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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　式（Ｉ）
【化１】

（式中、Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、
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　Ｒ2は、ＮGの保護基であり、
　Ｒ3は、１－ナフチル、フェニルピロリル、フェニルチオフェニル、インドリル及び２
－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択される）
の化合物であって、トリプシンがＯ－Ｃ単結合を開裂させてＲ3－ＯＨを遊離させるよう
なトリプシン基質である化合物。
【請求項２】
　Ｒ1が、アシル、アレーンスルホニル及びカルバモイルからなる群より選択される、請
求項１記載の化合物。
【請求項３】
　Ｒ1が、tert－ブチルオキシカルボニル、ベンジルオキシカルボニル、ベンゾイル及び
ベンゼンスルホニルからなる群より選択される、請求項１記載の化合物。
【請求項４】
　Ｒ2が、ニトロ、アレーンスルホニル、カルバモイル及びアシルからなる群より選択さ
れる、請求項１記載の化合物。
【請求項５】
　Ｒ2が、ニトロ、ベンゼンスルホニル、トシル、カルボベンジルオキシ及びベンゾイル
からなる群より選択される、請求項１記載の化合物。
【請求項６】
　Ｒ3－ＯＨが式（Ｉ）の該化合物とは光学的に異なる、請求項１記載の化合物。
【請求項７】
　キャリヤマトリックスと、
　式（Ｉ）
【化２】

（式中、Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、
　Ｒ2は、ＮGの保護基であり、
　Ｒ3は、１－ナフチル、フェニルピロリル、メチルクマリニル、フェニルチオフェニル
、インドリル及び２－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択される）
の化合物とを含み、式（Ｉ）の該化合物が、トリプシンがＯ－Ｃ単結合を開裂させてＲ3

－ＯＨを遊離させるようなトリプシン基質である、生物学的試料中の尿トリプシンインヒ
ビタの存在を測定するための診断具。
【請求項８】
　Ｒ1が、アシル、アレーンスルホニル及びカルバモイルからなる群より選択される、請
求項７記載の診断具。
【請求項９】
　Ｒ1が、tert－ブチルオキシカルボニル、ベンジルオキシカルボニル、ベンゾイル及び
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ベンゼンスルホニルからなる群より選択される、請求項７記載の診断具。
【請求項１０】
　Ｒ2が、ニトロ、アレーンスルホニル、カルバモイル及びアシルからなる群より選択さ
れる、請求項７記載の診断具。
【請求項１１】
　Ｒ2が、ニトロ、ベンゼンスルホニル、トシル、カルボベンジルオキシ及びベンゾイル
からなる群より選択される、請求項７記載の診断具。
【請求項１２】
　該キャリヤマトリックスがろ紙である、請求項７記載の診断具。
【請求項１３】
　該キャリヤマトリックスがジアゾニウム塩を含む、請求項７記載の診断具。
【請求項１４】
　Ｒ3－ＯＨ（ここで、Ｒ3は、フェニルピロリル、メチルクマリニル、フェニルチオフェ
ニル、インドリル及び２－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択される）がジ
アゾニウム塩と反応して可視色を生ずる、請求項１３記載の診断具。
【請求項１５】
　ジアゾニウム塩が、構造
　Ｒ4－Ｎ2

+Ａｎ-

（式中、Ｒ4は、酸素、硫黄及び窒素からなる群より選択される、ヘテロ原子０～４個を
含むことができる５～１５員の芳香族単環式又は縮合多環式基であり、
　Ａｎ-は、アニオンである）
を有する、請求項１３記載の診断具。
【請求項１６】
　Ｒ4が、モルホリノベンゼンである、請求項１５記載の診断具。
【請求項１７】
　該ジアゾニウム塩が、構造
【化３】

（式中、Ｄ-は、アニオンであり、
　Ｇは、独立して、Ｈ、Ｃ1-6アルキルであるか、二つのＧ基が一緒になって縮合環系を
形成し、
　Ｂは、Ｈ又はＯＨである）
を有する両性イオンである、請求項１３記載の診断具。
【請求項１８】
　Ｒ3－ＯＨが式（Ｉ）の該化合物とは光学的に異なる、請求項７記載の診断具。
【請求項１９】
　キャリヤマトリックスと、
　式（Ｉ）
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【化４】

（式中、Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、
　Ｒ2は、ＮGの保護基であり、
　Ｒ3は、１－ナフチル、フェニルピロリル、メチルクマリニル、フェニルチオフェニル
、インドリル及び２－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択される）
の化合物とを含み、式（Ｉ）の該化合物が、トリプシンがＯ－Ｃ単結合を開裂させてＲ3

－ＯＨを遊離させるようなトリプシン基質である、生物学的試料中の尿トリプシンインヒ
ビタの存在を測定するための診断具を製造する方法であって、
　（ａ）該キャリヤマトリックスを緩衝溶液と接触させる工程と、
　（ｂ）該キャリヤマトリックスを乾燥させる工程と、
　（ｃ）該キャリヤマトリックスを、式（Ｉ）の該トリプシン基質を含む溶液と接触させ
る工程とを含む方法。
【請求項２０】
　（ｄ）該キャリヤマトリックスを乾燥させる工程をさらに含む、請求項１９記載の方法
。
【請求項２１】
　該キャリヤマトリックスがろ紙である、請求項１９記載の方法。
【請求項２２】
　該キャリヤマトリックスがジアゾニウム塩を含む、請求項１９記載の方法。
【請求項２３】
　Ｒ3－ＯＨ（ここで、Ｒ3は、フェニルピロリル、メチルクマリニル、フェニルチオフェ
ニル、インドリル及び２－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択される）がジ
アゾニウム塩と反応して可視色を生ずる、請求項２２記載の方法。
【請求項２４】
　式（Ｉ）の該トリプシン基質を含む溶液がジアゾニウム塩をさらに含む、請求項１９記
載の方法。
【請求項２５】
　Ｒ3－ＯＨ（ここで、Ｒ3は、フェニルピロリル、メチルクマリニル、フェニルチオフェ
ニル、インドリル及び２－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択される）がジ
アゾニウム塩と反応して可視色を生ずる、請求項１９記載の方法。
【請求項２６】
　Ｒ3－ＯＨが式（Ｉ）の化合物とは光学的に異なる、請求項１９記載の方法。
【請求項２７】
　生物学的試料中の尿トリプシンインヒビタのレベルを検出する方法であって、
　生物学的試料を、所定量のトリプシン、所定量のジアゾニウム塩及び式（Ｉ）
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【化５】

（式中、Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、
　Ｒ2は、ＮGの保護基であり、
　Ｒ3は、１－ナフチル、フェニルピロリル、メチルクマリニル、フェニルチオフェニル
、インドリル及び２－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択され、そして
　式（Ｉ）の該化合物は、トリプシンがＯ－Ｃ単結合を開裂させてＲ3－ＯＨを遊離させ
るようなトリプシン基質であり、
　該化合物Ｒ3－ＯＨは、ジアゾニウム塩と反応して可視色を生じ、色の強さが増すほど
、生物学的試料中の尿トリプシンインヒビタが少ないことを示す）で示される化合物を含
む診断具と接触させる工程を含む方法。
【請求項２８】
　生物学的流体中の尿トリプシンインヒビタの存在を測定するための診断キットであって
、
　（ａ）トリプシンと、
　（ｂ）式（Ｉ）

【化６】

（式中、Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、
　Ｒ2は、ＮGの保護基であり、
　Ｒ3は、１－ナフチル、フェニルピロリル、メチルクマリニル、フェニルチオフェニル
、インドリル及び２－フェニル－５Ｈ－チアゾリルからなる群より選択される）
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の化合物とを含み、
　式（Ｉ）の該化合物が、トリプシンがＯ－Ｃ単結合を開裂させてＲ3－ＯＨを遊離させ
るようなトリプシン基質である診断キット。
【請求項２９】
　Ｒ3－ＯＨが該トリプシン基質とは光学的に異なる、請求項２８記載の診断キット。
【請求項３０】
　（ｃ）尿トリプシンインヒビタの存在を測定するために使用することができる少なくと
も一つの試薬をさらに含む、請求項２８記載の診断キット。
【請求項３１】
　該試薬がジアゾニウム塩である、請求項３０記載の診断キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【従来の技術】
尿トリプシンインヒビタ（ＵＴＩ）は、トリプシン及びαキモトリプシン、ヒアルロニダ
ーゼならびにクレアチンホスホキナーゼの酵素反応性を阻害する糖タンパク質である。Ｕ
ＴＩは、健康な個人の尿中に微量で存在する。
【０００２】
トリプシンインヒビタ活性は、細菌感染を診断するためのスクリーニング試験における使
用を示唆されていた。細菌感染が起こると、白血球が動員され、白血球のエラスターゼ活
性が活性化される。急性期反応の間、インターロイキン－１が、エラスターゼ活性によっ
て低分子量トリプシンインヒビタに分解されるインター－α－トリプシンインヒビタの産
生を誘発する。これらのトリプシンインヒビタは、炎症部位に作用して抗炎症活性及び抗
ショック活性を示したのち、尿中に排出されると考えられる。Pietteら（European J. of
 Med. 1, 273（1992)）は、尿トリプシンインヒビタ活性が、特に原因不明の高熱及び／
又は血沈速度の上昇のある患者において有用なマーカとなりうることを報告している。
【０００３】
ＵＴＩの量的変化は、感染又は炎症の指標として有用である。Kuwajimaら（Clin. Bioche
m. 23, 167(1990））は、ＵＴＩのアッセイを急性期反応の臨床診断に使用できることを
報告している。ＵＴＩレベルはまた、他の状況、たとえば悪性腫瘍、腎疾患、心筋梗塞及
び術後で上昇する。
【０００４】
感染及び炎症のマーカとしては、血清Ｃ反応性タンパク質、シアリン酸及び血沈速度が利
用されてきた。しかし、これらのマーカはすべて血清ベースであり、血液試料を要する。
血液試料の使用は、分析の前に血液試料の凝固、遠心処理及び分離のための時間を要する
。
【０００５】
ＵＴＩ濃度の計測は、酵素阻害、抗体ステイン、ラテックス凝集法及びラジオイムノアッ
セイ法をはじめとするいくつかの方法で達成されてきた。酵素阻害は、ＵＴＩ濃度を計測
するために使用され、比色酵素基質が阻害の程度を計測するために使用されてきた。方法
は最近、臨床分析装置における自動化計測に適応されるようになった（S. Kuwajimaら、
上記引用中）。そのような分析技術は通常、尿試料を、アルギニン又はリシンのいずれか
でクロモフォアに付着したトリプシン基質と接触させることを含む。理由は、トリプシン
がアルギニン及びリシンを開裂させるからである。ＵＴＩは流体試料中のその濃度にした
がってトリプシン活性を阻害するため、尿試料中のＵＴＩの濃度は、クロモフォアの呈色
反応の強さに反比例する。
【０００６】
Ｎα－ベンゾイル－Ｌ－アルギニンｐ－ニトロアニリド（ＢＡＰＮＡ）、Ｎα－ベンゾイ
ル－Ｄ，Ｌ－アルギニンβ－ナフチルアミド（ＢＡＮＡ）及びＮα－ベンゾイル－Ｌ－ア
ルギニン－７－アミド－４－メチルクマリンをはじめとするいくつかの比色及び発蛍光性
トリプシン基質が市販されている。
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公知の指示トリプシン基質は、Ｎα保護アルギニンの芳香族アミドである。トリプシンが
これらの公知の基質を加水分解するとき、アミド結合が開裂し、芳香族アミンが遊離する
。ＢＡＰＮＡの場合、アミド結合が開裂し、黄色のｐ－ニトロアニリンが遊離し、分光光
度計によって計測される。ＢＡＮＡを用いると、２－アミノナフタレンが生成され、それ
がジアゾ化及びＮ－（１－ナフチル）－エチレンジアミンとのカップリングによって検出
されてアゾ染料を形成する（Goldbergら、Cancer 11, 283(1958））。７－アミノ－４－
メチルクマリンがＮα－ベンゾイル－Ｌ－アルギニン－７－アミド－４－メチルクマリン
の加水分解によって遊離し、この蛍光生成物が蛍光計によって計測される。これらの基質
は、液相アッセイでトリプシン活性を計測するために使用されるが、通常は目視又は簡単
な反射率計器によって読みとられる乾相フォーマット、たとえばディップスティックにお
ける使用には十分に適さない。
【０００８】
アルギニンの芳香族エステルはトリプシン基質として当業者には知られていない。エステ
ルは、アミドよりも加水分解に対してはるかに不安定であり、しばしば、より高感度で加
水分解しやすい類似体を得るためにアミドの代わりにプロテアーゼ基質に組み込まれる。
これらはまた、求核物質による非酵素的加水分解を受けやすい。これは、求核性グアニジ
ノ基をその構造の一部として有するアルギニンエステルにとって有意である。Grayら（En
zyme Microb. Technol. 5, 137(1983)）は、２－ヒドロキシナフトール及び７－ヒドロキ
シ－４－メチルクマリンのＮα－ベンゾイル－アルギニンエステルを製造する試みが、エ
ステル基の不安定性のため、不成功であったと述べている。
【０００９】
【発明が解決しようとする課題】
とりわけ血液試料の必要性をはじめとする従来技術の欠点に対処するトリプシン基質が求
められる。
【００１０】
【課題を解決するための手段】
本発明は、トリプシン基質であるＮα－（αアミノ基）及びＮG－（グアニジノ基）ビス
保護アルギニンの芳香族エステルを提供する。驚くことに、トリプシンは、グアニジノ基
上に保護基を有するアルギニンのエステルを加水分解する。本発明のエステルは、生物学
的試料、たとえば尿の中のＵＴＩの量を検出するための乾相分析要素で可視色を出すため
に使用することができる。
【００１１】
本発明の一つの態様では、式（Ｉ）の化合物は、
【００１２】
【化７】
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【００１３】
（式中、Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、Ｒ2は、ＮGの保護基であり、Ｒ3は、アリールであ
る）
を含み、式（Ｉ）の化合物は、トリプシンがＯ－Ｃ単結合を開裂させてＲ3－ＯＨを遊離
させるようなトリプシン基質である。
【００１４】
本発明のもう一つの態様では、診断具は、キャリヤマトリックス及び式（Ｉ）の化合物を
含む。
【００１５】
本発明のもう一つの態様では、診断具を製造する方法は、（ａ）キャリヤマトリックスを
緩衝溶液と接触させる工程と、（ｂ）キャリヤマトリックスを乾燥させる工程と、（ｃ）
キャリヤマトリックスを、式（Ｉ）のトリプシン基質を含む溶液と接触させる工程とを含
む。
【００１６】
本発明のさらに別の態様では、生物学的試料中の尿トリプシンインヒビタのレベルを検出
する方法は、（ａ）生物学的試料を、所定量のトリプシン、所定量のジアゾニウム塩及び
式（Ｉ）（Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、Ｒ2は、ＮGの保護基であり、Ｒ3は、アリールで
ある）のトリプシン基質を含む診断具と接触させる工程を含み、式（Ｉ）の化合物は、ト
リプシンがＯ－Ｃ単結合を開裂させてＲ3－ＯＨを遊離させるようなトリプシン基質であ
り、化合物Ｒ3－ＯＨは、ジアゾニウム塩と反応して可視色を生じ、色の強さが増すほど
、生物学的試料中の尿トリプシンインヒビタは少なくなる。
【００１７】
本発明のさらに別の態様では、生物学的流体中の尿トリプシンインヒビタの存在を検出す
るための診断キットは、トリプシン及び式（Ｉ）のトリプシン基質を含む。
【００１８】
本発明は、前記及び他の特徴を提供し、本発明の利点は、好ましい実施態様の以下の詳細
な説明からさらに明らかになる。詳細な説明は、本発明を例示するに過ぎず、請求の範囲
及びその均等物によって定義される本発明の範囲を限定するものではない。
【００１９】
用語の定義
本明細書で使用する「アルキル」は、飽和脂肪族基であり、直鎖状アルキル基、分岐鎖状
アルキル基及びシクロアルキル基を含む。特に好ましいアルキル置換基は、メチル、エチ



(9) JP 5016752 B2 2012.9.5

10

20

30

ル、プロピル、イソプロピル、シクロプロピル、ブチル、イソブチル、tert－ブチル、se
c－ブチル、ペンチル、ヘキシル、シクロヘキシルなどを含む。炭素数が別段指定されな
い限り、本明細書で使用する「低級アルキル」は、その主鎖構造中に炭素原子１～１０個
、より好ましくは炭素原子１～６個を有する前記アルキル基をいう。脂肪族環式基は、環
あたり炭素原子約１～１２個、好ましくは環あたり炭素原子１～９個を有する単環式又は
多環式基であることができる。
【００２０】
本明細書で使用する「アリール」は、酸素、硫黄及び窒素からなる群より選択されるヘテ
ロ原子０～４個を含むことができる５～１５員の芳香族単環式又は縮合多環式基を含む。
たとえば、ベンゼン、ピロール、フラン、チオフェン、イミダゾール、オキサゾール、チ
アゾール、トリアゾール、ピラゾール、ピリジン、ピラジン、ピリダジン、ピリミジン、
ナフチレン、ベンゾチアゾール、ベンゾチオフェン、ベンゾフラン、インドール、キノリ
ンなど。アリール基は、一つ以上の位置をハロ、アルキル、ヒドロキシ、アルコキシ、ア
ルコキシカルボニル、ハロアルキル、シアノ、アミノスルホニル、アリール、スルホニル
、アミノカルボニル、カルボキシ、アシルアミノ、アルキルスルホニル、アミノ及び、式
（Ｉ）の組成物がトリプシンの存在で加水分解する能力を妨げないならば、置換又は非置
換の置換基で置換されていることができる。
【００２１】
本明細書で使用する「ヘテロアリール」は、単、二又は三環式の－Ｎ－、－Ｏ－又は－Ｓ
－ヘテロアリール置換基、たとえばベンゾフラン、ベンゾチオフェン、フラン、イミダゾ
ール、インドール、イソチアゾール、オキサゾール、ピペラジン、ピラジン、ピラゾール
、ピリダジン、ピリジン、ピリミジン、ピロール、キノリン、チアゾール及びチオフェン
である。
【００２２】
本明細書で使用する「保護基」は、求めない反応から官能基を保護するために使用される
基である。使用後、保護基は脱離させることができる。
【００２３】
トリプシン基質
本発明のトリプシン基質は、Ｎα，ＮG－ビス保護アルギニン及びＮα，ＮG－ビス保護ア
ルギニン誘導体の芳香族エステルを含む。エステルがトリプシンによって加水分解される
とき、芳香族アルコールが遊離して、トリプシンが生物学的試料中に存在するならば、検
出しやすいシグナルを生成する。
【００２４】
アルギニンエステルは、式（Ｉ）
【００２５】
【化８】
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【００２６】
（式中、Ｒ1は、Ｎαの保護基であり、Ｒ2は、ＮGの保護基であり、Ｒ3は、アリールであ
る）
【００２７】
の化合物として総称的に記載され、式（Ｉ）の化合物は、トリプシンがＯ－Ｃ単結合を開
裂させてＲ3－ＯＨを遊離させるようなトリプシン基質である。一つの実施態様では、Ｒ3

－ＯＨは、式（Ｉ）の化合物とは光学的に異なる。この実施態様では、Ｒ3－ＯＨは、好
ましくは、式（Ｉ）の化合物から視覚的に区別できる（肉眼だけで）。あるいはまた、Ｒ
3－ＯＨは、分析計器を使用して式（Ｉ）の化合物から光学的に区別することができる。
【００２８】
もう一つの実施態様では、Ｒ3－ＯＨは、ジアゾニウム塩と反応して可視色を生ずる。
【００２９】
加水分解すると黄色を出すｐ－ニトロフェノールのエステルは、色を本来ほとんど又は全
くもたない試料におけるトリプシン検出に有用である。しかし、色のある生物学的試料、
たとえば尿又は血清においては、内因性の有色成分からの干渉は、スペクトルの可視領域
、好ましくは＞５００nmで強い吸収を生じさせる基質を使用することによって最小限にな
る。この理由のため、好ましい基質は、芳香族ジアゾニウム塩とカップリングしたとき強
い色のアゾ染料を容易に形成する芳香族アルコールの誘導体である。
【００３０】
これらのアルギニンエステルは、好ましくは、芳香族アルコールによるＮα，ＮG－保護
アルギニンのカルボキシル基のエステル化によって製造される。好ましくは、エステル及
びアルコールは、異なる光学的性質又は化学反応性を有する。たとえば、ｐ－ニトロフェ
ノールのエステルは無色であるが、遊離フェノールはpH＞７で黄色である。７－ヒドロキ
シ－４－メチルクマリンのエステルは非蛍光性であるが、遊離ヒドロキシクマリンは蛍光
性が高い。３－ヒドロキシ－５－フェニルピロールのエステルは、芳香族ジアゾニウム塩
、たとえば２－メトキシ－４－モルホリノベンゼンジアゾニウムクロリド（ＭＭＢＤ）に
対して非反応性であるが、３－ヒドロキシ－５－フェニルピロールは、ＭＭＢＤと速やか
に反応して明るい色のアゾ染料を生成する。
【００３１】
これらの光学的又は化学的差違のいずれかを利用して、生物学的試料中のＵＴＩを検出す
ることができる。
【００３２】
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Ｎαの保護基
Ｒ1は、Ｎαの保護基である。好ましいＮα保護基は安定であり、トリプシン基質の製造
に伴う反応及びトリプシンがエステル官能基のＯ－Ｃ単結合を開裂させる反応に用いられ
る条件下でＮα官能基を不活性にする。誘導体化されたアミノ基が後続の反応の条件に対
して安定であり、トリプシンの存在で組成物が加水分解する能力を妨げない限り、使用す
るＮα保護基の種は重要ではない。
【００３３】
Ｎαに適した保護基は、カルバメート、アミド及びアリールスルホンアミドを含むが、こ
れらに限定されない。カルバメートは、τ－ブトキシカルボニル（τ－ＢＯＣ）基、カル
ボベンジルオキシ（ＣＢＺ）基及び当該技術で公知の他の基を含む。アミド保護基は、低
級アルキルアミド、たとえばアセチル基及びアリールアミド、たとえばベンゾイル基を含
む。適当なアリールスルホンアミド基は、ベンゼンスルホニル基、ｐ－トルエンスルホニ
ル（トシル）基及び当該術で公知である他の基を含む。これら及び他の適当な保護基は、
引用例として本明細書に含める、Green及びWutsによる「Protecting Groups in Organic 
Synthesis」第三版（１９９９年４月）の「Protection for the Amino Group」と題する
章に掲載されている保護基を含むことができる。
【００３４】
ＮGの保護基
Ｒ2は、アルギニンのグアニジンＮとしても知られるＮGの保護基である。ＮGにおける保
護基の存在は、グアニジン基の求核性を下げる。保護基は、非酵素的加水分解からエステ
ルを保護する。さらに、ＮG保護基は、酵素的加水分解を完全には阻害せず、そのため、
これらのアルギニンエステルは安定であり、トリプシン基質として有用である。
【００３５】
好ましいＮG保護基は安定であり、トリプシン基質の製造に伴う反応及びトリプシンがエ
ステル官能基のＯ－Ｃ単結合を開裂させる反応に用いられる条件下でＮα官能基を不活性
にする。
【００３６】
ＮGに適した保護基は、ニトロ、アレーンスルホニル化合物及びカルボニル誘導体を含む
が、これらに限定されない。適当なＮG保護基の非限定的リストは、ニトロ、トシル、ｐ
－メトキシベンゼンスルホニル、カルボベンジルオキシ、ベンゾイル及び類似構造の保護
基を含むことができる。
【００３７】
芳香族アルコールを形成するアリール基
Ｒ3は、上記で定義したアリールである。トリプシンが基質を加水分解するとき、トリプ
シンは、式（Ｉ）の化合物のエステル基のＯ－Ｃ単結合を開裂させる。これが、化合物Ｒ
3－ＯＨを形成させる。Ｒ3は、式（Ｉ）の化合物がトリプシンによって開裂されることな
く化合物Ｒ3－ＯＨを形成しないよう、安定でなければならない。
【００３８】
一つの実施態様では、Ｒ3－ＯＨは、式（Ｉ）の化合物とは光学的に異なる。もう一つの
実施態様では、Ｒ3－ＯＨは、ジアゾニウム塩と反応して可視色、好ましくは生物学的試
料の色とは異なる色を形成する。
【００３９】
一般に、Ｒ3は、式（Ｉ）の化合物を開裂させるトリプシンによって形成される化合物Ｒ3

－ＯＨが、式（Ｉ）の化合物とは光学的に異なるか、ジアゾニウム塩と反応して可視領域
の色を形成するようないかなるアリール化合物であることもできる。好ましくは、Ｒ3は
、複素環式芳香族基を含む。好ましくは、複素環は、縮合環系にあり、ヘテロ原子は、Ｎ
及びＯからなる群より選択される。好ましいＲ3基は、フェニルピロール及びその誘導体
、クマリン及びその誘導体、フェニルチオフェン及びその誘導体、インドール及びその誘
導体ならびに２－フェニル－５Ｈ－チアゾール及びその誘導体を含むことができるが、こ
れらに限定されない。
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【００４０】
ジアゾニウム塩
ジアゾニウム塩は、一般に、一般式
Ｒ4－Ｎ2

+Ａｎ-

（式中、Ｒ4は、先に定義したアリール基であり、Ａｎ-は、アニオンである）
によって示されるジアゾニウム基を有する化合物の有機塩である。Ａｎは、適当なアニオ
ン、たとえばハライド（たとえば塩素、臭素、フッ素及びヨウ素）、テトラフルオロボレ
ート、クロロジンケート、ヘミジンククロリド、ニトレート、パークロレート、ｐ－トル
エンスルホネート及び当業者には容易に明らかである他のアニオンを表す。
【００４１】
考えられる他のジアゾニウム塩は、Ｒ4中にアニオンを含み、構造
【００４２】
【化９】

【００４３】
（式中、Ｄ-は、アニオンであり、好ましいアニオンは、ＳＯ3

-、ＣＯ2
-及びＰＯ3

=を含
み、Ｇは、独立して、Ｈ、Ｃ1-6アルキルであるか、二つのＧ基が一緒になって縮合環系
を形成し、Ｂは、Ｈ又はＯＨである）
を有する両性イオンである。
【００４４】
芳香族アルコール（Ｒ3－ＯＨ）と反応して可視領域の色を形成するいかなるジアゾニウ
ム塩をトリプシン基質とともに使用してもよい。好ましいジアゾニウム塩は、ＵＴＩの検
出中に他の尿成分と容易には反応しない塩である。非限定的なリストは、２，４－ジメト
キシベンゼン－ジアゾニウムテトラフルオロボレート、４－メトキシナフタレン－１－ジ
アゾニウムテトラフルオロボレート、２，５－ジメトキシ－４－ジメチルアミノベンゼン
－ジアゾニウムテトラフルオロボレート、４－ジメチルアミノベンゼンジアゾニウムテト
ラフルオロボレート、２－メトキシ－４－（Ｎ－ピロリジノ）－ベンゼンジアゾニウムテ
トラフルオロボレート、２－メトキシ－４－（Ｎ－ピペリジノ）－ベンゼンジアゾニウム
テトラフルオロボレート、２，６－ジメトキシ－４－（Ｎ－モルホリノ）－ベンゼンジア
ゾニウムテトラフルオロボレート、４－メトキシ－２－（Ｎ－モルホリノ）－ベンゼンジ
アゾニウムヘミジンククロリド（ＭＭＢＤ）、２－メトキシ－４－〔Ｎ－（Ｎ′－メチル
）ピペラジノ〕－ベンゼンジアゾニウムテトラフルオロボレート、２－メトキシ－４－（
Ｎ－チオモルホリノ）－ベンゼンジアゾニウムテトラフルオロボレートなどを含む。
【００４５】
好ましい両性イオンジアゾニウム塩は、引用例として本明細書に含める米国特許第４，６
３７，９７９号明細書（Skjoldら）に開示されている１－ジアゾナフタレン－４－スルホ
ネート、１－ジアゾ－２－ナフトール－４－スルホネート、１－ジアゾ－２－ナフトール
－４，６－ジスルホネート、１－ジアゾフェニル－３－カーボネートを含む。
【００４６】
本発明で有用である多くのジアゾニウム塩は、多数の販売元から市販されているし、入手
しにくいものは、当業者が利用可能な試薬及び周知の手順を使用して製造することができ
る。
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【００４７】
本発明を構成し、使用する読者をさらに支援するため、以下の例を提供する。したがって
、好ましい実施態様を実験的詳細で記載し、結果に関して分析する。実施例は、例を示す
だけであり、本明細書に記載し、特許請求する本発明の範囲をいかなるふうにも限定する
ことはない。
【００４８】
この部分では、以下に示す略号を使用する。
cm-1＝センチメートルの逆数（波数）
g＝グラム
kg＝キログラム
ｌ＝リットル
ml＝ミリリットル
M＝モル
mM＝ミリモル
N＝規定
eq＝当量
mol＝グラム分子式（モル）
mmol＝グラム分子式×１０-3（ミリモル）
nm＝ナノメートル
aq＝水性
h＝時
min＝分
tlc＝薄層クロマトグラフィー
mp＝融点
dec＝分解
【００４９】
別段記載しない限り、赤外線（ＩＲ）スペクトルは、ATI-Mattson RS-1フーリエ変換赤外
線（ＦＴＩＲ）分光計を使用してＫＢｒ中で得た。ポリスチレンフィルムの１６０２cm-1

バンドを外部較正標準として使用した。シグナルは、cm-1として報告する。
【００５０】
蛍光スペクトルは、Perkin-ElmerモデルLS-5蛍光分光光度計を使用して得た。励起波長及
び発光波長は、ナノメートル（nm）で報告する。
【００５１】
プロトン磁気共鳴（1Ｈ　ＮＭＲ）スペクトルは、General Electric GN300NB分光計を使
用して、３００．１２MHzで得た。別段記載しない限り、スペクトルは、重水素化ジメチ
ルスルホキシド（ＤＭＳＯ－ｄ6）溶液中で得た。化学シフトは、内部標準テトラメチル
シランからダウンフィールドでppmで報告する。
【００５２】
炭素１３磁気共鳴（13Ｃ　ＮＭＲ）スペクトルは、General Electric GN300NB分光計をフ
ーリエ変換及び全プロトンブロードバンドノイズ減結合とともに使用して、７５．４MHz
で得た。別段記載しない限り、スペクトルは、重水素化ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ
－ｄ6）溶液中で得た。化学シフトは、内部標準テトラメチルシランからダウンフィール
ドでppmで報告する。
【００５３】
別段記載しない限り、有機試薬及び無水溶媒は、Sigma-Aldrich Corporationから得、精
製せずに使用した。別段記載しない限り、他の溶媒は、Malinckrodt Baker Incorporated
のＨＰＬＣグレードであった。無機試薬は、Fisher Scientific Company又は他の主要な
販売元のＡＣＳ試薬グレードであった。ブラインとは、塩化ナトリウム飽和水溶液をいう
。
【００５４】
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薄層クロマトグラフィー（tlc）は、E. Merckのシリカゲル60F-254プレートを使用して実
施した。別段記載しない限り、カラムクロマトグラフィーは、E. Merckシリカゲル60（７
０～２３０メッシュ）又は同等物を使用して実施した。すべての融点及び沸点は未修正で
ある。
【００５５】
本発明のエステルの合成を例示するため、以下の実験を実施した。これらの実験は特定の
出発原料及び最終生成物に関するが、手順は、本明細書で開示するエステルの総称的クラ
スに含まれる広い範囲の種に応用可能であると考えられる。
【００５６】
トリプシン基質の製造
一般に、本発明のトリプシン基質は、化合物Ｒ3－ＯＨを、Ｎα及びＮGで保護されており
、適当な脱離基、たとえばハロ原子で活性化されたカルボン酸基のＯＨ基を有していたア
ルギニンの誘導体と反応させることによって製造される。反応中、Ｒ3－ＯＨからのＯが
脱離基に取って代わり、式（Ｉ）の化合物を与える。
【００５７】
【実施例】
実施例１：３－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）－５－フェニ
ルピロール（Ｃ）
【００５８】
【化１０】

【００５９】
不活性ガス雰囲気下に維持した乾燥１００ml回収フラスコに無水テトラヒドロフラン（Ｔ
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ＨＦ、１１．５ml）を充填したのち、氷槽中で冷却した。これに、無水ピリジン（０．８
４ml、１０．３８mmol）を加え、続いてトリフルオロ酢酸（１．５９ml、２０．６mmol）
を加えた。３－ヒドロキシ－５－フェニルピロール（Ａ）（Coreyら、ＵＳ４，６５７，
８５５）（１．３９g、８．７３mmol）を一度に加えてピンク色の不均質反応混合物を得
た。無水ＴＨＦ（１５ml）中Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルクロリドＢ
（Inouyeら、Bull. Chem Soc. Japan 47(1), 202(1974)）（４．０８g、１０．４１mmol
）の溶液を、反応フラスコの上に載せた滴下漏斗に
入れ、約５分かけて滴下した。
【００６０】
添加が完了すると、漏斗を無水ＴＨＦ（２ml）ですすぎ、これを反応に加えた。得られた
暗色の溶液を０℃で約１．５時間攪拌したのち、ごく少量のＴＨＦを使用して、０．５M
クエン酸（１３０ml）及び酢酸エチル（ＥｔＯＡｃ、１３０ml）を含む分液漏斗に移した
。漏斗を激しく振って相分離させた。
【００６１】
クエン酸溶液をＥｔＯＡｃ（約２０ml）で溶媒相洗浄し、合わせた有機層をブラインで洗
浄した。有機層をＮａＨＣＯ3飽和水溶液（１００ml）で抽出した。水性抽出物を酢酸エ
チル（ＥｔＯＡｃ、２０ml）で一度に溶媒相洗浄した。合わせた有機層をブラインで洗浄
した。分離した有機層を約３０分間、ＭｇＳＯ4（２３．４g）とDarco（登録商標）G-60
（American Norit Co., Inc.）との混合物に載せた。
【００６２】
有機層をCelite（登録商標）521（Johns-Manville Corp.）に通して吸引ろ過し、真空中
で乾燥状態まで蒸発させて、褐色を帯びた泡状物を得た。この泡状物を熱い１００％エタ
ノール（２００プルーフ、ＥｔＯＨ）（２２ml）中にとり、冷ました。ひとたび結晶質が
分離し始めると、それを氷で冷やし、夜通し冷蔵した。この生成物Ｃをろ過によって収集
し、氷冷１００％ＥｔＯＨで洗浄し、真空乾燥させて、標記化合物を淡いピンク色の固体
（３．０７g、６８％）として得た。生成物Ｃを沸騰中の２－ブタノンから再結晶させ、
１００℃で約１０時間真空乾燥させて分析試料を得た。
【００６３】
【表１】

【００６４】
実施例２：３－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）インドールの
合成
Ａ．３－ヒドロキシインドール（インドキシル）の合成
インドキシル１，３－ジアセテート（Sigma Chemical Co., St. Louis, MO）（１０．０g
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、４６．０５mmol）を、攪拌しながら、不活性ガス雰囲気下に維持した徹底的に脱酸素化
したＨ2Ｏ（２００ml）に懸濁させた。ＮａＯＨ（１６g）を一度に加え、反応混合物を約
８５℃で１５分間加熱した。反応物を氷／塩槽中で＜５℃まで冷却したのち、反応温度を
＜５℃に維持する速度で、徹底的に脱酸素化したクエン酸一水和物（３０．６３g）のＨ2

Ｏ（３０ml）溶液で滴下処理した。次に、ＮａＣｌ（３０g）を加え、反応物を冷却しな
がら１時間攪拌した。緑を帯びた黄色の固形物を吸引ろ過によって収集し、ごく少量の脱
酸素化した氷冷水性０．５Nクエン酸で洗浄し、真空中で夜通し乾燥させて、３－ヒドロ
キシインドール（４．９４g、８０％）を得た。この生成物をさらに精製することなく使
用した。
【００６５】
Ｂ．３－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）インドールの合成
不活性ガス雰囲気下に維持した乾燥２５mlフラスコに無水ＴＨＦ（５．０ml）及び無水ピ
リジン（２．３ml）を充填したのち、攪拌しながら氷／塩槽中で冷却した。これに、トリ
フルオロ酢酸（０．４１５ml）を加えたのち、インドキシル（０．５１４g、３．８６mmo
l）を加えた。無水ＴＨＦ（６．０ml）中Ｎα－ｐ－トルエンスルホニル－ＮG－ニトロ－
Ｌ－アルギニニルクロリド（Inouyeら、Bull. Chem Soc. Japan 47(1), 202(1974)）（２
．０g、５．１mmol）の溶液を６分かけて滴下し、反応物を氷／塩槽中で０．５時間攪拌
した。
【００６６】
冷却槽を氷水槽と取り替え、攪拌を０．７５時間継続したのち、周囲温度で０．５時間攪
拌した。反応混合物を、水性０．５Mクエン酸（１００ml）とＥｔＯＡｃ（５０ml）との
混合物に配合し、相を分離させた。水性層をＥｔＯＡｃで洗浄し（３×２５ml）、合わせ
た有機層を、ブライン（２５ml）、ＮａＨＣＯ3飽和水溶液（２５ml）及び再びブライン
（２５ml）で順に洗浄した。有機層をＭｇＳＯ4及びDarco（登録商標）G-60上で乾燥させ
、Celite（登録商標）521に通して吸引ろ過し、真空中で乾燥状態まで蒸発させて、淡い
緑色の泡状物（１．４g）を得た。
【００６７】
これを、シリカゲル（６０Å、２００～４００メッシュ）上、メタノール／クロロホルム
（ＭｅＯＨ／ＣＨＣｌ3、容量比９：９１）溶媒を使用してクロマトグラフィーに付した
。主要な生成物バンド〔tlc　Ｒf＝０．２６　ＭｅＯＨ／ＣＨＣｌ3（容量比９：９１）
〕を収集し、真空中で溶媒を除いて、３－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニ
ニルオキシ）インドール（０．８８g、４７％）を薄緑色の泡状物として得た。２－ブタ
ノン／イソプロパノール（１：１０）から結晶化させて、生成物を結晶形態で得た。mp＝
１８８～１９１℃（分解）
【００６８】
【表２】
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【００６９】
実施例３：４－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）－２－フェニ
ル－５Ｈ－チアゾールの合成
無水ＴＨＦ（８．０ml）中２－フェニル－４（５Ｈ）－チアゾロン（Jensen and Crossla
nd, Acta Chem. Scand. 17, 144(1963)）（０．７３８g、４．１６mmol）及び４－（ジメ
チルアミノ）ピリジン（０．６１５g、５．０３mmol）の溶液を０℃に冷却し、不活性ガ
ス雰囲気下に維持した。これを、無水ＴＨＦ（１４ml）中Ｎα－ｐ－トルエンスルホニル
－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルクロリド（１．９６g、５mmol、１．２当量）の溶液で
１２分かけて滴下処理した。２時間攪拌したのち、反応物を、ＥｔＯＡｃ（１００ml）と
０．５M水性クエン酸（１００ml）との混合物に徹底的に配合し、相を分離させた。
【００７０】
有機層を各２５mlのブライン、ＮａＨＣＯ3飽和水溶液及びブラインで順に洗浄したのち
、ＭｇＳＯ4及びDarco（登録商標）G-60上で乾燥させ、ろ過し、真空中で乾燥状態まで蒸
発させて、黄色の泡状物（１．９g）を得た。これを、シリカゲル（６０Å、２００～４
００メッシュ、１９０g）上、アセトン／ヘキサン（容量比１：１）溶媒を使用してクロ
マトグラフィーに付した。主要な生成物（Ｒf＝０．２２）を含む画分を合わせ、真空中
で乾燥状態まで蒸発させて、薄黄色の泡状物（１．０５g）を得た。この粗生成物を暖温
なＣＨＣｌ3（７ml）中にとると、自発的に結晶化した。生成物をろ過によって収集し、
冷温なＣＨＣｌ3で洗浄し、減圧下で乾燥させて、標記化合物（０．７７g）を小さな薄黄
色の針状物として得た。mp＝１３４～５℃（分解）
【００７１】
【表３】

【００７２】
実施例４：３－（Ｎα－トシル－ＮG－トシル－Ｌ－アルギニニルオキシ）－５－フェニ
ルピロールの合成
Ａ．Ｎα－トシル－ＮG－トシル－Ｌ－アルギニンの合成
５００mlの一つ口丸底フラスコに２N水性ＮａＯＨ（１３０ml、２６０mmol）を充填した
。炭酸ナトリウム（４．２g、３９．６６mmol）を少量ずつ加えた。固形分が溶解したの
ち（１０分後）、ＮG－トシル－Ｌ－アルギニン（Advanced ChemTech, Louisville, KY）
（１３g、３９．６６mmol）を加えた。固形分が溶解し（１５分）、明澄な黄色の溶液に
なるまで混合物を攪拌した。アセトン（５０ml）中ｐ－トルエンスルホニルクロリド（１
１．３３g、５９．４５mmol）の溶液を、氷／水槽中で攪拌される反応溶液に滴下漏斗か
ら滴下した。
【００７３】
添加後（１５分後）、得られた混合物を氷／水槽中で３時間攪拌した。３時間後、初期の
白色固形物がゆっくりと溶解して微細な懸濁液を得た。反応混合物をCelite（登録商標）
521パッドに通して吸引ろ過した。パッドを水で洗浄し（２×２０ml）、得られたろ液を
真空中で濃縮してアセトンを除いた。得られた淡い黄色の曇った残渣を攪拌し、氷／水槽
中で冷却した。次に、６N水性ＨＣｌをpH２まで滴下した。得られた白色のゴム状沈殿物
に酢酸エチル（１００ml）を加えた。
【００７４】
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混合物をフラスコに入れて振り、得られたエマルションをCelite（登録商標）521パッド
に通して吸引ろ過した。層を分離させ、有機層を酢酸エチルで抽出した（３×１００ml）
。合わせた有機層を０．１N水性ＨＣｌ（２×１００ml）及びＮａＣｌ飽和水溶液（１０
０ml）で洗浄した。そして、硫酸マグネシウム（２５g）上で溶液を３０分間攪拌した。
混合物を吸引ろ過し、ろ液を真空下で濃縮して黄色の粘ちょうな油状物を得た。この油状
物を真空下で夜通し乾燥させて、非晶質の黄色の固体（４．６g、２４％）を得た。この
生成物をさらに精製することなく使用した。
【００７５】
【表４】

【００７６】
Ｂ．３－（Ｎα－トシル－ＮG－トシル－Ｌ－アルギニニルクロリドの合成
乾燥した２５０mlの一つ口丸底フラスコに無水ＴＨＦ（１８ml）を充填した。Ｎα－トシ
ル－ＮG－Ｌ－アルギニン（１．５g、３．１mmol）を溶媒に加えたのち、溶液を氷／水槽
中で冷却した。五塩化リン（ＰＣｌ5、１．１４g、５．６mmol）を少量ずつ加え、得られ
た混合物を、固形分が溶解する（３０分）まで攪拌した。溶液を室温まで暖め、３０分間
攪拌した。さらなるＰＣｌ5（０．５g）を加え、混合物をさらに１時間攪拌した。溶液を
氷／水槽中で冷却し、ヘキサン（９０ml）を加えた。白色の塊が溶液から析出した。溶液
を氷／水槽に１５分間入れたのち、混合物をアセトン／ドライアイス槽中で１５分間冷却
した。ヘキサンをデカントして除き、残渣をヘキサン（２×１０ml）で洗浄した。得られ
た塊を真空下で夜通し乾燥させると、白色の非晶質固体（１．３１g、８４％）になった
。この生成物をさらに精製することなく使用した。
【００７７】
Ｃ．３－（Ｎα－トシル－ＮG－トシル－Ｌ－アルギニニルオキシ）－５－フェニルピロ
ールの合成
不活性ガス雰囲気下に維持された２５ml一つ口丸底フラスコに無水ＴＨＦ（３ml）及びト
リフルオロ酢酸（０．４１ml）を充填した。溶液を氷／水槽で冷却したのち、無水ピリジ
ン（０．２２ml）を滴下した。溶液を１０分間攪拌したのち、３－ヒドロキシ－５－フェ
ニルピロール（３３２mg、２．０９mmol）を少量ずつ加えた。溶液は栗色の混合物になり
、これを１０分間攪拌した。
【００７８】
次に、無水ＴＨＦ（３ml）中３－（Ｎα－トシル－ＮG－トシル－Ｌ－アルギニニルクロ
リド（１．３１g、２．６１mmol）の溶液をスポイトによって滴下した。スポイトをＴＨ
Ｆ（２×０．５ml）で洗浄し、洗浄物を反応に加えた。得られた暗色の反応物を氷／水槽
中で２時間攪拌した。次に、反応物をＥｔＯＡｃ（３０ml）及び１M水性クエン酸（３０m
l）に配合した。層を混合し、分離させた。有機層を再び１Mクエン酸（２０ml）で洗浄し
た。合わせたクエン酸層を酢酸エチル（２０ml）で抽出した。合わせた有機層を炭酸水素
ナトリウム飽和水溶液で洗浄した（２×２０ml）。合わせた炭酸水素ナトリウム層を酢酸
エチルで抽出した（２×２０ml）。合わせた酢酸エチル相を塩化ナトリウム飽和水溶液で
抽出した（２×２０ml）。
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次に、この溶液を硫酸マグネシウム（５g）及びNorit（登録商標）A（American Norit Co
., Inc.）（１g）上で３０分間攪拌した。混合物をCelite（登録商標）545に通して吸引
ろ過した。ろ液を再びNorit（登録商標）Aで処理し、Celite（登録商標）545に通して吸
引ろ過し、減圧下で濃縮して、褐色の粘ちょうな油状物（１．０１g）を得た。褐色の粘
ちょうな油状物をシリカゲルクロマトグラフィー（４０g、溶媒：酢酸エチル：ヘキサン
、容量比２．５：１）によって精製した。生成物（Ｒf＝０．３）を含む画分を収集し、
減圧中で濃縮して、黄褐色の粘ちょうな油状物を得た。油状物を真空下に夜通し乾燥させ
て、標記生成物を黄褐色の非晶質固体として得た（０．５６g、４３％）。
【００８０】
【表５】

【００８１】
実施例５：７－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）－４－メチル
クマリンの合成
７－ヒドロキシ－４－メチルクマリン（０．７０４７g、４mmol）を、暖めながら、不活
性ガス雰囲気下に維持した無水ＴＨＦ（１０．０ml）と無水ピリジン（０．６５ml）との
混合物に溶解した。攪拌した溶液を－６６～－６８度に冷却したのち、約６分かけて、無
水ＴＨＦ（１３ml）中Ｎα－ｐ－トルエンスルホニル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニル
クロリド（２．００g、５．１mmol）の溶液で滴下処理した。混合物を－５７℃未満で約
４５分間維持したのち、０℃まで暖め、さらに４５分間攪拌した。反応混合物を、ごく少
量のＭｅＯＨを使用して、ＥｔＯＡｃ（８０ml）及び０．５M水性クエン酸（５０ml）を
含む分液漏斗に移して、分離したタール状の生成物を除いた。混合物を激しく振り、相を
分離させた。
【００８２】
有機層をさらに１部の０．５Mクエン酸（５０ml）で抽出したのち、合わせたクエン酸層
をＥｔＯＡｃ（５０ml）で洗浄した。合わせた有機層をブライン（３０ml）、ＮａＨＣＯ

3飽和水溶液（２×４０ml）及びブライン（４０ml）で順に洗浄したのち、ＭｇＳＯ4とDa
rco（登録商標）G-60との混合物上で乾燥させた。混合物をCelite（登録商標）521に通し
てろ過し、真空中で乾燥状態まで蒸発させて、淡い黄色の泡状物（１．８８g）を得た。
この泡状物を、シリカゲル（１９０g）上で、アセトン／ＥｔＯＡｃ（容量比４：９６）
溶媒を使用してクロマトグラフィーに付した。主要な生成物バンド（Ｒf＝０．２５）を
含む画分を合わせ、３０℃の浴から真空中で濃縮した。この濃縮の終わり近くに（残り約
３５ml）、生成物が油と固体との混合物として分離し始めた。濃縮を停止し、混合物を、
まず周囲温度で、次に０℃で攪拌すると、油状物が固体になった。約１時間後、固体をろ
過し、冷温のＥｔＯＡｃ、次にヘキサンで洗浄し、真空乾燥させて、標記化合物（０．７
２g）を白い微粉末として得た。
【００８３】
【表６】
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【００８４】
診断具
本発明のもう一つの態様は、キャリヤマトリックス及び式（Ｉ）の化合物を含む診断具を
含む。
【００８５】
そのようなキャリヤマトリックスの材料の性質は、本発明のトリプシン基質及び本発明の
ジアゾニウム塩とで使用することができるいかなる物質であることもできる。好ましくは
、キャリヤマトリックスは、吸収性材料、たとえばろ紙を含む。他の好ましい材料は、フ
ェルト、多孔質セラミック片及び織りもしくはつや消しガラス繊維を記載する米国特許第
３，８４６，２４７号明細書に開示されている材料を含むことができる。紙の代わりとし
て、米国特許第３，５５２，９２８号明細書は、木の棒、布、スポンジ材料及び粘土質の
使用を記載している。
【００８６】
紙に代わる合成樹脂フリース及びガラス繊維フェルトの使用が英国特許第１，３６９，１
３９号明細書で提案されており、英国特許第１，３４９，６２３号明細書は、下にある紙
基材のカバーとして光透過性の薄フィラメントのメッシュワークの使用を教示している。
これらの引用例はまた、紙を試薬系の一部で含浸させ、メッシュワークを他の潜在的に非
相溶性の試薬で含浸させることを教示している。フランス国特許第２，１７０，３９７号
明細書は、ポリアミド繊維を５０％超含むキャリヤマトリックスの使用を記載している。
【００８７】
キャリヤマトリックスへのもう一つの手法が、試薬を適当なキャリヤマトリックス上にプ
リントする概念を用いる米国特許第４，０４６，５１３号明細書に記載されている。米国
特許第４，０４６，５１４号明細書は、反応体系中に試薬を有するフィラメントの撚り合
わせ又は編み合わせを記載している。このようなキャリヤマトリックス概念のすべてを他
のものと同様に本発明に利用することができる。キャリヤマトリックスはまた、アッセイ
試薬を物理的に捕らえる系、たとえばポリマーマイクロカプセルを含むことができる。こ
のマイクロカプセルは、試料と接触するとただちに破裂する。これは、アッセイ試薬が流
体又は半流体状態のキャリヤマトリックスと均一に合わされている系を含むことができる
。このキャリヤマトリックスが、後で硬化し、それにより、アッセイ試薬を捕らえる。
【００８８】
そのような診断具を製造する可能な方法が数多くある。一つの好ましい方法は、キャリヤ
マトリックスを緩衝溶液と接触させ、キャリヤマトリックスを乾燥させ、キャリヤマトリ
ックスを、式（Ｉ）のトリプシン基質を含む溶液と接触させる方法である。好ましくは、
その後、キャリヤマトリックスを乾燥させる。トリプシン基質を含む溶液は、好ましくは
ジアゾニウム塩をも含む。
【００８９】
一つの診断具は、生物学的試料中の尿トリプシンインヒビタの存在を測定するための診断
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キットであって、トリプシンと、式（Ｉ）のトリプシン基質とを含む診断キットである。
一つの好ましい実施態様では、診断キットはまた、尿トリプシンインヒビタの存在を測定
するために使用することができる、色の強さが増すほど、生物学的試料中の尿トリプシン
インヒビタが少なくなるような試薬を含む。この実施態様では、この試薬は好ましくはジ
アゾニウム塩である。もう一つの好ましい実施態様では、Ｒ3－ＯＨが生物学的試料とは
異なる色であり、二つの色を肉眼で区別することができる。この実施態様では、色の強さ
が増すほど、生物学的試料中の尿トリプシンインヒビタは少なくなる。
【００９０】
ＵＴＩの存在の試験
生物学的試料（好ましくは尿試料）中の尿トリプシンインヒビタのレベルを検出する好ま
しい方法は、生物学的試料を、所定量のトリプシン、所定量のジアゾニウム塩及び式（Ｉ
）のトリプシン基質と接触させることを含む。トリプシン基質は、場合によっては、先に
定義した診断具の上又は中にあってもよい。本実施態様の一つの利点は、血液試料が必要
ないことである。尿試料は、簡単に収集することができ（特に小児科治療で）、前処理を
要しないため、好都合である。
【００９１】
トリプシンは、式（Ｉ）のトリプシン基質のエステル結合を開裂させる。すると、Ｒ3－
ＯＨが遊離する。一つの実施態様では、Ｒ3－ＯＨは、そのものが式（Ｉ）の化合物から
光学的に区別することができる（肉眼又は分析機器のいずれでも）。もう一つの実施態様
では、Ｒ3－ＯＨは、ジアゾニウム塩と反応して可視色を生ずる。色の強さが増すほど、
生物学的試料中のＵＴＩは少なくなる。
【００９２】
例６は、生物学的試料中のＵＴＩのレベルを検出するための式（Ｉ）のトリプシン基質の
有効性を実証する。
【００９３】
実施例６：ＵＴＩ計測のための乾相分析要素
以下の手順にしたがって試薬試験片を製造した。ろ紙（Ahlstrom Inc.の２４０Ｃグレー
ド）を第一の浸漬溶液で飽和させ、８０℃で２分間、６０℃で４分間乾燥させた。次に、
得られた紙を第二の浸漬溶液で飽和させ、５０℃で６分間乾燥させて、試薬紙を完成させ
た。接着剤（3M Inc.のY9494）を試薬紙に塗布し、それを、０．５１cm（０．２０インチ
）平方のパッドの形のポリスチレン取っ手に固定した。
【００９４】
Ａ．第一の浸漬溶液の組成
ａ．水
ｂ．Bicine緩衝剤（６００mM）
ｃ．エチレングリコールビス（β－アミノエチルエーテル）Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四酢酸
（ＥＧＴＡ）（５．１mM）
ｄ．Plasdone（Sigma-AldrichのＰＶＰ　K30）（１．７５重量％）
ｅ．ＭｇＳＯ4（６６０mM）
ｆ．ウシ膵臓トリプシン（Calbiochemカタログ番号６５０２）（２７２単位／ml）
ｇ．１N　ＮａＯＨでpH８．００±０．０２に調節
【００９５】
Ｂ．第二の浸漬溶液の組成
ａ．アセトン
ｂ．トリプシン基質（実施例１、２又は４生成物）（１．２５mM）
ｃ．２－メトキシ－４－モルホリノベンゼンジアゾニウムクロリド、塩化亜鉛複塩（ＭＭ
ＢＤ）（ジアゾニウムカップリング剤）（２．０mM）
ｄ．KOK-101071ポリマー（Bayer Corporation）（０．１重量％）
【００９６】
試験片を表１に掲載する試料に浸漬し、Bayer DiagnosticsのClinitek（商標）50分光計
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に配置して浸漬後１５及び６０秒のデータを収集することによってデータを得た。デコー
ド値は、以下の式を使用して計算した。
【００９７】
デコード＝｛〔（Ｂ15＋Ｇ15）－（Ｂ60＋Ｇ60）〕／（Ｂ15＋Ｇ15）｝*１０００
式中、
Ｂ15は、１５秒での青波長の反射率であり、
Ｂ60は、６０秒での青波長の反射率であり、
Ｇ15は、１５秒での緑波長の反射率であり、
Ｇ60は、６０秒での緑波長の反射率である。
【００９８】
この実験の結果を表１に示す。
【００９９】
【表７】

【０１００】
陰性試料＝水
陽性試料＝尿トリプシンインヒビタ（ulinastatin、Miraclid（商標）、Mochida Pharmac
eutical Co., Ltd. 東京四谷）２００IU/mlを含む水
実施例１＝３－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）－５－フェニ
ルピロール
実施例２＝３－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）インドール
実施例４＝３－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニルオキシ）－５－フェニ
ルピロール
【０１０１】
これらの合成トリプシン基質それぞれは、トリプシン酵素とで活性であり、トリプシンが
トリプシンインヒビタによって実質的に阻害されたとき、デコードシグナルにおいて５０
％を超える変化を許した。
【０１０２】
実施例７：実施例３の基質を使用するトリプシン検出の乾相分析要素
以下の手順にしたがって試薬試験片を製造した。ろ紙（Ahlstrom Inc.の２４０Ｃグレー
ド）を第一の浸漬溶液で飽和させ、周囲温度で２時間、１１０℃で５分間乾燥させた。得
られた紙を第二の浸漬溶液で飽和させ、６０℃で約１分間乾燥させて、白い試薬紙を完成
させた。そして、この試薬紙を、０．６４cm（０．２５インチ）平方のパッドに裁断した
。
【０１０３】
Ａ．第一の浸漬溶液の組成
ａ．水（２５．０ml）
ｂ．エチレングリコールビス（β－アミノエチルエーテル）Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四酢酸
（ＥＧＴＡ）（０．０６g）
ｃ．Plasdone（Sigma-AldrichのＰＶＰ　K30）（０．４３８g）
ｅ．ＭｇＳＯ4（１．０８g）
【０１０４】
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Ｂ．第二の浸漬溶液の組成
ａ．アセトン（７．７５ml）
ｂ．実施例３のトリプシン基質（４－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニル
オキシ）－２－フェニル－５Ｈ－チアゾール、３．１mg）
ｃ．２－メトキシ－４－モルホリノベンゼンジアゾニウムクロリド、塩化亜鉛複塩（ＭＭ
ＢＤ）（ジアゾニウムカップリング剤）（２．５mg）
【０１０５】
同一のパッドを２種類の試験溶液２５μl部で別々に濡らした。一方の試験溶液は、５０m
M　pH＝８リン酸緩衝液（対照溶液）であり、第二の試験溶液は、ウシ膵臓トリプシン１
０，０００U/mlを含有する５０mM　pH＝８リン酸緩衝液（試験溶液）であった。１分以内
に、試験溶液で処理したパッドは青に変色し、対照溶液で処理したパッドは白いままだっ
た。
【０１０６】
実施例８：実施例５の基質を使用するトリプシン検出の乾相分析要素
以下の手順にしたがって試薬試験片を製造した。ろ紙（Ahlstrom Inc.の２４０Ｃグレー
ド）を第一の浸漬溶液で飽和させ、周囲温度で２時間、１１０℃で５分間乾燥させた。得
られた紙を第二の浸漬溶液で飽和させ、６０℃で約１分間乾燥させて、白い試薬紙を完成
させた。そして、この試薬紙を、０．６４cm（０．２５インチ）平方のパッドに裁断した
。
【０１０７】
Ａ．第一の浸漬溶液の組成
ａ．水（２４．５５ml）
ｂ．エチレングリコールビス（β－アミノエチルエーテル）Ｎ，Ｎ，Ｎ′，Ｎ′－四酢酸
（ＥＧＴＡ）（０．０６g）
ｃ．Plasdone（Sigma-AldrichのＰＶＰ　K30）（０．８７６g）
ｅ．ＭｇＳＯ4（１．０８g）
【０１０８】
Ｂ．第二の浸漬溶液の組成
ａ．アセトン（９．３ml）
ｂ．酢酸（０．１０８ml）
ｃ．実施例５のトリプシン基質（７－（Ｎα－トシル－ＮG－ニトロ－Ｌ－アルギニニル
オキシ）－４－メチルクマリン、５．０mg）
【０１０９】
同一のパッドを２種類の試験溶液２５μl部で別々に濡らし、長波長（３６５nm）の紫外
線照射の下で観測した。一方の試験溶液は、５０mM　pH＝７リン酸緩衝液（対照溶液）で
あり、第二のの試験溶液は、ウシ膵臓トリプシン１０，０００U/mlを含有する５０mM　pH
＝７リン酸緩衝液（試験溶液）であった。１分以内に、試験溶液で処理したパッドは明る
く蛍光を発し、対照溶液で処理したパッドは鈍く非蛍光性のままであった。
【０１１０】
変形した液アッセイで、トリプシン濃度を試薬パッドで計器的に測定した。三つの試薬パ
ッドを、トリプシン０～２０u/mlを含む５０mM　pH＝７緩衝液２．０mlで抽出した。３８
５nmの蛍光発光を、Perkin-Elmer　モデルLS-5蛍光分光光度計で３３５nmの励起を使用し
て計測し、ルミネセンス単位（LU）で報告した。計器によって出力されたＬＵ対時間のプ
ロットから、３８５nmでの発光の増加率をグラフで決定した。四つのトリプシン濃度で増
加率を得た。それを表２に示す。
【０１１１】
【表８】
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【０１１２】
表２のデータの線形回帰分析は、以下の式を戻した。
Ｕ／ml＝（ＬＵ／min－０．４５１）／０．１６７
【０１１３】
３８５nmで蛍光発光が増大する速度は、存在する酵素の量に正比例する。
【０１１４】
当然、上記本発明の実施態様に対して多様な変更及び改良を加えうることが理解されるべ
きである。したがって、前記記載は、本発明を限定するものではなく例を示すものであり
、本発明を定義するものは、すべての等価物を含む請求の範囲である。
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