
(57)【要約】
患者から細胞のサンプルを得ること；特異的なサイトカインおよび／またはメディエータ
での細胞のインビトロ調節の非存在下および存在下におけるサンプル遺伝子発現プロフィ
ールを得ること；およびサンプルの遺伝子発現プロフィールと参照遺伝子発現プロフィー
ルとを比較することを含む、ヒト患者において炎症性疾患を処置するための薬物の効力を
予測するための方法が開示され、ここでサンプル発現プロフィールと参照プロフィールと
の間の類似性が患者における炎症性疾患を処置するための薬物の効力を予測する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
ａ ） 患 者 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 入 手 す る こ と ；
ｂ ） 特 異 的 な モ ジ ュ レ ー タ で の 該 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 調 節 の 非 存 在 下 お よ び 存 在 下 で サ ン プ
ル か ら 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る こ と ； お よ び
ｃ ） サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る こ と
、
を 含 み 、 サ ン プ ル 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 類 似 性 が 患 者 の 免 疫
性 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 物 の 効 力 を 予 測 す る 、 ヒ ト 患 者 に お い て 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る
た め の 薬 物 の 効 力 を 予 測 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 表 １ 、 2A、 2B、 4A、 4Bお よ び 5A～ 5Eに 挙 げ ら れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子
に 対 す る 発 現 値 を 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 表 １ 、 2Aお よ び 2Bに 挙 げ ら れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に 対 す る 発 現 値 を
含 む 請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 表 4Aお よ び 4Bに 挙 げ ら れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に 対 す る 発 現 値 を 含 む
請 求 項 ２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 表 5A～ 5Eに 挙 げ ら れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 に 対 す る 発 現 値 を 含 む 請 求 項
２ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る 前 に 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 物 に サ ン プ
ル を 曝 す こ と を さ ら に 含 む 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
炎 症 性 疾 患 が 、 喘 息 、 ア ト ピ ー 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎 、 乾 癬 、 炎 症 性 腸
疾 患 お よ び 敗 血 症 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
ア ト ピ ー が 、 鼻 炎 、 結 膜 炎 、 皮 膚 炎 お よ び 湿 疹 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る ア ト ピ ー 性 炎 症 性
疾 患 で あ る 請 求 項 ７ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
薬 物 が 、 喘 息 の た め の 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 、 β 2-ア ゴ ニ ス ト お よ び ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ
ゴ ニ ス ト 薬 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 薬 物 の ク ラ ス か ら 選 ば れ る も の で あ る 請 求 項 １ 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
薬 物 が 、 炎 症 性 疾 患 状 態 に 対 す る 症 状 軽 減 剤 お よ び 抗 炎 症 性 薬 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る
も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
細 胞 の サ ン プ ル が 末 梢 血 単 核 細 胞 ま た は 好 中 球 に 由 来 す る も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ２ 】
サ ン プ ル が 、 滑 膜 ま た は 気 道 平 滑 筋 か ら の バ イ オ プ シ ー に よ り 得 ら れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 含 ま れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド へ
の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
有 益 な 遺 伝 子 に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ
ン プ ロ ー ブ お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 む 、
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請 求 項 １ ３ 記 載 の 方 法 に よ り ヒ ト 患 者 の 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 物 の 効 力 を 予 測 す
る 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 、 有 益 な 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る こ と に
よ り 得 ら れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
有 益 な 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 に 特 異 的 に 結 合 可 能 な 抗 体 お よ び 抗 体 結 合 を 検 出 す る た め
の 試 薬 を 含 む 、 請 求 項 １ ５ 記 載 の 方 法 に よ り ヒ ト 患 者 の 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 物
の 効 力 を 予 測 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 喘 息 を 有 さ な い 患 者 に 由 来 す る 細 胞 の も の で あ る 請 求 項 １ 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 炎 症 性 疾 患 を 有 さ な い 患 者 に 由 来 す る 細 胞 の も の で あ る 請 求 項 １
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
細 胞 が 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル が 得 ら れ る 前 に 薬 物 候 補 で 処 理 さ れ る 請 求 項 １ 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
ａ ） 患 者 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 得 る こ と ；
ｂ ） 特 異 的 な メ デ ィ エ ー タ で の 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 活 性 化 の 非 存 在 下 お よ び 存 在 下 で サ ン プ
ル か ら 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る こ と ； お よ び
ｃ ） サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る こ と
、
を 含 み 、 サ ン プ ル と 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に お け る 類 似 性 が サ ン プ
ル が 得 ら れ た 患 者 に お け る 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 を 示 す 、 喘 息 患 者 に お い て 糖 コ ル チ コ イ
ド 感 受 性 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
ａ ） 患 者 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 得 る こ と ；
ｂ ） 特 異 的 な メ デ ィ エ ー タ で の 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 調 節 の 非 存 在 下 お よ び 存 在 下 で サ ン プ ル
に 由 来 す る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る こ と ； お よ び
ｃ ） サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る こ と
、
を 含 み 、 サ ン プ ル と 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に お け る 類 似 性 が ロ イ コ
ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の ヒ ト 喘 息 患 者 に お け る 効 力 を 予 測 す る 、 ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ
ゴ ニ ス ト の ヒ ト 喘 息 患 者 に お け る 効 力 を 予 測 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
表 １ 、 2A、 2B、 4A、 4Bお よ び 5A～ 5Eに 記 載 さ れ る １ つ 以 上 の 遺 伝 子 か ら の 遺 伝 子 産 物 の 発
現 レ ベ ル を 含 む 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】
関 連 出 願
本 出 願 は 、 2001年 ９ 月 ６ 日 に 出 願 さ れ た 米 国 出 願 第 09/947,991号 の 一 部 継 続 出 願 で あ る 。
上 記 出 願 の 全 て の 開 示 が 参 考 と し て 本 明 細 書 中 に 援 用 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
薬 理 遺 伝 学 の 分 野 は 、 遺 伝 的 変 異 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 投 薬 の 効 果 に お け る 差 異 を 測 定 す
る 。 か か る 差 異 は 、 薬 物 の 治 療 効 果 ま た は 有 害 事 象 に お け る 差 異 に よ り 明 ら か に な る 。 ほ
と ん ど の 薬 物 に つ い て 、 非 応 答 者 か ら 薬 物 応 答 性 患 者 を 潜 在 的 に 特 徴 づ け る 遺 伝 的 変 異 は
不 明 な ま ま で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
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発 明 の 要 旨
本 発 明 は 、 喘 息 お よ び 関 連 す る 炎 症 状 態 の 処 置 に 対 す る 患 者 の 応 答 性 を 測 定 す る 方 法 に 関
す る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
あ る 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； 特 異 的 な メ デ ィ エ ー タ で
の 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 調 節 の 非 存 在 下 お よ び 存 在 下 で の サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 得 る 工 程 ； お よ び サ ン プ ル 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 類 似 性 が
患 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 物 の 効 力 を 予 測 す る よ う に 、 サ ン プ ル の 遺 伝
子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る 工 程 を 含 む 、 ヒ ト 患 者 に
お け る 炎 症 性 疾 患 の 処 置 の た め の 薬 物 の 効 力 を 予 測 す る 方 法 に 関 す る 。 参 照 遺 伝 子 発 現 プ
ロ フ ィ ー ル は 、 表 １ 、 2A、 2B、 4A、 4Bお よ び 5A～ 5Eに 列 挙 さ れ る １ つ 以 上 の 有 益 な 遺 伝 子
（ informative gene） の 発 現 レ ベ ル を 含 み う る 。 サ ン プ ル 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 発 現 プ
ロ フ ィ ー ル と の 間 の 類 似 性 は 、 患 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る た め の 薬 物 の 効 力 を 予
測 す る 。 特 定 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル は 、 サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る 前 に 炎
症 性 疾 患 を 処 置 す る た め に 薬 物 に 曝 さ れ る 。 特 定 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル は 、 サ ン プ ル の 遺
伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る 前 に 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る た め に 薬 物 に 曝 さ れ る 。 炎 症 性 疾
患 は 、 喘 息 、 ア ト ピ ー 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎 、 乾 癬 、 炎 症 性 腸 疾 患 （ IB
D） お よ び 敗 血 症 で あ り う る 。 ア ト ピ ー 性 炎 症 性 疾 患 は 、 鼻 炎 、 結 膜 炎 、 皮 膚 炎 お よ び 湿
疹 で あ り う る 。 薬 物 は 、 喘 息 に つ い て は 、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 、 β 2-ア ゴ ニ ス ト お よ び ロ
イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト で あ り う る 。 さ ら に 、 炎 症 性 疾 患 に つ い て 、 薬 物 は 、 炎 症 性
疾 患 状 態 の た め の 症 状 軽 減 剤 ま た は 抗 炎 症 性 薬 物 で あ り う る 。 あ る 態 様 で は 、 細 胞 の サ ン
プ ル は 、 末 梢 血 単 核 細 胞 ま た は 好 中 球 に 由 来 し う る 。 特 定 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル の 遺 伝 子
発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 例 え ば 、 マ イ ク ロ ア レ イ に 含 ま れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド に 対 す る ハ
イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ を 用 い て 得 ら れ 得 る 。 別 の 態 様 で は 、 サ ン プ ル の 発 現 プ ロ
フ ィ ー ル は 、 有 益 な 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る こ と に よ り 得 ら れ 得 る 。 タ ン パ ク
質 産 物 の 検 出 は 、 例 え ば 、 上 記 有 益 な 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 に 特 異 的 に 結 合 し う る 抗 体
の 使 用 を 含 み う る 。 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 例 え ば 、 健 康 な 非 ア ト ピ ー 性 、 非 喘 息 性 個
体 に 由 来 す る 細 胞 の も の で あ り う る 。 別 の 態 様 で は 、 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 炎 症 性 疾
患 を 有 さ な い 患 者 に 由 来 す る 細 胞 の も の で あ り う る 。 あ る 態 様 で は 、 細 胞 は 、 発 現 プ ロ フ
ィ ー ル が 得 ら れ る 前 に 薬 物 候 補 で 処 理 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 喘 息 性 患 者 に お け る 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 に 関 す る ス ク
リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 し 、 患 者 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； 特 異 的 サ イ ト カ イ ン （ メ デ
ィ エ ー タ ） で の 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 活 性 化 の 非 存 在 お よ び 存 在 下 で サ ン プ ル か ら 遺 伝 子 発 現
プ ロ フ ィ ー ル を 得 る 工 程 ； お よ び サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 遺 伝 子 発 現 プ
ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 、 サ ン プ ル と 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 発 現
プ ロ フ ィ ー ル に お け る 類 似 性 は 、 サ ン プ ル が 得 ら れ た 患 者 に お い て 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性
を 示 す 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
さ ら に 別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の ヒ ト 喘 息 患 者 に お け る
効 力 を 予 測 す る 方 法 に 関 し 、 患 者 か ら 細 胞 の サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； 特 異 的 メ デ ィ エ ー タ で
の 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 調 節 の 非 存 在 下 お よ び 存 在 下 で サ ン プ ル か ら 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
を 得 る 工 程 ； お よ び サ ン プ ル の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と
を 比 較 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 、 サ ン プ ル と 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
に お け る 類 似 性 は ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の ヒ ト 喘 息 患 者 に お け る 効 力 を 予 測 す る
。
【 ０ ０ ０ ７ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 表 １ 、 2A、 2B、 4A、 4Bお よ び 5A～ 5Eに 記 載 さ れ る １ つ 以 上 の 遺
伝 子 か ら 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル を 含 む 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
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別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 モ ン テ ル カ ス ト （ a.k.a.,SINGULAIR T M ; Merck, Whitehouse St
ation, NJ） 、 ザ フ ィ ル ル カ ス ト （ a.k.a.,ACCOLATE T M , AstraZeneca, Wilmington, DE）
、 お よ び ジ レ ウ ト ン （ a.k.a., ZYFLO T M ;Abbott Laboratories, Chicago, IL） を 含 む ロ イ
コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の ヒ ト 喘 息 患 者 に お け る 効 率 を 予 測 す る 方 法 に 関 し 、 患 者 か ら
細 胞 の サ ン プ ル を 得 る 工 程 ； 特 異 的 な メ デ ィ エ ー タ で の 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 調 節 の 非 存 在 下
お よ び 存 在 下 で サ ン プ ル か ら 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る 工 程 ； お よ び サ ン プ ル の 遺 伝
子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 参 照 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る 工 程 を 含 み 、 こ こ で 、 サ
ン プ ル と 参 照 プ ロ フ ィ ー ル と の 間 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に お け る 類 似 性 は 、 ロ イ コ ト リ エ ン
ア ン タ ゴ ニ ス ト の ヒ ト 喘 息 患 者 に お け る 効 力 を 予 測 す る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て ヒ ト 患 者 に お け る 炎 症 性
疾 患 の 処 置 の た め の 薬 物 の 効 力 を 予 測 す る た め の キ ッ ト に 関 し 、 予 め 決 定 さ れ た 有 益 な 遺
伝 子 に 対 応 す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド に ハ イ ブ リ ダ イ ズ し う る ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン プ ロ ー
ブ お よ び ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 有 す る 。 別 の 態 様 で は 、 本 発
明 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 に 従 っ て ヒ ト 患 者 に お け る 炎 症 性 疾 患 を 処 置 す る た め
の 薬 物 の 効 力 を 予 測 す る た め の キ ッ ト に 関 し 、 予 め 選 択 さ れ た 有 益 な 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質
産 物 に 特 異 的 に 結 合 し う る 抗 体 お よ び 抗 体 結 合 を 検 出 す る た め の 試 薬 を 含 有 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
特 許 ま た は 出 願 フ ァ イ ル は 、 少 な く と も １ つ の カ ラ ー の 図 面 を 含 む 。 カ ラ ー 図 面 を 有 す る
本 特 許 ま た は 特 許 出 願 の 公 報 の コ ピ ー は 、 請 求 お よ び 必 要 な 料 金 の 支 払 い に よ り 特 許 庁 に
よ り 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
本 発 明 の 前 述 お よ び 他 の 目 的 、 特 徴 お よ び 利 点 は 、 付 随 す る 図 面 に 示 さ れ る よ う に 、 以 下
の 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 の よ り 詳 細 な 記 載 か ら 明 ら か で あ る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
発 明 の 詳 細 な 説 明
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 の 記 載 が 続 く 。
【 ０ ０ １ ３ 】
本 発 明 は 、 喘 息 患 者 に お け る 薬 物 処 置 の 効 力 を 予 測 す る 方 法 お よ び 炎 症 性 疾 患 の 処 置 に お
い て 有 用 な 薬 物 候 補 の ス ク リ ー ニ ン グ 方 法 に 関 す る 。 喘 息 を 処 置 す る た め の 現 在 の 方 法 は
、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 、 β 2-ア ゴ ニ ス ト ま た は ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト の 使 用 を 含
む 。 喘 息 は 数 年 間 こ れ ら の 方 法 に よ り 処 置 さ れ 、 喘 息 患 者 の 有 意 な 画 分 は 処 置 に 対 し て 耐
性 で あ る 。 喘 息 の 処 置 方 法 に 関 連 す る 危 険 性 が あ る の で 、 処 置 に 応 答 す る 患 者 の 同 定 は 重
要 で あ る 。 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 は 、 非 応 答 患 者 と 比 べ て 応 答 患 者 に お い て 差 次 的
に 発 現 さ れ る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ 、 そ れ に よ り 、 処 置 に 応 答 す る 患 者 の 好 都
合 な 決 定 が 可 能 に な る 。 患 者 サ ン プ ル か ら 得 ら れ る 培 養 細 胞 に お い て 活 性 化 す る 方 法 、 お
よ び 上 記 培 養 細 胞 を 薬 物 ス ク リ ー ニ ン グ お よ び 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 入 手 に 利 用 す る 方 法 が
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
喘 息 、 ま た は 可 逆 性 閉 塞 性 気 道 疾 患 （ ROAD） は 、 肺 の 気 道 が 狭 く な る か 、 ま た は 完 全 に 遮
断 さ れ る 状 態 で あ り 、 正 常 な 呼 吸 が 妨 害 さ れ 、 よ り 重 篤 な 健 康 問 題 に 至 る 可 能 性 が あ る 。
正 常 な 気 道 は 、 ア レ ル ゲ ン ま た は 刺 激 物 に 応 答 し て 狭 窄 す る 可 能 性 を 有 す る が 、 喘 息 の 気
道 は 、 過 敏 ま た は 過 反 応 性 で あ る 。 刺 激 に 応 答 し て 、 気 道 は 、 以 下 ： 気 道 の 周 囲 の 筋 肉 の
収 縮 ； 気 道 の 炎 症 お よ び 膨 潤 ； ま た は 気 道 を ふ さ ぐ 粘 液 産 生 の 増 大 の い ず れ か １ つ に よ り
ふ さ が れ る 。 気 道 が 一 旦 ふ さ が れ る と 、 そ こ に 空 気 を 無 理 矢 理 通 そ う と す る 試 み が よ り 多
く な さ れ 、 そ の 結 果 、 呼 吸 が 困 難 に な る 。 ふ さ が れ た 気 道 か ら 吐 き 出 す こ と が 困 難 で あ る
の で 、 過 剰 な 古 い 空 気 が 各 々 の 呼 吸 後 に 肺 に 残 る 。 こ の 古 い 空 気 の 蓄 積 は 、 各 々 の 新 た な
呼 吸 で 得 ら れ 得 る 新 鮮 な 空 気 の 量 を 減 ら し 、 全 身 に 利 用 可 能 な 酸 素 が 減 る だ け で な く 、 肺
内 の 高 濃 度 の 二 酸 化 炭 素 が 血 流 を 酸 性 に す る 。 喘 息 が 未 処 置 の ま ま で あ る 場 合 、 血 液 中 の
こ の 酸 性 度 は 、 毒 性 レ ベ ル に 上 昇 し う る 。
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【 ０ ０ １ ５ 】
喘 息 は 、 呼 吸 に お け る 困 難 さ を 引 き 起 こ し 、 よ り 重 篤 な 問 題 に 至 り 得 、 喘 息 に 関 連 す る 肺
閉 塞 は 、 自 発 的 ま た は 投 薬 に よ り 可 逆 的 で あ る 。 喘 息 患 者 は 、 炎 症 お よ び 喘 息 症 状 を 減 ら
す た め に 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 、 気 管 支 拡 張 剤 お よ び ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト 等 の 抗
炎 症 性 薬 剤 を 服 用 し し う る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド は 、 「 ス テ ロ イ ド 」 と も 呼 ば れ る 。 こ の タ イ プ の 薬 剤 は 、 能 力 を 増 大
さ せ る た め に い く ら か の 運 動 選 手 に よ り 誤 用 さ れ る ア ナ ボ リ ッ ク ス テ ロ イ ド と は 関 係 が な
い 。 む し ろ 、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド は 、 1948年 以 来 、 喘 息 お よ び ア レ ル ギ ー の た め の 処 置 と
し て 使 用 さ れ て い る 。 そ れ ら は 、 気 道 炎 症 お よ び 気 管 支 の 膨 潤 を 減 少 さ せ る ； 気 管 支 の 管
壁 細 胞 に よ る 粘 液 産 生 を 減 少 さ せ る ； 気 道 に お け る 過 剰 反 応 （ 過 敏 症 ） の 連 鎖 を 減 少 さ せ
る ； 他 の 薬 物 へ の 気 道 平 滑 筋 の 応 答 を 補 助 す る 。 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド は 、 吸 入 器 の 使 用 に
よ る 、 局 所 、 経 口 、 ま た は 注 射 に よ る 等 の 種 々 の 経 路 で 投 与 さ れ う る 。 局 所 調 製 物 （ ま た
は 皮 膚 ま た は 気 管 支 の 管 壁 等 の 特 定 の 表 面 領 域 へ の ） は 、 ク リ ー ム ま た は ス プ レ ー （ 吸 入
器 ） と し て 適 用 さ れ う る 。 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 吸 入 器 は 、 日 周 で 中 程 度 ま た は 重 篤 な 喘 息
症 状 を 有 す る 患 者 に 勧 め ら れ る 。 経 口 用 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド お よ び 注 射 用 副 腎 皮 質 ス テ ロ
イ ド は 、 一 般 に 重 篤 な 喘 息 症 状 を 有 す る 患 者 に の み 処 方 さ れ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド の 使 用 は 、 数 年 間 で 一 般 的 に な っ て い る が 、 そ れ ら は 常 に 効 果 的 で あ
る わ け で は な く 、 重 大 な 副 作 用 が 起 こ る 。 い く ら か の 人 々 は 、 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド 吸 入 器
の 使 用 か ら 嗄 声 お よ び 鵞 口 瘡 （ 口 お よ び 喉 の 真 菌 感 染 ） の 小 さ な 副 作 用 を 経 験 す る 。 ま た
、 吸 入 用 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド の 長 期 間 の 使 用 は 、 子 供 の 成 長 速 度 の 減 少 に 関 係 づ け ら れ て
い る 。 経 口 用 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド は 、 吸 入 用 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド よ り も 大 き な 副 作 用 を 有
し う る 。 経 口 用 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド は 、 他 の 処 置 が 正 常 な 肺 機 能 の 回 復 に 失 敗 し 、 非 管 理
の 喘 息 の 危 険 性 が ス テ ロ イ ド の 副 作 用 よ り も 大 き い 場 合 に の み 長 期 間 処 方 さ れ て い る 。 例
え ば 、 プ レ ド ニ ゾ ン 、 最 も 一 般 的 に 処 方 さ れ る 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド の １ つ は 、 体 重 増 加 、
食 欲 増 加 、 月 経 不 順 お よ び 痙 攣 、 胸 や け 、 お よ び 消 化 不 良 の 副 作 用 の 可 能 性 を 導 き う る 。
い く ら か の 患 者 は 、 コ ル チ ゾ ン タ ブ レ ッ ト の 用 量 が 減 少 し た 場 合 に 活 動 力 の 減 少 、 食 欲 減
少 、 重 篤 な 筋 肉 痛 ま た は 関 節 痛 を 経 験 す る 。 長 期 間 の 経 口 副 腎 皮 質 ス テ ロ イ ド の 使 用 は 、
潰 瘍 、 体 重 増 加 、 白 内 障 、 脆 い 骨 お よ び 皮 膚 、 高 血 圧 、 血 糖 値 の 上 昇 、 容 易 な 挫 傷 お よ び
子 供 の 成 長 の 減 少 等 の 副 作 用 を 引 き 起 こ し う る 。 か か る 副 作 用 は 、 喘 息 患 者 に お け る 副 腎
皮 質 ス テ ロ イ ド 治 療 の 効 力 を 正 確 に 評 価 す る 必 要 を 指 摘 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
気 管 支 拡 張 剤 （ 「 β 2-ア ゴ ニ ス ト 」 と も 呼 ば れ る ） は 、 喘 息 症 状 を 直 ち に 軽 減 す る た め の
短 期 間 の 「 救 助 」 薬 剤 と し て し ば し ば 使 用 さ れ る 非 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 剤 で あ る 。 気 管
支 拡 張 剤 と し て は 、 ア ル ブ テ ロ ー ル 、 ビ ト ル テ ロ ー ル 、 プ ル ブ テ ロ ー ル お よ び テ ル ブ タ リ
ン が 挙 げ ら れ る 。 さ ら に 、 サ ル メ テ ロ ー ル は 、 喘 息 を 管 理 す る た め に 抗 炎 症 剤 と も に 長 期
間 基 礎 で の 使 用 が 意 図 さ れ る 長 期 間 作 用 す る β 2-ア ゴ ニ ス ト で あ る 。 サ ル メ テ ロ ー ル を 使
用 す る 患 者 は 、 気 分 が 良 く て も 症 状 を 予 防 す る た め に 日 周 基 礎 で 薬 剤 を 服 用 す べ き で あ る
。 散 発 的 に 効 果 的 で は あ る が 、 気 管 支 拡 張 剤 は 重 篤 な 喘 息 の 症 例 で は 典 型 的 に は 有 用 で は
な い 。
【 ０ ０ １ ９ 】
気 道 炎 症 の 原 因 に 関 連 す る 細 胞 の 多 く は 、 「 ロ イ コ ト リ エ ン 」 と 呼 ば れ る 体 内 の シ グ ナ ル
伝 達 分 子 を 産 生 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 ロ イ コ ト リ エ ン は 、 気 道 平 滑 筋 の 収 縮 を 担 い 、
肺 の 血 管 か ら 液 体 の 漏 出 を 増 大 さ せ 、 さ ら に 気 道 に 他 の 炎 症 細 胞 を 攻 撃 さ せ る こ と に よ り
炎 症 を 促 進 さ せ る 。 経 口 用 抗 ロ イ コ ト リ エ ン 薬 剤 は 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 を 代 表 す る 炎 症 応 答
と 戦 闘 す る よ う に 導 入 さ れ て い る 。 こ れ ら の 薬 物 は 、 慢 性 喘 息 の 処 置 に 使 用 さ れ る 。 最 近
の デ ー タ は 、 処 方 さ れ る 抗 ロ イ コ ト リ エ ン 薬 剤 が 喘 息 を 有 す る 多 く の 患 者 に と っ て 有 益 で
あ り う る が 、 有 意 な 数 の 患 者 が 抗 ロ イ コ ト リ エ ン 薬 物 に 応 答 し な い こ と を 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
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本 発 明 は 、 喘 息 等 の 炎 症 性 状 態 を 処 置 す る た め に 使 用 さ れ る 薬 物 の 処 置 結 果 を 決 定 す る 方
法 に 関 す る 。 こ の 方 法 は 、 患 者 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル 中 に お い て 差 次 的 に 発 現 さ れ る 遺 伝
子 の 同 定 に よ り 、 研 究 下 で の 薬 物 の 臨 床 応 答 性 に 関 連 す る 。 本 明 細 書 中 で 「 有 益 な 遺 伝 子
」 と 呼 ば れ る 特 定 の 遺 伝 子 は 、 疾 患 状 態 （ 例 え ば 、 喘 息 ） を 模 倣 す る よ う に 誘 導 さ れ た 細
胞 、 ま た は 喘 息 ま た は 他 の 炎 症 性 疾 患 を 有 す る と 診 断 さ れ た 患 者 由 来 の 組 織 サ ン プ ル に お
い て 同 定 さ れ る 。 有 益 な 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 誘 導 さ れ た 遺 伝 子 発 現 に 対 す る 非 誘 導 細 胞 と
の 比 を 決 定 し 、 不 定 の 薬 物 感 受 性 を 有 す る 患 者 間 で 結 果 を 比 較 す る こ と に よ り 同 定 さ れ う
る 。 あ る い は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 疾 患 に お け る 遺 伝 子 発 現 対 正 常 組 織 サ ン プ ル の 比 に 基 づ
い て 同 定 さ れ 得 、 ま た は 薬 物 応 答 性 を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ る 有 益 な 遺 伝 子 の 場 合 に は
、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 薬 物 に 曝 さ れ た 細 胞 対 薬 剤 に 曝 さ れ て い な い 細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現
の 比 に よ り 同 定 さ れ 、 認 定 さ れ る 被 験 体 に お い て 、 薬 物 に 対 し て 応 答 す る 者 対 薬 物 に 応 答
し な い 者 と し て 同 定 さ れ う る 。 1.0の 比 は 、 上 記 遺 伝 子 が 両 方 の サ ン プ ル に お い て 同 じ レ
ベ ル で 発 現 さ れ る こ と を 示 す 。 １ よ り 大 き い 比 は 、 正 常 細 胞 ま た は 非 誘 導 細 胞 を 越 え る 発
現 の 増 大 を 示 し 、 一 方 、 １ よ り 小 さ い 比 は 、 正 常 ま た は 非 誘 導 細 胞 と 比 べ て 発 現 の 減 少 を
示 す 。
【 ０ ０ ２ １ 】
サ ブ セ ッ ト ま た は 全 て の 有 益 な 遺 伝 子 は 、 応 答 患 者 対 非 応 答 患 者 に 関 す る 「 発 現 プ ロ フ ィ
ー ル 」 を 作 成 す る た め に 遺 伝 子 発 現 に つ い て ア ッ セ イ さ れ う る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る
「 発 現 プ ロ フ ィ ー ル 」 は 、 １ つ 以 上 の 時 間 点 の 細 胞 の 所 定 の サ ン プ ル に お け る １ つ 以 上 の
有 益 な 遺 伝 子 の 、 遺 伝 子 発 現 の レ ベ ル ま た は 量 を い う 。 「 参 照 」 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 発
現 プ ロ フ ィ ー ル が 特 定 の 条 件 の 特 徴 を 示 す よ う に 特 定 の 条 件 下 で 有 益 な 遺 伝 子 の 特 定 の セ
ッ ト の プ ロ フ ィ ー ル で あ る 。 例 え ば 、 表 １ 、 2A、 2B、 4A、 4Bお よ び 5A～ 5Eに 示 さ れ る 有 益
な 遺 伝 子 の 発 現 を 定 量 的 に 記 載 す る 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 薬 物 処 置 応 答 性 に 関 す る 参
照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と し て 使 用 さ れ う る 。 あ る 態 様 で は 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 差 次 的 発
現 を 示 す 50個 の 有 益 な 遺 伝 子 か ら な り 、 高 い 正 確 性 を も っ て 薬 物 に 対 す る 応 答 性 を 予 測 す
る の に 十 分 な 能 力 を 提 供 す る 。 他 の 態 様 は 、 例 え ば 、 約 ５ 個 の 有 益 な 遺 伝 子 、 約 25個 の 有
益 な 遺 伝 子 、 約 100個 の 有 益 な 遺 伝 子 、 ま た は 約 ５ ～ 約 400個 の 有 益 な 遺 伝 子 の 範 囲 の い ず
れ か の 数 の 遺 伝 子 を 含 む 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 含 み う る 。 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に お い て 使 用 さ
れ る 有 益 な 遺 伝 子 は 、 正 常 細 胞 よ り も 増 大 し た 発 現 ま た は 正 常 細 胞 に 対 し て 減 少 し た 発 現
を 示 す 遺 伝 子 で あ り う る 。 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る た め に 使 用 さ れ る 有 益 な 遺 伝 子 の
特 定 の セ ッ ト は 、 例 え ば 、 最 も 大 き な 程 度 の 差 次 的 発 現 を 示 す 遺 伝 子 で あ り う る か 、 ま た
は そ れ ら は 、 あ る 程 度 の 差 次 的 発 現 を 示 す 遺 伝 子 の い ず れ か の セ ッ ト で あ り 得 、 薬 物 に 対
す る 応 答 性 を 正 確 に 予 測 す る の に 十 分 な 能 力 を 提 供 す る 。 選 択 さ れ る 遺 伝 子 は 、 正 常 細 胞
と 比 べ て 疾 患 、 薬 物 応 答 性 、 ま た は 薬 物 感 受 性 で あ る 細 胞 に お い て 差 次 的 に 発 現 さ れ る こ
と が 決 定 さ れ 、 薬 物 に 対 す る 応 答 を 予 測 す る 能 力 を 付 与 す る も の で あ る 。 患 者 由 来 の 組 織
サ ン プ ル と こ れ ら の 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る こ と に よ り 、 特 定 の 疾 患 に 対 す る
患 者 の 感 受 性 、 薬 物 -応 答 性 、 ま た は 薬 物 耐 性 が 決 定 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 作 成 は 、 有 益 な 遺 伝 子 か ら の 発 現 を 定 量 す る 方 法 お よ び ス ク リ ー ニ ン
グ 対 象 の 有 益 な 遺 伝 子 の 決 定 の 両 方 を 必 要 と す る 。 本 発 明 は 、 細 胞 に お け る 遺 伝 子 産 物 の
発 現 レ ベ ル に 影 響 す る 個 体 に お け る 特 異 的 な 変 化 の ス ク リ ー ニ ン グ を 記 載 す る 。 本 明 細 書
中 で 使 用 さ れ る 「 遺 伝 子 産 物 」 は 、 特 定 の 遺 伝 子 座 位 に 由 来 す る 転 写 ま た は 翻 訳 産 物 で あ
る 。 「 遺 伝 子 座 位 」 は 、 コ ー ド 配 列 お よ び 調 節 、 隣 接 お よ び イ ン ト ロ ン 配 列 を 含 む 。 発 現
プ ロ フ ィ ー ル は 、 細 胞 に 存 在 す る 有 益 な 遺 伝 子 か ら 生 じ る 遺 伝 子 産 物 の レ ベ ル の 記 述 で あ
る 。 細 胞 の サ ン プ ル に 由 来 す る い く つ か の 遺 伝 子 産 物 の 発 現 レ ベ ル を 迅 速 に 決 定 す る 方 法
が 当 業 者 に 現 在 利 用 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 数 千 の 遺 伝 子 の mRNA産 物 に 相 補 的 な 短 い オ リ ゴ
ヌ ク レ オ チ ド が 、 固 相 に 化 学 的 付 着 さ れ （ 例 え ば 、 「 遺 伝 子 チ ッ プ 」 ） 、 「 マ イ ク ロ ア レ
イ 」 が 作 製 さ れ る 。 遺 伝 子 チ ッ プ の 具 体 例 と し て は 、 Hu95GeneFL(Affymetrix,Santa Clar
a, CA)お よ び 6800ヒ ト DNA遺 伝 子 チ ッ プ （ Affymetrix, Stanta Clara, CA） が 挙 げ ら れ る
。 か か る マ イ ク ロ ア レ イ は 、 マ イ ク ロ ア レ イ （ Affymetrix,Stanta Clara, CA） に ハ イ ブ
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リ ダ イ ズ し う る mRNA分 子 の 相 対 量 を 決 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 。 こ の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン ア ッ セ イ は 、 細 胞 サ ン プ ル に お け る 遺 伝 子 発 現 の 迅 速 な 決 定 を 可 能 に す る 。 あ る い
は 、 タ ン パ ク 質 遺 伝 子 発 現 産 物 を 検 出 す る た め の 種 々 の イ ム ノ ア ッ セ イ の 方 法 が 当 業 者 に
知 ら れ て い る 。 か か る 方 法 は 、 例 え ば 、 特 定 の 有 益 な 遺 伝 子 の 遺 伝 子 産 物 に 特 異 的 な 抱 合
型 抗 体 に よ る も の で あ り う る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
有 益 な 遺 伝 子 は 、 例 え ば 、 デ ー タ ベ ー ス ス ク リ ー ニ ン グ に よ り 特 定 の 特 徴 、 例 え ば 、 糖 コ
ル チ コ イ ド 感 受 性 （ GC-S） ま た は 糖 コ ル チ コ イ ド 耐 性 （ GC-R） を 有 す る と 同 定 さ れ た 個 体
か ら 得 ら れ た サ ン プ ル 中 で 同 定 さ れ う る 。 さ ら に 、 培 養 細 胞 に お い て 同 定 さ れ た 有 益 な 遺
伝 子 は 、 特 定 の 薬 物 処 置 に 対 し て 応 答 性 で あ る か ま た は 非 応 答 性 で あ る 既 知 の 喘 息 患 者 の
サ ン プ ル か ら 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る こ と に よ り 確 認 さ れ う る 。 患 者 か ら サ ン プ ル を 得 る
こ と お よ び サ ン プ ル が 得 ら れ た 個 体 の 家 系 お よ び 病 歴 に つ い て 特 定 の デ ー タ ベ ー ス を 検 索
す る こ と の 組 み 合 わ せ の 例 は 、 本 明 細 書 中 で は ア イ ス ラ ン ド の 遺 伝 的 に 単 離 さ れ た 集 団 に
つ い て 記 載 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
ア イ ス ラ ン ド の 集 団 は 、 特 定 の 障 害 に 関 連 す る 遺 伝 子 エ レ メ ン ト を 同 定 す る た め の 独 自 の
機 会 を 提 供 す る 。 独 自 の 機 会 は 、 少 な く と も ３ つ の 状 態 ： １ ） ア イ ス ラ ン ド の 集 団 は 遺 伝
的 に 単 離 さ れ て い る ； ２ ） 詳 細 な 家 系 の 記 録 が 入 手 可 能 で あ る ； お よ び ３ ） 詳 細 な 医 療 記
録 が 1915年 の 日 付 ま で 遡 っ て 保 存 さ れ て い る た め に 利 用 可 能 で あ る 。 応 答 対 非 応 答 性 患 者
に お け る 差 次 的 に 発 現 さ れ た 遺 伝 子 の 同 定 は 、 患 者 の 過 去 の 家 系 お よ び 個 体 に 由 来 す る サ
ン プ ル か ら 得 ら れ た デ ー タ に 加 え て 近 親 者 の 医 療 記 録 の 調 査 後 に 起 こ る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
家 系 お よ び 医 療 記 録 の 調 査 は 、 特 定 の 特 徴 を 示 す 家 族 歴 を 有 す る 現 代 の 個 体 を 同 定 す る 。
例 え ば 、 個 体 は 、 喘 息 で あ り 、 特 定 の 喘 息 薬 物 処 置 に 対 し て 応 答 す る こ と が 見 出 さ れ 得 、
家 系 の デ ー タ ベ ー ス の 調 査 は 、 本 当 に 個 体 の 近 親 者 が 、 集 団 の 残 り よ り も 平 均 し て 、 同 じ
特 徴 を 示 す こ と が 確 認 さ れ う る 。 従 っ て 、 問 題 の 個 体 が 同 様 に 応 答 性 お よ び 非 応 答 性 患 者
を 同 定 す る た め に 使 用 さ れ う る 遺 伝 的 決 定 因 子 を 有 す る よ う で あ る と い う 不 確 か な 結 論 が
引 き 出 さ れ う る 。 こ の 個 体 か ら 得 ら れ た サ ン プ ル は 、 他 の か か る 個 体 か ら 得 ら れ た サ ン プ
ル と 合 わ せ て 、 続 い て 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 作 成 す る た め に 使 用 さ れ る 有 益 な 遺 伝 子 を
同 定 す る た め に 上 記 方 法 の い ず れ か に よ り 遺 伝 子 型 が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
有 益 な 遺 伝 子 は ま た 、 患 者 サ ン プ ル に 由 来 す る 細 胞 に お い て エ キ ソ ビ ボ で 同 定 さ れ う る 。
例 え ば 、 組 織 サ ン プ ル は 患 者 か ら 得 ら れ 得 、 こ の サ ン プ ル に 由 来 す る 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で
培 養 さ れ う る 。 細 胞 は 、 サ イ ト カ イ ン 、 例 え ば 、 腫 瘍 壊 死 因 子 α （ 本 明 細 書 中 以 降 、 「 TN
Fα 」 ） お よ び イ ン タ ー ロ イ キ ン １ -β （ 本 明 細 書 中 以 降 、 「 IL-1β 」 ） 、 ま た は 他 の メ デ
ィ エ ー タ 、 例 え ば 、 ロ イ コ ト リ エ ン レ セ プ タ ー ア ゴ ニ ス ト 、 例 え ば 、 LTD 4 等 の 存 在 下 ま た
は 非 存 在 下 で 培 養 さ れ う る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 メ デ ィ エ ー タ 」 は 、 特 定 の 事 象 の
分 子 シ グ ナ ル を い う 。 サ イ ト カ イ ン は 、 そ の 細 胞 自 身 の 機 能 （ 自 己 分 泌 効 果 ） ま た は 隣 接
細 胞 の 機 能 （ パ ラ 分 泌 効 果 ） を 変 化 さ せ る 目 的 で 細 胞 に よ り 分 泌 さ れ る 低 分 子 量 の 薬 理 学
的 に 活 性 な タ ン パ ク 質 で あ る メ デ ィ エ ー タ の ク ラ ス の 例 で あ る 。 あ る 場 合 に は 、 サ イ ト カ
イ ン は 循 環 に 入 り 、 全 身 的 に １ つ 以 上 の 効 果 を 有 す る 。 有 益 な 遺 伝 子 の 発 現 プ ロ フ ィ ー ル
は 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 他 の メ デ ィ エ ー タ の 存 在 お よ び ／ ま た は 非 存 在 下 で の サ ン プ ル 由
来 細 胞 か ら 得 ら れ 得 、 そ の プ ロ フ ィ ー ル は 、 薬 物 処 置 に 対 す る 感 受 性 ま た は 耐 性 を 決 定 す
る た め の 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 比 較 さ れ う る 。 さ ら に 、 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 得 る 前 に 、
細 胞 は 薬 物 自 身 の 存 在 下 ま た は 非 存 在 下 で 培 養 さ れ う る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
有 益 な 遺 伝 子 が 一 旦 同 定 さ れ る と 、 有 益 な 遺 伝 子 の 多 型 バ リ ア ン ト が 決 定 さ れ 、 多 型 バ リ
ア ン ト が サ ン プ ル 中 に 存 在 す る （ 例 え ば 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン ア ッ セ イ ま た は 特 定 の
多 型 バ リ ア ン ト の 遺 伝 子 産 物 に 特 異 的 な 抗 体 を 用 い る イ ム ノ 検 出 ア ッ セ イ に よ り ） こ と に
基 づ い て 患 者 サ ン プ ル に お け る 障 害 を 検 出 す る 方 法 に 使 用 さ れ う る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
あ る い は 、 上 記 の ア プ ロ ー チ は 、 培 養 細 胞 中 で 同 定 さ れ る 有 益 な 遺 伝 子 の 有 用 性 を 確 認 す
る た め に 使 用 さ れ う る 。 一 旦 同 定 さ れ る と 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 よ り 遺 伝 的 に 多 様 な 集 団 に
お け る そ の 予 測 さ れ る 能 力 に 関 し て 確 認 さ れ 得 、 ア イ ス ラ ン ド な ど の 遺 伝 的 に 単 離 さ れ た
集 団 に 加 え て 、 集 団 に お け る こ れ ら の 有 益 な 遺 伝 子 の 予 測 能 力 の 有 用 性 が 確 実 に な る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
ア イ ス ラ ン ド の 集 団 の 「 遺 伝 的 単 離 」 は 、 個 体 間 の 低 い 程 度 の 対 立 遺 伝 子 変 化 を 意 味 す る
。 こ の 環 境 は 、 集 団 に お け る 差 異 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と に お い て バ ッ ク グ ラ ウ ン ド を
減 少 さ せ る 。 「 遺 伝 的 に 多 様 な 」 集 団 に お い て 、 同 じ 特 徴 に 寄 与 し う る 多 く の 差 異 が 個 体
間 に 現 れ る 。 例 え ば 、 喘 息 薬 物 処 置 に 応 答 す る 個 体 の 調 査 は 、 非 応 答 性 抗 体 に 関 し て 有 限
で は あ る が 数 多 く の 遺 伝 的 差 異 を 生 じ う る 。 し か し 、 遺 伝 的 に 多 様 な 集 団 に お い て 、 こ れ
ら の 遺 伝 的 差 異 の 大 多 数 は 、 集 団 の 多 様 性 の た め に 検 出 さ れ た 「 ア ー チ フ ァ ク ト 」 ま た は
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド 「 ノ イ ズ シ グ ナ ル 」 で あ る 。 遺 伝 的 に 単 離 さ れ た 集 団 に つ い て は 、 よ り
少 な い 差 異 が ２ つ の グ ル ー プ 間 で 見 出 さ れ る こ と が 予 測 さ れ 得 、 発 見 さ れ る 差 異 が 問 題 の
特 徴 （ こ の 場 合 、 喘 息 薬 物 処 置 に 対 す る 応 答 性 ） に 直 接 関 係 す る よ う で あ る 高 い 可 能 性 を
提 供 す る 。 一 旦 、 遺 伝 的 に 単 離 さ れ た 環 境 に お い て 決 定 さ れ る と 、 有 益 な 遺 伝 子 の 有 用 性
お よ び 有 益 な 遺 伝 子 に 基 づ く 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 遺 伝 的 に 多 様 な 集 団 に お け る よ り 一 般
的 な 使 用 の た め に 確 認 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
TNFα お よ び IL-1β の レ ベ ル の 上 昇 は 、 喘 息 お よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 （ ア ト ピ ー （ 例 え ば 、
鼻 炎 、 結 膜 炎 、 皮 膚 炎 、 湿 疹 ） 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ 、 若 年 性 慢 性 関 節 炎 、 乾 癬 、 IBDお よ
び 敗 血 症 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い ） の 特 徴 で あ る の で 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン の 細
胞 レ ベ ル の 上 昇 を 示 す 細 胞 は 、 関 連 す る 炎 症 性 疾 患 に 対 す る 薬 物 効 力 を 決 定 す る た め に 使
用 さ れ う る 。 本 明 細 書 中 で 使 用 さ れ る 「 効 力 」 は 、 効 果 的 で な い （ 非 応 答 ） か ら 完 全 に 効
果 的 で あ る ま で の 有 効 性 の 範 囲 、 お よ び ２ つ の 極 端 間 の 程 度 を 記 述 す る 。 本 発 明 は 、 一 部
で は 、 喘 息 ま た は 関 連 す る 炎 症 性 状 態 を 有 す る 患 者 か ら 単 離 さ れ た 活 性 化 さ れ た 末 梢 血 単
核 （ PBM） 細 胞 ま た は 好 中 球 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と 活 性 化 さ れ た 対 照 （ 非 喘 息 ） PBM
細 胞 ま た は 好 中 球 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル と を 比 較 す る こ と に 関 す る 。 本 明 細 書 中 で 使
用 さ れ る 「 活 性 化 」 は 、 サ イ ト カ イ ン ま た は 喘 息 も し く は 関 連 す る 炎 症 性 疾 患 疾 患 の 他 の
メ デ ィ エ ー タ で 細 胞 を 処 理 す る こ と を い う 。 か か る 活 性 化 は 、 TNFα お よ び IL-1β 等 の サ
イ ト カ イ ン の 上 昇 し た レ ベ ル に よ り 達 成 さ れ う る 。 患 者 サ ン プ ル に 由 来 す る 活 性 化 さ れ た
細 胞 は 、 薬 物 候 補 を ス ク リ ー ニ ン グ す る た め 、 な ら び に 喘 息 お よ び 他 の 炎 症 性 疾 患 を 診 断
す る の に 有 用 な サ ン プ ル お よ び 参 照 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 提 供 す る た め に 使 用 さ れ う る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
TNFα お よ び IL-β の 細 胞 レ ベ ル は 、 当 該 分 野 で 公 知 の 種 々 の 方 法 に よ り 増 大 さ れ う る 。 例
え ば 、 PBM細 胞 、 好 中 球 、 滑 膜 細 胞 ま た は 気 道 平 滑 筋 （ ASM） 細 胞 等 の 培 養 中 で 増 殖 し た 哺
乳 動 物 細 胞 は 、 こ れ ら の サ イ ト カ イ ン が 細 胞 に 取 り 込 ま れ る よ う に 単 離 さ れ 、 精 製 さ れ た
TNFα お よ び IL-1β に 曝 さ れ う る （ 典 型 的 に は 、 培 養 物 中 ５ ng/mLの 濃 度 の TNFα お よ び １ n
g/mLの 濃 度 の IL-1β の 約 ４ 時 間 の 曝 露 は 、 培 養 細 胞 に お い て 喘 息 誘 発 （ pro-asthma） 様 症
状 を 生 じ る ） 。 培 養 物 中 で 増 殖 し た 細 胞 の サ イ ト カ イ ン の 発 現 の た め の 他 の 方 法 （ 例 え ば
、 発 現 ベ ク タ ー に ク ロ ー ン 化 さ れ た 遺 伝 子 の ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン ） は 、 当 該 分 野 で 公 知
で あ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 細 胞 に お い て 誘 導 さ れ る 炎 症 誘 発 様 症 状 に よ り 模 倣 さ れ る よ う に
、 TNF関 連 症 状 ま た は 疾 患 と し て は 、 炎 症 性 疾 患 ま た は 障 害 、 感 染 、 神 経 変 性 疾 患 、 悪 性
症 状 、 悪 液 質 症 候 群 お よ び 所 定 の 型 の 肝 炎 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
炎 症 性 疾 患 ま た は 障 害 と し て は 、 限 定 さ れ な い が 、 慢 性 関 節 リ ウ マ チ （ RA） 、 若 年 性 慢 性
関 節 炎 （ JCA） 、 乾 癬 、 対 宿 主 性 移 植 片 病 （ GVHD） 、 強 皮 症 、 糖 尿 病 、 ア レ ル ギ ー 等 の 急
性 お よ び 慢 性 免 疫 性 お よ び 自 己 免 疫 性 症 状 ； 限 定 さ れ な い が 、 腎 移 植 、 心 臓 移 植 、 骨 髄 移
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植 、 肝 移 植 、 膵 臓 移 植 、 小 腸 移 植 、 肺 移 植 お よ び 皮 膚 移 植 等 の 同 種 間 移 植 に 関 連 す る 喘 息
、 急 性 ま た は 慢 性 免 疫 疾 患 ； 限 定 さ れ な い が 、 サ ル コ イ ド ー シ ス 、 慢 性 炎 症 性 腸 疾 患 、 潰
瘍 性 結 腸 炎 、 お よ び ク ロ ー ン 症 状 ま た は 病 等 の 慢 性 炎 症 性 症 状 ； 限 定 さ れ な い が 、 汎 発 性
血 管 内 凝 固 、 ア テ ロ ー ム 動 脈 硬 化 症 、 川 崎 病 お よ び 限 定 さ れ な い が 、 結 節 性 多 発 性 動 脈 炎
、 ヴ ェ ー ゲ ナ ー 肉 芽 腫 、 ヘ ー ノ ホ -シ ェ ー ン ラ イ ン 紫 斑 病 、 巨 細 胞 性 動 脈 炎 お よ び 腎 臓 の
顕 微 的 脈 管 炎 等 の 脈 管 炎 症 候 群 等 の 脈 管 炎 症 性 症 状 ； 慢 性 活 性 肝 炎 ； シ ェ ー グ レ ン 病 ； 乾
癬 性 関 節 炎 ； 腸 疾 患 に 基 づ く 関 節 炎 ； 反 応 性 関 節 炎 お よ び 炎 症 性 腸 疾 患 に 関 連 す る 関 節 炎
； お よ び ブ ド ウ 膜 炎 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
感 染 と し て は 、 敗 血 症 症 候 群 、 悪 液 質 （ 例 え ば 、 TNFα 媒 介 性 影 響 ） 、 循 環 虚 脱 な ら び に
急 性 お よ び 慢 性 細 菌 感 染 、 急 性 お よ び 慢 性 寄 生 生 物 性 お よ び ／ ま た は 感 染 性 疾 患 、 ヒ ト 免
疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV） 等 の 細 菌 、 ウ イ ル ス ま た は 真 菌 に 由 来 す る シ ョ ッ ク 、 後 天 性 免 疫
不 全 症 候 群 （ AIDS） （ 悪 液 質 、 自 己 免 疫 障 害 、 エ イ ズ 痴 呆 複 合 症 お よ び 感 染 を 含 む ） が 挙
げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
神 経 変 性 疾 患 と し て は 、 多 発 性 硬 化 症 お よ び 急 性 横 断 脊 髄 炎 等 の 脱 髄 性 疾 患 が 挙 げ ら れ る
が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
悪 性 症 状 は 、 TNFα 分 泌 腫 瘍 ま た は 例 え ば 、 白 血 病 （ 急 性 、 慢 性 骨 髄 性 、 慢 性 リ ン パ 性 お
よ び ／ ま た は 脊 髄 形 成 異 常 症 候 群 ） お よ び リ ン パ 腫 （ 悪 性 リ ン パ 腫 （ バ ー キ ッ ト リ ン パ 腫
ま た は 菌 状 息 肉 腫 ） 等 の ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 ） 等 の TNFα に 関 連
す る 他 の 悪 性 疾 患 に 関 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
悪 液 質 症 候 群 お よ び 他 の 症 状 お よ び 過 剰 の TNFα に 関 連 す る 疾 患 と し て は 、 癌 の 悪 液 質 、
寄 生 生 物 性 疾 患 お よ び 心 不 全 が 挙 げ ら れ る が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
上 昇 し た レ ベ ル TNFα は ま た 、 ア ル コ ー ル 誘 導 性 肝 炎 お よ び 他 の 型 の 慢 性 肝 炎 を 含 む が こ
れ ら に 限 定 さ れ な い 所 定 の 型 の 肝 炎 に 関 連 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
当 業 者 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 を 利 用 す る の に 必 要 な 試 薬 は キ ッ ト に 含 ま れ う る
こ と を 認 識 す る 。 記 載 さ れ る よ う な 試 薬 は 、 市 販 さ れ て い る か （ 例 え ば 、 緩 衝 溶 液 、 化 学
試 薬 ） 、 ま た は 当 該 分 野 で 公 知 の 方 法 に よ り 作 製 さ れ る （ 例 え ば 、 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 、
抗 体 、 検 出 の た め の リ ガ ン ド ） 。 従 っ て 、 当 業 者 は 、 キ ッ ト が 適 切 な 区 画 に 、 例 え ば 、 本
明 細 書 中 に 記 載 さ れ る 方 法 の 実 施 を 可 能 に す る た め に 必 要 な 全 て の 試 薬 、 プ ロ ー ブ 、 お よ
び 材 料 を 含 ん で 作 製 さ れ う る こ と を 認 識 す る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
本 発 明 を 、 以 下 の 非 限 定 的 な 実 施 例 に 関 し て さ ら に 記 載 す る 。 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る 全 て
の 特 許 、 特 許 出 願 、 お よ び 全 て の 他 の 刊 行 物 お よ び ウ エ ブ サ イ ト の 教 示 は 、 参 照 に よ り 全
体 と し て 取 り 込 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ ０ ４ １ 】
実 施 例 １ ． ヒ ト 患 者 に お け る 発 現 プ ロ フ ィ ー ル の 予 測 値
喘 息 は 、 変 動 す る 表 現 型 を 有 す る 一 般 的 な 複 合 疾 患 で あ る 。 喘 息 の 基 礎 と な る 細 胞 お よ び
分 子 機 構 は ほ と ん ど わ か ら な い ま ま で あ る が 、 多 面 発 現 性 サ イ ト カ イ ン 、 IL-1β お よ び TN
Fα の 増 加 し た レ ベ ル が 、 喘 息 の 病 態 生 理 学 お よ び 様 々 な 他 の 炎 症 性 障 害 に 関 係 し て い る (
Broide, D.ら 、 1992,J. Allergy Clin. Immunol. 89:958-967;Arend, W.,2001,Arthritis
 Rheum 45:101-106)。
【 ０ ０ ４ ２ 】
一 般 母 集 団 に お い て 一 般 的 で あ り 、 薬 物 に 対 し て 変 動 す る 反 応 と 共 に 、 強 い が 複 雑 で あ る
遺 伝 子 の 成 分 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 喘 息 な ど の 疾 患 が 、 薬 理 遺 伝 子 研 究 の た め の 理
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想 の 候 補 疾 患 標 的 を 有 す る こ と が 広 く 受 け い れ ら れ て い る 。 後 者 は 、 個 々 の 特 定 の 治 療 の
最 適 化 な ら び に 薬 物 開 発 の た め の 新 規 標 的 の 提 供 に お い て 非 常 に 有 望 で あ る 。 現 在 使 用 さ
れ て い る 薬 物 は 全 て の 患 者 に 有 効 で は な く 、 患 者 の 高 い 割 合 に お い て 症 状 の 再 発 が 生 じ 、
時 々 激 し い 有 害 な 副 作 用 を 有 す る の で 、 喘 息 患 者 の 改 良 さ れ た 、 好 ま し く は 予 防 的 治 療 が
所 望 さ れ る 。 DNAマ イ ク ロ ア レ イ を 用 い る 単 一 ア ッ セ イ に お け る 数 千 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ
ル を 解 析 す る 能 力 は 、 複 数 の 分 子 遺 伝 子 経 路 の 強 力 な 同 時 ス ク リ ー ニ ン グ を 可 能 に し 、 薬
物 に 応 じ て 個 体 の 変 動 を 決 定 す る 酵 素 、 キ ナ ー ゼ 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル 、 お よ び 他 の シ グ ナ
ル 伝 達 因 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 種 々 の 発 現 を 解 析 し う る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
し た が っ て 、 高 密 度 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 用 い て 、 GC-Sお よ び GC-R喘 息 患 者 か ら 新 し
く 単 離 し た PBM細 胞 の mRNA発 現 に お け る 差 異 を 同 定 し た 。 mRNAを ベ ー ス ラ イ ン (T0)で な ら
び に IL-1β お よ び TNFα の 組 み 合 わ さ れ た 効 果 に 対 し て 試 験 し た 。 さ ら に 、 GCの 応 答 に 寄
与 し う る こ れ ら の 遺 伝 子 を さ ら に 解 明 す る た め の 試 み に お い て 、 本 発 明 者 ら は 、 IL-1β お
よ び TNFα に よ り 活 性 化 さ れ る 細 胞 に お け る 変 化 し た 遺 伝 子 発 現 に 対 す る GC処 置 の 効 果 を
試 験 し た 。 こ の 戦 略 を 使 用 す る た め の 原 理 は 、 ２ つ の よ く 確 立 さ れ た 概 念 に 基 づ い た 。 第
１ に 、 喘 息 の 症 状 は 、 IL-1β お よ び TNFα の 作 用 を 介 し て 機 械 的 に 導 か れ る 。 第 ２ に 、 糖
コ ル チ コ イ ド は 、 プ ロ 炎 症 性 サ イ ト カ イ ン に よ り 調 節 さ れ る 遺 伝 子 の 発 現 を 変 更 す る こ と
に よ り 喘 息 患 者 に お い て 作 用 す る 。 こ の 結 果 は 、 1)調 査 し た 12,600個 の 遺 伝 子 の う ち 、 ナ
イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 (naive Bayesian classifier)に 基 づ く ア ル ゴ リ ズ ム に よ り 選 択 さ
れ た 50個 の 遺 伝 子 は 、 ト レ イ ン さ れ た (trained)14GC-Rお よ び 14GC-S患 者 の 正 し い GC-R表
現 型 を 82％ の 精 度 で 予 測 し た ； 2)26GC-R喘 息 患 者 の 第 ２ コ ホ ー ト が 試 験 さ れ た 場 合 、 分 類
の 予 測 精 度 は 86％ で あ っ た 、 な ら び に ； 3)選 択 さ れ た 遺 伝 子 間 に 、 GC応 答 の 調 節 に 潜 在 的
に 関 連 す る 数 個 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 、 転 写 因 子 お よ び プ ロ 炎 症 性 分 子 が あ っ た こ と を
説 明 す る 新 し い 証 拠 を 提 供 す る 。 こ れ は 、 高 い 精 度 で 喘 息 患 者 に お け る 糖 コ ル チ コ イ ド に
対 す る 応 答 を 予 測 す る の に 十 分 な 能 力 を 提 供 す る GC-Rと GC-S患 者 と を 識 別 す る 新 し く 単 離
さ れ た PBM細 胞 に お け る 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 用 い る 第 １ の 証 明 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
方 法 お よ び 材 料
患 者 。 研 究 し た 患 者 母 集 団 は 、 ア イ ス ラ ン ド の 国 立 大 学 病 院 の ア レ ル ギ ー ／ 免 疫 学 部 門 の
開 業 ア レ ル ギ ー 専 門 医 の 私 立 診 療 所 お よ び 外 来 患 者 診 療 所 か ら 選 択 し た 。 全 1185人 の 患 者
記 録 を 表 現 型 情 報 に つ い て 選 抜 し 、 患 者 の 家 族 関 係 を 決 定 す る た め に ア イ ス ラ ン ド 家 系 デ
ー タ ベ ー ス に 関 し て 分 析 し た 。 吸 入 糖 コ ル チ コ イ ド 医 薬 を 使 用 し て い る 喘 息 の 診 断 を 保 有
す る 患 者 を 、 さ ら に 評 価 し た 。 18～ 70歳 の 54人 の 患 者 を 、 最 初 に ラ ン ダ ム に 補 充 し て 参 加
さ せ 、 ２ つ の コ ホ ー ト に 分 け た 。 第 １ コ ホ ー ト は 、 喘 息 ま た は ア ト ピ ー の 徴 候 を 持 た ず 、
吸 入 GCま た は い ず れ の 他 の 医 薬 も 使 用 し て い な い 14人 の 対 照 被 験 体 と 共 に 14人 の GC-Sお よ
び 14人 の GC-R患 者 か ら な っ た 。 26人 の さ ら な る 患 者 を ま た 集 め 、 予 測 分 類 の た め の 第 ２ コ
ホ ー ト と し て 使 用 し た 。 続 い て こ の 研 究 を 96人 の 患 者 (60人 の GC-Sお よ び 36人 の GC-R)を 含
む よ う に 拡 張 し 、 そ の う ち 88人 は 、 ３ 個 の イ ン ビ ト ロ 治 療 条 件 （ ベ ー ス ラ イ ン 、 GCの 不 在
ま た は 存 在 下 に お け る IL-1β /TNFα ） を 全 て 完 了 し た 。 続 い て 各 コ ホ ー ト を 等 し い 大 き さ
の ２ 個 の サ ブ コ ホ ー ト に ラ ン ダ ム に 分 け た 。 ラ ン ダ ム な 分 割 を 10回 行 っ て 、 ト レ ー ニ ン グ
セ ッ ト に お い て GC-S患 者 か ら GC-R患 者 を 検 出 す る 最 も 有 益 な (informative)遺 伝 子 を 、 等
し い 大 き さ の 独 立 し た 患 者 セ ッ ト に 対 す る 予 測 変 数 (predictor)と し て 用 い た 。 患 者 に 、
β 2-ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 薬 物 お よ び ロ イ コ ト リ エ ン ア ン タ ゴ ニ ス ト を 短 い 作 用 お よ び 長 い
作 用 の 両 方 で 使 用 し た 。 全 薬 物 の 医 薬 投 与 を 、 ２ 週 間 変 化 せ ず に 保 ち 、 患 者 は PBM細 胞 発
現 研 究 の た め の 血 液 の 提 供 の 前 に 最 小 ４ 週 間 経 口 GCを 絶 た な け れ ば な ら な か っ た 。 発 現 ア
レ イ 研 究 を 知 ら な い 1人 の 医 者 が 、 全 患 者 を 表 現 型 分 類 し た 。 身 体 検 査 の 完 了 、 薬 物 応 答
表 現 型 の 確 認 、 お よ び 研 究 に お け る 彼 ／ 彼 女 の 参 加 を 認 可 す る イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト
の 際 に 、 患 者 に 研 究 の た め の 血 液 試 料 の 提 供 を 頼 ん だ 。 対 照 被 験 体 に お い て は 試 験 を 行 わ
な か っ た 。 40nlの EDTA血 液 を 集 め 、 以 下 に 記 載 し た 実 験 研 究 の た め に 、 残 り の 血 液 か ら 末
梢 血 液 単 核 (PBM)細 胞 を 単 離 し た 。
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【 ０ ０ ４ ５ 】
研 究 包 含 基 準 。 患 者 が 研 究 に 入 る た め に 満 た さ な け れ ば な ら な い 基 準 は 、 以 下 を 含 む ：
喘 息 は 、 ア レ ル ギ ー 専 門 医 ／ 肺 専 門 医 に よ り 診 断 さ れ た 。 ア イ ス ラ ン ド に お い て 喘 息 を 診
断 す る た め に 使 用 し た ア プ ロ ー チ は 、 NHLBお よ び 米 国 胸 部 学 会 に よ り 概 略 を 述 べ ら れ た 診
断 喘 息 基 準 の も の （ 国 立 衛 生 研 究 所 。 1997。 喘 息 の 診 断 お よ び 治 療 技 術 の た め の ガ イ ド ラ
イ ン ： ExpertPanel Report 2, 1997年 7月 , U.S. Government Printing Office, Washingt
on, DC. NIHPublication No.97-4051; American Thoracic Society. Standardization of
Spirometry, 1994(改 訂 ), Am J. Resp. Crit. Care. Med. 1995, 152:1107-1136） と 一 致
し 、 な ら び に 任 意 の 以 下 の 測 定 を 含 む ：
２ 年 よ り 多 く 咳 お よ び 喘 鳴 音 の 再 発 症 状 を 有 し 、 気 管 支 拡 張 療 法 に 対 す る 臨 床 応 答 （ 気 管
支 拡 張 後 、 １ 秒 当 た り の 努 力 呼 気 肺 活 量 (FEV1)に お い て ＞ 15％ 増 加 が 測 定 さ れ る ） を 示 す
患 者
気 管 支 拡 張 療 法 前 に ベ ー ス ラ イ ン で 減 少 し た FEV1(FEV1＜ 80)を 有 し 、 気 管 支 拡 張 療 法 後 に
FEV1に お い て ＞ 15％ 改 善 を 示 す 患 者
咳 お よ び 喘 鳴 音 の 再 発 症 状 を 有 し 、 ATSガ イ ド ラ イ ン に 従 っ て 行 な っ た メ タ コ リ ン チ ャ レ
ン ジ 試 験 に 対 し 、 メ タ コ リ ン 濃 度 ＜ 8mgで FEV1に お い て ＞ 20％ 低 下 を 生 じ る 患 者
メ タ コ リ ン チ ャ レ ン ジ 試 験 を FEV1＞ 70を 有 す る 患 者 に お い て 得 た 。 さ ら に 、 ア イ ス ラ ン ド
に お い て 12個 の 最 も 一 般 的 な 空 気 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 皮 膚 試 験 お よ び 総 IgEレ ベ ル を 得 、
鼻 炎 の 病 歴 お よ び 臨 床 徴 候 を 記 録 し た 。 GCに 対 す る 臨 床 応 答 を 決 定 し た 同 じ ア レ ル ギ ー 専
門 医 に よ り 全 患 者 を 再 調 査 し た 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
吸 入 糖 コ ル チ コ イ ド に 対 す る 応 答 。 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 (GC-S)ま た は 糖 コ ル チ コ イ ド 耐
性 (GC-R)の い ず れ か と し て 患 者 を 分 類 し た 。 以 下 の 基 準 の 任 意 の ２ つ 以 上 の 組 み 合 わ せ は
、 GC-S患 者 に お け る 糖 コ ル チ コ イ ド 応 答 を 規 定 し た (Barnes,P.ら 、 Am. J. Resp. Crit. C
are. Med., 1998. 157:S1-S53)：
推 奨 さ れ る 治 療 用 量 （ 1000mgま で の Fluticasone； 800mgま で の Budesonide； ま た は 1000mg
ま で の Beclomethasone、 こ れ ら が 患 者 に よ っ て 使 用 さ れ た ３ 個 の 吸 入 GC薬 物 で あ っ た ） で
吸 入 GCを 摂 取 し た 場 合 の 喘 息 症 状 （ 咳 お よ び 喘 鳴 音 ） の 良 好 な 管 理 。
８ 週 間 以 上 の 治 療 用 量 の 吸 入 GC後 、 改 善 さ れ た 運 動 耐 性 お よ び ／ ま た は よ り 少 な い 憎 悪 。
８ 週 間 以 上 の 吸 入 GC後 、 改 善 さ れ た 最 大 流 量 お よ び ／ ま た は 肺 活 量 測 定 値 。
８ 週 間 以 上 の 吸 入 GC療 法 後 、 標 準 の 質 問 事 項 に 対 す る 患 者 の 返 答 に よ り 判 断 し た 生 活 ／ 満
足 の い く 状 態 の 改 善 さ れ た 質 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
GC-R患 者 は 、 治 療 用 量 で 吸 入 GCを 用 い た 場 合 、 上 記 測 定 に お け る 改 善 を 経 験 し な か っ た 。
GC-R患 者 に １ 日 当 た り ＞ 2,000mgの 吸 入 Fluticasone（ ま た は 等 価 の 用 量 の Budesonideも し
く は Beclomethasone） を 試 み た 。 研 究 し た 全 GC-R患 者 は 、 GC療 法 に 対 し て 穏 や か で あ る か
ま た は 激 し い 耐 性 を 有 し た 。 GC-Rお よ び GC-S患 者 を ラ ン ダ ム に 10回 各 々 ２ つ の コ ホ ー ト に
分 け 、 こ こ で １ つ の セ ッ ト を ト レ ー ニ ン グ の た め に 使 用 し 、 他 の 患 者 セ ッ ト を 、 独 立 し た
セ ッ ト の た め の 予 測 変 数 を 作 製 す る た め に 使 用 し た 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
研 究 排 除 基 準 。 研 究 排 除 基 準 を 、 以 下 に 概 略 を 述 べ る ：
効 力 の 評 価 ま た は 有 害 な 効 果 の 発 生 を 妨 げ う る 療 法 は 、 以 下 を 含 む ：
他 の 調 査 薬 物
同 時 医 薬 （ β 2-ア ド レ ナ リ ン 作 動 性 ア ゴ ニ ス ト ま た は 抗 ロ イ コ ト リ エ ン 薬 物 以 外 ） 。
効 力 の 評 価 ま た は 有 害 な 効 果 の 発 生 を 妨 げ う る 疾 患 ま た は 状 態 は 、 以 下 を 含 む ：
妊 娠 ま た は 乳 汁 分 泌 期
過 去 に お け る 喘 息 薬 物 に 対 す る 過 敏 症 ま た は 激 し い 有 害 な 経 験
ア ス ピ リ ン 感 受 性 喘 息
職 業 喘 息
研 究 薬 物 ま た は そ の 成 分 に 対 す る 感 受 性
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医 薬 に 対 す る コ ン プ ラ イ ア ン ス が 疑 問 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
患 者 保 護 測 定 ／ イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト 手 順 。 登 録 し た 96人 の 喘 息 患 者 は 、 研 究 基 準 を
満 た す 1185人 の 喘 息 患 者 の リ ス ト か ら ラ ン ダ ム に 選 択 し た 。 患 者 の 返 答 -お よ び 参 加 率 は
、 95％ を 超 え た 。 全 患 者 は 、 イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン ト に サ イ ン し 、 血 液 試 料 を 提 供 し 、
質 問 事 項 お よ び 適 切 な 表 現 型 に 必 要 な 全 試 験 を 完 了 し た 。 こ の 研 究 は 、 ア イ ス ラ ン ド デ ー
タ 保 護 委 員 会 お よ び 国 立 生 命 倫 理 委 員 会 に よ り 承 認 さ れ た 。 続 い て 、 ア イ ス ラ ン ド の デ ー
タ 保 護 委 員 会 は 、 患 者 お よ び そ の 家 族 の メ ン バ ー に つ い て 個 人 の 情 報 を 暗 号 化 し た (Gulch
er,J.お よ び Stefansson, K. Clin. Chem. Lab. Med. 1998, 36:523-527)。 全 血 液 お よ び D
NA試 料 も ま た 患 者 の プ ラ イ バ シ ー の 保 護 の た め に コ ー ド 化 し た 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
遺 伝 子 マ イ ク ロ ア レ イ 発 現 の 評 価 。 96人 の 喘 息 患 者 を 研 究 包 含 基 準 に し た が っ て 補 充 し た
。 上 記 臨 床 お よ び 実 験 パ ラ メ ー タ ー の 両 方 を 計 算 に 取 り 入 れ る 関 数 を ス コ ア す る こ と に よ
り 、 GC応 答 を 測 定 し た 。 PBM細 胞 (PBMC)を 、 標 準 化 Ficoll法 に よ り 単 離 し た 。 PBMCを カ ウ
ン ト し 、 FITC-コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 CD3モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 (mAb)、 PE-コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 CD19
mAb、 お よ び FITC-コ ン ジ ュ ゲ ー ト 抗 CD14mAbで 染 色 し 、 フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ り 調 査
し て 、 各 細 胞 型 の 相 対 寄 与 を 決 定 し た 。 次 い で 、 細 胞 を 、 １ 条 件 当 た り 約 6× 10 6 細 胞 を 有
す る ３ つ の 処 置 条 件 に 分 け た （ ベ ー ス ラ イ ン 、 IL-1β ／ TNFα 処 置 お よ び GCの 存 在 下 で の I
L-1β ／ TNFα 処 置 ） 。 そ の 後 、 12,600個 の DNAオ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 含 む ヒ ト Hu95-A遺 伝
子 チ ッ プ (Affymetrix,Santa Clara, CA)を 使 用 す る 遺 伝 子 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て 、
単 離 し た PBMC中 で 複 数 の 遺 伝 子 mRNA発 現 を 試 験 し た 。 簡 単 に は 、 あ わ さ れ た IL-1β (1ng/m
L)お よ び TNFα (5ng/mL)に 、 ま た は DEX(10 - 6 M)を 用 い た 1時 間 の 前 処 理 の 不 在 下 お よ び 存 在
下 で 培 地 の み に 4時 間 細 胞 を 曝 露 し 、 RMPI-1640培 地 中 で 5％ CO 2 ／ 95％ 空 気 の 加 湿 雰 囲 気 に
て 37℃ で 維 持 し た 。 細 胞 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 、 マ イ ク ロ ア レ イ 発 現 解 析 の た め に 使 用
し た 全 RNAを 抽 出 し 、 製 造 者 に よ り 推 奨 さ れ る 市 販 の 試 薬 を 用 い て 精 製 し た 。 全 RNAを Triz
olを 用 い て 抽 出 し 、 QiagenRNAEASYス ピ ン カ ラ ム (Qiagen GmbH 2 , Germany)を 用 い て 精 製 し
た 。 約 5μ gの RNAを 第 １ お よ び 第 ２ 鎖 cDNA合 成 に 使 用 し た 。 沈 殿 後 、 当 該 分 野 で 公 知 の 方
法 に よ り cDNAを cRNAに 転 写 し た 。 続 い て 、 ビ オ チ ン 標 識 cRNAを 、 製 造 業 者 に し た が っ て Af
fymetrix遺 伝 子 チ ッ プ (Affymetrix,Santa Clara, CA)に 一 晩 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 高 ス ト
リ ン ジ ェ ン シ ー 洗 浄 に よ り 、 非 結 合 プ ロ ー ブ を 除 去 し た 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た チ ッ プ を ス
ト レ プ ト ア ビ ジ ン -PE複 合 体 を 用 い て 発 達 さ せ 、 ス キ ャ ン し た 。 次 い で 、 ス キ ャ ン し た 画
像 を Affymetrixソ フ ト ウ エ ア を 用 い て 解 析 し 、 市 販 の ソ フ ト ウ エ ア プ ロ グ ラ ム を 用 い て デ
ー タ を 調 査 し た (AsherB. J. Mol. Graph Model. 2000, 18:79-82)。 AvDiff値 を Affymetri
xソ フ ト ウ エ ア 出 力 に よ り 規 定 し た 。 未 処 理 PBMCの も の を 超 え る サ イ ト カ イ ン で 処 理 し た P
BMCに 由 来 す る RNAの AvDiff値 の 比 率 と し て フ ォ ー ル ド 変 化 (Fold change)を 規 定 し た 。 Aff
ymetrix遺 伝 子 チ ッ プ に 由 来 す る mRNA発 現 値 を 数 個 の 遺 伝 子 に 関 連 づ け る た め に 速 度 論 PCR
を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ５ １ 】
発 現 デ ー タ セ ッ ト の 正 規 化 。 全 遺 伝 子 に 対 す る 未 処 理 の 発 現 デ ー タ を 、 チ ッ プ の 整 え た (t
rimmed)平 均 (98 ％ ) 発 現 値 に 正 規 化 し 、 全 チ ッ プ に 対 す る 正 規 化 し た 発 現 値 を 500に セ ッ
ト し た (Hu, J. ら 、 2000. Ann. N.Y. Acad. Sci.， 919:9-15)。 遺 伝 子 を 、 試 料 の 様 々 な
処 理 の 間 に 安 定 で あ る こ と を 見 出 し た 20個 の 対 照 （ ハ ウ ス キ ー ピ ン グ ） 遺 伝 子 の セ ッ ト に
対 し て ま た 正 規 化 し た 。 こ の 分 析 は 、 PBM細 胞 に お い て 発 現 し た 全 遺 伝 子 、 よ り 具 体 的 に
は イ ン ビ ト ロ サ イ ト カ イ ン 刺 激 に よ り 有 意 に ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
ト さ れ 、 続 い て 糖 コ ル チ コ イ ド 処 置 に よ り 逆 転 し た 全 遺 伝 子 に 焦 点 を 当 て た 。 次 い で 、 予
測 分 類 を こ れ ら の 遺 伝 子 に 適 用 し た 。 ３ つ の 別 々 の ア プ ロ ー チ を 予 測 遺 伝 子 シ グ ナ ル を 探
す た め に 用 い た ： 1)ベ ー ス ラ イ ン 発 現 値 の み ； 2)サ イ ト カ イ ン へ の イ ン ビ ト ロ 曝 露 に 応 答
す る 発 現 値 ； な ら び に 3)GC前 処 理 の 存 在 下 で サ イ ト カ イ ン に 応 答 す る 発 現 値 。 選 択 バ イ ア
ス (selectionbias)に 対 す る 可 能 性 を 最 小 に す る た め に 、 独 立 セ ッ ト に 対 し て お よ び 交 差
検 証 法 (cross validation)法 を 用 い て 両 方 で 予 測 を 行 な っ た (Ambroise,C. お よ び McLachl
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an, G., 2002. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 99:6652-6566)。
【 ０ ０ ５ ２ 】
ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 に よ る 薬 物 応 答 表 現 型 の 分 類 。 ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 (前 に 情
報 を 与 え た も の と は 異 な る )(Duda, R.お よ び Hart, P., Pattern Classification andScen
e Analysis. 1973, New York: John Wiley)を 適 用 し 、 薬 物 応 答 表 現 型 の 分 類 が 少 数 の 有
益 な 遺 伝 子 に つ い て の 発 現 値 に よ り 達 成 さ れ う る か ど う か を 試 験 し た 。 表 現 型 間 の 識 別 に
関 連 性 が あ る と 思 わ れ る 遺 伝 子 を 選 択 す る こ と に よ り 分 類 が ト レ イ ン さ れ る (Kellner,A.
ら 、 DNAア レ イ 発 現 デ ー タ の ベ イ ジ ア ン 分 類 。 Technical report, Department of Compute
r Science and Engineering,University of Washington, August, 2000)。 新 し い ケ ー ス
が 分 類 に 存 在 す る 場 合 、 遺 伝 子 ｇ に つ い て 観 察 さ れ た 帰 属 (attribute)値 x g は 、 与 え ら れ
た ケ ー ス が 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 で あ る 見 込 み ：
【 数 １ 】
　
　
　
を 生 じ る 。 分 類 (「 ナ イ ー ブ 」 仮 定 の 独 立 下 )に お け る 全 遺 伝 子 の 確 率 の 結 合 は 、 全 見 込 み
：
【 数 ２ 】
　
　
　
　
を 与 え る 。 帰 属 、 す な わ ち AvDiff値 ま た は フ ォ ー ル ド 変 化 は 、 各 遺 伝 子 に 対 す る ト レ ー ニ
ン グ セ ッ ト に お い て 表 現 型 を 最 適 に 分 け る 閾 値 を 選 択 す る こ と に よ り ２ つ の カ テ ゴ リ ー （
低 、 高 ） に 分 け ら れ る 。 確 率 P(x｜ C)を 、 帰 属 値 xを 用 い て ト レ ー ニ ン グ ケ ー ス の 表 現 型 C
の 分 数 と し て 計 算 し た 。 確 率 ゼ ロ に よ る 特 異 性 を 避 け る た め に 、 ラ プ ラ ス 推 定 を 使 用 し た
。 す な わ ち さ ら な る ケ ー ス の 各 表 現 型 を 、 各 帰 属 カ テ ゴ リ ー に 加 え た 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
表 現 型 予 測 の た め に 使 用 さ れ る 遺 伝 子 を 、 遺 伝 子 ス コ ア と し て そ れ ぞ れ 表 現 型 GC-Sお よ び
GC-Rを 有 す る ト レ ー ニ ン グ ケ ー ス に 関 し て
【 数 ３ 】
　
　
　
　
の 平 均 を 使 用 し て 表 現 型 間 を 分 離 す る 能 力 に よ り 選 択 し た 。 最 も 高 い 全 ス コ ア を 有 す る ｎ
遺 伝 子 （ す な わ ち 、 表 現 型 GC-Sお よ び GC-Rに 対 す る ス コ ア の 和 ） を 、 分 類 に お い て 用 い た
。 帰 属 と し て 、 ベ ー ス ラ イ ン お よ び サ イ ト カ イ ン 導 入 間 の フ ォ ー ル ド 変 化 値 を 使 用 し た 。
擬 似 フ ォ ー ル ド 変 化 値 を 避 け る た め に 、 全 個 体 に つ い て ベ ー ス ラ イ ン お よ び サ イ ト カ イ ン
導 入 に 対 し て AvgDiff値 ＞ 70を 有 す る 遺 伝 子 の み を 考 慮 に 入 れ た 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
Golubら に よ り 記 載 さ れ た 加 重 投 票 (weighted voting)法 を 用 い る 独 立 し た 患 者 セ ッ ト の 予
測 。 GCSお よ び GC-R患 者 コ ホ ー ト を 、 そ れ ぞ れ ラ ン ダ ム に ２ つ の コ ホ ー ト に 分 け た 。 ラ ン
ダ ム 分 割 手 順 を 各 回 別 の 解 析 を 用 い て 10回 行 な っ た 。 遺 伝 子 を 選 択 す る こ と に よ る 以 前 記
載 し た も の (Golub,T.ら 、 1999., Science, 286:531-537)と 同 様 の 加 重 投 票 ア ル ゴ リ ズ ム
を 使 用 す る 第 １ の コ ホ ー ト に 対 す る 予 測 器 は 、 GC応 答 者 の 非 応 答 者 か ら の 識 別 に 最 も 関 連
す る と 思 わ れ る 。 加 重 投 票 ア ル ゴ リ ズ ム は 、 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お い て 得 ら れ る 「 有 益
な 」 遺 伝 子 の 加 重 一 次 結 合 を 作 製 し 、 新 規 試 料 の た め の 分 類 ス キ ー ム を 提 供 す る 。 ア ル ゴ
リ ズ ム の 簡 単 な 説 明 を 以 下 に す る 。 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る ２ つ の ク ラ ス （ 耐 性 お よ
び 感 受 性 ） の そ れ ぞ れ に 対 し て 平 均 （ μ ） お よ び 標 準 偏 差 （ ε ） を 最 初 に 計 算 す る 。 次 い
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で 、 ２ つ の ク ラ ス 間 の ユ ー ク リ ッ ド 距 離 を 各 遺 伝 子 (x)に つ い て
【 数 ４ 】
　
　
　
の よ う に 計 算 す る 。 各 ク ラ ス の 分 散 は 、 ク ラ ス 平 方 内 の 標 準 偏 差 に 等 し く 、 V R S ＝ ε 2 で あ
る 。 次 に 、 ほ と ん ど の 有 益 な 遺 伝 子 を 選 択 す る た め お よ び 各 遺 伝 子 に 対 す る 加 重 の 計 算 の
た め に 使 用 し た 測 定 基 準 は 、 以 下 よ う に 計 算 さ れ る ： M X ＝ (ED

2
X )/(V S ＋ V R )。 試 験 試 料 Ｙ

の ク ラ ス を 予 測 す る た め に 、 各 遺 伝 子 Ｘ は 、 各 ク ラ ス に 対 し て 票 を 投 じ る ：
【 数 ５ 】
　
　
　
試 験 Ｙ の 最 終 ク ラ ス は 、 (Σ W X R )お よ び (Σ W X S )の 小 さ い 方 に よ り 見 出 さ れ る 。 し た が っ て
、 各 遺 伝 子 は 、 そ の 測 定 基 準 に 基 づ く 票 お よ び そ の シ グ ナ ル が 最 も 近 い ク ラ ス を 有 す る 。
最 後 に 最 も 小 さ い 票 を 有 す る ク ラ ス が 予 測 ク ラ ス で あ り 、 例 え ば 、 試 験 試 料 が 測 定 時 に 使
用 し て い る ユ ー ク リ ッ ド 距 離 に 最 も 近 い ク ラ ス が 予 測 ク ラ ス で あ る 。 次 い で 、 薬 物 応 答 の
正 確 な 予 測 が 、 以 前 記 載 さ れ た よ う な 市 販 の ソ フ ト ウ エ ア (Shipp,M.ら 、 2002. Nat. Med.
 8:68-74;Golub, T.ら ,1999., Science, 286:531-537)を 使 用 し て 、 予 め 情 報 の な い 独 立
し た コ ホ ー ト に 対 す る 遺 伝 子 の こ の 限 定 的 な セ ッ ト の 発 現 値 に よ り 達 成 さ れ う る か ど う か
を 決 定 し た 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
k-至 近 隣 接 (Nearest Neighbor)ア ル ゴ リ ズ ム を 使 用 す る 独 立 し た 患 者 セ ッ ト の 予 測 。 k-至
近 隣 接 (k-NN)ア ル ゴ リ ズ ム (Cover,T.ら 、 1967.IT, 13:21-27)を ま た 行 っ て 、 ト レ ー ニ ン
グ セ ッ ト 中 の 「 発 現 」 ス ペ ー ス に お け る k「 至 近 隣 接 」 標 準 化 試 料 に 対 す る 試 料 の ユ ー ク
リ ッ ド 距 離 を 計 算 す る こ と に よ り 、 試 料 の ク ラ ス を 予 測 し た 。 近 隣 の ク ラ ス 帰 属 関 係 を 調
査 し 、 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に お け る 各 ク ラ ス の 集 団 に つ い て 調 整 し た 後 、 新 し い 試 料 を 隣
接 間 の 最 も 大 き な 相 対 母 集 団 を 示 す ク ラ ス に 割 り 当 て る 。 マ ー カ ー 遺 伝 子 選 択 プ ロ セ ス を
、 標 的 ク ラ ス に よ り 高 度 に 相 関 す る 特 徴 に の み k-NNア ル ゴ リ ズ ム を 提 供 す る こ と に よ り 行
っ た 。 予 測 変 数 に お け る 使 用 の た め の 遺 伝 子 を 選 択 す る た め に 、 全 遺 伝 子 を 個 々 に 試 験 し
、 遺 伝 子 単 独 に お け る 情 報 を 用 い て １ つ の ク ラ ス を 他 の ク ラ ス か ら 識 別 す る 能 力 を ラ ン ク
付 け し た 。 各 遺 伝 子 お よ び 各 ク ラ ス に 対 し て 、 遺 伝 子 に 対 す る 遺 伝 子 発 現 レ ベ ル に お け る
全 て の 可 能 な カ ッ ト オ フ 点 は 、 カ ッ ト オ フ よ り 上 ま た は 下 の い ず れ か の ク ラ ス 帰 属 関 係 を
予 測 す る と み な さ れ る 。 遺 伝 子 を 、 ク ラ ス の 最 良 の 予 測 点 を 基 礎 と し て ス コ ア し た 。 ス コ
ア 関 数 は 、 こ の ク ラ ス 対 全 て の 他 の も の に 関 す る 予 測 対 実 際 の ク ラ ス 帰 属 関 係 の 超 幾 何 試
験 (Fisher正 確 試 験 )に 対 す る p-値 の 負 の 対 数 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
一 点 除 外 交 差 検 証 法 (Leave One Out Cross Validation)(LOOCV)を 使 用 す る 予 測 。 患 者 の
独 立 セ ッ ト に お け る ボ ン フ ィ ル メ ー シ ョ ン (vonfirmation)に 加 え て 、 GC応 答 者 を 非 応 答 者
か ら 最 良 に 分 離 し た 遺 伝 子 を 選 択 し 、 交 差 検 証 法 に よ り 試 験 し 、 こ こ で 一 人 の 患 者 を デ ー
タ セ ッ ト か ら 除 外 し 、 次 い で 残 り の 患 者 に 基 づ く 全 遺 伝 子 か ら 新 し い 予 測 変 数 を 作 製 し た
。 次 い で 、 新 し い 予 測 変 数 を 使 用 し て 、 排 除 し た 試 料 を 予 測 し た 。 遺 伝 子 選 択 基 準 を 前 記
の よ う に 決 定 し 、 ベ ー ス ラ イ ン ま た は サ イ ト カ イ ン お よ び GCへ の イ ン ビ ト ロ 曝 露 へ の 応 答
に お け る 発 現 値 に 適 用 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
試 薬 。 cDNA Hu95遺 伝 子 マ イ ク ロ ア レ イ チ ッ プ お よ び ス キ ャ ナ ー お よ び コ ン ピ ュ ー タ ー 解
析 ソ フ ト ウ エ ア を 含 む 解 析 シ ス テ ム を 、 Affymetrix,CAか ら 購 入 し た 。 RPM-1640培 地 を Gib
co BRL (Gaithersburg, MD) か ら 得 た 。 R&Dシ ス テ ム (Minneapolis,MN)か ら IL-1β お よ び T
NFα を 得 た 。 DEXを Sigma(St Louis, MO)か ら 購 入 し た 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
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結 果
患 者 の 特 徴 。 1185人 の 患 者 を 含 み 、 そ の 500人 よ り 多 く が 吸 入 糖 コ ル チ コ イ ド を 用 い て い
る 利 用 で き る 家 族 ク ラ ス タ ー か ら 、 登 録 患 者 を ラ ン ダ ム に 選 択 し た 。 こ の 研 究 の た め に 補
充 さ れ た 96人 の 患 者 の う ち 60人 を 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 で あ る と 決 定 し 、 36人 を 糖 コ ル チ
コ イ ド 耐 性 で あ る と 決 定 し た 。 各 群 を ２ つ の コ ホ ー ト に 分 け た 。 第 １ の コ ホ ー ト は 、 46人
の 患 者 を 含 み （ ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト ） 、 そ の 30人 は GC-Sで あ り 、 18人 は GC-Rで あ っ た 。 さ
ら な る 46人 の 患 者 を 独 立 セ ッ ト と 命 名 し 、 ま た 30人 の GC-S患 者 お よ び 18人 の GC-R患 者 を 含
ん だ 。 GC-R群 に お け る 吸 入 糖 コ ル チ コ イ ド の 平 均 持 続 用 量 は 、 約 1,600mg/日 (1,000～ 2,00
0の 範 囲 )で あ っ た 。 対 照 的 に 、 GC-S患 者 は 、 吸 入 GCの 断 続 す る か ま た は 低 用 量 の 療 法 (≦ 8
00mg/日 の Fluticasoneま た は 同 等 薬 物 )の み を 必 要 と し た 。 ア ト ピ ー 状 態 と 共 に 人 口 統 計
情 報 、 肺 機 能 お よ び メ タ コ リ ン チ ャ レ ン ジ 値 を 表 ３ に 示 す 。 GC-S患 者 と 比 較 し た 場 合 、 喘
息 重 篤 度 レ ベ ル が GC-R群 に お い て よ り 高 い こ と が 議 論 さ れ う る 一 方 、 肺 機 能 試 験 結 果 は 、
GC-R患 者 に お い て わ ず か に の み 低 い こ と が 注 目 さ れ る 。 表 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 雄 ／ 雌 の
比 率 お よ び ア ト ピ ー 状 態 は GC-R群 に お い て よ り 低 く 、 一 方 平 均 年 齢 は よ り 高 か っ た 。 さ ら
に 、 54％ の GC-S患 者 お よ び 31％ の GC-R患 者 は 、 １ つ 以 上 の 空 気 ア レ ル ゲ ン に 対 し て 皮 膚 試
験 陽 性 で あ っ た 。 ２ つ の 群 の 間 の T細 胞 、 B細 胞 お よ び 単 球 の 比 に お い て 差 異 は 観 察 さ れ な
か っ た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
遺 伝 子 ス コ ア 選 択 遺 伝 子 を 用 い る ベ イ ジ ア ン 分 類 の 性 能 。 こ の 研 究 は 、 GC-R喘 息 患 者 が 、
ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 を 用 い て 、 GC応 答 性 で あ る 患 者 に お い て 得 ら れ る も の と は 異 な る
白 血 球 に お け る 特 異 的 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に よ り 同 定 さ れ う る か ど う か を 調 査 し た 。
分 類 を ト レ イ ン し て 、 存 在 す る と 定 義 さ れ 、 AvgDiff発 現 値 ＞ 70を 有 し た Affymetrix12,60
0 Hu95遺 伝 子 チ ッ プ に 由 来 す る 全 遺 伝 子 を 用 い て GC-Rお よ び GC-S患 者 群 間 を 最 良 に 予 測 し
た 遺 伝 子 を 選 択 し た 。 後 者 の 必 要 条 件 は 、 遺 伝 子 の 総 数 を 5,011に 減 少 し た 。 し た が っ て
、 分 類 は 、 ベ ー ス ラ イ ン (BL)で ま た は サ イ ト カ イ ン も し く は GC処 理 に 対 す る 応 答 の い ず れ
か で の AvgDiffま た は フ ォ ー ル ド 変 化 発 現 値 に お い て ２ 群 間 の 差 異 を 説 明 す る 遺 伝 子 を 同
定 す る 目 的 で 5,011個 の 遺 伝 子 を ト レ イ ン し た 。 50個 の 遺 伝 子 の サ イ ト カ イ ン 処 置 に 対 す
る 応 答 に お け る フ ォ ー ル ド 変 化 mRNA発 現 値 は 、 14GC-Rお よ び 14GC-S患 者 の ラ ン ダ ム に 選 択
さ れ た サ ブ グ ル ー プ を 82％ の 精 度 で 識 別 し た 。 ベ ー ス ラ イ ン 発 現 値 も GCに 応 答 す る フ ォ ー
ル ド 変 化 発 現 も 、 ２ つ の 患 者 群 間 を 識 別 す る 分 類 の 能 力 を 改 善 し な か っ た 。 薬 物 応 答 表 現
型 の 予 測 を 、 「 交 差 検 証 法 か ら １ つ を 除 外 す る 」 (LOOCV)方 法 に よ り 行 い 、 こ こ で 各 ト レ
ー ニ ン グ ケ ー ス が 順 番 に 除 外 さ れ 、 残 っ て い る ト レ ー ニ ン グ ケ ー ス の み ト レ イ ン し た 分 類
に よ り 予 測 さ れ る 。 次 い で 、 正 し く 予 測 さ れ た 除 外 さ れ た ト レ ー ニ ン グ ケ ー ス の 百 分 率 を
、 以 前 見 ら れ な か っ た ケ ー ス の 分 類 精 度 の 推 定 値 と し て 得 た 。 図 １ に 見 ら れ る よ う に 、 14
人 の GC-S患 者 の う ち 12人 、 14人 の GC-R患 者 の う ち 11人 を 正 し く 予 測 し た 。 さ ら に 、 分 類 を
患 者 の 全 て に つ い て ト レ イ ン し た 場 合 、 LOOCV法 を 用 い る 正 し い GC応 答 表 現 型 を 決 定 す る
予 測 精 度 は 、 本 質 的 に 変 更 し な い か ま た は 81％ で あ っ た （ 図 ２ ） 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
こ れ ら の 50個 の 遺 伝 子 が 薬 物 応 答 表 現 型 間 で 高 精 度 に て 識 別 さ れ た の で 、 そ れ ら は そ れ 自
身 の 群 内 の 個 体 に 対 す る 薬 物 応 答 表 現 型 を 予 測 す る よ り 強 い 能 力 を 潜 在 的 に 有 す る で あ ろ
う 。 し た が っ て 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 、 分 類 を ト レ イ ン る た め に 使 用 し な か っ た 患 者 の 別 の
コ ホ ー ト の 薬 物 応 答 表 現 型 を 予 測 す る 能 力 を 調 査 し た 。 図 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 分 類 が 40
GC-S対 GC-R患 者 上 で ト レ イ ン さ れ 、 次 い で 独 立 し た 患 者 セ ッ ト を 予 測 す る た め に 使 用 さ れ
た 場 合 、 得 ら れ た 予 測 精 度 は 86％ に 上 が っ た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
50個 の 遺 伝 子 は 、 GC応 答 者 お よ び 非 応 答 者 間 を 識 別 す る 予 測 能 力 に 寄 与 し た 。 こ れ ら の 遺
伝 子 を 、 表 １ 、 2Aお よ び 2Bに 分 類 別 に 示 す 。 未 知 の GC応 答 プ ロ フ ィ ー ル を 有 す る 14人 の 対
照 被 験 体 の デ ー タ も ま た 含 ま れ る 。 示 さ れ る よ う に 、 対 照 群 に お け る mRNA発 現 の パ タ ー ン
は 、 GC-S患 者 の も の に 匹 敵 し た 。 一 般 の 喘 息 患 者 の 90％ ま で が GC応 答 者 で あ る の で 、 こ れ
は 驚 く こ と で は な い 。 各 カ テ ゴ リ ー に お け る 遺 伝 子 （ 特 に CAM／ ECM、 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 ／
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代 謝 分 子 、 転 写 因 子 お よ び EST） は 、 GenBank寄 託 番 号 、 お よ び サ イ ト カ イ ン に 応 答 し て 変
化 す る mRNA発 現 の 平 均 フ ォ ー ル ド 変 化 の そ れ ぞ れ の 大 き さ に よ り 同 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
GC応 答 者 お よ び 非 応 答 者 の 間 を 最 も 正 確 に 識 別 す る 遺 伝 子 シ グ ナ ル が 捕 捉 さ れ た こ と を 確
実 に す る た め に 、 群 を 96人 の 患 者 (60GC-Sお よ び 36GC-R)に 拡 大 し 、 交 差 検 証 法 有 り お よ び
無 し で GC-Sお よ び GC-R患 者 の 両 方 の ラ ン ダ ム に 分 け た コ ホ ー ト に 加 重 投 票 お よ び ｋ -NNア
ル ゴ リ ズ ム を 適 用 し た 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
表 1、 2Aお よ び 2Bに お け る 遺 伝 子 は 別 と し て 、 表 ４ に 示 す 15個 の さ ら な る 遺 伝 子 は 、 独 立
し た セ ッ ト に 対 す る 予 測 精 度 を 86％ に 増 加 し 、 GC応 答 者 を 非 応 答 者 か ら 識 別 す る 精 度 は 、
全 患 者 に お い て 交 差 検 証 法 を 用 い て 89％ に 達 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
考 察
薬 物 治 療 が 医 学 の 主 要 部 の ま ま で あ る 一 方 、 多 く の 場 合 、 所 定 の 薬 物 は 、 患 者 の 大 多 数 に
お い て ほ と ん ど も し く は 全 く 効 果 を 有 さ な い か 、 ま た は 予 測 で き な か っ た ひ ど い 副 作 用 が
生 じ る 。 患 者 に 対 し て こ れ は 危 険 で か つ 潜 在 的 に 生 活 の 脅 威 と な る 状 態 を 示 し 、 社 会 レ ベ
ル で 、 有 害 な 薬 物 反 応 は 、 疾 患 お よ び 死 亡 を 導 く 原 因 を 示 す 。 遺 伝 子 変 動 は 、 し ば し ば 不
十 分 な 応 答 お よ び 副 作 用 の 基 礎 と な る 。 実 際 、 限 定 さ れ な い が 、 Dicumarol、 Warfarinま
た は Isoniazidに 応 答 し て こ れ ら の 薬 物 の 迅 速 な 加 速 対 遅 い 加 速 を 与 え る CytP450遺 伝 子 に
お け る 多 形 に よ り 患 者 変 動 性 を 含 む か か る 相 関 の い く つ か の 例 が す で に 存 在 す る 。 こ れ ら
の 遺 伝 子 変 動 が 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 制 御 機 能 に お け る 差 異 に お い て 反 映 さ れ う る と 過 程 す
れ ば 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の mRNAお よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 発 現 に お け る 変 動 性 が 予 測 さ れ る
で あ ろ う 。 薬 理 ゲ ノ ム 学 (Pharmacogenomics)は 、 効 力 お よ び 安 全 性 の 両 問 題 を 扱 う 薬 物 に
対 す る 応 答 を 正 確 に 予 測 す る 個 体 の 遺 伝 子 の 組 立 (makeup)間 に お け る 変 動 の 輪 郭 を す ぐ に
描 き う る 見 込 み を 有 す る 。 こ の 関 係 に お い て 、 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 技 術 に よ り 単 一 ア ッ セ
イ に お い て 数 千 の 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を 解 析 す る 能 力 は 、 複 数 の 分 子 遺 伝 子 経 路 の 強 力 な
ス ク リ ー ニ ン グ を 同 時 に 提 供 す る 。 し た が っ て 、 高 ス ル ー プ ッ ト 遺 伝 子 ア レ イ ア ッ セ イ は
、 薬 物 に 応 答 す る 個 体 の 変 動 を 決 定 す る 種 々 の 酵 素 、 キ ナ ー ゼ 、 イ オ ン チ ャ ン ネ ル 、 お よ
び 他 の 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 を コ ー ド す る 遺 伝 子 に お け る 差 示 的 発 現 を 同 定 す る 可 能 性 を
有 す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
こ れ ら の 問 題 に 取 り 組 む た め に 、 本 研 究 は 、 高 密 度 DNAマ イ ク ロ ア レ イ 解 析 を 用 い て GC-R
お よ び GC-S喘 息 患 者 か ら 単 離 さ れ た 新 し く 単 離 さ れ た PBMCに お け る 遺 伝 子 発 現 に お け る 差
異 を 調 査 し た 。 結 果 は 、 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 が 86％ の 精 度 で 予 測 さ れ う る こ と を 示 す 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
糖 コ ル チ コ イ ド (GC)は 喘 息 療 法 に 利 用 可 能 な 最 も 有 効 な 薬 物 で あ る こ と が 広 く 認 め ら れ て
い る 。 感 受 性 で あ る 個 体 に お い て 、 吸 入 GCは 、 血 漿 中 に 見 出 さ れ る 濃 度 に て PBMC内 で 転 写
を 活 性 化 す る 比 較 的 低 い 能 力 を 有 す る こ と が 示 さ れ て お り 、 そ の 作 用 は 肺 内 で 主 に 生 じ る
と 考 え ら れ て い る 。 こ の 知 見 は 低 い か ま た は 断 続 し た 投 与 で の 限 ら れ た 全 身 性 副 作 用 に 一
致 し 、 一 方 、 気 道 に お け る AP-1お よ び NF-kBな ど の ト ラ ン ス -抑 制 転 写 因 子 活 性 に 対 す る GC
の 相 対 能 力 は そ の 相 対 臨 床 効 力 に 一 致 す る 。 対 照 的 に 、 GC耐 性 は 、 プ レ ゾ ニ ド ン な ど の 延
長 し た 過 程 の 高 用 量 （ ＞ 1mg/kg/日 ） 経 口 糖 コ ル チ コ イ ド に 対 す る 応 答 の 欠 如 に よ り 規 定
さ れ た 。 喘 息 を 有 す る ほ と ん ど の 患 者 が 吸 入 GCを 用 い て 治 療 さ れ て い る の で 、 GC-依 存 ／
耐 性 喘 息 に 言 及 す る 新 し い 定 義 は 、 薬 物 の 使 用 に お け る 吸 入 経 路 を 考 慮 し て 明 ら か に な る
(Leung,D.お よ び Chrousos, G., Am. J. Resp. Crit. Care Med. 2000. 162:1-3)。 こ れ ら
の 論 点 の 観 点 か ら 、 吸 入 GCの 高 い 用 量 （ す な わ ち 、 ＞ 2000mg/日 ） に 不 完 全 に 応 答 す る 条
件 と し て GC耐 性 喘 息 を 規 定 す る た め の 推 薦 に 従 っ た (Gagliardo,R.ら 、 Am. J. Resp. Crit
. Care Med. 2000. 162:7-13)。 高 レ ベ ル の GC-依 存 を 有 す る 患 者 対 GC耐 性 喘 息 を 有 す る 患
者 の 間 の 明 確 な 分 離 が 臨 床 的 に い つ も 可 能 で あ る と い う わ け で は な い が 、 こ れ ら の 群 の 両
方 が 、 健 康 管 理 シ ス テ ム に 対 し て 非 常 に 高 価 で あ る と い う 難 し い 臨 床 問 題 を 示 す こ と は 疑
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い な い 。 ス テ ロ イ ド に 対 す る 最 適 状 態 に 及 ば な い 応 答 は 、 持 続 性 の 気 道 障 害 と 共 に 深 刻 な
有 害 な 影 響 を 伴 う 高 用 量 GC療 法 の 延 長 さ れ た 過 程 を し ば し ば 導 く 。 GC耐 性 喘 息 を 罹 患 し て
い る 患 者 は 、 高 用 量 の GCで の 持 続 性 治 療 に も か か わ ら ず 、 気 道 の 進 行 性 の 炎 症 を 示 す 。 こ
れ は 、 表 ３ に お け る 低 い メ タ コ リ ン 濃 度 の 値 に よ り 反 映 さ れ る よ う に 、 本 発 明 者 ら の GC-R
患 者 に お い て 検 出 さ れ た 高 度 の 気 道 過 応 答 性 に 一 致 す る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
最 初 の 近 似 と し て 病 理 生 物 学 プ ロ セ ス が 喘 息 に 関 与 す る と 過 程 す る と 、 GC無 感 受 性 お よ び
GC依 存 喘 息 を 同 じ 病 原 性 プ ロ セ ス の 一 部 と し て み な す こ と は 妥 当 で あ る 。 し た が っ て 、 GC
-耐 性 ／ 依 存 性 喘 息 に 寄 与 す る 機 構 の 潜 在 的 不 均 一 性 お よ び 複 雑 さ な ら び に 慢 性 喘 息 の 自
然 病 歴 に お け る そ の 潜 在 的 影 響 の 観 点 か ら 、 GC耐 性 特 性 に 関 し て 、 穏 や か ～ 厳 し い GC-耐
性 を 有 す る 本 発 明 者 ら の GC依 存 研 究 患 者 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル に お い て 差 異 が 見 ら れ
な か っ た こ と は 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
こ の 研 究 に お い て 、 予 測 能 力 を 提 供 す る 遺 伝 子 を 同 定 す る た め の 遺 伝 子 ス コ ア ア プ ロ ー チ
を 使 用 し た 。 表 １ に 示 さ れ る よ う に 、 選 択 し た 40個 の 遺 伝 子 は 、 ２ つ の 群 の 間 の mRNA発 現
の シ グ ナ ル 強 度 に お い て 異 な り 、 吸 入 糖 コ ル チ コ イ ド に 対 す る 患 者 応 答 表 現 型 に 強 く 相 関
し た 。 さ ら に 、 図 １ に 示 さ れ る よ う に 、 14人 の GC-S患 者 お よ び 14人 の GC-R患 者 の サ ブ セ ッ
ト に つ い て ベ イ ジ ア ン 分 類 を ト レ イ ン す る 場 合 、 こ れ ら ２ つ の 患 者 群 の 間 を 識 別 す る 分 類
の 予 測 精 度 は 82％ で あ っ た 。 分 類 を 40で ト レ イ ン し た 場 合 、 残 り の 独 立 し た 患 者 を 予 測 す
る 分 類 の 精 度 は 、 高 く 86％ で あ っ た （ 図 ２ ） 。 し た が っ て 、 分 類 を ト レ イ ン す る た め に 使
用 し た 患 者 の 数 を ほ ぼ ２ 倍 に す る こ と に よ り 、 研 究 の 予 測 能 力 は さ ら に 増 加 し た 。 後 者 の
観 察 は 、 ２ つ の 重 要 な 関 係 を 有 す る ： 1)分 類 の 予 測 精 度 は 、 さ ら な る 患 者 が 含 ま れ る 場 合
さ ら に 改 善 さ れ う る こ と を 示 唆 す る ； な ら び に 2)14人 の GC-S患 者 お よ び 14人 の GC-R患 者 の
開 始 デ ー タ セ ッ ト に 適 用 す る 場 合 、 ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 を 用 い る ア プ ロ ー チ は 、 80％
を 超 え る 精 度 で GC-Rお よ び GC-S喘 息 患 者 の 遺 伝 子 発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 予 測 す る 十 分 な 能 力
を 提 供 す る 。 こ れ ら の 遺 伝 子 間 は 、 多 数 の サ イ ト カ イ ン ／ ケ モ カ イ ン － 関 連 遺 伝 子 、 転 写
因 子 お よ び 細 胞 シ グ ナ ル 伝 達 分 子 遺 伝 子 で あ る こ と に 注 目 す べ き で あ る （ 表 １ 、 2Aお よ び
2B） 。 疑 い な く こ れ ら の 遺 伝 子 の 多 く が 、 そ れ 自 体 が 喘 息 か ら 独 立 し た GC応 答 性 の 決 定 的
な 調 節 遺 伝 子 で あ る こ と が わ か り う る 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 お よ び 糖 コ ル チ コ イ ド 応 答 性 喘 息 の 間 の 識 別 に お け る 予 測 能 力 を 有
す る 遺 伝 子 を 、 表 １ に 挙 げ る 。 サ イ ト カ イ ン を 用 い る 刺 激 後 の フ ォ ー ル ド 変 化 mRNA発 現 値
を 用 い て 糖 コ ル チ コ イ ド 応 答 性 (GC-R)喘 息 お よ び 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 (GC-S)喘 息 の 間 を
最 も 正 確 に 識 別 す る 40個 の 遺 伝 子 を 示 す 。 値 を 群 に 対 し て 平 均 ± SEMと し て 表 し た 。 GC応
答 状 態 が わ か ら な い 14人 の 非 喘 息 （ 対 照 ） 被 験 体 に お け る 匹 敵 す る 値 も ま た 示 す 。 こ れ ら
の 遺 伝 子 を 含 む 発 現 プ ロ フ ィ ー ル は 、 GC-Rお よ び GC-S患 者 を 80％ を 超 え る 精 度 で 予 測 す る
。
【 ０ ０ ７ ０ 】
【 表 １ － １ 】
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【 ０ ０ ７ １ 】
表 2Aお よ び 2Bは 、 IL-1β ／ TNF α 療 法 に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン レ ギ ュ レ ー
ト し 、 GCを 用 い る 前 処 理 に よ り 少 な く と も 部 分 的 に 逆 転 し 、 サ イ ト カ イ ン を 用 い た 処 置 後
に 生 じ た 発 現 値 を 用 い て 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 を 最 も 正 確 に 予 測 し た 45個 の 遺 伝 子 を 含 む
。 表 2Aは 、 DEXの 存 在 下 に IL-1β ／ TNF α を 用 い て 処 理 し た 細 胞 に お け る 発 現 レ ベ ル を 示
し 、 表 2Bは 、 IL-1β ／ TNF α の み を 用 い て 処 理 し た 細 胞 の 発 現 レ ベ ル を 示 す 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
【 表 ２ － １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 表 ２ － ２ 】
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【 表 ２ － ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ３ 】
表 ３ に 示 さ れ る よ う に 、 雄 ／ 雌 の 比 率 お よ び ア ト ピ ー 状 態 は 、 GC-R群 に お い て よ り 低 く 、
一 方 平 均 年 齢 は よ り 高 か っ た 。 い く つ か の 研 究 は 、 X染 色 体 と 喘 息 表 現 型 と の 間 の 関 連 を
報 告 し て い る が (Kauppi P.ら 、 Eur. J. Hum. Genet. 2000.10:788-92;Heinzmann A.ら 、 H
um. Mol. Gennt. 2000.9.549-59; Ahmed S.ら 、 Exp. Clin. Immunogenet.2000.17:18-22)
、 広 範 な 疫 学 研 究 は 、 か か る 関 連 が GC-R表 現 型 と 喘 息 と の 間 に 存 在 す る の か ど う か を 確 認
す る た め に 必 要 で あ る 。 同 様 に 、 こ の 研 究 に お い て GC-R患 者 の 31％ と 比 較 し て GC-S患 者 の
54％ が １ つ 以 上 の 空 気 ア レ ル ゲ ン に 対 し て 皮 膚 試 験 陽 性 で あ っ た 。 さ ら に 、 平 均 総 IgEレ
ベ ル は 、 GC-S群 に お い て よ り 高 か っ た 。 陽 性 皮 膚 試 験 ま た は 増 加 し た IgE レ ベ ル に よ り 決
定 し た 場 合 、 ア イ ス ラ ン ド に お け る 喘 息 患 者 の 約 50％ が ア ト ピ ー で あ る の と 比 較 し て (The
European Community Respiratory Health Survey Group. Am. J. Resp. Crit. CareMed.1
997.156:1773-1780)、 い く つ か の ヨ ー ロ ッ パ の 国 お よ び 米 国 の 地 域 の い く つ か に お い て 患
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者 の 約 70％ が ア ト ピ ー で あ る (EgglestonP. お よ び Bush R., J. Allergy Clin. Immunol. 
2001 107:S403-5)。 ア ト ピ ー 喘 息 患 者 が 、 非 ア ト ピ ー 患 者 と 比 較 し て GC-R喘 息 を よ り 有 し
に く い か ど う か を 決 定 す る こ と が 残 っ て い る 。 こ の 結 果 に お け る こ れ ら の 変 動 性 に 由 来 す
る 障 害 が 除 外 さ れ 得 な い が 、 患 者 の 年 齢 、 性 別 ま た は ア ト ピ ー 状 態 の 予 測 能 力 は 、 研 究 下
に お け る 遺 伝 子 か ら 発 達 し た 能 力 と 比 較 し て よ り 低 か っ た （ お よ び 統 計 的 に 有 意 で な い ）
。
【 ０ ０ ７ ４ 】
こ れ ら の 結 果 は 、 GC- 耐 性 の 発 達 に 寄 与 す る メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た め の 基 礎 を 提 供 し 、
新 規 治 療 ア プ ロ ー チ の 開 発 を 可 能 に し う る 。 例 え ば 、 当 業 者 は 、 ア イ ス ラ ン ド 家 系 デ ー タ
ベ ー ス を 用 い て GC-Rお よ び GC-Sク ラ ス タ ー に 関 す る 患 者 に お け る 連 鎖 研 究 を 行 い う る 。 GC
-応 答 性 の 臨 床 測 定 に 基 づ い て 大 き な 家 系 図 に GC-Rお よ び GC-S喘 息 を 有 す る 患 者 を 関 連 づ
け る こ と に よ り 、 ゲ ノ ム 全 体 の 連 鎖 解 析 が 行 な わ れ う る 。 第 ２ に 、 DNAア レ イ 技 術 を 用 い
て 患 者 の 大 き な コ ホ ー ト に お け る GC-R対 GC-S喘 息 を 予 測 す る mRNA発 現 プ ロ フ ィ ー ル を 探 す
こ と に よ り 、 当 業 者 は 、 患 者 が 糖 コ ル チ コ イ ド を 摂 取 し て い る か ど う か ま た は 臨 床 応 答 が
発 現 プ ロ フ ィ ー ル の み に 基 づ い て 決 定 さ れ た か ど う か に 無 関 係 に 、 未 知 の GCプ ロ フ ィ ー ル
を 有 す る 患 者 を 高 い 精 度 で GC-Sお よ び GC-R患 者 に 分 類 し う る （ 例 え ば 、 応 答 者 対 非 応 答 者
の 発 現 プ ロ フ ァ イ リ ン グ に そ れ ぞ れ 類 似 す る か ど う か ） 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
表 ３ ． 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 (GC-S)お よ び GC-耐 性 (R)患 者 に お け る 人 口 統 計 、 肺 機 能 、 メ
タ コ リ ン チ ャ レ ン ジ お よ び 総 IgE値 。 示 さ れ た 値 は 、 群 に 対 す る 平 均 +/-SEで あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
【 表 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ７ ７ 】
GC応 答 者 を 非 応 答 者 か ら 最 も 正 確 に 識 別 す る 遺 伝 子 シ グ ナ ル が 捕 捉 さ れ る こ と を 確 認 す る
た め に 、 研 究 を 96人 の 患 者 (60人 の GC-Sお よ び 36人 の GC-R)を 含 む よ う に 拡 張 し 、 GC-Sお よ
び GC-R患 者 の ラ ン ダ ム に 分 け た コ ホ ー ト を 交 差 検 証 法 有 り お よ び 無 し で 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
結 果 は 、 表 1、 2Aお よ び 2Bに 列 挙 さ れ た 遺 伝 子 は 別 と し て 、 分 割 コ ホ ー ト を 用 い て 同 定 し
た 表 4Aに 列 挙 さ れ た 15個 の さ ら な る 遺 伝 子 、 お よ び 交 差 検 証 法 に よ る 表 4Bに 列 挙 さ れ た 4
個 の 遺 伝 子 は 、 独 立 セ ッ ト お よ び 交 差 検 証 法 に 対 し て 予 測 精 度 を そ れ ぞ れ 86％ お よ び 89％
に 増 加 し た こ と を 結 果 は 示 す 。 こ れ ら の 遺 伝 子 は 、 免 疫 機 能 、 シ グ ナ ル 変 換 プ ロ セ ス お よ
び ア ポ ト ー シ ス に お い て 重 要 な 役 割 を は た し 、 そ の 全 て は 、 喘 息 に お け る 糖 コ ル チ コ イ ド
応 答 の 機 構 に 高 度 に 関 連 す る 機 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
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【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ０ 】
実 施 例 ２ .
約 80％ の 予 測 精 度 を 示 す 遺 伝 子 は 別 と し て 、 多 数 の 遺 伝 子 が ２ つ の 患 者 群 間 で 差 次 的 に 発
現 さ れ る こ と を 見 出 し た 。 そ の 内 、 表 5A～ Eに 列 挙 さ れ る 遺 伝 子 は 、 見 出 さ れ た 予 測 シ グ
ナ ル に 寄 与 し た 。 こ れ ら の 遺 伝 子 を 、 実 験 セ ッ ト ア ッ プ の 生 物 学 的 ア プ ロ ー チ を 適 用 す る
こ と に よ り 同 定 し た （ す な わ ち 、 IL-1β ／ TNFα に よ り ア ッ プ レ ギ ュ レ ー ト ま た は ダ ウ ン
レ ギ ュ レ ー ト さ れ 、 か つ 少 な く と も GCに よ り 部 分 的 に 逆 転 し た 遺 伝 子 ） 。 糖 コ ル チ コ イ ド
予 測 に 関 す る 表 5A～ 5Eに お け る 遺 伝 子 の 最 大 値 は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 が 患 者 の よ り 大 き な コ
ホ ー ト に お い て 確 認 さ れ た 場 合 に わ か る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ８ １ 】
【 表 ５ － １ 】
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【 表 ５ － ４ 】
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【 表 ５ － ５ 】
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【 表 ５ － ６ 】
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【 表 ５ － １ １ 】
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ ２ 】
本 発 明 を そ の 好 ま し い 態 様 を 参 照 し て 詳 細 に 示 し 、 記 載 し た が 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 に
包 含 さ れ る 本 発 明 の 範 囲 を 逸 脱 す る こ と な く 、 形 態 お よ び 詳 細 に お い て 種 々 の 変 更 が な さ
れ う る こ と が 当 業 者 に よ り 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ３ 】
【 図 １ 】 図 １ は 、 14の 糖 コ ル チ コ イ ド 耐 性 （ GC-R） お よ び 14の 糖 コ ル チ コ イ ド 感 受 性 患 者
の 薬 物 応 答 表 現 型 の 予 測 に お け る ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 の 予 測 の 正 確 性 を 示 す 代 表 的 な
ベ イ ジ ア ン マ ト リ ッ ク ス プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ２ 】 図 ２ は 、 54名 の 全 て の 患 者 が 分 類 の ト レ ー ニ ン グ に 含 ま れ た 場 合 の GC-Rお よ び GC
-S患 者 の 薬 物 応 答 表 現 型 の 予 測 に お け る ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 の 予 測 の 正 確 性 を 示 す 代
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表 的 な ベ イ ジ ア ン マ ト リ ッ ク ス プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ３ 】 図 ３ は 、 遺 伝 子 選 択 の プ ロ セ ス ま た は 分 類 の ト レ ー ニ ン グ に お い て 使 用 さ れ な い
14名 の GC-R患 者 の 独 立 し た コ ホ ー ト の 薬 物 応 答 表 現 型 の 予 測 に お け る ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン
分 類 の 予 測 の 正 確 性 を 示 す 代 表 的 な ベ イ ジ ア ン マ ト リ ッ ク ス プ ロ ッ ト で あ る 。
【 図 ４ 】 図 ４ は 、 88名 の 患 者 に お い て 調 査 し た 15遺 伝 子 （ 表 ５ 参 照 ） の 差 次 的 発 現 を 示 す
代 表 的 な マ ト リ ッ ク ス プ ロ ッ ト で あ る 。 上 記 に 挙 げ ら れ た 遺 伝 子 に 加 え て 、 そ の 全 て が 予
測 さ れ る ウ ェ イ ト を 保 有 す る 、 こ れ ら の 15の 遺 伝 子 は 、 ト レ ー ニ ン グ セ ッ ト に 関 す る 誘 導
時 間 点 を 用 い て 非 応 答 者 か ら GC応 答 者 の コ ホ ー ト を 最 も 正 確 に 区 別 し た 。 合 わ せ て 、 こ れ
ら の 遺 伝 子 は 、 86％ の 正 確 性 で 等 し い サ イ ズ の 独 立 し た 患 者 コ ホ ー ト の 正 確 な GC応 答 表 現
型 を 予 測 し た 。
【 図 ５ 】 図 ５ は 、 「 一 点 除 外 交 差 検 証 法 」 （ LOOCV） 法 を 用 い た 12名 の ロ イ コ ト リ エ ン 感
受 性 （ LT-S） お よ び 12名 の ロ イ コ ト リ エ ン 耐 性 （ LT-R） 患 者 の コ ホ ー ト の 薬 物 応 答 表 現 型
の 予 測 に お け る ナ イ ー ブ ベ イ ジ ア ン 分 類 の 予 測 の 正 確 性 を 示 す プ ロ ッ ト で あ る 。 選 択 さ れ
た 12遺 伝 子 は 、 90％ よ り 高 い 正 確 性 で 正 確 な 薬 物 応 答 表 現 型 を 予 測 し た 。
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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摘要(译)

从患者获得细胞样品;在不存在和存在具有特定细胞因子和/或介质的细胞
的体外调节的情况下获得样品基因表达谱;和进行比较的基因表达图谱与
参考基因表达模式的样品中，公开了一种用于预测在人类患者中治疗炎
性疾病的药物的功效的方法，参见其中所述样品表达谱配置文件之间的
相似预测药物治疗患者炎性疾病的功效。
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