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緒  言 

 

抗体医薬品は昨今の悪性腫瘍や慢性炎症性疾患の治療において不可欠な存在である。

腫瘍壊死因子（TNF）-αを標的とする抗 TNF-α抗体医薬品は、種々の慢性炎症性疾患の治

療成績向上に貢献してきた 1-3。一方、その血中薬物濃度低下に起因する治療応答性の減弱

が大きな課題とされる 4-6。血中濃度低下因子として、治療開始時の高い血中 TNF-α濃度 7、

医薬品の免疫原性に惹起され産生される抗薬物抗体（ADA）8などが発見されてきた。抗

TNF-α 抗体医薬品の血中濃度が治療応答性と相関することが明らかとなっており 9-12、個

別化投与設計支援ツールである治療薬物モニタリング（TDM）がその治療最適化に貢献

すると考えられる。加えて、抗体医薬品の薬物動態を評価するうえでは、その生体内構造

変化（バイオトランスフォーメーション）を考慮する必要がある。タンパク質医薬品の開

発段階において代謝物研究は不必要とされるものの、構造変化の情報は適切に薬物を定量

するうえでも重要となる 13。以上より、抗体医薬品を用いた治療の最適化において、その

体内動態を正確に理解し評価する必要性が示唆される。 

近年、臨床現場における薬物治療の実態や長期の臨床転帰の評価を目的とした、実臨

床（リアルワールド）データの活用が注目されている。治験などの無作為化比較試験は内

的妥当性の最も高い研究手法であり、治療薬の有効性と安全性の評価に絶対的な役割を担

う。しかし、その厳格な試験デザインに起因する研究限界が存在し 14、結果はしばしば実

臨床での患者集団に対する外的妥当性を欠く。無作為化比較試験の結果を補完する手段と

して、リアルワールドデータを用いた観察研究の実施が重要とされる 15,16。リアルワール

ドデータはさまざまなソースから収集可能である 17。保険請求データは医療保険の請求に

あたって使用されたデータであり、副次的に後方視的観察研究に活用される。全国規模の

医療データを利用可能であることからサンプルサイズが大きく、慢性炎症性疾患を含む希

少疾患の治療実態を把握、評価するうえで役立つ。しかし、格納されるデータ種が限られ、

臨床転帰や検査値は不明、あるいは欠損を伴う。また、保険診療の枠組みの中では測定さ

れない検査項目なども利用できない。他方、電子カルテデータや患者レジストリでは、サ

ンプルサイズが制限されるものの、患者レベルの詳細な疾病管理情報を評価可能な点に優

れ、継続的なデータ収集を通じて患者の臨床転帰を経時的に調査できる。また、患者由来
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の試料を利用できる場合、注目する物質の定量・定性が可能となり、治療の有効性や安全

性との相関評価や因果推論を通じた新規バイオマーカーの同定が期待される。このように、

リアルワールドデータはその種類に応じて格納される情報の規模や網羅性などの特徴に差

異があることから、各特性を活かしたリアルワールドエビデンスの構築とそれらの統合的

活用を通じて、実臨床における薬物治療の最適化が実現されうる。 

以上の背景のもと、著者は抗TNF-α抗体医薬品の適正使用のためのエビデンスを構築す

べく、実臨床での治療応答性や体内動態に影響する因子の解明を目的に、種々のリアルワ

ールドデータに基づく検討を行った。第 I 章では日本の保険請求データを用いて実臨床に

おける抗 TNF-α 抗体医薬品インフリキシマブ（IFX）の治療継続率を記述し、IFX 継続率

は疾患ごとに異なること、無作為化比較試験の結果とも必ずしも一致しえないことを明ら

かにした。第 II 章では、自施設の関節リウマチ（RA）患者コホート調査から、血中 IFX

濃度評価が二次不応答患者の発見につながることを見出した。また、血中 IFX濃度と血中

インターロイキン（IL）-6濃度をあわせて評価することで、二次不応答発生のリスクを予

測しうる可能性を示した。第 III 章では質量分析系を活用した構造分析により、抗 TNF-α

抗体医薬品エタネルセプト（ETN）のバイオトランスフォーメーションを検証し、ETNの

N末端 2アミノ酸が生体内で切断されることを見出した。 

以下、本研究によって得られた結果を論述する。 
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第 I 章 日本の保険請求データベースを利用したインフリキシマブ治療継続

率調査 

IFXはヒト TNF-αに対して特異的に結合するキメラ型モノクローナル抗体医薬品である。

本剤は 2002年 1 月にクローン病（CD）治療の効能・効果で厚生労働省より製造販売承認

を取得し、その後に潰瘍性大腸炎（UC）、乾癬（Pso）、RA などの適応症で追加承認を取

得している。IFX の導入により、従来の治療法に抵抗性を示す患者の生活の質（QOL）が

改善された 18。しかし、IFX の長期投与に伴う薬効の低下が一部患者において認められ、

治療上の課題とされる 6,19,20。これまでに、抗体医薬品の薬物動態および治療応答性におけ

る個体間変動に関連するいくつかの要因が報告されている 21。例として、抗体医薬品の免

疫原性や使用期間の長さ、疾患の活動性の高さおよび罹病期間の長さ、患者の肥満度の高

さなどが、治療効果の早期消失と関連する 8,22-25。このように治療効果の予測因子を理解す

ることは、IFX治療の個別化と患者予後の改善に役立つと考えられる。 

無作為化比較試験は治療介入の有効性を評価するための標準的試験デザインである 26,27。

有効性とは試験環境下における治療に関連した利益や改善の程度を意味するが、そのよう

な有効性は実臨床での有用性につながるとは限らない 28。被験者には、年齢、病期、併用

治療、臨床検査値などの患者特性に基づく適格基準を満たすことが要求される。また、試

験期間は一般に遅発性イベントの検出には短い場合がある。このような試験デザインの制

約により、無作為化比較試験は必ずしも現実の治療状況を模倣していない可能性がある 14。

抗体医薬品による治療を受けた RA29および CD30 患者に関する過去の研究では、無作為化

比較試験の適格基準を満たす患者はそうでない患者よりも奏功率が向上したことが示され

ている。安全性に関しても、無作為化比較試験への参加が不適格とされた Pso患者集団に

おける有害事象リスクの増大が検出された 31,32。これらの報告は、実臨床から得られるエ

ビデンスを提供し、治療特性に関連する未知の側面を明らかにしうる観察研究の必要性を

強調するものである 15。治療継続期間は、有効性の持続のみならず、不応答、効果消失、

有害事象など治療の負の側面も反映する、実臨床での治療有用性の指標とされる 28。治療

継続期間をアウトカムとした非介入かつ縦断的な観察研究は、実臨床における治療実態を

評価し、IFX治療の有用性を推定するために不可欠である。 

本章では、臨床現場における IFX の長期的な治療実態を明らかにすることを目的に、
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CD、UC、Pso、RA患者における IFX治療の 5年継続率について、日本における大規模な

保険請求データベースに基づき検討した。さらに、各疾患群における IFX治療継続率に関

連する患者因子を探索した。 

 

Ⅰ-1 方法 

Ⅰ-1-1 データベースと研究デザイン 

株式会社日本医療データセンター（JMDC; Tokyo, Japan）が構築した保険請求データ

ベース（JMDCデータベース）を利用した 33。JMDCデータベースは 2015年以降の複数

の雇用型社会保険加入者とその被扶養者に関する情報から構成されている。日本国内

の病院や地域薬局から健康保険組合に毎月提出される診療報酬請求書に基づき、患者

の人口統計情報（性別、年齢、保険種別）、入院・外来診療報酬請求データ、臨床診断

の情報が格納されている。本研究では、2005年 1 月から 2017年 6 月までの加入者デー

タを解析対象とし、JMDCデータベースから抽出した CD、UC、Pso、RA患者のデータ

に基づき後方視的な記述疫学研究を実施した。 

 

Ⅰ-1-2 倫理的配慮 

本研究は京都大学大学院医学研究科・医学部及び医学部附属病院医の倫理委員会の

承認 （承認番号：R2517）を得て実施した。すべてのデータは被保険者ごとに作成され

た固有の識別番号と紐付けられており、個人を特定可能なデータは本研究では使用し

ていない。患者情報はデータベース提供者によって匿名化されているため、インフォ

ームドコンセントは取得しなかった。個人情報を含むオリジナルデータへのアクセス

は不可能であった。 

 

Ⅰ-1-3 IFX治療継続率調査 

(1) 患者組入基準 

解析対象者は、国際疾病分類第 10版（ICD-10）および解剖学的治療化学分類（ATC）

の各コードに基づき同定した。IFX 投与の保険請求（ATC: L04AB02、先行品とバイオ

シミラーとの区別なし）および CD、UC、Pso、RAいずれかの診断の両方を、調査期
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間中に少なくとも一度でも受けた患者を解析対象として選択した。既報を参考に各疾

患に対応する ICD-10コードを定義し（Table I-1）34-37、これに則り患者を 4つの疾患カ

テゴリーのいずれかに分類した。一部の患者は、除外できない鑑別診断として複数の

診断コードを有した（例: K50、K51）。このような場合、IFX治療期間中に最も頻繁に

登録されたものを主たる診断病名とした。IFX 治療期間中に異なる複数の診断コード

が同じ回数登録された場合は、IFX 治療期間を含む全期間中において最も多く登録さ

れたコードに基づく診断病名を選択した。 

 

 

 

 

 

 

IFX投与開始日の 4ヵ月前から 12ヵ月後までの間に、JMDCデータベースに継続的

に登録されていた患者を解析対象とした。Index dateは調査期間中の IFX初回処方日と

した。無作為化比較試験と同様に、IFX の新規使用者のみを含めるため、最初の IFX

処方より少なくとも 4ヵ月間前の期間中に IFX処方歴がない患者のみを選択した。 

 

(2) 除外基準 

上述の患者選択フローを経てもなお CD、UC、Pso、RAのうち複数の診断コードが

登録されていた患者は除外した。また、維持療法としての用法が厚生労働省から承認

される前に IFXの処方が開始された患者も除外した。日本では、2003年 7 月に RA、

2007年 11月にCD、2010年 1月に Pso、2010年 6月にUCで、IFXの維持療法が承認さ

れた。 

 

 

 

 

Table I-1. ICD-10 codes-based definitions of diseases used in data analysis 
Diseases International Classification of Diseases 10th Revision (ICD-10) codes 
CD K50 
UC K51 
Pso L40 
RA M058, M059, M060, M068, M069 



 6 

Ⅰ-1-4 変数とアウトカムの定義 

本研究の主要評価項目は、IFX治療の 5年間継続率とした。IFX治療の継続期間は、

index dateから IFX処方中止または各観察期間（保険継続期間）の終了までとした。IFX

の処方中止は、少なくとも 4ヵ月間連続して IFXの保険請求がないことと定義した。 

患者情報のうち、観察期間、IFX開始時の年齢、および IFXの平均投与量は連続変数

として解析に用いた。カテゴリカル変数は、性別、IFX 開始前 12 ヵ月以内の他の抗体

医薬品の使用、IFX開始前および開始後 3ヵ月以内の併用薬の使用とした。IFX開始前

に使用した抗体医薬品には、日本において 2017年 6月までに CD、UC、Psoまたは RA

の治療に承認されていた Table I-2 に示す医薬品を含めた。併用薬はアザチオプリン

（AZA、ATC: L04AX01）、メトトレキサート（MTX、ATC: L04AX03）、プレドニゾロン

（PSL、ATC: H02AB06）とした。 

 

Table I-2. ATC codes of biologics approved for CD、UC、Pso, or RA treatment 
Biologics  Anatomical Therapeutic Chemical (ATC) codes 

Abatacept  L04AA24 
Adalimumab  L04AB04 
Brodalumab  L04AC12 
Certolizumab pegol L04AB05 
Etanercept  L04AB01 
Golimumab  L04AB06 
Ixekizumab  L04AC13 
Secukinumab  L04AC10 
Tocilizumab L04AC07 
Ustekinumab  L04AC05 

 

Ⅰ-1-5 IFX中止後治療パターン調査 

IFX中止後 3ヵ月および 12ヵ月以内における再治療パターンに関するサブ解析を実

施した。解析期間中に IFX治療を中止し、その後少なくとも6ヵ月の追跡調査期間があ

った患者集団を対象とした。再治療は、上述の IFX 以外の抗体医薬品（Table I-2）、また

は外用薬を除くタクロリムス（ATC：L04AD02）、シクロスポリン（ATC：S01XA18）

の新規処方と定義した。 
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Ⅰ-1-6 統計解析 

IFX 処方継続率を示すために、Kaplan-Meier 曲線を描画した。継続率の差の評価には

log-rank 検定を用いた。Coxモデルにおいて、各変数が各疾患群における IFX処方継続

率に及ぼす影響の有意性をWald検定で検証した。各疾患群内で、Wald検定から抽出さ

れた有意な変数に基づき患者を 2群に分け、2群間で IFX治療の継続率を比較した。粗

解析で有意差が認められた場合、1:1の傾向スコア（PS）マッチングを用いて 2 群間の

患者背景の差を調整し、調整後の患者集団における再解析を実施した。PS を推定する

ためにロジスティック回帰モデルを当てはめ、適合の正確さを評価するために c-index

を算出した。最近傍マッチング法を用いて、各患者はキャリパー（0.2×標準偏差）内で

最も近い PSを持つ別の患者とマッチングした。患者背景（Table I-3）に示した変数は、

各群間の比較で着目したものを除き、すべて PSモデルに含まれた。統計的有意性は p 

<0.05とした。解析には JMP® Pro 15（SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA）を使用した。 

 

 

Ⅰ-2 IFX処方継続率の解析 

患者選択の流れを Fig I-1に示す。観察期間中に少なくとも 1回 IFXを処方された 1,933

名の患者データを入手した。除外基準に則り 1,155 人を解析から除外し、合計 778 名

（CD: 281名、UC: 234名、Pso: 41名、RA: 222名）を解析対象とした。対象患者の特徴を

Table I-3に示す。RA患者を除き、患者の過半数が男性であった（CD, 82.9%; UC, 65.0%; Pso, 

82.9%; RA, 30.6%）。IFX投与開始前の 12ヵ月間における抗体医薬品の使用は、いずれの

疾患群も約 90%の患者には認められなかった（CD, 86.5%; UC, 92.7%; Pso, 92.7%; RA, 91.4%）。

IFX投与前に AZAを使用していたのは、CD患者の 17.1％、UC患者の 28.2％であった。

IFX投与開始後は、CD患者の 18.9％、UC患者の 31.2％がAZAを併用した。RA治療にお

いて、IFX開始前 86.0％、開始後 91.0％の患者がMTXの投与を受けた。 
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Fig I-1. Flow chart of the study selection. Abbreviations: ATC, Anatomical Therapeutic Chemical; CD, 

Crohn’s disease; ICD-10, International Classification of Diseases 10th Revision; IFX, infliximab; Pso, 

psoriasis; RA, rheumatoid arthritis; UC, ulcerative colitis. 

 

 

 

 

Number of patients having
ATC of L04AB02 at any time:

1,933

Number of patients having both
ATC of L04AB02 and ICD-10
selected:

1,847

Number of patients who
initiated IFX treatment during
observation periods:

996

Number of patients with at
least 12 months of follow-up:

797

Excluded 76 patients without following diagnosis
(ICD-10):
• CD (K50)
• UC (K51)
• Pso (L40)
• RA (M058, M059, M060, M068, M069)
and 10 patients whose diagnosis could not be
determined.

Excluded 851 patients having a prescription for
IFX in the 4 months prior to the index date.

Excluded 199 patients without at least 12 months
follow-up periods after the index date.

Excluded patients who had initiated IFX before
the approval of maintenance therapy:
• 18 patients with CD (before November 2007)
• 0 patients with UC (before June 2010)
• 0 patients with Pso (before January 2010)Number of patients for analysis

of IFX persistence rates:
779

(CD: n = 281, UC: n = 235, 
Pso: n = 41, RA: n = 222)
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Table I-3. Demographics of patients for the analysis of IFX persistence 
 CD (n = 281) 

 

UC (n = 234) 

 

Pso (n = 41) 

 

RA (n = 222) 

 
Observation (insurance) period, mean months (SD) 

 

 

 

 

 86.0 (39.0) 

 

82.4 (36.4) 

 

91.4 (38.2) 

 

87.5 (37.6) 

 Sex, n (%) 

 

    
 Male 

 

233 (82.9) 

 

152 (65.0) 

 

34 (82.9) 

 

68 (30.6) 

  Female 

 

48 (17.1) 

 

82 (35.0) 

 

7 (17.1) 

 

154 (69.4) 

 Age at IFX initiation, mean years (SD) 

 

    
  32.8 (11.6) 37.0 (13.0) 47.7 (9.1) 48.1 (11.7) 
Dose of IFX (mg) 

 

 

    
mean (SD) 379.2 (108.2) 325.9 (70.4) 399.3 (82.9) 276.0 (89.1) 
median 356.7 300.0 400.0 256.3 
Pre-IFX biologics within 12 months before IFX initiation, n (%) 

  None 243 (86.5) 217 (92.7) 38 (92.7) 203 (91.4) 
 Abatacept NA NA NA 3 (1.4) 
 Adalimumab 38 (13.5) 17 (7.3) 2 (4.9) 3 (1.4) 
 Etanercept NA NA NA 7 (3.2) 
 Tocilizumab NA NA NA 6 (2.7) 
 Ustekinumab 0 (0.0) NA 1 (2.4) NA 
Drug use within 3 months before IFX initiation, n (%) 

  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 

 

    
  No 233 (82.9) 168 (71.8) 41 (100.0) 220 (99.1) 
  Yes 48 (17.1) 66 (28.2) 0 (0.0) 2 (0.9) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 

 

    
  No 281 (100.0) 229 (97.9) 36 (87.8) 31 (14.0)  
  Yes 0 (0.0) 5 (2.1) 5 (12.2) 191 (86.0) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 

 

    
  No 223 (82.9) 101 (43.2) 36 (87.8) 110 (49.6) 
  Yes 48 (17.1) 133 (56.8) 5 (12.2) 112 (50.5) 
Drug use within 3 months of IFX initiation, n (%) 

  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 

 

    
  No 228 (81.1) 161 (68.8) 41 (100.0) 220 (99.1) 
  Yes 53 (18.9) 73 (31.2) 0 (0.0) 2 (0.9) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 

 

    
  No 279 (99.3) 230 (98.3) 37 (90.2) 20 (9.0)  
  Yes 2 (0.7) 4 (1.7) 4 (9.8) 202 (91.0) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 

 

    
  No 237 (84.3) 114 (48.7) 34 (82.9) 99 (44.6) 
  Yes 44 (15.7) 120 (51.3) 7 (17.1) 123 (55.4) 

Abbreviations: ATC, Anatomical Therapeutic Chemical; CD, Crohn’s disease; IFX, infliximab; NA, not 
applicable; Pso, psoriasis; RA, rheumatoid arthritis; SD, standard deviation; UC, ulcerative colitis. 
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Fig I-2は各疾患群における IFX 継続率の Kaplan-Meier曲線である（log-rank p <0.001）。 

IFX処方の5年継続率（95％信頼区間）は、CD群で62.9％（55.8−69.4％）、UC群で38.7％

（31.4−46.5％）、Pso 群で 22.1％（11.1−39.2％）、RA 群で 28.1％（21.2−36.2％）であった。

UC、Pso、RA 群の IFX治療継続期間の中央値は、それぞれ 24ヵ月、12ヵ月、27ヵ月で

あった。CD群では、50％以上の患者が IFX治療を継続したため、継続期間の中央値は推

定されなかった。 

 

 

 

Fig I-2. Kaplan-Meier curve for IFX persistence among patients with CD, UC, Pso, and RA. Abbreviations: 

CD, Crohn’s disease; IFX, infliximab; Pso, psoriasis; RA, rheumatoid arthritis; UC, ulcerative colitis. 

Number at risk

CD 281 254 227 195 161 145 122 108 88 73 63

UC 235 177 149 118 91 67 49 39 27 18 12

Pso 41 32 23 13 10 9 7 7 7 5 4

RA 222 188 151 124 97 78 62 46 41 32 23

Log-rank p value <0.001
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Ⅰ-3 IFX処方継続率に関連する患者特性の評価 

Wald 検定に基づき、各疾患群における IFX治療継続率への患者特性の影響の有意性を

評価した。CD、UC、RA 群における個体内平均 IFX投与量、RA 群における性別および

抗体医薬品の使用歴、Pso群における IFX開始後 3ヵ月以内のMTXの併用が、各推定モ

デルで有意な独立の共変量として抽出された（Table I-4）。MTXを併用した Pso患者数が

少なかったため、以降の解析では IFX投与量、性別、抗体医薬品の使用歴に着目した。 

 
Table I-4. Wald test for the significance of variables on the persistence of IFX therapy 
 CD UC Pso RA 

 df χ2 p value* df χ2 p value* df χ2 p value* df χ2 p value* 

Continuous variables 
Observation 
(insurance) 
period 

1 1.598 0.206 1 2.362 0.124 1 1.975 0.160 1 0.000 0.998 

Age at IFX 
initiation 1 2.258 0.133 1 1.436 0.231 1 3.525 0.060 1 0.320 0.572 
Average dose of 
IFX (mg) 1 4.773 0.029 1 8.689 0.003 1 2.482 0.115 1 8.708 0.003 

Categorical variables 

Sex 1 0.420 0.517 1 0.075 0.785 1 0.592 0.442 1 11.743 < 0.001 
Pre-IFX 
biologics within 
12 months before 
IFX initiation 

1 0.443 0.506 1 0.319 0.572 1 1.425 0.233 1 6.917 0.009 

AZA use within 
3 months before 
IFX initiation 

1 0.010 0.921 1 0.266 0.606 0 0.000 --- 1 1.008 0.315 

MTX use within 
3 months before 
IFX initiation 

0 0.000 --- 1 0.053 0.819 1 0.475 0.491 1 1.091 0.296 

PSL use within 3 
months before 
IFX initiation 

1 1.207 0.272 1 0.012 0.913 1 0.620 0.431 1 0.002 0.968 

AZA use within 
3 months of IFX 
initiation 

1 2.591 0.108 1 2.812 0.094 0 0.000 --- 1 0.513 0.474 

MTX use within 
3 months of IFX 
initiation 

1 0.156 0.693 1 0.228 0.633 1 7.351 0.007 1 0.545 0.461 

PSL use within 3 
months of IFX 
initiation 

1 0.000 0.996 1 0.067 0.796 1 2.125 0.145 1 0.634 0.426 

* Italics were statistically significant. Abbreviations: AZA, azathioprine; CD, Crohn’s disease; df, degree of 
freedom; IFX, infliximab; MTX, methotrexate; PSL, prednisolone; Pso, psoriasis; RA, rheumatoid arthritis; UC, 
ulcerative colitis. 
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Fig I-3に示すように、高用量（中央値以上）の IFX投与を受けたCDおよびUC患者で

は、治療継続率が有意に高かった（log-rank p = 0.007（CD）、p <0.001（UC））。両群の CD

およびUC患者の属性をTable I-5に示す。背景因子の調整のため、投与量以外の変数を用

いて 1:1の PSマッチングを実施した（CD: n = 108ずつ; c-index = 0.660、UC: n = 82ずつ; c-

index = 0.745）。マッチング後の両群の変数分布に有意な偏りは見られなかった。マッチ

ング後においても同様のパターンが観察され、高用量投与群におけるより良好な継続傾

向が記述された（CD: log-rank p = 0.082、UC: log-rank p = 0.026）。 

 

 

Fig I-3. Kaplan-Meier curve for IFX persistence in patients with (A) CD, (B) UC, (C) Pso, and (D) RA 

comparing high-dose and low-dose IFX. Abbreviations: CD, Crohn’s disease; IFX, infliximab; Pso, psoriasis; 

RA, rheumatoid arthritis; UC, ulcerative colitis. 
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Table I-5. Demographic characteristics of patients with (a) CD and (b) UC before and after propensity 
score matching 
(A) CD 
 Unmatched groups  Matched groups  
 High-dose Low-dose 

 
p value* High-dose 

 
Low-dose 
 

p value* 
 n = 140 n = 141  n = 108 n = 108  

Observation (insurance) period, mean months (SD) 
  87.2 (37.3) 

 
84.8 (40.7) 
 

0.484 88.7 (37.9) 88.7 (41.6) 0.922 
Sex, n (%) 
 

      

 Male 
 

129 (92.1) 
 

104 (73.8) 
 <0.001 

97 (89.8) 97 (89.8) 
1.000  Female 

 
11 (7.9) 
 

37 (26.2) 
 

11 (10.2) 11 (10.2) 
Age at IFX initiation, mean years (SD) 
  33.6 (11.0) 32.0 (12.2) 0.268 32.9 (10.9) 33.2 (11.8) 0.849 
Pre-IFX biologics within 12 months before IFX initiation, n (%) 
  None 115 (82.1) 128 (90.8) 

0.034 
95 (88.0) 98 (90.7) 

0.508 
 Adalimumab 25 (17.9) 13 (9.2) 13 (12.0) 10 (9.3) 
Drug use within 3 months before IFX initiation, n (%) 
  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 
   No 119 (85.0) 114 (80.9) 

0.356 
90 (83.3) 93 (86.1) 

0.571 
  Yes 21 (15.0) 27 (19.1) 18 (16.7) 15 (13.9) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 
   No 140 (100.0) 141 (100.0) 

--- 
108 (100.0) 108 (100.0) 

--- 
  Yes 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 
   No 115 (82.1) 118 (83.7) 

0.731 
93 (86.1) 92 (85.2) 

0.846 
  Yes 25 (17.9) 23 (16.3) 15 (13.9) 16 (14.8) 
Drug use within 3 months of IFX initiation, n (%) 
  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 
   No 115 (82.1) 113 (80.1) 

0.668 
89 (82.4) 91 (84.3) 

0.715 
  Yes 25 (17.9) 28 (19.9) 19 (17.6) 17 (15.7) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 
   No 140 (100.0) 139 (98.6) 

0.498 
108 (100.0) 108 (100.0) 

--- 
  Yes 0 (0.0) 2 (1.4) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 
   No 121 (86.4) 116 (82.3) 

0.337 
94 (87.0) 92 (85.2) 

0.694   Yes 19 (13.6) 25 (17.7) 14 (13.0) 16 (14.8) 
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(B) UC 
 Unmatched groups  Matched groups  
 High-dose Low-dose 

 
p value* High-dose 

 
Low-dose 
 

p value* 
 n = 92 n = 142  n = 82 n = 82  

Observation (insurance) period, mean months (SD) 
  89.3 (37.0) 

 

77.9 (35.5) 

 

0.019 89.6 (37.0) 84.0 (35.6) 0.408 
Sex, n (%) 
 

      

 Male 
 

80 (87.0) 

 

72 (50.7) 

 
<0.001 

72 (87.8) 72 (87.8) 
1.000  Female 

 
12 (13.0) 70 (49.3) 

 

10 (12.2) 10 (12.2) 
Age at IFX initiation, mean years (SD) 
  38.8 (11.2) 35.9 (13.9) 0.073 38.6 (11.1) 37.4 (14.3) 0.399 
Pre-IFX biologics within 12 months before IFX initiation, n (%) 
  None 84 (91.3) 133 (93.7) 

0.497 
75 (91.5) 74 (90.2) 

0.787 
 Adalimumab 8 (8.7) 9 (6.3) 7 (8.5) 8 (9.8) 
Drug use within 3 months before IFX initiation, n (%) 
  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 
   No 66 (71.7) 102 (71.8) 

0.988 
57 (69.5) 54 (65.9) 

0.616 
  Yes 26 (28.3) 40 (28.2) 25 (30.5) 28 (34.1) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 
   No 88 (95.6) 141 (99.3) 

0.080 
82 (100.0) 82 (100.0) 

--- 
  Yes 4 (4.4) 1 (0.7) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 
   No 38 (41.3) 63 (44.4) 

0.644 
34 (41.5) 36 (43.9) 

0.752 
  Yes 54 (58.7) 79 (55.6) 48 (58.5) 46 (56.1) 
Drug use within 3 months of IFX initiation, n (%) 
  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 
   No 66 (71.7) 95 (66.9) 

0.435 
58 (70.7) 53 (64.6) 

0.404 
  Yes 26 (28.3) 47 (33.1) 24 (29.3) 29 (35.4) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 
   No 88 (95.6) 142 (100.0) 

0.023 
82 (100.0) 82 (100.0) 

--- 
  Yes 4 (4.4) 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 
   No 44 (47.8) 70 (49.3) 

0.826 
39 (47.6) 43 (52.4) 

0.532   Yes 48 (52.2) 72 (50.7) 43 (52.4) 39 (47.6) 
* Statistical difference was assessed using the Wilcoxon test for continuous variables and by the chi-
squared test or Fisher’s exact test for categorical variables. Italics were statistically significant. 
Abbreviations: ATC, Anatomical Therapeutic Chemical; CD, Crohn’s disease; IFX, infliximab; SD, 
standard deviation; UC, ulcerative colitis. 
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RA群において、男性患者よりも女性患者の IFX継続率が高かった（log-rank p = 0.016、

Fig I-4）。 RA患者の男性、女性間の背景因子の差異をTable I-6に示す。性別以外の変数を

用いた 1:1の PS マッチングの実施後、群間の変数分布に有意差は観察されず（n = 59 ず

つ; c-index = 0.737）、マッチング後も同様の IFX治療継続パターンが観察された（log-rank p 

= 0.011）。また、Fig I-5に示すように、抗体医薬品の使用歴がない RA患者では、より長

期に IFX治療を継続する傾向が見られた（log-rank p = 0.052）。 

 
 

 
 

Fig I-4. Kaplan-Meier curve for IFX persistence comparing sex in patients with (A) CD, (B) UC, (C) Pso, and 

(D) RA. Abbreviations: CD, Crohn’s disease; IFX, infliximab; Pso, psoriasis; RA, rheumatoid arthritis; UC, 

ulcerative colitis. 
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Table I-6. Demographic characteristics of patients with RA before and after propensity score matching 
 Unmatched groups  Matched groups  
 Male Female 

 
p value* Male Female 

 
p value* 

 n = 68 n = 154  n = 59 n = 59  
Observation (insurance) period, mean months (SD) 
  86.7 (38.9) 

 

87.9 (37.2) 

 

0.656 89.0 (39.5) 97.3 (37.8) 0.211 
Age at IFX initiation, mean years (SD) 
  46.4 (11.9) 48.9 (11.5) 0.187 46.4 (12.3) 47.4 (11.5) 0.773 
Average dose of IFX (mg), mean (SD) 
  319.8 (109.7) 256.7 (70.6) < 0.001 299.0 (79.8) 290.5 (83.5) 0.543 
Pre-IFX biologics within 12 months before IFX initiation, n (%) 
  None 64 (94.1) 139 (90.3) 

0.343 

55 (93.2) 55 (93.2) 

0.763 
 Abatacept 0 (0.0) 3 (1.9) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Adalimumab 0 (0.0) 3 (1.9) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Etanercept 2 (2.9) 5 (3.3) 2 (3.4) 3 (5.1) 
 Tocilizumab 2 (2.9) 4 (2.6) 2 (3.4) 1 (1.7) 
Drug use within 3 months before IFX initiation, n (%) 
  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 
   No 68 (100.0) 152 (98.7) 

1.000 
59 (100.0) 59 (100.0) 

--- 
  Yes 0 (0.0) 2 (1.3) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 
   No 14 (20.6) 17 (11.0) 

0.059 
9 (15.2) 11 (18.6) 

0.624 
  Yes 54 (79.4) 137 (89.0) 50 (84.8) 48 (81.4) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 
   No 26 (38.2) 84 (54.6) 

0.025 
23 (39.0) 24 (40.7) 

0.851 
  Yes 42 (61.8) 70 (45.4) 36 (61.0) 35 (59.3) 
Drug use within 3 months of IFX initiation, n (%) 
  Azathioprine（ATC index: L04AX01） 
   No 67 (98.5) 153 (99.4) 

0.520 
59 (100.0) 59 (100.0) 

--- 
  Yes 1 (1.5) 1 (0.6) 0 (0.0) 0 (0.0) 
 Methotrexate（ATC index: L04AX03） 
   No 8 (11.8) 12 (7.8) 

0.341 
6 (10.2) 5 (8.5) 

1.000 
  Yes 60 (88.2) 142 (92.2) 53 (89.8) 54 (91.5) 
 Prednisolone（ATC index: H02AB06） 
   No 28 (41.2) 71 (46.1) 

0.496 
22 (37.3) 24 (40.7) 

0.706   Yes 40 (58.8) 83 (53.9) 37 (62.7) 35 (59.3) 
* Statistical difference was assessed using the Wilcoxon test for continuous variables and by the chi-
squared test or Fisher’s exact test for categorical variables. Italics were statistically significant. 
Abbreviations: ATC, Anatomical Therapeutic Chemical; IFX, infliximab; RA, rheumatoid arthritis; SD, 
standard deviation. 
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Fig I-5. Kaplan-Meier curve for IFX persistence in patients with (A) CD, (B) UC, (C) Pso, and (D) RA, 

comparing the presence or absence of prior exposure to other biologic agents within 12 months before IFX 

initiation. Abbreviations: CD, Crohn’s disease; IFX, infliximab; Pso, psoriasis; RA, rheumatoid arthritis; UC, 

ulcerative colitis. 
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Ⅰ-4 IFX処方中止後の治療パターンの記述 

解析期間中に IFX 治療を中止した患者を対象に、IFX 治療の再開を含む再治療パター

ンの副次的解析を行った。継続率解析に登録された778名の患者のうち、IFX投与中止後

6ヵ月間の追跡調査期間を完了しなかった 415名を除外し、363名を対象に解析を行った

（CD: n = 85、UC: n = 120、Pso: n = 30、RA: n = 128）。IFX投与中止後 3ヵ月および 12ヵ月

以内の再治療の発生数と割合を Table I-7に示した。Psoと RAでは、半数以上の患者が投

与中止後3ヵ月以内に他の抗体医薬品やカルシニューリン阻害剤を投与された。Pso患者

での新規治療開始割合が最も高く、アダリムマブあるいはウステキヌマブを用いた再治

療の頻度が高かった（12 ヵ月以内にアダリムマブ: 36.7％、ウステキヌマブ: 30.0％）。

ETN、ゴリムマブ、トシリズマブの投与開始が、RA 患者の 10％以上において認められ

た（12ヵ月以内にETN: 12.5%、ゴリムマブ: 10.9%、トシリズマブ: 17.2％）。CD患者にお

いて、アダリムマブによる再治療が最も多く認められた（12ヵ月以内に 42.4％）。UC患

者においては、3ヵ月および 12ヵ月以内にそれぞれ 63.3％および 53.3％の患者がいずれ

の再治療も開始しなかったが、アダリムマブによる再治療が最も多く認められた（3 ヵ

月、12ヵ月以内にそれぞれ 22.5％、25.0％）。 

 

 

Ⅰ-5 考察 

観察研究において治療継続期間は、治療有用性を反映する重要な指標とされる。これ

までの代表的な無作為化比較試験の報告では、IFXの1年後の奏効率はCD患者群で40％、

UC患者群で 45％、Pso患者群で 60％、RA患者群で 52％であった 38-41。CD患者で比較的

低い奏効率が報告されたにもかかわらず、本研究では CD 群での IFX治療 5年継続率が

最も高く記述された 38。1年継続率に関しては、本研究の結果（78%）は既報 38（79％）

と同程度であった。他方、Pso 群および RA 群における IFX治療 1年継続率（それぞれ

52％および 69％）は、無作為化比較試験での結果（Pso 群では 78週目に 80％、RA 群で

は 54週目に 79％）に比べて低かった 40,41。これらの結果から、無作為化比較試験にて観

察された結果は、必ずしも実臨床における治療継続率を反映しえないことが示唆された。 
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Table I-7. Number (proportions) of patients who started biologics or immunosuppressants within 3 and 12 
months of discontinuation of IFX 
 CD (n = 85) UC (n = 120) Pso (n = 30) RA (n = 128) 
 3 M 12 M Δ* 3 M 12 M Δ* 3 M 12 M Δ* 3 M 12 M Δ* 

None 52 
(61.2) 

28  
(32.9) -24 76 

(63.3) 
64 
(53.3) -12 10 

(33.3) 
4 
(13.3) -6 63 

(49.2) 
47 
(36.7) -16 

Biologics 

Abatacept NA --- NA --- NA --- 4 
(3.1) 

4 
(3.1) ±0 

Adalimumab 33 
(38.8) 

36 
(42.4) +3 27 

(22.5) 
30 
(25.0) +3 9 

(30.0) 
11 
(36.7) +2 8 

(6.3) 
9 
(7.0) +1 

Etanercept NA --- NA --- NA --- 15 
(11.7) 

16 
(12.5) +1 

Golimumab NA --- 0 
(0.0) 

0 
(0.0) ±0 NA --- 13 

(10.2) 
14 
(10.9) +1 

Infliximab --- 21 
(24.7) +21 --- 8 

(6.7) +8 --- 1 
(3.3) +1 --- 12 

(9.4) +12 

Secukinumab NA --- NA --- 3 
(10.0) 

3 
(10.0) ±0 NA --- 

Tocilizumab NA --- NA --- NA --- 21 
(16.4) 

22 
(17.2) +1 

Ustekinumab 0 
(0.0) 

0 
(0.0) ±0 NA --- 7 

(23.3) 
9 
(30.0) +2 NA --- 

Immunosuppressant (Calcineurin inhibitor) 

Tacrolimus 0 
(0.0) 

0 
(0.0) ±0 16 

(13.3) 
17 
(14.2) +1 0 

(0.0) 
1 
(3.3) +1 4 

(3.1) 
4 
(3.1) ±0 

Cyclosporine NA --- 1 
(0.8) 

1 
(0.8) ±0 1 

(3.3) 
1 
(3.3) ±0 NA --- 

Analysis was conducted for patients who discontinued IFX during the study period and had at least a 6-month 
follow-up period. *Δ was defined as the difference in the number of patients from 3- to 12-month (M). 
Abbreviations: CD, Crohn’s disease; IFX, infliximab; NA, not applicable; Pso, psoriasis; RA, rheumatoid 
arthritis; UC, ulcerative colitis. 

 

加えて、本研究では IFX治療の継続率が疾患によって異なることが示された。CD34,42,43、

UC35,44、Pso36,45、RA37,46-48患者における過去の長期の観察研究では、調査期間、患者選択

基準、治療中止の定義などのデザインは各研究で異なったものの、本研究と同様の結果

が報告されている。IFX 治療に対する二次不応答の原因の一つに、免疫原性に起因する

ADAの形成が考えられる。しかし、過去に報告された各疾患における IFXに対するADA

発現率 22は、本研究での IFX処方継続率との関連を示さなかった。治療継続期間は治療

効果の持続だけでなく、副作用や効果の消失、服薬遵守率などを考慮した複合的な尺度

であるため 28、ADAという単一の要因では説明できないと考えられる。IFX治療継続率

が疾患によって異なる根本的メカニズムは不明であるものの、疾患ごとの IFXに対する

感受性の相違、有害事象の特徴、代替治療法の多さなどが要因として考えられる。 
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本研究では、IFX治療の継続に関連しうる因子を探索、評価した。CDおよび UC患者

において、IFX高用量投与群でのより高い治療継続率が示された。CD患者を対象とした

無作為化比較試験では、維持用量 10 mg/kg投与群において 5 mg/kg投与群より高い奏功率

が示された 38。一方、UC患者を対象とした試験では、5 mg/kgおよび 10 mg/kg投与群の

間で臨床効果に有意差は認められなかった 39。これらの結果に基づき、日本では 2011年

よりCD治療において IFXの 10 mg/kgまでの用量設定が承認されている一方、UC治療に

おける IFX最大用量は 5 mg/kgとされ、増量は承認されていない。本研究では体重に関す

るデータは利用できなかったが、CDの単回投与量の中央値（356.7 mg）はUC（300.0 mg）

よりも高く、各疾患での承認用量と相関していることが確認された。このことから、CD

およびUCの患者において、IFXの高用量投与は治療応答性低下の回避に寄与する可能性

が示唆された。 

いくつかの疾患群では性差が認められた。本検討では、CD および UC の女性患者は

IFX治療を中止しやすい傾向が示された。一方、女性のRA患者は男性よりも有意に長く

IFX治療を継続した。これまでの報告では、女性であることが抗 TNF療法継続の予後不

良因子とされている 23,25,49。このメカニズムについて、Pso の女性患者では副作用に関連

して治療満足度が低いことが報告された 49。また、女性のRA患者では血中 IFX濃度が低

くADA陽性を示す傾向にあることが示された 50。体脂肪率および脂肪分布における性差

もメカニズムとして議論されている 51。一方、IFX 治療継続性に性別は影響しないと報

告する研究もあり 52-54、性差の影響は依然として重要な研究課題である。さまざまな研

究から治療継続率が報告されている一方、その評価方法には研究間で顕著な異質性が存

在する 55。本研究では、同一のデータベースに格納される種々の炎症性疾患患者データ

について同一の解析方法を用いて調査したことで、結果の直接の比較が可能であった。

本研究において、性別の影響が CD/UC患者と RA患者間で異なる理由は不明であるが、

喫煙状況などの未測定および未調整の交絡因子に起因する可能性が考えられる 56。IFX 

の治療継続性に及ぼす性別の影響を明らかにするためには、さらなる研究が必要である。 

IFX を用いた一次治療と二次治療における継続率の差異が観察された。本研究におい

て、抗体医薬品による治療歴のある RA患者では IFXの継続期間が比較的短いことが示

された。一方、CD/UC患者ではそのような差は認められなかった。Gil-Candelらの研究で
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は、CD/UC患者に対する IFXの一次治療と二次治療において同様の継続率が記述されて

おり 57、本研究結果と同様の傾向が示された。RA患者を対象とした既報は、以前に使用

した抗体医薬品に抵抗性を示した患者に対して IFX への切り替えが有効であると報告し

ている 58-60。しかし、これらの研究ではサンプルサイズが比較的小さく、研究期間が短

いことが限界として指摘されている。さらに、他の研究においては、抗体医薬品による

治療歴は治療効果や寛解率の低下と有意に関連することが報告されている 61,62。IFXによ

る二次治療の有用性は一次治療に比して低い可能性があり、二次治療を受ける RA 患者

にはより慎重なモニタリングが必要である。 

本研究は保険請求データベースを用いた記述的後ろ向き観察研究であり、結果の解釈

においては以下の点に留意が必要である。 第一に、本研究に用いたデータは日本の被雇

用者保険制度における従業員とその家族の保険請求データから成る JMDCデータベース

由来のものであるため、対象集団に若年層への偏りがあり、すべての患者（特に高齢者）

を代表する結果とはなりえない。第二に、データベースの特性上、有害事象などの毒性

による治療中止と寛解による治療中止との区別は不可能であった。JMDC データベース

には、疾患活動性、検査データ、薬剤中止理由など、いくつかの臨床データは格納され

ない。有害事象は一般的な治療中止理由の一つとして報告されている一方、臨床的寛解

は中止の主な理由ではない 63,64。本研究では、IFX中止後 3ヵ月以内に約 40～70％の患者

で再治療が開始された。また、寛解達成後の抗体医薬品の使用中止はいくつかの臨床試

験において試みられているが、実臨床においてはいまだ一般的ではない 65-68 。第三に、

Pso患者群のサンプルサイズが非常に小さかった。今後、Pso療法における IFX 継続率の

影響因子を検証するために、より大きなサンプルサイズの患者集団での研究が必要であ

る。最後に、他のすべての保険請求データ解析と同様に、データベース上の不適切なコ

ーディングの可能性がある。本研究においては、患者を治療期間または観察期間中に最

も多く記録されたCD、UC、Pso、RAの診断コードに従って分類した。 

以上、本章において IFX治療の継続率は種々の慢性炎症性疾患ごとに異なり、疾患に

より治療への応答性が異なる可能性が明らかとなった。また、無作為化比較試験で報告

された臨床効果は、必ずしも日常臨床における治療継続率を反映しえないことが示唆さ

れた。加えて、治療継続率に影響しうるいくつかの臨床情報を同定した。性別や抗体医
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薬品への曝露歴などの患者特性は、RA治療における IFX治療継続性に影響を与える可能

性が示された。CDおよび UC患者における IFX治療は、投与量の漸増に応じてより長期

に継続できる可能性が考えられた。持続的な治療効果を得るため、患者特性に基づいた

IFX適切使用の重要性が示唆される。 
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第 II 章 自施設コホート調査に基づく関節リウマチ患者における血中イン

フリキシマブ濃度測定の有用性評価 

 
IFX治療は RAの治療成績を大幅に改善した 41,69。しかし、一部の患者では IFX治療の

効果が十分に得られない（一次不応答）、あるいは治療の経過とともに減弱、消失するこ

と（二次不応答）が報告されている 39,70-72。治療開始後 1年間に RA患者の約半数が二次

不応答を経験するという報告があり 19、また別の研究では効果不十分を理由とする IFXの

中止率は治療開始後 36ヵ月時点で 32.1％と示された 73。IFX治療における課題のひとつ

は、長期治療における二次不応答を回避することである。 

近年、抗体医薬品の薬物動態とその影響因子が徐々に明らかとなってきた。ADA は血

中薬物濃度を低下させ、治療応答性の消失の主要因となる 8,74,75。IFXを投与されたRA患

者の約 10～60％において、投与開始後 6ヵ月以内にADAが発現することが報告されてい

る 9,22,76,77。また、治療開始前の血中TNF-α濃度も血中 IFX濃度を低下させる要因の一つと

される 7。胎児性 Fc 受容体（FcRn）は、抗体のリサイクリング機能を介してその体内動

態に作用する 78,79。抗体医薬品の薬物動態における大きな個体間・個体内変動が報告され

ており 21、IFX治療戦略を開発するうえでもそうした変動を考慮する必要がある。 

 

第 1節 血中 IFX濃度測定による二次不応答評価 
TDM は医薬品の個別化投与設計を支援するツールであり、臨床現場では免疫抑制薬や

抗てんかん薬などを対象にその血中濃度測定に基づいた投与量の調整に利用される。著者

らは小児希少疾患に対する IFX治療において、TDMに基づく投与量調整が血中薬物濃度

の上昇をもたらし、病勢管理に寄与した症例を経験した 80。RA 患者では、本邦で実施さ

れた RISING試験 10をはじめ、無作為化比較試験のサブ解析において血中 IFX濃度と疾

患活動性との相関が示されている。非介入の後方視的観察研究においても、治療開始後

52 週時点の血中 IFX 濃度が奏功率と関連することが報告されている 9。このように血中

IFX濃度と治療効果との関係は複数の研究で示されており 9-12、治療最適化にTDMの活用

が期待される。しかし、日常診療における血中IFX濃度測定の臨床的意義やその実装方法

は依然として確立していない。 
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本節では、自施設の RA 患者コホートデータベースを利用し、実臨床における IFX の

TDMの実用性を検討することを目的に後方視的観察研究を実施した。 

 

Ⅱ-1-1 方法 

Ⅱ-1-1-1 対象患者 

京都大学医学部附属病院リウマチセンターが 2011 年に設立した Kyoto University 

Rheumatoid Arthritis Management Alliance（KURAMA）コホートに登録されたRA患者を対象

とした81。すべての患者は1987年改訂版米国リウマチ学会（ACR）または2010年版ACR/

欧州対リウマチ連盟（EULAR）の RA 分類基準を満たした。本研究では、2011年 1 月 1

日から 2018年 12月 31日までの KURAMAコホート登録データを使用した。本研究への

参加登録について、すべての患者から書面によるインフォームドコンセントを得た。本

研究は「人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理指針」を遵守し、京都大学

大学院医学研究科・医学部及び医学部附属病院医の倫理委員会の承認 （承認番号：

R0357）を得て実施した。 

 

Ⅱ-1-1-2 データ収集と疾患活動性の評価 

ベースラインの患者の臨床情報として年齢、体重、性別、RA 罹病期間、週あたりの

MTX 投与量、経口糖質コルチコイド使用有無、従来型合成疾患修飾性抗リウマチ薬

（csDMARDs）使用有無、圧痛関節数（TJC）、腫脹関節数（SJC）、C 反応タンパク質

（CRP）値、リウマトイド因子（RF）のデータを収集した。また、採血時点での IFX治

療期間を調査した。csDMARDs にはアクタリット、金チオリンゴ酸ナトリウム、オーラ

ノフィン、ブシラミン、イグラチモド、レフルノミド、ミゾリビン、サラゾスルファピ

リジン、シクロスポリン、タクロリムスを含めた。疾患活動性は、the 28 joint disease 

activity score incorporating erythrocyte sedimentation rate（DAS28-ESR）、clinical disease activity index

（CDAI）、simplified disease activity index（SDAI）、および health assessment questionnaire-

disability index（HAQ-DI）に基づき評価した。ベースラインは IFX治療導入前 3ヵ月以内

の最後のデータとした。EULAR 反応基準に基づき、IFX治療にgood/moderate responseを示

した患者を responder、no responseを示した患者を non-responderと定義した。 
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Ⅱ-1-1-3 血中 IFX濃度測定 

患者の血清試料を IFX投与直前に採取した（トラフ血清）。血中 IFX濃度はトリプル四

重極型逆相液体クロマトグラフィー-タンデム質量分析計（LC-MS/MS; Nexera ×2 および

LCMS-8060、Shimadzu, Kyoto, Japan）を用いて測定した 82-84。血清中免疫グロブリン G 

（IgG）の抗原結合領域（Fab）からペプチドを得るために、nSMOLTM Antibody BA Kit 

（Shimadzu, Kyoto, Japan）を用いて、付属のプロトコルにしたがって血清試料の前処理を

実施した。本測定系における IFXの定量下限は 0.293 µg/mLであった。 

 

Ⅱ-1-1-4 血中ADAの検出 

電気化学発光（ECL）法により IFXに対する ADAの検出を行った 85,86。ストレプトア

ビジンを固相したマイクロプレート（MSD GOLD 96-well Streptavidin QUICKPLEX Plate, 

Meso Scale Diagnostics, Rockville, MD, USA）に 150 μL/well のブロッキング溶液（3% MSD 

Blocker A）を添加し、一晩 4 ℃に静置することでブロッキングした。20 μg/mLのビオチン

化 IFX と 20 μg/mLのルテニウム標識 IFXを assay diluent（1% MSD Blocker A）中に 1:1 の割

合で混和しmaster mixを調製した。96 well プレートの各ウェルに assay diluentで 10倍希釈

した血清試料 25 µLとmaster mix 50 µLを加え、穏やかに攪拌しながら 23℃で 2時間イン

キュベートした。200 µLの洗浄液（0.05% Tween 20 in PBS）で 3回洗浄後、前述の調製試

料 50 µL をストレプトアビジン固相マイクロプレートの対応する各ウェルに移し、プレ

ートを穏やかに攪拌しながら 23℃で 1時間インキュベートした。その後プレートを 3回

洗浄し、150 µLの反応試薬（MSD Read Buffer T [4×]を超純水で 2倍希釈したもの）を各ウ

ェルに添加した。MESO QuickPlex SQ120（Meso Scale Diagnostics, Rockville, MD, USA）を用

いて、溶液からのECLシグナルを測定した。 

 

Ⅱ-1-1-5 統計解析 

統計解析はGraphPad Prism 7（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA）を用いて実施し

た。非正規分布データは中央値で表し、ノンパラメトリック検定（Mann-Whitney U 検定

または Wilcoxon signed-rank 検定）を用いて分析した。カテゴリカルデータは割合で表示

し、フィッシャーの正確検定を使用して分析した。初回の治療応答までの時間と応答消
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失までの時間を評価するために、Kaplan-Meier法を使用した。治療応答性を予測するため

の最適な血中 IFX 濃度のカットオフ値を決定するために、JMP® Pro14（SAS Institute, Inc., 

Cary, NC, USA）を用いて受信者動作特性（ROC）曲線をプロットした。解析結果は、p 

<0.05をもって統計的に有意とみなした。 

 

 

Ⅱ-1-2 対象患者の選定 

IFXを投与された 311名のRA患者のうち、210名は維持療法中のトラフ血清試料が得ら

れなかったため除外された。IFXは、導入期では 0、2、6週目に投与され、以降の維持期

では 8週ごとに投与されるが、本研究では開始後 112日目（16週目）を維持期の開始と定

義した。さらに、IFXの開始日および測定日の DAS28-ESRデータが得られなかった 55名

の患者が除外された。なお、IFX投与開始日および測定日の当日にDAS28-ESRが記録され

ていなかった場合は、IFX投与開始前 56 日以内の来院時、および IFX 測定前後 56 日以内

の来院時のDAS28-ESR値を使用した。また、IFX導入前にすでに臨床的寛解（DAS28-ESR 

<2.6）に達していた 5名の患者を除外し、41名の患者が解析の対象となった（Fig Ⅱ-1）。全

患者（n = 311）と解析対象患者（n = 41）のベースラインにおける患者背景をTable Ⅱ-1に示

した。 

 

Ⅱ-1-3 RA患者血中 IFX濃度と臨床効果との関連性 

Fig Ⅱ-2 (A) に IFX治療導入後のDAS28-ESRの変化を示した。大きな日間変動および個体

間差が認められた。Kaplan-Meier曲線から、実臨床では IFX導入後 12週間以内に 80％以上

の患者が奏効を示し（Fig Ⅱ-2 (B)）、また最初の奏効から 48週間以内に約 40％の患者が奏

功を消失した（Fig Ⅱ-2 (C)）。 

血中薬物濃度測定時点ではresponderが34名、non-responderが7名であった（Fig Ⅱ-3 (A)）。

血中 IFX濃度は、non-responderに比べ responderにおいて有意に高かった（Fig Ⅱ-3 (B)）。ROC

曲線から responderとnon-responderを区別するカットオフ値は0.319 µg/mL（Fig Ⅱ-3 (C)、AUC 

= 0.87、感度 = 94.1%、特異度 = 85.7%）と算出された。これをもとに、以降の解析ではカッ

トオフ値を 0.32 µg/mLに設定した。 



 27 

 

 

Fig Ⅱ-1. Flowchart on patient inclusion and exclusion. Abbreviations: DAS28-ESR, the 28 joint disease 

activity score incorporating erythrocyte sedimentation rate; IFX, infliximab; RA, rheumatoid arthritis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Number of RA patients using
IFX between January 1, 2011
and December 31, 2018:

311

Number of RA patients with
serum IFX level data:

101

Number of RA patients with
DAS28-ESR data:

46

Excluded 210 patients
• in whom serum IFX levels were not measured
at least 112 days after IFX introduction.

• who discontinued IFX therapy within 112 days.
• whose blood samples were collected
immediately after IFX administration.

Excluded 55 patients without measurement of
DAS28-ESR within 56 days (a) before IFX
introduction and (b) before and after IFX
measurement.

Excluded 5 patients who had already completed
clinical remission (DAS28-ESR <2.6) before IFX
introduction.

Number of patients for analysis:
41



 28 

 
Demographics and clinical characteristics at baseline are represented as means ± standard deviation (SD) for 
continuous data and numbers (percentages) for categorical data. csDMARDs include actarit, aurothiomalate, 
auranofin, bucillamine, iguratimod, leflunomide, mizoribine, salazosulfapyiridin, cyclosporine, and tacrolimus.  
Analysis of variance and Chi-square test were used to compare the clinical characteristics among the different 
groups for continuous variables and categorical variables, respectively. Italics were statistically significant. 
Abbreviations: CDAI, clinical disease activity index; csDMARDs, conventional synthetic disease modifying 
anti-rheumatic drugs; CRP, C-reactive protein; DAS28-ESR, the 28 joint disease activity score incorporating 
erythrocyte sedimentation rate; HAQ-DI, physical disability by health assessment questionnaire-disability 
index; IFX, infliximab; MTX, methotrexate; SDAI, simplified disease activity index; SJC, swollen joint count; 
TJC, tender joint count; RF, rheumatoid factor. 

  

Table Ⅱ-1.  Baseline demographics and clinical characteristics of the patients in total population and study 
cohort 

Characteristics Total population 
 (n = 311) 

Study cohort  
(n = 41) p value 

Year of IFX initiation n = 299  n = 41  

< 0.01 
– 2010/12/31, no. (%)  157 (52.5)   0 (0.0) 

2011/1/1 – 2014/12/31, no. (%)  105 (35.1)  26 (63.4) 

2015/1/1 – 2018/12/31, no. (%)   37 (12.4)  15 (36.6) 

Age, mean (SD), (years) n = 299 53.4 (14.5) n = 41 58.5 (14.9) 0.016 
Body weight, mean (SD), (kg) n = 210 56.4 (10.7) n = 41 56.2 (9.7) 0.96 
Female, no. (%) n = 311 242 (77.8) n = 41 32 (78.0) 0.97 
Disease duration, mean (SD), (years) n = 271 7.1 (8.7) n = 41 3.9 (3.4) 0.16 
Weekly MTX dose, mean (SD), (mg/week) n = 136 7.8 (4.3) n = 41 8.8 (3.4) 0.26 
Oral glucocorticoid use, no. (%) n = 136 39 (28.7) n = 41 13 (31.7) 0.71 
csDMARDs use, no. (%) n = 136 28 (20.6) n = 41 10 (24.4) 0.60 
TJC, mean (SD) n = 104 3.7 (5.0) n = 41 4.5 (5.4) 0.19 
SJC, mean (SD) n = 104 3.5 (4.7) n = 41 4.6 (4.9) 0.039 
CRP level, mean (SD), (mg/dL) n = 104 1.73 (2.82) n = 41 2.06 (3.13) 0.52 
RF positive, no. (%) n = 104 72 (69.2) n = 41 30 (73.2) 0.64 
CDAI, mean (SD) n = 103 15.4 (12.6) n = 41 18.1 (13.0) 0.12 
SDAI, mean (SD) n = 103 17.1 (14.3) n = 41 20.2 (15.1) 0.11 
HAQ-DI, mean (SD) n = 104 0.93 (0.90) n = 41 1.06 (0.94) 0.39 
DAS28-ESR, mean (SD) n = 103 4.10 (1.63) n = 41 4.66 (1.39) 0.067 
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Fig Ⅱ-2. Clinical efficacy of IFX. (A) Change in DAS28-ESR over time. The x-axis represents time after 

introduction of IFX. The y-axis represents values of DAS28-ESR. (B) Kaplan-Meier curve showing time to 

first response. Responders represent patients with “good or moderate response” based on the EULAR response 

criteria. The baseline (Day 0) was defined as the day of IFX introduction. (C) Kaplan-Meier curve showing 

time to loss of response. A change from responder to non-responder was defined as “loss of response.” The 

baseline (Day 0) was defined as the time point when the first response was observed. Patients who never 

showed any response during observation periods were excluded (n = 40). Abbreviations: DAS28-ESR, the 28 

joint disease activity score incorporating erythrocyte sedimentation rate; EULAR, European League Against 

Rheumatism; IFX, infliximab. 
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 (B) Serum IFX levels were measured in non-responders and responders. Each dot represents each patient’s 

serum IFX level and the bars indicate the median. Differences between the groups were assessed by Mann-

Whitney U test. (C) ROC curve for the determination of the optimal IFX cut-off value for predicting persistent 

responder (AUC = 0.87). Abbreviations: AUC, area under the curve; DAS28-ESR, the 28 joint disease activity 

score incorporating erythrocyte sedimentation rate; EULAR, European League Against Rheumatism; IFX, 

infliximab; ROC, receiver operating characteristic. 
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Ⅱ-1-4 血中 IFX濃度に基づく患者背景および疾患活動性の比較 

血中薬物濃度に基づき、患者を IFX <0.32 μg/mLのLow-IFX群（n = 9）と IFX ≥0.32 µg/mL

のHigh-IFX群（n = 32）に分類した。両群の患者背景を Table Ⅱ-2にまとめた。血中薬物濃

度測定時点での IFX治療期間は平均して約 1年であった。年齢と疾患活動性の一部（TJC、

CDAI、SDAI、HAQ-DI、DAS28-ESR）は、High-IFX群に比べ Low-IFX群において有意に低

かった。High-IFX 群の患者のみ経口糖質コルチコイドを服用していたが、糖質コルチコイ

ド使用と重症度との間に有意な相関は認められなかった。体重、性別、罹病期間、IFX 投

与期間、SJC、CRP値、RF陽性者、MTXと csDMARDsの併用状況に有意差はなかった。 

Table Ⅱ-2.  Demographics and clinical characteristics of the patients at baseline and IFX measurement point 
Characteristics IFX <0.32 µg/mL (n = 9) IFX ≥0.32 µg/mL (n = 32) p value 
Baseline    
Age, mean (SD), (years) 47.4 (19.4) 61.6 (12.1) 0.03 
Body weight, mean (SD), (kg) 57.8 (12.8) 55.8 (8.9) 0.85 
Women, no. (%) 7 (77.8) 25 (78.1) 1.00 
Disease duration, mean (SD), (years) 3.28 (2.01) 4.14 (3.71) 0.95 
Weekly MTX dose, mean (SD), (mg/week) 9.3 (3.0) 8.7 (3.5) 0.63 
Oral glucocorticoid use, no. (%) 0 (0.0) 13 (40.6) 0.04 
csDMARDs use, no. (%) 2 (22.2) 8 (25.0) 1.00 
TJC, mean (SD) 1.4 (1.2) 5.4 (5.8) 0.01 
SJC, mean (SD) 1.9 (1.4) 5.4 (5.3) 0.07 
CRP level, mean (SD), (mg/dL) 0.56 (0.61) 2.48 (3.42) 0.18 
RF positive, no. (%) 8 (88.9) 22 (68.8) 0.24 
CDAI, mean (SD) 9.9 (3.9) 20.4 (13.7) <0.01 
SDAI, mean (SD) 10.5 (4.1) 22.9 (15.9) <0.01 
HAQ-DI, mean (SD) 0.47 (0.35) 1.22 (0.99) 0.04 
DAS28-ESR, mean (SD) 3.69 (0.65) 4.93 (1.43) 0.02 
Measurement point    
Duration of IFX treatment, median (min-max), (days) 332 (147-539) 429 (112-882) 0.34 
Dose of IFX, mean (SD), (mg) 207.8 (80.4) 247.1 (101.5) 0.29 
Demographics and clinical characteristics are represented as means ± standard deviation (SD) for continuous data and 
numbers (percentages) for categorical data. Analysis of variance and Fisher’s exact test were used to compare the clinical 
characteristics among the different groups for continuous variables and categorical variables, respectively.  Italics were 
statistically significant. Abbreviations: CDAI, clinical disease activity index; csDMARDs, conventional synthetic 
disease modifying anti-rheumatic drugs; CRP, C-reactive protein; DAS28-ESR, the 28 joint disease activity score 
incorporating erythrocyte sedimentation rate; HAQ-DI, physical disability by health assessment questionnaire-disability 
index; IFX, infliximab; MTX, methotrexate; SDAI, simplified disease activity index;  SJC, swollen joint count; TJC, 
tender joint count; RF, rheumatoid factor. 
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解析に際し、IFX 治療導入（baseline）から血中濃度測定（measurement）までの間に

DAS28-ESR が最も低下した時点を最大効果時点（maximum effect point）と定義した。最大

効果時点における non-responderは 41名中 2名（4.9%）のみであり、Low-IFX群とHigh-IFX

群の間で responderの割合に差はなかった（Table Ⅱ-3, p = 0.40）。しかし、血中濃度測定時点

（measurement point）でさらに5名がnon-responderとなり、Fisherの正確検定により両群間の

responder 割合に有意差が認められた（p <0.01）。両群の導入時点と測定時点の各種疾患活

動性の推移を Fig Ⅱ-4に示す。Low-IFX群では CDAIのみが有意に改善した一方、High-IFX

群ではCDAI、SDAI、CRP、HAQ-DIスコアが有意に改善された。 

 

 

 

Table Ⅱ-3.  Number (percentages) of responders and non-responders at maximum effect and measurement 
point in each group 

 Responders Non-responders p value 
maximum effect point 
IFX <0.32 µg/mL, n (%) 8 (88.9) 1 (11.1) 

0.40 
IFX ≥0.32 µg/mL, n (%) 31 (96.9) 1 (3.1) 
Total (%) 39 (95.1) 2 (4.9)  
measurement point 
IFX <0.32 µg/mL, n (%) 3 (33.3) 6 (66.7) 

<0.01 
IFX ≥0.32 µg/mL, n (%) 31 (96.9) 1 (3.1) 
Total (%) 34 (82.9) 7 (17.1)  
measurement point 
ADA positive, n (%) 2 (50.0) 2 (50.0) 

0.14 
ADA negative, n (%) 30 (85.7) 5 (14.3) 
Total (%) 32 (82.1) 7 (17.9)  
The “maximum effect point” was defined as the date when DAS28-ESR was the lowest during the IFX 
therapy between after its introduction point and at the measurement point. Responders had “good and 
moderate responses,” and non-responders had “no responses” based on the EULAR response criteria. 
ADAs in two patients could not be examined due to sample shortage. Values were considered statistically 
significant at a p value less than 0.05, based on two-sided Fisher’s exact test. Italics were statistically 
significant.  Abbreviations: ADA, anti-drug antibody; DAS28-ESR, the 28 joint disease activity score 
incorporating erythrocyte sedimentation rate; EULAR, European League Against Rheumatism; IFX, 
infliximab. 
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(See the figure on previous page.) 

Fig Ⅱ-4. Changes in (A) CDAI, (B) SDAI, (C) CRP, and (D) HAQ-DI from the baseline to the IFX 

measurement point. The left figures show the data of patients with IFX level <0.32 μg/mL (closed circles), 

and the right figures show the data of patients with IFX level ≥0.32 μg/mL (open circles). Each line 

corresponds to each patient. The data were analyzed by Wilcoxon signed-rank test. Abbreviations: CDAI, 

clinical disease activity index; CRP, C-reactive protein; HAQ-DI, physical disability by health assessment 

questionnaire-disability index; IFX, infliximab; SDAI, simplified disease activity index. 

 

 

 

 

Ⅱ-1-5 血中 IFX濃度とADA陽性率との相関 

41名中39名の患者の血清においてADAの検出を実施可能であり、4名（10.3%）が陽性

と判定された。陽性患者はすべて糖質コルチコイド非投与群に属していた。血中 IFX濃度

は陰性群に比べ陽性群において有意に低かった（Fig Ⅱ-5, p <0.01）。陽性群のうち 2 名

（50.0％）および陰性群のうち 30名（85.7％）が IFX治療に応答性を示したが、responder

の割合に有意差はなかった（Table Ⅱ-3）。ADA陰性患者 35名中、6名（17.1%）の血中 IFX

濃度が 0.32 µg/mL未満であった。 
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Ⅱ-1-6 考察 

本邦で実施された介入試験である RISING 試験において、RA 患者は 0、2、6 週目に 3 

mg/kgの IFXを投与された後、10週目に 3 つの治療群（3、6、10 mg/kg 投与群）に無作為

に割り付けられた 10。54 週目の奏効率は、3、6、10 mg/kg 群のそれぞれにおいて 10％、

56％、100％であり、IFX の投与量が多い患者ほど良好な有効性が得られた。また、血中

IFX濃度が 1.0 µg/mL以上の患者の 98.8％に臨床効果が認められた。IFXの治療濃度域はい

まだ明確に定義されていないが、RA11,12や他の慢性炎症性疾患 87-90に対するいくつかの観

察研究および臨床試験のポストホック解析では、トラフ濃度が高いことが臨床転帰の改善

と関連した。本研究では、最大効果時点において対象患者41名中39名（95.1%）に IFX治

療への応答性が見られた。この結果は、臨床現場においては血中薬物濃度を測定せずとも

一次不応答を適切に回避できていることを示唆している。 

一方、一部の患者において IFXの継続使用に伴う二次不応答が認められた。血中濃度の

測定時点において、EULAR反応基準に基づき DAS28-ESRの改善度をもって評価した治療

応答性はHigh-IFX群に比べLow-IFX群で有意に低く、血中 IFX濃度の低下により治療効果

が低下する可能性が示唆された。IFX の長期使用下において二次不応答を確実に判断する

ことは困難であり、血中 IFX濃度に関する情報は医師の患者評価に役立つ可能性がある。

Low-IFX 群において二次不応答は、最短で 185 日で観察された。また、一次不応答は治療

開始後 6ヵ月以内に判断される 91。以上より、IFX治療開始後半年以降において血中薬物

濃度を測定し、その低下の検出を介して二次不応答の評価を促すような、IFX の TDM に

基づく治療アルゴリズムが提案されうる。 

臨床効果を予測するためのカットオフ値を決定することは臨床上重要である。RISING

試験では、トラフ血中 IFX濃度 1.0 µg/mLが治療開始後 52週時点での臨床効果のカットオ

フ値とされた10。Wolbinkらも同様の結果を報告しており、トラフ血中IFX濃度が低い（1.2 

µg/mL 未満）患者では、DAS28スコアの改善が比較的低いことが示されている 92。本研究

では ROC解析の結果から、最適なカットオフ値は 0.32 µg/mLと決定された。血中 IFX濃

度 1.0 µg/mLをカットオフ値とした場合にも同様の結果が得られ、RISING試験の結果とも

矛盾しない 10。血清中の抗体医薬品の定量には酵素免疫測定法（ELISA）が汎用されるが、

ELISA 法では非特異的なシグナルが検出される可能性が指摘されている 93,94。本研究では、



 36 

米国食品医薬品局の基準 95に基づきバリデーションが実施された nSMOL proteolysis法によ

る前処理を応用した LC-MS/MS法を採用し、IFXに特異的なペプチドを定量した 83。臨床

現場で用いるカットオフ値の設定には、使用する分析法を考慮しなければならない。分析

法によらないカットオフ値を決定するためには、さらなる研究が必要である。 

IFXの薬物動態に影響を与える主要因の一つとしてADAが挙げられる 8,74,75。ADAは IFX

と結合し、そのクリアランスを増加させることで血中 IFX 濃度を低下させる。本研究で

ADAを測定した39例中4例（10.3％）が陽性と判定され、陰性患者と比較して血中 IFX濃

度が有意に低かった。また、陽性患者は全例が糖質コルチコイド非使用群に属し、High-

IFX 群と Low-IFX 群の間での糖質コルチコイド使用割合に有意差が生じた原因であると考

えられた。加えて、EULAR 反応基準を満たす responderの割合は、有意ではないものの陽

性群で低い傾向にあった。ADAは IFXの薬物動態に影響を与えうるが、IFXの有効性に重

要な因子は血中 IFX濃度そのものである。血中 IFX濃度に影響を与える因子は他にも考え

られるため、臨床効果を評価するうえでは血中 IFX濃度のモニタリングが最適なツールと

なりうる。他方、炎症性腸疾患患者を対象とした過去の研究において、ADA 陰性患者に

比べ陽性患者では IFXの増量による治療効果改善が得られにくいと報告された 96,97。ADA

の測定は、二次不応答患者において用量増量か他剤変更かという、適切な二次治療戦略の

決定を支援するものと期待される。 

本研究は後方視的観察研究であるため、結果の妥当性に影響を与えうる、以下の点に

注意が必要である。第一に、サンプルサイズが小さかった。2011 年以前の臨床データは

KURAMA コホートに含まれず、IFX投与開始前の DAS28-ESRの情報がない多数の患者を

除外せざるをえなかった。全患者（n = 311）と解析対象患者（n = 41）間のベースラインの

患者背景はほぼ同様であったが、選択バイアスを完全に排除することはできなかった

（Table Ⅱ-1）。第二に、最大効果時点における血中 IFX濃度は測定できず、当該時点におけ

る DAS28-ESRの低下と血中 IFX濃度の関連性を検討することはできなかった。第三に、

ベースラインの患者背景の一部が High-IFX 群と Low-IFX 群で異なった。Low-IFX 群では

High-IFX 群に比べ疾患活動性の軽度な患者割合が多く、治療効果の評価に一部影響を及ぼ

す可能性がある。本研究は観察研究であり、交絡因子を制御、除外するための無作為化を

行うことはできなかった。しかし、DAS28-ESRによる EULAR反応基準に基づき High-IFX
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群、Low-IFX群ともに約 90％の患者が一次奏功を示したことから、二次不応答に係る解析

において患者特性分布の偏りによる影響は少なかったと考えられる。 

以上、本研究では実臨床のコホートデータに基づき、血中 IFX濃度は長期の継続使用下

での IFX治療効果と相関を示すことを明らかにした。臨床現場では血中薬物濃度を測定せ

ずとも IFXの一次不応答を回避可能と思われる一方、IFXの血中濃度測定により二次不応

答患者の識別が容易になり、ひいては IFXの適正使用促進に貢献するものと考えられる。 

 

第2節 血中 IFXおよび IL-6濃度測定による二次不応答予測 

第 1 節において、IFXの TDMによって採血時点での二次不応答患者の特定を容易にす

る可能性を示した。IFX 治療において二次不応答は、その後の治療中止につながる重大な

臨床課題である。カナダの 2つのレジストリデータを分析した以前の研究では、各解析期

間（それぞれ 2,632人年、1,114人年）内の抗TNF治療非奏功者のうち、二次不応答患者の

割合はそれぞれ 68.3％と 55.7％と報告された 98。また、二次不応答例のうち 87.0％および

60.9％の患者が、抗TNF治療開始 12ヵ月以降に治療中止を経験した 98。別のコホート研究

においても、一次奏者を示した患者の 55%が、治療開始後 1 年間に主に二次不応答を理由

に IFX 治療を中止した 19。IFX治療に対する二次不応答の管理において、治療中止を予測

し回避することも重要である。本節では、血中 IFX濃度やその他のバイオマーカーの測定

が二次不応答による IFX治療中止の予測に有用であるかを検証した。 

 

Ⅱ-2-1 方法 

Ⅱ-2-1-1 対象患者 

第1節同様、KURAMAコホートデータベースを用いて単施設の後方視的観察研究を実

施した。本研究では 2011年 1月 1日から 2020年 12月 31日の間に収集されたコホートデ

ータを解析した。すべての患者はRAの 1987年改訂版ACRまたは 2010年版ACR/EULAR

の分類基準を満たし、研究参加へ書面により同意した。すべてのデータは非特定化され、

匿名で分析された。本研究は「人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理指針」

を遵守し、京都大学大学院医学研究科・医学部及び医学部附属病院医の倫理委員会の承

認 （承認番号：R0357）を得て実施した。 
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Ⅱ-2-1-2 データ収集と疾患活動性の評価 

採血時点での年齢、体重、性別、RA 罹病期間、IFX治療期間、週あたりの MTX投与

量、経口糖質コルチコイド使用有無、その他の csDMARDの使用有無、CRP 値、赤血球

沈降速度（1時間値、ESR_1h）、ACPA（anticlic citrullinated peptide antibody）値、RF 値など

の患者背景情報を入手した。csDMARDsの定義は第 1節同様とした。RA の疾患活動とし

て TJC、SJC、CDAI、SDAI、DAS28-ESRを、機能性の指標として HAQ-DIを評価した。

RFとACPAの値がそれぞれ 15  IU/mLおよび 4.5  U/mLより高値の場合を陽性とした。 

 

Ⅱ-2-1-3 臨床イベント 

KURAMA コホート上では薬剤の投与中止理由が 1）効果不十分、2）寛解、3）有害事

象、4）その他の理由、の 4つに分類、登録される。一次不応答は治療開始後 6ヵ月以内

の応答性消失とされるため 91、本研究では投与開始 24週終了後の効果不十分（二次不応

答）を理由とする IFX治療中止を主要評価項目とし、採血後 1年間の治療継続率を評価

した。副次的アウトカムとして、採血後 1年間の疾患活動性の悪化と IFX治療の強化を

評価した。疾患活動性の悪化は、個々の患者において DAS28-ESRが最小スコアから 1.2

以上増加し、EULAR 基準で中等度から重度の疾患活動性（DAS28-ESR>3.2）を示すもの

と定義した。IFX治療の強化は、個々人の DAS28-ESR最小スコア時の投与量および投与

間隔と比較して、投与量の増量（少なくとも 100 mg）または投与間隔の短縮（14日間以

上の短縮を連続 2回以上）とした。 

 

Ⅱ-2-1-4 血中 IFX、TNF-α、IL-6濃度の測定 

トラフ血中 IFX濃度は第1節同様に測定した 82-84。血清中のTNF-αおよび IL-6濃度は、

市販のV-PLEX Humanキット（Meso Scale Discovery, Rockville, MD, USA）を用いて、付属の

説明書に従って分析した。この分析系では遊離型 TNF-α のみを検出し、IFX と複合体を

形成した結合型TNF-αは検出されなかった（data not shown）。溶液からのECLシグナルを

MESO QuickPlex SQ120 （Meso Scale Discovery, Rockville, MD, USA）を用いて測定し、解析に

はMSD Discovery Workbench ソフトウェア （Meso Scale Discovery, Rockville, MD, USA）を使



 39 

用した。各患者について、研究期間中に採取された最初のサンプルのみを分析対象とし

た。 

 

Ⅱ-2-1-5 血中ADAの検出 

第 1節同様、IFX に対する血中ADAを検出するため Meso Scale Discovery® プラットフォ

ーム上で ECLアッセイを活用した。ADA陽性検体を同定するためのスクリーニングアッ

セイとその特異性を決定するための確認アッセイを含む多層的なアプローチを採用した。

溶液からの ECLシグナルは、MESO QuickPlex SQ120 （Meso Scale Discovery, Rockville, MD, 

USA）を用いて測定した。 

 

Ⅱ-2-1-6 統計解析 

統計解析はGraphPad Prism 7（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA）および JMP® Pro15

（SAS Institute, Inc., Cary, NC, USA）を用いて実施した。連続データは平均値±標準偏差

（SD）または中央値（最小値 − 最大値）で表し、ノンパラメトリック検定（Wilcoxon 

rank-sum test）を用いて解析した。パーセンテージで表したカテゴリカルデータは、カイ

二乗検定またはフィッシャーの正確検定を用いて分析した。p <0.05 を統計的に有意とし

た。Kaplan-Meier法により、効果不十分を理由に IFX治療を中止するまでの時間を評価し

た。1年以上治療を継続した患者、または中止せずに観察期間が1年未満の患者を打ち切

りとした。また、効果不十分以外の理由で治療を中止した患者も打ち切りとした。ROC

解析により、採血後 1年以内に効果不十分を理由に IFX治療を中止する必要性を予測す

る最適な IFX、TNF-α、IL-6の血中濃度のカットオフ値を求めた。 

 

Ⅱ-2-2 対象患者 

KURAMA コホートデータベースに登録された患者全体の 310 名から、選択基準に基づ

き解析対象患者を抽出した（Fig Ⅱ-6）。まず、維持治療期間中にトラフ血清検体が得られ

なかった（残渣血清が保存されていなかった、または投与直後に採血された）219 名の患

者を本解析から除外した。すべての患者は IFX 導入療法（IFX治療開始後 112 日間）を完

了していることが求められた。次に、治療開始後 24週間以内に IFX治療を中止した一次
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不応答患者を解析の対象外とした（n = 4）。また、観察期間中に臨床試験に参加した患者

も除外した（n = 3）。最終的に、84名の患者が本解析の対象となった。 

 

Ⅱ-2-3 トラフ血清中 IFXおよび他のバイオマーカーの濃度の相関 

登録された 84名の患者において、IFXのトラフ血中濃度の中央値は 1.62 µg/mL（四分位

範囲：0.31-5.23）であった。ROC解析により、IFXのトラフ血中濃度 0.59 µg/mLを投与中

止の必要性を予測する最適なカットオフ値とした（Fig Ⅱ-7）。トラフ血中 IFX 濃度のカッ

トオフ値に基づき患者を 2群に分け、その特徴をTable Ⅱ-4にまとめた。採血時点において、

血中 IL-6濃度、TJC、SJC、CRP、ESR_1h、RF陽性割合、CDAI、SDAI、DAS28-ESRにお

いて両群間に有意差を認め、Low IFX群（IFX <0.59 µg/mL）の患者はより重症であった。 

 

 
Fig Ⅱ-6. Flowchart of inclusion/exclusion of patients in the study. Abbreviations: IFX, infliximab; RA, 

rheumatoid arthritis. 

Number of RA patients using

IFX between January 1, 2011

and December 31, 2020:

310

Number of RA patients with

serum IFX level data:

91

Number of RA patients who

avoided primary non-response

to IFX therapy:

87

Excluded 219 patients in whom appropriate

serum samples were not collected during the

maintenance therapy with IFX.

Excluded 4 patients who discontinued IFX

therapy within 24 weeks of its initiation (defined

as primary non-responders).

Excluded 3 patients who participated in clinical

trials during the study period.

Number of patients for analysis:

84
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血中 IFX濃度とADA陽性、TNF-αおよび IL-6濃度との相関および患者分布を Fig Ⅱ-8に

示した。ROC解析により、TNF-αは 5.82 pg/mL、IL-6は 1.69 pg/mLが、最適なカットオフ値

として設定された（Fig Ⅱ-7）。ADA陽性患者のすべてにおいて、血中 IFX 濃度はカットオ

フ値より低値であった。登録された患者のうち、7.3％が High-IFX / High-TNF-α 群、17.1％

がHigh IFX / High-IL-6群に分類された。 
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Fig Ⅱ-7. The optimal cut-off values for IFX 

discontinuation owing to inefficacy using ROC 

analysis. The Youden index was used to determine 

cut-off values of (A) IFX, (B) TNF-α, and (C) IL-

6 levels. The sensitivity and specificity of each 

AUC is shown in each figure. Abbreviations: 

AUC, area under the curve; IFX, infliximab; IL-6, 

interleukin-6; ROC, receiver operating 

characteristic; TNF-α, tumor necrosis factor-alpha. 
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Table Ⅱ-4. Baseline demographics and clinical characteristics of patients enrolled in this study 

Characteristics IFX <0.59 µg/mL (n = 24) IFX ≥0.59 µg/mL (n = 60) p value 
Age, mean (SD), (years) 57.6 (15.4) 60.0 (14.1) 0.48 
Body weight, mean (SD), (kg) 57.0 (9.9) 55.6 (9.5) 0.60 
Women, n/N (%) 18/24 (75.0) 48/60 (80.0) 0.77 
Disease duration, mean (SD), (years) 9.5 (11.8) 11.8 (11.2) 0.19 
Duration of IFX treatment,  
median (min–max), (days) 

501.5  
(185-3913) 

789.5 
 (154–5073) 0.85 

Dose of IFX, mean (SD), (mg) 252.9 (103.6) 267.0 (101.9) 0.46 
Weekly MTX dose, mean (SD), (mg/week) 8.3 (3.4) 7.6 (3.2) 0.18 
Oral glucocorticoid use, n/N (%) 2/24 (8.3) 14/60 (23.3) 0.14 
csDMARDs use, n/N (%) 6/24 (25.0) 8/60 (13.3) 0.21 
Trough IFX level, mean (SD), (µg/mL) 0.07 (0.17) 5.45 (9.93) <0.001 
TNF-α level, mean (SD), (pg/mL) 15.3 (37.9) 4.0 (1.4) 0.10 
IL-6 level, mean (SD), (pg/mL) 8.1 (17.4) 2.3 (4.1) 0.024 
ADA-positive, n/N (%) 9/24 (37.5) 0/59 (0.0) <0.001 
RF-positive, n/N (%) 17/20 (85.0) 31/54 (57.4) 0.031 
RF, median (min–max), (IU/mL) 31.3 (8.0–563.9) 16.5 (8.0–387.9) 0.006 
ACPA-positive, n/N (%) 13/14 (92.9) 28/41 (68.3) 0.086 
ACPA, median (min–max), (U/mL) 29.5 (0.6–500) 32.7 (0.5–902) 0.29 
CRP level, mean (SD), (mg/dL) 1.00 (1.04) 0.25 (0.72) <0.001 
ESR_1h, mean (SD), (mg/dL) 28.8 (18.7) 18.4 (12.0) 0.024 
TJC, mean (SD) 1.62 (2.04) 0.69 (1.55) 0.005 
SJC, mean (SD) 1.00 (1.41) 0.60 (1.40) 0.030 
CDAI, mean (SD) 6.77 (6.00) 4.08 (5.37) 0.023 
SDAI, mean (SD) 7.74 (6.42) 4.24 (5.71) 0.005 
DAS28-ESR, mean (SD) 3.28 (1.27) 2.47 (1.00) 0.008 
HAQ-DI, mean (SD) 0.39 (0.43) 0.56 (0.75) 0.86 

The patients were divided into two groups; low-IFX (IFX <0.59 µg/mL) and high-IFX (IFX ≥0.59 µg/mL). 
Demographics and clinical characteristics at the sampling point (baseline) are represented as mean ± 
standard deviation (SD) for continuous data and numbers (percentages) for categorical data.  csDMARDs 
include actarit, aurothiomalate, auranofin, bucillamine, iguratimod, leflunomide, mizoribine, 
salazosulfapyiridin, cyclosporine, and tacrolimus. To compare patient characteristics between the groups, 
the Wilcoxon rank sum test and Fisher's exact test were used for continuous and categorical variables, 
respectively. Italics were statistically significant.  Abbreviations: ACPA, anti-cyclic citrullinated peptide 
antibody; ADA, anti-drug antibody; CDAI, clinical disease activity index; csDMARDs, conventional 
synthetic disease-modifying anti-rheumatic drugs; CRP, C-reactive protein; DAS28-ESR, the 28 joint 
disease activity score incorporating erythrocyte sedimentation rate;  ESR_1h, erythrocyte sedimentation rate 
at one hour; HAQ-DI, physical disability by health assessment questionnaire-disability index; IFX, 
infliximab; IL-6, interleukin-6; MTX, methotrexate; RF, rheumatoid factor; SDAI, simplified disease 
activity index; SJC, swollen joint count; TJC, tender joint count;  TNF-α, tumor necrosis factor-alpha. 
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(See the figure on previous page.) 

Fig Ⅱ-8. Associations between levels of IFX and (A) ADA positivity, (B) TNF-α and (C) IL-6 levels. 

Distribution of patients in each group is shown in the table. Abbreviations: ADA, anti-drug antibody; IFX, 

infliximab; IL-6, interleukin-6; TNF-α, tumor necrosis factor-alpha. 

 

 

 

 

Ⅱ-2-4 IFX治療中止の予測 

血中 IFX、TNF-α、IL-6濃度のカットオフ値および ADA の検出に基づき患者を各 2群に

分けた。採血後 1年間に IFX治療を中止するまでの時間を、Kaplan-Meier法および log-rank

検定により 2群間で比較した（Fig Ⅱ-9）。いずれの因子においても、2群間に有意差は認め

られなかった。 

次に、血中 IFX濃度とADA、TNF-α濃度、IL-6濃度の各組み合わせに則り患者を 4群に

分けた（Fig Ⅱ-10）。IFXの投与中止までの期間について、IFXと ADA、TNF-α濃度の組み

合わせによる各 4群間で有意差は認められなかった。他方、IFXと IL-6の血中濃度によっ

て患者を分類すると、IFXが低く IL-6が高い患者群では治療継続率が最も低かった（p  = 

0.030、12ヵ月時点で継続率 71.3％）。IFXおよび IL-6の濃度に基づいて分類された 4グル

ープの各患者背景をTable Ⅱ-5 に示す。 

 

Ⅱ-2-5 その他の臨床イベント 

血中 IFXおよび IL-6濃度に基づき分類された 4グループにおいて、採血後 1年間の疾患

活動性の悪化および IFX治療の強化を評価した（Table Ⅱ-6）。Low-IFX / High-IL-6 群では、

他の 3 群に比べ疾患活動性の悪化が有意に多く発生した（90.9％, p <0.001）。IFX治療の強

化を要した患者の割合については、4群間で有意差は認められなかった（p = 0.89）。 
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Fig Ⅱ-9. One-year IFX persistence rates in patients with RA by (A) IFX levels, (B) ADA positivity, (C) TNF-

a levels, and (D) IL-6 levels. The x-axis represents months after blood sampling. The y-axis represents the rate 

of IFX persistence. Cutoff values for classification were given by ROC analyses. Patients who had over one-

year IFX persistence had less than one year of observation without discontinuation or discontinued IFX therapy 

for reasons other than insufficient efficacy were censored. Abbreviations: ADA, anti-drug antibody; IFX, 

infliximab; IL-6, interleukin-6; RA, rheumatoid arthritis; ROC, receiver operating characteristic; TNF-

α, tumor necrosis factor-alpha. 
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Fig Ⅱ-10. Persistence of IFX therapy in the four groups classified by serum IFX levels in combination with 

(A) ADA positivity, (B) TNF-α levels, or (C) IL-6 levels. The x-axis represents months after blood sampling. 

The y-axis represents the rate of IFX persistence. Cutoff values for classification were given by ROC analyses. 

Patients who had over one-year IFX persistence and less than one year of observation without discontinuation 

or discontinued IFX therapy for reasons other than insufficient efficacy were censored. Abbreviations: ADA, 

anti-drug antibody; IFX, infliximab; IL-6, interleukin-6; ROC, receiver operating characteristic; TNF-α, tumor 

necrosis factor-alpha. 
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Table Ⅱ-5. Demographic characteristics of the patients divided into four groups based on both serum levels of IFX 
and IL-6 

Characteristics 
High-IFX / 
Low-IL-6 
(n = 44) 

Low-IFX / 
Low-IL-6 
(n = 12) 

High-IFX / 
High-IL-6 
(n = 14) 

Low-IFX / 
High-IL-6 
(n = 12) 

p value 

Age, mean (SD), (years) 58.1 (14.6) 54.4 (17.7) 63.9 (11.4) 60.8 (12.6) 0.50 
Body weight, mean (SD), (kg) 57.0 (8.8) 56.4 (9.4) 53.5 (10.2) 57.5 (10.8) 0.47 
Women, n/N (%) 34/44 (77.3) 10/12 (83.3) 12/14 (85.7) 8/12 (66.7) 0.67 
Disease duration,  
mean (SD), (years) 

12.0 (11.6) 11.0 (11.7) 11.5 (10.6) 7.7 (12.4) 0.51 

Duration of IFX treatment,  
median (min–max), (days) 

795 
 (154–5073) 

1762 
(198–3913) 

718 
(168–4164) 

385 
(185–2653) 

0.20 

Dose of IFX, mean (SD), (mg) 271.6 (106.7) 265.0 (129.4) 262.0 (92.9) 240.8 (73.3) 0.84 
Weekly MTX dose, 
 mean (SD), (mg/week) 

7.4 (3.1) 8.5 (3.0) 8.3 (3.6) 8.2 (3.9) 0.56 

Oral glucocorticoid use, n (%) 7 (15.9) 0 (0.0) 6 (42.9) 2 (16.7) 0.022 
csDMARDs use, n (%) 6 (13.6) 1 (8.3) 2 (14.3) 5 (41.7) 0.16 
Trough IFX level, 
 mean (SD), (µg/mL) 

6.07 (11.44) 0.09 (0.17) 3.58 (2.87) 0.05 (0.17) <0.001 

TNF-α level, 
 mean (SD), (pg/mL) 

4.0 (1.4) 7.1 (7.3) 3.9 (1.5) 23.6 (52.9) 0.38 

IL-6 level, mean (SD), (pg/mL) 0.8 (0.3) 0.9 (0.4) 7.0 (6.5) 15.3 (22.8) <0.001 
ADA-positive, n (%) 0 (0.0) 3 (25.0) 0 (0.0) 6 (50.0) <0.001 
RF-positive, n (%) 20 (50.0) 8 (88.9) 10 (83.3) 9 (81.8) 0.019 

RF,  
median (min–max), (IU/mL) 

15.2 
 (8.0–169.3) 

30.1 
 (13.0–167.7) 

27.0 
 (8.0–387.9) 

71.8 
 (8.0–563.9) 

0.005 

ACPA-positive, n (%) 18 (62.1) 5 (100.0) 9 (90.0) 8 (88.9) 0.051 

ACPA,  
median (min–max), (U/mL) 

19.8 
 (0.5–362) 

247  
(14–500) 

107.5 
 (3.3–902) 

18.9 
 (0.6–500) 

0.022 

CRP level, mean (SD), (mg/dL) 0.08 (0.08) 0.26 (0.21) 0.85 (1.41) 1.66 (1.04) <0.001 
ESR_1h, mean (SD), (mg/dL) 14.6 (8.6) 16.4 (10.9) 31.9 (13.4) 40.1 (17.2) <0.001 
TJC, mean (SD) 0.73 (1.55) 1.00 (1.56) 0.58 (1.73) 2.18 (2.32) 0.010 
SJC, mean (SD) 0.39 (0.86) 0.60 (0.70) 1.25 (2.45) 1.36 (1.80) 0.080 
CDAI, mean (SD) 3.68 (4.53) 4.14 (4.83) 5.40 (7.87) 9.16 (6.14) 0.027 
SDAI, mean (SD) 3.61 (4.56) 4.40 (4.94) 6.25 (8.61) 10.78 (6.25) 0.034 
DAS28-ESR, mean (SD) 2.28 (0.91) 2.57 (1.09) 3.06 (1.14) 3.92 (1.09) <0.001 
HAQ-DI, mean (SD) 0.46 (0.66) 0.21 (0.41) 0.83 (0.93) 0.56 (0.40) 0.10 
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 (See the table on previous page.) 

The patients were divided into four groups based on a combination of IFX (cut-off 0.59 µg/mL) and IL-6 levels (cut-off 

1.69 pg/mL). Demographics and clinical characteristics at the sampling point (baseline) are represented as mean ± standard 

deviation (SD) for continuous data and numbers (percentages) for categorical data. csDMARDs include actarit, 

aurothiomalate, auranofin, bucillamine, iguratimod, leflunomide, mizoribine, salazosulfapyiridin, cyclosporine, and 

tacrolimus. To compare patient characteristics between the groups, the Kruskal-Wallis ANOVA test and the chi-square test 

were used for continuous and categorical variables, respectively. Italics were statistically significant. Abbreviations: 

ACPA, anti-cyclic citrullinated peptide antibody; ADA, anti-drug antibody; ANOVA, analysis of variance; CDAI, clinical 

disease activity index; csDMARDs, conventional synthetic disease-modifying anti-rheumatic drugs; CRP, C-reactive 

protein; DAS28-ESR, the 28 joint disease activity score incorporating erythrocyte sedimentation rate; ESR_1h, 

erythrocyte sedimentation rate at one hour; HAQ-DI, physical disability by health assessment questionnaire-disability 

index; IFX, infliximab; IL-6, interleukin-6; MTX, methotrexate; SDAI, simplified disease activity index; SJC, swollen 

joint count; TJC, tender joint count; TNF-α, tumor necrosis factor-alpha; RF, rheumatoid factor. 

 

 

Table Ⅱ-6. Comparison of the proportion of patients with disease worsening or treatment intensification 

 
Occurrence of disease worsening, 
 n/N (%) 

Intensification of IFX treatment, 
 n/N (%) 

High-IFX / Low-IL-6 10/38 (26.3) 12/42 (28.6) 

Low-IFX / Low-IL-6 1/10 (10.0) 2/12 (16.7) 

High-IFX / High-IL-6 3/12 (25.0) 3/14 (21.4) 

Low-IFX / High-IL-6 10/11 (90.9) 3/12 (25.0) 

Total 24/71 (33.8) 20/80 (25.0) 

Chi-square p-value < 0.001 0.89 

The patients were classified into four groups based on serum IFX and IL-6 concentrations. The number of 
patients (%) with worsening of DAS28-ESR or intensification of IFX therapy during one year from the 
serum sampling is shown. Disease worsening was defined as an increase in the individual DAS28-ESR 
score of 1.2 or more resulting in moderate to severe disease activity (DAS28-ESR >3.2) by EULAR criteria. 
Intensification of IFX treatment was defined as a dose escalation (at least 100 mg) and/or a shorter interval 
between infusions (at least 14 days at least twice in a row) from those at the time of the individual minimum 
DAS28-ESR scores. Patients with missing data on DAS28-ESR and IFX dosage were excluded from the 
analysis. Chi-squared test was used to investigate statistical significance. Abbreviations:  DAS28-ESR, the 
28 joint disease activity score incorporating erythrocyte sedimentation rate;  EULAR, European League 
Against Rheumatism; IFX, infliximab; IL-6, interleukin-6. 
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Ⅱ-2-6 考察 

IFX治療の有効性はそのトラフ血中濃度と相関を示すことがすでに知られており 9-11,99,100、

第 1節でも同様の結果が確認された。この関係を示す研究の多くは、DAS28-ESRなどの標

準的な臨床スコアを用いて疾患活動性を測定し、RAの重症度を評価している 101,102。一方、

実臨床においては患者の服薬継続期間も治療有用性を反映する重要な指標である 28。第Ⅰ

章で示したとおり、無作為化比較試験から報告された臨床効果は必ずしも実臨床における

治療継続率を反映しなかった。疾患活動性に基づき評価される治療の有効性は、治療継続

を介して評価される有用性と完全には相関しえないと考えられる。本研究においても、血

中薬物濃度に基づき分類した 2群間において、採血後 1年間の IFX治療継続率に有意差は

認められなかった。血中 IFX濃度は採血時点での DAS28-ESRと関連するものの、その測

定だけでは二次不応答を理由に治療中止に至る患者を識別することは困難であることが示

された。 

IFX治療中の RA患者における血中 IL-6濃度の評価は、疾患活動性の評価に有用である

ことが示唆されている。既報において、54週目の血中 IFX濃度が高く血中 IL-6濃度が低い

群で最も低い疾患活動性が観察された 103。さらに、治療開始前の血中 IL-6 濃度が低い患

者は、IFX の増量に良好な反応を示し、血中薬物濃度の上昇と疾患活動性の低下をもたら

した 104。本研究から、治療中に血中 IFX濃度が低く血中 IL-6濃度が高い患者では採血後 1

年間の治療継続率が比較的低かった一方、他の群では有効性の消失により治療を中止した

患者はほとんどいなかったという新しい知見を得た。IFXと IL-6の両血中濃度をモニター

することで治療効果を維持しやすい患者を特定し、有効性の消失による治療中止を回避す

ることが期待される。 

その他のバイオマーカーも IFX 治療の効果に影響を与える可能性が考えられる。TNF-α

は RAの病態において中心的な役割を担っており、治療開始前の血中 TNF-α濃度は IFXの

血中濃度に影響する 7。また、ADAの存在は、免疫複合体の形成を介した IFXの血中半減

期の短縮につながる 8,105。しかし本研究では、血中 TNF-α濃度またはADA有無と血中 IFX

濃度との組み合わせは、IFX 治療継続率の相違とは関連しなかった。原因として、それら

の因子が血中 IFX濃度を直接に反映する代用指標となる可能性が考えられた。TNF-αは IL-

6放出を誘導する因子の一つであるため、IFXは TNF-αの中和を介して IL-6の産生を間接
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的に低下させる 106,107。TNF-IL-6軸は RAの病態形成において主要な役割を果たすが、TNF

非依存的 IL-6軸も RA患者のサブセットにおいて疾患の進行に寄与している可能性がある

108。これらのデータは、TNF-αやADAに比べ、IFXや IL-6の血中濃度測定が重要であるこ

とを支持する。 

単施設コホートデータの後方視的解析に基づく本研究結果の考察にあたり、以下の点

を考慮しなければならない。まず、サンプルサイズが比較的小さかった（n = 84）。第二に、

二次不応答による治療中止までの時間というハードエンドポイントを選択したため、イベ

ント発生率が低かった。対象患者全体における採血から 1年後の IFX投与中止率は 8.4％

であり、Low-IFX / High- IL-6の患者群でも 28.7％であった。第三に、不死時間バイアスの

可能性を考慮する必要がある。本研究は後方視的観察研究であり、血清試料は維持療法期

間中の無作為な時点で採取された。すなわち、採血時点での IFX治療期間は患者によって

異なり、このことが治療中止の発生率に影響する可能性が考えられる。しかし、IFXと IL-

6の両濃度に基づき分類した 4 群間において、IFXの治療期間に有意差はなかった（Table 

Ⅱ-5）。したがって、不死時間バイアスのリスクは大きくないことが推測される。第四に、

カットオフ値を推定したROC解析のAUCおよび感度・特異度は、推定精度が高くないこ

とを示している。本研究では RA治療効果に関連する血中 IFX濃度と炎症性マーカーであ

るTNF-α および IL-6の濃度を評価したが、未測定の因子が投与中止により大きく寄与して

いる可能性がある。最後に、単一施設では参加者が限られており、本検討結果の他の患者

集団への一般化可能性は明らかでない。 

以上、本研究では、血中 IFX、TNF-α、IL-6濃度およびADA有無はRA患者における IFX

治療中止の独立した予測因子となりえなかった一方、IFXと IL-6の血中濃度の組み合わせ

により治療継続性を予測可能なことを明らかにした。本結果は、RA 患者の長期におよぶ

維持療法の有効性を推定するため、IFXおよび IL-6の両濃度を定量することの臨床的有用

性を示唆するものである。 
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第 III 章 質量分析系を用いた生体内投与後のエタネルセプト構造変化の解

析 

抗体医薬品は生体の生合成過程を利用して製造されるため、分子構造上不均一なもの

が産生される。不均一性の原因として、抗体医薬品の産生過程における翻訳後修飾 109-111

や、生体内での代謝（バイオトランスフォーメーション）13が挙げられる。低分子医薬品

の開発では代謝研究が不可欠とされる一方、タンパク質の医薬品候補では不必要と考えら

れている 13,112。他方、バイオトランスフォーメーションは医薬品の薬理作用や薬物動態な

どへ影響する可能性があり、また複数の分析法の結果間の差異につながりうる 13。抗体医

薬品の真の体内動態を理解するうえで、構造変化に関する情報の解明が重要となる。 

 ETNはヒト IgG1の結晶化可能領域（Fc）に可溶性 TNF受容体が融合したタンパク質で

あり、TNF-α および TNF-β（lymphotoxin-α）に結合し、それらの作用を阻害する 113,114。他

の抗 TNF-α抗体医薬品と同様、ETNはRAの治療に貢献し、csDMARDs治療に抵抗性の患

者の疾患活動性、身体機能、QOL、死亡率を劇的に改善した 115,116。臨床試験において、血

中 ETN濃度は ELISA法を用いて測定されてきた 117-119。ELISA法は抗体医薬品の定量に汎

用される標準的分析法であるが、構造変化に関する情報は得られない。対して質量分析

（MS）は、医薬品の構造的特徴を明らかにするために不可欠な分析ツールとみなされて

いる 120。既報において、投与前の製剤中 ETNは 3種類の N末端形態で存在することが報

告されている 121。一方、生体内での ETNの構造変化に関する情報は今までにない。CD26

としても知られるジペプチジルペプチダーゼ-4（DPP-4）は、ポリペプチドの N 末端で X-

プロリンまたは X-アラニンジペプチド（ただし Xは任意のアミノ酸を表す）を切断する

セリンエキソペプチダーゼである 122,123。Fig Ⅲ-1に示すように、ETNは N末端から 2番目

のアミノ酸位置にプロリン基を持つことから、そのN末端は体内でDPP-4により切断され

ると推定される。 

本章では、ETN の N 末端におけるバイオトランスフォーメーションについて検討し、

DPP-4の寄与ならびに抗原結合能などの機能特性への影響を評価した。 
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Fig Ⅲ-1. The cleavage site of DPP-4 and the amino acid sequence of ETN. The arrow represents the cleavage 

position of DPP-4, the proline residue in position 2. Abbreviations: DPP-4, dipeptidyl peptidase-4; ETN, 

etanercept. 

 

Ⅲ-1 方法 

Ⅲ-1-1 ETN製剤 

承認販売されているETN先行品（Enbrel®, Pfizer, NY, USA）を in vitroおよび in vivoの実

験に使用した。製剤中および患者血清中のETNのN末端構造の不均一性を比較するため

に、5つの異なるロット（Lot No.19C01A, 19F01A, 20B01A, 20E01A, 20J01A）のETN製剤を

準備した。 

 

Ⅲ-1-2 患者血清検体 

ETNを投与された RA 患者を対象に、2021 年 6 月に血清検体を採取した。患者および

血清試料に関する情報を Table Ⅲ-1 に示す。LC-MS/MS（Nexera ×2 および LCMS-8060、

Shimadzu, Kyoto, Japan）による分析まで、血清検体は−80℃で保存した。すべての患者は

KURAMAコホートに登録されており 81、本コホート研究への参加についてのインフォー

ムドコンセントを書面により得た。すべてのデータを非特定化し、匿名で分析した。本

LPAQVAFTPY APEPGSTCRL REYYDQTAQM CCSKCSPGQH AKVFCTKTSD
TVCDSCEDST YTQLWNWVPE CLSCGSRCSS DQVETQACTR EQNRICTCRP
GWYCALSKQE GCRLCAPLRK CRPGFGVARP GTETSDVVCK PCAPGTFSNT
TSSTDICRPH QICNVVAIPG NASMDAVCTS TSPTRSMAPG AVHLPQPVST 
RSQHTQPTPE PSTAPSTSFL LPMGPSPPAE GSTGDEPKSC DKTHTCPPCP 
APELLGGPSV FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKFNWYVD
GVEVHNAKTK PREEQYNSTY RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA 
PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSREEMTK NQVSLTCLVK GFYPSDIAVE 
WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG NVFSCSVMHE 
ALHNHYTQKS LSLSPGK

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451

50
100
150
200
250
300
350
400
450
467

Pro
or
Ala

NH2 COOH

DPP-4
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研究は「人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理指針」を遵守し、京都大学

大学院医学研究科・医学部及び医学部附属病院医の倫理委員会の承認 （承認番号：

R0357）を得て実施した。 

 

 

 

 

Ⅲ-1-3 動物実験 

C57BL/6 J マウス（7 週齢、雄性）を株式会社日本エスエルシー（Japan SLC, Inc., 

Shizuoka, Japan）より購入した。合計 31匹のマウスを本研究に用いた。マウスは病原体の

ない特定施設に収容し（1ケージにつき最大 6匹）、12時間の明暗サイクル下で温度制御

のなされた環境で飼育した。マウスを体重に基づき無作為に 2 群に割り付けた（7-8 匹/

群）。マウスは実験中、固形餌と水を自由に摂取可能であった。0 h 時点に ETN（100 

µg/body、100 µL生理食塩水で希釈）をマウスの皮下（うなじ）または静脈内（後眼窩）

に投与した。滅菌水またはシタグリプチン（100 mg/kg、BioVision, Inc., Milpitas, California, 

USA）溶液を-8、0、8、16 h時点に強制経口投与した（10 mL/kg、各群 n = 7-8）。3、6、12、

24 h 時点において、各マウスの尾静脈からヘパリン添加 Micro-Hematocrit Capillary tube

（Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA）を用いて末梢血（70 µL）を採取し、4℃で遠

心分離（2,000×g, 10 min, TOMY MX-307 mini refrigerator centrifuge, TOMY Seiko Co, Japan）した。

上清の血漿画分を採取し、LC-MS/MSによる分析まで−80℃で保存した。動物実験は京都

大学の「動物実験指針」に基づいて行われ、京都大学大学院医学研究科動物実験委員会

の承認を得た（MedKyo:21113）。 

Table Ⅲ-1. Patients’ demographics and characteristics 

Characteristic Patients under etanercept therapy  
(n = 6) 

Female, n (%) 5 (83.3) 
Age, median (min-max) 60.5 (43–77) 
Body weight [kg], median (min-max) 50.7 (49.5–86.3) 
Dose [mg/week], median (min-max) 37.5 (25.0–50.0) 
Time from the last dose to blood collection [days],  
median (min-max) 7 (1–9) 
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Ⅲ-1-4 血中DPP-4活性の測定 

マウス血漿中のDPP-4活性を、蛍光測定キット（BioVision, Inc., Milpitas, California, USA）を

用いて、付属のプロトコルに従って測定した。マウス血漿はキットに付属のアッセイバ

ッファーで 10 倍に希釈した後に測定した。蛍光強度はマイクロプレートリーダー

（Mithras LB 940, Berthold Japan K.K., Tokyo, Japan）を用いて測定した。 

 

Ⅲ-1-5 In vitroでのETN N末端の切断 

（1） DPP-4およびシタグリプチンとの反応条件 

0.1% Tween® 20 Detergent を含むリン酸緩衝生理食塩水（PBST0.1）中に、ETN（10 

µg/mL）をヒト組替え（rh）DPP-4（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA 、10  µg/mL）と

1:1（w/w）で混合し、37℃で 24 h 反応させた。また、シタグリプチン（BioVision, Inc., 

Milpitas, California, USA 、500 µg/mL）も併せて反応にかけたサンプルも別途用意した。 

 

（2） KD値の推定 

既報 124を参考に in-house ELISA を実施した。コーティングバッファー （15 mM 

carbonate and 28.5 mM bicarbonate, pH 9.6）中に rhTNF-α（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）

または rhTNF-b（R&D Systems, Minneapolis, MN, USA）を調製し、Nunc-Immuno™ 

MicroWell™ 96 well plate（Sigma-Aldrich, Missouri, USA）の各ウェルに添加、4℃で一晩イ

ンキュベーションした。コーティングされたプレートをブロッキングした後に、各ウ

ェルにサンプルを添加し 23℃で 1 hインキュベートした。西洋わさびペルオキシダー

ゼ（HRP）で標識したチキン抗ヒト IgG（Fab）抗体（Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, USA）を 60,000 倍に希釈し、各ウェルに添加し 23℃で 90分間インキュベ

ートした。HRP 基質（KPL/SeraCare, Milford, MA, USA）を加え、23℃、暗所で 5 minイ

ンキュベートした。反応を 1 N HCl で酸性化して停止し、450 nm で吸光度を測定した 

（VERSAmax; Molecular Devices, Silicon Valley, CA, USA）。描画された飽和曲線から、最高

シグナル（プラトー）の半値に達したETN濃度をKD値として導出した。 
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Ⅲ-1-6 LC-MS/MS 分析 

（1） 前処理 

nSMOL™ Antibody BA Kit （Shimadzu, Kyoto, Japan）を用いて、各サンプルを指定のプ

ロトコルに従い前処理した 82,125。トリプシン消化後、N 末端ペプチドを LC-MS/MS を

用いて測定した。全ETN濃度の測定のため、シグネチャーペプチドVFCTK （aa.43-47, 

m/z 299.05 > m/z 498.05 (y4 +)、定量範囲： 0.195 - 100 µg/mL）をモニターした 125。 

 

（2） N末端ペプチドの相対的存在量の算出 

ETNの 3種類の N 末端構造に応じた以下の合成ペプチドをスクラム社（Scrum, Inc., 

Tokyo, Japan）より購入した。 

 

• LPAQVAFTPYAPEPGSTCR (full length; FL) 

• PAQVAFTPYAPEPGSTCR (cleavage of 1 amino acid; Δ1AA) 

• AQVAFTPYAPEPGSTCR (cleavage of 2 amino acids; Δ2AA) 

 

これらの混合物をLC-MS/MSを用いて測定し、相対的な測定強度（count per second; cps）

を推定した。得られた cpsに基づき、FL ペプチドに対する Δ1AA および Δ2AA ペプチド

の cps 比を算出し、各ペプチドの相対存在量を以下のように定義した。ここで、a およ

び bはそれぞれ、FLペプチドに対するΔ1AAおよびΔ2AAペプチドの cps比を表す。 

 

• the relative abundance of the FL form  

=  cps_FL / (cps_FL + a × cps_Δ1AA + b × cps_Δ2AA) 

• the relative abundance of the Δ1AA form 

 =  a × cps_Δ1AA / (cps_FL + a × cps_Δ1AA + b × cps_Δ2AA 

• the relative abundance of the Δ2AA form  

=  b × cps_Δ2AA/(cps_FL + a × cps_Δ1AA + b × cps_Δ2AA) 
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FLペプチドの多重反応モニタリング（MRM）条件をTable Ⅲ-2に記す 125。N 末端ペプ

チドの定量下限は、バリデートされた ETN のシグネチャーペプチド (VFCTK, aa.43-47) と

同等である。 

 

 

 

 

（3） LC-MS/MS 条件 

ETN の N 末端分析および定量を、既報の LC-MS/MS 条件に従って実施した。溶媒 A 

には 0.1% ギ酸水溶液、溶媒 B には 0.1% ギ酸含有アセトニトリルを用いた。カラムは 

Shim-pack GISS C18（2.1×50 mm，1.9 µm, 20 nm pore（Shimadzu, Kyoto, Japan）を用い、カ

ラム温度は 50℃に設定した。流量は 0.4 mL/minとし、グラジエントプログラムを以下

のように設定した；0–1.5 min: %B = 1, 1.5–5 min: %B = 1–40 gradient, 5–6 min: %B = 95, 6–7 

min: %B = 1。ESI プローブ温度、脱溶媒ライン、ヒートブロックをそれぞれ 300℃、

Table Ⅲ-2. Analytical method using LC-MS/MS to detect three peptides of ETN 
 FL Δ1AA Δ2AA 

Peptide sequence LPAQVAFTPYAPEPG
STCR 

PAQVAFTPYAPEPGS
TCR 

AQVAFTPYAPEPGST
CR 

MRM transition 668.90 (3+)  
→ 423.70 (y8++) 

631.50 (3+)  
→ 423.70 (y8++) 

599.25 (3+)  
→ 423.70 (y8++) 

Relative intensity  
([peptide cps]/[IS cps]) 3.1 ± 0.078 1.0 ± 0.020 0.49 ± 0.015 

cps ratio to FL peptide 1.0 3.0 6.4 

The cps ratio of three peptides (FL: LPAQVAFTPYAPEPGSTCR, Δ1AA: PAQVAFTPYAPEPGSTCR, 
and Δ2AA: AQVAFTPYAPEPGSTCR) on the N-terminus of etanercept in nSMOL-proteolyzed peptide 
mixture generated from control human serum using triple quadrupole LC-MS/MS. One pmol of each 
peptide and 1 fmol of P14R internal standard were injected into a triple quadrupole LC-MS/MS, and cps 
values were calculated using LabSolutions software (Shimadzu). Abbreviations: Δ1AA, cleavage of 1 
amino acid; Δ2AA, cleavage of 2 amino acids; cps, count per second; ETN, etanercept; FL, full length; IS, 
internal standard; LC-MS/MS, liquid chromatograph-tandem mass spectrometer; MRM, multiple reaction 
monitoring; nSMOL, nano-surface and molecular-orientation limited. 
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250℃、400℃とした。ネブライザー、ヒーティングガス、ドライイングガスの流量は

それぞれ 3 L/min、10 L/min、10 L/minに設定した。各 MRM トランジションにおける測

定対象物質のデータ取り込み時間（Dwell Time）は 10 ms とした。ペプチドフラグメン

トの MRM モニターイオンは、高分解能四重極飛行時間型質量分析計（Q-TOF-MS）分

析による構造同定フラグメントの測定値から決定した。Q2セル内の衝突解離アルゴン

分圧は 270 kPaに設定した。MRMトランジションの m/z候補はコンピューターにより

設定され、Q1 プリバイアス、コリジョンセル Q2、Q3 プリバイアスの電極電圧、最も

高感度のプリカーサーイオンおよびフラグメントイオンのm/zはLabSolutions（Shimadzu, 

Kyoto, Japan）を用いて最適化した。 

 

Ⅲ-1-7 統計解析 

GraphPad Prism 7（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA）を用いて統計解析を実施した。

結果は平均 ± 標準偏差として示し、2群間の差について Student's t-testまたはWilcoxon rank-

sum 検定を用いて有意性を評価した。3 群間の比較は、一元配置分散分析（ANOVA）お

よびポストホックの Tukeyの多重比較検定を使用して行った。統計的有意性は p <0.05と

した。 

 

 

Ⅲ-2 分析系の確立 

LC-MS/MSを用いた分析法を確立し、3種類の N 末端ペプチドを検出した。これら 3種

類の N末端ペプチドは、トリプシンで ETNを切断することによって生成される 121。FL、

Δ1AA、Δ2AA の合成ペプチドの定量値を用いて、単位量あたりの FL ペプチドに対する

Δ1AA、Δ2AAの cps比を算出した（Table Ⅲ-2）。FL ペプチドの cps 1.0に対し、Δ1AAペプ

チドの cpsが 3.0、Δ2AAペプチド cpsが 6.4 の場合、MRM分析ではモル比で同等量である

とした。 
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Ⅲ-3 RA患者血中ETNのN末端プロファイル 

RA患者の血中に含まれる ETNのN末端ペプチドを LC-MS/MSでモニターし、N末端構

造の不均一性を評価した。5つの異なるロットの製剤中において、平均 91.2%のETNが FL

型のN末端を有した（Fig Ⅲ-2）。一方、ETNを投与された6名のRA患者の血中ではΔ2AA

型が最も多く平均 95.0％であり、FL 型は平均 3.1％しか検出されなかった。Δ1AA 型の相

対的な存在量にも、製剤中と患者血中の間で有意差が見られた（p <0.05）。 

 

 

 

 

Fig Ⅲ-2. Biotransformation of the N-terminus of ETN in a human. Open circles represent the ratios of peptides 

with the FL, Δ1AA, and Δ2AA form in the product of Enbrel® among the five different lots. Closed circles 

represent the serum of patients with rheumatoid arthritis who underwent etanercept therapy (n = 6). A 

comparison between groups was performed using Wilcoxon rank-sum test. *: p <0.05, **: p <0.01. 

Abbreviations: Δ1AA, cleavage of 1 amino acid; Δ2AA, cleavage of 2 amino acids; ETN, etanercept; FL, full 

length; RA, rheumatoid arthritis. 
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Ⅲ-4 マウス血中におけるETNのN末端切断 

In vivoでの ETN切断におけるDPP-4の寄与を評価するため、ETN（100 µg、皮下投与）

とシタグリプチン（DPP-4阻害薬、100 mg/kg/8 h、強制経口投与）を投与したマウス血中に

おけるFL、Δ1AA、Δ2AA型N末端ペプチドの存在比を解析した。実験スケジュールをFig 

Ⅲ-3 (A) に示す。シタグリプチンは血漿中のDPP-4活性を有意に抑制した（Fig Ⅲ-3 (B)、い

ずれの時点でも p <0.001）。コントロール群のマウス血中では、ETNの N 末端は急速に切

断され Δ2AA 型となった。FL 型の相対量はシタグリプチン投与群においてコントロール

群より有意に多かった（Fig Ⅲ-3 (C)、いずれの時点でも p <0.001）。シタグリプチン投与群

では Δ1AA型の相対量も高く、Δ2AA型の相対量はコントロール群より低かった（Fig Ⅲ-

3 (D-E)）。血漿中の ETN濃度についてはいずれの時点でも両群間に有意差は認められなか

った（Fig Ⅲ-3 (F)）。 

FL型の相対量はシタグリプチン投与群でも徐々に減少した（Fig Ⅲ-3 (C)）。ETNの N末

端が投与部位である皮下で切断されている可能性を検討するため、次に ETN（100 µg）を

静脈内投与したマウスを用いて N 末端切断を評価した（Fig Ⅲ-4 (A)）。シタグリプチン投

与後、血漿中のDPP-4活性の抑制が見られた（Fig Ⅲ-4 (B)）。皮下投与の場合と同様に、シ

タグリプチン投与群では非投与群より FL 型およびΔ1AA 型の相対量が多くΔ2AA 型の相

対量は少なかった（Fig Ⅲ-4 (C-E)）。ETN の血漿中濃度には有意差は認められなかった

（Fig Ⅲ-4 (F)）。静脈内投与の場合も皮下投与と同様に、シタグリプチン投与群であっても

FL型の相対量が徐々に減少した（Fig Ⅲ-4 (C)）。 

 

Ⅲ-5 In vitroにおけるETNのN末端切断とDPP-4の寄与 

In vitroでのDPP-4によるN末端切断を評価するため、ETNに rhDPP-4を反応させた。反

応後、FL型およびΔ1AA型は検出されず、Δ2AA型の相対量が著しく増加した（Fig Ⅲ-5、

p <0.001）。この現象はシタグリプチンの共処置でほぼ完全に阻害された。 

TNF-αおよびTNF-βへの結合親和性に対するN末端切断の影響を調べるため、ETNの推

定 KD値を rhDPP-4処置の有無で比較した。処置の有無によらず、用量反応曲線は同等の

結合量を示し（Fig Ⅲ-6 (A-B)）、rhTNF-αおよび rhTNF-βに対するKD値に有意差は認められ

なかった（Fig Ⅲ-6 (C-D)）。 
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Fig Ⅲ-3. Biotransformation at the N-terminus of ETN in mice. (A) Experimental design for the in vivo study. 

ETN (100 µg/body) was subcutaneously administered to mice at 0 h. Sterilized water (n = 8) or sitagliptin (n 

= 8) was orally administered at -8, 0, 8, and 16 h. Peripheral blood was collected at 3, 6, 12, and 24 h. (B) DPP-

4 activity levels in plasma from mice treated with sterilized water (open circles) or sitagliptin (closed circles). 

The “Pre” plasma samples were obtained before the treatments with sterilized water or sitagliptin. (C–E) The 

ratios of N-terminal peptide with the FL form (C), Δ1AA form (D), Δ2AA form (E). The “Product” sample 

was an ETN product prior to administration prepared in mice serum (closed triangle). The 3, 6, 12, and 24 h 

samples were plasma from mice treated with sterilized water (open circles) or sitagliptin (closed circles). (F) 

Changes in concentrations of ETN in mice plasma treated with sterilized water (open circles) or sitagliptin 

(closed circles). Bars represent the mean ± standard deviation. Data were analyzed using Student's t-test, 

compared to the control group at the same time point. *: p <0.001. Abbreviations: Δ1AA, cleavage of 1 amino 

acid; Δ2AA, cleavage of 2 amino acids; DPP-4, dipeptidyl peptidase-4; ETN, etanercept; FL, full length. 
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Fig Ⅲ-4. N-terminal forms and concentration profiles of intravenously administered ETN in the presence or 

absence of sitagliptin treatment. (A) Experimental design for in vivo study. ETN (100 µg/body) was 

intravenously administered to mice at 0 h. Sterilized water (n = 7) or sitagliptin (n = 8) was orally administered 

at -8, 0, 8, and 16 h. Peripheral blood was collected at 3, 6, 12, and 24 h. (B) DPP-4 activity levels in plasma 

from mice treated with sterilized water (open circles) or sitagliptin (closed circles). The “Pre” plasma samples 

were obtained before the treatments with sterilized water or sitagliptin. (c–e) The ratios of N-terminal peptide 

with the FL form (C), D1AA form (D), and D 2AA form (E). The “Product” sample was an etanercept product 

prior to administration prepared in mice serum (closed triangle). The 3, 6, 12, and 24 h samples were plasma 

from mice treated with sterilized water (open circles) or sitagliptin (closed circles). (F) Changes in 

concentrations of etanercept in mice plasma treated with sterilized water (open circles) or sitagliptin (closed 

circles). Bars represent the mean ± standard deviation. Data were analyzed using Student's t-test, comparing to 

the control group at the same time point. *: p <0.001. Abbreviations: Δ1AA, cleavage of 1 amino acid; Δ2AA, 

cleavage of 2 amino acids; DPP-4, dipeptidyl peptidase-4; ETN, etanercept; FL, full length. 
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Fig Ⅲ-5. Cleavage of etanercept using rhDPP-4. Calculated relative abundance of FL, Δ1AA, and Δ2AA 

forms of etanercept are shown. ETN (10 µg/mL) was incubated for 24 h with rhDPP-4 (10 µg/mL) in the 

absence or presence of sitagliptin (500 µg/mL). Error bars indicate standard deviation. One-way ANOVA with 

post-hoc Tukey's multiple comparisons test was conducted to compare differences among the three groups. *: 

p < 0.001. Abbreviations: ANOVA, analysis of variance; Δ1AA, cleavage of 1 amino acid; Δ2AA, cleavage 

of 2 amino acids; DPP-4, dipeptidyl peptidase-4; ETN, etanercept; FL, full length; rh, recombinant human. 
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Fig Ⅲ-6. Binding affinities of ETN treated with/without rhDPP-4 to rhTNF-α or rhTNF-β. (A-B) Binding 

curves of ETN incubated with (closed circles) or without (open circles) rhDPP-4 against plate-immobilized 

rhTNF-α (A) or rhTNF-β (B). (C-D) Calculated KD values for rhTNF-α (C) or rhTNF-β (D). Data are the 

averages of at least three independent experiments. The Student’s t-test was performed for the analysis of 

differences. Abbreviations: DPP-4, dipeptidyl peptidase-4; ETN, etanercept; KD, dissociation constant; 

OD450, optimal density of 450 nm light; rh, recombinant human; TNF, tumor necrosis factor. 
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Ⅲ-6 考察 

本研究では、生体内投与後の ETNの N 末端領域における構造変化を評価した。投与前

の製剤中での N末端構造の不均一性は過去に報告されており、Δ1AA型と Δ2AA型がそれ

ぞれ 23％と 3％の割合で存在した 121。本研究においても同様の構造体が ETN 製剤中に観

察された。N 末端構造の割合分布は異なったが、これはロット間のばらつきに起因してい

る可能性が考えられる。低分子化合物とは異なり、抗体医薬品に対する代謝物研究は一般

的に行われていないが 126、本研究ではRA患者血中にΔ2AA型ETNが製剤中よりも高値で

検出された。この結果は、ETN が N 末端上のバイオトランスフォーメーションを受ける

ことを示唆する。 

生体内の抗体医薬品の分析において、近年では従来のリガンド結合アッセイに代わる

MSを用いたアプローチが確立されている 127。この技術により、タンパク質に由来する特

定のペプチド断片の検出や定量が可能になった。本研究での分析結果から、ETN の N 末

端由来の FL ペプチドはアミノ酸の切断を受けるため循環血液中では検出されないことが

示された。これまでにもMS ベースの分析系はいくつかのバイオトランスフォーメーショ

ンの解明に貢献しており 128,129、不均一性を有する抗体医薬品の構造的特徴の理解に不可

欠なツールである。 

ETNの特性評価は、製剤中の主要な形態として見出されている FL 型を対象に実施され

てきた 121。一方、本研究では投与後に体内で見られた主な形態であるΔ2AA型の特性を評

価した。N末端を切断したETNにおいて、TNF-αやTNF-βへの結合親和性や短期間の血中

濃度推移に変化は観察されなかった。ETNはTNF受容体II型の細胞外ドメインとヒトIgG1

の Fc部分が結合した融合タンパク質であり 113,114、TNF結合部位には ETNや TNF受容体 II

型のN末端は含まれない 130,131。また、FcRnを介したリサイクリングは抗体医薬品や Fc融

合タンパク質の薬物動態に重要な役割を果たすが 132、FcRn との結合には N 末端ではなく

C 末端フラグメント（Fc領域）のサブドメイン CH2-CH3が関与する 133。したがって、N

末端の切断が TNFとの結合能や ETNの体内動態に直接影響を与えることはないと考えら

れる。 

DPP-4 はポリペプチドの N 末端で X-プロリンまたは X-アラニンジペプチドを切断する

セリンエキソペプチダーゼであり、種間で保存性が高い 134,135。インクレチンホルモンの
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グルコース依存性インスリン分泌促進ポリペプチドやグルカゴン様ペプチド-1の調節に重

要な役割を担っており、その阻害薬は 2 型糖尿病の治療に汎用される 136,137。またDPP-4は、

コロニー刺激因子、インターロイキン-3、エリスロポエチンなどの内因性基質の N末端を

切断し、それらの生理活性を低下させることが報告されている 138。一方、その外因性基

質として同定された医薬品に関する報告は限られおり、治療薬としての承認がなされてい

ない融合タンパク質：テトラネクチン-アポリポプロテインA1のみについて in vivoおよび

in vitro でのバイオトランスフォーメーションが報告されている 139,140。本研究は DPP-4 が

ETNを基質として認識し、内因性タンパク質だけでなく外因的に投与された抗体医薬品の

切断にも寄与しうることを明らかにした。 

本研究での in vivo実験において、ETNをマウスへ皮下投与した場合だけでなく静脈内投

与した場合にも、そのN末端切断が観察された。また、シタグリプチンの高用量投与によ

り血漿中の DPP-4活性が持続的に抑制されたにもかかわらず、N末端切断の抑制は維持さ

れなかった。したがって、他の酵素も N 末端切断に関与している可能性が考えられる。

DPP-8 や DPP-9 など、DPP-4 と類似の基質特異性を有するペプチダーゼが存在し 141、これ

らもETNのN末端切断に寄与している可能性がある。 

以上、本章ではETNが体内でN末端切断を受け、DPP-4がその反応に寄与する証拠を提

示した。MS ベースの分析技術はバイオトランスフォーメーションの検出に有用であり、

抗体医薬品の真の薬物動態の理解に貢献しうるものと考えられる。 
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結 論 

 

以上、三章にわたり、著者は抗TNF-α抗体医薬品の適正使用に必要なエビデンス構築を

目的とした検討を行い、以下の結論を得た。 

 

第 I章 日本の保険請求データベースを利用したインフリキシマブ治療継続率調査 

実臨床での IFX治療の 5年継続率は適応症によって異なり、疾患によって IFX治療に対

する治療応答性が異なる可能性が示唆された。また、無作為化比較試験で報告された有効

性は必ずしも実臨床における治療継続率を反映しえないことが示された。IFX の治療継続

率に影響を与えうる因子として、RA では性別や抗体医薬品での前治療歴が、CD および

UC患者では投与量が示された。これらの知見は、実臨床で IFX治療効果を安定的に持続

させる治療戦略考案の一助となりうる。 

 

第 II 章 自施設コホート調査に基づく関節リウマチ患者における血中インフリキシマブ

濃度測定の有用性評価 

実臨床の RA治療において血中 IFX濃度は治療効果と相関することを示し、二次不応答

患者を識別するマーカーとしての活用が期待された。また、血中 IFX濃度が低く血中 IL-6

濃度が高い患者では、その後 1 年以内に投与が中止されやすいことが明らかとなった。

RA患者に対する IFX治療において、血中 IFX濃度や IL-6濃度の測定は二次不応答の判断

や予測に役立ち、治療最適化に貢献しうることが示唆された。 

 

第 III章 質量分析系を用いた生体内投与後のエタネルセプト構造変化の解析 

ETNの N 末端２アミノ酸は RA患者への投与後に生体内で切断を受けることを見出し

た。N 末端アミノ酸配列から DPP-4が ETNの N 末端切断に寄与すると仮説を立て、種々

の実験からそれを証明した。MS は抗体医薬品のバイオトランスフォーメーションの検出

に有力な分析技術であり、抗体医薬品の真の薬物動態の解明に貢献することが期待された。 
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以上、著者は保険請求データベースや自施設コホートのリアルワールドデータ解析を

行い、実臨床における抗TNF-α抗体医薬品 IFXを用いた薬物治療の最適化に、患者因子や

血中薬物濃度の評価が有用であることを明らかにした。また、抗 TNF-α 抗体医薬品 ETN

のバイオトランスフォーメーションを解明し、適切な分析方法の選択と構造理解に基づく

抗体医薬品の真の体内動態評価の必要性を示した。本研究成果は、医薬品の適正使用を推

進するうえでのリアルワールドデータの価値を裏付けるとともに、抗体医薬品の体内動態

に対する深い理解に基づく患者個別の最適化医療の実現につながる有用な情報であると考

える。  
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