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(57)【要約】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料に
おいて内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放
出するための組成物が開示されている。前記組成物は、
シロリムス分子のトリエン部分で嵩高い有機基で改質さ
れたシロリムス誘導体を含む。前記組成物は、ＦＫＢＰ
結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料においてＦＫ
ＢＰ結合免疫抑制薬のためのアッセイと一緒に使用され
てよい。



(2) JP 2016-501374 A 2016.1.18

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料において内因性結合物質からＦＫＢ
Ｐ結合免疫抑制薬を放出するための組成物であって、
（ａ）式：
【化１】

の化合物、又は式：
【化２】

の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
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緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］、及び
（ｂ）緩衝媒体
を含有する、前記組成物。
【請求項２】
　さらに溶血剤を含有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
　前記化合物が、式：

【化３】

［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を有する、請求項１
に記載の組成物。
【請求項４】
　前記化合物が、式：
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【化４】

［式中、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を有する、請求項１
に記載の組成物。
【請求項５】
　以下、
Ｒ1がＨであり、かつＲ2及びＲ3が、互いに独立して、低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ6及びＲ7が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ8及びＲ9が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ12がアリールであり、
ｐが１であり、
ａが１であり、
ＤがＮである、請求項１に記載の組成物。
【請求項６】
　前記化合物が、式：
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【化５】

を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項７】
　前記化合物が、式：
【化６】

を有する、請求項１に記載の組成物。
【請求項８】
　前記溶血剤が、洗浄剤、低イオン濃度水溶液、細菌剤、及び補体依存性溶解を生じる抗
体からなる群から選択される、請求項２に記載の組成物。
【請求項９】
　さらに、１つ以上の抗凝血剤及び保存剤を含有する、請求項２に記載の組成物。
【請求項１０】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料中で内因性結合物質からＦＫＢＰ結
合免疫抑制薬を放出するための方法であって、
試料、及び内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために十分な量で請求
項１に記載の組成物を組み合わせて提供すること、並びに
内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために十分な条件下で前記組合せ
物をインキュベートすること
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を含む、前記方法。
【請求項１１】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料中で内因性結合物質からＦＫＢＰ結
合免疫抑制薬を放出するための方法であって、
試料、及び内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために十分な量で請求
項５に記載の組成物を組み合わせて提供すること、並びに
内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために十分な条件下で前記組合せ
物をインキュベートすること
を含む、前記方法。
【請求項１２】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料中で内因性結合物質からＦＫＢＰ結
合免疫抑制薬を放出するための方法であって、
試料、及び内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために十分な量で式：
【化７】

の化合物、又は式：
【化８】

の化合物、又はそれらの混合物
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［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を組み合わせて提供
すること、並びに
内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために十分な条件下で前記組合せ
物をインキュベートすること
を含む、前記方法。
【請求項１３】
　前記化合物が、式：
【化９】

の化合物、又は式：
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【化１０】

の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］であり、
内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために十分な条件下で前記組合せ
物をインキュベートする、請求項１２に記載の前記方法。
【請求項１４】
　前記化合物についての式において、
Ｒ1がＨであり、かつＲ2及びＲ3が、互いに独立して、低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ6及びＲ7が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ8及びＲ9が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ12がアリールであり、
ａが１であり、
ＤがＮである、請求項１３に記載の組成物。
【請求項１５】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料中でＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在
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及び量の１つ又は双方を測定するための方法であって、
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）試料、及び
　（ｉｉ）内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するための放出剤であって
、式：
【化１１】

の化合物、又は式：
【化１２】

の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
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Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］である放出剤
を組み合わせて提供すること、
（ｂ）内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するための条件下で前記媒体を
インキュベートすること
（ｃ）試料中でＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在及び／又は量を測定するための媒体試薬を
添加すること、ここで、該試薬は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための少なくとも１つの特
異的結合要素を含む、並びに
（ｄ）ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬及びＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための特異的結合要素を含
有する複合体の存在について媒体を試験すること、ここで、複合体の存在及び／又は量は
、試料中のＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在及び／又は量を示す
を含む、前記方法。
【請求項１６】
　前記放出剤が、式：

【化１３】

の化合物、又は式：
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の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］である、請求項１５
に記載の方法。
【請求項１７】
　前記放出剤の化合物において、
Ｒ1がＨであり、かつＲ2及びＲ3が、互いに独立して、低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ6及びＲ7が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ8及びＲ9が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11が、一緒になって、Ｏと二重結合を形成し、
Ｒ12がアリールであり、
ａが１であり、
ＤがＮである、請求項１５に記載の方法。
【請求項１８】
　前記放出剤の化合物が、式：
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【化１５】

又は式：
【化１６】

を有する、請求項１５に記載の方法。
【請求項１９】
　前記工程（ｃ）における試薬が、さらに、標識を含有するＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の類
似体を含有する、請求項１５に記載の方法。
【請求項２０】
　前記工程（ｃ）において、第二の特異的結合要素を媒体中に添加し、ここで、第二の特
異的結合要素が複合体に結合する、請求項１５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬、例えばシロリムス化合物及びタクロリムス化合物
の、かかるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含むことが公知であるか又はかかるＦＫＢＰ結合免
疫抑制薬を含有する疑いのある試料、例えば患者試料中での測定のための化合物、方法及
びキットに関する。
【０００２】
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　身体は、自己と非自己を識別するための複雑な免疫応答に依存する。時々、身体の免疫
系を、不十分な反応を増加し又は過剰反応を抑制するために制御する必要がある。例えば
、臓器、例えば腎臓、心臓、心肺、骨髄及び肝臓をヒトに移植する場合に、身体は、しば
しば、同種異系移植片拒絶と言われるプロセスによって移植組織を拒絶する。
【０００３】
　同種異系移植片拒絶の治療において、免疫系は、しばしば薬物療法で制御される方法で
抑制される。免疫抑制薬は、非自己組織の同種異系移植片拒絶を妨げることを助けるため
に移植レシピエントに注意深く投与される。２つの最も一般的な、移植患者において臓器
拒絶を妨げるために投与される免疫抑制薬は、Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ（ＣＳＡ）及び
ＦＫ－５０６（ＦＫ又はタクロリムス）である。米国及び他国において免疫抑制剤として
の使用を見出している他の薬剤は、ラパマイシンとしても公知のシロリムスである。シロ
リムスの誘導体も、免疫抑制剤として有用であると言われている。かかる誘導体は、例え
ばエベロリムスを含む。
【０００４】
　ある免疫抑制薬に関連する副作用を、患者中に存在する薬剤のレベルを注意深く制御す
ることによってある程度制御することができる。免疫抑制薬の分布及び代謝が患者間で大
きく変動しうるため、及び副作用の幅広さ及び厳しさのために、薬物レベルの正確なモニ
タリング（治療薬モニタリング又はＴＤＭ）が、免疫抑制薬を受けている全ての患者、特
に小児患者及び肝障害を有する小児患者のために推奨されている。ＴＤＭは、酵素ＣＹＰ
３Ａ４の強力誘導物質及び強力阻害剤が同時投与される場合に、推奨されてもいる。さら
に、シロリムス及びその誘導体がシクロスポリンと同時に投与される場合に、薬物動態が
薬物同時投与中に変更されるために、ＴＤＭが推奨される。例えば、シロリムスがシクロ
スポリンと同時に投与されるよりむしろ４時間別々に投与される場合に、シロリムストラ
フレベルは増加する。この理由のために、並びにある副作用を制限するために、ＴＤＭは
、選択された場合により良好な臨床結果を可能にしなければならない。
【０００５】
　シロリムス及びタクロリムスは、ヒトにおける臓器移植のための最も重要な免疫抑制薬
である。血中のシロリムス、タクロリムス及び他の関連する免疫抑制薬の濃度の治療モニ
タリングは、最小の毒性で最大の免疫抑制を確実にするための投与レジームを最適化する
ことを要求する。シロリムス及びタクロリムスは非常に有効な免疫抑制剤であるが、有効
投与範囲が狭く、かつ過剰な投与量は深刻な副作用をもたらしうるために、それらの使用
を注意深く管理しなければならない。一方で、シロリムス又はタクロリムスの少なすぎる
投与は、組織拒絶を導くことができない。
【０００６】
　免疫抑制薬、例えばシロリムス化合物及びタクロリムス化合物についての多くの全血ア
ッセイは、血液成分から薬物を抽出（放出又は排出）するための試薬を使用する工程を要
求する。シロリムス及びタクロリムスの化学構造を図１において示す。共通してそれらの
それぞれの化学構造の一部を有するこれらの分子は、内因性の特異的結合物質、例えば内
因性特異的結合タンパク質、例えばＦＫ結合タンパク質（ＦＫＢＰ）に結合する。シロリ
ムス又はタクロリムスの薬物分子及び薬物代謝物分子は、適宜、内因性結合物質から、特
に内因性結合物質のためのアッセイを実施するために、分離されるべきである。内因性結
合物質に結合するためのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬と競合し、それによって、アッセイにお
ける検出のために遊離ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分子を放出するための放出剤を有すること
が重要である。遊離ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分子の放出は、より良好なアッセイ感受性を
もたらす。シロリムス及びＦＫ－５０６エステル（ＦＫＥ）は、内因性結合タンパク質か
らタクロリムス化合物を放出するためのタクロリムスアッセイのための放出試薬として使
用されている。しかしながら、ＦＫ－５０６エステルは、タクロリムスアッセイにおいて
使用される抗体と交差反応性を示している。さらに、放出試薬としてのシロリムスの使用
は問題がある。それというのも、シロリムスイムノアッセイ及びタクロリムスイムノアッ
セイの双方が同一の装置で並んで実施するキャリーオーバー問題があるからである。
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【０００７】
　従って、患者におけるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のレベルを測定するための早く正確な高
感度の診断方法を開発する継続的な必要がある。前記方法は、薬物のためのアッセイにお
いて使用されるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための特異的結合要素、例えば抗体と最小の交
差反応性を有するＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための放出剤を使用すべきである。
【０００８】
　要約
　本明細書において記載された原理に従ったある例は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有す
る疑いのある試料において内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するための
組成物に関する。前記組成物は、式Ｉ：
【化１】

の化合物、又は式ＩＩ
【化２】

の化合物、又はそれらの混合物
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Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を、緩衝媒体中で含
む。
【０００９】
　本明細書において記載された原理に従ったある例において、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を
内因性結合物質から放出するための前記組成物は、式ＩＩＩ：

【化３】

の化合物、又は式ＩＶ
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の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を含む。
【００１０】
　本明細書において記載された原理に従ったある例において、内因性結合物質からＦＫＢ
Ｐ結合免疫抑制薬を放出するための前記組成物は、式Ｖ：
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【化５】

の化合物、又は式ＶＩ
【化６】

の化合物、又はそれらの混合物を含む。
【００１１】
　本明細書において記載された原理に従ったある例は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有す
る疑いのある試料において内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するための
方法に関する。前記組成物は、試料及び、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を内因性結合物質から
放出するために十分な量で、式Ｉ：
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【化７】

の化合物、又は式ＩＩ
【化８】

の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
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Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を含むことで提供さ
れる。前記組成物を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を内因性結合物質から放出するために十分
な条件下でインキュベートする。
【００１２】
　本明細書において記載された原理に従ったある実施例は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含
有する疑いのある試料においてＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在及び量の一方又は双方を測
定するための方法に関する。前記方法において、組合せは媒体中で提供される。前記組成
物は、試料、及びＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を内因性結合物質から放出するための放出剤を
含む。前記放出剤は、式Ｉ：
【化９】

の化合物、又は式ＩＩ
【化１０】
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の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］である。前記媒体を
、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を内因性結合物質から放出するための条件下でインキュベート
する。試料中でのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在及び／又は量を測定するための試薬を、
媒体に添加する。前記試薬は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための少なくとも１つの特異的
結合要素を含む。前記媒体を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬、及びシロリムス又はタクロリム
スのための特異的結合要素を含む複合体の存在について試験する。前記複合体の存在及び
／又は量は、試料中のＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在及び／又は量を示す。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】シロリムスの化学式を示す図。
【図２】タクロリムスの化学式を示す図。
【図３】本明細書において記載された原理に従った実施例に従った組成物及び方法におい
て使用される化合物の合成の模式図を示す図。
【図４】本明細書において記載された原理に従った実施例に従った組成物及び方法におい
て使用される化合物の合成の模式図を示す図。
【図５】本明細書において記載された原理に従った実施例に従った組成物及び方法におい
て使用される化合物の合成の模式図を示す図。
【図６】本明細書において記載された原理に従わないが、比較目的のために提供される化
合物を示す図。
【図７】本明細書において記載された原理に従わないが、比較目的のために提供される化
合物を示す図。
【００１４】
　特定の実施態様の詳細な説明
　一般論
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料において内因性結合物質からＦＫＢ
Ｐ結合免疫抑制薬を放出するための組成物が開示されている。前記組成物は、シロリムス
分子のトリエン部分で嵩高い有機基で改質されたシロリムス誘導体を含む。前記組成物は
、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料においてＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の
ためのアッセイと一緒に使用されてよい。
【００１５】
　本明細書において記載された原理に従ったある例は、式Ｉ及び式ＩＩの化合物に、式Ｉ
ＩＩ及び式ＩＶの化合物に、並びに式Ｖ及び式ＶＩの化合物に関する。前記化合物を、試
料中に存在してよい内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するために使用し
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てよい。そして、放出されたＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のため
のアッセイにおいて検出してよい。放出剤としての式Ｉ、式ＩＩ、式ＩＩＩ、式ＩＶ、式
Ｖ及び式ＶＩの化合物は、かかるアッセイにおいて使用されるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の
ための特異的結合要素を有する最小の交差反応を示す。従って、かかるアッセイは、アッ
セイを実施する前に試料を含む媒体から放出剤を分離する必要がない、試料中のＦＫＢＰ
結合免疫抑制薬の存在及び／又は量のより正確な測定を提供する。ある例において、放出
機能及びアッセイを、放出剤を含む媒体から取り出された薬物の分離なしに、同一の媒体
中で実施してよい。
【００１６】
　本明細書において記載された原理に従ったある例は、内因性結合物質から１つ以上のＦ
ＫＢＰ結合免疫抑制薬に置き換える能力を有する。ある例において、式Ｉ、式ＩＩ、式Ｉ
ＩＩ、式ＩＶ、式Ｖ又は式ＶＩの化合物、又はかかる化合物の２つ以上の混合物を、例え
ば、シロリムス化合物から内因性結合物質に置き換えるために、又はタクロリムス化合物
から内因性結合物質に置き換えるために使用できる。すなわち、ある例において、前記化
合物からの同様の化合物を、例えば、２つ以上の異なるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための
、又は３つ以上の異なるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための、又は４つ以上の異なるＦＫＢ
Ｐ結合免疫抑制薬のための別々のアッセイにおける放出剤として使用してよい。特定の例
において、前記化合物からの同様の化合物を、シロリムス化合物及びタクロリムス化合物
のための別々のアッセイにおける放出剤として使用してよい。
【００１７】
　本明細書において記載された原理に従って同様の放出剤を１つ以上のＦＫＢＰ結合免疫
抑制薬のためのアッセイにおいて使用する全ての前記条件において、放出剤は、異なる免
疫抑制薬のためのアッセイにおいて使用される異なる特異的結合要素と最小の結合又は交
差反応性を示す。“最小の結合”又は“最小の交差反応性”の用語は、ＦＫＢＰ結合免疫
抑制薬のためのアッセイにおいて使用される特的結合要素への放出剤の結合が十分に低く
、その結果、かかる結合又は交差反応がアッセイの正確さに対して無視してよい作用を有
することを意味する。放出剤の特異的結合要素への結合は、前記薬物のためのアッセイに
おいて得られたシグナルにおける著しい増加又は減少をもたらさない。ある例において、
ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための特異的結合要素への放出剤の結合は、約５％未満、又は
約４％未満、又は約３％未満、又は約２％未満、又は約１％未満、又は約０．５％未満で
ある。
【００１８】
　“内因性結合物質”の用語は、分析されるべき試料に生じる、及び該試料に存在する物
質をいい、その際該物質は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬に結合する。内因性結合物質は、内
因性特異的結合物質、例えば特異的結合タンパク質、例えばＦＫＢＰを含む。“ＦＫＢＰ
”の用語は、例示のため及び制限されることなく、例えばＦＫＢＰ１２、イムノフィリン
及びα１酸糖タンパク質を含むＦＫ結合タンパク質又はＦＫ－５０６結合タンパク質をい
う。ＦＫＢＰは、例えばシロリムス化合物とタクロリムス化合物の双方に結合する内因性
タンパク質である。
【００１９】
　“ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬”の用語は、制限されることなく、例えば、ＦＫＢＰ１２、
他のＦＫＢＰ、イムノフィリン及びα１酸糖タンパク質を含むＦＫＢＰに特的に結合する
免疫抑制薬をいう。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬は、制限されることなく、例えば、エベロリ
ムス（Ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ）化合物を含むシロリムス化合物、及びタクロリムス化合物
を含む。
【００２０】
　本明細書において使用される“シロリムス化合物”の用語は、ラパマイシン及びその誘
導体、シロリムス分子の１つ以上の位置で例えばエステル、アミド、ハロアセトアミド及
びイミドを含むシロリムスファミリーの他の種類及びそれらの誘導体を含む。シロリムス
の誘導体は、例えばエベロリムスを含む。ラパマイシン誘導体は、ラパマイシン核、ラパ
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誘導体は、例えばカルボン酸エステル、カルバメート、スルホン酸エステル又はアミド中
の１つ以上のヒドロキシル基をエステル化することにより製造される誘導体も含む。ラパ
マイシン誘導体は、１つ以上のカルボニル炭素をヒドロキシル基に還元すること、又は１
つ以上の二重結合を還元することから得られる化合物も含む。
【００２１】
　本明細書において使用される“タクロリムス化合物”の用語は、ＦＫ－５０６及びその
誘導体、タクロリムス分子の１つ以上の位置で例えばエステル、アミド、ハロアセトアミ
ド及びイミドを含むタクロリムスファミリーの他の種類及びそれらの誘導体を含む。タク
ロリムス誘導体は、タクロリムス核、タクロリムスの代謝物、及び開環タクロリムス化合
物を含有する化合物を含む。タクロリムス誘導体は、例えばカルボン酸エステル、カルバ
メート、スルホン酸エステル又はアミド中の１つ以上のヒドロキシル基をエステル化する
ことにより製造される誘導体も含む。タクロリムス誘導体は、１つ以上のカルボニル炭素
をヒドロキシル基に還元すること、又は１つ以上の二重結合を還元することから得られる
化合物も含む。
【００２２】
　“ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための特異的結合要素との最小の交差反応性”の用語は、
放出剤が、前記免疫抑制薬のための特異的結合要素への結合による免疫抑制薬のためのア
ッセイの正確さ及び感受性にあらゆる著しい程度まで妨げないことを意味する。かかる特
異的結合要素への放出剤の結合は、例えば約１％未満、又は約０．５％未満、又は約０．
２％未満、又は約０．１％未満である。
【００２３】
　前記のように、本明細書において記載された原理に従ったある例は、ＦＫＢＰ結合免疫
抑制薬を含有する疑いのある試料において内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を
放出するための組成物に関する。前記組成物は、式Ｉ：
【化１１】

の化合物、又は式ＩＩ
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【化１２】

の化合物、又はそれらの混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を、緩衝媒体中で含
む。
【００２４】
　“ヒドロカルビル”の用語は、単に炭素及び水素からなる有機基をいう。ヒドロカルビ
ル基は不飽和であってよく、かつ１つ以上の炭素－炭素二重結合、又は１つ以上の炭素－
炭素三重結合、又はそれらの混合物を含んでよい。“ヒドロカルビル”の用語は、アルキ
ル、アルケニル及びアルキニルを含む。
【００２５】
　“嵩高い有機基”の用語は、その質量について大きい分子サイズを示す有機基をいう。
嵩高い有機基は、嵩高い有機基を含む分子の範囲に結合するための特異的結合要素の能力
を妨げる。“嵩高いヒドロカルビル”の用語は、その質量について大きい分子量を示す、
例えば分岐鎖又は環状であるアルキル基によって示されるヒドロカルビル基をいう。
【００２６】
　“嵩高くない有機基”の用語は、その質量について大きい分子サイズを示さない有機基
をいう。嵩高くない有機基は、嵩高くない有機基を含む分子の範囲に結合するための抗体
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の能力を著しい程度まで妨げない。“嵩高くないヒドロカルビル”の用語は、その質量に
ついて大きい分子量を示さない、例えば直鎖アルキル基によって示されるヒドロカルビル
基をいう。
【００２７】
　“アルキル”の用語は、直鎖状、分岐鎖状又は環状の単に単結合の炭素及び水素からな
る有機基をいう。有機基における炭素原子の数は、１～５０個、又は１～４０個、又は１
～３０個、又は１～２５個、又は１～２０個、又は１～１５個、又は１～１０個、又は１
～５個、又は２～５０個、又は２～４０個、又は２～３０個、又は２～２５個、又は２～
２０個、又は２～１５個、又は２～１０個、又は２～５個、又は５～５０個、又は５～４
０個、又は５～３０個、又は５～２５個、又は５～２０個、又は５～１５個、又は５～１
０個である。“低級アルキル”の用語は、有機基における炭素原子の数が、１～１０個、
又は１～９個、又は１～８個、又は１～７個、又は１～６個、又は１～５個、又は１～４
個、又は１～３個、又は１～２個、又は２～１０個、又は２～９個、又は２～８個、又は
２～７個、又は２～６個、又は２～５個、又は２～４個、又は２～３個、又は３～１０個
、又は３～９個、又は３～８個、又は３～７個、又は３～６個、又は３～５個、又は３～
４個、又は４～１０個、又は４～９個、又は４～８個、又は４～７個、又は４～６個、又
は４～５個、又は５～１０個、又は５～９個、又は５～８個、又は５～７個、又は５～６
個、又は６～１０個、又は６～９個、又は６～８個、又は６～７個、又は７～１０個、又
は７～９個、又は７～８個、又は８～１０個、又は８～９個、又は９～１０個であるアル
キルである。
【００２８】
　嵩高いヒドロカルビルは、分岐鎖ヒドロカルビル及び環状ヒドロカルビルを含む。嵩高
い分岐鎖ヒドロカルビルは、他の分子に付着した炭素原子で又は該炭素原子の近くで分岐
を有する。嵩高い分岐鎖アルキルの例は、制限されることなく、例えば、ｓｅｃ－ブチル
、ｔｅｒｔ－ブチル、トリエチルメチル、ジエチルメチル、トリプロピルメチル及びジプ
ロピルメチルを含む。環状アルキルは、１つ以上の環を含むアルキルである。環状アルキ
ルの例は、制限されることなく、例えば、シクロプロピル、シクロブチル、シクロペンチ
ル、シクロヘキシル、シクロヘプチル及びノルボルニルを含む。嵩高くないアルキルの例
は、制限されることなく、例えば、メチル、エチル、プロピル、ブチル、ペンチル、ヘキ
シル、ヘプチル及びオクチルを含む。
【００２９】
　“アルケニル”の用語は、直鎖状又は分岐鎖状の前記で特定した炭素原子の数の炭化水
素鎖を有し、かつ炭化水素鎖に沿った任意の点で生じてよい少なくとも１つの炭素－炭素
二重結合を有するヒドロカルビル基をいい、制限されることなく、例えばエテニル、プロ
ペニル、ブテニル、ペンテニル、ジメチルペンテニルを含む。
【００３０】
　“アルキニル”の用語は、少なくとも１つの炭素－炭素三重結合を含む前記で特定した
炭素原子の数の炭化水素鎖を有するヒドロカルビル基をいい、制限されることなく、例え
ばエチニル、１－プロピニル、２－プロピニル、１－ブチニル、及び２－ブチニルを含む
。
【００３１】
　“低級ヒドロカルビルオキシ”は、直鎖状、分岐鎖状又は環状の前記で示した炭素原子
の数の有機基であるヒドロカルビル基をいい、その際有機基は、ヒドロカルビル基を親化
合物に連結するためのエーテル状酸素を含む。
【００３２】
　“低級アルコキシ”は、直鎖状、分岐鎖状又は環状の前記で示した炭素原子の数の有機
基をいい、その際有機基は、アルキル基を親化合物に連結するためのエーテル状酸素を含
む。
【００３３】
　本明細書において使用されるように、“アリール”の用語は、１個の原子を除去するこ
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とによる芳香族炭化水素に由来し、１つ以上の芳香族環、例えば、制限されることなく、
１～５個の芳香族環、又は１～４個の芳香族環、又は１～２個の芳香族環、又は２～４個
の芳香族環、又は２～３個の芳香族環を含む、有機基をいう。アリールの例は、制限され
ることなく、例えば、フェニル（ベンゼンから）、ナフチル（ナフタレンから）、及びア
ントラシル（アントラセンから）を含む。アリール基は置換又は非置換であってよい。“
置換したアリール”は、１つ以上の置換基、例えば、制限されることなく、嵩高いヒドロ
カルビル、嵩高くないヒドロカルビル、官能基（例えばクロロ、ブロモ、ヨード、フルオ
ロ、ニトロ及びスルホン）を含むアリール基である。
【００３４】
　本明細書において使用されるように、“アリールヒドロカルビル”は、アリール基に付
着している低級ヒドロカルビル基を有する有機基をいう。本明細書において使用されるよ
うに、“アラルキル”は、アリール基、例えば、制限されることなく、ベンジル、フェネ
チル、３－フェニルプロピル、及び１－ナフチルエチルに付着している低級アルキル基を
有する有機基である。
【００３５】
　本明細書において記載されている原理に従ったある例において、Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、
互いに独立して、Ｈ又はメチル又はエチルである。本明細書において記載されている原理
に従ったある例において、Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、メチル、エチル、メトキ
シ、エトキシであり、又は一緒になってＯに二重結合を形成する。本明細書において記載
されている原理に従ったある例において、Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、メチル、
エチル、メトキシ、エトキシであり、又は一緒になってＯに二重結合を形成する。本明細
書において記載されている原理に従ったある例において、Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して
、Ｈ、メチル、エチル、メトキシ、エトキシであり、又は一緒になってＯに二重結合を形
成する。本明細書において記載されている原理に従ったある例において、Ｒ10及びＲ11は
、互いに独立して、Ｈ、メチル、エチル、メトキシ、エトキシであり、又は一緒になって
Ｏに二重結合を形成する。本明細書において記載されている原理に従ったある例において
、Ｒ12は、Ｈ、ｔｅｒｔ－ブチル、フェニル又はベンジルである。本明細書において記載
されている原理に従ったある例において、ａは１であり、ＤはＮである。
【００３６】
　本明細書において記載された原理に従ったある例は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含有す
る疑いのある試料において内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を放出するための
組成物に関し、その際、前記組成物は、式ＩＩＩ：
【化１３】
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【化１４】

の化合物、又は式ＩＩＩ及び式ＩＶの化合物の混合物
［式中、
Ｒ1、Ｒ2及びＲ3は、互いに独立して、Ｈ又は低級アルキルであり、
Ｒ4及びＲ5は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ6及びＲ7は、互いに独立して、Ｈ、低級ヒドロカルビル又は低級ヒドロカルビルオキシ
であり、又は一緒になって、Ｏ、ＣＨ2、Ｎ－アルキル、又はＮ－Ｏ－アルキルと二重結
合を形成し、
Ｒ8及びＲ9は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は一
緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ10及びＲ11は、互いに独立して、Ｈ、嵩高くない有機基又は嵩高い有機基であり、又は
一緒になって、Ｏ又はＣＨ2と二重結合を形成し、
Ｒ12は、Ｈ、嵩高くないヒドロカルビル又は嵩高い有機基であり、
Ｒ8、Ｒ9、Ｒ10、Ｒ11又はＲ12の少なくとも１つは嵩高い有機基であり、
ｐは、１、２又は３であり、
ａは、０又は１であり、かつ
Ｄは、Ｎ、Ｏ又はＣＨであり、但しＤがＯの場合に、ａは０である］を、緩衝媒体中で含
む。
【００３７】
　本明細書において記載されている原理に従ったある例において、組成物は、緩衝媒体中
で、式Ｖ：
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【化１５】

の化合物を含む。
【００３８】
　本明細書において記載されている原理に従ったある例において、組成物は、式ＶＩ：

【化１６】

の化合物を含む。
【００３９】
　本明細書において記載された原理に従ったある例において、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の
ための放出剤として使用するための組成物は、式Ｖ及び式ＶＩの化合物の混合物を含む。
【００４０】
　化合物の製造
　本明細書において記載されている原理に従った化合物の製造方法の例を、図３に関して
、例示のため及び制限なく記載している。他のアプローチを、本明細書において記載され
ている原理に矛盾しない化合物を形成するために使用してよい。図３に関して、シロリム
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ス化合物ＶＩＩを、ディールス・アルダー付加反応を実施するための条件下で環状試薬Ｖ
ＩＩＩと合する。前記条件は、無水非極性有機溶媒、例えば、制限されることなく、塩化
メチレン、トルエン、ヘキサン、ニトロベンゼン及び四塩化炭素、又は極性有機溶媒、例
えば、制限されることなく、エタノール、アセトニトリル及びホスホニウムトシレート、
並びにそれらの水性混合物を使用することを含む。反応を、約１５℃～約４０℃、又は約
２０℃～約３０℃の温度、又は室温（約２２℃～約２４℃）で、約１５分～約４５分又は
約３０分間、そして約５０℃～約１００℃、又は約５０℃～約８０℃の温度、又は非極性
溶媒のおおよその還流温度で、約３０分～約９０分、又は約４５分～約７５分、又は約６
０分間実施する。得られた生成物を、１種以上の技術、例えば、制限されることなく、蒸
発、再結晶化、及びクロマトグラフィーフラフィー、例えば薄膜クロマトグラフィー（Ｔ
ＬＣ）、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、逆相液体クロマトグラフィー（ＲＰ
ＬＣ）、高速乱流液体クロマトグラフィー（ＨＴＬＣ）、ガスクロマトグラフィーにより
精製する。生成物は、図３における化合物Ｉ及びＩＩによって示される２つの異性体の混
合物であり、位置異性体を分離するための１種以上の技術、例えば、制限されることなく
、クロマトグラフィー（ＴＬＣ、ＨＰＬＣ、ＲＰＬＣ、ＨＴＬＣ）、及びガスクロマトグ
ラフィーを共に実施してよい、又は該技術により別々に分離してよい。
【００４１】
　本明細書において記載されている原理に従った化合物の例の製造の他の例は、図４にお
いて例証されている。図４に関して、シロリムス化合物ＶＩＩを、化合物ＩＩＩ及びＩＶ
を製造するための前記方法に類似して、ディールス・アルダー付加反応を実施するための
条件下で環状試薬ＶＩＩＩと合する。
【００４２】
　本明細書において記載されている原理に従った化合物の製造方法の特定の例を、図５に
関して、例示のため及び制限なく記載する。他のアプローチを、本明細書において記載さ
れている原理に矛盾しない化合物を形成するために使用してよい。図５に関して、シロリ
ムスを、ディールス・アルダー付加反応を実施するための条件下で環状試薬ＰＴＡＤと合
する。前記条件は、無水非極性有機溶媒、例えば、制限されることなく、塩化メチレン、
トルエン、ヘキサン、ニトロベンゼン及び四塩化炭素、又は極性有機溶媒、例えば、制限
されることなく、エタノール、アセトニトリル及びホスホニウムトシレート、並びにそれ
らの水性混合物を使用することを含む。反応を、約１５℃～約４０℃、又は約２０℃～約
３０℃の温度、又は室温（約２２℃～約２４℃）で、約１５分～約４５分又は約３０分間
、そして約５０℃～約１００℃、又は約５０℃～約８０℃の温度、又は非極性溶媒のおお
よその還流温度で、約３０分～約９０分、又は約４５分～約７５分、又は約６０分間実施
する。得られた生成物を、１種以上の技術、例えば、制限されることなく、蒸発、クロマ
トグラフィーフラフィー、例えば薄膜クロマトグラフィー（ＴＬＣ）、高速液体クロマト
グラフィー（ＨＰＬＣ）、逆相液体クロマトグラフィー（ＲＰＬＣ）、高速乱流液体クロ
マトグラフィー（ＨＴＬＣ）、及びガスクロマトグラフィーにより精製する。生成物は、
図５における化合物Ｖ及びＶＩによって示される２つの異性体の混合物であり、位置異性
体を分離するための１種以上の技術、例えば、制限されることなく、クロマトグラフィー
（ＴＬＣ、ＨＰＬＣ、ＲＰＬＣ、ＨＴＬＣ）、及びガスクロマトグラフィーを共に実施し
てよい、又は該技術により別々に分離してよい。
【００４３】
　放出剤としての使用
　前記のように、本明細書において記載された原理に従ったある例は、１つ以上のＦＫＢ
Ｐ結合免疫抑制薬を含有する疑いのある試料において内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免
疫抑制薬を放出するための方法に関する。前記試料、及び放出剤として、ＦＫＢＰ結合免
疫抑制薬を内因性結合物質から放出するために十分な量で前記化合物の１つを含む組合せ
が提供される。
【００４４】
　試験されるべき試料は、非生物学的又は生物学的であってよい。“非生物学的試料”は
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、生物学的材料に関連せず、かつ例えば、水試料、空気試料、他のガス状試料、及び鉱物
試料を含むものである。“生物学的試料”の用語は、あらゆる生物学的材料、例えば血液
、体液、身体化合物及び培地をいう。該試料は、あらゆる源からの固体、半固体、又は流
体（液体又はガス）であってよい。ある実施態様において、試料は、身体分泌物、身体ア
スピラント（ａｓｐｉｒａｎｔ）、身体エクシザント（ｅｘｃｉｓａｎｔ）、又は身体エ
クストラクタント（ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ）であってよい。身体は、哺乳類又は非哺乳類
であってよい。ある例において、身体はヒトの身体である。身体排出物は、身体から排出
された（しかし、切除又は摘出によって得られてもよい）物質、例えば、尿、大便、糞、
膣粘膜、精液、呼吸、汗、水疱液及び炎症性浸出物である。身体摘出物は、身体から摘出
材料、例えば、皮膚、髪、及び臓器及び他の身体の部位からのバイオプシーを含む組織試
料である。身体吸引物は、身体から吸引された材料、例えば粘液、唾液及び痰である。身
体抽出物は、身体から抽出された材料、例えば全血、プラズマ、血清、髄液、脳脊髄液、
リンパ液、滑液及び腹膜液である。
【００４５】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の放出のために、試料を、アッセイを妨げない任意の通常の媒
体中で製造してよく、一般に水性媒体を使用し、ある例において、媒体は、アッセイを続
けて又は同時に実施する媒体である。試料ポーションのサイズは、例えば、試料の性質、
ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の性質、アッセイの性質、アッセイを実施するための種々の試薬
の性質、及びＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を含む複合体の性質の１つ以上に依存する。ある実
施態様において、試料ポーションの体積は、例えば、約１μＬ～約１００μＬ、又は約２
μＬ～約１００μＬ、又は約５μＬ～約１００μＬ、又は約１０μＬ～約１００μＬ、又
は約１μＬ～約８０μＬ、又は約１μＬ～約６０μＬ、又は約１μＬ～約４０μＬ、又は
約１μＬ～約２０μＬ、又は約５μＬ～約５０μＬ、又は約１０μＬ～約５０μＬである
。
【００４６】
　媒質中の放出剤の濃度は、実質的に全てのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬、及びある場合にＦ
ＫＢＰ結合免疫抑制薬の代謝物を、内因性結合物質から置き換えて、適宜、ＦＫＢＰ結合
免疫抑制薬及び代謝物のための特異的結合要素に結合しやすいＦＫＢＰ結合免疫抑制薬及
び代謝物にする、所望の結果を得るために十分である。“内因性結合物質により結合され
る実質的に全てのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を置き換える”の用語は、ＦＫＢＰ結合免疫抑
制薬が、少なくとも８０％、又は少なくとも８５％、又は少なくとも９０％、又は少なく
とも９５％、又は少なくとも９９％、又は少なくとも９９．５％、又は少なくとも９９．
９％、又は１００％、内因性結合物質から置き換えられ、アッセイ中の検出に使用できる
。使用される放出剤の量又は濃度は、試料の１つ以上の性質、例えばＦＫＢＰ結合免疫抑
制薬の性質、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の代謝物の性質、他の試薬化合物の性質、及び反応
条件に依存する。ある例において、放出剤の量は、例えば約０．０００００１％～約０．
５％、約０．０００１％～約０．４％、約０．００１％～約０．３％、約０．０１％～約
０．２％、約０．１％～約０．３％、約０．２％～約０．５％、約０．１％～約０．２％
等（パーセントは質量／体積である）である。
【００４７】
　放出剤の添加後に、試料を含む媒体を、実質的に全てのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬及び適
宜代謝物を内因性結合物質から置き換える条件下で一時間インキュベートする。インキュ
ベートの長さ及び条件は、例えば、放出剤の性質、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の性質、及び
ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の疑わしい濃度の１つ以上に依存する。ある実施態様において、
この工程のためのインキュベート温度は、例えば、約５℃～約９９℃、又は約１５℃～約
７０℃、又は約２０℃～約４５℃であってよい。インキュベートのための時間は、約０．
２秒～約２４時間、又は約１秒～約６時間、又は約２秒～約１時間、又は約１～１５分で
ある。前記のように、インキュベートを、便宜上、本明細書において議論されているアッ
セイ媒体であってよいが、該アッセイ媒体でなくてもよい媒体中で実施してよい。
【００４８】
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　本明細書において記載されている原理に従った化合物を、試料アリコートを含む媒体に
直接添加してよい。一方で、本明細書において記載されている原理に従った化合物は、前
処理試薬溶液中で含まれてよく、及び前処理試薬溶液に添加された試料アリコートを含ん
でよい。どちらの場合においても、試料又は前処理試薬溶液自体を含む媒体は、例えば、
溶血剤、緩衝液、抗凝血剤、及び保存剤の１つ以上を含んでよい。前記作用剤は、使用さ
れる場合に、所望の効果又は機能を得るために十分な量で存在する。
【００４９】
　分離前処理試薬溶液を製造する場合に、水のみであってよいか、又は約０．１％～約４
０％、又は約０．１％～約３０％、又は約０．１％～約２０％、又は約０．１％～約１０
％、又は約０．１％～約５％、又は約０．５％～約５％の極性有機溶媒、例えば制限され
ることなく、アルコール又はエーテルを含んでよい、水性媒体中で調合する。
【００５０】
　ある実施態様において、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を封入していてよい細胞膜を破砕する
作用剤である、溶血剤を使用する。例えば、赤血球細胞内で封入されたＦＫＢＰ結合免疫
抑制薬を、溶血剤を使用することにより赤血球細胞から放出してよい。溶血剤は、赤血球
の膜の完全性を破壊し、それにより細胞の細胞内含有物、及び特に赤血球を置き換える化
合物又は化合物の混合物である。多くの溶血剤が当業者に公知である。溶血剤は、例えば
、非イオン性洗浄剤、アニオン洗浄剤、両親媒性洗浄剤、低イオン濃度水溶液（低張液）
、細菌剤、及び補体依存性溶解を生じる抗体を含む。溶血剤は、例えば約０．０１％～約
２０％、又は約０．１％～約２０％、又は約０．５％～約２０％、又は約０．０１％～約
１０％、又は約０．１％～約１０％、又は約０．５％～約１０％、又は約０．０１％～約
５％、又は約０．１％～約５％、又は約０．５％～約５％、又は約０．０１％～約１％、
又は約０．１％～約１％、又は約０．５％～約１％、又は約０．０１％～約０．５％、又
は約０．１％～約０．５％の量で存在する。
【００５１】
　溶血剤として使用してよい非イオン性洗浄剤は、合成洗浄剤及び天然洗浄剤の双方を含
む。合成洗浄剤の例は、ＴＲＩＴＯＮTMＸ－１００、ＴＲＩＴＯＮTMＮ、ＴＲＩＴＯＮTM

Ｘ－１１４、ＴＲＩＴＯＮTMＸ－４０５、ＴＲＩＴＯＮTMＳＰ－１３５、ＴＷＥＥＮ（登
録商標）２０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウレート）、ＴＷＥＥＮ（
登録商標）８０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレエート）、ＤＯＷＦＡ
Ｘ（登録商標）、ＺＯＮＹＬ（登録商標）、ペンタエリトリチルパルミテート、ＡＤＯＧ
ＥＮ（登録商標）４６４、ＡＬＫＡＮＯＬ（登録商標）６１１２界面活性剤、アリルアル
コール１，２－ブトキシレート－ブロック－エトキシレートＨＬＢ６、ＢＲＩＪ（登録商
標）、エチレンジアミンテトラキス（エトキシレート－ブロック－プロポキシレート）テ
トロール、ＩＧＥＰＡＬ（登録商標）、ＭＥＲＰＯＬ（登録商標）、ポリ（エチレングリ
コール）、２－［エチル［（ヘプタデカフルオロオクチル）スルホニル］アミノ］エチル
エーテル、ポリエチレン－ブロック－ポリ（エチレングリコール）、ポリオキシエチレン
ソルビタンテトラオレエート、ポリオキシエチレンソルビトールヘキサオレエート、ＴＥ
ＲＧＩＴＯＬ（登録商標）ＮＰ－９、ＧＡＦＡＣ（登録商標）（ＲＨＯＤＡＦＡＣ（登録
商標）、アルキルポリオキシエチレングリコールホスフェートエステル、例えば、アルフ
ァ－ドデシル－オメガ－ヒドロキシポリ（オキシ－１，２－エタンジイル）ホスフェート
）、及びＥＰ１１０（登録商標）等を含む。溶血剤として使用してよい天然に生じる洗浄
剤は、例えば、サポニン、ナトリウム又はカリウム中和脂肪酸、中和リン脂質、ジアシル
グリセロール、中和ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸塩、中和ホスファチジルエ
タノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルイノシトール、ホスファチジル
コリン、胆汁酸塩、非エステル化コレステロール、中和スフィンゴシン、セラミド等を含
む。１つ以上の合成洗浄剤又は１つ以上の天然に生じる洗浄剤の組合せ、又は合成洗浄剤
と天然に生じる洗浄剤との組合せを使用してもよい。
【００５２】
　緩衝液は、媒体中で又は前処理試薬溶液中で使用する場合に、分析物のためのアッセイ
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において使用される緩衝液であってよい。緩衝液の例は、制限されることなく、例えば、
ボレート、ホスフェート、カーボネート、トリス、バルビタール、ＰＩＰＥＳ、ＨＥＰＥ
Ｓ、ＭＥＳ、ＡＣＥＳ、ＭＯＰＳ及びＢＩＣＩＮＥを含む。アッセイ媒体のための、又は
前処理試薬溶液のためのｐＨは、例えば、約４～約１１の範囲、又は約５～約１０の範囲
、又は約６．５～約９．５の範囲である。ｐＨは、通常、例えば、アッセイのために要求
されるｐＨと、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を内因性結合物質から放出する又は置き換えるた
めに要求されるｐＨとの中間である。
【００５３】
　前記媒体は、血餅の形成を妨げるための作用剤を含んでもよい。かかる作用剤は、制限
されることなく、エチレンジアミン四酢酸（ＥＤＴＡ）、エチレングリコール四酢酸（Ｅ
ＧＴＡ）、シトレート及びヘパリンを含む。抗凝血剤は、約０．０５％～約１０％、又は
約０．１％～約１０％、又は約０．０５％～約５％、又は約０．１％～約５％、又は約０
．０５％～約１％、又は約０．１％～約１％、又は約０．０５％～約０．５％、又は約０
．１％～約０．５％の量で存在する。
【００５４】
　前処理試薬溶液中で使用されてよい他の作用剤は、例えば、可溶性試薬、例えば少量の
有機溶媒、例えばメタノール、エタノール、イソプロパノール、メトキシプロパノール及
びジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、並びにタンパク質消化を実施するための作用剤、
例えばプロテイナーゼ、トリプシン、ペプシン及びペプチダーゼを含む。前記のように、
前記作用剤のいずれかが、所望の効果又は機能を得るために十分な濃度で存在する。
【００５５】
　分析物のためのアッセイの一般的記載
　任意の適したアッセイを、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在及び量の１つ又はその双方を
測定するために使用してよい。アッセイを、前記で議論した放出剤で試料を処理してすぐ
に続けて試料に導入してよい。アッセイを、試料中でＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の量を測定
するための試薬で試料をアッセイ媒体中で混合することにより実施する。試薬の性質は、
実施されるべきアッセイの特定のタイプに依存する。媒体中での組合せは、ＦＫＢＰ結合
免疫抑制薬を薬物の特異的結合要素に結合するための条件を受け、複合体を形成する。複
合体の量が測定され、その際複合体の量は、試料中でのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の存在及
び量の１つ又は双方に関連する。
【００５６】
　前記のように、多くの実施態様において、前記試薬は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のため
の少なくとも１つの特異的結合要素を含む。特異的結合要素は、２つの異なる分子の１つ
であり、特異的に結合する表面で又は空洞での領域を有し、かつそれらにより他の分子の
特定の空間的構成及び極性構成に相補的であると定義される特異的結合対の要素（ｓｂｐ
要素）である。特異的結合対の要素は、通常、免疫対の要素、例えば抗原－抗体であるが
、しかし他の特異的結合対、例えばビオチン－アビジン、ホルモン－ホルモン受容体、酵
素－基質、核酸二本鎖、ＩｇＧ－タンパク質Ａ、ポリヌクレオチド対、例えばＤＮＡ－Ｄ
ＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡが、免疫対ではないが、“特異的結合要素”又は“ｓｂｐ要素”の
用語の範囲内に含まれる。
【００５７】
　特異的結合は、他の分子の実質的に少ない識別と比較して他のための２つの異なる分子
の１つの特異的な認識を含む。一方で、非特異的結合は、比較的特定の表面構造と無関係
である分子間の非共有結合を含む。非特異的結合は、分子間の疎水性相互作用を含むいく
つかの因子によりもたらされてよい。
【００５８】
　前記のように、本明細書において記載されている原理に従った放出剤は、かかるアッセ
イにおいて使用されるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための特異的結合要素、例えば抗体と最
小の交差反応性を示す。さらに、前記で議論されているように、本明細書において記載さ
れた原理に従って同様の放出剤を１つ以上のＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のためのアッセイに



(32) JP 2016-501374 A 2016.1.18

10

20

30

40

50

おいて使用する前記条件において、放出剤は、異なる免疫抑制薬のためのアッセイにおい
て使用される異なる特異的結合要素と最小の結合又は交差反応性を示す。
【００５９】
　本明細書において記載されている原理に従ったアッセイのある例において、ＦＫＢＰ結
合免疫抑制薬のための特異的結合要素は、完全な免疫グロブリン分子又はそれらの断片で
あってよい、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための抗体である。抗体は、種々のクラス及びア
イソタイプ、例えばＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ及びＩ
ｇＧ３、並びにＩｇＭを含む。それらの断片は、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’）2、Ｆａ
ｂ’等を含む。さらに、免疫グロブリン又はそれらの断片のアグリゲート、ポリマー及び
接合体を、適宜、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬についての結合親和性を維持する限り使用する
ことができる。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための抗体を、制限されることなく、例えば、
宿主を免疫化し、血清（ポリクローナル）を採取し、連続して雑種細胞系列を製造し、そ
して分泌されたタンパク質（モノクローナル）を採取し、又は少なくとも天然の抗体の特
異的結合のために要求されたアミノ酸配列についてコードする核酸配列もしくはそれらの
突然変異誘発させた種類をクローニング及び発現することを含む技術により製造してよい
。
【００６０】
　一般に、アッセイは、試料中でのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の量を測定する方法である。
アッセイは、イムノアッセイ又は非イムノアッセイであってよい。種々のアッセイ方法を
、以下で、例示のため及び制限されることなく記載されている。例えば、分析物のための
イムノアッセイにおいて使用するために選択された抗体は、他のリガンド、例えば他の代
謝物又は関連物質上で、分析物（及び、適宜又は所望の場合に、その製剤学的に活性のあ
る代謝物）を特異的に及び選択的に結合すべきである。
【００６１】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のためのアッセイは、任意のアッセイ成分又は生成物の分離せ
ずに（均一）、又は分離して（不均一）実施してよい、イムノアッセイである。不均一ア
ッセイは、通常、１つ以上の分離工程を含む。アッセイは、競合又は非競合であってよい
。イムノアッセイは、標識付けた試薬又は標識付けていない試薬を含んでよい。標識付け
ていない試薬を含むイムノアッセイは、通常、本明細書において記載されている原理に従
って免疫接合体から製造された１つ以上の抗体を含む比較的大きい複合体の形成を含む。
かかるアッセイは、例えば免疫沈降法及び凝集方法、並びに抗体複合体の検出のための対
応する光散乱技術、例えばネフェロ分析及び比濁分析を含む。標識付けしたイムノアッセ
イは、制限されることなく、例えば、化学発光イムノアッセイ、酵素イムノアッセイ、蛍
光偏光イムノアッセイ、放射イムノアッセイ、阻害アッセイ、誘発されたルミネセンスア
ッセイ、及び蛍光酸素チャネリングアッセイ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｏｘｙｇｅｎ ｃ
ｈａｎｎｅｌｉｎｇａｓｓａｙ）を含む。
【００６２】
　使用されてよいイムノアッセイの１つの一般的な群は、抗体の制限された濃度を使用す
るイムノアッセイを含む。イムノアッセイの他の群は、１つ以上の主な試薬の過剰量、例
えば分析物のための抗体の過剰量の使用を含む。イムノアッセイの他の群は、本明細書に
おいて記載されている原理に従って標識付けした試薬が、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のため
の特異的結合要素への本明細書において記載されている原理に従った化合物の結合に対す
る標識シグナルを調整し、従って、試料中に存在してよいＦＫＢＰ結合免疫抑制薬に競合
する、分離のない均一アッセイを含む。他の試薬が、実施されるべきアッセイの性質に依
存してアッセイ媒体中で含まれる。
【００６３】
　ある実施態様において、均一アッセイを使用してよく、かかるアッセイは、実質的に仕
切りのないイムノアッセイを意味してもよい。本発明の方法は、アッセイの前に、分解物
代謝物を含む試料の他の構成物からの分析物の抽出又は分離がない、完全自動化均一アッ
セイの適用を有する。“手動でない抽出”において、例えば有機溶媒中で抽出しない試料
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、例えば全血試料を、適した媒体中で分析物のためのアッセイを実施するための試薬と合
し、そしてアッセイ法を実施する。本発明の方法は、手動抽出アッセイの適用も見出して
いる。いずれの場合も、本明細書において記載されている原理に従った化合物を、ＦＫＢ
Ｐ結合免疫抑制薬分析物を内因性結合物質から放出するために使用してよい。
【００６４】
　均一アッセイは、Ｒｕｂｅｎｓｔｅｉｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第３，８１７，
８３７号第３段落第６行目～第６段落第６４行目において開示されているＥＭＩＴ（登録
商標）アッセイ（Ｓｙｖａ Ｃｏｍｐａｎｙ、Ｓａｎ Ｊｏｓｅ、ＣＡ）、免疫蛍光法、例
えばＵｌｌｍａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第３，９９６，３４５号第１７段落第５
９行目～第２３段落第２５行目において開示されているもの、酵素チャネリングイムノア
ッセイ（“ＥＣＩＡ”）、例えばＭａｇｇｉｏ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第４，２３
３，４０２号第６段落第２５行目～第９段落第６３行目において開示されているもの、及
び例えば特に米国特許番号第５，３５４，６９３号において開示されている蛍光偏光イム
ノアッセイ（“ＦＰＩＡ”）によって例示されている。
【００６５】
　他の酵素イムノアッセイは、例えば、Ｎｇｏ ａｎｄ Ｌｅｎｈｏｆｆ、ＦＥＢＳ Ｌｅ
ｔｔ． （１９８０） １１６：２８５－２８８によって議論されている酵素調節媒介イム
ノアッセイ（ｅｎｚｙｍｅ ｍｏｄｕｌａｔｅ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａ
ｙ）（“ＥＭＭＩＡ”）、Ｏｅｌｌｅｒｉｃｈ， Ｊ． Ｃｌｉｎ． Ｃｈｅｍ． Ｃｌｉｎ
． Ｂｉｏｃｈｅｍ． （１９８４） ２２：８９５－９０４によって開示されている基質
標識蛍光イムノアッセイ（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃ
ｅ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（“ＳＬＦＩＡ”）、Ｋｈａｎｎａ， ｅｔ ａｌ．， Ｃｌ
ｉｎ． Ｃｈｅｍ． Ａｃｔａ （１９８９） １８５：２３１－２４０によって開示されて
いる組合せ酵素供与体イムノアッセイ（ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｅｎｚｙｍｅ ｄｏｎｏｒ ｉ
ｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（“ＣＥＤＩＡ”）、均一粒子標識イムノアッセイ（ｈｏｍｏｇ
ｅｎｅｏｕｓ ｐａｒｔｉｃｌｅ ｌａｂｅｌｅｄ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）、例えば粒
子強化比濁阻害イムノアッセイ（ｐａｒｔｉｃｌｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｕｒｂｉｄｉｍ
ｅｔｒｉｃ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（“ＰＥＴＩＮＩＡ”）、
及び粒子強化比濁イムノアッセイ（ｐａｒｔｉｃｌｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｕｒｂｉｄｉ
ｍｅｔｒｉｃ ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）（“ＰＥＴＩＡ”）である。
【００６６】
　他のアッセイは、例えば、ゾル粒子イムノアッセイ（“ＳＰＩＡ”）、分散染料イムノ
アッセイ（“ＤＩＡ”）、メタロイムノアッセイ（“ＭＩＡ”）、酵素膜イムノアッセイ
（“ＥＭＩＡ”）、ルミノイムノアッセイ（“ＬＩＡ”）、及び固相として常磁性粒子を
使用するアクリジニウムエステル標識イムノアッセイ（ＡＤＶＩＡ Ｃｅｎｔａｕｒイム
ノアッセイ）を含む。他のタイプのアッセイは、疎水性薬剤の結合に対して抗体固定化表
面の光学特性、音波特性及び電気的特性における変化を監視することを含む免疫センサー
アッセイを含む。かかるアッセイは、例えば、光学免疫センサーアッセイ、音波免疫セン
サーアッセイ、半導体免疫センサーアッセイ、電気化学的変換免疫センサーアッセイ、電
位差測定免疫センサーアッセイ、及び電流測定電極アッセイを含む。
【００６７】
　分析物の測定のための本明細書において議論されているアッセイの多くは、標識を使用
し、その際標識は、通常、シグナル製造システム（“ｓｐｓ”）の一部である。標識の性
質は、特定のアッセイ形式に依存する。シグナル製造システムは、通常、１つ以上の成分
を含み、少なくとも１つの成分は検出可能な標識であり、それは、結合した及び／又は結
合していない標識の量、すなわち、検出される分析物に結合した又は結合していない標識
の量に、又は検出されるべき分析物の量を反映する作用剤に関連する検出可能なシグナル
を生じる。標識は、シグナルを製造する、又はシグナルを製造するために含んでよいあら
ゆる分子であり、例えば蛍光体、放射性同位元素識別、酵素、化学ルミネセンサー又は光
増感剤であってよい。従って、シグナルは、標識の性質に依存して、酵素活性、蛍光性、
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光吸収又は放射活性を検出することによって検出及び／又は測定される。
【００６８】
　適した標識は、例示のため及び制限されることなく、酵素、例えばアルカリホスファタ
ーゼ、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（“Ｇ６ＰＤＨ”）、β－ガラクトシダ
ーゼ、及びセイヨウワサビペルオキシダーゼ；リボザイム；レプリカーゼ、例えばＱＢレ
プリカーゼのための基質；プロモーター；染料；蛍光体、例えばフルオレセイン、イソチ
オシアネート、ローダミン化合物、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシア
ニン、ｏ－フタルデヒド、及びフルオレスカミン；錯体、例えば量子ドットとして公知の
半導体ナノ結晶中に存在するＣｄＳｅ及びＺｎＳから製造されるもの；化学発光体、例え
ばイソルミノール及びアクリジニウムエステル；増感剤；補酵素；酵素基質；放射標識、
例えば125ｌ、131ｌ、14Ｃ、3Ｈ、57Ｃｏ及び75Ｓｅ；粒子、例えばラテックス粒子、炭
素粒子、磁性粒子を含む金属粒子、例えば二酸化クロム（ＣｒＯ2）粒子等；金属ゾル；
晶子；リポソーム；染料、触媒又は他の検出可能な群でさらに標識されていてよい細胞を
含む。適した酵素及び補酵素は、Ｌｉｔｍａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第４，２７
５，１４９号第１９～２８段落、及びＢｏｇｕｓｌａｓｋｉ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番
号第４，３１８，９８０号第１０～１４段落において開示されており、適した蛍光体及び
化学発光体は、Ｌｉｔｍａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第４，２７５，１４９号第３
０及び３１段落において開示されており、参照をもって本明細書に組み込まれたものとす
る。
【００６９】
　標識は、シグナルを直接製造し、従ってシグナルを製造するために追加の成分を必要と
しない。多くの有機分子、例えば蛍光体は、紫外線及び可視光を吸収でき、その際光吸収
は、これらの分子にエネルギーを移し、そしてそれらを励起したエネルギー状態に高める
。そして、この吸収したエネルギーを、第二波長で光の放出により消費する。シグナルを
直接製造する他の標識は、放射活性同位体及び染料を含む。
【００７０】
　代わりに、標識は、シグナルを製造するための他の成分を必要としてよく、従って、シ
グナル製造システムは、測定可能なシグナルを製造するために要求される全ての成分を含
む。かかる他の成分は、基質、補酵素、エンハンサー、追加の酵素、酵素生成物と反応す
る物質、触媒、活性剤、補因子、阻害剤、捕捉剤、金属イオン、及びシグナル製造物質の
結合のために要求される特異的結合物質を含んでよい。適したシグナル製造システムの詳
細は、Ｕｌｌｍａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第５，１８５，２４３号第１１～１３
段落において見出され、参照をもって本明細書に組み込まれたものとする。
【００７１】
　標識又は他のｓｐｓ要素を、支持体に結合できる。分析物又は分析物類似体を、当業者
に公知の任意の方法で固体支持体に結合させてよく、結合は、実質的に、分析物又はその
類似体の抗体に結合する能力に影響しない。ある実施態様において、分析物又は分析物類
似体は、固相に被覆又は直接共有結合してよく、又は例えば、１つ以上のキャリヤー分子
の層、例えばタンパク質を含む（ポリ）アミノ酸、例えば血清アルブミン又はイムノグロ
ブリン、又は多糖（炭水化物）、例えばデキストラン又はデキストラン誘導体の層を有し
てよい。連結基を、固体支持体及び分析物を共有結合するために使用してもよい。分析物
を結合する他の方法も可能である。例えば、固体支持体は、例えば、小分子のためのバイ
ンダー、例えばアビジン、抗体等のコーティングを有してよく、かつ小分子、例えば、制
限されることなく、ビオチン又はヘプタンを、分析物に結合させるか、又はその逆であっ
てよい。成分の支持体の表面への結合は、直接又は間接的な、共有又は非共有的であって
よく、通常、文献において得られるよく知られている技術により達せられてよい。例えば
、“Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ Ｅｎｚｙｍｅｓ”、Ｉｃｈｉｒｏ Ｃｈｉｂａｔａ、Ｈａｌ
ｓｔｅｄ Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ （１９７８）及びＣａｕｔｒｅｃａｓａｓ、Ｊ
． Ｂｉｏｌ． Ｃｈｅｍ．、２４５：３０５９ （１９７０）を参照できる。
【００７２】
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　支持体は、透明な又は部分的に透明であってよい、有機又は無機の、固体又は液体の、
水不溶性材料から構成されてよい。支持体は、例えば、あらゆるいくつかの形状、例えば
ビーズを含む粒子、フィルム、膜、管、ウェル、ストリップ、ロッド、平滑表面（例えば
プレート及び紙）、及び繊維を有してよい。アッセイのタイプに依存して、支持体を、使
用される媒体中で懸濁可能であってよく、又は懸濁できなくてもよい。懸濁可能な支持体
の例は、例えば、ポリマー材料、例えばラテックス、脂質二重層又はリポソーム、油滴、
細胞及びヒドロゲル、並びに磁性粒子である。他の支持体組成物は、ポリマー、例えばニ
トロセルロース、セルロースアセテート、ポリ（塩化ビニル）、ポリアクリルアミド、ポ
リアクリレート、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリ（４－メチルブテン）、ポリスチ
レン、ポリメタクリレート、ポリ（エチレンテレフタレート）、ナイロン、及びポリ（ビ
ニルブチレート）を含み、それ自体使用するか、又は他の材料と共に使用する。
【００７３】
　支持体は粒子であってよい。粒子は、少なくとも約０．０２ミクロンであり、約１００
ミクロン未満の平均直径を有してよい。ある実施態様において、粒子は、約０．０５ミク
ロン～約２０ミクロン、又は約０．３ミクロン～約１０ミクロンの平均直径を有する。粒
子は、有機又は無機、膨張性又は非膨張性、多孔質又は非多孔質であってよく、有利には
一般に約０．７ｇ／ｍＬ～約１．５ｇ／ｍＬの水に近い密度であり、かつ透明、部分的に
透明、又は不透明であってよい材料から構成されてよい。粒子は、生物学的材料、例えば
細胞及び微生物、例えば赤血球、白血球、リンパ球、ハイブリドーマ、連鎖球菌、黄色ブ
ドウ球菌、大腸菌、又はウィルスであってよい。粒子は、例えば、有機ポリマー及び無機
ポリマー、例えばリポソーム、ラテックス粒子、磁性粒子又は非磁性粒子、リン脂質ベシ
クル、カイロミクロン、又はリポタンパク質から構成される粒子であってもよい。ある実
施態様において、粒子は、二酸化クロム（クロム）粒子又はラテックス粒子である。
【００７４】
　ポリマー粒子を、付加ポリマー又は縮合ポリマーから形成してよい。粒子は、水性媒体
中で容易に分散可能であり、かつ吸着性又は機能化可能であってよく、その結果、直接又
は間接的に連結基を介して分析物に対する接合を可能にする。粒子は、自然に生じる材料
、合成して改質された自然に生じた材料、及び合成材料に由来してもよい。有機ポリマー
の中で特に関心があるのは、例えば、多糖、特に架橋多糖、例えばＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（
登録商標）として市販されているアガロース、ＳＥＰＨＡＤＥＸ（登録商標）及びＳＥＰ
ＨＡＣＲＹＬ（登録商標）として市販されているデキストラン、セルロース、デンプン等
、付加ポリマー、例えばポリスチレン、ポリビニルアルコール、アクリレート及びメタク
リレートの誘導体のホモポリマー及びコポリマー、特に有利ヒドロキシ官能性を有するエ
ステル及びアミドである。
【００７５】
　標識及び／又は他のｓｐｓ要素を、ｓｂｐ要素又は他の分子に結合させてよい。例えば
、標識を、ｓｂｐ要素、例えば抗体、抗体のための受容体、抗体に接合された小分子に結
合できる受容体、又は分析物類似体に、共有結合させてよい。標識のｓｂｐ要素への結合
を、標識の水素原子をｓｂｐ要素への結合に置き換えることをもたらす化学反応によって
得てよく、又は標識とｓｂｐ要素との間に連結基を含んでよい。他のｓｐｓ要素を、ｓｂ
ｐ要素に共有結合させてもよい。例えば、２つのｓｐｓ要素、例えば蛍光体及び消光剤を
、それぞれ、分析物と特異的な複合体を形成する異なる抗体に結合させてよい。複合体の
形成は、直ぐそばで蛍光体及び消光剤をもたらし、従って、消光剤を蛍光体と相互作用さ
せて、シグナルを生成する。接合の方法は当業者によく知られている。例えば、Ｒｕｂｅ
ｎｓｔｅｉｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第３，８１７，８３７号（参照をもって本明
細書に組み込まれたものとする）を参照。
【００７６】
　標的タンパク質として特に関心のある酵素は、例えば、酸化還元酵素、特にデヒドロゲ
ナーゼ、例えばグルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ、及び乳酸デヒドロゲナーゼ、
並びに過酸化水素の製造及び過酸化水素を使用した染料前駆体の染料への還元を含む酵素
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である。特定の組合せは、糖質オキシダーゼ、例えばグルコースオキシダーゼ及びガラク
トースオキシダーゼ、又は過酸化水素を使用して染料前駆体を酸化する酵素、すなわちペ
ルオキシダーゼ、例えばセイヨウワサビオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ又はミク
ロペルオキシダーゼと結合させた複素環オキシダーゼ、例えばウリカーゼ及びキサンチン
オキシダーゼを含む。追加の酵素の組合せは当業者に公知である。単一酵素を標識として
使用する場合に、他の酵素、例えばヒドロラーゼ、トランスフェラーゼ及びオキシドレダ
クターゼ、有利にはヒドロラーゼ、例えばアルカリホスファターゼ及びベータガラクトシ
ダーゼの使用を見出してよい。代わりに、ルシフェラーゼ、例えばホタルルシフェラーゼ
及び細菌ルシフェラーゼを使用してよい。
【００７７】
　使用が見出されている具体的な補酵素は、例示のため及び制限されることなく、例えば
、ＮＡＤ［Ｈ］、ＮＡＤＰ［Ｈ］、リン酸ピリドキサール、ＦＡＤ［Ｈ］、ＦＭＮ［Ｈ］
、及びβ－ガラクトシダーゼを含む。例えば、米国特許番号第４，３１８，９８０号（一
部の参照をもって本明細書に組み込まれたものとする）を参照。
【００７８】
　標識タンパク質、例えば酵素に関して、分子量範囲は、約１００００～約６０００００
、又は約１００００～３０００００の分子量である。通常、例えば、約２０００００分子
量当たり少なくとも１つの分析物、又は約１５００００分子量当たり少なくとも１つの分
析物、又は約１０００００分子量当たり少なくとも１つの分析物、又は約５０，０００分
子量当たり少なくとも１つの分析物がある。酵素の場合に、分析物類似体群の数は、例え
ば、１～約２０、約２～約１５、約３～約１２、又は約６～約１０である。
【００７９】
　“ポリ（アミノ酸）でない標識”の用語は、タンパク質（例えば酵素）でない標識を含
む。ポリ（アミノ酸）でない標識は、直接検出されることができ、又は検出可能なシグナ
ルを生成する特異的な結合反応を介して検出可能である。（ポリ）アミノ酸でない標識は
、例えば、放射性同位体、発光化合物、支持体、例えば粒子、プレート、ビーズ等、ポリ
ヌクレオチド等を含む。より詳述すれば、ポリ（アミノ酸）でない標識は、同位体又は非
同位体、通常は非同位体であってよく、かつ触媒についてコードするポリヌクレオチド、
プロモーター、染料、補酵素、酵素基質、放射活性基、有機小分子（例えばビオチン、蛍
光分子、化学発光分子等）、増幅可能なポリヌクレオチド配列、支持体、例えば、粒子、
例えばラテックス又は炭素粒子又は二酸化クロム（クロム）粒子、金属ゾル、晶子、リポ
ソーム、又はさらに例えば染料、触媒又は他の検出可能な基でさらに標識付けしてよい又
は標識付けしなくてもよい細胞であってよい。
【００８０】
　一実施態様において、アッセイは、誘発された発光イムノアッセイであり、該アッセイ
は、“Ａｓｓａｙ Ｍｅｔｈｏｄ Ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ Ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄ Ｃ
ｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ Ｌａｂｅｌ”（“ｉｎｄｕｃｅｄ ｌｕｍｉｎｅｓｃｅ
ｎｃｅ ａｓｓａｙ”）と題された米国特許番号第５，３４０，７１６号（Ｕｌｌｍａｎ
， ｅｔ ａｌ．）において記載されており、参照をもって本明細書に組込まれたものとす
る。１つのアプローチにおいて、アッセイは、光増感剤を導入する粒子、及び化学発光化
合物を導入する標識粒子を使用する。標識粒子を、分析物の量に関連して、ｓｂｐ要素、
例えば、分析物に結合して複合体を形成できる分析物のための抗体に、又は複合体を形成
するための第二のｓｂｐ要素に接合させる。分析物が存在する場合に、光増感剤と化学発
光化合物とは近くなる。光増感剤は、一重項酸素を生じ、かつ２つの標識が近い場合に化
学発光化合物を活性化する。活性化させた化学発光化合物は、続いて光を生成する。生成
された光の量は、分析物のための抗体を含む形成された複合体の量に関連する。
【００８１】
　例示のため及び制限されることなく、化学発光粒子と一緒に、例えば化学発光粒子中に
組込むことにより又は化学発光粒子に付着することにより化学発光化合物を含む、化学発
光粒子が使用される。分析物に結合するｓｂｐ要素、例えば分析物のための抗体を、粒子
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を被覆する多糖に結合させる。分析物のための抗体に結合する第二のｓｂｐ要素は、ビオ
チン接合体の一部である。ストレプトアビジンを、第二の一組の粒子であって、該粒子に
関連する光増感剤を有する粒子に接合させる。この第二の一組の粒子（光増感剤粒子）へ
のストレプトアビジンの結合は、粒子上で多糖を含んでもよく、又は含まなくてもよい。
化学発光粒子を、分析物を含有するとされる試料と、及び光増感剤粒子と混合させる。反
応媒体をインキュベートして、分析物へのｓｂｐ要素の結合によって分析物に粒子を結合
させて複合体を形成し、その複合体に第二のｓｂｐ要素を結合させる。そしてその媒体を
、光で照射して光増感剤を励起させ、その励起させた状態で、酸素を一重項状態に活性化
させることができる。一組の粒子の１つの化学発光化合物が、分生物の存在のために光増
感剤に近接しているために、それは、一重項酸素によって活性化され、かつ発光を放射す
る。そして媒体を放射された発光又は光の量について試験し、それらの存在を分析物の量
に関連させる。
【００８２】
　分析物の測定のために使用されてよい分析の他の特定の例は、蛍光酸素チャネリングイ
ムノアッセイを記載している米国特許番号第５，６１６，７１９号（Ｄａｖａｌｉａｎ，
 ｅｔ ａｌ．）において議論されている。
【００８３】
　前記で議論されているアッセイを、通常、一般的に最適なアッセイ感受性を提供する中
ｐＨで、水性緩衝媒質中で実施する。アッセイ媒体のためのｐＨは、通常、約４～約１１
の範囲、又は約５～約１０の範囲、又は約６．５～約９．５の範囲であってよい。ｐＨは
、通常、あらゆる特異的な結合対の結合要素の最適な結合、及びアッセイのための他の試
薬、例えばシグナル製造システムの要素のために最適なｐＨを妥協する。種々の緩衝液を
、所望のｐＨを得るため及びインキュベート中のｐＨを維持するために使用してよい。緩
衝液の例は、制限されることなく、例えば、ボレート、ホスフェート、カーボネート、ト
リス、バルビタール、ＰＩＰＥＳ、ＨＥＰＥＳ、ＭＥＳ、ＡＣＥＳ、ＭＯＰＳ及びＢＩＣ
ＩＮＥを含む。種々の補助材料を前記アッセイ方法において使用してよい。例えば、緩衝
液及び保存剤に加えて、媒体は、媒体のための及び使用した試薬のための安定剤を含んで
よい。ある実施態様において、これらの添加剤に加えて、例えば、タンパク質、例えばア
ルブミン；四級化アンモニウム塩；ポリアニオン、例えばデキストランスルフェート；結
合増強剤を含んでよい。前記材料の全てが、所望の効果又は機能を得るために十分な濃度
及び量で存在する。
【００８４】
　１回以上のインキュベート期間を、前記種々の試薬の添加の間のあらゆる合間を含む１
回以上の合間で媒体に適用してよい。媒体を、通常、試薬の種々の成分の結合のために十
分な温度で、及び時間でインキュベートして生じてよい。中温を、通常、前記方法を実施
するために使用してよく、通常、測定中に一定の温度、有利には室温である。インキュベ
ート温度は、通常、例えば、約５℃～約９９℃、又は約１５℃～約７０℃、又は約２０℃
～約４５℃の範囲である。インキュベートのための時間は、例えば、約０．２秒～約２４
時間、又は約１秒～約６時間、又は約２秒～約１時間、又は約１～１５分である。前記時
間は、媒体の温度及び種々の試薬の結合速度に依存する。測定中の温度は、一般的に、約
１０℃～約５０℃、又は約１５℃～約４０℃の範囲である。
【００８５】
　アッセイされうる分析物の濃度は、一般に、約１０-5～約１０-17Ｍ、又は約１０-6～
約１０-14Ｍまで変動する。アッセイが質的、半量的又は量的（試料中に存在する赤血球
親和性の薬物分析物の量に関連する）であるかどうかのような考察、特定の検出技術及び
分析物の濃度は、通常、種々の試薬の濃度を測定する。
【００８６】
　アッセイ媒体中の種々の試薬の濃度は、一般的に、例えば、分析物、アッセイの性質、
抗体の親和性及び結合活性、並びに抗体の断片化の関心のある免疫抑制薬分析物の濃度範
囲によって測定される。しかしながら、それぞれの試薬の最終濃度は、通常、範囲を超え
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たアッセイの感受性を最適化するために経験的に測定される。すなわち、有意性のある分
析物の濃度における変異は、性格に測定できるシグナルの差を提供すべきである。考察、
例えばシグナル製造システムの性質、及び分析物の性質は、通常、種々の試薬の濃度を測
定する。
【００８７】
　添加の順序を広く変動してよい一方で、アッセイの性質に依存する確かな性能がある。
添加の単純な順序は、同時に全ての材料を添加すること、及びアッセイ媒体が相同アッセ
イにおけるようなシグナルで有する効果を測定することである。代わりに、試薬を順次混
合させることができる。場合により、インキュベート工程を、前記で定義したようにそれ
ぞれ添加した後に含んでよい。インキュベート時間の長さは、所望される機能を達成する
ために十分な長さである。
【００８８】
　ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物のためのアッセイの特定の実施態様
　試料をアッセイするために使用してよいアッセイの特定の実施態様を、以下で例示のた
め及び制限されることなく議論する。全ての場合において、本明細書において記載されて
いる原理に従った化合物を、アッセイを実施する前に及びアッセイの実施とは別に、又は
アッセイの実施と同時に、前記試料に添加して、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を内因性結合物
質から放出させる。その化合物は、試料を含有する媒体中で含まれてよく、又は該試料を
、本明細書において記載されている原理に従った化合物を含む別々に製造した前処理試薬
溶液に添加してよい。
【００８９】
　均一アッセイにおいて、全ての試薬を混合した後に、シグナルを測定し、そして試料中
の分析物の量に関連づける。例えば、分析物のためのＥＭＩＴ（登録商標）アッセイにお
いて、分析物を含有する疑いのある試料を、水性媒体中で、分析物の酵素接合体、すなわ
ち分析物の類似体、及び分析物を認識できる抗体と同時に又は別々に混合する。一般的に
、分析物のための基質を添加し、酵素で触媒作用を及ぼす反応に対して発色性生成物又は
発蛍光性生成物の形成をもたらす。好ましい酵素は、グルコース－６－リン酸デヒドロゲ
ナーゼ及びアルカリホスファターゼであるが、しかし他の酵素を使用してもよい。分析物
及び酵素接合体の成分は、抗体上の結合部位に競合する。そして媒体中での酵素活性を、
通常、分光光度法により測定する。
【００９０】
　“分析物類似体”又は“分析物の類似体”は、受容体、例えば分析物のための抗体のた
めの分析物と競合する改良された分析物である。改良は、他の分子に対する分析物類似体
、例えば、制限されることなく、支持体、標識、小分子、又は小分子のための結合相手を
連結するための方法を提供してよい。分析物類似体は、通常、分析物類似体をハブ又は標
識に連結する結合で水素をより多く置き換えることにより分析物とは異なるが、必要では
ない。すなわち、分析物類似体を、直接又は間接的に連結基によって他の分子に連結させ
てよい。分析物類似体は、例えば、分析物又は連結基を介して他の分子に接合させた分析
物に構造的に関連のある分子であってよい。
【００９１】
　前記アッセイを、酵素接合体の酵素として、突然変異体グルコース－６－リン酸デヒド
ロゲナーゼを使用して実施してよい。この突然変異体酵素は、米国特許番号第６，０９０
，５６７号及び第６，０３３，８９０号において記載されており、参照をもって本明細書
に組み込まれた関連する開示である。さらに、前記アッセイを、分析物のための抗体を使
用して、及び米国特許番号第５，３２８，８２８号及び第５，１３５，８６３号（参照を
もって本明細書に組み込まれた関連する開示である）において記載された方法を使用して
実施してよい。
【００９２】
　異種アッセイは、通常、１つ以上の分離工程を含み、競合又は非競合であってよい。種
々の競合又は非競合アッセイ形式は、Ｄａｖａｌｉａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第
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５，０８９，３９０号、１４段落２５行目～１５段落９行目において開示されており、こ
の開示は、参照をもって本明細書に組み込まれたものとする。競合アッセイの１つのタイ
プにおいて、本明細書において開示されているような、分析物のための抗体を有する抗体
に結合する支持体を、試料及び分析物の適した酵素接合体を含む媒体に接触させる。支持
体及び媒体を分離した後に、支持体又は媒体の酵素活性を従来の技術を使用することによ
り測定し、測定結果を決定する。
【００９３】
　ある実施態様において、第二酵素を、酵素接合体の酵素に加えて使用してよい。一組の
酵素の酵素は、第一酵素の生成物が第二酵素のための基質として役立つことに関連がある
。
【００９４】
　アッセイ形式の他の実施態様は、キャプチャアッセイである。このアッセイ形式におい
て、分析物のための抗体を、磁性粒子に共有結合させる。試料を、これらの粒子でインキ
ュベートして、分析物のための抗体を分析物に結合させる。続いて、共有的に付着した分
析物又は分析物の誘導体を有する酵素を磁性粒子でインキュベートする。洗浄後に、磁性
粒子に結合させた酵素の量を測定し、そして分析物のための抗体を含有する複合体の量に
逆に関連づける。
【００９５】
　特定の例において、誘起発光イムノアッセイを使用してもよい。誘起発光イムノアッセ
イは、米国特許番号第５，３４０，７１６号（Ｕｌｌｍａｎ）において挙げられており、
この開示は参照をもって本明細書に組み込まれたものとする。１つのアプローチにおいて
、アッセイは、それらに関連する増感剤を有する粒子を使用し、その際ＦＫＢＰ結合免疫
抑制薬の類似体を、粒子（増感剤粒子試薬）に結合させる。化学発光試薬は、ＦＫＢＰ結
合免疫抑制薬のための抗体を含む。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物は、ＦＫＢＰ結合免疫
抑制薬のための抗体に結合するための光増感剤粒子試薬と競合する。ＦＫＢＰ結合免疫抑
制薬分析物が存在する場合に、少量は、化学発光試薬に極めて近くなる光増感剤粒子試薬
の分子の数である。従って、アッセイシグナルにおける減少がある。光増感剤は、一重項
酸素を生じ、かつ２つの標識が近い場合に化学発光試薬を活性化する。活性化させた化学
発光試薬は、続いて光を生成する。生じた光の量は、形成された複合体の量に関連し、次
に試料中に存在するＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の量に関連する。
【００９６】
　誘起発光イムノアッセイの他の特定の例において、アッセイは、それらに関連する化学
発光化合物を有する粒子を使用し、その際ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の類似体を、粒
子（増感剤粒子試薬）に結合させる。光増感剤試薬は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための
抗体を含む。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための抗体に
結合するための化学発光粒子試薬と競合する。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物が存在する
場合に、少量は、光増感剤試薬に極めて近くなる化学発光粒子試薬の分子の数である。従
って、アッセイシグナルにおける減少がある。光増感剤は、一重項酸素を生じ、かつ２つ
の標識が近い場合に化学発光粒子試薬の化学発光化合物を活性化する。活性化させた化学
発光化合物は、続いて光を生成する。生じた光の量は、形成された複合体の量に関連し、
次に試料中に存在するＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の量に関連する。
【００９７】
　誘起発光イムノアッセイの他の特定の例において、小分子のための結合相手、例えばア
ビジン又はストレプトアビジン（ビオチンのための結合相手である）に接合させた光増感
剤粒子を使用する。ビオチン（ビオチン試薬）を含むＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の類似体も
使用する。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための特異的結合要素を含む化学発光試薬を検出系
の一部として使用する。反応媒体をインキュベートして、光増感材粒子のアビジン又はス
トレプトアビジンをビオチン試薬に結合させてアビジンとビオチンとを結合させ、そして
化学発光試薬の一部であるＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための特異的結合要素を、ＦＫＢＰ
結合免疫抑制薬分析物に、又は光増感剤粒子に付着しているビオチン試薬の分析物類似体
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にも結合させる。そしてその媒体を、光で照射して光増感剤を励起させ、その励起させた
状態で、酸素を一重項状態に活性化させることができる。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物
の存在のため、より少ない化学発光試薬が光増感剤に極めて近いために、一重項酸素及び
少量の発光体により化学発光試薬の少量の活性がある。そして、媒体を発光又は光放射の
存在及び／又は量について試験し、それらの存在を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の存
在及び／又は量に関連づけ、シグナルにおける減少を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の
存在で観察する。
【００９８】
　誘起発光イムノアッセイの他の特定の例において、小分子のための結合相手、例えばア
ビジン又はストレプトアビジン（ビオチンのための結合相手である）に接合させた光増感
剤粒子を使用する。接合体試薬は、ビオチンに接合したＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための
特異的結合要素を含む。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の類似体を使用し、化学発光粒子に付着
している類似体（化学発光体－類似体試薬）も使用される。反応媒体をインキュベートし
て、光増感材粒子のアビジン又はストレプトアビジンを抗体－ビオチン試薬に結合させて
アビジンとビオチンとを結合させ、そして、試料中に存在する場合にＦＫＢＰ結合免疫抑
制薬分析物に、及び化学発光体－化合物試薬の一部である分析物類似体に、ＦＫＢＰ結合
免疫抑制薬のための特異的結合要素を結合させる。そしてその媒体を、光で照射して光増
感剤を励起させ、その励起させた状態で、酸素を一重項状態に活性化させることができる
。ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の存在のため、より少ない化学発光体－類似体試薬が光
増感剤に極めて近いために、一重項酸素及び少量の発光体により化学発光試薬の少量の活
性がある。そして、媒体を発光又は光放射の存在及び／又は量について試験し、それらの
存在を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の存在及び／又は量に関連づけ、シグナルにおけ
る減少を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の存在で観察する。
【００９９】
　アッセイ形式の他の例は、例示のため及び制限されることなく、ＡＣＭＩＡ（Ａｆｆｉ
ｎｉｔｙ Ｃｈｒｏｍｉｕｍ ｄｉｏｘｉｄｅ Ｍｅｄｉａｔｅｄ Ｉｍｍｕｎｏ Ａｓｓａ
ｙ）である。ＡＣＭＩＡアッセイ形式について、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の類似体で被覆
されたクロム粒子を、第一成分として使用する。第二成分は、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の
ための抗体である。受容体酵素（例えばβ－ガラクトシダーゼ）に架橋されたこの抗体を
、過剰量、すなわち試料中に存在してよい全てのＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物を結合す
るために要求される量よりも多い量で、反応容器に添加する。本明細書において記載され
ている原理に従って放出剤で処理される試料を、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬のための抗体で
処理し、抗体を試料中でＦＫＢＰ結合免疫抑制薬に結合させる。抗体－酵素接合体を試料
と混合して、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物を抗体に結合させる。次に、クロム粒子試薬
を添加して、あらゆる過剰な抗体－酵素接合体を結合させる。そして、磁石を適用し、懸
濁液から全てのクロム粒子及び過剰な抗体－酵素を取りだし、そして上澄みを最終反応容
器に移す。受容体酵素の基質を、最終反応容器に添加し、そしてその酵素活性を、経時的
に吸光度における変化として分光光度によりで測定する。このシグナルの量を、試料中で
のＦＫＢＰ結合免疫抑制薬の量に関連づける。
【０１００】
　前記アッセイ形式の全てにおいて、本明細書において記載されている原理に従った放出
剤を使用し、内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑制薬を分離させる。前記のように、
放出剤を、直接又は前処理試薬溶液の形で試料を含有する媒体に添加してよい。一方で、
試料を、本明細書において記載されている原理に従った化合物を含有する前処理試薬溶液
に添加してよい。
【０１０１】
　測定工程
　イムノアッセイを使用する本明細書において記載されている原理に従った方法は、ＦＫ
ＢＰ結合免疫抑制薬分析物のための抗体（抗分析物抗体）を含む複合体の量についてそれ
ぞれのアッセイ媒体を試験することを含む。測定を、それぞれ、それぞれのアッセイ媒体
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について実施し、続いて使用した特定のアッセイに従ったアッセイ媒体をインキュベート
する。
【０１０２】
　“分析物の量の測定”の語句は、分析物の量的、半量的及び質的な測定をいう。量的、
半量的及び質的である方法、並びに分析物を測定するための他の方法は、分析物の量を測
定するための方法であると考えられる。例えば、分析物を含有すると考えられる試料中で
の分析物の存在又は不在を単に検出する方法は、本発明の実施態様の範囲内に含まれると
考えられる。“検出”及び“測定”の用語、並びに測定のための他の同義語は、本発明の
実施態様の範囲内にあると考えられる。
【０１０３】
　多くの実施態様において、媒体の試験は、媒体からのシグナルの検出を含む。シグナル
の量は、試料中の分析物の量に関連づけられる。検出の特定の方法は、シグナル製造シス
テムの性質に依存する。本明細書において議論されているように、ｓｐｓの標識が、外部
の方法によって、好ましくは目視試験によって検出可能なシグナルを生成し、例えば、電
磁放射、電気化学、熱、放射能検出、及び化学試薬を含む、多くの方法がある。
【０１０４】
　シグナル製造システムの活性は、シグナル製造システムの性質に依存する。光で活性化
されるシグナル製造システムのこれらの要素のために、該要素は光で放射される。粒子の
表面上にあるシグナル製造システムの要素について、追加の基材が活性化をもたらしてよ
い。他の活性化方法は、本明細書における開示を考慮して当業者に示唆されている。いく
つかのシグナル製造システム、例えば放射活性標識である標識、酵素等を含むこれらのシ
ステムについて、活性化のための作用剤は必要でない。酵素システムについて、基質及び
／又は補因子の添加が必要であってよい。
【０１０５】
　シグナルの量についての測定は、一般的に単にシグナルを読む工程であるシグナルの検
出も含む。シグナルは、通常、装置を使用して読み取り、シグナルの性質に依存する。前
記装置は、例えば、分光光度計、蛍光光度計、吸収分光計、ルミノメータ、化学ルミノメ
ータ、アクチノメータ又は写真装置であってよい。検出されたシグナルの量を、試料中に
存在するＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の量に関連づける。測定中の温度は、一般的に、
例えば、約１０℃～約７０℃、又は約２０℃～約４５℃、又は約２０℃～約２５℃の範囲
である。１つのアプローチにおいて、標準曲線を、スクリーニングされるべき分析物の公
知の濃度を使用して作成し、検量用試料及び他の対照を使用してもよい。
【０１０６】
　試料ポーションに対するアッセイを実施するためのキット
　特定のアッセイを実施するための試薬が、ＦＫＢＰ結合免疫抑制薬分析物の測定のため
のアッセイを簡便に実施するために有用なキットにおいて存在してよい。一実施態様にお
いて、キットは、パッケージ化された組合せで、内因性結合物質からＦＫＢＰ結合免疫抑
制薬分析物を放出するための本明細書において記載されている原理に従った試薬、分析物
のための抗体、及びアッセイを実施するための他の試薬を含み、その性質は、特定のアッ
セイ形式に依存する。試薬は、それぞれ、別々の容器中にあってよく、又は種々の試薬が
、試薬の交差反応性及び安定性に依存して１つ以上の容器中で混合されていてもよい。キ
ットは、さらに、アッセイを実施するための他の別々にパッケージ化された試薬、例えば
追加のｓｂｐ要素、補助試薬、例えば補助酵素基質等を含む。
【０１０７】
　キット中の種々の試薬の相対量は、アッセイ方法中に生じる必要がある反応を実質的に
最適化する試薬の濃度を提供するため、さらにアッセイの感度を実質的に最適化ために、
広範に変動できる。適した条件下で、キット中の１つ以上の試薬は、溶解して、方法又は
アッセイを実施するために適した濃度を有する試薬溶液を提供する、付形剤を含む、通常
凍結乾燥させた乾燥粉末として提供されうる。キットは、さらに、前記のような本発明の
実施態様に従った方法の記載を含む。
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【０１０８】
　本明細書において使用されている“少なくとも”の語句は、特定の項目の数が、挙げら
れた数と同等か、又はそれ以上であってよいことを意味する。本明細書において使用され
ている“以上”の語句は、特定の項目の数が、挙げられた数と同等か、又はそれ以上であ
ってよいことを意味する。本明細書において使用されている“約”の語句は、挙げられた
数が、±１０％まで異なってよいことを意味し、例えば“約５”は、４．５～５．５の範
囲を意味する。
【０１０９】
　以下の記載は、例示のため及び制限されることなく、本明細書において記載されている
原理に従った特定の実施例に関し、特定の実施例は、本発明の開示の範囲及び特許請求の
範囲を制限することを意図しない。種々の変更及び改良した組成物、方法、及び系は、本
発明の開示の意図及び範囲から逸脱しないと考えられる。
【０１１０】
　実施例
　以下の実施例は、例示のため及び制限されることなく、本発明の特定の実施例をさらに
記載し、かつ本発明の範囲を制限するものではない。本明細書において開示された部及び
パーセンテージは、特に明記されない限り体積による。
【０１１１】
　定義：
ｍｇ＝ミリグラム
ｇ＝グラム
ｎｇ＝ナノグラム
ｍＬ＝ミリリットル
μＬ＝マイクロリットル
ｍｍｏｌ＝ミリモル
μｍｏｌ＝マイクロモル
℃＝摂氏度
ｍｉｎ＝分
ｓｅｃ＝秒
ｈｒ＝時間
ｗ／ｖ＝質量対体積
ｖ／ｖ＝体積対体積
ＴＬＣ＝薄層クロマトグラフィー
ＨＰＬＣ＝高速液体クロマトグラフィー
ＥｔＯＡｃ＝酢酸エチル
ＭｅＯＨ＝メタノール
ＤＭＦ＝ジメチルホルムアルド
ＤＭＳＯ＝ジメチルスルホキシド
ＭｅＯＰ＝１－メトキシ－２－プロパノール
ＭＥＳ＝２－（Ｎ－モルホリノ）エタンスルホン酸
ＤＩ＝脱イオン化
ＥＤＡ＝エチレンジアミン
ＬＯＣＩ＝蛍光酸素チャネリングイムノアッセイ
ＢＳＡ＝ウシ血清アルブミン
ＢＧＧ＝ウシガンマグロブリン
ｍＩｇＧ＝モノクローナルイムノグロブリン
ＭＳ＝質量分析
ＳＩＲＯ＝シロリムス
Ｔａｃｒｏ＝タクロリムス
ＦＫＥ＝ＦＫ５０６エステル。
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【０１１２】
　全ての化学物質を、特に明記しない限り、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｏｍｐａｎ
ｙ（Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ ＭＯ）から購入してよい。タクロリムスはＡｓｔｅｌｌａｓ Ｐ
ｈａｒｍａ ＵＳ． Ｉｎｃ．（Ｄｅｅｒｆｉｅｌｄ ＩＬ）から得られる。シロリムスは
Ｐｆｉｚｅｒ Ｉｎｃ．（Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ ＮＹ）から得られる。４－フェニル－１，２
，４－トリアゾリン－３，５－ジオン（ＰＴＡＤ）はＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｏ
ｍｐａｎｙから得られる。ジエチルアジドジカルボキシレート（ＤＡＣ）は、Ｓｉｇｍａ
－Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｏｍｐａｎｙから得られる。
【０１１３】
　試験を、Ｓｉｅｍｅｎｓ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ Ｉｎｃ．（
Ｎｅｗａｒｋ ＤＥ）から入手できるＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）ＲｘＬ分析器を使
用して実施した。前記装置は、ＡＣＭＩＡイムノアッセイ技術を使用した。ＡＣＭＩＡア
ッセイ法は、米国特許番号第７，８４２，４７５号、第７，１８６，５１８号、第５，１
４７，５２９号、第５，１２８，１０３号、第５，１５８，８７１号、第４，６６１，４
０８号、第５，１５１，３４８号、第５，３０２，５３２号、第５，４２２，２８４号、
第５，４４７，８７０号、及び第５，４３４，０５１号において記載されており、参照を
もって本明細書にその全体が組込まれたものとする。本明細書において使用され、かつ以
下でより詳細に議論されているＡＣＭＩＡ法の一実施態様において、クロム粒子上のタク
ロリムス類似体と酵素に接合したタクロリムスのための抗体についての患者試料における
タクロリムス（“接合体”）との競合を使用して、患者試料におけるタクロリムスの量を
測定する。クロム粒子上でタクロリムス類似体に結合する接合体を、磁器分離により取り
出す。上澄み中に残っている接合体から酵素活性を測定し、そして、それは、患者試料に
おけるタクロリムスの量に直接比例する。使用したＡＣＭＩＡアッセイ形式において、タ
クロリムスを含まない試料の試験が活性抗体に結合していない（すなわちクロム粒子上に
タクロリムスが結合できない）酵素活性の量を示す場合に、酵素活性が観察された。クロ
ム粒子が存在しない場合に観察された酵素活性は、接合体における酵素活性の合計量を示
す。これらの値は、活性抗体に対する酵素活性結合の割合を評価するために使用されうる
。
【０１１４】
　実施例１
　４－フェニル－１，２，４－トリアゾリン－３，５－ジオン（ＰＴＡＤ）及びシロリム
スのディールス・アルダー付加物の製造。図５を参照できる。無水ＣＨ2Ｃｌ2（１ｍｌ）
中でのＰＴＡＤ溶液（３８ｍｇ、０．２１７ｍｍｏｌ）を、無水ＣＨ2Ｃｌ2（７ｍｌ）中
でのシロリムス溶液（２００ｍｇ、０．２１９ｍｍｏｌ）に室温（２４℃）で添加した。
ＰＴＡＤの特徴的な赤色が現れた。その反応混合物を、室温で３０分間撹拌し、そして６
０℃で５０分間窒素下で還流した。混合物のＴＬＣ分析は、非常に少量のシロリムスが残
ったことを示した。（ＴＬＣ条件：ヘキサン／酢酸エチル／ＭｅＯＨ＝３０／６５／５（
ｖ／ｖ））。そして、５ｍｇのＰＴＡＤを反応混合物に添加した。その混合物を２４℃で
３０分間撹拌した。その混合物のさらなるＴＬＣ分析は、全てのシロリムスが消費された
ことを証明した。反応中に残ったＰＴＡＤの明赤色は、ＰＴＡＤの過剰を示す。殆どのＣ
Ｈ2Ｃｌ2を、回転蒸発により蒸発させた。残りの溶液（０．５ｍｌ）を、調製用ＴＬＣプ
レート（２０×２０ｃｍ、２０００ミクロン；Ａｎａｌｔｅｃｈ、Ｎｅｗａｒｋ ＤＥ）
に適用した。そのプレートを、前記と同様の溶媒系（ヘキサン／酢酸エチル／ＭｅＯＨ＝
３０／６５／５（ｖ／ｖ））で処理した。生成物を含むシリコンバンドを回収し、そして
ＭｅＯＨ／ＣＨ2Ｃｌ2（１／９；ｖ／ｖ；４０ｍｌ×３）で３回抽出した。組み合わせた
有機抽出物を蒸発させ、そして残留物を高真空で１６時間乾燥させた。所望の純度のＰＴ
ＡＤ－シロリムス　ディールス・アルダー付加物ＩＩＩ及びＩＶ（２２０ｍｇ、収率９２
％）の混合物を白色の固体として得た。ＩＩＩ／ＩＶのＨＰＬＣ領域－異性体比は、８６
／１４であった；ＨＰＬＣ－ＭＳ（ＥＳ）：ＭＮａ＋１１１１．５；１Ｈ－ＮＭＲ（ＣＤ
Ｃｌ3）７．６２（１Ｈ）；７．４６（３Ｈ）；７．３７（１Ｈ）；５．９８（１Ｈ）；
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５．８４（１Ｈ）；５．５５（１Ｈ）；３．４（ｓ，３Ｈ）；３．３５（ｓ，３Ｈ）；３
．１５（ｓ，３Ｈ）；０．７２（ｑ，１Ｈ）。
【０１１５】
　ジエチルアジドジカルボキシレート（ＤＡＣ）及びシロリムスのディールス・アルダー
付加物の製造。比較の目的のために、本明細書において記載されている原理に従わない表
題の化合物を製造し、そして評価した。ＤＡＣ（７７ｍｇ、０．０７ｍｌ、０．４３８ｍ
ｍｏｌ）を、無水ＣＨ2Ｃｌ2（５ｍｌ）中でのシロリムス溶液（２００ｍｇ、０．２１９
ｍｍｏｌ）に室温（２４℃）で添加した。その反応混合物を、室温で１０分間撹拌し、そ
して６０℃で１６時間窒素下で還流した。混合物のＴＬＣ分析は、非常に少量のシロリム
スが残ったことを示した（ＴＬＣ条件：酢酸エチル）。従って、その混合物を、室温（２
４℃）まで冷却させた。ＤＡＣ（７７ｍｇ）を反応混合物に添加した。その反応混合物を
、６０℃で３時間窒素下で還流した。殆どのＣＨ2Ｃｌ2を、回転蒸発により蒸発させた。
残りの溶液（０．５ｍｌ）を、調製用ＴＬＣプレート（２０×２０ｃｍ、２０００ミクロ
ン；Ａｎａｌｔｅｃｈ）に適用した。そのプレートを、同様の溶媒系（酢酸エチル）で処
理した。生成物を含むシリコンバンドを回収し、そしてＭｅＯＨ／ＣＨ2Ｃｌ2（１１９；
ｖ／ｖ；４０ｍｌ×３）で３回抽出した。組み合わせた有機抽出物を蒸発させ、そして残
留物を高真空で１６時間乾燥させた。所望の純度のシロリムス　ディールス・アルダー付
加物ＩＸ及びＸ（図６を参照）（１８２ｍｇ、収率７６％）を白色の固体として得た。Ｈ
ＰＬＣ領域－異性体のＩＸ／Ｘの割合は８５／１５であった；ＨＰＬＣ－ＭＳ（ＥＳ）：
ＭＮａ＋　１１１０．６。
【０１１６】
　水素化シロリムスの製造。比較の目的のために、本明細書において記載されている原理
に従わない表題の化合物を製造し、そして評価した。水素化させたシロリムスを、米国特
許番号第５，０２３，２６２号（参照をもって本明細書に組み込まれたものとする）にお
いて記載された方法と同様の方法で製造した。要約すると、シロリムスの水素化を、金属
触媒で、水素圧下で実施して、シロリムスのトリエン部分水素化して、水素化させたシロ
リムスＸＩを提供した（図７を参照）。
【０１１７】
　前処理試薬溶液の製造。この前処理試薬溶液を、少量の放出剤、６．８ｍｇ／ｍＬのＰ
ＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩（緩衝液）、０．３ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡ二ナトリウム（
凝血防止剤）、１．０ｍｇ／ｍＬのサポニン（溶血剤）、０．２％のＰＲＯＣＬＩＮ（登
録商標）３００（保存剤）、０．０２４ｍｇ／ｍＬの硫酸ネオマイシン（保存剤）及び０
．９９ｍｇ／ｍＬのＮａＮ3をｐＨ６．５で含んで製造した。それぞれの前処理試薬溶液
における放出剤の量は、１０μｇ／ｍＬであった。最終反応混合物における放出剤濃度は
、試料から添加された類似体の４６．７μｇ／ｍＬに等しかった。
【０１１８】
　抗シロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体の製造。モノクローナル抗シロリムス
抗体（Ｗｙｅｔｈ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌからのクローン１５５－Ｍ１）を、公
知の技術に従って、標準のヘテロ二官能ＳＭＣＣ（スクシンイミジルトランス－４－（Ｎ
－マレイミジルメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート）リンカーを使用してβ
－ガラクトシダーゼに接合させた。抗体接合体溶液は、約７．５μｇ／ｍＬの抗シロリム
ス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体、３０ｍｇ／ｍＬのプロテアーゼを有さないウシ血
清アルブミン、０．１２６ｍｇ／ｍＬのＭｇＣｌ2、０．０３ｍＬ／ｍＬのエチレングリ
コール、３５．１４ｍｇ／ｍＬのＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、５０ｍｇ／ｍＬのＮ
ａＣｌ及びベータ－ガルムテイン（不活性化β－ガラクトシダーゼ）をｐＨ６．５で含ん
だ。
【０１１９】
　抗タクロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体の製造。モノクローナル抗タクロリ
ムス抗体（クローン１Ｈ６、例えば米国特許番号第７，０７８，４９５号を参照）を、公
知の技術に従って、標準のヘテロ二官能ＳＭＣＣ（スクシンイミジルトランス－４－（Ｎ
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－マレイミジルメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート）リンカーを使用してβ
－ガラクトシダーゼに接合させた。抗体接合体溶液は、約７．５μｇ／ｍＬの抗タクロリ
ムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体、３０ｍｇ／ｍＬのプロテアーゼを有さないウシ
血清アルブミン、０．１２６ｍｇ／ｍＬのＭｇＣｌ2、０．０３ｍＬ／ｍＬのエチレング
リコール、３５．１４ｍｇ／ｍＬのＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、５０ｍｇ／ｍＬの
ＮａＣｌ及びベータ－ガルムテイン（不活性化β－ガラクトシダーゼ）をｐＨ６．５で含
む。
【０１２０】
　磁性クロム粒子の製造。シロリムスクロム粒子（イムノアッセイ固相）を、シロリムス
－ビオチン接合体をストレプトアビジンで被覆したクロム粒子（米国特許番号第７，８４
２，４７５号において記載された方法と同様の方法で製造）に接合することにより製造し
た。クロム粒子試薬は、約２．５ｍｇ／ｍＬのシロリムスクロム粒子スラリー、６０．８
ｍｇ／ｍＬのトレハロース二水和物及び７．２ｍｇ／ｍＬのＣＡＲＢＯＷＡＸ（登録商標
）を含んだ。
【０１２１】
　タクロリムスクロム粒子（イムノアッセイ固相）を、タクロリムス－Ｃ２２スクシネー
ト（米国特許番号第７，８４２，４７５号において記載された方法と同様の方法で製造）
を、グルタルデヒドを介して二酸化クロム粒子上に固定した抗フルオロセイン抗体を前修
飾するため使用したフルオレセインに接合することにより製造した。クロム粒子試薬は、
約２．５ｍｇ／ｍＬのタクロリムス粒子スラリー、６０．８ｍｇ／ｍＬのトレハロース二
水和物及び７．２ｍｇ／ｍＬのＣＡＲＢＯＷＡＸ（登録商標）を含んだ。
【０１２２】
　試料の製造。全血プールのアリコートを少量のシロリムスでスパイクし、校正器におい
て全血試料中のシロリムスの得られた濃度を、表１において示す（０．０ｎｇ／ｍＬ、５
．１ｎｇ／ｍＬ、１０．１ｎｇ／ｍＬ、２０．６ｎｇ／ｍＬ及び３１．６ｎｇ／ｍＬ）。
全血プールのアリコートを少量のタクロリムでスパイクし、校正器において全血試料中の
シロリムスの得られた濃度を、表２において示す（０．０ｎｇ／ｍＬ、２．６ｎｇ／ｍＬ
、５．３ｎｇ／ｍＬ、１１．６ｎｇ／ｍＬ及び３０．１ｎｇ／ｍＬ）。
【０１２３】
　試料の前処理。試料のセットを次のように処理した：それぞれの試料に、内因性特異的
結合タンパク質から試料中のシロリムスを置き換えるために、前記からの少量の前処理試
薬溶液を添加した。その試料を３７℃で１４０分間インキュベートした。続いて、それぞ
れの試料に、さらに以下で記載されている前記アッセイを施し、そしてシグナル（ｍＡＵ
）を測定し、試料中で遊離分析物（内因性結合物質から置き換えられた内因性結合物質＋
分析物により結合されていない分析物）の量を示す分析物の濃度に関連づけた。
【０１２４】
　アッセイ。シロリムスのためのＡＣＭＩＡアッセイを以下のように実施した：１５μＬ
の前記からの全血試料を、前記からの前処理試薬溶液（Ｄｉｓｐｌａｃｅｒ）（表１）と
、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）ＲｘＬ分析器上の容器中で混合した。全血を、超音波
試料探針で血液を最初に混合することにより標準カップから試料採取した。
【０１２５】
　抗シロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体（５０μＬ）を、次に、それぞれの反
応容器に添加し、そしてその混合物を、１０～１５分間、４３℃の温度で保持し、シロリ
ムスを、存在する場合に、抗体試薬と反応させた。ストレプトアビジンで被覆したクロム
粒子に固定させたシロリムス－ビオチン接合体を有するクロム粒子を、それぞれの反応容
器に添加（５０μＬ）し、そして未結合の接合体を結合させた。シロリムスが結合した抗
シロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体は、クロム粒子に結合せず、クロム粒子か
ら溶液を分離するために磁場を前記反応混合物に適用する場合に、上澄みに残っている。
シロリムスが結合した接合体を、それぞれの反応容器からの上澄みを、測光用キュベット
に移し、クロロフェノールレッド－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＣＰＲＧ）の存在で接
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合体の酵素率を測定することにより検出した。それぞれの反応容器についての割合を、５
７７ｎｍ及び７００ｎｍで重クロム酸により測定した。その結果を、以下のカテゴリーに
ついて表１において要約する：検出器について観察された測定シグナル、ｎｇ／ｍＬでの
測定した薬物濃度、ＳＩＲＯに対する置き換えられたパーセンテージ（％）、及び算出さ
れた抗体交差反応性（１００倍したパーセンテージ）。交差反応性は以下に基づいた：
１）　７０μＬの前処理試薬溶液を、１５μＬの試料に対して反応媒体に添加した。合計
反応体積＝３０５μＬ。
２）　１０μｇ／ｍＬのＳＩＲＯ類似体は、前処理試薬溶液中にあった。
３）　前処理試薬からの１０μｇ／ｍＬのＳＩＲＯ類似体は、試料から添加された４６．
７μｇ／ｍＬのＳＩＲＯ類似体に等しい（計算値：７０μＬ×１０μｇ／ｍＬ／１５μＬ
＝４６．７μｇ／ｍＬ）。
４）　０ｎｇ／ｍＬの検量で測定したシロリムス値。
５）　測定値／４６．７は、％での交差反応性である。
【０１２６】



(47) JP 2016-501374 A 2016.1.18

10

20

30

40

【表１】

【０１２７】
　分析物の放出（示された放出剤（Ｄｉｓｐｌａｃｅｒ）の濃度を使用する）及び分析物
のためのアッセイの導入のための前記形式を、タクロリムスを含有する試料について繰り
返した。その結果を表２において要約する。
【０１２８】
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【表２】

【０１２９】
　その結果は、本明細書において記載された原理に従った化合物（Ｖ及びＶＩの混合物）
の実施例が、シロリムス及びタクロリムスのための別々のアッセイにおいて、シロリムス
及びタクロリムスの双方の分析物について放出剤として適していたことを証明する。本明
細書において記載されている原理に従わない化合物（ＩＸ及びＸの混合物、ＸＩ、ＳＩＲ
Ｏ、Ｔａｃｒｏ、及びＦＫＥ）は、比較の目的のために試験されたが、本明細書において
記載されている原理に従った化合物によって示される置き換え効率よりも低い置き換え効
率を示した。ＩＸ及びＸの混合物及び化合物ＸＩの双方は、シロリムスアッセイ抗体と高
い交差反応性を証明し、従って、シロリムスイムノアッセイにおける放出剤として使用す
るために適していない。
【０１３０】
　本明細書において挙げた全ての文献及び特許明細書は、それぞれ個々の文献又は特許明
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細書が参照をもって組込まれたことを明確に及び個々に示すように、参照をもって本明細
書に組み込まれたものとする。
【０１３１】
　前記発明は、理解を明確にする目的のための詳細及び例示によって、いくつか詳細に記
載されているが、本発明の技術の権利において当業者に通常のものであると容易に理解で
き、明らかな変更及び改変は、付属の特許請求の趣旨又は範囲から逸脱しない限りそれら
に実施してよい。さらに、前記記載は、説明の目的のために、本発明の理解を通して提供
する特定の名称を使用した。しかしながら、特的の記載が本発明の実施のために要求され
ないことは当業者に明らかである。従って、本発明の特定の実施態様の前記記載は、例示
及び説明の目的のためであり、それらは、開示された正確な形式に本発明を除外又は制限
することを意図しない。多くの改変及び変更が、前記技術の点で可能である。前記実施態
様は、本発明の原理及びその実施例を説明するために、並びにそれによって他の当業者が
本発明を使用することを可能にするために選択及び記載されている。

【図１】

【図２】

【図３】
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