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(57)【要約】
【課題】免疫刺激物質で免疫反応を惹起することなく被験物質の免疫抑制活性の有無を高
感度にかつ簡便に判定することが可能な、げっ歯類動物を用いた免疫抑制物質のスクリー
ニング方法を提供すること。
【解決手段】本発明は、免疫抑制物質のスクリーニング方法であって、げっ歯類動物に被
験物質を投与する投与ステップと、上記げっ歯類動物から免疫組織又は免疫細胞を採取す
る採取ステップと、上記免疫組織又は免疫細胞における１以上のマーカー遺伝子の発現量
を測定する測定ステップと、上記マーカー遺伝子の発現量（ｍ）と上記被験物質を投与し
ていない対照動物の免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ）と
を比較して、上記被験物質の免疫抑制活性を判定する判定ステップと、を備えるスクリー
ニング方法を提供する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　免疫抑制物質のスクリーニング方法であって、
　げっ歯類動物に被験物質を投与する投与ステップと、
　前記げっ歯類動物から免疫組織又は免疫細胞を採取する採取ステップと、
　前記免疫組織又は免疫細胞における、亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、ラクト
トランスフェリン遺伝子、Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素
遺伝子、フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００
３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナ
ー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ
７遺伝子、グアニル酸結合タンパク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群
から選択される１以上のマーカー遺伝子の発現量を測定する測定ステップと、
　前記亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、前記ラクトトランスフェリン遺伝子、前
記Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、前記フラビン含有モノオキシゲナーゼ２
遺伝子、前記ケラチン８遺伝子、前記ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子及び前記グ
アニル酸結合タンパク質１遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子の発
現量（ｍ－１）が、前記投与ステップで前記被験物質を投与した動物種と同じげっ歯類動
物であり、かつ、前記被験物質を投与していない対照動物の免疫組織又は免疫細胞におけ
る同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－１）と比較して１．５倍以上である場合、及び／又
は、
　前記リポ酸合成酵素遺伝子、前記ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子
、前記マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、前記スプライシング因子アルギニ
ン／セリンリッチ７遺伝子及び前記主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される
１以上のマーカー遺伝子の発現量（ｍ－２）が、前記対照動物の対応する免疫組織又は免
疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－２）と比較して０．６７倍以下である
場合に、前記被験物質は免疫抑制活性を有すると判定する判定ステップと、
を備える、スクリーニング方法。
【請求項２】
　前記投与ステップでは、前記被験物質を前記げっ歯類動物の耳介に塗布投与し、
　前記採取ステップでは、前記免疫組織として頸部リンパ節を採取する、
請求項１記載のスクリーニング方法。
【請求項３】
　前記投与ステップでは、前記被験物質を前記げっ歯類動物の足踵皮下に投与し、
　前記採取ステップでは、前記免疫組織として膝窩リンパ節を採取する、
請求項１記載のスクリーニング方法。
【請求項４】
　前記判定ステップでは、前記ラクトトランスフェリン遺伝子若しくはＣａｓｉｔａｓ　
Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子の発現量（ｍ－３）が、前記対照動物の対応する免疫組織又は
免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－３）と比較して１．５倍以上である
場合、及び／又は、
　前記リポ酸合成酵素遺伝子の発現量（ｍ－４）が、前記対照動物の対応する免疫組織又
は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－４）と比較して０．６７倍以下で
ある場合に、前記被験物質の免疫抑制活性は、カルシニューリン阻害作用であると判定す
る、請求項１～３のいずれか一項記載のスクリーニング方法。
【請求項５】
　前記判定ステップでは、前記フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子の発現量（ｍ－
５）が、前記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発
現量（ｎ－５）と比較して７．５倍以上である場合、及び／又は、
　前記ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子の発現量（ｍ－６）が、前記
対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－６
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）と比較して０．６７倍以下である場合に、前記被験物質の免疫抑制活性は、代謝拮抗作
用を介するものであると判定する、請求項１～３のいずれか一項記載のスクリーニング方
法。
【請求項６】
　前記判定ステップでは、前記ケラチン８遺伝子若しくは前記ギャップ結合タンパク質ベ
ータ１遺伝子の発現量（ｍ－７）が、前記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞にお
ける同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－７）と比較して２．０倍以上である場合、及び／
又は、
　前記マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子若しくは前記スプライシング因子ア
ルギニン／セリンリッチ７遺伝子の発現量（ｍ－８）が、前記対照動物の対応する免疫組
織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－８）と比較して０．６７倍以
下である場合に、前記被験物質の免疫抑制活性は、ステロイド作用を介するものであると
判定する、請求項１～３のいずれか一項記載のスクリーニング方法。
【請求項７】
　前記判定ステップでは、前記グアニル酸結合タンパク質１遺伝子の発現量（ｍ－９）が
、前記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（
ｎ－９）と比較して１．５倍以上である場合、及び／又は、
　前記主要尿タンパク質５遺伝子の発現量（ｍ－１０）が、前記対照動物の対応する免疫
組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－１０）と比較して０．６７
倍以下である場合に、前記被験物質の免疫抑制活性は、アルキル化作用を介するものであ
ると判定する、請求項１～３のいずれか一項記載のスクリーニング方法。
【請求項８】
　前記判定ステップでは、前記亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子の発現量が、前記
投与ステップで前記被験物質を投与した動物種と同じげっ歯類動物であり、かつ、前記被
験物質を投与していない対照動物の免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の
発現量と比較して１．５倍以上であることを必須条件として、前記被験物質は免疫抑制活
性を有すると判定する、請求項１～７のいずれか一項記載のスクリーニング方法。
【請求項９】
　前記げっ歯類動物は、病態モデル動物ではなく、健常動物である、請求項１～８のいず
れか一項記載のスクリーニング方法。
【請求項１０】
　以下の（Ａ）～（Ｄ）のいずれかを含む、被験物質の免疫抑制活性検出キット。
（Ａ）　亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａ
ｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキ
シゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８
遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－
１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タン
パク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカ
ー遺伝子をＰＣＲで増幅するためのＰＣＲプライマーセット
（Ｂ）　亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａ
ｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキ
シゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８
遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－
１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タン
パク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカ
ー遺伝子にハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブ
（Ｃ）　前記ポリヌクレオチドプローブが固定化された担体
（Ｄ）　亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａ
ｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキ
シゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８
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遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－
１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タン
パク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカ
ー遺伝子の翻訳産物に結合する抗体
【請求項１１】
　亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａｓｉｔ
ａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキシゲナ
ーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８遺伝子
、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝
子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タンパク質
１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される、被験物質の免疫抑制
活性検出マーカー。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、免疫抑制物質のスクリーニング方法、免疫抑制活性検出キット及び免疫抑制
活性検出マーカーに関する。
【背景技術】
【０００２】
　免疫反応は、生体内に有害な物質が侵入した場合に生じる一種の生体防御反応であり、
マクロファージや樹状細胞等の抗原提示細胞が異物を認識し、貪食することによって引き
起こされる一連の反応である。異物を認識した抗原提示細胞は、抗原を提示するとともに
インターロイキン－１（以下、インターロイキンをＩＬと略す。）やＩＬ－１２を分泌し
てヘルパーＴ細胞（以下、Ｔｈ細胞）を刺激し、刺激を受けたＴｈ細胞は、Ｔｈ１細胞と
Ｔｈ２細胞に分化し、免疫担当細胞を活性化することで、免疫反応が進行することが明ら
かとなっている。すなわち、Ｔｈ１細胞は、ＩＬ－２やインターフェロンβを分泌して免
疫担当細胞であるキラーＴ細胞やナチュラルキラー細胞（以下、ＮＫ細胞）を活性化し、
細胞性免疫を促進させ、Ｔｈ２細胞は、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－１０を分
泌して免疫担当細胞であるＢ細胞を活性化し、抗体の産生を導くことにより液性免疫を促
進させ、これらのバランスによってさまざまな異物に対しての生体防御反応が達成されて
いる。
【０００３】
　免疫抑制剤は、免疫反応を抑制又は阻害する薬剤で、臓器移植、骨髄移植の他に、自己
免疫疾患等の治療に使われている。例えば、現在使用されている主な免疫抑制剤としては
、１）タクロリムス、シクロスポリン等のカルシニューリン阻害剤、２）メトトレキサー
ト、アザチオプリン等の代謝拮抗剤、３）デキサメタゾン、プレドニゾロン等のステロイ
ド剤、４）シクロホスファミド等のアルキル化剤、が挙げられる。カルシニューリン阻害
剤は、免疫系の機能に重要な働きを担うＣａ２＋依存性プロテインホスファターゼである
カルシニューリンの活性を阻害してＴｈ細胞の反応性を低下させる薬剤であり、代謝拮抗
剤は、葉酸代謝、プリン代謝、核酸合成、タンパク合成等を阻害して、Ｔ細胞及びＢ細胞
の増殖及び分化を抑制する薬剤である。ステロイド剤は、抗原提示細胞からのＩＬ－１や
ＩＬ－１２の分泌を抑制するとともに、Ｔ細胞及びＢ細胞の増殖及び分化を抑制する薬剤
であり、アルキル化剤は、ＤＮＡをアルキル化することによりＤＮＡの生合成を抑制し、
Ｔ細胞及びＢ細胞の増殖及び分化を抑制する薬剤である。
【０００４】
　免疫抑制物質のスクリーニングは、まず、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの評価方法で免疫抑制活性
を有する化合物を探索した後（１次スクリーニング）、マウスやラット等の実験動物を用
いたｉｎ　ｖｉｖｏの評価方法で、実際に生体内においても免疫抑制活性が発揮されるか
否かについて調べる（２次スクリーニング）といった２段階の手順で行われている。
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【０００５】
　１次スクリーニングでは、例えば、ＴＮＦ－α、ＩＬ－１、ＩＬ－６等の炎症性サイト
カイン類に対する阻害活性を指標に、タンパク質レベルや細胞レベルで評価されるのが一
般的である。また２次スクリーニングでは、生体内で免疫反応が惹起されており、さらに
、惹起された免疫反応を指標とするマーカーの検出によって免疫抑制活性の有無を評価で
きるレベルにまで到達している実験動物を使用して行う必要があるため、予め免疫疾患が
発症している病態モデル動物を使って評価されるのが一般的である。
【０００６】
　近年では、免疫抑制活性のｉｎ　ｖｉｖｏ評価方法として、免疫毒性評価試験として用
いられている局所リンパ節試験（Ｌｏｃａｌ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ　ａｓｓａｙ；以下
、ＬＬＮＡ）及び膝窩リンパ節試験（Ｐｏｐｌｉｔｅａｌ　ｌｙｍｐｈ　ｎｏｄｅ　ａｓ
ｓａｙ；以下、ＰＬＮＡ）を応用する試みもなされており、マウスやラットに免疫刺激物
質を事前に処理して被験物質の免疫抑制活性を評価することが報告されている（非特許文
献１～５）。
【０００７】
　ＬＬＮＡは、耳介に被験物質を塗布し、頸部リンパ節を採取し、リンパ節重量増加、リ
ンパ細胞数増加及びリンパ細胞増殖活性の上昇を指標として、被験物質の免疫毒性を評価
する方法である。また、ＰＬＮＡは、足踵に被験物質を皮下投与し、膝窩リンパ節を採取
し、ＬＬＮＡと同様の指標を用いて被験物質の免疫毒性を評価する方法である。ＬＬＮＡ
及びＰＬＮＡでは、短期間に、かつ、少量の被験物質で実施可能であることから、医薬品
開発の早期に実施する免疫毒性評価方法として優れていると言われている（非特許文献６
～９）。
【０００８】
　一方、近年になって、分子生物学的な技術の進歩やゲノムプロジェクト等の成果により
、数多くの遺伝子の塩基配列が解明されることとなり、免疫反応に関連する遺伝子の同定
やシグナル伝達系で機能する新たな分子の発見がなされてきている。
【０００９】
　しかしながら、塩基配列が解明された遺伝子の多くについては、機能の解析が十分にな
されておらず、亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子（ｚｉｎｃ　ｆｉｎｇｅｒ　ｐｒ
ｏｔｅｉｎ　４５９；以下、Ｚｆｐ４５９とも略される。）、ラクトトランスフェリン遺
伝子（ｌａｃｔｏｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ；　以下、Ｌｆｔとも略される。）、Ｃａｓｉ
ｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子（Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ－ｌｉｎｅａｇｅ　ｌｙｍｐｈ
ｏｍａ－ｌｉｋｅ　1；　以下、Ｃｂｌｌ１とも略される。）、リポ酸合成酵素遺伝子（
ｌｉｐｏｉｃ　ａｃｉｄ　ｓｙｎｔｈｅｔａｓｅ；　以下、Ｌｉａｓとも略される。）、
フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子（ｆｌａｖｉｎ　ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ　ｍｏ
ｎｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ　２；　以下、Ｆｍｏ２とも略される。）、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮ
Ａ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子（以下、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋとも略される。）
、ケラチン８遺伝子（ｋｅｒａｔｉｎ　８；　以下、Ｋｒｔ８とも略される。）、ギャッ
プ結合タンパク質ベータ１遺伝子（ｇａｐ　ｊｕｎｃｔｉｏｎ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｂｅｔ
ａ　１；　以下、Ｇｊｐ１とも略される。）、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺
伝子（ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　（ｍｉｎｏｒ）　ＨＡ－１；　以下、Ｈ
ｍｈａ１とも略される。）、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子（ｓ
ｐｌｉｃｉｎｇ　ｆａｃｔｏｒ　ａｒｇｉｎｉｎｅ／ｓｅｒｉｎｅ－ｒｉｃｈ　７；　以
下、Ｓｆｒｓ７とも略される。）、グアニル酸結合タンパク質１遺伝子（ｇｕａｎｙｌａ
ｔｅ　ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　１；　以下、Ｇｂｐ１とも略される。）、主要
尿タンパク質５遺伝子（ｍａｊｏｒ　ｕｒｉｎａｒｙ　ｐｒｏｔｅｉｎ　５；　以下、Ｍ
ｕｐ５とも略される。）については、その機能や役割について十分な解明がなされていな
いのが現状である。
【００１０】
　例えば、亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子の翻訳産物は、ＤＮＡと結合して遺伝
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子調節に重要な役割を果たすタンパク質の一つである（非特許文献１０及び１１）が、そ
の機能の詳細については明らかになっていない。ラクトトランスフェリン遺伝子の翻訳産
物は、トランスフェリンファミリーに属する鉄結合糖タンパク質であり、抗菌作用を有す
ることが知られている（非特許文献１２）が、免疫反応との関連は明らかになっていない
。Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子は、Ｈａｋａｉとも呼ばれ、その翻訳産物
はＥ３ユビキチンリガーゼの一つであり、Ｅ-カドヘリンを分解し、上皮細胞間の結合を
破壊することが報告されている（非特許文献１３）が、免疫反応との関連は明らかになっ
ていない。リポ酸合成酵素遺伝子の翻訳産物は、ミトコンドリアに存在するリポ酸生成酵
素であり、マウスにおいて当該酵素のヘテロ欠損によりリポ多糖誘発組織障害に対する感
受性が上昇することが報告されている（非特許文献１４及び１５）が、免疫反応との関連
は明らかになっていない。フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子の翻訳産物は、薬物
、殺虫剤、食品含有成分等の様々な化合物を代謝する酵素である（非特許文献１６）が、
免疫反応との関連は明らかになっていない。ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２
０遺伝子の翻訳産物は解糖系を抑制して細胞内活性酸素を低下させ、また、アポトーシス
を調節することが報告されている（非特許文献１７）が、免疫反応との関連は明らかにな
っていない。ケラチン８遺伝子の翻訳産物は、ケラチン－１９と協働して横紋筋のジスト
ロフィンと収縮機構を結びつける役割を担い、肝細胞において重要な細胞保護作用を有す
ることが報告されている（非特許文献１８及び１９）が、免疫反応との関連は明らかにな
っていない。ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子は、ｃｏｎｎｅｘｉｎ－３１とも呼
ばれ、その翻訳産物は細胞膜上に局在するチャネルであり、小さい分子量の物質を周囲の
細胞へ拡散させる（非特許文献２０）が、免疫反応との関連は明らかになっていない。マ
イナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子の翻訳産物は、Ｒｈｏ型ＧＴＰａｓｅの活性
化因子として知られている（非特許文献２１）が、その詳細については明らかになってい
ない。スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子の翻訳産物は、プレｍＲＮ
Ａスプライシングに必要な因子として考えられている（非特許文献２２）が、その詳細に
ついては明らかになっていない。グアニル酸結合タンパク質１遺伝子の翻訳産物は、ＧＴ
Ｐａｓｅファミリーの一つであり、インターフェロンγ処理した線維芽細胞に豊富なタン
パク質である（非特許文献２３）が、リンパ節における免疫抑制活性のマーカーとしての
用途は知られていない。主要尿タンパク質５遺伝子の翻訳産物は、尿中に含まれるタンパ
ク質であり、雌性動物の性行動に影響することが報告されている（非特許文献２４）が、
その詳細は不明である。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】Ｈｏｍｅｙら、Ｅｕｒｏｐｅａｎ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍ
ａｃｏｌｏｇｙ、１９９７年、３２５巻、ｐ．１９９－２０７
【非特許文献２】ｖａｎ　ｄｅｎ　Ｂｅｒｇら、Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ、２００５年、２
１１巻、ｐ．１０７－１１４
【非特許文献３】ＱｕｉｇｌｅｙとＰｈｉｌ、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｓｕｒｇｉｃａｌ
　Ｒｅｓｅａｒｃｈ、１９９４年、５６巻、ｐ．２８－３１
【非特許文献４】Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
ｏｇｙ、２００３年、１８９巻、ｐ．１２０－１３３
【非特許文献５】Ｋａｒａｊｉ、Ｔｒａｎｓｐｌａｎｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ、２００
６年、１６巻、ｐ．２０－２４
【非特許文献６】ＯＥＣＤ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ、２００２年、Ｎｏ．４２９
【非特許文献７】ＯＥＣＤ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ、２０１０年、Ｎｏ．４４２Ａ
【非特許文献８】ＯＥＣＤ　Ｇｕｉｄｅｌｉｎｅｓ　ｆｏｒ　Ｔｅｓｔｉｎｇ　ｏｆ　Ｃ
ｈｅｍｉｃａｌｓ、２０１０年、Ｎｏ．４４２Ｂ
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【非特許文献９】Ｄｅｓｃｏｔｅｓ、Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、１９９２
年、６４／６５巻、ｐ．１０１－１０７
【非特許文献１０】Ｋｒｅｂｓら、Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ　Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ、２０
０３年、１７巻、ｐ．２６６４－２６７４
【非特許文献１１】Ｇａｍｓｊａｅｇｅｒら、Ｔｒｅｎｄｓ ｉｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃ
ａｌＳｃｉｅｎｃｅｓ、２００７年、３２巻、ｐ．６３－７０
【非特許文献１２】Ｇｏｎｚaｌｅｚ－Ｃｈaｖｅｓら、Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊ
ｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ　Ａｇｅｎｔｓ、２００９年、３３巻
、ｐ．３０１．ｅ１－３０１．ｅ８
【非特許文献１３】Ｆｉｇｕｅｒｏａら、Ｃｅｌｌ Ｃｙｃｌｅ、２００９年、８巻、ｐ
．３６４８－３６５１
【非特許文献１４】Ｆｏｎｔｅｃａｖｅら、Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｒｅｖｉｅｗｓ、２００
３年、１０３巻、ｐ．２１４９－２１６６
【非特許文献１５】Ｙｉら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ、２００９年、８５巻、ｐ．１４６－１５３
【非特許文献１６】ＰｈｉｌｌｉｐｓとＳｈｅｐｈａｒｄ、Ｔｒｅｎｄｓ Ｐｈａｒｍａ
ｃｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅｓ、２００８年、２９巻、ｐ．２９４－３０１
【非特許文献１７】Ｂｅｎｓａａｄら、Ｃｅｌｌ．２００６年、１２６巻、ｐ．１０７－
１２０
【非特許文献１８】Ｓｔｏｎｅら、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃｅｌｌ　Ｓｃｉｅｎｃｅ、
２００７年、１２０巻、ｐ．３９９９－４００８
【非特許文献１９】Ｋｕら、Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ、２００７年、４６巻、ｐ．１６３９
－１６４９
【非特許文献２０】Ａｎｄｒａｄｅ－Ｒｏｚｅｎｔａｌら、Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃ
ｈ　Ｂｒａｉｎ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｒｅｖｉｅｗｓ、２０００年、３２巻、ｐ．３０８
－３１５
【非特許文献２１】Ｓｐｉｅｒｉｎｇｓら、Ｔｒｅｎｄｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ
、２００４年、２５巻、ｐ．５６－６０
【非特許文献２２】Ｌｉら、Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　ａｎｄ　Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ、２００３年、２３巻、ｐ．７４３７－７４４７
【非特許文献２３】Ｎａｓｃｈｂｅｒｇｅｒら、Ａｄｖａｎｃｅｓ　ｉｎ Ｅｎｚｙｍｅ
　Ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ、２００５年、４５巻、ｐ．２１５－２２７
【非特許文献２４】Ｓｔｏｐｋａら、Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｂｅｈａｖｉｏｒ
、２００７年、９１巻、ｐ．６６７－６７０
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１２】
　免疫抑制剤の開発のみならず、その他の医薬品の開発においても候補化合物の薬効を生
体レベルで総合的に捉えることができるｉｎ　ｖｉｖｏでの評価が極めて重要であると考
えられているが、病態モデル動物を使った試験では、飼育期間及び試験期間が長期にわた
る場合が多いだけでなく、人工的に病態を惹起しているため、発症している病態に個体差
が大きく、精度の高い評価が困難な場合があるのも現状である。
【００１３】
　また、免疫抑制活性を評価する目的で、免疫刺激物質を事前処理する方法を加えたＬＬ
ＮＡ及びＰＬＮＡの改良法は、免疫刺激物質の事前処理に時間を要するため、試験期間が
長期にわたってしまうことは避けられず、特定の免疫刺激物質によって肥大するリンパ節
や増殖が亢進したリンパ細胞に対する作用のみを評価する系であるため、被験物質の免疫
抑制活性を総合的又は複合的に評価することは不可能である。
【００１４】
　さらに、免疫刺激物質処理を行っていない健常な実験動物を用いて行う通常のＬＬＮＡ
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及びＰＬＮＡで免疫抑制活性を評価する場合は、リンパ節重量、リンパ細胞数及びリンパ
細胞増殖活性が溶媒投与した対照動物群と比較して減少したか否かを評価する必要がある
が、健常動物であるが故に、リンパ節の肥大やリンパ細胞の増殖の亢進がないため、強力
な免疫抑制活性を有する被験物質でない限り、その免疫抑制活性を感度よく捉えることは
難しいといえる。
【００１５】
　そこで本発明は、免疫刺激物質で免疫反応を惹起することなく被験物質の免疫抑制活性
の有無を高感度にかつ簡便に判定することが可能な、げっ歯類動物を用いた免疫抑制物質
のスクリーニング方法を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１６】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究を重ねた結果、免疫刺激物質処理を行わ
ないげっ歯類動物の免疫組織又は免疫細胞において、免疫抑制剤投与によって大きく発現
変動する遺伝子を同定し、本発明を完成させるに至った。
【００１７】
　すなわち、本発明は、免疫抑制物質のスクリーニング方法であって、げっ歯類動物に被
験物質を投与する投与ステップと、上記げっ歯類動物から免疫組織又は免疫細胞を採取す
る採取ステップと、上記免疫組織又は免疫細胞における、亜鉛フィンガータンパク質４５
９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子
、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤ
ＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ
１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、スプライシング因子アルギニ
ン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タンパク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５
遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子の発現量を測定する測定ステッ
プと、上記亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子、上記ラクトトランスフェリン遺伝子
、上記Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、上記フラビン含有モノオキシゲナー
ゼ２遺伝子、上記ケラチン８遺伝子、上記ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子及び上
記グアニル酸結合タンパク質１遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子
の発現量（ｍ－１）が、上記投与ステップで上記被験物質を投与した動物種と同じげっ歯
類動物であり、かつ、上記被験物質を投与していない対照動物の免疫組織又は免疫細胞に
おける同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－１）と比較して１．５倍以上である場合、及び
／又は、上記リポ酸合成酵素遺伝子、上記ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０
遺伝子、上記マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、上記スプライシング因子ア
ルギニン／セリンリッチ７遺伝子及び上記主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択
される１以上のマーカー遺伝子の発現量（ｍ－２）が、上記対照動物の対応する免疫組織
又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－２）と比較して０．６７倍以下
である場合に、上記被験物質は免疫抑制活性を有すると判定する判定ステップと、を備え
るスクリーニング方法を提供する。
【００１８】
　上記投与ステップでは、上記被験物質を上記げっ歯類動物の耳介に塗布投与し、かつ、
上記採取ステップでは、上記免疫組織として頸部リンパ節を採取することが好ましく、ま
た、上記投与ステップでは、上記被験物質を上記げっ歯類動物の足踵皮下に投与し、かつ
、上記採取ステップでは、上記免疫組織として膝窩リンパ節を採取することが好ましい。
【００１９】
　また、上記判定ステップでは、上記ラクトトランスフェリン遺伝子若しくはＣａｓｉｔ
ａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子の発現量（ｍ－３）が、上記対照動物の対応する免疫組
織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－３）と比較して１．５倍以上
である場合、及び／又は、上記リポ酸合成酵素遺伝子の発現量（ｍ－４）が、上記対照動
物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－４）と比
較して０．６７倍以下である場合に、上記被験物質の免疫抑制活性は、カルシニューリン
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阻害作用であると判定することが好ましい。
【００２０】
　また、上記判定ステップでは、上記フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子の発現量
（ｍ－５）が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝
子の発現量（ｎ－５）と比較して７．５倍以上である場合、及び／又は、上記ＲＩＫＥＮ
　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子の発現量（ｍ－６）が、上記対照動物の対応す
る免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－６）と比較して０．
６７倍以下である場合に、上記被験物質の免疫抑制活性は、代謝拮抗作用を介するもので
あると判定することが好ましい。
【００２１】
　また、上記判定ステップでは、上記ケラチン８遺伝子若しくは上記ギャップ結合タンパ
ク質ベータ１遺伝子の発現量（ｍ－７）が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細
胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－７）と比較して２．０倍以上である場合、
及び／又は、上記マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子若しくは上記スプライシ
ング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子の発現量（ｍ－８）が、上記対照動物の対応
する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－８）と比較して０
．６７倍以下である場合に、上記被験物質の免疫抑制活性は、ステロイド作用を介するも
のであると判定することが好ましい。
【００２２】
　また、上記判定ステップでは、上記グアニル酸結合タンパク質１遺伝子の発現量（ｍ－
９）が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発
現量（ｎ－９）と比較して１．５倍以上である場合、及び／又は、上記主要尿タンパク質
５遺伝子の発現量（ｍ－１０）が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞におけ
る同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－１０）と比較して０．６７倍以下である場合に、上
記被験物質の免疫抑制活性は、アルキル化作用を介するものであると判定することが好ま
しい。
【００２３】
　また、上記判定ステップでは、上記亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子の発現量が
、上記投与ステップで上記被験物質を投与した動物種と同じげっ歯類動物であり、かつ、
上記被験物質を投与していない対照動物の免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺
伝子の発現量と比較して１．５倍以上であることを必須条件として、上記被験物質は免疫
抑制活性を有すると判定することが好ましい。
【００２４】
　なお、上記スクリーニング方法で使用するげっ歯類動物は、病態モデル動物ではなく、
健常動物であってもよく、飼育期間及び試験期間の短縮並びに評価結果の個体差を小さく
できる点で優れている。
【００２５】
　また本発明は、以下の（Ａ）～（Ｄ）のいずれかを含む、被験物質の免疫抑制活性検出
キットを提供する。
（Ａ）　亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａ
ｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキ
シゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８
遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－
１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タン
パク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカ
ー遺伝子をＰＣＲで増幅するためのＰＣＲプライマーセット
（Ｂ）　亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａ
ｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキ
シゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８
遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－
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１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タン
パク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカ
ー遺伝子にハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブ
（Ｃ）　上記ポリヌクレオチドプローブが固定化された担体
（Ｄ）　亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａ
ｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキ
シゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８
遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－
１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タン
パク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカ
ー遺伝子の翻訳産物に結合する抗体
【００２６】
　さらに本発明は、亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺
伝子、Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含
有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、
ケラチン８遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパ
ク質ＨＡ－１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル
酸結合タンパク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される、被
験物質の免疫抑制活性検出マーカーを提供する。
【発明の効果】
【００２７】
　本発明のスクリーニング方法によれば、免疫刺激物質で免疫反応を惹起することなく被
験物質の免疫抑制活性の有無を高感度にかつ簡便に判定することができる。また本発明に
よれば、免疫抑制物質のスクリーニングに使用するげっ歯類動物に、健常動物を使用する
ことができ、飼育期間及び試験期間の短縮できるとともに、評価結果の個体差を小さくで
きる点で優れている。さらに本発明によれば、被験物質の免疫抑制活性のメカニズムにつ
いて、一度の試験で総合的又は複合的に評価することができ、免疫抑制活性を有する医薬
品候補物質のスクリーニングを、ｉｎ　ｖｉｖｏで簡易に行うことができる。
【図面の簡単な説明】
【００２８】
【図１】対照動物群、タクロリムス投与群、シクロスポリン投与群及びＳＤＳ投与群のリ
ンパ節おけるＬｉａｓ遺伝子のｍＲＮＡ発現量及びリンパ節重量を示す図である。
【図２】対照動物群、メトトレキサート投与群、アザチオプリン投与群及びＳＤＳ投与群
のリンパ節おける９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ遺伝子のｍＲＮＡ発現量及びリンパ節重量
を示す図である。
【図３】対照動物群、デキサメタゾン投与群、プレドニゾロン投与群及びＳＤＳ投与群の
リンパ節おけるＨｍｈａ１遺伝子のｍＲＮＡ発現量及びリンパ節重量を示す図である。
【図４】対照動物群、シクロホスファミド投与群及びＳＤＳ投与群のリンパ節おけるＭｕ
ｐ５遺伝子のｍＲＮＡ発現量及びリンパ節重量を示す図である。
【図５】対照動物群及びプレドニゾロン投与群のリンパ細胞数を示す図である。
【図６】対照動物群及びシクロホスファミド投与群のリンパ細胞数を示す図である。
【図７】対照動物群及びシクロホスファミド投与群のリンパ細胞の細胞増殖活性を示す図
である。
【発明を実施するための形態】
【００２９】
　本発明の免疫抑制物質のスクリーニング方法は、げっ歯類動物に被験物質を投与する投
与ステップと、上記げっ歯類動物から免疫組織又は免疫細胞を採取する採取ステップと、
上記免疫組織又は免疫細胞における、亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝子、ラクトト
ランスフェリン遺伝子、Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、リポ酸合成酵素遺
伝子、フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３
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３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８遺伝子、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子、マイナー
組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７
遺伝子、グアニル酸結合タンパク質１遺伝子及び主要尿タンパク質５遺伝子からなる群か
ら選択される１以上のマーカー遺伝子の発現量を測定する測定ステップと、上記亜鉛フィ
ンガータンパク質４５９遺伝子、上記ラクトトランスフェリン遺伝子、上記Ｃａｓｉｔａ
ｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、上記フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、上記ケ
ラチン８遺伝子、上記ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子及び上記グアニル酸結合タ
ンパク質１遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子の発現量（ｍ－１）
が、上記投与ステップで上記被験物質を投与した動物種と同じげっ歯類動物であり、かつ
、上記被験物質を投与していない対照動物の免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー
遺伝子の発現量（ｎ－１）と比較して１．５倍以上である場合、及び／又は、上記リポ酸
合成酵素遺伝子、上記ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、上記マイナ
ー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、上記スプライシング因子アルギニン／セリンリ
ッチ７遺伝子及び上記主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマー
カー遺伝子の発現量（ｍ－２）が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞におけ
る同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－２）と比較して０．６７倍以下である場合に、上記
被験物質は免疫抑制活性を有すると判定する判定ステップと、を備えることを特徴として
いる。
【００３０】
　「被験物質」とは、免疫抑制活性の有無を評価する対象となる物質のことであり、例え
ば、低分子化合物、タンパク質、ペプチド、植物由来の抽出物、細胞抽出物等を挙げるこ
とができる。
【００３１】
　「免疫抑制活性」とは、マクロファージや樹状細胞等の抗原提示細胞、Ｔｈ細胞、Ｔ細
胞、Ｂ細胞、ＮＫ細胞などの免疫担当細胞に対して、細胞増殖抑制及び／又は分化・機能
障害を引き起こすことにより、免疫作用を抑制する活性である。抗原提示細胞がＴｈ細胞
を刺激し、さらに各種サイトカインを介して免疫担当細胞を活性化することで、細胞性免
疫及び液性免疫を促進し、生体防御反応が達成されるが、その過程のいずれかの段階に被
験物質が作用して免疫抑制活性は発現する。上記のスクリーニング方法は、通常、病態動
物モデルを使ったｉｎ　ｖｉｖｏの実験においては１週間～５週間かけて免疫抑制活性を
評価する必要があるところを、今回新たに見出した１２個の遺伝子の発現を調べることに
よって、簡易かつ、免疫刺激物質で実験動物に免疫反応を惹起することなく、被験物質の
免疫抑制活性の有無を高感度にかつ簡便に判定することを可能にするものである。
【００３２】
　上記の投与ステップは、被験物質をげっ歯類動物に投薬するステップであるが、薬理作
用が発揮される用量の被験物質を、血液を通じ又は皮膚等の組織を浸透させ、あるいは直
接的に、げっ歯類動物の免疫組織及び免疫細胞に到達させることができればよい。投与経
路としては、例えば、耳介塗布、経口投与、皮下投与、静脈内投与、筋肉内投与、経皮投
与、経鼻投与、経肺投与等を例示でき、耳介塗布、経口投与、皮下投与が好ましく、簡便
性を重視すれば、耳介塗布がより好ましい。
【００３３】
　げっ歯類動物としては、マウス、ラット、モルモット等の実験動物特を例示できるが、
マウス又はラットが好ましく、マウスがより好ましい。マウスにおいては、近交系マウス
が好ましく、例えば、ＢＡＬＢ／ｃ系の雌性マウスを例示できる。また、マウスの週齢に
ついては、６～９週齢が好ましい。
【００３４】
　上記のスクリーニング方法において使用するげっ歯類動物は、免疫疾患を発症しておら
ず、また、免疫異常が認められていない健常動物であってもよく、上記のスクリーニング
方法で使用する前に特別な処置を行う必要もない。ここで、健常動物とは、いわゆる病態
モデル動物（例えば、病態を遺伝的に誘発させるために遺伝子操作がなされたトランスジ
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ェニック動物やノックアウト動物、病態を後発的に惹起させるための薬物処理や外科的手
術がなされた動物等）ではなく、スクリーニング前に免疫疾患を引き起こすような処置が
一切行われていない動物を指す。
【００３５】
　同じ被験物質を投与するげっ歯類動物の個体数は、１群当たり１匹であってもよいが、
通常、動物個体差による誤差をできるだけ小さくするために、群ごとに複数の動物（ｎ＝
３～６）を用いるのが好ましい。被験物質の投与時間、投与回数について特に限定はない
が、１日当たり１回の投与が好ましく、連続して３日間投与することがより好ましい。
【００３６】
　投与ステップ後採取ステップまでの間は、１～３日当たり１回の頻度で、被験物質を投
与した全てのげっ歯類動物の一般症状及び体重の増減を観察しておくことが好ましい。一
般症状及び体重の増減は、健康状態を表す指標として用いることができるため、異常を呈
した動物については、上記採取ステップ以降のステップ又は上記判定ステップを行わない
こととすることで、上記スクリーニングの対象から除外し、判定の精度を高めることがで
きる。
【００３７】
　上記の採取ステップは、被験物質を投与したげっ歯類動物を安楽死させ、免疫組織又は
免疫細胞を採取するステップであるが、「判定ステップ」で発現している遺伝子を解析す
るのに必要な量を、核酸（特に、ＲＮＡ）及びタンパク質の分解を防ぐことに留意しなが
ら、分子生物学的手法に従って採取すればよい。具体的には、「モレキュラー・クローニ
ング：実験マニュアル　第３版」（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａ
ｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｌａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、２００１年）等の実
験マニュアルを参考にして、全ＲＮＡ又はｍＲＮＡの抽出に使用するための生体試料を採
取すればよい。
【００３８】
　上記の免疫組織としては、例えば、リンパ節、胸腺、脾臓、骨髄、パイエル板等を例示
でき、生体試料の取り扱いの容易さ及び目的とする遺伝子の発現量の多さの点では、リン
パ節が特に好ましい。ここで、「リンパ節」には、頸部リンパ節、耳下リンパ節、膝窩リ
ンパ節、脇下リンパ節、腸間膜リンパ節等が含まれるが、上記のスクリーニングにおいて
は、被験物質の投与部位や暴露部位の近傍のリンパ節が好ましい。例えば、投与ステップ
で耳介に塗布した場合は、頸部リンパ節が好ましく、足踵皮下に投与した場合は、膝窩リ
ンパ節が好ましい。
【００３９】
　なお、採取した免疫組織に付着している脂肪、筋肉、結合組織等については、できる限
り取り除くことが好ましく、被験物質の作用により免疫組織重量が非常に小さくなった場
合は、同一群の免疫組織をプールして使用することも可能である。
【００４０】
　また、上記の免疫細胞としては、例えば、マクロファージ、樹状細胞、Ｔ細胞、Ｂ細胞
、ＮＫ細胞、好中球、好酸球等が挙げられ、リンパ細胞が好ましい。免疫細胞は、血液か
ら採取できるが、免疫組織からでも容易に採取でき、被験物質の作用をより強く受けた免
疫細胞を得ることができる。例えば、リンパ節細胞は、リンパ節を無血清培地とともにス
テンレスメッシュを通して、リンパ細胞浮遊液として採取できる。無血清培地としては、
リンパ細胞が生育できる培地であれば使用できるが、ＲＰＭＩ　１６４０培地が好ましい
。ステンレスメッシュの孔径は、細胞が単離される大きさであればよく、２００号が好ま
しい。
【００４１】
　具体的には、まず、調製したリンパ細胞浮遊液を遠心分離（４５０×ｇ、１０分、４℃
）後、上清を捨て、一定量のリン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）を添加して再浮遊させるこ
とにより細胞を洗浄し、再度、遠心分離（４５０×ｇ、１０分、４℃）した後に上清を捨
て、沈殿したリンパ細胞を回収すればよい。リンパ細胞の数は、多項目自動血球分析装置
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、自動細胞数計測装置又は血球計算盤を用いて計測することができる。なお、細胞増殖活
性測定方法としては、例えば、３Ｈ－チミジン又は５－ブロモ－２’－デオキシウリヂン
（以下、ＢｒｄＵ）の免疫細胞への取込量を測定する方法を例示できる。
【００４２】
　上記の測定ステップは、上記免疫組織又は免疫細胞における、亜鉛フィンガータンパク
質４５９遺伝子、ラクトトランスフェリン遺伝子、Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１
遺伝子、リポ酸合成酵素遺伝子、フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、ＲＩＫＥＮ
　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、ケラチン８遺伝子、ギャップ結合タンパク質
ベータ１遺伝子、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、スプライシング因子ア
ルギニン／セリンリッチ７遺伝子、グアニル酸結合タンパク質１遺伝子及び主要尿タンパ
ク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子の発現量を測定するステ
ップであるが、これのマーカー遺伝子の発現量の測定は、例えば、上記免疫組織又は免疫
細胞から全ＲＮＡ又はｍＲＮＡを抽出し、標的とする各マーカー遺伝子のｍＲＮＡの量を
定量すればよい。
【００４３】
　具体的には、「モレキュラー・クローニング：実験マニュアル　第３版」（Ｓａｍｂｒ
ｏｏｋら、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｌａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ
、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、２００１年）等の分子生物学分野の実験マニュアルに従って、免疫
組織又は免疫細胞から全ＲＮＡを抽出し、例えば、ＲＴ－ＰＣＲ（Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒ
ａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ　Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｃｈａｉｎ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ）法、
ＤＮＡマイクロアレイ法、ノーザンブロット法、ＲＮａｓｅプロテクションアッセイ法等
又はこれらの改変法によって、標的とする各マーカー遺伝子のｍＲＮＡの量を定量できる
。上記の測定ステップで使用するｍＲＮＡの発現量の定量方法としては、簡便性の観点か
ら、ＲＴ－ＰＣＲ法、ＤＮＡマイクロアレイ法又はこれらの方法の改変法が好ましく、Ｒ
Ｔ－ＰＣＲ法においては、定量性の高いリアルタイムＰＣＲがより好ましい。
【００４４】
　上記のマーカー遺伝子の塩基配列情報は、Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ＮＣＢＩ；ｈｔｔｐ://ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ/）が提供する遺伝子情報データベースより取得すること
ができる。
【００４５】
　例えば、上記のマーカー遺伝子のマウスにおけるｍＲＮＡの塩基配列情報を取得するの
に必要なＮＣＢＩ受入番号は、以下の通りである。亜鉛フィンガータンパク質４５９遺伝
子（Ｚｆｐ４５９）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿１７７８１１、ラクトトランスフェリ
ン遺伝子（Ｌｆｔ）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿００８５２２、Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系
リンパ腫様－１遺伝子（Ｃｂｌｌ１）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿１３４０４８、リポ
酸合成酵素遺伝子（Ｌｉａｓ）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿０２４４７１、フラビン含
有モノオキシゲナーゼ２遺伝子（Ｆｍｏ２）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿０１８８８１
、ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子（９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ）
のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿１７７００３、ケラチン８遺伝子（Ｋｒｔ８）のＮＣＢＩ
受入番号は、ＮＭ＿０３１１７０、ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子（Ｇｊｐ１）
のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿００８１２４、マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺
伝子（Ｈｍｈａ１）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿０２７５２１、スプライシング因子ア
ルギニン／セリンリッチ７遺伝子（Ｓｆｒｓ７）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿１４６０
８３、グアニル酸結合タンパク質１遺伝子（Ｇｂｐ１）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿０
１０２５９、主要尿タンパク質５遺伝子（Ｍｕｐ５）のＮＣＢＩ受入番号は、ＮＭ＿００
８６４９である。
【００４６】
　表１は、これらのマーカー遺伝子の略称、正式名称及びＮＣＢＩ受入番号についてまと
めたものである。
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【００４７】
【表１】

【００４８】
　なお、ラット及びその他のげっ歯類動物の上記マーカー遺伝子の塩基配列についてもす
でに公知となっており、上記のＮＣＢＩが提供している遺伝子情報データベースで検索す
ることにより、受入番号及び塩基配列情報を取得することができる。
【００４９】
　ＲＴ－ＰＣＲのように、上記のマーカー遺伝子のｍＲＮＡの定量にＰＣＲを行う場合に
は、各マーカー遺伝子のｃＤＮＡを特異的に増幅できるプライマーセットを予め準備する
必要があるが、対象とするげっ歯類動物のＺｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ
、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ
７、Ｇｂｐ１又はＭｕｐ５のｍＲＮＡの塩基配列情報はすでに公開されているため、各マ
ーカー遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列情報に基づいてプライマーセット（５’－プライマー
及び３’－プライマー）を設計し、オリゴヌクレオチドを化学合成すればよい。
【００５０】
　設計するプライマーセットは、標的とするマーカー遺伝子のｃＤＮＡの塩基配列の特異
的な配列にアニールし、ＰＣＲによりｃＤＮＡ断片を特異的に増幅できるものが好ましい
。複数のマーカー遺伝子を同時にＰＣＲする場合は、各プライマーセット間でＴｍ値が大
きく異ならないように調整して設計するとよい。
【００５１】
　表２は、マウスの上記マーカー遺伝子を特異的に増幅するプライマーセットの好ましい
例を列挙している。
【００５２】
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【表２】

【００５３】
　ＰＣＲの反応条件は、増幅されるｃＤＮＡ断片の収率及び増幅反応の特異性を考慮し、
一般的なＰＣＲの反応条件を基に適宜最適化できるが、その際に重要となる反応パラメー
タとしては、プライマーの長さ及び塩基配列、アニーリング温度、伸長温度、反応時間、
Ｍｇイオン濃度、塩濃度等が挙げられる。
【００５４】
　ＤＮＡマイクロアレイ法、ノーザンブロット法、ＲＮａｓｅプロテクションアッセイ法
等のように、上記のマーカー遺伝子のｍＲＮＡ又はそのｃＤＮＡと、標的とするマーカー
遺伝子検出用のプローブとの間でハイブリダイゼーションを行う場合には、各マーカー遺
伝子のｍＲＮＡ又はｃＤＮＡと特異的にハイブリダイズするプローブを予め準備する必要
があるが、対象とするげっ歯類動物のＺｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆ
ｍｏ２、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、
Ｇｂｐ１又はＭｕｐ５のｍＲＮＡの塩基配列情報はすでに公開されているため、各マーカ
ー遺伝子のｍＲＮＡ又はｃＤＮＡの塩基配列情報に基づいてプローブを設計し、直接オリ
ゴヌクレオチドを化学合成したり、ＰＣＲ等で対象となる塩基配列を有するｃＤＮＡ断片
を取得し、それに蛍光標識、ＲＩ標識、ジゴキシゲニン（ＤＩＧ）標識、ビオチン標識等
を行えばよい。
【００５５】
　なお、マーカー遺伝子検出用のプローブは、標的とするマーカー遺伝子のｃＤＮＡの塩
基配列に対して特異的な配列にハイブリダイズすることが求められるが、特異的な塩基配
列かどうかの確認は、ＢＬＡＳＴ解析を行うことにより確認することができる。
【００５６】
　プローブを蛍光標識するために使用する蛍光物質としては、ＦＩＴＣ（Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｉｎ　ｉｓｏｔｈｉｏｃｉａｎａｔｅ）、ＲＩＴＣ（Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ　Ｂ―ｉｓ
ｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ）、ＧＦＰ（Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ）、ＥＧＦＰ（Ｅｎｈａｎｃｅｄ　Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏ
ｔｅｉｎ）、ＲＦＰ（Ｒｅｄ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＣＦＰ（Ｃ
ｙａｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＣＧＦＰ（Ｃｙａｎ　Ｇｒｅｅｎ
　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＹＦＰ（Ｙｅｌｌｏｗ　Ｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ）、ＣｙＤｙｅ（例えば、Ｃｙ３、Ｃｙ５及びＣｙ７．５）を
例示できる。
【００５７】
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　プローブを上記の蛍光物質で標識する方法としては、直接標識する方法やアミノアリル
ｄＵＴＰ又はアミノアリルＮＴＰを用いて間接的に標識する方法等がある。直接標識する
方法は、直鎖ＤＮＡの場合はＤＮＡプローブの５’末端を、ＲＮＡの場合は増幅過程で上
記蛍光物質を直接標識化できる。間接的に標識する方法は、アミノアリルＮＴＰの場合は
ＮＨＳエステルＤｙｅ誘導体により、アミノアリルｄＵＴＰの場合はｄｙｅ　エステルを
カップリングすることにより、間接的に標識化することが可能である。例えば、スクシン
イミド・エステルのカップリング反応により、アミノアリルがついた核酸にＣｙ３あるい
はＣｙ５を標識できる。
【００５８】
　プローブにＲＩ標識するための放射性同位元素としては、３２Ｐ、３３Ｐ、３５Ｓが挙
げられ、例えば、Ｔ４－ポリヌクレオチドキナーゼとヌクレオシドの三リン酸（例えば、
[α－３２Ｐ]ＡＴＰ）を用いて、プローブとなるオリゴヌクレオチドの５’末端を３２Ｐ
でラベルしたり、ＰＣＲの反応液中に放射性ラベルされたデオキシヌクレオシド三リン酸
（例えば、[α－３２Ｐ]ｄＣＴＰ）を基質として加えてＰＣＲを行えば、増幅されるｃＤ
ＮＡ断片の内部に放射性ラベルされたデオキシヌクレオシド三リン酸を含むプローブを得
ることができる。
【００５９】
　プローブをＲＩ標識する方法としては、ニックトランスレーション法、Ｋｌｅｎｏｗ酵
素を使用するランダムプライム法等がある。ニックトランスレーション法は、プローブと
して用いる２本鎖ＤＮＡの任意の箇所にデオキシリボヌクレアーゼＩによってニック（切
れ目）を入れ、そこから大腸菌ＤＮＡポリメラーゼＩの５’-３’エキソヌクレアーゼ活
性により、ニックの５’端のヌクレオチドを除去し、次に５’-３’ポリメラーゼ活性に
より、３’端から相補鎖ＤＮＡの修復合成を行わせる。その際、α位で放射性同元素標識
されたヌクレオチドを基質として用いることにより、標識プローブを得ることができる。
ランダムプライム法は、ニックトランスレーション法の改良法であり、ＤＮＡの長さが反
応に影響しないので、１００塩基対位の短いＤＮＡを標識するに適しており、鋳型ＤＮＡ
は２本鎖でも１本鎖でもよい。ＤＮＡ断片を加熱、急冷して１本鎖にした後、ランダムな
塩基配列をもつオリゴヌクレチドを加えるとその一部がＤＮＡと結合する。これらをプラ
イマーとしてＫｌｅｎｏｗ酵素による伸長反応で相補鎖ＤＮＡを合成する。そのときに一
つまたは複数の放射性同位元素で標識されたヌクレオチドを基質として用いることにより
、標識された相補鎖ＤＮＡが合成される。
【００６０】
　プローブにジゴキシゲニン（ＤＩＧ）標識又はビオチン標識を行った場合は、ハイブリ
ダイゼーションを行った後に、アルカリフォスファターゼやペルオキシダーゼで標識した
抗ＤＩＧ抗体又は同様に酵素標識したアビジンと反応させることにより、プローブとの特
異的な結合がなされ、対応する発色基質と反応させることでアルカリフォスファターゼや
ペルオキシダーゼの活性を化学発色に可視化して検出できる。発色基質としては、ＮＢＴ
／ＢＣＩＰ（ニトロ－ブルー塩化テトラゾリウム／５－ブロモ－４－クロロ－３’－イン
ドリルホスファターゼ　ｐ－トルイジン塩）、ＡＭＰＰＤ（登録商標）、ＣＳＰＤ（登録
商標）、ＣＤＰ－Ｓｔａｒ（登録商標）（Ｔｒｏｐｉｘ社）等が挙げられる。
【００６１】
　プローブをＤＩＧ標識又はビオチン標識する方法としては、上記ＲＩ標識する方法と同
様に、ニックトランスレーション法、Ｋｌｅｎｏｗ酵素を使用するランダムプライム法等
がある。ＤＩＧ又はアビジン標識されたヌクレオチドを基質として用いることにより、標
識プローブを得ることができる。
【００６２】
　また、いずれの定量方法を用いた場合であっても、各マーカー遺伝子のｍＲＮＡの発現
量は、ハウスキーピング遺伝子（例えば、β－アクチン、ニワトリグリセルアルデヒド３
リン酸デヒドロゲナーゼ（Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ－３－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ　ｄ
ｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；以下、ＧＡＰＤＨ又はＧ３ＰＤＨと略される。）、β２－マ
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イクログロブリン等）のｍＲＮＡの発現量で補正して評価することが好ましく、精度を高
めるためにはこの補正が必要となる。各被験物質を投与した動物の免疫組織又は免疫細胞
に発現している各マーカー遺伝子のｍＲＮＡの量は、全ＲＮＡ又はｍＲＮＡの単位量当た
りの発現量として調べることとなるが、ＰＣＲやハイブリダイゼーションに影響を与える
物質や全ＲＮＡ又はｍＲＮＡの定量に影響を及ぼす物質がコンタミする場合等が考えられ
るため、ハウスキーピング遺伝子の発現量で補正することで、これらの要因による影響を
防ぐことができるからである。
【００６３】
　例えば、各サンプルにおけるハウスキーピング遺伝子及び各マーカー遺伝子のｍＲＮＡ
発現量を測定し、ハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡ発現量（測定値）で各マーカー遺伝
子のｍＲＮＡ発現量（測定値）を割ることにより補正値を得て、対照動物群の補正値を「
１」とした場合の各サンプルのｍＲＮＡ発現量（相対値）を、対照動物群の補正値で各サ
ンプルの補正値を割ることによって算出する方法が好ましい。
【００６４】
　上記の判定ステップは、上記亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、上記ラクトトラ
ンスフェリン遺伝子、上記Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、上記フラビン含
有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、上記ケラチン８遺伝子、上記ギャップ結合タンパク質ベ
ータ１遺伝子及び上記グアニル酸結合タンパク質１遺伝子からなる群から選択される１以
上のマーカー遺伝子の発現量（ｍ－１）が、上記投与ステップで上記被験物質を投与した
動物種と同じげっ歯類動物であり、かつ、上記被験物質を投与していない対照動物の免疫
組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－１）と比較して１．５倍以
上である場合に、上記被験物質は免疫抑制活性を有すると判定するステップである。
【００６５】
　ここで「対照動物」とは、上記投与ステップで上記被験物質を投与した動物種と同じげ
っ歯類動物であり、かつ、上記被験物質を投与していない動物であるが、より具体的には
、投与ステップで投与した被験物質が投与されず、かつ、被験物質の溶媒又は生理食塩液
を投与したげっ歯類動物のことであり、薬効評価等を行う通常の動物実験における対照群
の動物に該当するものである。すなわち、対照動物には、被験物質を溶媒に溶解、懸濁又
は乳濁させて投与した場合は、被験物質を含まない溶媒のみを、対照動物に被験物質投与
と同一の投与方法、容量、頻度で投与することとなる。例えば、被験物質をジメチルスル
ホキシド溶液として皮下投与する場合には、対象動物群にはジメチルスルホキシド溶液の
みが皮下投与される。一方、被験物質がそのままの状態で投与できる状態にあり、溶媒を
使用することなく投与する場合は（例えば、植物由来の抽出物等）、溶媒の代わりに生理
食塩液を対照動物に投与する。なお、溶媒とは、投与する被験物質を溶解、懸濁又は乳濁
させるために使用した液体のことであり、被験物質をげっ歯類動物に投与した投与組成物
に含まれる被験物質以外の全ての成分が該当する。
【００６６】
　また、投与ステップと同様に、被験物質を含まない溶媒又は生理食塩液を投与する対照
動物の個体数は、１群当たり１匹であってもよいが、動物個体差による誤差をできるだけ
小さくするために、群ごとに複数の動物（ｎ＝３～６）を用いるのが好ましい。
【００６７】
　上記の「ｍ－１」とは、上記亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、上記ラクトトラ
ンスフェリン遺伝子、上記Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、上記フラビン含
有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、上記ケラチン８遺伝子、上記ギャップ結合タンパク質ベ
ータ１遺伝子及び上記グアニル酸結合タンパク質１遺伝子からなる群から選択される１以
上のマーカー遺伝子の発現量のことであり、例えば、上記の測定ステップで測定されたこ
れらのマーカー遺伝子のｍＲＮＡの発現量が該当することとなる。
【００６８】
　ｍ－１は、上記のハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡの発現量で補正された量が好まし
い。すなわち、ｍ－１は、上記亜鉛フィンガープロテイン４５９遺伝子、上記ラクトトラ
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ンスフェリン遺伝子、上記Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リンパ腫様－１遺伝子、上記フラビン含
有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、上記ケラチン８遺伝子、上記ギャップ結合タンパク質ベ
ータ１遺伝子及び上記グアニル酸結合タンパク質１遺伝子からなる群から選択される１以
上のマーカー遺伝子のｍＲＮＡの発現量を、ハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡの発現量
で除した値とするのがより好ましい。
【００６９】
　上記の「ｎ－１」とは、対照動物の免疫組織又は免疫細胞における、ｍ－１に対応する
同じマーカー遺伝子の発現量のことであり、該当するマーカー遺伝子のｍＲＮＡの発現量
が該当することとなる。ｎ－１は、ｍ－１と同様に、上記のハウスキーピング遺伝子のｍ
ＲＮＡの発現量で補正された量が好ましい。すなわち、ｎ－１は、亜鉛フィンガープロテ
イン４５９遺伝子、上記ラクトトランスフェリン遺伝子、上記Ｃａｓｉｔａｓ　Ｂ系リン
パ腫様－１遺伝子、上記フラビン含有モノオキシゲナーゼ２遺伝子、上記ケラチン８遺伝
子、上記ギャップ結合タンパク質ベータ１遺伝子及び上記グアニル酸結合タンパク質１遺
伝子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子であり、かつ、ｍ－１に対応する
同じマーカー遺伝子、のｍＲＮＡの発現量を、同じハウスキーピング遺伝子のｍＲＮＡの
発現量で除した値とするのがより好ましい。
【００７０】
　ｍ－１がｎ－１と比較して１．５倍以上である場合、上記被験物質は免疫抑制活性を有
すると判定できる。この場合、ｍ－１がｎ－１と比較して１．５倍以上となるマーカー遺
伝子が３種類以上ある場合（但し、ＺＦＰ４５９を含む場合は２種類以上でよい）は、カ
ルシニューリン阻害作用、代謝拮抗作用、ステロイド作用あるいはアルキル化作用のうち
、２以上の作用を介するものであると判定できる。
【００７１】
　また上記の判定ステップは、上記リポ酸合成酵素遺伝子、上記ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　
９６３００３３Ｆ２０遺伝子、上記マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、上記
スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子及び上記主要尿タンパク質５遺伝
子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子の発現量（ｍ－２）が、上記対照動
物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量（ｎ－２）と比
較して０．６７倍以下である場合に、上記被験物質は免疫抑制活性を有すると判定するス
テップである。
【００７２】
　上記の「ｍ－２」とは、上記リポ酸合成酵素遺伝子、上記ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６
３００３３Ｆ２０遺伝子、上記マイナー組織適合性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、上記スプ
ライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝子及び上記主要尿タンパク質５遺伝子か
らなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子の発現量のことであり、例えば、上記の
測定ステップで測定されたこれらのマーカー遺伝子のｍＲＮＡの発現量が該当することと
なる。
【００７３】
　上記の「ｎ－２」とは、対照動物の免疫組織又は免疫細胞における、ｍ－２に対応する
同じマーカー遺伝子の発現量のことであり、該当するマーカー遺伝子のｍＲＮＡの発現量
が該当することとなる。ｎ－２は、ｍ－２と同様に、上記のハウスキーピング遺伝子のｍ
ＲＮＡの発現量で補正された量が好ましい。すなわち、ｎ－２は、上記リポ酸合成酵素遺
伝子、上記ＲＩＫＥＮ　ｃＤＮＡ　９６３００３３Ｆ２０遺伝子、上記マイナー組織適合
性タンパク質ＨＡ－１遺伝子、上記スプライシング因子アルギニン／セリンリッチ７遺伝
子及び上記主要尿タンパク質５遺伝子からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子
であり、かつ、ｍ－２に対応する同じマーカー遺伝子、のｍＲＮＡの発現量を、同じハウ
スキーピング遺伝子のｍＲＮＡの発現量で除した値とするのがより好ましい。
【００７４】
　ｍ－２がｎ－２と比較して０．６７倍以下である場合、上記被験物質は免疫抑制活性を
有すると判定できる。さらに、該当するマーカー遺伝子が２以上ある場合は、カルシニュ



(19) JP 2012-50371 A 2012.3.15

10

20

30

40

50

ーリン阻害作用、代謝拮抗作用、ステロイド作用あるいはアルキル化作用のうち、２以上
の作用を介するものであると判定できる。
【００７５】
　上記判定ステップでは、上記Ｌｔｆ若しくはＣｂｌｌ１の発現量が、上記対照動物の対
応する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量と比較して１．５倍以
上である場合、及び／又は、上記Ｌｉａｓの発現量が、上記対照動物の対応する免疫組織
又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量と比較して０．６７倍以下である場合
に、上記被験物質の免疫抑制活性は、カルシニューリン阻害作用であると判定できる。
【００７６】
　また、上記Ｆｍｏ２の発現量が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞におけ
るＦｍｏ２の発現量と比較して７．５倍以上である場合、及び／又は、上記９６３００３
３Ｆ２０Ｒｉｋの発現量が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞における同じ
マーカー遺伝子の発現量と比較して０．６７倍以下である場合に、上記被験物質の免疫抑
制活性は、代謝拮抗作用を介するものであると判定できる。
【００７７】
　また、上記Ｋｒｔ８若しくは上記Ｇｊｐ１の発現量が、上記対照動物の対応する免疫組
織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量と比較して２．０倍以上である場合
、及び／又は、上記Ｈｍｈａ１若しくは上記Ｓｆｒｓ７の発現量が、上記対照動物の対応
する免疫組織又は免疫細胞における同じマーカー遺伝子の発現量と比較して０．６７倍以
下である場合に、上記被験物質の免疫抑制活性は、ステロイド作用を介するものであると
判定できる。
【００７８】
　さらに、上記Ｇｂｐ１の発現量が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞にお
けるＧｂｐ１の発現量と比較して１．５倍以上である場合、及び／又は、上記Ｍｕｐ５の
発現量が、上記対照動物の対応する免疫組織又は免疫細胞におけるＭｕｐ５の発現量と比
較して０．６７倍以下である場合に、上記被験物質の免疫抑制活性は、アルキル化作用を
介するものであると判定できる。
【００７９】
　なお、上記のスクリーニング方法で発現量を測定する遺伝子としては、Ｚｆｐ４５９、
Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇ
ｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５からなる群から選択される１以
上のマーカー遺伝子であれば特に限定はされないが、被験物質の免疫抑制活性を有すると
判定するために、Ｚｆｐ４５９の発現量が、上記対照動物の免疫組織又は免疫細胞におけ
るＺｆｐ４５９の発現量と比較して１．５倍以上であることを必須条件とすれば、非特異
的なシグナルによる誤判定を防止でき、精度の高いスクリーニングを実現できる。
【００８０】
　また、本発明の免疫抑制剤のスクリーニングキットは、下記の（Ａ）～（Ｄ）のいずれ
かを含むことを特徴としている。
（Ａ）　Ｚｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２
０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５からな
る群から選択される１以上のマーカー遺伝子をＰＣＲで増幅するためのＰＣＲプライマー
セット
（Ｂ）　Ｚｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２
０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５からな
る群から選択される１以上のマーカー遺伝子にハイブリダイズするポリヌクレオチドプロ
ーブ
（Ｃ）　上記ポリヌクレオチドプローブが固定化された担体
（Ｆ）　Ｚｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２
０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５からな
る群から選択される１以上のマーカー遺伝子の翻訳産物に結合する抗体
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【００８１】
　上記キットは、被験物質の免疫抑制活性を評価するために必要な試薬又は器材を含むも
のである。これらの試薬の中には、各種酵素類、緩衝液、洗浄液、溶解液等も含まれる。
さらに、反応条件を最適化したプロトコル等を含んでいてもよい。また、多数検体の同時
処理ができるマイクロタイタープレートや蛍光／発光強度の測定に必要な器材等の一式を
含んでいるとさらに好ましい。
【００８２】
　例えば、上記（Ａ）のＰＣＲプライマーセットを含むキットの構成品としては、組織又
は細胞からＲＮＡ（全ＲＮＡ又はｍＲＮＡ）を抽出する試薬、ＲＮＡからｃＤＮＡを合成
する逆転写酵素及び試薬、マーカー遺伝子を増幅するプライマー、ハウスキーピング遺伝
子を増幅するプライマー及びＰＣＲ関連試薬が挙げられる。ＰＣＲを実施するために必要
な上記試薬やプライマーは、予めマイクロチューブに添加された状態であってもよく、Ｐ
ＣＲのアニーリング及び伸長工程の温度及び反応時間を最適化したプロトコルがキットに
含まれていればより好ましい。
【００８３】
　上記（Ｂ）のポリヌクレオチドプローブを含むキットの構成品としては、細胞からＲＮ
Ａ（全ＲＮＡ又はｍＲＮＡ）を抽出する試薬、ＲＮＡからｃＤＮＡを合成する逆転写酵素
や試薬、マーカー遺伝子と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブ、ハウ
スキーピング遺伝子と特異的にハイブリダイズするポリヌクレオチドプローブ及びハイブ
リダイズ関連試薬が挙げられる。ハイブリダイズする反応条件を最適化したプロトコルが
キットに含まれていればより好ましい。
【００８４】
　上記（Ｃ）のポリヌクレオチドプローブが固定化された担体を含むキットの構成品とし
ては、上記（Ｂ）のキットに含まれる構成品に加えて、ポリヌクレオチドプローブがあら
かじめ担体に固定化されたものを含む。担体としては、ガラスや樹脂等の基板が挙げられ
、例えば、その基板上に数百～数万種類のＤＮＡ断片を高密度に並べたＤＮＡマイクロア
レイ（ＤＮＡチップ）が挙げられる。ポリヌクレオチドプローブとしては、遺伝子のｍＲ
ＮＡを逆転写したｃＤＮＡ断片、遺伝子のエキソンに相当する領域から２０～１００ヌク
レオチドを選択し、化学合成したオリゴＤＮＡが挙げられる。
【００８５】
　上記（Ｄ）の抗体を含むキットの構成品としては、細胞を溶解するＬｙｓｉｓ　Ｂｕｆ
ｆｅｒ、マーカー遺伝子の翻訳産物に特異的に結合する抗体、酵素標識抗体、酵素の基質
及びその他関連試薬が挙げられる。ＥＬＩＳＡやＲＩＡのより正確な実施のためには、検
量線作成のための標準物質がキットに含まれていればより好ましい。
【００８６】
　上記のマーカー遺伝子の翻訳産物に特異的に結合する抗体は、ポリクローナル抗体又は
モノクローナル抗体のいずれであっても構わない。特に、マウスの上記マーカー遺伝子の
ＤＮＡ塩基配列はすでに公知となっているため、これらのタンパク質の特異的抗体は、こ
れらのタンパク質を抗原として用い、公知の抗体又は抗血清の製造方法で製造することが
できる。以下に、これらの製造方法を例示する。
【００８７】
　モノクローナル抗体産生細胞の製造においては、まず、抗原となるタンパク質を温血動
物の抗体産生が可能な部位に投与して、抗原で免疫された温血動物を作製する。抗原とな
るタンパク質は単独で投与してもよいし、担体又は希釈剤とともに投与しても構わない。
また、抗体産生能を高めるため、完全フロイントアジュバントや不完全フロイントアジュ
バント等のアジュバントを同時に投与してもよい。
【００８８】
　抗原となるタンパク質は、通常、２～６週毎に１回ずつの頻度で、計２～１０回程度投
与する。抗原となるタンパク質を投与する温血動物としては、例えば、サル、ウサギ、イ
ヌ、モルモット、マウス、ラット、ヒツジ、ヤギ又はニワトリが挙げられる。
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【００８９】
　モノクローナル抗体産生ハイブリドーマは、抗原で免疫された温血動物、すなわち抗体
価の認められた温血動物から、抗原となるタンパク質の最終投与より２～５日後に脾臓又
はリンパ節を採取し、それらに含まれる抗体産生細胞を同種又は異種動物の骨髄腫細胞と
融合させることによって製造することができる。なお、温血動物の抗血清中の抗体価の測
定方法としては、例えば、標識化ペプチドと抗血清とを反応させた後、抗体に結合した標
識化ペプチドの活性を測定する方法が挙げられる。
【００９０】
　抗体産生細胞と骨髄腫細胞とは、公知の方法（ケーラーら、Ｎａｔｕｒｅ、１９７５年
、ｐ．２５６－４９５）で融合させることができる。融合に用いる融合促進剤としては、
例えば、ポリエチレングリコール（以下、ＰＥＧ）又はセンダイウィルス等が挙げられる
。また、融合促進剤は１０～８０％の濃度で添加されることが好ましい。
【００９１】
　異種動物の骨髄腫細胞としては、例えば、ＮＳ－１細胞、Ｐ３Ｕ１細胞、ＳＰ２／０細
胞、ＡＰ－１細胞が挙げられる。融合に用いる抗体産生細胞の数と骨髄腫細胞の数の比率
は、１：１～２０：１が好ましい。インキュベートは３０～３７℃、１～１０分間が好ま
しい。
【００９２】
　モノクローナル抗体産生ハイブリドーマのスクリーニング方法としては、例えば、ペプ
チド抗原を吸着させたマイクロプレートにハイブリドーマ培養上清を添加し、さらに放射
性物質や酵素等で標識した抗免疫グロブリン抗体又はプロテインＡを加えて、マイクロプ
レートに結合したモノクローナル抗体を検出する方法、又は、抗免疫グロブリン抗体又は
プロテインＡを吸着させたマイクロプレートにハイブリドーマ培養上清を添加し、さらに
放射性物質や酵素等で標識したタンパク質を加え、マイクロプレートに結合したモノクロ
ーナル抗体を検出する方法が挙げられる。
【００９３】
　モノクローナル抗体は、自体公知又はそれに準じる方法で選別できるが、通常、ＨＡＴ
（ヒポキサンチン、アミノプテリン及びチミジン）を添加した動物細胞用培地が用いられ
る。動物細胞用培地としては、モノクローナル抗体産生ハイブリドーマが生育できれば特
に限定されないが、例えば、１０～２０％牛胎児血清を含むＲＰＭＩ　１６４０培地又は
ハイブリドーマ培養用無血清培地（ＳＦＭ－１０１；日水製薬（株））が挙げられる。
【００９４】
　モノクローナル抗体産生ハイブリドーマの培養は、通常、３７℃、５％ＣＯ２下で行わ
れる。モノクローナル抗体産生ハイブリドーマの培養期間は、通常１～２週間が好ましい
。また、ハイブリドーマ培養上清の抗体価は、上記の抗血清中の抗体価と同様に測定でき
る。
【００９５】
　モノクローナル抗体の分離精製方法としては、例えば、免疫グロブリンの分離精製方法
が挙げられる。ここで、免疫グロブリンの分離精製方法としては、例えば、塩析法、アル
コール沈殿法、等電点沈殿法、電気泳動法、ＤＥＡＥ等のイオン交換体による吸脱着法、
超遠心法、ゲルろ過法、抗原結合固相又はプロテインＡ若しくはプロテインＧ等の活性吸
着剤により抗体のみを採取する特異的精製法が挙げられる。
【００９６】
　ポリクローナル抗体は、例えば、免疫抗原となるタンパク質又は免疫抗原となるタンパ
ク質とキャリアータンパク質との複合体を、上記のモノクローナル抗体産生細胞の製造と
同様に温血動物に投与し、免疫された温血動物から抗体含有物を採取して製造することが
できる。
【００９７】
　キャリアータンパク質との複合体を形成して免疫抗原となるタンパク質、すなわちハプ
テンの種類としては、ハプテンがキャリアータンパク質と結合することによりポリクロー
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ナル抗体が効率良く産生されるものであれば、特に限定はない。一方、キャリアータンパ
ク質としては、例えば、ウシ血清アルブミン、ウシサイログロブリン又はヘモシアニンが
挙げられる。
【００９８】
　複合体形成におけるハプテンとキャリアータンパク質との重量比としては、ハプテン１
に対し、キャリアータンパク質が０．１～２０が好ましく、１～５がより好ましい。また
、ハプテンとキャリアータンパク質との結合に用いる縮合剤としては、例えば、グルタル
アルデヒド、カルボジイミド、マレイミド活性エステル又はチオール基若しくはジチオビ
リジル基を含有する活性エステル試薬が挙げられる。
【００９９】
　ポリクローナル抗体は、上記の方法で免疫された温血動物の血液、腹水等から採取する
ことができ、モノクローナル抗体と同様に分離精製することができる。
【０１００】
　上記のマーカー遺伝子の翻訳産物の発現量の測定については、組織又は細胞をＬｙｓｉ
ｓ　Ｂｕｆｆｅｒで溶解後、抗体を用いたＥＬＩＳＡ（Ｅｎｚｙｍｅ－Ｌｉｎｋｅｄ　Ｉ
ｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　Ａｓｓａｙ）、ＲＩＡ（Ｒａｄｉｏｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ
）又はウェスタンブロッティング等、公知の方法で測定することができる。
【０１０１】
　以下、ＥＬＩＳＡ法を例に挙げて、マーカー遺伝子の翻訳産物の発現量の測定を説明す
る。被験物質を投与したげっ歯類動物から採取した免疫組織又はその免疫細胞をホモジナ
イズした後、Ｌｙｓｉｓ　Ｂｕｆｆｅｒで溶解し、タンパク質を含む抽出液を得る。その
後、マーカー遺伝子に特異的に結合する抗体を吸着させた９６穴プレートに、タンパク質
を含む抽出液を加え反応させた後、先にプレートに吸着させた抗体とは違うエピトープを
認識する一次抗体を加え反応させる。プレートを洗浄後、酵素標識された二次抗体を加え
反応させる。反応後、洗浄し、酵素の基質を加え発色させ、吸光度を測定し、あらかじめ
作成した検量線から、該当するタンパク質の発現量を測定する。
【０１０２】
　ここでいう発現量とは、絶対量である必要はなく、相対量であってもよい。また、必ず
しも数値的に表現される必要はなく、例えば、色素や蛍光標識等の可視的な標識を用い、
目視により判定する場合も、発現量の測定に含まれるが、数値的に表現できる方法が好ま
しい。
【０１０３】
　対照動物の免疫組織又は免疫細胞における、Ｚｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉ
ａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆ
ｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５からなる群から選択される１以上のマーカー遺伝子の発現
量は、被験物質を投与したげっ歯類動物におけるそれらの発現量と同時に測定してもよい
し、事前に測定しておいてもよい。事前の測定をしておく場合には、予め対照動物におけ
る該遺伝子発現量の絶対量又はある標準物質に換算した相対量を求めておき、それを、被
験物質を投与したげっ歯類動物における発現量と比較してもよいし、対照動物における絶
対量に相当する量の該ＤＮＡ又は該タンパク質を対照として、被験物質を投与したげっ歯
類動物における発現量と同時に測定してもよい。
【０１０４】
　上記のマーカー遺伝子は、上記の被験物質の免疫抑制活性を評価するための方法やキッ
トで使用され、Ｚｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３
３Ｆ２０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５
からなる群から選択され、免役抑制活性のスクリーニング方法を提供することを特徴とし
ている。
【０１０５】
　Ｚｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉ
ｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５の遺伝子の塩
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基配列及びアミノ酸配列の情報は、ＮＣＢＩが提供している遺伝子情報データベースで検
索することができ、該当する遺伝子のＮＣＢＩ受入番号を使用して検索すれば容易に入手
することができる（表１）。
【０１０６】
　なお、Ｚｆｐ４５９、Ｌｔｆ、Ｃｂｌｌ１、Ｌｉａｓ、Ｆｍｏ２、９６３００３３Ｆ２
０Ｒｉｋ、Ｋｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１、Ｓｆｒｓ７、Ｇｂｐ１及びＭｕｐ５の遺伝
子のクローニング及び翻訳産物の調製は、例えば、「モレキュラー・クローニング：実験
マニュアル　第３版」（Ｓａｍｂｒｏｏｋら、Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　
Ｌａｂｏｌａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、Ｎｅｗ　Ｙｏｒｋ、２００１年）に記載の分子生物
学手法及びそれらを基にした改良法に従って行なうことができる。
【実施例】
【０１０７】
　以下、実施例を挙げて本発明を更に詳細に説明するが、本発明はこれらに限定されるも
のではない。
【０１０８】
（実施例１）免疫抑制剤の投与によって発現が変動する遺伝子の選定
　検疫期間中に順調な体重増加を示したマウス（ＢＬＡＢ／ｃ、雌、６週齢；ＳＬＣ）の
体重を測定し、体重の分布が均一となるように各群３又は５匹ずつ配分した。
【０１０９】
　免疫抑制剤としては、カルシニューリン阻害剤である１％タクロリムス（セコイアリサ
ーチプロダクツ社）及び１％シクロスポリン（シグマ－アルドリッチ社）、代謝拮抗剤で
ある１％メトトレキサート（シグマ－アルドリッチ社）及び２．５％アザチオプリン（シ
グマ－アルドリッチ社）、ステロイド剤である２％デキサメタゾン（バイオモル社）及び
２．５％プレドニゾロン（和光純薬工業）、アルキル化剤である５％シクロホスファミド
（シグマ－アルドリッチ社）を用いた。免疫毒性反応を増強する細胞毒性物質である５％
ドデシル硫酸ナトリウム（以下、ＳＤＳ；和光純薬工業）を陰性対照として用いた（Ｄｅ
　Ｊｏｎｇら、Ｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ、２００２年、１７６巻、ｐ．１２３－１３４）。
なお、投与液の溶媒にはジメチルスルホキシド（以下、ＤＭＳＯ；国産化学社）を用いた
。
【０１１０】
　投与液は、塗布容量を２５μＬ／片耳として、３日間連続して１日１回、計３回耳介塗
布した。対照動物群には、溶媒であるＤＭＳＯを耳介に同様に塗布した。最終塗布翌日に
、マウスを頸椎脱臼により安楽死させ、頸部リンパ節を摘出し、脂肪や筋肉組織等を取り
除いた。各個体のリンパ節をＲＮＡｌａｔｅｒ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ
社）で一旦冷蔵保存し、４日後にリンパ節を０．６ｍＬの２－メルカプトエタノールを添
加したＲＮｅａｓｙ　Ｐｌｕｓ　Ｍｉｎｉ　（ＱＩＡＧＥＮ社）　付属のＲＬＴ溶液に入
れ、ハサミでリンパ節を細切後、ホモジナイザー（ポリトロン社）でホモジナイズした。
以降は、ＲＮｅａｓｙ　Ｐｌｕｓ　Ｍｉｎｉの説明書に従って全ＲＮＡを抽出した。
【０１１１】
　得られた全ＲＮＡの濃度及び純度は、ＮａｎｏＤｒｏｐ　ＮＤ－１０００分光光度計（
Ｔｈｅｒｍｏ　Ｆｉｓｈｅｒ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ社）で測定した。各被験物質投与群
及び対照動物群の群毎に、各個体から等量の全ＲＮＡを混合した。この全ＲＮＡ混合液を
ＤＮＡマイクロアレイ実験に使用した。なお、全ＲＮＡ混合液中の全ＲＮＡが分解されて
いないことは、Ａｇｉｌｅｎｔ　２１００バイオアナライザ（Ａｇｉｌｅｎｔ社）にてリ
ボソームＲＮＡの明瞭なバンドを検出することで、確認した。
【０１１２】
　各群の全ＲＮＡ混合液から、Ａｍｉｎｏ　Ａｌｌｙｌ　ＭｅｓｓａｇｅＡｍｐＴＭ　Ｉ
Ｉ　ａＲＮＡ　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ　ｋｉｔ　（Ａｍｂｉｏｎ社）を用い、その
説明書に従って、ａＲＮＡ（アミノアリルＲＮＡ）を増幅した。
【０１１３】
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　ＤＮＡマイクロアレイ実験は、ＤＮＡチップ３Ｄ－Ｇｅｎｅ（登録商標）　Ｍｏｕｓｅ
　ｏｌｉｇｏ　ｃｈｉｐ　２４ｋ（カタログ番号：ＴＲＴ－ＸＲ０３２；東レ社）の説明
書に従って、ＲｅｆｅｒｅｎｃｅサンプルとしてＣｙ５で標識した対照動物群のａＲＮＡ
と、Ｃｙ３で標識した各被験物質投与群のａＲＮＡを混合する二色法、あるいは、Ｃｙ３
で標識したすべての群のａＲＮＡを用いる単色法により実施した。二色法では各標識ａＲ
ＮＡを５００ｎｇずつ分取・混合し、単色法ではＣｙ３標識ａＲＮＡ１０００ｎｇを、そ
れぞれ３Ｄ－Ｇｅｎｅ（登録商標）　Ｍｏｕｓｅ　ｏｌｉｇｏ　ｃｈｉｐ　２４ｋに添加
して、３７℃、１６時間、遮光条件でハイブリダイゼーションさせた。ＤＮＡチップを洗
浄した後、Ｓｃａｎ　Ａｒｒａｙ　Ｅｘｐｅｒｓｓ（ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ社）で蛍光
画像を取り込み、蛍光強度を数値化した。スキャンデータはＧｅｎｅＰｉｘ　Ｐｒｏ（Ｍ
ＤＳ　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）を用いて解析し、すべての
スキャンデータをグローバルノーマライゼーションによって補正した。
【０１１４】
　遺伝子発現解析にはＭｅｔａＣｏｒｅＴＭ（ＧｅｎｅＧｏ社）を用いた。免疫抑制剤投
与により発現が変動した遺伝子のうち、免疫抑制作用を示さない細胞毒性物質であるＳＤ
Ｓによる発現変動を超える発現変動が認められた遺伝子、かつ、対照動物群における発現
量と比較して１．５倍以上、又は０．６７倍以下に発現が変動した遺伝子を、免疫抑制活
性のマーカー遺伝子として選定した。
【０１１５】
　すべての免疫抑制剤に共通して発現が変動した遺伝子として、Ｚｆｐ４５９（配列番号
１）、カルシニューリン阻害剤に特異的に発現変動したＬｔｆ、Ｃｂｌｌ１及びＬｉａｓ
、代謝拮抗剤に特異的に発現変動したＦｍｏ２及び９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ、ステロ
イド剤に特異的に発現変動したＫｒｔ８、Ｇｊｂ１、Ｈｍｈａ１及びＳｆｒｓ７、アルキ
ル化剤に特異的に発現変動したＧｂｐ１及びＭｕｐ５が選定された。
【０１１６】
　表３は、３Ｄ－Ｇｅｎｅ（登録商標）　Ｍｏｕｓｅ　ｏｌｉｇｏ　ｃｈｉｐ　２４ｋに
搭載された上記マーカー遺伝子のオリゴＤＮＡの配列を示している。
【０１１７】

【表３】

【０１１８】
（実施例２）定量的リアルタイムＰＣＲによる免疫抑制剤特異的マーカー遺伝子の同定
　各個体の全ＲＮＡ抽出までは、実施例１と同一の方法で実験を行った。ただし、各群３
例とした。
【０１１９】
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　個体ごとに、その全ＲＮＡから、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩＩ　Ｆｉｒｓｔ－Ｓｔ
ｒａｎｄ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　Ｓｙｓｔｅｍｓ（ライフテクノロジーズジャパン社）を
用いて、常法に従ってｃＤＮＡ合成を行った。すなわち、１μｇ分の全ＲＮＡにＤＥＰＣ
処理水を添加して１６μＬとし、２μＬのＯｌｉｇｏ（ｄＴ）２０プライマー及び２μＬ
の１０ｍｍｏｌ／Ｌ　ｄＮＴＰｓと混和し、６５℃で５分間加熱後、氷上で１分間冷却し
た。その後、Ｓｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩＩ逆転写酵素を用いて逆転写を行った。逆転
写反応条件は、５０℃で５０分間、８５℃で５分間反応後、氷上で冷却した。さらに２μ
ＬのＲｎａｓｅ　Ｈを添加し、３７℃で２０分間した。
【０１２０】
　このようにして得られた各群３例のｃＤＮＡを用いて、実施例１で同定したマーカー遺
伝子の発現量を定量的リアルタイムＰＣＲ法にて測定した。定量的リアルタイムＰＣＲ法
による測定には、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ　７５００ＦＡＳＴ　Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ
　Ｓｙｓｔｅｍ（ライフテクノロジーズジャパン社）を用いた。測定にはＰｏｗｅｒ　Ｓ
ＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ＰＣＲ　Ｍａｓｔｅｒ　Ｍｉｘ（ライフテクノロジーズジャパン社
）を用い、定法に従って実施した。なお、使用したマーカー遺伝子のプライマーセットは
、表２に示すとおりである。また、ＰＣＲの温度サイクル条件は、９５℃で１５秒、５８
℃で３０秒、７２℃で３０秒を１サイクルとし、４０サイクル実施した。目的遺伝子のｍ
ＲＮＡ発現量解析は、ハウスキーピング遺伝子であるβ－アクチンの発現量により標準化
し、相対定量した。β－アクチンのプライマーには、フォワード側のプライマー（５’→
３’）としてａｔｔｇｃｔｇａｃａｇｇａｔｇｃａｇａａ（配列番号３８）、リバース側
のプライマー（５’→３’）としてｃａｇｇａｇｇａｇｃａａｔｇａｔｃｔｔｇａ（配列
番号３９）を用いた。各被験物質投与群のｍＲＮＡ発現量は、対照動物群のｍＲＮＡ発現
量を１とした時の相対値として表した。
【０１２１】
　対照動物群と各被験物質投与群との比較は、等分散の検定（Ｆ検定）により分散の一様
性を検定し、等分散の場合はｔ検定を、また不等分散の場合はＡｓｐｉｎ－Ｗｅｌｃｈ検
定を行った。有意水準は片側５％とした。その結果を表４及び５に示した。
【０１２２】

【表４】

【０１２３】
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【表５】

【０１２４】
　表４は免疫抑制剤により発現が増加した遺伝子群、表５は免疫抑制剤により発現が減少
した遺伝子群を示し、数値はマーカー遺伝子のｍＲＮＡ発現量（相対値）を示す。各表の
太線の囲は、ＳＤＳによる発現変動を超える発現変動が認められた遺伝子、かつ、ＤＮＡ
マイクロアレイ結果及び定量的リアルタイムＰＣＲ結果ともに対照動物群における発現量
と比較して１．５倍以上、又は０．６７倍以下に発現が変動した遺伝子を示している。
【０１２５】
　すべての免疫抑制剤に共通して、Ｚｆｐ４５９の遺伝子発現量は１．５倍以上に増加し
た。カルシニューリン阻害剤に特異的に、Ｌｔｆ及びＣｂｌｌ１の遺伝子発現量は１．５
倍以上に増加し、Ｌｉａｓの遺伝子発現量は０．６７倍以下に減少した。代謝拮抗剤に特
異的に、Ｆｍｏ２の遺伝子発現量は７．５倍以上に増加し、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ
の遺伝子発現量は０．６７倍以下に減少した。ステロイド剤に特異的に、Ｋｒｔ８及びＧ
ｊｂ１の遺伝子発現量は２．０倍以上に増加し、Ｈｍｈａ１及びＳｆｒｓ７の遺伝子発現
量は０．６７倍以下に減少した。アルキル化剤に特異的に、Ｇｂｐ１の遺伝子発現量は１
．５倍以上に増加し、Ｍｕｐ５の遺伝子発現量は０．６７倍以下に減少した。このように
、免役抑制剤投与により特異的に発現が変動するマーカー遺伝子を同定できた。
【０１２６】
（実施例３）免疫抑制剤の投与によるリンパ節重量、リンパ細胞数及び細胞増殖活性の減
少
　各個体の頸部リンパ節摘出までは、実施例１と同一の方法で実験を行った。ただし、使
用した免役抑制剤は、以下の通りとした。
【０１２７】
　免疫抑制剤には、実施例１と同様に、カルシニューリン阻害剤である１％タクロリムス
及び１％シクロスポリン、代謝拮抗剤である１％メトトレキサート及び２．５％アザチオ
プリン、ステロイド剤である２％デキサメタゾン及び２．５％プレドニゾロン、アルキル
化剤である５％シクロホスファミドを使用した。
【０１２８】
　摘出した頸部リンパ節は、脂肪や筋肉組織等を取り除いた後、電子天秤を用いて動物個
体毎のリンパ節重量（合計重量）を測定した。プレドニゾロン及びシクロホスファミドに
ついては、リンパ細胞数を測定した。すなわち、リンパ節の重量を測定後、無血清培地（
ＲＰＭＩ　１６４０培地）とともにステンレスメッシュ（サイズ：２００号）を通して、
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単細胞浮遊液とした。細胞浮遊液は、動物個体ごとに１５ｍＬポリスチレン製遠沈管に回
収した。調製した細胞浮遊液を４５０×ｇ、１０分、４℃で遠心分離後、無血清培地１ｍ
Ｌで再浮遊させリンパ細胞数を計測した。計測には、多項目自動血球分析装置（Ｓｙｓｍ
ｅｘ　ＳＦ－３０００；シスメックス社）を用いた。
【０１２９】
　さらに、シクロホスファミドについては細胞増殖活性を測定した。すなわち、上記のリ
ンパ細胞数計測後、残りの細胞浮遊液を４５０×ｇ、１０分、４℃で再び遠心分離した。
無血清培地に非働化（５６°Ｃで３０分の加熱処理）したｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓ
ｅｒｕｍを１０％となるように添加した培養培地を用いて、５×１０６ｃｅｌｌｓ／ｍＬ
となるように調製し、９６穴プレートにトリプリケートで１００μＬ／ｗｅｌｌ播種した
。３７℃、５％ＣＯ２下で約２４時間前培養した後、Ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉ
ｏｎ　Ｂｉｏｔｒａｋ　ＥＬＩＳＡ　ｓｙｓｔｅｍ　ｖｅｒｓｉｏｎ　２（ＧＥヘルスケ
アバイオサイエンス社）を用いて細胞増殖活性を測定した。細胞増殖活性はＤＭＳＯを投
与した対照動物群に対するＢｒｄＵ取込比率で示した。
【０１３０】
　リンパ節重量、リンパ細胞数及び細胞増殖活性について、対照動物群と各被験物質投与
群との比較は、等分散の検定（Ｆ検定）により分散の一様性を検定し、等分散の場合はｔ
検定を、また不等分散の場合はＡｓｐｉｎ－Ｗｅｌｃｈの検定を行った。有意水準は片側
５％とした。
【０１３１】
　リンパ節重量測定結果を、Ｌｉａｓ、９６３００３３Ｆ２０Ｒｉｋ、Ｈｍｈａ１及びＭ
ｕｐ５のｍＲＮＡ発現量（実施例２で得られた結果）とともに、図１～４に示す。図１～
４の、左縦軸は対照動物群の該ｍＲＮＡ発現量を１としたときの相対値を表し、棒グラフ
で示す。右縦軸はリンパ節重量を表し、折線で示す。図中、＊及び＊＊はそれぞれＰ＜０
．０５及びＰ＜０．０１、＃及び＃＃はそれぞれＰ＜０．０５及びＰ＜０．０１を示して
いる（Ａｓｐｉｎ－Ｗｅｌｃｈ検定）。
【０１３２】
　その結果、タクロリムス、シクロスポリン、メトトレキサート、アザチオプリン、デキ
サメタゾン及びプレドニゾロン投与により、リンパ節重量はＤＭＳＯを投与した対照動物
群と比較して統計学的に有意に減少した。シクロホスファミド投与群では、リンパ節重量
が減少傾向を示したものの、対照動物群と比較して統計学的な有意差は認められず、Ｍｕ
ｐ５遺伝子のｍＲＮＡ発現量を指標にすることによりリンパ節重量よりも感度良くシクロ
ホスファミドの免疫抑制活性を検出できることが確認された。
【０１３３】
　リンパ細胞数の結果を図５及び６に示す。図中、＊＊はＰ＜０．０１を示している（Ａ
ｓｐｉｎ－Ｗｅｌｃｈ検定）。プレドニゾロン及びシクロホスファミド投与によりリンパ
細胞数は、ＤＭＳＯを投与した対照動物群と比較して統計学的に有意に減少した。
【０１３４】
　リンパ細胞の細胞増殖活性の結果については図７に示す。図７の縦軸は対照動物群のＢ
ｒｄＵ取込量を１としたときの相対値を表し、＊＊はＰ＜０．０１を示している（ｔ検定
）。シクロホスファミド投与により細胞増殖活性は、ＤＭＳＯを投与した対照動物群と比
較して統計学的に有意に減少した。
【０１３５】
　以上の結果より、実施例２で同定した免疫抑制活性のマーカー遺伝子の発現量と、免疫
抑制活性による免疫組織の重量、免疫細胞の数又はその増殖活性の減少が相関することは
明らかである。したがって、上記マーカー遺伝子は被験物質の免疫抑制活性の有無の指標
とすることができ、さらには、特定の免役抑制剤に特異的に発現が変動するマーカー遺伝
子を特定したことから、被験物質の免疫抑制活性の機序を予測することもできる。
【産業上の利用可能性】
【０１３６】
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　本発明は、被験物質の免疫抑制活性の有無を高感度にかつ簡便に判定することができ、
免疫抑制物質のスクリーニングに用いることができる。
【配列表フリーテキスト】
【０１３７】
　配列番号２～２５、３８及び３９：ＰＣＲプライマー
　配列番号２６～３７：オリゴヌクレオチド
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