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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　炭素原子２２におけるカルボキシメチルオキシム残基で高分子量タンパク質に接合して
誘導体化されたタクロリムスにより免疫処置された、ヒト以外の抗体産生哺乳動物からの
抗体産生細胞の、適当な融合パートナーとの融合によって作成されるハイブリドーマによ
って製造される、タクロリムスに対して３.７×１０9Ｌ／moleの結合親和性を有し、１３
－デメチルタクロリムスと交叉反応し、以下のタクロリムス代謝物：１５－デメチルタク
ロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメチルタクロリムス；１５,３
１－ジデメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリムスのすべてとそれぞれ８
％未満の交叉反応性を有するＩｇＧ1λモノクローナル抗体である、タクロリムスに対す
るモノクローナル抗体であって、１Ｈ６と名付けられたモノクローナル抗体。
【請求項２】
　請求項１記載のＩｇＧ1λモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマ。
【請求項３】
　高分子量タンパク質はキーホールリンペットヘモシアニンである請求項１記載のモノク
ローナル抗体。
【請求項４】
　検出可能な標識に直接もしくは間接的に接合された請求項１記載の抗体からなる接合体
。
【請求項５】
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　検出可能な標識は酵素標識、放射性標識、蛍光標識、化学ルミネセンス標識、バイオル
ミネセンス標識および粒子標識からなる群より選択される請求項４記載の接合体。
【請求項６】
　標識は酵素標識である請求項５記載の接合体。
【請求項７】
　(ａ)　タクロリムスの含有が疑われるサンプルを準備し、
　(ｂ)　そのサンプルを、請求項１記載の抗体と反応させ、そして
　(ｃ)　サンプル中におけるタクロリムスの存在またはタクロリムスの濃度を検出または
定量するために、
　　(ｉ)　抗体に結合したタクロリムスと会合しているシグナル；
　　(ii)　抗体に結合していないタクロリムスと会合しているシグナル；または
　　(iii) 存在する総シグナル
のいずれかを観察または測定する各工程からなる、タクロリムスを検出または定量する方
法。
【請求項８】
　サンプルを酵素標識で標識されたタクロリムス類縁体と反応させ、サンプル中における
タクロリムスの存在またはタクロリムスの濃度を検出または定量するために存在する総シ
グナルを観察または測定する請求項７記載の方法。
【請求項９】
　(ａ)　タクロリムスの含有が疑われるサンプルを準備し、
　(ｂ)　そのサンプルを、
　　(ｉ)　請求項１記載の抗体および
　　(ii)　タクロリムス類縁体と反応させ、ここで、抗体またはタクロリムス類縁体の１
つは検出可能なシグナルを産生する標識によって標識されており、そして
　(ｃ)　サンプル中におけるタクロリムスの存在またはタクロリムスの濃度を検出または
定量するために、
　　(ｉ)　抗体に結合したタクロリムスと会合しているシグナル；
　　(ii)　抗体に結合していないタクロリムスと会合しているシグナル；または
　　(iii) 存在する総シグナル
のいずれかを観察または測定する各工程からなる、タクロリムスを検出または定量する方
法。
【請求項１０】
　サンプルを酵素標識で標識されたタクロリムス類縁体と反応させ、サンプル中における
タクロリムスの存在またはタクロリムスの濃度を検出または定量するために存在する総シ
グナルを観察または測定する請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　別個の容器中にパッケージされた試験キットにおいて、
　(ａ)　請求項１記載の抗体および
　(ｂ)　酵素標識により直接もしくは間接的に標識されたタクロリムス類縁体を含有する
試験キット。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【技術分野】
本発明はタクロリムスに対するモノクローナル抗体、そのようなモノクローナル抗体の製
造方法、およびこのようなモノクローナル抗体の製造に有用なタクロリムスの誘導体を目
的とするものである。
【０００２】
【背景技術】
タクロリムスは Streptomyces tsukubaensis から単離されたマクロライドである。タク
ロリムスは、化学名［３Ｓ－［３Ｒ*［Ｅ[(１Ｓ*,３Ｓ*,４Ｓ*)],４Ｓ*,５Ｒ*,８Ｓ*,９
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Ｅ,１２Ｒ*,１４Ｒ*,１５Ｓ*,１６Ｒ*,１８Ｓ*,１９Ｓ*,２６ａＲ*]]－５,６,８,１１,１
２,１３,１４,１５,１６,１７,１８,１９,２４,２５,２６,２６ａ－ヘキサデカヒドロ－
５,１９－ジヒドロキシ－３－［２－（４－ヒドロキシ－３－メトキシシクロヘキシル）
－１－メチルエテニル］－１４,１６－ジメトキシ－４,１０,１２,１８－テトラメチル－
８－（２－プロペニル）－１５,１９－エポキシ－３Ｈ－ピリド［２,１－ｃ］[１,４］－
オキサアザシクロトリコシン－１,７,２０,２１（４Ｈ,２３Ｈ）テトロンを有する。タク
ロリムスの構造およびナンバリングは以下に図１６に示す。
【０００３】
タクロリムスはＦＲ－９ＯＯ５０６またはＦＫ－５０６としても知られている。タクロリ
ムスは免疫抑制活性および抗微生物活性を有する。
タクロリムスの免疫抑制活性はとくに重要であり、この薬物の広範囲の重要な用途を招い
てきた。免疫抑制は臨床的に多くの関連で使用されているが、とくに重要なのは臓器移植
における拒絶反応の防止である。免疫抑制薬物はまた、新生児のＲｈ溶血性疾患の予防お
よび自己免疫障害の処置に投与される。タクロリムスはＦＫＢＰ（ＦＫ５０６結合タンパ
ク質）として知られた細胞質ゾルタンパク質に結合することによりＴ－細胞を活性化する
。薬物結合タンパク質複合体はカルシノイリンと安定に会合する。これはこのＣａ2+－依
存性酵素のセリン－スレオニンホスファターゼ活性を阻害する。これは、カルシノイリン
依存性のリンフォカインの発現、アポトーシスおよび脱顆粒の活性化を阻害する（G. Wie
derrechtら,“The Mechanism of Action of FK-506 and Cyclosporin A," Ann. N.Y. Aca
d. Sci. 696: 9-19, 1993)。
【０００４】
タクロリムスは短時間もしくは連続的な輸液により静脈内にまたは経口的に投与すること
ができる。薬物の臨床的使用に伴う主要な毒性は腎毒性である。さらに神経毒性が、頭痛
、振戦、不眠、疼痛または他の症状を伴って発症することがある。さらに胃腸毒性は下痢
または吐気として、また心脈管系毒性は高血圧として発現する。
【０００５】
さらに代謝毒性は、たとえば高カリウム血症、低マグネシウム血症または高血糖のような
症状の発症として現れることがある。加えて、タクロリムスによる長期間の免疫抑制はす
べてのタイプの感染の危険を増大させ、通常の細菌、ウイルスおよびカビ病原体のみでな
く、様々な通常はみられない日和見感染も同様に生じることがある。
【０００６】
更には、タクロリムスの投与に伴い、リンパ腫および関連悪性腫瘍の危険が増大する（M.
L. Cleary & J. Sklar,“Lymphoproliferative Disorders in Cardiac Transport Recipi
ents are Multiclonal Lymphomas," Lancet 2: 49-493, 1984;L.S. Swinnennら,“Increa
sed Incidence of Lymphoproliferative Disorders After Immunosuppression with a Mo
noclonal Antibody OKT3 in Cardiac-Transplant Recipients," N. Eng. J. Med. 323: 1
723-1728, 1990）。これらの悪性腫瘍の少なくとも一部はエプスタイン－バールウイルス
に対する障害された免疫応答に類似する（B.Z. Katzら,“Latent and Replicating Forms
 of Epstein-Barr virus DNA and Lymphomas in Lymphoproliferative Disorders," J. I
nfect. Dis. 160: 589-598, 1989）。
【０００７】
タクロリムスの効力および毒性スペクトルを明らかにするには、臓器移植を受けた患者に
投与後のこれらの化合物の血中濃度をモニターするための高感度な、再現性および信頼性
のある方法が要求される。このような方法は低濃度のタクロリムスを検出できる十分な感
度を有することが重要である。またこのような方法は信頼性および再現性を有し、タクロ
リムスの代謝物のような化合物からの干渉を回避できることも重要である。
【０００８】
タクロリムスに対する抗体およびイムノアッセイはについては、たとえば米国特許５,５
３２,１３７（Niwaら、この引用により本明細書に導入される）に記載されているがなお
、タクロリムスに特異的な改良された抗体およびイムノアッセイの開発の必要性がある。
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とくにタクロリムスの高感度な、信頼性および再現性のあるイムノアッセイの開発に使用
することができる、タクロリムスに対する改良されたモノクローナル抗体の必要性がある
。
【０００９】
タクロリムスの信頼性あるイムノアッセイの開発は、タクロリムスで処置された個体の血
中にはタクロリムスの多数の代謝物が見出されるという事実によって複雑である。タクロ
リムスのこれらの代謝物への変換には、デメチル化、ヒドロキシル化、および環形成が包
含される。タクロリムスに対する抗体は可能な限りこれらの誘導体と交叉反応しないこと
が重要である。
【００１０】
したがって、タクロリムスのイムノアッセイに有用で、タクロリムス代謝物に対する最小
限の交叉反応性しか示さない、タクロリムスに対する改良されたモノクローナル抗体を開
発する必要性がある。また、タクロリムスを投与された患者の血中タクロリムスの検出お
よび定量にこのようなモノクローナル抗体を用いる改良されたイムノアッセイの必要性が
ある。
【００１１】
【発明の開示】
本発明者らは、タクロリムスを、その非結合ドメインにおいて誘導体化すると、高分子量
担体たとえば免疫処置のためのタンパク質とカップリングして抗体を産生できることを発
見した。得られた抗体産生細胞は細胞融合によってモノクローナル抗体の発生に使用でき
る。それらのモノクローナル抗体はタクロリムス代謝物との低い交叉反応性を含む望まし
い性質を有する。
【００１２】
本発明の一実施態様は、１Ｈ６と命名されるタクロリムスに対するモノクローナル抗体で
あり、１５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメ
チルタクロリムス；１５,３１－ジデメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロ
リムスのそれぞれと約８％未満の交叉反応性を有する。
【００１３】
本発明の他の実施態様は、
(１) １Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクローナル抗体と競合アッセイによりモルベース
で測定した場合に、少なくとも約８０％の有効性で１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノク
ローナル抗体と競合し、
(２) １５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメチ
ルタクロリムス；１５,３１－デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリム
スそれぞれと約１０％未満の交叉反応性を有するタクロリムスに対するモノクローナル抗
体である。好ましくはタクロリムスに対するモノクローナル抗体は、１Ｈ６と命名される
モノクローナル抗体と少なくとも約９０％の有効性で競合し、１５－デメチルタクロリム
ス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメチルタクロリムス；１５,３１－ジ
デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリムスのそれぞれと約８％未満の交
叉反応性を有する。
本発明の他の実施態様は抗体は、上述の１Ｈ６と命名されるタクロリムスに対するＩｇＧ

1λモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマである。
【００１４】
本発明の他の実施態様は、
(１) 競合アッセイで測定して、１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクローナル抗体と比較
しモルベースで少なくとも約８０％の有効性で１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクロー
ナル抗体と競合し、
(２) １５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメチ
ルタクロリムス；１５,３１－デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリム
スそれぞれと約１０％未満の交叉反応性を有する、モノクローナル抗体を産生するハイブ
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リドーマである。
【００１５】
本発明のさらに他の実施態様は、
(１)　競合アッセイにより測定して１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクローナル抗体と
比較した場合、モルベースで少なくとも約８０％の有効性で１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1

λモノクローナル抗体と競合し、
(２)　１５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメ
チルタクロリムス；１５,３１－デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリ
ムスそれぞれと約１０％未満の交叉反応性を有するタクロリムスに対するモノクローナル
抗体である。
【００１６】
本発明の他の実施態様は、
(１)　競合アッセイにより測定して１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクローナル抗体と
比較した場合、モルベースで少なくとも約８０％の有効性で１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1

λモノクローナル抗体と競合し、
(２)　１５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメ
チルタクロリムス；１５,３１－デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリ
ムスそれぞれと約１０％未満の交叉反応性を有し、この場合、抗体の少なくとも一部の定
常領域は、モノクローナル抗体が人化するようにヒト定常領域で置換されているモノクロ
ーナル抗体である。
【００１７】
本発明のさらに他の実施態様は、一本鎖組換え抗体(ｓＦｖ）であり、それは
(１)　競合アッセイにより測定して１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクローナル抗体と
比較した場合、モルベースで少なくとも約８０％の有効性で１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1

λモノクローナル抗体と競合し、
(２)　１５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメ
チルタクロリムス；１５,３１－デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリ
ムスそれぞれと約１０％未満の交叉反応性を有する、タクロリムスに対する抗体の可変領
域を包含する。
【００１８】
本発明のさらに他の実施態様は、高分子量タンパク質に接合したタクロリムスの非結合ド
メインにおける炭素原子でカルボキシメチルオキシム残基により誘導体化されたタクロリ
ムスで免疫処置された抗体産生哺乳動物からの抗体産生細胞の、適当な融合パートナーと
の融合により製造されるタクロリムスに対するモノクローナル抗体である。好ましくは、
タクロリムスの非結合ドメインにおける炭素原子は炭素２２である。好ましくは、高分子
量タンパク質はキーホールリンペットヘモシアニンである。
【００１９】
本発明のさらに他の実施態様は、タクロリムスに対して約３.７×１０9Ｌ／moleの結合親
和性を有し、１３－デメチルタクロリムスと交叉反応し、以下のタクロリムス代謝物：１
５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメチルタク
ロリムス；１５,３１－ジデメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリムスの
すべてと約８％未満の交叉反応性を有するＩｇＧ1λモノクローナル抗体である、タクロ
リムスに対するモノクローナル抗体である。
【００２０】
本発明の他の態様は、高分子量タンパク質に接合したタクロリムスの非結合ドメインにお
ける炭素原子でカルボキシメチルオキシム残基により誘導体化されたタクロリムスで免疫
処置された抗体産生哺乳動物により産生されるポリクローナル抗体を包含する抗体である
。好ましくは、タクロリムスの非結合ドメインにおける炭素原子は炭素２２である。好ま
しくは、高分子量タンパク質はキーホールリンペットヘモシアニンである。
【００２１】
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本発明のさらに他の態様は、タクロリムスを検出または定量する方法において
(１)　タクロリムスの含有が疑われるサンプルを準備し、
(２)　そのサンプルを、
(ａ)　本発明の抗体および
(ｂ)　場合によってタクロリムス類縁体（抗体またはタクロリムス類縁体の１つは検出可
能なシグナルを産生する標識によって標識されている）と反応させ、
(３)　サンプル中におけるタクロリムスの存在またはタクロリムスの濃度を検出または定
量するために、
（ａ）抗体に結合したタクロリムスと会合しているシグナル；
（ｂ）抗体に結合していないタクロリムスと会合しているシグナル；または
（ｃ）存在する総シグナル
のいずれかを観察または測定する各工程からなる方法である。
【００２２】
この方法では通常、サンプルを酵素標識で標識されたタクロリムス類縁体と反応させ、サ
ンプル中におけるタクロリムスの存在またはタクロリムスの濃度を検出または定量するた
めに存在する総シグナルが観察または測定される。
【００２３】
本発明のさらに他の態様は、
(１)　本発明の抗体および
(２)　酵素標識で直接または間接的に標識されたタクロリムス類縁体を、別個の容器にパ
ッケージングしてなる試験キットである。
【００２４】
本発明のさらに他の態様は、タクロリムスの非結合ドメインにおける炭素原子でカルボキ
シメチルオキシム残基によって誘導体化されたタクロリムスからなるタクロリムスの誘導
体である。タクロリムスの非結合ドメインにおける炭素原子は炭素２２であることが好ま
しい。
【００２５】
本発明のさらに他の態様は、高分子量タンパク質に上述のように接合したタクロリムスの
誘導体からなる接合体である。好ましくは高分子量タンパク質はキーホールリンペットヘ
モシアニンである。
【００２６】
本発明のさらに他の態様は、タクロリムスをカルボキシメトキシルアミンと反応させ、カ
ルボキシメチルオキシム残基が炭素原子２２に存在するタクロリムスのカルボキシメチル
オキシム誘導体を生成させることからなるタクロリムスを誘導体化する方法である。
【００２７】
本発明のさらに他の態様は、高分子量タンパク質とタクロリムスの接合体を製造する方法
において、
(１)　タクロリムスをカルボキシメトキシルアミンと反応させ、カルボキシメチルオキシ
ム残基が炭素原子２２に存在するタクロリムスのカルボキシメチルオキシム誘導体を生成
させ、
(２)　カルボキシメチルオキシムを活性化して反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエス
テルを生成させ、
(３)　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを高分子量タンパク質と反応させて接合体
を産生させる方法である。
【００２８】
本発明のさらに他の態様は、炭素原子２２においてカルボキシメチルオキシム残基で置換
されたタクロリムスがリンカーを介してビオチン残基に連結してなるタクロリムスの誘導
体である。本発明のこの態様の好ましい実施態様においては、リンカーは構造：ＮＨ2－
ＣＨ2－ＣＨ2－ＮＨ－ＣＯ－(ＣＨ2)5－ＮＨ2であり、リンカーの１つのアミノ基はカル
ボキシメチルオキシムのカルボキシル基とアミド結合を形成し、リンカーの他のアミノ基
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はビオチンのカルボキシル基とアミド基を形成する。
【００２９】
本発明のさらに他の態様はタクロリムスを誘導体化する方法において、
(１)　タクロリムスをカルボキシメトキシルアミンと反応させ、カルボキシメチルオキシ
ム誘導体は炭素原子２２に存在するタクロリムスのカルボキシメチルオキシム誘導体を生
成させ、
(２)　カルボキシメチルオキシムを活性化して反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエス
テルを生成させ、
(３)　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルをビオチンもしくはビオチン誘導体または
ビオチン類縁体のカルボキシル基と反応させる方法である。
【００３０】
本発明のさらに他の態様は、タクロリムスの非結合ドメインにおける炭素原子でブロモア
セチル残基で誘導体化されたタクロリムスからなるタクロリムスの誘導体である。好まし
くは、非結合ドメインにおける炭素原子は炭素原子２２である。これらの誘導体はついで
酵素または他のタンパク質と反応させてタンパク質たとえば酵素に接合した誘導体を含有
する接合体を産生させることができる。好ましい一実施態様おいては、タンパク質はグル
コース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼのシステイン含有ムテインである。
【００３１】
したがって、本発明の他の態様は、タクロリムスを誘導体化する方法において、
(１)　タクロリムスをカルボキシメトキシルアミンと反応させ、カルボキシメチルオキシ
ム誘導体は炭素原子２２に存在するタクロリムスのカルボキシメチルオキシム誘導体を生
成させ、
(２)　カルボキシメチルオキシムを活性化して反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエス
テルを生成させ、
(３)　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルをブロモアセチルエチレンジアミンのトリ
フルオロ酢酸塩と反応させ、タクロリムスのブロモアセチル誘導体を産生させる方法であ
る。
【００３２】
図面の説明
本発明の以上のおよび他の特徴、態様および利点は、以下の記述、上記特許請求の範囲お
よび添付の図面を参考にすればよりよく理解されるものと確信する。
図１はタクロリムスに構造の酷似したマクロライド抗生物質ＦＫ－５２０とカルボキシメ
トキシルアミンの反応から生成した生成物のマススペクトル図である。
図２は図１のマススペクトル図の部分であり、拡大した分解能で最も高いピークの周辺を
中心に示している。
図３はタクロリムスとカルボキシメトキシルアミンの反応から生成した生成物のマススペ
クトル図である。
図４は図３のマススペクトル図の部分であり、拡大した分解能で最も高いピークの周辺を
中心に示している。
図５はタクロリムスとカルボキシメトキシルアミンの反応から生成した生成物のＣＤＣｌ

3中２５０ＭＨｚにおける1Ｈ ＮＭＲスペクトルである。
図６はタクロリムスとカルボキシメトキシルアミンの反応から生成した生成物のＣＤＣｌ

3中２５０ＭＨｚにおける13Ｃ ＮＭＲスペクトルである。
図７は参考として提示するタクロリムスのＣＤＣｌ3中２５０ＭＨｚにおける13ＣＮＭＲ
スペクトルである。
図８はタクロリムスモノオキシムとＬＣ－ビオチンの反応から生成した生成物のマススペ
クトル図である。
図９は図８のマススペクトル図の部分であり、拡大した分解能で最も高いピークの周辺を
中心に示している。
図１０はタクロリムスモノオキシムとＬＣ－ビオチンの反応から生成した生成物のＣＤＣ
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ｌ3中２５０ＭＨｚにおける1Ｈ ＮＭＲスペクトルである。
図１１は、位置２２においてカルボキシメチルオキシムにより誘導体化されたタクロリム
スをキーホールリンペットヘモシアニンに連結した接合体でマウスを免疫処置することに
より産生させたモノクローナル抗体と、得られた抗体産生細胞と融合パートナーとの細胞
融合を用いるタクロリムスの均一系酵素イムノアッセイの検量曲線である。
図１２は、図１１に検量曲線を示したモノクローナル抗体との均一系酵素イムノアッセイ
を用いたタクロリムスのアッセイの結果と、ガスクロマトグラフィーおよび縦列マススペ
クトロスコピーを使用する方法（ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）を用いたタクロリムスのアッセイの
結果との間の相関を示すグラフである。
図１３は、タクロリムスを投与された肝障害を有する７０例の患者のパネルについて均一
系酵素イムノアッセイおよびＬＣ／ＭＳ／ＭＳを用いたタクロリムスのアッセイの結果の
間の相関を示すグラフである。
図１４は、図１３の７０例の患者のパネルについて均一系酵素イムノアッセイおよび市販
品を入手できるイムノアッセイを用いたタクロリムスのアッセイの結果の間の相関を示す
グラフである。
図１５は、図１３および図１４についての Bland-Altman 差分析プロットを示すグラフで
ある。
図１６は、タクロリムスの構造式の図であり、分子のナンバリングを示す。
【００３３】
本明細書で用いられる以下に定義する語は、とくに他の指示がない限り以下の意味を有す
る。
定義
「抗体」：本明細書で用いられる「抗体」の語は、適当な特異性の無傷の抗体分子および
抗体フラグメント（Ｆａｂ，Ｆ(ａｂ′)，ＦｖおよびＦ(ａｂ′)2を含む）の両者、なら
びに化学的に修飾された無傷の抗体および抗体フラグメントたとえばサブユニットのイン
ビトロ会合によってアセンブルされたハイブリド抗体を包含する。また、ｓＦｖの語で呼
ばれ、元は非ヒト定常領域の一部またはすべてが元はヒト抗体配列から誘導された定常領
域で置換された人化抗体の単一鎖抗体分子も包含される。ポリクローナルおよびモノクロ
ーナル抗体の両者が他に特定されない限り包含され、多くの関連でモノクローナル抗体が
とくに特定される。さらに修飾抗体または抗体の結合能力を遮断もしくは変更させない標
識もしくは他の分子に接合した抗体が包含される。
【００３４】
「核酸配列」：「核酸配列」の語にはとくに他の特定がない限りＤＮＡおよびＲＮＡの両
者を包含し、とくに他の特定がない限り二本鎖および一本鎖核酸の両者が包含される。ま
た、ＤＮＡ－ＲＮＡハイブリドのようなハイブリドも包含される。とくに、ＤＮＡに関す
る論及には、ＤＮＡにおけるチミンに代えてＲＮＡにおけるウラシルの置換を除いて均等
な塩基配列またはチミンに代えてウラシルの置換を除いて相補性塩基配列のいずれかを有
するＲＮＡを包含する。相補性はワトソン－クリック塩基対の法則に従って決定される。
さらに、核酸配列の言及には、とくに他の特定がない限り、ワトソン－クリック塩基対の
法則に従うその相補体が包含される。
【００３５】
本発明者らは、非結合ドメイン内の炭素原子、好ましくは炭素－２２において誘導体化さ
れたタクロリムスの使用に基づくタクロリムスに対する改良されたモノクローナル抗体を
開発した。抗体産生動物のこのイムノゲンによる免疫処置で産生されたポリクローナル抗
体が最初に作成される。得られた抗体産生細胞をついで適当な融合パートナーとの細胞融
合に使用してハイブリドーマを産生させる。ハイブリドーマによって産生されたモノクロ
ーナル抗体はタクロリムスの検出のためのイムノアッセイにとくに有用である。
【００３６】
I．タクロリムスの誘導体
したがって、本発明の一態様はタクロリムスの非結合ドメイン内の炭素原子において誘導
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体化されたタクロリムスの誘導体である。好ましくは、誘導体は炭素－２２において誘導
体化される。一つのとくに好ましいクラスの誘導体には２２位置におけるケト基をアミン
と反応させて生じたオキシムを包含する。とくに好ましいアミンはカルボキシメトキシル
アミンである。タクロリムスのカルボキシメトキシルアミンとの反応はカルボキシメチル
オキシムを産生する。
【００３７】
この反応はメタノール中酢酸ナトリウムの存在下にタクロリムスとカルボキシメトキシル
アミンとの反応を包含し、オキシムを与える。したがって、本発明の他の態様は、タクロ
リムスをカルボキシメトキシルアミンと反応させ、タクロリムスのカルボキシメチルオキ
シム誘導体を産生させることからなるタクロリムスを誘導体化する方法である。オキシム
残基は炭素－２２に存在する。この反応の更なる詳細は実施例１に示す。
【００３８】
したがって、本発明の他の態様は、位置２２におけるカルボキシメチルオキシム残基で誘
導体化されたタクロリムスがオキシム残基を介して高分子量タンパク質に接合したタクロ
リムスの誘導体からなる接合体である。典型的には、高分子量タンパク質はハプテンのた
めの適当な担体であり、必ずしもそれらに限定されるものではないが、ウシ血清アルブミ
ン、サイログロブリン、オバルブミン、フィブリノーゲンまたはキーホールリンペットヘ
モシアニンのようなタンパク質である。とくに好ましい担体はキーホールリンペットヘモ
シアニンである。また、高分子量タンパク質は酵素、たとえば検出可能なシグナルを産生
する酵素、たとえばグルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼまたはアルカリホス
ァターゼとすることもできる。このような接合体は以下に述べるようにとくにタクロリム
スのイムノアッセイに有用である。
【００３９】
これらの接合体の製造はさらに詳細に以下の実施例２に掲げる。しかしながら一般に、タ
クロリムスの高分子量タンパク質との接合体の製造方法は次の通りである。
(１)　上述のように、タクロリムスのカルボキシメチルオキシムの製造、
(２)　カルボキシメチルオキシムを活性化による反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエ
ステルの製造、および
(３)　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルと高分子量タンパク質の反応による接合体
の製造。この反応は実施例２において詳細に論じる。Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエス
テルを製造するためのカルボキシメチルオキシムの活性化は通常、カップリング剤たとえ
ば水溶性カルボジイミドを用いて実施される。好ましい水溶性カルボジイミドは３－（３
－ジメチルアミノプロピル１－エチル－３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド
塩酸塩（ＥＤＡＣ）である。他の水溶性カルボジイミドは本技術分野において周知であり
、同様に使用することができる。
【００４０】
高分子量タンパク質たとえばキーホールリンペットヘモシアニンとの接合体の形成に加え
て、本発明はまた、炭素２２においてビオチン残基にリンカーを介して連結したカルボキ
シメチルオキシム残基で置換されたタクロリムスの誘導体を包含する。ビオチンおよびハ
プテンまたは抗原の間にリンカーの使用は本技術分野で周知であり、ここに詳細に説明す
る必要はないと考える。とくに好ましい１つの誘導体では、リンカーはＮＨ2－ＣＨ2－Ｃ
Ｈ2－ＮＨ－ＣＯ(ＣＨ2)5－ＮＨ2の構造を有する。リンカーのアミノ基の１つはカルボキ
シメチルオキシムのカルボキシル基とアミド結合を形成し、他のアミノ基はビオチンのカ
ルボキシル基とアミド結合を形成する。
【００４１】
このスペーサーの長さは１または２以上のＣＨ2（メチレン）基を２またはそれ以上のメ
チレン基を有するスペーサー中の２つの位置で挿入または欠失することによって変化させ
ることができる。
誘導体は上述のＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステルをビオチンまたはビオチン誘導体
もしくは類縁体のカルボキシル基と反応させることによって形成することができる。この
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反応は、上述のように実施することができる。
【００４２】
一般に、このようなビオチン誘導体の形成方法は、
(１)　カルボキシメトキシルアミンとタクロリムスを反応させて、タクロリムスのカルボ
キシメチルオキシム誘導体（この場合、カルボキシメチルオキシム誘導体は位置２２に存
在する）を製造し、
(２)　カルボキシメチルオキシムを活性化して反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエス
テルを製造し、ついで
(３)　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルをビオチンまたはビオチン誘導体もしくは
類縁体のカルボキシル基と反応させることからなる。
【００４３】
好ましい一変法においては、以下に実施例３において述べるように、オキシムをジメチル
ホルムアミド（ＤＭＦ）中ＥＤＡＣおよびＮ－ヒドロキシスクシンイミドと反応させる。
活性化された生成物をついでリンカーを含有するビオチン、たとえばＬＣ－ビオチンと反
応させる。
【００４４】
タクロリムスの非結合ドメイン内の炭素原子、好ましくは位置２２において誘導体化され
たタクロリムスの接合体のさらに他の実施態様は、ブロモアセチル誘導体である。位置２
２で誘導体化されたタクロリムスのブロモアセチル誘導体は実施例４に記載する。このよ
うな誘導体の製造は一般に、
(１)　カルボキシメトキシルアミンとタクロリムスを反応させて、タクロリムスのカルボ
キシメチルオキシム誘導体（この場合、カルボキシメチルオキシム誘導体は位置２２に存
在する）を製造し、
(２)　カルボキシメチルオキシムを活性化して反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエス
テルを製造し、ついで
(３)　Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルをトリブロモアセチルエチレンジアミンの
トリフルオロ酢酸塩と反応させてブロモアセチル誘導体を得ることからなる。この方法に
用いるカルボキシメチルオキシム誘導体は上述のようにして製造される。
【００４５】
このようなブロモアセチル誘導体はタクロリムスの酵素接合体を製造するために使用する
ことができる。すなわちブロモアセチル残基を酵素のスルフヒドリル基、たとえばシステ
イン残基を含有するグルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼのムテインと反応さ
せる。ブロモアセチル誘導体は他の酵素またはタンパク質中の他のシステイン基と反応さ
せて、タクロリムスの他の酵素またはタンパク質接合体を製造することができる。
【００４６】
II．モノクローナルおよびポリクローナル抗体ならびにハイブリドーマ
本発明の他の態様はモノクローナル抗体およびそれらを産生するハイブリドーマ、ならび
に上述のタクロリムス誘導体で抗体産生動物を免疫処置することによって産生されるポリ
クローナル抗体である。
【００４７】
本発明に対するモノクローナル抗体の好ましい一実施態様は、１Ｈ６と命名されるＩｇＧ

1λモノクローナル抗体であるタクロリムスに対するマウスモノクローナル抗体である。
このモノクローナル抗体は１３－デメチルと反応するが、以下のタクロリムス代謝物：１
５－デメチルタクロリムス、３１－デメチルタクロリムス、１３,３１－ジデメチルタク
ロリムス、１５,３１－ジデメチルタクロリムス、および１２－ヒドロキシタクロリムス
のすべてに約８％未満の交叉反応性しか示さない。このモノクローナル抗体のタクロリム
スに対する結合親和性は３.７×１０9Ｌ／moleと推定されている。
【００４８】
本発明による他のモノクローナル抗体は、
(１)　競合アッセイにより測定して１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクローナル抗体と
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比較した場合、モルベースで少なくとも約８０％の有効性で１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1

λモノクローナル抗体と競合し、
(２)　１５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメ
チルタクロリムス；１５,３１－デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリ
ムスそれぞれと約１０％未満の交叉反応性を有するタクロリムスに対するモノクローナル
抗体である。
【００４９】
好ましくは、モノクローナル抗体は、１Ｈ６と命名されるモノクローナル抗体とモルベー
スで少なくとも約９０％の有効性で競合し、これらのタクロリムスの代謝物それぞれと約
８％未満の交叉反応性を有する。
【００５０】
本発明の他の態様は上述のようにモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマである。
これには、１Ｈ６と命名されるタクロリムスに対するＩｇＧ1λモノクローナル抗体が包
含される。これにはまた、その抗体とモルベースで少なくとも約８０％の有効性で競合し
、上述のようにタクロリムスの代謝物と限られた程度の交叉反応性を有するモノクローナ
ル抗体を上述のように産生するハイブリドーマが包含される。
【００５１】
本発明の他の実施態様は人化モノクローナル抗体である。ある種の適用においてはモノク
ローナル抗体が人化されるように抗体の定常領域の少なくとも一部がヒト定常領域により
置換された人化モノクローナル抗体であることが好ましい。典型的にはこのような操作は
、ヒト抗体上にマウスの相補性決定領域（ＣＤＲ）をグラフトすることを包含する。フレ
ームワーク内の個々のアミノ酸の付加的な変化が抗原結合部位の創製のために必要な場合
もある。典型的には、この技術には、小レベルの縮重を有する合成オリゴヌクレオチドプ
ライマーのサブセットによるポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）を用いるマウスハイブリド
ーマの重鎖および軽鎖の可変領域のＰＣＲ増幅が包含される。必要ならば突然変異の誘発
が標準方法によって行われる。典型的には、可変領域を有する人化Ｖ遺伝子が適当な発現
ベクターにクローン化され、ＣＨＯ細胞またはＣＨＯ－Ｋ１細胞のような細胞中で発現さ
れる。他の突然変異は必要に応じて行われる。このような人化モノクローナル抗体の製造
は一般的に本技術分野において周知であり、たとえば C.A.K. Borrebaeck,“Antibody En
gineering" 2nd ed., Oxford University Press, New York, 1995（引用により本明細書
に導入される）に記載されている。
【００５２】
したがって、本発明の他の実施態様は一本鎖組換え抗体（ｓＦｖ）であり、
(１)　競合アッセイにより測定して１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1λモノクローナル抗体と
比較した場合、モルベースで少なくとも約８０％の有効性で１Ｈ６と命名されるＩｇＧ1

λモノクローナル抗体と競合し、
(２)　１５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメ
チルタクロリムス；１５,３１－デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリ
ムスそれぞれと約１０％未満の交叉反応性を有するタクロリムスに対するモノクローナル
抗体の可変領域が包含される。
【００５３】
ｓＦｖ一本鎖抗体を製造するための戦略は本技術分野において周知であり、たとえば C.A
.K. Borrebaeck,“Antibody Engineering”前出（引用により本明細書に導入される）に
記載されている。一般的に、ｓＦｖの構築には重鎖および軽鎖の可変領域の操作を包含し
、これらは適当なペプチドリンカーのためのコドンのオリゴヌクレオチド配列によって遺
伝子レベルで連結されなければならない。リンカーは選ばれたＦｖのＶHおよびＶLドメイ
ンを、ドメイン間の接触を混乱させたり、ドメインのフォールディングに干渉したりする
ことなく連結させなければならない。用いられる典型的なリンカーはそれぞれが４つのグ
リシン残基ついでセリン残基を有する３つの反復ユニットから構成される１５－残基ペプ
チドである（J.H. Hustonら,“Protein Engineering of Antibody Binding Sites: Recov
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eryof Specific Activity in an Anti-Digoxin Single-Chain Fv Analog Produced in Es
cherichia coli," Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1988, 85: 5879-5883）。通常このよう
な一本鎖抗体は細菌の封入体中で産生される。活性は通常、封入体から発現されたポリヌ
クレオチドの再フォールディングを要し、これを実施するための条件は一般的に周知であ
る。
したがって、このような一本鎖抗体またはｓＦｖもまた本発明の範囲内に包含される。
【００５４】
本発明の他の実施態様は、高分子量タンパク質に接合したタクロリムスの非結合ドメイン
においてカルボキシメチルオキシム残基で誘導体化されたタクロリムスで免疫処置された
抗体産生哺乳動物からの抗体産生細胞の、適当な融合パートナーとの融合によって製造さ
れたタクロリムスに対するモノクローナル抗体である。好ましくは、タクロリムスの非結
合ドメインにおける炭素原子は炭素２２である。上に指摘したように免疫処置に使用され
る高分子量タンパク質はキーホールリンペットヘモシアニンである。
【００５５】
モノクローナル抗体の製造は本技術分野において周知であり、ここでさらに詳細に説明す
必要はないものと考える。たとえば、モノクローナル抗体の製造は、J.W. Goding,“Mono
clonal Antibodies: Principles and Practice" 2nd ed., Academic Press, London, 198
6（引用により本明細書に導入される）に記載されている。
【００５６】
一般に、その操作における第一工程は標準技術、たとえば、抗体産生動物たとえばマウス
、ラット、ヤギ、ヒツジまたはウシの抗原での免疫処置によるポリクローナル抗体の製造
である。抗原は通常、高分子量担体たとえば上述の高分子量タンパク質である。免疫処置
はアジュバントたとえば完全フロイントアジュバントもしくは他のアジュバントたとえば
モノホスホリルリピドＡおよび合成トレハロースジコリノミコレートアジュバントを用い
または用いないで実施することができる。一般的にはアジュバントを用いて免疫処置する
のが好ましい。次の工程は抗体産生動物からの脾臓細胞の単離および抗体産生動物の脾臓
細胞と適当な融合パートナー、典型的には骨髄腫細胞のたとえばプロピレングリコールの
使用または他の技術による融合である。典型的には、用いられる骨髄腫細胞はヒポキサチ
ン－チミジン（ＨＴ）メジウム中では正常に増殖するが、融合細胞の選択に用いるヒポキ
サチン－アミノプチリン－チミジン（ＨＡＴ）メジウム中では増殖できない。次の工程は
、融合細胞の典型的にはＨＡＴメジウムによる選択である。次の工程はイムノアッセイた
とえば固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）または他のスクリーニングに適当なイムノアッ
セイを用いる適当な抗体産生のためのクローン化ハイブリドの選択である。この場合も、
これらの工程は本技術分野において周知であり、さらに説明する必要はないものと考える
。
【００５７】
本発明の他の実施態様は、上述のような高分子量タンパク質に接合するタクロリムスの非
結合ドメインにおける炭素原子においてカルボキシメチル残基で誘導体化されたタクロリ
ムスによる抗体産生哺乳類動物の免疫処置で産生されたタクロリムスに対するポリクロナ
ール抗体とすることができる抗体である。タクロリムスの非結合ドメインにおける炭素原
子は好ましくは炭素２２である。
【００５８】
本発明の他の態様は、検出可能な標識に直接または間接的に接合した上述の本発明の抗体
からなる接合体である。抗体は、標識と抗体の間に共有結合リンクが存在するように、検
出可能な標識に直接接合させることができる。このような方法は本技術分野において周知
であり、このような技術はたとえば G.T. Hermanson,“Bioconjugate Techniques", Acad
emic Press, San Diego, 1996（引用により本明細書に導入される）に記載されている。
一般的にこのような技術は抗体および標識上の反応性の基を典型的にはリンカーまたはス
ペーサーを介して連結させる。リンカーまたはスペーサーの長さは抗体の活性および特異
性が保存されるように調整することが可能であり、標識によって抗体の活性に干渉するこ
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となく検出可能なシグナルが産生されることを保証する。
【００５９】
このような標識は本技術分野において周知であり、詳細に説明する必要はないものと考え
る。このような標識には、それらに限定されるものではないが、酵素標識、放射性標識、
蛍光標識、化学ルミネセンス標識、バイオルミネセンス標識または粒子標識が包含される
。
【００６０】
酵素標識は本技術分野において周知である。典型的には用いられる酵素は肉眼で検出でき
るシグナルたとえば着色生成物または不溶性生成物を産生できる酵素である。使用できる
酵素にはとくに、西洋ワサビペルオキシダーゼ、β－ガラクトシダーゼ、アルカリホスフ
ァターゼ、グルコースオキシダーゼ、ウレアーゼ、カタラーゼ、ライソザイム、マレエー
トデヒドロゲナーゼ、グルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼおよびリボヌクレ
アーゼＡがある。イムノアッセイに使用できる他の酵素は本技術分野において周知である
。
【００６１】
使用できる粒子標識には、とくにラテックス標識およびコロイド状金属標識たとえばコロ
イド状金、銀、錫および他の金属がある。
多くの様々な放射性、蛍光、化学ルミネセンスおよびバイオルミネセンス標識が本技術分
野で周知である。これらの標識についてここにさらに説明する必要はないものと考えられ
る。
【００６２】
抗体と標識の間の直接的な共有結合の別法として、結合はたとえばビオチン－アビジン結
合のような間接的なものとすることもできる。アビジンまたはその細菌性類縁体、ストレ
プトアビジンへのビオチンの結合は本技術分野ではよく理解されている。この結合は高い
特異性およびきわめて高い親和性を有する。典型的には、抗体はビオチン残基に接合され
、標識はアビジンまたはストレプトアビジンに結合させる。他のアレンジメントも使用で
きる。アビジン－ビオチン結合については、たとえば、 G.T. Hermanson, 前出, pp. 570
-592 に記載されている。
【００６３】
III．イムノアッセイ
本発明の他の態様は、上述の抗体を使用するタクロリムスに対するイムノアッセイである
。一般的に、このようなイムノアッセイはタクロリムスの検出または測定方法である。本
明細書において用いられる「検出」の語はサンプル中におけるタクロリムスの存在または
不存在を検出する定性的アッセイを意味し、一方、「測定」の語はサンプル中におけるタ
クロリムスの濃度を決定する定量的または半定量的アッセイを意味する。
【００６４】
一般に、このようなイムノアッセイ法は以下の工程：
(１)　タクロリムスの含有が疑われるサンプルを準備し、
(２)　サンプルを
(ａ)　タクロリムスに対する上述の抗体、および
(ｂ)　場合によって、タクロリムス類縁体と反応させ（この場合、抗体またはタクロリム
ス類縁体の１つは検出可能なシグナルで標識される）、
(３)　サンプル中のタクロリムスの存在または濃度を検出または定量するために以下の１
つ：
(ａ)　抗体に結合したタクロリムスに伴うシグナル、
(ｂ)　抗体に結合していないタクロリムスに伴うシグナル、または
(ｃ)　存在する総シグナル
を観察または測定する各工程からなる。
【００６５】
このようなアッセイは均一または不均一アッセイのいずれかとして記載される。不均一ア
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ッセイにおいては、抗原に結合した抗体は抗原に結合していない抗体から分離される。こ
の分離は本技術分野において周知の多くの工程、たとえば溶解度、他の抗体との反応性ま
たは他の性質の差によって行われる。このようなアッセイは本技術分野においてはよく知
られていて、ここにさらに詳細に説明する必要はないものと考える。抗体に結合したタク
ロリムスに伴うシグナルまたは抗体に結合していないタクロリムスに伴うシグナルのいず
れを検出または定量するかにより、不均一アッセイが実施される。これに対し、均一アッ
セイでは、存在する総シグナルが検出または定量される。均一アッセイにおいては、抗原
－抗体複合体の存在がシグナルを修飾し、したがって、抗体に結合した抗原を抗体に結合
していない抗原から分離することなく、シグナルレベルの変化が測定される。

【００６６】
多くの不均一イムノアッセイフォーマットが本技術分野においては周知であるが、本発明
の関連では一般的に、均一イムノアッセイ系の使用が好ましい。本発明の抗体を使用する
タクロリムスのイムノアッセイのために好ましい均一イムノアッセイ系の例には、ＥＭＩ
Ｔとして知られ、D.D. Schottelius,“Homogeneous Immunoassay System (EMIT) for Qua
ntitation of Antiepileptic Drugs in Biological Fluids", in Antiepileptic Drugs: 
Quantitative Analysis and Interpretation, C.E. Pippengerら, Raven Press, New Yor
k, 1978, Ch. 10, pp. 98-101（引用により本明細書に導入される）に記載され、Rubenst
einら、米国特許３,８１７,８３７（引用により本明細書に導入される）にさらに記載さ
れている均一アッセイ系がある。
【００６７】
一般的にこのアッセイでは、酵素たとえばグルコース－６－デヒドロゲナーゼが酵素の活
性が有意に変化しないような様式でアッセイされるアナライト（この場合、タクロリムス
）に接合される。しかしながら、このアナライト－酵素接合体がアナライトに対する抗体
に結合する場合には、酵素の活性部位が遮断され、したがってその基質が排除されるよう
にコンフィギュレーションが変化する。これは酵素活性の低下を生じる。複合体が結合し
ない場合には、活性部位は基質との相互作用に利用される。未知サンプル中に遊離のアナ
ライトが存在すると、その場合、遊離のアナライトは抗体に結合する。これはアナライト
－酵素接合体の結合は妨害し、サンプル中のアナライトの濃度に比例して抗体誘発酵素不
活性化は低下する。したがって、このような均一アッセイにおいては、サンプル中のアナ
ライト濃度が大きいほど、酵素標識によって産生されるシグナルは増大する。これが上述
の均一アッセイである。
【００６８】
IV．試験キット
本発明の他の態様はとくに上述のＥＭＩＴ均一イムノアッセイに使用するための試験キッ
トに関する。このような試験キットは、
(１)　上述のような抗体および
(２)　酵素標識により直接もしくは間接的に標識されたタクロリムス類縁体
を別個の容器中にパッケージして構成される試験キットである。
【００６９】
タクロリムス類縁体は直接的または間接的に標識され、一般的にはタクロリムス類縁体は
ビオチン化タクロリムス分子とストレプトアビジン化酵素によって間接的に標識される。
しかしながら、タクロリムスは炭素２２において上述のようなＥＭＩＴアッセイにおける
使用に適当な酵素とカップリングさせることができる。
試験キットにはまた、別個にパッケージされた容器に、他の成分たとえば基質、緩衝剤、
安定剤、補酵素、およびイムノアッセイの実施に必要な他の成分を包含させることができ
る。
【００７０】
【実施例】
本発明を次に以下の実施例によって例示する。実施例は例示的な目的のみで提供されるも
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のであり、本発明の限定を意図するものではない。
【００７１】
実施例１
タクロリムスの炭素－２２－置換誘導体の製造
タクロリムスの炭素２２における誘導体化の可能性を検討するため、この分子のモデルと
して酷似した分子、ＦＫ－５２０の誘導体化を実施した。ＦＫ－５２０は炭素２１におけ
るアリル基の代わりにエチル基を有するほかはタクロリムスと同じ構造である。
【００７２】
これらの実験では、試薬および溶媒は市販の等級で、それらを供給されたまま使用し、さ
らに精製することはしなかった。小規模でのＦＫ－５２０との反応は以下のように実施し
た。０.３２mLのメタノール中ＦＫ－５２０（０.９mg，１.１μmol）の溶液に酢酸ナトリ
ウム（１.５mg，１８.３μmol，１６equiv.）およびカルボキシメトキシルアミン塩酸塩
（３.０mg，１３.７μmol，１２equiv.）を加えた。反応混合物をアルゴン下に室温で３
時間撹拌した。ついで溶媒をアルゴン気流で洗浄しながら蒸発させた。Analtechからのプ
レート（１０×２０cm刻線付，２５０μ）上、残留物を５：６：１.１：０.５％（ＣＨ2

Ｃｌ2／ＥｔＯＡｃ／ＭｅＯＨ／ＨＯＡｃ）で薄層クロマトグラフィーに付すと、ＦＫ－
５２０モノオキシムのゲノムの２つの異性体が高速原子衝突質量スペクトル分析による分
析に十分な量得られた。Ｃ45Ｈ72Ｎ2Ｏ14のＬＳＩＭＳは８６３.３の［Ｍ－Ｈ]-を与える
ことが期待される。質量スペクトルの関連部分を図１および図２に示す。図２は図１に示
すスペクトルの部分であり、その中心ピークの周辺で拡大したものである。
【００７３】
ついで、タクロリムスのモノオキシムを製造するために同様の操作を用いた。タクロリム
スはタクロリムス一水和物１.０２ｇおよび約６倍過剰のドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤ
Ｓ）を含有するカプセル中固体混合物として提供した。３０カプセルからの固体混合物を
合して各回１２mLの酢酸エチルで４回抽出した。有機抽出液を合して真空下に濃縮して４
９mgの粗製タクロリムスを得て、これをそのまま以下の反応に使用した。
【００７４】
３.５mLのメタノール中粗製タクロリムス４９mg（理論的には３６.５μmol）に酢酸ナト
リウム（１６.７mg，２０４μmol，５equiv.）およびカルボキシメトキシルアミン塩酸塩
（４０mg，１８３μmol，５equiv.）を加えた。反応混合物をアルゴン下に室温で１２時
間撹拌した。溶媒および揮発性物質を減圧下に除去して、粗製の固体残留物を得た。Anal
techからの予めコーティングしたシリカゲルプレート（２０×２０cm，１０００μ）上３
０：７０：１１：０.６（ＣＨ2Ｃｌ2／ＥｔＯＡｃ／ＭｅＯＨ／ＨＯＡｃ）で粗精製物を
薄層クロマトグラフィーに付すと、タクロリムスモノオキシムのゲノムの２つの異性体が
白色固体として得られた。Ｃ46Ｈ72Ｎ2Ｏ14のＬＳＩＭＳは［Ｍ＋Ｎａ]+として８９９.４
および［Ｎ＋Ｋ]+として９１５.４を与えることが期待された。結果は図３および４に示
す。図４は図３のデータを高い分解能でスペクトルの関連部分を中心に示したものである
。
【００７５】
カルボキシメトキシルアミン塩酸塩のタクロリムスとの反応生成物のＣＤＣｌ3中２５０
ＭＨｚにおける1Ｈ ＮＭＲを図５に示す。カルボキシメトキシルアミン塩酸塩のタクロリ
ムスとの反応生成物のＣＤＣｌ3中２５０ＭＨｚにおける13Ｃ ＮＭＲを図６に示す。図７
におけるＣＤＣｌ3中５００ＭＨｚの13Ｃ ＮＭＲは対照としてのタクロリムスのＮＭＲで
ある。ＮＭＲスペクトルはすべてBrukerの装置で記録した。
【００７６】
実施例２
タクロリムス－キーホールリンペットヘモシアニンの製造
１.０５mLの無水ジメチルホルヌアミド中タクロリムスモノオキシム（３２.３mg，３６.
８μmol）に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（
ＥＤＡＣ）（１１mg，５７.４μmol, １.５equiv.）およびＮ－ヒドロキシスクシンアミ
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ド（７.３mg, ６３.４μmol, １.７equiv.）を加えた。反応混合物をアルゴン下に室温で
１時間撹拌した。ついで混合物をシリンジを介して、５.０mLのリン酸塩緩衝食塩溶液（
０.１Ｍ，ｐＨ８.０）および０.２５mLのジメチルホルムアミド中キーホールリンペット
ヘモシアニン（７４mg, ５４％純度）の溶液に添加した。室温で２時間撹拌したのち、得
られた懸濁液をＰＢＣ（１０mM，ｐＨ７.０）に対して透析した（１×４Ｌ，４℃，２時
間）。
【００７７】
得られた混合物をついで３回ＣＨ2Ｃｌ2で抽出して未反応タクロリムスモノオキシムの痕
跡量を除去した。混合物の定量分析はビシンコニン（ＢＣＡ）タンパク質アッセイ溶液を
用いて行い、８mLのＰＢＳ中イムノーゲン５０mg（１０mM，ｐＨ７.０）を示した。
【００７８】
ＴＮＢＳ法（A.F.S.A．Habeeb, Anal．Biochem. 1966, 14: 328）を用いるハプテン数の
定量では１３００のハプテン数を与えた。イムノーゲンはドライアイス－アセトンを用い
て直ちに凍結し、保存には－２０℃に保持した。
【００７９】
実施例３
タクロリムス－ビオチン接合体の製造
０.３mLの無水ジメチルホルムアミド中、タクロリムスモノオキシム（１２mg，１３.７μ
mol）にＥＤＡＣ（４mg, ２３.４μmol, １.７equiv.）およびＮ－ヒドロキシスクシンア
ミド（２.７mg, ２３.４μmol, １.７equiv.）を加えた。反応混合物をアルゴン下に室温
で１時間撹拌した。これにトリエチルアミン（１０μＬ, ７５μmol）および１.０mLのＤ
ＭＦ中ＬＣ－ビオチンの溶液（１０mg，２５μmol, ２equiv.）を加えた。撹拌をさらに
３時間続け、混合物を高真空下に濃縮し、無色の残留物を得た。粗生成物をWhatmanから
のＣ－１８プレート（ＰＫＬＣ１８Ｆ，２０×２０cm，１０００μ）逆相プレパラティブ
薄層クロマトグラフィー（ＰＴＬＣ）（１３：７ ＣＨ3ＯＨ／Ｈ2Ｏ）に付すと８mgの生
成物が無色の固体として得られた。Ｃ64Ｈ103Ｎ7Ｏ16ＳのＬＳＩＭＳからの期待される結
果は［Ｍ＋Ｈ]+ １２５８.５であった。マススペクトルの結果は図８および９に示す。図
９は興味ある領域の周辺を中心に高分解能で図８のスペクトルの部分を示すものである。
ＣＤＣｌ3中３５０ＭＨｚにおける1Ｈ ＮＭＲを実施し、結果を図１０に示す。
この実施例はタクロリムスの位置２２における誘導体化の例である。
【００８０】
実施例４
タクロリムスのブロモアセチル誘導体の製造
位置２２において誘導体化したタクロリムスの他の誘導体はブロモアセチル誘導体である
。ブロモアセチル誘導体は酵素または他のタンパク質のスルフヒドリル基と反応すること
ができ、タクロリムス－酵素接合体を生成する。
【００８１】
タクロリムスのブロモアセチル誘導体を形成させるためには、まずテトラヒドロフラン（
ＴＨＦ）６mL中スクシンイミジルブロモアセテート（７４０mg, ３.１４mmol）の溶液に
４℃、アルゴン下にシリンジを介して純粋なモノ－Ｎ－ＢＯＣ－エチレンジアミンを滴下
して加えた。添加完了後、反応混合物を室温まで加温し、３時間撹拌した。ついで反応溶
液を真空中で濃縮し、残留物を酢酸エチルに溶解した。酢酸エチル層を水で１回、飽和Ｎ
ａＨＣＯ3水溶液で２回、食塩水で１回洗浄し、ＭｇＳＯ4上で乾燥し、蒸発乾固すると、
粗製の固体４４０mgが白色固体として得られた。クロマトトロンを用いシリカゲル上で精
製すると（１：１９ ＭｅＯＨ／ＣＨ2Ｃｌ2）、純粋なブロモアセチルエチレンジアミン
－モノ－ｔ－ＢＯＣ ３８６mgが白色固体として得られた。
【００８２】
２mLのＣＨ2Ｃｌ2中ブロモアセチルエチレンジアミン－モノ－ｔ－ＢＯＣ（５０mg，０.
１７８mmol）の溶液に室温でシリンジを介して純粋なトリフルオロ酢酸（ＴＦＡ，０.２
９mL, ３.７６mmol）を滴下して加えた。反応混合物を３時間撹拌し、ついで真空下に濃
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縮した。痕跡量のＴＦＡをトルエンとの共沸によって除去し、得られた黄色油状の生成物
、ブロモアセチルエチレンジアミンのＴＦＡ塩をそのまま次の反応に使用した。
【００８３】
２mLのＴＨＦ中タクロリムスのカルボキシメチルオキシム誘導体（位置２２で誘導体化）
（１００mg, ０.１４mmol）およびＮ－ヒドロキシスクシンイミド（ＮＨＳ）（１９mg, 
０.１６５mmol）の溶液にアルゴン下シリンジを介して純粋なジイソプロピルカルボジイ
ミド（ＤＩＣ）（２３μＬ, ０.１４７mmol）を加えた。反応混合物を室温で３時間撹拌
し、ついでシリンジを介してＴＨＦ ３mL中ブロモアセチルエチレンジアミンのＴＦＡ塩
（０.１７８mmol）の溶液に移した。ついでこの反応溶液に純粋なジイソプロピルエチレ
ンアミン（ＤＩＥＡ）（４０μＬ, ０.２３mmol）を加えた。撹拌を２.５時間続け、反応
混合物を真空中で濃縮して粗製の油状物を得た。プレパラティブ薄層クロマトグラフィー
（ＴＬＣ）（７：３：１ ＥｔＯＡｃ／ＣＨ2Ｃｌ2／ＭｅＯＨ）で精製するとブロモアセ
チルタクロリムス４４mg（３７％）が無色の固体として得られた。
【００８４】
実施例５
タクロリムスに対するモノクローナル抗体の製造
タクロリムスに対するモノクローナル抗体の製造は以下のように実施した。イムノーゲン
は実施例２のタクロリムスのキーホールリンペットヘモシアニンとの接合体とした。イム
ノーゲンはＢａｌｂ／ｃマウスの免疫処置に使用した。最初の免疫処置は、モノホスホリ
ル脂質Ａおよび合成トレハロースジコリノミコレートアジュバント（ＲＩＢＩ ＭＰＬ＋
ＴＤＭ Emulsion, ＲＩＢＩ ImmunoChem Research Inc.）とともに容量２００μL中２５
μgの腹腔内投与とした。５週後、モノホスホリル脂質Ａおよび合成トレハロースジコリ
ノミコレートアジュバント２００μL中イムノーゲン２５μgによりブースター免疫処置を
腹腔内に行った。ついでさらに８週後に２００μLのハンクの平衡塩溶液中イムノーゲン
２５μgの注入ブースター投与を静脈内および腹腔内に実施した。
３日後に、Ｐ３×６３－ＡＧ８.６５３と命名された非分泌マウス骨髄腫を用いる標準方
法によって融合を行った。クローニングは標準方法で実施した。
【００８５】
クローンは以下のプロトコールに従い以下の逆ＥＬＩＳＡイムノアッセイによりスクリー
ニングした。プレートは各ウエルあたり１００μLのリン酸緩衝食塩溶液中ポリクロナー
ルヤギ抗－マウスＩｇＧ（ＩｇＧ＋ＩｇＡ＋ＩｇＭ）（Zymed）５μg／mLでコーティング
した。プレートコーティングは室温で２時間もしくはそれ以上または４℃で一夜実施した
。プレートはフィルムに包んで約４℃で数日間保存することができた。プレートをついで
振盪乾燥し、ブロック緩衝希釈液（ＰＢＳ中０.５％ウシ血清アルブミン，０.０５％Twee
n２０）をウエルあたり３００μL使用してブロックした。プレートのブロックは、プレー
トを振盪しながら室温で１５分間またはそれ以上インキュベートして行った。プレートを
ついで振盪乾燥した。スクリーニングするモノクローナル抗体をついで各ウエルに次のよ
うに添加した。ウエルあたり５０μLのブロック緩衝希釈液を、相当するウエルから融合
増殖プレートに移した細胞培養上清、ウエルあたり５０μLとともに添加した。プレート
を振盪しながら、室温で約１時間インキュベートした。プレートをＳ２０スタッカー付き
Titerteck Plusプレート洗浄器を使用して洗浄した。洗浄緩衝液は０.０５％Tween ２０
を含むＰＢＳとした。ブロック緩衝希釈液に１：４０００に希釈しグルコース－６－ホス
フェートヒドロキシラーゼに共有結合的にカップリングされたタクロリムスの酵素接合体
をウエルあたり１００μL添加した。プレートを振盪しながら室温で約１時間インキュベ
ーションを行った。ついでプレートを洗浄し、ウエルあたり１００μLの容量で色素形成
溶液を添加した。色素形成溶液は０.５９３mMのｐ－ヨードニトロテトラゾリウムバイオ
レット、０.０２ＭのＮＡＤ、０.０３３Ｍのグルコース－６－ホスフェート、０.０５５
Ｍ Tris、０.０２Ｍナトリウムアジドおよびジアフォラーゼ（リポイルデヒドロゲナーゼ
）（Sigma, St. Louis, MO）を含有した。ＢＳＡは５％ｗ／vol ＢＳＡ溶液の１％（vol
／vol）存在した。ＢＳＡは還元されたｐ－ヨードニトロテトラゾリウムバイオレットの
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【００８６】
スクリーニングから適当なモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマを選択した。こ
れは１Ｈ６と命名され、ＩｇＧ1λ抗体である。この抗体はタクロリムスに対して約３.７
×１０9Ｌ／moleの結合親和性を有し、１３－デメチルタクロリムスと交差反応し、以下
のタクロリムス代謝物：１５－デメチルタクロリムス；３１－デメチルタクロリムス；１
３,３１－ジデメチルタクロリムス；１５,３１－ジデメチルタクロリムスおよび１２－ヒ
ドロキシタクロリムスのすべてと約８％未満の交差反応性を有する。
【００８７】
実施例６
実施例４のモノクローナル抗体および他の抗体についてタクロリムスとの交叉反応性の比
較
実施例５の抗体、クローニングから得られ１４Ｈ０４と命名された他の抗体およびその他
の抗体をタクロリムスの代謝物（１３－デメチルタクロリムス、１５－デメチルタクロリ
ムス；３１－デメチルタクロリムス；１３,３１－ジデメチルタクロリムス；１５,３１－
デメチルタクロリムスおよび１２－ヒドロキシタクロリムス）の交叉反応性について試験
した。これらの代謝物は１２－ヒドロキシタクロリムスを除いてすべて１０ng／mLのタク
ロリムスを含む溶血血液中様々なレベルで試験し、１２－ヒドロキシタクロリムスはタク
ロリムスを含まないサンプル中１０ng／mLで試験した。この試験にはメタノール性抽出液
を用いた。この試験のために発生させた標準曲線はこれらのアッセイの標準対照、ＭＯＲ
Ｅ免疫抑制薬対照（More Diagnostic，Los Osos, California）１～４レベルを用いて確
認した。
【００８８】
すべての抗体が１３－デメチルタクロリムスに対して様々な程度の交叉反応性を示した。
交叉反応性は以下の式：（交叉反応値ng／mL）－溶媒対照値（ng／mL）×１００）／代謝
物を抑制する標的（ng／mL）＝％交叉反応性によって計算された。
【００８９】
結果は表１に示す。１３－デメチルタクロリムスを例外として、実施例５の１Ｈ６抗体試
験した他のアナライトと８％未満の交叉反応性を示した。
【表１】
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【００９０】
実施例７
タクロリムスに対するモノクローナル抗体を用いる均一イムノアッセイ
ＥＭＩＴ法に基づくタクロリムスに対するイムノアッセイは以下のプロトコールに従って
実施された。サンプルまたは検量標準の一定容量（２００μL）を微小遠沈管にピペット
で採取した。同じ試験管に３００mM ＣｕＳＯ4 ５０μLを２００μLのメタノールととも
にピペットで加えた。混合物に栓をし、５分間２０８００×ｇで遠心分離した。上清は、
Roche Cobas Miraアナライザーのサンプルキャップにそのアナライザーのパラメーターに
従って傾瀉した。以下の試薬をアナライザーのラックに配置した。試薬ＡはＮａＣｌ、Ｎ
ａ2ＥＤＴＡ、抗－タクロリムスモノクローナル抗体（１Ｈ６）、ニコチンアミドアデニ
ンジヌクレオチド（ＮＡＤ）、グルコース－６－ホスフェート、界面活性剤（Pluronic 2
5R2）、ナトリウムアジド、およびｎ－メチルイソチアゾロン、ｐＨ５.５を含有した。試
薬ＢはTris、ｐＨ８.２を、Ｎａ2ＥＤＴＡ、界面活性剤（Pluronic 25R2）、ナトリウム
アジド、およびｎ－メチルイソチアゾロンを含有した。試薬Ｃはタクロリムス－グルコー
ス－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ接合体で、Ｎａ2ＨＰＯ4、Ｎａ2ＥＤＴＡ、ウシ
血清アルブミン、界面活性剤（Pluronic 25R2）およびナトリウムアジド中にｐＨ７.０中
に含有した。サンプルおよび試薬ラックをアナライザーに負荷し、試行はプレセットした
パラメーターに従って開始した。酵素率は試行時にミリ－ｏｄ／分に換算してプリントア
ウトした。検量線は１Ｈ６および１４Ｈ０４と命名された他のモノクローナル抗体につい
て図１１に示す。
【００９１】
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実施例８
本発明のモノクローナル抗体を使用するタクロリムスのアッセイとＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法に
よるＥＭＩＴアッセイの間の相関
タクロリムスを投与された７０例の患者からの一連のサンプルを本発明の１Ｈ６モノクロ
ーナル抗体を用いるＥＭＩＴ均一イムノアッセイでアッセイし、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法と比
較した。ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法は液体クロマトグラフィー、ついで縦列マススペクトルを用
いるタクロリムスのアッセイ法である（P.J．Taylorら,“Sensitive, Specific Quantita
tive Analysis of Tacrolimus（FK506) in Bloodby Liquid Chromatography-Electrospra
y Tandem Mass Spectrometry," Clin．Chem. 1996, 42: 279-285）。結果は図１２に示す
。結果は相関係数０.９２９のきわめて高い相関を示す。
【００９２】
実施例９
肝機能不全を有する患者からのサンプルについてＥＭＩＴ均一イムノアッセイおよびＬＣ
－ＭＳ／ＭＳ法用いた結果の比較
モノクローナル抗体１Ｈ６は１３－デメチルタクロリムス以外のタクロリムスの代謝物に
対する交叉反応性を実質的に最小にしたが、１３－デメチルタクロリムスとの一部の交叉
反応性は残っている。１３－デメチルタクロリムスがイムノアッセイにおけるこの抗体の
使用を妨害するか否かを決定するために、重篤な肝機能不全を有し移植を待っていたが、
タクロリムスを投与されていた７０例の患者からのサンプルのパネルについて、１Ｈ６モ
ノクローナル抗体を用いるＥＭＩＴイムノアッセイ、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法、およびタクロ
リムスの他のAbott製の市販イムノアッセイＩＭｘイムノアッセイでアッセイした。この
ようなサンプルは通常臓器移植を受け、正常な肝機能を有する患者からのサンプルよりも
タクロリムス代謝物のレベルが高い。タクロリムスレベルはこれらの３つのアッセイを用
いてサンプルのパネルについて測定した。
【００９３】
ＥＭＩＴアッセイとＬＣ－ＭＳ／ＭＳアッセイの間の比較は図１３、またＥＭＩＴアッセ
イとＩＭｘアッセイ（Abott）の間の比較は図１４に示す。結果の解釈にはデミングの回
帰分析を用い、結果は表２に示す。１Ｈ６モノクローナル抗体を用いるＥＭＩＴイムノア
ッセイは結果の傾斜に基づいて（表２参照）AbottのＩＭｘアッセイよりＬＣ－ＭＳ／Ｍ
Ｓアッセイとよく一致した。傾斜はＥＭＩＴについて１.１１、ＩＭｘについて１.４５で
あった。７０例のサンプルの平均濃度はＬＣ－ＭＳ／ＭＳで６.７９ng／mL、１Ｈ６モノ
クローナル抗体を用いたＥＭＩＴで６.９６ng／mL、Abott ＩＭｘで７.９３ng／mLであっ
た。上記範囲より高い試験結果を示した２つのサンプルはのＩＭｘによるもののみであっ
た。７０例の結果のBlant-Altman分析を１Ｈ６モノクローナル抗体を使用したＥＭＩＴお
よびAbott ＩＭｘ対ＬＣ－ＭＳ／ＭＳについて図１５に示す。これらのプロットは一般に
対ＬＣ－ＭＳ／ＭＳの結果の注目すべき変動性がサンプルにつき約１０ng／mLであること
を例示する。イムノアッセイによるＬＣ－ＭＳ／ＭＳの差のパターンは、１Ｈ６モノクロ
ーナル抗体を使用したＥＭＩＴおよびAbott ＩＭｘアッセイについて類似していた。
【００９４】
【表２】
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【００９５】
高レベルのタクロリムス代謝物を含有するこれらの患者でも、ＥＭＩＴ均一イムノアッセ
イにおいてモノクローナル抗体１Ｈ６を用いるアッセイは他の方法に対して高度の相関を
示した。したがって、肝機能不全はこの抗体を使用するこのアッセイにはひどいインパク
トを与えず、この結果から、イムノアッセイによる患者の臨床的管理が、タクロリムスに
対するモノクローナル抗体１Ｈ６を用いるＥＭＩＴアッセイまたは以前から利用されてい
るAbott ＩＭｘイムノアッセイを使用して同様に達成できると解釈される。これは１Ｈ６
モノクローナル抗体の臨床的な価値を示すものである。
【００９６】
本発明の利点
本発明はタクロリムス代謝物との交差反応性を最小にするタクロリムスに対するモノクロ
ーナル抗体を提供する。本発明のモノクローナル抗体は、タクロリムスの他のイムノアッ
セイ法および非イムノアッセイ法とよく相関するタクロリムスの改良されたイムノアッセ
イに使用することができる。モノクローナル抗体を用いるイムノアッセイは、肝機能が障
害されて彼らの血清中に高レベルのタクロリムス代謝物を含有すると考えられる患者を含
めて、タクロリムスの投与を受けている患者の臨床的モニタリングに適当である。
【００９７】
以上、本発明をそのある種の好ましいバージョンを参照しながらかなり詳細に説明してき
たが、他のバージョンも可能である。したがって、上述の特許請求の範囲の精神および範
囲は、本明細書における好ましいバージョンの記載によって制限されるものではないこと
を理解すべきである。
【図面の簡単な説明】
【図１】　タクロリムスに構造の酷似したマクロライド抗生物質ＦＫ－５２０とカルボキ
シメトキシルアミンの反応から生成した生成物のマススペクトル図である。
【図２】　図１のマススペクトル図の部分であり、拡大した分解能で最も高いピークの周
辺を中心に示している。
【図３】　タクロリムスとカルボキシメトキシルアミンの反応から生成した生成物のマス
スペクトル図である。
【図４】　図３のマススペクトル図の部分であり、拡大した分解能で最も高いピークの周
辺を中心に示している。
【図５】　タクロリムスとカルボキシメトキシルアミンの反応から生成した生成物のＣＤ
Ｃｌ3中２５０ＭＨｚにおける1Ｈ ＮＭＲスペクトルである。
【図６】　タクロリムスとカルボキシメトキシルアミンの反応から生成した生成物のＣＤ
Ｃｌ3中２５０ＭＨｚにおける13Ｃ ＮＭＲスペクトルである。
【図７】　参考として提示するタクロリムスのＣＤＣｌ3中２５０ＭＨｚにおける13ＣＮ
ＭＲスペクトルである。
【図８】　タクロリムスモノオキシムとＬＣ－ビオチンの反応から生成した生成物のマス
スペクトル図である。
【図９】　図８のマススペクトル図の部分であり、拡大した分解能で最も高いピークの周
辺を中心に示している。
【図１０】　タクロリムスモノオキシムとＬＣ－ビオチンの反応から生成した生成物のＣ
ＤＣｌ3中２５０ＭＨｚにおける1Ｈ ＮＭＲスペクトルである。
【図１１】　位置２２においてカルボキシメチルオキシムにより誘導体化されたタクロリ
ムスをキーホールリンペットヘモシアニンに連結した接合体でマウスを免疫処置すること
により産生させたモノクローナル抗体と、得られた抗体産生細胞と融合パートナーとの細
胞融合を用いるタクロリムスの均一系酵素イムノアッセイの検量曲線である。
【図１２】　図１１に検量曲線を示したモノクローナル抗体との均一系酵素イムノアッセ
イを用いたタクロリムスのアッセイの結果と、ガスクロマトグラフィーおよび縦列マスス
ペクトロスコピーを使用する方法（ＬＣ／ＭＳ／ＭＳ）を用いたタクロリムスのアッセイ
の結果との間の相関を示すグラフである。
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【図１３】　タクロリムスを投与された肝障害を有する７０例の患者のパネルについて均
一系酵素イムノアッセイおよびＬＣ／ＭＳ／ＭＳを用いたタクロリムスのアッセイの結果
の間の相関を示すグラフである。
【図１４】　図１３の７０例の患者のパネルについて均一系酵素イムノアッセイおよび市
販品を入手できるイムノアッセイを用いたタクロリムスのアッセイの結果の間の相関を示
すグラフである。
【図１５】　図１３および図１４についての Bland-Altman 差分析プロットを示すグラフ
である。
【図１６】　タクロリムスの構造式の図であり、分子のナンバリングを示す。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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【図７】 【図８】

【図９】 【図１０】
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