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(57)【要約】
以下の段階を含む、必要とする患者に投与された生物学
的治療タンパク質に対する中和抗体の存在を検出するた
めの免疫原性アッセイ：
（a）患者から試料を得る段階；
（b）捕捉試薬存在下で、該試料をインキュベートする
段階；および
（c）検出試薬を加える段階であって、対照試料と比較
して低いシグナルが、生物学的治療剤に対する中和抗体
の存在を示す、段階。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、必要とする患者に投与された生物学的治療タンパク質に対する中和
抗体の存在を検出するための方法：
（a）患者試料を捕捉試薬と混ぜ合わせる段階、および
（b）検出試薬を加える段階であって、対照試料と比較して低いシグナルが、生物学的治
療剤に対する中和抗体の存在を示す、段階。
【請求項２】
　前記生物学的治療タンパク質がモノクローナル抗体である、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
　前記生物学的治療タンパク質が抗インターロイキン-6受容体α（IL-6Rα）モノクロー
ナル抗体である、請求項1または2に記載の方法。
【請求項４】
　前記生物学的治療タンパク質がサリルマブまたはトシリズマブである、請求項1～3のい
ずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　前記生物学的治療タンパク質がサリルマブである、請求項4に記載の方法。
【請求項６】
　前記患者がIL-6依存性疾患について処置される、請求項5に記載の方法。
【請求項７】
　前記IL-6依存性疾患が、関節リウマチ、糖尿病、アテローム性動脈硬化症、アルツハイ
マー病、全身性エリテマトーデス、多発性骨髄腫、結合組織障害、キャッスルマン病、お
よび前立腺がんのうちの一つである、請求項6に記載の方法。
【請求項８】
　前記IL-6依存性疾患が関節リウマチである、請求項7に記載の方法。
【請求項９】
　前記捕捉試薬が、標識された生物学的治療タンパク質を含む、前記請求項のいずれか一
項に記載の方法。
【請求項１０】
　前記捕捉試薬が、標識されたサリルマブである、前記請求項のいずれか一項に記載の方
法。
【請求項１１】
　前記標識されたサリルマブがビオチン化サリルマブである、請求項10に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ビオチン化サリルマブがアビジンコーティングプレートに結合している、請求項11
に記載の方法。
【請求項１３】
　前記検出試薬が、標識された可溶性IL-6受容体αである、前記請求項のいずれか一項に
記載の方法。
【請求項１４】
　前記検出試薬が、ルテニウム標識された可溶性IL-6受容体αである、請求項13に記載の
方法。
【請求項１５】
　前記患者試料が、段階（b）の前に低pHによる処理に供される、前記請求項のいずれか
一項に記載の方法。
【請求項１６】
　前記患者試料が、段階（b）の前に酢酸による処理に供される、請求項15に記載の方法
。
【請求項１７】
　前記低pHによる処理の後に中和が続く、請求項15または16に記載の方法。
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【請求項１８】
　前記アッセイが、約150ng/mLの感度公差、約500ng/mLの薬物耐容性、および約1μg/mL
の標的干渉耐容性を示す、前記請求項のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１９】
　以下の段階を含む、必要とする患者に投与されたサリルマブに対する中和抗体の存在を
検出するための方法：
（a）患者の血清試料を、ビオチン化サリルマブを含む捕捉試薬と混ぜ合わせる段階、お
よび
（b）混ぜ合わせた血清試料と捕捉試薬を低pHによる処置に供した後、中和段階を行う段
階、
（d）検出試薬を加える段階であって、該検出試薬が、標識された可溶性IL-6受容体αを
含み、対照試料と比較して低いシグナルが、生物学的治療剤に対する中和抗体の存在を示
す、段階。
【請求項２０】
　前記検出試薬が、ルテニウム標識された可溶性IL-6受容体αである、請求項19に記載の
方法。
【請求項２１】
　前記患者が関節リウマチに罹患している、請求項19または20に記載の方法。
【請求項２２】
　前記アッセイが、約150ng/mLの感度公差、約500ng/mLの薬物耐容性、および約1μg/mL
の標的干渉耐容性を示す、請求項19～21のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２３】
　前記請求項のいずれか一項に記載の捕捉試薬および検出試薬、並びに使用のための指示
書を含む、キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
分野
　本願発明は、生物学上の生物学的治療物質に対する中和抗体（NAb）の存在を検出する
ためのアッセイ方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
背景
　中和抗体（Nab）などの抗体の検出は、生物学的治療剤で処置された患者について実施
される免疫原性評価の一部である。中和抗体は、薬物の機能を中和し、それによって薬物
の効果に負の影響を及ぼす。特定の生物学的治療剤で処置された患者におけるNAbの存在
は、いくつかの免疫アッセイ方法、たとえば比色分析酵素結合免疫吸着法（ELISA）、免
疫蛍光ベースの受容体結合アッセイ、可溶性固相放射免疫測定法、およびセンサーベース
のアッセイなどを使って検出できる。
【０００３】
　NAbは、細胞ベースのアッセイを用いても検出できる。これらの細胞ベースのアッセイ
では、NAbの存在は、生物学的治療剤の生物学的作用、たとえば標的細胞における生物学
的プロセスの調節をそれらが阻害する能力によって、検出できる。これらのアッセイは、
たとえば、ルシフェラーゼやベータガラクトシダーゼなどのレポーター遺伝子の活性化を
伴いうる。しかし、これらの現行の検出方法には、感度のレベル、特異度のレベル、マト
リックス干渉の問題、アッセイのばらつき、限られたダイナミックレンジ、および非常に
長いアッセイ期間を含む、いくつかの欠点がある。
【０００４】
　サリルマブは、臨床開発における、インターロイキン-6（IL6）受容体を標的とする最
初の完全ヒトモノクローナル抗体である。IL-6は、免疫細胞および非免疫細胞によって産
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出される多面的なサイトカインで、免疫応答の調節、急性期反応、および造血において重
要な役割を担っている。これは、可溶性の細胞膜結合型IL-6R（α鎖）に結合して二元複
合体を形成し、この複合体は細胞膜結合型gp130（β鎖）と相互作用でき、IL-6、IL-6R、
およびgp130のうちのそれぞれ2つを含むシグナル伝達複合体の形成を誘導する。
【発明の概要】
【０００５】
概要
　臨床試料のNab活性を検出する高感度かつ再現可能なアッセイを開発することが、規制
上必要である。NAbを検出するための細胞ベースのアッセイは当技術分野で知られている
が、細胞ベースでない競合リガンド結合（CLB）アッセイは、より優れたダイナミックレ
ンジと感度を提供するので、より良い代替手段として機能することができる。しかしなが
ら、CLBアッセイは、さまざまなアッセイおよびマトリックス成分からの干渉に関わる問
題も有している。出願人は、患者における生物学的治療薬分子に対する中和抗体（NAb）
応答を検出可能である、高感度で信頼性の高いCLBアッセイを開発した。
【０００６】
　一つの局面において、生物学的治療物質で処置された患者における、生物学的治療物質
に対する中和抗体（NAb）の評価のための方法が提供される。本方法は、生物学的治療剤
で処置された患者の処置中および／または処置後のNAbの存在の評価を含む。
【０００７】
　一つの態様において、生物学的治療タンパク質を必要としかつ該タンパク質で処置され
た患者における、生物学的治療タンパク質に対する中和抗体の存在を検出するための方法
は、（a）患者試料を捕捉試薬と混ぜ合わせる段階、および（b）検出試薬を加える段階で
あって、対照試料と比較して低いシグナルが生物学的治療剤に対する中和抗体の存在を示
す、段階を含む。一つの態様において、該生物学的治療タンパク質は、モノクローナル抗
体（mAb）、好ましくは抗インターロイキン-6受容体α（IL-6Rα）モノクローナル抗体で
ある。一つの態様において、生物学的治療タンパク質mAbはサリルマブまたはトシリズマ
ブである；より具体的には、生物学的治療タンパク質mAbはサリルマブである。
【０００８】
　試料は、IL-6依存性疾患について処置されている患者から得る。患者から得られる試料
には、例えば、組織、唾液、乳汁、血液、血漿、血清、または、抗体を検出できる他の任
意の関連する生物学的液体が含まれる。一つの態様において、試料は、そのような患者か
ら得られる血清試料である。
【０００９】
　IL-6依存性疾患の例には、関節リウマチ、糖尿病、アテローム性動脈硬化症、アルツハ
イマー病、全身性エリテマトーデス、多発性骨髄腫、すべての混合性結合組織障害、キャ
ッスルマン病、および前立腺がんが含まれる。特定の態様において、血清試料は、関節リ
ウマチに罹患している患者から得る。
【００１０】
　本方法のある態様において、捕捉試薬は、標識された生物学的治療タンパク質を含む。
患者がサリルマブで処置されている場合、捕捉試薬は標識されたサリルマブである。いく
つかの態様において、捕捉試薬は、マトリックス、表面、または対標識（counter-labele
d）分子への結合を促進するための標識でタグ付けされる。標識は、例えば、ビオチン、
アビジン、ストレプトアビジン、ポリアルギニン、ポリヒスチジン、FLAG、c-myc、HAT（
天然のヒスチジンアフィニティタグ）、グルタチオンS-トランスフェラーゼ、グルタチオ
ン、RNaseAのS,S断片、マルトース結合タンパク質、キチン結合ドメイン、キチン、カル
モジュリン、カルモジュリン結合ペプチドなどを含む。Terpe, K., 「Overview of tag p
rotein fusions: from molecular and biochemical fundamentals to commercial system
s」, Appl. Microbiol. Biotechnol. (2003) 60:523-533を参照されたい。本発明の方法
の一つの態様において、捕捉試薬はビオチン化サリルマブである。
【００１１】
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　本発明の方法のある態様において、検出試薬は標識された可溶性IL-6受容体αである。
別の態様において、検出試薬は、検出を可能にするための標識を含む。標識は、例えば、
ユーロピウムのようなキレート化ランタニド系金属、ルテニウムのような白金族金属、と
りわけフルオロセインやローダミンのようなキサンテン誘導体を含む蛍光色素、緑色蛍光
タンパク質（GFP）およびその誘導体である黄色蛍光タンパク質（YFP）や赤色蛍光タンパ
ク質（RFP）などの蛍光タンパク質、ヨウ素125およびアクチニウム225のような放射性標
識、ならびにその他の検出可能な標識である。より具体的な態様において、検出試薬はル
テニウム標識された可溶性IL-6受容体αである。
【００１２】
　一つの態様において、混ぜ合わされた患者試料と捕捉試薬は、低pH（酸性）による処理
に供される。具体的な態様において、処理には酢酸を用い、続いて中和段階を行う。
【００１３】
　一つの態様において、生物学的治療タンパク質で処置されている患者における中和抗体
の存在を検出するための本願のアッセイ法は、約150ng/mLの感度、約500ng/mLの薬物耐容
性（tolerance）、および約1μg/mLの標的干渉耐容性を示す。
【００１４】
　別の局面において、上述の捕捉試薬および検出試薬とそれらを使用するための指示書を
含むキットが提供される。
【図面の簡単な説明】
【００１５】
【図１】薬物捕捉アッセイ形式を図示し、図2と比較している。該アッセイ形式において
、NAb非存在下でシグナルが生じ、NAb存在下ではシグナルの阻害が生じる。阻害%＝NAbの
存在によって生じるバックグラウンド（NQC）シグナルの減少%。
【図２】標的捕捉アッセイ形式を図示し、図1と比較している。該アッセイ形式において
、NAb非存在下でシグナルが生じ、NAb存在下ではシグナルの阻害が生じる。阻害%＝NAbの
存在によって生じるバックグラウンド（NQC）シグナルの減少%。
【図３】薬物捕捉アッセイ形式の薬物耐容性に対する低pH処理の効果を示す棒グラフであ
る。黒塗り＝低pH処理；白塗り＝低pH処理なし。
【図４】標的捕捉アッセイ形式の薬物耐容性に対する低pH処理の効果を示す棒グラフであ
る。黒塗り＝低pH処理；白塗り＝低pH処理なし。
【図５】薬物捕捉アッセイ形式における薬物干渉の影響を示す。
【図６】標的捕捉アッセイ形式における薬物干渉の影響を示す。
【図７】偽陽性の発生に対するIL6Rα干渉の影響のグラフである。薬物捕捉形式と標的捕
捉形式の両方の結果を示す。
【図８】偽陽性の発生に対するIL6Rα干渉の影響のグラフである。薬物捕捉形式を用いた
抗標的抗体の存在下での標的干渉の結果を示す。
【図９】NAbの検出に干渉するヒト試料における高シグナル応答の軽減についての薬物捕
捉形式の試験における結果を示す。選択されたリウマチ因子陽性（RF+）個体における高
シグナル応答の結果を示す。
【図１０】NAbの検出に干渉するヒト試料における高シグナル応答の軽減についての薬物
捕捉形式の試験における結果を示す。高シグナルRF+個体のNAb回復における結果を示す。
【図１１】標準ストレプトアビジン（黒塗りバー）または高結合アビジン（白塗りバー）
プレートでの、高シグナルRF+個体のスクリーニングで得られた結果の棒グラフである。
【図１２】選択された高シグナルRF+個体または正常シグナルRF+個体において得られた結
果を示す棒グラフである。黒塗りバー＝添加なしの試料；白塗りバー＝LQCを添加された
試料。
【発明を実施するための形態】
【００１６】
詳細な説明
　本願発明を説明する前に、方法や条件は変更されうるので本発明は特定の方法や詳述す
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る実験条件に限定されないことが、理解されるべきである。また、本願発明の範囲は、添
付の特許請求の範囲だけに限定されるので、本明細書で使用される専門用語は、特定の態
様のみを記載する目的であり、制限を意図するものではないということも理解されるべき
である。
【００１７】
　特に明記しない限り、本願明細書で使用されるすべての技術用語および科学用語は本発
明が属する分野の当業者によって一般的に理解されるものと同じ意味を持つ。本願明細書
で使用される場合、「たとえば」という用語は、特定の引用された数値に関連して使用さ
れるとき、その値は、その引用された数値から1%以下で変動し得ることを意味する。たと
えば、本願明細書で使用される場合、「約100」なる表現は、99と101、およびその間のす
べての数字を含む（例えば、99.1、99.2、99.3、99.4など）。
【００１８】
　本願明細書に記載されたものと類似するかまたは同等である任意の方法や材料を本願発
明の実施において使用することができるが、好ましい方法および材料をこれから記載する
。本願明細書で言及するすべての刊行物は、記載されたその全文が参照により本明細書に
組み入れられる。他の態様は、後述の詳細な説明を検討することにより明らかになる。
【００１９】
　本願明細書に記載の発明が完全に理解され得るように、以下に詳細な説明を記載する。
【００２０】
　本明細書で開発されたCLBアッセイは、Meso Scale Discovery（MSD）のプラットフォー
ムに基づいた。図1および2は、試験した2つのアッセイ形式を図示している。図1は、ヒト
血清試料中のNAbを、ビオチニル化サリルマブとともにインキュベートし、続いてストレ
プトアビジンまたはアビジンでコーティングされたマイクロプレート上で捕捉した、薬物
捕捉形式を図示している。ルテニウム化IL-6Rαを次に加えることにより、NAbの非存在下
ではシグナルが生じ、NAbの存在下ではシグナルの阻害が生じた。この原理は、ルテニウ
ム化サリルマブがプレート上のビオチニル化IL-6Rα標的によって捕捉される点を除いて
、標的捕捉形式においても同じである。高感度で信頼性の高いアッセイの開発には、薬物
、標的、標識、pH、およびインキュベート時間の最適化が含まれた。この2つのアッセイ
形式を比較し、次により良い形式を最適化して、妥当性を実証した。
【００２１】
　最初の特性評価では、薬物捕捉形式はより高い非特異的シグナルをもたらす一方で標的
捕捉は薬物干渉の影響をより受けやすいことが示唆された。いくつかの最適化戦略を調べ
た後に、このプログラムにとって最良のアッセイを選択するための比較評価が実施された
。RF+血清由来の偽陰性結果をもたらす高いバックグラウンドシグナルは、アビジンコー
ティングマイクロプレートの別の固相基板に替えることによって、効果的に除去された。
標的と薬物の間の相互作用を特異的に遮断する抗標的抗体により標的干渉が軽減された一
方で、低pH処理により薬物耐容性が改善された。結果は、薬物捕捉形式が、標的または薬
物からの干渉が最小限である高感度の強固なアッセイを提供することを示した。妥当性が
実証されたアッセイは、次の特性と共に、1～8%の範囲にわたる精度を示した：
感度＝約150ng/mL、薬物耐容性＝約500ng/mL、標的干渉＝約1μg/mL。
【００２２】
　標的捕捉形式および薬物捕捉形式のどちらもCLB NAbアッセイを確立するために成功裏
に使用可能であるが、感度、薬物耐容性、および標的干渉軽減についての成功戦略を考案
するためには、薬物と標的の対の特異的な結合特性を試験することが重要である。得られ
た結果に基づくと、薬物捕捉形式のほうが優れていたので、薬物捕捉形式を臨床試料の生
物分析に関する妥当性の実証および使用に供した。
【００２３】
　本発明は、生物学的治療タンパク質に対する中和抗体の検出についての免疫原性アッセ
イを特徴とする。一つの態様において、生物学的治療タンパク質はモノクローナル抗体（
mAb）である；より具体的には、生物学的治療タンパク質は、インターロイキン-6受容体
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アルファ（IL-6Rα）に特異的に結合するmAbである；より具体的には、生物学的治療物質
はサリルマブである。サリルマブ（REGN88ともいう）は関節リウマチの処置のために開発
された。したがって、特定の態様において、本発明は、サリルマブを用いて関節リウマチ
について処置された患者における中和抗体の検出についての免疫原性アッセイを提示する
。他の抗IL-6Rαモノクローナル抗体、例えばヒト化抗IL-6Rαトセリズマブを本願発明の
方法において使用できることが、想定される。
【００２４】
定義
　「中和抗体（NAb）」とは、生物学的治療分子を中和する能力を有する抗薬物抗体であ
る。一つの態様において、生物学的治療分子は抗IL6Rα抗体サリルマブであり、NAbはIL6
Rα抗体と結合して、それがIL6Rαに結合することを妨げる。
【００２５】
　「分析物」なる用語は、分析される物質を、すなわち、品質対照中に存在するマウス抗
REGN88モノクローナル抗体（REGN575）またはヒト血清試料中のヒト抗REGN88 NAbを指し
て用いられる。
【００２６】
　「カットポイント」とは、アッセイにおけるNAb陰性応答とNAb陽性応答を区別するため
に使用される閾値（すなわち、阻害%）を指す用語である。それは、薬物未投与の罹患ヒ
ト試料一式のアッセイ応答を分析することによって統計的に決定される一定値である。
【実施例】
【００２７】
　以下の実施例は、本発明の方法および組成物の作製および使用の方法の完全な開示およ
び説明を当業者に提供するために提示するものであり、本発明者が本発明とみなしている
範囲を限定することを意図するものではない。使用される数値（例えば、量、温度など）
に関して正確さが保証されるよう努力がなされたが、いくつかの実験誤差および偏差は考
慮されるべきである。特に明記しない限り、部分は重量部分であり、分子量は平均的な分
子量であり、温度はセ氏温度であり、圧力は大気圧かほぼ大気圧である。
【００２８】
実施例１：REGN88（サリルマブ）に対するNAbを検出するための競合リガンド結合アッセ
イ
　REGN88は、ヒトインターロイキン-6受容体α（IL-6Rα）に特異的なヒトモノクローナ
ル抗体（IgG1サブクラス）である。競合リガンド結合アッセイ形式を用いた抗REGN88中和
抗体（NAb）を検出するための方法は、次のように開発された。
【００２９】
　アッセイの手順は、陽性対照としてマウス抗REGN88モノクローナル抗体（REGN575）を
、捕捉試薬としてビオチン化REGN88（ビオチニル化REGN88）を、ルテニウム標識された可
溶性hIL-6Rα（ルテニウム-REGN78）を検出試薬として、および、リガンド干渉を軽減す
るためにREGN17（抗ヒトIL-6Rαモノクローナル抗体）を用いる。
【００３０】
　簡潔には、試料および対照を、低pH条件下で（酢酸により）希釈した後、ビオチニル化
REGN88およびREGN17を含有するトリス塩基溶液で中和する。低pH処理により、血清試料中
に存在するNAb：薬物複合体および薬物：標的複合体の解離が起こり、これによって、血
清中の過剰な薬物の存在下におけるNAbの検出を改善することができる。標的干渉を軽減
する目的で、REGN17が、低pH処理によって解放された遊離標的に結合させるために使用さ
れる。インキュベーションの間、陽性対照（REGN575）または試料中に存在する任意のNAb
が、ビオチニル化REGN88に結合する。低pH処理された試料は、次に、あらかじめアビジン
でコーティングされたマイクロプレートに加えられ、ここでアビジンは、ビオチニル化RE
GN88を、それに結合しているNAbとともに捕捉した。
【００３１】
　インキュベーションおよび洗浄の後、ルテニウム-REGN78をマイクロプレートに加えた
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。試料中にNAbがなければ、アビジンで捕捉されたビオチニル化REGN88はルテニウム-REGN
78に結合し、マイクロプレートの表面上で、ビオチニル化REGN88：ルテニウム-REGN78複
合体を形成する。トリプロピルアミン（TPA）ベースのリード緩衝液をマイクロプレート
に加え、Meso Scale Discovery（MSD）の電気化学発光リーダーで読み取りを行った。NAb
存在下ではNAbがビオチニル化REGN88に結合し、それによりビオチニル化REGN88：ルテニ
ウム-REGN78複合体の形成を妨げ、これが次に、電気化学発光シグナルを減少させる。そ
れゆえ、測定された電気化学発光（つまり、カウント）は、試料中のNAbの量に反比例す
る。
【００３２】
　投薬を受けていない患者80名の試料を、カットポイントを決定するために分析された。
選択された阻害%カットポイントは40であり、これは、0.1%偽陽性率に基づくパラメトリ
ック法を用いて計算された。阻害率（阻害%）はNAbの存在に起因するシグナルの減少とし
て計算された。陽性品質対照（PQC）は、NQCで調製された、既知量のREGN575を有する対
照試料であり、アッセイの性能を検証するために使用された：HQC＝高品質対照；20×HQC
：4μg/mL；MQC＝中品質対照；20 MQC：0.4μg/mL；LQC＝低品質対照；20×LQC：0.2μg/
mL。陰性品質対照（NQC）は、分析物を有さない対照試料（純ヒト血清）であり、阻害%を
計算するために使用された。添加ありの陰性品質対照（SNQC）は、NQCで調製された、既
知量のREGN78を有する対照試料であり、REGN17の性能を検証するために使用された。CV%
－百分率で表される変動係数。検出の限界（LOD）は、カットポイントより高い阻害%を有
する陽性対照（REGN575）の最低濃度であった。純血清中のアッセイのLODは、マウス抗RE
GN88モノクローナル抗体（REGN575）約150ng/mLであった。カウント＝電気化学発光シグ
ナルの単位。
【００３３】
材料と装置
　試薬：マウス抗REGN88モノクローナル抗体（Regeneron、REGN575）、抗REGN88mAbとも
呼ばれる；ビオチン化REGN88（ビオチン-REGN88またはビオチニル化REGN88）；ルテニウ
ム標識されたhIL-6Rα（Ru(bpy)3 REGN78またはルテニウム-REGN78）；マウス抗ヒトIL-6
Rαモノクローナル抗体（抗hIL-6Rα mAbとも呼ばれる）；hIL-6Rα（REGN78）；5% BSA
ブロッキング緩衝液；pH7.2のリン酸緩衝生理食塩水（1×PBS）；アビジンコーティング
マイクロプレート－MULTI-ARRAY（登録商標）96ウェルアビジンゴールドプレート；300mM
酢酸；1.5Mトリズマ塩基溶液（トリスまたはトリスベース）；リード緩衝液－界面活性剤
含有MSDリード緩衝液T（4×）（4×リード緩衝液）；1×洗浄緩衝液；精製水；プールさ
れたヒト血清。
【００３４】
計器および実験器具
　96ウェルポリプロピレンプレート（ディープウェルプレートまたはブロック）；Sector
 Imager 2400（Meso Scale Discovery、モデル1250）MSDディスカバリーワークベンチア
プリケーション付き；マイクロソフトエクセル；SoftMax（登録商標）Proアプリケーショ
ン、バージョン5.2またはそれ以上（Molecular Devices）。
【００３５】
手順
　インキュベーション段階の間、プレート振とうを実施した。すべての体積移動には最低
限10μLが使用された。ヒト血清を扱うときには、バイオセーフティーレベル2の予防策に
準拠した。品質対照（QC）：QCは、最大10サイクルの凍結融解、室温での少なくとも4時
間（4時間32分）の保存、または4℃冷蔵室での最長23時間（23時間20分）の保存で安定で
あることが示された。QC安定性は試験試料安定性の代理として使用された。陰性品質対照
（NQC）：市販の正常ヒト血清プールが、NQCとして使用するのに適切であった。ヒト血清
プール（NQC）のアリコートを-80℃冷凍庫に保管する。
【００３６】
PQC－（HQC、MQC、LQC）の調製
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　調製日以降の試料分析における使用を目的とする場合、PQCが適切であった。NQCにマウ
ス抗REGN88モノクローナル抗体（REGN575）を添加することにより、下記の表に列挙され
た濃度で20×PQCを調製した。各PQCの調製のための一つの例として、次のものを使用して
もよい：例：10μlのREGN575（0.88mg/mL）を、166μLのNQCに加えて混合し、50μg/mL R
EGN575溶液（QC前駆物質A）を得た。10μLの50μg/mL REGN575溶液を、490μLのNQCに加
えて混合し、1μg/mLのREGN575溶液（QC前駆物質B）を得た。PQCは同日に使用してもよい
し、等分割して-80℃冷凍庫に保管してもよい。

【００３７】
添加ありの陰性品質対照（SNQC）
　SNQCは、調製日以降の試料分析における使用のために適切であった。0.6μg/mLのhIL-6
Rα（REGN78）の溶液をNQCで調製した。SNQCの調製のための一つの例として、次のものを
使用してもよい：例：10μlのREGN78（2.3mg/mL）を、220μLのNQCに加えて混合し、100
μg/mLのREGN78溶液を得た。10μLの100μg/mL REGN78溶液を90μLのNQCに加えて混合し
、10μg/mL REGN78溶液を得た。30μLの10μg/mL REGN78溶液を470μLのNQCに加えて混合
し、0.6μg/mLのREGN78溶液（SNQC）を得た。該SNQCは同日に使用されたか、または等分
割されて-80℃冷凍庫に保管された。
【００３８】
アッセイ手順
　QCを取り出して解凍し、試験試料を氷上または4℃冷蔵室で保存した。ディープウェル
ポリプロピレンプレート（試料プレート）中で、各QCおよび試験試料の10倍希釈物を300m
M酢酸で調製し、混合した。例：10μLの各QC/試料を90μLの300mM酢酸に加えて混合した
。試料プレートに蓋をして、室温で45±15分間インキュベートした。1% BSAを含む1×PBS
溶液を調製して混合した。例：8mLの5% BSAブロッキング緩衝液を32mLの1×PBSに加えて
混合した。10ng/mLのビオチニル化REGN88および50μg/mLのREGN17および0.2Mトリスを含
有する1% BSAを含む溶液を調製し、混合した。例：10μLのビオチニル化REGN88（3.8mg/m
L）を、370μLの1% BSAに加えて混合し、100μg/mLビオチニル化REGN88溶液を得た。10μ
Lの100μg/mLビオチニル化REGN88を190μLの1% BSAに加えて混合し、5μg/mLビオチニル
化REGN88溶液を得た。15μLの5μg/mLビオチニル化REGN88、19.3μLの19.5mg/mL REGN17
、および1mLの1.5M トリズマ塩基を、6.5mLの1% BSAに加えて混合し、10ng/mLビオチニル
化REGN88および50μg/mL REGN17および0.2Mトリスを含有する1% BSA溶液を得た。ディー
プウェルポリプロピレンプレート（試料プレート）中で、QCと試験試料の最終2倍希釈物
（合計で20倍希釈）を、10ng/mLビオチニル化REGN88および50μg/mL REGN17および0.2Mト
リスを含有する1% BSA溶液で調製し、混合した。例：10ng/mLビオチニル化REGN88および5
0μg/mL REGN17および0.2Mトリスを含有する1% BSA溶液100μLを、100μLの酸性化したQC
／試料に加えて混合した。試料プレートに蓋をして、400rpmで振とうしながら室温で60±
15分間インキュベートした。アッセイプレート3×を、MSDプレート3×洗浄プログラムを
用いて、300μL/ウェルの1×洗浄緩衝液で洗浄した。50μLのQCおよび試験試料それぞれ
を試料プレートからアッセイプレートに2つ組で加えた。アッセイプレートに蓋をして、4
00rpmで振とうしながら室温で60±15分間インキュベートした。2μg/mLルテニウム-REGN7
8含有1% BSAを含む溶液を調製し、混合した。例：10μLのルテニウム-REGN78（2.9mg/mL
）を280μLの1% BSAに加え、混合して、100μg/mLルテニウム-REGN78溶液を得る。140μL
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の100μg/mLルテニウム-REGN78を7mLの1% BSA中に移し、混合して、2μg/mlルテニウム-R
EGN78含有1% BSA溶液を得た。アッセイプレート3×を、MSD_プレート_3×洗浄プログラム
を用いて、300μL/ウェルの1×洗浄緩衝液で洗浄した。50μL/ウェルの2μg/mlルテニウ
ム-REGN78含有1% BSA溶液をアッセイプレートに加えた。アッセイプレートに蓋をして、4
00rpmで振とうしながら室温で60±15分間インキュベートした。
【００３９】
マイクロプレート調製
　300μL/ウェルの5% BSAブロッキング緩衝液をアビジンコーティングマイクロプレート
（アッセイプレート）に加えた。該マイクロプレートを密封し、1～4時間、室温でインキ
ュベートした。2×リード緩衝溶液を調製し、混合した。例：10mlの4×リード緩衝液を10
mLの精製水に加えて混合した。アッセイプレート3×を、MSD_プレート_3×洗浄プログラ
ムを用いて、300μL/ウェルの1×洗浄緩衝液で洗浄した。150μL/ウェルの2×リード緩衝
溶液をアッセイプレートに加えた。アッセイプレートを、2×リード緩衝液を加えた後10
分以内に、Sector Imager 2400での読み取りに供した。
【００４０】
データ分析
　プレートの読み取りデータをSoftMax Proファイルフォーマットに転送した。SoftMaxフ
ァイルでは、マスクウェルが必要な場合、ウェルは変換データ区画でマスクされた。これ
により、マスクされた値を見ることができるようになったが、計算には使用しなかった。
次に、平均カウント、阻害%、およびCV%カウントを各QCと試験試料について計算した。
　阻害%＝100×［（NQCの平均カウント－PQCまたは試料の平均カウント）／NQCの平均カ
ウント］
【００４１】
アッセイ性能基準値
　LQC阻害%はカットポイントを上回らなければならない；SNQC阻害%はカットポイント未
満でなければならない；HQC阻害%はMQC阻害%を上回らなければならない；MQC阻害%はLQC
阻害%を上回らなければならない；各PQCおよびSNQCのCV%カウントは20%以下でなければな
らない；NQCのCV%カウントは15%以下でなければならない。
【００４２】
試験試料許容基準
　アッセイ性能－すべてのアッセイ性能基準値が満たされ、そうでなければ試験試料を再
度作成して再分析した。精度－CV%カウントは20%以下でなければならず、そうでなければ
試験試料を再度作成して再分析した。カットポイントより高い阻害%を有する任意の試験
試料は、陽性と報告された。カットポイントより低いまたは等しい阻害%を有する任意の
試験試料は、陰性と報告された。
【００４３】
実施例２　薬物耐容性に対する低pH処理の影響
　薬物捕捉形式および標的捕捉形式の両方で薬物耐容性に対する低pH処理の効果を調べる
ために実験が実施された。1μg/mLのサリルマブを、ヒト血清に、陽性対照の示された濃
度で添加した。これらの試料を、両方のアッセイ形式において低pH処理あり又はなしで調
べた。QCおよび試料は、作業ストック濃度の酢酸で希釈し、インキュベートした。これら
を次に適切なルテニウム化検出試薬を含有するトリス中和緩衝液で希釈した。結果を図3
および図4に示す。
【００４４】
結果
　低pH処理は過剰な薬物からの干渉を効果的に軽減し、それにより両方のアッセイ形式に
おいてNAbの検出を改善する。
【００４５】
実施例３　薬物干渉
　薬物がNAb非存在下で偽陽性応答を生じる能力は、薬物干渉として定義される。両アッ
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セイ形式におけるNAbの非存在下での薬物の干渉を比較するために試験が実施された。
【００４６】
方法
　正常ヒト血清に、示された濃度のサリルマブを添加した。すべての試料を、低pHで処理
し、薬物捕捉形式および標的捕捉形式の両方で調べた。
【００４７】
結果
標的捕捉形式：　より高濃度の遊離サリルマブは、ビオチニル化IL6Rαとの結合に関して
ルテニウム化サリルマブを打ち負かし、これが偽陽性応答をもたらす（図5）。
薬物捕捉形式：　NAb非存在下のサリルマブは、プレート上で捕捉用サリルマブに結合す
ることができず、したがってこれはアッセイにおいて干渉することができない（図6）。
【００４８】
　偽陽性結果の軽減に対する特定の標的IL6Rαの効果について上記のように試験した。正
常ヒト血清に、示された濃度のIL6Rαを添加し、両方のアッセイ形式において低pH処理で
調べた（図7）。類似の試料を、抗標的（IL6Rα）抗体を加えて又は加えずに調べた（図8
）。標的干渉由来の偽陽性応答が両方のアッセイ形式で観察された。IL6Rα：サリルマブ
複合体を調べたときに、類似の結果が観察された。抗標的抗体の追加は、薬物捕捉形式に
おける干渉を軽減した。しかし、抗標的抗体は捕捉を妨害するので、標的捕捉形式には加
えることができない。薬物捕捉形式が選択され、この時点以降に使用された。
【００４９】
　標的（IL6Rα）によって引き起こされる偽陽性結果を軽減するために試験が実施された
。正常ヒト血清に、示された濃度のIL6Rαを添加し、両方のアッセイ形式において低pH処
理で調べた。類似の試料を抗標的（IL6Rα）抗体を加えて又は加えずに調べた。
【００５０】
　標的干渉由来の偽陽性応答が、両方のアッセイ形式で観察された（図7）。類似の結果
が、IL6Rα：サリルマブ複合体を調べたときに観察された（図8）。抗標的抗体の追加は
、薬物捕捉形式における干渉を軽減した。しかし、抗標的抗体は捕捉を妨害するので、標
的捕捉形式には加えることができない。薬物捕捉形式が選択され、この時点以降に使用さ
れた。
【００５１】
実施例４　ヒト血清のマトリックス干渉の軽減
　次に、RF+血清を低pH中で処理し、薬物捕捉形式でスクリーニングした。選択された高
シグナルRF+個体 対 正常シグナルRF+個体の間での比較を行った。LQCレベルの陽性対照
をこれらの薬物未処理血清に添加した後に低pH処理を行い、次にアッセイで実験した。
【００５２】
結果
　特定のRF+個体により生じたシグナルはNQCのシグナルより強く、高い負の阻害%を生じ
た。これらの個体においては、陽性対照を添加してもなお偽陰性の結果が生じた（図9お
よび10）。
【００５３】
　試験が実施され、標準ストレプトアビジンコーティングプレートと高結合アビジンコー
ティングプレートとが比較された。2つの高シグナルRF+個体を低pHで処理し、アッセイで
調べた。次に、選択された高シグナルRF+個体と正常シグナルRF+個体との比較を実施した
。LQCレベルの陽性対照をこれら薬物未処理血清に添加した後に、低pH処理を行い、次に
高結合アビジンコーティングプレート上で実験した。
【００５４】
結果
　高シグナルRF+個体は、高結合アビジンコーティングプレートに変えることにより標準
化することができた（図11）。シグナルを標準化することにより、これらのプレートは、
これら「高シグナル」RF+個体中のNAbの検出を可能にした（図12）。
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