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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　尿素または塩化グアニジニウムである蛋白質変性剤と、スブチリシンである蛋白質加水
分解酵素と、ツイーン２０である界面活性剤と、ｐＨ緩衝液と、を含み、免疫抑制剤がタ
クロリムスであることを特徴とする免疫分析用の血液サンプル免疫抑制剤薬物の抽出試薬
。
【請求項２】
　前記尿素の前記抽出試薬中のモル濃度は４ｍｏｌ／Ｌ～１２ｍｏｌ／Ｌであって、前記
塩化グアニジニウムの前記抽出試薬中のモル濃度は１ｍｏｌ／Ｌ～８ｍｏｌ／Ｌであるこ
とを特徴とする請求項１に記載の抽出試薬。
【請求項３】
　前記尿素の前記抽出試薬中のモル濃度が６ｍｏｌ／Ｌ～８ｍｏｌ／Ｌで、前記塩化グア
ニジニウムの前記抽出試薬中のモル濃度が２ｍｏｌ／Ｌ～６ｍｏｌ／Ｌであることを特徴
とする請求項２に記載の抽出試薬。
【請求項４】
　前記スブチリシンの前記抽出試薬中の量は２.５Ｕ／ｍｌ～１０Ｕ／ｍｌであることを
特徴とする請求項１に記載の抽出試薬。
【請求項５】
　前記ツイーン２０の前記抽出試薬中の体積分率は０.００５％～１％（ｖ／ｖ）である
ことを特徴とする請求項１に記載の抽出試薬。
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【請求項６】
　前記ツイーン２０の前記抽出試薬中の体積分率は０.０２％～０.１％（ｖ／ｖ）である
ことを特徴とする請求項５に記載の抽出試薬。
【請求項７】
　前記ｐＨ緩衝液のｐＨが６.５～８.５間であることを特徴とする請求項１に記載の抽出
試薬。
【請求項８】
　請求項１乃至７の中のいずれかに記載の抽出試薬を用いて加熱方式で血液サンプルを処
理し、その後、免疫分析によって、その中に含有された薬物濃度を測定することを特徴と
する血液サンプル中免疫抑制剤の薬物濃度検出方法。
【請求項９】
　前記免疫抑制剤がタクロリムスであることを特徴とする請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記抽出試薬と前記血液サンプルを混合する時、前記血液サンプルと前記抽出試薬の体
積比は１／１～１／１０であることを特徴とする請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記抽出試薬と前記血液サンプルを混合する時、前記血液サンプルと前記抽出試薬の体
積比は１／２～１／５であることを特徴とする請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記加熱方式による温度は５０℃～９０℃であって、前記加熱方式による時間は５ｍｉ
ｎ～５０ｍｉｎであることを特徴とする請求項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記加熱方式による温度は６０℃～８０℃であって、前記加熱方式による時間は１０ｍ
ｉｎ～３０ｍｉｎであることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ａ）免疫抑制剤薬物と特異的に結合する抗体と、ｂ）前記免疫抑制剤を含有する校正品
と、ｃ）請求項１乃至７の中のいずれかに記載の抽出試薬と、ｄ）検出試薬と、を含み、
前記検出試薬がトレーサーマーク付きの抗体、抗原又は半抗原であることを特徴とする血
液サンプル中の免疫抑制剤の濃度を検出する試薬キット。
【請求項１５】
　前記トレーサーが、酵素と、化学発光物質と、放射性物質と、蛍光物質と、稀土類イオ
ンと、ビオチンと、ジゴキシンとを含み、前記稀土類イオンがＥｕ３＋、Ｓｍ３＋、Ｔｂ
３＋、Ｄｙ３＋及びそのキレートリガンドを含むことを特徴とする請求項１４に記載の試
薬キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、体外診断試薬分野に関し、具体的に、患者の血液サンプル中の免疫抑制剤の
濃度レベルを測定するための改善された免疫抑制剤薬物の抽出試薬及び該抽出試薬を用い
た抽出方法と免疫検出試薬キットに関する。
【背景技術】
【０００２】
免疫抑制剤（Ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｎｔ）は、細胞及び体液の免疫反応を抑制
することで、組織の傷つけを減少する化学又は生物物質で、器官移植後の拒絶反応の抑制
と自体の免疫性病気（例えば、リウマチ、エリテマトーデス、強直性脊椎炎、自己免疫性
溶血性貧血等）に汎用されている。
【０００３】
　現在、常用の免疫抑制剤は主に、微生物代謝産物、糖質コルチコイド、代謝拮抗物質、
抗リンパ球抗体、アルキル化剤等の５種類があって、その中のタクロリムス（Ｔａｃｒｏ
ｌｉｍｕｓ，ＦＫ５０６）、シクロスポリン（Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ　Ａ，ＣｓＡ）
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、ラパマイシン（Ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ＲＰＭ）等の微生物代謝産物が最も広く応用され
ていて、主に、細胞質内のカルシニューリンの活性を抑制することで、ＩＬ２等の一連の
細胞因子の転写を遮断して、その免疫抑制作用を発揮し、Ｔリンパ細胞の活性化や増生を
有効に抑制する。
【０００４】
　移植患者の臨床治療の場合、免疫抑制剤の血液濃度が低いと、免疫拒絶が発生し、一方
、免疫抑制剤の血液濃度が高いと、肝臓、腎臓等の器官に毒性を発生し、感染、腫瘍等の
一連の不良な臨床事件が発生するので、移植患者が免疫抑制剤を合理的に使用しようとす
る場合、その血液濃度を精確に検出しなければならない。タクロリムス、シロリムス、シ
クロスポリンＡ等の常用の免疫抑制剤は、構造はそれぞれ異なっているが、血液において
いずれも蛋白質結合物方式で赤血球に存在し、これらの免疫抑制剤の血中濃度を精確に検
出しようとすると、必ず免疫抑制剤を結合した蛋白質から外さなければならなく、これは
このような免疫抑制剤の血中濃度を検出する際の共通する要求である。
【０００５】
　今の免疫抑制剤の血中濃度を検出する方法は主に、受容体結合方法、ＨＰＬＣ－質量分
析スペクトル方法（ＨＰＬＣ－ＭＳ）、微粒子酵素免疫測定（ＭＥＩＡ）、化学発光微粒
子免疫測定（ＣＭＩＡ）及び酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）等がある。ここで、受容
体結合方法は主に薬物に研究に利用される。ＨＰＬＣ－ＭＳ方法は、血中濃度の検出が精
確で、敏感であるが、操作が煩わしく、検出時間が長く、検出コストが高く、高価の機器
を必要とするので、主に科学研究分野に利用されるか又は参照方法として認められている
。ＭＥＩＡとＣＭＩＡは現在常用の検出方法で、その検出の自動化レベルが高く、検出結
果が正確である。しかし、上記方法は、検出中にいずれもメチル・アルコール、アセトニ
トリル、エーテル等の有機溶剤を抽出試薬のサンプルとして、細胞と抽出薬物を溶解し、
その抽出工程は実験操作と実験後処理の不便をもたらすと共に、免疫検出の感度と正確性
もある程度に低下させ、これは免疫反応体系に入った有機溶剤が抗体－薬物間の免疫結合
反応を抑制することを避けることができず、抗体の結合力を低下し、検出の感度を低下さ
せるからである。そして、抽出試薬中の有機溶剤が揮発して、薬物濃度の変動をもたらし
、検出結果の正確性に影響を与えることになる。
【０００６】
　有機溶剤による抗体結合ＦＫ５０６に対する抑制作用を低減するため、Ｒｏｂｅｒｔ　
Ｗ．Ｓｉｅｇｅｌ等の人々（Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００８,５４：
６,１００８－１０１７；Ｐａｔ.　Ｎｏ.：　ＵＳ　８０２２１８８　Ｂ２）は、遺伝子
変異導入方式で抗体の相補性決定領域を改善することで、検出感度を改善した。しかし、
該方法は核酸抽出、拡張、順序測定、遺伝子変異導入、クローン選別等の複雑な工程が必
要で、実用性に欠けている。有機溶剤の揮発による薬物濃度の変動を低下するため、Ｆｒ
ａｎｋ　Ｃ．Ｇｒｅｎｉｅｒ等の人々は、低揮発性のＤＭＳＯで血液薬物の抽出試薬（Ｕ
Ｓ　２００８／００２０４０１　Ａ１）を調製しているが、該方法で用いられるＤＭＳＯ
も免疫検出体系中の抗体－薬物間の結合反応を厳重に抑制して検出感度を低下させる。そ
して、上記した全ての有機溶剤抽出試薬と同様に、抽出試薬の溶解作用が高濃度の二価金
属イオン（１０ｍＭ－１００ｍＭ）に依存し、且つ、二価金属イオンの濃度が変化すると
抽出効果も変化するので、全血サンプルにおいて、常に錯化合物抗凝固薬（例えば、ＥＤ
ＴＡ）の濃度が変化して抽出試薬中の二価金属イオンの濃度の変化をもたらして、異なる
サンプル薬物による抽出効果が異なって、測定誤差が発生してしまう。
【０００７】
　上記抽出試薬の処理後のサンプルはいずれも不均一性溶液であるので、使用する前に遠
心式で固体の異物を除去しなければならなく、該工程も操作の難易度を向上させ、検出時
間を延長する。
【０００８】
　有機溶剤による免疫検出に対する影響を避けるため、Ｆｒａｎｃｏｉｓ　Ｌｅｇａｃｙ
等の人々は、ＲＡＰＡをＦＫ５０６の置換試薬としたＦＫ５０６検出方法（ＵＳ　Ｐａｔ
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.　６１８７５４７　Ｂ１）を提示した。ＦＫ５０６とＲＡＰＡが血液中でいずれもＦＫ
ＢＰ（ＦＫ結合蛋白質）と結合し、少量が血清アルブミンとリポ蛋白質と結合し、且つ、
高度脂溶性のＦＫ５０６とＲＡＰＡがいずれも細胞膜を高速に通過することができるので
、免疫分析体系中の高濃度のＲＡＰＡは高速且つ有効に血液中のＦＫ５０６を置換でき、
溶解と蛋白質の変性を必要としない。抗ＦＫ５０６抗体の高度の特異性によって、高濃度
のＲＡＰＡがＦＫ５０６の免疫検出を干渉することがない。薬物抽出を行う必要がないの
で、該方法によってＦＫ５０６を検出することが最も簡単で、便利であって、干渉因子を
含有しない殆どのサンプルを正確に検出することができるが、一部の干渉が強いサンプル
、特に、抗体系免疫抑制剤を利用した患者のサンプルの場合、対応する干渉対応措置をと
っていても、該方法でＦＫ５０６を検出する場合依然として大きい誤差が出現される。
【０００９】
　従って、免疫抑制剤の血中濃度の検出について、有機溶剤の使用を回避しつつ、正確且
つ高速で、簡単に薬物濃度を検出することのできる薬物抽出方法が必要である。現在、国
内外で上記特徴を具備する抽出試薬と抽出方法に関する報道はなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】Ｐａｔ.　Ｎｏ.：　ＵＳ　８０２２１８８　Ｂ２
【特許文献２】ＵＳ　２００８／００２０４０１　Ａ１
【特許文献３】ＵＳ　Ｐａｔ.　６１８７５４７　Ｂ１
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２００８,５４：６,１００８
－１０１７
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　有機溶剤で薬物を抽出する際の上記問題を解消するため、本発明は、新しい免疫分析に
用いられる血液サンプルの免疫抑制剤薬物の抽出試薬と方法を提供する。前記薬物の抽出
試薬は、蛋白質変性剤と、蛋白質加水分解酵素と、界面活性剤と、ｐＨ緩衝液からなる。
前記抽出方法は、サンプルと抽出試薬を一定の割合で混合し、孵化し、蛋白質変性剤とプ
ロティナーゼの作用で細胞を溶解して細胞内の薬物を放出することを含む。本発明による
と、有機溶剤を使用する必要がなく、血液細胞を有効に溶解して、細胞内の薬物を放出す
ることができる。既存の抽出試薬に比べ、本発明で提供する薬物の抽出試薬と方法による
と、溶剤揮発による薬物濃度の変化問題を回避しつつ、溶液媒体による抗体－薬物間の免
疫結合に対する抑制作用も明らかに低下させる。そして、本方法で処理した後の全血サン
プルは全透明の均一性溶液で、処理後のサンプルは直接に使用することができ、遠心処理
を行う必要がなく、サンプル処理工程を有効に簡略化し、検出時間を短縮できる。
【００１３】
　従って、本発明の一番目の目的は、血液サンプルから免疫抑制剤を抽出する抽出試薬を
提供することである。
【００１４】
　本発明の二番目の目的は、血液サンプル中の免疫抑制剤の濃度を検出する方法を提供す
ることである。
【００１５】
　本発明の三番目の目的は、血液サンプル中の免疫抑制剤の濃度を検出する試薬キットを
提供することである。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
上記目的を実現するため、本発明は以下の技術案を提供する：
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【００１７】
　本発明の第１の態様によると、蛋白質変性剤と、蛋白質加水分解酵素と、界面活性剤と
、ｐＨ緩衝液と、を含む血液サンプルから免疫抑制剤を抽出する抽出試薬を提供する。
　本発明によると、前記蛋白質変性剤は、尿素、塩化グアニジニウム、又は他の非有機溶
剤系蛋白質変性剤から選ばれる。
【００１８】
　本発明の好適な実施例によると、前記蛋白質変性剤は尿素である。
【００１９】
　本発明によると、前記尿素の抽出試薬中の濃度は４ｍｏｌ／Ｌ～１２ｍｏｌ／Ｌであっ
て、前記塩化グアニジニウムの前記抽出試薬中のモル濃度は１ｍｏｌ／Ｌ～８ｍｏｌ／Ｌ
であって、また、前記尿素の前記抽出試薬中の濃度が６ｍｏｌ／Ｌ～８ｍｏｌ／Ｌで、前
記塩化グアニジニウムの前記抽出試薬中のモル濃度が２ｍｏｌ／Ｌ～６ｍｏｌ／Ｌである
ことが好ましい。
【００２０】
　本発明によると、前記蛋白質加水分解酵素は、スブチリシン、プロテイナーゼＫ、ディ
スパーゼ等のプロティナーゼ系又はその混合物から選ばれ、好ましくは、前記蛋白質加水
分解酵素がスブチリシンである。
【００２１】
　本発明によると、前記スブチリシンの前記抽出試薬中の量は１Ｕ／ｍｌ～２０　Ｕ／ｍ
ｌであって、２.５Ｕ／ｍｌ～１０Ｕ／ｍｌであることが好ましい。
【００２２】
　本発明によると、前記界面活性剤は、ツイーン２０、サポニン、Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１
００から選ばれる１種又は複種類であって、ツイーン２０であることが好ましい。
【００２３】
　本発明によると、前記ツイーン２０の前記抽出試薬中の体積分率は０．００５％～１％
（ｖ／ｖ）であって、０.０２％～０.１％（ｖ／ｖ）であることが好ましい。
【００２４】
　本発明によると、前記ｐＨ緩衝液のｐＨは６.５～８.５間であって、好ましくは、７.
０～８.０である。
【００２５】
　本発明の第２の態様によると、上述した抽出試薬を用いて加熱条件で血液サンプルを処
理し、蛋白質変性剤、蛋白質加水分解酵素、界面活性剤の協同作用で、血液細胞を溶解し
て薬物を放出すると共に、血液サンプルを遠心処理が必要でなく直接に免疫分析に利用す
ることのできる均一性溶液に変換し、正確な免疫抑制剤薬物の濃度を得ることを含む血液
サンプル中の免疫抑制剤薬物の濃度を検出する方法を提供する。
【００２６】
　本発明によると、前記免疫抑制剤は、タクロリムスと、シロリムスと、エベロリムス（
Ｅｖｅｒｏｌｉｍｕｓ）と、ゾタロリムス（Ｚｏｔａｒｏｌｉｍｕｓ）と、シクロスポリ
ン（ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ）又は他の構造類似物を含む。
【００２７】
　本発明によると、前記血液サンプルは、器官移植患者又は他の免疫抑制剤を飲んだ患者
のものである。
【００２８】
　本発明によると、前記抽出試薬と血液サンプルを混合する時、前記血液サンプル／前記
抽出試薬の体積比は１／１～１／１０であって、１／２～１／５であることが好ましい。
【００２９】
　本発明によると、前記加熱方式で血液サンプルを処理する場合、その加熱温度は５０℃
～９０℃であって、６０℃～８０℃であることが好ましい。
【００３０】
　本発明によると、前記加熱方式で血液サンプルを処理する場合、その加熱時間は５ｍｉ
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ｎ～５０ｍｉｎであって、１０ｍｉｎ～３０ｍｉｎであることが好ましい。
【００３１】
　本発明によると、前記抽出試薬と抽出方法の作用は、細胞を溶解して薬物を放出し、血
液サンプルを均一性溶液に変換させることである。
【００３２】
　本発明によると、前記免疫分析は競争免疫分析方法で、その実施形態は、血液サンプル
中の免疫抑制剤と固定量の免疫抑制剤が共同に競争して限定量の抗免疫抑制剤の抗体に結
合することである。
【００３３】
　本発明によると、前記免疫分析は固相免疫分析方法を用いていて、その実施形態は、固
相容器の表面に免疫試薬を固定し、競争して結合反応を完成した後、検出試薬の洗浄、分
離、遊離と検出試薬の結合を介して、検出対象の濃度を検出することである。
【００３４】
　本発明によると、前記固相容器は、微細孔、試験管又は他の形式の容器を指す。
【００３５】
　本発明によると、前記免疫分析は、以下の工程を含む：
　１）血液サンプルを処理することであって、サンプルと抽出試薬を混合し、加熱してか
ら室温に戻す。
　２）免疫反応を行うことであって、免疫試薬を固定した固相容器に処理後のサンプルと
、マーク付きの抗免疫抑制剤抗体と固定量の免疫抑制剤とを投入し、又は、処理後のサン
プルと、マーク付きの固定量の免疫抑制剤と抗免疫抑制剤抗体とを投入し、固定量の免疫
抑制剤とサンプル中の免疫抑制剤が競争して限定量の抗免疫抑制剤抗体に結合し、免疫複
合物が同時に固相試薬に捕捉される。
　３）分離することであって、分離された遊離検出試薬と結合した検出試薬とを洗浄する
。
　４）検出することであって、固相試薬が捕捉した免疫複合物に含まれたトレーサーから
発生される信号を検出し、信号強度と免疫抑制剤の濃度との関係曲線（校正曲線）によっ
て、免疫抑制剤の濃度を測定する。
【００３６】
　上述した血液サンプルは、抗凝固全血サンプルを指し、ＥＤＴＡ－Ｋ（Ｎａ）と、クエ
ン酸ナトリウム（カリウム）と、ヘパリンの抗凝固全血サンプルと、を含み、ＥＤＴＡ－
Ｋ（Ｎａ）抗凝固全血であることが好ましい。
【００３７】
　本発明の第３の態様によると、a）抗免疫抑制剤抗体と、b）上述した抽出試薬と、c）
免疫抑制剤と、d）校正品と、e）緩衝溶液とを含む血液サンプル中の免疫抑制剤の濃度を
検出する試薬キットを提供する。ここで、免疫抑制剤抗体又は免疫抑制剤はトレーサー剤
で標記し、検出試薬とする。
【００３８】
　本発明の好適な実施例によると、前記抗免疫抑制剤抗体は、特異的に免疫抑制剤薬物に
結合可能な抗体を指し、多クローン性抗体又は単クローン性抗体でであることができ、単
クローン性抗体であることが好ましい。
【００３９】
　本発明によると、前記抽出試薬は、蛋白質変性剤と、蛋白質加水分解酵素と、界面活性
剤と、ｐＨ緩衝液からなる。
【００４０】
　本発明によると、前記検出試薬は、トレーサーマーク付きの抗体、抗原又は免疫抑制剤
半抗原を指す。
【００４１】
　本発明によると、前記トレーサーは、検出可能な信号を発生することのできる物質を指
し、酵素と、化学発光物質と、放射性物質と、蛍光物質と、例えばＥｕ３＋、Ｓｍ３＋、
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Ｔｂ３＋、Ｄｙ３＋等の稀土類イオンおよびそのキレートリガンドとを含み、ビオチン、
ジゴキシン等の小分子の間接性のトレーサーであることもできる。
【００４２】
　本発明によると、前記緩衝溶液は、ｐＨ緩衝溶液と、蛋白質と、界面活性剤と、検出干
渉除去剤とからなり、検出試薬を希釈して、検出のバックグラウンド信号を低減し、異好
抗体等の干渉物質からの検出への影響を除去する。
【００４３】
　本発明によると、前記校正品は、既知濃度の免疫抑制剤を含有する溶液又は冷凍乾燥製
品を指し、校正曲線の構築に用いられる。マトリックス効果を低減するため、本発明にお
いてヒトの全血を基質として校正品を調製する。
【００４４】
以下のような有益な効果を実現できる：
【００４５】
　本発明で提供する血液サンプル抽出試薬は、細胞を高速に溶解して薬物を放出するとい
う同様の効果を有する点、およびサンプルの干渉物質を不活性化する効果を有し、抽出試
薬の作用で、サンプル中の異好抗体、リウマチ因子等の干渉物質を全て有効に不活性化す
る点で、伝統的な有機溶剤に基づく抽出試薬のメリットを保留した。
【００４６】
　同時に、本発明で提供するサンプル抽出試薬はさらに、伝統的な有機溶剤に基づく抽出
試薬が具備しなかった以下のメリットを有する：
　１）有機溶剤を含有しないので、有機試薬が揮発して薬物濃度に影響を与えることを避
けることができる。
　２）有機溶剤を含有しないので、抽出媒体の抗体結合薬物に対する抑制作用を有効に低
減し、サンプルの抽出と実験を行った後のサンプル処理とが一層簡単になる。
　３）二価金属イオンを含有しないので、異なるサンプル間の、複合作用を有する抗凝固
薬の濃度差による薬物抽出効果に対する影響をなくすことができる。
　４）処理後の血液サンプルがいずれも均一性溶液であるので、遠心処理を行わずに直接
に検出することができ、操作を簡略化し、検出時間を短縮する。
　５）一層信頼性のある検出結果を得ることができる。
　６）上記特性に基づいて、本発明で提供する抽出試薬の検出方法を更に簡単に全自動の
検出機器に応用することができ、又は、本発明で提供する抽出試薬の検出方法に基づいて
、それに適用する全自動の検出機器を更に簡単に開発することができる。
【００４７】
　本発明の上述した免疫抑制剤抽出試薬の有効性は、効率的な細胞溶解、蛋白質変性とそ
れに対応する薬物放出能力によるものである。よって、本発明はヒトの血液サンプルの免
疫抑制剤の抽出に応用できると共に、ヒトの血液や各種の動物の血液のサンプルにおける
免疫抑制剤以外の他の体内で結合状態である薬物又は非薬物物質の抽出に応用することも
できる。
【図面の簡単な説明】
【００４８】
【図１】抽出試薬中の濃度の異なるツイーン２０によるＦＫ５０６抽出効果に対する影響
を示す。
【図２】抽出試薬中の濃度の異なる蛋白質変性剤によるＦＫ５０６抽出効果に対する影響
を示す。
【図３】抽出試薬中の濃度の異なるプロティナーゼによるＦＫ５０６抽出効果に対する影
響を示す。
【図４】サンプル抽出における異なる孵化温度による校正曲線に対する影響を示す。
【図５】異なる孵化時間による校正曲線に対する影響を示す。
【図６】異なる３種類の前処理液による校正曲線に対する影響を示す。
【図７Ａ】本発明の前記抽出試薬に基づくＦＫ５０６－ＴＲＦＩＡ検出値とＨＰＬＣ－Ｍ
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Ｓ測定値の相関性を示す。
【図７Ｂ】ＡＢＢＯＴＴ－i２０００前処理液に基づくＦＫ５０６－ＴＲＦＩＡ検出値と
ＨＰＬＣ－ＭＳ測定値の相関性を示す。
【図７Ｃ】ソウリン（Ｓｏｒｉｎ）前処理液に基づくＦＫ５０６－ＴＲＦＩＡ検出値とＨ
ＰＬＣ－ＭＳ測定値の相関性を示す。
【発明を実施するための形態】
【００４９】
特別な説明がない限り、特許請求の範囲と明細書に使用される用語は以下のように定義さ
れたものである。
【００５０】
　Ｉ、免疫抑制剤
　本発明における前記免疫抑制剤は、身体の免疫細胞の増生と関連機能を抑制し、身体の
免疫反応を低減することのできる各種薬物を指す。本発明における前記免疫抑制剤が、タ
クロリムス、シロリムス、エベロリムス、タクロリムス又はシクロスポリンを指すことが
好ましい。
【００５１】
　ＩＩ、抽出試薬
　本発明における前記抽出試薬は、蛋白質変性剤、蛋白質加水分解酵素、界面活性剤、ｐ
Ｈ緩衝液からなる混合物でる。蛋白質変性剤と、蛋白質加水分解酵素と、界面活性剤とが
協同作用することで、細胞を高速に溶解し、蛋白質結合の免疫抑制剤を放出する。
【００５２】
　ＩＩＩ、免疫抑制剤の抽出
　本発明における前記免疫抑制剤の抽出は、上述した抽出試薬を用いて、サンプル中の結
合状態の薬物を抽出し、成分を検出可能になる過程を指す。
【００５３】
　測定対象の血液サンプルと抽出試薬とを適切な割合出混合する。１０μｌ～５０μｌ血
液サンプルと５０μｌ～２００μｌ抽出試薬とを混合することが好ましく、２５μｌ血液
サンプルと１７０μｌ抽出試薬とを混合することが更に好ましい。均一に渦流混合した後
、加熱して孵化する。選択される孵化温度は、蛋白質加水分解酵素が作用を発揮するに最
も適切な温度であって、選択される孵化温度と孵化時間は免疫抑制剤の充分な解離を保証
しつつ蛋白質加水分解酵素を有効に不活性化させるものであるべきである。通常、孵化温
度は５０℃～９０℃で、孵化時間は５ｍｉｎ～５０ｍｉｎであって、６０℃～８０℃で１
０ｍｉｎ～３０ｍｉｎ孵化することが好ましい。孵化を終了した後、血液サンプルと抽出
試薬の混合物は均一性溶液になって、直接に免疫分析に応用できる。
【００５４】
　ＩＶ、免疫検出
　免疫検出は、抗体－抗原(又は半抗原)間の特異的な結合反応を利用して、各種の物質を
検出する分析方法を指す。本発明における前記免疫検出は、免疫抑制剤を定量的に測定す
る。前記免疫検出試薬キットは主に、抽出試薬と、抗体と、測定対象物と競争で抗体に結
合する固定量の測定対象物と、分析緩衝液と、校正品と、を含む。検出モードの違いに応
じて、抗体又は測定対象物を選択して標記することができる。
【００５５】
　本発明における前記抽出試薬の有効性は、効率的な細胞溶解、蛋白質変性とそれに対応
する薬物放出能力によるものである。よって、本発明はヒトの血液サンプルの免疫抑制剤
の抽出に応用できると共に、ヒトの血液や各種の動物の血液サンプルにおける免疫抑制剤
以外の他の結合状態である薬物又は非薬物物質の抽出に応用することもできる。テストサ
ンプルが、免疫抑制剤を飲んだ患者の抗凝固全血サンプルであることが好ましい。
【００５６】
　本発明の免疫検出試薬キットは、本試薬キットの操作を説明する説明書も含む。前記説
明書を外装材料に固定することができ、又は単独の一枚の紙の形式で試薬キットに置かれ



(9) JP 6605627 B2 2019.11.13

10

20

30

40

50

ることもできる。前記説明書は印刷物又は手書の文字材料であることができ、又は本説明
書を記憶してその情報を端末ユーザに伝達することのできる媒体、例えば光ディスク、磁
気ディスク等の電子記憶媒体であることもできるが、これらに限定されることはない。
【００５７】
　尿素は、前記抽出試薬の主な成分である。常用の蛋白質変性剤としての尿素は、高濃度
で蛋白質骨格上の二つの隣接するペプチド結合のカルボニル基酸素原子と二水素結合を形
成し、蛋白質の二、三級構造を破壊し、蛋白質鎖を充分に伸長し、蛋白質の元の物理化学
的性状と生物活性が失ってしまう。一方、尿素が低濃度である時、尿素は蛋白質の変性に
対する作用が顕著に低下される。尿素の該特性に基づいて、６ｍｏｌ／Ｌ～１０ｍｏｌ／
Ｌの高濃度の尿素で細胞を溶解し、血液の蛋白質を変性させ、免疫抑制剤を放出すること
ができる。同時に、少量の尿素含有抽出試薬サンプルを反応容器に投入した後、緩衝液で
希釈して、尿素の濃度を元の濃度の１／１０～１／５まで低下させ、反応容器内の抗体活
性に対する尿素の影響が顕著に低減される。
【００５８】
　スブチリシンは、本発明における前記抽出試薬の他の主な成分である。スブチリシンは
６０℃～８０℃で最大の蛋白質水解活性を発揮することができ、且つ、該温度で酵素の活
性も高速に低下（牛樹壱、韓宝芹。スブチリシンの純化及び酵素学性質、生物技術世界、
２０１４,３,１１～１２）するので、該温度区間においてスブチリシンは短時間内に集中
的に酵素分解作用を発揮し、細胞溶解と蛋白質変性を促進することができ、同時に、該過
程において、酵素は一部が不活性化される。そして、該酵素を含有する抽出試薬を室温ま
で冷却させた後、該酵素の活性も温度の低下によって低減される（牛樹壱、韓宝芹。スブ
チリシンの純化及び酵素学性質、生物技術世界、２０１４,３,１１～１２）。そして、少
量の抽出試薬サンプルを反応容器に投入した後、プロティナーゼが緩衝液によって希釈さ
れる。以上の三つの要因によって、抽出後のサンプル内に残留した酵素の活性による反応
容器内の抗体活性に対する影響は顕著に低減される。
【００５９】
界面活性剤は、本発明における前記抽出試薬の他の重要な成分である。界面活性剤の本発
明における主な作用は、尿素やプロティナーゼとの協同作用によって、細胞の破裂を促進
し、細胞が破裂された後の血液サンプルを均一的状態にする。強烈な界面活性剤（例えば
ＳＤＳ）は高効率的な細胞破裂作用を具備するが、強烈な蛋白質変性作用が抗体の活性に
厳重な影響を与えることになる。本発明で使用する非イオン性界面活性剤、例えばツイー
ン２０は、最適化された動作濃度で良好な細胞溶解と溶解度増加との作用を協同的に表現
すると共に、免疫分析のバックグラウンド信号の低減に有利である。
【００６０】
以下、具体的な実施例を結合して、本発明を更に説明する。ここで、以下の実施例は本発
明を説明するためのものであって、本発明の範囲を限定するものではない。
【００６１】
以下の実施例において、特別に明記されていない限り、まず本発明の上述した抽出試薬を
用いて血液サンプルを処理を行い、その後、免疫抑制剤の濃度を検出する。
【００６２】
以下の実施例において、特別に明記されていない限り、係わる％は質量体積比（ｗ／ｖ)
である。
【００６３】
（実施例１）　ＦＫ５０６－ＴＲＦＩＡ（Ｔｉｍｅ　Ｒｅｓｏｌｖｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）
本実施例において、前記ＦＫ５０６－ＴＲＦＩＡは、固相二次抗体に基づく競争免疫分析
方法で、即ち、ヤギ抗マウス二次抗体被覆の微細孔に処理後の校正品／サンプルと、抗Ｆ
Ｋ５０６単クローン性抗体と、ビオチンマーク付きのＦＫ５０６を添加し、ビオチンマー
ク付きのＦＫ５０６と校正品又はサンプル中のＦＫ５０６とが競争して限定量の抗ＦＫ５
０６単クローン性抗体に結合し、形成された免疫複合物がヤギ抗マウス二次抗体によって
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微細孔の表面に捕捉される。洗浄して未結合のビオチンマーク付きのＦＫ５０６を除去し
、ユーロピウムイオン（Ｅｕ３＋）で標記したストレプトアビジン（Ｓｔｒｅｐｔａｖｉ
ｄｉｎ）（ＳＡ－Ｅｕ３＋）を添加して、微細孔内面の免疫複合物中のビオチンと結合さ
せる。洗浄して未結合のＳＡ－Ｅｕ３＋を除去し、免疫複合物上のＥｕ３＋は解離補強に
よって安定的な蛍光配合物を形成し、蛍光強度でＦＫ５０６濃度の標準曲線を構築し、校
正曲線によってサンプル中のＦＫ５０６濃度を確定する。
【００６４】
抽出試薬は、５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液で、ｐＨは８.０で、尿素８ｍｏｌ／Ｌ
と、スブチリシン５Ｕ／ｍｌと、０.０５％ツイーン２０を含有する。
【００６５】
１７０μｌ抽出試薬と２５μｌ血液サンプル又は校正品を混合し、渦流混合して充分に混
合させ、７０℃の水浴で２０ｍｉｎ孵化して取り出して、室温に戻らせる。
【００６６】
　ヤギ抗マウス二次抗体（Ａｂｃａｍ会社）が被覆された微細孔内に２５μｌ処理後の血
液サンプル／校正品と１００μｌ　０.２μｇ／ｍｌ　ＴＢＳＴ－ＢＳＡ（５０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ、ｐＨは７.５で、０.９％　ＮａＣｌと、０.０５％ツイーン２０と、０.
０５％　ＮａＮ３と、０.５％　ＢＳＡとを含有する）で希釈されたＦＫ５０６単クロー
ン性抗体（上海強耀会社）を添加して均一に混合し、室温（２０℃～２５℃）で振動板で
３０ｍｉｎ孵化する。
【００６７】
　各微細孔にビオチンで標記したＦＫ５０６（漸江海正薬業有限会社）を０.０５μｇ／
ｍｌ含有するＴＢＳＴ－ＢＳＡ溶液５０μｌを添加し、継続して３０ｍｉｎ反応させる。
　ＴＢＳＴ緩衝液で微細孔を２回洗浄する。
【００６８】
　ＳＡ－Ｅｕ３＋（蘇州新波生物技術有限会社）を２μｇ／ｍｌ　含有するＴＢＳＴ－Ｂ
ＳＡ緩衝液を１５０μｌ添加し、振動板で２０ｍｉｎ孵化し、微細孔表面のビオチンと接
続させる。
【００６９】
　ＴＢＳＴ緩衝液で微細孔板を６回洗浄し、補強液（蘇州新波生物技術有限会社）を添加
し、振動板で５ｍｉｎ孵化し、時間分解蛍光分析装置（Ｖｉｃｔｏｒ　１４２０,Ｐｅｒ
ｋｉｎ－Ｅｌｍｅｒ）で蛍光強度を検出し、蛍光強度及び校正曲線に基づいて、測定対象
であるサンプルに含有する薬物の濃度を計算する。
【００７０】
　検出結果の分析
ＦＫ５０６校正品濃度をＸ軸とし、検出された蛍光強度信号の値をＹ軸とし、四つのパラ
メータの当てはめを行って、回帰方程式及び当てはめ曲線を得た。測定対象のサンプル信
号値を回帰方程式に代入すると、サンプルの濃度を得ることができる。本発明における検
出結果の分析を、例えばＥＬＩＳＡＣａｌｃソフト等の専門コンピューター演算分析ソフ
トウェアで行うこともでき、大量のサンプルの高速分析に方便である。
【００７１】
（実施例２）　抽出試薬中の濃度の異なるツイーン２０によるＦＫ５０６抽出効果に対す
る影響
　本実施例において、抽出試薬は５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液で、ＰＨは８.０で
、尿素８ｍｏｌ／Ｌと、スブチリシン５Ｕ／ｍｌと、濃度の異なるツイーン２０と、を含
有する。測定対象サンプルは、健康なヒトの全血を媒体として調製した異なる濃度のＦＫ
５０６を含有する校正品である。操作工程は実施例１と同様である。結果は図１に示した
。
【００７２】
図１に示すように、抽出試薬中のツイーン濃度の増加に伴って、蛍光値は顕著に低下する
傾向を現した。ツイーンの濃度が０.１０％（ｖ／ｖ）を超える時、蛍光値の低下が特に
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明確である。０.１０％～０.２０％（ｖ／ｖ）のツイーン２０を含有する抽出試薬を反応
体系に導入したツイーン２０の濃度が０.０１％～０.０２％（ｖ／ｖ）ですが、このよう
な低濃度のツイーン２０は大部分の免疫反応体系において固相抗体を解離させることがな
く、抗体活性を明確に損害することもないです。よって、当該現象は体系に含まれた尿素
と関連つけられるかもしれなく、尿素とツイーン２０の協同作用で、固相表面の抗体を解
離させて、検出信号を低減させる。
【００７３】
抽出試薬にツイーン２０が含まれていない時、校正曲線の各校正品点の蛍光強度と抑制率
は良好であるが、この時、一部のサンプル（約２０％）が検出中に血の塊が微細孔の壁に
接着する現象が発生し、検出の精密性を低下し、測定値に誤差が発生するが、抽出試薬中
の少量のツイーン２０は当該現象を避けることができる。本実施例によると、本発明の前
記抽出試薬中の界面活性剤であるツイーン２０の濃度が０.０２％～０.１％（ｖ／ｖ）で
あることが好ましい。
【００７４】
（実施例３）　抽出試薬中の濃度の異なる蛋白質変性剤によるＦＫ５０６抽出効果に対す
る影響
　本実施例において、抽出試薬は５０ｍＭのｐＨが８.０であるＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液
であって、ツイーン２０　０.０５％（ｖ／ｖ）と、スブチリシン５Ｕ／ｍｌと、濃度の
異なる尿素又は塩化グアニジニウムと、を含有する。測定対象サンプルは、健康なヒトの
全血を媒体として調製した、濃度の異なるＦＫ５０６を含む校正品である。操作工程は実
施例１と同様である。結果は図２に示す。
【００７５】
　図２に示すように、蛋白質変性剤（尿素又は塩化グアニジニウム）濃度の増加に伴って
、各校正品の蛍光強度はいずれも低下する傾向を現した。蛋白質変性剤が抗体－ＦＫ５０
６間の免疫反応を抑制し、蛋白質変性剤が薬物の放出を促進してＦＫ５０６濃度が上昇し
たことが、各校正品の蛍光強度が低下した要因である。蛋白質変性剤を含有しない（プロ
ティナーゼのみを含む）抽出試薬の場合、各校正品の蛍光強度が高く、抑制率が低く、当
該実験条件で、蛋白質変性剤を含有しない抽出試薬に含有されるプロティナーゼは全血サ
ンプル中の蛋白質が結合したＦＫ５０６を充分に放出するに不足であることを表す。そし
て、蛋白質変性剤を含有しない抽出試薬で処理した後の全血サンプルは塊状異物を含有す
る混濁溶液で、サンプリングに不便であって、検出の精密性も悪い。
【００７６】
　図２に示すように、抽出試薬中の尿素の濃度が２　ｍｏｌ／Ｌから８　ｍｏｌ／Ｌまで
増加された時、ＦＫ５０６を含有しない校正品Ａ及び低濃度ＦＫ５０６校正品（例えば、
３ｎｇ／ｍＬ）の蛍光強度の低下は少なく、抗体－ＦＫ５０６間の免疫反応に対する尿素
の抑制作用が低いことを表すが、高濃度のＦＫ５０６校正品（２０ｎｇ／ｍＬ～３０ｎｇ
／ｍＬ）の場合、尿素濃度の増加に伴って、その蛍光強度は明確に低下し、高濃度の尿素
である場合のみ蛋白質変性とＦＫ５０６の放出を充分に促進できることが分かる。抽出試
薬中の尿素の濃度が６　ｍｏｌ／Ｌから８　ｍｏｌ／Ｌまで増加された時、各ＦＫ５０６
校正品の蛍光強度と抑制率はいずれも変化が大きくなく、抽出試薬中の６ｍｏｌ／Ｌ～８
ｍｏｌ／Ｌの尿素が標本の変性に対する作用が飽和に接近したことを表す。尿素に比べ、
塩化グアニジニウムはもっと強い蛋白質変性作用を示す。抽出試薬中の塩化グアニジニウ
ムの濃度が１　ｍｏｌ／Ｌから６　ｍｏｌ／Ｌまで増加された時、ＦＫ５０６を含有しな
い校正品Ａの蛍光強度は明確に低下し、抗体－ＦＫ５０６間の免疫反応に対する塩化グア
ニジニウムの抑制作用が強いことを表す。同時に、塩化グアニジニウムの濃度が上昇する
に伴って、高濃度ＦＫ５０６校正品の蛍光強度の低下程度も低濃度ＦＫ５０６校正品の蛍
光強度の低下程度より大きく、薬物の充分放出が塩化グアニジニウムの濃度にある程度依
存することを表す。
【００７７】
尿素に基づく抽出試薬による抗体－ＦＫ５０６免疫結合反応に対する抑制が弱く、同時に
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ＦＫ５０６を高効率的に放出でき、且つ処理後のサンプルが透明な均一性溶液であるので
、本発明における前記抽出試薬中の６ｍｏｌ／Ｌ～８　ｍｏｌ／Ｌ尿素が蛋白質変性剤で
あることが好ましい。
【００７８】
（実施例４）　抽出試薬中の濃度の異なるプロティナーゼによるＦＫ５０６抽出効果に対
する影響
　尿素、塩化グアニジニウム等の変性剤が存在する状況下、抽出試薬中のプロティナーゼ
の濃度は、短時間内で細胞を破裂し、蛋白質の変性を促進し、蛋白質結合薬物を放出でき
るものでなければならない。同時に、サンプルを処理した後に残留したプロティナーゼの
活性は免疫結合反応に明確な不良影響を与えてはいけない。
【００７９】
　本実施例において、抽出試薬は５０ｍＭのｐＨ８.０のＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液で、ツ
イーン２０　０.０５％（ｖ／ｖ）と、尿素８ｍｏｌ／Ｌと、濃度の異なるスブチリシン
と、を含有する。測定対象のサンプルは健康なヒトの全血を媒体として調製した、濃度の
異なるＦＫ５０６を含有する校正品である。操作工程は実施例１と同様である。検出結果
は図３に示す。
【００８０】
図３に示すように、抽出試薬にスブチリシンを含有しない時、濃度の異なるＦＫ５０６校
正品の抑制率をいずれも低レベルであって、且つ変化が規則的ではなく、この時、サンプ
ル中のＦＫ５０６が大部分が結合状態であることを表す。そして、スブチリシンを含有し
ない抽出試薬で処理した後のサンプルは均一性に欠けている。抽出試薬中のスブチリシン
の濃度が２.５Ｕ／ｍｌ～１０.０　Ｕ／ｍｌである時、校正品各点の抑制率は略一致し、
各校正品はいずれもこはく色の透明な均一性液体である。図３に示すように、抽出試薬中
のスブチリシンの使用量が５Ｕ／ｍｌ～１０Ｕ／ｍｌである時、校正品各点の蛍光強度と
抑制率は略一致し、スブチリシンの使用量が１０　Ｕ／ｍｌを超える時、校正品各点の蛍
光強度は高速に低下し、高濃度のスブチリシンは抗体－抗原間の結合反応を損害すること
を表す。上述した現象に基づいて、本発明における前記抽出試薬中のスブチリシンの使用
量が２.５Ｕ／ｍｌ～１０Ｕ／ｍｌであることが好ましい。
【００８１】
（実施例５）　異なる孵化温度による校正曲線と血液サンプル測定値に対する影響
　本実施例において、抽出試薬は５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液で、ｐＨは８.０で
あって、ツイーン２０　０.０５％（ｖ／ｖ）と、尿素８ｍｏｌ／Ｌと、スブチリシン５
Ｕ／ｍｌと、を含有し、抽出試薬とサンプルとを均一に混合した後、異なる温度で２０ｍ
ｉｎ孵化する。
【００８２】
　測定対象サンプルは、健康なヒトの全血を媒体として調製した、濃度の異なるＦＫ５０
６を含有する校正品及び１２個のＡＢＢＯＴＴ会社のＡＲＣＨＩＴＥＣＴ　ｉ２０００シ
ステム専用試薬（ＦＫ５０６化学発光微粒子免疫検出試薬）で測定したＥＤＴＡ抗凝固全
血臨床サンプル（中国人民解放軍第二軍医大学第三附属病院から取得）（測定値は表１に
示す）である。
【００８３】
　李鵬飛等の方法を参照し（李鵬飛、劉麗宏、馬萍、等：高速液体クロマトグラフィー－
タンデム型質量分析方法のタクロリムスの臨床血中濃度のモニタリングにおける応用、質
譜学報、２００８,２９,１３７～１４３）、ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法で上記サンプルを
複数回測定し、測定値を表１に示す。
【００８４】
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【表１】

【００８５】
本発明において、加熱孵化方式で血液サンプルを処理することは、短時間内にプロティナ
ーゼの酵素分解作用を充分に発揮させ、同時に加熱孵化中に一部のプロティナーゼの活性
を失わせて、後続の免疫反応中の抗体活性に対するプロティナーゼによる影響を低減する
ためである。表１と図４に示すように、孵化温度が６０℃未満である時、孵化温度の低下
によって、蛍光強度も明確に低下し、サンプル測定値は参照方法（ＨＰＬＣ－ＭＳ方法）
の測定値を下回り、非規則的に変化する。該現象は、サンプル処理中に孵化温度が低いと
細胞の溶解、蛋白質の変性と薬物の放出を充分に行うことができないことを表す。同時に
、孵化温度が低い時、サンプルを抽出した後の残留したプロティナーゼの活性が抗体（固
相二次抗体と抗ＦＫ５０６抗体）の免疫反応活性に大きい影響を与え、蛍光強度が低下す
る。孵化温度が７０～８０℃である時、校正曲線の蛍光強度は高く、抑制率も相対的に安
定的である。孵化温度が７０℃である時、サンプルの測定値とＨＰＬＣ－ＭＳとＡＢＢＯ
ＴＴ　ｉ２０００の測定値はいずれも良好な一致性を有する。孵化温度が９０℃である時
、サンプルの測定値は低下する傾向を現した。上述のように、本発明の上述した抽出試薬
でサンプルを処理する加熱孵化温度は６０℃～８０℃である。
【００８６】
（実施例６）　異なる孵化時間による校正曲線と血液サンプル測定値に対する影響
　本実施例において、抽出試薬は５０ｍＭのＴｒｉｓ－ＨＣｌ緩衝液で、ｐＨは８.０で
あって、ツイーン２０　０.０５％（ｖ／ｖ）と、尿素８ｍｏｌ／Ｌと、スブチリシン５
Ｕ／ｍｌと、含有し、抽出試薬とサンプルとを均一に混合した後、７０℃で異なる時間孵
化する。測定対象サンプルは健康なヒトの全血を媒体として調製した、濃度の異なるＦＫ
５０６を含有する校正品及び実施例５に記載の１２個のＡＢＢＯＴＴ会社ＡＲＣＨＩＴＥ
ＣＴ　ｉ２０００システム専用試薬（ＦＫ５０６化学発光微粒子免疫検出試薬）で測定し
たＥＤＴＡ抗凝固全血臨床サンプル（中国人民解放軍第二軍医大学第三附属病院から取得
）である。
【００８７】
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　図５に示すように、サンプルの処理中に、加熱孵化時間が５ｍｉｎから４０ｍｉｎまで
延長されると、校正品各点の蛍光強度は明確に上昇する傾向を現した。加熱孵化時間を５
ｍｉｎから１０ｍｉｎまで延長した時、蛍光強度が明確に増加し、加熱孵化時間が１０ｍ
ｉｎ未満である時、体系に残留したプロティナーゼの活性が酵素による抗体の分解を介し
て検出信号を低減することを表す。５ｍｉｎ～４０ｍｉｎ内の異なる孵化時間の場合、サ
ンプルの測定値はいずれもＨＰＬＣ－ＭＳとＡＢＢＯＴＴ－ｉ２０００の測定値と良好な
一致性を現した（表２）。孵化時間が長いと残留されるプロティナーゼの活性がもっと小
さいので、本発明のサンプルを処理する際の加熱孵化時間は１０ｍｉｎ～３０ｍｉｎを選
択する。
【００８８】
【表２】

【００８９】
（実施例７）　異なる前処理液の実験比較
　本実施例において、ソウリン会社（ＰＲＯ－Ｔｒａｃ（商標）　II　Ｔａｃｒｏｌｉｍ
ｕｓ　ＥＬＩＳＡ，Ｄｉａｓｐｏｒａ）、アボット会社（ＡＢＢＯＴＴＡＲＣＨＩＴＥＣ
Ｔ　ｉ２０００　Ｓｙｓｔｅｍ）と本発明の前記前処理液の、本発明の前記ＦＫ５０６－
ＴＲＦＩＡにおける校正曲線とサンプル測定値に対する影響を比較する。
【００９０】
　ソウリン前処理液でサンプルを処理する：遠心試験管に５０μl全血サンプルと３００
μl酵素分解液（ソウリン医療（上海）有限会社から購入、許可番号３０５１０２）を添
加し、２０秒振動しつつ均一に混合し、室温で１５ｍｉｎ放置してから、７５°Ｃの水浴
鍋に入れて、１５ｍｉｎ加熱し、試験管から取り出して、２０秒振動しつつ均一に混合し
、１８００×ｇで１０ｍｉｎ遠心処理する。上澄みを取ってサンプルとする。
【００９１】
　ＡＢＢＯＴＴ前処理液でサンプルを処理する：遠心試験管に２００μl全血サンプルと
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２００μl全血沈殿剤（アボット貿易（上海）有限会社から購入、３０９２２１）を添加
し、１０秒振動しつつ均一に混合し、１００００×ｇで５～６ｍｉｎ遠心処理する。上澄
みを取ってサンプルとする。
【００９２】
　本発明の前記抽出試薬でサンプルを処理する：実施例１と同様である。
【００９３】
　上述した３種類の方法で５５個のＨＰＬＣ－ＭＳ方法で測定したＥＤＴＡ抗凝固全血臨
床サンプル（中国人民解放軍第二軍医大学第三附属病院から取得）を処理し、実施例１に
記載の工程に従って処理後の各サンプルを検出した。ＨＰＬＣ－ＭＳを参照方法として、
異なる前処理液によるＦＫ５０６－ＴＲＦＩＡにおける校正曲線（各校正品について平行
する４孔を測定）（図６）と測定値に対する影響を観察した（図７Ａ、７Ｂ、７Ｃ）。
【００９４】
　図６に示すように、前記ＦＫ５０６検出方法において、有機溶剤を主な成分とするＡＢ
ＢＯＴＴ－ｉ２０００前処理液による検出に対する影響が大きく、校正曲線の蛍光強度が
最も低く、平行する４孔を測定した各校正品の蛍光強度の平行性は悪く、有機溶剤が反応
体系に不良な影響を与えることを表す。ソウリン前処理液と本発明の前記抽出試薬に基づ
くＦＫ５０６検出は略平行する校正曲線を有し、校正品の各点の精密性が優れているが、
本発明の前記抽出試薬によって取得した蛍光強度が最も高く、本発明の前記抽出試薬が薬
物を有効に放出できるとともに、反応体系に対するその媒体の影響が更に穏やかであるこ
とを表す。
【００９５】
　図７Ａ、７Ｂ、７Ｃに示すように、３種類の方法で処理した５５個のサンプルにおいて
、本発明の前記抽出試薬、ＡＢＢＯＴＴ－ｉ２０００前処理液、ソウリン前処理液に基づ
くＦＫ５０６－ＴＲＦＩＡ検出値とＨＰＬＣ－ＭＳ測定値の相関係数はそれぞれ、０.９
８１、０.９５７、０.９５１であって、本発明の前記抽出試薬に基づくＦＫ５０６－ＴＲ
ＦＩＡ検出値とＨＰＬＣ－ＭＳ方法の測定値との一致性が最も優れていることを表す。
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