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(57)【要約】
　本発明は、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で
治療された患者由来の試料において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ
で抗＜療法用モノクローナル抗体＞抗体（ａｎｔｉ－＜
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎ
ｔｉｂｏｄｙ＞　ａｎｔｉｂｏｄｙ）（抗＜ＴｍＡＢ＞
ＡＢ）を測定するためのイムノアッセイ法に関する。該
方法は、（ａ）固相に結合した前記ＴｍＡＢのＦ（ａｂ
）断片を提供し、（ｂ）試料と、（ａ）で提供された固
相をインキュベーションし、それによって、Ｆ（ａｂ）
断片を通じて固相に抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが結合し、（ｃ
）（ｂ）で得られた固相と、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに結合
するモノクローナル抗体をインキュベーションし、（ｄ
）（ｃ）で結合したモノクローナル抗体を検出し、そし
てそれによって、試料中の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定す
る工程を含む。本発明はまた、ＴｍＡＢで治療された患
者から提供される試料における前記ＴｍＡＢに対する抗
＜ＴｍＡＢ＞の検出がｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定されるア
レイ形式のイムノアッセイによって、特定の免疫グロブ
リンクラスの抗原特異的抗体を測定するための方法にも
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で治療された患者由来の試料において、ｉｎ　
ｖｉｔｒｏで抗＜療法用モノクローナル抗体＞抗体（ａｎｔｉ－＜ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉ
ｃ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ＞　ａｎｔｉｂｏｄｙ）（抗＜ＴｍＡＢ＞
ＡＢ）を測定するためのイムノアッセイ法であって：
ａ）固相に結合した前記ＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片を提供し、
ｂ）試料と、（ａ）で提供された固相をインキュベーションし、それによって、Ｆ（ａｂ
）断片を通じて固相に抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが結合し、
ｃ）（ｂ）で得られた固相と、モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞をインキュ
ベーションし、それによって前記モノクローナル抗体が、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに結合し、
そして
ｄ）（ｃ）で結合したモノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を検出し、そしてそ
れによって、試料中の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定する
工程を含む、前記方法。
【請求項２】
　試料が全血、血清または血漿である、請求項１の方法。
【請求項３】
　ＴｍＡＢが、キメラ抗体（ＣＡ）およびヒト化抗体（ＨＡ）からなる群より選択される
、請求項１～２のいずれか記載の方法。
【請求項４】
　ＴｍＡＢが、インフリキシマブ、アダリムマブ、セルトリズマブおよびリツキシマブか
らなる群より選択される、請求項１～３のいずれか記載の方法。
【請求項５】
　ビオチン／ストレプトアビジン、ビオチン／アビジン、およびビオチン抗＜ビオチン＞
抗体からなる群より選択される結合系によって、Ｆ（ａｂ）断片を固相に結合させる、請
求項１～４のいずれか記載の方法。
【請求項６】
　モノクローナル抗体が約１０－６ｍｏｌ／ｌ～１０－８ｍｏｌ／ｌの解離定数（＝ＫＤ

）値を有する抗体である、請求項１～５のいずれか記載の方法。
【請求項７】
　モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞が標識されている、請求項１～６のいず
れか記載の方法。
【請求項８】
　モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞がＤｉｇで標識されている、請求項１～
７のいずれか記載の方法。
【請求項９】
　Ｄｉｇ標識モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞が、検出可能標識にコンジュ
ゲート化された抗＜Ｄｉｇ＞抗体とインキュベーションすることによって検出される、請
求項８記載の方法。
【請求項１０】
　検出可能標識が、発光標識、化学発光標識、電気化学発光標識、蛍光標識、および放射
性標識からなる群より選択される、請求項９記載の方法。
【請求項１１】
　抗＜ＴｍＡＢ＞抗体の検出のための請求項１～１０のいずれか記載のイムノアッセイ法
の使用。
【請求項１２】
　ＴｍＡＢでの治療中に薬物有害反応（ＡＤＲ）を生じるリスクがある患者の同定のため
の請求項１～１０のいずれか記載の方法の使用であって、該方法において、抗＜ＴｍＡＢ
＞ＡＢに関して検査結果が陽性であった患者は、ＡＤＲを生じるリスクがある、前記使用
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。
【請求項１３】
　前記の第一のＴｍＡＢの最初の投与から１４週間後までに、患者から採取された試料に
おいて、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを検出する、請求項１２記載の使用。
【請求項１４】
　第一のＴｍＡＢでの治療下にある患者のため、代替療法用抗体を選択するための方法で
あって、少なくとも第一のＴｍＡＢおよび１またはそれより多い代替ＴｍＡＢが利用可能
であり：
ａ）前記の第一のＴｍＡＢで治療された患者由来の試料において、第一のＴｍＡＢに対す
る抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢをｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定し、そして
ｂ）前記の第一のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが存在する場合、将来の療法のた
めの代替ＴｍＡＢを選択する
工程を含む、前記方法。
【請求項１５】
　抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが、前記の第一のＴｍＡＢの最初の投与から１４週間後までに、患
者から提供される試料内で、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定可能である、請求項１４記載の方法
。
【請求項１６】
　代替ＴｍＡＢが、抗＜ＴＮＦα＞モノクローナル抗体およびリツキシマブからなる群よ
り選択される、請求項１４～１５のいずれか記載の方法。
【請求項１７】
　代替ＴｍＡＢが、インフリキシマブ、アダリムマブ、セルトリズマブおよびリツキシマ
ブからなる群より選択される、請求項１４～１６のいずれか記載の方法。
【請求項１８】
　代替ＴｍＡＢが、抗＜ＴＮＦα＞モノクローナル抗体である、請求項１４～１７のいず
れか記載の方法。
【請求項１９】
　代替ＴｍＡＢが、インフリキシマブ、アダリムマブ、およびセルトリズマブからなる群
より選択される、請求項１４～１８のいずれか記載の方法。
【請求項２０】
　第一のＴｍＡＢが抗＜ＴＮＦα＞モノクローナル抗体であり、そして代替ＴｍＡＢがリ
ツキシマブである、請求項１４～１９のいずれか記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で治療された患者由来の試料におい
て、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗＜療法用モノクローナル抗体＞抗体（ａｎｔｉ－＜ｔｈｅｒａ
ｐｅｕｔｉｃ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔｉｂｏｄｙ＞　ａｎｔｉｂｏｄｙ）（抗＜
ＴｍＡＢ＞ＡＢ）を測定するためのイムノアッセイ法に関する。該方法は、（ａ）固相に
結合した前記ＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片を提供し、（ｂ）試料と、（ａ）で提供された固
相をインキュベーションし、それによって、Ｆ（ａｂ）断片を通じて固相に抗＜ＴｍＡＢ
＞ＡＢが結合し、（ｃ）（ｂ）で得られた固相と、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに結合するモノク
ローナル抗体をインキュベーションし、（ｄ）（ｃ）で結合したモノクローナル抗体を検
出し、そしてそれによって、試料中の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定する工程を含む。本発明
はまた、ＴｍＡＢで治療された患者から提供される試料における前記ＴｍＡＢに対する抗
＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出がｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定されるアレイ形式のイムノアッセイに
よって、特定の免疫グロブリンクラスの抗原特異的抗体を測定するための方法にも関する
。やはり開示するのは、抗＜ＴｍＡＢ＞抗体を検出するための、そしてＴｍＡＢでの治療
中に薬物有害反応（ＡＤＲ）を生じるリスクがある患者の同定における、こうした方法の
使用である。
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【背景技術】
【０００２】
　１９７４年のＫｏｅｈｌｅｒおよびＭｉｌｓｔｅｉｎによる最初のモノクローナル抗体
の開発以来、ヒトにおける療法に適した抗体の開発に多くの努力が捧げられてきた。最初
に利用可能になったモノクローナル抗体は、マウスおよびラットで開発されてきた。過去
１０年間、ますます多数のキメラモノクローナル抗体、ヒト化モノクローナル抗体または
ヒトモノクローナル抗体が市場に出回ってきている。
【０００３】
　療法用モノクローナル抗体（＝ＴｍＡＢ）の周知の例は、アブシキシマブ（ＲｅｏＰｒ
ｏ（登録商標））、アダリムマブ（Ｈｕｍｉｒａ（登録商標））、アレムツズマブ（Ｃａ
ｍｐａｔｈ（登録商標））、バシリキシマブ（Ｓｉｍｕｌｅｃｔ（登録商標））、ベバシ
ズマブ（Ａｖａｓｔｉｎ（登録商標））、セツキシマブ（Ｅｒｂｉｔｕｘ（登録商標））
、セルトリズマブ・ペゴール（Ｃｉｍｚｉａ（登録商標））、ダクリズマブ（Ｚｅｎａｐ
ａｘ（登録商標））、エクリズマブ（Ｓｏｌｉｒｉｓ（登録商標））、エファリズマブ（
Ｒａｐｔｉｖａ（登録商標））、ゲムツズマブ（Ｍｙｌｏｔａｒｇ（登録商標））、イブ
リツモマブ・チウキセタン（Ｚｅｖａｌｉｎ（登録商標））、インフリキシマブ（Ｒｅｍ
ｉｃａｄｅ（登録商標））、ムロモナブ－ＣＤ３（Ｏｒｔｈｏｃｌｏｎｅ　ＯＫＴ３（登
録商標））、ナタリズマブ（Ｔｙｓａｂｒｉ（登録商標））、オマリズマブ（Ｘｏｌａｉ
ｒ（登録商標））、パリビズマブ（Ｓｙｎａｇｉｓ（登録商標））、パニツムマブ（Ｖｅ
ｃｔｉｂｉｘ（登録商標））、ラニビズマブ（Ｌｕｃｅｎｔｉｓ（登録商標））、リツキ
シマブ（Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標）、ＭａｂＴｈｅｒａ（登録商標））、トラスツズマ
ブ（Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標））およびトシツモマブ（Ｂｅｘｘａｒ（登録商標）
）である。
【０００４】
　利用可能な異なる種類のＴｍＡＢがあり、このうちいくつかは、患者治療中に、薬物有
害反応（ＡＤＲ）または二次治療失敗を誘導しうる。
　現在入手可能な、多様な種類のＴｍＡＢは、キメラ抗体、例えばインフリキシマブ（抗
＜ＴＮＦα＞ＡＢ）、ヒト化抗体、例えばセルトリズマブ（抗＜ＴＮＦα＞ＡＢ）および
ヒト抗体、例えばアダリムマブ（やはり抗＜ＴＮＦα＞ＡＢ）またはパニツムマブ（抗＜
上皮増殖因子受容体＞ＡＢ）を含む。
【０００５】
　非常に多数のキメラ、ヒト化またはヒトＴｍＡＢが市場にあるかまたは現在開発中であ
り、そしてさらに研究される必要がある。こうした研究の重要な基準は、いくつかのみに
言及すると、治療中の自己抗体の誘導、薬物有害反応（ＡＤＲ）、生物学的利用能および
抗体クリアランスである。
【０００６】
　ＴｍＡｂでの患者治療に関するＥＭＥＡ認可もまた、将来的に、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの
形成に関連するデータに依存するであろう。
　抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを検出するため、多くの異なる方法が、先行技術で使用されてきて
おり、そして非常に異なるかまたはさらに矛盾する結果および暗示を導いてきた。
【０００７】
　Ｍｉｒｅ－Ｓｌｕｉｓ，　Ａ．Ｒ．らは、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
２８９（２００４）１－１６において、バイオテクノロジーで産生した療法用抗体に対す
る宿主の抗薬剤抗体（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ）の検出において用いられるイムノアッセイの
設計および最適化に関する推奨を要約する。Ｍｉｒｅ－Ｓｌｕｉｓらによれば、周知の抗
薬剤抗体アッセイ形式は、かなりの不都合な点を示す。抗薬剤抗体アッセイは、例えば、
ＷＯ　２００５／０４５０５８およびＷＯ　９０／００６５１５に言及される。抗イディ
オタイプ抗体アッセイは、例えばＵＳ　５，２１９，７３０；　ＷＯ　８７／００２７７
８；　ＥＰ　０　１３９　３８９；およびＥＰ　０　１７０　３０２に言及される。Ｗａ
ｄｈｗａ，　Ｍ．らは、Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２７８（２００３）
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１－１７において、療法生物学によって誘導される望ましくない抗体の検出、測定および
性質決定のための戦略を報告する。
【０００８】
　Ａｒｄｅｎら，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２
０（２００８）４３１－４３５は、抗＜腫瘍壊死因子＞抗体の免疫原性および抗＜抗体＞
測定の改善法を概説する。
【０００９】
　免疫系、例えば哺乳動物生物の免疫系は、外来（ｆｏｒｅｉｇｎ）（非自己）物質また
は感染性病原体に対する反応として、免疫グロブリンとも呼ばれる抗体を産生する。こう
した非自己物質はまた、抗原とも呼ばれる。哺乳動物生物は、外来物質または感染性病原
体に対して自己を防御するために抗体を用いる。
【００１０】
　免疫グロブリン（Ｉｇ）は、５つの異なるクラスに分けられうる。免疫グロブリンは、
Ｍ、Ｇ、Ａ、Ｅ、およびＤクラスに区別される。これらの５つの免疫グロブリンクラスは
、各々、重鎖の組成に関して異なり、重鎖は、μ、γ、α、ε、またはδ鎖と呼ばれる。
【００１１】
　各免疫グロブリンクラスは、生物において異なる機能を有する。Ｍクラスの免疫グロブ
リンは、抗原と最初の接触が行われる、いわゆる一次免疫時に生じる。しかし、これらの
免疫グロブリンの濃度は、こうした最初の感染後に減少する。Ｇクラスの免疫グロブリン
は一次免疫中にゆっくりと形成され、そして同じ抗原での二次感染があると、多量に生じ
る。Ａクラスの免疫グロブリンは、哺乳動物組織のいくつかの粘膜表面上で見られ、そし
てそこで生じる防御プロセスに関与する。Ｅクラスの免疫グロブリンは、主に、アレルギ
ー反応に関与する。Ｄクラスの免疫グロブリンの正確な機能は、現在まで知られていない
。
【００１２】
　個々の免疫グロブリンクラスは、非常に異なる濃度で血中に存在する。Ｇクラスの免疫
グロブリン（ＩｇＧ）は、ヒト血清中で最高の出現率を持つクラスであり、約７５％の比
率で存在し、これはおよそ８～１８ｍｇ／ｍｌの血清含量に対応する。次に最も頻繁な免
疫グロブリンクラスはクラスＡ（ＩｇＡ）であり、その平均血清濃度は、通常、０．９～
４．５ｍｇ／ｍｌである。Ｍクラスの免疫グロブリン（ＩｇＭ）は、０．６～２．８ｍｇ
／ｍｌの濃度で存在し、そしてクラスＤの免疫グロブリン（ＩｇＤ）は、通常、０．００
３～０．４ｍｇ／ｍｌの濃度で存在する。ＩｇＥ抗体は最低の比率で存在し、そして血清
中に約０．０２～０．０５μｇ／ｍｌの濃度でしか存在しない。
【００１３】
　多くの疾患の鑑別診断のため、免疫グロブリンの１またはそれより多い特定のクラスの
抗体を検出することが重要である。ウイルス、細菌および寄生虫感染の場合、満足がいく
診断は、クラス特異的抗体検出によって、そして／または特定の他の免疫グロブリンクラ
スの妨害性測定を排除する（例えばＩｇＧおよびＩｇＡ抗体を検出するが、ＩｇＭ抗体を
検出しない）ことによってのみ、確実になりうる。これは、新鮮なまたは急性の感染およ
びより古い感染の間を区別するために、また、感染経過を臨床的に監視するためにも、特
に重要である。抗体のクラス特異的検出は、ＨＩＶ、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、トキソプラズ
マ症、風疹およびクラミジア感染のために特に重要である。特定の抗原に特異的な抗体の
クラス特異的検出はまた、例えば免疫が成功したかどうかをチェックするために、防御抗
体の力価を測定する際にも必要である。
【００１４】
　特定のクラスの抗原特異的抗体はしばしば、試料中に含まれる抗原特異的抗体が、特異
的抗原でコーティングされた固相に結合することによって、検出される。コーティングさ
れた抗原を通じて固相に特異的に結合した免疫グロブリン（Ｉｇ）を、次いで、ヒトＩｇ
の特定のクラスに対して特異的に向けられた検出抗体によって検出する。しかし、こうし
た試験法は、ヒトＩｇに対して向けられたクラス特異的標識抗体との反応前に、すべての
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非特異的非抗原結合性Ｉｇが洗浄によって除去されている場合にのみ可能である。したが
って、例えば、試料中の特異的ＩｇＧ分子を検出する際、固相に非特異的に結合可能な非
特異的ＩｇＧが比較的多量（４～２０ｍｇ／ｍｌ血清）に存在している。ＩｇＧに対する
検出抗体を用いると、これらの非特異的に結合する免疫グロブリンもまた、検出抗体によ
って認識され、そして結合されるであろう。これは、バックグラウンドシグナルの上昇、
およびシグナル対ノイズ比の減少、そして最後に挙げるが重要な、感度減少を生じる。
【００１５】
　ＵＳ２００６／０１１５９０７Ａ１において、イムノアッセイアレイ試験において感度
を増加させるための免疫複合体特異的抗体が記載されている。免疫複合体特異的抗体は、
好ましくは凝集またはオリゴマー化免疫グロブリンに結合するが、単一の免疫グロブリン
に結合しない、リウマチ因子様抗体である。ＥＰ　１０９８１９８（Ｂｅｒｔｉら）は、
酵素イムノアッセイにおいて、ヒトＩｇＧ抗体の定性的および定量的測定のための方法に
関する。このアッセイにおいて、抗体のその抗原への結合に際して形成されるネオエピト
ープを通じて、ヒトＩｇＧ抗体に特異的に結合するモノクローナル抗体を用いる。固相に
非特異的に結合した抗体によるバックグラウンドシグナルの減少は、この方法においては
記載されない。
【００１６】
　バックグラウンドシグナルを減少させる１つの方法は、免疫グロブリンの非特異的結合
を回避するために、固相を修飾し、そして固相への免疫グロブリンの非特異的結合を減少
させるかまたは防止すると推定される特別な緩衝剤添加物を使用することである（例：Ｈ
ｙｄｒｏＧｅｌ固相（Ｐｅｒｋｉｎ　Ｅｌｍｅｒ）、ＦＡＳＴスライド（Ｓｃｈｌｅｉｃ
ｈｅｒ　＆　Ｓｃｈｕｌｌ）、界面活性剤、カオトロピック塩）。固相の修飾は、困難で
あり、そして高価である。さらに、緩衝剤添加物は、いくつかの抗体の反応性を減少させ
る可能性もあり、そしてしたがって、望ましい陽性シグナルを減少させる可能性もあるこ
とがわかってきた。
【００１７】
　言及するように、非特異的に結合した免疫グロブリンによって誘導されたバックグラウ
ンドシグナルは、ブランク値を増加させ、これによって、特異的に結合した抗体の検出は
より困難になる。これは、アレイ形式でのイムノアッセイなどの小型化された試験系に特
によく当てはまる。こうしたアレイは、複数の特異的試験を含む可能性もあり、いくつか
の場合、異なる試験形式でさえあり、そして単一の反応容器中で試験法が行われる。した
がって、例えば、特定の界面活性剤を添加すると、こうしたアレイにおいて、第一の分析
物に対する抗体の非特異的結合は抑制されうるが、同じ界面活性剤は、同じアレイ系上の
第二の分析物の検出のための別の試験においては、効果がないか、または反対の影響さえ
有しうる。
【００１８】
　イムノアッセイにおいてバックグラウンドシグナルを減少させるさらなる可能性として
の、第一補体構成要素のサブユニットである凝集因子Ｃ１ｑの使用が、ＥＰ　０２２２１
４６　Ｂ１に開示される。米国特許第５，６９８，４４９　Ａ１号において、血液から免
疫複合体を選択的に除去し、そして免疫複合体を検出し、そして定量化するための、Ｃ１
ｑ断片が開示される。米国特許第４，０６２，９３５　Ａ１号は、試料へのリウマチ因子
またはＣ１ｑの添加、ならびに結合および生じる免疫複合体の定量化を記載する。しかし
、先行技術は、アレイ形式でのイムノアッセイのためのＣ１ｑのいかなる適用も示してい
ない。
【００１９】
　アレイ形式でのイムノアッセイの特徴的な特徴は、固相である。こうしたアレイに基づ
くイムノアッセイにおいて、固相は、好ましくは、局在化された、限定された、別個の試
験領域からなる。固相上のこれらの試験領域は、好ましくは、不活性領域によって互いに
空間的に分離される。これらの局在化された別個の試験領域は、ほとんどの場合、スポッ
トであり、そして好ましくは、１０μｍ～１ｍｍの直径を有し、そして特に好ましくは１
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００～２００μｍの直径を有する。アレイ系は、例えば、Ｅｋｉｎｓ，　Ｒ．Ｐ．および
Ｃｈｕ，　Ｆ．Ｗ．（Ｃｌｉｎ．　Ｃｈｅｍ．　３７（１９９５）１９５５－１９６７）
、ならびに米国特許第５，４３２，０９９号、第５，５１６，６３５号および第５，１２
６，２７６号に記載される。
【００２０】
　アレイ系は、１つの試料から、いくつかの分析物測定を同時に実行可能であるという利
点を有する。これらのアレイ系の固相は、好ましくは、ＥＰ　０９３９３１９（Ｈｏｒｎ
ａｕｅｒら）に開示されるようなストレプトアビジンまたはアビジンのような普遍的結合
剤でコーティングされてもよい。固相（固体支持体）上の個々の試験領域またはスポット
に抗原特異的抗体などの複数の結合パートナーを適用することが可能である。例えばスト
レプトアビジンを普遍的結合マトリックスとして用いる場合、各結合パートナーをビオチ
ン化して、こうした固相上に容易にスポットする／結合させることも可能である。試料構
成要素および特にＩｇＧは、これらの結合パートナーの１またはそれより多くに、あるい
は固相に、非特異的に結合しうる。この場合、各個々の結合パートナーは、非常に特別な
緩衝剤添加物を必要とする可能性もあるため、バックグラウンドシグナルを減少させる普
遍的緩衝剤添加物を同定することはほぼ不可能である。１つの結合パートナーの場合には
正の効果を有する緩衝剤添加物は、他の結合パートナーにはさらに不都合な影響を有する
可能性もある。また、多くの異なる結合パートナーのために固相を修飾することもまた非
常に困難である。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００２１】
【特許文献１】ＷＯ　２００５／０４５０５８
【特許文献２】ＷＯ　９０／００６５１５
【特許文献３】ＵＳ　５，２１９，７３０
【特許文献４】ＷＯ　８７／００２７７８
【特許文献５】ＥＰ　０　１３９　３８９
【特許文献６】ＥＰ　０　１７０　３０２
【特許文献７】ＵＳ２００６／０１１５９０７Ａ１
【特許文献８】ＥＰ　１０９８１９８（Ｂｅｒｔｉら）
【特許文献９】ＥＰ　０２２２１４６　Ｂ１
【特許文献１０】米国特許第５，６９８，４４９　Ａ１号
【特許文献１１】米国特許第４，０６２，９３５　Ａ１号
【特許文献１２】米国特許第５，４３２，０９９号
【特許文献１３】米国特許第５，５１６，６３５号
【特許文献１４】米国特許第５，１２６，２７６号
【特許文献１５】ＥＰ　０９３９３１９（Ｈｏｒｎａｕｅｒら）
【非特許文献】
【００２２】
【非特許文献１】Ｍｉｒｅ－Ｓｌｕｉｓ，　Ａ．Ｒ．ら，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍ
ｅｔｈｏｄｓ　２８９（２００４）１－１６
【非特許文献２】Ｗａｄｈｗａ，　Ｍ．ら，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ
　２７８（２００３）１－１７
【非特許文献３】Ａｒｄｅｎら，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌｏｇｙ　２０（２００８）４３１－４３５
【非特許文献４】Ｅｋｉｎｓ，　Ｒ．Ｐ．およびＣｈｕ，　Ｆ．Ｗ．（Ｃｌｉｎ．　Ｃｈ
ｅｍ．　３７（１９９５）１９５５－１９６７）
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００２３】
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　したがって、本発明の１つの目的は、抗＜療法用モノクローナル抗体＞抗体（抗＜Ｔｍ
ＡＢ＞ＡＢ）を、前記ＴｍＡＢで治療された患者から得られる試料において検出するため
の高感度法を開発することであった。
【００２４】
　驚くべきことに、本発明にしたがったイムノアッセイ法を使用すると、抗＜ＴｍＡＢ＞
ＡＢの非常に早期の検出が可能になり、そしてそれによってまた、ＴｍＡＢでの治療中に
薬物有害反応（ＡＤＲ）を生じるリスクがある患者の大部分を同定することが可能になる
であろうことがわかった。
【課題を解決するための手段】
【００２５】
　本発明は、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で治療された患者由来の試料におい
て、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗＜療法用モノクローナル抗体＞抗体（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ）を
測定するためのイムノアッセイ法であって：ａ）固相に結合した前記ＴｍＡＢのＦ（ａｂ
）断片を提供し、ｂ）試料と、（ａ）で提供された固相をインキュベーションし、それに
よって、Ｆ（ａｂ）断片を通じて固相に抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが結合し、ｃ）（ｂ）で得ら
れた固相と、モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞をインキュベーションし、そ
れによって前記モノクローナル抗体が、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに結合し、そしてｄ）（ｃ）
で結合したモノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を検出し、そしてそれによって
、試料中の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定する工程を含む、前記方法に関する。
【００２６】
　１つの態様において、本発明は、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で治療された
患者由来の試料において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定することによっ
て、薬物有害反応（ＡＤＲ）を生じるリスクがある患者を同定するためのイムノアッセイ
法の使用に関する。この方法は：ａ）固相に結合した前記ＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片を提
供し、ｂ）試料と、（ａ）で提供された固相をインキュベーションし、それによって、Ｆ
（ａｂ）断片を通じて固相に抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが結合し、ｃ）（ｂ）で得られた固相と
、モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞をインキュベーションし、それによって
前記モノクローナル抗体が、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに結合し、そしてｄ）（ｃ）で結合した
モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を検出し、そしてそれによって、ＴｍＡＢ
での治療中の試料における抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定する工程を含み、ここで、抗＜Ｔｍ
ＡＢ＞ＡＢに関して検査結果が陽性であった患者は、ＡＤＲを生じるリスクがある。
【００２７】
　さらなる態様において、本発明は、第一のＴｍＡＢでの治療下にある患者のため、代替
療法用抗体を選択するための方法であって、少なくとも第一のＴｍＡＢおよび１またはそ
れより多い代替ＴｍＡＢが利用可能であり：ａ）前記の第一のＴｍＡＢで治療された患者
由来の試料において、第一のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢをｉｎ　ｖｉｔｒｏで
測定し、そしてｂ）前記の第一のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが存在する場合、
将来の療法のための代替ＴｍＡＢを選択する工程を含む、前記方法に関する。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】図１は、実施例３に記載するような間接的イムノアッセイ試験形式を示す。抗＜
ＴｍＡＢ＞ＡＢ＝調べようとする試料中で検出しようとする抗＜療法用モノクローナル抗
体＞抗体；ＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｄｉｇ＝Ｄｉｇ標識モノクローナル抗体＜ｈ
－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞；Ｆ（ａｂ’）２－ＢｉおよびＦａｂ－Ｂｉ＝抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ
に特異的に結合する、固相上に固定されたビオチン化抗原。
【図２】図２は、＜＝５０週のＡＤＲのため研究から離脱した、インフリキシマブで治療
された患者に関するカプラン・マイヤー生存曲線を示す。Ｘ軸＝研究から離脱するまでの
日数（離脱日）；Ｙ軸＝生存分布関数；下部の線＝第６週で抗薬剤抗体が検出された患者
（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ＋）：総数＝３１、失敗＝１５；上部の線＝第６週で抗薬剤抗体が
検出されなかった患者（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ－）：総数＝９４、失敗＝１２；ｐ値　ログ
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ランク検定＝＜０．０００１；ハザード比＝５．０６、９５％ＣＩハザード比＝［２．３
６、１０．８４］。データを表４に示す。
【図３】図３は、＜＝５０週のＡＤＲのため研究から離脱した、インフリキシマブで治療
された患者に関するカプラン・マイヤー生存曲線を示す。Ｘ軸＝研究から離脱するまでの
日数（離脱日）；Ｙ軸＝生存分布関数；下部の線＝第１４週で抗薬剤抗体が検出された患
者（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ＋）：総数＝４３、失敗＝１６；上部の線＝第１４週で抗薬剤抗
体が検出されなかった患者（ＡＤＡ－）：総数＝８８、失敗＝１２；ｐ値　ログランク検
定＝＜０．０００９；ハザード比＝３．３０、９５％ＣＩハザード比＝［１．５６、６．
９９］。データを表４に示す。
【図４】図４は、説明に言及するようなサンドイッチイムノアッセイ形式を示す。抗＜Ｔ
ｍＡＢ＞ＡＢ＝調べようとする試料中で検出しようとする抗＜療法用モノクローナル抗体
＞抗体；Ｆ（ａｂ’）２－Ｄｉｇ＝Ｄｉｇ標識Ｆ（ａｂ’）２断片；Ｆ（ａｂ’）２－Ｂ
ｉまたはＦａｂ－Ｂｉ＝抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに特異的に結合する固相上に固定されたビオ
チン化抗原。
【図５ａ】図５ａは、捕捉抗体としてのＦ（ａｂ’）２－Ｂｉインフリキシマブ断片の結
果を示す。ＴＮ＝見かけ上健康なヒト血液ドナーから採取した血清試料（真の陰性）。Ｔ
Ｐ＝インフリキシマブで治療されたＲＡ患者から採取した血清試料（真の陽性）。５０、
５００、および１５００００は、高さが切り捨てられている。
【図５ｂ】図５ｂは、捕捉抗体としてのＦａｂ－Ｂｉインフリキシマブ断片の結果を示す
。ＴＮ＝見かけ上健康なヒト血液ドナーから採取した血清試料（真の陰性）。ＴＰ＝イン
フリキシマブで治療されたＲＡ患者から採取した血清試料（真の陽性）。５０、７５００
０、１０００００および１５００００は、高さが切り捨てられている。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明の実施は、別に示さない限り、当該技術分野の技術範囲内である、分子生物学（
組換え技術を含む）、微生物学、細胞生物学、生化学、および免疫学の慣用的な技術を使
用するであろう。こうした技術は、文献、例えば“Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ
：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ”，　第２版（Ｓａｍｂｒｏｏｋら，　１
９８９）；　“Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ”（Ｍ．　Ｊ．　
Ｇａｉｔ監修，　１９８４）；　“Ａｎｉｍａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｃｕｌｔｕｒｅ”（Ｒ．　
Ｉ．　Ｆｒｅｓｈｎｅｙ監修，　１９８７）；　“Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏ
ｌｏｇｙ”（Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ，　Ｉｎｃ．）；　“Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ”（Ｆ．　Ｍ．　Ａｕｓｕ
ｂｅｌら監修，　１９８７、および定期的な改訂版）；　“ＰＣＲ：　Ｔｈｅ　Ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ”，　（Ｍｕｌｌｉｓら監修，　１９９４
）に完全に説明される。
【００３０】
　別に定義しない限り、本明細書で用いる技術的および科学的用語は、本発明が属する技
術分野の一般の当業者によって一般的に理解されるのと同じ意味を有する。Ｓｉｎｇｌｅ
ｔｏｎ，　Ｐ．およびＳａｉｎｓｂｕｒｇ，　Ｄ．ら，　Ｄｉｃｔｉｏｎａｒｙ　ｏｆ　
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　第２版，　
Ｊ．　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，　ニューヨーク州ニューヨーク（１９９４）；　Ｍａ
ｒｃｈ，　Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ
ｓ，　Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ　ａｎｄ　Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ　第４版，　Ｊｏｈｎ　Ｗｉ
ｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ（ニューヨーク州ニューヨーク　１９９２）；　Ｌｅｗｉｎ，　Ｂ
．，　Ｇｅｎｅｓ　Ｖ，　Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ刊行（１９
９４），　ＩＳＢＮ　０－１９－８５４２８７　９）；　Ｋｅｎｄｒｅｗ，　Ｊ．ら（監
修），　Ｔｈｅ　Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ，　Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｌｔｄ．刊行（１９９４），　ＩＳＢＮ　
０－６３２－０２１８２－９）；およびＭｅｙｅｒｓ，　Ｒ．Ａ．（監修），　Ｍｏｌｅ
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ｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ：　ａ　Ｃｏｍｐｒ
ｅｈｅｎｓｉｖｅ　Ｄｅｓｋ　Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ，　ＶＣＨ　Ｐｕｂｌｉｓｈｅｒｓ，
　Ｉｎｃ．刊行（１９９５），　ＩＳＢＮ　１－５６０８１－５６９　８）は、当業者に
、本出願で用いる多くの用語に対する一般的な指針を提供する。
【００３１】
　本明細書に引用するすべての参考文献は、特許出願および刊行物を含めて、本明細書に
その全体が援用される。
　定義
　本明細書において、以下の用語は各々、本セクションにおいて、これに関連づけられる
意味を有する。
【００３２】
　冠詞「ａ」および「ａｎ」は、本明細書において、冠詞の文法的対象（ｇｒａｍｍａｔ
ｉｃａｌ　ｏｂｊｅｃｔ）の１または１より多く（すなわち少なくとも１つ）を指す。例
えば、「抗体（ａｎ　ａｎｔｉｂｏｄｙ）」は、１つの抗体または１より多い抗体を意味
する。用語「少なくとも」は、場合によって１またはそれより多いさらなる対象が存在し
てもよいことを示す。例えば、少なくとも２つの別個の領域を含むアレイは、場合によっ
て、２またはそれより多い別個の試験領域を含んでもよい。
【００３３】
　表現「１またはそれより多く」は、１～５０、好ましくは１～２０、また好ましくは２
、３、４、５、６、７、８、９、１０、１２、または１５を示す。
　表現「関心対象の」は、分析または測定すべき、適切でありうる分析物または物質を示
す。
【００３４】
　「検出」には、直接および間接的検出を含む、検出の任意の手段が含まれる。用語「検
出」は、最も広い意味で用いられ、分析物の定性的および定量的測定の両方、本明細書で
は、抗＜療法用抗体＞抗体などの分析物の測定を含む。１つの側面において、本明細書に
記載するような検出法を用いて、試料中の関心対象の分析物の単なる存在を同定する。別
の側面において、該方法を用いて、試料中の分析物の量を定量化してもよい。
【００３５】
　「相関させる」または「相関させること」は、任意の方式で、第一の分析またはプロト
コルの性能および／または結果と、第二の分析またはプロトコルの性能および／または結
果を比較することを意味する。例えば、第二のプロトコルの実行に際して、第一の分析ま
たはプロトコルの結果を用いてもよいし、そして／または、第二の分析またはプロトコル
を実行すべきかどうかを決定するため、第一の分析またはプロトコルの結果を用いてもよ
い。
【００３６】
　「減少させる」または「阻害する」は、参照に比較した際、活性、機能、および／また
は量を減らすかまたは減少させることである。「減少させる」または「阻害する」によっ
て、好ましくは２０％またはそれより多く、より好ましくは５０％またはそれより多く、
そして最も好ましくは７５％、８５％、９０％、９５％、またはそれより多い全体の減少
を引き起こす能力を意味する。減少または阻害は、治療中の障害の症状を指してもよい。
【００３７】
　用語「試料」または「試験試料」は、本明細書において、患者から得られる、ｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏでの評価の目的のために得られる生物学的試料を指す。試料は、患者を治療して
いる抗体または薬剤に結合する抗体を含み、例えばヒト抗＜キメラ抗体＞（ＨＡＣＡ）ま
たはヒト抗＜ヒト抗体＞（ＨＡＨＡ）であり、どちらも抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢである。用語
、試料または試験試料には、これらの調達の後に任意の方式で操作されている、例えば試
薬での処理、可溶化、あるいは特定の構成要素、例えばタンパク質またはポリヌクレオチ
ドの濃縮によって操作されている、生物学的試料が含まれる。典型的には、試料は液体試
料である。
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【００３８】
　生物学的試料は、例えば、全血、血清、患者から回収された抗体または血漿であっても
よい。試料は、好ましくは、全血、血清または血漿である。生物学的試料は、患者から回
収された抗体を含んでもよい。１つの態様において、試料は臨床試料である。別の態様に
おいて、試料は診断アッセイにおいて用いられる。
【００３９】
　１つの態様において、試料は、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）療法の前に、被
験体または患者から得られる。１つの態様において、試料は、ＴｍＡＢ療法下で、被験体
または患者から得られる。１つの態様において、試料は、ＴｍＡＢでの少なくとも１回の
治療の後に、被験体または患者から得られる。
【００４０】
　本明細書において、試料が第２週に採取されたと言及される場合、試料は、前記ＴｍＡ
Ｂでの療法開始後の９日目～２１日目に採取されてもよい。本明細書において、試料が第
６週に採取されたと言及される場合、試料は、療法開始後の２８日目～６４日目に採取さ
れてもよい。本明細書において、試料が第１４週に採取されたと言及される場合、試料は
、療法開始後の第１３週～第１６週に採取されてもよい。
【００４１】
　本明細書において、「参照試料」は、比較目的のために用いられる任意の試料、標準、
またはレベルを指す。１つの態様において、参照試料は、未治療被験体または患者から得
られる。別の態様において、参照試料は、被験体または患者ではない、健康なおよび／ま
たは病気でない個体から得られる。別の態様において、参照試料は、被験体または患者で
ない未治療個体から得られる。特定の態様において、参照試料は、試験試料が得られたの
とは異なる１またはそれより多い時点で得られる、同じ被験体または患者由来の単数の試
料または組み合わされた複数の試料である。例えば、参照試料は、試験試料が得られる時
点より早い時点で、同じ被験体または患者から得られる。特定の態様において、参照試料
には、被験体または患者ではない１またはそれより多い個体から得られる、用語「試料」
の下で上に定義されるようなすべてのタイプの生物学的試料が含まれる。特定の態様にお
いて、参照試料は、被験体または患者ではない、１またはそれより多い健康な個体由来の
組み合わされた複数の試料である。特定の態様において、参照試料は、被験体または患者
ではない、疾患または障害（例えば関節リウマチ）を伴う１またはそれより多い個体由来
の組み合わされた複数の試料である。特定の態様において、参照試料は、被験体または患
者ではない１またはそれより多い個体由来のプールされた血漿または血清試料である。特
定の態様において、参照試料は、被験体または患者ではない、疾患または障害を伴う１ま
たはそれより多い個体由来のプールされた血漿または血清試料である。
【００４２】
　当業者に認識されるであろうように、本発明記載のイムノアッセイ法をｉｎ　ｖｉｔｒ
ｏで行う。患者試料をその後、廃棄する。患者試料は、本発明のｉｎ　ｖｉｔｒｏ診断法
にのみ用いられ、そして患者試料の成分は、患者体内に戻されない。
【００４３】
　用語「抗体」は、最も広い意味で用いられ、そしてモノクローナル抗体（全長モノクロ
ーナル抗体を含む）、ポリクローナル抗体、多重特異性抗体（例えば二重特異性抗体）、
および抗体断片を特に含む。
【００４４】
　多くの脊椎動物種由来の抗体（免疫グロブリン）の「軽鎖」には、カッパおよびラムダ
と呼ばれる、２つの明らかに別個のタイプの１つが割り当て可能である。この分類および
命名法は、定常ドメインのアミノ酸配列に基づく。
【００４５】
　重鎖の定常ドメインのアミノ酸配列に応じて、免疫グロブリンには異なるクラスが割り
当て可能である。免疫グロブリンの５つの主要クラス：ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ
、およびＩｇＭがあり、そしてこれらのうちいくつかは、さらにサブクラス（アイソタイ
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プ）、例えばＩｇＧ１、ＩｇＧ２、ＩｇＧ３およびＩｇＧ４に分割されうる。
【００４６】
　抗体の表記は、抗体に特異的に結合される抗原を「＜・・・＞」で示すように記載され
、例えば抗原「Ｘ」に対する抗体は、「抗＜Ｘ＞抗体」と示される。
　「抗体断片」は、好ましくは抗原結合領域または可変領域を含む、損なわれていない（
ｉｎｔａｃｔ）抗体の部分を含む。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）

２およびＦｖ断片；ディアボディ；直鎖抗体；一本鎖抗体分子；および抗体断片から形成
される多重特異性抗体が含まれる。抗体のパパイン消化は、各々、単一の抗原結合部位を
持つ、「Ｆａｂ」断片と呼ばれる２つの同一の抗原結合断片、および容易に結晶化する能
力を反映する名称を持つ、残った「Ｆｃ」断片を産生する。ペプシン処理は、２つの抗原
組み合わせ部位を有し、そしてなお抗原を架橋させることが可能である、Ｆ（ａｂ’）２

断片を生じる。
【００４７】
　「Ｆａｂ」断片は、それぞれ、抗体軽鎖および重鎖の可変ドメインを含有するが、また
、軽鎖の定常ドメインおよび重鎖の最初の定常ドメイン（ＣＨ１）も含有する。
　「Ｆａｂ’」断片は、抗体ヒンジ領域由来の１またはそれより多いシステインを含む重
鎖ＣＨ１ドメインのカルボキシ末端にいくつかのアミノ酸残基の付加を有する点でＦａｂ
断片と異なる。Ｆａｂ’抗体断片は、元来、その間にヒンジシステイン架橋を有するＦａ
ｂ’断片の対（Ｆ（ａｂ’）２）として産生されている。Ｆａｂ’単量体は、システイン
架橋の還元によって、Ｆ（ａｂ’）２から得られる。
【００４８】
　「一本鎖Ｆｖ」または「ｓｃＦｖ」抗体断片は、抗体のＶＨおよびＶＬドメインを含み
、ここでこれらのドメインは、単一のポリペプチド鎖中に存在する。好ましくは、Ｆｖポ
リペプチドは、さらに、ＶＨおよびＶＬドメイン間にポリペプチドリンカーを含み、これ
によって、ｓｃＦｖが抗原結合のために望ましい構造を形成することが可能になる。ｓｃ
Ｆｖの概説に関しては、Ｐｌｕｅｃｋｔｈｕｎ，　Ｔｈｅ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ　
ｏｆ　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ，　ｖｏｌ．　１１３，　Ｒｏｓｅ
ｎｂｕｒｇおよびＭｏｏｒｅ監修，　Ｓｐｒｉｎｇｅｒ－Ｖｅｒｌａｇ，　ニューヨーク
中，　ｐｐ．　２６９－３１５（１９９４）を参照されたい。
【００４９】
　用語「ディアボディ」は、２つの抗原結合部位を持つ小さい抗体断片を指し、こうした
断片は、同じポリペプチド鎖中に軽鎖重鎖可変ドメイン（ＶＬ）に連結された重鎖可変ド
メイン（ＶＨ）を含む（ＶＨ－ＶＬ）。同じ鎖上の２つのドメイン間で対形成が可能にな
るには短すぎるリンカーを用いることによって、ドメインは別の鎖の相補ドメインと対形
成することを強いられ、そして２つの抗原結合部位を生成する。ディアボディは、例えば
、ＥＰ　４０４　０９７；　ＷＯ　９３／１１１６１；およびＨｏｌｌｉｇｅｒ，　Ｐ．
ら，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　９０（１９９３）６４
４４－６４４８により詳細に記載される。
【００５０】
　本発明記載の「Ｆ（ａｂ）断片」には、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、ｓｃＦｖおよびディアボデ
ィが含まれる。ＴｍＡＢのＦａｂまたはＦａｂ’断片は、前記ＴｍＡＢのプロセシングに
よって、例えばＴｍＡＢをそれぞれ、ＦａｂまたはＦ（ａｂ’）２断片およびＦｃ部分に
消化することによって、産生される。療法用抗体がｓｃＦｖまたはディアボディである場
合、これらの分子は、さらに消化されないが、本発明記載のイムノアッセイ法において、
こうしたものとして使用可能である。
【００５１】
　用語「モノクローナル抗体」（ＭＡｂ）は、本明細書において、実質的に相同な抗体の
集団から得られる抗体を指し、すなわち集団を構成する個々の抗体は、微量に存在しうる
、ありうる天然存在突然変異を除いて同一である。モノクローナル抗体は、非常に特異的
であり、単一の抗原性部位に対して向けられる。さらに、典型的には異なる決定基（エピ



(13) JP 2013-536419 A 2013.9.19

10

20

30

40

50

トープ）に対して向けられた異なる抗体を含む慣用的な（ポリクローナル）抗体集団とは
対照的に、各モノクローナル抗体は、抗原上の単一の決定基に対して向けられる。修飾語
句「モノクローナル」は、抗体の実質的に相同な集団から得られるような抗体の性質を示
し、そして任意の特定の方法による抗体の産生を必要とするようには見なされない。例え
ば、本発明にしたがって用いようとするモノクローナル抗体は、Ｋｏｅｈｌｅｒ，　Ｇ．
ら，　Ｎａｔｕｒｅ　２５６（１９７５）４９５－４９７に最初に記載されたハイブリド
ーマ法によって作製可能であるし、または組換えＤＮＡ法（例えば、米国特許第４，８１
６，５６７号を参照されたい）によって作製可能である。「モノクローナル抗体」はまた
、例えば、Ｃｌａｃｋｓｏｎ，　Ｔ．ら，　Ｎａｔｕｒｅ　３５２（１９９１）６２４－
６２８およびＭａｒｋｓ，　Ｊ．Ｄ．ら，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．　２２２（１９
９１）５８１－５９７に記載される技術を用いて、ファージ抗体ライブラリーから単離さ
れてもよい。
【００５２】
　本明細書のモノクローナル抗体には、特に、重鎖および／または軽鎖の部分が、特定の
種由来の抗体中の対応する配列と同一であるかまたは相同であるか、あるいは特定の抗体
クラスまたはサブクラスに属する一方、鎖（単数または複数）の残りが、別の種由来の抗
体中の対応する配列と同一であるかまたは相同であるか、あるいは別の抗体クラスまたは
サブクラスに属する、「キメラ」抗体（免疫グロブリン）、ならびに所望の生物学的活性
を示す限り、こうした抗体の断片が含まれる（米国特許第４，８１６，５６７号；および
Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，　Ｓ．Ｌ．ら，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　
ＵＳＡ　８１（１９８４）６８５１－６８５５）。
【００５３】
　非ヒト（例えばネズミ）抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリン由来の最小限の
配列を含有するキメラ抗体である。大部分の場合、ヒト化抗体は、レシピエントの超可変
領域由来の残基が、所望の特異性、アフィニティ、および能力を有する、マウス、ラット
、ウサギまたは非ヒト霊長類などの非ヒト種（ドナー抗体）の超可変領域由来の残基によ
って置換されている、ヒト免疫グロブリン（レシピエント抗体）である。いくつかの例で
は、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域（ＦＲ）残基は、対応する非ヒト残基
によって置換される。さらに、ヒト化抗体は、レシピエント抗体またはドナー抗体に見ら
れない残基を含んでもよい。これらの修飾は、抗体性能をさらに精錬するために行われる
。一般的に、ヒト化抗体は、すべてのまたは実質的にすべての超可変ループが非ヒト免疫
グロブリンのものに対応し、そしてすべてのまたは実質的にすべてのＦＲ領域がヒト免疫
グロブリン配列のものである、少なくとも１つ、そして典型的には２つの可変ドメインの
実質的にすべてを含むであろう。ヒト化抗体はまた、場合によって、典型的にはヒト免疫
グロブリンのものである、免疫グロブリン定常領域（Ｆｃ）の少なくとも一部を含むであ
ろう。さらなる詳細に関しては、Ｊｏｎｅｓ，　Ｐ．Ｔ．ら，　Ｎａｔｕｒｅ　３２１（
１９８６）５２２－５２５；　Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，　Ｌ．ら，　Ｎａｔｕｒｅ　３３２
（１９８８）３２３－３２７；およびＰｒｅｓｔａ，　Ｌ．Ｇ．，　Ｃｕｒｒ．　Ｏｐ．
　Ｓｔｒｕｃｔ．　Ｂｉｏｌ．　２（１９９２）５９３－５９６を参照されたい。
【００５４】
　「ヒト抗体」は、ヒトによって産生される抗体のものに対応するアミノ酸配列を所持し
、そして／または本明細書に開示するようなヒト抗体を作製するための技術いずれかを用
いて作製されているものである。ヒト抗体のこの定義は、非ヒト抗原結合残基を含むヒト
化抗体を特異的に排除する。ヒト抗体は、当該技術分野に知られる多様な技術を用いて産
生可能である。１つの態様において、ヒト抗体は、ヒト抗体を発現するファージライブラ
リーより選択される（Ｖａｕｇｈａｎ，　Ｔ．Ｊ．ら，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈ
ｎｏｌｏｇｙ　１４（１９９６）３０９－３１４；　Ｓｈｅｅｔｓ，　Ｍ．Ｄ．ら，　Ｐ
ｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　９５（１９９８）６１５７－６１６２；
　Ｈｏｏｇｅｎｂｏｏｍ，　Ｈ．Ｒ．およびＷｉｎｔｅｒ，　Ｇ．，　Ｊ．　Ｍｏｌ．　
Ｂｉｏｌ．　２２７（１９９２）３８１－３８８；　Ｍａｒｋｓ，　Ｊ．Ｄ．ら，　Ｊ．
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　Ｍｏｌ．　Ｂｉｏｌ．，　２２２（１９９１）５８１）。ヒト抗体はまた、内因性免疫
グロブリン遺伝子が部分的にまたは完全に不活性化されているトランスジェニック動物、
例えばマウス内に、ヒト免疫グロブリン遺伝子座を導入することによって作製可能である
。曝露に際して、ヒト抗体産生が観察され、これは遺伝子再編成、組立て、および抗体レ
パートリーを含む、すべての観点で、ヒトで見られるものと非常に似ている。このアプロ
ーチは、例えば、米国特許第５，５４５，８０７号；第５，５４５，８０６号；第５，５
６９，８２５号；第５，６２５，１２６号；第５，６３３，４２５号；第５，６６１，０
１６号に、そして以下の科学的刊行物：　Ｍａｒｋｓ，　Ｊ．Ｄ．ら，　Ｂｉｏ／Ｔｅｃ
ｈｎｏｌｏｇｙ　１０（１９９２）７７９－７８３；　Ｌｏｎｂｅｒｇ，　Ｎ．ら，　Ｎ
ａｔｕｒｅ　３６８（１９９４）８５６－８５９；　Ｍｏｒｒｉｓｏｎ，　Ｓ．Ｌ．，　
Ｎａｔｕｒｅ　３６８（１９９４）８１２－８１３；　Ｆｉｓｈｗｉｌｄ，　Ｄ．Ｍ．ら
，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４（１９９６）８４５－８５１；　
Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ，　Ｍ．，　Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　１４（１
９９６）８２６；　Ｌｏｎｂｅｒｇ，　Ｎ．およびＨｕｓｚａｒ，　Ｄ．，　Ｉｎｔｅｒ
ｎ．　Ｒｅｖ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１３（１９９５）６５－９３に記載される。あるい
は、ヒト抗体は、ターゲット抗原に対して向けられる抗体を産生するヒトＢリンパ球の不
死化を通じて調製可能である（こうしたＢリンパ球は、個体から回収されうるし、または
ｉｎ　ｖｉｔｒｏで免疫されてもよい）。例えば、Ｃｏｌｅら，　Ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ
　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｈｅｒａｐｙ，　Ａｌａｎ　Ｒ．　
Ｌｉｓｓ，　ｐ．７７（１９８５）；　Ｂｏｅｒｎｅｒ，　Ｐ．ら，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎ
ｏｌ．　１４７（１９９１）８６－９５；および米国特許第５，７５０，３７３号を参照
されたい。
【００５５】
　用語「療法用抗体」は、ヒト療法剤としての認可のため、臨床研究において試験されて
おり、そして疾患の治療のため、個体に投与可能である、抗体を示す。１つの態様におい
て、療法用抗体はモノクローナル抗体である。さらなる態様において、療法用抗体は、ヒ
ト抗体遺伝子座またはヒトモノクローナル抗体またはヒト化モノクローナル抗体で形質転
換された類人猿または動物から得られる。１つの態様において、療法用抗体はヒトモノク
ローナル抗体である。さらなる態様において、療法用抗体はヒト化モノクローナル抗体で
ある。療法用抗体は、癌性疾患、免疫学的疾患、中枢神経疾患、血管疾患、慢性炎症性疾
患、または感染性疾患などの多様な疾患の治療のため、広く用いられている。こうした抗
体は、例えば、ＣＤ２０、ＣＤ２２、ＨＬＡ－ＤＲ、ＣＤ３３、ＣＤ５２、ＥＧＦＲ、Ｇ
２５０、ＧＤ３、ＨＥＲ２、ＰＳＭＡ、ＣＤ５６、ＶＥＧＦ、ＶＥＧＦ２、ＣＥＡ、Ｌｅ
ｖｉｓ　Ｙ抗原、ＩＬ－６受容体（ＩＬ６Ｒ）、ＴＮＦα、またはＩＧＦ－１受容体（Ｉ
ＧＦ１Ｒ）に対する抗体である。療法用抗体はまた、Ｇｒｏｎｅｒ，　Ｂ．ら，　Ｃｕｒ
ｒ．　Ｍｏｌ．　Ｍｅｔｈ．　４（２００４）５３９－５４７；およびＨａｒｒｉｓ，　
Ｍ．，　Ｌａｎｃｅｔ　Ｏｎｃｏｌ．　５（２００４）２９２－３０２にも記載される。
【００５６】
　本明細書において、「抗＜療法用抗体＞抗体」は、療法用抗体に結合する抗体である。
「抗＜療法用モノクローナル抗体＞抗体」（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ）は、療法用モノクロー
ナル抗体に結合する抗体である。例えば、抗＜インフリキシマブ＞抗体は、ＴＮＦαをタ
ーゲットとする療法用モノクローナル抗体、インフリキシマブに結合する抗体である。
【００５７】
　特定のポリペプチドまたは特定のポリペプチド上のエピトープ「に特異的に結合する」
または「に対して特異的である」抗体は、いかなる他のポリペプチドまたはポリペプチド
エピトープにも実質的に結合することなく、特定のポリペプチドまたは特定のポリペプチ
ド上のエピトープに結合するものである。
【００５８】
　「単離された」ポリペプチドまたは「単離された」抗体は、天然環境の構成要素から同
定され、そして分離され、そして／または回収されているものである。天然環境の混入構
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成要素は、ポリペプチドまたは抗体に関する診断または療法的使用に干渉するであろう物
質であり、そして酵素、ホルモン、および他のタンパク質性または非タンパク質性溶質を
含む可能性もある。好ましい態様において、ポリペプチドまたは抗体は、ローリー法によ
って測定した際、ポリペプチドまたは抗体の重量９５％より高く、そして最も好ましくは
重量９９％より高く、（２）スピニング・カップ配列測定装置の使用によって、Ｎ末端ま
たは内部アミノ酸配列の少なくとも１５残基を得るのに十分である度合いまで、あるいは
（３）クーマシーブルーまたは好ましくは銀染色を用いた還元または非還元条件下で、Ｓ
ＤＳ－ＰＡＧＥによって均質であるように、精製されるであろう。単離ポリペプチドまた
は抗体には、ポリペプチドの天然環境の少なくとも１つの構成要素は存在しないであろう
ため、組換え細胞内のｉｎ　ｓｉｔｕのポリペプチドまたは抗体が含まれる。しかし、通
常、単離ポリペプチドまたは抗体は、少なくとも１つの精製工程によって調製されるであ
ろう。
【００５９】
　「被験体」または「患者」によって、限定されるわけではないが、ヒトあるいは非ヒト
哺乳動物、例えばウシ、ウマ、イヌ、ヒツジ、またはネコを含む、哺乳動物を意味する。
好ましくは、被験体または患者はヒトである。
【００６０】
　本明細書において、「治療」は、治療中の個体または細胞の自然の経過を改変させるこ
とを試みる臨床介入を指し、そして予防のため、または臨床病理の経過中のいずれで実行
されてもよい。治療の望ましい効果には、疾患の発生または再発、症状の軽減、疾患の任
意の直接または間接的病的結果の減少、疾患進行速度の減少、疾患状態の寛解または緩和
、および緩解または予後改善が含まれる。いくつかの態様において、本発明の方法は、疾
患または障害の発症、特に薬剤有害反応の発症を遅延させる試みにおいて、有用である。
【００６１】
　「有効量」は、所望の療法的または予防的結果を達成するために必要な投薬量で、そし
て期間で、有効な量を指す。療法剤の「療法的有効量」は、個体の疾患状態、年齢、性別
、および体重、ならびに該個体において抗体が所望の反応を引き出す能力などの要因に応
じて多様でありうる。療法的有効量はまた、療法剤の任意の毒性のまたは有害な影響より
も、療法的に有益な効果が勝るものである。「予防的有効量」は、所望の予防的結果を達
成するのに必要な投薬量で、そして期間で、有効な量を指す。必ずしもではないが、典型
的には、予防的用量は、疾患の前に、またはより初期の段階で被験体において用いられる
ため、予防的有効量は、療法的有効量より少ないであろう。
【００６２】
　用語「診断」は、本明細書において、分子状態または病的状態、疾患または状態の同定
を指すか、あるいは特定の治療措置から利益を受ける可能性がある患者の同定を指すよう
用いられる。用語「予後」は、本明細書において、療法からの臨床的利益の可能性の予測
を指すよう用いられる。用語「予測」は、本明細書において、患者が特定の療法に対して
好ましくまたは好ましくなくのいずれかで反応する可能性を指す。１つの態様において、
予測は、こうした反応の度合いに関する。１つの態様において、予測は、患者が治療後、
例えば特定の療法剤での治療後、そして疾患の再発なしに特定の期間、生存するかまたは
改善するかどうか、そして／またはその可能性に関する。任意の特定の患者に関して、本
発明の予測法を臨床的に用いて、最も適切な治療様式を選択することによって、治療決定
を行ってもよい。本発明の予測法は、患者が、治療措置、例えば所定の療法剤または組み
合わせの投与、外科的介入、ステロイド治療等を含む所定の療法措置に対して好ましく反
応するかどうか、あるいは療法措置後、患者の長期生存の可能性があるかどうかを予測す
る際の価値あるツールである。用語「選択する」および「選択」は、本明細書において、
いくつかの代替物からの選択を指す。例えば、「選択」は、疾患の治療に利用可能な２ま
たはそれより多い利用可能なＴｍＡＢから、１つのＴｍＡＢを選択するプロセスである。
【００６３】
　「患者反応」は、限定なしに、（１）減速および完全抑止を含む、疾患進行のある度合
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いまでの阻害；（２）病変サイズの減少；（３）隣接する末梢臓器および／または組織内
への疾患細胞浸潤の阻害（すなわち、減少、減速または完全な停止）；（４）疾患伝播の
阻害（すなわち、減少、減速または完全な停止）；（５）障害に関連する１またはそれよ
り多い症状のある度合いまでの軽減；（６）治療後、無病提示（ｄｉｓｅａｓｅ－ｆｒｅ
ｅ　ｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ）の長さの増加；および／または（７）治療後、所定の時
点での死亡率減少を含む、患者に対する利益を示す任意の終点を用いて評価可能である。
【００６４】
　「薬物有害反応」（ＡＤＲ）は、通常用量で、所定の投薬の使用に関連した害を記載す
る。ＡＤＲは、局所、すなわち特定の位置に限定される可能性もあるし、または投薬が生
物全体でＡＤＲを引き起こしており、そして例えば循環から測定可能である場合、全身性
である可能性もある。ＡＤＲは、原因（Ａ型：増大した薬理学的効果－用量依存性および
予測可能（不耐性、副作用）、Ｂ型：奇異な効果（またはイディオシンクラティック）－
用量依存性および予測不能、Ｃ型：慢性効果、Ｄ型：遅延された効果、Ｅ型：治療終了時
効果またはＦ型：療法失敗）によって、または重症度によって分類可能である。米国ＦＤ
Ａは、深刻な「薬物有害反応」（ＡＤＲ）を、患者転帰が以下の１つである場合と定義す
る：死亡、致死的、入院（最初のまたは長期の）、身体障害（患者の体の機能／構造、身
体活動または生活の質の有意な、持続的な、または永続的な変化、損傷、損害または破壊
）、永続的な損傷または損害を防止するために介入が必要な先天異常。全体の薬剤リスク
を伝達する公的な基準は存在しないが、ｉＧｕａｒｄ薬剤リスク評価系（ｗｗｗ．ｉｇｕ
ａｒｄ．ｏｒｇ）は５色の評価基準である：赤（高リスク）、橙（上昇したリスク）、黄
色（保護されたリスク）、青（一般的なリスク）、緑（低リスク）。ＡＤＲはまた、注入
反応も含む。これらの注入反応には、例えば蕁麻疹、低血圧、胸部絞扼感、紅潮または血
圧低下が含まれる。
【００６５】
　「有効性の欠如」（ＬＯＥ）は、例えば療法剤の通常は有効である量を用いて、そうで
なければ適切であると見なされる条件下での治療に反した、高い疾患活性と定義される。
　「治療効率」は、介入が、適用の平均的な条件において所望の有益な臨床効果を生じる
能力の測定値であり、通常は、ランダム化されていない転帰研究において測定される。治
療効率は、ＬＯＥおよび／または患者コンプライアンスによって影響を受けうる。
【００６６】
　用語「利益」は、最も広い意味で用いられ、そして任意の所望の効果を指し、そして特
に本明細書に定義されるような臨床的な利点を含む。臨床的利益は、多様な終点、例えば
減速および完全抑止を含む、疾患進行のある度合いまでの阻害；いくつかの疾患エピソー
ドおよび／または症状の減少；病変サイズの減少；隣接する末梢臓器および／または組織
内への疾患細胞浸潤の阻害（すなわち、減少、減速または完全な停止）；疾患伝播の阻害
（すなわち、減少、減速または完全な停止）；そうである必要はないが、疾患病変の退縮
または消失を生じる可能性もある、自己免疫反応の減少；障害に関連する１またはそれよ
り多い症状のある度合いまでの軽減；治療後、無病提示、例えば無進行生存の長さの増加
；全体生存の増加；より高い反応速度；および／または治療後、所定の時点での死亡率減
少を評価することによって測定可能である。
【００６７】
　本明細書において、用語「イムノアッセイ」（ＩＡ）は、特異的結合パートナーまたは
剤として少なくとも１つの抗体を使用することによって分析物が検出される、特異的結合
アッセイを意味する。イムノアッセイには、限定されるわけではないが、ラジオイムノア
ッセイ（ＲＩＡ）、蛍光発光アッセイ（ＦＬＡ）、化学発光アッセイ（ＣＬＡ）、電気化
学発光アッセイ（ＥＣＬＡ）、および酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）が含まれ
る。ＥＬＩＳＡ法は、例えば、ＷＯ　２００１／３６９７２号に記載される。
【００６８】
　用語「検出剤」は、分析物に結合する剤を指し、そして検出可能に標識されている。検
出剤の例には、限定されるわけではないが、抗体、抗体断片、可溶性受容体、受容体断片
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等が含まれる。検出剤の検出は、直接、すなわち剤に直接連結された標識を通じてである
か、あるいは間接的に、第二の結合パートナー、例えば検出剤に特異的に結合するさらな
る抗体または受容体を通じてのいずれかである。
【００６９】
　用語「標識」は、本明細書において、明白であるかまたは適切な計測手段を用いること
によるかいずれかで、検出可能シグナルを生じることが可能な任意の物質を指す。本発明
で使用するのに適した多様な標識には、限定されるわけではないが、色素原、蛍光、化学
発光または電気化学発光化合物、触媒、酵素、酵素物質、色素、コロイド性金属および非
金属粒子、ならびに有機ポリマーラテックス粒子が含まれる。
【００７０】
　「直接検出可能標識」は、例えば、色素原（蛍光または発光基および色素）、ＮＭＲ活
性基または金属粒子である。電気化学発光によって検出可能な金属キレートは、好ましい
シグナル放出基であり、特に好ましいのは、ルテニウムキレート、例えばルテニウム（ビ
スピリジル）３

２＋キレートである。適切なルテニウム標識基は、例えば、ＥＰ　０　５
８０　９７９、ＷＯ　９０／０５３０１、ＷＯ　９０／１１５１１およびＷＯ　９２／１
４１３８に記載される。
【００７１】
　用語「発光」は、エネルギー供給源（例えば電磁放射、化学反応、機械的エネルギーの
供給源）の温度からエネルギーを引き出さない、任意の光放出を指す。一般的に、供給源
は、原子の電子を、より低いエネルギー状態から、「励起された」より高いエネルギー状
態に移動させ；次いで、電子は、電子がより低いエネルギー状態に再び低下する際に放出
される光の形でそのエネルギーを放出する。光のこうした放出は、通常、電磁スペクトル
の可視または近可視範囲で生じる。用語「発光」には、限定されるわけではないが、リン
光、蛍光、生物発光、放射線発光、電気発光、電気化学発光および熱発光などの光放出現
象が含まれる。
【００７２】
　用語「発光標識」は、発光シグナル、例えば放出源の温度からエネルギーを引き出さな
い光放出を生じる標識を指す。発光標識は、例えば、蛍光分子、リン光分子、放射線発光
分子、発光キレート、リンまたはリン含有化合物、あるいは量子ドットであってもよい。
【００７３】
　「電気化学発光アッセイ」または「ＥＣＬＡ」は、結合した分析物分子が、検出剤（タ
ーゲット分子）に連結された標識によって検出される、電気化学アッセイである。電極は
、電気化学的に、検出剤に連結された化学標識の発光を開始する。標識によって放出され
た光は、光検出装置によって測定され、そして結合した分析物分子／ターゲット分子複合
体の存在または量を示す。ＥＣＬＡ法は、例えば、米国特許第５，５４３，１１２号；第
５，９３５，７７９号；および第６，３１６，６０７号に記載される。シグナル調節は、
正確でそして高感度な測定のため、異なる分析物分子濃度に関して最大化可能である。
【００７４】
　ＥＣＬＡ法において、微粒子を試料中に懸濁して、効率的に分析物に結合させてもよい
。例えば、粒子は、０．０５μｍ～２００μｍ、０．１μｍ～１００μｍ、または０．５
μｍ～１０μｍの直径、および分析物分子に結合可能な表面構成要素を有してもよい。１
つの頻繁に用いられるＥＣＬＡ系（Ｅｌｅｃｓｙｓ、Ｒｏｃｈｅ　Ｄａｇｎｓｏｔｉｃｓ
、ドイツ）において、微粒子は、約３μｍの直径を有する。微粒子は、架橋デンプン、デ
キストラン、セルロース、タンパク質、有機ポリマー、スチレンコポリマー、例えばスチ
レン／ブタジエンコポリマー、アクリロニトリル／ブタジエン／スチレンコポリマー、ア
クリル酸ビニルアセチルコポリマー、塩化ビニル／アクリル酸ビニルコポリマー、不活性
無機粒子、二酸化クロム、鉄酸化物、シリカ、シリカ混合物、タンパク質性物質、あるい
は限定されるわけではないがセファロースビーズ、ラテックスビーズ、シェル中子粒子等
を含む、その混合物で形成されてもよい。微粒子は、好ましくは単分散であり、そして磁
気ビーズ、例えば常磁性ビーズであってもよい。例えば、米国特許第４，６２８，０３７
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号；第４，９６５，３９２号；第４，６９５，３９３号；第４，６９８，３０２号；およ
び第４，５５４，０８８号を参照されたい。微粒子は、約１～１０，０００μｇ／ｍｌ、
好ましくは５～１，０００μｇ／ｍｌの範囲の量で使用可能である。
【００７５】
　特定のアッセイにおける分析物分子に関する「検出限界」は、そのアッセイに関して、
バックグラウンドレベルより高く検出されうる分析物分子の最少濃度である。例えば、Ｉ
ＡおよびＥＣＬＡにおいて、ターゲット分子に特異的に結合する分析物分子に関する検出
限界は、ターゲット抗原に結合しないかまたは非特異的に結合する対照抗体によって生じ
るよりも高いＩＡシグナルまたはＥＣＬＡシグナルを生じる濃度であってもよい。ＩＡ検
出限界よりも低いＩＡ反応を有する分子はＩＡ－である。ＩＡ検出限界と等しいかまたは
それより高いＩＡ反応を有する分子はＩＡ＋である。ＥＣＬＡ検出限界よりも低いＥＣＬ
Ａ反応を有する分子はＥＣＬＡ－である。ＥＣＬＡ検出限界と等しいかまたはそれより高
いＥＣＬＡ反応を有する分子はＥＣＬＡ＋である。検出限界は、所望のアッセイ結果を達
成するために上昇させてもまたは低下させてもよい。
【００７６】
　「固体支持体」としてもまた知られる「固相」は、不溶性の官能化されたポリマー物質
であって、これにライブラリーメンバーまたは試薬を付着させるかまたは共有結合させて
（しばしばリンカーを介する）固定するか、あるいは過剰な試薬、可溶性反応副産物、ま
たは溶媒から、これらメンバーを容易に分離する（ろ過、遠心分離、洗浄等による）こと
を可能にしうる。本発明記載のイムノアッセイのための固相は、当該技術分野に広く記載
される（例えば、Ｂｕｔｌｅｒ，　Ｊ．Ｅ．，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２２（２０００）４－
２３を参照されたい）。用語「固相」は、非液体物質を意味し、そしてポリマー、金属（
常磁性、強磁性粒子）、ガラス、およびセラミックなどの物質で作製された粒子（微粒子
、ビーズ、磁気ビーズ、金属または非金属粒子を含む）；ゲル物質、例えばシリカ、アル
ミナ、およびポリマーゲル；ポリマー、金属、ガラス、および／またはセラミックで作製
可能なキャピラリー；ゼオライトおよび他の多孔性物質；膜；電極；マイクロタイタープ
レート；固形ストリップ；ならびにキュベット、チューブ、チップまたは他の分光計試料
容器が含まれる。アッセイの固相構成要素は、「固相」がその表面上に、捕捉抗体または
捕捉分子と相互作用するように意図された、少なくとも１つの部分を含有する点で、アッ
セイが接触しうる不活性固体表面とは区別される。固相は、定常（ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ
）構成要素、例えばチューブ、ストリップ、キュベット、チップまたはマイクロタイター
であってもよいし、あるいは非定常構成要素、例えばビーズおよび微粒子であってもよい
。微粒子はまた、均質アッセイ形式のための固相としても使用可能である。タンパク質お
よび他の物質の非共有または共有付着のいずれかを可能にする、多様な微粒子が使用可能
である。こうした粒子には、ポリマー粒子、例えばポリスチレンおよびポリ（メチルメタ
クリレート）；金粒子、例えば金ナノ粒子および金コロイド；ならびにセラミック粒子、
例えばシリカ、ガラス、および酸化金属粒子が含まれる。例えば、本明細書に援用される
、Ｍａｒｔｉｎ，　Ｃ．Ｒ．ら，　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ－Ｎｅｗ
ｓ　＆　Ｆｅａｔｕｒｅｓ　７０（１９９８）３２２Ａ－３２７Ａを参照されたい。
【００７７】
　用語「チップ」、「バイオチップ」、「ポリマーチップ」または「タンパク質チップ」
は、交換可能に用いられ、そしてシリコン・ウェーハ、ナイロンストリップ、プラスチッ
クストリップまたはガラススライドの一部であってもよい、共有される支持体（例えば固
相）上に配置された、非常に多数のプローブ、マーカー、または生化学マーカーのコレク
ションを指す。
【００７８】
　本発明にしたがった用語「別個の試験領域」は、単一のタイプの捕捉分子を含有するよ
う用いられる。定常構成要素固相、例えばアレイまたはチップ上の隣接した別個の試験領
域は、互いに重ならない。固相が、例えばアレイまたはチップである場合、別個の試験領
域は互いに隣接する可能性もある。また、定常構成要素上では、少なくとも２つの「別個
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の試験領域」間のスペーシングが可能である。定常構成要素固相上の、例えばアレイまた
はチップ上の、別個の試験領域は、幾何学的パターンに配置されてもよい。固相が非定常
構成要素、例えばビーズおよび微粒子である場合、用語「別個の試験領域」は、各非定常
構成要素上に、捕捉分子の１つのタイプが固定されていることを意味する。
【００７９】
　「アレイ」、「マクロアレイ」または「マイクロアレイ」は、支持体または固形表面、
例えばガラス、プラスチック、シリコンチップ、またはアレイを形成する他の材料の上に
付着したかまたは製作された、分子、マーカー、開口部、マイクロコイル、検出装置およ
び／またはセンサーなどの物質の意図的に生成されたコレクションである。アレイを用い
て、多数の、例えば数十、数千または数百万の反応または組み合わせのレベルを同時に測
定することも可能である。アレイはまた、少数の物質、例えば１、数個または数ダースを
含有してもよい。
【００８０】
　アレイ中の物質は、互いに同一であってもまたは異なってもよい。アレイは、多様な形
式、例えば可溶性分子ライブラリー、固定分子ライブラリー、固定抗体ライブラリー、樹
脂ビーズ、シリカチップ、または他の固相に係留された化合物のライブラリーの形であっ
てもよい。アレイは、アレイ上のパッドのサイズに応じて、マクロアレイまたはマイクロ
アレイのいずれであってもよい。マクロアレイは、一般的に、約３００ミクロンまたはそ
れより大きいパッドサイズを含有し、そしてゲルおよびブロットスキャナによって容易に
画像化可能である。マイクロアレイは、一般的に、３００ミクロン未満のパッドサイズを
含有するであろう。
【００８１】
　方法：
　療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）は、非常に多様な疾患と闘うために、ますます
用いられている。それぞれ、腫瘍壊死因子（＜ＴＮＦα＞）またはＣＤ２０（＜ＣＤ２０
＞）に対するＴｍＡＢの適用は、関節リウマチ（ＲＡ）などの慢性炎症性疾患の診断を有
する多くの患者には、非常に重要である。これらのＴｍＡＢはまた、しばしば、クローン
病（ＣＤ）、強直性脊椎炎（ＡＳ）、多関節型若年性特発性関節炎（ＪＩＡ）、乾癬性関
節炎（ＰｓＡ）、ベヒテレフ病（Ｍｏｒｂｕｓ　ｂｅｃｈｔｅｒｅｗ）または慢性尋常性
乾癬（Ｐｓ）、ならびに他の疾患の治療に用いられる。慢性炎症性疾患の療法において用
いられるいくつかのＴｍＡＢは、抗＜ＴＮＦα＞抗体群に属する。
【００８２】
　上記の詳細に論じるように、ＴｍＡＢは、マウス－ヒト・キメラＴｍＡＢ（例えばイン
フリキシマブ）またはヒトＴｍＡＢ（例えばアダリムマブ）のいずれかである。ＴｍＡＢ
は、患者の免疫系に対して「外来（ｆｏｒｅｉｇｎ）」である可能性もある要素を含有す
る。こうした抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢは、前記ＴｍＡＢを用いた治療中、患者の免疫防御反応
として生じうる（Ｐａｎ，　Ｙ．ら，　ＦＡＳＥＢ　Ｊ．　９（１９９５）４３－４９）
。
【００８３】
　免疫系が、ＴｍＡＢの要素を異質として処理する場合、このタンパク質の投与は免疫反
応を誘発すると予期されるべきである。抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢは、ＴｍＡＢの可変領域、定
常領域または糖構造のように、ＴｍＡＢの領域いずれに対して向けられることも可能であ
る。稀な配列要素を含む可変ドメイン領域は、ＴｍＡＢで治療される患者の免疫系による
免疫反応をよく引き起こしうるドメインである。
【００８４】
　本発明者らは、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）に対する抗＜療法用モノクロー
ナル抗体＞抗体（ａｎｔｉ－＜ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ　ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ　ａｎｔ
ｉｂｏｄｙ＞　ａｎｔｉｂｏｄｙ）（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ）の検出のためのイムノアッセ
イ法を開発した。
【００８５】
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　１つの態様において、本発明は、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で治療された
患者由来の試料において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗＜療法用モノクローナル抗体＞抗体（抗
＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ）を測定するためのイムノアッセイ法であって：ａ）固相に結合した前
記ＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片を提供し、ｂ）試料と、（ａ）で提供された固相をインキュ
ベーションし、それによって、Ｆ（ａｂ）断片を通じて固相に抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが結合
し、ｃ）（ｂ）で得られた固相と、モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞をイン
キュベーションし、それによって前記モノクローナル抗体が、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに結合
し、そしてｄ）（ｃ）で結合したモノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を検出し
、そしてそれによって、試料中の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定する工程を含む、前記方法に
関する。
【００８６】
　被験体または患者は、任意の哺乳動物種であってもよい。好ましい態様において、被験
体または患者はヒトである。１つの態様において、ヒト抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢは、イムノア
ッセイ法において測定される。
【００８７】
　１つの態様において、試料は、患者から回収された抗体のような液体試料、全血、血漿
または血清からなる群より選択されるであろう。さらなる態様において、試料は、全血、
血漿または血清からなる群より選択され、血清が最も好ましい。１つの態様において、試
料はヒト由来である。
【００８８】
　ＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの測定のための固相に結合する抗原は、ＴｍＡＢ
のＦａｂ’断片、ＴｍＡＢのＦａｂ断片、ＴｍＡＢに相当するｓｃＦｖおよびＴｍＡＢに
相当するディアボディからなる群より選択される。１つの好ましい態様において、前記Ｔ
ｍＡＢのＦ（ａｂ）断片は、前記ＴｍＡＢのＦａｂ’断片および前記ＴｍＡＢのＦａｂ断
片からなる群より選択される。１つの好ましい態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの測定
のための固相に結合する抗原は、関心対象のＴｍＡＢのＦａｂ断片である。１つの好まし
い態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの測定のための固相に結合する抗原は、関心対象の
ＴｍＡＢのＦａｂ’断片である。
【００８９】
　驚くべきことに、本発明者らは、固相に結合した関心対象のＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片
の使用に基づくイムノアッセイ法が、前記ＴｍＡＢで治療された患者由来の試料における
抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出の特異性および感度に関する現在の限界の少なくともいくつか
を克服可能であることを見出した。
【００９０】
　イムノアッセイ法において提供される抗原（例えばＦ（ａｂ）断片）は、１つの態様に
おいて、共有結合、直接付着およびアフィニティ相互作用からなる群より選択される結合
系によって、固相に結合する。イムノアッセイ法において提供される抗原（例えばＦ（ａ
ｂ）断片）の共有結合は、例えば固相のエポキシ、ＮＨＳ、カルボキシメチル活性化、お
よび抗原の適切な官能基との続く反応によって、実行可能である。イムノアッセイ法にお
いて提供される抗原（例えばＦ（ａｂ）断片）の直接付着は、例えば、疎水性または親水
性相互作用、キレート結合または吸着性相互作用に基づいてもよい。抗原（例えばＦ（ａ
ｂ）断片）のアフィニティ相互作用は、例えばビオチン／ストレプトアビジン、ビオチン
／アビジン、タグ／抗タグ、レクチン／抗体、またはビオチン－抗＜ビオチン＞抗体相互
作用に基づいてもよい。
【００９１】
　１つの態様において、イムノアッセイ法において提供される抗原は、ビオチン／ストレ
プトアビジン、ビオチン／アビジン、およびビオチン－抗＜ビオチン＞抗体からなる群よ
り選択される結合系によって、固相に結合する。こうした結合を可能にするため、抗原を
ビオチン化する（例えばＦ（ａｂ）－Ｂｉ断片）。好ましい態様において、本発明の方法
において提供されるＦ（ａｂ）断片は、ビオチン／ストレプトアビジンおよびビオチン／
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アビジンからなる群より選択される結合系によって固相に結合する。さらなる好ましい態
様において、本方法において提供されるＦａｂ断片は、ビオチン／ストレプトアビジンお
よびビオチン／アビジンからなる群より選択される結合系によって固相に結合する。さら
なる好ましい態様において、方法において提供されるＦａｂ’断片は、ビオチン／ストレ
プトアビジンおよびビオチン／アビジンからなる群より選択される結合系によって固相に
結合する。
【００９２】
　ビオチン化のための方法は、当業者に知られる。反応変異体、ならびに抗体断片ととも
に他のタンパク質および生体分子をコンジュゲート化するための反応条件の詳細な説明は
、Ｇ．　Ｔ．　Ｈｅｒｍａｎｓｏｎ：　Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ
ｓ，　Ｅｌｓｅｖｉｅｒ／ＡＰ，　（２００８）；　第２版（ＩＳＢＮ：　９７８－０－
１２－３７０５０１－３）に提供される。本発明記載のＴｍＡＢのビオチンコンジュゲー
ト化Ｆａｂ断片（Ｆａｂ－Ｂｉ）の産生のための方法を、実施例１に記載する。
【００９３】
　固相への抗原（例えばＦ（ａｂ）断片）の付着は、抗原結合ドメインが、固相表面の外
に向かって提示されるような、面制御条件下で達成可能であり、これによって、（ｉ）部
位特異的コンジュゲート化（例えばＦ（ａｂ）断片のヒンジ領域におけるコンジュゲート
化、またはタグ補助コンジュゲート化）、または（ｉｉ）固相との部位特異的相互作用（
例えばレクチンでコーティングされた固相と抗原の特異的立体配向相互作用）を用いた抗
原の最高のアクセス可能性を提供する。
【００９４】
　１つの態様において、Ｆ（ａｂ）断片のヒンジ領域が固相にコンジュゲート化される。
１つの態様において、Ｆａｂ断片のヒンジ領域が固相にコンジュゲート化される。１つの
態様において、Ｆａｂ’断片のヒンジ領域が固相にコンジュゲート化される。
【００９５】
　１つの態様において、Ｆ（ａｂ）断片は、レクチンでコーティングされた固相と前記Ｆ
（ａｂ）断片の立体配向相互作用によって、固相上にコンジュゲート化される。１つの態
様において、Ｆａｂ断片は、レクチンでコーティングされた固相と前記Ｆａｂ断片の立体
配向相互作用によって、固相上にコンジュゲート化される。１つの態様において、Ｆ（ａ
ｂ）断片は、レクチンでコーティングされた固相と前記Ｆａｂ’断片の立体配向相互作用
によって、固相上にコンジュゲート化される。
【００９６】
　固相へのＦ（ａｂ）断片の確率論的立体的無向カップリングは、立体的有向カップリン
グと同等の結果を提供する。しかし、この理論に束縛されることは望ましくなく、有向カ
ップリングは、何らかの状況下で好適でありうる。
【００９７】
　１つの態様において、本発明記載の方法は、キメラ抗体（ＣＡ）およびヒト化抗体（Ｈ
Ａ）からなる群より選択される、関心対象のＴｍＡＢで実施される。
　１つの態様において、本発明記載の方法は、アブシキシマブ、アダリムマブ、アレムツ
ズマブ、バシリキシマブ、ベバシズマブ、セツキシマブ、セルトリズマブ・ペゴール、ダ
クリズマブ、エクリズマブ、エファリズマブ、ゲムツズマブ、イブリツモマブ・チウキセ
タン、インフリキシマブ、ムロモナブ－ＣＤ３、ナタリズマブ、オマリズマブ、パリビズ
マブ、パニツムマブ、ラニビズマブ、リツキシマブ、トシツモマブおよびトラスツズマブ
からなる群より選択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のビオチン化Ｆ（ａ
ｂ）（Ｆ（ａｂ）－Ｂｉ）断片で実施される。好ましい態様において、本発明記載の方法
は、インフリキシマブ、アダリムマブ、セルトリズマブおよびリツキシマブからなる群よ
り選択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のＦ（ａｂ）－Ｂｉ断片で実施さ
れる。別の好ましい態様において、本発明記載の方法は、インフリキシマブおよびアダリ
ムマブからなる群より選択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のＦ（ａｂ）
－Ｂｉ断片で実施される。別の好ましい態様において、本発明記載の方法は、療法用モノ
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クローナル抗体（ＴｍＡＢ）インフリキシマブのＦ（ａｂ）－Ｂｉ断片で実施される。
【００９８】
　１つの態様において、本発明記載の方法は、アブシキシマブ、アダリムマブ、アレムツ
ズマブ、バシリキシマブ、ベバシズマブ、セツキシマブ、セルトリズマブ・ペゴール、ダ
クリズマブ、エクリズマブ、エファリズマブ、ゲムツズマブ、イブリツモマブ・チウキセ
タン、インフリキシマブ、ムロモナブ－ＣＤ３、ナタリズマブ、オマリズマブ、パリビズ
マブ、パニツムマブ、ラニビズマブ、リツキシマブ、トシツモマブおよびトラスツズマブ
からなる群より選択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のビオチン化Ｆａｂ
（Ｆａｂ－Ｂｉ）断片で実施される。好ましい態様において、本発明記載の方法は、イン
フリキシマブ、アダリムマブ、セルトリズマブおよびリツキシマブからなる群より選択さ
れる、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のＦａｂ－Ｂｉ断片で実施される。別の好
ましい態様において、本発明記載の方法は、インフリキシマブおよびアダリムマブからな
る群より選択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のＦａｂ－Ｂｉ断片で実施
される。別の好ましい態様において、本発明記載の方法は、療法用モノクローナル抗体（
ＴｍＡＢ）インフリキシマブのＦａｂ－Ｂｉ断片で実施される。
【００９９】
　１つの態様において、本発明記載の方法は、アブシキシマブ、アダリムマブ、アレムツ
ズマブ、バシリキシマブ、ベバシズマブ、セツキシマブ、セルトリズマブ・ペゴール、ダ
クリズマブ、エクリズマブ、エファリズマブ、ゲムツズマブ、イブリツモマブ・チウキセ
タン、インフリキシマブ、ムロモナブ－ＣＤ３、ナタリズマブ、オマリズマブ、パリビズ
マブ、パニツムマブ、ラニビズマブ、リツキシマブ、トシツモマブおよびトラスツズマブ
からなる群より選択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のビオチン化Ｆａｂ
’（Ｆａｂ’－Ｂｉ）断片で実施される。好ましい態様において、本発明記載の方法は、
インフリキシマブ、アダリムマブ、セルトリズマブおよびリツキシマブからなる群より選
択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のＦａｂ’－Ｂｉ断片で実施される。
別の好ましい態様において、本発明記載の方法は、インフリキシマブおよびアダリムマブ
からなる群より選択される、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）のＦａｂ’－Ｂｉ断
片で実施される。別の好ましい態様において、本発明記載の方法は、療法用モノクローナ
ル抗体（ＴｍＡＢ）インフリキシマブのＦａｂ’－Ｂｉ断片で実施される。
【０１００】
　当業者には、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ－Ｆ（ａｂ）断片複合体を形成するＦ（ａｂ）断片を
通じた固相への抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの結合後、非特異的に緩く結合した化合物は、例えば
洗浄工程によって除去可能であることが知られる。
【０１０１】
　測定しようとする抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢは、関心対象のＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片に特異
的に結合する。好ましい態様において、関心対象の抗体は、抗＜ＴＮＦα＞ＴｍＡＢであ
る。他の好ましい態様において、関心対象の抗体は、インフリキシマブ、アダリムマブ、
セルトリズマブおよびリツキシマブからなる群より選択される。他の好ましい態様におい
て、関心対象の抗体は、インフリキシマブおよびアダリムマブからなる群より選択される
。他の好ましい態様において、関心対象の抗体はインフリキシマブである。「抗＜ＴｍＡ
Ｂ＞ＡＢ－Ｆ（ａｂ）断片複合体」は、ＴｍＡＢで治療された患者から採取した試料中に
、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが存在しており、そして固相に結合した前記ＴｍＡＢのＦ（ａｂ）
断片に結合する場合に形成される。当業者には明らかであるように、ＴｍＡＢのＦ（ａｂ
）断片および抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢは、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ－Ｆ（ａｂ）断片複合体の形成
を可能にする条件下でインキュベーションされる。
【０１０２】
　酵素連結免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）技術は、ＴｍＡＢへの患者の免疫原性回答を
調べる一般的なアッセイタイプである。当業者に知られるいくつかの異なるＥＬＩＳＡ形
式、例えば「間接的アッセイ」、「サンドイッチアッセイ」、「競合アッセイ」、「二重
抗原結合アッセイ（ＤＡＧＳ）」または「逆アッセイ」がある。Ｍｉｒｅ－Ｓｌｕｉｓ，
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　Ａ．　Ｒ．ら，　Ｊ．　Ｉｍｍｕｎｏｌ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　２８９（２００４）１－
１６は、宿主抗体、例えばバイオテクノロジー製品（例えばＴｍＡＢ）に対する抗＜Ｔｍ
ＡＢ＞ＡＢの検出を用いたイムノアッセイの設計および最適化のための推奨を要約する。
【０１０３】
　好ましい態様において、本発明記載の方法は、間接的アッセイ系式で行われる。驚くべ
きことに、間接的アッセイ形式において、Ｆａｂ断片は、実施例４および５に示すように
、陰性および真の陽性結果間で、はるかにより優れた区別を生じる。こうした間接的アッ
セイ形式において、モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞は、モノクローナル抗
体を検出するとして用いられる。
【０１０４】
　本発明記載のイムノアッセイ法は、１つの態様において、抗原特異的抗体（抗＜ＴｍＡ
Ｂ＞ＡＢ）に低いアフィニティで結合する検出抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を用いて実
施される。エピトープに対する抗体のアフィニティは、抗体上の個々の抗原結合部位およ
び個々のエピトープ間のすべての非共有相互作用の強度として定義される。低いアフィニ
ティを持つ抗体は、弱く結合し、そして迅速に解離する一方、高アフィニティ抗体は、よ
り強く結合し、そしてより長い期間、結合したままである。結合部位でのアフィニティは
、抗原－抗体相互作用の真の強度を常には反映しない。例えば、多くの反復抗原決定基を
含む複雑な抗原、およびいくつかの低アフィニティ結合部位を有する相補的抗体の場合、
それにもかかわらず、協同結合現象のため、かなり強い結合が観察される。第一の部位で
の抗原および抗体の抗原結合部位の相互作用は、同じ抗体の第二の抗原結合部位での反応
の可能性を増加させる。多価抗体および抗原の間のこうした多数の相互作用の強度は、ア
ビディティと称される。高いアビディティは、例えば五量体イムノグロブリンＩｇＭの場
合のように、低アフィニティを補償する。本発明記載の方法において、抗原特異的抗体に
対して低いアフィニティを持つ抗体は、好ましくは、いくつかの、すなわち少なくとも２
つの、好ましくは少なくとも４つの、そしてまた好ましくは１０およびそれより多いパラ
トープを有する、抗原特異的抗体に対して低いアフィニティを持つ抗体、例えば互いに架
橋されたＩｇＭまたはＩｇＧ免疫グロブリンが用いられる。この例は、通常、ＩｇＭ分子
で構成され、そしてより稀には、ＩｇＧ、ＩｇＡおよびＩｇＥ分子でもまた構成される、
リウマチ因子である。
【０１０５】
　当業者は、結合パートナー、好ましくは抗体のアフィニティに関する値が、ラングミュ
アのモデルによって定義されるアフィニティ係数によって決定されることを知っている。
高い解離速度定数（Ｋ解離）を持つ分子は、より低いアフィニティを有するようであり、
これは平衡解離定数、ＫＤ＝Ｋ解離／Ｋ会合であるためである。非常に高い結合アフィニ
ティのためのアフィニティ係数は、約１０－９～１０－１１であり、中程度の結合アフィ
ニティの場合は約１０－８であり、低い結合アフィニティの場合は約１０－７であり、そ
して非常に低い結合アフィニティの場合は約１０－６であると予測される。本発明の検出
モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞は、低い結合アフィニティを所持する。１
つの態様において、本発明のイムノアッセイにおいて用いられる検出モノクローナル抗体
＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞は、約１０－６ｍｏｌ／ｌ～１０－８ｍｏｌ／ｌのＫＤ値を有
する抗体である。好ましい態様において、検出モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－Ｉｇ
Ｇ＞は、約１０－７ｍｏｌ／ｌ～１０－８ｍｏｌ／ｌのＫＤ値を有する抗体である。
【０１０６】
　先に論じたように、本発明に開示するイムノアッセイ法の工程（ｃ）において、結合し
た試料中の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの測定は、検出モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－Ｉｇ
Ｇ＞によって実行される。１つの態様において、この検出モノクローナル抗体は、ＩｇＭ
免疫グロブリンクラスである。好ましくはモノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞
は、特異的方式で抗原に結合している免疫グロブリンクラスＩｇＧの抗体に結合する。こ
のモノクローナル抗体は、密にパッキングされ、そして特異的に結合した抗＜ＴｍＡＢ＞
ＡＢ、すなわち固相上にスポットされた、関心対象のＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片に結合し
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た抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢしか認識しない。この検出抗体は、非特異的に結合したかまたは吸
着されたＩｇＧとは反応しない。
【０１０７】
　１つの態様において、本発明記載の方法は、標識モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－
ＩｇＧ＞を用いて実施される。好ましい態様において、モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ
．－ＩｇＧ＞は、Ｄｉｇで標識される（＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞－Ｄｉｇ）。このＤｉ
ｇ標識モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞－Ｄｉｇは、検出可能標識にコンジ
ュゲート化された抗＜Ｄｉｇ＞抗体を通じて容易に検出される。こうした検出可能標識は
、例えば、発光標識、化学発光標識、電気化学発光標識、蛍光標識または放射性標識より
選択されうる。
【０１０８】
　本発明記載の方法において用いられるモノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞は
、１つの態様において、測定しようとする、選択されたＩｇクラスに特異的である。好ま
しい態様において、本発明記載の方法において用いられるモノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇ
ｇ．－ＩｇＧ＞は、ＩｇＧクラスに特異的である。１つの態様において、モノクローナル
抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞は、すべてのＩｇＧサブクラスを検出可能である。
【０１０９】
　驚くべきことに、本発明者らは、本発明に開示するイムノアッセイ法において、検出モ
ノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞の使用は、試料中の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの改
善された検出を導き、そして抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの早期検出における現在の限界の少なく
ともいくつかを克服することを示すことが可能であった。驚くべきことに、間接的イムノ
アッセイ形式において、固相上にスポットされた関心対象のＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片と
、検出抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を組み合わせると、本発明者らが、前記ＴｍＡＢの
ＩｇＧクラスの抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの非常に早期の検出を行うことが可能になる。ＴｍＡ
Ｂで治療された患者由来の試料において、前記ＴｍＡＢの最初の投与の２週間後から、Ｉ
ｇＧクラスの抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢをｉｎ　ｖｉｔｒｏで検出することが可能である。好ま
しい態様において、間接的イムノアッセイ形式において、固相上にスポットされた関心対
象のＴｍＡＢのＦａｂ断片と検出抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を組み合わせることによ
って、前記ＴｍＡＢの最初の投与の２週間後から、前記ＴｍＡＢのＩｇＧクラスの抗＜Ｔ
ｍＡＢ＞ＡＢの検出が可能になる。やはり好ましい態様において、間接的イムノアッセイ
形式において、固相上にスポットされた関心対象のＴｍＡＢのＦａｂ’断片と検出抗体＜
ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞を組み合わせることによって、前記ＴｍＡＢの最初の投与の２週
間後から、前記ＴｍＡＢのＩｇＧクラスの抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出が可能になる。
【０１１０】
　１つの態様において、本発明記載の方法において用いられるモノクローナル抗体＜ｈ－
Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞は、Ｍａｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ－３．０２２．５－ＩｇＭ（
ＤＳＭ　ＡＣＣ２８７３）、ＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ－１．０１０．２－Ｉｇ
ＭおよびＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ－１．１．７－ＩｇＭ（表１に示す）からな
る群より選択される。好ましい態様において、検出モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇｇ．－
ＩｇＧ＞は、ＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ３．０２２．５－ＩｇＭ－Ｄｉｇ（ＤＳ
Ｍ　ＡＣＣ２８７３）である。ＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ３．０２２．５－Ｉｇ
Ｍ－Ｄｉｇの特徴的な特徴は、固相に非特異的に結合した免疫グロブリン、すなわち抗原
に特異的に結合しないものが、認識されないか、または無視できる度合いまでしか認識さ
れないことである。この理論に束縛されることは望ましくないが、ＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．
－ＩｇＧ＞Ｍ３．０２２．５－ＩｇＭ－Ｄｉｇを使用すると、イムノアッセイ中のバック
グラウンドシグナルが実質的に減少して、そしてそれによって分析しようとする試料中に
含まれる、干渉しうるＩｇＧとは独立に、一定の低レベルで維持される可能性もある。
【０１１１】
　本発明記載のイムノアッセイ法は、１つの態様において、アレイ形式で、例えばチップ
またはバイオチップ上で行われる。こうしたアレイ形式において、１またはそれより多い
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ＴｍＡＢのＦ（ａｂ）断片（単数または複数）は、固相の別個の領域上に固定され、この
領域は、互いに空間的に分離される試験領域と定義される。捕捉結合パートナー（例えば
Ｆ（ａｂ）断片（単数または複数））を固定するための方法は、当業者によく知られ、そ
して例えば、ＥＰ　０　９２９　３１９（Ｈｏｒｎａｕｅｒら）に開示される。
【０１１２】
　同じ捕捉結合パートナーを含有する１またはそれより多いスポットを含む試験領域が、
固相上に存在してもよい。１つの態様において、いくつかの同一スポットからなるパター
ンを形成してもよい。
【０１１３】
　アレイ形式（例えばチップまたはバイオチップ上）のこうしたイムノアッセイの利点は
、異なる分析物を同時に測定可能であることである。１つの態様において、アレイ形式の
多様な別個の領域またはスポットは各々、関心対象の異なるＴｍＡＢの１つのＦ（ａｂ）
断片を含有し、これらは測定しようとする抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢと特異的に結合することが
可能である。１つの態様において、こうしたアレイは少なくとも２つの別個の領域を含み
、ここで、各領域において、関心対象のＴｍＡＢの異なるＦ（ａｂ）断片（捕捉分子）が
存在する。１つのアレイ上に、関心対象の異なるＴｍＡＢ由来のＦ（ａｂ）断片およびそ
れぞれこれらの異なるＴｍＡＢの１つのＦ（ａｂ）断片を各々含有するいくつかのスポッ
トの組み合わせを有することもまた可能である。１つの態様において、各々、２またはそ
れより多い個々のスポットを有する、関心対象のＴｍＡＢ由来の少なくとも２つの異なる
Ｆ（ａｂ）断片がこうしたアレイ上に存在する。１つの態様において、方法において用い
られるアレイは、好ましくは、金属、ガラス、プラスチック、またはポリスチレン製の支
持体からなる。ポリスチレン支持体は、好ましくは、本発明記載の方法で用いられ、これ
は、当業者に知られ、そして例えばＥＰ　０９３９３１９（Ｈｏｒｎａｕｅｒら）に記載
される。アレイ形式で実行される前記方法において、＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ３．０
２２．５－ＩｇＭ－Ｄｉｇ抗体を使用すると、関心対象の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに関するい
くつかから多数の異なる試験を１つのアレイ上で組み合わせることが可能になる。アレイ
アッセイ形式の主要な利点は、各取り扱い工程において、１つの緩衝剤組成しか必要でな
いことである。
【０１１４】
　１つの態様において、本発明記載の方法は、ＴｍＡＢの最初の投与から１４週間後まで
に、患者から提供される試料を用いて実行される。１つの態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞
ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初の投与の２週間後から実行される。１つの態様において、
抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初の投与の２週間後～６週間後に行われる。
１つの態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初の投与の６週間後に
行われる。
【０１１５】
　本発明記載の方法はまた、適切なＴｍＡＢ療法の選択のためにも価値がある。
　ＴｍＡＢ療法の有効性の欠如（ＬＯＥ）は、ＴｍＡＢでの治療下にある患者において、
例えば抗＜ＴＮＦα＞抗体での治療下にある患者に関して、稀ではあるが、知られる現象
である。ＴｍＡＢでの治療下にある患者において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの測定は、ＴｍＡ
Ｂ療法のＬＯＥを予測する試みにおいて用いられてきている。先行技術において、抗＜Ｔ
ｍＡＢ＞ＡＢは、前記ＴｍＡＢでの治療下にある患者の循環において、利用可能なＴｍＡ
Ｂの有効量を減少させうることが示されてきている。現在、前記ＴｍＡＢで治療された患
者における抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの反応の度合いを何が決定するかは不明である（Ａａｒｄ
ｅｎ，　Ｌ．ら，　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｏｐｉｎｉｏｎ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２
０（２００８）４３１－４３５）。いくつかの療法的アプローチにおいて、患者の循環に
おける利用可能なＴｍＡＢの量を補償するため、ＬＯＥ診断後に、前記ＴｍＡＢの投薬量
が上昇されていることから、科学的および臨床的に関連する新たな疑問が生じる。ＴｍＡ
Ｂの血清レベルの測定は、現在、ＴｍＡＢ療法の治療有効性を監視する究極の判断基準で
ある。Ａａｒｄｅｎらによって、患者はしばしば、血清ＴｍＡＢレベルに関して監視され
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るべきであり、そして抗体レベルは、用量を増加させるかまたは別のＴｍＡＢ／薬剤にス
イッチするかどうかを決定する際に、指針となりうると提唱されている。
【０１１６】
　先行技術からやはり知られるのは、ＴｍＡＢ療法中、例えば抗＜ＴＮＦα＞療法中の副
作用（不都合な影響、ＡＤＲ）である。当業者には、ＴｍＡＢ療法下にある患者が、ＡＤ
Ｒを生じるリスクがあることが知られる。しかし、ＴｍＡＢに基づく療法の開始後、早期
に、例えば重度のＡＤＲが始まる前に、こうしたリスクを評価するのに利用可能な方法は
ないようである。
【０１１７】
　驚くべきことに、関心対象のＴｍＡＢに対する抗体を、前記ＴｍＡＢでの治療下にある
患者由来の試料においてｉｎ　ｖｉｔｒｏで測定することによって、本発明者らは、ＡＤ
Ｒが起こる前に、ＴｍＡＢで治療中、どの患者が、ＡＤＲを生じる増加したリスクを有す
るかを予測することが可能になった。
【０１１８】
　さらなる態様において、ＴｍＡＢに対する抗体の、前記ＴｍＡＢでの治療下にある患者
由来の試料におけるｉｎ　ｖｉｔｒｏでの測定を用いて、ＴｍＡＢでの治療中、ＡＤＲを
生じるリスクがある患者を同定し、ここで、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに関して検査結果が陽性
であった患者は、ＡＤＲを生じるリスクがある。この理論に束縛されることは望ましくな
いが、特定のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに関する検査結果が陽性であった患者
を、前記ＴｍＡＢのより高い投薬量で治療する場合、後にＡＤＲを生じるリスクははるか
により高いことは当然でありうる。したがって、投与した第一のＴｍＡＢに対する抗＜Ｔ
ｍＡＢ＞ＡＢが測定された後、後のＡＤＲのリスクを減少させるため、別の（第二の）Ｔ
ｍＡＢに療法を変更することを真剣に考慮すべきである。
【０１１９】
　１つの態様において、本発明の方法を用いて、患者がＴｍＡＢでの治療中にＡＤＲを生
じるリスクがあるかどうかを測定する。この態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに関して
検査結果が陽性である患者は、ＡＤＲを生じるリスクがある。本明細書に開示する方法に
おいて、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢに関して検査結果が陽性である患者は、ＡＤＲを生じるリス
クが増加している。こうしたリスクは、当業者に知られる数学的方法を用いて、相対リス
クとして測定可能である。実施例に示すように、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの早期発症は、後の
、ＡＤＲの発症および／または研究からの患者の脱落に先行する。１つの態様において、
ＡＤＲを生じるリスクは、少なくとも４０％の相対リスクであり、好ましい態様において
、リスクは少なくとも４５％の相対リスクである。
【０１２０】
　図２および図３の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの時系列プロットは、ＡＤＲによって研究から離
脱していない患者および離脱した患者の間の相違を示す。実施例５の研究データを図２に
示し、これは、第６週での抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ状態に関するカプラン－メイヤー（ＫＭ）
曲線として、インフリキシマブで治療された患者に関する結果を示す。図３において、第
１４週での抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ状態に関するＫＭ曲線として、インフリキシマブで治療さ
れた患者に関する結果を示す。どちらの図においても、ＡＤＲのために離脱した患者では
（または治療効果がないために離脱した患者では）、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ陽性（抗＜Ｔｍ
ＡＢ＞ＡＢ＋）患者のＫＭ曲線は、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ陰性（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ－）患
者のＫＭ曲線よりも低い。この相違は、第１４週におけるよりも、第６週でより明らかで
ある。
【０１２１】
　１つの態様において、本発明は、第一のＴｍＡＢでの治療下にある患者のため、代替療
法用抗体を選択するための方法であって、少なくとも第一のＴｍＡＢおよび１またはそれ
より多い代替ＴｍＡＢが利用可能であり：ａ）第一のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞Ａ
Ｂを、前記の第一のＴｍＡＢで治療された患者由来の試料においてｉｎ　ｖｉｔｒｏで測
定し、そしてｂ）前記の第一のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが存在する場合、将
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来の療法のための代替ＴｍＡＢを選択する工程を含む、前記方法に関する。
【０１２２】
　１つの態様において、慢性炎症性疾患の診断を有する患者から得られる試料を用いて、
代替療法用抗体を選択するための方法を実施する。１つの態様において、慢性炎症性疾患
は、関節リウマチ（ＲＡ）、クローン病（ＣＤ）、強直性脊椎炎（ＡＳ）、多関節型若年
性特発性関節炎（ＪＩＡ）、乾癬性関節炎（ＰｓＡ）、ベヒテレフ病およびまたは慢性尋
常性乾癬（Ｐｓ）からなる群より選択される。好ましい態様において、患者は、関節リウ
マチ（ＲＡ）の診断を有する。
【０１２３】
　１つの態様において、ヒト患者から得られる試料を用いて、代替療法用抗体を選択する
ための方法を実施する。１つの態様において、測定する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢは、抗＜ＴＮ
ＦαＡＢ＞ＡＢである。
【０１２４】
　１つの態様において、本発明は、第一のＴｍＡｂでの治療下にある患者のため、代替Ｔ
ｍＡＢを選択するための方法であって、少なくとも第一のＴｍＡＢおよび１またはそれよ
り多い代替ＴｍＡＢが利用可能であり：ａ）第一のＴｍＡＢに対するＩｇＧクラスの抗＜
ＴｍＡＢ＞ＡＢを、前記の第一のＴｍＡＢで治療された患者由来の試料においてｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏで測定し、そしてｂ）前記の第一のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが存在
する場合、将来の療法のための代替ＴｍＡＢを選択する工程を含む、前記方法に関する。
【０１２５】
　１つの態様において、代替療法用抗体を選択するための方法は、ＴｍＡＢの最初の投与
から１４週間後までに、患者から提供される試料を用いて実行される。１つの態様におい
て、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初の投与の２週間後から実行される。１
つの態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初の投与の２週間後～６
週間後に行われる。１つの態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初
の投与の６週間後に行われる。
【０１２６】
　当業者には、前記の第一のＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢが、前記の第一のＴｍ
ＡＢの治療下にある患者から得られる試料中に存在していた場合、将来の療法のための代
替ＴｍＡＢをどのように選択するかが知られる。１つの態様において、代替ＴｍＡＢは、
抗＜ＴＮＦα＞モノクローナル抗体およびリツキシマブからなる群より選択される。１つ
の態様において、代替ＴｍＡＢは、インフリキシマブ、アダリムマブ、セルトリズマブお
よびリツキシマブからなる群より選択される。１つの態様において、代替ＴｍＡＢは、抗
＜ＴＮＦα＞モノクローナル抗体である。１つの態様において、代替ＴｍＡＢは抗＜ＣＤ
２０＞抗体である。１つの態様において、代替ＴｍＡＢはリツキシマブである。１つの態
様において、第一のＴｍＡＢは抗＜ＴＮＦα＞モノクローナル抗体であり、そして代替Ｔ
ｍＡＢは抗＜ＣＤ２０＞抗体である。１つの態様において、第一のＴｍＡＢは抗＜ＴＮＦ
α＞モノクローナル抗体であり、そして代替ＴｍＡＢはリツキシマブである。
【０１２７】
　使用：
　本発明記載の方法は、一般的に、臨床試験において、ならびに臨床的ルーチンにおいて
の両方で、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出に使用可能である。１つの態様において、本発明は
、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出のための本発明のイムノアッセイ法の使用に関する。
【０１２８】
　１つの態様において、本発明は、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で治療された
患者由来の試料において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定することによっ
て、薬物有害反応（ＡＤＲ）を生じるリスクがある患者を同定するためのイムノアッセイ
法の使用に関する。
【０１２９】
　１つの態様において、本発明は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの測定のた
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めのイムノアッセイ法の使用であって、ＴｍＡＢの最初の投与から１４週間後までに、患
者から提供される試料を用いて、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを検出する、前記使用に関する。１
つの態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初の投与の２週間後から
実行される。１つの態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、ＴｍＡＢの最初の投与
の２週間後～６週間後に行われる。１つの態様において、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの検出は、
ＴｍＡＢの最初の投与の６週間後までに行われる。
【０１３０】
　本発明記載の方法を用いて、療法用モノクローナル抗体（ＴｍＡＢ）で治療された患者
であって、ＡＤＲを生じるリスクがある前記患者を監視することも可能である。該方法は
、１つの態様において、ＴｍＡＢでの治療中、患者における抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの発症頻
度を調べ、そしてこうした抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの発症が早期ＡＤＲおよび／または治療失
敗と関連するかどうかを決定するために用いられる。
【０１３１】
　以下の実施例および図は、本発明の理解を助けるために提供され、本発明の真の範囲は
、付随する請求項に示される。本発明の精神から逸脱することなく、示す方法において、
修飾を行うことも可能であることが理解される。
【実施例】
【０１３２】
　実施例１
　特異的療法用モノクローナル抗体のビオチンコンジュゲート化ＦａｂおよびＦ（ａｂ’
）２断片の調製
　Ｆａｂ断片：１００ｍＭリン酸、２ｍＭ　ＥＤＴＡ緩衝液、ｐＨ７．０中の免疫グロブ
リンクラスＧ（ＩｇＧ）の全長療法用モノクローナル抗体を、１０～２０ｍＭシステイン
の存在下で、パパインとインキュベーションした（１ｍｇ　ＩｇＧあたり５～２０ｍＵパ
パイン）。分析用ゲル浸透クロマトグラフィーによって断片化を分析し、そしてヨードア
セトアミド溶液（１０ｍＭ添加（ａｄ））の添加によって６０～１２０分後に停止した。
【０１３３】
　Ｆ（ａｂ’）２断片：１００ｍＭクエン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ３．７中の免疫グロ
ブリンクラスＧ（ＩｇＧ）の全長療法用抗体を、ペプシンとインキュベーションした（１
ｍｇ　ＩｇＧあたり１～１５μｇペプシン）。分析用ゲル浸透クロマトグラフィーによっ
て断片化を分析し、そしてリン酸カリウムの添加によりｐＨ値を６．５に調整することに
よって９０分後に停止した。
【０１３４】
　精製：両方の断片化混合物を、各々、１０ｍＭ塩化ナトリウムを含む１０ｍＭリン酸ナ
トリウム緩衝液、ｐＨ５．５に対して透析し、溶液をＳＰ－セファロース・クロマトグラ
フィーカラムに適用し、塩勾配中で溶出された単離分画を、分析用ゲルろ過によって個々
に分析した。抗体ＦａｂまたはＦ（ａｂ）’２断片を含有するプールを、ヒトＦｃｇに対
するポリクローナル抗体が固定されたアフィニティマトリックスに適用して、微量のＦｃ
ｇ断片を除去し、フロースルーをプールして、そして残渣Ｆｃｇ含量に関して分析した。
アフィニティ精製法を、残渣Ｆｃｇ濃度が０．５ｐｐｍに低下するまで、少なくとも３回
、反復した。産物を約１０ｍｇ／ｍｌまで濃縮し、そして最終的に、ゲルろ過カラム（Ｓ
ｕｐｅｒｄｅｘ２００）に適用した。
【０１３５】
　コンジュゲート化：ＮＨＳ活性化ビオチン標識を用いて、８．２～８．４のｐＨ値で、
精製Ｆｃｇ不含断片をコンジュゲート化した。反応化学量論は１：５（ＩｇＧ：標識）で
あり、１時間後、１Ｍリジン溶液の添加によって反応を停止し、そして未精製（ｒａｗ）
コンジュゲートをゲルろ過カラム（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００）上で精製した。
【０１３６】
　特異的療法用抗体のビオチンコンジュゲート化Ｆａｂ断片の調製
　精製Ｆ（ａｂ）’２断片を５ｍＭシステアミンと１時間インキュベーションし、分析用
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ゲル浸透クロマトグラフィーによって、Ｆａｂ断片の還元を監視した。未精製産物をゲル
ろ過カラム（Ｓｕｐｅｒｄｅｘ２００）に適用し、そしてプールしたＦａｂ分画を直ちに
ＭＥＡ活性化ビオチン標識とコンジュゲート化した（化学量論１：１０、１時間）。それ
ぞれコンジュゲート化部位および収量を確かめるため、ＥＳＩ－ＭＳによって、最終分析
性質測定を行った。
【０１３７】
　実施例２
　リウマチ因子様特異性を持つモノクローナルマウスＩｇＭ抗体の産生
　免疫原：Ｈ－ＩｇＧポリマー：
　１０ｍｇヒトＩｇＧ１（Ｓｉｇｍａ社）を０．６ｍｌの２５ｍＭ重炭酸緩衝剤ｐＨ９．
５に溶解する。３．５μｌの１２．５％グルタルジアルデヒド溶液を添加した後、室温で
２時間インキュベーションする。続いて、氷槽中で冷却し、５０ｍＭトリエタノールアミ
ン溶液ｐＨ８．０でｐＨ８．３に調整し、そして０．１５ｍｌの新鮮に調製された水素化
ホウ素ナトリウム溶液（８ｍｇ水素化ホウ素／ｍｌ水）を添加する。０℃に２．５時間置
いた後、調製物を、１０ｍＭリン酸カリウム緩衝液／０．２Ｍ　ＮａＣｌ、ｐＨ７．５に
対して４℃で１６時間透析する。ＩｇＧポリマーを含有する透析物をアリコットにして－
８０℃で保存するか、または免疫のため、そしてハイブリドーマ細胞の培養上清中での特
異性試験のために用いる。
【０１３８】
　Ｈ－ＩｇＧ３ポリマーは、ヒトＩｇＧ３（Ｓｉｇｍａ社）から出発して、類似の方式で
産生される。
　マウスの免疫：
　１２週齢の雌Ｂａｌｂ／ｃマウスを、まず、アジュバントＣＦＡ（完全フロイントアジ
ュバント）と一緒に１００μｇ　Ｈ－ＩｇＧ１またはＩｇＧ３ポリマーで腹腔内免疫する
。８日後、ＣＦＡ中、１００μｇのそれぞれのＩｇＧポリマーで、さらなる免疫を行う。
最初の免疫の１３日後、２００μｇのそれぞれのポリマーをアジュバントなしに腹腔内投
与し、最初の免疫の１４および１５日後、各場合に、１００μｇを腹腔内および静脈内投
与する。１６日後、融合を行う。
【０１３９】
　ハイブリドーマ・クローンの調製：
　融合およびクローニング：
　免疫マウスの脾臓細胞を、Ｇａｌｆｒｅ，　Ｇ．，　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙ
ｍｏｌｏｇｙ　７３（１９８１）３－４６の方法にしたがって、骨髄腫細胞と融合させる
。免疫マウスのおよそ１ｘ１０８の脾臓細胞を２ｘ１０７の骨髄腫細胞（Ｐ３Ｘ６３－Ａ
ｇ８－６５３、ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１５８０）と混合し、そして遠心分離する（３００ｇ
および４℃で１０分）。次いで、ウシ胎児血清（ＦＣＳ）を含まないＲＰＭＩ－１６４０
培地で細胞を一度洗浄し、そして５０ｍｌコニカルチューブ中、再び、４００ｇで遠心分
離する。１ｍｌ　ＰＥＧ（ポリエチレングリコール）（分子量４０００、Ｍｅｒｃｋ、ダ
ルムシュタット）を添加し、そしてピペッティングによって混合する。水槽中、３７℃に
１分間置いた後、ＦＣＳを含まない５ｍｌのＲＰＭＩ１６４０を一滴ずつ添加し、混合し
、培地（ＲＰＭＩ１６４０＋１０％ＦＣＳ）を５０ｍｌまで満たし、そして続いて遠心分
離する。沈降した細胞を、１０％ＦＣＳを含有するＲＰＭＩ１６４０培地中に取り、そし
てヒポキサンチン－アザセリン選択培地（ＲＰＭＩ１６４０＋１０％ＦＣＳ中、１００ｍ
ｍｏｌ／ｌヒポキサンチン、１μｇ／ｍｌアザセリン）中に植え付ける。インターロイキ
ン６（１００Ｕ／ｍｌ）を増殖因子として培地に添加する。約１０日後、初代培養を特異
的抗体合成に関して試験した。凝集したヒトＩｇＧ１との陽性反応を示すが、単量体Ｉｇ
Ｇとは交差反応しない初代培養を、９６ウェル細胞培養プレートにおいて、蛍光活性化細
胞ソーターによって、クローニングする。増殖添加剤として、インターロイキン６（１０
０Ｕ／ｍｌ）を培地に添加する。
【０１４０】
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　以下のハイブリドーマクローンをこの方式で得た。
　表１：
【０１４１】
【表１】

【０１４２】
　凝集したヒトＩｇＧに対して特異性を有するモノクローナル抗体に関するスクリーニン
グ試験
　ストレプトアビジンでコーティングしたＭＴＰを、ビオチン化ヒトＩｇＧ１またはＩｇ
Ｇ３でコーティングする。その後、これらを細胞培養上清中、モノクローナル抗体とイン
キュベーションする。続いて、抗＜マウス－ＩｇＭ＞－ＰＯＤを用いて、ＰＯＤ基質との
反応によって、結合した抗体を通常の方式で検出する。
【０１４３】
　固相に結合したヒトＩｇＧを用いた、サブクラス特異性の測定：
　ハイブリドーマ細胞の培養上清において、抗体の特異性を測定するため、組換えストレ
プトアビジンでコーティングしたＭＴＰ（ＭｉｃｒｏＣｏａｔ社、注文番号１２－Ｋ　９
６　Ｎ）を、インキュベーション緩衝液中、サブクラス１または２または３または４の１
μｇ／ｍｌビオチン化ｈ－ＩｇＧ（＝ｈＩｇＧ－Ｂｉ）でコーティングする。ビオチンを
通じて固相に結合したＩｇＧは、凝集したポリマー性ＩｇＧと同様に振る舞うため、この
実験アプローチを用いて、サブクラス特異性を測定することも可能である。このため、ウ
ェルあたり１００μｌ　ｈ－ＩｇＧ－Ｂｉ溶液を室温で６０分間、振盪しながらインキュ
ベーションし、そして続いて、０．９％ＮａＣｌ／０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２
０で３回洗浄する。
【０１４４】
　次の工程において、調べようとする抗体溶液（培養上清）１００μｌを、コーティング
したウェルに添加し、そして振盪しながら室温で１時間インキュベーションする。０．９
％塩化ナトリウム／０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０で３回洗浄した後、ヤギ抗マ
ウスＩｇＭ（Ｄｉａｎｏｖａ社、注文番号１１５－０３６－０７５、０．１６μｇ／ｍｌ
インキュベーション緩衝液の濃度を用いる）由来のポリクローナル抗体のＰＯＤ標識Ｆａ
ｂ断片１００μｌを各場合に添加して、試料由来の結合した抗体を検出し、室温で振盪し
ながら１時間インキュベーションし、そして続いて、０．９％塩化ナトリウム／０．０５
％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０で３回洗浄する。
【０１４５】
　最後に、１００μｌ／ウェルのＡＢＴＳ（登録商標）基質（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏ
ａｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ、注文番号１６８４　３０２）を添加し、そして室温で３０分後、
４０５／４９２ｎｍの吸光度を、Ｄｙｎａｔｅｃｈ社のＭＲ７００マイクロプレート読み
取り装置中で測定する。
【０１４６】
　インキュベーション緩衝液：
　４０ｍＭリン酸ナトリウム、ｐＨ７．４、２００ｍＭ酒石酸ナトリウム、０．１％Ｔｗ
ｅｅｎ（登録商標）２０、０．２％ウシ血清アルブミン。
【０１４７】
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　反応性／単量体ヒトＩｇＧ１との交差反応の測定：
　反応性／単量体性非凝集Ｈ－ＩｇＧ１との交差反応を測定するため、調べようとするモ
ノクローナル抗体を、上記試験において、増加する濃度のまたは過剰な単量体性非凝集Ｉ
ｇＧ１とプレインキュベーションする。測定されたシグナルが高レベルで不変であれば、
交差反応はない。測定されたシグナルが減少すれば、交差反応が生じている。
【０１４８】
　組換えストレプトアビジンでコーティングしたこのマイクロタイタープレート（ＭＴＰ
）（ＭｉｃｒｏＣｏａｔ社、注文番号１２－Ｋ　９６　Ｎ）を、インキュベーション緩衝
液中、１μｇ／ｍｌビオチン化Ｈ－ＩｇＧ１（＝Ｈ－ＩｇＧ１－Ｂｉ）でコーティングす
る。ウェルあたり１００μｌのＨ－ＩｇＧ１－Ｂｉ溶液を用い、そして室温で振盪しなが
ら６０分間インキュベーションし、そして続いて０．９％ＮａＣｌ／０．０５％Ｔｗｅｅ
ｎ（登録商標）２０で洗浄する。
【０１４９】
　交差反応性に関して試験しようとするモノクローナル抗体を、最大１μｇ／ｍｌ単量体
性非凝集ＩｇＧ１の一連の濃度とプレインキュベーションする。プレインキュベーション
は、振盪しながら室温で１時間、コーティングされていない９６ウェルＭＴＰ中で行う。
【０１５０】
　次の工程において、１００μｌのこの溶液（抗体＋過剰量の非凝集性単量体ＩｇＧ１）
を、コーティングしたウェルに添加し、そして振盪しながら室温で１時間インキュベーシ
ョンする。０．９％塩化ナトリウム／０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０で３回洗浄
した後、ヤギ抗マウスＩｇＭ（Ｄｉａｎｏｖａ社、注文番号１１５－０３６－０７５、０
．１６μｇ／ｍｌインキュベーション緩衝液の濃度を用いる）由来のポリクローナル抗体
のＰＯＤ標識Ｆａｂ断片１００μｌを各場合に添加して、試料由来の結合した抗体を検出
し、室温で振盪しながら１時間インキュベーションし、そして続いて、０．９％塩化ナト
リウム／０．０５％Ｔｗｅｅｎ（登録商標）２０で３回洗浄する。
【０１５１】
　最後に、１００μｌ／ウェルのＡＢＴＳ（登録商標）基質（Ｒｏｃｈｅ　Ｄｉａｇｎｏ
ａｔｉｃｓ　ＧｍｂＨ、注文番号１６８４　３０２）を添加し、そして室温で３０分後、
４０５／４９２ｎｍの吸光度を、Ｄｙｎａｔｅｃｈ社のＭＲ７００マイクロプレート読み
取り装置中で測定する。
【０１５２】
　本発明の意味で適切なモノクローナルリウマチ因子様結合抗体は、すべてのヒトＩｇＧ
サブクラスを認識し、そして競合試験において、単量体ｈ－ＩｇＧと１０％未満の交差反
応を示す。Ｈ－ＩｇＧ１ポリマーを用いて反応性を測定する場合、測定されるシグナルは
、非常に減少する。表１は、見出されたモノクローナル抗体の主な特性を示す。
【０１５３】
　モノクローナル抗体を単離するためのハイブリドーマクローンの発酵：
　得られたハイブリドーマ細胞を、１０％ＦＣＳを含有するＲＰＭＩ１６４０培地中、１
ｍｌあたり１ｘ１０５細胞の密度で植え付け、そして発酵槽（Ｔｈｅｒｍｏｄｕｘ社、ヴ
ェルトハイム、マイン、モデルＭＣＳ－１０４ＸＬ、注文番号１４４－０５０）中で７日
間増殖させる。培養上清中、１ｍｌあたり１００μｇのモノクローナル抗体の平均濃度に
到達する。
【０１５４】
　モノクローナルＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ－３．０２２．５－ＩｇＭの単離：
　５ｍｇ　ＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ－３．０２２．５－ＩｇＭ（ＤＳＭ　ＡＣ
Ｃ２８７３）を、０．１Ｍリン酸ナトリウム緩衝液、ｐＨ８．６で、総体積２ｍｌに調整
する。ジメチルスルホキシド中、ジゴキシゲニン－３－Ｏ－メチル－カルボニル－ｅ－ア
ミノカプロン酸－Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステルの１．１１ｍＭ溶液５０μｌを
この溶液に添加し、そして続いて、２５℃で６０分間攪拌する。ＩｇＭ対活性化ジゴキシ
ゲニンの比は１：１０である。形成されるＩｇＭ－ジゴキシゲニンを、２０ｍＭリン酸カ
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リウム緩衝液／０．１Ｍ　ＮａＣｌ／３％スクロース、ｐＨ７．５に対して透析する。透
析したＩｇＭ－Ｄｉｇをアリコットにして－８０℃で保存する。
【０１５５】
　実施例３
　多数パラメータ・バイオチップ・プラットホーム上の完全自動化ＥＬＩＳＡアッセイ
　多数パラメータ・バイオチップ・プラットホームは、Ｈｏｒｎａｕｅｒ，　Ｈ．ら．，
　ＢＩＯｓｐｅｃｔｒｕｍ，　Ｓｐｅｃｉａｌ　Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ　１０（２００４
）５６４－５６５およびＨｏｒｎａｕｅｒ，　Ｈ．ら，　Ｌａｂｏｒｗｅｌｔ　４（２０
０４）３８－３９に記載される。
【０１５６】
　ストレプトアビジン・コーティングを、黒色染色ポリスチレン支持体（固相）上、約２
．５ｘ６ｍｍの試験領域の全領域上に適用する。療法用抗体のビオチン化断片からなるラ
インあたりおよそ１０～２０の同一スポットのラインを、インクジェット法で、試験領域
に適用し；スポットあたりの直径は約１５０μｍである。
【０１５７】
　以下の試験特異的試薬を用いた：
　試料希釈緩衝液：
　５０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、ｐＨ７．６；１５０ｍＭ　ＮａＣｌ；０．１％界面活性剤（ポリ
ドカノール（ｐｏｌｙｄｏｃａｎｏｌ））；０．６％ＢＳＡ；０．２％保存剤（オキシピ
リオン（ｏｘｙｐｙｒｉｏｎ）およびメチルイソチアゾロン塩酸塩（ＭＩＴ））
　洗浄緩衝液：
　１０ｍＭ　Ｔｒｉｓ、０．０１％ポリドカノール、０．００１％オキシピリオン、０．
００１％ＭＩＴ。
【０１５８】
　試料：
　ヒト血清、それぞれの療法用抗体で治療された研究集団をスクリーニングすることによ
って、陽性試料を得た；陰性試料は、それぞれの療法用抗体で治療されていない健康な血
液ドナーである。
【０１５９】
　インフリキシマブＦａｂ断片をビオチン化抗原として用いた。これらの抗原に対する自
己抗体（抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ）を間接的試験形式で検出した。５０μｇ／ｍｌのそれぞれ
のビオチン化抗原を各スポット溶液中で用いた。
【０１６０】
　試験法の説明：
　測定のため、試料を試験希釈緩衝液で１：５０に希釈した。希釈した試料を３７℃で１
２分間インキュベーションした。試料を吸引し、そして試験野を洗浄緩衝液で洗浄した後
、これらを、ジゴキシゲニンで標識した抗体（Ｄｉｇ標識モノクローナル抗体＜ｈ－Ａｇ
ｇ．－ＩｇＧ＞）、ＭＡｂ＜ｈ－Ａｇｇ．－ＩｇＧ＞Ｍ－３．０２２．５－ＩｇＭ（ＤＳ
Ｍ　ＡＣＣ２８７３）と、３７℃で６分間インキュベーションし、続いて洗浄工程を行っ
た。蛍光標識＜Ｄｉｇ＞抗体と３７℃で３分間インキュベーションし、そして続いて洗浄
し、そして試験野を吸引乾燥した後、ＣＣＤカメラによってシグナルを検出した。
【０１６１】
　実施例４
　間接的アッセイ形式でのＦ（ａｂ’）２およびＦａｂ断片の比較
　断片Ｆ（ａｂ’）２－ＢｉまたはＦａｂ－Ｂｉとしてのビオチン化インフリキシマブを
、各々、チップ表面（固相）上の別個の領域上にスポットする。ジゴキシゲニン化抗＜ヒ
トＩｇＧ＞を検出試薬として用いる。インフリキシマブはヒト化ＩｇＧ１であるため、検
出抗体は、スポット化抗体に直接結合するであろう。したがって、アッセイ形式では、イ
ンフリキシマブ断片（より一般的には、抗＜ＴＮＦα抗体断片＞）Ｆ（ａｂ’）２－Ｂｉ
またはＦａｂ－Ｂｉの使用のみが可能である。
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【０１６２】
　見かけ上健康な血液ドナー由来の総数１００の血清試料（ＴＮ）、およびインフリキシ
マブで治療された関節リウマチ（ＲＡ）患者由来の１５５の血清試料（ＴＰ）を採取して
、捕捉抗体として、インフリキシマブ断片Ｆａｂ－ＢｉまたはＦ（ａｂ’）２－Ｂｉを用
いて、２つの異なるアッセイの特異性を比較した。Ｆ（ａｂ’）２－Ｂｉとしてのビオチ
ン化インフリキシマブの使用は、何人かの見かけ上健康な血液ドナー（ＴＮ）から採取し
た試料において、誤って上昇したシグナルを生じ、これはインフリキシマブで治療された
真の陽性（ＴＰ）である関節リウマチ患者から採取された試料のシグナルとほぼ同程度に
強かった（結果を表２に示し、そして結果のグラフ提示を図５ａに示す）。
【０１６３】
　表２
【０１６４】
【表２】

【０１６５】
　捕捉抗体として、インフリキシマブのビオチン化Ｆａｂ－Ｂｉ断片を使用すると、真の
陽性（ＴＰ）および真の陰性（ＴＮ）試料間のはるかにより優れた区別が可能になった。
結果を表３に示し、そして結果のグラフ提示を図５ｂに示す。
【０１６６】
　表３：
【０１６７】
【表３】

【０１６８】
　実施例５
　抗＜ＴＮＦα抗体＞抗体（ａｎｔｉ－＜ＴＮＦα　ａｎｔｉｂｏｄｙ＞ａｎｔｉｂｏｄ
ｙ）（抗＜ＴＮＦαＡＢ＞ＡＢ）の検出のためのスクリーニングアッセイ
　研究データは、コペンハーゲン・コホート由来の試料に基づく。血液試料を、インフリ
キシマブで治療された総数２１８の関節リウマチ（ＲＡ）患者から採取した。この血液試
料を、インフリキシマブに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ（ａｎｔｉ－＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ）（
抗＜ＴＮＦαＡＢ＞ＡＢ）の存在に関して分析した。ベースライン試料（参照試料）をＴ
ｍＡＢの最初の投与前、第０週に採取する。試料をＴｍＡＢの最初の投与の２週間後に採
取するよう本明細書に言及している場合、第９日～第２１日に試料を採取してもよい。試
料をＴｍＡＢの最初の投与の６週間後に採取するよう本明細書に言及している場合、第２
８日～第６４日に試料を採取してもよい。試料をＴｍＡＢの最初の投与の１４週間後に採
取するよう本明細書に言及している場合、第１３週～第１６週に試料を採取してもよい。



(34) JP 2013-536419 A 2013.9.19

10

20

30

40

50

【０１６９】
　間接的アッセイ形式を用いて、インフリキシマブに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢを測定す
る。稀な試薬、緩衝剤、標準物質および対照の完全な概要を実施例３に示す。
　間接的アッセイ形式：
　Ｆａｂ－Ｂｉのようなビオチン化インフリキシマブをチップ表面上にスポットする。ジ
ゴキシゲニン化抗＜ヒトＩｇＧ＞を検出試薬として用いる。インフリキシマブは、ヒト化
ＩｇＧ１であるため、検出抗体は、スポット化された抗体に直接結合するであろう。した
がって、このアッセイ形式では、インフリキシマブ断片（より一般的には抗＜ＴＮＦα抗
体断片＞）Ｆ（ａｂ’）２－ＢｉまたはＦａｂ－Ｂｉの使用のみが可能である。
【０１７０】
　実施例４の結果に示されるように、Ｆａｂ断片の使用が好ましい。間接的アッセイ形式
において、Ｆａｂ断片は、陰性および真の陽性結果間で、はるかにより優れた区別を生じ
る。
【０１７１】
　表４：抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ間接的アッセイ（感度に関して最適化）
【０１７２】
【表４】

【０１７３】
　図１に示す抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ間接的アッセイ形式は、優れた感度で、インフリキシマ
ブの最初の療法的投与の早くも２週間後に、患者から採取された試料において、抗＜Ｔｍ
ＡＢ＞ＡＢを検出する。
【０１７４】
　ＡＤＲによる後の研究からの離脱は、抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ測定によって予測可能である
：
　第２週または第６週の抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢの早期発症は、それぞれ、７５％および４８
％の可能性で、後のＡＤＲおよび研究からの患者の脱落を予測させる（データを表４に示
す）。
【０１７５】
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　ＴｍＡＢ、例えばインフリキシマブでの治療は、少数であるが、なお有意な数の患者に
おいて、前記ＴｍＡＢに対する抗＜ＴｍＡＢ＞ＡＢ形成を導く。最も重要なことに、これ
らの患者の多数が、後の時点で、ＡＤＲのために研究を離れた。これらの知見は、本発明
記載の方法において評価する抗薬剤抗体が、ＡＤＲが始まる前にこれを予測可能であり、
そしてしたがって、抗＜ＴｍＡＢ＞抗体に対する陽性の検査結果を用いて、療法をよりよ
く方向付ける、例えば第一のＴｍＡＢから第二の代替ＴｍＡＢにスイッチすることも可能
であることを示しうる。

【図１】 【図２】
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【選択図】図２
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摘要(译)

在来自用治疗性单克隆抗体（TmAB）治疗的患者的样品中，本发明的体
外抗抗体（一nti- 一ntibody>抗 body）（反  AB）用于免疫测定方法。 
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（d）（c）结合的单克隆抗体，从而检测样品中的抗  它包括测量AB的
步骤。 本发明还提供了由用TmAB治疗的患者提供的样品中的抗  它还涉
及通过阵列型免疫测定法测量特定免疫球蛋白类别的抗原特异性抗体的
方法，其检测是在体外进行的。 毕竟，我们将公开反  此类方法用于检
测抗体和鉴定在使用TmAB治疗期间有发生药物不良反应（ADR）风险
的患者的用途。 [选择图]图2抗TmAB。。
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