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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】疎水性薬物を含有することが疑われるサンプル中の疎水性薬物のバイオアベイラ
ビリティーを向上させるための、疎水性薬物を決定するための方法および試薬に関する。
【解決手段】媒体中で組み合わせが形成され、組み合わせは、サンプル、疎水性薬物の決
定が実施される場合、溶血剤、および疎水性薬物に対するバイオアベイラビリティー剤を
含む。疎水性薬物のバイオアベイラビリティーを向上させる条件下、および疎水性薬物の
決定においては、サンプル中で細胞を溶血させる条件下、媒体はインキュベートされる。
サンプル中の疎水性薬物の存在および／または量を決定するための試薬が媒体に添加され
る。試薬は、疎水性薬物に対する少なくとも１つの抗体を含む。媒体は、疎水性薬物およ
び疎水性薬物に対する抗体を含む複合体の存在について試験される。複合体の存在および
／または量は、サンプル中の疎水性薬物の存在および／または量を示す。
【選択図】なし



(2) JP 2013-257337 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

【特許請求の範囲】
【請求項１】
　疎水性薬物を含有することが疑われるサンプル中の疎水性薬物のバイオアベイラビリテ
ィーを向上させるための方法であり、該方法は、以下：
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）該サンプルおよび
　（ii）該疎水性薬物に対するバイオアベイラビリティー剤（ここで、該バイオアベイラ
ビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオン性界面活性剤または少なく
とも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位またはエチ
レンオキシド単位とプロピレンオキシド単位との組み合わせの鎖を含む非イオン性界面活
性剤を含み、そして該媒体中の該バイオアベイラビリティー剤の濃度は該疎水性薬物のバ
イオアベイラビリティーを向上させるのに十分である）との組み合わせを提供し、そして
（ｂ）該疎水性薬物のバイオアベイラビリティーを向上させる条件下で該媒体をインキュ
ベートすることを包含する、方法。
【請求項２】
　媒体中の組み合わせがさらに溶血剤を含む、疎水性薬物を含有することが疑われるサン
プル中の疎水性薬物を決定するための、請求項１に記載の方法であり、該方法は、さらに
以下：
（ｂ）該サンプル中の細胞を溶血させ、そして該疎水性薬物のバイオアベイラビリティー
を向上させる条件下で該媒体をインキュベートし、
（ｃ）該サンプル中の該疎水性薬物の存在および／または量を決定するための媒体試薬（
ここで、該試薬は、該疎水性薬物に対する少なくとも１つの抗体を含む）を添加し、そし
て
（ｄ）該サンプル中の該疎水性薬物と該疎水性薬物に対する抗体を含む複合体の存在、該
疎水性薬物の存在および／または量を示す該複合体の存在および／または量について該媒
体を試験することを包含する、方法。
【請求項３】
　疎水性薬物が免疫抑制剤である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも２０の繰り返しのエチレンオキシド単位も
しくはプロピレンオキシド単位またはエチレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位と
の組み合わせを含む非イオン性界面活性剤である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　バイオアベイラビリティー剤が、界面活性剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２またはＴ
ＲＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５である、請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも１０のメチレン単位を含むイオン性界面活
性剤である、請求項１に記載の方法。
【請求項７】
　バイオアベイラビリティー剤が、ドデシル硫酸ナトリウムまたはドデシル硫酸リチウム
である、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　工程（ｃ）において、疎水性薬物アナログが媒体に添加される、請求項２に記載の方法
。
【請求項９】
　疎水性薬物の少なくとも１つの抗体および疎水性薬物アナログが標識を含む、請求項８
に記載の方法。
【請求項１０】
　工程（ｃ）において、第二の抗体が媒体に添加され、該第二の抗体が疎水性薬物と該疎
水性薬物に対する抗体の複合体に結合する、請求項２に記載の方法。
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【請求項１１】
　疎水性薬物の少なくとも１つの抗体および第二の抗体が標識を含む、請求項１０に記載
の方法。
【請求項１２】
　免疫抑制剤を含有することが疑われるサンプル中の該免疫抑制剤を決定するための方法
であり、該方法は、以下：
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）該サンプル、
　（ii）溶血剤、および
　（iii）該免疫抑制剤に対するバイオアベイラビリティー剤（ここで、該バイオアベイ
ラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオン性界面活性剤または少な
くとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位またはエ
チレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位との組み合わせの鎖を含む非イオン性界面
活性剤であり、そして該媒体中の該バイオアベイラビリティー剤の濃度は免疫抑制剤のバ
イオアベイラビリティーを向上させるのに十分である）との組み合わせを提供し、
（ｂ）該サンプル中で細胞を溶血させ、そして該免疫抑制剤のバイオアベイラビリティー
を向上させる条件下で該媒体をインキュベートし、
（ｃ）（ｉ）該免疫抑制剤またはそのアナログを含む磁性粒子および（ii）酵素を含む該
免疫抑制剤に対する抗体を該媒体に添加し、そして
（ｄ）該サンプル中の該免疫抑制剤と該免疫抑制剤に対する抗体を含む複合体の存在、該
免疫抑制剤の存在および／または量を示す該複合体の存在および／または量について該媒
体を試験することを包含する、方法。
【請求項１３】
　免疫抑制剤が、タクロリムス、シクロスポリン、ラパマイシンおよびエベロリムスから
なる群から選択される、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも２０の繰り返しのエチレンオキシド単位も
しくはプロピレンオキシド単位またはエチレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位と
の組み合わせを含む非イオン性界面活性剤である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１５】
　バイオアベイラビリティー剤が、界面活性剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２またはＴ
ＲＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５である、請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも１０のメチレン単位を含むイオン性界面活
性剤である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１７】
　バイオアベイラビリティー剤が、ドデシル硫酸ナトリウムまたはドデシル硫酸リチウム
である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　試験する工程が、媒体から磁性粒子を分離することを包含する、請求項１２に記載の方
法。
【請求項１９】
　磁性粒子がクロム粒子である、請求項１２に記載の方法。
【請求項２０】
　免疫抑制剤を含有することが疑われる媒体中の免疫抑制剤の存在または量を決定するた
めの方法であり、該方法は、以下：
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）該サンプル、
　（ii）溶血剤、および
　（iii）該免疫抑制剤に対するバイオアベイラビリティー剤（ここで、該バイオアベイ
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ラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオン性界面活性剤または少な
くとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位またはエ
チレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位との組み合わせの鎖を含む非イオン性界面
活性剤であり、そして該媒体中の該バイオアベイラビリティー剤の濃度は免疫抑制剤のバ
イオアベイラビリティーを向上させるのに十分である）との組み合わせを提供し、そして
（ｂ）該サンプル中で細胞を溶血させ、そして該免疫抑制剤のバイオアベイラビリティー
を向上させる条件下で該媒体をインキュベートし、
（ｃ）（ｉ）第一の粒子と関連し、そして一重項酸素を生成し得る光増感剤、および（ii
）一重項酸素により活性化可能となり、そして第二の粒子と関連する化学発光組成物（こ
こで、該免疫抑制剤に対する抗体は該第一の粒子または該第二の粒子またはその両方と関
連する）を該媒体に添加し、そして
（ｄ）存在する場合、該免疫抑制剤に該抗体が結合する状態に組み合わせを供し、そして
（ｅ）光増感剤に光を照射し、そして化学発光組成物により生成された発光の量、該サン
プル中の該免疫抑制剤の量に関連する発光の量を検出することを包含する、方法。
【請求項２１】
　免疫抑制剤が、タクロリムス、シクロスポリン、ラパマイシンおよびエベロリムスから
なる群から選択される、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも２０の繰り返しのエチレンオキシド単位も
しくはプロピレンオキシド単位またはエチレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位と
の組み合わせを含む非イオン性界面活性剤である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　バイオアベイラビリティー剤が、界面活性剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２またはＴ
ＲＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５である、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも１０のメチレン単位を含むイオン性界面活
性剤である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２５】
　バイオアベイラビリティー剤が、ドデシル硫酸ナトリウムまたはドデシル硫酸リチウム
である、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　抗体は第一の粒子と関連し、そして第二の粒子がそれらに結合する免疫抑制剤に対する
アナログを含む、請求項２０に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、１つまたはそれ以上の疎水性薬物を含有することが知られているか、または
その疑いのある患者サンプルのようなサンプル中の疎水性薬物、例えば、免疫抑制剤を決
定するための化合物、方法およびキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　身体は複雑な免疫反応系に依存して、自己と非自己とを識別している。時には、減退し
た反応を向上させるか、または過剰反応を抑制させるために、身体の免疫系を制御しなけ
ればならない。例えば、腎臓、心臓、心肺、骨髄および肝臓のような臓器がヒトに移植さ
れる場合、しばしば、身体は同時移植の拒絶反応といわれるプロセスにより移植組織を拒
絶する。
【０００３】
　同時移植の拒絶反応の治療において、免疫系は、頻繁に、制御された様式において薬物
治療を用いて抑制される。非自己組織の同時移植の拒絶反応の防止を補助するために、免
疫抑制剤が移植レシピエントに慎重に投与される。臓器移植患者において、臓器の拒絶を
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防止するために投与される最も一般的な２つの免疫抑制剤は、シクロスポリン（ＣＳＡ）
およびＦＫ－５０６（ＦＫまたはタクロリムス）である。米国および他の国において免疫
抑制剤としての使用が見出されている別の薬物は、ラパマイシンとしても知られているシ
ロリムスである。シロリムスの誘導体はまた、免疫抑制剤として有用であると言われてい
る。このような誘導体としては、例えば、エベロリウムなどが挙げられる。
【０００４】
　いくつかの免疫抑制剤に関連する副作用は、患者における薬物の存在レベルを慎重に制
御することにより部分的に制御され得る。最低毒性で最大免疫抑制を確保するために、免
疫抑制剤の濃度および血液中の関連薬物の治療モニタリングにより投与計画を最適化する
必要がある。免疫抑制剤（ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｎｔ　ｄｒｕｇ）は非常に効
果的な免疫抑制薬（ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅ　ａｇｅｎｔ）であるが、有効
な用量範囲がしばしば狭く、そして過剰投薬が深刻な副作用を引き起こし得るので、これ
らの使用は慎重に監視されなければならない。他方では、免疫抑制剤の非常に少量の投薬
量が組織拒絶反応をもたらし得る。免疫抑制剤の分配および代謝が患者間で大きく変わり
得るために、そして有害反応の幅広さおよび重症度のために、薬物レベルの正確なモニタ
リングが必要不可欠である。
【０００５】
　免疫抑制剤のための多くの全血アッセイは、有機溶媒を使用して血液成分から薬物を抽
出する手作業を必要とする。結果として、薬物分子は血漿タンパク質およびリポタンパク
質粒子さらに多くの他の分子が除去されている比較的クリーンな溶液に抽出される。従っ
て、これらのアッセイにおいて、多くの内因性物質の不在下、薬物へのアッセイ抗体の結
合が起こる。しかし、血液成分から薬物の抽出または分離する手作業がない場合、均一系
アッセイにおいて、免疫抑制剤および／またはそのアナログへの抗体の結合を妨害し得る
ほとんどまたは全ての血液成分の存在下、免疫抑制剤に対する抗体は薬物を検出しなけれ
ばならない。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　本発明者らは、免疫抑制剤のような疎水性薬物がコレステロールを多く含むリポタンパ
ク質粒子（例えば、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）および高密度リポタンパク質（ＨＤ
Ｌ）など）により吸収されることを認識している。薬物のためのアッセイにおいて、部分
的または全ての薬物が検出抗体にアクセス不可能となるこのような方法において薬物が吸
収され、結果的にアッセイにおいて検出可能な薬物の量が減少する。脂質異常症が臓器移
植患者においてよく見られるので、免疫抑制剤を決定するためのアッセイは、リポタンパ
ク質妨害に対して強靭である必要がある。
【０００７】
　従って、患者において、免疫抑制剤またはそれらの誘導体のレベルを測定するための迅
速でかつ正確な診断方法を開発することが引き続き必要である。全部ではないがほとんど
の血液成分の存在下、アッセイにおいて利用される抗体が薬物を検出しなければならない
場合、均一系アッセイを使用して、抽出されていない全血サンプルで実施される場合であ
っても、方法は完全に自動化され、そして正確にされるべきである。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本発明の１つの実施形態は、疎水性薬物を含有することが疑われるサンプル中の疎水性
薬物のバイオアベイラビリティーを向上させる方法である。サンプルおよび疎水性薬物に
対するバイオアベイラビリティー剤の組み合わせを含む媒体が提供され、ここで、バイオ
アベイラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオン性界面活性剤また
は少なくとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位ま
たはエチレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位との組み合わせの鎖を含む非イオン
性界面活性剤を含む。媒体中のバイオアベイラビリティー剤の濃度は、疎水性薬物のバイ
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オアベイラビリティーを向上させるのに十分である。疎水性薬物のバイオアベイラビリテ
ィーを向上させる条件下、媒体をインキュベートする。
【０００９】
　本発明の別の実施形態は、疎水性薬物を含有することが疑われるサンプル中の疎水性薬
物を決定する方法である。媒体中で組み合わせが形成され、この組み合わせは、サンプル
、溶血素、および疎水性薬物に対するバイオアベイラビリティー剤を含む。バイオアベイ
ラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオン性界面活性剤または少な
くとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位またはエ
チレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位との組み合わせの鎖を含む非イオン性界面
活性剤を含む。媒体中のバイオアベイラビリティー剤の濃度は、疎水性薬物のバイオアベ
イラビリティーを向上させるのに十分である。サンプル中で細胞を溶血させ、そして疎水
性薬物のバイオアベイラビリティーを向上させる条件下、媒体をインキュベートする。サ
ンプル中の疎水性薬物の存在および／または量を決定するための試薬を媒体に添加し、こ
の試薬は、疎水性薬物に対する少なくとも１つの抗体を含む。媒体を、疎水性薬物および
疎水性薬物に対する抗体を含む複合体の存在について試験する。複合体の存在および／ま
たは量は、サンプル中の疎水性薬物の存在および／または量を示す。
【００１０】
　本発明の別の実施形態は、免疫抑制剤を含有することが疑われるサンプル中の免疫抑制
剤を決定する方法である。媒体中で組み合わせが形成され、この組み合わせは、サンプル
、溶血剤（hemolytic agent）および上記のような疎水性薬物に対するバイオアベイラビ
リティー剤を含む。サンプル中で細胞を溶血させ、そして疎水性薬物のバイオアベイラビ
リティーを向上させる条件下、媒体をインキュベートする。免疫抑制剤またはそれらのア
ナログを含む磁性粒子と酵素を含む免疫抑制剤に対する抗体を媒体中で混合し、次いでこ
れを免疫抑制剤および免疫抑制剤に対する抗体を含む複合体の存在について試験する。複
合体の存在および／または量は、サンプル中の免疫抑制剤の存在および／または量を示す
。
【００１１】
　本発明の別の実施形態は、免疫抑制剤を含有することが疑われるサンプル中の免疫抑制
剤を決定する方法である。媒体中で組み合わせが形成され、この組み合わせは、サンプル
、溶血剤および上記のような疎水性薬物に対するバイオアベイラビリティー剤を含む。サ
ンプル中で細胞を溶血させ、そして疎水性薬物のバイオアベイラビリティーを向上させる
条件下、媒体をインキュベートする。（ｉ）第一の粒子と関連し、そして一重項酸素を生
成し得る光増感剤、および（ｉｉ）一重項酸素により活性化可能となり、そして第二の粒
子に関連する化学発光組成物を媒体に添加する。第一の粒子または第二の粒子またはその
両方は、免疫抑制剤に対する抗体を含む。存在する場合、免疫抑制剤に抗体が結合する状
態に組み合わせを供する。光増感剤に光を照射し、そして化学発光組成物により生成され
た発光の量を検出する。発光の量は、サンプル中の免疫抑制剤の量に関連する。
【００１２】
　あるいは、上記の実施形態において、第一の粒子または第二の粒子の一方が抗体を含み
、そして他方の粒子が免疫抑制剤に対する薬物アナログを含む。存在する場合、薬物アナ
ログコーティング粒子と免疫抑制剤が薬物に対する抗体で競合する状態に組み合わせを供
する。あるいは、上記の実施形態において、第一の粒子または第二の粒子がストレプトア
ビジンを含み、これは媒体中で免疫抑制剤に対するビオチン化アナログと混合される。ビ
オチン化薬物アナログと免疫抑制剤が薬物に対する抗体で競合する状態に組み合わせを供
する。上記の代替実施形態のいずれかにおいて、光増感剤に光を照射し、そして化学発光
組成物により生成された発光の量を検出する。発光の量は、サンプル中の免疫抑制剤の量
に関連する。
【００１３】
　特定の実施形態の詳細な説明
　一般的な説明
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　現行方法は、内因性血液成分により、とりわけ、リポタンパク質、および特にトリグリ
セリドおよびコレステロールにより引き起こされる妨害の軽減に焦点を合わせている。本
方法は、アッセイの前に、例えば、リポタンパク質を含み得る血液成分のようなサンプル
の他の成分から疎水性薬物を抽出または分離しない完全自動化均一系アッセイに適用され
る。「抽出手作業がない」アッセイにおいて、全血サンプルのようなサンプルは、媒体中
で溶血素と混合され、溶血が可能となるインキュベート期間に続いて、疎水性薬物につい
てのアッセイを実施するための試薬を媒体に添加し、そしてアッセイを実施する。薬物の
ためのアッセイにおいて、疎水性薬物のアベイラビリティーを向上させるバイオアベイラ
ビリティー剤と共に疎水性薬物を含有することが疑われるサンプルをインキュベートし、
その後、アッセイの間、薬物に対する抗体に結合させることにより、疎水性薬物のバイオ
アベイラビリティーを向上させ、サンプルの他の成分が存在する薬物の存在および／また
は量を検出し得ることが見出されている。
【００１４】
　本明細書中で使用される場合、用語「疎水性薬物」とは、薬物、通常、治療薬をいい、
この薬物は、薬物のためのアッセイにおいて、吸収が薬物定量を妨害する程度までリポタ
ンパク質により吸収される特徴を示す。薬物定量の妨害とは、アッセイにおいて薬物を正
確に定量する能力を、少なくとも約１０％、少なくとも約１５％、少なくとも約２０％、
少なくとも約２５％、少なくとも約３０％減少させることを意味する。
【００１５】
　リポタンパク質は、両親媒性脂質の表面単分子層（リン脂質および非エステル化コレス
テロール）で取り囲まれた非極性脂質コアおよびアポリポタンパク質と呼ばれる特定のタ
ンパク質からなる球形粒子である。多くの異なるリン脂質は、リポタンパク質の被膜に取
り込まれ、より一般的なものはホスファチジルコリン、ホスファチジルセリン、ホスファ
チジルエタノールアミン、およびスフィンゴミエリンである。伝統的に、血漿リポタンパ
ク質は、それらの密度に従って分類され、そして分離され、そして５つの主要なカテゴリ
ーに分けられる：カイロミクロン、超低密度リポタンパク質（ＶＬＤＬ）、中間密度リポ
タンパク質（ＩＤＬ）、低密度リポタンパク質（ＬＤＬ）、および高密度リポタンパク質
（ＨＤＬ）。本方法に従って、リポタンパク質からの妨害を効果的に軽減するために、バ
イオアベイラビリティー剤はトリグリセリドおよびコレステロールの妨害の両方を軽減さ
せるか、または実質的に減少させるべきである。
【００１６】
　疎水性薬物の例は、免疫抑制剤である。免疫抑制剤は、非自己組織の同時移植の拒絶反
応の防止を補助するために、移植レシピエントに投与される治療薬である。免疫抑制剤は
、４つの群に分類され得る：グルココルチコイド、細胞増殖抑制剤、抗体、イムノフィリ
ンに作用する薬物、およびインターフェロン、アヘン剤ＩＮＦ結合タンパク質、ミコフェ
ノール酸、ＦＴＹ７２０などのような他の薬物。免疫抑制剤の特定のクラスは、イムノフ
ィリンに作用するこれら薬物を含む。イムノフィリンは、生理学的意義を有する高親和性
特異的結合タンパク質の例である。イムノフィリンの２つの異なるファミリーは、現在公
知である：サイクロフィリンおよびマクロフィリン、後者は、例えば、タクロリムスまた
はシロリムスに特異的に結合する。イムノフィリンに作用する免疫抑制剤としては、例え
ば、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（ＦＫ５０６、ＰＲＯＧＲＡＦ(R)）、シ
ロリムス（ラパマイシン、ＲＡＰＡＭＵＮＥ(R)）、エベロリムス（ＲＡＤ、ＣＥＲＴＩ
ＣＡＮ(R)）などが挙げられる。
【００１７】
　本明細書中で使用される場合、用語「バイオアベイラビリティー」とは、測定に利用可
能な、例えば、特に、疎水性薬物を吸収し、それにより疎水性薬物が疎水性薬物に対する
抗体への結合に利用不可能となる成分が分析されるサンプル中に存在する場合、特にアッ
セイにおいて、疎水性薬物に対する抗体への結合に利用可能なサンプル中の疎水性薬物の
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量をいう。本方法において問題のバイオアベイラビリティーに影響を与える主な要因は、
アッセイの前にこのようなリポタンパク質を分離することがない場合の、分析されるサン
プル中のリポタンパク質による疎水性薬物の吸収である。
【００１８】
　本発明に従って、疎水性薬物の「向上されたバイオアベイラビリティー」または「バイ
オアベイラビリティーの向上」または「バイオアベイラビリティーを向上する」とは、増
量したコレステロールおよびトリグリセリドを含むサンプル中で検出に利用可能な疎水性
薬物の量の向上または増量があることを意味する。
【００１９】
　従って、上記のように、本発明の実施形態は、疎水性薬物を含有することが疑われるサ
ンプル中の疎水性薬物を決定するための方法である。媒体中で組み合わせを形成させ、こ
の組み合わせは、サンプル、溶血素、および疎水性薬物に対するバイオアベイラビリティ
ー剤を含む。バイオアベイラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオ
ン性界面活性剤または少なくとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピ
レンオキシド単位の鎖を含む非イオン性界面活性剤を含み、そして媒体中のバイオアベイ
ラビリティー剤の濃度は疎水性薬物に生物学的利用可能性を付与するのに十分である。サ
ンプル中で細胞を溶血させ、そして疎水性薬物に生物学的利用可能性を付与する条件下、
媒体をインキュベートする。サンプル中の疎水性薬物の存在および／または量を決定する
ための試薬が媒体に添加され、この試薬は疎水性薬物に対する少なくとも１つの抗体を含
む。媒体は、疎水性薬物および疎水性薬物に対する抗体を含む複合体の存在について試験
される。複合体の存在および／または量は、サンプル中の疎水性薬物の存在および／また
は量を示す。
【００２０】
　本明細書中で使用される場合、語句「少なくとも」とは、指定した項目の数が列挙され
た数と同じか、またはそれ以上であり得ることを意味する。本明細書中で使用される場合
、語句「約」とは、列挙された数が±１０％異なり得ることを意味し、例えば、「約５」
は４．５～５．５の範囲を意味する。
【００２１】
　分析されるサンプルは、１つまたはそれ以上の疎水性薬物検体を含有することが疑われ
るものである。サンプルは、典型的に、リポタンパク質、特にコレステロールおよびトリ
グリセリドのような疎水性薬物を吸収する１つまたはそれ以上の化合物を含む。好ましく
は、サンプルはヒトまたは動物由来であり、そしてこれらとしては、全血、血清、血漿、
痰、リンパ液、精液、膣粘液、排泄物、尿、髄液、唾液、糞便、脳脊髄液、涙、粘液など
のような生体液；毛髪、皮膚、切片または臓器もしくは他の身体部分から切除した組織の
ような生物組織などが挙げられる。多くの場合、サンプルは全血、血漿または血清であり
、そして特定の実施形態において、サンプルは全血である。
【００２２】
　サンプルは、アッセイを妨害しないあらゆる簡便な媒体中で調製され得る；水性媒体が
好ましい。媒体の性質は、以下により詳細に議論される。溶血剤および本方法に従う疎水
性薬物に対するバイオアベイラビリティー剤は媒体中で混合される。
【００２３】
　溶血剤（hemolytic agent）
　溶血剤は、赤血球の膜の完全性を崩壊させ、それにより、細胞の細胞内内容物を放出さ
せる化合物または化合物の混合物である。多数の溶血剤が当該分野で公知である。溶血剤
としては、例えば、非イオン性界面活性剤、陰イオン性界面活性剤、両性界面活性剤、低
イオン強度水溶液（低張液）、細菌性試薬（ｂａｃｔｅｒｉａｌ　ａｇｅｎｔ）、補体依
存性溶解を引き起こす抗体などが挙げられる。溶血剤として利用され得る非イオン性界面
活性剤は、合成界面活性剤および天然界面活性剤の両方を含む。合成界面活性剤の例とし
ては、ＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ－１００、ＴＲＩＴＯＮTM　Ｎ－１０１、ＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ
－１１４、ＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５、ＴＲＩＴＯＮTM　ＳＰ－１３５、ＴＷＥＥＮ(R
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) ２０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンラウレート）、ＴＷＥＥＮ(R)  ８０（
ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノオレエート）、ＤＯＷＦＡＸ(R)、ＺＯＮＹ
Ｌ(R)、パルミチン酸ペンタエリスリチル（ｐｅｎｔａｅｒｙｔｈｒｉｔｙｌ　ｐａｌｍ
ｉｔａｔｅ）、ＡＤＯＧＥＮ(R)  ４６４、ＡＬＫＡＮＯＬ(R)  ６１１２界面活性剤、ア
リルアルコール１，２－ブトキシラート－ブロック－エトキシラートＨＬＢ　６、ＢＲＩ
Ｊ(R)、エチレンジアミンテトラキス（エトキシラート－ブロック－プロポキシラート）
テトロール、ＩＧＥＰＡＬ(R)、ＭＥＲＰＯＬ(R)、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(R) 
ＮＰ－９、ＧＡＦＡＣ(R)（ＲＨＯＤＡＦＡＣ(R)、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、α－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）、およびＥＰ１１０(R)などが挙げられる。溶血剤
として利用され得る天然界面活性剤としては、例えば、サポニン、　ナトリウムもしくは
カリウムの中和脂肪酸、中和リン脂質、ジアシルグリセロール（ｄｉａｃｙｌｇｌｙｅｒ
ｏｌ）、中和ホスファチジルセリン、ホスファチジン酸、中和ホスファチジルエタノール
アミン（ｅｔｈａｎｏｌｉａｍｉｎ）、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、セラミドなどが挙げられる。１つもしくはそれ以上の合成界面活性剤または１つもし
くはそれ以上の天然界面活性剤の組み合わせおよび合成界面活性剤と天然界面活性剤の組
み合わせもまた利用され得る。
【００２４】
　利用される溶血剤の性質および量または濃度は、サンプルの性質、疎水性薬物の性質、
残存する試薬成分の性質、反応条件などに依存する。溶血剤の量は、赤血球の溶解をもた
らし、細胞成分を放出するのに少なくとも十分である。いくつかの実施形態において、溶
血剤の量は、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％、約０．１％～約０．２％などである（容量％である）。
【００２５】
　バイオアベイラビリティー剤
　本方法の実施形態に従うバイオアベイラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の
鎖を含むイオン性界面活性剤または少なくとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位も
しくはプロピレンオキシド単位または繰り返しのエチレンオキシドとプロピレンオキシド
の断片の組み合わせの鎖を含む非イオン性界面活性剤を含み、繰り返し断片はそれぞれエ
チレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位を含む。１つまたはそれ以上の上記の界面
活性剤を含む他の化学物質および材料との組み合わせもまた、バイオアベイラビリティー
剤の定義に包含される。いくつかの実施形態において、バイオアベイラビリティー剤は液
体である。
【００２６】
　上記のイオン性界面活性剤は、陰イオン性または陽イオン性であり得る。多くの実施形
態において、イオン性界面活性剤は陰イオン性である。いくつかの実施形態において、イ
オン性界面活性剤は、少なくとも約１０、または少なくとも約１１、または少なくとも約
１２、または少なくとも約１３、または少なくとも約１４、または少なくとも約１５、ま
たは少なくとも約１６、または少なくとも約１７、または少なくとも約１８、または少な
くとも約１９、または少なくとも約２０の炭素原子の鎖を含む。鎖中の炭素原子の数は、
通常、約５０以下、または約４０以下、または約３０以下などである。通常、鎖は非環状
であり、すなわち、鎖の一部として環は存在しない。鎖は、例えば、－ＣＨ2（ＣＨ2）n

ＣＨ2－のような繰り返しメチレン単位を含み得、ｎは、約８～約３０、または約９～約
３０、または約１０～約３０、または約１１～約３０、または約１２～約３０、または約
８～約２５、または約８～約２０、または約９～約２５、または約９～約２０、または約
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１０～約２５、または約１０～約２０、または約１１～約２５、または約１１～約２０、
または約１２～約２５、または約１２～約２０などである。いくつかの実施形態において
、鎖の１～３、または１～２、または２～３個の炭素原子は、酸素部分に置き換えられ、
それによりエーテルを形成し得る。
【００２７】
　メチレン鎖の１個またはそれ以上の水素は、約１～約５、または約１～約４、または約
１～約３、または約１～約２、または約２～約５、または約２～約４、または約２～約３
、または約３～約５、または約３～約４個の炭素原子のアルキルで置換され得る。本明細
書中で使用される場合、用語「アルキル」は、直鎖、分枝鎖、または環状のいずれかの配
置の指定された数の炭素原子のこれらのアルキル基を包含する。「アルキル」の例として
は、メチル、エチル、プロピル、イソプロピル、ブチル、ｓｅｃ－およびｔｅｒｔ－ブチ
ル、ペンチルなどが挙げられる。１個またはそれ以上の水素に代わるメチレン鎖上の他の
置換基としては、例えば、ケト、アミノ、フェニルなどが挙げられる。多くの実施形態に
おいて、メチレン鎖上の置換基の数は、３以下、または２以下、または１以下である。メ
チレン鎖の末端の一方は、メチル、アルキルフェノールなどであり得る。メチレン鎖の末
端の他方は、界面活性剤が陰イオン性または陽イオン性であるかどうかにより、陰イオン
性置換基または陽イオン性置換基であり得る。いくつかの実施形態において、末端は、硫
酸イオン、亜硫酸イオン、カルボン酸イオン、リン酸イオン、亜リン酸イオン、アミンオ
キシド（第二級または第三級）、アンモニウムイオン（第一級、第二級または第三級）な
どであり得る。
【００２８】
　いくつかの実施形態において、バイオアベイラビリティー剤は、少なくとも１２または
１３または１４または１５または１６個の炭素原子の鎖、例えば、ＣＨ3（ＣＨ2）nＣＨ2

－（ｎは１０、１１、１２、１３または１４である）を含む。いくつかの実施形態におい
て、末端メチル基を含む末端以外の鎖の末端は、例えば、内部イオン部分を含まない硫酸
イオンのような陰イオン部分であり；いくつかの実施形態において、末端メチル基を含む
末端以外の鎖の末端は、例えば、内部イオン部分を含まないアンモニウムイオンのような
陽イオン部分である。いくつかの実施形態において、α炭素は、例えば、ケト基のような
置換基を含む。特定の実施形態において、バイオアベイラビリティー剤は、アルキル硫酸
塩であり、アルキルは１２から１６個の炭素原子の鎖を含む。このような実施形態のバイ
オアベイラビリティー剤の例としては、界面活性剤ドデシル硫酸ナトリウム（デュポノー
ル、デュポノールＷＡＱＥ）、ドデシル硫酸リチウムなどが挙げられる。多くの実施形態
において、バイオアベイラビリティー剤は両性イオンでない。
【００２９】
　上記されるように、バイオアベイラビリティー剤は、少なくとも１５の繰り返しのエチ
レンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位またはエチレンオキシドとプロピレン
オキシドの単位の組み合わせの鎖を含む非イオン性界面活性剤であり得る。いくつかの実
施形態において、鎖は分枝鎖ではなく直鎖である。いくつかの実施形態において、非イオ
ン性界面活性剤は、上記のような少なくとも約１５、または少なくとも約１６、または少
なくとも約１７、または少なくとも約１８、または少なくとも約１９、または少なくとも
約２０、または少なくとも約２１、または少なくとも約２２、または少なくとも約２３、
または少なくとも約２４、または少なくとも約２５、または少なくとも約２６、または少
なくとも約２７、または少なくとも約２８、または少なくとも約２９、または少なくとも
約３０、または少なくとも約３１、または少なくとも約３２、または少なくとも約３３、
または少なくとも約３４、または少なくとも約３５の繰り返し単位の鎖を含む。鎖中の繰
り返し単位の数は、通常、約５０以下、または約４５以下、または約４０以下などである
。鎖が繰り返しのエチレンオキシド単位およびプロピレンオキシド単位の組み合わせを含
む場合、エチレンオキシド単位対プロピレンオキシド単位の比は、約１：１、または約２
：１、または約３：１、または約１：２、または約１：３、または約１：４、または約１
：５、または約１：６、または約１：７、または約１：８などである。上記の実施形態に
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おいて、繰り返しのエチレンオキシド単位およびプロピレンオキシド単位は、代替可能で
あり得る。各繰り返しエチレンオキシド単位は、エチレンオキシド単位の断片であり得、
この断片は、同じ長さまたは異なる長さを有し、すなわち、同じ数のエチレンオキシド単
位または異なる数のエチレンオキシド単位を含み得る。各繰り返しプロピレンオキシド単
位は、プロピレンオキシド単位の断片であり得、この断片は、同じ長さまたは異なる長さ
を有し、すなわち、同じ数のプロピレンオキシド単位または異なる数のプロピレンオキシ
ド単位を含み得る。例えば、いくつかの実施形態において、界面活性剤は、約１～約５、
または約１～約４、または約１～約３、または約１～約２、または約２～約５、または約
２～約４、または約２～約３、または約３～約５、または約４～約５のエチレンオキシド
単位を含む末端エチレンオキシド断片および約１０～約３０、または約１０～約２５、ま
たは約１０～約２０、または約１５～約３０、または約１５～約２５、または約１５～約
２０、または約２０～約３０、または約２０～約２５のプロピレンオキシド単位を含む内
部プロピレンオキシド断片を含む。
【００３０】
　いくつかの実施形態において、鎖は、例えば、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）p－（ここで、ｐは
約１５～約４０、または約２０～約４０、または約２５～約４０、または約１５～約３５
、または約２０～約３５、または約２５～約３５、または約３０～約３５などである）の
ような繰り返しエチレンオキシド単位を含み得る。いくつかの実施形態において、鎖は、
例えば、－（ＣＨ2ＣＨ（ＣＨ3）Ｏ）q－（ここで、ｑは約１５～約３０、または約２０
～約３０、または約２５～約３０、または約１５～約２５、または約２０～約２５、また
は約２５～約３５、または約３０～約３５などである）のような繰り返しプロピレンオキ
ド単位を含み得る。
【００３１】
　いくつかの実施形態において、鎖は、例えば、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）s－（ＣＨ2ＣＨ（Ｃ
Ｈ3）Ｏ）t－（ここで、（ｓ　＋　ｔ）は少なくとも１５、または少なくとも約１６、ま
たは少なくとも約１７、または少なくとも約１８、または少なくとも約１９、または少な
くとも約２０、または少なくとも約２１、または少なくとも約２２、または少なくとも約
２３、または少なくとも約２４、または少なくとも約２５個の炭素原子、または少なくと
も約２６、または少なくとも約２７、または少なくとも約２８、または少なくとも約２９
、または少なくとも約３０、または少なくとも約３１、または少なくとも約３２、または
少なくとも約３３、または少なくとも約３４、または少なくとも約３５、そして通常、約
４０以下、約３９以下、約３８以下、約３７以下、約３６以下である）のようなエチレン
オキシド単位とプロピレンオキド単位の組み合わせを含み得る。いくつかの実施形態にお
いて、（ｓ＋ｔ）は約１５～約４０、または約２０～約４０、または約２５～約４０、ま
たは約１５～約３５、または約２０～約３５、または約２５～約３５、または約３０～約
３５、約１５～約３０、または約２０～約３０、または約２５～約３０、または約１５～
約２５などである。いくつかの実施形態において、（ｓ＋ｔ）が上で定義される通りであ
る限り、ｓは約１～約３０、または約１～約２５、または約１～約２０、または約１～約
１５、または約１～約１０、または約１～約５、または約２～約３０、または約２～約２
５、または約２～約２０、または約２～約１５、５～約３０、または約５～約２５、また
は約５～約２０、または約５～約１５、または約５～約１０、または約１０～約３０、ま
たは約１０～約２５、または約１０～約２０、または約１０～約１５、または約１５～約
３０、または約１５～約２５、または約１５～約２０、または約２０～約３０、または約
２０～約２５、または約２５～約３０であり、そしてｔは約５～約３０、または約５～約
２５、または約５～約２０、または約５～約１５、または約５～約１０、または約１０～
約３０、または約１０～約２５、または約１０～約２０、または約１０～約１５、または
約１５～約３０、または約１５～約２５、または約１５～約２０、または約２０～約３０
、または約２０～約２５、または約２５～約３０である。
【００３２】
　鎖の１個またはそれ以上の水素は、約１～約５、または約１～約４、または約１～約３
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、または約１～約２、または約２～約５、または約２～約４、または約２～約３、または
約３～約５、または約３～約４個の炭素原子のアルキル（時折、本明細書中で低級アルキ
ルと言われる）で置換され得る。１個またはそれ以上の水素に代わる鎖上の他の置換とし
ては、例えば、ケト、アミノ、アルキルフェノールなどが挙げられる。多くの実施形態に
おいて、鎖上の置換基の数は、３以下、または２以下または１以下である。いくつかの実
施形態において、鎖の末端の一方は、メチル、ヒドロキシル、フェニルなどであり得る。
いくつかの実施形態において、鎖の末端の他方は、メチル、ヒドロキシル、フェニルなど
であり得る。
【００３３】
　いくつかの実施形態において、バイオアベイラビリティー剤は、少なくとも約３０また
は３１または３２または３３または３４または３５の繰り返しエチレンオキシド単位の鎖
、例えば、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）p－（ここで、ｐは３０、３１、３２、３３、３４または
３５である）を含む。いくつかの実施形態において、鎖の両末端はヒドロキシルである。
繰り返しエチレンオキシド単位を含むバイオアベイラビリティー剤の実施形態の特定の例
は、鎖の両末端がヒドロキシルである３０または３５の繰り返しエチレンオキシド単位の
鎖を含むものである。バイオアベイラビリティー剤の実施形態の具体例としては、界面活
性剤ＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５、ＴＲＩＴＯＮTM　ＳＰ－１３５などが挙げられる。
【００３４】
　いくつかの実施形態において、バイオアベイラビリティー剤は、約１～約２０、または
約１～約１５、または約１～約１０、または約１～約５、または約２～約２０、または約
２～約１５、または約２～約１０、または約２～約５、約３～約２０、または約３～約１
５、または約３～約１０、または約３～約５、約４～約２０、または約４～約１５、また
は約４～約１０、または約４～約５、約５～約２０、または約５～約１５、または約５～
約１０のエチレンオキシド単位と約５～約５０または約５～約４０、または約５～約３０
、または約５～約２０、または約５～約１０、または約１０～約５０、または約１０～約
４０、または約１０～約３０、または約１０～約２０、または約１５～約５０、または約
１５～約４０、または約１５～約３０、約１５～約２０、または約２０～約５０、または
約２０～約４０、または約２０～約３０、約２０～約２５、または約２５～約５０、また
は約２５～約４０、または約２５～約３０、または約３０～約５０、または約３０～約４
０、または約３０～約３５、または約３５～約５０、または約３５～約４０、または約４
０～約５０のプロピレンオキシド単位の組み合わせを含む鎖を含む。いくつかの実施形態
において、鎖の両末端はヒドロキシルである。
【００３５】
　いくつかの実施形態において、鎖は、例えば、－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）s－（ＣＨ2ＣＨ（Ｃ
Ｈ3）Ｏ）t－（ＣＨ2ＣＨ2Ｏ）s－（ここで、各ｓは１～３または１～２であり、そして
ｔは１５～４０または１５～３５または１５～３０であり、そして鎖の各末端はヒドロキ
シルである）のようなエチレンオキシド単位とプロピレン単位の組み合わせを含み得る。
エチレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位のこのような組み合わせを含むバイオア
ベイラビリティー剤の実施形態の特定の例としては、界面活性剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  
２５Ｒ２、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ１、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ４、ＰＬＵＲ
ＯＮＩＣ(R)  ３１Ｒ１、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ３１Ｒ２、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  １７
Ｒ１、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  １７Ｒ２、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  １０Ｒ５、ＰＬＵＲＯＮ
ＩＣ(R)(R)  Ｌ１２３、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  Ｌ３１などが挙げられる。エチレンオキ
シド単位とプロピレンオキシド単位のこのような組み合わせを含むバイオアベイラビリテ
ィー剤の実施形態の他の例としては、界面活性剤ＤＯＷＦＡＸ(R)  ６３Ｎ１０、ＤＯＷ
ＦＡＸ(R)  ６３Ｎ１３、ＤＯＷＦＡＸ(R)  ６３Ｎ３０、ＤＯＷＦＡＸ(R)  ６３Ｎ４０
、ＤＯＷＦＡＸ(R)  ２０Ａ６１２、ＤＯＷＦＡＸ(R)  ＤＦ１０１、ＤＯＷＦＡＸ(R) 
ＤＦ１１１、ＤＯＷＦＡＸ(R)  ＤＦ１１２などが挙げられる。
【００３６】
　上記のように、本発明の実施形態に従うバイオアベイラビリティー剤は、疎水性薬物に
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ついてのアッセイにおいて、抗体に結合する疎水性薬物の利用可能性に対するコレステロ
ールおよびトリグリセリドの両方からの妨害を軽減する。バイオアベイラビリティー剤は
、このような化合物の別のものと組み合わせた、または両方ではないがコレステロール妨
害またはトリグリセリド妨害のいずれかに対して十分な軽減効果を有し得る１つまたはそ
れ以上の他の化合物と組み合わせた１つまたはそれ以上の上記化合物の組み合わせであり
得る。このような化合物としては、例えば、界面活性剤サポニン、ＧＡＦＡＣ(R)、ＴＷ
ＥＥＮ(R)  ２０、ＴＷＥＥＮ(R)  ８０、ＥＰ１１０TM、ＺＷＩＴＴＥＲＧＥＮＴ(R)（
例えば、３－（Ｎ，Ｎ－ジメチルテトラデシルアミンモニオ）プロパンスルホネートのよ
うな両性イオンアミドスルホベタイン界面活性剤）、ＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ－１００、胆汁
塩、特定のＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)およびＤＯＷＦＡＸ(R)界面活性剤などが挙げられる。本
発明の実施形態に従うバイオアベイラビリティー剤は、前述の化合物の不在下、トリグリ
セリドとコレステロールの両方からの妨害を軽減すのに有効であることに注目すべきであ
る。
【００３７】
　媒体中のバイオアベイラビリティー剤の濃度は、疎水性薬物の正確な定量が疎水性薬物
についての自動化均一系アッセイにおいて実現され得るように、疎水性薬物のバイオアベ
イラビリティーの向上を達成するのに十分であり、すなわち、サンプル中のリポタンパク
質、特に、コレステロールおよびトリグリセリドによる妨害または吸収を軽減するのに十
分な濃度である。言い換えれば、媒体中のバイオアベイラビリティー剤の濃度は、疎水性
薬物に対する特異的結合メンバーへの結合に利用可能なサンプル中の疎水性薬物の量が、
サンプル中の疎水性薬物の量を正確に決定するのに十分である程度に十分である。従って
、バイオアベイラビリティー剤の濃度または量は、リポタンパク質、特に、コレステロー
ルとトリグリセリドの両方からの妨害を軽減または低減するのに十分であるべきであり、
従って、アッセイにおいて検出に利用可能な疎水性薬物の量の増加を達成する。
【００３８】
　コレステロールについて、高コレステロールサンプル（例えば、４００ｍｇ／ｄＬ）中
で検出可能な疎水性薬物の量が、バイオアベイラビリティー剤の不在下で得られるものよ
りも少なくとも約５０％、少なくとも約５５％、少なくとも約６０％、少なくとも約６５
％、少なくとも約７０％、少なくとも約７５％、少なくとも約８０％、少なくとも約８５
％、少なくとも約９０％、少なくとも約９５％、少なくとも約１００％、少なくとも約１
０５％、少なくとも約１１０％、少なくとも約１１５％、少なくとも約１２０％、少なく
とも約１２５％、少なくとも約１３０％、少なくとも約１３５％、少なくとも約１４０％
、少なくとも約１４５％、少なくとも約１５０％、少なくとも約１５５％、少なくとも約
１６０％、少なくとも約１６５％など増加する場合、妨害は十分に低減され、そして疎水
性薬物のバイオアベイラビリティーが向上され、それによりその検出の精度が向上する。
【００３９】
　トリグリセリドについて、高トリグリセリドサンプル（例えば、１０００ｍｇ／ｄＬ）
中で検出可能な疎水性薬物の量が、バイオアベイラビリティー剤の不在下で得られるもの
よりも少なくとも約４０％、少なくとも約４５％、少なくとも約５０％、少なくとも約５
５％、少なくとも約６０％、少なくとも約６５％、少なくとも約７０％、少なくとも約７
５％、少なくとも約８０％、少なくとも約８５％、少なくとも約９０％、少なくとも約９
５％、少なくとも約１００％など増加する場合、妨害は十分に低減され、そして疎水性薬
物のバイオアベイラビリティーが向上され、それによりその検出の精度が向上する。以下
により詳細に議論されるように、向上したバイオアベイラビリティーの上記パラメータは
、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ(R)臨床化学アナライザーでＡＣＭＩＡアッセイを使用して評価し
得、コレステロールを多く含むサンプルは約４００　ｍｇ／ｄＬを含み、そしてトリグリ
セリドを多く含むサンプルは約１０００ｍｇ／ｄＬを含む。
【００４０】
　利用されるバイオアベイラビリティー剤の量または濃度は、サンプルの性質、疎水性薬
物の性質、他の界面活性剤化合物および有機溶媒の存在、他の試薬成分の性質、反応条件
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などに依存する。いくつかの実施形態において、バイオアベイラビリティー剤の量は、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％、約０．
１％～約０．２％などである（容量％である）。いくつかの実施形態において、バイオア
ベイラビリティー剤の最大濃度は、このような特性を示すこれらの界面活性剤（例えば、
界面活性剤ＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５、ドデシル硫酸ナトリウム、ドデシル硫酸リチウ
ムなど）の臨界ミセル濃度未満である。いくつかの実施形態において、バイオアベイラビ
リティー剤の最大濃度は、このような特性を示すこれらの界面活性剤（例えば、界面活性
剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ１、ＰＬＵＲＯＮＩＣ
(R)  ２５Ｒ４、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ３１Ｒ１、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ３１Ｒ２、Ｐ
ＬＵＲＯＮＩＣ(R)  １７Ｒ１、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  １７Ｒ２、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R) 
 １０Ｒ５、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  Ｌ１２３、ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  Ｌ３１など）の凝
集濃度の範囲または限界凝集濃度（ｌｉｍｉｔｉｎｇ　ａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎ　ｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ）未満である。
【００４１】
　溶血およびバイオアベイラビリティーの向上
　サンプル、溶血剤、およびバイオアベイラビリティー剤が媒体中で混合され、上記のよ
うに媒体は、通常、水性媒体である。上記の全ては、媒体中で同時に混合してもよく、ま
たは１つまたはそれ以上の上記の試薬を連続して添加してもよい。水性媒体は、単なる水
であってもよく、または例えば、有機溶媒のような共溶媒を０．１～約４０容量％含んで
いてもよく、この有機溶媒としては、例えば、アルコール、エーテル、エステルなどが挙
げられ得る。媒体はまた、当該分野で公知であるような１つまたはそれ以上の防腐剤を含
んでいてもよく、これらとしては、例えば、アジ化ナトリウム、硫酸ネオマイシン、ＰＲ
ＯＣＬＩＮ(R)  ３００、ストレプトマイシンなどが挙げられる。媒体のｐＨは、通常、
約４～約１１の範囲、より通常は、約５～約１０の範囲、そして好ましくは約６．５～約
９．５の範囲である。
【００４２】
　種々の緩衝剤を使用して、所望のｐＨを達成させ、そしてインキュベーション期間中ｐ
Ｈを維持し得る。例示的な緩衝剤としては、ホウ酸塩、リン酸塩、炭酸塩、トリス、バル
ビタール、ＰＩＰＥＳ、ＨＥＰＥＳ、ＭＥＳ、ＡＣＥＳ、ＭＯＰＳ、ＢＩＣＩＮＥなどが
挙げられる。媒体はまた、血栓形成を防止するための化学物質を含み得る。このような化
学物質は、当該分野で周知であり、そして例えば、ＥＤＴＡ、ＥＧＴＡ、クエン酸塩、ヘ
パリンなどが挙げられる。種々の補助材料は上記の方法に利用され得る。例えば、緩衝剤
および防腐剤に加えて、媒体は、媒体および利用される試薬の安定剤を含み得る。結合タ
ンパク質が疎水性薬物に結合する場合、媒体はサンプル中の結合タンパク質の効果を軽減
するための化学物質を含み得る。このような化学物質は、例えば、決定される疎水性薬物
のエステルであり得る。例えば、タクロリムスについての決定において、タクロリムスの
エステルが媒体に含まれ得る。上記の材料の全ては、所望の効果または機能を達成するの
に十分な濃度または量で存在する。
【００４３】
　サンプル中で細胞を溶血させ、そして疎水性薬物のバイオアベイラビリティーを向上さ
せる条件下、媒体はインキュベートされる。インキュベーション期間は、約１秒～約６０
分、または約１秒～約６分、または約１秒～約５分、または約１秒～約３分、または約１
秒～約２分、または約１秒～約１分、または約１秒～約３０秒、または約１秒～約２０秒
、または約１秒～約１０秒、または約５秒～約６０分、または約５秒～約６分、または約
５秒～約５分、または約５秒～約３分、または約５秒～約２分、または約５秒～約１分、
または約５秒～約３０秒、または約５秒～約２０秒、または約５秒～約１０秒、または約
１０秒～約６０分、または約１０秒～約６分、または約１０秒～約５分、または約１０秒
～約３分、または約１０秒～約２分、または約１０秒～約１分、または約１０秒～約３０
秒、または約１０秒～約２０秒、または約２０秒～約６０分、または約２０秒～約６分、
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または約２０秒～約５分、または約２０秒～約３分、または約２０秒～約２分、または約
２０秒～約１分、または約２０秒～約３０秒、または約３０秒～約６０分、または約３０
秒～約６分、または約３０秒～約５分、または約３０秒～約３分、または約３０秒～約２
分、または約３０秒～約１分、または約１分～約３０分、または約１分～約２０分、また
は約１分～約１０分などであり得る。
【００４４】
　インキュベーション中の温度は、通常、約１０℃～約４５℃、または約１０℃～約３５
℃、または約１０℃～約２５℃、または約１５℃～約４５℃、または約１５℃～約３５℃
、または約１５℃～約２５℃、または約２０℃～約４５℃、または約２０℃～約３５℃、
または約２０℃～約２５℃などである。
【００４５】
　疎水性薬物についてのアッセイの概要
　上記のインキュベーション期間に続いて、サンプル中の疎水性薬物の存在および／また
は量を決定するための試薬が媒体に添加される。試薬の性質は、実行されるアッセイの特
定の種類に依存する。一般に、アッセイは、疎水性検体の存在および／または量の決定方
法または測定方法である。種々のアッセイ方法が、限定ではなく例として以下に議論され
る。
【００４６】
　多くの実施形態において、試薬は疎水性薬物の少なくとも１つの抗体を含む。語句「疎
水性薬物に対する抗体」により、疎水性薬物に特異的に結合し、そして疎水性薬物に対す
る検体を歪める他の物質にかなりの程度結合しない抗体を意味する。
【００４７】
　免疫測定法に使用するための疎水性薬物に特異的な抗体は、モノクローナルまたはポリ
クローナルであり得る。このような抗体は、宿主の免疫付与そして血清（ポリクローナル
）の収集のような当該分野で周知の技術により、または連続したハイブリッド細胞株を調
製し、そして分泌されたタンパク質（モノクローナル）を収集することにより、または少
なくとも天然の抗体の特異的結合に必要なアミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列ま
たはそれらの突然変異バージョンをクローニングし発現させることにより調製され得る。
【００４８】
　抗体は、完全な免疫グロブリンまたはそれらのフラグメントを含み得、この免疫グロブ
リンは、種々のクラスおよびアイソタイプ、例えばＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、
ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂおよびＩｇＧ３、ＩｇＭなどを含む。それらのフラグメントは、
Ｆａｂ、ＦｖおよびＦ（ａｂ’）2、Ｆａｂ’などを含み得る。さらに、特定の分子に対
する結合親和性が維持される限りは、免疫グロブリンまたはそれらのフラグメントの凝集
体、ポリマー、および抱合体を、必要に応じて使用し得る。
【００４９】
　抗体を含む抗血清（ポリクローナル）は、適切な免疫原を用いるウサギ、モルモット、
またはヤギのような動物の免疫付与に関連し、そして適切な待機時間後、免疫動物の血液
から抗血清を得る十分に確立された技術により得られる。最先端の概説が、Ｐａｒｋｅｒ
，Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙ　Ａｃｔｉｖｅ
　Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ，Ｐｒｅｎｔｉｃｅ－Ｈａｌｌ（Ｅｎｇｌｅｗｏｏｄ　Ｃｌｉｆｆ
ｓ，Ｎ．Ｊ．，Ｕ．Ｓ．，１９７６），Ｂｕｔｌｅｒ，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈ．
７：１－２４（１９７５）；Ｂｒｏｕｇｈｔｏｎ　ａｎｄ　Ｓｔｒｏｎｇ，Ｃｌｉｎ．Ｃ
ｈｅｍ．２２：７２６－７３２（１９７６）；およびＰｌａｙｆａｉｒ，ｅｔ　ａｌ．，
Ｂｒ．Ｍｅｄ．Ｂｕｌｌ．３０：２４－３１（１９７４）により提供される。
【００５０】
　抗体はまた、体細胞バイブリダイゼーション技術により得ることができ、このような抗
体は、一般に、モノクローナル抗体と言われる。モノクローナル抗体は、Ｋoｈｌｅｒ　
ａｎｄ　Ｍｉｌｓｔｅｉｎ，Ｎａｔｕｒｅ　２６５：４９５－４９７，１９７５の標準技
術に従って製造され得る。モノクローナル抗体技術の概説は、Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　Ｈ
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ｙｂｒｉｄｏｍａｓ，ｅｄ．Ｍｅｌｃｈｅｒｓ，ｅｔ　ａｌ．Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒ
ｌａｇ（Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ　１９７８），Ｎａｔｕｒｅ　２６６：４９５（１９７７）、
Ｓｃｉｅｎｃｅ　２０８：６９２（１９８０）、およびＭｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ　７３（Ｐａｒｔ　Ｂ）：３－４６（１９８１）に見出される。
【００５１】
　抗体を製造するための別のアプローチにおいて、抗体結合部位をコードする配列は、染
色体ＤＮＡから切り取られ、そしてクローニングベクターに挿入され得、このクローニン
グベクターは、細菌中で発現され、対応する抗体の結合部位を有する組み換えタンパク質
を製造し得る。
【００５２】
　上記で議論されるように、疎水性薬物の免疫測定法において使用するために選択される
抗体は、例えば、他の代謝物または関連する薬物のような他のリガンドよりも特異的かつ
選択的に疎水性薬物およびその薬学的に活性な代謝物に結合すべきである。例えば、タク
ロリムスに対する抗体は、例えば、ラパマシシンよりも特異的かつ選択的にタクロリムス
に結合すべきである。一般に、抗体は、第二の疎水性薬物と比較して１つの疎水性薬物を
識別できなければならない。抗体が疎水性薬物を含むサンプルと混合される場合、少なく
とも約５倍、少なくとも約１０倍、または少なくとも約２０倍の第一の疎水性薬物が抗体
に結合する。結合はまた、疎水性薬物の相対濃度に依存するが、第一の疎水性薬物の結合
定数が第二の疎水性薬物の結合定数よりも大きい場合、第一の疎水性薬物に対する結合は
少なくとも１０倍または少なくとも約５０倍、そして１０００倍まで、またはそれ以上高
い。
【００５３】
　実施されるアッセイの性質に依存して、他の試薬がアッセイ媒体中に含まれる。このよ
うなアッセイは、通常、疎水性薬物分析物と対応する抗体のような結合パートナー間の反
応、または抗体と、第一の抗体に結合する第二の抗体のような対応する結合パートナーと
の結合を含む。従って、結合パートナーは、タンパク質であり得、これは抗体または抗原
であり得る。結合パートナーは、特異的結合対のメンバー（「ｓｂｐメンバー」）であり
得、これは、２つの異なる分子のうちの一方であり、表面上または空洞内に、他方の分子
の特定の空間的構成および極性の構成に特異的に結合し、それによりこれらと相補的と定
義される領域を有する。特異的結合対のメンバーは、通常、抗原－抗体のような免疫対の
メンバーであるが、他の特異的結合対、例えば、ビオチン－アビジン、ホルモン－ホルモ
ン受容体、酵素－基質、核酸二本鎖、ＩｇＧ－プロテインＡ、ポリヌクレオチド対、例え
ば、ＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡなどは免疫対ではなく、ｓｂｐメンバーの範囲に含
まれる。
【００５４】
　従って、特異的結合は、他の分子の実質的により低い認識と比較して、他方に対して２
つの異なる分子のうちの一方の特異的認識を含む。一方、非特異的結合は、特定の表面構
造と比較的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要因から生じ得る。好ましい結合パートナーは抗体である。
【００５５】
　免疫測定法の多くの種類が、本発明の方法において利用され、疎水性薬物検体を含有す
ることが疑われるサンプル中の疎水性薬物検体の存在および／または量を決定し得る。免
疫測定法は、標識または非常識試薬を含み得る。非標識試薬を含む免疫測定法は、通常、
１つまたはそれ以上の抗体を含む比較的大きな複合体の形成を含む。抗体複合体を検出す
るためのこのようなアッセイとしては、例えば、免疫沈降および凝集反応法ならびに対応
する光散乱法、例えば、ネフェロメトリー（ｎｅｐｈｅｌｏｍｅｔｒｙ）および比濁法（
ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｙ）が挙げられる。標識化免疫測定法としては、酵素免疫測定法
、蛍光偏光免疫測定法、放射免疫測定、阻害試験、誘起発光、蛍光性酸素チャネリングア
ッセイ（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　ｏｘｙｇｅｎ　ｃｈａｎｎｅｌｉｎｇ　ａｓｓａｙ）
などが挙げられる。
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【００５６】
　本明細書中で議論される多くのアッセイにおいて、標識が利用される；標識は、通常、
シグナル生成系（「ｓｐｓ」）の一部である。標識の性質は、特定のアッセイ形式に依存
する。ｓｐｓは、通常、１つまたはそれ以上の成分、検出可能な標識である少なくとも１
つの成分（これは結合した標識および／または未結合の標識の量、すなわち検出される疎
水性薬物に結合した標識または結合していない標識の量または検出される疎水性薬物の量
を示す化学物質に関連する検出可能なシグナルを生成する）を含む。標識はシグナルを生
成するかシグナルを生成するように誘導され得るあらゆる分子であり、そして例えば、蛍
光剤（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｒ）、放射性標識、酵素、化学発光剤（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎ
ｅｓｃｅｒ）または光増感剤であり得る。従って、シグナルは、場合によって、酵素活性
、発光、光吸収または放射能などを検出することにより検出および／または測定される。
【００５７】
　適切な標識としては、限定ではなく例として、酵素、例えば、アルカリホスファターゼ
、グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼ（「Ｇ６ＰＤＨ」）およびホースラディシュ
ペルオキシダーゼ；リボザイム；ＱＢレプリカーゼのようなレプリカーゼに対する基質；
プロモータ；色素；蛍光剤、例えば、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－フタルアルデヒ
ド（ｐｈｔｈａｌｄｅｈｙｄｅ）、およびフルオレスカミン；量子ドットとして公知であ
る半導体ナノ結晶中に存在するＣｄＳｅおよびＺｎＳから製造されるもののような複合体
；化学発光剤、例えば、イソルミノール；増感剤；補酵素；酵素基質；放射性標識、例え
ば、125ｌ、131ｌ、14Ｃ、3Ｈ、57Ｃｏおよび75Ｓｅ；ラテックス粒子、炭素粒子、磁性
粒子（例えば、クロム粒子など）を含む金属粒子のような粒子；金属ゾル；晶子；リポソ
ーム；細胞などが挙げられ、これらは色素、触媒または他の検出可能な基でさらに標識さ
れ得る。適切な酵素および補酵素は、Ｌｉｔｍａｎ、ｅｔ　ａｌ．、米国特許第４，２７
５，１４９号、第１９－２８欄、およびＢｏｇｕｓｌａｓｋｉ、ｅｔ　ａｌ．、米国特許
第４，３１８，９８０号、第１０－１４欄に開示され；適切な蛍光剤および化学発光剤は
、Ｌｉｔｍａｎ、ｅｔ　ａｌ．、米国特許第４，２７５，１４９号、第３０および３１欄
に開示される；これらは参照により本明細書に加入される。
【００５８】
　標識はシグナルを直接生成し得、従って、シグナルを生成させるためにさらなる成分は
必要でない。多数の有機分子、例えば、蛍光剤は紫外線および可視光に吸収され得、光吸
収がこれらの分子にエネルギーを移し、そしてそれらを励起エネルギー状態に遷移させる
。次いで、この吸収されたエネルギーは第二の波長での発光により消失する。シグナルを
直接生成する他の標識としては、放射性同位体および色素が挙げられる。
【００５９】
　あるいは、標識はシグナルを生成するために他の成分を必要とし得、その結果、シグナ
ル生成系は測定可能なシグナルを生成するために必要とされる成分の全てを含む。このよ
うな他の成分としては、基質、補酵素、エンハンサー、追加の酵素、酵素生成物と反応す
る物質、触媒、活性化因子、補因子、阻害剤、スカベンジャー、金属イオン、およびシグ
ナル生成物質の結合に必要な特異的結合物質が挙げられ得る。適切なシグナル生成系の詳
細な考察は、Ｕｌｌｍａｎ、ｅｔ　ａｌ．、米国特許第５，１８５，２４３号、第１１－
１３欄（参照により本明細書に加入される）に見いだされ得る。
【００６０】
　標識または他のｓｐｓメンバーは、支持体に結合し得る。疎水性薬物の誘導体またはア
ナログは、当該分野で公知の任意の様式において固体支持体に結合され得るが、ただし、
アナログが抗体と結合する能力を結合が実質的に妨害しない場合だけである。いくつかの
実施形態において、疎水性薬物の誘導体またはアナログは、コーティグされ得るか、また
は固相に直接共有結合され得るか、または１つまたはそれ以上の担体分子、例えば、血清
アルブミンまたは免疫グロブリンのようなタンパク質を含むポリ（アミノ酸）、または例
えば、デキストランまたはデキストラン誘導体のような多糖類（炭水化物）の層を有し得



(18) JP 2013-257337 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

る。連結基をまた使用して、固体支持体および疎水性薬物を共有結合させ得る。疎水性薬
物の誘導体を結合させる他の方法もまた可能である。例えば、固体支持体は小分子（例え
ば、アビジン、抗体など）に対するバインダーのコーティングを有し、そして小分子（例
えば、ビオチン、ヘパリンなど）は疎水性薬物の誘導体に結合し得、または逆もまた同様
である。成分の支持体表面への結合は、直接的または間接的、共有または非共有であり得
、そして文献において一般に入手可能な周知の技術により確立され得る。例えば、「Ｉｍ
ｍｏｂｉｌｉｚｅｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ，」Ｉｃｈｉｒｏ　Ｃｈｉｂａｔａ，Ｈａｌｓｔｅ
ｄ　Ｐｒｅｓｓ，ＮｅｗＹｏｒｋ（１９７８）およびＣａｕｔｒｅｃａｓａｓ，Ｊ．Ｂｉ
ｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２４５：３０５９（１９７０）を参照のこと。
【００６１】
　支持体は、有機または無機、固体または液体の水に不溶な材料を含み得、これは透明ま
たは部分的に透明であり得る。支持体は、粒子（ビーズを含む）、フィルム、膜、チュー
ブ、ウェル、ストリップ、ロッド、平面、例えば、プレート、デンドリマーなどのような
多数の形態のいずれかを有し得る。アッセイの種類に依存して、支持体はそれらが利用さ
れる媒体中に懸濁さていていも、されていなくてもよい。懸濁可能な支持体の例としては
、ポリマー材料、例えば、ラテックス、脂質二重層もしくはリポソーム、油滴、細胞およ
びヒドロゲル、磁性粒子などが挙げられる。他の支持体の組成としては、ポリマー、例え
ば、ニトロセルロース、酢酸セルロース、ポリ（塩化ビニル）、ポリアクリルアミド、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、ポリメタクリル酸、ポリ（エチレンレテフタラート）、ナイロン、ポリ（酪酸ブチル
）などが挙げられ；それ自体で、または他の材料と共に使用される。
【００６２】
　支持体は粒子であり得る。粒子は、少なくとも約０．０２ミクロン～約１００ミクロン
以内の平均直径を有するべきである。いくつかの実施形態において、粒子は、約０．０５
ミクロン～約２０ミクロン、または約０．３ミクロン～約１０ミクロンの平均直径を有す
る。粒子は、有機または無機、膨潤性または非膨潤性、多孔質または無孔の、好ましくは
、水に近い密度、一般に、約０．７　ｇ／ｍＬ～約１．５　ｇ／ｍＬであり得、そして透
明、部分的に透明、または不透明であり得る材料から成る。粒子は、細胞および微生物（
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、大腸
菌、ウイルスなど）のような生物材料であり得る。粒子はまた、有機および無機のポリマ
ー、リポソーム、ラテックス粒子、磁性または非磁性の粒子、リン脂質小胞、カイロミク
ロン、リポタンパク質などを含む粒子であり得る。いくつかの実施形態において、粒子は
クロム粒子またはラテックス粒子である。
【００６３】
　ポリマー粒子は、付加重合体または縮合重合体の形をなし得る。粒子は、水性媒体に容
易に分散され、そして直接的または間接的に連結基により疎水性薬物アナログに抱合可能
となるように、吸着性または機能的であり得る。粒子はまた、天然材料、合成的に変更さ
れている天然材料、および合成材料から誘導され得る。有機ポリマーのうちで、多糖類、
特に交差結合多糖類、例えば、アガロース（これは、Ｓｅｐｈａｒｏｓｅとして入手可能
である）、デキストラン（ＳｅｐｈａｄｅｘおよびＳｅｐｈａｃｒｙｌとして入手可能で
ある）、セルロース、デンプンなど；付加重合体、例えば、ポリスチレン、ポリビニルア
ルコール、ホモポリマーおよびアクリル酸とメタクリル酸の誘導体のコポリマー、特に遊
離ヒドロキシル官能基を有するエステルおよびアミドなどが特に興味深い。
【００６４】
　標識および／または他のｓｐｓメンバーは、ｓｂｐメンバーまたは別の分子に結合され
得る。例えば、標識は、例えば、抗体；抗体に対する受容体、抗体に抱合した小分子に結
合し得る受容体、またはリガンドアナログのようなｓｂｐメンバーに共有結合し得る。ｓ
ｂｐメンバーへの標識の結合は、標識の水素原子とｓｂｐメンバーへの結合の置き換えを
もたらす化学反応により達成され得るか、または標識とｓｂｐメンバーとの間に連結基を
含み得る。他のｓｐｓメンバーはまた、ｓｂｐメンバーに共有結合され得る。例えば、蛍
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光剤および消光剤のような２つのｓｐｓメンバーは、検体と特異的複合体を形成する異な
る抗体にそれぞれ結合され得る。複合体の形成は、蛍光剤と消光剤を極めて接近させ、従
って、消光剤が蛍光剤と相互作用してシグナルを生成することを可能にする。抱合方法は
当該分野で周知である。例えば、Ｒｕｂｅｎｓｔｅｉｎ、ｅｔ　ａｌ．、米国特許第３，
８１７，８３７号（参照により本明細書に加入される）を参照のこと。
【００６５】
　標識タンパク質として特に興味深い酵素は、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－リン酸デヒドロゲナーゼ、乳酸脱水素酵素、および色素前駆体を
色素に酸化するための過酸化水素の生成および過酸化水素の使用に関連する酵素はである
。特定の組み合わせとしては、色素前駆体を酸化するために過酸化水素を利用する酵素、
すなわち、ホースラディシュペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、またはミクロ
ペルオキシダーゼのようなペルオキシダーゼとカップリングしたサッカリド酸化酵素、例
えば、グルコースとガラクトース酸化酵素、または複素環酸化酵素、例えば、ウリカーゼ
およびキサンチン酸化酵素が挙げられる。さらなる酵素の組み合わせが当該分野で公知で
ある。単一酵素が標識として使用される場合、他の酵素は、加水分解酵素、転移酵素、お
よび酸化還元酵素、特に加水分解酵素（例えば、アルカリホスファターゼおよびβ－ガラ
クトシダーゼ）のような用途が見出され得る。あるいは、蛍ルシフェラーゼおよび細菌ル
シフェラーゼのような発光酵素が使用され得る。
【００６６】
　用途が見出されている補酵素の例としては、ＮＡＤ［Ｈ］、ＮＡＤＰ［Ｈ］、ピリドキ
サルリン酸、ＦＡＤ［Ｈ］、ＦＭＮ［Ｈ］など、通常、サイクリング反応に関連する補酵
素が挙げられる。例えば、米国特許第４，３１８，９８０号（この開示は参照により本明
細書に加入される）を参照のこと。
【００６７】
　例えば、酵素のような標識タンパク質を有する分子量の範囲は、約１０，０００～約６
００，０００、または約１０，０００～約３００，０００の分子量である。通常、約２０
０，０００の分子量あたり少なくとも約１つ、または約１５０，０００の分子量あたり少
なくとも約１つ、または約１００，０００の分子量あたり少なくとも約１つ、または約５
０，０００の分子量あたり少なくとも約１つなどの疎水性薬物アナログが存在する。酵素
の場合において、疎水性薬物アナログ基の数は、通常、１～約２０、約２～約１５、約３
～約１２、または約６～約１０である。
【００６８】
　用語「非ポリ（アミノ酸）標識」とは、タンパク質（例えば、酵素）ではない標識を含
む。非ポリ（アミノ酸）標識は、直接検出され得るか、または検出可能なシグナルを生成
する特異的結合反応により検出可能である。非ポリ（アミノ酸）標識としては、例えば、
放射性同位体、発光化合物、支持体、例えば、粒子、プレート、ビーズなど、ポリヌクレ
オチドなどが挙げられる。より特に、非ポリ（アミノ酸）標識は、同位体または非同位体
、通常、非同位体であり得、そして触媒、プロモータ、色素、補酵素、酵素基質、放射性
基、有機小分子（例えば、ビオチン、蛍光分子、化学発光分子などを含む）、増幅可能な
ポリヌクレオチド配列、例えば、粒子、例えば、ラテックス粒子または炭素粒子または二
酸化クロム（クロム）粒子のような支持体または同種のもの、金属ゾル、微結晶、リポソ
ーム、細胞など（これらは、色素、触媒または他の検出可能な基などでさらに標識されて
いても、されていなくてもよい）をコードするポリヌクレオチドであり得る。
【００６９】
　利用され得る免疫測定法の一般的な１つの群としては、制限された濃度の抗体を使用す
る免疫測定法が挙げられる。免疫測定法の別の群は、過剰量の１つまたはそれ以上の第一
の試薬、例えば、過剰量の免疫抑制剤に対する抗体を使用することを含む。免疫測定法の
別の群は、疎水性薬物－抗体結合反応の際に、標識された試薬が標識シグナルを調節する
分離工程のない均一系アッセイである。アッセイの別の群は、問題のある標識化ハプテン
の使用を避ける疎水性薬物のための標識化抗体試薬限定競合アッセイ（ｌａｂｅｌｅｄ　
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ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｒｅａｇｅｎｔ　ｌｉｍｉｔｅｄ　ｃｏｍｐｅｔｉｔｉｖｅ　ａｓｓ
ａｙｓ）を含む。この種類のアッセイにおいて、疎水性薬物検体を固定化した固相が一定
限度の量で存在する。固定化された疎水性薬物検体と遊離の疎水性薬物検体との間の標識
の分離は、サンプル中の検体の濃度に依存する。
【００７０】
　あらゆるアッセイ成分または生成物を分離しないアッセイ（均一系）または分離するア
ッセイ（不均一系）のいずれかが実施され得る。均一系免疫測定法は、Ｒｕｂｅｎｓｔｅ
ｉｎ，ｅｔ　ａｌ．米国特許第３，８１７，８３７号、第３欄、第６行目～第６欄、第６
４行目に開示されるＥＭＩＴ(  アッセイ（Ｓｙｖａ　Ｃｏｍｐａｎｙ，Ｓａｎ　Ｊｏｓ
ｅ，ＣＡ）；　Ｕｌｌｍａｎ，ｅｔ　ａｌ．米国特許第３，９９６，３４５号、第１７欄
、第５９行目～第２３欄、第２５行目に開示されるもののような免疫蛍光測定法；Ｍａｇ
ｇｉｏ，ｅｔ　ａｌ．米国特許第４，２３３，４０２号、第６欄、第２５行目～第９欄、
第６３行目に開示されるもののような酵素チャネリング免疫測定法（ｅｎｚｙｍｅ　ｃｈ
ａｎｎｅｌｉｎｇ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＥＣＩＡ」）；例えば、とりわけ米国特許
第５，３５４，６９３号に開示されるような蛍光偏光免疫測定法（「ＦＰＩＡ」）；など
により例示される。
【００７１】
　他の酵素免疫測定法としては、Ｎｇｏ　ａｎｄ　Ｌｅｎｈｏｆｆ，ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ
．（１９８０）１１６：２８５－２８８により議論される酵素調節媒介免疫測定法（ｅｎ
ｚｙｍｅ　ｍｏｄｕｌａｔｅ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＥＭＭＩＡ
」）；Ｏｅｌｌｅｒｉｃｈ，Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｃｌｉｎ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．（１
９８４）２２：８９５－９０４により開示される基質標識蛍光免疫測定法（「ＳＬＦＩＡ
」）；　Ｋｈａｎｎａ，ｅｔ　ａｌ．，Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ａｃｔａ（１９８９）１８
５：２３１－２４０により開示される組み合わせ酵素ドナー免疫測定法（ｃｏｍｂｉｎｅ
ｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ｄｏｎｏｒ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＣＥＤＩＡ」）；粒子強化阻
害免疫比濁法（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃ　ｉ
ｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＰＥＩＮＩＡ」）、粒子強化免疫比濁法
（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃ　ｉｍｍｕｎｏａ
ｓｓａｙ「ＰＥＴＴＩＡ」）などのような均一系粒子標識免疫測定法（ｈｏｍｏｇｅｎｅ
ｏｕｓ　ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）；などが挙げら
れる。
【００７２】
　他のアッセイとしては、ゾル粒子免疫測定法（「ＳＰＩＡ」）、分散色素免疫測定法（
ｄｉｓｐｅｒｓｅ　ｄｙｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＤＩＡ」）；メタロ免疫測定法（
ｍｅｔａｌｌｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＭＩＡ」）；酵素膜免疫測定法（「ＥＭＩＡ」
）；発光免疫測定法（「ＬＩＡ」）などが挙げられる。他の種類のアッセイとしては、疎
水性薬物の結合の際、抗体固定化表面の光学、音波および電気特性の変化をモニタリング
することを含む免疫センサー測定法が挙げられる。このようなアッセイとしては、例えば
、光免疫センサー測定法、音波免疫センサー測定法、半導体免疫センサー測定法、電気化
学的トランスデューサー免疫センサー測定法、電位差免疫センサー測定法、アンペロメト
リー電極測定法などが挙げられる。
【００７３】
　本方法において使用され得るアッセイのいくつかの実施形態において、疎水性薬物アナ
ログが媒体に添加される。疎水性薬物アナログは、受容体に対する類似の疎水性薬物と競
合し得る改変された薬物であり、改変は別の分子に疎水性薬物アナログを結合する手段を
提供する。通常、疎水性薬物アナログは、薬物アナログをハブ（ｈｕｂ）または標識に連
結する結合で水素が置き換えられていること以上に疎水性薬物と異なるが、必要ではない
。疎水性薬物アナログは、疎水性薬物が受容体に結合するのと同様の様式で受容体に結合
する。疎水性薬物アナログは、例えば、連結基により別の分子に抱合する疎水性薬物、疎
水性薬物に対する抗体のイディオタイプに指向された抗体などであり得る。



(21) JP 2013-257337 A 2013.12.26

10

20

30

40

50

【００７４】
　１つの実施形態において、アッセイは誘導発光免疫測定法であり、「Ａｓｓａｙ　Ｍｅ
ｔｈｏｄ　Ｕｔｉｌｉｚｉｎｇ　Ｐｈｏｔｏａｃｔｉｖａｔｅｄ　Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎ
ｅｓｃｅｎｔ　Ｌａｂｅｌ」（「ｉｎｄｕｃｅｄ　ｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ　ａｓｓａ
ｙ」）と表題される米国特許第５，３４０，７１６号（Ｕｌｌｍａｎ、ｅｔ　ａｌ．）（
この開示は参照により本明細書に加入される）に記載される。１つのアプローチにおいて
、アッセイは光増感剤を組み込んだ粒子、および化学発光化合物を組み込んだ標識粒子を
使用する。標識粒子は、疎水性薬物検体の存在に関して、ｓｂｐメンバー、例えば、疎水
性薬物検体に結合し得る疎水性薬物に対する抗体に抱合して複合体を形成するか、または
第二のｓｂｐメンバーに抱合して複合体を形成する。疎水性薬物検体が存在する場合、光
増感剤および化学発光化合物は極めて接近する。光増感剤は一重項酸素を生成し、そして
２つの標識が極めて接近する場合、化学発光化合物を活性化する。続いて活性化された化
学発光化合物は発光する。生成された光の量は、形成された複合体の量に関連付けられ、
同様に、これは存在する疎水性薬物検体の量と関連付けられる。
【００７５】
　さらなる実例として、粒子中に組み込まれるかまたは粒子に付着することによりそれら
に関連付けられた化学発光化合物を含む化学発光粒子が利用される。疎水性薬物検体に結
合するｓｂｐメンバー（例えば、疎水性薬物に対する抗体）は、粒子をコーティングして
いる多糖類に結合される。疎水性薬物検体に結合する第二のｓｂｐメンバーはビオチン抱
合体の一部である。ストレプトアビジンは、それらと関連付けられた光増感剤を有する第
二の粒子組に抱合される。粒子（光増感剤粒子）のこの第二の組に対するストレプトアビ
ジンの結合は、粒子上の多糖類を含んでも含まなくてもよい。化学発光粒子は、疎水性薬
物検体を含有することが疑われるサンプルおよび光増感剤粒子と混合される。ｓｂｐメン
バーの疎水性薬物検体への結合により粒子が疎水性薬物検体に結合することを可能にする
ために、反応媒体はインキュベートされる。次いで、媒体に光照射して光増感剤を励起さ
せ、これがその励起状態において酸素を一重項状態に活性化し得る。疎水性薬物検体の存
在により、１組の粒子の化学発光化合物がここで光増感剤に極めて接近するので、一重項
酸素により活性化され、そして発光する。次いで、媒体を発光または放射される光の存在
および／または量について試験し、その存在は疎水性薬物検体の存在および／または量と
関連付けられる。
【００７６】
　疎水性薬物検体を決定するために利用され得るアッセイの別の特定の例は、米国特許第
５，６１６，７１９号（Ｄａｖａｌｉａｎ、ｅｔ　ａｌ．）において議論され、これは蛍
光酸素チャネリング免疫測定法を記載する。
【００７７】
　いくつかの実施形態において、疎水性薬物検体が１つまたはそれ以上の他の検体（例え
ば、他の薬物など）と共に検出することが主題となり得る場合、多重検体免疫測定法（ｍ
ｕｌｔｉ－ａｎａｌｙｔｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）が利用さ得る。このような多重検
体システムが、例えば、Ｌｏｏｒ，ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ａｎａｌ．Ｔｏｘｉｃｏｌ．１２
：２９９（１９８８）に記載される。
【００７８】
　上で議論されるアッセイは、通常、一般に最適なアッセイ感度を提供する中程度のｐＨ
の水性緩衝化媒体中で実施される。水性媒体は単に水であっても、または０．１～約４０
容量パーセントの共溶媒を含んでいてもよい。媒体のｐＨは、通常、約４～約１１の範囲
、より通常には約５～約１０の範囲、そして好ましくは約６．５～約９．５の範囲である
。ｐＨは、通常、任意の特異的結合対の結合メンバーの最適な結合、シグナル生成系のメ
ンバーのようなアッセイの他の試薬に最適なｐＨなどの間の折衷である。
【００７９】
　種々の緩衝剤を使用して、所望のｐＨを達成し、そして決定の間ｐＨを維持し得る。緩
衝剤の例としては、ホウ酸塩、リン酸塩、炭酸塩、トリス、バルビタールなどが挙げられ
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る。利用される特定の緩衝剤は重要ではないが、個々のアッセイにおいて、１つまたは別
の緩衝剤が好ましくあり得る。種々の補助的な材料が上記の方法に利用され得る。例えば
、緩衝剤に加えて、媒体は媒体および利用される試薬のための安定剤を含み得る。頻繁に
、これらの添加剤に加えて、アルブミンのようなタンパク質；ホルムアミドのような有機
溶媒；第四級アンモニウム塩；硫酸デキストランのようなポリアニオン；結合増強剤、例
えば、ポリアルキレングリコール；などを含んでもよい。
【００８０】
　１つまたはそれ以上のインキュベーション期間が、１つまたはそれ以上の間隔（上記の
種々の試薬の添加の間のあらゆる間隔を含む）で媒体に適用され得る。媒体は、通常、試
薬の種々の成分の結合が生じるのに十分な温度および時間でインキュベートされる。中程
度の温度が、通常、方法を実施するために利用され、そして測定の期間中、通常、一定温
度、好ましくは室温である。インキュベーション温度は、通常、約５℃～約９９℃、通常
、約１５℃～約７０℃、より通常、２０℃～約４５℃の範囲である。インキュベーション
の期間は、約０．２秒～約２４時間、または約１秒～約６時間、または約２秒～約１時間
、または約１～約１５分である。期間は、媒体の温度および会合速度定数、濃度、結合定
数、および解離速度定数により決定される種々の試薬の結合速度に依存する。測定の間の
温度は、一般に、約１０～約５０℃、または約１５～約４０℃の範囲である。
【００８１】
　アッセイされ得る検体の濃度は、一般に、約１０-5～約１０17Ｍ、より通常、約１０6

～約１０14Ｍで変化する。アッセイが定性的、半定量的または定量的（サンプル中に存在
する疎水性薬物検体の量に関連する）であるかどうか、特定の検出技術および検体の濃度
のような考慮により、通常、種々の試薬の濃度が決定される。
【００８２】
　アッセイ媒体中の種々の試薬の濃度は、一般に、目的の疎水性薬物検体の濃度範囲、ア
ッセイの性質などにより決定される。しかし、各試薬の最終濃度は、通常、その範囲にわ
たってアッセイの感度を最適化するように経験的に決定される。すなわち、疎水性薬物検
体の濃度における重要な変化は、正確に測定可能なシグナルの差異を提供するはずである
。シグナル生成系の性質および検体の性質のような考慮により、通常、種々の試薬の濃度
が決定される。
【００８３】
　添加の順序は大巾に変更し得るが、アッセイの性質に依存して特定の優先傾向が存在す
る。添加の最も単純な順序は、全ての材料を同時に添加することであり、そして均一系ア
ッセイにおいて見られるようなアッセイ媒体がシグナルに対して及ぼす影響を決定する。
あるいは、試薬は連続して混合され得る。場合により、上で議論されるように各添加の後
にインキュベーション工程が含まれ得る。
【００８４】
　試験工程
　本発明の開示に従う方法の次の工程において、媒体は、疎水性薬物および疎水性薬物に
対する抗体を含む複合体の存在について試験される。複合体の存在および／または量は、
サンプル中の疎水性薬物の存在および／または量を示す。
【００８５】
　語句「疎水性薬物検体の量を測定する」とは、疎水性薬物検体の定量的、半定量的、お
よび定性的な決定をいう。定量的、半定量的、および定性的である方法、さらに疎水性薬
物検体を決定するための他の全ての方法が、疎水性薬物検体の量を測定する方法とみなさ
れる。例えば、疎水性薬物検体を含有することが疑われるサンプル中の疎水性薬物検体の
存在または不在を単に検出するだけの方法は、本発明の範囲内に包含されるとみなされる
。用語「検出すること」および「決定すること」、さらに測定することに関する他の一般
的な同義語が、本発明の範囲内に意図される。
【００８６】
　多くの実施形態において、媒体の試験は、媒体からのシグナルの検出を含む。シグナル
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の存在および／または量はサンプル中の疎水性薬物の存在および／または量に関連付けら
れる。検出の特定のモードは、ｓｐｓの性質に依存する。上で議論されるように、ｓｐｓ
の標識が、外部手段により、望ましくは目視試験により検出可能なシグナルを生成し得る
多数の方法が存在し、そしてこれらとしては、例えば、電磁波放射線、電気化学、加熱、
放射能検出、化学試薬などが挙げられる。
【００８７】
　シグナル生成系の活性化は、シグナル生成系のメンバーの性質に依存する。光で活性化
されるシグナル生成系のこれらのメンバーに対しては、メンバーに光を照射する。粒子の
表面上に存在するシグナル生成系のメンバーに対しては、塩基を添加することにより活性
化をもたらす。本明細書中の開示を考慮して、他の活性化法が当業者に示唆される。放射
線標識、酵素などである標識が含まれる系のようないくつかのシグナル生成系に対しては
、活性化のための化学物質は必要とされない。酵素系に対しては、基質および／または補
因子の添加が必要とされ得る。
【００８８】
　シグナルの存在および／または量のために試験はまた、シグナルの検出を含み、これは
一般に、シグナルを読み取る１工程だけである。シグナルは、通常、機器を使用して読み
取られ、この性質はシグナルの性質に依存する。機器は、分光光度計、蛍光光度計、吸光
度計、照度計、化学照度計（ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｏｍｅｔｅｒ）、光量計、写真機器な
どであり得る。検出されるシグナルの存在および量は、サンプル中に存在する疎水性薬物
化合物の存在および量に関連付けられる。測定の間の温度は、一般に、約１０℃～約７０
℃、または約２０℃～約４５℃、または約２０℃～約２５℃の範囲である。１つのアプロ
ーチにおいて、検査される検体の既知濃度を使用して標準曲線が形成される。上で議論さ
れるように、キャリブレーターおよび他の対照が使用され得る。
【００８９】
　アッセイの特定の実施形態
　以下の実施例は、限定ではなく例として本発明の特定の実施例を記載し、そして本発明
の範囲を限定するためではなく、単に記載することを意図する。
【００９０】
　全ての試薬を混合した後の均一系アッセイにおいて、シグナルを決定し、そしてサンプ
ル中の検体の量に関連付ける。例えば、疎水性薬物についてのＥＭＩＴアッセイにおいて
、疎水性薬物を含有することが疑われるサンプルを水性媒体中で、同時にまたは連続して
疎水性薬物の酵素抱合体、すなわち、疎水性薬物に対するアナログ、および疎水性薬物を
認識し得る抗体と混合する。一般に、酵素に対する基質を添加し、これにより酵素触媒反
応の際に発色生成物または蛍光生成物の形成をもたらす。好ましい酵素はグルコース－６
－リン酸デヒドロゲナーゼおよびアルカリ性ホスファターゼであるが、他の酵素を利用し
てもよい。疎水性薬物検体および酵素抱合体の部分は、抗体上の結合部位で競合する。次
いで、通常、分光光度手段により媒体中の酵素活性を決定し、そして既知量の疎水性薬物
が存在するキャリブレーターまたは参照サンプルを試験した場合に決定される酵素活性と
比較する。典型的に、疎水性薬物検体を含有することが疑われるサンプルの試験と類似の
様式で、キャリブレーターを試験する。キャリブレーターは、典型的に、異なるが既知で
ある濃度の決定される疎水性薬物検体を含む。好ましくは、キャリブレーター中に存在す
る濃度範囲は、未知のサンプル中の疎水性薬物検体の疑わしい濃度の範囲に及ぶ。
【００９１】
　酵素抱合体の酵素として変異グルコース－６－リン酸デヒドロゲナーゼを使用して前述
のアッセイを実施し得る。この変異酵素は、米国特許第６，０９０，５６７号および同第
６，０３３，８９０号に記載され、関連するこれらの開示は参照により本明細書に加入さ
れる。さらに、疎水性薬物に対する抗体を使用して、そして米国特許第５，３２８，８２
８号および同第５，１３５，８６３号（関連するこれらの開示は参照により本明細書に加
入される）に開示されるような手順を使用してアッセイを実施し得る。
【００９２】
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　通常、不均一アッセイは、１つまたはそれ以上の分離工程を含み、そして競合または非
競合であり得る。様々な競合および非競合のアッセイ形式は、Ｄａｖａｌｉａｎ，ｅｔ　
ａｌ．、米国特許第５，０８９，３９０号、第１４欄、第２５行目～第１５欄、第９行目
に開示され、この開示は参照により本明細書に加入される。競合アッセイの１種において
、本明細書中で議論されるような支持体（支持体に結合した疎水性薬物に対する抗体を有
する）を、サンプルおよび疎水性薬物の適切な酵素抱合体を含む媒体と接触させる。支持
体と媒体を分離した後、支持体または媒体の酵素活性を従来の技術により決定し、そして
サンプル中の疎水性薬物の存在および／または量に関連付ける。
【００９３】
　特定の実施形態において、酵素抱合体の酵素に加えて第二の酵素を利用し得る。第一の
酵素の生成物が第二の酵素に対する基質として作用するという点において、酵素対の酵素
は関連する。
【００９４】
　アッセイ形式の別の実施形態は、捕捉アッセイである。このアッセイ形式において、疎
水性薬物に対する抗体を磁性粒子に共有結合させる。サンプルをこれらの粒子と共にイン
キュベートし、サンプル中の疎水性薬物が疎水性薬物に対する抗体に結合することを可能
にする。続いて、共有結合している疎水性薬物または疎水性薬物の誘導体を有する酵素を
、磁性粒子と共にインキュベートする。洗浄後、磁性粒子に結合している酵素量を測定し
、そしてサンプル中の疎水性薬物の存在および／または量に逆に関連付ける。
【００９５】
　以下の特定のアッセイの説明は例であり、本発明の範囲を限定するものではない。本発
明が一般的な疎水性薬物、特に免疫抑制剤の検出に一般に適用される場合、疎水性薬物と
してのタクロリムスの選択はまた例であり、限定するものではない。
【００９６】
　１つの実施形態において、試験サンプルまたはタクロリムス標準物質は、タクロリムス
抱合体、すなわち、ビオチンに結合させているタクロリムスアナログと混合される。試験
サンプルのタクロリムスおよびタクロリムスアナログは、タクロリムスに対する抗体への
結合で競合することを可能にし、これによりタクロリムスまたはタクロリムスアナログに
結合し得る。適切な洗浄緩衝液でリンスした後、酵素、蛍光（ｆｌｏｒｅｓｃｅｎｔ）も
しくは化学発光分子または放射性部分に抱合したストレプトアビジンまたはアビジンから
成る検出分子は、媒体に添加され得、次いで、これはシグナルの存在および／または量に
ついて試験される。シグナルの存在および／または量は、タクロリムスの存在および／ま
たは量に関連付けられる。
【００９７】
　１つの実施形態において、利用されるアッセイは、上記のような誘起発光アッセイであ
る。試薬は、２つのラッテクスビーズ試薬およびビオチン化抗－タクロリムスマウスモノ
クローナル抗体を含む。第一のビーズ試薬はタクロリムスまたはタクロリムスアナログで
コーティングされ、そして化学発光色素を含む。第二のビーズ試薬は、ストレプトアビジ
ンでコーティングされ、そして光増感色素を含む。第一の工程において、タクロリムスを
含有することが疑われるサンプルをタクロリムスに対するビオチン化抗体と共にインキュ
ベートし、サンプルからのタクロリムスがタクロリムス濃度に直接関連付けられるビオチ
ン化抗体の画分を飽和状態にさせる。第二の工程において、第一のビーズ試薬を添加し、
そしてビオチン化抗体の不飽和画分を用いてビーズ／ビオチン化抗体免疫複合体の形成を
もたらす。次いで、第二のビーズ試薬を添加し、ビオチンに結合させ、ビーズ対免疫複合
体を形成する。６８０ｎｍで光照射される場合、第二のビーズ試薬は、反応溶液中の溶存
酸素をよりエネルギーのある一重項酸素形態に変換する。ビーズ対において、一重項酸素
は第一のビーズ試薬中に拡散し、それにより、化学発光反応を引き起こす。得られた化学
発光シグナルを６１２ｎｍで測定し、そしてこれはサンプル中のタクロリムス濃度の逆関
数である。このシグナルの量は、サンプル中のタクロリムスの存在および／または量に関
連付けられる。
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【００９８】
　特定の例の別のアッセイ形式は、ＡＣＭＩＡ（アフィニティーカラム免疫測定法：Ａｆ
ｆｉｎｉｔｙ　Ｃｏｌｕｍｎ　Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ａｓｓａｙ）である。
ＡＣＭＩＡアッセイ形式について、タクロリムスまたはタクロリムスアナログでコーティ
ングされているクロム粒子を、第一の成分として利用する。第二の成分は、タクロリムス
に対する抗体である。レポーター酵素（例えば、β－ガラクトシダーゼ）に連結したこの
抗体を過剰量、すなわちサンプル中に存在し得る検体の全てを結合するのに必要とされる
以上の量で反応容器に添加する。抗体－酵素抱合体をタクロリムスを含有することが疑わ
れるサンプルと混合し、タクロリムス検体が抗体に結合することを可能にする。次に、ク
ロム試薬を添加し、超過分の抗体－酵素抱合体を結合させる。次いで、磁石を適用し、全
てのクロムおよび過剰量の抗体－酵素を懸濁液の外に引き上げ、そして上清を最終反応容
器に移す。レポーター酵素の基質を最終反応容器に添加し、そして酵素活性を時間と共に
変化する吸光度を分光光度法で測定する。このシグナルの量をサンプル中のタクロリムス
の存在および／または量に関連付ける。
【００９９】
　サンドウィッチアッセイ形式において、抗タクロリムス抗体でコーティングしたクロム
粒子を含む第一の試薬およびレポーター酵素に抱合した第一の抗体に対する第二の抗体（
または結合タンパク質）を含む第二の試薬を利用する。この形式において、サンプル中に
存在する場合、タクロリムスの全てがクロム粒子と結合するように、タクロリムスを含有
している疑いのあるサンプルをクロム粒子と共にインキュベートする。クロム粒子を洗浄
し、磁石を使用して上清から結合検体を分離する。次いで、第二の試薬、すなわちレポー
ター酵素に抱合した抗体（または結合タンパク質）をクロム粒子と共にインキュベートし
、「サンドウィッチ」を形成する。洗浄後、クロムに結合している酵素量を測定し、そし
てサンプル中のタクロリムスの存在および／または量に関連付ける。
【０１００】
　別のアッセイ形式は、ＥＭＩＴ(R)（酵素免疫測定技術；Ｅｎｚｙｍｅ－Ｍｅｄｉａｔ
ｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）である。このアッセイ形式にお
いて、酵素抱合体は、例えば、Ｇ－６－ＰＤＨとタクロリムスアナログの抱合体を形成す
る。タクロリムスに対する抗体を、酵素－抱合体およびタクロリムスを含有している疑い
のあるサンプルと共にインキュベートする。タクロリムスに対する抗体は、酵素抱合体へ
の結合の代わりに、サンプル中のタクロリムス検体に結合し、これによりサンプル中のタ
クロリムスの不在下、他に生じ得る酵素活性の阻害量を減少させる。このような方法で、
より多くのタクロリムス検体を含むサンプルはより高い酵素活性をもたらし、そしてタク
ロリムス検体を含まないサンプルは、最大阻害および最低の酵素活性を有する。酵素活性
の阻害の減少量は、サンプル中のタクロリムスの量に関連付けられる。
【０１０１】
　特定のアッセイを実施するための試薬は、疎水性薬物検体を決定するためのアッセイを
都合よく実施するのに有用なキット中に存在し得る。１つの実施形態において、キットは
疎水性薬物検体に対する抗体とアッセイを実施するための他の試薬とのパッケージされた
組み合わせを含み、これらの性質は特定のアッセイ形式に依存する。試薬は各々、別々の
容器内にあるか、または種々の試薬は、試薬の交差反応性および安定性に依存して、１つ
またはそれ以上の容器に組み合わされ得る。キットは、アッセイを実施するための別々に
パッケージされた他の試薬、例えば、追加のｓｂｐメンバー、補助的な試薬（例えば、補
助的酵素の基質）などをさらに含み得る。
【０１０２】
　キット中の種々の試薬の相対量は、本方法の間に生じることが必要な反応を実質的に最
適化する試薬の濃度を提供し、そしてさらにアッセイの感度を実質的に最適化するために
変化に富み得る。適当な条件下で、キット中の１つまたはそれ以上の試薬は通常、凍結乾
燥された乾燥粉末（添加剤を含む）として提供され、溶解される際、これは本発明に従う
方法またはアッセイを実施するのに適切な濃度を有する試薬溶液を提供する。キットはさ
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らに、上記のような本発明に従う方法のまとめられた記述を含む。
【０１０３】
　以下の実施例は、限定ではなく例として本発明の特定の実施形態をさらに記載し、そし
て本発明の範囲を限定するのではなく、記載することを意図する。本明細書中に開示され
る部およびパーセンテージは、他に示されない限り容量である。
【実施例】
【０１０４】
　材料：
　ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２をＢＡＳＦ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（Ｗｉｌｍｉｎ
ｇｔｏｎ　ＮＣ）から購入した。他の全ての化学物質をＳｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃ
ｏｍｐａｎｙ（Ｓｔ．Ｌｏｕｉｓ　ＭＯ）から購入した。
【０１０５】
　Ｄａｄｅ　Ｂｅｈｒｉｎｇ　Ｉｎｃ．，Ｎｅｗａｒｋ　ＤＥから入手可能なＤＩＭＥＮ
ＳＩＯＮ(R)  ＲｘＬ分析器を使用して試験を行った。ＡＣＭＩＡTM免疫測定技術を使用
して機器を利用した。ＡＣＭＩＡアッセイ法は、米国特許第７，１８６，５１８号、同第
５，１４７，５２９号、同第５，１２８，１０３号、同第５，１５８，８７１号、同第４
，６６１，４０８号、同第５，１５１，３４８号、同第５，３０２，５３２号、同第５，
４２２，２８４号、同第５，４４７，８７０号、同第５，４３４，０５１号に開示され、
これらの開示はそれらの全体が本明細書に加入される。本明細書中で使用され、そして以
下により詳細に議論されるＡＣＭＩＡ法の実施形態において、患者サンプル中のクロム粒
子上のタクロリムスアナログとタクロリムス（ＴＡＣＲ）が酵素に抱合したタクロリムス
に対する抗体（抱合体）で競合することを利用して、患者サンプル中のタクロリムスの量
を決定した。クロム粒子上のタクロリムスアナログに結合する抱合体を磁気分離により取
り出した。上清に残っている抱合体から酵素活性を測定し、そしてこれは患者サンプル中
のタクロリムスの量に正比例する。利用されるＡＣＭＩＡアッセイ形式において、タクロ
リムスを含まないサンプルを試験する場合、観察される酵素活性は、活性化抗体に結合し
ない酵素活性の量を示す（すなわち、クロム粒子上のタクロリムスに結合できない）。ク
ロム粒子が存在しない場合、観察される酵素活性は、抱合体中の酵素活性の全量を示す。
これらの値を使用して、活性化抗体に結合する酵素活性の割合を見積もる。
【０１０６】
　実施例１．
　手動でない前処理を利用する液体妨害を低減させた疎水性薬物についての自動化免疫測
定
　ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２を含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳTM　１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ
　二ナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメー
ト化合物（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０
２４ｍｇ／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（
ｐＨ　６．５）に０．０９％の最終濃度までのＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２を添加す
ることにより、この前処理基礎液を調製した。最終反応混合物中のＰＬＵＲＯＮＩＣ(R) 
 ２５Ｒ２の濃度は、約０．０２１％であった。
【０１０７】
　ＳＤＳを含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ　
二ナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメート
化合物（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０２
４ｍｇ／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（ｐ
Ｈ　６．５）に０．２％の最終濃度までのドデシル硫酸ナトリウム（ＳＤＳ）を添加する
ことにより、この前処理基礎液を調製した。最終ＡＣＭＩＡ反応混合物中のＳＤＳの濃度
は、約０．０４７％であった。
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【０１０８】
　ＬＤＳを含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５リチウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ二リ
チウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメート化合物
（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０２４ｍｇ
／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（ｐＨ　６
．５）に０．０５％の最終濃度までのドデシル硫酸リチウム（ＬＤＳ）を添加することに
より、この前処理基礎液を調製した。最終ＡＣＭＩＡ反応混合物中のＬＤＳの濃度は、約
０．０１２％であり、これはＬＤＳ　ＣＭＣ（０．２４％）より低かった。
【０１０９】
　ＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ４０５を含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ　
二ナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメート
化合物（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０２
４ｍｇ／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（ｐ
Ｈ　６．５）に０．５％の最終濃度までのＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ４０５を添加することによ
り、この前処理基礎液を調製した。最終ＡＣＭＩＡ反応混合物中のＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ４
０５の濃度は、約０．１１７％である。
【０１１０】
　ＧＡＦＡＣ(R)を含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ　
二ナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメート
化合物（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０２
４ｍｇ／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（ｐ
Ｈ　６．５）に０．２％の最終濃度までのＧＡＦＡＣ(R)を添加することにより、この前
処理基礎液を調製した。最終ＡＣＭＩＡ反応混合物中のＧＡＦＡＣ(R)の濃度は、約０．
０４７％である。
【０１１１】
　ＥＰ１１０(R)を含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ　
二ナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメート
化合物（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０２
４ｍｇ／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（ｐ
Ｈ　６．５）に０．０５％の最終濃度までのＥＰ１１０(R)を添加することにより、この
前処理基礎液を調製した。最終ＡＣＭＩＡ反応混合物中のＥＰ１１０(R)の濃度は、約０
．０１１７％である。
【０１１２】
　ＺＷＩＴＴＥＲＧＥＮＴ(R)を含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ　
二ナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメート
化合物（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０２
４ｍｇ／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（ｐ
Ｈ　６．５）に０．１％の最終濃度までのＺＷＩＴＴＥＲＧＥＮＴ(R)を添加することに
より、この前処理基礎液を調製した。最終ＡＣＭＩＡ反応混合物中のＺＷＩＴＴＥＲＧＥ
ＮＴ(R)の濃度は、約０．０２３４％である。
【０１１３】
　ＴＷＥＥＮ(R)  ２０を含む前処理溶液の調製
　６．８ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬ　ＥＤＴＡ　
二ナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬサポニン、５μｇ／ｍＬのＦＫ－５０６　カルバメート
化合物（またはタクロリムスエステル）、０．２％　Ｐｒｏｃｌｉｎ　３００、０．０２
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４ｍｇ／ｍＬ　硫酸ネオマイシンおよび０．９９ｍｇ／ｍＬ　ＮａＮ3を含む緩衝液（ｐ
Ｈ　６．５）に０．１％の最終濃度までのＴＷＥＥＮ(R)２０を添加することにより、こ
の前処理基礎液を調製した。最終ＡＣＭＩＡ反応混合物中のＴＷＥＥＮ(R)２０の濃度は
、約０．０２３４％である。
【０１１４】
　抗タクロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ抱合体の調製
　公知の技術に従って標準的なヘテロ二官能性連結剤、すなわちＳＭＣＣ（スクシニミジ
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、モノクローナル抗タクロリムス抗体をβ－ガラクトシダーゼに抱合
させた。抗体抱合体溶液（ｐＨ　６．５）は、約７．５μｇ／ｍＬ抗タクロリムス抗体－
βガラクトシダーゼ抱合体、３０ｍｇ／ｍＬ　プロテアーゼを含まないウシ血清アルブミ
ン、０．１２６ｍｇ／ｍＬ　ＭｇＣｌ2、０．０３ｍｇ／ｍＬのエチレングリコール、３
５．１４ｍｇ／ｍＬ　ＰＩＰＥＳ　１．５ナトリウム塩、５０ｍｇ／ｍＬ　ＮａＣｌおよ
びβ－ｇａｌ突然変異タンパク質（不活性化したβ－ガラクトシダーゼ）を含んでいた。
【０１１５】
　磁性クロム粒子の調製
　ＦＫ－タクロリムス－ＢＧＧ（ウシガンマグロブリン）－デキストラン抱合体を作製し
、クロム粒子でスラリーを調製し、次いでコーティング粒子をタブレット化することによ
り、ＦＫ－タクロリムスクロム粒子（免疫測定固相）の生成を進めた。各ＦＫ－タクロリ
ムスタブレットは、ＦＫ－タクロリムスクロムスラリー（約２ｍｇ）、３０％　ウシ血清
アルブミン（ＢＳＡ）（１０．５ｍｇ）、トレハロース二水和物（３０．４ｍｇ）および
ＣＡＲＢＯＷＡＸ(R)  １００μｍ（３．６ｍｇ）を含んでいた。
【０１１６】
　タクロリムスアッセイ
　タクロリムスについてのＡＣＭＩＡアッセイの原理および操作は以下の通りであった：
　上記の界面活性剤の１つを含む前処理試薬をＤＩＭＥＮＳＩＯＮ(R)  ＲｘＬ／ＨＭ機
器の反応容器に添加した。次いで、タクロリムスを含む全血（２０μｌ）を添加した。血
液と超音波サンプルプローブを始めに混合することにより、全血を標準カップからサンプ
リングした。全血サンプルとタクロリムスカルバメート前処理溶液を混合することにより
、全血の溶解およびタクロリムスカルバメート分子によるそれらの結合部位からのタンパ
ク質結合タクロリムス分子の置換を確実にした。従って、放出されたタクロリムス分子は
、反応混合物中の抗タクロリムス抗体にアクセス可能となる。次に、抗タクロリムス抗体
－β－ガラクトシダーゼ抱合体（５０μＬ）を添加し、そしてサンプル中のタクロリムス
の反応を可能にした。固定化したタクロリムス－ＢＧＧ（ウシガンマグロブリン）－デキ
ストランを有するクロム粒子を添加し（５０μＬ）、そして未反応抱合体への結合を可能
にした。抗タクロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ抱合体を結合したタクロリムスは、
クロムに結合しないが、磁場を上記の反応混合物に適用し、クロム粒子から溶液を分離さ
せた場合、上清中に残っていた。反応容器から光度計のキュベットに上清を移し、そして
クロロフェノールレッド－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＣＲＰＧ）の存在下、抱合体の
酵素率（ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｒａｔｅ）を測定することによって、タクロリムス－結合
抱合体を検出した。この比率を二重クロマチック的に５７７および７００ｎｍで測定した
。
【０１１７】
　異なる前処理試薬の比較
　ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)  ２５Ｒ２、ＳＤＳ、ＬＤＳおよびＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ４０５を
使用して、通常のコレステロールまたはトリグリセリドおよび高コレステロールまたは高
トリグリセリドを含む全血サンプル中のタクロリムス濃度を測定するために、ＤＩＭＥＮ
ＳＩＯＮ(R)  ＡＮＡＬＹＺＥＲで実施されるＡＣＭＩＡアッセイのための前処理溶液（
上で詳細に議論されるような）を別々に作製した。アッセイの対照として上記の界面活性
剤を含まない別の前処理溶液を作製した（「対照」）。上記の界面活性剤を混ぜたか、混
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ぜていない前処理溶液を使用して、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ(R)  臨床化学分析器上でのタク
ロリムスＡＣＭＩＡアッセイのための試薬カートリッジを調製した。上記の界面活性剤を
使用しない場合、コレステロールおよびトリグリセリドの両方は、全血サンプル中のタク
ロリムス回収率を減少させた。以下の表において、タクロリムス回収率（ｎｇ／ｍｌ）を
報告する。（妨害の減少量を示すので）、コレステロール妨害率は負数として報告され、
そして通常のコレステロールの検体回収率と高コレステロールの検体回収率との間の差を
通常のコレステロールの検体回収率で割って１００倍する。例えば、以下の対照から、コ
レステロールの妨害率は、（１０．６－３．９）÷１０．６×１００である。（妨害の減
少量を示すので）、トリグリセリドの妨害率は、負数として報告され、そして通常のトリ
グリセリドの検体回収率と高トリグリセリドの検体回収率との間の差を通常のトリグリセ
リドの検体回収率で割って１００倍する。例えば、以下の対照から、トリグリセリドの妨
害率は、（１０．０－６．５）÷１０．０×１００である。
【０１１８】
【表１】

【０１１９】
　上記の界面活性剤が前処理溶液中に配合される場合、界面活性剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R)

 ２５Ｒ２、ＳＤＳ、ＬＤＳおびよＴＲＩＴＯＮTM　Ｘ４０５は、本方法の実施形態に従
って、コレステロールおよびトリグリセリド妨害の両方を実質的に軽減することを示した
。
【０１２０】
　本明細書中に言及される全ての刊行物および特許出願は、各個々の刊行物または特許出
願が参照により加入されると具体的かつ個別に示される場合、参照により本明細書に加入
される。
【０１２１】
　上述の発明は、理解の明確さの目的のために例および実施例を少し詳しく記載されてき
たが、特定の変化および改変が添付の特許請求の範囲の精神または範囲から逸脱すること
なくそれらに対してなされ得ることは、本発明の教示を考慮すると当業者に容易に明らか
となる。さらに、上述の記載は、説明の目的のために、本発明の十分な理解を提供するた
めに特定の命名法を使用した。しかし、具体的な詳細が本発明を実施するために必要では
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ないということは当業者に明らかであろう。従って、本発明の特定の実施形態の上述の記
載は、例示および説明の目的のために提示され；それらは包括的であることも、本発明を
開示された厳密な形態に限定することも意図されない。上記の教示を考慮すれば多くの変
更および変化が可能である。本発明の原理およびその実際の適用を説明し、そしてそれに
より当業者が本発明を利用することを可能にするために、実施形態は選択され、そして記
載された。
【手続補正書】
【提出日】平成25年8月13日(2013.8.13)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫抑制剤を含有することが疑われるサンプル中の該免疫抑制剤を決定するための方法
であり、該方法は、以下：
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）該サンプル、
　（ii）溶血剤、および
　（iii）該免疫抑制剤に対するバイオアベイラビリティー剤（ここで、該バイオアベイ
ラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオン性界面活性剤または少な
くとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位またはエ
チレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位との組み合わせの鎖を含む非イオン性界面
活性剤であり、そして該媒体中の該バイオアベイラビリティー剤の濃度は免疫抑制剤のバ
イオアベイラビリティーを向上させるのに十分である）との組み合わせを提供し、
（ｂ）該サンプル中で細胞を溶血させ、そして該免疫抑制剤のバイオアベイラビリティー
を向上させる条件下で該媒体をインキュベートし、
（ｃ）（ｉ）該免疫抑制剤またはそのアナログを含む磁性粒子および（ii）酵素を含む該
免疫抑制剤に対する抗体を該媒体に添加し、そして
（ｄ）該サンプル中の該免疫抑制剤と該免疫抑制剤に対する抗体を含む複合体の存在、該
免疫抑制剤の存在および／または量を示す該複合体の存在および／または量について該媒
体を試験することを包含する、方法。
【請求項２】
　免疫抑制剤が、タクロリムス、シクロスポリン、ラパマイシンおよ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】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも２０の繰り返しのエチレンオキシド単位も
しくはプロピレンオキシド単位またはエチレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位と
の組み合わせを含む非イオン性界面活性剤である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　バイオアベイラビリティー剤が、界面活性剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R) ２５Ｒ２またはＴＲ
ＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも１０のメチレン単位を含むイオン性界面活
性剤である、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　バイオアベイラビリティー剤が、ドデシル硫酸ナトリウムまたはドデシル硫酸リチウム
である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
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　試験する工程が、媒体から磁性粒子を分離することを包含する、請求項１に記載の方法
。
【請求項８】
　磁性粒子がクロム粒子である、請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　免疫抑制剤を含有することが疑われる媒体中の免疫抑制剤の存在または量を決定するた
めの方法であり、該方法は、以下：
（ａ）媒体中で、
　（ｉ）該サンプル、
　（ii）溶血剤、および
　（iii）該免疫抑制剤に対するバイオアベイラビリティー剤（ここで、該バイオアベイ
ラビリティー剤は、少なくとも１０の炭素原子の鎖を含むイオン性界面活性剤または少な
くとも１５の繰り返しのエチレンオキシド単位もしくはプロピレンオキシド単位またはエ
チレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位との組み合わせの鎖を含む非イオン性界面
活性剤であり、そして該媒体中の該バイオアベイラビリティー剤の濃度は免疫抑制剤のバ
イオアベイラビリティーを向上させるのに十分である）との組み合わせを提供し、そして
（ｂ）該サンプル中で細胞を溶血させ、そして該免疫抑制剤のバイオアベイラビリティー
を向上させる条件下で該媒体をインキュベートし、
（ｃ）（ｉ）第一の粒子と関連し、そして一重項酸素を生成し得る光増感剤、および（ii
）一重項酸素により活性化可能となり、そして第二の粒子と関連する化学発光組成物（こ
こで、該免疫抑制剤に対する抗体は該第一の粒子または該第二の粒子またはその両方と関
連する）を該媒体に添加し、そして
（ｄ）存在する場合、該免疫抑制剤に該抗体が結合する状態に組み合わせを供し、そして
（ｅ）光増感剤に光を照射し、そして化学発光組成物により生成された発光の量、該サン
プル中の該免疫抑制剤の量に関連する発光の量を検出することを包含する、方法。
【請求項１０】
　免疫抑制剤が、タクロリムス、シクロスポリン、ラパマイシンおよびエベロリムスから
なる群から選択される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも２０の繰り返しのエチレンオキシド単位も
しくはプロピレンオキシド単位またはエチレンオキシド単位とプロピレンオキシド単位と
の組み合わせを含む非イオン性界面活性剤である、請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　バイオアベイラビリティー剤が、界面活性剤ＰＬＵＲＯＮＩＣ(R) ２５Ｒ２またはＴＲ
ＩＴＯＮTM　Ｘ－４０５である、請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　バイオアベイラビリティー剤が、少なくとも１０のメチレン単位を含むイオン性界面活
性剤である、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　バイオアベイラビリティー剤が、ドデシル硫酸ナトリウムまたはドデシル硫酸リチウム
である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　抗体は第一の粒子と関連し、そして第二の粒子がそれらに結合する免疫抑制剤に対する
アナログを含む、請求項９に記載の方法。
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