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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　患者のＰＯＳＴＮの遺伝子発現を測定することを含み、ＰＯＳＴＮの上昇した発現レベ
ルが気管支上皮でＩＬ－１３の発現が高い喘息のサブタイプを示す、喘息患者の気管支上
皮でＩＬ－１３の発現が高い喘息のサブタイプを検出する方法。
【請求項２】
　患者が更にＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＰＲＲ４、ＰＲＢ４、セル
ピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４、ＣＳＴ４、及びセルピンＢ１０か
らなる群から選択される遺伝子の何れか又はその組み合わせの上昇した発現レベルを発現
する、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　遺伝子ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＴＰＳＧ１、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５、Ｃ
ＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）、ＤＮ
ＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２、ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥＲ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、
ＰＴＧＳ１、及びＡＬＯＸ１５を更に含む、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記喘息のサブタイプが、ＩＬ－９、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＯＸ４０Ｌ、
ＴＳＬＰ、ＩＬ－２５、ＩＬ－３３、ＩｇＥ、ＩＬ－９レセプター、ＩＬ－５レセプター
、ＩＬ－４レセプターα、ＩＬ－１３レセプターα１、ＩＬ－１３レセプターα２、ＯＸ
４０、ＴＳＬＰ－Ｒ、ＩＬ－７Ｒα（ＴＳＬＰのコレセプター）、ＩＬ１７ＲＢ（ＩＬ－
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２５のレセプター）、ＳＴ２（ＩＬ－３３のレセプター）、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＲＴ
Ｈ２、ＦｃεＲＩ、及びＦｃεＲＩＩ／ＣＤ２３（ＩｇＥのレセプター）からなる群より
選択される標的に結合する薬剤に反応する可能性が高い、請求項１から３の何れか一項に
記載の方法。
【請求項５】
　遺伝子発現がタンパク質又はｍＲＮＡレベルのアッセイによって測定される、請求項１
から３の何れか一項に記載の方法。
【請求項６】
　ｍＲＮＡレベルがＰＣＲ法又はマイクロアレイチップを用いることにより測定される、
請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　ＰＣＲ法がｑＰＣＲである、請求項６に記載の方法。
【請求項８】
　コントロール遺伝子のｍＲＮＡレベルと比較して２．５倍より高い対象の遺伝子のｍＲ
ＮＡレベルが前記喘息のサブタイプを示す、請求項５に記載の方法。
【請求項９】
　前記患者の試料中の血清ペリオスチンレベルを測定することを含む、請求項５に記載の
方法。
【請求項１０】
（１）遺伝子にハイブリダイズする１又は複数の核酸分子又はタンパク質に結合する１又
は複数のタンパク質分子であって、遺伝子又はタンパク質がＰＯＳＴＮである、核酸分子
又はタンパク質分子；
（２）患者の試料の遺伝子又はタンパク質の発現レベルを測定するための指示書であって
、前記遺伝子又はタンパク質の何れか、組み合わせ又は全ての上昇した発現レベルが気管
支上皮でＩＬ－１３の発現が高い喘息のサブタイプを示す、指示書
を含む、喘息患者の気管支上皮でＩＬ－１３の発現が高い喘息のサブタイプを診断するた
めのキット。
【請求項１１】
　ＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＰＲＲ４、ＰＲＢ４、セルピンＢ２、
ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４、ＣＳＴ４、セルピンＢ１０、ＴＰＳＤ１、Ｔ
ＰＳＧ１、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５、ＣＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２
、ＴＲＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）、ＤＮＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１
８Ａ２、ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥＲ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、ＰＴＧＳ１、及びＡＬＯＸ１５から
なる群から選択される遺伝子又はタンパク質を更に含む、請求項１０に記載のキット。
【請求項１２】
　前記患者の試料中の血清ペリオスチンレベルを測定するための、請求項１０又は１１に
記載のキット。
【請求項１３】
　遺伝子発現がｍＲＮＡレベルのアッセイによって測定される、請求項１０から１２の何
れか一項に記載のキット。
【請求項１４】
　アッセイがＰＣＲ法又はマイクロアレイチップの使用を含む、請求項１３に記載のキッ
ト。
【請求項１５】
　ＰＣＲ法がｑＰＣＲである、請求項１４に記載のキット。
【請求項１６】
　コントロール遺伝子のｍＲＮＡレベルと比較して２．５倍より高い対象の遺伝子のｍＲ
ＮＡレベルが前記喘息のサブタイプを示す、請求項１３に記載のキット。
【請求項１７】
　アッセイがタンパク質分子を含むマイクロアレイチップの使用を含む、請求項１０に記
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載のキット。
【請求項１８】
　ＩＬ－９、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＯＸ４０Ｌ、ＴＳＬＰ、ＩＬ－２５、Ｉ
Ｌ－３３、ＩｇＥ、ＩＬ－９レセプター、ＩＬ－５レセプター、ＩＬ－４レセプターα、
ＩＬ－１３レセプターα１、ＩＬ－１３レセプターα２、ＯＸ４０、ＴＳＬＰ－Ｒ、ＩＬ
－７Ｒα（ＴＳＬＰのコレセプター）、ＩＬ１７ＲＢ（ＩＬ－２５のレセプター）、ＳＴ
２（ＩＬ－３３のレセプター）、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＲＴＨ２、ＦｃεＲＩ、又はＦ
ｃεＲＩＩ／ＣＤ２３（ＩｇＥのレセプター）である標的に結合する薬剤を更に含む、請
求項１０から１７の何れか一項に記載のキット。
【請求項１９】
　喘息患者の血清試料を用いた前記喘息のサブタイプを診断するための、請求項１０から
１８の何れか一項に記載のキット。
【請求項２０】
　喘息を有する患者のＰＯＳＴＮレベルを測定し、上昇したＰＯＳＴＮレベルを有する喘
息患者を治療薬の対象となる患者として同定することを含む、ＴＨ２誘導喘息経路の標的
に結合する治療薬の対象となる喘息のサブタイプの患者を同定するための方法。
【請求項２１】
　喘息患者が軽度～中等度の喘息を有している、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　喘息患者が中等度～重度の喘息を有している、請求項２０に記載の方法。
【請求項２３】
　喘息患者が中等度～重度の、ステロイド抵抗性の喘息を有している、請求項２０に記載
の方法。
【請求項２４】
　血清ＰＯＳＴＮレベルが測定される、請求項２０から２３の何れか一項に記載の方法。
【請求項２５】
　喘息経路の標的が、ＩＬ－９、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＯＸ４０Ｌ、ＴＳＬ
Ｐ、ＩＬ－２５、ＩＬ－３３、ＩｇＥ、ＩＬ－９レセプター、ＩＬ－５レセプター、ＩＬ
－４レセプターα、ＩＬ－１３レセプターα１、ＩＬ－１３レセプターα２、ＯＸ４０、
ＴＳＬＰ－Ｒ、ＩＬ－７Ｒα（ＴＳＬＰのコレセプター）、ＩＬ１７ＲＢ（ＩＬ－２５の
レセプター）、ＳＴ２（ＩＬ－３３のレセプター）、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＲＴＨ２、
ＦｃεＲＩ、及びＦｃεＲＩＩ／ＣＤ２３（ＩｇＥのレセプター）からなる群から選択さ
れる、請求項２０から２４の何れか一項に記載の方法。
【請求項２６】
　喘息経路の標的がＩＬ－１３レセプターα１である、請求項２５に記載の方法。
【請求項２７】
　治療薬が抗ＩＬ－１３／ＩＬ－４経路阻害薬である、請求項２０から２４の何れか一項
に記載の方法。
【請求項２８】
　治療薬が抗ＩＬ－１３抗体、抗ＩＬ－１３レセプターα１抗体、抗ＩＬ－４レセプター
α抗体、及びＩＬ－１３／ＩＬ－４二重特異性抗体からなる群から選択される、請求項２
７に記載の方法。
【請求項２９】
　治療薬が、ＴＮＸ－６５０抗体の可変ドメイン又は配列番号１９５－２００のアミノ酸
配列を含む抗ＩＬ－１３抗体である、請求項２８に記載の方法。
【請求項３０】
　ＰＯＳＴＮ遺伝子のｍＲＮＡレベルがコントロール遺伝子のｍＲＮＡレベルと比較して
２．５倍より高い、請求項２０から２９の何れか一項に記載の方法。
【請求項３１】
　ＰＯＳＴＮの遺伝子発現を測定することを含む、喘息患者の試料における気管支上皮で
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ＩＬ－１３の発現が高い喘息のサブタイプを同定する方法であって、ＰＯＳＴＮの上昇し
た発現レベルが気管支上皮でＩＬ－１３の発現が高い喘息のサブタイプを示し、前記喘息
のサブタイプがＩＬ－９、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＯＸ４０Ｌ、ＴＳＬＰ、Ｉ
Ｌ－２５、ＩＬ－３３、ＩｇＥ、ＩＬ－９レセプター、ＩＬ－５レセプター、ＩＬ－４レ
セプターα、ＩＬ－１３レセプターα１、ＩＬ－１３レセプターα２、ＯＸ４０、ＴＳＬ
Ｐ－Ｒ、ＩＬ－７Ｒα（ＴＳＬＰのコレセプター）、ＩＬ１７ＲＢ（ＩＬ－２５のレセプ
ター）、ＳＴ２（ＩＬ－３３のレセプター）、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＲＴＨ２、Ｆｃε
ＲＩ、又はＦｃεＲＩＩ／ＣＤ２３（ＩｇＥのレセプター）である標的に結合する薬剤に
反応する可能性が高い、方法。
【請求項３２】
　ＩＬ－９、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＯＸ４０Ｌ、ＴＳＬＰ、ＩＬ－２５、Ｉ
Ｌ－３３、ＩｇＥ、ＩＬ－９レセプター、ＩＬ－５レセプター、ＩＬ－４レセプターα、
ＩＬ－１３レセプターα１、ＩＬ－１３レセプターα２、ＯＸ４０、ＴＳＬＰ－Ｒ、ＩＬ
－７Ｒα（ＴＳＬＰのコレセプター）、ＩＬ１７ＲＢ（ＩＬ－２５のレセプター）、ＳＴ
２（ＩＬ－３３のレセプター）、ＣＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＲＴＨ２、ＦｃεＲＩ、又はＦ
ｃεＲＩＩ／ＣＤ２３（ＩｇＥのレセプター）である標的に結合する薬剤の対象となる喘
息のサブタイプの患者を同定する方法であって、喘息を有する患者の試料のＰＯＳＴＮの
発現レベルを測定し、ＰＯＳＴＮの上昇したレベルを有する喘息患者を薬剤の対象となる
患者として同定することを含む、方法。
【請求項３３】
　薬剤が、ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＩＬ－４レセプターα、ＩＬ－１３レセプターα１、
又はＩＬ－１３レセプターα２に結合する抗ＩＬ－１３／ＩＬ－４経路阻害薬である、請
求項３２に記載の方法。
【請求項３４】
　抗ＩＬ－１３／ＩＬ－４経路阻害薬が抗ＩＬ－１３抗体、抗ＩＬ－１３レセプターα１
抗体、抗ＩＬ－４レセプターα抗体、又はＩＬ－１３／ＩＬ－４二重特異性抗体である、
請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　抗ＩＬ－１３／ＩＬ－４経路阻害薬が、（ｉ）配列番号１９３及び１９４のアミノ酸配
列；又は（ｉｉ）配列番号１９５－２００のアミノ酸配列、を含む抗ＩＬ－１３抗体であ
る、請求項３４に記載の方法。
【請求項３６】
　喘息患者が血清ペリオスチンの上昇したレベルを発現する、請求項３２に記載の方法。
【請求項３７】
　治療対象となる患者が、軽度～中等度の、ステロイド未使用の喘息患者である、請求項
３２に記載の方法。
【請求項３８】
　治療対象となる患者が、中等度～重度の、ステロイド抵抗性の喘息患者である、請求項
３２に記載の方法。
【請求項３９】
　患者が更にＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＰＲＲ４、ＰＲＢ４、セル
ピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４、ＣＳＴ４、及びセルピンＢ１０か
らなる群から選択される遺伝子の何れか又は組み合わせの上昇した発現レベルを発現する
、請求項３２に記載の方法。
【請求項４０】
　遺伝子ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＴＰＳＧ１、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５、Ｃ
ＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）、ＤＮ
ＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２、ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥＲ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、
ＰＴＧＳ１、及びＡＬＯＸ１５を更に含む、請求項３２に記載の方法。
【請求項４１】
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　遺伝子発現がタンパク質又はｍＲＮＡレベルのアッセイによって測定される、請求項３
２に記載の方法。
【請求項４２】
　ｍＲＮＡレベルがＰＣＲ法又はマイクロアレイチップを用いることにより測定される、
請求項４１に記載の方法。
【請求項４３】
　ＰＣＲ法がｑＰＣＲである、請求項４２に記載の方法。
【請求項４４】
　コントロール遺伝子のｍＲＮＡレベルと比較して２．５倍より高い対象の遺伝子のｍＲ
ＮＡレベルが前記喘息のサブタイプを示す、請求項４２に記載の方法。
【請求項４５】
　前記患者の試料における血清ペリオスチンレベルの、免疫アッセイによる測定を含む、
請求項３２に記載の方法。
【請求項４６】
　血清ペリオスチンレベルが免疫アッセイにより測定される、請求項４５に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、２００８年３月３１日出願の米国仮出願番号第６１／０７２５７２号、２０
０８年４月１日出願の同第６１／０４１４８０号、２００８年５月２０日出願の同第６１
／１２８３８３号、及び２００９年１月１６日出願の同第６１／２０５３９２号の優先権
を主張する。
【０００２】
　喘息患者のサブタイプの治療及び診断のための組成物及び方法が提供される。更には、
効果的な喘息治療薬を同定し、喘息治療薬に対する応答性を予測する方法が提供される。
【背景技術】
【０００３】
　喘息は、伝統的に、２型ヘルパーＴ細胞（Ｔｈ２）プロセスによって引き起こされ、イ
ンターロイキン（ＩＬ）－４、ＩＬ－５、及びＩＬ－１３を含むサイトカインによって媒
介されるエアロアレルゲン誘導性の炎症に起因すると考えられている。ＩＬ－１３は、活
性化されたＴ細胞、好塩基球、好酸球、及びマスト細胞により産生される多面的なＴｈ２
サイトカインであり、前臨床モデルでの喘息の病原において強く示唆されてきた[2]。ヒ
ト喘息患者の気道においてＩＬ－１３のレベルの上昇が検出されているが、このような上
昇は喘息患者の一部でしか観察されない[3-6]。最近の研究は、Ｔｈ２サイトカインがど
のように喘息様の病態及び生理を生じさせるかの理解を目的とするようになった[49,50]
。
【０００４】
　多くの場合、喘息は、気道の好酸球の浸潤を特徴としているが、この疾病には別の形態
の炎症によって引き起こされる他のサブタイプが存在するという証拠が増加している[1、
39、48]。例えば、喘息における気道炎症の細胞成分の研究により、喘息には、好酸球性
表現型と非好酸球性表現型とが別個に存在するという証拠が得られている[1、39、48]。
喘息のこれらの臨床像及び細胞表現型の基礎となっている分子機構が異なるかどうかは不
明である。喘息の各分子表現型のバイオマーカーの同定及び開発は、肺におけるＴｈ２応
答を特に標的とする新しい喘息の治療法の基礎研究の方向と臨床的用途とを導くと考えら
れる。
【０００５】
　ペリオスチン（periostin）は、繊維症に関連して分泌されるタンパク質であり、その
発現は、気管支上皮細胞[7、8]及び気管支繊維芽細胞[9]において組換えＩＬ－４及びＩ
Ｌ－１３により上方制御される。ペリオスチンは、ヒト喘息患者の気管支上皮細胞[8]及
び上皮下気管支層[9]と、喘息のマウスモデル[10]において、高レベルでインビボ発現さ



(6) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

れる。ペリオスチンは、ＩＬ－１３依存的に、好酸球性食道炎患者の食道上皮においても
高レベルで発現される[11]。ペリオスチンの発現の上昇は複数種の上皮由来の癌[64-67]
において観察されており、高レベルの可溶性ペリオスチンが複数の癌患者の血清に観察さ
れている[64、68-70]。
【０００６】
　ステロイドを使用していない４２名の軽度～中等度の喘息患者と２８名の健康なコント
ロール被験者とから採取した気管支上皮細胞に対し、全ゲノム発現マイクロアレイ解析を
実施した[8]。これらの試験において、全ての喘息患者と全ての健康なコントロールとの
間で発現が最も異なっていた上皮遺伝子のうちの三つは、ペリオスチン、ＣＬＣＡ１、及
びセルピンＢ２であった[8]。更に、これらの遺伝子は、７日間の吸入ステロイド薬（Ｉ
ＣＳ）による治療を行った後、気管支上皮細胞において有意に下方制御された[8]。これ
ら三つの遺伝子は全て、インビトロでの組換えＩＬ－１３治療により気管支上皮細胞に誘
導され、それらの発現は、細胞培養培地にステロイド薬を添加することにより顕著に弱ま
った[8]。
【０００７】
　今日まで、このような全ゲノム発現分析によって、処置に対する個々の喘息患者の治療
的応答を予後判定又は予測する遺伝的バイオマーカーは同定されておらず、また喘息患者
のサブタイプを区別する遺伝的バイオマーカーも同定されていない。加えて、治療的処置
への応答を予後判定又は予測できるか、又は喘息のサブタイプを診断できる広い臨床的利
用能を有する信頼性の高い非遺伝的バイオマーカーも同定されていない。したがって、喘
息患者の治療のために、特定の患者に有効な治療薬を探すには、少なくない試行錯誤が伴
うことになる。このような試行錯誤は、最も有効な治療法を探すために、患者にとって大
きな危険と不快さを強いることが多い。
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００８】
　したがって、いずれの患者がいずれの治療に反応するかを判定する有効性の高い手段、
及びそのような判定を喘息患者のための有効性の高い治療に取り込む手段が必要とされて
いる。
【課題を解決するための手段】
【０００９】
　ここに記載する本発明は、上記の必要を満たし、且つ他の利点を提供するものである。
【００１０】
　気管支上皮の遺伝子発現シグネチャーを使用して、本発明者らは、喘息の異なる分子サ
ブタイプを定義した。驚くべきことに、ＩＬ－４又はＩＬ－１３による刺激によって上方
制御されることが既知である遺伝子とその発現が強く相関する一組の遺伝子に基づくデー
タを目的変数ありでクラスタリングしたところ、喘息患者のクラスターが一つではなく二
つであることが分かった。更に、これらの二分された喘息患者のサブセットの分析により
、「ＩＬ－４／１３シグネチャー」の状態と、血清の総ＩｇＥレベル、血清のＣＥＡレベ
ル、血清ペリオスチンレベル、末梢血好酸球増加、（気管支肺胞洗浄検査）ＢＡＬ好酸球
増加、及び吸入ステロイド薬への応答性との間に有意な関連性があることが判明した（そ
れぞれ、ウィルコクソン順位和検定によりｐ＜０．０５）。
【００１１】
　したがって、本発明は、喘息患者の亜集団の診断方法に関し、本方法は、ＰＯＳＴＮ、
ＣＳＴ１、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＣＳＴ２、ＰＲＲ４、セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ
５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４、ＣＳＴ４、ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＰＴＳＧ１、ＭＦＳＤ
２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５、ＣＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲＡＣＨ２００
０１９６（ＴＭＥＭ７１）、ＤＮＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２、セルピンＢ
１０、ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥＲ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、ＰＴＧＳ１、及びＡＬＯＸ１５から選
択された遺伝子のいずれか１つ又はいずれかの組み合わせの遺伝子発現を測定することを
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含む。一実施形態では、遺伝子発現は、ＰＯＳＴＮ、ＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、
ＣＬＣＡ１、ＰＲＲ４、ＰＲＢ４、セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピン
Ｂ４、ＣＳＴ４、及びセルピンＢ１０からなる群より選択された遺伝子のいずれか１つ又
はいずれかの組み合わせを測定する。一実施形態によれば、遺伝子発現はマイクロアレイ
により測定する。別の実施形態によれば、遺伝子発現は、前記遺伝子のタンパク質発現レ
ベルを観察することにより測定する。別の実施形態によれば、遺伝子発現は、健康なコン
トロールと比較したとき、対象の遺伝子のｍＲＮＡレベルが、コントロール遺伝子のｍＲ
ＮＡレベルの２．５倍を上回った場合に上昇したとみなした。別の実施形態では、対象の
遺伝子のｍＲＮＡレベルが、健康なコントロール遺伝子の発現レベルの３倍、５倍、１０
倍、１５倍、２５倍、又は３０倍を上回った。一実施形態によれば、遺伝子発現は、ＰＣ
Ｒ法、マイクロアレイ法、又は免疫アッセイ法からなる群より選択された方法により測定
した。一実施形態では、マイクロアレイ法は、ストリンジェントな条件の下で上記遺伝子
をコードする核酸分子にハイブリダイズすることが可能な１又は複数の核酸分子を有する
か、又は上記遺伝子によりコードされる１又は複数のタンパク質に結合できる１又は複数
のポリペプチド（例えばペプチド又は抗体）を有するマイクロアレイチップの使用を含む
。一実施形態では、ＰＣＲ法はｑＰＣＲである。一実施形態によれば、免疫アッセイ法は
、上記の患者試料中において、上記の遺伝子から発現されるタンパク質に抗体を結合させ
るステップと、患者試料のタンパク質レベルが上昇しているかどうかを決定するステップ
とを含む。一実施形態によれば、コントロール遺伝子は、アクチン、ＧＡＰＤＨ、ＧＡＳ
Ｂ、及びＧＵＳＢからなる群より選択されるハウスキーピング遺伝子である。
【００１２】
　本発明は、以下の遺伝子、即ち、ＰＯＳＴＮ、ＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬ
ＣＡ１、ＰＲＲ４、セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４、ＣＳＴ４
、及びセルピンＢ１０、又はその断片をコードする核酸配列を含むマイクロアレイチップ
を提供する。本発明は、以下の遺伝子、即ち、ＰＯＳＴＮ、ＣＳＴ１、ＣＣＬ２６、ＣＬ
ＣＡ１、ＣＳＴ２、ＰＲＲ４、セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４
、ＣＳＴ４、ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＰＴＳＧ１、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５
、ＣＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）、
ＤＮＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２、セルピンＢ１０、ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥ
Ｒ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、ＰＴＧＳ１、及びＡＬＯＸ１、又はその断片をコードする核酸配列
を含むマイクロアレイチップを提供する。
【００１３】
　本発明は、本発明の治療薬によって処置される喘息患者の亜集団を提供する。この亜集
団では、喘息患者の気道上皮細胞中のＭｕｃ５ＡＣ：ＭＵＣ５Ｂのタンパク質又はｍＲＮ
Ａのレベルの割合が２５より大きい。
【００１４】
　本発明は、血清ＣＥＡレベル、血清ＩｇＥレベル、血清ペリオスチンレベル、末梢血好
酸球数、及び気管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）中の好酸球の割合（％）から選択された全身性
バイオマーカーの一回の測定値又は測定値の組み合わせを取得することにより、喘息患者
の亜集団を診断する方法にも関する。全身性バイオマーカーは、一般に非遺伝的バイオマ
ーカーであり、通常、非侵襲性の手順、例えば、限定されないが、血液又は血清や血漿の
ような血液成分の収集により取得された試料中において測定される。一実施形態によれば
、１００ＩＵ／ｍｌのＩｇＥレベル及び／又は０．１４×１０ｅ９／Ｌ個の好酸球を上回
る場合に、患者集団は、本発明の治療薬により処置すべきことが予測される。
【００１５】
　本発明は、喘息の治療法に関し、本方法は、ＰＯＳＴＮ、ＣＳＴ１、ＣＣＬ２６、ＣＬ
ＣＡ１、ＣＳＴ２、ＰＲＲ４、セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４
、ＣＳＴ４、ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＰＴＳＧ１、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５
、ＣＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）、
ＤＮＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２、セルピンＢ１０、ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥ
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Ｒ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、ＰＴＧＳ１、ＡＬＯＸ１５から選択された遺伝子のいずれか１つ又
はいずれかの組み合わせのレベルの上昇を示す患者に対し、治療薬を投与することを含む
。一実施形態によれば、患者は、ペリオスチン、ＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬ
ＣＡ１、ＰＲＲ４、セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、ＰＲＢ４、セルピンＢ４
、セルピンＢ１０及びＣＳＴ４からなる群より選択された遺伝子のいずれか１つ又はいず
れかの組み合わせのレベルの上昇を示す。一実施形態によれば、治療対象となる患者は、
軽度～中等度の、ステロイド未使用の（ステロイドによる治療を受けたことが無い）喘息
患者である。別の実施形態によれば、治療対象の患者は、中等度～重度の、ステロイド抵
抗性の（ステロイドに非応答性の）喘息患者である。このような患者は、治療的に有効な
量の治療薬により処置される。一実施形態では、患者は、ＴＨ２経路により誘導された喘
息を有している。
【００１６】
　一実施形態によれば、治療薬は、抗ＩＬ１３／ＩＬ４経路阻害薬である。別の実施形態
によれば、治療薬はＴＨ２に誘導された喘息経路を標的とする。例示的な標的には、限定
しないが、ＩＬ－９、ＩＬ－５、ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＯＸ４０Ｌ、ＴＳＬＰ、ＩＬ－
２５、ＩＬ－３３、及びＩｇＥといったリガンド又はサイトカインと、ＩＬ－９レセプタ
ー、ＩＬ－５レセプター、ＩＬ－４レセプターα、ＩＬ－１３レセプターα１及びＩＬ－
１３レセプターα２、ＯＸ４０、ＴＳＬＰ－Ｒ、ＩＬ－７Ｒα（ＴＳＬＰのコレセプター
）、ＩＬ１７ＲＢ（ＩＬ－２５のレセプター）、ＳＴ２（ＩＬ－３３のレセプター）、Ｃ
ＣＲ３、ＣＣＲ４、ＣＲＴＨ２、ＦｃεＲＩ、及びＦｃεＲＩＩ／ＣＤ２３（ＩｇＥのレ
セプター）が含まれる。したがって、本発明による治療薬には、上記標的に結合できる薬
剤、例えばポリペプチド（例えば、抗体、イムノアドヘシン、又はペプチボディ）、アプ
タマー、又は小分子が含まれる。
【００１７】
　一実施形態によれば、治療薬は抗ＩＬ１３抗体である。別の実施形態によれば、抗ＩＬ
１３抗体は、配列番号１９３を含むＶＨ配列と、配列番号１９４を含むＶＬ配列とを含ん
でなる。別の実施形態によれば、抗ＩＬ１３抗体は、（ａ）アミノ酸配列RASKSVDSYGNSFM
H（配列番号１９５）を含むＨＶＲ－Ｌ１と、（ｂ）アミノ酸配列LASNLES（配列番号１９
６）を含むＨＶＲ－Ｌ２と、（ｃ）アミノ酸配列QQNNEDPRT（配列番号１９７）を含むＨ
ＶＲ－Ｌ３と、（ｄ）アミノ酸配列AYSVN（配列番号１９８）を含むＨＶＲ－Ｈ１と、（
ｅ）アミノ酸配列MIWGDGKIVYNSALKS（配列番号１９９）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｆ）ア
ミノ酸配列DGYYPYAMDN（配列番号２００）を含むＨＶＲ－Ｈ３とを含んでなる。別の実施
形態によれば、治療薬は、抗ＯＸ４０リガンド（ＯＸ４０Ｌ）抗体である。別の実施形態
によれば、治療薬は抗ＩＬ１３／抗ＩＬ４二重特異性抗体である。別の実施形態によれば
、治療薬は抗ＩｇＥ抗体である。別の実施形態によれば、治療薬はＢ細胞の表面に発現さ
れる膜近接ＩｇＥのＭ１’領域を目的とする抗体である。別の実施形態によれば、治療薬
は、吸入ステロイド薬である。特定の実施形態では、吸入ステロイド薬は、ベクロメタゾ
ンプロピオン酸エステル、ブデソニド、フルニソリド、フルチカゾン、プロピオン酸、モ
メタゾン、及びトリアムシノロンアセトニドから選択される。
【００１８】
　一実施形態によれば、抗ＯＸ４０Ｌ抗体は、（ａ）配列RSSQSPVHSNGNTYLH（配列番号２
０１）を含むＨＶＲ－Ｌ１と、（ｂ）配列KVSNRFS（配列番号２０２）を含むＨＶＲ－Ｌ
２と、（ｃ）配列SQSTHIPWT（配列番号２０３）を含むＨＶＲ－Ｌ３と、（ｄ）配列SYWMH
（配列番号２０４）を含むＨＶＲ－Ｈ１と、（ｅ）配列EIDPSNGRTNYNEKFKS（配列番号２
０５）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｆ）配列ERSPRYFDV（配列番号２０６）を含むＨＶＲ－
Ｈ３とを含んでなる。別の実施形態によれば、抗ＯＸ４０Ｌ抗体は、(a)配列RSSQSIVHGNG
NTYLE（配列番号２０７）を含むＨＶＲ－Ｌ１と、（ｂ）配列RVSNRFS（配列番号２０８）
を含むＨＶＲ－Ｌ２と、（ｃ）配列FQGSHVPYT（配列番号２０９）を含むＨＶＲ－Ｌ３と
、（ｄ）配列SYWLN（配列番号２１０）を含むＨＶＲ－Ｈ１と、（ｅ）配列MIDPSDSETHYNQ
VFKD（配列番号２１１）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｆ）配列GRGNFYGGSHAMEY（配列番号２
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１２）を含むＨＶＲ－Ｈ３とを含んでなる。別の実施形態によれば、抗ＯＸ４０Ｌ抗体は
、（ａ）配列SYTMH（配列番号２１５）、SYAMS（配列番号２１６)、NFGMH（配列番号２１
７)、又はNYGMH（配列番号２１８)を含むＨＶＲ－Ｈ１と、（ｂ）配列IISGSGGFTYYADSVKG
（配列番号２１９）、AIWYDGHDKYYSYYVKG（配列番号２２０）、AIWYDGHDKYYAYYVKG（配列
番号２２１）、VIWYDＧＳＮKYYVDSVKG （配列番号２２２）、又はVIWNDGSNKYYVDSVKG（配
列番号２２３）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｃ）配列 DSSSWYRYFDY（配列番号２２４）、DR
LVAPGTFDY（配列番号２２５）、KNWSFDF（配列番号２２６）、又はDRMGIYYYGMDV（配列番
号２２７）を含むＨＶＲ－Ｈ３と、（ｄ）配列RASQGISSWLA（配列番号２２８）、RASQSVS
SSYLA（配列番号２２９）、RASQSVSSNYLA（配列番号２３０）、RASQGVSRYLA（配列番号２
３１）、又はRASQSVSSYLA（配列番号２３２）を含むＨＶＲ－Ｌ１と、（ｅ）配列GASSRAT
（配列番号２３３）、AASSLQS（配列番号２３４）、MPPVWKV（配列番号２３５）、DASNRA
T（配列番号２３６）、又はLHPLCKV（配列番号２３７）ＨＶＲ－Ｌ２と、（ｆ）配列 NSL
IVTLT（配列番号２３８）、QQYNSYPYT（配列番号２３９）、QQYGSSFT（配列番号２４０）
、QQRSNWQYT（配列番号２４１）、QQRSNWT（配列番号２４２）、又はNSIIVSLT（配列番号
２４３）を含むＨＶＲ－Ｌ３とを含んでなり、この場合、抗ＯＸ４０Ｌ抗体はＯＸ４０Ｌ
に結合する。一実施形態によれば、抗ＩｇＥ抗体は、配列番号２１３を含むＶＬ配列と、
配列番号２１４を含むＶＨ配列とを含んでなる。別の実施形態によれば、抗ＩｇＥ抗体は
、（ａ）配列RSSQSLVHNNANTYLH（配列番号２４４）を含むＨＶＲ－Ｌ１と、（ｂ）配列KV
SNRFS（配列番号２４５）を含むＨＶＲ－Ｌ２と、（ｃ）配列SQNTLVPWT（配列番号２４６
）を含むＨＶＲ－Ｌ３と、（ｄ）配列GFTFSDYGIA（配列番号２４７）を含むＨＶＲ－Ｈ１
と、（ｅ）配列AFISDLAYTIYYADTVTG（配列番号２４８）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｆ）配
列ARDNWDAMDY（配列番号２４９）ＨＶＲ－Ｈ３とを含んでなる。一実施形態によれば、抗
ＩｇＥ抗体は、配列番号２５０を含むＶＨ配列と、配列番号２５１を含むＶＬ配列とを含
んでなる。一実施形態によれば、抗ＩｇＥ抗体は、配列番号２５２を含むＶＨ配列と、配
列番号２５３を含むＶＬ配列とを含んでなる。別の実施形態によれば、抗ＩｇＥ抗体は、
（ａ）配列RSSQDISNSLN（配列番号２５４）ＨＶＲ－Ｌ１と、（ｂ）配列STSRLHS（配列番
号２５５）ＨＶＲ－Ｌ２と、（ｃ）QQGHTLPWT（配列番号２５６）を含むＨＶＲ－Ｌ３と
、（ｄ）配列GYTFTDYYMM（配列番号２５７）を含むＨＶＲ－Ｈ１と、（ｅ）配列GDNIDPNN
YDTSYNQKFKG（配列番号２５８）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｆ）配列ASKAY（配列番号２５
９）を含むＨＶＲ－Ｈ３とを含んでなる。別の実施形態によれば、ＩｇＥ抗体は、（ａ）
配列RSSQDISNALN（配列番号２６０）を含むＨＶＲ－Ｌ１と、（ｂ）配列STSRLHS（配列番
号２５５）を含むＨＶＲ－Ｌ２と、（ｃ）配列QQGHTLPWT（配列番号２５６）を含むＨＶ
Ｒ－Ｌ３と、（ｄ）配列GYTFTDYYMM（配列番号２５７）を含むＨＶＲ－Ｈ１と、（ｅ）配
列GDNIDPNNYDTSYNQKFKG（配列番号２５８）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｆ）配列ASKAY（配
列番号２５９）を含むＨＶＲ－Ｈ３とを含んでなる。別の実施形態によれば、抗ＩｇＥ抗
体は、（ａ）配列RSSQDISNALN（配列番号２６０）を含むＨＶＲ－Ｌ１と、（ｂ）配列STS
RLHS（配列番号２５５）を含むＨＶＲ－Ｌ２と、（ｃ）配列QQGHTLPWT（配列番号２５６
）を含むＨＶＲ－Ｌ３と、（ｄ）配列GYTFTDYYIM（配列番号２６１）を含むＨＶＲ－Ｈ１
と、（ｅ）配列GDNIDPNNYDTSYNQKFKG（配列番号２５８）を含むＨＶＲ－Ｈ２と、（ｆ）
配列ASKAY（配列番号２５９）を含むＨＶＲ－Ｈ３とを含んでなる。
【００１９】
　一実施形態によれば、患者は、ＴＨ２経路に関与しない喘息を有している（非ＴＨ２喘
息）。一実施形態では、治療薬は、非ＴＨ２喘息を標的とする。一実施形態によれば、治
療薬は、ＩＬ－１７経路の阻害薬である。一実施形態では、治療薬は抗ＩＬ－１７抗体で
ある。一実施形態では、治療薬はＩＬ－１７Ａ及びＩＬ－１７Ｆの両方と交差反応性の抗
体である。一実施形態では、治療薬は、ＩＬ－１７Ａ及びＩＬ－１７Ｆの両方に対する結
合能を有する二重特異性抗体である。一実施形態では、治療薬は抗ＩＬ－１７Ａ／Ｆ抗体
である。
【００２０】
　本発明は、患者の喘息のサブタイプの診断のためのキットを提供し、本キットは、（１
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）ＰＯＳＴＮ、ＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＰＲＲ４、ＰＲＢ４、セ
ルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４、ＣＳＴ４、及びセルピンＢ１０
からなる群より選択される１の遺伝子とハイブリダイズする１又は複数の核酸分子と、（
２）喘息患者試料の遺伝子の発現レベルを測定し、前記遺伝子のいずれか１つ、いずれか
の組み合わせ、又は全ての発現レベルが上昇している場合に喘息のサブタイプを示す説明
書とを含む。一実施形態によれば、キットは、更に、ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＰＴＳＧ１
、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５、ＣＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲＡ
ＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）、ＤＮＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２、
ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥＲ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、ＰＴＧＳ１、及びＡＬＯＸ１５からなる群よ
り選択される１の遺伝子を含む。更なる一実施形態では、遺伝子発現レベルは、ｍＲＮＡ
レベルを定量することにより測定される。別の更なる実施形態では、アッセイは、ＰＣＲ
法又はマイクロアレイチップの使用を含む。また別の実施形態では、ＰＣＲ法はｑＰＣＲ
である。一実施形態では、対象の遺伝子のｍＲＮＡレベルがコントロール遺伝子のｍＲＮ
Ａレベルの２．５倍を上回る場合、喘息のサブタイプが示される。
【００２１】
　本発明は、患者の喘息のサブタイプを診断するためのキットを提供し、本キットは、（
１）ＰＯＳＴＮ、ＣＳＴ１、ＣＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＰＲＲ４、ＰＲＢ４、
セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、セルピンＢ４、ＣＳＴ４、及びセルピンＢ１
０からなる群より選択される１のタンパク質に結合する１又は複数のタンパク質分子と、
（２）患者試料のタンパク質の発現レベルを測定し、前記タンパク質のいずれか１つ、い
ずれかの組み合わせ、又は全ての発現レベルが上昇している場合に喘息のサブタイプを示
す説明書とを含む。一実施形態では、キットは、更に、ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＰＴＳＧ
１、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３、ＧＰＲ１０５、ＣＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲ
ＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）、ＤＮＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２
、ＳＨ３ＲＦ２、ＦＣＥＲ１Ｂ、ＲＵＮＸ２、ＰＴＧＳ１、及びＡＬＯＸ１５からなる群
より選択された１のタンパク質に結合する１のタンパク質分子を含む。一実施形態では、
タンパク質分子は、抗体、ペプチド、又はペプチボディである。更なる一実施形態では、
キットは、タンパク質分子を含むマイクロアレイチップを含む。
【００２２】
　本発明は、患者の喘息のサブタイプの診断のためのキットを提供し、本キットは、血清
総ＩｇＥレベル、血清ＣＥＡレベル、血清ペリオスチンレベル、末梢血好酸球数、及び気
管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）中好酸球数からなる群より選択された患者試料のバイオマーカ
ーのいずれか１つを測定した際に、ＣＥＡ、血清ペリオスチン、末梢血好酸球数、及び気
管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）中好酸球数のレベルが上昇している場合の説明書を含む。一実
施形態によれば、キットは、ＩｇＥレベルが１００ＩＵ／ｍｌを上回る場合に喘息のサブ
タイプを示す説明書を提供する。別の実施形態によれば、キットは、末梢血好酸球レベル
が０．１４×１０ｅ９／Ｌを上回る場合に喘息のサブタイプを示す説明書を提供する。
【００２３】
　本発明は、患者の喘息のサブタイプを診断するためのキットを提供し、本キットは、喘
息患者の試料のタンパク質又はＭＵＣ５Ｂ　ｍＲＮＡに対するＭｕｃ５ＡＣの割合を測定
し、この割合が２５を上回る場合に、喘息のサブタイプを示す説明書を含む。一実施形態
では、試料は、上皮のブラッシングにより採取される。別の実施形態では、試料は気道上
皮細胞を含む。一実施形態では、キットは、ストリンジェントな条件下でＭｕｃ５ＡＣに
ハイブリダイズする核酸分子と、ストリンジェントな条件下でＭＵＣ５Ｂにハイブリダイ
ズする核酸分子とを提供する。一実施形態では、キットは、Ｍｕｃ５ＡＣに結合する１の
タンパク質分子と、ＭＵＣ５Ｂに結合する１のタンパク質分子とを提供する。一実施形態
では、タンパク質分子は抗体である。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１Ａ】図１は、実施例１及び２に記載の気道上皮の遺伝子発現レベルを示している。
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Ａは、健康なコントロール（Ｎ＝２７）と、喘息患者（Ｎ＝４２）における、ペリオスチ
ン（左）、ＣＬＣＡ１（中央）、及びセルピンＢ２（右）の発現レベルの比較を示す。正
規化された蛍光単位を、各図の左軸に示す。
【図１Ｂ】図１は、実施例１及び２に記載の気道上皮の遺伝子発現レベルを示している。
Ｂは、４２名の喘息患者における、ペリオスチン及びＣＬＣＡ１（左）、ペリオスチン及
びセルピンＢ２（中央）、及びＣＬＣＡ１及びセルピンＢ２（右）の発現レベルの相互比
較を示す。スピアマンの順位相関（ρ）及びｐ値を各図に示す。
【図１Ｃ】図１は、実施例１及び２に記載の気道上皮の遺伝子発現レベルを示している。
Ｃは、健康なコントロール及び喘息患者の遺伝子発現マイクロアレイ解析であり、ペリオ
スチンと、同時制御される遺伝子、即ち；ＩＬ－４／１３シグネチャーが高いクラスター
（クラスター１）；ＩＬ－４／１３シグネチャーが低いクラスター（クラスター２）；健
康なコントロールとの発現レベルを同定している。
【図１Ｄ】図１は、実施例１及び２に記載の気道上皮の遺伝子発現レベルを示している。
Ｄは、全ての被験者のベースラインでの気管支上皮におけるペリオスチン、ＣＬＣＡ１、
及びセルピンＢ２の発現レベルの、教師なし階層的クラスタリング（ユークリッド完全）
を示すヒートマップである。
【図１Ｅ】図１は、実施例１及び２に記載の気道上皮の遺伝子発現レベルを示している。
Ｅは、図１Ａ～Ｄに示す被験者のサブセットから気管支のブラッシングにより同時に採取
された気管支生検のホモジネートにおけるＩＬ－４、ＩＬ－５、及びＩＬ－１３の平均（
±ＳＥＭ）発現レベルを示す（クラスター１：１８の「ＩＬ－１３が高い」喘息患者；ク
ラスター２：１６の健康なコントロール及び１４の「ＩＬ－１３が低い」喘息患者）。Ｉ
Ｌ－４、ＩＬ－５、及びＩＬ－１３の全被験者間の相互相関を右に示す（スピアマンの順
位相関、ρ及びｐ値）。
【図２Ａ】図２は、実施例３に記載の、セルピン、シスタチン、及びＰＲＲの遺伝子ファ
ミリーと、それらの遺伝子の発現レベルとを示す。Ａは、http://genome.ucsc.eduにおい
て閲覧可能なUniversity of California Santa Cruzのゲノムブラウザに見られるセルピ
ン（上）、シスタチン（中）、及びＰＲＲ（下）のゲノム座位及び組成である。
【図２Ｂ】図２は、実施例３に記載の、セルピン、シスタチン、及びＰＲＲのイデンシフ
ァミリーと、それらの遺伝子の発現レベルとを示す。Ｂは、Ａに示すシスタチン及びセル
ピン遺伝子をコードする全てのプローブの階層的クラスタリングを示す。
【図２Ｃ】図２は、実施例３に記載の、セルピン、シスタチン、及びＰＲＲのイデンシフ
ァミリーと、それらの遺伝子の発現レベルとを示す。Ｃは、健康なコントロール（Ｎ＝２
７）と喘息患者（Ｎ＝４２）との、ＰＲＲ４（左）、ＰＲＢ４（中央）、及びＣＥＡＣＡ
Ｍ５（右）の気道上皮における遺伝子発現レベルの比較を示す。正規化された蛍光単位を
各図の左の軸に示す。
【図３】図３は、実施例６に記載の、ベースライン及び一週間に亘る吸引フルチカゾンプ
ロピオン酸エステル（ＩＣＳ）治療の後における気管支上皮ブラッシングのマイクロアレ
イ解析を示す。Ａはペリオスチンの発現を、ＢはＰＲＲ４の発現を、ＣはＲＵＮＸ２の発
現を示す。
【図４】図４は、実施例７及び９に記載の、喘息患者における血清ＩｇＥ及び末梢血好酸
球の複合グラフを示す。
【図５】図５は、実施例８に記載の、ＩＬ－１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
低い喘息のサブ表現型との様々な臨床的特徴を示す。Ａは、気道閉塞の指標となる強制呼
気の１秒量（ＦＥＶ１）を示す。Ｂは、アルブテロールの４パフ（３６０μｇ）後のＦＥ
Ｖ１の向上を示す（気管支拡張薬可逆性試験）を示す。Ｃは、気道の応答性亢進の指標と
なる、ＦＥＶ１（ＰＣ２０）を２０％低下させるために必要なメタコリンの刺激性濃度を
示す。
【図６Ａ】図６は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
低い喘息のサブ表現型との、種々のアレルギーマーカー、好酸球性炎症、及び気道のリモ
デリングを示す。Ａは、１２のエアロアレルゲンのパネルを用いたアレルゲン皮膚プリッ
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クテスト（ＳＰＴ）の結果を示す。
【図６Ｂ】図６は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
低い喘息のサブ表現型との、種々のアレルギーマーカー、好酸球性炎症、及び気道のリモ
デリングを示す。Ｂは、血清のＩｇＥ濃度を示す。
【図６Ｃ】図６は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
低い喘息のサブ表現型との、種々のアレルギーマーカー、好酸球性炎症、及び気道のリモ
デリングを示す。Ｃは、末梢血好酸球数を示す。
【図６Ｄ】図６は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
低い喘息のサブ表現型との、種々のアレルギーマーカー、好酸球性炎症、及び気道のリモ
デリングを示す。Ｄは、気管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）中の好酸球を総細胞数の割合（％）
で示す。
【図６Ｅ】図６は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
低い喘息のサブ表現型との、種々のアレルギーマーカー、好酸球性炎症、及び気道のリモ
デリングを示す。Ｅは、上皮下組織繊維症の指標となる、気管支内生検の網様基底膜（Ｒ
ＭＢ）の厚みの立体解析学的測定値を示す。
【図６Ｆ】図６は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
低い喘息のサブ表現型との、種々のアレルギーマーカー、好酸球性炎症、及び気道のリモ
デリングを示す。Ｆは、ｑＰＣＲによって測定した、上皮ブラッシングにおけるＭＵＣ５
Ｂ発現に対するＭＵＣ５ＡＣの割合を示す。
【図７Ａ】図７は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
高い喘息のサブ表現型との、種々の臨床的特徴を示す。Ａは、横軸に沿って示す特定のエ
アロアレルゲンへの被験者の応答割合を示す。「ＩＬ－１３が低い」喘息のサブ表現型と
、「ＩＬ－１３が高い」喘息のサブ表現型（*、ｐ＜０．０５）。
【図７Ｂ】図７は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
高い喘息のサブ表現型との、種々の臨床的特徴を示す。Ｂは、図示のＩＬ－１３喘息サブ
表現型（高－白四角、低－黒丸）の、ポジティブなＳＰＴ反応対ＢＡＬ中好酸球割合を示
す。図にはスピアマンの順位相関（ρ）及びｐ値を示す。
【図７Ｃ】図７は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
高い喘息のサブ表現型との、種々の臨床的特徴を示す。Ｃは、図示のＩＬ－１３喘息サブ
表現型（高－白四角、低－黒丸）の、ポジティブなＳＰＴ反応対血清ＩｇＥを示す。図に
はスピアマンの順位相関（ρ）及びｐ値を示す。
【図７Ｄ】図７は、実施例８に記載の、ＩＬ１３が高い喘息のサブ表現型とＩＬ－１３が
高い喘息のサブ表現型との、種々の臨床的特徴を示す。Ｄは、図示のＩＬ－１３喘息サブ
表現型（高－白四角、低－黒丸）の、ポジティブなＳＰＴ反応対末梢血好酸球数を示す。
図にはスピアマンの順位相関（ρ）及びｐ値を示す。
【図８Ａ】図８は、実施例８に記載の、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有する被験者
と、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型を有する被験者と、健康なコントロールとの、気道
上皮のムチン含有量と組成とを示す。Ａは、気道の上皮ムチン含有量の指標となる、上皮
に対するムチンの体積比を示す。
【図８Ｂ】図８は、実施例８に記載の、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有する被験者
と、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型を有する被験者と、健康なコントロールとの、気道
上皮のムチン含有量と組成とを示す。Ｂは、ｑＰＣＲにより測定した、ムチンＭＵＣ２の
発現を示す。
【図８Ｃ】図８は、実施例８に記載の、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有する被験者
と、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型を有する被験者と、健康なコントロールとの、気道
上皮のムチン含有量と組成とを示す。Ｃは、ｑＰＣＲにより測定した、ムチンＭＵＣ５Ａ
Ｃの発現を示す。
【図８Ｄ】図８は、実施例８に記載の、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有する被験者
と、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型を有する被験者と、健康なコントロールとの、気道
上皮のムチン含有量と組成とを示す。Ｄは、ｑＰＣＲにより測定した、ムチンＭＵＣ５Ｂ
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の発現を示す。
【図９Ａ】図９は、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型とＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型
との吸引ステロイド剤への応答を示す。Ａは、ベースライン（週０）、フルチカゾンを連
日４投与して４週目、同８週目、及びフルチカゾンの休止後一週間（９週目）の時点で測
定したＦＥＶ１を示す。(*)：各グループの被験者数とｐ値については表５を参照された
い。
【図９Ｂ】図９は、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型とＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型
との吸引ステロイド剤への応答を示す。Ｂは、フルチカゾン（Ｎ＝１９）又はプラセボ（
Ｎ＝１３）による処置の開始から一週間後の喘息患者の気管支上皮におけるペリオスチン
、ＣＬＣＡ１、及びセルピンＢ２（図１Ｄ）の教師なし階層的クラスタリングを示すヒー
トマップである。個々の被験者及び処置のベースラインにおけるクラスターの識別を次の
ヒートマップに示す。（クラスター１：「ＩＬ－１３が高い」喘息患者、クラスター２：
「ＩＬ－１３が低い」喘息患者）。
【図１０】図１０は、実施例８に記載の、ＩＬ－１３が高い喘息のサブ表現型を有する被
験者、及びＩＬ－１３が低い喘息のサブ表現型を有する被験者における、肺胞マクロファ
ージ遺伝子発現を示す。健康なコントロール（Ｎ＝１５）；ＩＬ－１３が低い喘息のサブ
表現型（Ｎ＝５）；ＩＬ－１３が高い喘息の表現型（Ｎ＝９）が示されている。図は、ｑ
ＰＣＲにより測定された、１５－リポキシゲナーゼ（ＡＬＯＸ１５）と、腫瘍壊死因子α
（ＴＮＦ－α）の平均（＋ＳＥＭ）発現レベルを示す。(*)：ｐ＜０．０３。
【図１１】図１１は、実施例９に記載の、健康なコントロール及び喘息患者から採取した
試料の２８の遺伝子を網羅する３５のプローブを用いた遺伝子発現マイクロアレイ解析を
示す。
【図１２Ａ】図１２は、実施例９に記載の、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５の遺伝子発
現マイクロアレイ解析とｑＰＣＲ解析とを示す。Ａは、健康なコントロール、クラスター
２の喘息患者（「ＩＬ－１３が低い」）、及びクラスター１の喘息患者（「ＩＬ－１３が
高い」）のペリオスチンの発現を示す。
【図１２Ｂ】図１２は、実施例９に記載の、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５の遺伝子発
現マイクロアレイ解析とｑＰＣＲ解析とを示す。Ｂは、健康なコントロール、クラスター
２の喘息患者（「ＩＬ－１３が低い」）、及びクラスター１の喘息患者（「ＩＬ－１３が
高い」）のＣＥＡＣＡＭ５の発現を示す。
【図１２Ｃ】図１２は、実施例９に記載の、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５の遺伝子発
現マイクロアレイ解析とｑＰＣＲ解析とを示す。Ｃは、「ＩＬ－１３が高い」喘息患者（
四角）、及び「ＩＬ－１３が低い」喘息患者（丸）の、ＣＥＡＣＡＭ５とペリオスチンと
の複合グラフである。
【図１２Ｄ】図１２は、実施例９に記載の、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５の遺伝子発
現マイクロアレイ解析とｑＰＣＲ解析とを示す。Ｄは、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５
のｑＰＣＲに基づく発現レベルの最適化されたアルゴリズムの受信者動作特性（ＲＯＣ）
であり、健康なコントロール、「ＩＬ－１３が高い」喘息患者、及び「ＩＬ－１３が低い
」喘息患者の感受性及び特異性を示している。
【図１３Ａ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ａは、ＩｇＥの血清レベルを示す。
【図１３Ｂ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｂは、ペリオスチンの血清レベルを示す。
【図１３Ｃ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｃは、ＣＥＡの血清レベルを示す。
【図１３Ｄ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｄは、ＹＫＬ－４０の血清レベルを示す。
【図１３Ｅ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｅは、吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）により治療した（＋）喘
息患者又は同治療を受けない（－）喘息患者におけるＩｇＥの血清レベルを示す。
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【図１３Ｆ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｆは、吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）により治療した（＋）喘
息患者又は同治療を受けない（－）喘息患者におけるペリオスチンの血清レベルを示す。
【図１３Ｇ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｇは、吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）により治療した（＋）喘
息患者又は同治療を受けない（－）喘息患者におけるＣＥＡの血清レベルを示す。
【図１３Ｈ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｈは、吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）により治療した（＋）喘
息患者又は同治療を受けない（－）喘息患者におけるＹＫＬ－４０の血清レベルを示す。
【図１３Ｉ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｉは、血清ＩｇＥの値が＜１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者
（＜１００）及び同値が≧１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者（≧１００）におけるペリオ
スチンの血清レベルを示す複合グラフである。
【図１３Ｊ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｊは、血清ＩｇＥの値が＜１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者
（＜１００）及び同値が≧１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者（≧１００）におけるＣＥＡ
の血清レベルを示す複合グラフである。
【図１３Ｋ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｋは、血清ＩｇＥの値が＜１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者
（＜１００）及び同値が≧１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者（≧１００）におけるＹＫＬ
－４０の血清レベルを示す複合グラフである。
【図１３Ｌ】図１３は、実施例９に記載の、喘息患者及び健康なコントロールの血清タン
パク質の血清レベルを示す。Ｌは、血清ＩｇＥの値が＜１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者
（丸）及び同値が≧１００ＩＵ／ｍｌである喘息患者（四角）におけるペリオスチン及び
ＣＥＡの血清レベルを示す複合グラフである。
【発明を実施するための形態】
【００２５】
定義
　特に定義しない限り、ここで使用される専門用語、表記及び他の科学的用語のすべては
、この発明に関連する当業者に共通して理解される意味を持つものである。いくつかの場
合には、共通して理解される意味を持つ用語を明確化のため及び／又は参照を容易にする
ためにここで定義するが、ここにそのような定義を含めることが、当該分野で一般的に理
解されることに対して実質的な差異を表すものと必ずしも解釈されるものではない。ここ
に記載され又は参照される技術及び手順は一般的に十分理解されるものであり、例えばSa
mbrook 等,Molecular Cloning: A Laboratory Manual 2nd. edition (1989) Cold Spring
 Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.に記載の広く利用される分子クロ
ーニング方法論などの、当業者による一般的な方法論を用いて通常行われるものである。
適切ならば、市販のキットや試薬の使用を伴う手順は、特に明記しない限り、製造者が定
めたプロトコール及び／又はパラメータに従って一般的に実施される。
【００２６】
　「ＩＬ－４／ＩＬ－１３遺伝子シグネチャー」、「ＩＬ－４／ＩＬ－１３シグネチャー
」、「ＩＬ－１３遺伝子シグネチャー」、及び「ＩＬ－１３シグネチャー」は、本明細書
に置いて互換可能に使用され、表４に規定される３０個の遺伝子の組み合わせ、又は表９
に規定されるこれら３０個の遺伝子の一部の組み合わせを意味し、その遺伝子発現パター
ンは、特定の喘息患者と相関している。３０個の遺伝子とは、ＰＯＳＴＮ、ＣＳＴ１、Ｃ
ＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＣＳＴ２、ＰＲＲ４、セルピンＢ２、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ
、セルピンＢ４、ＣＳＴ４、ＰＲＢ４、ＴＰＳＤ１、ＴＰＳＧ１、ＭＦＳＤ２、ＣＰＡ３
、ＧＰＲ１０５、ＣＤＨ２６、ＧＳＮ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＴＲＡＣＨ２０００１９６（Ｔ
ＭＥＭ７１）、ＤＮＡＪＣ１２、ＲＧＳ１３、ＳＬＣ１８Ａ２、セルピンＢ１０、ＳＨ３
ＲＦ２、ＦＣＥＲ１Ｂ，ＲＵＮＸ２、ＰＴＧＳ１、ＡＬＯＸ１５である。ＩＬ－４／ＩＬ
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－１３遺伝子シグネチャーのポリペプチドは、本発明の「標的ポリペプチド」である。
【００２７】
　本明細書において使用される「標的ポリペプチド」という用語は、「天然配列」ポリペ
プチド及び変異体（下記に定義する）を意味する。
【００２８】
　「天然配列」ポリペプチドは、天然由来の対応するポリペプチドと同一のアミノ酸配列
を有するポリペプチドを含んでなる。よって、「天然配列ポリペプチド」という用語は、
ポリペプチドの天然に生じる切断型、増強型、及びフレームシフト型を含み、これには、
限定されないが、選択的スプライシング型、アイソフォーム、及び多形型が含まれる。
【００２９】
　「天然に生じる変異体」は、参照ポリペプチドドと少なくとも約６０％のアミノ酸配列
同一性を有し、天然に発生する参照ポリペプチドの少なくとも一つの生物学的活性を保持
する。天然発生変異体は、参照ポリペプチドと、少なくとも６５％のアミノ酸配列同一性
、少なくとも７０％のアミノ酸配列同一性、少なくとも７５％のアミノ酸配列同一性、少
なくとも８０％のアミノ酸配列同一性、少なくとも８５％のアミノ酸配列同一性、少なく
とも９０％のアミノ酸配列同一性、少なくとも９５％のアミノ酸配列同一性、少なくとも
９８％のアミノ酸配列同一性、又は少なくとも９９％のアミノ酸配列同一性を有する変位
ポリペプチドを含むことができる。
【００３０】
　ＰＯＳＴＮの例には、配列番号１を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条
件下で配列番号３１及び／又は３２にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされ
る天然配列ポリペプチドと、天然に発生する変異体といったその他のＰＯＳＴＩＮ天然配
列ポリペプチドとが含まれる。
【００３１】
　ＣＳＴ１の例には、配列番号２を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条件
下で配列番号３３にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリペ
プチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＳＴ１天然配列ポリペプチドとが含
まれる。
【００３２】
　ＣＣＬ２６の例には、配列番号３を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条
件下で配列番号３４にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリ
ペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＣＬ２６天然配列ポリペプチドと
が含まれる。
【００３３】
　ＣＬＣＡ１の例には、配列番号４を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条
件下で配列番号３５にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリ
ペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＬＣＡ１天然配列ポリペプチドと
が含まれる。
【００３４】
　ＣＳＴ２の例には、配列番号５を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条件
下で配列番号３６にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリペ
プチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＳＴ天然配列ポリペプチドとが含ま
れる。
【００３５】
　ＰＲＲ４の例には、配列番号６を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条件
下で配列番号３７にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリペ
プチド及び天然に発生する変異体といったその他のＰＲＲ４天然配列ポリペプチドとが含
まれる。
【００３６】
　セルピンＢ２の例には、配列番号７を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
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条件下で配列番号３８にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポ
リペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のセルピンＢ２天然配列ポリペプチ
ドとが含まれる。
【００３７】
　ＣＥＡＣＡＭ５の例には、配列番号８を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェント
な条件下で配列番号３９にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列
ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＥＡＣＡＭ５天然配列ポリペ
プチドとが含まれる。
【００３８】
　ｉＮＯＳの例には、配列番号９を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条件
下で配列番号４０にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリペ
プチド及び天然に発生する変異体といったその他のｉＮＯＳ天然配列ポリペプチドとが含
まれる。
【００３９】
　セルピンＢ４の例には、配列番号１０を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェント
な条件下で配列番号４１及び／又は４２にハイブリダイズできる核酸配列によってコード
される天然配列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のセルピンＢ４天
然配列ポリペプチドとが含まれる。
【００４０】
　ＣＳＴ４の例には、配列番号１１を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条
件下で配列番号４３にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリ
ペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＳＴ４天然配列ポリペプチドとが
含まれる。
【００４１】
　ＰＲＢ４の例には、配列番号１２を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条
件下で配列番号４４にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリ
ペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＰＲＢ４天然配列ポリペプチドとが
含まれる。
【００４２】
　ＴＰＳＤ１の例には、配列番号１３を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
条件下で配列番号４５－５１にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然
配列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＴＰＳＤ１天然配列ポリペ
プチドとが含まれる。
【００４３】
　ＴＰＳＧ１の例には、配列番号１４を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
条件下で配列番号５２－５５にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然
配列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＴＰＳＧ１天然配列ポリペ
プチドとが含まれる。
【００４４】
　ＭＦＳＤ２の例には、配列番号１５を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
条件下で配列番号５６にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポ
リペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＭＦＳＤ２天然配列ポリペプチド
とが含まれる。
【００４５】
　ＣＰＡ３の例には、配列番号１６を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条
件下で配列番号５７にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリ
ペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＰＡ３天然配列ポリペプチドとが
含まれる。
【００４６】
　ＧＰＲ１０５の例には、配列番号１７を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェント



(17) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

な条件下で配列番号５８にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列
ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＧＰＲ１０５天然配列ポリペプ
チドとが含まれる。
【００４７】
　ＣＤＨ２６の例には、配列番号１８を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
条件下で配列番号５９にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポ
リペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣＤＨ２６天然配列ポリペプチド
とが含まれる。
【００４８】
　ＧＳＮの例には、配列番号１９を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな条件
下で配列番号６０にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポリペ
プチド及び天然に発生する変異体といったその他のＧＳＮ天然配列ポリペプチドとが含ま
れる。
【００４９】
　Ｃ２ＯＲＦ３２の例には、配列番号２０を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェン
トな条件下で配列番号６１にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配
列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＣ２ＯＲＦ３２天然配列ポリ
ペプチドとが含まれる。
【００５０】
　ＴＲＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）の例には、配列番号２１を含んでなるポリ
ペプチドと、ストリンジェントな条件下で配列番号６２にハイブリダイズできる核酸配列
によってコードされる天然配列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他の
ＴＲＡＣＨ２０００１９６（ＴＭＥＭ７１）天然配列ポリペプチドとが含まれる。
【００５１】
　ＤＮＡＪＣ１２の例には、配列番号２２を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェン
トな条件下で配列番号６３にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配
列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＤＮＡＪＣ１２天然配列ポリ
ペプチドとが含まれる。
【００５２】
　ＲＧＳ１３の例には、配列番号２３を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
条件下で配列番号６４にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポ
リペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＲＧＳ１３天然配列ポリペプチド
とが含まれる。
【００５３】
　ＳＬＣ１８Ａ２の例には、配列番号２４を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェン
トな条件下で配列番号６５にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配
列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＳＬＣ１８Ａ２天然配列ポリ
ペプチドとが含まれる。
【００５４】
　セルピンＢ１０の例には、配列番号２５を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェン
トな条件下で配列番号６６にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配
列ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のセルピンＢ１０天然配列ポリ
ペプチドとが含まれる。
【００５５】
　ＳＨ３ＲＦ２の例には、配列番号２６を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェント
な条件下で配列番号６７にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列
ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＳＨ３ＲＦ２天然配列ポリペプ
チドとが含まれる。
【００５６】
　ＦＣＥＲ１Ｂの例には、配列番号２７を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェント
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な条件下で配列番号６８にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列
ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＦＣＥＲ１Ｂ天然配列ポリペプ
チドとが含まれる。
【００５７】
　ＲＵＮＸ２の例には、配列番号２８を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
条件下で配列番号６９にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポ
リペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＲＵＮＸ２天然配列ポリペプチド
とが含まれる。
【００５８】
　ＰＴＧＳ１の例には、配列番号２９を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェントな
条件下で配列番号７０にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列ポ
リペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＰＴＧＳ１天然配列ポリペプチド
とが含まれる。
【００５９】
　ＡＬＯＸ１５の例には、配列番号３０を含んでなるポリペプチドと、ストリンジェント
な条件下で配列番号７１にハイブリダイズできる核酸配列によってコードされる天然配列
ポリペプチド及び天然に発生する変異体といったその他のＡＬＯＸ１５天然配列ポリペプ
チドとが含まれる。
【００６０】
　「抗ＩＬ１３／ＩＬ４経路阻害薬」は、ＩＬ－１３及び／又はＩＬ－４のシグナル伝達
を遮断する薬剤を指す。抗ＩＬ１３、抗ＩＬ４、又は抗ＩＬ１３／ＩＬ４阻害薬の例とし
て、限定されないが、抗ＩＬ１３結合剤、抗ＩＬ４結合剤、抗ＩＬ４レセプターα結合剤
が挙げられる。ＩＬ－１３、ＩＬ－４、ＩＬ－１３Ｒα１、ＩＬ－１３Ｒα２、又はＩＬ
－４Ｒαに結合できるシグナルドメイン抗体は、特に阻害薬として含まれる。複数の標的
に結合できる分子が含まれることを理解されたい。
【００６１】
　「抗ＩＬ４結合剤」は、ヒトＩＬ－４に特異的に結合する薬剤である。このような結合
剤は、小分子、アプタマー、又はポリペプチドを含むことができる。このようなポリペプ
チドは、限定されないが、イムノアドヘシン、抗体、ペプチボディ、及びペプチドからな
る群より選択されたポリペプチドを含むことができる。一実施形態によれば、結合剤は、
１ｕＭ－１ｐＭの親和性でヒトＩＬ－４配列に結合する。抗ＩＬ－４結合剤の特定の例と
しては、可溶性のＩＬ４レセプターα（例えば、ヒトＦｃ領域に融合したＩＬ４レセプタ
ーの細胞外ドメイン）、抗ＩＬ－４抗体、及び可溶性のＩＬ－１３レセプターα（例えば
、ヒトＦｃ領域に融合したＩＬ１３レセプターα１の細胞外ドメイン）を挙げることがで
きる。
【００６２】
　「抗ＩＬ４レセプターα結合剤」は、ヒトＩＬ－４レセプターαに特異的に結合する薬
剤である。このような結合剤は、小分子、アプタマー、又はポリペプチドを含むことがで
きる。このようなポリペプチドは、限定されないが、イムノアドヘシン、抗体、ペプチボ
ディ、及びペプチドからなる群より選択されたポリペプチドを含むことができる。一実施
形態によれば、結合剤は、１ｕＭ－１ｐＭの親和性でヒトＩＬ－４レセプターα配列に結
合する。抗ＩＬ－４レセプターα結合剤の特定の例としては、抗ＩＬ－４レセプターα抗
体を挙げることができる。
【００６３】
　「抗ＩＬ１３結合剤」は、ヒトＩＬ－１３に特異的に結合する薬剤を指す。このような
結合剤は、小分子、アプタマー、又はポリペプチドを含むことができる。このようなポリ
ペプチドは、限定されないが、イムノアドヘシン、抗体、ペプチボディ、及びペプチドか
らなる群より選択されたポリペプチドを含むことができる。一実施形態によれば、結合剤
は、１ｕＭ－１ｐＭの親和性でヒトＩＬ－１３配列に結合する。抗ＩＬ－１３結合剤の特
定の例としては、抗ＩＬ－１３抗体、ヒトＦｃに融合した可溶性のＩＬ－１３レセプター
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α２、ヒトＦｃに融合した可溶性のＩＬ４レセプターα、ヒトＦｃに融合した可溶性のＩ
Ｌ１３レセプターαを挙げることができる。一実施形態によれば、抗ＩＬ１３抗体は、Ｔ
ＮＸ－６５０抗体（国際公開第２００５／０６２９７２号）の可変ドメインを含む。ＴＮ
Ｘ－６５０抗体の可変ドメインは、（１）QVTLRESGPALVKPTQTLTLTCTVSGFSLSAYSVNWIRQPPG
KALEWLAMIWGDGKIVYNSALKSRLTISKDTSKNQVVLTMTNMDPVDTATYYCAGDGYYPYAMDNWGQGSLVTVSS（配
列番号１９３）を含むＶＨ、及び（２）DIVMTQSPDSLSVSLGERATINCRASKSVDSYGNSFMHWYQQKP
GQPPKLLIYLASNLESGVPDRFSGSGSGTDFTLTISSLQAEDVAVYYCQQNNEDPRTFGGGTKVEIK（配列番号１
９４）を含むＶＬを含んでなる。
抗ＩＬ１３抗体の他の例は、国際公開第２００８／０８３６９５号（例えば、ＩＭＡ－６
３８及びＩＭＡ－０２６）、米国特許公開第２００８／０２６７９５９号、同第２００８
／００４４４２０号、及び同第２００８／０２４８０４８号に記載されている。
【００６４】
　「抗ＩＬ１３レセプターα１結合剤」は、ヒトＩＬ１３レセプターα１に特異的に結合
する薬剤を指す。このような結合剤は、小分子、アプタマー、又はポリペプチドを含むこ
とができる。このようなポリペプチドは、限定されないが、イムノアドヘシン、抗体、ペ
プチボディ、及びペプチドからなる群より選択されたポリペプチドを含むことができる。
一実施形態によれば、結合剤は、１ｕＭ－１ｐＭの親和性でヒトＩＬ－１３レセプターα
１配列に結合する。抗ＩＬ－１３レセプターα１結合剤の特定の例としては、抗ＩＬ－１
３レセプターα１抗体を挙げることができる。
【００６５】
　「抗ＩＬ１３レセプターα２結合剤」は、ヒトＩＬ１３レセプターα２に特異的に結合
する薬剤を指す。このような結合剤は、小分子、アプタマー、又はポリペプチドを含むこ
とができる。このようなポリペプチドは、限定されないが、イムノアドヘシン、抗体、ペ
プチボディ、及びペプチドからなる群より選択されたポリペプチドを含むことができる。
一実施形態によれば、結合剤は、１ｕＭ－１ｐＭの親和性でヒトＩＬ－１３レセプターα
２配列に結合する。抗ＩＬ－１３レセプターα２結合剤の特定の例としては、抗ＩＬ１３
レセプターα２抗体を挙げることができる。
【００６６】
　「抗ＩｇＥ結合剤」は、ヒトＩｇＥに特異的に結合する薬剤を指す。このような結合剤
は、小分子、アプタマー、又はポリペプチドを含むことができる。このようなポリペプチ
ドは、限定されないが、イムノアドヘシン、抗体、ペプチボディ、及びペプチドからなる
群より選択されたポリペプチドを含むことができる。一実施形態によれば、抗ＩｇＥ抗体
は、Asp Ile Gln Leu Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly Asp Arg Val 
Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser Val Asp Tyr Asp Gly Asp Ser Tyr Met Asn Trp 
Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Ala Ala Ser Tyr Leu Glu 
Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile 
Ser Ser Leu Gln Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Ser His Glu Asp Pro 
Tyr Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val（配列番号２１３）を
含むＶＬ配列と、Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gln Pro Gly Gly 
Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val Ser Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Gly Tyr Ser Trp Asn 
Trp Ile Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val Ala Ser Ile Thr Tyr Asp Gly 
Ser Thr Asn Tyr Asn Pro Ser Val Lys Gly Arg Ile Thr Ile Ser Arg Asp Asp Ser Lys 
Asn Thr Phe Tyr Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys 
Ala Arg Gly Ser His Tyr Phe Gly His Trp His Phe Ala Val Trp Gly Gln Gly（配列番
号２１４）を含むＶＨ配列とを含んでなる。
【００６７】
　「抗Ｍ１’結合剤」は、Ｂ細胞の表面にＩｇＥを発現する膜近傍のＭ１’領域に特異的
に結合する薬剤を指す。このような結合剤は、小分子、アプタマー、又はポリペプチドを
含むことができる。このようなポリペプチドは、限定されないが、イムノアドヘシン、抗
体、ペプチボディ、及びペプチドからなる群より選択されたポリペプチドを含むことがで
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きる。一実施形態によれば、抗ＩｇＥ抗体は、国際公開第２００８／１１６１４９号に記
載の抗体、又はその変異体を含む。
【００６８】
　「小分子」は、５０ダルトン～２５００ダルトンの分子量を有する有機分子を指す。
【００６９】
　「抗体」という用語は最も広い意味で使用され、例えば、モノクローナル抗体、ポリク
ローナル抗体、多エピトープ特異性を持つ抗体、一本鎖抗体、多特異性抗体、及び抗体の
断片を包含する。このような抗体は、キメラ抗体、ヒト化抗体、ヒト抗体及び合成抗体と
することができる。このような抗体と、それらの生成方法について、後述で更に詳しく説
明する。
【００７０】
　「可変」という用語は、可変ドメインのある部位が、抗体の中で配列が広範囲に異なっ
ているという事実を意味する。Ｖ領域は、抗原結合を媒介し、その特定の抗原に対する特
定の抗体の特異性を定義する。しかしながら、可変性は可変ドメインの１１０のアミノ酸
スパンに亘って一様には分布していない。そうではなく、Ｖドメインは、１５～３０のア
ミノ酸からなるフレームワーク領域（ＦＲ）と呼ばれる比較的不変のストレッチから構成
されており、それらのアミノ酸は、各々が９～１２アミノ酸長の、「高頻度可変領域と呼
ばれて極端な可変性を有する短い領域によって分離されている。天然の重鎖及び軽鎖の可
変ドメインの各々は、βシート構造を結合し、ある場合にはその一部を形成するループ結
合を形成する３つの高頻度可変領域により連結された、βシート配置を主にとる４つのＦ
Ｒをそれぞれ含んでいる。各鎖の高頻度可変領域は、ＦＲによって近接して結合され、他
の鎖の高頻度可変領域と共に、抗体の抗原結合部位の形成に寄与している(Kabat等, Sequ
ence of Proteins ofImmunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, Nation
al Institutes of Health, BEthesda, MD. (1991)参照)。定常ドメインは、抗体の抗原へ
の結合に直接関連しているものではないが、種々のエフェクター機能、例えば抗体依存性
細胞障害性（ＡＤＣＣ）への抗体の関与を示す。
【００７１】
　ここで使用される「高頻度可変領域」（又は「ＨＶＲ」）なる用語は、抗原結合を担う
抗体のアミノ酸残基を指す。高頻度可変領域は、一般に、「相補性決定領域」又は「ＣＤ
Ｒ」由来のアミノ酸残基（例えば、ＶＬの、概ね残基２４－３４（Ｌ１）、５０－５６（
Ｌ２）、及び８９－９７（Ｌ３）周辺と、ＶＨの概ね３１－３５Ｂ（Ｈ１）、５０－６５
（Ｈ２）、及び９５－１０２（Ｈ３））（Kabatら、Sequences of Protein of Immunolog
ical Interest, 第５版、Public Health Service, National Institutes of Health, Bet
hesda, MD (1991)）、及び／又は「高頻度可変ループ」由来のそれらの残基（例えば、Ｖ
Ｌの残基２６－３２（Ｌ１）、５０－５１（Ｌ２）、及び９１－９６（Ｌ３）と、ＶＨの
２６－３２（Ｈ１）、５２Ａ－５５（Ｈ２）、及び９６－１０１（Ｈ３）と（Chothia及
びLesk J. Mol. Biol. 196:901-917 (1987)）を含む。
【００７２】
　高頻度可変領域は、次のような「拡大ＨＶＲ」を含むことができる、即ち、ＶＬの２４
－３６(Ｌ１)、４６－５６(Ｌ２)及び８９－９７(Ｌ３)、並びにＶＨの２６－３５(Ｈ１)
、４７－６５(Ｈ２)及び９３－１０２(Ｈ３)である。可変ドメイン残基は、これら各々を
規定するために、Kabat等, 上掲に従って番号付けされる。
【００７３】
　「フレームワーク」又は「ＦＲ」残基は、ここで定義する高頻度可変領域残基以外の可
変ドメイン残基である。例えば、軽鎖フレームワーク１（ＬＣ－ＦＲ１）、フレームワー
ク２（ＬＣ－ＦＲ２）、フレームワーク３（ＬＣ－ＦＲ３）及びフレームワーク４（ＬＣ
－ＦＲ４）領域は、抗体の番号１－２３、３５－４９、５７－８８、及び９８－１０７（
Kabat番号付けシステム）の残基をそれぞれ含みうる。別の実施例では、重鎖フレームワ
ーク１（ＨＣ－ＦＲ１）、重鎖フレームワーク２（ＨＣ－ＦＲ２）、重鎖フレームワーク
３（ＨＣ－ＦＲ３）、及び重鎖フレームワーク４（ＨＣ－ＦＲ４）は、それぞれ抗体の残
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基１－２５、３６－４８、６６－９２、及び１０３－１１３（Kabat番号付けシステム）
を含みうる。
【００７４】
　ここで示すように、「コンセンサス配列」又はコンセンサスＶドメイン配列は、公知の
ヒト免疫グロブリン可変領域配列の比較から得られた人工の配列である。
【００７５】
　ここで使用される「モノクローナル抗体」という用語は、実質的に均一な抗体の集団か
ら得られる抗体を意味する、すなわち、一般的に少量で存在しうる突然変異などの、モノ
クローナル抗体の生成中に生じる可能性のある突然変異体を除いて、集団を含む個々の抗
体が、同一及び／又は同じエピトープに結合する。このようなモノクローナル抗体には典
型的には、標的を結合するポリペプチド配列を含んでなる抗体が含まれ、この標的結合ポ
リペプチド配列は、複数のポリペプチド配列からの単一の標的結合ポリペプチド配列の選
択を含む方法によって入手されたものである。例えば、選別方法は、ハイブリドーマクロ
ーン、ファージクローン又は組み換えＤＮＡクローンのプールなどの複数のクローンから
の特定のクローンの選別でもよい。選別した標的結合配列は、例えば標的に対する親和性
を改善するため、標的結合配列をヒト化するため、細胞培養物内での産生を改善するため
、インビボの免疫原性を低減するため、多特異性抗体を作製するなどのためにさらに変更
することができること、並びに変更した標的結合配列を含んでなる抗体も本発明のモノク
ローナル抗体であることを理解されたい。一般に、異なる決定基(エピトープ)に対する異
なる抗体を含むポリクローナル抗体調製物と比べて、モノクローナル抗体調整物の各モノ
クローナル抗体は、抗原上の単一の決定基に対するものである。その特異性に加えて、モ
ノクローナル抗体調整物は、典型的に他のイムノグロブリンが混入することがない点で有
利である。「モノクローナル」との修飾詞は、抗体の実質的に均一な集団から得られると
いう抗体の性質を示すものであり、抗体を何か特定の方法で生成しなければならないこと
を意味するものではない。例えば、本発明において用いられるモノクローナル抗体は、様
々な技術、例えばハイブリドーマ法(例えばKohler 等, Nature, 256:495 (1975)；Harlow
 等, Antibodies: A Laboratory Manual, (Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2nd 
ed. 1988)；Hammerling 等, : Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas 563-681,
 (Elsevier, N.Y., 1981)、組み換えＤＮＡ法(例えば米国特許第４８１６５６７号を参照
)、ファージディスプレイ技術(例えばClackson 等, Nature, 352:624-628 (1991)；Marks
 等, J. Mol. Biol., 222:581-597 (1991)；Sidhu 等, J. Mol. Biol. 338(2):299-310 (
2004)；Lee 等, J.Mol.Biol.340(5):1073-1093 (2004)；Fellouse, Proc. Nat. Acad. Sc
i. USA 101(34):12467-12472 (2004)；及びLee 等 J. Immunol. Methods 284(1-2):119-1
32 (2004)を参照)、及び一部ないしはすべてのヒトイムノグロブリン遺伝子座又はヒトイ
ムノグロブリン配列をコードする遺伝子を有する動物からヒトないしはヒト様抗体を生成
するための技術(例えば、国際公開第９８／２４８９３号、同第／９６３４０９６号、同
第／９６３３７３５号、及び同第／９１　１０７４１号、、Jakobovits 等, Proc. Natl.
 Acad. Sci. USA, 90:2551 (1993)；Jakobovits 等, Nature, 362:255-258 (1993)；Brug
gemann 等, Year in Immuno., 7:33 (1993)；米国特許第５５４５８０６号、同第５５６
９８２５号、同第5５５９１６６９号(すべてGenPharm)；同第５５４５８０７号；国際公
開第９７／１７８５２号、米国特許第５５４５８０７号；同第５５４５８０６号；同第５
５６９８２５号；同第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；及び同第５６６１０１
６号、及びMarks 等, Bio/Technology, 10: 779-783 (1992)；Lonberg 等, Nature, 368:
 856-859 (1994)；Morrison, Nature, 368: 812-813 (1994)；Fishwild 等, Nature Biot
echnology, 14: 845-851 (1996)；Neuberger, Nature Biotechnology, 14: 826 (1996)；
及びLonberg and Huszar, Intern. Rev. Immunol., 13: 65-93 (1995))によって作製して
もよい。
【００７６】
　ここで、モノクローナル抗体は、重鎖及び／又は軽鎖の一部が、特定の種由来の抗体、
あるいは特定の抗体クラス又はサブクラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又
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は相同性があり、鎖の残りの部分が他の種由来の抗体、あるいは他の抗体クラス又はサブ
クラスに属する抗体の対応する配列と同一であるか又は相同である「キメラ」抗体、並び
にそれが所望の生物的活性を有する限りこのような抗体の断片を特に含む(米国特許第４
８１６５６７号；Morrison等, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 81:6851-6855(1984))。キ
メラ抗体の作製方法は当分野で公知である。
【００７７】
　非ヒト(例えばマウス)抗体の「ヒト化」型は、非ヒト免疫グロブリンに由来する最小配
列を含むキメラ免疫グロブリン、免疫グロブリン鎖又はその断片(例えば、Ｆｖ、Ｆａｂ
、Ｆａｂ’、Ｆ(ａｂ’)２又は抗体の他の抗原結合サブ配列)である。いくつかの実施態
様では、ヒト化抗体は、レシピエントの相補性決定領域(ＣＤＲ)の残基が、所望の特異性
、親和性及び能力を有するマウス、ラット又はウサギなどの非ヒト種のＣＤＲの残基(ド
ナー抗体)によって置換されたヒト免疫グロブリン(レシピエント抗体)である。ある例で
は、ヒト免疫グロブリンのＦｖフレームワーク領域(ＦＲ)残基が、対応する非ヒト残基に
よって置換される。更に、ヒト化抗体は、レシピエント抗体にも、もしくは導入したＣＤ
Ｒ又はフレームワーク配列にも見出されない残基を含んでいてもよい。これらの修飾は抗
体の特性を更に洗練し、最大にするために行われる。一般に、ヒト化抗体は少なくとも１
つの可変ドメインの実質的に全てを含むものであり、その可変ドメインは、全てあるいは
実質的に全ての高頻度可変ループが非ヒト免疫グロブリンに由来するものであり、ＦＲ領
域は、例えば結合親和性を改善しうる一ないし複数のアミノ酸置換を含みうるが、全てあ
るいは実質的に全てのＦＲ領域がヒト免疫グロブリン配列のものである。ある好適な実施
態様では、ヒト化抗体は、免疫グロブリン定常領域(Ｆｃ)、一般的にはヒト免疫グロブリ
ンのもの又はヒトコンセンサス定常配列の少なくとも一部も含む。更なる詳細については
、Jones等, Nature, 321:522-525(1986)；Reichmann等, Nature 332:323-329(1988)；及
びPresta, Curr.Op.Struct.Biol., 2:593-596(1992)を参照のこと。ヒト化抗体には、抗
体の抗原結合領域が、例えば対象の抗原でマカクザルを免疫化することによって産生した
抗体由来のものであるPRIMATIZED(登録商標)抗体が含まれる。ヒト化抗体の作製方法は当
分野において公知である。
【００７８】
　ヒト抗体はまた、ファージディスプレイライブラリを含む従来技術に既知の様々な技術
を用いて作成することができる。Hoogenboom及びWinter, J. Mol. Biol., 227:381 (1991
)；Marks等、J. Mol. Biol., 222:581 (1991)。また、Cole等及びBoerner等の技術が、ヒ
トモノクローナル抗体の調製に利用可能である。Cole等、Monoclonal Antibodies and Ca
ncer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985)；Boerner等、J. Immunol., 147(1):86-95 (
1991)。また、Lonberg and Huszar, Int. Rev. Immunol. 13:65-93 (1995)を参照のこと
。PCT国際公開第９８／２４８９３号；同第９２／０１０４７号；同第９６／３４０９６
号；同第９６／３３７３５号；欧州特許第０５９８８７７号；米国特許第５４１３９２３
号；同第５６２５１２６号；同第５６３３４２５号；同第５５６９８２５号；同第５６６
１０１６号；同第５５４５８０６号；同第５８１４３１８号；同第５８８５７９３号；同
第５９１６７７１号；及び同第５９３９５９８号。
【００７９】
　「抗体断片」には、完全長抗体の一部、一般的にその抗体の抗原結合領域又は可変領域
が含まれる。抗体断片の例には、Ｆａｂ、Ｆａｂ'、Ｆ(ａｂ')２及びＦｖ断片；ダイアボ
ディー(diabodies)；直鎖状抗体；単鎖抗体分子；及び抗体断片から形成される多重特異
性抗体が含まれる。
【００８０】
　「Ｆｖ」は、完全な抗原認識及び結合部位を含む最小抗体断片である。この断片は、１
の重鎖と１の軽鎖可変領域ドメインが密接に非共有結合した二量体よりなる。この２つの
ドメインのフォールディングから６つの高頻度可変性ループ(Ｈ鎖及びＬ鎖のそれぞれか
ら３ループずつ)が生じ、それが、アミノ酸残基による抗原結合に寄与して抗体に抗原結
合特異性をもたらす。しかしながら、単鎖可変ドメイン(又は抗原特異的なＣＤＲを３つ



(23) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

しか含まないＦｖの半分)でさえ、結合部位全体より親和性は低いが、抗原を認識して結
合する能力を持つ。
【００８１】
　本発明のＢＲ３結合抗体の「機能的断片」は、断片が由来するインタクトな完全鎖分子
と実質的に同じ親和性でのポリペプチドへの結合を保持し、少なくとも１のアッセイ（例
えば、マウスなどのＴＨ２誘導性の喘息経路の阻害、又はインビトロで抗体断片に結合す
る抗原の生物学的活性の阻害）において活性な断片である。
【００８２】
　抗体の「エフェクター機能」とは、抗体のＦｃ領域(天然配列Ｆｃ領域又はアミノ酸配
列変異体Ｆｃ領域)に帰する生物学的活性を意味し、抗体のアイソタイプにより変わる。
抗体のエフェクター機能の例には、Ｃ１ｑ結合及び補体依存性細胞障害；Ｆｃレセプター
結合性；抗体依存性細胞媒介性細胞障害(ＡＤＣＣ)；貪食作用；細胞表面レセプター(例
えば、Ｂ細胞レセプター)の下方制御；及びＢ細胞活性化が含まれる。「天然配列Ｆｃ領
域」は、天然に見出されるＦｃ領域のアミノ酸配列と同一のアミノ酸配列を含む。
【００８３】
　ペプチド又はポリペプチド配列に関する「パーセント(％)アミノ酸配列同一性」とは、
如何なる保存的置換も配列同一性の一部と考えて配列を整列させた後の、比較対照のポリ
ペプチドのアミノ酸残基と同一である候補配列中のアミノ酸残基のパーセントとして定義
される。パーセントアミノ酸配列同一性を決定する目的のためのアラインメントは、当業
者の技量の範囲にある種々の方法、例えばＢＬＡＳＴ、ＢＬＡＳＴ-２、ＡＬＩＧＮ、又
はＭｅｇａｌｉｇｎ（ＤＮＡＳＴＡＲ）ソフトウエアのような公に入手可能なコンピュー
タソフトウエアを使用することにより達成可能である。当業者であれば、比較される配列
の完全長に対して最大のアラインメントを達成するために必要な任意のアルゴリズムを含
む、アラインメントを測定するための適切なパラメータを決定することができる。しかし
、ここでの目的のためには、％アミノ酸配列同一性値は、配列比較コンピュータプログラ
ムＡＬＩＧＮ-２を使用することによって得られる。ＡＬＩＧＮ－２配列比較コンピュー
タプログラムの著作権は本出願人が有しており、そのソースコードはユーザードキュメン
テーションと共に米国著作権局（Washington D.C., 20559）に提出され、米国著作権登録
番号第ＴＸ５１００８７の下に登録されている。ＡＬＩＧＮ－２プログラムは、本出願人
（South San Francisco, California）により公に入手可能である。ＡＬＩＧＮ－２プロ
グラムは、ＵＮＩＸオペレーションシステム、好ましくはデジタルＵＮＩＸ　Ｖ４．０Ｄ
用にコンパイルされている。全ての配列比較パラメータはＡＬＩＧＮ－２によって設定さ
れており、変動しない。
【００８４】
　「Ｆｃ領域を含んだポリペプチド」という用語は、Ｆｃ領域を含む抗体もしくはイムノ
アドヘンシン(下記記載の定義を参照)などのポリペプチドを指す。Ｆｃ領域のＣ末端リジ
ン(ＥＵ番号付けシステムに従うと残基４４７)は、例えば、ポリペプチドの精製中に、又
はポリペプチドをコードする核酸を組み換え操作することによって除去してもよい。した
がって、本発明のＦｃ領域を有する、抗体などのポリペプチドを含んでなる組成物は、す
べてのＫ４４７残基が除去されたポリペプチド集団、除去されるＫ４４７残基のないポリ
ペプチド集団又はＫ４４７残基を有するポリペプチドとＫ４４７を有さないポリペプチド
が混合しているポリペプチド集団を包含する。
【００８５】
　本明細書及び特許請求の範囲すべてに亘って、一般的に、可変ドメインの残基を指す場
合にはカバット番号付けシステムを用いる(およそ、軽鎖の残基１－１０７と重鎖の残基
１－１１３)(例として、Kabat 等, Sequences of Immunological Interest. 5th Ed. Pub
lic Health Service, National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991))。一般的
に、イムノグロブリン重鎖定常領域内の残基を指す場合には、「ＥＵ番号付けシステム」
又は「ＥＵインデックス」を用いる(ＥＵインデックスはKabat 等, Sequences of Protei
ns of Immunological Interest, 5th Ed. Public Health Service, National Institutes
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 of Health, Bethesda, MD (1991)において報告されており、出典明記によって本明細書
中に組み込まれる)。本明細書中で特に述べない限り、抗体の可変ドメイン内の残基の数
の参照は、カバット番号付けシステムによって番号付けした残基を意味する。本明細書中
で特に述べない限り、抗体の定常ドメイン内の残基の数の参照は、ＥＵ番号付けシステム
によって番号付けした残基を意味する(例として、米国特許仮出願第６０／６４０３２３
号、ＥＵ番号付けについての図を参照)。
【００８６】
　ハイブリダイゼーション反応の「ストリンジェンシー」は、当業者によって容易に決定
され、一般的にプローブ長、洗浄温度、及び塩濃度に依存する経験的な計算である。一般
に、プローブが長くなると適切なアニーリングのための温度が高くなり、プローブが短く
なると温度は低くなる。ハイブリダイゼーションは、一般的に、相補的鎖がその融点より
低い環境に存在するときの変性ＤＮＡが再アニールする能力に依存する。プローブとハイ
ブリダイゼーション可能な配列との間の所望の相同性の程度が高くなると、使用できる相
対温度が高くなる。その結果、より高い相対温度は、反応条件をよりストリンジェントに
するが、低い温度はストリンジェンシーを低下させる。ハイブリダイゼーション反応のス
トリンジェンシーの更なる詳細及び説明は、Ausubel等, Current Protocols in Molecula
r Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995)を参照のこと。
【００８７】
　ここで定義される「ストリンジェントな条件」又は「高度のストリンジェント条件」は
、（１）洗浄のために低イオン強度及び高温度を用いるもの、例えば、５０℃において０
．０１５Ｍの塩化ナトリウム／０．００１５Ｍのクエン酸ナトリウム／０．１％のドデシ
ル硫酸ナトリウムを用いるもの；（２）ハイブリダイゼーション中にホルムアミド等の変
性剤を用いるもの、例えば、４２℃において５０％（ｖ／ｖ）ホルムアミド、０．１％ウ
シ血清アルブミン／０．１％フィコール／０．１％のポリビニルピロリドン／５０ｍＭの
ｐＨ６．５のリン酸ナトリウムバッファー、及び７５０ｍＭの塩化ナトリウム、７５ｍＭ
のクエン酸ナトリウムを用いるもの；又は（３）４２℃において５０％ホルムアミド、５
×ＳＳＣ（０．７５ＭのＮａＣｌ、０．０７５Ｍのクエン酸ナトリウム）、５０ｍＭのリ
ン酸ナトリウム（ｐＨ６．８）、０．１％のピロリン酸ナトリウム、５×デンハード液、
超音波処理サケ精子ＤＮＡ（５０μｇ／ｍｌ）、０．１％ＳＤＳ、及び１０％のデキスト
ラン硫酸を用いた溶液中で終夜ハイブリダイゼーションし、４２℃において０．２×ＳＳ
Ｃ（塩化ナトリウム／クエン酸ナトリウム）中で洗浄した後、５５℃においてＥＤＴＡを
含む０．１×ＳＳＣからなる高ストリンジェント洗浄を用いるものによって同定できる。
【００８８】
　「中程度のストリンジェント条件」は、Sambrook等、Molecular Cloning: A Laborator
y Manual, New York: Cold Spring Harbor Press, 1989に記載されているように特定され
、上記のものよりストリンジェンシーが低い洗浄液及びハイブリダイゼーション条件（例
えば、温度、イオン強度及び％ＳＤＳ）の使用を含む。中程度のストリンジェント条件の
一例は、２０％ホルムアミド、５×ＳＳＣ（１５０ｍＭのＮａＣｌ、１５ｍＭのクエン酸
三ナトリウム）、５０ｍＭリン酸ナトリウム（ｐＨ７．６）、５×デンハード液、１０％
デキストラン硫酸、及び２０ｍｇ／ｍＬの変性剪断サケ精子ＤＮＡを含む溶液中の３７℃
での終夜のインキュベーション後に、３７～５０℃にて１×ＳＳＣ中でフィルター洗浄を
行うという条件である。プローブ長などの因子に必要に応じて適合させるには、どのよう
にして温度、イオン強度等を調節するかは当業者であれば分かるであろう。
【００８９】
　本明細書で使用する場合、治療対象は哺乳動物（例えば、ヒト、非ヒト霊長類、ラット
、マウス、ウシ、ウマ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、イヌ、ネコなど）である。対象は、臨床患
者、臨床試験のボランティア、実験動物などでよい。対象は、喘息を持っていることが疑
われるか、又は喘息を有する危険を有しているか、或いは喘息と診断されている。好まし
い一実施形態によれば、本発明により治療されるのはヒトである。
【００９０】
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　「治療すること」又は「処置」又は「寛解」は、治療的処置を表し、この目的は標的と
した病態又は疾患を予防する、衰退(減少)させるか、又は疾患の症状の再発を予防するこ
とである。処置を必要とするものには、既に疾患を有しているもの、並びに疾患にかかり
易いもの、又は疾患を予防しているものが含まれる。対象又は哺乳動物の喘息は、本発明
の治療薬を摂取した後、患者が、反復性の喘鳴、咳、呼吸障害、胸部絞扼感、夜間に発生
又は悪化する症状、冷気、運動、又はアレルゲンへの暴露によって引き起こされる症状の
うちの１又は複数の、観察可能及び／又は測定可能な減少又は消滅を示した場合、成功裏
に「治療され」ている。
【００９１】
　「治療的有効量」という用語は、対象の疾患又は疾病を「寛解」させる又は「治療」す
るのに効果的な本発明のポリペプチドの量を指す。
【００９２】
　「慢性」投与とは、急性モードの反対の意味で連続モードでの薬剤の投与を指し、これ
により初期治療効果（活性）を長期間に亘って維持しようとするものである。「断続的」
投与とは、中断無く連続的に行われるのではなく、周期的に行われる性質を持つ処置であ
る。
【００９３】
　「強制呼気量（ＦＥＶ１）」は、強制呼気の最初の一秒間に排出された空気量を測定す
る標準的な試験を指す。ＦＥＶ１は、マウスピースと、結果を記録してグラフに示す器械
に接続された使い捨てチューブとから構成される肺活量計によって測定される。肺活量測
定を行うには、息を深く吸い込み、チューブの周りで口をきつく閉めてから、チューブを
通して息を吸い込みながら測定を行う。吐き出した空気の体積と、一息の継続時間を記録
して分析する。肺活量測定の結果はパーセンテージで表わされる。正常な肺活量の例は、
一秒後肺活量の７５％に相当するＦＥＶ１を含む。異常な肺活量測定の結果の一例は、正
常な予測値の８０％に満たない読み取り値を含む。異常な結果は、通常、何らかの重症度
の、喘息、肺気腫、又は慢性気管支炎といった閉塞性肺疾患、或いは肺繊維症といった拘
束性肺疾患の存在を示す。例えば、ＦＥＶ１の値（予測値のパーセンテージ）を使用して
、喘息により引き起こされうる閉塞症及び肺気腫又は慢性気管支炎のようなその他の肺閉
塞疾患を分類することができる。即ち、ＦＥＶ１が予測値の６５～７９％である場合は軽
度の閉塞症に、ＦＥＶ１が予測値の４０～５９％である場合は中等度の閉塞症に、ＦＥＶ
１が予測値の４０％未満である場合は重度の閉塞症に分類される。
【００９４】
　（例えばマイクロアレイ解析により）本明細書で説明するタンパク質を同定するために
使用できる核酸プローブの例には、限定されないが、表４に記載のプローブが含まれる。
【００９５】
　「発現レベルの上昇」又は「上昇したレベル」は、喘息を有していない個人などのコン
トロールと比較した場合の、患者におけるｍＲＮＡ又はタンパク質の発現の増大を指す。
【００９６】
　本明細書に引用される全ての出版物（特許及び特許出願を含む）は、出典を明記するこ
とによりそれらの全体が本明細書に包含される。
【００９７】
　本明細書及び請求の範囲を通じて、「含む」、或いは「含んでなる」「有する」といっ
たその変形は、言及された１又は複数の整数が含まれることを意味し、１又は複数のいず
れかの他の整数を排除するものではない。
【００９８】
　上述に記載の説明は、当業者が本発明を実施するために十分であると考えられる。以下
の実施例は、例示のみを目的とするものであり、いかなる意味でも本発明の範囲を制限す
るものではない。実際、当業者には、上述の説明から、ここに示して説明するものに加え
て、本発明の様々な修正が可能であることが明らかであり、それらは請求の範囲に含まれ
る。
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【０１００】
　本明細書で引用する全ての参照文献は、特許出願及び公開公報を含め、その出典を明記
することにより、あらゆる目的のためにその全体が本明細書に包含される。加えて、２０
０８年３月３１日出願の米国仮特許出願シリアル番号６１／０７２５７２号、２００８年
４月１日出願の同６１／０４１４８０号、２００８年５月２０日出願の同６１／１２８３
８３号、２００９年１月１６日出願の同６１／２０５３９２号は、出典明記によりその全
体を本明細書に包含する。また、特に国際公開第２００５／０６２９７２号及び同２００
８／１１６１４９号は、出典明記によりその全体を本明細書に包含する。
【実施例１】
【０１０１】
実施例１－方法
気道組織バンク
　本発明者らは、健康なボランティアと喘息のボランティアに対して研究目的で実施され
た気管支鏡検査の間に収集され、カリフォルニア大学サンフランシスコ校（ＵＣＳＦ）の
気道組織バンクに蓄積されていた生物学的試料の研究を行った。研究用気管支鏡検査は、
上皮ブラッシングの収集、気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）及び上述した特定の方法を用いた気
管支生検を含んでいた[8、46]。ＢＡＬ細胞の計数及び微分が実行されてデータベース化
され、フローサイトメトリーを用いて気管支肺胞洗浄液からマクロファージが保存された
[51]。２～５番目の気管支分岐部（ブラッシング部位の反対側の）から４～６の気管支生
検が採取され、ホルマリン固定され、次いで等方性の均一且つ無作為な方向[31]にパラフ
ィン包埋されて、炎症の定量的測定及びデザインに基づく立体解析学の方法を使用した再
モデル化が可能であった[52]。更に２つの気管支生検をホモジナイズし、Qiagen RNeasy 
minikit (Qiagen Inc., Valencia, CA)を用いてＲＮＡのための処理を施した。上皮ブラ
ッシングから抽出されたＲＮＡ、気管支生検のホモジネート、及び洗浄マクロファージは
品質保証されたものであり、将来的なマイクロアレイ及びＰＣＲに基づく遺伝子プロファ
イリングのために分注した。全ての研究的気管支鏡検査は、ＵＣＳＦのヒト研究委員会（
ＣＨＲ）によって承認されたものであり、全ての被験者から文書によるインフォームドコ
ンセントが得られており、全ての試験はヘルシンキ宣言に表現された原理に従って実施さ
れた。気管支組織バンクの手順も、ＵＣＳＦのＣＨＲによって審査及び承認された。この
組織バンク由来のマクロファージ及び上皮ブラッシングの試料が、上述の試験[8、14、46
、51、53]に使用された。最新では、上皮ブラッシングにおいて喘息の被験者に異なって
発現された遺伝子のマイクロアレイ解析について、本発明者らによる報告が行われている
[8]。
【０１０２】
　気道の炎症及び別個の炎症の根底にある分子機構に関して異なる喘息患者のサブセット
、これらのサブセットの病理学的及び臨床的表現型の特徴を特定する目的で、まず、ｃｏ
ｒｅまでに生成された上皮細胞マイクロアレイデータを新たに分析し、次いでこれらの新
規分析を、これらの同じ被験者由来の新規の詳細な臨床的特徴のデータ（気管支拡張性可
逆性及びアレルゲン皮膚試験応答性に基づくデータを含む）と、（ｉ）気管支生検及び肺
胞マクロファージのホモジネートにおける遺伝子発現プロファイル、（ｉｉ）気管支生検
における上皮下コラーゲン及び気道上皮ムチンの定量的測定値、（ｉｉｉ）ＢＡＬにおけ
る総細胞数及び差次的細胞数を含む新規に生成されたデータとで補った。
【０１０３】
ヒト被験者及び試料
　喘息を有する被験者（Ｎ＝４２）は、事前に医師から喘息の診断を受けており、研究担
当医師により、喘息と一致する症状が確認された症状として、気道の応答性亢進（８ｍｇ
／ｍＬのメタコリン[ＰＣ２０メタコリン]による吸入強制呼気量の２０％以上の低下、並
びに１）１週間に２日以上の症状、２）１週間に２日以上のβアゴニストの使用、又は３
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）予測値の＜８５％のＦＥＶ１と定義される）を有していた。喘息の被験者は、登録前の
４週間に亘り、吸入ステロイド薬又は経口ステロイド薬を摂取しなかった。健康なコント
ロール（Ｎ＝２７）は、肺病歴が無く、気道の応答性亢進を有していなかった（ＰＣ２０

メタコリン＞１６ｍｇ／ｍＬ）。特定の試験には、喘息を有さない現喫煙者が含まれてい
た（Ｎ＝１６）。全ての被験者の除外基準は、試験前４週間以内の上気道感染症、６週間
以内の喘息増悪、及びサルメテロール、アステミゾール、ネドクロミルナトリウム、クロ
モグリク酸ナトリウム、メチルキサンチン、モンテルカスト、又はザフィルルカストの現
行使用であった。被験者は研究担当医師によるベースライン評価を受けた（前述のような
肺活量測定及びメタコリン負荷試験を含む）。被験者は、１２のエアロアレルゲンのパネ
ルと、ポジティブコントロールと、ネガティブコントロールとを用いたアレルゲン皮膚プ
リックテスト（ＡＳＰＴ）も受けた（表６）。
【０１０４】
　２２名の喘息被験者は、吸引フルチカゾン（５００μｇ、１日２回、Ｎ＝１９）又は対
応するプラセボ（Ｎ＝１３）の、二重盲検無作為化対象臨床試験にも登録された（臨床試
験政府識別子：ＮＣＴ００１８７４９９）。試験は、気道の遺伝子発現に対する吸入ステ
ロイド薬（フルチカゾン）の影響を決定し、遺伝子発現の変化を肺機能の向上に関連させ
るために設計された。臨床試験の喘息の被験者は、ベースライン気管支鏡検査を受け、無
作為化されて試験薬物療法を受け、その後試験薬の開始から一週間後に気管支鏡検査を再
度受けた。喘息の被験者は試験薬物療法を合計８週間に亘って継続した。健康なコントロ
ールの被験者は、初回は特徴付けのため、２回目は１週間後の気管支鏡検査のための、そ
れぞれ２回の来診を含む３つの断面調査のうちの１つに登録された。３５名の被験者は十
分なベースライン気管支鏡検査を有し、３２名は両方の気管支鏡検査における上皮ブラッ
シングから入手可能なＲＮＡを有していた。試験薬物療法の開始から４週間後及び８週間
後に肺機能を測定し（肺活量測定により）、同療法終了の１週間後に最終気管支鏡検査を
完了した。気管支鏡検査、上皮ブラッシング、気管支肺胞洗浄、肺活量測定、及び試料取
扱の方法は、全ての試験を通して同一のものを使用した。
【０１０５】
　気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）は、５０ｍｌの無菌生理食塩水からなる４つのアリコートを
、小舌又は右中葉に滴下注入し、吸引により回収することにより実施された。細胞の計数
は、血球計数器及びチュルク液（希釈したＨ２Ｏ中、１％の氷酢酸及び０．０１％のゲン
チアナバイオレット）を用いて実施した。次いでＢＡＬ細胞分画を、ShandonのKwik-Diff
染色キット（Thermo Fisher Scientific, Waltham MA）を用いて細胞遠心分離した調整物
に対して実施した。２２名の喘息被験者は、吸入フルチカゾン（５００ｍｃｇ　ＢＩＤ）
又は対応するプラセボの二重盲検無作為化対象臨床試験にも登録された。上述の組み入れ
基準に加えて、これらの被験者はまた、１週間に２日以上喘息症状を有するか、１週間に
２日以上βアゴニストを使用するか、又は予測値の＜８５％のＦＥＶ１を有することが必
要であった。臨床試験の被験者は、上述のようなベースライン来診をしてベースライン気
管支鏡検査を受け、その１週間後に再度気管支鏡検査を受けた。次いで、被験者らは合計
８週間に亘って試験薬物療法を継続し、その間に予定された排気量測定の再評価とメタコ
リン負荷試験とを受けた。全ての臨床試験は、カリフォルニア大学サンフランシスコ校の
ヒト研究委員会の承認を受けており、全ての被験者から書面によるインフォームドコンセ
ントが得られており、全ての試験はヘルシンキ宣言に表明された理念に従って実施された
。
【０１０６】
マイクロアレイ解析及び形態測定
　軽度～中等度の非喫煙喘息患者及び健康な非喫煙被験者由来のマイクロアレイデータを
、上述のような過去の研究から取得した[8]。方法論の詳細及びマイクロアレイデータは
、遺伝子発現バンクという公のデータベースから入手することができ、このデータベース
には、国立バイオテクノロジー情報センターで、受入番号ＧＳＥ４３０２によりオンライ
ンでアクセスすることができる。本発明の試験ではマイクロアレイデータが解析されて、
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遺伝子が喘息グループ内で異なって制御されるかどうかが判定された。また、マイクロア
レイデータを解析することにより、他の遺伝子が、喘息と最も強く関連するＩＬ－１３誘
導型遺伝子と同時制御されるかどうかが判定された。表１のプライマー及びプローブを使
用して（即ち、マルチプレックスＰＣＲの後でｃＤＮＡ生成産物にリアルタイムＰＣＲを
行った）二段階式リアルタイムＰＣＲ（ｑＰＣＲ）を上述のように実施した[45]。
【０１０７】
　上述の各被験者に由来する４～６の気管支内生検に対してデザインに基づく立体解析学
を適用することにより、形態計測学的分析を実施した。特異的に、網状の基底膜の厚さの
分析を、直交切片法を用いて、トリクローム３μｍの切片において測定した[31]。ポイン
トアンドライン交差（point and line intersect）計数法を用いて、アルシアンブルー／
過ヨウ素酸シッフの３μｍの切片において、気道ムチンの含有量を測定した[46]。
【０１０８】
統計方法
　Ｒ統計的環境において、Bioconductorオープンソースソフトウェアと共にＲＭＡを使用
して、マイクロアレイ事前プロセシングを実施した[47]。完全なリンケージでユークリッ
ド計量を使用して教師なし階層的クラスタリングを実施した。他の全ての統計解析は、Ｊ
ＭＰ統計解析ソフトウェアパッケージ（Institute, Cary, NC）を用いて実施された。値
は、特に断らない限り、平均値±標準偏差又は中央値（範囲）で示される。スピアマンの
順位相関を用いた相関が実施された。ＰＣ２０及び血清ＩｇＥレベルの優位性試験のため
に、データをログ変換することにより正規化した。ｐ＜０．０５である場合に統計的に有
意であるとみなし、ＡＮＯＶＡにより最初の３グループの比較を行った後、多重比較のた
めにsidak相関を利用した。
【０１０９】
表１．ｑＰＣＲのプライマー及びプローブ配列
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【０１１０】
　ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５のｑＰＣＲのために、上述の方法[45]及びログ１０変
換により、ベースライン気管支上皮ブラッシング試料中におけるペリオスチン及びＣＥＡ
ＣＡＭ５の発現を取得した。実施例９（図１１を参照）に記載する３５のプローブのＩＬ
１３シグネチャーを応答の指標として使用した。全てのモデルは、ＪＭＰ７．０のフィッ
ティングモデルプラットフォームを使用して得られた。序数的ロジスティック回帰分析を
実行して（健康なコントロール；ＨＣ）＜（ＩＬ１３が低い）＜（ＩＬ１３が高い）とな
るレベルを有する応答を予測した（３５プローブのＩＬ１３の状態）。各レベルの確率を



(38) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

求めるための一般化された予測モデルは、下記のように表わされる：

【０１１１】
　序数的ロジスティック回帰分析は、下記モデルに対して実施された：（３５のプローブ
のＩＬ１３の状態）～（ＰＯＳＴＮ）＋（ＣＥＡＣＡＭ５）。ｐ値が＜０．０００１であ
る全体モデルが、反復性のフィッティングに基づくデータベースから得られた。
【０１１２】
ＩＬ１３応答性の遺伝子
　ペリオスチン（骨芽細胞に特異的な因子としても知られる）（ＰＯＳＴＮ：２１０８０
９＿ｓ＿ａｔ）、ＣＬＣＡ１（カルシウムにより活性化される塩素イオンチャネル、ファ
ミリーメンバー１としても知られる）（ＣＬＣＡ１：２１０１０７＿ａｔ）、及びセルピ
ンＢ２（セルピンペプチダーゼ阻害薬、クレイドＢ（卵白アルブミン）、メンバー２）（
セルピンＢ２：２０４６１４＿ａｔ）の発現レベルの間の関係を、ウィルコクソン順位和
検定を用いて確認した。ＰＯＳＴＮの発現レベルを使用して、ベースラインの喘息試料を
分類した。８００単位のカットオフを使用したところ、２１名の喘息のベースラインの喘
息試料が「ＩＬ１３が低い」（ＰＯＳＴＮ＜８００単位）に、残りの２１名の試料が「Ｉ
Ｌ１３が高い」（ＰＯＳＴＮ＞８００）に分類された。ウィルコクソン順位和検定の後で
偽発見率分析（ｑ値＜０．０５）を行ったところ[24]、２つのグループの中で異なって発
現された３５のプローブが特定された。これらのプローブを使用した階層的クラスタリン
グは行わなかった。異なって制御されるプローブのリスト中に多数のシステイン及びセル
ピンファミリー遺伝子が存在することにより、他のシステイン及びセルピンファミリープ
ローブが同定されて別のクラスター解析に使用された。全ての統計解析は、Ｒを使用して
実施された。マイクロアレイクラスター解析は、Clusterを使用して実施され、Java Tree
viewを用いて可視化された[25、26]。
【０１１３】
血清分析物アッセイ
　ＵＣＳＦ臨床検査室により、又は製造者の指示に従った（Bethyl Laboratories）ヒト
血清ＩｇＥ　ＥＬＩＳＡキットを用いたＥＬＩＳＡにより、血清ＩｇＥを測定した。血清
ＣＥＡは、製造者の指示に従って（Alpco Diagnostics）ヒト血清ＣＥＡ　ＥＬＩＳＡキ
ットを使用して測定した。本発明者らは、抗ペリオスチン抗体（R&D systems）を用いて
血清ペリオスチンを測定するための電気化学発光アッセイ（ＥＣＬＡ）を開発した。つま
り、モノクローナル抗ペリオスチンを、４℃の炭酸ナトリウムバッファー（ｐＨ９．６）
中において、一晩に亘り、１．５マイクログラム／ｍｌでプレートにコーティングした。
プレートをアッセイバッファー（１×ＰＢＳ（ｐＨ７．４）、０．３５Ｍ　ＮａＣｌ、０
．５％ＢＳＡ、０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０、０．２５％ＣＨＡＰＳ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、
１５ｐｐＭ　Ｐｒｏｃｌｉｎ）＋３％のＢＳＡ中で室温で２時間に亘りブロッキングし、
次いでＴＢＳＴ（トリスバッファー生理食塩水＋０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０）で４回洗浄
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した。アッセイバッファー中で血清を１：５に希釈し、室温で２時間に亘り、攪拌しなが
らインキュベートした後、ＴＢＳＴで４回洗浄した。組換えペリオスチン（Ｒ＆Ｄシステ
ム）を使用して、標準的範囲を確立した。ビオチン化したポリクローナル抗ヒトペリオス
チン（１．５マイクログラム／ｍｌ）（R&D Systems、従来技術に既知の標準的な方法に
従ってインビトロでビオチン化されている）及びルテニウム－ストレプトアビジン（０．
７５マイクログラム／ｍｌ）（Meso Scale Devices）をアッセイバッファー＋５％ヤギ血
清に添加し、室温で90分間インキュベートした。読み取りバッファー（Meso Scale Devic
es）を添加し、電気化学発光を読み取った（Meso Scale Devices）。ダイナミックレンジ
は５～２０００ｎｇ／ｍｌであった。
【０１１４】
実施例２－ＩＬ－４／１３シグネチャーと喘息のサブセット
　ＩＬ－１３に誘導された３つの遺伝子（ペリオスチン、ＣＬＣＡ１、及びセルピンＢ２
）が、喘息の気道上皮において更に広いパターンの遺伝子発現を反映するかどうかを判定
するために、本発明者らは、それらの発現が、試験対象の４２名の喘息患者の個々の被験
者において、ベースラインで同時制御されるかどうかを試験した。ペアによる比較におい
て、個々の喘息患者のペリオスチン、ＣＬＣＡ１、及びセルピンＢ２の発現レベルは有意
に相関していた。更に、これらの遺伝子は、全てではないが一部の喘息患者の被験者に高
度に発現された（図１Ａ及び１Ｂ）。加えて、喘息を有する個々の被験者のこれらの３つ
の遺伝子の発現レベルは高度に相関していた（図１Ｂ）。これらのデータは、特定のＩＬ
－１３マーカーが、喘息患者の特定のサブセットに過剰発現されることを示唆するもので
ある。さらなる実験で、本発明者らは、ＩＬ－１３によって直接的又は間接的に制御され
うる新規の遺伝子又はマーカーの同定と、ＩＬ－１３マーカーの発現に基づく喘息患者の
サブセットの特徴づけとを模索した。
【０１１５】
　喘息患者の気道上皮において、ＩＬ－１３により直接的又は間接的に制御されうる他の
遺伝子又はマーカーを同定するために、本発明者らは、４２名の喘息患者の被験者を網羅
するマイクロアレイデータセット全体を、ペリオスチンの発現と有意に相関する発現を有
する遺伝子について調べた。ｑ値の閾値０．０５を下回る個々の被験者において、発現が
ペリオスチンと同時制御される６５３のプローブからなるクラスターが同定された。それ
ら６５３のプローブの発現レベルに基づく健康なコントロールと喘息患者とを含む全ての
被験者の教師なしクラスタリングにより、２つの主要なクラスターが判明した。即ち、ペ
リオスチンと、同時制御される遺伝子との発現レベルが高いクラスター、及びペリオスチ
ンと、同時制御される遺伝子との発現レベルが低いクラスターである。この遺伝子クラス
ターのコア（図１Ｃ、右）は、図１３に示す遺伝子を表わす３５のプローブからなるサブ
セットを含み、これらをここで「ＩＬ－４／１３シグネチャー」、「ＩＬ－４／１３遺伝
子シグネチャー」、「ＩＬ－１３シグネチャー」、又は「ＩＬ－１３遺伝子シグネチャー
」と呼ぶ。上記に示したように、本明細書においてこれらの用語は同意語として使用され
る。ペリオスチン及び同時制御される遺伝子の発現レベルの高いクラスターは、２１名の
喘息患者の被験者を含み、健康なコントロールは含んでいなかった（図１Ｃ、右、「ＩＬ
－４／１３シグネチャーが高い」部分）。一方、ペリオスチン及び同時制御される遺伝子
の発現レベルが低いクラスターは、残りの２１名の喘息患者（図１Ｃ、右、「ＩＬ－４／
１３シグネチャーが低い」部分）と、その間に分散する健康な２７のコントロールの全て
（図１Ｃ、右）を含んでいた。
【０１１６】
　クラスター１（「ＩＬ－４／１３シグネチャーが高い」）は、ペリオスチン、ＣＳＴ１
、ＣＳＴ２、ＣＳＴ４、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＣＤＨ２６、ＰＲＲ４、セルピンＢ２
，セルピンＢ１０、ＣＥＡＣＡＭ５、ｉＮＯＳ、Ｃ２ＯＲＦ３２、ＰＴＧＳ１、Ｐ２ＲＹ
１４、ＲＵＮＸ２、ＳＨ３ＲＦ２、ＷＬＲＷ３００、ＤＮＡＪＣ１２、ＡＬＯＸ１５、Ｇ
ＳＮ３、ＲＧＳ１３、ＴＧＳＡＢ１、ＰＴＳＧ１、ＦＣＥＲ１Ｂ、及びＣＰＡ３のプロー
ブに対応する遺伝子の高い発現レベルを特徴とし、試験した概ね半分の喘息患者（４２名



(40) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

の喘息患者中、Ｎ＝２３）と、総数２７名の健康なコントロールのうち１とから構成され
る。クラスター２（健康なコントロール及び「ＩＬ－４／１３シグネチャーが低い」）は
、上に示したプローブに対応する遺伝子の低い発現レベルを特徴とし、残り１９名の喘息
患者と２６／２７名の健康なコントロールから構成される。マスト細胞に優性に発現され
る遺伝子に対応するプローブ、例えばＲＧＳ１３、ＴＰＳＧ１、ＴＰＳＡＢ１、ＦＣＥＲ
１Ｂ、ＣＰＡ３、及びＳＬＣ１８Ａ２は、表２に太字で示され、好酸球に優性に発現され
る遺伝子に対応するプローブ、例えばＰ２ＲＹ１４及びＡＬＯＸ１５は斜体で示される。
上皮ブラッシングは主に上皮細胞と杯細胞とからなっていたが（平均値９７％、中央値９
８％、最小値９１％）、クラスター１の喘息患者由来のブラッシングには少数の浸潤性マ
スト細胞及び好酸球が観察され、シグニチャー中のマスト細胞及び好酸球遺伝子のパーセ
ンテージは、このような浸潤を反映しているように思われた。
【０１１７】
　ＩＬ－１３マーカーの発現に基づいて喘息を有する被験者のサブセットを特徴付けるた
めに、本発明者らは、全部で７０名の被験者（４２名の喘息患者及び２７名の健康なコン
トロール）の教師なし階層的クラスタリングを、ペリオスチン、ＣＬＣＡ１、及びセルピ
ンＢ２のマイクロアレイ発現レベルに基づいて実施した（図１Ｄ）。この解析では、喘息
を有する被験者の概ね半数（Ｎ＝２２）が一貫して高レベルのＩＬ－１３誘導型遺伝子を
示し、クラスターの樹状図の主要な一分岐部にグループ化された（クラスター１、「ＩＬ
－１３が高い」サブセット）。注目すべきことに、全４２名の喘息患者を全２７名の健康
なコントロールと比較したとき、ペリオスチン、ＣＬＣＡ１、及びセルピンＢ２は有意に
過剰発現されていたが[8]、本試験で調べた喘息患者の半数近く（Ｎ＝２０）は、これら
３つの遺伝子の発現に基づくと、健康なコントロールから区別することができなかった。
喘息患者のこのサブセット（「ＩＬ－１３が低い」サブセット）と、全ての健康なコント
ロールとは、樹状図の第２の主要な分岐部にグループ化された（図１Ｄ、クラスター２）
。このように、上皮の遺伝子発現に基づく階層的なクラスタリングにより、ここで「ＩＬ
－１３が高いサブセット」及び「ＩＬ－１３が低い」サブセットからなる２つの別個の喘
息患者のサブセットが同定された。
【０１１８】
　上皮細胞におけるＩＬ－１３誘導型マーカーの発現を用いて同定されたこれらの喘息患
者のサブセットの妥当性を確認するために、本発明者らは、４８名の被験者（１４名の健
康なコントロール、１８名のクラスター１喘息患者、及び１６名のクラスター２喘息患者
）から同時に採取した気管支生検における、ＩＬ－１３と他の特定のＴｈ２サイトカイン
（即ちＩＬ－４及びＩＬ－５）との発現レベルを測定した。ｑＰＣＲを使用することで、
ＩＬ－１３、ＩＬ－５、及びＩＬ－４の発現が気管支生検のホモジネートにおいて検出可
能であることが判明した。特に、ＩＬ－１３及びＩＬ－５の発現は、クラスター２の喘息
患者又は健康なコントロールよりも、クラスター１の喘息患者において有意に高かった（
図１Ｅ、＊、ｐ＜０．００２）が、ＩＬ－４の発現はそうではなかった。しかしながら、
クラスター２の喘息患者と健康なコントロールとの間には、ＩＬ－４、ＩＬ－５、又はＩ
Ｌ－１３の発現に有意な差はなかった（図１Ｅ）。加えて、ＩＬ－１３とＩＬ－５の発現
レベルが、全ての喘息患者において強く相関していることが判明した（スピアマンの順位
相関ρ＝０．５８、ｐ＜０．０００１;図１Ｅ）。ＩＬ－４は、ＩＬ－１３と主要なシグ
ナル伝達経路を共有し、ＩＬ－１３と同様にペリオスチン[7、9]及びＣＬＣＡ１[12]の発
現を誘導することが示されている。喘息患者の気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）液中のＩＬ－４
発現Ｔ細胞のレベルの上昇が報告されており、本発明者らは、ＢＡＬ　Ｔ細胞中のサイト
カイン遺伝子発現や、ＢＡＬ又は本試験の気管支組織中のサイトカインタンパク質レベル
を特に調べなかったので、観察されたペリオスチン、ＣＬＣＡ１、及びセルピンＢ２の誘
導が、部分的にはＩＬ－１３だけでなくＩＬ－４によるものであるという可能性を除外す
ることはできなかった。ここに示されるデータに基づいて、気管支ＩＬ－１３の発現と上
皮ペリオスチン、ＣＬＣＡ１、及びセルピンＢ２の発現とが相関していることは確実に認
められる。したがって、「ＩＬ－４／１３が高い」、及び「ＩＬ－１３が高い」という用



(41) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

語は同義であってクラスター１の喘息患者に使用され、「ＩＬ－４／１３が低い」、及び
「ＩＬ－１３が低い」という用語は同義であってクラスター２の喘息患者に使用される。
「ＩＬ－１３が高い」及び「ＩＬ－１３が低い」という用語が使用されるときも、ＩＬ－
４及び／又はまだ同定されていない他の因子も、観察された遺伝子の発現パターンに部分
的に寄与している可能性があることを理解されたい。
【０１１９】
実施例３－ＩＬ－４／１３シグネチャーの構成遺伝子
　ＩＬ－４／１３シグネチャー内には、２つの主要な遺伝子グループが存在する。即ち、
上皮又は杯細胞に発現される遺伝子と、マスト細胞に発現される遺伝子である。各気管支
ブラッシング試料に含まれる９０％を超える細胞が気管支上皮細胞又は杯細胞である（平
均値９７％、中央値９８％、最小値９１％）。以下の上皮又は杯細胞に対応するプローブ
の発現レベルは、極めて顕著にペリオスチンの同レベルと同時制御される：ＣＳＴ１、Ｃ
ＳＴ２、ＣＣＬ２６、ＣＬＣＡ１、ＰＲＲ４、セルピンＢ２，ＣＥＡＣＡＭ５、及びｉＮ
ＯＳ（表２、アスタリスクで示す；ＩＬ－４／１３シグネチャーが高い被験者における発
現は、ＩＬ－４／１３シグネチャーが低い被験者の３倍を上回る）。ＣＬＣＡ１、ｍＣＬ
ＣＡ３（ｇｏｂ－５としても知られる）のマウスオルソログは、既に、どちらもＩＬ－９
及びＩＬ－１３を含むＴｈ２サイトカインによって誘導される気道上皮の杯細胞異形成と
粘膜産生とに関連する遺伝子として同定されている[12-14]。
　
【０１２０】
表２
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【０１２１】
　セルピンＢ２は、染色体１８ｑ２１上の遺伝子クラスター中においてコードされるセリ
ンプロテアーゼ阻害薬の大きなファミリーのメンバーである（図２Ａ、上段、http://gen
ome.ucsc.eduのＵＣＳＣゲノムブラウザのスクリーン）。セルピンＢ２[8]、Ｂ３、及び
Ｂ４の発現レベルは、組換えＩＬ－４及びＩＬ－１３によるシミュレーションにより気道
の上皮細胞に誘導される[7、15]。
【０１２２】
　シスタチン（ＣＳＴ）１及び２は、染色体２０ｐ１１上の遺伝子クラスターにおいてコ
ードされるシステインプロテアーゼ阻害薬の大きなファミリーのメンバーである（図２Ａ
、中段、ttp://genome.ucsc.eduのＵＣＳＣゲノムブラウザのスクリーン）。複数のシス
タチンが気管支上皮に発現される[16]；ＣＳＴ４は、喘息患者の気管支肺胞洗浄液（ＢＡ
Ｌ）に高レベルで同定されている[17]；血清ＣＳＴ３は、健康なコントロールより喘息患
者において高く、そのレベルはＩＣＳ治療により低下する[18]。セルピン及びＣＳＴ遺伝
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子ファミリーはそれぞれ染色体上に共存するので、本発明者らは、セルピン及びシスタチ
ン遺伝子ファミリーのいずれかの新しいメンバーが、既に同定されたメンバーと同時制御
されるかどうかを調査した。セルピン及びシスタチン遺伝子ファミリーに制限してマイク
ロアレイデータの教師なしクラスタリングを実行した。セルピンＢ２、Ｂ４、及びＢ１０
、並びにシスタチン１、２、及び４が有意に同時制御されることが判明し、「ＩＬ－４／
１３シグネチャー」についてポジティブな喘息患者において発現レベルが最大であった（
図２Ｂ）。
【０１２３】
　ＰＲＲ４は、染色体１２ｐ１３上の遺伝子クラスターにおいてコードされるタンパク質
の大きなファミリーのメンバーである（図２Ａ、下段、ttp://genome.ucsc.eduのＵＣＳ
Ｃゲノムブラウザのスクリーン）。これらのプロリンリッチタンパク質は、唾液及び涙を
含む粘膜分泌物に見られる。関連の、しかし非オルソロガスなタンパク質ＳＰＲＲ１ａ、
２ａ、及び２ｂは、喘息のマウスモデルの気管支上皮において同定されており、ＩＬ－１
３により誘導される[19、20]。ＰＲＲ／ＰＲＢファミリー由来のプロリンリッチタンパク
質は、気管支分泌物において同定されており[21]、それらの発現は気管支上皮で実証され
ている[16]。ＰＲＲ／ＰＲＢファミリーのうち、ＰＲＲ４及びＰＲＢ４は、ＩＬ－４／１
３遺伝子シグネチャーの発現が高い喘息患者において有意に上方制御された（図２Ｃ、左
及び中央）。
【０１２４】
　ＣＣＬ２６（エオタキシン－３）は、喘息患者の気道上皮にＩＬ－４及びＩＬ－１３を
誘導しうるケモカインである。
【０１２５】
　ＣＥＡＣＡＭ５は、多数の上皮組織及び上昇した血清において観察される細胞表面の糖
タンパク質である。ＣＥＡＣＡＭ５（癌胎児抗原；ＣＥＡ）は、上皮悪性腫瘍及び転移性
疾病の全身的なバイオマーカーであり、文書に十分に裏づけされている。ＣＥＡレベルの
上昇は、喘息患者の１サブセットに、特に粘液栓子を有する喘息患者に観察される高い血
清レベルと共に報告されている[22]。ＣＥＡＣＡＭ５は、ＩＬ－４／１３シグネチャーの
低い被験者及び健康なコントロールの気道上皮と比較して、ＩＬ－４／１３シグネチャー
の高い喘息患者の気道上皮において顕著に上方制御され（図２Ｃ、右）、これにより、血
清ＣＥＡレベルを使用してこれら２つの喘息患者のサブ表現型を区別しうることが示唆さ
れた。
【０１２６】
　誘導型一酸化窒素合成酵素（ｉＮＯＳ）は、気道の炎症と関連しており、ヒトの初代気
管支上皮細胞培養液中においてＬ－１３により誘導される[23]。吐き出された一酸化窒素
（ｅＮＯ）の測定値、ｉＮＯＳの酵素活性の結果は、喘息の診断及びモニタリングにおい
て一般的に使用される。
【０１２７】
実施例４－マスト細胞
　本試験で使用される気道ブラッシングは、主に上皮及び杯細胞を含んでいたが、試料の
多数には有意な割合の浸潤性の白血球細胞が存在した。トリプターゼ（ＴＰＳＤ１、ＴＰ
ＳＧ１）、カルボキシペプチダーゼＡ３（ＣＰＡ３）、及びＦｃεＲＩβを含む、マスト
細胞に特異的に発現する遺伝子は、ＩＬ－４／１３遺伝子シグネチャーと有意に相関して
いた（表２及び表４、マスト細胞遺伝子を表４のダブルアスタリスクで示す）。アレルギ
ー性の疾病において組織常在性のマスト細胞の役割が大きいこと、及び喘息患者の気管支
内生検の標本においてＩＬ－１３を発現するマスト細胞の存在が痰に含まれるＩＬ－１３
の検出可能レベルにポジティブに相関している[6]という最近の観察結果から、マスト細
胞特異性遺伝子とＩＬ－４／１３シグネチャーとの高い相関性は、１）マスト細胞が気道
上皮におけるＩＬ－１３の大きな供給源である可能性と、２）気道上皮へのマスト細胞の
浸潤が、ＩＬ－４／１３シグネチャーが高い喘息患者のサブセットに固有の特徴である可
能性とが示唆される。
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【０１２８】
実施例５－ＩＬ－４／１３シグネチャーを予測する組み合わせ
　ＩＬ－４／１３シグネチャーの個々の遺伝子の発現レベルは、様々な精度で個々の被験
者のＩＬ－４／１３シグネチャーの状態を予測することができる；しかしながら、これら
の遺伝子の組み合わせを使用して、個々の被験者を、感受性及び特異性を増大させながら
、ＩＬ－４／１３シグネチャーが高い又は低いカテゴリーに割り付けることができる。
【０１２９】
実施例６－ステロイドの効果
　対症療法（即ち、βアドレナリンアゴニスト）で上手く制御できない気管支喘息の標準
的なケアは、吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）である。気道におけるＩＬ－１３のレベルが高
い軽度～中等度の喘息患者[6]と、食道の組織におけるＩＬ－１３の発現レベルが高い好
酸球性食道炎患者[11]では、ＩＣＳ治療により、患部組織のＩＬ－１３のレベル及びＩＬ
－１３誘導性遺伝子が実質的に低減する。ＩＣＳ治療を１週間行った後の喘息患者の気道
上皮と、培養された気管支上皮細胞において、本発明者らは、ステロイド薬による処置が
、ペリオスチン、セルピンＢ２、及びＣＬＣＡ１のＩＬ－１３誘導性の発現レベルを実質
的に低下させることを示した[8]。表２に列挙した遺伝子の更なる実験により、２回目の
気管支鏡検査の前に1週間に亘るＩＣＳ治療を受けた本試験の１９名の被験者において、
ＩＬ－４／１３シグネチャー遺伝子の大部分が、喘息患者の気管支の気道上皮細胞におい
てＩＣＳ治療により有意に下方制御されることが判明した（例としてペリオスチンを示す
、図３Ａ）。このような下方制御は、ＩＬ－１３のレベルのＩＣＳ媒介性の低下、標的遺
伝子発現のＩＣＳ媒介性の低下、又は２つの組み合わせの結果と思われる。しかしながら
、ＩＬ－４／１３シグネチャーのうちの２つの遺伝子、即ちＰＲＲ４（図３）及びＲＵＮ
Ｘ２（図３Ｃ）は、１週間に亘るＩＣＳ治療後も、個々の被験者において実質的に下方制
御されなかった。これは、ＰＲＲ４及びＲＵＮＸ２が、喘息患者の気道上皮におけるＩＬ
－４／１３シグネチャーのステロイドに非感受性のマーカーである可能性を示唆している
。別の可能性は、ＰＲＲ４及びＲＵＮＸ２が、ＩＬ－４及び／又はＩＬ－１３によって間
接的にのみ制御されることであり、例えば、ＰＲＲ４は、多くの分泌物に見られることか
ら、杯細胞に特異的な遺伝子でありうる。上皮細胞からの杯細胞の分化はＩＬ－１３によ
って誘導されるので、ＩＣＳ媒介性のＩＬ－１３及びＩＬ－１３依存性プロセスの阻害は
、たった７日間の治療の後で杯細胞数に実質的に影響することはありえないが、もっと長
期に亘るＩＣＳ治療の後では、杯細胞数（及び、したがって気管支内ブラッシングのＰＲ
Ｒ４の発現）は減少することが予想される。ＩＣＳ治療に抵抗性の重度の喘息患者では、
痰ＩＬ－１３レベルが検出可能であった被験者の割合は、ＩＣＳ治療を受けていない、中
等度の喘息患者の同レベルと同様（約４０％）であった[6]。これは、本試験で観察され
たＩＬ－４／１３シグネチャーを有する被験者の割合と一致する。このような観察結果は
、ＩＬ－４／１３シグネチャーが、本試験で調べた軽度～中等度のＩＣＳ応答性の喘息患
者においてＩＣＳ治療によって有意に下方制御されるものの、重度のステロイド抵抗性喘
息患者に依然として存在していることを示唆するものである。
【０１３０】
　
実施例７－臨床的特徴及びその他のバイオマーカーとのＩＬ－４／１３シグネチャーの関
係
・個体群統計学
　気道好酸球レベルの上昇により定義される好酸球性の喘息は、アトピーに関連しており
、男女に概ね等しい罹患率で発生するが、気道における好酸球の相対的な不在及び関連す
るアトピーの不在により定義される非好酸球性喘息は、女性に有意な優性を示す[1]。気
道上皮のＩＬ－４／１３遺伝子シグネチャーに従って分類された被験者のうち、ＩＬ－４
／１３シグネチャーが高い被験者の１０／２１（４８％）が女性であったのに対し、ＩＬ
－４／１３シグネチャーが低い被験者の１５／２１（７１％）が女性であった(表３)。Ｉ
Ｌ－４／１３シグネチャーが低いグループと高いグループの間には、自己申告された民族
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性による有意な歪みは無かった。

【０１３１】
・ＦＥＶ１及びメタコリン応答性
　ＩＬ－４／１３が低いグループと高いグループとの間の性別による歪みは、喘息患者の
気道上皮に観察される遺伝子発現パターンが安定な基礎表現型を反映していることを示唆
するが、観察される遺伝子発現パターンが単に疾病の重症度又は気管支鏡検査時の活性度
を反映している可能性もある。ＩＬ－４／１３シグネチャーが喘息の重症度と相関してい
るかどうかを判定するために、本発明者らは、１秒間の強制呼気量（ＦＥＶ１、気管支鏡
検査の１週間前のスクリーニングのための来診時に測定された、患者の体重から予測され
るパーセンテージとして）をグループ間で比較し、ＩＬ－４／１３シグネチャーが高いグ
ループ及び低いグループの両方が、健康なコントロールより有意に低いＦＥＶ１を有し、
一方ＩＬ－４／１３シグネチャーが高いグループには、低いグループより「中等度」（即
ち、６０～８０％のＦＥＶ１が予測される）として分類されうる被験者が多いものの、そ
れらグループ間には統計的に有意な差は無い（図５Ａ参照）ことを見出した。２０％のＦ
ＥＶ１の低下を誘導するために必要なメタコリンの最小濃度（ｍｇ／ｍｌ）（ＰＣ２０、
気管支鏡検査の１週間前のスクリーニングのための来診時に測定された）は、気管支の応
答性亢進の程度を表わしている。これは、気管支過敏症（ＢＨＲ）の程度を表わす。ＩＬ
－４／１３シグネチャーが高いグループと低いグループは共に、健康なコントロールより
有意に低いＰＣ２０の値を有しており、またＰＣ２０の値はＩＬ－４／１３シグネチャー
が低いグループより高いグループが低い傾向にあったが、このような差異は統計的に有意
なレベルには達していなかった（図５Ｃ参照）。
【０１３２】
・ＩｇＥ及び好酸球（末梢神経及び気道）
　個々の被験者のＩＬ－４／１３シグネチャーの状態がアトピーの標準的な指標により予
測できるかどうかを判定するために、本発明者らは、標準的な臨床検査試験を使用して、
気管支鏡検査時に取得された、血清ＩｇＥ（１ミリリットル当たりの国際単位；１ＩＵ＝
２．４ｎｇ）、末梢血好酸球数（血液１リットル当たりの好酸球の絶対数ｘ１０^９）、
及び気管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）中の好酸球のパーセンテージ（気管支肺胞洗浄液中にお
ける非扁平細胞の総数に対する好酸球のパーセンテージ）のレベルを検査した。被験者を
ＩＬ－４／１３シグネチャーの状態について層別化したところ、血清ＩｇＥ（図６Ｂ参照
）、末梢血好酸球数（図６Ｃ参照）、及びＢＡＬ好酸球パーセンテージ（図６Ｄ参照）に
は有意な差があり、ＩＬ－４／１３シグネチャーが高いグループにおいて観察された各分
析物の値は、低いグループより有意に高かった。個別には、ＩｇＥレベル及び末梢血好酸
球数のいずれもが、感受性及び特異性が同時に高いいずれかの個々の被験者の気道上皮の
ＩＬ－４／１３シグネチャーの状態を予測するものではなかった。しかしながら、個々の
喘息患者においては、ＩｇＥレベルと末梢血好酸球数とは弱くではあるが、有意に相関し
ている（ｒｈｏ＝０．４４、ｐ＝３．４ｘ１０－３）。複合的に考えたとき、ＩｇＥが１
００ＩＵ／ｍｌ、好酸球が０．１４ｘ１０９という経験的に得られた両方のカットオフ値
は、感受性及び特異性の高い個々の被験者の気道上皮のＩＬ－４／１３シグネチャーの状
態を予測する（図４、ＩＬ－４／１３シグネチャーが低い場合及び高い場合両方について
、１８／２１が正確であった；感受性＝８６％、特異性＝８６％）。
【０１３３】
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表４．ＩＬ－４／１３遺伝子シグネチャーの遺伝子及び例示的プローブ
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** マスト細胞に特異的な遺伝子
*** 好酸球に特異的な遺伝子
【０１３４】
実施例８－「ＩＬ－１３が高い」及び「ＩＬ－１３が低い」喘息のサブ表現型と臨床的特
徴の関係
　喘息患者の被験者は、更に、実施例７に記載したような他の個体群統計学的な特徴及び
臨床的特徴に関して解析された。結果を表５と図５及び６とに示す。個体群統計学的特徴
、肺機能、又は気管支拡張薬応答性（アルブテロールによるデルタＦＥＶ１）に基づいて
、「ＩＬ－１３が高い」喘息のサブ表現型を有する被験者を「ＩＬ－１３が低い」喘息の
サブ表現型から区別することはできなかったが（表５、図５Ａ－Ｂ）、これらのグループ
は、気道の応答性亢進（ＡＨＲ、メタコリンに対するＰＣ２０、呼気性気流に２０％の減
少を誘導するために必要なメタコリンの最小濃度と定義される、図５Ｃ）の程度に関して
有意に異なっていた。ＡＨＲにおけるこのような差異は、組み入れ基準により全ての喘息
患者が有意なＡＨＲ（全ての喘息患者＜８ｍｇ／ｍｌ、全ての健康なコントロール＞２０
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ｍｇ／ｍｌ）を有していることが必要であるにも関わらず明らかであった。
【０１３５】
表５．喘息の表現型による被験者の特徴

正常に分布したデータの場合、値は平均値±標準偏差で示され、スチューデントのｔ検定
が実施されている。正常に分布していないデータの場合、値は中央値（範囲）で示され、
ウィルコクソン順位和検定が実施されている。データが無い場合、データが存在する被験
者の数を注記する。図５及び６には健康なコントロールに対するｐ値も示す。ＰＣ２０は
、ＦＥＶ１に２０％の減少を引き起こすために必要な誘発濃度を、ＢＡＬは気管支肺胞洗
浄を、ＲＢＭは網状の基底膜を表わす。
【０１３６】
　個々の被験者のＩＬ－１３サブ表現型がアレルギー性の炎症の程度と相関しているかど
うかを判定するために、本発明者らは、１２名のエアロアレルゲンからなるパネルに対す
る皮膚プリック試験（ＳＰＴ）の結果、血清ＩｇＥのレベル、末梢血好酸球数、及び気管
支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）中の好酸球のパーセンテージを検討した。その結果を図６Ａ－Ｄ
と７Ａ－Ｂに示す。ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型と低い喘息サブ表現型は共に、健康
なコントロールと比較した場合にエアロアレルゲンに対するＳＰＴ感受性を上昇させた（



(56) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

図６Ａ）が、ＩＬ－１３が低い喘息のサブ表現型では、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型
よりポジティブな皮膚試験の数が少なく、イヌ及びハウスダストダニのようなエアロアレ
ルゲンに感作されることが少なかった（図７Ａ）。ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有
する被験者においては、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型を有する被験者より、血清Ｉｇ
Ｅレベルが高く、末梢決好酸球数が多かったが、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型も、ア
レルギー性炎症のこれらの特徴に関して健康なコントロールとは異なっていた（図６Ｂ－
Ｃ）。加えて、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有する被験者においては、ＢＡＬによ
り評価した場合の肺中の好酸球の数が増加しており（図６Ｄ）、一方ＩＬ－１３が低い喘
息サブ表現型はＢＡＬの好酸球パーセンテージに関して健康なコントロールと差がなかっ
た。これらのデータは、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有する被験者におけるＡＨＲ
の濃縮、ＩｇＥレベル、及び好酸球性炎症を証明するものであるが、エアロアレルゲンに
対するＳＰＴ感受性はこのサブグループに限られていなかった。したがって、エアロアレ
ルゲンに感作する別の非Ｔｈ２の機序が、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型を有する被験
者において機能していると思われる。
【０１３７】
表６．アレルゲン皮膚プリック試験のパネル

【０１３８】
　ＩＬ－１３が高い喘息のサブ表現型が、耐久性であるか又はアレルゲンに最近曝された
ことによるＴｈ２駆動性の炎症の一過性の症状であるかを判定するために、本発明者らは
、同じ被験者由来の気管支生検の病理学的変化を測定した。本発明者他は、既に、喘息が
、気道のリモデリングとして知られ、且つ長期に亘る炎症又は障害の影響と時間をかけて
行われたその修復とを反映する病理学的変化に関連していることを実証している[28、29]
。喘息における２つの特定のリモデリングの結果は、上皮下の網状基底膜（ＲＢＭ）の肥
厚として現れる気道繊維症[30、31]と、気道上皮のムチン蓄積の増大[32]である。本発明
者らは、ＩＬ－１３が高い喘息のサブ表現型を有する被験者におけるＲＢＭの厚みが、Ｉ
Ｌ－１３が低い喘息のサブ表現型又は健康なコントロールより大きいことと、ＲＢＭの厚
みが、ＩＬ－１３が低い喘息のサブ表現型において正常であることとを発見した（図６Ｅ
）。加えて、喘息を有する被験者の両方のサブ表現型において、上皮ムチン蓄積が増大す
る傾向が観察されたが、このような増大は、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型の被験者に
おいてのみ有意であった（図８Ａ）。総ムチン蓄積量におけるこれらの差異はわずかなも
のであったが、ｑＰＣＲにより、ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型の気道上皮細胞におけ
る主要なゲル形成ムチンの発現レベルは、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型及び健康なコ
ントロールと比較した場合に著しく異なっていることが判明した（図８Ｂ－Ｄ）。具体的
には、ＩＬ－１３が高い喘息のサブ表現型は、ＭＵＣ５ＡＣ及びＭＵＣ２の発現及びＭＵ
Ｃ５Ｂ発現の抑圧により、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型及び健康なコントロールから
区別される。ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型における特定のムチン遺伝子の発現のこの
ような変化は、ＭＵＣ５Ｂの発現に対するＭｕＣ５ＡＣの割合に最も明らかである（図６
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Ｆ）。理論に拘束されることなく、本発明者らは、特定のゲル形成ムチンの随伴的誘導及
び抑圧は、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型及び健康なコントロールと比較した場合に、
ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型において上皮ムチン蓄積の増大が比較的わずかであるこ
とを説明しうると推測する。即ち、これらの発見は、ＩＬ－１３が高い喘息のサブ表現型
が、このサブ表現型を耐久性と同定する、気道内のリモデリングの時間の経過に伴う変化
に関連していることが示される。これらの結果も、ヒト被験者における気道リモデリング
にＩＬ－１３経路が重要であることを実証している。
【０１３９】
　肺胞マクロファージは、ＩＬ－１３[54]、及びロイコトリエン又はエイコサノイド脂質
[55、56]の供給源として、或いはＩＬ－１３の影響下での「別の活性」により[57]、喘息
のアレルギー性気道炎症を調節することができる。「ＩＬ－１３が高い」喘息を有する被
験者の肺胞マクロファージにこれらの発見のうちのいずれかが現れているかどうかを判定
するために、本発明者らは、１４名の喘息被験者と、１５名の健康なコントロールとにお
いて、ｑＰＣＲを用いて関連遺伝子の発現を測定した（表７）。本発明者らは、喘息全体
に、或いは特に「ＩＬ－１３が高い」サブグループに、Ｔｈ２サイトカインの誘導又は別
の活性マーカーの誘導の証拠を見出さなかった。ＩＬ－１３の発現のレベルは、２９名の
被験者のうち２６名において検出限界を下回っており（サイクル閾値＞４０）、ＩＬ－４
は２９名の被験者のうち２０名において検出限界を下回っていた（いずれのサイトカイン
についても、３つのグループの間に差はなく、全てｐ＞０．３５であった）。他の全ての
遺伝子は、試料全体に亘って検出の限界内にあった。これらの解析において、「ＩＬ－１
３が高い」喘息に１５－リポキシゲナーゼの発現が増大していることが発見され（図１０
、表８）、これは重症の好酸球性喘息の気道において１５－リポキシゲナーゼ産物が増大
する[56]という先の発見と一致するものである。また、「ＩＬ－１３が高い」サブグルー
プに限定したＴＮＦαの発現の増大が発見された（図１０、表８）。
【０１４０】
　喘息患者の１サブセットのみが、吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）により治療したときに肺
機能に改善を示した[33]。ステロイド薬応答性の遺伝子発現マーカーを同定するために、
本発明者らは、既に報告されているように[8]、吸入フルチカゾン又はプラセボの、８週
に亘る無作為化比較試験の間の喘息被験者の１サブセットにおけるＦＥＶ１を測定した。
ＩＬ－１３のサブ表現型により被験者を層別化してそのデータを再度解析すると、ＦＥＶ

１の改善はＩＬ－１３が高いサブ表現型に限定されていることが判明した。具体的には、
ＩＬ－１３が高い喘息サブ表現型を有する被験者を吸入フルチカゾンにより治療した場合
、それら被験者が、プラセボ治療された被験者と比較して、４週目及び８週目の両方にお
いてＦＥＶ１に有意な改善を示したのに対し、ＩＬ－１３が低い喘息サブ表現型を有する
被験者はそのような改善を示さなかった（図９Ａ）。ＩＬ－１３が高いグループにおける
このようなＦＥＶ１の改善は、投薬の停止後１週間で失われた。どちらのグループにおい
ても、いずれの時点でも、プラセボによるＦＥＶ１の有意な変化は無かった（データは示
さない、「ＩＬ－が高い」グループ：Ｎ＝５、「ＩＬ－１３が低い」グループ：Ｎ＝６）
。既に報告されているように[8]、本発明者らは、治療の開始から１週間後に２回目の気
管支鏡検査を実施し、ベースラインとしてマイクロアレイにより気管支上皮の遺伝子発現
を解析した。ＩＬ－１３サブ表現型により被験者を層別化するこれらのデータの再解析に
おいては、ベースラインにおいてＩＬ－１３が高い喘息を有する被験者は、プラセボ治療
の１週間後も強いＩＬ－１３サブ表現型を示し続けており、これにより、治療をしない場
合のこのサブ表現型の短期安定性が実証された。しかしながら、フルチカゾン治療の１週
間後、ＩＬ－１３が高い喘息を有する被験者は、治療に関係なく、ベースラインでＩＬ－
１３が低かった被験者とクラスター化した（図９Ｂ）。このように、本明細書に記載され
るＩＬ－１３シグネチャーに基づく喘息の表現型の分類により、ＩＣＳに対する応答が予
測される。これらのデータは、喘息のＩＣＳ治療の全体的な利点が、ＩＬ－１３が高いサ
ブ表現型により説明されることを示唆している。
【０１４１】
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　本発明の結果は、喘息の臨床的な不均一性の基礎となる分子機構への新たな洞察をもた
らすものである。これまでの基礎研究により、アレルギー性炎症及び喘息に関連する病態
生理学的変化の多くの中心的制御因子として、ＩＬ－１３とそれに関連するＴｈ２サイト
カインとが証明されている[35、36]。ここで、本発明者らは、遺伝子発現プロファイリン
グを使用して、喘息患者に「ＩＬ－１３が高い」サブ表現型を同定した。厳密な臨床基準
及びメタコリン負荷試験を使用して、本発明者らは、このサブ表現型が、喘息と診断され
た患者の５０％未満にしか含まれないことを発見した。このような「ＩＬ－１３が高い」
サブ表現型は、ＩＬ－５発現のレベルの上昇も示し、気道応答性亢進の増強、血清ＩｇＥ
レベルの上昇及び好酸球性炎症を含む特定の目立った臨床的特徴、上皮下繊維症、並びに
「ＩＬ－１３が低い」サブ表現型及び健康なコントロールと比較した場合のゲル形成ムチ
ンの発現の変化を示した。
【０１４２】
　本発明者らの研究は、気道上皮細胞におけるＩＬ－１３に駆動された炎症の遺伝子シグ
ネチャーが喘息患者の半数でしか顕著でないこと、したがって残りの半数には非ＩＬ－１
３駆動機構が働いているに違いないことを示すことにより、喘息の病変形成の現在の特定
の考え方の正当性を問うものである。ここで議論される発見は、喘息が、ここで言及され
る「ＩＬ－１３が高い」及び「ＩＬ－１３が低い」サブ表現型のような種々の分子サブ表
現型に分割されうるという仮定を導くものである。本発明者らは、気管支生検における遺
伝子発現の確証的解析、反復実験での再現性の解析、並びに、喘息のこれら２つの分子サ
ブ表現型の個別の臨床的特徴、炎症性特徴、病理学的特徴及び治療に関連する特徴を包括
的に特徴付けることにより、ＩＬ－１３が高い／低いグループの分類を検証した。これら
の発見により、喘息が複雑で不均一な疾病であるという新しい臨床的所見に機構的フレー
ムワークが提供される[58]。
【０１４３】
　Ｔｈ２炎症に基づく喘息の分子表現型は、重要な治療的意味を有している。第１に、「
ＩＬ－１３が高い」サブ表現型における気道閉塞は、吸入ステロイド薬により改善するが
、「ＩＬ－１３が低い」サブ表現型は殆どないしは全く改善を示さない。本発明者らによ
って同定されたＴｈ２マーカーを使用して、ステロイド応答性の表現型の代理マーカーを
提供することにより、ステロイド応答性を検査するための臨床試験の開発を導くことがで
きる。第２に、ＩＬ－１３及び関連するＴｈ２サイトカインの遮断については、喘息の１
治療戦略として、活発な臨床的開発が行われている[34]。本発明のデータは、これらの治
療薬に対する臨床的応答が、「ＩＬ－１３が高い」喘息を有する患者の特定のサブ表現型
に限定されている可能性を示唆している。したがって、この分子表現型のマーカーは、臨
床試験に直接的な用途を有する。
【０１４４】
　誘導された痰の分析を用いた以前の研究によって、「好酸球性喘息」が独立した喘息の
細胞表現型であることが示唆されていたが、この分子表現型の基礎となる分子機構は定義
されていない。本発明のデータによれば、本発明者によって「ＩＬ－１３が高い喘息」に
実証された好酸球増加症により、ＩＬ－１３に駆動された炎症が「好酸球性喘息」の基礎
となる分子機構であることが示唆される[37]。加えて、本発明者らは、「好酸球性喘息」
及び「ＩＬ－１３が高い」喘息の両方が、上皮下繊維症[38、39]、肺胞マクロファージに
よるＡＬＯＸ１５産生[55]、及び吸入ステロイド薬に対する肺機能応答[40、41]を特徴と
することを実証した。好酸球性喘息に認識されたこれらの特徴に加えて、本発明者らは、
「ＩＬ－１３が高い」喘息の更なる臨床的特徴を同定したもので、それには、気道のムチ
ン遺伝子発現の変化、及びＴｈ２サイトカインとは考えられないが、以前より重度の喘息
に関連付けられていたメディエーターであるＴＮＦαの誘導が含まれる[59]。これらの特
徴は、好酸球性喘息にも観察されると予測される。加えて、ＩＬ－５は、その発現がＩＬ
－１３の発現と有意に同時制御されることから、「ＩＬ－１３が高い」喘息に観察される
気道及び全身の好酸球への主要な寄与体であると思われる（図１Ｅ）。ＩＬ－５は、好酸
球の分化、動員、活性、及び生存[60]の主要な刺激であるが、ＩＬ－１３は、気道におい
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て、ＣＣＬ１１、ＣＣＬ２２、及びＣＣＬ２６のような好酸球化学誘引物質の発現を強く
誘導することができ、したがってＩＬ－５と協働して、気道における好酸球の浸潤、活性
化、及び生存を促進しうる。したがって、残存するＩＬ－１３の活性は、喘息におけるＩ
Ｌ－５の遮断の臨床試験に観察される好酸球の不完全な組織枯渇を説明しうる[62、63]。
【０１４５】
　加えて、これらのデータは、喘息患者の有意な割合が「ＩＬ－１３が低い」表現型を有
することを明らかにしており、この表現型は、Ｔｈ２駆動性の炎症が無いにも関わらず、
気道閉塞、気道応答性亢進、及び気管支拡張薬可逆性といった喘息の臨床的特徴を呈する
。「ＩＬ－１３が低い」喘息の原因は依然として不明であるが、可能性として、好中球性
の炎症[37]、ＩＬ－１７駆動性の炎症[42]、バリアー機能の内因性異常[43]、及び非定型
細胞内細菌による慢性的な無症状感染[44]が挙げられる。
【０１４６】
表７．肺胞マクロファージｑＰＣＲに使用される遺伝子

【０１４７】
表８．ｑＰＣＲによる肺胞マクロファージ遺伝子発現
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ＩＬ－１３の発現のレベルは、２９名の被験者のうち２６名で検出限界（サイクル閾値＞
４０）を下回り、ＩＬ－４は２９名の被験者のうち２０名で検出限界を下回った（いずれ
のサイトカインについても３つのグループ間に差はなかった、全てのｐ＞０．３５）。他
の全ての遺伝子は試料全体に亘って検出限界内であった。
【０１４８】
実施例９－血清タンパク質バイオマーカーと「ＩＬ－１３が高い」及び「ＩＬ－１３が低
い」喘息のサブ表現型との関係
　更なるマイクロアレイ解析により、本発明者らは、表４に列挙された一組の遺伝子及び
プローブから、false discovery rate（ＦＤＲ）ｑ値の閾値として０．０５を下回る個々
の被験者において発現がペリオスチンと同時制御される２８の遺伝子を表わす３５のプロ
ーブのセットを同定した。これらの遺伝子及びプローブと、関連データとを表９に示す。
これらのプローブの発現レベルに基づいた、健康なコントロール及び喘息患者を含む全て
の被験者の階層的クラスター解析により、上述の２つの主要クラスター、即ち、（１）ペ
リオスチン及び同時制御される遺伝子の発現レベルが高いクラスターと、（２）ペリオス



(61) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

チン及び同時制御される遺伝子の発現レベルが低いクラスターが確認されて、更に定義さ
れた（図１１）。マスト細胞遺伝子には、ＲＧＳ１３、 ＴＰＳＧ１、ＴＰＳＡＢ１、Ｆ
ＣＥＲ１Ｂ、ＣＰＡ３及びＳＬＣ１８Ａ２が含まれる。好酸球遺伝子には、Ｐ２ＲＹ１４
及びＡＬＯＸ１５が含まれる。
【０１４９】
　ペリオスチン及び同時制御される遺伝子の発現レベルが高いクラスターは、２３名の喘
息患者と、１名の健康なコントロールとからなっており（図１１、クラスター１、赤で示
す）、一方ペリオスチン及び同時制御される遺伝子の発現レベルが低いクラスターは、残
り１９名の喘息患者と、分散した２６名の健康なコントロールとからなっていた（図１１
、クラスター２、緑で示す）。実施例８では、３つのプローブ、即ち、210809_s_at（ペ
リオスチン）、210107_at（ＣＬＣＡ１）、及び204614_at（セルピンＢ２）のマイクロア
レイにより定量された発現レベルに基づいて、このデータセットに含まれる被験者のクラ
スタリングについて記載した。実施例８に記載したこれら３つのプローブのシグネチャー
は、この全３５のプローブのシグネチャーと強く相関しており、７名の喘息患者と１名の
健康なコントロールについて異なっている（図１１に*で示される相違コール）。
【０１５０】
表９．ＩＬ－１３遺伝子シグネチャーの遺伝子及び例示的プローブ
マイクロアレイシグナル強度
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プローブは、「ＩＬ－１３が高い」喘息患者対「ＩＬ－１３が低い」喘息患者の倍数の変
化の順に並べられている（左から３列目）；「ＩＬ－１３が高い」喘息の方に２．５倍以
上の濃縮度を有するプローブは、遺伝子名を太字で示す。
ペリオスチンに対応するプローブ（ＰＯＳＴＮ）及びＣＥＡＣＡＭ５は網掛けで示す。
「ＩＬ－１３が低い」喘息に対し、「ＩＬ－１３が高い」喘息において３倍を超えて上方
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マスト細胞特異性遺伝子をアスタリスク２つ(**)で示す（クラスタリングのパターンに基
づいて、Ｃ２ＯＲＦ３２シグナルがマスト細胞由来と思われる）。
好酸球特異性遺伝子をアスタリスク３つ（***）で示す。
【０１５１】
　３つの遺伝子（ペリオスチン、ＣＬＣＡ１及びセルピンＢ２）のＩＬ－１３シグネチャ
ーを使用して、本発明者らは、実施例８において、血清ＩｇＥ及び末梢血好酸球のレベル
を含むアレルギー性炎症の全身性マーカーが、「ＩＬ－１３が低いサブ表現型の喘息患者
に対して、「ＩＬ－１３が高い」サブ表現型の喘息患者において有意に上昇することを示
した。しかしながら、個々に採取されたこれらの測定基準の各々には、喘息患者のグルー
プ間に大きな重複があった。加えて、血清ＩｇＥ又は末梢血好酸球のレベルは、いずれも
単独では、気道ＩＬ－１３シグネチャー及び関連する「ＩＬ－１３が高い」又は「ＩＬ－
１３が低い」喘息のサブ表現型を予測するための、感受性及び特異性が共に高い非侵襲的
な測定基準とはならない。
【０１５２】
　ＩｇＥ及び末梢血好酸球のレベルの交差により、どちらか一方の計量のみより高い精度
で気道の炎症を予測できるかどうかを判定するために、本発明者らは、血清ＩｇＥ及び末
梢血好酸球数の両方を、気道のＩＬ－１３シグネチャーの状態と対比させて評価した。本
発明者らは、４２名の喘息患者全体で、弱くではあるが、血清ＩｇＥと末梢血好酸球数と
は相関していることを発見した（図４；ＩＬ－４／１３シグネチャーのデータを示す；同
様の結果がＩＬ－１３シグネチャーについて取得された[表１０参照]。ＩＬ－１３シグネ
チャーについて、「ＩＬ－１３が高い」喘息患者の好酸球数は、全員について、０．１４
×１０９／Ｌであったが、「ＩＬ－１３が低い」喘息患者の多くの好酸球数はそれよりも
少なかった。２名を除いて全ての「ＩＬ－１３が高い」喘息患者の血清ＩｇＥレベルが１
００ＩＵ／ｍｌより高かったが、「ＩＬ－１３が低い」喘息患者の多くではそうではなか
った。２つの測定基準、即ち（１）血清ＩｇＥ≧１００ＩＵ／ｍｌ、及び（２）好酸球数
≧０．１４×１０９／Ｌを組み合わせることにより、気道におけるＩＬ－１３シグネチャ
ーの感受性及び特異性が向上した（表１０）。したがって、一般的に使用されるアレルギ
ー性炎症の２つの末梢血の測定基準を組み合わせることは、気道ＩＬ－１３に促進された
炎症の有効且つ非侵襲的なバイオマーカーとなりうる。
【０１５３】
表１０．ＩＬ－１３シグネチャーの感受性、特異性、ＩｇＥ及び末梢血好酸球測定基準の
ポジティブ及びネガティブな予測値
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【０１５４】
　気管支上皮ＩＬ－１３シグネチャーの新規な全身性の（非侵襲的な）候補バイオマーカ
ーを同定するために、本発明者らは、末梢血中に検出可能な細胞外タンパク質又は分泌タ
ンパク質をコードする遺伝子のシグネチャーを調べた。特に対象とした３つの候補は、Ｃ
ＣＬ２６、ペリオスチン、及びＣＥＡＣＡＭ５であった。ＣＣＬ２６は、気管支上皮にお
けるＴｈ２サイトカイン誘導ケモカインとして既に報告されているので[71]、Ｔｈ２炎症
の血清バイオマーカーとしてはまだ報告されていないペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５の
特徴に焦点を当てた。ＣＥＡＣＡＭ５は、上皮由来の癌において頻繁に使用される予後診
断用血清バイオマーカーである癌胎児抗原（ＣＥＡ）をコードする。ペリオスチンも、特
定の癌の血清バイオマーカーとして限定された数の研究に開示されており、興味深いこと
に、大部分の被験者において血清１ｍｌ当たり数十～数百ｎｇのレベルで検出可能で、こ
れは、イムノアッセイにより容易に検出される血清マーカーの魅力的な特徴である。
【０１５５】
　図１２Ａ－Ｂに示すように、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５はそれぞれＩＬ－１３シ
グネチャーの良好な独立の指標であり、「ＩＬ－１３が高い」喘息患者において、「ＩＬ
－１３が低い」喘息患者又は健康なコントロールよりも有意に高い発現を示す。個々の喘
息患者のペリオスチンとＣＥＡＣＡＭ５のマイクロアレイ発現レベルの間には、強い相関
があった（図１２Ｃ）。これらの遺伝子発現パターンを確認し、ペリオスチンとＣＥＡＣ
ＡＭ５の発現が、「ＩＬ－１３が低い」喘息患者及び健康なコントロールから「ＩＬ－１
３が高い」喘息患者を区別するためのアルゴリズムに使用可能であるかどうかを判定する
ために、本発明者らは、マイクロアレイ解析に使用される同じ気管支上皮ブラッシング試
料において、ｑＰＣＲにより２つの遺伝子の発現レベルを解析した。個々の被験者のマイ
クロアレイ及びｑＰＣＲの値の間には、高度な一致性が存在した（図示しない）。本発明
者らは、順次ロジスティック回帰分析を使用して、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５のｑ
ＰＣＲを用いたマイクロアレイ由来の３５プローブ式ＩＬ－１３状態の予測モデルを生成
した。このモデルの予測値の有意性は高く（ｐ＜０．０００１）、ペリオスチン及びＣＥ
ＡＣＡＭ５のパラメータの推定値は、それぞれモデルに有意な影響を有していた（ＣＥＡ
ＣＡＭ５の場合ｐ＜０．０２；ペリオスチンの場合ｐ＜０．０００１）。受信者動作特性
（ＲＯＣ）曲線の解析により、健康なコントロールが完全に予測できることと、「ＩＬ－
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された（図１２Ｄ）。総括すると、これらのデータは、ペリオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５
の気管支上皮発現レベルが、ＩＬ－１３シグネチャー全体を良好に代理することを示して
いる。
【０１５６】
　可溶性ペリオスチン及びＣＥＡタンパク質のレベルの上昇が末梢血において検出可能で
あるかどうかを判定するために、本発明者らは、イムノアッセイを使用して、１００名の
喘息患者及び４８名の健康なコントロールから採取した血清中のペリオスチン及びＣＥＡ
を調べた。加えて、本発明者らは、これらの同じ血清中におけるＩｇＥとＹＫＬ－４０を
測定した。ＹＫＬ－４０は、一部の喘息患者において上昇することが文献に既知である血
清マーカーである[72]。健康なコントロールと比較して、喘息患者には、ＩｇＥ、ペリオ
スチン、ＣＥＡ、及びＹＫＬ－４０のレベルの有意な上昇が観察された（図１３Ａ－Ｄ）
。しかしながら、全ての症例において、いずれのバイオマーカーの血清レベルにも、グル
ープ間に無視できない重複があった。実施例８に示したように、吸入ステロイド薬（ＩＣ
Ｓ）治療により、ベースラインにおいてペリオスチンが高い喘息患者のペリオスチンの気
管支上皮発現が低下した（［8］も参照のこと）。本発明において血清を検査した１００
名の喘息患者のうち、５１名が吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）を摂取しており、４９名がし
ていなかった。ＩＣＳ治療していない喘息患者とＩＣＳ治療している喘息患者とを比較す
ると、ＩＣＳ治療を受けた被験者のＩｇＥ及びＣＥＡの血清レベルの中央値は有意に低く
、ペリオスチンのレベルも低い傾向にあり、一方ＹＫＬ－４０のレベルには変化がなかっ
た（図１３Ｅ－Ｈ）。それでもなお、ＩＣＳ治療を受けていた喘息患者のＩｇＥ、ペリオ
スチン、及びＣＥＡの血清レベルの中央値は、健康なコントロールより高かった（表１３
）。図４及び表１０に示すように、気管支上皮ＩＬ－１３シグネチャーに陽性の（「ＩＬ
－１３が高い」）２１／２３名の喘息患者では、血清ＩｇＥレベルが１００ＩＵ／ｍｌよ
り高かったが、「ＩＬ－１３が低い」喘息患者の一部においてもＩｇＥは高かった。本発
明者らは、ＩｇＥ≧１００ＩＵ／ｍｌの喘息患者（Ｎ＝６８）においては、ＩｇＥ＜１０
０ＩＵ／ｍｌの喘息患者（Ｎ＝３２、図１３Ｉ－Ｊ）と比べて、血清ペリオスチンレベル
が高い傾向にあり、ＣＥＡレベルは有意に高かったことを見出した。しかしながら、血清
ＹＫＬ－４０レベルは、ＩｇＥが高いグループにおいて有意に低かった（図１３Ｋ）。ペ
リオスチン及びＣＥＡＣＡＭ５の気道発現レベルが「ＩＬ－１３が高い」喘息患者と高度
に相関していたため、本発明者らは、全ての喘息患者の血清ペリオスチンとＣＥＡとの相
関を調べた（図１３Ｌ）。喘息患者の集団全体において、且つＩＣＳ治療を受けていない
喘息患者又はＩｇＥ≧１００ＵＩ／ｍｌであるが健康なコントロールには含まれない喘息
患者、ＩＣＳ治療を受けている喘息患者、或いはＩｇＥ≧１００ＵＩ／ｍｌの喘息患者に
おいて、血清ペリオスチン及びＣＥＡのレベルが互いと有意に相関していることが判明し
た。
【０１５７】
表１１．血清バイオマーカー間の相関
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スピアマンの順位相関係数、ρは、関連するp値と共に相関を示す。高度に有意なｐ値（
＜０．０５）は太字且つ斜体で示す。
【０１５８】
　ＩＬ－１３シグネチャーの中で、プロテアーゼ阻害薬をコードする遺伝子と、マスト細
胞及び好中球に発現されて、それらの細胞から気管支上皮への浸潤及び／又は解剖学的局
在化を表わす遺伝子とを含む複数の遺伝子からなる幾つかの機能的グループを観察した。
各気管支ブラッシング試料に含まれる細胞の９０％超は、気管支上皮細胞又は杯細胞（平
均値９７％、中央値９８％、最小値９１％）であるが、極めて少数の、細胞特異性遺伝子
発現パターンを有する浸潤性「汚染」細胞がマイクロアレイにおいて検出可能であった。
マスト細胞特異性の遺伝子は、トリプターゼ（ＴＰＳＡＢ１[ＴＰＳＤ１]及びＴＰＳＧ１
）、ＣＰＡ３、ＦＣＥＲ１Ｂ、ＲＧＳ１３、及びＳＬＣ１８Ａ２を含んでいた[73、74]。
また、マスト細胞遺伝子を密接に有するクラスタリングは、カンナビノイドレセプター相
互作用ＧＴＰ加水分解酵素であるＣＮＲＩＰ１（Ｃ２ＯＲＦ３２）であった。マスト細胞
機能の制御におけるカンナビノイド類の確立された役割を考慮すると[75]、ＣＮＲＩＰ１
は、マスト細胞特異性遺伝子も表わしていると思われる。アレルギー性疾病における組織
常在性のマスト細胞の役割が大きいことと、喘息患者の気管支内生検標本中のＩＬ－１３
発現マスト細胞の存在が痰において検出可能なレベルのＩＬ－１３とポジティブに相関し
ているという最近の観察[6]とを考慮すると、マスト細胞特異性遺伝子とＩＬ－１３シグ
ネチャーとの高い相関性は、１）気道上皮においてマスト細胞がＩＬ－１３の大きな供給
源でありうること、及び２）気道上皮へのマスト細胞の浸潤が「ＩＬ－１３が高い」喘息
患者のサブセットに固有の特徴でありうることを示唆するものである。実施例８では、喘
息患者由来の肺胞マクロファージにおけるＡＬＯＸ１５の発現について記載したが、好酸
球特異性遺伝子には、２ＲＹ１４（ＧＰＲ１０５）及びＡＬＯＸ１５が含まれている。
【０１５９】
　セリン及びシステインプロテアーゼ阻害薬に対応する複数のプローブは、セルピンＢ２
及びＢ１０とシステイン（ＣＳＴ）１、２、及び４とを含むＩＬ－１３シグネチャー中に
存在する。セルピンＢ２は、染色体１８ｑ２１上の遺伝子クラスターにコードされたセル
ピンプロテアーゼ阻害薬の大きなファミリーのメンバーである。セルピンＢ２[8]、Ｂ３
、及びＢ４の発現レベルは、組換えＩＬ－４及びＩＬ－１３による刺激で気道の上皮細胞
中に誘導される[7、15]。システイン（ＣＳＴ）１、２、及び４は、染色体２０ｐ１１上
の遺伝子クラスターにコードされたシステインプロテアーゼ阻害薬の大きなファミリーの
メンバーである。複数のシステインが気管支上皮に発現される[16]；ＣＳＴ４は、喘息患
者の気管支肺胞洗浄液（ＢＡＬ）中に高いレベルで同定された[17]；血清ＣＳＴ３は、健
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康なコントロールより喘息患者において高く、そのレベルはＩＣＳ治療によって低下する
[18]。セルピン及びＣＳＴ遺伝子ファミリーの各々が染色体上に同時に局在していること
から、本発明者らは、セルピン及びシステイン遺伝子ファミリーのいずれかの他のメンバ
ーが既に同定されているものと同時に制御されるかどうかを調査した。本発明者らは、セ
ルピン及びシステイン遺伝子ファミリーに限定して、全ての被験者のマイクロアレイデー
タの階層的クラスタリングを実施した。アレイ上に現れた４０を超えるプロテアーゼ阻害
薬遺伝子のうち、セルピンＢ２、Ｂ４、及びＢ１０と、システイン１、２、及び４だけが
有意に同時制御され、発現レベルが最高であるのは「ＩＬ－１３が高い」シグネチャーを
有する喘息患者においてであることが判明した（図２Ｂ及び表１２）。多数のエアロアレ
ルゲンがプロテアーゼ活性を有しており、プロテアーゼ活性レセプター（ＰＡＲ）がアレ
ルギー性炎症カスケードと関連している[76]ことから、Ｔｈ２サイトカインによるプロテ
アーゼ阻害薬の上方制御は、プロテアーゼ含有エアロアレルゲンに対する相補的応答を表
わしていると思われた。
【０１６０】
表１２．図２Ｂのクラスタリングに使用したセルピン及びＣＳＴ遺伝子のプローブＩＤ
　プローブは、図２Ｂの左のヒートマップに見られる順番に（上から下へ、左から右へ）
列挙されている。ＩＬ－１３シグネチャー遺伝子を含むプローブのクラスタリングは太字
で示す。



(70) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

【０１６１】
　ＣＬＣＡ１、ｍＣＬＣＡ３（ｇｏｂ－５としても知られる）のマウスオルソログは、既
に、共にＩＬ－９及びＩＬ－１３を含むＴｈ２サイトカインによって誘導される気道上皮
の杯細胞異形成及び粘液産生に関連する遺伝子として同定されている[12-14]。ＰＲＲ４
は、染色体１２ｐ１３上のクラスターにコードされた大きな遺伝子ファミリーのメンバー
である。これらの遺伝子は、唾液及び涙を含む粘膜分泌物に見られるプロリンリッチタン
パク質をコードする。関連の、但し非オルソロガスタンパク質ＳＰＲＲ１ａ、２ａ、及び
２ｂは、喘息のマウスモデル気管支上皮において同定されており、ＩＬ－１３によって誘
導される[19、20]。ＰＲＲ／ＰＲＢファミリー由来のプロリンリッチタンパク質は、気管
支分泌物において同定されており[21]、それらの発現は気管支上皮において実証されてい
る[16]。ＣＣＬ２６（エオタキシン－３）は、喘息患者の気道上皮においてケモカインを
誘引する、十分に実証されたＩＬ－４及びＩＬ－１３誘導性の好酸球である[71]。ＣＤＨ
２６は、好酸球性食道炎のマイクロアレイ解析において最近同定された、未知の機能を有
するカドヘリン様分子である「１１」。その試験により、ペリオスチン、セルピンＢ４、
及びＣＣＬ２６を含む本発明の気管支上皮ＩＬ－１３シグネチャーと重複する遺伝子が他



(71) JP 6037515 B2 2016.12.7

10

20

30

40

50

に複数個同定された[11]。ＣＤＨ２６は、エオタキシンと同時制御され、且つ好酸球性の
炎症を特徴とする疾病において過剰発現されるので、粘膜組織への好酸球浸潤にＣＤＨ２
６が関連していると推測してみる。誘導性の一酸化炭素合成酵素（ｉＮＯＳ）は、気道の
炎症に関連しており、ヒト初代気管支上皮細胞培養物においてＩＬ－１３により誘導され
る[23]。呼気中一酸化炭素（ｅＮＯ）の測定は、喘息の診断及びモニタリングに共通に使
用される。総合的に考えると、ＩＬ－１３シグネチャーの構成要素としてここに記載した
遺伝子の多くは、Ｔｈ２炎症のインビトロの動物モデルと一致度が高く、ヒト喘息のＴｈ
２促進性の病状に参画していると思われる。
【０１６２】
表１３．血清バイオマーカーのレベル

表中の値は中央値（範囲）である。
ｐ値はウィルコクソン順位和である。
* ９９／１００名の喘息患者において、ＣＥＡ値≦７．５ｎｇ／ｍｌであった。
【０１６３】
　ＣＥＡＣＡＭ５は、多くの上皮組織に見られる細胞表面糖タンパク質をコードし、血清
ＣＥＡＣＡＭ５（癌胎児抗原、ＣＥＡ）の上昇は、上皮の悪性腫瘍及び転移性疾病の十分
に実証された全身性のバイオマーカーである。ＣＥＡレベルの上昇は、喘息患者のサブセ
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5]。興味深いことに、正常な血清ＣＥＡの上限が２．５～３ｎｇ／ｍｌの範囲であるのに
対し、悪性腫瘍の疑いの下限は１０ｎｇ／ｍｌである。本発明者らの解析では、健康なコ
ントロールの９５％超においてＣＥＡレベルが３ｎｇ／ｍｌ未満であったのに対し、喘息
患者の１／３においては３～７．５ｎｇ／ｍｌであり、これらの大部分の血清ＩｇＥレベ
ルは１００ＩＵ／ｍｌを上回っていた。これにより、ＣＥＡの堅牢な検出ウィンドウが、
Ｔｈ２促進性の気道炎症を有する喘息患者に存在しうることが示唆された。ペリオスチン
は、喘息患者の気道におけるＩＬ－４及びＩＬ－１３誘導性の遺伝子として説明されてお
り[7-9、77]、この遺伝子は、侵襲性及び細胞外基質の変化に関連付けられる上皮由来の
癌において上方制御され[64、67]、またその血清タンパク質レベルは一部の癌において検
出可能であり、上昇する[68、70]。ペリオスチンは、好酸球組織浸潤に関連していると思
われる[11、77]ので、Ｔｈ２促進性喘息のような好酸球性の疾病において重要な因子であ
り、且つそのバイオマーカーとなる可能性がある。
【０１６４】
　対症療法（即ちβアゴニスト）ではうまく制御できない気管支喘息の標準的な治療法は
、吸入ステロイド薬（ＩＣＳ）である。軽度から中等度の喘息患者において気道のＩＬ－
１３のレベルが上昇した場合[6]、及び好酸球性食道炎患者において食道組織のＩＬ－１
３の発現レベルが上昇した場合[11]、ＩＣＳ治療により、患部組織のＩＬ－１３及びＩＬ
－１３誘導性遺伝子のレベルが実質的に低下する。ＩＣＳ治療の1週間後の喘息患者の気
道上皮と、培養した気管支上皮細胞とにおいて、本発明者らは、ステロイド薬による治療
により、ペリオスチン、セルピンＢ２、及びＣＬＣＡ１のＩＬ－１３誘導型発現レベルが
実質的に低下することを示した[8]。表９に列挙した遺伝子を更に検査することにより、
２回目の気管支鏡検査に先立って１週間に亘るＩＣＳ治療を受けた本発明の１９名の被験
者において、ＩＬ－１３シグネチャー遺伝子の大多数が、喘息患者の気管支の気道上皮に
おいてＩＣＳ治療により有意に下方制御されたことが判明した。このような下方制御は、
ＩＬ－１３レベルのＩＣＳ媒介性の低下、標的遺伝子発現のＩＣＳ媒介性の低下、又はそ
れら２つの組み合わせの結果と考えられる。ＩＣＳ治療に抵抗性の重度の喘息患者の場合
、ＩＣＳ治療を受けていない軽度の喘息患者に見られるものと同様の割合の被験者（約４
０％）において、痰ＩＬ－１３レベルが検出可能であり[6]、これは、本試験において観
察されたＩＬ－１３シグネチャーを有する被験者の割合に相当する。このような観察結果
は、ＩＬ－１３シグネチャーが、本試験において検査した経度～中等度のＩＣＳ応答性の
喘息患者においてはＩＣＳ治療によって有意に下方制御したものの、重度のステロイド抵
抗性の喘息患者においては依然として存在しうることを示唆するものである。ステロイド
抵抗性の喘息患者の気管支生検における好酸球性炎症、[78]、及びＢＡＬにおけるＩＬ－
４及びＩＬ－５発現細胞の残留性[79]について同様の観察が報告されている。現在、多数
の生物学的治療が、Ｔｈ２炎症のＩＬ－１３又は関連因子を目的とする臨床開発段階にあ
り[50、80]、それには、限定されないが、本発明に記載したものが含まれる。本発明の発
見により、ステロイド治療を受けていない軽度～中等度の喘息患者うち、この経路の活性
を有しているのは一部のみであり、ＩＣＳ治療に対するその感受性を考慮すると、ステロ
イド抵抗性の中程度～重度の喘息患者のうちこの経路の活性を有している割合はもっと小
さいと思われる。したがって、気道にＩＬ－１３駆動性の炎症を有していると思われる喘
息患者を同定するバイオマーカーは、これらの実験の標的とされる治療法に対する応答性
が最も高いと思われる被験者の同定及び選択の補助となる可能性がある。
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