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(57)【要約】
　本発明は細胞のin vitroプロテオーム分析であって、前記細胞に対する化合物の感作ポ
テンシャル（アレルギーポテンシャルを含む）を決定する前記分析に関する。
化学物質が接触感作物質の感作ポテンシャルを有するかどうかを決定するために実施する
アッセイを可能にするいくつかのタンパク質マーカーが提供される。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験化合物の感作ポテンシャルを決定するin vitroの方法であって、
(a)前記試験化合物を細胞と接触させるステップ；
(b)前記細胞における、表1、表1(A)グループ1、表1(B)グループ2、表1(C)グループ3また
はそれらの組み合わせから選択される1以上のマーカータンパク質の存在または発現レベ
ルの変化を決定するステップ；および
(c)前記マーカータンパク質の存在または発現のレベルの変化に基づいて前記試験化合物
の感作ポテンシャルを決定する（ここで、前記1以上のマーカータンパク質の発現の存在
もしくはレベルの変化は前記試験化合物が感作ポテンシャルを有することを示す）ステッ
プ
を含むものである前記方法。
【請求項２】
　前記細胞が哺乳動物の皮膚細胞の代表的な細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記哺乳動物の皮膚細胞が初代ケラチノサイトおよびケラチノサイト由来の細胞株から
成る群より選択される請求項２に記載の方法。
【請求項４】
　前記細胞が表皮ケラチノサイト、バルジ由来のケラチノサイトまたは包皮ケラチノサイ
トである、請求項２または請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記細胞がケラチノサイト特性を有するヒト細胞由来である、請求項１に記載の方法
【請求項６】
　前記細胞がHaCaT細胞株またはNCTC2544細胞株由来である、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　前記1以上のマーカータンパク質が表1(A)グループ1から選択される、請求項１～６のい
ずれか1項に記載の方法。
【請求項８】
　前記1以上のマーカータンパク質が表1(B)グループ2から選択される、請求項１～6のい
ずれか1項に記載の方法。
【請求項９】
　ステップ(b)が1以上のタンパク質マーカーの存在または発現レベルを参照レベルと比較
するステップを含む、請求項１～８のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１０】
　ステップ(b)が細胞を前記マーカータンパク質または前記マーカータンパク質をコード
する核酸配列と選択的に結合する少なくとも1つの特異的結合メンバーと接触させるステ
ップ；および前記特異的結合メンバーとマーカータンパク質または前記マーカータンパク
質をコードする核酸配列により形成される複合体を検出および／または定量するステップ
を含むものである、請求項１～９のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１１】
　前記決定するステップが1以上のマーカータンパク質の既知の発現レベルの標準を用い
る標準曲線を準備するステップおよび試験化合物と接触させた細胞を用いて得た読取値を
比較して1以上のマーカータンパク質の発現レベルの変化の測定値を得るステップを含む
ものである、請求項１～１０のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記特異的結合メンバーが前記マーカータンパク質と特異的かつ選択的に結合する抗体
またはそのフラグメントであってもよい、請求項１０または請求項１１に記載の方法。
【請求項１３】
　前記特異的結合メンバーが前記マーカータンパク質と特異的かつ選択的に結合する自己
抗体またはそのフラグメントであり、前記自己抗体は皮膚刺激またはアレルギーのある患
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者から得た血液サンプルから調製されたものである、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　特異的結合メンバーがアプタマーである、請求項１０または請求項１１に記載の方法。
【請求項１５】
　ステップ(b)を質量分析により実施する、請求項１～９のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１６】
　ステップ(b)をタンパク質マーカー由来のペプチドに対する1以上の遷移を用いる選択反
応モニタリング； 
(i)試験下の細胞中のペプチドレベルを、先に細胞の感受性を表すと決定されたペプチド
レベルと比較するステップ、および
(ii)前記1以上のマーカータンパク質の発現の変化に基づいて試験化合物の感受性ポテン
シャルを決定するステップ
により実施する、請求項１～９のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１７】
　ステップ(i)が、既知量の対応する合成ペプチドを用いて試験下の細胞からのマーカー
タンパク質由来のペプチドの量を決定するステップを含み、ここで合成ペプチドは標識を
除いて細胞から得られるペプチドと配列が同一である、請求項１６に記載の方法。
【請求項１８】
　標識が異なる質量または重同位体のタグである、請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　タンパク質マーカー由来のペプチドに対する1以上の遷移が表5からの1以上の遷移を含
む、請求項１６～１８のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２０】
　ステップ(b)が試験化合物との接触後に細胞中の前記1以上のマーカータンパク質をコー
ドするmRNAの存在または量を決定するステップを含む、請求項１～１１のいずれか1項に
記載の方法。
【請求項２１】
　mRNAの存在または量を、タンパク質マーカーをコードする遺伝子またはそれらの相補体
の配列と選択的に結合するプライマーまたはプローブを用いて決定する、請求項２０に記
載の方法。
【請求項２２】
　結合メンバーが固体支持体上に固定された、請求項１０～１５および請求項２０～２１
のいずれか1項に記載の方法。
【請求項２３】
　1以上のマーカータンパク質または前記マーカータンパク質をコードする核酸配列と特
異的かつ選択的に結合することができる1以上の結合メンバーを含む固体支持体。
【請求項２４】
　表1から選択されるタンパク質マーカーの断片と同一である配列を有する合成ペプチド
であって、前記断片がトリプシン、ArgC、AspNまたはLys-C消化によるタンパク質マーカ
ーの消化後に決定されている前記合成ペプチド。
【請求項２５】
　表5から選択されるペプチドの配列を有する、請求項２４に記載の合成ペプチド。
【請求項２６】
　さらに標識を含むものである、請求項２４または請求項２５に記載の合成ペプチド。
【請求項２７】
　標識が重同位体である、請求項２６に記載の合成ペプチド。
【請求項２８】
　選択反応モニタリングに使用する、請求項２４～２７のいずれか1項に記載の合成ペプ
チド。
【請求項２９】
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　試験化合物の感作ポテンシャルをin vitroで決定するために使用するキットであって、
利用者が表1に与えられた1以上のマーカータンパク質またはその断片、前記マーカータン
パク質に対する1以上の抗体、および前記マーカータンパク質またはその断片をコードす
る核酸分子から選択される分析物の試験下の細胞中の存在または発現レベルを決定するこ
とを可能にするキットであり、かつ
(a)分析物と結合することができる結合メンバーがその上に固定された固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および、任意に
(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから成る群より選択される1以上の成分
を含むものである前記キット。
【請求項３０】
　結合メンバーが表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(C)グループ3ある
いはそれらの組み合わせから選択されるマーカータンパク質と選択的に結合できる抗体で
ある、請求項２９に記載のキット。
【請求項３１】
　結合メンバーが前記マーカータンパク質をコードする核酸と選択的に結合できる核酸配
列である、請求項２９に記載のキット。
【請求項３２】
　試験化合物の感作ポテンシャルをin vitroで決定するために使用するキットであって、
利用者が表1に与えられた1以上のマーカータンパク質またはその断片の試験下の細胞中の
存在または発現レベルを決定することを可能にするキットであり；
(a)アッセイに適合しうるフォーマットの参照ペプチドのセット（ここでセット中の各ペ
プチドは表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(c)グループ3あるいはそれ
らの組み合わせに与えられた1以上のマーカータンパク質のそれぞれを一意的に表すもの
である）；および
任意に(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから成る群より選択される1以上の成分
を含む前記キット。
【請求項３３】
　アレルゲンまたは刺激物質に曝された個体における、前記アレルゲンまたは刺激物質に
よる接触または呼吸感作を診断または予後モニタリングする方法であって、
(a)前記個体から得た生体サンプル中の、表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；また
は表1(c)グループ3から選択される1以上のタンパク質マーカーまたは前記タンパク質マー
カーもしくはその部分をコードする核酸の存在または発現レベルを決定するステップを含
むものである前記方法。
【請求項３４】
　生体サンプルが皮膚細胞を含むものである、請求項３３に記載の方法。
【請求項３５】
　アレルゲンまたは刺激物質に曝された個体における、前記アレルゲンまたは刺激物質に
よる接触または呼吸感作を診断または予後モニタリングするキットであって、
(a)1以上の結合メンバー（ここで、各結合メンバーは表1、表1(A)グループ1；表1(B)グル
ープ2；または表1(c)グループ3から成る群より選択されるタンパク質マーカー；または前
記タンパク質マーカーをコードする核酸もしくはそれらの断片と選択的に結合するもので
ある）がその上に固定された固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および
(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから選択される1以上の成分
を含むものである前記キット。
【請求項３６】
　化学感作物質に対する個体の診断または予後モニタリングに用いるための、表1、表1(A
)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(c)グループ3から選択される複数のタンパク質
マーカー。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は化合物の細胞に対する感作ポテンシャル（アレルギーポテンシャルを含む）を
決定するための、細胞のin vitroプロテオーム分析に関する。いくつかのタンパク質マー
カーが同定されていてこれらはある化合物がアレルギーまたは刺激ポテンシャルを有する
かどうかを決定するための細胞に基づく分析を可能にする。特に、限定されるものでない
が、本発明は試験化学物質が接触の、すなわち、皮膚における感作ポテンシャルを有する
かどうかを決定するためのアッセイを提供する。
【背景技術】
【０００２】
　アレルギーは免疫系の1型過敏性障害である。通常のアレルギー反応は喘息および接触
皮膚炎を含む。世界中でアレルギー疾患の発症は着実に増加している。アレルギー障害は
患者の職業的および社会的生活に負の影響を与える。アレルギー疾患を治療する保険シス
テムに対する費用は相当に大きく、流行に対応して増加する。アレルギー接触皮膚炎（AC
D）はヒトに見られる免疫毒性の最もありふれた形態とされている。ACDはT細胞が介在す
る遅延型皮膚過敏症であって、通常の金属および各種の色々な化学物質および化粧品に反
復曝露した後に発症する。通常の接触感作化学物質は、シンナムアルデヒド（CA）、ジニ
トロクロロベンゼン（DNCB）、グリオキザール、オイゲノール、p-フェニレンジアミン（
PPD）、およびテトラメチルチウラム（TMTD）である。PPDは広くパーマネント毛髪染剤と
して、繊維製品、一時的なタトゥー、写真現像剤、印刷インク、黒色ゴム、オイル、グリ
ースおよびガソリンにおいて使用される化学物質である。
【０００３】
　アレルギー接触皮膚炎を引き起こす多くの職業病のアレルゲンは化学物質（またはハプ
テン）であって、遅延型免疫応答を引き起こすには担体タンパク質と結合しなければなら
ない。現在、化学物質の感作ポテンシャルは動物実験、例えば、モルモット最大化試験（
MagnussenおよびKligman、1969）および局所リンパ節アッセイ（LINA）（Kimber et al. 
1995）において評価されている。しかし、欧州指針（the European Directive 86/609/EE
C）および化粧品指針第7回改定版（the 7th Amendment to the Cosmetics Directive 86/
609/EEC）は2009年3月以後の全ての化粧成分に対して動物試験禁止を施行する。さらに市
販禁止は、反復投与毒性（これについては締切期限は2013年である）を除く全ての評価項
目について動物で試験した成分を含有する化粧品に対して施行されている。
【０００４】
　多数の研究がin vitroおよびin silico予測試験方法の開発を目指して行われている。
しかし、接触感作化学物質の同定とスクリーニングのための認証されたin vitroアッセイ
は利用できるものがない。
【０００５】
　典型的な化学アレルゲンは低分子量であって1000ダルトン未満の質量を持ち、求電子性
または親水性であって、タンパク質の求核アミノ酸と反応しうる。かかる反応性の低分子
量化学物質は体内の大きい担体タンパク質と結合してハプテン-タンパク質を形成すると
アレルゲンになることができる。いくつかの化学アレルゲンは元来アレルゲンでなく、ア
レルギー反応に加わる前に代謝変換（プロ-ハプテン）または酸化（プレ-ハプテン）を受
けなければならない。例えば、オイゲノールはプロ-ハプテンと考えられるが、イソオイ
ゲノールとPPDはプレ-ハプテンに分類される。
【０００６】
　皮膚はヒトの身体の最大器官であり、潜在的アレルギー誘発性化学物質に対して大きい
接触部位を提示する。皮膚はアレルギー反応に積極的に参加するランゲルハンス細胞（LC
、抗原を提示する樹状細胞）、Tリンパ球、ナチュラルキラー細胞およびケラチノサイト
から構成される。全ての表皮細胞のほぼ95％はケラチノサイトであって、これは外来抗原
と遭遇する最初の細胞である。ACDの誘導期に、化学アレルゲンは表皮タンパク質と結合
してハプテン担体タンパク質複合体を形成する。ケラチノサイトは薬物代謝酵素も発現す
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るので、プロドラッグの感作物質への転化に参加する。ケラチノサイトは化学ハプテンと
接触するといくつものサイトカイン、例えば、局所リンパ節への遊走を誘導するインター
ロイキン-18（IL-18）および腫瘍壊死因子α（TNF-α）を産生する。ハプテン-タンパク
質複合体は樹状細胞（DC）により認識され、DCは抗原を内部化し処理しかつリンパ節へ輸
送してT-リンパ球に提示する。
【０００７】
　末梢組織における外来または自己抗原の摂取とプロセシングの後、LCは複雑な成熟プロ
セスを経る。それ故に、初代ケラチノサイト、ヒト不死化ケラチノサイト（HaCaT）、ヒ
トケラチノサイト株、例えばNCTC 2533、表皮細胞またはヒトの再建した表皮モデル、例
えばEpiDerm（MatTek Corporation USA）またはEpiSkin（SkinEthic、France）を含むか
かる試験系は、化学物質の感作ポテンシャルを予測する代わりのアプローチを開発するた
めに有用でありうる。
【０００８】
　刺激物質およびアレルゲンに対する細胞の反応は2つの主な道筋で明示される。最初の
曝露はおそらく代わりの遺伝子発現を誘発し、続いて、曝された細胞のタンパク質組成の
変化が起こると思われる。刺激物質またはアレルギー曝露のポテンシャルマーカーは遺伝
子発現の分析を通してまたはモデル系のプロテオーム分析により見出しうることは理解さ
れよう。本発明の主な目的は、色々なクラスの化合物に曝された細胞において増加または
減少することが既知のタンパク質マーカーを提供することである。当業者は、タンパク質
レベルの変化も随伴しうることおよびしばしば遺伝子発現の平行した変化が先行すること
を理解するであろう、そしてかかる遺伝子発現変化は本発明の範囲に含まれる。
【０００９】
　化学物質安全試験のモデル系におけるタンパク質発現変化の研究は非常に少なかったも
のの、刺激物質およびアレルゲンの遺伝子発現プロファイルに与える効果についてはいく
つかの研究が行われている。
【００１０】
　従来の研究は、マウスおよびヒトケラチノサイト細胞株におけるサイトカインmRNA発現
と産生の測定に基づくin vitro感作アッセイの開発に重点をおいてきた（Corsini et al.
 2009； Van Och et al. 2005）。例えば、ヒトケラチノサイト細胞株NCTC2544は、接触
感作物質の適用に対してインターロイキン-18（IL-18）の産生で応答する。対照的に、刺
激および呼吸器感作物質はIL-18産生を増加しなかった（Corsini et al.2009）。
【００１１】
　他の研究は様々な親電子化学物質を認識する細胞毒経路の活性化の測定に重点をおいて
きた。この経路は細胞センサータンパク質Kelch様ECH関連タンパク質（Keapl）および転
写因子Nrf2（これはフェーズ2解毒遺伝子のプロモーター中の抗酸化反応配列（ARE）と結
合する）を含む（Natsch and Emter 2008； Natsch 2010）。Givaudan Fragance Researc
h （Duebendorf、Switzerland）はeap2/Nrf2経路の活性化を利用してヒトKeratinoSensア
ッセイを開発しており、このアッセイはHaCaTケラチノサイト中のAKR1C2遺伝子のAREの制
御下にあるルシフェラーゼ遺伝子の発現に基づくものである（Emter et al. 2010）。試
験化学物質とのインキュベーション後に、ルシフェラーゼ活性化と細胞毒性の誘導を測定
して皮膚感作物質を同定するものである。KeratinoSensアッセイを用いて43種の感作物質
および24種の非感作物質をスクリーニングした。このシステムは38種の感作物質および19
種の非感作物質を正しく同定した。偽ネガティブ感作物質の中には、リシン残基と反応す
る安息香酸フェニルがあり、この反応はAREに基づくアッセイにより同定されなかった（N
atsch et al . 2010；Emter et al. 2010）。これは化学アレルゲンの全スペクトルを同
定するために、他の経路由来のさらなるバイオマーカーが必要であることを意味する。Yo
shikawaら（2010）は化学感作物質とのインキュベーションに応答する遺伝子を同定する
ために、ヒトケラチノサイト、バルジ由来のケラチノサイト（BDK）、ヒト新生児表皮ケ
ラチノサイト（NHEK）、およびヒト単球白血病細胞株THP-1のうちの2種の株の使用を記載
している。BDK、NEHKおよびTHP-1は化学感作物質DNCBと高反応性を示し、Nrf2経路のアッ
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プレギュレーションを伴う。しかし、インターロイキンIB（IL1B）、インターロイキン-8
（IL8）またはDNA結合インヒビター2（ID2）を含むポテンシャルバイオマーカーの遺伝子
発現は3種の細胞型の間で大きい差が観察される。例えば、ILlBおよびIL-8の遺伝子発現
はTHP-1細胞と比較してBDK中のDNCBにより遥かに高く誘導された。これは、異なる細胞型
においては異なる分子経路が誘導され、従って、異なる細胞試験系においては異なるセッ
トのバイオマーカーが必要であるることを意味する。
【００１２】
　Vandenbrielら（2010）は、HaCaT細胞に発現する遺伝子の変化を8種の公知の感作物質
および6種の刺激物質に曝したAffymetrix U133 Plus 2.0アレイを用いて分析した。サポ
ートベクターマシーン（SVM）アルゴリズム13に基づいて、感作物質および刺激物質の間
で最も判別しうる13種の遺伝子を選択したが、それには酸化ストレス経路からの遺伝子お
よびKeapl依存性の遺伝子が含まれた。
【００１３】
　従って、まだin vitroで化学安全性用の代理スクリーンとして使う最も適当な細胞株ま
たは遺伝子についてコンセンサスは存在しない。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】Magnusson, B., Kligman, A.M., (1969). The identification of cont
act allergens by animal assay. The guinea pig maximization test. J. Invest. Derm
atol. 52,　268-276.
【非特許文献２】Kimber et al. (1995). An international evaluation of the murine 
local lymph node assay and comparison of modified procedures. Toxicology 103, 63
-73.
【非特許文献３】Corsini et al. (2009). Use of IL-18 production in a human kerati
nocyte cell line to discriminate contact sensitizers from irritants and low mole
cular weight respiratory allergens. Toxicol In Vitro. 23(5):789-96.
【非特許文献４】Van Och et al. (2005).Assessment of potency of allergenic activi
ty of low molecular weight compounds based on IL-1alpha and IL-18 production by 
a murine and human keratinocyte cell line. Toxicology. 210(2-3):95-109.
【非特許文献５】Natsch and Emter (2008). Skin sensitizers induce antioxidant res
ponse element dependent genes: application to the in vitro testing of the sensit
ization potential of chemicals. Toxicol Sci. 102(1):110-9.
【非特許文献６】Natsch (2010). The Nrf2-Keap1-ARE toxicity pathway as a cellular
 sensor for skin sensitizers--functional relevance and a hypothesis on innate re
actions to skin sensitizers. Toxicol Sci. 113:284-92.
【非特許文献７】Emter et al. (2010). Performance of a novel keratinocyte-based r
eporter cell line to screen skin sensitizers in vitro. Toxicol Appl Pharmacol. 2
45(3):281-90.
【非特許文献８】Yoshikawa et al. (2010). Upregulation of genes orchestrating ker
atinocyte differentiation, including the novel marker gene ID2, by contact sensi
tizers in human bulge-derived keratinocytes. J Biochem Mol Toxicol. 24(1):10-20.
【非特許文献９】Vandenbriel et al. (2010). Keratinocyte gene expression profiles
 discriminate sensitizing and irritating compounds. Toxicol Sci. 2010 117(1):81-
9.
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１５】
　アレルギー反応にはタンパク質発現の変化が介在しうるという仮説から出発して、本発
明者らは、公知の刺激物質および感作物質に曝したケラチノサイトの詳細なプロテオーム
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分析を実施して推定マーカーを明らかにした。驚いたことに、色々なクラスの化学物質へ
の曝露に応答して変化するのが見られる従来報じられた遺伝子調節とタンパク質の間に実
質的な重複は存在しなかった。結果として、本発明者らは化学物質安全性のin vitroスク
リーニングにおいてアレルギーおよび皮膚刺激応答の客観的基準を果たしうる102種のタ
ンパク質の小パネルを定義した。
【００１６】
　本発明はこれらのタンパク質マーカーのいずれか1以上の測定に基づいて、全生物試験
に代わることができるin vitro方法を用いて化学感作物質を予測する方法を可能にする。
【００１７】
　従って、その最も一般的な方法において、本発明は表1に同定した102種のタンパク質マ
ーカーの1以上を用いるin vitroプロテオーム分析を使って、試験化合物の感作ポテンシ
ャルを決定する材料と方法を提供する。
【００１８】
　ある化合物の感作ポテンシャルは、アレルギー反応を誘発するその能力、または非アレ
ルギー刺激物質として作用するその能力を含む。
【００１９】
　第1の態様において、試験化合物の感作ポテンシャルを決定するin vitroの方法であっ
て、
（a）前記試験化合物を細胞と接触させるステップ；
（b）前記細胞中の表1から選択される1以上のマーカータンパク質の発現の存在またはレ
ベルの変化を決定するステップ；および
（c）前記マーカータンパク質の発現の存在またはレベルの変化に基づいて前記試験化合
物の感作ポテンシャルを決定する（ここで、前記1以上のマーカータンパク質の発現の存
在もしくはレベルの変化は前記試験化合物が感作ポテンシャルを有することを示す）ステ
ップ
を含むものである前記方法が提供される。
【００２０】
　発現の存在またはレベルの変化は、細胞または周囲環境中のタンパク質マーカーの量を
確立することにより決定してもよい。あるいは、それは前記マーカータンパク質をコード
する核酸配列またはそれらの、例えば、mRNAの型の存在または量を検出することにより決
定してもよい。コードする核酸またはタンパク質それ自体の存在または増加を間接的に測
定してもよい。例えば、核酸を細胞から抽出し増幅した後に定量してもよい。タンパク質
を細胞から抽出しかつ濃縮しおよび／または標識した後に決定してもよい。
【００２１】
　表1は102種のタンパク質マーカーを含有する。本発明の好ましい実施形態において、本
方法はこれらのタンパク質マーカーの複数の発現の存在またはレベルの変化を決定する。
従って、本発明の第1の態様による方法は表1に与えたタンパク質マーカーの2、3、5、10
、20、30、40、50、60、70、80、90、100種以上の発現の存在またはレベルの変化を決定
してもよい。
【００２２】
　あるいは、本方法は表1に与えたタンパク質マーカーの少なくとも5％、10％、20％、30
％、40％、50％、60％、70％、80％、90％の発現の存在またはレベルの変化を決定するス
テップを含んでもよい。
【００２３】
　本発明のこのおよび他の態様による方法は、前記1以上のタンパク質マーカーの発現の
レベルの存在を参照レベルと比較するステップを含んでもよい。本発明の開示を照合する
と、当業者は、例えば、同じかまたは同等の細胞株由来の細胞からの値の平均および範囲
を誘導することにより、好適な参照レベルを容易に決定することができる。確かな実施形
態において、本発明のこのおよび他の態様による方法はさらに、前記1以上のマーカータ
ンパク質に対する参照レベルを決定するステップを含んでもよく、試験化合物と接触した
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細胞で発現される前記1以上のタンパク質マーカーの参照レベル以上または以下の存在ま
たは量はその化合物の感作ポテンシャルを示すと考えることができる。
【００２４】
　しかし参照レベルは、好ましくは、例えば、入手しうるデータ記録の形態で与えてもよ
い予め定めたレベルである。
【００２５】
　試験化合物をいずれの細胞と接触させてもよい。好ましくは、細胞は哺乳動物皮膚細胞
を代表するもの、例えば、初代ケラチノサイトまたはケラチノサイト由来の細胞株であっ
てもよい。さらに好ましくは、細胞を初代細胞、例えば、表皮ケラチノサイト、バルジ由
来のケラチノサイトまたは包皮ケラチノサイトから得る。他の実施形態において、細胞は
ケラチノサイトの特性を持つヒト細胞由来である。例えば、HaCaT細胞はCLS - Cell Line
s Service（Eppelheim、Germany）から購入することができ、NCTC2544はICLC （Istituto
 Nazionale per la Ricerca sul Cancro、Genova、Italy）から購入することができる。
【００２６】
　多くの他の細胞株が当業者には公知であろう。
【００２７】
　本発明のこの態様による方法を用いて、試験化合物を細胞に接触させた時に表1(A)グル
ープ1に与えた1以上のマーカータンパク質の存在または発現レベルの変化を決定すること
により、試験化合物の接触感作ポテンシャルを決定することができる。1以上のマーカー
タンパク質は表1(A)グループ1から選択される2、4、5、6、8またはそれ以上のものであっ
てもよく；または全12のマーカータンパク質を含んでもよい。
【００２８】
　さらなる実施形態においては、本方法を用いて、試験化合物を細胞に接触させた時に表
1(B)グループ2に与えた1以上のマーカータンパク質の存在または発現レベルの変化を決定
することにより、試験化合物の刺激ポテンシャルを決定することができる。1以上のマー
カータンパク質は表1(B)グループ2から選択される2つ、3つまたはそれ以上のものであっ
てもよく；または6つ全てのマーカータンパク質を含んでもよい。
【００２９】
表1：化学感作効果のタンパク質マーカー
　(A)グループ1：トップ12の皮膚感作物質マーカー；(B)グループ2：トップ6の皮膚刺激
マーカー；(C)グループ3：さらなる感作および刺激効果の一般的マーカー



(10) JP 2014-522990 A 2014.9.8

10

20

30

40

【表１】



(11) JP 2014-522990 A 2014.9.8

10

20

30

40



(12) JP 2014-522990 A 2014.9.8

10

20

30

40

50

【００３０】
　本発明のこの第1の態様および他の態様において、1以上のマーカータンパク質の発現レ
ベルの存在または変化の決定は当業者の充分に能力内の多くの手段で達成することができ
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る。
【００３１】
　前記決定は、核酸またはタンパク質レベルの直接決定に関わってもよく、または、例え
ば、存在するマーカータンパク質の量と相関のある測定値を与える試験法を用いてもよい
。従って、1以上のマーカータンパク質の存在または発現のレベルの決定は
(a)その細胞を前記マーカータンパク質または前記マーカータンパク質をコードする核酸
配列と選択的に結合する少なくとも1つの特異的結合メンバーと接触させるステップ；お
よび
(b)前記特異的結合メンバーとマーカータンパク質または前記マーカータンパク質をコー
ドする核酸配列により形成される複合体を検出しおよび／または決定するステップ
を含みうる。
【００３２】
　特異的結合メンバーはマーカータンパク質と特異的かつ選択的に結合する抗体または抗
体フラグメントであってもよい。前記決定は、1以上のマーカータンパク質の既知の発現
レベルの標準を用いて標準曲線を準備するステップおよび試験化合物と接触させた細胞を
用いて得た読取値を比較して1以上のマーカータンパク質の発現のレベルの変化の測定値
を得るステップを含むものである。
【００３３】
　色々な方法が1以上のマーカータンパク質の存在または発現のレベルの変化を決定する
ために好適でありうる：限定されるものでないが、これらの例としては、ウェスタンブロ
ット、ELISA（酵素結合免疫吸着アッセイ）、RIA（ラジオイムノアッセイ）、競合EIA（
競合酵素イムノアッセイ）、DAS-ELISA（二重抗体サンドイッチ-ELISA）、液体イムノア
レイ技法）、免疫細胞化学または免疫組織化学技法、特異的抗体を含むタンパク質マイク
ロアレイの使用に基づく技法、「ディップスティック」アッセイ、アフィニティクロマト
グラフィ技法および液体結合アッセイが挙げられる。特異的結合メンバーはタンパク質マ
ーカーまたはその部分と選択的に結合する抗体または抗体フラグメントであってもよい。
いずれの好適な抗体フォーマットを使用してもよい。
【００３４】
　本発明のいずれかの態様による本発明で意図する特異的結合メンバーのさらなるクラス
は、アプタマー（核酸アプタマーおよびペプチドアプタマーを含む）を含むものである。
有利な方法として、タンパク質マーカーを指向するアプタマーを米国特許5,475,096およ
び5,270,163に記載のSELEX（Systematic Evolution of Ligandｓ by Exponential Enrich
ment）として知られる技法により与えることができる。
【００３５】
　本発明のこのおよび他の態様において、1以上のマーカータンパク質の存在または発現
のレベルの決定は質量分析により実施することができる。表1から選択されるタンパク質
マーカーのレベルを測定するのに好適な技法は当業者が容易に利用できるものであって、
選択反応モニタリング（SRM）および多重反応モニタリング（MRM）、同位体希釈質量分析
に関係する技法を含み、SILAC、AQUA（WO 03/016861に開示され、その全内容は具体的に
本明細書に参照により組み込まれる）およびTMTキャブリレーター（WO 2008/110581に開
示され；その全内容は具体的に本明細書に参照により組み込まれる）が含まれる。
【００３６】
　WO 2008/110581は、同重体質量タグを用いて参照サンプル中の全てのタンパク質の別々
のアリコートを標識し、前記サンプルの標識後に、定量的な比率で混合して標準較正曲線
を発行する方法を開示している。次いで試験サンプルを同じセットの同重体質量タグのさ
らなる独立メンバーで標識し、そして標準較正曲線で混合する。この混合物をタンデム質
量分析で処理し、MS/MSスペクトルの同重体質量タグから遊離される一意的な質量を報じ
るイオンの出現に基づいて特定のタンパク質から誘導されたペプチドを同定しかつ定量す
ることができる。
【００３７】
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　参照レベルとして、既知または予測タンパク質マーカー由来のペプチドを、前記タンパ
ク質マーカーのトリプシン、ArgC、AspNまたはLys-C消化により作製することができる。
いくつかの事例において、質量分析に基づくタンパク質マーカーの決定を使う場合、本発
明の方法は、タンパク質マーカーおよび／または少なくとも1つのタンパク質マーカー由
来のペプチドを含む少なくとも2つの異なるアリコートを含む較正サンプルを提供し、そ
れぞれのアリコートは既知の量であり、そして前記生体サンプルとそれぞれの前記アリコ
ートは1以上の同重体質量標識で区別して標識される。好ましくは、同重体質量標識はそ
れぞれ異なる質量分析的に明確な質量マーカーグループを含むものである。
【００３８】
　従って、本発明の好ましい実施形態において、本方法は、既知タンパク質マーカー由来
のペプチドの1以上の遷移の決定を用いる選択反応モニタリングにより、試験化合物と接
触させた細胞中の表1から選択されるマーカータンパク質の存在または発現レベルを決定
するステップ；試験下の細胞中のペプチドレベルを、先に細胞による接触感受性を表すと
決定したペプチドレベルと比較するステップ；ならびに前記1以上のマーカータンパク質
の発現の変化に基づいて試験化合物の感受性ポテンシャルを決定するステップを含むもの
である。比較ステップは既知量の対応する合成ペプチドで処理した細胞から得たマーカー
タンパク質由来のペプチドの量を決定するステップを含んでもよい。合成ペプチドは、細
胞から得られるペプチドと配列は同一であるが、標識、例えば異なる質量または重同位体
のタグにより識別することができる。
【００３９】
　いくつかの実施形態において、マーカー由来のペプチドは表5から選択される。これら
の実施形態において、本方法は1以上（または複数、例えば、2、3、4、5、8、10、15、20
、30、40もしくは全て）の表5中の遷移の決定を用いる選択反応モニタリングにより、試
験化合物に接触させた細胞中のマーカータンパク質の1以上のレベルの存在または発現を
決定するステップ；試験している細胞中のペプチドレベルを予め細胞により接触感受性を
表すことが確認されたペプチドレベルと比較するステップ；および前記1以上のマーカー
タンパク質の発現の変化に基づいて試験化合物の感作ポテンシャルを決定するステップを
含むものであってもよい。比較ステップは、既知量の対応する合成ペプチドで処理した細
胞からのマーカータンパク質由来のペプチドの量を決定するステップを含んでもよい。合
成ペプチドは細胞から得たペプチドと配列が同一であるが、標識、例えば、異なる質量ま
たは重同位体のタグにより識別することができる。
【００４０】
　好ましい実施形態において、1以上の決定する遷移には、次表：
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【００４１】
に掲げたものの1以上（または複数、例えば、3、4、5、8、10、12、または15全て）が含
まれる。
【００４２】
　1以上のこれらの合成タンパク質マーカー由来の標識したまたは無標識のペプチドは本
発明のさらなる態様である。これらの合成ペプチドは、試験化合物の感作ポテンシャルを
決定するキットの形で提供することができる。この態様において、合成ペプチドは表5か
ら選択されるペプチドの配列を含むかまたはそれらから成るものであってもよい。
【００４３】
　タンパク質マーカー発現のレベルを決定する他の好適な方法には、表面増強レーザー脱
離イオン化飛行時間（SELDI-TOF）質量分析；マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛
行時間（MALDI-TOF）質量分析；エレクトロスプレーイオン化（ESI）質量分析；ならびに
好ましいSRMが含まれる。
【００４４】
　いくつかの実施形態において、1以上のタンパク質マーカーの存在または量の決定は試
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験下の細胞由来のmRNAの存在または量を測定するステップを含む。試験化合物に接触させ
た細胞中のタンパク質マーカーをコードするmRNAの存在またはレベルによって、試験化合
物が感作ポテンシャルを有するかどうかを決定することができる。当業者はmRNAをコード
するタンパク質マーカーのレベルを測定するのに好適な技法を容易に利用することができ
、これには「リアルタイム」逆転写酵素PCRまたはノーザンブロットが含まれる。mRNAを
コードするタンパク質マーカーのレベルを測定する方法は、タンパク質マーカーの配列を
コードする遺伝子またはその相補体に向けられた少なくとも1つのプライマーまたはプロ
ーブの使用を含みうる。前記少なくとも1つのプライマーまたはプローブは表1および図10
に記載のタンパク質マーカーをコードするヌクレオチド配列と少なくとも70％、80％、90
％、95％、98％、99％または100％同一性を有する少なくとも10、15、20、25、30または5
0隣接ヌクレオチド配列のヌクレオチド配列を含むものであってもよい。
【００４５】
　好ましくは、少なくとも1つのプローブまたはプライマーはストリンジェントな条件下
でタンパク質マーカーをコードする核酸配列とハイブリダイズする。
【００４６】
　本発明の方法は細胞を結合メンバーと上記のように接触させるステップを含むが、また
細胞により分泌された産物を含有する細胞周囲の培地と接触させるステップを含んでもよ
い。さらに、細胞を溶解した後に結合メンバーと接触させて1以上のマーカータンパク質
との接触を直接または間接に増加することが好ましいであろう。
【００４７】
　結合メンバーを固体支持体上に固定してもよい。これは抗体アレイまたは核酸マイクロ
アレイの形であってもよい。このようなアレイは当技術分野では周知である。固体支持体
を細胞周囲の細胞溶解液または培地と接触させて、それにより結合メンバーが1以上のマ
ーカータンパク質の存在もしくは量を表す細胞産物または分泌された産物と結合できるよ
うにしてもよい。
【００４８】
　いくつかの実施形態において、結合メンバーはマーカータンパク質またはその一部分と
結合できる抗体またはそのフラグメントである。他の実施形態において、結合メンバーは
検出すべき核酸の配列と結合できる（すなわち、相補性の）核酸分子であってもよい。
【００４９】
　本方法はさらに固体支持体を、その占有結合部位、非占有結合部位または1以上のマー
カータンパク質、抗体または核酸と結合できる現像剤と接触させるステップを含むもので
あってもよい。
【００５０】
　現像剤は標識を含んでもよくそして本方法は標識を検出して、細胞、細胞培地または細
胞溶解液中の1以上のマーカータンパク質、抗体または核酸の存在または量を表す値を得
るステップを含んでもよい。
【００５１】
　標識は、例えば、放射性標識、蛍光色素分子、リン光体、レーザー染料、色素生産性染
料、高分子コロイド粒子、着色ラテックスビーズ、磁性または常磁性体、検出可能な結果
を生じる反応を触媒する酵素であってもよく、または標識はタグである。
【００５２】
　本方法は単一サンプル中の複数のマーカータンパク質または前記マーカータンパク質を
コードする核酸の発現の存在またはレベルを決定するステップを含みうる。例えば、表1
、表1(A)グループ1、表1(B)グループ2、表1(C)グループ3またはそれらの組み合わせから
選択される複数の結合メンバーを固体支持体上の予め規定した位置に固定してもよい。固
体支持体上の表1から選択される結合メンバーの数は支持体上の結合メンバーの総数の10
％、20％、30％、40％、50％、60％、70％、80％、90％ または 100％であってもよい。
【００５３】
　あるいは、複数の質量特性を上記の質量分析技法に対して選択する。
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【００５４】
　結合メンバーはマーカータンパク質またはその一部分に特異的な抗体であってもよく、
またはマーカータンパク質の発現の存在、増加または減少を表す核酸分子、例えばmRNA配
列と結合する核酸分子であってもよい。
【００５５】
　特異的なマーカータンパク質に対する抗体はマーカータンパク質のいずれかの生物学的
に関係のある状態に対する抗体であってもよい。従って、例えば、前記抗体は体内ではグ
リコシル型で存在するタンパク質の非グリコシル型に対して、タンパク質の前駆体型、も
しくは前駆体タンパク質のより成熟した型、例えばそのシグナル配列を差し引いたものに
対して、または、マーカータンパク質の関係するエピトープを運ぶペプチドに対するもの
であってもよい。
【００５６】
　本発明の第2の態様において、試験化合物の感作ポテンシャルをin vitroで決定するた
めに使用するキットを提供する。本キットは利用者が試験下の細胞中の、表1に与えられ
た1以上のマーカータンパク質またはその断片、前記マーカータンパク質に対する1以上の
抗体、および前記マーカータンパク質またはその断片をコードする核酸分子から選択され
る分析物の存在または発現のレベルを決定することを可能にするものであって、このキッ
トは
(a)分析物と結合することができる結合メンバーがその上に固定された固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および、任意に
(c)洗浄溶液、希釈剤およびバッファーから成る群より選択される1以上の化合物
を含むものである。
【００５７】
　結合メンバーは上記の通りでありうる。特に、マーカータンパク質またはその断片を検
出するための結合メンバーは、表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(C)
グループ3またはそれらの組み合わせから選択される1以上のマーカータンパク質と結合で
きる抗体であってもよい。
【００５８】
　一実施形態において、キットは分析物をアッセイに適合しうるフォーマットで提供しう
る。上記の通り、サンプル中のタンパク質、抗体または核酸分子の存在または量を決定す
るための様々なアッセイは当技術分野で公知である。様々な好適なアッセイを以下にさら
に詳しく記載するが、それぞれが本発明の実施形態を形成する。
【００５９】
　本キットは試験化合物の感作ポテンシャルを決定するin vitroの方法に用いることがで
きる。この方法は複数サンプルの全体的なスクリーニングの一部として実施してもよいし
、または個体から得た単一サンプルで実施してもよい。
【００６０】
　キットはさらに定量的な測定値を与える標準または参照を提供することができ、それに
より1以上のマーカータンパク質の発現レベルの決定を比較することができる。この標準
は前記化合物に対する接触感受性を示すマーカータンパク質表現のレベルを示しうる。
【００６１】
　キットはまた、本方法を実施するための印刷した取扱説明書を含んでもよい。
【００６２】
　一実施形態において、試験化合物の感作ポテンシャルを決定するキットは、表1に与え
たマーカータンパク質の1以上と結合できる1以上の抗体調製物の1セット、前記抗体を前
記試験化合物に曝した細胞または前記細胞から得た抽出物と共にインキュベートする手段
、および前記タンパク質の前記抗体との結合を定量的に検出する手段を含有するものであ
る。キットはまた、さらなる試薬およびバッファーおよび本方法を実施する方法を詳述し
た印刷した取扱説明書および、任意に、定量的な結果を前記化合物に対する接触感受性を
示すものとして解釈する方法を含有してもよい。
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【００６３】
　さらなる実施形態において、キットは質量分析アッセイを実施するものであってもよく
、参照ペプチド（例えばSRMペプチド）のセットを適合しうるフォーマットで含んでもよ
く、ここでセット中の各ペプチドは表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1
(c)グループ3に記載の1以上のマーカータンパク質のそれぞれまたはそれらの組み合わせ
を一意的に表すものである。好ましくは2つそしてより好ましくは3つのかかる一意的なペ
プチドがキットを設計した各タンパク質に対して用いられ、ここで、一意的なペプチドの
各セットは、既知の感作化合物に曝された前記細胞の標準調製物中のかかるタンパク質レ
ベルを反映する既知の量だけ与えられる。任意に、キットはまた、前記細胞からタンパク
質を単離および抽出するためのプロトコルおよび試薬、トリプシンなどのタンパク質分解
酵素の精製調製物ならびにモニターすべき前駆体質量および特異的な遷移の詳細を含む方
法の詳しいプロトコルを与えてもよい。任意に、本発明のキットはまた、適当な細胞、容
器、増殖培地およびバッファーを含んでもよい。
【００６４】
　本発明の第三の態様においては、前記アレルギーまたは刺激物質に曝された個人に対す
るアレルギーまたは刺激物質による接触感作を診断または予後モニタリングする方法であ
って、(a)前記個人から得た生体サンプル中の表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；
または表1(c)グループ3から選択される1以上のタンパク質マーカーまたは前記タンパク質
マーカーもしくはその一部分のいずれか1つをコードする核酸の存在または発現のレベル
を決定するステップを含むものである前記方法が提供される。
【００６５】
　生体サンプルは好ましくは、個人からの細胞、例えば、皮膚細胞を含むサンプルである
。細胞を溶解しそして細胞溶解液について決定ステップを行ってもよい。決定ステップは
本発明の第1の態様に記載の通り実施することができる。
【００６６】
　前記方法は、アレルゲンまたは刺激物質との接触を時点ゼロとする時間軸の期間全体に
わたり採取した複数の生体サンプル中の1以上のタンパク質マーカーの存在または発現の
レベルを決定するステップを含んでもよい。
【００６７】
　本発明の第三の態様による方法を行うキットも提供される。
【００６８】
　前記キットは
(a)1以上の結合メンバーがその上に固定された固体支持体であって、ここで各結合メンバ
ーは表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(C)グループ3に与えられたグル
ープから選択されるタンパク質マーカーまたは前記タンパク質マーカーもしくはその断片
をコードする核酸と選択的に結合する前記固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および
(c)洗浄溶液、希釈剤およびバッファーから選択される1以上の成分を含んでもよい。
【００６９】
　キットはまた、その方法を実施するための印刷された取扱説明書を含んでもよい。
【００７０】
　キットはさらに、定量的な基準を提供する標準または参照を含んでもよく、それにより
1以上のマーカータンパク質の発現レベルの決定を比較することができる。標準は前記化
合物に対する接触感受性を示すマーカータンパク質発現のレベルを示してもよい。
【００７１】
　同様に、アレルゲンまたは刺激物質に曝しておいた個人から採取した組織サンプル中の
表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(C)グループ3から選択される1以上
のタンパク質の発現レベルを測定し、そのレベルをアレルゲンまたは刺激物質に曝さなか
った細胞からのレベルと比較してもよく：ここで、表1に記載の変化と一致するタンパク
質発現レベルの変化はアレルギーの誘発であると診断する。
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【００７２】
　特定のタンパク質の発現レベルが化学感作物質、例えばアレルゲンまたは刺激物質への
曝露後に改変される場合、前記タンパク質の決定は、初めて、接触皮膚炎などの化学誘発
性アレルギー症状を診断および治療するための新しい標的を提供する。
【００７３】
　従って、本発明の第四の態様においては、化学感作物質、例えばアレルゲンまたは刺激
物質に対する個人の診断または予後モニタリングのための、表1、表1(A)グループ1；表1(
B)グループ2；または表1(C)グループ3から選択される1以上のタンパク質マーカーの使用
が提供される。
【００７４】
　例えば、表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(c)グループ3からの複数
のタンパク質マーカーを、アレルギーまたは刺激を患う患者における皮膚アレルギーまた
は刺激に対する治療の有効性をモニタリングする方法に用いることができる。その方法は
、前記個人から治療前に得た組織サンプルと治療後または治療中に採取した1以上のさら
なるサンプルとにおける前記タンパク質マーカーの存在または発現のレベルの変化を決定
するステップ（例えば、本発明の第1の態様により）を含むものであってもよく、ここで
複数のタンパク質マーカーの正常な発現レベルへの回復が治療の成功を示す。
【００７５】
　本発明のこの態様のある実施形態においては、治療を表1、表1(A)グループ1；表1(B)グ
ループ2；または表1(c)グループ3から選択される複数のタンパク質マーカーの1以上を標
的化するように特に設計してもよい。従って、本発明は表1、表1(A)グループ1；表1(B)グ
ループ2；または表1(c)グループ3；またはそれらの一部分に与えた1以上のタンパク質マ
ーカーの皮膚アレルギーを治療するための標的としての使用の提供に拡張される。
【００７６】
　本発明の全ての態様において、本方法はほとんどの場合、in vitroの方法で初代細胞培
養、確立された細胞株、または接触アレルギー、例えば、ACD、刺激を患う患者から採取
した生検サンプル由来のサンプルについて行われる。本明細書に記載の方法に用いるサン
プルは、全細胞溶解液、細胞成分画分、例えば細胞質、核、ミトコンドリア、細胞膜、細
胞培地上清、組織または体液サンプル、例えば皮膚組織サンプル、気管支肺胞洗浄（BAL
）液、血液または血液産物（例えば、血清または血漿）サンプルまたは尿サンプルであっ
てもよい。
【００７７】
　本発明の全ての態様においておよび全ての実施形態において、表1、表1(A)グループ1；
表1(B)グループ2；または表1(c)グループ3から選択される1以上のマーカーは次の条件、
すなわち、前記マーカーが熱ショック同族71kDaタンパク質のアイソフォーム；タンパク
質S100-A8；タンパク質S100-A9；ADP/ATPトランスロカーゼ2；ペプチジル-プロリルcis-t
ransイソメラーゼA；ヒストンH2Btype1-L；チューブリンα-4A鎖；タンパク質ジスルフィ
ド-イソメラーゼ；Tu翻訳伸長因子、ミトコンドリア前駆体；ビメンチン；SH3ドメイン結
合グルタミン酸リッチタンパク質様3；タンパク質ジスルフィド-イソメラーゼA3；アネキ
シンA5；フィラミン-Aのアイソフォーム2；ガレクチン-1；チオレドキシン；ペルオキシ
レドキシン；熱ショックタンパク質90kDaα（細胞質）、クラスAメンバー1アイソフォー
ム1；伸長因子2；フルクトース二リン酸アルドラーゼA；グリセルアルデヒド-3リン酸デ
ヒドロゲナーゼ；伸長因子1-α；cDNA FLJ45706 fis、クローンFEBRA2028457、ヌクレオ
リンと高度に類似；およびヌクレオホスミンのアイソフォーム2の1以上または組み合わせ
でないという条件が付くものであってもよい。
【００７８】
　ここで本発明の実施形態を、例を用いてかつ、限定されるものでないが、次の添付図を
参照して記載する。本明細書に記載の全ての文書は本明細書に参照により組み込まれる。
【図面の簡単な説明】
【００７９】
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【図１】ヒト初代ケラチノサイトで見出されたANOVAフィルターしたバイオマーカーのPLS
負荷プロットであり、ここで2X[1] = 0,210301、R2X[21 = 0,224212である。
【図２】PLSスコアプロットは、表1に掲げたバイオマーカーを用いると感作物質と刺激物
質に曝したサンプル間の分離が良いことを示す。
【図３】ケラチノサイト中の熱ショック70kDaタンパク質1（HSPAlA；HSPA1B）のELISA定
量。
【図４】ケラチノサイト細胞抽出物中のアルド-ケトレダクターゼCl（AKRC1）のウェスタ
ンブロット定量。
【図５】ケラチノサイト細胞抽出物中のメタロチオネイン1G（MT1G）のウェスタンブロッ
ト定量。
【図６Ａ】102種のタンパク質バイオマーカーのLog2変換して参照した倍数変化。菱型：
アレルゲン；円：刺激物質；矩形：対照。
【図６Ｂ】102種のタンパク質バイオマーカーのLog2変換して参照した倍数変化。菱型：
アレルゲン；円：刺激物質；矩形：対照。
【図６Ｃ】102種のタンパク質バイオマーカーのLog2変換して参照した倍数変化。菱型：
アレルゲン；円：刺激物質；矩形：対照。
【図６Ｄ】102種のタンパク質バイオマーカーのLog2変換して参照した倍数変化。菱型：
アレルゲン；円：刺激物質；矩形：対照。
【図７Ａ】試験化学物質間における、102種のタンパク質バイオマーカーの相対的存在量
の相違。対照：菱型；ニッケル：クロス記号；TMTD：プラス記号；CA:星印；SDS：逆三角
；DNBS：正方形；DNCB：円；SA：三角。
【図７Ｂ】試験化学物質間における、102種のタンパク質バイオマーカーの相対的存在量
の相違。対照：菱型；ニッケル：クロス記号；TMTD：プラス記号；CA:星印；SDS：逆三角
；DNBS：正方形；DNCB：円；SA：三角。
【図７Ｃ】試験化学物質間における、102種のタンパク質バイオマーカーの相対的存在量
の相違。対照：菱型；ニッケル：クロス記号；TMTD：プラス記号；CA:星印；SDS：逆三角
；DNBS：正方形；DNCB：円；SA：三角。
【図７Ｄ】試験化学物質間における、102種のタンパク質バイオマーカーの相対的存在量
の相違。対照：菱型；ニッケル：クロス記号；TMTD：プラス記号；CA:星印；SDS：逆三角
；DNBS：正方形；DNCB：円；SA：三角。
【図８－１】表4　タンパク質配列表。
【図８－２】（図８－１の続き）
【図８－３】（図８－２の続き）
【図８－４】（図８－３の続き）
【図８－５】（図８－４の続き）
【図８－６】（図８－５の続き）
【図８－７】（図８－６の続き）
【図８－８】（図８－７の続き）
【図８－９】（図８－８の続き）
【図８－１０】（図８－９の続き）
【図８－１１】（図８－１０の続き）
【図８－１２】（図８－１１の続き）
【図８－１３】（図８－１２の続き）
【図８－１４】（図８－１３の続き）
【図８－１５】（図８－１４の続き）
【図８－１６】（図８－１５の続き）
【図８－１７】（図８－１６の続き）
【図８－１８】（図８－１７の続き）
【図８－１９】（図８－１８の続き）
【図８－２０】（図８－１９の続き）
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【図８－２１】（図８－２０の続き）
【図８－２２】（図８－２１の続き）
【図８－２３】（図８－２２の続き）
【図８－２４】（図８－２３の続き）
【図９－１】表5　ペプチド、遷移質量およびSRMアッセイに用いたTSQ Vantage（Thermo 
Scientific）用の質量分析設定。
【図９－２】（図９－１の続き）
【発明を実施するための形態】
【００８０】
定義
　用語「抗体」にはポリクローナル抗血清、モノクローナル抗体、抗体のフラグメント、
例えば１本鎖およびFabフラグメント、ならびに遺伝子操作で作られた抗体が含まれる。
抗体はキメラまたは単一種のものであってもよい。
【００８１】
　用語「マーカータンパク質」または「バイオマーカー」には、翻訳後修飾を含む、同定
されたタンパク質の全ての生物学的に関連する形態が含まれる。例えば、マーカータンパ
ク質はグリコシル化された、リン酸化された多量体または前駆体の形態で存在してもよい
。
【００８２】
　用語「対照」は、試験細胞と同等であるが試験化合物を欠くバッファーとインキュベー
トしておいた培養細胞株、ヒトまたは動物被験体から採取した細胞の初代培養、またはヒ
トまたは動物被験体から採取した生検材料を意味する。
【００８３】
　表現「対照サンプルと比較した濃度の増加／減少」は、比較のステップを実際に行うこ
とを意味しない、何故なら、当業者にはその濃度が異常に高いかまたは低いことが明らか
でありうるからである。代わりに、以前に決定した非感作性化学物質への曝露後の正常な
レベルを参照値として用いてもよい。
【００８４】
　用語「抗体アレイ」または「抗体マイクロアレイ」は一意的な位置指定が可能な固体表
面上のエレメントを意味し、それにより、それぞれの一意的な位置指定可能なエレメント
に、抗原に対して規定された特異性をもつ抗体が固定され、その後の標的抗原の捕獲およ
びその後のかかる結合の程度の検出が可能になる。それぞれの一意的な位置指定可能なエ
レメントは固体表面上の全ての他の一意的な位置指定可能なエレメントから間隔がおかれ
ていて、その結果、特異的な抗原の結合と検出はいずれの隣接するかかる一意的な位置指
定可能エレメントとも干渉することがない。
　用語「ビーズ懸濁液アレイ」は、それぞれの粒子がそのサイズおよび色または蛍光サイ
ンに関係するコード特性を含有し、1以上の同定可能な異なる粒子の水性懸濁液を意味し
、そしてこのかかるコード特性の特別な組み合わせのビーズの全てが抗原に対して規定し
た特異性を持つ抗体でコートされ、その後の標的抗原の捕獲およびその後のかかる結合の
程度の検出が可能になる。かかるアレイの例は、www.luminexcorp.comに見出すことがで
き、ここにはLuminex(登録商標)100TM系のxMAP(登録商標)ビーズ懸濁液の応用が記載され
ている。
【００８５】
　用語「選択反応モニタリング」、「SRM」および「MRM」は、既知のバイオマーカーを表
す既知の質量-対-電荷比の前駆体イオンを、イオントラップのタンデム質量分析またはト
リプル四極質量分析計による分析用に選好的に標的化した質量分析アッセイを意味する。
分析中に、親イオンはフラグメント化され、第2の予め規定した質量-対-電荷比の娘イオ
ンが計数される。典型的には、予め規定した数の安定な同位体置換を有するがその他は標
的イオンと化学的に同一である同等の前駆体イオンがこの方法には含まれ、これが定量的
な内部標準として作用する。かかる方法の例は、http：//en.wikipedia.org/wiki/Select
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ed_reaction_monitoringに見出すことができる。
【００８６】
　用語「感作物質」は、その化学物質への反復曝露の後に、曝されたヒトまたは動物にア
レルギー反応を誘発する化学物質を意味する。
【００８７】
　「皮膚感作」は、感受性の個人が誘発性の化学アレルゲンに局所的に曝されたときに誘
発される免疫学的プロセスを意味する。
【００８８】
　「感作ポテンシャル」は局所曝露を介して皮膚の損傷を引き起こす化合物または元素の
ポテンシャルを意味しうる。本発明の目的には、化合物の感作ポテンシャルはアレルギー
反応（感作物質）および／または炎症（刺激物質）を介して損傷を引き起こすポテンシャ
ルが含まれる。
【００８９】
　「刺激物質」は接触部位において化学作用により生体組織に炎症効果を引き起こす化学
物質を意味する。皮膚感作に対するバイオマーカーを開発する場合、刺激性化学物質を含
めることは重要である、何故なら感作物質（すなわち、DNCB）も刺激を与えうるからであ
る。
【００９０】
　感作を誘発しない化学物質は「非感作物質」と呼ぶが、刺激物質も含みうる。
【００９１】
詳細な説明
　化学物質安全性試験の必要性は、医薬品に対してならびに化粧品およびヒトの皮膚およ
び粘膜と接触する広範囲の他製品の販売認可に対して長期にわたり規制プロセスを確立し
てきた。いくつもの試験体制が確立されていると共に、いくつかの事例ではこれらの試験
のごく少数が国家規制機関による目的によって禁止されている。概してこれらの試験は全
生存生物研究、典型的にはげっ歯類に基づくものである。
【００９２】
　今や医薬品および化学物質安全試験に用いる動物数を減らす強い倫理的かつ経済的な動
向、ならびに、禁止された試験法に置換わる好適なin vitro試験を同時に見出す必要性が
存在する。この状況のもとで本発明者らは、培養細胞株または組織生検内の発現レベルが
アレルギーまたは刺激物質化合物に応答して予測しうる方式で変化する一式のタンパク質
を提示することについて述べる。
【００９３】
　かかるタンパク質のセットを発見するために、本発明者らは特許のプロテオーム発見作
業手順をin vivo培養したヒト初代ケラチノサイトに適用した。概略を述べると、ケラチ
ノサイトを公知のアレルゲン接触感作物質、非アレルゲン刺激物質の存在のもとで培養す
るかまたは無処理のままに置いた。ケラチノサイトを低および高用量の化学物質に曝して
用量の効果を探った。曝露した後、ケラチノサイトを収穫して溶解し、タンパク質を抽出
した。抽出後、総細胞溶解液をトリプシンを用いてタンパク質の分解処理をして、得られ
るペプチドをシクスプレックス（sixplex）セットの同重体質量タグの1つで標識した（Ta
ndem Mass Tags(登録商標)、Proteome Sciences plc）。
【００９４】
　タンデム質量タグは、混合前に6種までの異なるサンプルを区別しうる標識付けと1回の
質量分析試験での全6サンプルの分析を可能にするように設計した。セット中の各タグは
同じ総質量（同重）であるが、質量分析計においてフラグメント化すると一意的なレポー
ター遺伝子を放出し、他のレポーターイオンと比較したその強度はサンプル中のタンパク
質の存在に正比例する。本発明者らの発見実験において4245種のペプチドに対する相対的
に定量的な情報を得ることができ、これらのペプチドは時間および費用効果的なやり方の
全ての質量分析測定値の少なくとも50％で一致して測定された1980種の一意的なタンパク
質を表すものであった。サンプルを初期混合することにより、タンデム質量タグの使用は
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データの堅牢性を増加し、発見方法より高い処理能力によるその後の標的化スクリーニン
グ試験における日常測定に対する最良候補の選択を可能にする。しかし、その発現が化学
曝露により改変されることが予想されるこれらのタンパク質を同定するには、監視型およ
び非監視型クラスター解析などの一式の統計解析を行う必要がある。かかる一連の統計手
段の選択的応用を介して、本発明者らは一式のトレーニング化学物質への曝露に対する応
答で有意に制御される102種のタンパク質マーカーを同定した。これらの102種のタンパク
質の中には、接触ならびに非感作性刺激物質のマーカーが存在する。
【００９５】
　一式のトレーニング化学物質を用いる候補バイオマーカーの同定の後に、本発明者らは
分類モデルを開発したが、このモデルは化合物が感作物質／アレルゲンまたは非感作性刺
激物質であるかどうかを、表1に掲げた102種のバイオマーカーの1以上の検出量に基づい
て予測することができた。この分類モデルを用いると未知の化学物質または化学物質の組
み合わせに曝したケラチノサイトからのタンパク質発現データを解釈しかつ前記化学物質
をアレルゲンまたは刺激物質のグループに割当てることができる。この試験系はそれ故に
化学物質安全性のための生存全生物試験に置換えるのに好適である。
【００９６】
　この研究で用いた発見方法は、動物試験および係属中のEU立法に置換わる倫理的必要性
に適合するために必要とされる、未知の安全プロファイルをもつ100、1,000または10,000
種の化学物質の日常分析に十分適合していると言えないことは認められる。この潜在的な
隘路を克服するためには、表1に掲げた102種のタンパク質バイオマーカーの1以上の分析
のもっと標的化した手段の提供が必要であろう。1回の分析で102種までの異なるタンパク
質の標的化した測定をする好適な方法がいくつか存在する。1つのかかる方法はイムノア
ッセイであって、この場合、バイオマーカータンパク質に対する特異性をもつ抗体を用い
て前記タンパク質を捕獲、検出または捕獲および検出する。イムノアッセイフォーマット
には、限定されるものでないが、酵素結合イムノアッセイ（ELISA）、抗体サンドイッチE
LISA、競合ELISA、免疫PCRおよびウェスタンブロットが含まれる。少数のタンパク質を測
定する場合、各タンパク質に対するELISAまたはウェスタンブロットなどの個々の試験を
用いることが可能である。あるいは、複数のバイオマーカーを検出しかつ同時に決定する
多重試験法、例えば、抗体アレイおよび／またはビーズ懸濁アレイを用いることもできる
。
【００９７】
　いくつかの事例では、タンパク質発現のレベルを選択的に決定するために抗体を用いる
ことが望ましくないかまたは不可能でありうる。例として挙げられるのは、バイオマーカ
ーが翻訳後に化学曝露の結果として改変され、かかる改変が免疫学的に不活性である場合
、またはタンパク質分解活性がタンパク質の分解を生じ、それにより、利用しうる抗体が
認識するエピトープを破壊する場合である。かかる状況では非抗体結合剤、例えばアプタ
マーを用いてもよい。より好ましくは、選択反応モニタリング（SRM）の原理に基づいて
定量的質量分析法を開発することができる。
【００９８】
　SRM法においては、標的マーカータンパク質を表すペプチドを、マーカー発見中に得た
実験データに基づいて選択するかまたはin silicoツールを用いて設計する。典型的には
、これら2つのアプローチの組み合わせを用いて最良の結果を得る。SRMによる絶対的定量
については、分析サンプル中で測定される生来の形とは同位体として異なる外部の同等の
「重」ペプチドを提供することが必要である。かかる同位体として異なる参照ペプチドを
提供するためのいくつもの異なるアプローチが存在するものの、それらは全て、1以上の
安定な重同位体を生産中にペプチドに加えるという共通の特徴を共有する。最も簡単なし
ばしば「AQUA」と呼ばれるアプローチは1以上の安定な水素、炭素、窒素または酸素の同
位体を用いる。典型的には、同位体の組み合わせを用いて1ペプチド当たり6～10ダルトン
の総質量差を導入する。かかる重AQUAペプチドのいくつもの商業的供給源が存在する（例
えば、Thermo Scientific （www.thermoscientific.com））。AQUQの代わりのアプローチ
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は標準合成ペプチドに付着した共有結合標識を介して重同位体を加える方法である。かか
る方法は参照ペプチドを生産する速度とコストに利点を有する。しかし、この方法は次い
で、それぞれの分析サンプルを標識するために、同位体として異なるが化学的に同等であ
るタグの使用を必要とする。タグに基づくSRM法に対するいくつものアプローチが存在し
、それにはmTRAQ(登録商標)（ABSciex）およびTMT(登録商標)（Thermo Scientific）が含
まれる。複数の参照ペプチドが必要である場合、コンカテマーポリペプチドで全ての所望
のペプチドをコードする合成遺伝子を作製することも可能である。これを次いで好適な発
現宿主またはin vitro転写系に形質移入し、発現されるポリペプチドを精製した後に切断
して個々の参照ポリペプチドを遊離させる。典型的には、これを重アミノ酸を用いて実施
して同位体置換を行い、全てのペプチドが分析サンプル中の天然型と比較して「重」であ
るようにする。かかる方法の一例はQCONCATシステム（Pratt et al. Nature Protocols 1
, - 1029 - 1043 (2006)）である。
【００９９】
　当業者は理解しうるように、検出方法は特に本発明を限定するものでなく、標的タンパ
ク質を相対的または絶対的に定量する全ての方法が本発明に組込まれる。
【０１００】
　ヒトケラチノサイトを皮膚ケラチノサイト細胞培養モデルとして用いて、化学感作物質
の感作ポテンシャルを決定するためのタンパク質バイオマーカーに基づくin vitroアッセ
イ系を開発した。その結果として本発明の追加の態様において、これらのタンパク質マー
カーを、皮膚アレルギーを患うと疑われる哺乳動物またはヒトのかかるアレルギーを診断
するために利用することができる。この文脈においては、好適な組織サンプル、例えば、
皮膚または気管支肺胞洗浄液の生検サンプルを採集し、タンパク質を抽出し、そして本発
明の方法の1つによって測定する。前記サンプルで検出したレベルを次いでケラチノサイ
トにおける感作剤への応答に関連する既知レベルと比較する。本発明のさらなる態様は、
現在開示したタンパク質が接触皮膚炎および喘息などの化学的に誘発されるアレルギーを
治療する代わりの手段を提供することである。
【０１０１】
　4種のバイオマーカー候補、すなわち、HSPA8、S100A8、S100A9およびTYMBIOをニッケル
に対する特異的皮膚感作試験を開発するために選んだ。特に、3種のタンパク質HSPA8およ
びS100A9／A8（同義語：カルグラニュリンA/B；カルプロテクチン）はニッケルによって
強くかつ有意に改変される一方、TYMBIOは化学物質が皮膚刺激を誘発する特性を有するか
を示すバイオマーカーとして使われる。ニッケルはマウスにおけるアレルギー接触皮膚炎
の通常の病因であるが、マウスにおけるこのニッケルに対するアッセイの開発は出来てい
ない（Kimber et al. 2011）。このアッセイの意図する使用はこれらの化学物質のin vit
roアッセイにおける刺激ポテンシャルを試験することに併せてニッケル塩の皮膚感作ポテ
ンシャルを決定することにある。
【実施例】
【０１０２】
　本発明をさらに以下の実験により説明する。
【０１０３】
（実施例１）ケラチノサイトモデルのプロテオーム分析
候補バイオマーカーの発見に用いたトレーニング化学物質
　ヒトケラチノサイト中のバイオマーカーを発見するために一式のトレーニング化学物質
を選択した。選択した化学物質は5種の異なる強度の皮膚感作剤、および2種の非感作物質
／刺激物質を含んだ（表2）。
【０１０４】
接触感作物質／アレルゲン；
DNCB：1-クロロ-2,4-ジニトロベンゼン（DNCB）はカラー写真処理に用いられる有機化合
物である。DNCBは極端なアレルゲンと考えられる。
【０１０５】
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DNBS：2,4-ジニトロベンゼンスルホン酸は黄褐色の粉末でありエーテル可溶性のアミノア
ルコールのDNP誘導体を調製するために用いられる。DNBSは強力な接触感作物質である。
【０１０６】
桂皮酸アルデヒド：3-フェニル-2-プロペナル；シンナマル、シンナムアルデヒドは強い
シナモン臭をもつ油状の黄色液である。この化合物はシナモンオイルの主成分である。シ
ンナムアルデヒドの主要な応用先は香料および芳香剤産業である。これはチューイングガ
ム、アイスクリーム、キャンディ、および飲料として用いられる。桂皮酸アルデヒドは穏
やかな感作物質と考えられる。
【０１０７】
TMTD：テトラメチルチウラムジスルフィド、チラム、チウラム、またはSovchem(登録商標
)は白色の粉末または顆粒である。TMTDは果実、野菜、穀物を様々な真菌疾患からまたげ
っ歯類およびウサギから保護するために種子保護剤として使用される。TMTDは穏やかな感
作物質である。
【０１０８】
ニッケル：ニッケルは銀白色の金属であり、合金を作るために混合される。ニッケルはス
テンレス鋼、硬貨、ピアスまたは宝飾品の製造に使われる。ニッケルは弱い感作物質であ
るが、接触アレルギーの日常的な経路である。
【０１０９】
刺激性／非感作性化学物質：
SDS：ドデシル硫酸ナトリウム（SDS）またはラウリル硫酸ナトリウム（SLS）は多くの洗
浄および衛生製品に利用されるアニオン界面活性剤である。SDSは皮膚および眼刺激を引
き起こす。
【０１１０】
サリチル酸は2-ヒドロキシベンゼンカルボン酸としても知られる。サリチル酸は痛みと疼
痛を和らげかつ熱を下げる能力で知られる。サリチル酸は、ざ瘡、乾癬、たこ（皮膚硬結
）、まめ（皮膚硬結）、毛孔性角化、およびいぼを治療するための多数の皮膚ケア製品に
おける重要成分である。その皮膚細胞における効果の故に、サリチル酸はフケを治療する
のに用いるいくつかのシャンプーに使われている。サリチル酸への曝露は過敏性を生じう
る。
【０１１１】
細胞培養
　初代ヒトケラチノサイトをProvitro（Berlin、Germany）から得た。細胞を10cmディッ
シュ1枚当たり3 x 10E5細胞でまいた。細胞を血清を含まず薬物を添加したケラチノサイ
ト増殖培地（Provitro）にて増殖して80～90％密度とした後に処理した。細胞を37℃にて
5％CO2中で増殖した。実験には第2および第3継代の凍結保存後の播種を用いた。
【０１１２】
細胞の化学曝露
表2：バイオマーカーを発見するために用いた参照化学物質のリスト
【表２】
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【０１１３】
　試験化学物質を加え、プレートを24時間37℃にて5％CO2加湿インキュベーター内でイン
キュベートした。化学物質をDMSOに溶解するときに、0.1％DMSOの最終濃度を関連ネガテ
ィブ対照に用いた。24時間のインキュベーション後に、細胞を収穫し、2回PBSで洗浄した
。
【０１１４】
細胞溶解とサンプル調製
　細胞を4体積の100mM TEAB（炭酸水素トリエチルアンモニウム）、pH 8.5+0.1、1mM TCE
P（トリス[2-カルボキシエチル]ホスフィン*HCl）、0.1％SDSに溶解した。細胞ペレット
を溶解バッファーに懸濁した後、懸濁液を95℃にて10分間、熱ミキサー（Eppendorf、The
rmomixer comfort）中で加熱した。細胞溶解液を氷上で2分間、2回超音波処理し、その後
、第2サイクルの加熱と超音波処理を行った。サンプルを次いで14,000gにて10分間遠心分
離しそして上清をさらなる分析に用いるかまたは-80℃にて貯蔵した。
【０１１５】
タンパク質濃度の決定
　タンパク質濃度をBradford試薬を用いて決定した。その結果を、BSA/IgG（50％/50％）
から成る標準の希釈液の測定値から作成した標準曲線を用いて計算した。
【０１１６】
トリプシン消化と同重体質量タグ標識化
　タンデム質量タグ（TMT）（Thermo Scientific）は一式のアミン反応性標識を含み、こ
れらは重および軽同位体で合成されて同じ総質量を示すが衝突誘起解離（CID）による活
性化とその後のタンデム質量分析（MS/MS）後に異なる質量のレポーターイオンを与える
。
【０１１７】
　1サンプル当たり100μgまでのタンパク質溶液の同等物をプロテオームのプロファイル
作成実験に用いた。参照プールは全サンプルのアリコートから作製し、それぞれのTMTシ
クスプレックス標識反応に含ませた。サンプルの最終体積はMT標識バッファー（100mM TE
AB pH 8.4～8.6、0.1％ SDS）で1サンプル当たり100μlに調節した。サンプルを、水中の
20 mM TCEPをそれぞれ5.3μL加えることにより、30分間室温にて還元し、次いでアセトニ
トリル中の150mM ヨードアセトアミドをそれぞれ5.5μLを加えることにより、1時間室温
にてアルキル化した。
【０１１８】
　タンパク質を消化するために、100mM TEABバッファー pH 8.4～8.6中の10μLの0.4μg/
μLトリプシン溶液（配列決定グレードの改変トリプシン、Promega）をそれぞれのバイア
ルに加えて37℃にて18時間インキュベートした。消化したタンパク質サンプルをTMTシク
スプレックス試薬（TMT6-126、TMT6-127、TMT6-128、TMT6-129、TMT6-130およびTMT6-131
）を用いて標識した。TMTシクスプレックス試薬をアセトニトリルに溶解して60mMの濃度
とし、40.3μLの対応する試薬溶液をサンプルバイアルに加え、サンプルを室温にて1時間
インキュベートした。Tyr、SerおよびThr残基を逆臨時標識するために、8μLのヒドロキ
シアミン水溶液（5％w/v）を加え、15分間室温にてインキュベートした。TMTシクスプレ
ックス標識したサンプルを組み合わせて精製した。
【０１１９】
サンプル精製
　サンプルを3mL水/アセトニトリル95：5＋0.1％TFAでそれぞれ希釈し、次いでHLB Oasis
カートリッジ（1cc、30mg、Waters）を用いて脱塩した。溶出画分をそれぞれさらに、自
己作製カートリッジ（CHROMABOND 空カラム 15ml、Macherey-Nagel、650μL SP Sephalos
e Fast Flowを充填、Sigma）を用いて強カチオン交換により精製した。ペプチドを充填し
かつ4mL水/アセトニトリル75：25+0.1％TFAで洗浄後、ペプチドを2mLH2O：ACN75：25+400
mMの酢酸アンモニウムを用いて溶出した。サンプルを真空濃縮器中で乾燥し、それぞれ50
μL水/アセトニトリル95：5+0.1％TFAに溶解し、そして分析まで-20℃にて保存した。
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【０１２０】
液体クロマトグラフィとタンデム質量分析（LC-MS/MS）
　TMTシクスプレックス標識サンプルを高性能液クロマトグラフィ-タンデム質量分析（HP
LC-MS/MS）により測定した。例えば、5μL（5μg）の各サンプルを、CID（衝突誘起解離
）およびHCD（高エネルギー衝突解離）モードで操作したエレクトロスプレーイオン化線
形イオントラップ四重極Orbitrap質量分析計（Thermo Scientific）に注入し、これを用
いて測定した。このペプチド混合物をEksigent NanoLCでReprosil C18トラップカラム（1
0x0.1mm、5μm）およびReprosil C18分析カラム（400x0.075mm、3μm）を用いて流量350n
L/分（60分間、勾配：5-30%アセトニトリル）で分離した。計器パラメーター：解像（MS=
30,000；MS/MS=7,500）、衝突エネルギー（CID=35およびHCD=75）単離幅（CID=2u、HCD=1
.5u）。
【０１２１】
　ピークリストをOrbitrap生データから、mascotジェネリックファイル（*.MGfデータフ
ァイル）としてProteome Discoverer（バージョン1.1；ThermoFisher、San Jose、USA）
を用いて作製した。得られる*.mgfファイルをIPIヒトデータベース（バージョン3.68；20
11年2月）に対してMASCOT（バージョン2.2；MatrixScience、London、UK（質量分析デー
タを用いる、配列データベースの検索による確率に基づくタンパク質同定）、Perkins DN
、Pappin DJ、Creasy DM、Cottrell JS. Electrophoresis. 1999 Dec；20(18)：3551-67
）により検索した。ペプチドとタンパク質同定を次のパラメーターを用いて実施した：シ
ステインにおけるカルバミドメチル、N-末端部位およびリシンにおけるTMT改変は固定し
た改変として設定した。トリプシンを用いて酵素制限を行い、3つのミス切断を許容しか
つ前駆体質量については許容質量耐性+/-10 ppmおよびフラグメントイオンについては0.0
5を許容した。対応するMASCOT結果ファイル（*.datデータファイル）をダウンロードし、
そしてレポーターイオン強度とタンパク質同定を社内ツールで抽出した。レポーターイオ
ン強度およびタンパク質同一性をリレーショナルMySQLデータベース（version 5.157； O
racle、Redwood Shores、USA）に送ってレポーターイオンのlog2比を計算した。
【０１２２】
抽出したレポーターイオン強度のデータ前処理と相対的定量
　1つのLC/MS/MS試験内の任意のレポーターイオンの一定積分（constant integral）の仮
定に基づくサムスケーリング（sum scaling）の方法により、質量タグの6つのレポーター
イオン強度を同位体分布およびシステム偏差と関係付けた。加えて、全6つのタグが80 AU
（任意のユニット）より小さくかつ2未満のタグのレポーターイオン強度が10 AUより小さ
い場合、これらのMS/MSスキャンをフィルターにかけて外した。レポーターイオンの相対
強度はサンプル中のペプチドの相対量を表す。あるペプチド相対量の全サンプルに対する
相対量を比較するために、各サンプル-対-プールした参照サンプル間の比を計算した。い
くつかの実験においては、各サンプルの比を同じドナーから作られた各サンプルと各対照
サンプルとの間で計算した。比をlog2変換して各ペプチドに対する参照測定値を得た。タ
ンパク質レベルの相対的変化についての情報を得るために、1つのタンパク質同一性に属
する各同定したペプチドに対するlog2参照レポーターイオン強度を幾何平均として平均し
た。
【０１２３】
（実施例２）統計解析と分類モデルの作製
　感作物質および刺激物質のグループに属する参照化学物質ならびに適当な（ビヒクル）
対照のグループに属する参照化学物質を用いて候補タンパク質バイオマーカーを選択した
。これらの化学物質を2つの異なる濃度で適用して濃度依存効果を探求した。
【０１２４】
　複数の仮説を検定するために、分散分析（ANOVA、p<=0.05）を計算して3クラス間の比
較可能性のいずれかに関係するバイオマーカーを研究した。異なるドナーと生体複製物の
分析から導入される分散を説明するために、線形混合効果モデル（LME：linear mixed-ef
fects model）を用いてバイオマーカーを同定した。統計学的記述言語Rまたはデータ解析
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ソフトウエアMeV（TIGR）バージョン4.3を全ての統計解析に用いた。　その後に、102種
のタンパク質バイオマーカーのリストを得た（配列番号1～102）。そのリストを表1にそ
してタンパク質配列を表4（図8）に詳しく掲げた。
【０１２５】
アッセイ用の候補タンパク質バイオマーカーの同定
　感作物質と非感作物質の間の区別を可能にする候補タンパク質バイオマーカーを発見す
るために、表2に掲げたトレーニング化学物質を含む2つおよび4つの発見研究を次の通り
実施した。
【０１２６】
　第1の研究では、ドナーから得たケラチノサイトを、2種の刺激物質（45μM SDS、60μM
 SDS、250μM SAおよび500μM SA）、5種の感作物質（38μM CA、136μM CA、4μM DNBS
、8μM DNBS、4μM DNCB、8μM DNCB、8.3μM TMTD、13.3μM TMTD、250μM ニッケルお
よび1500μM ニッケル）および対照と共に2段階の濃度にてインキュベートした。分析を
二重に実施した。
【０１２７】
　第2の研究では、4つの異なるドナーから得たケラチノサイトを、2種の刺激物質（45μM
 SDS、60μM SDS、250μM SA および 500μM SA）、5種の感作物質（38μ CA、136μM CA
、4μM DNBS、8μM DNBS 、4μM DNCB、8μM DNCB、8.3μM TMTD、13.3μM TMTD、250μM
 ニッケルおよび1500μM ニッケル）および対照と共に2段階の濃度にてインキュベートし
た。各ドナーの分析を二重に実施して1つの化学物質当たり合計8つのサンプルを得た。
【０１２８】
　統計解析の目的は、化学物質の感作化学物質（A=アレルゲン）または非感作化学物質（
I=刺激物質）のグループへの割り当てを可能にする分類モデルを開発することであった。
2つのデータセット（p<=0.05）を統計解析した後、候補バイオマーカーの最終リストを得
た。2つのデータセットはそれぞれ、異なる感作能の化学アレルゲンならびにLINAで偽ネ
ガティブな結果を与える金属イオンニッケルに関わった。従って、新しい化学物質を評価
するまたは化学物質の色々な組み合わせを解析する本発明の方法の使用はバイオマーカー
候補のデータベースの増加に寄与するであろう。第1のアプローチにおいては、最適な候
補をp値の増加に基づいて上から下に格付けした。表1は、ケラチノサイトを一式のトレー
ニング化学物質へ曝露した後に有意に影響を受けたトップ102の候補バイオマーカーを示
す。
【０１２９】
　その結果、感作物質（A=アレルゲン）および非感作物質（I=刺激物質）は、ケラチノサ
イトまたはケラチノサイト株に発現される極く限られたセットの遺伝子産物：GAPDH、TXN
、LIMA1、MTlG、RPL31、ANXA3、EIF3CLEIF3C、ARHGDIA、PCBP1、NAPlLl、HSPAlB；HSPA1A
、AKR1C2、RPL1、EPS8、SERPINB2、VDAC3、ANXA1、CSTB、CLTC、EEF1A1、ANXA2、PKM2、E
NOl、AHNAK、HSPA8、RT1、UBC；UBB；RPS27A、TKT、LGALSl、PKM2、TUBB、NPM1、NMEl；M
E2、THBS1、LDHA、KRT5、HSPA5、TMSB10、LAMC2、KRT1、SLC25A5、ACTB、EPPKl、CFLl、L
AMB3、SYNCRIP、HBG1、GSTP1、ALDOA、RPL18、EEF2、RPL4、RPL6、KRT7、HNRNPA2B1、S10
0A6、TDRD6、KIAA1407、HIST1H2BL、PPIA、CAP1、TUFM、SH3BGRL3、SPRR1B、ITGB4、RPL3
5、RPL34、S100A8、HSP90B1、HBA2/HBA1、SFN、HSP90AA1、S100A9、HSP70.1、KRT17、HSP
Bl、FASN、KRT6A、DSP、PRDX1、P4HB、HIST1H1E、RPL12、TUBA4A、TUBB3、YWHAG、VIM、F
LNA、ANXA5、RPS28、RPLPO、LAMA3、HIST1H2AH、EIF4A1、MSN、KRT16、PGAM1、PDIA3、PP
IB、LGALS7；LGALS7B、NCL、PRDX2の存在を測定することにより同定することができる。
【０１３０】
　第2のアプローチにおいては、線形混合効果モデル（LME：linear mixed-effects model
）を用いて本研究における各バイオマーカーに対するドナー成分間の分散を説明するのに
用いた。LMEは感作物質／アレルゲン曝露に関係する47種のタンパク質バイオマーカーの
サブセットおよび非感作物質／刺激物質曝露に関係する46種のタンパク質バイオマーカー
のサブセットを生じた。
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【０１３１】
　LMEを用いて同定したアレルゲン特異的バイオマーカーのリストには次が含まれる：GAP
DH、TXN、MTlG、NAP1L1、HSPAlB；HSPA1A、AKR1C2、AN A1 、EEF1A1、PKM2、LDHA、KRT5
、HSPA5、ACTB、RPL18、EEF2、PPIA、S100A8、HSP90B1、HBA2；HBAl、SFN、HSP90AA1、S1
00A9、HSP70.1、KRT17、HSPBl、FASN、RT6A、DSP、PRDX1、P4HB、HIST1H1E、RPL12、TUBA
4A、TUBB3、YWHAG、VIM、FLNA、ANXA5、RPS28、RPLPO、LAMA3、HIST1H2AH、EIF4A1、MSN
、KRT16、PGAM1、PDIA3。
【０１３２】
　LMEを用いて同定した刺激物質特異的バイオマーカーのリストには次が含まれる：GAPDH
、TXN、ARHGDIA、PCBP1、HSPA1B； HSPA1A、RPLl4 、SERPINB2、VDAC3、ANXAl、CSTB、EE
F1A1、ANXA2、PKM2、ENOl、AHNAK、HSPA8、KRT14、UBC；UBB；RPS27A、TUBB、NPM1、NME1
 ； NME2 、LDHA、KRT5、TMSB10、LAMC2、KRT1、SLC25A5、CFL1、LAMB3、HBGl、GSTP1、E
EF2、RPL6、KRT7、S100A6、HSP90B1、HSP70.1、RT17、TUBA4A、RPS28、KRT16、PDIA3、PP
IB、LGALS7 ； LGALS7B、NCL、PRDX2。
【０１３３】
部分最小二乗判別分析（PLS-DA）
　部分最小二乗回帰（PLS）分析を実施して、2つの最初の潜在成分の負荷スコアを見るこ
とにより最も有望なタンパク質を選択することも可能である（図1）。モデルを応答変数
（y）「アレルゲン」および「刺激物質」ならびに予測因子（x）としてANOVAおよびLMEフ
ィルターしたタンパク質を用いて構築した。第1のPLS成分（x軸）を第2のPLS成分（y軸）
に対してプロットした。応答変数「アレルゲン」に近いバイオマーカーは化学物質をポテ
ンシャルアレルゲンとして分類する上で強い役割を有する。応答変数「刺激物質」に近い
バイオマーカーは化学物質を刺激物質として同定する。PLS負荷プロット（図1）に基づい
て、アレルゲンを同定するための12種の最も重要なタンパク質はグループ1（表1）のタン
パク質を含むものである。グループ2（表1）は刺激物質／非感作物質を同定するための最
も重要なタンパク質を含むものである。
【０１３４】
グループ1：
GAPDH、TXN、LIMAl、MT1G、RPL31、ANXA3、EIF3CL；EIF3C、ARHGDIA、PCBP1、NAP1L1、HS
PA1B；HSPA1A、AKR1C2
グループ2：
RPL14、EPS8、SERPINB2、VDAC3、ANXA1、CSTB
グループ3：
表1のグループ3は、化学刺激物質および感作物質の色々な組み合わせの試験に関わる4つ
の研究の少なくとも１つにおいてp<=0.05の有意判定要件を合格するさらなる感作物質バ
イオマーカーを含有する。
【０１３５】
　化学物質を分類する好ましい方法は部分最小二乗回帰分析（PLS）を使う方法である。
図2は第2の研究の全サンプルについてお互いに対してプロットした2つの第1の主成分の対
応するPLSスコアプロットを示す。このスコアプロットにおいて、各点は1つのサンプルを
表す。102種のタンパク質バイオマーカーのリストに基づいて、感作物質と刺激物質で処
理したサンプル間の良い分離が達成された。ニッケルで処理したサンプルはプロットの中
心から最大相対距離を有するが、TMTDはプロットの中心への距離がより小さいことを示し
、ほとんどのサンプルにおいてTMTDがサンプルにより小さい応答を誘発することを示すと
見ることができる。
【０１３６】
（実施例３）標的化バイオマーカー測定
　感作ポテンシャルを予測するマーカーを見出すための代わりのアプローチとして、本発
明者らは市販のイムノアッセイを用いてバイオマーカーの濃度を測定し、3種のバイオマ
ーカーのレベルを測定した。ウェスタンブロットまたはELISAにより測定するこれらの3種
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のタンパク質は、ストレス毒性経路のバイオマーカーの参考文献の総括に基づいて選択さ
れた。細胞を実施例1に記載の通り培養し、細胞抽出物を用いてELISAまたはウェスタンブ
ロットにより直接分析した。全てのキットは製造業者取扱説明書に従って用いた。
【０１３７】
熱ショック70kDaタンパク質1（HSP70、HSPA1A；HSPA1B）
　熱ショックタンパク質（HSP）は分子シャペロンとして機能し、重要なタンパク質のミ
スフォールディングおよび凝集を防止しかつタンパク質の適当なフォールディングを支援
する。HSPの発現は熱、トキシンおよび酸化ストレスにより増加する。70kDa熱ショックタ
ンパク質（Hsp70）は3つのメンバーHSPA1A、HSPA1B、およびHSPA1Lを含む。HSP70は皮膚
に発現され、HSP70特異的抗体を用いるマウスにおけるHSP70の阻害はl-フルオロ-2,-ジニ
トロベンゼン接触過敏性応答の低下をもたらした（Yusuf et al. 2009）。接触感作物質
および刺激物質のHSP70生産に与える効果はHSP70特異的ELISA（Assay Designs Inc. Ann 
Arbor、USA）を用いて確認した。HSP70発現の誘導を意味する一般ストレス応答に基づい
て、これは全てのクラスの化学アレルゲンに対するマーカーであることが期待されうる。
驚いたことに、この結果はHSP70がTMTDおよびCAにより最も強く誘導されるが、DNCB、ニ
ッケルおよびDNCBに対する応答が小さいことを示す（図3）。
【０１３８】
メタロチオネイン-IG（MT1G）
　メタロチオネイン（MT）は低分子量で、システインが豊富であり、亜鉛およびニッケル
を含む金属を隔絶して細胞を金属毒性から保護するタンパク質である。MT発現は金属イオ
ンによりおよび酸化ストレスモデルにおいて誘導される。さらに、MTは抗原に関連する気
道炎症のマウスモデルにおいて細胞を保護する役割を果たすようである。（Inoue et al.
 2009の総括）。接触感作物質および刺激物質のMT1G生産に与える効果を、MT1G特異的抗
体（クローンUClMT、Biozol、Eching、Germany）を用いるウェスタンブロット分析により
確認した。驚いたことに、その結果は金属アレルゲンニッケルおよびDNCBと比較して、TM
TDに曝したケラチノサイトにおいて、MT1Gが最も強く誘導されることを示した（図5）。
【０１３９】

アルド-ケトレダクターゼC1（AKR1C2）
　アルド-ケトレダクターゼファミリー1、メンバーC2（AKR1C2）はアルド／ケトレダクタ
ーゼ スーパーファミリーのメンバーであり、このメンバーはNADHおよび／またはNADPHを
補因子として用いてアルデヒドおよびケトンのそれらに対応するアルコールへの転化を触
媒する。AKR1C2遺伝子発現のアップレギュレーションがDNBSおよびニッケルを含む皮膚感
作物質に曝した樹状細胞において記載されている（Gildea et al. 2006）。接触感作物質
および刺激物質のAKR1C2生産に与える効果を、AKRlC2特異的ウサギポリクローナル抗体 
（Antibodies-Online、Aachen、Germany）を用いるウェスタンブロット分析により確認し
た。対照的に、樹状細胞AKR1C3はCAに曝したサンプルでだけ誘導された（図4）。これら
の結果は、樹状細胞とケラチノサイトにおける化学感作物質に対する応答経路の誘導には
実質的な相違が存在することを示す。
【０１４０】
（実施例５）一般的な感作物質に対するバイオマーカーパネル
　実施例1～4の結果は、化学感作物質を刺激物質または対照化学物質から識別するための
102種のタンパク質のパネル（表1、グループ1～3）を同定した。今や、参照化学物質を用
いて102種のバイオマーカーのパネルを決定する記載した方法を改定した形で用いて、新
しくまたは今まで未試験の化学物質を試験し、それらのアレルゲン、感作物質または非感
作性物質としてのポテンシャルを決定することができる。本発明によるその方法は新しい
化学物質にまたは、ポジティブおよびネガティブ対照としての参照化学物質と組み合わせ
た新しい化学物質に曝したサンプルの試験セット中の表1から選んだバイオマーカーの濃
度を測定する方法を使うことができる。典型的には、新しい試験化学物質を評価する際に
、その分析は表1からのバイオマーカーの組み合わせを用いて、とりわけグループ1または
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グループ2からのバイオマーカーを選択して実施すべきである。グループ1およびグループ
2から選択されるバイオマーカーのパネルの使用は、感作物質、刺激物質および対照の間
の最も堅牢な組み合わせを確実なものにするであろう。選択したバイオマーカーが新しい
化合物について巧く行けば、そのバイオマーカーの組み合わせを保持しうる。あるいは、
グループ1または2からのプロセスを繰り返して他のバイオマーカーの組み合わせを試験す
ることができる。また、グループ1または2からのバイオマーカーを拒絶し、グループ3か
らのバイオマーカーを含むこともできる。この繰り返しプロセスを優れた分類モデルが得
られるまで続けうる。特定の例においては、DNCBなどの化学感作物質のより高い用量も皮
膚刺激を引き起しうる。SDSなどの化学刺激物質は生得的免疫応答の活性化を介して皮膚
炎症を引き起すと考えられる。
【０１４１】
　化学物質の感作ポテンシャルを決定する場合、その分析は刺激性および非刺激性濃度を
含む曝露濃度を増加する試験も関わりうる。
【０１４２】
　表1に記載のバイオマーカーの濃度を測定することにより化学物質の刺激ポテンシャル
を測定することも可能である。典型的には、分析は炎症性および細胞のストレスプロセス
と連結したバイオマーカーを用いて実施すべきである。特に、SDSへの曝露後に誘導され
るグループ2から選択されるバイオマーカーが有用でありうる。これは、限定されるもの
でないが、SerpinB2（プラスミノーゲン活性化インヒビター-2、PAI-2）、皮膚創傷修復
に関わるセリンプロテアーゼインヒビター、EPS8（表皮成長因子受容体キナーゼ基質8）
、アクチン再造形に関わるタンパク質およびCTSB（システインB）、システインプロテア
ーゼの細胞内インヒビターの濃度を測定することに関わりうる。本発明にとって特に価値
高いのは、炎症プロセスに関わるANXA1（アネキシン1）形質膜に結合したタンパク質であ
る。刺激物質に対する他のマーカーには、VDAC3 （電位依存性アニオン選択チャネルタン
パク質3）、ミトコンドリア外膜に主に位置する細孔形成タンパク質、およびRPL14（60S
リボソームタンパク質L14）が含まれる。感作または刺激化学物質によりモジュレートさ
れるタンパク質の封入および組み合わせは、新しい化学物質の感作または刺激ポテンシャ
ルを正しく予測することを可能にするであろう。
【０１４３】
（実施例６）接触感作物質のバイオマーカーパネル
　感作ポテンシャルの一般的マーカーのパネル内で、接触感作物質効果に関連する最強識
別マーカーを選択することもできる。PLS-DA（PLS判別分析）を用いて、全ての他のクラ
スから皮膚感作物質の最強分離を提供する12種のタンパク質のサブグループを同定した（
表1、グループ1）。従って丁度これらの12種のタンパク質を測定する標的化分析を実施し
て既知の皮膚感作物質を検出し、未知の試験化学物質または化学物質の組み合わせが皮膚
感作ポテンシャルを有するかどうかを実証することができる。
【０１４４】
（実施例７）バイオマーカーの多重分析用の選択反応モニタリング（SRM）アッセイ
　色々な化学感作物質アッセイに対する複雑かつ可変の細胞応答にアプローチするために
は、色々な細胞の応答経路を表すいくつかのバイオマーカーの同時分析を可能にするアッ
セイが必要である。SRMに基づくアプローチは、技法の感度と選択性、多重化能力および
抗体の限られた利用可能性の故に、魅力的なELISAの代替法である。本技法では、目的の
タンパク質に一意的なサインペプチドを測定し、サンプル中のタンパク質の定量的な情報
を提供する。化学曝露実験に応答するペプチド存在量の変化は、典型的な同位体TMT-SRの
作業手順を用いて決定することができる。本技法において、定量はTMTゼロで標識したサ
ンプルペプチド-対-TMTシクスプレックス重同位体で標識した内部参照サンプルの相対MS
強度に基づいて行われる。4種のタンパク質：チモシンβ-10（TYB10）、タンパク質S100-
A8（S100A8）、タンパク質S100-A9（S100A9）および熱ショック同族71kDaタンパク質（HS
PA8）を選択して多重SRMアッセイを開発した。
【０１４５】
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　現存するMS/MSデータを用いて、最も高頻度で観察される特異的なペプチドを定量のた
めに選択した。もし可能であれば、SRM開発のためにタンパク質1種当たり少なくとも3種
のペプチドを選択した。4種の選択したタンパク質（HSPA8、S100A8、S100A9およびTYB10
）に対する代表的ペプチドを（図9）に示した。選択のための判定基準には次が含まれる
：トリプシンによる切断ミスのないことおよび可変性の修飾がないこと（in vivoまたは
実験において）。
【０１４６】
サンプルの調製
　ケラチノサイトサンプルを感作物質および刺激物質で処置するかまたは発見フェーズの
まま無処理で置いた。プールしたサンプルをトリプシンで消化しかつTMTシクスプレック
スで標識して、定量の参照となるペプチドの重標識バージョンを作製した。試験サンプル
を消化しかつTMTゼロで標識して、ペプチドの軽標識バージョンを作製した。各15μgのプ
ールおよび試験サンプルをその後に混合し、固相抽出による引き続いての精製および揮発
性バッファーを用いる強カチオン交換を実施した。
【０１４７】
サンプルのSRM分析
　混合した重および軽標識サンプルを5％アセトニトリル（=ACN）、0.2％蟻酸（=FA）に
再懸濁し、TSQ Vantage三連四重極質量分析計（Thermo Fisher）と結合したAccela 1250
液体クロマトグラフィ（LC）系に注入してSRMデータを得た。対応するTMT六重体（sixple
x）標識およびTMTゼロ標識をしたフラグメントイオン質量を計算し、そしてMS計器パラメ
ーターを個々のQ1およびQ3遷移対について最適化した。プールした細胞溶解液サンプルを
消化し、TMT六重体（sixplex）で標識し、そしてTMTゼロ標識した試験サンプルと組み合
わせた。各ペプチドに対する正確な保持時間を用いると、各SRM遷移に与えられた走査時
間を最大化するために用いた保持時間ウインドウでSRMサイクル時間は1.5秒であった。洗
浄およびカラムを平衡化する時間を含めて、本方法の総試験時間は23分であった。脱クラ
スター電圧を5ボルトに設定し、ピーク幅（FWHM）を0.5に設定し、そしてクロムフィルタ
ーピーク幅を6秒に設定した。SRMアッセイは153種のSRM遷移を含み、19ペプチドと11タン
パク質をカバーした。SRM遷移に対する特異的パラメーターを表5（図9）に掲げた。
【０１４８】
データ解析
　SRMをSkylineバージョン1.2.0.3425 （https：//skyline.gs.washington.edu/labkey/p
roject/home/software/Skyline/begin.view）を介して可視化しかつ全てのピーク整合を
可視的に実証した。ピーク面積をMicrosoft Excelに出力した。遷移を合計して各ペプチ
ドに対する全遷移の総強度を得た。内因性（軽）ペプチドの量を、内部の重標識した参照
サンプルに対する相対的なピーク面積比に基づいて計算した。
【０１４９】
参考文献
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【配列表】
2014522990000001.app
【手続補正書】
【提出日】平成26年4月8日(2014.4.8)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試験化合物の感作ポテンシャルを決定するin vitroの方法であって、
(a)前記試験化合物を細胞と接触させるステップ；
(b)複数のマーカータンパク質の発現レベルの変化を決定するステップ；および
(c)前記発現のレベルの変化に基づいて前記試験化合物の感作ポテンシャルを決定する（
ここで、前記1以上のマーカータンパク質の発現の存在もしくはレベルの変化は前記試験
化合物が感作ポテンシャルを有することを示す）ステップ
を含むものであり、前記複数のマーカータンパク質が、表1、表1(A)グループ1、表1(B)グ
ループ2、もしくは表1(C)グループ3またはそれらの組み合わせから選択される３以上のマ
ーカータンパク質を含み、該３以上のマーカータンパク質がグリセルアルデヒド－3－リ
ン酸デヒドロゲナーゼ（GAPDH）を含む、前記方法。
【請求項２】
　前記細胞が哺乳動物の皮膚細胞の代表的な細胞、初代ケラチノサイト、ケラチノサイト
由来の細胞株、表皮ケラチノサイト、バルジ由来のケラチノサイト、包皮ケラチノサイト
、ケラチノサイト特性を有するヒト細胞由来の細胞、HaCaT細胞株由来の細胞及びNCTC254
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4細胞株由来の細胞からなる群から選択される、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記2以上のさらなるマーカータンパク質が表1(A)グループ1から選択される、請求項１
又は２に記載の方法。
【請求項４】
　前記2以上のさらなるマーカータンパク質が表1(B)グループ2から選択される、請求項１
～３のいずれか1項に記載の方法。
【請求項５】
　ステップ(b)がGAPDH及び2以上のさらなるタンパク質マーカーの存在または発現レベル
を参照レベルと比較するステップを含む、請求項１～４のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６】
　ステップ(b)が細胞を前記マーカータンパク質または前記マーカータンパク質をコード
する核酸配列と選択的に結合する少なくとも1つの特異的結合メンバーと接触させるステ
ップ；および前記特異的結合メンバーとマーカータンパク質または前記マーカータンパク
質をコードする核酸配列により形成される複合体を検出および／または定量するステップ
を含むものである、請求項１～５のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７】
　前記決定するステップがGAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質の既知の発現レ
ベルの標準を用いる標準曲線を準備するステップおよび試験化合物と接触させた細胞を用
いて得た読取値を比較してGAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質の発現レベルの
変化の測定値を得るステップを含むものである、請求項１～６のいずれか1項に記載の方
法。
【請求項８】
　前記特異的結合メンバーが前記マーカータンパク質と特異的かつ選択的に結合する抗体
またはそのフラグメントであってもよい、請求項６または請求項７に記載の方法。
【請求項９】
　前記特異的結合メンバーがGAPDHと特異的かつ選択的に結合する自己抗体またはそのフ
ラグメントであり、前記自己抗体は皮膚刺激またはアレルギーのある患者から得た血液サ
ンプルから調製されたものである、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
　特異的結合メンバーがアプタマーである、請求項６または請求項７に記載の方法。
【請求項１１】
　ステップ(b)を質量分析により実施する、請求項１～５のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１２】
　ステップ(b)をタンパク質マーカー由来のペプチドに対する1以上の遷移を用いる選択反
応モニタリング；
(i)試験下の細胞中のペプチドレベルを、先に細胞の感受性を表すと決定されたペプチド
レベルと比較するステップ、および
(ii)GAPDH及び前記2以上のさらなるマーカータンパク質の発現の変化に基づいて試験化合
物の感受性ポテンシャルを決定するステップ
により実施する、請求項１～５のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１３】
　ステップ(i)が、既知量の対応する合成ペプチドを用いて試験下の細胞からのマーカー
タンパク質由来のペプチドの量を決定するステップを含み、ここで合成ペプチドは標識を
除いて細胞から得られるペプチドと配列が同一である、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　標識が異なる質量または重同位体のタグである、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
　タンパク質マーカー由来のペプチドに対する1以上の遷移が表5からの1以上の遷移を含
む、請求項１２～１４のいずれか1項に記載の方法。
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【請求項１６】
　ステップ(b)が試験化合物との接触後に細胞中のGAPDH及び前記2以上のさらなるマーカ
ータンパク質をコードするmRNAの存在または量を決定するステップを含む、請求項１～７
のいずれか1項に記載の方法。
【請求項１７】
　mRNAの存在または量を、タンパク質マーカーをコードする遺伝子またはそれらの相補体
の配列と選択的に結合するプライマーまたはプローブを用いて決定する、請求項１６に記
載の方法。
【請求項１８】
　結合メンバーが固体支持体上に固定された、請求項６～１１および請求項１６～１７の
いずれか1項に記載の方法。
【請求項１９】
　GAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質または前記マーカータンパク質をコード
する核酸配列と特異的かつ選択的に結合することができる1以上の結合メンバーを含む固
体支持体。
【請求項２０】
　GAPDHの断片と同一である配列を有する合成ペプチドであって、前記断片がトリプシン
、ArgC、AspNまたはLys-C消化によるタンパク質マーカーの消化後に決定されている前記
合成ペプチド。
【請求項２１】
　さらに標識を含むものである、請求項２０に記載の合成ペプチド。
【請求項２２】
　標識が重同位体である、請求項２１に記載の合成ペプチド。
【請求項２３】
　選択反応モニタリングに使用する、請求項２０～２２のいずれか1項に記載の合成ペプ
チド。
【請求項２４】
　試験化合物の感作ポテンシャルをin vitroで決定するために使用するキットであって、
利用者が表1に与えられたGAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質またはそれらの
断片、前記GAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質に対する1以上の抗体、および
前記GAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質またはそれらの断片をコードする核酸
分子から選択される分析物の試験下の細胞中の発現レベルを決定することを可能にするキ
ットであり、かつ
(a)分析物と結合することができる結合メンバーがその上に固定された固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および、任意に
(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから成る群より選択される1以上の成分
を含むものである前記キット。
【請求項２５】
　結合メンバーがGAPDHと選択的に結合できる抗体及び表1、表1(A)グループ1；表1(B)グ
ループ2；または表1(C)グループ3あるいはそれらの組み合わせから選択される2以上のさ
らなるマーカータンパク質と結合できる抗体である、請求項２４に記載のキット。
【請求項２６】
　結合メンバーが前記GAPDHをコードする核酸と選択的に結合できる核酸配列及び前記2以
上のさらなるマーカータンパク質をコードする核酸と選択的に結合できる核酸配列である
、請求項２４に記載のキット。
【請求項２７】
　試験化合物の感作ポテンシャルをin vitroで決定するために使用するキットであって、
利用者が表1に与えられたGAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質またはそれらの
断片の試験下の細胞中の発現レベルを決定することを可能にするキットであり；
(a)アッセイに適合しうるフォーマットの参照ペプチドのセット（ここでセット中の各ペ
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プチドは表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ2；または表1(c)グループ3あるいはそれ
らの組み合わせに与えられたGAPDH及び2以上のさらなるマーカータンパク質のそれぞれを
一意的に表すものである）；および
任意に(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから成る群より選択される1以上の成分
を含む前記キット。
【請求項２８】
　アレルゲンまたは刺激物質に曝された個体における、前記アレルゲンまたは刺激物質に
よる接触感作可能性または刺激可能性を診断または予後モニタリングする請求項１に記載
の方法であって、
前記細胞が前記個体から得られる、前記方法。
【請求項２９】
　アレルゲンまたは刺激物質に曝された個体における、前記アレルゲンまたは刺激物質に
よる接触または呼吸感作を診断または予後モニタリングするキットであって、
(a)1以上の結合メンバー（ここで、各結合メンバーは表1、表1(A)グループ1；表1(B)グル
ープ2；または表1(c)グループ3から成る群より選択されるGAPDH及び2以上のさらなるタン
パク質マーカー；または前記タンパク質マーカーをコードする核酸もしくはそれらの断片
と選択的に結合するものである）がその上に固定された固体支持体；
(b)標識を含む現像剤；および
(c)洗浄液、希釈剤およびバッファーから選択される1以上の成分
を含むものである前記キット。
【請求項３０】
　化学感作物質に対する個体の診断または予後モニタリングに用いるための複数のタンパ
ク質マーカーであって、該複数のタンパク質が、表1、表1(A)グループ1；表1(B)グループ
2；または表1(c)グループ3から選択されるGAPDH及び2以上のさらなるタンパク質マーカー
を含む、上記複数のタンパク質マーカー。
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