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(57)【要約】
本明細書において、以下の順序で以下の段階を含む、試
料中のリガンド結合タンパク質(治療物質)のリガンドの
（すべての、すなわち結合能力のある）量を決定するた
めの方法が報告される：試料を酸処理に供する段階;抗
リガンド抗体および標識リガンド結合タンパク質を試料
に添加することによって、(i)抗リガンド抗体、(ii)リ
ガンド、および(iii)標識リガンド結合タンパク質を含
む非共有結合複合体を溶液中で形成させる段階、ならび
に複合体の量を決定し、それによって、リガンド結合タ
ンパク質のリガンドの量を決定する段階。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の順序で以下の段階を含む、試料中のリガンド結合タンパク質(治療物質)のリガン
ドの（総）量を決定するための方法：
- 該試料を酸処理に供する段階；
- 最初に標識リガンド結合タンパク質を該試料に添加して、標識リガンド結合タンパク質
-リガンド二元複合体を形成させ、かつ該二元複合体の形成後に抗リガンド抗体を該試料
に添加して、標識リガンド結合タンパク質-リガンド-抗リガンド抗体三元複合体を形成さ
せることによって、
　(i)抗リガンド抗体、
　(ii)リガンド、および
　(iii)標識リガンド結合タンパク質
を含む該三元複合体を溶液中で形成させる段階；ならびに
- 該三元複合体の量を決定し、それによって、該リガンド結合タンパク質のリガンドの量
を決定する段階。
【請求項２】
　リガンド結合タンパク質に（特異的に）結合することができるリガンドの量を決定する
ためのものである、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　試料が、血漿試料または血清試料である、請求項1または2記載の方法。
【請求項４】
　試料が、酸処理の前に希釈されない、請求項1～3のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　複合体を形成させる段階が、酸処理した試料を、過剰量の標識リガンド結合タンパク質
と共にインキュベーションすることによる、請求項1～4のいずれか一項記載の方法。
【請求項６】
　複合体を形成させる段階が、酸処理した試料を、最初に過剰量の標識リガンド結合タン
パク質と共に、次に抗リガンド抗体と共にインキュベーションすることによる、請求項1
～5のいずれか一項記載の方法。
【請求項７】
　複合体を形成させる段階において、標識リガンド結合タンパク質が、検出可能な標識に
コンジュゲートされている、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　抗リガンド抗体が、結合対の第1のメンバーにコンジュゲートされている、請求項1～7
のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　三元複合体を形成させる段階の後に、形成された該三元複合体を固体支持体上に固定化
する段階を含む、請求項1～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　固体支持体が、（抗リガンド抗体にコンジュゲートされた結合対の第1のメンバーと複
合体を形成することができる）結合対の第2のメンバーにコンジュゲートされている、請
求項9記載の方法。
【請求項１１】
　抗リガンド抗体がポリクローナル抗体である、請求項1～10のいずれか一項記載の方法
。
【請求項１２】
　以下の順序で以下の段階を含む、請求項1～11のいずれか一項記載の方法:
- 試料を酸処理に供する段階；
- 検出可能な標識にコンジュゲートされている標識リガンド結合タンパク質と共に該試料
をインキュベーションする段階；
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- 結合対の第1のメンバーにコンジュゲートされているポリクローナル抗リガンド抗体と
共に該試料をインキュベーションする段階；
- 該結合対の第1のメンバーと共に非共有結合複合体を形成する結合対の第2のメンバーに
コンジュゲートされている固体支持体に、該試料を添加する段階；および
- 固相に固定化された標識リガンド結合タンパク質の量を決定することによって、リガン
ド結合タンパク質のリガンドの量を決定する段階。
【請求項１３】
　リガンド結合タンパク質が抗体である、請求項1～12のいずれか一項記載の方法。
【請求項１４】
　結合対の第1のメンバーがビオチンであり、結合対の第2のメンバーがストレプトアビジ
ンである、請求項10～13のいずれか一項記載の方法。
【請求項１５】
　添加される標識リガンド結合タンパク質と添加される抗リガンド抗体の比が、分子量に
基づいて、約8～9:1である、請求項1～14のいずれか一項記載の方法。
【請求項１６】
　三元複合体が非共有結合複合体である、請求項1～15のいずれか一項記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、イムノアッセイ法の分野に関する。3段階酸解離酵素結合免疫吸着アッセイ
法(TADELISアッセイ法)が、本明細書において報告される。本明細書において報告される
方法は、酸解離段階および溶液中での複合体形成段階を含む、リガンド結合タンパク質治
療物質の循環リガンドの量を決定するためのものである。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　Moxness, M. et al. (Ann. N. Y. Acad. Sci. USA 1005 (2003) 265-268)（非特許文献
1）は、全インスリン抗体(IAB)およびIgクラスのインスリン抗体(IAB)に対する放射性リ
ガンド結合アッセイ法を報告した。最初に、試験血清および対照血清を酸性にして、結合
されたインスリンを解離させ、木炭を添加して血清インスリンを吸着させた。中和後、結
合されたインスリンを含む木炭を遠心分離によって血清から除去した。各アッセイ法にお
いて、インスリンを抜き取った血清試料を、高レベルの非標識インスリンの存在下および
非存在下で、放射性標識インスリンと共にインキュベーションして、それぞれ非特異的結
合および全結合を決定した。
【０００３】
　Patton, A. et al. (J. Immunol. Meth. 304 (2005) 189-195)（非特許文献2）は、酸
解離段階と組み合わせて、共有結合した高密度抗原表面を使用して、ヒト血清中の抗原の
存在下での、すなわち、過剰な抗原を事前に除去せずに抗体検出を可能にするブリッジン
グELISAを報告した。
【０００４】
　Lee, J.W. et al. (AAPS J. 13 (2011) 99-110)（非特許文献3）は、薬物開発を支援す
る際の生物分析を顕著に推進するものは、データの意図された使用であることを報告して
いる。血液循環中のmAbおよびその標的リガンド(L)を測定するための信頼性が高い方法論
は、有効性および安全性の評価、ならびに用量選択を支援する曝露-応答関係を評価する
ために非常に重要である。リガンド結合アッセイ法(LBA)は、薬物動態/薬力学(PK/PD)お
よび安全性の評価を支援するために、タンパク質生物学的治療物質および標的リガンド(L
)の解析に広く使用されている。特に、Lに非共有結合的に結合するモノクローナル抗体医
薬(mAb)の場合、遊離mAb、遊離L、ならびにmAbおよびLの一価複合体および/または二価複
合体を含む、複数の形態のmAbおよびLがインビボで存在し得る。投薬後に体内で起こる動
的結合平衡が複雑であることおよび生物分析の間に平衡が乱れる多くの原因があることを
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考慮すれば、関心対象の形態（遊離型のmAbおよびL、結合型のmAbおよびL、または全mAb
およびL）のエクスビボの定量は、インビボでの実際のものとは異なり得ることが明らか
である。LBA試薬およびアッセイ法の形式は、原理的には、全mAbおよびLまたは遊離型のm
AbおよびLを測定するように設計することができる。しかし、指定された条件下でそれら
の形態が測定されるのを確認することは、技術的に困難であり得る。
【０００５】
　Kelly, M. et al. (AAPS J., 15 (2013) 646-658)（非特許文献4）は、最近になって注
目が高まっている1つの分野は、「遊離」および「全」分析物の評価ならびにそれらの評
価にアッセイ法形式が与える影響に関連していることを報告している。この筆者らは、入
手可能な文献の批判的批評を提供し、PKアッセイ法測定に対する抗薬物抗体の潜在的影響
を軽減するための方法を、将来を見通して探求している。さらに、ADA(anti-drug antibo
dy)アッセイ法において薬物抵抗性を高めるための方法を、免疫複合体を分解し薬物を抜
き取るための予備段階を通常は用いて、PKアッセイ法におけるADA抵抗性を評価するか、
または高めるように目的を変えることができる。このような困難な操作の実行は、後期の
臨床的生物分析にとってルーチンとはみなされないと思われるが、それらの解釈のための
薬物動態学に対して、方法開発の調査段階の早い時期に価値ある情報を提供するであろう
ことに注目しなければならない。最終的に、薬物を定量するのを助けるのに使用される任
意の抽出プロセスが、「全体」評価をもたらす可能性が高いであろう。
【０００６】
　Davis, R. A. et al. (J. Pharm. Biomed. Anal. 48 (2008) 897-901)（非特許文献5）
は、捕捉/酸溶出形式で単一の非競合的MoAbを用いて、高レベルの治療的MoAbの存在下で
全（遊離型および結合型）バイオマーカーの濃度を定量するための方法を報告した。この
アッセイ法は、200μ/mlまたはそれ以上の治療的MoAbの存在下で、循環バイオマーカーレ
ベル（ng/ml）を正確に検出し定量する能力を有している。
【０００７】
　Salimi-Moosavi, H. et al. (J. Pharm. Biomed. Anal. 51 (2010) 1128-1133)（非特
許文献6）は、タンパク質結合を解離させ、ThAを優先的に変性させるためのアルカリおよ
び酸/グアニジン処理を報告した。中和された標的タンパク質は、ELISAによって決定する
ことができる。これらの方法は、ThAに干渉されない、全標的タンパク質の再現可能な測
定を提供する。血清試料、標的タンパク質を含む標準物質およびQC、ならびにThAが、カ
ゼインを含むアルカリ性緩衝液(pH>13)または酸/グアニジン緩衝液(pH<1)で処理された。
2種の異なるThA系における全標的タンパク質が首尾良く測定され、これらの処理によって
干渉は完全に排除されていた。これらの方法は、前臨床血清試料における解析に首尾良く
応用された。
【０００８】
　US2015/226758（特許文献1）では、試料中の抗薬物抗体の存在を検出するための方法お
よびキット、ならびにより具体的には、試料中に薬物が存在する場合に抗薬物抗体を検出
するための方法およびキットが報告されている。
【０００９】
　US2012/269728（特許文献2）では、試料中の標的作用物質をリアルタイム検出するため
の装置および方法が報告されている。これらの装置は、追跡技術および選択的結合を利用
して、試料中、および好ましくは生物試料中の1種または複数種の標的作用物質の同定を
可能にする。
【００１０】
　Li, J. et al.は、低親和性抗薬物抗体の検出を報告し、Octet（登録商標）バイオレイ
ヤー干渉法によって、免疫原性試験における薬物抵抗性を改善した(J. Pharm. Biomed. A
nal. 54 (2011) 286-294)（非特許文献7）。
【００１１】
　Mikulskis, A. et al.は、薬物開発を支援する、状況に左右されず薬物抵抗性のある免
疫原性アッセイ法を開発するための最適なプラットフォームとして溶液ELISAについて報
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告した(J. Immunol. Meth. 365 (2010) 38-49)（非特許文献8）。
【００１２】
　Qiu, Z.J. et al.は、自己免疫血清中のヒト抗治療物質抗体を検出するための、ビオチ
ン-ジゴキシゲニンに基づく新規な均一系アッセイ法を報告した(J. Immunol. Meth. 362 
(2010) 101-111)（非特許文献9）。
【００１３】
　Zhong, Z.D. et al.は、免疫原性アッセイ法における薬物標的干渉の確認および阻害を
報告した(J. Immunol. Meth. 355 (2010) 21-28)（非特許文献10）。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１４】
【特許文献１】US2015/226758
【特許文献２】US2012/269728
【非特許文献】
【００１５】
【非特許文献１】Moxness, M. et al., Ann. N. Y. Acad. Sci. USA 1005 (2003) 265-26
8.
【非特許文献２】Patton, A. et al., J. Immunol. Meth. 304 (2005) 189-195.
【非特許文献３】Lee, J.W. et al., AAPS J. 13 (2011) 99-110.
【非特許文献４】Kelly, M. et al., AAPS J. 15 (2013) 646-658.
【非特許文献５】Davis, R. A. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 48 (2008) 897-901.
【非特許文献６】Salimi-Moosavi, H. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 51 (2010) 112
8-1133.
【非特許文献７】Li, J. et al., J. Pharm. Biomed. Anal. 54 (2011) 286-294.
【非特許文献８】Mikulskis, A. et al., J. Immunol. Meth. 365 (2010) 38-49.
【非特許文献９】Qiu, Z.J. et al., J. Immunol. Meth. 362 (2010) 101-111.
【非特許文献１０】Zhong, Z.D. et al., J. Immunol. Meth. 355 (2010) 21-28.
【発明の概要】
【００１６】
発明の概要
　酸解離段階および溶液中での複合体形成段階を含むイムノアッセイ法（3段階酸解離酵
素結合免疫吸着アッセイ法(TADELISアッセイ法)）を用いて、タンパク質治療物質の（可
溶型として分泌されるか、または流し出された）循環リガンド/標的を決定するための方
法が、本明細書において報告される。TADELISアッセイ法において、初めて、酸解離/組換
え段階が、循環リガンドの量を決定するためのイムノアッセイ法で使用された。
【００１７】
　本明細書において報告される方法を用いると、リガンド結合タンパク質の循環リガンド
/標的を決定するためのイムノアッセイ法の薬物抵抗性を改善できることが、判明してい
る。本明細書において報告される方法は、（例えば投与が原因で）試料中に存在するリガ
ンド結合タンパク質とイムノアッセイ法の間に添加される標識されたリガンド結合タンパ
ク質との間の干渉という問題に取り組むものである。
【００１８】
　したがって、本明細書において報告される方法は、薬物動態学的実験および/または薬
力学的実験に由来する試料の解析に適している。
【００１９】
　さらに、リガンド結合タンパク質を試薬として使用することにより、「リガンド結合タ
ンパク質に特異的な」リガンド濃縮物の選択的検出が可能になることが、判明している。
すなわち、本明細書において報告される方法は、リガンド結合タンパク質に実際に結合す
ることができる循環リガンドの量だけを決定する。本明細書において報告される方法を用
いると、例えば、結合特異性を有しているリガンド結合タンパク質それ自体が含まれるた
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め、リガンドのアイソフォームまたは改変型は、決定される量に含まれないと考えられる
。さらに、市販の、または様々な抗体/クローンに基づく「バイオマーカー」アッセイ法
が活性標的のみを実際に決定するかどうかを明らかにするためのさらなる努力は必要とさ
れない。したがって、リガンド結合タンパク質治療物質に実際に結合することができる循
環リガンド画分のみが、検出される。
【００２０】
　使用する酸解離段階において、すべての結合リガンドは、例えば、リガンド/リガンド
結合タンパク質複合体から放出される。したがって、本明細書において報告される方法を
用いると、試料中のリガンド結合タンパク質に特異的なリガンドの総量が決定される。
【００２１】
　pH調整後に過剰の標識リガンド結合タンパク質と共に（酸解離段階後に)溶液中でイン
キュベーションすることにより、リガンド/標識リガンド結合タンパク質複合体側に平衡
が移動する。したがって、親和性が同程度であるリガンド結合タンパク質間の競合は、標
識リガンド結合タンパク質の濃度（試料中のリガンド結合タンパク質と添加された標識リ
ガンド結合タンパク質の比）に基づいて克服することができる。これを用いて、薬物抵抗
性の調整を行うことができる。
【００２２】
　さらに、標識リガンド結合タンパク質の標識は、固定化に使用される(抗リガンド抗体
の）結合対のメンバーとは異なっていなければならない。この前提条件によって、（標識
リガンド結合タンパク質と比べて)低濃度の抗リガンド抗体を使用できること(例えば、試
料中の予測されるリガンド量と比べて少しだけ過剰な量が必要とされる）が保証される。
これは、遊離（すなわち、複合体を形成していない）標識リガンド結合タンパク質によっ
て固相が飽和するのを防ぐ。したがって、本明細書において報告される方法において、試
料中に存在するリガンドに対して過剰量の標識リガンド結合タンパク質が使用される。こ
の過剰量は、試料中に存在するリガンドに対する(固定化)抗リガンド抗体の過剰量より少
ない。
【００２３】
　1つの態様において、希釈されていない試料中のリガンド結合タンパク質の濃度は、150
μg/mLまたはそれ以下である。1つの態様において、試料中のリガンドの濃度は、75μg/m
L～0.06μg/mLの間である。
【００２４】
　本明細書において報告される方法は、一般に使用されるイムノアッセイ法と比べて逆の
形式を使用する。（標識型の）リガンド結合タンパク質それ自体が、その循環リガンドの
決定に使用される。これにより、確定的な読取りが確実になる。さらに、TADELISアッセ
イ法におけるリガンドの回収は、定量にまさに適していると予想され得る/適している。
【００２５】
　捕捉試薬の非存在下で過剰量の検出試薬と共にインキュベーションすることにより、本
明細書において報告される方法(アッセイ法)の、より高度な/改善された薬物抵抗性が実
現した。
【００２６】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の順序で以下の段階を含む、試料中の
リガンド結合タンパク質(治療物質/薬物)のリガンドの量を決定するための方法である：
- 試料を酸処理に供する段階、
- 抗リガンド抗体および標識リガンド結合タンパク質を試料に添加することによって、
　(i)抗リガンド抗体、
　(ii)リガンド、および
　(iii)標識リガンド結合タンパク質
を含む非共有結合複合体を溶液中で形成させる段階、ならびに
-複合体の量を決定し、それによって、リガンド結合タンパク質のリガンドの量を決定す
る段階。
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【００２７】
　1つの態様において、この方法は、以下の順序で以下の段階を含む：
- 試料を酸処理に供する段階、
- 最初に標識リガンド結合タンパク質を試料に添加（およびインキュベーション）して、
標識リガンド結合タンパク質-リガンド二元複合体を形成させ、かつ二元複合体の形成後
に抗リガンド抗体を試料に添加（およびインキュベーション）して、標識リガンド結合タ
ンパク質-リガンド-抗リガンド抗体三元複合体を形成させることによって、
　(i)抗リガンド抗体、
　(ii)リガンド、および
　(iii)標識リガンド結合タンパク質
を含む（非共有結合）三元複合体を溶液中で形成させる段階、ならびに
-（非共有結合）三元複合体の量を決定し、それによって、リガンド結合タンパク質のリ
ガンドの量を決定する段階。
【００２８】
　1つの態様において、この方法は、リガンド結合タンパク質に（特異的に）結合するこ
とができるリガンドの量を決定するためのものである。
【００２９】
　1つの態様において、この方法は、試料中のリガンド結合タンパク質のリガンドの総量
を決定するためものである。
【００３０】
　1つの態様において、試料は、血漿試料または血清試料である。
【００３１】
　1つの態様において、試料は、動物に由来する。1つの態様において、動物は、ヒトおよ
び実験動物より選択される。1つの態様において、試料は、試料を得る前にリガンド結合
タンパク質が投与されていた動物に由来する。1つの態様において、試料は、試料を得る
前にリガンド結合タンパク質が投与されていた、リガンド結合タンパク質による治療を必
要とする患者に由来する。試料を用いて方法を実施した後に、その試料が生物に再度適用
されることは決してない。
【００３２】
　1つの好ましい態様において、試料は、酸処理の前に希釈されない。
【００３３】
　1つの態様において、非共有結合複合体を形成させる段階は、酸処理した試料を、過剰
量の標識リガンド結合タンパク質と共にインキュベーションすることによる。1つの態様
において、過剰量は、重量に基づいて5倍またはそれ以上の過剰量である。1つの態様にお
いて、過剰量は、重量に基づいて10倍またはそれ以上の過剰量である。1つの態様におい
て、過剰量は、5倍～1000倍の過剰量である。1つの態様において、過剰量は、5倍～700倍
の過剰量である。1つの態様において、過剰量は、25倍～700倍の過剰量である。1つの態
様において、過剰量は、約27倍の過剰量である。1つの態様において、過剰量は、約665倍
の過剰量である。
【００３４】
　1つの態様において、試料中のリガンド結合タンパク質に対する、方法において使用さ
れる標識リガンド結合タンパク質の質量比は、0.1またはそれ以上である。1つの態様にお
いて、試料中のリガンド結合タンパク質に対する、方法において使用される標識リガンド
結合タンパク質の質量比は、0.1～300の範囲である。1つの態様において、試料中のリガ
ンド結合タンパク質に対する、方法において使用される標識リガンド結合タンパク質の質
量比は、0.15～500の範囲である。1つの好ましい態様において、試料中のリガンド結合タ
ンパク質に対する、方法において使用される標識リガンド結合タンパク質の質量比は、0.
2～250の範囲である。
【００３５】
　1つの態様において、試料中のリガンド結合タンパク質に対する、方法において使用さ



(8) JP 2019-502914 A 2019.1.31

10

20

30

40

50

れる抗リガンド抗体の質量比は、0.05またはそれ以上である。1つの態様において、試料
中のリガンド結合タンパク質に対する、方法において使用される抗リガンド抗体の質量比
は、0.05～1の範囲である。
【００３６】
　1つの態様において、抗リガンド抗体に対する標識リガンド結合タンパク質の質量比は
、2またはそれ以上である。1つの態様において、抗リガンド抗体に対する標識リガンド結
合タンパク質の質量比は、2～70の範囲である。1つの態様において、抗リガンド抗体に対
する標識リガンド結合タンパク質の質量比は、5～50の範囲である。1つの態様において、
抗リガンド抗体に対する標識リガンド結合タンパク質の質量比は、5～25の範囲である。1
つの態様において、抗リガンド抗体に対する標識リガンド結合タンパク質の質量比は、約
8～9である。
【００３７】
　1つの態様において、非共有結合複合体は、酸処理した試料を、最初に過剰量の標識リ
ガンド結合タンパク質と共に、次に抗リガンド抗体と共にインキュベーションすることに
よって形成される。
【００３８】
　1つの態様において、標識リガンド結合タンパク質は、検出可能な標識にコンジュゲー
トされている。
【００３９】
　1つの態様において、抗リガンド抗体は、結合対の第1のメンバーにコンジュゲートされ
ている。
【００４０】
　1つの態様において、方法は、非共有結合複合体を形成させる段階の後に、形成された
非共有結合複合体を固体支持体上に固定化する段階を含む。1つの好ましい態様において
、固体支持体は、非共有結合複合体の抗リガンド抗体にコンジュゲートされた結合対の第
1のメンバーと複合体を形成することができる結合対の第2のメンバーにコンジュゲートさ
れている。
【００４１】
　1つの態様において、抗リガンド抗体は、ポリクローナル抗体である。
【００４２】
　1つの態様において、この方法は、以下の順序で以下の段階を含む：
-試料を酸処理に供する段階、
-（検出可能な標識にコンジュゲートされている）標識リガンド結合タンパク質と共に試
料をインキュベーションする段階、
-結合対の第1のメンバーにコンジュゲートされている(ポリクローナル)抗リガンド抗体と
共に試料をインキュベーションする段階、
-（非共有結合複合体が、固体支持体の結合対の第1のメンバーを介してコンジュゲート/
固定化されるように）結合対の第2のメンバーにコンジュゲートされている固体支持体に
、試料を添加する段階、および
-固相に固定化された標識リガンド結合タンパク質の量を決定することによって、リガン
ド結合タンパク質のリガンドの量を決定する段階。
【００４３】
　1つの態様において、リガンド結合タンパク質は、抗体または抗体断片もしくは抗体コ
ンジュゲートである。
【００４４】
　1つの態様において、リガンド結合タンパク質は、外因性リガンド結合タンパク質であ
る。
【００４５】
　1つの態様において、リガンドは、抗体ではない。
【００４６】
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　1つの態様において、結合対の第1のメンバーはビオチンであり、結合対の第2のメンバ
ーはストレプトアビジンである。
【００４７】
　1つの態様において、添加される標識リガンド結合タンパク質と添加される抗リガンド
抗体の比は、分子量に基づいて、約8～9:1である。
【００４８】
　1つの態様において、標識リガンド結合タンパク質とのインキュベーション時間は、少
なくとも20分間である。1つの態様において、インキュベーション時間は、20分～120分（
20分および120分を含む）である。1つの態様において、インキュベーション時間は、40分
～80分（40分および80分を含む）である。1つの態様において、インキュベーション時間
は、約60分である。
【００４９】
　1つの態様において、抗リガンド抗体とのインキュベーション時間は、最長で60分であ
る。1つの態様において、インキュベーション時間は、10分～45分（10分および45分を含
む）である。1つの態様において、インキュベーション時間は、15分～30分（15分および3
0分を含む）である。1つの態様において、インキュベーション時間は、約20分である。
【００５０】
　1つの態様において、リガンドは、抗体ではなく、特に抗薬物抗体ではない。
【００５１】
　1つの態様において、方法は、別のリガンド結合体および/またはリガンド結合タンパク
質結合体、例えば、抗リガンド抗体または抗リガンド結合タンパク質抗体の非存在下で実
施される。
【発明を実施するための形態】
【００５２】
発明の詳細な説明
　インビトロまたはインビボ起源の試料中の治療的抗体(tmAb)ならびに治療的mAbの各リ
ガンド（tmAbのリガンドまたは短いリガンド）を解析するために、各アッセイ法が、特に
tmAb開発の初期段階で必要である。しかし、初期の開発段階では、多くの場合、必要とさ
れる特異的結合試薬、例えば、tmAbを決定するための抗イディオタイプ抗体またはtmAbリ
ガンドを決定するためのリガンドの様々なエピトープに結合する抗体が入手可能であるこ
とはめったにない。
【００５３】
　特に、試料中のtmAbリガンドの決定は、重要であり、かつ大変な労力を要する。tmAbは
、そのリガンドに結合し（インビトロおよびインビボ）、それぞれ、遊離tmAbと遊離リガ
ンドの間で、ならびにモノ複合体化tmAbとジ複合体化tmAb（二価の単特異性tmAbを想定)
の間で、平衡が形成される。この平衡は動的である。すなわち、この平衡に関与している
1つの構成要素の濃度が変化すると、この平衡に関与している他のすべての構成要素の濃
度も変化する。例えば、リガンド濃度を用いて、生物学的に活性なtmAbの画分を決定する
こと、tmAb(結合型および遊離型)とリガンド(結合型および遊離型)の関係を詳しく説明す
ること、ならびに必要な用量および治療計画を予測/特定することができる。
【００５４】
　より詳細には、リガンド、またはさらには遊離リガンドの結合とtmAbの臨床応答との相
関が証明され得る場合には、リガンドの結合および捕捉、ならびにそれに応じて遊離リガ
ンドの画分が、それぞれ薬物動態学的予測および薬力学的予測、ならびに治療計画決定/
選択のための潜在的マーカーとして役立ち得る。遊離、すなわち結合していないtmAbの画
分が、リガンド結合（すなわち治療作用)のためのtmAb有効性およびそのリガンドに対す
るインビボでのtmAbの結合能力に関連しているものの、全tmAbの決定を用いて、tmAbとそ
のリガンドとの相互作用を特徴付けることができる。
【００５５】
　例えばtmAbを薬物動態学的に十分に評価するためには、血漿/血清試料中の可溶性標的
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濃度を知ることが重要である。典型的には、可溶性リガンド/標的は、潜在的バイオマー
カーとして評価される。薬物が試料中に存在する場合、立体障害または薬物とイムノアッ
セイ法試薬の重複するエピトープが原因で、しばしば、これらのアッセイ法は顕著に干渉
される。可溶性標的には変種がある場合がある（例えば、スプライス変異体、ヘテロ二量
体およびホモ二量体）。これらは、バイオマーカー目的には重要であり得るが、薬物動態
学的評価のためには、薬物に結合することができるか、または結合している標的画分のみ
が、重要である。
【００５６】
　本明細書における「抗体」という用語は、最も広い意味で使用され、限定されるわけで
はないが、モノクローナル抗体、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体(例えば二重特異
性抗体)、および所望の抗原結合活性を示す限りにおいて抗体断片を含む、様々な抗体構
造体を包含する。
【００５７】
　一定の態様において、抗体は、多重特異性抗体、例えば二重特異性抗体である。多重特
異性抗体は、少なくとも2つの異なる部位に対する結合特異性を有しているモノクローナ
ル抗体である。一定の態様において、結合特異性の内の一方は、第1の抗原に対するもの
であり、他方は、異なる第2の抗原に対するものである。一定の態様において、二重特異
性抗体は、同じ抗原の2つの異なるエピトープに結合し得る。二重特異性抗体は、完全長
抗体または抗体断片として調製することができる。1つの態様において、抗体は、第1の抗
原および第2の抗原に特異的に結合する二重特異性抗体である。1つの態様において、二重
特異性抗体は、(i)第1の抗原または抗原上の第1のエピトープに特異的に結合する第1の結
合特異性、および(ii)第2の抗原または(同じ)抗原上の第2のエピトープに特異的に結合す
る第2の結合特異性を有している。1つの態様において、同じ抗原上の第2のエピトープは
、重複しないエピトープである。
【００５８】
　多重特異性抗体は、WO2009/080251、WO2009/080252、WO2009/080253、WO2009/080254、
WO2010/112193、WO2010/115589、WO2010/136172、WO2010/145792、またはWO2010/145793
において説明されている。
【００５９】
　そのコンジュゲーション相手へのトレーサー抗体および/または捕捉抗体のコンジュゲ
ーションは、化学結合または特異的結合対を介した結合など様々な方法によって実施する
ことができる。本明細書において使用される「コンジュゲーション相手」という用語は、
例えば、固体支持体、ポリペプチド、検出可能な標識、特異的結合対のメンバーを意味す
る。
【００６０】
　1つの態様において、そのコンジュゲーション相手への捕捉抗体および/またはトレーサ
ー抗体のコンジュゲーションは、抗体のアミノ酸骨格のN末端基および/もしくはε-アミ
ノ基(リジン)、異なるリジンのε-アミノ基、カルボキシ官能基、スルフヒドリル官能基
、ヒドロキシル官能基、および/もしくはフェノール官能基、ならびに/または抗体の炭水
化物構造の糖アルコール基を介した化学的結合によって行われる。1つの態様において、
捕捉抗体および/またはトレーサー抗体は、特異的結合対を介してそのコンジュゲーショ
ン相手にコンジュゲートされる。好ましくは、捕捉抗体はビオチンにコンジュゲートされ
、固体支持体に固定されたアビジンまたはストレプトアビジンを介して、固体支持体への
固定化が行われる。好ましくは、トレーサー抗体は、ジゴキシゲニンにコンジュゲートさ
れ、検出可能な標識への連結は、ジゴキシゲニンに対する抗体を介して行われる。
【００６１】
　本明細書において使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に同種の抗
体集団から得られた抗体を意味する。すなわち、この集団を構成する個々の抗体は、存在
し得る変異体抗体(例えば、天然に存在する変異を含むか、またはモノクローナル抗体調
製物を作製する間に発生し、このような変異体は、通常、少量で存在する)を除いて、同
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一であり、かつ/または同じエピトープに結合する。様々な決定基(エピトープ)を対象と
する様々な抗体を典型的に含むポリクローナル抗体調製物とは対照的に、モノクローナル
抗体調製物の各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基を対象とする。したがって
、「モノクローナル」という修飾語は、実質的に同種の抗体集団から得られたものである
という抗体の特徴を示し、いずれかの特定の方法による抗体の作製を必要とすると解釈さ
れるべきではない。例えば、本発明に従って使用するためのモノクローナル抗体は、限定
されるわけではないが、ハイブリドーマ法、組換えDNA法、ファージディスプレイ法、お
よびヒト免疫グロブリン遺伝子座の全部または一部分を含むトランスジェニック動物を使
用する方法を含む、様々な技術によって作製することができ、モノクローナル抗体を作製
するためのこのような方法および他の例示的な方法は、本明細書において説明される。
【００６２】
　様々なイムノアッセイ法の原理が、例えば、Hage, D.S. (Anal. Chem. 71 (1999) 294R
-304R)によって説明されている。Lu, B.ら(Analyst 121 (1996) 29R-32R)は、イムノアッ
セイ法において使用するための抗体の方向付けられた固定を報告している。アビジン-ビ
オチンを媒介としたイムノアッセイ法は、例えばWilchek, M., and Bayer, E.A., in Met
hods Enzymol. 184 (1990) 467-469によって報告されている。
【００６３】
　ポリペプチドならびにモノクローナル抗体およびそれらの定常ドメインは、結合対のメ
ンバー、例えば、ポリペプチド/タンパク質、ポリマー(例えば、PEG、セルロース、もし
くはポリスチロール)、または酵素にコンジュゲートするためのいくつかの反応性アミノ
酸側鎖を含む。アミノ酸の化学的反応性基は、例えば、アミノ基(リジン、α-アミノ基)
、チオール基(シスチン、システイン、およびメチオニン)、カルボン酸基(アスパラギン
酸、グルタミン酸)、ならびに糖アルコール基である。このような方法は、例えば、Aslam
 M., and Dent, A., in “Bioconjugation”, MacMillan Ref. Ltd. 1999, pages 50-100
によって説明されている。
【００６４】
　ポリペプチドおよび抗体の最も一般的な反応性基の内の1つは、アミノ酸リジンの脂肪
族ε-アミンである。一般に、ほぼすべてのポリペプチドおよび抗体が、豊富なリジンを
含んでいる。リジンのアミンは、pH8.0(pKa=9.18)より上でかなり良い求核剤であり、し
たがって、様々な試薬と容易に、かつすんなり反応して、安定な結合を形成する。アミン
反応性の試薬は、リジンおよびタンパク質のα-アミノ基と主に反応する。反応性エステ
ル、特にN-ヒドロキシ-スクシンイミド(NHS)エステルは、アミン基の修飾のために最も一
般的に使用される試薬の1つである。水性環境における反応のための最適pHは、pH8.0～9.
0である。イソチオシアナートは、アミン修飾試薬であり、タンパク質とチオ尿素結合を
形成する。これらは、(最適には、pH9.0～9.5で)水溶液中のタンパク質アミンと反応する
。アルデヒドは、穏やかな水性条件下で脂肪族および芳香族のアミン、ヒドラジン、およ
びヒドラジドと反応して、イミン中間体(シッフ塩基)を形成する。シッフ塩基は、穏やか
な還元剤または強力な還元剤(水素化ホウ素ナトリウムまたはシアノ水素化ホウ素ナトリ
ウムなど)を用いて選択的に還元して、安定なアルキルアミン結合を誘導することができ
る。アミンを修飾するのに使用されている他の試薬は、酸無水物である。例えば、ジエチ
レントリアミン五酢酸無水物(DTPA)は、2つのアミン反応性無水物基を含む、二官能性キ
レート剤である。これは、アミノ酸のN末端基およびε-アミン基と反応してアミド結合を
形成することができる。無水物環が開いて、配位化合物中の金属にしっかりと結合するこ
とができる多価の金属キレート化アームを作り出す。
【００６５】
　ポリペプチドおよび抗体中の別の一般的な反応性基は、硫黄含有アミノ酸シスチンおよ
びその還元生成物システイン(またはハーフシスチン)に由来するチオール残基である。シ
ステインは、アミンよりも求核性が高く、通常、タンパク質中の最も反応性の高い官能基
である、遊離チオール基を含む。通常、チオールは中性pHにおいて反応性であり、したが
って、アミンの存在下で選択的に他の分子と結合し得る。遊離スルフヒドリル基は比較的
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よく反応するため、これらの基を有しているタンパク質はしばしば、それらがジスルフィ
ド基またはジスルフィド結合として酸化型である状態で、存在する。このようなタンパク
質では、反応性の遊離チオールを生じさせるために、ジチオスレイトール(DTT)のような
試薬を用いてジスルフィド結合を還元することが必要とされる。チオール反応性試薬は、
ポリペプチド上のチオール基に結合して、チオエーテル結合生成物を形成するものである
。これらの試薬は、微酸性～中性pHで迅速に反応し、したがって、アミン基の存在下で選
択的に反応させることができる。反応性アミノ基を介して複数のスルフヒドリル基を導入
する効率的な方法を提供するためにトラウト試薬(2-イミノチオラン)、スクシンイミジル
(アセチルチオ)アセタート(SATA)、およびスルホスクシンイミジル6-[3-(2-ピリジルジチ
オ)プロピオンアミド]ヘキサノアート(スルホ-LC-SPDP)などのいくつかのチオール化架橋
試薬を使用することが、文献で報告されている。ハロアセチル誘導体、例えばヨードアセ
トアミドは、チオエーテル結合を形成し、これらもまた、チオール修飾用の試薬である。
さらなる有用な試薬はマレイミドである。マレイミドとチオール反応性試薬との反応は、
ヨードアセトアミドと本質的に同じである。マレイミドは、微酸性から中性pHで迅速に反
応する。
【００６６】
　ポリペプチドおよび抗体中の別の一般的な反応性基は、カルボン酸である。ポリペプチ
ドおよび抗体は、C末端位に、ならびにアスパラギン酸およびグルタミン酸の側鎖内にカ
ルボン酸基を含む。カルボン酸の水中での反応性は比較的低いため、ポリペプチドおよび
抗体を選択的に改変するためにこれらの基を使用することは、通常、困難である。これを
行う場合、通常は、水溶性カルボジイミドの使用によってカルボン酸基を反応性エステル
に変換し、アミン、ヒドラジド、またはヒドラジンなどの求核試薬と反応させる。より高
塩基性のリジンのε－アミンの存在下で活性化カルボン酸と選択的に反応させて安定なア
ミド結合を形成させるために、アミン含有試薬は弱塩基性であるべきである。pHを8.0よ
り高くに上げると、タンパク質の架橋が起こり得る。
【００６７】
　過ヨウ素酸ナトリウムは、抗体に結合した炭水化物部分内の糖のアルコール部分を酸化
してアルデヒドにするために使用することができる。各アルデヒド基は、カルボン酸につ
いて説明したように、アミン、ヒドラジド、またはヒドラジンと反応させることができる
。炭水化物部分は抗体の結晶化可能な断片(Fc)領域に主に存在するため、抗原結合部位か
ら離れた炭水化物を部位特異的に改変することによってコンジュゲーションを実現するこ
とができる。シッフ塩基中間体が形成され、水溶性還元剤のシアノ水素化ホウ素ナトリウ
ム(穏やかで選択的)または水素化ホウ素ナトリウム(強力)を用いてこの中間体を還元する
ことによって、アルキルアミンに還元することができる。
【００６８】
　「実験動物」という用語は、飼育動物および家畜、ならびに高等霊長類を含むが、ヒト
を除く、任意の哺乳動物を意味する。1つの態様において、本明細書において報告される
方法は、マウス、ラット、ウサギ、ヤギ、ヒツジ、イヌ、ネコ、ならびにキツネザル、サ
ル、マーモセット、および類人猿のような霊長類を含む群より選択される実験動物から得
られた試料を用いて実施される。実験動物が小型類人猿である場合、人類に最も近い近縁
種、大型類人猿、特に、チンパンジー、ボノボ、ゴリラ、およびオランウータンの群は除
外される。
【００６９】
　「試料」という用語は、生物または元は生物であったものに由来する任意の量の物質を
含むが、それに限定されるわけではない。このような生物には、ヒト、マウス、サル、ラ
ット、ウサギ、および他の動物が含まれるが、それらに限定されるわけではない。1つの
態様において、試料は、サル、特にカニクイザル、またはウサギ、またはマウス、または
ラット、またはヒトから取得される。1つの態様において、このような物質には、個体由
来の全血、血漿、または血清が含まれ、これらは臨床ルーチンにおいて最も広く使用され
る試料源であるが、それらに限定されるわけではない。
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【００７０】
　「固相」という用語は、非流動性物質を意味し、ポリマー、金属(常磁性粒子、強磁性
粒子)、ガラス、およびセラミックなどの材料から作製された粒子(微粒子およびビーズを
含む);シリカ、アルミナ、およびポリマーゲルなどのゲル物質;ポリマー、金属、ガラス
、および/またはセラミック製であり得るキャピラリー;ゼオライトおよび他の多孔性物質
;電極;マイクロタイタープレート;ソリッドストリップ;ならびにキュベット、チューブ、
または他の分光計用試料容器を含む。「固相」が、試料中のある物質と相互作用すると意
図される少なくとも1つの部分をその表面に含むという点で、固相構成要素は、不活性な
固体表面と区別される。固相は、チューブ、ストリップ、キュベット、もしくはマイクロ
タイタープレートなどの静止構成要素であってよく、またはビーズおよび微粒子などの非
静止構成要素であってよい。タンパク質および他の物質の非共有結合または共有結合のい
ずれかを可能にする様々な微粒子が、使用され得る。このような粒子には、ポリスチレン
およびポリ(メチルメタクリラート)などのポリマー粒子;金ナノ粒子および金コロイドな
どの金粒子;ならびにシリカ、ガラス、および金属酸化物粒子などのセラミック粒子が含
まれる。例えば、Martin, C.R., et al., Analytical Chemistry-News & Features, 70 (
1998) 322A-327AまたはButler, J.E., Methods 22 (2000) 4-23を参照されたい。
【００７１】
　色素原（蛍光性または発光性の基および色素）、酵素、NMR活性基、または金属粒子、
ハプテン、例えばジゴキシゲニンは、「検出可能な標識」の例である。また、検出可能な
標識は、光で活性化され得る架橋基、例えばアジド基またはアジリン基であってもよい。
電気化学発光に基づいて検出できる金属キレートもまた、好ましいシグナル放出基であり
、ルテニウムキレート、例えばルテニウム(ピスピリジル)3

2+キレートが特に好ましい。
適切なルテニウム標識基は、例えば、EP0580979、WO90/05301、WO90/11511、およびWO92/
14138において説明されている。直接的検出の場合、標識基は、色素、化学発光基のよう
な発光性標識基、例えば、アクリジニウムエステルもしくはジオキセタン、または蛍光色
素、例えば、フルオレセイン、クマリン、ローダミン、オキサジン、レゾルフィン、シア
ニン、およびそれらの誘導体など任意の公知の検出可能マーカー基より選択され得る。標
識基の他の例は、ルテニウム錯体またはユーロピウム錯体などの発光性金属錯体、例えば
ELISAまたはCEDIA(Cloned Enzyme Donor Immunoassay、例えばEP-A-0061888)のために使
用される酵素、および放射性同位体である。
【００７２】
　間接的検出系は、例えば、検出試薬を含み、例えば、検出抗体は、生物親和性結合対の
第1の相手で標識されている。適切な結合対の例は、ハプテンまたは抗原/抗体、ビオチン
またはビオチン類似体(例えば、アミノビオチン、イミノビオチン、もしくはデスチオビ
オチン)/アビジンまたはストレプトアビジン、糖/レクチン、核酸または核酸類似体/相補
的核酸、および受容体/リガンド、例えばステロイドホルモン受容体/ステロイドホルモン
である。好ましい第1の結合対メンバーには、ハプテン、抗原、およびホルモンが含まれ
る。ジゴキシンのようなハプテンならびにビオチンおよびそれらの類似体が、特に好まし
い。このような結合対の第2の相手、例えば、抗体、ストレプトアビジンなどは、通常、
例えば前述の標識によって、直接的検出を可能にするために標識される。
【００７３】
　「タンパク質」は、ペプチド結合によって連結されたアミノ酸からなるポリマーであり
、天然に産生されるか、または合成的に作製されるかを問わない。約20個未満のアミノ酸
残基からなるタンパク質は、「ペプチド」と呼ばれ得るのに対し、50個未満のアミノ酸残
基を含む分子は、「ポリペプチド」と呼ばれ得る。また、タンパク質は、炭水化物基、金
属イオン、またはカルボン酸エステルなどの非アミノ酸構成要素を含んでもよい。非アミ
ノ酸構成要素は、タンパク質が発現される場の細胞によって付加されてよく、細胞のタイ
プによって様々であり得る。本明細書において、タンパク質は、それらのアミノ酸骨格構
造またはそれをコードする核酸の観点から定義される。通常、炭水化物基などの付加は詳
述されないが、それでもなお存在してよい。
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【００７４】
　「試料中のリガンド結合タンパク質のリガンドの総量」という用語は、遊離型の循環リ
ガンド、すなわち他の任意の構成要素に結合していないリガンドと、結合型の循環リガン
ド、すなわち他の任意の構成要素に酸分離可能な形態で結合しているリガンドの合計を意
味する。
【００７５】
本明細書において報告される方法
　本明細書において報告される方法を用いると、「薬物特異的」標的濃度を検出すること
が可能である。「バイオマーカー」アッセイ法（市販されているか、または様々な抗体/
クローンに基づく)が同じ標的を検出するかどうかを明らかにするためのさらなる努力は
、必要ではない。さらに、必要とされる試薬は、プロジェクトの早期に入手可能であり、
これにより、プロジェクトを早期に支援することが可能になる（薬物は入手可能であり、
ポリクローナル抗体は、適度なスケジュールの範囲内で入手可能である）。したがって、
本明細書において報告される方法(=TADELISアッセイ法）は、広く応用できる。
【００７６】
　本明細書において報告される方法で決定される循環リガンドは、リガンド結合タンパク
質の標的である。リガンド結合タンパク質は、疾患を治療するためにヒトにおいて使用す
ることが意図される治療的タンパク質である。したがって、リガンドは、リガンドがその
内因性対応物に結合することによって発揮される、生物(ヒトまたは非ヒト）内部での特
異的機能を有している。したがって、リガンドは、外因性リガンド結合タンパク質のほか
に、1種または複数種の実体に結合することができる。
【００７７】
　さらに、リガンドは、様々な形態、例えば、様々なアイソフォーム、改変型で、インビ
ボで存在することができ、その内のごく限られた数、またはさらには、ただ1つの形態が
、リガンド結合タンパク質の標的である。したがって、この/これらの形態のみが、決定
されるべきである。
【００７８】
　インビボでリガンド結合タンパク質が実際に認識し結合することができる、リガンド結
合タンパク質の循環リガンドを決定するための方法が、本明細書において報告される。こ
の方法は、治療的リガンド結合タンパク質の、結合能力のある循環リガンドの総量を決定
するためのものである。
【００７９】
　通常、リガンド結合タンパク質の、そのリガンド、すなわち標的への結合は、それらの
各濃度ならびにリガンドに対するリガンド結合タンパク質の親和性および/または結合活
性の影響を受ける動的平衡であると考えられる。したがって、インビボでのこの平衡を理
解するため、すなわち、リガンド結合タンパク質の薬物動態学的特徴および薬力学的特徴
を決定するためには、血漿試料または血清試料中の両者（リガンドおよびリガンド結合タ
ンパク質)の濃度、すなわち量を決定しなければならない。
【００８０】
　リガンド結合タンパク質がインビボで存在することが原因で、リガンドの濃度は変動/
変化し得る。リガンド結合タンパク質がリガンドに結合すると、リガンドは、潜在的不活
性型に変換される。この結果、循環リガンド濃度が低下するか（例えば、結合されたリガ
ンドが、リガンド結合タンパク質と共に循環から除去される場合)、循環リガンド濃度が
ほぼ一定になるか（例えば、リガンド結合タンパク質によって引き起こされるリガンド濃
度低下に対抗するために、リガンド産生が増加する場合）、または循環リガンド濃度が上
昇する（例えば、リガンド産生が増加するか、もしくはリガンドが蓄積するか、もしくは
リガンドのクリアランスが減少する場合）。後者の場合、遊離リガンドおよび全リガンド
が、投与後に増加する。これにより、リガンド結合タンパク質の意図した治療効果が相殺
され得るか、または副反応が引き起こされ得る。
【００８１】
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　循環リガンドの総量を用いて、投与されるリガンド結合タンパク質のインビボでの効果
を特徴付けることができる。
【００８２】
　本明細書において報告される方法で使用されるTADELISアッセイ法形式により、薬物抵
抗性（=リガンド結合タンパク質抵抗性）が実現する。
【００８３】
　この方法で使用されるTADELISアッセイ法形式により、薬物抵抗性（=リガンド結合タン
パク質抵抗性）を高めた、リガンド結合タンパク質を検出するための効率的な方法が実現
する。
【００８４】
　逆TADELISアッセイ法形式を用いることにより、すなわち、異なるコンジュゲーション
相手を捕捉試薬として含むように検出試薬を改変することにより、方法の薬物抵抗性を高
められることが、判明している。その結果、捕捉試薬を最低限の必要濃度で使用して、感
度を有効にする/高めることができる。これは、薬物抵抗性にとって必須ではない。その
結果、数ある中でも、同様に改変した捕捉試薬および検出試薬（例えば、どちらもビオチ
ン標識されている）を用いる従来の「ADA様ブリッジング」形式と比べて少ない試薬消費
が実現され得る。さらに、本明細書において報告される方法で使用されるTADELISアッセ
イ法では、(多段階の複合体形成の寄与により）、例えば1段階形式において見られるよう
な同じエピトープを得るための試薬競合が起こらない。
【００８５】
　さらに、捕捉試薬は、ポリクローナル抗体であってよい。標識リガンド結合タンパク質
がリガンドに結合することにより、各エピトープはマスクされる。捕捉試薬のポリクロー
ナル性質が原因で、リガンド上の他のエピトープもまた、認識され、複合体の形成に使用
される。さらに、完全に形成された複合体は固定化されるため、結合された抗リガンド抗
体(捕捉試薬)による立体障害が原因となって固体支持体表面の結合部位が失われることは
ない。したがって、他のアッセイ法の設定と比べて、固体表面の有効積載量が増加する。
【００８６】
　（単に）1つの態様において、常法によって決定されたリガンド結合タンパク質の解離
速度定数は、インキュベーション時間に関連しており、例えば、同じエピトープに対する
捕捉試薬と検出試薬の競合を最小限にするために、インキュベーション時間を決定するの
に使用することができる。ポリクローナル抗体が使用される場合の捕捉試薬の結合特徴(
エピトープ分布、親和性）は、関連しておらず、明らかにしなくてもよい。これにより、
アッセイ法の薬物抵抗性に影響を及ぼさずに（アッセイ法の頑健性の上昇）、様々な供給
源または様々なチャージ（charge）に由来するポリクローナル捕捉試薬を使用することが
可能になる。
【００８７】
　本発明において報告される方法を、以下に例示する。したがって、特定の試薬が使用さ
れなければならない。しかし、これは、本明細書において報告される方法の制約として解
釈する必要はない。これは、単なる例証にすぎない。本発明の本当の範囲は、特許請求の
範囲において設定される。
【００８８】
　実施例を実施するのに使用される構成要素：
リガンド結合タンパク質:シュードモナス菌外毒素にコンジュゲートされた抗メソテリン
抗体
抗リガンド抗体：ポリクローナル抗メソテリン抗体
【００８９】
　TADELISアッセイ法は、以下の段階を用いて実施された：
-酸解離(試料10μL、0.1mol/Lグリシン溶液50μL、pH2、30分)、
-ジゴキシゲニンにコンジュゲートされたモノクローナル抗メソテリン抗体を含むTris/Lo
wCross緩衝液（登録商標）50μLの添加および1時間のインキュベーション
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-マルチウェルプレートのウェルへの添加および1時間のインキュベーション、
-ビオチンにコンジュゲートされたポリクローナル抗メソテリン抗体調製物を含むLowCros
s緩衝液（登録商標）200μLの添加および20分間のインキュベーション、
-ストレプトアビジンでコーティングされたマルチウェルプレートのウェルへの溶液の添
加および30分間のインキュベーション、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-HRPにコンジュゲートされた抗ジゴキシゲニン抗体を含む溶液(50mU)を添加する段階、
-プレートを40分間インキュベーションする段階、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-読み取り値を生じさせるために基質溶液を添加する段階、
-プレートをインキュベーションする段階、
-吸光度の値の決定、
-検量線を用いて、分析物濃度を決定する段階。
【００９０】
　アッセイ法は、交差反応性のメソテリンを含有していないウサギ血漿を用いて実施した
。検量線を作成した（図6に示す）。アッセイ範囲は、0.16nM～25nM(血漿中濃度)である
。
【００９１】
　アッセイ法における回収率は、以下の式に示すように、残存薬物に対する検出薬物の比
と定義される。

【００９２】
　捕捉抗体の濃度を一定に保ち、トレーサー抗体の濃度(およびそれによって比）を変え
ることによって、または同様にトレーサー抗体の濃度を一定に保ち、捕捉抗体の濃度を変
えることによって、第1の濃度の捕捉抗体またはトレーサー抗体で得られる回収率から始
めて、アッセイ法の回収率を良くすることができる。
【００９３】
　捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約1.7の場合、このアッセイ法の平均標的回収率
は、75μg/mLの薬物濃度において約24%、15μg/mLの薬物濃度において約56%、3μg/mLの
薬物濃度において約86%、および0.6μg/mLの薬物濃度において約92%である。
【００９４】
　比を大きくした第2の実施例においても、検量線を作成した（図7に示す）。アッセイ範
囲は、0.78nM～50nMである。
【００９５】
　捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約8.86の場合、このアッセイ法の平均標的回収率
は、75μg/mLの薬物濃度において約67%、15μg/mLの薬物濃度において約82%、3μg/mLの
薬物濃度において約88%、および0.6μg/mLの薬物濃度において約98%である。
【００９６】
　さらに比を大きくした第3の実施例においても、検量線を作成した（図8に示す）。アッ
セイ範囲は、1.56nM～50nMである。
【００９７】
　捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約44.3の場合、このアッセイ法の平均標的回収率
は、75μg/mLの薬物濃度において約83%、15μg/mLの薬物濃度において約83%、3μg/mLの
薬物濃度において約86%、および0.6μg/mLの薬物濃度において約90%である。
【００９８】
　80%またはそれ以上の回収率が、例えば、前臨床試験または臨床試験において薬物含有
試料を解析する際に本明細書において報告されるアッセイ法を使用する場合の目標である
としても、それは必須ではない。それでもなお、上記に提供したデータは、捕捉抗体に対
する検出抗体の重量比とは無関係に、回収率が80%またはそれ以上である動作範囲が確認
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できること、すなわち存在することを、明らかに示している。この動作範囲は、例えば、
量を段階的に減らしたリガンド（=分析物）がその中に添加された（すなわち、試料中に
存在する）試料系列の解析を実施することにより、過度の負担を伴わずに当業者は容易に
決定することができる。
【００９９】
　さらに、本明細書において報告されるアッセイ法は、その結果が「あり」または「なし
」であろう場合、すなわちリガンド結合タンパク質(治療物質)のリガンドが存在するか否
かである場合、任意の回収率で実施することができる。この場合、アッセイ法は、検出限
界より上で行われる必要があるだけである。
【０１００】
　さらに、本明細書において報告されるアッセイ法は、分析物の定量に使用される他の任
意のアッセイ法と同様に、検証されなければならない。この検証の間に、標的回収率に基
づく各動作範囲を決定する。
【０１０１】
　さらに、本明細書において報告されるアッセイ法のための検量線を確立することができ
る。この検量線を用いて、試料中に存在する分析物の量と分析物の回収量の関係を明らか
にする。この関係を用いて、アッセイ結果を計算する間に任意の回収率を補正し、それに
よって低回収率に対処する。
【０１０２】
　したがって、1つの態様において、本明細書において報告される方法は、以下の段階を
含む：
(a)
- 試料を酸処理に供する段階、
- 抗リガンド抗体および標識リガンド結合タンパク質を試料に添加することによって、
　(i)抗リガンド抗体、
　(ii)リガンド、および
　(iii)標識リガンド結合タンパク質
を含む非共有結合複合体を溶液中で形成させる段階、ならびに
- 複合体の量を決定する段階、
(b)
-リガンドを含まない試料（すなわち、段階(a)の検出限界より少ない量のリガンドを含む
）に、定められているが異なる量のリガンドを添加することによって得られる少なくとも
2種の試料を用いて段階(a)を実施することによって、検量線を定める段階、
(c)
- 段階(a)および段階(b)の結果を用いて、リガンド結合タンパク質のリガンドの量を決定
する段階。
【０１０３】
　したがって、1つの態様において、本明細書において報告される方法は、以下の条件で
実施される：
- 捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約1.7であり、薬物濃度が5μg/mLもしくはそれ以
下、1つの態様においては5μg/mL～0.01μg/mLの範囲、別の態様においては3μg/mL～0.6
μg/mLの範囲である、および/または
- 捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約8.85であり、薬物濃度が18μg/mLもしくはそれ
以下、1つの態様においては18μg/mL～0.01μg/mLの範囲、別の態様においては15μg/mL
～0.6μg/mLの範囲である、および/または
- 捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約44であり、薬物濃度が80μg/mLもしくはそれ以
下、1つの態様においては80μg/mL～0.01μg/mLの範囲、別の態様においては75μg/mL～0
.6μg/mLの範囲である。
【０１０４】
　したがって、1つの態様において、本明細書において報告される方法は、以下の条件で
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実施される：
- 捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約1.7であり、検出抗体濃度が約14nMであり、薬
物濃度が5μg/mLもしくはそれ以下、1つの態様においては5μg/mL～0.01μg/mLの範囲、
別の態様においては3μg/mL～0.6μg/mLの範囲である、および/または
- 捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約8.85であり、薬物濃度が18μg/mLもしくはそれ
以下、1つの態様においては18μg/mL～0.01μg/mLの範囲、別の態様においては15μg/mL
～0.6μg/mLの範囲である、および/または
- 捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約44であり、検出抗体濃度が約338nMであり、薬
物濃度が80μg/mLもしくはそれ以下、1つの態様においては80μg/mL～0.01μg/mLの範囲
、別の態様においては75μg/mL～0.6μg/mLの範囲である。
【０１０５】
　リガンド結合タンパク質の血清濃度が10μg/ml～150μg/mLの間であると想定して、通
常、以下の表に列挙した比が、TADELISアッセイ法において使用される。

【０１０６】
　したがって、1つの態様において、本明細書において報告される方法は、検出抗体に対
する試料中のリガンド結合タンパク質の重量比が0.1～45であり、試料中のリガンド結合
タンパク質濃度が150μg/mLまたはそれ以下、1つの態様においては150μg/mL～10μg/mL
の範囲である条件で、実施される。
【０１０７】
　したがって、1つの態様において、本明細書において報告される方法は、検出抗体に対
する試料中のリガンド結合タンパク質の重量比が1.75～45であり、試料中のリガンド結合
タンパク質濃度が150μg/mLまたはそれ以下、1つの態様においては150μg/mL～10μg/mL
の範囲である条件で、実施される。
【０１０８】
　したがって、1つの態様において、本明細書において報告される方法は、検出抗体に対
する試料中のリガンド結合タンパク質の重量比が2.5～45であり、試料中のリガンド結合
タンパク質濃度が150μg/mLまたはそれ以下、1つの態様においては150μg/mL～10μg/mL
の範囲である条件で、実施される。
【０１０９】
　したがって、1つの態様において、本明細書において報告される方法は、捕捉抗体に対
する試料中のリガンド結合タンパク質の重量比が0.05～0.15であり、試料中のリガンド結
合タンパク質濃度が150μg/mLまたはそれ以下、1つの態様においては150μg/mL～10μg/m
Lの範囲である条件で、実施される。
【０１１０】
　TADELISアッセイ法の総実行時間は、約3.5時間である。
【０１１１】
比較アッセイ形式
　以下で、一般に公知である3種の異なるアッセイ形式を、できる限りTADELISアッセイ法
に合わせた。特に、今までに報告されていない、リガンド検出アッセイ法における酸解離
段階の使用を、これらのアッセイ法に含めた。
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【０１１２】
1　市販のメソテリンアッセイ法
　Fujirebio Diagnostics, Inc.(Malvern, PA, USA)社製の市販のメソテリンアッセイ法M
esomark（登録商標）を、製造業者の取扱い説明書に従って実施した。
【０１１３】
　Mesomark（登録商標）アッセイ法は、可溶性メソテリン関連ペプチド(SMRP)を定量測定
するための手動式酵素結合免疫吸着測定法である。SMRPは、中皮腫細胞によって血流中に
放出されるバイオマーカーである。血液試料を患者から採取し、次いで、血液中に存在す
るSMRPのレベルを決定するために試験する。SMRPに特異的に結合することが公知であるモ
ノクローナル抗体を用いることによって、血液中に存在するSMRPの量の決定を行う。結合
した抗体の量を測定することにより、患者の血液中に存在するSMRPの量を算出することが
できる（情報は、製造業者のウェブサイトから得られる)。
【０１１４】
　検出は、標準的なELISAマイクロプレートサンドイッチアッセイ法を用いる比色反応に
よって行う。2種の異なるモノクローナル抗体を使用する：SMRP分子の捕捉のためのもの
、およびSMRP分子の検出のためのもの。比色反応は、西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)
標識抗体と反応する発色基質を添加することによる。
【０１１５】
　このアッセイ法は、以下の段階を含む：
-血清試料の希釈（1:101、試料10μLおよび緩衝液1mL)、
-捕捉モノクローナル抗体でコーティングしたマイクロタイタープレートのウェルに希釈
試料(100μL)を添加する段階、
-振盪しながら(700rpm)プレートを室温で約60分間インキュベーションする段階、
-上清を除去し、ウェルを入念に洗浄する段階、
-HRPにコンジュゲートされた第2のモノクローナル抗体を含む溶液100μLを添加する段階
、
-振盪しながら(700rpm)プレートを室温で約60分間インキュベーションする段階、
-上清を除去し、ウェルを入念に洗浄する段階、
-読み取り値を生じさせるために基質溶液100μLを添加する段階、
-振盪しながら(700rpm)プレートを室温で約15分間インキュベーションする段階、
-塩酸(100μL、1%(w/v))の添加によって反応を停止させる段階、
-吸光度の値の決定、
-検量線を用いて、分析物濃度を決定する段階。
【０１１６】
　アッセイ法は、キットの較正プローブおよび品質管理試料を用いて、ウサギ血清を用い
て実施した。ウサギ血清はウサギメソテリンを含んでいるが、提供される抗体はウサギメ
ソテリンに結合しないため、これはこのアッセイ法では交差反応性ではない。したがって
、ヒトメソテリンを添加された試料のみを決定することができる。
【０１１７】
　メソテリン濃度0nM～32nMにまたがる検量線を作成した（図3に示す）。アッセイ範囲は
、2nM～32nMである。
【０１１８】
　このアッセイ法の標的回収率は、較正試料に対して96%～104%の間であり、平均して約1
00%である。品質管理試料の場合、回収率は93%～96%の間である。
【０１１９】
　Mesomark(登録商標）アッセイ法の総実行時間は、約2.5時間である。このアッセイ法は
、カニクイザルメソテリンを検出しない。
【０１２０】
2　ADA形式
　この比較例では、TADELISアッセイ法の場合と同じ試薬を使用した。
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【０１２１】
　このアッセイ法は、以下の段階を含む：
-酸解離(試料10μL、0.1mol/Lグリシン溶液50μL、pH2、30分)、
-1つはビオチンにコンジュゲートされ、1つはジゴキシゲニンにコンジュゲートされてい
る、標的の異なるエピトープに結合する2種の抗体溶液（mAbおよびpAb)を含むTris/LowCr
oss緩衝液（登録商標）50μL（LowCross緩衝液（登録商標）2100μL＋0.5M Tris-HCl(pH8
.5)900μL)およびLowCross緩衝液（登録商標）200μLの、酸解離物への添加、ならびに1
時間のインキュベーション、
-ストレプトアビジンでコーティングされたマルチウェルプレートのウェルへの添加およ
び1時間のインキュベーション、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-HRPにコンジュゲートされた抗ジゴキシゲニン抗体を含む溶液(50mU)を添加する段階、
-プレートを約1時間インキュベーションする段階、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-読み取り値を生じさせるために基質溶液を添加する段階、
-プレートをインキュベーションする段階、
-吸光度の値または蛍光単位の決定、
-検量線を用いて、分析物濃度を決定する段階。
【０１２２】
　アッセイ法は、交差反応性のメソテリンを含有していないウサギ血漿を用いて実施した
。検量線を作成した（図5に示す）。アッセイ範囲は、0.78nM～50nMである。
【０１２３】
　このアッセイ法の平均標的回収率は、75μg/mLの薬物濃度において約54%、15μg/mLの
薬物濃度において約80%、3μg/mLの薬物濃度において約91%、および0.6μg/mLの薬物濃度
において約98%である。
【０１２４】
　ADA形式アッセイ法の総実行時間は、約4時間である。
【０１２５】
　通常、ADA形式は、標的上の異なるエピトープに結合するが種交差反応性が同じである
少なくとも2種のモノクローナル抗体を必要とする。同じ種交差反応性/親和性を有してお
り、干渉しないエピトープに結合する2種の抗体を提供できるかどうかは疑わしい。
【０１２６】
3　段階的メソテリンアッセイ法
　この比較例では、TADELISアッセイ法の場合と同じ試薬を使用した。
【０１２７】
　このアッセイ法は、以下の段階を含む：
-ストレプトアビジンでコーティングされたマルチウェルプレートのウェルを、ビオチン
標識ポリクローナル抗メソテリン抗体と共にインキュベーションした(500ng/mL;1.25時間
)、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-酸解離(試料10μL、0.1mol/Lグリシン溶液50μL、pH2、30分)、
-Tris/LowCross緩衝液（登録商標）50μL（LowCross緩衝液（登録商標）2100μL＋0.5M T
ris-HCl(pH8.5)900μL)およびLowCross緩衝液（登録商標）200μLの、酸解離物への添加
ならびにマルチウェルプレートのウェルへの添加、ならびに1時間のインキュベーション
、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-ジゴキシゲニン標識モノクローナル抗メソテリン抗体を含む溶液(500ng/mL)の添加およ
び1時間のインキュベーション、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-HRPにコンジュゲートされた抗ジゴキシゲニン抗体を含む溶液(50mU)を添加する段階、
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-プレートを約1時間インキュベーションする段階、
-上清を除去し、ウェルを洗浄する段階、
-読み取り値を生じさせるために基質溶液を添加する段階、
-プレートをインキュベーションする段階、
-吸光度の値の決定、
-検量線を用いて、分析物濃度を決定する段階。
【０１２８】
　アッセイ法は、交差反応性のメソテリンを含有していないウサギ血漿を用いて実施した
。メソテリン濃度0nM～25nMにまたがる検量線を作成した（図4に示す）。アッセイ範囲は
、0.39nM～25nMである。
【０１２９】
　このアッセイ法の平均標的回収率は、9μg/mLの薬物濃度において約20%、3μg/mLの薬
物濃度において約44%、および1μg/mLの薬物濃度において約71%である。
【０１３０】
　捕捉抗体に対する検出抗体の比を5倍増やして、このアッセイ法を再度実施した。この
場合の平均標的回収率は、75μg/mLの薬物濃度において約10%、15μg/mLの薬物濃度にお
いて約12%、3μg/mLの薬物濃度において約34%、および0.6μg/mLの薬物濃度において約69
%である。
【０１３１】
　段階的アッセイ法の総実行時間は、約5時間である。
【０１３２】
概要:
　下記の表から認めることができるように、本明細書において報告されるTADELISアッセ
イ法は、他のアッセイ形式と比較して、使用試薬の（プロジェクトの継続期間における）
早期の入手しやすさ、薬物を含有する試料の平均回収率、扱われる種の範囲、および時間
の点で、有利である。

【０１３３】
　以下の実施例および図面は、本発明の理解を助けるために提供され、本発明の真の範囲
は添付の特許請求の範囲において説明される。本発明の精神から逸脱することなく、説明
される手順に修正を加えてよいことが理解される。
【図面の簡単な説明】
【０１３４】
【図１】実施例1で使用される化合物を用いて例示される本明細書において報告される方
法の全体的な図解である。
【図２】実施例1で使用される化合物を用いて例示される本明細書において報告される方
法のフローチャートである。
【図３】Mesomark（登録商標）アッセイ法の検量線である（x軸：標的濃度;y軸：光学濃
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【図４】段階的メソテリンアッセイ法の薬物抵抗性（x軸：標的濃度;y軸：[FU]);1:薬物
なし;2:1μg/mLの薬物;2:3μg/mLの薬物;4:9μg/mLの薬物。
【図５】ADA形式アッセイ法の検量線である（x軸：標的濃度;y軸：光学濃度)。
【図６】捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約1.7の場合のTADELIS形式アッセイ法の検
量線である（x軸：標的濃度;y軸：光学濃度)。
【図７】捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約8.86の場合のTADELIS形式アッセイ法の
検量線である（x軸：標的濃度;y軸：光学濃度)。
【図８】捕捉抗体に対する検出抗体の重量比が約44.3の場合のTADELIS形式アッセイ法の
検量線である（x軸：標的濃度;y軸：光学濃度)。
【実施例】
【０１３５】
実施例1
本明細書において報告される方法
　ヒトメソテリンを用いて100%のウサギプール血漿中で陽性対照標準物質を調製して、50
nM～0nMの濃度範囲(50.0nM、21.45nM、9.21nM、3.95nM、1.70nM、0.73nM、0.31nM、およ
び0nM)の検量線を作成した。較正物質最終濃度は、ウサギプール血漿を用いる一対一の希
釈によって実現した(希釈倍率=2）。次の濃度、すなわち25nM、17.5nM、12.5nM、0.469nM
、および0.156nMの追加の品質管理試料を、100%ウサギプール血漿中で調製した(個別希釈
）。
【０１３６】
　陽性試験試料は、150μg/mL、30μg/mL、6μg/mL、および1.2μg/mLの薬物を含むウサ
ギプール血漿の一対一の希釈によって調製した(希釈倍率=2）。
【０１３７】
　10μLの試験試料、品質管理試料、ブランク試料、および各陽性対照標準物質を、50μl
の0.1Mグリシン-HCl(pH2.0)溶液と30分間、混合した。その後、50μLのDIGをコンジュゲ
ートされた検出試薬（DIGをコンジュゲートされた検出試薬(c=4.5μg/mL)を含むLowCross
(登録商標）緩衝液2,100μLおよび0.5Mトリス緩衝液(pH=8.5)900μL)を添加することによ
って、混合物を中和した。中和した試料を60分間インキュベーションした。濃度450ng/mL
でビオチン標識捕捉試薬(ビオチン標識ポリクローナル抗ヒトメソテリン抗体)200μLを添
加することによって、免疫複合体の伸張を可能にし、20分間インキュベーションした。試
料の総体積は、3.2%血漿を含む310μLである。
【０１３８】
　ストレプトアビジンでコーティングしたマイクロタイタープレートに2つ1組で各試料10
0μlを添加し、マイクロタイタープレート振盪機上で30分間インキュベーションした。こ
のプレートを、0.05%Tween-20を含むリン酸緩衝化生理食塩水で3回洗浄する。最終濃度が
50mU/mLの西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP)にコンジュゲートされた抗ジゴキシゲニン抗
体Fab断片(ポリ)100μLを各ウェルに添加し、40分間インキュベーションした。その後、
このプレートを、0.05%Tween-20を含むリン酸緩衝化生理食塩水で3回洗浄した。
【０１３９】
　150μLのHPPA(3-(4-ヒドロキシフェニル)プロピオン酸溶液（3.75μLの30%H2O2を添加
した25mLの0.1トリス緩衝液pH=8.5に83mgのHPPAを溶かしたもの)を各ウェルに添加し、発
光波長405nm（励起波長320nm)で発光を決定した。
【０１４０】
　標準検量線は、ウィマー-ロドバード関数を用いた非線形4変数当てはめによって作成し
た。品質管理試料の回収率が公称濃度の20%以内である場合、測定は許容されると定めた
。この実験において、回収率は、83％～108%の範囲であった。
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