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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　非タンパク質分子であるアナライトのアッセイにおいて使用する試験サンプルを調製す
る方法であって、
試験サンプルを細胞溶解試薬に接触させて細胞溶解混合物を形成させることを含んでなり
；
細胞溶解試薬が、エチレングリコール、プロピレングリコールおよび２から６個の炭素原
子を有するグリコールよりなる群から選ばれるグリコールを含み；
５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコールが細胞溶解試薬中に含まれるか、ま
たは細胞溶解混合物に加えられ、かつ、アルコールが加えられた後、細胞溶解混合物が均
一混合物であり；
方法が、試験サンプルまたは細胞溶解混合物を界面活性剤と接触させることを含まず；
細胞溶解混合物は、遠心分離工程を必要としない分析のために用意されている、前記方法
。
【請求項２】
　アルコールが細胞溶解試薬中に含まれる、請求項１の方法。
【請求項３】
　試験サンプルがヒト血液サンプルを含む、請求項１の方法。
【請求項４】
　アルコールが、メタノール、エタノールおよびプロパノールよりなる群から選ばれる、
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請求項１の方法。
【請求項５】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：４の範囲である、請求項２の方法。
【請求項６】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：２の範囲である、請求項２の方法。
【請求項７】
　試験サンプルを細胞溶解試薬に約２：１から約１：２の範囲の比で加える、請求項２の
方法。
【請求項８】
　方法が、細胞溶解混合物を遠心分離することを含まない、請求項１から７のいずれかの
方法。
【請求項９】
　アッセイが、試験サンプル中の１以上の結合タンパク質に結合しているアナライトを検
出し、方法が更に、試験サンプルまたは細胞溶解混合物を、前記の１以上の結合タンパク
質からアナライトを遊離させる物質に接触させることを含む、請求項１から７のいずれか
の方法。
【請求項１０】
　物質が前記の１以上の結合タンパク質への結合に関してアナライトと競合する、請求項
９の方法。
【請求項１１】
　アナライトが免疫抑制薬を含み、ならびに物質が、異なるが構造的に類似している免疫
抑制薬を含む、請求項１０の方法。
【請求項１２】
　アナライトが非タンパク質分子を含み、ならびに物質が、前記の１以上の結合タンパク
質を分解するプロテアーゼを含む、請求項９の方法。
【請求項１３】
　非タンパク質分子であるアナライトを含むことができる試験サンプル；
　エチレングリコール、プロピレングリコールおよび２から６個の炭素原子を有するグリ
コールよりなる群から選ばれるグリコール、および
５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコール
を含んでなる細胞溶解試薬混合物であって、
細胞溶解混合物が均一混合物であり；
細胞溶解試薬混合物は、界面活性剤を含まず、遠心分離工程を必要としない分析のために
用意されている、前記細胞溶解試薬混合物。
【請求項１４】
　試験サンプルがヒト血液サンプルを含む、請求項１３の細胞溶解試薬混合物。
【請求項１５】
　アルコールが、メタノール、エタノールおよびプロパノールよりなる群から選ばれる、
請求項１３の細胞溶解試薬混合物。
【請求項１６】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：４の範囲である、請求項１３から１
５のいずれかの細胞溶解試薬混合物。
【請求項１７】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：２の範囲である、請求項１３から１
５のいずれかの細胞溶解試薬混合物。
【請求項１８】
　試験サンプル対細胞溶解試薬の比が約２：１から約１：２の範囲である、請求項１３～
１５のいずれかの細胞溶解試薬混合物。
【請求項１９】
　（ａ）試験サンプルを細胞溶解試薬に接触させて細胞溶解混合物を形成させる工程であ
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って、
細胞溶解試薬は、エチレングリコール、プロピレングリコールおよび２から６個の炭素原
子を有するグリコールよりなる群から選ばれるグリコールを含み；
５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコールが細胞溶解試薬中に含まれるか、ま
たは細胞溶解混合物に加えられ、かつ、アルコールが加えられた後、細胞溶解混合物が均
一混合物であり；
試験サンプルまたは細胞溶解混合物を界面活性剤と接触させることを含まず；
細胞溶解混合物は、遠心分離工程を必要としない分析のために用意されている、前記工程
、
　（ｂ）アナライトに関して細胞溶解混合物をアッセイする工程
を含んでなる、試験サンプル中の非タンパク質分子であるアナライトの存在または濃度を
評価するための方法。
【請求項２０】
　アルコールが細胞溶解試薬中に含まれる、請求項１９の方法。
【請求項２１】
　細胞溶解混合物が均一混合物である、請求項１９の方法。
【請求項２２】
　アッセイがイムノアッセイを含む、請求項１９の方法。
【請求項２３】
　アナライトが免疫抑制薬を含む、請求項１９の方法。
【請求項２４】
　免疫抑制薬が、シロリムス、タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムス、ゾタロリ
ムス、およびシクロスポリンよりなる群から選ばれる、請求項２３の方法。
【請求項２５】
　試験サンプルがヒト血液サンプルを含む、請求項１９の方法。
【請求項２６】
　アルコールが、メタノール、エタノールおよびプロパノールよりなる群から選ばれる、
請求項１９の方法。
【請求項２７】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：４の範囲である、請求項２０の方法
。
【請求項２８】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：２の範囲である、請求項２７の方法
。
【請求項２９】
　試験サンプルを細胞溶解試薬に約２：１から約１：２の範囲の比で加える、請求項２０
の方法。
【請求項３０】
　方法が、細胞溶解混合物を遠心分離することを含まない、請求項１９から２９のいずれ
かの方法。
【請求項３１】
　アッセイが、試験サンプル中の１以上の結合タンパク質に結合しているアナライトを検
出し、方法が更に、試験サンプルまたは細胞溶解混合物を、前記の１以上の結合タンパク
質からアナライトを遊離させる物質に接触させることを含む、請求項１９から２９のいず
れかの方法。
【請求項３２】
　物質が前記の１以上の結合タンパク質への結合に関してアナライトと競合する、請求項
３１の方法。
【請求項３３】
　アナライトが免疫抑制薬を含み、ならびに物質が、異なるが構造的に類似している免疫
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抑制薬を含む、請求項３２の方法。
【請求項３４】
　アナライトが非タンパク質分子を含み、ならびに物質が、前記の１以上の結合タンパク
質を分解するプロテアーゼを含む、請求項３１の方法。
【請求項３５】
　（ａ）少なくとも１つの非タンパク質分子であるアナライトに特異的に結合しうる少な
くとも１つの抗体またはタンパク質、
　（ｂ）エチレングリコール、プロピレングリコールおよび２から６個の炭素原子を有す
るグリコールよりなる群から選ばれるグリコールを含む細胞溶解試薬、ならびに
　（ｃ）５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコール
を含んでなる試験キットであって、
細胞溶解試薬およびアルコールが組合され、単一の容器内に包装されており；
細胞溶解試薬は、界面活性剤を含まず；
細胞溶解試薬は、試験サンプルと混合された時、均一混合物である細胞溶解混合物を形成
し；
細胞溶解試薬混合物は、遠心分離工程を必要としない分析のために用意されている、前記
試験キット。
【請求項３６】
　アナライトが免疫抑制薬を含む、請求項３５の試験キット。
【請求項３７】
　免疫抑制薬が、シロリムス、タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムス、ゾタロリ
ムス、およびシクロスポリンよりなる群から選ばれる、請求項３６の試験キット。
【請求項３８】
　（ａ）の少なくとも１つのアナライトを含む対照組成物を更に含む、請求項３５の試験
キット。
【請求項３９】
　アルコールが、メタノール、エタノールおよびプロパノールよりなる群から選ばれる、
請求項３５の試験キット。
【請求項４０】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：４の範囲である、請求項３５の試験
キット。
【請求項４１】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：２の範囲である、請求項３５の試験
キット。
【請求項４２】
　試験キットが更に、試験サンプル中の１以上の結合タンパク質からアナライトを遊離さ
せる物質を含む、請求項３５の試験キット。
【請求項４３】
　物質が前記の１以上の結合タンパク質への結合に関してアナライトと競合する、請求項
４２の試験キット。
【請求項４４】
　アナライトが免疫抑制薬であり、ならびに物質が、異なるが構造的に類似している免疫
抑制薬を含む、請求項４２から４３のいずれかの試験キット。
【請求項４５】
　免疫抑制薬がシロリムス、タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムス、ゾタロリム
スおよびシクロスポリンよりなる群から選ばれる、請求項４４の試験キット。
【請求項４６】
　物質が、前記の１以上の結合タンパク質を分解するプロテアーゼを含む、請求項４２の
試験キット。
【請求項４７】
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　（ａ）シロリムス、タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムス、ゾタロリムスおよ
びシクロスポリンよりなる群から選ばれる少なくとも１つの免疫抑制薬に特異的に結合し
うる少なくとも１つの抗体またはタンパク質、
　（ｂ）プロピレングリコールおよびエタノールを約４：１から約１：２の範囲の比で含
む細胞溶解試薬、ならびに
　（ｃ）（ａ）の少なくとも１つの免疫抑制薬を含む対照組成物
を含んでなる試験キットであって、
前記細胞溶解プロピレングリコールおよびエタノールが組合され、単一の容器内に包装さ
れており；
細胞溶解試薬は、界面活性剤を含まず；
細胞溶解試薬は、試験サンプルと混合された時、均一混合物である細胞溶解混合物を形成
し；
細胞溶解試薬混合物は、遠心分離工程を必要としない分析のために用意されている、前記
試験キット。
【請求項４８】
　少なくとも１つの免疫抑制薬がシロリムスを含む、請求項４７の試験キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、例えば試験サンプル中の免疫抑制薬の濃度レベルを測定するための診断イム
ノアッセイにおいて有用である非変性細胞溶解試薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　臨床上関心のある多数のアナライトは細胞により取り込まれ、または試験サンプルの他
の成分の１以上と複合体を形成する。したがって、サンプル中に存在するアナライトの量
の正確な測定結果を得るためには、アッセイにおける検出のためにアナライトが細胞また
は他の成分から遊離される条件下、サンプルを処理し、および／またはアッセイを行うこ
とが好ましい。
【０００３】
　例えば、タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムスおよびシクロスポリンのような
免疫抑制薬は移植手術後の器官または組織拒絶、移植片対宿主病およびヒトにおける自己
免疫疾患の治療に有効である。免疫抑制薬物療法中、免疫抑制薬の血液濃度レベルのモニ
ターは臨床ケアの重要な態様である。なぜなら、不十分な薬物レベルは移植片（器官また
は組織）拒絶を招き、過剰レベルは、望ましくない副作用および毒性を招くからである。
したがって、薬物レベルを適当な濃度に維持するために薬物投与量が調節されうるよう、
免疫抑制薬の血中レベルが測定される。したがって、免疫抑制薬の血中レベルの測定のた
めの診断アッセイは広範な臨床用途を有する。
【０００４】
　まず、免疫抑制薬を患者のサンプルのその他の成分から抽出し分離しなければならない
。患者のサンプル中の免疫抑制薬の大部分は結合タンパク質のような種々の「担体」分子
との複合体中に存在する。シロリムス、タクロリムスおよびシクロスポリンは患者の試料
の赤血球中に主に見出され、特異的結合タンパク質（シロリムスおよびタクロリムスの場
合にはＦＫＢＰ、そしてシクロスポリンの場合にはシクロフィリン）と結合している。試
料中の全薬物濃度の正確な測定を保証するためには、結合タンパク質に結合した薬物を、
好ましくは、定量前に遊離させる。これは、細胞を細胞溶解する界面活性剤および／また
はサンプルタンパク質を変性させる有機溶媒を使用することにより対処されている。
【０００５】
　薬物は、結合タンパク質からのその抽出後、吸光度または質量分光光度検出を伴うクロ
マトグラフィーまたはイムノアッセイを含む多数の異なる方法により測定されうる。免疫
抑制薬に関するイムノアッセイは種々の形態で利用可能であるが、全ては免疫抑制薬に対
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する抗体または結合タンパク質（例えば、ＦＫＢＰ）の結合を利用する。一般に用いられ
るイムノアッセイは、免疫抑制薬への一次抗体の結合および残存遊離抗体結合部位への標
識免疫抑制薬（例えば、アクリジニウム－シロリムス）の結合、ならびにそれに続く、標
識の検出による定量を含むアッセイである。
【発明の概要】
【０００６】
　発明の概括
　本発明は、試験サンプルを細胞溶解試薬に接触させて細胞溶解混合物を形成させること
を含んでなる、アッセイにおいて使用する試験サンプルを調製する方法を提供する。細胞
溶解試薬は、エチレングリコール、プロピレングリコールおよびそれらの類似体よりなる
群から選ばれるグリコールを含み、５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコール
が細胞溶解試薬中に含まれるか、または細胞溶解混合物に加えられる。アルコールは、例
えば、メタノール、エタノールおよび／またはプロパノールでありうる。特定の実施形態
においては、試験サンプルは、ヒト血液サンプルを含む。
【０００７】
　本発明のサンプル調製方法の利点は、遠心分離工程を伴うことなく、および／または界
面活性剤の使用を伴うことなく、分析のためにサンプルが製造されうることを含む。
【０００８】
　好ましい実施形態においては、細胞溶解試薬中にアルコールが含まれる。そのような実
施形態の変形態様においては、グリコール対アルコールの比は、約４：１から約１：４、
または好ましくは、約４：１から約１：２の範囲である。試験サンプルは、任意のそのよ
うな細胞溶解試薬に、約２：１から約１：２の範囲の比で加えられうる。
【０００９】
　試験サンプル中の１以上の結合タンパク質に結合しているアナライトに関するアッセイ
の前に方法を行う場合、方法は更に、試験サンプルまたは細胞溶解混合物を、結合タンパ
ク質からアナライトを遊離させる物質に接触させることを含みうる。遊離誘発性物質は、
例えば、結合タンパク質への結合に関してアナライトと競合する物質でありうる。１つの
典型的な実施形態においては、アナライトは免疫抑制薬を含み、物質は、異なるが構造的
に類似している免疫抑制薬を含む。アナライトが非タンパク質分子を含む場合、物質には
、例えば、結合タンパク質を分解するプロテアーゼが含まれうる。
【００１０】
　本発明のもう１つの態様は、エチレングリコール、プロピレングリコールおよびそれら
の類似体よりなる群から選ばれるグリコールと、５個以下の炭素を有する少なくとも１種
のアルコールとを含む細胞溶解試薬混合物である。典型的な実施形態においては、グリコ
ール対アルコールの比は、約４：１から約１：４、または好ましくは、約４：１から約１
：２の範囲である。このグリコール－アルコール混合物は、典型的には、試験サンプルに
加えられ、典型的な実施形態においては、約２：１から約１：２の範囲の比で加えられる
。したがって、「細胞溶解試薬混合物」なる語は、試験サンプルへのグリコール－アルコ
ール混合物の添加から生じる混合物をも含む。アルコールは、例えば、メタノール、エタ
ノールおよび／またはプロパノールでありうる。特定の実施形態においては、試験サンプ
ルはヒト血液サンプルを含む。
【００１１】
　本発明はまた、試験サンプル中のアナライトの存在または濃度を評価するための方法を
提供する。この方法は、試験サンプルを細胞溶解試薬に接触させて細胞溶解混合物を形成
させ、アナライトに関して細胞溶解混合物をアッセイすることを含む。細胞溶解試薬は、
エチレングリコール、プロピレングリコールおよびそれらの類似体よりなる群から選ばれ
るグリコールを含み、５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコールが細胞溶解試
薬中に含まれるか、または細胞溶解混合物に加えられる。アルコールは、例えば、メタノ
ール、エタノールおよび／またはプロパノールでありうる。特定の実施形態においては、
試験サンプルはヒト血液サンプルを含む。
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【００１２】
　典型的な実施形態においては、アルコールが細胞溶解試薬中に含まれ、グリコール対ア
ルコールの比は、約４：１から約１：４、または好ましくは、約４：１から約１：２の範
囲である。このグリコール－アルコール混合物は、典型的には、試験サンプルに加えられ
、典型的な実施形態においては、約２：１から約１：２の範囲の比で加えられる。
【００１３】
　本発明のサンプル調製方法の利点は、細胞溶解混合物が、遠心分離工程の必要性を伴う
ことなく及び／又は界面活性剤の使用を伴うことなく自動化ピペッティングに適した均一
混合物であることを含む。しかし、所望により、試験サンプルまたは細胞溶解混合物を界
面活性剤に接触させることが可能である。
【００１４】
　細胞溶解混合物は、例えばイムノアッセイにより分析されうる。典型的な実施形態にお
いては、検出されるアナライトには、免疫抑制薬、例えばシロリムス（ｓｉｒｏｌｉｍｕ
ｓ）、タクロリムス（ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ）、エベロリムス（ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ）
、テムソロリムス（ｔｅｍｓｏｒｏｌｉｍｕｓ）、ゾタロリムス（ｚｏｔａｒｏｌｉｍｕ
ｓ）、シクロスポリン（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ）またはこれらの化合物のいずれかの
類似体が含まれる。
【００１５】
　特定の実施形態においては、アッセイは、試験サンプル中の１以上の結合パートナーに
結合しているアナライトを検出する。そのような実施形態においては、方法は更に、試験
サンプルまたは細胞溶解混合物を、結合タンパク質からアナライトを遊離させる物質に接
触させることを含みうる。遊離誘発性物質は、例えば、結合タンパク質への結合に関して
アナライトと競合する物質でありうる。１つの典型的な実施形態においては、アナライト
は免疫抑制薬を含み、物質は、異なるが構造的に類似している免疫抑制薬を含む。アナラ
イトが非タンパク質分子を含む場合、物質には、例えば、結合タンパク質を分解するプロ
テアーゼが含まれうる。
【００１６】
　本発明のもう１つの態様は、（ａ）少なくとも１つのアナライトに特異的に結合しうる
少なくとも１つの抗体またはタンパク質、（ｂ）エチレングリコール、プロピレングリコ
ールおよびそれらの類似体よりなる群から選ばれるグリコールを含む細胞溶解試薬、なら
びに（ｃ）５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコールを含む試験キットである
。アルコールは、例えば、メタノール、エタノールおよび／またはプロパノールでありう
る。好ましい実施形態においては、細胞溶解試薬およびアルコールが組合され、単一の容
器内に包装される。そのような実施形態の変形態様においては、グリコール対アルコール
の比は、約４：１から約１：４、好ましくは、約４：１から約１：２の範囲である。試験
キットは、場合によっては、（ａ）の少なくとも１つのアナライトおよび／または界面活
性剤を含む対照組成物を含有しうる。
【００１７】
　典型的な実施形態においては、検出されるアナライトには、免疫抑制薬、例えばシロリ
ムス、タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムス、ゾタロリムス、シクロスポリンま
たはこれらの化合物のいずれかの類似体が含まれる。
【００１８】
　特定の実施形態においては、試験キットは更に、試験サンプル中の１以上の結合タンパ
ク質からアナライトを遊離させる物質を含む。遊離誘発性物質は、例えば、結合タンパク
質への結合に関してアナライトと競合する物質でありうる。１つの典型的な実施形態にお
いては、アナライトは免疫抑制薬を含み、物質は、異なるが構造的に類似している免疫抑
制薬を含む。アナライトが非タンパク質分子を含む場合、物質には、例えば、結合タンパ
ク質を分解するプロテアーゼが含まれうる。
【００１９】
　本発明の典型的な好ましい試験キットは、（ａ）シロリムス、タクロリムス、エベロリ
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くとも１つの免疫抑制薬に特異的に結合しうる少なくとも１つの抗体またはタンパク質、
（ｂ）プロピレングリコールおよびエタノールを約４：１から約１：２の範囲の比で含む
細胞溶解試薬、ならびに（ｃ）（ａ）の少なくとも１つの免疫抑制薬を含む対照組成物を
含む。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　詳細な説明
　本発明は、均一な細胞溶解混合物を得るために試験サンプルと混合されうる非変性細胞
溶解試薬に関する。このアプローチは、界面活性剤または変性剤に基づく従来の抽出方法
より優れている。
【００２１】
　界面活性剤の使用は特定の形態においては問題となりうる。なぜなら、迅速に細胞を細
胞溶解し断片化するために必要な界面活性剤の量は発泡を引き起こすことがあり、これは
、ほとんどの自動化ピペッティング系によりピペッティングされなければならないサンプ
ルでは許容されず、イムノアッセイにより分析されるサンプルにおける免疫化学を阻害し
うる。本発明の細胞溶解試薬は、発泡しにくいサンプルを与え、界面活性剤の必要性を排
除して、アッセイ免疫化学における界面活性剤誘発性阻害を回避する。
【００２２】
　変性剤の使用は、沈殿した血液成分を除去するための後続の遠心分離工程を要し、これ
はこのアプローチの効率を低下させる。また、要求される濃度での有機溶媒の使用は、ア
ナライトの濃度に影響を及ぼすのに十分に有意なサンプルの蒸発を招きうる。本発明の細
胞溶解試薬は、遠心分離工程の必要性を伴うことなく自動化ピペッティング系における使
用に適した均一混合物を与え、相当な濃度の揮発性有機溶媒の使用を回避する。
【００２３】
　定義
　特許請求の範囲および明細書において用いる用語は、特に示さない限り、以下に記載す
るとおりに定義される。
【００２４】
　本明細書中で用いる「免疫抑制薬」または「免疫抑制剤」は、ラパマイシン（シロリム
ス）またはシクロスポリン（シクロスポリンＡとしても公知である。）と同一の又は類似
した化学構造を有する、小分子または抗体に基づく治療用化合物を意味する。ラパマイシ
ンまたはシクロスポリンの任意の公知の又は後に開発される類似体が本明細書において免
疫抑制薬とみなされる。好ましい免疫抑制薬には、シロリムス、タクロリムス、エベロリ
ムス、テムソロリムス、ゾタロリムスおよびシクロスポリンが含まれる。タクロリムスお
よびシクロスポリンは、インターロイキン２のようなサイトカインの抑制により免疫系の
Ｔリンパ球の初期活性化を抑制するカルシニューリンインヒビターである。これとは対照
的に、シロリムス、エベロリムスおよびゾタロリムスの一次標的は、特異的細胞周期調節
性タンパク質である、ラパマイシンの哺乳類標的（ｍＴＯＲ）である。ｍＴＯＲの抑制は
サイトカイン駆動性Ｔリンパ球増殖の抑制を招く。
【００２５】
　シクロスポリンの化学式を図Ａに示す。シロリムス（ラパマイシン）の化学式を式Ｂに
示す。エベロリムス（ＲＡＤ）の、シロリムスとは構造上異なる部分の化学式を、図Ｃに
示す。
【００２６】
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【化１】

【００２７】
　シクロスポリンの多数の誘導体または類似体が製造されている。本発明は、シクロスポ
リンまたはその類似体のいずれかに関する細胞溶解試薬、細胞溶解方法、アッセイおよび
アッセイキットを含む。
【００２８】
　ラパマイシンの多数の誘導体または類似体が製造されている。例えば、これらには、ラ
パマイシンのエステル　モノ－およびジ－エステル誘導体（ＰＣＴ国際出願ＷＯ　９２／
０５１７９）、ラパマイシンの２７－オキシム（欧州特許ＥＰ　０　４６７６０６）、ラ
パマイシンの４２－オキソ類似体（米国特許第５，０２３，２６２号）、二環式ラパマイ
シン（米国特許第５，１２０，７２５号）、ラパマイシン二量体（米国特許第５，１２０
，７２７号）、ラパマイシンのシリルエーテル（米国特許第５，１２０，８４２号）なら
びにアリールスルホナートおよびスルファマート（米国特許第５，１７７，２０３号）の
製造が含まれる。ラパマイシンは、最近、その天然に存在するエナンチオマー形態として
合成された。（Ｋ．Ｃ．Ｎｉｃｏｌａｏｕら，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ，１９９３，
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１１５，４４１９－４４２０；Ｓ．Ｌ．Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ，Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏ
ｃ，１９９３，１１５，７９０６－７９０７；Ｓ．Ｊ．Ｄａｎｉｓｈｅｆｓｋｙ，Ｊ．Ａ
ｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ，１９９３，１１５，９３４５－９３４６）。本発明は、ラパマイ
シンまたはその類似体のいずれかに関する細胞溶解試薬、細胞溶解方法、アッセイおよび
アッセイキットを含む。
【００２９】
　ラパマイシンのもう１つの免疫抑制薬類似体は、エス・ツクバエンシス（Ｓ．ｔｓｕｋ
ｕｂａｅｎｓｉｓ）の株から単離された、タクロリムスとしても公知のＦＫ－５０６であ
る。ＦＫ－５０６の化学式は欧州特許ＥＰ　０　２９３　８９２　Ｂ１に公開されている
。ＦＫ５０６の類似体には、関連天然物ＦＲ－９００５２０およびＦＲ－９００５２３が
含まれ、これらは、Ｃ－２１のそれらのアルキル置換基においてＦＫ５０６とは異なり、
エス・ヒグロスコピクス・ヤクシムナエンシス（Ｓ．ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ　ｙａ
ｋｕｓｈｉｍｎａｅｎｓｉｓ）から単離された。エス・ツクバエンシス（Ｓ．ｔｓｕｋｕ
ｂａｅｎｓｉｓ）により産生されるもう１つの類似体ＦＲ－９００５２５は、プロリン基
によるピペコリン酸部分の置換においてＦＫ５０６とは異なる。本発明は、ＦＫ５０６ま
たはその類似体のいずれかに関する細胞溶解試薬、細胞溶解方法、アッセイおよびアッセ
イキットを含む。テムソロリムスはシロリムスのもう１つのエステル誘導体であり、本発
明によりモニターされうる。
【００３０】
　ＡＢＴ－５７８［４０－エピ－（１－テトラゾリル）－ラパマイシン］（今日ではゾタ
ロリムスとしてのほうがよく知られている。）は、ラパマイシンから誘導される半合成マ
クロライドトリエン抗生物質である。ゾタロリムスの構造を図Ｄに示す。
【００３１】
【化２】

【００３２】
　免疫抑制薬に関して本明細書中で用いる「構造的に類似」なる語は、薬物が少なくとも
１つの共通の結合パートナー（例えば、結合タンパク質）に競合的に結合するのに十分な
程度に類似した構造を薬物が有することを示す。
【００３３】
　「試験サンプル」なる語は、免疫抑制薬アナライトの起源である動物の体の成分、組織
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または流体を意味する。これらの成分、組織および流体には、ヒトおよび動物の体液、例
えば全血、血清、血漿、滑液、脳脊髄液、尿、リンパ液ならびに気道、腸管および尿生殖
路の種々の外分泌物、涙、唾液、乳、白血球、骨髄腫など；生物学的流体、例えば細胞培
養上清；固定組織試料；ならびに固定細胞試料が含まれる。好ましくは、試験サンプルは
ヒト末梢血サンプルである。
【００３４】
　本明細書中で用いる「抗体」は、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリン遺伝子の
断片により実質的にコードされる１以上のポリペプチドよりなるタンパク質を意味する。
この用語は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体およびそれらのフラグメント、な
らびに免疫グロブリン遺伝子配列から改変操作された分子を含む。認識されている免疫グ
ロブリン遺伝子には、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イプシロンおよびミ
ュー定常領域遺伝子ならびに種々の免疫グロブリン可変領域遺伝子が含まれる。軽鎖はカ
ッパまたはラムダとして分類される。重鎖はガンマ、ミュー、アルファ、デルタまたはイ
プシロンとして分類され、今度はこれが、それぞれ、免疫グロブリンクラスＩｇＧ、Ｉｇ
Ｍ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを定める。
【００３５】
　典型的な免疫グロブリン（抗体）構造単位は四量体を構成することが公知である。各四
量体はポリペプチド鎖の２つの同一ペアから構成され、各ペアは１本の「軽」鎖（約２５
ｋＤ）および１本の「重」鎖（約５０から７０ｋＤ）を有する。各鎖のＮ末端は、主とし
て抗原認識をもたらす約１００から１１０個以上のアミノ酸の可変領域を定める。「可変
軽鎖（ＶＬ）」および「可変重鎖（ＶＨ）」なる語は、それぞれ、これらの軽鎖および重
鎖を意味する。
【００３６】
　抗体は、完全な免疫グロブリンとして、または種々のペプチダーゼでの消化により生成
した十分に特徴づけられたフラグメントとして存在する。したがって、例えば、ペプシン
はヒンジ領域内のジスルフィド架橋より下の抗体を消化してＦ（ａｂ’）２を産生する。
これは、それ自体が、ジスルフィド結合によりＶＨ－ＣＨ１に結合した軽鎖であるＦａｂ
の二量体である。Ｆ（ａｂ’）２は穏和な条件下で還元されて、ヒンジ領域内のジスルフ
ィド結合が分解され、それにより、Ｆ（ａｂ’）２二量体はＦａｂ’単量体に変換される
。Ｆａｂ’単量体は、本質的には、ヒンジ領域の部分を伴うＦａｂである（他の抗体フラ
グメントの更に詳細な説明には、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｗ．
Ｅ．Ｐａｕｌ編，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．（１９９３）を参照されたい）。完
全な抗体の消化に関して種々の抗体フラグメントが定義されるが、そのようなＦａｂ’フ
ラグメントは化学的に又は組換えＤＮＡ法を利用することにより新規に合成されうる、と
当業者は理解するであろう。
【００３７】
　したがって、本明細書中で用いる「抗体」なる語は、全抗体の修飾により産生される又
は組換えＤＮＡ法を用いて新規に合成される抗体フラグメントをも含む。「抗体」なる語
はまた、一本鎖抗体（単一ポリペプチド鎖として存在する抗体）、より好ましくは、一本
鎖Ｆｖ抗体（ｓＦｖまたはｓｃＦｖ）［ここで、可変重鎖および可変軽鎖が（直接的に又
はペプチドリンカーを介して）互いに結合して連続的ポリペプチドを形成している］を含
む。一本鎖Ｆｖ抗体は、直接的に連結された又はペプチドコードリンカーにより連結され
たＶＨおよびＶＬをコードする配列を含む核酸から発現されうる共有結合したＶＨ－ＶＬ
ヘテロ二量体である（Ｈｕｓｔｏｎら，（１９８８）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃ
ｉ．ＵＳＡ，８５：５８７９－５８８３）。ＶＨおよびＶＬは単一ポリペプチド鎖として
それぞれに連結されるが、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは非共有的に結合する。ｓｃ
Ｆｖ抗体および多数の他の構造体は、抗体Ｖ領域からの天然で凝集するが化学的に分離さ
れる軽および重ポリペプチド鎖を、抗原結合部位構造に実質的に類似した三次元構造に折
り畳まれる分子に変換することが、当業者に公知である（例えば、米国特許第５，０９１
，５１３号、第５，１３２，４０５号および第４，９５６，７７８号を参照されたい）。
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【００３８】
　本明細書中で用いる「アナライト」は、試験サンプル中に存在すると疑われうる検出す
べき物質を意味する。アナライトは、対応する特異的結合パートナーが天然に存在する又
は対応する特異的結合パートナーが製造可能である任意の物質でありうる。したがって、
アナライトは、アッセイにおいて１以上の特異的結合パートナーに結合しうる物質である
。
【００３９】
　本明細書中で用いる「結合パートナー」は、結合ペア（すなわち、分子のペアであって
、分子の一方が他方の分子に結合するもの）のメンバーである。特異的に結合する結合パ
ートナーは「特異的結合パートナー」と称される。イムノアッセイにおいて一般に使用さ
れる抗原および抗体結合パートナーに加えて、他の特異的結合パートナーには、ビオチン
およびアビジン、炭水化物およびレクチン、相補的ヌクレオチド配列、エフェクターおよ
び受容体分子、補因子および酵素、酵素インヒビターおよび酵素などが含まれうる。免疫
反応性特異的結合パートナーには、抗原、抗原フラグメント、抗体および抗体フラグメン
ト、モノクローナルおよびポリクローナルの両抗体、ならびにそれらの複合体（組換えＤ
ＮＡ法により形成されるものを含む）が含まれる。
【００４０】
　「特異的結合」なる語は、本明細書においては、特異的部位における、結合パートナー
（例えば、ポリペプチドおよびリガンド（アナライト）、２つのポリペプチド、ポリペプ
チドおよび核酸分子、または２つの核酸分子）の、他方に対する優先的結合と定義される
。「特異的に結合」なる語は、非特異的標的分子（例えば、特異的に認識される部位を欠
くランダムに作製された分子）に比べて、標的分子／配列に対する結合優先性（例えば、
アフィニティー）が少なくとも２倍、より好ましくは少なくとも５倍、最も好ましくは少
なくとも１０または２０倍であることを示す。
【００４１】
　免疫抑制薬に特異的に結合する抗体は、その免疫抑制薬「に特異的」であると称される
。
【００４２】
　「捕捉物質」なる語は、本明細書においては、好ましくは特異的に、アナライトに結合
する結合パートナーを表すために用いられる。捕捉物質は固相に結合されうる。本明細書
中で用いる、アナライトへの固相固定捕捉物質の結合は、「固相固定複合体」を形成する
。
【００４３】
　「標識検出用物質」なる語は、本明細書においては、検出可能な標識で標識されている
又はアッセイにおける使用中に、検出可能な標識で標識される、好ましくは特異的に、ア
ナライトに結合する結合パートナーを表すために用いられる。
【００４４】
　「検出可能な標識」は、検出可能である部分、または検出可能にされうる部分を含む。
【００４５】
　標識検出用物質に関して用いられる「直接標識」は、任意の手段により検出用物質に結
合している検出可能な標識である。
【００４６】
　標識検出用物質に関して用いられる「間接標識」は、検出用物質に特異的に結合する検
出可能な標識である。したがって、間接標識は、検出用物質の部分の特異的結合パートナ
ーである部分を含む。ビオチンおよびアビジンは、例えば、間接的に標識された抗体を得
るためにビオチン化抗体を標識アビジンに接触させることにより使用されるそのような部
分の具体例である。
【００４７】
　本明細書中で用いる「指示試薬」なる語は、検出可能なシグナルを生成するために標識
に接触させる任意の物質を意味する。したがって、例えば、通常の酵素標識においては、
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酵素で標識された抗体を基質（指示試薬）に接触させて、検出可能なシグナル、例えば呈
色反応産物を得ることが可能である。
【００４８】
　本明細書中で用いる「グリコール類似体」は、２から６個の炭素原子を有する任意のグ
リコールである。
【００４９】
　細胞溶解混合物は、それが、（手動で又は自動化系を使用して）正確かつ信頼しうるピ
ペッティングを可能にするのに十分な程度に、大きな微粒子を含有しない場合、「均一」
であると称される。
【００５０】
　Ｉ．サンプル採集および加工
　本発明の方法は、一般に、動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトに由来する
試験サンプルに関して行われる。
【００５１】
　本発明の方法は、関心のあるアナライト（例えば免疫抑制薬）を含有しうる任意のサン
プル、例えば血液サンプルを使用して行われうる。
【００５２】
　サンプルを任意の標準的な技術により採集し、ついで細胞溶解試薬に接触させて、細胞
溶解混合物を形成させる。細胞溶解試薬は、２から６個の炭素原子を有するグリコールを
含む。５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコールが細胞溶解試薬中に含まれる
か、または細胞溶解混合物に加えられる。好ましい実施形態においては、細胞溶解試薬は
アルコールを含む。細胞溶解試薬における使用に適したグリコールには、例えば、エチレ
ングリコール、プロピレングリコールおよびそれらの類似体ならびにそのようなグリコー
ルの混合物が含まれる。特定の実施形態においては、グリコール対アルコールの比は約５
：１から約１：５、４：１から約１：４、２：１から約１：２の範囲、または約１：１（
容量：容量）である。より厳密な実施形態においては、グリコール対アルコールの比は約
４：１から約１：２の範囲である。
【００５３】
　細胞溶解混合物は、任意の選択した量のサンプルを細胞溶解試薬に接触させるための任
意の望ましい温度で、任意の混合技術により形成されうる。サンプルを、サンプル中の細
胞を細胞溶解し均一混合物を得るために十分な容量の細胞溶解試薬に接触させる。前記の
とおり、グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：４の範囲である細胞溶解試薬
の場合、サンプルは細胞溶解試薬に約２：１から約１：２、約１：３、約１：４、約１：
５もしくは約１：１０の範囲、例えば約１：１（容量：容量）または細胞溶解試薬組成に
応じてこれらの値をエンドポイントとして含む任意の他の範囲で加えられうる。例えば、
約１００μＬから約６００μＬの血液サンプルを約５０μＬから約１２００μＬの細胞溶
解試薬と約５分間まで混合することが可能である。ある実施形態においては、１５０μＬ
の血液サンプルを３００μＬの細胞溶解試薬と混合し、５から１０秒間激しくボルテック
スすることにより、細胞溶解混合物を形成させる。好ましい実施形態においては、細胞溶
解は室温で１分未満で完了する。ついで細胞溶解混合物を、適当なアッセイを用いてアナ
ライトに関してアッセイする。好ましい実施形態においては、細胞溶解混合物は、サンプ
ルを遠心分離する必要性を伴うことなく、そのまま分析に使用される様態で得られる。
【００５４】
　本発明の細胞溶解試薬は、加えられる界面活性剤を何ら伴わずに使用されうる。しかし
、ある実施形態においては、所望により、１以上の界面活性が加えられうる。界面活性剤
は、典型的には、細胞溶解試薬の存在下で発泡しない。したがって、本発明に従い調製さ
れた細胞溶解混合物は、界面活性剤が含まれるかどうかには無関係に、自動化ピペッティ
ングに適している。界面活性剤は、イムノアッセイを意図した細胞溶解混合物中に含まれ
る場合、好ましくは、その免疫化学を阻害しない濃度で存在する。好ましくは、界面活性
剤は非イオン界面活性剤、例えばサポニンであり、約０．０１％から０．１％の範囲、よ
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り好ましくは約０．１％の濃度で使用される。米国特許第５，６５０，２８８号（Ｍａｃ
ＦａｒｌａｎｅおよびＪｅｎｓｅｎに対して１９９７年７月２２日付けで発行された；そ
の全体を、界面活性剤の使用についてのその教示に関して、参照により本明細書に組み入
れることとする。）は、界面活性剤の使用、特に、免疫抑制薬に関するイムノアッセイに
おける界面活性剤の使用を記載している。
【００５５】
　アナライトが試験サンプル中の１以上の結合タンパク質に結合している特定の実施形態
においては、方法は更に、結合タンパク質からアナライトを遊離させる物質と試験サンプ
ルを接触させることを含みうる。所望により、この物質は細胞溶解試薬中に含まれうる。
物質は、例えば、結合タンパク質への結合に関してアナライトと競合するものでありうる
。物質は、一般に、行うアッセイの結果にそれが影響を及ぼさないように選択される。し
たがって、例えば、アッセイがイムノアッセイである場合、物質は、典型的には、関連抗
体が交差反応しないものである。アナライトが免疫抑制薬である場合、物質は、異なるが
構造的に類似した免疫抑制薬でありうる。例えば、シロリムスおよびタクロリムスは共に
ＦＫＢＰに結合し、この理由により、シロリムスは、タクロリムスをＦＫＢＰから遊離さ
せるため（およびその逆のため）に使用されうる。任意の後続のイムノアッセイは、一般
に、シロリムスとタクロリムスとを識別する抗体を使用する。米国特許第６，１８７，５
４７号（ＬｅｇａｙおよびＷｅｇｎｅｒに対して２００１年２月１３日付けで発行された
；その全体を、免疫抑制薬競合についてのその教示に関して、参照により本明細書に組み
入れることとする。）は、結合タンパク質から免疫抑制薬を遊離させるのに有用な「結合
競合体」を記載している。具体例には、シクロスポリンを遊離させうる［Ｔｈｒ２，Ｌｅ
ｕ５，Ｄ－Ｈｉｖ８，Ｌｅｕ１０］－シクロスポリンが含まれる。
【００５６】
　アナライトが非タンパク質分子である場合、アナライトを結合タンパク質から遊離する
ためにプロテアーゼが使用されうる。方法において使用されるプロテアーゼは、結合タン
パク質を分解することによりアッセイ用のアナライトを遊離しうる、ならびに行うアッセ
イの感度および精度に悪影響を及ぼすことなく不活性化されうるものであるべきである。
用いる不活性化方法により不活性化され得ない他の混入酵素を伴わない酵素を得るように
留意すべきである。そうでなければ、いずれかの残留タンパク質分解活性が、後続のイム
ノアッセイにおいて使用される抗体を分解しうるであろう。典型的なプロテアーゼには、
プロテイナーゼＫ、スブチリシン、ジスパーゼ、サーモリシン、トリプシン、フィシン、
ブロメラインおよびそれらの組合せが含まれる。
【００５７】
　プロテイナーゼＫ（Ｓｉｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ．，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｏ
．）は、熱（６５℃以上）により及び特異的プロテアーゼインヒビター、例えばフェニル
メチルスルホニルフルオリド（ＰＭＳＦ，Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎｎｈｅｉｍ，Ｉ
ｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ，Ｉｎｄ．）またはジイソプロピルフルオロホスファート（ＤＦ
Ｐ，Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，Ｌａ　Ｊｏｌｌａ，Ｃａｌｉｆ．）により不活性化されうる
非特異的Ｃａ依存性プロテアーゼである。スブチリシン（Ｓｉｇｍａ）は、酸性ｐＨまた
は特異的プロテアーゼインヒビター、例えばＰＭＳＦ、ＤＦＰもしくはアプロチニンによ
り阻害されうるが、それは同様に、熱（５５℃以上）により不活性化されうる非特異的Ｃ
ａ依存性プロテアーゼである。
【００５８】
　ジスパーゼ（Ｂｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　ＭａｎｎｈｅｉｍまたはＳｉｇｍａまたはＣａｌ
ｂｉｏｃｈｅｍ）およびサーモリシン（ＳｉｇｍａまたはＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　Ｍａｎ
ｎｈｅｉｍ）は、例えば約５ｍＭの濃度のＥＤＴＡにより不活性化されうるＣａ依存性メ
タロプロテアーゼである。プロテアーゼとしてジスパーゼおよびサーモリシンを組合せて
使用する場合、タンパク質分解は、好ましくは、亜鉛塩、例えば約４０ｍＭのＺｎＳＯ４

の存在下、例えば約５ｍＭの濃度のＥＤＴＡのような２価陽イオンキレート剤の添加によ
り不活性化される。
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【００５９】
　トリプシン（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐ．，Ｆｒｅ
ｅｈｏｌｄ，ＮＪ．）はリシンまたはアルギニン残基のカルボキシル側において特異的に
タンパク質を切断し、熱（９０℃以上）により阻害されることが可能であり、あるいはア
プロチニン（かつてはＢａｙｅｒ，Ｗｅｓｔ　Ｈａｖｅｎ，ＣＴによりＴｒａｓｙｌｏｌ
（登録商標）として販売されていたアプロチニン注射剤；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，Ｌａ　
Ｊｏｌｌａ，ＣＡおよび他の販売業者から尚も入手可能なインヒビター）、ロイペプチン
（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯまたはＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒ　
Ｍａｎｎｈｅｉｍ）、ＰＭＳＦ、またはダイズ、ライマメもしくは卵白由来の特異的トリ
プシンインヒビター（Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈａｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐ．，
Ｆｒｅｅｈｏｌｄ，Ｎ．Ｊ．またはＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍ
Ｏ）を含む多数の物質により特異的に阻害されることが可能である。フィシンは、例えば
約２ｍＭの濃度のＨｇＣｌ２により不活性化されうるチオールプロテアーゼである。ブロ
メラインもチオールプロテアーゼであり、ブロメラインインヒビター（Ｓｉｇｍａ－Ａｌ
ｄｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）により不活性化されうる。
【００６０】
　特定の実施形態においては、プロテアーゼの濃度は、約３０分以内、好ましくは約２０
分以内に結合タンパク質を分解するのに十分な程度に高いが、酵素の効率的な不活性化を
可能にするのに十分な程度に低い。したがって、プロテアーゼの濃度は、好ましくは、約
０．５から２．０単位／ｍＬの範囲、より好ましくは約１単位／ｍＬである。
【００６１】
　細胞溶解および結合タンパク質からの遊離の後、適用可能な場合には、アナライトを検
出するための任意の標準的な技術、例えば吸光度または質量分光光度検出を伴うクロマト
グラフィーまたはイムノアッセイを用いて、アナライトを測定することが可能である。免
疫抑制薬の検出のためには、イムノアッセイが簡便に用いられる。
【００６２】
　ＩＩ．イムノアッセイ
　Ａ．総論
　本発明のイムノアッセイは、試験サンプル中のアナライトの定性的特定および／または
定量のために用いられうる。これらの方法は、例えば、免疫抑制薬、例えばラパマイシン
（シロリムス）、タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムス、ゾタロリムス、シクロ
スポリンおよびこれらの化合物のいずれかの類似体のイムノアッセイに適用可能である。
そのようなイムノアッセイは、前記のとおり、細胞溶解試薬を試験サンプルと混合して細
胞溶解混合物を形成させることにより行われうる。細胞溶解混合物を、アナライトに特異
的な少なくとも１つの抗体と、存在する場合のアナライトへの抗体の結合に適した条件下
で接触させて、アッセイ混合物を形成させ、ついでアナライトへの抗体の結合を検出する
。
【００６３】
　ある実施形態においては、約０．４Ｍを超える塩濃度（例えば、約０．５Ｍから約５．
０Ｍ）の存在下、細胞溶解混合物を抗体に接触させることにより、アッセイ感度の増加が
達成されうる。特定の実施形態においては、塩濃度は約４．０Ｍ以下（例えば、約０．５
Ｍから約４．０Ｍ）である。典型的な実施形態においては、塩濃度は約２．０Ｍ（例えば
、約１．５Ｍから約２．５Ｍ、特に、約１．８Ｍ、約１．９Ｍ、約２．０Ｍ、約２．１Ｍ
または約２．２Ｍ）である。適当な塩は、例えば、以下の陰イオンのいずれかを含みうる
：フルオリド、クロリド、ブロミド、ヨージド、チオシアナート、アセタート、シトラー
トおよびビスルファート。特定の実施形態においては、塩は、１価陰イオン、例えばフル
オリド、クロリド、ブロミド、ヨージド、チオシアナートおよびアセタートを含む。好ま
しい実施形態においては、塩は、クロリド、例えば、アルカリ金属（例えば、リチウム、
ナトリウム、カリウム、ルビジウム、セシウム）の塩化物（クロリド）塩を含む。一般に
、使用する塩はアッセイ条件下で可溶性である。塩化ナトリウムはほとんどの条件下で高
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溶解性であり、したがって、本発明の多種多様なイムノアッセイにおいてアッセイ感度を
増加させるために簡便に使用されうる。
【００６４】
　塩は任意の簡便な様態でアッセイ混合物に供給されることが可能であり、細胞溶解混合
物と抗体との接触の前に存在することが可能であり、あるいは接触の後に加えられること
が可能である。特定の実施形態においては、塩は、水に加えて１以上の他の成分（例えば
、バッファー）を場合によっては含みうるアッセイ希釈剤中で供給される。アッセイ希釈
剤中の塩濃度は、所望の最終塩濃度およびアッセイ混合物に加えられる希釈剤の量によっ
て様々となろう。例えば、約４．０Ｍの塩濃度を有するアッセイ希釈剤を等容量のアッセ
イ混合物に加えて、約２．０の最終塩濃度を得ることが可能であろう。
【００６５】
　Ｂ．抗体
　試験サンプル中のアナライトの定性的または定量的検出のためのイムノアッセイにおい
ては、アナライトに結合する少なくとも１つの抗体を、アナライトを含有する疑いのある
細胞溶解混合物に接触させて、抗体－アナライト免疫複合体を形成させる。免疫抑制薬を
検出するために、その特定の薬物に結合する任意の適当な抗体を本発明のイムノアッセイ
において使用することが可能である。ラパマイシン（シロリムス）、タクロリムス、ゾタ
ロリムス、シクロスポリンおよびエベロリムスのそれぞれに対する抗体は当技術分野で公
知であり、および／または商業的に入手可能であり、これらのいずれもが使用可能である
。シロリムスを測定するためのＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓの商業的に入手
可能なＩＭｘ（登録商標）Ｓｉｒｏｌｉｍｕｓアッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）またはＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓにより販売されている任意の他のＳｉｒｏｌｉｍｕｓアッセイキット（例えば、異
なる市販の自動化形態上で使用するためのもの）の成分であるモノクローナル抗体を使用
することが好ましい。
【００６６】
　免疫抑制薬に特異的な抗体を製造するための典型的なプロトコールは以下のとおりであ
る。雌ＲＢｆ／Ｄｎｊマウスに薬物－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免疫原の３回の毎
月の追加抗原（ブースト）の投与を行い、ついで第４月に、薬物－４２－ＨＳ－破傷風ト
キソイド調製物での免疫化を行う。７ヵ月後、融合の３日前に、薬物－２７－ＣＭＯ－破
傷風トキソイド免疫原を使用して、脾臓内融合前追加抗原を動物に投与する。ついで脾Ｂ
細胞を単離し、ＳＰ２／０骨髄腫との標準的なポリエチレングリコール（ＰＥＧ）融合に
おいて使用する。１０から１４日後、マイクロタイターＥＩＡにおいて、コンフルエント
培養を抗薬物活性に関してスクリーニングし、ついで限界希釈クローニング技術を用いて
、陽性培養をクローニングする。得られたクローンを単離し、ＩＭＤＭ　ｗ／ＦＢＳ（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）組織培養培地内で規模拡大
し、分泌された抗体を、プロテインＡを使用してアフィニティー精製する。薬物としてシ
ロリムスを使用して得られた典型的な好ましい抗体は、シロリムス、エベロリムスおよび
ゾタロリムスに関するイムノアッセイにおいて使用されうる。
【００６７】
　タクロリムスに関するイムノアッセイにおいて使用する典型的な好ましい抗体はＭ．Ｋ
ｏｂａｙａｓｈｉら，“Ａ　Ｈｉｇｈｌｙ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｔｏ　
Ａｓｓａｙ　ＦＫ－５０６　Ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　Ｐｌａｓｍａ”，“ＦＫ－５０６　Ａ
　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓ
ｓｉｏｎ”のｐ．２３－２９，Ａ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉ
ｎｇｓ　Ｒｅｐｒｉｎｔ，Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　６，Ｖｏｌ．ＸＩＸ，Ｏｃｔｏｂｅｒ
，１９８７，Ｔ．Ｓｔａｒｚｌ，Ｌ．ＭａｋｏｗｋａおよびＳ．Ｔｏｄｏ編，Ｇｒｕｎｅ
　＆　Ｓｔｒａｔｔｏｎ，Ｉｎｃ．（Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ．）発行に記載さ
れている。
【００６８】
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　シクロスポリンに関するイムノアッセイにおいて使用する典型的な好ましい抗体は、シ
クロスポリンを測定するためのＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓの商業的に入手
可能なＡｘＳＹＭ（登録商標）シクロスポリンアッセイの成分であるモノクローナル抗体
である。
【００６９】
　Ｃ．検出
　ついで任意の適当な技術を用いて、抗体－アナライト免疫複合体を検出することが可能
である。例えば、抗体－アナライト複合体の存在を検出するために、検出可能な標識で抗
体を標識することが可能である。個々の標識の選択は決定的に重要なものではないが、選
択される標識は、単独で又は１以上の追加的物質と共に、検出可能なシグナルを生成しう
るものでなければならない。
【００７０】
　したがって、有用な検出可能な標識、抗体へのそれらの結合および検出技術は当技術分
野で公知である。当技術分野で公知の任意の検出可能な標識が使用されうる。例えば、検
出可能な標識は、放射能標識、例えば３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐ
；酵素標識、例えばホースラディッシュペルオキシダーゼ、アルカリペルオキシダーゼ、
グルコース６－リン酸デヒドロゲナーゼなど；化学発光標識、例えばアクリジニウム誘導
体、ルミノール、イソルミノール、チオエステル、スルホンアミド、フェナントリジニウ
ムエステルなど；蛍光標識、例えばフルオレセイン（５－フルオレセイン、６－カルボキ
シフルオレセイン、３’６－カルボキシフルオレセイン、５（６）－カルボキシフルオレ
セイン、６－ヘキサクロロ－フルオレセイン、６－テトラクロロフルオレセイン、フルオ
レセインイソチオシアナートなど）、ローダミン、フィコビリタンパク質、Ｒ－フィコエ
リトリン、量子ドット（硫化亜鉛－キャップ化カドミウムセレニド）、熱標識または免疫
－ポリメラーゼ連鎖反応標識でありうる。標識、標識法および標識の検出の手引きは、Ｐ
ｏｌａｋおよびＶａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ，Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　ｌｍｍｕｎ
ｏ　ｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２ｎｄ　ｅｄ．，Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，
Ｎ．Ｙ．（１９９７）ならびにＨａｕｇｌａｎｄ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒ
ｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉ（１９９６）（こ
れは、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇｏｎによ
り公開されている一体となった手引書およびカタログである。）（それらのそれぞれを参
照により本明細書に組み入れることとする。）において見出される。本発明で使用する好
ましい標識は、化学発光標識、例えばアクリジニウム－９－カルボキサミドである。更な
る詳細はＭａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．およびＡｄａｍｃｚｙｋ，Ｍ．（２００２）Ｃｈ
ｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　Ｎ－ｓｕｌｆｏｎｙｌａｃｒｉｄｉｎｉｕｍ－９－ｃａ
ｒｂｏｘａｍｉｄｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｃｌｉｎ
ｉｃａｌ　ａｓｓａｙｓ，ｉｎ　Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ：Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｄｙｋｅ，Ｋ．Ｖ．
編）ｐｐ７７－１０５，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎにおいて見出されう
る。
【００７１】
　検出可能な標識は、直接的に又はカップリング剤を介して、アナライト、アナライト類
似体または抗体に結合させることが可能である。使用されうるカップリング剤の一例とし
て、ＥＤＡＣ（１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩
）が挙げられ、これはＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から商業
的に入手可能である。使用されうる他のカップリング剤は当技術分野で公知である。検出
可能な標識を抗体に結合させるための方法は当技術分野で公知である。また、抗体への検
出可能な標識のカップリングを促進する末端基を既に含有する多数の検出可能な標識が購
入可能または合成可能であり、それらとしては例えば、Ｎ１０－（３－スルホプロピル）
－Ｎ－（３－カルボキシプロピル）－アクリジニウム－９－カルボキサミド（ＣＰＳＰ－
アクリジニウムエステルとしても公知である。）またはＮ１０－（３－スルホプロピル）
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－Ｎ－（３－スルホプロピル）－アクリジニウム－９－カルボキサミド（ＳＰＳＰ－アク
リジニウムエステルとしても公知である。）が挙げられる。
【００７２】
　あるいは、検出可能な標識を有しアナライトに結合する第２抗体を細胞溶解混合物に加
え、それを使用して、抗体－アナライト複合体の存在を検出することが可能である。この
実施形態においては、任意の適当な検出可能な標識が使用されうる。
【００７３】
　Ｄ．典型的な形態
　本発明のイムノアッセイは、当技術分野で公知の任意の形態、例えばサンドイッチ形態
、競合阻害形態（フォワード（前方向）またはリバース（逆方向）競合阻害アッセイを含
む）または蛍光偏光形態（これらに限定されるものではない）を用いて行われうる。後記
の典型的な形態は免疫抑制薬のアッセイに関して記載されている。しかし、当業者に理解
されるとおり、記載されている形態は任意のアナライトに適用可能である。
【００７４】
　免疫抑制薬の定量的検出のためのイムノアッセイ、例えば、好ましいサンドイッチ型の
形態においては、細胞溶解混合物中の薬物を分離し定量するために少なくとも２つの抗体
を使用する。より詳しくは、それらの少なくとも２つの抗体は、薬物の、異なる部分に結
合して、「サンドイッチ」と称される免疫複合体を形成する。一般に、試験サンプル中の
免疫抑制薬を捕捉するために１以上の抗体が使用されることが可能であり（これらの抗体
は、しばしば、「捕捉」抗体と称される。）、検出可能（すなわち定量可能）な標識をサ
ンドイッチに結合させるために１以上の抗体が使用される（これらの抗体は、しばしば、
「検出用」抗体と称される。）。サンドイッチアッセイにおいては、薬物に結合する両方
の抗体は、アッセイにおけるいずれかの他の抗体の、そのそれぞれの結合部位への結合に
よっては、損なわれないことが好ましい。言い換えると、免疫抑制薬を含有する疑いのあ
る細胞溶解混合物に接触させる１以上の一次抗体が、二次または後続抗体により認識され
る結合部位の全部または一部に結合して、その１以上の二次または後続抗体の、薬物への
結合能を阻害することがないよう、抗体は選択されるべきである。サンドイッチアッセイ
においては、抗体、好ましくは、少なくとも１つの捕捉抗体は、細胞溶解混合物において
予想される薬物の最大量に対してモル過剰量で使用される。例えば、固相含有溶液１ｍＬ
当たり約５μｇ／ｍＬから約１ｍｇ／ｍＬの抗体が使用されうる。
【００７５】
　１つの実施形態においては、少なくとも１つの第１（一次）捕捉抗体は、試験サンプル
からの第１抗体－薬物複合体の分離を促進する固体支持体に結合されうる。本発明のイム
ノアッセイにおいて使用される固体支持体または「固相」は決定的に重要なものではなく
、当業者により選択されうる。本明細書中で用いる固相または固体支持体は、不溶性であ
る又は後続の反応により不溶性にされうる任意の物質を意味する。有用な固相または固体
支持体は当業者に公知であり、反応トレイのウェルの壁、試験管、ポリスチレンビーズ、
磁気ビーズ、ニトロセルロース片、膜、微粒子、例えばラテックス粒子、ヒツジ（または
他の動物）の赤血球およびＤｕｒａｃｙｔｅｓ（登録商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，Ｉｌｌ．の登録商標）（これは、ピルビン酸
アルデヒドおよびホルムアルデヒドにより「固定」された赤血球である。）などを包含す
る。固相上にペプチドを固定化するための適当な方法には、イオン相互作用、疎水性相互
作用、共有結合相互作用などが含まれる。固相は、捕捉物質を誘引し固定化するその固有
の能力に関して選択されうる。あるいは、固相は、捕捉物質を誘引し固定化する能力を有
する追加的な受容体を含みうる。追加的な受容体には、捕捉物質自体とは反対に荷電した
物質、または捕捉物質に結合した荷電物質とは反対に荷電した荷電物質が含まれうる。さ
らにもう１つの態様として、受容体は、特異的結合反応により捕捉物質を固定化する能力
を有する、固相上に固定化（結合）された任意の特異的結合パートナーでありうる。受容
体分子は、アッセイの実施前またはアッセイの実施中に、固相物質への捕捉物質の間接的
結合を可能にする。
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【００７６】
　ウェル、チューブ（管）またはビーズの形態の高分子材料からなる固体支持体を含む（
それらに限定されるものではない）、当技術分野で公知の任意の固体支持体が使用されう
る。抗体は、吸着により、または化学カップリング剤を使用する共有結合により、または
当技術分野で公知の他の手段により、固体支持体に結合されうる。ただし、そのような結
合は、薬物への抗体の結合能を阻害しないものでなけれなならない。さらに、必要に応じ
て、固体支持体は、抗体上の種々の官能基との反応性を可能にするよう誘導体化されうる
。そのような誘導体化は、あるカップリング剤、例えば無水マレイン酸、Ｎ－ヒドロキシ
スクシンイミドおよび１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド
（これらに限定されるものではない）の使用を要する。
【００７７】
　また、検出用抗体による接近を可能にするのに十分な多孔度および抗原に結合する適当
な表面アフィニティーを有する任意の適当な多孔性物質を固相が含みうることも、本発明
の範囲内である。微孔性構造体が一般に好ましいが、水和状態でゲル構造を有する物質も
使用されうる。そのような有用な固体支持体には、ニトロセルロースおよびナイロンが含
まれるが、これらに限定されるものではない。本明細書に記載されているそのような多孔
性固体支持体は、好ましくは、約０．０１から０．５ｍｍ、好ましくは約０．１ｍｍの厚
さのシートの形態であると想定される。孔のサイズは広い範囲内で様々となりうるが、好
ましくは、約０．０２５から１５ミクロン、特に、約０．１５から１５ミクロンである。
そのような支持体の表面は、支持体への抗原または抗体の共有結合を引き起こす化学的加
工により活性化されうる。しかし、一般には、疎水性力による多孔性物質上の吸着により
、抗原または抗体の不可逆的結合が得られる。
【００７８】
　免疫抑制薬を含有する疑いのある又はそれを含有する細胞溶解混合物を少なくとも１つ
の第１捕捉抗体に接触させた後、得られたアッセイ混合物をインキュベートして、第１捕
捉抗体（または複数の抗体）－薬物複合体を形成させる。インキュベーションは、約４．
５から約１０．０のｐＨを含む任意の適当なｐＨで、約２℃から約４５℃の温度を含む任
意の適当な温度で、少なくとも１分間から約１８時間の適当な時間、好ましくは約４から
２０分間、最も好ましくは約１７から１９分間にわたって行われうる。
【００７９】
　検出用物質の添加および標識複合体の形成の後、複合体中の標識の量を、当技術分野で
公知の技術を用いて定量する。例えば、酵素標識を使用する場合には、標識複合体を、定
量可能な反応（例えば、発色）を引き起こす標識に対する基質と反応させる。標識が放射
能標識である場合には、シンチレーションカウンターを使用して標識を定量する。標識が
蛍光標識である場合には、１つの色（これは「励起波長」として公知である。）の光で標
識を刺激し、刺激に応答して標識により放出された別の色（これは「発光波長」として公
知である。）を検出することにより、標識を定量する。標識が化学発光標識である場合に
は、可視的に又はルミノメーター、Ｘ線フィルム、高速写真フィルム、ＣＣＤカメラなど
を使用して発光を検出することにより、標識を定量する。複合体中の標識の量が定量され
たら、例えば既知濃度の免疫抑制薬の系列希釈を用いて作成された標準曲線を使用して、
試験サンプル中の薬物の濃度が決定されうる。薬物の系列希釈を用いる代わりに、重量分
析、質量分析および当技術分野で公知の他の技術により、標準曲線が作成されうる。
【００８０】
　好ましいフォワード競合形態においては、既知濃度の標識薬物またはその類似体のアリ
コートを使用して、抗体に対する結合に関して、試験サンプル中に存在する薬物と競合さ
せる。フォワード競合アッセイにおいては、固定化抗体を、試験サンプルおよび標識され
た薬物またはその薬物類似体と連続的または同時に接触させることが可能である。薬物ま
たは薬物類似体は、前記の検出可能な標識を含む任意の適当な検出可能な標識で標識され
うる。このアッセイにおいては、捕捉抗体は、本明細書において既に記載されている技術
を用いて固体支持体上に固定化されうる。あるいは、捕捉抗体は、例えば微粒子のような
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固体支持体上に固定化された例えば抗種抗体のような抗体に結合されうる。
【００８１】
　標識された薬物または薬物類似体、細胞溶解混合物および抗体を、サンドイッチアッセ
イ形態に関して前記で説明したのと同様の条件下でインキュベートする。ついで２つの異
なるタイプの抗体－薬物複合体が生成される。具体的には、生成した抗体－薬物複合体の
うちの一方は、検出可能な標識を含有し、もう一方の抗体－薬物複合体は、検出可能な標
識を含有しない。検出可能な標識の定量の前に、抗体－薬物複合体をアッセイ混合物の残
部から分離することが可能であるが、分離する必要はない。ついで、抗体－薬物複合体を
アッセイ混合物の残部から分離するかどうかには無関係に、抗体－薬物複合体中の検出可
能な標識の量が定量される。ついで、抗体－薬物複合体中の検出可能な標識の量を標準曲
線と比較することにより、試験サンプル中の薬物の濃度が決定されうる。標準曲線は、既
知濃度の薬物の系列希釈の利用、質量分析、重量分析および当技術分野で公知の他の技術
により作成されうる。
【００８２】
　抗体－薬物複合体は、抗体を固体支持体（例えば、サンドイッチアッセイ形態に関して
前記で説明した固体支持体）に結合させ、ついで固体支持体との接触からのアッセイ混合
物の残部を除去することにより、アッセイ混合物から分離されうる。
【００８３】
　リバース競合アッセイにおいては、固定化された免疫抑制薬またはその類似体を、細胞
溶解混合物および少なくとも１つの標識抗体と連続的または同時に接触させることが可能
である。抗体は、前記の検出可能な標識を含む任意の適当な検出可能な標識で標識されう
る。薬物または薬物類似体は、固体支持体（例えば、サンドイッチアッセイ形態に関して
前記で説明した固体支持体）に結合されうる。
【００８４】
　固定化された薬物または薬物類似体、細胞溶解混合物および少なくとも１つの標識抗体
を、サンドイッチアッセイ形態に関して前記で説明したのと同様の条件下でインキュベー
トする。ついで２つの異なるタイプの抗体－薬物複合体が生成される。具体的には、生成
した抗体－薬物複合体のうちの一方は固定化されており、検出可能な標識を含有し、もう
一方の抗体－薬物複合体は固定化されておらず、検出可能な標識を含有する。未固定化抗
体－薬物複合体およびアッセイ混合物の残部を、当技術分野で公知の技術、例えば洗浄に
より、固定化抗体－薬物複合体の面前から除去する。未固定化抗体－薬物複合体を除去し
たら、ついで固定化抗体－薬物複合体中の検出可能な標識の量を定量する。ついで、抗体
－薬物複合体中の検出可能な標識の量を標準曲線と比較することにより、試験サンプル中
の薬物の濃度が決定されうる。標準曲線は、既知濃度の薬物の系列希釈の利用、質量分析
、重量分析および当技術分野で公知の他の技術により作成されうる。
【００８５】
　蛍光偏光アッセイにおいては、１つの実施形態においては、抗体または機能的に活性な
そのフラグメントを、まず、免疫抑制薬を含有する未標識細胞溶解混合物に接触させて、
未標識抗体－薬物複合体を形成させる。ついで未標識抗体－薬物複合体を蛍光標識薬物ま
たはその類似体に接触させる。標識薬物または薬物類似体は、抗体または機能的に活性な
そのフラグメントへの結合に関して、アッセイ混合物中のいずれかの未標識薬物と競合す
る。形成された標識抗体－薬物複合体の量を決定し、試験サンプル中の薬物の量を標準曲
線の利用により決定する。
【００８６】
　イムノアッセイのための走査型プローブ顕微鏡検査法（ｓｃａｎｎｉｎｇ　ｐｒｏｂｅ
　ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ）（ＳＰＭ）の利用も、本発明のイムノアッセイ法が容易に適合
化されうる技術である。ＳＰＭ、特に原子間力顕微鏡検査法においては、捕捉物質を、走
査に適した表面を有する固相に固定する。捕捉物質は、例えばプラスチックまたは金属表
面に吸着されうる。あるいは、捕捉物質は、当業者に公知の方法により、例えば誘導体化
プラスチック、金属、ケイ素またはガラスに共有結合されうる。捕捉物質の結合の後、細
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胞溶解混合物を固相に接触させ、走査型プローブ顕微鏡を使用して、固相－固定複合体を
検出し定量する。ＳＰＭの利用は、イムノアッセイ系において典型的に使用される標識の
必要性を排除する。そのような系はＵ．Ｓ．Ａｐｐ．Ｎｏ．６６２，１４７（それを参照
により本明細書に組み入れることとする。）に記載されている。
【００８７】
　本発明のイムノアッセイは、ＭｉｃｒｏＥｌｅｃｔｒｏＭｅｃｈａｎｉｃａｌ　Ｓｙｓ
ｔｅｍ（ＭＥＭＳ）を用いることによっても行われうる。ＭＥＭＳは、機械的、光学的お
よび流体的要素をエレクトロニクスと組合せて対象アナライトの簡便な検出を可能にする
、シリコン上に組込まれた顕微鏡的構造体である。本発明における使用に適した典型的な
ＭＥＭＳ装置は、プロチベリス（Ｐｒｏｔｉｖｅｒｉｓ）マルチカンチレバー・アレイで
ある。このアレイは、特別に設計されたシリコン・ミクロカンチレバーの化学－機械的動
作、およびそれに続く、ミクロカンチレバーの偏向の光学的検出に基づくものである。一
方の面が結合パートナーでコートされている場合、ミクロカンチレバーは、それが、相補
体分子を含有する溶液にさらされると、曲がるであろう。この曲がりは、曲げ事象による
表面エネルギーの変化により引き起こされる。曲がり（偏向）の度合の光学的検出は、ミ
クロカンチレバーに結合した相補的分子の量の測定を可能にする。
【００８８】
　他の実施形態においては、本発明のイムノアッセイは、電気化学的検出を用いて行われ
る。電気化学的検出のための基本的方法はＨｅｉｎｅｍａｎらにより記載されている。こ
れは、一次抗体（Ａｂ、ラット抗マウスＩｇＧ）の固定化、ならびにそれに続く、抗原（
Ａｇ、マウスＩｇＧ）、酵素標識に結合した二次抗体（ＡＰ－Ａｂ、ラット抗マウスＩｇ
Ｇおよびアルカリホスファターゼ）およびｐ－アミノフェニルホスファート（ＰＡＰＰ）
を含有する一連の溶液への曝露を含んでいた。ＡＰはＰＡＰＰをｐ－アミノフェノール（
ＰＡＰＲ；「Ｒ」は、還元型を酸化型ＰＡＰＯ（キノンイミン）から区別することを意図
したものである。）に変換し、これは、ＡＰが最適活性を示すｐＨ９．０において酸素お
よび水の還元を阻害しない電位において電気化学的に可逆的である。フェノール（その前
駆体フェニルホスファートは酵素基質としてしばしば使用される。）とは異なり、ＰＡＰ

Ｒは電極汚損を引き起こさない。ＰＡＰＲは空気および光酸化を受けるが、これらは小規
模および短い時間枠においては容易に避けられる。２０μＬから３６０μＬの範囲のＰＡ
ＰＰ容量を使用する微量電気化学的イムノアッセイにおいて達成された、ＰＡＰＲに関す
るピコモルの検出限界およびＩｇＧに関するフェトグラムの検出限界が、既に報告されて
いる。電気学的検出を用いるキャピラリーイムノアッセイにおいては、これまでに報告さ
れている最低検出限界は、７０μＬの容量および３０分または２５分のアッセイ時間を用
いた場合、マウスＩｇＧの３０００分子である。
【００８９】
　種々の電気化学的検出系が米国特許第７，０４５，３６４号（２００６年５月１６日付
け発行；これを参照により本明細書に組み入れることとする。）、第７，０４５，３１０
号（２００６年５月１６日付け発行；これを参照により本明細書に組み入れることとする
。）、第６，８８７，７１４号（２００５年５月３日付け発行；これを参照により本明細
書に組み入れることとする。）、第６，６８２，６４８号（２００４年１月２７日付け発
行；これを参照により本明細書に組み入れることとする。）、第６，６７０，１１５号（
２００３年１２月３０日付け発行；これを参照により本明細書に組み入れることとする。
）に記載されている。
【００９０】
　例えば１つの試験サンプル中の複数のアナライトを同時にアッセイするのに有用な特定
の実施形態においては、固相は、複数の異なる捕捉物質を含みうる。したがって、例えば
、固相上には複数の抗体が固定されており、この場合、それぞれはサンプル中の異なるア
ナライトの存在に関して試験することが意図される。典型的な実施形態においては、固相
は表面上の複数の異なる領域よりなることが可能であり、それらの各領域には特定の抗体
が固定されている。
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【００９１】
　多重（マルチプレックス）形態は、各標識が特定のアナライトの検出のために使用され
る複数の標識を使用することが可能であるが、これが必要なわけではない。例えば、複数
の捕捉物質、例えば抗体が、特異性に基づいて、異なる既知位置において固相に固定され
る場合、複数の標識を使用することなく、複数の異なるアナライトが検出されうる。各位
置における捕捉物質の特異性が既知であるため、個々の位置におけるシグナルの検出は、
その位置に結合したアナライトの存在と関連づけられうる。この形態の例には、それぞれ
チャネルまたはキャピラリーに沿った異なる位置に異なる捕捉物質を含有するマイクロフ
ルイディック（ｍｉｃｒｏｆｌｕｉｄｉｃ）装置およびキャピラリーアレイ、ならびに典
型的には固体支持体の表面上のスポット（「標的要素」）のマトリックス内に配置された
異なる捕捉物質を含有するマイクロアレイが含まれる。特定の実施形態においては、それ
ぞれの異なる捕捉物質は、異なる電極に固定されることが可能であり、それは、例えば、
固体支持体の表面上、マイクロフルイディック装置のチャネル内またはキャピラリー内に
形成されうる。
【００９２】
　ＩＩＩ．試験キット
　本発明はまた、アナライトに関して試験サンプルをアッセイするための試験キットを提
供する。本発明の試験キットは、本発明の１以上のイムノアッセイを実施するのに有用な
１以上の試薬を含む。試験キットは、一般に、試薬を１以上の別々の組成物として又は場
合によっては試薬の混和性が許容する場合には混合物として収容する１以上の容器を伴う
パッケージを含む。試験キットはまた、使用者の立場から望ましい可能性がある他の物質
、例えばバッファー、希釈剤、標準および／またはサンプルの加工、洗浄もしくは任意の
他のアッセイ工程の実施において有用な任意の他の物質を含みうる。
【００９３】
　特定の実施形態においては、本発明の試験キットは、（ａ）少なくとも１つのアナライ
トに特異的に結合しうる少なくとも１つの抗体またはタンパク質、ならびに（ｂ）エチレ
ングリコール、プロピレングリコールおよびそれらの類似体よりなる群から選ばれるグリ
コールを含む細胞溶解試薬、ならびに５個以下の炭素を有する少なくとも１種のアルコー
ルを含みうる。免疫抑制薬に関するイムノアッセイを行うのに有用な典型的な実施形態に
おいては、抗体は、ラパマイシン（シロリムス）、タクロリムス、エベロリムス、テムソ
ロリムス、ゾタロリムス、シクロスポリンまたはこれらの化合物のいずれかの類似体に特
異的でありうる。
【００９４】
　ある実施形態においては、細胞溶解試薬は、メタノール、エタノール、プロパノールま
たはこれらのアルコールのいずれかの混合物でありうる。典型的な実施形態においては、
グリコール対アルコールの比は、約４：１から約１：４、より厳密には、約４：１から約
１：２の範囲である。１つの実施形態においては、細胞溶解試薬は、細胞溶解試薬の約１
０％から約４０％であるグリコールレベルを用いる。もう１つの実施形態においては、ア
ルコールは、グリコールの添加を伴うことなく、細胞溶解試薬中で単独で使用される。
【００９５】
　所望により、試験キットは更に、アッセイされるアナライトを含む対照組成物を含みう
る。
【００９６】
　特定の実施形態においては、本発明の試験キットは、１以上の界面活性剤および／また
は試験サンプル中の１以上の結合タンパク質からアナライトを遊離させる物質を含みうる
。適当な界面活性剤または界面活性剤の組合せには、前記のとおり、非イオン界面活性剤
、例えばサポニンが含まれる。適当な遊離誘発性物質には、前記のとおり、１以上の結合
タンパク質への結合に関してアナライトと競合する物質、および結合タンパク質を分解し
非タンパク質アナライトを遊離させるために使用されうるプロテアーゼが含まれる。典型
的なプロテアーゼには、プロテイナーゼＫ、スブチリシン、ジスパーゼ、サーモリシン、
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トリプシン、フィシン、ブロメラインおよびそれらの組合せが含まれる。本発明のキット
において提供されるいずれの界面活性剤またはプロテアーゼも、前記のとおりの適当な濃
度で成分を含有する細胞溶解混合物の生成を促進する様態で提供されるべきである。
【００９７】
　本発明のキットは、固相、および固相に固定された又はアッセイ中に固相に固定される
捕捉物質を含みうる。典型的な実施形態においては、固相は１以上の微粒子または電極を
含む。サンドイッチイムノアッセイを行うためにそのようなキットを使用する場合、キッ
トは更に、標識された検出用物質を含みうる。ある実施形態においては、試験キットは、
少なくとも１つの直接標識、例えばアクリジニウム－９－カルボキサミドを含む。本発明
の試験キットは少なくとも１つの間接標識をも含みうる。使用される標識が、一般に、検
出可能なシグナルを生成するために指示試薬を要する場合、試験キットは、好ましくは、
１以上の適当な指示試薬を含む。
【００９８】
　本発明の試験キットは、好ましくは、本発明のイムノアッセイの１以上を行うための説
明を含む。本発明のキットに含まれる説明は包装材に添付されることが可能であり、ある
いはパッケージ挿入物として含まれることが可能である。説明は、典型的には、書かれた
又は印刷された資料であるが、それらはそのようなものには限定されない。そのような説
明を記憶しそれらを最終消費者に伝達しうる任意の媒体が本発明で想定される。そのよう
な媒体には、電子記憶媒体（例えば、磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チップ）、
光学的媒体（例えば、ＣＤ　ＲＯＭ）などが含まれるが、それらに限定されるものではな
い。本明細書中で用いる「説明」なる語は、説明を提供するインターネットサイトのアド
レスを含みうる。
【００９９】
　もちろん、言うまでもなく、本明細書中の典型的な形態はいずれも、および本発明のア
ッセイまたはキットはいずれも、例えば米国特許第５，０８９，４２４号および第５，０
０６，３０９号に記載されている、ならびに例えばＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉ
ｅｓの　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）、ＡｘＳＹＭ（登録商標）、ＩＭＸ（登録商標
）、ＡＢＢＯＴＴ　ＰＲＩＳＭ（登録商標）およびＱｕａｎｔｕｍ　ＩＩプラットフォー
ムおよび他のプラットフォームを含む（これらに限定されるものではない）Ａｂｂｏｔｔ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）により商業的に販売され
ている自動化および半自動化系（微粒子を含む固相が存在するものを含む）における使用
のために適合化または最適化されうる。
【０１００】
　また、本発明のアッセイおよびキットは、場合によっては、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒ
ａｔｏｒｉｅｓのＰｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａｒｅ（ｉ－ＳＴＡＴ（登録商標））電気化学的
イムノアッセイ系を含むポイント・オブ・ケア・アッセイ系に適合化または最適化されう
る。単一用途試験装置におけるイムノセンサーならびにその製造および操作方法が、例え
ば米国特許第５，０６３，０８１号ならびに公開米国特許出願２００３０１７０８８１、
２００４００１８５７７、２００５００５４０７８および２００６０１６０１６４（これ
に関するそれらの教示を参照により本明細書に組み入れることとする。）に記載されてい
る。
【実施例】
【０１０１】
　以下の実施例は、特許請求されている本発明を例示するために記載されており、本発明
を限定するものではない。
【０１０２】
　（実施例）
　血液サンプルの細胞溶解およびシロリムスに関するイムノアッセイ
　この実施例は、血液サンプルを細胞溶解しシロリムスに関する自動化イムノアッセイを
行うための、非変性細胞溶解試薬の使用を例示する。
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【０１０３】
　プロピレングリコールおよびエタノールを４：１の容量：容量比で混合することにより
、細胞溶解試薬を製造し、ついで、プロピレングリコールが１０容量％から４０容量％と
なるまで水で希釈する。５から１０秒間激しくボルテックスすることにより１００μＬの
サンプルを２００μＬの細胞溶解試薬と混合することにより、血液サンプルの細胞溶解を
行う。細胞溶解は室温で１分未満で完了する。得られた細胞溶解混合物を以下の操作によ
り自動化ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ｉ２０００（登録商標）分析装置（Ａｂｂｏｔ
ｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）でアッセ
イする。
【０１０４】
　（１）１０から４０μＬの細胞溶解混合物を、ヤギ抗マウス抗体（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄ
ｒｉｃｈ，Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，Ｍｉｓｓｏｕｒｉから）およびマウス抗シロリムス抗体（
前記のとおりに製造）でコートされた５０μＬの微粒子と混合する。
【０１０５】
　（２）アッセイ混合物を３３から３８℃で約１８分間インキュベートする。サンプル中
のシロリムスは微粒子上の抗シロリムス抗体に結合する。
【０１０６】
　（３）反応混合物に２０μＬのアクリジニウム－シロリムスコンジュゲートを加える。
【０１０７】
　（４）反応混合物を３３から３８℃で４分間インキュベートする。アクリジニウム－シ
ロリムスコンジュゲートは遊離抗シロリムス結合部位に結合する。
【０１０８】
　（５）微粒子をリン酸バッファーで洗浄する。
【０１０９】
　（６）Ｐｒｅ－ｔｒｉｇｇｅｒ（酸溶液）およびＴｒｉｇｇｅｒ（塩基性溶液）を加え
て、捕捉されたアクリジニウム－シロリムス標識を発光させて、それを装置により測定す
る。
【０１１０】
　シロリムス結合性抗体は以下のとおりに製造した。雌ＲＢｆ／Ｄｎｊマウスにシロリム
ス－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免疫原の３回の毎月の追加抗原（ブースト）の投与
を行い、ついで第４月に、シロリムス－４２－ＨＳ－破傷風トキソイド調製物での免疫化
を行った。７ヵ月後、融合の３日前に、シロリムス－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免
疫原を使用して、脾臓内融合前追加抗原を動物に投与した。ついで脾Ｂ細胞を単離し、Ｓ
Ｐ２／０骨髄腫との標準的なＰＥＧ融合において使用した。１０から１４日後、マイクロ
タイターＥＩＡにおいて、コンフルエント培養を抗シロリムス活性に関してスクリーニン
グし、ついで限界希釈クローニング技術を用いて、陽性培養をクローニングした。単離さ
れたクローンをＩＭＤＭ　ｗ／ＦＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．，Ｃａｒｌｓ
ｂａｄ，ＣＡ）組織培養培地内で規模拡大し、分泌された抗体を、プロテインＡを使用し
てアフィニティー精製した。
【０１１１】
　本明細書に記載されている実施例および実施形態は単なる例示を目的としたものであり
、それを考慮して種々の修飾または変更が当業者に示唆され、本出願の精神および範囲な
らびに添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれると理解される。
【０１１２】
　また、共通に所有されている同時係属出願米国仮出願番号６０／８８２，７３２（２０
０６年１２月２９日付け出願）の全体を、全血中の分子または薬物の検出のための診断試
験についてのその教示に関して、明示的に、参照により本明細書に組み入れることとする
。
【０１１３】
　共通に所有されている同時係属出願米国仮出願番号６０／８７８，０１７（２００６年
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１２月２９日付け出願）の全体を、溶液内捕捉イムノアッセイでの使用のための非変性細
胞溶解試薬についてのその教示に関して、明示的に、参照により本明細書に組み入れるこ
ととする。
【０１１４】
　共通に所有されている同時係属出願米国仮出願番号６０／８８２，８６３（２００６年
１２月２９日付け出願）の全体を、免疫抑制薬に関する改良アッセイについてのその教示
に関して、明示的に、参照により本明細書に組み入れることとする。
【０１１５】
　共通に所有されている同時係属出願米国非仮出願番号１１／４９０，６２４（２００６
年７月２１日付け出願）の全体を、抽出試薬組成物についてのその教示に関して、明示的
に、参照により本明細書に組み入れることとする。
【０１１６】
　また、本明細書中に引用されている全ての他の刊行物、特許および特許出願の全体を全
ての目的において参照により本明細書に組み入れることとする。
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