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前言

若特定 的 物 質 能 在 體 內 引 起 免 疫 反 應

(Immune responses)，則該物質具有免疫原性

( I m m u n o g e n i c i t y ) ，根據狀況可以分為

Wanted immunogenicity 以及 Unwanted 

immunogenicity，前者例如藉由施打疫苗促使

免疫反應發生，並於體內產生抗體(Antibody)，

以達到預防或保護的效果；後者則通常發生在蛋

白質藥物於施打後所產生的免疫反應，由於抗藥

物抗體(Anti-drug antibody, ADA) 的影響將會

使藥物逐漸失去療效，並有可能發生過敏性反應

(A n a p h y l a x i s )、細胞激素釋放( C y t o k i n e 

release syndrome)及內源性蛋白交叉中和反應 

(Cross-reactive neutralization of endoge-

nous proteins)等嚴重的不良免疫反應[4]。除了

藥物本身以外還有許多可能導致免疫原性的因素

如表1所示[5]，因此在藥物開發的過程中應及早

進行相關的研究；此外，美國食品藥物管理局

(FDA)提出在藥物開發階段時，應一併開發ADA

的分析方式，並配合結果調整給藥策略以降低免

疫原性產生的風險，且ADA的分析過程應以階段

式逐步篩選以確保整個實驗過程的嚴謹 ( 圖 1[6] )  

， 過程分為 ： (1)  藉由 Screening Assay 快速

篩選出具有ADA呈陽性反應之樣品，期間進行 

cut-point、 靈敏度 (sensitivity)、藥物耐受性 

(drug tolerance) 及選擇性(selectivity) 等驗證

性實驗 (2) 進行Confirmatory Assay 以藥物競

爭的方式消除掉偽陽性結果的可能性 (3) 進行 

Characterization Assay 得到ADA的抗體蛋白

種類、親和力與濃度(Titer) 等基本資訊 (4) 利用

Neutralizing Antibody Assay 檢測抗體對於藥

物影響的程度。

蛋白質藥物  ( P r o t e i n  t h e r a p e u t i c s )  與化學合成藥物相比具有專一性高

、副作用小等優勢，在市場上有著強大的潛力與產值，然而蛋白質藥物必須進

行免疫原性 ( I mm u n o g e n i c i t y ) 的評估，並檢測體內抗蛋白質藥物抗體 ( A n -

t i - d r u g  a n t i b o d y ,  A D A )的含量，以降低藥物在使用上的風險，因此在蛋白

質藥物的研發過程中，應擬定相關的檢測策略。世界衛生組織 (WHO )、美國食

品藥物管理局 ( F D A )與歐洲藥物管理局 ( EMA )皆有相關規定 [1 - 3 ]，包括前臨床試

驗中對ADA進行檢測並針對藥物免疫原性進行實驗評估，而這些結果攸關到藥

物的療效與安全性，以及是否可以批准上市。免疫原性的評估分成幾個階段：  

S c r e e n i n g  A s s a y、  C o n f i r m a t o r y  A s s a y、  C h a r a c t e r i z a t i o n  A s s a y  

與  N e u t r a l i z i n g  A n t i b o d y  A s s a y，於早期擬定策略並選擇適當的方式將有

助於免疫原性研究的進行，以下將進一步的介紹各階段的分析原理與不同分析

方式。

表1. 影響免疫原性的可能原因[5] (Biologicals. 2015, 43: 298-306.)。

治療型蛋白質藥物之免疫原性分析方法介紹

    ( I n t r oduc t i on  t o  immunogen i c i t y  a s s e s smen t  f o r  p ro t e i n  t he r apeu t i c s )

                  



透過這種方式不但降低交叉反應的可能性，也更

適合用於單株抗體蛋白質藥的測試，然而Bridg-

ing ELISA對ADA有較高的要求，若ADA為IgG4

的單價抗體便無法被偵測到，也有可能因為洗滌

次數較多而導致無法偵測到較低含量ADA。

圖2. Direct ELISA、Indirect ELISA、Sandwich (Capture) 

E L I SA模式圖，利用蛋白質藥不同的連接方式來達到辨認

ADA的目的[6] (BioDrugs. 2016, 30: 195-206.)。

圖1. ADA分析流程圖[6] (BioDrugs. 2016, 30: 195-206.)。

圖3. Bridging ELISA模式圖，藉由標記蛋白質藥避免不同物

種的二抗對於含動物血清的對照組所產生的交叉作用[8](Actas 

Dermosifiliogr. 2013, 104 (6): 471-479.)。

Screening assay主要利用抗體鍵結的方式

進行免疫呈色，以確定樣品中是否有ADA的存在

，透過這樣的方式能夠快速地評估給藥後不同時

期、不同患者及單一患者不同給藥劑量等各種條

件下蛋白質藥免疫原性的差異，其方法可分為

enzyme linked immunosorbent assays 

(ELISA)、Electrochemiluminescence (ECL)、

Radioimmunoprecipitation assay (RIPA)、

Surface plasmon resonance (SPR)四類，這四

種方式各有優缺點，因此根據蛋白質藥的特質與

預期結果選擇適當的分析方式，能降低分析結果

的誤差與節省許多時間。

E L I S A 根 據 實 驗 設 計 的 不 同 又 能 分 為

Direct/Indirect 、 Sandwich (Capture) 、

Bridging ELISA。Direct/Indirect ELISA 將蛋

白質藥作為抗原固定在檢測盤底層並加入樣品，

並利用帶有呈色酵素的抗免疫球蛋白試劑對ADA

標定後檢測樣品內是否含有ADA的存在，然而這

兩種方式皆有可能會出現固定抗原時導致抗體鍵

結位被遮蔽的問題，因此為了改善這種問題，

Sandwich ELISA先將針對蛋白質藥的抗體(Cap-

ture antibody)固定在檢測盤上(圖2[6])，接著加

入蛋白質藥確保對ADA的抗體鍵結位能夠暴露在

外，此方法具有高度的專一性[7]，然而由於需要

添加來自不同物種的二抗，因此若以動物血清作

為對照組做測試便有可能會出現交叉反應

(Cross-reactive)， Bridging ELISA便避免了這

種狀況，先透過蛋白質藥來連接ADA，另一方面

又藉由標記酵素的蛋白質藥(圖3[8])去進行檢測，

ECL與Bridging ELISA相似，將蛋白質藥固

定在碳電極板去連接ADA，再以帶有標定物的蛋

白質藥進行檢測，然而ECL是利用釕元素進行標

定而非酵素(圖4[9])，釕元素碳在合適的電壓下受

刺激會產生氧化還原反應並放大訊號，此外因為

該方式減少了洗滌的次數，因此與B r i d g i n g 

ELISA相比有更高的靈敏度，然而ECL與Bridg-

ing ELISA 一樣無法偵測IgG4的單價抗體，同時

設備與試劑也較ELISA昂貴。

1. ELISA

2. ECL

A. Screening Assay：



圖4. ECL 運作示意圖，藉由電流刺激標定在蛋白質藥上的釕

元素不斷產生氧化還原反應，以達到檢測ADA並放大訊號的

目的[9] (Analyst. 2015, 140 (18):6175-6194.)。

圖5. RIA Assay中利用標定放射性元素之蛋白質藥(asalim-

umab)辨認ADA，並藉由檢測其放射性的標記訊號來偵測目

標物[6] (BioDrugs. 2016, 30: 195-206.)。

圖6. SPR利用流通管送入樣品至檢測板，檢測板上則固定著

蛋白質藥並在下方以光源照入呈現固定的折射角度，若有

ADA接上蛋白質藥則會使折射角度改變[10] (Anal Bioanal Chem. 

2014, 406 (9-10): 2303-2323.)。

圖7. 當樣品內的蛋白質藥遠大於ADA時，便有可能導致ADA

鍵結位皆被蛋白質藥佔據，而無法鍵結帶有檢測標定物的蛋

白質藥[12] (J Immunol Res. 2016, 1-15.)。

RIA透過放射性標定蛋白質藥作為抗原，並

在固定劑量的情況下與樣品進行反應，接著透過

免疫球蛋白抗體或蛋白A/G進行與受標記抗原的

ADA鍵結形成複合物沉澱(圖5[6])，最後根據放射

性標記訊號的強度來檢測ADA含量，該種方式最

大的優勢在於能夠連續測量ADA的變化與極高的

靈敏度，然而該方式也因為放射性的安全因素而

備受限制，此外也無法一次性的進行大量的樣品

測試[5]。

在Screening Assay這一階段，可以將分析

後得到數據計算出cut-point，將cut-point的數

值作為判斷樣品是否為陽性的標準，同時為了驗

證該方法的可信度，必須進行選擇性(selectivi-

ty)與靈敏度(sensitivity)的測試，前者能夠確保

基質的差異對於ADA不具有干擾性；靈敏度分析

則透過序列稀釋獲得該分析方式所能測得的最低

值[8 ]，並確保該值必須低於cut -po in t或者是

FDA建議的最低濃度 (≦100 ng/mL)[3]。另一方

面，為了解決蛋白質藥半衰期過長，ADA與蛋白

質藥成為蛋白質藥 - 抗體複合物 ( Drug - Anti - 

drug antibody complex)，導致無法偵測到

ADA的情形(圖7[12])，對於樣品的前處理也相當

重要，例如藉由酸化使其分開行成游離狀，接著

再以標定好的蛋白質藥去競爭ADA，以確保ADA

能夠確實能被偵測到，同時也能進行藥物耐受性

(drug tolerance)的測試。

SPR將蛋白質藥固定在感應晶片上，當樣品

開始流入時，由於ADA會鍵結在蛋白質藥上而導

致感應晶片重量改變，進而促使下方光源的折射

角度出現變化如圖6[10]，藉由這種方式能夠即時

檢測ADA與抗體之間的作用，此外也能檢測到一

些較低親和力的ADA[11]，同樣的，這種方式無法

一次檢測大量的樣品，此外在靈敏度上也較

ELISA差。

3. RIA assay：

4. SPR：



經過Screening Assay後，為了進一步的證

明這些呈現陽性反應的樣本具有可信度，因此進

行驗證性分析，將樣品加入過量的蛋白質藥處理

，ADA會與過量的蛋白質藥產生鍵結導致無法與

檢測物結合，並與未處理組一起進行抑制率 

(Inhibition ratio)的比較，若樣品中確實有ADA

存在，加入蛋白質藥的處理組抑制率理應會比未

處理組來的高，反之若沒有ADA則抑制率與未處

理組相比並不會出現顯著的差異，這類樣品稱之

為偽陽性[5]；而經過Confirmatory Assay判定為

陽性的樣品則可以進行Characterization Assay

，分析抗體球蛋白種類、親和力與滴定濃度等測

試，以獲得ADA的基礎資訊並利於擬定後續的策

略[6]。

細胞性的評估能得知ADA對於蛋白質藥影響

及後續產生的生理機制改變，這該項測試會使細

胞在欲觀察的代謝路徑中產生訊號，並藉由添加

樣品後細胞是否產生訊號來了解ADA是否為

Nab(圖9) [14 ]，而在臨床試驗中藉由將含有ADA

的樣品與蛋白質藥一起與細胞進行培養，若ADA

為non-Nab則蛋白質藥仍可以接上目標物受體並

啟動後續的路經產生可檢測的訊號，反之若樣品

中的ADA為Nab則會導致蛋白質藥無法接上目標

受體，此時細胞便無法產生訊號，此外除了使細

胞釋放訊號外也能設計不同的實驗方式如：細胞

增殖、細胞凋零與細胞激素釋放等來達到檢測

Nab的目的，然而細胞性的測試方法會有基質干

擾的可能性，且整個試驗的開發上不但困難也較

費時間[13]。

1. Bioassay

2. CLB

B. Confirmatory Assay：

抗體的鍵結若是針對蛋白活化位(ep i tope 

site)進行鍵結，導致該蛋白失去原有之功能，抗

體則稱為中和性抗體 (Neutralizing Antibody, 

Nab)，如圖8[13] 所示 。 若 ADA 屬於中和性抗體

，除了會使蛋白質藥的療效大幅降低以外，還有

可能影響到體內重要的生理機制[4] ， 若 ADA 是

標記在目標蛋白活化位以外的其他位置則屬於非

中和性抗體 (non - Neutralizing Antibody ,  

non-Nab)，則該ADA對於臨床試驗產生的風險

就相對較低；為了確保ADA對於蛋白質藥的影響

，有兩種方式進行測試，分別為細胞性的分析

(Bioassay) 與非細胞性的分析 (Competitive 

ligand binding, CLB)[5]。 相較於細胞性的測試，非細胞性的測試較容

易也能廣泛用於各種檢測系統之中包括ELISA、

ELC、RIA、SPR，其實驗設計與ELISA相仿可以

分為Direct與Indirect兩種，Direct主要是將蛋

白質藥固定於檢測盤上，並加入互相作用的配體

(Ligand)或目標蛋白與ADA一同競爭蛋白質藥的

結合位，若ADA屬於non-Nab則會使蛋白順利接

上蛋白質藥產生可以偵測的訊號；Indirect則是

將Ligand固定於檢測盤上面，而蛋白質藥則會

抑制被標記的受體(R e c e p t o r )與檢測盤上的

Ligand結合，若ADA屬於Nab時便會抑制蛋白

C. Neutralizing Antibody Assay:   

圖8. Nab與non-Nab的連接示意圖，作為Nab的ADA會連接

在蛋白質藥的活化位(epitope site)上導致蛋白質藥無法發揮

作用，而non-Nab連接在蛋白質藥非epitope site上，對於

蛋白質藥的影響較Nab來的小[13] (Nat Rev Rheumatol. 

2016, 16 (2): 201-211.)。

圖9. 以偵測IFN Nab為例，利用細胞釋放訊號檢測Nab的模

式圖，在欲觀察的的路徑中添加螢光酵素基因(Luc i fe rase 

DNA)與對應的起動子(IFN Promoter)，並加入IFN與樣品，

若樣品中有對應IFN的Nab，則能抑制IFN啟動起動子，導致

細胞無法產生螢光訊號[14] (J Med Genet. 2014, 51 (6) :  395-400.)。



蛋白質藥的免疫原性是蛋白質藥安全性的重要評估數據之一，而抗蛋白質藥物抗體(ADA)更是應該持

續進行監控，目前的檢測方式隨著新技術開發逐漸增多，應配合蛋白質藥的特性選擇適當的分析方法以在

更短的時間內獲得具有可信度的實驗數據。表2[5]中列出在 Screening Assay 上各項分析方式的優缺點，

可以看到在蛋白質藥臨床可以選擇能夠大量篩選樣品的ELISA或ECL作為分析方式，而在後續少數樣品的

持續追蹤或針對單一個體不同時間點的ADA變化量，則能藉由RIA或者SPR得到更精準的數據 ； 另一方面 

， Neutralizing Antibody Assay關係到了ADA是否會降低蛋白質藥的療效，應根據蛋白質藥作用的機制

作為參考選擇適當的方法。隨著蛋白質藥的發展，其上市的規範與標準也會越來越嚴謹，由於免疫原性可

能導致的風險，因此應在蛋白質藥研發早期便納入重要的評估項目，並在上市後持續監測，以期望將蛋白

質藥的風險最小化。

結論

表2. Screening Assay不同分析方法的差異[5] (Biologicals. 2015, 43: 298-306.)。

質藥的作用，最後便能檢測出Receptor上產生

的訊號[5]，而CLB的檢測方式雖然能快速的得知

ADA對於蛋白質藥結合位的影響，但因為需要對

Ligand或Receptor進行額外標記的修飾，導致

其特性有所改變，其數據可能會與臨床上的實驗

結果有所差異[14]。
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明生公司於3月份參加BioPharma Asia Convention 2017展會，與來自新加坡當地公司與中國、馬

來西亞、印度及世界各地的生物藥品公司進行超過二十個以上的一對一會談，提供實驗室的全方位分析服

務解決方案，緊密地將實驗室與生技藥品開發及臨床服務公司連結整合，同時間也了解生物藥品開發在亞

太區的發展現況。展會有多家生技公司的成果發表，與多項相關服務產業鏈的展出與介紹，顯示各國生技

醫藥領域仍加速成長中。大會有多場演講主題，包含新藥開發、藥品製造、分析方法、臨床試驗、法規議

題與投資市場等項目；新藥開發講題包含創新的細胞治療，免疫療法與精準醫學等議題，生物藥品製造則

有來自各大藥廠針對製程開發與品質管制等議題分享，整場會議圍繞在生物藥品領域上。明生公司在會場

展示各藥品分析項目的解決方案，導入蛋白質藥品與小分子藥物的CRO臨床檢體分析服務，吸引與會者的

目光，展開多項熱烈的案件討論，期待藉由國際委託與合作案件，持續累積豐富的藥品開發經驗。

明生公司將於6月28-30日參加於日本東京國際展示場(Tokyo Big Site) 舉辦之生技聯展，該展會去年

於五月舉辦，有超過26個國家、500家以上生技業者參展，是亞洲指標性的生技展會之一，今年移至六月

擴大舉行，同場加映第一屆的生技藥品博覽會 (BioPharma Expo)，預期將有超過1800家以上的廠商參與

。明生公司亦將於6月29日至7月2日參加於南港展覽館舉辦之台灣生技展，此次生技月之議程，邀請許多

國內外的生技業者進行專題演講，並有專題議程討論 開創生物製劑產業的挑戰，顯見生物藥品在國內製藥

產業逐漸開發成熟，生技展是國內生技界的一大盛事，竭誠歡迎各位生技界的先進們，親臨現場與我們共

襄盛舉。

參展資訊-
BioPha rma  A s i a  2017展會圓滿落幕
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