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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検査試料中の免疫抑制剤の存在または濃度を評価する方法であって、
　検査試料または検査試料抽出物を免疫抑制剤に特異的な抗体に、もし免疫抑制剤が存在
するのであれば免疫抑制剤に抗体が結合するのに適した条件であって、かつ、約０．４Ｍ
を超える塩濃度を含む条件下で接触させて測定混合物を形成すること、および
　免疫抑制剤に対する抗体の結合を検出することを含む、方法。
【請求項２】
　免疫抑制剤が、タクロリムス、エベロリムス、ゾタロリムス、シクロスポリンおよびこ
れらのいずれかの化合物のアナログよりなる群から選択される、請求項１の方法。
【請求項３】
　免疫抑制剤がタクロリムスを含む、請求項１の方法。
【請求項４】
　免疫抑制剤がシクロスポリンを含む、請求項１の方法。
【請求項５】
　検査試料がヒト血液試料を含む、請求項１の方法。
【請求項６】
　塩濃度が約４．０Ｍ以下である、請求項１の方法。
【請求項７】
　塩濃度が約２．０Ｍである、請求項１の方法。
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【請求項８】
　塩が１価アニオンを含む、請求項１の方法。
【請求項９】
　１価アニオンが塩化物を含む、請求項８の方法。
【請求項１０】
　塩がアルカリ金属の塩化物である塩を含む、請求項９の方法。
【請求項１１】
　塩が塩化ナトリウムを含む、請求項１０の方法。
【請求項１２】
　測定混合物がさらに、
エチレングリコール、プロピレングリコールおよびこれのアナログよりなる群から選択さ
れるグリコール、および
炭素原子数が５個以下の少なくとも１種類のアルコール
を含む、請求項１から１１のいずれかの方法。
【請求項１３】
　アルコールがメタノール、エタノールおよびプロパノールよりなる群から選択される、
請求項１２の方法。
【請求項１４】
　グリコール対アルコールの比が、約４：１から約１：４の範囲である、請求項１２の方
法。
【請求項１５】
　グリコール対アルコールの比が、約４：１から約１：２の範囲である、請求項１４の方
法。
【請求項１６】
　検査キットであって、
　（ａ）少なくとも１種類の免疫抑制剤に特異的に結合可能な少なくとも１種類の抗体、
　（ｂ）約１．０Ｍ以上の濃度の塩を含む測定用希釈剤、および
　（ｃ）エチレングリコール、プロピレングリコールおよびこのアナログよりなる群から
選択されるグリコール、ならびに
炭素原子数が５個以下の少なくとも１種類のアルコール
を含む溶解試薬、
を含む検査キット。
【請求項１７】
　免疫抑制剤が、タクロリムス、エベロリムス、ゾタロリムス、シクロスポリンおよびこ
れらのいずれかの化合物のアナログよりなる群から選択される、請求項１６の検査キット
。
【請求項１８】
　免疫抑制剤がタクロリムスを含有する、請求項１６の検査キット。
【請求項１９】
　免疫抑制剤がシクロスポリンを含有する、請求項１６の検査キット。
【請求項２０】
　塩濃度が約１０．０Ｍ以下である、請求項１６の検査キット。
【請求項２１】
　塩濃度が約４．５Ｍである、請求項１６の検査キット。
【請求項２２】
　塩が１価アニオンを含む、請求項１６の検査キット。
【請求項２３】
　１価アニオンが塩化物を含む、請求項２２の検査キット。
【請求項２４】
　塩がアルカリ金属の塩化物である塩を含む、請求項２３の検査キット。
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【請求項２５】
　塩が塩化ナトリウムを含む、請求項２４の検査キット。
【請求項２６】
　（ａ）の少なくとも１種類の免疫抑制剤を含むコントロール組成物をさらに含む、請求
項１６から２５のいずれかの検査キット。
【請求項２７】
　アルコールがメタノール、エタノールおよびプロパノールよりなる群から選択される、
請求項２６の検査キット。
【請求項２８】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：４の範囲である、請求項２６の検査
キット。
【請求項２９】
　グリコール対アルコールの比が約４：１から約１：２の範囲である、請求項２６の検査
キット。
【請求項３０】
　検査キットであって、
　（ａ）タクロリムスおよびシクロスポリンよりなる群から選択される少なくとも１種類
の免疫抑制剤に特異的に結合可能な少なくとも１種類の抗体またはタンパク質、
　（ｂ）約１．０Ｍ以上の濃度の塩を含む測定用希釈剤、
　（ｃ）（ｉ）約４：１から約１：２の範囲の比のプロピレングリコールとエタノール
を含む溶解試薬、ならびに
　（ｄ）（ａ）の少なくとも１種類の免疫抑制剤を含むコントロール組成物
を備える検査キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検査試料中の免疫抑制剤の濃度レベルを決定する診断免疫学的測定法、特に
測定法の感度を向上させる高濃度塩条件の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
　タクロリムス、エベロリムス、テムソロリムスおよびシクロスポリンなどの免疫抑制剤
は、移植手術後の臓器または組織拒絶反応、移植片対宿主病、さらにヒトにおける自己免
疫疾患の治療に有効である。薬剤レベルが不十分であると移植片（臓器または組織）の拒
絶反応につながり、過剰レベルは望ましくない副作用や毒性の原因となるため、免疫抑制
剤療法の間、免疫抑制剤の血中濃度レベルを監視することは、臨床ケアの重要なポイント
である。このため、薬剤の用量を調節し薬剤レベルを適当な濃度に維持できるように、免
疫抑制剤の血中レベルを測定している。このように、免疫抑制剤の血中レベル決定のため
の診断測定法は、臨床において広く用いられている。
【０００３】
　一般に用いられている競合フォーマットでは、第１の抗体を免疫抑制剤に結合させ、標
識された免疫抑制剤（例えば（アクリジニウム－タクロリムス）を抗体上に残っている未
結合サイトに結合させ、次いで、標識を検出することにより定量を行なう。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、検査試料における免疫抑制剤の存在または濃度を評価する方法を提供する。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　本発明の方法は検査試料または検査試料抽出物を免疫抑制剤に特異的な抗体に、免疫抑
制剤（もし存在するのであれば）に抗体を結合させるのに適した条件下で接触させて、測
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定混合物を形成する。このような条件としては、約０．４Ｍを超える塩濃度などが挙げら
れる。次いで、免疫抑制剤に対する抗体の結合を検出する。特定の実施形態において、免
疫抑制剤は、タクロリムス、エベロリムス、ゾタロリムス、シクロスポリンまたはこれら
の化合物のいずれかのアナログである。好適な実施形態においては、タクロリムスまたは
シクロスポリンである。検査試料は、ヒト血液試料を含むのが好都合である。
【０００６】
　ある実施形態では、免疫学的測定法は約４．０Ｍ以下の濃度、例えば約２．０Ｍの濃度
で塩を存在させて行なう。特定の実施形態では、塩は塩化物のような１価アニオンを含む
。例示的な実施形態では塩は塩化ナトリウムのようなアルカリ金属の塩化物である塩を含
む。
【０００７】
　測定混合物は、さらにエチレングリコール、プロピレングリコールまたはこれらのアナ
ログなどのグリコールおよび炭素原子数が５個以下の少なくとも１種類のアルコールを含
むこともできる。適当なアルコールとしては、例えばメタノール、エタノールおよびプロ
パノールなどが挙げられる。測定混合物におけるグリコール対アルコールの比は、約４：
１から約１：４の範囲、または、より特定すると、約４：１から約１：２の範囲とするこ
とができる。
【０００８】
　本発明の別の態様は、（ａ）　少なくとも１種類の免疫抑制剤に特異的に結合可能な少
なくとも１種類の抗体と、（ｂ）　少なくとも約１．０Ｍの濃度の塩を含む測定用希釈剤
と、（ｃ）　エチレングリコール、プロピレングリコールまたはこれらアナログから選択
されるグリコールおよび炭素原子数が５個以下の少なくとも１種類のアルコールを含む溶
解試薬とを含む検査キットである。特定の実施形態において、免疫抑制剤は、タクロリム
ス、エベロリムス、ゾタロリムス、シクロスポリンまたはこれらの化合物の任意のアナロ
グである。好適な実施形態においては、タクロリムスまたはシクロスポリンである。
【０００９】
　ある実施形態では、測定用希釈剤中の塩の濃度は約１０．０Ｍ以下、例えば約４．５Ｍ
である。特定の実施形態において、塩は塩化物のような１価アニオンを含む。典型的な実
施形態では塩は塩化ナトリウムのようなアルカリ金属の塩化物である塩を含む。
【００１０】
　また、検査キットは、キットに付属する抗体によって認識される少なくとも１種類の免
疫抑制剤を含むコントロール組成物を含んでもよい。
【００１１】
　溶解試薬におけるアルコールとしては、例えばメタノール、エタノール、および／また
はプロパノールなどが挙げられる。溶解試薬における測定混合物におけるグリコール対ア
ルコールの比は、約４：１から約１：４の範囲、または、特に、約４：１から約１：２の
範囲とすることができる。
【００１２】
　典型的な実施形態では、本発明の検査キットは、
　（ａ）　タクロリムスおよびシクロスポリンよりなる群から選択される少なくとも１種
類の免疫抑制剤に特異的に結合可能な少なくとも１種類の抗体またはタンパク質と、（ｂ
）　少なくとも約１．０Ｍの濃度の塩を含む測定用希釈剤と、（ｃ）（ｉ）　約４：１か
ら約１：２の範囲の比のプロピレングリコールとエチレングリコールと、（ｉｉ）（ａ）
の少なくとも１種類の免疫抑制剤を含むコントロール組成物を含む溶解試薬と、を備える
。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）タクロリムス・アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）を使用し、反応中のＮａＣｌ濃
度を様々に変えて検査して得たグラフである。横軸はタクロリムス量（ｎｇ／ｍＬ）、縦
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軸は信号（相対的な光単位であるＲＬＵｓ）。符号：（黒ひし形）０　Ｍ　ＮａＣｌ；（
黒三角）１　Ｍ　ＮａＣｌ．；（黒四角）２　Ｍ　ＮａＣｌ。
【図２】ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）タクロリムス・アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）を使用し、反応中のＮａＣｌ濃
度を様々に変えて検査して得たグラフである。横軸はタクロリムス量（ｎｇ／ｍＬ）、縦
軸はＸ／Ａ。符号：（黒ひし形）０　Ｍ　ＮａＣｌ；（黒三角）１　Ｍ　ＮａＣｌ；（黒
四角）２　Ｍ　ＮａＣｌ。反応中のＮａＣｌ濃度が増加することによってプロットの曲線
形状が改善された（Ｂ／Ａが減少）ことが見てとれる。
【図３】ＩＭｘ（登録商標）　タクロリムス　ＩＩ　アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）　を使用し、微粒子中のＮａＣｌ濃
度を様々に変えて血中マトリックスカリブレーターのレートを検査して得たグラフである
。横軸はタクロリムス量（ｎｇ／ｍＬ）、縦軸はレート。符号：（黒ひし形）１　Ｍ　Ｎ
ａＣｌ；（黒四角）２　Ｍ　ＮａＣｌ；（白丸）　ＩＭｘ（登録商標）　タクロリムス　
ＩＩ　アッセイ（市販品；塩添加無し）。
【図４】ＩＭｘ（登録商標）　タクロリムス　ＩＩ　アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）　を使用して得たグラフである。横
軸はタクロリムス量（ｎｇ／ｍＬ）、縦軸はＸ／Ａ。符号：（黒ひし形）０Ｍ　ＮａＣｌ
；（黒四角）２　Ｍ　ＮａＣｌ；（白丸）　ＩＭｘ（登録商標）　タクロリムス　ＩＩ　
アッセイ（市販品；塩添加無し）。微粒子中２　Ｍ　ＮａＣｌでプロットの曲線形状が改
善された（Ｂ／Ａが減少）ことが見てとれる。
【図５】ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）タクロリムス・アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）を使用し、各反応において塩を
様々に変えて０．４４Ｍとして得た棒グラフである。横軸は塩なし、塩化リチウム（Ｌｉ
Ｃｌ）、塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）、塩化カリウム（ＫＣｌ）、塩化ルビジウム（Ｒｂ
Ｃｌ）、塩化セシウム（ＣｓＣｌ）、縦軸は信号（ＲＬＵｓ）。符号：（灰色の棒グラフ
）０　ｎｇ／ｍＬタクロリムス；（黒色の棒グラフ）　３　ｎｇ／ｍＬタクロリムス；（
白色の棒グラフ）　３０　ｎｇ／ｍＬタクロリムス。反応における種々のアルカリ金属に
よる最小限の効果が観察された。
【図６】ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）タクロリムス・アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）を使用し、各反応においてナト
リウム塩を様々に変えて（アニオンを変更）０．４４Ｍとして得た棒グラフである。横軸
は塩なし、フッ化ナトリウム（ＮａＦ）、塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）、臭化ナトリウム
（ＮａＢｒ）、チオシアン酸ナトリウム（ＮａＳＣＮ）、酢酸ナトリウム（ＮａＯＡｃ）
、クエン酸ナトリウム（Ｎａ２　ｃｉｔｒａｔｅ）、硫酸水素ナトリウム（ＮａＨＳＯ４

）、縦軸は信号（ＲＬＵｓ）。符号：（灰色の棒グラフ）０　ｎｇ／ｍＬタクロリムス；
（黒色の棒グラフ）　３　ｎｇ／ｍＬタクロリムス；（白色の棒グラフ）　３０　ｎｇ／
ｍＬタクロリムス。塩化物イオンおよび酢酸アニオンは、最も高いトレーサー結合（ＲＬ
Ｕｓ）を生成した。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　本発明は、高濃度塩条件で行なうことにより測定法の感度を改善した免疫抑制剤の免疫
学的測定法に関する。この改善は、非特異的結合の減少によるものではない。むしろ高濃
度塩は、薬剤－抗体相互作用を高めると思われる。
【００１５】
　定義
　別に定めない限り、特許請求の範囲および明細書に使用される用語は以下に記載の通り
定義される。
【００１６】
　本明細書で使用する「免疫抑制剤」または「免疫抑制薬」は、低分子か抗体のいずれか
に基づき、タクロリムスまたはシクロスポリン（シクロスポリンＡとしても知られている
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）のいずれかと同一または類似の化学構造を有する治療化合物をいう。既知の、または今
後開発されるタクロリムスまたはシクロスポリンの任意のアナログは本発明における免疫
抑制薬と考えられる。好ましい免疫抑制薬としては、タクロリムス、エベロリムス、テム
ソロリムス、ゾタロリムスおよびシクロスポリンなどが挙げられる。タクロリムスおよび
シクロスポリンは、インターロイキン２などのサイトカインの阻害を通して免疫システム
Ｔリンパ球の早期の活性化を阻害するカルシニューリン阻害剤である。一方、エベロリム
スおよびゾタロリムスの一次的な標的は、特異的細胞周期調節タンパク質であるラパマイ
シン（ｍＴＯＲ）の哺乳類標的である。ｍＴＯＲの阻害は、サイトカイン駆動Ｔリンパ球
増殖の抑制につながる。
【００１７】
　シクロスポリンの化学式は式Ａの通りである。シロリムス（ラパマイシン）の化学式は
式Ｂの通りである。エベロリムス（ＲＡＤ）のシロリムスとの構造上の化学式の違いは式
Ｃの点である。
【００１８】

【化１】

【００１９】
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　シクロスポリンの種々の誘導体またはアナログが調製されてきた。本発明は、シクロス
ポリンまたはこれの任意のアナログの測定法および測定キットを含む。
【００２０】
　タクロリムス（ＦＫ－５０６としても知られている）は、Ｓ．ｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉ
ｓの株から分離された。ＦＫ－５０６の化学式は欧州特許ＥＰ　０　２９３　８９２　Ｂ
１で公開されている。ＦＫ－５０６のアナログとしては、関連する天然産物ＦＲ－９００
５２０およびＦＲ－９００５２３が挙げられる。これらはＣ－２１のアルキル置換基がＦ
Ｋ－５０６と異なり、Ｓ．ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ　ｙａｋｕｓｈｉｍｎａｅｎｓｉ
ｓから単離された。Ｓ．ｔｓｕｋｕｂａｅｎｓｉｓによって産生される別のアナログ（Ｆ
Ｒ－９００５２５）は、ピペコリン酸残基がプロリン基に代わっている点がＦＫ－５０６
と異なる。本発明は、ＦＫ－５０６またはこれの任意のアナログのための測定法および測
定法キットを含む。
【００２１】
　今日ではむしろゾタロリムスとして知られているＡＢＴ－５７８　［４０－エピ－（１
－テトラゾリル）－ラパマイシン］はラパマイシンに由来する半合成マクロライド系トリ
エン抗生物質である。ゾタロリムスの構造は、式Ｄに示される。
【００２２】
【化２】

【００２３】
　「検査試料」という用語は、免疫抑制剤分析物の源である動物の体の成分、組織または
液を指す。これらの成分、組織および液は、全血、血清、血漿、滑液、脳脊髄液、尿、リ
ンパ液、ならびに呼吸器、腸管および性尿器の各種の外分泌物、涙液、唾液、乳汁、白血
球、骨髄腫などのヒトの体液および動物の体液；細胞培養上清のような生物学的流体；固
定組織検体および固定した細胞標本を含む。好ましくは検査試料はヒト末梢血試料である
。「検査試料」という用語は、例えば溶解試薬などの１以上の試薬が添加された試料を含
む。
【００２４】
　「検査試料抽出物」という用語は、１以上の成分が１以上の他の成分から分離された検
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査試料を指す。本発明による検査試料抽出物において、免疫抑制剤は、１以上の担体タン
パク質から分離された。
【００２５】
　本明細書で用いる場合、「抗体」は、免疫グロブリン遺伝子または免疫グロブリン遺伝
子のフラグメントによって実質的にコードされる１以上のポリペプチドで構成されるタン
パク質を指す。この用語は、ポリクローナル抗体、モノクローナル抗体およびこのフラグ
メントだけでなく、免疫グロブリン遺伝子配列から遺伝子組み換えされた分子を包含する
。認識された免疫グロブリン遺伝子は、カッパ、ラムダ、アルファ、ガンマ、デルタ、イ
プシロンおよびミュー定常領域遺伝子だけでなく、無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子
を含む。軽鎖は、カッパかラムダのいずれかに分類される。重鎖は、ガンマ、ミュー、ア
ルファ、デルタまたはイプシロンに分類され、これらはそれぞれ免疫グロブリンのクラス
、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを定義する。
【００２６】
　一般的な免疫グロブリン（抗体）構造単位は、四量体からなることが知られている。そ
れぞれの四量体は、同一のポリペプチド鎖２対から構成され、各対は１本の軽鎖（約２５
ｋＤ）と１本の重鎖（約５０から７０ｋＤ）を有する。各鎖のＮ末端は、アミノ酸約１０
０から１１０個以上の主に抗原認識に関わる可変領域を定義する。「可変軽鎖（ＶＬ）」
および「可変重鎖（ＶＨ）」という用語は、それぞれこれらの軽鎖および重鎖を指す。
【００２７】
　抗体は、本来のままの免疫グロブリンとしてまたは種々のペプチダーゼによる消化によ
って産生されるよく特徴付けられた多数のフラグメントとして存在する。従って、例えば
ペプシンは、抗体をヒンジ領域のジスルフィド結合より下の部分で消化し、Ｆ（ａｂ’）
２、即ち、これ自身は軽鎖であるＦａｂのダイマーがジスルフィド結合によってＶＨ－Ｃ
Ｈ１に接合したものを生成する。（Ｆａｂ’）２ダイマーは、温和な条件下に還元されて
ヒンジ領域でのジスルフィド結合が開裂し、それによってＦ（ａｂ’）２がＦａｂ’　モ
ノマーに変換されていてもよい。Ｆａｂ’モノマーは、本質的にヒンジ領域部分を持った
Ｆａｂである（他の抗体フラグメントのより詳細な説明については、Ｗ．Ｅ．Ｐａｕｌ編
Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ，Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ．Ｙ．（
１９９３）参照）。本来の抗体が消化されたものとして様々な抗体断片が定義されるが、
このようなＦａｂ’断片は初めから化学合成または組換えＤＮＡ法の利用のいずれかで合
成されたものでもよいことを当業者は理解するであろう。
【００２８】
　このように、本明細書で使用される「抗体」という用語は、全抗体の修飾によって産生
されるかまたは初めから遺伝子組換え手法を使用することに合成される抗体フラグメント
を含む。好ましい抗体としては、単鎖抗体（単一のポリペプチド鎖として存在する抗体）
、より好ましくは可変重鎖と可変軽鎖が（直接またはペプチドリンカーによって）一体に
連結され連続的ポリペプチドを形成したものである単鎖Ｆｖ抗体（ｓＦｖまたはｓｃＦｖ
）などが挙げられる。単鎖Ｆｖ抗体は、直接結合またはペプチドコードリンカーのいずれ
かで連結されたＶＨ－およびＶＬ－コード配列を含む核酸から発現され得る（Ｈｕｓｔｏ
ｎ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５：　５８７９－
５８８３）共有結合で結ばれたＶＨ－ＶＬヘテロダイマーである　。ＶＨおよびＶＬが単
一のポリペプチド鎖としてそれぞれに連結されるとともに、ＶＨおよびＶＬドメインは、
非共有結合で会合する。ｓｃＦｖ抗体および他の多くの構造は、自然に塊状化しているが
化学的には分離している軽鎖および重鎖ポリペプチド鎖を、抗体可変領域から本質的に抗
原結合部位の構造に類似する３次元構造に折り畳まれた分子に変換することが、当業者に
は知られている（例えば米国特許第５０９１５１３号、第５１３２４０５号および第４９
５６７７８号参照）。
【００２９】
　本明細書で使用する「分析物」は、検査試料中に存在していると疑われる検出対象物質
を指す。分析物は、天然に特異的結合パートナーが存在する、または特異的結合パートナ
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ーが調製できる、任意の物質でよい。このように、分析物は、測定法に含まれる１以上の
特異的結合パートナーと結合できる物質である。
【００３０】
　本明細書において、「結合パートナー」とは、結合対、即ち、１対の分子であってこの
１つの分子が第２の分子に結合する１対のメンバーを指す。特異的に結合する結合パート
ナーは、「特異的結合パートナー」と定義される。免疫学的測定法で一般に使用される抗
原と抗体の結合パートナーに加えて、この他特異的結合パートナーとしては、ビオチンと
アビジン、炭水化物とレクチン、相補的ヌクレオチド配列、エフェクターとレセプター分
子、補因子と酵素、酵素阻害薬と酵素などが挙げられる。免疫反応性特異的結合パートナ
ーとしては、抗原、抗原フラグメント、抗体および抗体フラグメントが挙げられ、モノク
ローナルおよびポリクローナルの両方ならびにこれらの複合体が含まれ、遺伝子組換えの
方法によって形成されるものも含まれる。
【００３１】
　「特異的結合」という用語は、本明細書では、特異的部位における、結合パートナーの
他方（例えば２つのポリペプチド、ポリペプチドと核酸分子、または２つの核酸分子）と
の選択的結合として定義される。「特異的結合」という用語は、標的分子／配列について
の結合の選択性（例えば親和性）が非特異的標的分子（例えば特異的認識される部位（複
数でもよい）を有しない無作為に生成された分子）と比べて少なくとも２倍、より好まし
くは少なくとも５倍、最も好ましくは少なくとも５から１０倍であることを示す。免
　疫抑制剤に特異的に結合する抗体はこの免疫抑制剤に対し「特異性がある」と言われる
。
【００３２】
　「捕捉物質」という用語は、本明細書において、分析物に、好ましくは特異的に結合す
る結合パートナーを指す。捕捉物質は、固相に結合できる。本明細書において、固相に付
着させた捕捉剤の分析物への結合は、「固相付着複合体」を形成する。
【００３３】
　本明細書において、「標識された検出剤」は、分析物に（好ましくは特異的に）結合す
る結合パートナーであって、検出可能な標識で標識されている、または測定法での使用中
、検出可能な標識で標識されるものを指す。
【００３４】
　「検出可能な標識」は、検出可能である、または検出可能にされる可能性がある成分を
含む。
【００３５】
　標識された検出剤について使用する場合、「直接的標識」は検出剤に、手段を問わず直
接的に取り付ける検出可能な標識である。
【００３６】
　標識された検出剤について使用する場合、「間接的標識」は検出剤に、特異的に取り付
けられる検出可能な標識である。従って、間接的標識は、検出剤の一部分の特異的結合パ
ートナーである部分を含む。例えばビオチンとアビジンは、このようにして用いる部分で
あり、例えばビオチン化抗体を標識アビジンに接触させることにより間接的に標識された
抗体を生産するこのような分子部分の例である。
【００３７】
　本明細書において、「指示薬」という用語は、標識と接触して検出可能な信号を発生す
る任意の薬剤を指す。従って、例えば従来の酵素標識においては、酵素で標識された抗体
は、基質（指示薬）と接触させることで着色反応生成物のような検出可能な信号を生じる
ことができる。
【００３８】
　本明細書で用いる、「グリコール誘導体」は、２から６個の炭素原子を有する任意のグ
リコールである。
【００３９】
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　Ｉ．試料収集及び処理
　本発明の測定法方法は、一般に動物、好ましくは哺乳動物、より好ましくはヒトに由来
する検査試料に基づいて実施する。
【００４０】
　本発明の方法は、免疫抑制剤を含む可能性のある任意の試料を用いて実施できる。例え
ば簡便な試料としては、血液、血清および血漿などが挙げられる。
【００４１】
　特定の実施態様においては、免疫抑制薬は、一般的に試料の他の成分から分離される。
試料中の免疫抑制剤のバルクは、結合タンパク質のような多様な「キャリアー」分子との
複合体として存在する。タクロリムスおよびシクロスポリンは主に患者検体の赤血球に存
在し、タクロリムスに対してはＦＫＢＰ、シクロスポリンに対してはシクロフィリンなど
の特異的結合タンパク質と会合する。試料中での総薬剤濃度を確実に正確に測定できるよ
うに、好ましくは結合タンパク質に結合している薬剤を定量の前に遊離させる。
【００４２】
　血液中の結合タンパク質からの免疫抑制剤の分離は、アセトニトリル、メタノールまた
はジエチルエーテルなどの有機溶剤による処理によって行なうことができる。これらの溶
媒は結合タンパク質を変性し、薬剤を遊離させる。血液試料からタクロリムスまたはシク
ロスポリンを抽出するために、典型的には、免疫学的測定法の前にメタノールが用いられ
ている。メタノール濃度は、薬剤を結合タンパク質から遊離させるには概ね十分であるが
、後の免疫学的測定法にはあまり妨害とならない程度とする。
【００４３】
　ある実施形態では、免疫学的測定法成分と相溶性があり蒸気圧の低い抽出試薬組成物を
使用して免疫抑制剤を分離できる。免疫抑制剤を含む抽出液の蒸発は薬剤濃度の測定にお
ける誤差を引き起こす可能性があるため、蒸発を低減するためには低蒸気圧（例えば水の
蒸気圧より低い）が有利である。この抽出試薬組成物は、２００６年７月２１日付で出願
された同一の譲受人、同時係属出願の米国特許本出願第１１／４９０６２４号明細書に記
載され、これに関する教示についての全体は参照により本願に明示的に組み込まれる。簡
単に言えば、この抽出試薬組成物は、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、少なくとも１
種類の２価金属塩および水を含む。特定の実施形態において、この抽出試薬組成物は、Ｄ
ＭＳＯおよび硫酸亜鉛、酢酸亜鉛、硝酸亜鉛、塩化亜鉛、硫酸カドミウム、銅硫酸および
これらの金属塩の２以上の混合物のうちの少なくとも１つを含む。より好適な抽出試薬組
成物としては、ＤＭＳＯ、２から６個の炭素原子を有する少なくとも１種類のグリコール
（好ましくはエチレングリコール（ＥＧ）、プロピレングリコール（ＰＧ）またはＥＧお
よびＰＧの混合物のうちの少なくとも１つ）および金属塩などが挙げられる。
【００４４】
　抽出試薬組成物中のＤＭＳＯ濃度（ＥＧもＰＧもなしで用いる場合）は、抽出試薬組成
物の量の少なくとも５０％、好ましくは少なくとも８０％であり、約９５％以下である。
金属塩濃度は少なくとも５ｍＭであり、濃度４００ｍＭまでは使用できる。亜鉛塩の好適
な濃度範囲は、３０から７５ｍＭである。高塩濃度（例えば約７５ｍＭ超過）を使用する
と、次の測定法工程で過剰の金属を除去するためにエチレンジアミン四酢酸などのキレー
ト化合物の使用が必要となる場合がある。ＤＭＳＯと水を十分に混ぜ、金属塩を溶解する
任意の適当な混合法によって抽出試薬組成物を作る。
【００４５】
　ＥＧまたはＰＧが抽出試薬組成物に含まれる場合、ＤＭＳＯは低濃度の方が効果的であ
る。このような組成物では、ＥＧ、ＰＧまたはこれらの混合物は、抽出試薬組成物の容積
の少なくとも１８％、好ましくは約２５％から約３３％の濃度で存在し、ＤＭＳＯは抽出
試薬組成物の容積の少なくとも５０％の濃度で存在する。
【００４６】
　抽出試薬組成物と任意の選択された量の試料とを接触させるために、任意の所望の温度
での任意の混合法によって検体抽出液を形成する。例えば約１００μＬから約６００μＬ
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の血液試料を、約２００μＬから約１２００μＬの抽出試薬組成物と約５分以下の時間混
合する。ある実施形態においては、血液試料１５０μＬを組成物３００μＬと混合し、５
から１０秒の間ボルテックスで激しく混合することによって免疫抑制薬の抽出が達成され
る。このような実施態様の変法では、抽出は約５分から約６０分間、室温以上、約３０℃
から約５０℃の範囲の温度に混合物を加温することで実施できる。混合後、得られた懸濁
液を、適当な回転率で適当な時間遠心して上清相および沈澱相を生成する。例えば混合物
を５分間１万３０００ｒｐｍで遠心して沈殿をペレット状にできる。遠心分離後、任意の
適当な方法を用い、上清を分離する。次いで、本発明による免疫学的測定法を用いて、上
清中の免疫抑制剤を測定する。
【００４７】
　別の実施形態では、溶解試薬を使用し、好ましくはしかる後、任意の会合した結合タン
パク質から医薬品を放出する付加的な薬を用いることにより免疫抑制剤の分離を行なうこ
とができる。典型的な溶解試薬としては２から６個の炭素原子を有するグリコールなどが
挙げられる。５個以下の炭素原子を有する少なくとも１種類のアルコールを溶解試薬に含
有させるか溶解混合物に添加する。溶解試薬の使用に適するグリコールとしては、例えば
ＥＧ、ＰＧおよびこれらのアナログ、さらにこれらグリコールの混合物などが挙げられる
。例えば本発明における使用に適するアルコール類としては、メタノール、エタノール、
プロパノールおよびこの混合物などが挙げられる。特定の実施形態では、グリコール対ア
ルコールの比は、約５：１から約１：５、４：１から約１：４、２：１から約１：２また
は約１：１（体積：体積）の範囲である。さらに特定の実施形態では、グリコール対アル
コールの比は約４：１から約１：２の範囲である。
【００４８】
　任意の所望の温度で任意の混合法によって任意の選択量の試料を溶解試薬に接触させて
溶解混合物を形成できる。試料を十分な量の溶解試薬と接触させ試料中の細胞を溶解し、
均一な混合物を生成する。グリコール対アルコールの比率が前述のように約４：１から約
１：４の範囲内である溶解試薬に対して、試料は、溶解試薬の組成により、溶解試薬に対
する比率で約２：１から約１：２、約１：３、約１：４、約１：５または約１：１０、例
えば約１：１（体積：体積）または、最終濃度がこれらの値を含む他の範囲内で添加でき
る。好適な実施形態では、溶解は室温１分未満で完了する。
【００４９】
　溶解試薬を用いる場合、例えば結合タンパク質（複数可）に結合することで医薬品と競
合する遊離剤を使用することで、免疫抑制剤は、結合タンパク質（複数可）を遊離するこ
とができる。実施する測定法の結果に影響しないような試剤が一般に選択され、例えば試
剤は、典型的には、関連する１種または複数の抗体が交差反応しない試剤である。例えば
後の免疫学的測定をする上で使用する抗体がシロリムスとタクロリムスを区別する場合、
前記試剤は、同一ではないが構造上類似した免疫抑制剤でよい。米国特許第６１８７５４
７号明細書（ＬｅｇａｙとＷｅｎｇｅｒに対して２００１年２月１３日に発行。免疫抑制
剤競合に関する教示についての全体が参照により本願に組み込まれる）は結合タンパク質
から免疫抑制剤を遊離させるのに有用な「結合競合物」について説明している。例として
は、［Ｔｈｒ２，Ｌｅｕ５，Ｄ－Ｈｉｖ８，Ｌｅｕ１０］－シクロスポリン（これは、シ
クロスポリンを遊離できる）などが挙げられる。
【００５０】
　別の方法として、結合タンパク質（複数可）から分析物を遊離するために、プロテアー
ゼを用いることができる。代表的なプロテアーゼとしては、プロテイナーゼＫ、サブチリ
シン、ディスパーゼ、サーモリシン、トリプシン、フィシン、ブロメラインおよびこの組
み合わせなどが挙げられる。これらは同時係属出願である米国特許本出願第６０／８８２
７３２号（２００６年１２月２９日出願）に記載されており、これに関する教示について
の全体が参照により本願に明示的に組み込まれる。
【００５１】
　試料の溶解の後、免疫学的測定法によって生成溶解混合物を分析できる。
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【００５２】
　ＩＩ．免疫抑制剤の免疫学的測定法
　Ａ．概説
　本発明による免疫学的測定法は、検査試料における免疫抑制剤の定性および／または定
量に用いることができる。例えばこれらの方法は、タクロリムス、エベロリムス、ゾタロ
リムス、シクロスポリンおよびこれらの化合物の任意のアナログの免疫学的測定法に適用
できる。ある実施形態では、免疫抑制剤に対する免疫学的測定法は、抽出試薬組成物を検
査試料および水と組み合わせ、検査試料を形成することで実施できる。抗体を免疫抑制剤
（存在する場合）に結合させるのに適した条件下で、検査試料または検査試料抽出物を少
なくとも１種類の免疫抑制剤に対して特異的な抗体と接触させ、測定混合物を形成し、抗
体の免疫抑制剤への結合を検出する。
【００５３】
　検査試料または検査試料抽出物を、約０．４Ｍ超　（例えば約０．５　Ｍから約５．０
　Ｍ）の塩濃度の存在下、抗体に接触させることによって測定法感度の増強が一般に達成
できる。特定の実施形態では、塩濃度は、約４．０Ｍ未満（例えば約０．５　Ｍから約４
．０　Ｍ）である。典型的な実施形態では、塩濃度は約２．０Ｍ（例えば約１．５Ｍから
約２．５　Ｍ、特に約１．８　Ｍ、約１．９　Ｍ、約２．０Ｍ、約２．１　Ｍまたは約２
．２　Ｍ）である。適当な塩としては、例えばフッ化物、塩化物、ブロミド、ヨウ化、チ
オシアン酸、アセタート、クエン酸および重硫酸塩イオンのうち、任意のアニオンを含む
ものを挙げることができる。特定の実施形態では、塩は、例えばフッ化物、塩化物、ブロ
ミド、ヨウ化、チオシアン酸および酢酸などの１価アニオンを含む。好適な実施形態では
、塩は、例えば塩化物、例えばアルカリ金属（例えばリチウム、ナトリウム、カリウム、
ルビジウム、セシウム）の塩化物を含む。一般に、用いる塩は、測定法条件下では溶解す
る。塩化ナトリウムはほとんどの条件下で可溶性が高く、従って、本発明による免疫測定
法で幅広い種類にわたって感度を強化するために便利に使用できる。
【００５４】
　塩は任意の便利な方法で測定混合物に加えることができ、検査試料または検査試料抽出
物の抗体への接触の前または後に存在させることができる。例えば特定の実施形態では、
塩は測定用希釈剤に溶かして用い、測定用希釈剤は場合により水（例えば緩衝液）に加え
て１以上の他の成分を含んでもよい。測定用希釈剤中の塩濃度は、所望の最終塩濃度およ
び測定混合物に添加される希釈剤の量によって変わる。例えば２．０　Ｍの最終塩濃度と
するためには、約４．０Ｍの塩濃度を有する測定用希釈剤は、等容量の測定混合物に加え
ることができるであろう。
【００５５】
　Ｂ．抗体
　検査試料中の免疫抑制剤の定性的検出のための免疫学的測定法では、免疫抑制剤に結合
する少なくとも１種類の抗体を、薬剤を含む疑いのある少なくとも１点の検査試料または
検体抽出液に接触させて抗体－薬免疫複合体を形成する。本発明による免疫学的測定法に
おいては、特定の免疫抑制剤に結合する任意の適当な抗体が使用できる。タクロリムス、
ゾタロリムス、シクロスポリンおよびエベロリムスのそれぞれへの抗体は当該分野で公知
および／または市販されており、これらはいずれも使用できる。
【００５６】
　免疫抑制剤に特異的な抗体を生産する代表的なプロトコルは次の通りである。メスＲＢ
ｆＤｎｊマウスに、毎月１回、剤－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免疫原を３か月にわ
たって投与し、その後、４ヶ月目に剤－４２－ＨＳ－破傷風トキソイド製剤で免疫する。
７ヶ月後、脾臓内の潅流ブーストを融合３日前に剤－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免
疫原を使用して動物に投与する。次いで脾臓Ｂ細胞を分離し、ＳＰ２／０ミエローマとの
標準的なポリエチレン（ＰＥＧ）融合に用いる。１０から１４日後、コンフルエントな培
養物をマイクロタイターＥＩＡ中で抗薬剤活性についてスクリーニングを行い、次いで、
陽性培養物を使用限界希釈クローニング法でクローン化する。得られたクローンを単離し



(13) JP 4968611 B2 2012.7.4

10

20

30

40

50

、ＩＭＤＭ　ｗＦＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）
組織培地でスケールアップし、分泌された抗体をタンパク質Ａを用いアフィニティー精製
する。薬剤としてシロリムスを用いて生成した例示的な好適な抗体をエベロリムスおよび
ゾタロリムスの免疫学的測定法に使用できる。
【００５７】
　タクロリムスに対する免疫学的測定法における使用のための例示的な好適な抗体は、Ｔ
．Ｓｔａｒｚｌ，Ｌ．ＭａｋｏｗｋａおよびＳ．Ｔｏｄｏ編　Ａ　Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ
ａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　Ｒｅｐｒｉｎｔ，Ｓｕｐｐｌｅｍｅｎｔ　６，Ｖ
ｏｌ．ＸＩＸ，Ｏｃｔｏｂｅｒ，１９８７（Ｇｒｉｎｅ　＆　Ｓｔｒａｔｔｏｎ，Ｉｎｃ
．，Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ，ＰＡ）の２３から２９ページ、Ｍ．Ｋｏｂａｙａｓｈｉ
他“Ａ　Ｈｉｇｈｌｙ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｔｏ　Ａｓｓａｙ　ＦＫ－
５０６　Ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　Ｐｌａｓｍａ”（“ＦＫ－５０６　Ａ　Ｐｏｔｅｎｔｉａ
ｌ　Ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ”）に記載
されている。
【００５８】
　シクロスポリンに対する免疫学的測定法での使用のための例示的な好適な抗体は、Ａｂ
ｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから市販されているシクロスポリン測定用ＡｘＳｙ
ｍシクロスポリン測定法の成分である単クローン性抗体である。
【００５９】
　Ｃ．検出
　次いで、任意の適当な技術を用い抗体－薬剤複合体を検出する。例えば抗体を検出標識
で標識し、抗体－薬剤複合体の存在を検出できる。特定の標識の選択は重要ではないが、
選択した標識は単独でまたは１以上の添加物質と協力して検出可能信号を発生できるもの
でなければならない。
【００６０】
　有用な検出標識、このための抗体の結合および検出技術は、当技術分野において周知で
ある。当該分野で公知である任意の検出可能な標識を使用できる。例えば検出可能な標識
は、３Ｈ、１２５１、３５Ｓ、１４Ｃ、３２Ｐ、３３Ｐなどの放射性標識；ホースラディ
ッシュペルオキシダーゼ、アルカリペルオキシダーゼ、グルコース６－リン酸デヒドロゲ
ナーゼなどの酵素標識；アクリジニウム誘導体、ルミノール、イソルミノール、チオエス
テル、スルホンアミド、フェナントリジニウムエステル類などの化学発光標識；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－フィコエリスリンなどの蛍光標識、量子ドット（硫化
亜鉛キャップセレン化カドミウム）、温度測定標識またはイムノポリメラーゼ連鎖反応標
識）とすることができる。標識、標識方法および標識検出の紹介は、Ｐｏｌａｋ　ａｎｄ
　Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ，Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　ｌｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃ
ｈｅｍｉｓｔｒｙ第２版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ，Ｎ．Ｙ．（１９９７）およ
びＨａｕｇｌａｎｄ，Ｈａｎｄｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ
　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｃｈｅｍｉ　（１９９６）（これはＭｏｌｅｃｕｌａｒ　
Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．，Ｅｕｇｅｎｅ，Ｏｒｅｇｏｎから刊行されたハンドブックとカ
タログを組み合わせたものである）に認められる。これらはそれぞれこの内容が参照によ
り本願に組み込まれる。本発明にとって好適な標識は、アクリジニウム－９－カルボキシ
アミドなどの化学発光標識である。さらなる詳細は、Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ，Ｐ．Ｇ．，ａ
ｎｄ　Ａｄａｍｃｚｙｋ，Ｍ．（２００２）　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ　Ｎ－
ｓｕｌｆｏｎｙｌａｃｒｉｄｉｎｉｕｍ－９－ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｓ　ａｎｄ　ｔｈ
ｅｉｒ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｓｓａｙｓ，ｉｎ　Ｌｕ
ｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ａｎ
ｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　（Ｄｙｋｅ，Ｋ．Ｖ．，Ｅｄ．）　ｐｐ　７７－１０５
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，ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ，Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎ．に記載されている。
【００６１】
　検出可能な標識は、直接またはカップリング剤によって、分析物、分析物アナログまた
は抗体に結合できる。使用できるカップリング剤の例は、ＥＤＡＣ（１－エチル－３－（
３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミド、塩酸塩）であり、これは、Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ，ＭＯ）から市販されている。使用できる他カップリ
ング剤は、当分野において周知である。検出可能な標識と抗体を結合する方法は、当分野
において公知である。さらに、検出可能な標識は、検出可能な標識のカップリングを容易
にする末端基を含む多数のものが既に購入可能であり、または合成できている。例えばＣ
ＰＳＰ－アクリジニウムエステルとしても知られるＮ１０－（３－スルホプロピル）－Ｎ
－（３－カルボキシプロピル）－アクリジニウム－９－カルボアミドやＳＰＳＰ－アクリ
ジニウムエステルとしても知られるＮ１０－（３－スルホプロピル）－Ｎ－（３－スルホ
プロピル）－アクリジニウム－９－カルボアミドである。
【００６２】
　別の方法として、免疫抑制薬に結合し、検出可能な標識を含む第２の抗体を検査試料ま
たは検査試料抽出物に添加し、抗体－薬剤複合体の存在を検出するために使用できる。任
意の適当な検出可能な標識がこの実施形態で使用できる。
【００６３】
　Ｄ．典型的なフォーマット
　本発明の免疫学的測定法は、当分野で知られる任意のフォーマットを使用して実施でき
る。例えばサンドイッチフォーマット、競合阻害フォーマット（順または逆競合的阻害測
定法の両者を包含する）または蛍光偏光フォーマットがあるが、これらに限定されるもの
ではない。
【００６４】
　免疫抑制薬の定量的検出のための免疫学的測定法では、サンドイッチフォーマットなど
が好ましく、検査試料または検査試料抽出物中の薬剤を分離し定量するために、少なくと
も２種類の抗体を用いる。より具体的には、少なくとも２種類の抗体を薬剤の異なる部分
に結合させ「サンドイッチ」と言われる免疫複合体を形成する。一般に、検査試料中の免
疫抑制剤を捕捉するために１以上の抗体が使用できる（これらの抗体はしばしば「捕捉」
抗体と言われる）。また、検出可能な（即ち、定量可能な）標識をサンドイッチに結合す
るために１以上の抗体が使用できる（これらの抗体はしばしば「検出」抗体と言われる）
。サンドイッチ測定法では、薬剤に対する両方の抗体の結合が、測定法における任意の他
の抗体の各結合サイトへの結合によって低下しないことが好ましい。言い換えると、免疫
抑制薬を含むと疑われる検査試料または検査試料抽出物と接触した第１の１種類以上の抗
体が、第２のまたは後の抗体が認識する結合サイトの全部または一部に結合し、それによ
って第２のまたは後の抗体の薬剤との結合能力を妨げないように抗体は選択されるべきで
ある。サンドイッチ測定法において、抗体および好ましくは少なくとも１種類の捕捉抗体
は、検査試料または検査試料抽出物中に存在すると予想される薬剤の最大量と比べてモル
過剰量で使用される。例えば固相含有溶液１ｍＬあたり約５μｇ／ｍＬから約１ｍｇ／ｍ
ｌの抗体を使用できる。
【００６５】
　一つの実施形態では、少なくとも１種類の第１の捕捉抗体は、検査試料からの第１の抗
体－薬剤複合体の分離を容易にする固体支持体に結合できる。本発明の免疫学的測定法で
使用する固体支持体または「固相」は特に限定されるものではなく、当業者によって選択
できる。本発明で使用される固相または固体支持体は、不溶性である、または後続の反応
により不溶性とされ得る任意の材料を指す。有用な固相または固体支持体は、当業者には
公知であり、反応トレイのウェルの壁面、検査管、ポリスチレンビーズ、磁気ビーズ、ニ
トロセルロースストリップ、膜、ラテックス粒子などの微粒子、ヒツジ（または他の動物
）の赤血球）およびＤｕｒａｃｙｔｅｓ（登録商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓ，Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ　１１１の登録商標）　（これは、ピルビンアルデヒ
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ドおよびホルムアルデヒドなどによって「固定」された赤血球である）。ペプチドを固相
に固定する適当な方法としては、イオン性、疎水性、共有結合性の相互作用などが挙げら
れる。固相は、捕捉物質を引きつけ不動化する本質的な能力について選択できる。別の方
法として、固相は、捕捉物質を引きつけ不動化する能力がある追加的なレセプターを含ん
でもよい。この追加的なレセプターとしては、捕捉物質自体または捕捉物質に結合する帯
電物質と反対に帯電した帯電物質などが挙げられる。さらに別の方法としては、レセプタ
ーは、固相で固定され（付着し）特異的結合反応によって捕捉物質を固定する能力がある
任意の特異的結合パートナーでもよい。レセプター分子は、測定法の実施前または測定法
実施の間、固相材料への捕捉物質の間接的結合を可能にする。
【００６６】
　当該分野で公知である任意の固体支持体が使用できる。例えばポリマー材料でウェル、
チューブまたはビーズ状に作られた固体支持体などが挙げられるが、これらに限定される
ものではない。（１または複数の）抗体は、吸着によって、化学カップリング剤を使用す
る共有結合によって、または当分野で知られた他の手段によって、固体支持体と結合でき
る（但し、このような結合は薬剤と結合する抗体の能力を妨げないことを条件とする）。
さらに、必要な場合は、抗体上の様々な官能基による反応性を許すために、固体支持体は
誘導体化してもよい。このような誘導体化の場合にはある種のカップリング剤を使用する
必要があり、例えば無水マレイン酸、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドおよび１－エチル－
３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドなどが挙げられるが、これらに限定
されるものではない。
【００６７】
　検出抗体を接近可能とし、抗原に結合する適当な表面親和性を与えるために、固相は十
分な空孔率を有する任意の適当な多孔性物質を含み得るが、これも本発明の範囲内である
。微小孔構造が一般に好ましいが、水和状態でのゲル構造体を有する材料を使用してもよ
い。これら有用な固体支持体としては、ニトロセルロースおよびナイロンが挙げられるが
、これらに限定されるものではない。本明細書において記載されるこれら多孔性固体支持
体は、約０．０１から０．５ｍｍ、好ましくは約０．１ｍｍの厚さのシート形状を取るも
のが考えられる。孔径は広い範囲で変わり得るが、好ましくは約０．０２５から１５ミク
ロン、特に約０．１５から１５ミクロンである。抗原または抗体の支持体への共有結合を
生じる化学プロセスによってこれら支持体の表面は、活性化されてもよい。しかし、抗原
または抗体の不可逆結合は、疎水力による多孔質材料の吸着によっても一般に得られる。
【００６８】
　免疫抑制薬を含むことが疑われるかまたは免疫抑制薬を含む検査試料抽出物を少なくと
も１種類の第１の捕捉抗体と接触させた後、第１の捕捉抗体（または複数の抗体）－薬剤
複合体を生成させるために、得られた混合物をインキュベートする。このインキュベーシ
ョンは、任意の適当なｐＨ（ｐＨ約４．５から約１０などが挙げられる）、任意の適当な
温度（約２℃から４５℃などが挙げられる）で、少なくとも約１分から約１８時間までの
適当な期間、好ましくは約４から２０分、最も好ましくは約１７から１９分間行なうこと
ができる。
【００６９】
　検出剤の添加および標識複合体の形成の後、公知の技術を用い、複合体における標識の
量を定量する。例えば酵素標識を使用する場合、標識複合体を標識に対する基質と反応さ
せて発色などの定量可能反応をさせる。標識が放射活性標識である場合は、シンチレーシ
ョンカウンターを使用し、標識を定量する。標識が蛍光性標識である場合は、１つの色（
「励起波長」と呼ばれる）の光で標識を刺激し、刺激に応じて標識が放出する別の色（「
発光波長」と呼ばれる）を検出することによって標識を定量する。標識が化学発光標識で
ある場合は、視覚的にまたはルミノメータ、Ｘ線フィルム、高速度写真フィルム、ＣＣＤ
カメラなどを使用することによって放出される光を検出し、標識を定量する。複合体にお
ける標識の量が定量した後は、検査試料の薬剤の濃度は、生成された検量線を利用するこ
とによって、例えば既知濃度の免疫抑制剤の連続希釈を用いて決定できる。薬剤の連続希
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釈を用いる以外に、質量分析またはその他公知の技術によって検量線を重量測定で得られ
ることができる。
【００７０】
　好ましい順競合フォーマットでは、既知濃度の一定量の標識された薬剤（またはこれの
アナログ）を使用して、検査試料中に存在している抗体と結合する薬剤と競合させる。順
競合測定法では、不動化抗体を連続的または同時に検査試料および標識された薬剤または
薬剤アナログに接触させることができる。薬剤または薬剤アナログは、上に論じた検出可
能な標識を含む任意の適当な検出可能な標識で標識できる。この測定法では、上述の技術
を用いて捕捉抗体を固体支持体上に固定できる。別の方法として、捕捉抗体を抗種抗体な
どの抗体（これは微小粒子などの固体支持体上に不動化されている）に結合できる。
【００７１】
　標識された薬剤または薬剤アナログと検査試料抽出物および抗体を、サンドイッチ測定
法フォーマットについて上で述べたのと同様の条件下でインキュベートする。次に２つの
異なるタイプの抗体－薬剤複合体を生成する。具体的に言えば、生成される抗体－薬剤複
合体の一方は検出可能な標識を含むが、生成される抗体－薬剤複合体の他方は検出可能な
標識を含まない。抗体－薬剤複合体は、検出標識の定量の前に残りの検査試料抽出物から
分離できる（分離しなくともよい）。抗体－薬剤複合体が残りの検査試料から分離するか
否かに関わらず、次いで、抗体－薬剤複合体における検出可能な標識の量を定量する。次
に、抗体－薬剤複合体における検出可能な標識の量と標準曲線を比較することによって検
査試料中の薬剤濃度が決定できる。質量分析により重量測定で、または当分野で既知の他
の技術によって、既知濃度の薬剤の連続希釈を用いて標準曲線を生成できる。
【００７２】
　次に、サンドイッチ測定法フォーマットに関して上に論じた固体支持体のように抗体と
固体支持体を結合し、検査試料の残りを固体支持体との接触から除くことによって、抗体
－薬剤複合体を検査試料から分離できる。
【００７３】
　逆競合測定法では、不動化した免疫抑制剤またはこれのアナログを、連続的または同時
に検査試料または検査試料抽出物および少なくとも１種類の標識抗体と接触させることが
できる。抗体は、上に論じた検出可能な標識を含む任意の適当な検出可能な標識で標識で
きる。薬剤または薬剤アナログは、サンドイッチ測定法フォーマットについて上で述べた
固体支持体などの固体支持体に結合させることができる。
【００７４】
　不動化した薬剤または薬剤アナログ、検査試料または検査試料抽出物、少なくとも１種
類の標識抗体を、サンドイッチ測定法フォーマットについて上で述べたのと同様の条件下
でインキュベートする。次に２つの異なるタイプの抗体－薬剤複合体を生成する。具体的
に言えば、生成される抗体－薬剤複合体の一方は不動化され検出可能な標識を含むが、生
成される抗体－薬剤複合体の他方は不動化されず検出可能な標識を含む。不動化されてい
ない抗体－薬剤複合体および残りの検査試料または検査試料抽出物は、洗浄のような公知
の技術によって不動化された抗体－薬剤複合体の存在から除去した。不動化されていない
抗体－薬剤複合体を除去した後、不動化された抗体－薬剤複合体における検出可能な標識
の量を次いで定量する。次に、抗体－薬剤複合体における検出可能な標識の量と標準曲線
を比較することによって検査試料中の薬剤濃度が決定できる。質量分析により重量測定で
、または当分野で既知の他の技術によって、既知濃度の薬剤の連続希釈を用いて標準曲線
を生成できる。
【００７５】
　蛍光偏光測定法の場合、一つの実施形態では、抗体または機能的に活性なこのフラグメ
ントをはじめに免疫抑制剤を含む非標識化検査試料と接触させて非標識化抗体－薬剤複合
体を形成する。非標識化抗体－薬剤複合体を、次に蛍光で標識された薬剤またはこのアナ
ログと接触させる。標識された薬剤または薬剤アナログは、抗体または活性なこのフラグ
メントに結合することに関し、検査試料中の任意の非標識化薬剤と競合する。形成される
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標識された抗体－薬剤複合体の量を決定し、検査試料中の薬剤の量を検量線を利用して決
定する。
【００７６】
　本発明の免疫学的測定法では、免疫学的測定法に走査型プローブ顕微鏡（ＳＰＭ）を使
用することも、容易に適用可能な技術である。ＳＰＭ、特に原子間力顕微鏡では、捕捉物
質は走査に適している表面を有する固相に固定される。例えば捕捉物質は、プラスチック
または金属表面に吸着できる。別の方法として、捕捉物質は当業者には公知の方法によっ
て共有結合で、例えば誘導体化プラスチック、金属、シリコンまたはガラスに付着させる
ことができる。捕捉物質の付着後に、検査試料を固相と接触させ、固体相に固定された複
合体を検出し、定量するために、走査型プローブ顕微鏡を用いる。ＳＰＭの使用により、
免疫学的測定法システムでは典型的に用いられる標識の必要がなくなる。このようなシス
テムは、米国特許出願公開第６６２１４７号（この内容は参照により本願に組み込まれる
）で説明される。
【００７７】
　また、本発明による免疫学的測定法は、Ｍｉｃｒｏ　Ｅｌｅｃｔｒｏ　Ｍｅｃｈａｎｉ
ｃａｌ　Ｓｙｓｔｅｍ　（ＭＥＭＳ）を用いて行なうことができる。ＭＥＭＳは、機械的
、光学的および流体的な部材を電子技術と組み合わせるシリコン上に集積された顕微鏡的
構造であり、対象とする分析物の簡便な検出を可能する。本発明での使用に適する例示的
なＭＥＭＳデバイスは、Ｐｒｏｔｉｖｅｒｉｓのマルチカンチレバーアレイである。この
アレイは、特別に設計したシリコンマイクロカンチレバーの化学機械的動作とその後に続
くマイクロカンチレバー屈曲の光学的検出に基づく。一方の側に結合パートナーが塗布さ
れた場合、相補的な分子を含む溶液にさらされると、マイクロカンチレバーは曲がる。結
合が起こったため、表面エネルギーの変化によってこの屈曲が引き起こされる。曲がる（
屈曲）の度合いを光学的に検出することで、マイクロカンチレバーに結合した相補性分子
の量の測定ができる。
【００７８】
　別の実施形態では、電気化学的検出法を用いて本発明による免疫学的測定法を実施する
。Ｈｅｉｎｅｍａｎおよび共同研究者によって電気化学的検出の基本的な手順が説明され
ている。この方法では、一次抗体（Ａｂ（ラット抗マウスＩｇＧ））の不動化の後、抗原
（Ａｇ（マウスＩｇＧ））を含む溶液、酵素標識が結合した二次抗体（ＡＰ－Ａｂ（ラッ
ト抗マウスＩｇＧおよびアルカリホスファターゼ））およびｐ－アミノフェニルリン酸（
ＰＡＰＰ）　への接触を順次行なう。ＡＰはＰＡＰＰをｐ－アミノフェノール（ＰＡＰＲ

、“Ｒ”は酸化形ＰＡＰＯ（キノンイミン）から還元形を区別するため）に変換する。こ
れは、ｐＨ９．０　（そこで、ＡＰは最適活性を示す）での酸素と水の還元を妨害しない
電位で電気化学的に可逆的である。ＰＡＰＲは、フェノール（この前駆体であるフェニル
リン酸はしばしば酵素基質として用いられる）と異なり、電極の汚れを起こさない。ＰＡ
ＰＲは空気で軽く酸化されるが、これは、小規模および短時間のフレームでは、簡単に阻
止される。２０μＬから３６０μＬまでの範囲のＰＡＰＰ容量を用いた微小電気化学免疫
定量法で達成される、ＰＡＰＲに対するピコモル検出限界とＩｇＧに対するフェムトグラ
ム検出限界が以前報告されている。電気化学的検知を伴うキャピラリー免疫学的測定法に
おいて、これまでに報告されている最も低い検出限界は、７０μＬの量および測定３０分
または２５分を使用したマウスＩｇＧの３０００個の分子である。
【００７９】
　様々な電気化学検出システムが、米国特許第７０４５３６４号　（２００６年５月１６
日発行。参照により本願に組み込まれる）、米国特許第７０４５３１０号（２００６年５
月１６日発行。参照により本願に組み込まれる）、米国特許第６８８７７１４号（２００
５年５月３日発行。参照により本願に組み込まれる）、米国特許第６６８２６４８号（２
００４年１月２７日発行。参照により本願に組み込まれる）。米国特許第６，６７０，１
１５　（２００３年１２月３０日発行。参照により本願に組み込まれる）に記載されてい
る。



(18) JP 4968611 B2 2012.7.4

10

20

30

40

50

【００８０】
　例えば１種類の検査試料中の多数の分析物を同時に分析するのに有用な特定の実施形態
においては、固相が複数の異なる捕捉物質を含むことができる。このように、例えば固相
は複数の抗体をこの上に固定できる（各々は試料中の異なる分析物の存在を検査するため
のものである）。典型的な実施形態では、固相が表面上に様々な複数の領域を含み、各領
域中に特定の抗体が固定される。
【００８１】
　多重フォーマットでは、複数の標識を用い、各標識を特定の分析物の検出に用いること
ができる（但し、そうしなくてもよい）。例えば特異性に基づき、抗体など複数の捕捉物
質を異なる既知の位置で固相に固定される複数の標識を使用しないで、複数の異なる分析
対象物を検出できる。各位置にある捕捉物質の特異性が知られているため、特定の場所で
の信号の検出は、この位置で縛られる分析物の存在に関連づけられる。このフォーマット
の例としては、それぞれチャネルまたはキャピラリーに沿った異なる場所に異なる捕捉剤
を含む、微小流体デバイスおよびキャピラリーアレイ、典型的には、固体支持体の表面に
マトリクス状スポット（「標的要素」）を配置した捕捉剤を含むマイクロアレイが挙げら
れる。特定の実施形態では、それぞれ別々の捕捉剤が異なる電極に固定され、これらの電
極は、例えば固体支持体表面上、微小流体デバイスのチャネル内またはキャピラリー内に
形成できる。
【００８２】
　ＩＩＩ．検査キット
　本発明はまた、免疫抑制剤について検査試料を測定する検査キットを提供する。本発明
による検査キットは、本発明による１以上の免疫学的測定法を実施するために有用な１以
上の試薬を含む。検査キットは、１以上の容器を備えたパッケージを有し、１以上の分離
された組成物として、また場合により、試薬が併存可能な場合は混合物として、試薬を保
持する。検査キットは、他の素材（複数可）を含んでもよく、これらはユーザーの観点か
ら望ましい可能性のある緩衝液（複数可）、希釈剤（複数可）、標準（複数可）および／
または検体処理、洗浄または測定法の他の任意の工程に有用であるものなどである。
【００８３】
　特定の実施形態では、本発明の検査キットは以下のものを含み得る：　（ａ）少なくと
も１種類の免疫抑制剤に特異的に結合し得る少なくとも１種類の抗体；（ｂ）　少なくと
も約１．０Ｍの濃度の塩を含む測定用希釈剤；および（ｃ）エチレングリコール、プロピ
レングリコールおよびこれらのアナログよりなる群から選択されるグリコールおよび炭素
原子数が５個以下の少なくとも１種類のアルコールを含む抽出試薬。典型的な実施形態で
は、抗体はタクロリムス、エベロリムス、ゾタロリムス、シクロスポリンまたはこれらの
化合物の任意のアナログに特異的なものとすることができる。
【００８４】
　測定用希釈剤の塩濃度は約１０Ｍ以下、例えば約４．５Ｍとすることができる。本発明
の免疫学的測定法と関連する上記に記載の塩は、検査キットの使用に適する測定用希釈剤
に含むことができる。
【００８５】
　ある実施形態では、抽出試薬としてはメタノール、エタノール、プロパノールまたはこ
れらのアルコール類の任意の混合物が挙げられる。典型的な実施形態では、グリコール対
アルコールの比は約４：１から約１：４の範囲、より特定すれば、約４：１から約１：２
の範囲である。
【００８６】
　必要であれば、検査キットは、さらに測定法される際に免疫抑制剤が含まれるコントロ
ール組成物を含むことができる。コントロール組成物は、上記に記載の例示的な検査キッ
トに含んでもよいが、例えば以下のものを含む検査キットに含むこともできる：（ａ）少
なくとも１種類の免疫抑制剤に特異的に結合し得る少なくとも１種類の抗体；および（ｂ
）少なくとも約１．０Ｍの濃度の塩を含む測定用希釈剤。
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【００８７】
　本発明によるキットは、固相および固相に固定される、または測定法の間、固相に固定
されている捕捉物質を含むことができる。典型的な実施形態では、固相は１種類以上の微
粒子または電極を含む。このようなキットを、サンドイッチ免疫学的測定法を実施するた
めに用いる場合、キットはさらに標識された検出剤を含むことができる。ある実施形態で
は、検査キットには、アクリジニウム－９－カルボキシアミドなどの少なくとも１種類の
直接的標識が含まれる。本発明による検査キットには少なくとも１種類の間接的標識も含
むことができる。一般に用いる標識が検出可能信号を発生する指示薬を必要とする場合、
検査キットには、好ましくは１種類以上の適当な指示薬を含む。
【００８８】
　本発明による検査キットは、好ましくは本発明の１以上の免疫学的測定法を実施するた
めの説明書を含む。本発明のキットに含まれる説明書は、パッケージに貼付してもよいし
、または添付文書として含むことができる。説明書は、通常は筆記または印刷された材料
であるが、これらに限定されるものではない。本発明では、通常、指示内容を記録し、エ
ンドユーザーに指示を伝えることができる任意の媒体が考えられる。このような媒体とし
ては、電子記憶媒体（例えば磁気ディスク、テープ、カートリッジ、チップ）、光メディ
ア（例えば（ＣＤ　ＲＯＭ））などが含まれるが、これらに限定されるものではない。本
明細書で用いる「説明書」という用語には、手順を示すインターネットホームページのア
ドレスを含むことができる。
【００８９】
　もちろん、ここに示した任意の例示的なフォーマット、および本発明による任意の測定
法またはキットは、例えば米国特許第５，０８９，４２４号および米国特許第５，００６
，３０９号に記載され、例えばＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社（Ａｂｂｏｔ
ｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）からＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）、ＡｘＳＹＭ（登録商標）、
ＩＭＸ（登録商標）、ＡＢＢＯＴＴ　ＰＲＩＳＭ（登録商標）およびＱｕａｎｔｕｍ　Ｉ
Ｉプラットフォームその他のプラットフォームとして市販されている（但し、これらに限
定されるものではない）自動化および半自動システム（微粒子を含む固相を有する場合を
含む）での使用に適合または最適化され得ることは言うまでもない。
【００９０】
　さらに、場合によっては、本発明の測定法およびキットは、ケア時点測定法システム（
Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社のＰｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａｒｅ　（ｉ－ＳＴ
ＡＴ（登録商標）　電気化学的免疫学的測定システムなど）での使用に適合または最適化
され得る。１回使い切り検査装置における免疫センサーならびにこれらの製造方法および
操作方法は米国特許第５０６３０８１号および米国特許出願公開第２００３０１７０８８
１号、第２００４００１８５７７号、第２００５００５４０７８号および第２００６０１
６０１６４号（上記に関する教示はこの内容が参照により本願に組み込まれる）に記載さ
れている。
【００９１】
　実施例
　以下の例は特許請求の範囲に係る発明を説明するためのものであり、本発明はこれに限
定されるものではない。
【実施例１】
【００９２】
　測定用希釈剤に塩を使用したタクロリムス免疫学的測定法
　本実施例は、タクロリムスについての自動免疫学的測定法において測定用希釈剤に塩を
添加した効果を説明する。
【００９３】
　本発明の好ましい測定法方法では、塩濃度が４．５Ｍとなるように、ＡＲＣＨＩＴＥＣ
Ｔ（登録商標）タクロリムス・アッセイ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａ
ｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）の付随的な測定法希釈成分に塩化ナトリウム（ＮａＣｌ）
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を添加したものである。タクロリムス・アッセイでは、８０μＬの測定用希釈剤を微粒子
試薬と試料を組み合わせる。反応体積は１８０μＬであり２．０ＭのＮａＣｌの反応の濃
度をもたらす。１８分間のインキュベーションの後、タクロリムス標識されたトレーサー
試薬の２０μＬを添加する。さらに４分間のインキュベーションの後、微粒子を洗浄し、
次いで化学発光トリガー試薬を添加し、生じた光量（または信号）を相対的な光単位（Ｒ
ＬＵｓ）として測定する。
【００９４】
　ＲＬＵは他の装置の場合と同様に、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）システムで用いら
れる光学測定単位の名称である。ＲＬＵという用語は、アクリジニウムなどの信号生成標
準の特定量までカウントする光子の関係に由来する。各光学モジュールは、一組の標準（
例えばアクリジニウム標準）で補正する。化学発光反応が起こる時、光は放出され、光子
は一定の時間（例えば３秒間）測定される。光電子増倍管（ＰＭＴ）は、カウントされた
光子をデジタル信号に変換し、これは次に回路基板に送られ処理される。光回路基板は、
ＰＭＴからのデジタル信号をアナログ信号に変換する。この信号はカウントされた光子数
に比例しており、この光子数は存在する信号生成分子（例えばアクリジニウム）に比例し
ている。次いで、ＲＬＵ値を得るためにこのアナログ信号をさらに処理する。この関係は
光学モジュールの測定で基準を生じるように定められたものであり、異なる基準にはそれ
ぞれにＲＬＵ値が割り当てられる。このように、ＲＬＵユニット自体は任意であるが、特
定の量の基準（例えばアクリジニウム）に比例的（即ち、相対的）である。
【００９５】
　試験結果を表１および表２中に示す。トレーサー製造化学発光信号の強度は試料中の非
標識化競合体タクロリムスの濃度に反比例している。
【００９６】
　タクロリムストレーサーのみが試料中に存在している場合、反応混合物へのＮａＣｌの
添加は、より強力な化学発光信号を生じる。ＮａＣｌはタクロリムス標識されたトレーサ
ーと競合するために、試料は、非標識化タクロリムスを含む状態でも信号がより大きく減
少する。この変化により、塩を用いないで可能であったタクロリムス量より小さい量の検
出が可能である。非特異的結合（カリブレーターＲＬＵｓの％として表わされる）は、反
応に加えるＮａＣｌが増加しても同じである。
【実施例２】
【００９７】
　微粒子試薬中に塩を用いるタクロリムス免疫学的測定法
　この実施例は、タクロリムスの自動免疫学的測定法において微粒子試薬への塩の添加の
効果を説明する。これらの測定法については、ＮａＣｌを種々の濃度でＩＭｘ（登録商標
）Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ　ＩＩ測定法（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ａｂ
ｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ，ＩＬ）の微粒子試薬成分に加える。
【００９８】
　これらの測定法の結果を図３および４に示す。これらの図から、ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（
登録商標）タクロリムス・アッセイ（図１および２）において、測定用希釈剤への塩の添
加効果と同様の効果が得られることが見てとれる。これは、ＩＭｘ（登録商標）タクロリ
ムスＩＩ　測定法では、同様の７５％メタノール／２５％エチレングリコール／６０ｍＭ
硫酸亜鉛有機混合物で全血からの分析物を抽出し、高濃度塩の添加なしで分析している（
０ＭＮａＣｌデータポイント参照（例えば図３））ので予想されたことであろう。
【００９９】
　比較のため、１Ｍ、２Ｍまたは４ＭのＮａＣｌをＩＭｘ（登録商標）Ｔａｃｒｏｌｉｍ
ｕｓ　ＩＩ微粒子試薬検査の容器に添加すると、カリブレーター信号のレート　（例えば
図３、ＩＭｘ（登録商標）「本測定法」対１Ｍ、２Ｍ　ＮａＣｌ添加例で得られるレート
を参照）、カリブレーターの高低間のレートの広がり（例えば図３、ＩＭｘ（登録商標）
の「本測定法」の最低最高レートを対１Ｍ、２ＭのＮａＣｌ添加例で得られる最低最高レ
ートを参照）、感度（例えば図４での１または２ＭのＮａＣｌ添加曲線の左方シフト参照
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【実施例３】
【０１００】
　測定用希釈剤に他の塩を使用したタクロリムス免疫学的測定法
　この実施例では、タクロリムスの自動免疫学的測定法によって測定用希釈剤における種
々の塩の添加の効果を説明する。
【０１０１】
　これらの検討では、ＮａＣｌ以外の塩の使用を検討した。特に、ナトリウムカチオンお
よび塩化物アニオンを変化させる効果を調べた。これらの測定法の結果を図５および６に
示す。これらの図から見てとれるように、ＮａＣｌ以外の塩も、程度は様々だが、ＡＲＣ
ＨＩＴＥＣＴ（登録商標）タクロリムス・アッセイに同様な効果をもたらす。一定濃度（
０．４５Ｍ）では、アルカリ金属、Ｌｉ、Ｎａ、Ｋ、ＲｂおよびＣｓすべてに対し、塩化
物である塩類が同様に有効であった（図５）。しかし、ナトリウム塩と異なるアニオン類
の挙動は異なる（図６）。すべてで分析性能が向上するが、塩化ナトリウムは極めて有効
であり、溶解性も高いことがわかった。
【０１０２】
　ここに述べた実施例および実施形態は、説明を目的とするものであり、これらに照らし
て様々な修正や変更を行なうことも当業者に示唆するものであって、本発明の技術思想、
発明の範囲および添付の特許請求の範囲内に含まれることが理解される。
【０１０３】
　加えて、全血中の分子または薬剤を検出するための診断検査に関する教示全体について
も、米国特許出願公開第６０／８８２，７３２号（２００６年１２月２９日出願。同一の
譲受人、同時係属出願）が参照により明示的に本願に組み込まれる。
【０１０４】
　また、溶液中捕捉免疫学的測定法で用いる非変性的溶解試薬に関する教示全体について
も、米国特許仮出願公開第６０／８７８，０１７号明細書（２００６年１２月２９日出願
。同一の譲受人、同時係属出願）が参照により明示的に本願に組み込まれる。
【０１０５】
　また、非変性的溶解試薬に関する教示全体についても、米国特許本出願第１１／６１８
，４９５号（２００６年１２月２９日出願。同一の譲受人、同時係属出願）が参照により
明示的に本願に組み込まれる。
【０１０６】
　また、抽出試薬組成物に関する教示全体についても、米国特許本出願第１１／４９０，
６２４号（２００６年７月２１日出願。同一の譲受人、同時係属出願）が参照により明示
的に本願に組み込まれる。
【０１０７】
　加えて、ここに引用するすべての他の刊行物、特許および特許出願は、すべての目的の
ためこの全体が参照により本願に組み込まれる。
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摘要(译)

本发明提供免疫抑制剂的免疫测定法，其通过在高盐条件下进行来改善
测定的灵敏度。本发明还提供了用于实施本发明方法的检测试剂盒。
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