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(57)【要約】
約５００～約２，５００の分子量を有する小分子のため
のサンドイッチアッセイのための方法が開示されている
。この方法は、小分子に結合する第１の抗体及び前記第
１の抗体が結合する部分以外の小分子の部分で小分子に
結合する第２の抗体の使用を含む。前記第２の抗体は、
小分子又は小分子の誘導体ではないハプテンを含有する
免疫原から調製され、前記ハプテンは小分子の第２部分
のものと構造的に類似した部位を含有する。これらの抗
体は前記小分子のためのサンドイッチアッセイにおいて
利用され得る。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　約５００～約２，５００の分子量を有する小分子を含有することが疑われる試料中にお
ける当該小分子の存在及び／又は量を判定する方法であって、
（ａ）媒体中で、
（ｉ）前記試料、
（ｉｉ）前記小分子の第１部分に特異的であって、それに結合する第１の結合パートナー
、及び
（ｉｉｉ）前記第１部分以外の前記小分子の第２部分で前記小分子に結合する第２の結合
パートナーであって、前記小分子又は小分子の誘導体ではなく前記小分子の前記第２部分
のものと構造的に類似した部位を含有するハプテンを含有する免疫原から調製される第２
の結合パートナー
を組み合わせて提供する工程、
（ｂ）前記第１の結合パートナー及び前記第２の結合パートナーを前記小分子に結合させ
るための条件下で、前記媒体をインキュベートする工程、及び
（ｃ）前記媒体について、前記小分子と前記第１の結合パートナーと前記第２の結合パー
トナーとを含有する免疫複合体の存在を試験する工程であって、前記免疫複合体の存在及
び／又は量が前記試料中の前記小分子の存在及び／又は量を示すものである工程
を含む、方法。
【請求項２】
　前記第１の結合パートナー及び前記第２の結合パートナーの両方が抗体である請求項１
に記載の方法。
【請求項３】
　前記第１の結合パートナー及び前記第２の結合パートナーの両方がモノクローナル抗体
である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記小分子が免疫抑制薬、強心配糖体、ホルモン及びペプチドから成る群から選択され
る請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記小分子が免疫抑制薬である請求項４に記載の方法。
【請求項６】
　前記免疫抑制薬がシロリムス又はエベロリムスである請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記免疫原のハプテンがタクロリムス又はその誘導体である請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　前記第１の結合パートナー及び前記第２の結合パートナーのうちの一方がシグナル生成
系の構成要素を含有する請求項１に記載の方法。
【請求項９】
　前記第１の結合パートナー及び前記第２の結合パートナーのうちの一方が支持体に結合
される請求項１に記載の方法。
【請求項１０】
　免疫抑制薬を含有することが疑われる試料における当該免疫抑制薬の存在及び／又は量
を判定する方法であって、
（ａ）媒体中で、
（ｉ）前記試料、
（ｉｉ）前記免疫抑制薬の第１部分に特異的であってそれに結合する第１の抗体、及び
（ｉｉｉ）前記第１部分以外の前記免疫抑制薬の第２部分で前記免疫抑制薬に結合する第
２の抗体であって、前記免疫抑制薬ではなく前記免疫抑制薬の前記第２部分のものと構造
的に類似した部位を含有するハプテンを含有する免疫原から調製される第２の抗体、
を組み合わせて提供する工程、
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（ｂ）前記第１の抗体及び前記第２の抗体を前記免疫抑制薬に結合させるための条件下で
、前記媒体をインキュベートする工程、及び
（ｃ）前記媒体について、前記免疫抑制薬と前記第１の抗体と前記第２の抗体とを含有す
る免疫複合体の存在を試験する工程であって、前記免疫複合体の存在及び／又は量が前記
試料中の前記免疫抑制薬の存在及び／又は量を示すものである工程
を含む、方法。
【請求項１１】
　前記第１の抗体及び前記第２の抗体の両方がモノクローナル抗体である請求項１０に記
載の方法。
【請求項１２】
　前記免疫抑制薬がシロリムス、エベロリムス、タクロリムス及びシクロスポリンから成
る群から選択される請求項１０に記載の方法。
【請求項１３】
　前記免疫抑制薬がシロリムス又はエベロリムスであり、前記免疫原のハプテンがタクロ
リムス又はその誘導体である請求項１０に記載の方法。
【請求項１４】
　前記第１の抗体及び前記第２の抗体のうちの一方がシグナル生成系の構成要素を含有す
る請求項１０に記載の方法。
【請求項１５】
　前記第１の抗体及び前記第２の抗体のうちの一方が支持体に結合されている請求項１０
に記載の方法。
【請求項１６】
　シロリムス及びエベロリムスから成る群から選択される免疫抑制薬を含有することが疑
われる試料中における当該免疫抑制薬の存在及び／又は量を判定する方法であって、
（ａ）媒体中で
（ｉ）前記試料、
（ｉｉ）前記免疫抑制薬の第１部分に特異的であってそれに結合する第１のモノクローナ
ル抗体、及び
（ｉｉｉ）前記第１部分以外の前記免疫抑制薬の第２部分で前記免疫抑制薬に結合する第
２のモノクローナル抗体であって、タクロリムス又はタクロリムスの誘導体を含有する免
疫原から調製される第２のモノクローナル抗体
を組み合わせて提供する工程、
（ｂ）前記第１のモノクローナル抗体及び前記第２のモノクローナル抗体を前記免疫抑制
薬に結合させるための条件下で、前記媒体をインキュベートする工程、及び
（ｃ）前記媒体について、前記免疫抑制薬と前記第１の抗体と前記第２の抗体とを含有す
る免疫複合体の存在を試験する工程であって、前記免疫複合体の存在及び／又は量が試料
中の前記免疫抑制薬の存在及び／又は量を示すものである工程を含む、方法。
【請求項１７】
　前記第１のモノクローナル抗体及び前記第２のモノクローナル抗体のうちの一方がシグ
ナル生成系の構成要素を含有する請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記第１のモノクローナル抗体及び前記第２のモノクローナル抗体のうちの一方が支持
体に結合される請求項１６に記載の方法。
【請求項１９】
　前記第１部分が前記免疫抑制薬のトリエン部分から本質的に成る請求項１６に記載の方
法。
【請求項２０】
　前記第１のモノクローナル抗体がタクロリムスに対する結合親和性を実質的に示さない
請求項１６に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本出願は、米国特許法第１１９条（ｅ）に基づき２０１５年１０月２９日出願の米国仮
出願特許番号第６２／２４７，９７０号の利益を主張するものである。上記の特許出願の
全内容は、明示的に参照により本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　本発明は、１種以上の小分子を含有することが知られている又は疑われる、患者試料等
の、試料中の小分子の判定のための化合物、方法及びキットに関する。一側面では、本発
明は、例えば免疫抑制薬等の、小分子のためのサンドイッチアッセイに関する。
【背景技術】
【０００３】
　身体は、非自己から自己を見分けるために、複雑な免疫応答システムに頼っている。場
合によっては、不完全な応答を増強させるため又は過剰な応答を抑制するために、身体の
免疫システムは制御される必要がある。例えば、腎臓、心臓、心肺、骨髄及び肝臓等の臓
器がヒトに移植される場合、同種移植片拒絶と呼ばれるプロセスによって、身体が移植さ
れた組織を拒絶することも多くなる。
【０００４】
　同種移植片拒絶の処置においては、薬物療法により制御されたやり方で免疫システムを
抑制することがよく行なわれる。免疫抑制薬は、非自己組織の同種移植片拒絶の防止を助
けるために移植患者に注意深く投与される治療薬である。免疫抑制薬は、次のように分類
することができる：グルココルチコイド、細胞分裂阻害薬、抗体、イムノフィリンに作用
する薬物、及びインターフェロン、オピエートＩＮＦ結合タンパク質、ミコフェノール酸
塩、ＦＴＹ７２０等の他の薬物。免疫抑制薬の特定のクラスは、イムノフィリンに作用す
るそうした薬物を含む。イムノフィリンは、生理学的意義を有する高親和性の特異的結合
タンパク質の一例である。現在、イムノフィリンの２つの特徴的なファミリー：シクロフ
ィリン及びマクロフィリンが知られており、後者は、例えばタクロリムス又はシロリムス
に特異的に結合する。
【０００５】
　移植患者における臓器の拒絶反応を防ぐために最も一般的に投与される２つの免疫抑制
薬は、シクロスポリン（ＣＳＡ）及びＦＫ－５０６（ＦＫ又はタクロリムス）である。米
国及び他の国々で免疫抑制剤としての用途を見出している他の薬剤はシロリムスであり、
ラパマイシンとしても知られている。シロリムスの誘導体も、また、免疫抑制剤として有
用である。かかる誘導体の例としては、エベロリムス等が挙げられる。
【０００６】
　幾つかの免疫抑制薬に伴う副作用は、患者中に存在する薬物の濃度を注意深く制御する
ことによって、ある程度、制御できる。最小の毒性で最大の免疫抑制を保証するために投
薬計画を最適化するには、血液中における免疫抑制薬及び関連薬物の濃度の治療モニタリ
ングを行なうことが必要である。免疫抑制薬は、効果の高い免疫抑制剤であるが、効果的
な投薬範囲は狭いことが多く、また、過剰な投薬は、深刻な副作用をもたらし得るため、
それらの使用は注意深く管理されなければならない。一方、免疫抑制剤の投薬量が少なす
ぎると、組織拒絶反応につながり得る。免疫抑制薬の分配及び代謝は患者によって大きく
異なる可能性があり、また、有害反応は広範に亘り重篤度も様々であるため、薬物濃度の
正確なモニタリングが欠かせない。患者における薬物濃度を正確にモニタリングするため
のアッセイは、患者における薬物濃度の正確な測定を妨げる代謝物等の薬物類縁体との交
差反応性に曝される。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　従って、患者における、例えば免疫抑制薬又はそれらの誘導体等の、小分子の濃度を測
定するための迅速且つ正確な診断方法を開発することが、依然として必要とされている。
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それらの方法は、完全自動化が可能でなければならず、親分子の代謝物の交差反応性に起
因する又は当該小分子を含有することが疑われる試料中の構成成分に起因する不正確性を
最小限に抑えつつ、親分子を選択的に検出する必要がある。
【課題を解決するための手段】
【０００８】
　本明細書に記載する原理に従う一部の実施例は、分子量約５００～約２，５００の小分
子を含有することが疑われる試料中における、その小分子の存在及び／又は量を判定する
方法に関する。試料と、小分子の第１部分に対して特異的でこれに結合する第１の結合パ
ートナーと、前記第１部分以外の第２部分において小分子に結合する第２の結合パートナ
ーとを、含有する組み合わせを、媒体中に形成する。第２の結合パートナーは、前記小分
子又は前記小分子の誘導体ではないハプテンを含有する免疫原から調製される。この免疫
原のハプテンは、小分子の第２部分のそれと構造的に類似した部位を含有する。この媒体
を、第１の結合パートナー及び第２の結合パートナーを小分子に結合させる条件下で、イ
ンキュベートする。媒体について、小分子、第１の結合パートナー及び第２の結合パート
ナーを含有する免疫複合体の存在の有無を試験するが、この免疫複合体の存在及び／又は
量は、試料中における小分子の存在及び／又は量を示す。
【０００９】
　本明細書に記載される原理に従う一部の実施例は、免疫抑制薬を含有することが疑われ
る試料中における免疫抑制薬の存在及び／又は量を判定する方法に関する。本方法は、（
ｉ）試料、（ｉｉ）免疫抑制薬の第１部分に特異的であってこれと結合する第１の抗体及
び（ｉｉｉ）前記第１部分以外の免疫抑制薬の第２部分で免疫抑制薬に結合する第２の抗
体とを、媒体中で組み合わせて提供することを含む。第２の抗体は、前記免疫抑制薬又は
その誘導体ではないハプテンを含有する免疫原から調製される。この免疫原のハプテンは
、前記免疫抑制薬の前記第２部分のそれと構造的に類似した部位を含有する。この媒体を
、第１の抗体及び第２の抗体を免疫抑制薬に結合させる条件下で、インキュベートする。
媒体について、免疫抑制薬、第１の抗体及び第２の抗体を含有する免疫複合体の存在を試
験する。この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。
【００１０】
　本明細書に記載される原理に従う一部の実施例は、シロリムス又はエベロリムスから成
る群から選択される免疫抑制薬を含有することが疑われる試料中における前記免疫抑制薬
の存在及び／又は量を判定する方法に関する。組み合わせが媒体中で形成され、その組み
合わせは、試料、免疫抑制薬の第１部分に特異的であってこれと結合する第１のモノクロ
ーナル抗体及び免疫抑制薬の前記第１部分以外の第２部分で免疫抑制薬に結合する第２の
モノクローナル抗体とを含み、ここで、第２のモノクローナル抗体は、タクロリムス又は
タクロリムスの誘導体を含有する免疫原から調製される。この媒体を第１のモノクローナ
ル抗体及び第２のモノクローナル抗体を免疫抑制薬に結合させる条件下でインキュベート
する。媒体について、免疫抑制薬、第１の抗体及び第２の抗体を含有する免疫複合体の存
在を試験する。この免疫複合体の存在及び／又は量は、試料中における免疫抑制薬の存在
及び／又は量を示す。
【００１１】
　本明細書で提供される図面は縮尺どおりに描かれておらず、本明細書に記載される原理
に従う特定の実施例の理解を容易にする目的で提供され、また、例示のために提供される
ものであって、添付の特許請求の範囲における範囲を限定するものではない。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】シロリムス（Ｉ）の化学式である。
【図２】エベロリムス（ＩＩ）の化学式である。
【図３】タクロリムス（ＩＩＩ）の化学式である。
【図４】本明細書に記載される原理に従いその部分に対するモノクローナル抗体を調製す
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ることができる分子の部分に番号を付して描写した図１の化学式である。
【図５】シロリムス及びエベロリムスの部分のそれと構造的に類似したタクロリムス分子
の部分を示す図３の化学式である。
【図６】シロリムスのオキシム誘導体を調製するための反応スキームである。
【図７】図６のシロリムスのオキシム誘導体から免疫原を調製するための反応スキームで
ある。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
［一般的議論］
　本発明者らは、小分子の離間した部分に同時に特異結合する、例えば抗体等の、結合パ
ートナーを設計することができることを発見した。これは驚くべき発見である。何故なら
、小分子はハプテンであり、ハプテンは、比較的小さな分子（分子量（ダルトン）約２，
５００未満、又は約２，０００未満、又は約１，５００未満、又は約１，０００未満）で
あり、抗体が結合できる部位を２つ以上有するとは考えられていないからである。本明細
書に記載される原理に従えば、少なくとも２つの異なる結合パートナーを調製でき、これ
らは小分子の離間した部分に同時に結合する。第１の結合パートナーは、小分子の第１部
分に特異的であってこれに結合する。第２の結合パートナーは、小分子の第１部分以外の
第２部分で小分子に結合し、第２の結合パートナーは、小分子又は小分子の誘導体ではな
いハプテンを含有する免疫原から調製され、ここで、この免疫原のハプテンは、小分子の
第２部分のそれと構造的に類似した部位を含んでいる。
【００１４】
　用語「小分子」は、例えば約１５０～約２，５００、又は約１５０～約２，０００、又
は約１５０～約１，５００、又は約１５０～約１，０００、又は約１５０～約５００、又
は約３００～約２，０００、又は約３００～約１，５００、又は約３００～約１，０００
、又は約５００～約２，０００、又は約５００～約１，５００、又は約５００～約１，０
００の分子量を有する分子を指す。ほとんどの場合、これらの小分子はそれ自体では免疫
応答を誘発しない。
【００１５】
　語句「小分子のための結合パートナー」とは、小分子に特異的に結合し、小分子の分析
をゆがめ得る他の物質には何ら有意な程度には結合しない分子を指す。更に、小分子のた
めの結合パートナーは、小分子の特定のドメインに特異的に結合する。特異的な結合は、
２つの異なる分子又は小分子の２つの異なるドメインのうちの一方の、他の分子又は小分
子の他のドメインの実質的により弱い認識と比較した場合の、他方に対する特異的な認識
を伴う。一方、非特異的な結合は、特異的な表面構造とは比較的無関係である分子間の非
共有結合を伴う。非特異的な結合は、分子間の疎水性の相互関係を始めとする幾つかの要
因に起因し得る。結合パートナーは、例えば、モノクローナル抗体を始めとする抗体、類
似した化学構造を有する分子の受容体、アルブミン等の血漿輸送タンパク質、及びリポタ
ンパク質であってよいが、これらに限定されない。
【００１６】
　語句「小分子に対する抗体」は、小分子に特異的に結合し、小分子の分析をゆがめ得る
他の物質には何ら有意な程度には結合しない、抗体を指す。更に、小分子に対する抗体は
、小分子の特定の部分又はドメインに特異的に結合する。
【００１７】
　本明細書に記載される原理に従う実施例が適用され得る小分子は、空間的に離間された
抗体のための結合ドメインを有する。小分子は直線状であってもよく、又は１つ以上の環
、例えば２つの環、若しくは３つの環、若しくは４つの環、若しくは５つの環、若しくは
それ以上の環を含んでいてもよい。小分子上の結合ドメインは、２つの異なる結合パート
ナーが互いの結合に干渉することなく同時に小分子に結合して３員の複合体（又は免疫複
合体）を形成できるように、離間されている必要があり、この際、各結合パートナーは２
つの結合パートナーと小分子とを含有する十分に安定な複合体が形成されるのに必要な程
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度で結合する。複合体が、アッセイの間、完全なままであって、その複合体が検出可能で
あり且つ複合体の量が試料中の小分子被検体の量を正確に反映するとき、複合体は十分に
安定であるとみなされる。この安定な複合体によって、小分子被検体のための正確且つ感
度のよいアッセイが可能となる。
【００１８】
　一部の実施例において、小分子は、例えば１５－５０員環、又は１５－４５員環、又は
１５－４０員環、又は１５－３５員環、又は１５－３０員環、又は１５－２５員環、又は
１５－２０員環、又は２０－５０員環、又は２０－４５員環、又は２０－４０員環、又は
２０－３５員環、又は２０－３０員環、又は２０－２５員環、又は２５－５０員環、又は
２５－４５員環、又は２５－４０員環、又は２５－３５員環、又は２５－３０員環、又は
３０－５０員環、又は３０－４５員環、又は３０－４０員環である、少なくとも１つの大
きな環を含有する。環形成原子は、主に炭素であり、これらに限定されないが、例えば酸
素、窒素及び硫黄も含んでよい。この大きな環は、また、１－５個、又は１－４個、又は
１－３個、又は１－２個、又は２－５個、又は２－４個、又は２－３個の、５－７員環又
は５－６員環である小さな環を含んでいてもよい。この小さな環の原子の幾つかは前記大
きな環の一部であってもよい。
【００１９】
　一部の実施例では、小分子は、異なる結合パートナーの調製を可能とする１以上の独特
の化学官能基を有する三次元立体配座を含み、この際、少なくとも２つの異なる結合パー
トナーが小分子上の異なる結合ドメインに対し互いに干渉することなく近づき結合するこ
とができる。この独特の化学官能基としては、これは例示であってこれらに限定されない
が、例えば炭素－炭素二重結合、炭素－炭素三重結合、カルボニル基、イミン基、カルボ
キシ基、ヒドロキシ基、アミン基、アミド基、エステル基及びエーテル基並びにこれらの
２つ以上の組み合わせが挙げられる。化学官能基は共役系であっても共役系でなくてもよ
い。用語「共役系の」は、電子が隣接原子に亘って非局在化し得るように利用可能なｐ軌
道を有する隣接原子を指す。共役系原子の例としては、例えば、１つ、２つ、３つ、４つ
、又は５つ、又はそれ以上の共役炭素－炭素二重結合（ビニル基）；１つ、２つ、３つ、
４つ、又は５つ、又はそれ以上の共役炭素－炭素三重結合；１つ、２つ、３つ、４つ、又
は５つ、又はそれ以上の共役炭素－炭素二重結合、炭素－炭素三重結合、イミン基、カル
ボニル基及び陰イオンの組み合わせが挙げられる、これらに限定されない。一部の実施例
では、これら化学官能基は、小分子に対して特定の空間配座を提供する。
【００２０】
　一部の実施例では、小分子はマクロライドである。一部の実施例では、マクロライドは
免疫抑制薬である。用語「免疫抑制薬」には、これらに限定されないが、イムノフィリン
上で作用するものが含まれる。これらには、例えば（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を始めとする）シクロスポリン、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））、並びに、これらに限定されない
がエベロリムス（ＲＡＤ、ＣＥＲＴＩＣＡＮ（登録商標））等の、上記のものの誘導体等
が挙げられる。
【００２１】
　上述したように、本明細書に記載される原理に従う一部の実施例は、約５００～約２，
５００の分子量を有する小分子のためのサンドイッチアッセイのために抗体を設計する方
法に関する。本方法は、小分子の部分又はドメインに結合する第１の抗体を調製すること
と、第１の抗体が結合する部分又はドメイン以外の小分子の部分又はドメインにおいて小
分子に結合する第２の抗体を調製することと、を含む。第２の抗体は、小分子でも小分子
の誘導体でもないハプテンを含有する免疫原から調製され、前記ハプテンは小分子の第２
部分のそれと構造的に類似した部位を含有する。
【００２２】
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　語句「構造的に類似した」とは、１つの部位が別の部位と同一の又は類似の構造的又は
空間的特徴を有し、その結果、両部位が抗体に対して例えば少なくとも１０５Ｌ／ｍｏｌ
、又は少なくとも１０６Ｌ／ｍｏｌ、又は少なくとも１０７Ｌ／ｍｏｌ、又は少なくとも
１０８Ｌ／ｍｏｌ、又は少なくとも１０９Ｌ／ｍｏｌの結合親和性を示すことを意味する
。一部の実施例では、抗体は、各部位に対して実質的に同じ結合親和性を示し、このこと
は、抗体に対する一方の部位の結合親和性が、他方の部位に対する結合親和性と、例えば
１０３よりも大きく、又は１０２よりも大きく、又は１０よりも大きくは異ならないとい
うことを意味する。
【００２３】
　語句「小分子ではないハプテン」とは、小分子以外の又は小分子の誘導体以外の化合物
を指す。語句「小分子の誘導体」とは、例えばエステル、アミド若しくはエーテルの形成
により修飾され、又は例えばエステル、アミド若しくはエーテルの加水分解によって修飾
された小分子を指す。小分子ではないハプテンは、第１の抗体が結合する小分子の部分以
外の小分子の部分（第２部分）のそれと構造的に類似した部位を含有する。一部の実施例
では、小分子はシロリムス又はエベロリムスであり、小分子ではない免疫原のハプテンは
、これは、例示であって限定されないが、例えばタクロリムス又はタクロリムスの誘導体
である。免疫原は、免疫原性キャリアに連結された小分子ではなく本明細書に記載される
原理に従って抗体の調製に使用され得るハプテンを含有する。
【００２４】
　小分子上で２つの異なるドメインに同時に結合するモノクローナル抗体を調製すること
によって、小分子が２つの異なる抗体によって同時に結合され免疫複合体を形成するサン
ドイッチアッセイにおいて、このような抗体を使用することが可能となる。小分子上でサ
ンドイッチアッセイを実施できるこの能力によって小分子に対するアッセイの感度が向上
する。また、支持体に結合された１つのモノクローナル抗体を伴うサンドイッチアッセイ
の場合には、アッセイは、試料の夾雑物及び干渉物質の存在下で行なわれてもよく、それ
は、小分子を支持体のモノクローナル抗体に結合させた後であるが第２のモノクローナル
抗体を導入する前に、支持体を試料から分離して洗浄することができるためである。
【００２５】
　抗体としては、完全な免疫グロブリン又はその断片を挙げてよく、この免疫グロブリン
としては、例えばＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ及びＩｇＭ等の種々の種類及びアイソタイプが
挙げられる。その断片としては、例えば、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’）２、Ｆａｂ’を
挙げてよい。また、特定の分子に対する結合親和性が維持される限り、適切であれば、免
疫グロブリン又はそれらの断片の凝集体、ポリマー及び接合体を用いることができる。
【００２６】
　本明細書に記載される原理に従う抗体は、これらに限定されないが、例えば、宿主の免
疫及び血清の回収（ポリクローナル）や、継代雑種細胞株を調製して分泌タンパク質を回
収する（モノクローナル）技術、又は少なくとも、自然抗体の特異的な結合に必要とされ
る、アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列又はその変異誘発形態をクローニングし
て発現させる技術を始めとする技術によって調製されてよい。
【００２７】
　モノクローナル抗体は、継代雑種細胞株を調製し分泌されたタンパク質を回収する技術
（体細胞ハイブリダイゼーション技術）といった当技術分野で周知の技術によって調製す
ることができる。モノクローナル抗体は、Ｋｏｈｌｅｒ及びＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕ
ｒｅ、２６５巻、４９５－４９７頁（１９７５年）の標準的な技術に従って作製され得る
。モノクローナル抗体技術のレビューは、Ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ　ｈｙｂｒｉｄｏｍａｓ
、Ｍｅｌｃｈｅｒｓ他編、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ（ニューヨーク、１９７８年
）、Ｎａｔｕｒｅ、２６６巻、４９５頁（１９７７年）、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２０８巻、６
９２頁（１９８０年）、及びＭｅｔｈｏｄｓ　ｏｆ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ、７３巻（Ｐ
ａｒｔ　Ｂ）、３－４６頁（１９８１年）に記載されている。
【００２８】
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　抗体の調製のための別のアプローチでは、抗体結合部位をコードする配列を染色体ＤＮ
Ａから切除してクローニングベクターに挿入することができ、このクローニングベクター
を細菌中で発現させて、対応する抗体結合部位を有する遺伝子組み換えタンパク質を製造
することができる。このアプローチは、少なくとも、天然の抗体の特異的な結合に必要と
される、アミノ酸配列をコードするヌクレオチド配列又はその変異誘発形態のクローニン
グ及び発現を伴う。
【００２９】
　モノクローナル抗体の作製のための１つのアプローチでは、第１工程は、本明細書に記
載される原理に従う免疫原によるマウス、ラット、ヤギ、ヒツジ又はウシ等の抗体産生動
物の免疫を含む。免疫は、完全フロイントアジュバント又は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ラートアジュバント等の他のアジュバントのようなアジュ
バントを用いて又は用いずに行なうことができる。次の工程は、抗体産生動物から膵臓細
胞を単離し、この抗体産生膵臓細胞を、ポリエチレングリコールを使用し又は他の技術に
より、適切な融合パートナー、典型的にはミエローマ細胞、と融合することを含む。典型
的には、使用されるミエローマ細胞は、ヒポキサンチン－チミジン（ＨＴ）培地中で正常
に増殖するが、融合細胞の選択に使用されるヒポキサンチン－アミノプテリン－チミジン
（ＨＡＴ）培地中では増殖できない細胞である。次の工程は、典型的にはＨＡＴ培地中で
の選択による、融合細胞の選択を含む。次の工程は、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩ
ＳＡ）又はスクリーニングに適した他のイムノアッセイ等のイムノアッセイを用いた適切
な抗体産生のためのクローニングしたハイブリッドのスクリーニングを含む。
【００３０】
　（本明細書に記載される原理に従って免疫原から調製された）必要とされる特異性を有
する抗体は、これらは例示であって限定するものではないが、例えば、ＥＬＩＳＡ、ドッ
トブロット、ウェスタン解析及び表面プラズモン共鳴をはじめとするスクリーニング技法
によって選択され得る。このようにして、特定のアッセイにおいて、対象の小分子のドメ
インに結合し、その小分子の他のドメイン又は対象外の他の分子には何ら検出可能な程度
にも結合しない抗体が得られる。本明細書に記載される原理に従う一部の実施例では、対
象の小分子のドメインに結合する抗体は、例えば約１０７～約１０１４Ｌ／ｍｏｌ、又は
約１０７～約１０１１Ｌ／ｍｏｌ、又は約１０７～約１０１２Ｌ／ｍｏｌ、又は約１０８

～約１０１４Ｌ／ｍｏｌ、又は約１０８～約１０１１Ｌ／ｍｏｌ、又は約１０８～約１０
１２Ｌ／ｍｏｌの、対象の小分子のドメインに対する結合親和性を有する。語句「何らの
検出可能な程度にも」とは、対象の小分子のドメインに特異的に結合する抗体が対象の小
分子の他のドメイン又は対象外の他の分子に対して、例えば約１０４Ｌ／ｍｏｌ未満、又
は約１０３Ｌ／ｍｏｌ未満、又は約１０２Ｌ／ｍｏｌ未満、又は約１０Ｌ／ｍｏｌ未満の
結合親和性を有することを意味する。
【００３１】
　用語「ハプテン」は、抗体を産生させるために免疫応答を誘発する大きな分子又は免疫
原性キャリアに結合しない限り、免疫応答を誘発しない化合物を指す。ハプテンは、対応
する抗体に特異的に結合可能であるが、それ自体は、抗体の調製のための免疫原（又は抗
原）として作用しない化合物である。ハプテンは、約１５０～約２，５００の分子量を有
する。
【００３２】
　用語「免疫原性キャリア」とは、ハプテンに接合されて哺乳類に注入されるか又は他の
態様で免疫原として利用される場合に、免疫応答を誘起してハプテンに結合する抗体の産
生を誘発する基又は部位を意味する。免疫原性キャリアは、抗原性キャリアと呼ばれる場
合もある。本明細書に記載される原理に従う一部の実施例では、特定の位置において小分
子に連結されるポリ（アミノ酸）及び非ポリ（アミノ酸）免疫原性キャリアを始めとする
免疫原性キャリアを含有する免疫原が合成され、本明細書に記載される原理に従う抗体を
調製するために使用される。
【００３３】
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　免疫原性キャリアであるポリ（アミノ酸）のための分子量範囲（ダルトン）は、例えば
、分子量約５，０００～約１０，０００，０００、又は約２０，０００～約６００，００
０、又は約２５，０００～約２５０，０００である。ポリ（アミノ酸）免疫原性キャリア
としては、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
パク質及びリポタンパク質等のタンパク質が挙げられる。タンパク質の例としては、これ
らに限られないが、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）、卵オボアルブミン、及びウシガンマグロブリン（ＢＧＧ）、サイログ
ロブリン、オボアルブミン、又はフィブリノゲンが挙げられる。１つの実例においては、
タンパク質はＫＬＨである。他の実例では、タンパク質はＢＳＡである。非ポリ（アミノ
酸）免疫原性キャリアとしては、多糖、核酸及び（生物学的及び合成材料）粒子が挙げら
れる。種々の免疫原性キャリアが、Ｄａｖａｌｉａｎ他、米国特許第５，０８９，３９０
号の第４欄５７行～第５欄５行に開示されている。これは、参照によって本明細書に組み
込まれる
【００３４】
　上述したように、免疫原性キャリアは、天然により又は合成により調製され、通常は単
糖の繰り返し縮合を伴う、単糖の高分子量ポリマーである多糖であってもよい。多糖の例
としては、デンプン、グリコーゲン、セルロース、アラビアゴム等の炭化水素ゴム、寒天
等がある。多糖は、また、ポリ（アミノ酸）残基及び／又は脂質残基を含有してもよい。
【００３５】
　上述したように、本明細書に記載される原理に従う一部の実施例においては、免疫原性
キャリアは、前記小分子ではない免疫原の化合物に、該化合物上の予め定められた位置に
おいて、連結基を介して連結されてよい。一部の実施例では、連結基は、水素を数に入れ
ないで約２～約５０個の原子又は４～約３０個の原子を含んでいてもよく、また、それぞ
れ独立して、通常、炭素、酸素、硫黄、窒素及びリンから成る群から選択される２～約３
０個の原子又は３～約２０個の原子からなる鎖を含んでいてもよい。連結基の一部又は全
部が、これらに限定されないが、例えばポリ（アミノ酸）上のアミノ酸残基等の、化合物
に連結されている分子の一部であってよい。一部の実施例では連結基は、オキシム官能性
を含有する。
【００３６】
　連結基中のヘテロ原子の数は０～約２０、又は１～約１５、又は約２～約１０の範囲で
あってよい。連結基は脂肪族であっても芳香族であってもよい。ヘテロ原子が存在する場
合、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、通常、存在し、硫黄は、酸素と同様であり、一方、リンは、通常、ホスホネート及び
ホスフェートモノ又はジエステルとして、炭素、硫黄、酸素又は窒素に結合している。接
合される連結基と分子との間で共有結合を形成する際の共通の官能性は、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
、並びにカルボキシレート、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。ヘテロ原子を含有する連結基の特定の一実施形態は上述したようなオキシ
ム官能性である。
【００３７】
　大部分については、連結基が、例えば、窒素及び硫黄類縁体を始めとする非オキソカル
ボニル基、ホスフェート基、アミノ基や、ハロ又はトシルアルキル、オキシ（ヒドロキシ
ル又は硫黄類縁体、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）
又はビニルスルホン若しくはα，β－不飽和エステル等の活性オレフィン等のアルキル化
剤のような、連結官能性（部位との反応のための官能性）を有する場合、これらの官能性
は、アミン基、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
ルに連結される。アミンとカルボン酸若しくはその窒素誘導体又はリン酸とが連結される
場合、アミド、アミジン及びホスホルアミドが形成される。メルカプタンと活性化オレフ
ィンとが連結される場合、チオエーテルが形成される。メルカプタンとアルキル化剤とが
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連結される場合、チオエーテルが形成される。還元条件下でアルデヒドとアミンとが連結
される場合、アルキルアミンが形成される。ケトン又はアルデヒドとヒドロキシルアミン
（置換基がヒドロキシル基の水素と置換した誘導体を含む）とが連結される場合、オキシ
ム官能性（＝Ｎ－Ｏ－）が形成される。カルボン酸又はリン酸とアルコールとが連結され
る場合、エステルが形成される。種々の連結基が当技術分野において周知である。例えば
、Ｃａｕｔｒｅｃａｓａｓ、Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．（１９７０年）２４５巻、３０５
９頁を参照のこと。
［特定の例としてのシロリムス］
【００３８】
　以下の特定の記載は、本発明の範囲の例示であってそれを限定するものではない。免疫
抑制薬の選択、特にシロリムス、も、また、例示であって限定ではない。というのも、本
発明は、小分子が、小分子以外の免疫原に対する抗体を産生し得る空間的に離間された領
域を有し、こうして産生された抗体が、小分子のためのアッセイの間中、空間的に離間さ
れた領域に結合する限り、いかなる小分子の検出にも一般に適用されるからである。
【００３９】
　シロリムス分子（図１）の離間した部分に結合するモノクローナル抗体が調製されてよ
い。モノクローナル抗体が結合するこれらの離間した部分は、例えば、シロリムスの代謝
物又は変性シロリムス等を用いた交差反応性の検討によって、決定されてよい。
【００４０】
　図４を参照すると、これは例示であって限定されないが、シロリムス分子上の３つの可
能な結合ドメインが、Ｄ１、Ｄ２及びＤ３として示されている。結合ドメインＤ１は、概
ね、環原子１５から環原子２１までに延在し、環原子１７から環原子２２までにトリエン
部位を含有する。結合ドメインＤ２は、概ね、原子１１上のメチル基から原子３９上のメ
トキシ基までに延在する。結合ドメインＤ３は、環原子２５上のメチル基から原子４１ま
で延在する。本明細書に記載される原理に従う一実施例では、シロリムス分子のＤ１に結
合する第１の抗体が調製される。第１の抗体が結合する部分以外の小分子の部分－本実施
例ではシロリムス分子のドメインＤ２又はドメインＤ３のいずれかであるが－でシロリム
スに結合する第２の抗体が調製される。第２の抗体は、小分子又は小分子の誘導体ではな
いハプテンを含有する免疫原から調製される。この免疫原は、小分子の第２部分のそれと
構造的に類似した部位を含有するハプテンを含有する。
【００４１】
　上記の議論は、また、シロリムスとほぼ同様の構造をもつエベロリムスの検出にも当て
はまる。
［シロリムスのサンドイッチアッセイのための抗体の調製］
【００４２】
　これは、例示であって限定するものではないが、１つのアプローチでは、抗シロリムス
抗体は、シロリムスを含有する免疫原から調製される。この抗シロリムス抗体は、例えば
、以下に記載するようなスクリーニングアッセイによって判定できるように、シロリムス
のドメイン領域Ｄ１に結合する。
【００４３】
　一実施例では、これは例示であって限定するものではないが、ドメイン領域Ｄ１によっ
て表されるシロリムスの部分に結合する第１のモノクローナル抗体が調製される。この第
１のモノクローナル抗体は、後述する抗体産生方法における免疫原として、例えば化合物
Ｖａ（Ｒ５がＢＳＡである）を用いて調製されてよい（図６及び７参照）。
【００４４】
　図６を参照すると、シロリムス（Ｉ）は、アミノオキシ酢酸と反応して、（Ｃ－２６に
おけるオキシムの形成を表す）式ＩＶａのオキシム及び（Ｃ－３２におけるオキシムの形
成を表す）ＩＶｂのオキシムの混合物を形成する。この反応は、例えばアルコール（例え
ば、メタノール又はエタノール）等の有機溶媒中、オキシム形成条件下で行なわれる。幾
つかの実施例では、反応中の温度は、約１０℃～約３０℃又は約１５℃～約２５℃である
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。反応時間は、約１時間～約３０時間、又は約２時間～約２４時間である。免疫原の調製
の次の工程において、化合物ＩＶａ及びＩＶｂは分離されてもよく、或いは、化合物ＩＶ
ａ及びＩＶｂの混合物が利用されてもよい。ＩＶａ及びＩＶｂの分離は、限定するもので
はないが、例えば、クロマトグラフィ（ＴＬＣ、ＨＰＬＣ、ＲＰＬＣ、ＨＴＬＣ）及びガ
スクロマトグラフィによって行なわれてよい。
【００４５】
　図７は、例示であって限定するものではないが、化合物ＩＶａからの免疫原の形成を示
している。ポリ（アミノ）酸免疫原性キャリア（Ｒ５前駆体）をＩＶａの化合物と組み合
わせて式Ｖａの化合物を形成する。この反応は、ｐＨ約５．０～約７．０、又は約５．５
～約６．５、又は約６の水性緩衝媒体中で行なわれる。Ｖａのカルボン酸官能基とＲ５前
駆体のアミン基との反応を促進するための活性化剤又はカップリング剤を反応媒体中に含
有させる。かかるカップリング剤としては、これらに限定されないが、１－エチル－３－
（３－ジメチルアミノプロピル）－カルボジイミド（ＥＤＡＣ）、Ｎ－ヒドロキシスクシ
ンイミド（ＮＨＳ）若しくはΝ，Ν，Ν’，Ν’－テトラメチル－Ｏ－（Ｎ－スクシンイ
ミジル）ウロニウムテトラフルオロボレート、又はこれらの２つ以上の組み合わせが挙げ
られる。この反応は、アミド形成条件下で行なわれる。一部の実施例では、反応媒体は、
水性媒体であり、水単独であっても０．１～約４０体積パーセントの共溶媒を含んでいて
もよい。共溶媒は、例えば、例えばアミン（例えばジメチルホルムアミド（ＤＭＦ））；
アルコール（例えばエタノール）；又はエーテル（例えばフラン）等の極性有機溶媒であ
ってよい。一部の実施例では、反応中の温度は約１５℃～約２５℃である。反応時間は、
例えば約３時間～約２４時間、又は約４時間～約２０時間、又は約４時間～約１０時間で
ある。一部の実施例では、これは例示であって限定するものではないが、Ｒ５前駆体は、
例えばＢＳＡ又はＫＬＨ等の、タンパク質である。免疫原は、また、免疫原Ｖａの調製に
ついて上述したのと同様にして、化合物ＩＶｂから調製されてもよい。また、化合物ＩＶ
ａ及びＩＶｂの混合物を使用して免疫原の混合物を調製してもよい。
【００４６】
　抗タクロリムス抗体は、タクロリムスとの結合のためだけでなくシロリムスとの交差反
応のためにも、調製及び選択される。シロリムスのドメイン領域Ｄ１は、タクロリムス中
には存在しないため、抗タクロリムス抗体は、抗シロリムス抗体が結合する部分以外のシ
ロリムスの部分と結合する。抗タクロリムス抗体が結合するシロリムスの部分は、ドメイ
ン領域Ｄ２であり、この領域Ｄ２は、タクロリムスのドメイン領域Ｄ２’と構造的に類似
している。第２のモノクローナル抗体は、例えば、上述の方法において抗体調製のための
免疫原として免疫原性キャリアに連結されたタクロリムスを用いて調製されてよい。三次
元分析によってシロリムスの構造を試験することによって、領域Ｄ１及びＤ２の立体配座
が明らかになる。
【００４７】
　特定の実施例では、これは例示であって限定するものではないが、タクロリムスは、タ
クロリムス分子のＣ２２位において、結合によって直接又は連結基の仲介を介して、免疫
原性キャリアに連結される。特定の実施例では、これは例示であって限定するものではな
いが、Ｃ２２位のケト基がアミンと反応してオキシムを生成する。アミンは、例えばカル
ボキシメトキシルアミンであってよいが、これに限定されない。
【００４８】
　１つのアプローチでは、タクロリムスのカルボキシメトキシルアミンとの反応により、
カルボキシメチルオキシムが生成する。この特定の実施例では、タクロリムスは、例えば
メタノール、エタノール又はプロパノール等のアルコール性媒体中、例えば酢酸ナトリウ
ム等の緩衝塩の存在下で、カルボキシメトキシルアミンと反応してカルボキシメチルオキ
シムを生じ得る。このオキシムは、高分子量タンパク質等の免疫原性キャリアに連結され
ていてよい。高分子量タンパク質は、例えば、ウシ血清アルブミン、サイログロブリン、
オボアルブミン、フィブリノ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が
、これらに限定されない。一実施例では、タンパク質はキーホールリンペットヘモシアニ
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ンである。
【００４９】
　一実施例では、高分子量タンパク質とのタクロリムスの接合物の調製方法は、以下のと
おりである。（１）上述したようにして、タクロリムスのカルボキシメチルオキシムを調
製し、（２）このカルボキシメチルオキシムを活性化して反応性Ｎ－ヒドロキシスクシン
イミドエステルを生成させ、（３）このＮ－ヒドロキシスクシンイミドエステルを高分子
量タンパク質と反応させて接合物を生成させる。Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル
を生成するためのカルボキシメチルオキシムの活性化は、例えば、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）カルボジイミド塩酸塩
（ＥＤＡＣ）等の水溶性カルボジイミドのようなカップリング剤を用いることによって行
なわれる。
【００５０】
　タクロリムス及びシロリムスの双方に結合するモノクローナル抗体は、これは例示であ
って限定されないが、例えば以下のようなスクリーニング法によって、特定され得る。こ
のアッセイは、β－ガラクトシダーゼに接合された抗体（抗体－β－ガラクトシダーゼ接
合体）とＣｒＯ２磁性粒子の表面に被着されたシロリムス又はタクロリムスの類縁体とを
利用した競合アッセイである。このアッセイは、Ｓｉｅｍｅｎｓ社のＤＩＭＥＮＳＩＯＮ
（登録商標）臨床化学システム上で、タクロリムス又はシロリムスを含有する試料を用い
て行なわれ得る。試料が反応容器に加えられる。抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体試薬
を反応容器に加え、試料と混合する。この工程により、タクロリムス又はシロリムスと抗
体－β－ガラクトシダーゼ接合体とから成る複合体が形成される。次いで、タクロリムス
又はシロリムス類縁体が被着されたＣｒＯ２粒子試薬を反応混合物に加える。シロリムス
について、ＣｒＯ２粒子に被着するために使用される類縁体は、図６に示されるようなシ
ロリムス－Ｃ２６オキシム誘導体とシロリムス－Ｃ３２オキシム誘導体との混合物である
。タクロリムス検出のためには、使用される類縁体は、ＦＫ５０６－Ｃ３２－スクシネー
ト（米国特許第５，５３２，１３７号及び同第５，１６４，４９５号に記載されているよ
うに調製される。）であり、それらに関連する開示は、参照によって本明細書に組み込ま
れる。タクロリムス又はシロリムスの類縁体が被着されたＣｒＯ２粒子をインキュベート
して、タクロリムス又はシロリムスに結合されていない余剰の抗体－β－ガラクトシダー
ゼ接合体を掃去させた後、ＣｒＯ２粒子を容器中の反応混合物から磁気的に分離し、タク
ロリムス（又はシロリムス）／抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体複合体を含有する上清
の一部を、反応容器からクロロフェノールレッド－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＣＰＲ
Ｇ）を含有する測光用キュベットに移す。ＣＰＲＧからクロロフェノールレッド（ＣＰＲ
）への変換率を、５７７及び７００ｎｍにおいて二色測定する。この変換率は、試料にお
けるタクロリムス又はシロリムスの濃度に比例する。アッセイによって得られたタクロリ
ムス又はシロリムスの濃度に基づき、タクロリムス及びシロリムスの双方に対して十分な
結合親和性を示すように抗体を選択する。
【００５１】
　図５から分かるように、タクロリムスのドメイン領域Ｄ２’は、シロリムスのドメイン
領域Ｄ２と構造的に類似している。タクロリムスは、化合物がシロリムス又はシロリムス
の誘導体ではないがシロリムスのドメイン領域Ｄ２のそれと構造的に類似した部位（タク
ロリムスのドメイン領域Ｄ２’）を有する場合に、免疫原を形成するために免疫原性キャ
リアに連結される化合物として利用されてよい。
【００５２】
　シロリムスにも結合する抗タクロリムス抗体を得るためのスクリーニングアッセイでは
、シロリムスとの高い交差反応性を有する１以上の抗体を特定するためのイムノアッセイ
において、タクロリムスを含有する免疫原を使用した抗体調製物がスクリーニングされる
。このアプローチは、免疫原において使用される分子以外の分子との交差反応性がほとん
ど又は全くない抗体が選択される抗体選択のためのアプローチとは対照的である。
【００５３】
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　上述したように、シロリムス及びタクロリムスは、例示として、使用される。上記のア
プローチは、小分子のためのサンドイッチアッセイを行なうための第１及び第２の抗体を
調製するために、他の小分子に適用されてもよい。競合アッセイフォーマットにおけるア
ッセイ抗体が小分子の独自のエピトープ又はドメインに結合し、その小分子が別のハプテ
ンとドメインを共有するか別のハプテンにおけるドメインと構造的に類似しているドメイ
ンを含有するならば、このようなハプテンを使用して小分子被検体と交差反応する抗体を
生成することができる。このようにして、小分子の離間したドメイン領域に結合する２つ
の抗体を調製して小分子のためのサンドイッチアッセイに使用することができる。
［小分子のためのアッセイの概要］
【００５４】
　上述したように、本明細書に記載される原理に従う実施例により、小分子を含有するこ
とが疑われる試料中の小分子を判定するためのサンドイッチアッセイが可能となる。以下
の説明において、免疫抑制薬は、本明細書で定義される小分子の一例として、これは例示
であって限定されるものではないが、使用される。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が利用され、そのそれぞれが免疫抑制薬分子の離間した領域に同時
に結合して免疫複合体を形成する。免疫複合体を検出することにより試料中における免疫
抑制薬の判定が可能となる。
【００５５】
　試験される試料は、通常、生物学的試料である。語句「生物学的試料」は、例えば、体
液、身体組織、身体化合物及び培養培地等のあらゆる生物学的材料を指す。試料は、あら
ゆる供給源からの固体、半固体又は流体（液体又は気体）であってよい。一部の実施形態
では、試料は、身体排泄物、身体吸引物（ａｓｐｉｒａｎｔ）、身体切除物（ｅｘｃｉｓ
ａｎｔ）又は身体抽出物（ｅｘｔｒａｃｔａｎｔ）であってよい。身体は、通常、哺乳類
のものであり、及び一部の実施形態では身体はヒトの身体である。身体排泄物は、例えば
、尿、糞便、大便、膣粘液、精液、涙、息、汗、水ほう液及び炎症性浸出液等の、身体か
ら排泄される物質である（が、それらは、また、切除物（ｅｘｃｉｓｉｏｎ）又は抽出物
（ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ）によって得られてもよい）。身体切除物（ｅｘｃｉｓａｎｔｓ
）は、例えば、皮膚、毛髪、並びに臓器及び他の身体部分からのバイオプシーを始めとす
る組織試料等の身体から切除された物質である。身体吸引物（ａｓｐｉｒａｎｔｓ）は、
例えば、粘膜、唾液及び痰等の身体から吸引された物質である。身体抽出物（ｅｘｔｒａ
ｃｔａｎｔｓ）は、例えば全血、血漿、血清、髄液、脳脊髄液、リンパ液、滑液及び腹水
等の身体から抜き取られた物質である。一部の実施例では、試料は全血、血漿又は血清で
ある。
【００５６】
　アッセイに先立って又はアッセイ中の幾つかの瞬間において、細胞を溶解し及び／又は
内在性の（ｅｎｄｏｇｅｎｅｏｕｓ）結合物質から免疫抑制薬を放出するために、試料を
１以上の前処理に供してもよい。細胞の溶解は、溶血剤を使用することによって達成され
てもよい。溶血剤は、赤血球の膜の一体性を崩壊させることによって、その細胞の細胞内
内容物を放出させる化合物又は化合物の混合物である。溶血剤としては、これらに限定さ
れないが、例えば、非イオン性界面活性剤、アニオン性界面活性剤、両性界面活性剤、低
イオン強度水溶液（低張液）、細菌剤及び補体依存性溶解を引き起こす抗体が挙げられる
。
【００５７】
　溶血剤として利用し得る非イオン性界面活性剤としては、合成界面活性剤及び天然界面
活性剤の両方が挙げられる。合成界面活性剤の例としては、ＴＲＩＴＯＮ（商標）Ｘ－１
００、ＴＲＩＴＯＮ（商標）Ｎ－１０１、ＴＲＩＴＯＮ（商標）Ｘ－１１４、ＴＲＩＴＯ
Ｎ（商標）Ｘ－４０５、ＴＲＩＴＯＮ（商標）ＳＰ－１３５、ＴＷＥＥＮ（登録商標）２
０（ポリオキシエチレン（２０）ソルビタンモノラウレート）、ＴＷＥＥＮ（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）、ＤＯＷＦＡＸ（登録商
標）、ＺＯＮＹＬ（登録商標）、ペンタエリスリチルパルミテート、ＡＤＯＧＥＮ（登録
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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、ＴＥＲＧＩＴ
ＯＬ（登録商標）ＮＰ－９、ＧＡＦＡＣ（登録商標）（ＲＨＯＤＡＦＡＣ（登録商標）、
例えば、α－ドデシル－ω－ヒドロキシポリ（オキシ－１，２－エタンジイル）ホスフェ
ート）等の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、及びＥＰ１１
０（登録商標）等が挙げられる。溶血剤として利用し得る天然の界面活性剤としては、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、ホスファチデート、中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、セラミド等が挙げられる。
１以上の合成界面活性剤又は１以上の天然界面活性剤の組み合わせ、及び合成界面活性剤
と天然界面活性剤との組み合わせも利用し得る。
【００５８】
　利用される溶血剤の性質及び量又は濃度は、例えば、試料の性質、免疫抑制薬の性質、
その他の試薬成分の性質及び反応条件のうちの１つ以上に依存する。溶血剤の量は、少な
くとも赤血球の溶解を生じさせて細胞の内容物を放出するのに十分な量である。一部の実
施例では、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％（パーセントは重量／体積）で
ある。
【００５９】
　放出剤は、内在性の結合部位から免疫抑制薬を除去置換する化合物又は化合物の混合物
である。放出剤は、内在性の結合部位から免疫抑制薬の代謝物を除去置換することができ
、また多くの場合、除去置換する。多くの実施例において、放出剤は、内在性の結合タン
パク質に対して高い結合親和性を有し、その結果、放出剤は、内在性の結合タンパク質か
ら免疫抑制薬、及び所望される場合にはその代謝物、を容易に除去置換する。加えて、放
出剤は、アッセイに使用される薬物のためのモノクローナル抗体には、なんら有意な程度
にまでは結合しない。語句「何ら有意な程度にまで結合しない」は、その結合の程度が、
薬物についての正確なアッセイが行なわれ得る程度に十分に低くなければならないという
ことを意図している。従って、放出剤は、アッセイ抗体に対して有意に結合することなく
所望の除去置換結果を達成するいずれの部位であっても、単一の化合物又は化合物の混合
物のいずれであってもよい。
【００６０】
　一部の実施例では、放出剤は、構造的類縁体を始めとする免疫抑制薬の類縁体である。
免疫抑制薬類縁体は、結合タンパク質から類縁の免疫抑制薬を除去置換することができる
が、その免疫抑制薬のモノクローナル抗体については、何ら実質的な程度にまでは競合し
ない、修飾された薬物である。修飾によって、免疫抑制薬類縁体を別の分子に結合させる
ための手段がもたらされる。一実施例では、免疫抑制薬類縁体は、例えば、連結基を介し
て別の分子に接合された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性を含
有する免疫抑制薬については、放出剤は、検出すべき免疫抑制薬に対するよりも内在性の
結合タンパク質に対して高い結合親和性を有し且つ免疫抑制薬のための抗体に対して有意
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の判
定においては、上記の要件を満たす限り、放出剤としてタクロリムスのエステルを利用し
てよい。構造的類縁体は、免疫抑制薬と同一の又は同様の構造的又は空間的特徴を有する
部位であり、免疫抑制薬の類縁体と同じ又は同様の結果をもたらす。構造的類縁体は、例
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えば免疫抑制薬に関連する別の化合物であってよい。例えば、タクロリムスの判定におい
ては、シロリムスのエステルを放出剤として採用してよい。エステルは、例えば、カルバ
メート、カーボネート、Ｃ１～Ｃ６カルボン酸のエステル等であってよい。例えば米国特
許第７，１８６，５１８号参照のこと。この特許の関連する開示が参照によって本明細書
に組み込まれる。放出剤の他の例としては、シクロスポリンＡのための［Ｔｈｒ２、Ｌｅ
ｕ５、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が挙げられる。例えば米国特許第６，１８７，５４７
号参照のこと。この特許の関連する開示が参照によって本明細書に組み込まれる。
【００６１】
　媒体中の放出剤の濃度は、内在性の結合部位から免疫抑制薬そして幾つかの場合には免
疫抑制薬の代謝物を除去置換して、薬物及び代謝物を上述したような薬物のための抗体に
アクセス可能として結合するという所望の結果を達成するのに十分な濃度である。利用さ
れる放出剤の量又は濃度は、例えば、試料の性質、免疫抑制薬の性質、薬物代謝物の性質
、他の試薬成分の性質及び反応条件のうちの１つ以上に依存する。一部の実施形態では、
放出剤の量は、約０．０００００１％～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（パーセントは重量／体積）である。
【００６２】
　アッセイはイムノアッセイであり、アッセイ成分の又は産生物のうちのいずれかの分離
なしで（均一系）又は分離を伴って（不均一系）行なわれてよい。均一系又は不均一系の
アッセイは、中庸のｐＨ、一般には最適なアッセイ感度を提供するｐＨの水性緩衝媒体中
で行なわれる。水性媒体は、水単独であっても又は０．１～約４０体積％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、又は約５～約１０の範囲、又
は約６．５～約９．５の範囲となる。ｐＨは、通常、モノクローナル抗体と免疫抑制薬と
の最適な結合と、例えばシグナル生成系の構成要素等の、アッセイの他の試薬のために最
適なｐＨとの間での妥協点となる。
【００６３】
　所望のｐＨを達成し、判定の間、そのｐＨを維持するために種々の緩衝剤を使用してよ
い。緩衝剤の例としては、ホウ酸塩、リン酸塩、カルボン酸塩、トリス、バルビタール等
が挙げられる。利用される具体的な緩衝剤は、本発明のためには重要ではないが、個々の
アッセイにおいて個別の緩衝剤が好ましいこともある。上記の方法においては、種々の補
助的な物質を利用してよい。例えば、緩衝剤に加えて、媒体は、媒体のための、そして利
用される試薬のための、安定剤を含んでいてもよい。多くの場合は、これらの添加剤に加
えて、例えば、アルブミン等のタンパク質；ホルムアミド等の有機溶媒；第四級アンモニ
ウム塩；硫酸デキストラン等のポリアニオン；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が含まれ得る。
【００６４】
　１以上のインキュベーション期間を、上述した種々の試薬の添加の間の任意の間隔を始
めとする１種以上の間隔をあけて、媒体に適用してよい。媒体は、通常、試薬の種々の構
成成分の結合が起こるのに十分な温度で十分な時間に亘り、インキュベートされる。本方
法を行なうために、通常、中庸の温度、そして普通は測定の期間中、一定の温度、好まし
くは室温、が採用される。インキュベーション温度は、約５℃～約９９℃、又は約１５℃
～約７０℃、又は約２０℃～約４５℃の範囲である。インキュベーションの期間は、約０
．２秒～約６時間、又は約２秒～約１時間、又は約１～約５分、の範囲である。この期間
は、媒体の温度と種々の試薬の結合速度とに依存するが、この結合速度は、会合速度定数
、濃度、結合定数及び解離速度定数によって決まる。測定中の温度は、約１０℃～約５０
℃、又は約１５℃～約４０℃の範囲である。
【００６５】
　検定され得る免疫抑制薬被検体の濃度は、一般に、約１０－５～約１０－１７Ｍ、又は
約１０－６～約１０－１４Ｍで変動する。通常は、そのアッセイが（試料中に存在する被
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検体の量に対して）定性的、半定量的又は定量的のいずれであるか、特定の検出技術及び
被検体の濃度等を検討することによって、種々の試薬の濃度が決定される。
【００６６】
　アッセイ媒体中の種々の試薬の濃度は、一般に、免疫抑制薬被検体の対象濃度範囲によ
って決定されることになる。しかしながら、各試薬の終濃度は、通常、上記範囲に亘りア
ッセイの感度を最適化するように経験的に決定される。即ち、有意な被検体の濃度変化に
よって、正確に測定可能なシグナル差が生じなければならない。シグナル生成系の性質及
び免疫抑制剤被検体の性質等を検討することによって、通常、種々の試薬の濃度が決まる
。
【００６７】
　添加の順序は広く変更されてよいが、アッセイの性質に応じて特定の優先順位が存在す
るであろう。添加の最も単純な順序は、均一系アッセイの場合のように、全ての材料を同
時に添加して、アッセイ媒体がシグナルに与える影響を判定することである。或いは、試
薬を順番に組み合わせることもできる。所望により、上述したような各添加の後に、イン
キュベーション工程を行なってよい。
【００６８】
　上記で議論したアッセイにおいて、１以上の標識を利用してもよく、ここで、この標識
は、通常、シグナル生成系（「ｓｐｓ」）の一部である。標識の性質は、具体的なアッセ
イフォーマットによって決まる。ｓｐｓは、通常、１以上の構成成分を包含し、そのうち
少なくとも１つの構成成分が検出可能標識であり、その標識が、結合された及び／又は結
合されていない標識の量、即ち、検出すべき免疫抑制薬又は検出すべき免疫抑制薬の量を
反映する試薬に結合され又は結合されていない標識の量、に関係する検出可能な信号を生
成する。標識は、信号を生成し又は生成するように誘導され得る任意の分子であり、例え
ば、蛍光体、放射標識、酵素、化学発光体又は光増感剤であってよい。従って、信号は、
場合によっては、酵素活性、発光、光吸収又は放射能を検出することによって検出及び／
又は測定される。
【００６９】
　好適な標識としては、これらは例示であって限定されないが、β－ガラクトシダーゼ、
アルカリホスファターゼ、グルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ（「Ｇ６ＰＤ
Ｈ」）及び西洋ワサビペルオキシダーゼ等の酵素；リボザイム；ＱＢレプリカーゼ等のレ
プリカーゼ用基剤；プロモータ；染料；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
及びフルオレサミン等の蛍光体；量子ドットとして知られる半導体ナノ結晶中に存在する
ＣｄＳｅ及びＺｎＳから調製されるもののような複合体；イソルミノール等の化学発光体
；増感剤；補酵素；酵素基剤；１２５Ｉ、１３１Ｉ、１４Ｃ、３Ｈ、５７Ｃｏ及び７５Ｓ
ｅ等の放射性標識；ラテックス粒子、炭素粒子、例えばクロム粒子等の金属粒子等の磁性
粒子等の粒子；金属ゾル；微結晶；リポソーム；細胞等が挙げられる。これらは染料、触
媒又は他の検出可能な基で更に標識されてもよい。好適な酵素及び補酵素は、Ｌｉｔｍａ
ｎ他、米国特許第４，２７５，１４９号、第１９－２８欄、及びＢｏｇｕｓｌａｓｋｉ他
、米国特許第４，３１８，９８０号、第１０－１４欄に開示されている。また、好適な蛍
光体及び化学発光体は、Ｌｉｔｍａｎ他、米国特許第４，２７５，１４９号、第３０及び
３１欄に開示されている。これらは参照によって本明細書に組み込まれる。
【００７０】
　標識は、直接信号を生成することができ、従って、信号を生成するために追加の構成成
分は必要ない。数多くの有機分子、例えば蛍光体、は紫外線及び可視光線を吸収すること
ができ、その際、その光吸収によってエネルギーがこれらの分子に移動して、それらを励
起エネルギー状態へと励起させる。こうして吸収されたエネルギーは、第２波長における
発光によって散逸される。直接信号を生成するその他の標識としては、放射性アイソトー
プ及び染料が挙げられる。
【００７１】
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　或いは、標識は信号を生成するために他の構成成分を必要とし、その場合、シグナル生
成系は、測定可能な信号を生成するために必要とされる全ての構成成分を含む。このよう
な他の構成成分としては、基剤、補酵素、増強剤、追加の酵素、酵素生成物と反応する物
質、触媒、活性剤、補助因子、阻害剤、捕捉剤、金属イオン、及び信号生成物質の結合に
必要な特異的結合物質を挙げてよい。好適なシグナル生成系の詳細な議論は、参照により
本明細書に組み込まれる、Ｕｌｌｍａｎ他、米国特許第５，１８５，２４３号、第１１－
１３欄に見ることができる。
【００７２】
　標識若しくは他のｓｐｓ構成要素、又は１以上のモノクローナル抗体が支持体に結合さ
れ得る。モノクローナル抗体は、その結合が免疫抑制薬の領域と結合する能力を実質的に
妨げないことを唯一の条件として、当該技術分野において既知のいずれかの態様で固体支
持体に結合されてよい。一部の実施例では、標識若しくは他のｓｐｓ構成要素又はモノク
ローナル抗体は、固相に被着されるか若しくは直接共有結合されていてもよく、又は血清
アルブミン若しくは免疫グロブリン等のタンパク質を始めとするポリ（アミノ酸）、又は
例えばデキストラン若しくはデキストラン誘導体等の多糖（炭化水素）等の１以上のキャ
リア分子の層を有してもよい。また、固体支持体と連結すべき部位とを共有結合で連結す
るために連結基を使用してもよい。連結基は、免疫原の免疫抑制薬分子への連結のための
上述したようなものであってよい。支持体への結合の他の方法もまた利用されてよい。例
えば、固体支持体は、例えばアビジン又は抗体等の小分子のための結合剤のコーティング
を有していてもよく、この場合、例えばビオチン又はハプテン等の小分子が、連結すべき
部位に結合されてもよく、又はその逆でもよい。構成成分の支持体の表面への結合は直接
であっても又は間接的であってもよく、共有結合でも非共有結合でもよく、文献において
一般に利用可能である周知の技術によって達成され得る。例えば、「Ｉｍｍｏｂｉｌｉｚ
ｅｄ　Ｅｎｚｙｍｅｓ（固定化酵素）」Ｉｃｈｉｒｏ　Ｃｈｉｂａｔａ、Ｈａｌｓｔｅｄ
　Ｐｒｅｓｓ、ニューヨーク（１９７８年）及びＣａｕｔｒｅｃａｓａｓ、Ｉ　Ｂｉｏｌ
．Ｃｈｅｍ．２４５巻、３０５９頁（１９７０年）参照のこと。
【００７３】
　支持体は、有機又は無機の、固体又は流体の、透明又は部分的に透明であってよい水不
溶性材料で構成されてよい。支持体は、例えば、ビーズ等の粒子、フィルム、膜、管、ウ
ェル、ストリップ、棒、例えば板等の平面、及びデンドリマー（ＤＥＮＤＲＩＭＥＲＳ）
のような、様々な形状を有することができる。アッセイの種類によって、支持体は利用さ
れる媒体中に懸濁されていてもいなくてもよい。これは例示であって限定されるものでは
ないが、懸濁可能な支持体の例として、例えばラテックス等の高分子材料、脂質二重層又
はリポソーム、油滴、細胞、及びヒドロゲル、並びに磁性粒子がある。他の支持体組成物
としては、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、ポリメタクリレート、ポリ（エチレンテレフタレート）、ナイロン、
ポリ（酪酸ビニル）等のポリマーが挙げられ、それらはそれ自体で又は他の材料と接合さ
せて用いられる。
【００７４】
　支持体は粒子であってよい。粒子は、約０．０２ミクロン以上、約１００ミクロン以下
の平均直径を有するべきである。一部の実施形態では、粒子は、約０．０５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、膨潤性又は非膨潤性の、多孔質又は非多孔質であり、好ましくは水に近い
密度、一般には約０．７ｇ／ｍＬ～約１．５ｇ／ｍＬの密度、を有し、且つ透明、部分的
に透明、又は不透明であり得る材料で構成される。粒子は、例えば細胞並びに微生物、例
えば赤血球、白血球、リンパ球、雑種細胞、連鎖球菌、黄色ブドウ球菌、及び大腸菌、ウ
ィルス等の生物学的材料であり得る。粒子は、また、有機及び無機ポリマー、リポソーム
、ラテックス粒子、磁性又は非磁性粒子、リン脂質小胞、カイロミクロン、リポタンパク
質等から構成される粒子であってもよい。一部の実施例では、粒子はクローム粒子又はラ
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テックス粒子である。
【００７５】
　ポリマー粒子は、付加ポリマー又は縮合ポリマーから形成されてもよい。このような粒
子は、水性媒体に容易に分散可能となり、また、吸着性であることができ、又は免疫抑制
薬のためのモノクローナル抗体に対する直接若しくは連結基を介した間接的な接合を可能
とするように官能化することが可能である。連結基は、免疫抑制薬分子に対する免疫原の
連結のために上述したようなものであってよい。粒子は、また、天然の材料、合成的に修
飾された天然の材料及び合成材料から誘導されてもよい。多糖、特に、セファロースとし
て入手可能なアガロース、セファデックス及びセファクリルとして入手可能なデキストラ
ン、セルロース、デンプン等のような架橋された多糖；ポリスチレン、ポリビニルアルコ
ール、アクリレート及びメタクリレートの誘導体、特にフリーのヒドロキシル官能性を有
するエステル及びアミド、のホモポリマー及びコポリマー等の付加ポリマー等が、特に興
味深い有機ポリマーとして挙げられる。
【００７６】
　標識及び／又は他のｓｐｓ構成要素は、２つの異なるモノクローナル抗体の一方又は両
方に結合され得る。標識のｓｂｐ構成要素への結合は、標識の水素原子のモノクローナル
抗体に対する結合による置換をもたらす化学反応によって達成されてよく、又は標識とモ
ノクローナル抗体との間の連結基を含んでいてもよい。連結基は、免疫抑制薬分子に対す
る免疫原の連結のために上述したようなものであってよい。他のｓｐｓ構成要素も、また
、モノクローナル抗体に共有結合されていてよい。例えば、蛍光体及び消光剤のような２
つのｓｐｓ構成要素が、それぞれ、モノクローナル抗体に結合されてよく、この際、蛍光
体が一方のモノクローナル抗体に結合し、消光剤が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、サンドイッチ複合体の
形成によって蛍光体及び消光剤が接近させられ、これによって消光剤が蛍光体と相互作用
して信号を生成する。接合方法は当該技術分野で周知である。例えば、Ｒｕｂｅｎｓｔｅ
ｉｎ他、米国特許第３，８１７，８３７号を参照のこと。この特許は、参照によって本明
細書に組み込まれる。
【００７７】
　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、グルコース－６－ホ
スフェートデヒドロゲナーゼ、ラクテートデヒドロゲナーゼ等の脱水素酵素並びに過酸化
水素の生成及びその過酸化水素を使用する染料前駆体の染料への酸化に関わる酵素である
。具体的な組み合わせとしては、過酸化水素を利用して染料前駆体を酸化する酵素、即ち
、西洋ワサビペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ、又はミクロペルオキシダーゼ
等の過酸化酵素、と連結された、糖質酸化酵素、例えばグルコース及びガラクトースオキ
シダーゼ、又はウリカーゼ及びキサンチンオキシダーゼ等の複素環酸化酵素が挙げられる
がこれらに限定されない。更なる酵素組み合わせが当該技術分野で既知である。標識とし
て単一の酵素を使用する場合、加水分解酵素、転移酵素及び酸化還元酵素等の他の酵素、
好ましくはアルカリホスファターゼ及びベータガラクトシダーゼ等の加水分解酵素、が用
いられてもよい。或いは、ホタルルシフェラーゼ及び細菌ルシフェラーゼ等の発光酵素を
使用してもよい。
【００７８】
　用いられる補酵素の例としては、ＮＡＤ［Ｈ］、ＮＡＤＰ［Ｈ］、リン酸ピリドキサー
ル、ＦＡＤ［Ｈ］、ＦＭＮ［Ｈ］等が挙げられ、通常、補酵素は環化反応に関わる。例え
ば、米国特許第４，３１８，９８０号を参照のこと。この特許は、参照によって本明細書
に組み込まれる。
【００７９】
　シグナル生成系の活性化はシグナル生成系構成要素の性質に依存する。光によって活性
化されるこれらのシグナル生成系の構成要素については、その構成要素に光を照射する。
粒子の表面に存在するシグナル生成系の構成要素については、塩基の添加が活性化をもた
らし得る。他の活性化法は、本明細書における開示を考慮すると、当業者に示唆されるで
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あろう。放射性標識、酵素などの標識に関連する系のような幾つかのシグナル生成系につ
いては、活性化のための剤は必要ではない。酵素系については、基剤及び／又は共因子の
添加が必要となる場合がある。
【００８０】
　信号の存在及び量の試験は、また、一般には単に信号を読み取る工程である、信号の検
出も包含する。信号は、通常、機器を使用して読み取られるが、機器の性質は、信号の性
質に依存する。機器は、分光光度計、蛍光光度計、吸光光度計、ルミノメータ、化学ルミ
ノメータ、感度計、写真機器等であってよい。検出される信号の存在及び量は、試料中に
存在するシロリムス化合物の存在及び量に関連付けられる。測定中の温度は、約１０～約
７０℃、又は約２０～約４５℃、又は約２０～約２５℃の範囲であってよい。１つのアプ
ローチでは、既知の濃度のスクリーニングすべき被検体を用いて標準曲線が形成される。
上述したように、標準物質及び他の対照物質を使用してもよい。
【００８１】
　語句「免疫抑制薬の量を測定すること」とは、免疫抑制薬の定量的、半定量的及び定性
的判定を言う。定量的、半定量的及び定性的な方法並びに免疫抑制薬を判定するための他
の全ての方法は、免疫抑制薬の量を測定する方法とみなされる。例えば、単にその免疫抑
制薬を含有することが疑われる試料における免疫抑制薬の存非を検出する方法は、本開示
の範囲内に含まれるものとみなされる。用語「検出すること」及び「判定すること」とは
、測定することの他の一般の同義語とともに、本開示の範囲内に含まれることが企図され
ている。
【００８２】
　本明細書に記載される原理に従う一実施例では、免疫抑制薬の領域に特異的なモノクロ
ーナル抗体のうちの一方を支持体に結合させ、前記一方のモノクローナル抗体が結合する
免疫抑制薬の範囲から空間的に離間された、免疫抑制薬の領域に特異的なモノクローナル
抗体の他方を、例えば標識等のｓｐｓ構成要素に結合させる。免疫抑制薬を含有すること
が疑われる試料を好適な媒体中で２つの接合モノクローナル抗体と組み合わせて、その媒
体をインキュベートする。その後、２つの異なるモノクローナル抗体と試料からの免疫抑
制薬とによって形成される免疫複合体の存在及び量のうちの１つ又は両方について、媒体
を試験する。支持体は試験に先立って媒体から分離されても分離されなくてもよい。媒体
中又は支持体上の標識の存在及び／又は量を判定することによって、免疫複合体の存在及
び／又は量が判定される。
【００８３】
　特定の一実施例では、捕捉アッセイが利用される。このアッセイフォーマットでは、一
方のモノクローナル抗体を、例えばクローム（二酸化クロム）粒子等の磁性粒子に共有結
合させる。試料をこれらの粒子とともにインキュベートして、試料中の免疫抑制薬を磁性
粒子上の前記モノクローナル抗体に結合させる。その後、例えばβ－ガラクトシダーゼ等
の酵素に接合された第２のモノクローナル抗体を磁性粒子とともにインキュベートする。
磁力を適用し磁性粒子を洗浄した後、磁性粒子に結合された酵素の量を測定し、試料中の
免疫抑制薬の存在及び／又は量に直接関連付ける。このアプローチでは、レポーター酵素
の基剤を最終反応容器に加えて、酵素活性を分光光度計により経時的な吸光度の変化とし
て測定する。
【００８４】
　代替のアプローチでは、磁性粒子試薬を過剰量で、即ち試料中に存在すると思われる免
疫抑制薬の全てと結合するのに必要な量よりも多い量で、加える。その後、磁力を適用し
て磁性粒子を媒体から分離し、磁性粒子を洗浄し、アッセイ媒体中に再懸濁させる。第２
のモノクローナル抗体に接合された酵素を加えて、媒体をインキュベートした後、上述し
たように信号を判定する。
【００８５】
　別の実施例では、これは例示であって限定されるものではないが、粒子中に組み込む又
は粒子に付着させるなどによってその粒子に結合された化学発光化合物を含有する化学発
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光粒子が利用される。免疫抑制薬のためのモノクローナル抗体の一方を、粒子に被着され
た多糖を介するなどして前記粒子に結合する。免疫抑制薬に結合する他方のモノクローナ
ル抗体はビオチン接合体の一部とする。光増感剤が結合された粒子の第２のセットにスト
レプトアビジンを接合する。上記化学発光粒子を免疫抑制薬を含有することが疑われる試
料及び上記光増感剤粒子と混合する。反応媒体をインキュベートし、モノクローナル抗体
の免疫抑制薬への結合によって、それらの粒子を免疫抑制薬に結合させる。その後、媒体
に光照射して光増感剤を励起させるが、光増感剤はその励起状態において酸素を一重項状
態に活性化させることができる。粒子のセットのうちの一方の化学発光化合物は、このと
き、免疫抑制薬の存在によって光増感剤に近接しているため、一重項酸素によって活性化
されて発光する。次いで、この媒体を輝度又は発光の存在及び／又は量について試験し、
その存在は試料中における免疫抑制薬の存在及び／又は量に関連付けられる。
［アッセイを実施するためのキット］
【００８６】
　特定のアッセイを行なうための試薬は、例えば免疫抑制薬被検体等の小分子の判定のた
めのアッセイを簡便に行なうために有用なキット中に存在してよい。一実施例では、キッ
トは、被検体を分析するための試薬をパッケージングされた組み合わせとして含み、その
性質は詳細なアッセイフォーマットに依存する。試薬は、例えば、本明細書に記載される
原理に従う１以上のモノクローナル抗体を含んでいてよく、モノクローナル抗体は、標識
又は支持体に接合されていてもよい。試薬類の交差反応性及び安定性に依り、試薬は、そ
れぞれ別々の容器中に収容されてもよく、又は種々の試薬が１以上の容器中に組み合わさ
れていてもよい。キットは、更に、追加の結合メンバー及び補助的な試薬等の、アッセイ
を行なうための、他の別個にパッケージされた試薬を含んでいてもよい。
【００８７】
　本方法の間に起こる必要がある反応を実質的に最適化する試薬の濃度を提供し、更にア
ッセイの感度を実質的に最適化するために、キット中の種々の試薬の相対的な量は様々と
することができる。適切な環境下では、キット中の試薬の１つ以上が、賦形剤を含有し、
通常は、凍結乾燥された乾燥粉末として提供され得る。この乾燥粉末は、溶解時に、方法
又はアッセイを行なうのに適切な濃度を有する試薬溶液を提供することになる。キットは
、更に、上述したような本実施形態に従う方法の説明書を含み得る。
【００８８】
　語句「少なくとも」は、本明細書で使用する場合、特定される品目の数が示された数以
上であってよいということを意味する。語句「約」は、本明細書で使用する場合、示され
た数がプラス又はマイナス１０％だけ異なる場合があることを意味し、例えば「約５」は
４．５～５．５の範囲を意味する。「第１」及び「第２」の指定は、完全に任意であって
、例えば「第１及び第２モノクローナル抗体」、又は「第１のモノクローナル抗体」及び
「第２のモノクローナル抗体」のような、上記の言語が関係する群の構成要素内において
、何らかの順序又は格付けを示唆することは意図していない。
【００８９】
　下記の実施例は、本発明の特定の実施形態を、限定としてではなく例示として、更に説
明し、本発明の範囲又は本明細書に添付された特許請求の範囲を限定としてではなく例示
として記述することが意図されている。本明細書に開示された部又は百分率は、特に指定
のない限り体積基準である。
【実施例】
【００９０】
　全ての化学品は特に記述のない限り、シグマアルドリッチ社（Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉ
ｃｈ　Ｃｏｍｐａｎｙ）（ミズーリ州セントルイス）から購入した。
【００９１】
　試験は、シーメンス社（Ｓｉｅｍｅｎｓ）（デラウェア州ニューアーク）から入手可能
なＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）ＲｘＬ分析器を用いて行った。サンドイッチイムノア
ッセイフォーマットを用いた酵素検出システムを使用して上記の機器を利用した。本明細
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書で使用し及び下記でより詳細に議論するサンドイッチ法の実施形態では、酵素に接合さ
れた標識抗体（Ａｂ）（接合体）と患者試料中のシロリムス薬物（ＳＩＲＯ）との結合及
びこれに引き続く得られた免疫複合体とクローム粒子上の捕捉抗体との結合によって、患
者試料中のシロリムスの量が判定された。未結合のタグ抗体酵素接合体は、３－４回の混
合／洗浄及び磁気分離のサイクルによって自動的に除去された。クローム粒子上に残存す
る接合体からの酵素活性が測定されたが、これは、患者試料中におけるシロリムスの量と
正比例した。
【００９２】
定義
ｍｇ＝ミリグラム
ｇ＝グラム
ｎｇ＝ナノグラム
ｍＬ＝ミリリットル
μＬ＝マイクロリットル
ｍｍｏｌ＝ミリモル
μｍｏｌ＝マイクロモル
℃＝摂氏度
ｍｉｎ＝分
ｓｅｃ＝秒
ｈｒ＝時間
ｗ／ｖ＝重量／体積
ｖ／ｖ＝体積／体積
ＴＬＣ＝薄層クロマトグラフィ
ＨＰＬＣ＝高速液体クロマトグラフィ
ＵＶ＝紫外線
ＥｔＯＡｃ＝酢酸エチル
ＭｅＯＨ＝メタノール
ＤＭＦ＝ジメチルホルムアミド
ＤＩ＝脱イオン化された
ＴＨＦ＝テトラヒドロフラン
ＮＨＳ＝Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド
ＤＣＣ＝Ν，Ν－ジシクロヘキシルカルボジイミド
ＢＳＡ＝ウシ血清アルブミン
ＢＧＧ＝ウシガンマグロブリン
ＭＳ＝質量分析法
ＳＩＲＯ＝シロリムス
ｒｏｔｏｖａｐ＝ロータリーエバポレータ
【００９３】
（実施例１）
（シロリムスに対するモノクローナル抗体の調製）
（Ｃ－３２－シロリムスオキシム及びＣ－２６－シロリムスオキシム（ＩＶａ及びＩＶｂ
）の調製（図６））
　シロリムス（Ｉ）（６５３．６ｍｇ、０．７１５ｍｍｏｌ）及びカルボキシメトキシア
ミンヘミ塩酸塩（２３４．４ｍｇ、２．１４ｍｍｏｌ）のＭｅＯＨ（２０ｍＬ）中の溶液
に酢酸ナトリウム（１８１．８ｍｇ、３．１ｍｍｏｌ）を加える。反応混合物を窒素雰囲
気下で室温（２３℃）で一晩（１８ｈｒ）撹拌する。ＴＬＣ分析により反応の完了が示さ
れた（ＴＬＣ、シリカゲルプレート、ＣＨ２Ｃｌ２／ＭｅＯＨ＝９／１）。ＣＨ２Ｃ１２

（８０ｍＬ）及びＤＩ水（２０ｍＬ）を混合物に加え、混合物を１０分間攪拌する。ＣＨ

２Ｃ１２層を分離する。水層をＣＨ２Ｃ１２（３×３０ｍＬ）で抽出する。ＣＨ２Ｃ１２

溶液を合一してＤＩ水で洗浄し（２×４０ｍＬ）Ｎａ２ＳＯ４で乾燥し、濾過しｒｏｔｏ
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ｖａｐで濃縮してＣ－３２－シロリムスオキシムとＣ－２６－シロリムスオキシムとの混
合物（ＩＶａ及びＩＶｂ、６２２ｍｇ）を得る。
【００９４】
（Ｃ－２６－シロリムスオキシム（ＩＶａ）の単離（図６））
　Ｃ－３２－シロリムスオキシムとＣ－２６－シロリムスオキシムとを分離するための最
適なＴＬＣ条件（シリカゲル、ＥｔＯＡｃ／ヘキサン／ＭｅＯＨ＝５／２／１、ＲｆＣ－
３２－オキシム＝０．５９、ＲｆＣ－２６－オキシム＝０．５１）を開発し、ＢＩＯＴＡ
ＧＥ（登録商標）ＩＳＯＬＥＲＡ（商標）ワンフラッシュクロマトグラフィシステム（Ｊ
ｏｈｎ　Ｍｏｒｒｉｓ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ、ニューサウスウェールズ州チャッツウッ
ド）に成功裡に適用する。Ｃ－３２－シロリムスオキシムとＣ－２６－シロリムスオキシ
ムとの混合物（ＩＶａ及びＩＶｂ、６２２ｍｇ）をＣＨ２Ｃ１２（５ｍＬ）中に溶解する
。このＣＨ２Ｃ１２溶液をＢＩＯＴＡＧＥ（登録商標）ＩＳＯＬＥＲＡ（商標）ワンフラ
ッシュクロマトグラフィシステムに付随するカートリッジ（シリカ、５０ｇＳＮＡＰ　Ｕ
ｌｔｒａ）に溶出させる。このシステムを、混合溶媒を用い２５ｍＬ／ｍｉｎの流速で、
作動させる。カートリッジから回収した全ての画分をＴＬＣ（ＥｔＯＡｃ／ヘキサン／Ｍ
ｅＯＨ＝５／２／１）によりチェックする。ＴＬＣ分析に基づき、より極性の高い純粋な
画分（ＲｆＣ－２６－オキシム＝０．５１）を合一して濃縮し、Ｃ－２６－シロリムスオ
キシム（ＩＶａ）（１９７ｍｇ）を得る。この化合物のＨＰＬＣ－ＵＶ分析により９５％
の純度が示される。
【００９５】
（Ｃ－２６－シロリムスオキシム－ＢＳＡ接合体（Ｖａ）（図７においてＲ５＝ＢＳＡ）
の調製）
　ＩＶａ（１６７．９７ｍｇ、０．１７ｍｍｏｌ）のＴＨＦ／ＤＭＦ（８ｍＬのＴＨＦ、
０．４ｍＬのＤＭＦ）中溶液に、ＮＨＳ（４１．８ｍｇ、０．３５ｍｍｏｌ）及びＤＣＣ
（７０．９ｍｇ、０．３４ｍｍｏｌ）を加える。反応混合物を窒素雰囲気下、室温で撹拌
する。生成物のＮＨＳエステルは、ＴＬＣ分析において、化合物ＩＶａよりもやや極性が
低い。反応中に形成される白色固体を濾過し、次いでＥｔＯＡｃで洗浄する。溶媒を除去
したのち、反応混合物をＥｔＯＡｃに再溶解して濾過する。溶媒を留去して淡黄色の固体
を得、これを高真空下で１時間保持する。
【００９６】
　この活性化ハプテンＮＨＳエステル（薄黄色固体）をＤＭＦ（１ｍＬ）中に溶解し、こ
の溶液を、氷浴中で、ホスフェート緩衝塩水（ＰＢＳ）バッファ（０．１Ｍ　ＮａＨ２Ｐ
Ｏ４／Ｎａ２ＨＰＯ４、ｐＨ８）（１４ｍＬ）中のＢＳＡ（１２０ｍｇ）に滴下添加する
。室温で１時間撹拌した後、溶液のｐＨをＮａＯＨ（ＩＮ）を用いてｐＨ８に調節し、混
合物をコールドルーム（４℃）で一晩撹拌する。ＢＳＡ接合体を、ＰＢＳバッファ（０．
１Ｍ　ＮａＨ２ＰＯ４／Ｎａ２ＰＯ４、ｐＨ７）で平衡化したＳＥＰＨＡＤＥＸ（登録商
標）Ｇ－２５カラム（Ｃ２６ｘ７０）を通して精製し、同じＰＢＳバッファで溶出する。
２８０ｎｍでＵＶ検出器を用いてカラムから溶出された画分をモニタリングする。ＢＳＡ
接合体と非接合ハプテンＩＶａとの明白な分離が観察される。ＢＳＡ接合体（Ｖａ）含有
画分を貯留して、総量が５７ｍＬとなった。ＢＣＡタンパク質濃度アッセイ（Ｐｉｅｒｃ
ｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ、イリノイ州ロックフォード）により、Ｖａの濃度が２
．５２ｍｇ／ｍＬであることが判定される。
【００９７】
（シロリムスのドメインＤ１に結合するモノクローナル抗体の調製）
　シロリムス分子のドメインＤ１に結合するモノクローナル抗体を以下のように調製する
。免疫原は上述のように調製したＢＳＡ接合体Ｖａである。この免疫原を用いてＢａｌｂ
／ｃマウスを免疫する。１回目の免疫は、腹腔内において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ラートアジュバント（ＲＩＢＩ　ＭＰＬ＋ＴＤＭエマルショ
ン、ＲＩＢＩ　ＩｍｍｕｎｏＣｈｅｍ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｃ．、モンタナ州ハミル
トン）を用い体積２００μＬ中２５μｇで行なう。５週間後、２００μＬのモノホスホリ
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ルリピドＡ及び合成トレハロースジコリノミコラートアジュバント中の２５μｇの免疫原
により腹腔内において追加免疫を与える。その後、更に８週間後、静脈内及び腹腔内で２
００μＬのハンクス平衡塩類溶液中２５μｇの免疫原による融合前追加免疫（ｐｒｅｆｕ
ｓｉｏｎ　ｂｏｏｓｔ）を与える。
【００９８】
　３日後、Ｐ３ｘ６３－ＡＧ８．６５３で示される非分泌マウスミエローマを用いた標準
的な方法によって融合を行なう。標準的な方法によってクローニングを行なう。
【００９９】
　以下のプロトコルに従う以下の逆ＥＬＩＳＡイムノアッセイ手順により、クローンをス
クリーニングする。ホスフェート緩衝塩水中５μｇ／ｍＬのポリクローナルヤギ抗マウス
ＩｇＧ（ＩｇＧ＋ＩｇＡ＋ＩｇＭ）（Ｚｙｍｅｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、カリフォ
ルニア州サウスサンフランシスコ）を１ウェル当たり１００μＬでプレートに被着する。
プレートの被着は、室温で２時間以上又は約４℃で一晩行なう。次いで、このプレートを
指ではじいて乾燥させ、１ウェル当たり３００μＬのブロッキングバッファ希釈液（ＰＢ
Ｓ中、０．５％ウシ血清アルブミン、０．０５％ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０）でブロッ
クする。プレートを振盪しながら室温で１５分以上インキュベートすることによってプレ
ートのブロッキングを行なう。次いでプレートを指ではじいて乾燥させる。その後、以下
のようにしてスクリーニングすべきモノクローナル抗体を各ウェルに加える：１ウェル当
たり５０μＬのブロッキングバッファ希釈液を、１ウェル当たり５０μＬの、融合生育プ
レート中の対応するウェルから移した培養上清とともに加えた。振盪しながら室温で約１
時間インキュベーションを行なう。ＴＩＴＥＲＴＥＣＫ　ＰＬＵＳ（登録商標）プレート
ウォッシャを用いＳ２０スタッカを用いて０．０５％のＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を有
するＰＢＳである洗浄バッファで、プレートを洗浄する。ブロッキングバッファ希釈液中
１：４，０００に希釈された、グルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナーゼに共有結
合されたシロリムス酵素接合体を、１ウェル当たり１００μＬ加える。振盪しながら室温
で約１時間インキュベーションを行なう。次いで、プレートを洗浄し、１ウェル当たり１
００μＬの体積で発色性溶液を加える。この発色性溶液は、０．５９３ｍＭのｐ－ヨード
ニトロテトラゾリウムバイオレット、０．０２ＭのＮＡＤ、０．０３３Ｍのグルコース－
６－ホスフェート、０．０５５ＭのＴｒｉｓ、０．０２％のナトリウムアジド、及び１：
４０００希釈のジアフォラーゼ（リポイルデヒドロゲナーゼ）を含有する。ＢＳＡを１％
（ｖ／ｖ）の５％ｗ／ｖＢＳＡ溶液で存在させる。ＢＳＡは、還元された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の防止を助けるために使用される。
【０１００】
　このスクリーニングによって、シロリムスのドメインＤ１に結合する好適なモノクロー
ナル抗体を産生するハイブリドーマが選択される。
【０１０１】
（溶血性の前処理溶液の調製）
　この前処理溶液は、５μｇ／ｍＬのＦＫ５０６、６．８ｍｇ／ｍＬのＰＩＰＥＳ（商標
）１．５ナトリウム塩、０．３ｍｇ／ｍＬのＥＤＴＡジナトリウム、１．０ｍｇ／ｍＬの
サポニン、０．２％のＰＲＯＣＬＩＮ（登録商標）３００、０．０２４ｍｇ／ｍＬのネオ
マイシン硫酸塩、及び０．９９ｍｇ／ｍＬのＮａＮ３を含有する（ｐＨ６．５）。最終反
応混合物中のＦＫ５０６の濃度は、１．１μｇ／ｍＬである。
【０１０２】
（タクロリムス及びシロリムスに結合するモノクローナル抗体の調製）
（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調製）
　タクロリムスモノオキシム（３２．３ｍｇ、３６．８μｍｏｌ）の１．０５ｍＬの無水
ジメチルホルムアミド中の溶液に１－エチル－３－（３－ジメチルアミノプロピル）カル
ボジイミド塩酸塩（ＥＤＡＣ）（１１ｍｇ、５７．４μΜ、１．５当量）及びＮ－ヒドロ
キシスクシンイミド（７．３ｍｇ、６３．４μΜ、１．７当量）を加える。タクロリムス
分子のＣ２２位で連結が生ずる。この反応液を、アルゴン下、室温で１時間撹拌する。次
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いで、こ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、純
度５４％）の、５．０ｍＬのホスフェート緩衝塩水（０．１Ｍ、ｐＨ８．０）及び０．２
５ｍＬのジメチルホルムアミド中溶液に滴下添加する。室温で２時間撹拌した後、得られ
た懸濁液をＰＢＳ（ホスフェート緩衝塩水）（１０ｍＭ、ｐＨ７．０）に対して透析する
（１×４Ｌ、４℃、２時間）。
【０１０３】
　次いで、得られた混合物を塩化メチレンで３回抽出して存在し得る痕跡量の未反応タク
ロリムスモノオキシムを除去する。ビシンコニン酸（ＢＣＡ）タンパク質アッセイ溶液を
用いて混合物の定量分析を行い、８ｍＬのＰＢＳ中、５０ｍｇの免疫原（１０ｍＭ、ｐＨ
７．０）を得る。
【０１０４】
　ＴＮＢＳ法（Ａ．Ｆ．Ｓ．Ａ、Ｈａｂｅｅｂ、Ａｎａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．１４巻、３
２８頁（１９６６年））を用いたハプテン数の判定によってハプテン数１，３００が得ら
れる。ドライアイス－アセトン浴を用いて免疫原を瞬時に凍結させ、保存のため、－２０
℃に保つ。
【０１０５】
　タクロリムスの３つの位置異性体（Ｃ３２位でＫＬＨに連結、Ｃ２４位でＫＬＨに連結
、Ｃ３２位及びＣ２４位でＫＬＨに連結）を含有する免疫原混合物を以下のようにして調
製する：タクロリムス（３０１．３ｍｇ）を丸底フラスコ中で１．５時間真空乾燥する。
このフラスコに、撹拌子、無水コハク酸（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）及びピリジン（２．０９３ｍ
Ｌ）を加える。反応混合物を窒素雰囲気下、室温（２４℃）で２４．５時間撹拌する。こ
の反応の生成物は、３つの位置異性体：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－ジスクシネートである。反応を
停止させて、溶媒をロータリエバポレーションにより除去し生成物を真空ポンプにより更
に２時間乾燥する。
【０１０６】
　バイアル瓶に、上記で得たタクロリムス－スクシネート混合物（２．５ｍｇ、２．８μ
ｍｏｌ）、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）を加える。混合物に蓋をして室温で撹拌する。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）を加える。バイア
ル瓶に蓋をして混合物を室温で撹拌した。
【０１０７】
　２時間後、混合物を蒸発乾固させる。得られた物質を無水Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミ
ド（２５０μＬ）中に溶解する。これを活性化ＦＫ５０６－スクシネートの作業溶液とす
る。
【０１０８】
　２０ｍＬのバイアル瓶中に、ＫＬＨ（８ｍｇ）の１０ｍＭホスフェートバッファ（ｐＨ
８）８ｍＬ中溶液及びＤＭＦ（１．５ｍＬ）を加える。この混合物を約４℃に冷却し、上
記で得た作業溶液２００μＬを上記冷却溶液に撹拌しながら滴下添加する。混合物を４℃
で１６～２４時間撹拌した後、水で３０ｍＬに希釈し、２枚のＣＥＮＴＲＩＣＯＮ（登録
商標）３０フィルタを用いて脱塩し、新鮮な水で更に３回再構成する。最終物質を水で１
０ｍＬに希釈する。タンパク質濃度をＢＣＡタンパク質アッセイ法により決定する。
【０１０９】
（タクロリムス及びシロリムスに対するモノクローナル抗体の調製）
　タクロリムス及びシロリムスの両方に結合するモノクローナル抗体を以下のようにして
調製する。免疫原は、上述のように調製したタクロリムス－キーホールリンペットヘモシ
アニン接合体である。この免疫原を使用してＢａｌｂ／ｃマウスを免疫する。１回目の免
疫は、腹腔内において、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ラー
トアジュバント（ＲＩＢＩ　ＭＰＬ＋ＴＤＭエマルション、ＲＩＢＩ　ＩｍｍｕｎｏＣｈ
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ｅｍ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｉｎｃ．、モンタナ州ハミルトン）を用い体積２００μＬ中、
２５μｇで行なう。５週間後、２００μＬのモノホスホリルリピドＡ及び合成トレハロー
スジコリノミコラートアジュバント中、２５μｇの免疫原により腹腔内において追加免疫
を与える。その後、更に８週間後、静脈内及び腹腔内で２００μＬのハンクス平衡塩類溶
液中、２５μｇの免疫原による融合前追加免疫（ｐｒｅｆｕｓｉｏｎ　ｂｏｏｓｔ）を与
える。
【０１１０】
　３日後、Ｐ３ｘ６３－ＡＧ８．６５３で示される非分泌マウスミエローマを用いた標準
的な方法によって融合を行なう。標準的な方法によってクローニングを行なう。
【０１１１】
　以下のプロトコルに従う以下の逆ＥＬＩＳＡイムノアッセイ手順により、クローンをス
クリーニングする。ホスフェート緩衝塩水中５μｇ／ｍＬのポリクローナルヤギ抗マウス
ＩｇＧ（ＩｇＧ＋ＩｇＡ＋ＩｇＭ）（Ｚｙｍｅｄ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ、カリフォ
ルニア州サウスサンフランシスコ）を用いて１ウェル当たり１００μＬでプレートをコー
ティングする。プレートのコーティングは室温で２時間以上又は約４℃で一晩行なう。プ
レートは、フィルムで包んで約４℃で数日間保存し得る。次いで、プレートを指ではじい
て乾燥させ、１ウェル当たり３００μＬのブロッキングバッファ希釈液（ＰＢＳ中、０．
５％ウシ血清アルブミン、０．０５％ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０）でブロックする。プ
レートを振盪しながら、室温で１５分以上インキュベートすることによってプレートのブ
ロッキングを行なう。次いで、プレートを指ではじいて乾燥させる。その後、スクリーニ
ングすべきモノクローナル抗体を以下のようにして各ウェルに加える：１ウェル当たり５
０μＬのブロッキングバッファ希釈液を、１ウェル当たり５０μＬの、融合生育プレート
中の対応するウェルから移した培養上清とともに加える。振盪しながら室温で約１時間イ
ンキュベーションを行なう。ＴＩＴＥＲＴＥＣＫ　ＰＬＵＳ（登録商標）プレートウォッ
シャを用いＳ２０スタッカを用いて洗浄バッファでプレートを洗浄する。洗浄バッファは
、０．０５％のＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を有するＰＢＳである。ブロッキングバッフ
ァ希釈液中１：４，０００に希釈された、グルコース－６－ホスフェートデヒドロゲナー
ゼに共有結合されたタクロリムスの酵素接合体を、１ウェル当たり１００μＬ加える。振
盪しながら室温で約１時間インキュベーションを行なう。次いで、プレートを洗浄し、１
ウェル当たり１００μＬの量で発色性溶液を加える。この発色性溶液は、０．５９３ｍＭ
のｐ－ヨードニトロテトラゾリウムバイオレット、０．０２ＭのＮＡＤ、０．０３３Ｍの
グルコース－６－ホスフェート、０．０５５ＭのＴｒｉｓ、０．０２％のナトリウムアジ
ド、及び１：４，０００希釈のジアフォラーゼ（リポイルデヒドロゲナーゼ）を含有する
。ＢＳＡを１（ｖ／ｖ）％の５（ｗ／ｖ）％ＢＳＡ溶液で存在させる。ＢＳＡは還元され
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の防止を助けるために使用
される。
【０１１２】
　このスクリーニングによって、好適なモノクローナル抗体を産生するハイブリドーマが
選択される。この抗体は、シロリムス及びタクロリムスの両方に結合するので、このモノ
クローナルをタグ抗体と称する。
【０１１３】
（実施例２）
（自動化クローム粒子サンドイッチアッセイを用いたシロリムスの判定）
　シロリムスのドメインＤ１に結合するモノクローナル抗体を用いた抗シロリムスＦ（ａ
ｂ’）２－β－ガラクトシダーゼ接合体の調製
　シロリムスのドメインＤ１に結合するモノクローナル抗シロリムス抗体（実施例１にお
いて上述したように調製した。）を、リジル－エンドペプチダーゼ（Ｗａｋｏ、ヴァージ
ニア州リッチモンド）消化を用いてＦ（ａｂ’）２に断片化した後、既知の技術に従い標
準的ヘテロ二機能性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）リンカーを用いて、β－ガラクトシダーゼ
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に接合する。抗体接合体溶液は、およそ２．０μｇ／ｍＬの抗シロリムス抗体－β－ガラ
クトシダーゼ接合体、３０ｍｇ／ｍＬのプロテアーゼ非含有ウシ血清アルブミン、０．１
２６ｍｇ／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ＮａＨＥＰＥＳ、５０ｍｇ／ｍＬのＮａＣｌ
及びβ－ｇａｌムテイン（不活性化ベータガラクトシダーゼ）を含有する（ｐＨ７．８）
。
【０１１４】
（磁性クローム粒子の調製）
　シロリムスのドメインＤ１に結合するモノクローナル抗体（免疫原としてＣ－２６－シ
ロリムスオキシム－ＢＳＡ接合体（Ｖａ）（図６中Ｒ５＝ＢＳＡ）を使用して実施例１に
おいて上述したようにして調製した。）を、グルタルアルデヒドを被着した二酸化クロム
粒子に接合することによって、クローム粒子（イムノアッセイ固相）を調製する。このク
ローム試薬は、クローム粒子、６０．４ｍｇ／ｍＬのトレハロース二水和物及び７．２ｍ
ｇ／ｍＬのポリエチレングリコール（ＰＥＧ）８０００を含有する。本検討においては、
３つのクローム粒子濃度、即ち、５、２．５及び１．６７ｍｇ／ｍＬを使用する。
【０１１５】
（サンドイッチシロリムスアッセイ）
　シ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のとおりである：ＤＩ
ＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）ＲｘＬ分析器上の反応容器中で、シロリムス含有全血試料（
５０μＬ）を、上述したようにして調製した溶血性の前処理試薬と組み合わせる。この全
血は、超音波サンプルプローブを用いて最初に血液を混合することによってスタンダード
カップから採取する。全血試料を前処理溶液と混合することにより、全血の溶血及びタン
パク質結合シロリムス分子のそれらの結合ドメインからの除去置換が確実に行なわれる。
【０１１６】
　シロリムスのＤ１ドメインに結合するモノクローナル抗体を用いて調製された抗シロリ
ムスＦ（ａｂ’）２－β－ガラクトシダーゼ接合体（５０μＬ）を反応容器に加え、混合
物を一定時間（３５秒）４３℃の温度で保持し、もし存在するならば、シロリムスを抗体
酵素接合体と反応させる。タクロリムス及びシロリムスの両方に結合するモノクローナル
抗体で固定化されたクローム粒子（５０μＬ）を反応容器に加え、抗シロリムスＦ（ａｂ
’）２－β－ガラクトシダーゼ複合体に結合させてサンドイッチを形成する。この反応混
合物を４３℃の温度で１４分間インキュベートした後、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）
装置上で自動磁気分離、混合及び洗浄のサイクルを開始する。全部で４回の分離／洗浄サ
イクルを採用して未結合抗シロリムスＦ（ａｂ’）２－β－ガラクトシダーゼ接合体及び
デブリを試料から除去する。ＨＥＰＥＳバッファ中のｐＨ８．０の化学洗浄溶液（両方と
もＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）不均一系イムノアッセイモジュール用に提供された。
）を用いてオンボードで自動化クローム洗浄を行なう。次いで、洗浄されたクローム粒子
を、超音波混合によって前記化学洗浄溶液中に再懸濁し、懸濁されたクローム粒子の一部
（５４μＬ）を測光用キュベットに移してβ－ガラクトシダーゼ基剤溶液（クロロフェノ
ールレッド－β－Ｄ－ガラクトピラノシド、即ち、ＣＰＲＧ）と混合する。ＣＰＲＧの存
在下で接合体の酵素反応率（ｅｎｚｙｍａｔｉｃ　ｒａｔｅ）を測定することによって、
クローム粒子表面上の抗シロリムスＦ（ａｂ’）２－β－ガラクトシダーゼ接合体と結合
されたシロリムスを検出する。反応容器ごとの反応率（ｒａｔｅ）を５７７ｎｍ及び７０
０ｎｍにおいて二色測定する。この結果は、シロリムスの良好な検出を示す。
【０１１７】
（実施例３）
（自動化ＥＬＩＳＡサンドイッチアッセイを用いたシロリムスの判定）
（シロリムスのためのサンドイッチ酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ））
　以下の工程を採用する。工程１：シロリムスのドメインＤ１に結合する精製モノクロー
ナル抗体（免疫原としてＣ－２６－シロリムスオキシム－ＢＳＡ接合体（Ｖａ）（図６中
、Ｒ５＝ＢＳＡ）を使用し実施例１において上述したようにして調製した。）（ＰＢＳ中
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らのプレートを、０．０５％のＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を含有するＭＩＬＬＩ－Ｑ（
登録商標）水（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、マサチューセッツ州ビレ
リカ）を用いて洗浄する。工程２：２００μＬのＰＣＴブロッカー溶液（０．０５％のＴ
ＷＥＥＮ（登録商標）２０を含有するホスフェートバッファ中の０．５％カゼイン（乳タ
ンパク質））を各ウェルに加えて、媒体を室温で３０分間インキュベートする。プレート
を０．０５％のＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を含有するＭＩＬＬＩ－Ｑ（登録商標）水を
用いて洗浄する。工程３：ＰＢＳ中に希釈した所望の濃度のシロリムス５０μＬを各ウェ
ルに加えて媒体を室温で３０分間インキュベートする。プレートを０．０５％のＴＷＥＥ
Ｎ（登録商標）２０を含有するＭＩＬＬＩ－Ｑ（登録商標）水を用いて洗浄する。試験さ
れるシロリムス薬物濃度は、それぞれ０、０．０１、０．０２、０．０４、０．０８、０
．１６、０．３１、０．６３、１．２５、２．５０、５．０、及び１０．０ｎｇ／ｍＬと
する。工程４：タクロリムス及びシロリムスの両方に結合するモノクローナル抗体を用い
て調製した抗シロリムスＦ（ａｂ’）２－β－ガラクトシダーゼ接合体（上述したのと同
様にして調製した。）（ＰＣＴブロッカー溶液中１：３００希釈）を加えて、媒体を室温
で３０分間インキュベートする。プレートを０．０５％のＴＷＥＥＮ（登録商標）２０を
含有するＭＩＬＬＩ－Ｑ（登録商標）水を用いて洗浄する。工程５：β－ガラクトシダー
ゼ基剤溶液ＣＰＲＧを各ウェルに加える（１００μＬ／ウェル）。工程６：これらのウェ
ルを、プレートリーダーで５７７ｎｍで１分毎に２０分間測定する。結果はシロリムスの
良好な検出を示す。
【０１１８】
　本明細書に引用された全ての刊行物及び特許出願は、各々の個々の刊行物又は特許出願
が具体的に及び個々に参照によって組み込まれることが示されているかのように、参照に
よって本明細書に組み込まれる。
【０１１９】
　上述の発明が、理解の明確化のために例示及び実施例によってある程度詳細に記載され
たが、添付の特許請求の範囲の精神又は範囲から逸脱することなく特定の変更及び修正を
加えることができるということは、本発明の教示に照らして当業者には容易に明らかであ
ろう。更に、説明を目的とする上記の記述は、本発明の完全な理解を与えるために特定の
用語体系を用いた。しかしながら、発明を実施するためにそれらの特定の詳細内容は必須
ではないということが当業者には明らであろう。従って、本発明の特定の実施形態の上記
の記述は、例示及び記述の目的のために提示され、それらは本発明に対し排他的であるこ
と又は発明を開示された詳細な形態に限定することを意図していない。上述の教示を考慮
して多くの修正及び変形形態が可能である。本発明の原理及びその実用的用途を説明し、
それによって当業者が本発明を利用できるようにするために、実施形態を選択し記載した
。
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