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(57)【要約】
　本発明は、選択的トファシチニブ抗体、トファシチニ
ブに特異的な抗体を作製するための免疫原性分子として
有用な免疫原性トファシチニブコンジュゲートと共に、
試料中のトファシチニブの濃度を測定する方法、抗体を
作製する方法、ならびに抗体を使用するためのアッセイ
およびキットを提供する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫原性担体とカップリングさせたトファシチニブを含む免疫原性トファシチニブコン
ジュゲートであって、免疫原性担体が、キーホールリンペットヘモシアニンおよびウシ血
清アルブミンからなる群から選択されるタンパク質であり、さらに、
　　（ａ）免疫原性トファシチニブコンジュゲートが以下の構造を有する
【化１】

［式中、ＢＳＡはウシ血清アルブミンである］、または
　　（ｂ）免疫原性トファシチニブコンジュゲートが以下の構造を有する
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【化２】

［式中、ＫＬＨはキーホールリンペットヘモシアニンである］、
免疫原性トファシチニブコンジュゲート。
【請求項２】
　（ａ）トファシチニブを含有すると推測される試料を提供するステップと、
　（ｂ）抗体とトファシチニブとの結合に適した条件下で試料または試料抽出物をトファ
シチニブに特異的な抗体と接触させて、アッセイ混合物を形成するステップと、
　（ｃ）抗体とトファシチニブとの結合を検出するステップと
を含む、試料中のトファシチニブの濃度を評価する方法。
【請求項３】
　式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２に対するよ
りもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する単離抗体。
【化３】

【請求項４】
　代謝物１または代謝物２に対する結合親和性の２５、３０、４０、または５０倍である
、トファシチニブに対する結合親和性を有する、請求項３に記載の単離抗体。
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【請求項５】
　免疫原性担体とカップリングさせたトファシチニブを含む免疫原性トファシチニブコン
ジュゲート化合物を使用して得られる、請求項４に記載の単離抗体。
【請求項６】
　（ａ）検出可能な標識とカップリングさせたトファシチニブを含む既知量の標識された
競合相手を提供するステップと、
　（ｂ）選択的抗トファシチニブ抗体を提供するステップと、
　（ｃ）試料、選択的抗トファシチニブ抗体、および標識された競合相手を合わせるステ
ップであって、試料中のトファシチニブが、選択的抗トファシチニブ抗体との結合につい
て標識された競合相手と競合する、ステップと、
　（ｄ）標識の検出によって抗体と結合していない標識された競合相手の量を測定するこ
とによって、試料中のトファシチニブの量を決定するステップと
を含む、試料中のトファシチニブの量を決定する方法。
【請求項７】
　選択的抗トファシチニブ抗体が、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１に対するよりもトフ
ァシチニブに対して、
【化４】

および／または式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２に対するよりもトファシチニブに対し
て高い結合親和性を有する、
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【化５】

請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　抗体が、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２に
対するよりもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する、請求項７に記載の方法。
【化６】

【請求項９】
　検出可能な標識とカップリングさせたトファシチニブを含む標識された競合相手と、少
なくとも１つの選択的抗トファシチニブ抗体と
を含み、標識された競合相手が、抗トファシチニブ抗体との結合について試料中のトファ
シチニブと競合する、試料中のトファシチニブの量を決定するためのキット。
【請求項１０】
　選択的抗トファシチニブ抗体が、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１
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【化７】

および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２
【化８】

からなる群から選択される少なくとも１つのトファシチニブ代謝物に対するよりもトファ
シチニブに対して高い結合親和性を有する、請求項９に記載のキット。
【請求項１１】
　抗体が、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２に
対するよりもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する、請求項１０に記載のキッ
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【化９】

【請求項１２】
試料中のトファシチニブの濃度を決定するための競合的免疫アッセイキットであって、競
合的免疫アッセイが、
　（ａ）少なくとも１つの選択的抗トファシチニブ抗体と、
　（ｂ）検出可能な標識とコンジュゲートさせたトファシチニブ化合物と
を含み、コンジュゲートさせたトファシチニブ化合物が試料中のトファシチニブと競合し
て抗体と結合し、
試料中のトファシチニブが治療薬モニタリング濃度で存在する場合に、標識が試料中のト
ファシチニブの濃度の指標となるシグナルを提供する、キット。
【請求項１３】
　抗体が、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２に
対するよりもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する、請求項１２に記載のキッ
ト。

【化１０】

【請求項１４】
　トファシチニブと結合するが、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトフ
ァシチニブ代謝物２からなる群から選択される少なくとも１つのトファシチニブ代謝物と
は実質的に結合しない単離抗体。
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【化１１】

【請求項１５】
　式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２の両方とは
実質的に結合しない、請求項１４に記載の単離抗体。

【化１２】

【請求項１６】
　試料中のトファシチニブを検出することができるが、試料中のトファシチニブ代謝物を
実質的に検出せず、トファシチニブの量が、約５ｎｇ／ｍＬ～１２１５ｎｇ／ｍＬ、約５
ｎｇ／ｍＬ～４０５ｎｇ／ｍＬ、または約１５ｎｇ／ｍＬ～１２１５ｎｇ／ｍＬの範囲で
ある、請求項３に記載の抗体。
【請求項１７】
　式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２からなる群
から選択される少なくとも１つのトファシチニブ代謝物に対するよりもトファシチニブに
対して高い結合親和性を有する単離抗体であって、重鎖可変ドメインおよび軽鎖可変ドメ
インを含み、重鎖可変ドメインが、
　　（ａ）配列番号１３、配列番号１９、配列番号３０、および配列番号３７からなる群
から選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１、
　　（ｂ）配列番号１４、配列番号２０、配列番号２５、配列番号３１、および配列番号
３８からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ２、
　　（ｃ）配列番号１５、配列番号２１、配列番号２６、配列番号３２、および配列番号
３９からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３
からなる群から選択される３つの相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣ
ＤＲ３）を含み、軽鎖可変ドメインが、
　　（ｄ）配列番号１６、配列番号２２、配列番号２７、配列番号３３、および配列番号
３４からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１、
　　（ｅ）配列番号１７、配列番号２３、配列番号２８、および配列番号３５からなる群
から選択されるアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２、ならびに
　　（ｆ）配列番号１８、配列番号２４、配列番号２９、および配列番号３４からなる群
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から選択されるアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３
からなる群から選択される３つのＣＤＲ（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）
を含む、単離抗体。
【請求項１８】
　（ａ）配列番号１３のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号１４のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号１５のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
１６のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号１７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号１８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｃ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２５のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２９のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｄ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３１のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｅ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
３３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号１７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号１８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｆ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
３４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号３５のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号３６のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｇ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３８のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｈ）配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号８、配列番号１０
および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含
み、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号９、および配列番号１１からなる群
から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む、
　（ｉ）配列番号１のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号２のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｊ）配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｋ）配列番号７のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｌ）配列番号１２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｍ）配列番号５のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号６のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｎ）配列番号８のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号９のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｏ）配列番号１０のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１１のアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
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　（ｐ）配列番号３、配列番号７および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを
含む、ならびに
　（ｑ）配列番号３、配列番号８、配列番号１０、および配列番号１２からなる群から選
択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４、配列番号９および配列番
号１１からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
請求項１７に記載の抗体。
【請求項１９】
　（ａ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３１のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｂ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３８のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｃ）配列番号３、配列番号７および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含む重鎖可変ドメインを含み、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイン
をさらに含む抗体、
　（ｄ）配列番号７のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含み、配列番号４のアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む抗体、ならびに
　（ｅ）配列番号１２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含み、配列番号４のアミ
ノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む抗体
からなる群から選択される、請求項１５に記載の抗体。
【請求項２０】
　約１５ｎｇ／ｍｌ～１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度の試料中のトファシチニブを検出
することができる、請求項１９（ａ）に記載の抗体。
【請求項２１】
　約５ｎｇ／ｍｌ～４０５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度の試料中のトファシチニブを検出する
ことができる、請求項１９（ｂ）に記載の抗体。
【請求項２２】
　請求項１９（ａ）に記載の抗体および請求項１９（ｂ）に記載の抗体を含み、約５ｎｇ
／ｍｌ～約１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度の試料中のトファシチニブを検出するために
使用することができる、請求項１１に記載のキット。
【請求項２３】
　請求項１８に記載の抗体をコードしている核酸。
【請求項２４】
　請求項２３に記載の核酸を含む宿主細胞。
【請求項２５】
　抗体が産生される条件下で請求項２４に記載の宿主細胞を培養するステップを含む、請
求項１８に記載の抗体を製造する方法。
【請求項２６】
　抗体を単離するステップをさらに含む、請求項２５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、２つの既知の代謝物よりもトファシチニブと選択的に結合する、トファシチ
ニブに特異的な抗体に関する。抗トファシチニブ抗体の選択性により、これらは免疫アッ
セイにおいて特に有用となる。本発明はさらに、トファシチニブに特異的な抗体が含まれ
る免疫アッセイまたはキットに関する。
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【背景技術】
【０００２】
　本発明は、たとえば薬物の血液レベルをモニタリングするためのアッセイ方法およびア
ッセイキットにおいて有用な、トファシチニブに特異的な抗体に関する。
【０００３】
　トファシチニブは、関節リウマチ（ＲＡ）、乾癬、炎症性腸疾患、および他の免疫学的
疾患の処置、ならびに臓器移植片拒絶の防止のための、開発中の強力な免疫抑制剤である
。トファシチニブは、リンパ球の生存、増殖、分化およびアポトーシスを支配するサイト
カインシグナル伝達において中心的役割を有するヤヌス活性化キナーゼ３（ＪＡＫ３）を
特異的に阻害する。
【０００４】
　特定の状況下では、ヒトにおいて腎臓、心臓、肺、骨髄、および肝臓などの臓器を移植
した際、身体が移植された組織を拒絶する場合がある。臓器移植片拒絶の１つの処置は、
トファシチニブなどの免疫抑制薬を用いた、調節された様式での免疫系の抑制を含む。免
疫抑制薬は、外来（すなわち非自己）組織の拒絶を防止するために、移植レシピエントに
注意深く投与する。免疫抑制薬を用いた処置の成功には、薬物濃度の測定、続いて、毒性
を最小限にする一方で有効性を最大限にする用量調節が必要である。したがって、トファ
シチニブで処置した患者におけるトファシチニブの血液レベルのモニタリングは、用量を
制御するために非常に望ましい。適切な用量は、副作用の過度な危険性を回避する一方で
、薬理学的活性に十分な最小薬物活性レベルを維持するであろう。したがって、医薬品と
してのトファシチニブの開発の一部として臨床場面において素早く容易に行うことができ
る、患者におけるトファシチニブレベルを測定するための、高感度かつ信頼性のあるアッ
セイの必要性が存在する。
【０００５】
　臨床場面におけるトファシチニブの使用、特に臓器移植片拒絶の防止における使用を支
援するために、治療的レベルが維持されていることを確実にするため、および用量の調節
を必要に応じて適時に導くために、多くの患者におけるトファシチニブの血漿レベルをモ
ニタリングすることが長年にわたって必要とされている。この取り組みは、しばしば治療
薬モニタリング（ＴＤＭ）と呼ばれる。ＴＤＭは、臨床医が免疫抑制薬の血液および血漿
レベルをそのそれぞれの治療的範囲内に維持することを助けるのに主要な役割を果たす。
狭い治療的範囲の外へと濃度が変動した場合は、有害な臨床転帰をもたらし得る。ＴＤＭ
は、薬物の濃度が高すぎず低すぎないことを確実にすることによって、それぞれ毒性また
は拒絶の危険性を低下させる。免疫抑制薬の治療的モニタリングは、一般に、特定の薬物
に適切なアッセイおよび生体液（すなわち、全血、血漿）のいくつかの選択肢に基づいて
いる。
【０００６】
　信頼性のある液体クロマトグラフィー質量分析（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）に基づくアッセイ
が、トファシチニブの治療的レベルをモニタリングするために利用可能である。残念なが
ら、全国および全世界のほとんどの臨床現場は、ＬＣ－ＭＳ／ＭＳアッセイを院内（ｉｎ
　ｈｏｕｓｅ）で日常的に行うように設定されていない。臨床現場は、典型的には、その
ＴＤＭ努力を効率的にするために比較的迅速、安価、かつ実行が容易なアッセイを好む。
したがって、患者の血液、血清、血漿、および／または他の生体液もしくは試料中のトフ
ァシチニブを検出するように構成されている免疫アッセイを有することは有利であろう。
さらに、抗トファシチニブ抗体の製造に使用するためのトファシチニブに基づく免疫原を
有することは有利であろう。
【０００７】
　さらに、トファシチニブと結合するが、トファシチニブの少なくとも１つの代謝物とは
実質的に結合しない、特異的抗トファシチニブ抗体が有利となるであろう。そのような抗
体は、とりわけ、トファシチニブを患者に投与する治療を受けている患者からの、臨床的
に意味のある濃度の試料中のトファシチニブを検出するために有用であろう。
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【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　トファシチニブを認識するモノクローナル抗体は以前に報告されていない。トファシチ
ニブは免疫原性でなく、それ自体が免疫抑制性であるため、トファシチニブに対するモノ
クローナル抗体の作製には特有の困難が存在する。さらに、トファシチニブの代謝物は文
献において十分に特徴づけられていないため、トファシチニブとその代謝物とを識別する
ことができるモノクローナル抗体を同定することは困難である。活性トファシチニブを検
出するがその不活性代謝物を検出しない、正確なアッセイの必要性が存在する。本発明は
その必要性を満たす。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　本発明は、新規な免疫原性トファシチニブコンジュゲート、および標識したトファシチ
ニブ競合相手を対象とする。また、本発明は、免疫原性トファシチニブコンジュゲートを
使用して生成したポリクローナルおよびモノクローナル抗体も対象とする。これらの抗体
、コンジュゲート、および競合相手は、とりわけ、試料中のトファシチニブを検出するた
めの免疫アッセイにおいて有用である。
【００１０】
　本発明には、免疫原性担体とカップリングさせたトファシチニブを含む免疫原性トファ
シチニブコンジュゲートであって、免疫原性担体が、キーホールリンペットヘモシアニン
およびウシ血清アルブミンからなる群から選択されるタンパク質であり、さらに、
　（ａ）免疫原性トファシチニブコンジュゲートが以下の構造を有する
【００１１】
【化１】

［式中、ＢＳＡはウシ血清アルブミンである］、または
　（ｂ）免疫原性トファシチニブコンジュゲートが以下の構造を有する
【００１２】
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【化２】

［式中、ＫＬＨはキーホールリンペットヘモシアニンである］、
免疫原性トファシチニブコンジュゲートが含まれる。
【００１３】
　本発明には、試料中のトファシチニブの濃度を評価する方法が含まれる。この方法は、
　（ａ）トファシチニブを含有すると推測される試料を提供するステップと、
　（ｂ）抗体とトファシチニブとの結合に適した条件下で試料または試料抽出物をトファ
シチニブに特異的な抗体と接触させて、アッセイ混合物を形成するステップと、
　（ｃ）抗体とトファシチニブとの結合を検出するステップと
を含む。
【００１４】
　本発明には、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物
２に対するよりもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する単離抗体が含まれる。
【００１５】

【化３】

【００１６】
　一態様では、単離抗体は、代謝物１または代謝物２に対する結合親和性の２５、３０、
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【００１７】
　別の態様では、抗体は、免疫原性担体とカップリングさせたトファシチニブを含む免疫
原性トファシチニブコンジュゲート化合物を使用して得られる。
【００１８】
　本発明には、試料中のトファシチニブの量を決定する方法が含まれる。この方法は、
　検出可能な標識とカップリングさせたトファシチニブを含む既知量の標識された競合相
手を提供するステップと、
　選択的抗トファシチニブ抗体を提供するステップと、
　試料、選択的抗トファシチニブ抗体、および標識された競合相手を合わせるステップで
あって、試料中のトファシチニブが、選択的抗トファシチニブ抗体との結合について標識
された競合相手と競合する、ステップと、
　標識の検出によって抗体と結合していない標識された競合相手の量を測定することによ
って、試料中のトファシチニブの量を決定するステップと
を含む。
【００１９】
　一態様では、選択的抗トファシチニブ抗体は、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１に対す
るよりもトファシチニブに対して、
【００２０】
【化４】

および／または式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２に対するよりもトファシチニブに対し
て高い結合親和性を有する。
【００２１】
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【化５】

【００２２】
　一態様では、抗体は、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニ
ブ代謝物２に対するよりもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する。
【００２３】
【化６】

【００２４】
　本発明には、試料中のトファシチニブの量を決定するためのキットが含まれる。
【００２５】
　キットは、検出可能な標識とカップリングさせたトファシチニブを含む標識された競合
相手と、少なくとも１つの選択的抗トファシチニブ抗体とを含み、標識された競合相手は
、抗トファシチニブ抗体との結合について試料中のトファシチニブと競合する。
【００２６】
　一態様では、選択的抗トファシチニブ抗体は、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１
【００２７】
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【化７】

および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２
【００２８】
【化８】

からなる群から選択される少なくとも１つのトファシチニブ代謝物に対するよりもトファ
シチニブに対して高い結合親和性を有する。
【００２９】
　別の態様では、抗体は、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチ
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ニブ代謝物２に対するよりもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する。
【００３０】
【化９】

【００３１】
　別の態様では、キットは、約５ｎｇ／ｍｌ～約１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度の試料
中のトファシチニブを検出するために使用することができ、
　（ａ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３１のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、および／または
　（ｂ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３８のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体
を含む。
【００３２】
　本発明には、試料中のトファシチニブの濃度を決定するための競合的免疫アッセイキッ
トが含まれる。競合的免疫アッセイは、少なくとも１つの選択的抗トファシチニブ抗体と
、検出可能な標識とコンジュゲートさせたトファシチニブ化合物とを含み、コンジュゲー
トさせたトファシチニブ化合物は、試料中のトファシチニブと競合して抗体と結合し、試
料中のトファシチニブが治療薬モニタリング濃度で存在する場合に、標識は試料中のトフ
ァシチニブの濃度の指標となるシグナルを提供する。
【００３３】
　一態様では、抗体は、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニ
ブ代謝物２に対するよりもトファシチニブに対して高い結合親和性を有する。
【００３４】
【化１０】

【００３５】
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　本発明には、トファシチニブと結合するが、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式
ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２からなる群から選択される少なくとも１つのトファシチ
ニブ代謝物とは実質的に結合しない単離抗体が含まれる。
【００３６】
【化１１】

【００３７】
　一態様では、単離抗体は、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシ
チニブ代謝物２の両方とは実質的に結合しない。
【００３８】
【化１２】

【００３９】
　別の態様では、抗体は、試料中のトファシチニブを検出することができるが、試料中の
トファシチニブ代謝物を実質的に検出せず、トファシチニブの量は、約５ｎｇ／ｍＬ～１
２１５ｎｇ／ｍＬ、約５ｎｇ／ｍＬ～４０５ｎｇ／ｍＬ、または約１５ｎｇ／ｍＬ～１２
１５ｎｇ／ｍＬの範囲である。
【００４０】
　本発明には、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物
２からなる群から選択される少なくとも１つのトファシチニブ代謝物に対するよりもトフ
ァシチニブに対して高い結合親和性を有する単離抗体が含まれる。抗体は重鎖可変ドメイ
ンおよび軽鎖可変ドメインを含み、重鎖可変ドメインは、
　（ａ）配列番号１３、配列番号１９、配列番号３０、および配列番号３７からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１、
　（ｂ）配列番号１４、配列番号２０、配列番号２５、配列番号３１、および配列番号３
８からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ２、
　（ｃ）配列番号１５、配列番号２１、配列番号２６、配列番号３２、および配列番号３
９からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３
からなる群から選択される３つの相補性決定領域（ＨＣＤＲ１、ＨＣＤＲ２、およびＨＣ
ＤＲ３）を含み、軽鎖可変ドメインは、
　（ｄ）配列番号１６、配列番号２２、配列番号２７、配列番号３３、および配列番号３
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４からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１、
　（ｅ）配列番号１７、配列番号２３、配列番号２８、および配列番号３５からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２、ならびに
　（ｆ）配列番号１８、配列番号２４、配列番号２９、および配列番号３４からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３
からなる群から選択される３つのＣＤＲ（ＬＣＤＲ１、ＬＣＤＲ２、およびＬＣＤＲ３）
を含む。
【００４１】
　一態様では、抗体は、
　（ａ）配列番号１３のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号１４のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号１５のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
１６のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号１７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号１８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｃ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２５のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２９のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｄ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３１のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｅ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
３３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号１７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号１８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｆ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
３４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号３５のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号３６のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｇ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３８のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む、
　（ｈ）配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号８、配列番号１０
および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含
み、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号９、および配列番号１１からなる群
から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む、
　（ｉ）配列番号１のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号２のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｊ）配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｋ）配列番号７のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｌ）配列番号１２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｍ）配列番号５のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号６のアミノ酸配
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列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｎ）配列番号８のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号９のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｏ）配列番号１０のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１１のアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｐ）配列番号３、配列番号７および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを
含む、ならびに
　（ｑ）配列番号３、配列番号８、配列番号１０、および配列番号１２からなる群から選
択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４、配列番号９および配列番
号１１からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む。
【００４２】
　別の態様では、抗体は、
　（ａ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３１のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｂ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３８のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｃ）配列番号３、配列番号７および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含む重鎖可変ドメインを含み、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメイン
をさらに含む抗体、
　（ｄ）配列番号７のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含み、配列番号４のアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む抗体、ならびに
　（ｅ）配列番号１２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含み、配列番号４のアミ
ノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む抗体
からなる群から選択される。
【００４３】
　一態様では、抗体は、約１５ｎｇ／ｍｌ～１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度の試料中の
トファシチニブを検出することができる。
【００４４】
　別の態様では、抗体は、約５ｎｇ／ｍｌ～４０５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度の試料中のト
ファシチニブを検出することができる。
【００４５】
　さらに別の態様では、本発明には、
　（ａ）配列番号１３のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号１４のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号１５のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
１６のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号１７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号１８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｂ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｃ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２５のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２６のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２９のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｄ）配列番号３０のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３１のアミノ酸配列
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を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３２のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｅ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
３３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号１７のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号１８のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｆ）配列番号１９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号２０のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号２１のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
３４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号３５のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号３６のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｇ）配列番号３７のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ１と、配列番号３８のアミノ酸配列
を含むＨＣＤＲ２と、配列番号３９のアミノ酸配列を含むＨＣＤＲ３とを含み、配列番号
２２のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ１と、配列番号２３のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ２
と、配列番号２４のアミノ酸配列を含むＬＣＤＲ３とをさらに含む抗体、
　（ｈ）配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号８、配列番号１０
および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含
み、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号９、および配列番号１１からなる群
から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む抗体、
　（ｉ）配列番号１のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号２のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体、
　（ｊ）配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体、
　（ｋ）配列番号７のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体、
　（ｌ）配列番号１２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体、
　（ｍ）配列番号５のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号６のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体、
　（ｎ）配列番号８のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号９のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体、
　（ｏ）配列番号１０のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１１のアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体、
　（ｐ）配列番号３、配列番号７および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを
含む抗体、ならびに
　（ｑ）配列番号３、配列番号８、配列番号１０、および配列番号１２からなる群から選
択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４、配列番号９および配列番
号１１からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む抗体
をコードしている核酸が含まれる。
【００４６】
　一態様では、本発明には、核酸を含む宿主細胞が含まれる。
【００４７】
　別の態様では、本発明には、抗体を製造する方法が含まれる。この方法は、抗体が産生
される条件下で宿主細胞を培養するステップを含む。さらなる一態様では、この方法は抗
体を単離するステップを含む。
【００４８】
　開示した主題は、本明細書の末尾の特許請求の範囲中で具体的に指摘され、明確に特許
請求されている。開示した実施形態の前述および他の目的、特長、および利点は、添付の
図面と併せた以下の詳細な説明から明らかである。
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【図面の簡単な説明】
【００４９】
【図１】固相ＥＬＩＳＡによって決定した、血清抗体と実施例２のトファシチニブ－ＢＳ
Ａのコンジュゲートとの結合を示すグラフである。
【図２】ＥＬＩＳＡによって決定した、選択された抗トファシチニブ抗体とビオチン化さ
れたトファシチニブとの結合を示すグラフである。
【図３】ＥＬＩＳＡによって決定した、選択された抗トファシチニブ抗体の代謝物１に対
する交差反応性を示すグラフである。
【図４】ＥＬＩＳＡによって決定した、本発明の選択されたモノクローナル抗体の最適希
釈範囲を示すグラフである。
【図５】ＥＬＩＳＡによって決定した、本発明の選択されたモノクローナル抗体の最適希
釈範囲を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【００５０】
　本発明は、免疫原性担体とカップリングさせたトファシチニブを含む新規な免疫原性ト
ファシチニブコンジュゲート、および標識したトファシチニブ競合相手を提供する。また
、本発明は、免疫原性トファシチニブコンジュゲートを使用して生成したポリクローナル
およびモノクローナル抗体も対象とする。
【００５１】
　また、本発明は、トファシチニブに特異的なポリクローナルおよびモノクローナル抗体
も提供する。一部の実施形態では、本発明の抗体は、免疫原性担体と連結させたトファシ
チニブを含む新規な免疫原性トファシチニブコンジュゲートを用いた接種に応答して産生
される。
【００５２】
　これらの抗体、コンジュゲート、および競合相手は、生体液中のトファシチニブを検出
するための免疫アッセイにおいて有用である。これらの抗体、コンジュゲートおよび競合
相手を含むアッセイキットは、臨床場面における使用に十分に適しており、以前に可能で
あったよりもはるかに正確かつ再現性のある結果を提供する。また、抗体はトファシチニ
ブの精製および単離においても有用である。
【００５３】
　本明細書中で言及する用語「抗体」には、全抗体および任意の抗原結合断片（すなわち
「抗原結合部分」）またはその単鎖が含まれる。「抗体」とは、ジスルフィド結合によっ
て互いに接続された少なくとも２本の重（Ｈ）鎖および２本の軽（Ｌ）鎖を含む糖タンパ
ク質、またはその抗原結合部分をいう。また、「抗体」とは、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、
ＩｇＧ、ＩｇＭ抗体サブタイプもいう。それぞれの重鎖は重鎖可変領域（本明細書中でＶ

Ｈと略記）および重鎖定常領域（ＣＨ）からなる。重鎖定常領域は、典型的には３つのド
メイン、すなわちＣＨ１、ＣＨ２およびＣＨ３からなる。それぞれの軽鎖は軽鎖可変領域
（本明細書中でＶＬと略記）および軽鎖定常領域からなる。軽鎖定常領域は１つのドメイ
ン、すなわちＣＬからなる。ＶＨおよびＶＬ領域は、フレームワーク領域（ＦＲ）と呼ば
れるより保存的な領域が散在する、相補性決定領域（ＣＤＲ）と呼ばれる超可変性の領域
へとさらに再分類することができる。それぞれのＶＨおよびＶＬは、アミノ末端からカル
ボキシ末端まで以下の順序で配置された３つのＣＤＲおよび４つのＦＲから構成される：
ＦＲ１、ＣＤＲ１、ＦＲ２、ＣＤＲ２、ＦＲ３、ＣＤＲ３、ＦＲ４。重鎖および軽鎖の可
変領域は、抗原と相互作用する結合ドメインを含有する。抗体の定常領域は、免疫グロブ
リンと宿主の組織または因子との結合を媒介し得る。
【００５４】
　可変ドメインの「ＣＤＲ」とは、Ｋａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ、ＫａｂａｔおよびＣｈ
ｏｔｈｉａの両方の集積、ＡｂＭ、接触、および／もしくはコンホメーション定義、また
は当技術分野で周知の任意のＣＤＲ決定方法の定義に従って同定される、可変領域内のア
ミノ酸残基である。抗体のＣＤＲは、Ｋａｂａｔらによって最初に定義された超可変領域
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として同定され得る。たとえば、Ｋａｂａｔら、１９９２、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　
Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｐ
ｕｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ、ＮＩＨ、ワシントンＤ．Ｃ．を参照された
い。また、ＣＤＲの位置は、Ｃｈｏｔｈｉａらによって最初に説明された構造的ループ構
造としても同定され得る。たとえばＣｈｏｔｈｉａら、１９８９、Ｎａｔｕｒｅ、３４２
：８７７～８８３を参照されたい。ＣＤＲ同定のための他の手法には、「ＩＭＧＴ定義」
（Ｌｅｆｒａｎｃ，Ｍ．－Ｐ．ら、１９９９、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、
２７：２０９～２１２）、および、ＫａｂａｔとＣｈｏｔｈｉａとの間の歩み寄りであり
、Ｏｘｆｏｒｄ　ＭｏｌｅｃｕｌａｒのＡｂＭ抗体モデリングソフトウェア（現在はＡｃ
ｃｅｌｒｙｓ（登録商標））を使用して誘導される「ＡｂＭ定義」、または、ＭａｃＣａ
ｌｌｕｍら、１９９６、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２６２：７３２～７４５に記載の、観
察された抗原接触に基づくＣＤＲの「接触定義」が含まれる。本明細書中でＣＤＲの「コ
ンホメーション定義」と呼ぶ別の手法では、ＣＤＲの位置は、抗原結合に対してエンタル
ピー的寄与を行う残基として同定され得る。たとえばＭａｋａｂｅら、２００８、Ｊ．Ｂ
ｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．、２８３：１１５６～１１６６を参照されたい。さらに他のＣＤＲ境
界定義は、上記手法のうちの１つに厳密に従わない場合があるが、それにもかかわらず、
Ｋａｂａｔ　ＣＤＲの少なくとも一部分と重複する。ただし、これらは、特定の残基や残
基の群、またはＣＤＲ全体さえもが、抗原結合に顕著な影響を与えないという予測または
実験的発見に鑑みて、短縮または伸長されている場合がある。本明細書中で使用するＣＤ
Ｒとは、手法の組合せを含めた、当技術分野で知られている任意の手法によって定義され
たＣＤＲを言及し得る。本明細書中で使用する方法は、これらの手法のうちの任意のもの
に従って定義されたＣＤＲを利用し得る。複数のＣＤＲを含有する任意の所定の実施形態
において、ＣＤＲは、Ｋａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ、伸長、ＡｂＭ、接触、および／また
はコンホメーション定義のうちの任意のものに従って定義され得る。
【００５５】
　本明細書中で使用する用語、抗体の「抗原結合部分」もしくは「抗原結合断片」（また
は単純に「抗体部分」）とは、抗原（たとえばトファシチニブ）と特異的に結合する能力
を保持する抗体の１つまたは複数の断片をいう。抗体の抗原結合機能を、完全長抗体の断
片によって行うことができることが示されている。用語、抗体の「抗原結合部分」によっ
て包含される結合断片の例には、（ｉ）ＶＬ、ＶＨ、ＣＬおよびＣＨ１ドメインからなる
一価断片であるＦａｂ断片、（ｉｉ）ヒンジ領域でジスルフィド橋によって連結された２
つのＦａｂ断片を含む二価断片であるＦ（ａｂ’）２断片、（ｉｉｉ）ＶＨおよびＣＨ１

ドメインからなるＦｄ断片、（ｉｖ）抗体の単一アームのＶＬおよびＶＨドメインからな
るＦｖ断片、（ｖ）１つのＶＨドメインからなるｄＡｂ断片（Ｗａｒｄら、１９８９、Ｎ
ａｔｕｒｅ、３４１：５４４～５４６）、ならびに（ｖｉ）単離した相補性決定領域が含
まれる。さらに、Ｆｖ断片の２つのドメインであるＶＬおよびＶＨは別々の遺伝子によっ
てコードされているが、これらは、組換え方法を使用して、ＶＬおよびＶＨ領域が対合し
て一価分子を形成する単一のタンパク質鎖（単鎖Ｆｖ（ｓｃＦｖ）として知られ、たとえ
ば、Ｂｉｒｄら、１９８８、Ｓｃｉｅｎｃｅ、２４２：４２３～４２６およびＨｕｓｔｏ
ｎら、１９８８、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ、８５：５８７９～５
８８３を参照）としてこれらを作製することを可能にする合成リンカーによって、接続す
ることができる。また、そのような単鎖抗体も用語、抗体の「抗原結合部分」内に包含さ
れることを意図する。これらの抗体断片は当技術分野の技術者に知られている慣用技術を
使用して得られ、断片は、インタクトな抗体と同じ様式で有用性についてスクリーニング
する。
【００５６】
　本明細書中で使用する「単離抗体」とは、異なる抗原特異性を有する他の抗体を実質的
に含まない抗体をいうことを意図する（たとえば、トファシチニブと特異的に結合する単
離抗体は、トファシチニブ以外の抗原と特異的に結合する抗体を実質的に含まない）。さ
らに、単離抗体は、他の細胞物質および／または化学物質を実質的に含まない場合がある
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。
【００５７】
　本明細書中で使用する用語「モノクローナル抗体」または「モノクローナル抗体組成物
」とは、単一分子組成の抗体分子の調製物をいう。モノクローナル抗体組成物は、特定の
エピトープに対して単一の結合特異性および親和性を示す。
【００５８】
　本明細書中で使用する用語「組換え抗体」には、（ａ）抗体を発現するように形質転換
させた宿主細胞から単離した抗体、（ｂ）組換えのコンビナトリアル抗体ライブラリから
単離した抗体、および（ｃ）免疫グロブリン遺伝子配列から他のＤＮＡ配列へのスプライ
シングを含む任意の他の手段によって調製、発現、作出、または単離した抗体などの、組
換え手段によって調製、発現、作出、または単離されたすべての抗体が含まれる。そのよ
うな組換え抗体は、フレームワークおよびＣＤＲ領域がマウス生殖系列免疫グロブリン配
列に由来する可変領域を含む。しかし、特定の実施形態では、そのような組換えマウス抗
体をｉｎ　ｖｉｔｒｏ突然変異誘発（または、ヒトＩｇ配列にトランスジェニックな動物
を使用する場合はｉｎ　ｖｉｖｏ体性突然変異誘発）に供することができ、したがって、
組換え抗体のＶＨおよびＶＬ領域のアミノ酸配列は、マウス生殖系列ＶＨおよびＶＬ配列
に由来し、それに関連する配列である一方で、ｉｎ　ｖｉｖｏでマウス抗体生殖系列レパ
ートリー内に天然で存在し得ない配列である。
【００５９】
　本明細書中で使用する「アイソタイプ」とは、重鎖定常領域遺伝子によってコードされ
ている抗体クラス（たとえばＩｇＭまたはＩｇＧ）をいう。
【００６０】
　語句「抗原を認識する抗体」および「抗原に特異的な抗体」は、本明細書中で用語「抗
原と特異的に結合する抗体」と互換性があるように使用される。
【００６１】
　用語「抗体誘導体」とは、抗体の任意の改変体、たとえば抗体と別の薬剤または抗体と
のコンジュゲートをいう。
【００６２】
　用語「ヒト化抗体」とは、マウスなどの非ヒト種の生殖系列に由来するＣＤＲ配列がヒ
トフレームワーク配列上に移植された抗体をいうことを意図する。フレームワーク領域の
さらなる改変がヒトフレームワーク配列内に行われていてもよい。
【００６３】
　用語「キメラ抗体」とは、可変領域配列が１つの種に由来し、定常領域配列が別の種に
由来する抗体、たとえば、可変領域配列がマウス抗体に由来し、定常領域配列がヒト抗体
に由来する抗体をいうことを意図する。また、キメラ抗体には、ＶドメインおよびＣドメ
インが、どちらも同じ種由来であっても２つの異なる供給源にそれぞれ由来する抗体も含
まれることができる。
【００６４】
　本明細書中で使用する、「トファシチニブと特異的に結合する」抗体または「選択的ト
ファシチニブ抗体」とは、トファシチニブと結合するが、トファシチニブの代謝物とは実
質的に結合しない抗体をいう。抗体は、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１および／もしく
は式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２と検出可能に結合しない、またはそのような代謝物
とはるかに低い程度でしか結合しない場合に、トファシチニブと特異的に結合する。たと
えば、代謝物は、たとえば競合的結合アッセイによって測定して、抗体との結合について
トファシチニブと実質的に競合しない。選択的トファシチニブ抗体は、式ＩＩの代謝物１
または式ＩＩＩの代謝物２に対するその親和性よりも５、１０、１５、２５、３０、４０
、または５０倍高い親和性でトファシチニブと結合する。
【００６５】
　本明細書中で使用する用語「対象」には任意のヒトまたは非ヒト動物が含まれる。用語
「非ヒト動物」には、すべての脊椎動物、たとえば哺乳動物および非哺乳動物、たとえば
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、非ヒト霊長類、ヒツジ、イヌ、ネコ、ウマ、ウシ、ニワトリ、両生類、爬虫類などが含
まれる。
【００６６】
　本発明の様々な態様は、以下のサブセクション中にさらに詳述されている。
【００６７】
　抗体の「可変領域」とは、単独または組み合わせたいずれかの、抗体軽鎖の可変領域ま
たは抗体重鎖の可変領域をいう。当技術分野で知られているように、重鎖および軽鎖の可
変領域は、超可変領域としても知られる３つの相補性決定領域（ＣＤＲ）によって接続さ
れた４つのフレームワーク領域（ＦＲ）からそれぞれなり、抗体の抗原結合部位の形成に
寄与する。対象可変領域の変異体、特にＣＤＲ領域外（すなわちフレームワーク領域内）
のアミノ酸残基の置換を用いたものが望まれる場合は、適切なアミノ酸置換、好ましくは
、保存的アミノ酸置換は、対象可変領域を、対象可変領域と同じカノニカルクラスのＣＤ
Ｒ１およびＣＤＲ２の配列を含有する他の抗体の可変領域と比較することによって同定す
ることができる（ＣｈｏｔｈｉａおよびＬｅｓｋ、Ｊ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ、１９６（４）
：９０１～９１７、１９８７）。対象ＣＤＲに隣接するＦＲを選択する際、たとえば抗体
をヒト化または最適化する際は、同じカノニカルクラスのＣＤＲ１およびＣＤＲ２の配列
を含有する抗体からのＦＲが好ましい。
【００６８】
　可変ドメインの「ＣＤＲ」とは、Ｋａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈｉａ、ＫａｂａｔおよびＣｈ
ｏｔｈｉａの両方の集積、ＡｂＭ、接触、および／もしくはコンホメーション定義、また
は当技術分野で周知の任意のＣＤＲ決定方法の定義に従って同定される、可変領域内のア
ミノ酸残基である。抗体のＣＤＲは、Ｋａｂａｔらによって最初に定義された超可変領域
として同定され得る。たとえばＫａｂａｔら、１９９２、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐ
ｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｐｕ
ｂｌｉｃ　Ｈｅａｌｔｈ　Ｓｅｒｖｉｃｅ、ＮＩＨ、ワシントンＤ．Ｃ．を参照されたい
。また、ＣＤＲの位置は、Ｃｈｏｔｈｉａらによって最初に説明された構造的ループ構造
としても同定され得る。たとえばＣｈｏｔｈｉａら、１９８９、Ｎａｔｕｒｅ、３４２：
８７７～８８３を参照されたい。ＣＤＲ同定のための他の手法には、「ＩＭＧＴ定義」（
Ｌｅｆｒａｎｃ，Ｍ．－Ｐ．ら、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．、２７、２０９
～２１２（１９９９））、および、ＫａｂａｔとＣｈｏｔｈｉａとの間の歩み寄りであり
、Ｏｘｆｏｒｄ　ＭｏｌｅｃｕｌａｒのＡｂＭ抗体モデリングソフトウェア（現在はＡｃ
ｃｅｌｒｙｓ（登録商標））を使用して誘導される「ＡｂＭ定義」、または、ＭａｃＣａ
ｌｌｕｍら、１９９６、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、２６２：７３２～７４５に記載の、観
察された抗原接触に基づくＣＤＲの「接触定義」が含まれる。本明細書中でＣＤＲの「コ
ンホメーション定義」と呼ぶ別の手法では、ＣＤＲの位置は、抗原結合に対してエンタル
ピー的寄与を行う残基として同定され得る。たとえばＭａｋａｂｅら、２００８、Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、２８３：１１５６～１１
６６を参照されたい。さらに他のＣＤＲ境界定義は、上記手法のうちの１つに厳密に従わ
ない場合があるが、それにもかかわらず、Ｋａｂａｔ　ＣＤＲの少なくとも一部分と重複
する。ただし、これらは、特定の残基や残基の群、またはＣＤＲ全体さえもが、抗原結合
に顕著な影響を与えないという予測または実験的発見に鑑みて、短縮または伸長されてい
る場合がある。本明細書中で使用するＣＤＲとは、手法の組合せを含めた、当技術分野で
知られている任意の手法によって定義されたＣＤＲを言及し得る。本明細書中で使用する
方法は、これらの手法のうちの任意のものに従って定義されたＣＤＲを利用し得る。複数
のＣＤＲを含有する任意の所定の実施形態において、ＣＤＲは、Ｋａｂａｔ、Ｃｈｏｔｈ
ｉａ、伸長、ＡｂＭ、接触、および／またはコンホメーション定義のうちの任意のものに
従って定義され得る。
【００６９】
　用語「モノクローナル抗体」（Ｍａｂ）とは、単一のコピー、または、たとえば任意の
真核、原核、もしくはファージクローンを含めたクローンに由来する抗体をいい、それを
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製造する方法ではない。好ましくは、本発明のモノクローナル抗体は、均一または実質的
に均一の集団で存在する。
【００７０】
　本発明の抗体は、当技術分野で周知の技法、たとえば、組換え技術、ファージディスプ
レイ技術、合成技術、もしくはそのような技術の組合せ、または当技術分野で容易に知ら
れている他の技術を使用して製造することができる（たとえば、Ｊａｙａｓｅｎａ，Ｓ．
Ｄ．、１９９９、Ｃｌｉｎ．Ｃｈｅｍ．、４５：１６２８～１６５０およびＦｅｌｌｏｕ
ｓｅら、２００７、Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．、３７３（４）：９２４～９４０を参照）。
【００７１】
　本明細書中で使用する用語「特異的結合」、「選択的結合」、「選択的に結合する」、
または「特異的に結合する」とは、非標的化合物に対するよりも高い親和性で標的化合物
またはエピトープと結合する能力をいう。例示的な一例では、トファシチニブと特異的に
結合する抗体は、トファシチニブの代謝物、たとえば式ＩＩの代謝物１および式ＩＩＩの
代謝物２に対するよりもトファシチニブに対して高い親和性を有する。一部の実施形態で
は、「特異的に結合する」または「選択的に結合する」とは、非標的に対する親和性より
も少なくとも５、１０、１５、２０、２５、３０、５０、１００、５００、１０００倍ま
たはそれ以上高い親和性で標的化合物と結合することをいう。
【００７２】
　用語「エピトープ」とは、抗体の抗原結合領域のうちの１つまたは複数で、抗体によっ
て認識および結合されることができる分子の部分をいう。エピトープはしばしばアミノ酸
または糖側鎖などの化学活性のある表面の分子基からなり、特定の三次元の構造的特徴お
よび特定の荷電特徴を有する。本明細書中で使用する用語「抗原エピトープ」とは、当技
術分野で周知の任意の方法、たとえば慣用の免疫アッセイによって決定して、抗体が特異
的に結合することができるポリペプチドの一部分として定義される。「非線形エピトープ
」または「コンホメーションエピトープ」は、エピトープに特異的な抗体が結合する抗原
性タンパク質内の非連続的なポリペプチド（またはアミノ酸）を含む。
【００７３】
　本明細書中で使用する用語「免疫原」および「免疫原性」とは、生物において免疫応答
を発生または生成させることができる物質をいうことを意味する。免疫原は抗原であるこ
ともできる。通常、免疫原は比較的高い分子量を有しており（たとえば１０，０００より
高い）、したがって、タンパク質、リポタンパク質、多糖、一部の核酸、およびタイコ酸
のうちの特定のものなどの、様々な巨大分子が免疫原であることができる。
【００７４】
　「ハプテン」とは部分的または不完全な抗原である。これらは通常、一般に抗体形成を
刺激することはできないが、抗体と反応することはできる、ほとんどが低分子量の無タン
パク質の物質である。ハプテンに対する抗体は、ハプテンを高分子量の抗原性担体（たと
えば免疫原）とカップリングさせ、その後、このカップリングさせた生成物、すなわち免
疫原性コンジュゲートをヒトまたは動物対象内に注射することによって生成され得る。た
とえば、トファシチニブはハプテンである。
【００７５】
　本明細書中で使用する用語としての「担体」または「免疫原性担体」とは、ハプテンと
接続することができ、それによって、ハプテンが免疫応答を誘導することを可能にし、抗
原（ハプテン）と特異的に結合することができる抗体の産生を誘発する、免疫原性物質、
一般的にはタンパク質である。担体物質には、外来として認識され、したがって宿主から
免疫応答を誘発させる、タンパク質、糖タンパク質、複合多糖、粒子、および核酸が含ま
れる。様々なタンパク質をポリペプチド免疫原性担体として用い得る。これらのタンパク
質には、アルブミンおよび血清タンパク質、たとえば、グロブリン、眼球レンズタンパク
質、リポタンパク質などが含まれる。例示的なタンパク質には、ウシ血清アルブミン（Ｂ
ＳＡ）、キーホールリンペットヘモシアニン（ＫＬＨ）、卵白アルブミン、ウシガンマ－
グロブリン（ＢＧＧ）などが含まれる。あるいは、合成ポリペプチドを使用し得る。また
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、免疫原性担体は、たとえば、デンプン、グリコーゲン、セルロース、アラビアコムなど
の炭水化物ゴム、寒天などの多糖であることもできる。また、多糖は、ポリペプチド残基
および／または脂質残基を含有することもできる。また、免疫原性担体は、ポリヌクレオ
チド単独、または上述のポリペプチドもしくは多糖のうちの１つとコンジュゲートしたポ
リヌクレオチドであることもできる。
【００７６】
　本明細書中で使用する用語「免疫原性」とは、免疫応答を誘導する分子の能力をいうこ
とを意味し、注射した分子の固有の化学構造および宿主動物の免疫系が化合物を認識する
かどうかの両方によって決定し得る。抗原の構造中の小さな変化は化合物の免疫原性を大
きく変えることができ、特によく保存された抗原に対する抗体を産生させる確率を上昇さ
せるための一般手順として大規模に使用されている。たとえば、これらの改変技法は、よ
り良好なＴ細胞結合部位を提供するため、またはＢ細胞結合のために新しいエピトープを
曝露させるために、免疫原の領域を変更する。
【００７７】
　本明細書中で使用する用語「標識」とは、検出可能なシグナルを生じる、または生じる
ように誘導することができる任意の分子をいう。標識を分析物、免疫原、および／または
抗体とコンジュゲートさせることができる。標識の非限定的な例には、放射性同位元素、
酵素、酵素断片、酵素基質、酵素阻害剤、補酵素、触媒、蛍光体、色素、化学発光剤、発
光剤、増感剤、非磁気または磁気粒子、固体支持体、リポソーム、リガンド、受容体、お
よびハプテン放射性同位元素が含まれる。
【００７８】
　特異的抗体または標識された競合相手に関して、用語「標識した」には、検出可能な物
質を抗体または標識された競合相手とカップリング（すなわち物理的に連結）させること
による直接標識、および、直接標識された別の試薬とカップリングさせることによる、抗
体または標識された競合相手の間接標識が含まれる。間接標識の一例には、蛍光標識した
二次抗体を使用した一次抗体の検出が含まれる。本発明の抗原を検出するためのｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏ技法には、酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）、ウエスタンブロット、免
疫沈降、および免疫蛍光が含まれる。
【００７９】
　また、本明細書中に記載の抗体、標識された競合相手、および潜在的な治療化合物は、
様々な検出系を用いたいくつかの他の均一および不均一免疫アッセイのうちの任意のもの
と共に使用するためにも適している。
【００８０】
　本明細書中で使用する用語「抗原性化合物」とは、免疫応答を生じさせるために使用す
る化合物をいう。例として、抗原性化合物は、免疫原性担体と連結させたハプテン、たと
えばトファシチニブである。抗原性化合物を使用して所望の抗体を生成させる。
【００８１】
　本明細書中で使用する用語「標識された競合相手」とは、検出可能な標識またはトレー
サーと連結されている、トファシチニブに対して特異性を有する抗体との特異的結合が可
能な分子である。例として、分子はトファシチニブまたはその誘導体もしくは分析物であ
る。
【００８２】
　用語「生体試料」には、それだけには限定されないが、生きた対象または以前は生きて
いた対象から単離したまたはそれに由来する、任意の量の物質が含まれる。この用語は、
対象から単離した組織、細胞、および生体液、ならびに対象内に存在する組織、細胞、お
よび体液が含まれることを意図する。対象には、それだけには限定されないが、ニワトリ
、ヒト、マウス、サル、ラット、ウサギ、ウマ、ラクダ、および他の動物が含まれる。そ
のような物質には、それだけには限定されないが、血液、血漿、血清、精液、尿、涙、唾
液、細胞、臓器、組織、骨、骨髄、リンパ、リンパ節、滑膜組織または滑液、軟骨細胞、
滑膜マクロファージ、内皮細胞、および皮膚が含まれる。
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　一態様では、本開示は、トファシチニブのレベルを測定するためのトファシチニブに特
異的な抗体の作製のための免疫原性分子として有用な、トファシチニブの誘導体を提供す
る。
【００８４】
　別の態様では、本開示は、試料中のトファシチニブを選択的に検出するための方法およ
びキットを提供する。
【００８５】
　トファシチニブ（式Ｉ）は、経口利用が可能な、関節リウマチ（ＲＡ）および炎症性腸
疾患、強直性脊椎炎、乾癬、乾癬性関節炎などの他の自己免疫障害の処置、ならびに移植
片拒絶の防止に関して開発中である、ＪＡＫ３の強力な選択的阻害剤である。
【００８６】
【化１３】

【００８７】
　トファシチニブは、少なくとも２つの既知の代謝物、すなわち「代謝物Ｉ」（式ＩＩ）
および「代謝物ＩＩ」（式ＩＩＩ）を有する。
【００８８】
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【化１４】

【００８９】
　トファシチニブなどの低分子を検出するための免疫アッセイの実行は困難な場合がある
。一部の事例では、低分子は抗原性を欠き、それらに対する抗体を作製することが困難と
なる。トファシチニブは非常に強力な免疫抑制性特性を有するため、この課題はトファシ
チニブでは度合が高められている。低分子の免疫原性を増加させるために、それだけには
限定されないが、ウシ血清アルブミン、卵白アルブミン、キーホールリンペットヘモシア
ニンなどを含めた、より大きな免疫原性化合物を、薬物とカップリングさせることができ
る。試料中の薬物の検出は、一般に、抗体、トファシチニブ、またはトファシチニブ類似
体とコンジュゲートさせた、検出可能な標識の使用を必要とする。
【００９０】
　本発明以前では、免疫原性担体とコンジュゲートさせることによってトファシチニブを
より免疫原性にできることは予想されていなかった。したがって、驚くべきことに、一態
様では、本開示は、免疫原性担体とカップリングさせたトファシチニブを含む免疫原性ト
ファシチニブコンジュゲートを提供し、免疫原性担体は、免疫化した動物によって外来と
して認識され、その結果免疫応答をもたらす、タンパク質、糖タンパク質、複合多糖、ま
たは核酸である。例示的な一例では、免疫原性担体はキーホールリンペットヘモシアニン
（ＫＬＨ）およびウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）からなる群から選択されるタンパク質で
ある。
【００９１】
　一実施形態では、本開示は、以下の構造を有する式Ｖの免疫原性トファシチニブコンジ
ュゲートを提供する：
【００９２】
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【化１５】

［式中、ＢＳＡはウシ血清アルブミンである］。
【００９３】
　別の実施形態では、本開示は、以下の構造を有する式ＶＩの免疫原性トファシチニブコ
ンジュゲートを提供する：
【００９４】
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【化１６】

［式中、ＫＬＨはキーホールリンペットヘモシアニンである］。
【００９５】
　本発明の免疫原性トファシチニブコンジュゲートを使用して、既知の抗体製造およびス
クリーニング手順を使用して抗体を誘発させることができる。免疫原性トファシチニブコ
ンジュゲートを適切な動物宿主内に注射して、抗体の産生を刺激することができる。その
ようにして産生された抗体は、トファシチニブを検出するために構成された免疫アッセイ
において直接使用するために収集することができる。一部の事例では、トファシチニブに
特異的であり、トファシチニブ代謝物よりもトファシチニブと選択的に結合するモノクロ
ーナル抗体を有することが望ましい。一部の実施形態では、抗体は、代謝物１または代謝
物２に対する結合親和性の約２５、３０、４０、または５０倍である、トファシチニブに
対する結合親和性を有する。一部の実施形態では、抗体は、トファシチニブに対する結合
親和性の約５％、４％、３％、２％、１％、または０．５％未満である親和性で、代謝物
１または代謝物２と結合する。
【００９６】
選択的抗トファシチニブ抗体
　本発明の抗体は、トファシチニブ（式Ｉ）と特異的に結合するが、既知のトファシチニ
ブ代謝物である「式ＩＩの代謝物１」および「式ＩＩＩの代謝物２」の一方または両方と
は実質的に結合しないこと、ならびにこれらの抗トファシチニブ抗体を作製および使用す
る方法によって特徴づけられている。選択的トファシチニブ抗体は、式ＩＩの代謝物１ま
たは式ＩＩＩの代謝物２に対するその親和性よりも５、１０、１５、２５、３０、４０、
または５０倍高い親和性でトファシチニブと結合する。
【００９７】
　トファシチニブおよびその代謝物に対する抗体の結合能力を評価するための標準のアッ
セイは当技術分野で知られており、たとえば、ＥＬＩＳＡ、ウエスタンブロット、ラジオ
イムノアッセイ、およびフローサイトメトリー分析が含まれる。適切なアッセイは実施例
中に詳述されている。また、抗体の結合動力学（たとえば結合親和性）も、Ｂｉａｃｏｒ
ｅ　ＳＰＲ分析およびＯｃｔｅｔ分析などの当技術分野で知られている標準のアッセイに
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よって評価することができる。
【００９８】
　本発明の抗体には、マウスモノクローナル抗体５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ
１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６
が含まれる。５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ
４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６のＶＨアミノ酸配列は表２中に示さ
れており、それぞれ配列番号１、３、５、７、８、１０および１２に記載されている。５
Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６
Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６のＶＬアミノ酸配列は表２中に示されており、それ
ぞれ配列番号２、４、６、４、９、１１および４に記載されている。
【００９９】
　ＶＨおよびＶＬ配列を「ミックス＆マッチ」して、本発明の他の選択的トファシチニブ
結合分子を作出し得る。そのようなミックス＆マッチ抗体のトファシチニブ結合、ならび
に抗体と代謝物１および２の一方または両方との結合は、上記および実施例中に記載され
ている結合アッセイを使用して試験することができる。任意選択で、ＶＨおよびＶＬ鎖を
ミックス＆マッチする場合、特定のＶＨ／ＶＬ対合からのＶＨ配列は構造的に類似のＶＨ

配列で置き換える。同様に、任意選択で、特定のＶＨ／ＶＬ対合からのＶＬ配列は構造的
に類似のＶＬ配列で置き換える。
【０１００】
　したがって、一態様では、本発明は、
　（ａ）配列番号１、配列番号３、配列番号５、配列番号７、配列番号８、配列番号１０
および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインを含
み、配列番号２、配列番号４、配列番号６、配列番号９、および配列番号１１からなる群
から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインをさらに含む、
　（ｂ）配列番号１のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号２のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｃ）配列番号３のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｄ）配列番号７のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｅ）配列番号１２のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸
配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｆ）配列番号５のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号６のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｇ）配列番号８のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号９のアミノ酸配
列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｈ）配列番号１０のアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号１１のアミノ
酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
　（ｉ）配列番号３、配列番号７および配列番号１２からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４のアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを
含む、ならびに
　（ｊ）配列番号３、配列番号８、配列番号１０、および配列番号１２からなる群から選
択されるアミノ酸配列を含む重鎖可変ドメインと、配列番号４、配列番号９および配列番
号１１からなる群から選択されるアミノ酸配列を含む軽鎖可変ドメインとを含む、
単離モノクローナル抗体またはその抗原結合部分を提供する。
【０１０１】
　別の態様では、本発明は、５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９
．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６の重鎖および／もし
くは軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３、またはその組合せを含む抗体を提供する。
５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１
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６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６のＶＨ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は、それぞれ配
列番号１３、１９、１９、３０、１９、１９、および３７に示されている。５Ａ３．Ｅ５
、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ
６、および１２Ｄ４．Ｇ６のＶＨ　ＣＤＲ２のアミノ酸配列は、それぞれ配列番号１４、
２０、２５、３１、２０、２０、および３８に示されている。５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．
Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１
２Ｄ４．Ｇ６のＶＨ　ＣＤＲ３のアミノ酸配列は、それぞれ配列番号１５、２１、２６、
３２、２１、２１、および３９に示されている。５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ
１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６
のＶＬ　ＣＤＲ１のアミノ酸配列は、それぞれ配列番号１６、２２、２７、２２、３３、
３４、および２２に示されている。５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、
６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６のＶＬ　ＣＤ
Ｒ２のアミノ酸配列は、それぞれ配列番号１７、２３、２８、２３、１７、３５および２
３に示されている。５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、
１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６のＶＬ　ＣＤＲ３のアミノ酸
配列は、それぞれ配列番号１８、２４、２９、２４、１８、３６、および２４に示されて
いる。ＣＤＲ領域はＫａｂａｔシステムを使用して描写されている（Ｋａｂａｔ，Ｅ．Ａ
．ら、Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ　ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉｃａ
ｌ　Ｉｎｔｅｒｅｓｔ、第５版、Ｕ．Ｓ．　Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｈｅａｌｔｈ
　ａｎｄ　Ｈｕｍａｎ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ、ＮＩＨ出版第９１－３２４２号（１９９１）
）。
【０１０２】
　抗体５Ａ３．Ｅ５の重鎖および軽鎖ＣＤＲは配列番号１３、１４、１５、１６、１７、
１８を含む。抗体１０Ａ６．Ｃ５の重鎖および軽鎖ＣＤＲは配列番号１９、２０、２１、
２２、２３、および２４を含む。抗体１０Ｆ１０．Ｈ５の重鎖および軽鎖ＣＤＲは配列番
号１９、２５、２６、２７、２８、および２９を含む。抗体６Ｄ９．Ａ５の重鎖および軽
鎖ＣＤＲは配列番号３０、３１、３２、２２、２３、および２４を含む。抗体１２Ｈ４．
Ｇ２の重鎖および軽鎖ＣＤＲは配列番号１９、２０、２１、３３、１７、および１８を含
む。抗体１６Ｆ１０．Ｅ６の重鎖および軽鎖ＣＤＲは配列番号１９、２０、２１、３４、
３５、および３６を含む。抗体１２Ｄ４．Ｇ６の重鎖および軽鎖ＣＤＲは配列番号３７、
３８、３９、２２、２３、および２４を含む。
【０１０３】
　さらに別の実施形態では、本発明の抗体は、本明細書中で既に記載した抗体のアミノ酸
配列に相同的なアミノ酸配列を含む、重鎖および軽鎖可変領域ならびに／または重鎖およ
び軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３を含み、抗体は、本発明の選択的抗トファシチ
ニブ抗体の所望の機能的特性を保持している。
【０１０４】
　様々な実施形態では、抗体は、たとえば、マウス抗体、ヒト化抗体、またはマウス抗ト
ファシチニブ抗体に由来するキメラ抗体であることができる。他の実施形態では、ＶＨお
よび／またはＶＬアミノ酸配列は、上記記載した配列と８５％、９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％または９９％相同的であり得る。本明細書中で使用する、２つのアミノ
酸配列間のパーセント相同性は、２つの配列間のパーセント同一性に等しい。２つの配列
間のパーセント同一性は、２つの配列の最適なアラインメントのために導入する必要があ
るギャップの数およびそれぞれのギャップの長さを考慮した、配列によって共有される同
一の位置の数の関数である。
【０１０５】
　特定の実施形態では、本発明の抗体は、重鎖および軽鎖可変領域ならびに／または重鎖
および軽鎖ＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３を含み、これらの配列のうちの１つまたは
複数は、本明細書中に記載の抗体に基づく指定されたアミノ酸配列、またはその保存的改
変体を含み、抗体は、本発明の抗トファシチニブ抗体の所望の機能的特性を保持している



(34) JP 2015-527987 A 2015.9.24

10

20

30

40

50

。
【０１０６】
　代替実施形態では、抗体は、たとえば、マウス抗体、ヒト化抗体、またはキメラ抗体で
あることができる。
【０１０７】
　本明細書中で使用する用語「保存的配列改変」とは、アミノ酸配列を含有する抗体の結
合特徴に顕著な影響を与えない、またはそれを顕著に変更しないアミノ酸改変をいうこと
を意図する。そのような保存的改変には、アミノ酸の置換、付加、および欠失が含まれる
。改変は、部位特異的突然変異誘発およびＰＣＲ媒介性突然変異誘発などの当技術分野で
知られている標準の技法によって本発明の抗体内に導入することができる。保存的アミノ
酸置換とは、アミノ酸残基を、類似の側鎖を有するアミノ酸残基で置き換えるものである
。類似の側鎖を有するアミノ酸残基のファミリーが当技術分野において定義されている。
これらのファミリーには、塩基性側鎖（たとえば、リシン、アルギニン、ヒスチジン）、
酸性側鎖（たとえば、アスパラギン酸、グルタミン酸）、非荷電の極性側鎖（たとえば、
グリシン、アスパラギン、グルタミン、セリン、スレオニン、チロシン、システイン、ト
リプトファン）、無極性側鎖（たとえば、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、
プロリン、フェニルアラニン、メチオニン）、ベータ分枝状側鎖（たとえば、スレオニン
、バリン、イソロイシン）および芳香族側鎖（たとえば、チロシン、フェニルアラニン、
トリプトファン、ヒスチジン）を有するアミノ酸が含まれる。したがって、本発明の抗体
のＣＤＲ領域内の１つまたは複数のアミノ酸残基を同じ側鎖ファミリーからの他のアミノ
酸残基で置き換えることができ、変更された抗体を、本明細書中に記載の機能的アッセイ
を使用して、保持された機能について試験することができる。
【０１０８】
　別の実施形態では、本発明は、本発明の抗トファシチニブ抗体と同じトファシチニブ上
のエピトープと結合する抗体（すなわち、トファシチニブとの結合について本発明の抗体
と競合する能力を有する抗体）を提供する。代替実施形態では、競合研究のための参照抗
体は、モノクローナル抗体５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．
Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６であることができる。
そのような競合抗体は、標準の結合アッセイにおいて、トファシチニブの結合について５
Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６
Ｆ１０．Ｅ６、または１２Ｄ４．Ｇ６と競合するその能力に基づいて同定することができ
る。たとえば、Ｂｉａｃｏｒｅ分析、Ｏｃｔｅｃｔ分析、ＥＬＩＳＡアッセイまたはフロ
ーサイトメトリーを使用して、本発明の抗体との交差競合を実証し得る。たとえば５Ａ３
．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１
０．Ｅ６、または１２Ｄ４．Ｇ６と、トファシチニブとの結合を阻害する試験抗体であっ
て、代謝物１および／または代謝物２と実質的に結合しない試験抗体の能力は、試験抗体
がトファシチニブとの結合について５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、
６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６と競合するこ
とができ、したがって、５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ
５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６と同じトファシチニブ上
のエピトープと結合し得ることを実証している。さらなる実施形態では、５Ａ３．Ｅ５、
１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６
、および１２Ｄ４．Ｇ６と同じトファシチニブ上のエピトープと結合する抗体はマウスモ
ノクローナル抗体である。そのようなモノクローナル抗体は、実施例中に記載のように、
または当技術分野で周知の多種多様の方法によって調製および単離することができる。他
の実施形態では、前記抗体と競合する抗体はヒト、ヒト化、またはマウス抗体である。
【０１０９】
　本発明の抗体は、本明細書中に開示したＶＨおよび／またはＶＬ配列のうちの少なくと
も１つを含む抗体を出発物質として使用し、出発抗体とは異なる特性を有し得るが、出発
物質抗体と同じまたは実質的に同じエピトープと結合し得る改変抗体を遺伝子工学的に改



(35) JP 2015-527987 A 2015.9.24

10

20

30

40

50

変して、調製することができる。抗体は、可変領域（すなわちＶＨおよび／またはＶＬ）
の一方または両方内、たとえば１つもしくは複数のＣＤＲ領域内および／または１つもし
くは複数のフレームワーク領域内の１つまたは複数の残基を改変することによって遺伝子
工学的に改変することができる。それに加えて、またはその代わりに、抗体は、たとえば
抗体のエフェクター機能（複数可）を変更するために、定常領域（複数可）内の残基を改
変することによって遺伝子工学的に改変することができる。
【０１１０】
　本発明は、本発明のトファシチニブ特異的抗体をコードしている核酸を提供する。本発
明の抗体をコードしている核酸は、当技術分野で知られている方法によって作製すること
ができる。また、当業者には理解されるように、核酸コードの縮重のために、幅広い核酸
配列が本発明の抗体のアミノ酸配列をコードすることができる。
【０１１１】
　行うことができる可変領域の遺伝子工学的改変の一種はＣＤＲ移植である。抗体は、６
個の重鎖および軽鎖相補性決定領域（ＣＤＲ）中に位置するアミノ酸残基を主に介して標
的抗原と相互作用する。そのため、ＣＤＲ内のアミノ酸配列は、個々の抗体間でＣＤＲの
外の配列よりも多様である。ＣＤＲ配列はほとんどの抗体－抗原相互作用を司っているた
め、特定の天然に存在する抗体からのＣＤＲ配列を、異なる特性を有する異なる抗体から
のフレームワーク配列上に移植したものが含まれる発現ベクターを構築することによって
、特定の天然に存在する抗体の特性を模倣する組換え抗体を発現させることが可能である
（たとえば、Ｒｉｅｃｈｍａｎｎら、１９９８、Ｎａｔｕｒｅ、３３２：３２３～３２７
、Ｊｏｎｅｓら、１９８６、Ｎａｔｕｒｅ、３２１：５２２～５２５、Ｑｕｅｅｎら、１
９８９、Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．Ｕ．Ｓ．Ａ．、８６：１００２９～１
００３３、米国特許第５，２２５，５３９号、第５，５３０，１０１号、第５，５８５，
０８９号、第５，６９３，７６２号および第６，１８０，３７０号を参照）。
【０１１２】
　したがって、本発明の別の実施形態は、それぞれ配列番号１３、１９、３０、および３
７、配列番号１４、２０、２５、３１、および３８、ならびに配列番号１５、２１、２６
、３２、および３９からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＣＤＲ１、ＣＤＲ２、
ならびにＣＤＲ３配列を含む重鎖可変領域と、それぞれ配列番号１６、２２、２７、３３
、および３４、配列番号１７、２３、２８、および３５、ならびに配列番号１８、２４、
２９、および３６からなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＣＤＲ１、ＣＤＲ２、な
らびにＣＤＲ３配列を含む軽鎖可変領域とを含む、単離モノクローナル抗体またはその抗
原結合部分に関する。そのような抗体は、抗体とは異なるフレームワーク配列を含有し得
るモノクローナル抗体５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５
、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６のＶＨおよびＶＬ　ＣＤＲ
配列を含有する。そのようなフレームワーク配列は、公開ＤＮＡデータベースまたは生殖
系列抗体遺伝子配列が含まれる公開参考文献から得ることができる。
【０１１３】
　別の種類の可変領域の改変は、ＶＨおよび／またはＶＬのＣＤＲ１、ＣＤＲ２および／
またはＣＤＲ３領域内のアミノ酸残基を突然変異させることによって、目的抗体の１つま
たは複数の結合特性（たとえば親和性）を改善させることである。部位特異的突然変異誘
発またはＰＣＲ媒介性突然変異誘発を行って突然変異（複数可）を導入して、抗体結合ま
たは他の目的の機能特性に対する効果を、本明細書中に記載し、実施例中に提供したｉｎ
　ｖｉｔｒｏまたはｉｎ　ｖｉｖｏアッセイにおいて評価することができる。任意選択で
、保存的改変（上述）を導入する。突然変異はアミノ酸の置換、付加、または欠失であり
得る。さらに、典型的には、ＣＤＲ領域内の１、２、３、４または５個を超えない残基の
みを変更する。
【０１１４】
　さらに別の実施形態では、本発明は、
　（ａ）配列番号１３、１９、３０、および３７からなる群から選択されるアミノ酸配列
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を含むＶＨ　ＣＤＲ１領域、または配列番号１３、１９、３０、および３７と比較して１
、２、３、４もしくは５個のアミノ酸の置換、欠失もしくは付加を有するアミノ酸配列、
（ｂ）配列番号１４、２０、２５、３１、および３８からなる群から選択されるアミノ酸
配列を含むＶＨ　ＣＤＲ２領域、または配列番号１４、２０、２５、３１、および３８と
比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸の置換、欠失もしくは付加を有するアミ
ノ酸配列、（ｃ）配列番号１５、２１、２６、３２、および３９からなる群から選択され
るアミノ酸配列を含むＶＨ　ＣＤＲ３領域、または配列番号１５、２１、２６、３２、お
よび３９と比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸の置換、欠失もしくは付加を
有するアミノ酸配列、（ｄ）配列番号１６、２２、２７、３３、および３４からなる群か
ら選択されるアミノ酸配列を含むＶＬ　ＣＤＲ１領域、または配列番号１６、２２、２７
、３３、および３４と比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸の置換、欠失もし
くは付加を有するアミノ酸配列、（ｅ）配列番号１７、２３、２８、および３５からなる
群から選択されるアミノ酸配列を含むＶＬ　ＣＤＲ２領域、または配列番号１７、２３、
２８、および３５と比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸の置換、欠失もしく
は付加を有するアミノ酸配列、ならびに（ｆ）配列番号１８、２４、２９、および３６か
らなる群から選択されるアミノ酸配列を含むＶＬ　ＣＤＲ３領域、または配列番号１８、
２４、２９、および３６と比較して１、２、３、４もしくは５個のアミノ酸の置換、欠失
もしくは付加を有するアミノ酸配列
を含む重鎖可変領域を含む、単離抗ホスホ－タウモノクローナル抗体またはその抗原結合
部分を提供する。
【０１１５】
　本発明の遺伝子工学的に改変した抗体には、たとえば抗体の特性を改善させるために、
ＶＨおよび／またはＶＬ内のフレームワーク残基に改変を行ったものが含まれる。典型的
には、そのようなフレームワークの改変は抗体の免疫原性を減少させるために行う。たと
えば、一手法は、１つまたは複数のフレームワーク残基を対応する生殖系列配列へと「逆
突然変異」させることである（「生殖系列化」とも呼ばれる）。より詳細には、体細胞突
然変異を受けた抗体は、抗体が由来する生殖系列配列とは異なるフレームワーク残基を含
有し得る。そのような残基は、抗体フレームワーク配列を抗体が由来する生殖系列配列と
比較することによって同定することができる。
【０１１６】
　別の種類のフレームワークの改変は、フレームワーク領域内、またはさらには１つもし
くは複数のＣＤＲ領域内の１つまたは複数の残基を突然変異させてＴ細胞エピトープを除
去することによって、抗体の潜在的な免疫原性を低下させることを含む。この手法は「脱
免疫化」とも呼ばれ、米国特許公開第２００３／０１５３０４３号にさらに詳述されてい
る。フレームワークまたはＣＤＲ領域内に行った改変に加えて、またはその代わりに、典
型的には血清半減期、補体結合、Ｆｃ受容体結合、および／または抗原依存性の細胞毒性
などの抗体の１つまたは複数の機能特性を変更させるために、Ｆｃ領域内に改変が含まれ
るように本発明の抗体を遺伝子工学的に改変し得る。さらに、本発明の抗体を化学修飾し
得る（たとえば、１つもしくは複数の化学部分を抗体に付着させることができる）、また
はそのグリコシル化を変更するために改変し得る。
【０１１７】
　本発明によって企図される、本明細書中の抗体の別の改変はＰＥＧ化である。抗体は、
たとえば、抗体の生物学的（たとえば血清）半減期を増加させるためにＰＥＧ化すること
ができる。抗体をＰＥＧ化するために、典型的には、抗体またはその断片を、ＰＥＧの反
応性エステルまたはアルデヒド誘導体などのポリエチレングリコール（ＰＥＧ）が含まれ
るポリマーと、１つまたは複数のＰＥＧ基が抗体または抗体断片と付着される条件下で反
応させる。あるいは、反応性ＰＥＧ分子（または類似の反応性の水溶性ポリマー）とのア
シル化反応またはアルキル化反応を介してＰＥＧ化を実施する。本明細書中で使用する用
語「ポリエチレングリコール」とは、（Ｃ１～Ｃ１０）アルコキシ－もしくはアリールオ
キシ－ポリエチレングリコールまたはポリエチレングリコール－マレイミドなどの、他の
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タンパク質を誘導体化するために使用されているＰＥＧの形態のうちの任意のものを包含
することを意図する。特定の実施形態では、ＰＥＧ化する抗体は脱グリコシル化抗体であ
る。タンパク質をＰＥＧ化する方法は当技術分野で知られており、本発明の抗体に適用す
ることができる。
【０１１８】
抗体を遺伝子工学的に改変する方法
　上述のように、本明細書中に開示したＶＨおよびＶＬ配列を有する選択的抗トファシチ
ニブ抗体を使用して、ＶＨおよび／もしくはＶＬ配列、またはそれに付着した定常領域（
複数可）を改変させることによって新しい抗トファシチニブ抗体を作出することができる
。したがって、本発明の別の態様では、本発明の抗トファシチニブ抗体の構造的特徴を使
用して、トファシチニブと結合するが代謝物１および／または代謝物２とは実質的に結合
しないなどの、本発明の抗体の少なくとも１つの機能特性を保持する構造的に関連する抗
トファシチニブ抗体を作出する。たとえば、５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０
．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および／もしくは１２Ｄ４
．Ｇ６の１つもしくは複数のＣＤＲ領域、またはその突然変異体を、既知のフレームワー
ク領域および／または他のＣＤＲと組換えによって組み合わせて、上述のように、追加の
、組換えによって遺伝子工学的に改変した抗トファシチニブ抗体を作出することができる
。他の種類の改変には、以前のセクションに記載したものが含まれる。遺伝子工学的改変
のための出発物質は、本明細書中に提供するＶＨおよび／もしくはＶＬ配列のうちの１つ
もしくは複数、またはその１つもしくは複数のＣＤＲ領域である。遺伝子工学的に改変し
た抗体を作出するために、本明細書中に提供するＶＨおよび／もしくはＶＬ配列のうちの
１つもしくは複数、またはその１つもしくは複数のＣＤＲ領域を有する抗体を実際に調製
する（すなわちタンパク質を発現させる）ことは必要ではない。そうではなく、配列（複
数可）中に含有される情報を、元の配列（複数可）に由来する「第二世代」配列（複数可
）を作出するための出発物質として使用し、その後、「第二世代」配列（複数可）を調製
し、タンパク質として発現させる。
【０１１９】
　標準の分子生物学技法を使用して変更された抗体配列を調製および発現させることがで
きる。
【０１２０】
　任意選択で、変更された抗体配列（複数可）によってコードされている抗体は、本明細
書に記載の抗トファシチニブ抗体の機能特性のうちの１つ、一部、またはすべてを保持す
るものであり、機能特性には、それだけには限定されないが、
　（ｉ）式ＩＩのトファシチニブ代謝物１と実質的に結合しないこと、および／または
　（ｉｉ）式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２と実質的に結合しないこと
が含まれる。
【０１２１】
　変更された抗体の機能特性は、当技術分野で利用可能および／または本明細書中に記載
の標準のアッセイ、ならびに当技術分野で知られているものまたは将来発見されるものを
使用して評価することができる。
【０１２２】
　本発明の抗体を遺伝子工学的に改変する方法の特定の実施形態では、突然変異は、抗ト
ファシチニブ抗体コード配列の全体または一部に沿ってランダムにまたは選択的に導入す
ることができ、その結果生じる改変抗トファシチニブ抗体を、結合活性および／または本
明細書中に記載の他の機能特性についてスクリーニングすることができる。突然変異方法
は当技術分野で周知である。
【０１２３】
本発明のモノクローナル抗体の製造
　本発明のモノクローナル抗体（ｍＡｂｓ）は、慣用のモノクローナル抗体方法を含めた
様々な技法によって製造することができる。また、本発明のマウス、ラット、ウサギ、ラ
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クダおよびヒトモノクローナル抗体は、これらまたは多くの他の種から免疫グロブリン遺
伝子のライブラリをスクリーニングするためのファージディスプレイ方法を使用して調製
することができる。抗体を単離するためのそのようなファージディスプレイ方法は当技術
分野で確立されており、免疫化した動物もしくはヒトまたは元の出発物質が免疫化した動
物に由来しないナイーブファージディスプレイライブラリから調製したファージディスプ
レイライブラリが包含される。ファージディスプレイは当技術分野で周知であり、たとえ
ば、米国特許第５，２２３，４０９号、ＷＯ９１／１７２７１号、ＷＯ９２／２０７９１
号、およびＷＯ９２／１５６７９号に記載されている。
【０１２４】
　また、本発明のモノクローナル抗体は、モノクローナル抗体をコードしている核酸を含
む宿主細胞を適切な条件下で培養し、前記抗体またはその抗原結合部分を回収することに
よって調製することができる。そのような宿主細胞培養方法は当技術分野で周知である。
【０１２５】
使用方法
　本開示は、トファシチニブを含有すると推測される試料を提供するステップと、抗体と
トファシチニブとの結合に適した条件下で試料または試料抽出物をトファシチニブに特異
的な抗体と接触させて、アッセイ混合物を形成するステップと、抗体とトファシチニブと
の結合を検出するステップとを含む、試料中のトファシチニブの存在または濃度を評価す
る方法をさらに提供する。
【０１２６】
　別の実施形態では、本開示は、試料中のトファシチニブの濃度を決定する方法を提供す
る。この方法は、検出可能な標識とカップリングさせたトファシチニブを含む標識された
競合相手を提供するステップと、トファシチニブと結合するが代謝物１および／または２
とは結合しない選択的抗トファシチニブ抗体を提供するステップと、試料、選択的抗トフ
ァシチニブ抗体、および標識された競合相手を合わせるステップであって、試料中のトフ
ァシチニブが、選択的抗トファシチニブ抗体との結合について標識された競合相手と競合
する、ステップと、標識の検出によって抗体と結合していない標識された競合相手の量を
測定することによって試料中のトファシチニブの濃度を決定するステップとを含む。例示
的な一実施形態では、標識された競合相手（トファシチニブ）の量を、トファシチニブを
含有しない試料中で検出し、試料中で検出された標識の量を、トファシチニブが存在し得
る場合に存在する標識の量と比較する。トファシチニブの非存在で検出された標識の量と
、トファシチニブを含有すると推測される試料中の標識の量との間の差を測定する。
【０１２７】
　別の実施形態では、本開示は、試料中のトファシチニブの存在または非存在を決定する
ための競合的免疫アッセイキットを提供する。酵素連結免疫アッセイ（ＥＬＩＳＡ）など
の例示的な競合的免疫アッセイキットは、トファシチニブと特異的に結合することができ
る抗体と、検出可能な標識とコンジュゲートさせたトファシチニブ化合物とを含み、コン
ジュゲートさせたトファシチニブ化合物は、試料中のトファシチニブと競合して抗体と結
合するように構成されており、試料中のトファシチニブが治療薬モニタリング濃度で存在
する場合に、標識は試料中のトファシチニブの濃度の指標となるシグナルを提供する。
【０１２８】
　一実施形態では、本開示は、トファシチニブの治療的範囲内の薬物濃度で試料中のトフ
ァシチニブの存在を決定するための競合的免疫アッセイを提供する。しかし、これは、よ
り広い範囲にわたる情報を提供するために有用な場合があり、免疫アッセイ範囲は治療的
範囲よりも一般に広いことを理解されたい。したがって、治療薬の濃度をモニタリングす
る免疫アッセイは、より広い範囲のトファシチニブ濃度にわたる感度を提供し得る。一態
様では、競合的免疫アッセイは、約０～約１５００ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度で試料中のト
ファシチニブの存在をモニタリングするために適している。別の態様では、競合的免疫ア
ッセイは、約５～約１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度で試料中のトファシチニブの存在を
モニタリングするために適している。別の態様では、競合的免疫アッセイは、約５～約５
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００ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度で試料中のトファシチニブの存在をモニタリングするために
適している。別の態様では、競合的免疫アッセイは、約５～約４０５ｎｇ／ｍｌの範囲の
濃度で試料中のトファシチニブの存在をモニタリングするために適している。別の態様で
は、競合的免疫アッセイは、約１５～約１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度で試料中のトフ
ァシチニブの存在をモニタリングするために適している。
【０１２９】
　１つの競合的免疫アッセイでは、標識された競合相手は、免疫原性トファシチニブコン
ジュゲートと同じまたは類似の連結を使用して、トファシチニブから誘導し得る。一部の
競合的免疫アッセイでは、トファシチニブが抗トファシチニブ抗体と結合するよりも低い
特異性で抗トファシチニブ抗体と結合し、トファシチニブの存在下では標識された競合相
手がより容易に置換されることを可能にする標識された競合相手が望ましい。
【０１３０】
　また、本明細書中に記載した抗体、免疫原性トファシチニブコンジュゲート、標識され
た競合相手および／または他のコンジュゲートは、様々な検出系を用いたいくつかの他の
均一および不均一免疫アッセイのうちの任意のものと共に使用するためにも適している。
本明細書中に提示した例は限定することを意図しない。
【０１３１】
　したがって、本発明は、トファシチニブを検出するための免疫アッセイで使用するため
の免疫原およびコンジュゲートの調製に有用な、トファシチニブコンジュゲートを提供す
る。本発明によるトファシチニブ類似体を免疫原性担体物質とカップリングさせることに
よって、トファシチニブを検出するための免疫アッセイの有用な試薬であるポリクローナ
ルまたはモノクローナル抗体を製造および単離することができる。カップリングは、標識
または担体を結合させる任意の化学反応によって達成することができる。
【０１３２】
　例示的なトファシチニブ免疫アッセイは、ポリクローナルまたはモノクローナルのどち
らかであることができる抗トファシチニブ抗体を用いる。例示的な競合的免疫アッセイで
は、使用する抗体調製物は本明細書中に記載の免疫原によって誘導し、緩衝液などの水溶
液中で配合する、またはアジュバントもしくは類似の組成物中で提供する。誘導された抗
体は、トファシチニブに対する特異性を決定するために試験することができる。
【０１３３】
　また、本明細書中に記載した抗体および標識された競合相手は、様々な検出系を用いた
いくつかの他の均一および不均一免疫アッセイのうちの任意のものと共に使用するために
も適している。
【０１３４】
キット
　本発明は、少なくとも１つの選択的抗トファシチニブ抗体を含む、試料中のトファシチ
ニブの濃度を決定するためのキットを提供する。一態様では、キットは、検出可能な標識
とカップリングさせたトファシチニブを含む標識された競合相手をさらに含む。別の実施
形態では、標識された競合相手は、抗トファシチニブ抗体との結合について試料中のトフ
ァシチニブと競合する。別の態様では、選択的抗トファシチニブ抗体は、免疫原性担体と
カップリングさせたトファシチニブを含む免疫原性トファシチニブコンジュゲートを使用
して製造する。また、キットにはアプリケーターおよび／またはキットを使用するための
取扱説明資料も含まれ得る。
【０１３５】
　別の実施形態では、本発明には、トファシチニブと結合するが、式ＩＩのトファシチニ
ブ代謝物１および式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２からなる群から選択される少なくと
も１つの代謝物とは実質的に結合しない、少なくとも１つの選択的トファシチニブ抗体を
含む、試料中のトファシチニブの濃度を決定するためのキットが含まれる。一態様では、
キットは、トファシチニブと結合するが、式ＩＩのトファシチニブ代謝物１とは実質的に
結合しないかつ式ＩＩＩのトファシチニブ代謝物２と実質的に結合しない、少なくとも１
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つの選択的トファシチニブ抗体を含む。一態様では、キットはアプリケーターをさらに含
む。別の態様では、キットは、キットを使用するための取扱説明資料を含む。
【０１３６】
　一態様では、キットは、５ｎｇ／ｍｌ～１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度のトファシチ
ニブを検出することができる。別の態様では、キットは、５ｎｇ／ｍｌ～４０５ｎｇ／ｍ
ｌの範囲の濃度のトファシチニブを検出することができる。さらに別の態様では、キット
は、１５ｎｇ／ｍｌ～１２１５ｎｇ／ｍｌの範囲の濃度のトファシチニブを検出すること
ができる。
【０１３７】
　本発明は、さらなる限定として解釈されるべきでない、以下の実施例によってさらに例
示される。本出願全体にわたって引用するすべての図ならびにすべての参考文献、特許お
よび公開特許出願の内容は、明白に本明細書中に参考として組み込まれている。
【実施例】
【０１３８】
（実施例１）
トファシチニブとコハク酸とのコンジュゲーション
　４０ｍｇのコハク酸無水物および０．２ｍｌのＴＥＡ（５０ｍＭのトリエタノールアミ
ン、５０ｍＭのＫＣｌ、２０ｍＭのＭｇＣｌ２、ｐＨ７．５）を、０．８ｍｌのアセトニ
トリル中に４７ｍｇのトファシチニブの溶液に加えた。反応混合物を６０℃の温度で１時
間振盪した。１時間で、さらに５０ｍｇのコハク酸無水物を反応混合物に加え、次いで６
０℃で振盪しながら追加の１時間のインキュベーションを行った。０～３０％のアセトニ
トリル（ＡＣＮＮ）の移動相勾配中のＨＰＬＣ精製の後に精製された物質が得られ、２５
．２ｍｇの式ＩＶのトファシチニブヘミスクシネート中間体が得られた。
【０１３９】
【化１７】

【０１４０】
（実施例２）
ＢＳＡとカップリングさせたトファシチニブを含む免疫原性トファシチニブコンジュゲー
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トの合成
　１．５ｍｇの式ＩＶの化合物を２ｍｌの１－エチル－３－［３－ジメチルアミノ－プロ
ピル］カルボジイミド塩酸塩（ＥＤＣ）コンジュゲーション緩衝液（０．１ＭのＭＥＳ、
０．９ＭのＮａＣｌ、０．０２％のＮａＮ３、ｐＨ４．７）に溶かした。８ｍｇのＢＳＡ
（Ｐｉｅｒｃｅ＃７７６０１から入手したＩｍｊｅｃｔ　ＢＳＡ）を０．８ｍｌの水に溶
かし、その後、式ＩＶ溶液と混合した。次に、１０ｍｇのＥＤＣを０．１ｍｌのＨ２Ｏに
溶かし、その後、すぐにＢＳＡ、式ＩＶの混合物に加えた。混合物を２時間、室温で穏や
かに振盪した。混合物を遠心処理し、トファシチニブ－ＢＳＡのコンジュゲート（式Ｖ）
を含有する上清を、当業者に知られている標準の脱塩方法による脱塩によって精製した。
トファシチニブとＢＳＡとのコンジュゲーションは、マトリックス支援レーザー脱離イオ
ン化（ＭＡＬＤＩ）によって確認した。
【０１４１】
【化１８】

【０１４２】
（実施例３）
ＫＬＨとカップリングさせたトファシチニブを含む免疫原性トファシチニブコンジュゲー
トの合成
　１．５ｍｇの式ＩＶの化合物を１．５ｍｌのＥＤＣコンジュゲーション緩衝液に溶かし
た。１０ｍｇのＥＤＣを０．２ｍｌの水に溶かし、すぐに式ＩＶ溶液に加えた。式ＩＶ／
ＥＤＣ混合物を０．６ｍｌの海洋養殖キーホールリンペットヘモシアニン（Ｍａｒｉｃｕ
ｌｔｕｒｅ　Ｋｅｙｈｏｌｅ　Ｌｉｍｐｅｔ　Ｈｅｍｏｃｙａｎｉｎ）（ｍｃＫＬＨ、Ｐ
ｉｅｒｃｅ＃７７６０１から入手）溶液（水中に１０ｍｇ／ｍｌ）に加えた。反応混合物
を室温で２時間、穏やかに振盪した。混合物を遠心処理し、トファシチニブ－ＫＬＨのコ
ンジュゲート（式ＶＩ）を含有する上清を、当業者に知られている標準の脱塩方法による
脱塩によって精製した。
【０１４３】
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【化１９】

【０１４４】
（実施例４）
トファシチニブ標識された競合相手の合成
　トファシチニブ標識された競合相手の例示的な一例は、式ＶＩＩのビオチン化されたト
ファシチニブ誘導体である。式ＶＩＩのビオチン化されたトファシチニブ誘導体は以下の
ように製造した。
【０１４５】
　１８ｍｇの式ＩＶの化合物および２０ｍｇのＥＤＣを１ｍｌのＥＤＣコンジュゲーショ
ン緩衝液に溶かした。化合物の溶解を助けるために０．１ｍｌのアセトニトリルを加えた
。１０μｌの５ＭのＮａＯＨを加えることで溶液のｐＨを５．５に調節した。その後、２
３ｍｇのアミン－ＰＥＧ３－ビオチンを加えた。混合物を室温で終夜振盪した。終夜のイ
ンキュベーション後、ビオチン化されたトファシチニブ（式ＶＩＩ）を０～３０％のＡＣ
Ｎの移動相勾配中のＨＰＬＣによって精製し、１４ｍｇの精製化合物が得られた。
【０１４６】

【化２０】

【０１４７】
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（実施例５）
抗トファシチニブ抗体の製造。
　ポリクローナルおよびモノクローナル抗体を、慣用技術を使用して、本質的にＫｏｈｌ
ｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎ、Ｎａｔｕｒｅ、２５６：４９５～４９７（１９７５）に記
載されているように製造した。３匹の雌のＢａｌｂ／Ｃマウスを、腹腔内（ｉｐ）注射に
よって投与した、完全フロイントアジュバント中に１００μｇの実施例３の免疫原性トフ
ァシチニブ－ＫＬＨのコンジュゲートで免疫化した。不完全フロイントアジュバント中に
５０μｇ／マウスの免疫原性トファシチニブ－ＫＬＨのコンジュゲートを含む３回の連続
的な注射を、初回注射後の１０、２０、および３０日目にｉｐ投与した。血清を３７日目
に採取し、抗原に対して反応性のある抗体の存在を、以下に記載のように固相ＥＬＩＳＡ
によって、実施例２の免疫原性トファシチニブ－ＢＳＡのコンジュゲートに対して決定し
た。
【０１４８】
　固相ＥＬＩＳＡ： 実施例２の免疫原性トファシチニブ－ＢＳＡのコンジュゲートをマ
イクロタイタープレートのウェルに固定した。具体的には、マイクロタイタープレートを
、コーティング緩衝液（０．２Ｍの炭酸緩衝液（ＢｕＰＨ炭酸－炭酸水素緩衝液パック、
Ｐｉｅｒｃｅアイテム＃２８３８２）中の２～１０μｇ／ｍｌのトファシチニブ－ＢＳＡ
のコンジュゲートを用いて、１～２時間、室温で、または終夜、４℃でコーティングし、
その後、遮断緩衝液（１％（ｗ／ｖ）のＢＳＡを含有するＰＢＳ）を用いて、１時間、室
温で、または終夜、４℃で飽和させ、洗浄緩衝液（０．５％（ｖ／ｖ）のＴｗｅｅｎ　２
０を含有するＰＢＳ）で３回洗浄した。スクリーニングする抗体試料（すなわちマウス血
清またはハイブリドーマ上清）を希釈剤（ＰＢＳ中に０．１％のＢＳＡの溶液）で希釈し
た。希釈した抗体試料をマイクロタイタープレートに加え、プレートを１～２時間、室温
でインキュベーションした。すべての未結合の物質を洗浄緩衝液で洗い流した後、結合し
た抗トファシチニブ抗体のレベルを、推奨されるまたは実験によって誘導した希釈率（通
常は１／１０００～１／１０，０００）の、希釈剤中のウサギまたはヤギ抗マウスペルオ
キシダーゼとコンジュゲートさせた二次抗体（ＩｇＧ特異的）を使用して決定した。３０
分間、室温でインキュベーションし、洗浄緩衝液で３回洗浄した後、発色基質であるＯＰ
Ｄ（ｏ－フェニレンジアミン）を加え、その後、２０分間色展開し、５０μｌの２Ｎ硫酸
を加えることによって停止させた。４９０ｎｍでの吸光度を測定した。図１は、固相ＥＬ
ＩＳＡによって決定した、血清抗体と実施例２のトファシチニブ－ＢＳＡのコンジュゲー
トとの結合を示すグラフである。図１中に実証されるように、抗原に対して反応性のある
抗体がマウス１、２および３のそれぞれに存在していた。マウス３が最も高い力価（５０
％最大シグナルでの血清の希釈率として定義）を有していたため、このマウスをハイブリ
ドーマ作製用に選択した。
【０１４９】
　ハイブリドーマの作製：最も高い血清抗体価（５０％最大シグナルでの血清の希釈率と
して定義）を実証するマウスであるマウス３に、２５μｇの抗原を含むブースト注射を与
えた。３日後、マウスを屠殺し、その脾細胞を単離し、標準の融合プロトコルに従ってＮ
Ｓ１骨髄腫細胞と融合させた。融合の１０日後に、親クローンと呼ばれるこれらのクロー
ン混合物を免疫原性トファシチニブ－ＢＳＡに対する固相ＥＬＩＳＡ（上述）によってス
クリーニングして、トファシチニブと結合することができる抗体を分泌した親クローンを
同定した。陽性親クローンをさらなる分析のために選択した。
【０１５０】
　融合体から生じたこれらの陽性親クローンを９６ウェルプレートから２４ウェルプレー
トへと拡大し、クローンが依然として抗体を産生していることを確実にするために、３日
後に再スクリーニングした。再スクリーニングから、陽性ハイブリドーマ（すなわち、免
疫原性トファシチニブ－ＢＳＡのコンジュゲートと結合することができ、代謝物１－ＢＳ
Ａ、代謝物２－ＢＳＡとは結合しない抗体を分泌したハイブリドーマ）を含む選択された
ウェルを将来使用するために凍結し、サブクローニングして陽性細胞系を単離した。
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【０１５１】
　免疫原性トファシチニブ－ＢＳＡのコンジュゲートと結合することができる抗体を分泌
した選択された陽性親クローンを、限界希釈によってサブクローニングして、モノクロー
ナルハイブリドーマ細胞系を得た。サブクローニングの約１０日後、小量の培地をウェル
から取り出し、固相ＥＬＩＳＡによってスクリーニングして、抗体産生クローンを同定し
た。選択された陽性クローンを拡大し、クローンが依然として抗体を産生していることを
確実にし、特異性を確認するために再スクリーニングした。クローン６Ｄ９．Ａ５および
１２Ｄ４．Ｇ６を含めた、１つの親系列あたり２個のまでの陽性クローンを拡大して、そ
れぞれ２個のバイアルを凍結した。また、１ｍｌの上清も試験のために採取した。
【０１５２】
　実施例５に上述した直接固相ＥＬＩＳＡに加えて、実験試料中のトファシチニブを検出
するための競合的免疫アッセイ様式を含めた代替の免疫アッセイ様式を開発した。例示的
な競合的免疫アッセイプロトコルを以下に提供する。
【０１５３】
　トファシチニブが強力な免疫抑制剤であることから考えると、トファシチニブに対する
抗体の生成は驚くべきことであった。さらに驚くべきは、以下に示すように、これらがト
ファシチニブとその２つの代謝物とを識別し、トファシチニブと選択的に結合したが代謝
物のどちらか一方または両方とは実質的に結合しなかったという、これらの抗体の精巧な
選択性である。
【０１５４】
競合的抗トファシチニブ免疫アッセイ－１
　実施例５に上述した直接固相ＥＬＩＳＡを競合的ＥＬＩＳＡに変え、ここでは、定義さ
れた量のモノクローナル抗体を免疫血清試料またはハイブリドーマ上清で置き換え、その
後、競合相手（すなわち、トファシチニブ、トファシチニブ代謝物）をモノクローナル抗
体溶液に加え、競合相手の存在および非存在下でのモノクローナル抗体とトファシチニブ
－ＢＳＡのコンジュゲートとの結合を測定した。
【０１５５】
競合的抗トファシチニブ免疫アッセイ－２
　マイクロタイタープレートを、コーティング緩衝液中の１００μｌ／ウェルの１μｇ／
ｍｌの精製抗トファシチニブ抗体を用いて３時間、室温コーティングし、その後、３００
μｌ／ウェルの遮断緩衝液（１％の脱脂粉乳を含有するＰＢＳ）で３０分間、室温で置き
換え、洗浄緩衝液（０．５％のＴｗｅｅｎ　２０を含有するＰＢＳ）で３回洗浄した。ビ
オチン化されたトファシチニブ（０．０３μｇ／ｍｌ）、トファシチニブ（１．０～０．
００１μｇ／ｍｌ）、代謝物１または代謝物２などの非標識の競合相手、およびストレプ
トアビジン－ＨＲＰ（１：１６，０００の希釈率、ロットに応じて変動し得る）の、１０
０μｌ／ウェルの混合物を加え、２時間、室温でインキュベーションした。３回洗浄した
後、１００μｌのＯＰＤ基質を加え、その後、２０分間色展開し、５０μｌの２Ｎ硫酸を
加えることによって反応を停止させた。４５０ｎｍでの吸光度を測定した。
【０１５６】
競合的抗トファシチニブ免疫アッセイ－３
　抗トファシチニブＭＡｂ（１／１００～１／１６３８４００の希釈率）、ビオチン化さ
れたトファシチニブ（１ｎｇ／ｍｌ）、およびトファシチニブ（１０００～０．００１ｎ
ｇ／ｍｌ）、代謝物１（４００～０．０９７ｎｇ／ｍｌ）または代謝物２などの非標識競
合相手を含有する２００μｌ／ウェルの混合物を、ヤギ抗マウスＩｇＧで事前にコーティ
ングしたプレートに加え、１～２時間、室温でインキュベーションした。プレートを洗浄
した後、２００μｌのストレプトアビジン－ＨＲＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）を加え、その後、
プレートを０．５～１時間、室温でインキュベーションした。プレートを再度洗浄した後
、２００μｌのＴＭＢ（３，３’，５，５’－テトラメチルベンジジン）基質を加え、そ
の後、３０分間色展開し、５０μｌの２Ｎ硫酸を加えることによって反応を停止させた。
４５０ｎｍでの吸光度を測定した。
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【０１５７】
（実施例６）
抗トファシチニブモノクローナル抗体とビオチン化されたトファシチニブとの結合
　選択された抗体を、トファシチニブとの結合について、標準のＥＬＩＳＡによってさら
に試験した。手短に述べると、合計３４個のクローンを、ビオチン化されたトファシチニ
ブとの結合についてスクリーニングした。ＥＬＩＳＡの様式は以下のとおりであった。ビ
オチン化されたトファシチニブ（１ｎｇ／ｍＬ）を、１：１００～１：１，６３８，４０
０の範囲の抗体希釈液と共に、事前にコーティングしたヤギ抗マウスＩｇＧプレート上で
１時間インキュベーションした。すべての未結合の物質を洗い流した後、ストレプトアビ
ジン－ＨＲＰおよび関連する発色基質ＴＭＢを加え、その後、既知の方法に従ってビオチ
ン化されたトファシチニブと抗体との結合を測定した。
【０１５８】
　図２は、ＥＬＩＳＡによって決定した、選択された抗トファシチニブ抗体とビオチン化
されたトファシチニブとの結合を示すグラフである。１１個の抗体が濃度依存性の様式で
ビオチン化されたトファシチニブと結合することが見出された。これらの抗体のうちの１
０個のデータを図２中に示し、抗体８Ｂ５．Ｆ２のデータは示されていない。
【０１５９】
　これら１１個のクローンをさらなる分析用に選択した。具体的には、これら１１個のク
ローンを、トファシチニブ代謝物１との交差反応性について評価した。
【０１６０】
（実施例７）
抗トファシチニブモノクローナル抗体と代謝物１との結合
　トファシチニブ代謝物を競合相手とした上述の競合的免疫アッセイ－３を使用して交差
反応性を測定することによって、トファシチニブまたはその代謝物と結合するものとして
抗体をさらに特徴づけた。
【０１６１】
　本実施例では、競合的免疫アッセイを使用して、１１個の抗トファシチニブモノクロー
ナル抗体を、代謝物１との交差反応性についてスクリーニングした。抗トファシチニブＭ
Ａｂ（１／１００～１／１６３８４００の希釈率）、ビオチン化されたトファシチニブ（
１ｎｇ／ｍｌ）、および代謝物１（４００～０．０９７ｎｇ／ｍｌ）を含有する２００μ
ｌ／ウェルの混合物を、ヤギ抗マウスＩｇＧで事前にコーティングしたプレートに加え、
１～２時間、室温でインキュベーションした。プレートを洗浄した後、２００μｌのスト
レプトアビジン－ＨＲＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）を加え、その後、０．５～１時間、室温でイ
ンキュベーションした。プレートを再度洗浄した後、２００μｌのＴＭＢ基質を加え、そ
の後、３０分間展開し、５０μｌの２Ｎ硫酸を加えることによって停止させた。４５０ｎ
ｍでの吸光度を測定した。
【０１６２】
　図３は、競合的免疫アッセイを使用して決定した、選択された抗トファシチニブ抗体の
代謝物１に対する交差反応性を示すグラフである。図３中に実証されるように、４個の抗
体が濃度依存性の様式で代謝物１と交差反応性を実証した（たとえば、クローン７Ｃ１０
．Ｃ１１、１Ｂ２．Ｂ９、１１Ｇ１０．Ｆ１２、および８Ｂ５．Ｆ２）。７個のクローン
、たとえば、５Ａ３．Ｅ５、１０Ａ６．Ｃ５、１０Ｆ１０．Ｈ５、６Ｄ９．Ａ５（または
６Ｄ９．Ａ８）、１２Ｈ４．Ｇ２、１６Ｆ１０．Ｅ６、および１２Ｄ４．Ｇ６が、トファ
シチニブと結合したが、代謝物１とは検出可能に結合しなかったという点で選択的であっ
た。７個のクローンのこれらのプロットは、図３中に示すグラフの上部をほぼまっすぐに
横切る線として示されている。より詳細には、図３中に示すグラフを作成するために使用
したデータは以下のとおりである。
【０１６３】
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【表１】

【０１６４】
　代謝物１と交差反応性を示さなかった７個のクローンを、親薬物を用いた阻害について
さらに試験した。
【０１６５】
　代謝物１との交差反応性を示さなかった７個のモノクローナル抗体クローンの重鎖およ
び軽鎖可変ドメインのアミノ酸配列を以下の表２中に提供する。
【０１６６】
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【表２－１】
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【０１６７】
【表２－２】

【０１６８】
（実施例８）
抗原の競合
　本実施例では、競合的免疫アッセイ様式を使用して、トファシチニブが、代謝物１と交
差反応しなかった選択された抗体クローンの、ビオチン化されたトファシチニブと結合す
る能力を阻害したかどうかを決定した。代謝物１と交差反応しなかった選択された抗体ク
ローンを、初期抗体滴定から決定されたそのＥＣ５０希釈率でアッセイした（図２を参照
）。抗トファシチニブＭＡｂ（１／１００～１／１６３８４００の希釈率）、ビオチン化
されたトファシチニブ（１ｎｇ／ｍｌ）、および非標識のトファシチニブ（１０００～０
．００１ｎｇ／ｍｌ）を含有する２００μｌ／ウェルの混合物を、ヤギ抗マウスＩｇＧで
事前にコーティングしたプレートに加え、１～２時間、室温でインキュベーションした。
プレートを洗浄した後、２００μｌのストレプトアビジン－ＨＲＰ（５０ｎｇ／ｍｌ）を
加え、その後、０．５～１時間、室温でインキュベーションした。プレートを再度洗浄し
た後、２００μｌのＴＭＢ基質を加え、その後、３０分間展開し、５０μｌの２Ｎ硫酸を
加えることによって停止させた。４５０ｎｍでの吸光度を測定した。
【０１６９】
　以下の表３中に実証されるように、クローン６Ｄ９．Ａ８および１２Ｄ４．Ｇ６で競合
が見られた。具体的には、非標識のトファシチニブによるビオチン化されたトファシチニ
ブとの結合の阻害がクローン６Ｄ９．Ａ８および１２Ｄ４．Ｇ６で観察され、ＥＤ５０は
それぞれ２０２ｎｇ／ｍＬおよび１０４ｎｇ／ｍＬであった。以下の表３は本実験のＥＤ
２０、ＥＤ５０およびＥＤ８０を示す。
【０１７０】
【表３】

【０１７１】
（実施例９）
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抗トファシチニブモノクローナル抗体と代謝物１および代謝物２との結合：
　２つのクローン６Ｄ９．Ａ８および１２Ｄ４．Ｇ６を、代謝物１および２に対する交差
反応性について試験した。本実験では、代謝物を２００，０００～２００ｎｇ／ｍｌの濃
度で調製し、抗体クローンを表１中に示すそのＥＣ５０希釈率で調製した。代謝物を、ビ
オチン化されたトファシチニブ（１ｎｇ／ｍＬ）および抗体と共に、事前にコーティング
したヤギ抗マウスＩｇＧプレート上で１時間インキュベーションした。すべての未結合の
物質を洗い流した後、ストレプトアビジン－ＨＲＰおよび関連する発色基質ＴＭＢを加え
、その後、既知の方法に従ってビオチン化されたトファシチニブと抗体との結合を測定し
た。
【０１７２】
　以下の表４は、代謝物１および代謝物２に対するクローン６Ｄ９．Ａ８および１２Ｄ４
．Ｇ６の交差反応性を要約している。
【０１７３】
【表４】

【０１７４】
　表４中に示すように、クローン６Ｄ９．Ａ８は代謝物１および２に対してそれぞれ３．
６８％および０．３８％の交差反応性を示し、クローン１２Ｄ４．Ｇ６は代謝物１および
２に対してそれぞれ４．１７％および０．１５％の交差反応性を示した。これらのデータ
は、これらの抗体が代謝物１および２と実質的に結合しないことを実証している。
【０１７５】
（実施例１０）
トファシチニブを用いた検量線
　本実施例では、選択された抗体のトファシチニブに対する相対的親和性を、既知濃度の
標識したトファシチニブ（たとえば０．００１～１０００ｎｇ／ｍｌ）を含有する溶液を
使用して決定した。図４は、ＥＬＩＳＡによって決定した、本発明の選択されたモノクロ
ーナル抗体の最適希釈範囲、たとえば、６Ｄ９．Ａ８（白丸）および１２Ｄ４．Ｇ６（白
四角）を示すグラフである。表５はＥＬＩＳＡのアッセイ条件および結果を要約している
。表６は、図５中に示すグラフを作成するために使用したデータの値を示す。
【０１７６】
【表５】

【０１７７】
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【表６】

【０１７８】
　図４および表５中に実証されるように、クローン１２Ｄ４．Ｇ６は５～４０５ｎｇ／ｍ
ｌの標準範囲を示し（図４）、これは、このモノクローナル抗体が５ｎｇ／ｍｌと低いレ
ベルのトファシチニブを検出できることを実証している。また、図４は、６Ｄ９．Ａ８の
標準範囲が１５～１２１５ｎｇ／ｍｌであることも示した。したがって、これら２つの抗
体の併用は、約５ｎｇ／ｍｌ～約１２１５ｎｇ／ｍｌの用量範囲の試料中のトファシチニ
ブの検出を提供する。
【０１７９】
（実施例１１）
ヘパリン処理したヒト血漿におけるスパイクおよび回収率
　本実施例では、トファシチニブを市販のヘパリンヒト血漿内にスパイクして、ヒト血漿
試料におけるトファシチニブの直線性および回収率に対する希釈の効果を決定した。トフ
ァシチニブを４８６４ｎｇ／ｍｌの濃度でヘパリン－血漿（ヒト）内にスパイクし、２倍
に連続希釈して、血漿に対する耐用を試験アッセイした。パーセント希釈の直線性および
パーセント回収率は、実施例５に記載のＥＬＩＳＡアッセイによって計算した。
【０１８０】
【表７】

【０１８１】
　表７に実証されるように、市販供給源から入手し、アッセイ緩衝液中で少なくとも１：
８に希釈した血漿試料は、許容される希釈の直線性および回収率を有していた。２倍およ
び４倍に希釈した試料は予想よりも低い吸光度値を返し、これは、これらの低い希釈率で
の試料マトリクス干渉を示している。これらのデータは、本発明の抗体が、それだけには
限定されないが血漿などの複合生体試料においてさえも、トファシチニブの存在および濃
度を正確に検出できることを実証している。
【０１８２】
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クローン６Ｄ９．Ａ５の特徴づけ
　本実施例では、抗体クローン６Ｄ９．Ａ５、６Ｄ９．Ａ８、または１２Ｄ４．Ｇ６を使
用して、トファシチニブ用量応答曲線（０．００１～１０００ｎｇ／ｍｌ）をアッセイに
おいて実行した。結果を表８および図５中に示す。さらに、図５中に示すグラフを作成す
るために使用したデータは、以下の表９中に記載されている。本明細書中に開示したデー
タは、６Ｄ９．Ａ５が６Ｄ９．Ａ８と同じ標準範囲（１５～１２１５ｎｇ／ｍｌ）を有し
ており、また、約１５ｎｇ／ｍｌと低い濃度および約１２１５ｎｇ／ｍｌと高い濃度の試
料中のトファシチニブを検出できることを示している。
【０１８３】
【表８】

【０１８４】
【表９】

【０１８５】
　したがって、置き換えたサブクローン抗体６Ｄ９．Ａ５（６Ｄ９．Ａ８を置き換える）
は、サブクローン抗体６Ｄ９．Ａ８と比較して、親薬物と類似の用量応答活性を実証した
。さらに、本明細書中に開示したデータは、６Ｄ９．Ａ５および６Ｄ９．Ａ８抗体が同様
に、抗体１２Ｄ４．Ｇ６と比較して親薬物のより強力な結合剤であることを実証している
。
【０１８６】
　トファシチニブ代謝物を競合相手として使用した競合的免疫アッセイ－３、またはマイ
クロタイタープレートをトファシチニブ－ＢＳＡのコンジュゲートでコーティングした実
施例５中で言及した直接ＥＬＩＳＡアッセイを使用して、代謝物に対する交差反応性を測
定することによって、６Ｄ９．Ａ５抗体をさらに特徴づけた。表１０中に示すデータは、
クローン６Ｄ９．Ａ５が、クローン６Ｄ９．Ａ８およびクローン１２Ｄ４．Ｇ６で観察さ
れたものと類似の、代謝物に対する交差反応性有していたことを実証している。すなわち
、１２Ｄ４．Ｇ６と同様、６Ｄ９．Ａ５は代謝物１または２と実質的に結合しなかった。
【０１８７】
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【０１８８】
　開示した教示を様々な応用、方法、キット、および組成物に言及して記載したが、本明
細書および以下の特許請求した発明の教示から逸脱せずに様々な変化および改変を行うこ
とができることが理解されよう。前述の実施例は、開示した教示をより良好に例示するた
めに提供し、本明細書中に提示した教示の範囲を限定することを意図しない。本教示をこ
れらの例示的な実施形態に関して記載したが、当業者には、必要以上の実験を行わずに、
これらの例示的な実施形態の数々の変形および改変が可能であることを容易に理解される
であろう。すべてのそのような変形および改変が本教示の範囲内にある。
【０１８９】
　特許、特許出願、論文、教科書などの本明細書中で引用したすべての参考文献、および
その中に引用されている参考文献は、既にそうでない限り、本明細書中にその全体で参考
として組み込まれている。それだけには限定されないが、定義された用語、用語の使用、
記載した技法などを含めて、組み込まれている文献および類似の試料のうちの１つまたは
複数が本出願と異なるまたは矛盾する場合は、本出願が支配する。
【０１９０】
　前述の説明および実施例は、本発明の特定の具体的な実施形態を詳述し、本発明者らに
よって企図される最良の形態を説明する。しかし、前述したものが文字上でいかに詳細で
あるように見え得る場合でも、本発明を多くの方法で実施することができ、本発明は、添
付の特許請求の範囲およびその任意の均等物に従って解釈されるべきであることを理解さ
れたい。
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