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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫抑制薬を含有することが推測される試料中の前記免疫抑制薬を測定する方法であっ
て、下記工程を含有する非凝集免疫検定からなる方法において、前記免疫抑制薬がシクロ
スポリン、エヴェロリムス、シロリムス及びタクロリムスからなる群から選ばれるもので
ある方法。
（ａ）媒体中に、下記（ｉ）～（ｉｖ）の配合物を用意する工程、
　（ｉ）前記試料、
　（ｉｉ）内因性結合物質から前記免疫抑制薬を遊離させる遊離剤であって、前記免疫抑
制薬の１以上の構造類似体及び溶血剤からなる群から選ばれる遊離剤、
　（ｉｉｉ）前記免疫抑制薬の抗体を含有する抗体試薬、及び
　（ｉｖ）前記非凝集免疫検定の正確さを向上させるのに効果的な量の、ヒドロキシフェ
ニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその金属塩並びにハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸
及びその金属塩からなる群から選ばれる、前処理剤。
（ｂ）前記媒体を、前記免疫抑制薬の前記抗体を前記試料中に存在することが推測される
前記免疫抑制薬と結合させる条件下に、５～９９℃のインキュベーション温度で０．２秒
～２４時間のインキュベーション期間の間、インキュベートする工程、及び
（ｃ）前記媒体を、前記免疫抑制薬及び前記免疫抑制薬の前記抗体からなる錯体の存在、
試料中の前記免疫抑制薬の存在又は量を指示する錯体の存在又は量について検査する工程
。
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【請求項２】
　前記前処理剤がサリチル酸の金属塩である請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記前処理剤が塩素置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸の金属塩である請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記前処理剤が塩素置換酢酸の金属塩である請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記前処理剤がトリクロロ酢酸の金属塩である請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記抗体試薬が更に標識をも含有する請求項１～５のいずれか１項に記載の方法。
【請求項７】
　前記配合物が更に粒子をも含有する請求項１～６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
　前記抗体試薬が更に酵素標識を含有し、前記配合物が更に磁性粒子を含有する請求項１
～７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項９】
　前記配合物が更に前記免疫抑制薬の構造類似体を含有し、前記免疫抑制薬の前記抗体又
は前記類似体の少なくともいずれかが標識を含有する請求項１～８のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項１０】
　前記遊離剤が更に溶解剤を含有する請求項１～９のいずれか１項に記載の方法。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、或る被検体の含有が推測される試料中の該被検体の濃度を決定するための方
法及びキットに関する。より詳細には、本発明は、試料中の被検体の濃度を決定するため
の上述の方法の間に実施される測定における誤った結果の減少に関する。
【背景技術】
【０００２】
　人体は、自己と他己とを識別するために、複雑な免疫応答システムに依存している。人
体の免疫システムは、ときに、不十分な応答を増大するために又は過剰の応答を抑制する
ために、制御しなければならないことがある。例えば、腎臓、心臓、心肺、骨髄及び肝臓
といった臓器をヒトに移植するとき、人体は、しばしば、移植された組織を、移植片拒絶
反応と称されるプロセスにより、拒絶する。
【０００３】
　移植片拒絶反応に対応するために、免疫系は、薬物療法により、制御されたやり方で頻
繁に抑制される。免疫抑制薬は、非自己組織の移植片拒絶反応の防止をより容易にするた
めに、被移植者に注意深く投与される。被移植者の臓器拒絶反応を防止するために最も一
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（Ｆ
Ｋ即ちタクロリムス）である。米国及び他のいくつかの国において免疫抑制剤としての用
途が見出されているものは、シロリムスであり、ラパマイシンとしても知られている。ま
た、シロリムスの誘導体も、免疫抑制薬として有用であると言われている。そのような誘
導体に、例えば、エヴェロリムスが含まれている。
【０００４】
　いくつかの免疫抑制薬に伴う副作用は、患者内に存在する薬剤のレベルを注意深く制御
することにより制御することができる部分もある。免疫抑制薬及び関連する薬物の血液中
の濃度を治療的に監視することが、投与体制を最適化して最小の毒性で最大の免疫抑制を
保証するために要求される。免疫抑制薬は、高度に有効な免疫抑制剤ではあるが、有効な
投与範囲が狭いことがしばしばであり、過剰の投与が重大な副作用をもたらすことがあり
得るので、その使用は、注意深く管理しなければならない。他方、免疫抑制薬の投与量が
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少なすぎると、組織拒絶反応を引き起こす。免疫抑制薬の分布及び代謝が患者により大幅
に変わり得るものであり、そして、副作用の範囲の広さ及び激烈さ故に、薬物レベルの正
確な監視が極めて重要である。
【０００５】
　治療薬物監視の世界において、薬物を、その薬物を含有すると思われる試料の中の他の
物質から選択的に検出することは、しばしば、免疫検定法を設計するための重要な目標で
ある。このことは、免疫抑制薬について、特に、当てはまる。この理由で、ＨＰＬＣタン
デムＭＳ検定が、タンパク質親薬物を選択的に測定できるが故に、シロリムス、タクロリ
ムス及び他の免疫抑制薬の測定の標準法となっている。しかしながら、上述の方法は、金
が掛かり、時間が掛かるので、最初の測定法として実験室で使用されるよりは、むしろ、
他の検定法で得られた有望な結果を証明するのに採用されることが多い。
【０００６】
　免疫抑制薬についての殆どの全血検定は、血液構成成分から薬剤を抽出するための試薬
を用いる手動段階を必要とする。その結果、薬物分子及び薬物代謝物分子は、内因性結合
タンパク質から分離され、血漿タンパク質及びリポタンパク質並びに殆どの他の分子が相
対的に正常な除去された、相対的に清浄な溶液中に抽出される。沈殿技法が通常使用され
るので、抽出された試料は、基本的に、薬物結合タンパク質をはじめとする殆どの血液高
分子を含まない。従って、抽出された試料中には、親薬物及びその代謝物が、結合されて
いない個々の分子として、溶解しており、免疫反応混合物中で、検定抗体との反応におい
て、互いに競合する。これらの検定において、検定抗体の薬物への結合は、殆どの内因性
物質の不在下に起きる。そのような検定において、薬物代謝物の交差反応性は、その抗体
結合親和性に殆ど依存する。
【０００７】
　血液構成成分からの手動抽出又は分離が存在しない免疫抑制薬の均質検定においては、
免疫抑制薬の抗体は、殆どの又は全ての血液構成成分の存在下に、該薬物を検出しなけれ
ばならない。これらの構成成分の存在は、免疫抑制薬への抗体の結合と干渉し、誤った検
定結果を導く恐れがある。
【０００８】
　従って、患者から採取された試料中の被検体の水準を測定するための迅速で正確な診断
法を発展させる要求が継続して存在する。その方法は、全自動で、種々の干渉物質が存在
する試料について実施された場合でも正確でなければならない。その検定は、試料中の被
検体の量の正確な測定結果を与えなければならず、一方、試料中に存在する干渉物質に起
因する不正確さを最小化するものでなければならない。これらの方法の正確さにとって、
誤った検定結果の減少が重要である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】米国特許第４，２７５，１４９号明細書
【特許文献２】米国特許第４，３１８，９８０号明細書
【特許文献３】米国特許第５，１８５，２４３号明細書
【特許文献４】米国特許第３，８１７，８３７号明細書
【特許文献５】米国特許第４，３１８，９８０号明細書
【特許文献６】米国特許第７，１８６，５１８号明細書
【特許文献７】米国特許第３，９９６，３４５号明細書
【特許文献８】米国特許第４，２３３，４０２号明細書
【特許文献９】米国特許第５，３５４，６９３号明細書
【特許文献１０】米国特許第５，３５４，６９３号明細書
【特許文献１１】米国特許第５，３４０，７１６号明細書
【特許文献１２】米国特許第５，６１６，７１９号明細書
【非特許文献】
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【００１０】
【非特許文献１】イチロー　チバタ著「不動化酵素」、Ｈａｌｓｔｅｄ　Ｐｒｅｓｓ，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ（１９７８）及びＣａｕｔｒｅｃａｓａｓ，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，
２４５：３０５９（１９７０）
【非特許文献２】Ｎｇｏ及びＬｅｎｈｏｆｆ、ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．（１９８０）１１６
：２８５－２８８
【非特許文献３】Ｏｅｌｌｅｒｉｃｈ、Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ｃｌｉｎ．Ｂｉｏｃｈ
ｅｍ．（１９８４）２２：８９５－９０４
【非特許文献４】Ｋｈａｎｎａら、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．Ａｃｔａ（１９８９）１８５：
２３１－２４０
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　ここで述べる原則に従った一例は、抗体及び非凝集免疫検定に供される試料の両方を前
処理する方法に関する。この方法において、抗体及び試料は、非凝集免疫検定の正確さを
増大するのに効果的な量の、ヒドロキシフェニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその金属
塩並びにハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその金属塩からなる群から選ばれる、前
処理剤と結合される。
【００１２】
　本明細書で述べる上記原則に従う他の例は、被検体を含有すると推測される試料中の該
被検体を測定する方法に向けられている。該方法は、非凝集免疫検定を含んでなる。被凝
集免疫検定において、媒体中で結合がもたらされ、該結合は、試料、前記被検体のための
抗体を含有してなる抗体試薬及びヒドロキシフェニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその
金属塩並びにハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその金属塩からなる群から選ばれる
、非凝集免疫検定の正確さを向上させるのに効果的な量の、前処理剤を含有してなる。媒
体は、試料中に存在すると推測される被検体に該被検体の抗体を結合させるための条件下
で、インキュベートされる。媒体は、被検体及び被検体の抗体からなる錯体の存在、試料
中の被検体の存在及び／又は量を示す錯体の存在及び／又は量について試験される。
【００１３】
　本明細書で述べる上記原則に従う他の例は、免疫抑制薬を含有することが推測される試
料中の該免疫抑制薬を測定する方法に向けられている。該方法は、非凝集免疫検定を含ん
でなる。該方法において、媒体中で結合がもたらされる。該結合は、試料、内因性結合物
質からの免疫抑制薬の放出のための放出剤、該免疫抑制薬の抗体を含有してなる抗体試薬
、並びに、ヒドロキシフェニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその金属塩並びにハロゲン
置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその金属塩からなる群から選ばれる、非凝集免疫検定の正
確さを向上させるのに効果的な量の、前処理剤を含有してなる。媒体は、試料中に存在す
ると推測される免疫抑制薬に該免疫抑制薬の抗体を結合させるための条件下でインキュベ
ートされる。媒体は、免疫抑制薬及び免疫抑制薬の抗体からなる錯体の存在、試料中の免
疫抑制薬の存在及び／又は量を示す錯体の存在及び／又は量について試験される。
【課題を解決するための手段】
【００１４】
　本発明は、非凝集免疫検定における誤った検定結果を減少し又は排除することによる試
料中の被検体濃度の正確な測定を目的とする。本明細書で述べる原則に従った方法の例に
おいて、非凝集免疫検定に供される抗体及び試料は、ヒドロキシフェニル置換Ｃ１－Ｃ５
カルボン酸及びその金属塩並びにハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びその金属塩、又
は上記の２以上の組合せからなる群から選ばれる、非凝集免疫検定の正確さを向上させる
のに効果的な量の、前処理剤と結合される。
【００１５】
　「抗体」とは、特定の結合対（「ｓｂｐメンバー」）の構成要素であり、２つの異なる
分子の一方であって、その表面又は空洞中に、他の分子の特定の空間的又は極性組織と特
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異的に結合し従って相補的であると定義される領域を有する。前記特異的結合対の構成要
素は、通常、抗原－抗体のような免疫学的ペアの構成要素である。しかしながら、例えば
、ビオチン－アヴィジン、ホルモン－ホルモン受容体、酵素－基質、核酸二本鎖、免疫グ
ロブリンＧ－タンパク質Ａ、及びＤＮＡ－ＤＮＡ、ＤＮＡ－ＲＮＡといったポリヌクレオ
チドペアは、免疫学的ペアではないが、ｓｂｐメンバーの範囲内に含まれる。従って、特
異的結合には、２つの異なる分子の一方の他の分子に対する、その他の分子に対する本質
的に低い認識に比較して、特異的な認識が関与する。他方、非特異的結合には、特異的な
表面構造の影響を相対的に受けない、分子間の非共有結合が関与する。非特異的結合は、
分子間の疎水性相互作用を始めとするいくつかの要因から生じる。
【００１６】
　「非凝集」免疫検定は、少なくとも１つの抗体又は特異的な結合対の類似の巨大分子メ
ンバーを使用する検定であって、この検定は、球状物質、例えば、バクテリア、細胞又は
ラテックス粒子、のような物質の凝集を引き起こさない。これは、該物質上の抗原が該抗
体又は類似の巨大分子ｓｂｐメンバーに結合するおかげである。
【００１７】
　Ｃ１－Ｃ５カルボン酸とは、１～５個の炭素原子又は１～４個の炭素原子又は１～３個
の炭素原子又は１～２個の炭素原子又は２～５個の炭素原子又は２～４個の炭素原子又は
２～３個の炭素原子又は４～５個の炭素原子を有するカルボン酸をいう。Ｃ１－Ｃ５カル
ボン酸の例には、これは説明のためであって限定するものではないが、例えば、蟻酸、酢
酸、プロピオン酸、ｎ－ブタン酸、イソブタン酸、ｎ－ペンタン酸、イソペンタン酸を含
む。
【００１８】
　いくつかの例では、Ｃ１－Ｃ５カルボン酸は、ヒドロキシフェニル置換基（これは、少
なくとも１つのヒドロキシ基又は２以上のヒドロキシ基を含有するフェニル基である。）
で置換されている。ヒドロキシ置換基は、Ｃ１－Ｃ５カルボン酸に結合しているフェニル
環の炭素原子に対してオルト（ｏ）、メタ（ｍ）又はパラ（ｐ）位であってよい。ヒドロ
キシフェニルＣ１－Ｃ５カルボン酸の例には、これらに限定するものではないが、例えば
、（ｏ－ヒドロキシフェニル）蟻酸（サリチル酸）、（ｍ－ヒドロキシフェニル）蟻酸、
（ｐ－ヒドロキシフェニル）蟻酸、（ｏ－ヒドロキシフェニル）酢酸、（ｍ－ヒドロキシ
フェニル）酢酸及び（ｐ－ヒドロキシフェニル）酢酸が含まれる。
【００１９】
　いくつかの例では、ヒドロキシフェニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸は、金属塩の形態で
ある。金属塩の金属は、これは説明のためであって限定するものではないが、例えば、周
期表第１族の金属又は周期表第２族の金属であってよい。いくつかの例では、ヒドロキシ
フェニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸の金属塩の金属は、これらに限定するものではないが
、例えば、ナトリウム、カリウム又はリチウムである。本明細書で述べる原則に従った特
別な例では、ヒドロキシフェニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸の金属塩は、サリチル酸ナト
リウムである。
【００２０】
　ハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸は、少なくとも１つのハロゲン置換基又は２以上の
ハロゲン置換基又は３以上のハロゲン置換基を有するＣ１－Ｃ５カルボン酸である。いく
つかの例では、ハロゲン置換基の数は、例えば、１～４、又は１～３、又は１～２、又は
２～４、又は３～４、又は２～３である。いくつかの例では、ハロゲン置換基の数は、例
えば、１又は２又は３又は４であってよい。ハロゲン置換基は、例えば、塩素、臭素、フ
ッ素及びヨウ素の１以上であってよい。本明細書で述べる原則に従ったいくつかの例では
、ハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸は、これらに限るものではないが、例えば、クロロ
酢酸、ジクロロ酢酸、トリクロロ酢酸、２－クロロプロピオン酸、２，２－ジクロロプロ
ピオン酸、２，２，２－トリクロロプロピオン酸、２，３－ジクロロプロピオン酸、２，
３，３－トリクロロプロピオン酸、ブロモ酢酸、ジブロモ酢酸、トリブロモ酢酸、２－ブ
ロモプロピオン酸、２，２－ジブロモプロピオン酸、２，２，２－トリブロモプロピオン
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酸、２，３－ジブロモプロピオン酸、２，３，３－トリブロモプロピオン酸、ヨード酢酸
、ジヨード酢酸、トリヨード酢酸、２－ヨードプロピオン酸、２，２－ジヨードプロピオ
ン酸、２，２，２－トリヨードプロピオン酸、２，３－ジヨードプロピオン酸、２，３，
３－トリヨードプロピオン酸であってよい。いくつかの例では、ハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５
カルボン酸は、金属塩の形態であってもよく、ここで、金属塩の金属は、ヒドロキシフェ
ニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸の金属塩について上述したように、周期表第１族又は第２
族から選ばれる。本明細書で述べる原則に従った特別な例では、ハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５
カルボン酸の金属塩は、トリクロロ酢酸ナトリウムである。
【００２１】
　本明細書で述べる原則に従った方法の例では、抗体及び非凝集免疫検定に供すべき試料
は、上述のとおり、水性媒体（これは、水性緩衝媒体であってよい。）中の前処理剤と合
一される。この媒体は、その中で非凝集免疫検定が、本明細書で述べる原則に従って、実
施される媒体又は前処理法を実施するために使用される媒体である。水性媒体のｐＨは、
通常、約４～約１１の範囲内、又は約５～約１０の範囲内、又は約６．５～約９．５の範
囲内である。
【００２２】
　所望のｐＨを達成し、そのｐＨを操作中維持するために種々の緩衝剤を使用することが
できる。緩衝剤の例には、ホウ酸塩、リン酸塩、炭酸塩、トリス（ｔｒｉｓ）、バルビタ
ール（ｂａｒｂｉｔａｌ）等が含まれる。使用される具体的な緩衝剤は、決定的なもので
はなく、個々の検定において、或る緩衝剤又は他の緩衝剤を選んでよい。上述の方法にお
いて、種々の補助材料を使用することができる。例えば、緩衝剤のほかに、媒体は、その
媒体のための、そして使用される試薬のための、安定剤を含有していてもよい。いくつか
の実施態様において、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、第
４級アンモニウム塩、デキストランサルフェートのようなポリアニオン、及び結合促進剤
が含まれていてもよい。上述の材料の全ては、所望の効果又は機能を達成するのに十分な
濃度又は量で存在する。
【００２３】
　前処理剤は、非凝集検定の正確さを向上させるのに十分な量で使用される。前処理剤の
量は、例えば、非凝集検定の特性、抗体試薬の特性、試料の量、試料中の被検体の量の予
想される範囲、試料中に存在が推測される他の物質の量、並びに、代謝物及び／又はリン
脂質の存在の１つ以上に依存する。いくつかの例では、検定媒体中の前処理剤の量又は濃
度（重量％）は、例えば、約１～約７５％、又は約１～約５０％、又は約１～約４０％、
又は約１～約３０％、又は約１～約２０％、又は約１～約１０％、又は約１～約５％、又
は約５～約７５％、又は約５～約５０％、又は約５～約４０％、又は約５～約３０％、又
は約５～約２０％、又は約５～約１０％、又は約１０～約７５％、又は約１０～約５０％
、又は約１０～約４０％、又は約１０～約３０％、又は約１０～約２０％、又は約１０～
約１５％である。
【００２４】
　試験されるべき試料は、非生物学的試料であっても生物学的試料であってもよい。「非
生物学的試料」は、生物学的物質に関連しない試料であり、例えば、土壌試料、水試料、
空気試料、他の気体の試料及び鉱物試料を含む。用語「生物学的試料」は、例えば、体液
、体組織、体化合物（ｂｏｄｙ　ｃｏｍｐｏｕｎｄ）、培地のようなあらゆる生物学的物
質をいう。試料は、あらゆる源からの固体、半固体又は流体（液体又は気体）であってよ
い。いくつかの実施態様では、試料は、体排出物、体吸引物（ｂｏｄｙ　ａｓｐｉｒａｎ
ｔ）、 体摘出物（ｂｏｄｙ　ｅｘｃｉｓａｎｔ）又は体抽出物（ｂｏｄｙ　ｅｘｔｒａ
ｃｔａｎｔ）であってもよい。「体」とは、通常、哺乳類のそれを言い、いくつかの実施
態様では、体は人体である。体排出物は、例えば、尿、糞、便、膣粘液、精液、涙、呼気
、汗、水疱液、炎症滲出物等の、体から排出された物質（これらは、摘出又は抽出によっ
て得られたものであってもよい。）である。体摘出物は、例えば、皮膚、毛髪及び器官又
は他の体部分からの生検を始めとする組織試料のような、体から摘出された物質である。
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体吸引物は、例えば、粘液、唾液及び喀痰のような、体から吸引された物質である。体抽
出物は、例えば、全血、血漿、血清、せき髄液、脳せき髄液、リンパ液、関節液、腹水の
ような、体から抽出される物質である。
【００２５】
　検定に供される試料の量は、例えば、被検体の特性、検定の特性、検定を行なうための
種々の試薬の特性及び被検体を含有する錯体の特性の１つ以上に依る。いくつかの例では
、試料の体積は、例えば、約１μＬ～約１００μＬ、又は約２μＬ～約１００μＬ、又は
約５μＬ～約１００μＬ、又は約１０μＬ～約１００μＬ、又は約１μＬ～約８０μＬ、
又は約１μＬ～約６０μＬ、又は約１μＬ～約４０μＬ、又は約１μＬ～約２０μＬ、又
は約５μＬ～約５０μＬ、又は約１０μＬ～約５０μＬである。
【００２６】
　被検体は、対象物質又は検出し及び／又は定量すべき化合物又は組成物である。被検体
は、これは説明のためであって限定するものではないが、例えば、治療薬物、依存性薬物
、代謝物、殺虫剤、揮発性有機化合物、半揮発性有機化合物、非揮発性有機化合物、タン
パク質、多糖類、汚染物質、毒素、脂質及び核酸、（ＤＮＡ、ＲＮＡ）を含む。
【００２７】
　代表的な薬物被検体は、これは説明のためであって限定するものではないが、例えば、
アルカロイド、ステロイド、ラクタム、アミノアルキルベンゼン、ベンズ複素環化合物、
プリン、マリファナから誘導される薬物、ホルモン、タンパク質を含むポリペプチド、免
疫抑制剤、ビタミン、プロスタグランジン、３環系抗うつ剤、抗悪性腫瘍薬、ポリヌクレ
オシド及びポリヌクレオチドを始めとするヌクレオシド、ヌクレオチド、種々の個々の薬
物（これには、メサドン、メプロバメート、セロトニン、メペリジン、リドカイン、プロ
カインアミド、アセチルプロカインアミド、プロプラノール、グリセオフルヴィン、ヴァ
ルプロン酸、ブチロフェノン、抗ヒスタミン薬、クロラムフェニコール、抗コリン薬が含
まれる。）並びに、上述の全てのものの代謝物及び誘導体を含む。
【００２８】
　用語「被検体」には、また、病態に関連する代謝物、ゲンタマイシン、カナマイシン、
トブラマイシン及びアミカシン等のアミノグリコシド、例えば、ポリハロゲン化ビフェニ
ル、リン酸エステル、チオフォスフェート、カルバンミン酸エステル及びポリハロゲン化
スルフェンアミドのような殺虫剤並びにそれらの代謝物及び誘導体が含まれる。
【００２９】
　用語「被検体」は、また、２以上の、ポリペプチド及びタンパク質並びに多糖類及び核
酸の組合せをも含む。そのような組合せは、例えば、バクテリア、ウイルス、クロモソー
ム、遺伝子、ミトコンドリア、細胞核及び細胞膜の成分を含む。タンパク質被検体は、例
えば、免疫グロブリン、サイトカイン、酵素、ホルモン、がん抗原、栄養素マーカー及び
組織特異的抗原である。そのようなタンパク質には、これは説明のためであって限定する
ものではないが、例えば、プロタミン、ヒストン、アルブミン、グロブリン、硬タンパク
質、リンタンパク質、ムコタンパク質、色素タンパク質、リポタンパク質、核タンパク質
、糖タンパク質、Ｔ－細胞受容体、プロテオグリカン、ＨＬＡ、分類されていないタンパ
ク質、例えば、ソマトトロピン、プロラクチン、インスリン、ペプシン、ヒト血漿中に見
られるタンパク質、血液凝固因子、タンパク質ホルモン、例えば、卵胞刺激ホルモン、黄
体化ホルモン、黄体刺激ホルモン、プロラクチン、絨毛性ゴナドトロピン、組織ホルモン
、サイトカイン、がん抗原、例えばＰＳＡ、ＣＥＡ、フェトプロテイン、酸フォスファタ
ーゼ、ＣＡ１９．９及びＣＡ１２５、細胞特異的抗原、例えば、アルカリフォスファター
ゼ、ミオグロビン、ＣＰＫ－ＭＢ及びカルシトニン、並びにペプチドホルモンが含まれる
。関連する他の多量体物質は、ムコ多糖体及び多糖体である。上述したように、用語「被
検体」は、更に、オリゴヌクレオチド及びポリヌクレオチド被検体、例えば、ｍ－ＲＮＡ
、ｒ－ＲＮＡ、ｔ－ＲＮＡ、ＤＮＡ、及びＤＮＡ－ＲＮＡ二重鎖を含む。
【００３０】
　本明細書で述べる原則に従ったいくつかの例では、被検体は、免疫抑制薬であり、これ
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は、非自己組織の移植片拒絶反応の防止を援助するために移植受容者に投薬される治療薬
である。免疫抑制薬は、次のように分類することができる。即ち、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、並びに、例えば、インタフェロ
ン、アヘン剤ＩＮＦ結合タンパク、ミコフェノール酸及びＦＴＹ７２０等の他の薬物。免
疫抑制薬の特別な分類には、イムノフィリンに作用する薬物が含まれる。イムノフィリン
は、生理学的に重要な、高親和性の特異的結合タンパクである。現在、イムノフィリンの
２つの別個のファミリー、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。イムノフィリンに作用する免
疫抑制薬には、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，ＰＲＯ
ＧＲＡＦ（登録商標））、シロリムス（ラパマイシン、ＲＡＰＡＭＵＮＥ（登録商標））
及びエヴェロリムス（ＲＡＤ、ＣＥＲＴＩＣＡＮ（登録商標））が含まれる。
【００３１】
　本明細書で述べる原則に従ったいくつかの例は、被検体を含有すると推測される試料中
の被検体を測定する非凝集検定法に向けられている。非凝集検定において、試料、被検体
の抗体を含有する抗体試薬、非凝集検定の正確さを向上させるのに有効な量の、ヒドロキ
シフェニル置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸及びハロゲン置換Ｃ１－Ｃ５カルボン酸の金属塩か
らなる群から選ばれる試薬を含有してなる配合物（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ）が媒体中に
供給される。
【００３２】
　抗体試薬は、被検体の抗体、即ち、被検体に特異的に結合する抗体、を含有してなる。
抗体試薬は、更に、１又はそれ以上の標識又は標識試薬を含有していてもよい。抗体試薬
は、被検体の検知のために必要な薬剤を含む。標識は、通常、信号生成系（「ｓｐｓ」）
の部分である。標識の特性は、特別な非凝集検定フォーマットに依存する。ｓｐｓは、通
常、１又はそれ以上の構成成分を含み、その少なくとも１成分は、結合し又は結合してい
ない標識の量、即ち、検知されるべき被検体に結合し又は結合していない標識の量、又は
、検知すべき被検体の量を反映する試薬に関連する検知可能な信号を発生する検知可能な
標識である。標識は、信号を発生し又は信号を発生するように誘導され得るいかなる分子
であってもよく、例えば、蛍光剤、放射標識、酵素、化学発光剤又は感光剤である。従っ
て、信号は、場合により、酵素活動、発光、光吸収又は放射能等々を検知することによっ
て、検知され又は測定される。
【００３３】
　適切な標識には、これは説明のためであって限定するものではないが、以下のものが含
まれる。β－ガラクトシダーゼ、アルカリフォスフォターゼ、グルコース－６－ホスフェ
ートデヒドロゲナーゼ（「Ｇ６ＰＤＨ」）及びホースラディッシュペルオキシダーゼのよ
うな酵素；リボザイム；ＱＢレプリカーゼのようなレプリカーゼのための基質；プロモー
ター；染料；フルオレッセン、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、ｏ－フタルアルデヒド及びフルオレスカミンのような蛍光剤；半導
体ナノクリスタル内に存在するＣｄＳｅ及びＺｎＳから合成される量子ドットとして知ら
れている錯体のような錯体；例えばイソルミノール及びアクリジニウムエステルのような
化学発光剤；増感剤；補酵素；酵素基質；１２５Ｉ、１３１Ｉ、１４Ｃ、３Ｈ、５７Ｃｏ
及び７５Ｓｅのような放射性標識；ラテックス粒子、炭素粒子、磁性粒子を始めとする金
属粒子、例えば二酸化クロム（ＣｒＯ２）粒子、等々の粒子；金属ゾル；微結晶質；リポ
ソーム；細胞、等々。これらの標識は、更に、染料、触媒又は他の検知可能な基によって
標識されていてもよい。適切な酵素又は補酵素は、特許文献１（Ｌｉｔｍａｎら）の第１
９－２８欄及び特許文献２（Ｂｏｇｕｓｌａｓｋｉら）の第１０－１４欄に開示されてい
る。適切な蛍光剤及び化学発光剤は、特許文献１の第３０及び３１欄に開示されている。
これらの内容は、参照により、本明細書に導入される。
【００３４】
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　標識は、信号を直接生成してもよく、従って、信号を生成するための追加の構成成分は
、必要とされない。非常に多くの有機分子、例えば蛍光剤、は、紫外光及び可視光を吸収
することができ、ここで、光吸収はこれらの分子にエネルギーを伝達し、これらの分子を
励起エネルギー状態に高める。この吸収されたエネルギーは、その後、第二の波長におけ
る発光により、消失する。信号を直接生成する他の標識には、放射性同位元素及び染料が
含まれる。
【００３５】
　或いは、標識は、信号を生成するための他の構成成分を必要としてもよい。このとき、
信号生成系は、測定可能な信号を生成するのに必要な全ての構成成分を含む。そのような
他の構成成分には、基質、補酵素、賦活剤、追加の酵素、酵素生成物と反応する物質、触
媒、活性化剤、補因子、禁止剤、捕捉剤、金属イオン、及び信号生成物質の結合のために
必要とされる特異的結合物質が含まれる。適切な信号生成系についての詳細な議論は、特
許文献３（ｈら）の第１１－１２欄に見出すことができる。これらの内容は、参照により
、本明細書に取り込まれる。
【００３６】
　標識及び他のｓｐｓ要素は、支持体に結合されていてもよい。被検体誘導体及び被検体
類似物も、結合が抗体と結合する能力を実質的に阻害しない限り、当技術分野で知られて
いる任意の固体支持体に結合されていてもよい。いくつかの実施態様において、被検体又
は被検体類似体は、固相に被着されていてもよく、直接に共有結合的に固相に結合されて
いてもよく、また、血清アルブミン又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）や例えばデキストラン、デキストラン誘導体等の多糖類（炭水化物）のごと
き、１以上の担体分子の層を有していてもよい。固体支持体と被検体類似体とを共有結合
的に結合するために連結基を用いてもよい。被検体誘導体を結合する他の方法を用いても
よい。例えば、固体支持体は、小分子、例えばアヴィジンや抗体、のための結合剤で被着
していてもよく、ビオチンやハプテンのような小分子が被検体誘導体に結合していてもよ
く、また、その逆でもよい。支持体の表面の構成成分の結合は、直接でも間接でもよく、
共有結合的でも非共有結合的でもよく、特許文献で一般的に利用可能な周知の技術で達成
することができる。例えば、非特許文献１を参照。
【００３７】
　支持体は、有機又は無機の、固形の又は流動性の、水不溶性の材料で構成されていてよ
く、透明であっても部分的に透明であってもよい。支持体は、ビーズを始めとする粒子、
フィルム、膜、チューブ、くぼみ（ｗｅｌｌ）、細片、棒、平板や紙等の平面、又は繊維
を始めとする多数の形状のいずれをも取り得る。検定の種類により、支持体は、それが使
用されている媒体中に懸濁可能であってもなくてもよい。懸濁可能な支持体の例は、これ
らに限られないが、ラテックス、脂質二重層又はリポソーム、油滴、細胞及びハイドロゲ
ル、並びに磁性粒子等の重合体材料である。他の支持体組成物には、例えば、ニトロセル
ロース、セルロースアセテート、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）、ナイロン及びポリ（ビニルブチレ
ート）等のポリマーが含まれ、これらは、それらのみで使用してもよく、他の材料と一緒
に使用してもよい。
【００３８】
　支持体は、粒子であってもよい。粒子は、約０．０２μｍ以上、約１００μ以下の平均
直径を有しているのがよい。いくつかの実施態様では、粒子は、約０．０５μｍ～約２０
μｍ又は約０．３μｍ～約１０μｍの平均直径を有している。粒子は、有機又は無機の、
膨張可能な又は膨張不可能な、多孔性の又は非多孔性で、好ましくは水に近い、一般的に
約０．４ｇ／ｍＬ～約０．７ｇ／ｍＬの密度を有しており、透明、部分的に透明又は不透
明な材料で構成されている。粒子は、細胞や、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、又は大腸菌、ウイルス等の微生物のような生物
学的材料であってよい。粒子は、例えば、有機又は無機のポリマー、リポソーム、ラテッ
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クス粒子、磁性粒子又は非磁性粒子、リン脂質小胞、カイロミクロン、又はリポタンパク
質で構成されていてよい。いくつかの例では、粒子は、二酸化クロム（クロム）粒子又は
ラテックス粒子である。
【００３９】
　ポリマー粒子は、付加重合体又は縮合重合体から形成されていてよい。粒子は、水性媒
体に容易に分散することができ、直接又は結合基を介して間接的に被検体類似物へ接合で
きることができるように、吸着性であってもよく官能化可能であってもよい。粒子は、天
然に存在する材料、天然に存在する材料を合成的に修飾したもの、合成材料から誘導する
ことができる。特別に重要な有機ポリマーとしては、例えば以下のものが挙げられる。多
糖類、例えばＳＥＰＨＡＲＯＳＥ（登録商標）として入手可能なアガロース、ＳＥＰＨＡ
ＤＥＸ（登録商標）及びＳＥＰＨＡＣＲＹＬ（登録商標）として入手可能なデキストラン
のような特別に架橋した多糖類、セルロース及びでんぷん；付加ポリマー、例えば、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、特に遊離
のヒドロキシ官能性を有するエステル及びアミド、の単独重合体及び共重合体。
【００４０】
　標識及び／又は他のｓｐｓメンバーは、ｓｂｐメンバー又は他の分子に結合していても
よい。例えば、標識は、ｓｂｐメンバー、例えば、抗体、抗体の受容体、抗体に接合した
小分子に結合することができる受容体又は配位子（被検体）類似物、に共有結合的に結合
していてよい。標識のｓｂｐメンバーへの結合は、標識の水素原子をｓｂｐメンバーへの
結合で置き換える結果となる化学反応によって達成してもよく、標識とｓｂｐメンバーと
の間の連結基を含んでいてもよい。他のｓｐｓメンバーも、また、共有結合的にｓｂｐメ
ンバーに結合していてもよい。例えば、蛍光剤及びクエンチャーのような２つのｓｐｓメ
ンバーは、それぞれ、被検体と特異的な錯体を形成する異なる抗体に結合していてもよい
。錯体の形成は、蛍光剤とクエンチャーとを近接させ、その結果、クエンチャーが蛍光剤
と相互作用して信号を生成することを可能にする。接合の方法は、当技術分野で周知であ
る。例えば、特許文献４（Ｒｕｂｉｎｓｔｅｉｎら）（参照により、本明細書に取り入れ
る。）を参照のこと。
【００４１】
　標識タンパク質として特に重要な酵素は、レドックス酵素、特に、例えばグルコース－
６－ホスフェートデヒドロゲナーゼ及びラクテートデヒドロゲナーゼのような、デヒドロ
ゲナーゼ、並びに、過酸化水素の生成及び染料前駆体を染料に酸化するための過酸化水素
の使用に関与する酵素である。特別な配合物には、過酸化水素を染料前駆体の酸化に使用
する酵素、即ち、ホースラディッシュペルオキシダーゼ、ラクトペルオキシダーゼ又はミ
クロペルオキシダーゼと結合した、グルコースオキシダーゼやガラクトースオキシダーゼ
のようなサッカライド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のような
ヘテロサイクリックオキシダーゼが含まれる。補足的な配合物は、当技術分野で公知であ
る。単一の酵素が標識として使用されるとき、他の酵素は、ヒドロラーゼ、トランスフェ
ラーゼ及びオキシド、レダクターゼとして、好適には、アルカリフォスファターゼ及びβ
－ガラクトシダーゼのようなヒドロラーゼとして、使用される。或いは、ホタルルシフェ
ラーゼ及び細菌ルシフェラーゼルシフェラーゼのようなルシフェラーゼを使用してもよい
。
【００４２】
　使用される補酵素の例としては、例えば、ＮＡＤ［Ｈ］、ＮＡＤＰ［Ｈ］、ピリドキサ
ルフォスフェート、ＦＡＤ［Ｈ］、ＦＭＮ［Ｈ］が含まれ、これらは、環化反応に関与す
る補酵素である。例えば、特許文献５参照。この公報の開示を参照により、本明細書に取
り入れる。
【００４３】
　例えば酵素のような標識タンパク質に関し、重量平均分子量の範囲は、約１０，０００
～約６００，０００、又は約１０，０００～約３００，０００である。通常、例えば、約
２００，０００分子量について少なくとも約１、約１５０，０００分子量について少なく
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とも約１、又は約１００，０００分子量について少なくとも約１、又は約５０，０００分
子量について少なくとも約１の被検体類似物が存在する。酵素の場合には、被検体類似物
群の数は、例えば、約１～約２０、約２～約１５、又は約６～約１０である。
【００４４】
　用語「非ポリ（アミノ酸）標識」には、タンパク質（即ち、酵素）ではない標識が含ま
れる。非ポリ（アミノ酸）標識は、直接的に又は検知可能な信号を生成する特異的な結合
反応によって間接的に、検知される。非ポリ（アミノ酸）標識には、例えば、放射性同位
体、発光化合物、例えば粒子、板、ビーズ等の支持体、ポリヌクレオチド、等々が包含さ
れる。より詳細には、非ポリ（アミノ酸）標識は、同位体であっても非同位体であっても
よく、通常、非同位体であるが、触媒、プロモーター、染料、補酵素、酵素基質、放射性
基、（ビオチン、蛍光分子、化学発光分子等々を始めとする）小有機物分子をコードする
ポリヌクレオチド、増幅可能なポリヌクレオチド配列、例えば、ラテックス若しくは炭素
粒子又は二酸化クロム（クローム）粒子、金属ゾル、微結晶質、リポソーム、細胞等の支
持体であってよい。これらは、更に、例えば、染料、触媒又は他の検知可能な基で、標識
されてもよい。
【００４５】
　本明細書で述べる原則に従ったいくつかの例、例えば、免疫抑制薬被検体、では、試料
と抗体試薬との結合に先立って又は抗体試薬、試料及び前処理剤の結合に際して、
遊離剤（ｒｅｌｅａｓｉｎｇ　ａｇｅｎｔ）を使用してもよい。
【００４６】
　遊離剤は、内因性結合部位から、被検体を置き換える。いくつかの実施態様では、遊離
剤は、内因性結合タンパク質に対して高い親和性を有しているので、被検体を容易に置き
換え、そして、いくつかの例では、その内因性結合タンパク質の代謝物をも置き換える。
更に、遊離剤は、検定に用いられる被検体の抗体に対して、何ら有意な程度には結合しな
い。「何ら有意な程度には結合しない」とのフレーズは、結合の程度が、被検体の正確な
検定を実施するために、十分に低いということを意味する。遊離剤は、検定検体に何らの
結合を引き起こすことなく所望の置換結果を達成することができるいかなる部位であって
もよく、単独の化合物でも化合物の混合物であってもよい。
【００４７】
　いくつかの例では、遊離剤は、構造類似体を始めとする被検体の類似体であってよい。
被検体類似体である遊離剤は、結合タンパク質から類似の被検体を置換することができる
が、被検体の抗体のような受容体に対して、何ら実質的な程度には、競合しない修飾され
た薬物である。修飾は、被検体類似体を他の分子に連結する手段を提供する。被検体類似
体は、ハブ又は標識に被検体類似体に連結させる結合で水素を置換した以上に、被検体通
常、とは異なっているが、それは、必須ではない。被検体類似体は、例えば、例えば連結
基により他の分子に接合していてもよい。ヒドロキシ又はカルボン酸官能基を含有する被
検体について、遊離剤は、検知すべき被検体よりも、内因性結合タンパク質に対して高い
結合親和性を有し、被検体の抗体に対して何らの有意の親和性を示さない被検体のエステ
ルであってよい。例えば、シロリムスの測定にあたって、シロリムスのエステルを、それ
が上述の要求に合致する限り、遊離剤として用いてもよい。非遊離剤被検体類似体は、被
検体の抗体に結合するための対応被検体と競合する修飾被検体であるということに、留意
すべきである。
【００４８】
　構造類似体は、被検体の類似体と同一の又は類似の結果を生じる、被検体と同一の又は
類似の構造特性又は空間特性を有する部分である。構造類似体は、例えば、被検体と関連
する他の化合物であってよい。例えば、上述のように、シロリムスの測定にあたって、タ
クロリムスのエステルを、遊離剤として使用してもよく、或いは、タクロリムスの測定に
あたって、シロリムスを遊離剤として使用してもよい。エステルは、例えば、カルバミン
酸エステル、炭酸エステル、又は例えばＣ１～Ｃ６カルボン酸のエステルであってよい。
例えば、特許文献６を参照せよ。この明細書の関連する開示を、参照により、本明細書に
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取り入れる。遊離剤の他の例としては、例えば、シクロスポリンＡについての［Ｔｈｒ２
，Ｌｅｕ５，Ｄ－Ｈｉｖ８，Ｌｅｕ１０］－シクロスポリンＡ、シロリムスについてのＦ
Ｋ５０６、ＦＫ５０６についてのシロリムスが挙げられる。例えば、特許文献６を参照せ
よ。この明細書の関連する開示を、参照により、本明細書に取り入れる。
【００４９】
　いくつかの実施態様においては、遊離剤は、被検体が捕らわれている細胞膜を破壊する
試薬であってよい。例えば、赤血球に捕らわれている被検体は、溶血剤を使用することに
より、赤血球から解放することができる。溶血剤は、赤血球の膜の完全性を破壊し、それ
により、細胞の細胞内含有物、特に赤血球、を遊離させる化合物又は化合物の混合物であ
る。当技術分野において、数多くの溶血剤が知られている。溶血剤には、例えば、非イオ
ン性洗剤、アニオン性洗剤、両性洗剤、低イオン強度の水溶液（低張液）、抗菌剤、補体
依存性溶解を引き起こす抗体、等々が含まれる。非イオン性洗剤は、溶血剤として使用さ
れる非イオン性洗剤には、合成洗剤及び天然洗剤の両方が含まれる。合成洗剤の例には、
ＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｘ－１００、ＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｎ－１０１、ＴＲＩＴ
ＯＮ（登録商標）Ｘ－１１４、ＴＲＩＴＯＮ（登録商標）Ｘ－４０５、ＴＲＩＴＯＮ（登
録商標）ＳＰ－１３５、ＴＷＥＥＮ（登録商標）２０（ポリオキシエチレン（２０）ソル
ビタンモノラウレート）、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　ＨＬＢ　６、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）テトラオール、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）スルフォニル］アミノ］エチルエーテル、ポリエチレン－ブロッ
ク－ポリ（エチレングリコール）、ポリオキシエチレンソルビタンテトラオレエート、ポ
リオキシエチレンソルビトールヘキサオレエート、ＴＥＲＧＩＴＯＬ（登録商標）ＮＰ－
９、ＧＡＦＡＣ（登録商標）（ＲＨＯＤＡＦＡＣ（登録商標）、例えば、アルファ－ドデ
シル－オメガ－ヒドロキシポリ（オキシ－１，２－エタンジイル）フォスフェート）及び
ＥＰ１１０（登録商標）等のアルキルポリオキシエチレングリコールフォスフェートエス
テル等が含まれる。溶血剤として使用し得る天然由来の洗剤には、例えば、サポニン、ナ
トリウム又はカリウムで中和した脂肪酸、中和リン脂質、ジアシルグリセロール、中和フ
ォスファチジルセリン、フォスファチジン酸エステル、中和したフォスファチジルエタノ
ールアミン、フォスファチジルコリン、フォスファチジルイノシトール、フォスファチジ
ルコリン、胆汁塩、エステル化していないコレステロール、中和スフィンゴシン、セラミ
ド等が、含まれる。１又はそれ以上の合成洗剤又は１又はそれ以上の天然由来の洗剤の配
合物並びに合成洗剤及び天然由来の洗剤の配合物も、使用することができる。
【００５０】
　本発明の実施態様において使用し得る他の遊離剤には、例えば、少量の有機溶剤、例え
ばメタノール、エタノール、イソプロパノール、メトキシプロパノール及びＤＭＳＯ；並
びに、例えばプロテアーゼ、トリプシン、ペプシン、ペプチダーゼ等のタンパク質消化を
行なう薬剤；等が含まれる。
【００５１】
　媒体中の遊離剤の濃度は、上述のように、内因性結合部位から被検体を置換して被検体
及び場合により被検体代謝物を被検体の抗体に接近して結合し得るようにするという所望
の結果を達成するに十分な濃度である。使用される遊離剤の量又は濃度は、例えば、試料
の性質、被検体の性質、薬物代謝物の性質、他の薬剤成分の性質及び反応条件の１つ又は
それ以上に依存する。いくつかの実施態様においては、媒体中の遊離剤の量は、例えば、
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％である。％は、重量／体積％である。
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【００５２】
　例えば、免疫抑制薬のような被検体については、例えば洗剤のような溶解剤を用いても
よい。洗剤は、免疫抑制剤を、水性検定混合物中において、水とより混和し易くし、従っ
て、検定抗体のような検定測定薬剤が、免疫抑制剤により接近できるようにする。いくつ
かの例では、薬物がリポタンパク粒子又は他の型のリポソーム中に拡散するのを防止する
ことのできる洗剤が用いられる。例えば、ＰＬＵＲＯＮＩＣ（登録商標）洗剤は、薬剤が
リポタンパク錯体の核の中に拡散するのを防止するために、タクロリムス検定に用いられ
る洗剤である。
【００５３】
　本明細書に記載する原則に従う方法において、１又はそれ以上のインキュベーション期
間が採用される。インキュベーション期間は、上述の種々の薬剤の添加の間のいかなる間
隔をも含む１又はそれ以上の間隔で媒体に適用される。媒体は、通常、実施しようとする
機能、例えば、遊離剤による処理、前処理剤による処理、試薬の種々の成分の結合、例え
ば、被検体への抗体の結合、が生じるのに十分な温度で十分な時間インキュベートされる
。通常、インキュベーションを実施するのに適度な温度が採用される。本発明の方法は、
発明の１又はそれ以上のステップのためのインキュベーション時間を含む。例えば、イン
キュベーション期間は、例えば、遊離剤と試料との１又はそれ以上の結合、前処理剤と試
料及び抗体試薬との結合、前処理剤と試料、抗体試薬及び固相試薬との結合に、適用され
る。いくつかの例では、媒体は、被検体の抗体を、試料中に存在すると推測される被検体
に、結合させる条件下で、インキュベートされる。これについては、以下により詳細に議
論する。
【００５４】
　インキュベーション期間の長さ及び条件は、例えば、試薬の性質及び濃度、被検体の性
質並びに被検体の想定される濃度の１又はそれ以上に依る。いくつかの実施態様では、イ
ンキュベーション時間は、例えば、約５℃～約９９℃、又は約１５℃～約７０℃、又は約
２０℃～約４５℃である。インキュベーション時間は、媒体の温度並びに反応速度又は種
々の試薬の結合の速度の１つ又はそれ以上に依る。インキュベーションの期間は、例えば
、約０．２秒～約２４時間、又は約１秒～約６時間、又は約２秒～約１時間、又は約１分
～約１５分である。
【００５５】
　それが存在するとして、被検体に被検体の抗体を結合させるインキュベーション期間に
引き続いて、媒体は、被検体及び被検体の抗体を含んでなる錯体の存在について、試験さ
れる。錯体の存在及び／又は量は、試料中の被検体の存在及び／又は量を指示する。「被
検体の抗体を含んでなる錯体」というフレーズは、被検体の抗体が、１又はそれ以上の被
検体であってもよく又は試料中の被検体の抗体に結合する他の物質であってもよい、１又
はそれ以上の物質に結合している錯体をいう。
【００５６】
　多くの実施態様において、媒体の試験は、媒体からの信号に関する。信号の存在及び／
又は量は、試料中の被検体の存在及び／又は量に関連する。検知の特別なモードは、ｓｐ
ｓの性質による。上記で議論したように、外部手段により、望ましくは視覚的試験により
、検知可能な信号を、ｓｐｓの標識が発生する数多くの方法があり、これらには、例えば
、電磁放射線、電気化学、熱、放射能検出及び化学試薬が含まれる。
【００５７】
　信号の存在及び／又は量の試験は、また、信号の検知を含むが、これは、一般的に、単
に信号を読み取るステップである。信号は、通常、機器を用いて読み取られ、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、吸光度計、照度計、化学
発光計、光量計、写真機器、等を含む。検出された信号の存在及び量は、検定が正確な測
定をなす限り、試料中に存在する被検体の存在及び量に関連する。測定中の温度は、一般
に、例えば、約１０℃～約７０℃、又は約２０℃～約４５℃、又は約２０℃～約２５℃で
ある。１つのやり方として、濃度既知のスクリーニングすべき被検体を用いて、標準曲線
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が形成される。ここで議論するように、キャリブレーター及び他の制御機器を使用しても
よい。
【００５８】
　「被検体の量を測定する」というフレーズは、被検体の定量的、半定量的及び定性的測
定を指す。方法は、定量的でも、半定量的でも、そして定性的でもよく、被検体を測定す
る他の全ての方法が、被検体の量を測定する方法と考えられる。例えば、被検体を含有す
ると考えられる試料中の被検体の存在又は不存在を検出するに過ぎない方法も、上記フレ
ーズの範囲に包含されると考えられる。「検出する」及び「測定する」の語は、測定につ
いての他の一般の同意語と同様に、本発明の範囲内にあると意図される。
【００５９】
［被検体の非凝集検定についての一般的説明］
　本明細書で述べる原則に従った被検体の測定のためには、適切な非凝集検定であれば、
いかなるものであってもよい。検定は、上述のように、試料について、前処理に引き続い
て直ちに実施してもよく、また、その後のある時点で実行することもできる。従って、特
定の検定は、連続的に実施しても、同時に実施してもよい。検定は、個々の試料を試料中
の被検体の量を測定するための試薬と合一することによって実施される。試薬の性質は、
実行すべき検定の特定の型に依存する。一般に、検定は、試料中の被検体の量を測定する
ための方法である。以下に種々の検定方法を記述するが、これらは説明のためであって、
限定を意図するものではない。
【００６０】
　検定は、試料を含有する媒体に、試料中の被検体の濃度を測定するための試薬を、添加
する工程を有する。免疫検定法については、試薬は、被検体又は類似のｓｂｐメンバーに
対する少なくとも１つの抗体を含有する。被検体の抗体を含有する錯体の量が測定され、
錯体の量が試料中の被検体及び他の物質の濃度に関連付けられる。
【００６１】
　採用される非凝集免疫検定の１つの群には、限定された濃度の抗体を用いる非凝集免疫
検定が含まれる。非凝集検定のもう１つの群には、１つ又はそれ以上の主試薬の過剰、例
えば被検体に対する抗体の過剰、の使用が関連する。非凝集検定のもう１つの群は、分離
のない均質検定であり、この検定では、標識された試薬が被検体－抗体結合反応に対する
標識信号を調節する。非凝集検定のもう１つの群は、問題の多い標識化ハプテン類の使用
を避ける、標識された抗体試薬で限定された被検体の競合検定である。この型の検定にお
いては、固相に固定化された被検体が一定の限定量で存在する。固定化被検体と遊離の被
検体との間の標識の分配は、試料中の被検体の濃度に依存する。
【００６２】
　免疫検定で使用される被検体に特異的な抗体は、モノクローナルでもポリクローナルで
もよい。そのような抗体は、当技術分野においてよく知られている、ホストの免疫化及び
血清の収集（ポリクローナル）、又は連続ハイブリッドセルラインを準備し分泌されたタ
ンパク質を収集する方法（モノクローナル）、又は、少なくとも天然抗体の特異的結合に
必要なアミノ酸配列をコーディングするヌクレオチド配列又はその突然変異誘発されたバ
ージョンのクローニング及び発現等の技術を用いて準備される。
【００６３】
　抗体は、完全な免疫グロブリン又はその断片を含み、この免疫グロブリンには、ＩｇＡ
、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ１、ＩｇＧ２ａ、ＩｇＧ２ｂ及びＩｇＧ３、ＩｇＭ等の種々の
種類及びアイソタイプが含まれる。それらの断片には、Ｆａｂ、Ｆｖ及びＦ（ａｂ’）２

、Ｆａｂ’等が含まれる。更に、特別な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、凝集体、ポリマー、免疫グロブリンの接合体又はそれらの断片も使用すること
ができる。
【００６４】
　上記で議論したように、例えば被検体の免疫検定に使用するために選定された抗体は、
他の代謝物又は関連する物質に対してよりも、被検体（及び、必要ならば又は要求される
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ならば、その薬学的活性な代謝物）に対して、特異的にそして優先的に、結合しなければ
ならない。他の試薬は、実行すべき検定の性質に依存して、検定媒体に含まれる。
【００６５】
　上述のように、非凝集免疫検定には、標識化試薬が関与する。非凝集標識化免疫検定に
は、これらに限定するものではないが、例えば、酵素免疫検定、蛍光偏光免疫測定法、ラ
ジオイムノアッセイ、阻害アッセイ、誘起発光、蛍光酸素チャネリングアッセイが含まれ
る。
【００６６】
　いくつかの実施態様では、均質非凝集免疫検定を採用することができる。そのような検
定は、基本的にパーティションフリーな免疫検定とも呼ばれる。現在の方法は、全自動化
均質検定に用いられているが、この検定では、検定に先立って、被検体代謝物を始めとす
る試料中の他の構成成分からの被検体の抽出又は分離は、行なわれない。「非手動抽出」
検定においては、全血試料等の試料は、例えば有機溶媒中への抽出なしに、適切な媒体中
でその被検体について検定を実施するための試薬と合一され、検定方法が実行される。
【００６７】
　検定は、検定構成成分又は生成物を分離せずに（均質）又は分離して（不均質）実施す
ることができる。均質免疫検定は、特許文献４の第３欄第６行～第６欄第６４行に開示さ
れているＥＭＩＴ（登録商標）検定（カリフォルニア州、サンノゼ、Ｓｙｖａ社）；特許
文献７（Ｕｌｌｍａｎら）の第１７欄第５９行～第２３欄第２５行に開示されているよう
な免疫蛍光法；特許文献８（Ｍａｇｇｉｏら）の第６欄第２５行～第９欄第６３行に開示
されているような酵素チャネリング免疫検定（ｅｎｚｙｍｅ　ｃｈａｎｎｅｌｉｎｇ　ｉ
ｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＥＣＩＡ」）；例えば、中でも特許文献９に開示されている蛍光
偏光免疫測定法（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ　ｉｍｍｕｎｏ
ａｓｓａｙ「ＦＰＩＡ」）；等に例証されている。
【００６８】
　他の酵素免疫検定は、非特許文献２で議論されている酵素調節媒介免疫検定（ｅｎｚｙ
ｍｅ　ｍｏｄｕｌａｔｅ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ）；非特許文献３
に開示されている基質標識化蛍光免疫検定（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｆｌ
ｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＳＬＦＩＡ」）；非特許文献４に開示
されている結合酵素ドナー免疫検定（ｃｏｍｂｉｎｅｄ　ｅｎｚｙｍｅ　ｄｏｎｏｒ　ｉ
ｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＣＥＤＩＡ」）；粒子増強比濁阻害免疫検定（ｐａｒｔｉｃｌｅ
　ｅｎｈａｎｃｅｄ　ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｉｍｍｕｎ
ｏａｓｓａｙ「ＰＥＴＩＮＩＡ」）粒子増強比濁免疫検定（ｐａｒｔｉｃｌｅ　ｅｎｈａ
ｎｃｅｄ　ｔｕｒｂｉｄｉｍｅｔｒｉｃ　ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ「ＰＥＴＩＡ」）等の
均質粒子標識化免疫検定；等々である。
【００６９】
　その他の検定には、ゾル粒子免疫検定（「ＳＰＩＡ」）；分散染料免疫検定（「ＤＩＡ
」）；金属免疫検定（「ＭＩＡ」）；酵素膜免疫検定（「ＥＭＩＡ」）；発光免疫検定（
「ＬＩＡ」）；固相として常磁性粒子を用いるアクリジニウムエステル標識免疫検定（Ａ
ＤＶＩＡケンタウロス（Ｃｅｎｔａｕｒ）免疫検定）等々が含まれる。他の型の検定には
、抗体固定化表面に被検体が結合する際の光学的、音響的及び電気的特性の変化の監視が
関与するイムノセンサーアッセイがある。そのようなアッセイには、例えば、光学的イム
ノセンサーアッセイ、音響的イムノセンサーアッセイ、半導体イムノセンサーアッセイ、
電気化学的トランスデューサーイムノアッセイ、電位差イムノアッセイ、及び電流測定電
極アッセイが含まれる。
【００７０】
　ある実施態様では、酵素接合体の酵素に加えて第二の酵素を使用してもよい。この酵素
対の酵素は、第一の酵素の生成物が第二の酵素の基質として機能する点で関連している。
【００７１】
　１つの実施態様では、アッセイは、誘起発光イムノアッセイであり、これは、特許文献
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１１（Ｕｌｌｍａｎら）に記載されている。この特許の開示を参照により、本明細書に取
り込む。１つのアプローチでは、アッセイは、感光剤を導入した粒子及び化学発光化合物
を導入した標識粒子を使用する。標識粒子は、被検体の量に関連して、ｓｂｐメンバーに
接合する。例えば、被検体に結合できる被検体の抗体に接合して錯体を形成し、又は第二
のｓｂｐメンバーに結合して錯体を形成する。もし、被検体が存在すれば、感光剤及び化
学発光化合物が近接する。２つの標識が近接したときに、感光剤は一重項酸素を発生し、
化学発光化合物を活性化する。活性化された化学発光化合物は、次いで、光を生じる。生
成される光の量は、被検体の抗体を含有する形成される錯体の量に関連する。
【００７２】
　更に説明すると、化学発光粒子が使用されるが、化学発光粒子は、導入又は付着等によ
り導入された化学発光化合物を含有する。被検体に結合するｓｂｐメンバー、例えば被検
体の抗体、は、その粒子を被覆している多糖類に結合する。被検体に結合する第二のｓｂ
ｐメンバーは、ビオチン接合体の一部である。ストレプトアヴィジンは、感光剤が付着し
た第二のセットの粒子に接合している。ストレプトアヴィジンのこの第二のセットの粒子
（感光剤粒子）への結合は、粒子状の多糖類が関与してもしなくてもよい。化学発光粒子
は、被検体を含有すると推測される試料の個々の部分と又は感光剤粒子と混合される。反
応媒体は、インキュベートされて、ｓｂｐメンバーの被検体への結合により、粒子を被検
体に結合させる。次いで、媒体は光照射されて感光剤を励起させ、感光剤は、励起状態で
酸素を一重項状態に活性化することができる。粒子のセットの１つの化学発光化合物が、
該物質及び／又は被検体の存在により、今や、感光剤の直近に存在するので、一重項酸素
により活性化されて化学発光する。次に、媒体の化学発光又は発光の量が測定され、その
存在が、被検体の抗体に結合する物質の量又は被検体の量に関係づけられる。
【００７３】
　被検体の測定に採用できるアッセイのもう１つの例が特許文献１２（Ｄａｖａｌｉａｎ
ら）で議論されており、そこには、蛍光酸素チャネリングイムノアッセイが記述されてい
る。
【００７４】
　アッセイの形式のもう１つの実施態様は、キャプチャアッセイである。このアッセイ形
式においては、被検体の抗体は、磁性粒子に共有結合で結合している。試料はこれらの粒
子とともにインキュベートされ、被検体の抗体を、被検体及び／又は試料中のやはり抗体
に結合している被検体以外の物質に、結合させる。次に、被検体又は被検体の誘導体を、
共有結合で付着させた酵素が磁性粒子とともに、インキュベートされる。洗浄ののち、磁
性粒子に結合している酵素の量が測定され被検体の抗体を含有してなる錯体の量に、逆に
関連付けられる。或いは、上澄み液の中の酵素の量が測定され、被検体の抗体を含有して
なる錯体の量に直接関係づけられる。
【００７５】
　上述のアッセイは、一般的に最適のアッセイ感度が得られ採用されたアッセイに干渉し
ない適度なｐＨの緩衝水性媒体で、通常、実行される。アッセイ媒体のｐＨは、通常約４
～約１１、又は約５～約１０、又は約６．５～約９．５の範囲内である。ｐＨは、通常、
特定の結合対の結合メンバーの最適の結合、信号生成系のメンバー等のアッセイの他の試
薬に最適のｐＨ、等々の妥協物である。
【００７６】
　所望のｐＨを達成し、そのｐＨを、測定の間中、維持するために、種々の緩衝剤を用い
てもよい。緩衝剤の例としては、ホウ酸塩、リン酸塩、炭酸塩、トリス、バルビタール等
が挙げられる。使用する特定の緩衝剤は、臨界的ではないが、個々のアッセイにおいて、
１つ又は他の緩衝剤が好ましい。上述の方法において、種々の補助材料を使用してもよい
。例えば、緩衝剤に加えて、媒体は、使用する媒体や試薬のための安定剤を含んでいてよ
い。いくつかの実施態様では、これらの添加物に加えて、アルブミン等のタンパク質；第
４級アンモニウム塩；硫酸デキストラン等のポリアニオン；結合強化剤;等を含有してい
てもよい。これら上述の材料の全ては、所望の効果又は機能を達成するのに十分な濃度又
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は量で存在する。
【００７７】
　上述のとおり、媒体には、１又はそれ以上のインキュベーション期間が、１又はそれ以
上の間隔で（この間隔には、上述の種々の試薬を添加する間隔も含まれる。）、適用され
る。インキュベーション期間の条件は、上述した。
【００７８】
　アッセイすべき被検体の濃度は、一般に約１０－５～約１０－１７Ｍ、又は１０－６～
約１０－１４Ｍで変化する。アッセイが（試料中に存在する被検体の量に関して）定性的
か、半定量的か又は定量的か、特別な検知技術及び被検体の濃度等を考慮することにより
、通常、種々の試薬の濃度が決まる。
【００７９】
　アッセイ媒体中の種々の試薬の濃度は、一般に、例えば、被検体の関心のある濃度、ア
ッセイの性質、抗体親和性及び結合活性並びに抗体断片によって決定される。しかしなが
ら、各試薬の最終濃度は、通常、経験的にアッセイ感度を範囲に亘って最適化するように
決められる。即ち、重要な被検体の濃度の変化により、正確に測定可能な信号の差異が与
えられるべきである。通常、信号生成系の性質及び被検体の性質を考慮することにより、
種々の試薬の濃度が決まる。
【００８０】
　添加の順序は、広範に変化させうるが、非凝集アッセイの性質により、或る優先順位が
存在する。最も簡単な添加の順序は、全ての材料を同時に添加し、アッセイ媒体の信号に
対する効果を均質アッセイにおけるように決定する。或いは、試薬を連続的に合一するこ
ともできる。所望により、上述のように、各添加に引き続いて、インキュベーション工程
を関与させることも可能である。
【００８１】
［免疫抑制薬の決定のための非凝集免疫検定の具体例］
　以下の具体例は、説明のためであって、本発明の範囲を限定するものではない。本発明
は、一般的に被検体の、そして、特に免疫薬の検出に適用できるので、免疫抑制薬として
のタクロリムス又はシロリムスの選択も、また、説明のためであって、限定のためではな
い。
【００８２】
　分析すべき試料は、１又はそれ以上の免疫抑制薬被検体を含有することが推測される試
料である。これらの例において、試料は、未分画の血液である全血又は赤色細胞及び血漿
の両方を含有する血液である。試料を１又はそれ以上の遊離剤で処理して、内因性結合物
質から免疫抑制薬被検体を遊離させた。この例における免疫抑制薬について、遊離剤は、
上述のように、赤血球から免疫抑制薬を遊離させるための１又はそれ以上の溶解剤及び溶
血剤を含有していてもよい。使用した溶解剤及び／又は溶血剤の性質及び量又は濃度は、
上述のとおりである。試料及び抗体試薬も、また、上述のように、前処理剤で処理をした
が、この処理は、別個のステップとして実施してもよく、或いは、前処理剤は、１又はそ
れ以上の遊離剤とともに媒体中に含まれていてもよい。このようにして、上述のもの全て
が、同時に媒体中に同時に合一され、又は１又はそれ以上の上述の試薬が、上述のように
、連続して、種々の濃度で、添加されてもよい。媒体は、また、当技術分野で知られてい
る１又はそれ以上の防腐剤を含有していてもよい。
【００８３】
　１つの実施例では、ＦＫ５０６エステルを含有する１又はそれ以上の遊離剤による処理
の後、アッセイ媒体中にタクロリムスを含有することが推測される試料が、タクロリムス
接合体、即ち、例えば、ビオチンに付着したタクロリムス類似体、と混合された。試料が
インキュベートされて、試料のタクロリムスを、タクロリムスの類似体との競合下に、タ
クロリムスの抗体に結合させた（ここで、抗体は、タクロリムス又はタクロリムスの類似
体に結合することができる。）。媒体も、また、上述のとおり、前処理剤としてのサリチ
ル酸ナトリウムを含んでいる。適切な洗浄緩衝液でリンスしたのち、酵素に接合したスト
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レプトアヴィジン又はアヴィジン、蛍光又は化学発光分子又は放射性部分からなる検出分
子を媒体に添加してもよく、その後、媒体について、信号の量を検査する。信号の量は、
試料中のタクロリムスの量に関連している。
【００８４】
　もう１つの実施例では、採用される非凝集イムノアッセイは、上述の誘起発光アッセイ
である。誘起発光アッセイのいくつかの実施態様（これは説明のためのものであって限定
のためのものではないが）では、試薬は２つのラテックスビーズ試薬及びビオチン化抗タ
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、タクロリムス又はタ
クロリムス類似体で被覆されており、化学発光染料を含有する。第二のビーズ試薬は、ス
トレプトアヴィジンで被覆されており、感光剤染料を含有する。タクロリムスを含有する
と推測される試料と抗体とを含有する媒体が、上述のとおり、前処理剤としてのトリクロ
ロ酢酸で処理される。このとき、媒体は、試料中の内因性結合物質からタクロリムスを遊
離させるための、ＦＫ５０６を始めとする１又はそれ以上の遊離剤を含んでいてもよい。
アッセイを実行した後、結果として生じる化学発光シグナルが６１２ｎｍで測定され、そ
れは、タクロリムス抗体に結合する試料中のタクロリムスの濃度の逆関数であった。
【００８５】
　本明細書で述べる原則に従うもう１つの特別な実施例では、ＡＣＭＩＡ（Ａｆｆｉｎｉ
ｔｙ　Ｃｈｒｏｍｉｕｍ　ｄｉｏｘｉｄｅ　Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏ　Ａｓｓａ
ｙ：親和性二酸化クロム媒介イムノアッセイ）として知られているアッセイ形式が関与す
る。ＡＣＭＩＡアッセイ形式では、シロリムス又はシロリムス類似体で被覆されたクロー
ム粒子が第一の成分として使用される。第二の成分は、シロリムスの抗体である。この抗
体は、レポーター酵素（例えば、ベータ－ガラクトシダーゼ）に架橋されているが、過剰
量で、即ち、試料中に存在するかもしれない被検体の全てに結合するのに必要な量よりも
多い量で、反応容器に添加される。上述の前処理剤としてのサリチル酸ナトリウム及びタ
クロリムスエステルを始めとする１又はそれ以上の遊離剤による処理ののち、シロリムス
を含有することが推測される試料及び抗体－酵素接合体を含有してなる媒体がインキュベ
ートされ、シロリムス被検体を抗体に結合させる。次に、クローム粒子試薬が添加され、
いかなるものであれ、過剰に存在する抗体－酵素接合体を結合する。次いで、磁石が適用
され、これが全てのクローム粒子及び過剰の抗体－酵素接合体を、懸濁液から引き出し、
そして、上澄み液が最終的な反応容器に移される。レポーター酵素の基質が最終反応容器
に添加され、酵素活性が、時間に亘る吸光度の変化として、分光学的に測定される。信号
の量は、試料中のシロリムスの量に関係する。
【００８６】
　サンドイッチアッセイ形式では、例えば、抗タクロリムス抗体で被覆されたクローム粒
子を含有してなる第一の試薬及びレポーター酵素に接合した第一の抗体の第二の抗体（又
は結合タンパク質）を含有してなる第二の試薬が使用される。上述した前処理剤としての
サリチル酸ナトリウム及びタクロリムスエステルを始めとする１又はそれ以上の遊離剤に
よる処理ののち、タクロリムスを含有することが推測される試料及びクローム粒子を含有
してなる媒体がインキュベートされ、試料中に存在する全てのタクロリムスがクローム粒
子に結合する。クローム粒子は、磁石を用いて洗浄され、上澄みから結合された被検体を
分離する。次いで、第二の試薬、即ち、レポーター酵素に接合した抗体（又は結合プロテ
イン）がクローム粒子でインキュベートされ、「サンドイッチ」を形成する。洗浄後、ク
ロームに結合している酵素の量が測定され、試料中のタクロリムスの量に関係づけられる
。
【００８７】
　アッセイ形式のもう１つの特定の例は、説明を目的とするものであって限定を目的とす
るものではないが、ＥＭＩＴ（登録商標）（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｍｅｄｉａｔｅｄ　Ｉｍｍｕ
ｎｏａｓｓａｙ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：酵素媒介イムノアッセイ技術）である。上述の
とおり、前処理剤としてのトリクロロ酢酸及びタクロリムスを始めとする１又はそれ以上
の遊離剤での処理の後、シロリムスを含有することが推測される試料、シロリムスの抗体
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及び酵素接合体、例えばＧ－６－ＰＤＨ、を含有してなる媒体が、適切な時間の間、イン
キュベートされた。アッセイを実行したのち、酵素活性の量が測定され、試料中のシロリ
ムスの量に関連付けられた。
【００８８】
［非凝集イムノアッセイを実施するためのキット］
　個々のアッセイを実行するための試薬は、被検体を測定するためのアッセイを都合よく
実行するために有用なキット内に存在する。１つの実施態様において、キットは、本明細
書に記述した原則に従う前処理剤、内因性結合物質から被検体を遊離させるための試薬、
被検体の抗体及び非凝集イムノアッセイ－その性質は、個々のアッセイ様式による－を実
行するための他の試薬の組合せを一括して含む。試薬は、試薬の相互反応性及び安定性に
応じて、それぞれ、個々の容器に入っていてもよく、種々の試薬が１又はそれ以上の容器
に一緒に入っていてもよい。キットは、更に、追加のｓｂｐメンバー、補助酵素基質等の
補助試薬等のような、アッセイを実施するための個別に包装された試薬を含んでいてもよ
い。
【００８９】
　キットにおける種々の試薬の相対的な量は、本発明の方法の間に起きる必要がある反応
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、広範囲に変化させることができる。適切な状況下において、キット中の１又はそ
れ以上の試薬は、通常、凍結乾燥され、賦形剤を含む乾燥粉末として提供することができ
、このものは、溶解すると、方法又はアッセイを実行するための適切な濃度の試薬溶液を
提供する。キットは、更に、上述のような本実施例に従う方法についての明細書を含んで
いてもよい。
【００９０】
　ここで用いられる用語「少なくとも」は、規定された項目の数が、記載された数に等し
いかそれより大きいことを意味する。ここで用いられる用語「約」は、記載された数がプ
ラス１０％又はマイナス１０％だけ異なってもよいことを意味する。例えば、「約５」は
、４．５～５．５の範囲を意味する。
【００９１】
　以下の実施例は、更に、本発明の具体的な実施態様を記述するが、これは、説明のため
であって限定のためではなく、本発明の範囲を説明することを意図しており、範囲を限定
するものではない。ここで開示された部及びパーセントは、他に指示しない限り、体積に
よる。
【実施例】
【００９２】
　全ての化学薬品は、他に指摘しない限り、シグマ－アルドリッチ社（ミズーリ州、セン
トルイス）から購入することができる。タクロリムスは、イリノイ州、ディアフィールド
、アステラス　ファーマ　ユーエス　インク．から入手することができる。
【００９３】
　検査は、デラウエア州ニューアークのシーメンス　ヘルスケア　ダイアグノスティクス
　インク．から入手可能なＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）ＲｘＬ分析器を用いて実施す
る。機器は、ＡＣＭＩＡイムノアッセイテクノロジーを用いて採用された。イムノアッセ
イ法は、米国特許第７，１８６，５１８号、第５，１４７，５２９号、第５，１２８，１
０３号、第５，１５８，８７１号、第４，６６１，４０８号、第５，１５１，３４８号、
第５，３０２，５３２号、第５，４２２，２８４号、第５，４４７，８７０号及び第５，
４３４，０５１号に記述されており、参照により、これらの記述をすべて、本明細書に取
り入れる。ここで使用し、より詳細に以下で議論するＡＣＭＩＡ法の実施態様において、
クローム粒子上のタクロリムス類似体及び患者試料中のタクロリムスの間の、酵素に接合
したタクロリムスの抗体（「接合体」という。）に対する、競合反応を、患者試料中のタ
クロリムスの量の決定に用いた。クローム粒子上のタクロリムス類似体に結合する接合体
は、磁気的分離により除去する。上澄み液に残存する接合体からの酵素活性を測定するが
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、これは、患者試料中のタクロリムスの量に正比例する。採用したＡＣＭＩＡアッセイ様
式において、タクロリムスを含まない試料の検査において観察される酵素活性は、活性抗
体に結合していない（即ち、クローム粒子上のタクロリムスに結合できない）酵素活性の
量を示す。クローム粒子が存在しないときに観察される酵素活性は、接合体中の酵素活性
の全量を示す。これらの値は、活性抗体に結合した酵素活性の百分率の評価に用いること
ができる。
【００９４】
　ここで用いる以下の用語は、以下のように定義される。「μｇ」は、マイクログラムで
あり、「ｍＬ」は、ミリリットルであり、「μＬ」は、マイクロリットルであり、「ｎｇ
」は、ナノグラムである。
【００９５】
[実施例１]
タクロリムスの自動化非凝集イムノアッセイ
（前処理溶液の調製）
　この前処理溶液は、シロリムス、ナトリウムアジド、Ｐｉｐｅｓ１．５ナトリウム塩、
ＥＤＴＡ二ナトリウム脱水和物、サポニン、ＰＬＵＲＯＮＩＣ（登録商標）２５Ｒ２、Ｐ
ＲＯＣＬＩＮ（登録商標）３００、ネオマイシンサルフェート及び前処理剤（トリクロロ
酢酸ナトリウム、サリチル酸ナトリウム又は両者の結合）を含んでいた。
【００９６】
（抗タクロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体）
　モノクローナル抗タクロリムス抗体（デラウエア州グラスゴー、シーメンス　ヘルスケ
ア　ダイアグノスティクス　インクから入手したクローン１Ｈ６）を、既知の手法により
、標準的なヘテロ２官能性ＳＭＣＣ（サクシンイミジル　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
シダーゼに接合する。抗体接合体溶液は、約７．５μｇ／ｍＬの抗タクロリムス抗体－β
－ガラクトシダーゼ接合体、３０ｍｇ／ｍＬのプロテアーゼフリーボヴィンセラムアルブ
ミン、０．１２６ｍｇ／ｍＬのＭｇＣｌ２、０．０３ｍＬ／ｍＬのエチレングリコール、
３５．１４ｍｇ／ｍＬのＰＩＰＥＳ１．５ナトリウム塩、５０ｍｇ／ｍＬのＮａＣｌ及び
β－ｇａｌ　ムテイン（不活性なβ－ガラクトシダーゼ）を含み、ｐＨ６．５である。
【００９７】
（磁性クローム粒子の分離）
　タクロリムスクローム粒子（イムノアッセイ固相）は、タクロリムス－Ｃ２２をフルオ
レッセンに接合させることにより調製した。これを、二酸化クロム上にグルタルアルデヒ
ドにより固定化された抗フルオレッセン抗体を事前修飾するのに用いる。クローム粒子試
薬は、約２．５ｍｇ／ｍＬのタクロリムスクローム粒子スラリー、６０．８ｍｇ／ｍＬの
トレハロース２水和物及び７．２ｍｇ／ｍＬのＣＡＲＢＯＷＡＸ（登録商標）を含む。
【００９８】
（タクロリムスの非凝集アッセイ）
　本明細書に記載の原則に従う前処理剤を用いるタクロリムスのＡＣＭＩＡアッセイの原
則及び操作は、以下のとおりである：タクロリムスを含有すると推測される全血試料の１
５μＬを、ＤＩＭＥＮＳＩＯＮ（登録商標）ＲｘＬ分析器上の容器内で、溶血前処理溶液
と混合する。全血試料は、先ず血液を超音波試料プローブと混合することにより、スタン
ダードカップから採取される。全血試料と前処理溶液との混合により、シロリムス分子が
存在するときに全血の溶解とタンパク質に結合したタクロリムス分子のその結合部位から
の置換とが、保証される。
【００９９】
　抗タクロリムス抗体－β－ガラクトシダーゼ接合体（５０μＬ）が、次に、各反応容器
に添加され、混合物が一定時間（１０～１５分）４３℃に保持され、もし存在するならば
、タクロリムスを抗体試薬と反応させる。上述のように調製した不動化したタクロリムス
-ＣＭＯ－ＤＡ１０-Ｄｅｘａｌを有するクローム粒子を、各反応容器に添加（５０μＬ）
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し、非結合接合体に結合させる。タクロリムスが結合した抗タクロリムス抗体－β－ガラ
クトシダーゼ接合体は、クローム粒子から溶液を分離するために、上述の反応混合物に磁
場を適用したときに、クローム粒子に結合せず、上澄み液中に残る。タクロリムスが結合
した接合体は、各反応容器から、上澄み液を測光キュベットに移し、接合体の酵素レート
を、クロロフェノール　レッド－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＣＰＲＧ）の存在下に、
測定することにより、検出される。各反応溶液の速度は、５７７ｎｍ及び７００ｎｍで、
二色法により測定される。
【０１００】
　比較の目的で、上記の前処理溶液を、本明細書に記載した原則に従った前処理試薬なし
に使用した。
【０１０１】
（前処理剤としてのトリクロロ酢酸ナトリウム）
　表１に、本明細書に記載した原則に従った前処理剤を含有する前処理溶液の組成を示す
。Ｑｔｙは、量である。ＥＤＴＡは、エチレンジアミン四酢酸塩である。
【０１０２】
【表１】

【０１０３】
　表２は、本明細書に記載した原則に従う前処理剤（１２％トリクロロ酢酸ナトリウム）
を含有する前処理溶液と、前処理剤を含まない前処理溶液との比較を示す。以下の表にお
いて、ＬＣ／ＭＳ２は、逆相カラムを用いてタンデム質量分析計で実行した液体クロマト
グラフィー／マススペクトルである。ＴＣＡは、トリクロロ酢酸ナトリウム（前処理剤）
である。ＰＴは、前処理溶液である。対照は、ＴＣＡを含有しない前処理剤の使用を示す
。
【０１０４】
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【表２】

【０１０５】
　表２の結果から明らかなように、本明細書に記載した原則に従う前処理剤の使用により
、ＬＣ／ＭＳ２を用いて得られるアッセイ結果と密に対応したアッセイ結果が得られるの
に対して、対照では、そうではない。
【０１０６】
（前処理剤としてのサリチル酸ナトリウム）
　表３は、本明細書に記載した原則に従った前処理剤（５％サリチル酸ナトリウム）を含
有する前処理溶液の組成を示す。
【０１０７】
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【表３】

【０１０８】
　表４は、本明細書に記載した原則に従った前処理剤（５％サリチル酸ナトリウム）を含
有する前処理溶液と前処理剤を含有しない前処理溶液との比較を示す。
【０１０９】
【表４】

【０１１０】
　表４の結果から明らかなように、本明細書に記載した原則に従った前処理剤の使用によ
り、ＬＣ／ＭＳを用いて得られるアッセイ結果と密に対応したアッセイ結果が得られるの
に対して、対照では、そうではない。
【０１１１】
　（前処理剤としての、サリチル酸ナトリウムとトリクロロ酢酸ナトリウムとの結合）
　表５は、本明細書に記載した原則に従った前処理剤（１％サリチル酸ナトリウム/１１
％トリクロロ酢酸ナトリウム）を含有する前処理溶液の組成を示す。
【０１１２】
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【表５】

【０１１３】
　表６は、本明細書に記載した原則に従った前処理剤（１％サリチル酸ナトリウム/１１
％トリクロロ酢酸ナトリウム）を含有する前処理溶液と前処理剤を含有しない前処理溶液
との比較を示す。
【０１１４】

【表６】

【０１１５】
　表６の結果から明らかなように、本明細書に記載した原則に従った前処理剤の使用によ
り、ＬＣ／ＭＳを用いて得られるアッセイ結果と密に対応したアッセイ結果が得られるの
に対して、対照では、そうではない。
【０１１６】
　この明細書で引用した全ての刊行物及び特許出願は、個々の刊行物又は特許出願が具体
的且つ個別に、参照により導入されると示されたかのように、参照により本明細書に取り
入れられる。
【０１１７】
　理解を明確にする目的で、前述の発明を説明及び例示によって、幾分詳細に記述したが
、当業者には、この発明の教示に照らして、付属の特許請求の範囲の精神及び範囲から逸
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脱することなく、一定の変化や修飾をなし得ることが容易に明らかである。更に、前述の
明細書の記述は、発明を完全に理解させるために、説明の目的で、特定の用語を使用した
。しかしながら、当業者には、本発明を実施するために特定の詳細が必要とされないこと
が明らかであろう。従って、本発明の特定の実施態様の前述の記述が説明及び記述の目的
で提示されたものである。それらは、徹底的であることを意図せず、また、開示された厳
密な形態に発明を限定することを意図していない。上述の教示に鑑みれば、多くの修正及
び変形が可能である。実施態様は、本発明の原則及びその実際的適用を説明し、他の当業
者が本発明を活用することを可能にするために選定し記述したものである
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