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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の２種以上の異なる標的の多重化診断アッセイを行うためのコンジュゲートであ
って、
　式　（ハプテン)m－（リンカー)n－（反応性基)o－（担体)p
で表されるコンジュゲートにおいて、式中、
　ハプテンはチアゾールスルホンアミドであり；
　リンカーはハプテンと反応性基を連結させるためのものであり、かつ、エチレングリコ
ール単位を１～１５個含むポリマーであり；
　反応性基がリンカーを担体に連結させるためのものであり、かつ、イソチオシアネート
、イソシアネート、アシルアジド、ＮＨＳエステル、酸塩化物、アルデヒド、グリオキサ
ール、エポキシド、オキシラン、カーボネート、アリール化剤、イミドエステル、カルボ
ジイミド、無水物およびこれらの組み合わせ物からなる群より選ばれるアミン反応性基；
ハロアセチル、アルキルハロゲン化物、マレイミド、アジリジン、アクリロイル誘導体、
アリール化剤、チオール－ジスルフィド交換試薬およびこれらの組み合わせ物からなる群
より選ばれるチオール反応性官能基；ジアゾアルカン、ジアゾアセチル化合物、カルボニ
ルジイミダゾール化合物およびカルボジイミドからなる群より選ばれるカルボキシレート
反応性官能基；エポキシド、オキシラン、カルボニルジイミダゾール、Ｎ，Ｎ’－ジスク
シンイミジルカーボネート、クロロギ酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル、過ヨウ素酸塩
酸化化合物、アルキルハロゲンおよびイソシアネートからなる群より選ばれるヒドロキシ
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ル反応性官能基；ヒドラジン、シッフ塩基、還元的アミノ化生成物、マンニッヒ縮合生成
物およびこれらの組み合わせ物からなる群より選ばれるアルデヒドおよびケトン反応性官
能基；ジアゾニウム誘導体、マンニッヒ縮合生成物、ヨウ素化反応生成物およびこれらの
組み合わせ物からなる群より選ばれる活性水素反応性化合物；ならびにアリールアジド、
ハロゲン化アリールアジド、ベンゾフォノン、ジアゾ化合物、ジアジリン誘導体およびこ
れらの組み合わせ物からなる群より選ばれる光反応性化学官能基からなる群より選択され
；
　担体がアミノ酸、ポリペプチド、タンパク質、ヌクレオシド、ヌクレオチド、ヌクレオ
チオド鎖、核酸、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡ、アミノアルキルアガローズ、アミノプロピ
ルガラスおよび架橋デキストランからなる群より選ばれ；
　ｍ、ｎ、ｏおよびｐが１であり、かつ、　前記ハプテンが次式
【化１】

　［式中、Ｒ１～Ｒ３は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、Ｒ１～Ｒ３置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかも
しくは反応性基であり、そしてＲ２～Ｒ３置換基は、当該式を有する化合物に結合してい
るかもしくは縮合している環系における原子であることができ、そしてＹは硫黄である］
で表されるチアゾールスルホンアミドであり、
１種もしくはそれ以上の他のハプテンを含むコンジュゲートと同時に使用されるものであ
る、コンジュゲート。
【請求項２】
　請求項１に記載のコンジュゲートであって、前記ハプテンが次式
 

　［式中、Ｒ３～Ｒ６は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、Ｒ３～Ｒ６置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかも
しくは反応性基であり、そしてＹは硫黄である］
で表される、コンジュゲート。
【請求項３】
　請求項２に記載のコンジュゲートであって、前記ハプテンが次式
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で表され、ここでコンジュゲートは、２－アセトアミド－４－メチル－５－チアゾールス
ルホンアミドであって、式
 

［式中、Ｒは前記－（反応性基)o－（担体)pであり、ｘは１～１５の整数である］
で表すことができる、コンジュゲート。
【請求項４】
　請求項１～３のいずれかに記載のコンジュゲートであって、前記他のコンジュゲートの
ハプテンが、次式

［式中、Ｒ１～Ｒ４置換基は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、
置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、
アミノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多
糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル
、エキソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシル
アミン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびそ
の組み合わせから選択され、またはＲ１～Ｒ４置換基の２つもしくはそれ以上は、当該式
を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であり、Ｒ１～
Ｒ４置換基の少なくとも１つはリンカーに結合されるかもしくは反応性基であり、そして
Ｙは酸素、硫黄もしくはＲ５およびＲ６置換基を有する炭素原子であり、ここで、Ｒ５お
よびＲ６はＲ１～Ｒ４について記載したとおりである］
で表されるベンゾフラザンである、および／または
次式

　［式中、Ｒ１～Ｒ６の少なくとも１つはニトロであり、そして残りのＲ１～Ｒ６環置換
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基は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム
、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリ
ール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシ
レート、環式、複素環式、シアノ、エステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒ
ドロキシル、ヒドロキシルアミン、ケト、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、
エキソメチレンから選択され、またはＲ１～Ｒ６置換基の２つもしくはそれ以上は、当該
式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であり、そし
てＲ１～Ｒ６置換基の少なくとも１つはリンカーに結合されるかもしくはリンカーへの連
結に適当な反応性基である］
で表されるニトロアリールである、および／または
次式

［式中、Ｒ１～Ｒ２１は独立して水素，アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、Ｒ１～Ｒ２１置換基の少なくとも１つはリンカーに結合されるか
またはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な反応性基であり、そしてＲ１～Ｒ２１

置換基の２つもしくはそれ以上は、当該式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合
している環系における原子であることができ、Ｙは結合であり、それによって５員環を形
成するか、もしくはＲ２２およびＲ２３置換基を有する炭素原子であり、ここで、Ｒ２２

およびＲ２３はＲ１～Ｒ２１に記載したとおりである］
で表される環式テルペンである、および／または
次式

［式中、Ｒ１～Ｒ７は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換さ
れた脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ
、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カ
ルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エキ
ソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン
、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組み
合わせから独立して選択され、Ｒ１～Ｒ７置換基の少なくとも１つはリンカーに結合され
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式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であることが
でき、そしてＹは酸素もしくは硫黄である］
で表されるアリール尿素もしくはチオ尿素である、および／または
次式

［式中、Ｒ１～Ｒ１４は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせであり、Ｒ１～Ｒ１４置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかもしく
は反応性基であり、そしてＲ１～Ｒ１４置換基の２つもしくはそれ以上は、当該式を有す
る化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であることができる］
を有するロテノンである、および／または
次式

［式中、Ｒ１～Ｒ６は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換さ
れた脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ
、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カ
ルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エキ
ソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン
、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組み
合わせから選択され、またはＲ１～Ｒ６置換基の２つもしくはそれ以上は、当該式を有す
る化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であり、Ｒ１～Ｒ６置
換基の少なくとも１つはリンカーに連結されかもしくは反応性基であり、そしてＹは酸素
、窒素もしくは硫黄である］
で表されるクマリンである、および／または
次式
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された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、またはＲ１～Ｒ１２置換基の２つもしくはそれ以上は当該式を有
する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であり、Ｒ１～Ｒ１

２置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかもしくは反応性基である］
で表されるシクロリグナンである、および／または
次式

［式中、Ｒ１～Ｒ２置換基は独立して、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族
、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド
、アミノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、アルコキシアリール、炭水化物、単
糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、複素
環式、シアノ、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒ
ドロキシル、ヒドロキシルアミン、ケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホ
キシドおよびその組み合わせから選択され、または当該式で表される化合物に結合もしく
は縮合される環系中の原子であることができ、Ｒ１～Ｒ２置換基の少なくとも１つはリン
カーに連結されるかもしくは反応性基である］
で表されるフェニルキノリンである、および／または
次式

［式中、Ｒ１～Ｒ２置換基は独立して、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族
、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド
、アミノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、アルコキシアリール、炭水化物、単
糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、複素
環式、シアノ、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒ
ドロキシル、ヒドロキシルアミン、ケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホ
キシドおよびその組み合わせから選択され、または当該式で表される化合物に結合もしく
は縮合される環系中の原子であることができ、Ｒ１～Ｒ２置換基の少なくとも１つはリン
カーに連結されるかもしくは反応性基である］
で表されるキノキサリンである、および／または
次式
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［式中、Ｒ１～Ｒ２置換基は独立して、水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族
、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド
、アミノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、アルコキシアリール、炭水化物、単
糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、複素
環式、シアノ、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒ
ドロキシル、ヒドロキシルアミン、ケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホ
キシド、エキソメチレンおよびその組み合わせから選択され、またはＲ１～Ｒ２置換基は
当該式で表される化合物に結合もしくは縮合される環系中の原子であることができ、そし
てＲ１～Ｒ２置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかもしくは反応性基である
］
で表されるアゾアリールである、および／または
次式

［式中、Ｒ１～Ｒ５は独立して、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換された
脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ、ア
ミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カルボ
ニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エキソメ
チレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、水素、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、ケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、スルホニル、ならびに
その組み合わせから選択され、またはＲ１～Ｒ５置換基の２つもしくはそれ以上はまた、
当該式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であるこ
とができ、Ｒ１～Ｒ５置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかもしくは反応性
基であり、Ｙは酸素もしくは硫黄である。］
で表されるベンゾジアゼピンである、コンジュゲート。　
【請求項５】
　請求項１～４のいずれかに記載のコンジュゲートであって、リンカーが４、８もしくは
１２のエチレングリコール単位を有するポリエチレングリコールである、コンジュゲート
。
【請求項６】
　請求項１～４のいずれかに記載のコンジュゲートであって、担体が特異的結合部分であ
る、コンジュゲート。
【請求項７】
　請求項１～４のいずれかに記載のコンジュゲートであって、担体が核酸である、コンジ
ュゲート。
【請求項８】
　請求項１～４のいずれかに記載のコンジュゲートであって、担体が抗体である、コンジ
ュゲート。
【請求項９】
　生物学的試料における２種もしくはそれ以上の異なる目的の分子を検出するための方法
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であって、生物学的試料を２種もしくはそれ以上の異なる目的の分子に特異的に結合する
２種もしくはそれ以上の特異的結合部分と接触させる工程であって、ここで、該２種もし
くはそれ以上の特異的結合部分は異なるハプテンにコンジュゲートされており、該ハプテ
ンの少なくとも１つは
次式

　［式中、Ｒ１～Ｒ３は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、Ｒ１～Ｒ３置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかも
しくは反応性基であり、そしてＲ２～Ｒ３置換基は、当該式を有する化合物に結合してい
るかもしくは縮合している環系における原子であることができ、そしてＹは硫黄である］
で表されるチアゾールスルホンアミドであり、および１種もしくはそれ以上の他のハプテ
ンが前記チアゾールスルホンアミド以外である、工程、と
該試料を別に検出することができる２種もしくはそれ以上の異なる抗ハプテン抗体と接触
させる工程、と
該抗ハプテン抗体を検出する工程、を含んでなる、方法。
【請求項１０】
　試料中の２種以上の異なる標的の多重化診断アッセイを行うためのエンザイムイムノア
ッセイで使用するためのキットであって、次式

　［式中、Ｒ１～Ｒ３は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、Ｒ１～Ｒ３置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかも
しくは反応性基であり、そしてＲ２～Ｒ３置換基は、当該式を有する化合物に結合してい
るかもしくは縮合している環系における原子であることができ、そしてＹは硫黄である］
で表されるチアゾールスルホンアミドである、ハプテン、と
　抗ハプテン抗体、と
　当該イムノアッセイで同時に使用するための１種以上の他のハプテンとを含んでなる、
キット。
【請求項１１】
　請求項１０に記載のキットであって、ハプテンが抗体を標識するための反応性ハプテン
または抗ハプテン抗体が検出可能な標識に結合されている、キット。
【請求項１２】
　請求項１０または１１に記載のキットであって、検出可能な標識に結合される抗－抗ハ
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プテン抗体をさらに含む、キット。
【請求項１３】
　請求項１２に記載のキットであって、検出可能な標識が酵素、発色団、量子ドットまた
はそれらの組み合わせ物である、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ハプテン、ハプテンコンジュゲートならびにその診断用および治療用組成物
に関する。さらに特に、本開示は、組織サンプルにおける多数のタンパク質および核酸標
的のような、サンプルにおける複数の標的の同時同定、視覚化および／もしくは定量に様
々な組み合わせで利用することができるハプテン、ハプテンコンジュゲートおよび抗ハプ
テン抗体コンジュゲートに関する。
【背景技術】
【０００２】
　一般に、巨大分子、感染性因子および不溶性異物のみが動物において免疫反応を引き起
こすことができる。しかしながら、小分子であるハプテンは、それらが免疫原を生成せし
めるように巨大担体（タンパク質のような）に最初に連結される場合に、免疫反応を引き
起こすように場合によっては誘導されることができる。免疫原に対して産生されそして単
離される抗ハプテン抗体と組み合わせたハプテンは、特定の分子標的を検出するために有
用である。例えば、一次抗体および核酸プローブのような特異的結合部分は、１つもしく
はそれ以上のハプテン分子で標識することができ、そしていったんこれらの特異的結合分
子がそれらの分子標的に結合されると酵素もしくは蛍光標識のような検出可能な標識を含
む抗ハプテン抗体コンジュゲートを用いてそれらを検出することができる。サンプルへの
検出可能な抗ハプテン抗体コンジュゲートの結合は、サンプルにおける標的の存在を示す
。
【０００３】
　二次代謝物としてジギタリス植物にのみ存在するジゴキシゲニンは、様々な分子アッセ
イにおいて利用されているハプテンの例である。「ジゴキシゲニン免疫原、抗体、標識コ
ンジュゲートおよび関連誘導体（Ｄｉｇｏｘｉｇｅｎｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｓ，Ａｎ
ｔｉｂｏｄｉｅｓ，Ｌａｂｅｌ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｌａｔｅｄ　Ｄｅ
ｒｉｖａｔｉｖｅｓ）」と題する特許文献１は、試験サンプルにおける薬剤への抗ジゴキ
シン抗体の特異的結合に基づいて血液サンプルにおけるジゴキシン濃度を決定するために
免疫アッセイを用いることを開示する。「ジゴキシゲニン誘導体およびその使用（Ｄｉｇ
ｏｘｉｇｅｎｉｎ　Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ａｎｄ　Ｕｓｅ　Ｔｈｅｒｅｏｆ）」と題
する特許文献２は、免疫アッセイのような免疫学的試験において使用されている多数のさ
らなるジゴキシゲニン誘導体を記述する。
【０００４】
　ビオチンおよびフルオレセインを包含する他のハプテンが分析方法用に開発されている
。しかしながら、これらのハプテンの各々は特定の欠点を有し、それはジオキシゲニンを
高感度免疫アッセイに最適なハプテンにしている。ビオチンの場合、ある生物学的サンプ
ルは、バックグラウンド干渉をもたらし得る内因性ビオチンを含む。同様に、蛍光分子、
フルオレセインは蛍光免疫アッセイにおいてバックグラウンド蛍光をもたらし得る。組織
および細胞学的サンプルの免疫組織化学（ＩＨＣ）アッセイおよびインサイチューハイブ
リダイゼーション（ＩＳＨ）アッセイのようなインサイチューアッセイ、特にそのような
サンプルの多重化アッセイには、特にサンプルは多数の標的の同時検出によって最も良く
特性化できることが明らかになってきているので、さらなるアッセイ柔軟性を提供するた
めに新規ハプテンおよび抗ハプテン抗体（およびそのコンジュゲート）を同定しそして開
発することが非常に望ましい。
【０００５】
　癌治療の主要目的は、正常細胞に悪影響を与えずに悪性細胞を選択的に殺すかもしくは
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その制御されない増殖を抑制することである。伝統的な化学療法薬は非常に細胞毒性であ
り、そして好ましくは正常細胞により悪性細胞に大きい親和性を有するが、それにもかか
わらず典型的に正常細胞に悪影響を与える。細胞内および環境信号に反応して細胞増殖お
よび代謝を調節する増殖因子および栄養経路を標的とする新規治療法が現在開発されてい
る。これらのシグナル伝達経路は、癌において改変されるかもしくは調節不全にされるこ
とが多い。例えば、ある増殖因子（細胞成長、増殖および分化の変化をもたらすシグナル
伝達カスケードを開始するためにタンパク質受容体チロシンキナーゼ（「ＲＴＫ」）活性
を活性化する増殖因子、ＥＧＦのような）は、異なる癌の発症および進行に関与している
。そのような経路および関連するシグナル伝達分子は、治療的介入のための魅力的な標的
を提供するが、患者の異なる集団は異なる方法で調節不全にされるように思われる腫瘍を
有することがますます明らかになってきている。例えば、特定の治療標的（もしくは治療
標的の組み合わせ）は、患者のある集団からの腫瘍にのみ存在する可能性があり、従って
、該標的（もしくは標的の組み合わせ）を有するそのようなある集団を同定することは、
該標的（もしくは複数の標的）に対する治療法（もしくは治療法の組み合わせ）への潜在
的非レスポンダーおよび潜在的非レスポンダーに患者を分類するために用いることができ
る。このように患者を分類するためのコンパニオン診断法の使用は、個々の患者における
癌の処置を個別化することに向けての第一段階である。処置の増加した個性化は、確かに
多数の治療標的の多重化アッセイを伴う。
【０００６】
　残念ながら、近年、高度多重化アッセイを可能にするために高感度のそして特異的な抗
体をそれに対して産生することができるハプテンのさらなるクラスを開発することに関す
る研究はほとんどない。そのような高度多重化アッセイは、既定の治療処方計画への個体
の反応をモニターするためにそしてコンパニオン診断用途のために有用である。ハプテン
のさらなるクラスならびに分析および治療用途におけるそれらの使用の方法を同定するこ
とは、本分野における最新技術を実質的に高める。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】米国特許第４，４６９，７９７号明細書
【特許文献２】米国特許第５，１９８，５３７号明細書
【発明の概要】
【０００８】
［発明の要約］
　従って、上記のことに基づき、診断および／もしくは治療用途に有用であるさらなるハ
プテンおよびハプテンコンジュゲートの必要性が当該技術分野において存在する。従って
、本発明のある開示される態様は、新規クラスのハプテン、ハプテンコンジュゲートおよ
びその組成物に関する。
【０００９】
　サンプルにおける２つもしくはそれ以上の異なる標的についてのような多重化診断アッ
セイを行う方法の態様が記述される。１つの態様は、２つもしくはそれ以上の異なる標的
に特異的に結合する２つもしくはそれ以上の特異的結合部分とサンプルを接触させること
を含んでなった。２つもしくはそれ以上の特異的結合部分は異なるハプテンにコンジュゲ
ーションされ、そしてハプテンの少なくとも１つはオキサゾール、ピラゾール、チアゾー
ル、ニトロアリール化合物、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイ
ド、クマリンもしくはシクロリグナンである。別個に検出することができる２つもしくは
それ以上の異なる抗ハプテン抗体とサンプルを接触させる。２つもしくはそれ以上の異な
る抗ハプテン抗体は、異なる検出可能な標識にコンジュゲーションすることができる。あ
る態様において、２つもしくはそれ以上の異なる抗ハプテン抗体は異なる哺乳類種からで
ある。該方法は、２つもしくはそれ以上の異なる抗ハプテン抗体に特異的に結合する２つ
もしくはそれ以上の抗抗体と２つもしくはそれ以上の異なる抗ハプテン抗体を接触させる



(11) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

50

ことをさらに含んでなることができる。そのような態様について、２つもしくはそれ以上
の抗抗体は異なる検出可能な標識にコンジュゲーションすることができる。
【００１０】
　ハプテンのある態様は、以下の一般的化学式
【００１１】
【化１】

【００１２】
　［式中、Ｒ1～Ｒ4は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換さ
れた脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ
、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カ
ルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エキ
ソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン
、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組み
合わせから選択され、Ｒ1～Ｒ4置換基の少なくとも１つはリンカーに結合されるかまたは
リンカーもしくは担体分子への連結に適当な反応性基であり、Ｘは独立して窒素もしくは
炭素であり、Ｙは酸素、硫黄もしくは窒素であり、そしてＹが酸素もしくは硫黄である場
合、Ｒ1基は存在せず、そしてＹが窒素である場合、少なくとも１個のＲ1基が存在する］
を有するアゾールである。そのようなハプテンの１つの具体例は、以下の構造を有する。
【００１３】

【化２】

【００１４】
　別のクラスのハプテンは、以下の一般的化学式
【００１５】

【化３】

【００１６】
　［式中、Ｒ1～Ｒ6の少なくとも１つはニトロであり、そして残りのＲ1～Ｒ6環置換基は
独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オ
キシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール
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、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレー
ト、環式（ｃｌｉｃ）、複素環式、シアノ、エステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリ
ール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、ケト、スルフヒドリル、スルホニル、スルホ
キシド、エキソメチレンから選択され、またはＲ1～Ｒ6置換基の２つもしくはそれ以上は
環系における原子であり、そしてＲ1～Ｒ6置換基の少なくとも１つはリンカーに結合され
るかもしくはリンカーへの連結に適当な反応性基である］
を有するニトロアリール化合物である。
【００１７】
　別のクラスのハプテンは、式
【００１８】
【化４】

【００１９】
　［式中、Ｒ1～Ｒ4置換基は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、
置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、
アミノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多
糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル
、エキソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシル
アミン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびそ
の組み合わせから選択され、またはＲ1～Ｒ4置換基の２つもしくはそれ以上は、示される
一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であり、
Ｒ1～Ｒ4置換基の少なくとも１つはリンカーに結合されるかもしくは反応性基であり、そ
してＹは酸素、硫黄もしくはＲ5およびＲ6置換基を有する炭素原子であり、ここで、Ｒ5

およびＲ6はＲ1～Ｒ4に記載したとおりである］
を有する化合物のような、ベンゾフラザンもしくはその誘導体である。そのようなハプテ
ンの１つの具体例は、以下の構造を有する。
【００２０】
【化５】

【００２１】
　別のクラスのハプテンは、式
【００２２】
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【化６】

【００２３】
　［式中、Ｒ1～Ｒ21は独立して水素，アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、Ｒ1～Ｒ21置換基の少なくとも１つはリンカーに結合されるかま
たはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な反応性基であり、そしてＲ1～Ｒ21置換
基の２つもしくはそれ以上は、示される一般式を有する化合物に結合しているかもしくは
縮合している環系における原子であることができ、Ｙは結合であり、それによって５員環
を定義するか、もしくはＲ22およびＲ23置換基を有する炭素原子であり、ここで、Ｒ22お
よびＲ23はＲ1～Ｒ21に記載したとおりである］
を有する環式テルペンである。そのようなハプテンの１つの具体例は、以下の構造を有す
る。
【００２４】
【化７】

【００２５】
　別のクラスのハプテンは、式
【００２６】
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【化８】

【００２７】
　［式中、Ｒ1～Ｒ3は独立して水素、脂肪族、置換された脂肪族、環式、複素環式、アリ
ールおよびヘテロアリールであり、そしてＹは酸素もしくは硫黄である］
を有する尿素およびチオ尿素である。尿素もしくはチオ尿素の特定の例は、式
【００２８】

【化９】

【００２９】
　［式中、Ｒ1～Ｒ7は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換さ
れた脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ
、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カ
ルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エキ
ソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン
、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組み
合わせから独立して選択され、Ｒ1～Ｒ7置換基の少なくとも１つはリンカーに結合される
かもしくは反応性基であり、そしてＲ1～Ｒ7置換基の２つもしくはそれ以上は、示される
一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であるこ
とができ、そしてＹは酸素もしくは硫黄である］
を有するアリール尿素およびチオ尿素である。そのようなバプテンの１つの具体例は、式
【００３０】

【化１０】

【００３１】
を有する。
【００３２】
　別のクラスのハプテンは、式
【００３３】
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【化１１】

【００３４】
　［式中、Ｒ1～Ｒ14は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
ノ、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、
カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせであり、Ｒ1～Ｒ14置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかもしくは
反応性基であり、そしてＲ1～Ｒ14置換基の２つもしくはそれ以上は、示される一般式を
有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子であることができ
る］
を有するロテノイドである。そのようなハプテンの１つの具体例は、式
【００３５】

【化１２】

【００３６】
　を有する。
【００３７】
　ロテノンハプテンにはまた、典型的に式
【００３８】
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【化１３】

【００３９】
を有するロテノンイソオキサゾリンも包含される。ロテノンイソオキサゾリンに関して、
Ｒ～Ｒ5は独立して水素、アルデヒド、アルコキシ、イソプレンのような全ての分枝鎖状
異性体および全ての立体異性体を包含する、脂肪族、特に低級脂肪族、置換された脂肪族
、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する有機鎖、アルキ
ル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型的にはメチル、
エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０個以下の原子を有する低級ア
ルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合
している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のような置換されたアルキル、ア
ミノ、アミノ酸、アミド、シアノ（－ＣＮ）、ハロゲン、ヒドロキシル、ヒドロキシルア
ミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3－
Ｏ－Ｎ＝）、アルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒドロキシル、カルボニル、脂肪
族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、カルボキ
シル、カルボキシレート（および第Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレー
トのようなその塩）、エステル、アルキルエステル、アシル、エキソメチレン、エーテル
、環式、複素環式、アリール、ベンジルのようなアルキルアリール、ヘテロアリール、多
糖、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースの
ような二糖、オリゴ糖および多糖、ならびにその組み合わせである。Ｒ～Ｒ5置換基の少
なくとも１つはまた、リンカーにもしくは担体分子にも結合される。Ｙは酸素、窒素もし
くは硫黄である。
【００４０】
　別のクラスのハプテンは、式
【００４１】
【化１４】

【００４２】
　［式中、Ｒ1～Ｒ3は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換さ
れた脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ
、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カ
ルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エキ
ソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン
、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組み
合わせから選択され、Ｒ1～Ｒ3置換基の少なくとも１つはリンカーに連結されるかもしく
は反応性基であり、そしてＲ2～Ｒ3置換基は、示される一般式を有する化合物に結合して
いるかもしくは縮合している環系における原子であることができ、そしてＹは酸素もしく
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は硫黄である］
を有するオキサゾールもしくはチアゾールである。そのようなハプテンの具体例は、以下
の化学構造を有する。
【００４３】
【化１５】

【００４４】
　別のクラスのハプテンは、式
【００４５】

【化１６】

【００４６】
　［式中、Ｒ1～Ｒ6は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換さ
れた脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミノ
、アミノ酸、アリール、アルキルアリール、炭水化物、単糖、二糖、オリゴ糖、多糖、カ
ルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エキ
ソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン
、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組み
合わせから選択され、またはそのような化合物を形成するために利用可能であるＲ1～Ｒ6

置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示される一般式を有する化合物に結合しているか
もしくは縮合している環系における原子であることもでき、Ｒ1～Ｒ6置換基の少なくとも
１つはリンカーに連結されかもしくは反応性基であり、そしてＹは酸素、窒素もしくは硫
黄である］
を有するクマリンもしくはクマリン誘導体である。
【００４７】
　別のクラスのハプテンは、式
【００４８】
【化１７】

【００４９】
　［式中、Ｒ1～Ｒ12は独立して水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、オキシム、オキシムエーテル、アルコール、アミド、アミ
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カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート、環式、シアノ、エステル、エーテル、エ
キソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミ
ン、脂肪族ケトン、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、およびその組
み合わせから選択され、またはそのような化合物を形成するために利用可能であるＲ1～
Ｒ12置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示される一般式を有する化合物に結合してい
るかもしくは縮合している環系における原子であることもでき、Ｒ1～Ｒ12置換基の少な
くとも１つはリンカーに連結されるかもしくは反応性基である］
を有するシクロリグナンである。シクロリグナンハプテンの具体例には、
【００５０】
【化１８】

【００５１】
が包含される。
【００５２】
　本発明のハプテンの別の一般的クラスは、複素二環式／ビアリール化合物、典型的には
フェニルキノリンおよびキノキサリンである。複素二環式／ビアリール化合物は典型的に
、以下のような第一の一般的化学式を有する。
【００５３】
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【化１９】

【００５４】
　Ｒ1～Ｒ2置換基は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低
級脂肪族、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ
原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさ
らにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０
個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘ
は鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のよ
うな置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ

3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低
級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなア
ルキルアリール、メトキシおよびエトキシのようなアルコキシアリール、炭水化物、グル
コースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ
糖および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアン
モニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ
（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒド
ロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、
ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、エキソメチレン、およびその組み
合わせから選択される。Ｒ1～Ｒ2置換基の２つもしくはそれ以上、最も典型的には複数の
Ｒ1置換基はまた、示される一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合してい
る環系における原子、典型的には炭素原子であることもできる。Ｒ1～Ｒ2置換基の少なく
とも１つはリンカーにもしくは直接担体に結合される。Ｙは酸素、窒素もしくは硫黄、典
型的には窒素である。Ｙが窒素である場合、該式はまた１個もしくはそれ以上の窒素原子
への二重結合を含むこともできる。
【００５５】
　１個のヘテロ原子を有する化合物は、以下のように、フェニルキノリンにより例示され
る。
【００５６】

【化２０】

【００５７】
　２個のヘテロ原子を有する化合物は、以下の一般式により示されるように、
キノキサリンにより表される。
【００５８】
【化２１】

【００５９】
　特定の例には、２－（３，４－ジメトキシフェニル）キノリン－４－カルボン酸）
【００６０】
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【化２２】

【００６１】
および３－ヒドロキシ－２－キノキサリンカルバミド
【００６２】
【化２３】

【００６３】
が包含される。
【００６４】
　ハプテンの別の一般的クラスは、以下のような第一の一般的化学式を有する、アゾベン
ゼンのようなアゾアリール化合物である。
【００６５】

【化２４】

【００６６】
　Ｒ1～Ｒ2置換基は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低
級脂肪族、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ
原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさ
らにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０
個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘ
は鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のよ
うな置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ

3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低
級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなア
ルキルアリール、メトキシおよびエトキシのようなアルコキシアリール、炭水化物、グル
コースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ
糖および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアン
モニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ
（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒド
ロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、
ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、スルホニル、エキソメチレン、な
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らびにその組み合わせから選択される。２個もしくはそれ以上のＲ2置換基はまた、示さ
れる一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子、典
型的には炭素原子であることもできる。例えば、２個のＲ2置換基は縮合したフェニル環
、または縮合した複素環式もしくはヘテロアリール構造を形成することができる。特定の
アゾアリールハプテン、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４’－スルホニルクロリ
ドは、以下に提供される式を有する。
【００６７】
【化２５】

【００６８】
　ハプテンの別のクラスは、以下に示されるような第一の一般式を有するベンゾジアゼピ
ンである。
【００６９】

【化２６】

【００７０】
　Ｒ1～Ｒ5は独立して：アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低級脂肪族、置
換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する
有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型
的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０個以下の原子
を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもし
くはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のような置換され
たアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝
）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒ
ドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなアルキルアリー
ル、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースの
ような二糖、オリゴ糖および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ
族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式
、シアノ（－ＣＮ）、エステル、エーテル、エキソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール
、複素環式、水素、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪
族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、スルホニ
ル、ならびにその組み合わせから選択される。Ｒ5置換基の２つもしくはそれ以上はまた
、示される一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原
子、典型的には炭素原子であることもできる。Ｒ1～Ｒ5位の少なくとも１つは、リンカー
に結合されるかまたはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な官能基により占められ
る。Ｒ1～Ｒ5は最も典型的には脂肪族、アリール、水素もしくはヒドロキシル、さらによ
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り典型的にはアルキル、水素もしくはフェニルである。Ｙは酸素もしくは硫黄、最も典型
的には酸素である。ベンゾジアゼピンハプテンの特定の例、－（２－ヒドロキシフェニル
）－１Ｈ－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン－２（３Ｈ）－オンは、以下に提供される
。
【００７１】
【化２７】

【００７２】
　本開示はまた、式（ハプテン）m－（リンカー）n－（反応性基）o（式中、ハプテンは
オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、トリテルペ
ン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリン、シクロリグナンもしくはその組み合わせで
あり、ｍは１～約２００であり、ｎは０～約２００であり、そしてｏは１～２００である
）を有する化合物の態様も提供する。ある態様において、ｍは１～約１００であり、ｎは
０～約５であり、そしてｏは約１～約５であり、そして別の態様において、ｍ、ｎおよび
ｏは１である。
【００７３】
　本開示はまた、担体に連結されたハプテンを含んでなるハプテン－担体コンジュゲート
も記述し、ここで、ハプテンはオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール
、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリン、シクロリグ
ナンもしくはその組み合わせである。そのようなコンジュゲートのある態様は、式（ハプ
テン）m－（リンカー）n－（担体）p（式中、ｍは１～約２００であり、ｎは０～約２０
０であり、そしてｐは１～約１０である）を有する。別の態様では、ｍは１～約１００で
あり、ｎは１～１００であり、そしてｐは１～約５であり、そしてさらに別の態様では、
ｍ、ｎ、ｏおよびｐは１である。ある態様では、リンカーはアルキルもしくはアルキレン
オキシドのようなヘテロ脂肪族であり、１つの特定の態様は１～約１５個のエチレングリ
コール単位を有するエチレングリコールリンカーを含んでなる。担体は、タンパク質、核
酸もしくは抗体のような特異的結合担体であることができる。担体はまた、免疫原性担体
であることもできる。
【００７４】
　本開示はまた、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラ
ザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリンもしくはシクロリグナンか
ら選択されるハプテンに特異的に結合する抗体にも関する。
【００７５】
　製薬学的組成物もまた記述される。製薬学的組成物の１つの態様は、担体に連結された
ハプテンを含んでなるハプテン－担体コンジュゲートの診断的にもしくは治療的に有効な
量を含んでなり、ここで、ハプテンはオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロア
リール、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリン、シク
ロリグナンもしくはその組み合わせである。そのような組成物では、ハプテン－担体コン
ジュゲートは式（ハプテン）m－（リンカー）n－（反応性基）o－（担体）p（式中、ハプ
テンはオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、トリ
テルペン、尿素、チオ尿素、ロテノイド、クマリン、シクロリグナンもしくはその組み合
わせである）を有することができる。
【００７６】
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　多重化アレイもまた記述される。例えば、多重化アレイの開示される態様は、オキサゾ
ール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素
、チオ尿素、ロテノン、クマリン、シクロリグナンおよびその組み合わせから選択される
ハプテンを含んでなった。
【００７７】
　酵素免疫アッセイにおける使用のためのキットが開示される。あるキット態様は、ハプ
テンにコンジュゲーションした抗体もしくは核酸プローブにコンジュゲーションされたハ
プテンを含んでなり、ハプテンはオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリー
ル、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノン、クマリン、シクロリグ
ナンおよびその組み合わせから選択される。そのようなキットはまた、典型的に、検出可
能な標識にコンジュゲーションされた抗ハプテン抗体も含む。
【００７８】
　免疫アッセイ方法の態様が記述される。例えば、免疫アッセイ方法は、免疫アッセイを
行うために適当な反応性ハプテンコンジュゲートを準備すること含んでなることができ、
ハプテンはオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、
トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノン、クマリン、シクロリグナンおよびその組み合
わせから選択される。次に、ハプテンコンジュゲートを免疫アッセイの少なくとも１つの
段階において使用する。ハプテンコンジュゲートは、ハプテン－リンカーコンジュゲート
であることができる。あるいはまた、ハプテンコンジュゲートはハプテン－担体コンジュ
ゲートであることができ、ここで、担体は免疫原性担体もしくは特異的結合担体であって
もよい。
【００７９】
　哺乳類腫瘍を同定する方法が開示される。１つの態様は、ハプテンコンジュゲート（こ
こで、ハプテンはオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラ
ザン、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノン、クマリン、シクロリグナンおよびその
組み合わせから選択される）を用いて、発現、リン酸化もしくは発現とリン酸化の両方の
パターンを検出するために哺乳類腫瘍から得られるサンプルをアッセイすることを含んで
なる。
【００８０】
　個体における薬物治療への反応を評価する方法もまた開示される。該方法の１つの態様
は、個体を薬物治療にさらす前に個体から第一の組織もしくは細胞サンプルを得ることを
含んでなった。第二の組織もしくは細胞サンプルは、薬物治療に個体をさらした後に個体
から得られる。治療により影響を受ける生化学生成物および／もしくは過程は、第一のサ
ンプルおよび第二のサンプルから検出され、ここで、検出することは、オキサゾール、ピ
ラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、トリテルペン、尿素、チオ尿
素、ロテノン、クマリン、シクロリグナンおよびその組み合わせから選択されるハプテン
を有するハプテンコンジュゲートを使用することを含んでなる。第一のサンプルの結果を
第二のサンプルと比較して薬物治療がプラス、マイナスもしくは無効果を有したかどうか
を決定する。
【００８１】
　ハプテンを含んでなるコンジュゲートを製造する方法もまた開示される。該方法の１つ
の態様は、オキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン、
トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノン、クマリン、シクロリグナンおよびその組み合
わせから選択されるハプテンを準備することを含んでなった。次に、ハプテンをリンカー
もしくは担体に連結する。
【００８２】
　生物学的サンプルにおける興味のある分子を検出する方法もまた開示される。該方法の
１つの態様は、ヘテロ二官能性ＰＥＧリンカーを用いてハプテンに連結された抗体を含ん
でなるハプテン－抗体コンジュゲートと生物学的サンプルを接触させることを含んでなり
、ハプテンはオキサゾール、ピラゾール、チアゾール、ニトロアリール、ベンゾフラザン
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、トリテルペン、尿素、チオ尿素、ロテノン、クマリン、ポドフィロトキシンに基づく化
合物、およびその組み合わせから選択される。ハプテン－抗体コンジュゲートにより生成
されるシグナルは、少なくとも１つの検出可能な標識を有する抗ハプテン抗体での処理の
後に検出される。
【００８３】
　本発明の前述のそして他の目的、特徴および利点は、添付の図面に関連して進める、以
下の詳細な記述からより明らかになる。
【図面の簡単な説明】
【００８４】
【図１】多重化インサイチューハイブリダイゼーション方法の１つの態様を例示する概略
図である。
【図２】シグナル生成部分として酵素を用いる方法の１つの態様を例示する概略図である
。
【図３】検出可能なシグナル生成標識を含んでなる一次抗体を用いる標的の直接検出を例
示する概略図である。
【図４】検出シグナルを増幅する方法の１つの態様を例示する概略図である。
【図５】本発明のハプテン－量子ドット免疫組織化学検出の１つの態様を例示する概略図
である。
【図６】本発明のハプテンのクラスの開示される態様にコンジュゲーションした一次抗体
を用いる抗ハプテン抗体検出のＩＨＣ陽性染色を示す顕微鏡写真である。
【図７】本発明のハプテンのクラスの開示される態様にコンジュゲーションした一次抗体
を用いる抗ハプテン抗体を用いるＩＨＣ陰性染色を示す顕微鏡写真である。
【図８】複数の異なる検出可能なシグナルを生成するために複数の異なるハプテンおよび
複数の異なるシグナル生成部分を用いるサンプルにおける多数の標的の多重化検出のため
の開示される方法の１つの態様を例示する概略図である。
【図９】組織におけるタンパク質のようなサンプルの検出に多数のハプテンおよびそれに
対する抗体、例えば抗ビオチンおよび抗ジニトロフェニルを用いることを示す顕微鏡写真
である。
【図１０】標的の２つの異なるクラス、すなわち遺伝子およびタンパク質標的の多重化検
出の１つの態様を図式的に例示する。
【図１１】抗ジニトロフェニル抗体を用いることによるような、タンパク質および２つの
遺伝子の検出を示す顕微鏡写真である。
【図１２】開示されるベンゾフラザンハプテンの１つの態様に対するマウスＩｇＧモノク
ローナル抗体のハイブリドーマ融合産物ＥＬＩＳＡ結果を例示する。
【図１３】開示されるベンゾフラザンハプテンの１つの態様に対するマウスＩｇＧモノク
ローナル抗体のハイブリドーマ融合産物ＥＬＩＳＡ結果を例示する。
【図１４】開示されるベンゾフラザンハプテンの１つの態様に対するマウスＩｇＧモノク
ローナル抗体のハイブリドーマ融合産物ＥＬＩＳＡ結果を例示する。
【図１５】開示されるベンゾフラザンハプテンの１つの態様に対するマウスＩｇＧモノク
ローナル抗体のハイブリドーマ融合産物ＥＬＩＳＡ結果を例示する。
【図１６】開示されるベンゾフラザンハプテンの１つの態様に対するマウスＩｇＧモノク
ローナル抗体のハイブリドーマ融合産物ＥＬＩＳＡ結果を例示する。
【図１７】ＤＮＰ濃度に対するヌクレオチドパーセントのグラフである。
【図１８】標識されるヌクレオチドパーセントに対するサケＤＮＡ濃度のグラフである。
【図１９】正常扁桃腺組織上での抗ビオチンＨＲＰコンジュゲートでのＣＤ２０－ビオチ
ン標識一次抗体の発色ＩＨＣ染色である。
【図２０】正常扁桃腺組織上での抗チアゾールスホンアミドＨＲＰコンジュゲートでのＣ
Ｄ４５チアゾールスルホンアミドに基づくハプテン標識一次抗体の発色ＩＨＣ染色である
。
【図２１】正常扁桃腺組織上での抗ベンゾフラザンＨＲＰコンジュゲートでのＫｉ－６７
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ベンゾフラザンに基づくハプテン標識一次抗体の発色ＩＨＣ染色である。
【図２２】正常扁桃腺組織上での抗ニトロピラゾールＨＲＰコンジュゲートでのＣＤ３４
ニトロピラゾールに基づくハプテン標識一次抗体の発色ＩＨＣ染色である。
【図２３】正常扁桃腺組織上での抗ジニトロフェニルＨＲＰコンジュゲートでのカッパジ
ニトロフェニルに基づくハプテン標識一次抗体の発色ＩＨＣ染色である。
【図２４】正常扁桃腺組織上での抗ロテノンＨＲＰコンジュゲートでのラムダロテノンに
基づくハプテン標識一次抗体の発色ＩＨＣ染色である。
【図２５】ビオチンに結合した抗ラムダを用いてそして抗ビオチン抗体ＱＤｏｔコンジュ
ゲートで検出される正常扁桃腺における蛍光ＩＨＣ染色である。
【図２６】チアゾールスルホンアミドに基づくハプテンに結合した抗ラムダを用いてそし
て抗チアゾールスルホンアミド抗体ＱＤｏｔコンジュゲートで検出される正常扁桃腺にお
ける蛍光ＩＨＣ染色である。
【図２７】ベンゾフラザンに基づくハプテンに結合した抗ラムダを用いてそして抗ベンゾ
フラザン抗体ＱＤｏｔコンジュゲートで検出される正常扁桃腺における蛍光ＩＨＣ染色で
ある。
【図２８】ジニトロフェニルに基づくハプテンに結合した抗ラムダを用いてそして抗ジニ
トロフェニル抗体ＱＤｏｔコンジュゲートで検出される正常扁桃腺における蛍光ＩＨＣ染
色である。
【図２９】ニトロピラゾールに基づくハプテンに結合した抗ラムダを用いてそして抗ニト
ロピラゾール抗体ＱＤｏｔコンジュゲートで検出される正常扁桃腺における蛍光ＩＨＣ染
色である。
【図３０】ロテノンに基づくハプテンに結合した抗ラムダを用いてそして抗ロテノン抗体
ＱＤｏｔコンジュゲートで検出される正常扁桃腺における蛍光ＩＨＣ染色である。
【図３１】正常扁桃腺組織上でのビオチン標識ＣＤ２０一次抗体および抗ビオチンＱＤｏ
ｔ５２５コンジュゲートの蛍光ＩＨＣ染色である。
【図３２】正常扁桃腺組織上でのチアゾールスルホンアミドに基づくハプテン標識ＣＤ４
５一次抗体および抗チアゾールスルホンアミド抗体ＱＤｏｔ５６５コンジュゲートの蛍光
ＩＨＣ染色である。
【図３３】正常扁桃腺組織上でのベンゾフラザンに基づくハプテン標識Ｋｉ６７一次抗体
および抗ベンゾフラザン抗体ＱＤｏｔ５８５コンジュゲートの蛍光ＩＨＣ染色である。
【図３４】正常扁桃腺組織上でのジニトロフェニルに基づくハプテン標識カッパ一次抗体
および抗ジニトロフェニル抗体ＱＤｏｔ６０５コンジュゲートの蛍光ＩＨＣ染色である。
【図３５】正常扁桃腺組織上でのニトロピラゾールに基づくハプテン標識ＣＤ３４一次抗
体および抗ニトロピラゾール抗体ＱＤｏｔ６５５コンジュゲートの蛍光ＩＨＣ染色である
。
【図３６】正常扁桃腺組織上でのロテノンに基づくハプテン標識ラムダ一次抗体および抗
ロテノン抗体ＱＤｏｔ７０５コンジュゲートの蛍光ＩＨＣ染色である。
【図３７】図３１～３６にそして実施例３４に記載したとおり正常扁桃腺組織上で一次抗
体－ハプテンコンジュゲートの混合物を用いてそして抗ハプテン抗体ＱＤｏｔコンジュゲ
ートの混合物で逐次視覚化した多重染色複合物である。
【図３８】正常扁桃腺組織上での抗ＣＤ４５－チアゾールスルホンアミド－コンジュゲー
トおよびハプテン一次抗体および抗チアゾールスルホンアミド抗体ＱＤｏｔ５６５コンジ
ュゲートを表す多重染色複合物から抽出した画像である。
【図３９】正常扁桃腺組織上でのＫｉ６７ベンゾフラザン－コンジュゲートおよびハプテ
ン一次抗体および抗ベンゾフラザンに基づく抗体ＱＤｏｔ５８５コンジュゲートからの染
色を表す図３７からの多重染色複合物より抽出した画像である。
【図４０】正常扁桃腺組織上での抗カッパ－ジニトロフェニル－コンジュゲートおよびハ
プテン一次抗体および抗ジニトロフェニルに基づくハプテン抗体ＱＤｏｔ６０５コンジュ
ゲートを表す図３７からの多重染色複合物より抽出した画像である。
【図４１】正常扁桃腺組織上での抗ＣＤ３４ニトロピラゾール－コンジュゲートおよびハ
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プテン一次抗体および抗ニトロピラゾールに基づくハプテン抗体ＱＤｏｔ６５５コンジュ
ゲートでの図３７からの多重染色複合物より抽出した画像である。
【図４２】正常扁桃腺組織上での抗ＣＤ２０ビオチン一次抗体ＱＤｏｔ５２５コンジュゲ
ートでの図３７からの多重染色複合物より抽出した画像である。
【図４３】正常扁桃腺組織上でのラムダ－ロテノン－コンジュゲートおよびハプテン一次
抗体および抗ロテノンに基づくハプテン抗体ＱＤｏｔ７０５コンジュゲートでの図３７か
らの多重染色複合物より抽出された画像である。
【図４４】図３７の多重染色合成物からの個々のＱＤｏｔシグナルを抽出するために用い
られる波長を表し、そしてシグナルが扁桃腺組織の公称自己蛍光を上回ることを示す波長
対相対蛍光のグラフである。
【００８５】
［発明の詳細な記述］
【００８６】
　Ｉ．用語および序論
　他に記載されない限り、技術用語は慣例的用法に従って使用される。分子生物学におけ
る一般用語の定義は、Ｂｅｎｊａｍｉｎ　Ｌｅｗｉｎ，Ｇｅｎｅｓ　ＶＩＩ，Ｏｘｆｏｒ
ｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ出版，２０００（ＩＳＢＮ　０１９８７９２７６
Ｘ）；Ｋｅｎｄｒｅｗ　ｅｔ　ａｌ．（ｅｄｓ．），Ｔｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ
　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅ
ｒｓ出版，１９９４（ＩＳＢＮ　０６３２０２１８２９）；およびＲｏｂｅｒｔ　Ａ．Ｍ
ｅｙｅｒｓ（ｅｄ．），Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ：ａ　Ｃｏｍｐｒｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，Ｗｉ
ｌｅｙ，Ｊｏｈｎ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．出版，１９９５（ＩＳＢＮ　０４７１１８６
３４１）；ならびに他の同様の参考文献に見出されることができる。
【００８７】
　本明細書において用いる場合、「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」および「その（
ｔｈｅ）」という単数形には、文脈が他に明らかに示さない限り複数の指示対象が包含さ
れる。同様に、「もしくは」という語には、文脈が他に明らかに示さない限り「および」
を包含するものとする。また、本明細書において用いる場合、「含んでなる」という用語
は「包含する」を意味する。従って、「ＡもしくはＢを含んでなること」はＡ、Ｂ、もし
くはＡおよびＢを包含することを意味する。さらに、核酸もしくはポリペプチドもしくは
他の化合物に示される、全てのヌクレオチドサイズもしくはアミノ酸サイズ、および全て
の分子量もしくは分子質量値は概算であり、そして説明のために提供されることが理解さ
れるべきである。本明細書に記述されるものと同様のもしくは同等の方法および材料は、
本開示の実施もしくは試験において用いることができるが、適当な方法および材料が以下
に記述される。本明細書に記載される全ての公開、特許出願、特許および他の参考文献は
、それらの全部が引用することにより組み込まれる。矛盾する場合、用語の説明を含んで
、本明細書が規制する。さらに、材料、方法および実施例は実例となるだけであり、そし
て限定しているものではない。
【００８８】
　本開示の様々な例の概説を容易にするために、特定用語の以下の説明が提供される：
【００８９】
　アジュバント：抗原に対する免疫反応を非特異的に高める物質。ヒトにおける使用のた
めのワクチンアジュバントの開発は、Ｓｉｎｇｈ　ｅｔ　ａｌ．（Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃ
ｈｎｏｌ．１７：１０７５－１０８１，１９９９）において概説され、これは、その公開
時に、水酸化アルミニウム（Ａｍｐｈｏｇｅｌ，Ｗｙｅｔｈ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
，Ｍａｄｉｓｏｎ，ＮＪ）のようなアルミニウム塩およびＭＦ５９マイクロエマルジョン
がヒト使用に認可された唯一のワクチンアジュバントであることを開示する。アルミニウ
ムヒドロゲル（Ｂｒｅｎｔｇ　Ｂｉｏｓｅｃｔｏｒ，Ｃｏｐｅｎｈａｇｅｎ，Ｄｅｎｍａ
ｒｋから入手可能）は、別の一般的なアジュバントである。
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【００９０】
　１つの態様において、アジュバントには免疫活性化、例えばＴ細胞、Ｂ細胞、単球、樹
状細胞およびナチュラルキラー細胞による自然免疫反応もしくは適応免疫反応を刺激する
ＤＮＡモチーフが包含される。免疫活性化を刺激するＤＮＡモチーフの特定の限定されな
い例には、米国特許第６，１９４，３８８号；第６，２０７，６４６号；第６，２１４，
８０６号；第６，２１８，３７１号；第６，２３９，１１６号；第６，３３９，０６８号
；第６，４０６，７０５号；および第６，４２９，１９９号に記述されるようなＣｐＧオ
リゴデオキシヌクレオチドが包含される。
【００９１】
　増幅：本発明のある態様は、特定の標的の同定および／もしくは定量を容易にするため
に、単一の標的が複数の視覚化複合体（ここで、複合体は同じもしくは異なることができ
る）を用いて検出されることを可能にする。
【００９２】
　アナログ、誘導体もしくは模倣物：アナログは、親化合物と化学構造が異なる分子、例
えばホモログ（アルキル鎖の長さの違いのような、化学構造における増分により異なる）
、分子フラグメント、１つもしくはそれ以上の官能基によって異なる構造、イオン化にお
ける変化である。構造的アナログは、Ｒｅｍｉｎｇｔｏｎ（Ｔｈｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　ａ
ｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ，第１９版（１９９５），第
２８章）に開示されるもののような技術で、定量的構造活性相関（ＱＳＡＲ）を用いて見
出されることが多い。誘導体は、基本構造由来の生物活性分子である。模倣物は、生物活
性分子のような別の分子の活性を模倣する分子である。生物活性分子は、化合物の生物活
性を模倣する化学構造を含むことができる。
【００９３】
　動物：生きている多細胞脊椎動物、例えば哺乳類および鳥類を包含するカテゴリー。哺
乳類という用語には、ヒトおよび非ヒト哺乳類の両方が包含される。同様に、「患者」と
いう用語にはヒトおよび動物患者の両方、例えば、ヒト、非ヒト霊長類、イヌ、ネコ、ウ
マおよびウシが包含される。
【００９４】
　抗体：「抗体」は集合的に免疫グロブリンもしくは免疫グロブリン様分子（例としてそ
して限定されずに、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧおよびＩｇＭ、その組み合わせ、な
らびに任意の脊椎動物において、例えばヒト、ヤギ、ウサギおよびマウスのような哺乳類
において免疫反応中に生産される同様の分子を包含する）および他の分子への結合が実質
的になく興味のある分子（もしくは興味のある一群の非常に類似した分子）に特異的に結
合する抗体フラグメント（例えば、生物学的サンプルにおける他の分子に対する結合定数
より少なくとも１０3Ｍ-1大きい、少なくとも１０4Ｍ-1大きいもしくは少なくとも１０5

Ｍ-1大きい興味のある分子に対する結合定数を有する抗体および抗体フラグメント）をさ
す。
【００９５】
　さらに特に、「抗体」は、抗原のエピトープを特異的に認識しそして結合する少なくと
も１つの軽鎖もしくは重鎖免疫グロブリン可変領域を含んでなるポリペプチドリガンドを
さす。抗体は重鎖および軽鎖からなり、これらの各々は可変重（ＶH）領域および可変軽
（ＶL）領域と呼ばれる可変領域を有する。一緒になって、ＶH領域およびＶL領域は抗体
により認識される抗原を結合することに関与する。
【００９６】
　これには、完全な免疫グロブリンならびに当該技術分野において周知であるそれらのバ
リアントおよび一部が包含される。抗体フラグメントには、タンパク質分解抗体フラグメ
ント［当該技術分野において既知であるようなＦ（ａｂ’）2フラグメント、Ｆａｂ’フ
ラグメント、Ｆａｂ’－ＳＨフラグメントおよびＦａｂフラグメントのような］、組換え
抗体フラグメント（ｓＦｖフラグメント、ｄｓＦｖフラグメント、二重特異性ｓＦｖフラ
グメント、二重特異性ｄｓＦｖフラグメント、Ｆ（ａｂ）’2フラグメント、一本鎖Ｆｖ
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タンパク質（“ｓｃＦｖ”）、ジスルフィド安定化Ｆｖタンパク質（“ｄｓＦｖ”）、ジ
アボディ、およびトリアボディ（当該技術分野において既知であるような）、およびラク
ダ抗体（例えば、米国特許第６，０１５，６９５号；第６，００５，０７９号－第５，８
７４，５４１号；第５，８４０，５２６号；第５，８００，９８８号；および第５，７５
９，８０８号を参照））が包含される。ｓｃＦｖタンパク質は、免疫グロブリンの軽鎖可
変領域と免疫グロブリンの重鎖可変領域がリンカーにより結合される融合タンパク質であ
り、一方、ｄｓＦｖにおいて、鎖は鎖の会合を安定させるためにジスルフィド結合を導入
するように突然変異されている。該用語にはまた、キメラ抗体（例えば、ヒト化マウス抗
体）、ヘテロコンジュゲート抗体（二重特異性抗体のような）のような遺伝子操作した形
態も包含される。Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃａｔａｌｏｇ　ａｎｄ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ，１９９４
－１９９５（Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬ）；Ｋ
ｕｂｙ，Ｊ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，第３版，Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ　＆　Ｃｏ．，
Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９９７もまた参照。
【００９７】
　典型的に、天然に存在する免疫グロブリンはジスルフィド結合により相互に連結される
重（Ｈ）鎖および軽（Ｌ）鎖を有する。２つのタイプの軽鎖、ラムダ（λ）およびカッパ
（κ）がある。抗体分子の機能活性を決定する５つの主要な重鎖クラス（もしくはアイソ
タイプ）：ＩｇＭ、ＩｇＤ、ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＥがある。
【００９８】
　各重鎖および軽鎖は、定常領域および可変領域を含有する（これらの領域はまた、「ド
メイン」としても知られている）。組み合わせて、重鎖および軽鎖可変領域は抗原に特異
的に結合する。軽鎖および重鎖可変領域は、「相補性決定領域」もしくは「ＣＤＲ」とも
呼ばれる３つの超可変領域により遮られる「フレームワーク」領域を含有する。フレーム
ワーク領域およびＣＤＲの範囲は特定されている（引用することにより本明細書に組み込
まれる、Ｋａｂａｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏ
ｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ，Ｕ．Ｓ．Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　
ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，１９９１を参照）。Ｋａ
ｂａｔデータベースは、現在、オンラインで維持される。異なる軽鎖もしくは重鎖のフレ
ームワーク領域の配列は、種内で比較的保存されている。構成する軽鎖および重鎖の組み
合わされたフレームワーク領域である抗体のフレームワーク領域は、３次元空間において
ＣＤＲを配置しそして並べる働きをする。
【００９９】
　ＣＤＲは、抗原のエピトープへの結合に主に関与する。各鎖のＣＤＲは、Ｎ末端から開
始して順次番号が付され、ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３と典型的に呼ばれ、そして
また特定のＣＤＲが位置する鎖によっても典型的に同定される。従って、ＶHＣＤＲ３は
それが存在する抗体の重鎖の可変ドメインに位置し、一方、ＶLＣＤＲ１はそれが存在す
る抗体の軽鎖の可変ドメインからのＣＤＲ１である。ＲＥＴに結合する抗体は特定のＶH

領域およびＶL領域配列、従って、特定のＣＤＲ配列を有する。異なる特異性（すなわち
、異なる抗原に対する異なる結合部位）を有する抗体は、異なるＣＤＲを有する。抗体ご
とに異なるのはＣＤＲであるが、ＣＤＲ内の限られた数のアミノ酸位置のみが抗原結合に
直接関与する。ＣＤＲ内のこれらの位置は、特異性決定残基（ＳＤＲ）と呼ばれる。
【０１００】
　抗原：抗体分子もしくはＴ細胞受容体のような、特定の体液性もしくは細胞性免疫の生
成物により特異的に結合され得る化合物、組成物もしくは物質。抗原は、例えばハプテン
、単純中間代謝物、糖（例えばオリゴ糖）、脂質およびホルモンならびに複合炭水化物（
例えば多糖）、リン脂質、核酸およびタンパク質のような巨大分子を包含する任意のタイ
プの分子であることができる。抗原の一般的カテゴリーには、ウイルス抗原、細菌抗原、
真菌抗原、原生動物および他の寄生虫抗原、腫瘍抗原、自己免疫疾患に関与する抗原、ア
レルギーおよび移植拒絶、毒素ならびに他の様々な抗原が包含されるがこれらに限定され
るものではない。一例として、抗原はγＰＧＡのようなバチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）抗
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原である。
【０１０１】
　アビジン：生物学的サンプルに存在し得る他の小分子では実質的になくビオチンに特異
的に結合する任意のタイプのタンパク質。アビジンの例には、卵白、脂肪種子タンパク質
（例えばダイズミール）および穀物（例えばトウモロコシ（ｃｏｒｎ／ｍａｉｚｅ）に天
然で存在するアビジンならびに細菌由来のタンパク質であるストレプトアビジンが包含さ
れる。
【０１０２】
　結合親和性：特異的結合対のあるメンバーの特異的結合対の別のメンバーに対する傾向
のような、別の分子と結合する（典型的には非共有結合的に）ある分子の傾向。結合親和
性は結合定数として測定することができ、特異的結合対（抗体／抗原対もしくは核酸プロ
ーブ／核酸配列対のような）のこの結合親和性は、少なくとも１ｘ１０6Ｍ-1、少なくと
も１ｘ１０7Ｍ-1もしくは少なくとも１ｘ１０8Ｍ-1のような少なくとも１ｘ１０5Ｍ-1で
あることができる。１つの態様において、結合親和性はＦｒａｎｋｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｍｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６：１０１－１０６，１９７９により記述されるスキャッ
チャード法の改変により計算される。別の態様において、結合親和性は抗原／抗体解離速
度により測定される。さらに別の態様において、高い結合親和性は競合ラジオイムノアッ
セイにより測定される。いくつかの例において、抗体／抗原対の高い結合親和性は少なく
とも約１ｘ１０8Ｍ-1である。別の態様において、高い結合親和性は少なくとも約１．５
ｘ１０8Ｍ-1、少なくとも約２．０ｘ１０8Ｍ-1、少なくとも約２．５ｘ１０8Ｍ-1、少な
くとも約３．０ｘ１０8Ｍ-1、少なくとも約３．５ｘ１０8Ｍ-1、少なくとも約４．０ｘ１
０8Ｍ-1、少なくとも約４．５ｘ１０8Ｍ-1もしくは少なくとも約５．０ｘ１０8Ｍ-1であ
る。
【０１０３】
　担体：ハプテンもしくは抗原をそれに結合することができる分子。担体分子には、免疫
原性担体および特異的結合担体が包含される。免疫原性担体に結合する場合、結合した分
子は免疫原性になることができる。免疫原性担体は、結合した分子の免疫原性を上げるた
めにそして／または診断的に、分析的に、そして／もしくは治療的に有益である担体に対
する抗体を生じさせるために選択することができる。担体への分子の共有結合は、強化さ
れた免疫原性およびＴ細胞依存性を与えることができる（Ｐｏｚｓｇａｙ　ｅｔ　ａｌ．
，ＰＮＡＳ　９６：５１９４－９７，１９９９；Ｌｅｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．１１６：１７１１－１８，１９７６；Ｄｉｎｔｚｉｓ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ　
７３：３６７１－７５，１９７６）。有用な担体には、反応物部分を結合することができ
る１つもしくはそれ以上の官能基を含有する天然（例えば、細菌もしくはウイルスからの
タンパク質）、半合成もしくは合成物質であることができるポリマー担体が包含される。
特異的結合担体は、抗体、核酸、アビジン、タンパク質－核酸を包含する任意のタイプの
特異的結合部分であることができる。
【０１０４】
　適当な免疫原性担体の例は、ハプテンの免疫原性を上げそして／または診断的に、分析
的にそして／もしくは治療的に有益であるハプテンに対する抗体を生じさせるのに役立つ
ことができるものである。有用な担体には、反応物部分を結合することができる１つもし
くはそれ以上の官能基、例えば第一級および／もしくは第二級アミノ基、アジド基、ヒド
ロキシル基もしくはカルボキシル基を含有する天然であるか（オボアルブミンもしくはキ
ーホールリンペットヘモシアニンのようなタンパク質のような）または任意の生物（ウイ
ルスを包含する）から単離される天然ポリマー、半合成もしくは合成物質由来であること
ができるポリマー担体が包含される。担体は水溶性もしくは不溶性であることができ、そ
してある態様においてタンパク質もしくはポリペプチドである。これらの基準を満たす担
体は、当該技術分野において一般に既知である（例えば、Ｆａｔｔｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．５８：２３０９－１２，１９９０；Ｄｅｖｉ　ｅｔ　ａｌ．
，ＰＮＡＳ　８８：７１７５－７９，１９９１；Ｓｚｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｆｅｃｔ．
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Ｉｍｍｕｎ．５９：４５５５－６１，１９９１；Ｓｚｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍ
ｅｄ．１６６：１５１０－２４，１９８７；およびＰａｖｌｉａｋｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．
，Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．６８：２１６１－６６，２０００を参照）。
【０１０５】
　免疫原性担体は、ロタウイルスのもしくはロタウイルス以外のウイルスのポリペプチド
のようなポリペプチドであることができる。そのような他のウイルスの限定されないそし
て決して包括的ではないリストには、アデノ随伴ウイルス、アデノウイルス、鳥類伝染性
気管支炎ウイルス、バキュロウイルス、水疱瘡、コロナウイルス、サイトメガロウイルス
、ジステンパー、エンテロウイルス、エプスタイン・バーウイルス、ネコ白血病ウイルス
、フラビウイルス、口蹄疫ウイルス、Ａ型肝炎ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウ
イルス、Ｅ型肝炎ウイルス、ヘルペス種、単純ヘルペス、インフルエンザウイルス、ＨＩ
Ｖ－１、ＨＩＶ－２、ＨＴＬＶ　１、インフルエンザＡおよびＢ、クンジンウイルス、ラ
ッサ熱ウイルス、ＬＣＭＶ（リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス）、レンチウイルス、麻疹、
メンゴウイルス、麻疹ウイルス属、ミクソウイルス、パピローマウイルス、パロウイルス
、パラインフルエンザウイルス、パラミクソウイルス、パルボウイルス、ポコウイルス（
Ｐｏｋｏ　ｖｉｒｕｓ）、ポリオウイルス、ポリオーマ腫瘍ウイルス、仮性狂犬病、狂犬
病ウイルス、レオウイルス、呼吸器合胞体ウイルス、レトロウイルス、ライノウイルス、
牛疫、ロタウイルス、セムリキ森林ウイルス、センダイウイルス、シミアンウイルス４０
、シンドビスウイルス、ＳＶ５、ダニ媒介性脳炎ウイルス、トガウイルス（風疹、黄熱病
、デング熱）、ワクシニアウイルス、ベネズエラウマ脳脊髄炎、水疱性口内炎ウイルス、
メタ肺炎ウイルス、ノロウイルス、ＳＡＲＳウイルス、天然痘ウイルス、ピコルナウイル
ス、水痘帯状ヘルペスおよびウェストナイルウイルスが包含される。
【０１０６】
　あるいはまた、免疫原性担体ポリペプチドは、細菌もしくは他の病原性生物のものであ
ることができる。典型的な細菌ポリペプチドには、アクロモバクター・キシロソキシダン
ス（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ　ｘｙｌｏｓｏｘｉｄａｎｓ）、アシネトバクター・カ
ルコアセティクス（Ａｃｉｎｅｔｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｌｃｏａｃｅｔｉｃｕｓ）、好ま
しくはアシネトバクター・アニトラタス（Ａ．ａｎｉｔｒａｔｕｓ）、アシネトバクター
・ヘモリチカス（Ａ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、アシネトバクター・アルカリゲネス
（Ａ．ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）およびアシネトバクター・ルヴォフィイ（Ａ．ｌｗｏｆ
ｆｉｉ）、アクチノマイセス・イスラエリイ（Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｓ　ｉｓｒａｅｌｉ
ｉ）、アエロモナス・ハイドロフィリア（Ａｅｒｏｍｏｎａｓ　ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉａ
）、アルカリゲネス（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ）種、好ましくはアルカリゲネス・フェカ
リス（Ａ．ｆａｅｃａｌｉｓ）、アルカリゲネス・オドランス（Ａ．ｏｄｏｒａｎｓ）お
よびアルカリゲネス・デニトリフィカンス（Ａ．ｄｅｎｉｔｒｉｆｉｃａｎｓ）、アリゾ
ナ・ヒンシャウイ（Ａｒｉｚｏｎａ　ｈｉｎｓｈａｗｉｉ）、バチルス・アントラシス（
Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ａｎｔｈｒａｃｉｓ）、バチルス・セレウス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｃ
ｅｒｅｕｓ）、バクテロイデス・フラジリス（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｆｒａｇｉｌｉ
ｓ）、バクテロイデス・メラニノゲニカス（Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｓ　ｍｅｌａｎｉｎｏ
ｇｅｎｉｃｕｓ）、ボルデテラ・ペルツッシス（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒｔｕｓｓ
ｉｓ）、ボレリア・ブルグドルフェリ（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｂｕｒｇｄｏｒｆｅｒｉ）、
ボレリア・レクレンティス（Ｂｏｒｒｅｌｉａ　ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｉｓ）、ブルセラ（
Ｂｒｕｃｅｌｌａ）種、好ましくはブルセラ・アボルタス（Ｂ．ａｂｏｒｔｕｓ）、ブル
セラ・スイス（Ｂ．ｓｕｉｓ）、ブルセラ・メリテンシス（Ｂ．ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ）
およびブルセラ・カニス（Ｂ．ｃａｎｉｓ）、カリマトバクテリウム・グラヌロマティス
（Ｃａｌｙｍｍａｔｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇｒａｎｕｌｏｍａｔｉｓ）、カンピロバク
ター・コリ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｃｏｌｉ）（例えばＣｊａＡポリペプチド）
、カンピロバクター・フェタスｓｓｐ．インテスティナリス（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅ
ｒ　ｆｅｔｕｓ　ｓｓｐ．ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｓ）、カンピロバクター・フェタスｓ
ｓｐ．ジュジュニ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｔｕｓ　ｓｓｐ．ｊｅｊｕｎｉ）
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、クラミジア（Ｃｈｌａｍｙｄｉａ）種、好ましくはクラミジア・シタッシ（Ｃ．ｐｓｉ
ｔｔａｃｉ）およびクラミジア・トラコマティス（Ｃ．ｔｒａｃｈｏｍａｔｉｓ）、クロ
モバクテリウム・ビオラセウム（Ｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｖｉｏｌａｃｅｕｍ
）、シトロバクター（Ｃｉｔｒｏｂａｃｔｅｒ）種、好ましくはシトロバクター・フロイ
ンディ（Ｃ．ｆｒｅｕｎｄｉｉ）およびシトロバクター・ディバーサス（Ｃ．ｄｉｖｅｒ
ｓｕｓ）、クロストリジウム・ボツリヌム（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｂｏｔｕｌｉｎｕ
ｍ）、クロストリジウム・ペルフリンゲンス（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎ
ｇｅｎｓ）、クロストリジウム・ジフィシル（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｄｉｆｆｉｃｉ
ｌｅ）、クロストリジウム・テタニ（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｔｅｔａｎｉ）、コリネ
バクテリウム・ジフテリエ（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｄｉｐｈｔｈｅｒｉａｅ
）、コリネバクテリウム（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ）、好ましくはコリネバクテ
リウム・ウルセランス（Ｃ．ｕｌｃｅｒａｎｓ）、コリネバクテリウム・ヘモリチカム（
Ｃ．ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｍ）およびコリネバクテリウム・シュードツベルクローシス
（Ｃ．ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、コキシエラ・ブルネティ（Ｃｏｘｉｅ
ｌｌａ　ｂｕｒｎｅｔｉｉ）、エドワージエラ・タルダ（Ｅｄｗａｒｄｓｉｅｌｌａ　ｔ
ａｒｄａ）、エイケネラ・コロデンス（Ｅｉｋｅｎｅｌｌａ　ｃｏｒｒｏｄｅｎｓ）、エ
ンテロバクター（Ｅｎｔｅｒｏｂａｃｔｅｒ）、好ましくはエンテロバクター・クロアカ
エ（Ｅ．ｃｌｏａｃａｅ）、エンテロバクター・アエロゲネス（Ｅ．ａｅｒｏｇｅｎｅｓ
）、エンテロバクター・ハフニエ（Ｅ．ｈａｆｎｉａｅ）（ハフニア・アルベイ（Ｈａｆ
ｎｉａ　ａｌｖｅｉ）とも呼ばれる）およびエンテロバクター・アグロメランス（Ｅ．ａ
ｇｇｌｏｍｅｒａｎｓ）、エリシペロスリクス・ルシオパシエ（Ｅｒｙｓｉｐｅｌｏｔｈ
ｒｉｘ　ｒｈｕｓｉｏｐａｔｈｉａｅ）、エシェリキア・コリ（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ
　ｃｏｌｉ）、フラボバクテリウム・メニンゴセプチカム（Ｆｌａｖｏｂａｃｔｅｒｉｕ
ｍ　ｍｅｎｉｎｇｏｓｅｐｔｉｃｕｍ）、フランシセラ・ツラレンシス（Ｆｒａｎｃｉｓ
ｅｌｌａ　ｔｕｌａｒｅｎｓｉｓ）、フゾバクテリウム・ヌクレアタム（Ｆｕｓｏｂａｃ
ｔｅｒｉｕｍ　ｎｕｃｌｅａｔｕｍ）、ガードネレラ・バギナリス（Ｇａｒｄｎｅｒｅｌ
ｌａ　ｖａｇｉｎａｌｉｓ）、ヘモフィルス・デュクレイ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｄ
ｕｃｒｅｙｉ）、ヘモフィルス・インフルエンザ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕ
ｅｎｚａｅ）、ヘリコバクター（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ）種（例えばヘリコバクター
・ピロリ（Ｈ．ｐｙｌｏｒｉ）のＵｒｅＢポリペプチド）、クレブシエラ（Ｋｌｅｂｓｉ
ｅｌｌａ）種、好ましくはクレブシエラ・ニューモニエ（Ｋ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、
クレブシエラ・オザエナエ（Ｋ．ｏｚａｅｎａｅ）もしくはクレブシエラ・リノスクレロ
マティス（Ｋ．ｒｈｉｎｏｓｃｌｅｒｏｍａｔｉｓ）、レジオネラ（Ｌｅｇｉｏｎｅｌｌ
ａ）種、レプトスピラ・インテロガンス（Ｌｅｐｔｏｓｐｉｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎ
ｓ）、リステリア・モノサイトゲネス（Ｌｉｓｔｅｒｉａ　ｍｏｎｏｃｙｔｏｇｅｎｅｓ
）、モラクセラ（Ｍｏｒａｘｅｌｌａ）種、好ましくはモラクセラ・ラクナタ（Ｍ．ｌａ
ｃｕｎａｔａ）およびモラクセラ・オスロエンシス（Ｍ．ｏｓｌｏｅｎｓｉｓ）、マイコ
バクテリウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、マイコバクテリウ
ム・レプラエ（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｌｅｐｒａｅ）、マイコバクテリウム・ツ
ベルクローシス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）（例えばＣ
ＦＰ１０ポリペプチド）、マイコプラズマ（Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ）種、好ましくはマイ
コプラズマ・ニューモニエ（Ｍ．ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ナイセリア・ゴノレア（Ｎｅ
ｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏｒｒｈｏｅａｅ）、ナイセリア・メニンギティディス（Ｎｅｉ
ｓｓｅｒｉａ　ｍｅｎｉｎｇｉｔｉｄｉｓ）、ノカルジア（Ｎｏｃａｒｄｉａ）種、好ま
しくはノカルジア・アステロイデス（Ｎ．ａｓｔｅｒｏｉｄｅｓ）およびノカルジア・ブ
ラジリエンシス（Ｎ．ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ）、パスツレラ・ヘモリチカ（Ｐａｓｔ
ｅｕｒｅｌｌａ　ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ）、パスツレラ・マルトシダ（Ｐａｓｔｅｕｒ
ｅｌｌａ　ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、ペプトコッカス・マグナス（Ｐｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ
　ｍａｇｎｕｓ）、プレシオモナス・シゲロイデス（Ｐｌｅｓｉｏｍｏｎａｓ　ｓｈｉｇ
ｅｌｌｏｉｄｅｓ）、ニューモコッカス（Ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃｉ）、プロテウス（Ｐｒ
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ｏｔｅｕｓ）種、好ましくはプロテウス・ミラビリス（Ｐ．ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、プロ
テウス・ブルガリス（Ｐ．ｖｕｌｇａｒｉｓ）、プロテウス・レットゲリ（Ｐ．ｒｅｔｔ
ｇｅｒｉ）およびプロテウス・モルガニー（Ｐ．ｍｏｒｇａｎｉｉ）（それぞれプロビデ
ンシア・レットゲリ（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ　ｒｅｔｔｇｅｒｉ）およびモルガネラ・
モルガニー（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉ）とも呼ばれる）、プロビデンシ
ア（Ｐｒｏｖｉｄｅｎｃｉａ）種、好ましくはプロビデンシア・アルカリファシエンス（
Ｐ．ａｌｃａｌｉｆａｃｉｅｎｓ）、プロビデンシア・スチュアルティイ（Ｐ．ｓｔｕａ
ｒｔｉｉ）およびプロビデンシア・レットゲリ（Ｐ．ｒｅｔｔｇｅｒｉ）（プロテウス・
レットゲリ（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｒｅｔｔｇｅｒｉ）とも呼ばれる）、シュードモナス・ア
エルギノーザ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒｕｇｉｎｏｓａ）、シュードモナス・マ
レイ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｍａｌｌｅｉ）、シュードモナス・シュードマレイ（Ｐ
ｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ）、リケッチア（Ｒｉｃｋｅｔｔｓｉ
ａ）、ロシャリメア・ヘンセレ（Ｒｏｃｈａｌｉｍａｉａ　ｈｅｎｓｅｌａｅ）、サルモ
ネラ（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ）種、好ましくはサルモネラ・エンテリディス（Ｓ．ｅｎｔ
ｅｒｉｄｉｓ）、サルモネラ・チフィ（Ｓ．ｔｙｐｈｉ）およびサルモネラ・デルビー（
Ｓ．ｄｅｒｂｙ）、そして最も好ましくはサルモネラＤＴ１０４タイプのサルモネラ種、
セラチア（Ｓｅｒｒａｔｉａ）種、好ましくはセラチア・マルセッセンス（Ｓ．ｍａｒｃ
ｅｓｃｅｎｓ）、シゲラ・ディセンテリエ（Ｓｈｉｇｅｌｌａ　ｄｙｓｅｎｔｅｒｉａｅ
）、シゲラ・フレクスネリ（Ｓ．ｆｌｅｘｎｅｒｉ）、シゲラ・ボイディ（Ｓ．ｂｏｙｄ
ｉｉ）およびシゲラ・ソンネイ（Ｓ．ｓｏｎｎｅｉ）、スピリルム・マイナー（Ｓｐｉｒ
ｉｌｌｕｍ　ｍｉｎｏｒ）、スタヒロコッカス・アウレウス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）、スタヒロコッカス・エピデルミディス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、スタヒロコッカス・サプロフィチカス（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｐｒｏｐｈｙｔｉｃｕｓ）、ストレプトバチルス・モニリフォ
ルミス（Ｓｔｒｅｐｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｍｏｎｉｌｉｆｏｒｍｉｓ）、ストレプトコ
ッカス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ）、好ましくはストレプトコッカス・フェカリス（
Ｓ．ｆａｅｃａｌｉｓ）、ストレプトコッカス・フェシウム（Ｓ．ｆａｅｃｉｕｍ）およ
びストレプトコッカス・デュランス（Ｓ．ｄｕｒａｎｓ）、ストレプトコッカス・アガラ
クチエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ａｇａｌａｃｔｉａｅ）、ストレプトコッカス・
ニューモニエ（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ストレプトコッ
カス・ピオゲネス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）（例えばＳｆｂ１
ポリペプチド）、トレポネーマ・カラテウム（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｃａｒａｔｅｕｍ）
、トレポネーマ・パリダム（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐａｌｌｉｄｕｍ）、トレポネーマ・
ペルテヌエ（Ｔｒｅｐｏｎｅｍａ　ｐｅｒｔｅｎｕｅ）、好ましくはトレポネーマ・パリ
ダム（Ｔ．ｐａｌｌｉｄｕｍ）、ウレアプラズマ・ウレアリチカム（Ｕｒｅａｐｌａｓｍ
ａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）、ビブリオ・コレラ（Ｖｉｂｒｉｏ　ｃｈｏｌｅｒａｅ）
、ビブリオ・パラヘモリチカス（Ｖｉｂｒｉｏ　ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、
エルジニア・エンテロコリチカ（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）お
よびエルジニア・ペスティス（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）のものが包含される。
【０１０７】
　寄生虫免疫原性担体は、例えば、マラリア（Ｍａｌａｒｉａ）（プラスモジウム・ファ
ルシパルム（Ｐｌａｓｍｏｄｉｕｍ　ｆａｌｃｉｐａｒｕｍ）、プラスモジウム・ビバッ
クス（Ｐ．ｖｉｖａｘ）、プラスモジウム・マラリエ（Ｐ．ｍａｌａｒｉａｅ））、シス
トソーマ（Ｓｃｈｉｓｔｏｓｏｍｅｓ）、トリパノソーマ（Ｔｒｙｐａｎｏｓｏｍｅｓ）
、リーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ）、フィラリア・ネマトデス（Ｆｉｌａｒｉａ
ｌ　ｎｅｍａｔｏｄｅｓ）、トリコモナス症、肉胞子虫症、テニア（Ｔａｅｎｉａ）（テ
ニア・サギナタ（Ｔ．ｓａｇｉｎａｔａ）、テニア・ソリウム（Ｔ．ｓｏｌｉｕｍ））、
リーシュマニア（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ）、トキソプラズマ・ゴンジイ（Ｔｏｘｏｐｌａ
ｓｍａ　ｇｏｎｄｉｉ）、旋毛虫症（トリキネラ・スピラリス（Ｔｒｉｃｈｉｎｅｌｌａ
　ｓｐｉｒａｌｉｓ））もしくはコクシジウム症（アイメリア（Ｅｉｍｅｒｉａ）種）か
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ら単離されそして／もしくは得られることができる。
【０１０８】
　実例となる真菌免疫原性担体は、クリプトコックス・ネオフォルマンス（Ｃｒｙｐｔｏ
ｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）、カンジダ・アルビカンス（Ｃａｎｄｉｄａ　ａ
ｌｂｉｃａｎｓ）、アスペルギルス・フミガーツス（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　ｆｕｍｉ
ｇａｔｕｓ）およびコクシジオイデス症から選択される真菌より単離されそして／もしく
は得られることができる。
【０１０９】
　水溶性ポリペプチド免疫原性担体の特定の限定されない例には、細菌もしくはウイルス
からの天然、半合成もしくは合成ポリペプチドもしくはタンパク質が包含されるがこれら
に限定されるものではない。１つの態様において、担体としての使用のための細菌生成物
には、細菌壁タンパク質および他の生成物（例えば、ストレプトコッカスもしくはスタヒ
ロコッカス細胞壁）、ならびに細菌の可溶性抗原が包含される。別の態様において、担体
としての使用のための細菌生成物には細菌毒素が包含される。細菌毒素には、感受性宿主
において有毒作用、炎症反応、ストレス、ショック、慢性後遺症もしくは死亡を媒介する
細菌生成物が包含される。
【０１１０】
　水不溶性ポリマー担体の特定の限定されない例には、反応性部分をそれに結合すること
ができる、アミノアルキルアガロース（例えば、アミノプロピルもしくはアミノヘキシル
セファロース；Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）、ア
ミノプロピルガラス、架橋デキストランなどが包含されるがこれらに限定されるものでは
ない。他の担体は、反応性基を共有結合するために官能基が利用可能であるならば、用い
ることができる。
【０１１１】
　キメラ抗体：ヒトのようなある種からのフレームワーク残基およびＲＥＴに特異的に結
合するマウス抗体のような別の種からのＣＤＲ（これは一般に抗原結合を与える）を有す
る抗体。
【０１１２】
　コンジュゲーションすること、連結すること、結合することもしくはつなぐこと：より
大きい分子を製造するためにある分子を別の分子に共有結合すること。例えば、２つのポ
リペプチドを１つの連続したポリペプチド分子にすること、またはｓｃＦｖ抗体のような
、ポリペプチドにハプテンもしくは他の分子を共有結合すること。特定の文脈において、
該用語は、エフェクター分子（「ＥＭ」）に抗体部分のようなリガンドを連結することへ
の言及を含む。該連結は、化学的もしくは組換え手段によるいずれかであることができる
。「化学的手段」は、１つの分子を生成せしめるために２つの分子間で形成される共有結
合があるような抗体部分とエフェクター分子との間の反応をさす。
【０１１３】
　連結された：第一の原子もしくは分子に適用する場合に第二の原子もしくは分子に「連
結される」ことは、直接連結されるそして間接的に連結されるの両方であることができる
。二次抗体は、間接的連結の例を提供する。間接的連結の１つの具体例はウサギ抗ハプテ
ン一次抗体であり、それはマウス抗ウサギＩｇＧ抗体により結合され、それは次に検出可
能な標識に共有結合されているヤギ抗マウスＩｇＧ抗体により結合される。
【０１１４】
　エピトープ：抗原決定基。これらは抗原性である、すなわち、特異的免疫反応を引き起
こす分子上の特定の化学基または連続的もしくは非連続的ペプチド配列である。抗体は、
特定の抗原性エピトープに結合する。
【０１１５】
　ハプテン：抗体と特異的に結合することができるが、典型的には担体分子との組み合わ
せを除いて免疫原性であることが実質的にできない分子、典型的には小分子。
【０１１６】
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　ホモポリマー：この用語は、単一モノマー（例えばアミノ酸）のような単一タイプの分
子種の多数の単位を一緒に結合することにより形成されるポリマーをさす。
【０１１７】
　ヒト化抗体：ヒト化軽鎖およびヒト化重鎖免疫グロブリンを含んでなる抗体。ヒト化抗
体は、ＣＤＲを提供するドナー抗体と同じ抗原に結合する。ヒト化免疫グロブリンもしく
は抗体のアクセプターフレームワークは、ドナーフレームワークから取り込まれたアミノ
酸での限られた数の置換を有し得る。ヒト化もしくは他のモノクローナル抗体は、抗原結
合もしくは他の免疫グロブリン機能への影響を実質的に有さないさらなる保存的アミノ酸
置換を有することができる。ヒト化免疫グロブリンは、遺伝子工学を用いて構築すること
ができる（例えば、米国特許第５，５８５，０８９号を参照）。
【０１１８】
　ヒト化免疫グロブリン：ヒトフレームワーク領域および非ヒト（例えば、マウス、ラッ
トもしくは合成）免疫グロブリンからの１つもしくはそれ以上のＣＤＲを含む免疫グロブ
リン。ＣＤＲを提供する非ヒト免疫グロブリンは「ドナー」と呼ばれ、そしてフレームワ
ークを提供するヒト免疫グロブリンは「アクセプター」と呼ばれる。１つの態様において
、全てのＣＤＲはヒト化免疫グロブリンにおけるドナー免疫グロブリンからである。定常
領域は存在する必要はないが、それらが存在する場合、それらはヒト免疫グロブリン定常
領域に実質的に同一、すなわち、少なくとも約８５～９０％、例えば約９５％もしくはそ
れ以上同一でなければならない。従って、ヒト化免疫グロブリンの全ての部分は、場合に
よりＣＤＲを除いて、天然ヒト免疫グロブリン配列の対応する部分に実質的に同一である
。
【０１１９】
　免疫反応：刺激に対する、Ｂ細胞、Ｔ細胞、マクロファージもしくは多形核細胞のよう
な免疫系の細胞の反応。免疫反応は、宿主防御反応に関与する体の任意の細胞、例えば、
インターフェロンもしくはサイトカインを分泌する上皮細胞を含むことができる。免疫反
応には、先天性免疫反応もしくは炎症が包含されるがこれらに限定されるものではない。
【０１２０】
　免疫原性コンジュゲートもしくは組成物：脊椎動物において特異的免疫反応（もしくは
免疫原性反応）を刺激するかもしくは引き起こすために有用な組成物を意味するために本
明細書において用いられる用語。ある態様において、免疫原性反応は、免疫原性組成物が
向けられる生物からの感染もしくは疾患進行に脊椎動物がより良く抵抗することをそれが
可能にする点において、防御的であるかもしくは防御免疫を与える。免疫原性組成物のタ
イプの１つの具体例はワクチンである。
【０１２１】
　免疫原：動物に注射されるかもしくは吸収される組成物を包含する、動物において、適
切な条件下で、抗体の生産もしくはＴ細胞反応を刺激することができる化合物、組成物も
しくは物質。
【０１２２】
　免疫学的に有効な用量：本開示の開示されるコンジュゲートの免疫学的に有効な用量は
治療的に有効であり、そして疾患もしくは症状の重症度、程度もしくは期間を抑えるか、
処置するか、減少させるかもしくは軽減する。
【０１２３】
　免疫学的に反応性の条件：実質的に全ての他のエピトープへの結合よりも検出可能に大
きい程度にそして／もしくはそれが実質的になく、特定のエピトープに対して産生される
抗体がそのエピトープに結合することを可能にする条件への言及を含む。免疫学的に反応
性の条件は、抗体結合反応の形態により決まり、そして典型的には免疫アッセイプロトコ
ルにおいて利用されるものもしくはインビボで遭遇する条件である。免疫アッセイ形態お
よび条件の記述については、Ｈａｒｌｏｗ　＆　Ｌａｎｅ、上記を参照。これらの方法に
おいて用いられる免疫学的に反応性の条件は、生きている哺乳類もしくは哺乳類細胞の内
部で典型的である条件（温度、浸透圧、ｐＨのような）への言及を含む「生理的条件」で
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ある。ある器官は極限条件にさらされていることが認識されるが、生物内および細胞内環
境は通常は約ｐＨ７辺りにあり（すなわち、ｐＨ６．０～ｐＨ８．０、より典型的にはｐ
Ｈ６．５～７．５）、主要溶媒として水を含有し、そして０℃より上で５０℃より下の温
度で存在する。浸透圧は、細胞生存および増殖を支援する範囲内である。
【０１２４】
　疾患を抑制することもしくは処置すること：例えば、炭疽病のような疾患の危険性があ
る患者において、疾患もしくは症状の完全な発症を抑制すること。「処置」は、それが発
症し始めた後に疾患もしくは病状の兆候もしくは症状を改善する治療的介入をさす。本明
細書において用いる場合、疾患、病状もしくは症状と関連した「改善すること」という用
語は、処置の任意の観察可能な有益な効果をさす。有益な効果は、例えば、感受性患者に
おける疾患の臨床症状の遅延発症、疾患のいくつかのもしくは全ての臨床症状の重症度の
減少、疾患のより遅い進行、疾患の再発の数の減少、患者の全般的健康（ｈｅａｌｔｈ）
もしくは健康（ｗｅｌｌ－ｂｅｉｎｇ）の改善により、または特定の疾患に特有である当
該技術分野において周知である他のパラメーターにより証明することができる。
【０１２５】
　単離された：「単離された」微生物（ウイルス、細菌、真菌もしくは原生動物のような
）は、異なるタイプ、株もしくは種の微生物から離れて実質的に分離されるかもしくは精
製されている。微生物は、連続希釈および培養を包含する様々な技術により単離すること
ができる。
【０１２６】
　「単離された」生物学的成分（核酸分子、タンパク質もしくは細胞小器官のような）は
、他の染色体および染色体外ＤＮＡおよびＲＮＡ、タンパク質ならびに細胞小器官のよう
な、該成分が天然で存在する生物の細胞における他の生物学的成分から離れて実質的に分
離されるかもしくは精製されている。「単離されている」核酸およびタンパク質には、標
準的な精製方法により精製された核酸およびタンパク質が包含される。該用語にはまた、
宿主細胞における組換え発現により製造される核酸およびタンパク質、ならびに化学的に
合成された核酸もしくはタンパク質、またはそのフラグメントも包含される。
【０１２７】
　検出可能な標識：その分子の検出を容易にするために、抗体もしくはタンパク質のよう
な別の分子に直接もしくは間接的に結合される検出可能な化合物もしくは組成物。標識の
特定の限定されない例には、蛍光タグ、酵素および放射性同位体が包含される。
【０１２８】
　リンカーペプチド：可変軽鎖に可変重鎖を間接的に結合する働きをする抗体結合フラグ
メント（Ｆｖフラグメントのような）内のペプチド。「リンカー」はまた、細胞毒素もし
くは検出可能な標識のようなエフェクター分子にｓｃＦｖのようなターゲッティング部分
を連結する働きをするペプチドをさすこともできる。
【０１２９】
　哺乳類：この用語には、ヒトおよび非ヒト哺乳類の両方が包含される。同様に、「患者
」という用語にはヒトおよび動物患者の両方が包含される。
【０１３０】
　興味のある分子もしくは標的：その存在、位置および／もしくは濃度が決定されるべき
分子。興味のある分子の例には、ハプテンで標識されるタンパク質および核酸配列が包含
される。
【０１３１】
　モノクローナル抗体：Ｂリンパ球の単一クローンによりもしくは単一抗体の軽鎖および
重鎖遺伝子がトランスフェクションされている細胞により生産される抗体。モノクローナ
ル抗体は、当業者に既知である方法により、例えば免疫脾臓細胞と骨髄腫細胞との融合か
らハイブリッド抗体産生細胞を作ることにより製造される。モノクローナル抗体には、ヒ
ト化モノクローナル抗体が包含される。
【０１３２】
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　多重化する、多重化した、多重化すること：本発明の態様は、サンプルにおける多数の
標的が、複数の異なるコンジュゲートを用いて、所望に応じて、実質的に同時にもしくは
順次検出されることを可能にする。多重化することには、個々にそしてありとあらゆる組
み合わせの両方で、一般的に核酸、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ペプチド、タンパク質を同定するこ
とおよび／もしくは定量することを包含することができる。多重化することにはまた、そ
の解剖学的関連で細胞における遺伝子、メッセンジャーおよびタンパク質の２つもしくは
それ以上を検出することを包含することもできる。
【０１３３】
　ナノ粒子：ナノメートル単位で測定されるサイズを有するナノスケール粒子、例えば、
約１００ｎｍ未満の少なくとも１つの寸法を有するナノスケール粒子。ナノ粒子の例には
、常磁性ナノ粒子、超常磁性ナノ粒子、金属ナノ粒子、フラーレン様物質、無機ナノチュ
ーブ、デンドリマー（共有結合した金属キレートでのような）、ナノ繊維、ナノホーン、
ナノオニオン、ナノロッド、ナノロープおよび量子ドットが包含される。ナノ粒子は、例
えば、光子（高周波および可視光子を包含する）の吸収および／もしくは放出ならびにプ
ラズモン共鳴によって検出可能なシグナルを生成することができる。
【０１３４】
　新生組織形成および腫瘍：細胞の異常なそして制御されない増殖の過程。新生組織形成
は、増殖性疾患の一例である。
【０１３５】
　新生組織形成の産物は新生物（腫瘍）であり、それは過剰な細胞分裂に起因する組織の
異常な増殖である。転移しない腫瘍は、「良性」と呼ばれる。周囲組織に浸潤しそして／
もしくは転移することができる腫瘍は、「悪性」と呼ばれる。血液学的腫瘍の例には、急
性白血病（急性リンパ球性白血病、急性骨髄性白血病（ａｃｕｔｅ　ｍｙｅｌｏｃｙｔｉ
ｃ　ｌｅｕｋｅｍｉａ）、急性骨髄性白血病（ａｃｕｔｅ　ｍｙｅｌｏｇｅｎｏｕｓ　ｌ
ｅｕｋｅｍｉａ）ならびに骨髄芽球性、前骨髄球性、骨髄単球性、単球性および赤白血病
のような）、慢性白血病（慢性骨髄性（顆粒球性）白血病、慢性骨髄性白血病および慢性
リンパ球性白血病のような）を包含する白血病、真性赤血球増加症、リンパ腫、ホジキン
病、非ホジキンリンパ腫（低悪性度および高悪性度型）、多発性骨髄腫、ヴァルデンスト
レームマクログロブリン血症、重鎖病、骨髄異形成症候群、有毛細胞白血病および骨髄異
形成が包含される。
【０１３６】
　肉腫および癌腫のような充実性腫瘍の例には、線維肉腫、粘液肉腫、脂肪肉腫、軟骨肉
腫、骨肉腫および他の肉腫、滑液肉腫、中皮腫、ユーイング腫瘍、平滑筋肉腫、横紋筋肉
腫、結腸癌、リンパ性悪性疾患、膵臓癌、乳癌、肺癌、卵巣癌、前立腺癌、肝細胞癌、扁
平上皮細胞癌、基底細胞癌、腺癌、汗腺癌、甲状腺髄様癌、甲状腺乳頭癌、褐色細胞腫、
皮脂腺癌、乳頭癌、乳頭腺癌、髄様癌、気管支癌、腎細胞癌、肝癌、胆管癌、絨毛癌、ウ
ィルムス腫瘍、子宮頸癌、睾丸腫瘍、セミノーマ、膀胱癌およびＣＮＳ腫瘍（神経膠腫、
星状細胞腫、髄芽細胞腫、頭蓋咽頭腫、上衣細胞腫、松果体腫、血管芽細胞腫、聴神経腫
、乏突起膠腫、髄膜腫、黒色腫、神経芽細胞腫および網膜芽細胞腫のような）が包含され
る。
【０１３７】
　製薬学的に許容しうる担体：本開示において有用な製薬学的に許容しうる担体（賦形剤
）は、従来通りである。Ｅ．Ｗ．ＭａｒｔｉｎによるＲｅｍｉｎｇｔｏｎ’ｓ　Ｐｈａｒ
ｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ，Ｍａｃｋ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，
Ｅａｓｔｏｎ，ＰＡ，第１５版（１９７５）は、１つもしくはそれ以上のＳＡＲＳ－Ｃｏ
Ｖ核酸分子、タンパク質もしくはこれらのタンパク質に結合する抗体のような１つもしく
はそれ以上の治療化合物もしくは分子、および追加の製薬学的薬剤の製薬学的送達に適当
な組成物および製剤を記述する。「製薬学的に許容しうる担体」という用語は、ハプテン
／担体コンジュゲートもしくは抗原／担体コンジュゲートと関連して上に記述されるよう
な「担体」と区別されるべきである。
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【０１３８】
　一般に、担体の性質は、用いられている特定の投与形態により決まる。例えば、非経口
製剤は賦形剤として水、生理食塩水、平衡塩類溶液、水性デキストロース、グリセロール
などのような製薬学的にそして生理学的に許容しうる液体が包含される注入可能な液体を
通常は含んでなる。固形組成物（例えば、散剤、丸剤、錠剤もしくはカプセル剤形態）で
は、通常の無毒の固形担体には、例えば、製薬等級のマンニトール、ラクトース、澱粉も
しくはステアリン酸マグネシウムを包含することができる。生物学的に中性の（ｎｅｕｔ
ｒａｌ）担体に加えて、投与される製薬学的組成物は湿潤剤もしくは乳化剤、防腐剤およ
びｐＨ緩衝剤など、例えば酢酸ナトリウムもしくはソルビタンモノラウレートのような少
量の無毒の補助物質を含有することができる。
【０１３９】
　ポリペプチド：モノマーが、アミド結合によって一緒に連結されるアミノ酸残基である
ポリマー。アミノ酸がアルファ－アミノ酸である場合、Ｌ－光学異性体もしくはＤ－光学
異性体のいずれかを用いることができる。「ポリペプチド」もしくは「タンパク質」とい
う用語には、本明細書において用いる場合、任意のアミノ酸配列が包含されそして糖タン
パク質のような修飾された配列が包含されるものとする。「ポリペプチド」という用語は
、特に、天然に存在するタンパク質ならびに組換え的にもしくは合成的に製造されるもの
を含むものとする。
【０１４０】
　「残基」もしくは「アミノ酸残基」という用語には、タンパク質、ポリペプチドもしく
はペプチドに取り込まれるアミノ酸への言及が包含される。
【０１４１】
　タンパク質：アミノ酸を含んでなる分子、特にポリペプチド。
【０１４２】
　精製された：「精製された」という用語は絶対的純度を必要とせず；むしろ、それは相
対的用語として意図される。従って、例えば、精製されたペプチド、タンパク質、コンジ
ュゲートもしくは他の活性化合物は、タンパク質もしくは他の汚染物質から全体的にもし
くは部分的に単離されるものである。一般的に、本開示内の使用のための実質的に精製さ
れたペプチド、タンパク質、コンジュゲートもしくは他の活性化合物は、治療投与のため
の完全な製薬学的製剤において製薬学的担体、賦形剤、バッファー、吸収促進剤、安定剤
、防腐剤、アジュバントもしくは他の共成分（ｃｏ－ｉｎｇｒｅｄｉｅｎｔ）とペプチド
、タンパク質、コンジュゲートもしくは他の活性化合物との混合もしくは調合の前に製剤
に存在する全ての高分子種の８０％より多くを含んでなる。より典型的には、ペプチド、
タンパク質、コンジュゲートもしくは他の活性化合物は、他の製剤成分との混合の前に精
製された製剤に存在する全ての高分子種の９０％より多く、しばしば９５％より多くに相
当するように精製される。他の場合において、精製された製剤は本質的に均質であること
ができ、ここで、他の高分子種は通常の技術により検出可能でない。
【０１４３】
　量子ドット：量子閉じ込めによってサイズに依存する電子および光学特性を示すナノス
ケール粒子。量子ドットは、例えば、半導体材料（例えばセレン化カドミウムおよび硫化
鉛）そして結晶（分子線エピタキシーによって成長させる）などから構築されている。様
々な界面化学および蛍光特性を有する様々な量子ドットが、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲから市販されている（例えば、米国特許第６，
８１５，０６４号、第６，６８２，５９６号および第６，６４９，１３８号を参照、これ
らの特許の各々は本明細書に引用することにより組み込まれる）。量子ドットはまた、Ｅ
ｖｉｄｅｎｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ（Ｔｒｏｙ，ＮＹ）からも市販されている。他
の量子ドットには、ＺｎＳＳｅ、ＺｎＳｅＴｅ、ＺｎＳＴｅ、ＣｄＳＳｅ、ＣｄＳｅＴｅ
、ＳｃＳＴｅ、ＨｇＳＳｅ、ＨｇＳｅＴｅ、ＨｇＳＴｅ、ＺｎＣｄＳ、ＺｎＣｄＳｅ、Ｚ
ｎＣｄＴｅ、ＺｎＨｇＳ、ＺｎＨｇＳｅ、ＺｎＨｇＴｅ、ＣｄＨｇＳ、ＣｄＨｇＳｅ、Ｃ
ｄＨｇＴｅ、ＺｎＣｄＳＳｅ、ＺｎＨｇＳＳｅ、ＺｎＣｄＳｅＴｅ、ＺｎＨｇＳｅＴｅ、
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ＣｄＨｇＳＳｅ、ＣｄＨｇＳｅＴｅ、ＩｎＧａＡｓ、ＧａＡｌＡｓおよびＩｎＧａＮ量子
ドットのような合金量子ドットが包含される（合金量子ドットおよびそれらを製造する方
法は、例えば、米国出願公開第２００５／００１２１８２号およびＰＣＴ公開ＷＯ２００
５／００１８８９に開示される）。
【０１４４】
　反応性基：本願の全体にわたる式（ｆｏｒｍｕｌａｓ）は、本明細書に記載の通り第一
の単位を第二の単位に連結するために適当な様々な基のいずれかであることができる「反
応性基」をさす。例えば、反応性基はアミン反応性基、例えばイソチオシアネート、イソ
シアネート、アシルアジド、ＮＨＳエステル、酸塩化物、例えばスルホニルクロリド、ア
ルデヒドおよびグリオキサール、エポキシドおよびオキシラン、カーボネート、アリール
化剤、イミドエステル、カルボジイミド、無水物、およびその組み合わせであってもよい
。適当なチオール反応性官能基には、ハロアセチルおよびアルキルハロゲン化物、マレイ
ミド、アジリジン、アクリロイル誘導体、アリール化剤、チオール－ジスルフィド交換試
薬、例えばピリジルジスルフィド、ＴＮＢ－チオール、およびジスルフィド還元剤、なら
びにその組み合わせが包含される。適当なカルボキシレート反応性官能基には、ジアゾア
ルカン、ジアゾアセチル化合物、カルボニルジイミダゾール化合物およびカルボジイミド
が包含される。適当なヒドロキシル反応性官能基には、エポキシドおよびオキシラン、カ
ルボニルジイミダゾール、Ｎ，Ｎ’－ジスクシンイミジルカーボネートもしくはクロロギ
酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジル、過ヨウ素酸塩酸化化合物、酵素的酸化、アルキルハ
ロゲンおよびイソシアネートが包含される。アルデヒドおよびケトン反応性官能基には、
ヒドラジン、シッフ塩基、還元的アミノ化生成物、マンニッヒ縮合生成物、およびその組
み合わせが包含される。活性水素反応性化合物には、ジアゾニウム誘導体、マンニッヒ縮
合生成物、ヨウ素化反応生成物、およびその組み合わせが包含される。光反応性化学官能
基には、アリールアジド、ハロゲン化アリールアジド、ベンゾフォノン、ジアゾ化合物、
ジアジリン誘導体、およびその組み合わせが包含される。
【０１４５】
　サンプル：患者から得られる、ゲノムＤＮＡ、ＲＮＡ（ｍＲＮＡを包含する）、タンパ
ク質、もしくはその組み合わせを含有する生物学的試料。例には、末梢血、尿、唾液、組
織生検、外科標本、羊水穿刺サンプルおよび剖検材料が包含されるがこれらに限定される
ものではない。一例として、サンプルには腺癌の生検、非癌性組織のサンプル、正常組織
のサンプル（既知の疾患もしくは障害に罹患していない患者から）が包含される。
【０１４６】
　特異的結合部分：特異的結合対のメンバー。特異的結合対は、それらが他の分子への結
合が実質的になく相互に結合することを特徴とする分子の対である（例えば、特異的結合
対は、生物学的サンプルにおける他の分子と結合対の２つのメンバーとのいずれかとの結
合定数より少なくとも１０3Ｍ-1大きい、１０4Ｍ-1大きいもしくは１０5Ｍ-1大きい結合
定数を有することができる）。特異的結合部分の特定の例には、特異的結合タンパク質（
例えば、抗体、レクチン、ストレプトアビジンのようなアビジン、およびプロテインＡ）
、核酸配列およびタンパク質－核酸が包含される。特異的結合部分にはまた、そのような
特異的結合タンパク質により特異的に結合される分子（もしくはその一部）を包含するこ
ともできる。
【０１４７】
　治療的に有効な量：その薬剤で処置されている患者において所望の効果を得るために十
分な特定の薬剤の量。例えば、これは、感染および疾患に対する抵抗性を増すこと、それ
らを防ぐこと、改善することそして／もしくは処置することにおいて有用なコンジュゲー
トの量であることができる。理想的には、薬剤の治療的に有効な量は、感染に対する抵抗
性を増し、それを防ぎ、改善し、そして／もしくは処置するために十分なそして患者にお
ける実質的な細胞毒性効果を引き起こすことのない量である。患者における感染および疾
患に対する抵抗性を増し、それを防ぎ、改善し、そして／もしくは処置するために有用な
薬剤の有効量は、処置されている患者、苦痛の重度および治療組成物の投与の方法により
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決まる。
【０１４８】
　ワクチン：ワクチンは、患者において予防もしくは治療免疫反応を引き出す製薬学的組
成物である。ある場合において、免疫反応は防御反応である。典型的に、ワクチンは病原
体、例えば細菌もしくはウイルス病原体の抗原に対して、または病状と相関している細胞
成分に対して抗原特異的免疫反応を引き出す。ワクチンには、ポリヌクレオチド、ペプチ
ドもしくはポリペプチド、多糖、ウイルス、細菌、細胞または１つもしくはそれ以上の細
胞成分を包含することができる。ある場合において、ウイルス、細菌もしくは細胞は、ワ
クチン成分の免疫原性を保ちながら、感染の可能性を防ぐかもしくは減らすために不活性
化されるかもしくは弱毒化されることができる。
【０１４９】
　抗原性ポリペプチドは、ロタウイルスの、もしくはロタウイルス以外のウイルスもので
あることができる。そのような他のウイルスの限定されないそして決して包括的ではない
リストには、アデノ随伴ウイルス、アデノウイルス、鳥類伝染性気管支炎ウイルス、バキ
ュロウイルス、水疱瘡、コロナウイルス、サイトメガロウイルス、ジステンパー、エンテ
ロウイルス、エプスタイン・バーウイルス、ネコ白血病ウイルス、フラビウイルス、口蹄
疫ウイルス、Ａ型肝炎ウイルス、Ｂ型肝炎ウイルス、Ｃ型肝炎ウイルス、Ｅ型肝炎ウイル
ス、ヘルペス種、単純ヘルペス、インフルエンザウイルス、ＨＩＶ－１、ＨＩＶ－２、Ｈ
ＴＬＶ　１、インフルエンザＡおよびＢ、クンジンウイルス、ラッサ熱ウイルス、ＬＣＭ
Ｖ（リンパ球性脈絡髄膜炎ウイルス）、レンチウイルス、麻疹、メンゴウイルス、麻疹ウ
イルス属、ミクソウイルス、パピローマウイルス、パロウイルス、パラインフルエンザウ
イルス、パラミクソウイルス、パルボウイルス、ポコウイルス、ポリオウイルス、ポリオ
ーマ腫瘍ウイルス、仮性狂犬病、狂犬病ウイルス、レオウイルス、呼吸器合胞体ウイルス
、レトロウイルス、ライノウイルス、牛疫、ロタウイルス、セムリキ森林ウイルス、セン
ダイウイルス、シミアンウイルス４０、シンドビスウイルス、ＳＶ５、ダニ媒介性脳炎ウ
イルス、トガウイルス（風疹、黄熱病、デング熱）、ワクシニアウイルス、ベネズエラウ
マ脳脊髄炎、水疱性口内炎ウイルス、メタ肺炎ウイルス、ノロウイルス、ＳＡＲＳウイル
ス、天然痘ウイルス、ピコルナウイルス、水痘帯状ヘルペスおよびウェストナイルウイル
スが包含される。
【０１５０】
　あるいはまた、抗原性ポリペプチドは、細菌もしくは他の病原性生物のものであること
ができる。典型的な細菌ポリペプチドには、アクロモバクター・キシロソキシダンス、ア
シネトバクター・カルコアセティクス、好ましくはアシネトバクター・アニトラタス、ア
シネトバクター・ヘモリチカス、アシネトバクター・アルカリゲネスおよびアシネトバク
ター・ルヴォフィイ、アクチノマイセス・イスラエリイ、アエロモナス・ハイドロフィリ
ア、アルカリゲネス種、好ましくはアルカリゲネス・フェカリス、アルカリゲネス・オド
ランスおよびアルカリゲネス・デニトリフィカンス、アリゾナ・ヒンシャウイ、バチルス
・アントラシス、バチルス・セレウス、バクテロイデス・フラジリス、バクテロイデス・
メラニノゲニカス、ボルデテラ・ペルツッシス、ボレリア・ブルグドルフェリ、ボレリア
・レクレンティス、ブルセラ種、好ましくはブルセラ・アボルタス、ブルセラ・スイス、
ブルセラ・メリテンシスおよびブルセラ・カニス、カリマトバクテリウム・グラヌロマテ
ィス、カンピロバクター・コリ（例えばＣｊａＡポリペプチド）、カンピロバクター・フ
ェタスｓｓｐ．インテスティナリス、カンピロバクター・フェタスｓｓｐ．ジュジュニ、
クラミジア種、好ましくはクラミジア・シタッシおよびクラミジア・トラコマティス、ク
ロモバクテリウム・ビオラセウム、シトロバクター種、好ましくはシトロバクター・フロ
インディおよびシトロバクター・ディバーサス、クロストリジウム・ボツリヌム、クロス
トリジウム・ペルフリンゲンス、クロストリジウム・ジフィシル、クロストリジウム・テ
タニ、コリネバクテリウム・ジフテリエ、コリネバクテリウム、好ましくはコリネバクテ
リウム・ウルセランス、コリネバクテリウム・ヘモリチカムおよびコリネバクテリウム・
シュードツベルクローシス、コキシエラ・ブルネティ、エドワージエラ・タルダ、エイケ
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ネラ・コロデンス、エンテロバクター、好ましくはエンテロバクター・クロアカエ、エン
テロバクター・アエロゲネス、エンテロバクター・ハフニエ（ハフニア・アルベイとも呼
ばれる）およびエンテロバクター・アグロメランス、エリシペロスリクス・ルシオパシエ
、エシェリキア・コリ、フラボバクテリウム・メニンゴセプチカム、フランシセラ・ツラ
レンシス、フゾバクテリウム・ヌクレアタム、ガードネレラ・バギナリス、ヘモフィルス
・デュクレイ、ヘモフィルス・インフルエンザ、ヘリコバクター種（例えばヘリコバクタ
ー・ピロリのＵｒｅＢポリペプチド）、クレブシエラ種、好ましくはクレブシエラ・ニュ
ーモニエ、クレブシエラ・オザエナエもしくはクレブシエラ・リノスクレロマティス、レ
ジオネラ種、レプトスピラ・インテロガンス、リステリア・モノサイトゲネス、モラクセ
ラ種、好ましくはモラクセラ・ラクナタおよびモラクセラ・オスロエンシス、マイコバク
テリウム・ボビス、マイコバクテリウム・レプラエ、マイコバクテリウム・ツベルクロー
シス（例えばＣＦＰ１０ポリペプチド）、マイコプラズマ種、好ましくはマイコプラズマ
・ニューモニエ、ナイセリア・ゴノレア、ナイセリア・メニンギティディス、ノカルジア
種、好ましくはノカルジア・アステロイデスおよびノカルジア・ブラシリエンシス、パス
ツレラ・ヘモリチカ、パスツレラ・マルトシダ、ペプトコッカス・マグナス、プレシオモ
ナス・シゲロイデス、ニューモコッカス、プロテウス種、好ましくはプロテウス・ミラビ
リス、プロテウス・ブルガリス、プロテウス・レットゲリおよびプロテウス・モルガニー
（それぞれプロビデンシア・レットゲリおよびモルガネラ・モルガニーとも呼ばれる）、
プロビデンシア種、好ましくはプロビデンシア・アルカリファシエンス、プロビデンシア
・スチュアルティイおよびプロビデンシア・レットゲリ（プロテウス・レットゲリとも呼
ばれる）、シュードモナス・アエルギノーザ、シュードモナス・マレイ、シュードモナス
・シュードマレイ、リケッチア、ロシャリメア・ヘンセレ、サルモネラ種、好ましくはサ
ルモネラ・エンテリディス、サルモネラ・チフィおよびサルモネラ・デルビー、そして最
も好ましくはサルモネラＤＴ１０４タイプのサルモネラ種、セラチア種、好ましくはセラ
チア・マルセッセンス、シゲラ・ディセンテリエ、シゲラ・フレクスネリ、シゲラ・ボイ
ディおよびシゲラ・ソンネイ、スピリルム・マイナー、スタヒロコッカス・アウレウス、
スタヒロコッカス・エピデルミディス、スタヒロコッカス・サプロフィチカス、ストレプ
トバチルス・モニリフォルミス、ストレプトコッカス、好ましくはストレプトコッカス・
フェカリス、ストレプトコッカス・フェシウムおよびストレプトコッカス・デュランス、
ストレプトコッカス・アガラクチエ、ストレプトコッカス・ニューモニエ、ストレプトコ
ッカス・ピオゲネス　（例えばＳｆｂ１ポリペプチド）、トレポネーマ・カラテウム、ト
レポネーマ・パリダム、トレポネーマ・ペルテヌエ、好ましくはトレポネーマ・パリダム
、ウレアプラズマ・ウレアリチカム、ビブリオ・コレラ、ビブリオ・パラヘモリチカス、
エルジニア・エンテロコリチカおよびエルジニア・ペスティスのものが包含される。
【０１５１】
　寄生虫ハプテンもしくは抗原は、例えば、マラリア（プラスモジウム・ファルシパルム
、プラスモジウム・ビバックス、プラスモジウム・マラリエ）、シストソーマ、トリパノ
ソーマ、リーシュマニア、フィラリア・ネマトデス、トリコモナス症、肉胞子虫症、テニ
ア（テニア・サギナタ、テニア・ソリウム）、リーシュマニア、トキソプラズマ・ゴンジ
イ、旋毛虫症（トリキネラ・スピラリス）もしくはコクシジウム症（アイメリア種）から
選択することができる。
【０１５２】
　実例となる真菌ハプテンもしくは抗原は、クリプトコックス・ネオフォルマンス、カン
ジダ・アルビカンス、アスペルギルス・フミガーツスおよびコクシジオイデス症から選択
される真菌由来であることができる。
【０１５３】
　ハプテンもしくは抗原はまた、例えば脊椎動物を包含する任意の動物由来であることも
できる。例えば、ハプテンもしくは抗原は、オボアルブミン、キーホールリンペットヘモ
シアニンおよびマッコウクジラミオグロブリン由来の成分を含んでなることができる。
【０１５４】



(41) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

50

　適当な担体の例は、コンジュゲートの免疫原性を増しそして／または診断的に、分析的
にそして／もしくは治療的に有益である担体に対する抗体を引き出すことができるもので
ある。有用な担体には、反応物部分をそれに結合することができる１つもしくはそれ以上
の官能基、例えば第一級および／もしくは第二級アミノ基、アジド基、ヒドロキシル基も
しくはカルボキシル基を含有する天然、半合成もしくは合成材料であることができるポリ
マー担体が包含される。担体は水溶性もしくは不溶性であることができ、そしてある態様
においてタンパク質もしくはポリペプチドである。これらの基準を満たす担体は、当該技
術分野において一般に既知である（例えば、Ｆａｔｔｏｍ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｆｅｃｔ
．Ｉｍｍｕｎ．５８：２３０９－１２，１９９０；Ｄｅｖｉ　ｅｔ　ａｌ．，ＰＮＡＳ　
８８：７１７５－７９，１９９１；Ｓｚｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｆｅｃｔ．Ｉｍｍｕｎ．
５９：４５５５－６１，１９９１；Ｓｚｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．１６６
：１５１０－２４，１９８７；およびＰａｖｌｉａｋｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｎｆｅｃ
ｔ．Ｉｍｍｕｎ．６８：２１６１－６６，２０００を参照）。担体は、たとえそれが誘導
する抗体がそれだけで有益でなくても有用であることができる。
【０１５５】
　水溶性ポリペプチド担体の特定の限定されない例には、細菌もしくはウイルスからの天
然、半合成もしくは合成ポリペプチドもしくはタンパク質が包含されるがこれらに限定さ
れるものではない。１つの態様において、担体としての使用のための細菌生成物には、細
菌壁タンパク質および他の生成物（例えばストレプトコッカスもしくはスタヒロコッカス
細胞壁）、ならびに細菌の可溶性抗原が包含される。別の態様において、担体としての使
用のための細菌生成物には細菌毒素が包含される。細菌毒素には、感受性宿主において有
毒作用、炎症反応、ストレス、ショック、慢性後遺症もしくは死亡を媒介する細菌生成物
が包含される。
【０１５６】
　水不溶性担体の特定の限定されない例には、反応性部分をそれに結合することができる
、アミノアルキルアガロース（例えば、アミノプロピルもしくはアミノヘキシルセファロ
ース；Ｐｈａｒｍａｃｉａ　Ｉｎｃ．，Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，Ｎ．Ｊ．）、アミノプロ
ピルガラス、架橋デキストランなどが包含されるがこれらに限定されるものではない。他
の担体は、反応性基を共有結合するために官能基が利用可能であるならば、用いることが
できる。
【０１５７】
　ＩＩ．ハプテン
　そのようなハプテンの開示される態様には、ピラゾール、特にニトロピラゾール；ニト
ロフェニル化合物；ベンゾフラザン；トリテルペン；尿素およびチオ尿素、特にフェニル
尿素、そしてなおさらに特にフェニルチオ尿素；ロテノイドとも本明細書において呼ばれ
る、ロテノンおよびロテノン誘導体；オキサゾールおよびチアゾール、特にオキサゾール
およびチアゾールスルホンアミド；クマリンおよびクマリン誘導体；ポドフィロトキシン
およびポドフィロトキシン誘導体により例示されるシクロリグナン；ならびにその組み合
わせが包含される。
【０１５８】
　以下に提供される一般式について、置換基が示されない場合、置換基は水素であること
を当業者は認識する。例えば、環系の内部に伸びる、原子に連結されないが示される結合
は、そのような置換基の位置が可変であることを示す。結合を通って引かれた曲線は、あ
る追加の構造がその位置に結合されること、典型的には担体にハプテンを連結するために
使用されるリンカーまたは官能基もしくは部分を示す。さらに、１つもしくはそれ以上の
キラル中心を有する化合物に立体化学が示されない場合、全ての鏡像異性体およびジアス
テレオマーが包含される。同様に、脂肪族もしくはアルキル基の詳述について、その全て
の構造異性体もまた包含される。
【０１５９】
　１．アゾール
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　本発明のハプテンの第一の一般的クラスは、以下の一般的化学式を有するアゾール、典
型的にはオキサゾールおよびピラゾール、さらに典型的にはニトロオキサゾールおよびニ
トロピラゾールである。
【０１６０】
【化２８】

【０１６１】
　この一般式に関して、ｎは０～２、最も典型的には０もしくは１である。Ｒ1～Ｒ4は、
ハプテンとしての機能を妨げずそして潜在的に促進する任意の有機基であることができる
。さらに特に、Ｒ1～Ｒ4は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、
特に低級脂肪族、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のような
ヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そ
してさらにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのよう
な１０個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここ
で、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである
）のような置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン
、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特
に低級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのよう
なアルキルアリール、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖お
よびラクトースのような二糖、オリゴ糖および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボ
キシレート（第Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を
包含する）、環式、シアノ（－ＣＮ）、エステル、エーテル、エキソメチレン、ハロゲン
、ヘテロアリール、複素環式、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ
＝）、脂肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド
、ならびにその組み合わせから選択される。これらのＲ1～Ｒ4置換基の２つもしくはそれ
以上はまた、示される一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系
における原子、典型的には炭素原子であることもできる。Ｒ1～Ｒ4置換基の少なくとも１
つは、リンカーに結合されるかまたはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な官能基
である。Ｒ1～Ｒ4は最も典型的には脂肪族、水素もしくはニトロ基、さらにより典型的に
はアルキル、水素もしくはニトロ、そしてなおさらにより典型的には低級（１０個以下の
炭素原子）アルキル、水素、ニトロ、またはその組み合わせである。ニトロ基の数は異な
ることができるが、最も典型的には１もしくは２個のニトロ基がある。Ｘは独立して窒素
もしくは炭素である。Ｙは酸素、硫黄もしくは窒素である。Ｙが酸素もしくは硫黄である
場合、Ｒ1基は存在せず、そしてｎ＝０。Ｙが窒素である場合、少なくとも１個のＲ1基が
存在する。
【０１６２】
　２個もしくはそれ以上のＷ基を有する化合物について、その相対位置は可変であること
を当業者は認識する。例えば、ジアゾールは１および２位もしくは１および３位で窒素原
子を有することができる。さらに、トリアジンでのような、２個より多いヘテロ原子もま
た可能である。
【０１６３】
　これらのアゾール化合物のＲ1～Ｒ4の少なくとも１つは、ある他の基に結合されるかも
しくは可変官能基である。例えば、例示される化合物は、アゾール環に関して適当な位置
のいずれかで担体にもしくはリンカーに直接連結することができる。
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【０１６４】
　実用的態様は典型的に、Ｒ1～Ｒ4の少なくとも１つがニトロ基であり、そして場合によ
りＲ1～Ｒ4の２つがニトロ基であり、残りのＲ1～Ｒ4がリンカーもしくは担体にハプテン
を連結するために用いられるように、モノ－もしくはジニトロピラゾール誘導体であった
。
【０１６５】
【化２９】

【０１６６】
　１つの特定の化合物は、以下の構造を有した。
【０１６７】

【化３０】

【０１６８】
　２．ニトロアリール
　本発明のハプテンの第二の一般的クラスはニトロアリール化合物である。典型的なニト
ロアリール化合物には、以下の一般的化学式を有する、ニトロフェニル、ニトロビフェニ
ル、ニトロトリフェニルなどおよびありとあらゆるヘテロアリール対応物が包含されるが
これらに限定されるものではない。
【０１６９】
【化３１】

【０１７０】
　この一般式に関して、そのような化合物は少なくとも１個のそして場合により複数のニ
トロ基を有する。従って、Ｒ1～Ｒ6の少なくとも１つはニトロである。Ｒ1～Ｒ6の１つよ
り多くがニトロである場合、複数のニトロ置換基もしくは他の環置換基に対するニトロ置
換基の相対的環位置の全ての組み合わせが、開示されるハプテンのこのクラス内に包含さ
れる。ジニトロアリール化合物は、最も典型的である。ニトロ基の数が増加するにつれて
、一般式における残りの環置換基の数は減少することを当業者は認識する。これらの置換
基は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低級脂肪族、置換
された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する有
機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型的
にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０個以下の炭素原
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子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のも
しくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のような置換さ
れたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ
＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低級アルキル
ヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなアルキルアリ
ール、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトース
のような二糖、オリゴ糖および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第
Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環
式、複素環式、シアノ（－ＣＮ）、エステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒ
ドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト
、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、エキソメチレン、ならびにその
組み合わせから選択される。Ｒ1～Ｒ6置換基の少なくとも１つはリンカーに結合されるか
またはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な官能基である。
【０１７１】
　Ｒ1～Ｒ6置換基の２つもしくはそれ以上はまた、ナフタレン（以下に示される）もしく
はアントラセンタイプ誘導体のような、環系における原子、典型的には炭素原子であるこ
ともできる。縮合６－５環系のような、６員環系以外の環系を形成することができる。
【０１７２】
【化３２】

【０１７３】
　この場合もやはり、Ｒ1～Ｒ8により占められる環位置の少なくとも１つは、リンカーに
結合されるかもしくは担体分子への共有結合によるような連結に適当な可変官能基である
。例えば、本発明のニトロアリール化合物は、様々な任意の環位置で、担体へのもしくは
リンカーへの連結のための官能基を含むことができる。
【０１７４】
　実用的態様は、ニトロフェニル化合物により例示される。単に例として、モノニトロア
リール化合物はニトロシンナミド化合物により例示される。ニトロシンナミドに基づく化
合物の１つの態様は、以下に示される４，５－ジメトキシ－２－ニトロシンナミドにより
例示される。
【０１７５】

【化３３】

【０１７６】
　化合物のニトロフェニルクラスはまた、ジニトロフェニル化合物によっても表される。
ニトロ基を有さない環位置の残りの炭素原子の少なくとも１つは官能基に、リンカーにも
しくは直接担体に結合される。これらの基の相対位置のありとあらゆる組み合わせは、開
示されるハプテンのクラス内に包含される。
【０１７７】
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【化３４】

【０１７８】
　実用的態様は、以下に例示されるように、リンカーに連結される２，４－ジニトロフェ
ニル化合物によりさらに特に例示される。
【０１７９】

【化３５】

【０１８０】
　Ｒ1～Ｒ3は上記のとおりである。
【０１８１】
　３．ベンゾフラザン
　ベンゾフラザンおよびその誘導体は、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスである。
ベンゾフラザンタイプ化合物の一般式は、以下に提供される。
【０１８２】
【化３６】

【０１８３】
　Ｒ1～Ｒ4置換基は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低
級脂肪族、例えばイソプレン、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、
硫黄のようなヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有する
アルキル、そしてさらにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよび
ブチルのような１０個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－
ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み
合わせである）のような置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メ
トキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒ
ドロキシル、特に低級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、
ベンジルのようなアルキルアリール、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような
単糖、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ糖および多糖、カルボニル、カルボ
キシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレートの
ようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ（－ＣＮ）、エステル、アルキルエ
ステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オ
キシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニ
ル、スルホキシド、エキソメチレン、およびその組み合わせから選択される。これらのＲ
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1～Ｒ4置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示される一般式を有する化合物に結合して
いるかもしくは縮合している環系における原子、典型的には炭素原子であることもできる
。Ｒ1～Ｒ4置換基の少なくとも１つは、リンカーにもしくは直接担体に結合される。Ｙは
、Ｒ5およびＲ6置換基を有する炭素原子（ここで、Ｒ5およびＲ6はＲ1～Ｒ4に記載したと
おりである）、酸素もしくは硫黄、典型的には酸素である。
【０１８４】
　Ｙが酸素である化合物は、以下の構造を有する化合物によりさらに特に例示され、ここ
で、Ｒ1～Ｒ4は上記のとおりであり、そして最も典型的には独立して水素および低級アル
キルである。
【０１８５】
【化３７】

【０１８６】
　ハプテンのこのクラスの化合物の１つの実用的態様は、以下の化学構造を有した。
【０１８７】

【化３８】

【０１８８】
　４．トリテルペン
　トリテルペンは、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスである。環式トリテルペンに
共通している基本環構造は、以下に示されるように、４つの６員縮合環、Ａ～Ｄを有する
。
【０１８９】
【化３９】

【０１９０】
　Ｊ．Ｃ．Ｃｏｎｎｏｌｌｙ　ａｎｄ　Ｒ．Ａ．Ｈｉｌｌ，Ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ
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，Ｎａｔ．Ｐｒｏｄ．Ｒｅｐ．，１９，４９４－５１３（２００２）；Ｂａｇｌｉｎ　ｅ
ｔ　ａｌ．，Ａ　Ｒｅｖｉｅｗ　ｏｆ　Ｎａｔｕｒａｌ　ａｎｄ　Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｂ
ｅｃｕｌｉｎｉｃ，Ｕｒｓｏｌｉｃ　ａｎｄ　Ｅｃｈｉｎｏｃｙｓｔｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｄ
ｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ａｓ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ａｎｔｉｔｕｍｏｒ　ａｎｄ　Ａｎ
ｔｉ－ＨＩＶ　Ａｇｅｎｔｓ，Ｍｉｎｉ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　
Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３，５２５－５３９；Ｗ．Ｎ．ａｎｄ　Ｍ．Ｃ．Ｓｅｔｚｅｒ，Ｐ
ｌａｎｔ－Ｄｅｒｉｖｅｄ　Ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｏｉｄｓ　ａｓ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　
Ａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃ　Ａｇｅｎｔｓ，Ｍｉｎｉ　Ｒｅｖｉｅｗｓ　ｉｎ　Ｍｅ
ｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，３，５４０－５５６（２００３）；およびＢａｌ
ｔｉｎａ，Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚ
ｉｃ　Ａｃｉｄ　ａｓ　ａ　Ｒｏｕｔｅ　ｔｏ　Ｎｅｗ　Ｂｉｏａｃｔｉｖｅ　Ｃｏｍｐ
ｏｕｎｄｓ　ｆｏｒ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅ
ｍｉｓｔｒｙ，１０，１５５－１７１　９２００３）；（これらの各々は、引用すること
により本明細書に組み込まれる）を包含する多数の公開が、本発明を実施するために有用
なトリテルペンの属内の天然に存在する、半合成および合成トリテルペン種を説明する。
本開示およびその実用的態様、ならびにこれらの先行公開により提供される開示に基づき
、そしてこの第一の一般式に関して、Ｒ1～Ｒ21は独立して：水素、アシル、アルデヒド
、アルコキシ、脂肪族、特に低級脂肪族、例えばイソプレン、置換された脂肪族、ヘテロ
脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に
２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型的にはメチル、エチル、
プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０個以下の原子を有する低級アルキル、
ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合している
、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のような置換されたアルキル、オキシム、
オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわ
ち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒドロキシル）、アミド、
アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなアルキルアリール、炭水化物、グルコー
スおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ糖お
よび多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアンモニ
ウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ（－
ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキ
シル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、ニト
ロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、エキソメチレン、ならびにその組み合
わせから選択される。これらのＲ1～Ｒ21置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示され
る一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子、典型
的には炭素原子であることもできる。Ｒ1～Ｒ21置換基の少なくとも１つは、リンカーに
結合されるかまたはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な官能基である。Ｙはそれ
によって５員環を定義する結合であるか、もしくはＲ22およびＲ23置換基を有する炭素原
子であり、ここで、これらのＲ基は上記のとおりである。
【０１９１】
　ハプテンのこのクラスを例示するトリテルペンの開示される態様にはまた、Ｅ環を包含
することもでき、そしてこのＥ環は様々な環サイズのもの、特に環に５～７個の原子、典
型的には炭素原子を有する環であることができる。例えば、Ｅ環は、以下の一般式により
示されるように、６員環であってもよく、ここで、Ｒ1～Ｒ31はＲ1～Ｒ21についての上記
のとおりである。
【０１９２】
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【化４０】

【０１９３】
　以下の一般式は、Ｒ13置換基が、水素、ヒドロキシル、エステル、すなわち、－ＯＲ34

（ここで、Ｒ34は脂肪族、典型的にはアルキルもしくは置換されたアルキル、そしてさら
により典型的には低級アルキルである）、第一級アミド（－ＮＨ2）、第二級アミド（－
ＮＨＲ35）および第三級アミド（－ＮＲ35Ｒ36）（ここで、Ｒ35およびＲ36は脂肪族、典
型的には低級脂肪族、より典型的にはアルキル、置換されたアルキル、そしてさらにより
典型的には低級アルキルもしくは置換された低級アルキルである）を包含するアミドから
選択されるＲ33置換基を有するアシル基であることができることを示す。この一般式はま
た、Ｒ1置換基がＯＲ32置換基、（ここで、Ｒ32は水素もしくは脂肪族、より典型的には
アルキルもしくは置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低級アルキルである
）であることが多いことも示す。残りのＲ基は、第一の一般式に関して上に記載したとお
りである。
【０１９４】

【化４１】

【０１９５】
　Ｅ環はまた、以下の式により示されるように、５員環であることもでき、ここで、Ｒ1

～Ｒ29基はＲ1～Ｒ21についての上記のとおりである。
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【０１９６】
【化４２】

【０１９７】
　これらの一般式に関して、Ｒ1～Ｒ29基はＲ1～Ｒ21についての上記のとおりである。
【０１９８】
　Ｅ環が６員環である典型的な化合物のように、Ｅ環が５員環である化合物もまた上記に
説明したようにＲ1およびＲ13で置換基を含むことができる。特に、この一般式は、Ｒ13

置換基が、水素、ヒドロキシル、エステル、すなわち、－ＯＲ34（ここで、Ｒ34は脂肪族
、典型的にはアルキルもしくは置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低級ア
ルキルである）、第一級アミド（－ＮＨ2）、第二級アミド（－ＮＨＲ35）および第三級
アミド（－ＮＲ35Ｒ36）（ここで、Ｒ35およびＲ36は脂肪族、典型的には低級脂肪族、よ
り典型的にはアルキル、置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低級アルキル
もしくは置換された低級アルキルである）を包含するアミドから選択されるＲ33置換基を
保有するアシル基であることができることを示す。この一般式はまた、Ｒ1置換基がＯＲ3

2置換基（ここで、Ｒ32は水素もしくは脂肪族、より典型的にはアルキルもしくは置換さ
れたアルキル、そしてさらにより典型的には低級アルキルである）であることが多いこと
も示す。
【０１９９】
　典型的な化合物はまた、ＡおよびＥ環の両方として５員環も含む。そのような典型的な
化合物の一般式は以下に提供され、ここで、Ｒ1～Ｒ29置換基は上記のとおりである。
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【０２００】
【化４３】

【０２０１】
　この場合もやはり、Ｒ1およびＲ13置換基は酸素に基づく官能基であることができる。
Ｒ13置換基は、水素、ヒドロキシル、エステル、すなわち、－ＯＲ34（ここで、Ｒ34は脂
肪族、典型的にはアルキルもしくは置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低
級アルキルである）、第一級アミド（－ＮＨ2）、第二級アミド（－ＮＨＲ35）および第
三級アミド（－ＮＲ35Ｒ36）（ここで、Ｒ35およびＲ36は脂肪族、典型的には低級脂肪族
、より典型的にはアルキル、置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低級アル
キルもしくは置換された低級アルキルである）を包含するアミドから選択されるＲ33置換
基を有するアシル基であることができる。この一般式はまた、Ｒ1置換基がＯＲ32置換基
（ここで、Ｒ32は水素もしくは脂肪族、より典型的にはアルキルもしくは置換されたアル
キル、そしてさらにより典型的には低級アルキルである）であることが多いことも示す。
【０２０２】

【化４４】

【０２０３】
　本発明の典型的なトリテルペンはまた、Ａ～Ｅ環の１つもしくはそれ以上において１つ
もしくはそれ以上の不飽和部位を含むこともできる。典型的な化合物は、以下に示される
ようなＣ環における二重結合のようなＣ環における少なくとも１つの不飽和部位を有する
ことが多い。
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【０２０４】
【化４５】

【０２０５】
　不飽和部位は、Ｃ環について以下に例示されるようなアルファ、ベータ不飽和ケトンで
あることができる。
【０２０６】

【化４６】

【０２０７】
　トリテルペンはまた、多数のステレオジェン炭素原子も有する。特定の鏡像異性体は天
然に存在する可能性が最も高いことを当業者は認識する。天然に存在する鏡像異性体は最
も利用可能でありそして／もしくは有効であり得るが、開示される態様を実施するために
、全ての他の可能な立体異性体が本発明の範囲内である。さらに、他の天然に存在するト
リテルペンもしくはその合成誘導体もしくは完全に合成の化合物は、（１）異なる立体化
学、（２）異なる置換基を有することができ、そしてさらに天然に存在する化合物におい
て置換されない位置で置換されることができる。上記に提供される一般式は、キラル中心
での立体化学を示さない。これは、各キラル中心での両方の鏡像異性体およびその全ての
ジアステレオマー異性体の組み合わせが本発明の範囲内であることを表すためである。
【０２０８】
　本発明の特定の実用的態様は以下の一般式により例示され、ここで、置換基は上記のと
おりである。
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【０２０９】
【化４７】

【０２１０】
　本発明を実施するためにハプテンとして有用な天然に存在するトリテルペンの立体化学
および置換基を以下に示す。
【０２１１】

【化４８】

【０２１２】
　Ａ環におけるヒドロキシル基は、典型的には、実用的態様においてカルボニル官能基に
酸化される。結果として、カルボニル基を保有する炭素原子は、もはやキラル中心ではな
い。
【０２１３】
　５．尿素およびチオ尿素
　尿素およびチオ尿素、特にアリールおよびヘテロアリール尿素およびチオ尿素は、本発
明の範囲内のハプテンの別のクラスである。本発明の尿素に基づくハプテンの一般式は、
以下に提供される。
【０２１４】
【化４９】

【０２１５】
　この一般式に関して、Ｒ1～Ｒ3は独立して水素、脂肪族、置換された脂肪族、典型的に
はアルキル、置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低級アルキルおよび置換
された低級アルキル、環式、複素環式、アリールおよびヘテロアリールである。さらに特
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ことが多い、アリールもしくは脂肪族である。Ｒ2およびＲ3は最も典型的には独立して水
素および低級アルキルである。Ｙは酸素（尿素誘導体）もしくは硫黄（チオ尿素）である
。
【０２１６】
　アリール誘導体は典型的に以下の式を有する。
【０２１７】
【化５０】

【０２１８】
　Ｒ1～Ｒ7は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低級脂肪
族、例えばイソプレン、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄の
ようなヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキ
ル、そしてさらにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチル
のような１０個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3

、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせ
である）のような置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシ
イミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキ
シル、特に低級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジ
ルのようなアルキルアリール、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖、
ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ糖および多糖、カルボニル、カルボキシル
、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレートのような
その塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル
、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム
（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、ス
ルホキシド、エキソメチレン、ならびにその組み合わせから選択される。Ｒ3～Ｒ7置換基
の少なくとも１つはまた、リンカーにもしくは担体分子に結合される。そのような結合に
利用可能であるこれらのＲ3～Ｒ7置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示される一般式
を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子、典型的には炭
素原子であることもできる。
【０２１９】
　以下に提供される典型的構造により示されるように、さらなる環が存在することもでき
る。Ｒ基はＲ1～Ｒ7についての上記のとおりであり、そしてＹは酸素もしくは硫黄である
。
【０２２０】
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【化５１】

【０２２１】
　チオ尿素の特定のサブクラスは、以下に表される。
【０２２２】
【化５２】

【０２２３】
　この一般式に関して、ｎは１～５、典型的には１～２であり、Ｒ1およびＲ2は独立して
水素もしくは低級アルキルであり、そしてＸは独立してハロゲン化物もしくは異なるハロ
ゲン化物の組み合わせである。
【０２２４】
　フェニルチオ尿素の実用的態様の一例は、以下に提供される。
【０２２５】
【化５３】

【０２２６】
　トリフルオロメチル基は、チオ尿素部分に対して２および４位において示される。２，
３のような、ジ置換された化合物の全ての相対的位置を有する化合物、およびそのような
複数のトリハロアルキル置換基の全ての可能な相対位置で、２つより多くのトリハロアル
キル置換基を有する化合物もまた、本発明の範囲内であることを当業者は認識する。ロー
ダミンチオ尿素ハプテンの特定の例は、以下の式を有する。
【０２２７】
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【化５４】

【０２２８】
　６．ロテノン
　まとめてロテノイドと呼ばれる、ロテノンおよびロテノンに基づくハプテンは、本発明
の範囲内のハプテンの別のクラスを提供する。ロテノンおよびロテノンに基づくハプテン
の第一の一般式は、以下に提供される。
【０２２９】

【化５５】

【０２３０】
　Ｌｅｓｌｉｅ　Ｃｒｏｍｂｉｅ　ａｎｄ　Ｄｏｎａｌｄ　Ｗｈｉｔｉｎｇ，Ｂｉｏｓｙ
ｎｔｈｅｓｉｓ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｒｏｔｅｎｏｉｄｓ　Ｇｒｏｕｐ　ｏｆ　Ｎａｔｕｒａ
ｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｉｓｏｔｏｐｅ　Ｍｅｔｈｏｄ
ｏｌｏｇｙ，Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，４９，１４７９－１５０７（１９９８）；
およびＮｉａｎｂａｉ　Ｆａｎｇ，ａｎｄ　Ｊｏｈｎ　Ｃａｓｉｄａ，Ｃｕｂｅ　Ｒｅｓ
ｉｎ　Ｉｎｓｅｃｔｉｃｉｄｅ：Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｇｏ
ｉｃａｌ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　２９　Ｒｏｔｅｎｏｉｄ　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ
ｓ；（これらの各々は引用することにより本明細書に組み込まれる）を包含する多数の公
開は、本発明を実施するために有用なロテノイドの属を記述するために有用である天然に
存在する、半合成および合成ロテノイドを説明する。本開示および実用的態様、ならびに
これらの先行公開により提供される開示に基づき、そしてこの第一の一般式に関して、Ｒ

1～Ｒ14は独立して水素、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低級脂肪族、例えばイ
ソプレン、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ
原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさ
らにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０
個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘ
は鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のよ



(56) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

うな置換されたアルキル、アミノ、アミノ酸、アミド、シアノ（－ＣＮ）、ハロゲン、ヒ
ドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、オキシムエーテル（例えば
、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）、アルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒド
ロキシル、カルボニル、脂肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニ
ル、スルホキシド、カルボキシル、カルボキシレート（および第Ｉ族金属もしくはアンモ
ニウムイオンカルボキシレートのようなその塩）、エステル、アルキルエステル、アシル
、エキソメチレン、エーテル、環式、複素環式、アリール、ベンジルのようなアルキルア
リール、ヘテロアリール、多糖、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖
、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ糖および多糖、ならびにその組み合わせ
である。これらのＲ1～Ｒ14置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示される一般式を有
する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子、典型的には炭素原
子であることもできる。Ｒ1～Ｒ14置換基の少なくとも１つはまた、リンカーにもしくは
担体分子に結合される。
【０２３１】
　Ｒ6およびＲ7は上記のとおりであることができるが、そのような置換基はより典型的に
は独立して水素、ＯＲ15（ここで、Ｒ15は水素、脂肪族、置換された脂肪族、典型的には
アルキル、置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低級アルキルおよび置換さ
れた低級アルキル、例えばハロゲン化低級アルキル、環式、複素環式、アリールおよびヘ
テロアリールである）、－ＮＲ21（ここで、Ｒ21は水素、脂肪族、置換された脂肪族、典
型的にはアルキル、置換されたアルキル、そしてさらにより典型的には低級アルキルおよ
び置換された低級アルキル、例えばハロゲン化低級アルキル、環式、複素環式、アリール
およびヘテロアリールである）もしくはＮ－Ｌ－ＲＧ（ここで、Ｌは、本明細書において
より詳細に説明されるように、リンカーもしくは反応性基、例えばアミンである）である
。
【０２３２】
　Ｒ6およびＲ7はまた、カルボニルを形成するための酸素への二重結合のような二重結合
を形成することもできる。Ｒ6および／もしくはＲ7が－Ｌ－ＲＧでない場合、Ｒ置換基の
少なくとも１つはリンカーにもしくは担体分子に結合される。
【０２３３】
　Ｂ環はまた、少なくとも１つのさらなる不飽和部位を含むこともできる。例えば、Ｒ5

およびＲ12は二重結合を形成することができる。
【０２３４】
　Ｒ10およびＲ11は、５もしくは６員環において連結されることができる。例えば、Ｒ10

およびＲ11はピランもしくはフラン環を定義することができ、そしてさらに特に置換され
たそして／もしくは不飽和のピランもしくはフラン環である。
【０２３５】
　本発明のある典型的なロテノンに基づくハプテンはまた、典型的に以下の第二の一般式
も満たす。
【０２３６】
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【化５６】

【０２３７】
　この第二の一般式に関して、Ｒ置換基は上記のとおりである。Ｒ6もしくはＲ7が－Ｌ－
ＲＧでない場合、残りのＲ基の少なくとも１つはリンカーにもしくは担体に結合される。
【０２３８】
　Ｒ10およびＲ11は、ピランもしくフランのような５もしくは６員環、そしてさらに特に
置換されたそして／もしくは不飽和のピランもしくはフラン環において連結されることが
できる。従って、本発明のあるロテノンに基づくハプテンを表すために有用な第三の一般
式は以下に提供され、ここで、Ｒ置換基は上記のとおりである。
【０２３９】

【化５７】

【０２４０】
　Ｙは、以下に示されるように、それによって５員環を定義する結合であるか、もしくは
Ｒ19およびＲ20置換基を保有する６員環における炭素原子であり、ここで、これらのＲ置
換基は上記のとおりである。
【０２４１】
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【化５８】

【０２４２】
　環連結でのＲ5およびＲ12は、特定の立体化学を表さずに示される。天然に存在する化
合物はシス環連結を有するが、ラセミ混合物もまた本発明を実施するために有用である。
また、トランス立体異性体は迅速に平衡化してラセミ混合物を生成せしめるようである。
【０２４３】
　このクラス内の化合物の実用的態様は、より典型的には以下の第三の一般式を満たす。
【０２４４】
【化５９】
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【０２４５】
　この一般式に関して、Ｒ6およびＲ7は水素、アルキルであるか、もしくはカルボニルを
形成するための酸素へのような二重結合を定義する。Ｒ15およびＲ16は独立して水素およ
び脂肪族、典型的には低級脂肪族、例えばアルケニルであり、その一例は、以下に示され
るように、イソプレンである。
【０２４６】
【化６０】

【０２４７】
　この場合もやはり、特定の鏡像異性体が上記の式において示されるが、本発明の範囲は
示される特定の鏡像異性体に限定されないことを当業者は認識する。代わりに、ハプテン
として働く全ての立体異性体もまた本開示の範囲内である。このクラスの化合物について
上記に説明される全ての置換は、この特定の化合物に適用される。他の置換もまた、当業
者に容易に明らかである。例えば、Ａ環上のメトキシ基は任意のアルコキシ化合物、特に
低級アルコキシ基であることができる。イソプレン単位はまた、おそらくはリンカーもし
くは担体分子にハプテンを連結するための代替位置もしくは少なくとも第二の位置を提供
するために、合成的に改変することができるオレフィンも提供する。例えば、オレフィン
はヒドロホウ素化によりアルコールに転化することができる。それはまた、ハプテンとし
てもしくはさらなる転化に有用な中間体としての使用のためのハロゲン化物もしくはエポ
キシドに転化することもできる。
【０２４８】
　本発明のロテノンに基づくハプテンを表す第四の一般式は、特に、以下に提供されるよ
うに、ロテノンイソオキサゾリンに関する。
【０２４９】
【化６１】

【０２５０】
　Ｒ～Ｒ5は独立して水素、アルデヒド、アルコキシ、イソプレンのような全ての分枝鎖
状異性体および全ての立体異性体を包含する、脂肪族、特に低級脂肪族、置換された脂肪
族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する有機鎖、アル
キル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型的にはメチル
、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０個以下の原子を有する低級



(60) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

50

アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結
合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のような置換されたアルキル、
アミノ、アミノ酸、アミド、シアノ（－ＣＮ）、ハロゲン、ヒドロキシル、ヒドロキシル
アミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3

－Ｏ－Ｎ＝）、アルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒドロキシル、カルボニル、脂
肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、カルボ
キシル、カルボキシレート（および第Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレ
ートのようなその塩）、エステル、アルキルエステル、アシル、エキソメチレン、エーテ
ル、環式、複素環式、アリール、ベンジルのようなアルキルアリール、ヘテロアリール、
多糖、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトース
のような二糖、オリゴ糖および多糖、ならびにその組み合わせである。Ｒ～Ｒ5置換基の
少なくとも１つはまた、リンカーにもしくは担体分子に結合される。Ｙは酸素、窒素もし
くは硫黄である。
【０２５１】
　この第四の一般式を満たすロテノンに基づくハプテンの特定の実用的態様は、以下に提
供される。
【０２５２】
【化６２】

【０２５３】
　７．オキサゾールおよびチアゾール
　オキサゾールおよびチアゾールスルホンアミドは、本発明の範囲内のハプテンの別のク
ラスを提供する。オキサゾールおよびチアゾールスルホンアミドの一般式は、以下に提供
される。
【０２５４】
【化６３】

【０２５５】
　この第一の一般式に関して、Ｒ1～Ｒ3は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコ
キシ、脂肪族、特に低級脂肪族、例えばイソプレン、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、
例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以
下の炭素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型的にはメチル、エチル、プロピル
、イソプロピルおよびブチルのような１０個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン
化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲ
ン化物およびその組み合わせである）のような置換されたアルキル、オキシム、オキシム
エーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪
族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、
アミノ酸、アリール、ベンジルのようなアルキルアリール、炭水化物、グルコースおよび
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、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオ
ンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ（－ＣＮ）、
エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒ
ドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スル
フヒドリル、スルホニル、スルホキシド、エキソメチレン、ならびにその組み合わせから
選択される。これらのＲ1～Ｒ3置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示される一般式を
有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子、典型的には炭素
原子であることもできる。Ｒ1～Ｒ3置換基の少なくとも１つは、リンカーに結合されるか
またはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な官能基である。Ｙは酸素もしくは硫黄
、典型的には硫黄である。
【０２５６】
　ある典型的な実用的態様について、Ｒ1は以下に示されるアミド誘導体のようなアミド
であった。Ｒ1およびＲ2により示される位置もまた、リンカーおよび／もしくは担体分子
への連結のための代替もしくは追加の位置を提供するが、Ｒ2はリンカーへのもしくは担
体分子への連結のための位置を提供する。Ｒ2は、ある実用的態様について、－ＳＯ2であ
り、そしてスルホンアミドを形成することによりリンカーを連結するために用いられてい
る。従って、このクラスのハプテンを例示するハプテンの実用的態様の第二の一般式は以
下に示され、ここで、Ｒ3～Ｒ6置換基およびＹは上記のとおりである。
【０２５７】
【化６４】

【０２５８】
　ある実用的態様について、Ｒ6はアルキル、特に低級アルキル、例えばメチルであり、
そしてＹは硫黄であった。
【０２５９】
　このクラスのハプテンの化合物の１つの実用的態様は、以下の化学構造を有した。
【０２６０】

【化６５】

【０２６１】
　チアゾールもしくはオキサゾールはまた、より大きい環系の一部であってもよい。例え
ば、５員のオキサゾールもしくはチアゾールは、以下に示されるように、フェニル環のよ
うな少なくとも１つのさらなる環に連結されていてもよい。
【０２６２】
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【化６６】

【０２６３】
　Ｒ1～Ｒ5基は一般に上記のとおりであることができるが、そのような化合物はまた、Ｒ

5のような、リンカーへのそして／もしくは担体分子への連結のための位置も提供する。
１つの可能なスルホンアミド誘導体は、以下に提供される。
【０２６４】
【化６７】

【０２６５】
　８．クマリン
　クマリンおよびクマリン誘導体は、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスを提供する
。クマリンおよびクマリン誘導体の一般式は、以下に提供される。
【０２６６】
【化６８】

【０２６７】
　この一般式に関して、Ｒ1～Ｒ6は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、
脂肪族、特に低級脂肪族、例えばイソプレン、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば
、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭
素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソ
プロピルおよびブチルのような１０個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アル
キル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物
およびその組み合わせである）のような置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテ
ル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もし
くはアルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ
酸、アリール、ベンジルのようなアルキルアリール、炭水化物、グルコースおよびフルク
トースのような単糖、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ糖および多糖、カル
ボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアンモニウムイオンカル
ボキシレートのようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ（－ＣＮ）、エステ
ル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロキシル、ヒドロキ
シルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒド
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れる。Ｒ1～Ｒ6置換基の少なくとも１つはまた、典型的にはリンカーもしくは担体分子に
結合される。ある実用的態様は、リンカーもしくは担体分子への連結にＲ5置換基を有す
るとして示される位置を使用している。これらの化合物を検出するために蛍光が使用され
る場合、４位は重要であり得る。４位で水素以外の置換基は、そのような誘導体はなお発
色団であり得るが、蛍光をクエンチすると考えられる。Ｙは酸素、窒素もしくは硫黄であ
る。そのような化合物を形成するために利用可能であるＲ1～Ｒ6置換基の２つもしくはそ
れ以上はまた、示される一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環
系における原子、典型的には炭素原子であることもできる。これらのタイプの化合物の典
型的態様は、以下に提供される。
【０２６８】
【化６９】

【０２６９】
　これらの環はまた複素環式および／もしくはヘテロアリールであることもできることを
当業者は認識する。
【０２７０】
　実用的態様は典型的には少なくとも１つの担体分子連結位置を有する縮合Ａ～Ｄ環系で
あり、１つの可能な連結位置は以下に示される。
【０２７１】
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【０２７２】
　この一般式に関して、ＲおよびＹ変記号基は上記のとおりである。最も典型的には、Ｒ

1～Ｒ14は独立して水素もしくは低級アルキルである。クマリンに基づくハプテンの特定
の態様には、２，３，６，７－テトラヒドロ－１１－オキソ－１Ｈ，５Ｈ，１１Ｈ－［１
］ベンゾピラノ［６，７，８－ｉｊ］キノリジン－１０－カルボン酸
【０２７３】

【化７１】

【０２７４】
およびジエチルクマリン
【０２７５】
【化７２】

【０２７６】
が包含される。
【０２７７】
　９．シクロリグナン
　リグニンに基づく化合物、特にシクロリグナン、例えばポドフィロトキシンおよびその
誘導体は、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスを提供する。これらのシクロリグニン
に基づく誘導体の第一の一般式は、以下に提供される。
【０２７８】
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【化７３】

【０２７９】
　Ｓｔｅｐｈａｎｉｅ　Ｄｅｓｂｅｎｅ　ａｎｄ　Ｓｙｌｖｉａｎｅ　Ｇｉｏｒｇｉ－Ｒ
ｅｎａｕｌｔ，Ｄｒｕｇｓ　ｔｈａｔ　Ｉｎｈｉｂｉｔ　Ｔｕｂｕｌｉｎ　Ｐｏｌｙｍｅ
ｒｉｚａｔｉｏｎ：Ｔｈｅ　Ｐａｒｔｉｃｕａｒ　Ｃａｓｅ　ｏｆ　Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌ
ｏｔｏｘｉｎ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ，Ｃｕｒｒ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．－Ａｎｔｉ
－Ｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅｎｔｓ，２，７１－９０（２００２）；Ｍ．Ｇｏｒｄａｌｉｚａ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏｔｏｘｉｎ：Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ，Ｓｏｕ
ｒｃｅｓ，Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ａｎｄ　Ｎｅｗ　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ　Ｄｅｒｉ
ｖａｔｉｖｅｓ，Ｔｏｘｉｃｏｎ，４４，４４１－４５９（２００４）；Ｐｈｉｌｌｉｐ
ｅ　Ｍｅｒｅｓｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ：Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ
　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ　Ｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ，１１，２４４３－２４６６（２００４）；Ｍ．Ｐｕｊｏｌ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　
Ｎｅｗ　Ｃｌａｓｓ　ｏｆ　Ｄｉｏｘｙｇｅｎａｔｅｄ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅ
ｎｔｓ，Ｃｕｒｒ．Ｍｅｄ．Ｃｈｅｍ．－Ａｎｔｉ－Ｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅｎｔｓ，５，
２１５－２３７（２００５）；およびＹｏｕｎｇｊａｅ　Ｙｏｕ，Ｐｏｄｏｐｈｙｌｌｏ
ｔｏｘｉｎ　Ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ：Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｓｙｎｔｈｅｔｉｃ　Ａｐｐｒ
ｏａｃｈｅｓ　ｆｏｒ　Ｎｅｗ　Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ａｇｅｎｔｓ、Ｃｕｒｒｅｎｔ
　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ　Ｄｅｓｉｇｎ、　１１，１６９５－１７１７（２００
５）；（これらの各々は引用することにより本明細書に組み込まれる）を包含する多数の
公開は、本発明を実施するために有用なシクロリグナンの属を記述するために有用である
天然に存在する、半合成および合成シクロリグナンを説明する。本開示および実用的態様
、ならびにこれらの先行公開により提供される開示に基づいて、そしてこの第一の一般式
に関して、Ｒ1～Ｒ12は典型的には水素、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低級脂
肪族、例えばイソプレン、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄
のようなヘテロ原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアル
キル、そしてさらにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチ
ルのような１０個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ

3、ここで、Ｘは鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わ
せである）のような置換されたアルキル、アミノ、アミノ酸、アミド、シアノ（－ＣＮ）
、ハロゲン、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム、オキシムエーテル（例えば
、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝）、アルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒド
ロキシル、カルボニル、脂肪族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニ
ル、スルホキシド、カルボキシル、カルボキシレート（および第Ｉ族金属もしくはアンモ
ニウムイオンカルボキシレートのようなその塩）、エステル、アルキルエステル、アシル
、エキソメチレン、エーテル、環式、複素環式、アリール、ベンジルのようなアルキルア
リール、ヘテロアリール、多糖、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖
、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ糖および多糖、ならびにその組み合わせ
から選択される。Ｒ1～Ｒ12の少なくとも１つは、リンカーにもしくは担体分子に化合物
を連結するための位置を提供する。さらに、Ｒ基のあるものは環系における原子であるこ
とができる。例えば、Ｒ2およびＲ3、ならびにＲ7～Ｒ10の２つは環系において一緒に連
結されることができる。Ｒ12およびＲ11の少なくとも１つは、ベンゼン環もしくは置換さ
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【０２８０】
　ある実用的態様はまた以下の第二の一般式も満たし、ここで、Ｒ置換基は上記のとおり
である。
【０２８１】
【化７４】

【０２８２】
　Ｒ11およびＲ12の少なくとも１つがアリール基である典型的な化合物は以下の一般式を
有し、ここで、Ｒ置換基は上記のとおりである。
【０２８３】
【化７５】

【０２８４】
　Ｒ16～Ｒ20は一般に上記のとおりであるが、より典型的には独立して水素もしくはアル
コキシ、典型的には以下に示されるようにメトキシのような低級アルコキシである。
【０２８５】
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【化７６】

【０２８６】
　Ｒ置換基の少なくとも１つは典型的にはリンカーに結合されるか、リンカーと反応する
ことができる反応性官能基であるか、もしくは－Ｌ－ＲＧである。例えば、Ｒ5は－Ｌ－
ＲＧであることが多い。
【０２８７】
　Ｒ5およびＲ6はまた、カルボニル官能基を形成するための酸素への二重結合もしくはイ
ミンを形成するための窒素原子への二重結合のような二重結合を形成することもできる。
Ｒ5およびＲ6が二重結合を形成するある典型的な化合物は以下の一般式を有し、ここで、
残りのＲ置換基は上記のとおりである。Ｙは窒素、酸素もしくは硫黄から選択される。Ｙ
が窒素である場合、該窒素原子はそれに水素、または水素以外のある原子、官能基もしく
は化学部分をさらに結合していることができる。例えば、窒素はアルキル基のような脂肪
族置換基、アリールもしくはヘテロアリール置換基、またはアルキルおよび／もしくはア
ルコキシ置換されたアリールもしくはヘテロアリール置換基のような置換されたアリール
もしくはヘテロアリール置換基を有することができる。
【０２８８】
【化７７】

【０２８９】
　Ｒ16～Ｒ20は独立して水素およびアルコキシ、より典型的には以下に示されるようにメ
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トキシのような低級アルコキシから選択される。
【０２９０】
【化７８】

【０２９１】
　本発明の全てのハプテンコンジュゲートのように、Ｒ置換基の少なくとも１つは典型的
にはリンカーに結合されるか、リンカーと反応することができる反応性官能基であるか、
－Ｌ－ＲＧであるか、もしくは担体に直接結合される。例えば、Ｒ9は－Ｌ－ＲＧである
ことが多い。
【０２９２】
　ハプテンのこのシクロリグナンクラスを例示する化合物、ポドフィロトキシンの化学構
造は、以下に提供される。
【０２９３】

【化７９】

【０２９４】
　ポドフィロックスとも呼ばれるポドフィロトキシンは、４１４．４０の分子量およびＣ

22Ｈ22Ｏ8の組成式を有する非アルカロイド毒素である。ポドフィロトキシンは、アメリ
カメイアップル（Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｍａｙａｐｐｌｅ）ポドフィルム・ペルタツム（Ｐ
ｏｄｏｐｈｙｌｌｕｍ　ｐｅｌｔａｔｕｍ）の根茎において０．３～１．０質量％の濃度
で存在する。ポドフィロトキシンの融点は、１８３．３～１８４．０℃である。
【０２９５】
　従って、ポドフィロトキシン構造に実質的に基づく本発明のシクロリグナンは以下の一
般式を有し、ここで、Ｙは窒素、酸素もしくは硫黄から選択される。
【０２９６】



(69) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

50

【化８０】

【０２９７】
　本発明のシクロリグナンハプテンの具体例は、以下に示される。
【０２９８】

【化８１】

【０２９９】
　この化合物は、ポドフィロトキシンから出発して製造された。ポドフィロトキシンのヒ
ドロキシル基は、ケトンに酸化された。次に、ケトンを置換されたヒドラジンと反応させ
て上記に示される化合物を生成せしめた。ヒドラジン試薬は、脂肪族およびアリール置換
基を含めて、所望に応じて置換されることができる。
【０３００】
　１０．ヘテロビアリール
　本発明のハプテンの別の一般的クラスはヘテロビアリール化合物、典型的にはフェニル
キノリンおよびキノキサリンである。開示されるヘテロビアリール化合物は、以下のよう
な第一の一般的化学式を有する。
【０３０１】
【化８２】

【０３０２】
　この一般式に関連して、Ａ～Ｄは炭素、窒素、酸素および硫黄、ならびにそのありとあ
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Ｒ1～Ｒ2置換基は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低級
脂肪族、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原
子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさら
により典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０個
以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは
鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のよう
な置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3

－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低級
アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなアル
キルアリール、メトキシおよびエトキシのようなアルコキシアリール、炭水化物、グルコ
ースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ糖
および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアンモ
ニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ（
－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒドロ
キシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、ニ
トロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、エキソメチレン、ならびにその組み
合わせから選択される。Ｒ1～Ｒ2置換基の２つもしくはそれ以上、最も典型的には複数の
Ｒ1置換基はまた、示される一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合してい
る環系における原子、典型的には炭素原子であることもできる。Ｒ1～Ｒ2置換基の少なく
とも１つは典型的には、リンカーにもしくは直接担体に結合される。
【０３０３】
　ヘテロビアリール化合物の特定の態様は、以下の式を有する。
【０３０４】
【化８３】

【０３０５】
　Ｒ1およびＲ2は第一の一般式についての上記のとおりである。Ｙは酸素、窒素もしくは
硫黄、典型的には窒素である。Ｙが窒素である場合、該式はまた１個もしくはそれ以上の
窒素原子への二重結合を含むこともできる。
【０３０６】
　単一のヘテロ原子を有する化合物は、下記のようなフェニルキノリンにより例示される
。
【０３０７】
【化８４】

【０３０８】
　さらに特定の態様には、以下の一般式により例示されるアリール置換されたハプテンが
包含される。
【０３０９】
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【化８５】

【０３１０】
　この一般式に関して、Ｒ1～Ｒ3は上記に示したとおりである。より典型的には、Ｒ1は
水素であり、Ｒ2はアシルであり、そしてＲ3はアルコキシである。特定の例、２－（３，
４－ジメトキシフェニル）キノリン－４－カルボン酸は、以下に提供される。
【０３１１】
【化８６】

【０３１２】
　２個のヘテロ原子を有する化合物は、以下の一般式により示されるように、キノキサリ
ンにより表される。
【０３１３】
【化８７】

【０３１４】
　本発明のビアリール－ジヘテロ原子ハプテンの特定の例は、以下に、３－ヒドロキシ－
２－キノキサリンカルバミドにより例示される。この場合もやはり、Ｒ1およびＲ2置換基
は、ハプテンのこのクラスに関する上記のとおりである。
【０３１５】

【化８８】

【０３１６】
　１１．アゾアリール
　本発明のハプテンの別の一般的クラスは、以下のような第一の一般的化学式を有する、
アゾベンゼンのようなアゾアリール化合物である。
【０３１７】
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【化８９】

【０３１８】
　Ｒ1～Ｒ2置換基は独立して：水素、アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低
級脂肪族、置換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ
原子を有する有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさ
らにより典型的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０
個以下の原子を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘ
は鎖中のもしくはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のよ
うな置換されたアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ

3－Ｏ－Ｎ＝）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低
級アルキルヒドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなア
ルキルアリール、メトキシおよびエトキシのようなアルコキシアリール、炭水化物、グル
コースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースのような二糖、オリゴ
糖および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ族金属もしくはアン
モニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式、複素環式、シアノ
（－ＣＮ）、エステル、アルキルエステル、エーテル、ハロゲン、ヘテロアリール、ヒド
ロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪族ケトンのようなケト、
ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、スルホニル、エキソメチレン、な
らびにその組み合わせから選択される。２つもしくはそれ以上のＲ2置換基はまた、示さ
れる一般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子、典
型的には炭素原子であることもできる。例えば、２つのＲ2置換基は縮合フェニル環また
は縮合複素環式もしくはヘテロアリール構造を形成することができる。
【０３１９】
　ある開示されるアゾアリール化合物は、第一のアミン置換基および第二のアリール置換
基を有する。これらの化合物は典型的に以下の式を有する。
【０３２０】
【化９０】

【０３２１】
　この一般式に関して、Ｒ2～Ｒ4はこのクラスのハプテンに関する上記のとおりであり、
特定の態様はＲ2～Ｒ3脂肪族、特にアルキル、さらに特に低級アルキルおよびＲ4水素を
有する。
【０３２２】
　アゾアリール化合物を表す第三の一般式は、以下に提供される。
【０３２３】
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【化９１】

【０３２４】
　Ｒ2～Ｒ5は、ハプテンのこの特定のクラスについての上記のとおりである。Ｒ2～Ｒ5の
少なくとも１つは、コンジュゲートを形成するためにアゾアリールハプテンにリンカーも
しくは担体を連結するための位置を定義する。例えば、Ｒ5はハロゲン化スルホニル官能
基であることができる。以下に示されるもののようなハロゲン化スルホニルは、アゾアリ
ールハプテンにリンカーを連結するための有用な官能基である。
【０３２５】
【化９２】

【０３２６】
　この式に関して、Ｒ2～Ｒ5は上記のとおりである。Ｘはハロゲン化物である。これらの
アゾアリールハプテンの特定の態様、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４’－スル
ホニルクロリドは、以下に提供される式を有する。
【０３２７】

【化９３】

【０３２８】
　１２．ベンゾジアゼピン
　本発明のハプテンの別のクラスは、以下に示されるような第一の一般式を有するベンゾ
ジアゼピンハプテンである。
【０３２９】
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【化９４】

【０３３０】
　Ｒ1～Ｒ5は独立して：アシル、アルデヒド、アルコキシ、脂肪族、特に低級脂肪族、置
換された脂肪族、ヘテロ脂肪族、例えば、酸素、窒素、硫黄のようなヘテロ原子を有する
有機鎖、アルキル、特に２０個以下の炭素原子を有するアルキル、そしてさらにより典型
的にはメチル、エチル、プロピル、イソプロピルおよびブチルのような１０個以下の原子
を有する低級アルキル、ハロゲン化アルキル（例えば－ＣＸ3、ここで、Ｘは鎖中のもし
くはそれに結合している、ハロゲン化物およびその組み合わせである）のような置換され
たアルキル、オキシム、オキシムエーテル（例えば、メトキシイミン、ＣＨ3－Ｏ－Ｎ＝
）、アルコール（すなわち、脂肪族もしくはアルキルヒドロキシル、特に低級アルキルヒ
ドロキシル）、アミド、アミノ、アミノ酸、アリール、ベンジルのようなアルキルアリー
ル、炭水化物、グルコースおよびフルクトースのような単糖、ショ糖およびラクトースの
ような二糖、オリゴ糖および多糖、カルボニル、カルボキシル、カルボキシレート（第Ｉ
族金属もしくはアンモニウムイオンカルボキシレートのようなその塩を包含する）、環式
、シアノ（－ＣＮ）、エステル、エーテル、エキソメチレン、ハロゲン、ヘテロアリール
、複素環式、水素、ヒドロキシル、ヒドロキシルアミン、オキシム（ＨＯ－Ｎ＝）、脂肪
族ケトンのようなケト、ニトロ、スルフヒドリル、スルホニル、スルホキシド、ならびに
その組み合わせから選択される。Ｒ5置換基の２つもしくはそれ以上はまた、示される一
般式を有する化合物に結合しているかもしくは縮合している環系における原子、典型的に
は炭素原子であることもできる。Ｒ1～Ｒ5位置の少なくとも１つは、リンカーに結合され
るかまたはリンカーもしくは担体分子への連結に適当な官能基により占められる。Ｒ1～
Ｒ5は最も典型的には脂肪族、アリール、水素もしくはヒドロキシル、さらにより典型的
にはアルキル、水素もしくはフェニルである。Ｙは酸素もしくは硫黄、最も典型的には酸
素である。
【０３３１】
　ベンゾジアゼピンハプテンの特定の態様は、以下に示されるように、Ｒ1アリールを有
する。
【０３３２】
【化９５】

【０３３３】
　これらの態様について、Ｒ2～Ｒ5はこのクラスのハプテンについての上記のとおりであ
り、より典型的にはそのような置換基は独立して脂肪族、特にアルキル、水素およびヒド
ロキシルから選択される。ある開示される態様は、以下に示されるように、フェニル化合
物である。
【０３３４】
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【化９６】

【０３３５】
　この場合もやはり、Ｒ2～Ｒ6は上記のとおりであるが、より典型的にはそのような置換
基は独立して脂肪族、特にアルキル、水素およびヒドロキシルから選択される。ある開示
される態様は、以下に示されるように、フェニル化合物である。特定の態様、４－（２－
ヒドロキシフェニル）－１Ｈ－ベンゾ［ｂ］［１，４］ジアゼピン－２（３Ｈ）－オンは
、以下に提供される。
【０３３６】
【化９７】

【０３３７】
　ＩＩＩ．リンカー
【０３３８】
　Ｉ．概要
　一般式ハプテン－任意のリンカー－担体により示されるように、本発明のコンジュゲー
トはリンカーを含むことができる。この目的のために現在既知であるかもしくは将来に開
発される任意のリンカーは、本明細書に開示されるハプテンに連結することにより本発明
のコンジュゲートを形成するために用いることができる。有用なリンカーはホモ－もしく
はヘテロ二官能性のいずれかであることができるが、より典型的にはヘテロ二官能性であ
る。
【０３３９】
　２．脂肪族
　単に例としてそして限定せずに、開示されるハプテンコンジュゲートを形成するために
適当なリンカーの第一のクラスは、１つもしくはそれ以上の不飽和部位を有する脂肪族炭
化水素鎖もしくはアルキル鎖のような脂肪族化合物である。脂肪族鎖はまた典型的に、特
異的結合部分のような、ハプテンおよび他の所望の化合物への連結を容易にする、例とし
てそして限定せずに、カルボニル反応性基、アミン反応性基、チオール反応性基もしくは
光反応性基を包含する末端官能基も含む。鎖の長さは異なることができるが、典型的には
約３０個の原子の実用上限を有する。約３０個の炭素原子より大きい鎖連結は、より小さ
い鎖連結を有する化合物より効果が低いことが判明している。従って、脂肪族鎖リンカー
は典型的に約１個の炭素原子～約３０個の炭素原子の鎖長を有する。しかしながら、特定
のリンカーが３０個より多くの原子を有し、そして担体分子連結単位にハプテンを連結す
るためになお効率よく働き、そしてコンジュゲートが所望のようになお機能する場合、そ
のような鎖連結はなお本発明の範囲内であることを当業者は認識する。
【０３４０】
　３．アルキレンオキシド
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　本発明を実施するために有用なリンカーの第二のクラスは、アルキレンオキシドである
。アルキレンオキシドは、エチレングリコールのようなグリコールを参考にして本明細書
に表される。本発明のハプテンコンジュゲートは、リンカーの親水性がそれらの炭化水素
鎖に対して増加される場合に特に有用であると判明している。結果として、グリコールの
ようなアルキレンオキシドは本発明を実施するために有用であると判明している。酸素原
子の数が増加するにつれて、化合物の親水性もまた増加し得ることを当業者は認識する。
従って、本発明のリンカーは、典型的に（－ＯＣＨ2ＣＨ2Ｏ－）n（式中、ｎは約２～約
１５であるが、さらに特に約２～約８である）の式を有する。
【０３４１】
　本発明のある開示される態様を実施するために有用なヘテロ二官能性ポリアルキレング
リコールリンカーは、“Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ，”２００６
年４月２８日に出願された米国特許出願第１１／４１３，７７８号；“Ａｎｔｉｂｏｄｙ
　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ，”２００６年４月２７日に出願された米国出願第１１／４１３
，４１５号；および“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｏｎｊｕｇａｔｅｓ，”２００５年１１月
２３日に出願された米国仮特許出願第６０／７３９，７９４号；（これらの出願の全ては
引用することにより本明細書に組み込まれる）を包含する、譲受人の同時係属出願に記述
される。これらの出願において開示されるリンカーは、特異的結合部分、シグナル生成部
分およびハプテンをありとあらゆる所望の組み合わせで連結するために使用できることを
当業者は認識する。ヘテロ二官能性ポリアルキレングリコールリンカーは以下に開示され
、そしてそれらの使用はハプテンおよび検出可能な標識に抗体および核酸のような特異的
結合部分を連結することを参考にして例示される。特に、抗ハプテン抗体と検出可能な標
識のコンジュゲートおよびハプテンと一次抗体もしくは核酸とのコンジュゲートは、以下
に例示される。
【０３４２】
　開示されるコンジュゲートでの使用のためのリンカーの１つの特定の態様は、以下に示
される一般構造を有するヘテロ二官能性ポリアルキレングリコールリンカーである：
【０３４３】
【化９８】

【０３４４】
　ここで、ＡおよびＢは異なる反応性基を含み、ｘは２～１０の整数（２、３もしくは４
のような）であり、そしてＹは１～５０、例えば３～２０もしくは４～１２のような２～
３０の整数である。１個もしくはそれ以上の水素原子は、ヒドロキシル基、アルコキシ基
（メトキシおよびエトキシのような）、ハロゲン原子（Ｆ、Ｃｌ、Ｂｒ、Ｉ）、スルファ
ト基およびアミノ基（ジアルキルアミノ基のようなモノ－およびジ－置換されたアミノ基
を包含する）のようなさらなる官能基に置換されることができる。
【０３４５】
　リンカーのＡおよびＢは独立してカルボニル反応性基、アミン反応性基、チオール反応
性基もしくは光反応性基を含むことができるが、同じものではない。カルボニル反応性基
の例には、ヒドラジン誘導体およびアミンのようなアルデヒドおよびケトン反応性基が包
含される。アミン反応性基の例には、活性エステル、例えばＮＨＳもしくはスルホ－ＮＨ
Ｓ、イソチオシアネート、イソシアネート、アシルアジド、スルホニルクロリド、アルデ
ヒド、グリオキサール、エポキシド、オキシラン、カーボネート、ハロゲン化アリール、
イミドエステル、無水物などが包含される。チオール反応性基の例には非重合性マイケル
アクセプター、ハロアセチル基（ヨードアセチルのような）、ハロゲン化アルキル、マレ
イミド、アジリジン、アクリロイル基、ビニルスルホン、ベンゾキノン、フルオロベンゼ
ン基（テトラおよびペンタフルオロベンゼン基のような）のような求核置換を受けること
ができる芳香族基、ならびにジスルフィド基、例えばピリジルジスルフィド基およびエル
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マン試薬で活性化されるチオールが包含される。光反応性基の例には、アリールアジドお
よびハロゲン化アリールアジドが包含される。あるいはまた、Ａおよび／もしくはＢは反
応性基の特定のタイプと反応する官能基であることができる。例えば、Ａおよび／もしく
はＢは、ハプテンおよび／もしくは担体上に導入されているかもしくはそうでなければ存
在する対応する反応性基（それぞれ、アミン反応性基、チオール反応性基もしくはカルボ
ニル反応性基のような）と反応するアミン基、チオール基もしくはカルボニル含有基であ
ることができる。これらのタイプの基の各々のさらなる例は、当業者に明らかである。あ
るタイプの反応性基を別のものに交換するための反応条件および方法に関するさらなる例
および情報は、本明細書に引用することにより組み込まれる、Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ，“Ｂ
ｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，”Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓ
ａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９６に提供される。特定の態様において、チオール反応性基はビ
ニルスルホン以外である。
【０３４６】
　ある態様において、ヘテロ二官能性リンカーのチオール反応性基は特異的結合部分に共
有結合しており、そしてヘテロ二官能性リンカーのアミン反応性基はハプテン誘導体（Ｓ
ＭＣＣとカルボン酸基を反応させることにより形成される活性化エステルのような）、ナ
ノ粒子のアミン反応性基に共有結合しており、もしくはその逆である。例えば、ヘテロ二
官能性リンカーのチオール反応性基は特異的結合部分のシステイン残基（シスチン架橋の
還元後のような）に共有結合していることができもしくはヘテロ二官能性リンカーのチオ
ール反応性基は特異的結合部分に導入されるチオール基に共有結合していることができ、
そしてアミン反応性基は活性化エステルのようなアミン反応性基を有する活性化ハプテン
誘導体に結合している。コンジュゲートが検出可能な標識にコンジュゲーションされた抗
ハプテン抗体を含む場合、ヘテロ二官能性リンカーのチオール反応性基は抗体に共有結合
していることができ、そしてヘテロ二官能性リンカーのアミン反応性基は抗体に共有結合
していることができ、そしてヘテロ二官能性リンカーのアミン反応性基は検出可能な標識
に共有結合していることができ、もしくはその逆である。
【０３４７】
　あるいはまた、ヘテロ二官能性リンカーのアルデヒド反応性基は特異的結合部分に共有
結合していることができ、そしてリンカーの官能基もしくは異なる反応性基のいずれかは
ハプテンに結合している。特異的結合部分が抗ハプテン抗体であり、そして抗体が検出可
能な標識にコンジュゲーションされる場合、ヘテロ二官能性リンカーのアルデヒド反応性
基は抗体に共有結合していることができ、そしてヘテロ二官能性リンカーのアミン反応性
基は検出可能な標識に共有結合していることができ、もしくはその逆である。特定の態様
において、ヘテロ二官能性リンカーのアルデヒド反応性基は抗ハプテン抗体のグリコシル
化部分上に形成されるアルデヒドに共有結合していることができ、そしてリンカーのアミ
ン反応性基は検出可能な標識に結合している。さらに別の態様において、ヘテロ二官能性
リンカーのアルデヒド反応性基は抗ハプテン抗体に共有結合しており、そしてヘテロ二官
能性リンカーのチオール反応性基は検出可能な標識に結合しており、もしくはその逆であ
る。さらに別の態様において、ヘテロ二官能性リンカーのアルデヒド反応性基は特異的結
合部分に共有結合しており、そしてヘテロ二官能性リンカーのチオール反応性基はナノ粒
子に結合しており、もしくはその逆である。
【０３４８】
　ある態様において、ヘテロ二官能性リンカーは式：
【０３４９】
【化９９】

【０３５０】
を有し、ここで、ＡおよびＢは異なる反応性基であり、そして上記のとおりであり；ｘお
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よびｙは上記のとおりであり、そしてＸおよびＹはさらなるスペーサー基、例えば、１～
６個の間の炭素もしくは１～４個の間の炭素のような１～１０個の間の炭素を有しそして
場合により１つもしくはそれ以上のアミド結合、エーテル結合、エステル結合などを含有
していてもよいスペーサー基である。スペーサーＸおよびＹは同じかもしくは異なること
ができ、そして直鎖状、分枝鎖状もしくは環状（例えば、脂肪族もしくは芳香族環状構造
）であることができ、そして非置換であるかもしくは置換されることができる。スペーサ
ー上の置換基であることができる官能基には、カルボニル基、ヒドロキシル基、ハロゲン
（Ｆ、Ｃｌ、ＢｒおよびＩ）原子、アルコキシ基（メトキシおよびエトキシのような）、
ニトロ基および硫酸基が包含される。
【０３５１】
　特定の態様において、ヘテロ二官能性リンカーは式：
【０３５２】
【化１００】

【０３５３】
を有するヘテロ二官能性ポリエチレングリコールリンカーを含んでなり、ここで、ｎ＝１
～５０、例えば、ｎ＝３～２０もしくはｎ＝４～１２のようなｎ＝２～３０。さらに特定
の態様において、このリンカーのスクシンイミド基のカルボニルは検出可能な標識上のア
ミン基に共有結合しており、そしてリンカーのマレイミド基は抗ハプテン抗体のチオール
基に共有結合しており、もしくはその逆である。他のさらに特定の態様において、平均約
１～約１０の間の特異的結合部分が半導体ナノ粒子（例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃ
ｏｒｐ．，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲから入手される量子ドットのような；例えば、米国特許第
６，８１５，０６４号、第６，６８２，５９６号および第６，６４９，１３８号を参照、
これらの特許の各々は本明細書に引用することにより組み込まれる）、常磁性ナノ粒子、
金属ナノ粒子および超常磁性ナノ粒子のようなナノ粒子に共有結合している。
【０３５４】
　他の特定の態様において、ヘテロ二官能性リンカーは式：
【０３５５】

【化１０１】

【０３５６】
を有するヘテロ二官能性ポリエチレングリコールリンカーを含んでなり、ここで、ｍ＝１
～５０、例えば、ｍ＝３～２０もしくはｍ＝４～１２のようなｍ＝２～３０。さらに特定
の態様において、リンカーのヒドラジド基は抗ハプテン抗体のアルデヒド基と共有結合し
ており、そしてリンカーのマレイミド基は検出可能な標識のチオール基と共有結合してお
り、もしくはその逆である。なおさらに特定の態様において、特異的結合部分のアルデヒ
ド基は、抗体のＦｃ部分のグリコシル化領域の酸化により抗ハプテン抗体のＦｃ部分にお
いて形成されるアルデヒド基である。他のなおさらに特定の態様において、平均約１～約
１０の間の抗ハプテン抗体がナノ粒子に共有結合している。簡潔に言えば、上記の式のマ
レイミド／ヒドラジドＰＥＧ－リンカーは、保護されたヒドラジン誘導体（Ｂｏｃで保護
されたヒドラジンのような）での処理、続いて酸での処理により対応するマレイミド／活
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性エステルＰＥＧリンカー（これは、例えば、Ｑｕａｎｔａ　Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ，Ｐｏ
ｗｅｌｌ，ＯＨから市販されている）から合成することができる。
【０３５７】
　特異的結合部分（ＳＢＭ）と開示されるハプテンの１つもしくはそれ以上のコンジュゲ
ートが提供される。これらのコンジュゲートにおけるＳＢＭは、例えば、抗体、核酸、レ
クチンもしくはステレプトアビジンのようなアビジンを含むことができる。ＳＢＭが抗体
を含む場合、抗体は任意の特定の分子もしくは非常に類似した分子の特定の群に特異的に
結合することができ、例えば、サンプルに存在し得る特定のタンパク質に特異的に結合す
る抗体。あるいはまた、抗体は免疫アッセイにおいて二次抗体として使用することができ
る抗抗体抗体であることができる。例えば、抗体は、抗マウスＩｇＧ抗体、抗ウサギＩｇ
Ｇ抗体もしくは抗ヤギＩｇＧ抗体のような抗ＩｇＧ抗体を含んでなることができる。
【０３５８】
　特定の態様において、開示される抗体コンジュゲートは式：
【０３５９】

【化１０２】

【０３６０】
を有し、ここで、Ａｂは抗体であり、ｎ＝１～５０（ｎ＝２～３０、ｎ＝３～２０もしく
はｎ＝４～１２のような）、そしてｊ＝１～１０（ｊ＝２～６もしくはｊ＝３～４のよう
な）。Ｘはハプテンをコンジュゲートの残りの部分から間隔をあけて配置しそしてハプテ
ンがコンジュゲートの残りの部分に連結されることを可能にするために適当なスペーサー
基である。例えば、スペーサー基は脂肪族もしくは芳香族基、典型的には脂肪族基、そし
てさらにより典型的には１～６個の間の炭素もしくは１～４個の間の炭素のような約１～
約１０個の炭素原子を有するアルキルもしくは置換されたアルキル基であることができる
。スペーサーはまた、ハロゲン化物、窒素、酸素、硫黄、およびその組み合わせが包含さ
れるがこれらに限定されるものではない、ヘテロ原子のような、炭素以外の原子を含むこ
ともできる。そのようなさらなる原子は、官能基を定義することができる。例えば、スペ
ーサー基は場合により１つもしくはそれ以上のアミド結合、エーテル結合、エステル結合
、アミン結合などを含んでもよい。スペーサーの構造は、リンカーにハプテンを連結する
ために用いられる化学によって決まり、そしてそのような結合の具体例は特に開示される
ハプテンに関して後で説明されるが、一般に、基Ｘは例えばハプテンに付加されたアミン
反応性基とリンカー上のアミン（もしくはその逆）もしくはハプテンに付加されたカルボ
ニル反応性基とリンカー上のカルボニル（もしくはその逆）を反応させることにより形成
されることができる。
【０３６１】
　あるいはまた、開示されるハプテンの１つもしくはそれ以上と抗体とのコンジュゲート
は以下の式：
【０３６２】



(80) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

【化１０３】

【０３６３】
を有することができ、ここで、Ａｂは抗体であり、ｍ＝１～５０（ｍ＝２～３０、ｍ＝３
～２０もしくはｎ＝４～１２のような）、そしてｋ＝１～１０（ｋ＝２～６もしくはｋｊ
＝３～４のような）、そしてＸはこの場合もやはりスペーサー基、例えば、１～６個の間
の炭素もしくは１～４個の間の炭素のような１～１０個の炭素原子を有しそして場合によ
り１つもしくはそれ以上のアミド結合、エーテル結合、エステル結合、アミン結合などを
含有していてもよいスペーサー基である。
【０３６４】
　他の態様において、１つもしくはそれ以上のハプテンに連結される特異的結合部分は核
酸である。特定の態様において、そのようなコンジュゲートは式：
【０３６５】

【化１０４】

【０３６６】
を有することができ、ここで、Ｎｕｃはヌクレオシド、ヌクレオチド、ヌクレオチドリン
酸（ヌクレオチド３リン酸のような）、オリゴヌクレオチドもしくはポリヌクレオチドを
包含する任意の核酸塩基含有化合物であり、そしてｍは例えば約１～５００（ｍ＝１～１
００もしくはｍ＝１～５０のような）であることができ、そしてＸはさらにこの場合もス
ペーサー基、例えば、１～６個の間の炭素もしくは１～４個の間の炭素のような１～１０
個の間の炭素原子を有しそして場合により１つもしくはそれ以上のアミド結合、エーテル
結合、エステル結合、アミン結合などを含有していてもよいスペーサー基である。
【０３６７】
　また提供されるのは、開示されるハプテンに特異的に結合する抗体のコンジュゲートで
ある。特定の態様において、そのようなコンジュゲートは以下の式
【０３６８】
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【化１０５】

【０３６９】
　［式中、ＡＨＡｂは抗ハプテン抗体であり、ＤＬは酵素のような検出可能な標識であり
、ｎ＝１～５０（ｎ＝２～３０、ｎ＝３～２０もしくはｎ＝４～１２のような）、そして
ｏ＝１～１０（ｏ＝２～６もしくはｏ＝３～４のような）；もしくは
【０３７０】

【化１０６】

【０３７１】
　［式中、ＡＨＡｂは抗ハプテン抗体であり、ＤＬはナノ粒子のような検出可能な標識で
あり、ｎ＝１～５０（ｎ＝２～３０、ｎ＝３～２０もしくはｎ＝４～１２のような）、そ
してｐ＝１～１０（ｐ＝２～６もしくはｐ＝３～４のような）］
を有することができる。
【０３７２】
　さらに別の特定の態様において、開示されるコンジュゲートは式：
【０３７３】
【化１０７】

【０３７４】
　［式中、ＡＨＡｂは抗ハプテン抗体であり、ＤＬはナノ粒子のような検出可能な標識で
あり、ｎ＝１～５０（ｎ＝２～３０、ｎ＝３～２０もしくはｎ＝４～１２のような）、そ
してｑ＝１～１０（ｑ＝２～６もしくはｑ＝３～４のような）；もしくは
【０３７５】
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【化１０８】

【０３７６】
　［式中、ＡＨＡｂは抗ハプテン抗体であり、ＤＬは酵素のような検出可能な標識であり
、そしてｎ＝１～５０（ｎ＝２～３０、ｎ＝２～２０もしくはｎ＝４～１２のような）、
そしてｒ＝１～１０（ｒ＝２～６もしくはｒ＝３～４のような）］
を有するコンジュゲートを含んでなる。
【０３７７】
　さらに別の特定の態様において、ヘテロ二官能性ＰＥＧ連結特異的結合分子－ナノ粒子
コンジュゲートは式：
【０３７８】
【化１０９】

【０３７９】
　［式中、ＡＨＡｂは抗ハプテン抗体であり、ＤＬ酵素のような検出可能な標識であり、
ｍ＝１～５０（ｍ＝２～３０、ｍ＝３～２０もしくはｍ＝４～１２のような）、そしてｓ
＝１～１０（ｓ＝２～６もしくはｓ＝３～４のような）；もしくは
【０３８０】

【化１１０】

【０３８１】
　［式中、ＡＨＡｂは抗ハプテン抗体であり、ＤＬはナノ粒子のような検出可能な標識で
あり、ｍ＝１～５０（ｍ＝２～３０、２～２０もしくは４～１２のような）、そしてｔ＝
１～１０（ｔ＝２～６もしくはｔ＝３～４のような）］
を有するコンジュゲートを含んでなる。
【０３８２】
　なおさらなる特定の態様において、ヘテロ二官能性ＰＥＧ連結特異的結合部分－ナノ粒
子コンジュゲートは、式：
【０３８３】
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【化１１１】

【０３８４】
　［式中、ＡＨＡｂは抗ハプテン抗体であり、ＤＬは検出可能な標識であり、ｍ＝１～５
０（ｍ＝２～３０、ｍ＝３～２０もしくはｍ＝４～１２のような）、そしてｕ＝１～１０
（ｕ＝２～６もしくはｕ＝３～４のような）］；
もしくは
【０３８５】
【化１１２】

【０３８６】
　［式中、ＳＢＭは特異的結合部分であり、ＮＰはナノ粒子であり、ｍ＝１～５０（ｍ＝
２～３０、ｍ＝２～２０もしくはｍ＝４～１２のような）、そしてｖ＝１～１０（ｖ＝２
～６もしくはｖ＝３～４のような）］
を有するコンジュゲートを含んでなる。
【０３８７】
　開示されるコンジュゲートは、免疫組織化学アッセイおよびインサイチューハイブリダ
イゼーションアッセイを包含する任意のタイプのアッセイにおいて生物学的サンプル中の
興味のある１つもしくはそれ以上分子を検出するために利用することができる。１つの態
様において、開示されるコンジュゲートは免疫アッセイにおいてハプテン標識抗体、例え
ば、特定の分子に対するハプテン標識一次抗体として用いられ、それは次に検出可能な標
識を含む抗ハプテン抗体コンジュゲートと接触させる。あるいはまた、標的核酸に結合し
ているハプテン標識核酸プローブは、次に、検出可能な標識を含む抗ハプテン抗体コンジ
ュゲートと接触させる。生物学的サンプルは生体分子（タンパク質、核酸、脂質、ホルモ
ンなど）を含有する任意のサンプルであることができるが、特定の態様において、生物学
的サンプルには組織切片（生検により得られるような）もしくは細胞学サンプル（Ｐａｐ
塗抹標本もしくは血液塗抹標本のような）が包含される。開示されるコンジュゲートを使
用することができるアッセイの他のタイプは当業者に容易に明らかであり、そして特定の
例は以下に説明される。
【０３８８】
　別の態様において、特異的結合部分－ハプテンコンジュゲートを製造する方法が開示さ
れ、該方法は特異的結合部分からチオール化特異的結合部分を形成すること；アミン基を
有するハプテンをマレイミド／活性エステル二官能性リンカーと反応させて活性化ハプテ
ンを形成すること；およびチオール化特異的結合部分を活性化ハプテンと反応させて特異
的結合部分－ハプテンコンジュゲートを形成することを含む。
【０３８９】
　チオール化特異的結合部分は、チオール化特異的結合部分を形成するように特異的結合
部分を還元剤と反応させることにより、例えば、約１～約１０の間の特異的結合部分当た
りのチオールの平均数を有するチオール化特異的結合部分を形成するように特異的結合部
分を還元剤と反応させることにより形成することができる。特異的結合部分当たりのチオ
ールの平均数は、滴定により決定することができる。還元剤の例には、２－メルカプトエ
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組み合わせよりなる群から選択される還元剤が包含される。特定の態様において、還元剤
はＤＴＴおよびＤＴＥ、ならびにその組み合わせよりなる群から選択され、そして約１ｍ
Ｍ～約４０ｍＭの間の濃度で使用される。
【０３９０】
　あるいはまた、チオール化特異的結合部分を形成することは、特異的結合部分にチオー
ル基を導入することを含む。例えば、チオール基は、２－イミノチオラン、ＳＡＴＡ、Ｓ
ＡＴＰ、ＳＰＤＰ、Ｎ－アセチルホモシステインチオラクトン、ＳＡＭＳＡおよびシスタ
ミン、ならびにその組み合わせよりなる群から選択される試薬との反応により特異的結合
部分に導入することができる（例えば、本明細書に引用することにより組み込まれる、Ｈ
ｅｒｍａｎｓｏｎ，“Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，”Ａｃａｄｅ
ｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，Ｓａｎ　Ｄｉｅｇｏ，１９９６を参照）。さらに特定の態様におい
て、特異的結合部分にチオール基を導入することは、特異的結合部分を酸化剤（過ヨウ素
酸塩のような）と反応させて特異的結合部分の糖部分（抗体のグリコシル化部分のような
）をアルデヒド基に転化しそして次にアルデヒド基をシスタミンと反応させることを含む
。別のさらに特定の態様において、特異的結合部分はストレプトアビジンを含み、そして
チオール基を導入することはストレプトアビジンを２－イミノチオラン（トラウト試薬）
と反応させることを含んでなる。
【０３９１】
　別の特定の態様において、ハプテンをマレイミド／活性エステル二官能性リンカーと反
応させて活性化ナノ粒子を形成することは、ハプテンを式：
【０３９２】
【化１１３】

【０３９３】
　［式中、ｎ＝１～５０、例えば、ｎ＝３～２０もしくはｎ＝４～１２のようなｎ＝２～
３０］
を有するＰＥＧマレイミド／活性エステルと反応させることを含む。
【０３９４】
　さらなる態様において、特異的結合部分を酸化剤と反応させてアルデヒドを保有する特
異的結合部分を形成すること；アルデヒドを保有する特異的結合部分をマレイミド／ヒド
ラジド二官能性リンカーと反応させてチオール反応性特異的結合部分を形成すること；お
よびチオール反応性特異的結合部分をチオール化ハプテンと反応させて特異的結合部分－
ナノ粒子コンジュゲートを形成することを含む特異的結合部分－ハプテンコンジュゲート
組成物を製造する方法が開示される。特定の態様において、特異的結合部分は抗体であり
、そして特異的結合部分を酸化剤と反応させてアルデヒドを保有する特異的結合部分を形
成することは、抗体のグリコシル化領域を酸化して（過ヨウ素酸塩、Ｉ2、Ｂｒ2もしくは
その組み合わせ、またはノイラミダーゼ（ｎｅｕｒａｍｉｄａｓｅ）／ガラクトース酸化
酵素でのような）アルデヒドを保有する抗体を生成せしめることを含む。さらに特定の態
様において、抗体を酸化剤と反応させてアルデヒドを保有する抗体を生成せしめることは
、抗体当たり平均約１～約１０個の間のアルデヒド基を導入することを含む。さらに特定
の態様において、マレイミド／ヒドラジド二官能性リンカーは、式：
【０３９５】
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【化１１４】

【０３９６】
　［式中、ｍ＝１～５０、例えば、ｍ＝３～２０もしくはｍ＝４～１２のようなｍ＝２～
３０］
を有する。チオール化ハプテンは、チオール基をハプテンに導入することにより（例えば
、２－イミノチオラン、ＳＡＴＡ、ＳＡＴＰ、ＳＰＤＰ、Ｎ－アセチルホモシステインチ
オラクトン、ＳＡＭＳＡおよびシスタミン、ならびにその組み合わせよりなる群から選択
される試薬とハプテンを反応させることにより）ハプテンから形成することができる。
【０３９７】
　別の態様において、ヒドラジド反応性基を有するハプテン－リンカーコンジュゲートを
抗体上に形成されるアルデヒドのカルボニル基と反応させてハプテン－リンカー－抗体コ
ンジュゲートを生成せしめる。ヒドラジド反応性基を有するハプテン－リンカーコンジュ
ゲートは、以下にさらに説明される。
【０３９８】
　４．市販されているリンカー
　さらなるリンカーはまた、市販されている。Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩｌｌｉｎｏｉｓのＰ
ｉｅｒｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｃ．は、本発明を実施するために有用な
ある種のリンカーを提供する。例えば、Ｐｉｅｒｃｅはスルホスクシンイミジル－４－（
Ｎ－マレイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（スルホ－ＳＭＣＣ）を
提供する。Ｐｉｅｒｃｅはまた、ＳＭＣＣと呼ばれる、スルホ基のないスルホンアミジル
化合物も販売し、それもまた有用なリンカーである。スルホ－ＳＭＣＣは水溶性の非切断
性膜不浸透性架橋剤である。この化合物のＮＨエステルは、ｐＨ７～９で第一級アミンと
容易に反応して安定なアミド結合を形成することができる。マレイミドは約６～８の間、
より典型的には約６．５～約７．５のｐＨでスルフヒドリル基と反応して、安定なチオエ
ーテル結合を形成する。遊離アミンを含んでなる担体にハプテンを連結することにおける
使用には、スルホ－ＳＭＣＣを担体の遊離アミンと反応させてマレイミド活性化担体を生
成せしめることができる。次に、担体タイプ化合物をハプテン、例えば遊離スルフヒドリ
ル基もしくはヒドロキシル基を有するハプテンと反応させて、本発明のコンジュゲートを
生成せしめることができる。
【０３９９】
　Ｐｉｅｒｃｅはまた、さらなる典型的なリンカーならびに実用的用途に潜在的に適当な
各々の長さに関するさらなる情報も提供する。例えば、アミンと反応性の官能基について
、Ｐｉｅｒｃｅは以下の化合物を提供する：ＥＧＳ（エチレングリコールビス［コハク酸
スクシンイミジル］）；スルホ－ＥＧＳ（エチレングリコールビス［コハク酸スルホスク
シンイミジル］）；ＤＴＳＳＰ（３，３’－ジチオビス［プロピオン酸スルホスクシンイ
ミジル］）；ＤＳＳ（スベリン酸ジスクシンイミジル）；ＢＳ（スベリン酸ビス［スルホ
スクシンイミジル］）；ＤＳＧ（グルタル酸ジスクシンイミジル）；およびＭＳＡ（アジ
ピン酸メチルＮ－スクシンイミジル（ｍｅｔｈｙｌ　Ｎ－ｓｕｃｃｉｎｉｍｉｄｙｌ　ａ
ｄｉｐａｔｅ））。スルフヒドリル反応性リンカーの例には、ＤＰＤＰＢ（１，４－ジ－
［３’－（２’－ピリジルジチオ）－プロピオンアミド］ブタン）；ＢＭ［ＰＥＯ］3（
１，１１－ビス－マレイミドトリエチレングリコール）；ＢＭＨ（ビス－マレイミドヘキ
サン）；ＢＭ［ＰＥＯ］2（１，８－ビス－マレイミドジエチレングリコール）；ＨＢＶ
Ｓ（１，６－ヘキサン－ビス－ビニルスルホン）；ＤＴＭＥ（ジチオ－ビス－マレイミド
エタン）；ＢＭＤＢ（１，４－ビス－マレイミジル－２，３－ジヒドロキシブタン）；Ｂ



(86) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

50

ＭＢ（１，４－ビス－マレイミドブタン；およびＢＭＯＥ（ビス－マレイミドエタン）が
包含される。ＢＡＳＥＤ（ビス－［ｂ－（４－アジドサリチルアミド）エチル］ジスルフ
ィド）およびＡＰＧ（ｐ－アジドフェニルグリオキサール１水和物）を包含する、光反応
性化合物もまたＰｉｅｒｃｅから入手可能である。
【０４００】
　５．カルボジイミド連結
　カルボジイミド［Ｒ－Ｎ＝Ｃ＝Ｎ－Ｒ1］は、アミノ酸、タンパク質、ヌクレオチドお
よびオリゴヌクレオチドを包含する標的分子に直接ハプテンを連結するために用いること
ができる。例えば、引用することにより本明細書に組み込まれる、Ｎｅｗ　Ｂｉｏｔｉｎ
ｙｌａｔｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ　Ｃａｒｂｏｄｉｉｍｉｄｅ　Ｆ
ｕｎｃｔｉｏｎ，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍｓ　Ｓｅｒｉｅｓ，Ｎ
ｏ．３４，６９－７０（１９９５）を参照。あるいはまた、カルボジイミド官能基は、ハ
プテン－リンカーコンジュゲートを形成するために上記に説明したようなリンカーに導入
するかもしくは連結することができる。ハプテン－ｄＰＥＧｘ－カルボジイミドを製造す
るための一般的な合成スキームは、実用的実施例において以下に提供される。この一般的
な合成スキームを用いて、ニトロピラゾール－ｄＰＥＧｘ－カルボジイミド、ベンゾフラ
ザン－ｄＰＥＧｘ－カルボジイミド、ジニトロフェニル－ｄＰＥＧｘ－カルボジイミド、
チアゾールスルホンアミド－ｄＰＥＧｘ－カルボジイミドおよびロテノイド－ｄＰＥＧｘ
－カルボジイミドを包含する、ハプテン－カルボジイミドのいくつかの実用的態様が製造
されている。
【０４０１】
　ＩＶ．ハプテン－リンカーコンジュゲート
　コンジュゲートとも呼ばれる本発明の化合物は、典型的にリンカーに連結されたハプテ
ンを典型的に含んでなる。ハプテンコンジュゲートはまた、ハプテンに直接連結されるか
もしくはリンカーに連結されるいずれかの、ポリペプチド、タンパク質、モノヌクレオチ
ド、ジヌクレオチド、トリヌクレオチド、オリゴヌクレオチドもしくは核酸（１つもしく
は複数）のような担体を含むこともできる。担体の特定の例には、免疫原性担体、抗体お
よび核酸プローブが包含される。ハプテン、担体および／もしくはリンカーは１つもしく
はそれ以上の官能基もしくは部分、典型的には、直接もしくはリンカーを介して間接的に
、担体にハプテンを連結するために有用な求電子物質および求電子物質／求核物質対を含
むことができる。従って、本開示のある態様を表す第一の一般式はハプテン－担体である
。そのような化合物はまた、場合によりそして最も典型的にはリンカーも含む。リンカー
を有する態様は、式ハプテン－リンカー－担体を満たす。従って、組み合わされた式は（
ハプテン）k－（リンカー）m－担体nであり、ここで、ｋは１であり、ｍおよびｎは０も
しくは１であり、そしてｍもしくはｎの少なくとも１つは１である。該一般式について、
ｋ＝１、ｍ＝１もしくはｎ＝１はハプテン、リンカーもしくは担体の数もしくは構造に制
約がないことを意味することを当業者は理解する。例えば、組み合わされた式のコンジュ
ゲートを提供するために担体は結合している多数のリンカーを有することができそして多
数のリンカーは多数のハプテンに結合していることができる。さらに、リンカーは複数の
サブユニットを含むかもしくは様々なサブコンポーネントから形成されることができる。
例えば、担体およびハプテンは両方とも結合しているリンカーを含むことができ、ここで
、これらのリンカーは次にハプテンおよび担体を一緒に連結するために反応させることが
できる。
【０４０２】
　特定の態様において、本開示のコンジュゲートは一般構造（特異的結合部分）－リンカ
ー－ハプテン、そしてさらに特に（特異的結合部分）－（リンカー－ハプテン）pを有し
、ここで、ｐ＝１～２００、例えばｐ＝１～１０のような１～５０。一例において、リン
カーはＰＥＧリンカーを含んでなる。さらに特定の態様において、特異的結合部分は抗体
もしくは核酸である。別の例において、特異的結合部分は抗体であり、そしてリンカーは
抗体のＦｃ領域の酸化された糖部分のアルデヒド基に共有結合しているカルボニル反応性
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基を含む。さらに別の例において、特異的結合部分は抗体であり、そしてリンカーは抗体
のチオール基に共有結合しているスルフヒドリル反応性基を含み、ここで、チオール基は
、抗体におけるジスルフィド結合を還元することにより生成される。さらに別の例におい
て、特異的結合部分は核酸であり、そしてリンカーは核酸のシトシン残基に共有結合して
いるカルボニル反応性基を含む。
【０４０３】
　別の特定の態様において、本開示のコンジュゲートは一般構造ハプテン－リンカー－Ｒ
Ｇを有し、ここで、ＲＧはカルボニル反応性基、チオール反応性基もしくはアミン反応性
基のような反応性基をさす。典型的には１つのハプテンは反応性基を保有する１つのリン
カーに連結されるが、反応性基を有する１つのリンカーに多数のハプテンを結合させるこ
ともしくは１つのハプテンに反応性基を有する多数のリンカーを結合させることが可能で
ある。これらのようなハプテンリンカーコンジュゲートは、ハプテンを抗体に結合させる
ために（前段落において説明したような）そしてまたハプテンをＫＬＨのような免疫原性
担体に結合させてハプテンに特異的に結合する抗体を生産するように動物を刺激するため
に用いることができる免疫原を生成せしめるためにも特に有用である。従って、ハプテン
に特異的に結合する抗体は本開示の態様である。
【０４０４】
　さらに別の態様において、抗ハプテン抗体（開示される免疫原を用いて製造することが
できるような）および検出可能な標識（量子ドットもしくは酵素のような）を含むコンジ
ュゲートが開示される。従って、このタイプのコンジュゲートの一般式は（抗ハプテン抗
体）t－（検出可能な標識）sであり、ここで、ｔおよびｓは各々独立して１～１００であ
ることができるが、より典型的には、ｔ＝１そしてｓ＝１～１０。検出可能な標識と抗ハ
プテン抗体とのコンジュゲートは、単一のサンプルにおける多数の標的の多重化アッセイ
を可能にするために他のハプテン－担体コンジュゲート（標的ゲノム配列用のハプテン標
識核酸プローブおよび標的タンパク質に特異的に結合するハプテン標識一次抗体のような
）と併せて用いることができる。
【０４０５】
　本発明のコンジュゲートは、開示される典型的なリンカーもしくは複数のリンカーを開
示されるハプテンもしくは複数のハプテンに連結することにより形成されることができる
。ハプテンの多くは、リンカーをそれに連結することができる複数の位置を有する。開示
されるハプテンに提供される一般式に関して適当なリンカー位置は、ハプテン－リンカー
コンジュゲートの一般式がそうであるように、以下に示される。特定のハプテン－リンカ
ーコンジュゲートは、これらの化合物を合成するためのプロトコルがそうであるように、
ＰＥＧリンカーを参考にして提供される。
【０４０６】
　１．オキサゾールおよびピラゾール
　本発明のハプテンの第一の一般的クラスは、本明細書においてさらに詳細に説明される
ように、以下の一般的化学式を有するオキサゾールおよびピラゾール、最も典型的にはニ
トロオキサゾールおよびニトロピラゾールである。
【０４０７】
【化１１５】

【０４０８】
　Ｒ1～Ｒ4位置の任意の１つもしくはそれ以上は、リンカーに連結されることができる。
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ンカーを連結するために非常に適当であり、ここで、Ｌはリンカーであり、そしてＲＧは
反応性官能基である。
【０４０９】
【化１１６】

【０４１０】
　ハプテン－リンカーコンジュゲートは、ＰＥＧに基づくリンカーを用いて形成されてい
る。そのような化合物の一例、５－ニトロ－３－ピラゾールカルバミドを以下に示す。こ
のおよび次の態様について、Ｘは約２～約２４である。
【０４１１】

【化１１７】

【０４１２】
　Ｘが４である特定の態様は、以下に提供される。
【０４１３】

【化１１８】

【０４１４】
　この例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧ４（４個のエチレンオキ
シ単位）であり、そして反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基は、実用
的態様において他の反応性官能基に転化されている。例えば、カルボン酸官能基は、以下
に示されるように、ＮＨＳエステルのような活性化エステルに転化されることができる。
【０４１５】
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【化１１９】

【０４１６】
　そして、活性化エステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な
反応性官能基に転化されることができる。
【０４１７】
【化１２０】

【０４１８】
　２．ニトロアリール
　本発明のハプテンの第二の一般的クラスは、以下の一般的化学式を有するニトロアリー
ル化合物である。
【０４１９】
【化１２１】

【０４２０】
　そのような化合物は、Ｒ1～Ｒ6の少なくとも１つがニトロであるように少なくとも１つ
の、そして場合により複数のニトロ基を有する。ニトロ基に連結されないＲ1～Ｒ6位置の
いずれかは、アリール環にリンカーを連結するための潜在的位置である。モノニトロフェ
ニル化合物は、以下に例示されるようなニトロシンナミドハプテンコンジュゲートにより
表される。
【０４２１】
【化１２２】

【０４２２】
　実用的態様はまた、２，４－ジニトロフェニル化合物によっても例示される。このクラ
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スの典型的なハプテンコンジュゲートは以下に例示され、ここで、Ｒ1～Ｒ3は上記のとお
りである。
【０４２３】
【化１２３】

【０４２４】
　ハプテン－リンカーコンジュゲートは、ＰＥＧに基づくリンカーを用いて形成されてい
る。そのような化合物の一例を以下に示す。
【０４２５】

【化１２４】

【０４２６】
　特定の態様は、以下の構造を有した。
【０４２７】
【化１２５】

【０４２８】
　従って、この例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧ４（４個のエチ
レンオキシ単位）であり、そして反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基
は、実用的態様において他の反応性官能基に転化されている。例えば、カルボン酸官能基
は、以下に示されるように、ＮＨＳエステルのような活性化エステルに転化されることが
できる。
【０４２９】
【化１２６】

【０４３０】
　活性化エステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な反応性官
能基に転化されることができる。
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【０４３１】
【化１２７】

【０４３２】
　３．ベンゾフラザンおよび関連化合物
　ベンゾフラザンおよびその誘導体は、本発明のハプテンの別のクラスである。ベンゾフ
ラザンタイプ化合物の一般式は、以下に提供される。
【０４３３】
【化１２８】

【０４３４】
　Ｒ1～Ｒ4およびＹ置換基は上記のとおりである。Ｒ1～Ｒ4置換基の少なくとも１つはリ
ンカーに、担体に結合されるか、またはリンカーもしくは担体への連結に適当な官能基で
ある。Ｒ2およびＲ3位置は、このクラスのハプテンにリンカーを連結するために用いられ
る可能性が最も高い（Ｒ2およびＲ3は、特にＲ1およびＲ4が同じである場合、反応性に関
して実質的に同一であり得る）。そのようなハプテンコンジュゲートは、以下に提供され
る一般式により例示される。
【０４３５】
【化１２９】

【０４３６】
ハプテン－リンカーコンジュゲートは、ＰＥＧに基づくリンカーを用いて形成されている
。そのような化合物の一例、２，１，３－ベンゾキサジアゾール－５－カルバミドを以下
に示す。
【０４３７】

【化１３０】
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　特定の態様は、以下の式を有した。
【０４３９】
【化１３１】

【０４４０】
　この例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧ４（４個のエチレンオキ
シ単位）であり、そして反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基は、実用
的態様において他の反応性官能基に転化されている。例えば、カルボン酸官能基は、以下
に示されるように、ＮＨＳエステルのような活性化エステルに転化されることができる。
【０４４１】

【化１３２】

【０４４２】
　活性化エステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な反応性官
能基に転化されることができる。
【０４４３】

【化１３３】

【０４４４】
　４．トリテルペン
　トリテルペンは、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスである。トリテルペンに共通
している基本環構造は、以下に示されるように、４個の６員縮合環、Ａ～Ｄを有し、ここ
で、Ｒ1～Ｒ21およびＹ置換基は上記のとおりである。
【０４４５】
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【０４４６】
　このクラスのハプテンを例示するトリテルペンの開示される態様はまた、Ｅ環を含むこ
ともでき、それは様々な環サイズのものであることができる。例えば、Ｅ環は５もしくは
６員環であってもよい。これらの化合物は、Ｃ環について以下に例示されるような、アル
ファ－ベータ不飽和ケトンを含むことが非常に多い。
【０４４７】
【化１３５】

【０４４８】
　これらの一般式においてＲ基により占められる位置の多くは、反応性コンジュゲートを
形成するためにハプテンをリンカーに連結するのに有用であり得ることを当業者は認識す
る。アルファ－ベータ不飽和化合物に関して、特定のリンカー位置を以下に矢印を用いて
示す。
【０４４９】
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【０４５０】
　例えば、本発明のハプテンコンジュゲート、このクラスの特定の反応性コンジュゲート
は以下の式を有する。
【０４５１】

【化１３７】

【０４５２】
　他の典型的なトリテルペン構造および潜在的リンカー連結位置は、以下に提供される。
【０４５３】
【化１３８】

【０４５４】
　　　　ベツリン酸、ウルソル酸およびエチノシスチン酸コア構造
【０４５５】
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【化１３９】

【０４５６】
　ハプテン－リンカーコンジュゲートは、ＰＥＧに基づくリンカーを用いて形成されてい
る。そのような化合物の一例を以下に示す。
【０４５７】

【化１４０】

【０４５８】
　従って、この例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧ４（４個のエチ
レンオキシ単位）であり、そして反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基
は、以下に示されるように、ＮＨＳエステルのような活性化エステルに転化されることが
できる。
【０４５９】

【化１４１】

【０４６０】
　例示される活性化エステルは、タンパク質担体に直接連結されている。あるいはまた、
活性化エステルは、所望に応じて、保護された、例えばＢＯＣで保護されたヒドラジン試
薬での処理によりヒドラジドのような異なる反応性官能基に転化されることができる。
【０４６１】
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　５．尿素およびチオ尿素
　尿素／チオ尿素、特にアリールおよびヘテロアリール尿素およびチオ尿素は、本発明の
範囲内のハプテンの別のクラスである。アリール誘導体は、典型的に以下の式を有する。
【０４６２】
【化１４２】

【０４６３】
　Ｒ3～Ｒ7置換基の少なくとも１つはまたリンカーに、担体に結合されることもでき、ま
たはリンカーへのそして／もしくは担体分子への連結に適当な官能基である。あるいはま
た、尿素／チオ尿素官能基は、開示されるハプテンのこのクラスにリンカーを連結するた
めに用いることができる。特にチオ尿素に関して、典型的なハプテンコンジュゲートが以
下に提供される。
【０４６４】
【化１４３】

【０４６５】
　ハプテン－リンカーコンジュゲートは、ＰＥＧに基づくリンカーを用いて形成されてい
る。そのような化合物の一例を以下に示す。
【０４６６】

【化１４４】

【０４６７】
　従って、この例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧ８（８個のエチ
レンオキシ単位）であり、そして反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基
は、以下に示されるように、ＮＨＳエステルのような活性化エステルに転化されることが
できる。
【０４６８】



(97) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

50

【化１４５】

【０４６９】
　活性化エステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な反応性官
能基に転化されることができる。
【０４７０】

【化１４６】

【０４７１】
　本発明のローダミンチオ尿素ハプテンコンジュゲートは、典型的に以下の式を有する。
【０４７２】

【化１４７】

【０４７３】
　この式に関して、Ｒは典型的に独立して水素、脂肪族、特にアルキル、ヘテロ脂肪族、
ハロゲン化アルキルのような置換された脂肪族、アリール、ヘテロアリール、およびその
組み合わせから選択される。Ｒ1は典型的に独立して水素、脂肪族、特にアルキル、ヘテ
ロ脂肪族、ハロゲン化アルキルのような置換された脂肪族、アルコール、アミン、低級ア
ルキルアミンのような置換されたアミン（一例はジエチルアミンである）、アリール、ヘ
テロアリール、ハロゲン、ヒドロキシル、およびその組み合わせから選択される。Ｒ2は
典型的に独立して水素、脂肪族、特にアルキル、ヘテロ脂肪族、ハロゲン化アルキルのよ
うな置換された脂肪族、アルコール、アミン、置換されたアミン、アリール、ヘテロアリ
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ール、ハロゲン、ヒドロキシル、およびその組み合わせから選択される。Ｙは酸素、窒素
もしくは硫黄である。ローダミンＢチオ尿素の特定の態様は、以下の式を有した。
【０４７４】
【化１４８】

【０４７５】
　６．ロテノンおよびロテノンに基づくハプテン
　ロテノンおよびロテノンに基づくハプテンは、本発明の範囲内のハプテンの別のクラス
を定義する。ロテノンおよびロテノンに基づくハプテンの一般式は、以下に提供される。
【０４７６】

【化１４９】

【０４７７】
　Ｒ1～Ｒ14位置のいずれかは、このクラスのハプテンにリンカーを連結するために用い
ることができる。式１のある特定の化合物は、カルボニルを形成するための酸素への二重
結合もしくはイミンを形成するための窒素への二重結合のような二重結合をＲ6およびＲ7
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置は、以下に提供される。
【０４７８】
【化１５０】

【０４７９】
　リンカーに結合するためにカルボニル化合物を使用できることを当業者は認識する。こ
のクラスの典型的なハプテンコンジュゲートは、以下に提供される一般式
【０４８０】

【化１５１】

【０４８１】
以下に提供される一般式
【０４８２】
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【化１５２】

【０４８３】
により例示される。
【０４８４】
　ＰＥＧに基づくリンカーを有するハプテン－リンカーコンジュゲートの一例を以下に示
す。
【０４８５】

【化１５３】

【０４８６】
　特定の態様は、以下の式を有した。
【０４８７】
【化１５４】

【０４８８】
　この例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧ８（８個のエチレンオキ
シ単位）であり、そして反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基は、以下
に示されるＮＨＳエステルを包含する活性化エステルのような所望に応じて異なる反応性
官能基に転化されることができる。
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【化１５５】

【０４９０】
　活性化エステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な反応性官
能基に転化されることができる。
【０４９１】

【化１５６】

【０４９２】
　ロテノンイソオキサゾリンについて、典型的なハプテン－リンカーコンジュゲートは以
下の式を有した。
【０４９３】

【化１５７】

【０４９４】
　７．オキサゾールおよびチアゾールスルホンアミド
　オキサゾールおよびチアゾールスルホンアミドは、本発明の範囲内のハプテンの別のク
ラスを提供する。オキサゾールおよびチアゾールスルホンアミドの一般式は、以下に提供
される。
【０４９５】
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【０４９６】
　Ｒ1～Ｒ3位置の任意の１つもしくはそれ以上は、ハプテンコンジュゲートを形成するよ
うにこのクラスのハプテンにリンカーもしくは担体を連結するために用いることができる
。ある典型的な実用的態様について、Ｒ1は以下に示されるアミド誘導体のようなアミド
であった。これらの化合物について、Ｒ2およびＲ3位置はリンカーへの連結に適当である
。ある実用的態様について、Ｒ2は－ＳＯ2であり、そしてスルホンアミドを形成すること
によりリンカーを連結するために用いられている。従って、このクラスのハプテンを例示
するハプテンの実用的態様の第二の一般式を以下に示す。
【０４９７】

【化１５９】

【０４９８】
　この一般式に基づく典型的なハプテンコンジュゲートには、以下の式を有するものが包
含される。
【０４９９】
【化１６０】

【０５００】
　ハプテン－リンカーコンジュゲートは、ＰＥＧに基づくリンカーを用いて形成されてい
る。そのような化合物の一例、２－アセトアミド－４－メチル－５－チアゾールスルホン
アミドを以下に示す。
【０５０１】

【化１６１】

【０５０２】
　特定の態様は、以下の構造を有した。
【０５０３】
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【化１６２】

【０５０４】
　この例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧ８（８個のエチレンオキ
シ単位）であり、そして反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基は、以下
に示されるＮＨＳエステルを包含する活性化エステルのような所望に応じて異なる反応性
官能基に転化されることができる。
【０５０５】
【化１６３】

【０５０６】
　活性化エステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な反応性官
能基に転化されることができる。
【０５０７】
【化１６４】

【０５０８】
　８．クマリン
　クマリンおよびクマリン誘導体は、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスを提供する
。クマリンおよびクマリン誘導体の一般式は、以下に提供される。
【０５０９】

【化１６５】

【０５１０】
　Ｒ1～Ｒ6位置のいずれかはまた典型的にリンカーに、担体に結合されるか、またはリン
カーもしくは担体分子への連結に適当な官能基である。ある実用的態様は、リンカーへの
連結にＲ5置換基を有するとして示される位置を使用している。Ｒ6置換基により占められ
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る位置は、これらの化合物を検出するために蛍光が用いられる場合に重要であることがで
きる。一般式においてＲ6により占められる位置での水素以外の置換基は、そのような誘
導体はなお発色団であり得るが、蛍光をクエンチすると考えられる。この式を用いて製造
される典型的なハプテンコンジュゲートは、以下の一般式を有する。
【０５１１】
【化１６６】

【０５１２】
　実用的態様は典型的に、以下に示されるように、縮合Ａ～Ｄ環系であった。
【０５１３】
【化１６７】

【０５１４】
　このクラスを例示するハプテンコンジュゲートは、以下に提供される。
【０５１５】
【化１６８】

【０５１６】
　これらの例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧリンカーであり、そ
して反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基は、以下に示されるＮＨＳエ
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とができる。
【０５１７】
【化１６９】

【０５１８】
　ＮＨＳエステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な反応性官
能基に転化されることができる。
【０５１９】

【化１７０】

【０５２０】
　９．シクロリグナン
　シクロリグナンは、本発明の範囲内のハプテンの別のクラスを提供する。本明細書にお
いて詳細に説明される第一の一般式は、以下に提供される。
【０５２１】
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【化１７１】

【０５２２】
　Ｒ1～Ｒ12置換基の少なくとも１つは典型的にリンカーにもしくは担体に結合されるか
、またはリンカーもしくは担体と反応することができる反応性官能基である。Ｒ12および
Ｒ11の少なくとも１つはまた、ベンゼン環もしくは置換されたベンゼン環のようなアリー
ル基であることも多い。Ｒ11およびＲ12の少なくとも１つがアリール基である典型的な化
合物は典型的に以下の一般式を有し、ここで、Ｒ置換基は上記のとおりである。
【０５２３】
【化１７２】

【０５２４】
　Ｒ9は－Ｌ－ＲＧであることが多く、そしてＲ16～Ｒ20は独立して水素およびアルコキ
シ、典型的には以下に示されるようにメトキシのような低級アルコキシである。以下の一
般的分子式は、このクラスのハプテンにリンカーを連結するための適当な位置を示す。
【０５２５】

【化１７３】
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　このクラス内の化合物の種を表すために有用な別の一般式は、下記のとおりである。
【０５２７】
【化１７４】

【０５２８】
　本発明の全てのハプテンコンジュゲートのように、Ｒ置換基の少なくとも１つは典型的
にリンカーに結合されるか、リンカーと反応することができる反応性官能基であるか、も
しくは－Ｌ－ＲＧである。例えば、Ｒ9は以下に示されるように、－Ｌ－ＲＧであること
が多い。
【０５２９】

【化１７５】

【０５３０】
　このクラスを例示するハプテン－Ｌ－ＲＧコンジュゲートは、以下に提供される。
【０５３１】
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【０５３２】
　これらの例は式ハプテン－Ｌ－ＲＧを満たし、ここで、ＬはＰＥＧリンカーであり、そ
して反応性基はカルボン酸官能基である。カルボン酸官能基は、以下に示されるＮＨＳエ
ステルを包含する活性化エステルのような所望に応じて異なる反応性官能基に転化される
ことができる。
【０５３３】
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【０５３４】
　ＮＨＳエステルは、以下に例示されるように、ヒドラジドのような他の有用な反応性官
能基に転化されることができる。
【０５３５】
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【化１７８】

【０５３６】
　１０．ヘテロビアリールハプテンコンジュゲート
　ヘテロビアリールハプテンコンジュゲートは、本発明の範囲内のハプテンの別のクラス
を提供する。ハプテンのこの一般的クラスは、以下のような第一の一般的化学式を有する
。
【０５３７】

【化１７９】

【０５３８】
　この一般式に関して、Ａ～Ｄは炭素、窒素、酸素および硫黄から選択され、そして最も
典型的には炭素もしくは窒素である。
【０５３９】

【化１８０】

【０５４０】
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　Ｒ1～Ｒ2置換基の少なくとも１つは典型的にリンカーにもしくは担体に結合されるか、
またはリンカーもしくは担体と反応することができる反応性官能基である。
【０５４１】
　モノヘテロ原子ビアリールハプテンコンジュゲートの特定の例を以下に例示する。Ｒは
典型的にはヒドロキシルもしくはカルボキシルである。ヒドロキシルコンジュゲートでは
、ヒドロキシル基をハロゲン化物に転化し、そして次にアミノカルボジイミドを用いて置
換して生体分子を直接標識するために適当なカルボジイミド化合物を生成せしめることが
できる。カルボキシル基は、保護されたヒドラジドとのようなさらなる反応のための酸ハ
ロゲン化物もしくはＮＨＳエステルの形成によるように、活性化することができる。これ
らの化合物の合成は、下記にさらに詳細に記述される。
【０５４２】
【化１８１】

【０５４３】
　本発明のハプテンの別の一般的なクラスは、以下のような第一の一般的化学式を有する
複素二環式／ビアリール化合物、典型的にはフェニルキノリンおよびキノキサリンである
。
【０５４４】
【化１８２】

【０５４５】
　Ｒ1～Ｒ2置換基は、このクラスのハプテンについての上記のとおりである。ジヘテロ原
子ビアリールハプテンコンジュゲートの特定の例を以下に例示する。
【０５４６】

【化１８３】

【０５４７】
　モノヘテロ原子誘導体のように、Ｒは典型的にはヒドロキシルもしくはカルボキシルで
ある。これらの官能基は、本明細書に開示されるようなさらなるコンジュゲートを形成す
るために用いることができる。Ｒは典型的にはヒドロキシルもしくはカルボキシルである
。ヒドロキシルコンジュゲートでは、ヒドロキシル基をハロゲン化物に転化し、そして次
にアミノカルボジイミドを用いて置換して生体分子を直接標識するために適当なカルボジ
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イミド化合物を生成せしめることができる。カルボキシル基は、保護されたヒドラジドと
のようなさらなる反応のための酸ハロゲン化物もしくはＮＨＳエステルの形成によるよう
に、活性化することができる。これらの化合物の合成は、以下にさらに詳細に記述される
。
【０５４８】
　１１．アゾアリールコンジュゲート
　アゾアリールハプテンコンジュゲートのある開示される態様は、以下に提供されるよう
な式を有した。
【０５４９】
【化１８４】

【０５５０】
　Ｒ2～Ｒ4は上記のとおりである。リンカーもしくは担体は、例えば、ハロゲン化スルホ
ニルとの反応によりアゾアリールハプテンに連結されることができる。そのようなコンジ
ュゲートの１つの態様、４－（ジメチルアミノ）アゾベンゼン－４’－スルホンアミドは
、以下に提供される式を有する。
【０５５１】

【化１８５】

【０５５２】
　１２．ベンゾジアゼピンコンジュゲート
　ベンゾジアゼピンハプテンの特定の態様は、以下に示されるように、Ｒ1アリールを有
し、ここで、リンカーもしくは担体はアリール基に連結される。例えば、ベンゾジアゼピ
ンハプテンリンカーコンジュゲートは以下に示されるような式を有する。
【０５５３】

【化１８６】

【０５５４】
　Ｒ2～Ｒ5は上記のとおりである。より典型的には、そのような置換基は独立して脂肪族
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、特にアルキル、水素およびヒドロキシルから選択される。ある開示される態様は、以下
に例示されるように、フェニル化合物である。
【０５５５】
【化１８７】

【０５５６】
　この場合もやはり、Ｒ2～Ｒ6は上記のとおりである。特定の態様、（Ｅ）－２－（２（
２－オキソ－２，３－ジヒドロ（ｄｉｈｙｄｒｏｒ）－１Ｈ－ベンゾ（ｂｅｎｘｏ）［ｂ
］［１，４］ジアゼピン－４イル）フェノキシ）アセトアミドは、以下に提供される。
【０５５７】

【化１８８】

【０５５８】
　Ｒは典型的にはヒドロキシルもしくはカルボキシルである。これらの官能基は、本明細
書に開示されるようなさらなるコンジュゲートを形成するために用いることができる。Ｒ
は典型的にはヒドロキシルもしくはカルボキシルである。ヒドロキシルコンジュゲートで
は、ヒドロキシル基をハロゲン化物に転化し、そして次にアミノカルボジイミドを用いて
置換して生体分子を直接標識するために適当なカルボジイミド化合物を生成せしめること
ができる。カルボキシル基は、保護されたヒドラジドとのようなさらなる反応のための酸
ハロゲン化物もしくはＮＨＳエステルの形成によるように、活性化することができる。こ
れらの化合物の合成は、以下にさらに詳細に記述される。
【０５５９】
　Ｖ．担体
　本願のハプテンリンカーコンジュゲートはまた、適当な官能基によりハプテンもしくは
ハプテンリンカーに連結される担体を含むこともできることを当業者は認識する。担体は
、例としてそして限定せずに、アミノ酸、ポリペプチド、タンパク質、およびその一部；
ヌクレオシド、ヌクレオチド、ヌクレオチド鎖、核酸、ＤＮＡ、ＲＮＡ、ｍＲＮＡなど；
ならびにその組み合わせであることができる。典型的には、担体分子はタンパク質、ＤＮ
Ａ、ＲＮＡ、もしくはその組み合わせである。
【０５６０】
　適当な担体はまた、公開特許文献にも開示される。例えば、引用することにより本明細
書に組み込まれる、Ｗａｇｇｏｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，米国特許出願第２００４／００５
７９５８号は、さらなる適当な担体を開示する。担体はハプテン、または担体と会合して
いない場合に免疫原性、非免疫原性もしくは弱く免疫原性である任意の他の抗原性化合物
の免疫原性を高めるために用いることができる。非免疫原性、非アレルギー性、非抗原性
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であること、代謝可能であること、分子量、特に例えばリン酸緩衝食塩水のような水性生
理溶液における溶解性、および抗原性化合物とコンジュゲーションする（例えば共有結合
する）かもしくは会合する（例えば一緒に混合するかもしくは電荷－電荷相互作用によっ
て会合する）ことができることを包含する生理化学的性質のような、潜在的担体のある特
性もまた特定の担体を選択する場合に考慮することができる。
【０５６１】
　単一の担体ならびに異なる担体の混合物を用いることができる。異なる担体には、例え
ば２つもしくはそれ以上の異なる長さのホモポリマーのような異なる長さのポリマー、な
らびに本発明の２つもしくはそれ以上の異なる担体もしくはポリマーの混合物が包含され
る。単一の担体を使用することは１つのみの担体－ハプテン複合体を製造することを必要
とし、一方、多数の担体を使用することは明らかにより難しい。１つより多くの担体を使
用することは、特定のハプテンもしくはエピトープに対して生じる免疫反応が、使用する
特定の担体により、例えば、大きさもしくは特異性においてのように、異なりそして最適
な担体が既知でないかもしくはまだ実験的に決定されていない場合に好都合であり得る。
【０５６２】
　担体は合成もしくは天然ポリマー、実質的に抗原性、実質的に非抗原性もしくは生物分
解性、または両方であることができる。担体として有用な適当なポリマーの例には、ポリ
（ジエン）、ポリ（アルケン）、ポリ（アクリル酸）、ポリ（メタクリル酸）、ポリ（ビ
ニルエーテル）、ポリ（ビニルアルコール）、ポリ（ビニルケトン）、ポリ（ハロゲン化
ビニル）、ポリ（ビニルニトリル）、ポリ（ビニルエステル）、ポリ（スチレン）、ポリ
（カーボネート）、ポリ（エステル）、ポリ（オルトエステル）、ポリ（エステルアミド
）、ポリ（無水物）、ポリ（ウレタン）、ポリ（アミド）、セルロースエーテル、セルロ
ースエステル、ポリ（サッカリド）、ポリ（ラクチド－コ－グリコリド）、ポリ（ラクチ
ド）、ポリ（グリコリド）、コポリオキサレート、ポリカプロラクトン、ポリ（ラクチド
－コ－カプロラクトン）、ポリ（エステルアミド）、ポリオルトエステル、ポリ（ａ－ヒ
ドロキシ酪酸）、ポリ無水物もしくはその混合物が包含されるがこれらに限定されるもの
ではない。別の態様において、ポリマーは、アルファヒドロキシカルボン酸もしくは複数
の酸（例えば、アルファヒドロキシカルボン酸はグリコール酸、乳酸、ａ－ヒドロキシ酪
酸、ａ－ヒドロキシイソ酪酸、ａ－ヒドロキシ吉草酸、ａ－ヒドロキシイソ吉草酸、ａ－
ヒドロキシカプロン酸、ａ－ヒドロキシ－ａ－エチル酪酸、ａ－ヒドロキシイソカプロン
酸、ａ－ヒドロキシ－３－メチル吉草酸、ａ－ヒドロキシヘプタン酸、ａ－ヒドロキシオ
クタン酸、ａ－ヒドロキシデカン酸、ａ－ヒドロキシミリスチン酸、ａ－ヒドロキシステ
アリン酸、ａ－ヒドロキシリグノセリン酸（ａ－ｈｙｄｒｏｘｙｌｉｇｏｃｅｒｉｃ　ａ
ｃｉｄ）を含んでなる）、ラクトン（３－プロピオラクトン、テトラメチレングリコリド
、ｂ－ブチロラクトン、４－ブチロラクトン、ピバラクトン）、ジエン、アルケン、アク
リレート、メタクリレート、ビニルエーテル、ビニルアルコール、ビニルケトン、ハロゲ
ン化ビニル、ビニルニトリル、ビニルエステル、スチレン、カーボネート、エステル、オ
ルトエステル、エステルアミド、無水物、ウレタン、アミド、セルロースエーテル、セル
ロースエステル、糖、アルファヒドロキシカルボン酸、ラクトン、エステルアミド、もし
くはその混合物から選択される少なくとも１つのモノマーの重合もしくはオリゴマー化か
ら得られるポリマーもしくはオリゴマーであることができる。
【０５６３】
　ポリマーは、そのホモポリマーおよびヘテロポリマーの両方を包含する、１つもしくは
それ以上のアミノ酸由来であることができる。例えば、Ｌ－グルタミン酸、Ｄ－グルタミ
ン酸もしくはこれらのＬおよびＤ異性体の混合物、例えばラセミ化合物由来のポリグルタ
メートが用いられる。Ｌおよび／もしくはＤグルタニル、アスパルチル、グリシル、セリ
ル、トレオニルおよびシステイニルは全て用いることができるアミノ酸の例である。ポリ
マーはまた、ブロック、グラフトもしくはランダムコポリマーであることもできる。これ
らには、例えば、少なくとも１つの他のアミノ酸、例えばアスパラギン酸、セリン、チロ
シン、グリシン、エチレングリコール、エチレンオキシド、（またはこれらのいずれかの
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オリゴマーもしくはポリマー）もしくはポリビニルアルコールを含有するコポリマーが包
含される。グルタミン酸は、もちろん、１つもしくはそれ以上の置換基を保有することが
でき、そしてポリマーには、グルタミン酸モノマーの一部もしくは全部が置換されるもの
が包含される。特定のポリマー例には、ポリ（ｌ－グルタミン酸）、ポリ（ｄ－グルタミ
ン酸）、ポリ（ｄｌ－グルタミン酸）、ポリ（ｌ－アスパラギン酸）、ポリ（ｄ－アスパ
ラギン酸）、ポリ（ｄｌ－アスパラギン酸）、ポリ（ｌ－セリン）、ポリ（ｄ－セリン）
、ポリ（ｄｌ－セリン）、ポリ（ｌ－チロシン）、ポリ（ｄ－チロシン）、ポリ（ｄｌ－
チロシン）、ポリ（ｌ－グリシン）、ポリ（ｄ－グリシン）、ポリ（ｄｌ－グリシン）、
ポリ（ｌ－トレオニン）、ポリ（ｄ－トレオニン）、ポリ（ｄｌ－トレオニン）、ポリ（
ｄ－システイン）、ポリ（ｌ－システイン）およびポリ（ｄｌ－システイン）が包含され
るがこれらに限定されるものではない。さらなる態様において、ポリマーは、ポリエチレ
ングリコール、ポリカプロラクトン、ポリグリコール酸およびポリ乳酸、ならびにポリ（
２－ヒドロキシエチル１－グルタミン）、キトサン、カルボキシメチルデキストラン、ヒ
アルロン酸、ヒト血清アルブミンおよびアルギニン酸と上記のポリ（アミノ酸）とのブロ
ック、グラフトもしくはランダムコポリマーのようなコポリマーであり、ポリグルタミン
酸が特に好ましい。
【０５６４】
　適当なポリマーの分子量は異なり得る。しかしながら、典型的には、分子量は約１，０
００キロダルトン分子量～１０，０００，０００キロダルトン未満である。
【０５６５】
　タンパク質担体を例示する実用的態様には、ウシサイログロブリン、キーホールリンペ
ットヘモシアニンもしくはウシ血清アルブミンが包含された。
【０５６６】
　本願のハプテンコンジュゲートは、ハプテン－リンカー化合物を形成するために担体に
ハプテンをもしくはリンカーにハプテンを連結するための反応性官能基を含む。タンパク
質連結のために、タンパク質はハプテンコンジュゲートを形成するために適当な求電子性
官能基に連結することができる様々な官能基、典型的には求核物質を含む。例えば、遊離
アミン（－ＮＨ2）もしくは第二級アミンは、酸ハロゲン化物（－ＣＯ）、スクシンイミ
ドエステルなどのようなカルボン酸もしくはカルボン酸誘導体との反応によりハプテンも
しくはハプテン－リンカー化合物にタンパク質を連結してアミドを形成するために用いる
ことができ；ハロゲン化アルキルはアミンを形成するために用いることができ；ケトンお
よびアルデヒドのようなカルボニル化合物はイミンを形成するために用いることができ；
そしてその組み合わせ。あるアミノ酸は、反応性ヒドロキシルおよび／もしくはスルフヒ
ドリル基を包含する、ハプテンに担体を連結するために適当な他の反応性官能基を含む。
典型的な連結には、カルボン酸もしくはカルボン酸誘導体との反応によるエステルおよび
ラクトン形成；エーテル形成；およびその組み合わせが包含される。
【０５６７】
　ＶＩ．シグナル生成部分
　特異的結合部分およびシグナル生成部分のコンジュゲートのようなシグナル生成部分を
含んでなるコンジュゲートは、生物学的サンプルにおける特定の標的部分を検出するため
のアッセイにおいて用いることができる。シグナル生成部分は、標的の存在および／もし
くは位置を示す検出可能なシグナルを与えるために利用される。シグナル生成部分の例に
は、例としてそして限定せずに以下のものが包含される：西洋ワサビペルオキシダーゼ、
アルカリホスファターゼ、酸ホスファターゼ、グルコースオキシダーゼ、β－ガラクトシ
ダーゼ、β－グルクロニダーゼもしくはβ－ラクタマーゼのような酵素。西洋ワサビペル
オキシダーゼは、ＥＬＩＳＡ、免疫ブロッティングおよび免疫組織化学を包含する多数の
異なる免疫化学用途において免疫グロブリンの標識として広く用いられる。他の可能な開
示される態様に加えて、ＨＲＰはグルタルアルデヒド、過ヨウ素酸塩酸化、ジスルフィド
結合によって、そしてまたアミノおよびチオール特異的架橋剤を介してを包含するいくつ
かの異なる方法により抗体にコンジュゲーションすることができる。ＨＲＰは３つの最も
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一般的な酵素標識（ＨＲＰ、アルカリホスファターゼおよびＢ－ガラクトシダーゼ）のう
ち最も小さくそして最も安定であり、そしてそのグリコシル化はより低い非特異的結合を
もたらす；蛍光分子（フルオレセイン、クマリン、ＢＯＤＩＰＹ色素、レゾルフィン、ロ
ーダミンのような；さらなる例は、Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ-Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　
Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏ
ｇｉｅｓ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲに見出
されることができる）、検出可能な構築物（例えばＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒ
ａｔｉｏｎ，Ｅｕｇｅｎｅ，ＯＲから入手することができる、量子ドットのような蛍光構
築物のような；例えば、米国特許第６，８１５，０６４号、第６，６８２，５９６号およ
び第６，６４９，１３８号を参照、これらの特許の各々は本明細書に引用することにより
組み込まれる）、金属キレート（Ｇｄ3+のような放射性もしくは常磁性金属イオンのＤＯ
ＴＡおよびＤＰＴＡキレートのような）およびリポソーム（蛍光分子を封鎖するリポソー
ムのような）。
【０５６８】
　シグナル生成部分が酵素を含む場合、検出可能なシグナルを生成するために発色性化合
物、蛍光性化合物もしくは発光性化合物を用いることができる（多種多様なそのような化
合物は、例えば、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｅｕｇｅｎｅ　ＯＲから利用可能である）。発
色性化合物の特定の例には、ジ－アミノベンジジン（ＤＡＢ）、リン酸４－ニトロフェニ
ル（ｐＮＰＰ）、ファストレッド、リン酸ブロモクロロインドリル（ＢＣＩＰ）、ニトロ
ブルーテトラゾリウム（ＮＢＴ）、ＢＣＩＰ／ＮＢＴ、ファストレッド、ＡＰオレンジ、
ＡＰブルー、テトラメチルベンジジン（ＴＭＢ）、２，２’－アジノ－ジ－［３－エチル
ベンゾチアゾリンスルホネート］（ＡＢＴＳ）、ｏ－ジアニシジン、４－クロロナフトー
ル（４－ＣＮ）、ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）、ｏ－フェ
ニレンジアミン（ＯＰＤ）、５－ブロモ－４－クロロ－３－インドリル－β－ガラクトピ
ラノシド（Ｘ－Ｇａｌ）、メチルウンベリフェリル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＭＵ
－Ｇａｌ）、ｐ－ニトロフェニル－α－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＰＮＰ）、５－ブロモ
－４－クロロ－３－インドリル－β－Ｄ－グルクロニド（Ｘ－Ｇｌｕｃ）、３－アミノ－
９－エチルカルバゾール（ＡＥＣ）、フクシン、ヨードニトロテトラゾリウム（ＩＮＴ）
、テトラゾリウムブルーおよびテトラゾリウムバイオレットが包含される。
【０５６９】
　標識された二次抗体は、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｏ．のようなしかしこれに限定されるもので
はない多数の供給業者から購入することができる。ＡｍｅｒｓｈａｍおよびＥｖｉｄｅｎ
ｔ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓは、広範囲のコンジュゲーションした抗体可能性を提供す
る。ＣｙＤｙｅ、ＥｖｉＴａｇ量子ドット、フルオレセイン（ＦＩＴＣ）およびローダミ
ンを利用することができる。これらのコンジュゲートは様々な適用、色および発光範囲に
およぶ。Ｅｖｉｄｅｎｔ　ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓからのＥｖｉＴａｇ量子ドットは、
改善された光安定性、色多重化および単一源励起の有機フルオロフォアに対する利点を有
して、様々な波長における光安定性および多色蛍光を与える。各Ｅｖｉｔａｇは、それら
を無傷細胞環境における多重化に理想的にする鋭い発光波長を生成する。
【０５７０】
　Ａｍｅｒｓｈａｍ　ＣｙＤｙｅは、広範囲のｐＨ値にわたって優れた光安定性を与える
。標識の化学構造とともに、蛍光マーカーに関する指導書については：ｈｔｔｐ：／／ｗ
ｗｗ．ｈｍｄｓ．ｏｒｇ．ｕｋ／ｆｌｕｏｒｏｃｈｒｏｍｅ．ｈｔｍｌを参照。ハプテン
で標識化する方法に関する以下のリンクを参照：ｈｔｔｐ：／／ｐｒｏｂｅｓ．ｉｎｖｉ
ｔｒｏｇｅｎ．ｃｏｍ／ｈａｎｄｂｏｏｋ／ｂｏｘｅｓ／２０２０．ｈｔｍｌ
【０５７１】
　検出可能なコンジュゲートの１つのタイプは、抗体およびフルオロフォアの共有結合コ
ンジュゲートである。フルオロフォアにより吸収される波長のものである光子をコンジュ
ゲートに向けることは、検出しそして抗体を定性化し、定量化しそして／もしくは特定す
るために用いることができる蛍光を刺激する。フルオロフォアとして用いられる蛍光部分
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の大部分は、共役パイ電子系を有する有機分子である。そのような有機フルオロフォアは
強い蛍光シグナルを与えることができるが、それらは特に多重化アッセイにおいてそして
記録保管試験結果が必要とされる場合に、それらの有効性を限定する多数の特性を示す。
【０５７２】
　有機フルオロフォアは、励起源での長期照明により光退色する可能性があり、それは最
大のそして／もしくは検出可能なシグナルをサンプルから引き出すことができる期間を制
限する。長期照明および／もしくは酸素への長期暴露は、有機フルオロフォアを非蛍光分
子に永久的に転化し得る。従って、蛍光検出は、記録保管サンプルが必要とされる場合に
日常的に用いられていない。
【０５７３】
　量子ドットと呼ばれることも多い、発色性および／もしくは蛍光性半導体ナノ結晶は、
複合体を同定するために用いることができる。ナノ結晶性量子ドットは半導体ナノ結晶性
粒子であり、そして特定サイズの粒子発光体で使用することに本発明を限定することなし
に、典型的には２～１０ｎｍのサイズである（おおよそ典型的なタンパク質のサイズ）。
量子ドットは典型的に安定なフルオロフォアであり、光退色に耐性であることが多く、そ
して広範囲の励起、波長および狭い発光スペクトルを有する。特定の波長での発光のよう
な特定の発光特性を有する量子ドットは、複数の異なる標的を同定するために複数の異な
る発光特性を有する複数の異なる量子ドットを使用することができるように選択すること
ができる。定量ドットバイオコンジュゲートは、利用可能である最も明るい伝統的な色素
に匹敵する量子収率を特徴とする。さらに、これらの量子ドットに基づくフルオロフォア
は伝統的な色素より１０～１０００倍多い光を吸収する。量子ドットからの発光は狭くそ
して対称的であり、それは他の色との重複が最小限に抑えられることを意味し、さらに多
くの色を同時に使用できることにもかかわらず、隣接する検出チャンネルへの最小限のブ
リードスルーおよび弱められたクロストークをもたらす。対称的なそして調節可能な発光
スペクトルは、粒子のサイズおよび物質組成に従って変えることができ、それは実質的な
スペクトルの重複なしに異なる量子ドットの柔軟なそして近い間隔を可能にする。さらに
、それらの吸収スペクトルは広く、それは単一の励起波長を用いて同時に全ての量子ドッ
ト色バリアントを励起することを可能にし、それによってサンプル自己蛍光を最小限に抑
える。
【０５７４】
　さらに、量子ドットコンジット（ｃｏｎｄｕｉｔ）上へのポリエチレングリコールの導
入、ＰＥＧ化は、非特異的なタンパク質：量子ドット相互作用を実質的に減少できること
が見出されている。ある種の量子ドットは、例えばＨａｙｗａｒｄ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉ
ａのＱｕａｎｔｕｍ　Ｄｏｔ　Ｃｏｒｐ．およびＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎから市販されてい
る。
【０５７５】
　標準的な蛍光顕微鏡は、量子ドットバイオコンジュゲートの検出のための安価な道具で
ある。定量ドットコンジュゲートは実質的に光安定性であるので、興味のある領域を見出
しそしてサンプルに適切に焦点を合わせるために顕微鏡で時間をかけることができる。量
子ドットコンジュゲートは、明るい光安定性発光が必要とされるときはいつでも有用であ
り、そして１つのみの励起源／フィルターが利用可能でありそして色間の最小限のクロス
トークが必要とされる多色用途において特に有用である。例えば、量子ドットは、ストレ
プトアビジンとＩｇＧのコンジュゲートを形成して細胞表面マーカーおよび核抗原を標識
するためにそして微小管およびアクチンを染色するために使用されている（Ｗｕ，Ｘ．ｅ
ｔ　ａｌ．（２００３）．Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ．２１，４１－４６）。
【０５７６】
　一例として、蛍光はマルチスペクトルイメージングシステムＮｕａｎｃｅTM（Ｃａｍｂ
ｒｉｄｇｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　＆　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔａｔｉｏｎ，Ｗｏｂｕｒｎ，
ＭＡ）で測定することができる。別の例として、蛍光はスペクトルイメージングシステム
ＳｐｅｃｔｒＶｉｅｗTM（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｓｐｅｃｔｒａｌ　Ｉｍａｇｉｎｇ，Ｖｉｓ
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ｔａ，ＣＡ）で測定することができる。マルチスペクトルイメージングは、画像の各画素
での分光学的情報が集められそして得られるデータがスペクトル画像処理ソフトウェアで
分析される技術である。例えば、Ｎｕａｎｃｅシステムは、電子的にそして継続的に選択
可能でありそして次にそのようなデータを処理するために考案された分析プログラムで利
用される異なる波長での一連の画像を撮ることができる。Ｎｕａｎｃｅシステムは、スペ
クトル曲線が異なるならば、たとえ色素のスペクトルが非常に重複している場合でさえま
たはそれらが共局在化しているかもしくはサンプルにおける同じ地点で存在している場合
でさえ、同時に多数の色素から定量的情報を得ることができる。多数の生物学的材料は自
己蛍光を発するか、もしくはより高いエネルギー光により励起される場合により低いエネ
ルギー光を出す。このシグナルは、より低いコントラストの画像およびデータをもたらし
得る。マルチスペクトルイメージング能力のない高感度カメラは、蛍光シグナルと一緒に
自己蛍光シグナルを増加するだけである。マルチスペクトルイメージングは組織からの自
己蛍光を混合しないかもしくは分離することができ、従って、達成可能なシグナル対ノイ
ズ比を増加する。
【０５７７】
　ハプテンを量子ドットにコンジュゲーションすることができ、そして例えば低波長光が
量子ドット蛍光を刺激する蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）を用いることにより、量
子ドット蛍光を刺激することができる。Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎは、ビオチンにコンジュゲ
ーションした量子ドットが抗ビオチンＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒよりビオチン誘導体ビオシ
チンについて１００倍低い検出限界を有したことを決定している。完全にビオチニル化し
た量子ドットは、２５パーセントのビオチン被覆を有する量子ドットより１０倍感度が低
かった。
【０５７８】
　量子ドット使用は、それらの生体適合性の欠如によりこれまで限定されていた。しかし
ながら、表面コーティング化学における新たな進歩は、これらの問題を克服するのに役立
っている。例えば、Ｗｕ，Ｘ．ｅｔ　ａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｌａ
ｂｅｌｉｎｇ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ　ｍａｒｋｅｒ　Ｈｅｒ２　ａｎｄ　ｏｔｈｅｒ　ｃ
ｅｌｌｕｌａｒ　ｔａｒｇｅｔｓ　ｗｉｔｈ　ｓｅｍｉｃｏｎｄｕｃｔｏｒ　ｑｕａｎｔ
ｕｍ　ｄｏｔｓ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２１，４１－４６（２００３）
；Ｊａｉｓｗａｌ，Ｊ．Ｋ．，Ｍａｔｔｏｕｓｓｉ，Ｈ．，Ｍａｕｒｏ，Ｊ．Ｍ．＆　Ｓ
ｉｍｏｎ，Ｓ．Ｍ．Ｌｏｎｇ－ｔｅｒｍ　ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｃｏｌｏｒ　ｉｍａｇｉｎ
ｇ　ｏｆ　ｌｉｖｅ　ｃｅｌｌｓ　ｕｓｉｎｇ　ｑｕａｎｔｕｍ　ｄｏｔ　ｂｉｏｃｏｎ
ｊｕｇａｔｅｓ，Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．２１，４７－５１（２００３）
；およびＤｕｂｅｒｔｒｅｔ，Ｂ．ｅｔ　ａｌ．Ｉｎ　ｖｉｖｏ　ｉｍａｇｉｎｇ　ｏｆ
　ｑｕａｎｔｕｍ　ｄｏｔｓ　ｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄ　ｉｎ　ｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐ
ｉｄ　ｍｉｃｅｌｌｅｓ．Ｓｃｉｅｎｃｅ　２９８，１７５９－１７６２（２００２）を
参照。
【０５７９】
　量子ドットはまた、ストレプトアビジンのような生体認識分子（同文献）にもコンジュ
ゲーションされている。これらのコンジュゲートは、固定された細胞および組織切片の両
方上で使用されている。さらに、細胞表面タンパク質および生細胞の細胞内区画は量子ド
ットバイオコンジュゲートで標識されている。
【０５８０】
　蛍光タンパク質もまた、視覚化を容易にするために、担体として使用することができ、
もしくは担体に連結することができる。例えば、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）は、最初
にクラゲ　エクオレア・ビクトリア（Ａｅｑｕｏｒｅａ　ｖｉｃｔｏｒｉａ）の発光器官
から単離された。キメラＧＦＰ融合物は、細胞への遺伝子導入によりインサイチューで発
現させることができ、そして適切なターゲッティングシグナルにより細胞内の特定の部位
に局在化させることができる。青色、青緑色および黄色がかった緑色の発光を有するスペ
クトルバリアントがエクオレアＧＦＰから成功裏に作製されているが、いずれも５２９ｎ
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ｍより長い発光極大を示さない。ＧＦＰ様タンパク質はアントゾア（Ａｎｔｈｏｚｏａ）
（サンゴ動物）から単離されており、それは生物学的用途に利用可能な色の範囲を有意に
広げた。現在配列データベースに寄託される「ＧＦＰ様タンパク質」のファミリーは、約
３０の有意に異なるメンバーを含む。蛍光タンパク質は、発色団の自己触媒合成によって
自発的に蛍光を発するようになることができるタンパク質をさす。
【０５８１】
　赤色もしくは遠赤色波長で蛍光を発するタンパク質（赤色蛍光タンパク質もしくはＲＦ
Ｐ）は既知である。ＲＦＰは、多色標識および蛍光共鳴エネルギー移動（ＦＲＥＴ）実験
の両方に、より短い波長で蛍光を発する他の蛍光タンパク質と組み合わせて用いることが
できる。市販されているＲＦＰは、２つの野生型ＧＦＰ様タンパク質由来である。ＤｓＲ
ｅｄ（ｄｒＦＰ５８３）は、それぞれ、５５８ｎｍおよび５８３ｎｍで励起および発光極
大を有する。遠赤色蛍光タンパク質は、５７１ｎｍで吸収する色素タンパク質の突然変異
誘発により作製された。ＨｃＲｅｄ１（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ）は、それぞれ、５８８ｎｍお
よび６１８ｎｍで励起および発光極大を有する。最も長い波長で蛍光を発する蛍光タンパ
ク質（導入されている任意の突然変異のない）は、イソギンチャク　エンタクマエア・ク
アドリカラー（Ｅｎｔａｃｍａｅａ　ｑｕａｄｒｉｃｏｌｏｒ）からクローン化されたｅ
ｑＦＰ６１１である。このタンパク質は５５９ｎｍで吸収し、そして６１１ｎｍで発光す
る。多数のスペクトルバリアントが出現するにつれて、より多くの研究者が多数のフルオ
ロフォアおよび／もしくはＦＲＥＴシグナルの同時イメージングに興味をもつようになっ
ている。
【０５８２】
　融合タンパク質もまた、本発明のハプテンコンジュゲートを形成するために用いること
ができる。機能性蛍光タンパク質を作り出す場合に考慮すべき少なくとも３つの点がある
：蛍光タンパク質は蛍光を発するために正しくフォールディングしなければならず；宿主
タンパク質は機能性であるために正しくフォールディングしなければならず；そしてキメ
ラタンパク質の完全性は維持されなければならない。
【０５８３】
　蛍光タンパク質と宿主タンパク質との間の任意のリンカーの長さおよび配列は、各々の
特定の用途のために最適化されるべきである。最も広く使用されるリンカー設計は、主に
グリシン（Ｇｌｙ）およびセリン（Ｓｅｒ）ストレッチからなる配列を有し、Ｓｅｒ残基
はポリＧｌｙストレッチの溶解性を向上するために散在している。
【０５８４】
　蛍光タンパク質をタンパク質のアミノもしくはカルボキシル末端に融合するかどうかの
決定は、タンパク質の特性により決まる。例えば、特定の末端は、適切なタンパク質機能
を保持するためにもしくは正確な局在化を保証するために保存される必要があり得る。こ
の決定はまた、特定の蛍光タンパク質の構造的特徴に基づいて行われる可能性もある。例
えば、エクオレアＧＦＰは、約１０個のアミノ酸の柔軟なカルボキシル末端尾部を有し、
それはリンカーの付加なしに他のタンパク質のアミノ末端へのその融合を可能にする。対
照的に、ＤｓＲｅｄは、アミノ末端がＤｓＲｅｄのテトラマー複合体から完全に突出する
ので、興味のあるタンパク質のカルボキシル末端により成功裏に融合される。宿主タンパ
ク質のいずれの末端も改変することができない場合、タンパク質の中央に蛍光タンパク質
を挿入することが可能である。
【０５８５】
　効率よく成熟するＧＦＰの黄色発光突然変異体（ＹＦＰ）の２つの明るいバージョン、
ＣｉｔｒｉｎｅおよびＶｅｎｕｓが最近開発された。
【０５８６】
　Ｔ１およびＥ５７として知られいている、ＤｓＲｅｄの２つの最近開発された種類は改
善された成熟を示し、それらを二色実験における使用に好ましくする。
【０５８７】
　あるＧＦＰバリアントの蛍光は特定の照明により「光活性化」することができ、それは
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選択した時間点で蛍光を出すことができるという利点を提供する。発色団においてもしく
はその近くで光化学修飾を受ける３つの蛍光タンパク質、ＰＡ－ＧＦＰ、Ｋａｅｄｅおよ
びＫＦＰ１が開発されており、それらは特定の照明後に蛍光シグナルの選択的活性化を可
能にし、そして個々の細胞、細胞小器官もしくはタンパク質を蛍光的に印付けするために
用いることができる。
【０５８８】
　表１は、シグナル生成部分およびそのような部分を含んでなるコンジュゲートのさらな
る例を提供する。
【０５８９】
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【表１】

【０５９０】
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【表２】

【０５９１】
　ＶＩＩ．ハプテンコンジュゲートを形成する方法－反応スキーム
　以下のスキームは、本発明のコンジュゲートを製造するために有用な方法の典型的な態
様を提供する。他の合成方法論もまたそのようなコンジュゲートを製造するために有用で
あり、そして以下のスキームは、示される特定の合成方法論に方法を限定すると解釈され
るべきではない。
【０５９２】
　１．ニトロピラゾールコンジュゲート
　スキーム１は、典型的なニトロピラゾールハプテンをアルキレンオキシドリンカーにそ
して次にタンパク質担体に連結するために適当な１つの方法を例示する。
【０５９３】
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【化１８９】

【０５９４】
　スキーム１は、典型的なニトロピラゾールハプテンを連結することがペンデント（ｐｅ
ｎｄｅｎｔ）カルボン酸官能基を介して典型的なエチレングリコールリンカーにであるこ
とを例示する。第一段階は、ニトロピラゾールからＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨ
Ｓ）エステルを形成することである。これは、求核物質とのその後の反応のためにエステ
ルを「活性化する」。ＮＨＳエステルの形成は、カップリング試薬としてジシクロヘキシ
ルカルボジイミド（ＤＣＣ）を用いて実用的態様において成し遂げられた。ジクロロメタ
ンを溶媒として使用し、そしてトリエチルアミンを塩基として加えた。ＮＨＳエステルは
、次に求核物質に連結する準備ができている。
【０５９５】
　第一の可能な合成経路は、活性化エステルをジアミンと反応させて末端アミンを有する
アミドを生成せしめることである。ジアミンは、ＢＯＣ－エチレンジアミン化合物が使用
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次に、ＢＯＣで保護されたアミドはジクロロメタン中トリフルオロ酢酸（ＴＦＡ）を用い
て脱保護される。次に、脱保護された化合物をマレイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反
応させてハプテンにリンカーを連結することができる。リンカーはまた、終端に反応性官
能基も含む。
【０５９６】
　別の選択肢として、活性化エステルを有するハプテンをリンカーに連結して末端カルボ
ン酸官能基もしくは末端ヒドロキシル基のいずれかを有するアミドを形成することができ
る。第二のＤＣＣカップリング反応を行って再びカルボン酸官能基を活性化することがで
き、それを例示される保護されたヒドラジン試薬と反応させる。塩酸における脱保護によ
り例示されるヒドラジドを生成せしめた。あるいはまた、活性化エステルペンデント官能
基を有するニトロピラゾールハプテン－ＰＥＧリンカーは、免疫原を形成するために担体
タンパク質と反応させるのに適している。
【０５９７】
　別の代替合成経路は、末端ヒドロキシル基を有するハプテン－ＰＥＧリンカーを用いて
例示される。ヒドロキシル終端化合物を塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物と反応さ
せてヨード置換された誘導体を提供することができる。この化合物を例示されるジメチル
アミンカルボジイミドと反応させて生体分子の直接標識に有用な化合物を生成せしめるこ
とができる。
【０５９８】
　２．ニトロフェニルコンジュゲート
　スキーム２は、アルキレンオキシド（ＰＥＧ）リンカーに連結される典型的なジニトロ
フェニルハプテンを例示する。次に、これらのハプテン－リンカーコンジュゲートは、所
望に応じて誘導体化されるかもしくは担体に直接連結することができる。
【０５９９】
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【化１９０】

【０６００】
　典型的なジニトロフェニルハプテンをアルキルレンオキシドリンカー、すなわち、ペン
デント遊離酸およびアミンの両方を有する二官能性ポリエチレングリコールに連結した。
第一の方法において、ジニトロフェニルハプテンを置換によってエチレンジアミンに連結
し、フッ素により占められる環位置は、オルトおよびパラニトロ基の存在により求核置換
のために活性化された。得られる化合物は、マレイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルへの連
結のための末端求核性アミンを含む。
【０６０１】
　あるいはまた、ジニトロフェニルハプテンは、末端カルボン酸もしくはヒドロキシル基
のいずれかを有するアミノ－ＰＥＧ化合物と反応させることができる。カルボン酸誘導体
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、ＮＨＳエステルをジクロロメタン中ＤＣＣを用いて形成した。活性化エステルは、例え
ば例示される保護されたヒドラジン試薬との反応、続いて塩酸もしくはトリフルオロ酢酸
のような酸を用いる脱保護により、所望に応じて誘導体化するのに適している。あるいは
また、活性化エステルは、免疫原を形成するために担体タンパク質に連結するのに適して
いる。
【０６０２】
　さらに別の選択肢として、ジニトロフェニルハプテンをアミノ－ＰＥＧリンカーと反応
させて末端ヒドロキシル基を有する化合物を生成せしめることができる。ヒドロキシル終
端化合物を塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物と反応させてヨード置換された誘導体
を生成せしめることができる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと
反応させて生体分子の直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６０３】
　シンナミドに基づくコンジュゲートを製造するための合成経路の第二の例をスキーム３
において以下に提供する。典型的なニトロフェニルハプテンをＤＣＣを用いて対応するＮ
ＨＳエステルに転化した。ＮＨＳエステルをエチレンジアミンと反応させた。得られる化
合物は、マレイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルに連結するための末端求核性アミンを含む
。
【０６０４】
　あるいはまた、ニトロフェニルハプテンは、末端カルボン酸もしくはヒドロキシル基の
いずれかを有するアミノ－ＰＥＧ化合物と反応させることができる。カルボン酸誘導体に
関して、この化合物をニトロフェニルと反応させた。次に、ＮＨＳエステルをジクロロメ
タン中ＤＣＣを用いて形成した。活性化エステルは、例えば例示される保護されたヒドラ
ジン試薬との反応、続いて塩酸における脱保護により、所望に応じて誘導体化するのに適
している。あるいはまた、活性化エステルは免疫原を形成するために担体タンパク質に連
結するのに適している。
【０６０５】
　さらに別の選択肢として、ニトロフェニルハプテンをアミノ－ＰＥＧリンカーと反応さ
せて末端ヒドロキシル基を有する化合物を生成せしめることができる。ヒドロキシル終端
化合物を塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物と反応させてヨード置換された誘導体を
生成せしめることができる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと反
応させて生体分子の直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６０６】
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【化１９１】

【０６０７】
　３．ベンゾフラザンコンジュゲート
　スキーム４は、典型的なベンゾフラザンハプテンをアルキレンオキシドリンカーに連結
するために適当な合成方法論を例示する。
【０６０８】
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【化１９２】

【０６０９】
　スキーム４に関して、典型的なベンゾフラザンハプテンはカルボン酸官能基を含む。第
一段階は、活性化エステルを形成するためにカップリング剤としてＤＣＣを用いるＮＨＳ
との反応によるかもしくは酸塩化物の形成によるカルボン酸官能基の活性化である。第一
の選択肢として、活性化エステルをジアミンと反応させて末端アミンを生成せしめること
ができる。ある態様において、ジアミンはスキーム５において以下に例示されるように、
ＢＯＣで保護されたジアミンのような保護されたジアミンである。カップリング反応後に
、ＢＯＣ保護基はトリフルオロ酢酸のような酸において取り除くことができる。次に、脱
保護された化合物をマレイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させてリンカーをハプテ
ンに連結する。
【０６１０】
　スキーム４により例示される第二の選択肢として、活性化エステルはここで典型的な二
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リンカーと連結する準備ができている。典型的なＰＥＧリンカーは、アミンおよびカルボ
ン酸基もしくはアミンおよびヒドロキシル基の両方を有することができる。リンカーと活
性化エステル化合物との反応は、カルボン酸終端化合物もしくはヒドロキシル基終端化合
物のいずれかを生成せしめる。カルボン酸は、カップリング剤としてＤＣＣを用いてＮＨ
Ｓとの反応により活性化エステルに転化することができる。この活性化エステルは、例示
される保護されたヒドラジン試薬と反応させ、続いて塩酸において脱保護することができ
る。
【０６１１】
　あるいはまた、ヒドロキシル終端化合物を塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物と反
応させてヨード置換された化合物を生成せしめることができる。この化合物を例示される
ジメチルアミンカルボジイミドと反応させて生体分子の直接標識に有用な化合物を生成せ
しめることができる。
【０６１２】
　マレイミド－ｄＰＥＧ8コンジュゲートを製造するために別の代替合成経路をスキーム
５において以下に提供する。酸塩化物を次にＢＯＣで保護されたヒドラジドと反応させ、
続いてトリフルオロ酢酸を用いて脱保護する。次に、ヒドラジドをマレイミド－ｄＰＥＧ
８－ＮＨＳと反応させて例示されるコンジュゲートを生成せしめる。
【０６１３】
【化１９３】

【０６１４】
　４．トリテルペン－リンカーコンジュゲートおよびトリテルペン免疫原
　スキーム６は、ハプテン－リンカーコンジュゲートを形成するために典型的なトリテル
ペンハプテンをアルキレンオキシドリンカーに連結するために適当な１つの方法を例示す
る。ハプテン－リンカーコンジュゲートは、所望に応じてさらに誘導体化することができ
、もしくはタンパク質担体分子に直接連結することができる。
【０６１５】
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【化１９４】

【０６１６】
　スキーム６に関して、二クロム酸ピリジニウム（ＰＤＣ）を用いて出発化合物４０をケ
トン４１に酸化した。次に、ＮＨＳ活性化エステル４２をジクロロメタンにおいてＤＣＣ
カップリングを用いて形成した。次に、活性化エステル４２をアミンおよびカルボン酸官
能基の両方を含んでなる二官能性ＰＥＧ－４リンカー４３と反応させてアミド４４を形成
した。化合物４４のカルボン酸官能基を再びＮＨＳおよびＤＣＣを用いて活性化エステル
４５に転化した。次に、活性化エステル４５を免疫原性タンパク質担体に連結して免疫原
４６を形成した。
【０６１７】
　５．尿素およびチオ尿素に基づくハプテン－リンカーコンジュゲートおよび免疫原
　スキーム７は、典型的な尿素およびチオ尿素に基づくハプテンをアルキレンオキシドリ
ンカーに、そして次にタンパク質担体分子に連結するために適当な１つの方法を例示する
。
【０６１８】
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【０６１９】
　スキーム７に関して、出発イソチオシアネート化合物５１をアミンおよびカルボン酸官
能基の両方を含んでなるＰＥＧ－４リンカー５２と反応させてチオ尿素５３を形成した。
化合物５３のカルボン酸官能基をＮＨＳおよびＤＣＣを用いて活性化エステル５４に転化
した。次に、活性化エステル５４を保護されたヒドラジン試薬５５に連結し、続いて３Ｍ
塩酸において脱保護して、化合物５６を形成した。あるいはまた、活性化エステル５４を
担体に連結して免疫原５８を形成することができる。
【０６２０】
　６．ロテノンに基づくハプテン－リンカーコンジュゲートおよび免疫原
　スキーム８は、典型的なロテノンに基づくハプテンをアルキレンオキシドリンカーに、
そして次にタンパク質担体分子に連結するために適当な１つの方法を例示する。
【０６２１】
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【化１９６】

【０６２２】
　出発化合物６０をＮＨ2ＯＨ－ＨＣｌで処理して中間体オキシムを形成し、それを次に
アルファブロモ酢酸、化合物６１と反応させてオキシム６２を形成した。ＤＣＣを用いて
化合物６２のカルボン酸官能基をＮＨＳエステルに転化して化合物６３を形成した。次に
、化合物６３をアミンおよびカルボン酸官能基の両方を有する典型的なＰＥＧ－４リンカ
ー６４に連結して、化合物６５を生成せしめた。化合物６５のカルボン酸官能基をカップ
リング剤としてＤＣＣを用いてＮＨＳとの反応によりＮＨＳエステル６６に転化した。次
に、化合物６６をＢＯＣで保護されたヒドラジン化合物６７で処理し、そして次にジオキ
サン中３Ｍの塩酸を用いて脱保護して、化合物６８を生成せしめた。化合物６６はまた、
免疫原を形成するために本明細書に開示されるように、タンパク質担体のような担体に連
結することもできることを当業者は認識する。
【０６２３】
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　スキーム９は、ロテノンイソオキサゾリンで用いられる合成経路を例示する。
【０６２４】
【化１９７】

【０６２５】
　スキーム９は、出発化合物を水酸化アンモニウム、続いてブロモ酢酸で逐次処理するこ
とによりロテノンイソオキサゾリンコンジュゲートを製造することを例示する。これは環
転位をもたらして末端カルボン酸官能基を有するロテノンイソオキサゾリンを生成せしめ
る。Ｎ－３－ジメチルアミノプロピル－Ｎ’－エチルカルボジイミド（ＥＤＡＣ）を用い
てＮＨＳエステルを製造した。第一の選択肢として、ＮＨＳエステルをジアミンと反応さ
せて末端アミンを有するアミドを生成せしめることができる。次に、この化合物をマレイ
ミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させて反応性末端を有するＰＥＧリンカーをハプテ
ンに連結することができる。
【０６２６】
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　スキーム９により例示される第二の選択肢として、ＮＨＳエステルは典型的な二官能性
アルキレンオキシドリンカー、すなわちＰＥＧリンカーのような、所望に応じて、リンカ
ーと連結する準備ができている。これらの典型的なＰＥＧリンカーは、アミンおよびカル
ボン酸基もしくはアミンおよびヒドロキシル基のような複数の反応性官能基を有する。Ｎ
ＨＳエステルをリンカーと反応させることによりカルボン酸終端化合物もしくはヒドロキ
シル基終端化合物のいずれかを生成せしめる。カルボン酸は、カップリング剤としてＤＣ
Ｃを用いてＮＨＳエステルに転化することができる。ＮＨＳエステルを例示される保護さ
れたヒドラジン試薬と反応させ、続いて塩酸において脱保護して、アミノ終端アミドを生
成せしめることができる。
【０６２７】
　あるいはまた、ヒドロキシル終端化合物を塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物のよ
うなハロゲン化物と反応させて、ハロゲン化物で置換された化合物を生成せしめることが
できる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと反応させて生体分子の
直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６２８】
　７．オキサゾールおよびチアゾールに基づくコンジュゲート
　スキーム１０は、典型的なオキサゾールおよびチアゾールに基づくハプテンを典型的な
アルキレンオキシドリンカーに連結するために適当な１つの方法を例示する。次に、ハプ
テン－リンカーコンジュゲートを所望に応じて誘導体化することができ、もしくは免疫原
を形成するためにタンパク質担体分子に直接連結することができる。
【０６２９】
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【化１９８】

【０６３０】
　スキーム１０に関して、反応性スルホニルクロリド官能基を有する典型的なチアゾール
ハプテンをエチレンジアミンもしくは典型的な二官能性ＰＥＧ8リンカーのいずれかと反
応させた。第一の選択肢として、チアゾールをＢＯＣで保護されたエチレンジアミンと反
応させ、続いてＴＦＡを用いて脱保護して、末端アミンを有するアミドを生成せしめるこ
とができる。次に、この化合物をマレイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させてハプ
テンにリンカーを連結することができる。あるいはまた、化合物を担体タンパク質に直接
連結して免疫原を形成することができる。
【０６３１】
　あるいはまた、チアゾールハプテンを末端ヒドロキシル基もしくは末端カルボン酸基の
いずれかを有するアミノ－ｄＰＥＧリンカーと反応させることができる。カルボン酸終端
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リンカーは、ＤＣＣを用いてＮＨＳエステルに転化し、続いてＢＯＣで保護されたヒドラ
ジドと反応させることができる。ＢＯＣ基を３Ｍ　ＨＣｌのような酸を用いて取り除いて
、ヒドラジド終端コンジュゲートを形成することができる。
【０６３２】
　ヒドロキシル終端チアゾールスルホンアミドＰＥＧコンジュゲートを塩化メシルと反応
させ、続いてヨウ化物のようなハロゲン化物と反応させて、ハロゲン化物で置換された化
合物を生成せしめることができる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミ
ドと反応させて生体分子の直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６３３】
　８．クマリンに基づくハプテン－リンカーコンジュゲートおよび免疫原
　スキーム１１は、典型的なクマリンに基づくハプテンを典型的なアルキレンオキシドリ
ンカーに連結するために適当な１つの方法を例示する。得られるハプテン－リンカーコン
ジュゲートは、所望に応じてさらに誘導体化することができ、もしくはタンパク質担体の
ような担体に連結して免疫原を形成することができる。
【０６３４】
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【化１９９】

【０６３５】
　スキーム１１に関して、出発化合物はカルボン酸官能基を含み、それをカップリング剤
としてＤＣＣを用いてＮＨＳに転化した。第一の選択肢として、ＮＨＳエステルをエチレ
ンジアミンと反応させて末端アミンを有するアミドを生成せしめることができる。次に、
この化合物をマレイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させて反応性末端官能基を有す
るリンカーをハプテンに連結することができる。
【０６３６】
　あるいはまた、ＮＨＳエステルを典型的な二官能性ＰＥＧ8と連結して末端カルボン酸
もしくはヒドロキシル官能基のいずれかを有するアミドを生成せしめることができる。カ
ルボン酸官能基は、カップリング剤としてＤＣＣを用いてＮＨＳエステルに転化すること
ができる。次に、ＮＨＳエステルを保護されたヒドラジン化合物と反応させ、続いてジオ
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キサン中３Ｍの塩酸において脱保護して、ヒドラジドを生成せしめた。あるいはまた、Ｎ
ＨＳエステルを免疫原性タンパク質に連結して免疫原を生成せしめることができる。
【０６３７】
　ヒドロキシル終端クマリンＰＥＧコンジュゲートを塩化メシルと反応させ、続いてヨウ
化物のようなハロゲン化物と反応させて、ハロゲン化物で置換された化合物を生成せしめ
ることができる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと反応させて生
体分子の直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６３８】
　９．シクロリグナン－リンカーコンジュゲートおよび免疫原
　スキーム１２は、典型的なポドフィロトキシンに基づくハプテンを典型的なアルキレン
オキシドリンカーに連結するために適当な１つの方法を例示する。次に、ハプテン－リン
カーコンジュゲートを所望に応じてさらに誘導体化することができ、もしくはタンパク質
担体分子のような担体分子に直接連結することができる。
【０６３９】
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【化２００】

【０６４０】
　スキーム１２に関して、出発アルコールをジクロロエタン中で二酸化マンガン酸化を用
いて対応するケトンに酸化した。次に、ケトンを中間体オキシム（示されない）に転化し
、続いて５員複素環に環転位し、その結果、ラクトンの開環によりカルボン酸官能基を有
する化合物を生成せしめた。この化合物をＤＣＣもしくはＥＤＡＣのいずれかを用いてＮ
ＨＳエステルに転化した。第一の選択肢として、ＮＨＳエステルをエチレンジアミンと反
応させて末端アミンを有するアミドを生成せしめることができる。次に、この化合物をマ
レイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させてリンカーをハプテンに連結することがで
きる。
【０６４１】
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　あるいはまた、ＮＨＳエステルをＰＥＧ8リンカーと連結して末端カルボン酸もしくは
ヒドロキシル官能基のいずれかを有するアミドを生成せしめた。アミドのカルボン酸官能
基をＮＨＳエステルに転化した。次に、この化合物をタンパク質担体に連結して免疫原を
生成せしめた。あるいはまた、ＮＨＳエステルをＢＯＣで保護されたヒドラジン試薬と反
応させ、続いてジオキサン中３Ｍの塩酸において脱保護して、ヒドラジドを生成せしめた
。
【０６４２】
　ヒドロキシル終端ＰＥＧコンジュゲートを塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物のよ
うなハロゲン化物と反応させて、ハロゲン化物で置換された化合物を生成せしめることが
できる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと反応させて生体分子の
直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６４３】
　１０．ヘテロアリールコンジュゲート
　スキーム１３および１４は、典型的なヘテロアリールに基づくハプテンを典型的なアル
キレンオキシドリンカーに連結するために適当な１つの方法を例示する。次に、ハプテン
－リンカーコンジュゲートを所望に応じてさらに誘導体化することができ、もしくはタン
パク質担体分子のような担体分子に直接連結することができる。
【０６４４】
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【化２０２】

【０６４６】
　スキーム１３および１４に関して、出発化合物は各々カルボン酸官能基を含む。第一の
方法において、カルボン酸はＨＯＢＴ／ＥＤＡＣを用いてＢＯＣで保護されたエチレンジ
アミンとの反応によりエチレンアミノアミドに転化することができる。ＢＯＣ保護基は、
ジクロロメタン中ＴＦＡのような酸を用いて取り除かれる。次に、この化合物をマレイミ
ド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させてリンカーをハプテンに連結することができる。
【０６４７】
　あるいはまた、ＮＨＳエステルをＰＥＧ8リンカーに連結して末端カルボン酸もしくは
ヒドロキシル官能基のいずれかを有するアミドを生成せしめることができる。アミドのカ
ルボン酸官能基は、カップリング剤としてＤＣＣを用いてＮＨＳエステルに転化すること
ができる。次に、ＮＨＳエステルをＢＯＣで保護されたヒドラジン試薬と反応させ、続い
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てジオキサン中３Ｍの塩酸において脱保護して、ヒドラジドを生成せしめた。あるいはま
た、ＮＨＳエステルをタンパク質担体に連結して免疫原を生成せしめることができる。
【０６４８】
　ヒドロキシル終端ＰＥＧコンジュゲートを塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物のよ
うなハロゲン化物と反応させて、ハロゲン化物で置換された化合物を生成せしめることが
できる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと反応させて生体分子の
直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６４９】
　１１．アゾアリールコンジュゲート
　スキーム１５は、典型的なアゾアリールに基づくハプテンを典型的なアルキレンオキシ
ドリンカーに連結するために適当な１つの方法を例示する。次に、ハプテン－リンカーコ
ンジュゲートを所望に応じてさらに誘導体化することができ、もしくはタンパク質担体分
子のような担体分子に連結することができる。
【０６５０】
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【化２０３】

【０６５１】
　スキーム１５に関して、反応性スルホニルクロリド官能基を有する典型的なアゾアリー
ルハプテンをエチレンジアミンもしくは典型的な二官能性ＰＥＧ8リンカーのいずれかと
反応させた。第一の選択肢として、アゾアリール化合物をエチレンジアミンと反応させて
末端アミンを有するスルファミドを生成せしめることができる。次に、この化合物をマレ
イミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させて反応性末端官能基を有するリンカーをハプ
テンに連結することができる。
【０６５２】
　あるいはまた、反応性スルホニルクロリドをＰＥＧ8リンカーと反応させて末端カルボ
ン酸もしくはヒドロキシル官能基のいずれかを有するスルファミドを生成せしめることが
できる。アミドのカルボン酸官能基は、カップリング剤としてＤＣＣを用いてＮＨＳエス
テルに転化することができる。ＮＨＳエステルをＢＯＣで保護されたヒドラジン試薬と反
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応させ、続いてジオキサン中３Ｍの塩酸において脱保護して、ヒドラジドを生成せしめた
。あるいはまた、ＮＨＳエステルをタンパク質担体に連結して免疫原を生成せしめること
ができる。
【０６５３】
　ヒドロキシル終端ＰＥＧコンジュゲートを塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物のよ
うなハロゲン化物と反応させて、ハロゲン化物で置換された化合物を生成せしめることが
できる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと反応させて生体分子の
直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６５４】
　１２．ベンゾジアゼピンコンジュゲート
　スキーム１６は、典型的なベンゾジアゼピンに基づくハプテンを典型的なアルキレンオ
キシドリンカーに連結するために適当な１つの方法を例示する。次に、ハプテン－リンカ
ーコンジュゲートを所望に応じてさらに誘導体化するか、もしくはタンパク質担体分子の
ような担体分子に直接連結することができる。
【０６５５】
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【化２０４】

【０６５６】
　スキーム１６に関して、典型的なベンゾジアゼピンハプテンはヒドロキシル基を含む。
この基をヨード酢酸エチルと反応させ、続いて水酸化ナトリウムで処理して末端カルボン
酸官能基を有する化合物を生成せしめた。カップリング剤としてＥＤＡＣを用いてカルボ
ン酸をＮＨＳエステルに転化した。ＮＨＳエステルをエチレンジアミンもしくは典型的な
二官能性ＰＥＧ8リンカーのいずれかと反応させた。第一の選択肢として、アゾアリール
化合物をエチレンジアミンと反応させて末端アミンを有するアミドを生成せしめることが
できる。次に、この化合物をマレイミド－ＰＥＧ－ＮＨＳエステルと反応させてリンカー
をハプテンに連結することができる。
【０６５７】
　あるいはまた、反応性ＮＨＳエステルをＰＥＧ8リンカーと反応させて末端カルボン酸
もしくはヒドロキシル官能基のいずれかを有するアミドを生成せしめることができる。カ
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ップリング剤としてＤＣＣを用いてアミドのカルボン酸官能基をＮＨＳエステルに転化す
ることができる。ＮＨＳエステルをＢＯＣで保護されたヒドラジン試薬と反応させ、続い
てジオキサン中３Ｍの塩酸において脱保護して、ヒドラジドを生成せしめた。あるいはま
た、ＮＨＳエステルをタンパク質担体に連結して免疫原を生成せしめることができる。
【０６５８】
　ヒドロキシル終端ＰＥＧコンジュゲートを塩化メシルと反応させ、続いてヨウ化物のよ
うなハロゲン化物と反応させて、ハロゲン化物で置換された化合物を生成せしめることが
できる。この化合物を例示されるジメチルアミンカルボジイミドと反応させて生体分子の
直接標識に有用な化合物を生成せしめることができる。
【０６５９】
　１３．マレイミド／ヒドラジドＰＥＧ－リンカー合成
　スキーム１７は、マレイミド／ヒドラジドヘテロ二官能性ＰＥＧリンカーを製造するた
めの一般的方法を示す。簡潔に言えば、マレイミド／活性エステルＰＥＧリンカー１０２
（Ｑｕａｎｔａ　Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎから入手されるような）を保護されたヒドラジン誘
導体１０４と反応させて化合物１０６を生成せしめる。次に、化合物１０６を酸で脱保護
してマレイミド／ヒドラジドＰＥＧリンカー１０８を生成せしめた。
【０６６０】
【化２０５】

【０６６１】
　マレイミド／ヒドラジドＰＥＧ4リンカーの特定の合成を以下にスキーム１６において
概説する。５ｍｌの乾式ジオキサン中の活性エステル１１０（１１６ｍｇ、１．０ｅｑ）
に５ｍｌの乾式ジオキサン中３０ｍｇ（１．０ｅｑ．）のＢｏｃで保護されたヒドラジン
１１２を１時間にわたって加えた。次に、反応物を乾燥窒素下で周囲温度で１６時間攪拌
した。２９９６光ダイオードアレイ検出器およびＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘ　ｌｕｎａ　１０
μ、Ｃ１８（２）、１００Ａ、２５０ｘ３０ｍｍカラムを装着したＷａｔｅｒｓ　Ｄｅｌ
ｔａ　６００　ＨＰＬＣを利用してＨＰＬＣにより反応混合物を分画した。カラムを１２
ｍＬ／分の流速で３０分にわたって３０～６０％ＡＣＮ／水で溶出した。所望のＢｏｃで
保護された－ＰＥＧ4－マレイミド１１４は３８分で溶出し、高真空下で乾燥した後に５
０ｍｇの高粘度の黄色の油を生成せしめた。次に、残留物を６ｍｌの無水２Ｎ　ＨＣｌ／
ジオキサンで乾燥窒素下で４５分間攪拌することにより最終的な脱保護されたヒドラジド
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マレイミドＨＣＬ塩を生成せしめた。
【０６６２】
【化２０６】

【０６６３】
　１４．リンカー－検出可能な標識コンジュゲート
　本発明のある態様は、リンカーを用いてコンジュゲートを形成することに関する。以下
の限定されない例は、方法を例示するためにマレイミドＰＥＧ活性エステルを用いて検出
可能な標識コンジュゲートを形成する態様を参考にして方法の態様を例示するために提供
される。例示される態様は、本明細書に開示されるようなコンジュゲートの他のタイプを
形成するために使用できることを当業者は認識する。
【０６６４】
　１つの態様において、開示される特異的結合部分ナノ粒子コンジュゲートは、以下のス
キーム１９～２２に記述される方法に従って製造され、ここで、ヘテロ二官能性ポリアル
キレングリコールリンカーは、アミン反応性基（活性エステル）およびチオール反応性基
（マレイミド）を有するポリエチレングリコールリンカーである。スキーム１９に示され
るように、１つもしくはそれ以上の利用可能なアミン基を有するナノ粒子（量子ドットの
ような）を過剰のリンカーと反応させて活性化ナノ粒子を形成する。
【０６６５】
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【０６６６】
　チオール基は、スキーム２０に示されるようにＤＴＴのような還元剤と抗体を反応させ
ることにより抗体に導入することができる。ＤＴＥもしくはＤＴＴのような穏やかな還元
剤では、抗体を完全に保ちながら（これはサイズ排除クロマトグラフィーにより決定する
ことができる）抗体に限られた数のチオール（約２～約６の間のような）を導入するため
に約１ｍＭ～約４０ｍＭの間の濃度、例えば、約５ｍＭ～約３０ｍＭの間そしてより典型
的には約１５ｍＭ～約２５ｍＭの間の濃度が利用される。特定の濃度の溶液との反応の時
間の適当な量は、既定量の時間において生成されるチオールの数を滴定することにより容
易に決定することができるが、反応は典型的に１０分～約１日、例えば約１５分～約２時
間の間、例えば約２０分～約６０分の間進めてもよい。
【０６６７】

【化２０８】

【０６６８】
　次に、スキーム１９および２０に従って生成される成分を合わせてスキーム２１に示さ
れるようなコンジュゲートを生成せしめる。
【０６６９】
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【０６７０】
　スキーム１９～２１はマレイミドＰＥＧ活性エステルの最適な方法を例示し、ここで、
ナノ粒子はアミン基（１つもしくは複数）をリンカーの活性エステルと反応させることに
より最初に活性化されて活性化ナノ粒子を形成するが、抗体上のアミン（１つもしくは複
数）もしくはチオール（１つもしくは複数）のいずれかをリンカーと反応させることによ
り抗体を最初に活性化し、そして次に活性化抗体をナノ粒子［適切な場合にリンカー上の
残りの反応性基と反応するためにチオール（１つもしくは複数）もしくはアミン（１つも
しくは複数）のいずれかを有する］と反応させることもまた可能である。
【０６７１】
　従って、代替態様において、以下のスキーム２２および２３に示されるように抗体をコ
ンジュゲーション用に活性化しそして次にナノ粒子にコンジュゲーションする。スキーム
２３において、抗体はスキーム１９に示されたようにナノ粒子の代わりに活性化される。
スキーム２２の特定の態様において、糖部分（抗体のＦｃ部分のグリコシル化領域に位置
するような）を最初に酸化してアルデヒド基を生成せしめ、それを次にリンカーのアルデ
ヒド反応性基（例示されるマレイミド／ヒドラジドＰＥＧリンカーのヒドラジド基のよう
な）と反応させる。
【０６７２】
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【０６７３】
　次に、スキーム２３に示されるように、活性化抗体のリンカー部分のチオール反応性基
（例示されるようなマレイミド基のような）を次にナノ粒子上のチオール基と反応させる
。この場合もやはり、方法を逆にすることができ、ここで、リンカーを最初にナノ粒子上
のアルデヒド基（例えば、糖部分の酸化により形成される）と反応させて活性化ナノ粒子
を形成し、そして次に活性化ナノ粒子を抗体上のチオール基と反応させることができる。
【０６７４】
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【化２１１】

【０６７５】
　上記のスキーム１７－２およびその後の２２は例示目的のためにコンジュゲートの特定
の例を示すが、開示されるコンジュゲートにおける特異的結合部分（この場合、抗体）：
ナノ粒子の比率はナノ粒子当たり多数（５、１０、２０もしくはそれ以上のような）の特
異的結合部分から特異的結合部分当たり多数のナノ粒子（５、１０、２０もしくはそれ以
上のような）まで異なることができる。
【０６７６】
　１５．抗体へのチオールの導入
　コンジュゲーション用に抗体を活性化するために、例えば、抗マウスＩｇＧもしくは抗
ウサギＩｇＧ抗体、抗体を周囲温度（２３～２５℃）で約２５分間２５ｍｍｏｌのＤＴＴ
とインキュベーションすることができる。ＰＤ－１０　ＳＥカラムを通した精製後に、典
型的には２～６個の遊離チオールを有する、ＤＴＴを含まない抗体が得られる（スキーム
２）。ヤギ抗マウスＩｇＧチオールを製造するために概説される典型的な方法は、一般に
他の抗体に適用可能である。抗体当たりのチオールの数は滴定により、例えば２００５年
４月２８日に出願された米国仮特許出願第６０／６７５７５９号（この出願は本明細書に
引用することにより組み込まれる）に記述されるチオールアッセイを用いることにより決
定することができる。
【０６７７】
　１６．組織サンプルにおける超高感度（および多重化）免疫組織化学およびインサイチ
ューハイブリダイゼーション検出のためのＣｄＳｅ／ＺｎＳ量子ドットと免疫グロブリン
およびステレプトアビジンのコンジュゲート
　量子ドットシェルに免疫グロブリンを導入する方法の１つの態様は、本実施例において
記述される。この態様は：１）適当なヘテロ二官能性ＮＨＳエステル－（ＰＥＧ）ｘ－マ
レイミド（ｘ＝４、８、１２）でのアミン終端量子ドットキャッピング基の機能化；２）
ジチオスレイトール（ＤＴＴ）での処理による天然ジスルフィドの還元；３）これらのチ
オール化免疫グロブリンでマレイミド終端量子ドットを誘導体化すること；および４）サ
イズ排除クロマトグラフィーのような適当な技術を用いてコンジュゲートを精製すること
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を含む。方法をスキーム２４に示す。
【０６７８】
【化２１２】

【０６７９】
　ストレプトアビジンコンジュゲートは、該方法においてチオール化免疫グロブリンの代
わりにチオール化ストレプトアビジンを使用することにより製造することができる。例え
ば、２－イミノチオランで処理したストレプトアビジン分子。
【０６８０】
　本実施例において使用する量子ドットは、トリオクチルホスフィンオキシド（ＴＯＰＯ
）の静電的に結合したシェルおよび水溶性をもたらすために挿入両親媒性ポリマー（ｉｎ
ｔｅｒｃａｌａｔｉｎｇ　ａｍｐｈｉｐｈｉｌｉｃ　ｐｏｌｙｍｅｒ）により保護された
。このポリマーは、さらなる機能化のために約３０の末端アミン基を有する。Ｅ．Ｗ．Ｗ
ｉｌｌｉａｍｓ，ｅｔ．ａｌ．“Ｓｕｒｆａｃｅ－Ｍｏｄｉｆｉｅｄ　Ｓｅｍｉｃｏｎｄ
ｕｃｔｉｖｅ　ａｎｄ　Ｍｅｔａｌｌｉｃ　Ｎａｎｏｐａｒｔｉｃｌｅｓ　Ｈａｖｉｎｇ
　Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｄｉｓｐｅｒｓｉｂｉｌｉｔｙ　ｉｎ　Ａｑｕｅｏｕｓ　Ｍｅｄｉ
ａ”，米国特許第６，６４９，１３８号（本明細書に引用することにより組み込まれる）
を参照。高感度量子ドットコンジュゲートを形成するために、抗体を様々な比率で量子ド
ットに結合させた。化学は、本明細書に引用することにより組み込まれる、２００５年４
月２８日に出願された米国仮特許出願第６０／６７５７５９号に記述されるものと同様で
ある。
【０６８１】
　この方法論は、天然ジスルフィドを使用するのでわずかな試薬の必要性のために好都合
である。さらに、抗体は分離したままであり、そしてフラグメントを形成しない。これは
各々の繋留抗体から２つの結合部位を可能にする。さらに、非常に安定なそして明るいコ
ンジュゲートが生成される。明るさは、同じ組織上で市販されているストレプトアビジン
－ＱＤコンジュゲート（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ，Ｅｕｇｅｎｅ
，ＯＲ）を上回る。異なる発光波長の量子ドットにコンジュゲーションしたヤギ抗ビオチ
ンおよびウサギ抗ＤＮＰ抗体を製造し、それにより多重化アッセイを可能にした。ＦＩＳ
ＨによるＨＰＶ検出が、開示される量子ドッコンジュゲートで示された。
【０６８２】
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　ＶＩＩＩ．開示されるハプテン、ハプテンコンジュゲートおよびその組成物を使用する
方法の態様
【０６８３】
　Ａ．インサイチューハイブリダイゼーション
　本発明のある典型的な態様は、添付の図面に関連して本明細書に開示される。図１は、
開示されるハプテンの様々な態様で実施することができるインサイチューハイブリダイゼ
ーションスキーム１０の１つの態様を例示する。タンパク質のような標的１２を有するサ
ンプルが選択される。抗体のような標的１２を検出するために有用なプローブ１４もまた
選択される。本明細書に開示されるハプテンのクラスの少なくとも１つのハプテン１６を
プローブ１４にコンジュゲーションする。任意の適当な手段を用いて視覚化することがで
きる複合体を形成するのに有効な方法でハプテン１６にコンジュゲーションしたプローブ
１４で標的１２を処理する。図１は、プローブ－ハプテンコンジュゲートと複合体を形成
した標的１２を検出可能な標識２０を有する抗ハプテン抗体１８で処理することを示す。
検出可能な標識２０は、酵素、有機発色団、例えばフルオロフォア、発色性ナノ粒子、例
えば蛍光量子ドットなどのような、本明細書に開示される様々なシグナル生成部分のいず
れかもしくは当業者に既知であるもの、またはその組み合わせであることができることを
当業者は認識する。検出可能な標識２０は、複合体を視覚化するために用いられる。例え
ば、検出可能な標識２０が酵素である場合、酵素の基質が与えられ、それにより着色沈殿
物のような特異的に同定可能な沈殿物を生成せしめる。
【０６８４】
　図１はまた、少なくとも１つのそして典型的には複数のプローブを使用することも例示
し、ここで、プローブもしくは複数のプローブは、サンプルにおける多数の標的を同時に
視覚化するために、少なくとも１つのハプテン、そして潜在的に複数の異なるハプテンに
コンジュゲーションされる。図１は、プローブ２４により認識される特定の標的２２を有
するサンプルを例示する。ハプテン２６はプローブ２４にコンジュゲーションされる。ハ
プテン２６は、ハプテン１６と同じかもしくは異なることができる。次に、サンプルを検
出可能な標識３０にコンジュゲーションした抗ハプテン抗体２８で処理する。この方法は
、標的３２および４２について例示されるように、継続することができる。
【０６８５】
　図１に例示されるようなシグナル生成部分２０、３０、４０および５０は、酵素のよう
な同じ標識であることができる。この状況において、該方法は抗ハプテン抗体１８、２８
、３８および４８を逐次加えることを含んでなることができる。各適用後に異なる基質を
加えることにより異なる沈殿物が形成される。前の視覚化反応に使用した基質は、第二の
およびその後の基質を加える前にサンプルから洗い流される。
【０６８６】
　図２は、酵素６２のような検出可能な標識に連結された抗体６０を例示する。酵素基質
６４を加えて検出可能な酵素生成物６６を生成せしめる。この方法の１つの特定の態様は
、銀インサイチューハイブリダイゼーション（ＳＩＳＨ）である。ＳＩＳＨ用の１つの適
当な酵素６２は、基質として銀イオンおよび過酸化水素を用いる、西洋ワサビペルオキシ
ダーゼである。検出可能な生成物６６は、元素銀粒子である。
【０６８７】
　別の例として、酵素６２はアルカリホスファターゼであってもよい。基質６４は、銀イ
オン源およびリン酸塩で保護された還元剤である。この場合にもやはり、視覚的に検出可
能な生成物６６は元素の銀である。銀は、明視野顕微鏡検査を包含する任意の適当な手段
により検出することができる。
【０６８８】
　図２に例示される態様はまた、発色性インサイチューハイブリダイゼーションを行うた
めに用いることもできる。この方法において、酵素６２が再び選択され、適当な例には本
明細書に開示されるかもしくはそうでなければ当業者に既知であるものが包含され、特定
の態様を例示するために西洋ワサビペルオキシダーゼおよびアルカリホスファターゼが用
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いられる。次に、明視野顕微鏡検査を包含する当該技術分野において既知である技術を用
いて検出することができる着色沈殿物生成物６６を生成せしめるために適当な基質が選択
される。発色性化合物は、蛍光性であることができる。適当な蛍光性化合物は、様々な供
給業者から市販されている。例えば、ベータ－ラクタマーゼおよび蛍光性ベータ－ラクタ
マーゼ基質は、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎから入手可能である。基質は
酵素作用により蛍光性にすることができ、もしくは蛍光性基質を非蛍光性にすることがで
きる。免疫組織化学相互作用も視覚化するために量子ドットを使用することもできる。蛍
光プローブおよび量子ドットは、典型的に、蛍光顕微鏡を用いてモニターされる。
【０６８９】
　図３は、直接検出方法の１つの態様を例示する。この方法のために、一次抗体７０が特
定の標的に選択される。例えば、一次抗体７０はマウスモノクローナルＩｇＧ抗体のよう
なモノクローナル抗体であってもよい。一次抗体７０はまた典型的に、上記に説明したよ
うに、検出可能な標識７２も含む。
【０６９０】
　あるいはまた、図４に図式的に例示されるように、増幅方法を用いることができる。こ
の態様はまた、診断試験に用いることもできる。標的が選択される。標的と一次抗体の複
合体形成を可能にする方法で一次抗体８０がサンプルに加えられる。一次抗体８０に対す
る二次抗体８２がサンプルに加えられる。抗体８２は、本明細書に説明されるように、基
質を用いて複合体形成した標的を特に視覚的にもしくは視覚的手段、例えば顕微鏡検査に
より同定するために用いることができる検出可能な標識を含む。抗体８２は、例としてそ
して限定せずに標識ウサギ抗マウスＩｇＧ抗体を包含する任意の適当な抗体であることが
できる。さらに、一次抗体８０に対する二次抗体８６もまたサンプルに加えることができ
る。抗体８６は、異なる種からの抗体のような、一次抗体に対する任意の適当な抗体であ
ることができる。例えば、抗体８６は、例としてそして限定せずに、マウスＩｇＧ抗体の
ような一次抗体に対して産生されるヤギ抗体であってもよい。図４は、検出される標的に
より生成されるシグナルを増幅するためにサンプルに検出可能な標識９０を有する少なく
とも１つのさらなる抗抗体８８を加えることを例示する。この典型的な方法において、抗
体８８は標識ウサギ抗ヤギＩｇＧ抗体であってもよい。抗体８８は、標識抗体８４と同様
に、同時にもしくは後に加えることができる。
【０６９１】
　本発明のある態様は、抗ハプテンモノクローナル抗体を用ることにより促進される。図
５は、ハイブリドーマスクリーニングに有用な本発明の１つの態様を図式的に表す。前の
実施例のように、特定の標的が選択される。例えば、例示されるラムダエピトープ１０２
のような、組織１００に位置している標的が同定される。標的１０２に対する一次抗体１
０４は、抗体が標的を認識するのに有効な方法で投与される。例示される系の適当な一次
抗体１０４の一例は、抗ラムダウサギ抗体である。図５に示されるように、抗体１０４は
、例示される態様のように、それにコンジュゲーションした少なくとも１つのそして潜在
的に複数のハプテン１０６を有する。抗体にコンジュゲーションするハプテンの数は異な
ることができるが、この数は典型的には１～約５個のハプテンであるが、より典型的には
２～３であることを当業者は第一に認識する。さらに、一次抗体にコンジュゲーションす
るハプテンは同じかもしくは異なり得ることを当業者は認識する。
【０６９２】
　組織サンプル１００を抗ハプテン抗体１０８で処理する。例えば、図５に例示される態
様において、一次抗体１０４に連結された、ハプテン１０６は、次に、ハイブリドーママ
ウスモノクローナル抗体から提供され得るような、抗ハプテン抗体１０８に効果的に連結
されるようになる。従って、一次抗体１０４に連結された各ハプテン１０６について、二
次抗体１０８が存在する。マウスモノクローナル抗体のような抗ハプテン抗体１０８によ
り形成される複合体は、次に同定されなければならない。１つの方法は、ここで、ヤギ抗
体のようなマウス抗体を認識する抗体で組成物を処理することである。図５の例示される
態様において、ヤギ抗体１１０は、例示される西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）酵
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素１１２を包含する酵素のような、検出可能な標識にコンジュゲーションされる。次に、
検出可能な、例えば着色した沈殿物を形成するために、当業者に既知であるように、この
複合体をＨＲＰ基質とインキュベーションする。この方法は、ハイブリドーマスクリーニ
ングのようなスクリーニングに用いることができる。
【０６９３】
　抗ハプテンモノクローナル抗体についてスクリーニングするために、正常ヒト扁桃腺組
織のような組織サンプルが得られる。サンプルをパラフィンに包埋することができ、そし
てその場合、組織サンプルは、例えばＶＭＳＩ　ＥＺＰｒｅｐ溶液を用いることにより、
脱パラフィン処理される。次に、ＶＭＳＩ　ＣＣ１を用いて細胞コンディショニングおよ
び抗原回復を行う。ヒト抗ラムダ（Ｄａｋｏから入手可能）のような一次ポリクローナル
抗体を本願に開示されるハプテンの態様にコンジュゲーションした。コンジュゲーション
は、典型的に、抗体のＦｃ領域で起こった。Ｆｃ領域にコンジュゲーションすることは、
結合が抗体特異性に影響を及ぼす可能性を減らす。有効量の一次抗体を含んでなる溶液を
有効な期間にわたって組織に適用する。実用的態様のために有効濃度は約１０μｇ／ｍｌ
の一次抗体であり、そして有効な期間は約６０分であった。次に、組織サンプルを洗浄す
る。その後で、潜在的抗ハプテン抗体（例えば、ＫＬＨ－ＣＧＴ１－１．１＋５－２７Ｆ
０９－０２Ｅ０１）を組織サンプルに約６０分のような有効な期間にわたって適用する。
次に、ＶＭＳＩ　Ｏｍｎｉ　Ｍａｐ　ＤＡＢ染色のような任意の適当な手段を用いて抗体
を検出する。
【０６９４】
　潜在的抗ハプテン抗体の自動免疫組織化学（ＩＨＣ）スクリーニングをＶＭＳＩ　Ｄｉ
ｓｃｏｖｅｒｙ　ＸＴおよびガラススライド上のホルマリン固定パラフィン包埋ヒト扁桃
腺組織を用いて行った。組織サンプルは最初に脱パラフィン処理、抗原回復を受け、続い
て興味のあるハプテンに連結された一次抗体、潜在的抗ハプテン抗体および検出抗体を加
える。検出抗体は、ＶＭＳＩからの色素原検出試薬を用いて視覚化される。染色されたス
ライドを顕微鏡下で手動でスクリーニングした。正しい一次抗体染色パターンを有するサ
ンプルを潜在的抗ハプテン候補として選択した。選択性および特異性を試験するために、
候補抗ハプテン細胞融合産物を上記に詳述した同じ染色方法下で異なる化学クラスのハプ
テンにコンジュゲーションした一次抗体を用いてさらにスクリーニングする。
【０６９５】
　図６は、本発明のニトロピラゾールハプテンの開示される態様にコンジュゲーションし
た一次抗体を用いる抗ハプテン抗体検出のＩＨＣ陽性染色を示す顕微鏡写真である。図６
は、検出可能な標識に連結された本発明のハプテンを用いたサンプルにおける標的の視覚
化を明白に示す。
【０６９６】
　図７は、抗ニトロピラゾール抗体のような抗ハプテン抗体およびフェニルチオ尿素のよ
うな本発明のハプテンのクラスの開示される態様にコンジュゲーションした一次抗体を用
いるＩＨＣ陰性染色を示す顕微鏡写真である。図７は、検出可能な標識に連結された本発
明のハプテンを用いたサンプルにおける標的の視覚化を明白に示す。
【０６９７】
　本発明の態様は多重化、すなわち、サンプルにおける多数の標的の同時検出に有用であ
る。この方法の１つの態様を図８に図式的に例示する。図８は、組織サンプル１２０のよ
うなサンプルは：Ｋｉ－６７（１２２）［Ｇ１期から有糸分裂まで蓄積するタンパク質抗
原、そこでそれはその最高含有量で見出される。中間期の間、Ｋｉ－６７タンパク質は主
に核小体と会合している。有糸分裂中に、それは染色体との密接な会合を示す。Ｋｉ－６
７は増殖する（Ｇ１、Ｓ、Ｇ２期および有糸分裂）細胞の核に存在するが、静止もしくは
休止細胞（Ｇ０期）の核には存在しない。最近、Ｋｉ－６７タンパク質はＭＰＭ－２抗原
のファミリーに属することおよび有糸分裂中のＫｉ－６７タンパク質のリン酸化は染色体
の凝縮および姉妹染色分体の分離と関連していることが示された。Ｋｉ－６７タンパク質
のＣ末端ドメインはインビトロおよびインビボで哺乳類ヘテロクロマチンタンパク質１（
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ＨＰ１）ファミリーの全ての３つのメンバーに結合することができ、高次クロマチン構造
の制御におけるＫｉ－６７タンパク質の役割を示唆する］；ＣＤ３抗原（１２４）［ＣＤ
３は、Ｔリンパ球における活性化シグナルを生成するためにＴ細胞受容体（ＴＣＲ）と会
合する、哺乳類における３つの別個の鎖（ＣＤ３γ、ＣＤ３δおよびＣＤ３ε）からなる
タンパク質複合体である。ＴＣＲ、ζ鎖およびＣＤ３分子は一緒になってＴＣＲ複合体を
含んでなる。ＣＤ３γ、ＣＤ３δおよびＣＤ３ε鎖は、非常に近縁の細胞表面タンパク質
である］；カッパタンパク質（１２６）；ＣＤ２０（１２８）［Ｂ細胞活性化中に受容体
として機能すると考えられる正常および悪性ヒトＢ細胞上に発現される抗原］；ＣＤ－６
８抗原（１３０）［主にリソソームに位置する１１０ｋＤａの高度にグリコシル化された
膜貫通タンパク質］；およびラムダタンパク質（１３２）を包含する多数の標的を有し得
ることを例示する。次に、標的１２２、１２４、１２６、１２８、１３０および１３２の
各々の抗体が選択され、そして標的の抗体認識を可能にするのに有効な方法で組織サンプ
ル１２０に加えられる。例えば、Ｋｉ－６７（１２２）は、ＢＦハプテン１３６にコンジ
ュゲーションした一次抗体１３４により認識されることができる。次に、抗ＢＦ抗体１３
８によるＢＦハプテンの認識を可能にするのに有効な方法で抗ＢＦモノクローナル抗体１
３８がサンプルに加えられる。抗ＢＦモノクローナル抗体１３８は、Ｑｄｏｔ５８５のよ
うな検出可能な標識１４０を含む。様々なＱｄｏｔの発光スペクトルは、ｗｗｗ.ｎｉａ
ｉｄ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｖｒｃ／ｐｄｆ／ｆｉｇ３＿ｑｄｏｔ＿ｓｐｅｃｔｒａ．ｐｄｆ
で提供される。Ｑｄｏｔ５８５は、黄色－橙色の光を生成する。この方法は、記述される
ものから変更できることを当業者は認識する。例えば、ハプテン１３６はＢＲである必要
はなく、また検出可能な標識１４０はＱｄｏｔ５８５、さらにはＱｄｏｔである必要はな
い。むしろ、本明細書に記述されるようなそして当業者に既知であるようなハプテンおよ
びシグナル生成部分の全ての様々な組み合わせを本発明を実施するために用いることがで
きる。
【０６９８】
　引き続き図７に関して、ＣＤ３（１２４）は、ビオチン１４４にコンジュゲーションし
た一次抗体１４２により認識されることができる。この特徴は、ビオチンのような既知の
薬剤をハプテン、ハプテンコンジュゲートおよびその組成物の開示される態様と組み合わ
せて使用することができる本発明の別の態様を例示する。次に、抗ビオチン抗体１４６に
よるビオチンの認識を可能にするのに有効な方法で抗ビオチンモノクローナル抗体１４６
がサンプルに加えられる。抗ビオチンモノクローナル抗体１４６は、青みがかった緑色を
生成するＱｄｏｔ５２５のような検出可能な標識１４８を含む。
【０６９９】
　カッパ（１２６）は、ジニトロフェニルハプテン１５２にコンジュゲーションした一次
抗体１５０により認識されることができる。次に、抗ＤＮＰ抗体１５４によるＤＮＰハプ
テンの認識を可能するのに有効な方法で抗ＤＮＰモノクローナル抗体１５４がサンプルに
加えられる。抗ビオチンモノクローナル抗体１５４は、橙色を生成するＱｄｏｔ６０５の
ような検出可能な標識１５６を含む。
【０７００】
　ＣＤ２０（１２８）は、ニトロフェニルハプテン１６０にコンジュゲーションした一次
抗体１５８により認識されることができる。次に、抗ＮＰ抗体１６２によるＮＰ１６０の
認識を可能するのに有効な方法で抗ＮＰモノクローナル二次抗体１６２がサンプルに加え
られる。抗ＮＰモノクローナル抗体１６２は、薄赤色を生成するＱｄｏｔ６５５のような
検出可能な標識１６４を含む。
【０７０１】
　ＣＤ－６８（１３０）は、ＴＳハプテン１６８にコンジュゲーションした一次抗体１６
６により認識されることができる。次に、抗ＴＳ抗体１７０によるＴＳ１６８の認識を可
能するのに有効な方法で抗ＴＳモノクローナル二次抗体１７０がサンプルに加えられる。
抗ＴＳモノクローナル抗体１７０は、薄緑色を生成するＱｄｏｔ５６５のような検出可能
な標識１７２を含む。
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【０７０２】
　ラムダ（１３２）は、ロテノンハプテン１７６にコンジュゲーションした一次抗体１７
４により認識されることができる。次に、抗Ｒｏｔ抗体１７８によるＲｏｔ１７６の認識
を可能するのに有効な方法で抗Ｒｏｔモノクローナル二次抗体１７８がサンプルに加えら
れる。抗Ｒｏｔモノクローナル抗体１７８は、暗赤色を生成するＱｄｏｔ７０５のような
検出可能な標識１８０を含む。従って、異なるシグナル生成部分を使用することにより、
所望され得るように、いくつかの異なるサンプル標的を実質的に同時にもしくは逐次視覚
化することができる。
【０７０３】
　実用的態様は、検出可能な標的を視覚化するために、多数の異なるハプテンおよびそれ
に対する抗体を使用している。図９は、そのような方法の結果を例示する。図９は、多数
のハプテンおよびそれに対する抗体を用いて生成される染色画像である。図９は、タンパ
ク質の視覚化を明白に示す。
【０７０４】
　本発明の態様はまた、異なるタイプの多重化、すなわち、サンプルにおけるタンパク質
および核酸標的のような標的の多数の異なるタイプの同時検出を実施するためにも有用で
ある。これは、Ｈｅｒ２（ヒト上皮増殖因子受容体２）に関して図１０に図式的に例示さ
れる。Ｈｅｒ２は、細胞が増殖し、分裂しそしてそれら自身を修復する方法を制御するの
に役立つ遺伝子である。Ｈｅｒ２癌原遺伝子は、固有のチロシンキナーゼ活性を有する１
８５ｋＤａの膜貫通糖タンパク質をコードする。Ｈｅｒ２遺伝子の増幅およびその産物の
過剰発現は、細胞トランスフォーメーションを引き起こす。ヒト乳房腫瘍の１０％～４０
％において過剰発現される、ｐ１８５（Ｈｅｒ２）の予後関連性が多数の研究により示さ
れている。
【０７０５】
　図１０は、蛍光イメージングを例示する。図１０に例示されるように、プローブがＨｅ
ｒ２遺伝子と複合体形成することを可能にするのに有効な方法でハプテン標識Ｈｅｒ２プ
ローブ２００がサンプルに加えられる。プローブ２００は、本明細書に開示されるハプテ
ンの態様を包含する任意の既知のハプテンであることができるハプテン２０２を含む。図
１０は、ジニトロフェニルハプテン２０２を用いることを例示する。次に、複合体形成し
た遺伝子を抗ハプテン抗体２０４で処理する。抗ハプテン抗体２０４は、Ｑｄｏｔ５６５
のような検出可能な標識２０６を含む。
【０７０６】
　Ｈｅｒ２タンパク質の認識を可能にするのに有効な方法で抗ｈｅｒ２　４Ｂ５ウサギ抗
体のような抗Ｈｅｒ２タンパク質抗体２０８がサンプルに加えられる。抗Ｈｅｒ２抗体２
０８は、少なくとも１つのハプテン２１０および潜在的に複数のハプテン２１０を含み、
それらは同じかもしくは異なることができる。図１０に例示される態様は、ビオチンを用
いる方法を例示する。次に、二次抗体２１２とハプテン（１つもしくは複数）２１０の複
合体形成を可能にするのに有効な方法で抗ハプテン二次抗体２１２がサンプルに加えられ
る。抗ハプテン二次抗体２１２は、Ｑｄｏｔ６５５のような検出可能な標識２１４を含む
。従って、図１０に例示される態様は、遺伝子および遺伝子産物の多重化検出を可能にす
る。
【０７０７】
　図１１は、そのような多重化発色検出の結果を例示する。図１１は、抗ビオチンおよび
抗ジニトロフェニル抗体を用いることによるような、タンパク質および２つの遺伝子の検
出を示す染色画像である。
【０７０８】
　ＩＸ．試験キット
　本発明の開示される態様は、１つには、本発明の方法の様々な態様を実施するためのキ
ットを提供する。そのようなキットの例には、コレステロール分析に有用なもの、妊娠キ
ット、癌診断キットなどが包含される。本発明の試験キットは、典型的に、ハプテン－抗
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体コンジュゲートおよび／もしくはハプテン－核酸プローブコンジュゲートを包含する少
なくとも１つのハプテン－特異的結合分子コンジュゲートのような本発明のハプテンコン
ジュゲート、ならびに抗ハプテン抗体、特に検出可能な標識にコンジュゲーションした抗
ハプテン抗体を有する。
【０７０９】
　具体例として、キットは阻害剤のような薬物治療に対する哺乳類腫瘍の反応性を特性化
するために提供される。特定の例には、ｍＴＯＲ経路の阻害剤またはＥＧＦ経路、ｍＴＯ
Ｒ経路もしくは両方におけるポリペプチドの発現、リン酸化もしくは両方を検出すること
ができる少なくとも２つの試薬、好ましくは抗体を含んでなる二重ｍＴＯＲ経路阻害剤お
よびＥＧＲ経路阻害剤が包含されるがこれらに限定されるものではない。例えば、キット
は、ＥＲＫのリン酸化形態に結合するか、ＭＥＫのリン酸化形態に結合するか、ＨＩＦ－
１αに結合するか、もしくはｍＴＯＲに結合する少なくとも２、３、もしくは４つの試薬
を含有することができる。さらに、キットは、さらなる抗体が包含されるがこれらに限定
されるものではない、上記に同定される試薬以外のさらなる成分を含むことができる。そ
のようなキットは、例えば、特定の患者に適切な治療を選択することに補助として臨床医
もしくは医師により使用されることができる。
【０７１０】
　Ｘ．自動化態様
　ハプテンコンジュゲートを使用するための本明細書に開示される方法の態様は自動化で
きることを当業者は認識する。Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎ
ｃ．は、米国特許第５，６５０，３２７号、第５，６５４，２００号、第６，２９６，８
０９号、第６，３５２，８６１号、第６，８２７，９０１号および第６，９４３，０２９
号、ならびに米国公開出願第２００３０２１１６３０号および第２００４００５２６８５
号を包含する、自動分析を行うための系および方法を開示する多数の米国特許の譲受人で
あり、これらの各々は引用することにより本明細書に組み込まれる。
【０７１１】
　ハプテン染色方法の特定の態様は、様々な自動化方法を用いて行われた。典型的な実用
的態様に関するさらなる詳細は、実用的実施例に提供される。
【０７１２】
　ＸＩ．実用的実施例
　以下の実施例は、実用的態様のある特定の特徴を例示するために提供される。本発明の
範囲は、以下の実施例により例示される特徴に限定されない。
【０７１３】
材料
　ＤＴＴはＡｌｄｒｉｃｈから購入し、そして量子ドットはＱｕａｎｔｕｍ　Ｄｏｔ，Ｃ
ｏ．から購入し、そして受け取ったままで使用した。ＮＨ2－ｄＰＥＧ8－ＣＯ2Ｈ、ＮＨ2

－ｄＰＥＧ8－ＯＨ、ＮＨＳ－ｄＰＥＧ12－ＭＡＬおよびＮＨＳ－ｄＰＥＧ4－ＭＡＬは、
Ｑｕａｎｔａ　ＢｉｏＤｅｓｉｇｎから購入した。ヤギ抗ビオチンは、Ｓｉｇｍａから凍
結乾燥して受け取った。抗体濃度は、ε280＝１．４ｍｌｍｇ-1ｃｍ-1を用いて計算した
。量子ドット濃度は、６０５ｎｍ発光量子ドット（ＱＤ605）にはε601(±3)＝６５００
００Ｍ-1ｃｍ-1そしてＱＤ６５５にはε645(±3)＝７０００００Ｍ-1ｃｍ-1を用いて決定
した。１８．２ＭΩの抵抗に達するために脱イオン水をＭｉｌｌｉ－Ｑ　Ｂｉｏｃｅｌシ
ステムに通した。バッファー交換は、ＰＤ－１０カラム（ＧＥ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
）上で行った。サイズ排除クロマトグラフィー（ＳＥＣ）は、既知の分子量のタンパク質
基準で標準化したＡｋｔａ　ｐｕｒｉｆｉｅｒｓ（ＧＥ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で
行った。流速は、ＰＢＳ、ｐＨ７．５を流すＳｕｐｅｒｄｅｘ　２００　ＧＬ　１０／３
００（ＧＥ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で０．９ｍｌ／分であった。
【実施例１】
【０７１４】
　本実施例は、ロテノンイソオキサゾリンの合成に関する。
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【０７１５】
【化２１３】

【０７１６】
　ロテノン（２０．００ｇ、５０．７ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）およびヒドロキシルアミ
ン塩酸塩（３５．２０ｇ、５０７ｍｍｏｌ、１０．０ｅｑ．）を無水エタノール（６００
ｍＬ）に懸濁／溶解した。水（１２０ｍＬ）中の水酸化ナトリウム（２４．３０ｇ、６０
８ｍｍｏｌ、１２ｅｑ．）の溶液を攪拌懸濁液に加え、そして３時間還流させた。反応物
を室温まで冷却した後に、溶液を濾過し、そして濾液を約１５０ｍＬの容量まで真空中で
減らした。減らした濾液を水（２００ｍＬ）で希釈し、そして塩化メチレン（各２００ｍ
Ｌ）で３回抽出した。塩化メチレン洗浄液を合わせ、無水硫酸マグネシウム上で乾燥させ
、濾過し、そして溶媒を真空下で除いた。得られる物質（２０ｇ）を塩化メチレン（１０
ｍＬ）に溶解し、そして３３０グラムのカラムを使用しそして塩化メチレン～２０％メタ
ノール／塩化メチレン勾配を用いて溶出するフラッシュクロマトグラフィー（Ｉｓｃｏ　
Ｃｏｍｂｉｆｌａｓｈ）により精製した。所望の化合物（６．１７ｇ、３０％）を前の溶
出画分として単離した。純度はＨＰＬＣにより、そして構造は1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲおよび
ＭＳにより決定した。
【実施例２】
【０７１７】
　本実施例は、ロテノンイソオキサゾリン酢酸の合成に関する。
【０７１８】

【化２１４】

【０７１９】
　ロテノンイソオキサゾリン（３．５３ｇ、８．６２ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を無水ジ
メチルホルムアミド（８０ｍＬ）において攪拌／懸濁した。ブロモ酢酸（２８．１０ｇ、
８６．２ｍｍｏｌ、１０．０ｅｑ．）を窒素下で加えた。炭酸セシウム（２８．１ｇ、８
６．２ｍｍｏｌ、１０．０ｅｑ．）および酸化銀（２．９９ｇ、１２．９ｍｍｏｌ、１．
５ｅｑ．）を加え、そして反応物を窒素下で周囲温度で２１時間攪拌した。反応混合物を
塩化メチレン（１２０ｍＬ）で希釈し、濾過し、そして溶媒を真空中で除いた。残留物を
塩化メチレン（１５ｍＬ）に溶解し、そして塩化メチレン中０～１０％メタノールの勾配
で１２０グラムのＲｅｄｉｓｅｐカラムを用いてクロマトグラフィーにかけた（Ｉｓｃｏ
　ＣｏｍｂｉＦｌａｓｈ）。所望の化合物を含有する画分を合わせ、そして真空下で濃縮
して２．９８ｇ（７４％）を生成せしめた。純度はＨＰＬＣにより、そして構造は1Ｈ／1



(161) JP 6691092 B2 2020.4.28

10

20

30

40

3Ｃ－ＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例３】
【０７２０】
　本実施例は、ジアザピノンエステルの合成に関する。
【０７２１】
【化２１５】

【０７２２】
　１，３－ジヒドロ－４－（２－ヒドロキシフェニル）－２Ｈ－１，５－ベンゾジアザピ
ン－２－オン（２．８３７ｇ、１１．２ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ）を４０ｍＬのＤＭＦにお
いて攪拌－懸濁し、３４ｍＬ（３４ｍｍｏｌ、３．０ｅｑ）のカリウムｔｅｒｔ－ブトキ
シドの１．０Ｍ（ＴＨＦ中）溶液を加え、１．６ｍＬ（１３．５ｍｍｏｌ、１．２ｅｑ）
のヨード酢酸エチルを加え、そして反応物をＮ2下で３時間攪拌した。次に、さらに１．
６ｍＬ（１３．５ｍｍｏｌ、１．２ｅｑ）のヨード酢酸エチルを加え、そして攪拌を２時
間続けた。次に、反応物を１００ｍＬの水に注ぎ込み、そしてＥｔＯＡｃ（３ｘ１００ｍ
Ｌ）で抽出した。ＥｔＯＡｃ抽出物を合わせ、ＭｇＳＯ4上で乾燥させ、溶媒を真空中で
除き、そして得られる油をＥｔＯＡｃ／ヘキサン（２０／８０）で溶出するフラッシュク
ロマトグラフィーにより精製した。８０６ｍｇ（２１％の収率）が得られた。純度はＨＰ
ＬＣにより、そして構造はＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例４】
【０７２３】
　本実施例は、ジアザピノン酸の合成に関する。
【０７２４】

【化２１６】

【０７２５】
　ジアザピンエステル（９９９ｍｇ、２．９５ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ）を３０ｍＬのＭｅ
ＯＨに溶解し、１５ｍＬの水に溶解した９４４ｍｇ（２３．６ｍｍｏｌ、８．０ｅｑ）の
水酸化ナトリウムを加え、そして反応物を４０分間攪拌した。次に、反応物を７５ｍＬの
水で希釈し、６Ｍ　ＨＣｌでｐＨを４未満に調整し、そしてＥｔＯＡｃ（３ｘ７５ｍＬ）
で抽出した。ＥｔＯＡｃ抽出物を合わせ、ＭｇＳＯ4上で乾燥させ、そして溶媒を真空中
で除いた。８６５ｍｇ（９４％の収率）が得られた。純度はＨＰＬＣにより、そして構造
はＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例５】
【０７２６】
　本実施例は、ポドフィロトキシンからのオキソポドフィロトキシンの合成に関する。
【０７２７】
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【化２１７】

【０７２８】
　ポドフィロトキシン（３．１５ｇ、７．６１ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ）を５０ｍＬのＤＣ
Ｅに溶解し、酸化マンガン（ＩＶ）（６．６ｇ、７６ｍｍｏｌ、１０ｅｑ．）を加え、そ
して反応混合物を１時間還流させた。追加の酸化マンガン（ＩＶ）（６．６ｇ、７６ｍｍ
ｏｌ、１０ｅｑ．）を加え、そして還流をさらに５時間続け、次に反応物を室温で６０時
間攪拌した。次に、反応物をセライトを通して濾過して赤色－褐色の溶液を生成せしめ、
濾液溶媒を真空中で除き、そして得られる残留物をＥｔＯＨから再結晶化した。１．９６
８ｇ（６３％の収率）が得られた。純度はＨＰＬＣにより、そして構造はＮＭＲおよびＭ
Ｓにより決定した。
【実施例６】
【０７２９】
　本実施例は、ピラゾポドフィリン酸（ｐｙｒａｚｏｐｏｄｏｐｈｙｌｌｉｃ　ａｃｉｄ
）の合成に関する。
【０７３０】

【化２１８】

【０７３１】
　オキソポドフィロトキシン（２００ｍｇ、０．４８５ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ）を１０ｍ
ＬのＥｔＯＨにおいて攪拌－懸濁した。メトキシフェニルヒドラジン塩酸塩（１１０ｍｇ
、０．６３１ｍｍｏｌ、１．３ｅｑ）を加え、ピリジン（０．３００ｍＬ、３．７１ｍｍ
ｏｌ、７．６ｅｑ）を加え、そして反応混合物をＮ2下で９５℃で１８時間攪拌した。次
に反応物を冷却させ、２０ｍＬの飽和重炭酸ナトリウムに注ぎ込み、そしてＥｔＯＡｃ（
３ｘ２０ｍＬ）で抽出した。ＥｔＯＡｃ抽出物を合わせ、ＭｇＳＯ4上で乾燥させ、溶媒
を真空中で除き、そして得られる残留物をＤＣＭ／ＭｅＯＨ（９８／２）で溶出するフラ
ッシュクロマトグラフィーにより精製した。１２１ｍｇ（４７％の収率）が得られた。純
度はＨＰＬＣにより、そして構造はＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例７】
【０７３２】
　本実施例は、ハプテンカルボン酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエステルの典型的な
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合成に関する。
【０７３３】
【化２１９】

【０７３４】
　ハプテンカルボン酸（５．０ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を５０ｍｌの丸底フラスコにお
いて１０ｍｌの乾式ＤＣＭに溶解した。溶液を乾燥窒素で覆い（ｂｌａｎｋｅｔｅｄ）、
そしてＮＨＳ（５．５ｍｍｏｌ、１．１ｅｑ．）、続いてＤＣＭ（６．０ｍｍｏｌ、１．
２ｅｑ．）中１．０ＭのＤＣＣおよびトリエチルアミン（６．０ｍｍｏｌ、１．２ｅｑ．
）を加えた。反応物を乾燥窒素下で室温で１６時間攪拌させ、この時点で溶媒を真空下で
除いた。残留物を２ｍｌの乾式ＤＣＭに溶解し、そして濾過して尿素副産物を除いた。次
に、フィルターケーキを０．５ｍｌの乾式ＤＣＭで２回洗浄した。次に、合わせたＤＣＭ
部分を真空下で乾燥させてハプテンＮＨＳエステルを生成せしめ、それをさらに精製せず
に使用した。
【実施例８】
【０７３５】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－カルボン酸の典型的な合成に関する。
【０７３６】

【化２２０】

【０７３７】
　ハプテンＮＨＳエステルもしくはハプテンアシルクロリド（５．０ｍｍｏｌ、１．０ｅ
ｑ．）を５０ｍｌの丸底フラスコにおいて１０ｍｌの乾式ＤＣＭに溶解した。溶液を乾燥
窒素で覆い、そしてアミノ－ｄＰＥＧ8－カルボン酸（５．５ｍｍｏｌ、１．１ｅｑ．）
、続いてトリエチルアミン（６．０ｍｍｏｌ、１．２ｅｑ．）を加えた。反応物を乾燥窒
素下で室温で１６時間攪拌させ、この時点で溶媒を真空下で除いた。残留物を最小量のメ
タノールに溶解し、そして分取ＨＰＬＣにより精製した。次に、適切な画分をプールし、
そして高真空下で乾燥させて純粋なハプテン－ｄＰＥＧ8－酸を生成せしめた。
【０７３８】
【化２２１】

【０７３９】
　あるいはまた、スキーム１０におけるチアゾールに基づくハプテンおよびスキーム１５
におけるアゾアリールに基づくハプテンのような、スルホニルクロリド部分を有するハプ
テンを同じ化学量論および反応条件下でアミノ－ｄＰＥＧ8－カルボン酸に直接連結して
ハプテンスルファミド－ｄＰＥＧ8－カルボン酸を生成せしめることができた。
【実施例９】
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【０７４０】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－カルボン酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミジルエス
テルの典型的な合成に関する。
【０７４１】
【化２２２】

【０７４２】
　ハプテン－ｄＰＥＧ8－カルボン酸（５．０ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を５０ｍｌの丸
底フラスコにおいて１０ｍｌの乾式ＤＣＭに溶解した。溶液を乾燥窒素で覆い、そしてＮ
ＨＳ（５．５ｍｍｏｌ、１．１ｅｑ．）、続いてＤＣＭ（６．０ｍｍｏｌ、１．２ｅｑ．
）中１．０ＭのＤＣＣおよびトリエチルアミン（６．０ｍｍｏｌ、１．２ｅｑ．）を加え
た。反応物を乾燥窒素下で室温で１６時間攪拌させ、この時点で溶媒を真空下で除いた。
残留物を２ｍｌの乾式ＤＣＭに溶解し、そして濾過して尿素副産物を除いた。次に、フィ
ルターケーキを０．５ｍｌの乾式ＤＣＭで２回洗浄した。次に、合わせたＤＣＭ部分を真
空下で乾燥させてハプテン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳエステルを生成せしめ、それをさらに精
製せずに使用した。
【実施例１０】
【０７４３】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－ヒドラジドの典型的な合成に関する。
【０７４４】

【化２２３】

【０７４５】
　ハプテン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳエステル（１．０ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を２５ｍｌ
の丸底フラスコにおいて５ｍｌの乾式ＤＣＭに溶解した。溶液を乾燥窒素で覆い、そして
ＢＯＣヒドラジド（１．２ｍｍｏｌ、１．２ｅｑ．）を加えた。反応物を乾燥窒素下で室
温で１６時間攪拌させ、この時点で溶媒を真空下で除いた。次に、残留物を１０ｍｌのジ
オキサン中４Ｎ　ＨＣｌに溶解し、そして室温で３時間攪拌した。次に、溶媒を真空下で
除き、そして残留物を分取ＨＰＬＣにより精製して純粋なハプテン－ｄＰＥＧ8－ヒドラ
ジドを生成せしめた。
【実施例１１】
【０７４６】
　以下の実施例は、エチレンジアミンをハプテン－ＮＨＳ、－スルホニルクロリド、－酸
クロリドもしくは１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼンと反応させることによるハプ
テン－エチルアミンの典型的な合成に関する。
【０７４７】
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【０７４８】
　ハプテン－ＮＨＳエステル、ハプテン－スルホニルクロリド、ハプテン－酸クロリドも
しくは１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン（１ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を無水塩
化メチレン（１０ｍＬ）に溶解し、そして窒素および周囲条件下で無水塩化メチレン（１
０ｍＬ）中のエチレンジアミン（２０ｍｍｏｌ、２０ｅｑ．）の溶液に滴下して加えた。
反応混合物を１時間攪拌し、そして溶媒を真空中で除いた。残留物を適切な溶媒に溶解し
、そしてフラッシュシリカゲル上でもしくは分取ＨＰＬＣによりクロマトグラフィーにか
けた。典型的な収率は、３０～６０％であった。純度はＨＰＬＣにより、そして構造は1

Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例１２】
【０７４９】
　本実施例は、Ｎ－ブトキシカルボニルエチレンジアミンをハプテン－ＮＨＳエステル、
－スルホニルクロリド、－酸クロリドもしくは１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン
と反応させることに関する。
【０７５０】
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【化２２５】

【０７５１】
　ハプテン－ＮＨＳエステル、ハプテン－スルホニルクロリド、ハプテン－酸クロリドも
しくは１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン（１．０ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を無
水塩化メチレン（１０ｍＬ）に溶解し、そして窒素および周囲条件下で無水塩化メチレン
（１０ｍＬ）中のＮ－ブトキシカルボニルエチレンジアミン（１．０ｍｍｏｌ、１．０ｅ
ｑ．）の溶液に滴下して加えた。反応混合物を２時間攪拌し、そして溶媒を真空中で除い
た。残留物を適切な溶媒に溶解し、そしてフラッシュシリカゲル上でもしくは分取ＨＰＬ
Ｃによりクロマトグラフィーにかけた。典型的な収率は、２０～４０％であった。純度は
ＨＰＬＣにより、そして構造は1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例１３】
【０７５２】
　本実施例は、ハプテン－ＢＯＣ－エチレンジアミン化合物を脱保護することに関する。
【０７５３】

【化２２６】

【０７５４】
　ハプテン－ＢＯＣ－エチレンジアミン（１．０ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を無水塩化メ
チレン（２．０ｍＬ）に溶解した。トリフルオロ酢酸（２．０ｍＬ）を周囲条件下で加え
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使用した。典型的な収率は、９０～９５％であった。純度はＨＰＬＣにより、そして構造
は1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例１４】
【０７５５】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－マレイミドの典型的な合成に関する。
【０７５６】
【化２２７】

【０７５７】
　ハプテン－エチレンジアミン誘導体（１．０ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．）を無水ジメチル
ホルムアミド（５．０ｍＬ）に溶解し、そしてトリエチルアミン（４．０ｍｍｏｌ、４．
０ｅｑ．）を加え、そして窒素下で周囲条件で攪拌した。ＭＡＬ－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳ（
１．０ｍｍｏｌ、１．０ｅｑ．、Ｑｕａｎｔａ　ＢｉｏＤｅｓｉｇｎ）を無水ジメチルホ
ルムアミド（５．０ｍＬ）に溶解し、そしてハプテン－エチレンジアミン溶液に加えた。
反応物を窒素下で周囲条件で一晩攪拌した。溶媒を真空下で除き、そして分取ＨＰＬＣに
より精製した。典型的な収率は、７０～９０％であった。純度はＨＰＬＣにより、そして
構造は1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲおよびＭＳにより決定した。
【実施例１５】
【０７５８】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ7－アルコールの典型的な合成に関する。
【０７５９】
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【化２２８】

【０７６０】
　２５ｍｌのＲＢフラスコにおいて、ハプテン－ＮＨＳエステル、ハプテン－スルホニル
クロリド、ハプテン－酸クロリドもしくは１－フルオロ－２，４－ジニトロベンゼン（１
．０ｅｑ．、２．７ｍｍｏｌ）を５ｍｌの乾式ＤＭＦ中でアミノ－ｄＰＥＧ7－アルコー
ル（１．０ｅｑ．、２．７ｍｍｏｌ、Ｑｕａｎｔａ　ＢｉｏＤｅｓｉｇｎ）と反応させる
。次に、反応物を乾燥窒素で覆い、そして室温で１６時間攪拌する。溶媒を真空下で除き
、そして目的アルコールをシリカゲルクロマトグラフィーもしくは分取ＨＰＬＣのいずれ
かにより精製する。生成物純度および同一性は、ＨＰＬＣ、ＭＳおよび1Ｈ／13Ｃ－ＮＭ
Ｒにより決定した。
【実施例１６】
【０７６１】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ7－メシレートの典型的な方法に関する。
【０７６２】

【化２２９】

【０７６３】
　ハプテン－ｄＰＥＧ7－アルコールを２５ｍｌのＲＢフラスコにおいて無水ＤＭＦ（７
ｍＬ）に溶解した。フラスコを乾燥窒素でパージし、そして塩化メシル（１．１ｅｑ．）
をシリンジによって加えた。溶液を室温で２分間攪拌し、その後で無水トリエチルアミン
（２．２ｅｑ．）を約２０分にわたって加えた。反応物を室温で１６時間攪拌し、その後
で溶媒を真空下で除いた。残留物を乾式ＤＣＭに溶解し、そしてシリカゲルクロマトグラ
フィーによって精製して溶媒を真空下で除いた後にメシレートを生成せしめた。生成物純
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度および同一性は、ＨＰＬＣ、ＭＳおよび1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲにより決定した。
【実施例１７】
【０７６４】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ7－ヨージドの典型的な方法に関する。
【０７６５】
【化２３０】

【０７６６】
　ハプテン－ｄＰＥＧ7－メシレートを乾式アセトン（１０ｍＬ）に溶解し、そしてヨウ
化ナトリウム（１０ｅｑ．）の存在下で３時間還流させることによりヨウ化物に転化した
。純粋なヨウ化物がシリカゲルクロマトグラフィー後に得られた。生成物純度および同一
性は、ＨＰＬＣ、ＭＳおよび1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲにより決定した。
【実施例１８】
【０７６７】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ7－カルボジイミドの典型的な方法に関する。
【０７６８】
【化２３１】

【０７６９】
　ハプテン－ｄＰＥＧ7－ヨージドを乾式ＤＭＦ（１０ｍＬ）に溶解し、そして窒素下で
エチル－Ｎ，Ｎ－ジメチルプロピルカルボジイミド（１０ｅｑ．）で処理した。乾燥窒素
下で室温で１６時間攪拌した後に、溶媒を真空下で除いて所望のカルボジイミドおよび過
剰のエチル－Ｎ，Ｎ－ジメチルプロピルカルボジイミドからなる二相系を生成せしめた。
後者をデカンテーションして分離し、そして所望の生成物を高真空下で乾燥させた。生成
物純度および同一性は、ＨＰＬＣ、ＭＳおよび1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲにより決定した。
【実施例１９】
【０７７０】
　本実施例は、４－アミノ－デオキシシチジン３リン酸－ｄＰＥＧ8－ハプテンを製造す
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る典型的な方法に関する。
【０７７１】
【化２３２】

【０７７２】
　４－アミノ－デオキシシチジン３リン酸（１．０ｅｑ．トリエチルアンモニウム塩とし
て）を無水ＤＭＳＯに溶解して０．０１Ｍ溶液を生成せしめた。無水ＤＭＳＯ中のハプテ
ン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳ（１．１ｅｑ）の溶液を４－アミノ－デオキシシチジン３リン酸
に加え、そして窒素下で１６～２４時間攪拌した。Ｗａｔｅｒｓ　Ｓｕｎｆｉｒｅ　ＯＢ
Ｄ分取カラム（１０μｍ、Ｃ１８、５０ｘ２５０ｍｍ）を使用しそしてアセトニトリル：
水：０．８Ｍ炭酸トリエチルアンモニウムの勾配（３０分にわたって１：８３：１６～２
５：５９：１６）で溶出する分取ＨＰＬＣにより４－アミノ－デオキシシチジン３リン酸
－ｄＰＥＧ8－ハプテンを精製した。純粋画分を合わせ、凍結乾燥させ、そして最小量の
ＤＩ水に再溶解した。水溶液をナトリウムイオン交換カラム（ＳＰセファデックスＣ－２
５、ＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ）に通した。４－アミノ－デオキシシチジン３リン
酸－ｄＰＥＧ8－ハプテンのナトリウム塩を一定重量まで凍結乾燥させ、そしてＨＰＬＣ
、1Ｈ／13Ｃ－ＮＭＲおよびＭＳにより特性化した。
【実施例２０】
【０７７３】
　本実施例は、免疫原性担体タンパク質およびハプテン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳで免疫原を
製造する典型的な方法に関する。キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、ウシサ
イログロブリン（ＢｔＧ）もしくはウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）のような凍結乾燥した
免疫原性担体タンパク質を１．０ｍＬのＰＢＳ、ｐＨ７．２において再構成して約１０ｍ
ｇ／ｍＬのタンパク質溶液を生成せしめた。ハプテン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳ（ＫＬＨには
３００ｅｑ．、ＢｔＧには１５０ｅｑ．もしくはＢＳＡには６０ｅｑ．）を１００μＬの
ＤＭＦに溶解し、タンパク質溶液に加え、そして室温で一晩回転させた。反応物を０．２
μｍのＧＨＰシリンジフィルターに通し、そしてＰＢＳ、ｐＨ７．２でＧＥ　Ｌｉｆｅｓ
ｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　１０／３００　ＧＬカラム上で０．９ｍｌ
／分で実行するＡＫＴＡ　Ｐｕｒｉｆｉｅｒ上でのＳＥＣクロマトグラフィーにより精製
した。モノマー免疫原性タンパク質に対応する画分をプールし、そして集めた。ハプテン
標識タンパク質は、タンパク質濃度についてはＢＣＡタンパク質アッセイ（Ｐｉｅｒｃｅ
）、そしてハプテン負荷についてはフルオレスカミンリシンアッセイ（Ｂｉｏ－Ｔｅｋ）
により特性化した。
【実施例２１】
【０７７４】
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　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳと一次抗体をコンジュゲーションする典型
的な方法に関する。ＰＢＳ、ｐＨ７．０～７．５中のポリクローナルもしくはモノクロー
ナル抗体を無水ＤＭＳＯ中のハプテン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳ（２０ｅｑ．）の溶液で処理
して１０％ｖ／ｖを上回らないように最終ＤＭＳＯ濃度を与えた。反応物を室温でアンバ
ーバイアルにおいて１８時間回転させ、そして濾過し（０．２μｍのＧＨＰシリンジフィ
ルター）、その後でＰＢＳ、ｐＨ７．２でＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｕｐｅｒ
ｄｅｘ　２００　１０／３００　ＧＬカラム上で０．９ｍＬ／分で実行するＡＫＴＡ　Ｐ
ｕｒｉｆｉｅｒ上でのＳＥＣクロマトグラフィーにより精製した。典型的な収率は、抗体
当たり４～６個のハプテンのハプテン被覆率で７０～８０％であった。
【実施例２２】
【０７７５】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳで一次抗体上のＦｃ領域にコンジュゲーシ
ョンする典型的な方法に関する。ＰＢＳ、ｐＨ７．０～７．５中のポリクローナルもしく
はモノクローナル抗体を１００ｍＭの過ヨウ素酸ナトリウムの非緩衝水溶液で処理して２
０ｍＭの過ヨウ素酸塩の最終濃度を与えた。溶液を室温でアンバーバイアルにおいて２時
間回転させた。ＡＢＳ（０．１Ｍアセテート、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）でセ
ファデックスＧ－２５カラム（ＰＤ－１０、ＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ）に通すこ
とにより抗体を脱塩しそしてバッファーを交換した。酸化された抗体溶液をポリアクリル
アミドヒドラジド（５０ｅｑ）の非緩衝水溶液と反応させ（ポリアクリルアミドヒドラジ
ドを使用することに関するさらなる詳細は、２００７年５月２３日に出願されそして引用
することにより本明細書に組み込まれる、譲受人の同時係属出願第６０／９３１，５４６
号により提供される）、そして周囲温度で１時間インキュベーションした。シアノ水素化
ホウ素ナトリウム（１００ｅｑ．）を加え、そして反応物を一晩回転させた。ＰＡＨ－Ａ
ｂコンジュゲートをＡＢＳ、ｐＨ５．５でＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｕｐｅｒ
ｄｅｘ　２００　１０／３００　ＧＬカラム上で０．９ｍＬ／分で実行するＡＫＴＡ　Ｐ
ｕｒｉｆｉｅｒ上でのＳＥＣクロマトグラフィーにより精製した。無水ＤＭＳＯ中のハプ
テン－ｄＰＥＧ8－ＮＨＳ（２０ｅｑ．）を加えて１０％ｖ／ｖを上回らないように最終
ＤＭＳＯ濃度を与えた。ハプテン－ｄＰＥＧ8－ＰＡＨ－ＡｂコンジュゲートをＰＢＳ、
ｐＨ７．２でＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　１０／３０
０　ＧＬカラム上で０．９ｍＬ／分で実行するＡＫＴＡ　Ｐｕｒｉｆｉｅｒ上でのＳＥＣ
クロマトグラフィーにより精製した。
【実施例２３】
【０７７６】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－ヒドラジドで一次抗体上のＦｃ領域にコンジュゲ
ーションする典型的な方法に関する。ＰＢＳ、ｐＨ７．０～７．５中のポリクローナルも
しくはモノクローナル抗体を１００ｍＭの過ヨウ素酸ナトリウムの非緩衝水溶液で処理し
て２０ｍＭの過ヨウ素酸塩の最終濃度を与えた。溶液を室温でアンバーバイアルにおいて
２時間回転させた。ＡＢＳ（０．１Ｍアセテート、０．１５Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ５．５）
でセファデックスＧ－２５カラム（ＰＤ－１０、ＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ）に通
すことにより抗体を脱塩しそしてバッファーを交換した。酸化された抗体溶液を、ＤＭＳ
Ｏの最終濃度が１０％ｖ／ｖを上回らないように、ＤＭＳＯ中のハプテン－ｄＰＥＧ－ヒ
ドラジド（２０ｅｑ．）の溶液と室温で１時間反応させた。シアノ水素化ホウ素ナトリウ
ム（１００ｅｑ．）を加え、そして反応物を一晩回転させた。ハプテン－ｄＰＥＧ8－Ａ
ｂコンジュゲートをＰＢＳ、ｐＨ７．２でＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｕｐｅｒ
ｄｅｘ　２００　１０／３００　ＧＬカラム上で０．９ｍＬ／分で実行するＡＫＴＡ　Ｐ
ｕｒｉｆｉｅｒ上でのＳＥＣクロマトグラフィーにより精製した。
【実施例２４】
【０７７７】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－マレイミドと一次抗体をコンジュゲーションする
典型的な方法に関する。１００ｍＭリン酸塩、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５バッファー
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中のポリクローナルもしくはモノクローナル抗体の溶液にＤＴＴを２５ｍＭの最終濃度で
加えた。この混合物を正確に２５分間回転させ、その後で１００ｍＭリン酸塩、１ｍＭ　
ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５バッファーにおいてセファデックスＧ２５（ＰＤ－１０、ＧＥ　Ｌ
ｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で脱塩した。ＤＭＦの最終濃度が１０％ｖ／ｖを上回らない
ように、ハプテン－ｄＰＥＧ8－マレイミド（５０ｅｑ．）をＤＭＦ溶液として加えた。
反応混合物を周囲条件下でアンバーバイアルにおいて一晩回転させた。ハプテン－ｄＰＥ
Ｇ8－ＡｂコンジュゲートをＰＢＳ、ｐＨ７．５でＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓ
ｕｐｅｒｄｅｘ　２００　１０／３００　ＧＬカラム上で０．９ｍＬ／分で実行するＡＫ
ＴＡ　Ｐｕｒｉｆｉｅｒ上でのＳＥＣクロマトグラフィーにより精製した。
【実施例２５】
【０７７８】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－カルボジイミドと一本鎖ＤＮＡをコンジュゲーシ
ョンする典型的な方法に関する。ＤＮＡ（１００μｇ）をチューブにおいて１ｍｇ／ｍｌ
でＴＥバッファーに溶解し、そして９８℃に１分間加熱した。反応混合物をドライアイス
－エタノールにおいて凍結させ、そして１００μＬの０．５Ｍホウ酸塩バッファー、ｐＨ
９．５を加えた。反応混合物を室温まで温め、そしてハプテン－ｄＰＥＧ8－ＥＤＣ（１
００μＬのＤＭＳＯ中１．０ｍＭ）を加えた。混合物を６０℃で１時間インキュベーショ
ンし、次に塩を加え、そしてイソプロパノールで沈殿させた。沈殿物を８０％ＥｔＯＨで
３回洗浄した。
【０７７９】
　ＤＮＰ－ｄＰＥＧ8－ＥＤＣでのｓｓＤＮＡ標識の結果は、図１７および１８に提供さ
れる。図１７は、ヌクレオチド標識のパーセントが、ハプテンコンジュゲートの増加に伴
って実質的に直線的に増加することを示す。図１７は、標識ヌクレオチドパーセントがＤ
ＮＡストック濃度の増加に伴って減少したことを示す。
【実施例２６】
【０７８０】
　本実施例は、ハプテン－ｄＰＥＧ8－アミノ－ｄＣＴＰでＤＮＡを標識する典型的な方
法に関する。ＤＮＡ上へのハプテン標識の導入は、Ｒｉｇｂｙ，ＰＷ；Ｄｉｅｃｋｍａｎ
ｎ，Ｍ；Ｒｈｏｄｅｓ，Ｃ．ａｎｄ　Ｂｅｒｇ，Ｐ．，“Ｌａｂｅｌｉｎｇ　ｄｅｏｘｙ
ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃ　ａｃｉｄ　ｔｏ　ｈｉｇｈ　ｓｐｅｃｉｆｉｃ　ａｃｔｉｖｉ
ｔｙ　ｉｎ　ｖｉｔｒｏ　ｂｙ　ｎｉｃｋ　ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ　ｗｉｔｈ　ＤＮＡ
　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｉ”，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．，Ｖ１１３：２３７－２５１，
１９７７に記述されるニックトランスレーション法により成し遂げられた。標識効率は、
ＤＮＡの２６０ｎｍ吸光度ならびに特定のハプテンのλmaxおよびε（消衰係数）の比較
に基づき２～６％であった。
【実施例２７】
【０７８１】
　本実施例は、抗ハプテンハイブリドーマをスクリーニングする典型的な方法に関する。
ベンゾフラザン－ｄＰＥＧ8－ＢＳＡ（ＶＭＳＩ－１３５７－９８）をマイクロプレート
上に被覆した。使用した希釈バッファーは、０．１５モルリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で
あった。ベンゾフラザン－ｄＰＥＧ8－ＢＳＡの濃度は２μｇ／ｍｌであり、そしてウェ
ル濃度は５０μＬであった。これらのサンプルを４℃で一晩インキュベーションした。１
％脱脂粉乳（ＮＦＤＭ）（１０ｍｇ／ｍＬ、３００μＬ／ウェル）をブロッキング試薬と
して使用し、続いて３７℃で１２０分間インキュベーションした。必要と思われる場合、
０．０５％のＴｗｅｅｎ　２０を含んでなる０．１５Ｍ　ＰＢＳを用いてプレートを洗浄
した。次に、各々の試験したハプテンを用いてマウス抗血清を製造した。０．１５Ｍ　Ｐ
ＢＳ中１％のＮＦＤＭで希釈したウェル当たり８０μＬの総濃度のマウス抗血清を希釈物
を用いて準備し、そしてプレート設計プロトコルを表６において以下に示す。次に、プレ
ートを３７℃で１５０分間インキュベーションした。ヤギ抗マウス－西洋ワサビペルオキ
シダーゼコンジュゲート（Ｇｔ－α－Ｍｕ－ＨＲＰ、Ｐｉｅｒｃｅ）を０．０５％Ｔｗｅ
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ｅｎ　２０を有する０．１５Ｍ　ＰＢＳにおいて１：１０，０００の濃度で二次抗体とし
て使用して５０μＬ／ウェルの総ウェル容量を与えた。次に、プレートを３７℃で６０分
間インキュベーションした。ＥＬＩＳＡを設定し、そして結果を表２において以下に要約
する。
【０７８２】
【表３】

【０７８３】
　表２に示される結果は、試験したマウスの各々が抗体反応をもたらすために適当である
こと、そしてさらに反応を確かめるためにそのようなハプテンを視覚化できることを示す
。試験した特定のハプテンに関して、マウス番号１は試験した全ての希釈物わたって最良
の反応を与えるように思われる。
【実施例２８】
【０７８４】
　本実施例は、西洋ワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）への抗ハプテン抗体のコンジュゲ
ーションの典型的な方法に関する。そのようなコンジュゲートを用いて生成される画像は
、図１９～２４により提供される。
【０７８５】
ＨＲＰの活性化
　４ｍＬのアンバーバイアルに７８．８ｍｇ（１００ｅｑ．）のＭＡＬ－ｄＰＥＧ4

TMＮ
ＨＳエステル（Ｑｕａｎｔａ　Ｂｉｏｄｅｓｉｇｎ、Ｐｏｗｅｌｌ、ＯＨ、Ｆ．Ｗ．＝５
１３．５０）、続いて２．４６ｍＬ（６１．５ｍｇ、１．５３μＭ）のＨＲＰ（西洋ワサ
ビペルオキシダーゼ、Ｐｉｅｒｃｅ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ、ＩＬ　ロットＦＪ９２５９０１
）を０．１Ｍリン酸ナトリウム、ｐＨ７．５における２５ｍｇ／ｍＬ溶液として加えた。
次に、バイアルを周囲温度（２３～２５℃）で暗所で自動回転子上に置き、そしてアミド
結合形成反応を１時間進行させた。次に、４００μｌのアリコートを精製用に取り除き、
そして溶液の残りを４℃で一時的に保存した。次に、１．０ｍＬ／分で０．１Ｍリン酸ナ
トリウム、ｐＨ７．５で溶出するＳｕｐｅｒｄｅｘ　１０／３００カラム（ＧＥ　Ｌｉｆ
ｅｓｃｉｅｎｃｅｓ）を装着したＡＫＴＡ　Ｐｕｒｉｆｉｅｒ上でサンプルを分画するこ
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とにより純粋なＨＲＰ－ＰＥＧ4－マレイミドが得られた。ＨＲＰ含有画分をプールして
６．５２の１％溶液（ｐＨ６．５）の２８０ｎｍでの消衰係数を用いてＵＶ／ＶＩＳ分光
光度法により測定した場合に２．０ｍｌの４．５２ｍｇ／ｍＬ溶液のＨＲＰ－ＰＥＧ4－
マレイミド（９０％の回収）を生成せしめた。
【０７８６】
抗体へのチオールの導入
　８ｍＬのアンバーバイアルに３．０ｍＬのマウス抗ハプテンモノクローナル抗体を０．
１Ｍリン酸ナトリウム、１．０ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５における２．１ｍｇ／ｍＬ溶
液として加えた。次に、この溶液に、還元剤ＤＴＴ（１，４－ジチオスレイトール、Ｓｉ
ｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）の２１６μＬの新たに調製した５０
０ｍＭ溶液を加えた。バイアルを自動回転子上に暗所で置き、そしてジスルフィド還元を
２５分間進行させた。反応溶液を４つの等しい容量に分け（使用した脱塩カラムの限られ
た容積のために）、そして０．１Ｍリン酸ナトリウム、１．０ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ６．
５で溶出するＰＤ－１０脱塩カラム（ＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ）に画分の各々を
通すことにより過剰のＤＴＴを除いた。抗体含有画分を合わせて１４のｐＨ６．５で１％
溶液の２８０ｎｍでの消衰係数を用いてＵＶ／ＶＩＳ分光光度法により測定した場合に８
．０ｍＬの０．８ｍｇ／ｍＬ溶液の還元されたマウス抗ハプテン抗体（７１％の回収）を
生成せしめた。
【０７８７】
ＨＲＰ－抗体コンジュゲーション
　還元された抗体（マウス抗ニトロピラゾールモノクローナル抗体のような）に３倍モル
過剰のＨＲＰ－ＰＥＧ4－マレイミドを加える。次に、反応物を周囲温度（２３～２５℃
）で１６時間インキュベーションする。Ｓｕｐｅｒｄｅｘ　２００　１０／３００　ＧＬ
　ＳＥカラムを通した精製後に、典型的には抗体当たり平均２もしくは３個のＨＲＰを有
するコンジュゲートが得られる。抗体当たりのＨＲＰの数は、コンジュゲートの２８０ｎ
ｍ／４０３ｎｍでの吸光度の比率を測定することにより決定された。次に、コンジュゲー
トを使用するまで４℃でコールドルームにおいて保存した。
【実施例２９】
【０７８８】
　本実施例は、量子ドット（ＱＤ）への抗ハプテン抗体のコンジュゲーションの典型的な
方法に関する。
【０７８９】
　抗体上の鎖間ジスルフィドの還元
　１００ｍＭリン酸塩、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ６．５バッファー中のポリクローナルも
しくはモノクローナル抗体の溶液に、ＤＴＴを２５ｍＭの最終濃度で加えた。この混合物
を正確に２５分間回転させ、その後で１００ｍＭリン酸塩、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ６．
５バッファーにおいてＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５（ＰＤ－１０、ＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅ
ｎｃｅｓ）上で脱塩した。
【０７９０】
　ＱＤ－ｄＰＥＧ12－ＭＡＬの合成
　量子ドットの溶液（５０ｍＭホウ酸塩バッファー、ｐＨ８．０中８～９μＭ）にＮＨＳ
－ｄＰＥＧ12－ＭＡＬ（５０ｅｑ．）を加え、そして２時間回転させた。マレイミド機能
化量子ドット（ＱＤ－ｄＰＥＧ12－ＭＡＬ）を０．１Ｍリン酸塩、０．１Ｍ　ＮａＣｌ、
ｐＨ７．０バッファーにおいてＳｅｐｈａｄｅｘ　Ｇ２５カラム（ＰＤ－１０、ＧＥ　Ｌ
ｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ）上で脱塩することにより精製した。
【０７９１】
　ＱＤ－ＭＡＬ－抗体コンジュゲートの合成
　精製されたＱＤ－マレイミドを精製されたチオール化抗体と４：１の抗体：ＱＤのモル
比で合わせ、そして１６時間の期間にわたって回転させた。ＱＤ－Ａｂコンジュゲートを
５０ｍＭホウ酸塩バッファー、ｐＨ８．０でＧＥ　Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅｓ　Ｓｕｐｅ
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ｒｄｅｘ　２００　１０／３００　ＧＬカラム上で０．９ｍＬ／分で実行するＡＫＴＡ　
Ｐｕｒｉｆｉｅｒ上でのＳＥＣクロマトグラフィーにより精製した。
【実施例３０】
【０７９２】
　本実施例は、発色免疫組織化学（ＩＨＣ）により視覚化される一次抗体－ハプテンコン
ジュゲートの能力を示す。この方法の代表的な染色は、図１９～２４により提供される。
図６もまたこの方法の代表的な染色であり、ここで、一次抗体をハプテンとコンジュゲー
ションする方法は実施例２１～２４に記述される。図７は、組織が適切な抗ハプテン抗体
以外の抗体で処理されるコントロールである。図７は、適切な抗ハプテン抗体が使用され
ない場合に視覚化が起こらないので方法の特異性を確立する。
【０７９３】
　扁桃腺組織切片を実施英２１、２２、２３もしくは２４における方法によりハプテンと
コンジュゲーションした抗ラムダポリクローナル抗体（Ｄａｋｏ）で処理した。自動染色
装置（ＢｅｎｃｈＭａｒｋ(R)　ＸＴ、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ
ｓ、Ｉｎｃ、Ｔｕｃｓｏｎ、ＡＺ）上でＨＲＰシグナル生成（ＤＡＢの添加による）の標
準的なプロトコルを用いてスライドを発色させた。典型的な自動化プロトコルは、脱パラ
フィン処理、数回のすすぎ工程、反応バッファーの添加、一次抗体（抗ラムダ：ハプテン
コンジュゲート）の添加、二次抗体（抗ハプテン：ＨＲＰコンジュゲート）の添加、ＤＡ
Ｂおよび過酸化水素の添加、ならびに対比染色液の添加を含む。
【０７９４】
　手動評点は、有資格病理学者により行われた。染色強度、反応性細胞のパーセンテージ
および細胞局在化が記録された。定性的染色強度については、０は最も陰性であり、そし
て３＋は最も陽性である。光学イメージングによる定量の前にスライドは病理学者により
評価されそして評点された。
【０７９５】
　光学イメージングでは、数値スコアに転化される染色の強度（平均光学密度もしくはａ
ｖｇ．ＯＤとして表される）に基づく画像定量でのデジタルアプリケーション（ＶＭＳＩ
）を利用した。高分解能画像を各サンプルについて捕え、そして陽性染色細胞の形状およ
び色範囲の特異的分類に基づいてＯＤ値を決定した。標本当たり少なくとも３つの異なる
領域を２０ｘもしくは４０ｘ対物レンズのいずれかを用いて捕えた。ある場合において、
以下の式：組み合わせたスコア＝（％陽性）Ｘ（光学密度スコア）に従って陽性細胞のパ
ーセンテージと染色強度の両方を含む「組み合わせたスコア」もしくは相乗指数（ｍｕｌ
ｔｉｐｌｉｃａｔｉｖｅ　ｉｎｄｅｘ）が得られた。
【実施例３１】
【０７９６】
　本実施例は、蛍光（量子ドット）免疫組織化学（ＩＨＣ）により視覚化される一次抗体
－ハプテンコンジュゲートの能力を示す。
【０７９７】
　扁桃腺組織切片を実施例２１、２２、２３もしくは２４における方法によりハプテンと
コンジュゲーションした抗カッパポリクローナル抗体（Ｄａｋｏ）で処理した。スライド
を自動染色装置（ＢｅｎｃｈＭａｒｋ(R)ＸＴ、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙ
ｓｔｅｍｓ、Ｉｎｃ、Ｔｕｃｓｏｎ、ＡＺ）の標準的なプロトコルを用いて発色させた。
典型的な自動化プロトコルは下記のとおりである：スライド上のパラフィン被覆組織を７
５℃に８分間加熱し、そしてＥＺＰｒｅｐ（ＶＭＳＩ）で２回処理し、７５℃で容量を調
整し、その後で液体カバースリップ（Ｌｉｑｕｉｄ　Ｃｏｖｅｒ　Ｓｌｉｐ）もしくはＬ
ＣＳ（ＶＭＳＩ）を適用する。７５℃で２回の８分のインキュベーション期間の後に、ス
ライドをすすぎ、そしてＥＺＰｒｅｐ容量を調整し、その後にＬＣＳを続けて組織を脱パ
ラフィン処理した。スライドを３７℃まで冷却し、２分間インキュベーションし、そして
反応バッファー（Ｒｅａｃｔｉｏｎ　Ｂｕｆｆｅｒ）（ＶＭＳＩ）で１回すすいだ。スラ
イドを細胞調整剤（Ｃｅｌｌ　Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｒ）（ＶＭＳＩ）で２回、続いてＬ
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ＣＳで処理した。スライドを９５℃に８分間加熱し、その後にＬＣＳを続け、そして１０
０℃に４分間加熱し、その後にＬＣＳを続けた。細胞調整剤、４分間インキュベーション
し、ＬＣＳを適用する、細胞調整剤でのこのインキュベーション工程を１００℃で９回繰
り返した。スライドを８分間冷却させ、反応バッファーですすぎ、容量を調整し、続いて
ＬＣＳをもう一度施した。スライドを３７℃に２分間加熱し、そして２回すすぎ、その後
で抗カッパ：ハプテンコンジュゲート（１．０ｍｇ／ｍＬで１００μＬ）、続いてＬＣＳ
を加え、そして３７℃で３２分間インキュベーションした。スライドを反応バッファーで
２回すすぎ、続いて液体カバースリップを適用し、そしてＱＤｏｔ：抗ハプテンコンジュ
ゲート（１００μＬ、２０～５０ｎｍｏｌ）を加え、そして３７℃で３２分間インキュベ
ーションした。スライドを２回バッファーですすぎ、その後にＬＣＳを続けた。スライド
を装置から取り除き、そして洗剤洗浄を施し、その後でカバースリップを手動で適用した
。結果は光学顕微鏡を用いて解釈され、そして特定の抗原と関連し得るかもしくはそうで
ない、病態生理学過程の鑑別診断に役立つ。
【実施例３２】
【０７９８】
　本実施例は、発色性インサイチューハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）により視覚化さ
れるハプテン標識ＤＮＡの能力を示す。ＨＥＲ２遺伝子コピー数の検出のための自動銀も
しくはジアミノベンジジン（ＤＡＢ）インサイチューハイブリダイゼーションプロトコル
は、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　ＸＴ装置
上で開発された。染色は、９時間以内にガラススライド上のホルマリン固定パラフィン包
埋組織上で完了される。方法の工程は以下のとおりである：脱パラフィン処理、ＶＭＳＩ
プロテアーゼ３を用いる細胞コンディショニング、ハプテン標識ＨＥＲ２　ＤＮＡプロー
ブ（実施例２６から）の添加、組織およびプローブ変性、４時間のハイブリダイゼーショ
ンおよびＨＲＰにより触媒される発色性銀での検出。特に、ニトロピラゾール標識ＨＥＲ
２プローブをホルマリン固定乳房組織上で自動化された方法でハイブリダイゼーションさ
せ、続いて抗ニトロピラゾールＡｂ－ＨＲＰコンジュゲートで検出した。検出は、Ｕｌｔ
ｒａＶｉｅｗ検出キット（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）の使用に
よりもしくはＨＥＲ２　ＳＩＳＨ（Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ）
自動化プロトコルを用いる銀沈着によって成し遂げることができる。結果は光学顕微鏡を
用いて解釈され、そして特定の抗原と関連し得るかもしくはそうでない、病態生理学過程
の鑑別診断に役立つ。
【実施例３３】
【０７９９】
　本実施例は、蛍光（量子ドット）インサイチューハイブリダイゼーション（ＩＳＨ）に
より視覚化されるハプテン標識ＤＮＡの能力を示す。ＨＥＲ２遺伝子コピー数の検出のた
めの自動蛍光（量子ドットによる）インサイチューハイブリダイゼーションプロトコルは
、Ｖｅｎｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ　Ｂｅｎｃｈｍａｒｋ　ＸＴ装置上
で開発された。染色は、９時間以内にガラススライド上のホルマリン固定パラフィン包埋
組織上で完了される。方法の工程は以下のとおりである：脱パラフィン処理、ＶＭＳＩプ
ロテアーゼ３を用いる細胞コンディショニング、ハプテン標識ＨＥＲ２　ＤＮＡプローブ
（実施例２６から）の添加、組織およびプローブ変性、４時間のハイブリダイゼーション
および抗ハプテンＡｂ：量子ドットコンジュゲート（実施例２９から）での検出。特に、
ベンゾフラザン標識ＨＥＲ２プローブを自動化された方法でハイブリダイゼーションさせ
、続いて抗ベンゾフラザンＡｂ－量子ドット６５５コンジュゲートで検出した。イメージ
ングはＮｉｋｏｎ蛍光顕微鏡上で行った。
【実施例３４】
【０８００】
　本実施例は、一次抗体－ハプテンコンジュゲートを多重化しそして多重蛍光（量子ドッ
ト）免疫組織化学（ＩＨＣ）により検出する能力を示す。この方法は図８に図式的に例示
される。扁桃腺組織切片を一次抗体－ハプテンコンジュゲートの混合物：抗ＣＤ２０Ａｂ
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－ビオチン、抗ＣＤ３４Ａｂ－ニトロピラゾール、抗ＣＤ４５Ａｂ－チアゾールスルホン
アミド、抗カッパＡｂ－ジニトロフェニル、抗ラムダＡｂ－ロテノンおよび抗Ｋｉ６７Ａ
ｂ－ベンゾフラザンで処理した。抗ＣＤ２０－ビオチンコンジュゲートは、２０倍過剰で
使用するマレイミド－ｄＰＥＧ１１－ビオチンに抗体チオール官能基を連結することによ
り製造した（実施例２４に記述される）。抗ＣＤ３４－ニトロピラゾールコンジュゲート
は、ポリアクリルアミドヒドラジドおよび２０倍過剰のＮＨＳ－ｄＰＥＧ８－ＮＰを用い
て抗体のＦｃ部分に連結することにより形成された（実施例２２に記述される）。これは
、抗体当たり１２個のニトロピラゾールハプテンをもたらした。抗ＣＤ４５－チアゾール
スルホンアミドコンジュゲートは、抗体リシンを２０倍過剰のＮＨＳ－ｄＰＥＧ８－ＴＳ
と反応させることにより製造した（実施例２１に記述される）。これは、抗体当たり１０
個のチアゾールスルホンアミドハプテンをもたらした。カッパ－ジニトロフェニルコンジ
ュゲートは、ポリアクリルアミドヒドラジドおよび１００倍過剰のＮＨＳ－ｄＰＥＧ８－
ＤＮＰを用いて抗体のＦｃ部分に連結することにより形成された（実施例２２に記述され
る）。これは、抗体当たり６２個のジニトロフェニルハプテンをもたらした。ラムダロテ
ノンコンジュゲートおよびＫｉ６７ベンゾフラザンコンジュゲートは両方とも、それぞれ
ＮＨＳ－ｄＰＥＧ８－ＲＯＴおよびＮＨＳ－ｄＰＥＧ８－ＢＦに抗体リシンを反応させる
ことにより製造した（実施例２１に記述される）。これは、抗体当たり０．３個のロテノ
ンハプテンおよび抗体当たり２個のベンゾフラザンハプテンをもたらした。次に、扁桃腺
切片を実施例２９における方法を用いて合成された二次抗体のカクテルで処理した：Ｇｔ
α－ビオチンポリＡｂ：ＱＤ５２５（３００ｎＭ）；Ｍｓ　α-ＮＰｍＡｂ：ＱＤ６５５
（５０ｎＭ）；Ｍｓ　α-ＴＳｍＡｂ：ＱＤ５６５（３００ｎＭ）；Ｒｂ　α－ＤＮＰポ
リＡＢ：ＱＤ６０５（１００ｎＭ）；Ｍｓ　α－ＲＯＴｍＡｂ：ＱＤ７０５（２００ｎＭ
）；およびＭｓ　αＢＦｍＡｂ：ＱＤ５８５（３００ｎＭ）。
【０８０１】
蛍光顕微鏡検査
　イメージングは、Ｎｉｋｏｎ蛍光顕微鏡上で行われた。蛍光スペクトルの分離は、ＣＲ
ｉカメラを利用して成し遂げられた。ＤＡＰＩは、多重化扁桃腺切片の対比染色に使用し
た。
【０８０２】
　図３７は、一次抗体－ハプテンコンジュゲートの混合物を用いて生成されそして図３１
～３６にそして本実施例３４に記載されるような抗ハプテン抗体ＱＤｏｔコンジュゲート
の混合物で逐次視覚化された多重染色複合物（ｃｏｍｐｏｓｉｔｅ）である。
【０８０３】
　図３８～４３は、図３７の多重染色から抽出された画像である。図４４は、図３７の多
重染色合成物から個々のＱＤｏｔシグナルを抽出するために使用される波長を表す波長対
相対蛍光のグラフである。図４４はまた、蛍光シグナルが扁桃腺組織の公称自己蛍光を上
回ることも立証する。
【０８０４】
　ＶＩＩＩ．１つもしくはそれ以上のハプテンおよび／もしくはハプテンコンジュゲート
を含んでなる組成物
　本明細書に開示されるコンジュゲートは、典型的には１つもしくはそれ以上の製薬学的
に許容しうる賦形剤および場合により他の治療成分（例えば、抗生物質もしくは抗炎症薬
）と一緒に組み合わせて、診断および／もしくは製薬学的組成物（治療および予防製剤を
包含する）に含まれることができる。
【０８０５】
　そのような製薬学的組成物は、経口、直腸、鼻腔内、肺内もしくは経皮送達によるか、
または他の表面への局所送達によってを包含する、粘膜投与形態のような様々な方法によ
り患者に投与することができる。場合により、コンジュゲートは筋肉内、皮下、静脈内、
心房内、関節内、腹腔内もしくは非経口経路によってを包含する非粘膜経路により投与し
てもよい。他の代替態様において、コンジュゲートは患者由来の細胞、組織もしくは器官
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への直接暴露によりエクスビボで投与することができる。
【０８０６】
　製薬学的組成物を調合するために、コンジュゲートを様々な製薬学的に許容しうる添加
剤ならびにコンジュゲートの分散用のベースもしくは賦形剤と組み合わせることができる
。所望の添加剤には、アルギニン、水酸化ナトリウム、グリシン、塩酸、クエン酸などの
ようなｐＨ制御剤が包含されるがこれらに限定されるものではない。さらに、局所麻酔薬
（例えば、ベンジルアルコール）、等張剤（例えば、塩化ナトリウム、マンニトール、ソ
ルビトール）、吸着阻害剤（例えば、Ｔｗｅｅｎ　８０）、溶解促進剤（例えば、シクロ
デキストリンおよびその誘導体）、安定剤（例えば、血清アルブミン）および還元剤（例
えば、グルタチオン）を含むことができる。当該技術分野において周知である多数の他の
適当な添加剤の中で、水酸化アルミニウム（例えば、Ａｍｐｈｏｇｅｌ、Ｗｙｅｔｈ　Ｌ
ａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｍａｄｉｓｏｎ、ＮＪ）、フロイントアジュバント、ＭＰＬTM

（３－Ｏ－脱アシル化モノホスホリル脂質Ａ；Ｃｏｒｉｘａ、Ｈａｍｉｌｔｏｎ　ＩＮ）
およびＩＬ－１２（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ、Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ　ＭＡ
）のような添加剤を組成物に含むことができる。
【０８０７】
　コンジュゲートは、コンジュゲートを分散させる能力を有する親水性化合物および任意
の所望の添加剤を含むことができる、ベースもしくは賦形剤に分散させることができる。
ベースは、他のモノマー（例えば、（メト）アクリル酸メチル、アクリル酸など）とポリ
カルボン酸もしくはその塩、無水カルボン酸（例えば無水マレイン酸）とのコポリマー、
ポリビニルアセテート、ポリビニルアルコール、ポリビニルピロリドンのような親水性ビ
ニルポリマー、ヒドロキシメチルセルロース、ヒドロキシプロピルセルロースなどのよう
なセルロース誘導体、ならびにキトサン、コラーゲン、アルギン酸ナトリウム、ゼラチン
、ヒアルロン酸、およびその無毒の金属塩のような天然ポリマーが包含されるがこれらに
限定されるものではない広範囲の適当な化合物から選択することができる。生物分解性ポ
リマーはベースもしくは賦形剤として選択されることが多く、例えば、ポリ乳酸、ポリ（
乳酸－グリコール酸）コポリマー、ポリヒドロキシ酪酸、ポリ（ヒドロキシ酪酸－グリコ
ール酸）コポリマーおよびその混合物。あるいはまたもしくはさらに、ポリグリセリン脂
肪酸エステル、ショ糖脂肪酸エステルなどのような合成脂肪酸エステルを賦形剤として用
いることができる。親水性ポリマーおよび他の賦形剤は単独でもしくは組み合わせて用い
ることができ、そして増強された構造的完全性は部分結晶化、イオン結合、架橋などによ
り賦形剤に与えることができる。賦形剤は、粘膜表面への直接適用のための流動性もしく
は粘性溶液、ゲル、ペースト、粉末、ミクロスフェアおよびフィルムを包含する様々な形
態で提供することができる。
【０８０８】
　コンジュゲートは、様々な方法に従ってベースもしくは賦形剤と組み合わせることがで
き、そしてコンジュゲートの放出は、拡散、賦形剤の崩壊もしくは水路の付随形成（ａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｗａｔｅｒ　ｃｈａｎｎｅｌｓ）によっ
てであることができる。ある状況において、コンジュゲートは適当なポリマー、例えば、
２－シアノアクリル酸イソブチル（例えば、Ｍｉｃｈａｅｌ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｐｈａ
ｒｍａｃｙ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．４３：１－５，１９９１を参照）から製造されるマイ
クロカプセル（ミクロスフェア）もしくはナノカプセル（ナノスフェア）に分散され、そ
して生体適合性分散媒質に分散され、それは長期間にわたって徐放および生物学的活性を
もたらす。
【０８０９】
　あるいはまた、本開示の組成物は、ｐＨ調整および緩衝剤、張度調整剤、湿潤剤などの
ような、生理的条件に近づけるために必要とされるような製薬学的に許容しうる賦形剤物
質として、例えば、酢酸ナトリウム、乳酸ナトリウム、塩化ナトリウム、塩化カリウム、
塩化カルシウム、ソルビタンモノラウレートおよびオレイン酸トリエタノールアミンを含
有することができる。固形組成物では、例えば、製薬学的等級のマンニトール、ラクトー
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ス、澱粉、ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、滑石、セルロース、グル
コース、ショ糖、炭酸マグネシウムなどを含む通常の無毒の製薬学的に許容しうる賦形剤
を用いることができる。
【０８１０】
　コンジュゲートを投与するための製薬学的組成物はまた、溶液、マイクロエマルジョン
もしくは高濃度の有効成分に適当な他の規則構造として調合することもできる。賦形剤は
、例えば水、エタノール、ポリオール（例えば、グリセロール、プロピレングリコール、
液状ポリエチレングリコールなど）、およびその適当な混合物を含有する溶媒もしくは分
散媒質であることができる。溶液の適切な流動性は、例えばレシチンのようなコーティン
グの使用により、分散可能な製剤の場合には所望の粒径の維持により、そして界面活性剤
の使用により保つことができる。多くの場合において、組成物に等張剤、例えば、糖、マ
ンニトールおよびソルビトールのようなポリアルコールもしくは塩化ナトリウムを含むこ
とが望ましい。コンジュゲートの持続吸収は、吸収を遅らせる薬剤、例えばモノステアリ
ン酸塩およびゼラチンを組成物に含むことによりもたらすことができる。
【０８１１】
　ある態様において、コンジュゲートは持続放出製剤において、例えば持続放出ポリマー
を含む組成物において投与することができる。これらの組成物は、迅速な放出から守る賦
形剤、例えば制御放出賦形剤、例えばポリマー、マイクロカプセル封入送達系もしくは生
体接着性ゲルで製造することができる。本開示の様々な組成物における持続送達は、吸収
を遅らせる薬剤、例えば、モノステアリン酸アルミニウムヒドロゲルおよびゼラチンを組
成物に含むことによりもたらすことができる。制御放出製剤が所望される場合、本開示の
使用に適当な制御放出結合剤には、有効成分に対して不活性でありそしてコンジュゲート
および／もしくは他の生物活性薬剤を導入することができる任意の生体適合性制御放出物
質が包含される。多数のそのような物質は、当該技術分野において既知である。有用な制
御放出結合剤は、それらの送達後に生理的条件下で（例えば、粘膜表面でもしくは体液の
存在下で）ゆっくりと代謝される物質である。適切な結合剤には、持続放出製剤における
使用について当該技術分野において周知である生体適合性ポリマーおよびコポリマーが包
含されるがこれらに限定されるものではない。そのような生体適合性化合物は周囲組織に
対して無毒でそして不活性であり、そして鼻の炎症、免疫反応、炎症などのような重篤な
有害副作用を引き起こさない。それらは、同様に生体適合性でありそして体から容易に排
出される代謝産物に代謝される。
【０８１２】
　本開示における使用のための典型的なポリマー材料には、加水分解可能なエステル結合
を有するコポリマーおよびホモポリマーポリエステル由来のポリマーマトリックスが包含
されるがこれらに限定されるものではない。これらの多数は、生物分解性であることそし
て毒性がないかもしくは低い毒性を有する分解産物をもたらすことが当該技術分野におい
て既知である。典型的なポリマーには、ポリグリコール酸およびポリ乳酸、ポリ（ＤＬ－
乳酸－コ－グリコール酸）、ポリ（Ｄ－乳酸－コ－グリコール酸）およびポリ（Ｌ－乳酸
－コ－グリコール酸）が包含される。他の有用な生物分解性もしくは生体浸食性（ｂｉｏ
ｅｒｏｄａｂｌｅ）ポリマーには、ポリ（イプシロン－カプロラクトン）、ポリ（イプシ
ロン－アプロラクトン－ＣＯ－乳酸）、ポリ（イプシロン－アプロラクトン－ＣＯ－グリ
コール酸）、ポリ（ベータ－ヒドロキシ酪酸）、ポリ（アルキル－２－シアノアクリレー
ト）、ヒドロゲル、例えばポリ（ヒドロキシエチルメタクリレート）、ポリアミド、ポリ
（アミノ酸）（例えば、Ｌ－ロイシン、グルタミン酸、Ｌ－アスパラギン酸など）、ポリ
（エステル尿素）、ポリ（２－ヒドロキシエチルＤＬ－アスパルトアミド）、ポリアセタ
ールポリマー、ポリオルトエステル、ポリカーボネート、ポリマレアミド、多糖、および
そのコポリマーのようなポリマーが包含されるがこれらに限定されるものではない。その
ような製剤を製造する多数の方法が当業者に周知である（例えば、Ｓｕｓｔａｉｎｅｄａ
ｎｄ　Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ　Ｒｅｌｅａｓｅ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅｒｙ　Ｓｙｓｔ
ｅｍｓ，Ｊ．Ｒ．Ｒｏｂｉｎｓｏｎ，ｅｄ．，Ｍａｒｃｅｌ　Ｄｅｋｋｅｒ，Ｉｎｃ．，
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Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９７８を参照）。他の有用な製剤には、制御放出マイクロカプセル
（米国特許第４，６５２，４４１号および第４，９１７，８９３号）、マイクロカプセル
および他の製剤を製造することにおいて有用な乳酸－グリコール酸コポリマー（米国特許
第４，６７７，１９１号および第４，７２８，７２１号）ならびに水溶性ポリペプチド用
の持続放出組成物（米国特許第４，６７５，１８９号）が包含される。
【０８１３】
　本開示の製薬学的組成物は典型的に無菌であり、そして製造、貯蔵および使用の条件下
で安定である。無菌溶液は、必要に応じて、本明細書に列挙される成分の１つもしくは組
み合わせと共に適切な溶媒に必要とされる量のコンジュゲートを導入し、続いて濾過滅菌
により製造することができる。一般に、分散液は、基本分散媒質および本明細書に列挙さ
れるものからの必要な他の成分を含有する無菌賦形剤にコンジュゲートおよび／もしくは
他の生物活性薬剤を導入することにより製造される。無菌粉末の場合、製造の方法には、
前に無菌濾過したその溶液からコンジュゲートに加えての任意の追加の所望の成分の粉末
をもたらす真空乾燥および凍結乾燥が包含される。微生物の作用の防止は、様々な抗菌お
よび抗真菌剤、例えば、パラベン、クロロブタノール、フェノール、ソルビン酸、チメロ
サールなどにより成し遂げることができる。
【０８１４】
　本開示の様々な処置方法に従って、コンジュゲートは、処置もしくは予防が求められる
障害の管理と関連する通常の方法論と一致する方法で患者に送達することができる。本明
細書における開示に従って、予防的にもしくは治療的に有効な量のコンジュゲートおよび
／もしくは他の生物活性薬剤は、選択疾患（例えば炭疽病）もしくは症状またはその１つ
もしくはそれ以上の症候を防ぎ、抑制し、そして／もしくは改善するために十分な期間に
わたってそして条件下でそのような処置を必要とする患者に投与される。
【０８１５】
　ＶＩＩＩ．薬剤開発および薬物治療態様
　ハプテン、ハプテンコンジュゲートおよびその組成物の開示される態様は、疾患と関連
する生物学的マーカーの発現もしくは活性化、治療効能、癌患者からの細胞および組織サ
ンプルにおける腫瘍形成などを同定しそして検出するために有用な試薬として用いること
ができる。本明細書において提供される方法は、特定の処置処方計画への個々の患者の反
応を予測するかもしくは評価するために有用である。これらの態様は、癌および癌処置を
参考にして本明細書に特に例示されるが、当業者は、本発明の範囲が癌診断および処置に
限定されず、代わりに他の疾患、薬剤開発および薬物治療にも適用できることを認識する
。
【０８１６】
　方法の１つの態様は、治療法を最初に選択することを含んでなる。少なくとも１つのハ
プテンを薬剤にコンジュゲーションし、それを次に患者に投与する。次に、ハプテン－治
療コンジュゲートを追跡することにより、例えば検出可能な標識を有する抗ハプテン抗体
を用いることにより、薬剤分布、代謝物生産などをモニターすることができる。
【０８１７】
　方法の１つの態様は、哺乳類腫瘍から得られるサンプルをアッセイすることにより哺乳
類腫瘍を同定することを含む。例えば、サンプルは、ｍＴＯＲ経路阻害剤、ＥＧＦ経路阻
害剤もしくは二重阻害剤のような経路の阻害剤についてアッセイすることができる。該方
法は、発現もしくは過剰発現されている遺伝子、そのような遺伝子から生産されるタンパ
ク質、発現のパターン、リン酸化のような細胞過程、またはその組み合わせを検出するた
めに哺乳類から得られるサンプルをアッセイすることを含んでなることができる。「細胞
もしくは組織サンプル」は、本文脈において使用する場合に、塗抹標本、唾液、生検、分
泌物、脳脊髄液、胆汁、血液、リンパ液、尿および糞便、もしくは乳房、肺、腸、皮膚、
頸部、前立腺および胃のような器官から取り除かれた組織のようなしかしこれらに限定さ
れるものではない体サンプルから単離される、細胞、しばしば腫瘍細胞を含んでなる生物
学的サンプルを意味する。例えば、組織サンプルは機能的に関連する細胞もしくは隣接細
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胞の領域を含んでなることができる。
【０８１８】
　哺乳類の癌に関する典型的態様について、発現、リン酸化もしくは発現とリン酸化の両
方のパターンを用いることができる。例えば、本発明の開示される態様は：
　（ａ）ＥＧＦ経路の少なくとも１つのポリペプチドおよび
　（ｂ）ｍＴＯＲ経路の少なくとも１つのポリペプチド
からなる２つもしくはそれ以上のポリペプチドのパネルを分析するために用いることがで
きる。発現、リン酸化もしくは発現とリン酸化の両方の検出されるパターンは、二重ｍＴ
ＯＲ経路阻害剤およびＥＧＦ経路阻害剤治療を必要とする哺乳類腫瘍を同定する。ある態
様において、ＥＧＦ経路の少なくとも１つのポリペプチドにはリン酸化ＥＲＫポリペプチ
ド；リン酸化ＭＥＫポリペプチド、もしくはリン酸化ＥＲＫポリペプチドとリン酸化ＭＥ
Ｋポリペプチドの両方が包含される。別の態様において、ｍＴＯＲ経路の少なくとも１つ
のポリペプチドは、ＨＩＦ－１αポリペプチド、ｍＴＯＲポリペプチド、もしくはＨＩＦ
－１αとｍＴＯＲポリペプチドの両方を含んでなる。
【０８１９】
　ある態様において、発現、発現されるタンパク質、リン酸化のような細胞過程、および
その組み合わせのパターンは、コントロールにおいて決定することができる。検出される
パターンおよび／もしくは生成物は、患者におけるものと比較することができる。例えば
、ポリペプチドのパネルの発現、リン酸化もしくは発現とリン酸化の両方の検出されるパ
ターンは、コントロールにおけるポリペプチドのパネルの発現、リン酸化もしくは発現と
リン酸化の両方のパターンと比較される。コントロールにおけるポリペプチドのパネルの
レベルと比較した場合のサンプルにおけるポリペプチドのパネルの増加したレベルは、哺
乳類腫瘍が二重ｍＴＯＲ経路阻害剤およびＥＧＦ経路阻害剤治療を必要とすることを示す
。
【０８２０】
　本発明のある態様は、癌治療に対する癌患者のような、処置処方計画に対する患者にお
ける反応を予測する方法を提供する。予測バイオマーカーは、二重阻害剤治療を包含する
、特定の治療薬を投与することが最も有効である患者において同定することができる。例
えば、予測バイオマーカーは、ＥＧＦ経路もしくはｍＴＯＲ経路のメンバーを標的とする
二重治療薬の効能を評価するかもしくはモニターするために同定することができる。
【０８２１】
　処置処方計画に反応しない患者の適時の同定は、臨床医が、処置の不要な副作用に癌患
者をさらすことを限定しそして代替処置を始めることを可能にする。残念ながら、組織学
的検査を包含する当該技術分野に存在する方法は、そのような適時のそして正確な同定に
は不十分である。本発明は、有効な結果（すなわち、腫瘍の減少もしくは除去）の増加し
た可能性を有して患者に投与することができる治療のより情報に基づきそして有効な処方
計画を開発する方法の態様を提供する。
【０８２２】
　診断、疾患の初期診断および疾患経過（処置の前、間もしくは後）のその後のモニタリ
ングの両方は、患者から取り除かれた細胞もしくは組織サンプルの組織学的検査を用いて
確かめられることが多い。腫瘍について、臨床病理学者はそのようなサンプルが良性もし
くは悪性であるかどうか正確に決定することそして悪性であると思われる腫瘍サンプルの
悪性度を分類することができる必要がある。これらの決定は、患者処置の適当なコースを
選択するための基礎をなすことが多い。同様に、病理学者は、特に処置、最も特に化学療
法もしくは生物学的薬剤での処置の結果としてもしくはそれによって、癌が増殖している
かもしくは寛解に入っている程度を検出することができる必要がある。
【０８２３】
　組織学的検査は、本明細書に開示されるような組織染色方法を単独でもしくは光学顕微
鏡下のような、サンプルの形態学的特徴が容易に観察されることを可能にする他の既知の
技術と組み合わせて含む。病理学者は、染色されたサンプルを調べた後に、典型的には腫
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瘍サンプルが悪性であるかどうかの定性的決定を行う。単に組織学的検査により腫瘍の悪
性度を確定することは難しい。腫瘍の悪性度は、サンプル形態によって反映され得るかも
しくはそうでない、タンパク質発現、抑制および／もしくはタンパク質リン酸化のような
腫瘍内の細胞の生化学の結果であることが多い。本発明の開示される態様を単独でそして
場合により他の既知の技術と組み合わせて用いて腫瘍サンプル内の細胞の生化学を評価す
ることは、腫瘍関連遺伝子もしくはタンパク質、またはさらに特に腫瘍関連シグナル伝達
経路の細胞成分の遺伝子発現およびタンパク質リン酸化の両方を観察しそして潜在的に定
量しているので、望ましい。
【０８２４】
　癌治療は、単にそれらの組織学もしくは疾患の部位よりむしろ腫瘍の分子プロファイリ
ングに基づくことができる。腫瘍組織における標的治療の生物学的効果を解明することお
よびこれらの効果を臨床反応と相関させることは、腫瘍において働いている主な増殖およ
び生存経路を同定するのに役立ち、それによって見込みのあるレスポンダーのパターンを
確立し、そして逆に抵抗性を克服するために戦略を考案するための論理的根拠を提供する
。増殖因子受容体の成功した診断ターゲティングは、腫瘍増殖もしくは生存が標的受容体
もしくは受容体ファミリーにより、治療により標的とされない他の受容体により推進され
るているかどうか、そして別の癌遺伝子経路が関与することを下流シグナル伝達が示唆す
るかどうかを決定する。さらに、１つより多くのシグナル経路が関与する場合、これらの
シグナル経路のメンバーは、二重阻害剤治療が有効になるかもしくは有効であるかどうか
を決定するために診断標的として用いることができる。
【０８２５】
　有効な化学療法薬は腫瘍細胞を破壊し、そして隣接する正常細胞を破壊しない。これは
、癌細胞に主に存在するが正常細胞には存在しない細胞活性に影響を与える薬剤を用いて
成し遂げられる。正常細胞と腫瘍細胞の１つの違いは、細胞における酸素の量である。多
数の腫瘍細胞は「低酸素」、すなわち酸素欠乏である。
【０８２６】
　哺乳類細胞は、エネルギー基質としての酸素の要求と細胞巨大分子への酸化的損傷の固
有の危険性のバランスをとるために一連の反応を有する。酸素恒常性の様々な細胞および
全身機序の分子的機序は同定されており、そしてこれらの機序は遺伝子転写、タンパク質
翻訳、翻訳後修飾および細胞局在化を包含するあらゆる調節レベルで起こることが見いだ
されている（Ｈａｒｒｉｓ，２００２，Ｎａｔ　Ｒｅｖ．２：３８-４７）。
【０８２７】
　本発明の態様は、これらの産物および／もしくは過程を分析するために用いることがで
きる。１つの開示される態様は、最初に腫瘍を同定することを含んでなる。各腫瘍の診断
のパネルは、各治療の適当なそして好ましくは最良の候補を見出すために用いられる。例
えば、ラパマイシンもしくはＰＸ－４７８のようなｍＴＯＲ経路を標的とする治療による
処置は、ＥＧＦ経路阻害剤が組み合わせて用いられない場合に有効でない可能性がある。
ｐＥＲＫおよびｐＭＥＫのようなＥＧＦ経路成分の高い発現レベルがある場合、ｍＴＯＲ
経路を標的とする治療は有効でない。本発明の開示される態様は、臨床医が標的治療のよ
り有効な組み合わせを同定することを可能にする。
【０８２８】
　当該技術分野において既知である自動（コンピューター支援）画像解析システムは、腫
瘍サンプルの目視検査を増強することができる。代表的な態様において、細胞もしくは組
織サンプルは、検出可能な標識を有するか、もしくは検出可能な標識を有する抗ハプテン
抗体により認識される、少なくとも１つの開示されるハプテン、ハプテン－抗体コンジュ
ゲートのようなハプテンコンジュゲート、もしくはその組成物にさらされる。これらのハ
プテンに基づく試薬および方法は、本明細書に開示されるもののような特定の生物学的マ
ーカーに特異的であることができる。次に、サンプルの画像、典型的には拡大画像は、典
型的には電荷結合素子（ＣＣＤ）もしくはテレビカメラのようなカメラから、画像を受け
取るコンピューターにより処理される。そのようなシステムは、例えば、サンプルにおけ
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るＨＩＦ－１α、ｐＭＥＫ、ｐＥＲＫ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、ｐＡＫＴ、ｐＴＳＣ２、
ｐＳ６およびｐ４ＥＢＰ１のような所望の標的、もしくは任意のさらなる診断バイオマー
カーの発現および活性化レベルを検出しそして測定するために用いることができる。従っ
て、本発明の開示される態様は、最も特に腫瘍マーカー遺伝子もしくは特定の癌タイプお
よびサブタイプ（例えば、異なる悪性度を有する）において発現されることが既知である
遺伝子の発現に関して、組織学的に同定された癌細胞におけるより正確な癌診断および遺
伝子発現のより優れた特性化を提供する。この情報は、臨床医がより有効な治療処方計画
を決定すること、そして実施された治療処方計画の結果をモニターすることを可能にする
。例えば、ある腫瘍タイプもしくはサブタイプに臨床効能を有する薬剤は、その細胞がそ
のように同定される患者に投与することができる。
【０８２９】
　従来の治療の別の欠点は、個々のヒト患者において特定の疾患を処置することにおける
特定の治療薬の効能が予測できないことである。この予測が不可能であることは、これま
で、１つもしくはそれ以上の選択薬剤が有効であるかどうかまたは個々の患者において正
確な予後もしくは処置経過を提供することを治療を開始する前に決定することを実質的に
不可能にしている。特定の疾患は、どの処方計画が特定の個体に最も有効であるかを評価
する現時点での方法なしに、処置処方計画の選択を臨床医に提起するので、これは特に重
要である。本発明の開示される態様は、個々の患者における提示治療薬（もしくは薬剤の
組み合わせ）の予想される効能をより良く評価することができる。開示される態様は、化
学療法処方計画の効能を評価することにおいて時間および費用の両方の効率が高くそして
癌患者に対して低外傷性であるというさらなる理由で好都合である。
【０８３０】
　結果として、本発明の方法の開示される態様は、ｍＴＯＲ経路阻害剤もしくは二重ｍＴ
ＯＲ経路阻害剤およびＥＧＦ経路阻害剤治療のような特定の阻害剤に反応する哺乳類腫瘍
のような提示処置に反応する疾患を同定するために用いることができる。さらに、本発明
の開示される態様は、特定の処置に患者を選択するために用いることができ、もしくは指
示治療に反応しない疾患を同定するために用いることができる。さらに、本発明の方法は
、提示処置に反応する可能性が低い患者を選択するために用いることができる。
【０８３１】
　発現、もしくは他の細胞過程、例えばリン酸化、細胞生成物などのパターンは、本発明
の開示される態様を用いて検出されそして場合により定量される。例えば、ポリペプチド
の発現および／もしくはリン酸化パターンは、ポリペプチドに特異的なバイオ検出試薬を
用いて検出することができる。典型的なバイオ検出試薬には、抗体および核酸プローブ、
典型的にはサンプルへのそのハイブリダイゼーションを検出することができる１つもしく
はそれ以上の核酸フラグメントの一群が包含される。抗体およびプローブは、非標識であ
るかまたは標的もしくはサンプルへのその結合を検出することができるように標識される
ことができる。例えば、抗体もしくはプローブは、単独でまたは他の開示されるかもしく
は既知のハプテンと組み合わせて、少なくとも１つの開示されるハプテンにコンジュゲー
ションされていてもよい。検出可能な標識を有する抗ハプテン抗体は、抗ハプテン抗体が
ハプテンと複合体形成することを可能にするのに有効な方法でサンプルに投与することが
できる。次に、複合体を視覚化する。
【０８３２】
　核酸プローブは、ゲノムの１つもしくはそれ以上の特定の（あらかじめ選択された）部
分からの核酸源、例えば、１つもしくはそれ以上のクローン、単離された全染色体もしく
は染色体フラグメント、または一群のポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）増幅産物からであ
ることができる。核酸プローブはまた、アレイにおけるように、固体表面（例えば、ニト
ロセルロース、ガラス、石英、石英ガラススライド）上に固定化した単離された核酸であ
ることもできる。プローブは、例えばＷＯ９６／１７９５８に記述されるような核酸のア
レイのメンバーであることができる。高密度アレイを製造することができる技術もまた、
この目的のために用いることができる（例えば、Ｆｏｄｏｒ（１９９１）Ｓｃｉｅｎｃｅ
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　７６７－７７３；Ｊｏｈｎｓｔｏｎ（１９９８）Ｃｕｒｒ．Ｂｉｏｌ．８：Ｒ１７１－
Ｒ１７４；Ｓｃｈｕｍｍｅｒ（１９９７）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２３：１０８７
－１０９２；Ｋｅｒｎ（１９９７）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ　２３：１２０－１２４
；米国特許第５，１４３，８５４号を参照）。
【０８３３】
　特定のプローブの正確な配列は、「実質的に同一である」がそれらが由来するプローブ
と同じ標的もしくはサンプルに特異的に結合する（すなわち、特異的にハイブリダイズす
る）能力を保持するプローブを製造するためにある程度まで改変できることを当業者は認
識する。「核酸」という用語は、一本鎖もしくは二本鎖形態のいずれかのデオキシリボヌ
クレオチドもしくはリボヌクレオチドをさす。該用語には、所望の目的のために、基準核
酸と同様のもしくは向上した結合特性を有する天然ヌクレオチドの既知のアナログを含有
する、核酸、すなわちオリゴヌクレオチドが包含される。該用語にはまた、天然に存在す
るヌクレオチドと同様にもしくは所望の目的のために改善される速度で代謝される核酸も
包含される。該用語にはまた、合成バックボーンを有する核酸様構造も包含される。結腸
癌細胞のスクリーニングに関して、例えば、米国特許６，３２６，１４８を参考にしてサ
ンプルにおける癌細胞のスクリーニングに核酸プローブを使用する方法を当業者は認識す
る。
【０８３４】
　癌と関連するポリペプチドは、直接または適切な二次抗体（マウス一次抗体を使用する
場合にはウサギ抗マウスＩｇＧのような）および／もしくは第三級アビジン（もしくはス
トレプトアビジン）ビオチン複合体（「ＡＢＣ」）を用いて検出される、ＨＩＦ－１α、
ｐＭＥＫ、ｐＥＲＫ、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ、ｐＡＫＴ、ｐＴＳＣ２、ｐＳ６およびｐ４
ＥＢＰ１が包含されるがこれらに限定されるものではないバイオマーカーに対する適当な
一次抗体を用いて画像解析により定量することができる。
【０８３５】
　本明細書に例示されるような本発明の方法の実施において有用な試薬の例には、Ｖｅｎ
ｔａｎａ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．（Ｔｕｃｓｏｎ，ＡＺ）から得ら
れる、マウスモノクローナル抗体ＶＭＳＩ　７６０－４２８５が包含されるがこれに限定
されるものではない、ＨＩＦ－１αに特異的な抗体が包含される。本発明の方法の実施に
おいて有用な他の試薬には、ｍＴＯＲに特異的なウサギポリクローナル抗体Ａｂｃａｍ２
７３２、ｐｍＴＯＲに特異的なウサギポリクローナル抗体ＣＳＴ２９７１、ｍＴＳＣ２に
特異的なウサギポリクローナル抗体ＣＳＴ３６１４、ｐＳ６に特異的なウサギポリクロー
ナル抗体ＣＳＴ２２１１、ｐＡＫＴに特異的なウサギモノクローナル抗体ＣＳＴ３７８７
、ｐＭＥＫに特異的なウサギポリクローナル抗体ＣＳＴ９１２１、ｍＥＲＫ（ｐ４４／ｐ
４２）に特異的なウサギポリクローナル抗体ＶＭＳＩ７６０－４２２８およびｍ４ＥＢＰ
１に特異的なウサギポリクローナル抗体ＣＳＴ９４５５が包含されるがこれらに限定され
るものではない。
【０８３６】
　さらに、ペプチドもしくはそのリン酸化のような予測パターンもしくは生成物は、非腫
瘍組織もしくは細胞サンプルのような処置を受けていないサンプルと比較することができ
る。非腫瘍組織もしくは細胞サンプルは、同じ個体からの非腫瘍組織もしくは細胞サンプ
ル、あるいはまた異なる個体からの非腫瘍組織もしくは細胞サンプルより得られることが
できる。非腫瘍組織もしくは細胞サンプルと比較した場合により少ないポリペプチドが検
出される場合には、ポリペプチドの検出されるパターンは、哺乳類腫瘍、組織もしくは細
胞サンプルにおいて減少していると言われる。非腫瘍組織もしくは細胞サンプルと比較し
た場合により多くのポリペプチドが検出される場合には、ポリペプチドの検出されるパタ
ーンは、哺乳類腫瘍、組織もしくは細胞サンプルにおいて増加していると言われる。非腫
瘍組織もしくは細胞サンプルと比較した場合に同じかもしくはほぼ同じポリペプチドが検
出される場合には、ポリペプチドの検出されるパターンは、哺乳類腫瘍、組織もしくは細
胞サンプルにおいて正常であると言われる。
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【０８３７】
　標的タンパク質の量は、染色された抗原の平均光学密度を測定することにより定量する
ことができる。同時に、染色される全組織領域の割合もしくはパーセンテージは、例えば
第二の画像におけるコントロールレベル（抗体閾値レベルのような）を上回って染色され
る領域として、容易に計算することができる。バイオマーカーを含有する核の視覚化の後
に、処置後の患者由来の組織におけるそのような細胞のパーセンテージもしくは量を未処
置の組織におけるそのような細胞のパーセンテージもしくは量と比較する。本発明の目的
のために、ポリペプチドの発現、リン酸化、もしくは発現とリン酸化の両方のパターンを
「決定すること」は、直接検査によってもしくは例えば契約診断サービスから間接的に、
そのようなポリペプチド（１つもしくは複数）に関する発現レベル情報を単に得ることを
意味すると広く理解される。
【０８３８】
　ＩＸ．様々な用途
　本発明を例示するために本明細書に提示される例は主に免疫組織化学アッセイに関する
が、開示されるハプテン、開示されるハプテン標識プローブおよび開示される検出方法は
、任意のタイプの免疫アッセイ、核酸に基づくアッセイもしくはペプチド核酸（ＰＮＡ）
に基づくアッセイに適用することができる。例えば、開示されるハプテンは、酵素結合免
疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）；タンパク質、核酸およびＰＮＡマイクロアレイアッセイ
；およびフローサイトメトリーアッセイの検出スキームの成分を成すことができる。さら
に、本明細書に特に詳述されるもののような免疫組織化学アッセイはまた、組織アレイに
おける標的分子の検出に適用することもできる。
【０８３９】
　開示されるハプテン、ハプテンにコンジュゲーションした抗体および検出方法は、標準
（間接的）サンドイッチおよび競合形態ＥＬＩＳＡアッセイにおける標的分子の検出に利
用することができる。標準形態ＥＬＩＳＡにおいて、標的分子は基質（ニトロセルロース
基質のような）に非特異的に付着され、そして次に所望の標的もしくは複数の標的に特異
的に結合する１つもしくはそれ以上の一次抗体により検出される。１つの態様において、
一次抗体は本明細書に開示されるような異なるハプテンで標識され、そして次に検出可能
な標識（さらに特に、ＥＬＩＳＡにおける酵素、しかし、量子ドットのような他の検出可
能な標識を代用することができる）にコンジュゲーションした開示される抗ハプテン抗体
を基質に付着した標的分子の存在の視覚化のために加える。あるいはまた、サンドイッチ
形態において、１つもしくはそれ以上の標的分子に特異的な捕捉抗体を基質に付着させ（
共有結合的もしくは非共有結合的）、そしてサンプルを加え、存在する任意の標的分子も
また捕捉抗体との相互作用によって基質に付着されるようになることを可能にする。基質
に非特異的に結合している非標的分子を除くために洗浄した後に、捕捉抗体と異なる部位
で所望の標的に結合する１つもしくはそれ以上の検出抗体を加える。１つの態様において
、検出抗体もしくは複数の抗体を１つもしくはそれ以上の開示されるハプテンで標識し、
そして次に同じもしくは異なる検出可能な標識にコンジュゲーションした１つもしくはそ
れ以上の開示される抗ハプテン抗体を基質に付着した標的のその後の視覚化のために加え
る。任意の形態において、視覚化シグナルの増幅は、種特異的抗抗体のようなさらなる中
間抗体を利用して可能である。
【０８４０】
　１つの態様において、開示されるハプテン、開示されるハプテン標識抗体およびハプテ
ン標識核酸、ならびに開示される検出方法はブロットアッセイにおける標的検出に用いる
ことができ、ここで、電気泳動により分離されるタンパク質もしくは核酸は基質に非特異
的にブロッティングされ、その基質は次に特定の核酸配列もしくはタンパク質の存在につ
いて検索される。例えば、サザンブロットアッセイにおいて、核酸はアガロースゲル電気
泳動により分離され、そしてニトロセルロースフィルター上に相互に相対的位置でゲルか
らブロッティングされ、次にそのフィルターをハプテン標識核酸プローブで調べることが
でき、それを次に検出可能な標識にコンジュゲーションした開示される抗ハプテン抗体を
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利用することにより検出することができる。ノーザン（ＲＮＡ）およびウェスタン（タン
パク質）ブロットにおける標的の検出もまた、開示されるハプテンを利用して可能である
。
【０８４１】
　開示されるハプテン、ハプテン標識プローブおよび検出方法はまた、順相および逆相タ
ンパク質マイクロアレイならびに核酸マイクロアレイ（ｃＤＮＡおよびオリゴヌクレオチ
ドマイクロアレイを包含する）のようなマイクロアレイを用いる標的検出スキームにおい
て利用することもできる。例えば、逆相タンパク質マイクロアレイにおいて、サンプルを
基質上に個々にスポットし、そこでサンプル中のタンパク質は基質に非特異的に結合する
ようになる。次に、多数の異なる抗体（開示される抗体－ハプテンコンジュゲートのよう
な）を用いて特定のタンパク質の存在についてスポットを調べる。各スポットは同時に複
数の異なるタンパク質について調べることができ、あるいはまた、各スポットを異なるタ
ンパク質について調べることができ、もしくは各スポットを同じタンパク質について調べ
ることができる（各スポットが、例えば、患者への薬剤の投与後に、異なる時間で患者か
ら採取された異なるサンプルからである場合のような）。核酸マイクロアレイの場合、開
示されるハプテン標識プローブを検出スキームにおいて利用することができる。
【０８４２】
　組織マイクロアレイは、均一な染色および評点条件下で多数の組織サンプルを迅速にス
クリーニングする目的で、本発明の開示される態様を実施するために都合よく用いられる
（Ｈｏｏｓ　ｅｔ　ａｌ．，２００１，Ａｍ　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ．１５８：１２４５－５
１）。染色されたアレイの評点は、標準的な０～３＋尺度を用いて手動で、もしくは観察
される染色を正確に定量する自動システムにより成し遂げることができる。例えば、開示
される薬物治療態様で、この分析は処置後の患者結果を最も良く予測するバイオマーカー
を同定するために用いることができる。０～１００パーセントの間の患者「反応可能性」
は、小セットのリガンド、受容体、シグナル伝達タンパク質もしくはその予測組み合わせ
の発現、リン酸化もしくは両方に基づいて予測することができる。癌患者からのさらなる
サンプルは、組織マイクロアレイ結果の代替物としてもしくはそれに加えて分析すること
ができる。例えば、乳癌患者からのサンプルの分析は、患者の反応が受容体発現および／
もしくは下流シグナル伝達の特定のパターンと相関する場合に、組織アレイからの結果を
裏付けることができる。
【０８４３】
　開示されるハプテン、ハプテン標識プローブおよび検出方法はまたフローサイトメトリ
ーにおいても有用性を見出し、ここで、細胞は１つもしくはそれ以上の標的分子（例えば
、特定のタンパク質もしくは核酸配列）の存在について調べられ、そして場合により１つ
もしくはそれ以上の標的分子の存在もしくは不在に従って分類される（蛍光支援（ｆｌｕ
ｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ａｓｓｉｓｔｅｄ）細胞分類、ＦＡＣＳのような）。１つの態様に
おいて、１つもしくはそれ以上の開示されるハプテン標識抗体もしくはハプテン標識核酸
プローブを複数の細胞に接触させ、そして次に１つもしくはそれ以上の別個に検出可能な
標識にコンジュゲーションされる１つもしくはそれ以上の抗ハプテン抗体と細胞を接触さ
せる。
【０８４４】
　Ｘ．抗原／抗体認識および一般的に標的
　興味のあるハプテンに特異的に結合する任意の抗体、もしくは興味のある抗原からのエ
ピトープは、本明細書に開示される方法において用いることができる。一例において、興
味のある抗原に特異的に結合する抗体の各々の相補性決定領域（ＣＤＲ）の特異性決定領
域の配列が決定される。特異性決定領域（ＳＤＲ、非リガンド接触部位）の外側の残基は
置換することができる。例えば、最高でも１、２もしくは３個のアミノ酸を置換すること
ができる。ある抗体からのフレームワーク領域および異なる抗体からのＣＤＲを含むキメ
ラ抗体の製造は、当該技術分野において周知である。例えば、ヒト化抗体は日常的に製造
することができる。抗体もしくは抗体フラグメントは、興味のある抗原に特異的に結合す
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るドナーモノクローナル抗体からの相補性決定領域（ＣＤＲ）およびヒトアクセプター免
疫グロブリン重鎖および軽鎖フレームワークからの免疫グロブリン重鎖および軽鎖可変領
域フレームワークを有するヒト化免疫グロブリンであることができる。一般に、ヒト化免
疫グロブリンは、少なくとも１０8Ｍ-1、少なくとも５ｘ１０8Ｍ-1もしくは少なくとも１
０9Ｍ-1のような少なくとも１０7Ｍ-1の親和性定数でＲＥＴに特異的に結合する。
【０８４５】
　ヒト化モノクローナル抗体は、ドナーマウス免疫グロブリンの重鎖および軽可変鎖から
のドナー相補性決定領域（ＣＤＲ）をヒト可変ドメインに導入し、そして次に親和性を保
持するために必要とされる場合にはフレームワーク領域におけるヒト残基を置換すること
により製造することができる。ヒト化モノクローナル抗体由来の抗体成分の使用は、ドナ
ー抗体の定常領域の免疫原性と関連する潜在的問題を取り除く。ヒト化モノクローナル抗
体を製造する技術は、例えば、Ｊｏｎｅｓ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３２１：５２
２，１９８６；Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３３２：３２３，１
９８８；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９：１５３４，１９
８８；Ｃａｒｔｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．
Ａ．８９：４２８５，１９９２；Ｓａｎｄｈｕ，Ｃｒｉｔ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｔｅｃｈ．１
２：４３７，１９９２；およびＳｉｎｇｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１５
０：２８４４，１９９３に記述される。抗体は任意のアイソタイプのものであることがで
きるが、いくつかの態様において抗体はＩｇＧ1、ＩｇＧ2、ＩｇＧ3およびＩｇＧ4が包含
されるがこれらに限定されるものではないＩｇＧである。
【０８４６】
　１つの態様において、ヒト化免疫グロブリン重鎖可変領域フレームワークの配列は、ド
ナー免疫グロブリン重鎖可変領域フレームワークの配列に少なくとも約６５％同一である
ことができる。従って、ヒト化免疫グロブリン重鎖可変領域フレームワークの配列は、ド
ナー免疫グロブリン重鎖可変領域フレームワークの配列に少なくとも約７５％、少なくと
も約８５％、少なくとも約９９％もしくは少なくとも約９５％同一であることができる。
ヒトフレームワーク領域、およびヒト化抗体フレームワーク領域において製造することが
できる突然変異は、当該技術分野において既知である（例えば、引用することにより本明
細書に組み込まれる、米国特許第５，５８５，０８９号を参照）。
【０８４７】
　典型的なヒト抗体は、ＬＥＮおよび２１／２８ＣＬである。これらは、腫瘍マーカーに
結合する様々な抗体において使用されるフレームワーク領域である。他のものを使用でき
ること、およびこれらの領域は例となるだけであることを当業者は認識する。重鎖および
軽鎖フレームワークの配列は、当該技術分野において既知である。
【０８４８】
　マウスモノクローナル抗体、キメラ抗体およびヒト化抗体のような抗体には、全長分子
およびそのフラグメント、例えば、重鎖および軽鎖可変領域を含みそしてエピトープ決定
基に結合することができるＦａｂ、Ｆ（ａｂ’）2およびＦｖが包含される。これらの抗
体フラグメントは、それらの抗原もしくは受容体と選択的に結合するいくらかの能力を保
持する。これらのフラグメントには、下記のものが包含される：
　（１）Ｆａｂ、抗体分子の１価の抗原結合フラグメントを含有するフラグメントは、酵
素パパインでの全抗体の消化により製造することができ、完全な軽鎖および１つの重鎖の
一部をもたらす；
　（２）Ｆａｂ’、抗体分子のフラグメントは、ペプシンで全抗体を処理し、続いて還元
することにより得ることができ、完全な軽鎖および重鎖の一部をもたらす；２本のＦａｂ
’フラグメントが抗体分子当たり得られる；
　（３）（Ｆａｂ’）2、その後の還元なしに酵素ペプシンで全抗体を処理することによ
り得ることができる抗体のフラグメント；Ｆ（ａｂ’）2は、２本のジスルフィド結合に
より一緒に保持される２本のＦａｂ’フラグメントのダイマーである；
　（４）Ｆｖ、２本の鎖として発現される軽鎖の可変領域および重鎖の可変領域を含有す
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る遺伝子操作されたフラグメント；および
　（５）遺伝子的に融合された一本鎖分子として適当なポリペプチドリンカーにより連結
される、軽鎖の可変領域、重鎖の可変領域を含有する遺伝子操作された分子として定義さ
れる一本鎖抗体（ｓｃＦｖのような）。
【０８４９】
　これらのフラグメントを製造する方法は、当該技術分野において既知である（例えば、
Ｈａｒｌｏｗ　ａｎｄ　Ｌａｎｅ，Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｎｅｗ　Ｙ
ｏｒｋ，１９８８を参照）。これらの抗体を製造するために、ＶHおよびＶLを宿主細胞に
おいて２つの個々の核酸構築物から発現させることができる。ＶHおよびＶLが非連続的に
発現される場合、Ｆｖ抗体の鎖は典型的には非共有結合相互作用により一緒に保持される
。しかしながら、これらの鎖は希釈の際に解離する傾向があり、従って、グルタルアルデ
ヒド、分子間ジスルフィドもしくはペプチドリンカーによって鎖を架橋するために方法が
開発されている。従って、一例において、Ｆｖはジスルフィド安定化Ｆｖ（ｄｓＦｖ）で
あることができ、ここで、重鎖可変領域および軽鎖可変領域はジスルフィド結合により化
学的に連結される。
【０８５０】
　さらなる例において、Ｆｖフラグメントはペプチドリンカーにより連結されるＶHおよ
びＶL鎖を含んでなる。これらの一本鎖抗原結合タンパク質（ｓｃＦｖ）は、オリゴヌク
レオチドにより連結されるＶHおよびＶLドメインをコードするＤＮＡ配列を含んでなる構
造遺伝子を構築することにより製造される。構造遺伝子は発現ベクターに挿入され、それ
は次にエシェリキア・コリのような宿主細胞に導入される。組換え宿主細胞は、２つのＶ
ドメインを架橋するリンカーペプチドを有する単一ポリペプチド鎖を合成する。ｓｃＦｖ
を製造する方法は、当該技術分野において既知である（Ｗｈｉｔｌｏｗ　ｅｔ　ａｌ．，
Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｃｏｍｐａｎｉｏｎ　ｔｏ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏ
ｇｙ，Ｖｏｌ．２，ｐａｇｅ　９７，１９９１；Ｂｉｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２４２：４２３，１９８８；米国特許第４，９４６，７７８号；Ｐａｃｋ　ｅｔ　ａ
ｌ．，Ｂｉｏ／Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１１：１２７１，１９９３；およびＳａｎｄｈｕ
，上記を参照）。
【０８５１】
　抗体フラグメントは、抗体のタンパク質分解加水分解によりもしくはフラグメントをコ
ードするＤＮＡのエシェリキア・コリにおける発現により製造することができる。抗体フ
ラグメントは、常法による全抗体のペプシンもしくはパパイン消化により得ることができ
る。例えば、抗体フラグメントは、ペプシンでの抗体の酵素切断により製造することがで
き、Ｆ（ａｂ’）2と表される５Ｓフラグメントを生成せしめる。このフラグメントをチ
オール還元剤、および場合によりジスルフィド結合の切断に起因するスルフヒドリル基の
ブロッキング基を用いてさらに切断して、３．５Ｓ　Ｆａｂ’１価フラグメントを生成せ
しめることができる。あるいはまた、ペプシンを用いる酵素切断は２本の１価のＦａｂ’
フラグメントおよびＦｃフラグメントを直接生成せしめる（米国特許第４，０３６，９４
５号および米国特許第４，３３１，６４７号、ならびにその中に含まれる参考文献；Ｎｉ
ｓｏｎｈｏｆｆ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｒｃｈ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｂｉｏｐｈｙｓ．８９：２
３０，１９６０；Ｐｏｒｔｅｒ，Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．７３：１１９，１９５９；Ｅｄｅ
ｌｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ｖｏｌ．１，
４２２頁，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，１９６７；ならびにＣｏｌｉｇａｎ　ｅｔ　
ａｌ．２．８．１－２．８．１０および２．１０．１－２．１０．４章を参照）。
【０８５２】
　フラグメントが完全な抗体により認識される抗原に結合する限り、抗体を切断する他の
方法、例えば１価の軽鎖－重鎖フラグメントを生成せしめるための重鎖の分離、フラグメ
ントのさらなる切断、または他の酵素的、化学的もしくは遺伝子的技術もまた用いること
ができる。
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【０８５３】
　抗体の保存的バリアントを製造できることを当業者は認識する。ｄｓＦｖフラグメント
もしくはｓｃＦｖフラグメントにおけるような抗体フラグメントにおいて用いられるその
ような保存的バリアントは、正確なフォールディングおよびＶHとＶL領域間を安定させる
ために必要な重要なアミノ酸残基を保持し、そして分子の低いｐＩおよび低い毒性を維持
するために残基の電荷特性を保持する。収率を上げるためにアミノ酸置換（最大で１個、
最大で２個、最大で３個、最大で４個もしくは最大で５個のアミノ酸置換のような）をＶ

HおよびＶL領域において行うことができる。機能的に同様のアミノ酸を与える保存的アミ
ノ酸置換表は、当業者に周知である。以下の６つのグループは、相互に保存的置換である
と考えられるアミノ酸の例である：
　１）アラニン（Ａ）、セリン（Ｓ）、トレオニン（Ｔ）；
　２）アスパラギン酸（Ｄ）、グルタミン酸（Ｅ）；
　３）アスパラギン（Ｎ）、グルタミン（Ｑ）；
　４）アルギニン（Ｒ）、リシン（Ｋ）；
　５）イソロイシン（Ｉ）、ロイシン（Ｌ）、メチオニン（Ｍ）、バリン（Ｖ）；および
　６）フェニルアラニン（Ｆ）、チロシン（Ｙ）、トリプトファン（Ｗ）。
【０８５４】
　従って、当業者は配列番号：１～２および５～１０を容易に検討し、上記の簡潔な表に
おけるアミノ酸の１つもしくはそれ以上を決め、保存的置換を同定し、そして周知の分子
技術を用いて保存的バリアントを製造することができる。
【０８５５】
　治療、診断もしくは検出部分のようなエフェクター分子は、当業者に既知である手段を
いくつでも用いて、興味のある抗原に特異的に結合する抗体に連結することができる。共
有結合および非共有結合手段の両方を用いることができる。抗体にエフェクター分子を結
合する方法は、エフェクターの化学構造によって異なる。ポリペプチドは典型的に、エフ
ェクター分子の結合をもたらすために抗体上の適当な官能基との反応に利用可能である、
カルボン酸（ＣＯＯＨ）、遊離アミン（－ＮＨ2）もしくはスルフヒドリル（－ＳＨ）基
のような様々な官能基を含有する。あるいはまた、抗体はさらなる反応性官能基をさらす
かもしくは付けるために誘導体化される。誘導体化は、Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｒｏｃｋｆｏｒｄ，ＩＬから入手可能なもののような多数のリンカー
分子のいずれかの結合を含むことができる。リンカーは、エフェクター分子に抗体を連結
するために用いられる任意の分子であることができる。リンカーは、抗体およびエフェク
ター分子の両方に共有結合を形成することができる。適当なリンカーは当業者に周知であ
り、そして直鎖状もしくは分枝鎖状炭素リンカー、複素環式炭素リンカーまたはペプチド
リンカーが包含されるがこれらに限定されるものではない。抗体およびエフェクター分子
がポリペプチドである場合、リンカーは構成アミノ酸にそれらの側基を介して（システイ
ンへのジスルフィド結合を介してのような）もしくは末端アミノ酸のアルファ炭素アミノ
およびカルボキシル基に連結することができる。
【０８５６】
　抗体に様々な放射性診断化合物、放射性治療化合物、標識（酵素もしくは蛍光分子のよ
うな）薬剤、毒素および他の薬剤を結合するために報告されている多数の方法に関して、
当業者は抗体もしくは他のポリペプチドに既定の薬剤を結合するための適当な方法を決定
することができる。
【０８５７】
　ＸＩ．一般にＤＮＡを用いて抗体を製造する方法
　興味のある抗原に特異的に結合する抗体をコードする配列をコードする典型的な核酸は
、クローニング技術により製造することができる。適切なクローニングおよびシークエン
シング技術の例、ならびに多数のクローニングの実行を通して当業者を指導するために十
分な使用説明書は、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　ｅｔ　ａｌ．，上記、Ｂｅｒｇｅｒ　ａｎｄ　Ｋ
ｉｍｍｅｌ（ｅｄｓ．）、上記およびＡｕｓｕｂｅｌ，上記に見出される。生物学的試薬
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および実験装置の製造業者からの製品情報もまた、有用な情報を提供する。そのような製
造業者には、ＳＩＧＭＡ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｓａｉｎｔ　Ｌｏｕｉｓ
，ＭＯ）、Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（Ｍｉｎｎｅａｐｏｌｉｓ，ＭＮ）、Ｐｈａｒｍａｃ
ｉａ　Ａｍｅｒｓｈａｍ（Ｐｉｓｃａｔａｗａｙ，ＮＪ）、ＣＬＯＮＴＥＣＨ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｐａｌｏ　Ａｌｔｏ，ＣＡ）、Ｃｈｅｍ　Ｇｅｎｅｓ　Ｃ
ｏｒｐ．，Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙ（Ｍｉｌｗａｕｋｅｅ，
ＷＩ）、Ｇｌｅｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，Ｉｎｃ．、ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ　Ｌｉｆｅ　Ｔｅ
ｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，Ｉｎｃ．（Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ，ＭＤ）、Ｆｌｕｋａ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａ－Ｂｉｏｃｈｅｍｉｋａ　Ａｎａｌｙｔｉｋａ（Ｆｌｕｋａ　Ｃｈｅｍｉｅ
　ＡＧ，Ｂｕｃｈｓ，Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ（Ｓａｎ　Ｄｉ
ｅｇｏ，ＣＡ）およびＡｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ（Ｆｏｓｔｅｒ　Ｃｉｔｙ
，ＣＡ）ならびに当業者に既知である多数の他の商業的供給源が包含される。
【０８５８】
　核酸はまた、増幅方法により製造することもできる。増幅方法にはポリメラーゼ連鎖反
応（ＰＣＲ）、リガーゼ連鎖反応（ＬＣＲ）、転写に基づく増幅系（ＴＡＳ）、自律配列
複製系（３ＳＲ）が包含される。多種多様なクローニング方法、宿主細胞およびインビト
ロ増幅方法論が当業者に周知である。
【０８５９】
　一例において、有用な抗体は、ベクターに興味にある抗原に特異的に結合する抗体から
の可変領域をコードするｃＤＮＡを挿入することにより製造される。
【０８６０】
　いったん抗体もしくはそのフラグメントをコードする核酸が単離されそしてクローン化
されると、タンパク質を細菌、植物、酵母、昆虫および哺乳類細胞のような組換え技術で
作られた細胞において発現させることができる。抗体もしくはそのフラグメントをコード
する１つもしくはそれ以上のＤＮＡ配列は、適当な宿主細胞へのＤＮＡ導入によりインビ
トロで発現させることができる。細胞は原核生物もしくは真核生物であることができる。
該用語にはまた、対象宿主細胞の任意の子孫も包含される。複製中に起こる突然変異があ
り得るので全ての子孫が親細胞と同一とは限らない可能性があることが理解される。外来
ＤＮＡが宿主において継続的に維持されることを意味する、安定な導入の方法は、当該技
術分野において既知である。
【０８６１】
　抗体もしくはそのフラグメントをコードするポリヌクレオチド配列は、発現制御配列に
操作可能に連結することができる。コーディング配列に操作可能に連結される発現制御配
列は、コーディング配列の発現が発現制御配列と適合する条件下で行われるように連結さ
れる。発現制御配列には、適切なプロモーター、エンハンサー、転写ターミネーター、タ
ンパク質をコードする遺伝子の前の開始コドン（すなわち、ＡＴＧ）、イントロンのスプ
ライシングシグナル、ｍＲＮＡの正確な翻訳を可能にするためのその遺伝子の正しい読み
枠の維持、および終止コドンが包含されるがこれらに限定されるものではない。
【０８６２】
　抗体もしくはそのフラグメントをコードするポリヌクレオチド配列は、配列の挿入もし
くは導入を可能にするように操作することができそして原核生物もしくは真核生物のいず
れかにおいて発現させることができるプラスミド、ウイルスもしくは他の媒体が包含され
るがこれらに限定されるものではない発現ベクターに挿入することができる。宿主には微
生物、酵母、昆虫および哺乳類生物を包含することができる。原核生物において真核生物
もしくはウイルス配列を有するＤＮＡ配列を発現させる方法は、当該技術分野において周
知である。宿主において発現および複製ができる生物学的に機能性のウイルスおよびプラ
スミドＤＮＡベクターは、当該技術分野において既知である。
【０８６３】
　組換えＤＮＡでの宿主細胞の形質転換は、当業者に周知であるような通常の技術により
実施することができる。宿主がエシェリキア・コリのような原核生物である場合、指数増
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殖期の後に採取しそして次に当該技術分野において周知である方法を用いてＣａＣｌ2法
により処理した細胞からＤＮＡの取り込みが可能であるコンピテント細胞を調製すること
ができる。あるいはまた、ＭｇＣｌ2もしくはＲｂＣｌを用いることができる。形質転換
はまた、所望に応じて宿主細胞のプロトプラストを形成した後に、もしくは電気穿孔によ
り行うこともできる。
【０８６４】
　宿主が真核生物である場合、リン酸カルシウム共沈のようなＤＮＡのトランスフェクシ
ョンの方法、通常の機械的方法、例えば微量注入、電気穿孔、リポソームに入れられたプ
ラスミドの挿入、もしくはウイルスベクターを用いることができる。真核細胞はまた、抗
体もしくはそのフラグメントをコードするポリヌクレオチド配列および単純ヘルペスチミ
ジンキナーゼ遺伝子のような選択可能な表現型をコードする第二の外来ＤＮＡ分子で共形
質転換することもできる。別の方法は、真核細胞に一時的に感染するかもしくはそれを形
質転換しそしてタンパク質を発現させるために、シミアンウイルス４０（ＳＶ４０）もし
くはウシパピローマウイルスのような真核生物ウイルスベクターを使用することである（
例えば、Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ　Ｖｉｒａｌ　Ｖｅｃｔｏｒｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ
　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，Ｇｌｕｚｍａｎ　ｅｄ．，１９８２を参照）。
当業者は、ＣＯＳ、ＣＨＯ、ＨｅＬａおよび骨髄腫細胞系のような高等真核細胞を包含す
る細胞においてタンパク質を製造するのに有用なプラスミドおよびベクターのような発現
系を容易に使用することができる。
【０８６５】
　組換えで発現されたポリペプチドの単離および精製は、分取クロマトグラフィーおよび
免疫学的分離を包含する常法により実施することができる。いったん発現されると、組換
え抗体は硫酸アンモニウム沈殿、親和性カラム、カラムクロマトグラフィーなどを包含す
る当該技術分野の標準的な方法に従って精製することができる（一般に、Ｒ．Ｓｃｏｐｅ
ｓ，Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ
．Ｙ．，１９８２を参照）。少なくとも約９０～９５％の均一性の実質的に純粋な組成物
が本明細書において開示され、そして９８％～９９％もしくはそれ以上の均一性は製薬学
的目的のために使用することができる。いったん部分的にもしくは均質まで所望に応じて
精製されると、治療的に使用される場合には、ポリペプチドは内毒素を実質的に含まない
べきである。
【０８６６】
　エシェリキア・コリのような細菌からの、一本鎖抗体を包含する、一本鎖抗体の発現お
よび／もしくは適切な活性形態へのリフォールディングの方法は記述されており、そして
周知であり、そして本明細書に開示される抗体に適用可能である。全て本明細書に引用す
ることにより組み込まれる、Ｂｕｃｈｎｅｒ　ｅｔ　ａｌ．，Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ
．２０５：２６３－２７０，１９９２；Ｐｌｕｃｋｔｈｕｎ，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　９：５４５，１９９１；Ｈｕｓｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２４６：１２７
５，１９８９およびＷａｒｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　３４１：５４４，１９８９
を参照。
【０８６７】
　しばしば、エシェリキア・コリもしくは他の細菌からの機能性異種タンパク質は封入体
から単離され、そして強い変性剤を用いる可溶化およびその後のリフォールディングを必
要とする。可溶化工程中に、当該技術分野において周知であるように、ジスルフィド結合
を分離するために還元剤が存在しなければならない。還元剤を有する典型的なバッファー
は：０．１Ｍ　Ｔｒｉｓ　ｐＨ　８、６Ｍグアニジン、２ｍＭ　ＥＤＴＡ、０．３Ｍ　Ｄ
ＴＥ（ジチオエリスリトール）である。ジスルフィド結合の再酸化は、本明細書に引用す
ることにより組み込まれるＳａｘｅｎａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　９
：５０１５－５０２１，１９７０に記述されるように、そして特にＢｕｃｈｎｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．、上記により記述されるように、還元および酸化形態の低分子量チオール試薬の
存在下で起こることができる。
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【０８６８】
　再生は、典型的にはリフォールディングバッファーへの変性されそして還元されたタン
パク質の希釈（例えば１００倍）により成し遂げられる。典型的なバッファーは、０．１
Ｍ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ８．０、０．５Ｍ　ｌ－アルギニン、８ｍＭ酸化グルタチオン（ＧＳ
ＳＧ）および２ｍＭ　ＥＤＴＡである。
【０８６９】
　二本鎖抗体精製プロトコルへの改変として、重鎖および軽鎖領域は別個に可溶化されそ
して還元され、そして次にリフォールディング溶液において合わせられる。典型的な収率
は、もう一方に対する一方のタンパク質の５倍モル過剰を超えないようなモル比でこれら
２つのタンパク質が混合される場合に得られる。酸化還元シャッフリングが完了した後に
リフォールデンング溶液に過剰の酸化グルタチオンもしくは他の酸化低分子量化合物を加
えることが望ましい。
【０８７０】
　組換え法に加えて、本明細書に開示される抗体はまた、標準的なペプチド合成を用いて
全部もしくは部分的に構築することもできる。約５０アミノ酸未満の長さのポリペプチド
の固相合成は、不溶性担体に配列のＣ末端アミノ酸を結合させ、続いて配列における残り
のアミノ酸を逐次付加することにより成し遂げることができる。固相合成の技術は、Ｂａ
ｒａｎｙ　＆　Ｍｅｒｒｉｆｉｅｌｄ，Ｔｈｅ　Ｐｅｐｔｉｄｅｓ：Ａｎａｌｙｓｉｓ，
Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｂｉｏｌｏｇｙ．Ｖｏｌ．２：Ｓｐｅｃｉａｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｉｎ　Ｐｅｐｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，Ｐａｒｔ　Ａ．ｐｐ．３－２８４；Ｍｅｒ
ｒｉｆｉｅｌｄ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．８５：２１４９－２１５
６，１９６３およびＳｔｅｗａｒｔ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｏｌｉｄ　Ｐｈａｓｅ　Ｐｅｐｔ
ｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，第２版，Ｐｉｅｒｃｅ　Ｃｈｅｍ．　Ｃｏ．，Ｒｏｃｋｆ
ｏｒｄ，Ｉｌｌ．，１９８４により記述される。より長い長さのタンパク質は、より短い
フラグメントのアミノおよびカルボキシル末端の縮合により合成することができる。カル
ボキシル終端の活性化によりペプチド結合を形成する方法（カップリング試薬Ｎ，Ｎ’－
ジシクロヘキシルカルボジイミドの使用によるような）は、当該技術分野において周知で
ある。
【０８７１】
　ＸＩＩ．抗原
　興味のある典型的な抗原には、以下に記載するものが包含される：
【０８７２】
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【表４】

【０８７３】
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【表５】

【０８７４】
　興味のある抗原からの任意の抗原性ペプチド（免疫原性フラグメントのような）は、興
味のあるその抗原に特異的なＴ細胞の集団を生成するために用いることができる。ウイル
スおよび腫瘍抗原のような、多数のそのような抗原性ペプチドは当該技術分野において既
知である。本開示は、特定の抗原ペプチドを使用することに限定されない。興味のある抗
原からの抗原性ペプチドの特定の例には、表１に示されるもののような、ウイルス、真菌
および腫瘍に関連する抗原が包含されるがこれらに限定されるものではない。さらなる抗
原性ペプチドは当該技術分野において既知である（例えば、両方とも引用することにより
本明細書に組み込まれる、Ｎｏｖｅｌｌｉｎｏ　ｅｔ　ａｌ．，Ｃａｎｃｅｒ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ．Ｉｍｍｕｎｏｔｈｅｒ．５４（３）：１８７－２０７，２００５およびＣｈｅｎ
　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｙｔｏｔｈｅｒａｐｙ，４：４１－８，２００２を参照）。
【０８７５】
　表１は興味のある全長抗原の特定のフラグメントを開示するが、他のフラグメントもし
くは全長タンパク質もまた本明細書に開示される方法において使用できることを当業者は
認識する。一例において、興味のある抗原は全長抗原配列の「免疫原性フラグメント」で
ある。「免疫原性フラグメント」は、抗体の生産のような、Ｂ細胞反応のような免疫反応
を誘導するために用いることができるタンパク質の部分をさす。もちろんより長いフラグ
メントもまた使用することができるが、典型的には、そのようなフラグメントは全長抗原
の８～１２個の連続するアミノ酸である。特定の例において、免疫原性フラグメントは、
全長標的抗原配列からの８～５０個のアミノ酸、８～２０個のアミノ酸または１０、２０
、３０、４０、５０、１００もしくは２００個の連続するアミノ酸のような、全長標的抗
原配列からの８～１００個の連続するアミノ酸である。
【０８７６】
　単一アミノ酸置換された抗原アナログの研究および内因的に結合した天然でプロセシン
グされたペプチドのシークエンシングによって、抗原性分子を製造するために必要なモチ
ーフに対応する重要な残基が同定されている（例えば、Ｓｏｕｔｈｗｏｏｄ　ｅｔ　ａｌ
．，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１６０：３３６３，１９９８；Ｒａｍｍｅｎｓｅｅ　ｅｔ　ａ
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ｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ　４１：１７８，１９９５；Ｒａｍｍｅｎｓｅｅ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．１０：４７８，１９９８；Ｅ
ｎｇｅｌｈａｒｄ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．６：１３，１９９４；Ｓｅｔ
ｔｅ　ａｎｄ　Ｇｒｅｙ，Ｃｕｒｒ．Ｏｐｉｎ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．４：７９，１９９２を
参照）。
【０８７７】
　開示される発明の原理を適用することができる多数の可能な態様に関して、例示される
態様は本発明の好ましい例にすぎず、そして本発明の範囲を限定すると考えられるべきで
はないことが認識されるべきである。むしろ、本発明の範囲は以下の請求項により定義さ
れる。従って、これらの請求項の範囲および精神の範囲内に入る全てを我々の発明として
請求する。

【図１】 【図２】

【図３】
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【図７】

【図８】 【図９】
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