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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　次の工程を含む、気管支喘息発作の検査方法であって、指標遺伝子がSCCA1および／ま
たはSCCA2である方法。
ａ）被検者の生体試料における、指標遺伝子の発現レベルを測定する工程
ｂ）気管支喘息ではない生体の生体試料における指標遺伝子の発現レベルと比較する工程
【請求項２】
　生体試料が血液である請求項１に記載の検査方法。
【請求項３】
　遺伝子の発現レベルを、cDNAのPCRによって測定する請求項１に記載の検査方法。
【請求項４】
　遺伝子の発現レベルを、前記遺伝子によってコードされる蛋白質の検出によって測定す
る請求項１に記載の検査方法。
【請求項５】
　SCCA1および／またはSCCA2の遺伝子の塩基配列からなるポリヌクレオチド、またはその
相補鎖のいずれかに相補的な塩基配列を有する少なくとも１５塩基の長さを有するオリゴ
ヌクレオチドからなる、気管支喘息発作の検査用試薬。
【請求項６】
　SCCA1および／またはSCCA2の蛋白質のアミノ酸配列からなるペプチドを認識する抗体か
らなる、気管支喘息発作の検査用試薬。
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【請求項７】
　(a)SCCA1および／またはSCCA2の遺伝子の塩基配列からなるポリヌクレオチド、または
その相補鎖のいずれかに相補的な塩基配列を有する少なくとも１５塩基の長さを有するオ
リゴヌクレオチド、または
　(b)SCCA1および／またはSCCA2の蛋白質のアミノ酸配列からなるペプチドを認識する抗
体を含む、気管支喘息発作の検査用キット。
【発明の詳細な説明】
技術分野
本発明は、気管支喘息発作の検査方法に関する。
背景技術
気管支喘息は、多因子性の病気（ｍｕｌｔｉｆａｃｔｏｒｉａｌ　ｄｉｓｅａｓｅｓ）と
考えられている。つまり気管支喘息は多くの異なる遺伝子の発現の相互作用によって起こ
り、これらの個々の遺伝子の発現は、複数の環境要因によって影響を受ける。このため、
気管支喘息を起こす特定の遺伝子を解明することは、非常に困難であった。
現在、気管支喘息は、気道における慢性の炎症性疾患として位置付けられている。そして
気管支喘息の病態形成には、気道粘膜や気管支平滑筋におけるアレルギー反応の密接な関
与が指摘されている。したがって気管支喘息の診断においては、これらの組織におけるア
レルギー反応の状態を把握することが重要な課題である。また気管支喘息の治療において
は、アレルギー反応の制御が課題となる。
一方、アレルギー性疾患には、変異や欠損を有する遺伝子の発現や、特定の遺伝子の過剰
発現や発現量の減少が関わっていると考えられている。病気に関して遺伝子発現が果たし
ている役割を解明するためには、遺伝子が発症にどのように関わり、薬剤などの外的な刺
激が遺伝子発現をどのように変化させるのかを理解する必要がある。
さて、気管支喘息の患者の多くに、ＩｇＥ抗体の産生亢進を伴うアトピー素因が見られる
。気管支喘息には、多様な原因が考えられているが、アトピー素因が多くの患者において
過敏症の原因となっていることは疑いを入れない。喘息発作の気道閉塞の機序には、気管
支平滑筋の収縮、あるいは気道粘膜の浮腫や気道内分泌亢進が予想されている。このよう
な気道の変化には、病因アレルゲンへの曝露による気道でのＩ型アレルギー反応が重要な
役割を果たしている。
近年、ＩＬ－４及びＩＬ－１３が気管支喘息の発症に重要な役割を持っていることが示唆
されている。したがって、たとえば気道上皮細胞や気管支平滑筋において、ＩＬ－４やＩ
Ｌ－１３によって発現レベルが変化する遺伝子は、気管支喘息に関連していると考えられ
る。しかし、このような考えかたに基づいて、ＩＬ－４やＩＬ－１３によって特異的に発
現レベルが変化する遺伝子の単離についての報告は無い。
さて、現在アレルギー性疾患の診断においては、一般に、問診、家族歴、そして本人の既
往症の確認が重要な要素となっている。またアレルギーをより客観的な情報に基づいて診
断するために、血液を試料とする試験方法や、アレルゲンに対する患者の免疫学的な応答
を観察する方法も実施されている。前者の例として、アレルゲン特異的ＩｇＥ測定、白血
球ヒスタミン遊離試験、あるいはリンパ球幼若化試験等が挙げられる。アレルゲン特異的
ＩｇＥの存在は、そのアレルゲンに対するアレルギー反応の証明である。しかし患者によ
っては、必ずしもアレルゲン特異的なＩｇＥを検出できるとは限らない場合もある。また
、その測定原理上、診断に必要なアレルゲンの全てに対して、試験を実施しなければなら
ない。白血球ヒスタミン遊離試験やリンパ球幼若化試験は、免疫システムのアレルゲンに
対する反応をｉｎ　ｖｉｔｒｏで観察する方法である。これらの方法は、操作が煩雑であ
る。
一方、患者を実際にアレルゲンに接触させたときに観察される免疫応答をアレルギーの診
断に役立てる方法（後者）も公知である。プリック・テスト、スクラッチ・テスト、パッ
チ・テスト、皮内反応、あるいは誘発試験等が、この種の試験に含まれる。これらの試験
では、患者のアレルギー反応を直接診断することができる反面、実際に被検者をアレルゲ
ンに曝露する侵襲性の高い検査であると言うことができる。
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この他、アレルゲンに関わらず、アレルギー反応の関与を証明するための試験方法も試み
られている。たとえば、血清ＩｇＥ値が高値である場合、その患者にはアレルギー反応が
起きていると推定することができる。血清ＩｇＥ値は、アレルゲン特異ＩｇＥの総量に相
当する情報である。アレルゲンの種類に関わらずＩｇＥの総量を決定することは容易であ
るが、非アトピー型気管支炎等の疾患を持つ患者では、ＩｇＥが低値となる場合がある。
したがって、患者に対する危険が少なく、しかも診断に必要な情報を容易に得ることがで
きる、アレルギー性疾患のマーカーが提供されれば有用である。
特に、アレルギー反応に起因する気管支喘息の発作は、患者の呼吸を著しく阻害し、重篤
な場合には呼吸不全による死をも招きかねない。したがって気管支喘息の発作を生じた患
者については、速やかにその原因を特定し、適切な治療を施す必要がある。しかし、気管
支喘息の発作との関連が明らかにされた遺伝子の報告は無い。
発作の有無に関わらず、アレルギー性疾患の患者に関連する遺伝子の単離を試みた報告は
多い。このようなアプローチによって単離することができる遺伝子は、アレルギー素因に
関連する遺伝子と言うことができる。これに対して、発作に関連する遺伝子には、発作の
診断や、臨床的に治療の緊急性の高い発作の治療のための指標としての有用性を期待する
ことができる。
発明の開示
本発明は、特に気管支喘息の発作の検査を可能とする指標の提供を課題とする。さらに、
本発明は該指標に基づく、気管支喘息の発作の検査方法の提供を課題とする。
ＩＬ－４とＩＬ－１３がアレルギー反応に深く関与していることは、いくつかの報告によ
り示唆されている。たとえばＩＬ－４（Ｙｓｓｅｌ，Ｈ　ａｎｄ　Ｇｒｏｕｘ，Ｈ：Ｉｎ
ｔ．Ａｒｃｈ．Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１２１；１０－１８，２０００）や
、ＳＴＡＴ６（Ａｋｉｍｏｔｏ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．：Ｊ．Ｅｘｐ．Ｍｅｄ．，１８７，１
５３７－１５４２，１９９８）をノックアウトしたマウスでは、気道過敏性が消失する。
モデルマウスにおいては、ＩＬ－１３がＩｇＥ産生やＴｈ２型に関係なく喘息様病態の形
成に関与している（Ｗｉｌｌｓ－Ｋａｒｐ，Ｍ．ｅｔ　ａｌ．：Ｓｃｉｅｎｃｅ，２８２
，２２５８－２２６１，１９９８；Ｇｒｕｎｉｇ，Ｇ．ｅｔ　ａｌ．：Ｓｃｉｅｎｃｅ，
２８２，２２６１－２２６３，１９９８；Ｚｈｕ，Ｚ．ｅｔ　ａｌ．：Ｊ．Ｃｌｉｎ．Ｉ
ｎｖｅｓｔ．，１０３，７７９－７８８，１９９９）。
またヒト気道上皮細胞、気管支平滑筋に、ＩＬ－４受容体及びＩＬ－１３受容体が高発現
している（Ｈｅｉｎｚｍａｎｎ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．：Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．，９
：５４９－５５９，２０００）。このことから、これらの組織はＩＬ－４及びＩＬ－１３
の標的細胞と思われる。一方、ＩＬ－４受容体α及びＩＬ－１３に存在するＳＮＰが、ア
レルギー疾患の遺伝的要因の１つであることが示された（Ｍｉｔｓｕｙａｓｕ，Ｈ．，ｅ
ｔ　ａｌ．：Ｎａｔｕｒｅ　Ｇｅｎｅｔ．，１９，１１９－１２０，１９９８；Ｍｉｔｓ
ｕｙａｓｕ，Ｈ．，ｅｔ　ａｌ．：Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１６２：１２２７－１２３１
，１９９９；Ｋｒｕｓｅ，Ｓ．，ｅｔ　ａｌ．：Ｉｍｍｎｏｌ．，９６，３６５－３７１
，１９９９；Ｈｅｉｎｚｍａｎｎ，Ａ．ｅｔ　ａｌ．：Ｈｕｍ．Ｍｏｌ．Ｇｅｎｅｔ．，
９：５４９－５５９，２０００）。更に、可溶型ＩＬ－４受容体αによりＩＬ－４あるい
はＩＬ－１３の作用を阻害することが気管支喘息の治療として有効であることも示された
（Ｂｏｒｉｓｈ，Ｌ．Ｃ．ｅｔ　ａｌ．：Ａｍ．Ｊ．Ｒｅｓｐｉｒ．Ｃｒｉｔ．Ｃａｒｅ
　Ｍｅｄ．，１６０：９１２－９２２，１９９９）。
以上のように、ＩＬ－４とＩＬ－１３には、特に呼吸器症状を中心とするアレルギー反応
との深い関係が示唆されている。つまりＩＬ－４及びＩＬ－１３によるシグナル伝達経路
を構成する遺伝子は、アレルギー反応に深い関連性を有する遺伝子と言える。
本発明者らは、このような考えかたに基づいて、ヒト気管支上皮細胞をＩＬ－４及びＩＬ
－１３で処理したときに、発現レベルに変化を示す遺伝子を探索すれば、アレルギー反応
に関連する遺伝子を単離することができるのではないかと考えた。同様のアプローチによ
り、ＩＬ－４やＩＬ－１３の処理によって発現レベルが変化する遺伝子の単離を試みた報
告もある（Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２０００，Ｓｅａｔｔｌｅ
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，Ｍａｙ　１２－１６，２０００）。しかし公知の探索方法においては、解析に用いた細
胞のロット数が少ない上、発現レベルの変化の幅が明らかでないので、ＩＬ－４やＩＬ－
１３の刺激に対する特異性が期待できない。
そこで本発明者らは、ＩＬ－４やＩＬ－１３の刺激に対してより特異的に応答する遺伝子
を単離するために、解析の対象とする細胞のロット数を増やし、更に発現レベルの変動が
２倍以上に及ぶものを選択した。次にこうして選択された遺伝子の、ＩＬ－４やＩＬ－１
３で刺激した気道上皮細胞における発現レベルが有意に上昇することを確認した。
次に、選択された遺伝子の気管支喘息との関連性を確認するために、様々な状態にある気
管支喘息患者の血清中における各遺伝子のレベルを測定した。その結果、特定の遺伝子が
、発作を起こした気管支喘息患者の血清において、有意に高い値を示すことを見出した。
以上のような知見に基づいて、本発明者らは、気管支喘息の発作に対して密接な関連を有
するＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２の遺伝子の存在を明らかにした。
以上の知見に基づいて本発明者らは、これらの遺伝子、並びにこれらの遺伝子によってコ
ードされる蛋白質を指標とすることによって、気管支喘息の発作の検査が可能となること
を見出し本発明を完成した。
すなわち、本発明は、以下の検査方法、並びにそのための試薬に関する。
〔１〕次の工程を含む、気管支喘息発作の検査方法であって、指標遺伝子がＳＣＣＡ１お
よび／またはＳＣＣＡ２である方法。
ａ）被検者の生体試料における、指標遺伝子の発現レベルを測定する工程
ｂ）気管支喘息ではない生体の生体試料における指標遺伝子の発現レベルと比較する工程
〔２〕生体試料が血液である〔１〕に記載の検査方法。
〔３〕遺伝子の発現レベルを、ｃＤＮＡのＰＣＲによって測定する〔１〕に記載の検査方
法。
〔４〕遺伝子の発現レベルを、前記遺伝子によってコードされる蛋白質の検出によって測
定する〔１〕に記載の検査方法。
〔５〕ＳＣＣＡ１および／またはＳＣＣＡ２の遺伝子の塩基配列を含むポリヌクレオチド
、またはその相補鎖に相補的な塩基配列を有する少なくとも１５塩基の長さを有するオリ
ゴヌクレオチドからなる、気管支喘息発作の検査用試薬。
〔６〕ＳＣＣＡ１および／またはＳＣＣＡ２の蛋白質のアミノ酸配列を含むペプチドを認
識する抗体からなる、気管支喘息発作の検査用試薬。
なおＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２の遺伝子は、いずれもその存在が明らかにされている遺
伝子である。ＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２は、いずれも扁平上皮ガン抗原をコードする遺
伝子として報告された、ＯＶＡ　ｆａｍｉｌｙに属する４５ＫＤの遺伝子である。ｅｘｏ
ｎでの塩基配列では９８％のホモロジーを持ち、アミノ酸レベルでは９２％のホモロジー
を持つ。両者の塩基配列の相違はＰＣＲ等で識別することができる。ゲノムにおいては、
いずれの遺伝子も１８ｑ２１．３にマッピングされる（Ｓｃｈｎｅｉｄｅｒ　ＳＳ　ｅｔ
　ａｌ，Ｐｒｏｃ．Ｎａｌｔ．Ａｃａｄ　Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９２，３１４７－３１５１，
１９９５．）。ＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２には、これまでに以下のような有用性が示さ
れている。
ＳＣＣＡ１；ｓｑｕａｍｏｕｓ　ｃｅｌｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ　ａｎｔｉｇｅｎ　１（
ｃｙｓｔｅｉｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）：
扁平上皮がんの診断マーカーとして使用（ＤＥ４１３９４１８－Ａ）。
ＳＣＣＡ２；ｓｑｕａｍｏｕｓ　ｃｅｌｌ　ｃａｒｃｉｎｏｍａ　ａｎｔｉｇｅｎ　２（
ｓｅｒｉｎ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ）：
診断マーカーの他、細胞増殖やアポトーシスの調節、あるいはアゴニストのガンや乾癬の
治療への応用（ＷＯ９７１４４２５－Ａ１）。
更に、いずれの遺伝子もＩＬ－４やＩＬ－１３に応答して気道上皮細胞で発現が増強する
ことも明らかにされている（Ｗａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ　２０００
，Ｓｅａｔｔｌｅ，Ｍａｙ　１２－１６，２０００）。しかし、これらの遺伝子が気管支
喘息の発作にともなって、血中濃度が有意に高まることは知られていない。
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本発明において、気管支喘息（ｂｒｏｎｃｈｉａｌ　ａｓｔｈｍａ）の発作とは、気道に
おけるアレルギー反応によって気道狭窄を起こしている状態を言う。より具体的には、気
管支喘息の発作は、気道平滑筋の収縮や、気管支や細気管支気腔の粘液によってもたらさ
れる。気道におけるこれらの変化は、ヒスタミン、ロイコトリエン、あるいはプロスタグ
ランジン等の平滑筋収縮作用や血管刺激作用によって引き起こされると考えられている。
本発明の気管支喘息の発作の検査方法は、被検者の生体試料におけるＳＣＣＡ１および／
またはＳＣＣＡ２の遺伝子の発現レベルを測定し、気管支喘息ではない生体の測定値と比
較する工程を含む。両者の比較の結果、気管支喘息ではない生体よりも発現が亢進してい
る場合には、被検者が気管支喘息の発作を起こした状態にあると判定される。本発明にお
いて、気管支喘息ではない生体とは健常者のほか、健常とは言えないが明らかに気管支喘
息を有さないと診断された生体が含まれる。
本発明において、気管支喘息の発作の指標とすることができるＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ
２遺伝子をまとめて指標遺伝子と言う。本発明において、ＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２は
、ヒトのみならず、他種におけるホモログを含む。したがって、ヒト以外の種における指
標遺伝子とは、特に断らないときには、その種に固有のＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２遺伝
子のホモログ、あるいはその個体に形質転換されている外来性のＳＣＣＡ１遺伝子または
ＳＣＣＡ２遺伝子のいずれかを言う。
本発明における指標蛋白質は、気管支喘息の発作を起こしている患者の血液中において、
測定値の有意な上昇を示した。従って、指標遺伝子の発現レベルを指標として、気管支喘
息の発作の検査を行うことができる。
本発明において、指標遺伝子の発現レベルとは、これらの遺伝子のｍＲＮＡへの転写、並
びに蛋白質への翻訳を含む。したがって本発明による気管支喘息の発作の検査方法は、前
記遺伝子に対応するｍＲＮＡの発現強度、あるいは前記遺伝子によってコードされる蛋白
質の発現レベルの比較に基づいて行われる。
発現レベルの比較のためには、通常、たとえば健常者における前記指標遺伝子の発現レベ
ルに基づいて、標準値が設定される。この標準値をもとに、たとえば±２Ｓ．Ｄ．の範囲
が許容範囲とされる。指標遺伝子の測定値に基づいて、標準値や許容範囲を設定する手法
は公知である。被検者における指標遺伝子の発現レベルが許容範囲よりも高ければ、その
被検者は気管支喘息の発作を起こしていると予想される。また許容範囲内、あるいは許容
範囲を越える場合には、気管支喘息の発作を起こした可能性は低いと予想される。
本発明における気管支喘息の発作の検査における指標遺伝子の発現レベルの測定は、公知
の遺伝子解析方法にしたがって実施することができる。具体的には、たとえばこの遺伝子
にハイブリダイズする核酸をプローブとしたハイブリダイゼーション技術、または本発明
の遺伝子にハイブリダイズするＤＮＡをプライマーとした遺伝子増幅技術等を利用するこ
とができる。
本発明の検査に用いられるプローブまたはプライマーは、前記指標遺伝子の塩基配列に基
づいて設定することができる。前記指標遺伝子の塩基配列は公知である。各指標遺伝子の
塩基配列のＧｅｎＢａｎｋ登録番号を実施例に示した。
なお一般に高等動物の遺伝子は、高い頻度で多型を伴う。また、スプライシングの過程で
相互に異なるアミノ酸配列からなるアイソフォームを生じる分子も多く存在する。多型や
アイソフォームによって塩基配列に変異を含む遺伝子であっても、前記指標遺伝子と同様
の活性を持ち、アレルギーに関与する遺伝子は、いずれも本発明の指標遺伝子に含まれる
。
プライマーあるいはプローブには、前記指標遺伝子の塩基配列からなるポリヌクレオチド
、またはその相補鎖に相補的な少なくとも１５ヌクレオチドを含むポリヌクレオチドを利
用することができる。ここで「相補鎖」とは、Ａ：Ｔ（ＲＮＡの場合はＵ）、Ｇ：Ｃの塩
基対からなる２本鎖ＤＮＡの一方の鎖に対する他方の鎖を指す。また、「相補的」とは、
少なくとも１５個の連続したヌクレオチド領域で完全に相補配列である場合に限られず、
少なくとも７０％、好ましくは少なくとも８０％、より好ましくは９０％、さらに好まし
くは９５％以上の塩基配列上の相同性を有すればよい。塩基配列の相同性は、ＢＬＡＳＴ
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等のアルゴリズムにより決定することができる。
このようなポリヌクレオチドは、指標遺伝子を検出するためのプローブとして、また指標
遺伝子を増幅するためのプライマーとして利用することができる。プライマーとして用い
る場合には、通常、１５ｂｐ～１００ｂｐ、好ましくは１５ｂｐ～３５ｂｐの鎖長を有す
る。また、プローブとして用いる場合には、指標遺伝子（またはその相補鎖）の少なくと
も一部若しくは全部の配列を有し、少なくとも１５ｂｐの鎖長のＤＮＡが用いられる。プ
ライマーとして用いる場合、３’側の領域は相補的である必要があるが、５’側には制限
酵素認識配列やタグなどを付加することができる。
なお、本発明における「ポリヌクレオチド」は、ＤＮＡあるいはＲＮＡであることができ
る。これらポリヌクレオチドは、合成されたものでも天然のものでもよい。また、ハイブ
リダイゼーションに用いるプローブＤＮＡは、通常、標識したものが用いられる。標識方
法としては、例えば次のような方法を示すことができる。なお用語オリゴヌクレオチドは
、ポリヌクレオチドのうち、重合度が比較的低いものを意味している。オリゴヌクレオチ
ドは、ポリヌクレオチドに含まれる。
・ＤＮＡポリメラーゼＩを用いるニックトランスレーションによる標識
・ポリヌクレオチドキナーゼを用いる末端標識
・クレノーフラグメントによるフィルイン末端標識（Ｂｅｒｇｅｒ　ＳＬ，Ｋｉｍｍｅｌ
　ＡＲ．（１９８７）Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　Ｔｅｃ
ｈｎｉｑｕｅｓ，Ｍｅｔｈｏｄ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒ
ｅｓｓ；Ｈａｍｅｓ　ＢＤ，Ｈｉｇｇｉｎｓ　ＳＪ（１９８５）Ｇｅｎｅｓ　Ｐｒｏｂｅ
ｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ．ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；Ｓａｍｂｒｏｏ
ｋ　Ｊ，Ｆｒｉｔｓｃｈ　ＥＦ，Ｍａｎｉａｔｉｓ　Ｔ．（１９８９）Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｎ．Ｃｏ
ｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ）
・ＲＮＡポリメラーゼを用いる転写による標識（Ｍｅｌｔｏｎ　ＤＡ，Ｋｒｉｅｇ，ＰＡ
，Ｒｅｂａｇｋｉａｔｉ　ＭＲ，Ｍａｎｉａｔｉｓ　Ｔ，Ｚｉｎｎ　Ｋ，Ｇｒｅｅｎ　Ｍ
Ｒ．（１９８４）Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．，１２，７０３５－７０５６）
・放射性同位体を用いない修飾ヌクレオチドをＤＮＡに取り込ませる方法（Ｋｒｉｃｋａ
　ＬＪ．（１９９２）Ｎｏｎｉｓｏｔｏｐｉｃ　ＤＮＡ　Ｐｒｏｂｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｉ
ｑｕｅｓ．Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ）
ハイブリダイゼーション技術を利用した気管支喘息の発作の検査は、例えば、ノーザンハ
イブリダイゼーション法、ドットブロット法、ＤＮＡマイクロアレイを用いた方法などを
使用して行うことができる。さらには、ＲＴ－ＰＣＲ法等の遺伝子増幅技術を利用するこ
とができる。ＲＴ－ＰＣＲ法においては、遺伝子の増幅過程においてＰＣＲ増幅モニター
法を用いることにより、本発明の遺伝子の発現について、より定量的な解析を行うことが
可能である。
ＰＣＲ遺伝子増幅モニター法においては、両端を互いの蛍光を打ち消し合う異なった蛍光
色素で標識したプローブを用い、検出対象（ＤＮＡもしくはＲＮＡの逆転写産物）にハイ
ブリダイズさせる。ＰＣＲ反応が進んでＴａｑポリメラーゼの５’－３’エクソヌクレア
ーゼ（ｅｘｏｎｕｃｌｅａｓｅ）活性により同プローブが分解されると二つの蛍光色素が
離れ、蛍光が検出されるようになる。この蛍光の検出をリアルタイムに行う。検出対象に
ついてコピー数の明らかな標準試料について同時に測定することにより、ＰＣＲ増幅の直
線性のあるサイクル数で目的試料中の検出対象のコピー数を決定する（Ｈｏｌｌａｎｄ，
Ｐ．Ｍ．ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８
８：７２７６－７２８０；Ｌｉｖａｋ，Ｋ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．，１９９５，ＰＣＲ　Ｍｅ
ｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　４（６）：３５７－３６２；Ｈｅｉｄ
，Ｃ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６：９８６－９９４；Ｇｉ
ｂｓｏｎ，Ｅ．Ｍ．Ｕ．ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　６
：９９５－１００１）。ＰＣＲ増幅モニター法においては、例えば、ＡＢＩ　ＰＲＩＳＭ
７７００（ＰＥバイオシステムズ社）を用いることができる。
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また本発明の気管支喘息の発作の検査方法は、前記指標遺伝子によりコードされる蛋白質
を検出することにより行うこともできる。以下、本明細書において、前記指標遺伝子によ
りコードされる蛋白質を指標蛋白質と記載する。このような検査方法としては、例えば、
これら指標蛋白質に結合する抗体を利用したウェスタンブロッティング法、免疫沈降法、
ＥＬＩＳＡ法などを利用することができる。
この検出に用いる前記指標蛋白質に結合する抗体は、当業者に周知の技法を用いて得るこ
とができる。本発明に用いる抗体は、ポリクローナル抗体、あるいはモノクローナル抗体
（Ｍｉｌｓｔｅｉｎ　Ｃ，ｅｔ　ａｌ．，１９８３，Ｎａｔｕｒｅ　３０５（５９３４）
：５３７－４０）であることができる。例えば、指標蛋白質に対するポリクローナル抗体
は、抗原を感作した哺乳動物の血液を取り出し、この血液から公知の方法により血清を分
離する。ポリクローナル抗体としては、ポリクローナル抗体を含む血清を使用することが
できる。あるいは必要に応じてこの血清からポリクローナル抗体を含む画分をさらに単離
することもできる。また、モノクローナル抗体を得るには、上記抗原を感作した哺乳動物
から免疫細胞を取り出して骨髄腫細胞などと細胞融合させる。こうして得られたハイブリ
ドーマをクローニングして、その培養物から抗体を回収しモノクローナル抗体とすること
ができる。
指標蛋白質の検出には、これらの抗体を適宜標識して用いればよい。また、この抗体を標
識せずに、該抗体に特異的に結合する物質、例えば、プロテインＡやプロテインＧを標識
して間接的に検出することもできる。具体的な検出方法としては、例えば、ＥＬＩＳＡ法
を挙げることができる。
抗原に用いる蛋白質もしくはその部分ペプチドは、例えば該遺伝子もしくはその一部を発
現ベクターに組込み、これを適当な宿主細胞に導入して、形質転換体を作成し、該形質転
換体を培養して組み換え蛋白質を発現させ、発現させた組み換え蛋白質を培養体または培
養上清から精製することにより得ることができる。あるいは、これらの遺伝子によってコ
ードされるアミノ酸配列、あるいは全長ｃＤＮＡによってコードされるアミノ酸配列の部
分アミノ酸配列からなるオリゴペプチドを化学的に合成し、免疫原として用いることもで
きる。
本発明に基づく気管支喘息の発作の検査方法において、発現レベルや活性を測定する対象
となる指標遺伝子は、ＳＣＣＡ１および／またはＳＣＣＡ２である。ＳＣＣＡ１とＳＣＣ
Ａ２とは、良く似た構造を持っていて、免疫学的には両者を識別することは難しい。たと
えば、ＳＣＣＡ蛋白質を免疫学的に測定するためのキットが市販されているが、このキッ
トを用いて得られるＳＣＣＡの測定値は、ＳＣＣＡ１とＳＣＣＡ２の合計となる。つまり
現在のところ、市販のキットでは、これらを区別して測定することはできない。
しかし、本発明における指標遺伝子は、いずれも、気管支喘息の発作に伴って発現レベル
が上昇することが明らかにされた。したがって、これらの指標遺伝子の発現レベルを、総
合的に測定することによっても、気管支喘息の発作を検査することができる。
なお両者を識別可能なモノクローナル抗体も報告されているので、免疫学的な手法によっ
て両者を特異的に測定することも可能である（Ｃｌｉｎ　Ｃｈｉｍ　Ａｃｔａ　２０００
　２９５　１０７－１２７）。
更に本発明においては、指標遺伝子の発現レベルのみならず、生体試料における指標蛋白
質の活性を指標として、気管支喘息の発作を検査することもできる。指標蛋白質の活性と
は、各蛋白質が備える生物学的な活性を言う。前記指標蛋白質の活性の検出は、公知の方
法に基づいて行うことができる。ＳＣＣＡ１やＳＣＣＡ２の活性の測定方法は公知である
。
まずＳＣＣＡ１の場合、ｃａｔｈｅｐｓｉｎ－Ｋ、Ｌ、またはＳのｃｙｓｔｅｉｎ　ｐｒ
ｏｔｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂｉｔｅｒ活性としてその活性を測定することができる（Ｂｉｏ
ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　１９９８　３７　５２５８－５２６６）。一方、ＳＣＣＡ２は、ｃ
ａｔｈｅｐｓｉｎ－Ｇやｃｈｙｍａｓｅのｓｅｒｉｎｅ　ｐｒｏｔｅａｓｅ　ｉｎｈｉｂ
ｉｔｅｒ活性を有する。したがって、ＳＣＣＡ２の活性を、ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ活性とし
て測定することができる（Ｊ．Ｂ．Ｃ．１９９７　２７２　１８４９－１８５５）。具体
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的には、各種ｐｒｏｔｅａｓｅの基質と共にＳＣＣＡ１、あるいはＳＣＣＡ２を加えて、
酵素活性の抑制を指標として、これらの指標蛋白質の活性を知ることができる。
本発明の検査方法においては、通常、被検者から採取された生体試料を試料とする。生体
試料としては、血液試料が望ましい。血液試料とは、全血、あるいは全血から得られた血
漿や血清を用いることができる。また本発明における生体試料としては、血液のほか、喀
痰、鼻粘膜分泌物、気管支肺胞洗浄液、肺擦か細胞などを用いることもできる。これらの
生体試料の採取方法は公知である。
生体試料が気道上皮細胞等の細胞である場合には、ライセートを調製すれば、前記蛋白質
の免疫学的な測定のための試料とすることができる。あるいはこのライセートからｍＲＮ
Ａを抽出すれば、前記遺伝子に対応するｍＲＮＡの測定のための試料とすることができる
。生体試料のライセートやｍＲＮＡの抽出には、市販のキットを利用すると便利である。
あるいは、血液、鼻粘膜分泌物、並びに気管支肺胞洗浄液のような液状の生体試料におい
ては、必要に応じて緩衝液等で希釈して蛋白質や遺伝子の測定のための試料とすることが
できる。
細胞における指標遺伝子の発現レベルの測定値は、公知の方法によって補正することがで
きる。補正により、細胞における遺伝子の発現レベルの変化を比較することができる。測
定値の補正は、気道上皮細胞に発現し、かつ細胞の状態に関わらず発現レベルが大きく変
動しない遺伝子（ハウスキーピング遺伝子）の発現レベルの測定値に基づいて、本発明に
おいて指標とすべき遺伝子の発現レベルの測定値を補正することによって行われる。
更に本発明は、本発明の検査方法のための試薬を提供する。すなわち本発明は、指標遺伝
子の塩基配列を含むポリヌクレオチド、またはその相補鎖に相補的な塩基配列を有する少
なくとも１５塩基の長さを有するオリゴヌクレオチドからなる、気管支喘息発作の検査用
試薬に関する。あるいは本発明は、指標蛋白質のアミノ酸配列を含むペプチドを認識する
抗体からなる、気管支喘息発作の検査用試薬に関する。本発明の試薬を構成するオリゴヌ
クレオチドや抗体は、アッセイフォーマットに応じて適当な標識を結合することができる
。あるいは本発明の試薬を構成するオリゴヌクレオチドや抗体は、アッセイフォーマット
に応じて適当な支持体に固定化しておくこともできる。また本発明の試薬は、前記オリゴ
ヌクレオチドまたは前記抗体の他に、検査や保存に必要な付加的な要素と組み合せて検査
用キットとすることもできる。キットを構成することができる付加的な要素を、以下に示
す。これらの要素は、必要に応じて予め混合しておくこともできる。また、必要に応じて
、保存剤や防腐剤を各要素に加えることができる。
試薬や生体試料を希釈するための緩衝液
陽性対照
陰性対照
標識を測定するための基質
反応容器
アッセイプロトコルを記載した指示書
本発明における気管支喘息の発作の検査とは、たとえば以下のような検査が含まれる。気
管支喘息の症状を示しながら、一般的な検査ではアレルギー性疾患と判定できない患者で
あっても、本発明に基づく検査を行えばアレルギー反応に起因する気管支喘息の発作を起
こした状態であることが容易に判定できる。
より具体的には、喘息発作を示す患者における指標遺伝子の発現の上昇は、その症状の原
因がアレルギー性疾患である可能性が高いことを示している。気管支喘息の発作には、ア
レルギー反応が原因となっているものと、そうでないものがある。両者の治療方法はまっ
たく異なるので、いずれの原因によって気管支喘息の症状がもたらされているのかを診断
することは、治療上、たいへん重要な工程である。本発明の検査方法は、気管支喘息の原
因の特定において、きわめて重要な情報を提供することができる。
あるいは、本発明によって気管支喘息の発作が改善に向かっているのかどうかを判断する
ための検査が可能となる。本発明の指標蛋白質は、気管支喘息の発作を起こしている患者
の血液中において、測定値の有意な上昇を示した。加えて、本発明の指標遺伝子は、ＩＬ
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－４あるいはＩＬ－１３で刺激された気道上皮細胞において発現が増加する遺伝子である
。気道上皮組織は気管支喘息において、顕著な病変を示す組織である。したがって、アレ
ルギー反応を強力に誘導するサイトカインであるＩＬ－４あるいはＩＬ－１３で刺激され
た気道上皮細胞において発現が変動する遺伝子の発現産物であって、血中において測定値
が変動する蛋白質は、治療効果の判定に有用である。より具体的には、気管支喘息の発作
と診断された患者における指標蛋白質の測定値の上昇は、発作が増悪している可能性が高
いことを示している。
本発明における検査には、検査の後の比較的短い間に、気管支喘息の発作を起こす可能性
の予測や、あるいは呼吸障害が軽快した後に、その呼吸障害の原因が気管支喘息によるも
のであったのかどうかを知るための検査も含まれる。発作の予測は、被検者の安全を確保
する上で重要である。また、過去に被検者が経験した呼吸障害の原因を知ることも、患者
の治療方針を決定する上で重要な情報となる。
発明を実施するための最良の形態
以下、本発明を実施例により具体的に説明するが、本発明はこれら実施例に制限されるも
のではない。
［実施例１］ＤＮＡマイクロアレイを使った候補遺伝子の選択
１．正常ヒト気管支上皮細胞の培養とＩＬ－４あるいはＩＬ－１３刺激
Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ社より販売している正常ヒト気管支上皮細胞を３ロット購入した（８
Ｆ１７５６，８Ｆ１５４８，８Ｆ１８０５）。１バイヤル中に入っている５ｘ１０５細胞
を未刺激、ＩＬ－４刺激、ＩＬ－１３刺激用に３等分し（１．６７ｘ１０５／７５ｃｍ２

　ｆｌａｓｋ）、ＳＡＢＭ培地（Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ社）にて培地交換しながら約８－１
０日間培養した。その際に培地にＢＰＥ（ウシ脳下垂体抽出液）、Ｈｙｄｒｏｃｏｒｔｉ
ｓｏｎｅ，ｈＥＧＦ，Ｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，Ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ，Ｉｎｓｕｌｉ
ｎ，Ｒｅｔｉｎｏｉｃ　Ａｃｉｄ，ＢＳＡ－ＦＡＦ，Ｔｒｉｉｏｄｏｔｈｙｒｏｎｉｎｅ
，ＧＡ－１０００（Ｇｅｎｔａｍｉｃｉｎ／Ａｍｐｈｏｔｅｒｉｃｉｎ－Ｂ）を添付のプ
ロトコールに従い添加した。
細胞はサイトカイン刺激前に、ＰＢＳで洗浄後、添加因子を除いたＳＡＢＭに交換した。
そこにＩＬ－４（１０ｎｇ／ｍｌ），ＩＬ－１３（５０ｎｇ／ｍｌ）を添加し（両者とも
Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ社製）、２４時間培養した。経時変化（０，６，１２，２４，４８時
間）を観察する場合も同様に行った。
２．正常ヒト気管支上皮細胞の他のサイトカイン刺激
ロット８Ｆ１５４８の細胞を用い、１と同様に培養した。ＩＬ－４やＩＬ－１３に代えて
、５０ｎｇ／ｍｌのＴＮＦα、ＩＬ－１β、ＩＬ－５、ＩＬ－６、およびＩＬ－９（すべ
てＰｅｐｒｏｔｅｃｈ社製）を加え、２４時間培養した。
３．ＧｅｎｅＣｈｉｐ用ＲＮＡの調製
上記のように処理した気道上皮細胞をＩｓｏｇｅｎ（日本ジーン；和光純薬）に溶解し、
この溶液から、Ｉｓｏｇｅｎに添付されているプロトコルに従ってＲＮＡを分離した。ク
ロロホルムを加え、攪拌遠心して水層を回収した。次にイソプロパノールを加え、攪拌遠
心して沈殿の全ＲＮＡを回収した。
４．ＧｅｎｅＣｈｉｐ用のｃＤＮＡ合成
ｌｏｔ　８Ｆ１７５６の細胞より調製した全ＲＮＡ　５μｇから、Ｔ７－（ｄＴ）２４（
Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａｃｉａ社）をプライマーとして、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
社のＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｍａｎｕａｌの方
法に従いＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　Ｒｅｖｅｒｓｅ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ
（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ社）を用いて逆転写し１本鎖ｃＤＮＡを作製した
。Ｔ７－（ｄＴ）２４プライマーは、以下のようにＴ７プロモーターの塩基配列にｄ（Ｔ
）２４を付加した塩基配列からなる。
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次に、Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ　Ｍａｎｕａｌに
従い、ＤＮＡ　Ｌｉｇａｓｅ，ＤＮＡ　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ　Ｉ及びＲＮａｓｅ　Ｈを
加え、２本鎖ｃＤＮＡを合成した。ｃＤＮＡをフェノール・クロロホルム抽出後、Ｐｈａ
ｓｅ　Ｌｏｃｋ　Ｇｅｌｓに通し、エタノール沈澱し精製した。
さらに、ＢｉｏＡｒｒａｙ　Ｈｉｇｈ　Ｙｉｅｌｄ　ＲＮＡ　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏ
ｎ　Ｌａｂｅｌｉｎｇ　Ｋｉｔを用い、ビオチンラベルしたｃＲＮＡを合成した。ＲＮｅ
ａｓｙ　Ｓｐｉｎ　ｃｏｌｕｍｎ（ＱＩＡＧＥＮ）を用いてｃＲＮＡを精製し、熱処理に
より断片化した。
そのうち１２．５μｇのｃＲＮＡをＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ　Ｔｅｃｈ
ｎｉｃａｌ　Ｍａｎｕａｌに従いＨｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ　Ｃｏｃｋｔａｉｌに加え
た。これをアレイに入れ、４５℃１６時間ハイブリダイゼーションした。
アレイを洗浄した後、Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎを加え染
色した。洗浄後、ｎｏｒｍａｌヤギＩｇＧとビオチン化ヤギＩｇＧの抗体混合液をアレイ
に加えた。さらに、蛍光強度を増強する目的で、再度Ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ　Ｐｈｙ
ｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎを加え染色した。洗浄後、スキャナーにセットし、ＧｅｎｅＣｈｉ
ｐ　Ｓｏｆｔｗａｒｅにて解析した。
５．ＧｅｎｅＣｈｉｐ解析
ＧｅｎｅＣｈｉｐ解析ソフトであるＳｕｉｔｅを用いてデータ解析を行った。Ａｂｓｏｌ
ｕｔｅ　ａｎａｌｙｓｉｓで、Ａｖｅｒａｇｅ　Ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（１）とＢａｃｋｇ
ｒｏｕｎｄ　Ａｖｅｒａｇｅ（２）を調べ、（１）から（２）を引いた、未刺激、ＩＬ－
４刺激、またはＩＬ－１３刺激の３つの平均を補正値（Ｓｃａｌｅ　Ｆａｃｔｏｒ）とし
てＣｏｍｐａｒｉｓｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓを行った。
まず、Ａｂｓｏｌｕｔｅ　Ａｎａｌｙｓｉｓを行い１個のチップデータの解析をした。プ
ローブセットのパーフェクトマッチとミスマッチの蛍光強度を比較して、ｐｏｓｉｔｉｖ
ｅとｎｅｇａｔｉｖｅを決定した。Ｐｏｓ　Ｆｒａｃｔｉｏｎ，Ｌｏｇ　Ａｖｇ，Ｐｏｓ
／Ｎｅｇの値から判定されるＡｂｓｏｌｕｔｅ　ＣａｌｌであるＰ（ｐｒｅｓｅｎｔ）、
Ａ（ａｂｓｅｎｔ）、およびＭ（ｍａｒｇｉｎａｌ）の３区分の判定をした。
Ｐｏｓ　Ｆｒａｃｔｉｏｎ；Ｐｏｓｉｔｉｖｅなペアの割合。
Ｌｏｇ　Ａｖｇ；パーフェクトマッチとミスマッチのプローブセルの蛍光強度比の対数の
平均
Ｐｏｓ／Ｎｅｇ；Ｐｏｓｉｔｉｖｅペア数とＮｅｇａｔｉｖｅペア数の比
また、それぞれの遺伝子において、パーフェクトマッチとミスマッチのプローブセルの蛍
光強度の差の平均値であるＡｖｅｒａｇｅ　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（Ａｖｇ　Ｄｉｆｆ）
も計算した。
次に２つのデータを比較解析（Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ　Ａｎａｌｙｓｉｓ）した。未刺激
とＩＬ－４刺激あるいは未刺激とＩＬ－１３刺激で比較し、発現レベルの差を以下のよう
にランキングした。Ｉｎｃ／Ｄｅｃ，Ｉｎｃ　Ｒａｔｉｏ，Ｄｐｏｓ－Ｄｎｅｇ　Ｒａｔ
ｉｏ，Ｌｏｇ　Ａｖｇ　Ｒａｔｉｏ　Ｃｈａｎｇｅの値から判定されるＤｉｆｆｅｒｅｎ
ｃｅ　ＣａｌｌであるＩ，Ｄ，ＭＩ，ＭＤ，ＮＣの５区分の判定をした。
Ｉｎｃ：ＩＬ－４刺激あるいはＩＬ－１３刺激と未刺激の対応するプローブペアについて
ＩＬ－４刺激あるいはＩＬ－１３刺激の方が増加していると判定されたペア数。
Ｄｅｃ：ＩＬ－４刺激あるいはＩＬ－１３刺激の方が減少していると判定されたペア数。
Ｉｎｃ／Ｄｅｃ：Ｉｎｃと判定されたペア数とＤｅｃと判定されたペア数の比。
Ｉｎｃ　Ｒａｔｉｏ：Ｉｎｃと判定されたペア数／実際に使用されたペア数。
Ｄｐｏｓ／Ｄｎｅｇ　Ｒａｔｉｏ：Ｐｏｓ　ＣｈａｎｇｅからＮｅｇ　Ｃｈａｎｇｅを引
いた数と実際に使用されたペア数の比
Ｐｏｓ　Ｃｈａｎｇｅ：ＩＬ－４刺激あるいはＩＬ－１３刺激のＡｂｓｏｌｕｔｅ　Ａｎ
ａｌｙｓｉｓでＰｏｓｉｔｉｖｅなペア数と未刺激のＡｂｓｏｌｕｔｅ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓでＰｏｓｉｔｉｖｅなペア数の差。
Ｎｅｇ　Ｃｈａｎｇｅ：ＩＬ－４刺激あるいはＩＬ－１３刺激のＡｂｓｏｌｕｔｅ　Ａｎ
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ａｌｙｓｉｓでＮｅｇａｔｉｖｅなペア数と未刺激のＡｂｓｏｌｕｔｅ　Ａｎａｌｙｓｉ
ｓでＮｅｇａｔｉｖｅなペア数の差
Ｌｏｇ　Ａｖｇ　Ｒａｔｉｏ　Ｃｈａｎｇｅ：ＩＬ－４刺激あるいはＩＬ－１３刺激と未
刺激のＡｂｓｏｌｕｔｅ　ＡｎａｌｙｓｉｓでのＬｏｇ　Ａｖｇの差。
増加：Ｉ（Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ）、
減少：Ｄ（Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ）、
わずかに増加：ＭＩ（Ｍａｒｇｉｎａｌｌｙ　Ｉｎｃｒｅａｓｅｄ）、
わずかに減少：ＭＤ（Ｍａｒｇｉｎａｌｌｙ　Ｄｅｃｒｅａｓｅｄ）、および
変化無し：ＮＣ（ｎｏ　ｃｈａｎｇｅ）
また、未刺激とＩＬ－４刺激あるいは未刺激とＩＬ－１３刺激のＡｂｓｏｌｕｔｅ　Ａｎ
ａｌｙｓｉｓでのＡｖｇ　Ｄｉｆｆの比であるＦｏｌｄ　Ｃｈａｎｇｅの値でＩＬ－４刺
激、またはＩＬ－１３刺激によって発現が増強する遺伝子としてＳ６６８９６とＵ１９５
５７（いずれもＧｅｎＢａｎｋのＡｃｃ．Ｎｏ．）を選抜した。プローブＳ６６８９６は
遺伝子ＳＣＣＡ１に、Ｕ１９５５７はＳＣＣＡ２に対応する。Ｓ６６８９６とＵ１９５５
７の、気道上皮細胞における、Ｌｏｔ別のＦｏｌｄ　Ｃｈａｎｇｅの値を表１に示した。

表１からわかるように、ＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２は、アレルギー関連サイトカインで
ある、ＩＬ－４およびＩＬ－１３のいずれの刺激によっても、発現レベルが１０倍～２０
倍以上に増大する、アレルギーに密接に関連した遺伝子である。しかも、これらの遺伝子
の発現レベルの変化は、異なるロットに共通して見られた。
［実施例２］候補遺伝子の発現レベルの確認
実施例１で選択されたＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２の遺伝子の発現量を定量的に確認する
ために、培養気道上皮細胞（Ｃｌｏｎｅｔｉｃｓ社）を用いて更にＡＢＩ　７７００によ
る定量的ＰＣＲを行った。培養細胞としては、８Ｆ１７５６、８Ｆ１５４８、および８Ｆ
１８０５の３つのロットを用いた。ＡＢＩ　７７００による測定に用いたプライマーおよ
びＴａｑＭａｎプローブは、各遺伝子の配列情報に基づいてＰｒｉｍｅｒ　Ｅｘｐｒｅｓ
ｓ（ＰＥバイオシステムズ）により設計した。ＴａｑＭａｎプローブの５’末端はＦＡＭ
（６－ｃａｒｂｏｘｙ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ）で、また３’末端はＴＡＭＲＡ（６－
ｃａｒｂｏｘｙ－Ｎ，Ｎ，Ｎ’，Ｎ’－ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｒｈｏｄａｍｉｎｅ）で
標識されている。各遺伝子のフォワードプライマー（Ｆ）、リバースプライマー（Ｒ）、
およびＴａｑＭａｎプローブ（ＴＰ）に用いたオリゴヌクレオチドの塩基配列は、以下に
示すとおりである。各指標遺伝子の塩基配列に対応するＧｅｎｂａｎｋのアクセッション
番号を、名称に続けて（）内に示した。
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前述の方法で抽出した全ＲＮＡをＤＮａｓｅ（ニッポンジーン）処理した。その後、ｒａ
ｎｄａｍ　ｈｅｘａｍｅｒ（ＧＩＢＣＯ　ＢＲＬ）をプライマーとして逆転写したｃＤＮ
Ａを鋳型とした。コピー数を算出する標準曲線のために両プライマーで増幅される塩基配
列領域を含むプラスミドクローンを各々の遺伝子について準備し、その段階希釈を鋳型と
して反応を行った。ＰＣＲ増幅のモニタリングのための反応液の組成は表２に示した。

また、試料中のｃＤＮＡ濃度の差を補正するため、補正用内部標準としてβ－アクチン（
β－ａｃｔｉｎ）遺伝子、およびグリセルアルデヒド３リン酸脱水素酵素（ＧＡＰＤＨ）
遺伝子について同様の定量解析を行い、それら遺伝子のコピー数を基に補正して、目的遺
伝子のコピー数を算出した。
βアクチン、あるいはＧＡＰＤＨ測定用のプライマーとプローブは、ＴａｑＭａｎ　β－
ａｃｔｉｎ　Ｃｏｎｔｒｏｌ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ（ＰＥバイオシステムズ）に添付のもの
を用いて行った。塩基配列は以下の通りである。βアクチンにより補正した各遺伝子の発
現量（ｃｏｐｙ／５ｎｇ　ＲＮＡ）を図１、図２に示す。
またβ－アクチン補正して、未刺激群を１としたときのｆｏｌｄ　ｃｈａｎｇｅの値を３
つのロットで平均した結果を表３に示す。
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定量的ＰＣＲの結果、実施例１で選択したＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２の遺伝子の気道上
皮細胞における発現レベルは、いずれもＩＬ－４あるいはＩＬ－１３刺激によって、３つ
の異なる気道上皮細胞において数十倍以上に上昇した。これらの結果に基づいて、気道上
皮細胞では、ＩＬ－４やＩＬ－１３に応答して、これらの指標遺伝子の発現レベルが上昇
することが予測された。
アレルギー反応との密接な関連が知られているＩＬ－４やＩＬ－１３の刺激によって、本
発明の指標遺伝子は、異なるロットの気管支上皮細胞で共通の挙動を示す。したがって、
本発明の指標遺伝子は、アレルギー反応の進行を制御する重要な遺伝子であると考えられ
る。
［実施例３］血中ＳＣＣＡ解析
実施例１、および実施例２において、アレルギー反応との関連が見出された遺伝子ＳＣＣ
Ａ１およびＳＣＣＡ２について、更に気管支喘息の発作との関連性を確認するために、種
々の状態にある生体における、これらの遺伝子によってコードされる蛋白質の血中濃度を
測定した。
気管支喘息患者及び非喘息患者または、非発作時と発作時の同一気管支喘息患者の血液か
ら、血清を分離した。ＳＣＣＡ測定キット（ＩＭｘ，Ｄａｉｎａｂｏｔ）を用いて、ＳＣ
ＣＡ１とＳＣＣＡ２の両方を含むＳＣＣＡ蛋白質の血中濃度を測定した。ＳＣＣＡ測定キ
ットは、ＳＣＣＡ１とＳＣＣＡ２のいずれに対しても反応する抗体を利用しているので、
これらの指標蛋白質の合計を測定することができる。
その結果、ＳＣＣＡの血中濃度は、気管支喘息患者及び非喘息患者との比較において、気
管支喘息患者に有意に上昇していた（図３）。同一喘息患者の発作時、非発作時でのＳＣ
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これらの結果により、ＳＣＣＡ１とＳＣＣＡ２は、アレルギーに関連する遺伝子であると
同時に、健常者や気管支喘息患者の非発作時に比較して、気管支喘息の発作時に、血中濃
度が有意に上昇する遺伝子であることが明らかとなった。
産業上の利用の可能性
本発明により、気管支喘息の発作時において発現が増加する遺伝子が見出された。しかも
本発明において気管支喘息との関連性が見出された遺伝子ＳＣＣＡ１およびＳＣＣＡ２は
、アレルギー関連サイトカインである、ＩＬ－４およびＩＬ－１３のいずれの刺激によっ
ても、複数の細胞ロットにおいて、発現レベルが１０倍～２０倍以上に増大する、アレル
ギーに密接に関連した遺伝子である。このような特徴を有する遺伝子は、気管支喘息発作
におけるアレルギー症状の本質的な原因となっている可能性が高い。したがって本発明に
よって提供された指標遺伝子は、気管支喘息の発作がアレルギー症状によってもたらされ
たものかどうかを確実に知ることができる有用な指標となる。アレルギーによってもたら
された気管支喘息の発作を確実に診断できることにより、的確な治療方法を早期に選択す
ることができる。
ＩＬ－４あるいはＩＬ－１３は、アレルギー反応を増強する重要な因子である。したがっ
て、これらの因子の刺激に伴って発現が増加する遺伝子は、アレルギー症状の病態形成に
おいて重要な役割を果たしていると考えられる。しかも本発明によって提供された指標蛋
白質は、いずれも気管支喘息の発作を起こした患者の血中で、明確な測定値の上昇が見ら
れた。ＩＬ－４あるいはＩＬ－１３の刺激に伴う遺伝子の発現レベルの変動に着目した研
究は初めてではない。しかし、本発明によって提供される遺伝子は、いずれも、気管支喘
息の発作を起こした患者の血中において、濃度の上昇が観察された遺伝子である。したが
って、本発明の指標遺伝子は、類似のアプローチによって得られた公知のアレルギー関連
遺伝子と異なり、気管支喘息の発作における重要な役割を果たしている遺伝子であると考
えられる。本発明者らか明らかにしたこれらの知見は、本発明の指標遺伝子が、気管支喘
息の発作に欠かせない存在であることを裏付けている。
本発明によって提供された指標遺伝子は、アレルゲンの種類に関わらず、簡便にその発現
レベルを知ることができる。したがって、アレルギー反応の病態を総合的に把握すること
ができる。
また本発明によるアレルギーの検査方法は、生体試料を試料としてその発現レベルを解析
することができるので、患者に対する侵襲性が低い。しかも遺伝子発現解析に関しては、
微量サンプルによる高感度な測定が可能である。遺伝子解析技術は、年々ハイスループッ
ト化、低価格化が進行している。したがって本発明によるアレルギーの検査方法は、近い
将来、ベッドサイドにおける重要な診断方法となることが期待される。この意味でこれら
の病態関連遺伝子の診断的価値は高い。
【配列表】
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【図面の簡単な説明】
図１は、ＩＬ－４およびＩＬ－１３、あるいはその他のサイトカインで刺激した培養気管
支上皮細胞におけるＳＣＣＡ１遺伝子の発現レベル（ｃｏｐｙ／５ｎｇ　ＲＮＡ）を測定
した結果を示すグラフである。左上は処理後から０、６、１２、２４、および４８時間後
の発現レベルの経時的な変化を示したグラフである。横軸の数字が培養時間を示す。右上
は、その他のサイトカインで処理した場合の、２４時間後の発現レベルの動きを示したグ
ラフである。左下はＩＬ－４およびＩＬ－１３で刺激した場合の、２４時間後の発現レベ
ルをロット別に示したグラフである。右下は、ＢＥＡＳ－２Ｂ細胞をＩＬ－４およびＩＬ
－１３で刺激した場合の、処理後から０、２４、４８、７２、および９６時間後の発現レ
ベルの変化を示したグラフである。各カラムは、左から実測値（ｒａｗ　ｄａｔａ）、β
アクチン補正値（βａｃｔｉｎ）、ＧＡＰＤＨ補正値（ＧＡＰＤＨ）を示す。
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図２は、ＩＬ－４およびＩＬ－１３、あるいはその他のサイトカインで刺激した培養気管
支上皮細胞におけるＳＣＣＡ２遺伝子の発現レベルを測定した結果を示すグラフである。
各グラフは、いずれも図１と同様の内容を示す。
図３は、気管支喘息患者及び非喘息患者における血清ＳＣＣＡの測定値を示すグラフであ
る。
図４は、同一喘息患者の発作時および非発作時における血清ＳＣＣＡの測定値を示すグラ
フである。

【図１】 【図２】
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