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(57)【要約】
　免疫抑制薬を含んでいる疑いのある試料において免疫抑制薬を測定するための方法を開
示している。該方法は、媒体中で試料、免疫抑制薬についての一次モノクローナル抗体、
及び免疫抑制薬についての二次モノクローナル抗体の組合せを提供することを含む。二次
モノクローナル抗体は、一次モノクローナル抗体が免疫抑制薬に結合する部分以外の、免
疫抑制薬の部分に結合する。媒体を、一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗
体の免疫抑制薬への結合のための条件下でインキュベートする。媒体を、免疫抑制薬、一
次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体を含む免疫複合体の存在について試験
する。免疫複合体の存在及び／又は量は、試料中の免疫抑制薬の存在及び／又は量を示す
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫抑制薬を含有する疑いのある試料において免疫抑制薬を測定するための方法であっ
て、以下、
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）試料と
　（ｉｉ）免疫抑制薬のための一次モノクローナル抗体と
　（ｉｉｉ）免疫抑制薬のための二次モノクローナル抗体と
を組み合わせて提供すること、ここで、二次モノクローナル抗体は、一次モノクローナル
抗体が免疫抑制薬に結合する部分以外の免疫抑制薬の一部に結合し、
（ｂ）前記媒体を、免疫抑制薬への一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体
の結合のための条件下でインキュベートすること、並びに
（ｃ）免疫抑制薬、一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体を含む免疫複合
体の存在について前記媒体を試験すること、ここで、免疫複合体の存在及び／又は量は、
試料中の免疫抑制薬の存在及び／又は量を示す、
を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記免疫抑制薬が、タクロリムス、シクロスポリン、ラパマイシン及びエベロリムスか
らなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体の１つが、シグナル発生シス
テムの一端をなす、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体の１つが、支持体に結合され
る、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記免疫抑制薬がタクロリムスであり、かつ前記一次モノクローナル抗体が、実質的に
メトキシ官能基及びヒドロキシ官能基を含むＣ２９～Ｃ３４環及びメトキシ官能基を含む
Ｃ１５からなるタクロリムスの一部に結合する、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記免疫抑制薬がタクロリムスであり、かつ前記二次モノクローナル抗体が、実質的に
Ｃ１０～Ｃ１４環のメトキシ、及びＣ２２ケト酸素を含むＣ１～Ｃ２６環のＣ１９～Ｃ２
７からなるタクロリムスの一部に結合する、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　前記免疫抑制薬がタクロリムスであり、かつ前記一次モノクローナル抗体は、Ｃ２２で
タクロリムスに連結した免疫原キャリヤーを含む免疫原に対して生じたものである、請求
項１に記載の方法。
【請求項８】
　前記免疫抑制薬がタクロリムスであり、かつ前記二次モノクローナル抗体は、Ｃ３２で
タクロリムスに連結した免疫原キャリヤーを含む免疫原に対して生じたものである、請求
項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記免疫抑制薬がタクロリムスであり、前記一次モノクローナル抗体が１４Ｈ０４であ
り、かつ前記二次モノクローナル抗体が１Ｅ２である、請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　タクロリムスを含有する疑いのある試料においてタクロリムスを測定するための方法で
あって、以下、
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）試料と
　（ｉｉ）タクロリムスのための一次モノクローナル抗体と
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　（ｉｉｉ）タクロリムスのための二次モノクローナル抗体と
を組み合わせて提供すること、ここで、二次モノクローナル抗体は、一次モノクローナル
抗体がタクロリムスに結合する部分以外のタクロリムスの一部に結合し、
（ｂ）前記媒体を、試料中でのタクロリムスへの一次抗体及び二次抗体の結合のための条
件下でインキュベートすること、並びに
（ｃ）タクロリムス、一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体を含む免疫複
合体の存在について前記媒体を試験すること、ここで、免疫複合体の存在及び／又は量は
、試料中のタクロリムスの存在及び／又は量を示す、
を含む、前記方法。
【請求項１１】
　前記一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体の１つが、シグナル発生シス
テムの一端をなす、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体の１つが、支持体に結合され
る、請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記一次モノクローナル抗体が、実質的にメトキシ官能基及びヒドロキシ官能基を含む
Ｃ２９～Ｃ３４環及びメトキシ官能基を含むＣ１５からなるタクロリムスの一部に結合す
る、請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記二次モノクローナル抗体が、実質的にＣ１０～Ｃ１４環のメトキシ、及びＣ２２ケ
ト酸素を含むＣ１～Ｃ２６環のＣ１９～Ｃ２７からなるタクロリムスの一部に結合する、
請求項１０に記載の方法。
【請求項１５】
　前記一次モノクローナル抗体は、Ｃ２２でタクロリムスに連結した免疫原キャリヤーを
含む免疫原に対して生じたものである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１６】
　前記二次モノクローナル抗体は、Ｃ３２でタクロリムスに連結した免疫原キャリヤーを
含む免疫原に対して生じたものである、請求項１０に記載の方法。
【請求項１７】
　前記一次モノクローナル抗体が１４Ｈ０４であり、かつ前記二次モノクローナル抗体が
１Ｅ２である、請求項１０に記載の方法。
【請求項１８】
　タクロリムスを含有する疑いのある試料においてタクロリムスを測定するための方法で
あって、以下、
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）試料と
　（ｉｉ）磁性粒子を伴うクロリムスのための一次モノクローナル抗体と
　（ｉｉｉ）タクロリムスのための二次モノクローナル抗体と
を組み合わせて提供すること、ここで、二次モノクローナル抗体は、一次モノクローナル
抗体がタクロリムスに結合する部分以外の他のタクロリムスの一部に結合し、かつ二次モ
ノクローナル抗体は酵素を伴い、
（ｂ）前記媒体を、タクロリムスへの一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗
体の結合のための条件下でインキュベートすること、並びに
（ｄ）タクロリムス及び一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体を含む免疫
複合体の存在について前記媒体を試験すること、ここで、免疫複合体の存在及び／又は量
は、試料中のタクロリムスの存在及び／又は量を示す、
を含む、前記方法。
【請求項１９】
　前記一次モノクローナル抗体が、実質的にメトキシ官能基及びヒドロキシ官能基を含む
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Ｃ２９～Ｃ３４環及びメトキシ官能基を含むＣ１５からなるタクロリムスの一部に結合し
、かつ前記二次モノクローナル抗体が、実質的にＣ１０～Ｃ１４環のメトキシ、並びにＣ
２５ヒドロキシ及びＣ２２ケト酸素を含むＣ１～Ｃ２６環のＣ１９～Ｃ２７からなるタク
ロリムスの一部に結合する、請求項１８に記載の方法。
【請求項２０】
　前記一次モノクローナル抗体が１４Ｈ０４であり、かつ前記二次モノクローナル抗体が
１Ｅ２である、請求項１８に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫抑制薬の、かかる免疫抑制薬の１つ以上を含むことが公知である又は含
む疑いのある試料、例えば患者試料中での測定のための化合物、方法及びキットに関する
。
【０００２】
　身体は、自己と非自己を識別するための複雑な免疫応答に依存する。時々、身体の免疫
系を、不十分な反応を増加し又は過剰反応を抑制するために制御する必要がある。例えば
、臓器、例えば腎臓、心臓、心肺、骨髄及び肝臓をヒトに移植する場合に、身体は、しば
しば、同種異系移植片拒絶と言われるプロセスによって移植組織を拒絶する。
【０００３】
　同種異系移植片拒絶の治療において、免疫系は、しばしば薬物療法で制御される方法で
抑制される。免疫抑制薬は、非自己組織の同種異系移植片拒絶を妨げることを助けるため
に移植レシピエントに注意深く投与される治療薬である。免疫抑制薬を、次のように分類
してよい：グルココルチコイド、細胞増殖阻害薬、抗体、イムノフィリンに対して作用す
る薬剤、及び他の薬剤、例えばインターフェロン、オピエートＩＮＦ結合タンパク質、ミ
コフェノール酸塩、ＦＴＹ７２０等。特定の分類の免疫抑制薬は、イムノフィリンに対し
て作用する薬剤を含む。イムノフィリンは、生理学的意義を有する高い親和性の特異的結
合タンパク質の一例である。イムノフィリンの２つの異なるファミリー：シクロフィリン
及びマクロフィリンが現在公知であり、後者は例えばタクロリムス又はシロリムスを特異
的に結合する。
【０００４】
　２つの最も一般的な、移植患者において臓器拒絶を妨げるために投与される免疫抑制薬
は、Ｃｙｃｌｏｓｐｏｒｉｎｅ（ＣＳＡ）及びＦＫ－５０６（ＦＫ又はタクロリムス）で
ある。米国及び他国において免疫抑制剤としての使用を見出している他の薬剤は、ラパマ
イシンとしても公知のシロリムスである。シロリムスの誘導体も、免疫抑制剤として有用
である。かかる誘導体は、例えばＥｖｅｒｏｌｉｍｕｓ等を含む。
【０００５】
　ある免疫抑制薬に関連する副作用を、患者中に存在する薬剤のレベルを注意深く制御す
ることによってある程度制御することができる。血中の免疫抑制薬及び関連する薬剤の濃
度の治療モニタリングは、最小の毒性で最大の免疫抑制を確実にするための投与レジーム
を最適化することを要求する。免疫抑制薬は非常に有効な免疫抑制剤であるが、有効投与
範囲がしばしば狭く、かつ過剰な投与量は深刻な副作用をもたらしうるために、それらの
使用を注意深く管理しなければならない。一方で、免疫抑制剤の少なすぎる投与は、組織
拒絶を導くことができない。免疫抑制薬の分布及び代謝が、患者間で大きく変動しうるた
め、及び副作用の幅広さ及び厳しさのために、薬物レベルの正確なモニタリングが必須で
ある。
【０００６】
　従って、患者における免疫抑制薬又はそれらの誘導体のレベルを測定するための早く正
確な診断方法を開発する継続的な必要がある。該方法は、その代謝物の交叉反応性をもた
らす又は免疫抑制薬を含む疑いのある試料における構成物をもたらす誤差を最少化すると
同時に、完全に自動化することができるべきであり、かつ親薬物を選択的に検出すべきで
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ある。
【０００７】
　要約
　本明細書において記載された原理に従ったいくつかの実施例は、免疫抑制薬を含んでい
る疑いのある試料において免疫抑制薬を測定するための方法に関する。該方法は、媒体中
で試料、免疫抑制薬についての一次モノクローナル抗体、及び免疫抑制薬についての二次
モノクローナル抗体の組合せを提供することを含む。二次モノクローナル抗体は、一次モ
ノクローナル抗体が免疫抑制薬に結合する部分以外の、免疫抑制薬の部分に結合する。媒
体を、一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体の免疫抑制薬への結合のため
の条件下でインキュベートする。媒体を、免疫抑制薬、一次モノクローナル抗体及び二次
モノクローナル抗体を含む免疫複合体の存在について試験する。免疫複合体の存在及び／
又は量は、試料中の免疫抑制薬の存在及び／又は量を示す。
【０００８】
　本明細書において記載された原理に従ったいくつかの実施例は、タクロリムスを含んで
いる疑いのある試料においてタクロリムスを測定するための方法に関する。該方法は、媒
体中で試料、タクロリムスについての一次モノクローナル抗体、及びタクロリムスについ
ての二次モノクローナル抗体の組合せを提供することを含む。二次モノクローナル抗体は
、一次モノクローナル抗体がタクロリムスに結合する部分以外の、タクロリムスの部分に
結合する。媒体を、試料中での一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体のタ
クロリムスへの結合のための条件下でインキュベートし、そしてその媒体を、タクロリム
ス、一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体を含む免疫複合体の存在につい
て試験する。免疫複合体の存在及び／又は量は、試料中のタクロリムスの存在及び／又は
量を示す。
【０００９】
　本明細書において記載された原理に従ったいくつかの実施例は、タクロリムスを含んで
いる疑いのある試料においてタクロリムスを測定するための方法に関する。該方法は、媒
体中で試料、磁性粒子を伴うタクロリムスについての一次モノクローナル抗体、及び磁性
粒子を伴うタクロリムスについての二次モノクローナル抗体の組合せを提供することを含
む。二次モノクローナル抗体は、一次モノクローナル抗体がタクロリムスに結合する部分
以外の、タクロリムスの部分に結合する。媒体を、試料中での一次モノクローナル抗体及
び二次モノクローナル抗体のタクロリムスへの結合のための条件下でインキュベートし、
そしてその媒体を、タクロリムス、一次モノクローナル抗体及び二次モノクローナル抗体
を含む免疫複合体の存在について試験する。免疫複合体の存在及び／又は量は、試料中の
タクロリムスの存在及び／又は量を示す。
【図面の簡単な説明】
【００１０】
【図１】ナンバリングを有するタクロリムスについての化学式を示す図。
【図２】モノクローナル抗体が本明細書に記載の原理に従って結合する分子の位置を示す
図１の化学式を示す図。
【図３】本明細書に記載の原理に従ってタクロリムスサンドイッチ免疫アッセイのシグナ
ル用量反応を示すグラフ。
【図４】本明細書に記載の原理に従ってタクロリムスＥＬＩＳＡサンドイッチ免疫アッセ
イのシグナル用量反応を示すグラフ。
【００１１】
　特定の実施態様の詳細な説明
　一般議論
　本発明は、免疫抑制薬分子の一部を分離するために特異的に結合するモノクローナル抗
体を製造することができることを見出している。この発見は、免疫抑制薬が、比較的小分
子（分子量約２５００未満、又は約２０００未満、又は約１５００未満、又は約１０００
未満）であり、かつ抗体が結合できる１つ以上の部位を有することが考慮されないハプテ
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ンであるために、驚くべきことである。本明細書に記載の原理に従って、同時に免疫抑制
薬分子の別の部分に結合する少なくとも２つの異なる抗体を製造することができる。“免
疫抑制薬のための抗体”の語句は、免疫抑制薬に特異的に結合し、かつ任意の著しい程度
まで免疫抑制薬のための抗体を変形する他の物質に結合しない抗体を意味する。特異的結
合は、他の分子の実質的に少ない識別と比較して他のための２つの異なる分子の１つの特
異的な認識を含む。一方で、非特異的結合は、比較的特定の表面構造と無関係である分子
間の非共有結合を含む。非特異的結合は、分子間の疎水性相互作用を含むいくつかの因子
によりもたらされてよい。
【００１２】
　ハプテンは、対応する抗体に特異的に結合できる化合物であるが、それ自体、抗体の製
造のための免疫原（又は抗原）として作用しない。従って、ハプテンは、抗体を生じるた
めに使用される免疫原キャリヤーに連結される。
【００１３】
　同時に免疫抑制薬上で２つの異なる部位に結合するモノクローナル抗体の製造は、免疫
抑制薬を２つの異なる抗体で同時に結合して免疫複合体を形成する、サンドイッチアッセ
イにおけるかかる抗体の使用を可能にする。免疫抑制薬に対してサンドイッチアッセイを
実施する能力は、免疫抑制薬のためのアッセイの感受性を高める。さらに、支持体に結合
した１つのモノクローナル抗体を含むサンドイッチアッセイの場合に、該アッセイを、不
純物及び試料の妨害物質の存在で実施してよく、それというのも支持体を、試料から分離
し、そして免疫抑制薬を支持体のモノクローナル抗体に結合させた後に、しかし二次モノ
クローナル抗体の導入前に、洗浄することができるからである。
【００１４】
　“免疫抑制薬”の用語は、イムノフィリンに対して作用するもの、例えば、制限される
ことなく、シクロスポリン（シクロスポリンＡ、シクロスポリンＢ、シクロスポリンＣ、
シクロスポリンＤ、シクロスポリンＥ、シクロスポリンＦ、シクロスポリンＧ、シクロス
ポリンＨ、シクロスポリンＩを含む）、タクロリムス（ＦＲ－９００５０６、ＦＫ５０６
、ＰＲＯＧＲＡＦ（登録商標））、シロリムス（ラパマイシン、ＲＡＰＡＭＵＮＥ（登録
商標））、及びエベロリムス（ＲＡＤ、ＣＥＲＴＩＣＡＮ（登録商標））を含む。
【００１５】
　抗体は、完全な免疫グロブリン又はそれらの断片を含んでよく、免疫グロブリンは、種
々の分類及びアイソタイプ、例えばＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、Ｉ
ｇＧ２ｂ及びＩｇＧ３、ＩｇＭ等を含む。それらの断片は、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’
）2、Ｆａｂ’等を含む。さらに、免疫グロブリン又はそれらの断片のアグリゲート、ポ
リマー及び接合体を、適宜、特定の分子についての結合親和性を維持する限り使用するこ
とができる。
【００１６】
　モノクローナル抗体を、当業者によく知られている技術、例えば連続雑種細胞系列を製
造し、分泌されたタンパク質を採取すること（体細胞雑種形成技術）によって製造できる
。モノクローナル抗体を、Ｋｏｅｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎ（Ｎａｔｕｒｅ ２６５
：４９５－４９７、１９７５年）の標準技術に従って製造してよい。モノクローナル抗体
の報告を、Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ Ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ， ｅｄ． Ｍｅｌｃｈｅｒｓ， 
ｅｔ ａｌ． Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－ Ｖｅｒｌａｇ（Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ １９７８年）、Ｎａ
ｔｕｒｅ ２６６： ４９５（１９７７年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ ２０８： ６９２（１９８０
年）、及びＭｅｔｈｏｄｓ ｏｆ Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ ７３ （Ｐａｒｔ Ｂ）： ３－４
６（１９８１年）において見いだせる。
【００１７】
　抗体の製造のための他のアプローチにおいて、抗体結合部位についてコードする配列を
、染色体ＤＮＡから切除し、そして細菌中で発現して、対応する抗体結合部位を有する組
換えタンパク質を製造することができる、クローニングベクター中に挿入してよい。この
アプローチは、少なくとも天然の抗体の特異的結合のために要求されるアミノ酸配列につ
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いてコードする核酸配列又はそれらの突然変異変種をクローニング及び発現することを含
む。
【００１８】
　モノクローナル抗体の製造のための１つのアプローチにおいて、第一の工程は、抗体を
製造する動物、例えば抗原を有する、例えば免疫原を有するマウス、ラット、ヤギ、ヒツ
ジ、又は雌牛の免疫化を含む。免疫化を、アジュバント、例えばフロインドアジュバント
又は他のアジュバント、例えばモノホスホリルリピドＡ及び合成トレハロースジコリノミ
コレート（ｄｉｃｏｒｙｎｏｍｙｃｏｌａｔｅ）アジュバントで、又はアジュバントなし
で実施してよい。次の工程は、抗体を製造する動物から脾臓細胞を単離し、そして抗体を
製造する脾臓と適した融合パートナー、典型的に骨髄腫細胞とを、例えばポリエチレング
リコール又は他の技術を使用することによって融合することを含む。典型的に、使用され
る骨髄腫細胞は、通常、ヒポキサンチンチミジン（ＨＴ）培養液中で成長するものである
が、しかし、融合細胞の選択のために使用される、ヒポキサンチンアミノピテリンチミジ
ン（ＨＡＴ）培養液中で成長できない。次の工程は、典型的にＨＡＴ培養液中での選択に
よる融合細胞の選択を含む。次の工程は、クローニングした雑種を、免疫アッセイ、例え
ば固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）又はスクリーニングのために適した他の免疫アッセ
イを使用する適した抗体製造のためにスクリーニングすることを含む。
【００１９】
　“免疫原キャリヤー”の用語は、ハプテンに接合され、哺乳動物中に注射されるか又は
免疫原として使用される場合に、免疫応答を含み、かつハプテンに結合する抗体の製造を
誘発する群又は成分を意味する。免疫原キャリヤーは、時に抗原キャリヤーとも言われる
。本明細書において記載されている原理に従ったいくつかの例において、特定の部位で免
疫抑制化合物に連結される、ポリ（アミノ酸）及び非ポリ（アミノ酸）（ｎｏｎ－ｐｏｌ
ｙ （ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ））免疫原キャリヤーを含有する免疫原キャリヤーを含む免疫
原を合成紙、かつ抗体を製造するために使用する。
【００２０】
　免疫原キャリヤーであるポリ（アミノ酸）についての分子量範囲（ダルトン）は、例え
ば、約５０００～約１０００００００、又は約２００００～約６０００００、又は約２５
０００～約２５００００の分子量である。ポリ（アミノ酸）免疫原キャリヤーは、タンパ
ク質、例えばアルブミン、血清タンパク質、例えばグロブリン、眼球水晶体タンパク質（
ｏｃｕｌａｒ ｌｅｎｓ ｐｒｏｔｅｉｎ）及びリポタンパク質を含む。例示的なタンパク
質は、制限されることなく、例えば、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、キーホールリンペ
ットヘモシアニン（ＫＬＨ）、卵オバルブミン、及びウシガンマグロブリン（ＢＧＧ）を
含む。非ポリ（アミノ酸）免疫原キャリヤーは、多糖、核酸、及び粒子（生体及び合成材
料）を含む。広範な免疫原キャリヤーは、Ｄａｖａｌｉａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番
号第５，０８９，３９０号、４段５７行目～５段５行目において開示されており、参照を
もって本明細書に組み込まれたものとする。
【００２１】
　前記のように、免疫原は、天然又は合成的に製造されてよい単糖の高分子量ポリマーで
あり、単糖の繰り返した縮合を含む多糖であってよい。多糖の例は、デンプン、グリコー
ゲン、セルロース、炭水化物ガム、例えばアラビアガム、寒天等である。多糖は、ポリ（
アミノ酸）残基及び／又は脂質残基を含んでもよい。
【００２２】
　前記のように、本明細書において記載された原理に従ったいくつかの例において、免疫
原キャリヤーを、連結基によって免疫抑制化合物上の予め決められた位置で、免疫抑制化
合物に連結してよい。いくつかの例において、連結基は、水素を数えずに約２～約５０原
子、又は４～約３０原子を含んでよく、かつそれぞれ独立して、通常、炭素、酸素、硫黄
、窒素及びリンからなる群から選択される、２～約３０原子、又は３～約２０原子の鎖を
含んでよい。連結基の一部又は全ては、免疫抑制化合物に連結している分子の一部、例え
ば制限されることなく、ポリ（アミノ酸）上のアミノ酸残基である。いくつかの例におい
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て、連結基は、オキシム基を含む。
【００２３】
　連結基におけるヘテロ原子の数は、０～約２０、又は１～約１５、又は約２～１０の範
囲であってよい。連結基は、脂肪族又は芳香族であってよい。ヘテロ原子が存在する場合
に、酸素は、通常、炭素、硫黄、窒素又はリンに結合したオキソ又はオキシとして存在し
、窒素は、通常、炭素、酸素、硫黄又はリンに結合したニトロ、ニトロソ又はアミノとし
て存在し、硫黄は、酸素に類似し、一方、リンは、炭素、硫黄、酸素又は窒素に、通常ホ
スホネート及びホスフェートモノエステル又はジエステルとして結合される。結合基と接
合されるべき分子との間の共有結合の形成における通常の官能基は、アルキルアミン、ア
ミジン、チオアミド、エーテル、尿素、チオ尿素、グアニジン、アゾ、チオエーテル及び
カルボキシレート、スルホネート、及びホスフェートエステル、アミド及びチオエステル
である。ヘテロ原子を有する結合基の特定の一実施態様は、前記のようにオキシム官能基
である。
【００２４】
　大部分は、連結基が、連結官能基（成分と反応するための官能基）、例えば窒素及び硫
黄類似体を含む非オキソカルボニル基、ホスフェート基、アミノ基、アルキル化剤、例え
ばハロ又はトシルアルキル、オキシ（ヒドロキシル又は硫黄類似体、メルカプト）、オキ
ソカルボニル（例えばアルデヒド又はケトン）、又は活性オレフィン、例えばビニルスル
ホン又はα－、β－不飽和エステルを有する場合に、これらの官能基を、アミノ基カルボ
キシル基、活性オレフィン、アルキル化剤、例えばブロモアセチルに連結させる。アミン
及びカルボン酸もしくはその窒素誘導体又はリン酸を連結させる場合に、アミジン及びホ
スホラミドが形成される。メルカプタン及び活性オレフィンを連結させる場合に、チオエ
ーテルが形成される。メルカプタン及びアルキル化剤を連結させる場合に、チオエーテル
が形成される。アルデヒド及びアミンを反応条件下で連結させる場合に、アルキルアミン
が形成される。ケトン又はアルデヒド及びヒドロキシアミン（置換基がヒドロキシル基の
水素の代わりである場合にそれらの誘導体を含む）を連結させる場合に、オキシム官能基
（＝Ｎ－Ｏ－）が形成される。カルボン酸又はリン酸及びアルコールを連結させる場合に
、エステルが形成される。種々の連結基は、当業者によく知られている；例えば、Ｃａｕ
ｔｒｅｃａｓａｓ， Ｊ． Ｂｉｏｌ． Ｃｈｅｍ． （１９７０） ２４５：３０５９を参
照。
【００２５】
　特定の例としてタクロリムス
　次の特定の記載は、本発明の範囲の説明を目的とし、本発明の範囲を制限しない。免疫
抑制薬、及び特にタクロリムスの選択は、本発明が、抗体を生じることができ、かつかか
る生じた抗体が化合物のためのアッセイ中に特異的に結合する空間的に分けられた領域を
有するあらゆるハプテンの検出への一般の適用を有するための説明のためであり、制限す
るものではない。
【００２６】
　タクロリムス分子の一部を分けるために結合したモノクローナル抗体を製造してよい（
図１）。モノクローナル抗体が結合する分かれた部位を、例えばタクロリムスの代謝を使
用する交差反応試験によって測定してよい。図２に関して、製造されてよい１つのモノク
ローナル抗体は、実質的に、メトキシ基及びヒドロキシ基を含むＣ２９～Ｃ３４環及びメ
トキシ基を含むＣ１５からなるタクロリムスの一部（１４位）に結合する。実質的にＣ１
０～Ｃ１４環のメトキシ、及びＣ２２ケト酸素を含み、かつＣ２４ヒドロキシ基及びＣ２
６エステル酸素も含むＣ１～Ｃ２６環のＣ１９～Ｃ２７からなるタクロリムスの一部（１
２位）に結合する他のモノクローナル抗体を、製造してよい。三次元解析によるタクロリ
ムス構造の試験は、１２位及び１４位の配座を示す。
【００２７】
　１４位に方向付けられたモノクローナル抗体を、タクロリムスのＣ１９～Ｃ２７位にお
ける位置でタクロリムスを直接結合によって又は連結基を介して免疫原キャリヤーに連結
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する免疫原から製造してよい。
【００２８】
　特定の例において、説明のために及び制限することなく、本明細書において記載された
原理に従って、タクロリムス分子のＣ２２位でタクロリムスを、直接結合によって又は連
結基を介して免疫原キャリヤーに連結する。特定の例において、説明によって及び制限さ
れることなく、Ｃ２２位でケト基をアミンと反応させて、オキシムを製造する。アミンは
、制限されることなく、例えばカルボキシメトキシルアミンであってよい。
【００２９】
　１つのアプローチにおいて、タクロリムスと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生じる。この特定の例において、タクロリムスを、アルコー
ル性媒体、例えばメタノール、エタノール又はプロパノール中で、緩衝塩、例えば酢酸ナ
トリウムの存在で、カルボキシメトキシルアミンと反応させて、カルボキシルメチルオキ
シムを得てよい。このオキシムを、免疫原キャリヤー、例えば、制限されることなく、ウ
シ血清アルブミン、チログロブリン、オバルブミン、フィブリノーゲン又はキーホールリ
ンペットヘモシアニンであってよい高分子量タンパク質に連結してよい。一例として、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。
【００３０】
　一例として、タクロリムスと高分子量タンパク質との接合体の製造方法は、以下である
：（１）前記のような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させて、反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを製造
すること；及び（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とを
反応させて接合体を製造すること。カルボキシメチルオキシムを活性化してＮ－ヒドロキ
シスクシンイミドエステルを製造することを、例えば、カップリング剤、例えば水溶性カ
ルボジイミド、例えば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）－カルボジイミドヒドロクロリド（ＥＤＡＣ）を使用することによって実
施する。
【００３１】
　他の例として、タクロリムスのＣ１９～Ｃ２７内の炭素原子で誘導されたタクロリムス
の接合体は、ブロモアセチル誘導体である。タクロリムスのブロモアセチル誘導体の製造
は、（１）タクロリムスとカルボキシメトキシルアミンと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を製造すること、（２）カルボキシメチルオキシムを活性
化させて、反応性Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを製造すること、及び（３）Ｎ
－ヒドロキシスクシンイミドエステルとブロモアセチルエチレンジアミンのトリフルオロ
酢酸塩とを反応させてブロモアセチル誘導体を製造することを含む。この方法において使
用されるカルボキシメチルオキシム誘導体を前記のように製造する。かかるブロモアセチ
ル誘導体を使用して、ブロモアセチル成分とタンパク質のスルフヒドリル基とを反応させ
ることによって、タクロリムスのタンパク質接合体を製造することができる。
【００３２】
　１４位のモノクローナル抗体を、次のスクリーニング法によって同定してよい：抗体ク
ローンの結合部位を、種々のタクロリムス誘導体、例えば代謝物及び免疫原へのその結合
特性に基づいて同定した。１４位を、以下に基づく１４Ｈ０４クローンについての結合部
位として同定した：（ａ）使用した免疫原は、タクロリムスのＣ２２ケト基を介して連結
した免疫原キャリヤータンパク質を有し、（ｂ）タクロリムスＣ２２オキシムは、抗体結
合がＣ２２位の付近で生じない（代わりにその領域が抗体結合を中断しない）ことを示す
モノクローナル抗体１４Ｈ０４への強い結合を示し、（ｃ）タクロリムスＣ３２カルバメ
ート化合物が、モノクローナル抗体１４Ｈ０４及び抗体結合を徹底的に減少させたＣ３１
メトキシ基の脱メチル化を含む代謝物を結合せず（その双方は、１４Ｈ０４がＣ２９～３
４環を結合することを示す）、及び（ｄ）１５－Ｏ－デメチルタクロリムスとの非交差反
応は、１４Ｈ０４がＣ１５隣接部位に結合する（代わりに、１５－Ｏ－メチル基が、抗体
の結合能力を除去した）ことを示す。
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【００３３】
　１２位に方向付けられたモノクローナル抗体を、タクロリムスのＣ２９～Ｃ３４位にお
ける位置でタクロリムスを直接結合によって又は連結基を介して免疫原キャリヤーに連結
する免疫原から製造してよい。連結基及び連結のための方法は、タクロリムスのＣ１９～
Ｃ２７位における部位を介した連結について前記している。一例として、成分を、ヒドロ
キシル基を使用してタクロリムス分子のＣ３２位を介してタクロリムスに連結させる。
【００３４】
　１２位についてのモノクローナル抗体を、次のスクリーニング法によって同定してよい
。１２位を、次に基づいて１Ｅ２クローンに対しての結合領域として同定した：（ａ）使
用した免疫原を、Ｃ３２位を介して連結し、そして代わりにＣ３２（例えばタクロリムス
Ｃ３２カルバメート化合物）は、モノクローナル抗体１Ｅ２の結合を変更せず、（ｃ）１
Ｅ２は、タクロリムスのＣ３２エステル誘導体に１００％結合し、かつ（ｄ）代わりにＣ
３１メトキシ基（３１－Ｏ－デスメチル）は、モノクローナル抗体１Ｅ２の結合を減少し
ない。前記の全ては、モノクローナル抗体１Ｅ２が、タクロリムスのＣ２９～Ｃ３４環を
結合しないことを示す。Ｃ２４に連結するヒドロキシル基の改質は、モノクローナル抗体
１Ｅ２のタクロリムスへの結合を弱めた。タクロリムスＣ２２オキシム化合物は、１Ｅ２
に結合せず、モノクローナル抗体１Ｅ２がタクロリムスのＣ２２～Ｃ２４位に結合する個
を示す。Ｃ１３メチル基の代わりは、Ｍ１（１３－Ｏ－デスメチル）及びＭＶＩ（１３，
３１ジデスメチル）の場合におけるように、タクロリムスのモノクローナル抗体１Ｅ２の
結合を除去し、モノクローナル抗体１Ｅ２がタクロリムスのＣ１３位に結合することを示
した。
【００３５】
　前記の点で、モノクローナル抗体１Ｅ２及び１４Ｈ０４は、タクロリムス薬のためのサ
ンドイッチアッセイを可能にするタクロリムス分子上で別々の結合領域を有する。
【００３６】
　ＡＣＭＩＡアッセイフォーマットによるタクロリムス誘導体の測定を、次の方法に従っ
て実施した。代謝物を、Ｉｓｏｔｅｃｈｎｉｋａ Ｐｈａｒｍａ Ｉｎｃ （Ａｌｂｅｒｔ
ａ， Ｃａｎａｄａ）及びコロラド州デンバーのコロラド大学のＤｒ． Ｃｈｒｉｓｔｉｓ
ｔｉａｎｓ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙから得た。タクロリムス誘導体化合物、例えば免疫原
を、Ｓｉｅｍｅｎｓ ＡＧ（Ｇｌａｓｇｏｗ、ＤＥ）から得た。代謝物及び免疫原交差反
応を、米国特許番号第７，１８６，５１８号（参照をもって本明細書に組み込まれたもの
とする）において記載されたＡＣＭＩＡ方法を使用して測定した。簡単に、双方のクロー
ンを、公知の技術に従って、標準のヘテロ二官能ＳＭＣＣ（スクシンイミジルトランス－
４－（Ｎ－マレイミジルメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート）リンカーを使
用してβ－ガラクトシダーゼに接合させた。クロム粒子（免疫アッセイ固相）を、タクロ
リムス類似体をウシ免疫グロブリンに、そして二酸化クロム粒子を被覆したポリアルデヒ
ドデキストランに接合することによって製造した。モノクローナル抗体１４Ｈ０４のため
に使用したタクロリムス類似体は、タクロリムスＣ２２オキシム化合物であった。モノク
ローナル抗体１Ｅ２のために使用した類似体は、二酸化クロム粒子を被覆した抗蛍光抗体
上で固定したタクロリムスＣ３２蛍光誘導体であった。交差反応を、添加した代謝物及び
他のタクロリムス誘導体、例えば免疫原を含む試料を試験することによって検出した。添
加した代謝物を含む試料から得られたアッセイシグナルを、タクロリムス標準を含む試料
から得られたシグナルと比較した。交差反応を、添加した代謝物の濃度によって見かけの
タクロリムス濃度を割り、そしてパーセンテージとして結果を示すことにより測定した。
【００３７】
　本明細書において記載されている原理に従ったサンドイッチアッセイが、１つ以上の他
の前記モノクローナル抗体試薬を使用する比較アッセイと比較して、タクロリムスの代謝
物と低い交差反応を呈することを注意すべきである。サンドイッチアッセイにおいて、代
謝物は、双方の抗体に結合して、交差反応を呈する必要がある。代謝物が１つの抗体のみ
に結合し、他に結合しない（又は他への弱い結合を有する）場合に、アッセイシグナルは
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生じず、かつ従って非交差反応を示す。代謝物が抗体への１００％の結合を示すが、他へ
の弱い結合（例えば３０％）を有する場合に、アッセイによって測定された交差反応性は
、弱い結合である（すなわち３０％）。さらに、代謝物が一方の抗体への低い結合（例え
ば４０％）を示し、かつ他へのさらに弱い結合（例えば２０％）を有する場合に、サンド
イッチアッセイにおける交差反応は、より弱い結合である（前記例において、４０％×２
０％＝８％）。交差反応の研究において、２つの抗体、１Ｅ２及び１４Ｈ０４は、代謝物
Ｍ１　１３－Ｏ－デスメチルタクロリムス、ＭＩＩ　３１－Ｏ－デスメチルタクロリムス
、ＭＩＩＩ　１５－Ｏ－デスメチルタクロリムス、ＭＩＶ　１２－ＯＨ－タクロリムス、
Ｍ－ＶＩ　１３，３１－Ｏ－ジデスメチルタクロリムス、及びＭ－ＶＩＩ　１５，３１－
Ｏ－ジデスメチルタクロリムスとの、種々の交差反応プロフィールを呈する。サンドイッ
チアッセイにおいて測定された交差反応は、代謝物へのより低い結合を呈する抗体と同等
か又は低くあるべきである。
【００３８】
　免疫抑制薬のためのアッセイの一般記載
　前記のように、本明細書において記載された原理に従った例は、免疫抑薬を含んでいる
疑いのある試料における免疫抑制薬の測定のためのサンドイッチアッセイを可能にする。
サンドイッチアッセイにおいて、２つのモノクローナル抗体を使用し、それぞれ、同時に
免疫抑制薬分子の別々の領域に結合して、免疫複合体を形成する。免疫複合体の検出は、
試料中の免疫抑制薬の測定を可能にする。
【００３９】
　試験されるべき試料は、通常生物学的試料である。“生物学的試料”の語句は、あらゆ
る生物学的材料、例えば血液、体液、身体化合物及び媒体をいう。該試料は、あらゆる源
からの固体、半固体、又は流体（液体又はガス）であってよい。いくつかの実施態様にお
いて、試料は、身体排出物（ｂｏｄｙ ｅｘｃｒｅｔｉｏｎ）、身体吸引物（ｂｏｄｙ ａ
ｓｐｉｒａｎｔ）、身体摘出物（ｂｏｄｙ ｅｘｃｉｓａｎｔ）、又は身体抽出物（ｂｏ
ｄｙ ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ）であってよい。身体は、通常、哺乳動物であり、ある実施
態様において、身体はヒトである。身体排出物は、身体から排出された（しかし、切除又
は摘出によって得られてもよい）物質、例えば、尿、大便、糞、膣粘膜、精液、呼吸、汗
、水疱液及び炎症性浸出物である。身体摘出物は、身体から摘出材料、例えば、皮膚、髪
、及び臓器及び他の身体の部位からのバイオプシーを含む組織試料である。身体吸引物は
、身体から吸引された材料、例えば粘液、唾液及び痰である。身体抽出物は、身体から抽
出された材料、例えば全血、血漿、血清、髄液、脳脊髄液、リンパ液、滑液及び腹膜液で
ある。ある例において、試料は、全血、血漿又は血清である。
【００４０】
　アッセイの前に又はアッセイ中のある段階で、試料を、１つ以上前処理して、細胞を溶
解及び／又は内在性結合物質から免疫抑制薬を放出してよい。溶解細胞を、赤血球の膜の
完全性を破壊して、それによって細胞の細胞内含有物を放出する化合物又は化合物の混合
物である、溶血剤の使用によって得てよい。溶血剤は、制限されることなく、例えば、非
イオン性洗浄剤、アニオン洗浄剤、両親媒性洗浄剤、低イオン濃度水溶液（低張液）、細
菌剤、及び完全な依存性溶解を生じる抗体を含む。
【００４１】
　溶血剤として使用してよい非イオン性洗浄剤は、合成洗浄剤及び天然洗浄剤の双方を含
む。合成洗浄剤の例は、ＴＲＩＴＯＮTMＸ－１００、ＴＲＩＴＯＮTMＮ－１０１、ＴＲＩ
ＴＯＮTMＸ－１１４、ＴＲＩＴＯＮTMＸ－４０５、ＴＲＩＴＯＮTMＳＰ－１３５、ＴＷＥ
ＥＮ（登録商標）２０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウレート）、ＴＷ
ＥＥＮ（登録商標）８０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレエート）、Ｄ
ＯＷＦＡＸ（登録商標）、ＺＯＮＹＬ（登録商標）、ペンタエリトリチルパルミテート、
ＡＤＯＧＥＮ（登録商標）４６４、ＡＬＫＡＮＯＬ（登録商標）６１１２界面活性剤、ア
リルアルコール１，２－ブトキシレート－ブロック－エトキシレートＨＬＢ６、ＢＲＩＪ
（登録商標）、エチレンジアミンテトラキス（エトキシレート－ブロック－プロポキシレ
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ート）テトロール、ＩＧＥＰＡＬ（登録商標）、ＭＥＲＰＯＬ（登録商標）、ポリ（エチ
レングリコール）、２－［エチル［（ヘプタデカフルオロオクチル）スルホニル］アミノ
］エチルエーテル、ポリエチレン－ブロック－ポリ（エチレングリコール）、ポリオキシ
エチレンソルビタンテトラオレエート、ポリオキシエチレンソルビトールヘキサオレエー
ト、ＴＥＲＧＩＴＯＬ（登録商標）ＮＰ－９、ＧＡＦＡＣ（登録商標）（ＲＨＯＤＡＦＡ
Ｃ（登録商標）、アルキルポリオキシエチレングリコールホスフェートエステル、例えば
、アルファ－ドデシル－オメガ－ヒドロキシポリ（オキシ－１，２－エタンジイル）ホス
フェート）、及びＥＰ１１０（登録商標）等を含む。溶血剤として使用してよい天然に生
じる洗浄剤は、例えば、サポニン、ナトリウム又はカリウム中和脂肪酸、中和リン脂質、
ジアシルグリセロール、中和ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸塩、蛛和ホスファ
チジルエタノールアミン、ホスファチジルコリン、ホスファチジルイノシトール、ホスフ
ァチジルコリン、胆汁酸塩、非エステル化コレステロール、中和スフィンゴシン、セラミ
ド等を含む。１つ以上の合成洗浄剤又は１つ以上の天然に生じる洗浄剤の組合せ、及び合
成洗浄剤と天然に生じる洗浄剤との組合せを使用してもよい。
【００４２】
　使用される溶血剤の性質及び量又は濃度は、試料の１つ以上の性質、例えば免疫抑制薬
の性質、試薬化合物の残りの性質、及び反応条件に依存する。溶血剤の量は、少なくとも
、赤血球の溶解を生じて細胞の内容物を放出するために十分である。ある例において、溶
血剤の量は、例えば、約０．０００１％～約０．５％、約０．００１％～約０．４％、約
０．０１％～約０．３％、約０．０１％～約０．２％、約０．１％～約０．３％、約０．
２％～約０．５％、又は約０．１％～約０．２％（パーセントは質量／体積である）であ
る。
【００４３】
　放出剤は、内在性結合成分から免疫抑制薬を置き換える化合物又は化合物の混合物であ
る。放出剤は、多くの場合に、内在性結合成分から免疫抑制薬の代謝物を置き換えること
ができる。多くの例において、放出剤は、内在性結合タンパク質への高い結合親和性を有
し、従って、免疫抑制薬及びその代謝物を、所望の場合に、内在性結合タンパク質から容
易に置き換える。さらに放出剤は、アッセイにおいて使用される薬物のためのモノクロー
ナル抗体に任意の有意な程度まで結合しない。“任意の有意な程度まで結合しない”の語
句に関しては、結合の程度が十分に低くあるべきであり、その結果薬物のための正確な圧
政を実施できることを意味する。従って、放出剤は、任意の成分、アッセイ抗体への有意
な結合を有さない置換の所望の結果を達成するシグナル化合物又は化合物の混合物であっ
てよい。
【００４４】
　ある例において、放出剤は、免疫抑制薬の構造類似体を含む類似体である。免疫抑制薬
類似体は、結合タンパク質から類似免疫抑制薬を置き換えることができるが、免疫抑制薬
のためのモノクローナル抗体について任意の実質的な程度まで競合しない改質薬物である
。改質は、免疫抑制薬類似体を他の分子に接合することによって提供する。一例として、
免疫抑制薬類似体は、例えば、連結基を介して他の分子に接合される免疫抑制薬であって
よい。ヒドロキシ又はカルボン酸官能基を含有する免疫抑制薬について、放出剤は、検出
されるべき免疫抑制薬に関連する内在性結合タンパク質についての高い結合親和性を有し
、かつ免疫抑制薬について有意な結合親和性を有さない免疫抑制薬のエステルであってよ
い。例えば、タクロリムスについての測定において、タクロリムスのエステルを、前記要
求を満たす限り放出剤として使用してよい。構造類似体は、免疫抑制薬と、同様又は類似
した構造又は空間的特徴を有する成分であり、その結果、構造類似体は、免疫抑制薬の類
似体と同一又は類似の結果を得る。構造類似体は、例えば、免疫抑制薬に関連する他の化
合物であってよい。例えば、タクロリムスについての測定において、シロリムスのエステ
ルを、放出剤として使用してよい。前記エステルは、例えば、Ｃ1～Ｃ6カルボン酸のカル
バメート、カーボネート、エステルなどであってよい。例えば、米国特許番号第７，１８
６，５１８号（参照をもって本明細書に組み込まれたものとする）を参照。放出剤の他の
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例は、シクロスポリンＡのための［Ｔｈｒ2、Ｌｅｕ5、Ｄ－Ｈｉｖ8、Ｌｅｕ10］－シク
ロスポリンＡ、シロリムスのためのＦＫ５０６、ＦＫ５０６のためのシロリムス等を含む
。例えば、米国特許番号第６，１８７，５４７号（参照をもって本明細書に組み込まれた
ものとする）を参照。
【００４５】
　媒体中の放出剤の濃度は、免疫抑制薬、及びある場合に免疫抑制薬の代謝物を、内因性
結合成分から置き換えて、前記で議論した薬物のための抗体に結合しやすい薬剤及び代謝
物にする、所望の結果を得るために十分である。使用される放出剤の量又は濃度は、試料
の１つ以上の性質、例えば免疫抑制薬の性質、薬剤代謝物の性質、他の試薬化合物の性質
、及び反応条件に依存する。ある実施態様において、放出剤の量は、例えば約０．０００
００１％～約０．５％、約０．０００１％～約０．４％、約０．００１％～約０．３％、
約０．０１％～約０．２％、約０．１％～約０．３％、約０．２％～約０．５％、約０．
１％～約０．２％等（パーセントは質量／体積である）である。
【００４６】
　アッセイは、任意のアッセイ成分又は生成物を分離せずに（相同）、又は分離して（異
種）実施してよい、免疫アッセイである。相同又は異種アッセイを、一般に最適なアッセ
イ感受性を提供する中程度のｐＨで、水性緩衝媒体中で実施する。水性媒体は、単に水で
あってよく、又は助溶剤０．１～約４０体積パーセントを含んでよい。媒体のためのｐＨ
は、通常、約４～約１１の範囲、又は約５～約１０の範囲、又は約６．５～約９．５の範
囲であってよい。ｐＨは、通常、モノクローナル抗体及び免疫抑制薬の最適な結合、及び
アッセイのための他の試薬、例えばシグナル発生システムの要素のために最適なｐＨを折
衷する。
【００４７】
　種々の緩衝液を、所望のｐＨを得るため及び測定中のｐＨを維持するために使用してよ
い。例示的な緩衝液は、ボレート、ホスフェート、カーボネート、トリス、バルビタール
等を含む。使用される特定の緩衝液は、本発明に対して重要でないが、しかし個々のアッ
セイにおいて１つ以上の緩衝液を使用してよい。種々の補助材料を前記方法において使用
してよい。例えば、緩衝液に加えて、媒体は、媒体のための及び使用した試薬のための安
定剤を含んでよい。しばしば、これらの添加剤に加えて、タンパク質、例えばアルブミン
；有機溶剤、例えばホルムアミド；四級化アンモニウム塩；ポリアニオン、例えばデキス
トランスルフェート；界面活性剤、特に非イオン性界面活性剤；結合増強剤、例えばポリ
アルキレングリコールを含んでよい。
【００４８】
　１回以上のインキュベート期間を、前記種々の試薬の添加の間のあらゆる合間を含む１
回以上の合間で媒体に適用してよい。媒体を、通常、試薬の種々の成分の結合のために十
分な温度で、及び時間でインキュベートして生じてよい。中温を、通常、前記方法を実施
するために使用してよく、通常、測定中に一定の温度、有利には室温である。インキュベ
ート温度は、約５℃～約９９℃、又は約１５℃～約７０℃、又は約２０℃～約４５℃の範
囲である。インキュベートのための時間は、約０．２秒～約６時間、又は約２秒～約１時
間、又は約１～約５分である。時間は、媒体の温度、及び会合定数速度、濃度、結合定数
及び解離速度定数によって測定される種々の試薬の結合速度に依存する。測定中の温度は
、約１０℃～約５０℃、又は約１５℃～約４０℃の範囲である。
【００４９】
　アッセイされてよい免疫抑制薬分析物の濃度は、一般に、約１０-5～約１０-17Ｍ、又
は約１０-6～約１０-14Ｍまで変動する。アッセイが質的、半量的又量的（試料中に存在
する分析物の量に関連する）であるかどうかのような考察、特定の検出技術及び分析物の
濃度は、通常、種々の試薬の濃度を測定する。
【００５０】
　アッセイ媒体中の種々の試薬の濃度は、一般的に、関心のある免疫抑制薬分析物の濃度
範囲によって測定される。しかしながら、それぞれの試薬の最終濃度は、通常、範囲を超
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えたアッセイの感受性を最適化するために経験的に測定される。すなわち、有意性のある
分析物の濃度における変異は、正確に測定できるシグナルの差を提供すべきである。考察
、例えばシグナル発生システムの性質、及び免疫抑制分析物の性質は、通常、種々の試薬
の濃度を測定する。
【００５１】
　添加の順序を広く変動してよい一方で、アッセイの性質に依存する確かな性能がある。
添加の単純な順序は、同時に全ての材料を添加すること、及びアッセイ媒体が相同アッセ
イにおけるようなシグナルで有する効果を測定することである。代わりに、試薬を順次合
わせることができる。場合により、インキュベート工程を、前記で定義したようにそれぞ
れ添加した後に含んでよい。
【００５２】
　前記で議論したアッセイにおいて、１つ以上のラベルを使用してよく、該ラベルは、通
常、シグナル発生システム（“ｓｐｓ”）の一部である。ラベルの性質は、特定のアッセ
イ形式に依存する。ｓｐｓは、通常、１つ以上の成分を含み、少なくとも１つの成分は検
出可能なラベルであり、それは、結合した及び／又は結合していないラベルの量、すなわ
ち、検出される免疫抑制薬に結合した又は結合していないラベルの量に、又は検出される
べき免疫抑制薬の量を反映する作用剤に関連する検出可能なシグナルを生じる。ラベルは
、シグナルを製造する、又はシグナルを製造するために含んでよいあらゆる分子であり、
例えば蛍光体、放射性同位元素識別、酵素、化学ルミネセンサー又は光増感剤であってよ
い。従って、シグナルは、場合によっては、酵素活性、蛍光性、光吸収又は放射活性を検
出することによって検出及び／又は測定される。
【００５３】
　適したラベルは、例証のため及び制限されずに、酵素、例えばβ－ガラクトシダーゼ、
アルカリ性ホスファターゼ、グリコール－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（“Ｇ６Ｐ
ＤＨ”）及びホースラディッシュペルオキシダーゼ；リボザイム；レプリカーゼのための
物質、例えばＱＢレプリカーゼ；プロモーター；染料；蛍光剤、フルオレセイン、イソチ
オシアネート、ローダミン化合物、フィコエリトリン、フィコシアニン、アロフィコシア
ニン、ｏ－フタルデヒド、及びフルオレスカミン；複合体、例えば量子ドットとして公知
の半導体ナノ結晶において存在するＣｄＳｅ及びＺｎＳから製造されるもの；化学ルミネ
センサー、例えばイソルミノール；増感剤；補酵素；酵素基質；放射性同位元素識別、例
えば125ｌ、131ｌ、14Ｃ、3Ｈ、57Ｃｏ及び75Ｓｅ；粒子、例えばラテックス粒子、炭素
粒子、磁性粒子を含む金属粒子、例えばクロム粒子等；金属ゾル；晶子；リポソーム；細
胞等を含み、さらに染料、触媒又は他の検出可能な基であってよい。適した酵素及び補酵
素は、Ｌｉｔｍａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第４，２７５，１４９号、１９～２８
段落、及びＢｏｇｕｓｌａｓｋｉ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第４，３１８，９８０号
、１０～１４段落において開示されており、適した蛍光剤及び化学ルミネセンサーは、Ｌ
ｉｔｍａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第４，２７５，１４９号、３０及び３１段落に
おいて開示されており、参照をもって本明細書に組み込まれたものとする。
【００５４】
　ラベルは、シグナルを直接生じ、従って、追加の成分を、シグナルを生じるために要求
しない。多くの有機分子、例えば蛍光剤は、紫外線及び可視光を吸収することができ、光
吸収は、これらの分子にエネルギーを移し、それらを励起したエネルギー状態まで高める
。そして、これらの吸収したエネルギーを、第二波長での光の放出によって散らす。直接
シグナルを生じる他のラベルは、放射活性同位体及び染料を含む。
【００５５】
　代わりに、ラベルは、シグナルを生じる他の成分を要求してよく、そしてシグナル発生
システムは、測定可能なシグナルを製造するために要求される全ての成分を含む。かかる
他の成分は、基質、補酵素、増強剤、追加の酵素、酵素生成物と反応する基質、触媒、活
性剤、補因子、阻害剤、捕捉剤、金属イオン、及びシグナルを生じる物質の結合のために
要求される特異結合物質を含んでよい。適したシグナル発生システムの詳細な議論は、Ｕ
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ｌｌｍａｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第５，１８５，２４３、１１～１３段落（参照
をもって本明細書に組み込まれたものとする）において見いだせる。
【００５６】
　ラベル又は他のｓｐｓ種又は１つ以上のモノクローナル抗体を、支持体に結合してよい
。モノクローナル抗体は、当業者に公知の任意の方法で個体支持体に結合してよいが、た
だし結合は、実質的に免疫抑制薬の領域と結合する能力を邪魔しない。ある例において、
ラベル又は他のｓｐｓ種又はモノクローナル抗体を、直接固相被覆又は共有結合してよく
、又は１つ以上のキャリヤー分子、例えばタンパク質、例えば血清アルブミンもしくは免
疫グロブリンを含むポリ（アミノ酸）、又は多糖（炭水化物）、例えばデキストランもし
くはデキストラン誘導体の層を有してよい。連結基を、固体支持体及び連結されるべき成
分を共有的に連結するために使用してもよい。連結基は、免疫抑制薬分子への免疫原の連
結についての前記１つであってよい。支持体への結合の他の方法を使用してもよい。例え
ば、固体支持体は、小分子、例えばアビジン又は抗体のためのバインダーのコーティング
を有してよく、その際、小分子、例えばビオチン又はハプテンを、連結されるべき成分に
結合してよく、又はその逆である。成分の支持体表面への結合は、直接又は非直接、共有
又は非共有であってよく、かつ通常文献において得られる、よく知られている技術によっ
て得られてよい。例えば、“Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ Ｅｎｚｙｍｅｓ”、Ｉｃｈｉｒｏ 
Ｃｈｉｂａｔａ、Ｈａｌｓｔｅｄ Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ（１９７８）及びＣａｕ
ｔｒｅｃａｓａｓ、Ｊ． Ｂｉｏｌ． Ｃｈｅｍ．、２４５：３０５９（１９７０）を参照
。
【００５７】
　支持体は、透明又は部分的に透明であってよい、有機又は無機の固体又は液体、水不溶
性材料から構成されてよい。支持体は、任意の数の形状、例えばビーズ、フィルム、膜、
管、ウェル、ストライプ、棒状、平面状表面、例えばプレート、デンドリマー等を含む粒
子を有してよい。アッセイのタイプに依存して、支持体は、使用される媒体中で懸濁され
てよく、又は懸濁してはいけない。懸濁可能な支持体の例は、例証のためであり、制限さ
れることなく、ポリマー材料、例えばラテックス、脂質二重層又はリポソーム、油状液滴
、細胞及びヒドロゲル、及び磁性粒子である。他の支持体組成物は、例えば、ニトロセル
ロース、セルロースアセテート、ポリ（ビニルクロリド）、ポリアシルアミド、ポリアク
リレート、ポリエチレン、ポリプロピレン、ポリ（４－メチルブテン）、ポリスチレン、
ポリメタクリレート、ポリ（エチレンテレフタレート）、ナイロン、ポリ（ビニルブチレ
ート）を含み、それ自体で使用され、又は他の材料と接合して使用する。
【００５８】
　支持体は粒子であってよい。粒子は、少なくとも約０．０２ミクロン及び多くても約１
００ミクロンの平均直径を有するべきである。ある実施態様において、粒子は、約０．０
５ミクロン～約２０ミクロン、又は約０．３ミクロン～約１０ミクロンの平均直径を有す
る。粒子は、有機又は無機の、膨潤又は膨潤しない、多孔質又は多孔質でない、有利には
水に近い、一般に約０．７ｇ／ｍＬ～約１．５ｇ／ｍＬの密度であってよく、かつ透明、
部分的に透明又は不透明であってよい材料から構成される。粒子は、生物学的材料、例え
ば細胞及び微生物、例えば赤血球、白血球、リンパ球、ハイブリドーマ、連鎖球菌、黄色
ブドウ球菌及び大腸菌、ウイルスであってよい。粒子は、有機及び無機ポリマー、リポソ
ーム、ラテックス粒子、磁気又は磁気でない粒子、リン脂質小嚢、キロミクロン、リポタ
ンパク質等から構成される粒子であってよい。ある例において、粒子は、クロム粒子又は
ラテックス粒子である。
【００５９】
　ポリマー粒子を、追加の又は集合ポリマーから形成してよい。粒子は、水性媒体中で容
易に分散可能であり、かつ吸着性又は官能化可能であってよく、直接又は非直接的に連結
基を介して免疫抑制薬のためのモノクローナル抗体に接合を可能にする。連結基は、免疫
抑制薬分子への免疫原の連結絵のための前記の１つであってよい。粒子は、自然に生じた
材料、合成的に改質した自然に生じた材料、合成材料にも由来してよい。特に関心のある
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有機ポリマーは、多糖、特に架橋多糖、例えばＳｅｐｈａｒｏｓｅとして入手できるアガ
ロース、Ｓｅｐｈａｄｅｘ及びＳｅｐｈａｃｒｙｌとして入手できるデキストラン、セル
ロース、デンプン等；追加のポリマー、例えばポリスチレン、ポリビニルアルコール、ホ
モポリマー、及びアクリレートとメタクリレートの誘導体のコポリマー、特定のエステル
及び遊離ヒドロキシ官能基を有するアミドである。
【００６０】
　ラベル及び／又は他のｓｐｓ種を、２つの異なるモノクローナル抗体の１つ又は双方に
結合してよい。ラベルのｓｂｐ種への結合を、ラベルの水素原子をモノクローナル抗体へ
の結合に置き換えることをもたらす化学反応によって得てよく、又はラベルとモノクロー
ナル抗体との間に連結基を含んでよい。連結基は、免疫抑制薬分子への免疫原の連結絵の
ための前記の１つであってよい。他のｓｐｓ種を、モノクローナル抗体に共有的に結合し
てもよい。例えば、他のｓｐｓ種、例えば蛍光剤及び消光剤は、それぞれ、モノクローナ
ル抗体に結合してよく、その際蛍光剤は一方のモノクローナル抗体に結合し、かつ消光剤
は、他方のモノクローナル抗体に結合する。２つの異なるモノクローナル抗体が免疫抑制
薬に結合する場合に、サンドイッチ複合体の形成は、近くに蛍光剤及び消光剤をもたらし
、従って消光剤を蛍光剤と相互作用させてシグナルを生じる。接合の方法は当業者によく
知られている。例えば、Ｒｕｂｅｎｓｔｅｉｎ， ｅｔ ａｌ．、米国特許番号第３，８１
７，８３７号（参照をもって本明細書に組み込まれたものとする）を参照。
【００６１】
　ラベルタンパク質として特に関心のある酵素は、酸化還元酵素、特にデヒドロゲナーゼ
、例えばグルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ、ラクターテデヒドロゲナーゼ
等、及び染料前駆体を染料に酸化するための過酸化水素の製造及び過酸化水素の使用を含
む酵素である。特定の組合せは、制限されることなく、糖オキシダーゼ、例えばグルコー
ス及びガラクトースオキシダーゼ、又は染料前駆体を酸化するために過酸化水素を使用す
る酵素と結合した複素環式オキシダーゼ、例えばウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼ
、すなわちペルオキシダーゼ、例えばホースラディッシュペルオキシダーゼ、ラクトペル
オキシダーゼ又はミクロペルオキシダーゼを含む。追加の酵素の組合せは当業者に公知で
ある。シグナル酵素をラベルとして使用する場合に、他の酵素、例えばヒドロラーゼ、ト
ランスフェラーゼ、及びオキシドレダクターゼ、有利にはヒドロラーゼ、例えばアルカリ
ホスファターゼ及びベータ－ガラクトシダーゼの使用を見いだしてよい。代わりに、ルシ
フェラーゼ、例えばホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼを使用してよい。
【００６２】
　使用を見いだせる例示的な補酵素は、ＮＡＤ［Ｈ］、ＮＡＤＰ［Ｈ］、ピリドキサール
、ホスフェート、ＦＡＤ［Ｈ］、ＦＭＮ［Ｈ］等を含み、通常補酵素はサイクル反応を含
む。例えば、米国特許番号第４，３１８，９８０号（参照をもって本明細書に組み込まれ
たものとする）を参照。
【００６３】
　シグナル発生システムの活性化は、シグナル発生システム膜の性質に依存する。光で活
性化されるシグナル発生システムの種類については、光で照射される。粒子の表面上であ
るシグナル発生システムの種類については、塩基の添加が活性化をもたらしてよい。他の
活性化法は、本明細書における開示の点で当業者に示唆されている。いくつかのシグナル
発生システムについて、活性化のための作用剤は、ラベル、すなわち放射活性ラベル、酵
素を含むかかるシステムを必要とする。酵素システムについて、基質の添加及び／又は補
因子が必要であってよい。
【００６４】
　シグナルの存在及び量についての試験は、一般に単にシグナルを読む工程である、シグ
ナルの検出も含む。シグナルは、通常、装置を使用して読まれ、その性質は、シグナルの
性質に依存する。装置は、分光光度計、蛍光測定器、吸収分光計、照度計、化学照度計、
光量計、写真装置等であってよい。検出されるシグナルの存在及び量は、試料中に存在す
るシロリムスの存在及び量に関連する。測定中の温度は、約１０℃～約７０℃、又は約２
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０℃～約４５℃、又は約２０℃～約２５℃の範囲であってよい。１つのアプローチにおい
て、標準曲線を、スクリーニングされる解析物の公知の濃度を使用して作成する。前記の
ように、校正器及び他の対照を使用してもよい。
【００６５】
　“免疫抑制薬の量を測定”の語句は、免疫抑制薬の量的、半量的及び質的測定をいう。
量的、半量的及び質的である方法、並びに免疫抑制薬を測定するための他の方法は、免疫
抑制薬の量を測定するための方法であると考えられる。例えば、単に免疫抑制薬を含有す
る疑いのある試料中で免疫抑制薬の存在又は不在を検出する方法は、本開示の範囲内に含
まれると考えられる。“検出”及び“測定”の用語、並びに測定のための通常の類義語は
、本開示の範囲内と考えられる。
【００６６】
　本明細書において記載された原理に従った一例において、免疫抑制薬の領域に特異的な
モノクローナル抗体の１つを、支持体に結合し、かつ他のモノクローナル抗体が結合する
免疫抑制薬の領域とは空間的に分けた免疫抑制薬の領域に特異的な他のモノクローナル抗
体を、ｓｐｓ種、例えばラベルに結合する。免疫抑制薬を含む疑いのある試料を、適した
媒体中で２つの接合したモノクローナル抗体及び媒体と組合せて、媒体をインキュベート
する。そして、媒体を、２つの異なるモノクローナル抗体及び試料からの免疫抑制薬によ
って形成された免疫複合体の存在及び量の一方又は双方について試験する。支持体を、試
験前に媒体から分離してよく、又は分離してはいけない。免疫複合体の存在及び／又は量
を、媒体中の又は支持体上のラベルの存在及び／又は量を測定することによって測定する
。
【００６７】
　１つの特定の例において、キャプチャアッセイを使用する。このアッセイ形式において
、１つのモノクローナル抗体を、磁性粒子、例えばクロム（二酸化クロム）粒子に共有結
合する。試料を、この粒子でインキュベートし、試料中の免疫抑制薬を磁性粒子上でモノ
クローナル抗体に結合させる。続いて、酵素、例えばβ－ガラクトシダーゼに接合した二
次モノクローナル抗体を、磁性粒子とインキュベートする。磁石の適用及び磁性粒子の洗
浄後に、磁性粒子に結合した酵素の量を測定し、そしてそれは、試料中の免疫抑制薬の存
在及び／又は量に直接関連する。このアプローチにおいて、レポーター酵素の基質を、最
終反応容器に添加し、そして酵素活性を、経時的な不在への変化として分光光度的に測定
する。
【００６８】
　代わりのアプローチにおいて、磁性粒子試薬を過剰量で、すなわち、試料中に存在しう
る全ての免疫抑制薬を結合するために要求されるよりも多い量で添加する。そして、磁石
を適用して、磁性粒子を媒体から分離し、そして磁性粒子を洗浄し、そしてアッセイ媒体
中で再懸濁する。二次モノクローナル抗体に接合した酵素を添加し、そして媒体をインキ
ュベートし、前記のようにシグナル検出する。
【００６９】
　他の例において、例証のため及び制限なく、それらに関連する、例えばそれらへの導入
又はそれらへの付着によって化学発光化合物を含む、化学発光粒子を使用する。免疫抑制
薬のためのモノクローナル抗体の１つを、粒子に、例えば粒子を被覆する多糖の仲介を介
して結合する。免疫抑制薬に結合する他のモノクローナル抗体は、ビオチン接合体の一部
である。ストレプトアビジンを、それらに関連する光感受性を有する粒子の第二のセット
に接合する。化学発光粒子を、免疫抑制薬を含む疑いのある試料及び光増感剤粒子と混合
する。反応媒体をインキュベートして、モノクローナル抗体の免疫抑制薬への結合によっ
て粒子を免疫抑制薬に結合させる。そして、媒体を、光で照射して光増感剤を励起させ、
その励起した状態で、シングレット状態まで酸素を活性化することができる。粒子のセッ
トの１つの化学発光化合物が現在免疫抑制薬の存在によって光増感剤に近いために、それ
は、シングレット酸素によって活性化され、そして発光を放出する。そして、媒体を、放
出された発光又は光の存在及び／又は量について試験し、その際それらの存在は、試料中
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の免疫抑制薬の存在及び／又は量に関連する。
【００７０】
　アッセイを導入するためのキット
　特定のアッセイを導入するための試薬が、免疫抑制薬分析物の測定のためのアッセイを
簡便に実施するために有用なキットにおいて存在してよい。一例において、キットは、分
析物、特定のアッセイ形式に依存する性質について分析するためのパッケージ化された組
合せ試薬を含む。試薬は、例えば、ラベル又は支持体に接合してよい、本明細書において
記載された原理に従った２つ以上のモノクローナル抗体を含んでよい。試薬はそれぞれ別
々の容器にあってよく、又は種々の試薬を、交差反応及び試薬の安定性に依存して２つ以
上の容器中で合してよい。さらに、キットは、アッセイを導入するための他の別々パッケ
ージ化した試薬、例えば追加の結合膜及び補助試薬を含んでよい。
【００７１】
　キット中の種々の試薬の相対量は、前記方法中に生じ、かつさらに実質的にアッセイの
感受性を最適化するために必要である反応を実質的に最適化する試薬の濃度について提供
するために広く変動してよい。適した状況下で、キット中の１つ以上の試薬を、付形剤を
含む通常凍結乾燥させた乾燥粉末として提供してよく、溶解して、方法又はアッセイを実
施するために適した濃度を有する試薬溶液を提供する。該キットは、さらに、前記のよう
に本実施態様に従った方法の記載された記述を含む。
【００７２】
　本明細書において使用される“少なくとも”の語句は、特定の品目の数が、挙げられた
数と同等又はそれ以上であってよいことを意味する。本明細書において使用される“約”
の語句は、挙げられた数が、プラス又はマイナス１０％だけ異なってよいことを意味し、
例えば、“約５”は、４．５～５．５の範囲を意味する。“一次”及び“二次”の名称は
、完全に任意であり、前記用語、例えば“一次及び二次モノクローナル抗体”又は“一次
モノクローナル抗体”及び“二次モノクローナル抗体”に関連する群のあらゆる種類の任
意の順序又はランキングを示唆することを意味しない。
【００７３】
　次の実施例は、さらに、例証のため及び制限のない本発明の特定の実施態様を記載し、
かつ本発明の範囲の記載を意図し及び範囲の限定を意図しない。本明細書において開示さ
れている部及びパーセンテージは、特に示されていない限り、体積である。
【００７４】
　実施例
　全ての化学物質を、特に記載されていない限りＳｉｇｍａ－ Ａｌｄｒｉｃｈ Ｃｏｍｐ
ａｎｙ（Ｓｔ． Ｌｏｕｉｓ ＭＯ）から得た。タクロリムスを、Ａｓｔｅｌｌａｓ Ｐｈ
ａｒｍａ ＵＳ， Ｉｎｃ．，（Ｄｅｅｒｆｉｅｌｄ、ＩＬ）から得た。
【００７５】
　試験を、Ｓｉｅｍｅｎｓ ＡＧ（Ｎｅｗａｒｋ ＤＥ）から得たＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登
録商標）ＲｘＬ分析器を使用して実施した。装置を、サンドイッチ免疫アッセイ形式を有
する酵素検出システムを使用して実施した。本明細書において使用された及び以下でより
詳細に記載されたサンドイッチ法の実施態様において、酵素（接合体）に接合したラベル
した抗体（Ａｂ）と患者試料中のタクロリムス薬（ＴＡＣＲＯ）との間の結合、及び続く
、クロム粒子上での得られた免疫複合体のキャプチャ抗体との結合は、患者試料中のタク
ロリムスの量で測定した。未結合のタグ抗体酵素接合体を、自動的に３～４回混合／洗浄
することによって及び磁気分離サイクルによって取り出した。クロム粒子上に残っている
接合体からの酵素活性を測定し、そして患者試料中のタクロリムスの量に直接比例した。
【００７６】
　実施例１
　自動化ＡＣＭＩＡサンドイッチアッセイを使用したタクロリムスの測定
　タクロリムス－キーホールリンペットヘモシアニン接合体の製造。無水ジメチルホルム
アミド１．０５ｍＬ中でタクロリムスモノオキシム（３２．３ｍｇ、３６．８μｍｏｌ）
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に、１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カルボジイミドヒドロクロリド（
ＥＤＡＣ）（１１ｍｇ、５７．４μＭ、１．５当量）及びＮ－ヒドロキシスクシニミド（
７．３ｍｇ、６３．４μＭ、１．７当量）を添加した。連結をタクロリムス分子のＣ２２
位で実施した。反応物を、アルゴン下で１時間室温で撹拌した。そして、その混合物を、
シリンジを介して、キーホールリンペットヘモシアニン（７４ｍｇ、５４％純度）のリン
酸緩衝食塩水（０．１Ｍ、ｐＨ８．０）及びジメチルホルムアミド０．２５ｍＬの溶液に
滴下した。室温で２時間の撹拌後に、得られた懸濁液をＰＢＳ（リン酸緩衝食塩水）（１
０ｍＭ、ｐＨ７．０）に対して透析した（１×４Ｌ、４℃、２時間）。
【００７７】
　そして、得られた混合物を、メチレンクロリドで３回抽出して、あらゆる微量の未反応
のタクロリムスモノオキシムを取り出した。その混合物の量的分析を、ビシンコニン酸（
ＢＣＡ）タンパク質アッセイ溶液を使用して実施して、ＰＢＳ（１０ｍＭ、ｐＨ７．０）
８ｍｌ中で免疫原５０ｍｇを得た。
【００７８】
　ＴＮＢＳ法（Ａ．Ｆ．Ｓ．Ａ．Ｈａｂｅｅｂ、Ａｎａｌ． Ｂｉｏｃｈｅｍ． １４：３
２８（１９６６））を使用したハプテン数の測定は、１３００個のハプテンの数を得た。
免疫原を、直接、氷－アセトン浴を使用して凍結し、貯蔵のために－２０℃で維持した。
【００７９】
　タクロリムスの３つの位置の異性体（Ｃ３２位で連結したＫＬＨ、Ｃ２４で連結したＫ
ＬＨ、Ｃ３２位及びＣ２４で連結したＫＬＨ）を含む免疫原混合物を、次のように製造し
た：丸底フラスコ中でタクロリムス（３０１．３ｍｇ）を１．５時間真空で乾燥させた。
そのフラスコに、撹拌バー、コハク酸無水物（５６８．２ｍｇ）、４－（ジメチルアミノ
）ピリジン（４６．３ｍｇ）、ジクロロメタン（２ｍＬ、無水物）及びピリジン（２．０
９３ｍＬ）を添加した。その反応混合物を、室温（２４℃）で窒素雰囲気下で２４．５時
間撹拌した。３種の位置の異性体は、この反応の生成物であった：タクロリムス－３２－
スクシネート、タクロリムス－２４－スクシネート及びタクロリムス２４，３２－ジ－ス
クシネート。一度反応を止め、溶剤を、回転蒸発によって取り出し、そしてその生成物を
、さらに真空ポンプによって２時間乾燥した。
【００８０】
　バイアルに、前記からのタクロリムス－スクシネート混合物（２．５ｍｇ、２．８μｍ
ｏｌ）、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド（１．０ｍｇ、８．７μｍｏｌ）及び無水アセト
ニトリル（２５０μＬ）を添加した。その混合物をキャップし、室温で撹拌した。撹拌混
合物に、Ｎ，Ｎ－ジシクロヘキシルカルボジイミド（３．０ｍｇ、１５μｍｏｌ）を添加
した。バイアルをキャップし、その混合物を室温で撹拌した。
【００８１】
　２時間後に、その混合物を乾燥状態まで蒸発した。得られた材料を、無水Ｎ，Ｎ－ジメ
チルホルムアミド（２５０μＬ）中で溶解した。これは、活性化ＦＫ５０６－スクシネー
トの作業溶液であった。
【００８２】
　２０ｍＬバイアル中で、１０ｍＭリン酸緩衝液ｐＨ８の８ｍＬ中でＫＬＨ（８ｍｇ）及
びＤＭＦ（１．５ｍＬ）を添加した。その混合物を、約４℃まで冷却し、前記からの作業
溶液２００μＬを、冷却した溶液に撹拌しながら滴加した。その混合物を、１６～２４時
間４℃で撹拌し、そして水で３０ｍＬまで希釈し、２つのＣＥＮＴＲＩＣＯＮ（登録商標
）３０フィルターで脱塩し、そして３倍以上の新鮮な水で再構築した。最終材料を、水１
０ｍＬで希釈した。タンパク質濃度を、ＢＣＡタンパク質アッセイ法によって測定した。
【００８３】
　タクロリムスに対するモノクローナル抗体の製造。タクロリムス分子の別々の部位に結
合するモノクローナル抗体を次ぎのように製造した。免疫原は、前記で製造したタクロリ
ムス－キーホールリンペットヘモシアニン接合体であった。この免疫原を、Ｂａｌｂ／ｃ
マウスを免疫化するために使用した。最初の免疫化は、モノホスホリル脂質Ａ及び腹腔内
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の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 Ｅｍｕ
ｌｓｉｏｎ、ＲＩＢＩ ＩｍｍｕｎｏＣｈｅｍ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｃ．、Ｈａｍｉｌ
ｔｏｎ ＭＴ）を有する２００μｌの体積中で２５μｇであった。５週間後の増加した免
疫化は、モノホスホリル脂質Ａ及び腹腔内の合成トレハロースジコリノミコレートアジュ
バントの２００μｌ中で免疫原２５μｇで得た。続いて、さらに８週間後に、前融合ブー
ストを、静脈内及び腹腔内でＨａｎｋ’ｓ Ｂｌａｎｃｅｄ Ｓａｌｔ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
２００μｌ中で免疫原２５μｇを得た。
【００８４】
　３日後に、融合を、Ｐ３ｘ６３－ＡＧ８．６５３を設計する分泌しないマウスミエロー
マを使用する標準方法によって実施した。クローニングを、標準方法で実施した。
【００８５】
　クローンを、次のプロトコルに従った次の逆ＥＬＩＳＡ免疫アッセイ法によってスクリ
ーニングした。プレートを、ポリクローナルヤギ耐マウスＩｇＧ（ＩｇＧ＋ＩｇＡ＋Ｉｇ
Ｍ）（Ｚｙｍｅｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、Ｓｏｕｔｈ Ｓａｎ Ｆｒａｎｃｉｓｃｏ 
ＣＡ）で、５μｇ／ｍｌで、ウェルごとに１００μｌでのリン酸緩衝食塩水中で被覆した
。プレート被覆を、２時間以上室温で、又は一昼夜約４℃で実施し、そのプレートを、数
日間約４℃でフィルムに巻いて貯蔵した。そのプレートを、そして軽く乾燥し、そしてブ
ロッキング緩衝希釈液（０．５％牛血清アルブミン、ＰＢＳ中で０．０５％ＴＷＥＥＮ（
登録商標）２０）のウェルごとに３００μｌでブロックした。プレートブロッキングを、
１５分間以上、室温で、プレートを撹拌しながらインキュベートした。プレートを軽く乾
燥させる。そして、スクリーニングされるべきモノクローナル抗体を、それぞれのウェル
に次のように添加した：ブロッキング緩衝希釈液のウェルごとに５０μｌを、融合成長プ
レート中の対応するウェルから移したウェル培養上澄み５０μｌと一緒に添加した。イン
キュベートは約１時間室温で撹拌しながらであった。プレートを、ＴＩＴＥＲＴＥＣＫ 
ＰＬＵＳ（登録商標）プレート洗浄剤を使用して、Ｓ２０スタッカーで洗浄し、洗浄緩衝
液は、０．０５％ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を有するＰＢＳであった。ブロッキング緩
衝希釈液中で１：４０００まで希釈したグルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ
に共有的に結合したタクロリムスの酵素接合体を、ウェルごとに１００μｌ添加した。イ
ンキュベートを約１時間室温で撹拌しながら実施した。そして、プレートを洗浄し、そし
て色素生成溶液を、ウェルごとに１００μｌの体積で添加した。色素生成溶液は、０．５
９３ｍＭ ｐ－ヨードニトロテトラゾリウムバイオレット、０．０２Ｍ ＮＡＤ、０．０３
３Ｍ グルコース－６－ホスフェート、０．０５５Ｍ Ｔｒｉｓ、０．０２％ 窒化ナトリ
ウム及び１：４０００希釈のジアホラーゼ（リポイルデヒドロゲナーゼ）を含んだ。ＢＳ
Ａは、５％（ｗ／ｖｏｌ）ＢＳＡ溶液の１％（ｖｏｌ／ｖｏｌ）で存在する。ＢＳＡを、
還元したｐ－ヨードニトロテトラゾリウムバイオレットの急速な沈殿を避けるために使用
した。
【００８６】
　スクリーニングのために、適したモノクローナル抗体を製造するハイブリドーマを選択
した。これは、１４Ｈ０４抗体として設計されている。
【００８７】
　タクロリムスを設計する１Ｅ２のためのモノクローナル抗体を、同様の方法で、前記の
ようにタクロリムス分子のＣ３２、Ｃ２４及びＣ３２、並びにＣ２４の位置で連結したＫ
ＬＨを有する免疫原混合物を使用して製造した。
【００８８】
　溶血性前処理溶液の製造。この前処理溶液は、５μｇ／ｍＬのシロリムス（ＳＩＲＯ）
、６．８ｍｇ／ｍＬのＰＩＰＥＳTM１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡ 
Ｄｉｓｏｄｉｕｍ、１．０ｍｇ／ｍＬのＳａｐｏｎｉｎ、０．２％のＰＲＯＣＬＩＮ（登
録商標）３００、０．０２４ｍｇ／ｍＬ Ｎｅｏｍｙｃｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ及び０．９９
ｍｇ／ｍＬのＮａＮ３、ｐＨ６．５を含んだ。最終反応混合物中のＳＩＲＯ濃度は１．１
μｇ／ｍＬであった。表１は、タクロリムスのためのアッセイのための全体の血液試料の
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一部を溶血することにおいて使用するための溶血試薬の組成を示す（ＡＩ＝Ａｓ ｉｎｄ
ｉｃａｔｅｄ（示したように））。Ｃｈｏｌは、コレステロールであり、Ｔｒｉｇはトリ
グリセリドである。
【００８９】
【表１】

【００９０】
　１４Ｈ０４クローンを使用する抗タクロリムスＦ（ａｂ’）2－β－ガラクトシダーゼ
接合体の製造。モノクローナル抗タクロリムス抗体１４Ｈ０４（前記で製造）を、リシル
－エンドペプチド（Ｗａｋｏ、Ｒｉｃｈｍｏｎｄ、ＶＡ）消化を使用してＦ（ａｂ’）2

に断片化し、そして公知の技術に従って標準ヘテロ二官能性ＳＭＣＣ（スクシンイミジル
トランス－４－（Ｎ－マレイミジルメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート）リ
ンカーを使用してβ－ガラクトシダーゼに接合した。抗体接合体溶液は、約２．０μｇ／
ｍＬの抗タクロリムス抗体－ガラクトシダーゼ接合体、３０ｍｇ／ｍＬのプロテアーゼフ
リーウシ血清アルブミン、０．１２６ｍｇ／ｍＬのＭｇＣｌ2、０．０３ｍＬ／ｍＬのエ
チレングリコール、２４．５ｍｇ／ｍＬのＨＥＰＥＳ、３８．５ｍｇ／ｍＬのＮａ ＨＥ
ＰＥＳ、５０ｍｇ／ｍＬのＮａＣｌ及びベータ－ガルムテイン（ｇａｌ ｍｕｔｅｉｎ）
（非活性化ベータ－ガラクトシダーゼ）、ｐＨ７．８を含んだ。
【００９１】
　磁気クロム粒子の製造。クロム粒子（免疫アッセイ固相）を、モノクローナル抗タクロ
リムス抗体１Ｅ２（前記のように製造した）を、グルタルデヒドを被覆した二酸化クロム
粒子に接合することによって製造した。クロム試薬は、クロム粒子、及び６０．４ｍｇ／
ｍＬのトレハロースジヒドレート、及び７．２ｍｇ／ｍＬのポリエチレングリコール（Ｐ
ＥＧ）８０００を含む。３つのクロム粒子濃度、すなわち５ｍｇ／ｍＬ、２．５ｍｇ／ｍ
Ｌ及び１．６７ｍｇ／ｍＬを、研究において使用した。
【００９２】
　サンドイッチタクロリムスアッセイ。タクロリムスのためのサンドイッチアッセイの原
理及び操作は以下である：タクロリムスを含有する全血試料（５０μＬ）を、前記で製造
した溶血性前処理試薬と、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）ＲｘＬ分析器上で反応容器中
で混合した。全血を、超音波試料プローブで血液を最初に混合することによって標準カッ
プから試した。全血試料と前処理溶液の混合は、全血試料の溶血及びタンパク質が結合し
たタクロリムス分子のそれらの結合部位からの置き換えを確実にした。
【００９３】
　１４Ｈ０４抗体クローン（５０μＬ）を使用して製造した抗タクロリムスＦ（ａｂ’）

2－β－ガラクトシダーゼ接合体を、反応容器に添加し、その混合物を、時間（３５秒）
で、及び４３℃の温度で維持して、タクロリムスを、存在する場合に抗体酵素接合体と反
応させた。固定した１Ｅ２モノクローナル抗体を有するクロム粒子を、反応容器に添加（
５０μＬ）添加し、そして、タクロリムス－１４Ｈ０４ Ｆ（ａｂ’）2－β－ガラクトシ
ダーゼ複合体を結合して、クロム－１Ｅ２ Ａｂ：：タクロリムス：：１４Ｈ０４ Ａｂサ
ンドイッチを形成させた。この反応混合物を、１４分間４３℃の温度で、自動化磁気分離
の前に、インキュベートし、混合し、そして洗浄し、その際サイクルはＤｉｍｅｎｓｉｏ
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ｎ装置であった。合計４つの分離／洗浄サイクルを実施して、未結合の抗タクロリムスＦ
（ａｂ’）2－β－ガラクトシダーゼ接合体及び試料からのデブリを取り出した。自動化
クロム洗浄を、広範な化学洗浄溶液を使用して、ＨＥＰＥＳ緩衝液中でｐＨ８．０で実施
し、双方は、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）相同免疫アッセイモジュールを提供した。
そして、洗浄したクロム粒子を、化学洗浄溶液中で、超音波混合によって再懸濁し、そし
て懸濁したクロム粒子の一部（５４μＬ）を、測光キュベットに移して、β－ガラクトシ
ダーゼ基質溶液（クロロフェノールレッド－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、又はＣＰＲＧ
）と混合した。クロム粒子表面上で１４Ｈ０４抗タクロリムスＦ（ａｂ’）2－β－ガラ
クトシダーゼ接合体に結合したタクロリムスを、ＣＰＲＧの存在で接合体の酵素的速度を
測定することによって検出した。それぞれの反応容器についての速度を、５７７ｎｍ及び
７００ｎｍで重クロムで測定した。シグナルは、タクロリムスサンドイッチ免疫アッセイ
の曲線に対応し、図３において示す。
【００９４】
　実施例２
　自動化ＥＬＩＳＡサンドイッチアッセイを使用したタクロリムスの測定
　１Ｅ２クローンを使用する抗タクロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体の製造。
マウスモノクローナル抗タクロリムス抗体、クローン１Ｅ２（前記のように製造した）を
、３００ｍＭの塩化ナトリウムを添加した１０ｍＭのリン酸ナトリウム、ｐＨ６．７から
構成される媒体中で、ヘテロ二官能価リンカーＳＭＣＣ（スクシンイミジル４－（Ｎ－マ
レイミドメチル）シクロヘキサン－１－カルボキシレート（ＥＭＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃ
ｅｓ， Ｉｎｃ．、Ｌａ Ｊｏｌｌａ ＣＡ）で誘導した。誘導反応を６０分間２５℃で進
行させた後に、得られたマレイミド－活性化抗体を、前記媒体中に緩衝変化によって再精
製して、未反応のリンカー及び遊離Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドを取り出し、続いて濃
度を１．０ｍｇ／ｍＬに調整した。
【００９５】
　そして、大腸菌から組み換えて製造したβ－ガラクトシダーゼ酵素（Ｒｏｃｈｅ Ｄｉ
ａｇｎｏｓｔｉｃｓ、Ｉｎｄｉａｎａｐｏｌｉｓ ＩＮ）を、１．０ｍｇ／ｍＬの濃度で
同一のホスフェート／塩化ナトリウム媒体中で溶解し、マレイミドを活性化した抗体を１
：１の抗体：酵素のモル比で混合した。混合物を、２５℃で穏やかに撹拌し、経時的に接
を、合体種の発生を、９．４×２５０ｍｍ ＺＯＲＢＡＸ（登録商標）ＧＦ－４５０ ＨＰ
ＬＣカラム（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、Ｓａｎｔａ Ｃｌａｒａ ＣＡ
）を使用するクロマトグラフィーによって監視した。少量の低分子量接合体が生じた場合
に、接合反応を急冷した。この急冷は、Ｎ－エチルマレイミド（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈ
ｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、Ｒｏｃｋｆｏｒｄ ＩＬ）及びヒドラジンの十分な量の反応
混合物の添加により得た。急冷した反応混合物を、０．２ミクロンのフィルターを通して
濾過し、約１５ｍｇ（合計タンパク質）／ｍＬまで濃縮した。そしてその混合物を、移動
相として同一のホスフェート／塩化ナトリウム接合反応媒体を使用して、２１．２×３０
０ｍｍ ＢＩＯＳＥＰTM－ＳＥＣ－Ｓ－４０００ ＨＰＬＣカラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
、Ｔｏｒｒａｎｃｅ ＣＡ）を使用する半調整サイズ排除クロマトグラフィーによって精
製した。所望の分子量の接合体材料を含む画分をプールした。そして、使用するために生
成物接合体プールを希釈した。
【００９６】
　タクロリムスのためのサンドイッチ固相酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ）。次の工程を使
用した：工程１：精製した１４Ｈ０４（前記で製造した）（ＰＢＳ中で１０μｇ／ｍＬ）
の５０μＬを、ＥＬＩＳＡプレート上で一昼夜４℃で被覆した。プレートを、０．０５％
 ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を含むＭｉｌｌｉＱ水を使用して洗浄した。工程２：２０
０μＬのＰＣＴ Ｂｌｏｃｋｅｒ溶液（０．０５％のＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を含有
するリン酸緩衝液中で０．５％ カゼイン（乳タンパク質））をそれぞれのウェルに添加
し、そして媒体を、室温で３０分間インキュベートした。プレートを、０．０５％ ＴＷ
ＥＥＮ（登録商標）２０を含むＭｉｌｌｉＱ水を使用して洗浄した。工程３：ＰＢＳ中で



(23) JP 2015-512049 A 2015.4.23

10

20

30

40

希釈した所望の濃度の薬物（ＦＫ５０６）の５０μＬを、それぞれのウェルに添加し、そ
して媒体を、室温で３０分間インキュベートした。プレートを、０．０５％ ＴＷＥＥＮ
（登録商標）２０を含むＭｉｌｌｉＱ水を使用して洗浄した。使用したタクロリムス（Ｔ
ＡＣＲ）薬濃度は、それぞれ、０ｎｇ／ｍＬ、０．０１ｎｇ／ｍＬ、０．０２ｎｇ／ｍＬ
、０．０４ｎｇ／ｍＬ、０．０８ｎｇ／ｍＬ、０．１６ｎｇ／ｍＬ、０．３１ｎｇ／ｍＬ
、０．６３ｎｇ／ｍＬ、１．２５ｎｇ／ｍＬ、２．５０ｎｇ／ｍＬ、５．０ｎｇ／ｍＬ及
び１０．０ｎｇ／ｍＬであった。工程４：モノクローナル抗体１Ｅ２－β－ガラクトシダ
ーゼ接合体（前記に類似した方法で製造）（ＰＣＴ Ｂｌｏｃｋｅｒ溶液中で１：３００
の希釈）を添加し、そしてその媒体を室温で３０分間インキュベートした。プレートを、
０．０５％ ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を含むＭｉｌｌｉＱ水を使用して洗浄した。工
程５：β－ガラクトシダーゼ基質溶液（クロロフェノールレッド－β－Ｄ－ガラクトピラ
ノシド又はＣＰＲＧ）をそれぞれのウェルに添加した（１００μＬ／ウェル）。工程６：
ウェルを、プレートリーダー中で２０分間毎分５７７ｎｍで読み取った。結果を図４にお
いて要約し、ＥＬＩＳＡシグナルはミリ吸光単位（ｍＡＵ）であった。
【００９７】
　非特異的結合を除外するための対照試験。非特異的結合を除外するための対照試験を、
前記の実験条件下で実施した。一試験において、モノクローナル抗体１４Ｈ０４を、ＥＬ
ＩＳＡプレート上で被覆し、そして洗浄した。タクロリムス及び抗タクロリムス１４Ｈ０
４ Ｆ（ａｂ’）2－β－ガラクトシダーゼ接合体を添加し、そして得られた混合物をイン
キュベートし、そして前記のように洗浄した。第二の試験において、モノクローナル抗体
１Ｅ２を、ＥＬＩＳＡプレート上で被覆し、そして洗浄した。タクロリムス及び抗タクロ
リムス１Ｅ２－β－ガラクトシダーゼ接合体を添加し、そして得られた混合物をインキュ
ベートし、そして前記のように洗浄した。第三の試験において、キャプチャしていないモ
ノクローナル抗体を、ＥＬＩＳＡプレート上で被覆したが、タクロリムス薬及び前記のモ
ノクローナル抗体接合体のいずれかを添加せず、続いて洗浄し、そして前記のようにイン
キュベートした。全てのこれらの対照試験について、ＥＬＩＳＡシグナルが、β－ガラク
トシダーゼ基質溶液を添加した後の期間を読み取る５７７ｎｍで２０分間のプレートリー
ダー上での読取りで検出されなかった。これらの結果は、サンドイッチが前記条件下で形
成されなかったことを示す。
【００９８】
　本明細書において挙げた全ての文献及び特許明細書は、それぞれ個々の文献又は特許明
細書が参照をもって組込まれたことを明確に及び個々に示すように、参照をもって本明細
書に組み込まれたものとする。
【００９９】
　前記発明は、理解を明確にする目的のための詳細及び例示によって、いくつか詳細に記
載されているが、本発明の技術の権利において当業者に通常のものであると容易に理解で
き、明らかな変更及び改変は、付属の特許請求の趣旨又は範囲から逸脱しない限りそれら
に実施してよい。さらに、前記記載は、説明の目的のために、本発明の理解を通して提供
する特定の名称を使用した。しかしながら、特的の記載が本発明の実施のために要求され
ないことは当業者に明らかである。従って、本発明の特定の実施態様の前記記載は、例示
及び説明の目的のためであり、それらは、開示された正確な形式に本発明を除外又は制限
することを意図しない。多くの改変及び変更が、前記技術の点で可能である。前記実施態
様は、本発明の原理及びその実施例を説明するために、並びにそれによって他の当業者が
本発明を使用することを可能にするために選択及び記載されている。
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摘要(译)

公开了用于确定疑似含有免疫抑制剂药物的样品中的免疫抑制剂药物的
方法。该方法包括在培养基中组合提供样品，免疫抑制剂药物的第一单
克隆抗体和免疫抑制剂药物的第二单克隆抗体。除了第一单克隆抗体与
免疫抑制剂药物结合的部分之外，第二单克隆抗体结合免疫抑制剂药物
的一部分。培养基在第一单克隆抗体和第二单克隆抗体与免疫抑制剂药
物结合的条件下孵育。检查培养基中是否存在包含免疫抑制剂药物，第
一单克隆抗体和第二单克隆抗体的免疫复合物。免疫复合物的存在和/或
量指示样品中免疫抑制剂药物的存在和/或量。
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