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(54)【発明の名称】 アレルゲン性の評価方法

(57)【要約】
本発明は、試験化合物のアレルゲン性又は毒性を評価す
る方法に関し、少なくとも二つの試験化合物を同時にス
クリーニングする方法に関する。本発明はまた、本発明
のために細胞タイプの特性を決定する方法、ならびに化
合物の高速処理スクリーニングのための分析キットに関
する。動物起源の少なくとも一つの細胞タイプの細胞培
養に試験化合物を接触させ、サイトカイン応答を測定す
ることによって、試験化合物のアレルゲン性を評価する
ことができる。
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【特許請求の範囲】

    【請求項１】  試験化合物のアレルゲン性をインビトロで評価する方法であ

って：

  －該試験化合物と実質的に非特異的な相互作用をすることができ、相互作用す

るとサイトカイン発現の変化によって応答することができる少なくとも一つのヒ

トを含めた動物起源の細胞タイプを含む所定の予め特性が決定された細胞培養を

得るステップ、

  －該細胞培養に該試験化合物を接触させるステップ、

  －少なくとも一つの所定のサイトカインについて該試験化合物と実質的に非特

異的な相互作用を示す細胞のサイトカイン応答を決定することによって特異的サ

イトカイン・プロフィールを定めるステップ、及び

  －該サイトカイン・プロフィールを該試験化合物のアレルゲン性と関連づける

ステップ、

を含む方法。

    【請求項２】  少なくとも二つの試験化合物のアレルゲン性を同時にスクリ

ーニングする方法であって：

  －ある特定の細胞タイプを請求項１で定められた細胞培養の少なくとも二つの

別々の区画に配置するステップ、

  －該別々の細胞培養に個々にある試験化合物を接触させるステップ、

  －該試験化合物と実質的に非特異的な相互作用を示すそれぞれの細胞のサイト

カイン応答を決定することによって特異的なサイトカイン・プロフィールを定め

るステップ、

  －各サイトカイン・プロフィールを試験化合物のアレルゲン性と関連づけるス

テップ、

を含む方法。

    【請求項３】  該少なくとも一つの細胞タイプが上皮細胞であることを特徴

とする請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項４】  該上皮細胞が呼吸気道上皮細胞であることを特徴とする請求

項３に記載の方法。
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    【請求項５】  該上皮細胞が胃腸管上皮細胞であることを特徴とする請求項

３に記載の方法。

    【請求項６】  該少なくとも一つの細胞タイプがケラチノサイトであること

を特徴とする請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項７】  該少なくとも一つの細胞タイプが樹枝状細胞であることを特

徴とする請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項８】  該少なくとも一つの細胞タイプがマクロファージであること

を特徴とする請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項９】  該少なくとも一つの細胞タイプがマスト細胞であることを特

徴とする請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１０】  該少なくとも一つの細胞タイプが単球であることを特徴と

する請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１１】  該少なくとも一つの細胞タイプが内皮細胞であることを特

徴とする請求項１又は２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１２】  請求項１～１１のいずれか１項に記載の方法であって：

  －各一つの細胞タイプを含む少なくとも二つの細胞培養を得るステップ、

  －各細胞培養に試験化合物を接触させるステップ、

  －各々該試験化合物と実質的に非特異的な相互作用を示すそれぞれの細胞培養

のサイトカイン応答を決定することによって特異的なサイトカイン・プロフィー

ルを定めるステップ、

  －該サイトカイン・プロフィールを該試験化合物のアレルゲン性と関連づける

ステップ、

を含む方法。

    【請求項１３】  該二つの細胞タイプが共培養（co-culture）されることを

特徴とする請求項１２に記載の方法。

    【請求項１４】  該二つの細胞タイプのサイトカイン応答が個々の細胞タイ

プの各々について決定されることを特徴とする請求項１２に記載の方法。

    【請求項１５】  該二つの細胞タイプのサイトカイン応答が一つの応答とし

て決定されることを特徴とする請求項１２に記載の方法。
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    【請求項１６】  該共培養の二つの細胞タイプが物理的に隔離されているこ

とを特徴とする請求項１２に記載の方法。

    【請求項１７】  一方の細胞タイプが上皮細胞であり、他方が樹枝状細胞で

あることを特徴とする請求項１２～１６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１８】  一方の細胞タイプが上皮細胞であり、他方がマクロファー

ジであることを特徴とする請求項１２～１６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項１９】  一方の細胞タイプが上皮細胞であり、他方がマスト細胞で

あることを特徴とする請求項１２～１６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２０】  一方の細胞タイプが上皮細胞であり、他方が単球であるこ

とを特徴とする請求項１２～１６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２１】  一方の細胞タイプが上皮細胞であり、他方が内皮細胞であ

ることを特徴とする請求項１２～１６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２２】  試験化合物の毒性をインビトロで評価する方法であって：

  －該試験化合物と実質的に非特異的な相互作用をすることができ、相互作用す

るとサイトカイン発現によって応答することができる、ヒトを含めた動物起源の

少なくとも一つの細胞タイプを含む所定の予め特性が決定された細胞培養を得る

ステップ、

  －該細胞培養に該試験化合物を接触させるステップ、

  －少なくとも一つの所定のサイトカインについて該試験化合物と実質的に非特

異的な相互作用を示す細胞のサイトカイン応答を決定することによって特異的サ

イトカイン・プロフィールを定めるステップ、及び

  －該サイトカイン・プロフィールを該試験化合物の毒性と関連づけるステップ

、

を含む方法。

    【請求項２３】  少なくとも二つの試験化合物の毒性を同時にスクリーニン

グする方法であって：

  －請求項２２に定められた細胞培養を少なくとも二つの別々の区画に配置する

ステップ、

  －該細胞培養に個々にある試験化合物を接触させるステップ、
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  －該試験化合物と実質的に非特異的な相互作用を示すそれぞれの細胞のサイト

カイン応答を決定することによって特異的なサイトカイン・プロフィールを定め

るステップ、

  －各サイトカイン・プロフィールを試験化合物の毒性と関連づけるステップ、

を含む方法。

    【請求項２４】  該試験化合物がタンパク質であることを特徴とする請求項

１～２３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２５】  該試験化合物が糖タンパク質であることを特徴とする請求

項１～２３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２６】  該試験化合物がリポタンパク質であることを特徴とする請

求項１～２３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２７】  該試験化合物がタンパク脂質であることを特徴とする請求

項１～２３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２８】  該試験化合物がリン脂質であることを特徴とする請求項１

～２３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項２９】  該試験化合物が酵素又は酵素変異体であることを特徴とす

る請求項２４～２８のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３０】  該試験化合物が酵素の製剤のためのものであることを特徴

とする請求項１～２９のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３１】  該試験化合物がハプテンであることを特徴とする請求項１

～２１のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３２】  該試験化合物が薬剤であることを特徴とする請求項１～３

１のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３３】  該試験化合物が化粧品化合物であることを特徴とする請求

項３１に記載の方法。

    【請求項３４】  該試験化合物が有機溶媒であることを特徴とする請求項２

２～２３のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３５】  該試験化合物が染料であることを特徴とする請求項３１に

記載の方法。
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    【請求項３６】  該試験化合物が金属であることを特徴とする請求項３１に

記載の方法。

    【請求項３７】  該少なくとも一つの細胞タイプがヒトの組織から得られる

ことを特徴とする請求項１～３６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３８】  該少なくとも一つの細胞タイプがヒトの血液から得られる

ことを特徴とする請求項１～３６のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項３９】  該細胞外のサイトカイン応答が酵素結合免疫吸着検定法に

よる分析によって決定されることを特徴とする請求項１～３８のいずれか１項に

記載の方法。

    【請求項４０】  該細胞内のサイトカイン応答が酵素結合免疫吸着検定法に

よる分析によって決定されることを特徴とする請求項１～３８のいずれか１項に

記載の方法。

    【請求項４１】  該サイトカイン応答がインシトゥ（in-situ）・ハイブリ

ダイゼーション法によって決定されることを特徴とする請求項１～３８のいずれ

か１項に記載の方法。

    【請求項４２】  該サイトカイン応答がポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法

による分析によって決定されることを特徴とする請求項１～３８のいずれか１項

に記載の方法。

    【請求項４３】  該サイトカイン応答が定量的－ＰＣＲ法による分析によっ

て決定されることを特徴とする請求項４２に記載の方法。

    【請求項４４】  該サイトカイン応答がインシトゥ・ＰＣＲ法による分析に

よって決定されることを特徴とする請求項４２に記載の方法。

    【請求項４５】  細胞内ｍＲＮＡが決定されることを特徴とする請求項４１

～４４のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項４６】  該試験化合物との実質的に非特異的な相互作用を示す細胞

に該試験化合物によって誘発される膜マーカーが決定されることを特徴とする請

求項１又は２２のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項４７】  分析される該膜マーカーがＶＣＡＭ－１又はＩＣＡＭ－１

であることを特徴とする請求項４６に記載の方法。
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    【請求項４８】  二つ以上のサイトカインについて分析が行われることを特

徴とする請求項１～４７のいずれか１項に記載の方法。

    【請求項４９】  少なくとも二つのサイトカインについて分析が行われるこ

とを特徴とする請求項４８に記載の方法。

    【請求項５０】  少なくとも四つのサイトカインについて分析が行われるこ

とを特徴とする請求項４８に記載の方法。

    【請求項５１】  分析されるサイトカインがインターロイキン－８、インタ

ーロイキン－６、ＭＣＰ－１及びＧＭ－ＣＳＦであることを特徴とする請求項４

８に記載の方法。

    【請求項５２】  評価されるサイトカインのレベル及び数が該試験化合物の

アレルゲン性力価（potency）と相関する因子であることを特徴とする請求項１

に記載の方法。

    【請求項５３】  評価されるサイトカインのレベル及び数が低アレルゲン性

試験化合物と相関する因子であることを特徴とする請求項５２に記載の方法。

    【請求項５４】  評価されるサイトカインのレベル及び数が高アレルゲン性

試験化合物と相関する因子であることを特徴とする請求項５２に記載の方法。

    【請求項５５】  評価されるサイトカインのレベル及び数が該試験化合物の

毒性力価（potency）と相関する因子であることを特徴とする請求項２３に記載

の方法。

    【請求項５６】  評価されるサイトカインのレベル及び数が低毒性試験化合

物と相関する因子であることを特徴とする請求項５５に記載の方法。

    【請求項５７】  評価されるサイトカインのレベル及び数が高毒性試験化合

物と相関する因子であることを特徴とする請求項５５に記載の方法。

    【請求項５８】  請求項１～５７のいずれか１項に記載されているある細胞

タイプのサイトカイン応答の特性を決定する方法であって：

  ａ）試験化合物と実質的に非特異的な相互作用をすることができ、相互作用す

るとサイトカイン発現の変化によって応答することができる、ヒトを含めた動物

起源の一つの細胞タイプを含む所定の細胞培養を得るステップ、

  ｂ）非特異的多価誘発物質を用いることによって該試験化合物と実質的に非特
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異的な相互作用をしたときに該細胞が発現できるサイトカインを同定するステッ

プ、

  ｃ）該細胞培養の一部にある試験化合物を接触させ、該同定されたサイトカイ

ンのレベルを決定し、サイトカイン・プロフィールを得るステップ、

  ｄ）動物を該試験化合物で免疫処置し、その結果として得られる動物のＩｇＥ

レベルを決定するステップ、

  ｅ）該サイトカイン・プロフィールを決定されたＩｇＥレベルと関連づけるス

テップ、及び

  ｆ）高ＩｇＥレベルの試験化合物、低ＩｇＥレベルの試験化合物、及び中間の

ＩｇＥレベルの試験化合物、が試験されるまでステップｃ）－ｅ）を反復するス

テップ、

を含む方法。

    【請求項５９】  試験化合物のアレルゲン性又は毒性の高速処理スクリーニ

ングのための分析キットであって：

  －少なくとも一つのヒトを含めた動物の細胞タイプを含む細胞培養、

  －特定のサイトカインに特異性を有する少なくとも一つのモノクローナル抗体

、少なくとも一つのサイトカインに特異的なｍＲＮＡ検出用のプローブ、少なく

とも一組のサイトカインに特異的なｍＲＮＡ又はｃＤＮＡ検出用のプライマー、

から選択されるサイトカイン決定子、

  －少なくとも二つの区画を含む分析装置、

を含む分析キット。

    【請求項６０】  ある特定の膜マーカーに特異性を有する少なくとも一つの

モノクローナル抗体、ある特定の膜マーカーに特異性を有する少なくとも一つの

モノクローナル抗体、ｍＲＮＡ検出用の少なくとも一つの膜マーカーに特異的な

プローブ、及びｍＲＮＡ又はｃＤＮＡ検出用の少なくとも一組の膜マーカーに特

異的なプライマー、を含むことを特徴とする請求項５９に記載の分析キット。

    【請求項６１】  さらにアレルゲン性標準を含むことを特徴とする請求項５

９及び６０のいずれかに記載の分析キット。

    【請求項６２】  少なくとも二つの試験化合物のアレルゲン性の高速処理ス
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クリーニングのための請求項５９～６１のいずれか１項に定められた分析キット

の使用。

    【請求項６３】  少なくとも１０の試験化合物のアレルゲン性を同時に評価

するための請求項６２に記載の分析キットの使用。

    【請求項６４】  約１００の試験化合物のアレルゲン性を同時に評価するた

めの請求項６２に記載の分析キットの使用。

    【請求項６５】  少なくとも二つの試験化合物の毒性の高速処理スクリーニ

ングのための請求項６０に定められた分析キットの使用。

    【請求項６６】  少なくとも１０の試験化合物の毒性を同時に評価するため

の請求項６５に記載の分析キットの使用。

    【請求項６７】  約１００の試験化合物の毒性を同時に評価するための請求

項６５に記載の分析キットの使用。
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【発明の詳細な説明】

      【０００１】

  本発明は、試験化合物のアレルゲン性又は毒性を評価する方法及び少なくとも

二つの化合物を同時にスクリーニングする方法に関する。本発明はまた、本発明

のために細胞タイプを調べる方法、ならびに化合物の高速処理スクリーニングの

ための分析キットに関する。

      【０００２】

  発明の背景

  多くの化合物が動物ならびに人間にアレルギー応答又は毒性応答を誘発する。

新しい化合物の開発がますます増加し、その結果としてアレルゲン性及び毒性を

試験する必要が増加するのと歩調を合わせて、アレルゲン性及び毒性を決定する

方法が開発されてきた。歴史的に見ると、利用できる適切な方法が不足している

状況において、化合物の試験は動物について行われ、一部が人間について行われ

てきた。明らかな理由によって、アレルゲンや毒物などの化合物を試験するのに

、インビボの研究をインビトロの方法に置き換えてゆくことが、一般社会からも

専門家たちからも要求されている。

      【０００３】

  アレルギー応答に関与している細胞タイプ、細胞内の要素及び分子を明らかに

しようという従来の努力はこの複雑な反応の連鎖を理解するのに役立ってきた。

関与している要素の一つはサイトカインである。サイトカインがいろいろな免疫

応答を確立する一環としての役割を果たしていることは良く知られている。

      【０００４】

  関与している他の因子はＢ及びＴリンパ球である。Ｂ及びＴ細胞は免疫を媒介

するものであるが、その機能は抗原提示細胞、例えば樹枝状細胞、のコントロー

ルの下にある。Everson, M. P. 他 (Journal of Leukocyte Biology, Vol. 59, 

1996, pp. : 494-498)は、いろいろな組織がどのように異なるＴ細胞サイトカイ

ン・プロフィールの産生を誘発するかを明らかにしている。この研究は、はっき

りした樹枝状細胞集団がＴ細胞の増殖及びサイトカイン産生を引き起こすことを

示唆している。Secrist, H. 他 (J. Exp. Med. vol. 181, 1995, pp.: 1081-108
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9)の研究は、アレルゲン性特異的メモリーＣＤ４＋ Ｔ細胞のサイトカイン・プ

ロフィールが抗原の量によってどのように変調させることができるかを記述して

いる。彼らは、ＣＤ４＋ Ｔ細胞が低濃度のアレルゲンで刺激されたときに高レ

ベルのサイトカイン、インターロイキン－４（ＩＬ－４）を産生し、高濃度のア

レルゲンで刺激されたときに低レベルのＩＬ－４を産生するということを見出し

た。

      【０００５】

  Driscoll, K. E. 他 (Environmental Health Perspectives, vol. 105, 1997,

 pp.: 1159-1164)は、吸入された粒子、有毒粒子など、がどのように肺上皮細胞

を刺激して肺に炎症を引き起こすかを記述している。上皮細胞についてインビト

ロ 試験が石英で刺激して行われ、ｍＲＮＡレベルの増加として測定されるサイ

トカインＭＩＰ－２（マクロファージ炎症性タンパク質２）の増加が生じた。研

究者たちは、この応答が用量（dose）に関連しているように見えると述べている

。別の研究グループは、インビトロで、肺胞上皮細胞におけるＭＩＰ－２などの

ケモカインのｍＲＮＡ発現がシリカで誘発されることを実証した。

      【０００６】

  これまでの研究は、細胞の機構的な性質及び生ずるサイトカインのタイプを観

測することによって、主としてある特定細胞集団に対する既知のアレルゲンの効

果に焦点を合わせてきた。

      【０００７】

  特許出願ＷＯ９９／０７８８０号では、インビトロでヒトのアレルゲン及びＴ

リンパ球抗原を同定する方法が開示されており、ヒトのナイーブＴ細胞、マクロ

ファージ／単球、不死化されたＢ細胞、及び試験化合物が混合され、その試験化

合物がＴ細胞の応答を誘発するかどうかが決定される。測定される応答の一つは

サイトカイン応答であるとされる。

      【０００８】

  Ｔ細胞は処理された抗原を、クローン組み換えの結果であるＴ細胞レセプター

の相互作用によって、及び個体に依存するＭＨＣ分子のペプチドによって、認識

する。こうして得られる応答は、試験化合物それ自体ではなく、その細胞が採取
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された個体に関連するので、これはもちろん、ある試験化合物がアレルゲンであ

るかどうかを評価するときの不確定性になる。したがって、一般的な試験に対す

るニーズが依然として存在する。

      【０００９】

  発明の要約

  本発明は、試験化合物のアレルゲン性をインビトロで評価する方法であって：

  －該試験化合物と実質的に非特異的な相互作用をし、相互作用するとサイトカ

イン発現によって応答することができる少なくとも一つの動物、ヒトを含む、起

源の細胞タイプを含むある所定の予め特性が分かっている細胞培養を得るステッ

プ、

  －該細胞培養に該試験化合物を接触させるステップ、

  －少なくとも一つの所定のサイトカインに関して該試験化合物と実質的に非特

異的な相互作用を示す細胞のサイトカイン応答を決定することによって特異的サ

イトカイン・プロフィールを定めるステップ、及び

  －該サイトカイン・プロフィールを該試験化合物のアレルゲン性と関連させる

ステップ、

を含む方法に関する。

      【００１０】

  本発明により、ある試験化合物のアレルゲン性をインビトロで評価することが

、該試験化合物にサイトカイン応答を誘発できる細胞を接触させ、サイトカイン

応答、すなわち細胞が分泌するサイトカインのタイプ及びレベル、が試験化合物

のアレルゲン性に依存して異なるという研究結果に基づいて、その応答を測定し

、そのＩｇＥ応答を動物で行われたアレルゲン性研究と関連づけることによって

可能である。本明細書の全体にわたって、アレルゲン性という用語は通常の意味

、すなわち、ヒトを含めた動物にＩｇＥ応答を誘発する能力という意味を有する

。

      【００１１】

  本発明はさらに、各々が一つの細胞タイプを含む少なくとも二つの細胞培養、

例えば共培養（co-culture）、においてサイトカイン応答を決定する方法に関す
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る。

      【００１２】

  本発明の別の様態では、上記の方法は、試験化合物と実質的に非特異的な相互

作用を示す細胞において試験化合物によって誘発される膜マーカーの決定に関す

る。

      【００１３】

  さらに本発明は、試験化合物のアレルゲン性と毒性を決定するための総合分析

を記述する。

      【００１４】

  本発明は、動物と人間に利益をもたらすだけでなく、可能性のあるアレルゲン

及び毒物の大規模スクリーニングを可能にして作業経費及び時間を最小にする。

      【００１５】

  本発明のもう一つの様態は、少なくとも二つの試験化合物のアレルゲン性を同

時にスクリーニングする方法であって：

  －上で述べたような細胞培養の少なくとも二つの別々の区画にある特定の細胞

タイプを配置するステップ、

  －別々にした細胞培養区画に、個別的に一つの試験化合物を接触させるステッ

プ、

  －試験化合物と実質的に非特異的な相互作用を示すそれぞれの細胞のサイトカ

イン応答を測定することにより特異的サイトカイン・プロフィールを明らかにす

るステップ、及び

  －各サイトカイン・プロフィールをその試験化合物のアレルゲン性と関連づけ

るステップ、

を含む方法である。

      【００１６】

  本発明のさらに別の様態では、アレルゲン性に関して上述したステップに従っ

て試験化合物の毒性を決定する方法が提供される。

      【００１７】

  本発明のもう一つの様態は上述のような細胞タイプを特徴づける方法であって
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：

  ａ）  該試験化合物と実質的に非特異的な相互作用をし、相互作用するとサイ

トカイン発現によって応答することができる、ヒトを含めた動物起源の一つの細

胞タイプを含む所定の細胞培養を得るステップ、

  ｂ）  非特異的な多価誘発物質を用いて該試験化合物との非特異的相互作用で

該細胞培養が発現できるサイトカインを同定するステップ、

  ｃ）  該細胞培養の少なくとも一部にある試験化合物を接触させて、同定され

たサイトカインのレベルを測定してサイトカイン・プロフィールを得るステップ

、

  ｄ）  該試験化合物である動物を免疫して、それによって得られる動物のＩｇ

Ｅレベルを決定するステップ、

  ｅ）  該サイトカイン・プロフィールを決定されたＩｇＥレベルと関連づける

ステップ、

  ｆ）  高ＩｇＥレベルの試験化合物、低ＩｇＥレベルの試験化合物、及び中間

ＩｇＥレベルの試験化合物、が試験されるまで、ステップｃ）－ｅ）を反復する

ステップ、

を含む方法である。

      【００１８】

  さらに別の様態は、試験化合物の高速処理スクリーニングのための分析キット

であって：

  －少なくとも一つのヒトを含めた動物細胞タイプを含む細胞培養、

  －特定のサイトカインに対する特異性を有する少なくとも一対のモノクローナ

ル抗体、ｍＲＮＡ検出のための少なくとも一つのサイトカイン特異的プローブ、

ｍＲＮＡ又はｃＤＮＡ検出のための少なくとも一組のサイトカイン特異的プライ

マー、から選択されるサイトカイン決定子、及び

  －少なくとも二つの区画を含む分析デバイス、

を備える分析キットである。

      【００１９】

  また、本発明のある様態は、少なくとも二つの試験化合物のアレルゲン性又は
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毒性のスクリーニングのためのこの分析の利用である。

      【００２０】

  （発明の詳細な説明）

  本発明は、試験化合物のアレルゲン性を評価するインビトロ試験に関する。上

述したように、試験化合物のアレルゲン性は動物研究によって評価され、そこで

は試験化合物によって誘発されるＩｇＥレベルが試験化合物のアレルゲン性を表

す。しかし、実際には、大量の試験化合物をスクリーニングしてアレルゲン性を

調べることは困難である。動物研究によって化合物を試験することは厄介で金が

かかる仕事であり、明らかな倫理的理由により実験動物の使用はできるだけ少な

くすることが望ましく、これはまた動物試験に関するＥＵ政令とも合致する。

      【００２１】

  本発明は、試験化合物と実質的に非特異的な相互作用をし、相互作用するとサ

イトカイン発現によって応答することができる細胞のサイトカイン応答は、同じ

試験化合物が動物研究で誘発するＩｇＥ応答と関連づけられるという研究結果に

基づいている。

      【００２２】

  「非特異的相互作用」という用語は、生物の免疫防御において一部の細胞は外

来の物質と非特異的に相互作用するという事実を反映しており、非特異的とは他

の細胞、特にＴ－細胞、が誘発する個別的な応答と対比されるものである。本発

明にしたがって使用される細胞は、試験化合物との単なる接触によって、又はそ

の化合物の取り込みによって、例えば試験化合物のピノサイトーシス（pinocyto

sis）によって、サイトカイン応答を誘発する。したがって、相互作用とはその

試験化合物がその細胞と少なくとも接触し、細胞に取り込まれる可能性もあると

いうことを意味する。現在の文脈で「非特異的」とは試験化合物が細胞表面と結

合してその試験化合物に特異的なレセプターによってその効果を及ぼすことが無

いと言うことを意味する。これはＴ細胞とは異なるものであり、Ｔ細胞は処理さ

れた抗原、例えばアレルゲン、とそのＴ細胞レセプターによる特異的な相互作用

によって結合する。それに対し、前述のように、本発明の細胞による取り込みメ

カニズムは、問題の化合物に特異的なものではない。
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      【００２３】

  本発明に従って使用される細胞は、試験化合物と実質的に非特異的な相互作用

をすることができるものであり、生物におけるその場所に関わりなく上皮細胞で

あることが好ましい。上皮細胞に共通していることは、それらが外来物質に対す

る生物の一次防御の一部であるということである。

      【００２４】

  本発明のある実施の形態では、本発明の上皮細胞は呼吸気道上皮細胞からとら

れている。呼吸気道の上皮細胞は空気によって運ばれてくる外部環境の成分に直

接曝露され、吸入される外来物質に対する生物の一次防御の一部である。喘息や

その他のアレルギー性気道疾患で苦しむ人ではしばしば上皮細胞が損傷している

。

      【００２５】

  本発明の別の実施の形態では、上皮細胞は胃腸管上皮細胞である。

  さらに別の実施の形態では、該少なくとも一つの細胞タイプはケラチノサイト

である。これらの細胞は表皮の主成分であり、下にある組織を防護する役割を果

たしている。

      【００２６】

  本発明の細胞培養のためのさらに別の少なくとも一つの細胞タイプは樹枝状細

胞である。樹枝状細胞の生理的な役割は、抗原を捕獲、処理し、提示して、リン

パ球に共同刺激分子を提供すること、及び適切なサイトカインを分泌して免疫応

答を開始させることである。樹枝状細胞は試験化合物との非特異的相互作用によ

ってサイトカイン応答を誘発できることが見出されている。

      【００２７】

  また、通常は免疫システムのもっと個別的かつ特異的な部分の一部であると考

えられている細胞、例えばマクロファージ、マスト細胞及び単球、も、非特異的

サイトカイン応答を誘発する能力が用いられる場合、本発明に従って使用できる

。

      【００２８】

  マクロファージは、経口摂取によって侵入する微生物に対して食菌作用によっ
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て体を防衛する。マクロファージはまた、損傷した細胞や細胞の破片を一掃する

スカベンジャーとしても働く。

      【００２９】

  さらに別の細胞グループ、内皮細胞、も本発明に従って使用できる。

  本発明に従って使用される細胞タイプは動物からのものであるが、少なくとも

一つの細胞タイプはヒトの組織から得られるもの又はヒトの血液細胞であること

が好ましい。さらに、使用される細胞タイプは、評価される試験化合物の主なア

レルギー箇所に関連あるものであることが好ましい、すなわち、肺のアレルギー

の原因である疑いがある試験化合物は呼吸器の上皮細胞を用いたシステムで試験

することが好ましい。

      【００３０】

  サイトカインとは、炎症プロセスを調節する働きをし、アレルゲンを含めた抗

原への応答に影響を及ぼす重要な役割を演ずる信号分子の部類である。サイトカ

インは炎症において免疫細胞を補充する働きをする。サイトカインは少量しか分

泌されないがきわめて強力であり、レセプターを介して作用し、刺激されない細

胞からは産生されない。

      【００３１】

  本発明に従った細胞タイプによるサイトカインの産生は、外来の化合物に対す

る一次応答と見られる。その細胞と外来化合物が接触すると、細胞は非特異的な

メカニズム、例えば非特異的なレセプター結合、によってその化合物と結合する

。接触の後、細胞はその化合物を、ピノサイトーシス又は食細胞活動などによっ

て内部に取り込む。細胞内部において酵素によるその化合物の分解がさらに進む

ことでサイトカインの合成と分泌が引き起こされる。動物又はヒトの体内で、分

泌されたサイトカインは、Ｔ細胞やＢ細胞などの免疫細胞を含めたいろいろな隣

接細胞に働きかけるメッセンジャー分子として作用し、それらの細胞がさらに二

次応答を引き起こす。

      【００３２】

  現在までに多種多様なサイトカインが知られているが、全てのサイトカインが

全ての細胞タイプによって産生される訳ではなく、さらに特定の細胞タイプによ
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って産生される全てのサイトカインがある試験化合物との非特異的な相互作用に

対する応答として分泌される訳ではない。

      【００３３】

  したがって、本発明はさらに、試験化合物のアレルゲン性の評価に関連して決

定されるある所定の細胞タイプの特定のサイトカインの特性を決定する方法に関

する。この方法は：

  ａ）試験化合物と実質的に非特異的に相互作用し、相互作用するとサイトカイ

ン発現で応答することができるヒトを含めた動物起源の一つの細胞タイプを含む

所定の細胞培養を得るステップ、

  ｂ）非特異的多価誘発物質を用いた試験化合物との非特異的相互作用で該細胞

培養によって発現されるサイトカイン（複数）を同定するステップ、

  ｃ）該細胞培養の一部に試験化合物を接触させ、同定されたサイトカイン（複

数）のレベルを測定してサイトカイン・プロフィールを得るステップ、

  ｄ）その試験化合物で動物を免疫して、その結果として得られる動物のＩｇＥ

レベルを決定するステップ、

  ｅ）該サイトカイン・プロフィールと決定されたＩｇＥレベルとを関連づける

ステップ、

  ｆ）高ＩｇＥレベルの試験化合物、低ＩｇＥレベルの試験化合物、及び中間Ｉ

ｇＥレベルの試験化合物、が試験されるまでステップｃ）－ｅ）を反復するステ

ップ、

を含む。

      【００３４】

  上述のように細胞タイプの特性が決定されたら、問題の細胞タイプの細胞培養

を用いて本発明に従って試験化合物のアレルゲン性を評価することが可能になる

。すなわち、「予め特性が決定された」という用語は、特定の細胞タイプからの

サイトカイン応答とアレルゲン性評価との関連が決定されているということを意

味する。

      【００３５】

  試験化合物のアレルゲン性を評価するこの方法では一つより多くのサイトカイ
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ンについて分析されることが好ましい、例えば、少なくとも二つのサイトカイン

について分析されることが好ましい。本発明による方法で少なくとも四つのサイ

トカインについて分析されるときに、得られる予測は向上する。

      【００３６】

  ヒトの肺組織上皮細胞に関しては、分析されるサイトカイン（複数）は、イン

ターロイキン－６（ＩＬ－６）、インターロイキン－８（ＩＬ－８）、ＭＣＰ－

１及びＧＭ－コロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）であることが好ましい。例えば

、本発明によれば高アレルゲン性試験化合物は低レベルの分析される上記サイト

カインを誘発し、低アレルゲン性試験化合物は高レベルのＩＬ－８とＭＣＰ－１

を誘発し、高アレルゲン性と低アレルゲン性の中間にある試験化合物では、一つ

又は二つのサイトカインが高レベルで見られ、他の分析されるサイトカインのレ

ベルは低くなる。これにより、この方法で得られるサイトカイン・プロフィール

に基づいてある試験化合物のアレルゲン性を評価することが可能になる。

      【００３７】

  分析されるサイトカインの数及びレベルが試験化合物のアレルゲン性能力に関

連する因子である。

      【００３８】

  サイトカイン・プロフィールはブール法によって、すなわち、＋／－ある一定

レベル超える存在、によって、又はレベルの直接の数値によって、定量化される

。

      【００３９】

  ヒト肺組織上皮細胞に関して、ブール法の例は表１に示されるようなものであ

る：

      【００４０】

    【表１】
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      【００４１】

  表１で、＋はあるレベルを超えるサイトカインの存在を示し、－は不存在又は

特定のレベルより下の存在を示す。

      【００４２】

  本発明の目的は、細胞培養が少なくとも一つの細胞タイプを含む方法を提供す

ることである。しかし、評価する各試験化合物に対し二つ以上の細胞タイプから

のサイトカイン応答を得ることが有利である。多くの細胞タイプを用いることに

よって、一つの細胞タイプを用いる場合と比べて、異なる細胞タイプによって分

泌されるいろいろなサイトカインによって、さらに改良された方法を得ることが

可能である。二つ以上の細胞タイプを用いる方法及び分析はいろいろな仕方で構

成される。

      【００４３】

  異なる細胞タイプを含む二つの別々の細胞培養に同じ試験化合物を接触させて

、各細胞培養から別々にサイトカイン応答を得ることもできる。その場合、あと

でサイトカイン応答が結合させて試験化合物のアレルゲン性と関連づけることが

できる。

      【００４４】

  しかし、二つ以上の細胞培養を用いる場合、培養は共培養されることが好まし

い。それにより、細胞の自然環境が高度に類似したものになり、高い感度を有す

る結果が得られる。

      【００４５】
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  したがって、本発明のある様態では、二つの細胞タイプが共培養される。本発

明による共培養は、異なる細胞タイプが同じ培地を共有する培養である。

      【００４６】

  本発明のある好ましい実施の形態では、共培養の二つの細胞タイプは物理的に

隔離される。細胞タイプは、半透膜によって隔離して、小さな分子、例えば試験

化合物及び／又は試験物質、の通過を許すようにすることもできる。共培養の物

理的な構成は、一つの細胞タイプを一つの区画で培養して、他方の細胞タイプは

第一の区画に挿入された第二の区画で、すなわち、第一の区画の副区画で培養す

るという形であってもよい。

      【００４７】

  このような共培養の構成の利点は、第二の細胞タイプに試験化合物だけでなく

第一の細胞培養の細胞タイプが産生したサイトカインも作用して第二の細胞タイ

プからより自然なサイトカイン応答を誘発することである。

      【００４８】

  さらに別の実施の形態では、試験化合物は膜を通過できないようにする。この

実施の形態では、第二の区画の細胞培養には実際の試験化合物は作用せず、第一

の細胞培養で産生されたサイトカインだけが作用する。

      【００４９】

  さらに別の実施の形態では、試験化合物は一つの細胞タイプの培養に加えられ

、その後上澄みが第二の細胞タイプの第二の培養に移される。この場合、第一の

培養で産生されたサイトカインが試験化合物と一緒に第二の細胞培養に作用する

。

      【００５０】

  上記の全ての形態の培養では、試験化合物を培地に加えてから培地を細胞培養

に加えてもよい。

      【００５１】

  共培養される細胞タイプの好ましい組み合わせは、上皮細胞タイプと非上皮細

胞タイプの組み合わせであり、例えば第一の細胞タイプが：呼吸器上皮細胞、胃

腸上皮細胞、ケラチノサイト、から選択され、第二の細胞タイプが樹枝状細胞、
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マクロファージ、マスト細胞、単球、及び内皮細胞、から選択される組み合わせ

である。

      【００５２】

  したがって、本発明のある実施の形態では、第一の細胞タイプは呼吸器上皮細

胞であり、第二の細胞タイプは樹枝状細胞、マクロファージ、マスト細胞、単球

、及び内皮細胞、から選択される。

      【００５３】

  ある好ましい実施の形態では、第一の細胞タイプは呼吸器上皮細胞であり、第

二の細胞タイプは樹枝状細胞又はマクロファージから選択される。

      【００５４】

  サイトカイン応答はどんな適当な方法で決定してもよく、例えば、産生される

サイトカインに対する抗体という形、又は、産生されるサイトカインをコードす

るｃＤＮＡ又はｍＲＮＡのプライマー又はプローブという形、の決定子（determ

inant）を用いて決定することもできる。

      【００５５】

  したがって、細胞外のサイトカイン応答は、分析されるサイトカインに向けら

れた抗体を用いて酵素結合免疫吸着検定法（ＥＬＩＳＡ）による分析で決定して

もよい。これにより、試験化合物との相互作用に対する応答として細胞から分泌

されるサイトカインの定量的な測定が得られる。

      【００５６】

  別の実施の形態では、細胞内サイトカイン応答が上記のようにＥＬＩＳＡを用

いて測定される。

      【００５７】

  さらに別の実施の形態では、サイトカイン応答はインシトゥ(in-situ）・ハイ

ブリダイゼーション法によって、好ましくは分析されるサイトカインをコードす

るｍＲＮＡに向けられたプローブを用いて、決定される。

      【００５８】

  また、サイトカイン応答はポリメラーゼ連鎖反応（ＰＣＲ）法を用いて、特に

分析されるサイトカインをコードするｍＲＮＡのプライマーを用いて、決定する
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こともできる。サイトカインは、市販されている方法での定量ＰＣＲ法又はイン

シトゥＰＣＲ法による分析で決定することができる。

      【００５９】

  インシトゥＰＣＲ法と定量ＰＣＲ法の本質的な差異は、分析されるサンプルの

数にある。定量的なデータを与えるためには、インシトゥＰＣＲ法はいくつかの

同一の細胞培養（調べている培養を代表する）を必要とし、それぞれ異なる数の

ＰＣＲサイクルを行わせて、その特定の細胞培養におけるその特定のサイトカイ

ン／膜マーカーに関するＰＣＲの動的範囲(dynamic range）を同定する必要があ

る。定量ＰＣＲ法は細胞培養あたり一つのサイクルを必要とする。この状況で、

ＰＣＲ産物の生成を時間的に追跡して定量的データを得る（ＡＢＩプリズム７７

００シーケンス検出システム）。

      【００６０】

  用いる細胞タイプからのサイトカイン応答の決定に加えて、試験化合物との実

質的に非特異的相互作用を示す細胞で試験化合物が誘発する膜マーカーを決定す

ると有利である。これに関連して、膜マーカーＶＣＡＭ－１又はＩＣＡＭ－１を

決定することが好ましい。

      【００６１】

  本発明のある様態では、評価されるサイトカインのレベル及び数がその試験化

合物のアレルゲン性能力と関連する因子である。本発明の目的には、評価される

サイトカインのレベル及び数が低アレルゲン性試験化合物に関連する因子であり

、同様に、評価されるサイトカインのレベル及び数が高アレルゲン性試験化合物

に関連する因子である。

      【００６２】

  本発明によれば、高アレルゲン性試験化合物はサイトカイン応答を何も誘発し

ない、すなわち、ベースライン・サイトカイン・レベルと比べて何も誘発しない

ことがある。本発明のある実施の形態では、高アレルゲン性試験化合物は、本発

明で記述される細胞タイプで試験される四つのサイトカインに関して何もサイト

カイン応答を誘発しないことがある。別の実施の形態では、低アレルゲン性試験

化合物は、少なくとも一つのサイトカイン、例えば二つの異なるサイトカイン、
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のサイトカイン応答を誘発することがある。本発明のさらに別の実施の形態では

、やや高い（medium high）アレルゲンは、一つのサイトカイン、例えばＩＬ－

８、の応答を誘発することがある。しかし、分泌される絶対量は、ピコモルで測

定して、低アレルゲン性分子の場合の応答よりはるかに少ないことがある。

      【００６３】

  試験化合物のアレルゲン性を評価する方法はいろいろな試験化合物をアレルゲ

ン性に関してスクリーニングするのに特に有用である。

      【００６４】

  したがって、本発明は、少なくとも二つの試験化合物のアレルゲン性を同時に

スクリーニングする方法であって：

  －上で述べたような細胞培養の少なくとも二つの別々の区画にある特定の細胞

タイプを配置するステップ、

  －隔離された細胞培養区画に個別的に試験化合物を接触させるステップ、

  －試験化合物と実質的に非特異的相互作用を示すそれぞれの細胞のサイトカイ

ン応答を測定することによって特異的なサイトカイン・プロフィールを定めるス

テップ、

  －各サイトカイン・プロフィールを試験化合物のアレルゲン性と関連づけるス

テップ、

を含む方法に関する。

      【００６５】

  このスクリーニング方法は、もちろん二つより多くの試験化合物で同時に用い

ることが好ましい、例えば約１０の試験化合物で、あるいは約１００の試験化合

物で同時に用いることが好ましい。このスクリーニング方法は、アレルゲン性を

変更しようとしている化合物を試験するのに特に適している。

      【００６６】

  アレルゲン性に影響するこのような試験化合物の変更は、ＩｇＥ特異的エピト

ープにおけるタンパク質アレルゲンの突然変異によって行うことができる。これ

らのエピトープの場所はいくつかの方法で決定することができる、例えば、ＷＯ

９２／１０７５５号（U. Lovborgによる）、Walshet 他、「J. Immunol. Method
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s」 vol. 121, 1275-280, (1989)、及びSchoofs 他 「J. Immunol.」 vol. 140,

 611-616, (1987)、によって開示された方法で決定できる。エピトープを同定す

る好ましい方法はランダム・ペプチド・ライブラリーを抗体（例えば、ＩｇＥ抗

体）でスクリーニングすることによるものであり、高結合配列を並べてコンセン

サス配列を同定する。これらのコンセンサス配列を、さらに、アレルゲン性を減

少させるために突然変異させたい親タンパク質の配列及び３Ｄ構造と比較して、

親タンパク質の線状及び構造エピトープを同定する。

      【００６７】

  改良された性質を有するそのようなタンパク質変異体を探索するとき、各々が

一つ以上の変化したアミノ酸が導入されている多様な突然変異株のライブラリー

を確立し、改良された性質を示す変異体を選択することが有利である。この望ま

しい性質とは、本発明の方法における好ましいサイトカイン応答に発現されるア

レルゲン性の減少であろう。

      【００６８】

  多様な突然変異株のライブラリーは、当業者には公知のいろいろな方法で確立

できる（Reetz MT; Jaeger KE, Biocatalysis - from Discovery to Applicatio

n  Fessner WD (編), vol. 200, pp. 31-57 (1999); Stemmer, Nature, vol. 37

0, p. 389-391, (1994); Zhao 及び Arnold, Proc. Natl. Acad. Sci., USA, vo

l. 94, pp. 7997-8000, (1997); 又はYano 他、Proc. Natl. Acad. Sci., USA, 

vol. 95, pp. 5511-5515, (1998); 及びDeng SJ他、Proc. Natl. Acad. Sci., U

SA, vol. 92(11), 4992-4996 (1995)）。

      【００６９】

  これらは「スパイク突然変異誘発」を含む（それだけに限定されないが）。こ

れは、いくつかの位置のヌクレオチドの混合を用いて合成された一つ以上のオリ

ゴヌクレオチド・プライマーを用いてＰＣＲ突然変異誘発を行っていくつかの位

置のタンパク質配列をランダム化するものである（Lanio T, Jeltsch A, Biotec

hniques, vol. 25(6), 958, 962, 964-965 (1998)）。各トリプレット内で用い

られるオリゴヌクレオチドの混合は突然変異した遺伝子産物の対応するアミノ酸

がある予め定められた分布関数の範囲内でランダム化されるようにデザインでき
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る。このデザインを容易にするアルゴリズムが存在する（Jensen LJ 他、Nuclei

c Acids Research, Vol. 26(3), 697-702 (1998)）。

      【００７０】

  多様な遺伝子ライブラリーを作り出す別の方法は、いくつかの異なる、しかし

相同な遺伝子を出発点として用いて「ファミリー・シャッフリング」を用いるこ

とである（Stemmer, Nature, vol. 370, p. 389-391, 1994）。これらの遺伝子

は断片化され、断片がＰＣＲ反応の鋳型として用いられ、いくつかの親遺伝子か

らの配列エレメントを組み込んだハイブリッド遺伝子産物が生ずる。

      【００７１】

  上記の参照文献で記述されているように、これらのアプローチを平行して又は

直列で用いて、所望の性質、例えば低いアレルゲン性、を獲得するようにタンパ

ク質主鎖の定方向進化を作り出すことができる。

      【００７２】

  ある好ましい実施の形態では、次のステップを含む方法によって置換体が見出

される：１）いくつかのエピトープ領域を包含する一連の置換、付加、及び／又

は削除、がリストされる、２）アミノ酸配列のこれらの変化のランダム化された

サブセットを標的遺伝子に導入する、例えばランダム突然変異誘発によって導入

する、ライブラリーがデザインされる、３）そのライブラリーが発現され、本発

明の方法を用いて好ましい変異体が選択される。

      【００７３】

  もっと好ましいある実施の形態では、好ましい変異体が高速フォーマットで多

様なライブラリーの多くの変異体を処理できる自動化された分析システムで選択

される。その場合、試験化合物は普通、タイター－プレート形態で培養できる細

胞（例えば、バクテリアや酵母細胞その他）から分泌されるタンパク質である。

細胞上澄みは、試験化合物の他にいくつかの他の化合物を含み、それがサイトカ

イン応答をベースラインとは異なるものにする可能性がある。それらは、無傷の

細胞、細胞壁その他の溶解した細胞からの細胞器官断片、リポ多糖体、糖タンパ

ク質、小さな分子、等である。これらの化合物が本発明の細胞と接触することを

防いで、バックグラウンド信号をできるだけ小さくするのが有利であろう。
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      【００７４】

  さらにもっと好ましい実施の形態では、少なくとも二つの分析が平行して行わ

れる；一つは本発明の方法を用いる分析であり、他方は試験化合物に関する機能

分析である。タンパク質分解酵素試験化合物の場合、機能分析はタンパク質分解

酵素活性分析である。タンパク質分解酵素活性分析は、基質Suc-Ala-Ala-Pro-ph

e-p-ニトロアニリンを用いて測定される。タンパク質分解酵素は、ペプチドとp-

ニトロアニリンの結合を引き裂いて４０５ｎｍに可視の黄色の吸収を生ずる。し

たがって、基質とタンパク質分解酵素溶液が混合され、サンプル中のタンパク質

分解酵素活性の尺度として４０５ｎｍでの吸収がモニターされる。本発明のこの

実施の形態の範囲は、ここで例としてあげたタンパク質分解酵素に限定されない

。

      【００７５】

  非常に好ましいある実施の形態では、この方法が、最初のラウンドのスクリー

ニングでヒットしたものについての追加ラウンドのスクリーニング及び／又はフ

ァミリー・シャッフリングで補われる（J. E. Nees 他、Nature Biotechnology,

 vol. 17, pp. 893-896 (1999)）、及び／又は遺伝的手段によってアレルゲン性

を減少させる他の方法との組み合わせによって補われる（例えば、ＷＯ９２／１

０７５５号に開示されているようなもの）。

      【００７６】

  試験化合物は、ヒトを含めた動物にアレルギー応答を誘発すると疑われるどん

な化合物であってもよい。アレルギー応答は、吸入した化合物によって引き起こ

される肺アレルギー応答や、アレルゲンと皮膚との接触によって引き起こされる

皮膚アレルギー、あるいは消化されたアレルゲンによって引き起こされる胃腸の

アレルギー、などどんなアレルギーであってもよい。

      【００７７】

  したがって、試験化合物は、糖タンパク質、又はリポタンパク質、又はタンパ

ク脂質、又はリン脂質、などどんなタンパク質であってもよい。タンパク質とい

う用語は、ペプチド及びポリペプチドを含むものとする。

      【００７８】
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  特に、試験化合物は、グリコシル・ヒドロラーゼ、カルボヒドラーゼ、ペルオ

キシダーゼ、タンパク質分解酵素、リパーゼ、フィターゼ、多糖類リアーゼ、オ

キシドレダクターゼ、トランスグルタミナーゼ、及びグリコース－イソメラーゼ

、などの酵素又は酵素変異体であってよく、特に次のものがあげられる：

      【００７９】

  タンパク質分解酵素

  タンパク質分解酵素（すなわち、国際生化学及び分子生物学連合（ＩＵＢＭＢ

）の勧告（１９９２）に従って酵素分類ナンバーＥ．Ｃ．３．４の下に分類され

る酵素）は、このグループ内のタンパク質分解酵素を含む。

      【００８０】

  例としては、次の酵素分類（Ｅ．Ｃ．）ナンバーの下に分類されるものから選

択されるタンパク質分解酵素があげられる：

      【００８１】

  ３．４．１１（すなわち、いわゆるアミノペプチダーゼ）、例えば、３．４．

１１．５（プロリル・アミノペプチダーゼ）、３．４．１１．９（Ｘ－プロ・ア

ミノペプチダーゼ）、３．４．１１．１０（バクテリア・ロイシル・アミノペプ

チダーゼ）、３．４．１１．１２（好熱性アミノペプチダーゼ）、３．４．１１

．１５（リシル・アミノペプチダーゼ）、３．４．１１．１７（トリプトファニ

ル・アミノペプチダーゼ）、３．４．１１．１８（メチオニル・アミノペプチダ

ーゼ）、など。

      【００８２】

  ３．４．２１（すなわち、いわゆるセリン・エンドペプチダーゼ）、例えば、

３．４．２１．１（キモトリプシン）、３．４．２１．４（トリプシン）、３．

４．２１．２５（ククミシン）、３．４．２１．３２（ブラキュリン）、３．４

．２１．４８（セレビシン）、及び３．４．２１．６２（スブチリシン）、など

。

      【００８３】

  ３．４．２２（すなわち、いわゆるシステイン・エンドペプチダーゼ）、例え

ば、３．４．２２．２（パパイン）、３．４．２２．３（フィカイン）、３．４



(29) 特表２００３－５１２６２６

．２２．６（キモパパイン）、３．４．２２．７（アスクルパイン）、３．４．

２２．１４（アクチニダイン）、３．４．２２．３０（カリカイン）、及び３．

４．２２．３１（アナナイン）、など。

      【００８４】

  ３．４．２３（すなわち、いわゆるアスパラギン酸・エンドペプチダーゼ）、

例えば、３．４．２３．１（ペプシンＡ）、３．４．２３．１８（アスペルギロ

ペプシンＩ）、３．４．２３．２０（ペニシロペプシン）、及び３．４．２３．

２５（サッカロペプシン）、など；及び

      【００８５】

  ３．４．２４（すなわち、いわゆるメタロエンドペプチダーゼ）、例えば、３

．４．２４．２８（バシロリジン）など。

      【００８６】

  関連あるスブチリシンの例としては、スブチリシンＢＰＮ’、スブチリシン・

アミロサッカリティクス（amylosacchariticus）、スブチリシン１６８、スブチ

リシン・メセンテリコペプチダーゼ、スブチリシン・カールスバーグ（Carlsber

g）、スブチリシンＤＹ、スブチリシン３０９、スブチリシン１４７，サーミタ

ーゼ（thermitase）、アクアリシン、バチルスＰＢ９２プロテアーゼ、プロティ

ナーゼＫ、プロテアーゼＴＷ７及びプロテアーゼＴＷ３並びにバチルスＰＤ４９

８（ＷＯ９３／２４６２３号）。

      【００８７】

  容易に入手できる市販されているこれらのタンパク質分解酵素の具体的な例と

しては、Esperase（登録商標）、Alcalase（登録商標）、Neutrase（登録商標）

、Dyrazym（登録商標）、Savinase（登録商標）、Pyrase（登録商標）、膵臓ト

リプシン  NOVO(PTN)、Bio-Feed（登録商標）Pro、Clear-Lens Pro （全ての酵

素はNovo Nordisk A/Sから入手できる）などがある。

      【００８８】

  他の市販されているタンパク質分解酵素の例としては、Gist-Brocades N. V. 

から市販されているMaxtase（登録商標）、Mxacal（登録商標）、Maxapem（登録

商標）、Solvay et Cieから市販されているOpticlean（登録商標）、及びGenenc
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or International から市販されているPurafect（登録商標）などがある。

      【００８９】

  タンパク質分解酵素の変異体の例は次のものに開示されている、ＥＰ  １３０

．７５６号（Genentech）、ＥＰ  ２１４．４３５号（Henkel）、ＷＯ  ８７／

０４４６１号（Amgen）、ＷＯ  ８７／０５０５０号（Genex）、ＥＰ  ２５１．

４４６号（Genencor）、ＥＰ  ２６０．１０５号（Genencor）、Thomas 他 (198

5), Nature, 318, p. 375-376、 Thomas 他 (1987), J. Mol. Biol., 193, pp. 

803-813、Russel 他 (1987), Nature, 328, p. 496-500, ＷＯ ８８／０８０３

３号（Amgen）、ＷＯ  ８９／０６２７９号（Novo Nordisk A/S）、ＷＯ  ９１

／００３４５号（Novo Nordisk A/S）、ＥＰ  ５２５  ６１０号（Solvay）、及

びＷＯ  ９４／０２６１８号（Gist-Brocades N. V.）。

      【００９０】

  タンパク質分解酵素とその変異体の活性は、「Methods of Enzymatic Analysi

s」、第三版、１９８４，Verlag Chemie, Weinheim, vol. 5, に記述されている

ように決定できる。

      【００９１】

  リパーゼ

  リパーゼ（すなわち、国際生化学及び分子生物学連合（ＩＵＢＭＢ）の勧告（

１９９２）に従って酵素分類ナンバーＥ．Ｃ．３．１．１（カルボキシル・エス

テル・ヒドロラーゼ）の下に分類される酵素）は、このグループ内のリパーゼを

含む。

      【００９２】

  例としては次の酵素分類（Ｅ．Ｃ．）ナンバーの下に分類されるものから選択

されるリパーゼがあげられる：

      【００９３】

  ３．１．１（すなわち、いわゆるカルボキシル・エステル・ヒドロラーゼ）、

例えば、（３．１．１．３）トリアシルグリセロール・リパーゼ、（３．１．１

．４）、ホスフォリパーゼＡ2、など。

      【００９４】
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  リパーゼの例としては、次の微生物から得られるリパーゼが含まれる。記され

ている特許公開文書は参照によって本明細書に取り込まれる：

      【００９５】

  フミコーラ（Humicola）、例えば、H.ブレビスポラ（brevispora）、H.ラヌギ

ノサ（lanuginosa）、H.ブレビス  バール  サーモイデア（brevis var. thermo

idea）及び H.インソレンス（insolens）（ＵＳ  ４，８１０，４１４号）。

      【００９６】

  シュードモナス（Pseudomonas）、例えば、Ps.フラジ（fragi）、Ps.スチュッ

ツェリ（stutzeri）、Ps.セパシア（cepacia）及びPs.フルオレセンス（fluores

cens）（ＷＯ  ８９／０４３６１号）又はPs.プランタリイ（plantarii）又はPs

.グラディオリ（gladioli）（ＵＳ特許４，９５０，４１７号（Solvay Enzyme）

）又はPs.アルカリジェネス（alcaligenes）及びPs.シュードアルカリジェネス

（pseudoalcaligenes）（ＥＰ  ２１８  ２７２号）又はPs.メンドシナ（mendoc

ina）（ＷＯ  ８８／０９３６７号；  ＵＳ  ５，３８９，５３６号）。

      【００９７】

  フザリウム（Fusarium）、例えば、F.オキシスポルム（oxyporum）（ＥＰ  １

３０，０６４号）又はF.ソラニ  ピシ（solani pisi）（ＷＯ  ９０／０９４４

６号）。

      【００９８】

  ムコル（Mucor）(Rhizomucor とも呼ばれる)、例えば、M.ミエヘイ（miehei）

（ＥＰ  ２３８，０２３号）。

      【００９９】

  クロモバクテリウム（Chromobacterium）(特に C. viscosum) 。

  アスペルギルス（Aspergillus）(特に A. niger)。

  カンジダ（Candida）、例えば、C.シリンドラセア（cylindracea）(C. rugosa

 とも呼ばれる)又は C.アンタルクティカ（antarctica）(ＷＯ  ８８／０２７７

５号)又はC.アンタルクティカ  （antarctica）リパーゼA又はB(ＷＯ  ９４／０

１５４１号及びＷＯ  ８９／０２９１６号)。

      【０１００】
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  ジェオトリクム（Geotricum）、例えば、G.カンジドゥム（candidum）、(Schi

mada 他 (1989)、J. Biochem., 106, 383-388)。

      【０１０１】

  ペニシリウム（Penicillium）、例えば、P.カメンベルテイイ（camembertii）

(Yamaguchi 他 (1991), Gene 103, 61-67)。

      【０１０２】

  リゾプス（Rhizopus）、例えば、R.デルマール（delemar）(Hass 他 (1991), 

Gene 109, 107-113)、又はR.ニベウス（niveus）(Kugimiya 他 (1992) Biosci. 

Biotech. Biochem 56, 716-719)又はR.オリザエ（oryzae）。

      【０１０３】

  バシラス（Bacillus）例えば、B.スブチリス（subtilis）(Dartois 他 (1993)

 Biochemica et Biophysica acta 1131, 253-260)又はB.ステアロサーモフィル

ス（stearothermophilus）(日本６４／７７４４９９２号)又はB.プミラス（pumi

lus）(ＷＯ  ９１／１６４２２号)。

      【０１０４】

  容易に入手できる市販されているリパーゼの具体的な例としては、Lipoplase

（登録商標）、Lipoplase（登録商標）Ultra、Lipozyme（登録商標）、Palatase

（登録商標）、Novozym（登録商標）435、Lecitase（登録商標）（全て Novo No

rdisk A/S から市販されている）などがある。

      【０１０５】

  他のリパーゼの例としては、Genencor Int. Inc. からの Lumafast（商標）、

Ps.メンドシアン（mendocian）リパーゼ；Gist Brocades/Genencor Int. Inc. 

からの Lipomax（商標）、Ps.シュードアルカリジェネス（pseudoalcaligenes）

リパーゼ；Unilever からのフザリウム・ソラニ（Fusarium solani）リパーゼ（

クチナーゼ）；Solvay enzyme からのバシラス種（Bacillus sp.）リパーゼ、な

どがある。その他のリパーゼも他の会社から市販されている。

      【０１０６】

  リパーゼ変異体の例は、例えば、ＷＯ  ９３／０１２８５号及びＷＯ  ９５／

２２６１５号に記述されている。
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      【０１０７】

  リパーゼの活性は、「Methods of Enzymatic Analysis」、第三版、１９８４

，Verlag Chemie, Weinheim, vol. 4, に記述されているように、又はＡＦ  ９

５／５ＧＢ（請求すれば Novo Nordisk A/S から入手できる）に記述されている

ように、決定できる。

      【０１０８】

  オキシドレダクターゼ

  オキシドレダクターゼ（すなわち、国際生化学及び分子生物学連合（ＩＵＢＭ

Ｂ）の勧告（１９９２）に従って酵素分類ナンバーＥ．Ｃ．１（オキシドレダク

ターゼ）の下に分類される酵素）は、このグループ内のオキシドレダクターゼを

含む。

      【０１０９】

  例としては次の酵素分類（Ｅ．Ｃ．）ナンバーの下に分類されるものから選択

されるオキシドレダクターゼがあげられる：

      【０１１０】

  グリセロール－３－フォスフェート  デヒドロゲナーゼ  ＿ＮＡＤ＋＿  （１

．１．１．８）、グリセロール－３－フォスフェート  デヒドロゲナーゼ  ＿Ｎ

ＡＤ（Ｐ）+＿  （１．１．１．９４）、グリセロール－３－フォスフェート  

１－デヒドロゲナーゼ  ＿ＮＡＤＰ＿  （１．１．１．９４）、グルコース  オ

キシダーゼ  （１．１．３．４）、ヘキソース  オキシダーゼ  （１．１．３．

５）、カテコール  オキシダーゼ（１．１．３．１４）、ビリルビン  オキシダ

ーゼ  （１．３．３．５）、アラニン  デヒドロゲナーゼ  （１．４．１．１）

、グルタミン酸  デヒドロゲナーゼ  （１．４．１．２）、グルタミン酸  デヒ

ドロゲナーゼ  ＿ＮＡＤ（Ｐ）+＿  （１．４．１．３）、グルタミン酸  デヒ

ドロゲナーゼ  ＿ＮＡＤＰ+＿  （１．４．１．４）、Ｌ－アミノ酸  デヒドロ

ゲナーゼ  （１．４．１．５）、セリン  デヒドロゲナーゼ  （１．４．１．７

）、バリンデヒドロゲナーゼ  ＿ＮＡＤＰ+＿  （１．４．１．８）、ロイシン

  デヒドロゲナーゼ  （１．４．１．９）、グリシン  デヒドロゲナーゼ  （１

．４．１．１０）、Ｌ－アミノ酸  オキシダーゼ  （１．４．３．２）、Ｄ－ア
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ミノ酸  オキシダーゼ  （１．４．３．３）、Ｌ－グルタミン酸  オキシダーゼ

  （１．４．３．１１）、タンパク質－リジン  ６－オキシダーゼ  （１．４．

３．１３）、Ｌ－リジン  オキシダーゼ  （１．４．３．１４）、Ｌ－アスパラ

ギン酸  オキシダーゼ  （１．４．３．１６）、Ｄ－アミノ酸  デヒドロゲナー

ゼ  （１．４．９９．１）、タンパク質  ジスルフィド  レダクターゼ  （１．

６．４．４）、チオレドキシン  レダクターゼ  （１．６．４．５）、タンパク

質  ジスルフィド  レダクターゼ  （グルタチオン）  （１．８．４．２）、ラ

ッカーゼ（１．１０．３．２）、カタラーゼ  （１．１１．１．６）、ペルオキ

シダーゼ  （１．１１．１．７）、リポキシゲナーゼ  （１．１３．１１．１２

）、スーパーオキシド  ジスムターゼ  （１．５．１．１）。

      【０１１１】

  前記グルコース・オキシダーゼは、アスペルギルス・ニガー（Aspergillus ni

ger）から得られる。

      【０１１２】

  前記ラッカーゼは、ポリポラス・ピンシタス（Polyporus pinsitus）、ミセリ

オフトラ・サーモフィラ（Myceliophtora thermophila）、コプリヌス・シネレ

ウス（Coprinus cinereus）、リゾクトニア・ソラニ（Rhizoctonia solani）、

リゾクトニア・プラクティコーラ（Rhizoctonia praticola）、シタリジウム・

サーモフィルム（Scytalidium thermophilum）及びリュス・バーニシフェラ（Rh

us vernicifera）から得られる。

      【０１１３】

  ビリルビン・オキシダーゼは、ミロセケシウム・ベルカリア（Myrothechecium

 verrucaria）から得られる。

      【０１１４】

  ペルオキシダーゼは、例えば、ダイズ、ワサビダイコン、又はコプリヌス・シ

ネレウス（Coprinus cinereus）から得られる。

      【０１１５】

  タンパク質ジスルフィド・レダクターゼは、参照によって本明細書に取り込ま

れるＤＫ特許出願第７６８／９３号、２６５／９４号及び２６４／９４号（Novo
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 Nordisk A/S）に記載されたいずれであってもよく、ウシに由来するタンパク質

ジスルフィド・レダクターゼ、アスペルギルス・オリザエ（Aspergillus orizae

）又はアスペルギルス／ニガー（Aspergillus niger）から得られるタンパク質

ジスルフィド・レダクターゼ及び大腸菌から得られるＤｓｂＡ又はＤｓｂＣを含

む。

      【０１１６】

  容易に入手できる市販されているオキシドレダクターゼの具体的な例としては

、Gluzyme（商標）（Novo Nordisk A/S から入手できる酵素）などがある。しか

し、その他のオキシドレダクターゼも他の会社から入手できる。

      【０１１７】

  オキシドレダクターゼの活性は、「Methods of Enzymatic Analysis」、第三

版、１９８４，Verlag Chemie, Weinheim, vol. 3, に記述されているようにし

て決定できる。

      【０１１８】

  カルボヒドラーゼ

  カルボヒドラーゼは、特に五員環及び六員環構造の炭水化物鎖（例えば、澱粉

）を加水分解できる全ての酵素と定義される（すなわち、国際生化学及び分子生

物学連合（ＩＵＢＭＢ）の勧告（１９９２）に従って酵素分類ナンバーＥ．Ｃ．

３．２（グリコシダーゼ）の下に分類される酵素）。

      【０１１９】

  例としては次の酵素分類（Ｅ．Ｃ．）ナンバーの下に分類されるものから選択

されるカルボヒドラーゼが含まれる：

      【０１２０】

  α－アミラーゼ  （３．２．１．１）、β－アミラーゼ  （３．２．１．２）

、グルカン１，４－α－グルコシダーゼ  （３．２．１．３）、セルラーゼ  （

３．２．１．４）、エンド－１，３（４）－β－グルカナーゼ  （３．２．１．

６）、エンド－１，４－β－キシラナーゼ  （３．２．１．８）、デキストラナ

ーゼ  （３．２．１．１１）、キチナーゼ  （３．２．１．１４）、ポリガラク

ツロナーゼ  （３．２．１．１５）、リソザイム  （３．２．１．１７）、β－
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グルコシダーゼ  （３．２．１．２１）、α－ガラクトシダーゼ  （３．２．１

．２２）、β－ガラクトシダーゼ  （３．２．１．２３）、アミロ－１，６－グ

ルコシダーゼ  （３．２．１．３３）、キシラン  １，４－β－キシロシダーゼ

  （３．２．１．３７）、グルカン  エンド－１，３－β－Ｄ－グルコシダーゼ

  （３．２．１．３９）、α－デキストリン  エンド－１，６－グルコシダーゼ

  （３．２．１．４１）、スクロース  α－グルコシダーゼ  （３．２．１．４

８）、グルカン  エンド－１，３－α－グルコシダーゼ  （３．２．１．５９）

、グルカン  エンド－１，４－β－グルコシダーゼ  （３．２．１．７４）、グ

ルカン  エンド－１，６－β－グルコシダーゼ  （３．２．１．７５）、アラビ

ナン  エンド－１，５－α－アラビノシダーゼ  （３．２．１．９９）、ラクタ

ーゼ  （３．２．１．１０８）、キトナナーゼ  （３．２．１．１３２）。

      【０１２１】

  関連あるカルボヒドラーゼの例としては、次のようなものがあげられる：トリ

コデルマ・ハルチアヌム（Trichoderma harzianum）から得られるα－１，３－

グルカナーゼ；ペシロミセス（Paecilomyces）のある系統から得られるα－１，

６－グルカナーゼ；バシラス・スブチリス（Bacillus subtilis）から得られる

β－グルカナーゼ；フミコーラ・インソレンス（Humicola insolens）から得ら

れるβ－グルカナーゼ；アスペルギルス・ニガー（Aspergillus niger）から得

られるβ－グルカナーゼ；トリコデルマ（Trichoderma）のある系統から得られ

るβ－グルカナーゼ；エルスコビア・キサンシネオリティカ（Oerskovia xanthi

neolytica）のある系統から得られるβ－グルカナーゼ；アスペルギルス・ニガ

ー（Aspergillus niger）から得られるエキソ－１，４－α－Ｄ－グルコシダー

ゼ（グルコアミラーゼ）；バシラス・スブチリス（Bacillus subtilis）から得

られるα－アミラーゼ；バシラス・アミロリケファシエンス（Bacillus amyloli

quefaciens）から得られるα－アミラーゼ；バシラス・ステアロサーモフィゥス

（Bacillus stearothermophilus）から得られるα－アミラーゼ；アスペルギル

ス・オリザエ（Aspergillus oryzae）から得られるα－アミラーゼ；非病原性微

生物から得られるα－アミラーゼ；アスペルギルス・ニガー（Aspergillus nige

r）から得られるα－ガラクトシダーゼ；フミコーラ・インソレンス（Humicola 
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insolens）から得られるペントサナーゼ、キシラナーゼ、セロビアーゼ、セルラ

ーゼ、ヘミセルラーゼ；トリコデルマ・リーセイ（Trichoderma reesei）から得

られるセルラーゼ；非病原性の糸状菌から得られるセルラーゼ；アスペルギルス

・ニガー（Aspergillus niger）から得られるペクチナーゼ、セルラーゼ、アラ

ビナーゼ、ヘミセルラーゼ；ペニシリウム・リラシヌム（Penicillium lilacinu

m）から得られるデキストラナーゼ；非病原性の糸状菌から得られるエンド－グ

ルカナーゼ；バシラス・アシドプリティクス（Bacillus acidopullyticus）から

得られるプルラナーゼ；クルイベロミセス・フラギリス（Kluyveromyces fragil

is）から得られるβ－ガラクトシダーゼ；トリコデルマ・リーセイ（Trichoderm

a reesei）から得られるキシラナーゼ。

      【０１２２】

  容易に入手できる市販されているカルボヒドラーゼの具体的な例としては、次

のものがあげられる：Alpha-Gal（商標）、Bio-Feed（商標）Alpha、Bio-Feed（

商標）Beta、Bio-Feed（商標）Plus、Bio-Feed（商標）Plus、Novozyme（登録商

標）188、Carezyme（登録商標）、Celluclast（登録商標）、Cellusoft（登録商

標）、Ceremyl（登録商標）、Citrozym（商標）、Denimax（商標）、Dezyme（商

標）、Dextrozyme（商標）、Finizym（登録商標）、Fungamyl（商標）、Gamanas

e（商標）、Glucanex（登録商標）、Lactozym（登録商標）、Maltogenase（商標

）、Pentopan（商標）、Pectinex（商標）、Promozyme（登録商標）、Pulpzyme

（商標）、Novamyl（商標）、Termamyl（登録商標）、AMG (Amyloglucosidase N

ovo)、Maltogenase（登録商標）、Sweetzyme（登録商標）、Aquazym（登録商標

）(全ての酵素がNovo Nordisk A/S から入手できる)。他のカルボヒドラーゼも

他の会社から入手できる。

      【０１２３】

  リアーゼ

  適当なリアーゼは、多糖リアーゼ；ペクテート・リアーゼ（４．２．２．２）

及びペクチン・リアーゼ（４．２．２．１０）、例えば、ＷＯ  ９９／２７０８

３号に開示されているバシラス・リヘニホルミス（Bacillus licheniformis）か

ら得られるもの、などである。
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      【０１２４】

  イソメラーゼ 

  例としては、酵素分類（Ｅ．Ｃ．）ナンバー  （５．）の下に分類されるもの

から選択されるイソメラーゼ：例えば、キシロース・イソメラーゼ（５．３．１

．５）、があげられる。関連あるイソメラーゼの一例は、タンパク質ジスルフィ

ド・イソメラーゼ、例えば、ＷＯ  ９５／０１４２５号（Novo Nordisk A/S）に

記載されているようなもの、である。容易に入手できる市販されているイソメラ

ーゼの具体的な一例は、Sweetzyme（登録商標）である。

      【０１２５】

  カルボヒドラーゼ又はその変異体の活性は、「Methods of Enzymatic Analysi

s」、第三版、１９８４，Verlag Chemie, Weinheim, vol. 4, に記述されている

ように決定できる。

      【０１２６】

  別の実施の形態では、試験化合物は酵素の調製で用いられる安定剤などの構成

成分である。特に酵素の生産に関連して、酵素産業で働く人たちの呼吸器アレル

ギーの危険を減らすために、できるだけアレルゲン性が小さな酵素変異体が得ら

れると有利である。したがって、試験化合物、例えば呼吸器アレルギーを引き起

こす疑いがある酵素及びその変異体、を試験するときは、呼吸器上皮細胞を用い

ることが好ましい。

      【０１２７】

  試験化合物がそれ自体免疫原性があることもあり、又はそれはハプテンと考え

られることもある。

      【０１２８】

  ある実施の形態では、試験化合物は製剤形態の何らかの化合物、例えば活性の

薬剤、である。

      【０１２９】

  別の実施の形態では、試験化合物は化粧品で用いられる化合物である。

  この場合、特に接触のアレルギーが問題であり、好ましい第一の細胞タイプは

ケラチノサイトである。
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      【０１３０】

  また、試験化合物は有機溶剤、染料、又は金属であってもよい。

  本発明に従って、試験化合物は検出可能なサイトカイン応答を誘発するに十分

な濃度でこの目的に選ばれた細胞培養に加えられる。試験化合物の濃度は問題の

試験化合物によって異なる。本発明のある実施の形態では、試験化合物の濃度は

１、１０又は１００μｇ／ｍｌである。別の様態では、細胞培養に加えられる試

験化合物の濃度は細胞培養と共にインキュベートされる試験化合物の時間による

。本発明のある実施の形態では、試験化合物のインキュベート時間は０～１６時

間の範囲にあり、例えば０、２、４、６又は１６時間である。

      【０１３１】

  本発明の別の様態では、本発明による方法は試験化合物の毒性を評価するため

に用いられ：

  －該試験化合物と実質的に非特異的相互作用をし、相互作用するとサイトカイ

ン発現で応答できる、ヒトを含めた動物起源の少なくとも一つの細胞タイプを含

む所定の予め特性が決定された細胞培養を得るステップ、

  －該細胞培養に試験化合物を接触させるステップ、

  －少なくとも一つのサイトカインについて、試験化合物と実質的に非特異的相

互作用を示す細胞のサイトカイン応答を測定することによって特異的サイトカイ

ン・プロフィールを定めるステップ、及び

  －該サイトカイン・プロフィールを試験化合物の毒性と関連づけるステップ、

を含む。

      【０１３２】

  試験化合物のアレルゲン性評価に関して上述したように、化合物の毒性が強い

ほど産生されるサイトカインのレベルが低くなるという形で、試験化合物の毒性

を産生されるサイトカインのレベルと関連づけることが可能である。したがって

、本発明はさらに、少なくとも二つの試験化合物の毒性を同時にスクリーニング

する方法であって：

  －上で定めたような細胞培養を少なくとも二つの区画に配置するステップ、

  －該細胞培養に個々に一つの試験化合物を接触させるステップ、
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  －試験化合物と実質的に非特異的相互作用を示すそれぞれの細胞のサイトカイ

ン応答を測定することによって、特異的サイトカイン・プロフィールを定めるス

テップ、

  －各サイトカイン・プロフィールを試験化合物の毒性に関連づけるステップ、

を含む方法に関する。

      【０１３３】

  さらに別の様態では、本発明は、高速処理スクリーニングで試験化合物のアレ

ルゲン性又は毒性を評価する分析キットに関し、前記分析キットはキットの一部

として：

  －少なくとも一つのヒトを含めた動物の細胞タイプを含む細胞培養、

  －特定のサイトカインに特異性を有する少なくとも一対のモノクローナル抗体

、少なくとも一つのサイトカインに特異的なｍＲＮＡ検出用のプローブ、少なく

とも一組のサイトカインに特異的なｍＲＮＡ又はｃＤＮＡ検出用のプライマー、

から選択されるサイトカイン決定子、

  －少なくとも二つの区画を含む分析装置、

を含む。

      【０１３４】

  本発明の別の実施の形態では、分析キットはさらに、ある特定の膜マーカーに

特異性を有する少なくとも一対のモノクローナル抗体、ある特定の膜マーカーに

特異性を有する少なくとも一つのモノクローナル抗体、ｍＲＮＡ検出用の少なく

とも一つの膜マーカーに特異的なプローブ、及びｍＲＮＡ又はｃＤＮＡ検出用の

少なくとも一組の膜マーカーに特異的なプライマー、に関する。

      【０１３５】

  上述のように、分析キットは一つの細胞タイプ又は細胞タイプの組み合わせを

含み、後者は共培養されるか、又は別々に培養される。さらに、分析キットは細

胞を培養する培地を含んでもよい。当業者は、本明細書で述べる細胞を培養する

のに適当な培地を容易に決定できるであろう。

      【０１３６】

  分析キットはアレルゲン性の標準を含むことが好ましい。これは、決定された
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サイトカイン・プロフィールに基づいて問題の試験化合物のアレルゲン性を評価

するための標準である。このアレルゲン性の標準は、分析キットに関する情報と

いう形であってもよく、あるいは、試験化合物について得られたサイトカイン・

プロフィールを既知の化合物について得られたプロフィールと関連づけるという

、アレルゲン性が知られている化合物で試験化合物を同時評価するという形であ

ってもよい。

      【０１３７】

  分析キットは、いくつかの試験化合物を同時に試験するように、例えば少なく

とも二つの化合物を、さらに好ましくは少なくとも１０の試験化合物を同時に、

最も好ましくは約１００の試験化合物のアレルゲン性を同時に評価することがで

きるように、配置することが好ましい。

      【０１３８】

  キットは、部分に分かれたキットと考えるべきである、すなわち、キットはい

くつかの異なる部分から、例えば細胞培養はある源から、決定子は別の源から、

そして分析装置は第三の源から取って組み合わせられる。分析装置は適当などん

な装置であってもよく、例えば、細胞をその中で培養し試験化合物をそれに接触

させることができる少なくとも一つのウエルを有するプレートであってもよい。

      【０１３９】

  ある好ましい実施の形態では、分析装置は、各ウエルに少なくとも二つの区画

を含み、同じウエルで二つのタイプの細胞を培養し、上述のような組み合わせか

らのサイトカイン応答を評価することが可能である。ある実施の形態では、細胞

培養は２４、４８又は９６ウエルの細胞培養プレート（Nunc）で行われる。細胞

が物理的に接触することを許さない共培養を確立するために、一定の透過性の膜

を備えた特定のインサートを用いることができる（Nunc TC インサート）。

      【０１４０】

  分析キットは、試験化合物の毒性と同様に、試験化合物のアレルゲン性を評価

するのに用いることができる。

      【０１４１】

  実験
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  実施例において用いられる方法を以下で説明する。

  方法  

  １．  生物学的検定法

  ヒト肺上皮細胞（BEAS-2B, ATCC # CRL-9609）が、水中２％（vol/vol）のUlt

roser G がプレコートされた培養フラスコ（NUNC）に、１ｃｍ2あたり１５００

～３０００個の細胞という密度で接種され、３７℃で２％（vol/vol）のUltrose

r G を含むＬＨＣ－９培地及び５％のＣＯ2中で培養された。

      【０１４２】

  細胞は、コンフルエンスに達する前に植え継がれた。培地は除去され、新鮮な

トリプシン中の０．５％ポリビニルピロリドン（ＰＶＰ）（0.25% (wt/vol)）－

ＥＤＴＡ（0.03% (wt/vol)）溶液が細胞が離れるまで加えられた（通常、室温で

５－１０分後）。ＬＨＣ－９培地が加えられ、細胞は遠心分離によって集められ

（３００ｘｇで１５分）、２％（vol/vol）のUltroser G を含むＬＨＣ－９培地

に再懸濁された。最後に、細胞はプレコートされたフラスコ（NUNC）に、１ｃｍ

2あたり１５００～３０００個の細胞という密度で小分けされた。

      【０１４３】

  予定した数の分析を行うのに十分な数の細胞が得られたら、細胞はトリプシン

処理され、２４－ウエルの培養プレート（NUNC）に移された（ウエルあたり１×

１０5個の細胞）。インキュベートは２４時間３７℃で２％（vol/vol）のUltros

er G を含むＬＨＣ－９培地及び５％のＣＯ2中で行われた。次に、培地が除去さ

れ、２％（vol/vol）のUltroser G 及び調べようとするタンパク質を含む新鮮な

予め暖められたＬＨＣ－９培地に置き換えられた。ネガティブ対照としてタンパ

ク質を含まない培地も含められ、他方、１００μｇの大腸菌ＬＰＳ  ０５５：Ｂ

５によって刺激された細胞がポジティブ対照と見なされた。各分析は、三重複で

行われた。

      【０１４４】

  選択されたサイトカインの細胞外の発現が、ＥＬＩＳＡ（R&D Systems）によ

って、培養時間及びタンパク質濃度の関数として評価された。ＥＬＩＳＡは、収

集直後に細胞培地について、又は－２０℃以下で貯蔵された培地について行われ
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た。検出されたサイトカイン・レベルを定量化し、かつ分析の再現性を評価する

ために、校正カーブが毎回含められた。

      【０１４５】

  ２．ブラウン・ノルウエー・ラットの免疫処置 

  ２０の気管内免疫処置が毎週、１００μｌの0.9％（wt/vol）のNaCl（対照グ

ループ）、又は前記のタンパク質溶液１００μｌによって行われた。各グループ

には１０匹のラットが含まれていた。各２回目の免疫処置の一週間後、眼から血

液サンプル（２ｍｌ）が採取された。血清は血液凝固、及び遠心分離によって得

られた。

      【０１４６】

  ３．ＩｇＥ  ＥＬＩＳＡ

  ＩｇＥ  ＥＬＩＳＡは次のものを用いて行われた：

  緩衝剤と溶液：

洗浄緩衝剤            ＰＢＳ、  ０．０５％（v/v）のＴｗｅｅｎ  ２０

ブロッキング緩衝剤    ＰＢＳ、  ２％（wt/v）のスキムミルク粉末

希釈緩衝剤            ＰＢＳ、  ０．０５％（v/v）のＴｗｅｅｎ  ２０、

                      ０．５％（wt/v）のスキムミルク粉末

クエン酸緩衝剤        （０．１Ｍ、  ｐＨ  5.0 - 5.2）

      【０１４７】

  CovaLink プレートの活性化：

  アセトン１ｍｌあたり塩化シアヌル１０ｍｇの新鮮なストック溶液を作る。

  使用の直前に、この塩化シアヌルのストック溶液をＰＢＳに、攪拌しながら、

最終濃度１ｍｇ／ｍｌにまで希釈する。CovaLink NH2 プレートの各ウエルに１

００μｌの希釈溶液を加え、５分間室温でインキュベートする。ＰＢＳで３回洗

浄する。

      【０１４８】

  新しく調製された活性化されたプレートを５０℃で３０分間乾燥させる。各プ

レートを封止テープでただちに封止する。予備活性化されたプレートはプラスチ

ック・バッグで保管すると室温で３週間貯蔵できる。
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      【０１４９】

  ＥＬＩＳＡ手順：

  マウスの抗ラットＩｇＥがＰＢＳで２００×に希釈された（５μｇ／ｍｌ）。

１００μｌが各ウエルに加えられた。プレートは一晩４℃でコートされた。

      【０１５０】

  非特異的な吸着は各ウエルを１時間２００μｌのブロッキング緩衝剤と共に室

温でインキュベートすることによってブロックされた。プレートは３００μｌの

洗浄緩衝剤で３回洗浄された。

      【０１５１】

  未知のラット血清（複数）及び既知のラットＩｇＥ溶液が希釈緩衝剤で希釈さ

れた：普通、未知の血清（複数）では１０×、２０×、及び４０×、標準ＩｇＥ

では１μｇ／ｍｌからスタートした1/2希釈、である。各ウエルに１００μｌが

加えられた。インキュベートは室温で１時間であった。

      【０１５２】

  結合しない物質は洗浄緩衝剤で３回洗浄して除去された。抗ラットＩｇＥ（ビ

オチン）は希釈緩衝剤で２０００×希釈された。１００μｌが各ウエルに加えら

れた。インキュベートは室温で１時間行われた。結合しない物質は洗浄緩衝剤で

３回洗浄して除去された。

      【０１５３】

  ストレプトアビジンが希釈緩衝剤で１０００×希釈された。インキュベートは

室温で１時間行われた。結合しない物質は３００μｌの洗浄緩衝剤で３回洗浄し

て除去された。

      【０１５４】

  ＯＰＤ（０．６ｍｇ／ｍｌ）とＨ2Ｏ2（０．４μｌ／ｍｌ）がクエン酸緩衝剤

に溶解された。１００μｌが各ウエルに加えられた。インキュベートは室温で３

０分間行われた。

      【０１５５】

  反応は１００μｌのＨ2ＳＯ4を加えることによって停止された。プレートは６

２０ｎｍを基準として４９２ｎｍで読み取られた。
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      【０１５６】

  実施例１

  上皮細胞に誘発させることができるサイトカインの同定

  この実験の組では、１００μｇのＬＰＳ（リポ多糖類）を用いて細胞を刺激し

た。ＥＬＩＳＡは、２、４、６、８及び１６時間後に行われた。表２は、細胞に

サイトカインが誘発されたことを示し（＋）、また細胞がＬＰＳで刺激されたと

きに上皮細胞にサイトカインが検出されなかったことを示す（－）。

      【０１５７】

  表２

  サイトカイン                    細胞の応答

  ＩＬ－１α                          －

  ＩＬ－１β                          －

  ＩＬ－２                            －

  ＩＬ－４                            －

  ＩＬ－５                            －

  ＩＬ－６                            ＋

  ＩＬ－８                            ＋

  ＩＦＮ－γ                          －

  ＴＮＦ－α                          －

  ＧＭ－ＣＳＦ                        ＋

  ＭＣＰ－１                          ＋

  ＭＩＰ－１β                        －

  ＲＡＮＴＥＳ                        ＋

  図１ａ～ｄは、表でポジティブ（＋）と記されたサイトカインについて、異な

る時間的変化を示す。ＩＬ－８とＩＬ－６は同様の時間的変化を示したので、Ｉ

Ｌ－８だけが示されている（図１）。

      【０１５８】

  実施例２

  種々のタンパク質分解酵素の誘導体で上皮細胞に誘発されるサイトカイン・レ
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ベルの評価

      【０１５９】

  スブチリシン・ファミリーからのプロテアーゼＰ（ＣＤＪ３１：  バシラス・

リヘニホルミスのセリン・プロテアーゼ（Ｅ．Ｃ．３．４．２１．６２））が選

ばれ、いろいろなサイズの、具体的には３５０、７５０、１０００、２０００及

び５０００Ｄａの、ポリエチレン・グリコール（ＰＥＧ）分子で修飾された。修

飾されない酵素と修飾された酵素の両方について、細胞外のサイトカイン産生能

が上皮細胞分析で評価された。

      【０１６０】

  プロテアーゼによるサイトカインのタンパク質分解を防止するために、細胞培

地での希釈の前にプロテアーゼはＰＭＳＦ（１０ｍＭ）で阻害された。通常、Ｐ

ＭＳＦは細胞に加えられる前に１０００×に希釈された。この濃度で、ＰＭＳＦ

とその加水分解産物はサイトカイン産生に何も検出できるほどの影響を及ぼさな

かった。

      【０１６１】

  図２は、ＩＬ－８，ＩＬ－６及びＭＣＰ－１の典型的な時間的変化を修飾され

ないプロテアーゼと修飾されたプロテアーゼに関して示している。後者はＰ－ｂ

ｉｓ－Ｓ－ＰＥＧ２０００によって代表している。ベースラインは対照培地に関

して得られたものである。他のスブチリシン・プロテアーゼでもほとんど同一の

結果が観測された（ＰＤ４９８：  バシラス種のセリン・プロテアーゼ（Ｅ．Ｃ

．  ３．４．２１．６６））。

      【０１６２】

  それぞれのサイトカイン・レベルの比較には、１００μｇのタンパク質で４時

間のインキュベート後に得られたレベルが選ばれた。

      【０１６３】

  実施例３

  ラットで検出されたサイトカイン・レベル及びＩｇＥレベルと酵素の修飾に用

いられたＰＥＧ分子の長さの相関

  ラットが修飾されないプロテアーゼ及び修飾されたプロテアーゼで気管内免疫
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処置され、プロテアーゼ特異的ＩｇＥレベルがＥＬＩＳＡによって検出された。

研究の全期間に検出されたＩｇＥレベルが積分され、修飾されない酵素で免疫処

置されたラットで観測されたレベルに対して比較された。図３で、（ａ）は、酵

素を修飾するのに用いたＰＥＧ分子の長さが増加すると共に相対ＩｇＥレベルが

減少することを示している。ＩＬ－８レベル（ｂ）は、ＰＥＧサイズの増加と共

に増加することが見出されたが、他方ＩＬ－６（ｃ）及びＭＣＰ－１（ｄ）レベ

ルはベル型の時間的変化を示した。

      【０１６４】

  実施例４

  検出されたサイトカイン・レベルと修飾されない酵素について検出されたレベ

ルと比較したラットにおけるＩｇＥレベルとの相関  

  実施例３で得られた結果を用いて、検出されたサイトカイン・レベルをラット

におけるＩｇＥレベルと直接関連づけることが可能である。

  図４で、（ａ）は、修飾されない酵素と比較したときのＩｇＥレベルの増加と

共にＩＬ－８レベルが減少することを示している。ＩＬ－６（ｂ）及びＭＣＰ－

１（ｃ）ＩｇＥレベルは修飾されない酵素と比較したときのＩｇＥレベルで急激

に増加しその後急激な減少を示した。

      【０１６５】

  ＩｇＥとそれぞれのサイトカインとの相関は次のようにまとめられる：

  表３

ラットの          ＩＬ－８      ＩＬ－６          ＭＣＰ－１

ＩｇＥレベル（％）

＞５０               －            －                －

５０～２５           ＋            ＋                －（ｐ＞０．０５）

２５～１０           ＋            ＋                ＋

＜１０               ＋            －                ＋

      【０１６６】

  実施例５

  プロテアーゼ及びリポラーゼのラットにおける検出されたサイトカイン・レベ
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ルとＩｇＥレベルの比較

  バシラス種（Bacillus sp.）からのセリン・プロテアーゼＥ．Ｃ．３．４．２

１．６６ 及びフミコーラ・インソレンス（Humicola lanuginosa）からのトリア

セチル・グリセロール・アシルヒドロラーゼ（リパーゼ）Ｅ．Ｃ．３．１．１．

３のサイトカイン・レベルが上皮細胞分析で評価された。ラットは同じプロテア

ーゼとリパーゼによって気管内免疫処置され、ＩｇＥレベルが  ＥＬＩＳＡによ

って検出された。図５は、プロテアーゼとリパーゼの両方の規格化されたサイト

カイン・レベルならびにＩｇＥレベルを示す。

      【０１６７】

  実施例３の表３によると、プロテアーゼはリパーゼよりもアレルゲン性が高い

だろう。したがって、プロテアーゼで観測された全てのサイトカインの低レベル

は高いＩｇＥレベルに対応し、他方リパーゼで観測された全てのサイトカインの

高いレベルは著しく低いＩｇＥレベルに対応していた。

【図面の簡単な説明】

    【図１ａ】

  図１ａは、上皮細胞をリポ多糖体（ＬＰＳ）によって所定のインキュベート時

間の間刺激したときのサイトカイン応答を示す表である。

    【図１ｂ】

  図１ｂは、上皮細胞をリポ多糖体（ＬＰＳ）によって所定のインキュベート時

間の間刺激したときのサイトカイン応答を示す表である。

    【図１ｃ】

  図１ｃは、上皮細胞をリポ多糖体（ＬＰＳ）によって所定のインキュベート時

間の間刺激したときのサイトカイン応答を示す表である。

    【図１ｄ】

  図１ｄは、上皮細胞をリポ多糖体（ＬＰＳ）によって所定のインキュベート時

間の間刺激したときのサイトカイン応答を示す表である。

    【図２】

  図２は、タンパク質分解酵素Ｐがアレルゲン性に関して修飾された場合のタン

パク質分解酵素Ｐ修飾に対する反応としての３つの異なるサイトカインのサイト
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カイン応答を示す。

    【図３ａ】

  図３ａは、ＩｇＥレベルの減少とタンパク質分解酵素Ｐを修飾するのに用いた

ＰＥＧの長さとの関係を示すグラフである。

    【図３ｂ】

  図３ｂは、異なるサイトカインのサイトカイン応答とタンパク質分解酵素Ｐを

修飾するのに用いたＰＥＧの長さとの関係を示すグラフである。

    【図３ｃ】

  図３ｃは、異なるサイトカインのサイトカイン応答とタンパク質分解酵素Ｐを

修飾するのに用いたＰＥＧの長さとの関係を示すグラフである。

    【図３ｄ】

  図３ｄは、異なるサイトカインのサイトカイン応答とタンパク質分解酵素Ｐを

修飾するのに用いたＰＥＧの長さとの関係を示すグラフである。

    【図４ａ】

  図４ａは、タンパク質分解酵素Ｐで刺激したときの異なるサイトカインのレベ

ルとＩｇＥレベルの相関を示すグラフである。

    【図４ｂ】

  図４ｂは、タンパク質分解酵素Ｐで刺激したときの異なるサイトカインのレベ

ルとＩｇＥレベルの相関を示すグラフである。

    【図４ｃ】

  図４ｃは、タンパク質分解酵素Ｐで刺激したときの異なるサイトカインのレベ

ルとＩｇＥレベルの相関を示すグラフである。

    【図５】

  図５は、タンパク質分解酵素とリポラーゼで刺激したときのＩｇＥレベルと３

つの異なるサイトカインのサイトカイン応答を示すグラフである。
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【図１】
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【図２】
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【図３】



(53) 特表２００３－５１２６２６

【図４】
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【図５】
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【国際調査報告】
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本发明涉及用于评估测试化合物的致敏性或毒性的方法，以及用于同时
筛选至少两种测试化合物的方法。 本发明还涉及表征本发明细胞类型的
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