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(57)【要約】
　本発明は一般的に、生物学的試料中の免疫グロブリン単一可変ドメイン（本明細書では
「ＩＳＶ」又は「ＩＳＶＤ」とも称される）並びに少なくとも１つのＩＳＶ（本明細書に
さらに記載されているような）を含むタンパク質及びポリペプチドのレベルを測定するた
めの、改善された薬物動態アッセイに関する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の少なくとも１つのＩＳＶＤ、又は少なくとも１つのＩＳＶＤを含むタンパク質
若しくはポリペプチドの量及び／又は濃度を決定するための方法であって、該方法は、
ａ）試料を捕捉剤と接触させ、これにより、ＩＳＶＤ、タンパク質又はポリペプチドは該
捕捉剤によって捕捉される工程；
ｂ）該補足剤によって捕捉されたＩＳＶＤ、タンパク質又はポリペプチドを検出剤と接触
させ、これにより、該検出剤は、捕捉剤によって捕捉されたＩＳＶＤ、タンパク質又はポ
リペプチドと結合する工程；
ｃ）該補足剤によって捕捉されたＩＳＶＤ、タンパク質又はポリペプチドに結合した検出
剤の量に対応するシグナルを発生させる工程
を含み、該方法は、消光剤の存在下で実施され、該消光剤は、既存の抗体は結合すること
ができるが、捕捉剤も検出剤も結合することができないタンパク質又はポリペプチドであ
る、前記方法。
【請求項２】
　消光剤として使用されるタンパク質又はポリペプチドが、モノクローナル抗体２１－４
と、１マイクロモル（μM）より良好な親和性、例えば１０００～１nMの親和性で結合す
るタンパク質又はポリペプチドである、請求項１記載の方法。
【請求項３】
　消光剤として使用されるタンパク質又はポリペプチドが、目的とする補足剤及び目的と
する検出剤と、３μM未満／３μMより悪い、好ましくは１０μM未満、より好ましくは５
０μM未満、例えば１００μMより悪い親和性で結合するタンパク質又はポリペプチドであ
る、請求項１又は２記載の方法、
【請求項４】
　消光剤が、一価免疫グロブリン単一可変ドメイン、又は５個以下、例えば４個、３個、
２個、又は１個の免疫グロブリン単一可変ドメイン（群）を含む融合タンパク質又は構築
物である、請求項１～３のいずれか記載の方法。
【請求項５】
　消光剤に存在する免疫グロブリン単一可変ドメインの少なくとも１つが、露出したＣ末
端を有する、請求項４記載の方法。
【請求項６】
　露出したＣ末端を有する免疫グロブリン単一可変ドメインの少なくとも１つが、配列Ｖ
ＴＶＳＳ（配列番号１）をそのＣ末端に有する、請求項５記載の方法。
【請求項７】
　少なくとも消光剤が、そのＣ末端に免疫グロブリン単一可変ドメインを有する、請求項
４又は５記載の方法。
【請求項８】
　消光剤のＣ末端における免疫グロブリン単一可変ドメイン（及びひいては完全な消光剤
）が、配列ＶＴＶＳＳ（配列番号１）をそのＣ末端に有する、請求項７記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は一般的に、生物学的試料中の免疫グロブリン単一可変ドメイン（本明細書では
「ＩＳＶ」又は「ＩＳＶＤ」とも称される）並びに少なくとも１つのＩＳＶ（本明細書に
さらに記載されているような）を含むタンパク質及びポリペプチドのレベルを測定するた
めの改善された薬物動態アッセイに関する。
【０００２】
　特に、本発明は、このようなアッセイを実施するための改善された方法に関する。
【０００３】
　本発明の他の態様、実施態様、使用、及び利点は、以下のさらなる記載から明らかとな
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ろう。
【０００４】
　薬物の開発では、薬物の薬物動態（ＰＫ）の分析は、動物又はヒトへの投与後の薬物の
運命（例えば分布、吸収、及び／又は分泌）を決定するために実施される。一般的に、こ
のような分析は、しばしば複数の時点における、被験者から得られた生物学的試料（血液
、血清、又は血漿のような）中の薬物の存在、レベル、又は濃度を決定することを含む。
【０００５】
　この目的のために、薬物動態アッセイが使用され、このようなアッセイを実施するため
の方法及び技術は一般的に当業者には公知である。一般的に、薬物動態アッセイを実施す
るための通常の方法は、試料を、測定される予定の化合物に結合することのできる補足剤
と接触させる工程（すなわち、該補足剤が、測定される予定の化合物を補足することがで
きる条件下で）、次いで、捕捉剤（これは、試料中の化合物の量の尺度としての役目を果
たす）によって捕捉された測定される予定の化合物の量を決定する工程を含む。実際に、
しばしば「サンドイッチ」構成が使用され、ここでは補足剤を表面（例えばマルチウェル
プレート又はチップの表面など）上に固定し、捕捉剤によって捕捉された化合物の量を、
検出及び／又は測定され得るシグナルを発生することのできる検出剤の添加によって決定
する。定量ＰＫアッセイでは、このシグナルの強度は、捕捉剤によって捕捉された測定さ
れる予定の化合物の量の尺度であり、これはさらに、出発試料中の測定される予定の化合
物の量の尺度である。
【０００６】
　記載のように、これらのアッセイを実施するのに適した技術（例えばＥＬＩＳＡ、メソ
スケール・ダイアグノスティックス合同会社製のＭＳＤプラットフォーム、ジャイロス社
製のＧｙｒｏｌａｂ（商標）プラットフォーム、及びメルクミリポア社製のＳｉｎｇｕｌ
ｅｘ（商標）プラットフォーム）は当技術分野において周知である。しばしば、捕捉剤は
、測定される予定の化合物に結合することができる（及びしばしば該化合物に対して特異
的に生じ得る）抗体（ポリクローナル抗体であるが好ましくはモノクローナル抗体である
）である（本発明はまた、他の捕捉剤、例えばＩＳＶＤ、又は測定される予定の化合物の
標的の使用も考える；例えば図２、４及び５並びに本明細書におけるさらなる説明も参照
されたい）。検出剤はまた、検出可能／測定可能なシグナルを提供するために使用され得
る任意の適切な薬剤であり得る。例えば、検出剤は、検出可能な標識又はタグにコンジュ
ゲートさせておいた測定される予定の化合物に対する（好ましくはモノクローナル）抗体
であり得る。実際に使用されることの多いいくつかの非制限的な例としては、蛍光標識、
電気化学発光技術を使用して検出され得る標識、若しくはタグ（ＭＳＤプラットフォーム
の一部として使用されるルテニウムに基づいたＳＵＬＦＯ－ＴＡＧ（商標）標識のような
）、又は基質を検出可能／測定可能な産物へと変換することのできるセイヨウワサビペル
オキシダーゼ若しくは別の酵素が挙げられる。サンドイッチイムノアッセイ（サンドイッ
チＥＬＩＳＡのような）について周知であるように、検出剤として、測定される予定の化
合物に結合する検出用抗体と、基質から検出可能な産物への変換を触媒することのできる
酵素結合二次抗体の組合せを使用することも可能である。これらの技術及び類似した技術
の一般的な説明については、標準的な参考書、並びに、例えば‘O Kennedy et al., Bioc
hemical Education 18(3), 1990、及びGan and Patel, Journal of Investigative Derma
tology (2013), 133, e12. doi:10.1038/jid.2013.287（オンライン刊行物）を参照する
。
【図面の簡単な説明】
【０００７】
【図１】図１は、本発明のアッセイ方法の構成を示した図である。
【図２】図２は、本発明のアッセイ方法の構成を示した図である。
【図３】図３は、本発明のアッセイ方法の構成を示した図である。
【図４】図４は、本発明のアッセイ方法の構成を示した図である。
【図５】図５は、本発明のアッセイ方法の構成を示した図である。
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【図６】図６は、本発明のアッセイ方法の構成を示した図である。
【図７】図７は、各配列番号のアミノ酸配列を示した図である。
【図８】図８は、実施例における結合実験の条件を示した図である。
【０００８】
　図１～６は、本出願によって考えられる種類の薬物動態アッセイを実施するためのいく
つかの好ましいが非限定的な構成を図示する。
【０００９】
　図１及び他の図面では、本発明は、測定される予定の化合物（図１～６のそれぞれにお
いて（１）として示されている）として二価ＩＳＶＤ構築物（すなわち、各々が卵形によ
って示され、例示された構築物において実線によって示されている適切なリンカーを介し
て互いに連結されている、２つのＩＳＶＤを含む）を使用することによって例示されてい
る。本明細書にさらに記載されているように、この二価ＩＳＶＤ構築物の選択は、説明す
る目的のためだけのものであり、本発明は一般的に、生物学的試料中の、少なくとも１つ
のＩＳＶＤを含む（特に、本明細書に記載のように、露出したＣ末端を有する少なくとも
１つのＩＳＶＤを含み、すなわち、これにより該Ｃ末端（及び拡大解釈するとタンパク質
、ポリペプチド、化合物、又は構築物）はアッセイを実施している間に試料中の既存抗体
と結合するリスクがある）任意のタンパク質、ポリペプチド又は他の化合物又は構築物の
量を決定するための任意のアッセイに適用することができることが注記されるべきである
。このようなタンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物の他の例は、本明細書の開
示に基づいて当業者には明らかであり、本明細書に記載のように、これには例えば、一価
、二価、三価、単一特異的、二重特異的、三重特異的、及び／又は二重パラトープ性のＩ
ＳＶＤポリペプチド又は構築物（例えば、実施例１では、ＲＳＶに対する三価ナノボディ
構築物であるＡＬＸ－０１７１が使用される）が挙げられる。
【００１０】
　図１のアッセイでは、共有結合又は他の適切なリンカー又は固定化技術（３）を介して
固相支持体（４）に連結させたモノクローナル抗体（２）を使用して、測定される予定の
化合物（１）を補足する。あらゆる結合していない化合物（１）を除去した後（すなわち
洗浄によって）、モノクローナル抗体（２）によって捕捉された化合物（１）の量を、検
出剤の添加によって決定し、この検出剤は図１に示される構成では、リンカー（７）又は
別の適切なコンジュゲーション技術（例えばストレプトアビジン－ビオチン対）を介して
検出可能な標識（６）にコンジュゲートさせたモノクローナル抗体（５）である。次いで
、あらゆる過剰な検出剤を除去し（すなわち、再び洗浄によって）、その後、捕捉剤によ
って捕捉されている化合物（１）に結合した検出剤の量を、検出可能な標識（６）によっ
て提供されるシグナルを使用して決定する。
【００１１】
　図２に示されるアッセイの構成は、化合物（１）に対するモノクローナル抗体の代わり
に、化合物（１）の標的（８）を固相支持体（４）上に固定する（すなわちリンカー（３
）を使用して）以外は、図１に示される構成と実質的に同じである。
【００１２】
　図３に示されるアッセイの構成では、測定される予定の化合物（１）はここでも、固相
支持体（４）に連結させたモノクローナル抗体（２）によって捕捉されるが、この場合、
アッセイは、測定される予定のナノボディ構築物（１）の（可溶性）標的（８）の存在下
で実施され、検出剤（リンカー（７）によって連結された、モノクローナル抗体（５）と
検出可能な標識（６）とを含む）は、化合物（１）ではなく標的（８）に対して指向され
る。
【００１３】
　図４に示されるアッセイの構成は、「抗ＩＳＶＤ ＩＳＶＤ」（９）（例えば、ＶＨＨ
のフレーワーク配列に対して指向されるナノボディ）がモノクローナル抗体の代わりに捕
捉剤として使用される以外は、図３に示された構成と実質的に同じである。
【００１４】
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　図５に示されるアッセイの構成は、モノクローナル抗体（５）の代わりに、ビオチニル
化（１１）抗ＩＳＶＤ ＩＳＶＤ（１０）とセイヨウワサビペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
で標識されたストレプトアビジン（１２）の組合せを検出剤として使用する以外は、図２
で示された構成と実質的に同じである。
【００１５】
　図６に示されるアッセイの構成は、検出剤として、検出用抗体（１３）と標識された二
次抗体（５）/（６）/（７）の組合せを使用する以外は、図２で示された構成と実質的に
同じである。
【００１６】
　図面に明記された以外の適切なアッセイの構成は、本明細書の開示及び実施例に基づい
て当業者には明らかであり、記載のように、図１～６に示されたアッセイ及び類似したア
ッセイは、本明細書の開示に基づいて当業者には明らかであろう一般的に公知である技術
及び方法を使用して実施され得る。
【００１７】
　国際公開公報第１２／１７５７４１号では、ＩＳＶＤを含有している生物学的試料（例
えば、血液試料、例えば全血、血清、及び血漿、眼液、気管支肺胞液／気管支肺胞洗浄液
、脳脊髄液、又は他の生物学的液体試料）を分析するために使用されるいくつかのアッセ
イにおいて（例えば抗薬物抗体イムノアッセイにおいて）、タンパク質による干渉が起こ
り得、そしてこのようなタンパク質による干渉は、これらの中のいくつかのアッセイにお
いて及び／又はこれらの中のいくつかの試料について非特異的なシグナルを発生し得るこ
とが記載されている。国際公開公報第１２／１７５７４１号はまた、このようなタンパク
質による干渉が、ＩＳＶＤを用いて処置されたことのある被験者及び／又はＩＳＶＤが投
与されたことのある被験者（例えば患者又は臨床試験被験者）から得られた試料だけでな
く、ＩＳＶＤを一度も投与されたことがない被験者に由来する試料においても起こり得る
ことを記載している。国際公開公報第１２／１７５７４１号にさらに記載されているよう
に、このことは、このような干渉が、任意の出現している抗薬物抗体ではなく、既存タン
パク質との非特異的なタンパク質間相互作用に起因する可能性が高いことを示す。国際公
開公報第１２／１７５４７１号はさらに、これらの干渉因子が、可変ドメインのＣ末端が
露出している場合には、可変ドメインのＣ末端に結合することのできる（既存の）ＩｇＧ
抗体である可能性が最も高いことを示す（例えば、国際公開公報第１３／０２４０６９号
、Holland et al., J. Clin. Immunol. 2013, 33(7):1192-203、及び国際公開公報第２０
１５／１７３３２５号も参照）。
【００１８】
　薬物動態アッセイは一般的に、血清試料（すなわち、ＩＳＶＤ又はＩＳＶＤを含む薬物
が投与されている被験者由来の）の使用を含むので、ＩＳＶＤの露出したＣ末端に対する
このような「既存抗体」がこのような試料中に存在する場合には、該アッセイに干渉し得
る可能性がある。これに鑑みて、本発明は、このような干渉（及び／又はこのような干渉
が起こるリスク）の低減した、改善された薬物動態アッセイ及び該アッセイを実施するた
めの方法を提供することを目指す。
【００１９】
　一般的には、本発明は、（十分な量の）「消光剤」、すなわち試料中に存在するあらゆ
る既存抗体が結合することのできるタンパク質又はポリペプチドの存在下でアッセイを実
施することによって、起こり得るタンパク質による干渉の問題を解決する。結果として、
干渉因子は、捕捉剤と、測定される予定の化合物と、検出剤との間の会合を（すなわち、
アッセイに影響を及ぼし得るか又は歪める可能性のある様式で）干渉することはできない
（又はもはやできない）。
【００２０】
　一般的に、本明細書にさらに記載されているように、本明細書において使用される消光
剤は、ＩＳＶＤ、又は露出したＣ末端を有するＩＳＶＤを含むタンパク質及びポリペプチ
ドであり、このＩＳＶＤ、タンパク質又はポリペプチドはさらに、捕捉剤によって捕捉さ
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れることができないようなものであり、測定される予定の化合物又は検出剤と結合しない
ようなものである。
【００２１】
　したがって、第一の態様では、本発明は、試料中の、少なくとも１つのＩＳＶＤ、ある
いは少なくとも１つのＩＳＶＤを含むタンパク質、ポリペプチド、又は他の化合物若しく
は構築物（該タンパク質、ポリペプチド、又は他の化合物若しくは構築物は本明細書に記
載の通りである）の量及び／又は濃度を決定するための方法に関し、該方法は、
ａ）試料を補足剤と接触させ、これにより、ＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合
物又は構築物を、該補足剤によって捕捉する工程；
ｂ）補足剤によって捕捉されたＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築
物を、検出剤と接触させ、これにより、該検出剤は、該補足剤によって捕捉されたＩＳＶ
Ｄ、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物に結合する工程；
ｃ）該捕捉剤によって捕捉されたＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構
築物に結合した検出剤の量に対応するシグナルが発生する工程
を含み、該方法は、消光剤の存在下で実施され、該消光剤は、既存抗体は結合（すなわち
特異的に結合）することができるが、捕捉剤及び検出剤は（実質的に）結合（すなわち、
非特異的結合以外は結合）することができない、タンパク質又はポリペプチドである。こ
の目的のために、消光剤は好ましくは、さらに本明細書に記載されている通りである。
【００２２】
　本明細書の開示に基づいて当業者には明らかであろうように、一般的に、上記の方法で
は、試料は、ＩＳＶＤの露出したＣ末端に対して指向される既存抗体を含有していること
が知られている及び／又は含有していることが疑われる生物学的液体試料であろう。特に
、試料は、ＩＳＶＤの露出したＣ末端に対して（特に、ＶＨドメイン又はＶＨＨドメイン
であるか又はこれに由来するナノボディ又は別のＩＳＶＤに対して）指向される既存抗体
を含有していることが知られている及び／又は含有していることが疑われる生物学的液体
試料であろう。
【００２３】
　試料は、測定される予定の（少なくとも１つの）ＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド
、化合物、又は構築物をさらに含有しているだろう。特に、測定される予定の該ＩＳＶＤ
、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物は、試料が得られた被験者に、すなわ
ち臨床試験の一部として又は治療目的若しくは診断目的のために投与された、ＩＳＶＤ、
タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物であり得る。１つの態様では、試料は、
測定される予定のＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物の薬理学的
特性、特にその薬物動態特性（例えばそのＰＫ又は血清中半減期パラメーター）を決定す
るために得られる。
【００２４】
　試料は、被験者から得られた生物学的液体の任意の望ましくかつ適切な試料、例えば全
血、血清、血漿、リンパ液、眼液、気管支肺胞液／気管支肺胞洗浄液、脳脊髄液、又は別
の生物学的液体（例えば喀痰又は鼻洗浄液）の試料；特に、全血、血清、又は血漿の試料
であり得る。該試料はまた、本発明のアッセイに使用するために適切に調製され得る／調
製されている（例えば、適切な場合には、適切な希釈法若しくは抽出法によって、及び／
又は、当技術分野においてそれ自体公知である１回以上の適切な前処理工程、例えば適切
な酸解離工程によって）。実際には、通常、試料は、測定される予定の一定量のＩＳＶＤ
、タンパク質、ポリペプチド、化合物、若しくは構築物を含有することが知られているか
、又は含有することが予想されるだろう。なぜなら、例えば、本明細書に記載のように、
該試料は、該ＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物が投与された被
験者から得られているからである。
【００２５】
　本発明のアッセイを使用して測定される予定のＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、
化合物、又は構築物は、一価ＩＳＶＤを含み得るか又は実質的にからなり得るか、あるい
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は、１つ以上の（例えば１つ、２つ、３つ、４つ、又は５つの）ＩＳＶＤを含むか又は実
質的にからなるタンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物であり得る。これらとし
ては例えば、例えば直接的な化学結合を介して又は１つ以上の適切なリンカーを使用して
、互いに適切に連結された、少なくとも１つの（例えば１つ、２つ、又は３つの）ＩＳＶ
Ｄと場合により１つ以上の他の部分又は実体とを含む、タンパク質、ポリペプチド、化合
物、又は構築物が挙げられ得る。さらなる説明及び本明細書に言及されている先行技術を
参照する。
【００２６】
　１つの態様では、このようなタンパク質、ポリペプチド、化合物又は構築物では、存在
するＩＳＶＤの少なくとも１つは、治療に関連性のある標的に対して向けられるだろう。
１つの具体的な態様では、このようなタンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物は
ヒトにおいて、少なくとも１日間、例えば少なくとも３日間、例えば最大５日間又はそれ
以上の半減期（ｔ１/２βとして表現される）を有するだろう。この目的のために、該タ
ンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物は、このように半減期の延長された少なく
とも１つの「治療用」ＩＳＶＤを提供する、部分、結合ドメイン、又は結合単位を含有し
得る。これは、例えば、（ヒト）血清タンパク質に対する、例えば（ヒト）血清アルブミ
ンに対するＩＳＶＤであり得る。本明細書におけるさらなる開示を参照する。
【００２７】
　別の態様では、このようなタンパク質、ポリペプチド、化合物又は構築物は、（ヒト）
血清タンパク質、例えば（ヒト）血清アルブミンに対する少なくとも１つのＩＳＶＤを含
み、これについてはここでも、本明細書のさらなる開示を参照する。一般的に、この態様
では、該タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物は通常さらに、少なくとも１つ
の治療的に活性な部分、結合ドメイン、又は結合単位、例えば１つ以上の治療に関連性の
ある標的（群）に対する１つ以上の結合ドメイン又は結合単位（これもナノボディーズな
どのＩＳＶＤを含む）を含有しているだろう。このようなタンパク質、ポリペプチド、化
合物、又は構築物では、血清アルブミン結合性のＩＳＶＤは一般的に、１つ以上の治療部
分又は実体の半減期を延長させるために使用されるだろう。ここでも、このようなタンパ
ク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物はヒトにおいて、少なくとも１日間、例えば少
なくとも３日間、例えば最大５日間又はそれ以上の半減期（ｔ１/２βとして表現される
）を有するだろう。
【００２８】
　本明細書に言及されているタンパク質及びポリペプチドは、好ましくは融合タンパク質
である。１つの態様では、該タンパク質及びポリペプチドは、場合により１つ以上の適切
なリンカーを介して連結された、ＩＳＶＤを含むか又は実質的にからなる。
【００２９】
　一般的に、本発明では、測定される予定のＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合
物、又は構築物は、既存抗体、特に該ＩＳＶＤの露出したＣ末端に対する既存抗体に感受
性である及び／又はそれと結合するリスクのある、少なくとも１つのＩＳＶＤ（例えば治
療標的に対するＩＳＶＤ及び／又は半減期延長性のＩＳＶＤ、例えば血清タンパク質に対
するＩＳＶＤ）を含むようなものであろう。しばしば、該ＩＳＶＤは、測定される予定の
タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物のＣ末端に存在するであろう。
【００３０】
　１つの特定の態様では、測定される予定のＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合
物、又は構築物は、既存抗体、特に該ＩＳＶＤの露出したＣ末端に対する既存抗体に感受
性である及び／又はそれと結合するリスクのある、少なくとも１つの重鎖ＩＳＶＤ（すな
わち、本明細書にさらに記載されているように、ナノボディであるＩＳＶＤ、あるいは、
ＶＨＨドメイン若しくはＶＨドメインであるか又はこれに由来する別のＩＳＶＤ）を含む
ようなものであろう。しばしば、該重鎖ＩＳＶＤは、測定される予定のタンパク質、ポリ
ペプチド、化合物、又は構築物のＣ末端に存在するであろう。
【００３１】
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　測定される予定のＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物に存在す
る１つ以上のＩＳＶＤは、例えば既存抗体による結合を低減させるＣ末端伸長を有するこ
とによって（国際公開公報第１２／１７５７４１号に記載のように）及び／又はフレーム
ワーク突然変異を有することによって（国際公開公報第２０１５／１７３３２５号参照）
、既存抗体による結合を低減させるために配列が最適化されていてもよい。
【００３２】
　本発明の方法及びアッセイを使用して測定され得るＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチ
ド、化合物、又は構築物については、本明細書に引用されている開示及び先行技術をさら
に参照する。
【００３３】
　使用される消光剤は、露出したＣ末端を有する任意のＩＳＶＤ、あるいは露出したＣ末
端を有する少なくとも１つのＩＳＶＤを含む（特にそのＣ末端にＩＳＶＤを有する）任意
のタンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物であり得る。例えば、１つの具体的で
あるが非限定的な態様では、消光剤は、それ自体公知である適切なリンカーを使用して互
いに連結されている２つのＩＳＶＤを含む（又はさらには３つさえ含み得る）。
【００３４】
　消光剤は、試料中のあらゆる既存抗体が、本明細書に記載の通りである親和性をもって
（特異的に）該消光剤に結合することができるように選択されるだろう。
【００３５】
　既存抗体が消光剤に（すなわち、測定される予定のタンパク質、ポリペプチド、化合物
、又は構築物ではなく）結合するであろうことを確実にするために、消光剤は、消光剤と
既存抗体との間の結合相互作用についての親和性が、測定される予定のタンパク質、ポリ
ペプチド、化合物、又は構築物と、既存抗体との間の結合相互作用についての親和性より
も高い／より良好である（本明細書に記載のような）ように選択され得る（例えばであっ
て限定するものではないが、測定される予定のタンパク質、ポリペプチド、化合物、又は
構築物が、既存抗体による結合を低減させるＣ末端伸長及び／又はフレームワーク突然変
異を含有している場合、これは、このようなＣ末端伸長及びこのような突然変異を含有し
ていない消光剤を選択することによって容易に成し遂げられ得る）。
【００３６】
　したがって、１つの非限定的な態様では、本発明の方法に使用される消光剤は、消光剤
と既存抗体との間の結合相互作用についての親和性が、測定される予定のタンパク質、ポ
リペプチド、化合物、又は構築物と、既存抗体との間の結合相互作用についての親和性の
少なくとも１０倍（例えば少なくとも１００倍）高い／より良好である（本明細書に記載
のような）ように選択される（一般的に、本出願の脈絡において、実例として、１０nMの
親和性は、１００nMの親和性よりも１０倍「良好」又は「高い」と判断される）。
【００３７】
　本明細書にさらに記載されているように、前の段落に記載のような親和性を比較する目
的で、消光剤と抗体２１－４（既存抗体のモデル／代用物として使用され得る）との間の
結合相互作用についての親和性を、測定される予定のタンパク質、ポリペプチド、化合物
、又は構築物と、抗体２１－４との間の結合相互作用についての親和性と比較することが
できる。したがって、１つの具体的であるが非限定的な態様では、本発明の方法において
、消光剤は、消光剤と抗体２１－４との間の結合相互作用についての親和性が、測定され
る予定のタンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築物と、抗体２１－４との間の結合
相互作用についての親和性よりも良好／より高く（本明細書に定義されているように、特
に、少なくとも１０倍良好、例えば少なくとも１００倍良好）なるように選択され得る。
【００３８】
　既存抗体が消光剤（すなわち、測定される予定のタンパク質、ポリペプチド、化合物、
又は構築物ではなく）に結合するであろうことを確実にする別の方法は、試料中に（最大
限）存在することが予想される、測定される予定のタンパク質、ポリペプチド、化合物、
又は構築物の量と比較して適切な過剰量（例えば少なくとも１０倍過剰、例えば少なくと
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も１００倍過剰）を使用することである。一般的に、消光剤と既存抗体との間の結合相互
作用についての親和性が、測定される予定のタンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構
築物と既存抗体との間の結合相互作用についての親和性とほぼ同じであるか又はさらには
より悪い／より低い（と予想される）場合に、このような適切な過剰量が使用されるべき
である（一般的に、本出願の脈絡において、実例として、１００nMの親和性は、１０nMの
親和性よりも１０倍「悪い」又は「低い」と判断される）。また、消光剤と既存抗体との
間の結合相互作用についての親和性が、測定される予定のタンパク質、ポリペプチド、化
合物、又は構築物と既存抗体との間の結合相互作用についての親和性よりも良好である（
と予想される）場合にも、適切な過剰量の消光剤を使用し得る。
【００３９】
　好ましくは、消光剤（特に、既存抗体が結合する予定の消光剤中のＩＳＶＤ）は、既存
抗体による結合を低減させるための配列の最適化を全く有さない。例えば、それはＣ末端
伸長を全く伴わないＶＴＶＳＳ配列で終わり得、それは好ましくは、既存抗体による結合
を低減させることを目的とした突然変異も含有していない。それとは別に、ＩＳＶＤ、あ
るいは露出したＣ末端を有するＩＳＶＤを含むタンパク質、ポリペプチド、化合物、若し
くは構築物は、それがアッセイに干渉しない限り（例えば、それはアッセイに使用される
他のいずれかの成分に結合することができるので及び／又は結合しているので）使用され
得る。
【００４０】
　実際、既存抗体による消光剤との（可能な）結合に関して、及び既存抗体が結合するこ
とのできる適切な消光剤の選択に関して、試料中の既存抗体が異種ポリクローナル抗体個
体群を形成する場合があり、既存抗体（及びＩＳＶＤに対するそれらの親和性）が時々、
試料毎に及び／又は被験者毎に異なる場合があることに留意する。
【００４１】
　これを説明するために、本発明において、マウスモノクローナル抗体クローン「２１－
４－３」（本明細書では「２１－４」又は「ＡＢＨ００１５」とも称される）による結合
（すなわち親和性）を、消光剤候補が、既存抗体と結合するか否かを決定するためのモデ
ル／ツールとして使用することができる。２１－４－３（及びそれを産生するハイブリド
ーマ、「ＡＢＨ００１５」とも呼ばれる）は国際公開公報第１２／１７５７４１号（１９
頁の３～２８行参照）から公知であり、ここでは、露出したＣ末端を有するＩＳＶＤを含
有するタンパク質又はポリペプチドが、タンパク質による干渉を受ける（すなわち、被験
者から得られた生物学的試料中に存在し得る既存抗体と結合する）傾向を有するかどうか
を決定するための代用品／モデルとして記載及び使用されている。国際公開公報第１２／
１７５７４１号はまた、ＡＢＨ００１５のＶＨ配列及びＶＬ配列も与える（国際公開公報
第１２／１７５７４１号の配列番号３５及び３６を参照）。国際公開公報第１２／１７５
７４１号の実施例７に記載のように、２１－４は、国際公開公報第２００６／１２２８２
５号における配列番号９８のナノボディ構築物を用いて免疫化されたマウスから出発して
ハイブリドーマ技術を使用して作製され、２１－４を発現しているハイブリドーマ細胞株
（「ＡＢＨ００１５」と呼ばれる）は、２０１２年６月４日にＢＣＣＭ（ゲント、ベルギ
ー）にアクセッション番号ＬＭＢＰ－９６８０－ＣＢの下に寄託されている。国際公開公
報第１２／１７５７４１号の実施例８に示されているように、モノクローナル２１－４抗
体は、国際公開公報第２００６／１２２８２５号における配列番号９８のナノボディ構築
物のＣ末端を認識し、該Ｃ末端は、フォンビルブランド因子（ｖＷＦ）に対して生じたナ
ノボディ（ヒト化ＶＨＨ）からなり、ＩＳＶが、タンパク質による非特異的な干渉を受け
る傾向を有するかどうかを予測するために使用され得る。実施例９では、国際公開公報第
１２／１７５７４１号もまた、タンパク質又はポリペプチド（特に、露出したＣ末端を有
するＩＳＶＤを含むタンパク質又はポリペプチド）がタンパク質による干渉を受ける（す
なわち、被験者から得られた生物学的試料中に存在し得る既存抗体に結合する）傾向を有
するか否かを予測／決定するためにＡＢＨ００１５が使用されているプロトコールも与え
る。
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【００４２】
　本発明では、２１－４への結合／２１－４による結合は、タンパク質又はポリペプチド
が消光剤としての使用に適しているか否かを測定／決定するための代用品として使用され
得る（本明細書の実施例５も参照）。
【００４３】
　一般的に、本発明では、タンパク質又はポリペプチドは、実施例５に記載のプロトコー
ルに従ってビアコアを使用して決定された場合に、１マイクロモル（μM）より良好な親
和性（ＫＤとして表現される）、例えば１０００～１nMの親和性で、２１－４に結合する
場合に、消光剤として使用するのに適しているだろう（明瞭にするために、非限定的な例
を用いると、一般的に本発明の明細書において、１nMの親和性は、１μM／１０００nMの
親和性より「より高い／より良好」であると判断されることに留意する）。
【００４４】
　記載のように、本発明の方法において、測定される予定のＩＳＶＤ、タンパク質、ポリ
ペプチド、化合物、又は構築物が既存抗体に結合する親和性よりも、より高い／より良好
な既存抗体に対する親和性を有する消光剤を使用しようとする場合、好ましくは使用され
る消光剤は、測定される予定のＩＳＶＤ、タンパク質、ポリペプチド、化合物、又は構築
物が２１－４に結合する親和性よりも１０×（１０倍）高い／良好な、好ましくは１００
×（１００倍）高い／良好な親和性で２１－４に結合するだろう（ここでも、この脈絡に
おいて、実例として、１０nMの親和性は、１００nMの親和性よりも１０倍「高い」と判断
される）。
【００４５】
　したがって、１つの態様では、本発明は、本明細書において上記したような方法に関し
、消光剤として使用されるタンパク質又はポリペプチドは、実施例５に記載のプロトコー
ルに従ってビアコアを使用して決定された場合に、１マイクロモル（μM）より良好な親
和性で、例えば１０００～１nMの親和性で、２１－４に結合するタンパク質又はポリペプ
チドである。
【００４６】
　消光剤はまた、実質的に捕捉剤又は検出剤に結合すべきではない（又は、非特異的結合
以外に結合すべきではない）。実際に、このことは、捕捉剤及び検出剤に対する消光剤の
親和性（又はその逆である消光剤に対する補足剤の親和性、及び消光剤に対する検出剤の
親和性）が、３μMより低い／悪い、好ましくは１０μMより低い、より好ましくは５０μ
Mより低い、例えば１００μMより悪くあるべきであることを意味する（明瞭にするために
、非限定的な例を用いると、一般的に本発明の明細書において、１０μMの親和性は、１
μMの親和性より「より悪い／より低い」と判断されることに留意する）。一旦（候補）
補足剤及び（候補）検出剤が選択されたら、（候補）消光剤に対するその親和性を決定し
、これにより、目的とする補足剤及び検出剤と共に使用するに適した消光剤を選択するこ
とは十分に当業者の技能範囲内であろう。
【００４７】
　したがって、さらなる態様では、本発明は、本明細書において上記した方法に関し、消
光剤として使用されるタンパク質又はポリペプチドは、（ｉ）実施例５に記載のプロトコ
ールに従ってビアコアを使用して決定された場合に、１マイクロモル（μM）より良好な
親和性で、例えば１０００～１nMの親和性で２１－４に結合し；そして（ｉｉ）３μMよ
り低い／悪い、好ましくは１０μMより低い、より好ましくは５０μMより低い、例えば１
００μMより悪い親和性で、目的とする補足剤及び目的とする検出剤と結合する、タンパ
ク質又はポリペプチドである。
【００４８】
　本発明において、使用される消光剤は、一価ＩＳＶＤ（例えば一価ナノボディ）であっ
ても、又は２つ以上（例えば２つ又は３つ）のＩＳＶＤ（そのうち少なくとも１つは露出
したＣ末端を有する）を含む融合タンパク質若しくは構築物であってもよい。実際に、消
光剤は通常、そのＣ末端にＩＳＶＤを有するポリペプチド、（融合）タンパク質、又は構
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築物であろう（このＩＳＶＤは、その後、該ポリペプチド、タンパク質、又は構築物のＣ
末端を形成しているために、露出したＣ末端を有するだろう）。
【００４９】
　消光剤は既存抗体と結合することが可能であるべきであるので、消光剤のＣ末端を形成
しているＶＨＨは好ましくは、既存抗体との結合を低減させることを目的としたＣ末端の
伸長（国際公開公報第１２／１７５７４１号に記載のような）も突然変異（国際公開公報
第２０１５／１７３３２５号に記載の突然変異のような）も全く有さないだろう。
【００５０】
　したがって、好ましくは、消光剤は、そのＣ末端にＩＳＶＤ（及び好ましくはナノボデ
ィ）を有するタンパク質又はポリペプチドであり、消光剤（のＣ末端を形成しているＩＳ
ＶＤ）は好ましくは、そのＣ末端にアミノ酸配列ＶＴＶＳＳ（配列番号１）を有する。消
光剤は、例えば適切には、一価、二価、二重特異的、三価、又は三重特異的構築物のＩＳ
ＶＤ構築物であり得る。好ましくは、消光剤は、一価ナノボディ、二価ナノボディ構築物
（単一特異的であっても、二重特異的であってもよい）、又は三価ナノボディ構築物（こ
れは単一特異的であっても、二重特異的であっても、三重特異的であってもよい）である
。
【００５１】
　図２～６に示されているように、本発明のアッセイのためのいくつかの可能な構成では
、測定される予定の化合物に対する標的（図２～６において（８）として示される）が、
捕捉剤の一部として又は検出剤の一部としてのいずれかで（又は両方で）使用され得る。
したがって、消光剤に存在するＩＳＶＤ（群）は、あらゆる標的（群）に対して指向され
得るが、該標的をアッセイの一部として使用する場合には、測定される予定の化合物の標
的に対して指向されるべきではない。
【００５２】
　したがって、さらなる態様では、本発明は、本明細書において上記した方法に関し、消
光剤として使用されるタンパク質又はポリペプチドは、露出したＣ末端を有する少なくと
も１つのＩＳＶＤを含有しているタンパク質又はポリペプチドであり、該ＩＳＶＤのＣ末
端は、Ｃ末端アミノ酸配列ＶＴＶＳＳ（配列番号１）で終わる。ここでも、該消光剤は好
ましくは（ｉ）実施例５に記載のプロトコールに従ってビアコアを使用して決定された場
合に、１マイクロモル（μM）より良好な親和性で、例えば１０００～１nMの親和性で２
１－４に結合し；そして（ｉｉ）３μMより低い／悪い親和性で、好ましくは１０μMより
低い、より好ましくは５０μMより低い、例えば１００μMより悪い親和性で、目的とする
捕捉剤及び目的とする検出剤に結合する。
【００５３】
　別の態様では、本発明は、本明細書において上記した方法に関し、消光剤として使用さ
れるタンパク質又はポリペプチドは、そのＣ末端にＩＳＶＤを有するタンパク質又はポリ
ペプチドであり、前記のＣ末端のＩＳＶＤ（及び結果として、消光剤として使用されるタ
ンパク質又はポリペプチド）は、Ｃ末端アミノ酸配列ＶＴＶＳＳ（配列番号１）で終わる
。ここでも、該消光剤は好ましくは、（ｉ）実施例５に記載のプロトコールに従ってビア
コアを使用して決定された場合に、１マイクロモル（μM）より良好な親和性で、例えば
１０００～１nMの親和性で２１－４に結合し；そして（ｉｉ）３μMより低い／悪い親和
性で、好ましくは１０μMより低い、より好ましくは５０μMより低い、例えば１００μM
より悪い親和性で、目的とする捕捉剤及び目的とする検出剤に結合する。
【００５４】
　本発明の方法において消光剤を使用する１つの簡便な方法は、捕捉工程の前に（過剰な
）消光剤を含有している適切な希釈緩衝液を用いて、試験される予定の試料（上記のよう
に、酸解離工程などの、それ自体公知の１回以上の適切な前処理工程をすでに受けていて
もよい）を希釈することである。このようにして、試料中の既存抗体は、捕捉工程及び検
出工程より前に消光剤と結合し、したがって、該既存抗体はアッセイの測定及び／又は読
み取り情報に干渉することができないことが確実となる。
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【００５５】
　本発明の他の態様、実施態様、利点、及び適用は、本明細書におけるさらなる説明から
明らかとなろう。
【００５６】
　本明細書において、「免疫グロブリン単一可変ドメイン」（「ＩＳＶ」又は「ＩＳＶＤ
」とも称される）という用語は一般的に、別の可変ドメインとの相互作用を伴うことなく
（慣用的な４本鎖のモノクローナル抗体のＶＨドメインとＶＬドメインとの間に必要とさ
れるようなＶＨ／ＶＬ相互作用を伴うことなく）、機能的な抗原結合部位を形成すること
のできる免疫グロブリン可変ドメイン（これは、ＶＨドメイン、ＶＨＨドメイン、又はＶ
Ｌドメインをはじめとする、重鎖ドメイン又は軽鎖ドメインであり得る）を指すために使
用される。ＩＳＶＤの例は当業者には明らかであり、これには例えば、ナノボディーズ（
ＶＨＨ、ヒト化ＶＨＨ及び／又はラクダ化ＶＨ、例えばラクダ化ヒトＶＨ）、免疫グロブ
リン新規抗原受容体ドメイン、ＶＨドメインであるか若しくはＶＨドメインに由来する（
単一ドメイン）抗体（例えばｄＡｂ’ｓ（商標））、及びＶＬドメインであるか若しくは
ＶＬドメインに由来する（単一ドメイン）抗体（例えばｄＡｂ’ｓ（商標））が挙げられ
る。本明細書において特に明記されない限り、重鎖可変ドメイン（例えばＶＨドメイン又
はＶＨＨドメイン）に基づいた及び／又はこれに由来するＩＳＶＤが一般的に好ましい。
最も好ましくは、本明細書において特に明記されない限り、ＩＳＶＤはナノボディであろ
う。
【００５７】
　「ナノボディ」という用語は一般的に、国際公開公報第２００８／０２００７９号又は
国際公開公報第２００９／１３８５１９号に定義されている通りであり、したがって具体
的な態様では一般的に、ＶＨＨ、ヒト化ＶＨＨ、又はラクダ化ＶＨ（例えばラクダ化ヒト
ＶＨ）、又は一般的に配列の最適化されたＶＨＨ（例えば、化学的安定性及び／又は溶解
性のために、公知のヒトフレームワーク領域と最大限にオーバーラップさせるために、及
び最大限の発現のために最適化されている）を示す。ナノボディ又はナノボディーズとい
う用語は、アブリンクス社の登録商標であり、したがって、ナノボディ（登録商標）及び
／又はナノボディーズ（登録商標）とも称され得ることを注記する。
【００５８】
　一般的に、本明細書において特に明記されない限り、本明細書に言及されているＩＳＶ
Ｄ、ナノボディーズ、ポリペプチド、タンパク質、並びに他の化合物及び構築物は、ヒト
における（及び／又は場合により、恒温動物、特に哺乳動物においても）疾患又は障害の
予防又は治療に使用することを目的とするだろう。したがって、一般的に、本明細書に記
載のＩＳＶＤ、ナノボディーズ、ポリペプチド、タンパク質、並びに他の化合物及び構築
物は、（生物学的）薬物又は他の薬学的若しくは治療的に活性な化合物、及び／又は医薬
製品若しくは医薬組成物として使用されることができるような、並びに／あるいは、適切
にはその一部であり得るようなものである。このような薬物、化合物、又は製品は好まし
くは、例えばこのような予防若しくは治療の必要な被験者の予防若しくは治療のために、
又は臨床試験の一部として、ヒトへの投与に適しているようなものである。本明細書にさ
らに記載されているように、この目的のために、このような薬物又は化合物は、本発明に
よって提供されるＩＳＶＤ以外に、他の部分、実体、又は結合単位（これは、これもまた
本明細書において記載されているように、例えば、１つ以上の他のさらなる治療部分、及
び／又は、ＩＳＶＤに基づいた若しくはナノボディに基づいた生物学的製剤の薬力学的特
性若しくは薬物動態特性、例えばその半減期に影響を及ぼす１つ以上の他の部分であり得
る）を含有していてもよい。このようなさらなる治療部分又は他の部分の適切な例は当業
者には明らかであり、例えば一般的には、任意の治療的に活性なタンパク質、ポリペプチ
ド、又は他の結合ドメイン若しくは結合単位、並びに、例えば国際公開公報第２００９／
１３８１５９号の１４９～１５２頁に記載されているような改変を含み得る。ＩＳＶＤに
基づいた生物学的製剤又はナノボディに基づいた生物学的製剤は好ましくは治療剤である
か又は治療剤（これは予防及び診断を含む）として使用することを目的とし、この目的の
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ためには好ましくは、治療に関連した標的（例えばＲＡＮＫ－Ｌ、ｖＷＦ、ＩｇＥ、ＲＳ
Ｖ、ＣＸＣＲ４、ＩＬ－２３、又は他のインターロイキン又はそれらの受容体など）に対
する少なくとも１つのＩＳＶＤを含有している。このようなＩＳＶＤに基づいた又はナノ
ボディに基づいた生物学的製剤のいくつかの具体的であるが非限定的な例については、実
施例８～１８及びまた例えばアブリンクス社による様々な出願（例えばであって限定する
ものではないが、国際公開公報第２００４／０６２５５１号、国際公開公報第２００６／
１２２８２５号、国際公開公報第２００８／０２００７９号、及び国際公開公報第２００
９／０６８６２７号）、並びに、例えばであって（限定するものではないが）国際公開公
報第２００６／０３８０２７号、国際公開公報第２００６／０５９１０８号、国際公開公
報第２００７／０６３３０８号、国際公開公報第２００７／０６３３１１号、国際公開公
報第２００７／０６６０１６号、及び国際公開公報第２００７／０８５８１４号などの出
願を参照する。また、本明細書にさらに記載されているように、さらなる部分は、（ヒト
）血清タンパク質、例えば（ヒト）血清アルブミンに対して指向される本明細書に記載の
ようなＩＳＶＤ又はナノボディであり得、このようなＩＳＶＤ又はナノボディは、特に１
つ以上の治療用ＩＳＶＤの半減期の延長において及び／又はその延長のために、治療用途
を見い出し得る。例えば、国際公開公報第２００４／０４１８６５号、国際公開公報第２
００６／１２２７８７号、及び国際公開公報第２０１２／１７５４００号を参照し、これ
は一般的に半減期延長のための血清アルブミン結合性ナノボディーズの使用を記載してい
る。また、本明細書では、本明細書において特に明記されない限り、本明細書に記載され
た全ての用語は、国際公開公報第２００９／１３８５１９号（又は、国際公開公報第２０
０９／１３８５１９号に引用された先行技術に）又は国際公開公報第２００８／０２００
７９号（又は国際公開公報第２００８／０２００７９号に引用された先行技術に）に示さ
れた意味を有する。また、方法又は技術が本明細書において具体的に記載されていない場
合には、国際公開公報第２００９／１３８５１９号（又は、国際公開公報第２００９／１
３８５１９号に引用された先行技術に）又は国際公開公報第２００８／０２００７９号（
又は国際公開公報第２００８／０２００７９号に引用された先行技術に）に記載の通りに
実施され得る。また、本明細書に記載のように、本発明の任意のＩＳＶＤ又は化合物を含
む任意の医薬製品又は医薬組成物はまた、医薬製品又は医薬組成物への使用においてそれ
自体公知である１つ以上のさらなる成分（すなわち、目的とする剤形に応じて）及び／又
は例えば治療に使用することを目的とした１つ以上の他の化合物又は活性成分（すなわち
、組合せ製品を提供するために）も含み得る。
【００５９】
　また、本明細書又は特許請求の範囲において使用される場合、以下の用語は、国際公開
公報第２００９／１３８５１９号の６２～７５頁に示されているのと同じ意味を有し、及
び／又は適用可能である場合には、国際公開公報第２００９／１３８５１９号の６２～７
５頁に記載されている方法で決定され得る：「アゴニスト」、「アンタゴニスト」、「逆
アゴニスト」、「非極性の非荷電アミノ酸残基」、「極性非荷電アミノ酸残基」、「極性
荷電アミノ酸残基」、「配列同一率」、「まさに同じ」及び「アミノ酸の違い」（２つの
アミノ酸配列の配列比較に言及する場合）、「実質的に単離された（形）（で）」、「ド
メイン」、「結合ドメイン」、「抗原決定基」、「エピトープ」、「に対する」、又は（
抗原）「に対して指向される」、「特異性」、及び「半減期」。さらに、「改変している
」及び「改変するために」、「相互作用部位」、「に対して特異的である」、「交差遮断
する」、「交差遮断された」及び「交差遮断している」及び「ｐＨとは実質的に独立して
いる」という用語は、アブリンクス社の国際公開公報第２０１０／１３０８３２号の７４
～７９頁に定義されている通りである（及び／又はそこに記載されている通りに決定され
得る）。また、本発明の構築物、化合物、タンパク質、又はポリペプチドに言及する場合
、「一価」、「二価」（又は「多価」）、「二重特異的」（又は「多重特異的」）及び「
二重パラトープ性」（又は「多重パラトープ性」）のような用語は、国際公開公報第２０
０９／１３８５１９号、国際公開公報第２０１０／１３０８３２号、又は国際公開公報第
２００８／０２００７９号に示された意味を有し得る。
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【００６０】
　本明細書に言及されているＩＳＶＤ、ナノボディ、ＩＳＶＤに基づいた生物学的製剤、
ナノボディに基づいた生物学的製剤、又は任意の他のアミノ酸配列、化合物、若しくはポ
リペプチドに関してここで使用される「半減期」という用語は一般的には、国際公開公報
第２００８／０２００７９号の５７頁のｏ）段落に記載のように定義され得、その中で記
載されているように、例えば天然の機序による配列若しくは化合物の分解及び／又は配列
若しくは化合物の排除若しくは捕獲に因り、インビボにおいて、アミノ酸配列、化合物、
又はポリペプチドの血清中濃度が５０％減少するのに要する時間を指す。本発明のアミノ
酸配列、化合物、又はポリペプチドのインビボにおける半減期は、薬物動態分析によるな
どのそれ自体公知の任意の方法で決定され得る。適切な技術は当業者には明らかであり、
例えば一般的には国際公開公報第２００８／０２００７９号の５７頁のｏ）段落に記載の
通りであり得る。これもまた国際公開公報第２００８／０２００７９号の５７頁のｏ）段
落に記載のように、半減期は、ｔ１/２α、ｔ１/２β、及び曲線下面積（ＡＵＣ）などの
パラメーターを使用して表現され得る。これに関して、本明細書において使用する「半減
期」という用語は特に、ｔ１/２β又は終末相半減期を指すことが注記されるべきである
（ｔ１/２α及び／又はＡＵＣあるいはその両方を考慮しなくてもよい）。例えば、以下
の実験部、並びに、標準的な参考書、例えばKenneth, A et al: Chemical Stability of 
Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists and Peters et al, Pharmacokinetic an
alysis: A Practical Approach（1996）を参照する。また、Marcel Dekkerによって刊行
された"Pharmacokinetics", M Gibaldi & D Perron、改訂版（1982）も参照する。同様に
、「半減期の延長」又は「延長された半減期」という用語も、国際公開公報第２００８／
０２００７９号の５７頁のｏ）段落に定義されている通りであり、特にｔ１/２α及び／
又はＡＵＣあるいはその両方の延長を伴う又は伴わない、のいずれかである、ｔ１/２β
の延長を指す。
【００６１】
　用語が本明細書において具体的に定義されていない場合、それは当技術分野におけるそ
の通常の意味を有し、これは当業者には明らかであろう。例えば、標準的な参考書、例え
ばSambrook et al, "Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (2nd.Ed.), Vols. 1-3,
 Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); F. Ausubel et al, eds., "Current pr
otocols in molecular biology", Green Publishing and Wiley Interscience, New York
 (1987); Lewin, “Genes II”, John Wiley & Sons, New York, N.Y., (1985); Old et 
al., “Principles of Gene Manipulation: An Introduction to Genetic Engineering”
, 2nd edition, University of California Press, Berkeley, CA (1981); Roitt et al.
, “Immunology” (6th. Ed.), Mosby/Elsevier, Edinburgh (2001); Roitt et al., Roi
tt’s Essential Immunology, 10th Ed. Blackwell Publishing, UK (2001)；及びJanewa
y et al., “Immunobiology” (6th Ed.), Garland Science Publishing/Churchill Livi
ngstone, New York（2005）、並びに、本明細書に引用されている一般的な背景技術を参
照する。
【００６２】
　また、本明細書においてすでに示されているように、ナノボディのアミノ酸残基は、Ri
echmann and Muyldermans, J. Immunol. Methods 2000 Jun 23; 240 (1-2): 185-195の論
文におけるラクダ由来のＶＨＨドメインに適用されているような；又は本明細書に言及さ
れている、Kabat et al.（“Sequence of proteins of immunological interest”, 米国
公衆衛生局、ＮＩＨベセスダ、ＭＤ州、刊行物番号９１）によって示されるＶＨについて
の一般的な番号付けに従って番号付けられる。この番号付けによると、ナノボディのＦＲ
１は１位～３０位にアミノ酸残基を含み、ナノボディのＣＤＲ１は３１位～３５位にアミ
ノ酸残基を含み、ナノボディのＦＲ２は３６位～４９位にアミノ酸を含み、ナノボディの
ＣＤＲ２は５０位～６５位にアミノ酸残基を含み、ナノボディのＦＲ３は６６位～９４位
にアミノ酸残基を含み、ナノボディのＣＤＲ３は９５位～１０２位にアミノ酸残基を含み
、ナノボディのＦＲ４は１０３位～１１３位にアミノ酸残基を含む。［これに関して、Ｖ
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Ｈドメイン及びＶＨＨドメインについて当技術分野において周知であるように、各々のＣ
ＤＲにおけるアミノ酸残基の総数は変化し得、Ｋａｂａｔ番号付けによって示されるアミ
ノ酸残基の総数に対応していない場合もあることが注記されるべきである（すなわち、Ｋ
ａｂａｔ番号付けによる１つ以上の位置が、実際の配列においては占有されていない場合
があるか、又は、実際の配列が、Ｋａｂａｔ番号付けによって許容される数よりも多くの
アミノ酸残基を含有している場合もある）。このことは、一般的に、Ｋａｂａｔによる番
号付けが、実際の配列内のアミノ酸残基の実際の番号付けに対応していても対応していな
くてもよいことを意味する。しかしながら、一般的に、Ｋａｂａｔの番号付けによると、
ＣＤＲにおけるアミノ酸残基の数に関係なく、Ｋａｂａｔ番号付けによる１位はＦＲ１の
開始部に対応し、及びその逆も同様であり、Ｋａｂａｔ番号付けによる３６位はＦＲ２の
開始部に対応し、及びその逆も同様であり、Ｋａｂａｔ番号付けによる６６位はＦＲ３の
開始部に対応し、及びその逆も同様であり、Ｋａｂａｔ番号付けによる１０３位はＦＲ４
の開始部に対応し、及びその逆も同様である］。
【００６３】
　ＶＨドメインのアミノ酸残基を番号付けするための代替的な方法（該方法を、ラクダ由
来のＶＨＨドメイン及びナノボディーズにも同じように適用することができる）は、Chot
hia et al.（Nature 342, 877-883 (1989)）によって記載されている方法、いわゆる「Ａ
ｂＭ定義」及びいわゆる「接触定義」である。しかしながら、本明細書、態様及び図面に
おいて、Riechmann and MuyldermansによってＶＨＨドメインに適用されているようなＫ
ａｂａｔによる番号付けに、特記しない限り従うだろう。
【００６４】
　また、図面、任意の配列表、及び実験部／実施例は、本発明をさらに説明するためだけ
に示され、本明細書において特に明記されない限り、本発明の範囲及び／又は添付の特許
請求の範囲を限定するものとして解釈又は捉えられるべきではないことが注記されるべき
である。
【００６５】
　本発明は、以下の非限定的な好ましい態様、実施例、及び図面を用いてこれからさらに
記載され、図１～６は、本発明において使用され得る種類の薬物動態アッセイを実施する
ための様々な構成を図示する（各場合において、本発明において使用される消光剤は示さ
れていない）。
【００６６】
　特記しない限り、以下の実験部で実施された全ての工程は、製造業者の説明書に従って
又はさもなくば当業者には一般的に公知である標準的な条件を使用して実施された。
【００６７】
実施例１：メソスケールディスカバリー（商標）（ＭＳＤ）プラットフォームを使用した
ＰＫアッセイにおける消光剤の使用
　この実施例は、ヒト血清試料中のナノボディに基づいた（融合）タンパク質の総濃度を
決定するために使用された薬物動態アッセイにおける消光剤の使用を示す。この実施例で
は、メソスケールディスカバリープラットフォームを使用して、様々な濃度のＡＬＸ－０
１７１の添加されたヒト血清試料中のＡＬＸ－０１７１（ヒト呼吸器合胞体ウイルスに対
する三価ナノボディ構築物；国際公開公報第２０１０／１３９８０８号参照）の濃度を決
定する。アッセイの構成は実質的に、図１に図示されている通りである（ＡＬＸ－０１７
１は、図１に説明のために示されている二価ナノボディ構築物の代わりに三価ナノボディ
構築物であるが）。
【００６８】
　使用される消光剤は、三価ナノボディ構築物であり（Ｎ末端のヒスチジンタグ及び配列
番号１の配列であるＣ末端を有する（すなわち、Ｃ末端の伸長は伴わない））、その配列
は図７に配列番号２として示されている。
【００６９】
　ＡＬＸ－０１７１ナノボディに結合しかつ中和するビオチニル化マウスモノクローナル
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抗体を、捕捉剤として使用し（ＰＢＳ／０．１％カゼイン中５．０μg/mlで）、ストレプ
トアビジン－ゴールドマルチアレイ９６ウェルプレート上に固定した。試験される予定の
ヒト血清試料を５０倍に希釈した（ＰＢＳ／０．１％カゼインで最初に５倍に希釈し、次
いで、１０００mM酢酸で５倍希釈する。室温で６０分間インキュベートした後、４．０μ
g/mlの消光剤を含有している１Ｍトリス緩衝液（ｐＨ９．５）で２倍に希釈する）。室温
で一晩インキュベートした後、試料を、ＡＬＸ－０１７１が捕捉剤によって捕捉されるこ
とを可能とする標準的な条件下で、補足剤でコーティングされた９６ウェルプレートに（
５０μlの分取液で）アプライする。
【００７０】
　１時間インキュベートし洗浄した後、検出剤（ＡＬＸ－０１７１ナノボディに結合し中
和する、スルホ基タグ化マウスモノクローナル抗体）を加え、固定化された補足剤によっ
て捕捉されたＡＬＸ－０１７１への結合を可能とした。洗浄後、プレートの各ウェルにお
ける電気発光シグナルの量を、Ｓｅｃｔｏｒ Ｉｍａｇｅｒ２４００を使用してＭＳＤ Ｒ
ｅａｄ緩衝液の添加後１０分以内に測定した。
【００７１】
　使用されるヒト血清試料中のあらゆる既存抗体の存在も、アッセイの一部としての消光
剤の存在若しくは使用のいずれも、ＡＬＸ－０１７１が９８７pg/mL～６５８５３７pg/mL
の既知濃度でヒト血清試料中に添加された場合、ＡＬＸ－０１７１の濃度の決定にあらゆ
る有意な様式で影響を及ぼさなかったことが判明した。これらの濃度は、一般的な濃度範
囲内に該当し、これはとりわけ、ナノボディに基づいた治療薬の関与する臨床試験（例え
ば、ナノボディに基づいた治療薬のＰＫを決定する目的のための）中にヒト被験者から、
場合により適切に希釈した後に得られた血清試料において見られることが予想される、ナ
ノボディに基づいた治療薬の濃度を代表するだろう。
【００７２】
実施例２：ＥＬＩＳＡに基づいたＰＫアッセイにおける消光剤の使用
　この実施例は、ヒト血清試料中のナノボディに基づいた（融合）タンパク質の総活性濃
度を決定するために使用された、ＥＬＩＳＡに基づいた薬物動態アッセイにおける消光剤
の使用を示す。
【００７３】
　この実施例では、ナノボディは、ＩＬ－６受容体及びヒト血清アルブミンに対して指向
される二重特異的構築物である（国際公開公報第２００８／０２００７９号及び国際公開
公報第２００９／０９５４８９号参照）。周知であるように、ＩＬ－６受容体は膜結合型
並びに可溶性形の両方で存在することが知られている。この実施例に記載のアッセイは、
「遊離」ナノボディ（すなわち、使用される血漿試料中に存在する可溶性ＩＬ－６受容体
に結合していない）と、試料中に存在する可溶性ＩＬ－６受容体に結合しているナノボデ
ィとを含む、総活性濃度を決定することができる。
【００７４】
　アッセイの構成は、実質的に図４に図示されている通りである。
【００７５】
　使用される消光剤は、一価ナノボディであり（Ｎ末端のヒスチジンタグ、及びＣ末端の
伸長を全く伴わない配列番号１の配列であるＣ末端を有する）、その配列は図７に配列番
号３として示されている。
【００７６】
　ナノボディーズのフレームワーク（群）を認識する二価ナノボディが捕捉剤として使用
され（ＢＩＣＡ緩衝液中３．０μg/ml）、Ｃ９６マキシソーププレート上にコーティング
された。試験される予定のヒト血清試料を２００倍希釈した（ＰＢＳ／０．１％カゼイン
で最初に２０倍希釈し、次いで、１６００mM酢酸で５倍希釈する。室温で９０分間インキ
ュベートした後、０．５μg/mlのヒトｓＩＬ－６受容体と４．０μg/mlの消光剤とを含有
している１Ｍトリス緩衝液（ｐＨ９．５）で２倍に希釈する）。室温で６０分間インキュ
ベートした後、試料を、抗ＩＬ－６Ｒナノボディが捕捉剤によって捕捉されることを可能
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とする標準的な条件下で、補足剤でコーティングされた９６ウェルプレートに（１００μ
lの分取液で）アプライする。
【００７７】
　１時間インキュベートし洗浄した後、可溶性ＩＬ－６受容体溶液（０．２５μg/ml）を
加え、室温で３０分間インキュベートした。プレートを洗浄した後、検出剤（抗体とナノ
ボディの同時結合を可能とする、ナノボディとは異なるＩＬ－６Ｒ上のエピトープを認識
する０．２５μg/mlのマウスモノクローナル抗体）を加え、ナノボディによって捕捉され
たＩＬ－６Ｒへの結合を可能とし、このナノボディ自体は、固定化された補足剤と結合し
ている。洗浄後、０．６５μg/mlのＨＲＰ標識ウサギ抗マウスＩｇを加え、室温で３０分
間インキュベートした。洗浄後、ＴＭＢ基質を加え、４５０nmにおける各ウェルのＯＤシ
グナルを、基準として６２０nmを使用して測定した。
【００７８】
　使用されるヒト血清試料中のあらゆる既存抗体の存在も、アッセイの一部としての消光
剤の存在若しくは使用のいずれも、抗ＩＬ－６Ｒナノボディが２０．０ng/mL～１４８３
．１ng/mLの既知濃度でヒト血清試料中に添加された場合、抗ＩＬ－６Ｒナノボディの濃
度の決定にあらゆる有意な様式で影響を及ぼさなかったことが判明した。これらの濃度は
、一般的な濃度範囲内に該当し、これはとりわけ、ナノボディに基づいた治療薬の関与す
る臨床試験（例えば、ナノボディに基づいた治療薬のＰＫを決定する目的のための）中に
ヒト被験者から、場合により適切に希釈した後に得られた血清試料において見られること
が予想される、ナノボディに基づいた治療薬の濃度を代表するだろう。
【００７９】
実施例３：メソスケールディスカバリー（商標）（ＭＳＤ）プラットフォームを使用した
ＰＫアッセイにおける消光剤の使用
　この実施例は、ヒト血清試料中のナノボディに基づいた（融合）タンパク質の総活性濃
度を決定するために使用された薬物動態アッセイにおける消光剤の使用を示す。この実施
例では、メソスケールディスカバリープラットフォームを使用して、様々な濃度のＡＬＸ
－０７６１の添加されたヒト血清試料中のＡＬＸ－０７６１（インターロイキン１７Ａ及
びＦに対する三価ナノボディ構築物）の濃度を決定する。
【００８０】
　アッセイの構成は実質的に、図３に図示されている通りである。使用される消光剤は一
価ナノボディ（これは、Ｃ末端の伸長を全く伴わない配列番号１の配列を有するＣ末端を
有する）であり、その配列は図７に配列番号４として示されている。
【００８１】
　ナノボディーズのフレームワークを認識するビオチニル化マウスモノクローナル抗体を
捕捉剤として使用し（ＰＢＳ/０．１％カゼイン中１．０μg/ml）、ストレプトアビジン
－ゴールドマルチアレイ９６ウェルプレート上に固定した。試験される予定のヒト血清試
料を１００倍に希釈した（２０．０μg/mLの消光剤と５０．０μg/mLの抗ＩＬ－１７ｍＡ
ｂとを含有しているＰＢＳ／０．１％カゼインで、最初に５０倍に希釈し、その後、２倍
に希釈し、これはあらゆる遊離ＩＬ－１７がアッセイに干渉するのを防ぐために添加され
た））。室温で一晩インキュベートした後、試料を、ＡＬＸ－０７６１が捕捉剤によって
捕捉されることを可能とする標準的な条件下で、補足剤でコーティングされた９６ウェル
プレートに（５０μlの分取液で）アプライする。
【００８２】
　１時間インキュベートし洗浄した後、可溶性ＩＬ－１７Ａ溶液（２．０μg/mL）を加え
、室温で１時間インキュベートした。プレートを洗浄した後、検出剤（標的ＩＬ－１７Ａ
と結合する、０．２５μg/mlのスルホ基タグ化マウスモノクローナル抗体）を加え、ナノ
ボディによって捕捉されたＩＬ－１７Ａへの結合を可能とし、このナノボディ自体は、固
定化された補足剤と結合している。洗浄後、プレートの各ウェルにおける電気発光シグナ
ルの量を、Ｓｅｃｔｏｒ Ｉｍａｇｅｒ２４００を使用してＭＳＤ Ｒｅａｄ緩衝液の添加
後１０分以内に測定した。
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【００８３】
　使用されるヒト血清試料中のあらゆる既存抗体の存在も、アッセイの一部としての消光
剤の存在若しくは使用のいずれも、ＡＬＸ－０７６１が９９．７ng/mL～３２８０．９ng/
mLの既知濃度でヒト血清試料中に添加された場合、ＡＬＸ－０７６１の濃度の決定にあら
ゆる有意な様式で影響を及ぼさなかったことが判明した。これらの濃度は、一般的な濃度
範囲内に該当し、これはとりわけ、ナノボディに基づいた治療薬の関与する臨床試験（例
えば、ナノボディに基づいた治療薬のＰＫを決定する目的のための）中にヒト被験者から
、場合により適切に希釈した後に得られた血清試料において見られることが予想される、
ナノボディに基づいた治療薬の濃度を代表するだろう。
【００８４】
実施例４：ＥＬＩＳＡに基づいたＰＫアッセイにおける消光剤の使用
　この実施例は、マウス血漿試料中のナノボディに基づいた（融合）タンパク質の濃度を
決定するために使用された、ＥＬＩＳＡに基づいた薬物動態アッセイにおける消光剤の使
用を示す。
【００８５】
　この実施例では、ナノボディは、Ｈｅｒ３に対して指向される。この実施例に記載のア
ッセイは、試料中に存在するＡＬＸ－０７５１の濃度を決定することができる。
【００８６】
　アッセイの構成は実質的に、図５に図示されている通りである。
【００８７】
　使用される消光剤は、二重特異的ナノボディ構築物（これはＣ末端伸長を全く伴わない
配列番号１の配列を有するＣ末端を有する）であり、その配列は図７に配列番号５として
示されている。
【００８８】
　このＥＬＩＳＡでは、ＨＥＲ３－ＥＣＤ（１０：１０のＴｒｉｚｍａ ＮａＣｌ緩衝液
中１．５μg/mL）を、Ｃ９６マキシソーププレート上にコーティングする。試験される予
定のマウス血漿試料を、２００μg/mLの消光剤を含有しているＰＢＳ／０．１％カゼイン
で２０倍希釈する。３７℃で２時間インキュベートした後、試料を、ＡＬＸ－０７５１が
捕捉剤によって捕捉されることを可能とする標準的な条件下で、補足剤（標的）でコーテ
ィングされた９６ウェルプレートに（５０μlの分取液で）アプライする。
【００８９】
　１時間インキュベートし洗浄した後、検出試薬（ＡＬＸ－０７５１ナノボディのフレー
ムワークを認識する１μg/mLのビオチニル化ナノボディ）を加え、室温で１時間インキュ
ベートした。洗浄後、ＨＲＰ標識ストレプトアビジンを加え、室温で３０分間インキュベ
ートする。洗浄後、ＴＭＢ基質を加え、４５０nmにおける各ウェルのＯＤシグナルを、基
準として６２０nmを使用して測定した。
【００９０】
　使用されるマウス血漿試料中のあらゆる既存抗体の存在も、アッセイの一部としての消
光剤の存在若しくは使用のいずれも、ＡＬＸ－０７５１ナノボディが２４．９ng/mL～２
６６．７ng/mLの既知濃度でマウス血漿試料中に添加された場合、ＡＬＸ－０７５１ナノ
ボディの濃度の決定にあらゆる有意な様式で影響を及ぼさなかったことが判明した。これ
らの濃度は、一般的な濃度範囲内に該当し、これはとりわけ、ナノボディに基づいた治療
薬の関与する前臨床試験（例えば、ナノボディに基づいた治療薬のＰＫを決定する目的の
ための）中にマウスから、場合により適切に希釈した後に得られた血漿試料において見ら
れることが予想される、ナノボディに基づいた治療薬の濃度を代表するだろう。
【００９１】
実施例５：２１－４に対する親和性を決定するためのプロトコール
　結合測定を、ビアコアＴ１００を使用して、ＣＭ５センサーチップを使用して、ランニ
ング緩衝液ＨＢＳ－ＥＰ＋を用いて、２５℃で実施した。２１－４を、固定されたウサギ
抗マウスＩｇＧを介して捕捉した。なぜなら、直接固定されたｍＡｂ２１－４表面は、効
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Ｇ抗体は、全てのＩｇＧサブクラス、ＩｇＡ及びＩｇＭと反応する、ポリクローナルウサ
ギ抗マウスＩｇＧ抗体であった（ＧＥヘルスケア社；製造番号ＢＲ－１００８－３８；ロ
ット番号１０１１１４８７）。抗マウスＩｇＧ抗体の固定は、活性化のためのＥＤＣ／Ｎ
ＨＳの７分間かけての注入、及び失活のための１Ｍエタノールアミン塩酸塩（ｐＨ８．５
）の７分間かけての注入を使用した、手作業によるアミンカップリング（ビアコア社、ア
ミンカップリングキット）を使用して実施された。結合条件は表Ｉに列挙されている。タ
ンパク質の固定化レベル及び分子量に基づいて、固定された抗マウスＩｇＧ抗体に結合し
ているｍＡｂ２１－４の理論的Ｒｍａｘは約１３０００ＲＵであった（１分子のｍＡｂ２
１－４が、１分子の抗マウスＩｇＧ抗体に結合している）。
【００９２】
【表１】

【００９３】
　上記方法で固定された２１－４を使用した結合実験（ビアコアＴ１００）のために使用
された条件を図８に示す。抗マウスＩｇＧ抗体表面は、ｍＡｂ２１－４の捕捉及び全ての
試料の注入後に成功裡に再生することができた（各々の再生後に基線レベルに対して限定
された増加を示す）。
【００９４】
　上記のプロトコールを使用して、以下の表ＩＩに示されているような様々な消光剤に対
する２１－４の親和性データを作成した。
【００９５】
【表２】
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