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(57)【要約】
　本発明は、タクロリムス定量アッセイで用いるための
試験血液検体中でのタクロリムスの抽出方法に関するも
のである。本発明の方法は、非沈澱・非変性性の水系環
境でタクロリムスを抽出して、面倒な手動による前処理
手順や有機溶媒の使用を回避するものである。本発明の
方法によって、タクロリムス定量アッセイの完全自動化
が可能となる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　血液検体を溶血剤および水溶性抽出剤と接触させる段階を有する、血液検体からのタク
ロリムスの抽出方法。
【請求項２】
　血液検体が非変性性水系環境で提供される請求項１の方法。
【請求項３】
　溶血剤が、塩を含まない水、低張溶液および界面活性剤からなる群から選択される請求
項１の方法。
【請求項４】
　溶血剤がノニオン系界面活性剤である請求項３の方法。
【請求項５】
　ノニオン系界面活性剤がサポニンである請求項４の方法。
【請求項６】
　溶血剤がオクチルフェノキシポリエトキシエタノールである請求項４の方法。
【請求項７】
　抽出剤が水溶性界面活性剤である請求項１の方法。
【請求項８】
　抽出剤がシクロペンタノペルヒドロフェナントレン（コレステロール）部分を含む請求
項７の方法。
【請求項９】
　抽出剤が、アニオン系胆汁酸塩界面活性剤および両性イオン胆汁酸塩界面活性剤からな
る群から選択される請求項８の方法。
【請求項１０】
　抽出剤が、抱合および非抱合胆汁酸塩からなる群から選択されるアニオン系胆汁酸塩界
面活性剤である請求項９の方法。
【請求項１１】
　アニオン系胆汁酸塩界面活性剤が抱合胆汁酸塩である請求項１０の方法。
【請求項１２】
　抱合胆汁酸塩が、グリココール酸塩およびタウロデオキシコール酸塩を含む群から選択
される請求項１１の方法。
【請求項１３】
　前記胆汁酸塩が非抱合胆汁酸塩である請求項１０の方法。
【請求項１４】
　前記非抱合胆汁酸塩が、コール酸塩、デオキシコール酸塩およびケノデオキシコール酸
塩を含む群から選択される請求項１３の方法。
【請求項１５】
　前記胆汁酸塩がデオキシコール酸塩である請求項１４の方法。
【請求項１６】
　抽出剤が両性イオン胆汁酸塩界面活性剤である請求項９の方法。
【請求項１７】
　両性イオン胆汁酸塩界面活性剤が３－［（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ
］－１－プロパンスルホネート水和物である請求項１６の方法。
【請求項１８】
　非変性性水系環境で試験血液検体中のタクロリムス濃度を測定する方法であって、
　（ａ）試験血液検体を溶血剤および水溶性抽出剤と混合する工程、
　（ｂ）前記溶血剤によって前記血液検体を溶解させる工程、
　（ｃ）前記水溶性抽出剤によってタクロリムスを抽出する段階、および
　（ｄ）自動化システムで前記血液検体中のタクロリムス濃度を測定する工程
　を有し、
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　抽出されたタクロリムスの測定濃度が前記血液検体中に存在するタクロリムスの濃度に
相当する方法。
【請求項１９】
　溶血剤がオクチルフェノキシポリエトキシエタノールであり、水溶性抽出剤がデオキシ
コール酸塩である請求項１８の方法。
【請求項２０】
　検体中のタクロリムス濃度の測定方法がイムノアッセイによるものである請求項１８の
方法。
【請求項２１】
　検体中のタクロリムス濃度の測定方法がイムノフィリン受容体結合アッセイによるもの
である請求項１８の方法。
【請求項２２】
　イムノアッセイ方法が、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素免疫吸着アッセイ（Ｅ
ＬＩＳＡ）、微粒子酵素免疫吸着アッセイ（ＭＥＩＡ）、イオン捕捉アッセイおよび化学
発光に基づくアッセイを含む群から選択される請求項２０の方法。
【請求項２３】
　自動化システムを用いてヒト全血検体中のタクロリムスのレベルを検出するのに好適な
アッセイキットであって、溶血剤および水溶性抽出剤を含むキット。
【請求項２４】
　溶血剤がオクチルフェノキシポリエトキシエタノールおよびサポニンからなる群から選
択される請求項２３のアッセイキット。
【請求項２５】
　前記溶血剤がオクチルフェノキシポリエトキシエタノールである請求項２４のアッセイ
キット。
【請求項２６】
　水溶性抽出剤がシクロペンタノペルヒドロフェナントレン（コレステロール）部分を含
む水溶性界面活性剤の群から選択される請求項２３のアッセイキット。
【請求項２７】
　抽出剤がアニオン系胆汁酸塩界面活性剤および両性イオン系胆汁酸塩界面活性剤からな
る群から選択される請求項２６のアッセイキット。
【請求項２８】
　アニオン系胆汁酸塩界面活性剤が抱合（グリコシル化）および非抱合の胆汁酸塩から選
択される請求項２７のアッセイキット。
【請求項２９】
　胆汁酸塩界面活性剤が抱合胆汁酸塩である請求項２８のアッセイキット。
【請求項３０】
　抱合胆汁酸塩がグリココール酸塩およびタウロデオキシコール酸塩を含む群から選択さ
れる請求項２９のアッセイキット。
【請求項３１】
　胆汁酸塩が非抱合胆汁酸塩である請求項２８のアッセイキット。
【請求項３２】
　非抱合胆汁酸塩がコール酸塩、デオキシコール酸塩およびケノデオキシコール酸塩を含
む群から選択される請求項３１のアッセイキット。
【請求項３３】
　前記胆汁酸塩がデオキシコール酸塩である請求項３２のアッセイキット。
【請求項３４】
　抽出剤が両性イオン胆汁酸塩界面活性剤である請求項２７のアッセイキット。
【請求項３５】
　両性イオン胆汁酸塩界面活性剤が３－［（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ
］－１－プロパンスルホネート水和物である請求項３４のアッセイキット。
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【請求項３６】
　半自動化アッセイの枠組みで用いることができる請求項２３のアッセイキット。
【請求項３７】
　自動化アッセイの枠組みで用いることができる請求項２３のアッセイキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、全自動タクロリムス定量アッセイで使用するために試験サンプルからタクロ
リムスを抽出する簡単な方法に関する。その方法は、水溶性界面活性剤の使用に基づくも
のである。
【背景技術】
【０００２】
　タクロリムス（プログラフ（ProGraf；登録商標）およびＦＫ５０６とも称される）は
、土壌真菌ストレプトミセス・ツクバエンシス（Streptomyces tsukubaensis）から単離
される強力な免疫抑制性を有するマクロリドラクトン系抗生物質である。タクロリムスは
、タクロリムス、ＦＫ結合タンパク質（ＦＫＢＰ）、カルモジュリンならびにカルシニュ
ーリンＡおよびＢの間の５量体複合体の形成を介してカルシニューリン経路を阻害する（
最終的にＴ細胞増殖を阻害する）ことで、それの免疫抑制効果を示す（McKeon et al., C
ell Vol. 66, pages 823-6 (1991)）。タクロリムスは、ＦＫＢＰに強固に結合し（Ｋｄ
約０．４ｎＭ）、シクロフィリン（Handschumacher et al., Science Vol. 226, pages 5
44-547 (1984)）、アルブミン類およびα－１－酸糖タンパク質（Wong, Clinica Chimica
 Acta Vol. 313, pages 241-253 (2001)）に結合することも知られている。他の免疫抑制
剤と併用したタクロリムスで、臓器移植後の組織拒絶の治療に関して許容度が広くなった
。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００３】
　薬剤用量と薬剤血中レベルとの間については患者間の変動が極めて大きいことから、そ
の薬剤が毒性を生じる可能性があるため、タクロリムス免疫抑制療法を受けている患者で
はタクロリムスレベルの治療的モニタリングが標準的な実務となっている。
【０００４】
　タクロリムスは、赤血球（赤血球またはＲＢＣ）でかなりの量が補捉され、ＦＫ結合タ
ンパク質（ＦＫＢＰ）に結合している。従って、生検検体、骨髄および他の体液から抽出
できたとしても、タクロリムスの治療的血液モニタリングに好ましい基質は全血検体であ
る。タクロリムスは、イムノフィリン類、アルブミンおよびリポタンパク質類などの他の
血漿成分とも複合体を形成する。ヒト血液検体中のタクロリムスの存在およびそれの濃度
を測定するには、検体中に存在するＲＢＣを溶解させて、タクロリムス／タンパク質複合
体を放出させなければならない。次に、タクロリムス／タンパク質複合体を解離させて、
タクロリムスを放出させる必要がある。
【０００５】
　タクロリムスの水溶液での溶解度は限られたものである。その結果、いずれの利用可能
なタクロリムスアッセイでも、アッセイ用に薬剤を抽出するのに有機溶媒を使用する。有
機溶媒（例：酢酸エチル、メタノール、塩化メチレン）は、定量のための準備において、
赤血球を溶解させ、タンパク質を変性させ、タクロリムスを抽出するのに用いられてきた
。
【０００６】
　有機溶媒に基づく手順を用いることには、いくつかの大きな欠点がある。例えば、有機
溶媒は揮発性が非常に高く、引火性が高く、環境ガイドラインに従って適切に廃棄しなけ
ればならない有害物が関与する。
【０００７】
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　有機溶媒の揮発性は、揮発性溶媒の累積的蒸発のために、タクロリムスの正確な定量を
行う上での障害ともなり得る。抽出の各段階および検体アッセイインキュベーション時に
おける過度の蒸発があると、タクロリムスのレベルが人工的に高く検出される可能性があ
る。
【０００８】
　タクロリムス抽出の現行の手順ではいずれの場合も、複雑な手動による検体調製が必要
である。現行の手順では、検体の変性／抽出段階、遠心段階および上清傾斜除去段階が必
要である。現在用いられている手動でのタクロリムス抽出手順は、遅くて労働集約的なプ
ロセスである。その手順では代表的には、４つの成分、すなわち検体、変性剤、抽出剤お
よび抽出された検体の正確なピペット採取を行う。手動での正確なピペット採取は時間を
要するものであり、信頼性が低くなる可能性がある。その結果、これらの手順は、人員配
置関連のコストに関して経費を要するものである。それらの手順にはさらに、分析スルー
プットおよびタクロリムス定量の正確さに関して技術的に限界がある。
【０００９】
　現行の検体前処理手順で必要とされる変性、遠心および傾斜法分離の段階とともに有機
溶媒を用いると、タクロリムス定量アッセイの完全自動化は実行できない。定量の完全自
動化を可能とするには、試薬および検体を全て水系形態のままにする必要がある。血液検
体の変性（溶解）および遠心は必要なくなると考えられる。水溶液を用いることで、過剰
な蒸発効果、ならびに電気機器での揮発性、引火性、場合によっては爆発性の条件の使用
に関連する危険性も排除されるものと考えられる。
【００１０】
　従って、入念で面倒な検体前処理の必要がない完全自動のタクロリムス定量方法を作る
ことが、当業界において必要とされており、関心を持たれている。そのような方法によれ
ば、試験当たりのコストに関して当業界で公知の現行の方法と比較してかなりの改善があ
るものと考えられる。使用者の検体との手動での相互作用がないことで、薬剤抽出（従っ
て、後の結果）に影響を与え得る人為的ミスを排除することにより、方法の再現性も高ま
るものと考えられる。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、有機溶媒および遠心の使用を排除するだけでなく、タクロリムス定量アッセ
イの完全自動化のための必要条件をも満たす、沈澱や変性がない水系環境でタクロリムス
を抽出する方法を提供する。
【００１２】
　（発明の詳細）
　本発明は、手動での前処理を行う必要がなく、試験血液検体での完全自動化されたタク
ロリムス定量方法を可能とする、沈澱や変性がない水系でのタクロリムスの抽出方法を提
供する。
【００１３】
　タクロリムスはＲＢＣにかなりの量で結合していることから、好ましい試験血液検体は
全血であるが、それは洗浄済みＲＢＣを含む検体であっても良い。
【００１４】
　本発明の方法は、試験血液検体を少なくとも一つの溶血剤および少なくとも一つのタク
ロリムス抽出剤と混合する段階を有する。その２つの薬剤は、１段階でまたは別個の段階
で加えることができる。
【００１５】
　溶血剤は赤血球を溶解させて、タクロリムス／タンパク質複合体を放出させる。本発明
に関して、「溶血性」、「赤血球性」または「赤血球溶解性」という用語は同じ意味を有
しており、赤血球を崩壊させて細胞内の内容物を放出させることである。
【００１６】
　抽出剤は、後段階の定量アッセイ方法と適合する水溶液中に、タクロリムスと血液タン
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パク質成分との複合体からタクロリムスを解離または放出させるものである。
【００１７】
　最終的に、前記定量方法中に、抽出されたタクロリムスの濃度を測定する。そのような
定量法では、抽出タクロリムスの測定濃度は、血液検体中に最初に存在するタクロリムス
の濃度に相当する。
【００１８】
　タクロリムス抽出および定量の完全自動化を行うには、アッセイ前に検体／溶解／抽出
混合物からの成分が失われないようにする必要があることから、溶血剤は、強力な赤血球
溶解活性を示すが、定量アッセイで必要な抗体その他の受容体分子を変性させないもので
なければならない。同様に、溶血剤の濃度は、ほぼ即時に検体中のあらゆる細胞膜を溶解
させるだけのものである必要があり、同時にタクロリムス定量法を妨害しないものでなけ
ればならない。本発明の方法で用いることができる溶血剤には、ノニオン系界面活性剤、
または低イオン強度（またはイオンを含まない）の水溶液、例えば水などがあり得る。こ
れらの薬剤は、浸透圧衝撃によって強力な赤血球性特性を有することが知られている（低
張崩壊）。
【００１９】
　上述のように、界面活性剤を溶血剤として用いる場合、それは、アッセイにおいて継続
的に存在することがアッセイ自体を妨害しないものでなければならない。従って、ドデシ
ル硫酸ナトリウムなどの強変性性のイオン系界面活性剤は回避しなければならない。好ま
しい界面活性剤には、オクチルフェノキシポリエトキシエタノール（トリトン（Triton）
Ｘ－１００（商標名））またはサポニンなどのノニオン系界面活性剤などがあり、好まし
くはトリトンＸ－１００（商標名）である。さらに、完全自動化を行うには、界面活性剤
がアッセイの結合インキュベーション期間を通じて反応混合物の溶解度を維持することが
必須である。
【００２０】
　部分的には、タクロリムスは疎水性であることから、血液中に存在する既知の高アフィ
ニティおよび特異的結合性のタンパク質に結合する。免疫グロブリン類が、生理的重要性
を有する高アフィニティおよび特異的結合性のタンパク質の１例である。イムノフィリン
累は、いくつかの化合物に結合する細胞内結合性タンパク質のファミリーであり、２つの
異なるイムノフィリン類のファミリーが現在知られており、それはシクロフィリン類およ
びマクロフィリン類であって、後者が特異的にタクロリムスに結合する。イムノフィリン
類に強固に結合するタクロリムスの抽出は、水溶液を用いては容易には行えない。タクロ
リムスについてはこれまでに、１０年間かけて免疫抑制療法において、かなりの研究およ
び使用が行われてきたにも拘わらず、水系の非変性性試薬の使用に基づくタクロリムスの
抽出については既存の方法はない。当業界で知られているいずれの方法でも、イムノフィ
リン類の変性およびさらなる定量的濃度速度のためのタクロリムス抽出には有機溶媒が用
いられる。シクロペンタノペルヒドロフェナントレン（コレステロール）骨格を有する水
溶性界面活性剤が、タクロリムスの強力な非変性性抽出を示すことが思いがけず発見され
た。タクロリムス抽出活性に有用なコレステロール骨格を有する界面活性剤には、アニオ
ン系胆汁酸塩、そしてＣＨＡＰＳ（商標名）などの両性イオン界面活性剤などがあるが、
これらに限定されるものではない。
【００２１】
　本明細書で使用される場合の「胆汁酸塩」とは、界面活性剤特性を示す、肝臓または腸
内細菌が産生するステロイド分子の種類からの化合物またはそれの誘導体を意味する。試
験血液検体中に存在する結合性タンパク質からのタクロリムス抽出のための条件を与える
胆汁酸塩は、未接合（例：コール酸塩）であるか別の部分、例えば置換もしくは未置換の
アルキル、アルケニルもしくはアルキニル部分、またはより好ましくは未置換のＣ１～Ｃ

３０アルキル、アルケニルもしくはアルキニル部分であり、例えばタウリン（例：タウロ
コール酸）もしくはグリシン（例：グリココール酸）または水溶性芳香族部分などに接合
されていても良い。本発明の文脈で有用な胆汁酸塩には、コール酸塩、デオキシコール酸
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塩、ケノデオキシコール酸塩、コリルグリシン、ケノデオキシコール酸グリシン、コリル
タウリン、ケノデオキシコール酸タウリン、ケノデオキシコール酸、リトコール酸、スル
ホコール酸、スルホリトコール酸、デオキシコリルグリシン、スルホリトコリルグリシン
およびウルソデオキシコール酸などがあるが、これらに限定されるものではない。
【００２２】
　後述の実施例に示したように、これらの水溶性胆汁酸塩は、強い非変性性タクロリムス
抽出活性を示す種類の分子を代表するものである。本発明を示す上では、胆汁酸塩デオキ
シコール酸塩が好ましかった。しかしながら、他の胆汁酸塩の抽出活性も示されている。
胆汁酸塩のこの抽出活性については、先行技術においてこれまで報告も示唆もされておら
ず、そのような抽出活性を当業者が経験的に知ることはないものと考えられる。この胆汁
酸塩の特性を利用することで、（ａ）上記の理由で厄介なものであると考えられ、電気機
器で使用するには危険となり得る有害な有機化学物質の使用を回避し、（ｂ）試験血液検
体中に存在する競合イムノフィリン類存在下に良好な抽出および溶解をもたらすことで、
タクロリムス定量アッセイの完全自動化に必要な条件が提供される。
【００２３】
　ＣＨＡＰＳ（３－［（３－コラミドプロピル）ジメチルアンモニオ］－１－プロパンス
ルホネート水和物）およびＣＨＡＰＳＯなどの両性イオン系界面活性剤は、非特異的タン
パク質相互作用を断ち、低タンパク質凝集を生じさせることができる非変性性界面活性剤
である。ＣＨＡＰＳの非変性性タクロリムス抽出活性は、本願の実施例４（図５）に示さ
れている。
【００２４】
　抽出剤には、リン脂質または非界面活性剤系のスルホベタインなどの第２の抽出剤を補
っても良い。好適なリン脂質には、天然リン脂質などがあるが、それに限定されるもので
はなく、特にはレシチン（ホスファチジルコリン）などがある。
【００２５】
　自動化には、溶血剤および抽出剤の両方の存在下にタクロリムスを定量することが必要
であることから、これら薬剤の性質および濃度を選択して、定量法の重大な妨害が回避さ
れるようにすることが好ましい。例えば、これらの薬剤は好ましくは定量法中にアナライ
ト結合性分子およびシグナル発生分子と不適合でなく、より好ましくはそれらを妨害しな
い。本発明において、「アナライト」という用語は、対象の化合物である（例：タクロリ
ムス）。アナライトは、複合体を形成する分子によって捕捉または結合され得る。このア
ナライト結合性分子には、タクロリムスに結合するタンパク質、例えば抗体またはイムノ
フィリンなどがあり得る。
【００２６】
　シグナル発生分子には、アルカリホスファターゼまたはアクリジニウムなどがあり得る
が、これらに限定されるものではない。
【００２７】
　本発明の方法で使用されるステロイド骨格を有する水溶性界面活性剤の化学特性は、抽
出に必要な濃度でアッセイ中に継続的に存在することで重大な妨害を引き起こさないもの
である。
【００２８】
　試験血液検体は、完全な細胞溶解に十分な時間および条件下で、より好ましくは細胞膜
および成分の可溶化が起こる上で十分な時間および条件下で溶血剤とともにインキュベー
トしなければならない。好適な時間は、薬剤に応じて数秒から数時間であることができる
。
【００２９】
　同様に、検体は、イムノフィリン類その他の結合性タンパク質からタクロリムスを抽出
できるだけの時間および条件下で抽出剤とともにインキュベートしなければならない。こ
れらの条件は、界面活性剤の選択される濃度および検体の相対的容量に応じて変動する。
概して、界面活性剤の濃度は、ＲＢＣ溶解段階中は約０．１～約３．０重量／体積％、好
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ましくは約０．３～約１．０％の範囲とすべきであり、抽出剤（デオキシコール酸塩その
他の水系界面活性剤）の濃度は、抽出段階中は約０．３％～約１％、好ましくは約０．４
％～約０．６％の範囲とすべきである。
【００３０】
　試験血液検体は、別個の段階で（溶血剤を最初に、次に胆汁酸塩）または同一段階で溶
血剤および抽出剤と接触させることができる。その２つの薬剤は通常は適合性であること
から、試験血液検体は好ましくは、両方の薬剤を含む溶液と混合する。抽出のインキュベ
ーション時間は、アッセイの種類に応じて広い範囲のものであることができ、それはわず
か数秒（例えば、多くの急速非平衡イムノアッセイの場合など）から数時間（例えば、一
部の平衡マイクロタイタープレートアッセイの場合など）であることができる。自動化お
よび工程時間短縮に関しては、溶血剤もしくは抽出剤または両方とのインキュベーション
時間は短い方が好ましい。従って、各個々の段階または合わせた段階のインキュベーショ
ン時間は、好ましくは１０～２０分である。
【００３１】
　溶血および抽出工程後に、当業者に公知の多くの方法のいずれかによって、検体中のタ
クロリムスの濃度を測定することができる。イムノアッセイまたは受容体結合アッセイ（
例：イムノフィリン受容体アッセイ）を用いることができる。好ましくは、イムノアッセ
イを用いる。半自動化または完全自動化には、多くの市販の自動化イムノアッセイ分析装
置のいずれかを用いることができる。イムノアッセイ方法は好ましくは、固相上でのタク
ロリムスの捕捉（ＦＫＢＰなどのタクロリムスに結合することが知られている抗体または
タンパク質受容体を介して）と、それに続く結合したタクロリムスからの血液試験検体中
の妨害成分となり得る成分（ヘモグロビンなど）の分離を可能とする不均一型のものであ
るものと考えられる。これには、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素免疫吸着アッセ
イ（ＥＬＩＳＡ）、微粒子酵素免疫吸着アッセイ（ＭＥＩＡ）、イオン捕捉アッセイ、化
学発光に基づくアッセイその他のアナライト捕捉、シグナル発生および検出のための公知
かつ市販のアッセイ構成などがある。
【００３２】
　本発明を示す上で好ましい装置には、アボット（Abbott）のＩＭｘ（商標名）イムノア
ッセイ分析装置およびアボットのアーキテクト（商標名）イムノアッセイ分析装置がある
。イムノアッセイで用いられる抗体、好ましくはモノクローナル抗体は、当業者に公知の
方法に従って得ることができる。抗体は、アステラス（Astellas, Osaka, Japan）などの
市販の入手源から得ることもできる。
【００３３】
　至適な検体の大きさは、タクロリムスアッセイの特定の方法に好ましい量によって決ま
る。例を挙げると、医学的診断に十分な感度を有するイムノアッセイには５０～２００μ
Ｌの範囲の最低検体容量が必要であることが多いが、それに限定されるものではない。ア
ボットのＩＭｘ（商標名）およびアボットのアーキテクト（商標名）イムノアッセイ分析
装置では、至適な感度を達成するには最低検体容量１５０μＬが必要である。これによっ
て、検体の前混合に十分な容量、そして試験を実施する上で十分な容量が提供される。ア
ッセイ用の吸引容量がアッセイ感度に影響し得ることは、当業者には明らかであろう。タ
クロリムス用のアッセイの開発には、吸引検体容量の至適化が伴うものと考えられる。
【００３４】
　本発明は、血液試験検体中のタクロリムスの自動化または半自動化定量測定のための、
本発明の方法に基づく診断試験キットをも包含する。本発明のキットは、好ましい溶血剤
としてのトリトン－Ｘ－１００（商標名）および好ましい胆汁酸塩抽出剤としてのデオキ
シコール酸塩を含む。
【００３５】
　要約すると本発明によって、有機溶媒を用いる面倒な手動抽出手順を必要とする現行の
方法に匹敵する感度および正確さで、血液試験検体中のタクロリムス濃度の完全自動化測
定が可能となる。下記の実施例によって、本発明についての理解がさらに深まるが、それ
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ら実施例は本発明の説明のみを目的としたものであり、本発明の範囲を制限するものでは
ない。
【実施例】
【００３６】
　（実施例１）
　半自動方式でのアボット・アーキテクト（登録商標）イムノアッセイ分析装置による定
量のために前溶解ヒト血液からタクロリムスを抽出する上での胆汁酸塩の使用
　前溶解および濾過を行ったヒト全血に、タクロリムス（藤沢薬品工業、大阪）を重量測
定法で加えて、分析用に一連のタクロリムス検体６個を得た（検体は、２．５～３０ｎｇ
／mＬの濃度およびブランクを含むものであった）。各検体１１０μＬを、アーキテクト
（登録商標）検体カップ中で、０．８％デオキシコール酸塩溶液（Sigma, St. Louis, M
）１１０μＬと前混合した。混合物を３０秒間渦攪拌して、十分に混合した。タクロリム
スを認識する抗体でコーティングした磁気微粒子（Polymer Laboratories, Shropshire, 
England）を含む試薬瓶および光信号発生用のタクロリムスおよびアクリジニウムのトレ
ーサー結合体の溶液（Abbott Laboratories, Abbott Park, IL）を、アーキテクト（登録
商標）装置上に乗せた。試験開始後、アーキテクト（登録商標）ピペッターが、各前抽出
検体４０μＬをアーキテクト（登録商標）反応容器（ＲＶ）に移し入れた。その後、抗タ
クロリムス抗体をコーティングした微粒子５０μＬを加えた。反応混合物を１８分間イン
キュベートした。磁気微粒子を磁石によって捕捉し、ＲＶ中でリン酸緩衝液に再懸濁させ
る洗浄段階後、タクロリムス－アクリジニウムトレーサー５０μＬを各ＲＶに加え、４分
間インキュベートした。２回目の洗浄後、結合したトレーサーを放出させ、過酸化物溶液
で誘発を行い、アーキテクト（登録商標）装置システムにおける標準的な手順で化学発光
を測定した。この実施例は競争的イムノアッセイであることから、光信号は検体中のタク
ロリムス濃度に反比例する。図１には、光信号とタクロリムス濃度との間の関係を示して
ある。タクロリムス濃度による信号の変化から、タクロリムスが全血基質から抽出され、
抗タクロリムス微粒子によって捕捉され、タクロリムス－アクリジニウム結合体によって
検出されたことがわかる。本実施例は、抽出剤としてデオキシコール酸塩を用いる非変性
性の水系環境でヒト全血の基質中に存在する内因性結合タンパク質からのタクロリムスの
抽出、ならびに自動化イムノアッセイ分析装置による提供を示している。
【００３７】
　（実施例２）
　抽出用胆汁酸塩およびアボットＩｍｘ（登録商標）イムノアッセイ分析装置を用いる全
血患者検体からのタクロリムス定量の完全自動化
　タクロリムス患者検体からの全血（１５０μＬずつ）を、個別のＩＭｘ反応セル（各セ
ルは一つの患者検体に相当）の検体ウェルにピペットで入れた。ピペットで取った容量の
正確さは結果に対して重要ではなかったが、Ｉｍｘ（登録商標）装置がそれの試料につい
てのピペット秤取操作を行うのに十分な試料があった（最低容量１５０μＬが装置操作マ
ニュアルで推奨されている）。タクロリムス検体を入れたＩＭｘ反応セルを搭載したＩＭ
ｘ（登録商標）カルーセルをＩＭｘ装置に設置した。１．０体積％トリトン－Ｘ－１００
および０．５％（体積／重量）デオキシコール酸塩を含んだ溶血／抽出試薬を含む４試薬
の診断キットを装置に乗せ、完全自動化ＩＭｘ操作を開始した。ＩＭｘ（登録商標）プロ
ーブ－電極アセンブリが最初に、全血検体９０μＬを２回吸引および分散させて、沈んだ
ＲＢＣを再懸濁させた。溶血／抽出試薬８０μＬずつの小分け試料を、ＩＭｘ（登録商標
）プローブ／電極アセンブリによりＩＭｘ（登録商標）反応セルの前希釈ウェル中の各検
体からの全血８０μＬと混合した。溶解および抽出した検体５０μＬを、試薬キットの第
２の瓶からの抗タクロリムスコーティング微粒子５０μＬおよび追加の溶血／抽出試薬５
０μＬとともに各ＩＭｘ（登録商標）反応セルのインキュベーションウェルに移し入れた
。 反応混合物を３７℃で３０分間インキュベートした。インキュベーション後、各検体
からの反応混合物の小分け試料１７５μＬずつを、Ｉｍｘ（登録商標）プローブ－電極ア
センブリによりＩＭｘ反応セルのガラス繊維マトリクスに移した。反応セルマトリクスを
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溶血／抽出試薬各１００μＬずつで２回洗浄して、ガラス繊維マトリクスから検体ヘモグ
ロビンおよび他の妨害する可能性のある物質を除去した。次に、試薬キットの第３の瓶か
らのアルカリホスファターゼおよびタクロリムスの結合体７０μＬずつを、ＩＭｘ（登録
商標）プローブ／電極アセンブリによって反応セルマトリクスに加え、２８分間インキュ
ベートした。マトリクスをＩＭｘ（登録商標）装置ライン緩衝液で洗浄し（０．３Ｍ　Ｎ
ａＣｌ／Ｔｒｉｓ緩衝液、１００μＬで２回）。ＩＭｘ（登録商標）プローブ／電極アセ
ンブリが、 試薬キットの第４の瓶からのレポーター基質であるリン酸４－メチルウンベ
リフェリル（ＭＵＰ）（Abbott Laboratories, Abbott Park, IL）７０μＬを、ＩＭｘ（
登録商標）反応セルの各マトリクスに移した。ＭＵＰ添加の直後に、ＩＭｘ（登録商標）
光学アセンブリが、各検体について蛍光産物を測定した（カウント／秒／秒、ｃ／ｓ／ｓ
）。蛍光シグナルは、検体中のタクロリムス濃度に反比例していた。そのシグナルを、装
置メモリーに予め記憶させてあった較正曲線を用いて、自動的にタクロリムス濃度単位に
変換した。較正曲線は図２に示してある。キャリブレータは、既知量のタクロリムスをヒ
ト全血に重量測定法的に加えることで調製した。４０個のタクロリムス患者検体について
のタクロリムス濃度の結果を図３に示してあり、アッセイに先だって有機溶媒での検体の
手動による抽出を必要とするタクロリムスについての市販のアッセイからの結果と比較し
ている。図３は、胆汁酸塩抽出を用いる完全自動化アッセイによって、アッセイに先だっ
て検体の手動での抽出および遠心を必要とする市販のアッセイと同等またはそれより優れ
た結果が得られたことを示している。
【００３８】
　（実施例３）
　タクロリムスについてのデオキシコール酸塩以外の胆汁酸塩の抽出活性
　タクロリムスを正常な全血に重量測定法的に加えて、分析用に一連の全血タクロリムス
検体９個（３～４８０ｎｇ／ｍＬおよびブランク）を得た。５種類の別個の溶血／抽出試
薬を、５種類の異なる胆汁酸塩を用いて濃度０．５％で調製した。デオキシコール酸塩、
コール酸塩、ケノデオキシコール酸塩、タウロデオキシコール酸塩およびグリココール酸
塩（Sigma, St. Louis, MS）それぞれ０．５％に加えて、各溶血／抽出試薬には、溶血剤
として１．０％トリトンＸ－１００を含めた。各溶血／抽出試薬の瓶を、実施例２に記載
の診断キット（抗タクロリムスをコーティングした微粒子、アルカリホスファターゼ（Ro
che, Basel）とタクロリムスの結合体、ならびにＭＵＰ）に加えた。調製した全血タクロ
リムス検体９個１組を、実施例２に記載の完全自動化アッセイを用いて各試薬キットで分
析した。図４には、５種類の胆汁酸塩例のそれぞれから得られた逆用量－応答曲線を示し
てある。タクロリムス濃度による蛍光シグナルの変化によって示されるように、調べたい
ずれの胆汁酸塩も、タクロリムスに関してかなりの抽出活性を示した。
【００３９】
　（実施例４）
　タクロリムスについてのＣＨＡＰＳの抽出活性
　タクロリムスを正常な全血に重量測定法的に加えて、分析用に一連の全血タクロリムス
検体（３～４８０ｎｇ／ｍＬおよびブランク）を得た。抽出剤としての１％ＣＨＡＰＳ（
商標名）および溶血剤としての０．５％トリトンＸ－１００を用いて、トリス緩衝液中に
て、前記実施例の方法に従って、実験を行った。図５に示したように、２つの非変性性界
面活性剤であるデオキシコール酸塩およびＣＨＡＰＳ（商標名）の間には、同等の抽出活
性がある。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】タクロリムス抽出剤として胆汁酸塩を用いてアーキテクト（ARCHITECT；商標名
）分析装置（Abbott Laboratories, Abbott Park, IL）で行った半自動タクロリムスアッ
セイからの用量－応答曲線を表すグラフである。
【図２】タクロリムス抽出剤として胆汁酸塩を用いてＩＭｘ（商標名）分析装置（Abbott
 Laboratories, Abbott Park, IL）で行った完全自動化タクロリムスアッセイからの用量
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－応答曲線である。
【図３】胆汁酸塩抽出を用いる完全自動化アッセイからのタクロリムス患者検体の結果を
、手動の有機溶媒抽出を用いる市販のアッセイからの結果とを比較するグラフである。
【図４】抽出に５種類の異なる胆汁酸塩を用いてＩＭｘ（商標名）分析装置で行った完全
自動化タクロリムスアッセイの用量－応答である。
【図５】ＩＭｘ（商標名）分析装置でのデオキシコール酸塩およびＣＨＡＰＳを用いた完
全自動化タクロリムス抽出の２つの用量－応答を比較するグラフである。

【図１】 【図２】
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