し た 。 各 遊 離 薬 剤 の 各 希 釈 の 25 μ Lア リ コ ー ト を 新 し い
コ ン ジ ュ ゲ ー ト 被 覆 し た プ レ ー ト に 移 し た 。 こ れ ら の 溶 液 に 25 μ Lの 希 釈 し た ハ イ ブ リ ド
ー マ 培 養 上 清 を 添 加 し た 。 こ の 手 順 に よ っ て 、 11の 交 差 反 応 物 （ 上 記 記 載 の 交 差 反 応 物 の
よ う な ） お よ び 薬 剤 の 基 準 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を プ レ ー ト に 付 き 単 一 の 抗 体 に つ い て 選 択
し た 。 競 合 ア ッ セ イ は 37℃ で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 次 に バ イ オ テ ッ ク Elx300プ レ
ー ト 洗 浄 機 お よ び PBS-TWEENを 使 用 し て プ レ ー ト を 洗 浄 し た 。 ヤ ギ 抗 マ ウ ス IgG-ホ ー ス ラ
デ ィ ッ シ ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ （ IgG-HRP） コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ Zymed Labs） を 使 用 直 前 に PBS
-TWEENへ 1:5,000に 希 釈 し 、 100 μ Lを 4つ の 全 プ レ ー ト の 全 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 プ レ ー ト
を 再 度 37℃ で 1時 間 、 カ バ ー し て イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 プ レ ー ト を 上 記 の よ う に 洗 浄 し 、 1
00 μ Lの Kblue Substrate（ Neogen） を 添 加 し た 。 室 温 で 5分 間 暗 所 に て 、 色 調 を 発 色 さ せ
た 。 発 色 は 100 μ Lの 1 N塩 酸 （ Sigma Chemicals） の 添 加 で 停 止 さ せ 、 Molecular Devices
 Corp.微 量 プ レ ー ト リ ー ダ ー を 使 用 し て 色 調 を 450 nmで 読 み 取 っ た 。 デ ー タ は マ ッ キ ン ト
ッ シ ュ コ ン ピ ュ ー タ ー 上 に 入 力 し た 。 OD 4 5 0 値 は 遊 離 薬 剤 競 合 体 の 様 々 な 濃 度 （ 10 - 1 2 ～ 10
- 4 M） の そ れ ぞ れ に 対 し て グ ラ フ 化 さ れ た 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 記 の 検 査 手 順 を 使 用 し て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH免 疫 原 が ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ／
ま た は 1つ 以 上 の 代 謝 産 物 に 対 す る 様 々 な 結 合 程 度 を 示 す モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 じ た と
い う こ と を 決 定 し た 。 抗 体 BUP 2.2(図 5)の デ ー タ は 、 免 疫 原 と し て の 親 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー
ト の 使 用 で 得 た 典 型 的 な 結 果 で あ る 。 図 5に 示 す よ う に 、 BUP 2.2は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代
謝 産 物 と 交 差 反 応 し な い ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 そ の 語 を 本 明 細 書 で 定 義 す る よ う に 、 と 特 異
的 に 結 合 す る 。 BUP 2.2は 上 記 に 挙 げ た 他 の オ ピ エ ー ト の 如 何 な る も の と 交 差 反 応 し な い
。 ED 5 0 は 、 50％ の 基 質 結 合 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 結 合 を 阻 害 す る の
に 必 要 な 遊 離 競 合 抗 原 （ ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 お よ び オ ピ エ ー
ト ） の 有 効 濃 度 の 基 準 で あ る 。 ED 5 0 値 は 以 下 の 通 り で あ る ： ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 1.758 nM
;ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 49.16 nM;ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 20.34 nM;お よ び ノ
ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -N 1 7 -O-グ ル ク ロ ニ ド 、 2.557 μ M。 他 の 検 査 し た 薬 剤 に 対 す る 阻 害 は
見 ら れ な か っ た 。 こ の 効 果 を 例 証 す る た め に ナ ロ キ ソ ン お よ び ナ ル ト レ キ ソ ン の デ ー タ を
単 に プ ロ ッ ト し た 。 交 差 反 応 は 標 準 の ED 5 0 を 考 慮 さ れ た 薬 剤 の ED 5 0 で 割 る こ と で 計 算 さ れ
、 交 差 反 応 の パ ー セ ン ト を 交 差 反 応 性 に 100を 掛 け る こ と で 計 算 し た 。
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【 ０ １ １ ９ 】
　 加 え て 、 他 の ク ロ ー ン 、 BUP 21.3は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 に 低 い 交 差 反 応 性 を
持 つ 親 薬 剤 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 同 様 な 結 合 パ タ ー ン を 示 し た 。 結 果 を 以
下 の 表 1に 示 す 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 特 異 的 に 結 合 し 、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物
（ 例 え ば 、 BUP 2.2お よ び BUP 23.1） と 交 差 反 応 し な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 結 合 の た め
に C3で ヒ ド ロ キ シ ル 基 お よ び C9で N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン を 必 要 と す る 。 こ れ ら の 結 合
特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 結 合 の た め に C22で の 第 3ブ チ ル 領 域 を さ ら に 必 要 と し
て も よ い 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 代 謝 産 物 よ り 親 化 合 物 の 存 在 を 検 出 す る 使 用 に 明 ら か に よ
り 適 し て い る 。 こ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン プ ロ グ ラ ム で 治 療 を 受 け て
い る 被 検 体 に お い て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の コ ン プ ラ イ ア ン ス の 使 用 を 確 か め る の に 適 切 で
は な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ２ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
実 施 例 ５ 　 免 疫 原 と し て の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
グ ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 意 外 に も 、 親 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト ） の み を 使 用
し た 免 疫 プ ロ グ ラ ム が ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 低 い 交 差 反 応 性 を 持 つ 1つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン の 代 謝 産 物 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 じ さ せ た と い う こ と を 見 出 し
た 。 こ の よ う に 、 1つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 免 疫 原 を 使 用 し て 作 ら れ 得 る 。 こ れ は 親 薬 剤
が そ の 代 謝 産 物 よ り 容 易 に 利 用 可 能 で あ る の で 有 利 と な る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH免 疫 原
な ら び に ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 、 選 択 、 お よ び サ ブ ク ロ ー ン 化 す る 実 施 例 3に 記 載 の 方 法
な ら び に 結 合 の 特 異 性 を 測 定 す る 実 施 例 4に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ
ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 OD 4 5 0 の 値 を 競 合 ELISAア ッ セ イ で 使 用 し た 遊 離 薬 剤 競 合 体 の 様 々 な 濃 度 （ 10 - 1 2 ～ 10 - 4 M
） の そ れ ぞ れ に 対 し て 測 定 し た 。 図 6に 示 す よ う に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP 88.1.1は 、
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 他 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 に 交 差 反 応 性 を も た ず に ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 。 ED 5 0 値 は 以 下 の 通 り で あ る ： ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン 、 29.88 μ M; ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 5.676 nM;ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 特
異 的 な 結 合 無 し ;お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -N 1 7 -O-グ ル ク ロ ニ ド 、 特 異 的 な 結 合 無 し 。
図 6は モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 が ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り も 約 2,500倍 大 き い 特 異 性 を 持 ち ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 結 合 す る と い う こ と を 示 す 。 ま た 、 BUP 88.1.1は 実 施 例 ３ に 挙
げ た 他 の オ ピ エ ー ト の 如 何 な る も の と 交 差 反 応 し な い 。 こ の 効 果 を 例 証 す る た め に ナ ロ キ
ソ ン お よ び ナ ル ト レ キ ソ ン の デ ー タ を 単 に プ ロ ッ ト す る 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 結 合 の た め に C3で グ ル ク ロ ニ ド 基 お よ び C9で N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン
を 必 要 と す る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 BUP 67.1は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り も 大 き な 親 和 性 を 持 っ て ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 結 合 す る 。 ED 5 0 値 は 以 下 の 通 り で あ る ： ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
、 1.27 nM; ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 44.2 pM;ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 4.24 nM;
お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -N 1 7 -O-グ ル ク ロ ニ ド 、 3.84 nM。 図 9に 示 す よ う に 、 BUP 67.
1は 親 薬 剤 に 対 す る よ り も ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 代 謝 産 物 に 対 し て お よ そ 30倍
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の 高 い 親 和 性 を 有 す る （ 親 薬 剤 に 対 す る ED 5 0 値 を 代 謝 産 物 に 対 す る ED 5 0 値 で 割 る こ と で 計
算 し た ） 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 と 最 小 の 交 差 反 応 性 を
有 す る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 こ の 結 合 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 代 謝
産 物 の 存 在 を 検 出 す る の に 適 し て い る 。 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は オ ピ エ ー ト リ ハ ビ リ
テ ー シ ョ ン プ ロ グ ラ ム と 供 に ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 乱 用 を 判 定 し お よ び コ ン プ ラ イ ア ン ス を
確 か め る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ６ 　 免 疫 原 と し て の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し た ノ ル ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン の 代 謝 産 物 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH免 疫 原 な ら び に ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 、 選 択 、 お よ び サ ブ ク ロ ー
ン 化 す る 実 施 例 3に 記 載 の 方 法 な ら び に 結 合 の 特 異 性 を 測 定 す る 実 施 例 4に 記 載 の 方 法 を 使
用 し て 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 単 離
し た 。 OD 4 5 0 の 値 を 競 合 ELISAア ッ セ イ で 使 用 し た 遊 離 薬 剤 競 合 体 の 様 々 な 濃 度 （ 10 - 1 2 ～ 1
0 - 4 M） の そ れ ぞ れ に 対 し て 測 定 し た 。 図 7に 示 す よ う に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP 83.1.1
は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 交 差 反 応 性 を も た ず に ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ノ ル ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン -N 1 7 -O-グ ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 す る 。 ED 5 0 値 は 以 下 の 通 り で あ る ： ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン 、 22.84 μ M; ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 特 異 的 な 結 合 無 し ;ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン 、 631.0 pM;お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 4.006 nM。 具 体 的 に
、 抗 体 BUP 83.1.1が 親 薬 剤 に 対 す る よ り も ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 対 し て 36,000倍 の 大 き
な 親 和 性 を 有 す る こ と が 分 か っ た （ 親 薬 剤 に 対 す る ED 5 0 値 を 代 謝 産 物 に 対 す る ED 5 0 値 で 割
る こ と で 計 算 し た ） 。 BUP 83.1.1は ま た ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 代 謝 産 物 と 交 差
反 応 性 を 有 さ な い お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 低 い 交 差 反 応 性 を 有 す る 。
他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ BUP 42.1） は 同 様 な 結 合 特 性 を 示 し 、 つ ま り ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
ま た は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 対 し て 交 差 反 応 性 を 持 た ず お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド に 低 い 交 差 反 応 性 を 持 ち ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 特 異 的 に 結 合 す る 。
BUP 83.1.1と BUP 42.1は 共 に 実 施 例 ３ に 挙 げ た 他 の オ ピ エ ー ト の 如 何 な る も の と 交 差 反 応
し な い 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 共 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 結 合 の た め に C9で N-メ チ ル -
シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の 全 て ま た は 一 部 の 欠 失 を 必 要 と し 、 か つ C3で グ ル ク ロ ニ ド 基 上 に ヒ ド
ロ キ シ ル 基 を 好 む 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 こ の 結 合 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 の 存
在 を 検 出 す る の に 適 し て い る 。 か か る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は オ ピ エ ー ト の リ ハ ビ リ テ ー シ
ョ ン プ ロ グ ラ ム と 共 に コ ン プ ラ イ ア ン ス を 確 か め る の に 使 用 さ れ 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 ７ 　 免 疫 原 と し て の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し て ほ ぼ 等 し い 親 和 性
を 持 っ て ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 意 外 に も 、 親 薬 剤 コ ン ジ ュ ゲ ー ト （ ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト ） の み を 使 用 し た
免 疫 プ ロ グ ラ ム が 相 同 な 親 薬 剤 に 関 し て ほ ぼ 同 じ 特 異 性 を 持 っ て 1つ 以 上 の 代 謝 産 物 と 交
差 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 生 じ さ せ た と い う こ と を 見 出 し た 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KL
H免 疫 原 な ら び に ハ イ ブ リ ド ー マ を 産 生 、 選 択 、 お よ び サ ブ ク ロ ー ン 化 す る 実 施 例 3に 記 載
の 方 法 な ら び に 結 合 の 特 異 性 を 測 定 す る 実 施 例 4に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 、 ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 両 方 と 特 異 的 に 結 合 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体
を 単 離 し た 。 OD 4 5 0 の 値 を 競 合 ELISAア ッ セ イ で 使 用 し た 遊 離 薬 剤 競 合 体 の 様 々 な 濃 度 （ 10
- 1 2 ～ 10 - 4 M） の そ れ ぞ れ に 対 し て 測 定 し た 。 図 8に 示 す よ う に 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP 1
.1は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 と ほ ぼ 等 し い 親 和 性 お よ び 低 い 交 差 反 応 性 を 持 っ
て ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 結 合 す る 。 ED 5 0 値 は 以 下 の 通
り で あ る ： ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 10.7 nM; ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド 、 8.11 nM;ノ ル
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ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 43.9 nM;お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -N 1 7 -O-グ ル ク ロ ニ ド 、 207 nM
。 BUP 1.1は 実 施 例 ３ に 挙 げ た 他 の オ ピ エ ー ト の 如 何 な る も の と 交 差 反 応 し な い 。 表 2は 同
様 な 親 和 性 を 有 し て ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 結 合 し 、 な
ら び に ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 と 低 い 交 差 反 応 性 を 有 す る 、 更 な る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 示 す 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 結 合 の た め に C3の 酸 素 の
部 分 認 識 お よ び C9で N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の 部 分 認 識 を 示 す 。
【 ０ １ ２ ９ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】
　 加 え て 、 表 3は 同 様 な 親 和 性 を 持 っ て ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク
ロ ニ ド と 結 合 し 、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 ま た は 他 の オ ピ エ ー ト と 交 差 反
応 性 を 持 た な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 示 す 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 は 、 結 合 の た め に C3の 酸 素 の 部 分 認 識 を 示 し 、 か つ C9で N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の
存 在 を 必 要 と す る 。
【 ０ １ ３ １ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
　 こ の 実 施 例 で 記 載 し た 結 合 の 特 異 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
お よ び そ の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 代 謝 産 物 の 存 在 を 検 出 す る の に 適 し て い る 。
こ の 抗 体 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 乱 用 を 検 出 す る の に 有 用 で あ り 得 た 。 し か し 、 ブ プ レ ノ
ル フ ィ ン と ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 間 で の 高 い 交 差 反 応 性 が あ る 場 合 、 親 薬 剤 の
試 料 の 不 良 の 可 能 性 の た め に オ ピ エ ー ト の リ ハ ビ リ テ ー シ ョ ン プ ロ グ ラ ム で コ ン プ ラ イ ア
ン ス を 確 か め る の に 有 用 で は な い で あ ろ う 。
【 ０ １ ３ ３ 】
実 施 例 ８ 　 免 疫 原 と し て の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し て ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
グ ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 し 、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 低 い 交 差 反 応 性 を 有 す る モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH免 疫 原 な ら び に 実 施 例 ３ お よ び ４ に 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 、 ブ プ
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レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 し 、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 低 い 交 差 反 応 性
を も つ モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 生 し た 。 OD 4 5 0 の 値 を 競 合 ELISAア ッ セ イ で 使 用 し た 遊 離 薬
剤 競 合 体 の 様 々 な 濃 度 （ 10 - 1 2 ～ 10 - 4 M） の そ れ ぞ れ に 対 し て 測 定 し た 。 表 4に 示 し た モ ノ
ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン よ り も 大 き な 親 和 性 で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド
と 結 合 す る 。 ク ロ ー ン BUP 5.1、  BUP 6.1、  BUP 11.2、  BUP 13.1.3、  BUP 22.3、  BUP 5
2.1.1、  BUP 58.2.1、  BUP 74.1.3、  BUP 79.1、  お よ び BUP 89.2は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と
交 差 反 応 す る が 、 ク ロ ー ン BUP 10.2、  BUP 14.2、  BUP 15.3、  BUP 30.1、  BUP 40.3、  
お よ び BUP 66.2は 、 本 明 細 書 で そ の 語 を 定 義 す る よ う に 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 技 術 的 に 交
差 反 応 し な い 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 と 交 差 反 応 性 を
有 さ な い 。 他 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ BUP 4.2） は 同 様 の 結 合 特 性 を 示 し 、 例 え ば 、 ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン よ り も 大 き な 親 和 性 で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド と 特 異 的 に 結 合 し 、 お
よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 代 謝 産 物 と 最 小 の 交 差 反 応 を す る 。 表 ４ に 記 載 の モ ノ ク ロ ー
ナ ル 抗 体 は 実 施 例 ３ に 挙 げ る 他 の オ ピ エ ー ト の 如 何 な る も の と も 交 差 反 応 し な い 。 こ れ ら
の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 結 合 の た め に C3で グ ル ク ロ ニ ド の 存 在 を 必 要
と し 、 お よ び C9で N-メ チ ル -シ ク ロ プ ロ パ ン 基 の 部 分 ま た は 完 全 認 識 を 示 す 。
【 ０ １ ３ ４ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ５ 】
実 施 例 ９ 　 免 疫 原 と し て の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト を 使 用 し て ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
と 特 異 的 に 結 合 し お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 の 産 生
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン KLH免 疫 原 な ら び に 実 施 例 ３ お よ び ４ 記 載 の 方 法 を 使 用 し て 、 ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン と 特 異 的 に 結 合 し 、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 交 差 反 応 す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 を 表 ５ に 示 す よ う に 産 生 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ
ド の 代 謝 産 物 ま た は 他 の オ ピ エ ー ト と 交 差 反 応 し な い 。 こ れ ら の 結 合 特 性 を 有 す る モ ノ ク
ロ ー ナ ル 抗 体 は 結 合 の た め に C3で ヒ ド ロ キ シ ル を 必 要 と し 、 お よ び C9で N-メ チ ル -シ ク ロ
プ ロ パ ン 基 を 認 識 す る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
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【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 １ ０ 　 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の ELISAア ッ セ イ
　 尿 の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 測 定 す る ELISAア ッ セ イ は 、 96ウ ェ ル 微 量 滴 定 プ レ ー ト に
お い て ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 適 当 量 を ウ ェ ル の 壁 に 吸 着 さ せ る こ と
で 行 な わ れ て も よ い 。 こ れ は 、 0.1 M 重 炭 酸 緩 衝 液 、 pH9.4に お い て ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト を 希 釈 す る こ と で 、 お よ び 37℃ で 少 な く と も 1時 間 、 カ バ ー し た ウ ェ
ル に お い て 100 μ Lの 得 ら れ た 溶 液 を イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と で 行 な っ た 。 未 吸 着 の コ ン
ジ ュ ゲ ー ト を 洗 浄 で ウ ェ ル か ら 取 り 除 き 、 リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 溶 液 、 pH 7.2～ 7.4に 希
釈 し た 1 mg/mLの ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を 含 む ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を 添 加 す る 。 さ ら な る 時 間
の 間 、 上 記 の よ う に イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 続 け て 、 過 量 の ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 を ウ ェ ル か ら
洗 浄 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
　 ア ッ セ イ は 健 常 な ヒ ト の 尿 に お い て 様 々 な 既 知 の 量 の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 希 釈 を 調
製 し て 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 対 す る 標 準 曲 線 を は じ め に 確 立 す る こ と で 行 わ れ る 。 こ
れ ら の 参 照 基 準 は PBS緩 衝 液 に 希 釈 さ れ た も の そ れ ぞ れ で あ る 。 そ の 後 ホ ー ス ラ デ ィ ッ シ
ュ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ で 標 識 さ れ た 予 め 決 め ら れ た 量 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP 83.1.1.1を
含 む 緩 衝 液 を 調 製 す る （ BUP 83.1.1.1-HRP） 。 抗 体 を HRPに 連 結 さ せ る た め の 市 販 キ ッ ト
を 使 用 し て 、 か か る 標 識 コ ン ジ ュ ゲ ー ト は 、 容 易 に 調 製 さ れ て も よ い 。 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ
ィ ン の 存 在 お よ び ／ ま た は 量 を 検 査 す る 尿 試 料 を PBS緩 衝 液 で 同 様 に 希 釈 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 次 い で 50 μ Lの 各 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 標 準 お よ び 50 μ Lの 各 希 釈 し た 患 者 の 尿 試 料 を
抗 体 被 覆 し た 微 量 滴 定 プ レ ー ト の 異 な る ウ ェ ル に ピ ペ ッ ト で 移 す 。 そ の 後 各 ウ ェ ル は 等 量
の BUP 83.1.1.1-HRP溶 液 を 受 け る 。 プ レ ー ト を カ バ ー し て 37℃ で 1時 間 、 イ ン キ ュ ベ ー ト
し 、 経 時 後 ウ ェ ル を 6回 純 粋 な PBS緩 衝 液 で 洗 浄 す る 。 ウ ェ ル を 次 に Kblue(Neogene Corp.)
等 の 50 μ Lの 酵 素 基 質 で 満 た す 。 適 宜 の 期 間 、 基 質 を ウ ェ ル 内 で 反 応 さ せ 、 そ の 後 反 応 は
等 量 の 1 N塩 酸 の 添 加 で 終 了 さ せ る 。 405 nmの フ ィ ル タ ー を 備 え た 微 量 プ レ ー ト リ ー ダ ー
を 使 用 し て 、 各 ウ ェ ル の 色 強 度 を 測 定 す る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 標 準 曲 線 は 、 各 標 準 溶 液 に お け る 色 調 の 強 度 対 ノ ル ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン の 量 を プ ロ ッ ト す る こ と で 導 か れ る 。 そ の 後 希 釈 し た 患 者 試 料 に お け る ノ ル ブ プ レ
ノ ル フ ィ ン の 濃 度 は 未 知 の 試 料 で 得 た 結 果 を 参 照 溶 液 で 得 た も の と 比 較 し て 決 定 さ れ 得 る
。
【 ０ １ ４ １ 】
　 本 明 細 書 に 引 用 し た 全 て の 参 照 は 、 特 許 お よ び 公 開 を 含 み 、 参 照 で そ れ ら の 全 部 に お い
て こ こ で 援 用 さ れ る 。 現 在 の 好 ま し い 態 様 の 代 表 と し て の 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 お よ び 組
成 は 、 例 示 で あ り 、 か つ 発 明 の 範 囲 の 制 限 と し て 意 図 し な い 。 発 明 の 好 ま し い 側 面 に 発 明
を 強 調 し て 記 載 す る が 、 発 明 の 範 囲 お よ び 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と 無 く 様 々 の 好 ま し い 態 様
が 使 用 さ れ 得 る と い う こ と 、 お よ び 発 明 は 具 体 的 に 本 明 細 書 に 記 載 し た 以 外 の も の で 行 な
わ れ 得 る こ と を 意 味 す る と い う こ と が 当 業 者 に 容 易 に 明 ら か と な り 得 よ う 。 従 っ て 、 本 発
明 は 、 説 明 お よ び 請 求 し た 項 で 定 義 し た 発 明 の 精 神 お よ び 範 囲 内 で 包 括 し た あ ら ゆ る 修 正
を 含 む 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
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【 ０ １ ４ ２ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び い く つ か の そ の 代 謝 産 物 の 化 学 構 造 を 提 供 す る
。 図 1Aは 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 化 学 構 造 を 示 す ； 図 1Bは 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 化 学 構
造 を 示 す ； 図 1Cは 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 化 学 構 造 を 示 す ； な ら び に 図 1Dは 、
ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 化 学 構 造 を 示 す 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 塩 酸 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン か ら の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト お よ
び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン か ら の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 合 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン か ら の ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -BSAコ ン ジ ュ ゲ ー ト
お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン -KLHコ ン ジ ュ ゲ ー ト の 合 成 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP2.2に つ い て 行 わ れ た 競 合 ELISA結 合 ア ッ セ イ で
得 ら れ た デ ー タ の 回 帰 プ ロ ッ ト で あ る 。 種 々 の 濃 度 (10 - 1 2 ～ 10 - 4 M)の 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合
物 の 存 在 下 で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP2.2の 量 を ELISAに お い
て OD 4 5 0 値 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 白 丸 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
の 存 在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 白 四 角 は 、 遊 離 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の 種 々 の 濃
度 の 存 在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 白 菱 形 は 、 遊 離 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 種 々 の 濃 度 の 存
在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 Ｘ は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の
存 在 下 で の OD450値 を 示 す 。 ＋ 記 号 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 で の OD 4 5 0 値
を 示 す 。 白 三 角 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ナ ル ト レ キ ソ ン の 存 在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 ED 5 0
は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP2.2の 結 合 を 50％ 阻 害 す る の に 必 要 な 遊
離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 有 効 濃 度 の 尺 度 で あ る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 比 べ た い く つ か の ブ プ
レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 (ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (BupG)、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン (nB
up)、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (nBupG))に つ い て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 B
UP2.2の 交 差 反 応 性 を 、 ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン /ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 x100を 計 算
す る こ と に よ り 決 定 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ナ ロ キ ソ ン 、 ナ ル ト レ キ ソ ン 、 モ ル フ
ィ ン 、 コ デ イ ン 、 オ キ シ コ ド ン 、 オ キ シ モ ル フ ォ ン 、 ヒ ド ロ モ ル フ ォ ン 、 お よ び ヒ ド ロ コ
ド ン を 含 む 試 験 し た い く つ か の オ ピ エ ー ト に は 結 合 し な か っ た 。
【 図 ６ 】 図 ６ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP88.1.1に つ い て 行 っ た 競 合 ELISA結 合 ア ッ セ イ に
お い て 得 ら れ た デ ー タ の 回 帰 プ ロ ッ ト で あ る 。 種 々 の 濃 度 (10 - 1 2 ～ 10 - 4 M)の 遊 離 オ ピ エ ー
ト 競 合 物 の 存 在 下 で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP88.1.1の 量 を 、 O
D 4 5 0 値 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 白 丸 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 存
在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 白 四 角 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド の
存 在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 白 菱 形 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 存 在 下
で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 Ｘ は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン N 1 7 -O-グ ル ク ロ ニ ド
の 存 在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 ＋ 記 号 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ナ ロ キ ソ ン の 存 在 下 で の OD 4 5 0
値 を 示 す 。 白 三 角 は 、 種 々 の 濃 度 の 遊 離 ナ ル ト レ キ ソ ン の 存 在 下 で の OD 4 5 0 値 を 示 す 。 ED 5
0 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP88.1.1の 結 合 を 50％ 阻 害 す る の に 必 要
な 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 有 効 濃 度 の 尺 度 で あ る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 比 べ た い く つ か の
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 (ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (BupG)、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン (nBup)、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (nBupG))に つ い て の モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗 体 BUP88.1.1の 交 差 反 応 性 を ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン /ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 x100
を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ナ ロ キ ソ ン 、 ナ ル ト レ キ ソ ン 、
モ ル フ ィ ン 、 コ デ イ ン 、 オ キ シ コ ド ン 、 オ キ シ モ ル フ ォ ン 、 ヒ ド ロ モ ル フ ォ ン 、 お よ び ヒ
ド ロ コ ド ン を 含 む 試 験 し た い く つ か の オ ピ エ ー ト に は 結 合 し な か っ た 。
【 図 ７ 】 図 ７ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP83.1.1に つ い て 行 っ た 結 合 ア ッ セ イ で 得 ら れ た
デ ー タ の 回 帰 プ ロ ッ ト で あ る 。 種 々 の 濃 度 (10 - 1 2 ～ 10 - 4 M)の 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 存 在
下 で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP83.1.1の 量 を 、 OD 4 5 0 値 を 測 定 す
る こ と に よ り 決 定 し た 。 種 々 の 遊 離 競 合 物 の 記 号 は 上 記 の 図 ５ に 関 す る 記 述 に 記 載 さ れ る
と お り で あ る 。 ED 5 0 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP88.1.1の 結 合 を 50
％ 阻 害 す る の に 必 要 な 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 有 効 濃 度 の 尺 度 で あ る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
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と 比 べ た い く つ か の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 (ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (BupG)、
ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン (nBup)、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (nBupG))に つ い
て の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP88.1.1の 交 差 反 応 性 を ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン /ED 5 0 ブ プ レ ノ ル
フ ィ ン 代 謝 産 物 x100を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ナ ロ キ ソ ン
、 ナ ル ト レ キ ソ ン 、 モ ル フ ィ ン 、 コ デ イ ン 、 オ キ シ コ ド ン 、 オ キ シ モ ル フ ォ ン 、 ヒ ド ロ モ
ル フ ォ ン 、 お よ び ヒ ド ロ コ ド ン を 含 む 試 験 し た い く つ か の オ ピ エ ー ト に は 結 合 し な か っ た
。
【 図 ８ 】 図 ８ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 BUP1.1に つ い て 行 っ た 結 合 ア ッ セ イ で 得 ら れ た デ
ー タ の 回 帰 プ ロ ッ ト で あ る 。 種 々 の 濃 度 (10 - 1 2 ～ 10 - 4 M)の 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 存 在 下
で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP1.1の 量 を 、 OD 4 5 0 値 を 測 定 す る こ
と に よ り 決 定 し た 。 種 々 の 遊 離 競 合 物 の 記 号 は 上 記 の 図 ５ に 関 す る 記 述 に 記 載 さ れ る と お
り で あ る 。 ED 5 0 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP88.1.1の 結 合 を 50％ 阻
害 す る の に 必 要 な 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 有 効 濃 度 の 尺 度 で あ る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 比
べ た い く つ か の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 (ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (BupG)、 ノ ル
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン (nBup)、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (nBupG)に つ い て の
モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP88.1.1の 交 差 反 応 性 を ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン /ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン 代 謝 産 物 x100を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ナ ロ キ ソ ン 、 ナ
ル ト レ キ ソ ン 、 モ ル フ ィ ン 、 コ デ イ ン 、 オ キ シ コ ド ン 、 オ キ シ モ ル フ ォ ン 、 ヒ ド ロ モ ル フ
ォ ン 、 お よ び ヒ ド ロ コ ド ン を 含 む 試 験 し た い く つ か の オ ピ エ ー ト に は 結 合 し な か っ た 。
【 図 ９ 】 図 ９ は 、 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 、 BUP67.1に つ い て 行 っ た 結 合 ア ッ セ イ で 得 ら れ た
デ ー タ の 回 帰 プ ロ ッ ト で あ る 。 種 々 の 濃 度 (10 - 1 2 ～ 10 - 4 M)の 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 存 在
下 で ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 結 合 し た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP67.1の 量 を OD 4 5 0 値 を 測 定 す る こ
と に よ り 決 定 し た 。 種 々 の 遊 離 競 合 物 の 記 号 は 上 記 の 図 ５ に 関 す る 記 述 に 記 載 さ れ る と お
り で あ る 。 ED 5 0 は 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン へ の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP67.1の 結 合 を 50％ 阻 害
す る の に 必 要 な 遊 離 オ ピ エ ー ト 競 合 物 の 有 効 濃 度 の 尺 度 で あ る 。 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 比 べ
た い く つ か の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 (ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (BupG)、 ノ ル ブ
プ レ ノ ル フ ィ ン (nBup)、 お よ び ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド (nBupG))に つ い て の モ
ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 BUP67.1の 交 差 反 応 性 を ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン /ED 5 0 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代
謝 産 物 x100を 計 算 す る こ と に よ り 決 定 し た 。 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 は 、 ナ ロ キ ソ ン 、 ナ ル ト
レ キ ソ ン 、 モ ル フ ィ ン 、 コ デ イ ン 、 オ キ シ コ ド ン 、 オ キ シ モ ル フ ォ ン 、 ヒ ド ロ モ ル フ ォ ン
、 お よ び ヒ ド ロ コ ド ン を 含 む 試 験 し た い く つ か の オ ピ エ ー ト に は 結 合 し な か っ た 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 手 続 補 正 書 】
【 提 出 日 】 平 成 18年 2月 21日 (2006.2.21)
【 手 続 補 正 １ 】
【 補 正 対 象 書 類 名 】 特 許 請 求 の 範 囲
【 補 正 対 象 項 目 名 】 全 文
【 補 正 方 法 】 変 更
【 補 正 の 内 容 】
【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 を 有 さ
な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ２ 】
　 １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン ま た は 別 の
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 を 有 さ な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ３ 】
　 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン お よ び １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し 、 別 の
ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 へ の 交 差 反 応 性 を 有 さ な い モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 。
【 請 求 項 ４ 】
　 １ つ 以 上 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 が 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 、 ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ
ン グ ル ク ロ ニ ド 、 お よ び ブ プ レ ノ ル フ ィ ン グ ル ク ロ ニ ド か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 請 求 項 ２
ま た は ３ 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ３ い ず れ か 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 産 出 す る ハ イ ブ リ ド ー マ 細 胞 株 。 ＿
【 請 求 項 ６ 】
　 以 下 の 構 造 ：
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
式 中 、 Xは 、 0～ 2個 の 置 換 も し く は 非 置 換 芳 香 環 を 含 む 0～ 10個 の 炭 素 原 子 ま た は ヘ テ ロ 原
子 か ら な る 連 結 基 で あ り 、 Yは 0、 NH、 ま た は Sで あ り 、 Zは 脱 離 基 、 免 疫 原 性 キ ャ リ ア 、 ま
た は 標 識 で あ る 、
を 有 す る ノ ル ブ プ レ ノ ル フ ィ ン コ ン ジ ュ ゲ ー ト 。
【 請 求 項 ７ 】
　 a． 試 料 と 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン と 特 異 的 に 結 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン 代 謝 産 物 に 対 し て
交 差 反 応 性 を 有 さ な い 請 求 項 １ 記 載 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 と を 混 合 し 、 ブ プ レ ノ ル フ ィ ン
－ 抗 体 複 合 体 を 形 成 さ せ る 工 程 ；
b． 工 程 （ a） で 形 成 さ れ た 組 み 合 わ せ に 、 工 程 （ a） で 形 成 さ れ た 複 合 体 と 結 合 す る 標 識
を 有 す る 結 合 パ ー ト ナ ー を 添 加 し 、 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る 工 程 、 お よ び
c． 工 程 （ b） で 生 成 し た シ グ ナ ル を 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン の 尺 度 と し て 測 定 す る 工
程 、
を 含 む 、 試 料 中 の ブ プ レ ノ ル フ ィ ン を 測 定 す る 方 法 。 ＿
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【 国 際 調 査 報 告 】
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