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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫抑制療法を必要とする未処置患者からの血液検体中に存在する免疫抑制薬に対して
特異的な免疫抑制剤複合体成分の量を測定する方法において、
　ａ）前記検体中の血球を溶解させる段階；
　ｂ）前記溶解血球に過剰量の免疫抑制薬を加えて、薬剤特異的免疫複合体を形成する段
階；
　ｃ）段階ｂ）の混合物を、前記複合体を形成する血液成分の一つに対して特異的な抗体
に連結した固体表面に結合させる段階；
　ｄ）段階ｃ）の混合物に検出マーカーと接合した抗体を加える段階であって、前記接合
抗体が、前記固体表面に直接結合していない前記複合体を形成する前記血液成分の一つに
対して特異的である段階；ならびに
　ｅ）段階ｄ）の混合物中の前記接合検出マーカーの量を測定する段階であって、その量
が前記血液検体中に存在する免疫抑制複合体成分の量に比例するものである段階
　を有することを特徴とする方法。
【請求項２】
　前記血液が抗凝血剤処理した容器中にある請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記抗凝血剤処理した容器がＥＤＴＡを含まない容器である請求項２に記載の方法。
【請求項４】



(2) JP 4862038 B2 2012.1.25

10

20

30

40

50

　前記血液検体の溶解前に赤血球および免疫細胞を分離する請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記方法の段階（ｃ）、（ｄ）および（ｅ）を、自動手段を用いて行う請求項１に記載
の方法。
【請求項６】
　前記固体表面が微粒子を含む請求項５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る請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　段階（ｃ）の微粒子に結合した前記抗体が、抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗カルシニュー
リンＡまたはＢ抗体からなる群から選択され；
　段階（ｄ）のマーカーでタグ付けされた前記抗体が抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗カルシ
ニューリンＡまたはＢ抗体の群から選択され；
　段階（ｄ）の前記検出マーカーがアクリジニウム、ルミノール、西洋わさびペルオキシ
ダーゼ、フルオレセイン、アルカリホスファターゼおよび放射性標識接合抗体からなる群
から選択される請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記微粒子に結合した前記抗体がヤギ抗マウス抗体およびマウス抗ＦＫＢＰ抗体をさら
に含む請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　前記微粒子に結合した前記抗体がヤギ抗マウス抗体およびマウス抗カルシニューリンＡ
またはＢ抗体をさらに含む請求項８に記載の方法。
【請求項１１】
　前記免疫抑制薬がシロリムスである請求項６に記載の方法。
【請求項１２】
　段階（ｃ）の微粒子に結合した前記抗体が、抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗ｍＴＯＲ抗体
の群から選択され；
　段階（ｄ）のマーカーでタグ付けされた前記抗体が、抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗ｍＴ
ＯＲ抗体の群から選択され；および
　段階（ｄ）の検出マーカーが、アクリジニウム、ルミノール、西洋わさびペルオキシダ
ーゼ、フルオレセイン、アルカリホスファターゼおよび放射性標識抗体からなる群から選
択される請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記微粒子に結合した前記抗体が、ヤギ抗マウス抗体およびマウス抗ＦＫＢＰ抗体を含
む請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記微粒子に結合した前記抗体が、ヤギ抗マウス抗体およびマウス抗ｍＴＯＲ抗体をさ
らに含む請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　前記免疫抑制薬がシクロスポリンＡである請求項６に記載の方法。
【請求項１６】
　段階（ｃ）の微粒子に結合した前記抗体が、抗シクロフィリン抗体および抗カルシニュ
ーリン抗体からなる群から選択され；
　段階（ｄ）のマーカーでタグ付けされた前記抗体が、抗シクロフィリン抗体および抗カ
ルシニューリン抗体の群から選択され；
　段階（ｄ）の前記マーカーがアクリジニウム、ルミノール、西洋わさびペルオキシダー
ゼ、フルオレセイン、アルカリホスファターゼおよび放射性標識抗体からなる群から選択
される請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記微粒子に結合した前記抗体が、ヤギ抗マウス抗体およびマウス抗シクロフィリン抗
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体をさらに含む請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記微粒子に結合した前記抗体が、ヤギ抗マウス抗体およびマウス抗カルシニューリン
ＡまたはＢ抗体をさらに含む請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　未処置であり処置を必要とする患者に投与すべき治療上有効なタイプの免疫抑制薬を選
択する上での請求項１に記載の方法の使用であって、前記薬剤がタクロリムス、シロリム
スおよびシクロスポリンＡからなる群から選択される使用。
【請求項２０】
　薬剤による免疫抑制療法を受けている患者が形成することができる、ある特定の薬剤に
よって形成される免疫抑制複合体の最大量を自動システムで測定する方法において、
　ａ）その検体中の血球を溶解させる段階；
　ｂ）前記溶解血球を２個の異なる容器で等量の小分け試料に分ける段階；
　ｃ）前記２個の容器のうちの第２の容器に、前記患者の治療に用いられている免疫抑制
薬の過剰量とともに、ある容量の適切な基質を加える段階；
　ｄ）前記２個の容器のうちの第１の容器に、免疫抑制薬を含まない、前記第２の容器の
場合と同じ容量の適切な基質を加える段階；
　ｅ）前記免疫抑制薬と複合体を形成する血液成分に特異的な抗体をタグ付けした固体表
面に、段階（ｃ）および（ｄ）の前記第１および第２の容器の内容物を結合させる段階；
　ｆ）段階（ｅ）の両方の容器の内容物に、前記固体表面の抗体に結合しない、前記複合
体を形成する成分に特異的な検出マーカーでタグ付けした抗体を加える段階；
　ｇ）段階（ｆ）の前記２個の容器それぞれにおける検出マーカーの量を測定する段階で
あって、前記第１の容器の検出マーカーの量は前記免疫抑制薬で形成される実際の複合体
の総数に比例し、前記第２の容器の検出マーカーの量は過剰の免疫抑制薬で形成され得る
複合体の理論上最大数に比例する段階；
　ｈ）第１の容器中で形成されている実際の複合体の総量と第２の容器で形成される複合
体の理論上最大量との間の差を求める段階であって、前記の差が、前記免疫抑制薬による
治療を受けている前記患者が形成する可能性がある免疫抑制複合体の可能な増加量を表す
段階
　を有することを特徴とする方法。
【請求項２１】
　前記血液が抗凝血剤処理した容器中にある請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記抗凝血剤処理した容器がＥＤＴＡを含まない容器である請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記血液検体の溶解前に赤血球および免疫細胞を分離する請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記方法の段階（ｃ）～（ｈ）を、自動手段を用いて行う請求項２０に記載の方法。
【請求項２５】
　前記固体表面が微粒子を含む請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記免疫抑制薬がタクロリムスである請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　段階（ｅ）の微粒子に結合した前記抗体が、抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗カルシニュー
リン抗体からなる群から選択され；
　段階（ｆ）のマーカーでタグ付けされた前記抗体が抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗カルシ
ニューリン抗体からなる群から選択され；
　段階（ｆ）の前記マーカーがアクリジニウム、ルミノール、西洋わさびペルオキシダー
ゼ、フルオレセイン、アルカリホスファターゼおよび放射性標識接合抗体からなる群から
選択される請求項２６に記載の方法。



(4) JP 4862038 B2 2012.1.25

10

20

30

40

50

【請求項２８】
　前記免疫抑制薬がシロリムスである請求項２５に記載の方法。
【請求項２９】
　段階（ｅ）の微粒子に結合した前記抗体が、抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗ｍＴＯＲ抗体
からなる群から選択され；
　段階（ｆ）のマーカーと接合した前記抗体が、抗ＦＫＢＰ１２抗体および抗ｍＴＯＲ抗
体からなる群から選択され；および
　段階（ｆ）のマーカーが、アクリジニウム、ルミノール、西洋わさびペルオキシダーゼ
、フルオレセイン、アルカリホスファターゼおよび放射性標識抗体からなる群から選択さ
れる請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　前記免疫抑制薬がシクロスポリンＡである請求項２５に記載の方法。
【請求項３１】
　段階（ｅ）の微粒子に結合した前記抗体が、抗シクロフィリン抗体および抗カルシニュ
ーリンＡまたはＢ抗体からなる群から選択され；
　段階（ｆ）のマーカーと接合した前記抗体が、抗シクロフィリン抗体および抗カルシニ
ューリン抗体からなる群から選択され；
　段階（ｆ）の前記マーカーがアクリジニウム、ルミノール、西洋わさびペルオキシダー
ゼ、フルオレセイン、アルカリホスファターゼおよび放射性標識抗体からなる群から選択
される請求項３０に記載の方法。
【請求項３２】
　免疫抑制効果が不十分である治療を受けている患者に投与すべき免疫抑制薬の追加量を
選択する上での請求項２０に記載の方法の使用であって、前記免疫抑制薬がタクロリムス
、シロリムスおよびシクロスポリンＡからなる群から選択される使用。
【請求項３３】
　二重治療を受けている患者からの血液検体における、２種類の免疫抑制薬によって形成
される複合体の相対的割合を自動システムで測定する方法において、
　ａ）前記血液検体中の血球を溶解する段階；
　ｂ）前記溶解血球を２つの異なる容器で等量ずつの小分け試料に分ける段階；
　ｃ）前記２種類の免疫抑制薬によって形成される複合体中の血液成分に特異的な抗体で
タグ付けされた固体表面に段階ｂ）の内容物を結合させる段階；
　ｄ）前記測定される免疫複合体に特異的な検出マーカーにタグ付けされた抗体を第１の
容器に加える段階であって、前記抗体が前記固体表面に結合した抗体とは異なるものであ
る段階；
　ｅ）前記測定される免疫複合体に特異的なマーカーにタグ付けされた抗体を第２の容器
に加える段階であって、前記抗体が前記固体表面に結合した抗体とは異なるものである段
階；；および
　ｆ）第１の容器および第２の容器中の検出マーカーの量を適切な較正基準と比較して、
前記二重治療で使用されている前記免疫抑制薬のそれぞれによって形成される複合体の相
対的割合を得る段階
　を有することを特徴とする方法。
【請求項３４】
　前記２種類の免疫抑制薬がタクロリムス、シロリムスおよびシクロスポリンＡからなる
群から選択される請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　前記固体表面が微粒子を含む請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　前記二重治療で使用される前記２薬剤のそれぞれの複合体およびそれの量を測定する上
での請求項３４に記載の方法の使用。
【請求項３７】
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　固体表面に結合した、ＦＫＢＰ１２に対して特異的である抗体、および検出マーカーに
タグ付けされ、カルシニューリンに対して特異的な抗体を含む、請求項１～３６のいずれ
か１項に記載の方法に使用するキット。
【請求項３８】
　固体表面に結合した、ＦＫＢＰ１２に対して特異的である抗体、および検出マーカーに
タグ付けされ、ｍＴＯＲに対して特異的な抗体を含む、請求項１～３６のいずれか１項に
記載の方法に使用するキット。
【請求項３９】
　固体表面に結合した、カルシニューリンに対して特異的である抗体、および検出マーカ
ーにタグ付けされ、ＦＫＢＰ１２に対して特異的な抗体を含む、請求項１～３６のいずれ
か１項に記載の方法に使用するキット。
【請求項４０】
　固体表面に結合した、ｍＴＯＲに対して特異的である抗体、および検出マーカーにタグ
付けされ、ＦＫＢＰ１２に対して特異的な抗体を含む、請求項１～３６のいずれか１項に
記載の方法に使用するキット。
【請求項４１】
　固体表面に結合した、シクロフィリンに対して特異的である抗体、および検出マーカー
にタグ付けされ、カルシニューリンに対して特異的な抗体を含む、請求項１～３６のいず
れか１項に記載の方法に使用するキット。
【請求項４２】
　固体表面に結合した、カルシニューリンに対して特異的である抗体、および検出マーカ
ーにタグ付けされ、シクロフィリンに対して特異的な抗体を含む、請求項１～３６のいず
れか１項に記載の方法に使用するキット。
【請求項４３】
　前記検出試薬が、アクリジニウム、アルカリホスファターゼ、ルミノール、西洋わさび
ペルオキシダーゼ、フルオレセインおよび放射性標識接合抗体からなる群から選択される
請求項３７～４２のいずれか１項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫抑制薬であるタクロリムス、シロリムスまたはシクロスポリンＡを含む
（個別または組み合わせで）免疫抑制複合体の血液検体中の量を測定する方法および診断
アッセイに関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　シクロスポリンＡ（ＣｓＡ）、タクロリムス（ＦＫ５０６、プログラフ（登録商標））
およびシロリムス（ラパマイシン）は、Ｔ－リンパ球増殖を阻害する強力な免疫抑制薬で
ある。これら薬剤の作用には、イムノフィリン類と称される細胞内タンパク質が介在して
いる。これらのイムノフィリンはロータマーゼ類（タンパク質折り畳みに関与する酵素）
である。
【０００３】
　シロリムスおよびタクロリムスは、ＦＫ５０６結合タンパク質またはＦＫＢＰと称され
るイムノフィリン類のファミリーに関して構造的相同性および阻害結合ドメインを共有し
ている（Abraham et al., Ann Rev. Immunol. Vol. 14 , 483 (1996)）。シクロスポリン
Ａは、別のイムノフィリンであるシクロフィリンに結合し、それを阻害する。結合タンパ
ク質との複合体において、これらの薬剤はシグナル伝達経路を調節する２次標的を阻害す
ることで、免疫細胞周期進行の阻害を生じる。これらの経路は、所望の免疫抑制に介在し
、それを調節する。これらおよび他の要素および経路は、免疫および他の細胞型を介して
望ましくない薬剤効果も全身的に生じる。
【０００４】
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　シロリムスおよびタクロリムスはいずれも、ヒト血液中で発現されるＦＫＢＰイムノフ
ィリン類の一つの構成員であるＦＫＢＰ１２と相互作用する。シロリムス／ＦＫＢＰ１２
およびタクロリムス／ＦＫＢＰ１２の二量体は、別個の標的分子と複合体形成し、それら
を阻害する。シロリムス／ＦＫＢＰ１２二量体の標的は、ラパマイシンの哺乳動物標的（
ｍＴＯＲ）と称される。タクロリムス／ＦＫＢＰ１２二量体は、カルシニューリンを標的
とする（アブラハム（Abraham）ら （上記）；Chung et al., Cell Vol. 69, 1227 (1992
)）。シクロスポリンＡ－シクロフィリン二量体およびタクロリムス／ＦＫＢＰ１２二量
体は別個に、共通の標的であるカルシニューリン、セリン－トレオニンホスファターゼと
５量体複合体を形成し、それを阻害することができる。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　ｍＴＯＲに対するシロリムス／ＦＫＢＰ１２二量体の結合は、Ｔ細胞細胞周期進行を阻
害する。Ｔ細胞では、タクロリムス／ＦＫＢＰ１２複合体またはシクロスポリンＡ／シク
ロフィリン複合体のいずれかに結合したカルシニューリン／カルシウム／カルモジュリン
が免疫調節剤インターロイキン－２（ＩＬ－２）の転写を刺激するＮＦＡＴなどのいくつ
かの全身シグナル伝達分子の脱リン酸化を防止することから、それの活性化を低下させる
。これら薬剤の免疫抑制効果は、これら薬剤とそれらの結合タンパク質、それらの標的（
それらが阻害する酵素）および他の必要な補因子とによって形成される前述の多量体複合
体によって達成される。タクロリムスは、治療範囲が狭いことから、タクロリムス免疫抑
制療法を受けている患者でのタクロリムスレベルのモニタリングが標準的な実務として行
われる。現行の方法は、血液中の総（複合体化および非複合体化）薬剤濃度を測定するも
のである。米国特許第６３３８９４６号は、イン・ビトロでの免疫抑制薬（カルシニュー
リン阻害活性を有する）の手動によるアッセイ方法に関するものであり、それはすなわち
、固体容器中で外因性結合成分免疫抑制薬、関与する特異的イムノフィリン（ウシカルシ
ニューリン、カルモジュリン、カルシウム）と単離タクロリムスの複合体を形成し、検出
システムにタグ付けされた抗カルシニューリン抗体でその複合体を検出することで行われ
る。他の利用可能な方法は、タクロリムス投与を受けている患者から得られた血液検体か
らタクロリムスを抽出し、上記の方法によってイン・ビトロ複合体を形成することで抽出
されたタクロリムスの量を測定するものである（Amstrong et al., Clin. Chemistry Vol
. 44, pages 2516-2523 (1998)）。次に、これらの測定値を、人口統計学的に求めた薬剤
毒性濃度範囲と比較し、可能な毒性効果を推定するのに用いる。
【０００６】
　総薬剤濃度と免疫抑制の間には相関がないことが明らかになっている。従って、薬剤の
総血中濃度の測定値は、個々の免疫抑制応答を予測するものではない。免疫抑制薬応答に
おける変動性は、アッセイにおいて親薬剤に対する特異的抗体と交差反応する親薬剤の不
活性代謝物、アッセイ抗体に結合しない親薬剤の活性代謝物（測定されない）といういく
つかの要素の発見、ならびにかなりの割合で、これらアッセイが機能的免疫抑制複合体で
はなく検体中の総親薬剤を測定するという事実によるものであった。留意すべき点として
、タクロリムス、シロリムスおよびシクロスポリンＡおよびそれらの活性代謝物は、それ
らの特定の結合イムノフィリンおよび免疫細胞抑制において関与する標的酵素とそれらが
多量体複合体を形成する場合にのみ、免疫抑制剤として作用する。
【０００７】
　各患者は、これら結合タンパク質および標的成分の異なる血中濃度を有する（年齢、性
別、人種、疾患状態などのため）。従って、免疫抑制複合体を形成する能力およびこれら
各薬剤の存在下で形成される複合体の数は、各個々の患者で個別（遺伝的に、および／ま
たは環境的に）に決定される。従って、各患者は固有の免疫抑制応答度を有し、それは部
分的に、免疫抑制性複合体を形成するのに必要な成分の存在および豊富さによって決まる
。
【０００８】
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　患者をこれらの疎水性免疫抑制薬で処置すると、薬剤の一部が機能性結合タンパク質に
結合し、免疫抑制シグナル伝達経路に影響するが、かなりの割合の薬剤が非特異的にタン
パク質、脂質および膜に結合して、免疫抑制作用が起こる免疫細胞から隔離されてしまう
。現在利用可能な方法による免疫抑制薬の総血中濃度の測定では、それらの方法が機能的
に不活性な薬剤も免疫抑制に関与する薬剤も測定することから、血液中に存在する機能性
薬剤の量が過剰に計算されることになる（Alak, A., Therap. Drug, Monit., Vol. 19, p
ages 338-351 (1997)）。さらに、親薬剤の活性代謝物を測定する現在の方法では、それ
らの薬理活性とそれらの免疫学的交差反応性の間に相関がない（Amstrong et al., Clin.
 Chemistry Vol. 44, pages 2516-2523 (1998)）。さらに言及すべき重要な点として、患
者の血液検体における総免疫抑制薬を測定する現在の方法は、可能な毒性効果を予測する
のに用いられるものであって、免疫抑制治療効果の測定に用いられるものではない。
【０００９】
　以上の点を考慮すると、機能的に活性である免疫抑制複合体、すなわち患者自身の血液
中で形成される複合体の定量を可能にするアッセイ方法が必要とされている。理論に拘束
されるものではないが、この定量を通して、特異的結合タンパク質および標的成分の推定
値および免疫抑制療法前および療法中の可能な免疫抑制の推定値が得られるものと予想さ
れる。具体的には、免疫抑制療法を開始していなかった患者では、機能的に活性な免疫抑
制複合体の定量によって、現行の試行錯誤的な薬剤選択方法によって生じる不必要な毒性
薬剤効果を患者に与えることなく、患者がタクロリムス、シロリムスまたはシクロスポリ
ンＡまたはそれらの組み合わせと活性な複合体を形成する能力に基づいて各患者に固有の
最も適切な薬剤治療を選択することが可能になるものと考えられる。すでに免疫抑制療法
を受けている患者では、理論的最大免疫抑制複合体の定量によって、血液中の薬剤の薬理
学的に活性な割合と患者においてイン・ビボで観察される免疫抑制との間のより信頼性の
高い相関を得ることが可能となると考えられる。療法を受けている患者の血液検体に飽和
量の薬剤を加え、初期検体および薬剤飽和検体で形成される複合体を比較的に評価するこ
とで、患者に対する望ましくない効果が高くなる危険性なく、免疫抑制向上を生じる免疫
抑制薬の用量における上昇に関してデータが得られる。さらに、機能的に活性な免疫抑制
複合体を形成する薬剤の割合の測定を可能とする方法を調整して、二重療法を行っている
時に各免疫抑制薬について形成される複合体の割合を定量できるようにすることが可能で
ある。
【００１０】
　本明細書で言及されている全ての米国特許および刊行物は、参照によって本明細書にそ
の全体が組み込まれるものとする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明は、免疫抑制療法を必要とする未処置患者からの血液検体中に存在する免疫抑制
薬に対して特異的な免疫抑制剤複合体成分の量を測定する方法を包含するものである。こ
の方法は、採血を行う段階；血球を溶解させる段階；前記溶解血球に過剰量の免疫抑制薬
を加えて、薬剤特異的免疫複合体を形成する段階；前記複合体を、その複合体を形成する
血液成分の一つに対して特異的な抗体に連結した固体表面に結合させる段階；前記複合体
を形成する血液成分の一つに対して特異的で前記固体表面に直接結合しない検出マーカー
と接合した抗体を加える段階；ならびに最終混合物中の前記接合検出マーカーの量を測定
する段階を有する。検出マーカーの量は、前記血液検体中に存在する免疫抑制複合体成分
の量に比例する。
【００１２】
　留意すべき点として、本発明は処置を必要とする未処置患者に投与すべき最も治療上有
効な免疫抑制薬を選択する上での前記方法の使用をも包含するものである。
【００１３】
　本発明はさらに、ある特定の免疫抑制薬による免疫抑制療法を受けている患者が形成す
ることができる、その薬剤によって形成される免疫抑制複合体の最大量を測定する方法を



(8) JP 4862038 B2 2012.1.25

10

20

30

40

50

包含するものである。この方法は、採血を行う段階；その検体中の血球を溶解させる段階
；前記溶解血球を２個の異なる容器で等量の小分け試料に分ける段階；前記２個の容器の
うちの第２の容器に、前記患者の治療に用いられているものと同じ免疫抑制薬の過剰量と
ともに、ある容量の適切な基質を加える段階；前記２個の容器のうちの第１の容器に、前
記過剰量の免疫抑制薬を含まない、前記第２の容器の場合と同じ容量の適切な基質を加え
る段階；前記免疫抑制薬と複合体を形成する血液成分に特異的な抗体をタグ付けした等し
い固体表面に、前記第１および第２の容器を付着させる段階；両方の容器のそれぞれを洗
浄して、未反応成分および干渉物質を除去する段階；両方の容器のそれぞれに、前記固体
表面の抗体に結合しない、前記複合体を形成する成分に特異的な検出マーカーをタグ付け
した抗体を加える段階；前記２個の容器それぞれにおける検出マーカーの量を別個に測定
する段階であって、前記第１の容器の検出マーカーの量は前記免疫抑制薬で形成される複
合体の総数に比例し、前記第２の容器の検出マーカーの量は別の免疫抑制薬で形成され得
る複合体の理論上最大数に比例する段階；第１の容器中で形成されている実際の複合体の
総量と第２の容器で形成され得る可能な複合体の量との間の差を求める段階を有する。そ
の差は、その免疫抑制薬治療を受けている患者が形成可能であると考えられる免疫抑制複
合体の増加を表す。
【００１４】
　留意すべき点として、本発明は、必要な治療効果が得られていない治療下の患者に対す
る現在投与されている免疫抑制薬の追加の有効性を予め確認する上での前記方法の使用を
も包含する。
【００１５】
　本発明はさらに、二重薬剤治療を受けている患者からの血液検体における、２種類の免
疫抑制薬によって形成される複合体の相対的割合を測定する方法を含む。この方法は、採
血を行う段階；前記血球を溶解する段階；前記溶解血球を２つの異なる容器で等量ずつの
小分け試料に分ける段階；前記２種類の免疫抑制薬に共通の血液成分に特異的な抗体でタ
グ付けされた固体表面に前記溶解血球を結合させる段階；前記測定される免疫複合体に特
異的な検出マーカーがタグ付けされた抗体を第１の容器に加える段階であって、その抗体
は前記固体表面に結合した抗体とは異なる複合体成分を標的とするものである段階；前記
固体表面に結合した抗体とは異なる複合体成分を標的とする、前記測定される免疫複合体
に特異的なマーカーにタグ付けされた接合抗体を第２の容器に加える段階；および第１の
容器および第２の容器中の検出マーカーの量を適切な較正曲線と比較して、前記二重薬剤
治療で使用されている前記免疫抑制薬のそれぞれによって形成される複合体の相対的割合
を得る段階を有する。本発明はまた、薬剤併用療法での治療効果に関与する免疫抑制薬複
合体の量を確認する上での前記方法の使用をも包含する。
【００１６】
　留意すべき点として、前記の本発明のいずれの方法も、タクロリムス、シロリムスおよ
びシクロスポリンＡから選択される免疫抑制薬に適用可能である。
【００１７】
　やはり留意すべき点として、本発明は自動システムと適合する本発明の方法に基づいた
診断アッセイを包含する。本発明はさらに、ある抗体でタグ付けされた固体表面および検
出マーカーでタグ付けされた異なる抗体を有するキットであって、前記抗体が上記で開示
の前記免疫抑制薬で形成された前記複合体のそれぞれの異なる成分に特異的であるキット
をも包含する。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　本発明は、（ｉ）免疫抑制療法を必要とする未処置患者、（ｉｉ）所期の免疫抑制効果
が得られていないすでに治療を受けている患者および（ｉｉｉ）薬剤併用療法を受けてい
る患者からの血液検体における免疫抑制薬（またはその薬剤の活性代謝物）、すなわち、
タクロリムス、シロリムスおよびシクロスポリンＡを含む免疫抑制複合体を測定すること
で、免疫抑制複合体成分の相対量を測定する方法に関するものである。本発明はさらに、
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（ｉ）療法開始に先だって、特定の免疫抑制薬と複合体を形成する、免疫抑制療法を必要
とする患者からの血液検体中に存在する特定の血液成分の最大量を測定することで、その
療法に最も有用な免疫抑制薬を確認し、（ｉｉ）患者が所期の免疫抑制効果に到達してい
ない場合に、免疫抑制薬による治療をすでに受けている患者に対してすでに投与されてい
る免疫抑制薬の量を増加させることの有用性を確認し、（ｉｉｉ）二重薬剤療法を受けて
いる患者での各薬剤による免疫抑制複合体の相対的割合を確認する上での、これらの方法
の使用に関するものである。
【００１９】
　本発明の好ましい実施形態では、各薬剤で形成された免疫抑制複合体の測定を用いて、
患者に対して特定の療法を行う前に、各薬剤に対する個体の応答を推定する。
【００２０】
　各個々の患者が有する細胞成分を合成する能力は異なっているというのは、公知の事実
である。薬理学的には、薬剤が血流に進入した後に有効になる異なる隔離もしくは失活機
序のために、適切な作用部位で働くのに生体的に利用可能なのは、投与された薬剤のうち
のごくわずかな割合である。薬剤が他の組織と相互作用すると薬剤毒性が生じる。毒性は
、薬剤が利用可能な隔離部分を飽和させて、血液中での遊離薬剤濃度に急激な上昇が生じ
た時に強くなる。これらの免疫抑制薬の親油性、それらの酵素阻害薬としての機能および
標的の豊富さによって、それらは複数のシグナル伝達経路で主要な役割を果たす。これは
、治療ウィンドウ内に留まる上で必要な用量が繊細なものであることを示している。
【００２１】
　治療の前段階として、３種類の候補薬剤、すなわちタクロリムス、シロリムスおよびシ
クロスポリンＡのそれぞれに特有の患者の血液成分の分析を用いて、各薬剤の存在下に各
薬剤に特有の各アッセイを用いて形成可能な複合体の最大数を求めることができると考え
られる。このデータを用いて、ある患者においてどのシグナル伝達経路成分がより豊富で
あり、どの経路（すなわち、どの薬剤）の抑制が最大の効果を与え得るかを確認すること
ができるものと考えられる。これは、有効性の低い候補薬剤による治療を回避することで
、不必要な毒性を回避するものであると考えられる。
【００２２】
　抗凝血剤処理した管に免疫抑制療法を受ける患者候補からの採血を行って、採血時の凝
血を防止することができる。本発明で使用可能な抗凝血剤には、ＥＤＴＡおよびヘパリン
などがあるが、これらに限定されるものではない。カルシニューリン複合体の形成はカル
シウム依存性であることから、ＥＤＴＡの使用はタクロリムスおよびシクロスポリンＡに
は禁忌である可能性がある。
【００２３】
　対象とする免疫抑制複合体が白血球中にあることから、分析のために白血球を赤血球か
ら単離するための分離段階が望ましいと考えられる。分離によって、対象とする種類の血
球が濃縮されて、検体中に存在する可能性のある血液干渉物質が低減され、薬剤複合体濃
度が高まることでアッセイ感度が上昇するものと考えられる。
【００２４】
　温和な洗剤または何らかの他の手段を用いて、白血球を溶解させ、細胞から作用を受け
ていない細胞内未複合体化成分を放出することができる。使用可能な温和な洗剤の例には
、ＴｒｉｔｏｎＸ－１００およびサポニンなどがあるが、これらに限定されるものではな
い。薬剤と血液成分との間で免疫抑制複合体を形成するのに適した時間および条件下で、
適切な基質中の細胞成分に過剰な免疫抑制薬を加える。本明細書で使用される場合、基質
は、単離された複合体と免疫交差反応を有する固体表面および標識抗体と薬剤複合体を形
成する上で適切な環境を形成する非常に多くの成分と定義することができる。その成分の
例としては、塩、緩衝剤、保存剤などがある。反応用の基質の種類、インキュベーション
の時間および温度は、当業者には公知である。その方法の定量部分は、薬剤が付着する結
合タンパク質または標的酵素のいずれかに向かう抗体によって受動的に形成される免疫抑
制複合体の固体表面への付着によって開始する。固体表面の種類には、マイクロタイター
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プレート、微粒子およびコーティングされた試験管などがあるが、これらに限定されるも
のではない。
【００２５】
　固体表面は、自動洗浄段階中にそれに結合した複合体を保持して、不活性な代謝物およ
び干渉物質を除去できるようにするものである。洗浄段階後、固体表面（標的タンパク質
または標的酵素）に直接結合しない複合体の側に向かう標識抗体を加え、混合し、そうし
て二重抗体サンドイッチアッセイを形成する。標識抗体を検出分子に連結し、それにより
、固体表面によって捕捉された免疫抑制複合体の定量が可能となる。これらの抗体は、例
えばポリクローナルまたはモノクローナル抗体であることができる。本発明はさらに、キ
メラ、一本鎖およびヒト化抗体、ならびにＦａｂ断片またはＦａｂ発現ライブラリの産生
物をも含むものである。そのような抗体および断片の製造には、当業界で公知の各種手順
を用いることができる。
【００２６】
　二重抗体「サンドイッチ」アッセイ技術を用いる免疫抑制複合体の単離および定量の基
礎は、特有の血液タンパク質に対する各免疫抑制薬の高アフィニティおよびこれら複合体
のそれぞれの、それらの特有の標的タンパク質に対する高アフィニティである。
【００２７】
　シロリムスおよびタクロリムスは、ＦＫＢＰ１２上の結合ドメインおよびそれを阻害す
る能力を共有する。ＦＫＢＰ１２に結合したシロリムスは、ラパマイシンの哺乳動物標的
（ｍＴＯＲ）と称される標的タンパク質と複合体を形成する。ＦＫＢＰ１２に結合したタ
クロリムスは、カルシニューリン、複数のサブユニットからなるセリン／トレオニンホス
ファターゼ、カルシニューリンＡおよびカルシニューリンＢ、カルモジュリンおよびカル
シウムを標的とする。
【００２８】
　タクロリムス、カルシニューリンおよびＦＫＢＰ１２の複合体を含む血液の小分け検体
をtoa固体表面結合抗カルシニューリンＡまたはＢ抗体に加えることで、免疫抑制複合体
が固体表面に付着する。標識抗ＦＫＢＰ１２の添加によって、単離された複合体への検出
分子の付着が可能となると考えられる（カルシニューリン－シクロスポリンＡ－シクロフ
ィリン複合体の場合、標識抗体は抗シクロフィリンであると考えられる）。同じ原理を用
いて、抗ＦＫＢＰ１２標識抗体とともに用いられる固体表面上の抗ｍＴＯＲ抗体が、ＦＫ
ＢＰ－シロリムス－ｍＴＯＲ免疫抑制複合体のアッセイを形成すると考えられる。
【００２９】
　同一検体中のタクロリムスおよびシクロスポリンＡの測定を可能とするには、微粒子抗
体は抗カルシニューリンＡまたはＢであると考えられ、標識抗体はＣｓＡには抗シクロフ
ィリンであり、タクロリムスには抗ＦＫＢＰ１２であると考えられる。
【００３０】
　同一検体中のタクロリムスおよびシロリムスの測定を可能とするには、固体表面抗体は
抗ＦＫＢＰ１２であることができると考えられ、標識抗体はシロリムスには抗ｍＴＯＲで
あり、タクロリムスには抗カルシニューリンＡまたはＢであると考えられる。
【００３１】
　本発明は、固体表面に共有結合的に付着した二次ヤギ抗マウスモノクローナル抗体を用
いて、一次非共有結合的マウス抗体の添加によって、対象とする抗原（選択されたイムノ
フィリンまたは選択された標的）に特異的である抗体を有する固体表面を得ることを想到
するものである。この方法によって、アッセイにおけるバックグラウンド比に対して高い
シグナルとすることができる。
【００３２】
　免疫複合体、固体表面および標識抗体の間の相互作用を、固体表面への検体の添加と標
識抗体の添加の間の洗浄と同時（１段階）または順次に（２段階）行うことができる。
【００３３】
　結合した標識抗体の量に比例するシグナルを生成する試薬の添加によって、検出および
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定量が可能となる。
【００３４】
　検出分子は、定量可能なシグナルを生成するものであればいかなるものであっても良い
。シグナル発生分子には、アルカリホスファターゼ、ルミノール、西洋わさびペルオキシ
ダーゼ、フルオレセイン、アクリジニウムおよび適切な抗体に結合した放射性標識などが
あり得るが、それらに限定されるものではない。
【００３５】
　複合体は、および対照と比較することで定量することができる。キャリブレータおよび
対照は、例えばタクロリムス測定の場合、精製カルシニューリンＡ＆Ｂ、カルモジュリン
、ＦＫＢＰ１２、カルシウム、所定ｐＨの緩衝液（サンプル結合環境を模倣する洗剤中で
も可能）のカクテル中に滴定して較正用の複合体を形成する既知レベルのタクロリムスか
らなる。
【００３６】
　免疫抑制薬タクロリムス、シロリムスおよびシクロスポリンＡで形成された複合体の測
定のためのアッセイの各種成分を示す例を、下記の表に挙げてある。
【００３７】
【表１】

【００３８】
　留意すべき重要な点として、固体表面および標識抗体の両方を免疫抑制複合体に付着さ
せるには２個の固有のエピトープが必要であることから、同じ抗体が標識抗体と固体表面
抗体の両方であることはできない。
【００３９】
　留意すべき点として、本明細書に記載の方法は、手動または自動の手段を用いることで
実施することが可能である。自動手段とは、高い効率で生体液から成分を分析および測定
するよう設計された技術的装置を意図したものである。
【００４０】
　免疫抑制療法を受けていない患者からの無処理の血液中の血液免疫抑制複合体の検出を
参照することによって、上記の好ましい実施形態を説明しているが、特定の免疫抑制薬の
免疫抑制複合体が、前記薬剤による治療をすでに受けている患者でどの程度の量存在する
かを測定するのに本発明を用いることができる。さらに、同じ血液検体を分割し、一つの
部分を飽和濃度の薬剤で処理して、患者が固有の利用可能な成分とどの程度の量で免疫抑
制複合体を形成可能であるかを予測することが可能であると考えられる。
【００４１】
　これは、療法を受けている患者が所望の免疫抑制効果を達成できない場合には特に重要
である。形成可能な理論上最大量の複合体の測定は、不十分な用量または免疫抑制応答を
生じるのに必要な免疫複合体を形成する特定の血液成分の結合の間で区別を行う上で役立
つ。
【００４２】
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　上記の薬剤タクロリムス、シロリムスまたはシクロスポリンＡのいずれかによる免疫抑
制療法を受けている患者から、採血を行うことができる。検体の一部を、適切な基質に溶
かした療法で使用される過剰量の免疫抑制薬とともにインキュベートし、固体表面に結合
した特異的抗体および検出マーカーにタグ付けされた抗体を用いて、上記の方法に従って
複合体を測定する。これらの疎水性薬剤を可溶化する上で適切な基質には、有機溶媒また
は担体タンパク質を含む水系緩衝液などがあると考えられる。これによって、現在利用可
能な未複合体化成分のかなりの割合が、「複合体の理論的最大数」として測定される複合
体を形成することができる。検体の他の部分は、適切な基質中で用いられる過剰量の免疫
抑制薬を使用せずに、適切な基質中でインキュベートし、複合体を上記の方法に従って測
定する。これは、療法中に形成される（そして、患者の血液検体中にすでに存在する）複
合体、すなわち「複合体の総数」を測定するものである。「複合体の理論的最大数」の分
析および「複合体の総数」の比較によって、各患者について個別化した「理論的最大複合
体のパーセント」の測定が可能となると考えられる。治療効果の範囲を確立することが可
能であると考えられる。
【００４３】
　複合体は、較正曲線との比較および較正値から逸脱した濃度の比較によって求められる
ものと考えられる。
【００４４】
　この方法を用いて、免疫抑制効果が不十分である治療中の患者に対して投与すべき免疫
抑制薬の追加量を選択することが可能であることは明らかであり、その場合に前記免疫抑
制薬は、タクロリムス、シロリムスおよびシクロスポリンＡからなる群から選択される。
【００４５】
　本発明の別の実施形態では、上記の方法を、二重薬剤療法を受けている患者で用いるこ
とができる。これらの方法およびアッセイは、各薬剤によって形成される免疫抑制複合体
の量の割合を測定することが可能であることは明らかであろう。対象の２薬剤を含む免疫
複合体を、上記の複合体単離後に別個のアッセイで測定することが可能であると考えられ
る。２種類の複合体の測定には、固体表面に結合した抗体が２つの薬剤が共通に有するも
のである必要があると考えられる。２つの検体を固体表面に結合させ、洗浄した後、特異
的標識抗体を加え、結果を各種類の複合体についての別個の較正値と比較することになる
と考えられる。作製されたキャリブレータと比較すると、同一検体中の２薬剤の割合の推
定値を得ることができる。
【００４６】
　本発明はまた、自動システムで用いられる上記の方法に基づいた診断アッセイをも包含
するものである。これは、労働集約性および人力によるアッセイの経費を克服し、同時に
比較的多数の検体の所定時間でのアッセイを可能にするものである。自動システムに使用
可能な固体表面には、微粒子などがあるが、それに限定されるものではない。自動システ
ムには、例えばＩＭｘ（登録商標）システム、アーキテクト（Architect）ｉ２０００お
よびアーキテクトｉ８０００などがあるが、それらに限定されるものではない。
【００４７】
　本発明の別の実施形態には、本明細書に開示の各免疫抑制薬に特異的な各標的酵素また
は標的タンパク質に向かう抗体を含む診断キットであって、そのキットにおいて一方の抗
体が固体表面に結合し、他方の抗体が検出マーカーにタグ付けされる診断キットも含まれ
る。
【００４８】
　以下、特に一つの薬剤の測定または同時に投与される２以上の薬剤の測定のためのアッ
セイの実施例によって本発明を説明する。これら実施例は、特許請求の範囲に対して制限
を加えるものと解釈すべきではない。
【００４９】
　実施例Ｉ
【００５０】
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【表２】

【００５１】
　実施例ＩＩ
【００５２】
【表３】
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