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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を
測定することを含む、特発性間質性肺炎の検出を補助する方法。
【請求項２】
　特発性間質性肺炎が、特発性肺線維症、または非特異性間質性肺炎である、請求項１に
記載の方法。
【請求項３】
　非特異性間質性肺炎が線維性非特異性間質性肺炎（fibrotic NSIP）である、請求項２
に記載の方法。
【請求項４】
　測定が免疫測定法によるものである、請求項１～３のいずれか１項に記載の方法。
【請求項５】
　生体試料が肺組織および／または血液である、請求項１～４のいずれか1項に記載の方
法。
【請求項６】
　(i)被験者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチ
ンタンパク質量と、(ii)正常者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベル
またはペリオスチンタンパク質量との比較を行うことを含む、請求項１～５のいずれか１
項に記載の方法。
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【請求項７】
　(i)被験者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチ
ンタンパク質量が(ii)正常者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルま
たはペリオスチンタンパク質量よりも高いときに、特発性間質性肺炎である、または特発
性間質性肺炎が疑われると判断することを含む、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養した場合における
ペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を測定することを含む
、特発性間質性肺炎の予防・治療剤のスクリーニング方法。
【請求項９】
　特発性間質性肺炎が、特発性肺線維症、または非特異性間質性肺炎である、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　非特異性間質性肺炎が線維性非特異性間質性肺炎（fibrotic NSIP）である、請求項９
に記載の方法。
【請求項１１】
　測定が免疫測定法によるものである、請求項８～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　(i)ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養した場合にお
けるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量と、(ii)ペリオス
チンを産生する能力を有する細胞を候補物質の非存在下で培養した場合におけるペリオス
チン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量との比較を行うことを含む、請
求項８～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　(i)ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養した場合にお
けるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量が(ii)ペリオスチ
ンを産生する能力を有する細胞を候補物質の非存在下で培養した場合におけるペリオスチ
ン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量よりも低いときに、候補物質を選
択することを含む、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　ペリオスチン遺伝子の塩基配列を含むポリヌクレオチド、またはその相補鎖に相補的な
塩基配列を有する少なくとも２１塩基の長さを有するポリヌクレオチドを含む、特発性間
質性肺炎の検出用キット。
【請求項１５】
　ペリオスチンタンパク質のアミノ酸配列を含むペプチドを認識する抗体を含む、特発性
間質性肺炎の検出用キット。
【請求項１６】
　ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を含む、特発性間質性肺炎の予防・治療剤の
スクリーニング用キット。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、特発性間質性肺炎の検出方法、特発性間質性肺炎の予防・治療剤のスクリー
ニング方法、およびこれらの方法に使用するキットに関する。
【背景技術】
【０００２】
　特発性間質性肺炎（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ　ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ　ｐｎｅｕｍｏ
ｎｉａ；ＩＩＰ）は肺組織の線維化を特徴とする原因不明の疾患であり、その発症及び進
行を予測することは非常に困難である。
　特発性間質性肺炎は、組織学的分類により特発性肺線維症（あるいは、通常型間質性肺
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炎ともいう）（ｉｄｉｏｐａｔｈｉｃ　ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　ｆｉｂｒｏｓｉｓ；ＩＰＦ
／ｕｓｕａｌ　ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａ；ＵＩＰ）、および非特
異性間質性肺炎（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ　ｉｎｔｅｒｓｔｉｔｉａｌ　ｐｎｅｕｍｏｎ
ｉａ；ＮＳＩＰ）などいくつかの病型に分類され、ＩＰＦ／ＵＩＰ患者とＮＳＩＰ患者と
で特発性間質性肺炎患者全体の８０－９０％以上を占める。ＮＳＩＰは、さらに線維性（
ｆｉｂｒｏｔｉｃ）ＮＳＩＰとｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＳＩＰとに分類される。特発性間質
性肺炎には現在のところ有効な治療法が存在しない。特発性間質性肺炎は診断からの平均
生存期間が２－４年と予後が悪く、一方、ＮＳＩＰの予後はＩＰＦ／ＵＩＰに比べると良
い。その中でもｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＳＩＰはｆｉｂｒｏｔｉｃ　ＮＳＩＰに比べてさら
に予後は良くなっている。このように病型によって患者の予後が異なるため、特発性間質
性肺炎の病型を決定することは、患者の予後を予測する上で重要である。
　特発性間質性肺炎の診断はＸ線写真やＣＴによる画像的診断方法や生理的肺機能検査な
どが中心であり、肺組織の生体検査による組織的診断方法により確定診断を行ってきた。
しかし、画像的診断方法は、組織的診断方法ほど診断の正確性は高くなく、また高度でか
つ専門的な診断技術を伴う。さらに、定量的に診断することが困難である。
　したがって、画像的診断法の他に非侵襲的な診断法の開発が求められる。
　ここで、文献１には、ペリオスチン遺伝子の発現レベルを指標として、アレルギー性疾
患を検査することが記載されている。
　また、文献２には、ペリオスチン（骨芽細胞特異因子２）が、ＩＬ－４またはＩＬ－１
３による刺激に応答して線維芽細胞で産生され、気管支喘息患者の肺線維症に関与する可
能性があることが示されている。
（文献）
　１．ＷＯ２００２／０５２００６
　２．Ｇ．Ｔａｋａｙａｍａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　Ｉｍｍｕ
ｎｏｌ，ｖｏｌ．１１８，９８－１０４，２００６
【発明の開示】
【０００３】
　このような状況の下、マーカーを利用した特発性間質性肺炎の検出方法などが求められ
ていた。
　本発明者らは、上記課題を解決するため鋭意研究を行った結果、特発性間質性肺炎患者
由来の生体試料においてペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質
量が高いこと、ペリオスチンをマーカーとして利用することで特発性間質性肺炎を検出で
きること、等の知見に基づき本発明を完成させた。
　すなわち、本発明は、以下の特発性間質性肺炎の検出方法または診断方法、特発性間質
性肺炎の予防・治療剤のスクリーニング方法、およびこれらの方法に使用するキットを提
供する。
　（１）　生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパ
ク質量を測定することを含む、特発性間質性肺炎の検出方法または診断方法。
　（２）　特発性間質性肺炎が、特発性肺線維症、または非特異性間質性肺炎である、上
記（１）に記載の方法。
　（３）　非特異性間質性肺炎が線維性非特異性間質性肺炎（ｆｉｂｒｏｔｉｃ　ＮＳＩ
Ｐ）である、上記（２）に記載の方法。
　（４）　測定が免疫測定法によるものである、上記（１）～（３）のいずれか１項に記
載の方法。
　（５）　生体試料が肺組織および／または血液である、上記（１）～（４）のいずれか
１項に記載の方法。
　（６）　（ｉ）被験者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたは
ペリオスチンタンパク質量と、（ｉｉ）正常細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベ
ルまたはペリオスチンタンパク質量との比較を行うことを含む、上記（１）～（５）のい
ずれか１項に記載の方法。
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　（７）　（ｉ）被験者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたは
ペリオスチンタンパク質量が（ｉｉ）正常細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベル
またはペリオスチンタンパク質量よりも高いときに、特発性間質性肺炎である、または特
発性間質性肺炎が疑われると判断することを含む、上記（６）に記載の方法。
　（８）　ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養した場合
におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を測定するこ
とを含む、特発性間質性肺炎の予防・治療剤のスクリーニング方法。
　（９）　特発性間質性肺炎が、特発性肺線維症、または非特異性間質性肺炎である、上
記（８）に記載の方法。
　（１０）　非特異性間質性肺炎が線維性非特異性間質性肺炎（ｆｉｂｒｏｔｉｃ　ＮＳ
ＩＰ）である、上記（９）に記載の方法。
　（１１）　測定が免疫測定法によるものである、上記（８）～（１０）のいずれか１項
に記載の方法。
　（１２）　生体試料が肺組織および／または血液である、上記（８）～（１１）のいず
れか１項に記載の方法。
　（１３）　（ｉ）ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養
した場合におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量と、
（ｉｉ）ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の非存在下で培養した場合
におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量との比較を行
うことを含む、上記（８）～（１２）のいずれか１項に記載の方法。
　（１４）　（ｉ）ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養
した場合におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量が（
ｉｉ）ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の非存在下で培養した場合に
おけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量よりも低いとき
に、候補物質を選択することを含む、上記（１３）に記載の方法。
　（１５）　ペリオスチン遺伝子の塩基配列を含むポリヌクレオチド、またはその相補鎖
に相補的な塩基配列を有する少なくとも２１塩基の長さを有するポリヌクレオチドを含む
、特発性間質性肺炎の検出用キット。
　（１６）　ペリオスチンタンパク質のアミノ酸配列を含むペプチドを認識する抗体を含
む、特発性間質性肺炎の検出用キット。
　（１６ａ）　特発性間質性肺炎が、特発性肺線維症、または非特異性間質性肺炎である
、上記（１５）または（１６）に記載のキット。
　（１６ｂ）　非特異性間質性肺炎が線維性非特異性間質性肺炎（ｆｉｂｒｏｔｉｃ　Ｎ
ＳＩＰ）である、上記（１６ａ）に記載のキット。
　（１７）　ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を含む、特発性間質性肺炎の予防
・治療剤のスクリーニング用キット。
　（１７ａ）　特発性間質性肺炎が、特発性肺線維症、または非特異性間質性肺炎である
、上記（１７）に記載のキット。
　（１７ｂ）　非特異性間質性肺炎が線維性非特異性間質性肺炎（ｆｉｂｒｏｔｉｃ　Ｎ
ＳＩＰ）である、上記（１７ａ）に記載のキット。
　本発明により、新規マーカーを利用した特発性間質性肺炎の検出方法などが提供される
。本発明の好ましい態様によれば、検出結果を、特発性間質性肺炎の確定診断の補助にで
きる等の利点がある。
【図面の簡単な説明】
【０００４】
　図１は、肺組織におけるペリオスチンの組織免疫染色の結果を示す写真である。（ａ）
ＩＰＦ／ＵＩＰ、（ｂ）ｆｉｂｒｏｔｉｃ　ＮＳＩＰ、（ｃ）ｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＳＩ
Ｐ、および（ｄ）正常。
　図２は、血中ペリオスチンレベルのＥＬＩＳＡ測定の結果を示すグラフである。
【発明を実施するための最良の形態】
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【０００５】
　以下、本発明を詳細に説明する。
　なお、本明細書において引用された全ての刊行物、例えば先行技術文献、及び公開公報
、特許公報その他の特許文献は、参照として本明細書に組み込まれる。また、本明細書は
、本願の優先権主張の基礎となる日本国特許出願である特願２００８－１４７８２２号の
特許請求の範囲、明細書、および図面の開示内容を包含する。
　１．本発明の概要
　本発明は、生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタン
パク質量を測定することを含む、特発性間質性肺炎の検出方法または診断方法である。
　本発明者らは、特発性間質性肺炎の検出に利用できるマーカーを求めて鋭意検討を重ね
た。その結果、特発性間質性肺炎患者は、肺組織および血液などにおいてペリオスチン遺
伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量が高いことを見出した。
　具体的には、特発性間質性肺炎患者由来の肺組織を用いて組織染色法によりペリオスチ
ンタンパク質量を測定した。その結果、２３人のＩＰＦ／ＵＩＰ患者と２３人のｆｉｂｒ
ｏｔｉｃ　ＮＳＩＰ患者全てにおいてペリオスチンタンパク質量が高かった（図１（ａ）
および（ｂ））。尚、４人のｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＳＩＰ患者ではペリオスチンタンパク
質量がきわめて低かった（図１（ｃ））。一方、対照群として用いた６人の正常肺組織に
おいてはいずれもペリオスチンタンパク質量はきわめて低かった（図１（ｄ））。
　また、特発性間質性肺炎患者から採取した血液を用いて免疫測定法によりペリオスチン
タンパク質量を測定した。１３人のＩＰＦ／ＵＩＰ患者と１２人の正常者とで比較した結
果、有意差を持ってＩＰＦ／ＵＩＰ患者において血液中のペリオスチンタンパク質量が上
昇していた（図２）。
　以上のように、特発性間質性患者由来の組織においては、ペリオスチン遺伝子の発現レ
ベルまたはペリオスチンタンパク質量が高いことから、本発明者らは、ペリオスチンが、
特発性間質性肺炎を検出するためのマーカーとして有用であることを見出した。
　また、本発明は、ペリオスチンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養
した場合におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を測
定することを含む、特発性間質性肺炎の予防・治療剤のスクリーニング方法も提供する。
　上記のようにペリオスチン遺伝子は、特発性間質性肺炎の患者由来の組織で発現レベル
が増加し、患者由来の組織中のペリオスチンタンパク質レベルが高いので、患者に投与す
ることにより組織でのペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量
を減少させる化合物またはその塩、例えば、発現を阻害する化合物またはその塩（ペプチ
ド、タンパク質、合成化合物、もしくは抗ペリオスチン抗体、またはそれらの塩など）は
、特発性間質性肺炎の予防・治療剤として使用し得る。
　さらに、本発明は、上記特発性間質性肺炎の検出方法または診断方法、または特発性間
質性肺炎の予防・治療剤のスクリーニング方法に使用するキットも提供する。
　２．ペリオスチン
　ペリオスチン（ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ）は、骨芽細胞特異因子２とも呼ばれる、約９０ｋ
Ｄａのタンパク質である（ＯＳＦ２ｏｓ；Ｈｏｒｉｕｃｈｉ　Ｋ，Ａｍｉｚｕｋａ　Ｎ，
Ｔａｋｅｓｈｉｔａ　Ｓ，Ｔａｋａｍａｔｓｕ　Ｈ，Ｋａｔｓｕｕｒａ　Ｍ，Ｏｚａｗａ
　Ｈ，Ｔｏｙａｍａ　Ｙ，Ｂｏｎｅｗａｌｄ　ＬＦ，Ｋｕｄｏ　Ａ．；Ｉｄｅｎｔｉｆｉ
ｃａｔｉｏｎ　ａｎｄ　ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　ａ　ｎｏｖｅｌ　ｐ
ｒｏｔｅｉｎ，ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ，ｗｉｔｈ　ｒｅｓｔｒｉｃｔｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓ
ｉｏｎ　ｔｏ　ｐｅｒｉｏｓｔｅｕｍ　ａｎｄ　ｐｅｒｉｏｄｏｎｔａｌ　ｌｉｇａｍｅ
ｎｔ　ａｎｄ　ｉｎｃｒｅａｓｅｄ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｂｙ　ｔｒａｎｓｆｏｒｍ
ｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｆａｃｔｏｒ　ｂｅｔａ．Ｊ　Ｂｏｎｅ　Ｍｉｎｅｒ　Ｒｅｓ．
１９９９　Ｊｕｌ；１４（７）：１２３９－４９．）。ペリオスチンには、ａｌｔｅｒｎ
ａｔｉｖｅ　ｓｐｌｉｃｉｎｇによるＣ末側の長さの違いで区別できるいくつかの転写物
が存在することが知られている。ここで、配列番号１に、ヒトのペリオスチン遺伝子の全
てのエクソンによる転写産物のＤＮＡ配列を示す（Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｄ１３６
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６６）。また、ヒトのペリオスチンのその他のｓｐｌｉｃｉｎｇ　ｖａｒｉａｎｔのＤＮ
Ａ配列の例を、配列番号３、５に示す（それぞれ、Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏｓ．ＡＹ９
１８０９２、ＡＹ１４０６４６）。また、配列番号２、４、６に、それぞれ、配列番号１
、３、５のポリヌクレオチドによってコードされるペリオスチンのアミノ酸配列を示す。
　本発明の好ましい態様では、配列番号２で表されるアミノ酸配列から派生するｖａｒｉ
ａｎｔ（例えば、配列番号２、４または６で表されるアミノ酸配列からなるペリオスチン
）を含むペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を測定する。
　３．本発明の特発性間質性肺炎の検出方法または診断方法
　ペリオスチン遺伝子またはペリオスチンタンパク質量は、特発性間質性肺炎の患者由来
の組織で発現が増加しているので、被験者由来の生体試料におけるペリオスチンは、特発
性間質性肺炎を検出または診断するためのマーカーとして利用し得る。すなわち、本発明
は、生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量
を測定することを含む、特発性間質性肺炎の検出方法を提供する。より具体的には、例え
ば、（ｉ）被験者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオ
スチンタンパク質量と、（ｉｉ）正常細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまた
はペリオスチンタンパク質量との比較を行う。具体的には、ペリオスチンタンパク質量ま
たはペリオスチンをコードするｍＲＮＡ量を測定して比較する。発現レベルまたはタンパ
ク質量の測定に用いる生体試料としては、例えば、被験者由来の、肺組織、血液、喀痰、
呼気凝縮液、肺胞洗浄液、または気管支鏡等を用いて採取した気道被覆液等を用いること
ができる。好ましくは、被験者由来の肺組織または血液を用いる。肺組織、血液、喀痰、
呼気凝縮液、肺胞洗浄液、または気管支鏡等を用いて採取した気道被覆液等を採取する方
法は、公知である。正常細胞は、例えば、特発性間質性肺炎を患っていない者由来の細胞
である。生体試料が肺組織および喀痰等である場合には、発現レベルまたはタンパク質量
の測定に利用するために、例えば、そのライセートを調製すること、またはｍＲＮＡを抽
出することが好ましい。ライセートの調製およびｍＲＮＡの抽出は、公知の方法で行うこ
とができ、例えば市販のキットを使用して行う。また、生体試料が、血液および肺胞洗浄
液等の液状のものである場合には、例えば、緩衝液等で希釈してペリオスチンをコードす
るｍＲＮＡ量の測定などに利用するのが好ましい。ペリオスチンタンパク質量の測定は、
例えば、免疫測定法などにより行うことができる。好ましくは、免疫測定法で行う。免疫
測定法としては、放射免疫測定法（ＲＩＡ）、免疫蛍光測定法（ＦＩＡ）、免疫発光測定
法、酵素免疫測定法（例えば、Ｅｎｚｙｍｅ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ（ＥＩＡ）、Ｅｎ
ｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ　ａｓｓａｙ（ＥＬＩＳＡ））、
またはＷｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ法などが挙げられる。ＲＩＡで標識に用いる放射性物質
としては、例えば、１２５Ｉ、１３１Ｉ、１４Ｃ、３Ｈ、３５Ｓ、または３２Ｐを利用す
ることができる。ＦＩＡで標識に用いる蛍光物質としては、例えば、Ｅｕ（ユーロピウム
）、ＦＩＴＣ、ＴＭＲＩＴＣ、Ｃｙ３、ＰＥ、またはＴｅｘａｓ－Ｒｅｄなどの蛍光物質
を利用することができる。免疫発光測定法で標識に用いる発光物質としては、例えば、ル
ミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリン、ルシゲニン等を用いることができる。酵素
免疫測定法で標識に用いる酵素としては、例えば西洋わさびペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）
、アルカリホファターゼ（ＡＬＰ）、グルコースオキシダーゼ（ＧＯ）等を用いることが
できる。さらに、抗体または抗原と、これらの標識物質との結合にビオチン－アビジン系
を用いることもできる。ｍＲＮＡ量の測定は、公知の方法、例えば、ペリオスチン遺伝子
の塩基配列またはその一部を含有するポリヌクレオチドを用いて行うことができる。より
具体的には、例えば、配列番号１，３，もしくは５またはその一部を含有するポリヌクレ
オチドを固定したＤＮＡチップ、プローブとして配列番号１，３，もしくは５またはその
一部を含有するポリヌクレオチドを用いるノーザンハイブリダイゼーション、あるいはプ
ライマーとして配列番号１，３，もしくは５またはその一部を含有するポリヌクレオチド
を用いるＰＣＲ法を用いて行うことができる。そして、例えば、（ｉ）の場合のペリオス
チン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量が、（ｉｉ）の場合のペリオス
チン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量と比較して高い場合、例えば、
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約２０％以上、約３０％以上、約４０％以上、約５０％以上、約６０％以上、約７０％以
上、約８０％以上、約９０％以上、約９５％以上、または約１００％以上高い場合に特発
性間質性肺炎が疑われると判断できる。上記方法で検出できる特発性間質性肺炎の病型は
、例えば、特発性肺線維症／通常型間質性肺炎（ＩＰＦ／ＵＩＰ）、または非特異性間質
性肺炎（ＮＳＩＰ）であり、具体的には、ＩＰＦ／ＵＩＰ、またはｆｉｂｒｏｔｉｃ　Ｎ
ＳＩＰである。
　また、免疫組織化学により、ペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタン
パク質量を測定するようにしても良い。より具体的には、例えば、（ｉ）被験者由来の生
体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量と、（
ｉｉ）正常細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質
量との比較を行う。具体的には、免疫組織化学によりペリオスチンまたはペリオスチンを
コードするｍＲＮＡを可視化し、ペリオスチンタンパク質量またはｍＲＮＡ量を比較する
。生体試料としては、肺組織などが挙げられる。免疫組織化学としては、具体的には、酵
素標識抗体法、または蛍光抗体法などが挙げられる。酵素標識抗体法としては、例えば、
直接法、間接法、アビジン・ビオチン化ペルオキシダーゼ複合体法（ＡＢＣ法）、もしく
はストレプトアビジン・ビオチン化抗体法（ＳＡＢ）法などの標識抗体法、またはペルオ
キシダーゼ・抗ペルオキシダーゼ法（ＰＡＰ法）などの非標識抗体法が挙げられる。蛍光
抗体法としては、直接法、または間接法が挙げられる。標識に用いる酵素または蛍光物質
としては、前記と同様のものが挙げられる。そして、例えば、（ｉ）の場合のペリオスチ
ン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量が、（ｉｉ）の場合のペリオスチ
ン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量と比較して高い場合、例えば、約
２０％以上、約３０％以上、約４０％以上、約５０％以上、または約６０％以上、約７０
％以上、約８０％以上、約９０％以上、約９５％以上、または約１００％以上高い場合に
特発性間質性肺炎が疑われると判断できる。上記方法で検出できる特発性間質性肺炎の病
型は、例えば、特発性肺線維症／通常型間質性肺炎（ＩＰＦ／ＵＩＰ）、または非特異性
間質性肺炎（ＮＳＩＰ）であり、具体的には、ＩＰＦ／ＵＩＰ、またはｆｉｂｒｏｔｉｃ
　ＮＳＩＰである。
　ここで、（ｉ）被験者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたは
ペリオスチンタンパク質量と（ｉｉ）正常細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベル
またはペリオスチンタンパク質量の差は、特発性間質性肺炎の検出または診断の臨界値と
なるものであり、例えば次のように設定しても良い。先ず、２例以上の特発性間質性肺炎
（例えば、ＩＰＦ／ＵＩＰ、またはｆｉｂｒｏｔｉｃ　ＮＳＩＰ）患者由来の生体試料に
おけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を測定し、その
平均値（Ａ）を求める。このとき、対象となる患者の例数は２例以上であり、例えば、５
例以上、１０例以上、５０例以上、または１００例以上である。一方、２例以上の健常者
由来の細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を
測定し、その平均値（Ｂ）も求める。このとき、対象となる健常者の例数は２例以上であ
り、例えば、５例以上、１０例以上、５０例以上、または１００例以上である。そして、
求めた平均値ＡおよびＢから［（Ａ－Ｂ）／Ｂ］×１００（％）を計算して、特発性間質
性肺炎患者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチン
タンパク質量の平均値が健常者由来の細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまた
はペリオスチンタンパク質量の平均値と比較して何％高いかを求める。このようにして求
めた値を、（ｉ）被験者由来の生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたは
ペリオスチンタンパク質量と（ｉｉ）正常細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベル
またはペリオスチンタンパク質量の差（臨界値）として設定する。すなわち、（ｉ）の場
合のペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量が、（ｉｉ）の場
合のペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量と比較して求めた
差以上に高い場合（例えば、統計的に有意に高い場合）に、特発性間質性肺炎である、ま
たは特発性間質性肺炎が疑われると判断できる。尚、本発明の特発性間質性肺炎の検出方
法または診断方法では、生体試料におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオ
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スチンタンパク質量を測定するので、測定値を平均値（Ａ）および（Ｂ）に組み入れて、
対象となる患者の例数および対象となる健常者の例数を増やすのが好ましい。例数を増や
すことにより、特発性間質性肺炎の検出または診断の精度を高めることができる。また、
求めた健常者由来の細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタ
ンパク質量の平均値（Ｂ）を、「（ｉｉ）正常細胞におけるペリオスチン遺伝子の発現レ
ベルまたはペリオスチンタンパク質量」としても良い。
　上記特発性間質性肺炎の検出結果または診断結果は、例えば特発性間質性肺炎の確定診
断を行う場合の補助とすることができる。特発性間質性肺炎の確定診断を行う場合には、
上記検出結果に加えて、理学所見の結果、血清学的検査の結果（例えば、血清のＫＬ－６
、ＬＤＨ、またはＳＣ－Ａ等）、呼吸機能検査の結果、胸部Ｘ線画像所見の結果、および
胸部ＨＲＣＴ画像所見の結果の結果からなる群から選択される少なくとも１つと組み合わ
せて、総合的に判断するようにしても良い。
　４．本発明の特発性間質性肺炎の検出用キットまたは診断用キット
　本発明は、上記特発性間質性肺炎の検出方法または診断方法に使用することができるキ
ットを提供する。
　本発明の一つの態様によれば、前記キットは、ペリオスチン遺伝子の塩基配列（例えば
、配列番号１、３もしくは５の塩基配列）またはその一部を含有するポリヌクレオチドを
含む。好ましくは、前記キットは、ペリオスチン遺伝子の塩基配列を含むポリヌクレオチ
ド、またはその相補鎖に相補的な塩基配列を有する少なくとも２１塩基の長さを有するポ
リヌクレオチドを含む。より好ましくは、前記キットは、ＤＮＡチップ上に固定された上
記ポリヌクレオチドを含有し得る。
　本発明の別の態様によれば、前記キットは、ペリオスチンタンパク質のアミノ酸配列（
例えば、配列番号２、４もしくは６のアミノ酸配列）を含むペプチドを認識する抗体、よ
り好ましくは、特異的に認識する抗体を含む。前記抗体はモノクローナル抗体でもポリク
ローナル抗体でもよく、限定されるものではない。抗体は、当分野において周知の方法に
より製造することができる。
　抗体の製造法は、例えば、ポリクローナル抗体を作製する場合は、抗原をアジュバント
とともにウサギ等の哺乳動物に投与して所定期間免疫を行い、抗血清を得る。抗体価の測
定は、通常の、酵素免疫測定法（ＥＬＩＳＡ法、又はＥＩＡ法）等を採用することができ
る。
　また、モノクローナル抗体を作製する場合は、抗原で免疫した動物から採取された免疫
担当細胞（脾細胞など）とミエローマ細胞とを融合させ、ＨＡＴ培地などの選択培地によ
りスクリーニングして目的とする抗体を産生するハイブリドーマを取得する。このハイブ
リドーマを培養することにより目的のモノクローナル抗体を得ることができる。
　前記抗体は、放射性物質、蛍光物質、酵素等で標識されていてもよい。また、前記キッ
トは、標識された二次抗体を含有していてもよい。
　前記キットは、上記の他に、容器およびラベルを含んでいてもよい。容器上のまたは容
器に伴うラベルには、キットが特発性間質性肺炎の検出または診断に使用されることが示
されていてもよい。また、他のアイテム、例えば、使用説明書等がさらに含まれていても
よい。
　５．本発明のスクリーニング方法
　ペリオスチン遺伝子は、特発性間質性肺炎の患者由来の組織で発現が増加しているので
、投与したときに患者の組織でペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタン
パク質量を減少させる化合物またはその塩、例えば、発現を阻害する化合物またはその塩
は、特発性間質性肺炎の予防・治療剤として使用し得る。すなわち、本発明は、ペリオス
チンを産生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養した場合におけるペリオスチ
ン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を測定することを含む、ペリオス
チン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を減少させる化合物またはその
塩のスクリーニング方法を提供する。より具体的には、例えば、（ｉ）ペリオスチンを産
生する能力を有する細胞を候補物質の存在下で培養した場合と、（ｉｉ）ペリオスチンを



(9) JP 5717178 B2 2015.5.13

10

20

30

40

50

産生する能力を有する細胞を候補物質の非存在下で培養した場合との間でペリオスチン遺
伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量の比較を行う。比較は、例えば、（ｉ
）と（ｉｉ）の場合における、ペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタン
パク質量を測定して、比較する。具体的には、（ｉ）と（ｉｉ）の場合における、ペリオ
スチンタンパク質量またはペリオスチンをコードするｍＲＮＡ量を測定して比較する。ペ
リオスチンを産生する能力を有する細胞としては、例えば、ペリオスチンをコードするＤ
ＮＡを含有するベクターで形質転換された細胞が挙げられる。形質転換する細胞としては
、例えば、ＣＨＯ細胞、ＨＥＫ２９３細胞、および２９３細胞などが挙げられる。形質転
換された細胞の培養は、公知の方法で行うことができる。候補物質としては、例えば、ペ
プチド、タンパク質、合成化合物、またはそれらの塩などが挙げられる。ペリオスチンタ
ンパク質量の測定は、例えば、前記した免疫測定法またはプロテインチップ法により行う
ことができる。ｍＲＮＡ量の測定は、公知の方法、例えば、ペリオスチン遺伝子の塩基配
列またはその一部を含有するポリヌクレオチドを用いて行うことができる。より具体的に
は、例えば、配列番号１，３，もしくは５またはその一部を含有するポリヌクレオチドを
固定したＤＮＡチップ、プローブとして配列番号１，３，もしくは５またはその一部を含
有するポリヌクレオチドを用いるノーザンハイブリダイゼーション、あるいはプライマー
として配列番号１，３，もしくは５またはそれらの一部を含有するポリヌクレオチドを用
いるＰＣＲ法を用いて行うことができる。そして、例えば、（ｉ）の場合のペリオスチン
の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質量を、（ｉｉ）の場合のペリオスチンの発現
レベルまたはペリオスチンタンパク質量と比較して減少させる、例えば、約２０％以上、
約３０％以上、約４０％以上、約５０％以上、約６０％以上、約７０％以上、約８０％以
上、約９０％以上、約９５％以上、または約１００％以上減少させる候補物質を、ペリオ
スチン遺伝子の発現を阻害する化合物またはその塩として選択することができる。
　６．本発明のスクリーニング用キット
　本発明は、上記特発性間質性肺炎の予防・治療剤のスクリーニング方法に使用すること
ができるキットを提供する。具体的には、前記キットは、ペリオスチンを産生する能力を
有する細胞を含む。「ペリオスチンを産生する能力を有する細胞」は、前記本発明のスク
リーニング方法で説明した通りである。前記キットは、さらに、細胞培養用培地、培地に
添加する抗生物質、血清（ウシ胎児血清等）などを含んでいても良い。
　また、前記キットは、ペリオスチン遺伝子の発現レベルまたはペリオスチンタンパク質
量を測定するための成分を含んでいても良い。そのような成分として、例えば、ペリオス
チン遺伝子の塩基配列またはその一部を含有するポリヌクレオチド、ペリオスチンタンパ
ク質のアミノ酸配列を含むペプチドを認識する抗体などが挙げられる。これらのポリヌク
レオチドおよび抗体は、前記と同様である。
　前記キットは、上記の他に、容器およびラベルを含んでいてもよい。容器上のまたは容
器に伴うラベルには、キットが特発性間質性肺炎の予防・治療剤のスクリーニングに使用
されることが示されていてもよい。また、他のアイテム、例えば、使用説明書等がさらに
含まれていてもよい。
　以下、実施例により本発明をさらに具体的に説明する。但し、本発明はこれら実施例に
限定されるものではない。
【実施例】
【０００６】
　（１）ウサギポリクローナル抗ペリオスチン抗体の作製
　ペリオスチン（ヌクレオチド配列：配列番号１、Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．Ｄ１３６
６６；アミノ酸配列：配列番号２、Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＢＡＡ０２８３７）にＶ
５エピトープ／Ｈｉｓタグを付加させたリコンビナントタンパク質を昆虫細胞であるＳ２
細胞において発現させた上で精製した。
　具体的には、Ｓ２細胞の形質転換体は次のように作製した。ｐＭＴ／Ｂｉｐ／Ｖ５－Ｈ
ｉｓＡプラスミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ）にペリオスチンの
上記部分をコードするｃＤＮＡを挿入して、これをｐＭＴ／Ｂｉｐ／Ｖ５－ＨｉｓＡ－ｐ
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ｅｒｉｏｓｔｉｎとした。Ｓ２細胞にｐＭＴ／Ｂｉｐ／Ｖ５－ＨｉｓＡ－ｐｅｒｉｏｓｔ
ｉｎ及びハイグロマイシン耐性遺伝子を発現するプラスミドであるｐＣｏＨｙｇｒｏ（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）を公知の方法で共導入し、形質転換した。ハイグロマイシンにより
形質転換体を選択し、安定形質転換体を得た。
　そして、Ｓ２細胞の形質転換体では、Ｖ５エピトープ／Ｈｉｓタグの結合したペリオス
チンを発現させた。
　リコンビナントタンパク質の精製は次のように行った。ペリオスチン遺伝子安定形質転
換体Ｓ２細胞の培地に硫酸銅を加えることにより、リコンビナントタンパク質の発現を誘
導した。これにより、リコンビナントタンパク質は培養上清中に発現分泌された。この培
養上清をＰＢＳに透析した後、ニッケルレジン（Ｎｉ－ＮＴＡ　Ａｇａｒｏｓｅ，Ｑｉａ
ｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）と混合して、リコンビナントタンパク質をレジ
ンに結合させた。レジンを洗浄して夾雑物を取り除き、イミダゾール含有緩衝液にてリコ
ンビナントタンパク質を溶出した。溶出されたリコンビナントタンパク質をＰＢＳに透析
し、これを動物の免疫原とした。
　次に、これらのリコンビナントタンパク質をＣＦＡ（完全フロイントアジュバント）（
Ｓｉｇｍａ社製のＦｒｅｕｎｄ’ｓ　Ａｄｊｕｖａｎｔ，Ｃｏｍｐｌｅｔｅ）と混合して
ラビットに免疫し、その後血清を採取した。
　具体的な手順は次の通りである。ラビットとして、Ｎｅｗ　Ｚｅａｌａｎｄ　Ｗｈｉｔ
ｅラビット，雌、体重１．５－２ｋｇ（ケービーティーオリエンタル、鳥栖）を用いた。
　これらのラビットは、免疫原であるリコンビナントペリオスチンとＣＦＡの混合物をラ
ビット背部皮下数カ所に注射することにより免疫した。
　免疫の５～７週後、免疫ラビットの耳静脈より注射針と注射器を用いて採血し、血清を
得た。
　最後に、血清からＩｇＧを次のように精製した。すなわち、採取した血清に二倍量の５
０ｍＭ酢酸ナトリウム（ｐＨ４．０）を加えた後、塩酸でｐＨを４．０に調整した。血清
を攪拌しながら、血清の１／１５量のカプリル酸を加え、３０分攪拌した後、９２００ｇ
で１０分間遠心した。上清をＰＢＳに透析して、精製ＩｇＧとした。
　（２）ラットモノクローナル抗ペリオスチン抗体の作製
　ＫＬＨ（スカシガイヘモシアニン）結合ヒトペリオスチンペプチド（２０－５０μｇ／
ラット）またはＳ２リコンビナントペリオスチンタンパク（２０－５０μｇ／ラット）を
ＣＦＡ（完全フロイントアジュバント）またはＴｉｔｅｒＭａｘ　Ｇｏｌｄ（化学合成ア
ジュバント）と混合して一対の相互に結合したものを免疫原とした。
　具体的な手順は次の通りである。Ｓｉｇｍａ社に依頼してＦｍｏｃ法で作製したペリオ
スチンペプチド（ＣＰＶＲＫＬＱＡＮＫＫＶＱＧＳＲＲＲＬＲ：配列番号７）にｍａｌｅ
ｉｍｉｄｅ基を持ったＫＬＨを混合して結合させることによりＫＬＨ結合ヒトペリオスチ
ンペプチドを作製した。
　次に、Ｓ２リコンビナントペリオスチンタンパクは、次のように作製した。先ず、ペリ
オスチン遺伝子安定形質転換体Ｓ２細胞の培地に硫酸銅を加えることにより、リコンビナ
ントペリオスチンタンパク質の発現を誘導した。これにより、リコンビナントペリオスチ
ンは培養上清中に発現分泌された。この培養上清をＰＢＳに透析した後、ニッケルレジン
（Ｎｉ－ＮＴＡ　Ａｇａｒｏｓｅ，Ｑｉａｇｅｎ，Ｈｉｌｄｅｎ，Ｇｅｒｍａｎｙ）と混
合して、リコンビナントペリオスチンをレジンに結合させた。レジンを洗浄して夾雑物を
取り除き、イミダゾール含有緩衝液にてＳ２リコンビナントペリオスチンタンパクを溶出
した。
　ＣＦＡは、Ｓｉｇｍａ社製のＦｒｅｕｎｄ’ｓ　Ａｄｊｕｖａｎｔ，Ｃｏｍｐｌｅｔｅ
を用いた。ＴｉｔｅｒＭａｘ　Ｇｏｌｄは、Ｆｕｎａｋｏｓｈｉ　Ｃｏ．，Ｌｔｄ．から
購入した。そして、ＫＬＨ結合ヒトペリオスチンペプチド溶液またはＳ２リコンビナント
ペリオスチンタンパク溶液１容に対して、ＣＦＡまたはＴｉｔｅｒＭａｘ　Ｇｏｌｄを１
容の割合で混合した。
　次に、雌ラットの足蹠に免疫原として２０－５０μｇのＫＬＨ結合ヒトペリオスチンペ
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プチド溶液またはＳ２リコンビナントペリオスチンタンパク溶液とＣＦＡまたはＴｉｔｅ
ｒＭａｘ　Ｇｏｌｄとの混合物を皮下注射し、１０日～２週間後、再度ラットの足蹠に免
疫原として２０－５０μｇのＫＬＨ結合ヒトペリオスチンペプチド溶液またはＳ２リコン
ビナントペリオスチンタンパク溶液とＣＦＡまたはＴｉｔｅｒＭａｘ　Ｇｏｌｄとの混合
物を皮下注射した。ここで、ラットは、Ｗｉｓｔａｒラット、雌、６－８週齢（日本チャ
ールズリバー、横浜）を用いた。
　最終免疫より３－４日後、免疫したラットの膝窩・鼠径・腸骨リンパ節内の細胞と、ミ
エローマ細胞を１対１から１０対１の割合で混合し、一般的な方法でポリエチレングリコ
ールを加えて細胞融合させ、ハイブリドーマコロニーを選別した。
　具体的には、細胞融合は次のように行った。混合したリンパ節細胞とミエローマ細胞を
遠心して上清を除き、室温でポリエチレングリコール（ＰＥＧ１５００、Ｒｏｃｈｅ、Ｓ
ｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）１ｍｌに１分間かけて懸濁した後、３７度で１分間攪拌した。血
清不含培地１ｍｌを１分間かけて加え、その後血清不含培地１０ｍｌを１分間かけて加え
た。細胞を数回洗浄した後、９６穴プレートに分注して３７度５％ＣＯ２存在下で培養し
た。
　選別の方法としては、細胞融合から７－１４日後、抗原に使用したペプチドまたはタン
パクを固相化し、融合細胞培養上清を一次抗体としたＥＬＩＳＡの系にて行った。ＥＬＩ
ＳＡは具体的には、次のように行った。１μｇ／ｍｌのペプチドまたはタンパクを９６穴
プレートに分注し、数時間固相化させた。固相化溶液を洗浄した後、融合細胞培養上清を
各ウェルに加え、１時間室温に静置した。融合細胞培養上清を洗浄して、二次抗体として
ペルオキシダーゼ標識ヤギ抗ラットＩｇＧ抗体（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ、Ｌｉｔｔ
ｌｅ　Ｃｈａｌｆｏｎｔ、ＵＫ）を加え１時間室温に静置した。二次抗体を洗浄後、ＡＢ
ＴＳペルオキシダーゼ基質（ＫＰＬ、Ｇａｉｔｈｅｒｓｂｕｒｇ、Ｍａｒｙｌａｎｄ）を
加えて発色させ、４０５ｎｍの吸光度を測定した。
　そして、選別したハイブリドーマ細胞からＩｇＧを次のように精製した。ハイブリドー
マ細胞をＩＣＲ－ＳＣＩＤマウス、雌、６－８週齢（日本クレア、東京）の腹腔内に注射
し、７－１０日後に貯留した腹水を採取した。採取した腹水に二倍量の５０ｍＭ酢酸ナト
リウム（ｐＨ４．０）を加えた後、塩酸でｐＨを４．０に調整した。血清を攪拌しながら
、血清の１／１５量のカプリル酸を加え、３０分攪拌した後、９２００ｇで１０分間遠心
した。上清をＰＢＳに透析して、精製ＩｇＧとした。
　（３）血中ペリオスチンレベルのＥＬＩＳＡ測定
　ラビットポリクローナル抗ペリオスチン抗体をプレート上で固相化し、標準物質、ある
いは生体試料（サンプル）を添加した。
　具体的には、固相化は次のように行った。１０μｇ／ｍｌの非標識ラビットポリクロー
ナル抗ペリオスチン抗体を９６穴プレートに分注し、４度で一晩固相化した。
　標準物質としては、Ｓ２リコンビナントペリオスチンタンパク質を用い、０－１０００
ｎｇ／ｍｌの濃度で５０μｌ／ｗｅｌｌの量で添加した。サンプルとしては、１３人のＩ
ＰＦ／ＵＩＰ患者から採取した血液と、１２人の正常者から採取した血液を用いた。血液
は、真空採血管を用いて末梢静脈より

で保管した。測定時に解凍し、遠心分離して血清を回収し、１０倍希釈した後５０μｌ／
ｗｅｌｌの量で添加した。
　その上にビオチン標識ラビットポリクローナル抗ペリオスチン抗体（１μｇ／ｍｌ）を
一次抗体として５０μｌ／ｗｅｌｌの量で添加し、５０μｌ／ｗｅｌｌのＥｕ（ユーロピ
ウム）標識ストレプトアビジン、あるいは５０μｌ／ｗｅｌｌのＨＲＰ標識ストレプトア
ビジンを添加した後、蛍光あるいは発色をプレートリーダー（ＡＲＶＯ　ＭＸ、Ｐｅｒｋ
ｉｎ　Ｅｌｍｅｒ社製）にて測定し、標準物質の測定値より作製した標準曲線にサンプル
測定値を当てはめて計算することにより、サンプル中のペリオスチン量（ｎｇ／ｍｌ）を
求めた。
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　結果を図２に示す。図２に示すように、ＩＰＦ／ＵＩＰ患者由来の生体試料（ＩＰＦ）
では、正常者由来の生体試料（Ｈｅａｌｔｈｙ　Ｃｏｎｔｒｏｌ）と比較して、ペリオス
チン量が多かった（有意差あり、ｐ＜０．００１）。さらに、平均値を比較すると、ＩＰ
Ｆ／ＵＩＰ患者由来の生体試料（ＩＤＦ／ＵＩＰ）の方が、正常者由来の生体試料（Ｈｅ
ａｌｔｈｙ　Ｃｏｎｔｒｏｌ）よりも、ペリオスチンタンパク質量が約９５％（［（ＩＰ
Ｆペリオスチン量平均値－Ｈｅａｌｔｈｙ　Ｃｏｎｔｒｏｌペリオスチン量平均値）÷Ｈ
ｅａｌｔｈｙ　Ｃｏｎｔｒｏｌペリオスチン量平均値］×１００（％）＝［（４９１－２
５２）／２５２］×１００（％））多かった。
　（４）ペリオスチンの組織免疫染色
　一般的なＡＢＣ法と呼ばれる組織免疫染色法により行った。
　生体試料としてパラフィン包埋肺組織を用いた。パラフィン包埋肺組織は、２３人のＩ
ＰＦ／ＵＩＰ患者、２３人のｆｉｂｒｏｔｉｃ　ＮＳＩＰ患者、４人のｃｅｌｌｕｌａｒ
　ＮＳＩＰ患者、および６人の正常者から、それぞれ採取し、作製しておいたものである
。これに、脱パラフィン、内因性ペルオキシダーゼ活性の阻害、ブロッキングといった処
理を施した。具体的には、これらの操作は次のように行った。組織をメタノール＋３％Ｈ

２Ｏ２で１５－３０分間処理した後、Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｂｌｏｃｋ　Ｓｅｒｕｍ－Ｆｒｅ
ｅ（ＤＡＫＯ、Ｇｌｏｓｔｒｕｐ、Ｄｅｎｍａｒｋ）で５－１０分間処理した。
　上記作成したラビットポリクローナル抗ペリオスチン抗血清、あるいはラットモノクロ
ーナル抗ペリオスチン抗体を、それぞれ１０００倍希釈あるいは１０μｇ／ｍｌの濃度で
一次抗体として加えた。その後、ＨＲＰ標識された一次抗体に対する抗体（Ｅｎｖｉｓｉ
ｏｎ、ＤＡＫＯ社から購入）を二次抗体として加え、ＤＡＢ（ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉ
ｄｉｎｅ）（Ｓｉｇｍａ社）にて発色させた。
　さらに、核染色、脱水、封入などの操作を行った。具体的には、これらの操作は次のよ
うに行った。１００μｌの一次抗体を組織上にのせ、室温で６０分間静置した。一次抗体
を洗浄した後、１００μｌの二次抗体を組織上にのせ、室温で６０分間静置した。二次抗
体を洗浄した後、ＤＡＢ基質溶液中に組織スライドを浸して、１－２０分間発色させた。
ヘマトキシリンで核染色した後、公知の方法で脱水、封入した。
　この結果、２３人のＩＰＦ／ＵＩＰ患者と２３人のｆｉｂｒｏｔｉｃ　ＮＳＩＰ患者全
てにおいてペリオスチン遺伝子の発現レベルが高かった（図１（ａ）および（ｂ））。尚
、４人のｃｅｌｌｕｌａｒ　ＮＳＩＰ患者ではペリオスチン遺伝子の発現レベルがきわめ
て低かった（図１（ｃ））。一方、対照群として用いた６人の正常肺組織においてはいず
れもペリオスチン遺伝子の発現レベルはきわめて低かった（図１（ｄ））。
　以上、実施例に示した通り、ペリオスチン遺伝子は、特発性間質性肺炎の患者由来の組
織で発現が増加しているので、被験者由来の生体試料におけるペリオスチンは、特発性間
質性肺炎を検出または診断するためのマーカーとして利用し得る。
　また、ペリオスチン遺伝子は、特発性間質性肺炎の患者由来の組織で発現が増加してい
るので、ペリオスチン遺伝子の発現を阻害する化合物またはその塩は、特発性間質性肺炎
の予防・治療剤として使用し得る。
【配列表フリーテキスト】
【０００７】
　配列番号７：合成構築物
［配列表］
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