
(57)【要約】
　エベロリムス検出用のイムノアッセイを提供する。エベロリムスに対する抗原を産生す
る化合物、及びエベロリムスから産生される抗原も提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 特 異 的 に エ ベ ロ リ ム ス を 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 と 、 検 出 可 能 な 標 識 に 抱 合 す る エ ベ
ロ リ ム ス 化 合 物 を 備 え る 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス の 存 在 を 決 定 す る た め の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ
イ に お い て 、
　 該 抱 合 エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 が 、 抗 体 と 結 合 す る た め に 、 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス と 競 合 す
る よ う に 構 成 さ れ る こ と 、 そ し て
　 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス が 治 療 薬 物 モ ニ タ リ ン グ 濃 度 に 存 在 す る 場 合 、 標 識 が 試 料 中 の エ
ベ ロ リ ム ス の 濃 度 を 示 す シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と を 特 徴 と す る 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ 】
　 治 療 薬 濃 度 の 範 囲 が 約 3～ 約 15ng/mLの エ ベ ロ リ ム ス に か か る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1
に 記 載 の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ３ 】
　 約 0～ 約 40ng/mLの  エ ベ ロ リ ム ス が 存 在 す る 場 合 に シ グ ナ ル が エ ベ ロ リ ム ス の 濃 度 を 示
す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ４ 】
　 nが 0ま た は 1で あ り 、  Xが 3-10個 の 炭 素 ま た は ヘ テ ロ 原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 鎖 で あ り 、
こ の リ ン カ ー 鎖 は 置 換 鎖 ま た は 非 置 換 リ ン カ ー 鎖 で あ り え 、 さ ら に 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ
り え 、  Yが -C(O)-,　 -NH-,　 -S-,　 -CH 2 -お よ び -O-か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ 、 そ し
て  Zが 抗 原 担 体 で あ る 次 の 化 学 式 を 有 す る 抗 原 を 使 用 し て 抗 体 が 生 成 さ れ る こ と を 特 徴 と
す る 請 求 項 1に 記 載 の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ５ 】
　 次 の 化 学 式 を 有 す る 抗 原 を 使 用 し て 抗 体 が 生 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ４ に 記 載
さ れ る 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 。
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【 化 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ６ 】
　 ア ッ セ イ が 、 FPIA法 、 均 一 微 粒 子 （ 免 疫 比 濁 法 ） イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ク ロ ー ン 化 酵 素 ド ナ
ー ・ イ ム ノ ア ッ セ イ （ CEDIA法 ） 、 化 学 発 光 不 均 一 イ ム ノ ア ッ セ イ お よ び 側 方 流 動 イ ム ノ
ア ッ セ イ か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 の 競 合 イ ム ノ
ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ７ 】
　 抱 合 エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 が 、 X１ が 1つ 以 上 の 原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 鎖 で あ り 、 各 々 の リ
ン カ ー 鎖 は 置 換 鎖 ま た は 非 置 換 鎖 で あ り え 、 さ ら に 分 岐 鎖 ま た は 非 分 岐 鎖 で あ り え 、 Yが -
C(O)-,　 -NH-,　 -S-,　 -CH 2 -お よ び -O-か ら 成 る グ ル ー プ の か ら 選 択 さ れ 、 そ し て Zが 標 識
で あ る 次 の 化 学 式 の 化 合 物 で あ る こ と を 特 徴 と す る 、 請 求 項 1に 記 載 の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ
イ 。
【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 ８ 】
　 X 1 が  -O-CH 2 -で あ り , Yが -C(O)-で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 7に 記 載 さ れ る 競 合 イ ム
ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ９ 】
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　 抗 体 が 、 エ ベ ロ リ ム ス に か か る ア ッ セ イ 範 囲 に お い て 50%以 上 の 置 換 （ displacement）
の 強 力 な 結 合 作 用 と 強 力 な 抑 制 作 用 を 示 す こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 1に 記 載 さ れ る 競 合 イ
ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 キ ッ ト と し て 提 供 さ れ る 請 求 項 1に 記 載 の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 較 正 物 質 を さ ら に 備 え る 請 求 項 10に 記 載 の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 抱 合 エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 が 、 抗 体 を 結 合 す る た め に 、 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス と 競 合 す る
よ う に 構 成 さ れ る こ と を 特 徴 と し 、
　 検 出 可 能 な 標 識 に 抱 合 す る エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 お よ び 特 異 的 に エ ベ ロ リ ム ス を 結 合 で き
る 抗 体 と 試 料 を 混 合 す る こ と 、
　 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス の 濃 度 を 示 す 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と 、 お
よ び
　 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス の 量 を 決 定 す る こ と を 含 む 、 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス の 量 を 決 定 す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス が 治 療 薬 物 モ ニ タ リ ン グ 濃 度 に 存 在 す る 、 請 求 項 14に 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 治 療 薬 濃 度 の 範 囲 が 約 3～ 約 15ng/mLの エ ベ ロ リ ム ス に か か る 、 請 求 項 15に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 nが 0ま た は 1で あ り 、  Xは 、 3-10個 の 炭 素 ま た は ヘ テ ロ 原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 鎖 で あ り
、 こ の リ ン カ ー 鎖 は 置 換 鎖 ま た は 非 置 換 リ ン カ ー 鎖 で あ り え 且 つ 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り
え 、  Yが -C(O)-, -NH-, -S-, -CH2 -お よ び -O-か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ 、 そ し て  Z
が 抗 原 担 体 で あ る 次 の 化 学 式 を 有 す る 抗 原 を 使 用 し て 抗 体 が 生 成 さ れ る こ と を 特 徴 と す る
、 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 請 求 項 １ ６ 】
　 試 料 が 体 液 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 混 合 ス テ ッ プ が 、 ま ず 検 出 可 能 な 標 識 に 抱 合 す る エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 と 抗 体 を 混 合 し 、
そ の 後 で 試 料 を 加 え る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 １ ８ 】
　 混 合 ス テ ッ プ が 、 ま ず 抗 体 と 試 料 混 合 し 、 そ の 後 で 検 出 可 能 な 標 識 に 抱 合 す る エ ベ ロ リ
ム ス 化 合 物 を 加 え る こ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 13に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 nは 0ま た は 1で あ り 、  Xは 、 3-10個 の 炭 素 ま た は ヘ テ ロ 原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 鎖 で あ り
、 こ の リ ン カ ー 鎖 は 置 換 鎖 ま た は 非 置 換 リ ン カ ー 鎖 で あ り え 且 つ 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り
え 、 Yが -C(O)-, -NH-, -S-, -CH2 -お よ び -O-か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ 、  Zが 抗 原 担
体 ま た は 標 識 で あ る 、 次 の 構 成 を 有 す る 化 合 物 。
【 化 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 n=1お よ び Xが 4-6個 の 置 換 鎖 ま た は 非 置 換 、 直 鎖 ま た は 分 枝 鎖 の カ ー ボ ン ま た は ヘ テ ロ
原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 群 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 19に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 Xが -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -で あ り 、 Yが -C(O)-で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 20に 記 載
の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Zが 抗 原 担 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 21に 記 載 の 化 合 物 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 エ ベ ロ リ ム ス へ 特 異 的 結 合 が で き る 請 求 項 22に 記 載 の 化 合 物 を 使 用 し て 生 成 さ れ る 抗 体
。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 抗 体 が 単 ク ロ ー ン 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 抗 体 が 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 23に 記 載 の 抗 体 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 請 求 項 23の 抗 体 お よ び 検 出 可 能 な 標 識 を 備 え る 試 料 の エ ベ ロ リ ム ス を 検 出 す る た め の イ
ム ノ ア ッ セ イ ・ キ ッ ト に お い て 、 試 料 、 抗 体 お よ び 標 識 が と も に 混 合 さ れ 、 エ ベ ロ リ ム ス
が 試 料 の 中 に あ る 場 合 に 標 識 が 検 出 可 能 な シ グ ナ ル を 生 成 す る よ う に 構 成 さ れ る こ と を 特
徴 と す る イ ム ノ ア ッ セ イ ・ キ ッ ト 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 標 識 が 、 抗 体 ま た は 抗 体 に 対 し て 特 異 性 を 有 す る 2次 抗 体 に 連 結 さ れ る こ と を 特 徴 と す
る 請 求 項 26に 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
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　 抗 体 と 結 合 す る た め に 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス と 競 合 す る よ う に 構 成 さ れ る エ ベ ロ リ ム ス
分 子 に 標 識 が 連 結 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 26に 記 載 の イ ム ノ ア ッ セ イ 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 一 般 的 に 、 生 体 液 中 の エ ベ ロ リ ム ス （ everolimus） を 検 出 （ determination
） す る た め の 試 薬 と 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 エ ベ ロ リ ム ス [40-O-（ 2-ヒ ド ロ キ シ エ チ ル ） -ラ パ マ イ シ ン ]は 、 新 規 の マ ク ロ ラ イ ド 免
疫 抑 制 剤 で あ る 。 エ ベ ロ リ ム ス （ 別 称 ： SDZ-RAD, RAD,　 Certican(R)は 、 ラ パ マ イ シ ン （
Sirolimus） を 改 善 す る こ と を 目 指 し て 、 Novartis社 に よ り 開 発 さ れ た （ 参 照 に よ り 本 稿
に 援 用 さ れ る 非 特 許 文 献 １ ） 。 （ ラ パ マ イ シ ン （ Sirolimus） は 、 ア ロ 抗 原 に 対 す る 細 胞
反 応 に お い て 成 長 因 子 に よ る 形 質 導 入 シ グ ナ ル を 阻 止 す る 増 殖 シ グ ナ ル 阻 害 剤 で あ る 。 （
参 照 に よ り 本 稿 に 援 用 さ れ る 特 許 文 献 １ ） エ ベ ロ リ ム ス は 、 ラ パ マ イ シ ン （ Sirolimus）
と 比 較 し た 場 合 、 有 機 溶 媒 中 に お い て よ り 優 れ た 安 定 性 と 更 に 強 化 さ れ た 溶 解 性 を 示 す と
共 に 、 副 作 用 が 少 な く よ り 好 ま し い 薬 物 動 態 を 示 す も の で あ る 。 エ ベ ロ リ ム ス は 、 免 疫 抑
制 投 薬 療 法 の 効 能 を 向 上 さ せ る た め に マ イ ク ロ エ マ ル ジ ョ ン ・ サ イ ク ロ ス ポ リ ン （ Novart
is社 製 Neorale(R)） と 併 用 さ れ て き た （ 参 照 に よ り 本 稿 に 援 用 さ れ る Kovarik JMら の 非 特
許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 臨 床 状 態 の 複 雑 性 お よ び 免 疫 抑 制 お よ び 腎 毒 作 用 に 対 す る 感 度 に 個 人 差 が あ る た め 、 治
療 の 効 果 と 副 作 用 の バ ラ ン ス を 維 持 す る こ と は 医 師 に と っ て 非 常 に 困 難 な 課 題 と な っ て い
る （ 参 照 に よ り 本 稿 に 援 用 さ れ る 非 特 許 文 献 ３ ） 。
上 記 薬 物 の 生 体 液 中 に お け る 濃 度 の 測 定 お よ び 解 釈 と し て 定 義 さ れ る 薬 物 治 療 管 理 （ TDM
： Therapeutic Drug Monitoring） は 、 移 植 プ ロ ト コ ル に お け る 不 可 欠 な 要 素 と な っ て お
り 、 器 官 反 応 の 予 測 を 最 終 的 な 課 題 目 的 と し て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 腎 臓 移 植 に お け る 副 作 用 （ 有 害 影 響 ） を 最 小 限 に 止 め つ つ 目 的 の 効 能 を 示 す 濃 度 と し て
報 告 さ れ て い る エ ベ ロ リ ム ス の 治 療 濃 度 は 、 3-15ng/mLで あ る （ 非 特 許 文 献 ２ ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ま た 、 最 近 の デ ー タ に よ り 、 エ ベ ロ リ ム ス の 薬 物 治 療 管 理 （ TDM） は 心 臓 移 植 患 者 に 有
益 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ 参 照 に よ り 本 稿 に 援 用 さ れ る 非 特 許 文 献 ４ ） 。 1.5mg/日 お
よ び 3mg/日 の で 治 療 を 受 け た 患 者 に お け る 、 移 植 後 最 初 の 一 年 間 の エ ベ ロ リ ム ス の ト ラ フ
レ ベ ル （ 最 低 濃 度 ） は 安 定 し て お り 、 各 々 平 均 5.2± 3.8ng/mLと 9.4± 6.3ng/mLで あ っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 エ ベ ロ リ ム ス の TDMは 次 の 参 考 文 献 に よ り 報 告 さ れ て お り 、 各 々 参 考 に よ り 本 稿 に 援 用
さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 　 　 McMahon LM, et al. "High-throughput analysis of Certican （ RAD001）  and cy
closporin A （ CsA） in whole blood by liquid chromatography/massspectrometry usin
g a semi-automated 96-well solid-phase extraction system." Rapid Communications 
in Mass Spectrometry 2000; 14: 1965-1971;  
　 　 　 Brignol N, et al. "High-throughput semi-automated 96-wellliquid/liquid ext
raction and liquid chromatography/mass spectrometric analysisof Certican （ RAD00
1）  and cyclosporin A （ CsA） in whole blood." Rapid Communications in Mass Spect
rometry 2002; 15: 1-10; 
　 　 　 Streit F. et al. "Rapid liquid chromatography-tandem massspectrometry rout
ine method for simultaneous determination of sirolimus, Certican, tacrolimus, an
d cyclosporin A in whole blood." Clinical Chemistry. 2002; 48 （ 6） : 955-958.
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【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 WO-009409010パ ン フ レ ッ ト
【 非 特 許 文 献 １ 】 Nashan B.、 "The role of Certican in the many pathways of chronic
 rejection. Transplantation Proceedings," Transplantation Proceedings, 2001, 33:
3215-3230.
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Kovarik JM, et al. "Exposure-response relationship for Certican 
in de novo kidney transplantation : define a therapeutic range." Transplantation
 2002; 73（ 6） : 920-925.
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Wallemacq, Pierre E. "Therapeutic monitoring of immunosuppressan
t drugs. Where are we?," Clinical Chemistry and Laboratory Medicine（ 2004） , 42
（ 11） , 1204-121.
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Starling, Randall C.; et al. "Therapeutic drug monitoring for ev
erolimus in heart transplant recipients based on exposure-effect modeling." Amer
ican Journal of Transplantation （ 2004） , 4（ 12） , 2126- 2131.
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 し か し な が ら 、 HPLC、 LC/MSを 使 用 す る 方 法 は 、 例 え ば 試 料 の 調 製 や 分 析 （ ア ッ セ イ ）
に 時 間 が か か り 、 コ ス ト も 高 く 、 且 つ 労 働 集 約 的 作 業 を 要 す る と い う 点 で 、 商 業 的 用 途 に
使 用 す る も の と し て は 実 用 性 に 欠 け る 面 が あ る 。 日 常 的 な エ ベ ロ リ ム ス TDMに は 、 単 純 な
自 動 試 験 や 高 出 力 を 有 す る 臨 床 分 析 装 置 を 利 用 で き る こ と が 望 ま し い 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 本 発 明 は 、 新 規 の エ ベ ロ リ ム ス の 誘 導 体 と 新 規 の エ ベ ロ リ ム ス 免 疫 原 を 教 示 す る も の で
あ る 。 本 発 明 は ま た 、 エ ベ ロ リ ム ス 免 疫 原 を 使 用 し て 生 成 さ れ た 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 と 単 ク
ロ ー ン 抗 体 に つ い て だ け で は な く 、 標 識 競 合 体 （ labeled competitor） お よ び 追 跡 子 （ ト
レ ー サ ） に つ い て も 教 示 す る 。 こ れ ら の 抗 体 、 抱 合 体 お よ び 追 跡 子 は 、 生 体 液 中 の エ ベ ロ
リ ム ス を 検 出 す る イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 用 と な る も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 本 発 明 は 、 そ の 一 様 態 に お い て 、 試 料 中 に エ ベ ロ リ ム ス が 存 在 す る か 否 か を 決 定 す る た
め の 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ を 備 え る 。 実 例 と し て 記 載 さ れ る 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 特 に エ
ベ ロ リ ム ス を 結 合 で き る 抗 体 と 検 出 可 能 な 標 識 に 抱 合 す る エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 か ら 構 成 さ
れ て お り 、 該 抱 合 エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 は 試 料 中 で エ ベ ロ リ ム ス と 競 合 し て 抗 体 を 結 合 す る
よ う に 構 成 さ れ 、 且 つ 、 該 標 識 は 、 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス が 薬 物 治 療 管 理 濃 度 に 含 ま れ て
い る 場 合 に 該 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス 濃 度 を 示 す シ グ ナ ル を 提 供 す る こ と を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 イ ム ノ ア ッ セ イ は 約 3～ 約 15ng/mLの 範 囲 で エ ベ ロ リ ム ス を 管 理 （
監 視 ） す る の に 適 し て い る 。 他 の 実 施 形 態 に お い て 、 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 実 例 と し て
約 0～ 約 40ng/mLと い っ た 広 範 囲 に わ た り エ ベ ロ リ ム ス の 濃 度 を 示 す シ グ ナ ル を 備 え る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 本 発 明 は 、 他 の 様 態 に お い て 、 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス 量 を 測 定 （ 判 断 ） す る 方 法 を 備 え
る 。 該 方 法 は 、 特 に 、 エ ベ ロ リ ム ス を 結 合 で き る 抗 体 お よ び 検 出 可 能 標 識 に 抱 合 す る ベ ロ
リ ム ス 化 合 物 と 試 料 を 混 合 す る こ と （ こ こ に お い て 、 抱 合 エ ベ ロ リ ム ス 化 合 物 は 、 抗 体 と
結 合 す る た め に 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス と 競 合 す る よ う に 構 成 さ れ る ） 、 試 料 中 の エ ベ ロ リ
ム ス の 濃 度 を 示 す 検 出 可 能 な 標 識 か ら の シ グ ナ ル を 測 定 す る こ と 、 そ し て 試 料 中 の エ ベ ロ
リ ム ス の 量 を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お け る さ ら に 別 の 様 態 で は 、 化 合 物 が 次 の 構 成 を 成 し て 提 供 さ れ て い る
。
【 ０ ０ １ ４ 】
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【 化 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ １ ５ 】
　 上 記 構 成 に お い て 、
　 nは 0ま た は 1で あ り 、
　 Xは 、 3-10個 の 炭 素 ま た は ヘ テ ロ 原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 鎖 で あ り 、 こ の リ ン カ ー 鎖 は 置
換 鎖 ま た は 非 置 換 鎖 で あ り え 、 さ ら に 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り え 、
　 Yは 、 -C(O)-, -NH-, -S-, -CH2 -お よ び -O-か ら 成 る グ ル ー プ か ら 選 択 さ れ 、
　 Zは 抗 原 担 体 ま た は 標 識 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 特 定 の 一 具 体 例 に お い て 、 Xは -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -CH 2 -で あ り 、 Yは --C(O)-で あ り 、 Zは
抗 原 担 体 で あ る 。 こ れ ら の 化 合 物 を 使 用 し て 生 成 さ れ た 抗 体 と 該 抗 体 を 使 用 す る イ ム ノ ア
ッ セ イ ・ キ ッ ト も 提 供 さ れ て い る 。 下 記 の さ れ る 好 適 な 実 施 形 態 に 関 す る 詳 細 な 説 明 に は
、 本 発 明 を 現 下 認 識 さ れ る ご と く 実 施 す る た め に 最 良 な 様 式 が 示 さ れ て お り 、 本 発 明 の そ
の 他 の 特 長 は 、 当 事 者 が こ の 好 適 な 実 施 形 態 の 詳 細 説 明 を 踏 ま え て 考 慮 す れ ば 明 白 な も の
と な る は ず で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ １ ７ 】
　 「 エ ベ ロ リ ム ス （ everolimus） 」 は 、 CERTICAN(R)と い う 商 標 で Novartis AG社 に よ り 販
売 さ れ て い る 免 疫 抑 制 剤 で あ る 。 エ ベ ロ リ ム ス は 、 化 学 式  Iの 構 成 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
【 化 ２ 】
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 「 ハ プ テ ン （ haptens） 」 は 部 分 抗 原 ま た は 不 完 全 抗 原 で あ る 。 ハ プ テ ン は 通 常 、 大 部
分 が 低 分 子 量 か ら な り 、 一 般 的 に 抗 体 形 成 を 刺 激 す る 能 力 を 有 さ な い が 、 抗 体 と 反 応 す る
無 タ ン パ ク 物 質 で あ る 。 高 分 子 量 抗 原 担 体 に ハ プ テ ン を 共 役 し た 後 に 、 こ の 共 役 生 成 物 （
i.e.、 免 疫 原 ） を 被 験 者 （ 人 間 ） ま た は 被 験 動 物 の 体 内 へ 注 入 す る こ と に よ り 、 抗 体 を 形
成 し え る 。 エ ベ ロ リ ム ス は ハ プ テ ン で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 稿 で 用 い ら れ る 「 特 に エ ベ ロ リ ム ス を 結 合 で き る 抗 体 」 と い う 句 は 、 非 特 異 性 相 互 作
用 と は 対 照 的 に 、 真 性 抗 体 ・ 抗 原 反 応 に お い て 薬 物 中 の 少 な く と も 1つ の エ ピ ト ー プ と 反
応 で き る 抗 体 を 示 す 。
「 類 似 物 質 （ ア ナ ロ グ ） 」 ま た は 「 誘 導 体 」 と い う 用 語 は 、 1つ 以 上 の 化 学 反 応 に よ り 親
化 合 物 ま た は 分 子 か ら 生 成 さ れ た 化 学 化 合 物 ま た は 分 子 を 示 す 。 「 活 発 化 ハ プ テ ン 」 は 、
ハ プ テ ン 誘 導 抱 合 体 を 、 リ ン キ ン グ グ ル ー プ （ 連 結 群 ） を 連 結 （ attach） す る こ と な ど に
よ っ て 、 合 成 す る た め の 反 応 に 利 用 で き る 領 域 を 備 え る ハ プ テ ン 誘 導 体 を 示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 本 稿 で 用 い ら れ る 「 リ ン キ ン グ グ ル ー プ 」 ま た は 「 リ ン カ ー 」 は 、 ハ プ テ ン 、 担 体 、 免
疫 原 、 標 識 、 追 跡 子 ま た は そ の 他 の リ ン カ ー な ど の サ ブ ス ト ラ ク チ ャ （ 下 部 構 造 ） の 2つ
以 上 を つ な げ る 化 学 構 造 の 一 部 を 示 す 。 リ ン キ ン グ グ ル ー プ は 、 サ ブ ス ト ラ ク チ ャ 間 に ま
た が る （ 広 が る ） 水 素 （ ま た は そ の 他 の 単 価 原 子 ） 以 外 の 原 子 の 少 な く と も 1つ の 途 切 れ
な く 連 結 さ れ る 鎖 体 を 有 す る 。 リ ン キ ン グ グ ル ー プ の 原 子 お よ び リ ン キ ン グ グ ル ー プ 内 の
鎖 体 の 原 子 は 、 化 学 結 合 に よ っ て 自 ら 接 続 す る 。 リ ン カ ー は 、 直 鎖 ま た は 分 岐 鎖 で あ り え
、 ま た 飽 和 あ る い は 不 飽 和 炭 素 鎖 で あ り え 、 さ ら に 鎖 の 中 間 ま た は 鎖 の 末 端 に 1つ 以 上 の
異 種 原 子 を 含 み え る 。 「 異 種 原 子 」 と は 、 炭 素 原 子 以 外 の 原 子 、 具 体 例 と し て 、 酸 素 、 窒
素 、 硫 黄 お よ び リ ン を 意 味 す る 。 リ ン キ ン グ グ ル ー プ は ま た 、 鎖 の 一 部 と し て 、 ま た は 鎖
内 の 原 子 の う ち の 1つ に お け る 置 換 と し て 、 巡 回 群 ま た は 芳 香 族 基 を 含 み え る 。 リ ン キ ン
グ グ ル ー プ ま た は リ ン カ ー 中 の 原 子 数 は 水 素 以 外 の 原 子 数 に よ り 決 定 さ れ る 。 リ ン キ ン グ
グ ル ー プ 内 の 鎖 体 に お け る 原 子 数 は 、 結 合 し て い る サ ブ ス ト ラ ク チ ャ 間 の 最 短 経 路 に 沿 っ
た 水 素 以 外 の 原 子 数 に よ り 決 定 さ れ る 。 リ ン キ ン グ グ ル ー プ は ハ プ テ ン を 活 性 化 す る （ 例
え ば 、 標 識 ま た は 担 体 と ハ プ テ ン の 抱 合 体 を 合 成 す る た め に ハ プ テ ン 上 で 利 用 で き る 領 域
を 提 供 す る ） た め に 使 用 さ れ え る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 本 稿 に 用 い ら れ る 「 免 疫 原 」 、 「 免 疫 原 （ 性 ） の 」 と い う 用 語 は 、 有 機 体 中 の 免 疫 反 応
を 生 成 す る ま た は 発 生 さ せ る 能 力 を 有 す る 物 質 を 示 す 。 「 活 性 エ ス テ ル 」 は 、 例 え ば ペ プ
チ ド と タ ン パ ク 質 の よ う な 化 合 物 の 自 由 ア ミ ノ 基 と 反 応 で き る エ ス テ ル 基 を 示 す 。 活 性 エ
ス テ ル の 例 と し て 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド 、 p-ニ ト ロ フ ェ ニ ル 基 、 ペ ン タ フ ル オ ロ
フ ェ ニ ル 基 、 N-ヒ ド ロ キ シ ・ ベ ン ゾ ト リ ア ゾ リ ル が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 本 稿 に 用 い ら れ る 「 担 体 」 ま た は 「 免 疫 原 担 体 」 と い う 用 語 は 、 ハ プ テ ン と 結 合 で き 、
よ っ て 、 ハ プ テ ン が 免 疫 反 応 を 誘 発 し 特 に 抗 原 （ ハ プ テ ン ） と 結 合 で き る 抗 体 の 生 成 を 誘
発 す る こ と を 可 能 に す る 免 疫 原 性 物 質 （ 一 般 に タ ン パ ク 質 ） を 示 す 。 外 来 と し て 認 識 さ れ
、 よ っ て ホ ス ト （ 宿 主 ） か ら の 免 疫 反 応 を 誘 発 す る 核 酸 、 タ ン パ ク 質 、 糖 タ ン パ ク 質 、 複
合 多 糖 、 お よ び 粒 子 状 物 質 が 、 担 体 物 質 に は 含 ま れ て い る 。 ま た 、 様 々 な タ ン パ ク 質 が ポ
リ （ ア ミ ノ 酸 ） 免 疫 原 担 体 と し て 使 用 さ れ え る 。 こ れ ら の タ ン パ ク 質 は ア ル ブ ミ ン お よ び
血 清 蛋 白 質 、 例 え ば グ ロ ブ リ ン 、 接 眼 レ ン ズ タ ン パ ク 質 、 リ ポ タ ン パ ク 質 な ど 、 を 含 ん で
い る 。 タ ン パ ク 質 の 具 体 例 と し て 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン （ BSA） 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト
ヘ モ シ ニ ア ン （ KLH） 、 卵 オ バ ル ブ ミ ン 、 ウ シ γ グ ロ ブ リ ン （ BGG） な ど が 挙 げ ら れ る 。 あ
る い は 、 合 成 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） を 使 用 し え る 。 ま た 、 免 疫 原 担 体 は 、 単 糖 の 凝 縮 が 繰 り 返
さ れ る こ と に よ り 構 築 さ れ た 高 分 子 量 重 合 体 で あ る 多 糖 （ 類 ） で あ り え る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 多 糖 （ 類 ） の 例 と し て 、 で ん ぷ ん 、 グ リ コ ー ゲ ン 、 セ ル ロ ー ズ 、 ア ラ ビ ア ゴ ム な ど の 炭
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水 化 物 ガ ム 、 寒 天 な ど が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 多 糖 は ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 残 留 物 且 つ 又 は 脂 質
残 留 物 を 含 む こ と が で き る 。 免 疫 原 担 体 は 、 単 独 の 、 或 い は 前 記 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） ま た は
多 糖 （ 類 ） の う ち の 1つ に 抱 合 す る ポ リ （ 核 酸 ） で も あ り え る 。 ま た 、 免 疫 原 担 体 は 粒 子
状 物 質 で も あ り え る 。 該 粒 子 状 物 質 の 直 径 は 、 具 体 例 と し て 約 0.02ミ ク ロ ン （ μ m） 以 上
、 さ ら に 具 体 例 と し て 約 100μ m以 下 で あ り 、 通 常 は 0.05μ m～ 10μ mで あ る 。 該 粒 子 状 物 質
は 、 有 機 あ る い は 無 機 、 膨 潤 可 能 あ る い は 膨 潤 不 可 能 、 多 孔 性 あ る い は 非 多 孔 性 で あ り え
、 状 況 に 応 じ て （ 任 意 に ） 水 の 密 度 に 近 い も の （ 通 常 約 0.5～ 1.5g/mL） で あ り 、 そ し て 、
透 明 な 材 質 ま た は 部 分 的 に 透 明 な 材 質 あ る い は 不 透 明 な 材 質 か ら 成 る も の が 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 ま た 、 該 粒 子 状 物 質 は 、 具 体 例 と し て （ こ れ ら に 限 定 さ れ な い が ） 赤 血 球 、 白 血 球 、 リ
ン パ 球 、 ハ イ ブ リ ド ー マ （ 融 合 細 胞 ） 、 連 鎖 球 菌 、 黄 色 ブ ド ウ 球 菌 、 大 腸 菌 お よ び ビ ー ル
ス な ど を 含 む 細 胞 や 微 生 物 の よ う な 生 体 物 質 で あ り え る 。 該 粒 子 状 物 質 は ま た 、 有 機 ・ 無
機 重 合 体 、 リ ポ ソ ー ム 、 ラ テ ッ ク ス 、 リ ン 脂 質 小 胞 、 あ る い は リ ポ 蛋 白 質 で 構 成 さ れ る も
の で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 「 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 」 ま た は 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 は ア ミ ノ 酸 か ら 形 成 さ れ た ポ リ ア ミ ド で
あ る 。 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） は 、 例 え ば 約 2,000分 子 量 以 上 の 範 囲 に 及 び 、 分 子 量 の 上 限 は 無
い が 、 通 常 10,000,000ダ ル ト ン 以 下 、 状 況 に 応 じ て （ 任 意 に ） 約 600,000の ダ ル ト ン 以 下
と さ れ る 。 し か し な が ら 、 こ の 範 囲 は 通 常 、 免 疫 原 担 体 ま た は 酵 素 が 関 与 す る か ど う か に
よ り 異 な る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ペ プ チ ド 」 に は 、 通 常 ア ミ ド （ ペ プ チ ド ） の 結 合 に よ る ア ミ ノ 酸 リ ン ケ ー ジ （ 連 鎖 機
構 ） 2つ 以 上 に よ っ て 形 成 さ れ る あ ら ゆ る 化 合 物 （  通 常 は 、 (NH 2 末 端 以 外 の )各 ア ミ ノ 酸
残 基 の α -ア ミ ノ 基 が 直 鎖 中 に お け る 次 の 残 基 の α -カ ル ボ キ シ ル 基 に 連 結 さ れ る α -ア ミ
ノ 酸 の 重 合 体 ） を 使 用 で き る 。 本 稿 に お い て 、 「 ペ プ チ ド 」 、 「 ポ リ ペ プ チ ド 」 、 お よ び
「 ポ リ （ ア ミ ノ 酸 ） 」 と い う 用 語 は 、 大 き さ に 関 す る 制 限 を 有 さ な い こ の 種 （ ク ラ ス ） の
化 合 物 を 示 す も の の 同 意 語 と し て 用 い ら れ て い る 。 こ の 種 （ ク ラ ス ） の も の で 大 型 の 類 に
属 す る も の は タ ン パ ク 質 と も 呼 ば れ る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 標 識 」 「 検 出 分 子 」 ま た は 「 追 跡 子 」 は 、 検 出 可 能 シ グ ナ ル を 生 成 す る 、 あ る い は 生
成 す る よ う に 誘 導 し え る 、 あ ら ゆ る 分 子 を 意 味 す る 。 標 識 は 、 被 検 体 、 免 疫 原 、 抗 体 （ 具
体 例 と し て は 抗 原 化 合 物 に 反 応 し て 生 成 さ れ た 抗 体 、 あ る い は 特 異 性 を 有 す る 二 次 抗 体 ）
、 ま た は 配 位 子 （ 特 に ハ プ テ ン ） な ど の レ セ プ タ に 結 合 で き る レ セ プ タ ま た は 分 子 の よ う
な そ の 他 の 分 子 に 結 合 し え る 。 標 識 の 例 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 放 射 性 同 位 体
、 酵 素 、 酵 素 、 断 片 、 酵 素 基 質 、 酵 素 抑 制 因 子 、 補 酵 素 、
触 媒 、 発 蛍 光 団 、 染 料 、 化 学 発 光 剤 、 発 光 剤 、 感 光 剤 、 非 磁 性 ま た は 磁 性 粒 子 状 物 質 、 固
体 担 体 、 リ ポ ソ ー ム 、 配 位 子 、 レ セ プ タ 、 お よ び ハ プ テ ン 放 射 性 同 位 体 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 稿 に お い て 用 い ら れ る 「 抗 原 化 合 物 」 と い う 用 語 は 、 免 疫 反 応 を も た ら す た め に 使 用
さ れ る 化 合 物 を 示 す 。 具 体 例 と し て 、 抗 原 化 合 物 は 免 疫 原 担 体 に つ な が れ た ハ プ テ ン （ 例
え ば エ ベ ロ リ ム ス ） で あ る 。 該 抗 原 化 合 物 は 所 望 の 抗 体 を 生 成 す る た め に 使 用 さ れ る 。 本
稿 に お い て 使 用 さ れ る 「 標 識 競 合 体 （ labeled competitor） 」 と い う 用 語 は 、 分 子 が 検 出
可 能 な 標 識 ま た は 追 跡 子 に 連 結 さ れ て い る こ と を 特 徴 と す る 、 エ ベ ロ リ ム ス に 対 し て 特 異
性 を 有 す る 抗 体 に 特 異 的 に 結 合 し え る 分 子 で あ る 。 具 体 例 と し て 、 該 分 子 は エ ベ ロ リ ム ス
、 ま た は そ れ の 誘 導 体 あ る い は 被 検 体 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 「 生 体 試 料 」 の 例 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 任 意 の 数 量 の 生 物 ま た は 過 去 に 生
存 し て い た も の か ら の 物 質 が 含 ま れ る 。 前 記 生 物 の 例 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、
人 間 、 ハ ツ カ ネ ズ ミ 、 猿 、 ネ ズ ミ 、 ウ サ ギ 、 馬 、 あ る い は そ の 他 の 動 物 が 挙 げ ら れ る 。 前
記 物 質 の 例 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 血 液 、 血 清 、 尿 、 涙 、 細 胞 、 臓 器 、 細 胞 組
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織 、 骨 、 骨 髄 、 リ ン パ 液 、 リ ン パ 節 、 滑 液 膜 組 織 、 軟 骨 細 胞 、 滑 膜 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 内 皮
細 胞 お よ び 皮 膚 な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 治 療 薬 物 濃 度 モ ニ タ リ ン グ 濃 度 」 と い う 用 語 は 、 薬 物 の 無 作 用 レ ベ ル か ら 毒 作 用 発 生
レ ベ ル ま で の 濃 度 を 指 す 。 現 下 認 識 さ れ て い る エ ベ ロ リ ム ス に つ い て の 治 療 域 は 一 般 的 に
3-15ng/mLで あ る 。 し か し 、 当 然 の こ と な が ら 、 広 範 囲 な 情 報 を 提 供 す る こ と が 効 果 的 で
あ り 、 且 つ 、 一 般 的 に ア ッ セ イ 範 囲 は 治 療 域 よ り も 広 範 囲 で あ る と い う 共 通 認 識 が あ る 。
し た が っ て 、 治 療 薬 物 モ ニ タ リ ン グ 濃 度 の 管 理 （ モ ニ タ リ ン グ ） を 含 む ア ッ セ イ は エ ベ ロ
リ ム ス の 幅 広 い 濃 度 範 囲 に お け る 感 度 を 提 供 し え る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 患 者 」 と い う 用 語 は 、 被 験 者 （ 人 間 ） お よ び 被 験 動 物 を 含 む も の を 示 す 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 体 液 中 の 薬 物 お よ び そ の 他 の 小 分 子 な ど の ハ プ テ ン を 検 出 す る た め に 行 う 定 量 式 イ ム ノ
ア ッ セ イ 法 が 数 多 く 知 ら れ て い る 。 エ ベ ロ リ ム ス の ア ッ セ イ 法 の 具 体 例 と し て は 、 抗 エ ベ
ロ リ ム ス 抗 体 と 試 料 を 組 み 合 わ せ て 、 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス 量 を 示 す 抗 エ ベ ロ リ ム ス ‐ 抗
体 エ ベ ロ リ ム ス 複 合 体 の 量 を 検 出 す る も の が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 イ ム ノ ア ッ セ イ の 実 施 例 に お い て 、 LC/MSな ど の 解 析 方 法 に よ り 得 ら れ た 濃 度 と 比 較 し
た エ ベ ロ リ ム ス 濃 度 に 関 す る 情 報 を 統 計 的 に 提 供 す る た め に 、 適 度 な エ ベ ロ リ ム ス に 対 す
る 感 度 と 特 異 性 を 有 す る 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 且 つ 又 は 単 ク ロ ー ン 抗 体 が 採 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 上 記 の よ う な イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 具 体 例 と し て 患 者 か ら 採 取 さ れ た 試 料 （ 以 下 、 「 患 者
試 料 」 ） 中 の 薬 物 レ ベ ル を モ ニ タ ー す る の に 有 用 と な る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 薬 物 な ど の 小 分 子 を 検 出 す る イ ム ノ ア ッ セ イ を 設 計 す る こ と は 非 常 に 難 し い 。 前 記 さ れ
る よ う な 小 分 子 は し ば し ば 抗 原 性 に 欠 け 、 抗 体 を 生 成 す る こ と が 困 難 で あ る 。 こ れ は 、 免
疫 反 応 を 抑 制 す る た め に 使 用 さ れ る エ ベ ロ リ ム ス な ど の 薬 物 で 特 に 問 題 と な る 。 免 疫 原 性
を 増 加 さ せ る た め に 、 よ り 大 型 の 抗 原 化 合 物 （ 具 体 例 と し て は 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い が
ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 オ バ ル ブ ミ ン 、 キ ー ホ ー ル リ ン ペ ッ ト ヘ モ シ ニ ア ン な ど を 含 む タ ン
パ ク 質 ま た は ポ リ ペ プ チ ド ） を 該 薬 物 に 抱 合 す る 。 さ ら に 、 イ ム ノ ア ッ セ イ に お け る 薬 物
の 検 出 は 、 一 般 的 に 、 抗 体 、 被 検 体 ま た は 被 検 体 類 似 物 質 に 抱 合 す る 検 出 可 能 な 標 識 の 使
用 を 必 要 と す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 免 疫 原 は 、 水 酸 基 （ hydroxyl ヒ ド ロ キ シ  ） の 1つ （ 例 え ば 、 位 置 番 号 28の 水 酸 基 な ど
） と 反 応 し た リ ン カ ー を 通 し て エ ベ ロ リ ム ス を 抗 原 性 担 体 蛋 白 質 へ 共 役 す る こ と に よ っ て
生 成 し え る 。 こ の よ う な 方 法 は 、 米 国 特 許 第 6,635,745号 お よ び ヨ ー ロ ッ パ 特 許 0 693 132
号 に 記 載 さ れ て お り 、 参 照 に よ り 本 稿 に 援 用 さ れ る 。 但 し 、 抗 原 性 担 体 間 に 延 び る リ ン カ
ー が 、 さ ら に 感 度 の 高 い 抗 体 の 生 成 を も た ら す こ と も 明 ら か に な っ て い る 。 特 定 の 理 論 に
拘 束 さ れ る こ と な く 考 慮 す る と 、 リ ン カ ー が 長 く な る に つ れ て エ ピ ト ー プ に ア ク セ ス し 易
く な り 、 エ ベ ロ リ ム ス に 対 す る 抗 体 の 特 異 性 が 増 大 す る こ と に つ な が る 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 一 実 施 例 に お い て 、 免 疫 原 抱 合 体 は 例 え ば 、 nは 、 0ま た は 1で あ り 、  Xは 、 リ ン カ ー 鎖
が 置 換 な い し は 非 置 換 で あ り え 、 ま た 直 鎖 な い し は 分 岐 鎖 で も あ り え る こ と を 特 徴 と す る
3-10個 の 炭 素 ま た は ヘ テ ロ 原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 鎖 で あ り 、  Yは 、 カ ル ボ ニ ル 、 -NH-, -S
-, -CH 2 - お よ び -O-か ら 成 る 基 か ら 選 択 さ れ 、  そ し て 、 Zは 抗 原 担 体 で あ る こ と を 特 徴 と
す る 、 図 1お よ び 次 の 化 学 式 IIに 示 さ れ る 化 合 物 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
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【 化 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 こ の 実 施 形 態 に お い て 、 リ ン カ ー （ X） は 、 少 な く と も 1つ の 原 子 が 炭 素 （ C） で あ る こ
と を 特 徴 と す る 3つ 以 上 の 原 子 の 鎖 体 か ら 成 る 。 リ ン カ ー 分 子 は 、 直 鎖 ま た は 分 枝 鎖 で あ
り え 、 少 な く と も 一 つ の C原 子 に 加 え て 、 N、 O、 Sお よ び Pな ど の （ 相 互 無 関 係 に 置 き 換 え
可 能 な ） 異 種 原 子 を 含 む こ と が で き る も の で あ る 。 該 リ ン カ ー は ま た 、 多 重 結 合 を 含 む こ
と も で き る 。 該 リ ン カ ー が 分 岐 鎖 の 場 合 、 各 分 岐 は 環 状 構 造 （ rings） を 形 成 す る も の で
あ り え る 。 該 リ ン カ ー が 分 岐 鎖 の 場 合 、 リ ン カ ー の 長 さ は 、 エ ベ ロ リ ム ス と 抱 合 体 の 間 の
最 短 路 に お け る 原 子 数 に よ っ て 決 定 さ れ る 。 具 体 例 と し て 、 リ ン カ ー （ X） は 、 原 子 3～ 10
個 の 鎖 体 、 よ り 具 体 的 な 例 と し て 原 子 4～ 7個 の 鎖 体 、 さ ら に 具 体 的 な 例 と し て 原 子 4～ 5個
の 鎖 体 か ら 成 る 。 特 に 適 し た 好 ま し い 実 施 例 に お い て 、 リ ン カ ー は 原 子 5個 の 鎖 体 か ら 成
る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 抗 原 化 合 物 ま た は そ の 他 の エ ベ ロ リ ム ス 抱 合 体 を 、 エ ベ ロ リ ム ス 分
子 上 の 別 の 個 所 （ 具 体 的 な 例 と し て 、 位 置 番 号 6番 、 32番 ま た は 9番 の ケ ト ン 基 の 1つ ） を
通 り 、 （ リ ン カ ー が 、 適 切 な エ ベ ロ リ ム ス ・ エ ピ ト ー プ へ の ア ク セ ス を 備 え つ つ 、 過 度 の
分 離 が エ ベ ロ リ ム ス と 抗 原 担 体 間 に 生 じ な い よ う に す る た め に 十 分 な 長 さ を 有 す る こ と を
特 徴 と す る ） オ キ シ ム 、 ヒ ド ラ ゾ ン な ど の 適 切 な リ ン ケ ー ジ を 経 て 共 役 す る こ と に よ り 形
成 す る こ と が で き る 、 と い う 共 通 認 識 が あ る 。 該 リ ン カ ー は 、 タ ン パ ク 質 ま た は そ の 他 の
生 体 分 子 、 ま た は 固 体 担 体 面 へ の 共 役 を 可 能 に す る 適 切 な 官 能 基 に 追 加 し え る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 特 定 の 一 実 施 例 に お い て 、 ｎ ＝ １ 、 Xは 原 子 5個 か ら 成 る 鎖 体 、 Yは --C(O)-で あ る 。 こ の
よ う な 免 疫 原 化 合 物 の 一 例 に は 、 （ Zは BSAで あ る ） 図 6に 示 さ れ る よ う な RAD822： BSAが 挙
げ ら れ る 。 図 9の 検 量 線 に 示 さ れ る よ う に 、 RAD 822: BSA を 使 っ て 生 成 さ れ た 抗 体 は 、 強
力 な 結 合 作 用 （ > 100 mP） と 強 力 な 抑 制 作 用 （ > 50%@ 50 ng/mL） を 発 揮 す る こ と が 証 明
さ れ て い る 。 強 力 な 結 合 作 用 お よ び 強 力 な 抑 制 作 用 が 期 待 さ れ る そ の 他 の 例 に は 、 ｎ ＝ １
、 Xは 原 子 ７ 個 か ら 成 る 鎖 体 （ 例 え ば -（ CH 2 ） 7 -） 、 Yが --C(O)-で あ る こ と を 特 徴 と す る
化 学 式 IIの 免 疫 原 化 合 物 を 使 用 し て 生 成 さ れ た 抗 体 が 挙 げ ら れ る 。 ま た 、 そ の 他 の 化 学 式
IIの 化 合 物 を 使 用 し て 生 成 さ れ た 抗 体 も 、 強 力 な 結 合 作 用 お よ び 強 力 な 抑 制 作 用 を 発 揮 す
る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 し か し 、 当 然 の こ と な が ら 、 実 施 形 態 に よ っ て は 中 程 度 の 結 合 作 用 （ 50-100 mP） 且 つ
又 は 中 程 度 の 抑 制 作 用 （ 50-500ng/mLで 50%） で も よ い と い う 共 通 認 識 が あ る 。 化 学 式 IIの
化 合 物 か ら 生 成 さ れ た 抗 体 は 、 競 合 ア ッ セ イ お よ び 非 競 合 ア ッ セ イ に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 免 疫 原 抱 合 体 は 、 単 ク ロ ー ン 抗 体 の 生 成 だ け で は な く 、 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 の 生 成 に も 有
用 で あ る 。
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検 出 体 の 目 的 に よ っ て は 、 代 謝 物 質 に 対 す る 交 差 反 応 性 を ほ と ん ど 有 さ な い （ ま た は 、 全
く 有 さ な い ） エ ベ ロ リ ム ス を 対 象 に 抗 体 を 選 択 し て も よ く 、 あ る い は 、 代 替 方 法 と し て 、
エ ベ ロ リ ム ス と 同 様 に 代 謝 物 質 且 つ 又 は 関 連 薬 物 の 1つ 以 上 を 認 識 で き る 抗 体 を 選 択 し て
も よ い 。 人 体 の 肝 臓 小 胞 体 を 採 用 し て 実 施 さ れ た エ ベ ロ リ ム ス の 生 体 内 変 化 に 関 す る 包 括
的 な 研 究 に よ り 、 ヒ ド ロ キ シ -（ 24/25 OH RAD, 46 OH RAD） 、 開 環 化 合 物 （ RAD SA, RAD 
PSA） お よ び 40-ホ ス フ ァ チ ジ ル コ リ ン -RAD（ RAD PC） な ど の 主 な 代 謝 物 質 と と も に 、 エ ベ
ロ リ ム ス の ヒ ド ロ キ シ ル 化 お よ び 脱 メ チ ル 化 に 起 因 す る 少 な く と も 11種 の 代 謝 物 質 が 認 識
さ れ て い る （ 参 照 に よ り 本 稿 に 援 用 さ れ る Bornsen KO, et al., Electrospray ionizatio
n and collisionally induced dissociationof RAD001 and related compounds and stru
ctural characterizationof RAD001 metabolites by nano-spray and micro liquid chro
matography massspectrometry; Jacobson W, et al. Comparison of the in vitro metab
olism of the macrolide immunosuppressants sirolimu and RAD. Transplantation Proc
eedings2001 ;33 : 614-615を 参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 エ ベ ロ リ ム ス 代 謝 物 質 の 生 成 は 、 （ 肝 臓 お よ び 腸 内 の CYP酵 素 の 中 で 最 も 豊 富 な ） シ ト
ク ロ ム P450 3A4に 起 因 す る と 考 え ら れ て お り 、 ま た サ イ ク ロ ス ポ リ ン （ CsA） お よ び ラ パ
マ イ シ ン 新 陳 代 謝 に 関 与 す る も の で あ る 。 具 体 例 と し て 、 エ ベ ロ リ ム ス と 代 謝 物 質 を 識 別
で き る 抗 体 が 望 ま し い 場 合 、 28-0の 誘 導 体 か ら 作 製 さ れ た 免 疫 原 に よ っ て 抗 体 を 任 意 に 誘
導 し て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 免 疫 原 以 外 の 他 の エ ベ ロ リ ム ス 抱 合 体 を 調 製 し て も よ い 。 標 識 競 合 体 （ labeled compet
itor） 分 子 を 生 成 す る た め に 28-0の 位 置 を 経 由 す る リ ン ケ ー ジ を 使 用 す る 場 合 、 化 学 式 II
の Zは ビ オ チ ン 、 ホ ー ス ラ デ ィ シ ュ ・ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ ま た は 他 の 酵 素 、 蛍 光 性 標 識 、 お
よ び 染 料 、 ま た は 金 属 ゾ ル 、 ラ テ ッ ク ス 粒 子 、 ポ リ ス チ レ ン 粒 子 な ど の 粒 子 状 物 質 、 ま た
は 上 記 さ れ る よ う に 他 の あ ら ゆ る 標 識 、 検 出 分 子 、 ま た は 追 跡 子 で あ り え る 。 こ の よ う な
抱 合 体 は 、 任 意 の 数 の （ 当 事 者 に と っ て は 周 知 で あ る ） 日 常 的 な 手 順 方 法 に よ っ て 形 成 さ
れ る 。 例 と し て は こ れ ら に 限 定 さ れ な い が 、 蛍 光 偏 光 法 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 ク ロ ー ン 化 酵 素
ド ナ ー イ ム ノ ア ッ セ イ 、 側 方 流 動 イ ム ノ ア ッ セ イ 、 化 学 発 光 微 粒 子 ア ッ セ イ 法 、 お よ び 免
疫 比 濁 法 を 含 む 様 々 な イ ム ノ ア ッ セ イ に 有 用 と な る エ ベ ロ リ ム ス 抱 合 体 を 調 製 す る こ と が
可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 い く つ か の 実 施 形 態 を こ こ に 述 べ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 抗 体 は 、 図 ６ に 示 す 化 学 式 Iの 抗 原 化 合 物 （ 例 え ば 、 RAD 822: BS
A） を 使 用 し て 生 成 さ れ る 。 一 競 合 ア ッ セ イ に お い て 、 標 識 競 合 体 （ labeled competitor
） は 、 例 え ば 図 ５ に 示 さ れ る RAD 822： FAMCO-Eの よ う な 抗 原 化 合 物 と 同 じ ま た は 類 似 す る
リ ン ケ ー ジ を 使 用 す る こ と に よ り エ ベ ロ リ ム ス か ら 得 ら れ う る 。 但 し 、 当 然 の こ と な が ら
、 化 学 式 IIに Xで 示 さ れ る よ う に 、 標 識 競 合 体 （ labeled competitor） が 28-0の エ ベ ロ リ
ム ス 誘 導 体 で あ る 場 合 、 リ ン カ ー 鎖 が 3-10個 の 原 子 か ら 成 る 鎖 体 に 限 定 さ れ な い と い う 共
通 認 識 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 競 合 ア ッ セ イ の 中 に は 、 エ ベ ロ リ ム ス が 抗 体 に 結 合 す る と き よ り 少 な い 特 異 性 で 抗 体 に
結 合 す る 標 識 競 合 体 を 有 し 、 該 標 識 競 合 体 が エ ベ ロ リ ム ス 存 在 下 で よ り 簡 単 に 置 き 換 え ら
れ る よ う に す る こ と が 望 ま し い も の も あ る 。 こ の た め 、 抗 体 結 合 部 位 の ア ク セ ス を 限 定 す
る た め 、 そ し て 抗 体 と の 特 異 的 結 合 を 弱 め る た め に 、 リ ン カ ー が 短 い ほ う が 望 ま し い 場 合
が あ る 。 多 く の 実 施 形 態 に お い て 標 識 と エ ベ ロ リ ム ス の 間 の 距 離 は 重 要 で な い た め 、 リ ン
カ ー の 長 さ が 10個 以 上 の 原 子 か ら 成 る も の も 大 い に 使 用 で き る 。 よ っ て 、 当 然 の こ と な が
ら 、 標 識 競 合 体 の リ ン カ ー は 、 化 学 式 IIに お け る Xの 定 義 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 他 の 実 施 例 に お い て 、 標 識 競 合 体 は 異 な る リ ン ケ ー ジ を 使 用 す る こ と に よ り エ ベ ロ リ ム
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ス か ら 誘 導 さ れ る 。 適 切 な 一 標 識 競 合 体 を 化 学 式 IIIに 示 す 。
【 ０ ０ ５ １ 】
【 化 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 上 記 化 学 式 に お い て
　 X 1 は 1つ 以 上 の 原 子 か ら 成 る リ ン カ ー 鎖 で あ り 、 そ の 各 々 は 置 換 鎖 ま た は 非 置 換 鎖 で あ
り え 、 さ ら に 分 岐 鎖 ま た は 非 分 岐 鎖 で あ り え 、 Yは 上 記 の よ う に 定 義 さ れ 、 そ し て 上 に 定
義 さ れ る よ う に Zが 標 識 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 標 識 競 合 体 に つ い て は 、 リ ン カ ー X１ の 構 成 を 特 定 の ア ッ セ イ に 基 づ い て 選 択 し て も よ
い 。 上 記 の よ う に 、 抗 体 へ の 特 異 的 結 合 を 抑 え る た め に 鎖 体 （ 具 体 例 と し て -0-CH 2 -） 中
に 原 子 を 1個 ま た は 2個 だ け し か 含 ん で い な い 短 い リ ン カ ー を 備 え る こ と が 望 ま し い 場 合 が
あ る 。 そ の 一 方 で は 、 例 え ば 標 識 競 合 体 の エ ベ ロ リ ム ス が 固 体 担 体 に 連 結 さ れ て い る （ te
thered ） 場 合 に は 、 長 い リ ン カ ー を 備 え 、 且 つ 、 リ ン カ ー 鎖 の 柔 軟 性 を 増 や す こ と が 望
ま し い 場 合 も あ る 。 リ ン カ ー の 長 さ は 、 い か な る 長 さ の 鎖 体 （ 具 体 例 と し て 10～ 100個 の
原 子 ） か ら 構 成 さ れ う る 。 さ ら に 、 当 然 の こ と な が ら 、 上 記 Xと し て 定 義 さ れ る リ ン カ ー
は 多 く の 用 途 に 適 し て い る と い う 共 通 認 識 が あ る 。 さ ら に ま た 、 当 然 の こ と な が ら 、 上 記
で 化 学 式 IIに 関 し て 定 義 さ れ る よ う に 、
　 X１ は Xで あ り 、
　 Yは 上 記 化 学 式 IIで 定 義 さ れ る も の で あ り 、 そ し て
　 Zは 抗 原 担 体 で あ る 、
こ と を 特 徴 と す る 化 学 式 IIIの 化 合 物 は 、 エ ベ ロ リ ム ス 用 に 抗 体 を 生 成 す る の に 用 い る 抗
原 化 合 物 と し て 適 し て い る と い う 共 通 認 識 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 競 合 ア ッ セ イ の 一 実 施 形 態 は 、 ス ク シ ン イ ミ ド が 競 合 イ ム ノ ア ッ セ イ に 適 す る 標 識 と 置
換 さ れ る こ と を 特 徴 と す る 化 学 式 IIIの 抗 原 化 合 物 に よ り 生 成 さ れ た 抗 体 （ 具 体 例 と し て
図 6に 示 さ れ る RAD 822:BSA） お よ び 化 学 式 IIIの 標 識 競 合 体 （ 具 体 例 と し て 図 7に 示 さ れ る
32-オ キ シ ム 化 合 物 ） を 用 い る 。 FPIA法 の 場 合 、 標 識 に FAMCO-Eを 使 用 し え る （ 但 し 、 こ の
他 に も 適 切 な 標 識 や 追 跡 子 を 使 用 し え る ） 。 非 結 合 薬 物 -エ ベ ロ リ ム ス の （ RAD822： BSA免
疫 原 か ら 生 成 さ れ た ） 抗 体 に 対 す る 親 和 性 は 標 識 さ れ た 32-オ キ シ ム 誘 導 体 よ り も 高 い の
で 、 試 料 中 、 結 合 オ キ シ ム 誘 導 体 に よ り 抑 制 （ 管 理 ） さ れ る 凝 集 率 に 対 す る 効 力 が 検 出 可
能 で あ る 非 結 合 の エ ベ ロ リ ム ス の 量 は 非 常 に わ ず か で あ る 。 し た が っ て 、 標 識 さ れ る 32-
オ キ シ ム 誘 導 体 が （ 例 え ば ） ラ テ ッ ク ス に 固 定 化 さ れ る 場 合 、 （ -3-15ng/mLと 極 め て 低 値
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且 つ 狭 範 囲 の 治 療 域 を 有 す る が 故 に 、 エ ベ ロ リ ム ス の 検 出 に 必 要 な ） 優 れ た 感 度 を 達 成 す
る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 オ キ シ ム ・ リ ン ケ ー ジ の 加 水 分 解 に 対 す る 安 定 性 は エ ス テ ル 結 合 の も の よ り も 高 い 。 な
お 、 該 オ キ シ ム 誘 導 体 （ 位 置 番 号 32） は 、 最 も 有 益 な 条 件 で 脱 離 反 応 を 受 け な い こ と が 明
ら か に な っ て い る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 オ キ シ ム 誘 導 体 （ 活 発 化 エ ス テ ル ） は 、 ラ テ ッ ク ス （ 感 作 ） 免 疫 比 濁 法 （ latex enhanc
ed immunoturbidimetric assays） な ど の 様 々 な ア ッ セ イ 法 に 望 ま し い 候 補 物 質 で あ る 。
オ キ シ ム 誘 導 体 を 共 役 し た 微 粒 子 に お い て 、 安 定 性 の 改 善 が 認 め ら れ た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 当 然 の こ と な が ら 、 上 述 の 抗 原 化 合 物 と 上 述 の 標 識 競 合 体 を 使 用 し て 生 成 さ れ た 抗 体 の
あ ら ゆ る 組 み 合 わ せ を 、 特 定 の ア ッ セ イ お よ び 所 望 の 感 度 に 応 じ て 最 も 好 ま し い と さ れ る
競 合 ア ッ セ イ に お い て 使 用 で き る と い う 共 通 認 識 が あ る 。 　 　
【 ０ ０ ５ ８ 】

　 蛍 光 偏 光 免 疫 測 定 （ FPIA） 技 術 は 、 試 料 中 の 抗 原 /薬 物 間 の 競 合 的 結 合 お よ び 標 識 抗 原 /
薬 物 の 既 知 濃 度 に 基 づ く も の で あ る 。 FPIAは 、 本 稿 全 体 を 通 し て 援 用 さ れ る 米 国 特 許 第 4,
593、 089号 に 記 述 さ れ て い る 。 ア ッ セ イ ・ シ ス テ ム に お い て 、 エ ベ ロ リ ム ス な ど の 試 料 抗
原 は 、 一 定 の 数 の 抗 体 部 位 （ sites） を 獲 得 す る た め に フ ル オ レ セ イ ン 標 識 抗 原 ま た は 抗
原 類 似 物 質 と 競 合 す る 。 FPIA法 シ ス テ ム に お け る 主 成 分 は 、 i） 抗 原 /薬 物 へ 特 異 的 に 結 合
で き る 抗 体 、 ii） 抗 原 /薬 物 を 含 ん で い る 疑 い の あ る 試 料 、 そ し て  iii）  抗 原 /薬 物 ま た
は フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 さ れ た 類 似 物 質 で あ る 。 溶 液 の 分 子 の 回 転 特 性 に よ り 、 偏 光 度 は
分 子 の 寸 法 に 直 接 比 例 す る 。 分 子 の 大 き さ が 増 大 す る に つ れ て 、 偏 光 も 増 加 す る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 さ れ た （ 溶 液 中 で 高 速 回 転 す る サ イ ズ の 小 さ い ） 抗 原 /薬 物 を 励
起 す る た め に 直 線 偏 光 を 使 用 す る と 、 放 射 光 の 偏 光 度 が 著 し く 減 少 す る （ depolarized）
。 フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 さ れ た 抗 原 /薬 物 が 抗 体 に 結 合 さ れ る と 、 回 転 が 遅 く な り 、 放 射
光 は 高 い 偏 光 度 を 示 す （ highly polarized） 。 試 料 中 標 識 さ れ て い な い 抗 原 /薬 物 の 量 が
増 加 す る と 、 抗 体 に よ っ て フ ル オ レ セ イ ン で 標 識 さ れ た 抗 原 /薬 物 の 結 合 が 減 少 し 、 試 料
か ら の 放 射 光 の 偏 光 も 減 少 す る 。 本 実 施 例 に お い て 、 試 料 中 の 標 識 さ れ て い な い エ ベ ロ リ
ム ス の 偏 光 お よ び 濃 度 に 関 す る 精 密 な 関 係 は 、 エ ベ ロ リ ム ス の 既 知 濃 度 と 較 正 物 質 （ cali
brators） の 偏 光 値 を 比 較 （ 測 定 ） す る こ と に よ り 確 立 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】

形 式 A:
　 一 実 施 形 態 に お い て 、 キ ッ ト に は 、 全 血 、 溶 血 血 液 、 血 清 ま た は 血 漿 中 の エ ベ ロ リ ム ス
の 濃 度 を 測 定 す る 免 疫 比 濁 法 を 行 な う 際 に 用 い ら れ る 液 体 試 薬 セ ッ ト が 備 え ら れ て い る 。
こ の 技 術 に お い て 、 エ ベ ロ リ ム ス 抱 合 体 （ 具 体 例 と し て 28-0活 発 化 エ ベ ロ リ ム ス 抱 合 体 ）
は 、 微 粒 子 （ 例 え ば 、 Seradyn社 ＜ イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 市 ＞ に よ っ て 製 造
且 つ 又 は 販 売 さ れ る あ ら ゆ る 微 粒 子 、 但 し ポ リ ス チ レ ン ま た は カ ル ボ ン 酸 塩 で 修 飾 さ れ た
ポ リ ス チ レ ン お よ び ス ト レ プ ト ア ビ ジ ン で コ ー テ ィ ン グ さ れ 磁 粉 に 限 る ） 上 に 配 置 （ 搭 載
） さ れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 エ ベ ロ リ ム ス と 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 は 標 準 緩 衝 系 に 配 合 さ れ る 。 競 合 反 応 は 、 微 粒
子 に 固 定 さ れ た エ ベ ロ リ ム ス と 患 者 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス と の 間 で 生 じ 、 反 応 溶 液 中 に 存
在 す る 抗 エ ベ ロ リ ム ス 抗 体 の 一 定 限 度 の 量 に 結 合 す る 。 患 者 試 料 中 に 薬 物 が 存 在 す る 場 合
、 そ れ に よ り 粒 子 状 物 質 の 凝 集 反 応 が 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
形 式 B:
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エ ベ ロ リ ム ス を 対 象 と し た 蛍 光 偏 光 法 に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ

エ ベ ロ リ ム ス を 対 象 と し た 均 一 微 粒 子 （ 免 疫 比 濁 式 ） イ ム ノ ア ッ セ イ



　 こ の 実 施 形 態 は 、 エ ベ ロ リ ム ス と 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 が 微 粒 子 上 に 配 置 （ 搭 載 ） さ
れ る と い う 点 を 除 い て 、 上 述 の 形 式 Aと 同 じ よ う な も の で あ る 。 エ ベ ロ リ ム ス （ 具 体 例 と
し て 28-O活 発 化 エ ベ ロ リ ム ス ） 誘 導 体 は 、 薬 物 抱 合 体 を 形 成 す る の に 最 も 好 ま し い 高 分 子
（ 例 え ば 、 ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 オ バ ル ブ ミ ン 、 デ キ ス ト ラ ン な ど ） に 結 合 さ れ る 。 競 合
反 応 は 、 緩 衝 液 中 の 薬 物 抱 合 体 と 患 者 試 料 中 の エ ベ ロ リ ム ス と の 間 で 生 じ 、 微 粒 子 に 固 定
化 さ れ た 抗 エ ベ ロ リ ム ス 抗 体 へ 結 合 す る 。 患 者 試 料 中 に 薬 物 が 存 在 す る 場 合 、 そ れ に よ り
粒 子 状 物 質 の 凝 集 反 応 が 阻 害 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 CEDIA(R)（ Roche社 の 商 標 ） は 、 極 め て 精 度 の 高 い 治 療 薬 計 量 方 法 と し て 証 明 さ れ て い
る 。 CEDIA(R)は 、 均 一 法 の 競 合 ア ッ セ イ に か か る 米 国 特 許 第 4,708,929号 、 酵 素 ド ナ ー 断
片 を コ ー ド 化 す る た め の 組 換 え DNAの 配 列 と 同 ベ ク タ ー の た め の ホ ス ト （ 宿 主 ） に か か る
米 国 特 許 第 5,120,653号 、 酵 素 ド ナ ー 断 片 の ア ミ ノ 酸 配 列 に か か る 米 国 特 許 第 5,604,091号
、 お よ び CEDIA(R)ア ッ セ イ 教 育 キ ッ ト に か か る 米 国 特 許 第 5,643, 734号 な ど を 含 む 、 さ ま
ざ ま な 特 許 の 主 題 と し て 取 り 扱 わ れ て い る も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 上 記 の 特 許 は す べ て 、 参 照 に よ り そ の ［ 内 容 の ］ す べ て に わ た り 本 稿 に お い て 援 用 さ れ
る 。 CEDIA法 は 、 生 体 試 料 中 薬 物 の 、 β -D-ガ ラ ク ト シ ド ・ ガ ラ ク ト ヒ ド ロ ラ ー ゼ （ E. C. 
3.2. 1.23） か ら の 不 活 性 遺 伝 子 組 み 替 え 酵 素 ド ナ ー （ ED） 断 片 に 抱 合 さ れ る 薬 物 、 ま た
は 標 的 薬 物 を 特 異 的 に 結 合 す る こ と が で き る 抗 体 に 結 合 す る た め の 大 腸 菌 か ら の β -ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ （ β ガ ル ） と の 競 合 に 基 づ く も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 標 的 薬 物 が 試 料 中 に 存 在 す る 場 合 、 該 標 的 薬 物 は 、 ア ッ セ イ 反 応 液 中 の （ 前 記 同 様 に 、
β -D-ガ ラ ク ト シ ド ・ ガ ラ ク ト ヒ ド ロ ラ ー ゼ ＜ E. C. 3.2. 1.23＞ ま た は 、 大 腸 菌 か ら の β
-ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ＜ β ガ ル ＞ か ら の ） 酵 素 受 容 体 （ EA） 断 片 と の 関 連 に よ り 自 由 に 酵 素
活 性 を 回 復 で き る ED薬 物 抱 合 体 の ED部 を 残 し て 抗 体 に 結 合 す る 。 そ の 後 、 活 性 酵 素 は 、 適
切 な 基 板 に 露 出 さ れ た 時 点 で 、 定 量 化 し え る 反 応 生 成 物 を 生 成 す る こ と が で き る 。 基 板 の
具 体 例 と し て は 、 活 性 酵 素 に よ っ て ガ ラ ク ト ー ス お よ び CPR中 に 分 割 さ れ た ク ロ ロ フ ェ ノ
ー ル ・ レ ッ ド -β -D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド （ CPRG） が あ る 。 CPRは 、 吸 収 度 に よ っ て 570nmの
波 長 で 測 定 さ れ る 。 薬 物 が 試 料 中 に 存 在 し な い 場 合 、 抗 体 は 、 ED断 片 が EA断 片 と 関 連 す る
の を 阻 害 し て ED薬 物 抱 合 体 に 結 合 し 、 よ っ て 酵 素 活 性 の 回 復 を 阻 害 す る 。 反 応 生 成 物 量 お
よ び 結 果 と し て 生 ず る 吸 光 度 の 変 化 量 は 、 試 料 中 の 薬 物 の 量 に 比 例 す る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 一 実 施 形 態 に お い て 、 化 学 発 光 微 粒 子 イ ム ノ ア ッ セ イ （ CMIA） 技 術 を 使 用 す る 競 合 ア ッ
セ イ は 、 エ ベ ロ リ ム ス と 特 異 的 に 結 合 で き て 粒 子 状 物 質 （ 特 に 、 ろ 過 、 堆 積 ま た は そ の 他
の 手 段 に よ る 分 離 に 適 す る 特 定 の 磁 粉 ま た は 粒 子 ） に 共 役 さ れ た 抗 体 の 使 用 を 含 む 。 適 切
な 化 学 発 光 分 子 に 結 合 さ れ た エ ベ ロ リ ム ス か ら 成 る 標 識 （ 例 え ば ア ク リ ジ ニ ウ ム ・ エ ス テ
ル ） は 、 磁 粉 上 の 抗 エ ベ ロ リ ム ス 抗 体 を 一 定 限 度 の 量 ［ 獲 得 す る た め に ］ 患 者 試 料 中 の 遊
離 エ ベ ロ リ ム ス と 競 合 す る 。 非 結 合 の 標 識 を 取 り 除 く た め に 一 般 的 な 洗 浄 を 行 っ た 後 に 、
（ 相 対 発 光 量 ＜ RLU＞ で 示 さ れ る ） 化 学 発 光 量 が 測 定 さ れ る 。 化 学 発 光 量 は 、 患 者 試 料 中
の 遊 離 薬 の 量 に 反 比 例 し 、 ま た 、 濃 度 は 、 薬 物 の 概 知 数 を 用 い て 標 準 曲 線 を 描 く こ と に よ
り 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 こ こ に お い て 記 述 さ れ る 誘 導 体 、 抗 体 、 免 疫 原 且 つ 又 は そ の 他 の 抱 合 体 は ま た 、 一 連 の
検 出 体 を 伴 う あ ら ゆ る 数 の 均 一 ・ 不 均 一 法 に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ で の 使 用 に 適 し て い る 。
な お 、 こ こ に 提 示 さ れ る 実 施 例 は 、 限 定 す る た め に 記 載 さ れ て い る の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 上 に 述 べ た よ う に 、 本 発 明 は 、 エ ベ ロ リ ム ス を 検 出 す る た め の イ ム ノ ア ッ セ イ で 用 い ら
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ク ロ ー ン 化 酵 素 ド ナ ー ・ イ ム ノ ア ッ セ イ  …  エ ベ ロ リ ム ス の CEDIA(R)技 術

不 均 一 法 に よ る 化 学 発 光 イ ム ノ ア ッ セ イ

イ ム ノ ア ッ セ イ に 関 す る そ の 他 の 形 式



れ る 免 疫 原 や 抱 合 体 の 調 製 に 使 用 し え る エ ベ ロ リ ム ス 誘 導 体 を 提 供 す る 。 本 発 明 に よ る エ
ベ ロ リ ム ス 類 似 物 質 を 免 疫 原 担 体 物 質 に 共 役 （ coupling） す る こ と に よ っ て 、 多 ク ロ ー ン
性 抗 体 ま た は 単 ク ロ ー ン 抗 体 を 生 成 ・ 検 出 （ 隔 離 ） で き る た め 、 エ ベ ロ リ ム ス を 検 出 す る
た め の イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 有 用 と な る 試 薬 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 前 記 共 役 は 、 標 識 ま た は 担 体 を 結 合 す る あ ら ゆ る 化 学 反 応 に よ っ て 達 成 す る こ と が で き
る 。 こ の リ ン ケ ー ジ は 、 様 々 な 化 学 機 構 （ 例 え ば 、 共 有 結 合 、 親 和 性 結 合 、 層 間 挿 入 ＜ in
tercalation＞ 、 配 位 結 合 お よ び 錯 体 形 成 な ど ） に よ り 達 成 す る こ と が で き る 。 大 抵 の 場
合 、 該 リ ン ケ ー ジ は 共 有 結 合 に よ り 作 製 さ れ る 。 共 有 結 合 は 、 既 存 の 側 鎖 を 直 接 縮 合 す る
か 、 あ る い は 外 部 の 架 橋 分 子 を と り 込 む こ と に よ っ て 達 成 す る こ と が で き る 。 担 体 な ど の
共 役 蛋 白 質 分 子 を 他 の 分 子 に 共 役 す る 際 に 、 多 様 な 二 価 ま た は 多 価 連 結 剤 を 使 用 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 代 表 的 な 共 役 剤 の 例 と し て 、 チ オ エ ス テ ル 、 カ ル ボ ジ イ ミ ド 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ
ミ ド エ ス テ ル 、 ジ イ ソ シ ア ナ ー ト 、 グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド 、 ジ ア ゾ ベ ン ゼ ン お よ び ヘ キ サ メ
チ レ ン ジ ア ミ ン な ど の 有 機 化 合 物 が 挙 げ ら れ る が 、 当 然 の こ と な が ら 、 こ の 実 例 一 覧 は 、
本 発 明 が 属 す る 技 術 分 野 に お い て 公 知 と さ れ る 様 々 な 種 類 （ ク ラ ス ） の 共 役 剤 を す べ て 完
全 に 網 羅 し た も の で は な く 、 む し ろ 極 一 般 的 な 共 役 剤 の 代 表 例 を 記 載 し た も の に 過 ぎ な い
。 実 施 形 態 と し て 挙 げ ら れ る エ ベ ロ リ ム ス ・ イ ム ノ ア ッ セ イ は 、 抗 エ ベ ロ リ ム ス 抗 体 （ 多
ク ロ ー ン 性 、 単 ク ロ ー ン 性 の ど ち ら で も よ い ） を 使 用 す る 。 実 施 形 態 と し て 挙 げ ら れ る 競
合 イ ム ノ ア ッ セ イ に お い て 、 使 用 さ れ る 抗 体 製 剤 は 、 こ こ に 記 述 さ れ る 免 疫 原 に よ っ て 誘
導 さ れ る か 、 緩 衝 液 な ど の 水 溶 液 に 配 合 さ れ る か 、 ま た は 、 補 助 的 あ る い は 類 似 す る 構 成
に 供 給 さ れ る 。 誘 導 抗 体 を 検 査 （ テ ス ト ） す る こ と に よ り 、 エ ベ ロ リ ム ス の 特 異 性 を 決 定
し え る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
［ 実 施 例  I -- 免 疫 原 化 合 物 お よ び 標 識 競 合 体 の 合 成 ］

　 100mL丸 底 フ ラ ス コ を 使 っ て 、 RADを ア ル ゴ ン （ Aγ ） 環 境 下 に お い て 、 0.6gの 2mLの 乾 性
塩 化 メ チ レ ン に 溶 解 し 、 １ ア リ コ ー ト （ ‾10μ L） を 、 HPLCお よ び TLCア ッ セ イ 用 に 保 存 し
た 。 反 応 溶 液 の 入 っ て い る 丸 底 フ ラ ス コ を 約 － 20℃ の 氷 /NaClの 中 に 浸 し て 3-5分 の 間 放 置
す る こ と に よ り 反 応 用 フ ラ ス コ を 冷 や し た 。 乾 性 ピ リ ジ ン （ 0.25mL） を 、 金 属 針 （ 15cm）
の つ い た ガ ラ ス 製 注 射 器 （ 水 分 が 完 全 に 取 り 除 か れ て い る も の ） を 使 っ て す べ て 一 度 に 追
加 し た 。 約 1/2-1分 後 に 、 金 属 針 （ 15cm） の つ い た ガ ラ ス 製 注 射 器 （ 水 分 が 完 全 に 取 り 除
か れ て い る も の ） を 使 っ て 、 0.35mLの 乾 性 ア リ ル ク ロ ロ フ ォ ル マ ー ト （ allylchloroforma
te） を 追 加 し た 。 そ の 追 加 直 後 に 、 沈 殿 が 生 じ た た め 、 1時 間 の 間 攪 拌 し た 。 5mLの 飽 和 Na
HCO 3 を 追 加 す る こ と に よ り 反 応 を 停 止 し 、 そ の 後 、 停 止 し た 反 応 を 塩 化 メ チ レ ン で 抽 出 し
た 。 有 機 相 を 混 合 し た 後 に 、 乾 燥 し て （ Na 2 S0 4 ） 、 濾 過 し た 。 濾 液 を 250mLの 丸 底 フ ラ ス
コ に 移 し （ 100-250mL） 、 揮 発 物 を （ +30℃ 以 下 の 水 浴 中 で ） 減 圧 蒸 発 さ せ た 。 粗 製 生 成 物
を 、 塩 化 メ チ レ ン 中 の 40%酢 酸 エ チ ル の 中 で 、 シ リ カ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り 精 製 し た
。 0.53gの 最 終 生 成 物 が 収 集 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 RAD-モ ノ フ ォ ル マ ー ト 0.4g、 DMAP 9mg、 ピ メ リ ン 酸 モ ノ ア リ ル エ ス テ ル 0.2gを 撹 拌 棒 を
装 備 し た 50mL丸 底 フ ラ ス コ （ 水 分 が 完 全 に 取 り 除 か れ て い る も の ） に 入 れ 、 5mLの 乾 性 CH 2
Cl 2 を ア ル ゴ ン 下 0℃ の 氷 /水 の 中 に 浸 さ れ た 上 記 フ ラ ス コ 中 に 追 加 し た 。 該 溶 液 を 5-10分
放 置 し て 冷 し た 後 、 DCC 0.2gを 素 早 く 追 加 し 、 0℃ で 5時 間 放 置 し て 反 応 さ せ た 。 沈 殿 し た
DCUを Whatman #1フ ィ ル タ 上 で 収 集 し た 。 フ ラ ス コ と 沈 殿 物 を 氷 の よ う に 冷 た い 約 10mLの C
H 2 Cl 2 で 共 に 洗 浄 し 、 有 機 質 層 を 氷 の よ う に 冷 た い 1Mの HCl、 飽 和 水 性 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、
で 洗 浄 し 、 Na 2 SO 4 上 で 乾 燥 し た 後 上 澄 み を 取 り （ ま た は 濾 過 し ） 、 固 形 物 質 を 2x5mLの CH 2
Cl 2 で 洗 浄 し 、 粗 製 生 成 物 を 真 空 下 で 濃 縮 （ 凝 縮 ） し て 0.45gを 収 集 し た 。 酢 酸 エ チ ル /メ
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RAD-モ ノ -フ ォ ル マ ー ト の 合 成

連 結 （ tethered） RADフ ォ ル マ ー ト の 合 成 （ 図 1）



チ レ ン ・ ク ロ ロ ラ イ ド （ 1: 1） の シ リ カ ゲ ル カ ラ ム を 用 い た フ ラ ッ シ ュ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ っ て 、 さ ら な る 精 製 を 達 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】

　 0.362gの 保 護 RADを 、 室 温 且 つ ア ル ゴ ン 下 に お い て 、 撹 拌 棒 お よ び ゴ ム シ ー ル を 装 備 し
た （ 水 分 が 完 全 に 取 り 除 か れ て い る ） 琥 珀 製 の 丸 底 フ ラ ス コ 中 に 入 れ た 。 結 露 を 防 ぐ た め
に 、 試 薬 を 室 温 で 少 な く と も 30分 間 放 置 し て 温 め た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 5.75mLの 乾 性 塩 化 メ チ レ ン を 、 （ 水 分 が 完 全 に 取 り 除 か れ て い る ） 針 の つ い た （ 水 分 が
完 全 に 取 り 除 か れ て い る ） プ ラ ス チ ッ ク ま た は ガ ラ ス 製 の 注 射 器 を 使 用 し て 反 応 フ ラ ス コ
へ 加 え 、 73μ L（ ４ 当 量 ） の 氷 酢 酸 を 自 動 ピ ペ ッ ト に て 加 え た 。 7.4mg（ 0.02当 量 ま た は 2%
） の テ ト ラ キ ス -（ ト リ フ ェ ニ ル フ ォ ス フ ィ ン ） -パ ラ ジ ウ ム （ 0） （ Pd（ PPh 3 ） 4 ） を 、 秤
量 紙 上 で 検 量 し て か ら 反 応 溶 液 に 加 え た 。 室 温 下 で 上 記 反 応 液 に 260μ Lの ト リ ブ チ ル ス ズ
ヒ ド リ ド を 滴 下 さ せ て 追 加 し た も の を 、 さ ら に 室 温 で 約 30分 間 攪 拌 し て 反 応 さ せ た 。 該 フ
ラ ス コ は 回 転 蒸 発 装 置 に 配 置 さ れ 、 そ の 中 身 が 約 2-3mLの 溶 液 に な る ま で 濃 縮 し た 。 該 溶
液 は 、 5-6cmの 短 い ガ ラ ス 製 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム （ 乾 性 Si0 2 量 =50cm

3 、 直 径 約 4cm）
に 置 か れ た 。 溶 出 液 ： 第 1酢 酸 エ チ ル 200mL、 酢 酸 エ チ ル 中 の 第 2 10%ア セ ト ン 200mL、 酢 酸
エ チ ル 中 の 第 3 50%ア セ ト ン 200mL 、 純 ア セ ト ン 約 1.5L。 生 成 物 の 分 留 （ fractions） を 、
真 空 下 に お い て 濃 縮 し た 結 果 、 273mgの RAD酸 が 収 集 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 前 手 順 で 得 ら れ た RAD酸 0.281gを 室 温 で 温 め 、 再 度 ア ル ゴ ン で 充 填 し た 。 DMAP 3.1mg（ 0
.1当 量 ） 、 N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHS） 88mg（ 3当 量 ） 、 DCC 79mg（ 1.5当 量 ） を
反 応 フ ラ ス コ 内 に す ば や く 加 え 、 注 射 器 を 介 し て 乾 性 塩 化 メ チ レ ン 3.0mLを 加 え る こ と に
よ り 反 応 を 開 始 さ せ た 。 ア ル ゴ ン 下 、 室 温 に お い て 1時 間 攪 拌 し て 反 応 作 用 を 続 行 し た 。
そ の 後 、 氷 /水 浴 に 浸 し 、 さ ら に 2時 間 攪 拌 し て 反 応 さ せ た 。 こ の 手 順 の 終 わ り に 、 1.5mL
の ヘ キ サ ン を 追 加 し 、 攪 拌 を 停 止 し た 。 沈 殿 し た 尿 素 （ DCU） を 、 毛 細 管 ピ ペ ッ ト を 使 っ
て 綿 栓 を 通 し て 濾 過 し た 。 （ 氷 の よ う に 冷 た い ） 1.0Mの HCl、 飽 和 NaCl、 飽 和 NaHCO 3 、 飽
和 NaCI、 蒸 留 水 の 順 に 、 各 々 均 等 な 量 で 有 機 相 を 抽 出 し た 。 有 機 相 を
Na 2 SO 4 を 加 え て 乾 燥 さ せ 、 減 圧 濃 縮 し た 。 粗 製 の RAD-822を 約 1mLの CH 2 Cl 2 中 で 溶 解 し 、 シ
リ カ ゲ ル カ ラ ム に 載 せ た 。 試 料 を ヘ キ サ ン /ア セ ト ン （ 1: 1） に よ っ て 溶 出 し 、 そ し て 生
成 物 を 収 集 お よ び 真 空 濃 縮 し た 結 果 、 46mgの 収 量 を 得 る こ と が で き た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 RAD-822は 本 発 明 の 様 々 な 実 施 形 態 に お い て 使 用 さ れ え る 。 こ こ に お い て 、 こ の 化 合 物
は 、 位 置 番 号 28の エ ス テ ル で 修 飾 さ れ た リ ン カ ー と と も に 、 実 施 例 と し て 記 載 さ れ る FPIA
法 の 実 施 形 態 に お い て 使 用 さ れ え る し か し な が ら 、 RAD 822は 、 脱 離 反 応 に よ り 加 水 分 解
し 、 結 果 と し て 化 学 分 解 す る 場 合 が あ る 。 よ っ て 、 RAD822は 、 QMS(R)技 術 な ど （ Seradyn
社 ： イ ン デ ィ ア ナ 州 イ ン デ ィ ア ナ ポ リ ス 市 ） 厳 し い 熱 応 力 条 件 が 要 求 さ れ る そ の 他 の 実 施
形 態 に と っ て は 最 適 な 選 択 と は い え な い 。
【 ０ ０ ７ ７ 】

　 100mL丸 底 フ ラ ス コ の 重 量 を 測 定 し 、 ピ ペ ッ ト を 使 っ て 1mLの FAMCO-E溶 液 を 適 し た 大 き
さ の 丸 底 フ ラ ス コ に 移 し た 。 ロ ー タ リ ー ・ エ バ ポ レ ー タ を 使 っ て 溶 剤 を 減 圧 下 で 回 転 蒸 発
さ せ た 。 プ ラ ス チ ッ ク 製 キ ャ ッ プ で ふ た を し た フ ラ ス コ を ア ル ミ 箔 で 包 み 、 磁 気 撹 拌 機 を
上 記 フ ラ ス コ に 取 り 付 け た （ 追 加 し た ） 。 1mLの DMF溶 液 を 、 ピ ペ ッ ト で 上 記 フ ラ ス コ へ 移
し 、 40-50分 間 室 温 で 攪 拌 し た 。 十 分 な 量 の RADを -78℃ の 冷 凍 庫 か ら 取 り 出 し 、 室 温 に 放
置 し て 溶 か し た 。 4mgの RAD 822の 重 量 を 秤 量 紙 上 で 量 り 、 FAMCO-E溶 液 の 入 っ て い る フ ラ
ス コ に そ の 粉 末 を 入 れ た （ 移 し た ） 。 磁 気 撹 拌 皿 上 で 該 フ ラ ス コ を 氷 /水 浴 に 浸 し 、 ア ル
ゴ ン 圧 下 で 1時 間 の 反 応 さ せ た 後 、 さ ら に 室 温 で 30-40分 間 引 き 続 き 反 応 さ せ た （ 合 計 2時
間 以 内 ） 。 溶 剤 を （ 高 真 空 ポ ン プ に よ る ） 減 圧 下 で 蒸 発 さ せ た 。 粗 製 生 成 物 （ バ ッ チ サ イ
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RAD-酸 の 合 成 （ 脱 保 護 ） （ 図 2）

RAD-822の 合 成 （ NHS活 性 化 ） （ 図 3）

RAD822： FAMCO-E FP追 跡 子 の 合 成 （ 図 4）



ズ １ mgに 対 し 0.5-2mL） を 、 メ タ ノ ー ル （ 必 要 最 低 限 の 量 ） に 溶 解 し た 。 TLC溶 剤 を 、 85mL
の CH 2 CL 2 お よ び 15 mLの MeOHを 加 え る こ と に よ り 調 製 し た 。 プ レ ー ト を 作 動 中 の 換 気 フ ー
ド 内 で 少 な く と も 60分 間 空 気 乾 燥 さ せ 、 追 跡 子 バ ン ド （ tracer band） を 該 プ レ ー ト か ら
こ す り 落 と し た （ scraped） 。 粉 末 状 物 質 を 、 30mL（ 孔 隙 率 M） の ブ ー フ ナ ー 濾 過 漏 斗 に 移
し 、 100%メ タ ノ ー ル で 洗 浄 し た 。 濾 液 を 収 集 し て 適 切 な 大 き さ の 丸 底 フ ラ ス コ に 移 し た 。
濾 液 を 乾 燥 状 態 に な る ま で 濃 縮 し 、 メ タ ノ ー ル に 再 度 溶 解 し た 。 そ の 溶 液 を 0.45μ mフ ィ
ル タ を 通 し て 濾 過 し 、 そ の 濾 液 を 琥 珀 製 の 容 器 に 収 集 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） で コ ー テ ィ ン グ さ れ た 磁 気 撹 拌 棒 を 備 え る 100mL丸 底 フ ラ ス コ を
使 用 し 、 室 温 お よ び 強 力 な 攪 拌 条 件 の 下 に 、 RAD 822（ 27.2mg） の DMSO（ 6.8mL） 溶 液 を BS
A： PBS（ 10mL, 20 mM PBS pH 7.2） の 溶 液 中 に 滴 下 さ せ て ゆ っ く り と 混 合 （ 追 加 ） さ せ た
。 そ の 結 果 、 そ の 溶 液 は 徐 々 に 濁 り だ し た 。 丸 底 フ ラ ス コ を ア ル ミ 箔 で 覆 い 、 さ ら に 2時
間 室 温 下 で 攪 拌 し た 後 、 冷 凍 室 （ cold room） に お い て 50mM PBS緩 衝 液 pH 7.5に 対 し て 、
ベ ロ ー ズ （ 蛇 腹 ） 状 透 析 チ ュ ー ブ （ Pierce社 ） 内 を 通 し て で 5回 透 析 を 行 っ た 。 最 終 量 は 4
5 mLだ っ た 。 該 溶 液 を 、 Amicon社 製 の 心 式 限 外 濾 過 器  セ ン ト リ プ レ ッ プ （ Centriprep）
（ ロ ッ ト 番 号 874710、 10 kD MWCO） を 使 用 し て 、 9 mL（ ～ 8mg/mL） に 濃 縮 し た 。 該 溶 液 を
よ く 混 ぜ て 均 質 性 を 保 証 す る よ う に し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　 エ ベ ロ リ ム ス 溶 液 （ +23℃ の 乾 性 ピ リ ジ ン 3.0 mL中 の 290mg） に 160mgの カ ル ボ キ シ メ ト
キ シ ル ア ミ ン ヘ ミ 塩 酸 （ carboxymethoxylamine hemihydrochloride） を 加 え 、 撹 拌 棒 を 備
え た 丸 底 フ ラ ス コ の 中 で 不 活 性 雰 囲 気 下 に て 反 応 さ せ た 。 5-6時 間 反 応 溶 液 を 撹 拌 し た 後
に 、 該 容 量 を ～ 25 mLの 塩 化 メ チ レ ン で 薄 め 、 そ の 後 、 同 量 の 1.2Mの 低 温 HC1、 飽 和 重 炭 酸
ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 飽 和 塩 化 ナ ト リ ウ ム で 連 続 的 に 抽 出 し た 。 こ こ で 得 ら れ る 有 機 相 を 無
水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 真 空 下 で 濃 縮 し た 後 、 次 の 活 性 化 ス テ ッ プ で そ の ま ま 使 用 し た
。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 ヘ キ サ ン 中 の 40%酢 酸 エ チ ル 、 4%メ タ ノ ー ル を 移 動 相 と し て 2mL/分 で 使 用 し て 行 わ れ た
（ Regis Technologiesに よ る ） 「 シ リ カ 」 定 常 期 の HPLC分 析 （ 280nmに お け る UV検 出 ） の
結 果 は 、 該 反 応 に よ り 異 性 核 （ Eお よ び Z） が （ 同 等 の 減 衰 係 数 有 す る と 仮 定 し た 場 合 ） 3
： １ の 比 率 で 生 成 さ れ る こ と を 示 し て い る 。 正 確 な モ ル 体 積 は 1030.6で あ り 、 MS-ESI （ M
+Na + ）  は 1052.8で あ る 。
【 ０ ０ ８ １ 】

　 （ 前 手 順 か ら 得 ら れ た ） エ ベ ロ リ ム ス -O-カ ル ボ キ シ メ チ ル -27-オ キ シ ム 309mg、 乾 性 N
， N-ジ メ チ ル ア ミ ノ ピ リ ジ ン （ DMAP） 7mg、 ジ シ ク ロ ヘ キ シ ル カ ル ボ ジ イ ミ ド （ DCC） 124m
g、 お よ び N-ヒ ド ロ キ シ ス ク シ ン イ ミ ド （ NHS） 173mgを す べ て 一 緒 に 混 合 し 、 乾 性 塩 化 メ
チ レ ン に 溶 解 し て 0℃ に 冷 却 す る 。 不 活 性 雰 囲 気 下 に お い て 約 6時 間 撹 拌 し た 後 に 、 そ こ で
得 ら れ た 懸 濁 液 を 濾 過 し 、 1.2Mの HCI、 飽 和 重 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 、 飽 和 塩 化 ナ ト リ ウ ム で 連
続 的 に 抽 出 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ た 有 機 相 を 無 水 硫 酸 ナ ト リ ウ ム で 乾 燥 し 、 ヘ キ サ ン /
ア セ ト ン （ 3/2） 、 ヘ キ サ ン /ア セ ト ン （ 1/1） 、 ヘ キ サ ン /ア セ ト ン （ 2/3）  （ す べ て v/v
） の 溶 媒 混 合 液 を 用 い て シ リ カ ゲ ル 上 で ク ロ マ ト グ ラ フ ィ に よ る 分 離 を 連 続 的 に 行 っ た 。
主 な 生 成 物 含 有 分 留 （ fractions） を 混 合 し て 真 空 濃 縮 し た 結 果 、 116mgの 活 発 化 エ ス テ ル
が 収 集 さ れ た 。 ヘ キ サ ン 中 の 40%酢 酸 エ チ ル 、 4%メ タ ノ ー ル を 移 動 相 と し て 使 用 し て 2mL/
分 で 行 わ れ た （ Regis Technologiesに よ る ） 「 シ リ カ 」 定 常 期 の HPLC分 析 （ 280nmに お け
る UV検 出 ） の 結 果 は 、 該 反 応 に よ り 異 性 核 （ Eお よ び Z） が 生 成 さ れ る （ 基 準 と な る 分 解 能
は 設 定 さ れ て い な い ） こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
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RAD 822： BSA免 疫 原 の 合 成 （ 図 5）

エ ベ ロ リ ム ス -O-カ ル ボ キ シ メ チ ル -32-オ キ シ ム の 合 成 （ 図 6）

エ ベ ロ リ ム ス -O-カ ル ボ キ シ メ チ ル -32-オ キ シ ム の 活 発 化 エ ス テ ル （ ス ク シ ン イ ミ ド ） の
合 成 （ 図 7）



　 ア セ ト ン /ヘ キ サ ン （ 3/2, v/v） の 混 合 液 に お け る 薄 層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は Rf=0.48、
正 確 な モ ル 体 積 は 1127.6で あ り 、 MS-ESI（ M+Na + ） は 1150.6で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 結 果 と し て 得 ら れ る 化 合 物 を 図 8に 示 す 。 当 然 の こ と な が ら 、 ス ク シ ン イ ミ ド 基 は 免 疫
原 と 置 換 し て も よ い （ RAD822に 関 し て 上 述 さ れ た RAD 822： BSAを 得 る た め の 工 程 に 類 似 ）
、 あ る い は 、 ス ク シ ン イ ミ ド 基 は 、 標 識 と 置 換 し て も よ い （ RAD822に 関 し て 上 述 さ れ た RA
D 822： FAMCO- Eを 得 る た め の 工 程 に 類 似 ） 、 と い う 共 通 認 識 が あ る 。 ま た 、 当 然 の こ と
な が ら 、 他 の 免 疫 原 、 標 識 お よ び 追 跡 子 を 使 用 し て も よ い と い う 共 通 認 識 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
［ 実 施 例  II -- 抗 体 の 調 製 ］
　 多 ク ロ ー ン 性 抗 エ ベ ロ リ ム ス 抗 体 は 従 来 方 式 に よ っ て 調 製 す る こ と が で き る 。 実 施 例 -I
の 作 製 工 程 に お い て 、 被 験 動 物 は エ ベ ロ リ ム ス 免 疫 原 （ RAD/BSA 822） で 免 疫 化 さ れ た 。
予 防 接 種 （ 免 疫 化 ） の ス ケ ジ ュ ー ル と し て 、 初 回 注 入 時 に は 、 0.5mLの 完 全 フ ロ イ ン ト ア
ジ ュ バ ン ト 混 合 の 免 疫 原 0.5mLが 注 入 さ れ た 。 初 回 以 降 の 注 入 に 関 し て は 、 0.5mLの 不 完 全
フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト 混 合 の 免 疫 原 0.5mLを 注 射 し た 。 各 被 験 動 物 は 通 常 、 2週 間 に 一 回
の ス ケ ジ ュ ー ル で 該 予 防 接 種 を 受 け た 。 血 清 を RAD 822： FAMCO-E追 跡 子 を 使 っ て FPIA法 に
て 検 診 （ ス ク リ ー ニ ン グ ） し た 。 3匹 の ウ サ ギ か ら の 隔 月 の 生 産 ブ リ ー ド （ 各 ブ リ ー ド ご
と ～ 20 mL） を 共 に プ ー ル し た 。 濾 過 お よ び 稀 釈 前 の 、 プ ー ル さ れ た 合 計 量 は 約 500mLで あ
る 。 ウ サ ギ か ら 採 取 し た 抗 血 清 を 0.2um酢 酸 セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ で 真 空 濾 過 し 、 ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム と 塩 化 ナ ト リ ウ ム を 伴 う リ ン 酸 緩 衝 液 で pH7.5に 薄 め た 。 最 終 量 は 約 1000mLで あ
る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 単 ク ロ ー ン 性 抗 エ ベ ロ リ ム ス 抗 体 は 、 ハ ツ カ ネ ズ ミ の 免 疫 化 に よ っ て 調 製 す る こ と が で
き る 。 ハ ツ カ ネ ズ ミ に は 、 本 発 明 の 免 疫 原 お よ び フ ロ イ ン ト の ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 成 分 を
注 射 す る こ と が で き る 。 最 終 予 防 接 種 （ 免 疫 処 置 ） の 後 、 ハ ツ カ ネ ズ ミ を 殺 し て 脾 臓 を 処
理 し た 。 脾 臓 細 胞 を ミ エ ロ ー マ 細 胞 と 融 合 し 、 そ の 融 合 細 胞 を 増 殖 さ せ 、 上 澄 み を ELISA
法 に て 検 診 （ ス ク リ ー ニ ン グ ） し た 。
EXAMPLE III -- RAD 822： FAMCO-E 追 跡 子 を 用 い て の 蛍 光 偏 光 法 に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ :
【 ０ ０ ８ ６ 】

　 本 実 施 例 に お い て は 、 エ ベ ロ リ ム ス を 対 象 と す る 代 表 的 な 蛍 光 偏 光 法 に よ る イ ム ノ ア ッ
セ イ （ FPIA） に つ い て 記 述 す る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 抗 被 検 体 の 抗 体 （ 実 施 例 -IIの 抗 エ ベ ロ リ ム ス 抗 体 ） ま た は 「 A」 、 フ ル オ レ セ イ ン ： エ
ベ ロ リ ム ス 類 似 物 質 抱 合 体 （ 追 跡 子 ま た は 「 T」 ） 、 お よ び 前 処 理 緩 衝 液 ま た は 「 B」 に か
か る 競 合 ア ッ セ イ を 用 い た 自 動 TDx偏 光 分 析 装 置 （ Abbott社 研 究 所 ： テ キ サ ス 州 ア ー ビ ン
グ 市 ） を 使 用 し て 、 蛍 光 偏 光 法 に よ る イ ム ノ ア ッ セ イ が 行 な わ れ た 。 ヒ ト 血 清 に ス パ イ ク
さ れ た エ ベ ロ リ ム ス の 所 定 濃 度 を 含 む 様 々 な 種 類 の 較 正 物 質 6個 を 用 い て 、 実 施 例 に 記 述
さ れ る 自 動 ア ッ セ イ の 較 正 を 行 っ た 。 患 者 試 料 （ 血 漿 ） を 、 TDx器 機 用 に 設 計 さ れ た 円 形
の 回 転 荷 台 に 配 置 さ れ て い る プ ラ ス チ ッ ク 製 の 試 料 用 カ ッ プ に 入 れ た 。 当 該 の 自 動 ア ッ セ
イ は 、 Abbott社 研 究 所 （ テ キ サ ス 州 ア ー ビ ン グ 市 ） に よ り 提 供 さ れ る 文 献 に 詳 し く 記 述 さ
れ て い る 。 当 然 の こ と な が ら 、 TDx偏 光 分 析 装 置 が こ の 実 施 例 で 使 用 さ れ て い る が 、 FPIA
法 に よ る 偏 光 検 出 に そ の 他 の 装 置 を 使 用 し て も よ い 。
【 ０ ０ ８ ８ 】

　 こ の ア ッ セ イ は 単 に ト ラ フ 試 料 を 対 象 に し て 特 徴 づ け ら れ た も の で あ る 。 EDTAで 処 理 さ
れ た 全 血 が 各 ア ッ セ イ に 使 用 さ れ る 。 各 ア ッ セ イ に は 、 一 般 的 な 無 菌 静 脈 穿 刺 技 術 を 使 用
し て ガ ラ ス 製 も し く は プ ラ ス チ ッ ク 製 の EDTAチ ュ ー ブ の 中 に 収 集 さ れ た 全 血 600ゲ ル が 用
い ら れ る 。 具 体 例 と し て 、 患 者 試 料 を 2-8℃ に て 最 大 24時 間 ま で 保 管 し え る 。 24時 間 以 上
保 管 す る 必 要 が あ る 場 合 、 全 血 を -20℃ 以 下 に 冷 凍 す る こ と に よ り 、 最 大 28日 間 は 試 験 に
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使 用 で き る 。 具 体 例 と し て 、 冷 凍 さ れ た 試 料 を 使 用 す る 際 に は 、 使 用 前 に 試 料 を 完 全 に 溶
か し 、 く ま な く か き 混 ぜ る 。 試 料 抽 出 を 行 な う 前 に は 、 （ 冷 凍 の 場 合 も 、 採 取 直 後 に 使 用
さ れ る 場 合 も ） 全 試 料 の 容 器 を ゆ っ く り と 丁 寧 に 逆 さ に す る と い う 動 作 を 複 数 回 繰 り 返 す
こ と に よ り 、 試 料 を く ま な く か き 混 ぜ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】

　 抗 体 試 薬 （ 5mL） ・ ・ ・ 安 定 剤 と し て タ ン パ ク 質 を 、 そ し て 防 腐 剤 と し て <0.1%ア ジ 化 ナ
ト リ ウ ム 含 ん で い る 、 緩 衝 液 中 の <5% の ウ サ ギ 抗 血 清 。  図 6（ RAD 822: BSA） に 示 さ れ る
免 疫 原 を 用 い 、 実 施 例 -IIと 一 貫 し た 方 法 で 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 試 薬 を 生 成 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 追 跡 子 試 薬 （ 5mL）  ・ ・ ・ 0.01M PBS、 pH7.5、 0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、 お よ び 0.01mg/m
Lの ウ シ γ グ ロ ブ リ ン を 含 ん で い る 、 緩 衝 液 中 の  <1%の フ ル オ レ セ イ ン 追 跡 子 （ 図 5に 示 さ
れ る RAD822:FAMCO-E FP） 。 バ イ ア ル キ ャ ッ プ の 標 識 は 「 T」 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 前 処 理 緩 衝 液 （ 5mL） ・ ・ ・ ト リ ス 緩 衝 液 、 洗 浄 剤 、 お よ び 防 腐 剤 と し て の <0.1%ア ジ 化
ナ ト リ ウ ム 。
バ イ ア ル キ ャ ッ プ の 標 識 は 「 B」 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 沈 澱 剤 （ 7.5 mL） ・ ・ ・ 沈 殿 試 薬 お よ び <0.1%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム を 含 ん で い る こ と 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

A． 試 料 抽 出 手 順 :
　 試 料 （ 較 正 物 質 、 患 者 試 料 、 お よ び 対 照 群 ） を 器 具 に よ っ て 分 析 直 前 に 抽 出 す る 。
分 析 の 対 象 と な っ て い る 較 正 物 質 、 対 照 、 ま た は 試 料 を 、 各 々 600μ lず つ 、 ピ ペ ッ ト を 使
っ て 適 切 な 遠 心 分 離 管 へ 入 れ る 。 700μ lの メ タ ノ ー ル を そ れ ぞ れ の 試 料 に 加 え 、 試 料 と メ
タ ノ ー ル の 入 っ て い る 遠 心 分 離 管 の 各 々 に 100μ lの 沈 澱 剤 を 加 え る 。 蒸 発 を 防 ぐ た め 、 そ
の 後 す ぐ に 各 遠 心 分 離 管 に ふ た を し て 、 そ れ か ら 少 な く と も 10秒 間 最 高 ス ピ ー ド で 激 し く
混 合 （ 渦 運 動 に よ る 混 合 ） す る 。 そ の 後 、 少 な く と も 8分 間 、 13,400 x gで 遠 心 分 離 機 に
よ り 分 離 す る 。 上 記 遠 心 処 理 後 、 各 々 の 上 澄 み （ 少 な く と も 300μ l） を 回 転 荷 台 に 載 せ 、
試 料 カ ー ト リ ッ ジ へ ピ ペ ッ ト で 移 し 、 試 料 蒸 発 を 最 小 限 に 抑 え る た め に 直 ち に 該 当 す る 器
具 を 作 動 さ せ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
B.ア ッ セ イ 手 順 の 要 約 :
　 各 患 者 試 料 と 対 照 用 に 、 2個 の カ ー ト リ ッ ジ と 2個 の キ ュ ベ ッ ト を ア ッ セ イ 用 回 転 荷 台 に
配 置 す る 。 試 料 抽 出 手 順 の 上 澄 み を 少 な く と も 300μ l、 ピ ペ ッ ト を 使 っ て 泡 が 入 ら な い よ
う に 上 手 に 各 試 料 へ 入 れ る 。 試 料 の 入 っ て い る 容 器 を ゆ っ く り と 丁 寧 に ひ っ く り 返 し て か
き 混 ぜ る 。 バ イ ア ル キ ャ ッ プ を 取 り 除 き 、 試 薬 セ ッ ト お よ び ア ッ セ イ 用 回 転 荷 台 を 分 析 装
置 に セ ッ ト し た 後 、 速 や か に （ す ぐ に ） ア ッ セ イ 工 程 を 開 始 す る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 こ こ で 使 用 さ れ る 標 準 物 質 は 、 ヒ ト 溶 血 血 液 へ の 重 量 追 加 （ gravimetric addition） に
よ っ て 調 製 さ れ た 。 較 正 物 質 の 各 ロ ッ ト に は 、 有 効 と さ れ る LC/MS方 法 に 基 づ く （ 由 来 す
る ） 標 準 物 質 を 用 い た TDx(R)の 数 値 が 割 り 当 て ら れ る 。 現 在 の 形 状 で は 、 各 レ ベ ル の 較 正
物 質 に 割 り 当 て ら れ た 数 値 濃 度 は 、 較 正 物 質 の 段 ボ ー ル 箱 の ラ ベ ル （ 標 識 ） お よ び そ の 箱
に 同 封 さ れ る 較 正 物 質 数 値 カ ー ド に 表 記 （ 印 刷 ） さ れ る 。 こ れ ら の 数 値 は 、 そ れ ぞ れ の 新
し い 較 正 物 質 ロ ッ ト と と も に TDx(R)パ ラ メ ー タ へ プ ロ グ ラ ム さ れ る 。 ア ッ セ イ 範 囲 は 、 2.
00ng/mLか ら 較 正 物 質 Fに 割 り 当 て ら れ た 数 値 （ ～ 40ng/mL） ま で の 範 囲 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
結 果 ：
　 ア ッ セ イ シ ス テ ム の 具 体 例 と し て 定 量 法 が 挙 げ ら れ る 。 エ ベ ロ リ ム ス 濃 度 は 、 TDx(R)/T
DxFlx(R)分 析 装 置 の 印 刷 出 力 に ng/mLの 単 位 で 記 録 さ れ る 。 ア ッ セ イ の 感 度 よ り も 低 い 患
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者 試 料 の 結 果 は 、 「 <2.00ng/mL」 と し て 報 告 さ れ る も の と す る 。 ほ と ん ど の 試 料 中 の エ ベ
ロ リ ム ス 濃 度 は ア ッ セ イ 範 囲 内 で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 患 者 試 料 か ら 得 ら れ た 数 値 が 較 正 物 質 Fよ り も 大 き い 場 合 は 「 HI」 と 印 刷 さ れ る 。 一 例
と し て 、 こ の よ う な 試 料 に つ い て は 、 エ ベ ロ リ ム ス に 対 し て 陰 性 の 全 血 を 使 っ て 手 作 業 に
て 希 釈 し （ 1:1ま た は 1:4） 、 試 料 抽 出 手 順 の 再 実 施 お よ び 最 終 的 に 印 刷 さ れ た 数 値 （ 真 性
濃 度 を 得 る た め に 希 釈 係 数 を 掛 け た 数 値 ） に よ り 再 分 析 し て も よ い 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 較 正 物 質 、 対 照 群 お よ び 試 料 は 、 2回 以 上 の 再 現 で き 、 平 均 値 が 報 告 さ れ る も の で あ る
こ と が 好 ま し い 。 好 ま し く は 、 重 複 体 の 変 動 係 数 （ CV） の 結 果 が 20%以 上 の も の を 繰 り 返
す 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 大 多 数 の 試 料 抽 出 物 は メ タ ノ ー ル で あ る 。 メ タ ノ ー ル の 揮 発 性 に よ り 、 抽 出 と 試 料 分 析
と の 間 の 時 間 は 蒸 発 を 防 ぐ た め に 限 定 さ れ て い る 。 試 料 の 蒸 発 に よ り デ ー タ が 不 当 に 上 昇
し 、 結 果 に 誤 差 が 生 じ え る 。 し た が っ て 、 試 料 が 器 具 上 に 置 か れ た 時 に 異 常 終 了 す る 場 合
、 こ れ ら の 試 料 は 再 抽 出 ・ 再 実 行 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ １ ０ ０ 】
C. 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 試 薬 （ RAD 822: BSA） と 追 跡 子 試 薬 （ RAD822: FAMCO-E） を 用 い た FP
IA法 の 性 能 特 性
　
　 エ ベ ロ リ ム ス に 対 し て 陰 性 の 全 血 の 標 本 を 、 ア ッ セ イ 範 囲 に わ た り エ ベ ロ リ ム ス で ス パ
イ ク し た 後 、 n=3に て 異 な る ３ 機 の 分 析 装 置 上 で 分 析 し た 。 そ の 平 均 値 は LC/MS値 と 比 較 さ
れ 、 パ ー セ ン ト 回 復 が 計 算 さ れ た 。 そ の 結 果 を 表 1に 示 す 。
【 ０ １ ０ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ２ 】
　
エ ベ ロ リ ム ス 治 療 を 受 け て い る 患 者 か ら 採 取 し た 全 血 試 料 に つ い て 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に
よ る TDx(R)の ア ッ セ イ シ ス テ ム に よ っ て 測 定 さ れ た 濃 度 を LC/MSに よ っ て 測 定 さ れ た も の
と 比 較 し た 。
2件 の 参 考 検 査 室 に よ る 腎 臓 移 植 患 者 に 関 す る 試 験 結 果 （ 「 Passing Bablock線 形 回 帰 分 析
法 」 に よ り 分 析 さ れ た デ ー タ ） を 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム と LC/MSを
比 較 し て 図 10に 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 TDx上 の 試 料 は 、 2.40ng/mLか ら 33.17ng/mLの 範 囲 に お よ ん だ （ 110人 の 患 者 か ら の 試 料
） 。 上 記 同 様 に 、 2件 の 参 考 検 査 室 に よ る 心 臓 移 植 患 者 に 関 す る 試 験 結 果 （ 「 Passing Bab
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lock線 形 回 帰 分 析 法 」 に よ り 分 析 さ れ た デ ー タ ） を 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ
ス テ ム と LC/MSを 比 較 し て 図 1１ に 示 す 。 TDx上 の 試 料 は 、 2.06ng/mLか ら 20.60 ng/mLの 範
囲 に お よ ん だ （ ６ ２ 人 の 患 者 か ら の 試 料 ） 。
本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム は 、 パ ー セ ン ト 稀 釈 お よ び 回 復 の 間 で ア ッ セ イ
範 囲 に わ た っ て 比 例 関 係 を 示 す 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム の 精 度 を NCCLSの 基 準 に の っ と っ て 評 価 し た
。 重 複 体 中 の 各 試 料 の ア ッ セ イ （ 非 継 続 的 な 20日 間 、 1日 2回 実 施 、 分 析 装 置 １ 機 の み を 使
用 し 且 つ 必 要 に 応 じ て 較 正 ） を 行 う こ と に よ る 研 究 が 実 施 さ れ た 。
結 果 を 表 2に 下 に 示 す 。
【 ０ １ ０ ５ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ６ 】

　 主 な エ ベ ロ リ ム ス 代 謝 物 質 に 対 す る 抗 体 試 薬 「 A」 の 交 差 反 応 性 を 検 討 す る た め の 研 究
を 実 施 し た 。 （ 以 下 表 3に 一 覧 さ れ る ） 化 合 物 を 、 5ng/mLの 割 合 で 、 通 常 の プ ー ル ・ ヒ ト
全 血 （ 治 療 域 の 下 限 側 （ 約 4ng/mL） で ス パ イ ク さ れ た エ ベ ロ リ ム ス を 含 む も の ） に 加 え 、
本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム （ 定 量 法 ） で 試 験 を 実 施 し た 。 エ ベ ロ リ ム ス で
ス パ イ ク さ れ た 通 常 の ヒ ト 全 血 は 、 対 照 群 と し て 試 験 を 実 施 し た 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 今 回 は 5ng/mLで 試 験 を 実 施 し た が 、 エ ベ ロ リ ム ス 治 療 を 受 け て い る 実 際 の 患 者 で は 代 謝
物 質 濃 度 が 低 目 に な る と 予 想 さ れ る 。 被 験 対 象 と し て 人 間 を 採 用 し た 薬 物 代 謝 研 究 に お け
る 親 薬 物 量 <20%に お い て 、 RAD SA、 RADお よ び PSAが 認 め ら れ た 。 ス パ イ ク さ れ た 追 加 物 質
を 用 い て の ヒ ド ロ キ シ -（ 24/25 OH RAD, 46 OH RAD） 代 謝 物 質 の 交 差 反 応 性 に 関 す る 試 験
は 実 施 し な か っ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
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【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ０ ９ 】

　 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム は 、 干 渉 す る 可 能 性 の あ る 化 合 物 に 対 し て 試
験 を 行 っ た 。 表 4（ 表 A～ 表 4C） に 一 覧 さ れ る 物 質 を （ 12ng/mLの エ ベ ロ リ ム ス を 含 む ） ヒ
ト 全 血 に 加 え る と 、 試 験 が 臨 床 的 に 妥 当 と さ れ る レ ベ ル を 上 回 る 濃 度 で 行 わ れ た 場 合 に は
、 5%未 満 の 交 差 反 応 性 を 示 し た 。
【 ０ １ １ ０ 】
【 表 ４ Ａ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ １ 】
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【 表 ４ Ｂ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
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【 表 ４ Ｃ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ３ 】
特 異 性  -- 干 渉 物 質
　 以 下 表 ５ に 一 覧 さ れ る 化 合 物 を 、 治 療 域 の 下 限 で （ ま た は 下 限 以 下 で ） 、 エ ベ ロ リ ム ス
を 含 む 通 常 の ヒ ト 全 血 に 加 え た と き に 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム に よ る
エ ベ ロ リ ム ス の 計 量 （ 定 量 ） に ≦ 10%の 誤 差 （ エ ラ ー ） が 生 じ た 。
【 ０ １ １ ４ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ５ 】
　 20%お よ び 60%で の ヘ マ ト ク リ ッ ト の 場 合 も 、 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム
に よ る エ ベ ロ リ ム ス の 計 量 （ 定 量 ） に ≦ 10%の 誤 差 （ エ ラ ー ） が 生 じ た 。
【 ０ １ １ ６ 】
　
　 複 数 再 現 間 の ア ッ セ イ 間 CVが ≦ 20%で あ る と こ ろ の ヒ ト 全 血 中 最 低 濃 度 と し て 定 義 さ れ
る と こ ろ の 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ セ イ シ ス テ ム の 定 量 化 限 界 （ LOQ： Limit of Quan
tification） は 、 2.00ng/mLで あ る 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 ゼ ロ と は 区 別 さ れ え る 最 低 濃 度 と し て 定 義 さ れ る と こ ろ の 本 発 明 の 実 施 形 態 に よ る ア ッ
セ イ シ ス テ ム の 検 出 下 限 値 （ LDD： Lower Limit of Detection） は 、 0.80ng/mLで あ る 。 当
然 の こ と な が ら 、 上 記 結 果 は 、 多 ク ロ ー ン 性 抗 体 試 薬 （ RAD 822: BSA） と 追 跡 子 試 薬 （ RA
D822:FAMCO-E） を 用 い る FPIA法 に 関 す る 一 実 施 形 態 の 具 体 例 と し て 記 載 さ れ て い る に 過 ぎ
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な い 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 本 発 明 の 範 囲 に 属 す る そ の 他 の 競 合 ア ッ セ イ に 、 異 な る 総 合 性 能 を 備 え て も よ い 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 本 稿 に お い て 引 用 さ れ る 参 考 文 献 は す べ て 、 参 照 に よ り 、 記 述 ど お り 且 つ 全 体 的 に 援 用
さ れ る 。
ま た 、 本 稿 に お い て 、 好 ま し い 実 施 形 態 に 関 連 し て 本 発 明 が 詳 述 さ れ て い る が 、 そ の 他 の
変 形 ・ 改 造 様 態 も 、 下 記 の 特 許 請 求 の 範 囲 に 記 載 お よ び 定 義 さ れ る 本 発 明 の 精 神 と 範 囲 内
に 含 ま れ る 存 在 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ２ ０ 】
【 図 １ 】 本 発 明 に よ る エ ベ ロ リ ム ス 誘 導 体 の 具 体 例 の 構 成 を 示 す 。
【 図 ２ 】 連 結 さ れ た （ tethered-） RAD-フ ォ ル マ ー ト の 合 成 を 示 す 。
【 図 ３ 】 RAD酸 （ 脱 保 護 ） の 合 成 を 示 す 。
【 図 ４ 】 RAD-822（ NHS活 性 ） の 合 成 を 示 す 。
【 図 ５ 】 RAD 822： FAMCO-E FP追 跡 子 の 合 成 を 示 す 。
【 図 ６ 】 RAD 822： BSA免 疫 原 の 合 成 を 示 す 。
【 図 ７ 】 エ ベ ロ リ ム ス の 32-オ キ シ ム 誘 導 体 の 構 成 を 示 す 。
【 図 ８ 】 図 ７ の 32-オ キ シ ム 誘 導 体 の 活 発 化 エ ス テ ル を 示 す 。
【 図 ９ 】 検 量 線 （ FPIA法 ） を 示 す （ X軸 ＝ 検 量 値 、 Y軸 ＝ 速 度 （ ｍ ｐ ） 、 抗 体 （ 多 ク ロ ー ン
性 ） 、 FP追 跡 子 ＝ RAD822: FAMCO-E） 。
【 図 １ ０ 】 FPIA法 に よ る エ ベ ロ リ ム ス の ア ッ セ イ に よ り 、 腎 臓 移 植 患 者 に お け る 本 発 明 と
LC/MSを 比 較 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 １ １ 】 FPIA法 に よ る エ ベ ロ リ ム ス の ア ッ セ イ に よ り 、 腎 臓 移 植 患 者 に お け る 本 発 明 と
LC/MSを 比 較 し た 結 果 を 示 す 。
【 図 １ ２ 】 エ ベ ロ リ ム ス の QMS検 量 線 （ 抗 体 ： RAD822免 疫 原 か ら の 多 ク ロ ー ン 抗 体 、 抗 原
： 粒 子 に 共 役 さ れ る オ キ シ ム （ 図 5） 誘 導 体 ） で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】
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