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(57)【要約】
　液体形態のプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む真空採
血管および対象における接触系活性化の内因性レベル、
治療中に接触系の成分を標的化する薬物の内因性レベル
および／またはそのような薬物の免疫原性などの接触系
に関連する特徴を評価するためのその使用を本明細書に
おいて開示する。
【選択図】図５Ｂ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　プロテアーゼ阻害剤混合物を含む液体製剤を含む真空採血管。
【請求項２】
　前記管は非ガラス管である、請求項１に記載の真空採血管。
【請求項３】
　前記管はプラスチック管である、請求項２に記載の真空採血管。
【請求項４】
　前記プロテアーゼ阻害剤混合物は、少なくとも１種のセリンプロテアーゼ阻害剤および
少なくとも１種のシステインプロテアーゼ阻害剤を含む、請求項１～３のいずれか１項に
記載の真空採血管。
【請求項５】
　前記少なくとも１種のセリンプロテアーゼ阻害剤は血漿カリクレイン阻害剤を含む、請
求項４に記載の真空採血管。
【請求項６】
　前記プロテアーゼ阻害剤混合物はＥＰＩ－ＫＡＬ２およびロイペプチンを含む、請求項
５に記載の真空採血管。
【請求項７】
　前記液体製剤は５～１５μＭのＥＰＩ－ＫＡＬ２および２００～３００μＭのロイペプ
チンを含む、請求項６に記載の真空採血管。
【請求項８】
　前記ＥＰＩ－ＫＡＬ２はビオチン化されている、請求項６または請求項７に記載の真空
採血管。
【請求項９】
　前記プロテアーゼ阻害剤混合物は、少なくとも２種のセリンプロテアーゼ阻害剤を含み
、そのうちの少なくとも１つはトリプシン阻害剤である、請求項４～８のいずれか１項に
記載の真空採血管。
【請求項１０】
　前記プロテアーゼ阻害剤混合物はベンズアミジン、大豆トリプシン阻害剤、ロイペプチ
ンおよびＡＥＢＳＦを含む、請求項９に記載の真空採血管。
【請求項１１】
　前記液体製剤は、８０～１２０ｍＭのベンズアミジン、１～３ｍｇ／ｍｌの大豆トリプ
シン阻害剤、２００～３００μＭのロイペプチンおよび１０～３０ｍＭのＡＥＢＳＦを含
む、請求項１０に記載の真空採血管。
【請求項１２】
　前記液体製剤はポリブレンおよびＥＤＴＡをさらに含む、請求項１～１１のいずれか１
項に記載の真空採血管。
【請求項１３】
　前記液体製剤は４～６のｐＨを有する、請求項１～１２のいずれか１項に記載の真空採
血管。
【請求項１４】
　前記液体製剤は４．５のｐＨを有する、請求項１３に記載の真空採血管。
【請求項１５】
　前記管は０．５ｍＬの前記液体製剤を含む、請求項１～１４のいずれか１項に記載の真
空採血管。
【請求項１６】
　前記プロテアーゼ阻害剤混合物は水溶液中で不安定なプロテアーゼ阻害剤を実質的に含
んでいない、請求項１～１５のいずれか１項に記載の真空採血管。
【請求項１７】
　（ｉ）対象からの血液を請求項１～１６のいずれか１項に記載の真空採血管に採取する
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工程と、
　（ｉｉ）前記血液を処理して血漿試料を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）前記血漿試料における接触系活性化のレベルを測定する工程と
を含む、対象における接触系活性化の内因性レベルの評価方法。
【請求項１８】
　工程（ｉ）において前記真空採血管は前記対象からの血液で満たされる最初の管ではな
い、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　工程（ｉ）後１時間以内に工程（ｉｉ）を行う、請求項１７または請求項１８に記載の
方法。
【請求項２０】
　前記対象はヒトの対象である、請求項１７～１９のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２１】
　前記ヒトの対象は接触系に関連する疾患を有するヒトの患者である、請求項２０に記載
の方法。
【請求項２２】
　前記疾患はＨＡＥまたは特発性血管浮腫である、請求項２１に記載の方法。
【請求項２３】
　前記ヒトの患者は正常なＣ１－ＩＮＨを有するＨＡＥを有する、請求項２２に記載の方
法。
【請求項２４】
　前記ヒトの対象を前記接触系の成分を標的化する薬物で治療する、請求項２０～２３の
いずれか１項に記載の方法。
【請求項２５】
　前記接触系の成分は血漿カリクレインである、請求項２４に記載の方法。
【請求項２６】
　前記薬物は活性血漿カリクレインを阻害する、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　前記薬物は活性血漿カリクレインに結合する抗体である、請求項２６に記載の方法。
【請求項２８】
　接触系活性化を示す１種以上のバイオマーカーのレベルを測定することによって工程（
ｉｉｉ）を行う、請求項１７～２７のいずれか１項に記載の方法。
【請求項２９】
　前記１種以上のバイオマーカーは、プレカリクレイン、活性血漿カリクレイン（ｐＫａ
ｌ）、α２Ｍ－ｐＫａｌ複合体、活性第ＸＩＩ因子、活性第ＸＩ因子、高分子量キニノー
ゲン（ＨＭＷＫ）およびブラジキニン代謝産物からなる群から選択される、請求項２８に
記載の方法。
【請求項３０】
　前記１種以上のバイオマーカーは切断されたＨＭＷＫおよび／またはそのままのＨＭＷ
Ｋを含む、請求項２９に記載の方法。
【請求項３１】
　（ｉ）前記接触系の成分を標的化する薬物が投与されている対象からの血液を請求項１
～１６のいずれか１項に記載の真空採血管に採取する工程と、
　（ｉｉ）前記血液を処理して血漿試料を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）前記血漿試料中の前記薬物レベルを測定する工程と
を含む、対象における前記接触系を標的化する薬物の前記レベルを評価する方法。
【請求項３２】
　工程（ｉ）において前記真空採血管は前記対象からの血液で満たされる最初の管ではな
い、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
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　工程（ｉ）後１時間以内に工程（ｉｉ）を行う、請求項３１または請求項３２に記載の
方法。
【請求項３４】
　前記対象はヒトの対象である、請求項３１～３３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項３５】
　前記ヒトの対象は前記接触系に関連する疾患を有するヒトの患者である、請求項３４に
記載の方法。
【請求項３６】
　前記疾患はＨＡＥである、請求項３５に記載の方法。
【請求項３７】
　前記薬物は活性血漿カリクレインを阻害する、請求項３１～３６のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項３８】
　前記薬物は活性血漿カリクレインに結合する抗体である、請求項３７に記載の方法。
【請求項３９】
　（ｉ）接触系の成分を標的化する薬物が投与されている対象からの血液を請求項１～１
６のいずれか１項に記載の真空採血管に採取する工程と、
　（ｉｉ）前記血液を処理して血漿試料を生成する工程と、
　（ｉｉｉ）前記血漿試料中の前記薬物に結合する抗体のレベルを測定する工程と
を含む、接触系を標的化する薬物の免疫原性の評価方法。
【請求項４０】
　工程（ｉ）では前記真空採血管は前記対象からの血液で満たされる最初の管ではない、
請求項３９に記載の方法。
【請求項４１】
　工程（ｉ）後１時間以内に工程（ｉｉ）を行う、請求項３９または請求項４０に記載の
方法。
【請求項４２】
　前記対象はヒトの対象である、請求項３９～４１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４３】
　前記ヒトの対象は前記接触系に関連する疾患を有するヒトの患者である、請求項４２に
記載の方法。
【請求項４４】
　前記疾患はＨＡＥである、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記薬物は活性血漿カリクレインを阻害する、請求項３９～４４のいずれか１項に記載
の方法。
【請求項４６】
　前記薬物は活性血漿カリクレインに結合する抗体である、請求項４５に記載の方法。
【請求項４７】
　工程（ｉｉｉ）の前に前記薬物に結合する抗体を前記血漿試料から単離する工程をさら
に含む、請求項３９～４６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項４８】
　前記抗体を固相抽出および酸解離（ＳＰＥＡＤ）アッセイによって単離する、請求項４
７に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
（関連出願の相互参照）
　本出願は、２０１５年８月１３日に出願された米国仮出願第６２／２０４，６４４号お
よび２０１５年９月４日に出願された米国仮出願第６２／２１４，３０８号の出願日の利
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益を主張するものである。これらの参照される各出願の内容全体が参照により本明細書に
組み込まれる。
【０００２】
　患者の血漿を用いた接触系活性化の生体内レベルの正確な測定は、採血中に接触系が生
体外で活性化しやすい傾向があるために難しい。特に接触系に関連する特定の疾患、例え
ば遺伝性血管浮腫を有する患者からの血液は当該経路の天然阻害剤であるＣ１インヒビタ
ーが不十分であるために生体外で接触系が活性化されやすい傾向がある。従って、経路特
異的バイオマーカー（例えば二本鎖高分子量キニノーゲン）の測定では、血液が慎重に採
取および処理されないと患者の体内に存在する接触系活性化の程度が過剰評価されてしま
う場合がある。
【発明の概要】
【０００３】
　本開示は少なくとも一つには、採血中の接触系の生体外活性化を防止することができる
液体製剤中にプロテアーゼ阻害剤混合物（カクテル）を含む非ガラス真空採血管の開発に
基づいている。従って、本明細書に記載されている真空採血管により患者、特にこの経路
の天然阻害剤（例えばＣ１インヒビター）が不十分である患者の接触系活性化の内因性レ
ベルの正確な測定が可能になる。
【０００４】
　従って、本開示の一態様は、水溶液中では不安定なプロテアーゼ阻害剤を実質的に含ま
ないプロテアーゼ阻害剤混合物を含む液体製剤を含む真空採血管を特徴とする。この管は
非ガラス管であってもよい。いくつかの実施形態では、この管はプラスチック製である。
いくつかの実施形態では、本真空採血管は、使用時に１０倍に希釈することができる本明
細書に記載されている０．５ｍＬの液体製剤のいずれかを含む。
【０００５】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されている真空採血管中のプロテアーゼ阻害
剤混合物は、少なくとも１種のセリンプロテアーゼ阻害剤（例えば血漿カリクレイン阻害
剤）および少なくとも１種のシステインプロテアーゼ阻害剤を含む。一例では、プロテア
ーゼ阻害剤混合物は、ＥＰＩ－ＫＡＬ２（ビオチン化されていてもよい）およびロイペプ
チンを含む。ＥＰＩ－ＫＡＬ２の量はそれらを含む液体製剤中に５～１５μＭの範囲であ
ってもよい。代わりまたは追加として、ロイペプチンの量は液体製剤中に２００～３００
μＭの範囲であってもよい。
【０００６】
　いくつかの実施形態では、本明細書に記載されているプロテアーゼ阻害剤混合物は、少
なくとも２種のセリンプロテアーゼ阻害剤を含んでいてもよく、そのうちの少なくとも１
つはトリプシン阻害剤、例えば大豆トリプシン阻害剤である。いくつかの例では、プロテ
アーゼ阻害剤混合物は、ベンズアミジン、大豆トリプシン阻害剤、ロイペプチンおよびＡ
ＥＢＳＦを含む。いくつかの例では、本真空採血管中の液体製剤は、８０～１２０ｍＭの
ベンズアミジン、１～３ｍｇ／ｍｌの大豆トリプシン阻害剤、２００～３００μＭのロイ
ペプチンおよび／または１０～３０ｍＭのＡＥＢＳＦを含んでいてもよい。
【０００７】
　本明細書に記載されている真空採血管のいずれかにおける液体製剤は、ポリブレンおよ
びＥＤＴＡをさらに含んでいてもよい。いくつかの実施形態では、本明細書に記載されて
いる液体製剤のいずれかは４～６のｐＨ（例えば４．５）を有していてもよい。
【０００８】
　別の態様では、本開示は対象における接触系活性化の内因性レベルの評価方法を提供す
る。上記方法は、（ｉ）対象からの血液を本明細書に記載されている真空採血管のいずれ
かに採取する工程と、（ｉｉ）この血液を処理して血漿試料を生成する工程と、（ｉｉｉ
）血漿試料における接触系活性化のレベルを測定する工程とを含む。いくつかの実施形態
では、上記測定工程（工程（ｉｉｉ））は、接触系活性化を示す１種以上のバイオマーカ
ーのレベルを測定することによって行うことができる。そのようなバイオマーカーは、プ



(6) JP 2018-532100 A 2018.11.1

10

20

30

40

50

レカリクレイン、活性血漿カリクレイン（ｐＫａｌ）、α２Ｍ－ｐＫａｌ複合体、活性第
ＸＩＩ因子、活性第ＸＩ因子、高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）および／またはブラジ
キニン代謝産物を含んでもよい。一例では、上記１種以上のバイオマーカーは切断された
ＨＭＷＫおよび／またはそのままのＨＭＷＫを含む。
【０００９】
　さらに別の態様では、本開示は、対象における接触系を標的化する薬物のレベルの評価
方法を提供する。上記方法は、（ｉ）接触系の成分を標的化する薬物が投与されている対
象からの血液を本明細書に記載されている真空採血管に採取する工程と、（ｉｉ）この血
液を処理して血漿試料を生成する工程と、（ｉｉｉ）血漿試料中の薬物のレベルを測定す
る工程とを含む。
【００１０】
　さらに、本開示は、（ｉ）接触系の成分を標的化する薬物が投与されている対象からの
血液を本明細書に記載されている真空採血管に採取する工程と、（ｉｉ）この血液を処理
して血漿試料を生成する工程と、（ｉｉｉ）血漿試料中の薬物に結合する抗体のレベルを
測定する工程とを含む、接触系を標的化する薬物の免疫原性の評価方法を提供する。その
ような方法は、工程（ｉｉｉ）の前に薬物に結合する抗体を血漿試料から単離する工程を
さらに含んでもよい。いくつかの例では、抗薬物抗体（ＡＤＡ）は固相抽出および酸解離
（ＳＰＥＡＤ）アッセイによって単離することができる。
【００１１】
　本明細書に記載されている方法のいずれかにおいて、対象は、場合によっては接触系の
成分（例えば血漿カリクレイン）を標的化する薬物、例えば血漿カリクレイン（例えば血
漿カリクレインの活性型）を特異的に標的化する薬物（例えば抗体）で治療することがで
きるヒトの患者であってもよい。いくつかの例では、当該血液は、接触系に関連する疾患
、例えば遺伝性血管浮腫（ＨＡＥ）または特発性血管浮腫を有するヒトの患者に由来して
いる。場合によっては、ヒトの患者は正常なＣ１インヒビター（Ｃ１－ＩＮＨ）を有する
ＨＡＥを有する。
【００１２】
　本明細書に記載されている方法のいずれかにおいて、本真空採血管は対象からの血液で
満たされる最初の管でなくてもよい。代わりまたは追加として、上記処理工程［工程（ｉ
ｉ）］を採血工程［工程（ｉ）］後１時間以内に行うことができる。
【００１３】
　本発明の１つ以上の実施形態の詳細は以下の「発明を実施するための形態」に記載され
ている。本発明の他の特徴または利点は、いくつかの実施形態の以下の図面および詳細な
説明から明らかになると共に、添付の特許請求の範囲からも明らかになるであろう。
【００１４】
　以下の図面は本明細書の一部をなし、本開示の特定の態様をさらに示すために含まれて
おり、これらの態様は本明細書に提供されている具体的な実施形態の詳細な説明と共にこ
れらの図面の１つ以上を参照することによってさらに深く理解することができる。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】二本鎖ウエスタンブロットアッセイで測定した場合にＳＣＡＴ１６９管およびＳ
ＣＡＴ１５３管が接触活性化を防止したことを示す写真である。１０％エラグ酸を血漿に
添加すると接触系は活性化され、一本鎖ＨＭＷＫの二本鎖ＨＭＷＫへの変換が生じる（ク
エン酸ナトリウム血漿を参照）。対照的に、ＳＣＡＴ１６９およびＳＣＡＴ１５３血漿は
エラグ酸の添加前と添加後に同じ量の一本鎖ＨＭＷＫを含んでいる。
【図２】健康な対象からの血漿における試料の採取方法に基づくキニノーゲン切断（２－
ＨＭＷＫ／ｃＨＭＷＫの割合）のばらつきを示すグラフである。採取の臨床現場ならびに
採取のために使用されるＫ２ＥＤＴＡ（ＥＤＴＡ）、クエン酸ナトリウム、ＳＣＡＴ１６
９またはＰ１００を含む管の種類が示されている。データ点のグループ化は、左から右に
向かって、現場１：ＥＤＴＡ、現場２：クエン酸塩、現場３：クエン酸塩、現場４：クエ
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ン酸塩、現場１：ＳＣＡＴ１６９、現場２：ＳＣＡＴ１６９、現場４：ＳＣＡＴ１６９、
現場５：ＳＣＡＴ１６９、現場４：Ｐ１００に対応している。
【図３】異なる臨床現場の健康な対象からＳＣＡＴ１６９管に採取された血漿におけるキ
ニノーゲン切断（２－ＨＭＷＫ／ｃＨＭＷＫの割合）を示すグラフである。データ点のグ
ループ化は、左から右に向かって、現場１：商業的供給元、現場４、現場５、現場４およ
び５に対応している。
【図４】Ｉ型もしくはＩＩ型ＨＡＥ、ｎＣ１－ＩＮＨ型ＨＡＥおよび特発性血管浮腫（Ａ
Ｅ）を有する対象と比較した場合の健康な対象におけるキニノーゲン切断（２－ＨＭＷＫ
／ｃＨＭＷＫの割合）を示すグラフである。データ点のグループ化は、左から右に向かっ
て、健康な対象、Ｉ／ＩＩ型ＨＡＥ基礎、Ｉ／ＩＩ型ＨＡＥ発作、ＨＡＥ（ｎＣ１－ＩＮ
Ｈ）基礎、ＨＡＥ（ｎＣ１－ＩＮＨ）発作、特発性ＡＥ基礎、特発性ＡＥ発作に対応して
いる。
【図５】健康な対象およびＨＡＥを有する患者からの血漿中の二本鎖ＨＭＷＫレベルを示
すグラフである。Ａ：健康な対象からの血漿中二本鎖ＨＭＷＫレベルの割合を示す。グラ
フに示されているように、臨床現場ＣはＳＣＡＴ１６９血漿の採取前に初回廃棄管を使用
しなかった。Ｂ：ＨＡＥを有する患者からの血漿二本鎖ＨＭＷＫレベルの割合を示す。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
　本開示は少なくとも一つには、接触系活性化を防止するプロテアーゼ阻害剤カクテルを
含む真空採血管の開発に基づいている。患者または健康な志願者における接触系活性化の
内因性レベルを正確に評価するために血液を慎重に採取および処理することが重要である
。以下の使用上の注意の１つ以上を考慮して本明細書に記載されている接触系に関連する
特徴の正確な評価を保証してもよい。
（ｉ）本明細書に記載されている真空採血管は針による血管穿刺後の局所外傷による接触
系活性化の増加を示す可能性のある血液で満たされる最初の管でないことが好ましい
（ｉｉ）この血液をガラスと接触させない方がよい（プラスチック管またはカテーテルを
使用した方がよい）
（ｉｉｉ）採取してから短期間のうち（例えば約１時間以内）に血液を処理して血漿にし
た方がよい
および／または
（ｉｖ）採取管中にプロテアーゼ阻害剤を使用して、内因性患者の状態の正確な決定を妨
げる生体外接触活性化に対して血漿を安定化させた方がよい
【００１７】
　本明細書に記載されている真空採血管の利点としては、少なくとも（１）標準化および
単純化された採血のための非ガラス（例えばプラスチック）真空管の使用、（２）加水分
解を最小限に抑えるためのプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む液体製剤の使用、（３）水
溶液中で不安定なプロテアーゼ阻害剤（例えば、PPACK II、Ｈ－Ｄ－Ｐｈｅ－Ｐｈｅ－Ａ
ｒｇ－クロロメチルケトンとしても知られている）の任意の省略、および（４）いくつか
の実施形態では、免疫測定法による活性化血漿カリクレインの検出を可能にする試薬を含
む能力を本管に与えるＥＰＩ－ＫＡＬ２（ビオチン化されていてもよい）などの血漿カリ
クレイン阻害剤の包含が挙げられる。例えば、国際公開第９５／２１６０１号を参照され
たく、その関連する開示が参照により本明細書に組み込まれる。
【００１８】
　本研究からの予期せぬ観察は、液体形態のプロテアーゼ阻害剤カクテルの使用により溶
血が防止されたり減少したりすることであった。血液をプロテアーゼ阻害剤の凍結乾燥製
剤を含む真空管の中に採取した場合その大部分が溶血するため、特定の検体の測定が妨げ
られる場合がある。しかし、血液を同じプロテアーゼ阻害剤混合物の溶液を含む真空管の
中に採取した場合には溶血しなかった。
【００１９】
　従って、本明細書に記載されている真空管に採取された血液試料から処理した血漿試料
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患者からより正確な評価レベルが得られる。接触活性化の正確な推定を得ることで、潜在
的にこの経路によって媒介されるため接触系の阻害剤による治療に適した異なる疾患を有
する患者の疾患またはサブセットの識別を可能にすることができる。
【００２０】
　さらに、本明細書に記載されている真空採血管の使用により、接触系における活性化さ
れた形態のタンパク質（例えば、血漿カリクレイン、ＦＸＩＩａおよび二本鎖キニノーゲ
ン）に対する治療用分子の薬物レベルの正確な決定および／または免疫原性の評価を容易
にすることができる。本管は、活性化された標的（例えば、ＦＸＩａおよびＦＩＸａ）の
産生のためにカルシウムを必要としない接触系活性化の下流の活性化タンパク質に標的化
される治療用分子に同様の利点を与えることができる。本管の利点は主として生物学的治
療用分子に適用されるが、それは使用されるＰＫおよび免疫原性アッセイが典型的に結合
部位（例えば、治療用抗体の場合はイディオタイプ）を認識する免疫測定法であるという
理由による。治療標的が生体外で活性化されると血漿中に存在する生物学的治療用分子に
結合し、それによりＰＫおよび免疫原性免疫測定法における検出が妨げられる可能性があ
る。管の中のプロテアーゼ阻害剤は標的活性化を防止することができる。液体製剤の使用
は特定の実験室アッセイにおいて妨げになり得る溶血を防止する。
【００２１】
　液体製剤中にプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む真空採血管
　真空採血管は、様々な用途のための血液試料の採取のために医療業務でよく使用されて
いる。本明細書に記載されている管は、プロテアーゼ阻害剤混合物（プロテアーゼ阻害剤
カクテル）を含む液体製剤を含む非ガラス管であってもよい。いくつかの実施形態では、
プロテアーゼ阻害剤カクテルは、少なくとも１種のセリンプロテアーゼ阻害剤と少なくと
も１種のシステインプロテアーゼ阻害剤とを含んでいてもよい。少なくとも１種のセリン
プロテアーゼ阻害剤は血漿カリクレイン阻害剤であってもよい。そのようなプロテアーゼ
阻害剤カクテルは複数（例えば、２、３、４または５種）のセリンプロテアーゼ阻害剤を
含んでいてもよく、そのうちの少なくとも１つはトリプシンまたはヒトのプラスミン阻害
剤であってもよい。好ましくは、本明細書に記載されているプロテアーゼ阻害剤カクテル
は水溶液中で不安定なプロテアーゼ阻害剤を実質的に含んでおらず、すなわち水溶液中で
不安定なプロテアーゼ阻害剤の活性はプロテアーゼカクテルの総阻害活性に対して非常に
僅かである。場合によっては、水溶液中で不安定なプロテアーゼ阻害剤の量は、カクテル
中の総プロテアーゼ阻害剤の５％（ｗ／ｗ）未満、例えば２％未満、１％未満または０．
５％未満であってもよい。場合によっては、プロテアーゼ阻害剤カクテルは水溶液（例え
ば、４～６のｐＨを有する水溶液）中で不安定なプロテアーゼ阻害剤を全く含んでいない
。水溶液中で安定でないプロテアーゼ阻害剤の一例は、Ｈ－Ｄ－Ｐｈｅ－Ｐｈｅ－Ａｒｇ
－クロロメチルケトンとしても知られているPPACK IIである。
【００２２】
　以下の表１は、本明細書に記載されているプロテアーゼ阻害剤カクテルを調製するため
に使用することができる例示的なセリンプロテアーゼ阻害剤、システインプロテアーゼ阻
害剤およびトリプシンプロテアーゼ阻害剤を列挙している。



(9) JP 2018-532100 A 2018.11.1

10

20

30

40

【表１】



(10) JP 2018-532100 A 2018.11.1

10

20

30

40



(11) JP 2018-532100 A 2018.11.1

10

20

30

40

50

【００２３】
　いくつかの例では、真空採血管を調製するのに使用されるプロテアーゼ阻害剤カクテル
は少なくとも１種（例えば１、２または３種）のセリンプロテアーゼ阻害剤を含み、これ
は、少なくとも１種（例えば１、２または３種）のトリプシン／プラスミン阻害剤および
少なくとも１種（例えば１、２または３種）のシステインプロテアーゼ阻害剤を含んでい
てもよい。そのようなプロテアーゼ阻害剤カクテルは、３種のセリンプロテアーゼ阻害剤
（例えば、ベンズアミジン、ＡＥＢＳＦおよび大豆トリプシン阻害剤などのトリプシン／
プラスミン阻害剤）および１種のシステインプロテアーゼ阻害剤（例えばロイペプチン）
を含んでいてもよい。
【００２４】
　他の例では、プロテアーゼ阻害剤カクテルは、少なくとも１種のセリンプロテアーゼ阻
害剤（例えば血漿カリクレイン阻害剤）および少なくとも１種のシステインプロテアーゼ
阻害剤（例えばロイペプチン）を含んでいてもよい。血漿カリクレイン阻害剤は、ＥＰＩ
－ＫＡＬ２（Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala 
His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly 
Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg 
Asp、配列番号１）であってもよく、これは管に例えば免疫測定法による活性化血漿カリ
クレインの検出を可能にする試薬を含む能力を与える特異的血漿カリクレイン組換えプロ
テアーゼ阻害剤である。
【００２５】
　プロテアーゼ阻害剤カクテルのいずれかを好適な溶液に溶解して液体製剤を形成しても
よい。好適な溶液は酸－クエン酸塩－デキストロース溶液であってもよく、これはクエン
酸三ナトリウム、クエン酸およびデキストロースを含んでいてもよい。この溶液は約４～
６、４～５、４．５～５．０または４．２～４．７、例えば４．５のｐＨ値を有していて
もよい。いくつかの実施形態では、この溶液は約４．０、４．１、４．２、４．３、４．
４、４．５、４．６、４．７、４．８、４．９、５．０、５．１、５．２、５．３、５．
４、５．５、５．６、５．７、５．８、５．９または６．０のｐＨ値を有する。いくつか
の実施形態では、この溶液は約４．５のｐＨ値を有する。当該液体製剤は、陰性荷電表面
との相互作用によって接触系活性化を減少させることができる臭化ヘキサジメトリン分子
（ポリブレン（登録商標））などのカチオン性ポリマーと、メタロプロテアーゼを阻害す
ることができるキレート剤（例えばＥＤＴＡ）とをさらに含んでいてもよい。
【００２６】
　カクテル中の各プロテアーゼ阻害剤の濃度は、実施における希釈倍数に応じて、対応す
るプロテアーゼを阻害するのに使用されるそのような阻害剤の最終濃度よりも５倍または
１０倍高くてもよい。特定の市販のプロテアーゼ阻害剤の最終濃度は当該技術分野で知ら
れており、製造業者のプロトコルから得ることができる。いくつかの例では、ＥＰＩ－Ｋ
ＡＬ２の濃度は、５～１５μＭ（例えば、５～１０、７～１２μＭまたは１０～１５μＭ
）の範囲であってもよい。いくつかの実施形態では、ＥＰＩ－ＫＡＬ２の濃度は、約５、
６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４または約１５μＭである。いくつかの例
では、ロイペプチンの濃度は、２００～３００μＭ（例えば、２００～２５０、２４０～
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２７０または２５０～３００μＭ）の範囲であってもよい。いくつかの実施形態では、ロ
イペプチンの濃度は約２００、２１０、２２０、２３０、２４０、２５０、２６０、２７
０、２８０、２９０または約３００μＭである。いくつかの例では、大豆トリプシン阻害
剤の濃度は、１～３ｍｇ／ｍｌ（例えば１～２または２～３ｍｇ／ｍｌ）の範囲であって
もよい。いくつかの実施形態では、大豆トリプシン阻害剤の濃度は、約１、１．２、１．
３、１．４、１．５、１．６、１．７、１．８、１．９、２．０、２．１、２．２、２．
３、２．４、２．５、２．６、２．７、２．８、２．９または約３．０ｍｇ／ｍＬである
。いくつかの例では、ベンズアミジンの濃度は、８０～１２０ｍＭ（例えば、８０～１０
０または１００～１２０ｍＭ）の範囲であってもよい。いくつかの実施形態では、ベンズ
アミジンの濃度は約８０、８５、９０、９５、１００、１０５、１１０、１１５または約
１２０ｍＭである。いくつかの例では、ＡＥＢＳＦの濃度は、１０～３０ｍＭ（例えば、
１０～２０または２０～３０ｍＭ）の範囲であってもよい。いくつかの実施形態では、Ａ
ＥＢＳＦの濃度は約１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、１９、２
０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９または約３０ｍＭである。
【００２７】
　ペプチド系プロテアーゼ阻害剤（例えばＥＰＩ－ＫＡＬ２）を使用する場合、それを従
来の方法論に従ってビオチン化させてもよい。例えば、ペプチド阻害剤を以下のようにビ
オチン化させてもよい。簡単に言うと、ペプチド阻害剤をリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）な
どの好適な溶液に溶解することができる。新たに調製したスルホ－ＮＨＳ－ＬＣ－ビオチ
ンをペプチド阻害剤溶液に添加して好適な期間にわたって氷上でインキュベートすること
ができる。過剰な非反応性の加水分解されたビオチンをスピン脱塩カラムを用いて除去す
ることができる。ペプチド阻害剤の標識はＥＬＩＳＡによって確認することができ、タン
パク質濃度は例えばブラッドフォードアッセイによって測定することができる。
【００２８】
　本明細書に記載されている液体製剤のいずれかを通常の方法によって、例えば適切な成
分を好適な溶液に溶解することによって調製し、好ましくは非ガラス真空採血管に入れる
ことができる。この管を－２０℃で貯蔵してもよく、使用前に好適な期間内で氷上または
冷蔵庫などの冷蔵温度（例えば約４℃）で解凍してもよい。
【００２９】
　液体形態のプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む真空採血管の有用性
　本明細書に記載されている真空採血管のいずれかを使用して、限定されるものではない
が、接触系活性化のレベル、接触系の成分を標的化する薬物の血清中レベル、および／ま
たはそのような薬物の免疫原性などの接触系に関連する内因性特徴を分析するのに使用さ
れる血液試料を対象から採取することができる。接触系の生体外活性化（例えば、針によ
る血管穿刺後の局所外傷による活性化）を減少させるために、本明細書に記載されている
真空採血管は、対象から血液を採取した際に血液で満たされる最初の管でなくてもよい。
例えば、対象からの初回血液を最初の管に採取してもよく、これを廃棄してもよく、次い
で真空採血管を使用して、分析に使用することができるその後の血液試料を採取する。最
初の管は通常の業務で使用される普通の採血管であってもよい。
【００３０】
　採血後に、血液試料を処理して好適な期間内（例えば１時間以内）に血漿試料を生成し
てもよい。血漿試料をさらなる分析に供して初回血液試料が得られる対象の接触系に関連
する特徴を評価することができる。
【００３１】
　血液試料は本明細書に記載されている分析を必要としている対象から採取してもよい。
場合によっては、当該対象はヒトの患者であり、接触系に関連する疾患を有するかそれを
有する疑いがあるかそのリスクがあってもよい。例えば、ヒトの患者はＨＡＥの病歴を有
していてもよく、あるいはＨＡＥのリスクがあってもよい。ヒトの患者は、Ｃ１－ＩＮＨ
が欠乏しているか異常なＣ１－ＩＮＨを産生するＩ型もしくはＩＩ型ＨＡＥを有していて
もよい。あるいは、ヒトの患者はＣ１－ＩＮＨ欠乏と関連していないＩＩＩ型ＨＡＥを有
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あるいは特発性血管浮腫のリスクがあってもよい。そのようなヒトの患者は接触系の成分
（例えば、ｐＫａｌまたはＦＸＩＩａまたは高分子量キニノーゲン）を標的化する薬物で
以前に治療を受けたことがあるか、その治療中であってもよい。
【００３２】
　ｉ．接触系活性化の内因性レベルの評価
　一態様では、本明細書に記載されている血漿試料を分析して対象の接触系活性化の内因
性レベルを評価することができ、この対象は接触系に関連する疾患（例えばＨＡＥまたは
特発性血管浮腫）を有するかそれを有する疑いがあるかそのリスクがあるヒトの患者であ
ってもよい。そのようなヒトの患者は、疾患の治療、例えばｐＫａｌ阻害剤（例えば抗ｐ
Ｋａｌ抗体）を使用する治療を受けているものであってもよい。他の例では、そのような
ヒトの患者はそのような治療を受けていないものであってもよい。あるいは、ヒトの対象
はそのような疾患を有していない健康な対象であってもよい。
【００３３】
　血漿試料の接触系活性化のレベルは、接触系活性化を示す１種以上のバイオマーカーを
測定することによって測定することができる。
【００３４】
　血漿カリクレイン（ｐＫａｌ）は循環系における主要なブラジキニン産生酵素である。
ｐＫａｌの活性化は、どちらも遺伝性血管浮腫（ＨＡＥ）に関連する疾患病状に結び付け
られている接触系または第ＸＩＩａ因子を介して生じ得る。血漿カリクレインは、主にそ
の基質である高分子量キニノーゲン（ＨＭＷＫ）に結合されたプレカリクレインと呼ばれ
る不活性な酵素前駆体として循環している。刺激に応答して、プレカリクレインは切断さ
れて活性血漿カリクレインを形成する。このカリクレインの活性化は、例えばＦＸＩＩの
ＦＸＩＩａへの活性化後に第ＸＩＩａ因子によって、あるいは接触カスケードのエフェク
ターによって媒介され得る。循環プレカリクレインの約７５～９０％はＨＭＷＫのドメイ
ン６との非活性部位相互作用によりＨＭＷＫに結合されており、それがＨＭＷＫのさらな
る分子を加水分解して切断されたＨＭＷＫおよびブラジキニンを産生する。活性血漿カリ
クレインは２つの部位においてＨＭＷＫを切断し、疼痛、炎症、浮腫および血管新生の重
要なメディエーターであるブラジキニンを放出させる。他の切断産物である切断されたキ
ニノーゲンは、ジスルフィド結合によって一緒に保持されているアミノ酸鎖を含む。Cugn
oら, Blood (1997) 89:3213-3218。
【００３５】
　患者血液試料中の接触系活性化のレベルを評価する（従って、患者が接触系のレベルお
よび／または活性の上昇を有するか否か、例えばｐＫａｌのレベルまたは活性の上昇を有
するか否かを決定する）ために使用することができる例示的なバイオマーカーを以下の表
２に示す。
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【表２】

【００３６】
　接触系活性化を示す１種以上のバイオマーカーは従来の方法を用いて分析することがで
きる。定性的、半定量的または定量的に検出するための特に好適なアッセイの１つは免疫
測定法である。免疫測定法は、標的分子に特異的に結合する本明細書に記載されている結
合剤を用いて標的分子（例えば、接触系活性化に関連するバイオマーカー分子）を検出お
よび／または定量化する任意のアッセイである。結合剤は抗体であってもよく、抗体は完
全長抗体またはその抗原結合断片であってもよい。免疫測定法は競合的もしくは非競合的
免疫測定法であってもよく、均一系もしくは不均一系免疫測定法であってもよい。例えば
、接触系バイオマーカーを検出するための免疫測定法は、酵素免疫測定法（ＥＩＡ）、放
射免疫測定法（ＲＩＡ）、蛍光免疫測定法（ＦＩＡ）、化学発光免疫測定法（ＣＬＩＡ）
、計数免疫凝集測定法（ＣＩＡ：counting immunoassay)、モノクローナル抗体による酵
素免疫測定法（ＩＥＭＡ：immunoenzymometric assay)、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳ
Ａ）、ラテラルフロー免疫測定法、サンドイッチ免疫測定法、免疫ＰＣＲアッセイ、近接
ライゲーションアッセイ、ウエスタンブロットアッセイまたは免疫沈降アッセイであって
もよい。本明細書に示されているバイオマーカーを検出するためのさらなる好適な免疫測
定法は当業者には明らかであろう。但し、本開示は免疫測定法に限定されず、かつ質量分
析などの抗体または抗原結合抗体断片に基づかない検出アッセイも本明細書に示されてい
る接触系バイオマーカーの検出および／または定量化に有用であることは当業者には明ら
かであろう。
【００３７】
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　本明細書に示されている接触系バイオマーカーの検出および／または定量化のために使
用される検出アッセイの種類は、数個のパラメーターの例を挙げると、アッセイが使用さ
れる特定の状況（例えば、臨床または研究用途）、検出されるバイオマーカーの種類およ
び数ならびに同時に実施される患者試料の種類および数によって決まる。例えば、切断さ
れたキニノーゲン（二本鎖キニノーゲン）のレベルの上昇は、ウエスタンブロットアッセ
イを用いて急性ＨＡＥ症状の発現中のＨＡＥ患者または健康な対象から採取された血漿試
料中で検出することができる。ウエスタンブロットアッセイにより複数の試料中の接触系
バイオマーカーの同時の分析が可能になるが、それらは同時に評価することができるバイ
オマーカーの数において制限される。従って、いくつかの実施形態では、本明細書に示さ
れている複数の接触系バイオマーカーを単一の試料または複数の試料中で分析する場合、
そのような多重分析に適したアッセイが好ましい。そのようなアッセイの例としては、限
定されるものではないが、ハイスループットを提供するように設定されたペプチドマイク
ロアレイおよびラボオンチップ（ｌａｂ－ｏｎ－ａ－ｃｈｉｐ）アッセイ、ウエスタンブ
ロットなどの拡張性の低い免疫測定法の代わりとなるマルチプレックスかつ迅速なアッセ
イが挙げられる。
【００３８】
　いくつかの例では、血漿試料をｐＫａｌ阻害剤および／または接触系活性化剤の存在下
または非存在下でマルチウェルマイクロプレートに入れることができる。この混合物をｐ
Ｋａｌの標識されたペプチド基質の存在下および氷上で好適な期間（例えば２分）にわた
ってインキュベートすることができ、コーントリプシン阻害剤（ＣＴＩ）をこの混合物に
添加して活性化反応を停止することができる。この混合物を必要であれば希釈することが
でき、蛍光ペプチド基質のレベルを測定することによってタンパク質分解活性を測定する
ことができる。そのようなアッセイから得られた結果は、血漿試料を得た対象の接触系活
性化の内因性レベルを決定するために依存することができる。そられの結果は、ｐＫａｌ
阻害剤が使用される場合にはその阻害活性を決定するために依存することもできる。
【００３９】
　ｉｉ．接触系を標的化する薬物の内因性レベルの評価
　本開示の別の態様は、接触系の成分を標的化する薬物のレベルを決定するための本明細
書に記載されている真空採血管の使用に関する。薬物レベルは薬物動態学的パラメーター
を評価するために必要とされる。例えば、血漿中の血漿カリクレイン阻害剤（例えばＤＸ
－２９３０）の量の決定のために採取された血漿試料において接触系が生体外で活性化さ
れると、過剰な活性化血漿カリクレインが薬物に結合し、それによりアッセイにおけるそ
の検出が妨げられる可能性がある。本明細書に記載されている真空採血管のいずれかを使
用して、例えば対象から採取された試料中の薬物レベルをより正確に推定することができ
る。
【００４０】
　この方法を実施するために、接触系の成分（例えばｐＫａｌ）を標的化する薬物で治療
される対象（例えばヒトの患者）に由来する血漿試料は、本明細書に記載されている真空
採血管の中に採取された血液試料から本明細書に記載されている方法に従って調製しても
よい。通常の業務に従って血漿試料中の薬物レベルを測定することができる。場合によっ
ては免疫測定法、例えば本明細書に記載されている免疫測定法によって薬物レベルを測定
することができる。
【００４１】
　ｉｉｉ．接触系を標的化する薬物の免疫原性の評価
　本開示の別の態様は、接触系の成分（例えばｐＫａｌ）に対する生物学的阻害剤の免疫
原性を決定するための真空採血管の使用に関する。例えば、循環系の血漿中の過剰な薬物
の存在下で薬物に対する抗体（「ＡＤＡ」）を測定することができる免疫原性アッセイを
開発することがよく行われている。ＡＤＡを測定することができる免疫原性アッセイをこ
のように必要とするのは間違いなく、数週間の半減期および循環系中の高い薬物レベルを
有し得る治療用モノクローナル抗体の場合である。試料中の過剰な薬物による妨害を克服
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するために、抗薬物抗体を薬物から分離するための技術が行われる。そのような抗薬物抗
体は固相抽出および酸解離（ＳＰＥＡＤ）によって単離することができ、その場合、長期
間（通常は一晩）にわたってビオチン化形態の薬物を血漿試料と共にインキュベートし、
その後にストレプトアビジンで被覆されたプレートを用いて抗薬物抗体に結合し得るビオ
チン化薬物を単離する。次いで、このプレートを酸で処理して抗薬物抗体を放出させる。
放出された抗体を検出のために別のアッセイプレート上に直接被覆してもよい。採取管の
中にプロテアーゼ阻害剤が存在しない場合、接触系は生体外で活性化された状態になり、
活性血漿カリクレインの産生が生じ得る。上記酸放出および再被覆工程後に、活性ｐＫａ
ｌおよび抗薬物抗体の両方がプレートの表面に結合する。抗薬物抗体は典型的に標識され
た薬物を用いて検出されるが、この薬物はもし存在すれば活性ｐＫａｌにも結合すること
ができ、ＡＤＡアッセイにおいて偽陽性シグナルが生じる。
【００４２】
　本明細書に記載されているプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む真空採血管の使用により
、この偽陽性シグナルを防止することができる。
【００４３】
　一般的な技術
　本発明の実施では、特に明記しない限り、分子生物学（組換え技術を含む）、微生物学
、細胞生物学、生化学および免疫学の従来の技術を用い、それらは当業者の技量の範囲内
である。そのような技術は、「Molecular Cloning: A Laboratory Manual（分子クローニ
ング：実験書）, 第２版 (Sambrookら, 1989) Cold Spring Harbor Press」、「Oligonuc
leotide Synthesis（オリゴヌクレオチドの合成） (M. J. Gait編, 1984)」、「Methods 
in Molecular Biology（分子生物学における方法）, Hum ana Press」、「Cell Biology:
 A Laboratory Notebook（細胞生物学：実験ノート） (J. E. Cellis編, 1998) Academic
 Press」、「Animal Cell Culture（動物細胞培養） (R. I. Freshney編, 1987)」、「In
troduction to Cell and Tissue Culture（細胞および組織培養の入門書） (J. P. Mathe
rおよびP. E. Roberts, 1998) Plenum Press」、「Cell and Tissue Culture: Laborator
y Procedures（細胞および組織培養：実験室法） (A. Doyle, J. B. GriffithsおよびD. 
G. Newell編, 1993-8) J. Wiley and Sons」、「Methods in Enzymology（酵素学におけ
る方法） (Academic Press, Inc.)」、「Handbook of Experimental Immunology（実験免
疫学のハンドブック） (D. M. WeirおよびC. C. Blackwell編)」、「Gene Transfer Vect
ors for Mammalian Cells（哺乳類細胞のための遺伝子導入ベクター） (J. M. Millerお
よびM. P. Calos編, 1987)」、「Current Protocols in Molecular Biology（分子生物学
における現在の手順） (F. M. Ausubelら編, 1987)」、「PCR: The Polymerase Chain Re
action（ＰＣＲ：ポリメラーゼ連鎖反応） (Mullisら編, 1994)」、「Current Protocols
 in Immunology（免疫学における現在の手順） (J. E. Coliganら編, 1991)」、「Short 
Protocols in Molecular Biology（分子生物学における短いプロトコル） (Wiley and So
ns, 1999)」、「Immunobiology（免疫生物学） (C. A. JanewayおよびP. Travers, 1997)
」、「Antibodies（抗体） (P. Finch, 1997)」、「Antibodies: a practical approach
（抗体：実践的なアプローチ） (D. Catty.編, IRL Press, 1988-1989)」、「Monoclonal
 antibodies: a practical approach（モノクローナル抗体：実践的なアプローチ） (P. 
ShepherdおよびC. Dean編, Oxford University Press, 2000)」、「Using antibodies: a
 laboratory manual（抗体の使用、実験書） (E. HarlowおよびD. Lane (Cold Spring Ha
rbor Laboratory Press, 1999)」、「The Antibodies（抗体） (M. ZanettiおよびJ. D. 
Capra編, Harwood Academic Publishers, 1995)」などの文献に十分に説明されている。
【００４４】
　さらなる詳細がなくとも、当業者であれば上記説明に基づき本発明を最大限に利用する
ことができるものと思われる。従って、以下の具体的な実施形態は単なる例示として解釈
されるべきであり、いかなる場合であっても決して本開示の残りの部分を限定するもので
はない。本明細書で引用されている全ての刊行物は、本明細書で言及されている目的また
は主題のために参照により組み込まれる。
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【実施例】
【００４５】
　実施例１：接触系活性化を防止するプロテアーゼ阻害剤カクテルの調製
【００４６】
　接触系活性化を防止するプロテアーゼ阻害剤カクテルを開発した。標準化および単純化
された採血のための真空プラスチック管を使用した。
【００４７】
　液体製剤中に以下の２種類のプロテアーゼ阻害剤カクテルを利用して加水分解を防止し
た。
１）１０倍のプロテアーゼ阻害剤カクテルＡ：ＳＣＡＴ１６９
　酸－クエン酸塩－デキストロース（１００ｍＭのクエン酸三ナトリウム、６７ｍＭのク
エン酸および２％デキストロース、ｐＨ４．５）に溶解した１００ｍＭのベンズアミジン
、４００μｇ／ｍＬのポリブレン、２ｍｇ／ｍｌの大豆トリプシン阻害剤、２０ｍＭのＥ
ＤＴＡ、２６３μＭのロイペプチンおよび２０ｍＭのＡＥＢＳＦ（フッ化４－（２－アミ
ノエチル）ベンゼンスルホニル塩酸塩）（０．５ｍｌ）を含む５ｍＬ総体積の真空プラス
チック管
２）１０倍のプロテアーゼ阻害剤カクテルＢ：ＳＣＡＴ１５３
　酸－クエン酸塩－デキストロース（１００ｍＭのクエン酸三ナトリウム、６７ｍＭのク
エン酸および２％デキストロース、ｐＨ４．５）に溶解した１０μＭのビオチン化ＥＰＩ
－ＫＡＬ２、４００μｇ／ｍＬのポリブレン、２０ｍＭのＥＤＴＡおよび２６３μＭのロ
イペプチン（０．５ｍｌ）を含む５ｍｌ総体積の真空プラスチック管
【００４８】
　ビオチン化ＥＰＩ－ＫＡＬ２をプロテアーゼ阻害剤カクテルＢ（ＳＣＡＴ１５３）の中
に含めた。ＳＣＡＴ１６９管（特殊な凝固アッセイ管、製剤１６９）およびＳＣＡＴ１５
３管（特殊な凝固アッセイ管、製剤１５３）を２～８℃で貯蔵した。
【００４９】
　実施例２：ＳＣＡＴ１６９管およびＳＣＡＴ１５３管は二本鎖ウエスタンブロットアッ
セイによって示されているように接触系活性化を防止する
【００５０】
　ＳＣＡＴ１６９管またはＳＣＡＴ１５３管のいずれかに採取した血漿は、ウエスタンブ
ロット分析を用いて一本鎖から二本鎖ＨＭＷＫへの変換により測定した場合に、周知の接
触系活性化剤であるエラグ酸の生体外での添加によって誘発される接触系活性化を阻止し
た（図１）。
【００５１】
　観察されたエラグ酸によって誘発された接触系活性化を、３種類の異なる採血管すなわ
ちクエン酸ナトリウム管（凝固測定のために臨床化学実験室で使用される標準的な管）、
ＳＣＡＴ１６９管およびＳＣＡＴ１５３管に採取した血漿試料の間で比較した。
【００５２】
　一本鎖ＨＷＭＫは、クエン酸ナトリウム管中でエラグ酸によって活性化された試料中で
本質的に完全に消費され、二本鎖ＨＭＷＫの出現が検出された。
【００５３】
　対照的に、一本鎖ＨＭＷＫは、ＳＣＡＴ１６９管およびＳＣＡＴ１５３管のエラグ酸で
活性化された血漿中では保存された。
【００５４】
　これらの結果から、ＳＣＡＴ１６９管およびＳＣＡＴ１５３管は血漿試料採取および処
理中に生じ得る生体外での接触系活性化を防止するのに有効であるという証拠が得られた
。
【００５５】
　実施例３：ＳＣＡＴ１６９およびＳＣＡＴ１５３プロテアーゼ阻害剤カクテルは血漿凝
固時間を延長させた
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【００５６】
　３種類の個々のドナー試料について、３種類の異なる採血管すなわちクエン酸ナトリウ
ム管、ＳＣＡＴ１６９管およびＳＣＡＴ１５３管の中で処理した試料において血漿凝固時
間を測定した（表１）。
【００５７】
　プロトロンビンおよび活性化部分トロンボプラスチンによって示されるように、クエン
酸ナトリウムと比較してＳＣＡＴ１５９およびＳＣＡＴ１５３を含む試料において凝固時
間が延長した。その結果を表３に示す。
【表３】

【００５８】
　実施例４：ヒトの対象における接触系活性化の内因性レベルを評価するための真空採血
管の使用
【００５９】
　接触系活性化の血漿バイオマーカーの検査は、採血および処理中の不注意による活性化
が原因で難しい。本研究では、健康な対象およびＩ／ＩＩ型遺伝性血管浮腫（ＨＡＥ）、
特発性血管浮腫すなわち正常なＣ１－ＩＮＨ（ＨＡＥｎＣ１、ｎＣ１－ＩＮＨともいう）
を有するＨＡＥを有する対象からの血漿中の切断された高分子量キニノーゲン（ｃＨＭＷ
Ｋ）のレベルを評価する際の特殊な採血管（ＳＣＡＴ１５９およびＳＣＡＴ１５３）の有
用性を以下のように調べた。
【００６０】
　血液試料採取時の接触経路の人為付活を回避するために本研究では標準化された採血技
術およびプロテアーゼ阻害剤を含む特注の管を使用した。血液試料を健康な対象および上
記疾患対象（疾患の鎮静期および再発期）から採取してウエスタンブロットアッセイを用
いてｃＨＭＷＫの割合を評価した。この血液試料を、バタフライ針システムを備えたカテ
ーテルを用いてＳＣＡＴ１５９管またはＳＣＡＴ１５３管（５ｍＬの総体積、０．５ｍＬ
の１０倍のプロテアーゼ阻害剤カクテル）の中に入れた。次いで、この血液試料を処理し
て採血後１時間以内に血漿試料を生成した。
【００６１】
　ＳＣＡＴ管血漿試料をシンプルウエスタン（ＳＢＨＤ）およびウエスタンブロット（Ｔ
ＧＡ）で分析して、例えば国際公開第２０１５／０６１１８３号に開示されている方法に
従って血漿試料中の切断されたキニノーゲン（二本鎖キニノーゲン）のレベルを決定した
。
【００６２】
　臨床現場１～５において健康な対象からの血漿を各種抗凝固剤、プロテアーゼ阻害剤ま
たはタンパク質安定化剤を含むプラスチック採取管の中に採取した後、処理して血漿にし
た。具体的には管の種類は、Ｋ２ＥＤＴＡ、クエン酸ナトリウム、ＳＣＡＴ１６９または
Ｐ１００（BD Biosciences社）であった。図２に示すように、生体外での接触系活性化を
最小限に抑えることが分かった管にはプロテアーゼ阻害剤が含まれ、その管は、酸－クエ
ン酸塩－デキストロース（１００ｍＭのクエン酸三ナトリウム、６７ｍＭのクエン酸およ
び２％デキストロース、ｐＨ４．５）に溶解した１００ｍＭのベンズアミジン、４００μ
ｇ／ｍＬのポリブレン、２ｍｇ／ｍｌの大豆トリプシン阻害剤、２０ｍＭのＥＤＴＡ、２
６３μＭのロイペプチンおよび２０ｍＭのＡＥＢＳＦからなる０．５ｍＬの１０倍濃縮の
混合物を含む５ｍＬ体積のプラスチック真空採血管であるＰ１００管またはＳＣＡＴ１６
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９管のいずれかであった。プロテアーゼ阻害剤カクテルを含む管を用いる採取方法により
、健康な志願者の血漿をアッセイする際のｃＨＭＷＫの増加が防止された。
【００６３】
　本研究から得られた結果から、健康な対象ではｃＨＭＷＫのレベルは特注の管への採血
後少なくとも２４時間は室温（ＲＴ）で安定である（＜５％）が、商業的供給元から得ら
れた血漿試料中ではｃＨＭＷＫのレベルが上昇する（１２％）ことが分かり、これは接触
経路活性化を調べる際に採血技術を最適化することの重要性を示している。プロテアーゼ
【００６４】
　２つの異なる臨床現場（現場４および５）および商業的供給元（現場１）の健康な対象
からＳＣＡＴ１６９管の中に採取した血漿におけるキニノーゲン切断の影響も評価した（
図３）。商業的供給元は初回廃棄管を使用せずに血液試料をＳＣＡＴ１６９管の中に直接
採取した。
【００６５】
　血管浮腫型（Ｉ／ＩＩ型ＨＡＥ、ｎＣ１－ＩＮＨ型ＨＡＥおよび特発性ＡＥ）を有する
対象からＳＣＡＴ１６９管に採取した血液試料においてキニノーゲン切断も評価した。健
康な対象または鎮静状態（基礎）および再発（発作）中の両期間に各種血管浮腫を有する
対象から血漿を採取して各種疾患状態におけるｃＨＭＷＫの量を測定した。ＨＡＥを有す
る対象（ｎ＝２１）では健康な対照（ｎ＝２６）と比較してｃＨＭＷＫの割合はベースラ
インにおいて明らかに上昇したが、特発性血管浮腫（ｎ＝４）またはＨＡＥｎＣ１（ｎ＝
５）を有する対象からの血漿では上昇せず（図４）、これは血漿カリクレイン活性の限界
を示唆しているが、それらの障害における急性発作中の接触経路活性化の役割を除外する
ものではない。
【００６６】
　ｃＨＭＷＫの検出について評価される血漿は、採取方法および管によって刺激される接
触系活性化の影響を受けやすい。つまり本研究は、生体外でのＨＭＷＫの切断を防止する
ことができる接触系活性化の評価のための血漿試料の改良された採取方法を提供する。
【００６７】
　実施例５：ヒトの対象における接触系活性化の内因性レベルを評価するための真空採血
管の使用
【００６８】
　特殊な採血管（ＳＣＡＴ１５９およびＳＣＡＴ１５３）を、健康な対象およびＩ／ＩＩ
型遺伝性血管浮腫（ＨＡＥ）を有する対象からの血漿中の切断された高分子量キニノーゲ
ン（ｃＨＭＷＫ）のレベルを評価する際の有用性について評価した。
【００６９】
　簡単に言うと、疾患の鎮静（基礎）期および再発（発作）期の間に健康な対象およびＨ
ＡＥを有する患者から血液試料を採取した。ウエスタンブロットアッセイを用いて血漿中
の二本鎖ＨＭＷＫの割合を検出した。３０、１００、３００または４００ｍｇまたはプラ
セボの近接群において０日目および１５日目に抗ｐＫａｌ抗体（ＤＸ－２９３０）の２回
の皮下投与を受けた１ｂ相多施設二重盲検研究の無作為化されたＩ／ＩＩ型ＨＡＥを有す
る患者から血漿試料を採取した。１、８、２２、６４、９２および１２０日目に抗ｐＫａ
ｌ抗体（ＤＸ－２９３０）の前および後に血液試料を得た。
【００７０】
　図５Ａに示すように、３つの異なる臨床現場（Ａ、ＢおよびＣ）から採取した健康な対
象からの試料における血漿中二本鎖ＨＭＷＫレベルの割合は、使用した採取方法および管
の種類によって異なった。クエン酸ナトリウム管を用いた試料は、ＳＣＡＴ１６９管中の
試料に対してより高いレベルの二本鎖ＨＭＷＫを有していた。注目すべきことに、ＳＣＡ
Ｔ１６９管の中に直接採取し、かつプロテアーゼ阻害剤カクテルを含むこの管の前に廃棄
管を使用しなかった臨床現場Ｃで採取した試料は、廃棄管を使用した試料と比較してより
高いレベルの二本鎖ＨＭＷＫを有していた。
【００７１】
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　同様に、図５Ｂに示すように、ＨＡＥからの試料における血漿中二本鎖ＨＭＷＫレベル
の割合は、ＳＣＡＴ１６９管に採取した血漿と比較した場合にクエン酸ナトリウム管にお
いてより高かったが、これは恐らく血漿採取および処理に関連する接触系の外因性活性化
によるものである。
【００７２】
　本研究は、本明細書に記載されているプロテアーゼ阻害剤カクテルを含む採血管を用い
る利点を実証し、生体外での接触系活性化異常（例えば、ＨＭＷＫの切断によって示され
る）を防止することができる接触系活性化の評価のための血漿試料の改良された採取方法
を提供する。
【００７３】
　実施例６：血漿薬物レベルを評価するための真空採血管の使用
【００７４】
　通常の業務によってＤＸ－２９３０で治療したＨＡＥ患者および健康な対照から血液を
採取し、採取管の中に入れる。初回血液試料を１つまたは複数の採取管に入れた後、５ｍ
Ｌ以下の血液試料をＳＣＡＴ１５９管またはＳＣＡＴ１５３管の中に入れる。次いで、血
液試料を処理して採血後１時間以内に血漿試料を生成する。
【００７５】
　標準的な免疫測定法、例えばＥＬＩＳＡによってＳＣＡＴ血漿試料中のＤＸ－２９３０
の量を測定する。簡単に言うと、ＤＸ－２９３０に対する抗イディオタイプモノクローナ
ル抗体のＦａｂバージョンを９６ウェルプレートの表面に一晩被覆し、そのプレートを何
度も洗浄して未結合の抗イディオタイプＦａｂ分子を除去する。次いで、ＳＣＡＴ血漿試
料をこのプレートに添加し、これを室温で２～３時間インキュベートする。このプレート
を数回洗浄し、ＤＸ－２９３０に対する抗イディオタイプモノクローナル抗体のビオチン
化されたＩｇＧバージョンをこのプレートに添加した後、インキュベーション工程および
洗浄工程を行う。次いで、西洋ワサビペルオキシダーゼ結合ストレプトアビジンをこのプ
レートに添加する。３０分間のインキュベーション後に、このプレートを再度洗浄し、色
素によって放出されたシグナルについて調べた。このシグナルの強度は血漿試料中のＤＸ
－２９３０の量に対応している。
【００７６】
　実施例７：薬物の免疫原性を評価するための真空採血管の使用
【００７７】
　上に開示されているように、ＤＸ－２９３０で治療したＨＡＥ患者からの血漿試料をＳ
ＣＡＴ１５９またはＳＣＡＴ１５３管に採取した血液試料から調製する。血漿試料中の抗
ＤＸ－２９３０抗体を固相抽出および酸解離（ＳＰＥＡＤ）によって単離する。
【００７８】
　簡単に言うと、血漿試料をビオチン化ＤＸ－２９３０と共にインキュベートし、一晩イ
ンキュベートする。次いで、この混合物をストレプトアビジンで被覆したプレートに入れ
て、もし存在すれば血漿試料中の抗ＤＸ－２９３０抗体に結合するビオチン化ＤＸ－２９
３０を捕捉する。次いで、抗ＤＸ－２９３０抗体を酸処理によって放出させ、Meso Scale
 Discovery（ＭＳＤ）プレートに直接被覆する。ルテニウム標識したＤＸ－２９３０をＭ
ＳＤプレートに添加し、電気化学発光シグナルを測定して抗ＤＸ－２９３０抗体の存在を
検出する。
【００７９】
　他の実施形態
　本明細書に開示されている全ての特徴をあらゆる組み合わせで組み合わせてもよい。本
明細書に開示されている各特徴を同じ、同等または同様の目的を果たす他の特徴で置き換
えてもよい。従って、明示的に別段の定めをした場合を除き、開示されている各特徴は一
般的な一連の同等または同様の特徴の単なる例である。
【００８０】
　当業者であれば、上記説明から本発明の必須の特性を容易に確認することができ、その
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趣旨および範囲から逸脱することなく本発明の各種変形および修正を行い、それを各種用
法および条件に適合させることができる。従って、他の実施形態も特許請求の範囲に含ま
れる。
【００８１】
　均等物および範囲
　当業者であれば、本明細書に記載されている本開示の具体的な実施形態の多くの均等物
を認識しているか、通常の実験法のみを用いて確かめることができる。本開示の範囲は上
記説明に限定されるものではなく、むしろ添付の特許請求の範囲に記載されているとおり
である。
【００８２】
　特許請求の範囲において、「１つの（ａ）」、「１つの（ａｎ）」および「前記」とい
う冠詞は、特に矛盾する記載がない限り、あるいは文脈からそうでないことが明らかでな
い限り、１つまたは２つ以上を意味することができる。グループの１つ以上の構成要素間
に「または」を含む請求項または記載は、特に矛盾する記載がない限り、あるいは文脈か
らそうでないことが明らかでない限り、グループの構成要素の１つ、２つ以上または全て
が所与の生成物またはプロセスに存在するか、それらに用いられているかそれ以外の方法
でそれらに関連している場合に条件が満たされているとみなされる。本開示は、グループ
の厳密に１つの構成要素が所与の生成物またはプロセスに存在するか、それらに用いられ
ているかそれ以外の方法でそれらに関連している実施形態を含む。本開示は、グループの
構成要素の２つ以上または全てが所与の生成物またはプロセスに存在するか、それらに用
いられているかそれ以外の方法でそれらに関連している実施形態を含む。
【００８３】
　さらに、本開示は、列挙されている請求項の１つ以上からの１つ以上の限定、要素、節
および記述用語が別の請求項の中に導入されている全ての変形、組み合わせおよび順列を
包含する。例えば、別の請求項に従属するどの請求項も同じ基本請求項に依存しているあ
らゆる他の請求項にある１つ以上の限定を含むように修正することができる。要素が例え
ばマーカッシュ群形式で列挙として示されている場合、当該要素の各サブグループも開示
されており、あらゆる要素をそのグループから除去することができる。一般に、本開示ま
たは本開示の態様が特定の要素および／または特徴を含むものとして言及されている場合
、本開示または本開示の態様の特定の実施形態はそのような要素および／または特徴から
なるか、本質的にそれらからなるものと理解されるべきである。分かりやすくするために
、それらの実施形態は本明細書にこのとおりの言葉で具体的に記載されていない。「含む
（ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ）」および「含有する（ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ）」という言葉は
非限定的であり、さらなる要素または工程の包含を許与することにも留意されたい。範囲
が与えられている場合は終点が含まれる。さらに、特に明記しない限り、あるいは文脈お
よび当業者の理解からそうでないことが明らかでない限り、範囲として表されている値は
、文脈が明らかに別の意を示していない限り、本開示の異なる実施形態に定められている
範囲内のあらゆる具体的な値または部分範囲をその範囲の下限の単位の１０分の１まで想
定することができる。
【００８４】
　本出願は、各種発行済特許、公開特許出願、雑誌論文および他の文献を参照し、それら
の全てが参照により本明細書に組み込まれる。組み込まれる参考文献のいずれかと本明細
書との間に矛盾がある場合、本明細書が優先される。さらに、先行技術の範囲に含まれる
本開示のどの特定の実施形態も特許請求の範囲のいずれか１つ以上から明示的に除外する
ことができる。そのような実施形態は当業者には公知であるとみなされるため、その除外
が本明細書に明示的に記載されていないとしても除外することができる。本開示のどの特
定の実施形態も、先行技術の存在に関連しているか否かに関わらずどのような理由であっ
てもどの請求項からも除外することができる。
【００８５】
　当業者であれば、本明細書に記載されている具体的な実施形態の多くの均等物を認識し
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ているか、通常の実験法のみを用いて確かめることができる。本明細書に記載されている
本実施形態の範囲は上記記載に限定されるものではなく、むしろ添付の特許請求の範囲に
記載されているとおりである。当業者であれば、以下の請求項に定義されている本開示の
趣旨または範囲から逸脱することなく本記載に対して各種変形および修正を行うことがで
きることが分かるであろう。

【図１】 【図２】



(23) JP 2018-532100 A 2018.11.1

【図３】 【図４】

【図５】
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【手続補正書】
【提出日】平成30年4月6日(2018.4.6)
【手続補正１】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】配列表
【補正方法】追加
【補正の内容】
【配列表】
2018532100000001.app
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