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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　以下の段階を含む、標的に対する薬物の結合親和性を決定するための方法:
-一定の標的濃度における薬物濃度範囲であって、遊離薬物の割合が一定のままである、
薬物濃度範囲について、薬物、標的、および非共有結合性の薬物-標的複合体を含む試料
中の遊離薬物または遊離標的の割合を以下の段階により決定する段階、
　試料の少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複
合体を含む試料中の遊離薬物の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定し、かつ
決定された遊離薬物の割合が、使用されたすべての薬物:標的比について類似しているわ
けではない場合には、試料の薬物:標的比を小さくし、かつ同じイムノアッセイ法によっ
て試料を再解析する段階、または
　試料の少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複
合体を含む試料中の遊離標的の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定し、かつ
決定された遊離標的の割合が、使用されたすべての薬物:標的比について類似しているわ
けではない場合には、試料の薬物:標的比を大きくし、かつ同じイムノアッセイ法によっ
て試料を再解析する段階、ならびに
-標的に対する薬物の結合親和性を、前段階で決定された遊離薬物の割合に基づいて計算
する段階、または前段階で決定された遊離標的の割合に基づいて計算する段階であって、
類似であるとは、以下の式を用いて計算される2つの測定値の相対的差異(％Diff)が100％
未満であることを意味し:
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　％Diff=[(最大値)-(最小値)]/(値の算術平均)
KD値の計算のために、以下の式が使用される:
　KD=(遊離薬物の割合)＊(標的の濃度[nM])/(1-遊離薬物の割合)。
【請求項２】
　標的に対する薬物の結合親和性を計算する段階において、1つ、または2つ、または3つ
の異なる薬物:標的比が使用されることを特徴とする、請求項1記載の方法。
【請求項３】
　以下の段階を含む、標的に対する薬物の結合親和性を決定するための請求項1記載の方
法:
-試料の第1の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含む試料中の
遊離薬物の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって、
少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、決定された遊離薬物の割合が類似している
薬物:標的比に対して、前記薬物:標的比が等しいか、またはそれ未満である、段階、
-試料の少なくとも第2の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含
む試料中の遊離薬物の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって
、
第2の薬物:標的比が、試料中の標的の量を増やすかまたは減らすことによって、かつ試料
中の薬物の量を維持することによって、第1の薬物:標的比とは異なり、
決定された遊離薬物の割合が、試料中の増量または減量された標的を有する前記薬物:標
的比に対して、試料中の薬物を増量または減量した場合について、および第1の薬物:標的
比について類似している、段階、
-前段階で決定された遊離薬物の割合に基づいて、標的に対する薬物の結合親和性を計算
する段階。
【請求項４】
　以下の段階を含む、標的と薬物との結合親和性を決定するための請求項1記載の方法:
-試料の第1の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含む試料中の
遊離標的の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって、
少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、決定された遊離標的の割合が類似している
薬物:標的比に対して、前記薬物:標的比が等しいか、またはそれより大きい、段階、
-試料の少なくとも第2の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含
む試料中の遊離標的の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって
、
第2の薬物:標的比が、試料中の薬物の量を増やすかまたは減らすことによって、かつ試料
中の標的の量を維持することによって、第1の薬物:標的比とは異なり、
前記遊離標的の割合が、試料中の増量または減量された薬物を有する前記薬物:標的比に
対して、試料中の標的を増量または減量した場合について、および第1の薬物:標的比につ
いて類似している、段階、
-前段階で決定された遊離標的の割合に基づいて、標的に対する薬物の結合親和性を計算
する段階。
【請求項５】
　以下の段階を含む、標的に対する薬物の結合親和性を決定するための請求項1記載の方
法:
-薬物:標的比が異なる少なくとも3つの試料中の遊離薬物の割合を決定する段階であって
、
少なくとも3つの試料中で、薬物の量は一定に保たれ、かつ標的の量は各試料において異
なり、ただし、試料が、薬物と比べて過剰な標的を含むことを条件とする、段階、または
　薬物:標的比が異なる少なくとも3つの試料中の遊離標的の割合を決定する段階であって
、
少なくとも3つの試料中で、標的の量は一定に保たれ、かつ薬物の量は各試料において異
なり、ただし、試料が、標的と比べて過剰な薬物を含むことを条件とする、段階、
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-各試料の標的に対する薬物の結合親和性を、前段階で決定された遊離薬物の割合に基づ
いて計算する段階、または前段階で決定された遊離標的の割合に基づいて計算する段階で
あって、
少なくとも3つのKD値が類似している場合、結合親和性が決定されており、
少なくとも3つのKD値が類似していない場合、先の決定で使用された試料と比べて、
i)薬物の量が一定で、標的の量が減らされているか、または
ii)標的の量が一定で、薬物の量が減らされているか、のいずれかの
試料を用いて、方法が繰り返される、段階。
【請求項６】
　試料が血清または血漿を含むことを特徴とする、請求項1～5のいずれか一項記載の方法
。
【請求項７】
　薬物が抗体であり、かつ標的が、抗体によって特異的に結合される抗原であることを特
徴とする、請求項1～6のいずれか一項記載の方法。
【請求項８】
　標的が固相に固定されることを特徴とする、請求項1～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　標的濃度に対する薬物濃度の過剰の程度または薬物濃度に対する標的濃度の過剰の程度
が少なくとも10倍である、請求項1～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１０】
　標的濃度に対する薬物濃度の過剰の程度または薬物濃度に対する標的濃度の過剰の程度
が少なくとも40倍である、請求項1～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１１】
　標的濃度に対する薬物濃度の過剰の程度または薬物濃度に対する標的濃度の過剰の程度
が少なくとも100倍である、請求項1～8のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　標的濃度に対する薬物濃度の過剰の程度または薬物濃度に対する標的濃度の過剰の程度
が10倍から100倍までの範囲内である、請求項1～8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】
　緩衝液または血清/血漿試料における溶液中結合動態のイムノアッセイ法に基づく決定
が、本明細書において報告される。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　全身に作用する薬物の薬理学的効果は、薬物の固有活性だけでなく、ヒト体内でのその
吸収、分布、代謝、および排出の関数である。これらの特徴は、「薬物動態学」という用
語に集約される。一般に、薬物動態学は、生体内での薬物および/またはその代謝産物の
吸収、分布、代謝、および排出といった動態プロセスと関連した経時変化(すなわち、動
態)の研究と呼ばれ、生物薬剤学、薬理学、および治療学といった分野と密接な相互関係
がある。
【０００３】
　身体は、膜を通過する薬物分子の輸送を遅らせ、様々な分布区画へとそれらを希釈し、
それらを代謝産物に転換し、最終的にそれらを排出するため、薬物のインビボでの薬理学
的効果を予測することはしばしば困難である。しかしながら、研究者は、体内の作用部位
での薬物の有効性を予測するための一つの方法として薬物動態学的研究を一般的に使用す
る。
【０００４】
　伝統的に、吸収、分布、代謝、および排出の前臨床研究に関与している研究者は、血液
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(または血清もしくは血漿)および/または尿からの実際の薬物濃度データならびに様々な
組織からの濃度データと結び付けた薬物動態学的/数学的モデルを使用して、生体内での
薬物の挙動および特性を特徴付けてきた。
【０００５】
　薬物動態学的情報を手元に有すると、(1)薬物が十分に吸収されずに、治療量以下の循
環レベルをもたらしたかどうか、または(2)薬物が、全身循環以前の代謝を経て不活性代
謝産物になったかどうかを知ることができる。また、このような情報は、(1)塩の形態も
しくは配合を変更することによって薬物吸収を改善すべきかどうか、(2)プロドラッグを
製造するという可能性を調査すべきかどうか、または(3)異なる投与経路を検討すべきか
どうかなどのその後の判断のための手引きにもなり得る。
【０００６】
　前述の内容に加えて、薬物動態学的/数学的モデルはまた、とりわけ、次のことに有用
であると一般に考えられている:(1)任意の投与計画に伴う血漿、組織、および尿の薬物レ
ベルを予測すること;(2)個々の患者に対して最適な投与計画を算定すること;(3)薬物およ
び/または代謝産物の起こり得る蓄積を推定すること;(4)薬物濃度と薬理学的および毒物
学的活性との相関関係を明らかにすること(すなわち薬力学);(5)製剤間の有効性の割合ま
たは程度の差を評価すること(すなわちバイオイクイバレンス);(6)生理機能または疾患の
変化が薬物の吸収、分布、および/または排除にどのように影響を及ぼすかを説明するこ
と;ならびに(7)薬物間相互作用および食品と薬物との相互作用を説明すること。
【０００７】
　また、吸収、分布、代謝、および排出の薬物動態学的データは、有望な新しい薬物候補
物を薬理学的に特徴付けるプロセスに絶対必要な部分にもなっている。
【０００８】
　したがって、薬物開発プロセスの不可欠な部分は、薬物の薬物動態学(PK)および毒物動
態学(TK)を特徴付けすること、ならびに薬物動態学的効果と薬力学的(PD)効果の関係(PK/
PD)の理解を確立することである。PK/TK評価の必要条件は、信頼性が高い生物分析方法が
利用できることである。液体クロマトグラフィー-質量分析法(LC-MS)に基づく方法を用い
て一般に定量される低分子薬物とは対照的に、治療的タンパク質の場合に基準となる生物
分析技術は、リガンド結合アッセイ法(LBA)である。高い感度およびハイスループットな
能力に加えて、LBAの主な利点は、全薬物の濃度、またはリガンドに結合可能な薬物分子(
「遊離薬物」)のみを特に、分析できることである。
【０００９】
　薬物定量のために使用される生物分析アッセイ法の能力および限界を明確に理解するこ
とは、一応信頼できそうなデータ解釈を可能にするために不可欠である。遊離薬物の濃度
を測定するための必要条件は、例えば標的捕捉アッセイ法を用いた、複合マトリックス中
のリガンド結合可能薬物分子の分析を可能にするLBAの使用である。しかしながら、適切
なアッセイ法形式を選択するだけでは、遊離薬物の濃度を正確に測定するのに必ずしも十
分ではない。薬物と標的は、質量作用の法則によって司られる可逆的な非共有結合的様式
で相互作用する。さらに、LBAは、薬物/分析物とアッセイ法試薬との可逆的な非共有結合
的相互作用にも同様に基づいている。その結果として、アッセイ法の結果は、結合相手の
平衡状態への任意の干渉によって容易に乱される。このようなアッセイ法への干渉は、現
在得られる文献で扱われているが、詳細にはまだ考察されていない(例えば、Lee, J.W., 
et al., AAPS.J. 13 (2011) 99-110 (非特許文献1)、Kuang, B., et al., Bioanal. 2 (2
010) 1125-1140 (非特許文献2)を参照されたい)。
【００１０】
　治療的タンパク質の生物分析のための標準技術は、リガンド結合アッセイ法(LBA)であ
る。LBAの大きな利点は、全薬物濃度と標的に結合可能な薬物の濃度とを区別できること
である。しかしながら、適切なアッセイ法形式を選択するだけでは、遊離薬物の濃度を正
確に測定するのに必ずしも十分ではない。薬物、標的、およびアッセイ法試薬は、質量作
用の法則によって司られる可逆的な非共有結合的様式で相互作用する。その結果として、
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アッセイ法の結果は、結合相手の平衡状態への任意の干渉によって容易に乱される。しか
しながら、アッセイ法の可能性および限界を明確に理解することは、一応信頼できそうな
データ解釈を可能にするために不可欠である(例えば、Staack, G., et al., Bioanalysis
 4 (2012) 381-395 (非特許文献3)を参照されたい)。
【００１１】
　WO 2008/005674 (特許文献1)において、結合相互作用を解析する方法が報告されている
。クーマシーブリリアントブルー/タンパク質複合体を調製および使用するための方法は
、US 6,057,160 (特許文献2)において報告されている。Azimzahdeh, A.およびVan Regenm
ortel, M.H.V.は、平衡混合物中の遊離抗体をELISA滴定することによる、ウイルスモノク
ローナル抗体の親和性の測定を報告している(J. Immunol. Meth. 141 (1991) 199-208) (
非特許文献4)。Lee, J.W., et al. (AAPS J. 13 (2011) 99-110) (非特許文献1)は、「全
」治療的抗体および「遊離」治療的抗体ならびにそれらの標的を定量するための生物分析
アプローチを報告している。生物分析アッセイ法を開発するための数学的シミュレーショ
ンが、Staack, R.F.ら(Bioanalysis 4 (2012) 381-395) (非特許文献3)によって報告され
ている。WO 2011/094445 (特許文献3)において、標的を定めて広域性にインフルエンザを
中和するための人工的に設計されたポリペプチド剤が報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１２】
【特許文献１】WO 2008/005674
【特許文献２】US 6,057,160
【特許文献３】WO 2011/094445
【非特許文献】
【００１３】
【非特許文献１】Lee, J.W., et al., AAPS.J. 13 (2011) 99-110
【非特許文献２】Kuang, B., et al., Bioanal. 2 (2010) 1125-1140
【非特許文献３】Staack, G., et al., Bioanalysis 4 (2012) 381-395
【非特許文献４】Azimzahdeh, A.およびVan Regenmortel, M.H.V., J. Immunol. Meth. 1
41 (1991) 199-208
【発明の概要】
【００１４】
　遊離薬物/結合物、標的-薬物/リガンド-薬物複合体、および遊離の標的/リガンドの混
合物を含む試料中の遊離薬物/結合物を測定することが必要とされている。
【００１５】
　緩衝液または血清/血漿試料中の結合物およびそのリガンドの親和性および結合動態(KD
、結合速度および解離速度の速度定数)の決定は、極めて限られた/少数の測定値/試料、
すなわち、1つまたは2つを用いて実施され(そして、適切な較正を与え)得ることが判明し
ている。この方法は、曲線の直線状の/一定の平坦領域の範囲内で(低結合物濃度/高リガ
ンド濃度においては、遊離結合物の割合に変化がなく、または同様に高結合物濃度/低リ
ガンド濃度では、遊離リガンドの割合に変化がない)測定が実施される場合、遊離結合物
または遊離リガンドの測定が可能であるという知見に基づいている。
【００１６】
　単一の(1つの)値の測定(すなわち、例えば、遊離結合物の量に関する1つの値)が、親和
性の決定に十分であることが判明している。さらに第2の値が測定される場合(これは、任
意である)、この方法は、測定された結果の内在的な品質管理も含む。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、データポイントの困難なプロットを取得し解析
する必要がない。測定されたデータポイントの最良適合を実施する必要さえない。
【００１７】
　結合動態の決定は、親和性が公知である場合、1つの値を測定することによって可能で
ある。
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【００１８】
　測定は、1つの相手が過剰(リガンドに対して結合物が過剰(高い結合物:リガンド比)ま
たは結合物に対してリガンドが過剰(高いリガンド:結合物比))な試料を用いて実施される
べきであることが判明している。
【００１９】
　1つの態様において、1つの相手の過剰の程度は、10倍である。1つの態様において、1つ
の相手の過剰の程度は、少なくとも40倍である。1つの態様において、1つの相手の過剰の
程度は、少なくとも100倍である。
【００２０】
　本明細書において報告される方法は、血清または血漿を含む試料を用いて使用され得る
ことが判明している。
【００２１】
　本明細書において報告される方法において、リガンドまたは結合物の濃度は一定に保た
れ、一方、それぞれの他方の相手(すなわち、結合物またはリガンド)の濃度は変更される
。
【００２２】
　本明細書において報告される方法の1つの態様において、結合物の濃度は一定に保たれ
、一方、リガンドの濃度は変更される。
【００２３】
　低い結合物:リガンド比(すなわち1未満)では、遊離結合物の平坦域を観察することがで
き、これはリガンド濃度およびKDに特異的であり、したがって、低い結合物:リガンド比
においては、遊離結合物の割合に関して一定の値が得られることが判明している。同様に
、高い結合物:リガンド比(すなわち1より大きい)では、遊離リガンドの平坦域を観察する
ことができ、これは結合物濃度およびKDに特異的であり、したがって、高い結合物:リガ
ンド比においては、遊離リガンドの割合に関して一定の値が得られる。
【００２４】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-遊離結合物の平坦域において、結合物、リガンド、および非共有結合性の結合物-リガン
ド複合体を含む試料中の、リガンドに特異的に結合する遊離の(すなわち複合体を形成し
ていない)結合物の割合を測定する段階、ならびに
-前段階で測定された遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合に基づいて、リガン
ドに対する結合物の結合親和性(KD値)を計算する段階。
【００２５】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-遊離リガンドの平坦域において、結合物、リガンド、および非共有結合性の結合物-リガ
ンド複合体を含む試料中の、結合物に特異的に結合する遊離の(すなわち複合体を形成し
ていない)リガンドの割合を測定する段階、ならびに
-前段階で測定された遊離の(複合体を形成していない)リガンドの割合に基づいて、結合
物に対するリガンドの結合親和性(KD値)を計算する段階。
【００２６】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-遊離結合物の平坦域または遊離リガンドの平坦域において、結合物、リガンド、および
非共有結合性の結合物-リガンド複合体を含む試料中の結合物-リガンド複合体の割合を測
定する段階、
-測定された結合物-リガンド複合体に基づいて、遊離の(複合体を形成していない)結合物
またはリガンドの割合を計算する段階、ならびに
-前段階で計算された遊離の(複合体を形成していない)結合物またはリガンドの割合に基
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づいて、結合物に対するリガンドの結合親和性(KD値)を計算する段階。
【００２７】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-試料の少なくとも2つの異なる結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および
非共有結合性の結合物-リガンド複合体を含む試料中の、リガンドに特異的に結合する遊
離の(すなわち複合体を形成していない)結合物の割合を測定し、遊離の(複合体を形成し
ていない)結合物の測定された割合が、使用されたすべての結合物:リガンド比において類
似しているわけではない場合には、試料の結合物:リガンド比を小さくし(すなわち、一定
量のリガンドによって結合物の量を減少させる)、試料を再解析する段階、
または
試料の少なくとも2つの異なる結合物:リガンド比において、リガンドに特異的に結合する
結合物、リガンド、および非共有結合性の結合物-リガンド複合体を含む試料中の、遊離
の(すなわち複合体を形成していない)リガンドの割合を測定し、遊離の(複合体を形成し
ていない)リガンドの測定された割合が、使用されたすべての結合物:リガンド比において
類似しているわけではない場合には、試料の結合物:リガンド比を大きくし(すなわち、一
定量の結合物によってリガンドの量を減少させる)、試料を再解析する段階、ならびに
-リガンドに対する結合物の結合親和性(KD値)を、前段階で測定された遊離の(複合体を形
成していない)結合物の割合に基づいて計算する段階、または前段階で測定された遊離の(
複合体を形成していない)リガンドの割合に基づいて計算する段階。
【００２８】
　1つの態様において、この方法は、スキャッチャード解析ではない。
【００２９】
　1つの態様において、この方法は、データポイントの直線化を必要としない。
【００３０】
　1つの態様において、この方法は、EC50値の計算もIC50値の計算も必要としない。
【００３１】
　1つの態様において、2つまたは3つの異なる結合物:リガンド比が使用される。
【００３２】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-試料の第1の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-リガンド複
合体を含む試料中の遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合を測定する段階であっ
て、
その結合物:リガンド比が、少なくとも2つの異なる結合物:リガンド比において、遊離の(
複合体を形成していない)結合物の測定された割合が類似している結合物:リガンド比と等
しいか、またはそれ未満である、段階、
-試料の少なくとも第2の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-
リガンド複合体を含む試料中の遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合を測定する
段階であって、
第2の結合物:リガンド比が、試料中のリガンドの量を増やすまたは減らすことによって、
かつ試料中の結合物の量を維持することによって、第1の結合物:リガンド比とは異なり、
遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合が、増量または減量された試料中結合物に
対して増量または減量された試料中リガンドを有する結合物:リガンド比において類似し
ている、段階、
-前段階で測定された遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合に基づいて、リガン
ドに対する結合物の結合親和性(KD値)を計算する段階。
【００３３】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
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-試料の第1の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-リガンド複
合体を含む試料中の遊離の(複合体を形成していない)リガンドの割合を測定する段階であ
って、
その結合物:リガンド比が、少なくとも2つの異なる結合物:リガンド比において、遊離の(
複合体を形成していない)リガンドの測定された割合が類似している結合物:リガンド比と
等しいか、またはそれより大きい、段階、
-試料の少なくとも第2の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-
リガンド複合体を含む試料中の遊離の(複合体を形成していない)リガンドの割合を測定す
る段階であって、
第2の結合物:リガンド比が、試料中の結合物の量を増やすまたは減らすことによって、か
つ試料中のリガンドの量を維持することによって、第1の結合物:リガンド比とは異なり、
遊離の(複合体を形成していない)リガンドの割合が、増量または減量された試料中リガン
ドに対して増量または減量された試料中結合物を有する結合物:リガンド比において類似
している、段階、
-前段階で測定された遊離の(複合体を形成していない)リガンドの割合に基づいて、リガ
ンドに対する結合物の結合親和性(KD値)を計算する段階。
【００３４】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-試料の第1の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-リガンド複
合体を含む試料中の遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合を測定する段階であっ
て、
その結合物:リガンド比が、少なくとも2つの異なる結合物:リガンド比において、遊離の(
複合体を形成していない)リガンドの測定された割合が類似している結合物:リガンド比と
等しいか、またはそれより大きい、段階、
-試料の少なくとも第2の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-
リガンド複合体を含む試料中の遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合を測定する
段階であって、
第2の結合物:リガンド比が、試料中の結合物の量を増やすまたは減らすことによって、か
つ試料中のリガンドの量を維持することによって、第1の結合物:リガンド比とは異なり、
遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合が、増量または減量された試料中リガンド
に対して増量または減量された試料中結合物を有する結合物:リガンド比において類似し
ている、段階、
-前段階で測定された遊離の(複合体を形成していない)結合物の割合に基づいて、リガン
ドに対する結合物の結合親和性(KD値)を計算する段階。
【００３５】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-試料の第1の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-リガンド複
合体を含む試料中の結合物-リガンド複合体の割合を測定する段階であって、
その結合物:リガンド比が、少なくとも2つの異なる結合物:リガンド比において、結合物-
リガンド複合体の測定された割合が類似している結合物:リガンド比と等しいか、または
それより大きい、段階、
-試料の少なくとも第2の結合物:リガンド比において、結合物、リガンド、および結合物-
リガンド複合体を含む試料中の結合物-リガンド複合体の割合を測定する段階であって、
第2の結合物:リガンド比が、試料中の結合物の量を増やすまたは減らすことによって、か
つ試料中のリガンドの量を維持することによって、第1の結合物:リガンド比とは異なり、
結合物-リガンド複合体の割合が、増量または減量された試料中リガンドに対して増量ま
たは減量された試料中結合物を有する結合物:リガンド比において類似している、段階、
-前段階で測定された結合物-リガンド複合体の割合に基づいて、リガンドに対する結合物
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の結合親和性(KD値)を計算する段階。
【００３６】
　本明細書において報告される1つの局面は、以下の段階を含む、リガンドに対する結合
物の結合親和性(KD値)を決定するための方法である:
-結合物:リガンド比が異なる少なくとも2つの試料中の遊離結合物の割合を測定する段階
であって、
少なくとも2つの試料中で、結合物の量は一定に保たれ(同じであり)、リガンドの量は各
試料において異なり、ただし、試料が、結合物と比べて過剰なリガンドを含むことを条件
とする、段階、
または
結合物:リガンド比が異なる少なくとも2つの試料中の遊離リガンドの割合を測定する段階
であって、
少なくとも2つの試料中で、リガンドの量は一定に保たれ(同じであり)、結合物の量は各
試料において異なり、ただし、試料が、リガンドと比べて過剰な結合物を含むことを条件
とする、段階、
-各試料のリガンドに対する結合物の結合親和性(KD値)を、前段階で測定された遊離の(複
合体を形成していない)結合物の割合に基づいて計算する段階、または前段階で測定され
た遊離の(複合体を形成していない)リガンドの割合に基づいて計算する段階であって、少
なくとも3つのKD値が類似している場合、結合親和性が決定されており、
少なくとも2つのKD値が類似していない場合、
先の測定で使用された試料と比べて、
i)結合物の量が一定で、リガンドの量が減らされているか、または
ii)リガンドの量が一定で、結合物の量が減らされているか、のいずれかの
試料を用いて、方法が繰り返される、段階。
【００３７】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、結合物/リガンドは、
抗原/抗体、細胞/標識、薬物/標的、受容体/受容体リガンド、酵素/酵素基質、および錯
形成剤(complexant)/金属イオンを含む群より選択される。
【００３８】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、結合物は、低分子薬
物、生物学的に活性なポリペプチド、および抗体を含む群より選択される。
【００３９】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、抗体は、完全長抗体
、抗体断片、および抗体結合体を含む群より選択される。
【００４０】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、抗体は、単一特異性
抗体、二重特異性抗体、三重特異性抗体、四重特異性抗体、および六重特異性抗体を含む
群より選択される。
【００４１】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、抗体は、二価抗体、
三価抗体、四価抗体、および六価抗体より選択される。
【００４２】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、試料は、血清または
血漿を含む。
【００４３】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、測定はイムノアッセ
イ法による。1つの態様において、再解析は、同じイムノアッセイ法による。1つの態様に
おいて、イムノアッセイ法は、不均一アッセイ法である。
【００４４】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、薬物/結合物は抗体で
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あり、標的/リガンドは、抗体によって特異的に結合される抗原である。
【００４５】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、結合物またはリガン
ドは、固相上に固定される。
【００４６】
　本明細書において報告されるすべての局面の1つの態様において、KD値の計算のために
、以下の式が使用される:
KD=(遊離薬物/結合物の割合)＊(標的/リガンドの濃度[nM])/(1-遊離薬物/結合物の割合)
。
【００４７】
　本明細書において報告される1つの局面は、溶液中親和性(KD)の決定のための、遊離結
合物の平坦域において測定された(適切な較正を用いて測定された)単一のデータポイント
の使用である。
【００４８】
　本明細書において報告される1つの局面は、結合物およびリガンドの結合期または試料
希釈によって誘導された解離期において遊離の結合物またはリガンドの濃度を測定するこ
とによって、結合動態/速度定数(konおよびkoff)を決定するためにKDを決定するための、
本明細書において報告される方法の使用である。
【００４９】
　本明細書において報告される1つの局面は、溶液中結合動態/速度定数(konおよびkoff)
を決定するための、本明細書において報告される方法の使用である。
【００５０】
　本明細書において報告される1つの局面は、溶液中kon値を決定するための、本明細書に
おいて報告される方法の使用である。この場合、KD値は公知である。
【００５１】
　本明細書において報告される1つの局面は、溶液中koff値を決定するための、本明細書
において報告される方法の使用である。
[本発明1001]
　以下の段階を含む、標的に対する薬物の結合親和性を決定するための方法:
-遊離薬物の平坦域について、薬物、標的、および非共有結合性の薬物-標的複合体を含む
試料中の遊離薬物または遊離標的の割合を決定する段階、ならびに
-標的に対する薬物の結合親和性を、前段階で決定された遊離薬物の割合に基づいて計算
する段階、または前段階で決定された遊離標的の割合に基づいて計算する段階。
[本発明1002]
　以下の段階を含むことを特徴とする、本発明1001の方法:
-試料の少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合
体を含む試料中の遊離薬物の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定し、かつ決
定された遊離薬物の割合が、使用されたすべての薬物:標的比について類似しているわけ
ではない場合には、試料の薬物:標的比を小さくし、かつ同じイムノアッセイ法によって
試料を再解析する段階、または
　試料の少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複
合体を含む試料中の遊離標的の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定し、かつ
決定された遊離標的の割合が、使用されたすべての薬物:標的比について類似しているわ
けではない場合には、試料の薬物:標的比を大きくし、かつ同じイムノアッセイ法によっ
て試料を再解析する段階、
-標的に対する薬物の結合親和性を、前段階で決定された遊離薬物の割合に基づいて計算
する段階、または前段階で決定された遊離標的の割合に基づいて計算する段階。
[本発明1003]
　1つ、または2つ、または3つの異なる薬物:標的比が使用されることを特徴とする、本発
明1002の方法。
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[本発明1004]
　以下の段階を含む、標的に対する薬物の結合親和性を決定するための方法:
-試料の第1の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含む試料中の
遊離薬物の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって、
前記薬物:標的比が、少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、決定された遊離薬物
の割合が類似している薬物:標的比と等しいか、またはそれ未満である、段階、
-試料の少なくとも第2の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含
む試料中の遊離薬物の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって
、
第2の薬物:標的比が、試料中の標的の量を増やすかまたは減らすことによって、かつ試料
中の薬物の量を維持することによって、第1の薬物:標的比とは異なり、
決定された遊離薬物の割合が、試料中の増量または減量された薬物に対して試料中の増量
または減量された標的を有する薬物:標的比、および出発時の薬物:標的比について類似し
ている、段階、
-前段階で決定された遊離薬物の割合に基づいて、標的に対する薬物の結合親和性を計算
する段階。
[本発明1005]
　以下の段階を含む、標的と薬物との結合親和性を決定するための方法:
-試料の第1の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含む試料中の
遊離標的の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって、
前記薬物:標的比が、少なくとも2つの異なる薬物:標的比について、決定された遊離標的
の割合が類似している薬物:標的比と等しいか、またはそれより大きい、段階、
-試料の少なくとも第2の薬物:標的比について、薬物、標的、および薬物-標的複合体を含
む試料中の遊離標的の割合を、イムノアッセイ法の結果に基づいて決定する段階であって
、
第2の薬物:標的比が、試料中の薬物の量を増やすかまたは減らすことによって、かつ試料
中の標的の量を維持することによって、第1の薬物:標的比とは異なり、
前記遊離標的の割合が、試料中の増量または減量された標的に対して試料中の増量または
減量された薬物を有する薬物:標的比および出発時の薬物:標的比について類似している、
段階、
-前段階で決定された遊離標的の割合に基づいて、標的に対する薬物の結合親和性を計算
する段階。
[本発明1006]
　以下の段階を含む、標的に対する薬物の結合親和性を決定するための方法:
-薬物:標的比が異なる少なくとも3つの試料中の遊離薬物の割合を決定する段階であって
、
少なくとも3つの試料中で、薬物の量は一定に保たれ、かつ標的の量は各試料において異
なり、ただし、試料が、薬物と比べて過剰な標的を含むことを条件とする、段階、または
　薬物:標的比が異なる少なくとも3つの試料中の遊離標的の割合を決定する段階であって
、
少なくとも3つの試料中で、標的の量は一定に保たれ、かつ薬物の量は各試料において異
なり、ただし、試料が、標的と比べて過剰な薬物を含むことを条件とする、段階、
-各試料の標的に対する薬物の結合親和性を、前段階で決定された遊離薬物の割合に基づ
いて計算する段階、または前段階で決定された遊離標的の割合に基づいて計算する段階で
あって、
少なくとも3つのKD値が類似している場合、結合親和性が決定されており、
少なくとも3つのKD値が類似していない場合、先の決定で使用された試料と比べて、
i)薬物の量が一定で、標的の量が減らされているか、または
ii)標的の量が一定で、薬物の量が減らされているか、のいずれかの
試料を用いて、方法が繰り返される、段階。
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[本発明1007]
　試料が血清または血漿を含むことを特徴とする、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1008]
　薬物が抗体であり、かつ標的が、抗体によって特異的に結合される抗原であることを特
徴とする、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1009]
　標的が固相に固定されることを特徴とする、前記本発明のいずれかの方法。
[本発明1010]
　KD値の計算のために、以下の式が使用されることを特徴とする、前記本発明のいずれか
の方法:
KD=(遊離薬物の割合)＊(標的の濃度[nM])/(1-遊離薬物の割合)。
【図面の簡単な説明】
【００５２】
【図１】典型的に生じる親和性を仮定した場合の、変動する薬物/結合物濃度および標的/
リガンド濃度に対する遊離薬物/結合物の割合の依存性(KD=一定(0.1nM(1＊10-10M))、標
的/リガンド=変動、薬物/結合物=変動)を示す。
【図２】ELISA試験手順(1)の模式的説明を示す。
【図３】ELISA試験手順(2)の模式的説明を示す。
【図４】アッセイ法の較正曲線を示す。
【図５】変動する全薬物/結合物濃度による遊離薬物/結合物の割合の依存性を示す、例示
的な遊離薬物/結合物の濃度曲線を示す。
【図６】時間による、および平衡到達後に緩衝液で希釈した後の、遊離薬物/結合物の割
合の依存性を示す。
【図７】薬物/結合物濃度、標的/リガンド濃度、および親和性/KDの相互依存性を示す。
【図８】薬物/結合物としての抗VEGF抗体および標的/リガンドとしてのVEGFに関して測定
された、一定の標的/リガンド濃度において薬物/結合物濃度に依存する、遊離薬物/結合
物の割合を示す。
【図９】KDは、遊離薬物/結合物の平坦域内では薬物/結合物濃度とは無関係に、一定であ
る。
【図１０】KDは、遊離薬物/結合物の平坦域内では標的/リガンド濃度とは無関係に、一定
である。
【図１１】イムノアッセイ法に基づく結合動態の決定の模式的説明を示す。
【発明を実施するための形態】
【００５３】
発明の詳細な説明
　緩衝液または血清/血漿試料中のリガンドに対する結合物の親和性および結合動態(KD、
結合速度および解離速度の速度定数)の決定は、遊離結合物または遊離リガンドの測定に
基づいて、少数の試料を用いて実施され得、その際、測定は、曲線の直線状の/一定の平
坦領域の範囲内で (すなわち、低い結合物/リガンド濃度では、遊離結合物の割合に変化
がなく、または同様に高い結合物/リガンド濃度では、遊離リガンドの割合に変化がない)
、実施されるべきであることが判明している。
【００５４】
　低い結合物:リガンド比では、遊離結合物の平坦域を観察することができ、これはリガ
ンド濃度およびKDに特異的であり、したがって、低い結合物:リガンド比においては、遊
離結合物の割合に関して一定の値が得られることが判明している。同様に、高い結合物:
リガンド比では、遊離リガンドの平坦域を観察することができ、これは結合物濃度および
KDに特異的であり、したがって、高い結合物:リガンド比においては、遊離リガンドの割
合に関して一定の値が得られる。
【００５５】
　「遊離結合物の平坦域」という用語は、様々な結合物濃度、一定のリガンド濃度、およ
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び非共有結合性の各結合物-リガンド複合体を含む試料における、一定のリガンド濃度に
おける結合物濃度範囲であって、遊離結合物の割合が一定のままである、結合物濃度範囲
を意味する(図5を参照されたい)。
【００５６】
　「遊離リガンドの平坦域」という用語は、様々なリガンド濃度、一定の結合物濃度、お
よび非共有結合性の各結合物-リガンド複合体を含む試料における、一定の結合物濃度に
おけるリガンド濃度範囲であって、遊離リガンドの割合が一定のままである、リガンド濃
度範囲を意味する。
【００５７】
　「類似である」という用語は、2つの測定値の相対的差異(％Diff)が100％未満であるこ
とを意味する。1つの態様において、差異は50％未満である。1つの態様において、差異は
30％未満である。差異(％Diff)は、以下の式を用いて計算される:
％Diff=[(最大値)-(最小値)]/(値の算術平均)。
【００５８】
　例えば、1回目の測定において、10％の遊離結合物が測定され、2回目の測定において、
13％の遊離結合物が測定された。上記の式に基づくと、この結果、差異は26％になる(13-
10)/((13+10)/2)=26％)。
【００５９】
　「類似していない」という用語は、2つの測定値の相対的差異(％Diff)が100％より大き
いことを意味する。1つの態様において、差異は50％より大きい。1つの態様において、差
異は30％より大きい。差異(％Diff)は、以下の式を用いて計算される:
％Diff=[(最大値)-(最小値)]/(値の算術平均)。
【００６０】
　結合物の例としての薬物およびリガンドの例としての標的を用いて、以下に本発明が例
示される。薬物は、標的と特異的に相互作用する。
【００６１】
　図7に示すように、薬物濃度、標的濃度、および親和性(KD)の間には相互依存性が存在
する。
【００６２】
　低い薬物:標的比では、標的濃度およびKDに特異的な、遊離薬物の平坦域が観察され得
る。一定の標的濃度において薬物濃度に依存する、実験で測定された遊離薬物の割合が、
図8に示される。低い薬物:標的比では、遊離薬物の割合に関して一定の値が得られること
を認めることができる。
【００６３】
　同じく、高い薬物:標的比でも、同様の平坦域を観察することができる。この平坦域も
また、KD値の決定のために使用され得る。したがって、低い薬物:標的比(過剰な標的)を
対象とするすべての局面および態様はまた、高い薬物:標的比(過剰な薬物)を用いても実
施され得る。
【００６４】
　同じく、この方法は、過剰な薬物が使用される場合に遊離標的の濃度を測定することに
よって、変更されることができる。したがって、薬物を対象とするすべての局面および態
様はまた、標的を対象とする場合にも実施され得る。
【００６５】
　遊離薬物の平坦域内では、遊離薬物の割合、およびそれに対応してKD値は、薬物濃度と
は無関係に一定であることが判明している(図9を参照されたい)。
【００６６】
　遊離薬物の平坦域内では、KD値は、標的濃度とは無関係に一定であることが判明してい
る(図10を参照されたい)。
【００６７】
　緩衝液または血清/血漿試料における薬物-標的親和性および結合動態(KD、結合速度お
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よび解離速度の速度定数)を決定するために、予想される遊離薬物/分析物濃度が異なる試
料が作製された(KDを推定するために、平衡状態に到達しなければならない)。遊離薬物/
分析物の割合は、曲線の直線状の/一定の平坦領域中に存在しなければならない(低い薬物
/分析物濃度では、遊離薬物の割合に変化がない)。遊離薬物/分析物の割合の1回目の推定
のために、図1は、対応する濃度を与える。実際の遊離薬物/分析物の割合が解析された。
親和性(KD)および速度定数(kon、koff)は、測定された遊離薬物の割合を用いることによ
って計算された。
【００６８】
　したがって、遊離薬物の割合を測定するのに適する任意の方法が、本明細書において報
告される方法において使用され得る。
【００６９】
　あるいは、遊離薬物の割合は、形成された複合体を測定するためのアッセイ法設定を用
いることによって、間接的に測定され得る。
【００７０】
　例えば、緩衝液または血清/血漿試料中の遊離薬物/分析物の濃度を測定するために、2
種類の連続的サンドイッチ酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)が使用され得る。
【００７１】
　図2および3は、ELISAに基づくアッセイ法手順の異なる段階を示している。
【００７２】
　より詳細には、ビオチン標識された捕捉タンパク質(標的-Bi)、薬物/分析物、mAb<薬物
/分析物>-Dig、および抗ジゴキシゲニン-PODが、ストレプトアビジン(SA)でコーティング
されたマイクロタイタープレート(MTP)に連続的に添加され、MTP振盪機において1時間、
各試薬をインキュベートする。アッセイ法を高速化するために、別法として、mAb<薬物/
分析物>-PODが、mAb<薬物/分析物>-Digと抗ジゴキシゲニン-PODの組合せの代わりに使用
され得る。
【００７３】
　溶液中の遊離薬物/分析物の濃度の正確な像のために、薬物/分析物は、約5分間インキ
ュベートされる。(シグナル生成と平衡状態の最小干渉との間を取る(compromise))。
【００７４】
　各段階の後、MTPは3回洗浄され、残りの液体が除去される。最後に、着色された反応生
成物に変換されるTMB溶液、POD基質を添加することによって、形成された固定された免疫
複合体が可視化される。発色は、測光法でモニターされ(680nmにおける吸収、参照波長45
0nm)、最高濃度の(highest)較正物質のODが0.65に達した際に1M H2SO4の添加によって停
止されることが望ましい。最後に、色強度が測光法で測定され(450nmにおける吸収、参照
波長690nm)、これは、血清/血漿/緩衝液試料中の分析物濃度に比例している。薬物/分析
物の定量は、非線形4変数ウィマー-ロドバード(Wiemer-Rodbard)曲線当てはめ関数を用い
た対応する検量線を利用して吸光度の値を逆算することによって実施される。
【００７５】
　インキュベートされた試料の遊離薬物の濃度を再計算した後、図5に示されるものに類
似した曲線がプロットされ得る。平坦域において少なくとも2つの類似した遊離薬物の値
が得られることが望ましい(アッセイ法の直接的品質管理、例えば、標的のオリゴマー形
成)。
【００７６】
　KD値を計算するために、以下の式が使用される:
KD=(遊離薬物の割合)＊(標的の濃度[nM])/(1-遊離薬物の割合)
【００７７】
　例示的な計算(実施例3を参照されたい):
標的濃度=1nM=一定
薬物濃度:17ng/mLの場合、遊離薬物の割合は9.2％となる。
薬物濃度:8.5ng/mLの場合、遊離薬物の割合は7.6％となる。したがって、KD=0.1nMおよび
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0.08nM
【００７８】
　本明細書において報告される方法を用いると、必要とされる薬物は少量であり、高親和
性薬物が解析/特徴付けされ得る。
【００７９】
　本明細書において報告される1つの局面は、抗体のような二価薬物のKD値を決定するた
めの、本明細書において報告される方法の使用である。
【００８０】
　1つの態様において、KD値の決定は、平衡状態の試料から開始して希釈によって誘導さ
れた、薬物標的複合体の解離による。
【００８１】
　二価薬物のKD値を決定するためのすべての溶液中アプローチに固有の問題は、溶液中ア
プローチが遊離薬物の測定に基づいているため、全面的遊離薬物(結合価がまったく使用
されていない)と部分的遊離薬物(1つの結合価が使用されている)と結合薬物(両方の結合
価が使用されている)の間に平衡が存在することである。
【００８２】
　一般に、二価薬物のKD値を決定するのに使用される試料は、公知の量の薬物および標的
を含む。遊離薬物のアッセイ法の読取りは、試料中に存在する遊離薬物の量に相関付けら
れた遊離薬物較正曲線を介する。二価薬物の場合、遊離薬物は、全面的遊離薬物および部
分的遊離薬物の混合物であり、それらの個々の割合は、統計的分布に従って分布している
。実際の遊離薬物濃度は、全面的遊離薬物および部分的遊離薬物の統計的分布を用いて決
定され得、その結果、結合可能な薬物の総量が決定される。
【００８３】
　この方法は、以下の段階を含む:
1)標的の固定、例えば、ストレプトアビジンでコーティングされた固相(例えばマイクロ
タイタープレート)に捕捉タンパク質(標的-Bi)をコーティング、
2)試料、QC、および較正物質とのインキュベーション、
3)標識された抗薬物抗体、例えばmAb<薬物/分析物>-Digを用いた、捕捉された薬物の検出
、
4)標識された二次抗体、例えば抗ジゴキシゲニン-PODを用いた、一次抗体の検出。
【００８４】
　さらに、段階3および段階4は、mAb<薬物/分析物>-PODとのインキュベーションで置き換
えられ得る。
5)読取り
6)データ解析
各標準物質および各試料希釈物の平均値が計算される。
標準較正曲線は、(例えばXLfitを用いることによって)ウィマー-ロドバード(Wiemer-Rodb
ard)関数を用いた非線形4変数当てはめによって作成される。

AおよびBは、シグナルの偏差に関与している(較正曲線のおおよその始点および終点)。C
およびDは曲線の形状に関与している。
試験試料希釈物の再現可能かつ信頼性の高い計算は、0.033ng/mL(定量の下限)～8.0ng/mL
(アッセイ濃度)の間の濃度範囲内で実現される。試料は、この範囲に収まるように希釈さ
れる。
アッセイ法の典型的な較正曲線(標的濃度に重み付けして計算)および対応するデータは、
図4に示される。
【００８５】
　本明細書において報告される1つの局面は、結合物の結合動態を決定するための、本明
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細書において報告される方法の使用である。
【００８６】
　この方法は、次の3つの段階を含む:
1)試料作製、
2)遊離薬物または遊離標的の定量、および
3)結合動態の計算。
【００８７】
　原理的には、次の2つのアプローチが可能である:
a)結合および平衡アプローチ、ならびに
b)平衡状態から開始して希釈によって誘導される、試料中の薬物標的複合体の解離による
、平衡および解離アプローチ。
【００８８】
　所与のKDに関して、ただ1つのkonおよびkoffから、2つの所与の時点における遊離薬物
割合を得ることができる(図6を参照されたい)。
【００８９】
　相互作用の速度定数を決定するために、2つの方法が考えられ得る。速度定数の計算の
ために、どちらの方法もKD値を定数として使用し、これが決定されなければならない。1
つの実現可能なアプローチは、両方の結合相手を混合し、結合期の間に、例えば遊離薬物
の割合を測定することである(「結合-平衡アプローチ」)。速度定数を決定するための他
の可能性は、平衡になった混合物を希釈によって乱し、平衡に達する前の解離期の間に、
例えば遊離薬物の割合を測定することである(「平衡-解離アプローチ」)。各アプローチ
において、平衡ではない試料のデータポイントは、わずか1つしか必要とされない。速度
定数の計算は、系(例えば、二次反応(reaction 2nd order))の微分方程式を解くことによ
って行われる。公知のKD値を有する系を表す、存在し得るkon(結合の速度定数)およびkof
f(解離の速度定数)のペアはただ1つしかない。両方のアプローチの適用が、測定された動
態パラメーターの相互確認のために使用され得る。
【００９０】
　速度定数を計算するために、平衡ではない少なくとも1つの時点において推定された遊
離薬物の割合(図6を参照されたい)を、以下の微分方程式の計算された解答に当てはめる
ことが行われ得る。親和性(KD)は、計算の拠り所(anchor)を有するために必須の値である
。konまたはkoffを変動させることによって、当てはめが最適化される。
【００９１】
　微分方程式:
d/dt(薬物)=-kon

＊薬物＊標的+koff
＊複合体

d/dt(標的)=-kon
＊薬物＊標的+koff

＊複合体
d/dt(複合体)=kon

＊薬物＊標的-koff
＊複合体

【００９２】
　結合動態を決定するために、遊離薬物を測定するための本明細書において報告されるイ
ムノアッセイ法が使用され得る。
【００９３】
　図11は、アッセイ法手順の異なる段階を示している。
【００９４】
　アッセイ法は以下の段階を含む:
1)試料調製
　低薬物濃度および高標的濃度、または
　高薬物濃度および低標的濃度
2)インキュベーションおよび複合体形成
3)遊離薬物の定量または遊離標的の定量
　実施例2を参照されたい
4)遊離薬物の割合または遊離標的の濃度の計算
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　例えば

5)KD値の計算

【００９５】
　したがって、本明細書において報告される方法には、以下のような独特の特徴がある
-結合親和性(KD値)を決定する場合、
　i)一方の相手が(大幅に)過剰に存在していること(薬物または標的のいずれか)、
　ii)2つまたは3つの試料の解析/測定が、KD値を決定するのに十分であること、および
　iii)最も顕著なものとして、試料が平坦領域内にあるかを確認するための本質的な品質
管理、
-結合動態(kon値およびkoff値)を決定する場合、
　i)イムノアッセイ法による結合動態の決定(リアルタイム解析を必要としない)、
　ii)2つの試料の解析/測定が、kon値およびkoff値の決定のために十分であること、なら
びに
　iii)最も顕著なものとして、結合動態の決定のために希釈アプローチを用いること(平
衡に到達している試料を希釈することによる)、
-二価薬物を測定する場合、
　i)最も顕著なものとして、試料中の全面的遊離薬物および部分的遊離薬物を測定するた
めに統計的アプローチを使用すること。
【００９６】
　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得ることが理解される。
【００９７】
略語
BLQ　定量限界未満(Below limit of quantification)
BPA 1　ウシ血漿アルブミン1(Bovine plasma albumin 1)
CoA　分析証明書(Certificate of analysis)
Conc.　濃度(Concentration)
CV　変動係数(Coefficient of variation)
Dig　ジゴキシゲニン(Digoxigenin)
ELISA　酵素結合免疫吸着測定法(Enzyme linked immunosorbent assay)
H2SO4　硫酸
IgG　免疫グロブリンG(Immunoglobulin G)
mAb　モノクローナル抗体(Monoclonal antibody)
MTP　マイクロタイタープレート(Microtiter plate)
OD　光学濃度(Optical density)
PBS　リン酸緩衝化生理食塩水(Phosphate buffered saline)
POD　重合させた西洋ワサビペルオキシダーゼ(Polymerized horse-radish peroxidase)
QC　品質管理(Quality control)
RPM　毎分回転数(Revolutions per minute)
RT　室温(Room temperature)(＋15℃～＋25℃)
SA　ストレプトアビジン(Streptavidin)
SD　標準偏差(Standard deviation)
TMB　3,3',5,5'-テトラメチルベンジジン(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine)
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【実施例】
【００９８】
材料
機器
・96ウェルMTPのためのELISA読取装置(モニタリング　λ:680/450nm、測定　λ:450/690 
nm)
・マイクロタイタープレート(MTP)洗浄装置
・マイクロタイタープレート(MTP)振盪装置
・標準ピペットおよびマルチピペット
・反応チューブ
・一般的実験室機器
【００９９】
消耗品
・ストレプトアビジンでコーティングされたマイクロタイタープレート
・すぐ使用できるTMB基質溶液
・10×PBS
脱イオン水に1:10希釈して1×PBSにする。
・アルブミン、ウシ血漿アルブミン1(BPA1)
・Tween 20
【０１００】
試料
・最低10名の健常な未処置のヒト個体のプール血清/血漿(血清試料を遠心分離して、MTP
ウェル中に凝固または混濁した血清をピペットで移すことを避ける)。
【０１０１】
緩衝液
・アッセイ用緩衝液:1×PBS中0.5％ BPA1
例えば、5gのBPA1を1000mLの1×PBS中で希釈
・洗浄用緩衝液:1×PBS/0.05％ Tween 20
例えば、10mLのTween 20を2000mLの1×PBS中で希釈
・プール血清/血漿の希釈液:
アッセイ用緩衝液中で希釈した10％ブランクヒトプール血清
例えば、プール血清1mLをアッセイ用緩衝液9mLと混合。
【０１０２】
試薬
・抗ジゴキシゲニン-POD(ポリ)、Fab断片(<Dig>-POD)
第2の検出試薬
50Uの凍結乾燥されたアリコート、脱イオン水1mLを加えて戻して50U/mlにする。
【０１０３】
実施例1
KD値決定のための一般的アッセイ法の原理
　緩衝液または血清/血漿試料中の遊離薬物/分析物の濃度を測定するために、2種類の連
続的サンドイッチ酵素結合免疫吸着測定法(ELISA)が確立されていた。
【０１０４】
　図2および3は、アッセイ法手順の異なる段階を示している。
【０１０５】
　ビオチン標識された捕捉タンパク質(標的-Bi)、薬物/分析物、mAb<薬物/分析物>-Dig、
および抗ジゴキシゲニン-PODを、ストレプトアビジン(SA)でコーティングされたマイクロ
タイタープレート(MTP)に連続的に添加し、MTP振盪機において1時間、各試薬をインキュ
ベートする。アッセイ法を高速化するために、別法として、mAb<薬物/分析物>-Digと抗ジ
ゴキシゲニン-PODの組合せの代わりにmAb<薬物/分析物>-PODを使用することができる。
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【０１０６】
　溶液中の遊離薬物/分析物の濃度の正確な像のために、薬物/分析物を約5分間インキュ
ベートする(シグナル生成と平衡状態の最小干渉との間を取る)。
【０１０７】
　各段階の後、MTPを3回洗浄し、残りの液体を除去する。最後に、着色された反応生成物
に変換されるTMB溶液、POD基質を添加することによって、形成された固定された免疫複合
体を可視化する。発色は、測光法でモニターし(680nmにおける吸収、参照波長450nm)、最
高濃度の較正物質のODが0.65に達した際に1M H2SO4の添加によって停止することが望まし
い。最後に、色強度を測光法で測定し(450nmにおける吸収、参照波長690nm)、これは、血
清/血漿/緩衝液試料中の分析物濃度に比例している。薬物/分析物の定量を、非線形4変数
ウィマー-ロドバード(Wiemer-Rodbard)曲線当てはめ関数を用いた対応する検量線を利用
して吸光度の値を逆算することによって実施する。
【０１０８】
実施例2
試料解析
試料、品質管理試料(QC)、および陽性対照標準物質を、アッセイ用緩衝液中で解析する。
【０１０９】
　試験手順の段階はすべて、＋15℃～＋25℃(RT)で実施する。
【０１１０】
　与えられた体積は、1つのMTPの調製のために計算されたものである。複数のMTPを解析
する場合、下記に示す体積にMTPの数を掛けられたい。最小のピペット操作体積は2μLで
ある。
【０１１１】
　正確な測定を徹底するために、すべての試験試料、陽性対照試料希釈物(検量線)、およ
び品質管理試料は2つ組にして解析されるべきである。
【０１１２】
較正用標準物質および試験試料の調製:
　7種の異なる較正物質濃度および1つのブランク値を含む検量線として、連続的用量設定
(serial titrations)の薬物/標的(mAb<標的>)の標準物質を調製されたい(100％のプール
された緩衝液/血清/血漿中で1:2.5の段階希釈)。
【０１１３】
　図1に基づいて推定されるいくつかの試験試料を調製されたい(標的との薬物/分析物の
インキュベーション)。存在し得る最低の薬物/分析物濃度において、親和性を決定するた
めの試料が平衡に達することが必須である。速度定数の推定のために、正確な時間尺度を
用いて平衡状態にないときに測定することが必須である。
【０１１４】
　アッセイ法は次の段階を含む:
1)ストレプトアビジンでコーティングされたマイクロタイタープレートに捕捉タンパク質
(標的-Bi)をコーティングする段階;
1時間インキュベーションした後に3回洗浄
最終濃度が例えば500ng/mLである、捕捉試薬標的-Biの希釈標準溶液(working solution)1
2mLをアッセイ用緩衝液中で調製した。
希釈標準溶液100μLを各MTPウェルにピペットで移す。接着性のカバーホイルでMTPを覆い
、MTP振盪機(450rpm)上で1時間インキュベートする。ウェル当たり300μLの洗浄緩衝液を
用いてMTPを3回洗浄し、残りの洗浄緩衝液を除去する。その後、標準物質および試料を添
加する。
2)試料、QC、および較正物質をプレートに載せる段階;約5分間(できるだけ短く)インキュ
ベーションした後に3回洗浄
標準物質100μLおよび試験試料希釈物100μLを、2つ組でMTPの指定のウェルにピペットで
移す。接着性のカバーホイルでMTPを覆い、MTP振盪機(450rpm)上で1時間インキュベート
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去する。その後、第1の検出抗体を添加する。
3)mAb<薬物/分析物>-Digを用いた検出;1時間インキュベーションした後に3回洗浄
各MTPに対して、アッセイ用緩衝液中の最終濃度が例えば500ng/mLであるmAb<薬物/分析物
>-Digを含む第1の検出試薬の希釈標準溶液12mLを調製する。
希釈標準溶液100μLを各MTPウェルにピペットで移す。接着性のカバーホイルでMTPを覆い
、MTP振盪機(450rpm)上で1時間インキュベートする。ウェル当たり300μLの洗浄緩衝液を
用いてMTPを3回洗浄し、残りの洗浄緩衝液を除去する。その後、第2抗体を添加する。
4)抗ジゴキシゲニン-PODを用いた検出;1時間インキュベーションした後に3回洗浄
各MTPに対して、アッセイ用緩衝液中の最終濃度が2.5mU/mLである<Dig>-PODを含む第2の
検出試薬の希釈標準溶液12mLを調製する。
この溶液100μLを各MTPウェルにピペットで移す。接着性のカバーホイルでMTPを覆い、MT
P振盪機(450rpm)上で1時間インキュベートする。ウェル当たり300μLの洗浄緩衝液を用い
てMTPを3回洗浄し、残りの洗浄緩衝液を除去する。その後、基質試薬を添加する。
段階3および段階4は、mAb<薬物/分析物>-PODとのインキュベーションで置き換えることが
できる。
5)TMB溶液を用いて読取りを実施し、H2SO4溶液を用いて停止した。OD680/450が0.65に達
するまで吸収をモニターした。OD450/690が1.8～2.2に達するまで、吸収測定を実施した
。
すぐ使用できるTMB溶液100μLを各MTPウェルにピペットで移す。MTPは、450rpmで振盪し
ながら基質溶液と共にインキュベートすることができる。最高濃度の標準溶液(c=8.0ng/m
l)のOD680/450が0.65となるように、吸収を数回モニターする。1M H2SO4溶液50μLで反応
を停止し、最高濃度の標準溶液(c=8.0ng/ml)のOD450/690が1.8～2.2となるように、吸収
を数回測定する。
モニター波長:680nm(参照波長:450nm)
測定波長:450nm(参照波長:690nm)
6)データ解析
各標準物質および各試料希釈物の平均値を計算する。
(例えばXLfitを用いることによって)ウィマー-ロドバード(Wiemer-Rodbard)関数を用いた
非線形4変数当てはめによって、標準較正曲線を作成する。

AおよびBは、シグナルの偏差に関与している(較正曲線のおおよその始点および終点)。C 
およびDは曲線の形状に関与している。
試験試料希釈物の再現可能かつ信頼性の高い計算は、0.033ng/mL(定量の下限)～8.0ng/mL
(アッセイ濃度)の間の濃度範囲内で実現される。試料を、この範囲に収まるように希釈す
る。
アッセイ法の典型的な較正曲線(標的濃度に重み付けして計算)および対応するデータを、
図4および以下の表に示す。
【０１１５】
表
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【０１１６】
実施例3
　イムノアッセイ法に基づく溶液中KD値の決定-薬物としての二重特異性抗EGFR/IGFR抗体
および標的としてのEGFRを用いた、一価結合例
　遊離薬物のイムノアッセイ法および測定ならびにKD値の計算を、上記に概説したように
して実施した。
【０１１７】
　(平衡を確実にするために15時間のインキュベーション期間を用いた)KD決定を、別の日
に様々な薬物濃度および標的濃度を用いて実施した。これらの結果を下記の表に示す。
【０１１８】
表

【０１１９】
　KD値決定が再現可能であり、薬物濃度および標的濃度に依存していないことを確認する
ことができる。
【０１２０】
実施例4
　イムノアッセイ法に基づく溶液中KD値の決定-薬物としての二重特異性抗EGFR/IGFR抗体
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および標的としてのIGFRを用いた、一価結合例
　遊離薬物のイムノアッセイ法および測定ならびにKD値の計算を、上記に概説したように
して実施した。
【０１２１】
　(平衡を確実にするために15時間のインキュベーション期間を用いた)KD決定を、別の日
に様々な薬物濃度および標的濃度を用いて実施した。これらの結果を下記の表に示す。
【０１２２】
表

【０１２３】
実施例5
　イムノアッセイ法に基づく結合動態決定-薬物としての二重特異性抗EGFR/IGFR抗体およ
び標的としてのEGFRを用いた、結合および平衡アプローチ
　二重特異性抗体は濃度17ng/mLで使用した。EGFR(標的)は濃度1nMで使用した。決定され
たKD値は0.09nMである。
【０１２４】
　30分間のインキュベーション期間(結合期)の後に測定された遊離薬物の割合は0.31であ
った(図6の第1の時点)。180分間のインキュベーション期間(平衡)の後に測定された遊離
薬物の割合は0.09であった。
【０１２５】
　これらの実験結果に基づき、結合動態パラメーターkoffを0.000073(1/s)と計算し、結
合動態パラメーターkonを7300000(1/s＊nM)と計算した。
【０１２６】
実施例6
　イムノアッセイ法に基づく結合動態決定-薬物としての二重特異性抗EGFR/IGFR抗体およ
び標的としてのIGFRを用いた、平衡および解離アプローチ
　二重特異性抗体は濃度680ng/mLで使用した。IGFR(標的)は濃度200nMで使用した。決定
されたKD値は9.4＊10-9Mである。
【０１２７】
　平衡状態で測定された遊離薬物の割合は0.07であった。緩衝液希釈の15分後(解離期)に
測定された遊離薬物の割合は0.67であった。
【０１２８】
　これらの実験結果に基づき、結合動態パラメーターkoffを0.0014854(1/s)と計算し、結
合動態パラメーターkonを158020(1/s＊nM)と計算した。
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