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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料中の自己免疫疾患の治療に用いられる治療抗体に対する自己抗体の存在又はレベル
を決定する方法であって、
　（ａ）標識された治療抗体を前記試料と接触させて前記自己抗体との間の標識された複
合体を形成する工程と、
　（ｂ）前記標識された複合体をサイズ排除クロマトグラフィーに付して前記標識された
複合体をフリーの標識された治療抗体から分離し、前記標識された複合体の量及び前記フ
リーの標識された治療抗体の量を検出する工程と、並びに
　（ｃ）工程（ｂ）で検出された前記標識された複合体の量及び前記フリーの標識された
治療抗体の量と、既知量の前記自己抗体の検量線とを比較し、前記自己抗体の存在又はレ
ベルを決定する工程と、
を含む、方法。
【請求項２】
　前記検量線が、前記標識された治療抗体を前記自己抗体陽性血清とインキュベートする
ことによって作成されたものである、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記試料が血清である、請求項１に記載の方法。
【請求項４】
　前記自己免疫疾患が、慢性関節リウマチ、炎症性腸疾患、クローン病、潰瘍性大腸炎、
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Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫、多発性硬化症、ＳＬＥ、強直性脊椎炎、乾癬性関節炎、若年
性特発性関節炎、重度乾癬、慢性ブドウ膜炎、重度サルコイドーシス及びウェゲナー肉芽
腫症からなる群より選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　前記治療抗体が、抗サイトカイン抗体、抗ケモカイン抗体、抗細胞接着抗体、抗ＣＤ３
抗体、抗ＣＤ４抗体、抗ＣＤ２０抗体及び抗ＣＤ２５抗体からなる群より選択される、請
求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記抗サイトカイン抗体が、アクテムラ（登録商標）及びＣＮＴＯ１２７５からなる群
より選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記抗細胞接着抗体が、ナタリズマブである、請求項５に記載の方法。
【請求項８】
　抗ＣＤ３抗体が、ビジリズマブである、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　抗ＣＤ４抗体が、プリリキシマブである、請求項５に記載の方法。
【請求項１０】
　抗ＣＤ２０抗体が、リツキシマブ、オファツムマブ及びオクレリズマブからなる群より
選択される、請求項５に記載の方法。
【請求項１１】
　抗ＣＤ２５抗体が、ダクリズマブである、請求項５に記載の方法。
【請求項１２】
　前記自己抗体が、ヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒ
ト抗ヒト化抗体（ＨＡＨＡ）及びそれらの組み合わせからなる群より選択される、請求項
１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記サイズ排除クロマトグラフィーが、サイズ排除－高速液体クロマトグラフィー（Ｓ
Ｅ－ＨＰＬＣ）である、請求項１に記載の方法。
【請求項１４】
　前記標識された治療抗体が、フルオロフォア標識された治療抗体である、請求項１に記
載の方法。
【請求項１５】
　前記フルオロフォアが、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（登録商標）色素である、請求項１４
に記載の方法。
【請求項１６】
　前記標識された複合体が最初に溶出され、その後に前記フリーの標識された治療抗体が
溶出される、請求項１に記載の方法。
【請求項１７】
　前記試料が、前記治療抗体を用いた治療を受けている被験者から得られたものである、
請求項１に記載の方法。
【請求項１８】
　前記フリーの標識された治療抗体対内部標準の比を決定し、前記検量線から前記自己抗
体のレベルを外挿するために前記比を用いる、請求項１に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【関連出願の相互参照】
【０００１】
　本願は、２００９年１０月２６日に出願された米国特許仮出願第６１／２５５，０４８
号、２００９年１１月１９日に出願された米国特許仮出願第６１／２６２，８７７号、２
０１０年４月１５日に出願された米国特許仮出願第６１／３２４，６３５号、２０１０年
５月１７日に出願された米国特許仮出願第６１／３４５，５６７号、２０１０年６月３日
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に出願された米国特許仮出願第６１／３５１，２６９号、２０１０年１０月４日に出願さ
れた米国特許仮出願第６１／３８９，６７２号、及び２０１０年１０月１５日に出願され
た米国特許仮出願第６１／３９３，５８１号についての優先権を主張し、これらの開示内
容は、あらゆる目的のためにこれらの全体が参照により本明細書中に組み込まれる。
【発明の背景】
【０００２】
　自己免疫疾患は重要なかつ広がりを見せている医学的問題である。例えば、慢性関節リ
ウマチ（ＲＡ）は米国で２００万人を超える人々を冒す自己免疫疾患である。ＲＡは関節
の慢性炎症を引き起こすものであり、典型的には関節破壊及び機能的障害（ｆｕｎｃｔｉ
ｏｎａｌ　ｄｉｓａｂｉｌｉｔｙ）を引き起こす可能性を有する進行性の病気である。遺
伝的素因、感染因子及び環境的要因はいずれもこの疾病の病因とされているが、慢性関節
リウマチの原因は不明である。活動性ＲＡにおける症状として、疲労、食欲不振、微熱、
筋肉痛、関節痛及びこわばりを挙げることができる。また、疾病の再燃時には、滑膜の炎
症によって、関節が頻繁に赤くなり、腫れ、痛みそして圧痛を伴うようになる。さらに、
ＲＡは全身性疾患であるので、炎症は、眼瞼腺（ｇｌａｎｄｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｅｙｅｓ
）、口腔腺、肺粘膜、心膜、及び血管を含む、関節以外の体の領域及び器官に影響を与え
ることがある。
【０００３】
　ＲＡ及び他の自己免疫疾患の管理のための従来的な治療として、即効性の「第一選択薬
」及び遅効性の「第二選択薬」を挙げることができる。第一選択薬は痛み及び炎症を軽減
する。かかる第一選択薬の例として、アスピリン、ナプロキセン、イブプロフェン、エト
ドラク及び他の非ステロイド系の抗炎症薬（ＮＳＡＩＤ）、並びに経口的に投与されるか
又は組織及び関節内に直接注射されるコルチコステロイドを挙げることができる。第二選
択薬は、疾病の緩解を促進し進行性の関節破壊を防止するもので疾患修飾性抗リウマチ薬
又はＤＭＡＲＤとも呼ばれる。第二選択薬の例として、金、ヒドロクロロキン、アザルフ
ィジン及び免疫抑制薬、例えば、メトトレキセート、アザチオプリン、シクロホスファミ
ド、クロラムブシル及びシクロスポリンなどを挙げることができるが、これらの薬剤は有
害な副作用を有していることがある。従って、慢性関節リウマチ及び他の自己免疫疾患に
対する別の治療法が探求されている。
【０００４】
　腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－α）は、当初は所定のマウス腫瘍の壊死を誘発するそ
の能力に基づいて同定された、単球及びマクロファージを含む、多くの細胞型によって産
生されるサイトカインである。その後、悪液質（ｃａｃｈｅｘｉａ）に関連した、カケク
チンと呼ばれる因子がＴＮＦ－αと一致することが示された。ＴＮＦ－αは、ショック（
ｓｈｏｃｋ）、敗血症、感染、自己免疫疾患、ＲＡ、クローン病、移植片拒絶（ｔｒａｎ
ｓｐｌａｎｔ　ｒｅｊｅｃｔｉｏｎ）及び移植片対宿主病を含む、ヒトの種々の他の疾病
及び疾患の病態生理に関与するとされている。
【０００５】
　種々のヒトの疾患におけるヒトＴＮＦ－α（ｈＴＮＦ－α）の有害な役割のために、治
療戦略は、ｈＴＮＦ－α活性を阻害又は抑制する（ｃｏｕｎｔｅｒａｃｔ）ように設計さ
れてきた。とりわけ、ｈＴＮＦ－α活性を阻害する手段として、ｈＴＮＦ－αに結合しそ
れを中和する抗体が捜し求められてきた。かかる抗体の最も初期の一部は、ｈＴＮＦ－α
で免疫されたマウスのリンパ球から調製したハイブリドーマによって分泌される、マウス
モノクローナル抗体（ｍＡｂｓ）であった（例えば、Ｍｏｅｌｌｅｒらに対する米国特許
第５，２３１，０２４号参照）。これらのマウス抗ｈＴＮＦ－α抗体はしばしばｈＴＮＦ
－αに対して高い親和性を示しそしてｈＴＮＦ－α活性を中和することができるが、一方
で、それらのインビボの使用は、例えば、短い血清半減期、特定のヒトエフェクター機能
の惹起（ｔｒｉｇｇｅｒ）不能、及びヒトにおけるマウス抗体に対する望ましくない免疫
応答の誘発（ｅｌｉｃｉｔａｔｉｏｎ）（「ヒト抗マウス抗体」（ＨＡＭＡ）反応）など
の、ヒトへのマウス抗体の投与に関連した問題によって制限されてきた。
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【０００６】
　ごく最近になって、生物学的療法が、例えば、慢性関節リウマチなどの自己免疫疾患の
治療に適用されている。例えば、４種のＴＮＦα阻害剤、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（
インフリキシマブ）、キメラ抗ＴＮＦα　ｍＡｂ、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネルセ
プト）、ＴＮＦＲ－Ｉｇ　Ｆｃ融合タンパク質、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）（アダリムマブ
）、ヒト抗ＴＮＦα　ｍＡｂ、及びＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）、
ペグ化Ｆａｂ断片は、ＦＤＡによって慢性関節リウマチの治療に対して承認されている。
ＣＩＭＺＩＡ（商標）は、中等度から重症のクローン病（ＣＤ）の治療にも用いられる。
かかる生物学的療法は慢性関節リウマチ及び例えば、ＣＤなどの、他の自己免疫疾患の治
療における好結果が示されたが、一方で、かかる治療に対して、治療された全ての被検者
が応答し又は充分に応答するわけではない。さらに、ＴＮＦα阻害剤の投与は、該薬剤に
対する免疫応答を誘発しそして例えば、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化抗
体（ＨＡＨＡ）、及びヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）などの、自己抗体の産生を導くこと
がある。かかるＨＡＣＡ、ＨＡＨＡ、又はＨＡＭＡ免疫応答は、前記薬剤を用いたさらな
る処理を不可能にする免疫療法ＴＮＦα阻害剤の薬物動態及び生体内分布における劇的変
化及び過敏性反応（ｈｙｐｅｒｓｅｎｓｉｔｉｖｅ　ｒｅａｃｔｉｏｎ）に関連している
ことがある。このように、当該技術分野では、患者試料中の抗ＴＮＦα生物学的製剤及び
／又はそれらの自己抗体の存在を検出してＴＮＦα阻害剤療法を監視し及び治療決定を誘
導するアッセイが必要である。本発明は、この要求を満たしさらに関連した利点を提供す
る。
【発明の概要】
【０００７】
　ＴＮＦαは炎症性疾患、自己免疫疾患、ウイルス感染、細菌感染、寄生虫感染、悪性腫
瘍、及び／又は神経変性疾患に関係するとされてきており、例えば、慢性関節リウマチ及
びクローン病などの疾病における特定の生物学的療法についての有用な標的である。例え
ば、抗ＴＮＦα抗体などのＴＮＦα阻害剤は重要な種類の治療薬である。抗ＴＮＦα生物
学的製剤及び／又はそれらの自己抗体の存在を検出するアッセイ方法が必要である。
【０００８】
　そこで、本発明は、１つの実施形態において、試料中の抗ＴＮＦα薬の存在又はレベル
を検出する方法であって、以下の工程：
（ａ）標識されたＴＮＦαを抗ＴＮＦα薬を有する又は有すると疑われる試料と接触させ
て、抗ＴＮＦα薬との標識された複合体（すなわち、免疫複合体又はイムノコンジュゲー
ト）（すなわち、標識されたＴＮＦαと抗ＴＮＦα薬とは互いに共有結合していない）を
形成する工程と；
（ｂ）標識された複合体をサイズ排除クロマトグラフィーに付して標識された複合体を（
例えば、フリーの標識されたＴＮＦαから）分離する工程と；及び
（ｃ）標識された複合体を検出し、それによって抗ＴＮＦα薬の存在又はレベルを検出す
る工程と、
を含む、方法を提供する。
【０００９】
　或る場合に、この方法は、例えば、かかる抗ＴＮＦα薬療法を受けている被験者由来の
、試料中のＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリキシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）
（エタネルセプト）、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）（アダリムマブ）、及びＣＩＭＺＩＡ（商
標）（セルトリズマブ　ペゴル）のレベルを測定するのに有用である。
【００１０】
　別の実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存在又は
レベルを検出する方法であって、以下の工程：
（ａ）標識された抗ＴＮＦα薬を該抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体を有する又は有すると
疑われる試料と接触させて自己抗体との標識された複合体（すなわち、免疫複合体又はイ
ムノコンジュゲート）（すなわち、標識されたＴＮＦαと自己抗体とは互いに共有結合し
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ていない）を形成する工程と；
（ｂ）前記標識された複合体をサイズ排除クロマトグラフィーに付して標識された複合体
を（例えば、フリーの標識された抗ＴＮＦα薬から）分離する工程と；及び
（ｃ）前記標識された複合体を検出し、それによって自己抗体の存在又はレベルを検出す
る工程と、
を含む、方法を提供する。
【００１１】
　或る場合に、この方法は、例えば、抗ＴＮＦα薬療法を受けている被験者由来の、試料
中の自己抗体であって、限定されないが、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化
抗体（ＨＡＨＡ）、及びヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）を含む自己抗体のレベルを測定す
るのに有用である。
【００１２】
　さらに別の実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存
在又はレベルを検出する方法であって、以下の工程：
（ａ）標識された抗ＴＮＦα薬及び標識されたＴＮＦαを該抗ＴＮＦα薬に対する自己抗
体を有する又は有すると疑われる試料と接触させて、標識された抗ＴＮＦα薬と、標識さ
れたＴＮＦαと、及び自己抗体との間の第一の標識された複合体（すなわち、免疫複合体
又はイムノコンジュゲート）（すなわち、第一の標識された複合体の成分同士は互いに共
有結合していない）並びに標識された抗ＴＮＦα薬と自己抗体との間の第二の標識された
複合体（すなわち、免疫複合体又はイムノコンジュゲート）（すなわち、第二の標識され
た複合体の成分同士は互いに共有結合していない）を形成し、ここで標識された抗ＴＮＦ
α薬と標識されたＴＮＦαとは異なった標識を含んでいる工程と；
（ｂ）前記第一の標識された複合体及び前記第二の標識された複合体をサイズ排除クロマ
トグラフィーに付して前記第一の標識された複合体及び前記第二の標識された複合体を（
例えば、フリーの標識されたＴＮＦα及びフリーの標識された抗ＴＮＦα薬から）分離す
る工程と；及び
（ｃ）前記第一の標識された複合体及び前記第二の標識された複合体を検出し、それによ
って、前記第一の標識された複合体及び前記第二の標識された複合体の双方が存在してい
る場合には非中和型の自己抗体の存在又はレベルを検出し（すなわち、自己抗体は抗ＴＮ
Ｆα薬とＴＮＦαとの間の結合を干渉しない）、そして前記第二の標識された複合体のみ
が存在している場合には中和型の自己抗体の存在又はレベルを検出する（すなわち、自己
抗体は抗ＴＮＦα薬とＴＮＦαとの間の結合を干渉する）工程と、
を含む、前記方法を提供する。
【００１３】
　或る場合に、この方法は、例えば、抗ＴＮＦα薬療法を受けている被験者由来の、試料
中の自己抗体であって、限定されないが、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化
抗体（ＨＡＨＡ）、及びヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）を含む自己抗体のレベルを測定す
るのに有用である。
【００１４】
　関連した実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存在
又はレベルを検出する方法であって、以下の工程：
（ａ）標識された抗ＴＮＦα薬を該抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体を有する又は有すると
疑われる試料と接触させて、標識された抗ＴＮＦα薬と自己抗体との間の第一の標識され
た複合体（すなわち、免疫複合体又はイムノコンジュゲート）（すなわち、標識された抗
ＴＮＦα薬と自己抗体とは互いに共有結合していない）を形成する工程と；
（ｂ）前記第一の標識された複合体を第一のサイズ排除クロマトグラフィーに付して前記
第一の標識された複合体を（例えば、フリーの標識された抗ＴＮＦα薬から）分離する工
程と；及び
（ｃ）前記第一の標識された複合体を検出し、それによって自己抗体の存在又はレベルを
検出する工程と、
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（ｄ）標識されたＴＮＦαを前記第一の標識された複合体と接触させて、標識された抗Ｔ
ＮＦα薬と標識されたＴＮＦαとの間の第二の標識された複合体（すなわち、免疫複合体
又はイムノコンジュゲート）（すなわち、標識された抗ＴＮＦα薬と標識されたＴＮＦα
とは互いに共有結合していない）を形成し、ここで標識された抗ＴＮＦα薬と標識された
ＴＮＦαとは異なった標識を含んでいる工程と；
（ｅ）前記第二の標識された複合体を第二のサイズ排除クロマトグラフィーに付して前記
第二の標識された複合体を（例えば、フリーの標識されたＴＮＦαから）分離する工程と
；及び
（ｆ）前記第二の標識された複合体を検出し、それによって中和型の自己抗体の存在又は
レベルを検出する（すなわち、自己抗体は抗ＴＮＦα薬とＴＮＦαとの間の結合を干渉す
る）工程と、
を含む、方法を提供する。
【００１５】
　或る場合に、この方法は、例えば、抗ＴＮＦα薬療法を受けている被験者由来の、試料
中の自己抗体であって、限定されないが、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化
抗体（ＨＡＨＡ）、及びヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）を含む自己抗体のレベルを測定す
るのに有用である。
【００１６】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者に対
する前記抗ＴＮＦα薬の有効量を決定する方法であって、以下の工程：
（ａ）前記被験者由来の第一の試料中の前記抗ＴＮＦα薬のレベルを測定する工程であっ
て、以下の工程：
（ｉ）前記第一の試料を或る量の標識されたＴＮＦαと接触させて該標識されたＴＮＦα
を前記抗ＴＮＦα薬と共に含む第一の複合体を形成する工程と；及び
（ｉｉ）前記第一の複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって検出し、それによっ
て前記抗ＴＮＦα薬の前記レベルを測定する工程と、
を含む工程と；
（ｂ）前記被験者由来の第二の試料中の前記抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体のレベルを測
定する工程であって、以下の工程：
（ｉ）前記第二の試料を或る量の標識された抗ＴＮＦα薬と接触させて前記標識された抗
ＴＮＦα薬を前記自己抗体と共に含む第二の複合体を形成する工程と；及び
（ｉｉ）前記第二の複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって検出し、それによっ
て前記自己抗体の前記レベルを測定する工程と、
を含む工程と；及び
（ｃ）工程（ａ）において測定された前記抗ＴＮＦα薬のレベルから工程（ｂ）において
測定された前記自己抗体のレベルを減算し、それによって前記抗ＴＮＦα薬の有効量を決
定する工程と、
を含む、方法を提供する。
【００１７】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者にお
ける前記抗ＴＮＦα薬の有効量を最適化する方法であって、以下の工程：
（ａ）本発明の方法に従って前記抗ＴＮＦα薬の有効量を決定する工程と；
（ｂ）前記抗ＴＮＦα薬の前記有効量を前記抗ＴＮＦα薬の前記レベルと比較する工程と
；及び
（ｃ）工程（ｂ）の比較に基づいて前記被験者に対する前記抗ＴＮＦα薬の今後の用量を
決定し、それによって前記抗ＴＮＦα薬の治療量を最適化する工程と、
を含む、前記方法を提供する。
【００１８】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者にお
ける治療を最適化し及び／又は前記抗ＴＮＦα薬に対する毒性を低減する方法であって、
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（ａ）前記被験者由来の第一の試料中の前記抗ＴＮＦα薬のレベルを測定する工程と；
（ｂ）前記被験者由来の第二の試料中の前記抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体のレベルを測
定する工程と；及び
（ｃ）前記抗ＴＮＦα薬及び前記自己抗体のレベルに基づいて前記被験者に対する今後の
治療過程を決定し、それによって治療を最適化し及び／又は前記抗ＴＮＦα薬に対する毒
性を低減する工程、
を含む、方法を提供する。
【００１９】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を有する又は有すると疑われる試料中
の該抗ＴＮＦα薬の存在又はレベルを内部標準を参照して決定する方法であって、
（ａ）或る量の標識されたＴＮＦα及び或る量の標識された内部標準を前記試料と接触さ
せて標識されたＴＮＦαと前記抗ＴＮＦα薬との複合体を形成する工程と；
（ｂ）サイズ排除クロマトグラフィーによって前記標識されたＴＮＦα及び前記標識され
た内部標準を検出する工程と；
（ｃ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
プロットから前記標識されたＴＮＦαのピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（ｄ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
前記プロットから前記標識された内部標準のピークに対する曲線下面積を積分する工程と
；
（ｅ）標識されたＴＮＦαの前記量を標識された内部標準の前記量で除することによって
第一の比を決定する工程と；
（ｆ）工程（ｃ）から結果として得られた積分を工程（ｄ）から結果として得られた積分
で除することによって第二の比を決定する工程と；及び
（ｇ）工程（ｅ）において決定された第一の比を工程（ｆ）において決定された第二の比
と比較し、それによって内部標準を参照して前記抗ＴＮＦα薬の存在又はレベルを決定す
る工程と、
を含む、方法を提供する。
【００２０】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者にお
ける抗ＴＮＦα薬の治療量を最適化する方法であって：前段落の工程（ｅ）の標識された
ＴＮＦα対標識された内部標準の比の、前段落の工程（ｆ）の標識されたＴＮＦα対標識
された内部標準の比との比較に基づいて被験者に対する抗ＴＮＦα薬の今後の用量を決定
し、それによって抗ＴＮＦα薬の治療量を最適化する工程を含む、方法を提供する。
【００２１】
　或る実施形態において、本発明は、自己抗体を有する又は有すると疑われる試料中の抗
ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存在又はレベルを内部標準を参照して決定する方法であっ
て、以下の工程：
（ａ）或る量の標識された抗ＴＮＦα薬及び或る量の標識された内部標準を前記試料と接
触させて前記標識された抗ＴＮＦα薬と前記自己抗体との複合体を形成する工程と；
（ｂ）サイズ排除クロマトグラフィーによって前記標識された抗ＴＮＦα薬及び前記標識
された内部標準を検出する工程と；
（ｃ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
プロットから前記標識された抗ＴＮＦα薬のピークに対する曲線下面積を積分する工程と
；
（ｄ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
プロットから前記標識された内部標準のピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（ｅ）標識された抗ＴＮＦα薬の前記量を標識された内部標準の前記量で除することによ
って第一の比を決定する工程と；及び
（ｆ）工程（ｃ）及び工程（ｄ）から結果として得られた積分を除する（ｄｉｖｉｄｉｎ
ｇ　ｔｈｅ　ｒｅｓｕｌｔａｎｔ　ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ　ｆｒｏｍ　ｓｔｅｐ　（ｃ



(8) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

50

）　ａｎｄ　（ｄ））ことによって第二の比を決定する工程と；及び
（ｇ）工程（ｅ）において決定された第一の比を工程（ｆ）において決定された第二の比
と比較し、それによって内部標準を参照して前記自己抗体の存在又はレベルを決定する工
程と、
を含む、方法を提供する。
【００２２】
　別の実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬の存在又はレベル及び抗ＴＮ
Ｆα薬に対する自己抗体の存在又はレベルを測定するキットであって、以下：
（ａ）或る量の標識されたＴＮＦαを含む第一の測定基体（ｓｕｂｓｔｒａｔｅ）と；
（ｂ）或る量の標識された抗ＴＮＦα薬を含む第二の測定基体と；
（ｃ）場合により、或る量の標識されたＴＮＦα及び或る量の標識された内部標準を含む
第三の測定基体と；
（ｄ）場合により、或る量の標識された抗ＴＮＦα薬及び或る量の標識された内部標準を
含む第四の測定基体と；
（ｅ）場合により、被験者から試料を抽出する手段と；及び
（ｆ）場合により、前記キットを使用するための取扱説明書（ｐａｍｐｈｌｅｔ　ｏｆ　
ｉｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｓ）と、
を含む、キットを提供する。
【００２３】
本発明の他の目的、特徴、及び利点は、以下の詳細な説明及び図面から当業者に明白とな
るであろう。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】サイズ排除ＨＰＬＣを用いてＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７とＨＵＭＩＲＡ（商品
名）との間の結合を検出する、本発明のアッセイの典型的な実施形態を示す図である。
【００２５】
【図２】ＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７へのＨＵＭＩＲＡ（商品名）の結合の用量反応（ｄ
ｏｓｅ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ）曲線を示す図である。
【００２６】
【図３】架橋（ｂｒｉｄｇｉｎｇ）アッセイとして知られる、現在のＥＬＩＳＡをベース
としたＨＡＣＡレベルの測定法を示す図である。
【００２７】
【図４】ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）に対して産生されたＨＡＣＡ／ＨＡＨＡの濃度を測
定するための本発明の自己抗体検出アッセイの典型的な概略を示す図である。
【００２８】
【図５】ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７への抗ヒトＩｇＧ抗体結合の用
量反応分析を示す図である。
【００２９】
【図６】ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７への抗ヒトＩｇＧ抗体結合の第
二の用量反応分析を示す図である。
【００３０】
【図７】ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７への抗ヒトＩｇＧ抗体結合の用
量反応曲線を示す図である。
【００３１】
【図８】正常なヒト血清及びＨＡＣＡ陽性血清におけるＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａ
ｌｅｘａ６４７免疫複合体形成を示す図である。
【００３２】
【図９】本発明のモビリティシフトアッセイ又は架橋アッセイを用いて実施した２０の患
者血清試料からのＨＡＣＡ測定の要約を提供する図である。
【００３３】
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【図１０】本発明の新規なＨＡＣＡアッセイに対する現行のＨＡＣＡ血清濃度測定法の比
較及び要約を提供する図である。
【００３４】
【図１１】正常（ＮＨＳ）又はＨＡＣＡ陽性（ＨＰＳ）血清とインキュベートしたフルオ
ロフォア（Ｆｌ）標識されたＩＦＸのＳＥ－ＨＰＬＣプロファイルを示す図である。イン
キュベーション混合物へのＨＡＣＡ陽性血清の増量の添加は用量依存的に高分子量（ｈｉ
ｇｈｅｒ　ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｍａｓｓ）溶出位置Ｃ１及びＣ２へＩＦＸ－Ｆｌピーク
をシフトさせた。
【００３５】
【図１２】モビリティシフトアッセイによって決定された、ＨＡＣＡ陽性血清の希釈度の
増加に伴って生成された結合及びフリーのＩＦＸ－Ｆｌの用量反応曲線を示す図である。
（Ａ）増加希釈度のＨＡＣＡ陽性血清をＩＦＸ－Ｆｌ　３７．５ｎｇとインキュベートし
た。希釈度を高める（ＨＡＣＡが減少する）につれて、ＳＥ－ＨＰＬＣ分析においてフリ
ーのＩＦＸ－Ｆｌが増加することが見出された。（Ｂ）増加希釈度のＨＡＣＡ陽性血清を
ＩＦＸ－Ｆｌ　３７．５ｎｇとインキュベートした。希釈度を高める（ＨＡＣＡが減少す
る）につれて、ＳＥ－ＨＰＬＣ分析においてＨＡＣＡ結合したＩＦＸ－Ｆｌが減少するこ
とが見出された。
【００３６】
【図１３】正常（ＮＨＳ）の又はＩＦＸスパイクされた血清とインキュベートしたＴＮＦ
α－ＦｌのＳＥ－ＨＰＬＣプロファイルを示す図である。インキュベーション混合物への
ＩＦＸスパイク血清の増量の添加は用量依存的に高分子量溶出位置へ蛍光ＴＮＦαピーク
をシフトさせた。
【００３７】
【図１４】モビリティシフトアッセイによって決定された、ＩＦＸスパイク血清の希釈度
の増加に伴って生成された結合及びフリーのＴＮＦαの用量反応曲線を示す図である。イ
ンキュベーション混合物に添加したＩＦＸの濃度の増加につれてフリーＴＮＦαの百分率
が減少するが結合ＴＮＦαの百分率は増加する。
【００３８】
【図１５】モビリティシフトアッセイによる種々の時点におけるＩＦＸで治療されたＩＢ
Ｄ患者における相対的ＨＡＣＡレベル及びＩＦＸ濃度の測定値を示す図である。
【００３９】
【図１６】患者管理－種々の時点におけるＩＦＸで治療されたＩＢＤ患者の血清中のＨＡ
ＣＡレベル及びＩＦＸ濃度の測定値を示す図である。
【００４０】
【図１７】（Ａ）非中和性又は（Ｂ）中和性の自己抗体、例えば、ＨＡＣＡなど、の存在
を検出する本発明のアッセイの典型的な実施形態を示す図である。
【００４１】
【図１８】中和性自己抗体、例えば、ＨＡＣＡなど、の存在を検出する本発明のアッセイ
の代替的な実施形態を示す図である。
【００４２】
【図１９】種々の量の抗ヒトＩｇＧの存在下で正常ヒト血清（ＮＨＳ）とインキュベート
したＦｌ標識されたＡＤＬのモビリティシフトプロファイルを示す図である。インキュベ
ーション混合物への抗ヒトＩｇＧの増量の添加は用量依存的に高分子量溶出位置Ｃ１及び
Ｃ２へフリーＦｌ－ＡＤＬピーク（ＦＡ）をシフトさせたが、内部標準（ＩＣ）は変化し
なかった。
【００４３】
【図２０】フリーのＦｌ－ＡＤＬのシフトに関する抗ヒトＩｇＧの用量反応曲線を示す図
である。増量の抗ヒトＩｇＧをＦｌ－ＡＤＬ　３７．５ｎｇ及び内部標準とインキュベー
トした。反応混合物への抗体の添加量が増えれば増えるほど、内部標準に対するフリーＦ
ｌ－ＡＤＬの比は低下した。
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【００４４】
【図２１】種々の量のＡＤＬの存在下に正常ヒト血清（ＮＨＳ）とインキュベートしたＦ
ｌ標識されたＴＮＦαのモビリティシフトプロファイルを示す図である。Ｅｘ＝４９４ｎ
ｍ；Ｅｍ＝５１９ｎｍ。インキュベーション混合物へのＡＤＬの増量の添加は、用量依存
的に高分子量溶出位置へＴＮＦ－Ｆｌピーク（ＦＴ）をシフトさせたが、内部標準（ＩＣ
）は変化しなかった。
【００４５】
【図２２】フリーのＴＮＦ－α－Ｆｌのシフトに関するＡＤＬの用量反応曲線を示す図で
ある。増量のＡＤＬをＴＮＦ－α－Ｆｌ　１００ｎｇ及び内部標準とインキュベートした
。反応混合物への抗体ＡＤＬの添加量が増えれば増えるほど、内部標準に対するフリーＴ
ＮＦ－α－Ｆｌの比は低下した。
【００４６】
【図２３】正常の（ＮＨＳ）又はプールＨＡＣＡ陽性患者血清とインキュベートしたＦｌ
標識されたＲｅｍｉｃａｄｅ（ＩＦＸ）のモビリティシフトプロファイルを示す図である
。
【００４７】
【図２４】正常の（ＮＨＳ）又はマウス抗ヒトＩｇＧ１抗体とインキュベートしたＦｌ標
識されたＨＵＭＩＲＡ（ＡＤＬ）のモビリティシフトプロファイルを示す図である。
【００４８】
【図２５】正常の（ＮＨＳ）又はプールＨＡＨＡ陽性患者血清とインキュベートしたＦｌ
標識されたＨＵＭＩＲＡ（ＡＤＬ）のモビリティシフトプロファイルを示す図である。
【発明の詳細な記載】
【００４９】
Ｉ．序論
　本発明は、サイズ排除クロマトグラフィーを用いたホモジニアスモビリティシフトアッ
セイがＴＮＦα阻害剤並びにそれらに対して産成される自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ、Ｈ
ＡＨＡなど）の存在又はレベルを測定するのにとりわけ有利であるという発見に一部基づ
いている。とりわけ、本発明はいかなる洗浄工程も必要としない「ミックスアンドリード
（ｍｉｘ　ａｎｄ　ｒｅａｄ）」アッセイを提供する。結果として、複合及び非複合のタ
ンパク質治療薬が容易に相互に分離される。さらに、本発明のアッセイを用いてフリーの
薬剤に由来する任意の可能性のある干渉が最小化される。対照的に、ＨＡＣＡ又はＨＡＨ
Ａレベルを測定する典型的なＥＬＩＳＡは、最大で３ヶ月かかることがあるが、体内から
ＴＮＦα阻害剤が除去されるまで実施することができない。さらに、本発明は、抗ＴＮＦ
α抗体のほかにも一般に広範囲のタンパク質治療薬に適用することができる。本発明のア
ッセイはまた、固体表面への抗原の結合を回避し、無関係のＩｇＧ類の非特定的結合を排
除し、弱い親和性で抗体を検出し、そして現在利用することができる検出法、例えば、エ
ンザイムイムノアッセイなどより高い感度及び特異性を示すので、有利である。
【００５０】
　抗ＴＮＦα生物学的製剤並びに他の免疫治療薬の血清濃度を測定することの重要性は、
臨床試験のときに薬物動態性及び忍容性（例えば、免疫応答）試験を実施すべきことをＦ
ＤＡが要求している事実によって示される。本発明は、これらの薬剤を受けている患者を
監視して、患者が適正な用量を得ていること、その薬剤が体内からあまりに急速に除去さ
れるものでないこと、及び患者がその薬剤に対して免疫応答を発現していないことを確か
めるのにも有用である。さらに、本発明は、初期薬剤で不首尾のための異なった薬剤間で
の切り替えを導くのに有用である。
【００５１】
ＩＩ．定義
　本明細書中で用いる場合、以下の用語は他に断らない限りそれらに与えられた意味を有
する。
【００５２】
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　用語「抗ＴＮＦα薬」又は「ＴＮＦα阻害剤」は、本明細書中で用いる場合、例えば、
ＴＮＦαとＴＮＦαに対する細胞表面受容体との相互作用を阻害すること、ＴＮＦαタン
パク質産生を阻害すること、ＴＮＦα遺伝子発現を阻害すること、細胞からのＴＮＦα分
泌を阻害すること、ＴＮＦα受容体シグナル伝達を阻害すること又は被験者にＴＮＦα活
性の低下を生じさせる任意の他の手段などによって、直接的に又は間接的にＴＮＦα活性
を阻害する、タンパク質、抗体、抗体断片、融合タンパク質（例えば、Ｉｇ融合タンパク
質又はＦｃ融合タンパク質）、多価結合タンパク質（例えば、ＤＶＤ　Ｉｇ）、小分子Ｔ
ＮＦαアンタゴニスト及び類似の天然に存在する若しくは非天然に存在する分子、及び／
又は組換え体及び／又はその操作型形態（ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ　ｆｏｒｍｓ）を含む薬
剤を包含するように意図される。用語「抗ＴＮＦα薬」又は「ＴＮＦα阻害剤」は、好ま
しくは、ＴＮＦα活性を阻害する薬剤を含む。ＴＮＦα阻害剤の例として、エタネルセプ
ト（ＥＮＢＲＥＬ（商品名）、Ａｍｇｅｎ社）、インフリキシマブ（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（
商品名）、Ｊｏｈｎｓｏｎ　ａｎｄ　Ｊｏｈｎｓｏｎ社）、ヒト抗ＴＮＦモノクローナル
抗体アダリムマブ（Ｄ２Ｅ７／ＨＵＭＩＲＡ（商品名）、Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔ
ｏｒｉｅｓ社）、セルトリズマブ　ペゴル（ＣＩＭＺＩＡ（商標）、ＵＣＢ社）、ＣＤＰ
　５７１（Ｃｅｌｌｔｅｃｈ社）、及びＣＤＰ　８７０（Ｃｅｌｌｔｅｃｈ社）並びにＴ
ＮＦα活性が有害である疾患（例えば、ＲＡ）を患っている又は患うリスクのある被験者
に投与した場合にその疾患が治療されるような、ＴＮＦα活性を阻害する他の化合物を挙
げることができる。
【００５３】
　用語「ＴＮＦα阻害剤に対する応答性を予測する」は、本明細書中で用いる場合、ＴＮ
Ｆα阻害剤を用いた被験者の治療がその被験者に有効である（例えば、測定可能な利益を
与える）か否かの可能性を評価する能力を指すものとする。とりわけ、治療が有効である
か否かの可能性を評価する前記能力は、典型的には、治療が始まり、そして有効性の指標
（例えば、測定可能な利益の指標）が被験者において観察された後に発揮される。とりわ
け好ましいＴＮＦα阻害剤は、ＴＮＦα媒介性の疾病又は疾患、例えば、慢性関節リウマ
チ、又は炎症性腸疾患（ＩＢＤ）など、の治療においてヒトに用いるのにＦＤＡによって
承認されている生物学的製剤であり、それらの製剤として、アダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ
（商品名））、インフリキシマブ（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））、エタネルセプト（Ｅ
ＮＢＲＥＬ（商品名））、及びセルトリズマブ　ペゴル（ＣＩＭＺＩＡ（商標）、ＵＣＢ
社）を挙げることができる。
【００５４】
　用語「サイズ排除クロマトグラフィー」（ＳＥＣ）は、溶液中の分子をそれらのサイズ
及び／又は流体力学的体積（ｈｙｄｒｏｄｙｎａｍｉｃ　ｖｏｌｕｍｅ）に基づいて分離
するクロマトグラフ法を含むものとする。それは、例えば、タンパク質及びそのコンジュ
ゲートなどの、の大分子又は高分子複合体（ｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｃｏｍｐｌ
ｅｘｅｓ）に適用される。典型的には、水溶液を用いてカラムを通して試料を運ぶ（ｔｒ
ａｎｓｐｏｒｔ）場合の技術がゲル濾過クロマトグラフィーとして知られている。
【００５５】
　用語「複合体」、「免疫複合体」、「コンジュゲート」及び「イムノコンジュゲート」
は、限定的でなく、抗ＴＮＦα薬に結合したＴＮＦα（例えば、非共有手段による）、抗
ＴＮＦα薬に対する抗体に結合した抗ＴＮＦα薬（例えば、非共有手段による）、及び抗
ＴＮＦα薬に対する抗体及びＴＮＦαの双方に結合した抗ＴＮＦα薬（例えば、非共有手
段による）を含む。
【００５６】
　本明細書中で用いる場合、用語「標識された」によって修飾された実体（ｅｎｔｉｔｙ
）は、任意の実体、分子、タンパク質、酵素、抗体、抗体断片、サイトカイン、又は経験
的に検出可能である別の分子若しくは化学的実体とコンジュゲートされる関連した種類（
ｓｐｅｃｉｅ）を含む。標識された実体の標識として適切な化学種は、限定的でなく、蛍
光色素、例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）色素、例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
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ｒ（商標）６４７など、量子ドット（ｑｕａｎｔｕｍ　ｄｏｔｓ）、光学色素、発光色素
、及び放射性核種、例えば、１２５Ｉ、を含む。
【００５７】
　用語「有効量」は、治療効果を必要とする被験者においてその治療効果を達成すること
ができる薬剤の用量並びに物質の生体利用可能量（ｂｉｏａｖａｉｌａｂｌｅ　ａｍｏｕ
ｎｔ）を含む。用語「生体利用可能」は、薬剤の投与された用量の治療活性に利用するこ
とができる部分を含む。例えば、ＴＮＦαが病態生理に関与するとされている疾病及び疾
患、例えば、限定的でなく、ショック、敗血症、感染、自己免疫疾患、ＲＡ、クローン病
、移植片拒絶及び移植片対宿主病、を治療するのに有用な薬剤の有効量は、それと関連し
た１つ又は２つ以上の症状を予防し又は軽減することができる量であることができる。
【００５８】
　語句「曲線下面積」は、二次元プロットの一部分の積分を説明するのに用いられる数学
的技術用語である。例えば、サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数として
のシグナル強度のプロットにおいて、プロットにおける種々のピークは特定の分子の検出
を示す。これらのピークの積分は、最小ｙ軸値、例えば、二次元プロットのベースライン
によって囲まれ（ｃｉｒｃｕｍｓｃｒｉｂｅｄ）、かつ二次元プロット自体によって囲ま
れた面積を含む。ピークの積分は、次の計算式、曲線下面積＝∫ａ

ｂ　ｆ（ｘ）ｄｘ（式
中、ｆ（ｘ）は二次元プロットを描く関数であり、そして変数「ａ」及び「ｂ」は積分さ
れるピークのｘ軸両端（ｘ－ａｘｉｓ　ｌｉｍｉｔｓ）を示す）によっても等しく説明さ
れる。
【００５９】
　語句「蛍光標識検出」は、蛍光標識を検出する手段を含む。検出手段として、限定的で
なく、分光計、蛍光光度計、光度計、一般にクロマトグラフィー機器と一体となっている
検出装置、例えば、限定的でなく、サイズ排除－高速液体クロマトグラフィーなど、例え
ば、限定的でなく、Ａｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムなど、を挙げることがで
きる。
【００６０】
　大括弧「［　］」は、その大括弧内の種類をその濃度によって表していることを示す。
【００６１】
　語句「治療を最適化する」は、用量（例えば、有効量又はレベル）及び／又は特定の治
療の型を最適化することを含む。例えば、抗ＴＮＦα薬の用量を最適化することは、次に
被験者に投与される抗ＴＮＦα薬の量を増量又は減量することを含む。或る場合に、抗Ｔ
ＮＦα薬の型を最適化することは、投与される抗ＴＮＦα薬を或る薬剤から異なる薬剤（
例えば、異なる抗ＴＮＦα薬）に変更することを含む。或る他の場合に、治療を最適化す
ることは、或る用量の（例えば、増量した、減量した、又は前の用量と同量の）抗ＴＮＦ
α薬を免疫抑制薬と組み合わせて同時投与することを含む。
【００６２】
　用語「同時投与する」は、或る活性薬剤の生理学的効果の期間が第二の活性薬剤の生理
学的効果と重なるように、２種以上の活性薬剤を投与することを含む。
【００６３】
　用語「被験者」、「患者」、又は「個体」は典型的には、ヒトを指すが、例えば、他の
霊長類、齧歯類、イヌ科動物、ネコ科動物、ウマ科動物、ヒツジ科動物、ブタ科動物など
を含む他の動物も指す。
【００６４】
　用語「治療過程」は、ＴＮＦα媒介性の疾病又は疾患と関連した１つ又は２つ以上の症
状を軽減又は予防するように取られる任意の治療的アプローチを含む。この用語は、ＴＮ
Ｆα媒介性の疾病又は疾患を伴う個体の健康を改善するのに有効な任意の化合物の投与、
薬剤、手順、及び／又はレジメンを包含し、そして本明細書中に記載の任意の治療薬を含
む。当業者であれば、抗ＴＮＦα薬及び／又は該抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存在又
は濃度レベルに基づいて、治療過程又は目下の治療過程の用量を変更（例えば、増量又は
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減量）することができることは理解されよう。
【００６５】
　用語「免疫抑制薬」又は「免疫抑制剤」は、照射によるように又は薬剤、例えば、代謝
拮抗薬、抗リンパ球血清、抗体など、の投与によるように、免疫抑制効果、例えば、免疫
応答の防止又は減少、を生成することができる任意の物質を含む。適当な免疫抑制薬の例
として、限定的でなく、チオプリン薬、例えば、アザチオプリン（ＡＺＡ）及びその代謝
産物など；代謝拮抗薬、例えば、メトトレキセート（ＭＴＸ）など；シロリムス（ラパマ
イシン）；テムシロリムス；エベロリムス；タクロリムス（ＦＫ－５０６）；ＦＫ－７７
８；抗リンパ球グロブリン抗体、抗胸腺細胞グロブリン抗体、抗ＣＤ３抗体、抗ＣＤ４抗
体、及び抗体－毒素コンジュゲート；シクロスポリン；ミコフェノレート；ミゾリビンモ
ノホスフェート；スコパロン；酢酸グラチラマー；それらの代謝産物；それらの薬剤学的
に許容することのできる塩；それらの誘導体；それらのプロドラッグ；及びそれらの組み
合わせを挙げることができる。
【００６６】
　用語「チオプリン薬」は、アザチオプリン（ＡＺＡ）、６－メルカプトプリン（６－Ｍ
Ｐ）、又は治療有効性を有するそれらの任意の代謝産物を含み、限定的でなく、６－チオ
グアニン（６－ＴＧ）、６－メチルメルカプトプリンリボシド、６－チオイノシンヌクレ
オチド（例えば、６－チオイノシンモノホスフェート、６－チオイノシンジホスフェート
、６－チオイノシントリホスフェート）、６－チオグアニンヌクレオチド（例えば、６－
チオグアノシンモノホスフェート、６－チオグアノシンジホスフェート、６－チオグアノ
シントリホスフェート）、６－チオキサントシンヌクレオチド（例えば、６－チオキサン
トシンモノホスフェート、６－チオキサントシンジホスフェート、６－チオキサントシン
トリホスフェート）、それらの誘導体、それらのアナログ、及びそれらの組み合わせを含
む。
【００６７】
　用語「試料」は個体から得られる任意の生物学的検体を含む。本発明に用いるのに適当
な試料として、限定的でなく、全血、血漿、血清、唾液、尿、便、涙液、他の任意の体液
、組織試料（例えば、生検）、及びその細胞抽出物（例えば、赤血球細胞抽出物）を挙げ
ることができる。好ましい実施形態において、試料は血清試料である。当業者であれば、
分析前に試料、例えば、血清試料など、を希釈することができることは理解されよう。或
る場合に、用語「試料」は、限定的でなく、血液、体組織、血清、リンパ液、リンパ節組
織、脾臓組織、骨髄、又は１種又は２種以上のこれらの組織に由来するイムノグロブリン
富化画分を含む。或る他の場合に、用語「試料」は血清を含み又は血清若しくは血液由来
のイムノグロブリン富化画分である。或る場合に、用語「試料」は体液を含む。
【００６８】
ＩＩＩ．実施形態の記載
　本発明の方法の工程は、必ずしも、本発明の方法を提示する特定の順序で実施しなけれ
ばならないというものではない。当業者であれば、本発明の方法の工程の他の順序付けが
本発明の範囲内に包含されることを理解されよう。
【００６９】
　或る実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬の存在又はレベルを検出する
方法であって、以下の工程：
（ａ）標識されたＴＮＦαを抗ＴＮＦα薬を有する又は有すると疑われる試料と接触させ
て、抗ＴＮＦα薬との標識された複合体を形成する工程と；
（ｂ）前記標識された複合体をサイズ排除クロマトグラフィーに付して前記標識された複
合体を分離する工程と；及び
（ｃ）前記標識された複合体を検出し、それによって抗ＴＮＦα薬を検出する工程と、
を含む、前記方法を提供する。
【００７０】
　或る場合に、本発明の方法は、以下の抗ＴＮＦα抗体：ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（



(14) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

50

インフリキシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネルセプト）、ＨＵＭＩＲＡ（商品
名）（アダリムマブ）、及びＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）に対して
とりわけ有用である。
【００７１】
　腫瘍壊死因子α（ＴＮＦα）は、全身性炎症に関与するサイトカインでありそして急性
期反応を刺激する一群のサイトカインのメンバーである。ＴＮＦαの主要な役割は、免疫
細胞の調節にある。ＴＮＦαはアポトーシス細胞死を誘導し、炎症を誘発し、及び腫瘍形
成及びウイルス複製を阻害することもできる。ＴＮＦは主に、安定なホモトリマーに配列
された２１２アミノ酸長のＩＩ型膜貫通タンパク質として産生される。
【００７２】
　用語「ＴＮＦ－α」は、本明細書中で用いる場合、１７ｋＤａ分泌型及び２６ｋＤａ膜
結合型として存在するヒトサイトカインを含むことを意図し、その生物学的に活性な型は
非共有結合で結合した１７ｋＤａ分子の三量体からなる。ＴＮＦ－αの構造は、例えば、
Ｊｏｎｅｓ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８９）　Ｎａｔｕｒｅ，　３３８：２２５－２２８
にさらに記載されている。用語ＴＮＦαは、ヒト、組換えヒトＴＮＦ－α（ｒｈＴＮＦ－
α）、又はヒトＴＮＦαタンパク質に対する少なくとも約８０％の同一性を含むことを意
図する。ヒトＴＮＦαは、３５アミノ酸（ａａ）細胞質ドメイン、２１ａａ膜貫通セグメ
ント、及び１７７ａａ細胞外ドメイン（ＥＣＤ）からなる（Ｐｅｎｎｉｃａ，　Ｄ．　ｅ
ｔ　ａｌ．　（１９８４）　Ｎａｔｕｒｅ　３１２：７２４）。ＥＣＤ内で、ヒトＴＮＦ
αは、アカゲザルＴＮＦαと９７％のａａ配列同一性を及びウシ科動物、イヌ科動物、コ
ットンラット、ウマ科動物、ネコ科動物、マウス、ブタ科動物、及びラットＴＮＦαと７
１％９２％のａａ配列相同性を共有する。ＴＮＦαは、標準的な組換え発現方法によって
調製することも又は商業的に購入することもできる（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ社、カタロ
グ番号２１０－ＴＡ、ミネソタ州ミネアポリス）。
【００７３】
　或る実施形態において、「ＴＮＦ－α」は、抗ＴＮＦ－α抗体が結合することのできる
分子又は分子の一部である「抗原」である。ＴＮＦ－αは１つ又は２つ以上のエピトープ
を有していることがある。或る場合に、ＴＮＦ－αは、高度に選択的な方法で、抗ＴＮＦ
－α抗体と反応する。本発明の抗体、本発明の抗ＴＮＦ抗体の断片及び領域に結合する好
ましい抗原は、配列番号１の少なくとも５つのアミノ酸を含む。或る場合に、ＴＮＦ－α
は、抗ＴＮＦ－α抗体、その断片及び領域に結合することのできるＴＮＦαのエピトープ
を有する充分な長さである。
【００７４】
　或る実施形態において、抗ＴＮＦ－α抗体、その断片及び領域に結合する充分な長さの
エピトープを有するＴＮＦ－αの長さは、少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０
、３５、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、
１００、１０５、１１０、１１５、１２０、１２５、１３０、１３５、１４０、１４５、
１５０、１５５、１６０、１６５、１７０、１７５、１８０、１８５、１９０、１９５、
２００、２０５、２１０、２１５、２２０のアミノ酸の長さである。１つの実施形態にお
いて、用いられるＴＮＦ－αは配列番号１の残基７７－２３３を含む。
【００７５】
　或る場合に、ＴＮＦ－αの可溶性部分、すなわち、配列番号１の残基７７－２３３、の
少なくとも１つのアミノ酸を標識する。或る場合には、アミン反応性フルオロフォア誘導
体を用いる。ほとんどの場合、アミン反応性基は、アミンとの反応時にカルボキサミド、
スルホンアミド又はチオ尿素を形成するアシル化剤である。実質的には、全てのタンパク
質がリシン残基を有しており、そして大部分がＮ末端に遊離のアミンを有しているので標
識に対する結合点として用いることができる。好ましい実施形態において、残基７７が標
識され、そして用いられるＴＮＦ－αが配列番号１の残基７７－２３３を含む。他の実施
形態において、多くの第一アミンを標識してＴＮＦ－αを多重に標識する。
【００７６】
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　或る場合に、ＴＮＦ－αの一部、すなわち、抗体、及びその断片及び領域によって認識
される部分、は標識しない。言い換えると、ＴＮＦ－α抗原の所定の部分は、抗ＴＮＦ活
性、抗体、及びその断片、及び可変領域（ｖａｒｉａｂｌｅ　ｒｅｇｉｏｎｓ）によって
認識され、及び／又はそれらと結合するＴＮＦの立体的（ｔｏｐｏｇｒａｐｈｉｃａｌ）
又は三次元エピトープを備えている。これらの部分は、好ましくは、自由に結合できる状
態にあり、従って標識されない。これらは、配列番号：１の残基１３６－１５７及び１６
４－１８５を含む。
【００７７】
　Ｔｙｒ－Ｓｅｒ－Ｇｌｎ－Ｖａｌ－Ｌｅｕ－Ｐｈｅ－Ｌｙｓ－Ｇｌｙ－Ｇｌｎ－Ｇｌｙ
－Ｃｙｓ－Ｐｒｏ－Ｓｅｒ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ－Ｖａｌ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ｔｈｒ－Ｈｉｓ
－Ｔｈｒ－Ｉｌｅ；及び
【００７８】
　Ｔｙｒ－Ｇｌｎ－Ｔｈｒ－Ｌｙｓ－Ｖａｌ－Ａｓｎ－Ｌｅｕ－Ｌｅｕ－Ｓｅｒ－Ａｌａ
－Ｉｌｅ－Ｌｙｓ－Ｓｅｒ－Ｐｒｏ－Ｃｙｓ－Ｇｌｎ－Ａｒｇ－Ｇｌｕ－Ｔｈｒ－Ｐｒｏ
－Ｇｌｕ－Ｇｌｙ。
【００７９】
　種々の検出可能な基（１つ又は複数）を用いてＴＮＦα又は抗ＴＮＦα薬を標識するこ
とができる。好ましくは、フルオロフォア又は蛍光色素を用いてＴＮＦα又は抗ＴＮＦα
薬を標識する。本発明に用いるのに適切な典型的フルオロフォアは、参照により本明細書
中に組み込まれる、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｐｒｏｂｅｓ　Ｃａｔａｌｏｇｕｅにリストさ
れているものを含む（Ｒ．　Ｈａｕｇｌａｎｄ，　Ｔｈｅ　Ｈａｎｄｂｏｏｋ－Ａ　Ｇｕ
ｉｄｅ　ｔｏ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｂｅｓ　ａｎｄ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｔ
ｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，　１０ｔｈ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ｐｒｏ
ｂｅｓ，　Ｉｎｃ．　（２００５）参照）。かかる典型的なフルオロフォアとして、限定
的でなく、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）色素、例えば、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商
標）３５０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）４０５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）
４３０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）４８８、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５１
４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５３２、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５４６、
Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５５５、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５６８、Ａｌ
ｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）５９４、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）６１０、Ａｌｅｘ
ａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）６３３、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）６３５、Ａｌｅｘａ　
Ｆｌｕｏｒ（商標）６４７、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）６６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌ
ｕｏｒ（商標）６８０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）７００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏ
ｒ（商標）７５０、及び／又はＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）７９０、並びに他のフル
オロフォア、例えば、塩化ダンシル（Ｄａｎｓｙｌ　Ｃｈｌｏｒｉｄｅ）（ＤＮＳ－Ｃｌ
）、５－（ヨードアセトアミダ）フルオロセイン（５－（ｉｏｄｏａｃｅｔａｍｉｄａ）
ｆｌｕｏｒｏｓｃｅｉｎ）（５－ＩＡＦ）、フルオロセイン５－イソチオシアネート（Ｆ
ＩＴＣ）、テトラメチルローダミン５－（及び６－）イソチオシアネート（ＴＲＩＴＣ）
、６－アクリロイル－２－ジメチルアミノナフタレン（アクリロダン）、７－ニトロベン
ゾ－２－オキサ－１，３－ジアゾール－４－イルクロリド（ＮＢＤ－Ｃｌ）、臭化エチジ
ウム、ルシファーイエロー（Ｌｕｃｉｆｅｒ　Ｙｅｌｌｏｗ）、５－カルボキシローダミ
ン６Ｇヒドロクロリド、リサミンローダミンＢ塩化スルホニル、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ（商
標）塩化スルホニル、ＢＯＤＩＰＹ（商標）、ナフタルアミンスルホン酸（例えば、１－
アニリノナフタレン－８－スルホン酸（ＡＮＳ）、６－（ｐ－トルイジニル）ナフタレン
－２－スルホン酸（ＴＮＳ）など）、アントロイル脂肪酸（Ａｎｔｈｒｏｙｌ　ｆａｔｔ
ｙ　ａｃｉｄ）、ＤＰＨ、パリナリン酸、ＴＭＡ－ＤＰＨ、フルオレニル脂肪酸、フルオ
レセイン－ホスファチジルエタノールアミン、Ｔｅｘａｓ　ｒｅｄ－ホスファチジルエタ
ノールアミン、ピレニル－ホスファチジルコリン、フルオレニル－ホスホチジルコリン、
メロシアニン（Ｍｅｒｏｃｙａｎｉｎｅ）５４０、１－（３－スルホナトプロピル）－４
－［β－［２－［（ジ－ｎ－ブチルアミノ）－６－ナフチル］ビニル］ピリジニウムベタ
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イン（ナフチルスチリル）、３，３’ジプロピルチアジカルボシアニン（ジＳ－Ｃ３－（
５））、４－（ｐ－ジペンチルアミノスチリル）－１－メチルピリジニウム（ジ－５－Ａ
ＳＰ）、Ｃｙ－３ヨードアセトアミド、Ｃｙ－５－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、Ｃｙ
－７－イソチオシアネート、ローダミン８００、ＩＲ－１２５、チアゾールオレンジ、ア
ズールＢ、ナイルブルー、Ａｌフタロシアニン、オキサキシン－１，４’，６－ジアミジ
ノ－２－フェニルインドール（ＤＡＰＩ）、ヘキスト３３３４２、ＴＯＴＯ、アクリジン
オレンジ、エチジウムホモダイマー、Ｎ－（エトキシカルボニルメチル）－６－メトキシ
キノリニウム（ＭＱＡＥ）、フラ－２、カルシウムグリーン、カルボキシＳＮＡＲＦ－６
、ＢＡＰＴＡ、クマリン、フィトフルオル（ｐｈｙｔｏｆｌｕｏｒｓ）、コロネン、金属
配位子錯体、ＩＲＤｙｅ（商標）７００ＤＸ、ＩＲＤｙｅ（商標）７００、ＩＲＤｙｅ（
商標）８００ＲＳ、ＩＲＤｙｅ（商標）８００ＣＷ、ＩＲＤｙｅ（商標）８００、Ｃｙ５
、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７、ＤＹ６７６、ＤＹ６８０、ＤＹ６８２、ＤＹ７８０、及びそれら
の混合物などを挙げることができる。追加の適切なフルオロフォアとして、酵素補因子、
ランタニド、緑色蛍光タンパク質、黄色蛍光タンパク質、赤色蛍光タンパク質、又はそれ
らの突然変異体及び誘導体を挙げることができる。本発明の１つの実施形態において、特
異的な結合対の第二のメンバーはそこに結合された検出可能な基を有している。
【００８０】
　典型的には、蛍光基は、ポリメチン、フタロシアニン（ｐｔｈａｌｏｃｙａｎｉｎｅｓ
）、シアニン、キサンテン、フルオレン、ローダミン、クマリン、フルオレセイン及びＢ
ＯＤＩＰＹ（商標）を含む色素のカテゴリーから選択されるフルオロフォアである。
【００８１】
　１つの実施形態において、蛍光基は、約６５０～約９００ｎｍの範囲で発光する近赤外
（ＮＩＲ）フルオロフォアである。近赤外フルオロフォア技術の使用は、その技術が生体
基質（ｂｉｏｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ）の自己蛍光由来のバックグランドを実質的に除去又
は低減するので、生物学的アッセイにおいて有利である。近ＩＲ蛍光技術の別の利点は、
励起光源からの散乱光の散乱強度が波長の逆４乗に比例するので、該散乱光が大きく低減
されることである。低いバックグランド蛍光及び低い散乱は、高感度検出に必須である高
いシグナル対ノイズ比をもたらす。さらに、生物学的組織における近ＩＲ領域（６５０ｎ
ｍ～９００ｎｍ）の光学的透明窓は、生物学的構成要素を通る光の透過を必要とするイン
ビボイメージング及び細胞内検出に対してＮＩＲ蛍光を有用な技術にしている。この実施
形態の側面において、蛍光基は、好ましくは、ＩＲＤｙｅ（商標）７００ＤＸ、ＩＲＤｙ
ｅ（商標）７００、ＩＲＤｙｅ（商標）８００ＲＳ、ＩＲＤｙｅ（商標）８００ＣＷ、Ｉ
ＲＤｙｅ（商標）８００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）６６０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕ
ｏｒ（商標）６８０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）７００、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ
（商標）７５０、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）７９０、Ｃｙ５、Ｃｙ５．５、Ｃｙ７
、ＤＹ　６７６、ＤＹ６８０、ＤＹ６８２及びＤＹ７８０からなる群から選択される。或
る実施形態において、近赤外基は、ＩＲＤｙｅ（商標）８００ＣＷ、ＩＲＤｙｅ（商標）
８００、ＩＲＤｙｅ（商標）７００ＤＸ、ＩＲＤｙｅ（商標）７００、又はＤｙｎｏｍｉ
ｃ　ＤＹ６７６である。
【００８２】
　蛍光標識化（ｌａｂｅｌｉｎｇ）は、フルオロフォアの化学的に反応性の誘導体を用い
て行われる。一般的な反応性基として、アミン反応性イソチオシアネート誘導体、例えば
、ＦＩＴＣ及びＴＲＩＴＣ（フルオレセイン及びローダミンの誘導体）など、アミン反応
性スクシンイミジルエステル、例えば、ＮＨＳ－フルオレセインなど、及びスルフヒドリ
ル反応性マレイミド活性化フルオル（ｆｌｕｏｒｓ）、例えば、フルオレセイン－５－マ
レイミドなど、を挙げることができ、それらの多くは商業的に入手可能である。これらの
反応性色素のいずれかとＴＮＦα又は抗ＴＮＦα薬との反応は、フルオロフォアとＴＮＦ
α又は抗ＴＮＦα薬との間に形成される安定な共有結合を生じさせる。
【００８３】
　或る実施形態においては、蛍光標識化反応の後、標識された標的分子から任意の非反応
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のフルオロフォアを除去する必要がしばしばある。これは多くの場合、フルオロフォアと
標識されたタンパク質との間のサイズ差を利用して、サイズ排除クロマトグラフィーによ
って達成される。
【００８４】
　反応性蛍光色素は多くの供給源から入手することができる。標的分子内の種々の官能基
への結合に対して異なる反応性基を用いてそれらを得ることができる。それらは、標識化
反応を実施するための全ての構成要素を含む標識化キットにより利用することもできる。
１つの好ましい側面において、Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社製のＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商
標）６４７　Ｃ２マレイミド（カタログ番号Ａ－２０３４７）を用いる。
【００８５】
　抗ＴＮＦα抗体のＴＮＦαへの又は抗薬剤抗体（ＡＤＡ）の抗ＴＮＦα抗体への特異的
な免疫学的結合は直接的に又は間接的に検出することができる。直接的な標識として、抗
体に結合された蛍光又は発光タグ、金属、色素、放射性核種などを挙げることができる。
或る場合に、試料中の抗ＴＮＦα抗体又はＡＤＡのそれぞれの濃度レベルを決定するのに
、ヨウ素１２５（１２５Ｉ）で標識されたＴＮＦα又は抗ＴＮＦα抗体を用いることがで
きる。他の場合に、試料中の抗ＴＮＦα抗体又はＡＤＡのそれぞれに対して特異的な化学
発光ＴＮＦα又は抗ＴＮＦα抗体を用いた化学発光アッセイが抗ＴＮＦα抗体又はＡＤＡ
濃度レベルの高感度での非放射性検出に適している。特定の場合に、蛍光色素で標識され
たＴＮＦα又は抗ＴＮＦα抗体も、試料中の抗ＴＮＦα抗体又はＡＤＡのそれぞれの濃度
レベルを決定するのに適している。蛍光色素の例として、限定的でなく、Ａｌｅｘａ　Ｆ
ｌｕｏｒ（商標）色素、ＤＡＰＩ、フルオレセイン、ヘキスト（Ｈｏｅｃｈｓｔ）３３２
５８、Ｒ－フィコシアニン、Ｂ－フィコエリトリン、Ｒ－フィコエリトリン、ローダミン
、Ｔｅｘａｓ　Ｒｅｄ、及びリサミン（ｌｉｓｓａｍｉｎｅ）を挙げることができる。蛍
光色素に結合される二次抗体は商業的に入手することができ、例えば、ヤギＦ（ａｂ’）

２抗ヒトＩｇＧ－ＦＩＴＣは、Ｔａｇｏ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌｓ社（カリフォル
ニア州バーリンゲーム）から入手することができる。
【００８６】
　間接的な標識として、当該技術分野で周知の種々の酵素、例えば、西洋ワサビペルオキ
シダーゼ（ＨＲＰ）、アルカリホスファターゼ（ＡＰ）、β－ガラクトシダーゼ、ウレア
ーゼなどを挙げることができる。西洋ワサビペルオキシダーゼ検出系は、例えば、４５０
ｎｍにおいて検出可能な可溶性生成物を過酸化水素の存在下に生ずる色素生産性基質テト
ラメチルベンジジン（ＴＭＢ）と共に用いることができる。アルカリホスファターゼ検出
系は、例えば、４０５ｎｍにおいて容易に検出可能な可溶性生成物を生ずる、色素生産性
基質ｐ－ニトロフェニルホスフェートと共に用いることができる。同様に、β－ガラクト
シダーゼ検出系は、４１０ｎｍにおいて検出可能な可溶性生成物を生ずる、色素生産性基
質ｏ－ニトロフェニル－β－Ｄ－ガラクトピラノシド（ＯＮＰＧ）と共に用いることがで
きる。ウレアーゼ検出系は、基質、例えば、尿素－ブロモクレゾールパープル（Ｓｉｇｍ
ａ　Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ社；ミズーリ州セントルイス）と共に用いることが
できる。酵素に結合される有用な二次抗体は多くの商業的供給源から入手することができ
、例えば、ヤギＦ（ａｂ’）２抗ヒトＩｇＧ－アルカリホスファターゼは、Ｊａｃｋｓｏ
ｎ　ＩｍｍｕｎｏＲｅｓｅａｒｃｈ社（ペンシルバニア州ウェストグローブ）から購入す
ることができる。
【００８７】
　直接的又は間接的な標識からのシグナルは、例えば、色素生産性基質由来の色を検出す
る分光光度計を用いて；放射線を検出する放射線測定器、例えば、１２５Ｉの検出用ガン
マカウンターなど、を用いて；又は所定の波長の光の存在下に蛍光を検出する蛍光光度計
を用いて、分析することができる。酵素結合抗体の検出には、製造業者の使用説明書に従
い、分光光度計、例えば、ＥＭＡＸ　Ｍｉｃｒｏｐｌａｔｅ　Ｒｅａｄｅｒ（Ｍｏｌｅｃ
ｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ社；カリフォルニア州メンロパーク）など、を用いて、抗ＴＮ
Ｆα抗体又はＡＤＡレベルの量の定量分析を行なうことができる。所望により、本発明の
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アッセイは自動化し又はロボット制御により実施することができ、そして多数の試料から
のシグナルを同時に検出することができる。
【００８８】
　或る実施形態において、サイズ排除クロマトグラフィーを用いる。ＳＥＣの根本的な原
理は、異なるサイズの粒子は異なる速度で固定相を通って溶出する（濾過する）ことであ
る。これは、溶液の粒子のサイズに基づいた分離をもたらす。全ての粒子が同時に又はほ
ぼ同時にロードされるという条件で、同じサイズの粒子は一緒に溶出する。それぞれのサ
イズ排除カラムは、分離することができる分子量の範囲を有している。排除限界はこの範
囲の上端の分子量を規定しそして分子が大きすぎて固定相にトラップすることができない
ところが排除限界である。透過限界は分離範囲の下端の分子量を規定しそして充分に小さ
なサイズの分子が完全に固定相の細孔中に浸透することができるところが透過限界であり
、この分子質量未満の分子は全てとても小さいためシングルバンドとして溶出する。
【００８９】
　或る側面において、溶出液を一定の体積、又は画分に集める。粒子がサイズにおいて類
似していればいるほど、それらは同じ画分に存在し別々には検出されない可能性が高くな
る。好ましくは、集めた画分を分光技術によって検査して溶出された粒子の濃度を決定す
る。典型的には、本発明に有用な分光検出技術として、限定的でなく、蛍光定量法、屈折
率（ＲＩ）、及び紫外線（ＵＶ）を挙げることができる。或る場合に、溶出体積は分子流
体力学的体積の対数に対してほぼ直線的に減少する（すなわち、より重い（ｈｅａｖｅｒ
）部分が最初に抜け出る）。
【００９０】
　或る側面において、これらの方法は、抗ＴＮＦα薬、例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品
名）（インフリキシマブ）、キメラ抗ＴＮＦα　ｍＡｂ、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタ
ネルセプト）、ＴＮＦＲ－Ｉｇ　Ｆｃ融合タンパク質、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）（アダリ
ムマブ）、ヒト抗ＴＮＦα　ｍＡｂ、及びＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴ
ル）、ペグ化Ｆａｂ断片を含む抗体など、の量を検出するのに有用である。
【００９１】
　或る場合に、抗ＴＮＦα薬（例えば、抗ＴＮＦα抗体）を検出した後に、検量線（ｓｔ
ａｎｄａｒｄ　ｃｕｒｖｅ）を用いて抗ＴＮＦα薬を測定する。
【００９２】
　別の実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存在又は
レベルを検出する方法であって、以下の工程：
（ａ）標識された抗ＴＮＦα薬を試料と接触させて自己抗体との標識された複合体を形成
する工程と；
（ｂ）前記標識された複合体をサイズ排除クロマトグラフィーに付して標識された複合体
を分離する工程と；及び
（ｃ）標識された複合体の存在又はレベルを検出し（ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ｐｒ
ｅｓｅｎｃｅ　ｏｒ　ｌｅｖｅｌ　ｌａｂｅｌｅｄ　ｃｏｍｐｌｅｘ）、それによって自
己抗体を検出する工程と、
を含む、方法を提供する。
【００９３】
　或る場合に、自己抗体として、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化抗体（Ｈ
ＡＨＡ）、及びヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）を挙げることができる。
【００９４】
　さらに別の実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存
在又はレベルを検出する方法であって、以下の工程：
（ａ）標識された抗ＴＮＦα薬及び標識されたＴＮＦαを該抗ＴＮＦα薬に対する自己抗
体を有する又は有すると疑われる試料と接触させて、標識された抗ＴＮＦα薬と、標識さ
れたＴＮＦαと、そして自己抗体との間の第一の標識された複合体、及び標識された抗Ｔ
ＮＦα薬と自己抗体との間の第二の標識された複合体を形成し、ここで標識された抗ＴＮ
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Ｆα薬と標識されたＴＮＦαとは異なる標識を含んでいる、工程と；
（ｂ）前記第一の標識された複合体及び前記第二の標識された複合体をサイズ排除クロマ
トグラフィーに付して第一の標識された複合体及び第二の標識された複合体を分離する工
程と；及び
（ｃ）前記第一の標識された複合体及び前記第二の標識された複合体を検出し、それによ
って第一の標識された複合体及び第二の標識された複合体の双方が存在している場合には
非中和型の自己抗体を検出し、そして第二の標識された複合体だけが存在している場合に
は中和型の自己抗体を検出する工程と、
を含む、方法を提供する。
【００９５】
　或る場合に、自己抗体として、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化抗体（Ｈ
ＡＨＡ）、及びヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）を挙げることができる。
【００９６】
　関連した実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存在
又はレベルを検出する方法であって、以下の工程：
（ａ）標識された抗ＴＮＦα薬を該抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体を有する又は有すると
疑われる試料と接触させて、標識された抗ＴＮＦα薬と自己抗体との間の第一の標識され
た複合体を形成する工程と；
（ｂ）前記第一の標識された複合体を第一のサイズ排除クロマトグラフィーに付して第一
の標識された複合体を分離する工程と；
（ｃ）前記第一の標識された複合体を検出し、それによって自己抗体の存在又はレベルを
検出する工程と；
（ｄ）標識されたＴＮＦαを前記第一の標識された複合体と接触させて、標識された抗Ｔ
ＮＦα薬と標識されたＴＮＦαとの間の第二の標識された複合体を形成し、ここで標識さ
れた抗ＴＮＦα薬と標識されたＴＮＦαとは異なる標識を含んでいる、工程と；
（ｅ）前記第二の標識された複合体を第二のサイズ排除クロマトグラフィーに付して、第
二の標識された複合体を分離する工程と；及び
（ｆ）第二の標識された複合体を検出し、それによって中和型の自己抗体の存在又はレベ
ルを検出する工程と、
を含む、方法を提供する。
【００９７】
　或る場合に、自己抗体として、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化抗体（Ｈ
ＡＨＡ）、及びヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）を挙げることができる。
【００９８】
　他の実施形態において、本明細書中に記載したアッセイ方法を用いて、ＴＮＦα阻害剤
に対する応答性、とりわけ、自己免疫疾患（例えば、慢性関節リウマチ、クローン病など
）を有する被験者における抗ＴＮＦα抗体に対する反応性を予測することができる。この
方法において、抗ＴＮＦα抗体の正しい用量又は治療用量、すなわち、治療濃度レベルに
ついて被験者をアッセイすることによって、その個体がその治療に応答するか否かを予測
することができる。
【００９９】
　別の実施形態において、本発明は、自己免疫疾患を有する被験者における自己免疫疾患
を監視する方法であって、経時的に、抗ＴＮＦα抗体の正しい用量又は治療用量、すなわ
ち、治療濃度レベルについて被験者をアッセイすることを含む。この方法により、その個
体が所与の時間期間にわたってその療法に応答するか否かを予測することができる。
【０１００】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者に対
する抗ＴＮＦα薬の有効量を決定する方法であって、以下の工程：
（ａ）被験者由来の第一の試料中の抗ＴＮＦα薬のレベルを測定する工程であって、以下
の工程：
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（ｉ）前記第一の試料を或る量の標識されたＴＮＦαと接触させて標識されたＴＮＦαを
抗ＴＮＦα薬と共に含む第一の複合体を形成する工程と；及び
（ｉｉ）前記第一の複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって検出し、それによっ
て抗ＴＮＦα薬のレベルを測定する工程と、
を含む工程と；
（ｂ）被験者由来の第二の試料中の前記抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体のレベルを測定す
る工程であって、以下の工程：
（ｉ）前記第二の試料を或る量の標識された抗ＴＮＦα薬と接触させて標識された抗ＴＮ
Ｆα薬を自己抗体と共に含む第二の複合体を形成する工程と；及び
（ｉｉ）前記第二の複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって検出し、それによっ
て自己抗体のレベルを測定する工程と、
を含む工程と；及び
（ｃ）工程（ａ）において測定された抗ＴＮＦα薬のレベルから工程（ｂ）において測定
された自己抗体のレベルを減算し、それによって前記抗ＴＮＦα薬の有効量を決定する工
程と、
を含む、方法を提供する。
【０１０１】
　関連した実施形態において、本発明はさらに、工程（ａ）（ｉｉ）における検出が以下
の工程：
（１）サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の第一
のプロットから標識されたＴＮＦαのピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（２）第一のプロットから第一の複合体のピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（３）工程（２）から結果として得られた積分を工程（１）から結果として得られた積分
によって除することによって比を決定する工程と；及び
（４）標識されたＴＮＦαの前記量に工程（３）の比を乗ずる工程と、
を含む方法を提供する。
【０１０２】
　関連した実施形態において、本発明はさらに、工程（ｂ）（ｉｉ）における検出が、以
下の工程：
（１）サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の第二
プロットから標識された抗ＴＮＦα薬のピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（２）第二のプロットから第二の複合体のピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（３）工程（２）から結果として得られた積分を工程（１）から結果として得られた積分
によって除することによって比を決定する工程と；及び
（４）標識された抗ＴＮＦα薬の前記量に工程（３）の比を乗ずる工程と、
を含む方法を提供する。
【０１０３】
　関連した実施形態において、本発明はさらに、第一の試料及び第二の試料の双方が血清
試料であることを提供する。別の関連した実施形態において、本発明はさらに、抗ＴＮＦ
α薬を用いた治療の間に被験者から前記第一の試料及び前記第二の試料の双方を得ること
を提供する。なお別の関連した実施形態において、本発明はさらに、工程（ａ）（ｉｉ）
及び／又は工程（ｂ）（ｉｉ）における検出が蛍光標識検出を含むことを提供する。
【０１０４】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者にお
ける抗ＴＮＦαの治療量を最適化する方法であって、以下の工程：
（ａ）本発明の方法に従って抗ＴＮＦα薬の有効量を決定する工程と；
（ｂ）抗ＴＮＦα薬の前記有効量を抗ＴＮＦα薬の前記レベルと比較する工程と；及び
（ｃ）工程（ｃ）の比較に基づいて被験者に対する抗ＴＮＦα薬の今後の用量を決定し、
それによって抗ＴＮＦα薬の治療量を最適化する工程と、
を含む、方法を提供する。
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【０１０５】
　関連した実施形態において、本発明はさらに、抗ＴＮＦα薬の有効量が抗ＴＮＦα薬の
レベルより低い場合に抗ＴＮＦα薬の今後の用量を増加させることを提供する。関連した
実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬の有効量が抗ＴＮＦα薬のレベルにほぼ等し
くなるように抗ＴＮＦα薬の今後の用量を増加させることを提供する。
【０１０６】
　或る他の実施形態において、本発明はさらに、抗ＴＮＦα薬がＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品
名）（インフリキシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネルセプト）、ＨＵＭＩＲＡ
（商品名）（アダリムマブ）、ＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）、及び
それらの組み合わせからなる群から選択されるメンバーであることを提供する。
【０１０７】
　或る実施形態において、抗ＴＮＦα薬はインフリキシマブ（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名
））である。或る他の実施形態において、抗ＴＮＦα薬はアダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（
商品名））である。他の実施形態において、抗ＴＮＦα薬はエタネルセプト（ＥＮＢＲＥ
Ｌ（商品名））である。或る他の実施形態において、抗ＴＮＦα薬はＣＩＭＺＩＡ（商標
）（セルトリズマブ　ペゴル）である。他の実施形態において、標識されたＴＮＦαはフ
ルオロフォアで標識されたＴＮＦαである。或る他の実施形態において、測定された抗Ｔ
ＮＦα薬を定量化する。或る実施形態において、測定されたＴＮＦαを定量化する。他の
実施形態において、標識された複合体が最初に溶出され、その後にフリーの標識されたＴ
ＮＦαが溶出される。或る他の実施形態において、標識された複合体が最初に溶出され、
その後にフリーの標識された抗ＴＮＦα抗体が溶出される。或る実施形態において、サイ
ズ排除クロマトグラフィーはサイズ排除－高速液体クロマトグラフィー（ＳＥ－ＨＰＬＣ
）である。或る他の実施形態において、自己抗体はヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）、ヒト
抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化抗体（ＨＡＨＡ）、又はそれらの組み合わせか
ら選択されるメンバーである。或る実施形態において、測定された自己抗体を定量化する
。
【０１０８】
　別の実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者にお
いて治療を最適化し及び／又は抗ＴＮＦα薬に対する毒性を低減する方法であって、以下
の工程：
（ａ）被験者由来の第一の試料中の抗ＴＮＦα薬のレベルを測定する工程と；
（ｂ）被験者由来の第二の試料中の抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体のレベルを測定する工
程と；及び
（ｃ）前記抗ＴＮＦα薬及び自己抗体のレベルに基づいて被験者に対する今後の治療過程
を決定し、それによって治療を最適化し及び／又は抗ＴＮＦα薬に対する毒性を低減する
工程と、
を含む、方法を提供する。
【０１０９】
　関連した実施形態において、今後の治療過程は、抗ＴＮＦα薬のレベルが高レベルであ
りかつ自己抗体のレベルが低レベルである場合に、抗ＴＮＦα薬と一緒に免疫抑制剤を同
時投与することを含む。別の関連した実施形態において、今後の治療過程は、抗ＴＮＦα
薬のレベルが中レベルでありかつ自己抗体のレベルが低レベルである場合に、抗ＴＮＦα
薬のレベルを増加させかつ免疫抑制薬を同時投与することを含む。別の関連した実施形態
において、今後の治療過程は、抗ＴＮＦα薬のレベルが中レベルでありかつ自己抗体のレ
ベルが中レベルである場合に、異なる抗ＴＮＦα薬を投与することを含む。なお別の関連
した実施形態において、今後の治療過程は、抗ＴＮＦα薬のレベルが低レベルでありかつ
前記自己抗体のレベルが高レベルである場合に、異なる抗ＴＮＦα薬を投与することを含
む。別の関連した実施形態において、インフリキシマブ（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））
の代わりにアダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））を投与する。
【０１１０】
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　或る実施形態において、語句「高レベルの抗ＴＮＦα薬」は、約１０～約１００ｎｇ／
１０μＬ、約１０～約７０ｎｇ／１０μＬ、又は約１０～約５０ｎｇ／１０μＬの薬剤レ
ベルを含む。他の実施形態において、語句「高レベルの抗ＴＮＦα薬」は約１０、２０、
３０、４０、５０、６０、７０、８０、９０、又は１００ｎｇ／１０μＬより多い薬剤レ
ベルを含む。
【０１１１】
　或る実施形態において、語句「中レベルの抗ＴＮＦα薬」は、約５．０～約５０ｎｇ／
１０μＬ、約５．０～約３０ｎｇ／１０μＬ、約５．０～約２０ｎｇ／１０μＬ、又は約
５．０～約１０ｎｇ／１０μＬの薬剤レベルを含む。他の実施形態において、語句「中レ
ベルの抗ＴＮＦα薬」は、約１０、９、８、７、６、５、４、３、２、１ｎｇ／１０μＬ
の薬剤レベルを含む。
【０１１２】
　或る実施形態において、語句「低レベルの抗ＴＮＦα薬」は、約０～約１０ｎｇ／１０
μＬ、約０～約８ｎｇ／１０μＬ、又は約０～約５ｎｇ／１０μＬの薬剤レベルを含む。
他の実施形態において、語句「低レベルの抗ＴＮＦα薬」は、約１０、９．０、８．０、
７．０、６．０、５．０、４．０、３．０、２．０、１．０、又は０．５ｎｇ／１０μＬ
よりほぼ少ない薬剤レベルを含む。
【０１１３】
　頭字語「ＡＤＡ」は、語句「抗薬剤抗体」を含む。
【０１１４】
　或る実施形態において、語句「高レベルの抗薬剤抗体」は、約３．０～約１００ｎｇ／
１０μＬ、約３．０～約５０ｎｇ／１０μＬ、約１０～約１００ｎｇ／１０μＬ、約１０
～約５０ｎｇ／１０μＬ、又は約２０～約５０ｎｇ／１０μＬの抗薬剤抗体レベルを含む
。或る他の実施形態において、語句「高レベルの抗薬剤抗体」は、約１０、２０、３０、
４０、５０、６０、７０、８０、９０、又は１００ｎｇ／１０μＬよりほぼ多い抗薬剤抗
体レベルを含む。
【０１１５】
　或る実施形態において、語句「中レベルの抗薬剤抗体」は、約０．５～約２０ｎｇ／１
０μＬ、約０．５～約１０ｎｇ／１０μＬ、約２．０～約２０ｎｇ／１０μＬ、約２．０
～約１０ｎｇ／１０μＬ、約２．０～約５．０ｎｇ／１０μＬ、又は約２．０～約５．０
ｎｇ／１０μＬの抗薬剤抗体レベルを含む。
【０１１６】
　或る実施形態において、語句「低レベルの抗薬剤抗体」は、約０．０～約５．０ｎｇ／
１０μＬ、約０．１～約５．０ｎｇ／１０μＬ、約０．０～約２．０ｎｇ／１０μＬ、約
０．１～約２．０ｎｇ／１０μＬ、又は約０．５～約２．０ｎｇ／１０μＬの抗薬剤抗体
レベルを含む。他の実施形態において、語句「低レベルの抗薬剤抗体」は、約５．０、４
．０、３．０、２．０、１．０、又は０．５ｎｇ／１０μＬよりほぼ少ない抗薬剤抗体レ
ベルを含む。
【０１１７】
　或る実施形態において、本発明の方法はさらに、以下の工程：
（ｉ）第一の試料を或る量の標識されたＴＮＦαと接触させて標識されたＴＮＦαを抗Ｔ
ＮＦα薬と共に含む第一の複合体を形成する工程と；及び
（ｉｉ）前記第一の複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって検出し、それによっ
て抗ＴＮＦα薬のレベルを測定する工程と、
を含むアッセイを用いて抗ＴＮＦα薬を測定することを提供する。
【０１１８】
　或る実施形態において、本発明の方法はさらに、以下の工程：
（ｉ）第二の試料を或る量の標識された抗ＴＮＦα薬と接触させて標識された抗ＴＮＦα
薬を自己抗体と共に含む第二の複合体を形成する工程と；及び
（ｉｉ）前記第二の複合体をサイズ排除クロマトグラフィーによって検出し、それによっ
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て自己抗体のレベルを測定する工程と、
を含むアッセイを用いて自己抗体を測定することを提供する。
【０１１９】
　関連した実施形態において、本発明の方法はさらに、抗ＴＮＦα薬がＲＥＭＩＣＡＤＥ
（商品名）（インフリキシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネルセプト）、ＨＵＭ
ＩＲＡ（商品名）（アダリムマブ）、ＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）
、及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるメンバーであることを提供する。関
連した実施形態において、本発明の方法はさらに、抗ＴＮＦα薬がインフリキシマブ（Ｒ
ＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））であることを提供する。或る他の実施形態において、抗ＴＮ
Ｆα薬はアダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））である。或る他の実施形態において、
抗ＴＮＦα薬はエタネルセプト（ＥＮＢＲＥＬ（商品名））である。別の関連した実施形
態において、本発明の方法はさらに、抗ＴＮＦα薬がＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズ
マブ　ペゴル）であることを提供する。別の関連した実施形態において、本発明の方法は
さらに、測定された抗ＴＮＦα薬を定量化することを提供する。別の関連した実施形態に
おいて、本発明の方法はさらに、第一の試料及び第二の試料の双方が血清であることを提
供する。別の関連した実施形態において、本発明の方法はさらに、抗ＴＮＦα薬を用いた
治療の間に被験者から第一の試料及び第二の試料の双方を得ることを提供する。別の関連
した実施形態において、本発明の方法はさらに、自己抗体がヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ
）、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化抗体（ＨＡＨＡ）、又はそれらの組み
合わせから選択されるメンバーであることを提供する。別の関連した実施形態において、
本発明の方法はさらに、測定された自己抗体を定量化することを提供する。
【０１２０】
　或る実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を有する又は有すると疑われる試料中
の抗ＴＮＦα薬の存在又はレベルを内部標準を参照して決定する方法であって、以下の工
程：
（ａ）或る量の標識されたＴＮＦα及び或る量の標識された内部標準を前記試料と接触さ
せて標識されたＴＮＦαと抗ＴＮＦα薬との複合体を形成する工程と；
（ｂ）サイズ排除クロマトグラフィーによって前記標識されたＴＮＦα及び前記標識され
た内部標準を検出する工程と；
（ｃ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
プロットから前記標識されたＴＮＦαのピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（ｄ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
プロットから前記標識された内部標準のピークに対する曲線下面積を積分する工程と；
（ｅ）標識されたＴＮＦαの前記量を標識された内部標準の前記量で除することによって
第一の比を決定する工程と；
（ｆ）工程（ｃ）から結果として得られた積分を工程（ｄ）から結果として得られた積分
で除することによって第二の比を決定する工程と；及び
（ｇ）工程（ｅ）において決定された第一の比を工程（ｆ）において決定された第二の比
と比較し、それによって内部標準を参照して前記抗ＴＮＦα薬の存在又はレベルを決定す
る工程と、
を含む、方法を提供する。
【０１２１】
　関連した実施形態において、本発明はさらに、工程（ｅ）において決定された第一の比
が約８０：１～約１００：１であることを提供する。別の関連した実施形態において、本
発明はさらに、工程（ｅ）において決定された第一の比が約１００：１であることを提供
する。関連した実施形態において、本発明はさらに、標識された内部標準がＢｉｏｃｙｔ
ｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８であることを提供する。或る実施形態において、標識された内部
標準（例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８）の量は、分析される試料１００μ
Ｌ当たり約１～約２５ｎｇである。或る他の実施形態において、標識された内部標準（例
えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８）の量は、分析される試料１００μＬ当たり
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約５～約２５ｎｇ、分析される試料１００μＬ当たり約５～約２０ｎｇ、分析される試料
１００μＬ当たり約１～約２０ｎｇ、分析される試料１００μＬ当たり約１～約１０ｎｇ
、又は分析される試料１００μＬ当たり約１～約５ｎｇである。さらなる実施形態におい
て、標識された内部標準（例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８）の量は、分析
される試料１００μＬ当たり約１、５、１０、１５、２０、又は２５ｎｇである。
【０１２２】
　或る実施形態において、本発明は、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者にお
ける抗ＴＮＦα薬の治療量を最適化する方法であって、以下の工程：本発明の方法に従っ
て前記第一の比と前記第二の比との比較に基づいて被験者に対する抗ＴＮＦαの今後の用
量を決定し、それによって抗ＴＮＦα薬の治療量を最適化する工程、を含む方法を提供す
る。関連した実施形態において、本発明はさらに、前記方法が、以下の工程：前記第一の
比が約１００：１でありかつ前記第二の比が約９５：１未満である場合に抗ＴＮＦα薬の
今後の用量を増加させ、それによって抗ＴＮＦα薬の治療量を最適化する工程、を含むこ
とを提供する。別の関連した実施形態において、本発明はさらに、抗ＴＮＦα薬がＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリキシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネルセプト
）、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）（アダリムマブ）、ＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ
　ペゴル）、及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるメンバーであることを提
供する。関連した実施形態において、本発明はさらに、抗ＴＮＦα薬がインフリキシマブ
（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））であることを提供する。関連した実施形態において、本
発明はさらに、抗ＴＮＦα薬がアダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））であることを提
供する。関連した実施形態において、本発明はさらに、抗ＴＮＦα薬がエタネルセプト（
ＥＮＢＲＥＬ（商品名））であることを提供する。関連した実施形態において、本発明は
さらに、抗ＴＮＦα薬がＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）であることを
提供する。関連した実施形態において、本発明はさらに、標識されたＴＮＦαがフルオロ
フォアで標識されたＴＮＦαであることを提供する。関連した実施形態において、本発明
はさらに、検出された抗ＴＮＦα薬を定量化することを提供する。関連した実施形態にお
いて、本発明はさらに、標識された複合体が最初に溶出され、その後にフリーの標識され
たＴＮＦαが溶出されることを提供する。関連した実施形態において、本発明はさらに、
試料が血清であることを提供する。関連した実施形態において、本発明はさらに、抗ＴＮ
Ｆα薬を用いた治療を受けている被験者から試料を得ることを提供する。関連した実施形
態において、本発明はさらに、サイズ排除クロマトグラフィーがサイズ排除－高速液体ク
ロマトグラフィー（ＳＥ－ＨＰＬＣ）であることを提供する。
【０１２３】
　或る実施形態において、本発明は、自己抗体を有する又は有すると疑われる試料中の抗
ＴＮＦα薬に対する自己抗体の存在又はレベルを内部標準を参照して決定する方法であっ
て、以下の工程：
（ａ）或る量の標識された抗ＴＮＦα薬及び或る量の標識された内部標準を前記試料と接
触させて前記標識された抗ＴＮＦα薬と前記自己抗体との複合体を形成する工程と；
（ｂ）サイズ排除クロマトグラフィーによって前記標識された抗ＴＮＦα及び前記標識さ
れた内部標準を検出する工程と；
（ｃ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
プロットから前記標識された抗ＴＮＦα薬のピークに対する曲線下面積を積分する工程と
；
（ｄ）前記サイズ排除クロマトグラフィーからの溶出時間の関数としてのシグナル強度の
前記プロットから前記標識された内部標準のピークに対する曲線下面積を積分する工程と
；
（ｅ）標識された抗ＴＮＦα薬の前記量を標識された内部標準の前記量で除することによ
って第一の比を決定する工程と；及び
（ｆ）工程（ｃ）及び工程（ｄ）から結果として得られた積分を除することによって第二
の比を決定する工程と；及び
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（ｇ）工程（ｅ）において決定された第一の比を工程（ｆ）において決定された第二の比
と比較し、それによって内部標準を参照して前記自己抗体の存在又はレベルを決定する工
程と、
を含む、方法を提供する。
【０１２４】
　関連した実施形態において、工程（ｅ）において決定された第一の比は約８０：１～約
１００：１である。別の関連した実施形態において、工程（ｅ）において決定された第一
の比は約１００：１である。関連した実施形態において、標識された内部標準はＢｉｏｃ
ｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８である。或る実施形態において、標識された内部標準（例え
ば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８）の量は分析される試料１００μＬ当たり約５
０～約２００ｐｇである。或る他の実施形態において、標識された内部標準（例えば、Ｂ
ｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８）の量は、分析される試料１００μＬ当たり約１００
～約２００ｐｇ、分析される試料１００μＬ当たり約１５０～約２００ｐｇ、分析される
試料１００μＬ当たり約５０～約１５０ｐｇ、又は分析される試料１００μＬ当たり約５
０～約１００ｐｇである。さらなる実施形態において、標識された内部標準（例えば、Ｂ
ｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８）の量は、分析される試料１００μＬ当たり約５０、
７５、１００、１２５、１５０、１７５、又は２００ｐｇである。
【０１２５】
　関連した実施形態において、抗ＴＮＦα薬は、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリ
キシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネルセプト）、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）（ア
ダリムマブ）、ＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）、及びそれらの組み合
わせからなる群から選択されるメンバーである。関連した実施形態において、抗ＴＮＦα
薬はインフリキシマブ（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））である。関連した実施形態におい
て、抗ＴＮＦα薬はアダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））である。関連した実施形態
において、抗ＴＮＦα薬はエタネルセプト（ＥＮＢＲＥＬ（商品名））である。関連した
実施形態において、抗ＴＮＦα薬はＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）で
ある。関連した実施形態において、検出された自己抗体を定量化する。関連した実施形態
において、標識された複合体が最初に溶出され、その後にフリーの標識された抗ＴＮＦα
抗体が溶出される。関連した実施形態において、試料は血清である。関連した実施形態に
おいて、抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者から試料を得る。関連した実施形
態において、サイズ排除クロマトグラフィーはサイズ排除－高速液体クロマトグラフィー
（ＳＥ－ＨＰＬＣ）である。関連した実施形態において、自己抗体はヒト抗マウス抗体（
ＨＡＭＡ）、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト抗ヒト化抗体（ＨＡＨＡ）、及びそれ
らの組み合わせからなる群から選択されるメンバーである。関連した実施形態において、
検出された自己抗体を定量化する。
【０１２６】
　関連した実施形態において、本発明の方法はさらに、今後の治療過程を決定することを
提供する。今後の治療過程は、抗ＴＮＦα薬のレベルが高レベルでありかつ自己抗体のレ
ベルが低レベルである場合に、抗ＴＮＦα薬と一緒に免疫抑制剤を同時投与することを含
む。別の関連した実施形態において、今後の治療過程は、抗ＴＮＦα薬のレベルが中レベ
ルでありかつ自己抗体のレベルが低レベルである場合に、抗ＴＮＦα薬のレベルを増加さ
せかつ免疫抑制薬を同時投与することを含む。別の関連した実施形態において、今後の治
療過程は、抗ＴＮＦα薬のレベルが中レベルでありかつ自己抗体のレベルが中レベルであ
る場合に、異なる抗ＴＮＦα薬を投与することを含む。なお別の関連した実施形態におい
て、今後の治療過程は、抗ＴＮＦα薬のレベルが低レベルでありかつ自己抗体のレベルが
高レベルである場合に、異なる抗ＴＮＦα薬を投与することを含む。別の関連した実施形
態において、インフリキシマブ（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））の代わりにアダリムマブ
（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））を投与する。
【０１２７】
　或る実施形態において、本発明は、試料中の抗ＴＮＦα薬の存在又はレベル及び抗ＴＮ
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Ｆα薬に対する自己抗体の存在又はレベルを測定するキットであって、以下：
（ａ）或る量の標識されたＴＮＦαを含む第一の測定基体と；
（ｂ）或る量の標識された抗ＴＮＦα薬を含む第二の測定基体と；
（ｃ）場合により、或る量の標識されたＴＮＦα及び或る量の標識された内部標準を含む
第三の測定基体と；
（ｄ）場合により、或る量の標識された抗ＴＮＦα薬及び或る量の標識された内部標準を
含む第四の測定基体と；
（ｅ）場合により、被験者から試料を抽出する手段と；及び
（ｆ）場合により、前記キットを使用するための取扱説明書と、
を含む、キットを提供する。
【０１２８】
　関連した実施形態において、前記基体は、本発明の化学薬品（ｃｈｅｍｉｃａｌｓ）と
共に堆積させる（ｄｅｐｏｓｉｔ）ことができる任意の材料を含み、そして前記基体とし
て、限定的でなく、ニトロセルロース、シリカゲル、薄層クロマトグラフィー基体、木製
スティック、セルロース、綿、ポリエチレン、それらの組み合わせなど、を挙げることが
できる。別の関連した実施形態において、配列されたアレイ、マトリックス、又はマトリ
ックスアレイにおいて前記材料上に本発明の化学薬品を堆積させることができる。
【０１２９】
　関連した実施形態において、前記キットはさらに、標識されたＴＮＦα、標識された抗
ＴＮＦα薬、及び／又は標識された内部標準を検出する手段を含む。関連した実施形態に
おいて、前記キットはさらに、限定的でなく、蛍光標識検出、ＵＶ照射検出、又はヨウ素
照射を含む検出手段を含む。関連した実施形態において、前記キットはさらに、サイズ排
除－高速液体クロマトグラフィー（ＳＥ－ＨＰＬＣ）装置を含む。関連した実施形態にお
いて、ニトロセルロース、シリカゲル、及びサイズ排除クロマトグラフ媒体から第一、第
二、第三、及び第四の測定基体を選択する。関連した実施形態において、抗ＴＮＦα薬は
、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリキシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネ
ルセプト）、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）（アダリムマブ）、ＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルト
リズマブ　ペゴル）、及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるメンバーである
。関連した実施形態において、標識されたＴＮＦαはフルオロフォアで標識されたＴＮＦ
αである。関連した実施形態において、試料は血清である。関連した実施形態において、
抗ＴＮＦα薬を用いた治療を受けている被験者から試料を得る。関連した実施形態におい
て、自己抗体は、ヒト抗マウス抗体（ＨＡＭＡ）、ヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、ヒト
抗ヒト化抗体（ＨＡＨＡ）、及びそれらの組み合わせからなる群から選択されるメンバー
である。
【０１３０】
ＩＶ．本発明に関連した種類（ｓｐｅｃｉｅｓ）の生理学的範囲及びレベル
　ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）を用いて治療される患者のＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の
治療有効レベルは、患者体重１ｋｇ当たりＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）約１～１０ｍｇの
範囲にある。或る実施形態において、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の治療有効レベルは、
患者体重１ｋｇ当たりＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）３～８ｍｇの範囲にある。或る他の実
施形態において、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の治療有効レベルは、患者体重１ｋｇ当た
りＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）約５ｍｇである。
【０１３１】
　ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリキシマブ）の典型的な用量は、１ｍＬ当たり約
０．０５μｇ～約８０μｇの範囲にある。或る実施形態において、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商
品名）の用量は１ｍＬ当たり約０．０５μｇ～約５０μｇの範囲にある。或る他の実施形
態において、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の用量は１ｍＬ当たり約０．０５μｇ～約３０
μｇである。或る実施形態において、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の用量は１ｍＬ当たり
約３０μｇである。或る他の実施形態において、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の用量は１
ｍＬ当たり約５０μｇである。
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【０１３２】
　ＨＵＭＩＲＡ（商品名）を用いて治療される患者のＨＵＭＩＲＡ（商品名）の治療有効
レベルは、患者体重１ｋｇ当たりＨＵＭＩＲＡ（商品名）約０．１～１０ｍｇの範囲にあ
る。或る実施形態において、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の治療有効レベルは、患者体重１ｋ
ｇ当たりＨＵＭＩＲＡ（商品名）０．１～８ｍｇの範囲にある。或る他の実施形態におい
て、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の治療有効レベルは、患者体重１ｋｇ当たりＨＵＭＩＲＡ（
商品名）約１ｍｇの範囲にある。或る実施形態において、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の治療
有効レベルは、患者体重１ｋｇ当たりＨＵＭＩＲＡ（商品名）約０．８ｍｇである。
【０１３３】
　ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の典型的な用量は、１ｍＬ当たり約０．０５μｇ～約１５０μ
ｇの範囲にある。或る実施形態において、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の用量は１ｍＬ当たり
約０．０５μｇ～約１００μｇの範囲にある。或る他の実施形態において、ＨＵＭＩＲＡ
（商品名）の用量は１ｍＬ当たり約０．０５μｇ～約５０μｇである。或る実施形態にお
いて、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の用量は１ｍＬ当たり約３０μｇである。或る実施形態に
おいて、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の用量は１ｍＬ当たり約３２μｇである。或る他の実施
形態において、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）の用量は１ｍＬ当たり約５０μｇである。
【０１３４】
Ｖ．典型的な疾病及びその治療のための治療抗体
　或る実施形態において、本発明は治療モノクローナル抗体を用いることができる。表１
は、承認されている又は現在開発中である治療モノクローナル抗体の典型的なリストを提
供する。臨床開発中のモノクローナル抗体治療薬及び承認製品の広範なリストは、「４１
８　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ　ｉｎ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　Ｐｒｏ
ｍｉｓｅ　ｔｏ　Ｂｏｌｓｔｅｒ　ｔｈｅ　Ａｒｓｅｎａｌ　Ａｇａｉｎｓｔ　Ｄｉｓｅ
ａｓｅ」と題された２００６　ＰｈＲＭＡ　Ｒｅｐｏｒｔに開示されている。
【０１３５】
　とりわけ好ましい治療抗体として、限定的でなく、抗ＴＮＦαモノクローナル抗体、例
えば、（１）Ｒｅｍｉｃａｄｅ（商品名）（インフリキシマブ）、マウス－ヒトＩｇＧＩ
－カッパ抗ＴＮＦαモノクローナル抗体、（２）Ｅｎｂｒｅｌ（商品名）（エタネルセプ
ト）、ヒトＴＮＦ受容体２とヒトＩｇＧＩとの融合タンパク質、及び（３）Ｈｕｍｉｒａ
（商品名）（アダリムマブ）、完全ヒトＩｇＧ１－カッパ抗ＴＮＦαモノクローナル抗体
など、を挙げることができる。２つの他の抗ＴＮＦα抗体構築物は、同じ疾病の一部を有
する患者において重要なフェーズＩＩＩ試験で有望性を示した：（４）Ｃｉｍｚｉａ（商
品名）ＣＤＰ８７０（セルトリズマブ　ペゴル）、ヒト化抗ＴＮＦαモノクローナル抗体
のペグ化Ｆａｂ断片、及び（５）ＣＮＴＯ１４８（ゴリムルナブ（ｇｏｌｉｍｌｕｎａｂ
））、完全ヒトＩｇＧＩ－カッパ抗ＴＮＦαモノクローナル抗体。
【０１３６】
　好ましい種類の治療抗体は、多くの自己免疫疾患、例えば、慢性関節リウマチ、若年性
特発性関節炎、強直性脊椎炎（ベヒテレフ病）、炎症性腸疾患（クローン病及び潰瘍性大
腸炎）、重度（ｓｅｖｅｒｅ）乾癬、慢性ブドウ膜炎、重度サルコイドーシス、及びウェ
ゲナー肉芽腫症など、の治療に用いられる抗ＴＮＦα単鎖モノクローナル抗体である。
【０１３７】
　本発明は、抗ＴＮＦαのバイオアベイラビリティ／濃度を決定するのに有用であること
に加えて、例えば、治療又は診断の目的などで、体内で用いられた任意の治療抗体のバイ
オアベイラビリティ／濃度を決定することに用いるのにも適している。以下の表１はイン
ビボで用いられる種々の治療モノクローナル抗体と相関する医療的適応の一覧も提供する
。
【０１３８】
　さらなる実施形態において、本発明の方法は、治療抗体に対する自己抗体の存在又は濃
度レベルの決定に用いるのに適している。
【０１３９】
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　従って、本発明は、治療（又は診断）が被験者に治療抗体を投与することを含む治療を
最適化する方法に用いることができる。前記方法は、本明細書中で言及した疾病又は疾患
１種又は２種以上の治療（又は診断）を最適化するためのものであることができ、該疾病
又は疾患は下記の１種又は２種以上を含む：
【０１４０】
　感染症、例えば、呼吸器系合胞体ウイルス（ＲＳＶ）、ＨＩＶ、炭疽、カンジダ症、ブ
ドウ球菌感染、Ｃ型肝炎など。
【０１４１】
　自己免疫疾患、例えば、慢性関節リウマチ、クローン病、Ｂ細胞非ホジキンリンパ腫、
多発性硬化症（Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　ｓｃｌｅｏｒｉｓｉｓ）、ＳＬＥ、強直性脊椎炎、狼
瘡、乾癬性関節炎、エリテマトーデス（ｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓ）など。
【０１４２】
　炎症性疾患、例えば、慢性関節リウマチ（ＲＡ）、若年性特発性関節炎（ｊｕｖｅｎｉ
ｌｅ　ｉｄｉｏｐａｔｍｃ　ａｒｔｈｒｉｔｉｓ）、強直性脊椎炎（ベヒテレフ病）、炎
症性腸疾患（クローン病及び潰瘍性大腸炎）、重度乾癬、慢性ブドウ膜炎、サルコイドー
シス、ウェゲナー肉芽腫症、及び中心的特徴として炎症を伴う他の疾患など。
【０１４３】
　血液疾患、例えば、敗血症、敗血性ショック、発作性夜間血色素尿症、及び溶血性尿毒
症症候群など。
【０１４４】
　癌、例えば、結腸直腸癌、非ホジキンリンパ腫、Ｂ細胞慢性リンパ性白血病、未分化大
細胞リンパ腫、頭頸部の扁平上皮細胞癌、ＨＥＲ２過剰発現転移性乳癌の治療、急性骨髄
性白血病、前立腺癌（例えば、腺癌）、小細胞肺癌、甲状腺癌、悪性黒色腫、固形腫瘍、
乳癌、早期ＨＥＲ２陽性乳癌、第一選択の非扁平上皮ＮＳＣＬＣ癌、ＡＭＬ、ヘアリー細
胞白血病、神経芽腫、腎癌、脳腫瘍、骨髄腫、多発性骨髄腫、骨転移、ＳＣＬＣ、頭／頸
部癌、第一選択の膵臓癌、ＳＣＬＣ、ＮＳＣＬＣ、頭部及び頸部の癌、血液系及び固形腫
瘍、進行性固形腫瘍、消化管癌、膵癌、皮膚Ｔ細胞性リンパ腫、非皮膚Ｔ細胞性リンパ腫
、ＣＬＬ、卵巣癌、前立腺癌、腎細胞癌、メソテリン発現腫瘍、膠芽細胞腫、転移性膵臓
、血液悪性腫瘍、皮膚未分化大細胞ＭＡｂリンパ腫、ＡＭＬ、骨髄異形成症候群など。
【０１４５】
　循環器疾病、例えば、アテローム性動脈硬化症急性心筋梗塞、心肺バイパス、アンギナ
など。
【０１４６】
　代謝疾患、例えば、糖尿病、例えば、Ｉ型糖尿病など。
【０１４７】
　消化器疾患、例えば、クローン病、クロストリジウム・ディフィシレ（Ｃ．　ｄｉｆｆ
ｉｃｉｌｅ）病、潰瘍性大腸炎など。
【０１４８】
　眼疾患、例えば、ブドウ膜炎など。
【０１４９】
　遺伝的疾患、例えば、発作性夜間血色素尿症（ＰＮＨ）など。
【０１５０】
　神経学的疾患、例えば、変形性関節症の痛み及びアルツハイマー病など。
【０１５１】
　呼吸器疾患、例えば、呼吸器疾病、喘息、慢性閉塞性肺疾患（ＣＯＰＤ、鼻ポリープ症
、小児喘息など。
【０１５２】
　皮膚疾患、例えば、慢性の中等度から重度のプラーク乾癬を含む、乾癬など。
【０１５３】
　移植片拒絶、例えば、急性腎臓移植拒絶反応、心臓及び肝臓移植拒絶反応の逆転（ｒｅ
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ｖｅｒｓａｌ）、腎臓移植拒絶反応の防止、急性腎臓移植拒絶反応の予防、腎臓移植拒絶
反応など。
【０１５４】
　他の疾患、例えば、虫垂炎の診断、腎炎、閉経後骨粗しょう症（骨疾患）、過好酸球増
加症候群、好酸球性食道炎及びピーナッツアレルギーなど。
【０１５５】
　１つの実施形態において、疾病は、上記群の特定の疾病及び疾患の１つ又は２つ以上か
ら選択される。



(30) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

【表１－１】



(31) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

【表１－２】



(32) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

【表１－３】



(33) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

【表１－４】



(34) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

【表１－５】



(35) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

【表１－６】



(36) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

【表１－７】



(37) JP 6082831 B2 2017.2.15

10

20

30

40

50

【表１－８】

【０１５６】
ＶＩ．治療及び治療のモニタリング
　本明細書に記載の方法に従って、抗ＴＮＦα薬治療を受けている被験者の診断又は予後
診断が決定されれば、又は、ＴＮＦαが病態生理に関与するとされている疾病及び疾患、
例えば、限定的でなく、ショック、敗血症、感染、自己免疫疾患、ＲＡ、クローン病、移
植片拒絶及び移植片対宿主病、と診断された個体における抗ＴＮＦα薬に対する応答の可
能性が予測されれば、本発明はさらに、その診断、予後診断、又は予測に基づく治療過程
を推奨することを含んでいることができる。或る場合に、本発明はさらに、ＴＮＦ－αが
病態生理に関与するとされている疾病及び疾患と関連した１種又は２種以上の症状を治療
するのに有効な抗ＴＮＦα薬の治療的有効量をその個体に投与することを含んでいること
ができる。治療適用のために、抗ＴＮＦα薬は単独で又は追加の抗ＴＮＦα薬１種又は２
種以上及び／又は抗ＴＮＦα薬に関連した副作用を低減する薬剤（例えば、免疫抑制薬）
１種又は２種以上と組み合わせて同時投与することができる。抗ＴＮＦα薬の例は本明細
書中に記載したが、その例として限定的でなく、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリ
キシマブ）、ＥＮＢＲＥＬ（商品名）（エタネルセプト）、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）（ア
ダリムマブ）、ＣＩＭＺＩＡ（商標）（セルトリズマブ　ペゴル）、生物学的薬剤、通常
の薬剤、及びそれらの組み合わせを挙げることができる。このようにして、本発明は好適
に、治療決定を導きそして適正な薬剤が適正な患者に適正な時間に与えられるように抗Ｔ
ＮＦα薬に対する最適化及び治療選択を知らせることによって臨床医が「個別化医療」を
行うことを可能にする。
【０１５７】
　抗ＴＮＦα薬は、必要に応じて適当な医薬賦形剤と共に投与することができ、そして任
意の許容される投与方法によって行うことができる。従って、投与は、例えば、静脈内、
局所的、皮下的、経皮的（ｔｒａｎｓｃｕｔａｎｅｏｕｓ）、経皮性（ｔｒａｎｓｄｅｒ
ｍａｌ）、筋肉内、経口的、経頬的、舌下、歯内、経口蓋、関節内、非経口的、動脈内、
皮内、心室内（ｉｎｔｒａｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒ）、頭蓋内、腹腔内、病巣内、鼻腔内
、直腸内、膣内又は吸入によるものであることができる。「同時投与」とは、抗ＴＮＦα
薬を、第二薬（例えば、別の抗ＴＮＦα薬、抗ＴＮＦα薬の副作用を低減するのに有用な
薬剤など）と同時に、その直前に、又はその直後に投与することを意味する。
【０１５８】
　治療的有効量の抗ＴＮＦα薬は、繰り返して、例えば、少なくとも２回、３回、４回、
５回、６回、７回、８回、又は９回以上にわたり投与することができ、又はその用量を持
続点滴によって投与することができる。投与は、固体、半固体、凍結乾燥粉末、又は液体
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の剤形、例えば、錠剤、丸剤、ペレット剤、カプセル剤、散剤、液剤、懸濁液、乳濁液、
坐剤、停留浣腸、クリーム、軟膏、ローション、ゲル、エアロゾル、フォーム（ｆｏａｍ
ｓ）等の形態を、好ましくは、正確な投与量の単一投与に適した単位剤形でとることがで
きる。
【０１５９】
　用語「単位剤形」は、本明細書中で用いる場合、ヒト被験者及び他の哺乳動物に対する
単位投与量として適当な物理的に個別の単位を含み、各単位は、望ましい作用発現、忍容
性、及び／又は治療効果をもたらすように計算された所定量の抗ＴＮＦα薬を適当な医薬
賦形剤と共に含む（例えば、アンプル）。さらに、より濃厚にされた剤形を製造すること
ができ、次にその剤形からより希釈された単位剤形を調製することができる。このように
、より濃厚にされた剤形は、抗ＴＮＦα薬の量より実質的に多い量、例えば、少なくとも
１倍、２倍、３倍、４倍、５倍、６倍、７倍、８倍、９倍、１０倍、又はそれを超える倍
数の量を含む。
【０１６０】
　前記のような剤形の製造方法は当業者に公知である（例えば、ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ
　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ，　１８ＴＨ　ＥＤ．，　Ｍａｃｋ
　Ｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ　Ｃｏ．，　Ｅａｓｔｏｎ，　ＰＡ　（１９９０）参照）。剤形
は、典型的には、通常の薬剤学的担体又は賦形剤を含んでおりそしてさらに他の医薬剤、
担体、アジュバント、希釈剤、組織透過促進剤（ｔｉｓｓｕｅ　ｐｅｒｍｅａｔｉｏｎ　
ｅｎｈａｎｃｅｒ）、可溶化剤などを含んでいることができる。適切な賦形剤は、当該技
術分野で周知の方法によって、特定の剤形及び投与経路に合せることができる（例えば、
ＲＥＭＩＮＧＴＯＮ’Ｓ　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＳＣＩＥＮＣＥＳ、前出）。
【０１６１】
　適当な賦形剤の例として、限定的でなく、ラクトース、デキストロース、ショ糖、ソル
ビトール、マンニトール、デンプン、アカシアゴム、リン酸カルシウム、アルギン酸塩、
トラガカント、ゼラチン、ケイ酸カルシウム、微結晶性セルロース、ポリビニルピロリド
ン、セルロース、水、生理食塩水、シロップ、メチルセルロース、エチルセルロース、ヒ
ドロキシプロピルメチルセルロース、及びポリアクリル酸、例えば、Ｃａｒｂｏｐｏｌ、
例えば、Ｃａｒｂｏｐｏｌ　９４１、Ｃａｒｂｏｐｏｌ　９８０、Ｃａｒｂｏｐｏｌ　９
８１等を挙げることができる。剤形はさらに、潤滑剤、例えば、タルク、ステアリン酸マ
グネシウム、及び鉱油など；湿潤剤；乳化剤；懸濁剤；保存剤、例えば、メチル－、エチ
ル－、及びプロピル－ヒドロキシ－ベンゾエート（すなわち、パラベン）など；ｐＨ調整
剤、例えば、無機及び有機の酸及び塩基；甘味料；及び香味料を含んでいることができる
。剤形は、生分解性ポリマビーズ、デキストラン、及びシクロデキストリン包接錯体も含
んでいることができる。
【０１６２】
　経口投与について、治療的に有効な投与は、錠剤、カプセル剤、乳濁液、懸濁液、水剤
、シロップ剤、噴霧剤、ロゼンジ、散剤、及び徐放性製剤の形態であることができる。経
口投与に適した賦形剤として、医薬品グレードのマンニトール、ラクトース、デンプン、
ステアリン酸マグネシウム、サッカリンナトリウム、タルカン、セルロース、グルコース
、ゼラチン、ショ糖、及び炭酸マグネシウム等を挙げることができる。
【０１６３】
　或る実施形態において、治療的に有効な投与は、丸剤、錠剤、又はカプセル剤の形態を
とり、そしてこのように、剤形は抗ＴＮＦα薬と共に、任意の以下の成分を含んでいるこ
とができる：希釈剤、例えば、ラクトース、ショ糖、リン酸二カルシウムなど；崩壊剤、
例えば、デンプン又はその誘導体など；潤滑剤、例えば、ステアリン酸マグネシウム等；
及び結合剤、例えば、デンプン、アカシアガム、ポリビニルピロリドン、ゼラチン、セル
ロース及びその誘導体など。抗ＴＮＦα薬は、例えば、ポリエチレングリコール（ＰＥＧ
）担体中に配置された（ｄｉｓｐｏｓｅｄ）坐剤に製剤化することもできる。
【０１６４】
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　液体剤形は、担体、例えば、生理食塩水（例えば、塩化ナトリウム０．９％ｗ／ｖ）、
水性デキストロース、グリセロール、エタノール等の中に抗ＴＮＦα薬及び場合により１
種又は２種以上の薬剤学的に許容することのできるアジュバントを溶解又は分散させて、
例えば、経口的、局所的、又は静脈内投与のための、溶液又は懸濁液を形成することによ
り製造することができる。抗ＴＮＦα薬は、停留浣腸に製剤化することもできる。
【０１６５】
　局所的投与について、治療的に有効な投与は、乳濁液、ローション、ゲル、フォーム、
クリーム、ゼリー、水剤、懸濁液、軟膏、及び経皮パッチの形態であることができる。吸
入による投与について、抗ＴＮＦα薬は乾燥粉末として又はネブライザーを介して液体の
形態で送達することができる。非経口的投与について、治療的に有効な投与は、滅菌され
た注射溶液及び滅菌包装された散剤の形態であることができる。好ましくは、注射溶液は
、ｐＨ約４．５～約７．５で製剤化される。
【０１６６】
　治療的に有効な投与は、凍結乾燥された形態で提供することもできる。かかる剤形は、
投与前の再構成のために、緩衝剤、例えば、炭酸水素塩、を含んでいることができ、又は
、例えば、水による再構成のために凍結乾燥の剤形中に緩衝剤を含んでいることができる
。凍結乾燥の剤形はさらに、適当な血管収縮剤、例えば、エピネフリン、を含んでいるこ
とができる。凍結乾燥の剤形は、再構成された剤形を直ちに個体に投与することができる
ように、場合により再構成用の緩衝剤と一緒に包装されたシリンジにより提供することが
できる。
【０１６７】
　病態生理においてＴＮＦαが関与するとされる疾病及び疾患の治療に対する治療的使用
において、抗ＴＮＦα薬は初回投与量一日当たり約０．００１ｍｇ／ｋｇ～約１０００ｍ
ｇ／ｋｇで投与することができる。一日量範囲で約０．０１ｍｇ／ｋｇ～約５００ｍｇ／
ｋｇ、約０．１ｍｇ／ｋｇ～約２００ｍｇ／ｋｇ、約１ｍｇ／ｋｇ～約１００ｍｇ／ｋｇ
、又は約１０ｍｇ／ｋｇ～約５０ｍｇ／ｋｇを用いることができる。しかしながら、投与
量は、個体、疾病、疾患、又は症状の重症度、及び用いられる抗ＴＮＦα薬の要件に基づ
いて変化させることができる。例えば、本明細書に記載の方法に従って疾病、疾患、及び
／又は症状の種類及び重症度を考慮して投与量を経験的に決定することができる。本発明
に照らすと、個体に投与される用量は、その個体において経時的に有利な治療応答を与え
るのに充分な量であるべきである。投与量の大きさは、個体における特定の抗ＴＮＦα薬
の投与に伴う任意の有害な副作用の存在、性質、及び程度によって決定することもできる
。特定の状態に対する適正な投与量の決定は、医師の技能の範囲内である。一般に、治療
は、抗ＴＮＦα薬の最適用量より少ない低用量で開始される。その後、状況に応じて最適
な効果が達成されるまで投与量は少しずつ増やされる。便宜のために、望ましい場合には
、一日の全投与量をその一日間でいくつかの部分に分けて投与することができる。
【０１６８】
　用語「抗ＴＮＦα薬」は、本明細書中で用いる場合、病態生理においてＴＮＦ－αが関
与するとされる疾病及び疾患と関連した１種又は２種以上の症状を治療するのに有効な薬
剤の薬剤学的に許容することのできるあらゆる形態を包含する。例えば、抗ＴＮＦα薬は
、ラセミ又は異性体混合物、又はイオン交換樹脂に結合した固体複合体（ｓｏｌｉｄ　ｃ
ｏｍｐｌｅｘ）等であることができる。さらに、抗ＴＮＦα薬は溶媒和物の形態であるこ
とができる。この用語は、記載されている抗ＴＮＦα薬の薬剤学的に許容することのでき
るあらゆる塩、誘導体、及び類似体だけでなく、それらの組み合わせも含むことも意図し
ている。例えば、抗ＴＮＦα薬の薬学的に許容することのできる塩として、限定的でなく
、その酒石酸塩、コハク酸塩、タルタレート（ｔａｒｔａｒａｔｅ）、バイタルタレート
（ｂｉｔａｒｔａｒａｔｅ）、二塩酸塩、サリチル酸塩、ヘミコハク酸塩、クエン酸塩、
マレイン酸塩、塩酸塩、カルバミン酸塩、硫酸塩、硝酸塩、及び安息香酸塩の形態だけで
なく、それらの組み合わせ等も挙げることができる。任意の形態の抗ＴＮＦα薬、例えば
、抗ＴＮＦα薬の薬剤学的に許容することのできる塩、抗ＴＮＦα薬の遊離塩基、又はそ
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れらの混合物が本発明の方法に用いるのに適している。適当な抗ＴＮＦα薬の例として、
限定的でなく、生物学的薬剤、通常の薬剤、及びそれらの組み合わせを挙げることができ
る。
【０１６９】
　治療薬は、例えば、抗サイトカイン及びケモカイン抗体、例えば、抗腫瘍壊死因子アル
ファ（ＴＮＦα）抗体などを含む。抗ＴＮＦα抗体の限定的でない例として以下を挙げる
ことができる：キメラモノクローナル抗体、例えば、キメラＩｇＧ１抗ＴＮＦαモノクロ
ーナル抗体である、インフリキシマブ（Ｒｅｍｉｃａｄｅ（商標））（Ｃｅｎｔｏｃｏｒ
社；ペンシルバニア州ホーシャム）など；ヒト化モノクローナル抗体、例えば、ＣＤＰ５
７１及びペグ化されたＣＤＰ８７０など；完全ヒトモノクローナル抗体、例えば、アダリ
ムマブ（Ｈｕｍｉｒａ（商標））（Ａｂｂｏｔｔ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ社；イリノ
イ州アボットパーク）など；ｐ７５融合タンパク質、例えば、エタネルセプト（Ｅｎｂｒ
ｅｌ（商標））（Ａｍｇｅｎ社；カリフォルニア州サウザンドオークス；Ｗｙｅｔｈ　Ｐ
ｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社；ペンシルバニア州カレッジビル）、小分子（例えば、
ＭＡＰキナーゼ阻害剤）；及びそれらの組み合わせ。Ｇｈｏｓｈ，　Ｎｏｖａｒｔｉｓ　
Ｆｏｕｎｄ　Ｓｙｍｐ．，　２６３：１９３－２０５　（２００４）参照。
【０１７０】
　他の生物学的薬剤として、例えば、抗細胞接着（ａｎｔｉ－ｃｅｌｌ　ａｄｈｅｓｉｏ
ｎ）抗体、例えば、細胞接着分子α４－インテグリンに対するヒト化モノクローナル抗体
である、ナタリズマブ（Ｔｙｓａｂｒｉ（商標））（Ｅｌａｎ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
ｃａｌｓ社；アイルランド　ダブリン；Ｂｉｏｇｅｎ　Ｉｄｅｃ社；マサチューセッツ州
ケンブリッジ）、及びヒト化ＩｇＧ１抗α４β７－インテグリンモノクローナル抗体であ
る、ＭＬＮ－０２（Ｍｉｌｌｅｎｎｉｕｍ　Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌｓ社；マサチ
ューセッツ州ケンブリッジ）など；抗Ｔ細胞剤；抗ＣＤ３抗体、例えば、ヒト化ＩｇＧ２
Ｍ３抗ＣＤ３オノクローナル抗体（ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）である、ビ
シリズマブ（Ｎｕｖｉｏｎ（商標））（ＰＤＬ　ＢｉｏＰｈａｒｍａ社；ネバダ州インク
ラインビレッジ）など；抗ＣＤ４抗体、例えば、キメラ抗ＣＤ４モノクローナル抗体であ
る、プリリキシマブ（ｃＭ－Ｔ４１２）（Ｃｅｎｔｏｃｏｒ社；ペンシルバニア州ホーシ
ャム）など；抗ＩＬ－２受容体アルファ（ＣＤ２５）抗体、例えば、ヒト化ＩｇＧ１抗Ｃ
Ｄ２５モノクローナル抗体である、ダクリズマブＺｅｎａｐａｘ（商標））（ＰＤＬ　Ｂ
ｉｏＰｈａｒｍａ社；ネバダ州インクラインビレッジ；Ｒｏｃｈｅ社；ニュージャージー
州ナットリー）、及びキメラＩｇＧ１抗ＣＤ２５モノクローナル抗体である、バシリキシ
マブ（Ｓｉｍｕｌｅｃｔ（商標））（Ｎｏｖａｒｔｉｓ社；スイス、バーゼル）など；そ
れらの組み合わせを挙げることができる。
【０１７１】
　周期的な時間間隔で個体を監視して、該個体の試料から診断、予後診断及び／又は予測
情報が得られれば所定の治療レジメンの効果を評価することもできる。例えば、治療抗体
及び／又は該治療抗体に向けられた（ｄｉｒｅｃｔｅｄ　ｔｏ）自己抗体の存在又は濃度
レベルは、治療抗体を用いた治療の治療効果に基づいて変化することがある。或る場合に
は、患者を監視して、個別化されたアプローチにおける応答を評価し及び所定の薬剤又は
治療の効果を理解することができる。さらに、患者は薬剤に応答しないこともあるが、抗
体レベルが変化することがあり、このことはこれらの患者が患者の抗体レベルによって同
定することができる特別な集団（応答を示さない）に属していることを示唆する。これら
の患者には、目下の治療を中止し、そして代わりの治療を処方することができる。
【０１７２】
　周期的な時間間隔で個体を監視して、種々の抗体の濃度又はレベルを評価することもで
きる。種々の時点での抗体レベル、並びに抗体レベルの経時的な変化率は重要である。或
る場合には、個体における閾値量を超えた１種又は２種以上の抗体（例えば、抗ＴＮＦα
抗体に対する自己抗体）の増加率は、該個体が有意に高い合併症を発現するリスク又は副
作用のリスクを有していることを示す。マーカー速度（すなわち、或る時間期間にわたる
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抗体レベルの変化）の形で連続的な検査から得られる情報は、疾病の重症度、疾病の合併
症のリスク、及び／又は副作用のリスクと関連づけることができる。
【０１７３】
　本発明の方法は、例えば、治療モノクローナル抗体を用いた治療に対して、一次（ｐｒ
ｉｍａｒｙ）無応答者又は低応答者を同定することも備えている。これらの一次無反応者
又は低反応者は、例えば、治療薬に対する先天性の又は前に発現した（ｐｒｅ－ｄｅｖｅ
ｌｏｐｅｄ）イムノグロブリン応答を偶然に有している患者であることがある。治療薬が
診断用抗体である場合、一次無応答者又は低応答者の同定は、各個別患者に対する適当な
治療薬の選択を確実にすることができる。
【０１７４】
　本発明に係る方法は、例えば、二次応答不全（ｓｅｃｏｎｄａｒｙ　ｒｅｓｐｏｎｓｅ
　ｆａｉｌｕｒｅ）を有する患者を同定するのに用いることができる。二次応答不全は無
症候性であることがあり、すなわち、治療の効果が低下してきた又は効果がなくなったこ
とが唯一の徴候となる。或る場合に、本発明の方法は、患者又は医師が治療効果が少ない
ことに気付くより前に二次応答不全の発現を同定するのに有効である。より多量の治療投
与量を付与して正確なインビボ濃度が達成されることを確実にすることができ、又は代わ
りの治療を選択することができ、又はそれらを組み合わせることができる。治療薬が診断
薬である場合、二次応答不全の発現はとりわけ取り返しのつかない（ｃａｔａｓｔｒｏｐ
ｈｉｃ）ことになることがある。疾病／薬剤のサイズ及び／又は位置を決定することが、
例えば、いずれかの二次転移の存在及び／又は位置を同定するのに、重要である場合、癌
などの疾病、及び一部の感染症の監視に放射標識されたモノクローナル抗体がルーチン的
に用いられる。気付かずに応答不全（一次又は二次）の発現が生じている場合、患者は「
問題なしという診断（ａｌｌ　ｃｌｅａｒ）」、すなわち、誤った陰性結果を受けること
があり、これは治療の中止を導いて今後の疾病の再発を招き、疾病がずっと進行してしま
い場合によっては治療することのできない状態となることがある。
【０１７５】
　別のカテゴリーの応答不全は、不利な副作用と関連した（例えば、二次）応答不全の発
現である。被験者における宿主免疫応答の発現は有害な又は不快な副作用を伴うことがあ
る。これらは、ヒト又はヒト化治療薬を認識するが他の宿主イムノグロブリンとの間の識
別ができない抗体の発現によって引き起こされることがある。従って、本発明の方法は、
前記治療薬に対する先天性の又は前に発現したイムノグロブリン応答のいずれかを有する
被験者及び、例えば、応答不全に関連した不利な副作用を受けやすいことがある被験者を
同定するのに適している。
【０１７６】
　本発明の方法は、患者へのモノクローナル治療薬の投与を伴う治療レジメンの選択及び
管理に適している。従って、本明細書中に記載した治療抗体の濃度又はバイオアベイラビ
リティを決定する方法を、疾病又は疾患の治療方法に組み込むことができる。治療的処置
の過程の間に本発明の方法を用いて患者の免疫学的状態を監視することによって、高価な
治療薬をコスト効果的に用いることを確保しながら、患者に最大の治療利益を保証できる
ように治療薬の選択及び／又は投与を適合させることができる。
【０１７７】
　本発明の方法を用いて、患者が治療薬（例えば、治療抗体）の変更された投与量レジメ
ン又は代わりの医薬治療のいずれを必要としているかを決定することができる。
【０１７８】
　本発明の方法はさらに、患者の治療薬（例えば、治療抗体）の血清濃度又はバイオアベ
イラビリティの周期的評価を含んでいることができる。
【０１７９】
　本発明の方法は、被験者が治療抗体などの治療薬に対する免疫応答を発現したか否かを
決定する工程も備えている。
【０１８０】
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　本発明の方法は、患者における治療応答の欠如が治療抗体、例えば、抗ＴＮＦα抗体な
ど、に対する患者由来のイムノグロブリンの形成によるものか否かを決定することも備え
ている。
【０１８１】
　本発明はさらに、治療抗体を用いて治療することのできる疾病を患う患者に対して適切
な薬剤治療を選択する方法を備えている。
【０１８２】
　本発明は、患者が治療抗体に二次応答不全を発現するか否かの可能性を決定する予後診
断方法も備えている。
【実施例】
【０１８３】
ＶＩＩ．実施例
　特定の実施例によって本発明をさらに詳細に説明する。以下の実施例は説明の目的で提
供するものであり、いかなる仕方によっても本発明を限定しようとするものではない。当
業者であれば、本質的に同じ結果を得るように変更し又は改変することができる種々の非
臨界的パラメータを容易に認識するであろう。
【０１８４】
実施例１．抗ＴＮＦα生物学的製剤のレベルを測定するための新規なモビリティシフトア
ッセイ
　本例は、サイズ排除クロマトグラフィーを用いて蛍光標識されたＴＮＦαへの抗ＴＮＦ
α薬の結合を検出する、患者試料（例えば、血清）中の抗ＴＮＦα薬濃度を測定するため
の新規なホモジニアスアッセイを説明する。このアッセイは、洗浄工程の必要をなくし、
バックグランド及び血清干渉の問題を低減させる可視及び／又は蛍光スペクトルによる検
出を可能にするフルオロフォアを使用し、高感度の蛍光標識検出によって低力価で患者中
の抗ＴＮＦα薬を検出する能力を増大させ、そして液相反応として生じることによって、
ＥＬＩＳＡプレートなどの固体表面への結合によるエピトープの任意の変化の機会を低減
させるので、有利である。
【０１８５】
　１つの典型的な実施形態によれば、フルオロフォア（例えば、Ａｌｅｘａ６４７）を用
いてＴＮＦαを標識し、フルオロフォアは可視スペクトル及び蛍光スペクトルのいずれか
一方又はそれらの双方によって検出することができる。標識されたＴＮＦαを液相反応に
よりヒト血清とインキュベートして、血清中に存在する抗ＴＮＦα薬を結合させる。標識
されたＴＮＦαを液相反応により既知量の抗ＴＮＦα薬とインキュベートして検量線を作
成することもできる。インキュベーション後、試料を直接にサイズ排除カラム上にロード
する。標識されたＴＮＦαへの抗ＴＮＦα薬の結合は、標識されたＴＮＦα単独に比べて
ピークを左側にシフトさせる。次いで、血清試料中に存在する抗ＴＮＦα薬の濃度を検量
線及び対照と比べることができる。
【０１８６】
　図１は、サイズ排除ＨＰＬＣを用いてＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７とＨＵＭＩＲＡ（商
品名）（アダリムマブ）との結合を検出する本発明のアッセイの例を示している。図１に
示すように、ＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７へのＨＵＭＩＲＡ（商品名）の結合は、ＴＮＦ
α－Ａｌｅｘａ６４７のピークを左側へシフトさせた。
【０１８７】
　図２は、ＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７へのＨＵＭＩＲＡ（商品名）の結合の用量反応曲
線を示す。とりわけ、図２Ａは、サイズ排除クロマトグラフィーアッセイにおいてＨＵＭ
ＩＲＡ（商品名）が用量依存的にＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７のシフトを増加させたこと
を示す。図２Ｂは、１％ヒト血清の存在がサイズ排除クロマトグラフィーアッセイにおい
てＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７のシフトに有意な影響を及ぼさなかったことを示す。図２
Ｃは、プールされたＲＦ陽性血清の存在がサイズ排除クロマトグラフィーアッセイにおい
てＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６４７のシフトに有意な影響を及ぼさなかったことを示す。
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【０１８８】
　このように、本例は、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）などの抗ＴＮＦα薬を受けている患者を
監視して：（１）適切な薬剤投与量の決定に導き；（２）薬剤の薬物動態を評価し、例え
ば、薬剤が体内からどれだけ急速に排出されていくかを決定し；及び（３）治療法、例え
ば、目下の抗ＴＮＦα薬から異なるＴＮＦα阻害剤へ又は別の種類の治療へ切り替えるか
否か、の決定を導く上での本発明の有用性を示している。
【０１８９】
実施例２．ＨＡＣＡ及びＨＡＨＡレベルを測定するための新規なモビリティシフトアッセ
イ
　本例は、サイズ排除クロマトグラフィーを用いて蛍光標識された抗ＴＮＦα薬への自己
抗体（例えば、ＨＡＣＡ及び／又はＨＡＨＡ）の結合を検出して、患者試料（例えば、血
清）中の前記自己抗体濃度を測定するための新規なホモジニアスアッセイを説明する。こ
のアッセイは、低親和性のＨＡＣＡ及びＨＡＨＡを除去する洗浄工程の必要をなくし、バ
ックグランド及び血清干渉の問題を低減させる可視及び／又は蛍光スペクトルによる検出
を可能にするフルオロフォアを使用し、高感度の蛍光標識検出によって低力価で患者中の
ＨＡＣＡ及びＨＡＨＡを検出する能力を増大させ、そして液相反応として生じることによ
って、ＥＬＩＳＡプレートなどの固体表面への結合によるエピトープの任意の変化の機会
を低減させるので、有利である。
【０１９０】
　ＴＮＦα阻害剤に対して産生される自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ、ＨＡＨＡ等）を測定
することの臨床的有用性は、インフリキシマブ１ｍｇ／ｋｇ、３ｍｇ／ｋｇ、及び１０ｍ
ｇ／ｋｇを用いて治療された慢性関節リウマチの患者の５３％、２１％、及び７％にＨＡ
ＣＡが検出されたという事実によって説明される。インフリキシマブをメトトレキセート
と組み合わせた場合、抗体の発生率は下がって１５％、７％、及び０％となったが、この
ことは併用の免疫抑制治療が抗薬剤応答を低下させるのに効果的であることを示している
が、高用量の抗ＴＮＦα薬は耐性を生じさせることがあることも示している。クローン病
において、さらに高い発生率が報告された；５回の注入後、６１％の患者がＨＡＣＡを有
していた。ＨＡＣＡが存在する場合には臨床応答が短縮化された。Ｒｕｔｇｅｅｒｔｓ，
　Ｎ．　Ｅｎｇｌ．　Ｊ．　Ｍｅｄ．，　３４８：６０１－６０８　（２００３）参照。
１５５人の患者において２００５年から２００８年の３年間の期間にわたり測定されたイ
ンフリキシマブ及びＨＡＣＡレベルの遡及研究は、炎症性腸疾患の患者の２２．６％（Ｎ
＝３５）にＨＡＣＡが検出されたことを示した。Ａｆｉｆ　ｅｔ　ａｌ．，　“Ｃｌｉｎ
ｉｃａｌ　Ｕｔｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　Ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ　ａｎｄ
　Ｈｕｍａｎ　Ａｎｔｉ－Ｃｈｉｍｅｒｉｃ　Ａｎｔｉｂｏｄｙ　Ｌｅｖｅｌｓ　ｉｎ　
Ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　Ｂｏｗｅｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ
”；　Ｄｉｇｅｓｔｉｖｅ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ｗｅｅｋに示された論文；Ｍａｙ　３０－
Ｊｕｎｅ　３，　２００９；　Ｃｈｉｃａｇｏ，　ＩＬ参照。著者らは、臨床症状だけに
基づいて治療法を変更することは不適切な管理に帰することがあると結論した。
【０１９１】
　このホモジニアスモビリティシフトアッセイは、患者試料中の自己抗体（例えば、ＨＡ
ＣＡ及び／又はＨＡＨＡ）濃度を測定するための図３に示した架橋アッセイなどの現行法
より有利であるが、それは本発明の方法が、ＥＬＩＳＡプレート由来の固相干渉及び非特
異的結合なしに、抗ＴＮＦα薬由来の干渉（例えば、架橋アッセイの場合、抗ＴＮＦα薬
トラフレベルにおいてＨＡＣＡ測定を行わなければならない）なしに、かつ抗体の多価（
ｍｕｌｔｉｖａｌｅｎｃｙ）への依存性（例えば、ＩｇＧ４抗体は、ＩｇＧ４抗体がバイ
スペシフィックであり同一の抗原を架橋することができないので架橋アッセイを用いて検
出されない）なしに、ＨＡＣＡなどの自己抗体の濃度を測定することができるからである
。このように、本発明は、現行法に勝る少なくとも以下の利点を有する：固体表面への抗
原の結合を回避し（変性回避）；ＩｇＧ４効果（ｅｆｆｅｃｔ）を除去し；治療抗体トラ
フ問題を克服し；弱親和性を有する抗体を検出し；無関係のＩｇＧ類の非特異的結合を除
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去し；そして検出の感度及び特異性を高める。
【０１９２】
　１つの典型的な実施形態において、抗ＴＮＦα薬（例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名
））をフルオロフォア（例えば、Ａｌｅｘａ６４７）で標識し、フルオロフォアは可視ス
ペクトル及び蛍光スペクトルのいずれか一方又はそれらの双方で検出することができる。
液相反応により標識された抗ＴＮＦα薬をヒト血清とインキュベートして、血清中に存在
するＨＡＣＡ及びＨＡＨＡを結合させる。液相反応により標識された抗ＴＮＦα薬を既知
量の抗ＩｇＧ抗体とインキュベートして検量線を作成することもできる。インキュベーシ
ョン後、試料を直接にサイズ排除カラム上にロードする。標識された抗ＴＮＦα薬への自
己抗体の結合は、標識された薬剤単独に比べてピークの左側へのシフトを生じさせる。次
いで、血清試料中に存在するＨＡＣＡ及びＨＡＨＡの濃度を検量線及び対照と比較するこ
とができる。図４は、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）に対して産生されたＨＡＣＡ／ＨＡＨ
Ａの濃度を測定するための本発明の自己抗体検出アッセイの典型的な概略を示す。或る場
合に、高いＨＡＣＡ／ＨＡＨＡレベルは、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）を用いた目下の治
療をＨＵＭＩＲＡ（商品名）などの別の抗ＴＮＦα薬に切り替えるべきことを示している
。
【０１９３】
　このアッセイの原理は、サイズ排除－高速液体クロマトグラフィー（ＳＥ－ＨＰＬＣ）
上での抗体結合したＡｌｅｘａ６４７標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）複合体対フ
リーのＡｌｅｘａ６４７標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の、複合体の分子量の増
加によるモビリティシフトに基づく。
【０１９４】
　本例のクロマトグラフィーは、分子量分画範囲５，０００～７０，０００及び移動相１
Ｘ　ＰＢＳ、ｐＨ７．４、流速０．５ｍＬ／ｍｉｎを有し６５０ｎｍにおけるＵＶ検出を
備えたＢｉｏ－Ｓｅｐ　３００ｘ７．８ｍｍ　ＳＥＣ－３０００カラム（Ｐｈｅｎｏｍｅ
ｎｅｘ社）を用いて、Ａｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムにより実施した。Ｂｉ
ｏ－Ｓｅｐ　３００ｘ７．８ｍｍを用いたＡｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムの
前のＳＥＣ－３０００カラムは、ＢｉｏＳｅｐ　７５ｘ７．８ｍｍ　ＳＥＣ－３０００で
ある分析用プレカラムである。各分析に対して、試料体積１００μＬをカラム上にロード
する。
【０１９５】
　ＳＥ－ＨＰＬＣ分析の前に１Ｘ　ＰＢＳ、ｐＨ７．３の溶出バッファ中で室温において
１時間にわたり既知量の抗体とＡｌｅｘａ６４７標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）
とをインキュベートすることによって、抗体結合したＡｌｅｘａ６４７標識されたＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）複合体を形成する。
【０１９６】
　図５は、本発明のサイズ排除クロマトグラフィーアッセイを用いて検出された、ＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７への抗ヒトＩｇＧ抗体結合の用量反応分析を示
す。ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７への抗ＩｇＧ抗体の結合は、ＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７のピークを左側へシフトさせた。図６は、本発
明のサイズ排除クロマトグラフィーアッセイを用いて検出された、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商
品名）－Ａｌｅｘａ６４７への抗ヒトＩｇＧ抗体結合の第二の用量反応分析を示す。より
多量の抗ＩｇＧ抗体は、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７のピークの左側
へのシフトによって示されるように、抗ＩｇＧ／ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘ
ａ６４７の複合体の形成の用量依存性の増加をもたらした。図７は、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（
商品名）－Ａｌｅｘａ６４７への抗ＩｇＧ抗体結合の用量反応曲線を示す。
【０１９７】
　図８は、注入試料１００μＬで本発明のサイズ排除クロマトグラフィーアッセイを用い
て検出された正常ヒト血清及びＨＡＣＡ陽性血清中のＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌ
ｅｘａ６４７免疫複合体形成を示す。図８に示すように、患者試料中に存在するＨＡＣＡ
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のＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－Ａｌｅｘａ６４７への結合は、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品
名）－Ａｌｅｘａ６４７のピークを左側へシフトさせた。このように、本発明のサイズ排
除クロマトグラフィーアッセイは、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の存在下でＨＡＣＡを測
定し、患者が治療中の間に利用することができ、弱いＨＡＣＡ結合及び強いＨＡＣＡ結合
の双方を測定し、ミックスアンドリードモビリティシフトアッセイであり、そして標識さ
れたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）を用いてＨＡＣＡ及びＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）と平
衡化する（ｅｑｕｉｌｉｂｒａｔｅ）他のアプローチまで拡張することができるので、と
りわけ有利である。
【０１９８】
　図９は、架橋アッセイ及び本発明のモビリティシフトアッセイを用いて実施した２０の
患者血清試料からのＨＡＣＡ測定の要約を提供する。この比較試験は、本発明の方法が現
行法より高い感度を有していることを示しているが、その理由は架橋アッセイを用いて測
定した場合にＨＡＣＡ陰性であった３つの試料が本発明のモビリティシフトアッセイを用
いて測定すると実際にはＨＡＣＡ陽性であったからである（患者番号ＳＫ０７０７０３０
５、ＳＫ０７０７０５９５、及びＳＫ０７１１００３５参照）。
【０１９９】
　このように、本例は、抗ＴＮＦα薬（例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））を受けて
いる患者を監視して薬剤に対する自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ及び／又はＨＡＨＡ）の存
在又はレベルを検出することにおける本発明の有用性を証明するものであるが、それはか
かる免疫応答が薬剤を用いたさらなる治療を妨げる抗ＴＮＦα薬の薬物動態及び生体内分
布における劇的な変化及び過敏性反応と関連していることがあるからである。
【０２００】
　結論として、実施例１及び２は、Ａｌｅｘａ６４７を用いてＴＮＦα及び抗ＴＮＦα抗
体を有効に標識することができることを示している。標識されたＴＮＦα－Ａｌｅｘａ６

４７を抗ＴＮＦα抗体とインキュベートした場合、標識されたＴＮＦα／抗ＴＮＦα薬複
合体のリテンションタイムはシフトされ、そして該シフトを生じさせた抗ＴＮＦα薬の量
はＨＰＬＣを用いて定量化することができた。さらに、標識された抗ＴＮＦα薬を抗ヒト
ＩｇＧ抗体とインキュベートした場合、標識された抗ＴＮＦα薬／抗ＩｇＧ抗体複合体の
リテンションタイムはシフトされ、そして該シフトを生じさせた抗ＩｇＧ抗体の量はＨＰ
ＬＣを用いて定量化することができた。さらに、アッセイ系における少ない血清量（ｌｏ
ｗ　ｓｅｒｕｍ　ｃｏｎｔｅｎｔ）はＨＰＬＣ分析にほとんど影響を及ぼさないことが示
された。最後に、抗ＴＮＦα薬及びＨＡＣＡ／ＨＡＨＡアッセイについて検量線を作成す
ることができ、それを用いて患者血清中の抗ＴＮＦα薬又はＨＡＣＡ／ＨＡＨＡレベルを
定量化することができた。有利なことに、本発明は或る側面において、モビリティーシフ
トアッセイ、例えば、薬剤及び該薬剤に対する抗体の双方を測定すべく開発されたホモジ
ニアスミックスアンドリードアッセイなど、を提供する。抗ＴＮＦα生物学的製剤である
ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）及びＨＵＭＩＲＡについての検量線を作成し、そしてＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）に対するＨＡＣＡ抗体についての検量線も作成した。このモビリテ
ィーシフトアッセイフォーマットは、ＥＬＩＳＡとは異なり、固体表面への抗原のコーテ
ィングを排除しそして無関係なＩｇＧ類の非特異的結合による影響を受けない。アッセイ
フォーマットは単純であるが、極めて感度が高いのであらゆる抗ＴＮＦα生物学的薬剤（
例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）、ＨＵＭＩＲＡ、Ｅｎｂｒｅｌ及びＣｉｍｚｉａ）
並びに患者血清中の中和抗体（抗ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））を検出するのに用いるこ
とができる。
【０２０１】
実施例３．新規なモビリティシフトアッセイを用いた患者血清中のヒト抗キメラ抗体（Ｈ
ＡＣＡ）及びインフリキシマブ（ＩＦＸ）レベルの測定
要約
背景：インフリキシマブ（ＩＦＸ）は、自己免疫疾患、例えば、慢性関節リウマチ（ＲＡ
）及び炎症性腸疾患（ＩＢＤ）など、を治療するのに有効であることが示されているＴＮ
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Ｆαに対するキメラモノクローナル抗体治療薬である。しかしながら、ヒトキメラ抗体（
ＨＡＣＡ）の検出を通して一部のＩＦＸ治療された患者にＩＦＸに対する抗体が見出され
たが、これは薬剤の効果を低下させまたは逆の作用を引き起こすことがある。個々の患者
においてＨＡＣＡ及びＩＦＸレベルを監視することは、ＩＦＸを用いた投薬及び治療を最
適化するのに役立つことができる。ＨＡＣＡを検出するための現行法は固相アッセイであ
るが、これは循環血液中のＩＦＸの存在がＨＡＣＡの存在をマスクすることがあるという
事実による制限があるので、ＩＦＸの投与の少なくとも８週間後にならないと測定するこ
とができない。さらに、この時間経過は、循環血液中の高分子量免疫複合体の急速なクリ
アランスのため、アッセイを混乱させる。これらの欠点を克服するため、本発明者らは、
ＩＦＸを用いて治療された患者の血清中ＩＦＸ及びＨＡＣＡレベルを測定するための新規
な方法を開発し評価した。
【０２０２】
方法：新規な非放射性標識で液相のサイズ排除（ＳＥ）－ＨＰＬＣモビリティシフトアッ
セイを開発して、ＩＦＸを用いて治療された患者由来の血清中のＨＡＣＡ及びＩＦＸレベ
ルを測定した。免疫複合体（例えば、ＴＮＦα／ＩＦＸ又はＩＦＸ／ＨＡＣＡ）、フリー
のＴＮＦα又はＩＦＸ、及び結合／フリーの比を高感度で分解して計算することができる
。種々の濃度のＩＦＸ又はプールＨＡＣＡ陽性血清とインキュベートすることによって作
成した検量線を用いて血清中ＩＦＸ又はＨＡＣＡ濃度を決定した。この新規なアッセイを
用いて、本発明者らは、ＩＦＸを用いて治療された再発ＩＢＤ患者から採取した血清中の
ＩＦＸ及びＨＡＣＡレベルを測定しそして従来の架橋（Ｂｒｉｄｇｅ）ＥＬＩＳＡアッセ
イによって得られたそれらに関する結果と比較した。
【０２０３】
結果：高感度のこの新規なアッセイから用量反応曲線を作成した。過剰のＩＦＸの存在下
にＨＡＣＡの検出が示された。ＩＦＸを用いて治療された患者由来の１１７の血清試料に
おいて、６５の試料が検出限界を超えるＩＦＸレベルを有していることが見出され、平均
値は１１．０＋６．９ｍｇ／ｍＬであった。ＨＡＣＡレベルについては、３３（２８．２
％）の試料が陽性であることが見出されたが、一方で、架橋ＥＬＩＳＡアッセイは２４の
陽性試料だけを検出した。本発明者らは、架橋アッセイによって決定された試料から９の
誤（ｆａｌｓｅ）陰性及び９の誤陽性も同定した。ＩＦＸ治療の過程の間に１１人の患者
でＨＡＣＡレベルが増加したことを見出したと同時に、ＩＦＸレベルが有意に低下したこ
とを見出した。
【０２０４】
結論：新規な非放射性標識で液相のモビリティシフトアッセイを開発して、ＩＦＸを用い
て治療された患者由来の血清中のＩＦＸ及びＨＡＣＡレベルを測定した。このアッセイは
高い感度及び正確度を有しており、そして得られた結果は再現性があった。この新規なア
ッセイは、有利なことに、患者が治療中の間にＨＡＣＡ及びＩＦＸを測定するのに用いる
ことができる。
【０２０５】
序論
　腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦα）は、自己免疫疾患、例えば、クローン病（ＣＤ）及
び慢性関節リウマチ（ＲＡ）など、の病因の中心的役割を演ずる。治療抗体、例えば、イ
ンフリキシマブ（ヒト－マウスキメラモノクローナルＩｇＧ１κ）又はアダリムマブ（完
全ヒトモノクローナル抗体）など、を用いたＴＮＦαの遮断はＣＤ及びＲＡにおける疾病
活性を低下させることが充分に実証されている。しかしながら、患者の約３０～４０％は
抗ＴＮＦα治療薬に対して応答せず、そして一部の患者は充分な応答の欠如のためにより
多い用量又は投与頻度の調整を必要とする。個々の患者における薬剤バイオアベイラビリ
ティ及び薬物動態の相違は、治療の失敗の原因となることがある。患者にＨＡＣＡ／ＨＡ
ＨＡを発現させる薬剤の免疫原性は、軽度のアレルギー反応からアナフィラキシーショッ
クまでの範囲の有害反応を生じさせることがあった。これらの問題は今や、多くの研究者
、薬剤管理機関（ｄｒｕｇ－ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ　ａｇｅｎｃｉｅｓ）、健康保険会
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社、及び製薬会社によって認識されている。さらに、或る抗ＴＮＦα薬に対して二次応答
不全の多くの患者は他の抗ＴＮＦα薬への切り替えから利益を得るが、このことは治療に
用いられたタンパク質に対して特異的に指向された中和抗体の役割を示唆している（Ｒａ
ｄｓｔａｋｅ　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｎ．　Ｒｈｅｕｍ．　Ｄｉｓ．，　６８（１１）：
１７３９－４５　（２００９））。従って、薬剤投与を個々の患者に合わせることができ
かつ患者に対するリスクをほとんど又は全く伴わずに効果的かつ経済的に長期の治療を施
すことができるように薬剤及びＨＡＣＡ／ＨＡＨＡについて患者を監視することが必要と
される（Ｂｅｎｄｔｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｓｃａｎｄ．　Ｊ．　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔ
ｅｒｏｌ．，　４４（７）：７７４－８１　（２００９））。
【０２０６】
　幾つかの酵素結合免疫測定法を用いて循環血液中の薬剤及びＨＡＣＡ／ＨＡＨＡのレベ
ルが評価されてきた。図１０は、ＨＡＣＡの測定に用いることができる現行のアッセイを
本発明の新規なＨＡＣＡアッセイと比較した要約を提供する。現行の方法の限界の１つは
、循環血液中に測定することのできる量の薬剤が存在する場合に抗体レベルの測定が困難
であるということである。ＩＦＸの投与の少なくとも８週間後でなければ測定を行うこと
ができないＨＡＣＡ検出の現行の固相方法とは対照的に、本発明の新規なアッセイは、Ｉ
ＦＸを用いて治療されている間に患者由来の血清中のＨＡＣＡ及びＩＦＸレベルを測定す
ることができる非放射性標識で液相のサイズ排除（ＳＥ）－ＨＰＬＣアッセイである。
【０２０７】
　患者における抗ＴＮＦα生物学的薬剤及びＴＮＦα生物学的薬剤に対する抗体の血清濃
度を測定することについての論拠は以下の通りである：（１）臨床試験におけるＰＫ研究
に対し；（２）臨床試験の間にわたり生物学的薬剤に対する患者の免疫応答を監視するこ
とが；（３）ＨＡＣＡ又はＨＡＨＡを測定することによって生物学的薬剤に対する患者の
応答を監視して各患者に対する薬剤投与量を導くことが；及び（４）最初の薬剤がうまく
いかないときは異なる生物学的薬剤に切り替えるためのガイドとして用いるために、ＦＤ
Ａによって要求されることがある。
【０２０８】
方法
　患者血清中のインフリキシマブ（ＩＦＸ）レベルのＳＥ－ＨＰＬＣ分析。製造業者の使
用説明書に従って、ヒト組換え型ＴＮＦαをフルオロフォア（「Ｆｌ」、例えば、Ａｌｅ
ｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）４８８）で標識した。標識されたＴＮＦαを種々の量のＩＦＸ
又は患者血清と１時間にわたり室温でインキュベートした。体積１００μＬの試料をＨＰ
ＬＣシステム上のサイズ排除クロマトグラフィーによって分析した。ＦＬＤを用いてフリ
ーのＴＮＦα－Ｆｌ及び結合したＴＮＦα－Ｆｌ免疫複合体をそれらのリテンションタイ
ムに基づいてモニターした。検量線から血清中のＩＦＸレベルを計算した。
【０２０９】
　患者血清中のＨＡＣＡレベルのＳＥ－ＨＰＬＣ分析。精製したＩＦＸをＦｌで標識した
。標識されたＩＦＸを種々の希釈度のプールしたＨＡＣＡ陽性血清又は希釈した患者血清
と１時間にわたり室温でインキュベートした。体積１００μＬの試料をＨＰＬＣシステム
上のサイズ排除クロマトグラフィーによって分析した。ＦＬＤを用いてフリーのＩＦＸ－
Ｆｌ及び結合したＩＦＸ－Ｆｌ免疫複合体をそれらのリテンションタイムに基づいてモニ
ターした。結合したＩＦＸ－ＦｌとフリーのＩＦＸ－Ｆｌとの比を用いてＨＡＣＡレベル
を決定した。
【０２１０】
　血清中のＨＡＣＡを測定するためのモビリティシフトアッセイ手順。このアッセイの原
理は、フリーのＦｌ標識されたＩＦＸに対するＨＡＣＡ結合したＦｌ標識されたインフリ
キシマブ（ＩＦＸ）複合体の、該複合体の分子量の増加によるサイズ排除－高速液体クロ
マトグラフィー（ＳＥ－ＨＰＬＣ）上でのモビリティシフトに基づく。このクロマトグラ
フィーは、分子量分画範囲５，０００～７０，０００及び移動相１Ｘ　ＰＢＳ、ｐＨ７．
３、流速０．５ｍＬ／ｍｉｎを有しＦＬＤを備えたＢｉｏ－Ｓｅｐ　３００ｘ７．８ｍｍ
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　ＳＥＣ－３０００カラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ社）を用いて、Ａｇｉｌｅｎｔ－１２
００ＨＰＬＣシステムにより実施した。Ｂｉｏ－Ｓｅｐ　３００ｘ７．８ｍｍを用いたＡ
ｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムの前のＳＥＣ－３０００カラムは、ＢｉｏＳｅ
ｐ　７５ｘ７．８ｍｍ　ＳＥＣ－３０００である分析用プレカラムである。各分析に対し
て試料体積１００μＬをカラム上にロードする。ＳＥ－ＨＰＬＣ分析の前に１Ｘ　ＰＢＳ
、ｐＨ７．３、溶出バッファ中で室温において１時間にわたりＩＦＸ治療された患者由来
の血清及びＦｌ標識されたＩＦＸをインキュベートすることによってＨＡＣＡ結合したＦ
ｌ標識されたＩＦＸ複合体を形成する。
【０２１１】
結果
　図１１は、高分子量複合体のモビリティシフトによるフリーのＩＦＸ－ＦｌからのＨＡ
ＣＡ結合したＩＦＸ－Ｆｌ複合体の分離を示す。パネルｃ及びｄからわかるように、蛍光
ピークのリテンションタイムは２１．８分から１５．５～１９．０分へシフトした。反応
混合物中にＨＡＣＡが多く存在すればするほど、クロマトグラムにはより少ないフリーＩ
ＦＸ－Ｆｌが残りそしてより多く免疫複合体が形成される。図１２は、ＨＡＣＡの添加に
よって生じた蛍光ピークシフトの用量反応曲線を示す。ＨＡＣＡ陽性試料を用いて、本発
明者らは血清の１：１０００希釈でピークシフトを検出することができた。
【０２１２】
　図１３は、高分子量複合体のモビリティシフトによるフリーのＴＮＦα－ＦｌからのＩ
ＦＸ結合したＴＮＦα－Ｆｌ複合体の分離を示す。パネルｃ及びｄからわかるように、蛍
光ピークのリテンションタイムは２４分から１３～１９．５分へシフトした。反応混合物
中にＩＦＸが多く存在すればするほど、クロマトグラムにはより少ないフリーのＴＮＦα
－Ｆｌが残りそしてより多く免疫複合体が形成される。図１４は、ＩＦＸの添加によって
生じたＴＮＦα－Ｆｌピークシフトの用量反応曲線を示す。添加されたＩＦＸに基づき、
検出限界は血清中ＩＦＸ１０ｎｇ／ｍＬである。
【０２１３】
　架橋アッセイによって測定されたＨＡＣＡ陽性及び陰性患者由来の血清試料を試験する
ことによって本発明の新規なモビリティシフトアッセイの妥当性確認を行った（表２）。
このアッセイを用いて、本発明者らは、ＩＦＸを用いて治療された１１７人のＩＢＤ患者
及び５０人の健常被験者由来の血清試料を分析した。５０の健常被験者試料全てが検出限
界未満のＩＦＸレベルを有しているのに対し、６５の患者試料は平均ＩＦＸ濃度１１．０
μｇ／ｍＬを有している。表３は、架橋アッセイ及びモビリティシフトアッセイによって
測定された健常対照及びＩＦＸを用いて治療されたＩＢＤ患者の血清中のＨＡＣＡレベル
を示す。架橋アッセイはモビリティシフトアッセイより少ないＨＡＣＡ陽性患者及びより
多い誤陰性並びにより多い誤陽性を検出した。
【表２】
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【表３】

【０２１４】
　図１５は、ＩＦＸ治療過程の間のＩＢＤ患者におけるＨＡＣＡレベルとＩＦＸ濃度との
関係を示す。ＨＡＣＡはＶ１０（３０週間）という早期に検出することができそしてＩＦ
Ｘ治療の間にわたり一部の患者で増加し続けた。図１６は、本発明のアッセイを用いてＩ
ＦＸの存在下でＨＡＣＡを検出することができることを示す。血清中のより高レベルのＨ
ＡＣＡは、検出することができたより低レベルのＩＦＸと関連していた（例えば、バイオ
アベイラビリティを低下させた）。このようにＩＦＸを用いて治療中の間のＨＡＣＡの早
期検出は、医師及び／又は患者が他の抗ＴＮＦα薬に切り替え又はＩＦＸの用量を増加さ
せるように導くことができる。
【０２１５】
結論
　フルオロフォア（「Ｆｌ」）で抗ＴＮＦα生物学的薬剤を容易に標識することができ、
そしてＨＡＣＡ／ＨＡＨＡを測定するのに用いられるモビリティシフトアッセイフォーマ
ットは典型的なＥＬＩＳＡのような固体表面への抗原のコーティング及び複数回の洗浄及
びインキュベーション工程を伴わないホモジニアスアッセイである。Ｆｌ標識されたＩＦ
ＸのＨＡＣＡ陽性血清とのインキュベーションは、ＳＥ－ＨＰＬＣにおいてフリーのＦｌ
標識されたＩＦＸと比べて異なる位置に溶出する免疫複合体の形成を生じさせ、このよう
にしてＨＡＣＡの量を定量化することができる。他の血清成分の存在はこのモビリティシ
フトアッセイにほとんど影響を及ぼさない。このモビリティシフトアッセイフォーマット
は、ＥＬＩＳＡと異なり、無関係のＩｇＧ類の非特異的結合によって影響されることなく
ＩｇＧ４イソタイプを検出する。健常血清試料はＦｌ標識されたＩＦＸのモビリティシフ
トを生じさせることはなく、そしてＩＦＸを用いて治療された患者の２８．２％がＨＡＣ
Ａを有することが本発明のアッセイによって見出された。このように、本明細書中に記載
したアッセイフォーマットは極めて感度がよく、患者血清中の全ての生物学的薬剤（例え
ば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）、ＨＵＭＩＲＡ、Ｅｎｂｒｅｌ及びＣｉｍｚｉａ）並び
にそれらの抗体（例えば、抗ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）、抗ＨＵＭＩＲＡ、抗Ｅｎｂｒ
ｅｌ及び抗Ｃｉｍｚｉａ）を検出するのに適用することができる。とりわけ、本発明のモ
ビリティシフトアッセイを用いてＩＦＸの存在下にＨＡＣＡを検出することができるので
、ＩＦＸを用いて治療中の間のＨＡＣＡの早期検出は医師及び／又は患者が他の抗ＴＮＦ
α薬に切り替え又はＩＦＸの今後の用量を増加させるように導くことができる。
【０２１６】
　本発明者らは、ＩＦＸを用いて治療された患者から得られた血清試料中のＩＦＸ及びＨ
ＡＣＡレベルを測定するための新規な非放射性標識で液相のＳＥ－ＨＰＬＣアッセイを開
発した。この新規なアッセイは高い感度、正確度、及び精度を有し、そして結果は高い再
現性を有しており、このことはこのアッセイを多数のヒト血清試料の日常試験に適したも
のとする。この新規なアッセイフォーマットは、ＥＬＩＳＡと異なり、固体表面への抗原
のコーティングを省きかつ無関係なＩｇＧ類の非特異的結合による影響を受けない。本明
細書中に記載したアッセイフォーマットのこれらの利点は、試験の誤陰性及び誤陽性の結
果を低減させる。有利なことに、本発明のアッセイフォーマットは極めて高感度であり、
これを用いて患者が治療中の間に血清中に存在する全ての生物学的薬剤並びにそれらの抗
体を検出することができる。
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【０２１７】
実施例４．新規なモビリティシフトアッセイを用いた患者血清中の中和及び非中和ヒト抗
キメラ抗体（ＨＡＣＡ）の間の識別
　本例は、患者試料（例えば、血清）中の自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ）濃度を測定し及
びかかる自己抗体が中和自己抗体又は非中和自己抗体のいずれであるかを、サイズ排除ク
ロマトグラフィーを用いて蛍光標識されたＴＮＦαの存在下に蛍光標識された抗ＴＮＦα
薬に対するこれらの自己抗体の結合を検出して決定するための新規なホモジニアスアッセ
イを説明する。これらのアッセイは、低親和性のＨＡＣＡを除去する洗浄工程を不要にし
、バックグランド及び血清干渉問題を低減する可視及び／又は蛍光スペクトルでの検出を
可能にする明確な（ｄｉｓｔｉｎｃｔ）フルオロフォアを用い、高感度の蛍光標識検出に
より低力価で患者の中和又は非中和ＨＡＣＡを検出する能力を増大させ、そして液相反応
として生じることによってＥＬＩＳＡプレートなどの固体表面への結合によるエピトープ
における任意の変化の機会を低減させるので、有利である。
【０２１８】
　或る典型的な実施形態において、抗ＴＮＦα薬（例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）
）をフルオロフォア「Ｆ１」で標識し（例えば、図１７Ａ参照）、フルオロフォアは可視
スペクトル及び蛍光スペクトルのいずれか一方又はその双方により検出することができる
。同様に、ＴＮＦαをフルオロフォア「Ｆ２」で標識し（例えば、図１７Ａ参照）、フル
オロフォアは同様に可視スペクトル及び蛍光スペクトルのいずれか一方又はその双方によ
り検出することができ、そして「Ｆ１」と「Ｆ２」は異なるフルオロフォアである。標識
された抗ＴＮＦα薬を液相反応によりヒト血清とインキュベートし、そして標識されたＴ
ＮＦαをこの反応に加えて標識された抗ＴＮＦα薬、標識されたＴＮＦα、及び／又は血
清中に存在するＨＡＣＡの間で複合体（すなわち、免疫複合体）を形成させる。インキュ
ベーション後、試料を直接にサイズ排除カラム上にロードする。標識された抗ＴＮＦαへ
の自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ）及び標識されたＴＮＦαの双方の結合は、自己抗体と標
識された抗ＴＮＦα薬との間の二重複合体（例えば、図１７Ａの「免疫複合体２」）、標
識された薬剤単独、又は標識されたＴＮＦα単独と比べてピークの左側へのシフトを生じ
させる（例えば、図１７Ａの「免疫複合体１」）。この自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ）と
、標識されたＴＮＦαと、及び標識された抗ＴＮＦα薬との三重複合体の存在は、血清試
料中に存在する自己抗体が抗ＴＮＦα薬とＴＮＦαとの間の結合を干渉しないような、非
中和型の自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ）であることを示す。図１７Ａに示すように、１つ
の特定の実施形態において、血清中に非中和性ＨＡＣＡが存在する場合に、Ｆ１－ＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）及びＦ２－ＴＮＦαの双方についてシフトが観察され、これは免疫
複合体１及び免疫複合体２の双方のピークの増加とフリーのＦ１－ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商
品名）及びフリーのＦ２－ＴＮＦαのピークの低下とをもたらす。しかしながら、自己抗
体（例えば、ＨＡＣＡ）と、標識されたＴＮＦαと、標識された抗ＴＮＦα薬との三重複
合体が存在しない、自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ）と標識された抗ＴＮＦα薬との間の二
重複合体（例えば、図１７Ｂの「免疫複合体２」）の存在は、血清試料中に存在する自己
抗体が、抗ＴＮＦα薬とＴＮＦαとの間の結合を干渉するような、中和型の自己抗体（例
えば、ＨＡＣＡ）であることを示す。図１７Ｂに示すように、１つの特定の実施形態にお
いて、中和ＨＡＣＡが血清中に存在する場合には、Ｆ１－ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）に
ついてシフトが観察され、これは免疫複合体２ピークの増加と、フリーのＦ１－ＲＥＭＩ
ＣＡＤＥ（商品名）ピークの低下と、フリーのＦ２－ＴＮＦαピークの無変化とをもたら
す。或る場合に、中和性ＨＡＣＡの存在は、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）を用いた目下の
治療をＨＵＭＩＲＡ（商品名）などの別の抗ＴＮＦα薬に切り替えるべきことを示す。
【０２１９】
　これに代わる実施形態において、標識された抗ＴＮＦα薬を最初に液相反応においてヒ
ト血清とインキュベートして標識された抗ＴＮＦα薬と血清中の存在するＨＡＣＡとの間
で複合体（すなわち、免疫複合体）を形成させる。インキュベーション後、試料を直接に
第一のサイズ排除カラム上にロードする。標識された抗ＴＮＦα薬への自己抗体（例えば
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、ＨＡＣＡ）の結合は、標識された薬剤単独と比べてピークの左側へのシフト（例えば、
図１８の「免疫複合体２」）を生じさせる。次いで、標識されたＴＮＦαをこの反応に加
えて、標識された抗ＴＮＦα薬への結合に対して標識されたＴＮＦαが自己抗体（例えば
、ＨＡＣＡ）と置き換わり（例えば、競合し）、それによって標識された抗ＴＮＦα薬と
標識されたＴＮＦαとの間の複合体（すなわち、免疫複合体）を形成させることができる
か否かを決定する。インキュベーション後、試料を直接に第二のサイズ排除カラム上にロ
ードした。標識されたＴＮＦαへの標識された抗ＴＮＦα薬の結合は、標識されたＴＮＦ
α単独に比べてピークの左側へのシフトを生じさせる（例えば、図１８の「免疫複合体３
」）。標識されたＴＮＦαの添加による自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ）と標識された抗Ｔ
ＮＦα薬との間の結合の分裂は、血清試料中に存在する自己抗体が、抗ＴＮＦα薬とＴＮ
Ｆαとの間の結合を妨げるような中和型の自己抗体（例えば、ＨＡＣＡ）であることを示
す。或る場合には、中和性ＨＡＣＡの存在はＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）を用いた目下の
治療をＨＵＭＩＲＡ（商品名）などの別の抗ＴＮＦαに切り替えるべきことを示す。
【０２２０】
実施例５．新規なホモジニアスモビリティシフトアッセイを用いた患者血清中のアダリム
マブに対するヒト抗薬剤抗体（ＡＤＡ）の分析
背景及び目的：ＴＮＦαに対するモノクローナル抗体、例えば、インフリキシマブ（ＩＦ
Ｘ）、アダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））、及びセルトリズマブは、炎症性腸疾患
（ＩＢＤ）及び他の炎症性疾患を治療するのに有効であることが示されている。抗薬剤抗
体（ＡＤＡ）は薬剤の効果を低下させ及び／又は有害作用を引き起こすことがある。しか
しながら、ＡＤＡはキメラ抗体インフリキシマブを用いて治療された患者にだけでなく、
ヒト化抗体アダリムマブを用いて治療された患者にも見出されている。個々の患者のＡＤ
Ａ及び薬剤レベルの監視は、患者の治療及び投薬を最適化するのに役立つことができる。
本発明者らは、患者由来の血清中のＨＡＣＡ（ヒト抗キメラ抗体）及びＩＦＸの双方を正
確に測定する、非放射性標識で液相のホモジニアスモビリティシフトアッセイを開発した
。このアッセイ方法は、ＨＡＣＡを検出するための現在の固相アッセイの主たる限界、す
なわち、循環血液中のＩＦＸの存在下にＨＡＣＡを正確に検出することができないこと、
を克服する。本研究において、本発明者らは、ヒト化抗体薬、アダリムマブを用いて治療
された患者の血清中のＡＤＡ及び薬剤レベルを測定するこの新規な方法を評価した。
【０２２１】
方法：このモビリティシフトアッセイは、サイズ排除分離におけるフリー抗原に対する抗
原抗体免疫複合体のリテンションタイムのシフトに基づくものであった。フルオロフォア
で標識されたアダリムマブ又はＴＮＦ－α及び内部標準を血清試料と混合して、ＡＤＡ又
は薬剤の存在下でフリーのアダリムマブ及びＴＮＦ－αのモビリティシフトを測定した。
フリーアダリムマブ又はＴＮＦ－αの内部標準に対する比の変化が免疫複合体形成の指標
である。種々の濃度の抗ヒトＩｇＧ抗体又は精製アダリムマブと共にインキュベートする
ことによって作成した検量線を用いてＡＤＡ又はアダリムマブの血清濃度を決定した。モ
ビリティシフトアッセイを用いて、本発明者らは、アダリムマブを用いて治療されたＩＢ
Ｄ患者で応答を失った患者から採取した血清中のアダリムマブ及びＡＤＡレベルを測定し
た。
【０２２２】
結果：標識されたアダリムマブのモビリティシフトの測定に対し抗ヒトＩｇＧ抗体を用い
て用量反応曲線を作成した。このアッセイの検出限界は抗ヒトＩｇＧ　１ｎｇであった。
ＡＤＡについて５０の健常対照由来の血清を試験したところ全ての試料が検出限界未満の
ＡＤＡレベルを有していた（すなわち、フリーの標識されたアダリムマブのシフトはなか
った）。外因的に添加されたアダリムマブの存在下でＡＤＡの検出も実証された。アダリ
ムマブを用いて治療された患者の薬剤濃度を測定するために、本発明者らは標識されたＴ
ＮＦ－αのモビリティシフトについて種々の量のアダリムマブを用いて検量線を作成し、
そしてアダリムマブの検出限界は１０ｎｇであった。
【０２２３】
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結論：本発明の非放射性標識で液相のホモジニアスモビリティシフトアッセイを適用して
、アダリムマブを用いて治療された患者由来の血清試料中のＡＤＡ及びアダリムマブのレ
ベルを測定した。このアッセイは、高い感度及び正確度を有し再現性のあることが見出さ
れ、そしてアダリムマブを用いて治療された患者由来の血清試料中のＡＤＡレベルを評価
するのに用いることができる。
【０２２４】
実施例６．新規な独自の（Ｐｒｏｐｒｉｅｔａｒｙ）モビリティシフトアッセイを用いた
患者血清中のアダリムマブに対する抗薬剤抗体（ＡＤＡ）の分析
要約
背景：抗ＴＮＦ－α薬剤、例えば、インフリキシマブ（ＩＦＸ）及びアダリムマブ（ＡＤ
Ｌ）などは炎症性腸疾患（ＩＢＤ）を治療するのに有効であることが示されている。しか
しながら、治療された患者におけるＡＤＡの誘発は薬剤の効果を低下させ及び／又は有害
作用を引き起こすことがある。実際に、ＡＤＡはＩＦＸを用いて治療された患者だけでな
く、ＡＤＬを用いて治療された患者にも見出されている。個々の患者のＡＤＡ及び薬剤レ
ベルの監視は、患者の治療及び投薬を最適化するのに役立つことができる。本発明者らは
、ＩＦＸ治療された患者由来の血清中のＨＡＣＡ（ヒト抗キメラ抗体）及びＩＦＸの双方
を正確に測定する、独自のモビリティシフトアッセイを開発した。このアッセイは、ＨＡ
ＣＡを検出するための現在の固相アッセイの主たる限界、すなわち、循環血液中のＩＦＸ
の存在下にＨＡＣＡを正確に検出することができないこと、を克服する。本研究において
、本発明者らは、完全ヒト化抗体薬、ＡＤＬを用いて治療された患者の血清中のＡＤＡ及
び薬剤レベルを測定するこの新規なアッセイを評価した。
【０２２５】
方法：このモビリティシフトアッセイは、サイズ排除クロマトグラフィーにおけるフリー
抗原に対する抗原抗体免疫複合体のリテンションタイムのシフトに基づくものであった。
フルオロフォアで標識されたＡＤＬ又はＴＮＦ－α及び内部標準を血清試料と混合して、
ＡＤＡ又は薬剤の存在下での標識されたＡＤＬ及びＴＮＦ－αのモビリティシフトを測定
した。フリーＡＤＬ又はＴＮＦ－αの内部標準に対する比の変化が免疫複合体形成の指標
である。種々の濃度の抗ヒトＩｇＧ抗体又は精製ＡＤＬと共にインキュベートすることに
よって作成した検量線を用いてＡＤＡ又はＡＤＬの血清濃度を決定した。このアッセイを
用いて、本発明者らは、ＡＤＬを用いて治療されたＩＢＤ患者から採取した血清中のＡＤ
Ｌ及びＡＤＡレベルを測定した。
【０２２６】
結果：標識されたＡＤＬのモビリティシフトの測定に対し抗ヒトＩｇＧ抗体を用いて用量
反応曲線を作成した。このアッセイの検出限界は抗ヒトＩｇＧ１０ｎｇであった。ＡＤＡ
について１００人の健常対照由来の血清を試験したところ全ての試料が検出限界未満のＡ
ＤＡレベルを有していた（すなわち、フリーの標識されたＡＤＬのシフトはなかった）。
ＡＤＬを用いて治療された１１４人のＩＢＤ患者の中で５つにおいてＡＤＡの検出が示さ
れた。ＡＤＬを用いて治療された患者の薬剤濃度を測定するために、本発明者らは標識さ
れたＴＮＦ－αのシフトについて種々の量のＡＤＬを用いて検出限界１０ｎｇの検量線を
作成した。
【０２２７】
結論：本発明者らは、本発明者らの独自の非放射性標識で液相のホモジニアスモビリティ
シフトアッセイを適用して、ＡＤＬを用いて治療された患者由来の血清試料中のＡＤＡ及
びＡＤＬのレベルを測定した。このアッセイは、高い感度及び正確度を有し再現性があり
、ＡＤＬを用いて治療された患者由来の血清試料中のＡＤＡレベルを評価するのに有効で
ある。
【０２２８】
序論
　抗腫瘍壊死因子アルファ（ＴＮＦ－α）生物学的製剤、例えば、インフリキシマブ（Ｉ
ＦＸ）、エタネルセプト、アダリムマブ（ＡＤＬ）、及びセルトリズマブ　ペゴルなどは
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、クローン病（ＣＤ）及び慢性関節リウマチ（ＲＡ）を含む多くの自己免疫疾患において
疾患活性を低減させることが示されている。しかしながら、一部の患者では抗ＴＮＦ－α
治療に応答せず、また、他の患者では充分な応答が欠如しているためより多量の又はより
高頻度の投与が必要であるか、又は注入反応を発現する。
【０２２９】
　患者に薬剤に対する抗体を発現させる治療抗体の免疫原性は、治療の失敗及び注入反応
の原因となることがある。ＩＦＸのようなキメラ抗体は、ＡＤＬなどの完全ヒト化抗体と
比べて抗体産生を誘発するより高い潜在能力を有する。ＲＡ患者におけるＩＦＸに対する
抗体（ＨＡＣＡ）の発生率（ｐｒｅｖａｌｅｎｃｅ）は１２％から４４％まで変化しそし
て患者血清中のＩＦＸのレベル及び治療応答に反比例するように見える。完全ヒト化ＡＤ
Ｌはマウス又はキメラ抗体より免疫原性が少ないように思われる一方で、幾つかの研究で
はヒト抗ヒト化抗体（ＨＡＨＡ）の形成が報告されており、また、ＲＡ及びＣＤ患者にお
いて１％から８７％までの抗体産生の発生率が示されている（Ａｉｋａｗａ　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ｏｆ　Ａｎｔｉ－ＴＮＦ－ａｌｐｈａ　ａｇｅｎ
ｔｓ　ｉｎ　ａｕｔｏｉｍｍｕｎｅ　ｄｉｓｅａｓｅｓ．　Ｃｌｉｎ．　Ｒｅｖ．　Ａｌ
ｌｅｒｇｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，　３８（２－３）：８２－９　（２０１０））。
【０２３０】
　１つの抗ＴＮＦα薬に対する二次応答不全を起こした多くの患者は、別の抗ＴＮＦα薬
へ切り替えること又は用量を増量すること及び／又は投与頻度を増加させることから利益
を受けることがある。従って、薬剤投与を個々の患者に適合させることができるように、
薬剤及び抗薬剤抗体（ＡＤＡ）レベルについて患者を監視することが求められる。このア
プローチは、保証される（ｗａｒｒａｎｔｅｄ）場合には用量の調整を、又はＡＤＡレベ
ルが存在する場合には投薬の中止を可能にする。（Ｂｅｎｄｔｚｅｎ　ｅｔ　ａｌ．，　
Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌ　ｍｅｄｉｃｉｎｅ　ｉｎ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅ
ｌ　ｄｉｓｅａｓｅ：　ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ　ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ，　ｐ
ｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ　ａｎｄ　ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ａｎ
ｔｉ－ｔｕｍｏｕｒ　ｎｅｃｒｏｓｉｓ　ｆａｃｔｏｒ－ａｌｐｈａ　ａｎｔｉｂｏｄｉ
ｅｓ．　Ｓｃａｎｄ．　Ｊ．　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．，　４４（７）：７７４－
８１　（２００９）；　Ａｆｉｆ　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｕｔｉｌｉｔｙ
　ｏｆ　ｍｅａｓｕｒｉｎｇ　ｉｎｆｌｉｘｉｍａｂ　ａｎｄ　ｈｕｍａｎ　ａｎｔｉ－
ｃｈｉｍｅｒｉｃ　ａｎｔｉｂｏｄｙ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ　ｉｎ　ｐａｔｉ
ｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ　ｂｏｗｅｌ　ｄｉｓｅａｓｅ．　Ａｍ
．　Ｊ．　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ．，　１０５（５）：１１３３－９　（２０１０
））。
【０２３１】
　ＨＡＣＡ及びＨＡＨＡを測定するための多くのアッセイが開発されてきた。現行の方法
の限界の１つは、循環血液中に高いレベルの薬剤が存在する場合にＡＤＡレベルを容易に
は測定することができないことである。
【０２３２】
　本発明者らは、ＡＤＬを用いて治療された患者由来の血清中のＡＤＡ及びＡＤＬレベル
を測定するための、血清中の薬剤の存在により影響を受けない独自の非放射性標識で液相
のモビリティシフトアッセイを開発した。
【０２３３】
方法
　フルオロフォア（Ｆｌ）標識されたＡＤＬを患者血清とインキュベートして免疫複合体
を形成した。Ｆｌ標識された小ペプチドを各反応において内部標準として含めた。種々の
量の抗ヒトＩｇＧを用いて検量線を作成して血清中のＡＤＡレベルを決定した。サイズ排
除クロマトグラフィーによって、フリーのＦｌ標識されたＡＤＬをその分子量に基づいて
抗体結合複合体から分離した。各試料からフリーのＦｌ標識ＡＤＬ対内部標準の比を用い
て検量線からＨＡＨＡ濃度を外挿した。同様の方法を用いて、Ｆｌ標識されたＴＮＦ－α
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によって患者血清試料中のＡＤＬレベルを測定した。
【０２３４】
結果
　図１９は、高分子量の複合体のモビリティシフトによるフリーＦｌ－ＡＤＬからの抗ヒ
トＩｇＧ結合Ｆｌ－ＡＤＬ複合体の分離を示す。パネルｃ～ｈに示したように、蛍光ピー
クのリテンションタイムは１０．１分から７．３～９．５分へシフトした。反応混合物に
抗ヒトＩｇＧをより多く添加すればするほど、クロマトグラムにはより少ないフリーＡＤ
Ｌが残りそしてより多く免疫複合体が形成される（ｈ～ｃ）。内部標準のリテンションタ
イムは１３．５分である。
【０２３５】
　図２０は、抗ヒトＩｇＧの添加によって生じた蛍光ピークシフトの用量反応曲線を示す
。抗ヒトＩｇＧの濃度を増加させると、免疫複合体の形成のためにフリーＡＤＬ対内部標
準の比は低下する。アッセイ感度は抗ヒトＩｇＧ１０ｎｇ／ｍＬである。内部標準「Ｆｌ
－ＢｉｏＣｙｔ」は、緑色蛍光性Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）４８８フルオロフォア
をビオチン及びアルデヒド固定性（ａｌｄｅｈｙｄｅ－ｆｉｘａｂｌｅ）第一アミン（リ
シン）と結合するＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）４８８－ビオシチン（ＢｉｏＣｙｔ）
に対応する（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社；カリフォルニア州カールスバッド）。
【０２３６】
　図２１は、高分子量複合体のモビリティシフトによるフリーのＴＮＦ－α－Ｆｌからの
ＡＤＬ結合したＴＮＦ－α－Ｆｌ複合体の分離を示す。パネルｃ及びｊに示したように、
蛍光ピークのリテンションタイムは１１．９分から６．５～１０．５分へシフトした。反
応混合物中にＡＤＬが多く存在すればするほど、クロマトグラムにはより少ないフリーの
ＴＮＦ－α－Ｆｌピークが残りそしてより多く免疫複合体が形成される。
【０２３７】
　図２２は、ＡＤＬの添加によって生じたＴＮＦ－α－Ｆｌピークシフトの用量反応曲線
を示す。添加されたＡＤＬに基づいて、検出限界は血清中ＡＤＬ１０ｎｇ／ｍＬである。
【０２３８】
　表４は、１００人の健常被験者及びＡＤＬを用いて治療された１１４人のＩＢＤ患者に
由来する血清試料を、本発明のモビリティシフトアッセイを用いてＡＤＡ及びＡＤＬレベ
ルについて分析した内容を示す。１００の健常被験者試料は全て検出限界未満のＡＤＡレ
ベルを有していた（フリーＦｌ－ＡＤＬのシフトなし）が、一方で、１１４の患者試料の
うち５つは０．０１２～＞２０μｇ／ｍＬのＡＤＡ濃度を有していた。１００の健常被験
者試料におけるＡＤＬレベルの平均値は０．７６±１．０μｇ／ｍＬ（範囲０～９．４μ
ｇ／ｍＬ）であった。ＡＤＬを用いて治療された患者由来の１１４の血清試料中のＡＤＬ
レベルの平均値は１０．８±１７．８μｇ／ｍＬ（範囲０～１３９μｇ／ｍＬ）であった
。ＡＤＡ陽性試料の５つのうち４つは検出不能レベルのＡＤＬを有していた。
【表４】

【０２３９】
　表５は、１００人の健常被験者及びＡＤＬを用いて治療された１１４人のＩＢＤ患者由
来の血清試料のさらなる解析を提供する。とりわけ、ＡＤＬ０～４μｇ／ｍＬを有する４
２の患者試料のうち４つは平均ＡＤＡ濃度０．０１２～＞２０μｇ／ｍＬを有していた。
４つのＡＤＡ陽性試料のうち４つは検出不能レベルのＡＤＬを有していた。ＡＤＡの検出
のために、ＡＤＬを用いて治療された１１４人のＩＢＤ患者をＡＤＬ０～４μｇ／ｍＬ及
びＡＤＬ＞４μｇ／ｍＬの２つのカテゴリーに分けた。４μｇ／ｍＬを超えるＡＤＬの患
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者をより多量のＡＤＬ－Ｆｌを用いて試験することにより循環血液中のＡＤＬのＡＤＬ－
Ｆｌとの競合を検討することができる。
【表５】

【０２４０】
結論
　ＨＡＣＡ／ＩＦＸの測定に用いたモビリティシフトアッセイフォーマットは、固体表面
への抗原のコーティングを伴わず、かつ典型的なＥＬＩＳＡのような複数回の洗浄及びイ
ンキュベーション工程を伴わないホモジニアスアッセイである。このアッセイを適用して
ＡＤＡ及び抗ＴＮＦ薬を測定することができる。このアッセイの感度（μｇ／ｍＬ範囲）
は、ＥＬＩＳＡ法（ｍｇ／ｍＬ範囲）と比較して患者血清に関するＡＤＡ及びＡＤＬ双方
の測定に対して高感度である。健常対照の血清試料はＦｌ標識されたＡＤＬのモビリティ
シフトを生じさせなかったが、ＡＤＬを用いて治療された患者の４．３％はこのアッセイ
によってＡＤＡを有することが見出された。とりわけ、ＡＤＬ０．４μｇ／ｍＬを有する
患者の９．５２％はこのアッセイにおいてＡＤＡを有することが見出された。健常試料及
び患者試料のより高濃度のＡＤＬ－Ｆｌを用いたさらなる評価を行う予定である。健常対
照の血清試料は、Ｆｌ標識されたＴＮＦ－αのモビリティシフトを生じさせたが、これは
ＴＮＦ－αの可溶性のフリーの受容体の存在によるものであったとすることができ、ＡＤ
Ｌを用いて治療された患者のＡＤＬの平均はそれよりずっと高かった（１０．８μｇ／ｍ
Ｌ対０．７６μｇ／ｍＬ）。患者がＡＤＬ治療を受けている間にＡＤＡを早期に検出し及
びＡＤＬ薬剤レベルを監視することは、医師がＡＤＬの投与量を最適化し又は適切な場合
には別の抗ＴＮＦ－α薬に切り替え、そしてそのことによって患者の疾病の全体的な管理
を最適化することを可能にする。
【０２４１】
実施例７：ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）及びヒト抗薬剤抗体の濃度レベルの決定
　本例は、血清試料中の抗ＴＮＦα薬、例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリ
キシマブ）、のレベルを決定し、並びにヒト抗薬剤抗体、例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商
品名）（インフリキシマブ）に対するヒト抗キメラ抗体（ＨＡＣＡ）、のレベルを決定す
る方法を説明する。
【０２４２】
工程１：試料中のＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリキシマブ）の濃度レベルの決定
【０２４３】
　１つの典型的な実施形態において、ＴＮＦαをフルオロフォア（例えば、Ａｌｅｘａ６

４７）で標識し、フルオロフォアは可視スペクトル及び蛍光スペクトルのいずれか一方又
はその双方によって検出することができる。標識されたＴＮＦαを液相反応によりヒト血
清とインキュベートして血清中に存在する抗ＴＮＦα薬を結合させる。標識されたＴＮＦ
αを液相反応により既知量の抗ＴＮＦα薬とインキュベートして検量線を作成することも
できる。インキュベーション後、試料を直接にサイズ排除カラム上にロードする。標識さ
れたＴＮＦαへの抗ＴＮＦα薬の結合は、標識されたＴＮＦα単独と比べてピークの左側
へのシフトを生じさせる。そして、血清試料中に存在する抗ＴＮＦα薬の濃度を検量線及
び対照と比較することができる。
【０２４４】
患者血清中のＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）（インフリキシマブ）のＳＥ－ＨＰＬＣ分析
　製造業者の使用説明書に従って、ヒト組換え型ＴＮＦαをフルオロフォア、Ａｌｅｘａ
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　Ｆｌｕｏｒ（商標）４８８で標識した。標識されたＴＮＦαを種々の量のＲＥＭＩＣＡ
ＤＥ（商品名）又は患者血清と１時間にわたり室温でインキュベートした。体積１００μ
Ｌの試料をＨＰＬＣシステム上のサイズ排除クロマトグラフィーによって分析した。蛍光
標識検出を用いてフリーの標識されたＴＮＦα及び結合した標識されたＴＮＦα免疫複合
体をそれらのリテンションタイムに基づいてモニターした。検量線から血清中のＲＥＭＩ
ＣＡＤＥ（商品名）レベルを計算した。
【０２４５】
　以下の方程式がこのアッセイに当てはまる：
方程式Ｉ：標識されたＴＮＦα＋ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）→（標識されたＴＮＦα・
ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））複合体

方程式ＩＩ：［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］標識されたＴＮＦαなしに存在＝［（標識
されたＴＮＦα・ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））複合体］
方程式ＩＩＩ：［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］＝［（標識されたＴＮＦα・ＲＥＭＩＣ
ＡＤＥ（商品名））複合体］／［標識されたＴＮＦα］×［標識されたＴＮＦα］
【０２４６】
　工程１において、既知量の標識されたＴＮＦαを、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）含有血
清試料と接触させる。標識されたＴＮＦαとＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）とは複合体、（
標識されたＴＮＦα・ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））複合体を形成する（方程式Ｉ参照）
。ほとんど全てのＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）が標識されたＴＮＦαと複合体を形成する
ので、標識されたＴＮＦαの導入前に存在するＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の濃度は、標
識されたＴＮＦα・ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）複合体の測定濃度と等しくなる（方程式
ＩＩ参照）。［（標識されたＴＮＦα・ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））複合体］／［標識
されたＴＮＦα］の比に［標識されたＴＮＦα］を乗じることによって、ＲＥＭＩＣＡＤ
Ｅ（商品名）の濃度レベルを計算する（方程式ＩＩＩ参照）。［（標識されたＴＮＦα・
ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））複合体］／［標識されたＴＮＦα］の比は、サイズ排除Ｈ
ＰＬＣからの溶出時間の関数としてのシグナル強度のプロットから、（標識されたＴＮＦ
α・ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名））複合体ピークに対する曲線下面積を積分し、そして前
記プロットから標識されたＴＮＦαピークに対する曲線下面積の結果として得られる積分
でこの数を除することによって得られる。［標識されたＴＮＦα］は演繹的に（ａ　ｐｒ
ｉｏｒｉ）知られる。
【０２４７】
工程２：ヒト抗キメラ抗体ＨＡＣＡのレベル決定
【０２４８】
　１つの典型的な実施形態において、抗ＴＮＦα薬、例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名
）、をフルオロフォア、例えば、Ａｌｅｘａ６４７、で標識し、フルオロフォアは可視ス
ペクトル及び蛍光スペクトルのいずれか一方又はその双方によって検出することができる
。標識された抗ＴＮＦα薬を液相反応によりヒト血清とインキュベートして血清中に存在
するＨＡＣＡを結合させる。標識された抗ＴＮＦα薬を液相反応により既知量の抗ＩｇＧ
抗体又はプールした陽性患者の血清とインキュベートして検量線を作成することもできる
。インキュベーション後、試料を直接にサイズ排除カラム上にロードする。標識された抗
ＴＮＦα薬への自己抗体の結合は、標識された薬剤単独と比べてピークの左側へのシフト
を生じさせる。そして、血清試料中に存在するＨＡＣＡの濃度を検量線及び対照と比較す
ることができる。
【０２４９】
　患者血清中のＨＡＣＡレベルのＳＥ－ＨＰＬＣ分析。精製ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）
をフルオロフォアで標識した。標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）を種々の希釈度の
プールしたＨＡＣＡ陽性血清又は希釈した患者血清と１時間にわたり室温でインキュベー
トした。体積１００μＬの試料をＨＰＬＣシステム上のサイズ排除クロマトグラフィーに
よって分析した。蛍光標識検出を用いてフリーの標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）
及び結合した標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）免疫複合体をそれらのリテンション
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タイムに基づいてモニターした。結合した標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）とフリ
ーのＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）との比を用いて以下のようにＨＡＣＡレベルを決定した
。
【０２５０】
　血清中のＨＡＣＡを測定するためのモビリティシフトアッセイ手順。このアッセイの原
理は、フリーのＡｌｅｘａ６４７標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）に対する抗薬剤
抗体、例えば、ＨＡＣＡ、のＡｌｅｘａ６４７標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）と
の複合体の、該複合体の分子量の増加によるサイズ排除－高速液体クロマトグラフィー（
ＳＥ－ＨＰＬＣ）上でのモビリティシフトに基づく。このクロマトグラフィーは、分子量
分画範囲５，０００～７０，０００及び移動相１Ｘ　ＰＢＳ、ｐＨ７．３、流速０．５～
１．０ｍＬ／ｍｉｎを有し蛍光標識検出、例えば、６５０ｎｍでのＵＶ検出、を備えたＢ
ｉｏ－Ｓｅｐ　３００ｘ７．８ｍｍ　ＳＥＣ－３０００カラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ社
）を用いて、Ａｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムにより実施する。Ｂｉｏ－Ｓｅ
ｐ　３００ｘ７．８ｍｍを用いたＡｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムの前のＳＥ
Ｃ－３０００カラムは、ＢｉｏＳｅｐ　７５ｘ７．８ｍｍ　ＳＥＣ－３０００である分析
用プレカラムである。各分析に対して試料体積１００μＬをカラム上にロードする。ＳＥ
－ＨＰＬＣ分析の前に１Ｘ　ＰＢＳ、ｐＨ７．３、溶出バッファ中で室温において１時間
にわたりＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）治療された患者由来の血清及び標識されたＲＥＭＩ
ＣＡＤＥ（商品名）をインキュベートすることによってＨＡＣＡ及び標識されたＲＥＭＩ
ＣＡＤＥ（商品名）複合体の複合体を形成する。
【０２５１】
　以下の方程式がこのアッセイに当てはまる：
方程式ＩＶ：ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）＋標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）＋Ｈ
ＡＣＡ→（ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ）複合体＋（標識されたＲＥＭＩＣＡ
ＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ）複合体

方程式Ｖ：［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］／［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ

複合体］＝［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］／［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ
（商品名）・ＨＡＣＡ複合体］
方程式ＶＩ：［ＨＡＣＡ］＝［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ］複合体＋［標識
されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ］複合体

方程式ＶＩＩ：［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体］＝［ＲＥＭＩＣＡＤＥ
（商品名）］×［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体］／［標識さ
れたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］
方程式ＶＩＩＩ：［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体］＝［標識
されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］×［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡ
ＣＡ複合体］／［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］
【０２５２】
方程式ＩＸ：［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］有効量＝［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］
－［ＨＡＣＡ］
【０２５３】
　ヒト抗ＴＮＦα薬抗体、例えば、ＨＡＣＡ、の濃度レベルの決定。既知濃度の標識され
たＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）を血清試料に添加する。ＨＡＣＡはＲＥＭＩＣＡＤＥ（商
品名）又は標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）のいずれかと複合体を形成する（方程
式ＩＶ参照）。［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］を上記工程１において決定する。標識さ
れたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体に対する曲線下面積を積分しそしてこ
の数をフリーの標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）に対する曲線下面積に対して得ら
れる積分で除することによって、［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複

合体］対［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］の比を得る。［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（
商品名）］対［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体］の比は［標識されたＲＥ
ＭＩＣＡＤＥ（商品名）］対［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ）複合
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体］の比に等しい（方程式Ｖ参照）。ＨＡＣＡはＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）及び標識さ
れたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の双方と平衡して複合体を形成するので、ＨＡＣＡの総
量はＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体の量と標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（
商品名）・ＨＡＣＡ複合体の量の合計に等しい（方程式ＶＩ参照）。［ＲＥＭＩＣＡＤＥ
（商品名）］対［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体］の比は［標識されたＲ
ＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］対［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合

体］の比に等しいので、［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－ＨＡＣＡ］複合体及び［標識さ
れたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）－ＨＡＣＡ複合体］の双方は、［標識されたＲＥＭＩＣ
ＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体）］／［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］の
比に、工程１において決定されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の濃度量、及び演繹的に知
られる標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の濃度量をそれぞれ乗じることによって決
定される（方程式ＶＩＩ及びＶＩＩＩ参照）。従って、ＨＡＣＡの総量は、（１）工程１
からの［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］に［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・Ｈ
ＡＣＡ）複合体］／［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］を乗じた値と、（２）演
繹的に知られる［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］に［標識されたＲＥＭＩＣＡ
ＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ）複合体］／［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］を乗
じた値との合計に等しい。
【０２５４】
　ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の有効濃度レベルの決定。ＨＡＣＡはＲＥＭＩＣＡＤＥ（
商品名）と複合体を形成するので、血清試料中で利用することのできるＲＥＭＩＣＡＤＥ
（商品名）の有効量は、工程１において測定されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の量から
、工程２から測定されたＨＡＣＡの量を引いた量である（方程式ＩＸ参照）。
【０２５５】
　典型的な計算。Ｖ１０での患者ＪＡＧにおける［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］は７．
５μｇ／ｍＬであると決定された（図１６ｃ参照）。この結果は工程１に従いかつ方程式
Ｉ～ＩＩＩを用いることによって得られた。７．５μｇ／ｍＬは３０ｎｇ／４μＬに等し
い。試料４μＬを工程２の測定に用いたので、分析された試料中に合計３０．０ｎｇのＲ
ＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）が存在していた。Ｖ１０での患者ＪＡＧの［標識されたＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ］複合体／［標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］
の比は０．２５であった（図１６ｂ参照）。試料中に導入された［標識されたＲＥＭＩＣ
ＡＤＥ（商品名）］は３７．５ｎｇ／１００μＬであった。工程２の測定に標識されたＲ
ＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）１００μＬを用いたので、分析された試料中に合計３７．５ｎ
ｇの標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）が存在していた。方程式ＶＩＩを用いると、
ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体の総量は３０ｎｇに０．２５を乗じた値で
あったが、これは標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体７．５ｎｇに
等しい。方程式ＶＩＩＩを用いると、標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ

複合体の総量は３７．５ｎｇに０．２５を乗じた値であったが、これは標識されたＲＥＭ
ＩＣＡＤＥ（商品名）・ＨＡＣＡ複合体９．４ｎｇに等しい。方程式ＶＩを用いると、Ｈ
ＡＣＡの総量は９．４ｎｇと７．５ｎｇとの合計に等しく、これはＨＡＣＡ１６．９ｎｇ
に等しい。ＨＡＣＡ１６．９ｎｇが試料４μＬ中に存在していた。［ＨＡＣＡ］は１６．
９ｎｇ／４μＬであったが、これは４．２３μｇ／ｍＬに等しい。方程式ＩＸを用いると
、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）の有効量は、工程１から決定されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商
品名）７．５μｇ／ｍＬから工程２から決定されたＨＡＣＡ４．２３μｇ／ｍＬを引いた
ものに等しい。この典型的な計算では、有効な［ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）］は３．２
７μｇ／ｍＬに等しかった。
【０２５６】
実施例８．ＨＵＭＩＲＡ（商品名）及びヒト抗薬剤抗体の濃度レベルの決定
　本例は、血清試料中のＨＵＭＩＲＡ（商品名）のレベルを決定する方法並びにヒト抗ヒ
ト抗体（ＨＡＨＡ）のレベルを決定する方法を説明する。
【０２５７】
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工程１：試料中のＨＵＭＩＲＡ（商品名）の濃度レベルの決定
【０２５８】
　１つの典型的な実施形態において、フルオロフォア（例えば、Ａｌｅｘａ６４７）を用
いてＴＮＦαを標識し、フルオロフォアは可視スペクトル及び蛍光スペクトルのいずれか
一方又はそれらの双方によって検出することができる。標識されたＴＮＦαを液相反応に
よりヒト血清とインキュベートして、血清中に存在する抗ＴＮＦα薬を結合させる。標識
したＴＮＦαを液相反応により既知量の抗ＴＮＦα薬とインキュベートして検量線を作成
することもできる。インキュベーション後、試料を直接にサイズ排除カラム上にロードす
る。標識されたＴＮＦαへの抗ＴＮＦα薬の結合は、標識されたＴＮＦα単独に比べてピ
ークを左側にシフトさせる。次いで、血清試料中に存在する抗ＴＮＦα薬の濃度を検量線
及び対照と比較することができる。
【０２５９】
　患者血清中のＨＵＭＩＲＡ（商品名）レベルのＳＥ－ＨＰＬＣ分析。製造業者の使用説
明書に従って、ヒト組換え型ＴＮＦαをフルオロフォアＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ（商標）
４８８で標識した。標識されたＴＮＦαを種々の量のＨＵＭＩＲＡ（商品名）又は患者血
清と１時間にわたり室温でインキュベートした。体積１００μＬの試料をＨＰＬＣシステ
ム上のサイズ排除クロマトグラフィーによって分析した。蛍光標識検出を用いてフリーの
標識されたＴＮＦα及び結合した標識されたＴＮＦα免疫複合体をそれらのリテンション
タイムに基づいてモニターした。検量線から血清中のＨＵＭＩＲＡ（商品名）レベルを計
算した。
【０２６０】
　以下の方程式がこのアッセイに当てはまる：
方程式Ｘ：標識されたＴＮＦα＋ＨＵＭＩＲＡ（商品名）→（標識されたＴＮＦα・ＨＵ
ＭＩＲＡ（商品名））複合体

方程式ＸＩ：［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］＝［（標識されたＴＮＦα・ＨＵＭＩＲＡ（商
品名））複合体］
方程式ＸＩＩ：［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］＝［（標識されたＴＮＦα・ＨＵＭＩＲＡ（
商品名））複合体］／［標識されたＴＮＦα］×［標識されたＴＮＦα］
【０２６１】
　工程１において、既知量の標識されたＴＮＦαを、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）含有血清試
料と接触させる。標識されたＴＮＦαとＨＵＭＩＲＡ（商品名）とは複合体、（標識され
たＴＮＦα・ＨＵＭＩＲＡ（商品名））複合体を形成する（方程式Ｘ参照）。ほとんど全
てのＨＵＭＩＲＡ（商品名）が標識されたＴＮＦαと複合体を形成するので、標識された
ＴＮＦαの導入前に存在するＨＵＭＩＲＡ（商品名）は、測定された［（標識されたＴＮ
Ｆα・ＨＵＭＩＲＡ（商品名））複合体］と等しくなる（方程式ＸＩ参照）。［（標識さ
れたＴＮＦα・ＨＵＭＩＲＡ（商品名））複合体］／［標識されたＴＮＦα］の比に［標
識されたＴＮＦα］を乗じることによって、［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］を計算する（方
程式ＸＩＩ参照）。標識されたＴＮＦαに対する曲線下面積及び（標識されたＴＮＦα・
ＨＵＭＩＲＡ（商品名））複合体に対する曲線下面積を積分し、そして（標識されたＴＮ
Ｆα・ＨＵＭＩＲＡ（商品名））複合体に対して得られる積分を標識されたＴＮＦαに対
して得られる積分で除することによって、［（標識されたＴＮＦα・ＨＵＭＩＲＡ（商品
名））複合体］対［標識されたＴＮＦα］の比が得られる。［標識されたＴＮＦα］は演
繹的に知られる。
【０２６２】
工程２：ヒト抗ヒト抗体、例えば、ＨＡＨＡのレベルの決定。１つの典型的な実施形態に
おいて、抗ＴＮＦα薬、例えば、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）、をフルオロフォア、例えば、
Ａｌｅｘａ６４７、で標識し、フルオロフォアは可視スペクトル及び蛍光スペクトルのい
ずれか一方又はその双方によって検出することができる。標識された抗ＴＮＦα薬を液相
反応によりヒト血清とインキュベートして血清中に存在するＨＡＨＡを結合させる。標識
された抗ＴＮＦα薬を液相反応により既知量の抗ＩｇＧ抗体又はプールした陽性患者血清
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とインキュベートして検量線を作成することもできる。インキュベーション後、試料を直
接にサイズ排除カラム上にロードする。標識された抗ＴＮＦα薬への自己抗体の結合は、
標識された薬剤単独と比べてピークの左側へのシフトを生じさせる。次に、血清試料中に
存在するＨＡＨＡの濃度を検量線及び対照と比較することができる。
【０２６３】
　患者血清中のＨＡＨＡレベルのＳＥ－ＨＰＬＣ分析。精製ＨＵＭＩＲＡ（商品名）をフ
ルオロフォアで標識した。標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）を種々の希釈度のプールし
たＨＡＨＡ陽性血清又は希釈した患者血清と１時間にわたり室温でインキュベートした。
体積１００μＬの試料をＨＰＬＣシステム上のサイズ排除クロマトグラフィーによって分
析した。蛍光標識検出を用いてフリーの標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）及び結合した
標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）免疫複合体をそれらのリテンションタイムに基づいて
モニターした。結合した標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）とフリーの標識されたＨＵＭ
ＩＲＡ（商品名）との比を用いて以下に説明するようにＨＡＨＡレベルを決定した。
【０２６４】
　血清中のＨＡＨＡを測定するためのモビリティシフトアッセイ手順。このアッセイの原
理は、フリーのＡｌｅｘａ６４７標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）に対する抗体、例え
ば、ＨＡＨＡ、が結合したＡｌｅｘａ６４７標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）複合体の
、該複合体の分子量の増加によるサイズ排除－高速液体クロマトグラフィー（ＳＥ－ＨＰ
ＬＣ）上でのモビリティシフトに基づく。このクロマトグラフィーは、分子量分画範囲５
，０００～７０，０００及び移動相１Ｘ　ＰＢＳ、ｐＨ７．３、流速０．５～１．０ｍＬ
／ｍｉｎを有し蛍光標識検出、例えば、６５０ｎｍでのＵＶ検出、を備えたＢｉｏ－Ｓｅ
ｐ　３００ｘ７．８ｍｍ　ＳＥＣ－３０００カラム（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ社）を用いて
、Ａｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムにより実施する。Ｂｉｏ－Ｓｅｐ　３００
ｘ７．８ｍｍを用いたＡｇｉｌｅｎｔ－１２００ＨＰＬＣシステムの前のＳＥＣ－３００
０カラムは、ＢｉｏＳｅｐ　７５ｘ７．８ｍｍ　ＳＥＣ－３０００である分析用プレカラ
ムである。各分析に対して試料体積１００μＬをカラム上にロードする。各分析に対して
試料体積１００μＬをカラム上にロードする。ＳＥ－ＨＰＬＣ分析の前に１Ｘ　ＰＢＳ、
ｐＨ７．３、溶出バッファ中で室温において１時間にわたりＨＵＭＩＲＡ治療された患者
由来の血清及び標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）をインキュベートすることによってＨ
ＡＨＡ結合した標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）複合体を形成する。
方程式ＸＩＩＩ：ＨＵＭＩＲＡ（商品名）＋標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）＋ＨＡＨ
Ａ→（ＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ）複合体＋（標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名
）・ＨＡＨＡ）複合体

方程式ＸＩＶ：［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］／［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合

体］＝［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）］／［標識されたＨＵＭＩＲＡ・ＨＡＨＡ複

合体］
方程式ＸＶ：［ＨＡＨＡ］＝［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］＋［標識され
たＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］
方程式ＸＶＩ：［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］＝［ＨＵＭＩＲＡ（商品名
）］×［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］／［標識されたＨＵＭＩ
ＲＡ（商品名）］
方程式ＸＶＩＩ：［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］＝［標識され
たＨＵＭＩＲＡ（商品名）］×［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］
／［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）］
【０２６５】
方程式ＸＶＩＩＩ：［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］有効量＝［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］－
［ＨＡＨＡ］
【０２６６】
工程２についての計算。既知濃度の標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）を血清試料に添加
する。ＨＡＨＡはＨＵＭＩＲＡ（商品名）又は標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）のいず
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れかと複合体を形成する（方程式ＸＩＩＩ参照）。［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］を上記し
たように工程１において決定する。標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体

に対する曲線下面積及び標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）に対する曲線下面積を積分し
そして標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体に対して得られる積分を標識
されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）に対して得られる積分で除することによって、［標識され
たＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］対［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）］
の比を得る。［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］対［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体

］の比は［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）］対［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）
・ＨＡＨＡ複合体］の比に等しい（方程式ＸＩＶ参照）。ＨＡＨＡはＨＵＭＩＲＡ（商品
名）及び標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）の双方と平衡して複合体を形成するので、Ｈ
ＡＨＡの総量はＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体の量と標識されたＨＵＭＩＲＡ
（商品名）・ＨＡＨＡ複合体の量の合計に等しい（方程式ＸＶ参照）。［ＨＵＭＩＲＡ（
商品名）］対［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］の比は［標識されたＨＵＭＩ
ＲＡ（商品名）］対［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体］の比に等し
いので、［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）－ＨＡＨＡ複合体］及び［標識されたＨＵＭＩＲＡ（
商品名）－ＨＡＨＡ複合体］の双方の濃度は、［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・Ｈ
ＡＨＡ複合体］／［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）］の比に、工程１において決定さ
れた［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］、及び演繹的に知られる［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商
品名）］をそれぞれ乗じることによって決定される（方程式ＸＶＩ及びＸＶＩＩ参照）。
ＨＡＨＡはＨＵＭＩＲＡ（商品名）と複合体を形成するので、血清試料中で利用すること
のできるＨＵＭＩＲＡ（商品名）の有効量は、工程１から測定されたＨＵＭＩＲＡ（商品
名）の量から、工程２から測定されたＨＡＨＡの量を引いた量である（方程式ＸＶＩＩＩ
参照）。
【０２６７】
　典型的な計算。患者ＳＬ０３２４６０１３（図２５参照）において、［ＨＵＭＩＲＡ（
商品名）］は１６．９μｇ／ｍＬであると決定された（図２５参照）。この結果は工程１
に従いかつ方程式Ｘ～ＸＩＩを用いることによって得られた。１６．９μｇ／ｍＬは６７
．６ｎｇ／４μＬに等しい。試料４μＬを工程２の測定に用いたので、分析された試料中
に合計６７．６ｎｇのＨＵＭＩＲＡ（商品名）が存在していた。患者ＳＬ０３２４６０１
３の［標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ］複合体／［標識されたＨＵＭＩＲ
Ａ（商品名）］の比は０．０５５であった（図２５参照）。試料中に導入された［標識さ
れたＨＵＭＩＲＡ（商品名）］は３７．５ｎｇ／１００μＬであった。工程２の測定に標
識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）１００μＬを用いたので、分析された試料中に合計３７
．５ｎｇの標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）が存在していた。方程式ＸＶＩを用いると
、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体の総量は６７．６ｎｇに０．０５５を乗じた
値であって、標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体３．７１ｎｇに等しい
。方程式ＸＶＩＩを用いると、標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）・ＨＡＨＡ複合体の総
量は３７．５ｎｇに０．０５５を乗じた値であって、これは標識されたＨＵＭＩＲＡ（商
品名）・ＨＡＨＡ複合体２．０６ｎｇに等しい。方程式ＸＶを用いると、ＨＡＨＡの総量
は３．７１ｎｇと２．０６ｎｇとの合計に等しく、ＨＡＨＡ５．７７ｎｇに等しい。ＨＡ
ＨＡ５．７７ｎｇが試料４μＬ中に存在していた。［ＨＡＨＡ］は５．７７ｎｇ／４μＬ
であったが、これは１．４４μｇ／ｍＬに等しい。方程式ＸＶＩＩＩを用いると、ＨＵＭ
ＩＲＡ（商品名）の有効量は、工程１から決定されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）１６．９９
μｇ／ｍＬから、工程２から決定されたＨＡＨＡ１．４４μｇ／ｍＬを引いたものに等し
い。この典型的な計算では、有効な［ＨＵＭＩＲＡ（商品名）］は１５．４６μｇ／ｍＬ
に等しかった。
【０２６８】
実施例９．ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）、標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）、ＨＵ
ＭＩＲＡ（商品名）、又は標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）のいずれかとＨＡＣＡ又は
ＨＡＨＡとの複合体の量の決定
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　本例は、内部標準を参照してＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）、標識されたＲＥＭＩＣＡＤ
Ｅ（商品名）、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）、又は標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）のいず
れかとＨＡＣＡ又はＨＡＨＡとの複合体の量を決定する方法を説明する。
【０２６９】
　内部標準、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８、を用いることによって、或
る試験から別の試験への血清人為産物（ａｒｔｉｆａｃｔｓ）及び変形を同定しそして正
確に分析することができる。内部標準、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８の
量は、分析される１００μＬ当たり約５０～約２００ｐｇである。
【０２７０】
　フルオロフォア（Ｆｌ）で標識されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）を患者血清とインキュベ
ートして免疫複合体を形成した。Ｆｌ標識された小ペプチド、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ
－Ａｌｅｘａ４８８、を各反応において内部標準として含めた。或る場合に、種々の量の
抗ヒトＩｇＧを用いて検量線を作成して血清中のＨＡＨＡレベルを測定した。別の場合に
は、精製ＨＡＨＡを用いてキャリブレートされている滴定されたプール陽性患者血清を用
いて検量線を作成して血清中のＨＡＨＡレベルを決定した。さらに別の場合には、実施例
７に記載した方法を用いて検量線を作成して血清中のＨＡＨＡレベルを決定した。サイズ
排除クロマトグラフィーによって、フリーの標識されたＨＵＭＩＲＡを抗体結合複合体か
らその分子量に基づいて分離した。各試料からフリーの標識されたＨＵＭＩＲＡ対内部標
準の比を用いて検量線からＨＡＨＡ濃度を外挿した。同様の方法を用いて、標識されたＴ
ＮＦ－αによって患者血清試料中のＨＵＭＩＲＡレベルを測定した。
【０２７１】
　標識された薬剤、すなわち、標識されたＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）又は標識されたＨ
ＵＭＩＲＡ、対内部標準の初期比は１００に等しい。図２３及び２４に示したように、標
識された薬剤対内部標準の比が９５未満に低下したときは、標識された薬剤が抗薬剤結合
性化合物、例えば、ＨＡＣＡ、ＨＡＨＡと複合体化されていると推定される。［標識され
た薬剤］対［内部標準］の比は、標識された薬剤に対する曲線下面積及び内部標準に対す
る曲線下面積を積分しそして次に標識された薬剤に対して得られる積分を内部標準に対し
て得られる積分で除することによって得られる。
【０２７２】
実施例１０：複合体化された抗ＴＮＦα薬対複合体化されていない抗ＴＮＦα薬の比の決
定
　複合体化された抗ＴＮＦα薬対複合体化されていない抗ＴＮＦα薬の比は、複合体化さ
れた抗ＴＮＦα薬に対する曲線下面積及び複合体化されていない抗ＴＮＦα薬に対する曲
線下面積の双方を積分しそして次に複合体化された抗ＴＮＦα薬に対して得られる積分を
複合体化されていない抗ＴＮＦα薬に対して得られる積分で除することによって得られる
。
【０２７３】
　１つの実施形態において、複合体化されていない抗ＴＮＦα薬は、試料中約０ｎｇ～１
００ｎｇのレベルを有するＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）である。標識されたＲＥＭＩＣＡ
ＤＥ（商品名）は約３７．５ｎｇである。
【０２７４】
　内部標準、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８、を用いることによって、或
る試験から別の試験への血清人為産物及び変形を同定しそして正確に分析することができ
る。内部標準、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８、の量は、分析される１０
０μＬ当たり約５０～約２００ｐｇである。
【０２７５】
　標識された抗ＴＮＦα薬、例えば、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）又はＨＵＭＩＲＡ（商
品名）、対標識された内部標準の比は、標識された抗ＴＮＦα薬に対する曲線下面積及び
標識された内部標準に対する曲線下面積の双方を積分しそして次に標識された抗ＴＮＦα
薬に対して得られる積分を標識された内部標準に対して得られる積分で除することによっ
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て得られる。
【０２７６】
　［（標識された抗ＴＮＦα薬・自己抗体）複合体］／［内部標準］の比は、サイズ排除
ＨＰＬＣからの溶出時間の関数としてのシグナル強度のプロットから、（標識された抗Ｔ
ＮＦα薬・自己抗体）複合体ピークに対する曲線下面積を積分し、そして前記プロットか
ら内部標準ピークに対する曲線下面積の結果として得られる積分でこの数を除することに
よって得られる。或る実施形態において、標識された抗ＴＮＦα薬は標識されたＲＥＭＩ
ＣＡＤＥ（商品名）である。或る他の実施形態において、標識された抗ＴＮＦα薬は標識
されたＨＵＭＩＲＡ（商品名）である。
【０２７７】
実施例１１：フリーの標識されたＴＮＦαと複合体化された標識されたＴＮＦαとの比の
決定
　本例は、標識されたＴＮＦαのＲＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）又はＨＵＭＩＲＡ（商品名
）との複合体の量を内部標準を参照して決定する方法を説明する。
【０２７８】
　内部標準、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８、を用いることによって、或
る試験から別の試験への血清人為産物及び変形を同定しそして正確に分析することができ
る。内部標準、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４８８、の量は、分析される１０
０μＬ当たり約１～約２５ｎｇである。
【０２７９】
　１つの実施形態において、複合体化されていない標識されたＴＮＦαは試料中約５０ｎ
ｇ～１５０ｎｇのレベルを有している。或る場合に、標識されたＴＮＦαの量は約１００
．０ｎｇである。
【０２８０】
　フルオロフォア（Ｆｌ）で標識されたＴＮＦαを患者血清とインキュベートして免疫複
合体を形成した。Ｆｌ標識された小ペプチド、例えば、Ｂｉｏｃｙｔｉｎ－Ａｌｅｘａ４
８８を各反応において内部標準としてインキュベートした。精製抗ＴＮＦα薬を既知濃度
でスパイクすることによって検量線を作成しそして次にその検量線から外挿することによ
ってμｇ／ｍＬ単位で濃度を決定した。
【０２８１】
　標識されたＴＮＦα対内部標準の初期比は１００に等しい。標識されたＴＮＦα対内部
標準の比が９５未満に低下したときは、標識されたＴＮＦαが抗ＴＮＦα薬、例えば、Ｒ
ＥＭＩＣＡＤＥ（商品名）、ＨＵＭＩＲＡ（商品名）と複合体化されていると推定される
。［標識されたＴＮＦα］対［内部標準］の比は、標識されたＴＮＦαに対する曲線下面
積及び内部標準に対する曲線下面積を積分しそして次に標識されたＴＮＦαに対して得ら
れる積分を内部標準に対して得られる積分で除することによって得られる。
【０２８２】
実施例１２：抗ＴＮＦα薬及び／又は抗薬剤抗体（ＡＤＡ）レベルを測定することによる
抗ＴＮＦα薬治療の最適化
　本例は、抗ＴＮＦα薬治療を受けている患者由来の試料中の抗ＴＮＦα薬の量（例えば
、濃度レベル）（例えば、フリーの抗ＴＮＦα治療抗体のレベル）及び／又は抗薬剤抗体
（ＡＤＡ）の量（例えば、抗ＴＮＦα薬に対する自己抗体のレベル）を測定することによ
って、抗ＴＮＦα薬治療を最適化し、抗ＴＮＦα薬治療に関連した毒性を低減し、及び／
又は抗ＴＮＦα薬を用いた治療的処置の有効性を監視する方法を説明する。従って、本例
に示した方法は、例えば、抗ＴＮＦα薬の今後の用量をいつ又はどのように調整又は変更
する（例えば、増量又は減量する）かを決定することによって、抗ＴＮＦα薬を（例えば
、増量、減量、又は同量で）１種又は２種以上の免疫抑制剤、例えば、メトトレキセート
（ＭＴＸ）又はアザチオプリンといつ又はどのように組み合わせるかを決定することによ
って、及び／又は目下の治療過程をいつ又はどのように変更する（例えば、異なる抗ＴＮ
Ｆα薬に切り替える）かを決定することによって、治療決定を導くのに有効な情報を提供
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する。
【０２８３】
　説明の目的だけのために、以下のシナリオは、本発明の方法が抗ＴＮＦα薬治療を受け
ている患者由来の試料中の抗ＴＮＦα薬のレベル（例えば、フリーの抗ＴＮＦα治療抗体
のレベル）及び／又はＡＤＡのレベル（例えば、ＴＮＦα薬に対する自己抗体のレベル）
に基づいて如何に有利に治療を最適化し及び毒性（例えば、副作用）を最小化若しくは低
減することができるかを示す実例を提供する。本明細書に記載した新規なアッセイを用い
て抗ＴＮＦα薬及びＡＤＡのレベルを測定することができる。
【０２８４】
シナリオ＃１：低レベルの抗薬剤抗体（ＡＤＡ）を伴う高レベルの抗ＴＮＦα薬
【０２８５】
　薬剤レベル＝１０～５０ｎｇ／１０μＬ；ＡＤＡレベル＝０．１～２ｎｇ／１０μＬ。
このプロファイルを有する患者試料として、ビジット１０（「Ｖ１０」）時の患者ＢＡＢ
及びＪＡＡ由来の試料を挙げることができる。図１６ｂ参照。
【０２８６】
　抗ＴＮＦα薬治療を受けておりかつこの特定のプロファイルを有する患者は、抗ＴＮＦ
α薬（例えば、インフリキシマブ）とともにアザチオプリン（ＡＺＡ）のような免疫抑制
剤を用いて治療されなければならない。
【０２８７】
シナリオ＃２：低レベルのＡＤＡを伴う中レベルの抗ＴＮＦα薬
【０２８８】
　薬剤レベル＝５～２０ｎｇ／１０μＬ；ＡＤＡレベル＝０．１～２ｎｇ／１０μＬ。こ
のプロファイルを有する患者試料として、Ｖ１０時の患者ＤＧＯ、ＪＡＧ、及びＪＪＨ由
来の試料を挙げることができる。図１６ｂ参照。
【０２８９】
　抗ＴＮＦα薬治療を受けておりかつこの特定のプロファイルを有する患者は、より多い
用量の抗ＴＮＦα薬（例えば、インフリキシマブ）とともにアザチオプリン（ＡＺＡ）の
ような免疫抑制剤を用いて治療されなければならない。当業者であれば、薬剤治療を最適
化するように目下の治療過程を適切なより多い量又はより少ない量、例えば、目下の用量
より少なくとも約１．５倍、２倍、２．５倍、３倍、３．５倍、４倍、４．５倍、５倍、
５．５倍、６倍、６．５倍、７倍、７．５倍、８倍、８．５倍、９倍、９．５倍、１０倍
、１５倍、２０倍、２５倍、３０倍、３５倍、４０倍、４５倍、５０倍、又は１００倍多
い又は少ない今後の用量に調整することができることがわかるであろう。
【０２９０】
シナリオ＃３：中レベルのＡＤＡを伴う中レベルの抗ＴＮＦα薬
【０２９１】
　薬剤レベル＝５～２０ｎｇ／１０μＬ；ＡＤＡレベル＝０．５～１０ｎｇ／１０μＬ。
このプロファイルを有する患者試料として、ビジット１０（「Ｖ１０」）時の患者ＪＭＭ
及びビジット１４（「Ｖ１４」）時の患者Ｊ－Ｌ由来の試料を挙げることができる。図１
６ｂ参照。
【０２９２】
　抗ＴＮＦα薬治療を受けておりかつこの特定のプロファイルを有する患者は、異なる薬
剤を用いて治療されなければならない。限定的でない例として、インフリキシマブ（ＩＦ
Ｘ）治療中でありかつ中レベルのＩＦＸ及びＡＤＡ（すなわち、ＨＡＣＡ）を有する患者
は、アダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））を用いた治療に切り替えられなければなら
ない。
【０２９３】
シナリオ＃４：高レベルのＡＤＡを伴う低レベルの抗ＴＮＦα薬
【０２９４】
　薬剤レベル＝０～５ｎｇ／１０μＬ；ＡＤＡレベル＝３．０～５０ｎｇ／１０μＬ。こ
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のプロファイルを有する患者試料として、図１６ｂのビジット１４時の全ての患者に由来
の試料を挙げることができる。
【０２９５】
　抗ＴＮＦα薬治療を受けておりかつこの特定のプロファイルを有する患者は、異なる薬
剤を用いて治療されなければならない。限定的でない例として、インフリキシマブ（ＩＦ
Ｘ）治療中でありかつ高レベルのＡＤＡ（すなわち、ＨＡＣＡ）を伴う低レベルのＩＦＸ
を有する患者は、アダリムマブ（ＨＵＭＩＲＡ（商品名））を用いた治療に切り替えられ
なければならない。
【０２９６】
　理解の明確化のために図面及び実施例によってある程度詳細に本発明を記載してきたが
、当業者であれば特許請求の範囲に記載の範囲内で所定の変更及び変形を行うことができ
ることは理解されるところであろう。さらに、本明細書中に示した各文献は、それら各文
献が個々に参照により組み込まれたかのごとくと同程度までその全体が参照により本明細
書中に組み込まれる。

【図１】 【図２】
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