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(57)【要約】
　シロリムス、タクロリムスまたはシクロスポリンなどの免疫抑制剤薬剤を血液試料から
抽出し、同時に、低い蒸気圧を有し免疫アッセイ構成要素に適合可能な検査試料抽出物を
産するための、改善された抽出試薬組成物および方法。本発明の試薬組成物は、ジメチル
スルホキシド（ＤＭＳＯ）、少なくとも１つの二価金属塩および水を含む。これらの組合
せの各々の使用から結果として生じた試料抽出物は、低い蒸気圧を有し、免疫化学的アッ
セイに適合可能である。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ジメチルスルホキシド、少なくとも１つの二価金属塩および水を含む抽出試薬組成物と
ヒト血液試料を接触させることを含む、ヒト血液試料における免疫抑制剤薬剤濃度の評価
方法。
【請求項２】
　抽出試薬組成物が、エチレングリコール、プロピレングリコール、グリコール類似体ま
たはこれらの混合物をさらに含む、請求項１の方法。
【請求項３】
　抽出試薬組成物とのヒト血液試料の接触から結果として生じるいかなる固相も、結果と
して生じるいかなる上清相からも分離すること、および免疫抑制剤薬剤に関して上清相を
分析することをさらに含む、請求項１の方法。
【請求項４】
　免疫抑制剤薬剤が、シロリムス、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類似体から成る群から選択される、請求項１の方法。
【請求項５】
　抽出試薬組成物におけるジメチルスルホキシド濃度が、変性試薬組成物の少なくとも約
５０容量％である、請求項２の方法。
【請求項６】
　抽出試薬組成物におけるジメチルスルホキシド濃度が、変性試薬組成物の少なくとも約
３０容量％である、請求項２の方法。
【請求項７】
　二価金属塩が、硫酸亜鉛、酢酸亜鉛、硝酸亜鉛、塩化亜鉛、硫酸カドミウム、硫酸銅ま
たはこれらの金属塩のうちの２つ以上の混合物を含む、請求項１から６のいずれかの方法
。
【請求項８】
　抽出試薬組成物が、摂氏２０度および標準大気圧で水蒸気圧より低い蒸気圧を有する、
請求項１から６のいずれかの方法。
【請求項９】
　抽出試薬組成物が、少なくとも摂氏約３０度の温度で血液試料と接触させられる、請求
項１から６のいずれかの方法。
【請求項１０】
　ジメチルスルホキシド、少なくとも１つの二価金属塩および水を含む、血液試料から免
疫抑制剤薬剤を抽出するための抽出試薬組成物。
【請求項１１】
　エチレングリコール、プロピレングリコール、グリコール類似体またはこれらの混合物
をさらに含む、請求項１０の抽出試薬組成物。
【請求項１２】
　抽出試薬組成物におけるジメチルスルホキシド濃度が、抽出試薬組成物の少なくとも約
５０容量％である、請求項１０の抽出試薬組成物。
【請求項１３】
　抽出試薬組成物におけるジメチルスルホキシド濃度が、抽出試薬組成物の少なくとも約
５０容量％である、請求項１１の抽出試薬組成物。
【請求項１４】
　抽出試薬組成物におけるジメチルスルホキシド濃度が、抽出試薬組成物の少なくとも約
３０容量％である、請求項１１の抽出試薬組成物。
【請求項１５】
　抽出試薬組成物が、硫酸亜鉛、酢酸亜鉛、硝酸亜鉛、塩化亜鉛、硫酸カドミウム、硫酸
銅またはこれらの金属塩のうちの２つ以上の混合物から成る群から選択される二価金属塩
を含む、請求項１０から１４のいずれかの抽出試薬組成物。
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【請求項１６】
　抽出試薬組成物が硫酸亜鉛を含む、請求項１０から１４のいずれかの抽出試薬組成物。
【請求項１７】
　抽出試薬組成物が酢酸亜鉛を含む、請求項１０から１４のいずれかの抽出試薬組成物。
【請求項１８】
　ジメチルスルホキシド、少なくとも１つの二価金属塩および水を含む抽出試薬組成物と
ヒト血液試料を接触させて固相および上清相を生成すること、上清相を分離すること、お
よび免疫アッセイにより上清相を分析して免疫抑制剤薬剤濃度を判定することを含む、ヒ
ト血液試料における免疫抑制剤薬剤濃度の評価方法。
【請求項１９】
　抽出試薬組成物が、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混合物
をさらに含む、請求項１８の方法。
【請求項２０】
　免疫抑制剤薬剤が、シロリムス、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類似体から成る群から選択される、請求項１８の方法。
【請求項２１】
　抽出試薬組成物におけるジメチルスルホキシド濃度が、変性試薬組成物の少なくとも５
０容量％である、請求項１８の方法。
【請求項２２】
　抽出試薬組成物におけるジメチルスルホキシド濃度が、変性試薬組成物の少なくとも約
３０容量％である、請求項１８の方法。
【請求項２３】
　二価金属塩が、硫酸亜鉛、酢酸亜鉛、硝酸亜鉛、塩化亜鉛、硫酸カドミウム、硫酸銅ま
たはこれらの金属塩のうちの２つ以上の混合物を含む、請求項１８から２２のいずれかの
方法。
【請求項２４】
　抽出試薬組成物が、少なくとも摂氏３０度の温度で血液試料と接触させられる、請求項
１８から２２のいずれかの方法。
【請求項２５】
　（ａ）シロリムス、タクロリムス、エベロリムス、ゾタロリムスおよびシクロスポリン
から成る群から選択される少なくとも１つの免疫抑制剤薬剤に特異的に結合することがで
きる少なくとも１つの抗体またはタンパク質、ならびに（ｂ）ジメチルスルホキシド、少
なくとも１つの二価金属塩および水を含む抽出試薬組成物、から選択される構成要素を各
々が含有する別個の容器を含む検査キット。
【請求項２６】
　シロリムス、タクロリムス、エベロリムス、ゾタロリムスおよびシクロスポリンから成
る群から選択される少なくとも１つの免疫抑制剤薬剤を含む対照組成物を含有する容器を
さらに含む、請求項２５の検査キット。
【請求項２７】
　二価金属塩が、硫酸亜鉛、酢酸亜鉛、硝酸亜鉛、塩化亜鉛、硫酸カドミウムまたは硫酸
銅を含む、請求項２５または２６の検査キット。
【請求項２８】
　抽出試薬組成物が、エチレングリコール、プロピレングリコール、グリコール類似体ま
たはこれらの混合物をさらに含む、請求項２５または２６の検査キット。
【請求項２９】
　（ａ）シロリムス、タクロリムス、エベロリムスおよびシクロスポリンから成る群から
選択される少なくとも１つの免疫抑制剤薬剤に特異的に結合することができる少なくとも
１つの抗体またはタンパク質、ならびに（ｂ）抽出試薬組成物の約５０容量％のジメチル
スルホキシド、抽出試薬組成物の約３０容量％－３３容量％の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混合物、水および少なくとも５ｍＭの濃度の硫酸亜鉛を
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含む抽出物試薬組成物から選択される構成要素、ならびにシロリムス、タクロリムス、エ
ベロリムス、ゾタロリムスおよびシクロスポリンから成る群から選択される少なくとも１
つの免疫抑制剤薬剤を含む対照組成物を各々が含有する別個の容器を含む検査キット。
【請求項３０】
　検査キットが、シロリムスを含む、請求項２９の検査キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、患者の血液試料における免疫抑制剤薬剤の濃度レベルを判定するための診断
免疫アッセイに関し、具体的には、改善された免疫抑制剤薬剤抽出試薬組成物の使用に関
する。
【背景技術】
【０００２】
　臨床目的の多くの分析物は、細胞により吸収されるまたは検査試料の１つもしくは複数
の他の構成要素と複合体になる。したがって、試料中に存在する分析物の量の正確な測定
を得るには、アッセイにおいて検出するため分析物が細胞または他の構成要素（複数可）
から放出されるような条件下で、試料を処理するおよび／またはアッセイを実施すること
が好ましい。
【０００３】
　例えば、シロリムス（ラパマイシンとしても知られている。）、タクロリムス、エベロ
リムス、テムソロリムス（ｔｅｍｓｏｒｏｌｉｍｕｓ）およびシクロスポリンなどの免疫
抑制剤薬剤は、ヒトにおける移植手術後の臓器または組織拒絶反応の治療、移植片対宿主
病の治療、および自己免疫疾患の治療に効果的である。免疫抑制剤薬剤療法の間、免疫抑
制剤の血中濃度レベルをモニターすることは、臨床ケアの重要な局面である。なぜなら、
不十分な薬剤レベルは移植片（臓器または組織）の拒絶反応をもたらし、過剰レベルは望
ましくない副作用および毒性をもたらすからである。したがって、免疫抑制剤の血中レベ
ルが測定され、これにより薬物投与量が、適切な濃度で薬剤レベルを維持するように調節
され得る。免疫抑制剤の血中レベルを判定するための診断アッセイは、故に、幅広い臨床
使用を見出している。
【０００４】
　初めに、免疫抑制剤薬剤が患者試料の他の構成要素から、抽出および分離されなければ
ならない。患者試料中の免疫抑制剤薬剤の大部分は、結合タンパク質などさまざまな「担
体」分子との複合体に存在する。シロリムス、タクロリムスおよびシクロスポリンは、患
者検体の赤血球に主に見出され、特異的結合タンパク質（シロリムスおよびタクロリムス
に対するＦＫＢＰ、シクロスポリンに対するシクロフィリン）に関連している。検体にお
ける総薬剤濃度の正確な測定を確保するには、好ましくは、結合タンパク質に結合した薬
剤は定量前に遊離される。結合タンパク質からの抽出後、薬剤は、吸光度または質量分光
光度検出による免疫アッセイまたはクロマトグラフィーを含む、幾つかの異なる方法にお
いて測定することができる。
【０００５】
　血中結合タンパク質からのシロリムスの抽出は、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媒による処置により達成されることが多い。これらの溶媒は
、結合タンパク質を変性させ、薬剤を遊離させる。しかし、結合タンパク質を迅速および
完全に変性させるほとんどの有機溶媒は、免疫アッセイに適合しないことから、有機溶媒
の使用は、この後、遊離された薬剤を検出するのに免疫アッセイが使用される場合問題が
ある。これらは厳しすぎるまたはこれらは二相試料を生成するかのいずれかである。メタ
ノールは、典型的には、免疫アッセイ前に血液検体からシロリムス、タクロリムスまたは
シクロスポリンを抽出するのに使用されている。しかし、メタノール濃度は、結合タンパ
ク質から薬剤を遊離させるのに十分ではあるがこの後の免疫アッセイを妨げるほど高くは
ならないように、慎重なバランスが実現されなければならない。メタノールおよび他の典
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型的に使用される有機溶媒の使用は、これらの溶媒が水より蒸気圧が高いことから別の問
題をもたらす。この結果、免疫抑制剤薬剤を含有する抽出上清は迅速に蒸発し、これが薬
剤濃度の測定における不正確さの原因となる。広く使用されているメタノールまたはアセ
トニトリル溶媒もまた、検査室にとって取扱問題および廃棄問題をもたらす。
【０００６】
　免疫抑制剤薬剤に対する免疫アッセイは、さまざまなフォーマットで利用可能であるが
、いずれもが、免疫抑制剤薬剤への抗体または結合タンパク質（例えば、ＦＫＢＰ）の結
合を使用する。一般的に使用されている免疫アッセイは、免疫抑制剤への第１抗体の結合
、および残りの遊離抗体結合部位への標識された免疫抑制剤（例えば、アクリジニウム－
シロリムス）の結合、これに続く標識の検出による定量を伴うアッセイである。これらの
免疫アッセイの有効性は、使用される免疫抑制剤に対する特定の抽出および変性溶媒の影
響を受ける。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　免疫アッセイによる使用のため、低い蒸気圧、水との混和性、十分な免疫抑制剤薬剤変
性力および免疫アッセイ試薬との適合性を有する、改善された免疫抑制剤薬剤抽出試薬組
成物を提供することが本発明の目的である。このような抽出試薬組成物は、免疫アッセイ
以外の方法（例えば、クロマトグラフ定量）に対しても同様に有利となる。なぜなら、よ
り低い蒸気圧、十分な変性力および水混和性は、これらの方法を使用しやすくするからで
ある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
（要旨）
　本発明は、シロリムス、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
、シクロスポリンまたはこれらの類似体などの免疫抑制剤薬剤を血液試料から抽出し、同
時に、低い蒸気圧を有し免疫アッセイ構成要素適合可能な検査試料抽出物を産するための
、改善された抽出試薬組成物および方法を提供する。本発明の試薬組成物は、ジメチルス
ルホキシド（ＤＭＳＯ）、少なくとも１つの二価金属塩および水を含む。本発明の好まし
い試薬組成物は、ＤＭＳＯ、ならびに硫酸亜鉛、酢酸亜鉛、硝酸亜鉛、塩化亜鉛、硫酸カ
ドミウム、硫酸銅およびこれらの金属塩のうちの２つ以上の混合物のうちの少なくとも１
つを含む。より好ましい試薬組成物は、ＤＭＳＯ、金属塩および２個から６個の炭素原子
を有する少なくとも１つグリコール（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の混合物の少なくとも１つである。）を含
む。ＤＭＳＯ、ＥＧおよびＰＧは、水に混和でき日常的に検査室で用いられている低蒸気
圧溶媒であるが、これらは、タンパク質変性剤として使用されているのではなく、むしろ
安定化剤としてタンパク質および細胞混合物に添加されることが多い。対照的に、発明者
らは、二価金属カチオンの存在下ではより高濃度でのＤＭＳＯが、免疫抑制剤薬剤を遊離
するのに有効なタンパク質変性剤としての役目を果たせることを見出した。加えて、二価
カチオンの存在下では、ＥＧまたはＰＧと混合される場合、より低濃度のＤＭＳＯも、上
記濃度の上記溶液は独立に使用された場合は変性的でないものの、有効なタンパク質変性
剤の役目を果たすことができる。これらの組合せの各々の使用から結果として生じた検査
試料抽出物は、低い蒸気圧を有し、免疫化学的アッセイに適合可能である。
【０００９】
　本発明はまた、（ａ）ＤＭＳＯ、二価金属塩および水を含む抽出試薬組成物を検査試料
と混合して検査試料抽出物を形成するステップ、（ｂ）検査試料抽出物を、免疫抑制剤薬
剤と免疫学的に反応する少なくとも１つの抗体またはタンパク質と混合してアッセイ混合
物を形成するステップ、（ｃ）抗体と免疫抑制剤薬剤（もしあるとすれば、試料中に存在
する。）の間の複合体の形成に適した条件下でアッセイ混合物をインキュベートするステ
ップ、および（ｄ）形成されたいかなる複合体の存在も検出するステップを含む、検査試
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料における免疫抑制剤薬剤の濃度レベルを検出する方法も含む。ステップ（ｄ）における
複合体の存在の検出は、シグナル生成化合物が付着されている免疫抑制剤を、分析物上の
残りの非結合抗体結合部位に結合するのに用いて行うことができる。さらなる実施形態は
、ステップ（ｄ）における複合体の存在の検出が、ステップ（ｃ）において形成された複
合体に結合する検出可能な抗体を用いて行われることを提供する。
【００１０】
　本発明はまた、ＤＭＳＯ、少なくとも１つの二価金属塩および水を含み、より好ましく
は、エチレングリコール、プロピレングリコール、または任意の適切なグリコール類似体
またはこれらの混合物も含む抽出試薬組成物を含有する容器を含む、免疫抑制剤薬剤の血
中レベルに関するアッセイ用試薬キットも含む。好ましくは、試薬キットは、免疫抑制剤
薬剤に特異的な少なくとも１つの抗体またはタンパク質を有する第２の容器をさらに含む
。より好ましくは、試薬キットは、免疫抑制剤薬剤、例えば、シロリムス、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類似体から成る群から選
択される免疫抑制剤を含む対照組成物を含有する第３の容器を含有する。
【００１１】
　本発明は、シロリムス、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の血中濃度レベルを判定するためのより高感度の免疫アッセイを提
供する際立った能力を有する。本発明の抽出試薬濃度は、薬剤レベルのより正確な測定を
可能にすると同時に、臨床検査室用により良い使いやすさを提供する。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】ＤＭＳＯおよび硫酸亜鉛を用いた血液試料からのシロリムスの抽出に関する実験
結果を示す図である。
【図２】ＤＭＳＯおよびさまざまな量の硫酸亜鉛を用いた血液試料からのシロリムスの抽
出に関する実験結果を示す図である。
【図３】ＤＭＳＯ、ＥＧおよび硫酸亜鉛を用いた血液試料からのシロリムスの抽出に関す
る実験結果を示す図である。
【図４】血液試料からの抽出混合物および本発明の抽出試薬組成物の加熱に関する実験結
果を示す図である。
【図５】従来技術のメタノール変性剤の使用の結果、および本発明の使用の結果として生
じた試料抽出物蒸発速度の比較を示す図である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　Ｉ．全般
　本発明は、血液試料からのシロリムスなどの免疫抑制剤薬剤の抽出および変性に有用な
抽出試薬組成物、本発明の抽出試薬組成物を用いて免疫抑制剤薬剤レベルを定量化する方
法、ならびに本発明の抽出試薬組成物を含む診断キットを含む。本発明の好ましい方法は
、モノクローナルもしくはポリクローナル抗体などの免疫反応性の特異的結合メンバー、
または免疫抑制剤薬剤分析物との複合体の形成に対して結合タンパク質（例えば、ＦＫＢ
Ｐ）を使用する免疫アッセイを含む。
【００１４】
　定義
　特許請求の範囲および明細書に使用されている用語は、特に指定のない限り以下に記載
のように定義される。
【００１５】
　「免疫抑制剤薬剤」または「免疫抑制剤」とは、本明細書では、ラパマイシン（シロリ
ムス）、またはシクロスポリンＡとしても知られているシクロスポリンのいずれかと同一
のまたは類似した化学構造を有する治療化合物（小分子ベースまたは抗体ベースのいずれ
か）を指す。ラパマイシンもしくはシクロスポリンの任意の既知の類似体または今後開発
される類似体は、本明細書では免疫抑制剤と見なされる。好ましい免疫抑制剤には、シロ
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リムス、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
リンが含まれる。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
トカインの阻害により免疫系のＴリンパ球の初期活性化を抑制するカルシニューリン阻害
剤である。対照的に、シロリムス、エベロリムスおよびゾタロリムスの第１の標的は、特
定の細胞周期調節タンパク質である、ラパマイシンの哺乳類標的（ｍＴＯＲ；ｍａｍｍａ
ｌｉａｎ　ｔａｒｇｅｔ　ｏｆ　ｒａｐａｍｙｃｉｎ）である。ｍＴＯＲの阻害は、サイ
トカイン誘導性Ｔリンパ球増殖の抑制をもたらす。
【００１６】
　シクロスポリンの化学式は、式Ａにある。シロリムス（ラパマイシン）化学式は、式Ｂ
にある。シロリムスとエベロリムス（ＲＡＤ）の構造差の化学式は、式Ｃにある。
【００１７】
【化１】

【００１８】
　シクロスポリンの多くの誘導体または類似体が調製されている。本発明は、シクロスポ
リンまたは任意のこの類似体に対する抽出試薬、抽出方法、アッセイおよびアッセイキッ
トを含む。抽出試薬は、溶解試薬としても文献に記載されている。
【００１９】
　ラパマイシンの多くの誘導体または類似体が調製されている。例えば、これらには、ラ
パマイシンのエステルモノエステル誘導体およびジエステル誘導体（ＰＣＴ国際出願ＷＯ
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９２／０５１７９）、ラパマイシンの２７－オキシム（欧州特許ＥＰ０４６７６０６）、
ラパマイシンの４２－オキソ類似体（米国特許第５，０２３，２６２号明細書）、二環式
ラパマイシン（米国特許第５，１２０，７２５号明細書）、ラパマイシン二量体（米国特
許第５，１２０，７２７号明細書）、ラパマイシンのシリルエーテル（米国特許第５，１
２０，８４２号明細書）、ならびにアリールスルホン酸塩およびスルファミン酸塩（米国
特許第５，１７７，２０３号明細書）の調製物が含まれる。ラパマイシンは、この自然発
生のエナンチオマー形態において最近合成された（Ｋ．Ｃ．Ｎｉｃｏｌａｏｕら、Ｊ．Ａ
ｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１９９３年、１１５巻、４４１９－４４２０頁；Ｓ．Ｌ．Ｓｃ
ｈｒｅｉｂｅｒ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１９９３年、１１５巻、７９０６－７
９０７頁；Ｓ．Ｊ．Ｄａｎｉｓｈｅｆｓｋｙ、Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．、１９９３
年、１１５巻、９３４５－９３４６頁。本発明は、ラパマイシンまたは任意のこの類似体
に対する抽出試薬、抽出方法、アッセイおよびアッセイキットを含む。
【００２０】
　ラパマイシンの別の免疫抑制剤類似体は、Ｓ．ツクバエンシス（Ｓ．ｔｓｕｋｕｂａｅ
ｎｓｉｓ）株から単離された、タクロリムスとしても知られているＦＫ－５０６である。
ＦＫ－５０６の化学式は、欧州特許ＥＰ０２９３８９２　Ｂ１に公開されている。ＦＫ－
５０６の類似体には、関連の天然産物ＦＲ－９００５２０およびＦＲ－９００５２３が含
まれ、これらは、Ｃ－２１でのアルキル置換基においてＦＫ－５０６と異なり、Ｓ．ハイ
グロスコピカス・ヤクシムナエンシス（Ｓ．ｈｙｇｒｏｓｃｏｐｉｃｕｓ　ｙａｋｕｓｈ
ｉｍｎａｅｎｓｉｓ）から単離された。Ｓ．ツクバエンシスにより生成される別の類似体
、ＦＲ－９００５２５は、プロリン基とのピペコリン酸部分の置換においてＦＫ－５０６
と異なる。本発明は、ＦＫ－５０６または任意のこの類似体に対する抽出試薬、抽出方法
、アッセイおよびアッセイキットを含む。テムソロリムスはシロリムスの別のエステル誘
導体であり、上記誘導体は、本発明によりモニターすることができる。
【００２１】
　今日ではゾタロリムスとしてより知られているＡＢＴ－５７８［４０－エピ－（１－テ
トラゾリル）－ラパマイシン］は、ラパマイシン由来の半合成マクロライドトリエン抗生
物質である。ゾタロリムスの構造は、式Ｄに示されている。
【００２２】
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【化２】

【００２３】
　本発明は、ゾタロリムスまたは任意のこの類似体に対する抽出試薬、抽出方法、アッセ
イおよびアッセイキットを含む。本明細書では免疫抑制剤薬剤に関して、用語「構造的に
類似した」は、薬剤が少なくとも１つの共通の結合パートナー（例えば、結合タンパク質
）に競合的に結合する、十分に類似した構造を薬剤が有することを示す。
【００２４】
　本明細書では、「抗体」とは、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
ラグメントにより実質的にコードされる１つまたは複数のポリペプチドから成るタンパク
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れらのフラグ
メント、ならびに免疫グロブリン遺伝子配列から操作された分子を包含する。認識されて
いる免疫グロブリン遺伝子には、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、ならびに無数の免疫グロブリン可変領域遺伝子が含まれ
る。軽鎖は、カッパまたは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、これらが今度はそれぞれ、免疫グロブリン
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のクラス、ＩｇＧ、ＩｇＭ、ＩｇＡ、ＩｇＤおよびＩｇＥを規定する。
【００２５】
　典型的な免疫グロブリン（抗体）の構造単位は、四量体を含むことが知られている。各
々の四量体は、各対が１本の「軽」鎖（約２５ｋＤ）および１本の「重」鎖（約５０－７
０ｋＤａ）を有する、２対の同一のポリペプチド鎖から成る。各鎖のＮ末端は、主に抗原
認識に関与している約１００個から１１０個以上のアミノ酸の可変領域を規定する。用語
「可変軽鎖（ＶＬ）」および「可変重鎖（ＶＨ）」とは、それぞれこれらの軽鎖および重
鎖を指す。
【００２６】
　抗体は、インタクトな免疫グロブリンとして存在し、またはさまざまなペプチダーゼに
よる消化により生成された、十分に特徴が明らかな幾つかのフラグメントとして存在する
。故に、例えば、ペプシンは、ヒンジ領域におけるジスルフィド架橋より下の抗体を消化
して、自身がジスルフィド結合によりＶＨ－ＣＨ１に連結された軽鎖であるＦａｂの二量
体、Ｆ（ａｂ’）２を生成する。Ｆ（ａｂ’）２は、穏和な条件下で還元されてヒンジ領
域におけるジスルフィド架橋を分解し、これにより（Ｆａｂ’）２二量体をＦａｂ’単量
体に変換することができる。Ｆａｂ’単量体は、基本的に、ヒンジ領域の部分を有するＦ
ａｂである（他の抗体フラグメントのより詳細な記載については、Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａ
ｌ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、Ｗ．Ｅ．Ｐａｕｌ編、Ｒａｖｅｎ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎ．Ｙ．（
１９９３年）を参照のこと。）。さまざまな抗体フラグメントがインタクトな抗体の消化
に関して定義されており、当業者であればこのようなＦａｂ’フラグメントが、化学的に
または組換えＤＮＡ法の利用により新たに合成され得ることを理解する。
【００２７】
　故に、用語「抗体」には、本明細書では、抗体全体の修飾により生成される抗体フラグ
メント、または組換えＤＮＡ法を用いて新たに合成される抗体フラグメントのいずれかも
含まれる。用語「抗体」はまた、一本鎖抗体（一本鎖ポリペプチドとして存在する抗体）
、より好ましくは一本鎖Ｆｖ抗体（ｓＦｖまたはｓｃＦｖ）も包含する。一本鎖Ｆｖ抗体
では、可変重鎖および可変軽鎖が（直接またはペプチドリンカーを介して）結合されて連
続するポリペプチドを形成する。一本鎖Ｆｖ抗体は、共有結合されたＶＨ－ＶＬヘテロダ
イマーであり、共有結合されたＶＨ－ＶＬヘテロダイマーは、直接結合されたまたはペプ
チドをコードするリンカーにより結合されたＶＨコード配列およびＶＬコード配列を含む
核酸から発現され得る（Ｈｕｓｔｏｎら、（１９８８年）Ｐｒｏｃ．Ｎａｔ．Ａｃａｄ．
Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５巻：５８７９－５８８３頁）。ＶＨおよびＶＬは一本のポリペプチ
ド鎖として各々に連結されているが、ＶＨドメインおよびＶＬドメインは非共有結合して
いる。ｓｃＦｖ抗体および幾つかの他の構造は、天然には凝集されているが化学的には分
離されている、抗体Ｖ領域からの軽鎖ポリペプチドおよび重鎖ポリペプチドを、抗原結合
部位の構造に実質的に類似した３次元構造に折りたたむ分子に変換することが、当業者に
知られている（例えば、米国特許第５，０９１，５１３号明細書、第５，１３２，４０５
号明細書および第４，９５６，７７８号明細書を参照のこと。）。
【００２８】
　「分析物」とは、本明細書では、検査試料に存在することが疑われ得る、検出されるべ
き物質を指す。分析物は、自然発生の特異的結合パートナーが存在する任意の物質、また
は特異結合パートナーが調製され得る任意の物質であってよい。故に、分析物は、アッセ
イにおいて１つまたは複数の特異的結合パートナーに結合することができる物質である。
【００２９】
　「結合パートナー」は、本明細書では、結合対のメンバー、すなわち、分子の一方が第
２の分子に結合している１対の分子のメンバーである。特異的に結合している結合パート
ナーは、「特異的結合パートナー」と呼ばれる。免疫アッセイにおいて通常用いられる抗
原結合パートナーおよび抗体結合パートナーに加えて、他の特異的結合パートナーには、
ビオチンおよびアビジン、炭水化物およびレクチン、相補的ヌクレオチド配列、エフェク
ター分子およびレセプター分子、補因子および酵素、酵素阻害剤および酵素等が含まれ得
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る。免疫反応性の特異的結合パートナーには、組換えＤＮＡ法により形成されたものを含
む、抗原、抗原フラグメント、抗体および抗体フラグメント、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る。
【００３０】
　用語「特異的結合」は、特定の部位での、結合パートナーの、別のもの（例えば、ポリ
ペプチドおよびリガンド（分析物）、２つのポリペプチド、ポリペプチドおよび核酸分子
、または２つの核酸分子）への優先的な結合と本明細書では定義される。用語「特異的に
結合する」は、標的分子／配列に対する結合優先性（例えば、親和性）が、非特異的標的
分子（例えば特異的認識部位（複数可）を欠くランダムに生成された分子）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１０倍または２
０倍であることを示している。
【００３１】
　免疫抑制剤薬剤に特異的に結合する抗体は、この免疫抑制剤薬剤に「特異的」であると
いわれる。
【００３２】
　用語「捕捉剤」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を指すのに
本明細書では使用されている。捕捉剤は固相に付着され得る。本明細書では、固相に固定
された捕捉剤の分析物への結合は、「固相に固定された複合体」を形成する。
【００３３】
　用語「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
を指すのに本明細書では使用されており、検出可能な標識で標識され、またはアッセイで
の使用中に検出可能な標識で標識されるようになる。
【００３４】
　「検出可能な標識」は、検出可能である部分または検出可能にされ得る部分を含む。
【００３５】
　標識された検出剤に関して用いられる「直接標識」は、任意の手段により検出剤に付着
された検出可能な標識である。
【００３６】
　標識された検出剤に関して用いられる「間接標識」は、検出剤に特異的に結合する検出
可能な標識である。故に、間接標識は、検出剤の部分に対する特異的結合パートナーであ
る部分を含む。ビオチンおよびアビジンは、例えば、標識されたアビジンとビオチン化抗
体を接触させて間接的に標識抗体を生成することにより用いられるような部分の例である
。
【００３７】
　本明細書では、用語「指示試薬」とは、標識と接触されて検出可能なシグナルを生成す
る任意の薬剤を指す。故に、例えば、従来の酵素標識では、酵素で標識された抗体は、着
色された反応生成物など検出可能なシグナルを生成するのに基質（指示試薬）と接触され
得る。
【００３８】
　用語「検査試料」とは、免疫抑制剤薬剤分析物の源である、動物の生体の構成要素、組
織または液体を指す。これらの構成要素、組織および液体には、ヒトおよび動物の体液（
全血、血清、血漿、滑液、脳脊髄液、尿、リンパ液、ならびに気道、腸管および尿生殖路
のさまざまな外分泌物、涙、唾液、乳汁、白血球、骨髄腫等など）、生物学的液体（細胞
培養上清など）、固定された組織検体および固定された細胞検体が含まれる。好ましくは
、検査試料はヒト末梢血試料である。
【００３９】
　ＩＩ．抽出試薬組成物
　本発明の改善された抽出試薬組成物は、ジメチルスルホキシド（ＤＭＳＯ）、少なくと
も１つの二価金属塩および水を含む。本発明の好ましい試薬組成物は、ＤＭＳＯならびに
硫酸亜鉛、酢酸亜鉛、硝酸亜鉛、塩化亜鉛、硫酸カドミウムおよび硫酸銅のうちの少なく
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とも１つを含む。より好ましい試薬組成物は、ＤＭＳＯ、エチレングリコールおよびプロ
ピレングリコール、または任意の適切なグリコール類似体および少なくとも１つの金属塩
を含む。本発明の好ましい組成物は、摂氏２０度および１気圧で測定された場合、水蒸気
圧より低い蒸気圧を有し、水に混和できる。
【００４０】
　本発明の試薬組成物から沈殿しない任意の適切な二価金属塩が使用され得、亜鉛の塩が
好ましい。例示的な適切な二価金属には亜鉛、銅およびカドミウムが含まれる。出願人ら
は、可能性のある二価金属カチオン全てを徹底的に検査してはいないが、硫酸スズおよび
硫酸マンガンは、検査濃度では適切でないことを突き止めた。金属塩のアニオンは、ハロ
ゲン化物、硝酸塩、硫酸塩、硫化物、リン酸塩および酢酸塩を含む、任意の適切なアニオ
ンであってよい。好ましい金属塩は硫酸亜鉛である。
【００４１】
　抽出試薬組成物におけるＤＭＳＯ濃度は、ＥＧまたはＰＧなしで使用された場合、抽出
試薬組成物の少なくとも約５０容量％、好ましくは少なくとも約８０容量％、最大約９５
容量％である。金属塩の濃度は少なくとも約５ｍＭであり、最大約４００ｍＭの濃度が使
用されてよい。亜鉛塩に対する好ましい濃度範囲は、約３０ｍＭから約７５ｍＭである。
高い塩濃度（例えば約７５ｍＭを上回る）の使用は、過剰な金属を除去するのに、この後
のアッセイステップにおいてエチレンジアミン４酢酸などのキレート化合物の使用を必要
とする場合がある。抽出試薬組成物は、ＤＭＳＯを水と十分に混合するおよび金属塩を溶
解するための任意の適切な混合方法により作製される。
【００４２】
　出願人らは、ＥＧまたはＰＧが抽出試薬組成物に含まれるとき、より低濃度のＤＭＳＯ
がより効果的であることを見出した。これらの好ましい組成物では、ＥＧ、ＰＧまたはこ
れらの混合物は、抽出試薬組成物の少なくとも約１８容量％、および好ましくは約２５容
量％から約３３容量％の濃度で存在し、ＤＭＳＯは、抽出試薬組成物の少なくとも約５０
容量％の濃度で存在する。
【００４３】
　ＩＩ．検査試料抽出物の形成
　本発明の方法は、一般に、動物、好ましくは哺乳類、およびより好ましくはヒト由来の
検査試料に関して行われる。
【００４４】
　本発明の方法は、血液試料など、目的とする分析物（例えば、免疫抑制剤薬剤）を含有
し得る任意の試料を用いて行うことができる。
【００４５】
　検査試料抽出物は、任意の選択された量の血液試料を抽出試薬組成物と接触させるのに
任意の望ましい温度で、任意の混合法により形成される。一般的には、約１００μＬから
約６００μＬの血液試料が、約２００μＬから約１２００μＬの抽出試薬組成物と最大約
５分間混合される。好ましくは、免疫抑制剤の抽出は、血液試料１５０μＬを組成物３０
０μＬと混合し、５－１０秒間激しくボルテックスして達成される。出願人らは、約５分
間から約６０分間、摂氏約３０度から約５０度の範囲で室温を上回る温度まで抽出混合物
を加熱して抽出を行うことを好む。混合後、得られた懸濁液は、上清相および沈殿剤相（
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｎｔ　ｐｈａｓｅ）を生成するのに適切な回転速度で適切な時間、遠
心分離される。好ましくは、混合物は、沈殿剤（ｐｒｅｃｉｐｉｔａｎｔ）をペレット化
するため５分間、１３，０００ｒｐｍで遠心分離される。遠心分離後、上清は任意の適切
な方法を用いて分離される。上清は、次いで、クロマトグラフィーおよび免疫アッセイを
含む任意の適切な技法を用いて免疫抑制剤に関してアッセイされる。
【００４６】
　ＩＩＩ．免疫アッセイ
　別の態様では、本発明は、検査試料における免疫抑制剤薬剤の定性的同定および／また
は定量化に使用され得る免疫アッセイに関する。本発明は故に、（ａ）ＤＭＳＯ、少なく
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とも１つの二価金属塩を含む抽出試薬組成物を検査試料および水と結合させて検査試料抽
出物を形成するステップ、（ｂ）免疫抑制剤薬剤に結合することができる少なくとも１つ
の抗体またはタンパク質を、検査試料抽出物と結合させて検査混合物を形成するステップ
、（ｃ）抗体と免疫抑制剤薬剤（もしあるとすれば、試料中に存在し抗体と免疫学的に反
応する。）の間の複合体の形成に適した条件下で検査混合物をインキュベートするステッ
プ、および（ｄ）形成されたいずれかの複合体の存在を検出するステップを含む、検査試
料における免疫抑制剤薬剤の濃度レベルを検出する方法を含む。本発明の免疫アッセイは
、サンドイッチフォーマット、競合的阻害フォーマット（フォワードまたはリバース両方
の競合的阻害アッセイを含む。）または蛍光偏光フォーマットなど（ただし、これらに限
定されない。）、当技術分野で既知の任意のフォーマットを用いて行うことができる。本
発明者らは、優れた競合的阻害免疫アッセイは、本発明の抽出試薬組成物の使用後に行う
ことができることを発見した。
【００４７】
　検査試料における免疫抑制剤薬剤の定性的検出または定量的検出のための免疫アッセイ
では、免疫抑制剤薬剤に結合する少なくとも１つの抗体またはタンパク質は、免疫抑制剤
薬剤を含有することが疑われる、または免疫抑制剤薬剤を含有することが知られている少
なくとも１つの検査試料もしくは検査試料抽出物と接触されて、抗体－薬剤またはタンパ
ク質－薬剤の免疫複合体を形成する。特定の免疫抑制剤に結合する任意の適切な抗体また
は結合タンパク質（例えば、ＦＫＢＰ）が、本発明の免疫アッセイで使用され得る。シロ
リムス、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各々に対す
る抗体は、当技術分野で知られており、および／または市販されており、これらのいずれ
も使用することができる。シロリムスを測定するためのＡｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏ
ｒｉｅｓから市販されているＩＭｘ（登録商標）Ｓｉｒｏｌｉｍｕｓアッセイ（Ａｂｂｏ
ｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）またはＡｂｂｏｔｔ
　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓにより販売されている任意の他のＳｉｒｏｌｉｍｕｓアッセ
イキット（例えば、さまざまな商業用自動化プラットホームで使用するための）の構成要
素であるモノクローナル抗体を使用することが好ましい。
【００４８】
　シロリムスなどの免疫抑制剤薬剤に特異的な抗体を生成するための例示的なプロトコル
は、以下のように生成され得る。メスのＲＢｆ／Ｄｎｊマウスに、シロリムス－２７－Ｃ
ＭＯ－破傷風トキソイド免疫原の追加免疫を１カ月に３回投与し、この後４カ月目にシロ
リムス－４２－ＨＳ－破傷風トキソイド製剤で免疫化する。７カ月後、脾臓内の融合前追
加免疫を、融合３日前にシロリムス－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免疫原を用いて動
物に投与する。次いで、脾臓Ｂ細胞を単離し、ＳＰ２／０骨髄腫との標準ポリエチレング
リコール（ＰＥＧ）融合に使用する。１０－１４日後、コンフルエントな培養物を、マイ
クロタイターＥＩＡにおいて抗シロリムス活性についてスクリーニングし、次いで陽性培
養物を限界希釈クローニング法を用いてクローニングする。得られたクローンを単離し、
ＩＭＤＭ　ｗ／ＦＢＳ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）
組織培養培地でスケールアップし、分泌された抗体はＰｒｏｔｅｉｎ　Ａを用いてアフィ
ニティー精製する。上記の好ましいシロリムス抗体は、シロリムス、エベロリムスおよび
ゾタロリムスに対する免疫アッセイでの使用にも有効である。
【００４９】
　タクロリムスに対する免疫アッセイでの使用に例示的な好ましい抗体は、Ｇｒｕｎｅ＆
Ｓｔｒａｔｔｏｎ，Ｉｎｃ．、Ｐｈｉｌａｄｅｌｐｈｉａ、ＰＡにより出版された、Ａ　
Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ　Ｒｅｐｒｉｎｔ（補遺６、
第ＸＩＸ巻、１９８７年１０月、Ｔ．Ｓｔａｒｚｌ、Ｌ．ＭａｋｏｗｋａおよびＳ．Ｔｏ
ｄｏ編）、「ＦＫ－５０６　Ａ　Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　Ｂｒｅａｋｔｈｒｏｕｇｈ　ｉｎ
　Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎ」２３－２９頁の、Ｍ．Ｋｏｂａｙａｓｈｉら、
「Ａ　Ｈｉｇｈｌｙ　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　Ｍｅｔｈｏｄ　ｔｏ　Ａｓｓａｙ　ＦＫ－５
０６　Ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　Ｐｌａｓｍａ」に記載されている。
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【００５０】
　シクロスポリンに対する免疫アッセイでの使用に例示的な好ましい抗体は、シクロスポ
リン測定用の、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓから市販されているＡｘＳＹＭ
（登録商標）シクロスポリンアッセイの構成要素であるモノクローナル抗体である。
【００５１】
　抗体－薬剤免疫複合体は、次いで、任意の適切な技法を用いて検出することができる。
例えば、抗体は、抗体－薬物複合体の存在を検出するため検出可能な標識で標識すること
ができる。任意の適切な標識が使用されてよい。特定の標識を選択することに重要な意味
はないが、選択された標識は、単独でまたは１つもしくは複数の追加の物質との併用によ
り、検出可能なシグナルを生成することができなければならない。
【００５２】
　したがって、有用な検出可能な標識、これらの抗体または他の結合タンパク質への付着
および検出技法は、当技術分野で知られている。当技術分野で既知の任意の検出可能な標
識が使用されてよい。例えば、検出可能な標識は、３Ｈ、１２５Ｉ、３５Ｓ、１４Ｃ、３

２Ｐ、３３Ｐなどの放射性標識；西洋ワサビペルオキシダーゼ、アルカリ性ペルオキシダ
ーゼ、グルコース６－リン酸脱水素酵素等などの酵素標識；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
ル等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等）、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（硫化亜鉛キャップ化されたセレン化カドミウム）などの蛍光標識；温度測定
標識（ｔｈｅｒｍｏｍｅｔｒｉｃ　ｌａｂｅｌ）；または免疫－ポリメラーゼ連鎖反応標
識であってよい。標識、標識手順および標識の検出に対する入門書は、Ｐｏｌａｋおよび
Ｖａｎ　Ｎｏｏｒｄｅｎ、Ｉｎｔｒｏｄｕｃｔｉｏｎ　ｔｏ　Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ、第２版、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ　Ｖｅｒｌａｇ、Ｎ．Ｙ．（１９９７年）、
ならびにＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ，Ｉｎｃ．、Ｅｕｇｅｎｅ、Ｏｒｅｇｏｎに
より発行されたハンドブックおよびカタログの合冊である、Ｈａｕｇｌａｎｄ、Ｈａｎｄ
ｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　
Ｃｈｅｍｉ（１９９６年）に見出され、各々が参照により本明細書に組み込まれる。本発
明による使用に好ましい標識は、アクリジニウム－９－カルボキサミドなどの化学発光標
識である。さらなる詳細は、Ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ（Ｄｙｋｅ，Ｋ．Ｖ．編集
）７７－１０５頁、ＣＲＣ　Ｐｒｅｓｓ、Ｂｏｃａ　Ｒａｔｏｎの、Ｍａｔｔｉｎｇｌｙ
，Ｐ．Ｇ．およびＡｄａｍｃｚｙｋ，Ｍ．（２００２年）、Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃ
ｅｎｔ　Ｎ－ｓｕｌｆｏｎｙｌ　ａｃｒｉｄｉｎｉｕｍ－９－ｃａｒｂｏｘａｍｉｄｅｓ
　ａｎｄ　ｔｈｅｉｒ　ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ　ｉｎ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ａｓｓａｙ
ｓに見出すことができる。
【００５３】
　検出可能な標識は、直接またはカップリング剤を介して分析物、分析物類似体または抗
体に結合され得る。使用され得るカップリング剤の例は、Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ社
（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ、ＭＯ）から市販されている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）である。使用され得る他のカップリング
剤は、当技術分野で知られている。検出可能な標識を抗体に結合させるための方法は、当
技術分野で知られている。さらに、検出可能な標識の抗体へのカップリングを促進する末
端基を既に含有している多くの検出可能な標識（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－カルボキサミド（さもなければＣＰ
ＳＰ－アクリジニウムエステルとして知られている。）または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－カルボキサミド（さもなけ
ればＳＰＳＰ－アクリジニウムエステルとして知られている。）など）が、購入または合
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成され得る。
【００５４】
　或いは、免疫抑制剤に結合し、検出可能な標識を含有する第２抗体が検査試料または検
査試料抽出物に添加されてよく、抗体－薬剤複合体の存在を検出するのに使用されてよい
。任意の適切な検出可能な標識がこの実施形態で使用され得る。
【００５５】
　本発明の免疫アッセイは、サンドイッチフォーマット、競合的阻害フォーマット（フォ
ワードまたはリバース両方の競合的阻害アッセイを含む。）または蛍光偏光フォーマット
など（ただし、これらに限定されない。）、当技術分野で既知の任意のフォーマットを用
いて行うことができる。下記の例示的なフォーマットは、免疫抑制剤薬剤をアッセイする
観点から記載されている。しかし、当業者であれば理解するように、記載されたフォーマ
ットはいずれの分析物にも適用可能である。
【００５６】
　好ましいサンドイッチ型のフォーマットなど、免疫抑制剤の定量的検出のための免疫ア
ッセイでは、検査試料または検査試料抽出物における薬剤を分離および定量するのに少な
くとも２つの抗体が使用される。より具体的には、少なくとも２つの抗体が薬剤の異なる
部分に結合し、「サンドイッチ」と呼ばれる免疫複合体を形成する。一般的には、検査試
料における免疫抑制剤を捕捉するのに１つまたは複数の抗体が使用されてよく（これらの
抗体は、「捕捉」抗体（複数可）と呼ばれることが多い。）、検出可能な（すなわち、定
量化可能な）標識をサンドイッチに結合するのに１つまたは複数の抗体が使用される（こ
れらの抗体は、「検出」抗体（複数可）と呼ばれることが多い。）。サンドイッチアッセ
イでは、アッセイにおける任意の他の抗体がそれぞれの結合部位に結合することで、薬剤
に結合している両抗体が減少されないことが好ましい。換言すれば、抗体は、免疫抑制剤
を含有していると疑われる検査試料抽出物と接触させられた１つまたは複数の第１抗体が
、第２抗体またはこれに続く抗体により認識される結合部位の全てまたは部分に結合せず
、これにより１つまたは複数の第２検出抗体が薬剤に結合する能力を妨害するように選択
されるべきである。サンドイッチアッセイでは、抗体、好ましくは、少なくとも１つの捕
捉抗体が、検査試料または検査試料抽出物において期待される薬剤最大量のモル過剰量に
おいて使用される。例えば、固相含有溶液１ｍＬあたり約５μｇ／ｍＬから約１ｍｇ／ｍ
Ｌの抗体が使用され得る。
【００５７】
　１つの実施形態では、少なくとも１つの第１捕捉抗体が、検査試料からの第１抗体－薬
剤複合体の分離を促進する固体担体に結合されてよい。本発明の免疫アッセイで使用され
る固体担体または「固相」に重要な意味はなく、当業者により選択されてよい。固相また
は固体担体とは、本明細書では、不溶性であるまたは後の反応により不溶性にされ得る任
意の材料を指す。有用な固相または固体担体は、当業者に知られており、反応トレイのウ
ェルの壁、試験管、ポリスチレンビーズ、磁性ビーズ、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、ならびにピルビン
酸アルデヒドおよびホルムアルデヒドにより「固定された」赤血球であるＤｕｒａｃｙｔ
ｅｓ（登録商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ
、Ｉｌｌ．の登録商標）等を含む。ペプチドを固相に固定化するのに適した方法には、イ
オン相互作用、疎水性相互作用、共有結合性相互作用等が含まれる。固相は、捕捉剤を引
きつけ固定化する固有の能力に対して選択され得る。或いは、固相は、捕捉剤を引きつけ
固定化する能力を有するさらなる受容体を含むことができる。さらなる受容体は、捕捉剤
自体に関してまたは捕捉剤に結合された帯電物質に関して逆帯電された帯電物質を含むこ
とができる。さらなる別の代替として、受容体分子は、固相上に固定化され（付着され）
、特異的結合反応により捕捉剤を固定化する能力を有する任意の特異的結合メンバーパー
トナーであってよい。受容体分子は、アッセイの実施前またはアッセイの実施中に、捕捉
剤の固相材料への間接結合を可能にする。
【００５８】
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　当技術分野で既知の任意の固体担体（ウェル、管またはビーズ形態の、ポリマー材料で
できた固体担体を含むが、これらに限定されない。）が使用されてよい。抗体（複数可）
は、吸着により、化学カップリング剤を用いた共有結合によりまたは当技術分野で既知の
他の手段により固体担体に結合されてよい（ただし、このような結合が、薬剤に結合する
抗体の能力を妨害しないという条件で）。さらに、必要であれば、固体担体は、抗体上の
さまざまな官能基との反応性を可能にするように誘導体化されてよい。このような誘導体
化は、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の（ただし、これらに限定されない。）特定
のカップリング剤の使用を必要とする。
【００５９】
　固相が、検出抗体による接近を可能にする十分な多孔性、および抗原に結合するのに適
した表面親和性を有する任意の適切な多孔質材料を含むこともできることは、本発明の範
囲内である。微孔構造が一般的に好ましいが、水和状態でのゲル構造を有する材料も同様
に用いられ得る。このような有用な固体担体には、ニトロセルロースおよびナイロンが含
まれるが、これらに限定されない。好ましくは本明細書に記載されたこのような多孔性固
体担体は、厚さ約０．０１から０．５ｍｍ、好ましくは約０．１ｍｍのシート形態である
ことが企図される。孔のサイズは、広い限界内で変わってよく、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。このような担体の表面は、
抗原または抗体の担体への共有結合をもたらす化学プロセスにより活性化され得る。しか
し、一般には、抗原または抗体の不可逆的結合は、疎水力による多孔質材料への吸着によ
り得られる。
【００６０】
　免疫抑制剤を含有していると疑われるまたは含有している検査試料抽出物が、少なくと
も１つの第１の捕捉抗体と接触させられた後、得られた混合物は、第１の捕捉抗体（複数
可）－薬剤複合体の形成を可能にするためインキュベートされる。インキュベートは、約
４．５から約１０．０のｐＨを含む任意の適切なｐＨで、約２℃から約４５℃を含む任意
の適切な温度で、および少なくとも約１分から約１８時間、好ましくは約４－２０分、最
も好ましくは約１７－１９分の適切な時間行われてよい。
【００６１】
　検出剤の添加および標識複合体の形成後、複合体における標識の量は、当技術分野で既
知の技法を用いて定量化される。例えば、酵素標識が使用される場合、標識複合体は、色
の発色など定量化可能な反応を提供する標識の基質と反応する。標識が放射性標識である
場合、標識はシンチレーションカウンターを用いて定量化される。標識が蛍光標識である
場合、標識は、１色の光（「励起波長」として知られている。）で標識を刺激すること、
および刺激に反応して標識により発光される別の色（「発光波長」として知られている。
）を検出することにより定量化される。標識が化学発光標識である場合、標識は、目視に
より、またはルミノメーター、Ｘ線フィルム、高速写真フィルム、ＣＣＤカメラ等を用い
ることにより、発光を検出して定量化される。複合体における標識の量が定量化されたら
、検査試料における薬剤濃度は、例えば、既知濃度の免疫抑制剤薬剤の連続希釈を用いて
生成された標準曲線を用いて判定することができる。薬剤の連続希釈を用いる以外に、標
準曲線は、重量測定により、質量分析によりおよび当技術分野で既知の他の技法により生
成することができる。
【００６２】
　好ましいフォワード競合フォーマットでは、抗体への結合をめぐって検査試料中に存在
する薬剤と競合するのに、既知濃度の標識された薬剤またはこの類似体のアリコートが用
いられる。フォワード競合アッセイでは、固定化された抗体が、検査試料および標識され
た薬剤またはこの薬剤類似体と、連続してまたは同時に接触されてよい。薬剤または薬剤
類似体は、上記に論じられた検出可能な標識を含む任意の適切な検出可能な標識で標識さ
れてよい。このアッセイでは、本発明の捕捉抗体は、本明細書で先に論じられた技法を用
いて固体担体に固定化されてよい。或いは、捕捉抗体は、微粒子などの固体担体に固定化
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された抗体（抗種抗体など）にカップリングされてよい。
【００６３】
　標識された薬剤または薬剤類似体、検査試料抽出物および抗体は、サンドイッチアッセ
イフォーマットに関連して、上記のものと類似した条件下でインキュベートされる。次い
で、２つの異なるタイプの抗体－薬剤複合体が生成される。具体的には、生成された抗体
－薬剤複合体の一方が検出可能な標識を含有するのに対し、他方の抗体－薬剤複合体は検
出可能な標識を含有しない。抗体－薬剤複合体は、検出可能な標識の定量化の前に試験試
料抽出物の残りから分離されてよいが、必ずしも分離される必要はない。抗体－薬剤複合
体が試験試料の残りから分離されたか否かにかかわらず、抗体－薬剤複合体における検出
可能な標識の量が次いで定量化される。次いで、検査試料における薬剤濃度が、抗体－薬
剤複合体における検出可能な標識の量を標準曲線と比較して判定され得る。標準曲線は、
質量分析により、重量測定により、および当技術分野で既知の他の技法により、既知濃度
の薬剤の連続希釈を用いて生成することができる。
【００６４】
　抗体－薬剤複合体は、サンドイッチアッセイフォーマットに関連して、抗体を上記に論
じられた固体担体などの固体担体に結合させ、次いで試験試料の残りを固体担体との接触
から除去して、試験試料から分離され得る。
【００６５】
　リバース競合アッセイでは、固定化された免疫抑制剤薬剤またはこの類似体が、検査試
料または検査試料抽出物および少なくとも１つの標識抗体または標識タンパク質と、連続
してまたは同時に接触されてよい。抗体またはタンパク質は、上記に論じられた検出可能
な標識を含む、任意の適切な検出可能な標識で標識されてよい。薬剤または薬剤類似体は
、サンドイッチアッセイフォーマットに関連して、先に論じられた固体担体などの固体担
体に結合されてよい。
【００６６】
　固定化された薬剤または薬剤類似体、試験試料または検査試料抽出物、および少なくと
も１つの標識抗体または標識タンパク質は、サンドイッチアッセイフォーマットに関連し
て、上記のものと類似した条件下でインキュベートされる。次いで、２つの異なるタイプ
の抗体－薬剤複合体またはタンパク質－薬剤複合体が生成される。具体的には、生成され
た抗体－薬剤（またはタンパク質－薬剤）複合体の一方が固定化され、検出可能な標識を
含有するのに対し、他方の抗体－薬剤（またはタンパク質－薬剤）複合体は固定化されず
、検出可能な標識を含有する。固定化されていない抗体－薬剤複合体、および検査試料ま
たは検査試料抽出物の残りは、洗浄などの当技術分野で既知の技法により、固定化された
抗体－薬剤複合体の存在から除去される。固定化されていない抗体－薬剤複合体が除去さ
れたら、固定化された抗体－薬剤複合体における検出可能な標識の量が次いで定量化され
る。次いで、検査試料における薬剤濃度が、抗体－薬剤複合体における検出可能な標識の
量を標準曲線と比較して判定され得る。標準曲線は、質量分析により、重量測定により、
および当技術分野で既知の他の技法により、既知濃度の薬剤の連続希釈を用いて生成する
ことができる。
【００６７】
　蛍光偏光アッセイにおいて、１つの実施形態では、抗体または機能的に活性なこのフラ
グメントが、免疫抑制剤薬剤を含有する非標識検査試料と最初に接触されて、非標識の抗
体－薬剤複合体を形成する。非標識の抗体－薬剤複合体は、次いで蛍光標識された薬剤ま
たはこの類似体と接触される。標識された薬剤または薬剤類似体は、抗体または機能的に
活性なこのフラグメントへの結合をめぐって、試験試料における任意の非標識薬剤と競合
する。形成された標識された抗体－薬剤複合体の量が判定され、標準曲線を用いて検査試
料における薬剤量が判定される。
【００６８】
　本発明のさらなる態様では、（ａ）ＤＭＳＯ、少なくとも１つの二価金属塩および水を
含む抽出試薬組成物を検査試料と結合させて検査試料抽出物を形成するステップ、（ｂ）
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免疫抑制剤薬剤に結合することができる少なくとも１つの抗体またはタンパク質を、検査
試料抽出物と結合させて混合物を形成するステップ、（ｃ）抗体と免疫抑制剤薬剤（もし
あるとすれば、試料中に存在し抗体と免疫学的に反応する。）の間の複合体の形成に適し
た条件下で混合物をインキュベートするステップ、および（ｄ）形成されたいずれかの抗
体－免疫抑制剤薬剤複合体の存在を検出するステップを含む、検査試料における免疫抑制
剤薬剤の濃度レベルを検出する方法が公開される。
【００６９】
　ＩＶ．他の免疫抑制剤アッセイ
　免疫抑制剤濃度の任意の他の代替測定法も、本発明の抽出試薬組成物とともに使用され
てよい。例えば、薬剤含量は、Ｎ．Ｂｒｏｗｎら、「Ｌｏｗ　Ｈｅｍａｔｏｃｒｉｔ　ａ
ｎｄ　Ｓｅｒｕｍ　Ａｌｂｕｍｉｎ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　Ｕｎｄｅｒｌｉｅ
　ｔｈｅ　Ｏｖｅｒｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ　Ｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｓ　ｂｙ　Ｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅ　Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａ
ｓｓａｙ　ｖｅｒｓｕｓ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ－Ｔａｎｄｅｍ
　Ｍａｓｓ　Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ」、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ．２
００５年；５１：５８６－５９２頁に記載されている迅速液体クロマトグラフィー－タン
デム質量分析法などの質量分析ベースの方法により判定することができる。
【００７０】
　Ｖ．計測手段
　任意の適切な計測手段または自動化が、血液試料との抽出試薬組成物の接触を実施する
うえで、および薬剤濃度レベルのアッセイを実施するうえで使用され得る。サンドイッチ
ハイブリダイゼーションおよび競合免疫アッセイの化学発光検出を用いる、ＡＲＣＨＩＴ
ＥＣＴ（登録商標）（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒ
ｋ、Ｉｌｌ．の登録商標）システムなどの自動化様式でアッセイを行うことが好ましい。
アッセイはまた、ラボオンチップ装置およびシステムなどの小型フォーマットで行うこと
もできる。
【００７１】
　ＶＩ．免疫アッセイキット
　別の態様では、本発明は、好ましくはシロリムス、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類似体から成る群から選択される、シロリムス
またはシクロスポリンのいずれかと同一のまたは類似した化学構造の免疫抑制剤薬剤を検
出するための免疫アッセイキットを含み、キットは、本発明の抽出試薬組成物を含む。こ
れらのキットは、サンドイッチ免疫アッセイを行うのに有用な抗体捕捉剤または抗体指示
試薬を含むこともできる。好ましい本発明のキットは、シロリムス、タクロリムス、エベ
ロリムス、ゾタロリムスおよびシクロスポリンから成る群から選択される少なくとも１つ
の免疫抑制剤薬剤に特異的に結合することができる少なくとも１つの抗体またはタンパク
質；抽出試薬組成物の５０容量％のＤＭＳＯ、抽出試薬組成物の３０容量％－３３容量％
のＥＧ、ＰＧまたはこれらの混合物、水および少なくとも５ｍＭの濃度で硫酸亜鉛を含む
抽出試薬組成物；およびシロリムス、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類似体から成る群から選択される少なくとも１つ免疫抑制剤薬
剤を含む対照組成物を、それぞれ含有する容器を含む。
【００７２】
　特定の免疫抑制剤薬剤アッセイに対する任意の適切な対照組成物は、本発明のキットに
含まれ得る。対照組成物は、一般的に、アッセイされるべき実際の免疫抑制剤を任意の望
ましい添加剤とともに含む。例えば、タクロリムスの対照組成物は、米国特許第５，３３
８，６８４号明細書、Ｇｒｅｎｉｅｒらに記載されている対照組成物であってよい。
【００７３】
　本発明によるキットは、固相、および固相に付着された捕捉剤またはアッセイ中に固相
に付着されるようになる捕捉剤を含むことができる。例示的な実施形態では、固相は、１
つまたは複数の微粒子または電極を含む。このようなキットがサンドイッチ免疫アッセイ
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の実施に使用される場合、キットはさらに標識された検出剤を含むことができる。特定の
実施形態では、検査キットは、アクリジニウム－９－カルボキサミドなど、少なくとも１
つの直接標識を含む。本発明による検査キットは、少なくとも１つの間接標識も含むこと
ができる。使用される標識が、検出可能なシグナルを生成するための指示試薬を一般的に
必要とする場合、検査キットは、好ましくは１つまたは複数の適切な指示試薬を含む。
【００７４】
　本発明によるキットは、好ましくは本発明の１つまたは複数の免疫アッセイを行うため
の指示書を含む。本発明のキットに含まれている指示書は、包装材料に貼付されてよくま
たは添付文書として含まれてよい。指示書は典型的には書面による資料または印刷物であ
るが、指示書はそのようなものに限定されない。このような指示書を保管することができ
、エンドユーザーにこれらを伝達することができる任意の媒体が、本発明により企図され
る。このような媒体には、電子記憶媒体（例えば、磁気ディスク、磁気テープ、磁気カー
トリッジ、磁気チップ）、光学媒体（例えば、ＣＤ　ＲＯＭ）等が含まれるが、これらに
限定されない。本明細書では、用語「指示書」は、指示書を提供するインターネットサイ
トのアドレスを含むことができる。
【００７５】
　当然ながら、例えば、米国特許第５，０８９，４２４号明細書および第５，００６，３
０９号明細書に記載されているように、ならびに例えば、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓの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　ＩＩプラットホ
ーム、および他のプラットホームを含むがこれらに限定されない、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂ
ｏｒａｔｏｒｉｅｓ（Ａｂｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、ＩＬ）により市販されているもののよう
に、本明細書における任意の例示的フォーマット、および本発明による任意のアッセイま
たはキットは、自動化システムおよび半自動化システム（微粒子を含む固相が存在するも
のを含む。）での使用に適応または最適化され得ることは言うまでもない。
【００７６】
　さらに、本発明のアッセイおよびキットは、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ
のＰｏｉｎｔ　ｏｆ　Ｃａｒｅ（ｉ－ＳＴＡＴ（登録商標））電気化学免疫アッセイシス
テムを含む、ポイントオブケアアッセイシステム（ｐｏｉｎｔ　ｏｆ　ｃａｒｅ　ａｓｓ
ａｙ　ｓｙｓｔｅｍ）に対し、場合によって適応または最適化され得る。免疫センサー、
ならびにこの製造方法、および使い捨て検査装置における操作方法は、例えば、米国特許
第５，０６３，０８１号明細書、ならびに公開された米国特許出願第２００３０１７０８
８１号、第２００４００１８５７７号、第２００５００５４０７８号および第２００６０
１６０１６４号（これらに関する教示に対し、参照により本明細書に組み込まれる。）に
記載されている。
【００７７】
　（実施例）
　以下の例は、請求された本発明を説明するのに提供されるものであり、限定するために
提供されるものではない。
【実施例１】
【００７８】
　本例は、血液試料中の結合タンパク質からシロリムスを抽出するための硫酸亜鉛と併用
したＤＭＳＯの使用を説明する。抽出されたシロリムスは、免疫アッセイにより測定され
る。
【００７９】
　抽出試薬組成物を、ＤＭＳＯ　８６％、水１４％および硫酸亜鉛４０ｍＭの最終濃度で
調製した。血中シロリムス試料の抽出は、血液試料１００μＬを試薬組成物２００μＬと
混合し、５－１０秒間激しくボルテックスして達成した。得られた懸濁液は、沈殿剤をペ
レット化するため５分間、１３，０００ｒｐｍで遠心分離し、上清抽出物を以下のように
シロリムスに関してアッセイした。アッセイは、自動化ＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）
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ｉ２０００（登録商標）アナライザー（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ａｂ
ｂｏｔｔ　Ｐａｒｋ、Ｉｌｌｉｎｏｉｓ）において実施した。
【００８０】
１．試料抽出物１０－４０μＬを、ヤギ抗マウス抗体（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ、Ｓ
ｔ．Ｌｏｕｉｓ、Ｍｉｓｓｏｕｒｉ）およびマウス抗シロリムス抗体（以下に記載されて
いるように調製）でコートした微粒子５０μＬと混合。
２．反応混合物を約１８分間、３３－３８℃でインキュベート。試料中のシロリムスが微
粒子上の抗シロリムス抗体に結合する。
３．アクリジニウム－シロリムス結合体２０μＬを反応混合物に添加。
４．反応混合物を約４分間、３３－３８℃でインキュベート。アクリジニウム－シロリム
ス結合体が空いている抗シロリムス結合部位に結合する。
５．微粒子をリン酸緩衝液で洗浄。
６．捕捉されたアクリジニウム－シロリムス標識を発光させるためプレトリガー（酸性溶
液）およびトリガー（塩基性溶液）を添加。発光は機器により測定される。
【００８１】
　シロリムス結合抗体は以下のように生成した。メスのＲＢｆ／Ｄｎｊマウスに、シロリ
ムス－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免疫原の追加免疫を１カ月に３回投与し、この後
４カ月目にシロリムス－４２－ＨＳ－破傷風トキソイド製剤で免疫化した。７カ月後、脾
臓内の融合前追加免疫を、融合３日前にシロリムス－２７－ＣＭＯ－破傷風トキソイド免
疫原を用いて動物に投与した。脾臓Ｂ細胞を単離し、ＳＰ２／０骨髄腫との標準ＰＥＧ融
合に使用した。１０－１４日後、コンフルエントな培養物を、マイクロタイターＥＩＡに
おいて抗シロリムス活性についてスクリーニングし、陽性培養物を限界希釈クローニング
法を用いてクローニングした。単離したクローンを、ＩＭＤＭ　ｗ／ＦＢＳ（Ｉｎｖｉｔ
ｒｏｇｅｎ　Ｃｏｒｐ．、Ｃａｒｌｓｂａｄ、ＣＡ）組織培養培地でスケールアップし、
分泌された抗体はＰｒｏｔｅｉｎ　Ａを用いてアフィニティー精製した。
【００８２】
　反応曲線データは表１および図１に示されており、シロリムスがＤＭＳＯ／硫酸亜鉛組
成物により結合タンパク質から遊離されたことを示している。
【００８３】
【表１】

【００８４】
　表１のシグナル測定はＲＬＵ（相対発光量）で示されている。ＲＬＵは、ＡＲＣＨＩＴ
ＥＣＴ（登録商標）システムで利用されている測定の光学単位の呼称である。ＡＲＣＨＩ
ＴＣＴ光学システムは、基本的に、化学発光反応による発光について光子計数を行う光電
子倍増管（ＰＭＴ）である。化学発光反応により生成された光の量は、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するため、化学発光反応が起こる時点で反応
混合物中に残っているアクリジニウムの量に同じく比例する患者試料分析物の定量を可能
にする。
【００８５】
　用語、相対発光量は、特定量のアクリジニウムとの光子計数の関係に由来する。各光学
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光が放出され、光子が３秒間にわたって測定される。ＰＭＴは、計数された光子をデジタ
ルシグナルに変換し、デジタルシグナルは次いで処理のために回路基板に送られる。光学
回路基板は、ＰＭＴからのデジタルシグナルを計数された光子に比例するアナログシグナ
ルに変換し、アナログシグナルは同じく、存在するアクリジニウムの量に比例する。この
アナログシグナルが、次いで、さらに処理されてＲＬＵ値を生成する。この関係は、光学
モジュールを較正するための基準をもたらすために確立されており、さまざまなアクリジ
ニウム基準がこれらに割り当てられたＲＬＵ値を有する。したがって、ＲＬＵ単位自体は
任意であるが、ＲＬＵ単位は特定量のアクリジニウムに比例（すなわち、相対）する。
【実施例２】
【００８６】
　本例は、組成物中のさまざまな亜鉛濃度の有用性を説明する。
【００８７】
　組成物は、ＤＭＳＯ　９０％および水１０％において硫酸亜鉛のさまざまな最終濃度（
０、１０、２０、４０および８０ｍＭ）で調製した。血中シロリムス試料の抽出は、血液
試料４００μＬを組成物８００μＬと混合し、５－１０秒間激しくボルテックスして達成
した。得られた懸濁液は、沈殿剤をペレット化するため５分間、１３，０００ｒｐｍで遠
心分離し、上清をシロリムスに関してアッセイした。シロリムスアッセイは実施例１のよ
うに実施した。検査データは表２および図２に示されており、結合タンパク質からのシロ
リムスの遊離が、亜鉛塩の添加により改善されたことを示している。出願人らは、塩化亜
鉛、硝酸亜鉛および酢酸亜鉛も検査し、これらが有効であることを突き止めた。
【００８８】
【表２】

【実施例３】
【００８９】
　本例は、組成物中のさまざまな二価カチオンの有用性を説明する。
【００９０】
　抽出組成物は、以下の表に示されているように（残りの値は水であった。）、金属塩（
硫酸亜鉛、硫酸カドミウム、硫酸銅、　硫酸スズおよび硫酸マンガン）およびＤＭＳＯの
さまざまな最終濃度で調製した。血中シロリムス試料の抽出は、血液試料２００μＬを組
成物４００μＬと混合し、５－１０秒間激しくボルテックスして達成した。得られた懸濁
液は、沈殿剤をペレット化するため５分間、１３，０００ｒｐｍで遠心分離し、上清をシ
ロリムスに関してアッセイした。シロリムスアッセイは実施例１のように実施した。本例
のデータは表３に示されており、亜鉛以外の金属塩も利用できることを示している。
【００９１】
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【表３】

【実施例４】
【００９２】
　本例は、抽出試薬組成物中のＤＭＳＯおよびＥＧのさまざまな比の有用性を説明する。
【００９３】
　組成物は、ＤＭＳＯおよびエチレングリコールのさまざまな最終濃度比（パーセントＤ
ＭＳＯおよびパーセントエチレングリコールは、それぞれ８０：１８、７５：２３、７０
：２８、６５：３３および６０：３３であった。）で調製した。全ての組成物は、水２％
および硫酸亜鉛４０ｍＭを有した。血中シロリムス試料の抽出は、血液試料１５０μＬを
組成物３００μＬと混合し、５－１０秒間激しくボルテックスして達成した。得られた懸
濁液は、沈殿剤をペレット化するため５分間、１３，０００ｒｐｍで遠心分離し、上清を
シロリムスに関してアッセイした。シロリムスアッセイは実施例１のように実施した。本
例のデータは表４および図３に示されており、十分な変性力は、エチレングリコール濃度
が上昇するならば、ＤＭＳＯ濃度が低下する場合に維持され得ることを示している。
【００９４】

【表４】

【００９５】
　単独で使用される場合、全く有効でないまたはわずかにのみ有効であるＤＭＳＯまたは
エチレングリコールの濃度（例えば、ＤＭＳＯ　６５％またはエチレングリコール３３％
）は、併用ではきわめて有効である。プロピレングリコールは、ＤＭＳＯ：エチレングリ
コール混合物でのエチレングリコールの代わりとなり得る（データ不図示）。ＤＭＳＯ：
エチレングリコール混合物は、硫酸亜鉛の可溶性の増大というさらなる利点を有する。
【実施例５】
【００９６】
　本例は、抽出混合物を加熱して達成されたシロリムス抽出効率の改善を説明する。
【００９７】
　ＤＭＳＯベースの組成物は、ＤＭＳＯ　７０％、エチレングリコール２８％、水２％お
よび硫酸亜鉛４６ｍＭの最終濃度で調製した。血中シロリムス試料の抽出は、血液試料１
５０μＬを組成物３００μＬと混合し、５－１０秒間激しくボルテックスし、さまざまな
温度で１５分間インキュベートして達成した。得られた懸濁液は、沈殿剤をペレット化す
るため５分間、１３，０００ｒｐｍで遠心分離し、上清をシロリムスに関してアッセイし
た。シロリムスアッセイは実施例１のように実施した。
【００９８】
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　本例のデータは表５および図４に示されており、抽出混合物が加熱される場合、シロリ
ムスのより効率的な遊離が起こることを示している（すなわち０ｎｇ／ｍＬ基準物質と３
ｎｇ／ｍＬ基準物質の間の差が温度の上昇とともに増大する。）。
【００９９】
【表５】

【実施例６】
【０１００】
　本例は、典型的なメタノールベースの抽出組成物と比較したＤＭＳＯベースの抽出組成
物の最低蒸発を説明する。
【０１０１】
　ＤＭＳＯベースの組成物は、ＤＭＳＯ　７０％、エチレングリコール２８％、水２％お
よび硫酸亜鉛４６ｍＭの最終濃度で調製した。メタノールベースの組成物は、メタノール
８０％、エチレングリコール１８％、水２％および硫酸亜鉛５０ｍＭの最終濃度で調製し
た。どちらかの組成物を有する血中シロリムス試料の抽出は、血液試料１２５μＬを組成
物２５０μＬと混合し、５－１０秒間激しくボルテックスして達成した。ＤＭＳＯベース
の組成物抽出混合物は１０分間４２℃でインキュベートし、メタノールベースの組成物抽
出混合物は１０分間室温でインキュベートした。抽出混合物は、沈殿剤をペレット化する
ため５分間、１３，０００ｒｐｍで遠心分離し、上清をＡＲＣＨＩＴＥＣＴ（登録商標）
ｉ２０００（登録商標）アナライザーで用いた試料カップにデカントした。一連の試料は
、試料カップにデカント後直ちに（タイムゼロ）ならびに１、２および３時間後に蒸発に
ついて検査した（試料は室温、約２２℃で置かれた。）。検査データは表６および図５に
示されており、より高いシロリムス濃度として現れる、メタノールベースの組成物の急速
な蒸発を示している。２時間未満では、シロリムス濃度の誤差はメタノールベースの組成
物では１０％を超えていたが、ＤＭＳＯ組成物では基本的に濃度の変化は生じなかった。
シロリムス濃度の誤差は、湿度がより低い場合またはインキュベーション温度がより高い
場合（免疫化学的アッセイアナライザーのなかには、３７℃近い温度で試料をインキュベ
ートするものもある。）に増大すると考えられる。
【０１０２】
【表６】

【０１０３】
　上記の例示的な実施形態は、本発明の全ての点で、限定ではなく説明することが意図さ
れている。故に、本発明は、当業者による、本明細書の記載から派生され得る多くの変形
および修正を実施することができる。このような変形および修正は全て、以下の特許請求
の範囲により定義されているように、本発明の範囲内および趣旨内であると見なされる。
【０１０４】
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　加えて、共同所有されている、同時係属出願の、２００６年１２月２９日に出願された
米国仮出願第６０／８８２，７３２号は、全血における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に対し、この全体が参照により明らかに組み込まれる。
【０１０５】
　共同所有されている、同時係属出願の、２００６年１２月２９日に出願された米国仮出
願第６０／８７８，０１７号は、溶液中捕捉（ｃａｐｔｕｒｅ－ｉｎ－ｓｏｌｕｔｉｏｎ
）免疫アッセイと共に使用するための非変性溶解試薬に関する教示に対し、この全体が参
照により明らかに組み込まれる。
【０１０６】
　共同所有されている、同時係属出願の、２００６年１２月２９日に出願された米国本出
願第１１／６１８，４９５号は、非変性性の溶解試薬に関する教示に対し、この全文が参
照により明らかに組み込まれる。
【０１０７】
　共同所有されている、同時係属出願の、２００６年７月２１日に出願された米国本出願
第１１／４９０，６２４号は、抽出用試薬組成物に関する教示に対して、この全文が参照
により明らかに組み込まれる。
【０１０８】
　共同所有されている、同時係属出願の、２００６年１２月２９日に出願された米国仮出
願第６０／８８２，８６３号は、免疫抑制剤薬剤に対する改善されたアッセイに関する教
示に対し、この全文が参照により明らかに組み込まれる。
【０１０９】
　加えて、本明細書に引用された他の出版物、特許および特許出願は全て、全ての目的に
おいて、これらの全文が参照により本明細書に組み込まれる。

【図１】 【図２】
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