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Background : Therapeutic drug monitoring (TDM) of tacrolimus is essential because of narrow
therapeutic range and poor correlation of dose to blood concentration. Affinity Column Mediated
Immunometric Assay (ACMIA) does not require a pretreatment steps in measurement of tacrolimus.
In this study, we evaluated the performance of tacrolimus assay using ACMIA (Dimension RxL Max,
Dade Behring).

Methods : The imprecision, the linearity and the detection limits and the interferences by bilirubin
and chyle, and correlation with hematocrit for tacrolimus by ACMIA were evaluated according to
Clinical and Laboratory Standards Institute guidelines EP5-A2, EP6-A, EP17-A, EP9-A2, and EP7-
A2. Method comparison studies with microparticle enzyme immunoassay (MEIA) (IMx Tacrolimus
II, Abbott Laboratories) and liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) (Waters
2795 Quattromicro API, Micromass) were also performed. 

Results : The total imprecision for low, middle and high level was 12.8%, 9.0% and 6.7%, respec-
tively. The range of tacrolimus from 3.1 ng/mL to 35.4 ng/mL showed a clinically relevant linearity.
The limit of detection and the functional sensitivity were 0.24 ng/mL and 0.72 ng/mL, respectively.
Tacrolimus concentration measurement (Tac-CM) with ACMIA did not show significant interferences
with bile and chyle and also did not show significant correlation with hematocrit. In comparison study
for Tac-CM with MEIA and LC-MS/MS, Tac-CM with ACMIA showed a good correlation with MEIA
(r=0.950) and LC-MS/MS (r=0.946).

Conclusions : The imprecision, linearity, detection limits, interference and correlation of Tac-CM
with ACMIA were suitable for clinical use. Tac-CM with ACMIA could reduce turn around time and
help clinicians to manage transplant patients on immunosuppressant therapy. (Korean J Lab Med
2009;29:415-22)
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사용에 대해 미국 FDA의 공인을 받은 면역억제제로서[1], 현재

는 간 이외의 다른 고형 장기 및 조혈모세포 이식 후 광범위하

게 사용되고 있는 약제이다[2, 3]. Tacrolimus는 T 림프구 내

calcineurin의 활성을 억제함으로써 면역억제작용을 나타내며,

약효가 cyclosporine에 비해 10-100배 더 높다[4]. 하지만 적정

치료 농도 범위가 좁고 약물용량에 대한 혈중농도의 상관 관계

가 나쁘며, cytochrome P450을 통해 대사되는 다른 약물과의

상호작용 등이 나타나기 때문에, 혈중약물농도 측정을 통한 치

료적약물농도모니터링(therapeutic drug monitoring, TDM)

이 필수적이다[1-10]. 

2007년 College of American Pathologists (CAP)의 CSM

survey Immunosuppressive Drugs Participant Summary

Report [11, 12] 및 2006년 대한임상검사정도관리협회 TDM

분과위원회의 TDM 검사 신빙도 조사 결과보고[13]에 참여한

기관 중 80% 이상이 microparticle enzyme immunoassay

(MEIA)를이용한IMx analyzer (Abbott Laboratories, Abbott

Park, IL, USA)를 사용하여 tacrolimus의 혈중농도 측정 결과

를 보고하였다. 하지만 MEIA는 검체의 전처리 과정이 필수적

일 뿐만 아니라, tacrolimus 대사산물 및 적혈구용적률(hema-

tocrit)에 의해 tacrolimus의 혈중농도 측정에 간섭현상이 일어

나는 등의 검사 수행능에 대한 여러 가지 제한점이 보고되고 있

다[1, 4, 7-10]. 이에 저자들은 전처리가 필요없는 새로운 면역

학적 측정방법인 affinity column mediated immunoassay

(ACMIA)를 이용한 Flex TACR (Dimension RxL Max, Dade

Behring, Malburg, Germany)의 tacrolimus 혈중농도 측정

수행능을 CLSI (Clinical and laboratory standards insti-

tute)의 지침에 기반하여 정밀도, 정확성, 직선성, 다른 기기와

의 상관성, 측정범위 및 생화학∙혈액검사 항목에 의한 간섭 등

에 대하여 분석하였다.

재료 및 방법

1. 정밀도(precision) 평가

세가지농도의정도관리물질(Level 2 [Lot No 52552], Level

3 [Lot No 52553], Level 4 [Lot No 52554], TACR Flex�Lot

FA8026, Dade Behring, Newark, DE, USA)과 tacrolimus

혈중농도가 20 ng/mL 이상인 환자의 혈액을 합하여 구성된 검

체 등 총 4가지 농도를 대상으로 CLSI EP5-A2 [14]에 따라, 각

농도에 대해 1일 2회, 1회 2번씩 주 5일간 4주동안 ACMIA로

tacrolimus 농도를반복측정하였다. 측정결과는EP Evaluator

Release 7 (David G. Rhoads Assoc., Kennett square, PA,

USA)을이용하여검사내(within run) 정밀도, 검사간(between

run) 정밀도, 검사일 간(between day) 정밀도, 총(total) 정밀

도에 대해 평가하였다.

2. 직선성(linearity) 평가

CLSI EP6-A [15]에 따라 Dimension TACR CAL Lot 7JD-

001 (Dade Behring) level 2 (3.1 ng/mL)과 level 5 (35.4 ng/

mL)를 혼합하여 5가지 농도의 pool을 준비하였다. 이들 농도의

범위는 혈중 tacrolimus의 치료범위[1]와 제조사가 제시한 측정

가능범위(analytical measurement range)를 참고하여 결정하

였으며, 각각의 농도에서 ACMIA로 2회 반복 측정하여 얻은 값

을EP_Suite version 6.0 (MarChem Associates Inc., Concord,

MA, USA)에 입력하여 가장 잘 맞는 다항식(best-fit polyno-

mial)을 구하였다. 1차식이 나오는 경우 직선성이 유지되는 것

으로판정하고, 다항식이나오는경우에는Martin 등의문헌[16]

에 기초하여 임상적으로 의미가 있는 수준의 비직선성인지의 여

부를 판단하였다.

3. 측정한계 평가

CLSI EP17-A [17]에준하여, 건강한tacrolimus 미사용자의

혈액을 ACMIA로 20회 반복 측정하여 계산된 평균 값에 표준편

차의 2배를 더한 값을 최소농도 검출한계(limit of detection,

LOD)로정하였다. 생물학적민감도(biological sensitivity, bio-

logical detection limit)는 Dimension TACR CAL Lot 7BD025

(Dade Behring) level 1 (0.0 ng/mL)과 level 2 (2.7 ng/mL)를

1:1로혼합한spike 용액을ACMIA로20회반복 측정하여 SD를

구한후, LOD 값에새로이구한spike 용액의SD값의2배를더

하여 결정하였다[18]. 기능적 민감도(functional sensitivity)는

Dimension TACR CAL Lot 7BD025 level 1과 level 2를 단계

적으로 혼합하여 0.0 ng/mL부터 2.7 ng/mL 사이에 5개의 값

을갖도록한후ACMIA로10회반복측정하여 변이계수가 20%

이내로 되는 최소농도로 정하였다[18]. 

4. 상관성(correlation) 평가

CLSI EP9-A2 [19]에 맞추어 ACMIA로 tacrolimus 혈중농

도를측정한결과와기존검사실에서사용중인MEIA 및 liquid

chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/
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MS) (Waters 2795 Quattromicro API, Micromass, Manch-

ester, UK)로 측정한결과와의상관성을비교하였다. 검체 선정

은 tacrolimus 검사가 의뢰된 환자 검체를 대상으로 5 ng/mL

미만 20%, 5-10 ng/mL 20%, 10-15 ng/mL: 20%, 15-20 ng/

mL 20%, 20-25 ng/mL: 10%, 25 ng/mL 초과 10%가 되도록

100개의 검체를 구성한 뒤, 3가지 방법으로 2회씩 반복 측정하

였다. 각각의 검사법 간의 회귀방정식과 상관계수를 EP Eval-

uator Release 7와 SPSS (version 13.0, SPSS Inc., Chicago,

IL, USA)을이용하여구하였고, MedCalc (version 10.4.8, Med-

Calc Software, Broekstraat 52, Mariakerke, Belgium)를

이용하여 Bland-Altman 분석을 시행하였다. 

5. 빌리루빈과 유미(chyle)에 의한 간섭 효과 및

적혈구용적률과 tacrolimus 측정치의 상관 관계 평가

유리형과 포합형 빌리루빈 및 유미에 의한 간섭의 정도를 평

가하고자 Interference check A plus (Sysmex corporation,

Kobe, Japan)를 제조사의 지침에 따라 빌리루빈과 유미의 농

도가 각각 10 mg/dL와 1050 FTU (formazine turbidity unit)

가 되도록 spike 용액과 빌리루빈과 유미가 포함되어 있지 않은

blank 용액을 만들고, 여기에 tacrolimus (Fujisawa Pharma-

ceutical, Osaka, Japan)를 첨가하여 tacrolimus 농도가 7.5

ng/mL이 되도록 검체를 제조하였다. 검체의 tacrolimus 농도

를 ACMIA로 각각 5회씩 측정하여 CLSI EP7-A2 [20]에 준하

여 간섭효과를 평가하였다. 

또한 적혈구용적률의 tacrolimus 농도 측정에 대한 영향을

알아보고자 약물을 복용하지 않은 정상인의 혈액을 채취하여 적

혈구를 분리하고 생리식염수로 3회 세척한 후, 다시 생리식염수

로 단계별로 희석하여 15-60% 범위의 적혈구용적률을 갖도록

8단계의 검체를 준비하였다[7]. 여기에 tacrolimus를 첨가하여

최종 농도가 7.5 ng/mL 및 20.0 ng/mL이 되도록 만들고, 각

단계의 tacrolimus 농도를 ACMIA로 2회씩 측정하여, 적혈구

용적율과tacrolimus 측정치의상관관계를SPSS의Spearman

상관분석을 시행하여 평가하였다. 

결 과

1. 정밀도

총변이계수는낮은농도(level I)에서부터각각12.8%와9.0%,

6.7%, 5.0%의 순이었다. 각 농도별 검사 내 변이계수, 검사 간

변이계수 및 검사일 간 변이계수는 Table 1과 같다.

2. 직선성

측정이 이뤄진 tacrolimus 농도 3.1 ng/mL부터 35.4 ng/mL

Abbreviation: ACMIA, affinity column mediated immunometric assay.

Level SD
Mean

(ng/mL)
N Within-

run

Bet-
ween-

run

Bet-
ween-
day

Total

CV (%)

I 20 5.1 0.52 8.8 7.8 4.9 12.8
II 20 11.2 0.77 5.7 6.5 2.4 9.0
III 20 15.5 0.88 5.2 3.1 2.8 6.7
IV 20 23.3 1.15 2.8 3.6 3.1 5.0

Table 1. Imprecision of ACMIA for tacrolimus

Fig. 1. Linearity of ACMIA for tacrolimus. 
Abbreviation: See Table 1.
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Fig. 2. The functional sensitivity of tacrolimus measurement using
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범위에 대해 y=-0.0091X2+1.3534X-0.2015, 결정계수(R2)는

0.9994로 2차식이 가장 잘 맞는 다항식으로 분석되었지만, 임

상적으로의미를갖는수준의비직선성은나타나지않았다. 따라

서, ACMIA의 tacrolimus 측정치는 3.1 ng/mL부터 35.4 ng/
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Fig. 3. Comparisons of tacrolimus measurements among instruments (n=50, respectively). (A) IMx (MEIA) versus Dimension (ACMIA) using
Deming regression analysis. (B) Bland-Altman analysis between ACMIA and MEIA, (C) LC-MS/MS versus ACMIA using Deming regres-
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Abbreviations: MEIA, microparticle enzyme immunoassay; ACMIA, affinity column mediated immunometric assay; LC-MS/MS, liquid chro-
matography-tandem mass spectrometry.
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mL까지에 대해 직선성을 나타내는 것으로 분석하였다(Fig. 1).

3. 측정한계 설정

Tacrolimus 미투약자 혈액의 반복측정에서 ACMIA의 tac-

rolimus 최소농도 검출 한계는 0.24 ng/mL이었고, 생물학적

민감도는 0.71 ng/mL, 기능적 민감도는 0.72 ng/mL이었다

(Fig. 2).

4. 상관성

MEIA (x)의 tacrolimus 측정치에 대한 ACMIA (y)의 회귀방

정식은 y=0.818x-0.580, 상관계수(r)는 0.950이었고, ACMIA

측정치는 IMx 측정치보다 평균 -25.7%의 bias를 나타내었다.

LC-MS/MS (x)에대한ACMIA (y)의회귀방정식은y=0.849x+

0.127, 상관계수는 0.946이었으며, ACMIA 측정치는 LC-MS/

MS 측정치에비해평균-14.9%의bias를나타내었다. LC-MS/

MS (x)에 대한 IMx (y)의 회귀방정식은 y=1.031x+0.861, 상관

계수는 0.936이었고, IMx 측정치는 LC-MS/MS 측정치에 비해

평균 +11.0%의 bias를 나타내었다(Fig. 3). 

5. 빌리루빈과 유미에 의한 간섭 효과 및 적혈구용적률과

tacrolimus 측정치의 상관 관계 평가

유리형과 포합형 빌리루빈 및 유미가 각각 첨가된 spike 용액

의 tacrolimus 측청치는 각각 6.6±0.4 ng/mL, 8.0±0.8 ng/

mL, 8.1±0.5 ng/mL로 blank 용액의 각각 7.1±0.2 ng/mL,

7.5±0.8 ng/mL, 7.4±0.4 ng/m로 통계적으로 의미 있는 차

이를 나타내지 않아서, 빌리루빈과 유미에 의한 간섭효과를 배

제할 수 있었다.

적혈구용적률 증가에 따른 tacrolimus 검사값의 상관관계 분

석에서 저농도(7.5 ng/mL)의 결정계수는 0.178 (P=0.118), 고

농도(20.0 ng/mL)의 결정계수는 0.059 (P=0.344)으로 적혈구

용적률의 변화와 tacrolimus 검사값 간에는 의미 있는 상관성

이 나타나지 않았다(Fig. 4). 

고 찰

체내로 흡수된 tacrolimus는 95% 이상이 적혈구 내에 분포

하기 때문에 혈중농도 측정을 위해서는 용혈과정이 필수적이다.

새로 도입되고 있는 Flex TACR (Dimension RxL Max, Dade

Behring)은 적혈구 내 tacrolimus의 유리 과정이 기기 내에서

시약과 초음파처리(ultrasonification)에 의해 이뤄지기 때문에

검사소요시간 및 검사실 내 업무량의 감소가 가능하고 정밀도를

향상시킬 수 있다는 장점이 있다. 실제 본 연구에서 ACMIA법

으로 측정된 tacrolimus의 정밀도는 각각의 농도에서의 총 변

이계수를 15% 이내로 규정한 미국 식품의약국(Food and Drug

Administration)의 지침[21]을 만족하였다. 또한 각각의 tacro-

limus 농도별 ACMIA 측정치의 총변이계수는 현재 임상화학

검사실에서 사용 중인 IMx의 저∙중∙고농도의 정도관리물질

(Tacrolimus II controls, Lot No 54596 M200, Abbott, Wies-

baden, Germany)에 대한 총변이계수(15.7%, 8.5%, 7.8%)보다

저∙고농도에서 낮은 값을 나타냈으며, Napoli 등의 연구[9]에

서 보고한 MEIA에서의 저∙중∙고농도의 총 변이계수 12.9%,

8.8%, 9.3%에 비해서도 역시 저∙고농도에서 낮은 값을 나타내

었다. 이와 더불어 ACMIA의 tacrolimus 최소농도 검출 한계는

0.24 ng/mL이었고, 기능적 민감도는 0.72 ng/mL로 분석되어

일반적인 혈중 tacrolimus 치료범위의 하한값인 5.0 ng/mL [1]

보다 낮았고, 기기회사에서 제공하고 있는 MEIA법의 최소농도

검출 한계 1.20 ng/mL, 기능적 민감도 2.40 ng/mL보다 낮은

값을 나타내었다.

실험 전 ACMIA 측정치는 MEIA에 대해서 negative bias를

나타낼 것으로 예측했었다. 이는 MEIA가 대사물질에 대해서도

반응성을 나타내기 때문에 다른 면역학적 방법인 cloned en-

zyme donor immunoassay MS 방법보다 약 20% 높은 측정

치를 나타냈다는 보고[4]와 ACMIA가 enzyme multiplied im-

munoassay에대해서negative bias를보였다는기존보고[22]

에 근거하였으며, 본 연구에서도 ACMIA와 MEIA의 상관분석

Group 2

Group 1

Fig. 4. Relationship between hematocrit and tacrolimus concentra-
tions. Group 1, target concentration 7.5 ng/mL (y=0.019x+6.624,
r2=0.178, P=0.118); group 2, target concentration 20.0 ng/mL (y=
0.011x+18.675, r2=0.059, P=0.344).
Abbreviation: Hct, hematocrit.
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을 통해 이를 확인할 수 있었다. 또한 같은 이유로 ACMIA는

MEIA보다 LC-MS/MS에 대해 높은 상관관계를 가질 것으로

예상했었고, 실제 ACMIA의 LC-MS/MS에 대한 상관계수는

0.946으로MEIA의LC-MS/MS에대한상관계수0.936보다높

은값을가졌다. 이는최근발표된다른문헌의ACMIA와MEIA

의 LC-MS/MS에 대한 상관계수 0.90, 0.83과 일치하는 결과

이었다[23]. 그러나 ACMIA의 측정치가 LC-MS/MS에 대해

negative bias를 나타낸 점은 면역학적 측정법이 tacrolimus

대사체에 대해서 비특이적인 항원-항체반응이 나타날 수 있기

때문에[4, 9, 24, 25] 특이적인 검사법인 LC-MS/MS에 비해

tacrolimus 농도가 높게 측정되며[24, 26], 역시 면역학적 측정

법의 하나인 ACMIA도 LC-MS/MS에 대해 positive bias를 가

질 것으로 예측했었던 연구 전 가설과 반대되는 결과였다. 하지

만, 350여 개 이상의 기관이 참여하여 본 연구와 비슷한 시기에

시행된 2007년 CAP CSM-B의 participant survey [11]에서는

이번 실험 결과와 일치하는 ACMIA MS, MEIA의 순서로 tac-

rolimus 측정치가 높게 보고되었다. CAP survey 결과의 경우

회귀분석을 통한 검사법 간의 상관관계를 알아본 것이 아니라는

점에서 본 연구 결과와 직접적인 비교를 하는 것은 한계가 있지

만, ACMIA의 LC-MS/MS에 대한 negative bias 분석 결과를

간접적으로 뒷받침할 수 있는 근거가 될 수 있다고 생각된다. 따

라서 검사법 간의 상관관계를 단정하기는 아직 이를 것으로 생

각되며, 향후 추가 연구를 통한 정확한 상관관계 분석 및 이를

통한 bias 교정이 필요할 것으로 판단된다. 

MEIA는 적혈구용적률 증가에 따라 tacrolimus 측정치가 감

소하는 음의 간섭현상이 알려져 있다[7, 9]. 또한 25% 이하의

낮은 적혈구용적률을 갖는 환자의 검체에서는 enzyme-linked

immunosorbent assay보다 tacrolimus의 농도가 높게 측정된

다고 보고되어[27], 일부에서는 적혈구용적률이 30% 이하인 환

자에서의tacrolimus 혈중농도측정은MEIA 이외의검사법을

사용하도록 권고하고 있다[10]. ACMIA에서는 적혈구용적률에

의해 tacrolimus의 측정치가 통계적으로 유의한 수준의 차이를

나타내지않았다. 따라서, 적혈구용적률에대한고려없이tacro-

limus 혈중 농도의 보고를 보다 신속하고 신빙성있게 시행할 수

있을 것으로 생각되며, 특히 tacrolimus의 투약이 이루어지는

장기 이식환자의 대부분이 만성적인 빈혈을 나타낸다는 점에 비

춰보았을 때, 그 유용성은 더욱 크다고 할 수 있다.

검사실에서 ACMIA로 tacrolimus 농도를 측정하게 될 경우

가장 기대되는 점은 검사소요시간(turn around time)의 단축

일 것이다. 기존 검사법인 MEIA의 경우, 적혈구 용혈 및 원심

분리까지의 전처리 과정이 수작업으로 약 30분에 걸쳐 진행되

어야 하고, 이후 기기 내에서의 약물 농도 측정이 한 번에 최대

24검체가 가능하였다. 따라서, 검사 의뢰가 많은 검사실에서는

신속한 검사결과의 보고를 위해 많은 검사자와 여러 대의 기기

를 필요로 했었다. 반면, ACMIA의 경우, 전처리 과정이 기계

내에서 약 15분 내에 시행되고, 최대 60검체까지 동시에 검사가

가능하여, MEIA에 비해 보다 많은 검체를 보다 신속하게 처리

할 수 있을 것으로 판단된다. 

ACMIA를 이용한 Dimension RxL Max는 전처리가 필요없

이 간편하고 동시에 기존의 MEIA의 장점인 빠른 검체처리속도

를 향상시키면서[1], 적혈구용적률에 의한 간섭에 큰 영향을 받

지 않으면서 TDM 검사를 수행할 수 있을 것으로 기대된다. 또

한, ACMIA의 tacrolimus 측정결과는 TDM 지침에 부합하는

수준의 정밀도를 가지고 있었으며, 임상적으로 의미 있는 농도

범위에서 우수한 직선성, 그보다 낮은 값의 최소농도 검출 한계

값과 기능적 민감도가 확인되었고, MEIA의 LC-MS/MS에 대

한 상관계수보다 큰 값을 가졌다. 향후 임상검사실에서 tacro-

limus 측정검사에 적용이 가능할 것으로 생각되며, 신속하고

신빙성 있는 결과보고를 통해 이식 환자의 진료에 도움을 줄 수

있으리라 예상된다.

요 약

배경 : Tacrolimus는 적정 치료농도범위가 좁고 약물용량과

혈중농도의 상관 관계가 낮아 혈중약물농도 측정을 통한 감시가

필수적이다. 전처리 과정이 필요없는 Affinity Column Medi-

ated Immunometric Assay (ACMIA)를 이용한 Dimension

RxL Max (Dade Behring)의 tacrolimus 혈중농도측정에 대

한 수행능을 평가하고자 하였다.

방법 : Clinical and Laboratory Standards Institute 지침

에 준하여 ACMIA를 이용한 tacrolimus 혈중농도측정에 대해

정밀도, 직선성, 검출한계를 분석하고, 빌리루빈과 chyle 및 적

혈구용적율에대한간섭현상을평가하였다. 또한microparticle

enzyme immunoassay (MEIA) (IMx Tacrolimus II, Abbott

Laboratories)와 liquid chromatography-tandem mass spec-

trometry (LC-MS/MS) (Waters 2795 Quattromicro API,

Micromass)의 tacrolimus 측정 결과와 ACMIA에 의한 측정

결과와의 상관관계를 분석하였다.

결과 : 저∙중∙고농도의 총 변이계수는 각각 12.8%, 9.0%,

6.7%였고, tacrolimus 농도 3.1 ng/mL부터 35.4 ng/mL에서

직선성을 보였다. 최소농도 검출 한계는 0.24 ng/mL, 기능적

민감도는 0.72 ng/mL이었으며, 빌리루빈과 chyle에 대해 간
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섭효과를 나타나지 않았고, 적혈구용적률 변화에 따른 tacro-

limus 검사값의 영향은 미미하였다. ACMIA에 의한 tacroli-

mus 측정치는MEIA와는0.950, LC-MS/MS에대해서는0.946

의 상관계수를 나타내었다.

결론 : ACMIA에 의한 tacrolimus 측정은 정밀도, 직선성,

측정한계, 다른 물질에 의한 간섭 및 MEIA와 LC-MS/MS에

대한 상관성 항목에 대해 만족스러운 검사 수행능을 보였다. 따

라서 기존 검사법보다 빠른 시간 안에 신빙성 있는 검사결과의

보고가 가능하여 이식 환자의 진료에 도움을 줄 수 있으리라 예

상된다.
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