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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験試料中の対象の検体の量を評価するための免疫アッセイであって、該検体は、代謝
して１以上の交差反応性代謝産物を形成する疎水性薬物であり、該免疫アッセイは、
　（ａ）第一の混合物を形成させるために、１以上の前処理試薬と試験試料を接触させる
段階と、ここで、該１以上の前処理試薬は、細胞を溶解し、試験試料中に存在する検体を
可溶化し、；
　（ｂ）検体又は代謝産物と抗体の複合体を含む第二の混合物を形成させるために、検体
に特異的な抗体と第一の混合物を接触させる段階と；
　（ｃ）抗体と複合体形成しない検体及び代謝産物を除去するために、及び、検体に対す
る抗体の平衡解離定数（ＫＤ）の１０倍～０．１倍まで検体濃度が低下した第三の混合物
を形成させるために、第二の混合物を洗浄する段階と；
　（ｄ）トレーサーとの抗体の複合体（「抗体－トレーサー複合体」）を含む第四の混合
物を形成させるために、検出可能な標識で標識された抗体の特異的結合パートナー（「ト
レーサー」）と第三の混合物を接触させる段階と；
　（ｅ）抗体と複合体形成しないトレーサーを除去するために、第四の混合物を洗浄する
段階と；
　（ｆ）試料中に存在する検体の量の尺度として抗体－トレーサー複合体を検出する段階
とを含み、
　試料中に存在する何らかの１以上の交差反応性代謝産物との交差反応性が１０％未満あ
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る、免疫アッセイ。
【請求項２】
　試料中に存在する何らかの１以上の交差反応性代謝産物との交差反応性が５％未満であ
る、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項３】
　検体に特異的な抗体が、固相上に固定化されている、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項４】
　１以上の前処理試薬が、試料中に存在する何らかの検体結合タンパク質を段階（ａ）で
沈殿させる、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項５】
　第一の混合物から検体結合タンパク質を除去することをさらに含む、請求項４に記載の
免疫アッセイ。
【請求項６】
　段階（ｂ）の抗体量が、試験試料中の検体量の０．１％から１０％の間である、請求項
１に記載の免疫アッセイ。
【請求項７】
　試験試料中と比較した場合、段階（ｃ）の第三の混合物中での検体及び代謝産物濃度が
１０倍から５００倍低下する、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項８】
　段階（ｄ）において、抗体との複合体中に存在する検体量が１．０から１０．０ｎＭの
範囲であり、トレーサーが０．１から１．０ｎＭの間の量存在する、請求項１に記載の免
疫アッセイ。
【請求項９】
　試験試料が全血である、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項１０】
　疎水性薬物が界面活性剤又は有機溶媒中で可溶性である、請求項１に記載の免疫アッセ
イ。
【請求項１１】
　疎水性薬物が免疫抑制剤である、請求項１に記載の免疫アッセイ。
【請求項１２】
　免疫抑制剤が、タクロリムス、シロリムス及びシクロスポリンからなる群から選択され
る、請求項１から請求項１１の何れかに記載の免疫アッセイ。
【請求項１３】
　（ａ）免疫抑制剤がタクロリムスであり、代謝産物が１３－Ｏ－デメチル化タクロリム
ス（Ｍ－Ｉ）、３１－Ｏ－デメチル化タクロリムス（Ｍ－ＩＩ）、１５－Ｏ－デメチル化
タクロリムス（Ｍ－ＩＩＩ）及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるか；
　（ｂ）免疫抑制剤がシクロスポリンであり、代謝産物がＭ１、Ｍ８、Ｍ９、Ｍ１３、Ｍ
１７、Ｍ１８、Ｍ２１及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるか；又は
　（ｃ）免疫抑制剤がシロリムスであり、代謝産物が、１１－ヒドロキシ－シロリムス、
４１－Ｏ－デメチル－シロリムス、７－Ｏ－デメチル－シロリムス、４１－Ｏ－デメチル
－ヒドロキシ－シロリムス及びそれらの組み合わせからなる群から選択される、請求項１
２に記載の免疫アッセイ。
【請求項１４】
　免疫抑制剤がシクロスポリンであり、代謝産物がＭ１７及びＭ１である、請求項１３に
記載の免疫アッセイ。
【請求項１５】
　抗体が、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、Ｆ（ａｂ）’２、キ
メラ抗体、ヒト抗体及び親和性成熟抗体からなる群から選択される、請求項１から請求項
１１の何れかに記載の免疫アッセイ。
【請求項１６】
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　固相が、磁性粒子、ビーズ、試験管、マイクロタイタープレート、キュベット、膜、足
場分子、フィルム、ろ紙、ディスク及びチップからなる群から選択される、請求項３に記
載の免疫アッセイ。
【請求項１７】
　検出可能な標識が、放射性標識、酵素標識、化学発光標識、蛍光標識、温度標識及び免
疫ポリメラーゼ連鎖反応標識からなる群から選択される、請求項１から請求項１１の何れ
かに記載の免疫アッセイ。
【請求項１８】
　トレーサーが、複数の結合パートナーを含む、請求項１から請求項１１の何れかに記載
の免疫アッセイ。
【請求項１９】
　１以上の前処理試薬が、サポニン、メタノール、エチレングリコール及び硫酸亜鉛を含
む、請求項１から請求項１１の何れかに記載の免疫アッセイ。
【請求項２０】
　第二の混合物がアッセイ希釈剤をさらに含む、請求項１から請求項１１の何れかに記載
の免疫アッセイ。
【請求項２１】
　アッセイ希釈剤が、緩衝液、塩、界面活性剤、溶媒又はそれらの組み合わせを含む、請
求項２０に記載の免疫アッセイ。
【請求項２２】
　段階（ｄ）の第四の混合物が界面活性剤をさらに含む、請求項１から請求項１１の何れ
かに記載の免疫アッセイ。
【請求項２３】
　界面活性剤が還元Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００である、請求項２２に記載の免
疫アッセイ。
【請求項２４】
　検体がシクロスポリンであり、トレーサーがアクリジニウムで標識されたシクロスポリ
ンを含む、請求項１から請求項１１の何れかに記載の免疫アッセイ。
【請求項２５】
　段階（ｂ）の抗体が、検体に対するものよりも、１０倍から１０００倍高い、交差反応
性代謝産物に対するＫＤを有する、請求項１から請求項１１の何れかに記載の免疫アッセ
イ。
【請求項２６】
　免疫アッセイが、検体に対する標準曲線の使用によるか又は参照標準に対する比較によ
るかの何れかの、試験試料中の検体量に対して形成される抗体－トレーサー複合体の量に
関する、請求項１から請求項１１の何れかに記載の免疫アッセイ。
【請求項２７】
　（ｉ）第一の温置時間にわたり、段階（ａ）で第一の混合物を温置することと；
　（ｉｉ）第二の温置時間にわたり、段階（ｂ）で第二の混合物を温置することと；
　（ｉｉｉ）第三の温置時間にわたり、段階（ｄ）で第四の混合物を温置することと；
　をさらに含む、請求項１から請求項１１の何れかに記載の免疫アッセイ。
【請求項２８】
　第一の温置時間が、２分から６０分間の時間を含む、請求項２７に記載の免疫アッセイ
。
【請求項２９】
　第二の温置時間が、２分から３０分間の時間を含む、請求項２７に記載の免疫アッセイ
。
【請求項３０】
　第三の温置時間が、２分から３０分間の時間を含む、請求項２７に記載の免疫アッセイ
。
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【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願情報
　本願は、２００７年５月２４日出願の米国仮出願６０／９４０，０６２（この内容は、
参照により本明細書中に組み込まれる。）の優先権を主張する。
【０００２】
　技術分野
　本開示は、検体代謝産物との交差反応性が低下している免疫アッセイに関する。とりわ
け、本開示は、インビボ又はインビトロで代謝して交差反応性代謝産物を形成する疎水性
薬物の試験試料中の濃度又はレベルを決定するための、薬物検体のこのような代謝産物と
の交差反応性が低下している診断用免疫アッセイに関する。特に、本開示は、疎水性薬物
が免疫抑制剤である、このような免疫アッセイに関する。
【背景技術】
【０００３】
　シロリムス（ラパマイシンとしても知られる。）、タクロリムス（ＦＫ５０６としても
知ｇられる。）及びシクロスポリン（「ＣｓＡ」）などの免疫抑制剤は、ヒトにおける、
移植手術後の臓器又は組織拒絶、移植片対宿主病、自己免疫疾患の治療に有効である。薬
物レベルが不十分であると移植片（臓器又は組織）拒絶が起こり、過剰なレベルであると
、不要な副作用及び毒性がもたらされるので、免疫抑制剤治療の間、免疫抑制剤の血液濃
度レベルを監視することは、臨床ケアの重要な態様である。例えば、タクロリムスは、Ｃ
ｓＡの毒性と同様のある程度の毒性を示し、この毒性には、腎毒性、消化管の合併症及び
神経毒性が含まれる。（Ｍｕｒｔｈｙ、Ｊ．Ｎ．ら、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍ
ｉｓｔｒｙ、３１（８）：６１３－６１７（１９９８）参照）。従って、免疫抑制剤の血
液レベルが測定されるので、適切な濃度に薬物レベルを維持するために薬物投与量を調整
することができる。従って、免疫抑制剤血液レベルの決定のための診断用アッセイは、幅
広い臨床用途がある。
【０００４】
　タクロリムスは、土壌中の細菌ストレプトミセス・ツクバエンシス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍ
ｙｃｅｓ　ｔｓｕｋａｂａｅｎｓｉｓ）により産生されるマクロライド系免疫抑制剤に対
する一般名である（Ｉｎａｍｕｒａ、Ｎ．ら、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ、４５（
１）：２０６－２０９（１９８８）参照）。タクロリムスは、特に肝臓、腎臓又は骨髄移
植を受けている患者において、臓器拒絶の予防のために、静脈内及び経口で使用されてき
た。
【０００５】
　シクロスポリンは、土壌真菌トリポクラジウム・インフラータム（Ｔｏｌｙｐｏｃｌａ
ｄｉｕｍ　ｉｎｆｌａｔｕｍ）から得られる免疫抑制剤である。移植後の臓器拒絶を予防
するために主に使用される一方、ＣｓＡはまた、無形成性貧血などのその他の疾患を治療
するため又は移植片対宿主病を予防するためにも使用されてきた。ＣｓＡの作用形式は、
ＩＬ－２遺伝子の転写を妨げることによりＴ細胞活性化を阻止することである。
【０００６】
　タクロリムスは、シクロスポリンＣｓＡよりも５０－１００倍高いインビボ効力を有す
る（Ｍｕｒｔｈｙ、Ｊ．Ｎ．ら、前出（１９９８）参照）。タクロリムスの免疫抑制効果
はＣｓＡと同様であり、細胞毒性Ｔ細胞の生成の選択的阻害を通じたものであると考えら
れる。Ｉｄ．
　その他の免疫抑制剤には、シロリムス、エベロリムス、テムソロリムス、ゾタロリムス
及びミコホフェノール酸（ｍｙｃｏｐｈｏｐｈｅｎｏｌｉｃ　ａｃｉｄ）が含まれる。
【０００７】
　シロリムス、エベロリムス（ＲＡＤ－００１）、テムソロリムス及びゾタロリムスの主
たる標的は、特異的な細胞周期制御タンパク質であるｍＴＯＲ（ラパマイシンの哺乳動物
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標的）であり、その阻害により、サイトカインによるＴリンパ球増殖の抑制が起こる。エ
ベロリムスは、臓器移植の拒絶を予防するために免疫抑制剤として、及び癌抑制剤として
、使用される。エベロリムスの使用における禁忌は、コレステロールレベルのある一定の
上昇（従って心血管性のリスクが高い。）である。
【０００８】
　ミコフェノール酸モフェチル（ＭＭＦ）はミコフェノール酸（ＭＰＡ）のエステル誘導
体であり、腎移植患者において免疫抑制剤として承認されている。プロドラッグＭＭＦは
、インビボで急速に活性のある免疫抑制剤ＭＰＡに変換されるが、これは、イノシンモノ
リン酸デヒドロゲナーゼ２を阻害する。このようにして、ＭＭＤは、特にＴ及びＢリンパ
球においてグアノシンヌクレオチドのデノボ合成を抑制し、それらの増殖を停止させる。
【０００９】
　免疫抑制剤の血液濃度を監視するための様々な異なる診断用免疫アッセイが市販されて
いる。免疫アッセイが様々な形式で利用可能である一方、全て、免疫抑制剤に対する抗体
又は結合タンパク質（例えばＦＫＢＰ）の結合を使用する。一般に使用される先行技術の
免疫アッセイは、免疫抑制剤への第一の抗体の結合及び残りの遊離抗体結合部位への標識
免疫抑制剤（例えば、アクリジニウム化シロリムス又はタクロリムス）の結合と、それに
続くアクリジニウム標識の検出を通じた定量を含むアッセイである。
【００１０】
　これらの免疫アッセイのうちいくつかは、全血試料からタクロリムスを抽出するために
有機溶媒を使用する。有機溶媒は、平衡解離定数（ＫＤ）を上昇させ及び／又はアッセイ
において使用される抗体の機能的活性を低下させる。抗体の活性低下により、アッセイ感
度が低下し、精度及びロバスト性が低下する可能性がある。従って、これらの免疫アッセ
イの有効性には、使用される免疫抑制剤に対する特定の抽出及び変性溶媒が影響する。
【００１１】
　同様に、免疫抑制剤に対する代謝産物のインビボでの生成により、アッセイ結果に影響
が及ぼされ得る。最新の文献により、ＣｓＡ代謝産物　Ｍ１７（ＡＭ１としても知られる
。）及びＭ１（ＡＭ９としても知られる。）の生成によって、活性親薬物（ＣｓＡ）の濃
度が隠蔽され得ることが示唆される。タクロリムス及びシロリムスは、インビボで代謝産
物を形成することが知られている。タクロリムスの第１世代の主要な代謝産物は、１３－
Ｏ－デメチル化タクロリムス（「Ｍ－Ｉ」）、３１－Ｏ－デメチル化タクロリムス（「Ｍ
－ＩＩ」）及び１５－Ｏ－デメチル化タクロリムス（「Ｍ－ＩＩＩ」）である。
【００１２】
　血清中のＭＰＡの測定のための免疫アッセイ（例えばＭＭＦ処理後）によって、ＨＰＬ
Ｃ法で得られる結果よりも高い結果が得られる。これは、モノクローナル抗体とのＭＰＡ
代謝産物の交差反応性によるものと考えられる。ＭＰＡは、主にグルクロニド誘導体（Ｍ
ＰＡＧ）（これは不活性であると考えられる。）に代謝される。最近、ＭＰＡのアシルグ
ルクロニドを含む、ＭＰＡの２種類のその他の代謝産物が同定された。
【００１３】
　言うまでもないが、免疫抑制剤の適切な投与量は臓器移植患者にとって重要であり、代
謝産物の存在下で正確かつ再現性をもって測定される必要がある。
【００１４】
　従って、当技術分野において、免疫抑制剤の交差反応性代謝産物存在下で、薬物検体（
例えば免疫抑制剤）を正確に測定することができるようにする新しい免疫アッセイが必要
とされる。本開示の目的は、このような免疫アッセイを提供することである。さらなる目
的は、代謝産物との交差反応性を低下させるための抽出試薬組成の改変に伴う問題を最適
に回避するこのような免疫アッセイを提供することである。さらに別の目的は、交差反応
性薬物代謝産物との交差反応性を低下させるための、抗体又は抗体最適化の選択に伴う費
用及び労力の検討事項を最適に回避する免疫アッセイを提供することである。さらなる目
的及び実施形態は本明細書中の記述から明らかとなろう。
【先行技術文献】
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【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Ｍｕｒｔｈｙ、Ｊ．Ｎ．他、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔ
ｒｙ、３１（８）、１９９８年、ｐ．６１３－６１７
【非特許文献２】Ｉｎａｍｕｒａ、Ｎ．他、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ、４５（１
）、１９８８年、ｐ．２０６－２０９
【発明の概要】
【００１６】
　ある実施形態において、本開示は、試験試料中の対象の検体の量を評価するための免疫
アッセイに関し、ここで、検体は、代謝して１以上の交差反応性代謝産物を形成する疎水
性薬物であり、本免疫アッセイの、試料中に存在する何らかの１以上の交差反応性代謝産
物との交差反応性は約１０％未満（場合によっては約５％未満の交差反応性）である。試
験試料は、全血を含む、様々な患者試料であり得る。
【００１７】
　疎水性薬物は、界面活性剤又は有機溶媒中で可溶性であるものである。ある実施形態に
おいて、疎水性薬物は、免疫抑制剤であり、特に免疫抑制剤は、タクロリムス、シロリム
ス及びシクロスポリンからなる群から選択される。ある態様において、免疫抑制剤はタク
ロリムスであり、代謝産物は、Ｍ－Ｉ、Ｍ－ＩＩ、Ｍ－ＩＩＩ及びそれらの組み合わせか
らなる群から選択される。別の態様において、免疫抑制剤はシクロスポリンであり、代謝
産物は、Ｍ１（ＡＭ９としても知られる。）、Ｍ８、Ｍ９、Ｍ１３、Ｍ１７（ＡＭ１とし
ても知られる。）、Ｍ１８、Ｍ２１及びそれらの組み合わせからなる群から選択される。
さらに別の態様において、免疫抑制剤はシクロスポリンであり、代謝産物は、ＡＭ１及び
ＡＭ９である。さらに別の態様において、免疫抑制剤はシロリムスであり、代謝産物は、
１１－ヒドロキシ－シロリムス、４１－Ｏ－デメチル－シロリムス、７－Ｏ－デメチル－
シロリムス及び／又は４１－Ｏ－デメチル－ヒドロキシ－シロリムス及びそれらの組み合
わせからなる群から選択される。
【００１８】
　ある実施形態において、免疫アッセイは、
　（ａ）第一の混合物を形成させるために、１以上の前処理試薬と試験試料を接触させ（
ここで、１以上の前処理試薬は、あらゆる細胞を溶解し、試験試料中に存在するあらゆる
検体を可溶化する。）；
　（ｂ）検体又は代謝産物と抗体の複合体を含む第二の混合物を形成させるために、検体
に特異的な抗体と第一の混合物を接触させ；
　（ｃ）抗体と複合体形成しないあらゆる検体及びあらゆる代謝産物を除去するために、
及び、検体に対する抗体の平衡解離定数（ＫＤ）付近まで検体濃度が低下する第三の混合
物を形成させるために、第二の混合物を洗浄し；
　（ｄ）トレーサーとの抗体の複合体（「抗体－トレーサー複合体」）を含む第四の混合
物を形成させるために、検出可能な標識で標識された抗体の特異的結合パートナー（「ト
レーサー」）と第三の混合物を接触させ；
　（ｅ）抗体と複合体形成しない何れのトレーサーをも除去するために、第四の混合物を
洗浄し；
　（ｆ）試料中に存在する検体量の尺度として抗体－トレーサー複合体を検出する、
　段階を含む。ある実施形態において、段階（ｂ）の検体に特異的な抗体を固相に結合さ
せる。
【００１９】
　このような免疫アッセイのある態様において、１以上の前処理試薬は、試料中に存在す
るあらゆる検体結合タンパク質を段階（ａ）において沈殿させる。場合によっては、本ア
ッセイは、第一の混合物からあらゆる検体結合タンパク質を除去することをさらに含む。
１以上の前処理試薬は、ある態様において、サポニン、メタノール及び硫酸亜鉛を含む１
以上の前処理試薬を含む、様々な異なる前処理試薬から選択され得る。別の態様において
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、１以上の前処理試薬は、メタノール、エチレングリコール及び硫酸亜鉛（例えば、場合
によっては第二の前処理試薬中に存在する。）と組み合わせて、サポニン（例えば、場合
によっては第一の前処理試薬中に存在する。）を含む。
【００２０】
　このような免疫アッセイの別の態様において、場合によっては、検体に特異的な抗体は
固相上に固定化される。抗体は、様々な異なる抗体から選択され得る。ある態様において
、抗体は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体、ヒト化抗体、Ｆ（ａｂ）’２、キ
メラ抗体、ヒト抗体及び親和性成熟抗体からなる群から選択され得る。固相は、ある態様
において、磁性粒子、ビーズ、試験管、マイクロタイタープレート、キュベット、膜、足
場分子、フィルム、ろ紙、ディスク及びチップからなる群から選択される固相を含む、様
々な異なる固相であり得る。
【００２１】
　このような免疫アッセイのさらに別の態様において、トレーサーに対して使用される検
出可能な標識は、検出可能な標識が、放射性標識、酵素標識、化学発光標識、蛍光標識、
温度標識及び免疫ポリメラーゼ連鎖反応標識からなる群から選択されるある態様において
含む、様々な異なる検出可能な標識であり得る。場合によっては、トレーサーは複数の結
合パートナーを含み得る。
【００２２】
　このような免疫アッセイにおいて、ある実施形態において、第二の混合物は、アッセイ
希釈剤をさらに含む。場合によっては、アッセイ希釈剤は、緩衝液、塩、界面活性剤又は
それらの組み合わせを含む。さらに、場合によっては、アッセイ希釈剤は、緩衝液、塩、
界面活性剤、溶媒又はそれらの組み合わせを含む。別の態様において、段階（ｄ）の第四
の混合物は、界面活性剤をさらに含む。場合によっては、界面活性剤は、芳香族又は化学
的還元形態の何れかのＴｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００である。ある実施形態におい
て、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００は、還元Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００
である。
【００２３】
　このような免疫アッセイのある態様において、段階（ｂ）の抗体は、交差反応性代謝産
物に対して、検体に対するものよりも約１０倍から約１０００倍高いＫＤを有する。
【００２４】
　このような免疫アッセイのさらなる態様において、段階（ｂ）の抗体量は、試験試料中
の検体量の約０．１％から約１０％の間である。さらに、またさらなる態様において、検
体及び代謝産物濃度は、段階（ｃ）の第三の混合物中では、試験試料中と比較した場合、
約１０倍から約５００倍低い。さらに、別の態様において、段階（ｄ）で、抗体との複合
体中に存在する検体の量は約１．０から約１０．０ｎＭの範囲であり、トレーサーは、約
０．１から約１．０ｎＭの間の量、存在する。
【００２５】
　このような免疫アッセイのさらに別の態様において、場合によっては、免疫アッセイは
、（ｉ）第一の温置時間にわたり、段階（ａ）において第一の混合物を温置することと；
（ｉｉ）第二の温置時間にわたり、段階（ｂ）において第二の混合物を温置することと；
（ｉｉｉ）第三の温置時間にわたり、段階（ｄ）において第四の混合物を温置することと
、をさらに含む。第一の温置時間は、場合によっては、約２分から約６０分間の時間を含
む。第二の温置時間は、場合によっては、約２分から約３０分間の時間を含む。第三の温
置時間は、場合によっては、約２分から約３０分間の時間を含む。
【００２６】
　このような免疫アッセイのまたさらなる態様において、場合によっては、免疫アッセイ
は、検体に対する標準曲線の使用によるか又は参照標準との比較によるかの何れかの、試
験試料中の検体量に対して形成される抗体－トレーサー複合体の量に関する。
【図面の簡単な説明】
【００２７】
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【図１】タクロリムスの構造を示す。
【図２】シクロスポリンＡ（「ＣｓＡ」左）及びＣｓＡの代謝産物（右）（これは、「Ａ
Ｍ１又はＭ１７」と呼ばれる。）の構造を示す。ＣｓＡ及び代謝産物Ｍ１７（ＡＭ１）の
分子式及び分子量は、対応する構造の下に挙げる。
【図３Ａ】図３Ａ及び３Ｂは、シロリムスの構造（図３Ａ）及びシロリムスとエベロリム
ス（ＲＡＤ）の構造の相違（図３Ｂ）を示す。
【図３Ｂ】図３Ａ及び３Ｂは、シロリムスの構造（図３Ａ）及びシロリムスとエベロリム
ス（ＲＡＤ）の構造の相違（図３Ｂ）を示す。
【図４】セクションＩＩ（診断用免疫アッセイ）「代表的免疫アッセイ」でさらに述べら
れる本開示による代表的な２段階免疫アッセイを示す。
【図５】実施例３に記載のとおりの相対光単位（ＲＬＵ）シグナルにおけるトレーサーＴ
ｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００濃度の効果のグラフである。横座標：トレーサーにお
ける％Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００（「ＴＸ１００」）。縦座標：ＲＬＵシグナ
ル。記号：菱型、較正物質Ａ（０ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ）；四角、較正物質Ｆ（１５００ｎ
ｇ／ｍＬ　ＣｓＡ）。
【図６】実施例３に記載のとおりの％濃度ＣＶにおけるトレーサーＴＸ１００濃度の効果
のグラフである。横座標：トレーサーにおける％ＴＸ１００。縦座標：平均％ＣＶ。記号
：シリーズ１較正物質（０ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡを含有する較正物質Ａ）に対して得られる
データ点。
【図７】実施例４に記載のとおり、曲線の形態における抽出法の影響を示すグラフである
。横座標：ｎｇ／ｍＬでのＣｓＡ濃度。縦座標：ＲＬＵシグナル。記号：菱型、ＡＲＣＨ
ＩＴＥＣＴ（登録商標）前処理を用いたアッセイ結果；四角、ＡｘＳＹＭ（登録商標）前
処理を用いたアッセイ結果；丸、ＴＤｘ前処理を用いたアッセイ結果。
【図８】実施例５に記載のとおりの、アッセイ希釈剤へのＴＸ１００添加の影響を示すグ
ラフである。横座標：ｎｇ／ｍＬでのＣｓＡ濃度。縦座標：ＲＬＵシグナル。記号：四角
、ＴＸ１００添加；菱型、ＴＸ１００添加なし。
【発明を実施するための形態】
【００２８】
　本開示は、検体代謝産物（検体はインビボ又はインビトロで代謝する疎水性薬物である
。）との交差反応性が低下している免疫アッセイを提供する。特に、本開示は、試験試料
中の疎水性薬物の濃度又はレベルを測定するための、検体薬物の代謝産物との交差反応性
が低下している診断用免疫アッセイを提供する。ある実施形態において、疎水性薬物は免
疫抑制剤である。
【００２９】
　Ｉ．定義
　ａ．インビボ又はインビトロで代謝する疎水性薬物。本明細書中で使用される場合、「
疎水性薬物」は、水に曝露される薬物分子の表面積を減少させる熱力学傾向があり、その
結果、水溶液中で溶解度が低くなる（例えば水に難溶性又は水に不溶性である薬物）もの
である。疎水性薬物は、米国薬局方（Ｕ．Ｓ．Ｐ．）、その他の国の薬局方などの様々な
薬局方及びその他の医学的著作物に記載されている。溶解性は、当技術分野で周知の様々
な手段により評価することができる（例えば、水及び緩衝液とｎーオクタノール又はシク
ロヘキサンとの間の分配係数。）。「インビボ又はインビトロで代謝する疎水性薬物」は
、生化学的修飾又は分解を通じて（例えば特定の酵素系を通じて）、別の化合物、通常は
、極性生成物としてより容易に排泄される脂溶性化学化合物へと変換される疎水性薬物で
ある。本開示は、代謝して（本明細書中に記載のように）交差反応性代謝産物を形成する
疎水性薬物にのみ関する。例としては、免疫抑制剤ならびにステロイド薬（例えば、プレ
ドニゾン、プレドニゾロン、コルチゾンなど）が挙げられる。
【００３０】
　ｂ．免疫抑制剤。本明細書中で使用される場合、「免疫抑制剤（ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐ
ｒｅｓｓｉｖｅ　ｄｒｕｇ）」、「免疫抑制剤（ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ　
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ａｇｅｎｔ）」又は「免疫抑制剤（ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｎｔ）」という用語
は、対象における免疫系活性を遅らせるか又は停止させる薬物を指す。免疫抑制剤は、臓
器移植後、対象の免疫系が免疫反応を開始させるのを妨げるために、又は過活動免疫系に
より引き起こされる疾患を治療するために、対象に与えられ得る。免疫抑制剤の例には、
以下に限定されないが、次のもの：カルシニューリン阻害剤、例えば、以下に限定されな
いが、シクロスポリン、タクロリムスなど、ラパマイシンの標的（ｍＴＯＲ）、例えば、
以下に限定されないが、シロリムス、エベロリムス、ゾタロリムス又はテムソロリムスな
ど、又はイノシンモノリン酸デヒドロゲナーゼの阻害剤、例えばミコフェノール酸モフェ
チルなど、ジヒドロ葉酸レダクターゼの阻害剤、例えば、以下に限定されないが、メトト
レキセートなど、コルチコステロイド、例えば、以下に限定されないが、プレドニゾロン
及びメチルプレドニゾロンなど、又は免疫抑制性代謝拮抗剤、例えば、以下に限定されな
いが、アザチオプリンなどが含まれる。
【００３１】
　ｃ．抗体。本明細書中で使用される場合、「抗体（「ａｎｔｉｂｏｄｙ」及び「ａｎｔ
ｉｂｏｄｉｅｓ」）」という用語は、モノクローナル抗体、多特異性抗体、ヒト抗体、ヒ
ト化抗体（完全又は部分的ヒト化）、動物抗体、例えば、以下に限定されないが、鳥類（
例えば、アヒル又はガチョウ）、サメ又はクジラ、非霊長類を含む哺乳動物（例えば、ウ
シ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター、モルモット、ネコ
、イヌ、ラット、マウスなど）又は非ヒト霊長類（例えば、サル、例えばカニクイザル、
チンパンジーなど）、組み換え抗体、ヒト化抗体、キメラ抗体、１本鎖Ｆｖ（「ｓｃＦｖ
」）、１本鎖抗体、単一ドメイン抗体、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ）’２を含むＦ（ａｂ’）
断片、ジスルフィド結合Ｆｖ（「ｓｄＦｖ」）及び抗イディオタイプ（「抗－Ｉｄ」）抗
体（例えば、本開示の抗体に対する抗－Ｉｄ抗体を含む。）及び上記の何れかの機能的に
活性を有するエピトープ結合断片を指す。特に、抗体は、免疫グロブリン分子及び免疫グ
ロブリン分子の免疫学的に活性を有する断片、即ち、抗原結合部位を含有する分子を含む
。免疫グロブリン分子は、何らかのタイプ（例えば、ＩｇＧ、ＩｇＥ、ＩｇＭ、ＩｇＤ、
ＩｇＡ及びＩｇＹ）、クラス（例えば、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３、ＩｇＧ４、Ｉｇ
Ａ１及びＩｇＡ２）又はサブクラスのものであり得る。
【００３２】
　本明細書中で使用される場合、「ヒト化」抗体という用語は、所定の抗原に結合するこ
とができ、実質的にヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を有するフレームワーク領域及び
実質的に非ヒト免疫グロブリンのアミノ酸配列を有するＣＤＲを含む、免疫グロブリン変
異体又はその断片を指す。通常、ヒト化抗体は、非ヒトであるソースからそれに導入され
る１以上のアミノ酸残基を含む。一般に、ヒト化抗体は、ＣＤＲ領域の全て又は実質的に
全てが非ヒト免疫グロブリンのものと対応する少なくとも１及び通常は２つの可変ドメイ
ン（Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、Ｆａｂｃ、Ｆｖなど）の実質的に全てを含み、
フレームワーク（「ＦＲ」）領域の全て又は実質的に全ては、ヒト免疫グロブリンコンセ
ンサス配列のものである。ヒト化抗体は、最適には、免疫グロブリン定常領域（「Ｆｃ」
）の少なくとも一部（通常はヒト免疫グロブリンのもの）を含む。一般に、抗体は、軽鎖
ならびに少なくとも重鎖の可変ドメインの両方を含有する。ヒト化抗体は、ＩｇＭ、Ｉｇ
Ｇ、ＩｇＤ、ＩｇＡ及びＩｇＥ及び何らかのアイソタイプ（ＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ

３及びＩｇＧ４を含む。）を含む免疫グロブリンの何らかのクラスから選択され得る。ヒ
ト化抗体は、複数のクラス又はアイソタイプからの配列を含み得、所望のエフェクター機
能を最適化するために特定の定常ドメインを選択することは、当業者の範囲内である。
【００３３】
　ｄ．捕捉抗体。免疫アッセイにおいて試料からの検体の捕捉（例えば分離）のために使
用される抗体は、「捕捉抗体」と呼ばれる。本明細書中に記載のように、捕捉抗体には、
検体の特異的結合パートナーである抗体が含まれる（例えば、免疫抑制剤などの疎水性薬
物）。
【００３４】
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　ｅ．特異性。本明細書中で使用される場合、特異的な結合ペア（本明細書中で定義され
るように、例えば抗原及び抗体）のメンバー間の相互作用に関して、「特異的」又は「特
異性」は、相互作用の選択的反応性を指す。従って、例として、「検体に特異的」という
語句及びその類似語は、免疫抑制剤（以下に限定されないが、タクロリムス、シロリムス
、エベロリムス及びＣｓＡを含む。）などの検体に特異的に結合する、及びその他の結合
競合物質（以下に限定されないが、代謝産物、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、作
用物質又は薬物など）に特異的に結合しない、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、融
合タンパク質及び抗体を指す。免疫抑制剤に特異的に結合する、ペプチド、ポリペプチド
、タンパク質又は抗体は、例えば診断用免疫アッセイ、ＢＩＡｃｏｒｅ（登録商標）、Ｋ
ｉｎＥｘＡ（登録商標）又は当技術分野で公知のその他のアッセイにより測定した場合、
より低い結合親和性で、その他の代謝産物、ペプチド、ポリペプチド、タンパク質、作用
物質又は薬物に結合し得る。免疫抑制剤に免疫特異的に結合する抗体又は抗体断片は、例
えば、診断用免疫アッセイ、ＢＩＡｃｏｒｅ（登録商標）、ＫｉｎＥｘＡ（登録商標）又
は当技術分野で公知のその他の技術により、同定することができる。抗体は、以下に限定
されないが、放射性免疫アッセイ（「ＲＩＡ」）及び酵素免疫測定法アッセイ（「ＥＬＩ
ＳＡ」）などの実験技術を用いて測定した場合、何らかの交差反応性抗原に対する結合親
和性よりも高い結合親和性で、免疫抑制剤に免疫特異的に結合する（例えば、Ｐａｕｌ編
、「Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ」、第２版、Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓ
ｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、ｐ．３３２－３３６（１９８９）参照）。
【００３５】
　ｆ．結合定数（例えば、ＫＤ、ｋａ及びｋｄ）。本明細書中で使用される場合、交換可
能に使用される場合に、「平衡解離定数」又は「ＫＤ」という用語は、本明細書中で、会
合速度定数（ｋｏｎ）で解離速度定数（ｋｏｆｆ）を割ることにより得られる値を指す。
抗原に対する抗体の結合親和性を表すために、会合速度定数、解離速度定数及び平衡解離
定数が使用される。
【００３６】
　「会合速度定数」、「ｋｏｎ」又は「ｋａ」という用語は、本明細書中で交換可能に使
用される場合、下記の式により示されるような、抗体のその標的抗原への結合速度又は抗
体と抗原との間の複合体形成の速度を示す値を指す：
　抗体（「Ａｂ」）＋抗原（「Ａｇ」）→Ａｂ－Ａｇ。
【００３７】
　会合速度定数を決定するための方法は当技術分野で周知である。例えば、ＢＩＡｃｏｒ
ｅ（登録商標）（Ｓｗｅｄｅｎ）アッセイを使用することができる。さらに、Ｓａｐｉｄ
ｙｎｅ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏｉｓｅ、Ｉｄａｈｏ）から入手可能なＫｉｎＥｘ
Ａ（登録商標）（結合平衡除外アッセイ）アッセイを使用することもできる。
【００３８】
　「解離速度定数」、「ｋｏｆｆ」又は「ｋｄ」という用語は、本明細書中で交換可能に
使用される場合、下記の式により示されるような、その標的抗原からの抗体の解離速度又
は時間経過に伴う遊離Ａｂ及び抗原へのＡｂ－Ａｇ複合体の分離を示す値を指す：
　Ａｂ＋Ａｇ←Ａｂ－Ａｇ。
【００３９】
　解離速度定数を決定するための方法は当技術分野で周知である。例えば、ＢＩＡｃｏｒ
ｅ（登録商標）（生体分子相互作用分析）アッセイを使用することができる（例えば、Ｂ
ＩＡｃｏｒｅ　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　ＡＢ、ＧＥ　Ｈｅａｔｈｃａｒｅ社、Ｕｐ
ｐｓａｌａ、Ｓｗｅｄｅｎから入手可能な機器）。さらに、Ｓａｐｉｄｙｎｅ　Ｉｎｓｔ
ｒｕｍｅｎｔｓ（Ｂｏｉｓｅ、Ｉｄａｈｏ）から入手可能なＫｉｎＥｘＡ（登録商標）（
結合平衡除外アッセイ）アッセイも使用することができる。
【００４０】
　ｇ．結合競合物質（例えば交差反応性代謝産物）。本明細書中で使用される場合、「結
合競合物質」という用語は、関心のあるエピトープを含有する分子と競合するか又は交差
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反応し、従って、分子がその特異的結合パートナーと相互作用するか結合することを妨害
する、何らかの分子を指す。好ましくは、関心のあるエピトープを含有する分子と競合す
るか又は交差反応する分子は、関心のあるエピトープを含有する分子よりも低い親和性（
以下に限定されないが、より高いＫＤ、より高いｋｄ又はより低いｋａなど）で、特異的
結合パートナーに結合する。
【００４１】
　代謝産物結合競合物質の例には、例えば、以下に限定されないが、免疫抑制剤の代謝産
物を含む薬物の代謝産物：例えば、１３－Ｏ－デメチル化タクロリムス（「Ｍ－Ｉ」）、
３１－Ｏ－デメチル化タクロリムス（「Ｍ－ＩＩ」）及び１５－Ｏ－デメチル化タクロリ
ムス（「Ｍ－ＩＩＩ」）（これは、タクロリムスの代謝産物である。）；又はＭ１、Ｍ８
、Ｍ９、Ｍ１３、Ｍ１７、Ｍ１８又はＭ２１（これは、シクロスポリンの代謝産物である
。）が含まれる。ＣｓＡ及びその代謝産物は、文献において（例えば、Ｋａｈａｎら、「
Ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ　Ｄｏｃｕｍｅｎｔ：Ｈａｗｋ’ｓ　Ｃａｙ　Ｍｅｅｔｉｎｇ　ｏｎ
　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　Ｄｒｕｇｓ　Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｏｆ　Ｃｙｃｌｏｓｐ
ｏｒｉｎｅ」、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．、３６／８：１５１０－１５１６（１９９０）（こ
れは、代謝産物に関するその教示に対して参照により本明細書中に組み込まれる。）にお
いて）詳述されている。例えば、シクロスポリン抗体は、親シクロスポリン薬物に対する
９．５ｘ１０－１０ＭのＫＤ及び代謝産物Ｍ１７に対する１．４５ｘ１０－８ＭのＫＤを
有する。結合競合物質はまた、ハプテン；ホルモン；薬物；酵素；受容体；タンパク質；
ペプチド；ポリペプチド；オリゴヌクレオチド；又はポリヌクレオチドも含み得る。
【００４２】
　ｈ．交差反応性。本明細書中で使用される場合、「交差反応する」又は「交差反応性」
という用語は、通常は異なる親和性で、同じ特異的結合パートナーにおける同じ部位と反
応する、２つのエピトープ、分子又はリガンドの能力を指す。
【００４３】
　ｉ．エピトープ。本明細書中で使用される場合、「エピトープ（ｅｐｉｔｏｐｅ）」、
「エピトープ（ｅｐｉｔｏｐｅｓ）」又は「関心のあるエピトープ」という用語は、認識
され、その特異的結合パートナー上の相補的部位に結合することができる、何らかの分子
における部位を指す。分子及び特異的結合パートナーは、特異的な結合ペアの一部である
。例えば、エピトープは、ポリペプチド、タンパク質、ハプテン、糖質抗原（以下に限定
されないが、糖脂質、糖タンパク質又はリポ多糖類など）又は多糖類及びその特異的結合
パートナーであり得、以下に限定されないが抗体であり得る。
【００４４】
　ｊ．緩衝液。使用され得る緩衝液の例には、以下に限定されないが、２－（Ｎ－モルホ
リノ）エタンスルホン酸［「ＭＥＳ」］、３－（Ｎ－モルホリノ）プロパンスルホン酸［
「ＭＯＰＳ」］、（４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジンエタンスルホン酸）
［「ＨＥＰＥＳ」］、２－アミノ－２－ヒドロキシメチル－１，３－プロパンジオール［
トリスヒドロキシメチルアミノメタン又は「トリス」］、リン酸、クエン酸、ホウ酸緩衝
液又はそれらの組み合わせが含まれる。ある実施形態において、ＭＥＳは好ましい緩衝液
である。
【００４５】
　ｋ．塩。使用され得る塩の例は、塩化ナトリウム、塩化カリウム、硫酸亜鉛又はそれら
の組み合わせである。好ましい塩は塩化ナトリウムである。
【００４６】
　ｌ．タンパク質。使用され得るタンパク質の例は、ウシ血清アルブミン（「ＢＳＡ」）
、魚ゼラチン、ウシガンマグロブリン又はそれらの組み合わせである。好ましいタンパク
質はウシガンマグロブリンである。
【００４７】
　ｍ．溶媒。使用され得る溶媒の例は有機溶媒である。使用され得る有機溶媒の例には、
以下に限定されないが、ジメチルホルムアミド、ジメチルスルホキシド、プロピレングリ
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コール、エチレングリコール、メタノール、エタノール又はそれらの組み合わせが含まれ
る。好ましい溶媒は、メタノール及びエチレングリコールである。
【００４８】
　ｎ．アッセイ希釈剤。本明細書中で使用される場合、「アッセイ希釈剤」という用語は
、診断用免疫アッセイの反応条件のために使用することができる何らかの液体又は固体物
質を指す。アッセイ希釈剤の組成は、アッセイ希釈剤がどのように使用されるべきかに依
存して変化する（例えば様々な疎水性薬物アッセイに対してさらに最適化され得る。）。
例えば、アッセイ希釈剤は、少なくとも１つの緩衝液、場合によっては少なくとも１つの
塩、場合によっては少なくとも１つの界面活性剤及び／又は場合によっては少なくとも１
つの溶媒（例えば水）を含み得る。ある実施形態において、アッセイ希釈剤は、例えば、
以下に限定されないが、メタノール、エチレングリコール又はプロピレングリコールを含
む、１以上の液体又は固体有機添加物又は界面活性剤をさらに含む。さらに、アッセイ希
釈剤は、少なくとも１つの緩衝液、場合によっては少なくとも１つの塩、場合によっては
少なくとも１つの界面活性剤及び場合によっては少なくとも１つの溶媒の何らかの組み合
わせを含み得る。別の例として、アッセイ希釈剤は、約５から約８のｐＨを有する緩衝液
（例えばＭＥＳ緩衝液）及び約１Ｍから約４．５Ｍ（例えば、特に約１．９Ｍ　ＮａＣｌ
又は約４．５Ｍ　ＮａＣｌ）の濃度を有する塩を含み得る。市販のアッセイ、例えばＡＲ
ＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）、ＴＤｘ又はＡｘＳＹＭ（登録商標）分析装置（Ａｂｂｏｔ
ｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）に対するアッセイから
のアッセイ希釈剤を使用することができる。通常、アッセイ希釈剤は各アッセイに対して
カスタマイズされる。
【００４９】
　ｏ．前処理試薬（例えば、溶解、沈殿及び／又は可溶化剤）。本明細書中に記載のよう
に診断用アッセイで使用される前処理試薬は、あらゆる細胞を溶解し、試験試料中に存在
するあらゆる検体を可溶化するものである。とりわけ、検体を可溶化することは、試料中
に存在するあらゆる内在性結合タンパク質（「検体結合タンパク質」）からの検体の放出
を伴う。一般に、１以上の前処理試薬を使用することができ、例えば、１つの前処理試薬
を単独で使用することができるか、又は第二又は第三など、その他の前処理試薬とともに
第一の前処理試薬を使用することができる。前処理試薬、例えば、１以上の前処理試薬の
使用は、均一系であり得るか（分離段階を必要としない。）又は不均一系であり得る（分
離段階を必要とする。）。不均一系の前処理試薬を使用して、アッセイの次の段階に進む
前に、試験試料からあらゆる検体結合タンパク質をさらに除去する。前処理試薬は、（ａ
）１以上の溶媒及び塩、（ｂ）１以上の溶媒、塩及び界面活性剤、（ｃ）界面活性剤又は
（ｄ）界面活性剤及び塩を含み得る。
【００５０】
　ｐ．洗浄緩衝液。洗浄緩衝液は、アッセイ洗浄段階のために使用され、市販のＡＲＣＨ
ＩＴＥＣＴ（登録商標）洗浄緩衝液（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂ
ｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）を指すが、別の洗浄緩衝液（例えば界面活性剤の少量を含む緩
衝食塩水）もまた場合によっては使用することができる。
【００５１】
　ｑ．界面活性剤。使用することができる界面活性剤の例には、以下に限定されないが、
陰イオン性界面活性剤、陽イオン性界面活性剤、非イオン性界面活性剤又は両性イオン界
面活性剤が含まれる。試験試料などの試料内に含有される関心のあるタンパク質又はその
他の検体を安定化及び／又は可溶化するために、一連の診断用免疫アッセイ中の非特異的
結合を阻止するために、試料内に含有される細胞を破裂させるために、など、１以上の界
面活性剤を含有するアッセイ希釈剤を使用することができる。陰イオン性界面活性剤には
、以下に限定されないが、ケノデオキシコール酸、ケノデオキシコール酸ナトリウム塩、
コール酸、デヒドロコール酸、ジギトニン、ジギトキシゲニン、Ｎ，Ｎ－ジメチルドデシ
ルアミンＮ－オキシド、ドクサートナトリウム塩、グリコケノデオキシコール酸ナトリウ
ム塩、グリココール酸水和物、グリココール酸ナトリウム塩水和物、グリコデオキシコー
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ル酸モノ水和物、グリコリトコール酸３－硫酸２ナトリウム塩、グリコリトコール酸エチ
ルエステル、Ｎ－ラウロイルサルコシンナトリウム塩、Ｎ－ラウロイルサルコシン溶液、
ドデシル硫酸リチウム、ルゴール溶液、１－オクタンスルホン酸ナトリウム塩、１－ブタ
ンスルホン酸ナトリウム、１－デカンスルホン酸ナトリウム、１－ドデカンスルホン酸ナ
トリウム、１－ヘプタンスルホン酸ナトリウム無水物、１－ノナンスルホン酸ナトリウム
、１－プロパンスルホン酸ナトリウムモノ水和物、２－ブロモエタンスルホン酸ナトリウ
ム、コール酸ナトリウム水和物、コール酸ナトリウム、デオキシコール酸ナトリウム、デ
オキシコール酸ナトリウムモノ水和物、ドデシル硫酸ナトリウム、ヘキサンスルホン酸ナ
トリウム無水物、オクチル硫酸ナトリウム、ペンタンスルホン酸ナトリウム無水物、タウ
ロコール酸ナトリウム、タウロケノデオキシコール酸ナトリウム塩、タウロデオキシコー
ル酸ナトリウム塩モノ水和物、タウロデオキシコール酸ナトリウム塩水和物、タウロリト
コール酸３－硫酸２ナトリウム塩、タウロウルソデオキシコール酸ナトリウム塩、ウルソ
デオキシコール酸又はそれらの組み合わせが含まれ、全て、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＩから入手可能である。
【００５２】
　陽イオン性界面活性剤には、以下に限定されないが、アルキルトリメチルアンモニウム
ブロミド、塩化ベンザルコニウム、塩化ベンジルジメチルヘキサデシルアンモニウム、ベ
ンジルジメチルヘキサデシルアンモニウムブロミド、ベンジルトリメチルアンモニウムテ
トラクロロヨウ素酸塩、ジメチルジオクタデシルアンモニウムブロミド、ドデシルエチル
ジメチルアンモニウムブロミド、ドデシルトリメチルアンモニウムブロミド、エチルヘキ
サデシルジメチルアンモニウムブロミド、ジラール試薬Ｔ、ヘキサデシルトリメチルアン
モニウムブロミド又はそれらの組み合わせが含まれ、全て、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＩから入手可能である。
【００５３】
　非イオン性界面活性剤には、以下に限定されないが、ＢｉｇＣＨＡＰ、ビス（ポリエチ
レングリコールビス［イミダゾイルカルボニル］）、Ｂｒｉｊ（登録商標）３５、Ｂｒｉ
ｊ（登録商標）５６、Ｂｒｉｊ（登録商標）７２、クレモフォア（登録商標）ＥＬ、デカ
エチレングリコールモノドデシルエーテル、Ｎ－デカノイル－Ｎ－メチルグルカミン、ｎ
－デシルα－Ｄ－マルトシド、ｎ－ドデシルβ－Ｄ－マルトシド、へプタエチレングリコ
ールモノデシルエーテル、ヘキサエチレングリコールモノドデシルエーテル、オクタエチ
レングリコールモノデシルエーテル、オクタエチレングリコールモノドデシルエーテル、
オクタエチレングリコールモノヘキサデシルエーテル、オクタエチレングリコールモノオ
クタデシルエーテル、オクタエチレングリコールモノテトラデシルエーテル、ペンタエチ
レングリコールモノデシルエーテル、ペンタエチレングリコールモノドデシルエーテル、
ペンタエチレングリコールモノヘキサデシルエーテル、ペンタエチレングリコールモノヘ
キシルエーテル、ペンタエチレングリコールモノオクタデシルエーテル、ポリエチレング
リコールジグリシジルエーテル、ポリエチレングリコールエーテルＷ－１、ポリオキシエ
チレン１０トリデシルエーテル、ポリオキシエチレン１００ステアレート、ポリオキシエ
チレン２０イソヘキサデシルエーテル、サポニン、Ｓｐａｎ（登録商標）２０、Ｓｐａｎ
（登録商標）４０、Ｓｐａｎ（登録商標）６０、Ｓｐａｎ（登録商標）６５、Ｓｐａｎ（
登録商標）８０、Ｓｐａｎ（登録商標）８５、タージトール、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）
ＣＦ－２１、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）ＣＦ－３２、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）ＤＦ－１
２、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）ＤＦ－１６、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）ＧＲ－５Ｍ、Ｔｒ
ｉｔｏｎ（登録商標）ＱＳ－１５、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）ＱＳ－４４、Ｔｒｉｔｏｎ
（登録商標）Ｘ－１５、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標
）Ｘ－１０２、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１１４、ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０、Ｔ
ＷＥＥＮ（登録商標）２１、ＴＷＥＥＮ（登録商標）４０、ＴＷＥＥＮ（登録商標）６０
、ＴＷＥＥＮ（登録商標）６１、ＴＷＥＥＮ（登録商標）６５、ＴＷＥＥＮ（登録商標）
８０、ＴＷＥＥＮ（登録商標）８１、ＴＷＥＥＮ（登録商標）８５又はそれらの組み合わ
せが含まれ、全て、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＩから入手可能
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である。
【００５４】
　両性イオン界面活性剤には、以下に限定されないが、ＣＨＡＰＳ、３－（デシルジメチ
ルアンモニオ）プロパンスルホネート分子内塩、（ドデシルジメチルアンモニオ）プロパ
ンスルホネート分子内塩、３－（Ｎ，Ｎ－ジメチルミリスチルアンモニオ）プロパンスル
ホネート、３－（Ｎ，Ｎ－ジメチルオクタデシルアンモニオ）プロパンスルホネート、３
－（Ｎ，Ｎ－ジメチルオクチルアンモニオ）プロプサンスルホネート分子内塩、３－（Ｎ
，Ｎ－ジメチルパルミチルアンモニオ）プロポサンスルホネート又はそれらの組み合わせ
が含まれ、全て、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＩから入手可能で
ある。
【００５５】
　好ましい界面活性剤は、界面活性剤の疎水性領域において標準的な芳香環を有するか又
は化学的に還元された脂環式環を有するか何れかのＴｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００
である（「還元型」）。
【００５６】
　ｒ．特異的結合ペア／パートナー。本明細書中で使用される場合、「特異的結合パート
ナー」という用語は、特異的結合ペアのメンバーを意味する。特異的結合ペアのメンバー
は、それぞれが、他方の分子の構造に相補的な少なくとも１つの構造を有する、少なくと
も２つの分子を含み、この少なくとも２つの分子は、相補的構造の結合を通じて結合する
ことができる。この用語はまた、例えば、Ａｐｏ酵素及び補酵素からなる酵素、サブユニ
ットの複数からなるタンパク質、タンパク質及び脂質からなるリポタンパク質などの分子
複合体も含む。特異的結合パートナーは、天然に生じるか又は例えば化学合成、微生物学
的技術及び／又は遺伝子操作の方法により調製された物質であり得る。特異的結合パート
ナーの例には、以下に限定されないが、抗体、抗原、ハプテン、酵素、レクチン、核酸、
リプレッサー、オリゴ－及びポリヌクレオチド、プロテインＡ、プロテインＧ、アビジン
、ストレプトアビジン、ビオチン、補体成分Ｃｌｑ、核酸結合タンパク質などが含まれる
。特異的結合ペアには、以下に限定されないが、抗体－抗原、抗体－ハプテン、オペレー
ター－リプレッサー、ヌクレアーゼ－ヌクレオチド、ビオチン－アビジン、レクチン－多
糖類、ステロイド－ステロイド－結合タンパク質、薬物－薬物受容体、ホルモン－ホルモ
ン受容体、酵素基質、ＩｇＧ－プロテインＡ、相補的オリゴ－又はポリヌクレオチドなど
が含まれる。
【００５７】
　ｓ．トレーサー。免疫アッセイにおける捕捉のために使用される抗体（いわゆる捕捉抗
体）の特異的結合パートナーには、いわゆる「トレーサー」が含まれる。本明細書中に記
載のようなトレーサーは、検出され得、さらに捕捉抗体に結合（これと反応）することが
できるようにする、当技術分野で公知であるものなどの検出可能な標識を組み込む。トレ
ーサーには、（ａ）標識された検体（例えば、標識された、免疫抑制剤などの疎水性薬物
）；及び（ｂ）標識された抗原又は検体の抗原性領域（例えば、標識された、免疫抑制剤
などの抗原疎水性薬物）が含まれる。トレーサーはまた、本明細書中で、標識特異的結合
パートナー、「検出特異的結合パートナー」及び「検出ｓｂｐ」とも呼ばれる。
【００５８】
　ｔ．検体結合タンパク質。本明細書中で使用される場合、「検体結合タンパク質」は、
関心のある検体に結合することができる試験試料中に存在する内在性タンパク質を指す。
このような検体結合タンパク質は免疫アッセイを妨害し得るので、一般に、これは、例え
ば前処理試薬での試料の前処理によって、検体に対する結合から除去される。
【００５９】
　ｕ．対象。本明細書中で使用される場合、「対象」及び「患者」という用語は、対象が
何らかの形態の治療を受けてきたか又は現在受けているか否かに関わりなく、交換可能に
使用される。本明細書中で使用される場合、「対象（ｓｕｂｊｅｃｔ及びｓｕｂｊｅｃｔ
ｓ」という用語は、動物を、ある態様において、鳥類（例えば、アヒル又はガチョウ）、
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別の態様において、サメもしくはクジラ、又はさらなる態様において、非霊長類を含む哺
乳動物（例えば、ウシ、ブタ、ラクダ、ラマ、ウマ、ヤギ、ウサギ、ヒツジ、ハムスター
、モルモット、ネコ、イヌ、ラット、マウス）及び霊長類（例えば、サル、例えばカニク
イザル、チンパンジー及びヒトなど）を指す。
【００６０】
　ｖ．試験試料。本明細書中で使用される場合、「試験試料」という用語は、免疫抑制剤
検体のソースである対象の身体からの成分、組織又は液体を指す。これらの成分は当技術
分野で周知である。例えば、試験試料は、対象の、血清、血漿、全血、リンパ、ＣＮＳ液
、尿、リンパ液又はその他の体液由来の何らかの生体試料であり得る。本開示によるある
実施形態において、試験試料は全血である。試験試料は、当業者にとって公知の通常の技
術を用いて得ることができる。
【００６１】
　ＩＩ．診断用免疫アッセイ
　代謝産物（即ち結合競合物質）と交差反応しない特異的抗体の使用によって又は本明細
書中に記載のような本開示によって処理されなければ、試験試料中に存在する１以上の結
合競合物質は、関心のあるエピトープに対する結合に対して１以上のその他の分子と競合
し得るか又は、試験試料中の関心のあるエピトープに対する１以上のその他の分子の結合
を妨害し得る。具体的に、１以上の結合競合物質は、試験試料の別の成分に対する関心の
ある検体の結合を排除するか又は妨げることによって、試験試料のアッセイ特性を変化さ
せ得る。これが起こっているか否かを調べることにおいて、抗体が１以上の結合競合物質
に対して有する交差反応性の程度を調べるために、１以上の結合競合物質を含むアッセイ
希釈剤は、本明細書中に記載のように使用することができ、１以上の結合競合物質に対し
て交差反応性が改良された（即ち低下した）免疫アッセイに対する条件を提供するために
使用することができる。同じように、本開示は、とりわけ、それらの各自の主要な代謝産
物（例えば、タクロリムスに対する、Ｍ－Ｉ、Ｍ－ＩＩ及び／又はＭ－ＩＩＩ；例えば、
シクロスポリンに対する、Ｍ１、Ｍ８、Ｍ９、Ｍ１３、Ｍ１７、Ｍ１８及び／又はＭ２１
；例えば、シロリムスに対する、１１－ヒドロキシ－シロリムス、４１－Ｏ－デメチル－
シロリムス、７－Ｏ－デメチル－シロリムス及び／又は４１－Ｏ－デメチル－ヒドロキシ
－シロリムス）の１以上の存在下での、活性親薬物（例えば、シクロスポリン、タクロリ
ムス、シロリムス又はエベロリムスなどの免疫抑制剤）のアッセイ定量の向上を提供する
。
【００６２】
　次のセクション、「代表的免疫アッセイ」及び「免疫アッセイ全般」を参照することに
より、本開示の理解が促進される。
【００６３】
　Ａ．代表的免疫アッセイ
　本開示による代表的な好ましい２段階アッセイを図４で示すが、このアッセイには、抗
体捕捉段階（段階１）及びトレーサー競合段階（段階２）が含まれる。図４のダイアグラ
ムは、免疫抑制剤ＣｓＡ（本開示の、ある実施形態）に関するが、その他の免疫抑制剤（
例えば、タクロリムス、シロリムス、エベロリムス、ゾタロリムス、テムソロリムスＭＭ
Ｆ、ＭＰＡなど）及びインビボ又はインビトロで代謝して交差反応性代謝産物を形成する
その他の疎水性薬物に適用でき、容易に適合させられる。
【００６４】
　試料前処理剤中に存在する有機溶媒及び界面活性剤（例えば、メタノール、エチレング
リコール、サポニン）は全て、抽出血液試料中の疎水性薬物（例えばＣｓＡ）及び交差反
応性代謝産物（例えば「ＣｓＡ＋Ｍｅｔａｂ」）の可溶化を促進する。抗体捕捉段階で抽
出試料がさらに希釈され、溶媒環境が有機溶媒から主として水性混合液に転換される。こ
こで、水に不溶性の薬物及び代謝産物が、水溶性界面活性剤相において封鎖されるように
なる。これらの条件下で、界面活性剤はミセル構造を形成することが知られており、その
大きさ及び構造は、塩濃度、界面活性剤のタイプ及び温度により影響を受ける。消泡剤（
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例えばポリジメチルシロキサン）などのその他の疎水性試薬成分もまた存在し得、薬物封
鎖に関与し得る。薬物及び代謝産物の抗体結合は、この水性の、界面活性剤が豊富な環境
で起こる。
【００６５】
　第一段階において、微粒子上に存在するモノクローナル抗体（球面上でＹ型構造として
示される。）は、好ましくは、ＣｓＡなどの検体免疫抑制剤の約１０から約１００ｎＭ及
び代謝産物の免疫抑制剤の量の４倍以下を含むことが予想される試験試料のアッセイに対
して約０．２ｎＭの量で存在する。試料からの免疫抑制剤（ＣｓＡ）及び代謝産物のわず
か約１％が微粒子上の抗体に結合され得る。残りの未結合免疫抑制剤及び代謝産物を洗浄
段階で除去する。
【００６６】
　トレーサー競合段階（段階２）は、場合によっては、トレーサー（アクリジニル化Ｃｓ
Ａ、「ＣｓＡ－Ａｃｒ」などの標識免疫抑制剤）をさらに含む反応中に存在するＮａＣｌ
及び消泡剤及び、界面活性剤（還元Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００、「ＴＸ－１０
０（Ｒ）」）を含む。還元型Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００は、ベンゼン環がシク
ロヘキサン環に還元されているＴｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００である。場合によっ
ては、本発明において、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００及び還元型Ｔｒｉｔｏｎ（
登録商標）Ｘ－１００の両方を使用することができる。ある実施形態において、Ｔｒｉｔ
ｏｎ（登録商標）Ｘ－１００の使用が好ましい。第二段階において、免疫抑制剤、代謝産
物及びトレーサーは、利用可能な抗体部位に対して競合し、その後洗浄段階及びシグナル
測定が続く。この第二段階において、微小粒子上に存在する免疫抑制剤（例えばＣｓＡ）
の量は約０．１から約１ｎＭの範囲であり、約０．５ｎＭトレーサーが使用される。何ら
かの理論により縛られることを望まないが、２段階方式において、トレーサー競合段階で
およそ１００倍、免疫抑制剤（例えばＣｓＡ）及び代謝産物濃度を低下させることにより
、薬物及び代謝産物に対する抗体解離定数の有利な差ゆえに、薬物結合選択性が可能にな
ると思われる。特に、これは、免疫抑制剤（ＣｓＡなど）、代謝産物及びトレーサーは全
て、免疫抑制剤（ＣｓＡなど）に対するＫＤ濃度に近い（５０％結合が起こる。）非常に
低い濃度（１ｎＭ未満）で競合していることを意味する。代謝産物結合に対するＫＤが非
常により高いことが予想される（即ち、より弱い結合の反映）。代謝産物ＫＤを十分に下
回る代謝産物濃度において、特に競合状況において、抗体に結合する代謝産物は非常に少
なく、ＣｓＡ及びトレーサーによる堅い結合が存在する。この結果、代謝産物による交差
反応性（又は妨害）が有意ではないか又は非常に少なくなる。
【００６７】
　Ｂ．免疫アッセイ一般
　その他の態様において、本開示は、試験試料中の検体としての疎水性薬物（例えば免疫
抑制剤）の定性及び／又は定量のために使用することができる診断用免疫アッセイに関す
る。本開示の診断用免疫アッセイは、以下に限定されないが競合阻害方式など、当技術分
野で公知の何らかの方式を用いて行うことができる。好ましい方式は、第一段階での抗体
捕捉及び第二段階でのトレーサー競合を含み、少なくとも１回の洗浄段階を含む、２段階
競合アッセイである。最適には、競合アッセイの前に本明細書中に記載のような試料前処
理が行われる。
【００６８】
　その他の態様において、本開示は、試験試料中の検体としての疎水性薬物（例えば免疫
抑制剤）の定性及び／又は定量のために使用することができる診断用免疫アッセイに関す
る。特に、本開示は、インビボ（即ち試験試料の単離前）又はインビトロ（例えば、試験
試料の単離後、試料操作及び／又は保管中など）の何れかでの、代謝して交差反応する１
以上の代謝産物を形成する疎水性薬物に対する免疫アッセイに関する。本開示の診断用免
疫アッセイは、当技術分野で公知の何らかの固定化抗体方式を用いて行うことができる。
【００６９】
　最適に、競合アッセイの前に本明細書中に記載のような試料前処理が行われる（例えば
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実施例及びセクションＩＶ）。試料前処理は、一般に、第一の混合物を形成させるために
１以上の前処理試薬と試験試料を接触させることを含む。前処理試薬は、あらゆる細胞を
溶解し、試験試料中に存在するあらゆる検体結合タンパク質から検体を放出させる。場合
によっては、あらゆる検体結合タンパク質が第一の混合物から除去される（例えば、第一
の混合物からタンパク質を沈殿させるために１以上の前処理試薬を用いて）。ある実施形
態において、沈殿した検体結合タンパク質を除去し（不均一系前処理）、一方、別の態様
において、検体結合タンパク質は可溶性であり、除去しない（均一系前処理）。しかし、
薬物検体からの検体結合タンパク質の放出は、免疫アッセイにおける妨害の可能性を阻止
するために行われる。
【００７０】
　検体（例えば免疫抑制剤）を含有する疑いがあるか又は含有することが知られている試
験試料中の検体の検出のためのこのような競合的免疫アッセイにおいて、抗体－検体免疫
複合体を形成させるために、検体の少なくとも１つのエピトープに結合する少なくとも１
つの抗体と試験試料を接触させる。使用される抗体（いわゆる「捕捉抗体」）は、場合に
よっては、固相上に固定化されている。抗体は、検体に特異的（即ち検体の特異的結合パ
ートナー）である。このような抗体は、試料中に存在し得る何らかの交差反応性代謝産物
に対する交差反応性を減少させるために最適化される必要がある。本明細書中に記載の驚
くべき予想外の結果によって、本明細書中で推奨されるように行われないその他のアッセ
イにおいて１０％を超えるレベルで代謝産物と捕捉抗体が交差反応する状況でも、試料中
に存在する何らかの１以上の交差反応性代謝産物との交差反応性が１０％未満に低下する
ようにして、免疫アッセイを行うことができる。
【００７１】
　本明細書中のセクションＩＩＩに記載の抗体は、前処理した試験試料（第一の混合物）
由来の第二の混合物中でこのような抗体－検体（例えば免疫抑制剤）複合体を形成させる
ために、このような免疫アッセイで使用することができる。場合によっては、第二の混合
物中の抗体量は、試験試料中に存在する検体量の約０．１％から約１０％、特に約０．５
％から約２％、特に約１％である。
【００７２】
　言うまでもなく、検体に特異的な抗体はまた、試験試料中に存在する何らかの１以上の
交差反応性代謝産物との複合体を第二の混合物においても形成し得る。従って、抗体と複
合体形成しないあらゆる検体及び代謝産物を除去するために、第二の混合物の洗浄が行わ
れる。本明細書中に記載の全ての洗浄段階は、適切な洗浄緩衝液を用いて当技術分野で公
知のように行われる。このような洗浄の結果として、検体に対する抗体の平衡解離定数（
ＫＤ）近くまで検体濃度が低下する第三の混合物が形成される。「ＫＤ近く」とは、検体
に対する抗体のＫＤの大きさの約１桁（即ち約１小数点の変化）内である値を意味する。
場合によっては、「ＫＤ近く」とは、検体に対する抗体のＫＤの大きさの約半桁（即ち１
小数点の約半分の変化）内である。
【００７３】
　また、このような洗浄の結果として、第三の混合物において、試験試料中と比較した場
合、約１０倍から約１０００倍、特に約１０倍から約５００倍、検体（例えばＣｓＡ）及
び代謝産物濃度が低下する。場合によっては、これらの濃度は、約５０倍から約２５０倍
又は約７５倍から約２００倍又は約１００倍低下する。言うまでもなく、この範囲は疎水
性薬物及び代謝産物に対するＫＤの比ならびに抗体捕捉段階前に存在する最初の疎水性薬
物／代謝産物濃度に依存するので、その他の範囲も本開示により包含される。
【００７４】
　続いて、抗体－特異的結合パートナー複合体を含む第四の混合物を形成させるために、
検出可能な標識で標識された抗体の特異的結合パートナー（例えばいわゆる「検出ｓｂｐ
」又は「トレーサー」）と第三の混合物を接触させる。この第四の混合物において、特異
的結合パートナーは、検体又は代謝産物の何れかに占有されていない／複合体化されてい
ない捕捉抗体上の部位にのみ結合する。抗体と複合体形成しない特異的結合パートナーを
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除去するための第四の混合物の洗浄後、試料中に存在する検体量の尺度として、抗体－特
異的結合パートナー複合体を検出する。抗体－特異的結合パートナー複合体の量は、試料
中に存在する検体量に反比例する。このような免疫アッセイにおいて、試料中に存在する
何らかの１以上の交差反応性代謝産物との交差反応性は約１０％未満である。場合によっ
ては交差反応性は約７％未満、交差反応性は約５％未満、交差反応性は約４％未満、交差
反応性は約３％未満、交差反応性は約２％未満、交差反応性は約１％未満、交差反応性は
約０．５％未満、交差反応性は約０．３％未満、交差反応性は約０．２％未満又は交差反
応性は約０．１％未満である。殆どの場合において、交差反応性の最低量の検出は、アッ
セイの感度によって制限され（即ち検出限界）、本明細書中に記載のＣｓＡアッセイの場
合、約０．１％であると思われる。しかし、下限は、本開示による別のアッセイにおいて
、例えばアッセイ精度、シグナル量及びその他の因子（例えば、より最近開発され、より
感度が高い可能性がある検出技術の入手）に基づき、変化し得る。
【００７５】
　さらに、好ましくはトレーサー競合が行われる第四の混合物中で免疫アッセイが行われ
る方式のために、トレーサー競合段階の第四の混合物に存在する抗体の濃度が、抗体捕捉
段階の第二の混合物中に存在する抗体の、約８倍から約３倍内、特に約７倍から約４倍内
、特に約５倍内、低下するように、抗体捕捉が行われる第二の混合物におけるものと比較
して、体積が低下させられる。トレーサー競合が行われる第四の混合物において、混合物
の体積は、約２０μＬから約８０μＬの範囲、特に約３０μＬから約７０μＬ、場合によ
っては、約４０μＬから約６０μＬ及び特に約５０μＬである。抗体捕捉が行われる第二
の混合物において、混合物の体積は、１００μＬから約４００μＬの範囲、特に約１５０
μＬから約３５０μＬ、場合によっては約２００μＬから約３００μＬ及び特に約２５０
μＬ、約２２５μＬ、約２００μＬ又は約１７５μＬである。
【００７６】
　ある実施形態において、抗体との複合体中に存在する検体量は、約０．０１から約１０
ｎＭ（特に約０．１から約１．０ｎＭ）の範囲であり、特異的結合パートナー（トレーサ
ー）は、約０．１から約１．０ｎＭ（特に約０．５ｎＭ）の間の量で存在する。
【００７７】
　これらの免疫複合体の検出は、当業者にとって公知の通常の技術を用いて行われる。例
えば、本開示の特異的結合パートナーは、抗体－検体複合体の存在を検出するために、検
出可能な標識で標識され得る（即ち反比例関係）。検出可能な標識及び、疎水性薬物検体
（例えば免疫抑制剤）の抗原性部分などの特異的結合パートナーへのそれらの連結は、以
下でより詳細に考察する。
【００７８】
　好ましい実施形態において、競合的アッセイ方式における、抗体（本開示の捕捉抗体な
ど）への結合のための、試験試料中の少なくとも１つの免疫抑制剤及びその何らかの交差
反応性代謝産物と競合させるために、既知の濃度の少なくとも１つの免疫抑制剤の標識抗
原のアリコートを使用する。免疫抑制剤の抗原及び抗原を作製する方法は、当技術分野で
周知であり、市販されている。当業者にとって公知の何れかの検出可能な標識で、免疫抑
制剤又は免疫抑制剤の抗原を標識することができる。例えば、以下に限定されないが、検
出可能な標識は、放射性標識、例えば３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐ
など、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－ホスフェートデヒドロゲナーゼなど、化学発光標識、例えばアクリジ
ニウムエステル、ルミナール（ｌｕｍｉｎａｌ）、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ネートなど）、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（硫化亜鉛被覆セレン化カドミウ
ム）、温度標識又は免疫ポリメラーゼ連鎖反応標識などであり得る。標識への導入、標識
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手順及び標識の検出は、Ｐｏｌａｋ及びＶａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ、Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉ
ｏｎ　ｔｏ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、第２版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖ
ｅｒｌａｇ、Ｎ．Ｙ．（１９９７）及びＨａｕｇｌａｎｄ、Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆ
ｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
（１９９６）（これは、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、
Ｏｒｅｇｏｎにより刊行されている併合ハンドブック及びカタログである。）で見出され
る。例えば、本明細書中の実施例に記載のように、競合的方式において、アクリジニウム
－ＣｓＡ抗原又はその他の標識免疫抑制剤（例えば、ビオチン化ＣｓＡ又はその他の免疫
抑制剤）を使用することができる。
【００７９】
　ある実施形態において、本免疫アッセイは、検体に対する標準曲線の使用によるか又は
参照標準との比較によるかの何れかの、試験試料中の検体量に対して形成される抗体－特
異的結合パートナー（即ちトレーサー）複合体の量に関する。検体量を調べるための（例
えば実施例に記載のような）何らかの周知の手段を使用することができる。
【００８０】
　いわゆるトレーサーを含むようにするために、当業者にとって公知の何らかの検出可能
な標識で、免疫抑制剤（又は免疫抑制剤の抗原）を標識することができる。ある実施形態
において、固体の支持体上に本開示の捕捉抗体を固定化することができる。さらに、必要
であれば又は必要に応じて、抗体における様々な官能基との反応が可能となるように、固
体の支持体を誘導体化することができる。このような誘導体化は、場合によっては、以下
に限定されないが、無水マレイン酸、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド及び１－エチル－３
－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドなどのある種のカップリング剤の使用
を含む。あるいは、微粒子などの固体の支持体上に固定化されている、抗種抗体などの別
の抗体に、本開示の捕捉抗体をカップリングすることができる（例えば実施例参照）。こ
のようなアプローチは、複数の結合パートナーを含む抗体（特定の特異的結合パートナー
）の例である。捕捉抗体のような標識された特異的結合パートナー（例えばトレーサー）
は、複数の結合パートナーを含み得る。複数の結合パートナーを含むトレーサーを使用し
て、アッセイの特徴を変化させるために、異なる結合強度又は親和性を有する結合パート
ナーを使用することが可能であり得る。
【００８１】
　抗体－検体複合体の形成を可能にするために、標識された特異的結合パートナー（例え
ば、標識された免疫抑制剤又は免疫抑制剤の抗原又はいわゆるトレーサー）、試験試料検
体及び抗体を温置する。一般的に言えば、約４．０から約９．０のｐＨ、約２℃から約４
５℃（特に約３３℃から約３８℃）の温度及び少なくとも約２（２）分から約１８（１８
）時間、好ましくは約２分から約２４分間、最も好ましくは約４分から約１８分間、免疫
アッセイでの様々な温置（例えば、第一の温置時間にわたる第一の混合物の温置、第二の
温置時間にわたる第二の混合物の温置及び第三の温置時間にわたる第四の混合物の温置）
が行われ得る。
【００８２】
　好ましくは、第一の温置時間（即ち前処理段階）は約２分から約６０分間の時間を含む
。好ましくは、第二の温置時間（即ち抗体捕捉段階）は、約２分から約３０分間、特に約
１５分から約２５分間、特に約２２分間、約２０分間、約１８分間又は約１６分間の時間
を含む。好ましくは、第三の温置時間（即ちトレーサー競合段階）は、約２分から約３０
分間、特に約２分から約８分間、特に約６分間、約５分間、約４分間又は約３分間の時間
を含む。
【００８３】
　通常、抗体捕捉段階及びトレーサー競合段階において、抗体複合体の少なくとも２つの
異なる種が生成される。具体的に、抗体捕捉段階において、生成される抗体複合体の１つ
は検体を含み、別のものは何らかの交差反応検体代謝産物を含む。トレーサー競合段階に
おいて、これらの種の複合体の両方がある量存在し得、さらに、抗体とのトレーサー（検
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出可能な標識を有する特異的結合パートナー）の複合体もまた形成される。好ましくは、
未結合トレーサーを混合物の残りの部分から分離し、次いで、放射活性、蛍光、化学発光
、酵素的又は当技術分野で公知のその他の手段により、抗体と複合体形成される検出可能
な標識の量を定量する。例えば、酵素標識が使用される場合、発色などの定量可能な反応
を与える標識に対する基質と、標識された複合体を反応させる。標識が放射性標識である
場合、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、ある色の光（「励起波長」として知られる。）で標識を刺激し、刺激に反応して標識
により発光される別の色（「発光波長」として知られる。）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（例えば、実施例に記載のようなアクリジニウム）であ
る場合、視覚的に、又は、照度計、Ｘ線フィルム、高速度撮影フィルム、ＣＣＤカメラな
どを用いることによるかの何れかで、発光される光を検出して、標識を定量する。次に、
抗体と複合体形成された検出可能な標識の量を標準曲線と比較することにより、試験試料
中の検体（例えば免疫抑制剤）の濃度を調べることができる。質量分析により、重量測定
法で及び当技術分野で公知のその他の技術により、既知の濃度の検体（例えば免疫抑制剤
）の連続希釈物を用いて、標準曲線を作成することができる。
【００８４】
　好ましくはトレーサー競合に先立つ抗体捕捉段階において、固体の支持体に抗体を結合
させ、次いで固体の支持体と接触しないように試験試料の残りを除去することにより、試
験試料混合物から、抗体－検体（例えば免疫抑制剤）複合体を分離することができる。例
えば、捕捉抗体がウェル又はビーズなどの固体の支持体に結合される場合、固体支持体と
接触しないように液体を（試験試料混合物から）除去することによって、分離を行うこと
ができる。場合によっては、洗浄緩衝液で洗浄することにより分離を行う。場合によって
は、固体支持体（例えばいわゆる「固相」）は、当技術分野で公知のものなどの、何らか
の適切な固体支持体又は相である。例えば、場合によっては、固相は、磁性粒子、ビーズ
、試験管、マイクロタイタープレート、キュベット、膜、足場分子、フィルム、ろ紙、デ
ィスク及びチップからなる群から選択される。当技術分野で公知の洗浄溶液及び流体技術
を用いて、反応と反応との間に固相の洗浄を行うことができる。好ましい固相は、磁性微
粒子であり、好ましい洗浄緩衝液は塩及び非イオン性界面活性剤を含有する。
【００８５】
　このようにして、ある実施形態において、本明細書中で、試験試料中のシクロスポリン
の量を評価するための免疫アッセイが提供されるが、この中にはシクロスポリンの１以上
の交差反応性代謝産物もまた存在し得、この免疫アッセイは、
　（ａ）第一の混合物を形成させるために、１以上の前処理試薬と試験試料を接触させ（
ここで、１以上の前処理試薬は、あらゆる細胞を溶解し、試験試料中に存在するあらゆる
検体を可溶化する。）；
　（ｂ）シクロスポリン又はシクロスポリンの代謝産物との抗体の複合体を含む第二の混
合物を形成させるために、シクロスポリンに特異的で固相上に固定化されている抗体と第
一の混合物を接触させ；
　（ｃ）抗体と複合体形成しないあらゆる検体及びあらゆるシクロスポリン代謝産物を除
去するために、及び第三の混合物を形成させるために（この中では、シクロスポリン濃度
がシクロスポリンに対する抗体の平衡解離定数（ＫＤ）近くまで低下する。）、第二の混
合物を洗浄し；
　（ｄ）トレーサーと抗体の複合体（「抗体－トレーサー複合体」）を含む第四の混合物
を形成させるために、アクリジニウムなどの検出可能な標識で標識されるシクロスポリン
（「トレーサー」）と第三の混合物を接触させ；
　（ｅ）抗体と複合体形成されないあらゆるトレーサーを除去するために、第四の混合物
を洗浄し；
　（ｆ）試料中に存在するシクロスポリン量の尺度として、抗体－トレーサー複合体を検
出する（ここで、この免疫アッセイにおいて、試料中に存在するシクロスポリンの何らか
の１以上の交差反応代謝産物との交差反応性は約１０％未満（又は、あるいは交差反応性



(21) JP 5174898 B2 2013.4.3

10

20

30

40

50

は約５％未満）である。）、段階を含む。
【００８６】
　この免疫アッセイのある態様において、場合によっては、段階（ｂ）での抗体量は、試
験試料中で存在するシクロスポリンの量の約０．１％から約１０％である。さらに、場合
によっては、試験試料中と比較した場合、段階（ｃ）の第三の混合物においてシクロスポ
リン及び代謝産物濃度が約１０倍から約５００倍低くなる。さらに、場合によっては、段
階（ｄ）で、抗体との複合体中に存在するシクロスポリンの量は、約１．０から約１０．
０ｎＭの範囲であり、トレーサーは、約０．１から約１．０ｎＭの量で存在する。さらに
、場合によっては、段階（ｂ）の抗体は、検体に対するものよりも約１０倍から約１００
０倍高い、交差反応性シクロスポリン代謝産物に対するＫＤを有する。
【００８７】
　本免疫アッセイの別の態様において、試験試料は全血である。場合によっては、シクロ
スポリン代謝産物は、Ｍ１、Ｍ－８、Ｍ－９、Ｍ－１３、Ｍ－１７、Ｍ－１８、Ｍ－２１
及びそれらの組み合わせからなる群から選択される。特に、シクロスポリン代謝産物はＭ
１又はＭ９であり得る。
【００８８】
　本明細書中に記載の免疫アッセイ（即ちシクロスポリン免疫アッセイ又はその他の免疫
抑制剤免疫アッセイ）は、場合によっては、免疫抑制剤療法を受けている患者を監視する
ために行われ得（例えば、移植手術後の臓器又は組織拒絶、移植片対宿主病、自己免疫疾
患の治療のために）、さらに場合によっては、医師の治療決定を促進するために使用され
得る。同じように、本開示はまた、代謝して１以上の交差反応性代謝産物を形成する免疫
抑制剤（例えばシクロスポリン）での対象の一連の治療を監視する方法も提供し、この方
法は、
　（ａ）試験試料を提供し；
　（ｂ）本明細書中に記載の免疫アッセイに従い、試験試料中の免疫抑制剤（例えばシク
ロスポリン）の濃度を調べ；
　（ｃ）所定のレベル（免疫抑制剤に対して周知）により段階（ｂ）で決定される試験試
料中の免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）の濃度を比較する段階を含む。
【００８９】
　別の態様において、この方法は、
　（ａ）免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）を対象に投与する前に対象からの第一の試
験試料を提供し；
　（ｂ）第一の試験試料中の免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）の濃度を決定し；
　（ｃ）所定のレベルにより段階（ｂ）で決定された免疫抑制剤（例えばシクロスポリン
）の濃度を比較し；
　（ｄ）所定のレベルにより段階（ｃ）で決定された免疫抑制剤（例えばシクロスポリン
）の濃度の比較が必要とされる場合、ある時間にわたり、免疫抑制剤（例えばシクロスポ
リン）で対象を治療し；
　（ｅ）対象に免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）を投与した後、対象からの第二及び
／又は続く試験試料を提供し；
　（ｆ）第二及び／又は続く試験試料中の免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）の濃度を
決定し；
　（ｇ）段階（ｂ）で決定された免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）の濃度と段階（ｆ
）で決定された免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）の濃度を比較する、段階を含む。
【００９０】
　これらの方法に従い、測定される免疫抑制剤（例えばシクロスポリン）の濃度が推奨さ
れる所定レベルより高いか又は低い場合、又は前の測定レベルに基づくレベルの傾向（増
加又は減少）から、治療を変更すべきであることが示唆される場合、治療を変更すること
ができる。
【００９１】
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　ＩＩＩ．抗体
　本開示の免疫アッセイでの使用のための抗体は、当業者にとって公知の通常技術を用い
て調製することができるか又は市販されている。
【００９２】
　例えば、場合によっては、捕捉抗体に対して本明細書中に記載の抗体を用いるか、Ｃｓ
Ａアッセイにおける幅広い文献に記載の抗体の何れかを用いるか、ＣｓＡに特異的な市販
の抗体の何れかを用いるか、又はＣｓＡアッセイを行うための市販キットの何れかの抗体
－含有成分を用いて、ＣｓＡアッセイを行うことができる。同様に、捕捉抗体として、タ
クロリムス、シロリムス又はその他の免疫抑制剤アッセイにおける幅広い文献に記載の抗
体の何れかを用いるか、タクロリムス、シロリムス又はその他の免疫抑制剤に特異的な市
販の抗体を用いるか、又はタクロリムス、シロリムス又はその他の免疫抑制剤アッセイを
行うための市販キットの何れかの抗体－含有成分を用いて、本開示に従う、タクロリムス
、シロリムス又はその他の免疫抑制剤アッセイを行うことができる。
【００９３】
　特に、使用することができるその他の抗シクロスポリンモノクローナル抗体には、モノ
クローナルマウス抗－シクロスポリンＡが含まれる［カタログ番号ＲＤＩ－ＴＲＫ３Ｃ１
３－ＣＳＺ．２２、ＲＤＩ　Ｄｉｖｉｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｆｉｔｚｇｅｒａｌｄ　Ｉｎｄｕ
ｓｔｒｉｅｓ　Ｉｎｔｌ，Ｃｏｎｃｏｒｄ、ＭＡ］。使用することができるその他の抗－
タクロリムスモノクローナル抗体には、ＦＫＢＰＩＢモノクローナル抗体（Ｍ０１）、ク
ローン４Ｈ５－１Ｂ６［カタログ番号Ｈ００００２２８１－Ｍ０１、Ａｂｎｏｖａ　Ｃｏ
ｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｔａｉｐｅｉ　Ｃｉｔｙ、Ｔａｉｗａｎ］及びモノクローナルマウ
ス抗－ＦＫ５０６［カタログ番号４ＦＫ４２、ＨｙＴｅｓｔ　Ｌｔｄ．、Ｔｕｒｋｕ　Ｆ
ｉｎｌａｎｄ］が含まれる。使用することができるその他の抗－シロリムスモノクローナ
ル抗体には、モノクローナルｍＴＯＲ抗体［カタログ番号２９７２　Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎ
ａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、Ｂｅｖｅｒｌｙ，ＭＡ］が含まれる。
【００９４】
　本開示の免疫アッセイ法において有用な抗体には、ポリクローナル及びモノクローナル
抗体の両方が含まれる。ポリクローナル抗体は、適切な非ヒト哺乳動物（例えばマウス、
ヤギ又はウサギ）に免疫原を注射（例えば皮下又は筋肉内注射）することにより産生され
る。一般に、免疫原は、標的抗原に対して比較的親和性が高い抗体の高力価の産生を誘導
するはずである。
【００９５】
　必要に応じて、当技術分野で周知の結合技術により、内在性抗原（即ち関心のある検体
）を担体タンパク質に結合させ得る。
【００９６】
　一般に使用される担体には、キーホールリンペットへモシアニン（ＫＬＨ）、サイログ
ロブリン、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）及び破傷風トキソイドが含まれる。次に、動物
に免疫付与するために、この結合物を使用する。
【００９７】
　次に、動物から採取した血液試料から抗体を得る。ポリクローナル抗体を産生させるた
めに使用される技術は、文献に広く記載されている（例えば、Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅ
ｚｙｍｏｌｏｇｙ、「Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｏｆ　Ａｎｔｉｓｅｒａ　Ｗｉｔｈ　Ｓｍ
ａｌｌ　Ｄｏｓｅｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎ：Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｉｎｔｒａｄｅｒ
ｍａｌ　Ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ」、Ｌａｎｇｏｎｅら編（Ａｃａｄ．Ｐｒｅｓｓ、１９８
１）を参照）。例えば標的抗原が結合されるマトリクスへの結合及びマトリクスからのそ
の溶出により、動物により産生されるポリクローナル抗体をさらに精製することができる
。当業者は、ポリクローナルならびにモノクローナル抗体の精製及び／又は濃度について
免疫学の技術分野で共通の様々な技術をよく知っている。例えば、Ｃｏｌｉｇａｎら（１
９９１）Ｕｎｉｔ９、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇ
ｙ、Ｗｉｌｅｙ　Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ参照。
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【００９８】
　多くの適用に対して、モノクローナル抗体（ｍＡｂ）は、それらの結合特異性が一定で
あり、よく特徴付けられ得るので、好ましい。ｍＡｂを分泌するハイブリドーマの産生の
ために使用される一般的方法は周知である（Ｋｏｈｌｅｒら、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４
９５（１９７５）参照）。簡潔に述べると、Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎにより記
載されるように、この技術は、メラノーマ、奇形腫又は子宮頸癌、神経膠腫又は肺癌の何
れかの５名の個別の癌の患者（外科標本から試料を得た。）の局所的排液リンパ節からリ
ンパ球を単離し、細胞をプールし、細胞をＳＨＦＰ－１と融合させることを必要とした。
癌細胞株に結合する抗体の産生についてハイブリドーマをスクリーニングした。関心のあ
るｍＡｂの基本反応パターンを決定するために、通常のスクリーニング技術（酵素免疫測
定法アッセイ又は「ＥＬＩＳＡ」など）を用いて、ｍＡｂ間の特異性の確認を行うことが
できる。
【００９９】
　本明細書中で使用される場合、「抗体」という用語は、抗原－結合抗体断片、例えば１
本鎖抗体（ｓｃＦｖ又はその他）を包含し、これは、既知のファージディスプレイ又は酵
母ディスプレイ技術を用いて（即ち抗体のインビトロ親和性成熟により）作製／選択する
ことができる。細菌に感染するウイルス（バクテリオファージ又はファージ）の表面上で
抗体断片を発現させることができることによって、単一の結合抗体断片を、例えば１０１
０非結合クローンよりも大きいライブラリから単離することができるようになる。ファー
ジの表面上で抗体断片を発現させるために（ファージディスプレイ）、ファージ表面タン
パク質（例えばｐＩＩＩ）をコードする遺伝子に抗体断片遺伝子を挿入し、ファージ表面
上で抗体断片－ｐＩＩＩ融合タンパク質を提示させる（ＭｃＣａｆｆｅｒｔｙら（１９９
０）Ｎａｔｕｒｅ、３４８：５５２－５５４（１９９０）；Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍら、Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．１９：４１３３－４１３７（１９９１））。酵母デ
ィスプレイ親和性成熟は、例えば、ＰＣＴ　ＷＯ２００７／０５６５０７（これに関する
その教示に対してその全体において参照により本発明によって組み込まれる。）で考察さ
れている。
【０１００】
　ある態様において、本開示の抗体は、宿主細胞中の免疫グロブリン軽及び重鎖遺伝子の
組み換え発現により調製することができる。抗体を組み換え発現させるために、軽及び重
鎖が宿主細胞において発現され、好ましくは、宿主細胞が培養される培地に分泌されるよ
うに、抗体の免疫グロブリン軽及び重鎖をコードする核酸分子を担う１以上の組み換え発
現ベクターを宿主細胞に遺伝子移入し、その培地から抗体を回収することができる。Ｓａ
ｍｂｒｏｏｋ、Ｆｒｉｔｓｃｈ及びＭａｎｉａｔｉｓ（編）、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ、第二版、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎ
ｇ　Ｈａｒｂｏｒ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９８９）、Ａｕｓｂｅｌ、Ｆ．Ｍ．ら（編）Ｃ
ｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、Ｇｒ
ｅｅｎｅ　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ（１９８９）及び米国特許第４
，８１６，３９７号に記載のものなど、抗体重及び軽鎖遺伝子を得て、これらの遺伝子を
組み換え発現ベクターに組み込み、宿主細胞にベクターを導入するために、標準的組み換
え核酸（ＤＮＡ）法を使用する。
【０１０１】
　本開示の組み換え抗体を発現させるための好ましい哺乳動物宿主細胞には、ＣＨＯ細胞
（例えば、ＲＪ．Ｋａｕｆｍａｎ及びＰ．Ａ．Ｓｈａｒｐ、Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５９：
６０１－６２１（１９８２）に記載のように、ＤＨＦＲ選択可能マーカーとともに使用さ
れるＵｒｌａｕｂ及びＣｈａｓｉｎ、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　
７７：４２１６－４２２０（１９８０）に記載のｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む。）、ＮＳ
Ｏ骨髄腫細胞、ＣＯＳ細胞、ＨＥＫ－２９３細胞及びＳＰ２細胞が含まれる。抗体遺伝子
をコードする組み換え発現ベクターが哺乳動物宿主細胞に導入される場合、宿主細胞での
抗体の発現を可能にするか又はより好ましくは宿主細胞が増殖させられる培養液中への抗
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体の分泌を可能にするのに十分な時間、宿主細胞を培養することにより、抗体が産生され
る。標準的タンパク質精製法を用いて、培養液から抗体を回収することができる。
【０１０２】
　宿主細胞はまた、Ｆａｂ断片、Ｆ（ａｂ’）断片又はｓｃＦｖ分子など、インタクトな
抗体の一部を産生させるために使用することもできる。上記手段における変更は本開示の
範囲内であることを理解されたい。例えば、本開示の抗体の軽鎖又は重鎖の何れか（しか
し両方ではない。）をコードする核酸分子を宿主細胞に遺伝子移入することが望ましいも
のであり得る。組み換えＤＮＡ技術はまた、少なくとも１つの免疫抑制剤において少なく
とも１つのエピトープに結合するのに必要ではない軽及び重鎖の何れか又は両方をコード
する核酸分子の一部又は全てを除去するためにも使用され得る。このような短縮型核酸分
子から発現される分子もまた本開示の抗体により包含される。
【０１０３】
　ＩＶ．試料前処理のための方法及びアッセイ成分組成
　本方法において使用される試料は、関心のある少なくとも１つのエピトープを含有する
検体のソースである。試料は、対象からの試験試料であり得るか、又は対象由来でなくて
もよいが、それにかかわらず、関心のあるエピトープを含有する検体を含む（例えば、ス
パイク試料又は対象以外の生体ソースからの試料、例えば水など）。試料には、（関心の
ある検体に加えて）以下に限定されないが、関心のある、抗体、抗原、ハプテン、ホルモ
ン、薬物、酵素、受容体、タンパク質、ペプチド、ポリペプチド、オリゴヌクレオチド又
はポリヌクレオチドを含むその他の成分がさらに含まれ得る。例えば、試料は、タクロリ
ムス又はシクロスポリン（例えば薬物そのもののソース、市販ソースなど）など、免疫抑
制剤であり得る。あるいは、試料は、タクロリムス又はシクロスポリンを含有する対象か
ら得られる全血試料であり得る。本開示による好ましい試料は、試験試料、特に全血、特
に、例えば前処理試薬により、本明細書中に記載のように処理された全血である。
【０１０４】
　ある一定の疎水性薬物検体（例えば免疫抑制剤）に対して１以上の前処理試薬を使用す
ることができるが、その他に対しては必要とされない可能性がある。前処理試薬は、不均
一系試薬又は均一系試薬であり得る。
【０１０５】
　本開示による１以上の不均一系前処理試薬の使用により、前処理試薬は、試料中に存在
する何らかの検体結合タンパク質を沈殿させる。このようなアッセイは、沈殿した検体結
合タンパク質から第一の混合物の上清を分離することにより、第一の混合物からあらゆる
の検体結合タンパク質を除去することを含む。このようなアッセイにおいて、結合タンパ
ク質が存在しない第一の混合物の上清が、アッセイの次の段階、抗体捕捉段階で使用され
る。
【０１０６】
　１以上の均一系前処理試薬の使用ではこのような分離段階はない。抗体捕捉段階におい
て、試験試料の第一の混合物全体及び１以上の前処理試薬を捕捉抗体と接触させる。この
ようなアッセイにおける１以上の前処理試薬は、通常、抗体捕捉段階の前又は抗体捕捉段
階での抗体との接触中の何れかで、前処理した試験試料混合物中で希釈される。このよう
な希釈にもかかわらず、抗体捕捉中、試験試料混合物において、１以上の前処理試薬（例
えば、５Ｍメタノール及び／又は０．６Ｍエチレングリコール）のある一定量が依然とし
て存在（又は残存）する。
【０１０７】
　１以上の前処理試薬は、（ａ）１以上の溶媒及び塩、（ｂ）１以上の溶媒、塩及び界面
活性剤、（ｃ）界面活性剤又は（ｄ）界面活性剤及び塩を含む。溶媒には、メタノール及
びエチレングリコールが含まれる。塩には、硫酸亜鉛及び塩化ナトリウムが含まれる。前
処理試薬に対する好ましい界面活性剤はサポニンである。好ましい前処理試薬は、約７０
％メタノール、約２０％エチレングリコール及び約５０ｍＭ硫酸亜鉛を含む。
【０１０８】
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　前処理試薬の組成は、場合によっては、１以上の有機溶媒及び界面活性剤ならびに具体
的なアッセイ法に必要とされる場合、その他の成分を含有する。従って、免疫アッセイの
ある実施形態において、１以上の前処理試薬は、実施例及び文献に記載のように、サポニ
ン、メタノール、エチレングリコール及び硫酸亜鉛を含む。メタノール及びエチレングリ
コール（及び場合によっては硫酸亜鉛）の組み合わせなど、１以上の有機溶媒を含有する
アッセイ前処理試薬もまた使用され得る。塩添加なし又は塩添加ありの何れかの、サポニ
ンを含む前処理試薬を使用することができる。さらに、例えば、文献に記載のような（例
えば、Ｙａｔｓｃｏｆｆら、Ａｂｂｏｔｔ　ＴＤｘ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂ
ｏｄｙ　Ａｓｓａｙ　Ｅｖａｌｕａｔｅｄ　ｆｏｒ　Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　Ｃｙｃｌｏｓ
ｐｏｒｉｎｅ　ｉｎ　Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏｄ、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ、３６：１９６９－
１９７３（１９９０）及びＷａｌｌｅｍａｃｑら、Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ
　Ｎｅｗ　ＡｘＳＹＭ（登録商標）Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ　Ａｓｓａｙ：Ｃｏｍｐａ
ｒｉｓｏｎ　ｗｉｔｈ　ＴＤｘＭｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ｗｈｏｌｅ　Ｂｌｏｏｄ　ａｎｄ
　ＥＭＩＴ　Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ　Ａｓｓａｙｓ、Ｃｌｉｎ　Ｃｈｅｍ　４５：４
３２－４３５（１９９９）参照）及び／又は市販のような（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａ
ｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）、ＴＤｘ、ＡｘＳＹＭ（登録商標）及び
ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）分析装置でのアッセイにおける使用のための前処理試薬
を使用することができる（特に、あるアッセイに対して最適化される場合）。
【０１０９】
　試料前処理の好ましい方法は本明細書中に記載されている（例えば実施例において）。
さらに、Ａｂｂｏｔｔの米国特許第５，１３５，８７５号、欧州特許第０　４７１　２９
３号、米国特許出願第６０／８７８，０１７号（２００６年１２月２９日出願）；及び米
国特許出願第１１／４９０６２４号（２００６年６月２１日出願）（前処理に関するその
教示に対してその全体において参照により組み込まれる。）に記載のように前処理を行い
得る。
【０１１０】
　別の態様において、第二の混合物はアッセイ希釈剤を含む。好ましくは、アッセイ希釈
剤は、診断用免疫アッセイの反応条件に悪影響を与えずに使用することができるものであ
る。好ましくは、アッセイ希釈剤は、実質的に捕捉抗体のＫＤを変化させない。場合によ
っては、アッセイ希釈剤は、少なくとも１つの緩衝液、場合によっては塩、場合によって
は界面活性剤及び／又はそれらの組み合わせを含む。また、アッセイ希釈剤は、特にある
アッセイに対して最適化される場合、市販のアッセイ、例えばＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録
商標）に対するアッセイ又はＴＤｘ又はＡｘＳＹＭ（登録商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）に対するアッセイ（例えばＣｓＡ
アッセイ）のものであり得る。
【０１１１】
　別の態様において、本明細書中での免疫アッセイで使用される第四の混合物は、界面活
性剤をさらに含む。最適には、界面活性剤はＴｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００である
。
【０１１２】
　本明細書中に記載の免疫アッセイ及び方法はまた、米国特許第５，０８９，４２４号及
び同第５，００６，３０９号に記載のような、及び例えば、以下に限定されないが、Ａｂ
ｂｏｔｔのＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）、ＡｘＳＹＭ（登録商標）、ＩＭｘ（登録商
標）、ＰＲＩＳＭ（登録商標）及びＱｕａｎｔｕｍＴＭＩＩ機器ならびにその他のプラッ
トフォームを含め、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ
、ＩＬ）により市販されているような、様々な自動化及び半自動化システムでの使用に適
応させることができる（固相が微粒子を含むものを含む。）。さらに、本開示は、場合に
よっては、サンドイッチ免疫アッセイを行うための、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｉｅｓ市販のポイントオブケア（Ｉ－ＳＴＡＴ（登録商標））電気化学免疫アッセイシス
テムに対して適応可能である。免疫センサー及び、それらの製造方法及び使い捨て試験装
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置での操作は、例えば、米国特許第５，０６３，０８１号、米国特許出願第２００３／０
１７０８８１号、米国特許出願第２００４／００１８５７７号、米国特許出願第２００５
／００５４０７８号及び米国特許出願第２００６／０１６０１６４号（上記内容に関する
それらの教示に対して参照によりそれらの全体において組み込まれる。）に記載されてい
る。
【０１１３】
　Ｖ．キット
　本開示はまた、試験試料中の関心のある検体（例えば代謝し、１以上の交差反応性代謝
産物を形成する疎水性薬物）の存在を検出するためのキットも目論む。このようなキット
は、本明細書中に記載の抗体の１以上を含み得る。より具体的には、本キットは、場合に
よっては、（１）検体に対するものより約１０倍から約１０００倍高い、交差反応性代謝
産物に対するＫＤを有する少なくとも１つの抗体及び（２）免疫アッセイを行うための１
以上の説明書を含有し得る。捕捉抗体として、検出抗体として、又は捕捉抗体及び検出抗
体の両方として、このような試験キット中に本開示の抗体が含まれ得る。あるいは、検出
のためにトレーサーを使用することができる。何らかの適切な較正物質又は対照が本キッ
トに含まれ得る（例えばシクロスポリンアッセイに対するシクロスポリン較正物質）。場
合によっては、本キットはまた、少なくとも１つの試料回収チューブも含有し得る。場合
によっては、本キットはまた少なくとも１つの前処理試薬も含有し得る。
【０１１４】
　このようにして、本開示は、本開示による免疫アッセイを含む、診断用キット及びクオ
リティーコントロールキットも提供する。場合によっては、市販のプラットフォームでの
使用に対して、本発明の、アッセイ、キット及びキット成分が最適化される（例えば、Ａ
ｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬの、ＰＲＩＳＭ
（登録商標）、ＡｘＳＹＭ（登録商標）、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）及びＥＩＡ（
Ｂｅａｄ）プラットフォームならびにその他の市販及び／又はインビトロ診断用アッセイ
での免疫アッセイ）。さらに、アッセイ、キット及びキット成分は、その他の方式、例え
ば、電気化学的又はその他の携帯用又はポイントオブケアアッセイシステムにおいて使用
され得る。本開示は、例えば、ＴｎＩ、ＣＫＭＢ及びＢＮＰを含むいくつかの心臓マーカ
ーに対するいくつかのサンドイッチ免疫アッセイを行う市販のＡｂｂｏｔｔポイントオブ
ケア（Ｉ－ＳＴＡＴ（登録商標）、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏ
ｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）電気化学的免疫アッセイ系に対して適用可能である。免疫センサ
ー及び使い捨て試験装置においてそれらを操作する方法は、例えば、米国特許出願第２０
０３／０１７０８８１号、同第２００４／００１８５７７号、同第２００５／００５４０
７８号及び同第２００６／０１６０１６４号（参照により本明細書中に組み込まれる。）
に記載されている。電気化学的及び免疫センサーのその他のタイプの製造のさらなる背景
は、米国特許第５，０６３，０８１号（これも上記のものに関するその教示に対して参照
により組み込まれる。）で見出される。
【０１１５】
　場合によっては、キットは、クオリティーコントロール試薬を含む（例えば、感度パネ
ル、較正物質及び陽性対照）。クオリティーコントロール試薬の調製は、当技術分野で周
知であり、例えば、様々な免疫診断用生成物の挿入シートに記載されている。
【０１１６】
　本キットは、場合によっては、緩衝液、塩、酵素、酵素補因子、基質、検出試薬など、
診断用アッセイを行うか又はクオリティーコントロール評価を促進するのに必要とされる
その他の試薬を含み得る。試験試料（例えば前処理試薬）の単離及び／又は処理のための
緩衝液及び溶液などのその他の成分もまた本キットに含まれ得る。本キットは、さらに、
１以上のその他の対照を含み得る。本キットの成分の１以上は凍結乾燥され得、本キット
は、凍結乾燥成分の再構成に適切な試薬をさらに含み得る。あるいは、キット成分は、即
時使用の形態で提供され得る。
【０１１７】
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　本キットの様々な成分は、場合によっては、適切な容器中で提供される。上記で示され
るように、容器の１以上はマイクロタイタープレートであり得る。しかし、好ましくは、
本キットは、市販の自動化アッセイでの使用に対して提供される。本キットは、さらに、
試料を保持するか又は保管するための容器を含み得る（例えば、血液又は尿試料に対する
容器又はカートリッジ）。必要に応じて、本キットはまた、場合によっては、反応槽、混
合槽及び試薬もしくは試験試料の調製を促進するその他の成分も含有し得る。本キットは
また、シリンジ、ピペット、鉗子、計量スプーンなど、試験試料の採取を促進するための
１以上の機器も含み得る。
【０１１８】
　本キットは、さらに、場合によっては、使用説明書を含み得、これは、紙の形態又はデ
ィスク、ＣＤ、ＤＶＤなどのコンピュータ読み取り可能な形態で提供され得る。
【０１１９】
　ここで例として、以下に限定されないが、本開示の実施例を与える。
【実施例１】
【０１２０】
　様々なアッセイ方式の検討
　この実施例は、１段階又は２段階方式を含み、洗浄段階があるか又はないかの何れかの
様々な方式で、磁性微粒子に連結されたトレーサー（アクリジニル化ＣｓＡ）、抗体（抗
－ＣｓＡ抗体）及びアッセイ希釈剤（緩衝液及び塩化ナトリウム）とＣｓＡ血液抽出物を
組み合わせる免疫アッセイにおいて、代謝産物交差反応性を比較する。
【０１２１】
　この実施例に記載の全４種類のアッセイ方式（即ち方式１－４）に対して、水性サポニ
ン試薬１００μＬと血液試料（代謝産物添加あり又は添加なし）２００μＬを混合し、次
いで１．５ｍＬプラスチック遠心管中でメタノール／エチレングリコール／硫酸亜鉛試薬
４００μＬを混合することにより、血液試料からのＣｓＡの抽出を行った。この混合物を
５－１０秒間激しくボルテックス処理し、得られた懸濁液を１３，０００ｒｐｍで５分間
遠心し、沈殿物を沈降させた。自動化ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ｉ２０００分析装
置（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏ
ｉｓ）でＣｓＡについて上清をアッセイした。
【０１２２】
　本明細書中及び続く実施例で使用されるその他の物質及び方法は次のとおりであった。
【０１２３】
　抗体。ヤギ抗－マウス（ＧＡＭ）抗体被覆磁性微粒子上にＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商
標）アッセイで使用される抗－ＣｓＡモノクローナル抗体を固定化する。Ａｂｂｏｔｔ　
ＴＤｘ及びＡｘＳＹＭ（登録商標）アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）において、可溶性形態で同じ抗－ＣｓＡ
抗体が使用される。ＧＡＭ微粒子に可溶性マウス抗－ＣｓＡ抗体が直接添加され、抗体介
在結合により非共有結合が起こる。ＧＡＭ抗体は磁性ポリスチレン微粒子に受動的に結合
させられ、次いで、粒子上に抗体を固定するために、水溶性カルボジイミドで処理される
。当技術分野での通常の技術を用いてＧＡＭ粒子を調製することができる。
【０１２４】
　トレーサー。アッセイで使用されるＣｓＡ－アクリジニウムトレーサーは、免疫アッセ
イのＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ファミリーで使用されるアクリジニウム化学に基づ
く。アクリジニウム標識は、ＴＤｘ及びＡｘＳＹＭ（登録商標）トレーサーにおけるフル
オレセイン標識のように、ＣｓＡ分子の同じ位置に共有結合される（例えば、欧州特許出
願０　２８３　８０１　Ａ２に記載されているように、しかし、フルオレセインではなく
、アクリジニウム標識が使用されるものとは異なる；また、Ｍａｔｔｉｎｇｌｙら、Ｃｈ
ｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｅｎｔ　Ｎ－ｓｕｌｆｏｎｙｌａｃｒｉｄｉｎｉｕｍ－９－Ｃａｒ
ｂｏｘａｍｉｄｅｓ　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　Ｃｌｉｎｉ
ｃａｌ　Ａｓｓａｙｓ（化学発光スルホニルアクリジニウム－９－カルボキサミド及び臨
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床アッセイでのそれらの適用）Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
：Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｄｙｋｅ　Ｋ．Ｖ．編
、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ）２００２；ｐｐ．７７－１０５も参照。
）。
【０１２５】
　アッセイ希釈剤。次の実験のためのアッセイ希釈剤は、免疫アッセイのＡＲＣＨＩＴＥ
ＣＴ（登録商標）ファミリーで使用されるもの（即ちＭＥＳ緩衝液、ＮａＣｌ及び保存料
を含有する。）である。
【０１２６】
　ＣｓＡ較正物質及び対照。較正において使用されるＣｓＡは、米国薬局方（ＵＳＰ、Ｒ
ｏｃｋｖｉｌｌｅ、ＭＤ）から購入されるＵＳＰグレードである。ＡＢＴ（Ａｍｅｒｉｃ
ａｎ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｉｎｃ．、Ｓｅｇｕｉｎ、Ｔ
ｅｘａｓ　７８１５５）からの処理済のヒト全血マトリクスにおいて、較正物質を調製す
る。有機溶媒中でＣｓＡを溶解させ、重量測定法で血液マトリクスに添加する。較正物質
濃度は、０ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ（較正物質Ａ又は「ＣＡＬ　Ａ」）、４０ｎｇ／ｍＬ　Ｃ
ｓＡ（較正物質Ｂ又は「ＣＡＬ　Ｂ」）、１５０ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ（較正物質Ｃ又は「
ＣＡＬ　Ｃ」）、４００ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ（較正物質Ｄ又は「ＣＡＬ　Ｄ」）、８００
ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ（較正物質Ｅ又は「ＣＡＬ　Ｅ」）及び１５００ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ
（較正物質Ｆ又は「ＣＡＬ　Ｆ」）である。高精製度ＣｓＡを用いる一次標準に対して濃
度をチェックする。凍結乾燥ヒト血液マトリクス対照は、ＢｉｏＲａｄ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ、４０００　Ａｌｆｒｅｄ　Ｎ
ｏｂｅｌ　Ｄｒｉｖｅ、Ｈｅｒｃｕｌｅｓ、ＣＡ　９４５４７から購入した。
【０１２７】
　検体及び検定試料。Ｔｒｏｎｔｏ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｈｏｓｐｉｔａｌより、移植患者
からの血液検体を得た。この病院の倫理手順に従い、検体に数字で番号を付し、患者情報
と関連がないようにした。使用前に最長１ヵ月間、血液検体を冷蔵保存した。凍結試料を
－２０℃で無期限に保存した。
【０１２８】
　Ｄａｖｉｄ　Ｗ　Ｈｏｌｔ教授、Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ　Ｉｎｔｅ
ｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｌｔｄ．、５　Ｌａｖｅｎｄｅｒ　Ｃｌｏｓｅ、Ｃｈａｌｄｏｎ　
Ｃｏｍｍｏｎ、ＣＡＴＥＲＨＡＭ、ＣＲ３　５ＤＷ、ＵＫから、移植薬物に対して臨床検
査室により使用された既に試験済みの検定試料を得た。これらの試料は、凍結患者検体の
プールのアリコート及びスパイクした薬物不含の血液であり、これらは、実験室で４分割
して凍結されて供給される。様々なアッセイ法により測定されたＣｓＡ濃度は、プロフィ
シエンシーサーベイに対して報告され、ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｂｉｏａｎａｌｙｔｉｃ
ｓ．ｃｏ．ｕｋ／ｈｔｍｌのインターネットで公表された、実験室間での平均の結果であ
る。
【０１２９】
　免疫抑制剤濃度。ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）の光学系、化学発光反応により発光
される光において光子計数を行う光電子増倍管（ＰＭＴ）を基本的に使用して、ＣｓＡ濃
度を計算する。化学発光反応により生成される光の量は、反応混合物中に存在するアクリ
ジニウムトレーサーの量に比例し、ＣｓＡの量に反比例する。ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録
商標）系での光測定の単位に対する名称であるＲＬＵ（相対光単位）でシグナルを測定す
る。
【０１３０】
　相対光単位という用語は、ある一定のアクリジニウム量に対する光子計数の関係から来
る。各光学モジュールは、一連のアクリジニウム標準物質を用いて較正される。化学発光
反応が起こる際、光が発光され、３秒間、光子を測定する。ＰＭＴは、計数される光子を
デジタルシグナルに変換し、次いで、これが処理のためのサーキットボードに送信される
。光学サーキットボードは、ＰＭＴからのデジタルシグナルを計数される光子（これは、
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同じく存在するアクリジニウムの量に比例する。）に比例するアナログシグナルに変換す
る。次に、ＲＬＵ値を出すためにこのアナログシグナルをさらに処理する。この関係は、
光学モジュールの較正のための標準物質を生成させるために確立されたが、この場合、様
々なアクリジニウム標準物質は、それらに割り当てられたＲＬＵ値を有する。つまり、Ｒ
ＬＵ単位それ自身が任意である一方、アクリジニウムのある一定量に比例する（即ち相対
的）。
【０１３１】
　％ＣＶ。％変動計数（ＣＶ）は、平均検体濃度で割って１００を掛ける、測定値の標準
偏差（ＳＤ）として定義される。
【０１３２】
　Ｂ／Ａ及びＦ／Ａ比。Ｂ／Ａ及びＦ／Ａは、較正物質Ａ、Ｂ及びＦのためのＡＲＣＨＩ
ＴＥＣＴ（登録商標）分析装置により提供されるＲＬＵシグナルの比である。
【０１３３】
　％交差反応性。スパイクした交差反応性代謝産物の存在下及び非存在下での測定ＣｓＡ
濃度に基づき、交差反応性の結果を調べた。％交差反応性を次のように計算した：
　（スパイク試料中のｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ－対照中のｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡ）／（ｎｇ／ｍ
Ｌ代謝産物）ｘ１００。
【０１３４】
　代謝産物スパイク実験。２００ｎｇ／ｍＬのＣｓＡ及び代謝産物ＡＭ１又はＡＭ９の０
（「対照」）又は１０００ｎｇ／ｍＬの何れか（インビボ産生代謝産物混合物からＡｂｂ
ｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬで精製）を血液試料
に添加した。
【０１３５】
　ＫＤ測定。タンパク質の様々な濃度を含有する溶液中のフルオレセイン標識ＣｓＡトレ
ーサーの蛍光偏光を測定することにより、ヒトアルブミン、ウシガンマグロブリン及び抗
－ＣｓＡ抗体に対するＣｓＡの結合定数を調べた。測定を行い、Ｔｅｔｉｎ、Ｓ．Ｙ．及
びＨａｚｌｅｔｔ、Ｔ．Ｌ．、Ｓｔｕｄｉｅｓ　ｏｆ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ－Ｈａｐｔｅｎ
　Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　２０：３４１－３６１（２０００）の、
Ｏｐｔｉｃａｌ　Ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏｐｙに記載の方法によりＫＤを計算した。Ｃｅｌ
ｌｉａｎｃｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、Ｎｏｒｃｒｏｓｓ、Ｇｅｏｒｇｉａ　３００９
２　Ｕ．Ｓ．Ａ．から精製ヒトアルブミン及びガンマグロブリンを購入した。Ｐｏｒｏｕ
ｓ　５０Ａ　Ｐｅｒｆｕｓｉｏｎ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ　Ｂｕｌｋ　Ｍｅｄｉ
ａ　ｆｏｒ　Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ａ　Ａｆｆｉｎｉｔｙ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ、
Ｏｐｅｒａｔｉｎｇ　Ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓに記載のように、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓでプロテインＡアフィニティークロマトグラフィーにより抗－ＣｓＡ
抗体を精製した。ＰｅｒＳｅｐｔｉｖｅ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ．Ｒｅｖ．２、１９９４
、ｐｐ．１－７。
【０１３６】
　ＦＰＩＡ試験法。包装挿入物に記載の手段を使用して、検体及び較正物質においてＡｂ
ｂｏｔｔ　ＴＤｘモノクローナル及びＡｘＳ　ＹＭ（登録商標）免疫アッセイを測定した
。サポニン、有機溶媒及び硫酸亜鉛の組み合わせを用いて検体を抽出し、沈殿タンパク質
を遠心して沈降させた。アッセイ試薬（トレーサー、抗体及びアッセイ希釈剤）を用いて
、透明な上清を試験した。しかし、実施例４において、ＴＤｘ及びＡｘＳＹＭ（登録商標
）の様々な抽出（前処理）法を用いたが、全ての結果はＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）
において生成された。
【０１３７】
　その他のＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）試薬。記載の実験のために使用されるＡＲＣ
ＨＩＴＥＣＴ（登録商標）洗浄緩衝液、プレトリガー及びトリガー溶液は、この機器で行
われるアッセイに対して標準的である。
【０１３８】
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　試験される４種類のアッセイ方式（方式１、方式２、方式３及び方式４）を以下で開示
する。
【０１３９】
　方式１－１段階アッセイ方式における直接トレーサー添加。この方式は、第一段階にお
いてトレーサー及び抗体試薬とＣｓＡ血液抽出物を組み合わせ、次いで希釈剤添加及び洗
浄段階を行う。次のことにより、自動化ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ｉ２０００分析
装置においてアッセイ方式１を行った：
　１．試料抽出物１５μＬと、トレーサー９０μＬ及びヤギ抗－マウス抗体で被覆された
微粒子５０μＬ（Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、Ｍｉｓｓｏｕｒｉより）及びマウス抗
－ＣｓＡ抗体（ＴＤｘ及びＡｘＳＹＭ（登録商標）機器（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）における蛍光偏向免疫アッセイでの使用の
ために精製された抗体を用いて）を混合。
　２．抗体におけるＣｓＡ結合部位に対して、ＣｓＡ、ＣｓＡ代謝産物とアクリジニウム
－ＣｓＡトレーサーの間で競合を引き起こすために、３３－３８℃で１８分間、反応混合
物を温置。
　３．微粒子／トレーサー／試料反応混合物とアッセイ希釈剤５０μＬを混合し、さらに
３３－３８℃で４分間温置。
　４．磁力により反応混合物から微粒子を分離し、トレーサー及びその他の液体反応物を
除去するために、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）洗浄緩衝液でそれらを洗浄。
　５．捕捉されたアクリジニウム－ＣｓＡ標識を発光させるために、プレトリガー（酸性
溶液）及びトリガー（塩基性溶液）を添加し、ＲＬＵとして機器によりこれを測定。
　６．ＣｓＡ標準物質を用いたアッセイ較正操作中に生成されるＲＬＵと、未知の試料か
らのＲＬＵシグナルを比較。
　７．ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）数学的方法を用いて未知の試料に対してＣｓＡ濃
度を計算。
【０１４０】
　方式２－２段階アッセイ方式における直接トレーサー添加。この方式は、第一段階にお
いてトレーサー及び抗体試薬とＣｓＡ血液抽出物を組み合わせ、次いで洗浄段階を行う。
これに続いて、アッセイ希釈剤温置段階及び第二の洗浄段階を行う。次のことにより、自
動化ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ｉ２０００分析装置においてアッセイ方式２を行っ
た：
　１．方式１に対して上記で述べたトレーサー９０μＬ及び微粒子５０μＬと、試料抽出
物７５μＬを混合。
　２．抗体におけるＣｓＡ結合部位に対して、ＣｓＡ、ＣｓＡ代謝産物とアクリジニウム
－ＣｓＡトレーサーの間で競合を引き起こすために、３３－３８℃で１８分間、反応混合
物を温置。
　３．反抗混合物から磁力により微粒子を分離し、トレーサー及び反応物を除去するため
に、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）洗浄緩衝液でそれらを洗浄。
　４．アッセイ希釈剤５０μＬ中で洗浄した粒子を再懸濁し、さらに３３－３８℃で４分
間温置。
　５．磁力により反応混合物から微粒子を分離し、液体反応物を除去するために、ＡＲＣ
ＨＩＴＥＣＴ（登録商標）洗浄緩衝液でそれらを再び洗浄。
　６．試料及び標準物質から測定されるＲＬＵシグナルを比較し、方式１に対して記載の
ように、ＣｓＡ濃度を測定。
【０１４１】
　方式３－１段階アッセイ方式での遅延トレーサー添加。この方式は、トレーサー及びア
ッセイ希釈剤が交換されることを除き、方式１に対するものと同様である。このようにし
て、最初の温置（段階１）でアッセイ希釈剤９０μＬを添加し、第二の温置（段階３）で
トレーサー５０μＬを添加する。このアッセイは、方式１におけるように１回の洗浄段階
を使用する。自動化ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ｉ２０００分析装置においてアッセ
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【０１４２】
　方式４－２段階アッセイ方式での遅延トレーサー添加。この方式は、トレーサー及びア
ッセイ希釈剤が交換されることを除き、方式２に対するものと同様である。このようにし
て、最初の温置（段階１）でアッセイ希釈剤９０μＬを添加し、第二の温置（段階３）で
トレーサー５０μＬを添加する。このアッセイは、２回の別個の洗浄段階を使用する。自
動化ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ｉ２０００分析装置においてアッセイ方式４を行っ
た。
【０１４３】
　トレーサー、代謝産物及び抗体結合部位の濃度に関して、様々なアッセイ方式を表１で
まとめる。２つの抗体結合部位があるので、結合部位濃度は抗体濃度の２倍である。抽出
された試料はサポニン界面活性剤（Ｄｅｓｅｒｔ　Ｋｉｎｇ、Ｌｅｘｉｎｇｔｏｎ、ＫＹ
）を含有するので、トレーサーは化学的に還元されたＴｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１０
０（「ＴＸ１００」、Ｓｉｇｍａ、Ｓｔ　Ｌｏｕｉｓ、ＭＯより）を含有する。これらの
界面活性剤の有無もまた表１に記す。界面活性剤は、ＣｓＡ、代謝産物及びトレーサーな
どの疎水性化合物を可溶化することに関与する。これらもまた、界面活性剤において封鎖
されるものに対して溶液中で遊離しているこれらの成分の量を調節することにおいて重要
な役割を果たし得る。サポニンは８０－３００μＭの濃度で存在し、ＴＸ１００は、１４
０－１９００μＭの範囲である。これらの濃度は、両者とも、界面活性剤に対する臨界ミ
セル濃度を優に上回り、そのため、サポニン及びＴＸ１００がミセル形態で存在すること
が予想される。
【０１４４】
【表１】

【０１４５】
　様々なアッセイ方式で観察される交差反応性の値を表２でまとめる。これらの結果によ
り、アッセイ方式４の使用により観察される交差反応性の低下が確認される。
【０１４６】
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【表２】

【実施例２】
【０１４７】
　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）トレーサー試薬における界面活性剤の影響
　この実施例は、トレーサーを妨害するために選択される界面活性剤が、曲線形態及びア
ッセイ精度の両方に影響を与えることを示す。
【０１４８】
　０．０５％濃度の様々な界面活性剤を含有するトレーサーを用いて、実施例１、方式４
（２段階アッセイ方式における遅延トレーサー添加）でのようにアッセイを行った。Ｓｉ
ｇｍａ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）から界面活性剤を購入した
。
【０１４９】
　これらの実験の結果を表３で示すが、これは、％ＣＶとして表される、ＲＬＵシグナル
、曲線形態（Ｂ／Ａ及びＦ／Ａ　ＲＬＵ比）及び平均較正物質濃度精度（変動係数、「Ｃ
Ｖ」）をまとめる。低Ｂ／Ａ比は最大アッセイ感度と相関する。高Ｆ／Ａ比は、プラスチ
ック反応容器及びポリスチレン微粒子の表面に対する高トレーサー非特異的結合（ＮＳＢ
）に相関する。シグナル対ノイズ比を改善することにより、低ＮＳＢがアッセイ精度にと
って有利であると推測することは理に適っている。
【０１５０】

【表３】

【０１５１】
　表３から見られ得るように、Ｂ／Ａ及びＦ／Ａ比（ＮＳＢ上昇の指標）の低い方から順
に界面活性剤を列挙する。これらの比が増大するにつれて、不正確になる明らかな傾向が
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ある。また、界面活性剤、Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）ＳＰ－１３５及びＢｒｉｊ７００の
２つにより、ＣａｌＡアッセイシグナルが顕著に低下する。Ｔｅｔｒｏｎｉｃ１１０７及
びＢｒｉｊ７００のＦ／Ａが最大であった。Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００の量が
少ないと、精度が最大となり、Ｂ／Ａ及びＦ／Ａが最低になることが分かった。従って、
次の実施例で行われる全ての実験は、トレーサー界面活性剤としてＴＸ１００を使用した
。
【実施例３】
【０１５２】
　アッセイ性能における低Ｔｒｉｔｏｎ（登録商標）Ｘ－１００の影響
　この実施例は、好ましい界面活性剤（ＴＸ１００）を用いて、界面活性剤濃度がどのよ
うに性能に影響を及ぼすかを示す。実施例１、方式４（２段階アッセイ方式における遅延
トレーサー添加）でのように、本アッセイを行った。このデータから、ＲＬＵシグナル及
び精度の両方における強い影響が示され、これを表４で示し、図５及び６でグラフにより
示す。
【０１５３】
【表４】

【０１５４】
　表４から見られ得るように、ＴＸ１００により、０．０１％から０．１２％の範囲で、
ＲＬＵシグナル及びアッセイ％ＣＶが劇的に低下する。より高い範囲において、影響は横
這いになる（図５及び６参照）。従って、次の実施例で行われる全ての実験は、０．１２
％ＴＸ１００濃度を使用した。
【実施例４】
【０１５５】
　抽出段階における様々な界面活性剤組成の影響
　この実施例は、全血前処理段階に存在する界面活性剤に対する修飾（抽出と呼ばれ、血
液抽出物を回収。）が較正曲線の形態に顕著な影響を及ぼし得ることを示す。
【０１５６】
　これらの実験に対して、免疫アッセイ、即ち、微粒子酵素免疫アッセイ、ＦＰＩＡ及び
イオン捕捉免疫アッセイを処理するための、３種類の個別の分析技術を有する、Ａｂｂｏ
ｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）の３種類の異なる機
器：（１）上述のようなＡＲＣＨＬＴＥＣＴ（登録商標）（「ＡＲＣＨ」）；（２）ＴＤ
ｘ（「ＴＤｘ」）、患者における血清薬物濃度を測定するために蛍光偏向免疫アッセイ（
ＦＰＩＡ）を使用するシステム；及び（３）ＡｘＳＹＭ（登録商標）又はＡｘＳＹＭ（登
録商標）Ｐｌｕｓ（まとめて「ＡＸＳ」と呼ばれる。）に対してアッセイで使用される血
液前処理段階に基づき、３種類の異なる前処理法を使用した。
【０１５７】
　この３種類の前処理法を用いた抽出の前後の成分組成を下記表５で示す。
【０１５８】
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【０１５９】
　この３種類の前処理法は組成が非常に類似しているが、抽出された試料中の％メタノー
ル及びエチレングリコールが異なる。表５において、ＴＤｘからＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登
録商標）からＡｘＳＹＭ（登録商標）へとメタノールが増加するが、エチレングリコール
は減少する。さらに、ＴＤｘ及びＡｘＳＹＭ（登録商標）可溶化試薬はタージトールを含
有するが、これはＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）前処理段階には存在しない。
【０１６０】
　３セットのＣｓＡ較正物質においてこれらの３種類の抽出法を独立して使用し、得られ
た抽出物を全てＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）分析装置にかけた。下記で表６で示され
、図７でグラフにより示される結果を用いて、ＲＬＵシグナル、曲線比率及び平均％ＣＶ
に関してＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ＣｓＡにおける前処理試薬の影響を評価した。
【０１６１】
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【表６】

【０１６２】
　図７で見られ得るように、曲線形態が最悪である曲線は、ＴＤｘ前処理条件からの結果
であり、ＡｘＳＹＭ（登録商標）前処理条件はＴＤｘとＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）
との中間である。この変化は、有機溶媒又はサポニン濃度と相関せず、反応に移されるＣ
ｓＡ量（総血液ＣｓＡの２９％から３０％である。）とも相関しない（表５参照）。しか
し、この観察は、前処理段階で使用される可溶化剤中に存在するタージトールの量と相関
する。タージトールが、ＮＳＢを増加させ、ＣｓＡ較正物質（この場合、較正物質Ｆは１
５００ｎｇ／ｍＬＣｓＡを有する。）ＲＬＵシグナルを上昇させる可能性は低いと思われ
るが、それは、精度が、表３におけるその他の界面活性剤の例と同じように劇的には変化
しないからである。サポニン及びタージトールは両者ともトレーサー－ＴＸ１００試薬が
添加される前に洗浄段階により除去されるので、タージトールはトレーサー温置段階に影
響はないはずである。
【０１６３】
　最後の実現性はより可能性が高いと思われるが、即ち、サポニンよりも強くタージトー
ルが非特異的にＣｓＡに結合される、ということである。ＣｓＡは水に非常に難容である
分子であるので、大量の水性溶媒においてよりもむしろ、界面活性剤ミセルの疎水性内部
で選択的に封鎖されるであろうことを提案することは理に適っている。さらに、抗体が遊
離ＣｓＡと平衡であり、結合段階での総ＣｓＡとは平衡ではないので、界面活性剤との結
合平衡によって遊離ＣｓＡが低下する場合、平衡状態において抗体に結合する総ＣｓＡ％
は低下する。トレーサー及びＣｓＡが一緒に存在する場合及び界面活性剤により同様の割
合で結合される場合、これは定量的問題ではない。これは、表１で概説される３種類のア
ッセイ方式、即ちアッセイ方式１－３で述べられる状況である。一方、第四の例（即ち代
謝産物交差反応性が低いアッセイ方式４）において、ＣｓＡ及びトレーサー結合段階は非
常に異なる界面活性剤環境で起こる。
【実施例５】
【０１６４】
　別の界面活性剤を用いた曲線形態変化の反復
　この実施例は、タージトールの影響が界面活性剤特異的ではないか又は血液からの異な
った抽出に関連しないことを示す。
【０１６５】
　この実施例において、サポニン界面活性剤のみを用いて抽出を行った。第一の抗体結合
段階中に（しかし、抽出中ではなく）ＴＸ１００を導入するために、Ｔｒｉｔｏｎ（登録
商標）Ｘ－１００をアッセイ希釈剤に添加した。アッセイ希釈剤中０．０５％ＴＸ１００
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の存在下及び非存在下で較正曲線を比較した。実験の結果を図８で示す。
【０１６６】
　図８から見られ得るように、ＴＸ１００の添加により、精度を顕著に変化させることな
く較正曲線が上方に移動した（即ちＴＸ１００なしでのＣＶは５．４％であり、一方ＴＸ
１００存在下では６．８％であった。）。この観察は、第一のアッセイ温置中に生じ、従
って抗体に結合するために利用可能な遊離ＣｓＡの量が減少することによる、ＴＸ１００
によるＣｓＡのさらなる結合と一致する。この知見により、これが、サポニンのみで行わ
れた抽出段階に関連しないことが確認される。
【実施例６】
【０１６７】
　低代謝産物交差反応性を達成することに対する理論的根拠
　この実施例は、アッセイ成分の相対濃度を示し、交差反応性を決定する結合平衡のいく
つかを推定する。
【０１６８】
　低交差反応性アッセイの第一及び第二の段階における活性成分のリストを下記表７で示
す。
【０１６９】
【表７】

【０１７０】
　両段階でＣｓＡを上回る大量の界面活性剤があることが表７から見ることができる。こ
れにより、抗体結合及び競合反応中、界面活性剤ミセルが疎水性の低分子（ＣｓＡ、代謝
産物、トレーサー）を封鎖し、それらを溶液中に保持することができるようになる。第一
段階において、ＣｓＡの約１％のみが、存在する抗体の少量に結合し得る。これから、抗
体が、界面活性剤に結合されないほんのわずかのＣｓＡと平衡状態にあり、ＣｓＡの約９
９％が第一の洗浄段階で除去されることが示唆される。これにより、トレーサー競合段階
に加わることができるＣｓＡは非常に少量となる。この段階で、この低ＣｓＡ濃度は、抗
体とのその平衡解離定数（ＫＤ）に近い。ＫＤは直接測定していないが、ＣｓＡ－フルオ
レセイントレーサーの結合を測定することにより、約０．５ｎＭであると推定した。これ
らの実験に関して、トレーサーＫＤはＣｓＡ　ＫＤの桁内であることが推測される。代謝
産物に対するＫＤは正確には分かっていないが、代謝産物％交差反応性の計算値がわずか
約７－２０％の範囲であるので、代謝産物ＫＤは数桁大きいはずである。それらの結合パ
ートナーに対する、ＣｓＡ、代謝産物及びトレーサーに対する結合定数全ては分からない
ので、結合平衡に対する厳密解を見つけ出すことはできないが推定することはできる。こ
のような推定を表８で示す。
【０１７１】
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【表８】

【０１７２】
　この実施例における実験に関して、代謝産物濃度が１０００ｎｇ／ｍＬであり、ＣｓＡ
に対して５倍濃度過剰であると推定された。代謝産物に対するＫＤは、ＣｓＡに対するＫ

Ｄよりも１５００倍大きいことも推定された。表８における％結合計算値は、過剰な抗体
がある平衡条件下で結合される代謝産物又はＣｓＡの割合を表す。アッセイ状況において
、言うまでもなく、抗体は非常に低く、代謝産物及びＣｓＡの相対結合は、％結合数の比
としてのみ推定することが可能である。第一及び第二段階における、ＫＤ及びＣｓＡ及び
代謝産物濃度の差が大きいため、代謝産物／ＣｓＡの相対結合はおよそ１０％から１％未
満まで下落する。標識したトレーサーを用いて競合によってこの異なる結合が測定される
場合、代謝産物交差反応性の大きな違いが見られるはずである。実際、表１に記載の４種
類のアッセイ方式例のうち３種類（即ち方式１－３）におけるトレーサー競合は、トレー
サー及び抗体に対して高いＣｓＡ及び代謝産物濃度の条件下で起こる。これらの３種類の
アッセイ方式はまた、どのアッセイ成分が添加されるか及びどの順序かに依存して、顕著
な代謝産物交差反応性も示す。トレーサー反応が低いＣｓＡ、代謝産物及び抗体濃度で起
こるアッセイ方式のみが、低交差反応性のアッセイである（即ち方式４）。このようにし
て、この実施例及び先行する実施例は、アッセイ方式４の低交差反応性を説明するための
論理的根拠を提供する。
【実施例７】
【０１７３】
　交差反応性の比較
　この実施例は、その他の市販のアッセイを用いた、本明細書中で述べられるＡＲＣＨＩ
ＴＥＣＴ（登録商標）ＣｓＡ免疫アッセイの交差反応性比較を示す。
【０１７４】
　３００ｎｇ／ｍＬ親ＣｓＡの存在下で、ＡＭＩ（１００ｎｇ／ｍＬ）に対する交差反応
性は、ＡｘＳＹＭ（登録商標）の場合は７％であり、ＣＥＤＩＡの場合は４％であり、Ｅ
ＭＩＴの場合は基本的に交差反応性はなかった。
【０１７５】
　ＡＭ９（５００ｎｇ／ｍＬ）に対する交差反応性は、ＡｘＳＹＭ（登録商標）の場合は
１２．６％、ＣＥＤＩＡの場合は２５％であり、ＥＭＩＴの場合は６％であった。ＨＰＬ
Ｃとの比較から、心臓及び腎臓受容者において、～２２％のＥＭＩＴ及びＣＥＤＩＡでの
平均過大評価及び３２％のＡｘＳＹＭ（登録商標）での過大評価が示された。最も困難な
患者群である肝臓受容者において、ＣＥＤＩＡ及びＡｘＳＹＭ（登録商標）ＣｓＡアッセ
イにより、ＨＰＬＣと比較して、それぞれ４３％及び４７％の平均過大評価が示され、Ｅ
ＭＩＴは３１％異なった（Ｓｃｈｕｔｚら、Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎ　ｗｈｏｌｅ　ｂｌ
ｏｏｄ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ（ＡｘＳＹＭ（登録商標）、ＣＥＤＩＡ及びＥＭＩＴ
）：ａ　ｃｒｉｔｉｃａｌ　ｏｖｅｒｖｉｅｗ　ｏｆ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｃｈａ
ｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　ｗｉｔｈ　ＨＰＬＣ．Ｃｌ
ｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　４４：２１５８－２１６４（１９９８）参照）。
【０１７６】
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　２００ｎｇ／ｍＬシクロスポリンの存在下でＤａｄｅ　ＲｘＬＦｌｅｘ交差反応性を測
定し、ＡＭ１（１０００ｎｇ／ｍＬ）に対して２－５％、ＡＭ９（１０００ｎｇ／ｍＬ）
に対して２％、ＡＭ４ｎ（１０００ｎｇ／ｍＬ）に対して３－６％、ＡＭ１９（１０００
ｎｇ／ｍＬ）に対して２－３％及びＡＭ１ｃ（１０００ｎｇ／ｍＬ）に対して１－２％で
あることが分かった。
【０１７７】
　２００ｎｇ／ｍＬシクロスポリンの存在下で、Ａｂｂｏｔｔ　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登
録商標）の交差反応性を測定し、ＡＭ１（１０００ｎｇ／ｍＬ）に対して－０．２３％、
ＡＭ９（１０００ｎｇ／ｍＬ）に対して０．２８％、ＡＭ４ｎ（１０００ｎｇ／ｍＬ）に
対して０．２６％、ＡＭ１９（１０００ｎｇ／ｍＬ）に対して－０．４３％及びＡＭ１ｃ
（１０００ｎｇ／ｍＬ）に対して０．４１％であることが分かった。
【０１７８】
　２００ｎｇ／ｍＬシクロスポリンの存在下で、Ａｂｂｏｔｔ　ＴＤｘの交差反応性を測
定し、５００ｎｇ／ｍＬ　ＡＭ１に対して６．７％、２５０ｎｇ／ｍＬ　ＡＭ９に対して
１９．４％であり、２５０ｎｇ／ｍＬ　ＡＭ４ｎに対して、２５０ｎｇ／ｍＬＡＭ１９に
対して及び２５０ｎｇ／ｍＬ　ＡＭ１ｃに対しては統計学的有意性がないことが分かった
。
【０１７９】
　２００ｎｇ／ｍＬシクロスポリンの存在下で、Ａｂｂｏｔｔ　ＡｘＳＹＭ（登録商標）
の交差反応性を測定し、５００ｎｇ／ｍＬ　ＡＭ１に対して６．９％、２５０ｎｇ／ｍＬ
　ＡＭ９に対して１０．８％であり、２５０ｎｇ／ｍＬ　ＡＭ４ｎに対して、２５０ｎｇ
／ｍＬ　ＡＭ１９に対して及び２５０ｎｇ／ｍＬ　ＡＭ１ｃに対しては統計学的有意性が
ないことが分かった。
【０１８０】
　２００ｎｇ／ｍＬ　ＣｓＡの存在下で、４種類の主要なＣｓＡ代謝産物とのＥＭＩＴの
交差反応性を評価した。これらの代謝産物のうち、Ｍ１（ＡＭ９）のみが７％で有意な交
差反応性を示した。
【実施例８】
【０１８１】
　特異性の比較
　この実施例は、その他の市販のアッセイを用いた、本明細書中に記載のＡＲＣＨＩＴＥ
ＣＴ（登録商標）ＣｓＡ免疫アッセイの特異性の比較を示す。
【０１８２】
　以前、ＣｓＡに対するモノクローナル免疫アッセイの特異性は、殆ど、ＨＰＬＣでの直
接的比較によるか又は精製代謝産物の測定によって対処した。本明細書中に記載のＡＲＣ
ＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ＣｓＡ免疫アッセイは、ＣｓＡ代謝産物　ＡＭ１及びＡＭ９に
対する交差反応性を低くするために設計されている。Ｄｒ．Ｈｏｌｔのプロフィシエンシ
ー（ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ）移植患者プールを用いて低交差反応性が確認され、ＨＰＬ
Ｃ結果に対して比較した。
【０１８３】
　ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）ＣｓＡアッセイにより、ＨＰＬＣ結果に対して＜１０
％のバイアスが示され、一方、ＴＤｘＣｓＡアッセイにより、ＨＰＬＣに対して３４．２
３％の正バイアスが示され、ＡｘＳＹＭ（登録商標）ＣｓＡアッセイにより、ＨＰＬＣに
対して１７．７７％の正バイアスが示された。これは、ＴＤｘ及びＡｘＳＹＭ（登録商標
）ＣｓＡアッセイがＡＭ１及びＡＭ９に対して交差反応性があり、主にＣｓＡの谷の領域
（＜５００ｎｇ／ｍＬ）において可変の正濃度バイアスを示し、一方、ＡＲＣＨＩＴＥＣ
Ｔ（登録商標）ＣｓＡアッセイが全てのシクロスポリン代謝産物に対して＜１％交差反応
性を示すということによると思われる。
【０１８４】
　ＨＰＬＣに対するＤｒ．Ｈｏｌｔのプロフィシエンシー（ｐｒｏｆｉｃｉｅｎｃｙ）ス
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パイク処理患者プールを用いた、これらの３種類のアッセイの分析から、スパイク処理試
料には何らシクロスポリン代謝産物が存在しないので、３種類全てのアッセイ（ＡＲＣＨ
ＩＴＥＣＴ（登録商標）、ＴＤｘ及びＡｘＳＹＭ（登録商標））が±５％バイアス内であ
ることが示された。
【０１８５】
　当業者にとって当然のことながら、本開示は、目的を遂行するため及び結果及び言及さ
れる長所ならびにそれらにおける特徴となるものを得るために、よく適合される。本明細
書中に記載の、組成、処方物、方法、手順、処置、分子、具体的化合物は、現在、好まし
い実施形態の代表であり、例示であり、開示の範囲を限定するものではない。当業者にと
って当然のことながら、本開示の範囲及び精神から逸脱することなく、本明細書中で開示
される本開示に対して各種置換及び修飾を為し得る。
【０１８６】
　明細書中で言及される全ての特許及び刊行物は本開示が属する技術分野の熟練者のレベ
ルの指標となる。全ての特許及び刊行物は、各個別の刊行物が具体的かつ個々に参照によ
り組み込まれることが指示されるように、同じ程度まで、参照により本明細書中に組み込
まれる。
【０１８７】
　適切に実例になるように本明細書中に記載される開示は、本明細書中で具体的に開示さ
れない、要素、制限なしに、実施され得る。このようにして、例えば、本明細書中の各例
において「含む（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」「基本的にからなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ
　ｅｓｓｅｎｔｉａｌｌｙ　ｏｆ）」及び「からなる（ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ　ｏｆ）」
という用語の何れも、その他の２つの用語の何れかと置き換え得る。使用されてきたこの
用語及び表現は、説明の用語として使用され、限定の用語ではなく、示される及び記載さ
れる特性の何らかの同等物を除くかかる用語及び表現又はその一部の使用における意図は
ないが、様々な修飾が主張される本開示の範囲内で可能であることが認められる。このよ
うにして、好ましい実施形態及び任意の特性により本開示を具体的に開示してきたが、本
明細書中で開示される概念の修飾及び変更が当業者により再分類され得、かかる修飾及び
変更が、添付の特許請求の範囲により定義されるように本発明の範囲内であると見なされ
ることを理解されたい。
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