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(57)【要約】
　本発明は、臨床および前臨床マトリクス中の、Copolymer 1、Copolymer-1、Cop 1また
はCopとしても知られる酢酸グラチラマー（ＧＡ）を包含するペプチド、ペプチドオリゴ
マーおよびポリマーの薬物動態評価のための特異的免疫アッセイを開発する方法を提供す
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　酢酸グラチラマー（ＧＡ）に対する抗体を産生および取得する方法であって、下記を含
んで成る方法：
ａ．哺乳動物を酢酸グラチラマーで免疫化して、ＧＡに対する抗体を産生するように免疫
反応を起こすこと；
ｂ．免疫化から所定の時間後に、免疫化された哺乳動物から、産生された抗体を含む血清
を採取し、産生された抗体を精製するために、抗体を含む血清をプロテインＡカラムに通
して、抗ＧＡ抗体の第１プール、および場合によりＧＡを含むフロースルーを得ること；
ｃ．前記抗ＧＡ抗体を用いて、抗ＧＡ抗体カラムを調製し、
　ｉ．抗体を含む血清を抗ＧＡ抗体カラムに通して、抗ＧＡ抗体の第２プールを得るか、
または
　ii．ステップ（ｂ）のプロテインＡ精製カラムからのフロースルーを通して、抗体の第
２プール、および場合によりＧＡを含むフロースルーを得ること；
ｄ．場合により各段階のフロースルーで哺乳動物を再免疫化し、場合により抗体の第１お
よび第２プールを混合して、酢酸グラチラマーに対する抗体を取得すること。
【請求項２】
　抗体がポリクローナル抗体である、請求項２に記載の方法。
【請求項３】
　生物学的サンプル中の酢酸グラチラマー（ＧＡ）を薬物動態評価するためのアッセイで
あって、下記を含んで成るアッセイ：
ａ．酢酸グラチラマーに対する抗体を産生および取得し、該抗体を用いて、上記のサンプ
ルの薬物動態評価のための抗ＧＡ抗体カラムを調製する方法；
ｂ．酢酸グラチラマー－ウシ血清アルブミン（ＧＡ－ＢＳＡ）コンジュゲートアフィニテ
ィカラムを得、該カラムを用いて、
　ｉ．前記薬物動態評価のために、サンプル中の抗ＧＡ抗体をポジティブアフィニティ精
製するか、または
　ii．前記薬物動態評価のために、ＧＡ血清結合タンパク質をポジティブアフィニティ精
製する
方法；
ｃ．前記薬物動態評価のために、ＧＡ血清結合タンパク質をネガティブ精製するために、
ＢＳＡまたはＨＳＡアフィニティカラムを用いる方法；または
ｄ．前記薬物動態評価のために、ＧＡ、精製ＧＡ血清結合タンパク質または抗ＧＡ抗体を
用いてＥＬＩＳＡを行う方法；または
ｅ．上記方法の組み合わせ。
【請求項４】
　生物学的サンプルが、前臨床もしくは臨床マトリクスまたはそれらの組み合わせである
、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項５】
　酢酸グラチラマーに対する抗体を産生および取得する方法が、請求項１に記載の方法で
ある、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項６】
　酢酸グラチラマー－ウシ血清アルブミン（ＧＡ－ＢＳＡ）コンジュゲートアフィニティ
カラムを得る方法が、
ａ．ＢＳＡおよびＧＡのＮ末端アミン基をグルタルアルデヒドに共有結合させて、前記Ｇ
Ａ－ＢＳＡコンジュゲートを得ること；および
ｂ．ｐＨ７．４のリン酸緩衝食塩液中でＧＡ－ＢＳＡコンジュゲートをアフィゲルにカッ
プリングして、前記ＧＡ－ＢＳＡコンジュゲートアフィニティカラムを得ること
を含む、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項７】
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　ＥＬＩＳＡがサンドイッチＥＬＩＳＡである、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項８】
　薬物動態評価が、酵素免疫アッセイ、ラジオイムノアッセイ、ウエスタンブロット分析
、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、免疫沈降および免疫蛍光から成る群から選
択される方法またはその組み合わせによって行われる、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項９】
　薬物動態評価が、サンプル中のＧＡのＴ1/2、ＴmaxおよびＣmaxの情報を与える、請求
項３に記載のアッセイ。
【請求項１０】
　生物学的サンプル中のＧＡペプチドの分子サイズ範囲を調べるために、ＧＡおよび参照
対照のコパキソンをＳＤＳ ＰＡＧＥゲルで分離する、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項１１】
　サンプル中の抗ＧＡ抗体のポジティブアフィニティ精製を、抗ＧＡ抗体のポジティブ結
合のためにサンプルをＧＡ－ＢＳＡコンジュゲートアフィニティカラムに通し、精製抗体
を得るために前記結合抗体を溶離させることによって行う、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項１２】
　サンプル中のＧＡ血清結合タンパク質のポジティブアフィニティ精製を、ＧＡ血清結合
タンパク質のポジティブ結合のためにサンプルをＧＡ－ＢＳＡコンジュゲートアフィニテ
ィカラムに通し、精製タンパク質を得るために前記結合タンパク質を溶離させることによ
って行う、請求項３に記載のアッセイ。
【請求項１３】
　サンプル中のＧＡ血清結合タンパク質のネガティブ精製を、ＧＡ血清結合タンパク質以
外の不純物のネガティブ結合のために、ポジティブアフィニティ精製において得られた溶
出液もしくはフロースルーまたはそれらの組み合わせを、ＢＳＡまたはＨＳＡアフィニテ
ィカラムに通し、精製ＧＡ血清結合タンパク質を得ることによって行う、請求項３に記載
のアッセイ。
【請求項１４】
　アッセイにおける各方法が、生物学的サンプル中のＧＡの特異性、交差反応性および濃
度に関する情報を与える、請求項３に記載のアッセイ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、臨床および前臨床マトリクスにおける、Copolymer 1、Copolymer-1、Cop 1
またはCopとしても知られる酢酸グラチラマー（ＧＡ）を包含するペプチド、ペプチドオ
リゴマーおよびポリマーの薬物動態を評価するための、特異的な免疫アッセイを開発する
方法を提供する。本発明はまた、哺乳動物において酢酸グラチラマー（ＧＡ）に対するｐ
Ａｂ（ポリクローナル抗体）を作製する方法を提供する。
【背景技術】
【０００２】
　多発性硬化症の処置に現在用いられている酢酸グラチラマーは、ミエリン塩基性タンパ
ク質中に存在する４つのアミノ酸、すなわちグルタミン酸、リジン、アラニンおよびチロ
シンのランダムコポリマーである。１日１回２０ｍｇの酢酸グラチラマーを注射により皮
下投与すると、Ｔ細胞集団が、炎症性Ｔｈ１細胞から、炎症反応を抑制する制御性Ｔｈ２
細胞側にシフトする。作用機序は、グラチラマーがミエリン塩基性タンパク質に似ている
ことによっており、グラチラマーはin vivoでデコイとして働き、ミエリンに対する自己
免疫反応を回避させる。ＧＡは皮下注射されると、投与量の一部がリンパ循環に、一部が
全身循環に入り得ると考えられるが、血液脳関門のような免疫学的寛容部位を通過するよ
うではないと考えられる。ＧＡのランダムポリマーは、注射部位で局所的に、小オリゴペ
プチドおよび遊離アミノ酸に加水分解されることが知られており、したがってエピトープ
が絶えず変化するので、ヒトでは注射後１時間を超えて、イヌでは注射後６時間を超えて
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は、薬物動態プロファイルの決定のために免疫アッセイを用いることができなかった（CD
ER Aplication: NDA 20-622/S015参照）。
【発明の概要】
【０００３】
　ＧＡの可能なすべてのエピトープに対応する恐らくは高親和性のｐＡｂの作製、抗体の
アフィニティ精製、およびＧＡ結合血清結合タンパク質の分離の本発明の新規アプローチ
により、前臨床および臨床マトリクス中の血清タンパク質結合ＧＡの検出における実際的
困難を克服する、非常に特異的で高感度のアッセイの開発が可能となった。
【０００４】
　本発明は、前臨床および臨床マトリクスにおける酢酸グラチラマー薬物動態評価のため
の特異的免疫アッセイを開発する方法に関する。この方法は、下記ステップを含む：
ａ）ウサギにおいて酢酸グラチラマーに対するｐＡｂを作製する方法。
ｂ）ＧＡとＢＳＡとをコンジュゲート化し、抗ＧＡ ｐＡｂをアフィニティ精製する方法
。
ｃ）前臨床および臨床マトリクスからＧＡ結合タンパク質を精製する方法。
ｄ）免疫アッセイにおいてＧＡの検出または定量のためにＧＡ結合血清タンパク質または
ＢＳＡもしくはＨＳＡをキャプチャー試薬として使用すること。
ｅ）前臨床および臨床マトリクス中のＧＡを定量するための、多重フォーマットの特異的
で高感度の免疫アッセイを開発すること。
ｆ）ＧＡのin vivo半減期を延長する新規ＧＡ製剤を開発するためのタンパク質担体を同
定すること。
【０００５】
　本発明の一態様においては、ＧＡ原薬中に存在するランダムポリマーに対する抗体を産
生するために、抗原混合物に対する抗体の産生に一般に用いられるカスケード免疫化スキ
ームを応用した。
【０００６】
　本発明は他の一態様において、ネガティブおよびポジティブアフィニティ精製カラムを
調製するための、ＢＳＡおよびＢＳＡ－ＧＡコンジュゲートのようなアフィニティリガン
ドの調製に関する。
【０００７】
　本発明の他の一態様においては、アフィニティ精製抗ＧＡ抗体の特異性を、ＥＬＩＳＡ
において、ポジティブ結合のためにはＧＡ、ＢＳＡ－ＧＡコンジュゲートを用いて、ネガ
ティブ結合のためにはＢＳＡ、ＨＳＡ、前臨床および臨床マトリクスからのＧＡ結合血清
タンパク質を用いて評価した。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】図１は、銀染色によって染色したＳＤＳ ＰＡＧＥにおいて分子量に基づいて分
離されたBioconのＧＡおよび市販のＧＡの比較を示す（ＧＡ－グラチラマー）。Ｌ１－タ
ンパク質ラダー；Ｌ２－市販ＧＡ ５μｇ／レーン；Ｌ３－Biocon ＧＡ ５μｇ／レーン
。
【図２】図２は、プロテインＡ精製抗Biocon ＧＡウサギポリクローナル抗体を用いたウ
エスタンブロッティングによるBiocon ＧＡのアイデンティティーを示す。ＳＤＳ ＰＡＧ
Ｅで分離したBiocon ＧＡおよび市販ＧＡ（５μｇ）をＰＶＤＦ膜にブロットし、プロテ
インＡ精製抗Biocon ＧＡウサギポリクローナル抗体（５５μｇ／ｍｌ）で探り、二次抗
ウサギポリクローナルＩｇＧ ＡＬＰコンジュゲート（希釈－１／２５０００）で検出し
た。Ｌ１－タンパク質ラダー；Ｌ２－市販ＧＡ ５μｇ／レーン；Ｌ３－Biocon ＧＡ ５
μｇ／レーン。
【図３】図３は、抗原アフィニティ精製抗Biocon ＧＡウサギポリクローナル抗体を用い
たウエスタンブロッティングによるBiocon ＧＡのアイデンティティーを示す。ＳＤＳ Ｐ
ＡＧＥで分離したBiocon ＧＡおよび市販ＧＡ（５μｇ）をＰＶＤＦ膜にブロットし、抗
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原アフィニティ精製抗Biocon ＧＡウサギポリクローナル抗体（５μｇ／ｍｌ）で探り、
抗ウサギＩｇＧ ＡＬＰコンジュゲート（希釈－１／２５０００）で検出した。Ｌ１－タ
ンパク質ラダー；Ｌ２－市販ＧＡ ５μｇ／レーン；Ｌ３－Biocon ＧＡ ５μｇ／レーン
。
【図４】図４は、カスケード免疫化スキームを示す。
【図５】図５は、ウサギにおいて抗グラチラマー抗体を産生させるカスケード免疫化にお
いてデプリーションされたグラチラマー（ＧＡ）のＳＤＳ ＰＡＧＥプロファイリングを
示す。レーンＳＭ：タンパク質分子量マーカー；レーンＢ：ブランク；レーンＧＡ：グラ
チラマー；レーンｄＧＡ１～４：イムノデプリーションされたグラチラマー抗原。
【図６】図６は、プレ採血（Ｂ１）、試験採血（Ｂ２）、試験採血（Ｂ３）、産物採血（
Ｂ４）および最終採血（Ｂ５）から精製された抗グラチラマー抗体による酢酸グラチラマ
ーのウエスタンブロット分析を示す。
【図７】図７は、ＧＡ－ＢＳＡアフィニティカラムの調製を示す。
【図８】図８は、グルタルアルデヒドを架橋剤として用いる酢酸グラチラマーとウシ血清
アルブミンとの架橋を示す。レーン１－タンパク質サイズマーカー；レーン２－ＢＳＡ；
レーン３－グラチラマー；レーン４－コンジュゲート化されたＢＳＡ－グラチラマー（１
）。
【図９】図９は、活性化セファロースマトリクス（アフィゲル（affigel）１５）への酢
酸グラチラマー－ＢＳＡコンジュゲートのカップリングの有効性を示す。レーン１－タン
パク質サイズマーカー；レーン２－カップリング後（１μｇ／レーン）；レーン３－カッ
プリング前（１μｇ／レーン）（２）。
【図１０】図１０は、ＢＳＡ－ＧＡアフィニティカラムを用いた、マトリクスからのＧＡ
結合タンパク質の精製、およびヒト血清からのＧＡ結合タンパク質のＳＤＳ ＰＡＧＥ銀
染色プロファイルを示す。
【図１１】図１１は、ＧＡ結合血清タンパク質の特異性／交差反応性を示す。
【図１２】図１２は、ＧＡキャプチャー試薬として前臨床および臨床マトリクスから得た
ＧＡ結合血清タンパク質を用いる免疫アッセイフォーマットを示す。
【図１３】図１３は、ヒトマトリクス中のＧＡを検出するための、さまざまなＧＡキャプ
チャー試薬を用いて開発された薬物動態アッセイフォーマットを示す。
【図１４】図１４は、ラットマトリクス中のＧＡを検出するための、さまざまなＧＡキャ
プチャー試薬を用いて開発された薬物動態アッセイフォーマットを示す。
【図１５】図１５は、イヌマトリクス中のＧＡを検出するための、さまざまなＧＡキャプ
チャー試薬を用いて開発された薬物動態アッセイフォーマットを示す。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　本発明は、前臨床および臨床マトリクスにおける酢酸グラチラマー薬物動態評価のため
の特異的免疫アッセイを開発する方法に関する。この方法は、下記ステップを含む：
ａ）ウサギにおいて酢酸グラチラマーに対するｐＡｂを作製する方法。
ｂ）ＧＡとＢＳＡとをコンジュゲート化し、抗ＧＡ ｐＡｂをアフィニティ精製する方法
。
ｃ）前臨床および臨床マトリクスからＧＡ結合タンパク質を精製する方法。
ｄ）免疫アッセイにおいてＧＡの検出または定量のために抗ＧＡ抗体、ＧＡ結合血清タン
パク質またはＢＳＡもしくはＨＳＡをキャプチャー試薬として使用すること。
ｅ）前臨床および臨床マトリクス中のＧＡを定量するための、多重フォーマットの特異的
で高感度の免疫アッセイを開発すること。
ｆ）ＧＡのin vivo半減期を延長する新規ＧＡ製剤を開発するためのタンパク質担体を同
定すること。
【００１０】
　本発明の一態様においては、ＤＰ（酢酸グラチラマー製剤）中のペプチドの分子サイズ
範囲を調べるために、ＧＡのランダムポリマーおよび参照対照コパキソンをＳＤＳ ＰＡ
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ＧＥゲルで分離した。ＤＰの抗原／ペプチドの免疫反応性が、ウエスタンブロット法によ
り証明された。分離されたＧＡおよびコパキソンの抗原／ペプチドのほぼ全てが、「プロ
テインＡ」精製ｐＡｂおよびＧＡアフィニティ精製抗ＧＡ ｐＡｂに対し反応性であった
。ＧＡおよびコパキソンのＳＤＳ ＰＡＧＥおよびウエスタンブロットプロファイルから
得られたデータの比較により、分子量ならびにプロテインＡ ｐＡｂおよび抗ＧＡ ｐＡｂ
に対する免疫反応性から、それらが同様／同一であることが示唆される。
【００１１】
　他の一態様においては、ＧＡ原薬中に存在するランダムポリマーに対する抗体を産生す
るために、抗原混合物に対する抗体の産生に一般に用いられるカスケード免疫化スキーム
を応用した。この方法において、ウサギをＧＡのプライマリーおよびブースター投与によ
り免疫化した後、各試験採血の高度免疫血清中の抗ＧＡ抗体を、プロテインＡカラムを用
いて精製した。プロテインＡ精製ウサギ抗ＧＡ抗体を用いて、アフィニティ抗体カラムを
調製して、同種タンパク質抗原を選択的にデプリーションし、それによってアフィニティ
カラムのフロースルーにおいて抗原プールに濃縮した。濃縮された抗原は、先のサイクル
では免疫反応を起こさなかったので、それをその後のブースター注射において免疫原とし
て用いた。デプリーションされた免疫反応性の抗原およびフロースルー中に存在する濃縮
された免疫反応性の低い抗原は、免疫細胞をプライミングして一次抗体（免疫反応性の低
いタンパク質用）および二次抗体（免疫反応性に親和性の成熟したＡｂ）を産生させるの
に役立ちうる。抗ＧＡ抗体の精製、免疫反応性抗原のデプリーション、免疫反応性の低い
抗原の濃縮、およびブースター注射、のサイクルを繰り返すことにより、ＧＡ原薬中の全
ての可能な免疫原性／抗原性タンパク質集団に対応する抗体を作製した。
【００１２】
　本発明のさらに別の一態様においては、アフィニティカラム（ＢＳＡおよびＢＳＡ－Ｇ
Ａコンジュゲートカラム）の調製は下記ステップを含む：
ａ）アフィゲル１５を用いてＢＳＡアフィニティカラムを調製する。ｐＨ７．４のＰＢＳ
中でＢＳＡのアフィゲルへのカップリングを行う。
ｂ）ＢＳＡとＧＡとを、各タンパク質のＮ末端アミノ基に共有結合するグルタルアルデヒ
ド化学を用いてコンジュゲート化した。
ｃ）抗ＧＡ高度免疫血清からのウサギ抗体を、プロテインＡカラムを用いて精製し、透析
により得た溶出液をＢＳＡ－ＧＡアフィニティカラムに通し、０．２５Ｍグリシン（ｐＨ
２．５）を用いて抗体をアフィニティ溶離させ、溶出液を１Ｍ　Ｔｒｉｓ（ｐＨ９）で中
和し、ＰＢＳ（ｐＨ７．４）に対し透析した。精製段階の１つにおいて、ＢＳＡカラムを
用いてネガティブ精製を行った。
【００１３】
　酢酸グラチラマーおよびＢＳＡをグルタルアルデヒドで架橋反応が完了するまで処理し
、ＧＡ－ＢＳＡコンジュゲートの有効性を確かめるために、反応混合物を透析して過剰の
未反応グルタルアルデヒドを除去し、ＳＤＳ ＰＡＧＥ、次いで銀染色に付した。
【００１４】
　本発明のさらに別の一態様においては、アフィニティ精製抗ＧＡ Ａｂの特異性を、Ｅ
ＬＩＳＡにおいて、ポジティブ結合のためにはＧＡ、ＢＳＡ－ＧＡコンジュゲートを用い
て、ネガティブ結合のためにはＢＳＡ、ＨＳＡ、前臨床および臨床マトリクスからのＧＡ
結合血清タンパク質を用いて評価した。同様に、ビオチニル化アフィニティ精製抗ＧＡ 
Ａｂも、同様の特異性結果を示した。
【００１５】
　以下の実施例および添付の図面によって本発明をさらに詳しく説明する。ただし、実施
例は本発明の範囲を制限するものと解釈すべきではない。
【実施例１】
【００１６】
　前臨床および臨床血清マトリクスからのＧＡ血清結合タンパク質の精製
　異なる血清（ヒト、サル、ラット、イヌ、ウサギ）を個別に、ＧＡ－ＢＳＡコンジュゲ
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ートアフィニティカラムに通し、未結合タンパク質をカラムから洗い流した後、０．２５
Ｍグリシン（ｐＨ２．５）を用いてＧＡ結合血清タンパク質を溶離し、溶出液を１Ｍ Ｔ
ｒｉｓ（ｐＨ９）で中和し、ＰＢＳ（ｐＨ７．４）に対し透析した。ＧＡ結合タンパク質
のマトリクスからの精製に用いた方法、およびそのＳＤＳ ＰＡＧＥプロファイルをゲル
に示す。
【実施例２】
【００１７】
　ａ）ＧＡ結合血清タンパク質の特異性／交差反応性
　精製したＧＡ結合タンパク質でＥＬＩＳＡプレートをコーティングし、ＧＡ直接コーテ
ィングを対照として、ビオチニル化ＧＡアフィニティｐＡｂとの交差反応性を調べた（実
験２）。精製抗原プールは、アフィニティ精製抗ＧＡ ｐＡｂに対し交差反応性を示さな
いという結果が示された。
【００１８】
　ｂ）キャプチャー試薬としての直接コーティングされたＧＡおよび精製ＧＡ結合タンパ
ク質、およびビオチニル化ＧＡアフィニティｐＡｂによるＧＡの検出は、明らかなシグナ
ル対ノイズ比を示した（実験３）。ＧＡ検量線に見られるグラデーションを図に表すこと
により、血清マトリクス中のＧＡの検出および定量のための薬物動態評価方法の開発が可
能となった。
【実施例３】
【００１９】
　前臨床および臨床マトリクス中のＧＡを検出するための、精製した特異ＧＡ結合血清抗
原を用いるＰＫ ＥＬＩＳＡ法の開発
　ヒト、サル、ラット、ウサギおよびイヌ血清からのＧＡ特異的抗体プールの精製を前記
のように行い、各マトリクスにおけるＰＫ法開発のためのコーティング試薬として使用し
た。各マトリクスについて３００００～７ｎｇ／ｍｌの検量線を作成し、５倍ＭＲＤで各
コーティング抗体に加え、室温で１時間インキュベートした。抗原により捕捉された薬物
を、ビオチニル化アフィニティ精製抗ＧＡ ｐＡｂ、次いでストレプトアビジン－ＨＲＰ
コンジュゲートにより検出した。結果（グラフ）は、各マトリクスにおいてマトリクス毎
に異なる感度で（２００～７ｎｇ／ｍｌ）明らかなシグナル対ノイズ比を示した。ニート
のヒトのマトリクスでは、約７ｎｇ／ｍｌの感度が達成された。
【実施例４】
【００２０】
　ＰＫアッセイフォーマットの使用可能性の評価
　血清タンパク質に結合したＧＡを捕捉する異なる固定化試薬を用いる、全部で７つの異
なるＥＬＩＳＡ法を、ヒト、イヌおよびラットのマトリクスを用いて試験した。予備的な
結果に基づけば、アフィニティ精製抗ＧＡ抗体およびアフィニティ精製ＧＡ結合タンパク
質を用いるサンドイッチＥＬＩＳＡが、感度がより一層高いロバストなアッセイの開発に
理想的である。本発明者らは、ＧＡ特異抗原、およびＥＬＩＳＡアッセイにおけるキャプ
チャー試薬としての、ＧＡにより親和性の抗体が、サンプル（液相）中の血清タンパク質
に結合したＧＡの分離（固相抽出）を促進にし、前臨床および臨床血清マトリクス中の低
濃度のＧＡの測定を可能にすると考える。
【実施例５】
【００２１】
　ウサギポリクローナル抗コパキソン抗体を用いる、Sprague Dawleyラット血清中のコパ
キソンの検出
　特定の種の血清サンプル中のコパキソンを定量するための検量線を作成するために、そ
れぞれ既知の濃度でスパイクされたコパキソンを含有する、一組の校正標準を形成する、
一連の血清サンプルを、ニート血清中１００００００ｎｇ／ｍｌ、３０００００ｎｇ／ｍ
ｌ、４０００ｎｇ／ｍｌ、２０００ｎｇ／ｍｌ、１０００ｎｇ／ｍｌ、５００ｎｇ／ｍｌ
、２５０ｎｇ／ｍｌ、１２５ｎｇ／ｍｌ、６２．５ｎｇ／ｍｌ、３１．３ｎｇ／ｍｌ、７
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。
【００２２】
　ＥＬＩＳＡプレートをポリクローナルウサギ抗コパキソン抗体で予めコーティングし、
適切に希釈された、校正標準を構成する血清サンプル、および分析用サンプルを、コーテ
ィングされた抗コパキソン抗体に結合するようインキュベートし、未結合の、および結合
の弱い血清成分を、ＰＢＳＴ（０．１％tween 20を含有するリン酸緩衝食塩液）による洗
浄によって分離した。ビオチン標識ポリクローナルウサギ抗コパキソン抗体およびストレ
プトアビジンアルカリ性ホスファターゼコンジュゲートを用いて、結合コパキソンを検出
した。基質をウェルに入れ、試験サンプルについて６４０ｎｍで得られた青色シグナルを
、校正標準の濃度－反応相関から作成した検量線と比較して、血清サンプル中の未知コパ
キソン濃度を決定する。
【実施例６】
【００２３】
　ウサギポリクローナル抗コパキソン抗体の特異的結合の証明
　血清中にスパイクされたコパキソンを特異的に検出し、コパキソン血清タンパク質複合
体の検出を回避するように、ポリクローナルウサギ抗コパキソン抗体を、固定化ＢＳＡ（
ウシ血清アルブミン）およびＢＳＡ－コパキソンを含む活性化アガロースカラムを用いて
特異的に精製した。
【００２４】
　ステップ１：アフィゲル１５（Biorad）を用いてＢＳＡアフィニティカラムを調製した
。アフィゲルへのＢＳＡの結合を、ｐＨ７．４のＰＢＳ中で行った。
　ステップ２：グルタルアルデヒド化学を用いて、ＢＳＡとＧＡとを、各タンパク質のＮ
末端アミノ基への共有結合により化学的にコンジュゲート化した。
【実施例７】
【００２５】
　Sprague DawleyラットにおけるパイロットＰＫ試験
　３匹の雄Sprague Dawleyラットに、コパキソンを２０ｍｇ／ｋｇ体重で、投与体積１ｍ
ｌおよび投与濃度２０ｍｇ／ｋｇ／日で投与した。与えられた強度２０ｍｇ／ｋｇに対し
、可能な最小用量（１ｍｌ／ｋｇの投与体積に基づく）に基づいて投与量を選択した。各
動物の体重を測定し、２０ｍｇ／ｋｇ体重でコパキソンを投与した。５分、１０分、１５
分、２０分、３０分、４５分、１時間、２時間、３時間、４時間、６時間、１０時間およ
び２４時間の時点で、各動物からの血液サンプルを、１０μｌのプロテアーゼ阻害剤中に
採集した。血清分離のために、血液サンプルを氷上に保存した。血清を分離し、搬出まで
－８０℃で保存した。２４時間までのサンプルの輸送はドライアイス中で行った（－４４
℃）。
【００２６】
　ラットパイロット試験におけるＰＫプロファイルの概要



(9) JP 2015-506918 A 2015.3.5

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(10) JP 2015-506918 A 2015.3.5

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】 【図９】



(11) JP 2015-506918 A 2015.3.5

【図１０】 【図１１】

【図１２】 【図１３】

【図１４】



(12) JP 2015-506918 A 2015.3.5

【図１５】

【図１６】

【図１７】

【図１８】



(13) JP 2015-506918 A 2015.3.5

10

20

30

40

【国際調査報告】



(14) JP 2015-506918 A 2015.3.5

10

20

30

40



(15) JP 2015-506918 A 2015.3.5

10

20

30

40



(16) JP 2015-506918 A 2015.3.5

10

20

30

フロントページの続き

(81)指定国　　　　  AP(BW,GH,GM,KE,LR,LS,MW,MZ,NA,RW,SD,SL,SZ,TZ,UG,ZM,ZW),EA(AM,AZ,BY,KG,KZ,RU,TJ,T
M),EP(AL,AT,BE,BG,CH,CY,CZ,DE,DK,EE,ES,FI,FR,GB,GR,HR,HU,IE,IS,IT,LT,LU,LV,MC,MK,MT,NL,NO,PL,PT,RO,R
S,SE,SI,SK,SM,TR),OA(BF,BJ,CF,CG,CI,CM,GA,GN,GQ,GW,ML,MR,NE,SN,TD,TG),AE,AG,AL,AM,AO,AT,AU,AZ,BA,BB,
BG,BH,BN,BR,BW,BY,BZ,CA,CH,CL,CN,CO,CR,CU,CZ,DE,DK,DM,DO,DZ,EC,EE,EG,ES,FI,GB,GD,GE,GH,GM,GT,HN,HR,H
U,ID,IL,IN,IS,JP,KE,KG,KM,KN,KP,KR,KZ,LA,LC,LK,LR,LS,LT,LU,LY,MA,MD,ME,MG,MK,MN,MW,MX,MY,MZ,NA,NG,NI
,NO,NZ,OM,PA,PE,PG,PH,PL,PT,QA,RO,RS,RU,RW,SC,SD,SE,SG,SK,SL,SM,ST,SV,SY,TH,TJ,TM,TN,TR,TT,TZ,UA,UG,
US,UZ,VC

(72)発明者  アルムガム・ムルガナンダム
            インド５６０　１０３バンガロール、ベランドゥル（ポスト）、アウター・リング・ロード、ネク
            スト・トゥ・インテル、デバラビーサナハリ、アダルシュ・パーム・リトリート、ビラ・ナンバー
            ４２１
(72)発明者  ビンドゥ・チッケゴウダ
            インド５６０　０７８バンガロール、ジェイ・ピー・ナガー、フィフス・フェイズ、ナンジュンデ
            シュワラ・レイアウト、フィフティーンス・メイン・ロード、バルシャ、ナンバー３９
(72)発明者  コンダ・ベンカタ・ナラシムハ・ラジュ
            インド５２３　１５７アンドラ・プラデシュ、チララ、プラカシャム・ディストリクト、ペララ、
            ポスト・オフィス、サンカバリ・ペタ、ブトゥクリバリ・ストリート、ハウス・ナンバー１２－６
            －６
(72)発明者  スリカント・スリパドラオ
            インド５６０　０５７バンガロール、チッカサンドラ、ヘサラガッタ・ロード、“スリ・ラクシュ
            ミナラシムハ・ニラヤ”・ニア・ムネシュワラ・テンプル、ナンバー２６
(72)発明者  サンタラム・ムラリダラン
            インド６２３　７０７パラマクディ、タミル・ナドゥ、ラマナタプラム・ディストリクト、ベダン
            タマダム・ストリート、ナンバー１２／１３４
(72)発明者  タンガマ・クンジラ・サブラマニ
            インド５７１　２１８ビラージペット、サウス・クールグ、ミタディ・ビレッジ・アンド・ポスト
(72)発明者  ナブヤ・シバナ
            インド５７１　４２２マンディヤ・ディストリクト、マドゥル・タルク、バラティ・ナガラ、ドダ
            ナ・ビルディング、２４１／４
Ｆターム(参考) 4H045 AA20  BA10  DA75  EA20  EA50  FA71  GA26 



专利名称(译) 开发用于临床前和临床基质中肽聚合物的药代动力学评估的特异性免疫测定相关试剂

公开(公告)号 JP2015506918A 公开(公告)日 2015-03-05

申请号 JP2014546705 申请日 2012-12-12

[标]申请(专利权)人(译) 拜康有限公司

申请(专利权)人(译) Biocon公司

[标]发明人 アルムガムムルガナンダム
ビンドゥチッケゴウダ
コンダベンカタナラシムハラジュ
スリカントスリパドラオ
サンタラムムラリダラン
タンガマクンジラサブラマニ
ナブヤシバナ

发明人 アルムガム·ムルガナンダム
ビンドゥ·チッケゴウダ
コンダ·ベンカタ·ナラシムハ·ラジュ
スリカント·スリパドラオ
サンタラム·ムラリダラン
タンガマ·クンジラ·サブラマニ
ナブヤ·シバナ

IPC分类号 C07K16/44 G01N33/53 G01N30/88

CPC分类号 G01N33/9493 C07K16/44 C07K2317/20 G01N33/531 G01N33/6893 G01N2333/001

FI分类号 C07K16/44 G01N33/53.D G01N30/88.201.R G01N30/88.J

F-TERM分类号 4H045/AA20 4H045/BA10 4H045/DA75 4H045/EA20 4H045/EA50 4H045/FA71 4H045/GA26

代理人(译) 山田卓司
樱井洋子

优先权 4333CHE2011 2011-12-12 IN

外部链接 Espacenet

摘要(译)

本公开内容提供了开发用于肽，肽寡聚物和聚合物的药代动力学评估的
特异性免疫测定的方法，所述聚合物包括醋酸格拉替雷（GA），在临床
和临床前基质中也称为共聚物1，共聚物-1，Cop 1或Cop。

https://share-analytics.zhihuiya.com/view/d8dbe772-3742-43f3-90d4-a6e52e1a6a6e
https://worldwide.espacenet.com/patent/search/family/048613307/publication/JP2015506918A?q=JP2015506918A

