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(57)【要約】
本発明は、治療タンパク質により処置された被験体における臨床的に有意な免疫反応を特
定するための方法及び産物に関する。本発明の第１の態様は、治療量のＶＬＡ４結合抗体
（例えば、ナタリズマブ）により処置された被験体における臨床的に有意な免疫反応を特
定するための方法及び組成物に関する。本発明の第２の態様は、治療タンパク質に対する
抗体の力価を測定するための試料収集（例えば、２つの異なる時点における少なくとも２
つの試料の収集）の経時的詳細に関する。本発明の第３の態様は、この対照抗体力価の標
準偏差の２倍に増大した未処置患者の抗体力価に対応する臨界閾値レベルの選択に関する
。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　被験体におけるＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応を検出する方法で
あって、ＶＬＡ－４結合抗体が投与されている被験体の生物学的試料が、前記ＶＬＡ－４
結合抗体に結合する可溶性抗体の臨床的に有意な閾値レベルを含むかどうかを決定するこ
とを含み、前記可溶性抗体の少なくとも前記閾値レベルの存在により、前記ＶＬＡ－４結
合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応が示される、方法。
【請求項２】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応が、異なる時点に前記被験体
から採取される少なくとも２つの生物学的試料における前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する
可溶性抗体の少なくとも前記閾値レベルの存在によって示される、請求項１に記載の方法
。
【請求項３】
　前記時点が、少なくとも１ヶ月の間隔が空いている、請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の少なくとも前記閾値レベルが、２つの
連続する時点に前記被験体から採取される２つの生物学的試料に存在する、請求項２に記
載の方法。
【請求項５】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルが、
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性結合活性のレベルを前記生物学的試料の第１ア
リコートで決定すること；及び
　前記可溶性結合活性が前記ＶＬＡ－４結合抗体に対して特異的であるかどうかを決定す
ること
によって決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項６】
　前記可溶性結合活性の特異性が前記生物学的試料の第２アリコートで決定される、請求
項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記生物学的試料における、前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルが
、２種類以上の異なる量の非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定した標識ＶＬＡ－４
結合抗体に対する結合活性のレベルを比較することによって決定される、請求項１に記載
の方法。
【請求項８】
　前記生物学的試料における、前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルが
、２種類以上の異なる量の可溶性ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定した固定化ＶＬＡ－
４結合抗体に対する結合活性のレベルを比較することによって決定される、請求項１に記
載の方法。
【請求項９】
　第１の量の非標識ＶＬＡ－４の存在下で測定した標識ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合
活性の第１レベルが、第２の量の非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定した標識ＶＬ
Ａ－４結合抗体に対する結合活性の第２レベルと比較される、請求項７に記載の方法。
【請求項１０】
　結合活性の前記第１及び第２レベルが、前記生物学的試料の第１及び第２アリコートで
決定される、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の量が、架橋ＥＬＩＳＡアッセイを使用し
て決定される、請求項１に記載の方法。
【請求項１２】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第１レベルが、前記生物学的試料の第１ア
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リコートの第１イムノアッセイで決定され、前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の
第２レベルが、前記生物学的試料の第２アリコートの第２イムノアッセイで決定され、こ
こで前記第２イムノアッセイには、前記第１イムノアッセイよりも多い量の可溶性非標識
ＶＬＡ－４結合抗体が加えられ、前記結合活性の第１レベルが基準レベルよりも高く、結
合活性の前記第２レベルが前記結合活性の第１レベルの所定の割合よりも低い場合に、前
記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の少なくとも閾値レベルが前記生物学的試料に
存在することが示される、請求項１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記基準レベルが、前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の基準量について測定
した結合活性のレベルである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　前記基準量が約５００ｎｇ／ｍｌである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体が、ＶＬＡ－４に対するヒト化マウスモノクローナル抗体であ
る、請求項１又は１２に記載の方法。
【請求項１６】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体が、マウス抗体ｍＡｂ　２１．６のヒト化形態である、請求項
１５に記載の方法。
【請求項１７】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体がナタリズマブである、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　前記第１及び第２イムノアッセイが架橋ＥＬＩＳＡアッセイである、請求項１２に記載
の方法。
【請求項１９】
　前記第１及び第２アッセイが、固定化した非標識ＶＬＡ－４結合抗体及び可溶性標識Ｖ
ＬＡ－４結合抗体を含み、前記可溶性標識ＶＬＡ－４結合抗体が酵素、蛍光マーカー又は
放射性マーカーにより標識される、請求項１２に記載の方法。
【請求項２０】
　前記第１及び第２イムノアッセイが単一の反応基質における並列反応体積部で行われる
、請求項１８又は１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記生物学的試料が血清試料である、請求項１又は１２に記載の方法。
【請求項２２】
　前記被験体がヒト患者である、請求項１又は１２に記載の方法。
【請求項２３】
　前記患者が多発性硬化症を有する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２４】
　前記患者が関節リウマチを有する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２５】
　前記患者がクローン病を有する、請求項２２に記載の方法。
【請求項２６】
　少なくとも２つ以上の生物学的試料を前記被験体から得る時点が、少なくとも１５日、
３０日、４５日又は６０日の間隔が空いている、請求項２に記載の方法。
【請求項２７】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の閾値レベルが前記被験体の少なくとも
２つの前記生物学的試料で決定される場合に、前記被験体のための治療レジメンを選択す
ることを更に含む、請求項２に記載の方法。
【請求項２８】
　治療レジメンを選択することが、前記被験体の現在の治療を評価すること、前記被験体
のための新しい治療を決定すること、前記被験体の現在の治療を変更すること、又は前記
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被験体の現在の治療を中断することを含む、請求項２７に記載の方法。
【請求項２９】
　現在の治療が、前記ＶＬＡ－４結合抗体を前記患者に投与することを含む、請求項２８
に記載の方法。
【請求項３０】
　被験体のための治療レジメンを選択する方法であって、
第１及び第２の時点に、前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する陽性免疫反応の存在について、
ＶＬＡ－４結合抗体が投与されている患者をアッセイし、前記第１及び第２の時点におけ
るアッセイ結果に基づいて前記患者のための治療レジメンを選択することを含み、
ある時点における陽性免疫反応の存在が、前記時点に前記被験体から得る生物学的試料に
おける少なくとも臨床的に有意な閾値量の結合活性の存在によって示される、
方法。
【請求項３１】
　前記第１及び第２の時点が、臨床的に有意な期間が空いている、請求項３０に記載の方
法。
【請求項３２】
　前記臨床的に有意な期間が少なくとも３０日である、請求項３１に記載の方法。
【請求項３３】
　陰性免疫反応が前記第２の時点で検出される場合に、ＶＬＡ－４結合抗体治療が継続さ
れる、請求項３０に記載の方法。
【請求項３４】
　陽性免疫反応が前記第１及び第２の両方の時点で検出される場合に、ＶＬＡ－４結合抗
体治療以外の治療が選択される、請求項３０に記載の方法。
【請求項３５】
　前記被験体が多発性硬化症を有する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３６】
　前記被験体がクローン病を有する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３７】
　前記被験体が関節リウマチを有する、請求項３０に記載の方法。
【請求項３８】
　被験体のための治療レジメンを選択する方法であって、被験体から得た少なくとも２つ
の生物学的試料における、ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応の存在を
検出する工程であって、ここで、前記被験体にはＶＬＡ－４結合抗体が投与されており、
少なくとも２つの前記生物学的試料は、少なくとも臨床的に有意な時間を空けた時点に前
記被験体から得られる、工程、および少なくとも２つの前記生物学的試料の前記時点に行
われた、前記被験体における前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応の
検出に基づいて、治療レジメンを選択することを含む、方法。
【請求項３９】
　前記試料を前記被験体から得る前記時点の間に空ける前記臨床的に有意な間隔が、少な
くとも１５日、３０日、４５日又は６０日である、請求項３８に記載の方法。
【請求項４０】
　治療レジメンを選択することが、前記被験体の現在の治療を評価すること、前記被験体
のための新しい治療を決定すること、前記被験体の現在の治療を変更すること、又は前記
被験体の現在の治療を中断することを含む、請求項３８に記載の方法。
【請求項４１】
　現在の治療が、前記ＶＬＡ－４結合抗体を前記患者に投与することを含む、請求項４０
に記載の方法。
【請求項４２】
　ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応の存在を検出することが、
　ＶＬＡ－４結合抗体が投与されている被験体の生物学的試料が、前記ＶＬＡ－４結合抗
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体に結合する可溶性抗体の閾値レベルを含むかどうかを決定することを含み、前記可溶性
抗体の少なくとも前記閾値レベルの存在により、前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的
に有意な免疫反応が示される、
請求項３８に記載の方法。
【請求項４３】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の少なくとも前記閾値レベルが、２つの
連続する時点に前記被験体から採取される２つの生物学的試料に存在する、請求項４２に
記載の方法。
【請求項４４】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルが、
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性結合活性のレベルを前記生物学的試料の第１ア
リコートで決定すること；及び
　前記可溶性結合活性が前記ＶＬＡ－４結合抗体に対して特異的であるかどうかを決定す
ること
によって決定される、請求項４３に記載の方法。
【請求項４５】
　前記可溶性結合活性の特異性が前記生物学的試料の第２アリコートで決定される、請求
項４４に記載の方法。
【請求項４６】
　前記生物学的試料における、前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルが
、２種類以上の異なる量の非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定した標識ＶＬＡ－４
結合抗体に対する結合活性のレベルを比較することによって決定される、請求項４２に記
載の方法。
【請求項４７】
　前記生物学的試料における、前記ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルが
、２種類以上の異なる量の可溶性ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定した固定化ＶＬＡ－
４結合抗体に対する結合活性のレベルを比較することによって決定される、請求項４２に
記載の方法。
【請求項４８】
　第１の量の非標識ＶＬＡ－４の存在下で測定した標識ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合
活性の第１レベルが、第２の量の非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定した標識ＶＬ
Ａ－４結合抗体に対する結合活性の第２レベルと比較される、請求項４７に記載の方法。
【請求項４９】
　結合活性の前記第１及び第２レベルが、前記生物学的試料の前記第１及び第２アリコー
トで決定される、請求項４８に記載の方法。
【請求項５０】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の量が、架橋ＥＬＩＳＡアッセイを使用し
て決定される、請求項４２に記載の方法。
【請求項５１】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第１レベルが、前記生物学的試料の第１ア
リコートの第１イムノアッセイで決定され、前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の
第２レベルが、前記生物学的試料の第２アリコートの第２イムノアッセイで決定され、こ
こで前記第２イムノアッセイには、前記第１イムノアッセイよりも多い量の可溶性非標識
ＶＬＡ－４結合抗体が加えられ、結合活性の前記第１レベルが基準レベルよりも高く、結
合活性の前記第２レベルが結合活性の前記第１レベルの所定の割合よりも低い場合に、前
記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の少なくとも閾値レベルが前記生物学的試料に
存在することが示される、請求項４２に記載の方法。
【請求項５２】
　前記基準レベルが、前記ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の基準量について測定
した結合活性のレベルである、請求項５１に記載の方法。
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【請求項５３】
　前記基準量が約５００ｎｇである、請求項５２に記載の方法。
【請求項５４】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体が、ＶＬＡ－４に対するヒト化マウスモノクローナル抗体であ
る、請求項３８に記載の方法。
【請求項５５】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体が、マウス抗体ｍＡｂ　２１．６のヒト化形態である、請求項
５４に記載の方法。
【請求項５６】
　前記ＶＬＡ－４結合抗体がナタリズマブである、請求項５５に記載の方法。
【請求項５７】
　前記第１及び第２イムノアッセイが架橋ＥＬＩＳＡアッセイである、請求項５１に記載
の方法。
【請求項５８】
　前記第１及び第２アッセイが、固定化した未標識ＶＬＡ－４結合抗体及び可溶性標識Ｖ
ＬＡ－４結合抗体を含み、前記可溶性標識ＶＬＡ－４結合抗体が酵素、蛍光マーカー又は
放射性マーカーにより標識される、請求項５１に記載の方法。
【請求項５９】
　前記第１及び第２イムノアッセイが単一の反応基質における並列反応体積部で行われる
、請求項５７又は５８に記載の方法。
【請求項６０】
　前記生物学的試料が血清試料である、請求項３８に記載の方法。
【請求項６１】
　前記被験体がヒト患者である、請求項３８に記載の方法。
【請求項６２】
　前記患者が多発性硬化症を有する、請求項６１に記載の方法。
【請求項６３】
　前記患者が関節リウマチを有する、請求項６１に記載の方法。
【請求項６４】
　前記患者がクローン病を有する、請求項６１に記載の方法。
【請求項６５】
　障害を有する患者についてタンパク質治療剤に対する抗体反応の臨床的に有意な閾値レ
ベルを同定する方法であって、
　前記障害を有するが、前記薬剤により処置されていない患者の対照集団における抗薬剤
抗体のレベルを評価すること；及び
　前記対照集団における、抗薬剤抗体の前記レベルを少なくとも２倍上回る標準偏差のレ
ベルを、前記障害を有し、前記薬剤により処置されている患者の抗体反応の臨床的に有意
な閾値レベルとして選択すること
を含む、方法。
【請求項６６】
　前記タンパク質治療剤が、治療抗体又はその抗原結合フラグメントである、請求項６５
に記載の方法。
【請求項６７】
　治療タンパク質に対する臨床的に有意な抗体反応を有する患者を同定する方法であって
、障害を有し、前記治療タンパク質が投与されている患者から得る生物学的試料における
、前記治療タンパク質に特異的に結合する抗体の閾値レベルの存在をアッセイすることを
含み、前記閾値レベルは、前記障害を有する患者の対照非処置集団における、前記治療タ
ンパク質に特異的に結合する抗体のレベルを少なくとも２倍上回る標準偏差である、方法
。
【請求項６８】
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　前記タンパク質治療剤が、治療抗体又はその抗原結合フラグメントである、請求項６７
に記載の方法。
【請求項６９】
　アッセイウェルをナタリズマブにより被覆する工程；
　対照試料、スクリーニング試料及び競合試料を個別のアッセイウェルでインキュベート
する工程；
　ビオチン化されたナタリズマブを前記アッセイウェル内の前記試料に加える工程；及び
　前記ビオチン化されたナタリズマブを、西洋ワサビペルオキシダーゼアッセイを使用し
て検出する工程
を含む、請求項１に記載の方法。
【請求項７０】
　０．２５μｇ／ｍｌの濃度のナタリズマブが、前記アッセイウェルを被覆するために使
用される、請求項６９に記載の方法。
【請求項７１】
　前記競合試料が、可溶性非標識ナタリズマブを約１００μｇ／ｍｌの最終濃度で含有す
る、請求項６９に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願
　本願は、米国特許法第１１９条（ｅ）の下で米国仮特許出願番号第６０／６６８，４０
４号（２００５年４月４日出願）からの優先権を主張し、この仮特許出願の全体が参考と
して本明細書に援用される。
【０００２】
　発明の分野
　本発明は、治療剤、具体的には、治療タンパク質（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体（例え
ば、ナタリズマブ））に対する免疫反応について患者を評価することに関する。
【背景技術】
【０００３】
　発明の背景
　現在、様々な生物学的治療剤が、様々な疾患及び障害（例えば、移植片拒絶、白血病、
乳癌、関節炎、多発性硬化症及びクローン病等）の処置に利用可能であり、更なるタンパ
ク質系治療剤が数多く開発中である。現在利用可能な生物学的治療薬には、ＡＭＥＶＩＶ
Ｅ（登録商標）（アレファセプト）、ＺＥＶＡＬＩＮ（登録商標）（イブリツモマブチウ
キセタン）、ＯＲＴＨＯＣＬＯＮＥ（登録商標）（ムロモナブ－ＣＤ３）、ＥＮＢＲＥＬ
（登録商標）（エタネルセプト）、ＲＥＯＰＲＯ（登録商標）（アブキシマブ）、ＲＩＴ
ＵＸＡＮ（登録商標）（リツキシマブ）、ＳＩＭＵＬＥＣＴ（登録商標）（バシリキシマ
ブ）、ＲＥＭＩＣＡＤＥ（登録商標）（インフリキシマブ）、ＳＹＮＡＧＩＳ（登録商標
）（パリビズマブ）、ＨＥＲＣＥＰＴＩＮ（登録商標）（トラスツズマブ）、ＺＥＮＡＰ
ＡＸ（登録商標）（ダクリズマブ）、ＣＡＭＰＡＴＨ（登録商標）（アレムツズマブ）、
ＭＹＬＯＴＡＲＧ（登録商標）（ゲムツズマブオゾガミシン）、ＨＵＭＩＲＡ（登録商標
）（アダリムマブ）、ＡＶＯＮＥＸ（登録商標）（インターフェロンβ－１ａ）及びＴＹ
ＳＡＢＲＩ（登録商標）（ナタリズマブ）が含まれる。ナタリズマブはα４β１インテグ
リン（ＶＬＡ－４）に対するヒト化モノクローナル抗体である。ナタリズマブは、α４β
１及びα４β７インテグリンのα４サブユニットに結合する。ナタリズマブは、多発性硬
化症、クローン病及び関節リウマチを含めた特定の炎症性疾患及び病態の処置に有用であ
る。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
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　生物学的治療剤に対する免疫反応は様々な臨床予後を有する場合があるため、免疫原性
アッセイの開発及び妥当性評価は、生物学的治療剤の分野において極めて重要である。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　発明の要旨
　本発明は、治療剤、例えば、治療タンパク質（例えば、治療抗体）に対する免疫反応を
特定、監視及び／又は評価するための方法及び組成物を提供する。患者が治療剤（例えば
、治療タンパク質又は治療抗体）に対する任意の抗体を発達させるという事実は、その治
療剤に対する臨床反応と相関する場合もあれば、相関しない場合もある。本発明の種々の
態様は、治療剤に対する臨床的に有意な反応を検出するための閾値として使用できる抗体
反応の予想外のレベルの発見に一部基づいている。幾つかの実施形態において、閾値レベ
ルは、治療剤が投与されていない患者の統計的分析を使用して予測するよりも高い。臨床
的に有意な閾値は一般的に、患者における免疫反応の検出可能な最低レベルよりも高い。
例えば、臨床的に有意な閾値レベルは一般的に、陰性対照レベル（例えば、未処置患者集
団の平均前処置レベル）を少なくとも２倍上回る標準偏差である。幾つかの実施形態にお
いて、本発明の方法で使用されるより高い閾値レベルは、その閾値レベルが、治療剤が投
与されていない患者で測定される免疫反応の５％カットオフ（例えば、平均を１．６４５
倍上回る標準偏差）に基づく場合に特定されるよりも、偽陽性者が少なくなる。本発明の
種々の態様によれば、患者試料における検出可能な免疫反応の存在は、免疫反応が少なく
とも所定の閾値レベルに達しない限り、臨床的に有意でない。本発明はとりわけ、治療剤
（例えば、治療タンパク質（例えば、治療抗体））に対する抗体反応の臨床的に有意な閾
値レベルを同定する方法、並びに治療剤に対する臨床的に有意な抗体反応を有する患者を
同定する方法を提供する。本発明は又、被験体における臨床的に有意な抗体を特定するた
めの閾値レベルも一部提供する。本発明の種々の態様によれば、治療剤（例えば、ナタリ
ズマブ）に対する免疫反応は、その免疫反応の大きさが、（例えば、異なる患者群につい
て得られた免疫反応に基づいて）事前に決定することができる閾値レベルに達しない限り
、臨床的に有意でない場合がある（例えば、低下した臨床効果との有意な関連性を示さな
い場合がある）。驚いたことに、本明細書に記載の方法は、処置の前後に各患者から得る
試料を比較することに依らず、治療剤に対する検出可能な免疫反応の単なる存在を特定す
ることにも依らない。対照的に、本発明の種々の方法は、治療剤に対する免疫反応の少な
くとも閾値レベルを検出することに関しており、この閾値レベルは、免疫反応の検出可能
な最低レベルよりも高い場合があり、アッセイでは関連する臨床的有意性を有さない偽陽
性者が回避されることもあり、このアッセイの陽性結果は臨床的に有意である。
【０００６】
　現在、治療タンパク質に対する臨床的に有意な抗体反応を検出するための一般的に適用
される技法又は標準は存在しない。異なる治療タンパク質は異なる種類の抗体を誘導する
場合があり、このような抗体の存在は、治療タンパク質の安全性、薬物動態及び／又は効
果に影響を及ぼす場合もあれば、及ぼさない場合もある。治療抗体に対する患者の反応を
監視する現在の方法は一般的に、各患者の処置の前後における血清抗体のレベルを比較す
る、検出可能な免疫反応の存在を特定する、並びにその検出可能な免疫反応が安全性、薬
物動態及び／又は効果の何れかの問題と相関するかどうかを決定するために患者を評価す
ることを伴う。対照的に、本発明の方法は、臨床的に有意な閾値レベルの反応を検出する
ためのスクリーニングアッセイを提供することによって、臨床的に有意な免疫反応を有す
る患者を同定するのに有用である。
【０００７】
　本発明によれば、治療剤に対する臨床的に有意な免疫反応は、患者における１つ以上の
臨床パラメータ、並びに／或いは治療剤の薬物動態及び／又は効果に影響を及ぼす可能性
がある抗体反応である。一般的に、臨床的に有意な免疫反応は、治療剤の効果の低下若し
くは効果の喪失、又は治療剤に対する有害反応を示す。例えば、多発性硬化症の場合、治
療タンパク質に対する臨床的に有意な免疫反応には、以下の１つ以上が含まれる：（ａ）
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患者における再発の回数、重篤度又は割合を低下させる治療剤の効果の喪失、或いはこの
ような効果の少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％又はそれ以上
の低下；（ｂ）総合障害度評価尺度（ＥＤＳＳ）又は多発性硬化症機能複合（ＭＳＦＣ）
尺度において身体障害の進行を遅らせる治療剤の効果の喪失、或いはこのような効果の少
なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％又はそれ以上の低下；（ｃ）
脳ＭＲＩでの新しい若しくは新しく拡大したＴ２超強度病変部の数若しくは体積を減少さ
せる、又は脳ＭＲＩでのＴ２超強度病変部体積の増加を減衰する効果の喪失、或いはこの
ような効果の少なくとも１０％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％又はそれ以上
の低下；（ｅ）視覚機能を改善する効果の喪失、或いはこのような効果の少なくとも１０
％、２０％、３０％、４０％、５０％、６０％又はそれ以上の低下；（ｆ）重篤な有害事
象（例えば、過敏性反応（例えば、アナフィラキシー））の存在。（ｆ）を除いて、この
ような反応は、薬剤投与後の所定期間内、例えば、３ヶ月、６ヶ月、９ヶ月又は少なくと
も１年以内に評価される。
【０００８】
　一態様において、本発明は、治療剤（例えば、治療タンパク質（例えば、治療抗体））
に対する抗体反応の臨床的に有意な閾値レベルを同定する方法を提供する。この方法には
、（ａ）障害を有する患者の対照集団における抗薬剤抗体のレベルを評価する（例えば、
障害を有するが、少なくとも３ヶ月、６ヶ月又はそれ以上の期間にわたって被験体治療剤
により処置されていない、少なくとも２名、３名、５名、１０名、２０名、３０名、５０
名、１００名又はそれ以上の患者の集団における抗薬剤抗体の平均又は中央レベルを求め
ること）；及び（ｂ）対照集団における抗薬剤抗体のレベルを少なくとも２倍（例えば、
２．５倍、３倍、４倍、５倍又は６倍）上回る標準偏差の閾値レベルを選択することが含
まれる。治療剤が投与されている患者（処置患者）における抗薬剤抗体の少なくとも閾値
レベルの存在は、処置患者における臨床的に有意な反応と相関する。好ましくは、対照集
団における抗薬剤抗体のレベルの特定に使用されるのと同じ検出試薬（例えば、標識抗薬
剤抗体）が、処置患者の評価に使用される。一実施形態において、治療剤は、治療抗体、
例えば、ヒト化２１．６抗ＶＬＡ－４抗体（例えば、ナタリズマブ）である。一実施形態
において、障害は多発性硬化症である。幾つかの実施形態において、障害は、中枢神経系
の炎症（例えば、多発性硬化症に加えて又はこれの代わりに、髄膜炎、視神経脊髄炎、神
経サルコイドーシス、ＣＮＳ脈管炎、脳炎又は横断脊髄炎）、組織若しくは臓器の移植片
拒絶又は移植片対宿主病、急性ＣＮＳ傷害（例えば、脳卒中又は脊髄傷害）；慢性腎臓疾
患；アレルギー（例えば、アレルギー性喘息）；１型糖尿病；炎症性腸障害（例えば、ク
ローン病又は潰瘍性大腸炎）；重症筋無力症；線維筋痛；関節炎障害（例えば、関節リウ
マチ又は乾癬性関節炎）；炎症性／免疫性皮膚障害（例えば、乾癬、白斑、皮膚炎又は扁
平苔癬）；全身性エリテマトーデス；シェーグレン症候群；血液癌（例えば、多発性骨髄
腫、白血病又はリンパ腫）；固形癌、例えば、（例えば、肺、乳房、前立腺又は脳の）肉
腫又は癌腫；又は線維性障害（例えば、肺線維症、骨髄線維症、肝硬変、メサンギウム増
殖性糸球体腎炎、半月体形成性糸球体腎炎、糖尿病性腎症又は腎臓間質性線維症）である
。幾つかの実施形態において、障害は、α４β１及び／又はα４β７サブユニットの調節
を伴う疾患である。
【０００９】
　別の態様において、本発明は、治療タンパク質（例えば、治療抗体）に対する臨床的に
有意な抗体反応を有する患者を同定する方法を提供する。この方法には、疾患を有し、治
療タンパク質が投与されている被験体から得た生物学的試料において、治療タンパク質に
特異的に結合する１つ以上の抗体の閾値レベルの存在を特定することが含まれ、この閾値
レベルは、対照集団（例えば、障害を有するが、直前の３ヶ月、６ヶ月又はそれ以上の期
間内に治療タンパク質が投与されていない患者の集団）における、治療タンパク質に特異
的に結合する抗体のレベルを少なくとも２倍（例えば、２．５倍、３倍、４倍、５倍又は
６倍）上回る標準偏差である。一実施形態において、治療タンパク質は、治療抗体、例え
ば、ヒト化２１．６（ＡＮ１００２２６とも称する）抗ＶＬＡ－４抗体（例えば、ナタリ
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ズマブ）である。一実施形態において、障害は多発性硬化症である。幾つかの実施形態に
おいて、障害は関節リウマチである。特定の実施形態において、障害はクローン病である
。一実施形態において、この方法には更に、治療タンパク質に対する臨床的に有意な抗体
反応を有するものとしてこのように特定される患者の処置
レジメンを変更することが含まれる。
【００１０】
　一態様において、本発明は、被験体から得る生物学的試料において、被験体に投与され
たＶＬＡ－４結合治療抗体に特異的に結合する１つ以上の抗体の臨床的に有意なレベルの
存在を特定するための方法及び組成物を提供する。本発明の種々の態様には、ＶＬＡ－４
結合治療抗体の投与に対する被験体の臨床的に有意な免疫反応を示す、誘導抗体のレベル
の検出にＥＬＩＳＡアッセイを使用することが含まれる。一実施形態において、本発明は
、ナタリズマブを少なくとも１回服用している被験体のナタリズマブに対する免疫反応を
示す、抗ナタリズマブ抗体の臨床的に有意なレベルを特定するための方法及びキットを提
供する。
【００１１】
　一態様において、本発明は、ＶＬＡ－４結合抗体に対する被験体の免疫反応に基づいて
治療レジメンを評価及び／又は変更するための方法を提供する。
【００１２】
　本発明の一態様によれば、ＶＬＡ－４結合抗体に対する被験体の臨床的に有意な免疫反
応を検出する方法が提供される。これらの方法には、ＶＬＡ－４結合抗体が投与されてい
る被験体の生物学的試料が、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の臨床的に有意な
閾値レベルを含むかどうかを決定することが含まれ、この場合、可溶性抗体の少なくとも
閾値レベルの存在により、ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応が示され
る。幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応は
、異なる時点に被験体から採取される少なくとも２つの生物学的試料における、ＶＬＡ－
４結合抗体に対する可溶性抗体の少なくとも閾値レベルの存在によって示される。特定の
実施形態において、このような時点は、少なくとも１ヶ月の間隔が空いている。幾つかの
実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の少なくとも閾値レベルは
、２つの連続する時点に被験体から採取する２つの生物学的試料に存在する。幾つかの実
施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルは、ＶＬＡ－４結合
抗体に対する可溶性結合活性のレベルを生物学的試料の第１アリコートで決定する；及び
可溶性結合活性がＶＬＡ－４結合抗体に対して特異的であるかどうかを決定することによ
って求められる。特定の実施形態において、可溶性結合活性の特異性は、生物学的試料の
第２アリコートで求められる。幾つかの実施形態において、生物学的試料における、ＶＬ
Ａ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルは、２種類以上の異なる量の非標識ＶＬＡ
－４結合抗体の存在下で測定した標識ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性のレベルを比
較することによって求められる（例えば、非標識ＶＬＡ－４結合抗体の非存在下で測定し
たレベルは、競合量の非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定したレベルと比較される
場合がある）。特定の実施形態において、生物学的試料における、ＶＬＡ－４結合抗体に
結合する可溶性抗体のレベルは、２種類以上の異なる量の可溶性ＶＬＡ－４結合抗体の存
在下で測定した固定化ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性のレベルを比較することによ
って求められる（例えば、可溶性ＶＬＡ－４結合抗体の非存在下で測定したレベルは、競
合量の可溶性ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定したレベルと比較される場合がある）。
幾つかの実施形態において、第１の量の非標識ＶＬＡ－４の存在下で測定した標識ＶＬＡ
－４結合抗体に対する結合活性の第１レベルは、第２の量の非標識ＶＬＡ－４結合抗体の
存在下で測定した標識ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第２レベルと比較される。
幾つかの実施形態において、結合活性の第１及び第２レベルは、生物学的試料の第１及び
第２アリコートで求められる。特定の実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可
溶性抗体の量は、架橋ＥＬＩＳＡアッセイを使用して求められる。幾つかの実施形態にお
いて、ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第１レベルは、生物学的試料の第１アリコ



(11) JP 2008-537595 A 2008.9.18

10

20

30

40

50

ートの第１イムノアッセイで決定され、ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第２レベ
ルは、生物学的試料の第２アリコートの第２イムノアッセイで決定され、この場合、第２
イムノアッセイには、第１イムノアッセイよりも多い量の可溶性非標識ＶＬＡ－４結合抗
体が加えられ、生物学的試料における、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の少なく
とも閾値レベルの存在は、結合活性の第１レベルが基準レベルよりも高く、結合活性の第
２レベルが結合活性の第１レベルの所定の割合よりも低い場合に示される。特定の実施形
態において、基準レベルは、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の基準量について測
定した結合活性のレベルである。幾つかの実施形態において、基準量は、ＶＬＡ－４結合
抗体に対する可溶性抗体の（例えば、血清試料における）約５００ｎｇ／ｍｌである。例
えば、基準量は、約４００ｎｇ／ｍｌ～約６００ｎｇ／ｍｌ（例えば、約４００ｎｇ／ｍ
ｌ、約４２５ｎｇ／ｍｌ、約４５０ｎｇ／ｍｌ、約４７５ｎｇ／ｍｌ、約５００ｎｇ／ｍ
ｌ、約５２５ｎｇ／ｍｌ、約５５０ｎｇ／ｍｌ、約５７５ｎｇ／ｍｌ、又は約６００ｎｇ
／ｍｌ）である場合がある。基準量に対応する結合活性の基準レベルは、希釈試料（例え
ば、１０倍希釈に対応し、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の約４０ｎｇ／ｍｌ
～約６０ｎｇ／ｍｌ（例えば、約５０ｎｇ／ｍｌ）を含有する試料）で測定される場合が
あることを理解するはずである。アッセイにおける結合活性の基準レベルは、基準量の適
切な希釈に対応する、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の所定量により提供される
場合がある。特定の実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体は、ＶＬＡ－４に対するヒト
化マウスモノクローナル抗体である。幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体は
、マウス抗体ｍＡｂ　２１．６（例えば、ＡＮ１００２２６）のヒト化形態である。幾つ
かの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体はナタリズマブである。幾つかの実施形態に
おいて、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体は、ナタリズマブに高親和的に結合する
基準抗体である。幾つかの実施形態において、基準抗体は、ナタリズマブとＶＬＡ－４の
間の相互作用を遮断する。特定の実施形態において、第１及び第２イムノアッセイは架橋
ＥＬＩＳＡアッセイである。幾つかの実施形態において、第１及び第２アッセイは、固定
化した非標識ＶＬＡ－４結合抗体、及び可溶性標識ＶＬＡ－４結合抗体を含み、この場合
、この可溶性標識ＶＬＡ－４結合抗体は、酵素、蛍光マーカー、ビオチンマーカー（例え
ば、ＶＬＡ－４結合抗体はビオチン化される場合がある）、又は放射性マーカーにより標
識される。幾つかの実施形態において、第１及び第２イムノアッセイは、単一の反応基質
における並列反応体積部で行われる。幾つかの実施形態において、生物学的試料は血清試
料である。特定の実施形態において、被験体はヒト患者である。幾つかの実施形態におい
て、患者は多発性硬化症を有する。幾つかの実施形態において、患者は関節リウマチを有
する。特定の実施形態において、患者はクローン病を有する。幾つかの実施形態において
、被験体から少なくとも２つ以上の生物学的試料を得る時点は、少なくとも１５日、３０
日、４５日、６０日、９０日又はそれ以上の間隔が空いている。特定の実施形態において
、この方法には又、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の臨床的に有意な閾値レベ
ルが、被験体から得る少なくとも２つの生物学的試料に検出される場合に、被験体の治療
レジメンを選択することが含まれる。幾つかの実施形態において、治療レジメンを選択す
ることには、被験体の現在の治療を評価する、被験体のための新しい治療を決定する、被
験体の現在の治療を変更する、又は被験体の現在の治療を中断することが含まれる。幾つ
かの実施形態において、現在の治療には、ＶＬＡ－４結合抗体を被験体に投与することが
含まれる。
【００１３】
　本発明の別の態様によれば、被験体のための治療レジメンを選択する方法が提供される
。これらの方法には、第１及び第２の時点に、ＶＬＡ－４結合抗体に対する陽性免疫反応
の存在について、ＶＬＡ－４結合抗体が投与されている被験体をアッセイし、第１及び第
２の時点におけるアッセイ結果に基づいて被験体のための治療レジメンを選択することが
含まれ、この場合、ある時点における陽性免疫反応の存在は、その時点に被験体から得る
生物学的試料における少なくとも臨床的に有意な閾値量の結合活性の存在によって示され
る。幾つかの実施形態において、第１及び第２の時点は、臨床的に有意な期間が空いてい
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る。特定の実施形態において、臨床的に有意な期間は少なくとも３０日である。幾つかの
実施形態において、第２の時点で陰性免疫反応が検出される場合は、ＶＬＡ－４結合抗体
治療が継続される。幾つかの実施形態において、第１及び第２の両方の時点で陽性免疫反
応が検出される場合は、ＶＬＡ－４結合抗体治療以外の治療が選択される。幾つかの実施
形態において、被験体は多発性硬化症を有する。特定の実施形態において、被験体はクロ
ーン病を有する。幾つかの実施形態において、被験体は関節リウマチを有する。
【００１４】
　本発明の更に別の態様によれば、被験体のための治療レジメンを選択する方法が提供さ
れる。これらの方法には、被験体から得る少なくとも２つの生物学的試料における、ＶＬ
Ａ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応の存在を検出し（この場合、被験体には
ＶＬＡ－４結合抗体が投与されており、少なくとも２つの生物学的試料は、少なくとも臨
床的に有意な時間を空けた時点に被験体から採取される）、少なくとも２つの生物学的試
料が被験体から得られる各時点に行われた、被験体におけるＶＬＡ－４抗体に対する臨床
的に有意な免疫反応の検出に基づいて、治療レジメンを選択することが含まれる。幾つか
の実施形態において、試料を被験体から得る時点の間に空ける臨床的に有意な間隔は、少
なくとも１５日、３０日、４５日、６０日、９０日又はそれ以上である。特定の実施形態
において、治療レジメンを選択することには、被験体の現在の治療を評価する、被験体の
ための新しい治療を決定する、被験体の現在の治療を変更する、又は被験体の現在の治療
を中断することが含まれる。幾つかの実施形態において、現在の治療には、被験体にＶＬ
Ａ－４抗体を投与することが含まれる。幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体
に対する臨床的に有意な免疫反応を検出することは、ＶＬＡ－４結合抗体が投与されてい
る被験体から得る生物学的試料が、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の閾値レベ
ルを含むかどうかを決定することを含み、この場合、可溶性抗体の少なくとも閾値レベル
の存在により、ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応が示される。特定の
実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体の少なくとも閾値レベルは
、２つの連続する時点に被験体から採取される２つの生物学的試料に存在する。幾つかの
実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルは、ＶＬＡ－４結
合抗体に対する可溶性結合活性のレベルを生物学的試料の第１アリコートで決定する；及
び可溶性結合活性がＶＬＡ－４結合抗体に対して特異的であるかどうかを決定することに
よって求められる。幾つかの実施形態において、可溶性結合活性の特異性は、同じ生物学
的試料の第２アリコートで求められる。特定の実施形態において、生物学的試料における
、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する可溶性抗体のレベルは、２種類以上の異なる量の非標識
ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定した標識ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性のレベ
ルを比較することによって求められる（例えば、非標識ＶＬＡ－４結合抗体の非存在下で
測定したレベルは、競合量の非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定したレベルと比較
される場合がある）。幾つかの実施形態において、生物学的試料における、ＶＬＡ－４結
合抗体に結合する可溶性抗体のレベルは、２種類以上の異なる量の可溶性ＶＬＡ－４結合
抗体の存在下で測定した固定化ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性のレベルを比較する
ことによって求められる（例えば、可溶性ＶＬＡ－４結合抗体の非存在下で測定したレベ
ルは、競合量の可溶性ＶＬＡ－４結合抗体の存在下で測定したレベルと比較される場合が
ある）。幾つかの実施形態において、第１の量の非標識ＶＬＡ－４の存在下で測定した標
識ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第１レベルは、第２の量の非標識ＶＬＡ－４結
合抗体の存在下で測定した標識ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第２レベルと比較
される。特定の実施形態において、結合活性の第１及び第２レベルは、同じ生物学的試料
の第１及び第２アリコートで求められる。幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗
体に対する可溶性抗体の量は、架橋ＥＬＩＳＡアッセイを使用して求められる。幾つかの
実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第１レベルは、生物学的試料
の第１アリコートの第１イムノアッセイで決定され、ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活
性の第２レベルは、生物学的試料の第２アリコートの第２イムノアッセイで決定され、こ
の場合、第２イムノアッセイには、第１イムノアッセイよりも多い量の可溶性非標識ＶＬ
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Ａ－４結合抗体が加えられ、生物学的試料における、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性
抗体の少なくとも閾値レベルの存在は、結合活性の第１レベルが基準レベルよりも高く、
結合活性の第２レベルが結合活性の第１レベルの所定の割合よりも低い場合に示される。
幾つかの実施形態において、基準レベルは、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の基
準量のための測定した結合活性のレベルである。特定の実施形態において、基準量は約５
００ｎｇである。幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体は、ＶＬＡ－４に対す
るヒト化マウスモノクローナル抗体である。幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合
抗体はマウス抗体ｍＡｂ　２１．６のヒト化形態である。幾つかの実施形態において、Ｖ
ＬＡ－４結合抗体はナタリズマブである。特定の実施形態において、第１及び第２イムノ
アッセイは架橋ＥＬＩＳＡアッセイである。幾つかの実施形態において、第１及び第２の
アッセイは、固定化した非標識ＶＬＡ－４結合抗体及び可溶性標識ＶＬＡ－４結合抗体を
含み、この場合、この可溶性標識ＶＬＡ－４結合抗体は、酵素、蛍光マーカー、ビオチン
マーカー（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体はビオチン化される場合がある）、又は放射性マ
ーカーにより標識される。幾つかの実施形態において、第１及び第２イムノアッセイは、
単一の反応基質における並列反応体積部で（例えば、マルチウェルプレートの個別のウェ
ルにて）行われる。特定の実施形態において、生物学的試料は血清試料である。幾つかの
実施形態において、被験体はヒト患者である。幾つかの実施形態において、患者は多発性
硬化症を有する。幾つかの実施形態において、患者は関節リウマチを有する。特定の実施
形態において、患者はクローン病を有する。
【００１５】
　本発明の別の態様によれば、障害を有する患者についてタンパク質治療剤に対する抗体
反応の臨床的に有意な閾値レベルを同定する方法が提供される。これらの方法には、（ａ
）障害を有するが、薬剤により処置されていない患者の対照集団における抗薬剤抗体のレ
ベルを評価する、及び（ｂ）対照集団における、抗薬剤抗体のレベルを少なくとも２倍上
回る標準偏差のレベルを、障害を有し、薬剤により処置されている患者の抗体反応の臨床
的に有意な閾値レベルとして選択することが含まれる。幾つかの実施形態において、タン
パク質治療剤は、治療抗体又はその抗原結合フラグメントである。
【００１６】
　本発明の更に別の態様によれば、治療タンパク質に対する臨床的に有意な抗体反応を有
する患者を同定する方法が提供される。これらの方法は、障害を有し、治療タンパク質が
投与されている患者から得る生物学的試料における、治療タンパク質に特異的に結合する
抗体の閾値レベルの存在をアッセイすることが含まれ、この場合、この閾値レベルは、障
害を有する患者の対照非処置集団における、治療タンパク質に特異的に結合する抗体のレ
ベルを少なくとも２倍上回る標準偏差である。幾つかの実施形態において、治療タンパク
質は、治療抗体又はその抗原結合フラグメントである。従って、本発明の態様は、ＶＬＡ
－４結合抗体が投与されている被験体の生物学的試料が、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する
可溶性抗体の閾値レベルを含むかどうかを決定することによって、被験体におけるＶＬＡ
－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応を検出する方法を提供し、この場合、可溶
性抗体の少なくとも閾値レベルの存在により、ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意
な免疫反応が示される。
【００１７】
　本発明の各制限事項は本発明の種々の実施形態を包含する可能性がある。従って、何れ
か１つの要素又は要素の組み合わせを伴う本発明の各制限事項が本発明の各態様に含まれ
る可能性があることが予想される。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　発明の詳細な説明
　本発明は、被験体に投与される治療タンパク質（例えば、治療抗体）に対する免疫反応
を検出及び監視するための方法、組成物及びキットに一部関する。一態様において、本発
明は、治療抗体に対する臨床的に有意な免疫反応を有する患者を同定する方法を提供する
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。本発明によれば、検出可能な免疫反応の存在は、免疫反応が臨床的に有意な閾値レベル
に達しない限り、臨床的に有意でない。例えば、ナタリズマブの臨床研究において、免疫
反応の臨床的に有意な閾値レベルは、驚いたことに、治療剤が投与されていない被験体で
測定される免疫反応の対照レベルを１．６４５倍上回る標準偏差（例えば、約２倍を超え
る標準偏差）であった。
【００１９】
　本発明の特定の態様は、被験体に投与されるＶＬＡ－４結合治療抗体に対する臨床的に
有意な免疫反応を検出する方法に関する。本発明の態様は、ＶＬＡ－４結合抗体を少なく
とも１回（例えば、１回の治療量）服用している被験体における免疫反応を検出及び監視
するのに特に有用である。本発明の態様には、ＶＬＡ－４結合治療抗体に対する臨床的に
有意な免疫反応を有する被験体を特定及び／又は監視する、免疫反応を評価する、並びに
／或いは適切な臨床処置（例えば、特定の治療レジメン）を免疫反応の性質及び／又は程
度に基づいて決定することが含まれる。ＶＬＡ－４結合抗体の投与に対する被験体の反応
に関する情報は、被験体のための治療レジメンを調節、設計及び／又は最適化するのに使
用される場合がある。従って、本発明の一態様は、ＶＬＡ－４結合治療抗体に対する臨床
的に有意な免疫反応を有する被験体を特定することに関する。本発明の別の態様は、ＶＬ
Ａ－４結合治療抗体に対する被験体の免疫反応を監視することに関する。本発明の更なる
態様は、特定の疾患（例えば、多発性硬化症、クローン病又は関節リウマチ等）の処置に
適切な治療方針を、ＶＬＡ－４結合治療抗体に対する被験体の免疫反応に基づいて決定す
ることに関する。
【００２０】
　ＶＬＡ－４結合抗体は、炎症を伴う幾つかの疾患及び障害の処置に使用される場合があ
る。このような障害には、例えば、中枢神経系の炎症（例えば、多発性硬化症に加えて、
髄膜炎、視神経脊髄炎、神経サルコイドーシス、ＣＮＳ脈管炎、脳炎、及び横断脊髄炎）
、組織若しくは臓器の移植片拒絶又は移植片対宿主病、急性ＣＮＳ傷害（例えば、脳卒中
又は脊髄傷害）；慢性腎臓疾患；アレルギー（例えば、アレルギー性喘息）；１型糖尿病
；炎症性腸障害（例えば、クローン病、潰瘍性大腸炎）；重症筋無力症；線維筋痛；関節
炎障害（例えば、関節リウマチ、乾癬性関節炎）；炎症性／免疫性皮膚障害（例えば、乾
癬、白斑、皮膚炎、扁平苔癬）；全身性エリテマトーデス；シェーグレン症候群；血液癌
（例えば、多発性骨髄腫、白血病、リンパ腫）；固形癌、例えば、（例えば、肺、乳房、
前立腺又は脳の）肉腫又は癌腫；及び線維性障害（例えば、肺線維症、骨髄線維症、肝硬
変、メサンギウム増殖性糸球体腎炎、半月体形成性糸球体腎炎、糖尿病性腎症及び腎臓間
質性線維症）が含まれる。幾つかの実施形態において、障害は、α４β１及び／又はα４
β７サブユニットの調節によってもたらされる疾患である。
【００２１】
　一実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体は、マウスｍＡｂ　２１．６のヒト化型（例
えば、ナタリズマブ）である。従って、本発明の種々の態様は、ナタリズマブに対する被
験体の反応を評価すること、並びにナタリズマブによる処置が可能な多発性硬化症及びそ
の他の炎症性病態又は疾患に適切な処置を決定することに関する。
【００２２】
　本発明は、被験体におけるＶＬＡ－４結合抗体（例えば、マウスｍＡｂ　２１．６のヒ
ト化型（例えば、ナタリズマブ）、即ちＡＮ１００２２６）に対する免疫反応を特定する
、及び反応が臨床的に有意であるかどうかを決定することに一部関する。
【００２３】
　本明細書で使用される、「（免疫反応を有する被験体を）特定する」とは、被験体にお
ける免疫反応の存在を検出又は診断することを意味する。従って、臨床的に有意な免疫反
応を有する被験体を特定することは、被験体における臨床的に有意な免疫反応の存在を検
出又は診断することを意味する。
【００２４】
　本明細書で使用される、「（治療タンパク質に対する抗体反応の」臨床的に有意な閾値
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」とは、対照基準レベルを少なくとも２倍上回る標準偏差である。一実施形態において、
治療タンパク質に対する臨床的に有意な免疫反応の閾値レベルは、対照レベルを３倍～６
倍（例えば、約４倍又は５倍）上回る標準偏差である場合がある。対照レベルは、治療タ
ンパク質にさらされる前の患者集団（例えば、疾患又は病態（例えば、多発性硬化症、ク
ローン病又は関節リウマチ）を有する被験体の集団）に存在する結合活性の平均又は中央
レベルである場合がある。一実施形態において、抗ナタリズマブ抗体の臨床的に有意な閾
値は、５００ｎｇ／ｍｌの患者血清である（例えば、１０倍希釈血清のアッセイにおける
５０ｎｇ／ｍｌの閾値）。
【００２５】
　本明細書で使用される免疫反応とは、治療タンパク質を結合する１つ以上の抗体の被験
体におけるレベルの増大によって特徴付けられる、治療タンパク質に対する免疫原性反応
である。従って、免疫反応は、治療タンパク質、例えば、ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、
ナタリズマブ）を認識し（例えば、特異的に認識し）、それに結合する可溶性抗体のレベ
ル増大の誘導によって特徴付けられる場合がある。一般的な免疫反応はポリクローナルで
あり、これには、治療タンパク質に対する異なる親和性（従って、異なる程度の特異性）
を有する抗体が含まれる場合がある。従って、本発明の種々の方法は、被験体に投与され
た治療タンパク質（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体）に結合する１つ以上の誘導抗体の被験
体における存在を検出することを伴う場合がある。幾つかの実施形態において、誘導抗体
は、生物学的試料（例えば、血清試料）に存在する可溶性抗体として検出される場合があ
る。
【００２６】
　本発明の種々の態様は、患者から得る生物的試料における結合活性の臨床的に有意な閾
値レベルを検出するためのアッセイに関する。この閾値レベルとは、それよりも低い場合
に検出可能な結合活性が臨床的に有意でないと見なされるレベルを表す。本明細書で使用
される「結合活性」とは、生物学的試料で検出される、治療タンパク質への結合量を示す
。本明細書に記載の通り、生物学的試料における結合活性の存在は、治療タンパク質の投
与に対するポリクローナル反応を反映する場合がある。従って、結合量は、タンパク質に
対する異なる親和性を有する異なる抗体による結合の凝集を反映する場合がある。特定の
実施形態においては、結合のレベルが、治療タンパク質に対する特異的な抗体の存在のた
めであるか、又はその他の因子（例えば、リウマチ因子）のためであるかを、より強い自
身をもって決定するために、結合活性が更に分析される。結合活性の特異性は、本明細書
に記載の通り競合アッセイで評価される場合がある。
【００２７】
　本発明の一態様において、被験体から得る１つ以上の試料が本発明のアッセイで陽性で
あると試験される場合にのみ、被験体は陽性として（即ち、治療タンパク質に対する臨床
的に有意な免疫反応を有するものとして）特定される。陽性試験結果は、被験体から得る
試料が、治療タンパク質（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体）に対する少なくとも臨床的に有
意な閾値レベルの結合活性を含有する時に、求められる。驚いたことに、治療抗体に対す
る任意の検出可能な免疫反応の存在は、臨床的に有意でない。本発明によれば、治療抗体
に対する免疫反応のレベルを検出するために患者をスクリーニングする方法では、多くの
偽陽性患者が特定されることから、臨床的に有意な免疫反応を有さない患者の不必要な追
加の臨床モニタリング及び潜在的な懸念事項を生じることになる。例えば、治療抗体が投
与されていない被験体に存在する結合活性の平均レベルを１．６４５倍上回る標準偏差よ
りも高い、治療抗体に対する免疫反応に基づいて、患者が陽性であると特定される場合に
は、極めて多くの偽陽性者が検出される。本発明によれば、１．６４５倍の標準偏差のカ
ットオフを使用した理論上の５％の偽陽性率は、偽陽性者数の過小評価となる。何故なら
、この５％は、任意の免疫反応の偽検出率を表すものであり、臨床的に有意な免疫反応の
偽陽性率を表していないためである。驚いたことに、カットオフレベル（それよりも低い
場合に反応が陰性であると見なされるレベル）を、対照基準レベルを１．６４５倍上回る
標準偏差にまで上げることによって、臨床的に有意な免疫反応を有する被験体の特定に影
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響を及ぼすことなく、偽陽性者数は減少する。この閾値は、臨床的に有意な免疫反応を有
する患者の許容される検出率をもたらすレベルで設定されなければならないことが理解さ
れるはずである。従って、たとえ、臨床的に有意な閾値が、免疫前の基準レベルを１．６
４５倍上回る標準偏差のレベルよりも高く設定されなければならないとしても、閾値は、
実際の陽性者の検出効率を低下させるほど高く設定してはならない。
【００２８】
　本発明の一態様において、被験体から得る試料が本発明のアッセイで陽性であると試験
されない場合、例えば、被験体から得る試料が抗体反応の臨床的に有意な閾値レベルに達
しない場合は、被験体の免疫反応が陰性として分類される場合がある。対照的に、単一の
アッセイにおける結合活性の陽性レベル（臨床的に有意な閾値レベルの、又はこのレベル
を超えるレベル）に基づき被験体が陽性として特定される場合、患者は「一時的な」又は
「永続的な」陽性者の何れとなる場合がある。一時的な陽性者とは、指定期間の間に治療
抗体に対する陽性免疫反応を有し、その期間の後に陰性になる患者である。対照的に、永
続的な陽性者とは、指定期間よりも長い期間にわたって免疫反応の臨床的に有意なレベル
が陽性である患者である。「一時的」及び「永続的」とは相対的な用語であることが理解
されるはずである。従って、患者が、臨床的に有意な時間を隔てた２つ以上の時点で（例
えば、３、４、５、６、７、８、９、１０又はそれ以上の時点で）免疫反応が陽性である
と試験された場合、患者は永続的として最初に分類される場合がある。しかしながら、患
者がその後のアッセイで免疫反応が陰性であると試験された場合、患者はその後一時的と
して再分類される場合がある。臨床的に有意な時間間隔は、少なくとも１週間、１ヶ月、
１年又はそれ以上である場合がある。例えば、閾値の時間間隔は、３０日～１８０日、約
６０日、約４２日等である場合がある。一時的な免疫反応の存在により、治療効果の一時
的な低下が示される場合がある。永続的な免疫反応の存在により、永続的に低下した治療
効果が示される場合がある。従って、一時的又は永続的な免疫反応の存在が臨床的に関係
する場合があり、一時的な陽性又は永続的な陽性として特定される被験体における治療レ
ジメンの性質に影響を及ぼす場合がある。永続的な免疫反応では、被験体の治療レジメン
の変更が必要となる場合がある。
【００２９】
　本明細書で使用される「治療レジメン」という用語は、被験体の１クールの処置を意味
する。治療レジメンには、医薬品の投与及び／又は治療の適用が含まれる場合がある。レ
ジメンの選択には、服用量、服用時期、服用頻度、処置期間、１つ以上の医薬品又は治療
との併用治療、並びに医学及び治療の業者によって使用される処置決定のその他何れかの
態様の選択が含まれる場合がある。治療レジメンには又、疾患又は障害の防止又は処置の
ために被験体に施される、又は被験体に使用される治療（例えば、手技又はデバイス）の
使用が含まれる場合もある。治療手技の例には、限定することを意図するわけではないが
、医療デバイス又は手術の使用が含まれる。従って、ＶＬＡ－４結合抗体による治療レジ
メンを決定又は変更することには、被験体に投与されるＶＬＡ－４結合治療抗体の服用量
、投与頻度、投与経路、処置期間（例えば、施される服用回数）；ＶＬＡ－４結合抗体処
置を１つ以上の追加の処置と組み合わせるか否か；ＶＬＡ－４結合抗体処置を中断するか
否か；異なるＶＬＡ－４結合抗体を使用するか否か、及び／又はＶＬＡ－４結合抗体の組
み合わせを使用するか否か等を伴う場合がある。一実施形態において、本発明は、ＶＬＡ
－４結合抗体に代わる治療薬を使用するかどうか、例えば、β－インターフェロンを使用
するか否かを決定することを伴う場合がある。
【００３０】
　本発明の種々の態様は、ヒト（例えば、ヒト患者）におけるＶＬＡ－４結合抗体に対す
る免疫反応を検出及び／又は監視することに関する。従って、本明細書で使用される被験
体とは、ヒト被験体である場合がある。被験体は、炎症性疾患又は病態を有するヒト患者
である場合がある。被験体は、ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、ナタリズマブ）を少なくと
も１回服用している患者である場合がある。被験体は、ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、ナ
タリズマブ）により長期間処置されている（又は長期間処置された）患者である場合があ
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る。被験体は、ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、ナタリズマブ）により繰り返し処置されて
いる（又は繰り返し処置された）患者である場合がある。本明細書で使用される「長期間
の処置」は、（例えば、炎症性疾患又は病態の症状を長期間にわたって抑制又は管理する
ために）ＶＬＡ－４結合抗体を長期間にわたって投与することを伴う場合がある。対照的
に、反復処置は、（例えば、炎症性疾患の症状が悪化又は「突発」した時にそれらの症状
を処置するために）必要に応じてＶＬＡ－４結合抗体による１クールの処置（例えば、一
定期間の投与）を繰り返すことを伴う場合がある。一実施形態において、患者は、被験体
が初めてＶＬＡ－４結合治療抗体により再処置される時、反復処置を受けていると見なさ
れる。被験体は又、ＶＬＡ－４結合抗体による処置との組み合わせた、又はＶＬＡ－４結
合抗体による処置とは別個の治療又は手技による処置を受ける又は受けている場合もある
ことが当業者によって理解されるであろう。本発明の態様はヒト被験体に限定されないこ
とが理解されるはずである。従って、被験体は、非ヒト霊長類、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツ
ジ、ヤギ、イヌ、ネコ、齧歯類又は他の非ヒト被験体である場合がある。
【００３１】
　免疫反応の特定及び／又は監視
　一態様において、本発明は、被験体におけるＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応を特
定及び／又は監視することを伴う。特定の実施形態において、特定及び／又は監視するこ
とが、被験体から得る生物学的試料（好ましくは、血液）を、本明細書に記載の通り、投
与されたＶＬＡ－４結合抗体に結合する誘導抗体の存在についてアッセイすることによっ
て行われる。
【００３２】
　本発明の一態様においては、被験体から得る生物学的試料で定性アッセイが行われ、生
物学的試料が、閾値量よりも多い量でＶＬＡ－４結合抗体に対する抗体を含有する場合に
、免疫反応の存在が特定される。一実施形態において、閾値量は、それを超える場合に免
疫反応が臨床的に関連するものとして特定される量であり、例えば、閾値レベルは本明細
書に記載の通り決定される。臨床的に関連する免疫反応が臨床的意義を有する場合があり
、例えば、投与されたＶＬＡ－４結合抗体の投薬量が変更されなければならないかどうか
を決定するために、又は患者の他の生理学的パラメータが監視されなければならないかど
うかを決定するために、又は免疫反応についての更なるアッセイが行われなければならな
いかどうかを決定するために、又は何らかの代替的工程若しくは更なる工程が、被験体を
処置若しくは監視するために取られなければならないかどうかを決定するために、又はそ
の他のために、被験体が評価されなければならないことを示す。臨床的に関連する免疫反
応は、１つ以上のその他の要因と共に評価される場合がある。臨床的に関連する免疫反応
の特定は、それ自体、患者の治療又は処置療法の変更を必要としないことが理解されるは
ずである。
【００３３】
　本発明の別の態様において、被験体に投与されたＶＬＡ－４結合抗体に対する抗体の量
（例えば、抗体力価）を定量するために、生物学的試料で定量アッセイが行われる場合が
ある。定量結果は又、免疫反応が臨床的に有意な閾値レベルを超えているかどうかを決定
するために分析される場合もある。
【００３４】
　本発明によれば、ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、ナタリズマブ）に対する免疫反応は、
異なる時点に被験体から得る試料でアッセイを行うことにより、被験体にて経時的に評価
される場合がある。このような多角的評価法では、ＶＬＡ－４結合抗体に対する被験体の
免疫反応の監視が可能であり、ＶＬＡ－４結合治療抗体による療法を被験体の治療上の要
求に合わせて個別に調節できる場合がある。例えば、被験体から試料を得て、被験体に投
与されているＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応を試験する場合があり、その後第２の
時点で、別の試料をその被験体から得て、同様に試験する場合がある。所定の時間間隔で
の逐次的な測定による経時的な被験体の試料における抗体反応の存在の検出及び確認は、
ＶＬＡ－４結合治療抗体の処置に対する免疫反応の監視を可能にする。投与されたＶＬＡ
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－４結合抗体に対する免疫反応の検出及び監視は又、被験体の全体的な処置における調節
を、例えば、ＶＬＡ－４結合抗体の処置を調節すること（例えば、変更又は一時中断する
こと）によって、及び／又は更なる治療（例えば、被験体の免疫反応を調節する治療）を
調節することによって可能にする。
【００３５】
　治療レジメンの選択又は調節は、ＶＬＡ－４結合抗体が投与されている被験体から異な
る時点に得られる少なくとも２つの試料におけるＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有
意な免疫反応を明らかにすることに基づく場合がある。ＶＬＡ－４結合抗体に対する被験
体の臨床的に有意な免疫反応を明らかにすることにより、特定の医薬用薬剤及び／又は治
療を被験体に施すことを開始、継続、調節又は停止することが有益であることを示す場合
がある。例えば、被験体から得る少なくとも２つの生物学的試料におけるＶＬＡ－４結合
抗体に対する臨床的に有意な免疫反応を明らかにすることは、現在の治療レジメンの一部
として被験体に投与される医薬用薬剤の服用量を変更するための基礎となる場合がある。
処置は、更なる医薬用薬剤又は治療を含める、或いは現在施されている薬剤又は治療の服
用を増減させるために変化させる場合がある。例えば、被験体におけるＶＬＡ－４結合抗
体に対する免疫反応を特定することにより、免疫抑制的な医薬用薬剤等による処置を開始
又は継続することが示唆される場合がある。幾つかの実施形態において、最初の治療レジ
メンは、ＶＬＡ－４結合抗体により処置されている被験体から得る１つの生物学的試料に
おけるＶＬＡ－４結合抗体に対する最初の免疫反応を明らかにすることに基づいて選択さ
れる場合がある。選択を行い、選択した治療レジメンを施した後、被験体から得る１つ以
上のその後の生物学的試料におけるＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応をその後明らか
にする場合があり、これにより治療レジメンを調節するための基礎を得る場合がある。
【００３６】
　異なる時点に被験体から得る２つ以上の生物学的試料におけるＶＬＡ－４結合抗体に対
する臨床的に有意な免疫反応の決定は、ＶＬＡ－４結合抗体治療に対する被験体における
免疫反応の開始、進行又は退行を評価又は測定するために比較されてもよい。被験体にお
けるＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応の開始は、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する少な
くとも１つの抗体のレベルの増大によって特徴付けられる場合があり、被験体における１
つ以上の生理学的変化又は症状の開始を伴う場合がある。ＶＬＡ－４結合治療抗体に対す
る免疫反応の進行は、ＶＬＡ－４結合治療抗体に結合する少なくとも１つの抗体のレベル
における更なる増大によって特徴付けられる場合がある。しかしながら、免疫反応の進行
には、少なくとも１つの更なる抗体のレベルにおける増大、及び／又は免疫反応の開始と
共に増大した抗体の少なくとも１つのレベルにおける減少を伴う場合がある。例えば、最
初の免疫反応が主としてＩｇＭ反応である場合がある。免疫反応が進行するに従い、優勢
な抗体がＩｇＭ抗体からＩｇＧ抗体に切り替わる場合がある。免疫反応の進行には又、最
初の生理学的変化又は症状の１つ以上の進行（例えば、増大、低下又は変更）、或いは１
つ以上の更なる生理学的変化又は症状の開始が付随する場合もある。ＶＬＡ－４結合治療
抗体に対する被験体における免疫反応の退行は、ＶＬＡ－４結合治療抗体に結合する１つ
以上の抗体のレベルの低下によって特徴付けられる場合がある。免疫反応の退行には又、
幾つかの生理学的変化又は症状の低下が付随する場合がある。しかしながら、ＶＬＡ－４
結合治療抗体に対する免疫反応の開始、進行及び／又は退行は、抗体レベルにおける検出
可能なレベルとは異なって、臨床的に無症候性である場合があることが理解されるはずで
ある。
【００３７】
　ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的に有意な免疫反応の進行及び退行は一般的に、経時
的な被験体の試料における、ＶＬＡ－４結合抗体と結合する抗体のレベルの増大又は低下
によってそれぞれ示される場合がある。例えば、ＶＬＡ－４結合抗体と特異的に結合する
抗体又は抗体の臨床的に有意なレベルが、被験体の第１試料に存在することが明らかにさ
れず、ＶＬＡ－４結合抗体と特異的に結合する抗体の臨床的に有意な閾値が、被験体の第
２又はその後の試料に存在することが明らかにされる場合は、それによって、被験体にお
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けるＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応の開始が示される場合がある。被験体における
ＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応の進行は、被験体の最初又は前回の試料に存在する
レベルに比べて、被験体の第２又はその後の試料における、ＶＬＡ－４結合抗体と特異的
に結合する抗体がより高レベルで存在することにより示される場合がある。ＶＬＡ－４結
合抗体に対する免疫反応の退行は、被験体の最初又は前回の試料に存在するレベルに比べ
て、被験体の第２又はその後の試料における、ＶＬＡ－４結合抗体と特異的に結合する抗
体がより低レベルで存在することによって示される場合がある。
【００３８】
　本発明の一態様において、免疫反応は、ＶＬＡ－４結合治療抗体に対する抗体のレベル
が所定の臨床的に有意な閾値を超えているかどうかに基づいて、陽性又は陰性の何れかと
して分類される場合がある。幾つかの実施形態において、臨床的に有意な閾値は、免疫前
の被験体（即ち、ＶＬＡ－４結合治療抗体の服用を何ら受けていない被験体）において測
定された結合活性の平均レベルを１．６４５倍（例えば、２倍、３倍、４倍、５倍又は６
倍）上回る標準偏差を超える。幾つかの実施形態において、被験体は健康な被験体であり
、特定の実施形態において、被験体は疾患患者（例えば、多発性硬化症、クローン病又は
関節リウマチの患者）である。一実施形態において、閾値レベルは１ｍｌの血清当たり０
．５マイクログラムを超える。幾つかの実施形態において、閾値レベルは１ｍｌの血清当
たり約０．５マイクログラムに等しい。
【００３９】
　一実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体が投与されている被験体は、少なくとも３つ
のカテゴリーの１つに含まれるものとして分類される場合がある。１つのカテゴリーは本
明細書で「陰性」と称され、これには、結合活性が臨床的に有意な閾値レベルであるか、
又はそれよりも低い被験体（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体に対する抗体が、被験体から得
る生物学的試料（例えば、血清）において少なくとも約５００ｎｇ／ｍｌの濃度で検出さ
れない被験体）が含まれる。第２のカテゴリーは本明細書で「一時的な陽性」と称され、
これには、結合活性が、限られた回数でのみ、例えば、１回、２回、３回、４回、５回の
時点で閾値レベルを上回って検出される被験体（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体に対する抗
体が、最後の時点から少なくとも３０日間隔てたその後の時点では検出されない被験体）
が含まれる。第３のカテゴリーは本明細書で「永続的な陽性」と称され、これには、結合
活性が、所定の回数で、例えば、最小限の閾値時間の間隔を空けた２回、３回、４回、５
回、６回、７回又はそれ以上の時点で閾値レベルを上回って検出される被験体（例えば、
ＶＬＡ－４結合抗体に対する抗体が、少なくとも閾値間隔を空けた時点に被験体から得る
２個、３個、４個、５個、６個、７個又はそれ以上の生物学的試料において少なくとも約
５００ｎｇ／ｍｌの濃度で検出される被験体）が含まれる。幾つかの実施形態において、
閾値間隔は、少なくとも約１０日、２０日、３０日、４０日、５０日、６０日、７０日、
８０日、９０日又はそれ以上の日数である。「永続的な陽性」である患者は、ＶＬＡ－４
抗体治療から効果が喪失する場合がある一方で、「一時的な陽性」の患者は、効果がごく
一時的に低下した後に効果が完全に回復する。
【００４０】
　陰性被験体は一時的な陽性者になる場合があることが理解されるはずである。又、陽性
免疫反応が発達し、指定された数の時点（例えば、少なくとも２つの時点）にわたり持続
する場合には、何れかが永続的な陽性者になる場合がある。
【００４１】
　一実施形態においては、単一の陽性結果の決定に基づいて治療を変更する場合があり、
別の実施形態においては、被験体が一時的な陽性被験体であることの決定に基づいて治療
を変更する場合。更に別の実施形態においては、被験体が永続的な陽性被験体であること
の決定に基づいて治療を変更する場合がある。
【００４２】
　上で考察した通り、一時的及び永続的という用語は相対的な用語であり、永続的な陽性
であると思われる患者が後の時点で陰性になる場合があることが、理解されるはずである
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。従って、陽性反応を有する患者は、陽性反応の持続、治療の有効性、及び／又は陽性免
疫反応の他の臨床的発現の存在を評価するために定期的に監視されなければならない。
【００４３】
　本発明によれば、治療効果における低下の危険性（例えば、再発の危険性）が、陽性免
疫反応が持続する時間の長さと共に増大する。従って、本発明の一態様において、患者が
陽性と試験される回数は、その患者が陽性のままである期間の長さよりも重要でない。一
実施形態において、陽性結果がＶＬＡ－４結合治療抗体の最初の３ヶ月以内に検出される
場合に、患者は治療効果が低下する危険性（例えば、再発の危険性）があるものとして特
定される場合がある。一実施形態において、この危険性は、陽性免疫反応が３ヶ月～６ヶ
月にわたって持続する場合に増大し、陽性免疫反応が６ヶ月～９ヶ月にわたって持続する
場合に更に増大し、この持続がＶＬＡ－４結合治療抗体の最初の投与から９ヶ月～１２ヶ
月にわたる場合に尚更に増大する。１年間を超える持続は、再発の可能性を尚更に増大さ
せることが理解されるはずである。従って、異なる治療レジメンが、永続的に陽性免疫反
応を有する患者については適切となる場合がある。しかしながら、永続的に陽性免疫反応
が存在する場合でさえ、治療抗体の治療は、その治療が無効になるまで（例えば、実質的
に全ての効果の喪失）、又は他の好ましくない臨床的発現を引き起こすまで、中断される
必要がないことが理解されるはずである。
【００４４】
　幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合治療抗体による処置が、閾値レベル未満の
免疫反応を有する患者において無効であるか、又は効果を失いつつある場合に、この処置
は中断される場合がある。臨床的に有意な免疫反応の非存在下での効果の欠如（又は効果
における低下）により、処置が効果的でないことが、治療剤に対する患者の免疫反応以外
の１つ以上の要因のためであることを示す場合がある。陽性反応が検出されなければ、患
者は一時的な陽性者でない。従って、代わりの処置が検討される場合がある。
【００４５】
　結合活性又は抗体レベルは、免疫前の活性又はレベル（即ち、ＶＬＡ－４結合抗体の初
回投与前に測定する活性又はレベル）と比較される場合があることが理解されるはずであ
る。しかしながら、免疫前の量との比較は、本明細書で考察される通り必ずしも必要なわ
けではない。何故なら、臨床的に有意な閾値量（又は閾値を超える量）の結合活性又は抗
体レベルが患者の試料に存在する時に、陽性免疫反応が特定される場合があるためである
。
【００４６】
　アッセイ及び検出方法
　本発明の態様によれば、抗体反応の閾値量がアッセイされる。本明細書で考察される通
り、定性アッセイが行われる場合がある。或いは、定量アッセイが行われる場合があり、
一実施形態において、定量データは定性出力（例えば、抗体の量が閾値量よりも多いかど
うか）に変換してもよい。
【００４７】
　抗体量又は結合活性が少なくとも閾値量又は閾値の活性であるかどうかの決定には、抗
体量又は結合活性を明らかにする任意の好適な方法が使用される場合がある。検出アッセ
イには、指定の治療タンパク質（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体）又はそのフラグメントに
特異的に結合する抗体を検出、確認、結合、精製、除去、定量化及び／又はその他の方法
で一般的に検出する、何れかの既知の免疫検出方法が含まれる場合がある。例えば、免疫
検出法には、酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）（標準サンドイッチＥＬＩＳＡ又
は架橋ＥＬＩＳＡを含むがこれらに限定されない）、放射イムノアッセイ（ＲＩＡ）、免
疫放射測定アッセイ、蛍光イムノアッセイ、化学発光測定、生物発光アッセイ、放射免疫
沈殿アッセイ（ＲＩＰＡ）及びウエスタンブロットが含まれ得るが、これらに限定されな
い。加えて、免疫検出法には、光学センサーに基づく方法（例えば、表面プラズモン共鳴
（ＳＰＲ））、又は導波モード共鳴フィルター（ＢＩＮＤ）が含まれ得る。本明細書に示
される特定の例は、表面に結合させた固定化ＶＬＡ－４結合抗体を利用するアッセイ（例
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えば、ＥＬＩＳＡ）に関連するが、当業者は、幾つかの態様における本発明では、ＶＬＡ
－４結合抗体の表面結合を伴わないアッセイ（例えば、フローサイトメトリーアッセイ等
）が含まれ得ることを認識する。その他の免疫検出法には、免疫放射測定アッセイ（ＩＲ
ＭＡ）、時間分解蛍光測定法（ＴＲＦ）又は電気化学発光測定法（ＥＣＬ）が含まれ得る
。数多くの有用な免疫検出方法が科学的文献（例えば、それぞれが参考として本明細書に
組み入れられている、Ｄｏｏｌｉｔｔｌｅ　Ｍ　Ｈ　ａｎｄ　Ｂｅｎ－Ｚｅｅｖ　０，１
９９９；Ｇｕｌｂｉｓ　Ｂ　ａｎｄ　Ｇａｌａｎｄ　Ｐ，１９９３；Ｄｅ　Ｊａｇｅｒ　
Ｒ，ｅｔ．ａｌ．，１９９３；及びＮａｋａｍｕｒａ，ｅｔ．ａｌ．，１９８７）に記載
されている。
【００４８】
　一態様において、アッセイが、生物学的試料におけるＶＬＡ－４結合抗体についての結
合活性の存在を検出するために行われる。一実施形態において、結合活性の特異性は、測
定された結合活性がＶＬＡ－４結合抗体に対して特異的であるかどうか、又は測定された
結合活性が、生物学的試料に存在する場合がある妨害因子（例えば、リウマチ因子又はそ
の他の結合性因子）によるものであるかどうかを決定することによって評価される場合が
ある。
【００４９】
　本発明の態様には、生物学的試料を、生物学的試料に存在する何らかの結合活性を固定
化するための固定化成分と接触させることを伴うアッセイが含まれる場合がある。固定化
した結合活性は、検出成分を使用して検出される場合がある。固定化成分及び検出成分は
それぞれ、本明細書に記載の通り、固定化した非標識ＶＬＡ－４結合抗体及び固定化して
いない標識ＶＬＡ－４結合抗体である場合がある。一実施形態において、固定化成分は、
固体基質又は表面（例えば、マルチウェルプレートのウェル、ＥＬＩＳＡプレートの表面
等）に結合する場合がある。別の実施形態において、固定化成分は、共有結合性の連結又
はその他の連結を介してビーズ（例えば、磁石ビーズ）に結合する場合がある（例えば、
固定化成分はビオチン分子にコンジュゲートし、ビオチン－ストレプトアビジン相互作用
を介してストレプトアビジンで被覆されたビーズに結合する場合がある）。幾つかの実施
形態において、このビーズは、表面又はマトリックスに結合する場合がある。例えば、磁
石ビーズは磁石表面に固定化される場合がある。同様に、荷電ビーズは荷電表面（例えば
、電極）に固定化される場合がある。
【００５０】
　陽性結果は、結合活性の検出された量（例えば、固定化成分によって捕獲される結合活
性の量）が所定の閾値を上回っている場合に決定される場合がある。検出された結合活性
の特異性は、競合成分をアッセイに含めることによって評価される場合がある。競合成分
は、アッセイの固定化及び／又は検出工程と競合させるために含められる場合がある固定
化していない非標識ＶＬＡ－４結合抗体である場合がある。競合成分の存在が結合活性を
少なくとも所定の割合又はカットオフの分低下させる場合は、その結合活性が特異的であ
ると決定され、陽性結果が確認される。競合成分の存在が結合活性を少なくとも所定の割
合又はカットオフの分低下させない場合は、その結合活性が非特異的であると決定され、
最初の陽性結果が、この場合、免疫反応の陰性結果であると決定される。
【００５１】
　本発明の態様によれば、所定量の固定化成分、検出成分及び／又は競合成分が使用され
る場合がある。同様に、結合活性の最初の閾値レベルは、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する
ことが知られている抗体の所定量を含有する試料を使用して確立される場合がある。例え
ば、閾値レベルは、１ｍｌのアッセイ当たり１０ｎｇ～１，０００ｎｇ（例えば、約５０
ｎｇ又は約５００ｎｇ）の対照抗体を使用して確立される場合がある。閾値レベルの決定
に使用される抗体の量により、アッセイの感度が決定される。一般的に、アッセイの感度
は、最初の閾値を決定するために使用される抗体量に類似すると見なされる場合がある。
対照における結合の量は、閾値を決定するために使用される基準として役立ち得ることが
理解されるはずである（例えば、閾値量は、対照において得られるシグナルの倍数値又は



(22) JP 2008-537595 A 2008.9.18

10

20

30

40

50

分数値である場合がある）。しかしながら、一実施形態において、対照アッセイで得られ
たシグナルが閾値量として使用される。アッセイ感度は、対照抗体の親和性及び特異性を
含めて、数多くの要因によって影響を受け得ることも又理解しなければならない。
【００５２】
　一実施形態において、結合活性の特異性は、結合の閾値レベルを決定するために使用し
た対照抗体の量と類似する量の競合成分をアッセイに加えることによって評価される場合
がある。例えば、アッセイには、１ｍｌのアッセイ当たり約１０ｎｇ～１，０００ｎｇ（
例えば、約５０ｎｇ又は約５００ｎｇ）の可溶性非標識ＶＬＡ－４結合抗体が加えられる
場合がある。しかしながら、その他の量の競合成分が使用される場合もある。
【００５３】
　従って、本発明の幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に対する生物学的試
料における結合活性の第１レベルは、生物学的試料の第１アリコートの第１イムノアッセ
イで決定され、ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合活性の第２レベルは、生物学的試料の第
２アリコートの第２イムノアッセイで決定され；この場合、第２イムノアッセイには、第
１イムノアッセイよりも多い量の可溶性非標識ＶＬＡ－４結合抗体が加えられ；この場合
、結合活性の第１レベルが基準レベルよりも高く、結合活性の第２レベルが結合活性の第
１レベルの所定の割合よりも低い場合に、ＶＬＡ－４結合抗体に対する可溶性抗体の少な
くとも閾値レベルが存在することが示される。
【００５４】
　当業者は、種々の方法が、治療抗体（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体）により処置されて
いる被験体における免疫反応を評価及び／又は監視するために使用できることを認識する
。例えば、上述の通り、単一レベルの「カットオフ」を使用してＶＬＡ－４結合抗体に特
異的に結合する抗体の量を決定することによって、評価及び／又は監視が行われる場合が
ある。本明細書で使用される「（結合の）カットオフレベル」は、そのようなレベルに又
はレベルを超えて増大した検出が有意及び／又は陽性と評価されるレベルであり、生物学
的試料における可溶性結合活性のレベルの検出が、試料におけるＶＬＡ－４結合抗体に特
異的に結合する抗体のレベルを反映する確認のための決定である。他の実施形態において
は、被験体の生物学的試料における、ＶＬＡ－４結合抗体に特異的に結合する抗体の力価
を決定するために、ＶＬＡ－４結合治療抗体に対する免疫反応の特定が定量的に行われる
場合がある。
【００５５】
　本発明の一態様において、免疫検出アッセイはＥＬＩＳＡである場合がある。当業者に
よって理解されるように、用語「ＥＬＩＳＡ」は免疫検出のための数多くのプロトコルを
包含する。例えば、ＥＬＩＳＡ法には、サンドイッチＥＬＩＳＡ、架橋ＥＬＩＳＡ等が含
まれる。本発明の幾つかの実施形態において、ＥＬＩＳＡイムノアッセイは手作業による
アッセイである。しかしながら、本発明の幾つかの実施形態において、ＥＬＩＳＡの全て
又は一部はロボットにより行われる場合がある。
【００５６】
　本発明の幾つかの実施形態において、ＥＬＩＳＡアッセイでは、ＶＬＡ－４結合抗体を
、ＥＬＩＳＡプレートが被覆される固定化した標的成分として使用することが含まれる。
被覆されたＥＬＩＳＡプレートはその後、ＶＬＡ－４結合抗体と特異的に結合する被験体
抗体のレベルを決定するために、生物学的試料と接触させる場合がある。本発明の幾つか
の実施形態において、生物学的試料の第１アリコートが、固定化した標的ＶＬＡ－４結合
抗体に対する結合の閾値量の存在又は非存在を明らかにするために、ＥＬＩＳＡアッセイ
を使用してアッセイされ、同じ生物学的試料の第２アリコートも又、固定化した標的ＶＬ
Ａ－４結合抗体に対する結合の閾値レベル（又は閾値を超えるレベル）により、ＶＬＡ－
４結合抗体に特異的な抗体が示されるか否かを確認するために、ＥＬＩＳＡを使用してア
ッセイされる。本発明の一態様において、アリコートにおける可溶性結合活性の閾値レベ
ルは、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する基準抗体の少なくとも約５０ｎｇ、１００ｎｇ、２
００ｎｇ、３００ｎｇ、４００ｎｇ、５００ｎｇ、６００ｎｇ、７００ｎｇ、８００ｎｇ
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、９００ｎｇ又は１，０００ｎｇを１ｍｌ当たり含有する対照試料又は基準試料に存在す
る結合活性のレベルにほぼ等しい。一実施形態において、閾値レベルは、ＶＬＡ－４結合
抗体に結合する基準抗体を約５００ｎｇ／ｍｌで含有する対照試料又は基準試料における
結合活性のレベルにほぼ等しいとして決定される。基準抗体はポリクローナル又はモノク
ローナルの何れかである場合がある。基準抗体はマウスの抗ナタリズマブ抗体（例えば、
参考として本明細書に組み入れられている、Ｓｈｅｒｅｍａｔａ，ｅｔ．ａｌ．，１９９
９，Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ，５２，ｐａｇｅｓ　１０７２－１０７４に記載される１２Ｃ４
）である場合がある。本明細書に記載の通り、固定化した標的ＶＬＡ－４結合抗体に対す
る結合のレベルが少なくとも閾値レベルであり、可溶性結合活性が、ＶＬＡ－４結合抗体
に特異的に結合する抗体の結合活性であると決定される場合に、それによって、被験体に
おけるＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応が特定される。
【００５７】
　一般的に、本発明の方法において有用なＥＬＩＳＡ方法には、生物学的試料を、治療抗
体（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、ナタリズマブ等））が投与されている被験体
から得ること、及び試料のアリコートを固定化抗体と接触させることが含まれる場合があ
る。幾つかの実施形態において、固定化抗体は、被験体に投与された同じＶＬＡ－４結合
抗体である場合がある。固定化抗体により、抗体に結合する試料中の分子又は化合物が捕
獲され、試料は、捕獲される分子又は化合物と特異的に結合できる、或いは捕獲される分
子又は化合物を特異的に検出できる第２の検出成分（例えば、第２標識抗体）と接触させ
る。複合体と特異的に結合できる、又は複合体を特異的に検出できる成分の例には、種々
のマーカーを使用して標識することができる抗体又はその他のリガンド（例えば、当該技
術分野で既知の通りビオチン／アビジンのリガンド結合配置）が含まれるが、これらに限
定されない。当業者は又、第３標識抗体を使用する場合がある。好ましい実施形態におい
て、第２成分は固定化抗体の標識形態である。
【００５８】
　本発明の幾つかの実施形態において、ＥＬＩＳＡアッセイでは、ＶＬＡ－４結合治療抗
体を、ＥＬＩＳＡプレートが被覆される固定化した標的成分として使用することが含まれ
る。被覆されたＥＬＩＳＡプレートはその後、ＶＬＡ－４結合治療抗体と特異的に結合す
る被験体抗体のレベルを決定するために、生物学的試料と接触させる場合がある。本発明
の幾つかの実施形態において、生物学的試料の第１アリコートが、固定化した標的ＶＬＡ
－４結合抗体についての結合活性の閾値量の存在又は非存在を明らかにするために、ＥＬ
ＩＳＡアッセイを使用してアッセイされ、同じ生物学的試料の第２アリコートが、固定化
した標的ＶＬＡ－４結合抗体に対する結合の閾値レベル（又は閾値を超えるレベル）によ
り、ＶＬＡ－４結合抗体に特異的な抗体が示されるか否かを確認するために、ＥＬＩＳＡ
を使用してアッセイされる。本発明の一態様において、アリコートにおける可溶性結合活
性の閾値レベルは、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する基準抗体の少なくとも約５０ｎｇ、１
００ｎｇ、２００ｎｇ、３００ｎｇ、４００ｎｇ、５００ｎｇ、６００ｎｇ、７００ｎｇ
、８００ｎｇ、９００ｎｇ又は１，０００ｎｇを１ｍｌ当たり含有する対照試料又は基準
試料に存在する結合活性のレベルにほぼ等しい。一実施形態において、閾値レベルは、Ｖ
ＬＡ－４結合抗体に結合する基準抗体を約５００ｎｇ／ｍｌで含有する対照試料又は基準
試料における結合活性のレベルにほぼ等しいとして決定される。基準抗体はポリクローナ
ル又はモノクローナルの何れかである場合がある。基準抗体はマウスの抗ナタリズマブ抗
体（例えば、Ｓｈｅｒｅｍａｔａ，ｅｔ．ａｌ．，１９９９，Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　５２
，ｐａｇｅ　１０７２に記載される１２Ｃ４）である場合がある。
【００５９】
　ＶＬＡ－４結合抗体に結合する基準抗体は、ナタリズマブに結合する基準抗体（例えば
、ナタリズマブに高親和的に（例えば、ナノモル親和性で）結合する抗体）である場合が
ある。幾つかの実施形態において、ナタリズマブに結合する基準抗体は、ＶＬＡ－４結合
抗体に対するナタリズマブの結合を阻止する場合がある（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体に
対するナタリズマブの結合を、少なくとも５０％、少なくとも６０％、少なくとも７０％
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、少なくとも８０％、少なくとも９０％又はそれ以上阻害する場合がある）。基準抗体を
マウスのモノクローナル抗体である場合がある。基準抗体は、ナタリズマブに対して特異
的な抗イディオタイプ抗体である場合がある。幾つかの実施形態において、基準抗体は１
２Ｃ４抗体である（Ｍａｉｎｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｓｅｒｖｉｃｅｓ，Ｉｎ
ｃ．［米国メイン州ポートランド］から入手可能；例えば、Ｓｈｅｒｅｍａｔａ，ｅｔ．
ａｌ．，１９９９，Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙ　５２，ｐａｇｅ　１０７２を参照）。１２Ｃ４
は、ナタリズマブがＶＬＡ－４に結合することを阻止する阻止抗体である。幾つかの実施
形態において、基準抗体は、ナタリズマブに対する結合について１２Ｃ４と競合する。抗
体結合の競合は、ＶＬＡ－４に対するナタリズマブの結合を阻止する１２Ｃ４抗体の能力
を競合的に阻害する抗体の能力を評価する標準的な方法を使用して実証される場合がある
。幾つかの実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に特異的に結合する抗体の存在が、架
橋ＥＬＩＳＡを使用して明らかにされる。架橋ＥＬＩＳＡにおいて、ＶＬＡ－４結合抗体
に特異的に結合する抗体（例えば、生物学的試料に由来する抗体）が、ＥＬＩＳＡプレー
トに被覆されたＶＬＡ－４結合抗体と、溶液中の検出可能に標識されたＶＬＡ－４結合抗
体（例えば、非固定化）との間における架橋として作用する。従って、標準的な処理の後
でのＥＬＩＳＡシグナルにより、検出可能な標識が固相に連結されていること、及び可溶
性結合活性が生物学的試料に存在することが示される。
【００６０】
　生物学的試料のアリコートを、効果的な条件で、且つ免疫複合体（一次免疫複合体）の
形成を可能にするために十分な期間にわたって固定化抗体と接触させることは一般的に、
生物学的試料のアリコートを固定化抗体（例えば、ＥＬＩＳＡプレートに固定化したＶＬ
Ａ－４結合抗体）に加え、混合物を、固定化抗体が、生物学的試料のアリコートに存在す
る可溶性結合活性を有する分子又は化合物との免疫複合体を形成するために（例えば、こ
のような分子又は化合物に結合するために）十分に長い期間にわたってインキュベートす
ることが重要である。可溶性結合活性を有する分子又は化合物は、ＶＬＡ－４結合抗体に
特異的に結合する誘導抗体である場合があるか、又はＶＬＡ－４結合抗体に結合する誘導
されない内因性抗体又は受容体（例えば、リウマチ因子［ＲＦ］又は抗Ｆａｂ抗体）であ
る場合がある。この後、試料－抗体混合物（例えば、ＥＬＩＳＡプレート、ドットブロッ
ト又はウエスタンブロット）は一般的に、結合していない抗体種及び／又は物質をアッセ
イ混合物から除くために洗浄される。
【００６１】
　閾値レベルの結合活性が検出される場合、更なる工程は、結合活性により、ＶＬＡ－４
結合治療抗体に特異的に結合する誘導抗体が示されるか否かを確認することを伴う場合が
ある。このような確認工程のため、生物学的試料の第２アリコートを、第１アリコートに
ついて記載された通りに（但し、所定量の非固定化非標識競合ＶＬＡ－４結合抗体もアッ
セイ（例えば、ＥＬＩＳＡアッセイ）に加えられることを除く）、調製及び評価される場
合がある。例えば、競合抗体の所定量は、特異的なシグナルを対照アッセイにおいて約５
０％以上減少させる非標識量である場合がある。非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在がシグ
ナルを予想割合量よりも大きく減少させる場合、閾値の結合活性（又は閾値を超える結合
活性）は、ＶＬＡ－４結合治療抗体に特異的に結合する抗体の存在についての陽性指標と
して判断される。対照的に、非標識ＶＬＡ－４結合抗体の存在がシグナルを予想割合量よ
りも小さく減少させる場合、閾値結合活性（又は閾値を超える結合活性）は、ＶＬＡ－４
結合治療抗体に特異的に結合する抗体について陰性として判断される。非特異的なシグナ
ルは、ＶＬＡ－４結合抗体に結合する抗体以外の血清因子に起因し得ることが理解される
はずである。本明細書で使用される「加える」又は「加えられた」という用語は、標識さ
れていない（又は異なって標識された）可溶性競合ＶＬＡ－４結合抗体を試料又はアッセ
イに添加することを示す。
【００６２】
　本明細書で使用される「減少割合」とは、第１アリコートで求められた結合レベルの割
合を示す。従って、例えば、結合活性を有する分子又は化合物の約５００ｎｇ／ｍｌ当量
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が第１アリコートに示され、非標識ＶＬＡ－４結合抗体が第２アリコートに含まれること
により、シグナルの量が４０％～９０％よりも多く（例えば、約５０％以上、約５５％以
上、約６０％以上、約６５％以上、約７０％以上、約７５％以上、約８０％以上、約８５
％以上、約９０％以上）減少する場合、生物学的試料における結合活性は、ＶＬＡ－４結
合治療抗体に特異的に結合する誘導抗体の存在を示すと見なされる。しかし、非標識ＶＬ
Ａ－４結合抗体が第２アリコートに含まれることにより、シグナルの量が２０％～４０％
よりも小さく減少する場合、生物学的試料における結合活性は、ＶＬＡ－４結合治療抗体
に特異的に結合する誘導抗体の存在を示すとは見なされない。幾つかの実施形態において
、競合抗体は、可溶性非標識ナタリズマブである場合がある。幾つかの実施形態において
、可溶性非標識ナタリズマブは、約１００μｇ／ｍｌの最終濃度で使用される場合がある
。しかしながら、対照量の基準抗体を含有する対照試料の得られたシグナルの所定の減少
（例えば、約４０％、約５０％又はそれ以上）をもたらす場合に、遊離の非標識ナタリズ
マブの任意の濃度が使用される場合がある。例えば、対照試料は、約５００ｎｇ／ｍｌ、
約３μｇ／ｍｌ又は任意の他の好適な量の基準抗体（例えば、１２Ｃ４）を含有する場合
がある。本明細書に示す通り、ＶＬＡ－４結合抗体に特異的に結合する抗体が患者由来の
生物学的試料に存在することにより、その被験体が、ＶＬＡ－４結合抗体に対する臨床的
に有意な免疫反応を有することが示される。
【００６３】
　例示的な「サンドイッチ」ＥＬＩＳＡにおいて、ＶＬＡ－４結合治療抗体（例えば、ナ
タリズマブ）は標的抗体として使用される場合があり、タンパク質親和性を示す選択され
た表面（例えば、ポリスチレン製マイクロタイタープレートにおけるウェル）に固定化さ
れる場合がある。その後、ＶＬＡ－４結合治療抗体（例えば、ナタリズマブ）を少なくと
も１回服用している被験体の試料がウェルに添加される。結合及び／又は非結合物質を除
去するための洗浄の後、標的抗体に結合する結合分子又は化合物が検出される場合がある
。検出は、検出可能な標識に連結される第２抗体を添加するによって達成される場合があ
る。加えて、ＶＬＡ－４結合抗体に特異的に結合する抗体としての、結合分子又は化合物
の同一性は、本明細書において上に記載する通り確認される場合がある。
【００６４】
　当業者によって理解される通り、個々の特徴（例えば、本明細書に記載の確認工程）に
もかかわらず、一般的に、ＥＬＩＳＡは幾つかの特徴を共通して有する（例えば、被覆、
インキュベート及び結合する、非特異的に結合した化学種を除くために洗浄する、並びに
結合免疫複合体を検出する）。
【００６５】
　プレートを抗体又は抗体の何れかで被覆することにおいて、プレートのウェルは一般的
に、一晩又は指定期間の何れかで標的抗体の溶液とインキュベートされる。被覆用緩衝液
は、リン酸ナトリウム／ＢＳＡの被覆用緩衝液、又はこの分野で知られている別の好適な
被覆用緩衝液である場合がある。その後、プレートのウェルは、完全に吸着していない物
質を除くために洗浄される。その後、ウェルの何らかの残存する利用可能な表面が、試験
試料に関して抗原的に中性である非特異的タンパク質により「被覆」される。このような
タンパク質は、ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、カゼイン、又は粉ミルクの溶液等である
場合がある。被覆により、固定化用表面における非特異的な吸着部位を阻止することが可
能になり、従って、表面への抗血清の非特異的な結合によって引き起こされるバックグラ
ウンドが減少する。
【００６６】
　ＥＬＩＳＡにおいては、二次又は三次検出手段が使用される場合もあれば、直接検出手
段が使用される場合もある。二次又は三次検出方法を使用する時には、タンパク質又は抗
体をウェルに結合させ、バックグランドを減少させるために非反応性の物質（例えば、ブ
ロッキング緩衝液、例えば、Ｔｒｉｓ－スクロースのブロッキング緩衝液、又はこの分野
で認識されているその他のブロッキング緩衝液）により被覆し、非結合物質を除去するた
めに洗浄した後で、固定化用表面は、免疫複合体（抗原／抗体）の形成を可能にするのに
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効果的な条件で試験される生物学的試料と接触させる。その後、免疫複合体の検出では、
標識二次結合性リガンド又は抗体、及び標識三次抗体又は第３結合性リガンドと一緒での
二次結合性リガンド又は抗体が必要となる。本発明の好ましい実施形態において、第２結
合性リガンドはＶＬＡ－４結合抗体である（例えば、標的抗体に使用されたのと同じＶＬ
Ａ－４結合抗体）。
【００６７】
　本明細書で使用される「免疫複合体の形成を可能にするために効果的な条件のもと」と
いう用語は、その条件が、好ましくは、抗原及び／又は抗体を溶液（ＢＳＡ、ウシガンマ
グロブリン（ＢＧＧ）、リン酸塩緩衝化生理的食塩水（ＰＢＳ）／Ｔｗｅｅｎ、カゼイン
及びＴｗｅｅｎ２０を伴うＰＢＳ、又はＴｗｅｅｎ２０を伴うＰＢＳ／ＢＳＡ緩衝液）に
より希釈することを含むことを意味する。アッセイ希釈剤は、当該技術分野で既知のその
他種々のものを本発明の方法で使用してもよい。これらの添加する薬剤は又、非特異的な
バックグラウンドの減少を助ける傾向があり、最高０．５ＭのＮａＣｌを含む場合がある
。
【００６８】
　本明細書で使用される「好適な」条件は又、インキュベーションが、効果的な結合を可
能にするために十分な温度又は期間であることを意味する。インキュベーション工程は一
般的に、好ましくは２５℃～２７℃の程度での温度で、約１時間～２時間～４時間等であ
るか、又は約４℃で一晩である場合がある。アッセイ温度及び時間パラメータは、当該技
術分野で既知のその他種々のものを本発明の方法で使用してもよい。
【００６９】
　ＥＬＩＳＡにおけるインキュベーション工程の後、接触させられた表面は、非結合物質
を除去するために洗浄される。好ましい洗浄法には、例えば、ＰＢＳ／Ｔｗｅｅｎ、ＴＢ
Ｓ／Ｔｗｅｅｎ又はホウ酸塩緩衝液等の溶液（最高０．５ＭのＮａＣｌも含まれる場合が
ある）により洗浄することが含まれる場合がある。試験試料と標的抗体の間の特異的な免
疫複合体の形成、並びにその後の洗浄の後、更に微少量の免疫複合体の存在を明らかにさ
れる場合がある。洗浄緩衝液配合物は、当該技術分野で既知の更に他のものを本発明の方
法で使用してもよいことが理解される。
【００７０】
　検出手段を提供するために、第２又は第３の抗体は、結合させられた検出可能な標識を
有する。特定の実施形態において、検出可能な標識は、適切な発色性基質とのインキュベ
ーションの時に色の発生を生じさせる酵素である。従って、例えば、第１及び第２の免疫
複合体を、更なる免疫複合体の形成の発達を有利にする期間及び条件（例えば、ＰＢＳ含
有溶液（例えば、ＰＢＳ－Ｔｗｅｅｎ）における室温での２時間のインキュベーション）
のもと、ウレアーゼコンジュゲート抗体、グルコースオキシダーゼコンジュゲート抗体、
アルカルホスファターゼコンジュゲート抗体、ハイドロジェンペルオキシダーゼコンジュ
ゲート抗体、又はその他のコンジュゲート抗体と接触させる又はインキュベートする場合
がある。
【００７１】
　１つ以上の陽性及び陰性品質対照が本発明の方法において利用され得ることも又当業者
によって理解される。陽性品質管理試料は、ＶＬＡ－４結合抗体に結合することが知られ
ている抗体の所定量を含有する正常血清試料である場合がある。品質管理試料は、アッセ
イの生物学的試料及び対照試料と同じ条件で、アッセイの生物学的試料及び対照試料と並
行して反応させ、アッセイの機能の指標となる場合がある。陰性品質対照試料は、ＶＬＡ
－４結合抗体に結合することが知られている抗体を含まないことが知られている血清試料
である場合がある。当業者は、陽性及び陰性対照反応及び試料を、アッセイで使用される
溶液及び／又は基質及び／又はプロトコルの機能性を確認及び妥当性評価するためにＥＬ
ＩＳＡでどのように利用するかを理解するであろう。例えば、陽性対照は、ＶＬＡ－４結
合抗体と特異的に結合する抗体の既知量を含む場合があり、従って、試験試料（例えば、
生物学的試料）と同じ条件で処理された時、アッセイが予想のパラメータの範囲内で機能
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することを示す。陰性対照の一例には、ＶＬＡ－４結合抗体に特異的に結合する抗体を含
まないことが知られている試料を挙げられる場合がある。このような陰性対照は、試験試
料（例えば、生物学的試料）と同じ条件で処理された時、生物学的試料で検出された結合
が生物学的試料から生じ、生物学的試料に関連しないアッセイ成分又は他の因子の混入の
ためでないことを明らかにする。本発明の方法により包含されるアッセイの非限定的な例
は、以下の工程を伴う場合がある。ＥＬＩＳＡプレートのウェルを緩衝液における約０．
２５μｇ／ｍＬのナタリズマブ基準標準物の溶液により被覆し、被覆されたプレートを周
囲温度で一晩インキュベートする；プレートのウェルを洗浄緩衝液により少なくとも１回
洗浄し、プレートのウェルをブロッキング緩衝液と周囲温度で少なくとも１時間インキュ
ベートする；対照試料及びスクリーニング試料をアッセイ希釈剤にて約１：１０で希釈す
る；競合試料及びナタリズマブ（約１ｍｇ／ｍｌでの）を一緒にアッセイ希釈剤で約１０
０μｇ／ｍＬのナタリズマブの最終濃度及び競合試料の約１：１０の最終希釈度に希釈す
る；対照試料、スクリーニング試料及び競合試料を周囲温度で約１時間インキュベートし
、プレートのウェルを洗浄緩衝液により少なくとも１回洗浄する；プレートのウェル内の
試料を周囲温度で約６０分～１５０分の間インキュベートし、プレートのウェルを洗浄緩
衝液により少なくとも３回洗浄すること；アッセイ希釈剤で約１：１０００に希釈された
約１００μＬ／ウェルのビオチン化ナタリズマブを添加し、プレートを周囲温度で約６０
分間～９０分間インキュベートし、次いで、プレートのウェルを洗浄緩衝液により少なく
とも３回洗浄する；アッセイ希釈剤で約１：５０００で希釈されたストレプトアビジン－
西洋ワサビペルオキシダーゼをプレートのウェル内の試料に添加し、プレートを周囲温度
で約６０分間～９０分間インキュベートし、次いで、プレートのウェルを洗浄緩衝液によ
り少なくとも３回洗浄する；十分な量の発色性基質を、抗体の結合を可視化するためにプ
レートのウェルに添加し、プレートを周囲温度で数分間にわたって発色させ、１Ｎ　Ｈ２

ＳＯ４をプレートのウェルに添加することによって発色を停止させる；及びプレートのウ
ェルを読み取り、結果を得る。
【００７２】
　本明細書に記載のＥＬＩＳＡ試薬は、本明細書に記載のような生物学的試料における、
ＶＬＡ－４結合抗体と特異的に結合する抗体の存在を検出する、及び／又はこのような抗
体を測定するために商業生産される場合があるキットにパッケージ化される場合がある。
【００７３】
　本発明で使用される対照は、所定値（例えば、特定の治療タンパク質について本明細書
に記載の通り特定された臨床的に有意な閾値レベル）に加えて、実験材料と並行して試験
される物質の試料を含む場合があることも又考慮される。例には、実験材料と並行して試
験する陰性対照試料（例えば、製造を通して作製された陰性対照試料）が含まれる。
【００７４】
　本明細書で使用される生物学的試料は以下の何れかである場合があるが、これらに限定
されない：被験体の体液、例えば、血液、血清、血漿、尿、唾液、胸水、便、滑液、脳脊
髄液、粘液及び組織浸潤物。好ましい体液には、血液、血清及び血清が含まれる。本明細
書で使用される「生物学的試料」は、関連する医療技術分野の当業者に周知の方法を使用
して得られる場合がある。生物学的試料は被験体から直接得る場合もあれば、細胞、組織
又はその他の培養物から得る場合もある。生物学的試料は新鮮な場合もあれば、本発明の
方法での使用前に好適な条件（例えば、凍結、冷凍等）で保存されている場合もある。
【００７５】
　生物学的試料は治療剤投与後の種々の時間間隔で被験体から得られる場合があることが
理解されるはずである。しかしながら、治療剤は特徴的なｉｎ　ｖｉｖｏ半減期を有する
場合があるため、生物学的試料に存在する遊離治療剤の量は一般的に、薬剤が被験体に投
与された後の時間の関数として減少する。生物学的試料における（非標識及び非固定化）
遊離治療剤の存在により、本発明の結合反応及び検出反応が妨害される場合がある。従っ
て、生物学的試料は、治療剤投与からできる限り後に、例えば、処置サイクルの「谷」の
時に得なければならない。「谷」は、処置サイクルの期間中において被験体に存在する遊
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離治療剤の最も低い量を表す。谷は、例えば、１回の治療剤投与のかなり後、及びその後
の治療剤投与の直前に生じる場合がある。谷の時期は、投与される薬剤の量、薬剤の半減
期、投与頻度等を含めた多くの要因によって影響を受ける場合があることが理解されるは
ずである。例えば、ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、３００ｍｇのナタリズマブ）の毎月の
投与は、１回の投与の約３０日後、及びその後の投与の直前に谷を生じる。しかしながら
、本発明のアッセイは、そのアッセイが生物学的試料における治療剤の存在に対して比較
的感受性が低いか、或いはこの存在を明らかにする限り、処置投与後の種々の時点に採取
される試料で行われる場合があることが理解されるはずである。異なる時点に採取される
異なる試料の結合活性のレベルが比較される時には、それぞれの試料を処置サイクルの類
似する段階（例えば、治療的投与後の類似する期間）から得て、生物学的試料における遊
離治療剤のレベルの差を補正する必要なく、結果を解釈できるようにすることが特に重要
となる場合がある。
【００７６】
　生物学的試料は、アッセイの前に希釈される（例えば、２倍、５倍、１０倍、５０倍、
１００倍、及びより高い倍数値若しくはより低い倍数値、又はこれらの間の任意の倍数値
）場合があることが理解されるはずである。一実施形態において、臨床的に有意な閾値量
の基準抗体を含有する基準試料は、試験中の生物学的試料と同じ量で希釈され、生物学的
試料の得られたシグナルを基準試料の得られたシグナルと直接比較できるようにする場合
がある。
【００７７】
　本発明の幾つかの実施形態においては、生物学的試料の１つ以上のアリコートが使用さ
れる。本明細書で使用される「アリコート」という用語は、生物学的試料の一定割合又は
一部を意味する。幾つかの実施形態においては、２つ以上のアリコートが、被験体から得
る生物学的試料から採取される場合があり、それらのアリコートを、被験体におけるＶＬ
Ａ－４結合抗体に対する免疫反応の存在を明らかにするために、本発明の方法を使用して
試験してもよい。例えば、２つの実質的に等しいアリコートが、ＶＬＡ－４結合抗体（例
えば、ナタリズマブ）が投与されている被験体から得る生物学的試料から採取されてもよ
く、可溶性結合活性のレベルが１つのアリコート（例えば、「第１」のアリコート）で検
出されてもよい。加えて、他方のアリコート（例えば、「第２」のアリコート）を本発明
の方法を使用して評価し、第１アリコートで検出された（それらの試料起源が共通するこ
とから第２アリコートにも又存在すると考えられる）可溶性結合活性が、ＶＬＡ－４結合
抗体と特異的に結合する抗体であるかどうかを決定する場合がある。幾つかの実施形態に
おいて、少なくとも閾値レベルの結合が第１アリコートに存在し、可溶性結合活性が、Ｖ
ＬＡ－４結合抗体と特異的に結合する抗体の活性であると決定される場合は、それによっ
て、ＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応が被験体に存在することが特定される。
【００７８】
　ＶＬＡ－４結合抗体
　本発明の態様は、被験体に投与される１つ以上のＶＬＡ－４結合治療抗体に対する免疫
反応を特定及び／又は監視するための検出アッセイに関する。本発明の特定の態様におい
て、検出アッセイは固定化成分及び検出成分の両方を伴う。幾つかの実施形態において、
検出アッセイは又競合成分を含む場合もある。本明細書に記載の通り、固定化成分は、Ｖ
ＬＡ－４結合抗体に結合する誘導抗体（例えば、血清抗体）を固定化するために使用され
る場合がある。検出成分は、固定化した抗体を検出するために使用される場合がある。競
合成分は、誘導抗体に対する結合の特異性を明らかにする目的で、誘導抗体に結合するた
めの固定化成分及び／又は検出成分の何れかと競合させるために使用される場合がある。
固定化成分及び検出成分は、ＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応に特徴的である１つ以
上の抗体に独立して結合させることができる。従って、固定化成分及び検出成分は、被験
体に投与された同じＶＬＡ－４結合抗体である場合がある（例えば、固定化成分は、被験
体に投与されたＶＬＡ－４結合治療抗体の固定化形態である場合があり、検出成分は、被
験体に投与されたＶＬＡ－４結合治療抗体の標識形態である場合がある）。しかしながら



(29) JP 2008-537595 A 2008.9.18

10

20

30

40

50

、他の実施形態において、固定化成分及び検出成分が、ＶＬＡ－４結合治療抗体に対する
１つ以上の誘導抗体（例えば、血清抗体）を検出するのに好適な親和性で結合する場合、
固定化成分及び検出成分はそれぞれ独立して、被験体に投与されたＶＬＡ－４結合治療抗
体の変異体である場合がある。競合成分とは一般的に、固定化成分又は検出成分の可溶性
の標識されていない（又は異なって標識された）形態である。しかしながら、競合成分が
、アッセイで検出された結合活性の特異性を明らかにするためにＶＬＡ－４結合治療抗体
に対する結合について十分に競合する場合に、競合成分が固定化成分又は検出成分の変異
体である場合がある。
【００７９】
　本発明の態様によれば、何れか１つ以上のＶＬＡ－４結合抗体（ナタリズマブ及び／又
は関連するＶＬＡ－４結合抗体を含む）が治療的に使用される場合がある。従って、ＶＬ
Ａ－４結合抗体の何れか１つ以上を、固定化成分、検出成分及び／又は競合成分として本
発明の検出アッセイで使用される場合がある。一実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体
は、ＩｇＧ抗体（例えば、ＩｇＧ４抗体）である場合がある。別の実施形態において、Ｖ
ＬＡ－４結合抗体は、ポリクローナル又はモノクローナルである場合がある。更に別の実
施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体は、マウス抗体のヒト化型である場合がある。
【００８０】
　ナタリズマブ及び関連するＶＬＡ－４結合抗体が、例えば、米国特許第５，８４０，２
９９号に記載される。ｍＡｂ　２１．６及びＨＰ１／２が、ＶＬＡ－４と結合する例示的
なマウスモノクローナル抗体である。ナタリズマブはマウスｍＡｂ　２１．６のヒト化型
である（例えば、米国特許第５，８４０，２９９号を参照）。ＨＰ１／２のヒト化型も又
記載されている（例えば、米国特許第６，６０２，５０３号を参照）。幾つかの更なるＶ
ＬＡ－４結合性モノクローナル抗体（例えば、ＨＰ２／１、ＨＰ２／４、Ｌ２５及びＰ４
Ｃ２）が記載される（例えば、米国特許第６，６０２，５０３号；Ｓａｎｃｈｅｚ－Ｍａ
ｄｒｉｄ，ｅｔ．ａｌ．，１９８６，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６：１３４３－
１３４９；Ｈｅｌｍｅｒ，ｅｔ．ａｌ．，１９８７，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．２：１１
４７８－１１４８５；Ｉｓｓｅｋｕｔｚ　ａｎｄ　Ｗｙｋｒｅｔｏｗｉｃｚ，１９９１，
Ｊ．Ｉｍｍｍｕｎｏｌ．，１４７：１０９　（ＴＡ－２　ｍａｂ）；Ｐｕｌｉｄｏ，ｅｔ
．ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃｈｅｍ．，２６６（１６）：１０２４１－１０２
４５；及び米国特許第５，８８８，５０７号）。多くの有用なＶＬＡ－４結合抗体は細胞
（例えば、リンパ球）上のＶＬＡ－４と相互作用するが、細胞凝集を引き起こさない。し
かしながら、他の抗ＶＬＡ－４結合抗体は、このような凝集を引き起こすことが見出され
ている。ＨＰ１／２は細胞凝集を引き起こさない。ＨＰ１／２　ＭＡｂ（Ｓａｎｃｈｅｚ
－Ｍａｄｒｉｄ，ｅｔ．ａｌ．，１９８６，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６：１３
４３－１３４９）は極めて大きい効果を有し、ＶＣＡＭ１及びフィブロネクチンの両方と
のＶＬＡ－４の相互作用を遮断し、ＶＬＡ－４におけるエピトープＢについての特異性を
有する。この抗体及び他のＢエピトープ特異的抗体（例えば、Ｂ１エピトープ結合抗体又
はＢ２エピトープ結合抗体；Ｐｕｌｉｄｏ，ｅｔ．ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｂｉｏｌ．Ｃ
ｈｅｍ．，２６６（１６）：１０２４１－１０２４５）は有用なＶＬＡ－４結合抗体の１
つのクラスを表す。
【００８１】
　例示的なＶＬＡ－４結合抗体は、１つ以上のＣＤＲを有する（例えば、本明細書に開示
される特定の抗体の３つ全てのＨＣ　ＣＤＲ及び／又は３つ全てのＬＣ　ＣＤＲ、或いは
要約するとこのような抗体（例えば、ナタリズマブ）との少なくとも８０％、８５％、９
０％、９２％、９４％、９５％、９６％、９７％、９８％又は９９％の同一性を有するＣ
ＤＲ）。一実施形態において、Ｈ１及びＨ２の超可変ループは、本明細書で開示される抗
体のこのような超可変領域と同じ極限構造を有する。一実施形態において、Ｌ１及びＬ２
の超可変ループは、本明細書で開示される抗体のこのような超可変領域と同じ極限構造を
有する。
【００８２】
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　一実施形態において、ＨＣ可変ドメイン配列及び／又はＬＣ可変ドメイン配列のアミノ
酸配列は、本明細書に記載の抗体（例えば、ナタリズマブ）のＨＣ可変ドメイン及び／又
はＬＣ可変ドメインのアミノ酸配列に対する少なくとも７０％、８０％、８５％、９０％
、９２％、９５％、９７％、９８％、９９％又は１００％の同一性を有する。ＨＣ可変ド
メイン配列及び／又はＬＣ可変ドメイン配列のアミノ酸配列は、本明細書に記載の抗体（
例えば、ナタリズマブ）の対応する配列の少なくとも１個のアミノ酸、但し多くても１０
個、８個、６個、５個、４個、３個又は２個のアミノ酸が異なってもよい。例えば、この
ような違いは、主に又は専らフレームワーク領域に存在する場合がある。
【００８３】
　ＨＣ可変ドメイン配列及びＬＣ可変ドメイン配列のアミノ酸配列は、本明細書に記載の
核酸配列、又は可変ドメインをコードする核酸配列、又は本明細書に記載のアミノ酸配列
をコードする核酸に高ストリンジェントな条件でハイブリダイズする配列によってコード
されてもよい。一実施形態において、ＨＣ可変ドメイン及び／又はＬＣ可変ドメインの１
つ以上のフレームワーク領域（例えば、ＦＲ１、ＦＲ２、ＦＲ３及び／又はＦＲ４）のア
ミノ酸配列は、本明細書に記載の抗体のＨＣ可変ドメイン及びＬＣ可変ドメインの対応す
るフレームワーク領域に対する少なくとも７０％、８０％、８５％、９０％、９２％、９
５％、９７％、９８％、９９％又は１００％の同一性を有する。一実施形態において、１
つ以上の重鎖フレームワーク領域又は軽鎖フレームワーク領域（例えば、ＨＣのＦＲ１、
ＦＲ２及びＦＲ３）は、ヒト生殖系列の抗体に由来する対応するフレームワーク領域の配
列に対する少なくとも７０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８
％又は１００％の同一性を有する。
【００８４】
　２つの配列の間での「相同性」又は「配列同一性」（これらの用語は本明細書で交換可
能に使用される）の計算は以下のように行われる。配列が最適な比較目的のためにアライ
ンメントされる（例えば、ギャップを最適なアラインメントのために第１及び第２のアミ
ノ酸配列又は核酸配列の一方又は両方に導入してもよく、非相同的な配列を比較のために
無視してもよい）。最適なアラインメントが、Ｂｌｏｓｓｕｍ６２スコア化行列を、１２
のギャップペナルティー、４のギャップ伸張ペナルティー及び５のフレームシフトギャッ
プペナルティーと共に用いてＧＣＧソフトウエアパッケージにおけるＧＡＰプログラムを
使用して最も良いスコアとして決定される。その後、対応するアミノ酸位置又はヌクレオ
チド位置におけるアミノ酸残基又はヌクレオチドが比較される。第１の配列における位置
が第２の配列における対応する位置と同じアミノ酸残基又はヌクレオチドによって占めら
れる時、これらの分子はその位置において同一である（本明細書で使用されるアミノ酸又
は核酸の「同一性」はアミノ酸又は核酸の「相同性」と等価である）。これら２つの配列
の間における同一率は、これらの配列によって共有される同一位置の数の関数である。
【００８５】
　当業者であれば、ＶＬＡ－４結合抗体の機能的に等価な変異体をもたらすために、保存
的アミノ酸置換がＶＬＡ－４結合抗体でなされる場合がある、即ち、このような変異体が
ＶＬＡ－４ポリペプチドの機能的能力を保持することを認識するであろう。本明細書で使
用される「保存的アミノ酸置換」とは、アミノ酸置換がなされるタンパク質の相対的な電
荷特徴又はサイズ特徴を変化させないアミノ酸置換を指す。種々の変異体は、当業者に既
知のポリペプチド配列を改変する方法（例えば、このような方法についてまとめた参考文
献（例えば、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：　Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａ
ｎｕａｌ，Ｊ．Ｓａｍｂｒｏｏｋ，ｅｔ．ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｓｅｃｏｎｄ　Ｅｄｉｔｉ
ｏｎ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，Ｃ
ｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ，Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ，１９８９、又はＣｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｌｏｇｙ，Ｆ．Ｍ．Ａｕｓｕ
ｂｅｌ，ｅｔ．ａｌ．，ｅｄｓ．，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｉｎｃ．，Ｎ
ｅｗ　Ｙｏｒｋ）に記載の方法）に従って調製してもよい。ＶＬＡ－４結合抗体の例示的
な機能的に等価な変異体は、本明細書で開示されるタンパク質のアミノ酸配列の保存的ア
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ミノ酸置換を含む。アミノ酸の保存的置換には、以下の群内のアミノ酸の間でなされる置
換が含まれる：（ａ）Ｍ、Ｉ、Ｌ、Ｖ；（ｂ）Ｆ、Ｙ、Ｗ；（ｃ）Ｋ、Ｒ、Ｈ；（ｄ）Ａ
、Ｇ；（ｅ）Ｓ、Ｔ；（ｆ）Ｑ、Ｎ；及び（ｇ）Ｅ、Ｄ。
【００８６】
　本明細書で使用される「高ストリンジェントな条件でハイブリダイズする」という用語
は、ハイブリダイゼーション及び洗浄の条件を説明したものである。ハイブリダイゼーシ
ョン反応を行うための指針は、参考として本明細書に組み入れられている、Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌ
ｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，Ｎ．Ｙ．（１９８９），６．３．１－６．３．６に記載されている
。水性及び非水性の方法がこの参考文献には記載されており、何れを使用してもよい。高
ストリンジェントなハイブリダイゼーション条件には、約４５℃での６Ｘ　ＳＳＣにおけ
るハイブリダイゼーションの後、６５℃での０．２Ｘ　ＳＳＣ、０．１％ＳＤＳ、又は実
質的に類似する条件における１回以上の洗浄が含まれる。
【００８７】
　抗体は、例えば、米国特許第６，６０２，５０３号に記載の通り、機能的性質（例えば
、ＶＬＡ－４の結合）について試験を行ってもよい。
【００８８】
　抗体の作製
　ＶＬＡ－４に結合する抗体は、例えば、動物を使用して、免疫化により作製してもよい
。ＶＬＡ－４の全て又は一部は免疫原として使用してもよい。例えば、アルファ－４サブ
ユニットの細胞外領域は免疫原として使用してもよい。一実施形態において、免疫化され
た動物は、天然の、ヒトの免疫グロブリン遺伝子座又は部分的にヒトの免疫グロブリン遺
伝子座を有する免疫グロブリン産生細胞を含有する。一実施形態において、非ヒト動物は
ヒト免疫グロブリン遺伝子の少なくとも一部を含む。例えば、マウス抗体の産生において
欠陥があるマウス系統をヒトＩｇ遺伝子座の大きいフラグメントにより操作することが可
能である。ハイブリドーマ技術を使用して、所望の特異性を有する遺伝子由来の抗原特異
的なモノクローナル抗体が産生及び選択される場合がある。例えば、ＸｅｎｏＭｏｕｓｅ
ＴＭ、Ｇｒｅｅｎ，ｅｔ．ａｌ．，Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　７：１３－２１　
（１９９４）、米国特許出願公開第２００３－００７０１８５号、米国特許第５，７８９
，６５０号、及び国際特許出願公開ＷＯ９６／３４０９６を参照されたい。ＶＬＡ－４に
対する非ヒト抗体も又、例えば、齧歯類で産生してもよい。非ヒト抗体は、例えば、米国
特許第６，６０２，５０３号、欧州特許ＥＰ２３９４００、米国特許第５，６９３，７６
１号及び米国特許第６，４０７，２１３号に記載の通りヒト化してもよい。
【００８９】
　欧州特許ＥＰ２３９４００（Ｗｉｎｔｅｒ，ｅｔ．ａｌ．）は、抗体を、１つの種のそ
の相補性決定領域（ＣＤＲ）を別の種の相補性決定領域で（所与の可変領域の内部で）置
換することによって変化させることを記載する。ＣＤＲ置換された抗体は、真のキメラ抗
体と比較して、ヒトにおいて免疫反応を誘発する可能性がほとんどないことが予測される
。これは、ＣＤＲ置換された抗体は相当により少ない非ヒト成分を含有するからである（
Ｒｉｅｃｈｍａｎｎ，ｅｔ．ａｌ．，１９８８，Ｎａｔｕｒｅ　３３２，３２３－３２７
；Ｖｅｒｈｏｅｙｅｎ，ｅｔ．ａｌ．，１９８８，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２３９，１５３４－
１５３６）。一般的に、マウス抗体のＣＤＲが、所望する置換された抗体をコードする配
列を作製するために組換え核酸技術を使用することによってヒト抗体における対応する領
域の中に置換される。所望のイソタイプのヒト定常領域遺伝子セグメント（通常、ＣＨの
場合γＩ、ＣＬの場合κ）が付加されてもよく、可溶性のヒト化抗体を産生させるために
ヒト化重鎖及び軽鎖遺伝子が哺乳動物細胞で同時発現させられる。
【００９０】
　Ｑｕｅｅｎ，ｅｔ．ａｌ．，１９８９，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳ
Ａ，Ｄｅｃ；８６（２４）：１００２９－３３、及び国際特許出願公開ＷＯ９０／０７８
６１は、ヒトＶフレームワーク領域を、元のマウス抗体のＶ領域フレームワークに対する
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最適なタンパク質配列相同性についてのコンピューター分析によって選ぶこと、及びマウ
スのＣＤＲと相互作用すると考えられるフレームワークアミノ酸残基を可視化するために
マウスＶ領域の三次構造をモデル化することを含むプロセスを記載している。これらのマ
ウスアミノ酸残基は、その後、相同的なヒトフレームワークに重ねられる。米国特許第５
，６９３，７６２号、同第５，６９３，７６１号、同第５，５８５，０８９号及び同第５
，５３０，１０１号も又参照されたい。Ｔｅｍｐｅｓｔ，ｅｔ．ａｌ．，１９９１，Ｂｉ
ｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　９，２６６－２７１）は、基準として、マウス残基の徹底的な
導入を伴わないＣＤＲグラフト化のためにＮＥＷＭ及びＲＥＩの重鎖及び軽鎖にそれぞれ
由来するＶ領域フレームワークを利用する。ＮＥＷＭ及びＲＥＩに基づくヒト化抗体を構
築するためにＴｅｍｐｅｓｔ等の手法を使用する利点は、ＮＥＷＭ及びＲＥＩの可変領域
の三次元構造がｘ線結晶学から知られており、従って、ＣＤＲとＶ領域フレームワーク残
基の間の特異的な相互作用をモデル化してもよいという点である。
【００９１】
　非ヒト抗体は、ヒト免疫グロブリン配列、例えば、コンセンサスなヒトアミノ酸残基を
特定の位置、例えば、以下の位置の１つ以上（好ましくは、少なくとも５、１０、１２又
は全て）において挿入する置換を含むように改変してもよい：（軽鎖の可変領域のＦＲで
は）４Ｌ、３５Ｌ、３６Ｌ、３８Ｌ、４３Ｌ、４４Ｌ、５８Ｌ、４６Ｌ、６２Ｌ、６３Ｌ
、６４Ｌ、６５Ｌ、６６Ｌ、６７Ｌ、６８Ｌ、６９Ｌ、７０Ｌ、７１Ｌ、７３Ｌ、８５Ｌ
、８７Ｌ、９８Ｌ、並びに／或いは（重鎖の可変領域のＦＲでは）２Ｈ、４Ｈ、２４Ｈ、
３６Ｈ、３７Ｈ、３９Ｈ、４３Ｈ、４５Ｈ、４９Ｈ、５８Ｈ、６０Ｈ、６７Ｈ、６８Ｈ、
６９Ｈ、７０Ｈ、７３Ｈ、７４Ｈ、７５Ｈ、７８Ｈ、９１Ｈ、９２Ｈ、９３Ｈ及び／又は
１０３Ｈ（Ｋａｂａｔの番号付けに順ずる）。例えば、米国特許第６，４０７，２１３号
を参照されたい。
【００９２】
　当業者に明らかであるように、本発明は又、Ｆ（ａｂ’）２フラグメント、Ｆａｂフラ
グメント及びＦｄフラグメント；Ｆｃ領域及び／又はＦＲ領域及び／又はＣＤＲ１領域及
び／又はＣＤＲ２領域及び／又は軽鎖ＣＤＲ３領域が相同的なヒト配列又は非ヒト配列に
よって置換されているキメラ抗体；ＦＲ領域及び／又はＣＤＲ１領域及び／又はＣＤＲ２
領域及び／又は軽鎖ＣＤＲ３領域が相同的なヒト配列又は非ヒト配列によって置換されて
いるキメラなＦ（ａｂ’）２フラグメント抗体；ＦＲ領域及び／又はＣＤＲ１領域及び／
又はＣＤＲ２領域及び／又は軽鎖ＣＤＲ３領域が相同的なヒト配列又は非ヒト配列によっ
て置換されているキメラなＦａｂフラグメント抗体；及びＦＲ領域及び／又はＣＤＲ１領
域及び／又はＣＤＲ２領域が相同的なヒト配列又は非ヒト配列によって置換されているキ
メラなＦｄフラグメント抗体を提供する。
【００９３】
　特定の実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体は、ＶＬＡ－４の単鎖抗体、単一ドメイ
ン抗体又はＮａｎｏｂｏｄｙＴＭである場合がある。これらの抗体タイプのそれぞれの特
徴、及びそれらの使用についての方法は、当該技術分野で周知である。Ｎａｎｏｂｏｄｙ
ＴＭは抗体の最小の機能的フラグメントであり、天然に存在する単鎖抗体に由来する（Ａ
ｂｌｙｎｘ（ベルギー）；ａｂｌｙｎｘ．ｃｏｍを参照）。ＮａｎｏｂｏｄｙＴＭ技術は
、ラクダ科（ラクダ及びラマ）が、軽鎖を有さない完全に機能的な抗体の特有のレパート
リーを有するという発見に続いて開発された。ＮａｎｏｂｏｄｙＴＭ）の構造は、１つの
可変ドメイン（ＶＨＨ）と、ヒンジ領域と、２つの定常ドメイン（ＣＨ２及びＣＨ３）と
からなる。クローン化及び単離されたＶＨＨドメインは、元の重鎖の完全な抗原結合能を
有する安定なポリペプチドである。ＮａｎｏｂｏｄｙＴＭでは、従来の抗体の特徴が小さ
い分子薬物の特徴と組み合わされる。ＮａｎｏｂｏｄｙＴＭは大きい標的特異性及び低い
固有的毒性を示す。加えて、ＮａｎｏｂｏｄｙＴＭは非常に安定しており、注射以外の手
段によって投与されてもよく、製造が容易である。特定の実施形態において、ＶＬＡ－４
結合治療抗体、固定化成分及び／又は検出成分は、ヒト化ＮａｎｏｂｏｄｙＴＭである場
合がある。
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【００９４】
　抗体の産生
　ＶＬＡ－４に結合する完全にヒトのモノクローナル抗体は、例えば、Ｂｏｅｒｎｅｒ，
ｅｔ．ａｌ．，１９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１４７，８６－９５）に記載の通り、
ｉｎ　ｖｉｔｒｏプライム処理されたヒト脾臓細胞を使用して産生させてもよい。このよ
うなモノクローナル抗体は、Ｐｅｒｓｓｏｎ，ｅｔ．ａｌ．，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａ
ｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８８：２４３２－３４３６、又はＨｕａｎｇ　ａｎｄ
　Ｓｔｏｌｌｅｒ，１９９１，Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　１４１，２２７～
２３６に記載の通り、レパートリークローニングによって調製される場合がある（米国特
許第５，７９８，２３０号）。大きな非免疫化ヒトファージディスプレーライブラリーも
又、標準的なファージ技術を使用してヒト治療剤として開発することができる高親和性抗
体を単離するために使用される場合がある（例えば、Ｖａｎｇｈａｎ，ｅｔ．ａｌ．，１
９９６，Ｎａｔ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．，Ｍａｒ；１４（３）：３０９－１４；Ｈｏｏ
ｇｅｎｂｏｏｍ，ｅｔ．ａｌ．，（１９９８）　Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　４
：１－２０；及びＨｏｏｇｅｎｂｏｏｍ，ｅｔ．ａｌ．，（２０００），Ｉｍｍｕｎｏｌ
　Ｔｏｄａｙ　２：３７１－８；米国特許出願公開第２００３－０２３２３３３号を参照
）。抗体は原核生物細胞及び真核生物細胞で産生させてもよい。一実施形態において、抗
体（例えば、ｓｃＦｖ）は、酵母細胞において、例えば、ピキア属（例えば、Ｐｏｗｅｒ
ｓ，ｅｔ．ａｌ．，（２００１），Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　Ｍｅｔｈｏｄｓ，２５１：１２
３－３５を参照）、ハンセヌラ属又はサッカロミセス属等において発現させられる。
一実施形態において、抗体、具体的には、完全長の抗体（例えば、様々なＩｇＧ）が哺乳
動物細胞において産生される。組換え発現のための例示的な哺乳動物宿主細胞には、チャ
イニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ細胞）（Ｕｒｌａｕｂ　ａｎｄ　Ｃｈａｓｉｎ　（１９
８０），Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，７７：４２１６－４２２０に
記載されるｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞を含む；これは、例えば、Ｋａｕｆｍａｎ　ａｎｄ　Ｓ
ｈａｒｐ　（１９８２），Ｍｏｌ．Ｂｉｏｌ．１５９：６０１－６２１に記載の通り、Ｄ
ＨＦＲ選択マーカーと共に使用される）、リンパ球系細胞株（例えば、ＮＳ０ミエローマ
細胞及びＳＰ２細胞）、ＣＯＳ細胞、Ｋ５６２、及びトランスジェニック動物（例えば、
トランスジェニック哺乳動物）由来の細胞が含まれる。例えば、このような細胞は哺乳動
物の上皮細胞である。
【００９５】
　免疫グロブリンのドメインをコードする核酸配列に加えて、組換え発現ベクターは、更
なる配列（例えば、宿主細胞におけるベクターの複製を調節する配列（例えば、複製起点
）、及び選択マーカー遺伝子）を有する場合がある。選択マーカー遺伝子は、ベクターが
導入されている宿主細胞の選抜を容易にする（例えば、米国特許第４，３９９，２１６号
、同第４，６３４，６６５号及び同第５，１７９，０１７号を参照）。例示的な選択マー
カー遺伝子には、ジヒドロ葉酸レダクターゼ（ＤＨＦＲ）遺伝子（メトトレキサート選抜
／増幅と共にｄｈｆｒ－の宿主細胞における使用のために）、及びｎｅｏ遺伝子（Ｇ４１
８選抜のために）が含まれる。
【００９６】
　抗体（例えば、完全長の抗体又はその抗原結合フラグメント）の組換え発現のための例
示的なシステムにおいて、抗体重鎖及び抗体軽鎖の両方をコードする組換え発現ベクター
がリン酸カルシウム媒介のトランスフェクションによってｄｈｆｒ－ＣＨＯ細胞に導入さ
れる。組換え発現ベクター内において、抗体の重鎖遺伝子及び軽鎖遺伝子はそれぞれが、
遺伝子の高レベルの転写を行わせるために、エンハンサー／プロモーター調節エレメント
（例えば、ＳＶ４０、ＣＭＶ及びアデノウイルス等に由来する；例えば、ＣＭＶエンハン
サー／ＡｄＭＬＰプロモーター調節エレメント、又はＳＶ４０エンハンサー／ＡｄＭＬＰ
プロモーター調節エレメント）に機能的に連結される。組換え発現ベクターは又、ベクタ
ーによりトランスフェクションされているＣＨＯ細胞の選抜を、メトトレキサート選抜／
増幅を使用して可能にするＤＨＦＲ遺伝子を有する。選抜された形質転換体宿主細胞は、
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抗体の重鎖及び軽鎖の発現を行わせるために培養され、無傷の抗体が培養培地から回収さ
れる。標準的な分子生物学技法が、組換え発現ベクターを調製し、宿主細胞をトランスフ
ェクションし、形質転換体について選抜し、宿主細胞を培養し、抗体を培養培地から回収
するために使用される。例えば、プロテインＡ又はプロテインＧによるアフィニティーク
ロマトグラフィーによって幾つかの抗体を単離してもよい。米国特許第６，６０２，５０
３号は又、ＶＬＡ－４結合抗体を発現及び精製するための例示的な方法を記載する。
【００９７】
　抗体は又、様々な修飾、例えば、Ｆｃ受容体又はＣ１ｑ又はその両方との相互作用を低
下又は除去するようにＦｃ機能を改変する修飾を含む場合もある。例えば、ヒトＩｇＧ１
の定常領域を、１つ以上の残基で、例えば、米国特許第５，６４８，２６０号の番号付け
に従った残基２３４及び残基２３７の１つ以上で変異させてもよい。その他の例示的な修
飾には、米国特許第５，６４８，２６０号に記載の修飾が含まれる。
【００９８】
　Ｆｃドメインを含む幾つかの抗体の場合、Ｆｃ領域がグリコシル化される抗体を合成す
るように抗体産生システムが設計される場合がある。例えば、ＩｇＧ分子のＦｃドメイン
はＣＨ２ドメイン内のアスパラギン２９７でグリコシル化される。このアスパラギンが、
二分岐型のオリゴ糖による修飾のための部位である。このグリコシル化は、Ｆｃγ受容体
及び補体Ｃ１ｑによって媒介されるエフェクター機能に関係する（Ｂｕｒｔｏｎ　ａｎｄ
　Ｗｏｏｆ　（１９９２），Ａｄｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．５１：１－８４；Ｊｅｆｆｅｒｉ
ｓ，ｅｔ．ａｌ．，（１９９８），Ｉｍｍｕｎｏｌ．Ｒｅｖ．１６３：５９－７６）。Ｆ
ｃドメインは、アスパラギン２９７に対応する残基を適切にグリコシル化する哺乳動物発
現システムで産生させてもよい。Ｆｃドメインは又、真核生物のその他の翻訳後修飾を含
んでもよい。
【００９９】
　抗体は又、トランスジェニック動物によって産生させてもよい。例えば、米国特許第５
，８４９，９９２号は、抗体をトランスジェニック哺乳動物の乳腺において発現させるた
めの方法を記載する。乳汁特異的なプロモーターと、目的とする抗体及び分泌のためのシ
グナル配列をコードする核酸と含む導入遺伝子が構築される。このようなトランスジェニ
ック哺乳動物のメスによって産生される乳汁には、目的とする抗体が、その中に分泌され
て含まれる。抗体は乳汁から精製してもよければ、幾つかの用途では直接使用してもよい
。
【０１００】
　本明細書で使用される、本発明のＶＬＡ－４結合抗体は実質的に完全長のＶＬＡ－４結
合抗体又はその機能的なフラグメントである場合がある。例えば、ＶＬＡ－４結合抗体の
フラグメントが、ＶＬＡ－４結合抗体と特異的に結合する抗体による特異的な結合を可能
するのに十分な場合、これは機能的なＶＬＡ－４結合抗体であり、本発明の方法及びキッ
トで使用される場合がある。当業者であればＶＬＡ－４結合抗体のフラグメントを特定す
ることができ、ＶＬＡ－４結合抗体フラグメントが機能的なＶＬＡ－４結合抗体フラグメ
ントであるかどうかを、日常的な手法及び結合アッセイのみを使用して決定することがで
きるであろう。従って、本明細書で示される固定化ＶＬＡ－４結合抗体及び未固定化ＶＬ
Ａ－４結合抗体を使用する方法の記載及び例は又、機能的な固定化ＶＬＡ－４結合抗体フ
ラグメント及び未固定化ＶＬＡ－４結合抗体フラグメントの使用にも適用される。
【０１０１】
　標識及び検出
　本発明の態様には、非固定化抗治療タンパク質抗体（例えば、ＶＬＡ－４結合抗体）を
、治療タンパク質（例えば、標的ＶＬＡ－４結合抗体）に対する固定化抗体に結合する可
溶性結合活性の存在及び／又はレベルを評価するための検出成分として使用することが含
まれる。可溶性結合活性の存在及び／又はレベルを評価する方法には、１つ以上の標識検
出成分（例えば、検出可能な標識を含有するＶＬＡ－４結合抗体、又は検出可能な標識に
結合したＶＬＡ－４結合抗体）の使用が含まれる場合がある。検出可能な標識は、アッセ
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イを使用して検出することができる任意の成分として定義される。本発明の抗体及び機能
的な抗体フラグメントは、標準的なカップリング手法に従って、結合を検出するための特
異的な標識剤にカップリングされてもよい。検出可能な標識は、例えば、直接的な検出を
もたらす検出可能な標識（例えば、放射性標識、蛍光団［例えば、緑色蛍光タンパク質（
ＧＦＰ）、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）等］、発色団、光学的標識又は高電子密度標識
等）、又は間接的な検出をもたらす検出可能な標識（例えば、酵素タグ、例えば、西洋ワ
サビペルオキシダーゼ等）等、広範なものを使用してもよい。抗体に結合させられている
か、又は抗体に組み込まれている検出可能な標識の限定されない例には、酵素、放射性標
識、蛍光性標識、リン光性分子、化学発光性分子、発色団、発光性分子、光親和性分子、
及び着色された粒子、又はリガンド（例えば、ビオチン等）等が含まれる。加えて、本発
明の検出方法には電気化学発光測定法（ＥＣＬ）が含まれる場合がある。
【０１０２】
　標識の検出には、標識の性質及びその他のアッセイ要素に応じて、様々な方法が使用さ
れる場合がある。標識は、光学的又は電子密度、放射性の放出体、非放射性のエネルギー
移動体によって直接検出される場合もあれば、抗体コンジュゲート体、ストレプトアビジ
ン－ビオチンコンジュゲート体等によって間接的に検出される場合もある。追加の検出可
能な標識は、抗体へのそれらの結合方法と同じく、数多くのものが当該技術分野で既知で
ある。
【０１０３】
　本発明の標識抗体は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで、例えば、イムノアッセイ（例えば、ＥＬＩ
ＳＡ）で使用される抗体である場合がある。このような検出可能に標識された抗体は、抗
体に組み込まれた検出可能な標識を有する抗体である場合もあれば、二次結合性リガンド
に、及び／又は発色性基質と接触した時に有色生成物を生じさせる酵素（酵素タグ）に連
結される抗体である場合もある。好適な酵素の例には、ウレアーゼ、アルカリホスファタ
ーゼ、（西洋ワサビ）ハイドロジェンペルオキシダーゼ、又はグルコースオキシダーゼが
含まれる。好ましい二次結合性リガンドがビオチン化合物及び／又はアビジン化合物及び
ストレプトアビジン化合物である。このような標識の使用は当業者には広く知られており
、例えば、米国特許第３，８１７，８３７号、同第３，８５０，７５２号、同第３，９３
９，３５０号、同第３，９９６，３４５号、同第４，２７７，４３７号、同第４，２７５
，１４９号及び同第４，３６６，２４１号に記載される（それぞれが参考として本明細書
に組み入れられている）。
【０１０４】
　抗体をその検出可能な標識に結合又はコンジュゲートする方法は、数多くが当該技術分
野で既知である。結合方法には、例えば、抗体に結合させた有機キレート化剤（例えば、
ジエチレントリアミン五酢酸無水物（ＤＴＰＡ）、エチレントリアミン四酢酸、Ｎ－クロ
ロ－ｐ－トルエンスルホンアミド、及び／又はテトラクロロ－３α－６α－ジフェニルグ
リコウリル－３）を使用する金属キレート錯体の使用が含まれる場合がある（それぞれ参
考として本明細書に組み入れられている、米国特許第４，４７２，５０９号及び同第４，
９３８，９４８号）。モノクローナル抗体は又、カップリング剤（例えば、グルタルアル
デヒド又は過ヨウ素酸塩）の存在下で酵素と反応させる場合もある。抗体は、これらのカ
プリング剤の存在下で、又はイソチオシナート化合物との反応によって、フルオレセイン
マーカーにより標識される場合がある。他の実施形態において、抗体は、誘導体化によっ
て、例えば、抗体認識部位を変化させない反応条件を使用してスルフヒドリル基を抗体の
Ｆｃ領域に選択的に導入することによって、標識される場合がある。
【０１０５】
　本発明のアッセイにおける検出可能な標識の検出は又、本明細書において「シグナル」
検出とも呼ばれる。イムノアッセイでシグナルを検出する種々の方法が、当該技術分野で
周知である。本発明の幾つかの重要な実施形態において、アッセイシグナルは、シグナル
の量及び／又は存在場所を評価するためにマルチウェルプレートリーダー（例えば、マイ
クロプレートリーダー）と共に使用して検出してもよい。シグナル検出は、本発明で利用
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される検出可能な標識を検出するのに好適な光学的検出又はその他の検出手段であっても
よい。標識を検出する更なる方法が当該技術分野分野で公知であり、本発明の方法で使用
されてもよい。本発明の方法では、ＶＬＡ－４結合抗体に特異的に結合する抗体を検出す
るための感度を有するＥＬＩＳＡが含まれ、この場合、感度は、少なくとも約１０００ｎ
ｇ、５００ｎｇ又は５０ｎｇである。好ましい実施形態において、ＶＬＡ－４結合抗体に
特異的に結合する抗体を検出するためのＥＬＩＳＡ感度は少なくとも５００ｎｇである。
【０１０６】
　一般的に、免疫複合体形成の検出は、数多くの手法の適用によって達成される場合があ
る。これらの方法は一般的に、標識又はマーカー（例えば、このような放射性タグ、蛍光
性タグ、生物学的タグ及び酵素的タグの何れか）の検出に基づいている。このような標識
の使用に関する米国特許には、米国特許第３，８１７，８３７号、同第３，８５０，７５
２号、同第３，９３９，３５０号、同第３，９９６，３４５号、同第４，２７７，４３７
号、同第４，２７５，１４９号及び同第４，３６６，２４１号が含まれる（それぞれが参
考として本明細書に組み入れられている）。当然のことではあるが、当該技術分野で既知
の通り、二次結合性リガンド（例えば、第２抗体及び／又はビオチン／アビジンリガンド
結合配置）を使用することで、更なる利点が見出される場合がある。
【０１０７】
　ＶＬＡ－４結合抗体（例えば、ナタリズマブ）を得る及び産生する本明細書に記載の技
法は又、ＶＬＡ－４結合抗体に高親和的に結合する基準抗体（例えば、高親和性ナタリズ
マブ結合抗体（例えば、１２Ｃ４））を得る及び産生するために使用される場合があるこ
とが理解されるはずである。
【０１０８】
　キット
　本発明は又、試料におけるＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応の存在をアッセイする
ためにキットにも一部関する。このようなキットの例には、上記抗体（ナタリズマブ又は
他のＶＬＡ－４結合抗体（これらに限定されない）を含む）又はそのフラグメントが含ま
れる場合がある。キットは、検出可能に標識された抗体及び／又は非標識抗体を含む場合
があり、又、抗体を検出可能に標識するための溶液及び化合物を含む場合がある。本発明
のキットは又、以下の構成要素の１つ以上を含む場合がある：プレート、ピペット、バイ
アル、検出可能な標識、溶液（例えば、ブロッキング緩衝液、洗浄緩衝液、結合用溶液、
希釈液等）、陽性及び／又は陰性対照試料及び溶液。本発明のキットは又、生物学的試料
におけるＶＬＡ－４結合抗体に対する免疫反応を特定するために本キットを使用するため
の文書による説明書を含む場合がある。本発明のキットは又、陽性及び／又は陰性ＥＬＩ
ＳＡ対照アッセイを行うことにおいて有用な更なる構成要素を含む場合もある。本発明の
キットは又、本発明の方法で使用される装置（例えば、プレートリーダー）及び／又はロ
ボット計装化を含む場合もある。
【実施例】
【０１０９】
　実施例１　ナタリズマブの免疫原性アッセイ
　アッセイの形式及び設計は架橋酵素結合免疫吸着アッセイ（ＥＬＩＳＡ）に基づいてい
た。架橋アッセイのために好適な標準的な試薬及び工程を使用した。簡単に記載すると、
標準的な工程を使用して、ナタリズマブをマイクロタイタープレートの表面に吸着させ、
その後、血清抗体の非特異的な結合を最小限に抑えるための遮断工程を行った。対照及び
試料を希釈し、ウェルに加えた。標準的な工程を使用して、結合した抗ナタリズマブ抗体
の検出を、プレートをビオチン－ナタリズマブとインキュベートし、続いて、ストレプト
アビジン－アルカリホスファターゼ（ＳＡ－ＡＰ）とインキュベートすることによって達
成した。発色は、結合した抗ナタリズマブ抗体の量に比例していた。
【０１１０】
　ナタリズマブをプレート被覆緩衝液において特定の濃度に希釈し、９６ウェルマイクロ
タイターＥＬＩＳＡプレートにおいて周囲温度で一晩インキュベートした。推奨される体
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積は１００μｌ／ウェルであった。プレートを洗浄緩衝液により洗浄し、その後、ブロッ
キング緩衝液と周囲温度で１時間以上インキュベートした。ブロッキング緩衝液の体積は
２００μｌ／ウェルであった。プレートを洗浄緩衝液により洗浄し、その後、添加された
ナタリズマブ（１００μｇ／ｍｌの最終濃度）を有するアッセイ希釈液又は有さないアッ
セイ希釈液において１：１０で希釈された品質管理及び被験体（患者）試料と周囲温度で
２時間±１５分にわたってインキュベートした。添加されたナタリズマブを含有するアッ
セイ希釈液は確認工程を表した。アッセイ希釈液についての体積は１００μｌ／ウェルで
あった。その後、プレートを洗浄緩衝液で洗浄し、次いで、ＳＡ－ＡＰと周囲温度で３０
分間～３５分間インキュベートした。ＳＡ－ＡＰとのインキュベーションのための体積は
１００μｌ／ウェルであった。その後、プレートを洗浄緩衝液で洗浄し、次いで、ＡＰ基
質のｐ－ニトロフェニルホスファート（ＰＮＰＰ）と周囲温度で４５分間～５０分間イン
キュベートした。ＡＰ基質でのインキュベーションのための体積は１００μｌ／ウェルで
あった。その後、停止溶液（例えば、Ｈ２ＳＯ４等）を基質反応混合物に直接加え、光学
濃度（ＯＣ）を４０５ｎｍで読み取った。
【０１１１】
　アッセイ許容性については、陽性対照及び陰性対照は結果を所定の値及び精度の範囲内
でもたらさなければならなかった。被験体（患者）試料の結果の評価のために、試料は、
そのＯＤ値が規定の陰性カットオフ品質管理試料よりも低くなれば、陰性と判断された。
試料は又、そのＯＤ値が規定の陰性カットオフ品質管理試料を超え、確認工程でナタリズ
マブを添加することによる被験体（患者）試料のシグナルの阻害が所定の割合よりも小さ
かった場合に、陰性と判断された。試料は、そのＯＤ値が規定の陰性カットオフ品質管理
試料を超え、確認工程でナタリズマブを添加することによる被験体（患者）試料のシグナ
ルの阻害が所定の割合よりも大きかった又は等しかった場合に、陽性と判断された。
【０１１２】
　実施例２　ＶＬＡ－４抗体に対する免疫反応についてのスクリーニングアッセイ
　（上述の）スクリーニングアッセイを、ナタリズマブが投与されている被験体から得る
試料で行った。ＶＬＡ－４抗体に対する免疫反応の存在を、ナタリズマブの投与を受けて
いる患者で調べた。
【０１１３】
　ナタリズマブが投与されている被験体から得る生物学的試料を、実施例１に記載される
方法を使用して、ナタリズマブと特異的に結合する可溶性抗体の存在について試験した。
【０１１４】
　試験では、陽性対照としての高親和性ｍＡｂの使用が含まれた。この高親和性ｍＡｂは
、被験体から得る生物学的試料に存在する結合抗体（例えば、ナタリズマブと結合した抗
体）を検出した。陰性カットオフレベルが、許容される正確性／精度（２５％／２５％）
をもたらした最も低い濃度（１０％血清での５０ｎｇ／ｍＬ）に決定された。このｍＡｂ
の感度は正味（非希釈）血清において５００ｎｇ／ｍＬであった。感度については、この
ｍＡｂが、様々な抗ナタリズマブＡｂを検出するが、関連性のないヒトモノクローナル抗
体に対する感度がないことが明らかにされた。試料の他の分子又は成分によるｍＡｂへの
妨害は、１：２を超えるｍＡｂ：薬物比での遊離薬物による妨害が含まれることが明らか
にされた。図１は、抗ナタリズマブ抗体のイムノアッセイに対する遊離ナタリズマブによ
る妨害の影響を例示する。リウマチ因子も又、アッセイを妨害することが見出された。
【０１１５】
　実施例１及び実施例２に記載されるスクリーニングアッセイに加えて、このようなスク
リーニングアッセイにおける結合を評価するための特徴付けアッセイも又行った。ナタリ
ズマブが投与されている被験体から得る生物学的試料を、フローサイトメトリー遮断アッ
セイを使用して、ナタリズマブと特異的に結合する可溶性抗体の存在について試験した。
高親和性ｍＡｂを陽性対照として使用した。本アッセイでは、阻止抗体が検出された。使
用されたｍＡｂについての陰性カットオフレベルは、非服用患者から得る血清における測
定レベルの平均値を３倍～４倍上回る標準偏差のレベルで決定された。５％の偽陽性率が
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存在し、本アッセイの感度は１ｍｌの正味血清当たり５００ｎｇであった。ｍＡｂの特異
性を試験し、このｍＡｂは、抗ナタリズマブ抗体を検出することが明らかにされ、しかし
、関連性のないヒトモノクローナル抗体に対する感度がないことが見出された。アッセイ
に対する遊離薬物の妨害も又調べた。本アッセイでは、遊離薬物による妨害の存在が示さ
れた。図２には、遊離薬物による遮断アッセイ妨害の評価の結果が示されている。
【０１１６】
　ナタリズマブの遮断アッセイ
　結果
　スクリーニングアッセイ及び遮断アッセイの陽性結果を比較した。２１７個の遮断アッ
セイ陽性及び２２２個のスクリーニングアッセイ陽性が存在した。従って、５％の差が存
在し、９８％の一致率であった。従って、スクリーニングアッセイにより、ＶＬＡ－４結
合治療抗体に対する被験体の免疫反応の正確な測定がもたらされる。
【０１１７】
　実施例３
　（実施例１及び実施例２に記載の）スクリーニングアッセイを、ナタリズマブが投与さ
れている６２５名の被験体から得る試料で行った。ＶＬＡ－４抗体に対する免疫反応の存
在を、ナタリズマブの投与を受けている患者で調べた。調査した患者におけるナタリズマ
ブに対する抗体の発生率は、任意の時点で、９１％（５６９例）が抗体陰性であり、９％
（５６例）が「結合抗体」陽性であり、この場合、３％（１９例）が「一時的に」陽性で
あり、６％（３７例）が「永続的に」陽性であった。一時的な陽性患者は、（０．５μｇ
／ｍｌを超える濃度の）検出可能な抗体を１回の時点で有したが、全ての他の時点では抗
体について陰性であった。永続的な陽性患者は、検出可能な抗体を、少なくとも４２日の
間隔が空いた２つ以上の時点に、又は追跡調査試料が試験されていない単一の時点で有し
た。
【０１１８】
　図３は、何らかの抗体を発達させた患者における最初の陽性結果の時間を示す。６％の
患者がナタリズマブに対する「永続的な」抗体を発達させた。９０％を超える永続的な陽
性患者は最初、検出可能な抗体を第１２週で有した。どの被験体も、第３６週の後では、
永続的な抗体について陽性とならなかった。一時的陽性患者は検出可能な抗体を第１２週
で有したが、その後は抗体陰性であった。
【０１１９】
　結果は、処置患者の最初の障害の再発率における抗体の効果の存在を明らかにするため
に分析した。図４は、再発率に対する抗体の全体的な影響を例示する。再発率は又、ナタ
リズマブの投与から経過した時間に関して被験体について評価された。図５Ａ～図５Ｄは
、０ヶ月～３ヶ月、３ヶ月～６ヶ月、６ヶ月～９ヶ月、及び９ヶ月～１２ヶ月での再発率
をそれぞれ示す。
【０１２０】
　結果
　結果は、抗体の明らかな影響が最初の３ヶ月の処置の期間中にはないことを示した。３
ヶ月～６ヶ月まで、「一時的な」抗体陽性患者はナタリズマブ処置の効果における減少を
示した。「永続的な」抗体陽性患者はナタリズマブ処置の効果の喪失を示した。６ヶ月～
１２ヶ月まで、完全な効果が「一時的な」抗体陽性患者において回復したが、「永続的な
」抗体陽性患者では回復しなかった。従って、一時的な抗体陽性患者を、継続したＶＬＡ
－４結合抗体治療のための標的集団として特定することは重要である。
【０１２１】
　等価物
　当業者は、ごく日常的な実験を使用して、本明細書に記載の本発明の具体的な実施形態
の多くの等価物を認識するか、又は確認できるであろう。このような等価物は、以下の特
許請求の範囲に包含されるものとして意図される。
【０１２２】



(39) JP 2008-537595 A 2008.9.18

10

20

30

　本明細書で開示される全ての参考文献は、特許文書を含め、それらの全体が参考として
組み入れられている。矛盾する場合には、本明細書の何れの定義も含め、本出願が優先さ
れる。
【０１２３】
　以上で使用された用語及び表現は、限定する用語ではなく、説明する用語として使用さ
れ、このような用語及び表現の使用においては、示した及び説明した特徴又はそれらの一
部の何れかの等価物を除外するものとして意図されず、従って、様々な改変が本発明の適
用範囲内で可能であることが認識される。
【図面の簡単な説明】
【０１２４】
【図１】図１は、イムノアッセイにおける遊離ナタリズマブの妨害を図示する。
【図２】図２は、遮断アッセイにおける遊離ナタリズマブの妨害を図示する。
【図３】図３は、ナタリズマブの最初の投与後における時間を関数とした、臨床的に有意
な免疫反応の確率を示す。
【図４】図４は、再発率に対する陽性免疫反応の全体的な影響を図示する。Ｐ＝プラセボ
、ｎ＝３１５。ＡＮ＝抗体陰性、ｎ＝５６９。ＴＰ＝一時的陽性、ｎ＝１９。ＰＰ＝持続
的陽性、ｎ＝３７。
【図５Ａ】図５は、ナタリズマブの最初の投与後における特定の時間間隔にわたる、再発
率に対する陽性免疫反応の影響を図示する（Ａ：０～３ヶ月、Ｂ：３～６ヶ月、Ｃ：６～
９ヶ月、及びＤ：９～１２ヶ月）。Ｐ＝プラセボ、ｎ＝３１５。ＡＮ＝抗体陰性、ｎ＝５
６９。ＴＰ＝一時的陽性、ｎ＝１９。ＰＰ＝持続的陽性、ｎ＝３７。
【図５Ｂ】図５は、ナタリズマブの最初の投与後における特定の時間間隔にわたる、再発
率に対する陽性免疫反応の影響を図示する（Ａ：０～３ヶ月、Ｂ：３～６ヶ月、Ｃ：６～
９ヶ月、及びＤ：９～１２ヶ月）。Ｐ＝プラセボ、ｎ＝３１５。ＡＮ＝抗体陰性、ｎ＝５
６９。ＴＰ＝一時的陽性、ｎ＝１９。ＰＰ＝持続的陽性、ｎ＝３７。
【図５Ｃ】図５は、ナタリズマブの最初の投与後における特定の時間間隔にわたる、再発
率に対する陽性免疫反応の影響を図示する（Ａ：０～３ヶ月、Ｂ：３～６ヶ月、Ｃ：６～
９ヶ月、及びＤ：９～１２ヶ月）。Ｐ＝プラセボ、ｎ＝３１５。ＡＮ＝抗体陰性、ｎ＝５
６９。ＴＰ＝一時的陽性、ｎ＝１９。ＰＰ＝持続的陽性、ｎ＝３７。
【図５Ｄ】図５は、ナタリズマブの最初の投与後における特定の時間間隔にわたる、再発
率に対する陽性免疫反応の影響を図示する（Ａ：０～３ヶ月、Ｂ：３～６ヶ月、Ｃ：６～
９ヶ月、及びＤ：９～１２ヶ月）。Ｐ＝プラセボ、ｎ＝３１５。ＡＮ＝抗体陰性、ｎ＝５
６９。ＴＰ＝一時的陽性、ｎ＝１９。ＰＰ＝持続的陽性、ｎ＝３７。
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【国際調査報告】
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