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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　関節リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下および非存在下でそ
れぞれ全血培養した培養液におけるインドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ活性を指
標にして炎症性刺激物質に対する反応性を評価すること、
　関節リウマチ患者から単離された末梢血を生物学的製剤の存在下および非存在下でそれ
ぞれ全血培養した培養液におけるインドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ活性を指標
にして生物学的製剤に対する反応性を評価すること、
　関節リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下であって、生物学的
製剤の存在下および非存在下でそれぞれ全血培養した培養液におけるインドールアミン２
，３－ジオキシゲナーゼ活性を指標にして生物学的製剤による炎症抑制性を評価すること
、および
　炎症性刺激物質に対する反応性、生物学的製剤に対する反応性および生物学的製剤によ
る炎症抑制性の総合評価に基づいて関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性の予
測を行うこと、
を含む、関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測する方法。
【請求項２】
　前記関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性の予測が、炎症性刺激物質に対す
る反応性、生物学的製剤に対する反応性、および生物学的製剤による炎症抑制性のそれぞ
れについて、応答感度が高いほど高スコアとなるようにスコア化し、それらの合計スコア
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が高いほど生物学的製剤が有効であると予測することによって行われる、請求項１に記載
の方法。
【請求項３】
　前記炎症性刺激物質が、リポ多糖である、請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　前記インドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ活性が、培養液中のＬ－キヌレニン濃
度に基づいて決定される、請求項１から３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　関節リウマチ患者から単離された末梢血由来の血球におけるインドールアミン２，３－
ジオキシゲナーゼおよびサイトカインの発現量を測定すること、および
　インドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼおよびサイトカインの発現量比に基づいて
関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測すること、
　をさらに含む、請求項１から４のいずれかに記載の方法。
【請求項６】
　前記サイトカインが、ＩＬ－１７である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　炎症性刺激物質の非存在下で全血培養した培養液におけるＬ－キヌレニン濃度に対する
炎症性刺激物質の存在下で全血培養した培養液におけるＬ－キヌレニン濃度の比率が５０
０％未満である関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測する、請求項１か
ら６のいずれかに記載の方法。
【請求項８】
　前記生物学的製剤が、ＴＮＦ阻害剤、ＩＬ－６阻害剤またはＴ細胞阻害剤である、請求
項１から７のいずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記スコア化が、以下の表１～表３に基づいて行われ、その合計スコアが６以上の場合
に生物学的製剤が有効であると予測する、請求項２から８のいずれかに記載の方法。
【表１】

【表２】
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【表３】

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　関節リウマチ（ＲＡ）は関節滑膜を炎症の主座とする慢性の炎症性疾患であり、関節炎
が進行すると、関節機能の低下、日常生活動作（ＡＤＬ）の障害、クオリティ・オブ・ラ
イフ（ＱＯＬ）の低下が起こる。関節リウマチの治療は、メトトレキサートをはじめとす
る抗リウマチ薬に加え、２００３年以降から承認され始めた、様々な種類の生物学的製剤
の導入により、早期からの寛解導入、関節破壊の進行阻止が可能になってきた。しかしな
がら、生物学的製剤は、免疫抗体等を製剤化した薬であるために薬価が非常に高い一方で
、投与された患者の１～３割で薬効が見られないという問題がある。また、副作用として
、感染症、結核、発癌リスクの上昇等が報告されている。さらに、関節破壊が進行した時
点で生物学的製剤を投与しても、不可逆的な関節破壊によるＡＤＬ低下は改善されない。
以上のように、ＱＯＬの維持と医療費の問題の面から、早期に適切な生物学的製剤を選択
し、投与することが重要であるため、生物学的製剤選択においては個別化治療が強く求め
られている。
【０００３】
　これに対し、関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測するための種々の
方法が提案されている（例えば、特許文献１、２）。しかしながら、簡便に生物学的製剤
の有効性を予測し得る方法のさらなる開発が求められている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
【特許文献１】特開２０１０－１７２３０７号公報
【特許文献２】特開２０１３－２１９３２号公報
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００５】
　本発明は上記従来の課題を解決するためになされたものであり、その目的とするところ
は、簡便に生物学的製剤の有効性を予測し得る方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明によれば、関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測する方法が提
供される。該方法は、関節リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下
および非存在下でそれぞれ全血培養した培養液におけるインドールアミン２，３－ジオキ
シゲナーゼ活性を指標にして炎症性刺激物質に対する反応性を評価すること、関節リウマ
チ患者から単離された末梢血を生物学的製剤の存在下および非存在下でそれぞれ全血培養
した培養液におけるインドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ活性を指標にして生物学
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的製剤に対する反応性を評価すること、関節リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性
刺激物質の存在下であって、生物学的製剤の存在下および非存在下でそれぞれ全血培養し
た培養液におけるインドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ活性を指標にして生物学的
製剤による炎症抑制性を評価すること、および炎症性刺激物質に対する反応性、生物学的
製剤に対する反応性および生物学的製剤による炎症抑制性の総合評価に基づいて関節リウ
マチ患者における生物学的製剤の有効性の予測を行うこと、を含む。
　好ましい実施形態においては、上記関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性の
予測が、炎症性刺激物質に対する反応性、生物学的製剤に対する反応性、および生物学的
製剤による炎症抑制性のそれぞれについて、応答感度が高いほど高スコアとなるようにス
コア化し、それらの合計スコアが高いほど生物学的製剤が有効であると予測することによ
って行われる。
　好ましい実施形態においては、上記炎症性刺激物質が、リポ多糖である。
　好ましい実施形態においては、上記インドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ活性が
、培養液中のＬ－キヌレニン濃度に基づいて決定される。
　好ましい実施形態においては、本発明の方法は、関節リウマチ患者から単離された末梢
血由来の血球におけるインドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼおよびサイトカインの
発現量を測定すること、およびインドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼおよびサイト
カインの発現量比に基づいて関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測する
こと、をさらに含む。
　好ましい実施形態においては、上記サイトカインが、ＩＬ－１７である。
　好ましい実施形態においては、炎症性刺激物質の非存在下で全血培養した培養液におけ
るＬ－キヌレニン濃度に対する炎症性刺激物質の存在下で全血培養した培養液におけるＬ
－キヌレニン濃度の比率が５００％未満である関節リウマチ患者における生物学的製剤の
有効性を予測する。
　好ましい実施形態においては、上記生物学的製剤が、ＴＮＦ阻害剤、ＩＬ－６阻害剤ま
たはＴ細胞阻害剤である。
　好ましい実施形態においては、上記スコア化が、後述する表１～表３に基づいて行われ
、その合計スコアが６以上の場合に生物学的製剤が有効であると予測する。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明によれば、全血培養という簡便な手段を用いて生物学的製剤の有効性を投与前に
予測することができる。
【図面の簡単な説明】
【０００８】
【図１】炎症性刺激物質に対する反応性の評価を説明する概略図である。
【図２】生物学的製剤に対する反応性の評価を説明する概略図である。
【図３】生物学的製剤による炎症抑制性の評価を説明する概略図である。
【図４】実施例１におけるＬＰＳ刺激に対する反応性の結果を示すグラフである。
【図５】実施例１における生物学的製剤に対する反応性の結果を示すグラフである。
【図６】実施例１における生物学的製剤によるＬＰＳ刺激の抑制性の結果を示すグラフで
ある。
【図７】（ａ）は実施例１における総合評価とＣＤＡＩとの関連性を示すグラフであり、
（ｂ）は実施例１における総合評価とＳＤＡＩとの関連性を示すグラフである。
【図８】（ａ）は未処置の血球におけるＩＤＯ１のｍＲＮＡの発現量と生物学的製剤の有
効性との関連を示すグラフであり、（ｂ）は未処置の血球におけるＩＬ－１７ＡのｍＲＮ
Ａの発現量と生物学的製剤の有効性との関連を示すグラフであり、（ｃ）は未処置の血球
におけるＩＤＯ１およびＩＬ－１７ＡのｍＲＮＡ発現量比と生物学的製剤の有効性との関
連性を示すグラフである。
【図９】（ａ）は健常者群および関節リウマチ患者群における血中Ｌ－ＫＹＮ濃度を示す
グラフであり、（ｂ）は血中Ｌ－ＴＲＰ濃度を示すグラフである。
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【図１０】生物学的製剤の存在下でのＬ－ＫＹＮ濃度の増大率とＩＤＯ１のｍＲＮＡ発現
量との関連性を示すグラフである。
【図１１】実施例１の炎症性刺激物質に対する反応性の評価におけるＬ－ＫＹＮ濃度の増
加率と、ＤＡＳ２８－ＥＳＲでの分類による疾患活動性との関連性を示すグラフである。
【発明を実施するための形態】
【０００９】
　本発明の関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性を予測する方法は、関節リウ
マチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下および非存在下でそれぞれ全血
培養した培養液におけるインドールアミン２，３－ジオキシゲナーゼ（ＩＤＯ１）活性を
指標にして炎症性刺激物質に対する反応性を評価すること［工程Ａ］；関節リウマチ患者
から単離された末梢血を生物学的製剤の存在下および非存在下でそれぞれ全血培養した培
養液におけるＩＤＯ１活性を指標にして生物学的製剤に対する反応性を評価すること［工
程Ｂ］；関節リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下であって、生
物学的製剤の存在下および非存在下でそれぞれ全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性
を指標にして生物学的製剤による炎症抑制性を評価すること［工程Ｃ］；および炎症性刺
激物質に対する反応性、生物学的製剤に対する反応性および生物学的製剤による炎症抑制
性の総合評価に基づいて関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性の予測を行うこ
と［工程Ｄ］を含む。本発明の方法によれば、全血培養という簡便な操作によって生物学
的製剤の有効性を予測することができる。また、Ｌ－トリプトファン（Ｌ－ＴＲＰ）代謝
の第一段階を触媒する律速酵素であり、Ｌ－ＴＲＰをＬ－キヌレニン（Ｌ－ＫＹＮ）へと
代謝させるＩＤＯ１は、インターロイキン６（ＩＬ－６）、腫瘍壊死因子α（ＴＮＦ－α
）等の種々のサイトカイン類によって活性化され、それらの発現動向を反映し得るので、
ＩＤＯ１活性を指標とすることにより、ＴＮＦ阻害剤だけでなく、ＩＬ－６阻害剤、Ｔ細
胞阻害剤等の種々の生物学的製剤についても薬効を予測することが可能である。
【００１０】
　好ましい実施形態においては、本発明の予測方法は、さらに、関節リウマチ患者から単
離された末梢血由来の血球におけるＩＤＯ１およびサイトカインの発現量を測定すること
［工程Ｅ］；およびＩＤＯ１およびサイトカインの発現量比に基づいて関節リウマチ患者
における生物学的製剤の有効性を予測すること［工程Ｆ］を含む。以下、各工程について
詳細に説明する。
【００１１】
［工程Ａ］
　工程Ａにおいては、関節リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下
および非存在下でそれぞれ全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性を指標にして炎症性
刺激物質に対する反応性を評価する。具体的には、関節リウマチ患者から単離された末梢
血を炎症性刺激物質の非存在下で全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性に対する炎症
性刺激物質の存在下で全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性の比率に基づいて炎症性
刺激物質に対する反応性を評価する。
【００１２】
　ＩＤＯ１活性は、培養細胞中の酵素活性の測定によって決定することができるが、操作
の簡便性の観点から、培養液中のＬ－ＴＲＰ濃度および／またはＬ－ＫＹＮ濃度に基づい
てＩＤＯ１活性を決定してもよい。好ましくはＬ－ＫＹＮ濃度に基づいてＩＤＯ１活性が
決定される。ＩＤＯ１活性の変動を好適に反映し得るからである。具体的には、培養中に
おけるＬ－ＴＲＰの消費量が少なければＩＤＯ１活性が低いと判断でき、また、Ｌ－ＫＹ
Ｎの産生量が多ければＩＤＯ１活性が高いと判断できる。したがって、炎症性刺激物質の
非存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度に対して炎症性刺激物質の存在下
で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度が高い場合、炎症性刺激物質に反応してＩ
ＤＯ１活性が増大したことがわかり、その際のＬ－ＫＹＮ濃度の増大率が大きいほど炎症
性刺激物質に対する反応性が高い（すなわち、応答感度が高い）と評価される（図１（ａ
））。同様に、炎症性刺激物質の非存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＴＲＰ濃度
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に対して炎症性刺激物質の存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＴＲＰ濃度が低い場
合、炎症性刺激物質に反応してＩＤＯ１活性が増大したことがわかり、その際のＬ－ＴＲ
Ｐ濃度の減少率が大きいほど炎症性刺激物質に対する反応性が高いと評価される（図１（
ｂ））。なお、Ｌ－ＴＲＰ濃度およびＬ－ＫＹＮ濃度は、例えば高速液体クロマトグラフ
ィーを用いて測定することができる。
【００１３】
　上記末梢血の全血培養は、末梢血を任意の適切な培地と混合して培養することによって
行われる。培養条件は、当業者によって適切に設定され得る。培養条件は、例えば３７℃
、５％ＣＯ２環境下とされ、２４時間～４８時間培養された培養液におけるＩＤＯ１活性
を指標とすることができる。
【００１４】
　炎症性刺激物質の存在下で全血培養を行う場合、炎症性刺激物質は培養開始当初から添
加されてもよく、培養開始から数時間後、例えば２～５時間後に添加されてもよい。炎症
性刺激物質を添加後、２４時間～４８時間培養した培養液におけるＩＤＯ１活性を指標と
することが好ましい。炎症性刺激物質に対する反応性をより正確に評価できるからである
。
【００１５】
　炎症性刺激物質としては、ＩＤＯ１を活性化し得る任意の適切な物質が用いられ得る。
例えば、リポ多糖（ＬＰＳ）、ＩＬ－６、ＴＮＦ－α、Ｔｏｌｌ様受容体（ＴＬＲ）等が
挙げられる。なかでも、ＬＰＳが好ましく用いられ得る。ＬＰＳとしては、ヒト等の哺乳
動物の細胞に作用してＩＤＯ１を活性化できるものであればよく、由来する細菌の種類に
制限はない。
【００１６】
　培養液における炎症性刺激物質の濃度（終濃度）は、種類等に応じて適切に設定され得
る。例えば、ＬＰＳの培養液における濃度（終濃度）は、好ましくは０．５ｎｇ／ｍｌ～
２００ｎｇ／ｍｌ、より好ましくは１ｎｇ／ｍｌ～５０ｎｇ／ｍｌである。
【００１７】
［工程Ｂ］
　工程Ｂにおいては、関節リウマチ患者から単離された末梢血を生物学的製剤の存在下お
よび非存在下でそれぞれ全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性を指標にして生物学的
製剤に対する反応性を評価する。具体的には、関節リウマチ患者から単離された末梢血を
生物学的製剤の非存在下で全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性に対する生物学的製
剤の存在下で全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性の比率に基づいて生物学的製剤に
対する反応性を評価する。
【００１８】
　ＩＤＯ１活性は、工程Ａと同様に決定され得る。したがって、生物学的製剤の非存在下
で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度に対する生物学的製剤の存在下で全血培養
した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度として求められるＬ－ＫＹＮ濃度の増大率が小さいほ
ど生物学的製剤に対する反応性が高い（すなわち、応答感度が高い）と評価される（図２
（ａ））。同様に、生物学的製剤の非存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＴＲＰ濃
度に対する生物学的製剤の存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＴＲＰ濃度として求
められるＬ－ＴＲＰ濃度の減少率が小さいほど生物学的製剤に対する反応性が高いと評価
される（図２（ｂ））。
【００１９】
　工程Ｂにおける末梢血の全血培養は、工程Ａと同様に行うことができる。
【００２０】
　生物学的製剤の存在下で全血培養を行う場合、生物学的製剤は培養開始当初から添加さ
れてもよく、培養開始から数時間後、例えば２～５時間後に添加されてもよい。好ましく
は生物学的製剤を添加後、２４時間～４８時間培養した培養液におけるＩＤＯ１活性を指
標とする。生物学的製剤に対する反応性をより正確に評価できるからである。
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【００２１】
　生物学的製剤としては、特定のサイトカインを対象とするものに限定されず、例えば、
ゴリムマブ、アダリムマブ、インフリキシマブ等のＴＮＦ阻害剤、トシリズマブ等のＩＬ
－６阻害剤、アバタセプト等のＴ細胞阻害剤が用いられ得る。
【００２２】
　培養液における生物学的製剤の濃度（終濃度）は、好ましくは１μｇ／ｍｌ～１００μ
ｇ／ｍｌ、より好ましくは５μｇ／ｍｌ～５０μｇ／ｍｌである。
【００２３】
［工程Ｃ］
　工程Ｃにおいては、関節リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下
であって、生物学的製剤の存在下および非存在下でそれぞれ全血培養した培養液における
ＩＤＯ１活性を指標にして生物学的製剤による炎症抑制性を評価する。具体的には、関節
リウマチ患者から単離された末梢血を炎症性刺激物質の存在下であって生物学的製剤の非
存在下で全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性に対する炎症性刺激物質および生物学
的製剤の存在下で全血培養した培養液におけるＩＤＯ１活性の比率に基づいて生物学的製
剤による炎症抑制性を評価する。
【００２４】
　ＩＤＯ１活性は、工程Ａと同様に決定され得る。したがって、炎症性刺激物質の存在下
であって生物学的製剤の非存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度に対する
炎症性刺激物質および生物学的製剤の存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃
度として求められるＬ－ＫＹＮ濃度の増大率が小さいほど炎症抑制性が高い（すなわち、
応答感度が高い）と評価される（図３（ａ））。同様に、炎症性刺激物質の存在下であっ
て生物学的製剤の非存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＴＲＰ濃度に対する炎症性
刺激物質および生物学的製剤の存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＴＲＰ濃度とし
て求められるＬ－ＴＲＰ濃度の減少率が小さいほど炎症抑制性が高いと評価される（図３
（ｂ））。
【００２５】
　工程Ｃにおける末梢血の全血培養は、炎症性刺激物質の存在下で行われる。培養条件は
工程Ａと同様であり、炎症性刺激物質は培養開始当初から添加されてもよく、培養開始か
ら数時間後、例えば２～５時間後に添加されてもよい。炎症性刺激物質の種類および濃度
としては、工程Ａに関して記載したとおりである。
【００２６】
　炎症性刺激物質および生物学的製剤の存在下で全血培養を行う場合、生物学的製剤は炎
症性刺激物質の添加と同時に添加されてもよいが、好ましくは炎症性刺激物質の添加から
数時間後、例えば２～５時間後に添加される。また、生物学的製剤を添加後、２０時間～
４８時間培養した培養液におけるＩＤＯ１活性を指標とすることが好ましい。生物学的製
剤による炎症抑制性をより正確に評価できるからである。生物学的製剤の種類および濃度
としては、工程Ｂに関して記載したとおりである。
【００２７】
［工程Ｄ］
　工程Ｄにおいては、工程Ａで評価した炎症性刺激物質に対する反応性、工程Ｂで評価し
た生物学的製剤に対する反応性および工程Ｃで評価した生物学的製剤による炎症抑制性の
総合評価に基づいて関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性の予測を行う。
【００２８】
　１つの実施形態においては、これらの反応性および炎症抑制性が高いほど末梢血の単離
源である関節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性が高いと予測することができる
。具体的には、炎症性刺激物質に対する反応性、生物学的製剤に対する反応性、および生
物学的製剤による炎症抑制性の各々に関して、その応答感度が高いほど高スコアとなるよ
うにスコア化し、それらの合計スコアが高いほど生物学的製剤が有効であると予測するこ
とができる。スコア化の１つの方法としては、最高スコアを付与する応答感度の基準値と
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最低スコアを付与する応答感度の基準値（例えば、以下の表１～表３の基準値）とを決定
し、必要に応じて、それらの間を分割して、各応答感度レベルに連続的にスコアを付与す
る方法が挙げられる。このような方法で各評価に関して４区分以上にスコア化した場合（
すなわち、最高スコアと最低スコアとの間を２以上に分割してスコア化した場合）、合計
スコア（その最大値は１２以上となる）が該最大値の４０％以上、好ましくは５０％以上
であれば生物学的製剤が有効であると予測することができる。当該方法による炎症性刺激
物質に対する反応性、生物学的製剤に対する反応性、および生物学的製剤による炎症抑制
性のスコア化の一例をそれぞれ、表１、表２および表３に示す。表１、表２および表３に
おいてはそれぞれ、Ｌ－ＫＹＮ増大率が３００％以上９００％未満の範囲、９０％以上１
０５％未満の範囲および７０％以上１００％未満の範囲を３つに均等分割し、その上下の
範囲を加えて５区分のスコア化を行っている。表１～３に例示するスコア化の場合、合計
スコアが、例えば６以上（すなわち、合計スコアの最大値（１５）の４０％以上）、好ま
しくは７以上、より好ましくは８以上であれば、生物学的製剤が有効であると予測するこ
とができる。
【００２９】
【表１】

【００３０】
【表２】

【００３１】
【表３】

【００３２】
　なお、表１～表３に示すスコア化は一例であり、炎症性刺激物質に対する反応性、生物
学的製剤に対する反応性、および生物学的製剤による炎症抑制性のそれぞれに関して、用
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いる炎症性刺激物質および／または生物学的薬剤の種類、濃度等に応じて、より多くの区
分に分けてスコア化してもよく、少ない区分に分けてスコア化してもよい。また、スコア
化における区分の数は、３つの評価の各々で同じであってもよく、異なっていてもよい。
【００３３】
　別の実施形態においては、炎症性刺激物質に対する反応性が低い一方で、生物学的製剤
に対する反応性および生物学的製剤による炎症抑制性が高ければ末梢血の単離源である関
節リウマチ患者における生物学的製剤の有効性が高いと予測することができる。具体的に
は、炎症性刺激物質に対する反応性が低い患者を選別する一方で、当該患者の生物学的製
剤に対する反応性および生物学的製剤による炎症抑制性に関して、その応答感度が高いほ
ど高スコアとなるようにスコア化し、これらの合計スコアが高いほど生物学的製剤が有効
であると予測することができる。これらのスコア化の方法としては、上述の実施形態と同
様の方法が用いられ得る。当該方法で各評価に関して４区分以上にスコア化した場合、合
計スコア（その最大値は８以上となる）が該最大値の例えば３０％以上、好ましくは４０
％以上、さらに好ましくは５０％以上であれば生物学的製剤が有効であると予測すること
ができる。
【００３４】
　上記炎症性刺激物質に対する反応性が低い関節リウマチ患者としては、炎症性刺激物質
の非存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度に対する炎症性刺激物質の存在
下で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度の増大率が例えば５００％未満、また例
えば０～３００％未満である関節リウマチ患者等が挙げられる。
【００３５】
［工程Ｅ］
　工程Ｅにおいては、関節リウマチ患者から単離された末梢血由来の血球におけるＩＤＯ
１およびサイトカインの発現量を測定する。抹消血由来の血球としては、培養を経たもの
であってもよく、経ていないものであってもよい。好ましくは、炎症性刺激物質による処
置および生物学的製剤による処置のいずれもがなされていない血球が用いられる。また、
ＩＤＯ１およびサイトカインの発現量は、該血球におけるｍＲＮＡの発現量をリアルタイ
ムＰＣＲ法等を用いて測定することによって決定できる。
【００３６】
　上記サイトカインとしては、関節リウマチに関連する炎症性サイトカインであれば限定
されず、例えば、ＩＬ－１、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－１７、ＴＮＦ－α、インターフ
ェロン等が挙げられる。なかでも、ＩＬ－１７が好ましい。ＩＤＯ１との発現量比と生物
学的製剤の有効性との関連性が高い傾向にあるためである。ＩＬ－１７の発現量は、ＩＬ
－１７Ａ、ＩＬ－１７Ｂ、ＩＬ－１７Ｃ、ＩＬ－１７Ｄ、ＩＬ－１７Ｅ、ＩＬ－１７Ｆ等
のファミリー分子のいずれか１つの発現量（例えば、ＩＬ－１７Ａの発現量）であっても
よく、任意の２つ以上の合計発現量（例えば、ＩＬ－１７ファミリー全ての合計発現量）
であってもよい。
【００３７】
［工程Ｆ］
　工程Ｆにおいては、ＩＤＯ１およびサイトカインの発現量比に基づいて関節リウマチ患
者における生物学的製剤の有効性を予測する。例えば、ＩＬ－１７の発現量に対するＩＤ
Ｏ１の発現量比（ＩＤＯ１／ＩＬ－１７）が高い場合（例えば、１．５以上、また例えば
２以上、また例えば２．５以上）、その関節リウマチ患者において生物学的製剤が有効で
あると予測することができる。このようなＩＤＯ１およびサイトカインの発現量比に基づ
いた有効性の予測と工程Ｄにおける各種反応性の総合評価に基づいた有効性の予測とを組
み合わせることにより、より確実性の高い予測が可能となる。
【００３８】
　本発明の予測方法は、好ましくは炎症性刺激物質に対する反応性が低い関節リウマチ患
者における生物学的製剤の有効性を予測するために用いられる。本発明者らの検討によれ
ば、炎症性刺激物質に対する反応性が高い患者においては生物学的製剤の有効性が高い傾
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向にある一方で、炎症性刺激物質に対する反応性が低い関節リウマチ患者においては生物
学的製剤の有効性に個人差が大きい傾向がある。よって、炎症性刺激物質に対する反応性
が低い関節リウマチ患者を対象とする場合に、本発明の効果がより好適に得られ得る。
【００３９】
　炎症性刺激物質に対する反応性が低い関節リウマチ患者としては、炎症性刺激物質の非
存在下で全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度に対する炎症性刺激物質の存在下で
全血培養した培養液におけるＬ－ＫＹＮ濃度の比率が、例えば５００％未満、また例えば
０～３００％未満である関節リウマチ患者等が挙げられる。
【実施例】
【００４０】
　以下、実施例によって本発明を具体的に説明するが、本発明はこれら実施例によって限
定されるものではない。なお、実施例等における測定値は全て平均±標準偏差で表記した
。各群間での有意差検定にはＡＮＯＶＡを用い、ｐ＜０．０５を統計学的有意とした。
【００４１】
［全血サンプル］
　生物学的製剤を未投与の関節リウマチ患者からヘパリン採血した全血をサンプルとし、
使用時まで－８０℃で保存した。
【００４２】
［Ｌ－ＴＲＰおよびＬ－ＫＹＮの測定］
　血清および全血培養上清は２倍量の３％ＰＣＡ（過塩素酸）を用いて除蛋白した。１４
０００ｒｐｍ、４℃で１０分間遠心分離後の上清をサンプルとして高速液体クロマトグラ
フィー（ＣＬＡＳＳ－ＬＣ１０、島津製作所株式会社)でＬ－ＴＲＰ、Ｌ－ＫＹＮを測定
した。測定ＵＶ波長はＫＹＮ＝３５５ｎｍ、ＴＲＰ＝２８０ｎｍ、移動相は酢酸緩衝液、
流量は１．０ｍｌ/ｍｉｎを測定条件とした。測定カラムはＴＳＫ　ｇｅｌ　ＯＤＳ－１
００Ｖ、粒子径３μｍ、内径４．６ｍｍ×７．５ｃｍ（ＴＯＨＯ製）を使用した。
【００４３】
［実施例１］
［炎症性刺激物質に対する反応性の評価］
　全血サンプルをＲＰＭＩ　１６４０培地（日水製薬株式会社）で２倍希釈し、３７℃、
５％ＣＯ２培養条件の下、２４ｗｅｌｌプレートで５００μｌ／ｗｅｌｌとなるよう培養
した（ｎ＝９）。炎症性刺激物質の存在下での培養は、Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ａｂｏｒ
ｔｕｓ　ｅｑｕｉ由来のＬＰＳを培養開始と同時に培養液に終濃度５０ｎｇ／ｍｌとなる
ように添加して行った。培養開始から２４時間後に上清を回収した。上清中のＬ－ＫＹＮ
濃度を測定し、炎症性刺激物質の非存在下および存在下での培養後のＬ－ＫＹＮ濃度を比
較した。結果を図４に示す。なお、培養後の血球はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を用
いて１６００ｒｐｍ、４℃、５分の遠心分離を２回繰り返すことで洗浄を行い、ペレット
の状態で－８０℃で保存した。
【００４４】
［生物学的製剤に対する反応性の評価］
　全血サンプルをＲＰＭＩ　１６４０培地（日水製薬株式会社）で２倍希釈し、３７℃、
５％ＣＯ２培養条件の下、２４ｗｅｌｌプレートで５００μｌ／ｗｅｌｌとなるよう培養
した（ｎ＝９）。生物学的製剤の存在下での培養は、生物学的製剤としてゴリムマブ（ｎ
＝４）、アダリムマブ（ｎ＝２）、インフリキシマブ（ｎ＝２）、またはトシリズマブ（
ｎ＝１）を培養開始と同時に培養液に終濃度１０μg／ｍｌとなるように添加して行った
。培養開始から２４時間後に上清を回収した。上清中のＬ－ＫＹＮ濃度を測定し、生物学
的製剤の非存在下および存在下での培養後のＬ－ＫＹＮ濃度を比較した。結果を図５に示
す。なお、培養後の血球はリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を用いて１６００ｒｐｍ、４
℃、５分の遠心分離を２回繰り返すことで洗浄を行い、ペレットの状態で－８０℃で保存
した。
【００４５】
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［生物学的製剤による炎症抑制性の評価］
　全血サンプルをＲＰＭＩ　１６４０培地（日水製薬株式会社）で２倍希釈し、Ｓａｌｍ
ｏｎｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ　ｅｑｕｉ由来のＬＰＳを終濃度１ｎｇ／ｍｌとなるよう
に添加して、３７℃、５％ＣＯ２培養条件の下、２４ｗｅｌｌプレートで５００μｌ／ｗ
ｅｌｌとなるよう培養した（ｎ＝９）。生物学的製剤の存在下での培養は、生物学的製剤
としてゴリムマブ（ｎ＝４）、アダリムマブ（ｎ＝２）、インフリキシマブ（ｎ＝２）、
またはトシリズマブ（ｎ＝１）をＬＰＳ添加の３時間後に培養液に終濃度１０μg／ｍｌ
となるように添加して行った。ただし、生物学的製剤に対する反応性の評価と生物学的製
剤による炎症抑制性の評価において、同一患者由来の全血サンプルに対しては同一の生物
学的製剤を使用した。培養開始から２４時間後に上清を回収した。上清中のＬ－ＫＹＮ濃
度を測定し、生物学的製剤の非存在下および存在下での培養後のＬ－ＫＹＮ濃度を比較し
た。結果を図６に示す。
【００４６】
［総合評価］
　上記３つの評価に関して、表１～３に示すスコア化を行い、各患者における合計スコア
を算出した。結果を表４に示す。
【００４７】
【表４】

【００４８】
　各患者に関して、得られた合計スコアと各生物学的製剤による治療開始から３か月後に
おけるＡＣＲ／ＥＵＬＡＲ寛解基準であるＳｉｍｐｌｉｆｉｅｄ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ａｃ
ｔｉｖｉｔｙ　Ｉｎｄｅｘ　（ＳＤＡＩ）およびＣｌｉｎｉｃａｌ　Ｄｉｓｅａｓｅ　Ａ
ｃｔｉｖｉｔｙ　Ｉｎｄｅｘ　（ＣＤＡＩ）との関連性を評価した。なお、ＳＤＡＩは、
臨床試験における基準であり、３．３以下を寛解とみなす。また、ＣＤＡＩは、日常臨床
における基準であり、２．８以下を寛解とみなす。結果を図７（ａ）および（ｂ）に示す
。
【００４９】
［ＩＤＯ１およびＩＬ－１７の発現量比］
　炎症性刺激物質および生物学的製剤の非存在下で培養した培養液中の血球を回収し、回
収された血球から商品名「ＩＳＯＧＥＮ」（ニッポンジーン製）を使用してＲＮＡを抽出
した。次いで、商品名「ＲｅｖｅｒＴｒａ　Ａｃｅ　ｑＰＣＲ　ＲＴ－Ｋｉｔ」（ＴＯＹ
ＯＢＯ製）を用いて逆転写反応を行い、ｃＤＮＡを得た。得られたｃＤＮＡに関して、商
品名「ＳｓｏＦａｓｔ　ＥｖａＧｒｅｅｎ　ｓｕｐｅｒｍｉｘ　ｗｉｔｈ　ｌｏｗ　ＲＯ
Ｘ」（Ｂｉｏ－Ｒａｄ製）を用い、製品名「７５００／７５００Ｆａｓｔ　Ｒｅａｌ－Ｔ
ｉｍｅ　Ｓｙｓｔｅｍ」(Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ製)にてＲｅａｌ－ｔｉｍ
ｅ　ＰＣＲ解析を行って、ＩＤＯ１およびＩＬ－１７ＡのｍＲＮＡの定量を行った（内部
標準：ＧＡＰＤＨ、ｎ＝７）。また、対照として、上記と同様にして健常者の血球中のＩ
ＤＯ１およびＩＬ－１７ＡのｍＲＮＡの定量を行った。使用したプライマーの配列を表５
に示す。
【００５０】
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【表５】

【００５１】
　一方、ＥＵＬＡＲ改善基準により患者群を表６に示すとおり、ＤＡＳ２８－ＥＳＲで治
療反応性ごとにＧｏｏｄ　ｒｅｓｐｏｎｄｅｒ（治療反応性が良好な患者）、Ｍｏｄｅｒ
ａｔｅ　ｒｅｓｐｏｎｄｅｒ（治療反応性が中程度の患者）、Ｎｏ　ｒｅｓｐｏｎｄｅｒ
（治療反応性が低い患者）に分類した。次いで、各分類におけるＩＤＯ１のｍＲＮＡ発現
量およびＩＬ－１７ＡのｍＲＮＡ発現量を健常者における発現量（コントロール）を１０
０％として評価した。結果を図８（ａ）および（ｂ）に示す。また、各分類におけるＩＤ
Ｏ１とＩＬ－１７との発現量比（ＩＤＯ１／ＩＬ－１７）を図８（ｃ）に示す。
【００５２】

【表６】

【００５３】
　図７（ａ）および（ｂ）に示されるとおり、生物学的製剤の投与前の総合評価における
合計スコアと投与後３か月におけるＳＤＡＩおよびＣＤＡＩとはそれぞれ高い相関性を有
する。このことから、本発明の方法によって、生物学的製剤の投与前にその有効性を予測
可能であることがわかる。さらに、図８（ｃ）に示されるとおり、生物学的製剤投与前の
ＩＤＯ１　ｍＲＮＡ発現量が高く、ＩＬ－１７Ａ　ｍＲＮＡ発現量が低い患者群、すなわ
ち、ＩＤＯ１発現量/ＩＬ－１７発現量比が高い患者群がＧｏｏｄ　ｒｅｓｐｏｎｄｅｒ
となる傾向が認められる。このことから、生物学的製剤投与前のＩＤＯ１発現量/ＩＬ－
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１７発現量比が高い患者に対して生物学的製剤が有効であると予測可能であることがわか
る。よって、上記総合評価に基づく予測とＩＤＯ１発現量/ＩＬ－１７発現量比に基づく
予測とを組み合わせることにより、生物学的製剤の有効性をより確実に予測可能となる。
【００５４】
［参考例１］
　健常者群（ｎ＝６５）と関節リウマチ患者群（ｎ＝３０）において、血中Ｌ－ＫＹＮ濃
度および血中Ｌ－ＴＲＰ濃度を測定した。結果を図９（ａ）および（ｂ）に示す。
【００５５】
　図９（ａ）および（ｂ）に示されるとおり、関節リウマチ患者群における血中Ｌ－ＴＲ
Ｐ濃度は健常者群と比較して減少傾向を示し、血中Ｌ－ＫＹＮ濃度は健常者群と比較して
有意な増加が認められた（ｐ＜０．００１）。また、別途、未処置全血培養時の血球内の
ＩＤＯ１　ｍＲＮＡ発現量を測定したところ、関節リウマチ患者群における血球内のＩＤ
Ｏ１　ｍＲＮＡ発現量が健常者群と比較して有意に増加した。これらの結果から、関節リ
ウマチ患者においては、局所のＩＤＯ１活性のみならず、末梢循環血においてもＩＤＯ１
が誘導されていることが確認された。
【００５６】
［参考例２］
　実施例１における生物学的製剤に対する反応性の評価において培養後に凍結保存した血
球中のＩＤＯ１　ｍＲＮＡ発現量をリアルタイムＰＣＲで測定し、Ｌ－ＫＹＮ濃度の増大
率が小さい群（生物学的製剤の存在下培養でのＬ－ＫＹＮ濃度／非存在下培養でのＬ－Ｋ
ＹＮ濃度＜０．９５）およびＬ－ＫＹＮ濃度の増大率が大きい群（生物学的製剤の存在下
培養でのＬ－ＫＹＮ濃度／非存在下培養でのＬ－ＫＹＮ濃度≧１）におけるＩＤＯ１　ｍ
ＲＮＡ発現量を生物学的製剤の非存在下培養における発現量（コントロール）を１００％
として評価した。結果を図１０に示す。
【００５７】
　図１０に示されるとおり、Ｌ－ＫＹＮ濃度の増大率が小さい群において、血球内ＩＤＯ
１　ｍＲＮＡ発現量が低下していた(ｐ＜０．０５)。このことから、生物学的製剤による
Ｌ－ＫＹＮ産生量の抑制率の差に、ＩＤＯ１が関与していることがわかる。
【００５８】
［参考例３］
　炎症性刺激物質に対する反応性の評価におけるＬ－ＫＹＮ濃度の増大率と、ＤＡＳ２８
－ＥＳＲでの分類による生物学的製剤による治療開始後３か月における疾患活動性との関
連性を調べた。結果を図１１に示す。
【００５９】
　図１１に示されるとおり、疾患活動性が高い群（ＤＡＳスコア≧５．１）ではＬＰＳ刺
激によるＬ－ＫＹＮ増大率が小さく、ＬＰＳに対する反応性が低い傾向が見られた。一方
、疾患活動性が低い群（ＤＡＳスコア＜３．２）では、ＬＰＳ刺激によるＬ－ＫＹＮ増大
率が大きく、ＬＰＳに対する反応性が高い傾向が見られた。
【産業上の利用可能性】
【００６０】
　本発明の予測方法は、医療分野において好適に利用され得る。
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