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(57)【要約】
本発明は、個体のアレルゲン感受性、および／または、
アレルゲン免疫療法の臨床上の有効性を評価するための
方法であって、少なくとも一つの純粋なアレルゲンまた
はその誘導体を用いた免疫治療を受ける、または、受け
ることが意図される個体から、血液またはその分画、結
合組織、鼻、気管支、皮膚又は腸の生検材料からなる群
より選ばれるすくなくとも二つの、該アレルゲンに反応
してメディエーターを放出し得る細胞を含んでいるサン
プルを供給する工程；該サンプルと、該アレルゲンまた
はその誘導体とを接触させる工程；ならびに該サンプル
から放出されたメディエーターの量を測定して、該量を
比較することにより、治療に先立った該個人のアレルゲ
ン感受性、および／または、免疫治療の臨床上の有効性
を評価する工程を包含する方法を開示する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　個体のアレルゲン感受性、および／または、アレルゲン免疫療法の臨床上の有効性を評
価するための方法であって、
　少なくとも一つの純粋なアレルゲンまたはその誘導体を用いた免疫治療を受ける、また
は、受けることが意図される個体からの、血液またはその分画、結合組織、鼻、気管支、
皮膚または腸の生検材料からなる群より選ばれるすくなくとも二つの、該アレルゲンに反
応してメディエーターを放出し得る細胞を含んでいるサンプルを供給する工程；
　該サンプルと、該アレルゲンまたはその誘導体とを接触させる工程；ならびに
　該サンプルから放出されたメディエーターの量を測定して、該量を比較することにより
、治療に先立った該個人のアレルゲン感受性、および／または、免疫治療の臨床上の有効
性を評価する工程
を包含することを特徴とする方法。
【請求項２】
　個体のアレルゲン感受性、および／または、アレルゲン免疫療法の臨床上の有効性を評
価するための方法であって、
　ＩｇＥ－アレルゲン複合体に反応してメディエーターを放出し得る細胞を供給する工程
；
　該細胞と、すくなくとも一つの純粋なアレルゲンまたはその誘導体が接種された該個体
の血清および／または血漿とを接触させる工程；ならびに
　該サンプルから放出されたメディエーターの量を測定して、該量を比較することにより
、治療に先立った該個人のアレルゲン感受性、および／または、免疫治療の臨床上の有効
性を評価する工程
を包含することを特徴とする方法。
【請求項３】
　上記メディエーターが、ヒスタミン、トリプターゼ、プロスタグランジン、ロイコトリ
エン、特にシステイニルロイコトリエン、好酸球陽イオンタンパク質、インターロイキン
（ＩＬ）のようなサイトカイン、特にＩＬ－２Ｒ、ＣＤ６３、ＣＤ２０３ｃ、及び、それ
らの組合せからなる群より選ばれることを特徴とする請求項１または２に記載の方法。
【請求項４】
　上記細胞がマストおよび／または好塩基球細胞および／または好酸球細胞であることを
特徴とする請求項１～３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項５】
　上記サンプルが免疫グロブリン（Ｉｇ）、特に免疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）をさらに含
んでいることを特徴とする請求項１～４のいずれか一項に記載の方法。
【請求項６】
　上記個体を免疫療法に供する前および後に、上記サンプルが供給されることを特徴とす
る請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項７】
　上記個体を免疫療法に供した後に、上記サンプルが供給されることを特徴とする請求項
１～６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項８】
　上記個体を免疫療法に供してから、最大、１時間、１２時間、２４時間、１０日間、４
週間、６月間および３６月間後にすくなくとも一つのサンプルが供給されることを特徴と
する請求項１～５のいずれか一項に記載の方法。
【請求項９】
　上記アレルゲンが組換え技術を用いて生産されていることを特徴とする請求項１～８の
いずれか一項に記載の方法。
【請求項１０】
　上記アレルゲンが、すくなくとも一つの欠損、すくなくとも一つの置換、またはすくな
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くとも一つの挿入を含んでいることを特徴とする請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　上記アレルゲンが、遺伝子組み換え技術を用いて、該アレルゲンの断片が並び換えられ
て改変されていることを特徴とする請求項９に記載の方法。
【請求項１２】
　上記サンプルが、様々な濃度の上記アレルゲンと接触されることを特徴とする請求項１
～１１のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１３】
　上記アレルゲンの濃度が１ｎｇ／ｍｌ～１００μｇ／ｍｌの範囲、好ましくは１ｐｇか
ら１０μｇ／ｍｌの範囲から選択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】
　さらに、上記細胞のメディエーターの総量が測定されていることを特徴とする請求項１
～１３のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１５】
　細胞の感作の度合いが、上記細胞のメディエーターの総量の１０％、好ましくは３０％
の放出を誘導する上記アレルゲンの濃度を測定することにより規定されることを特徴とす
る請求項１４に記載の方法。
【請求項１６】
　個体のアレルゲン感受性および／またはアレルゲン免疫療法の臨床上の有効性が、上記
免疫療法の過程における上記細胞の感作の度合いを観察することによって、評価されるこ
とを特徴とする請求項１５に記載の方法。
【請求項１７】
　上記サンプルにおける上記メディエーターが、免疫学的なまたは組織学的な方法によっ
て測定されることを特徴とする請求項１～１６のいずれか一項に記載の方法。
【請求項１８】
　上記免疫学的なまたは組織学的な方法が、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵素結合
イムノソルベント検定法（ＥＬＩＺＡ）、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）、逆
転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応、免疫蛍光フローサイトメトリー、およびそれらの組合せ
からなる群より選ばれることを特徴とする請求項１７に記載の方法。
【請求項１９】
　上記アレルゲンが、主要なカバノキ花粉アレルゲン、特に、Ｂｅｔ　ｖ　１およびＢｅ
ｔ　ｖ　４、主要なオオアワガエリ花粉アレルゲン、特にＰｈｌ　ｐ　１、Ｐｈｌ　ｐ　
２、Ｐｈｌ　ｐ　５、Ｐｈｌ　ｐ　６およびＰｈｌ　ｐ　７、主要なイエネズミアレルゲ
ン、特にＤｅｒ　ｐ　１およびＤｅｒ　ｐ　２、主要なネコアレルゲンＦｅｌ　ｄ　１、
主要なミツバチアレルゲン、主要なスズメバチアレルゲン、プロフィリン、特にＰｈｌ　
ｐ　１２、および倉庫ダニアレルゲン、特にＬｅｐ　ｄ　２からなる群より選ばれること
を特徴とする請求項１～１８のいずれか一項に記載の方法。
【請求項２０】
　個体のアレルゲン感受性、または、すくなくとも一つのアレルギーのためのアレルゲン
免疫療法の臨床上の有効性を評価するためのキットであって、
　アレルゲンに反応してメディエーターを放出し得る細胞のメディエーターの放出を誘導
するための少なくとも一つのアレルゲン、
　上記メディエーターを検出する手段、および
　任意の要素として、すくなくとも一つのメディエーターの標品
を備えたことを特徴とするキット。
【請求項２１】
　個体のアレルゲン感受性、または、すくなくとも一つのアレルギーのためのアレルゲン
免疫療法の臨床的効果を評価するためのキットであって、すくなくとも、以下の部材：
　アレルゲンに反応してメディエーターを放出し得る細胞のメディエーターの放出を誘導
するための少なくとも一つのアレルゲン、
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　メディエーターを検出するための手段、
　すくなくとも一つのメディエーターの標品、および
　ＩｇＥ－アレルゲン複合体に反応してメディエーターを放出し得る細胞
のうちの二つ以上を備えていることを特徴とするキット。
【請求項２２】
　上記細胞がマストおよび／または好塩基球および／または好酸球細胞であることを特徴
とする請求項２１に記載のキット。
【請求項２３】
　上記アレルゲンが、主要なカバノキ花粉アレルゲン、特に、Ｂｅｔ　ｖ　１およびＢｅ
ｔ　ｖ　４、主要なオオアワガエリ花粉アレルゲン、特にＰｈｌ　ｐ　１、Ｐｈｌ　ｐ　
２、Ｐｈｌ　ｐ　５、Ｐｈｌ　ｐ　６およびＰｈｌ　ｐ　７、主要なイエネズミアレルゲ
ン、特にＤｅｒ　ｐ　１およびＤｅｒ　ｐ　２、主要なネコアレルゲンＦｅｌ　ｄ　１、
主要なミツバチアレルゲン、主要なスズメバチアレルゲン、プロフィリン、特にＰｈｌ　
ｐ　１２、および倉庫ダニアレルゲン、特にＬｅｐ　ｄ　２からなる群より選ばれること
を特徴とする請求項２０～２２のいずれか一項に記載のキット。
【請求項２４】
　上記メディエーターを検出する手段が、抗体からなる群より選ばれることを特徴とする
請求項２０～２３のいずれか一項に記載のキット。
【発明の詳細な説明】
【発明の詳細な説明】
【０００１】
　本発明は、アレルゲン免疫療法の有効性をモニターする方法に関する。
【０００２】
　アレルギーは、免疫の機能不全であり、一般的には、アレルゲンと呼ばれる本来は無害
な物質に対して、個体の免疫学的な反応が過感作状態になるものである。アレルギー反応
に関わる主要な抗体は、ＩｇＥである。全ての個体は、異なるＩｇＥをもっており、それ
ぞれのアレルギー物質は、その物質に対して特異的なＩｇＥの産生を活性化させる。した
がって、ある決められたアレルゲンと結合するＩｇＥ抗体は、そのアレルゲンに対しての
み反応する。ＩｇＥの定常領域（Ｆｃ領域）は、細胞の特異的レセプターと結合すること
ができ、それらの細胞は、ヒスタミンまたはほかの炎症性メディエーター、サイトカイン
および／またはプロテアーゼを周辺組織に放出することができる。ヒスタミンを放出して
いる細胞は、主にマスト細胞および好塩基球細胞である。ヒスタミンの放出は、細胞に結
合したＩｇＥが、アレルゲンと接触しクロスリンクすることによって開始される。
【０００３】
　とりわけ、ヒスタミンは主要なアレルギー反応の原因となる。たとえば、鼻、目、およ
び副鼻腔に放出されたヒスタミンは、くしゃみ、鼻水、および目のかゆみを引き起こし、
肺に放出されたヒスタミンは、気道の内層が狭まったり、膨れたりする原因、および粘度
が高い粘液の分泌の原因となり、皮膚に放出されたヒスタミンは、発疹およびじんましん
の原因となり、消化器系に放出されたヒスタミンは、胃痙攣および下痢の原因となる。
【０００４】
　主要なアレルゲンとしては、ホソムギ、ブタクサ、オオアワガエリ、およびカバノキと
いった植物の花粉、菌の胞子、ペニシリン、サルファノミド（ｓｕｌｆａｎｏｍｉｄｅｓ
）、サリチル酸塩、および局部麻酔薬といった薬剤、木の実、魚介類、卵、えんどう豆、
いんげん豆、落花生、その他の豆、および牛乳といった食物、ハナバチの針の毒、カリバ
チの針の毒、ゴキブリのがく（ｃａｌｙｘ）、およびチリダニといった昆虫に起因するも
の、ならびに、動物の毛および鱗屑などに由来するものがある。
【０００５】
　アレルギーに対する医学上の治療にはいくつかあり、医療行為としては、一般的には、
以下の３つの方法が用いられている。すなわち、化学療法、免疫療法、および他の医学的
方法である。
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【０００６】
　化学療法においては、アレルギー仲介物の働きを抑えるために拮抗薬がもちいられてお
り、それにより細胞の活性化および脱顆粒プロセスの活性化を阻害している。拮抗薬とし
ては、抗ヒスタミン剤、コルチゾン、アドレナリン（エピネフリン）、テオフィリン、お
よびクロモリンナトリウムがある。これらの薬剤は、アレルギー症状の緩和の助けとなる
が、疾患の慢性的な症状については、ほとんど役に立たない。過敏症を引き起こしている
人を緊急に回復させるといった急を要する場合に、これらの拮抗薬は役に立つ。
【０００７】
　ほかの医学において、いくつかの治療方法については、アレルギーの治療に効果がある
と、医療行為実践者に考えられており、とりわけ伝統的な漢方医学は効果があるとされて
いる。しかし、そのどれもが、良質な証拠によってはこれまで裏づけがなされていない。
【０００８】
　最も見込みのある療法の形態はおそらく免疫療法である。免疫療法は、疑わしいアレル
ゲンの投与量を次第に増やして、時間をかけて１個体に予防接種をおこなうものである。
この手法は、重症度を減少させるか、または過敏性を完全に取り除くことができる。ある
いは、モノクローナル抗ＩｇＥ抗体を投与することも可能である。これらの抗体は、フリ
ーの状態にあるＩｇＥと結合し、原因の破棄を引き起こす。モノクローナル抗ＩｇＥ抗体
は、好塩基球細胞およびマスト細胞上にあるＦｃ受容体とすでに結合しているＩｇＥとは
結合せず、したがって、Ｆｃ受容体とすでに結合しているＩｇＥは、アレルギー炎症反応
を引き起こす。
【０００９】
　アレルゲン免疫療法に用いられているタンパク質および糖タンパク質は、通常、花粉、
菌、皮膚、および昆虫の毒などの物質から抽出されている。臨床評価に基づき、疾患を引
き起こす原因となるアレルゲンまたはその誘導体を含む溶液の皮下注射を、維持量に到達
するまで徐々に投与量を増やしながら、１週間に一度または二度の頻度で繰返しおこなう
。その後は、２週間から４週間に一度の間隔で、維持量のアレルゲンまたは誘導体を注射
によって投与する。
【００１０】
　その効果を奏するように免疫療法を遂行するためには、上記療法の進捗状況をモニター
する必要がある。
【００１１】
　たとえば、Wantke et al. (Clin Exp Allergy 23 (1993) 992-995)において、アレルギ
ー性鼻結膜炎に対する免疫療法をモニターする方法が開示されている。著者らは、この中
で、免疫療法を施す前および施した後の患者の、自発的なヒスタミンの放出、すなわち、
アレルゲンを与えないときのヒスタミンの放出を解析している。そして、アレルゲンに曝
した後の血中へのヒスタミンの放出が、免疫療法を４ヶ月施した後では、著しく減少した
ことを示している。しかし、この方法は、特定のアレルゲンに対する感受性の変化につい
ての評価、および治療の有効性の評価に用いることはできない。
【００１２】
　また、Stephan et al. (Allergy 44 (1989) 453-459)において、アレルゲンによって誘
導される全血へのヒスタミン放出を解析した、５年以上の期間にわたるハナバチ毒に対す
る免疫療法の効果についての研究が報告されている。しかし、この報告の著者らは、ヒス
タミン放出の結果と、たとえば皮膚の感受性といった臨床上のパラメータとを関連付けて
いなかった。それゆえ、あるアレルゲンに対する臨床上の感受性を測定し、反映するため
にその検査方法を用いることを正当だとするデータは一切示されていない。さらには、治
療前および治療後に採取したサンプルを互いに比較することもおこなっていない。
【００１３】
　また、Yuta et al. (Arerugi 51 (2002) 634-648)において、アレルギー性鼻炎に対す
る免疫療法を評価するために、好塩基球細胞からのヒスタミン放出の研究の報告がなされ
ている。著者らは、治療を開始したときのサンプルおよび治療を開始してから６ヶ月後の
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サンプルを解析し、免疫療法の明白な効果を示すことができている。この論文において、
治療を開始する前および開始した後に採取したサンプルが解析され、著者らは、急激な（
ｒｕｓｈ）治療を施すプロトコルでは、細胞の消耗にいたるということを示すことだけで
きており、ヒスタミン放出の減少は示していない。これに関連して、免疫療法によって“
阻害抗体”が誘導されるよりも前に、すなわち、治療を開始してから数時間から数日後に
、急激な（ｒｕｓｈ）免疫療法が働くことは、留意しておくべきである。これは、細胞の
消耗と解釈することができる。しかしながら、治療を施してから数週間後に現れる阻害抗
体の効果についての評価は重要である。したがって、ＩｇＧ抗体が依然として存在する、
たとえば全血における検査方法を用いる必要がある。それとは異なり、Yuta et al.の報
告においては、細胞は洗浄されており、それゆえ、ＩｇＧによる干渉は測定できていない
。
【００１４】
　ヒスタミン放出に加え、好塩基球細胞およびマスト細胞の活性化を評価するほかの方法
も知られており、ロイトリエン（ｌｅｕｔｒｉｅｎｅｓ）放出の測定（Van Rooyen & And
erson, R. J. Immunol. Methods 2004, 288, 1-7）、トリプターゼ（ｔｒｙｐｔａｓｅ）
放出の測定（Taira M et al., J. Asthma 2002, 39, 315-322）、ならびに、マスト細胞
および好塩基球細胞をアレルゲン特異的に活性化したときに放出されるマスト細胞または
好塩基球細胞の産出物の測定などがある。さらには、個体をアレルゲンに曝したときに引
き起こる、ＣＤ６３およびＣＤ２０３ｃといった活性化マーカーのアップレギュレーショ
ンをフローサイトメトリーを用いて測定することができる（Hauswirth A. W., et al. J.
 Allergy Clin. Immunol. 2002, 110, 102-109）。
【００１５】
　したがって、本発明の目的は、アレルゲン免疫療法の臨床上の有効性および進捗状況、
ならびに個体のアレルゲン感受性をできるだけ精密にモニターする、ｉｎ　ｖｉｔｒｏに
おける手段および方法を提供することである。
【００１６】
　したがって、本発明は、個体のアレルゲン感受性、および／または、アレルゲン免疫療
法の臨床上の有効性を評価するための方法であって、少なくとも一つの純粋なアレルゲン
またはその誘導体を用いた免疫治療を受ける、または、受けることが意図される個体から
、血液またはその分画、結合組織、鼻、気管支、皮膚又は腸の生検材料からなる群より選
ばれるすくなくとも二つの、該アレルゲンに反応してメディエーターを放出し得る細胞を
含んでいるサンプルを供給する工程；該サンプルと、該アレルゲンまたはその誘導体とを
接触させる工程；ならびに該サンプルから放出されたメディエーターの量を測定して、該
量を比較することにより、治療に先立った該個人のアレルゲン感受性、および／または、
免疫治療の臨床上の有効性を評価する工程を包含する方法を提供する。
【００１７】
　個体のアレルゲン感受性、ならびに／または、アレルゲン免疫療法の臨床上の有効性お
よび進捗状況を評価することは、例えば、適用されるアレルゲンの投与量および／または
時間間隔を調整することによる、効果的な治療を確実に行うため重要である。したがって
、上記免疫療法をモニターするための信頼性できる方法であって、免疫療法の最中に、特
定のタイプのアレルゲンプリオンに対する個体の感受性を直接反映する方法が求められて
いる。アレルゲンに特異的に結合しているＩｇＥの量を測定することは、特定のタイプの
アレルゲンに対する個体の感作の度合いの測定にはそぐわないことが判明した。なぜなら
ば、個体におけるＩｇＥの存在量と、マスト細胞および好塩基球細胞から放出されるメデ
ィエーターとの間には直接の相関がないからである。したがって、メディエーター放出細
胞を備えた個体のサンプルのメディエーターの放出が望ましい。驚くべきことに、本発明
に係る方法は、伝統的に用いられている皮膚感作性試験と、全く同じではないにせよ、匹
敵し得る結果を与えることが見出された。
【００１８】
　個体から供与されたサンプルは、好ましくは、免疫療法に用いられるものと同じアレル
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ゲンに接触される。しかし、免疫療法をアレルゲン抽出物を用いて実施し、該治療を実質
的に純化された（「純粋な」）アレルゲンを用いてモニターすることも可能である。
【００１９】
　もちろん、本発明に係る方法は、治療の最中に、個体のアレルゲン感受性を測定するこ
とにより、アレルゲン免疫治療の進捗をモニターするためにもまた用いることができる。
【００２０】
　本発明に係る「アレルゲン」は、メディエーター放出細胞のメディエーターの放出の誘
発、および個体における結果的なアレルギー性の影響の発生の原因である、特定の抗体（
ＩｇＥ）の産生を誘導することができる分子または分子の混合物である。もちろん、「ア
レルゲン」は、ＩｇＥ以外の抗体（例えば、ＩｇＧ）の産生を誘導することもできる。し
かしながら、本発明に係る方法において用いられるアレルゲンは、好ましくは純化されて
いる。すなわち、上記アレルゲンは、実質的には単一のアレルゲン分子から構成されてお
り、純度は９０％（ｗ／ｗ）を超え、好ましくは９５％（ｗ／ｗ）であり、最も好ましく
は９９％（ｗ／ｗ）である。実質的に純化された、または単離されたアレルゲンを用いる
ことにより、再現性のある様式で、免疫療法、および本発明に係る方法において用いられ
るアレルゲンの量を決定し、投与することができる。対照的に、アレルゲン抽出物は、具
体的な精製条件に応じて、特定のアレルゲンを様々な濃度で含む。さらに、アレルゲン抽
出物はまた、一以上のアレルゲンを含み得る。これらは、上記抽出物中において、様々な
濃度で存在し得（目的のアレルゲンの量を厳密な様式で規定できない）、相互反応を引き
起こし得る（例えば、Marth K et al., (2004) J. Allergy Clin. Immunol. 113:470-474
; Marth K et al., (2004) XXIII EAACI congress abstract book 597:181; Akkerdaas H
J et al., (2003) Arb. Paul Ehrlich Inst. Bundesamt Sera Impfstoffe Frankf. a. M.
 94:87-95を参照）。その上、アレルゲン抽出物は、汚染物質、または該抽出物の安定性
に影響を与え得る物質を含み得る。この問題もまた、実質的に純化された、または「純粋
な」アレルゲンを用いることによって避けることができる。
【００２１】
　本明細書で用いられる場合、用語アレルゲン「誘導体」とは、改変（欠損、点変異、切
断等）されたアレルゲンであって、該アレルゲン誘導体の誘導元の、天然のアレルゲンと
同じ抗原性およびＩｇＥ結合特性を依然示しているものを指す。
【００２２】
　本発明の好ましい実施形態によれば、上記メディエーターは、ヒスタミン、トリプター
ゼ、プロスタグランジン、ロイコトリエン、特にシステイニルロイコトリエン、好酸球陽
イオンタンパク質、インターロイキン（ＩＬ）のようなサイトカイン、特にＩＬ－２Ｒ、
ＣＤ６３、ＣＤ２０３ｃ、およびそれらの組合せからなる群より選ばれる。
【００２３】
　個体をアレルゲンに曝露した後の該個体のアレルギー性反応は、主に、マスト細胞によ
るメディエーターの放出によって引き起こされる。これらのメディエーターは、アレルギ
ー性反応の初期症状（例えば、くしゃみ、かゆみ）を引き起こし、循環白血球（例えば、
好酸球）の産生および局部組織への浸潤を促す。上記メディエーターは、脱顆粒により（
ヒスタミンおよびプロテアーゼ）、または、該メディエーターの新規合成後に（Quraishi
 S. A. et al., JAOA Supplement 5, 104-. S7-S15）上記細胞から放出される。また、本
発明によれば、メディエーターに加えて、活性化マーカーを測定することができる（例え
ば、Yoshimura C, et al., (2002) J Allergy Clin Immunol. 109:817-23）。
【００２４】
　上記サンプルは、血液またはその分画（例えば、血漿、血清）、結合組織、鼻、気管支
、皮膚または腸の生検材料である。
【００２５】
　メディエーター放出細胞は、血液およびその分画において、結合組織およびその他のい
くつかの組織において、見出され得る。驚くべきことに、本発明に係る方法は、純粋なア
レルゲンを用いた場合、特に全血を用いた場合において、皮膚の感受性を厳密に反映する
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ことが見出された。対照的に、特異的なＩｇＥの測定結果は、皮膚の感受性と相関しない
。したがって、本発明に係る方法において用いられるサンプルは、血液サンプル（好まし
くはヘパリン処置された血液）、または結合組織であり得る。
【００２６】
　本発明に係る方法において用いられるメディエーター放出細胞は、上記サンプルから単
離されたものであり得る。上記単離により、該サンプルに含まれる撹乱要因となり得る他
の物質を除去し得る。例えば、血液は、アレルゲンと接触することで上記サンプル中に放
出されるメディエーターの量を決定する際に、高いバックグラウンドをもたらす放出され
たメディエーターを含み得ることを、特に考慮する。この問題は、上記サンプルを上記ア
レルゲンに曝露する前に該サンプルに含まれるメディエーターの量を測定することによっ
て避けることができる。他方では、ヒスタミンの放出と、例えば、皮膚の感受性との間に
は実質的に何の相関も存在しないことが実験データにより明らかになった。したがって、
本発明に係る方法において用いられるべきサンプルは、該サンプルを上記アレルゲンまた
はその誘導体と接触させる前に単離または洗浄されたものではない。このことは、メディ
エーター放出細胞が洗浄された場合、アレルゲン免疫療法の最中に導入され、ＩｇＥ－ア
レルゲン複合体の量を低減させる（ＩｇＥ分子との拮抗作用による）遮断抗体として働く
ＩｇＧ抗体を含む、すべての抗体が除去される（例えば、Stahl-Skov et al. (1977) Cli
n. Exp. Immunol. 27:432-439を参照）という事実により理由付けされ得る。
【００２７】
　上記細胞は、好ましくは、マスト細胞、および／または、好塩基球細胞、および／また
は、好酸球細胞である。
【００２８】
　マスト細胞および好塩基球細胞は、アレルゲンに曝露されたとき上記メディエーターの
ほとんど、特にヒスタミンを放出する細胞である。マスト細胞は、皮膚、肺、および消化
管の結合組織において見出され、一方、好塩基球細胞は、血液中において見出される。こ
れらの細胞は公知の方法により単離され得、本発明に係る方法において使用され得る。マ
スト細胞のための単離プロトコルは、Jamur MC et al.(J Histochem Cytochera. 1997 45
:1715-1722) , Massey WA (J Immunol. 1991 147:1621-7)において見つけることができ、
好塩基球細胞のための単離プロトコルは、Valent P.(Proc. Natl. Acad. Sci USA 1989, 
86, 5542-5546)において見つけることができる。
【００２９】
　本発明の好適な実施形態によれば、上記サンプルは、免疫グロブリン（Ｉｇ）、特に免
疫グロブリンＧ（ＩｇＧ）をさらに備えている。
【００３０】
　処理は、ＩｇＧを含んでいるサンプル、例えば全血液のサンプルに対して好適に実施す
ることができる。このようなサンプルにおけるＩｇＧの存在は、上記細胞を上記アレルゲ
ンに曝露している間の遮断ＩｇＧの妨害の測定を可能にするため、好ましい。アレルゲン
免疫療法の最中、上記アレルゲンを対象とするＩｇＧが産生される。これらのＩｇＧは、
個体が上記アレルゲンと接触した際に、該アレルゲンと結合して、該アレルゲンがＩｇＥ
と結合することを阻止する。したがって、アレルゲン結合ＩｇＧの産生は、個体のアレル
ゲンに対する反応に直接関係して、個体のアレルゲン感受性に影響を与えるため、上記サ
ンプルは、ＩｇＧを含んでいることが好ましい。
【００３１】
　個体のアレルゲン感受性、またはアレルゲン免疫療法の臨床上の有効性を評価するため
、上記サンプルは、好ましくは、該個体に免疫療法を受けさせる前、および後に供与され
る。
【００３２】
　免疫療法の有効性をモニターし、評価するために、該療法に先立って、および最中に個
体のアレルゲンに対する感受性を測定する必要がある。したがって、上記メディエーター
の放出は、上記療法の様々な段階において測定される。上記療法の最中、アレルゲンに対
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する感受性は、理想的には減少する。さらに、免疫療法の前の一以上の時点におけるメデ
ィエーターの放出を測定することは、該療法の最中での上記アレルゲンの投与のために有
用であり得る。
【００３３】
　本発明の他の好適な実施形態によれば、上記サンプルは、上記個体に免疫療法を受けさ
せた後に供与される。
【００３４】
　もちろん、免疫療法は、単に、アレルゲンを含んだ薬物の最初の投与の後にサンプルを
分析することでも、評価し得る。
【００３５】
　このましくは、少なくとも一つのサンプルが、上記個体に免疫療法を受けさせた、最長
１時間、２時間、６時間、１２時間、２４時間、５日間、１０日間、４週間、６月間、１
２月間、２４月間、および３６月間後に供与される。
【００３６】
　分析されるべき上記サンプルは、アレルゲンの最初の投与の後、所定の期間後に供与さ
れる。一回一回の、メディエーターの放出の測定の間の時間間隔もまた、好ましくは、１
時間、２時間、６時間、１２時間、２４時間、５日間、１０日間、４週間、６月間、１２
月間、２４月間、および３６月間の範囲内で変更され得る。
【００３７】
　一つの好適な実施形態によれば、上記アレルゲンは、組換え技術により製造される。
【００３８】
　効率的なアレルゲン免疫療法、およびメディエーターの放出を測定するための正確な方
法は、好ましくは、組換え技術により製造されたアレルゲンを用いて実施される。遺伝子
組み換え技術によれば、特定のアレルゲンを大量に生産して、該アレルゲンを単離するこ
とができる。アレルゲンは、通常、アレルゲン（例えば花粉）を含む供給源から直接単離
され、該アレルゲンは抽出物中に含まれているため、該アレルゲンは必ず、様々なアレル
ゲン性、または潜在的にアレルゲン性の物質の混合物の一部となる。数種のイソ型から構
成される精製された「天然のアレルゲン」であっても、該イソ型のうちのいくつかは低ア
レルゲン性または非アレルゲン性であり得、そのため、誤った試験結果を与える（Ferrei
ra F., et al., J. Exp. Med. 1996, 183, 599-609）。この問題は、アレルゲンの組換え
技術による製造によって避け得る。個体への投与に用いられるアレルゲンはまた、本発明
に係る方法においても用いられ得る。
【００３９】
　上記アレルゲンは好ましくは、少なくとも一つの欠損、少なくとも一つの置換、または
少なくとも一つの挿入を含んでいる。
【００４０】
　低アレルゲン性のアレルゲンまたはその誘導体もまた、治療中に、それら誘導体に対し
て患者が監査し得るか否かという疑問に関して、用いられ得る。
【００４１】
　本発明の一つの好適な実施形態によれば、上記アレルゲンは、該アレルゲンの断片を、
遺伝子組み換え技術により並び換えて改変されたものである。
【００４２】
　上記サンプルは、好ましくは、様々な濃度の上記アレルゲンと接触される。
【００４３】
　メディエーター放出細胞から放出されるメディエーターの量は、本発明に係る方法にお
いて採用された、アレルゲンの濃度に依存する。はっきりした量のメディエーターを誘導
するために用いられたアレルゲンの濃が高ければ高いほど、個体から供与された細胞の感
受性は低くなり、逆もまた同様である。したがって、放出されたメディエーターの量を決
定するためには、様々な濃度のアレルゲンの使用が必要となる。
【００４４】
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　上記アレルゲンの濃度は、１ｎｇ／ｍｌから１００μｇ／ｍｌの範囲内で好適に選択さ
れ、１ｐｇ／ｍｌから１０μｇ／ｍｌの範囲内で好適に選択される。
【００４５】
　一つの好適な実施形態によれば、個体により供給される上記サンプルに含まれる上記細
胞のメディエーターの総量は、測定される。
【００４６】
　上記細胞に存在する膳メディエーターの量を測定するために、それらの細胞は、例えば
、数回の凍結および解凍の繰り返しにより溶解される。測定されたメディエーターの量は
、上記細胞より潜在的に放出可能なメディエーターを指し示し、その値は、該細胞の所定
のアレルゲンに対する感作の度合いを測定するために用い得る。
【００４７】
　細胞の感作の度合いは、上記細胞のメディエーターの総量の１０％、好ましくは３０％
の放出を誘導する上記アレルゲンの濃度を測定することにより好適に規定される。
【００４８】
　細胞の感作の度合いは、細胞が、メディエーター放出細胞において存在するメディエー
ターの総量の１０％、好ましくは２０％、２５％、３０％を放出する濃度を明らかにする
ため、免疫療法の進捗状況の指標となる。成功したアレルゲン免疫療法の最中では、用い
られるアレルゲンの濃度は増加する。これは、高い濃度のアレルゲンが、上記細胞から所
定の量のメディエーターを放出させることは、該細胞が以前の測定よりも感受性が低いこ
とを指し示すからである。上記メディエーターを最大限の放出を誘導する投与量もまた、
評価され得る。これは、用量反応曲線を作成すること、および上記免疫療法の最中に、該
曲線の移動を測定することを可能にする。
【００４９】
　したがって、個体のアレルゲン感受性および／またはアレルゲン免疫療法の臨床上の有
効性が、上記免疫療法の過程における上記細胞の感作の度合いを観察することによって、
好適に評価される。
【００５０】
　本発明の一つの好適な実施形態によれば、上記サンプルにおける上記メディエーターが
、免疫学的なまたは組織学的な方法、好ましくは、ラジオイムノアッセイ（ＲＩＡ）、酵
素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＺＡ）、高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ
）、逆転写酵素ポリメラーゼ連鎖反応、免疫蛍光フローサイトメトリー、およびそれらの
組合せからなる群より選ばれる方法によって測定される。
【００５１】
　これらの方法はすべて、臨床上の感受性に近づいたところまで確立されている。しかし
ながら何れの方法も、血清学上での純粋なアレルゲン、好塩基球の活性化、および皮膚の
感受性を見るために用いられたことはない（例えば、Pierkes M. et al., J Allergy Cli
n Immunol. (1999) 103:326-32; Di Lorenzo G. et al., J Allergy Clin Immunol. (199
7) 100:832-7）。
【００５２】
　本発明によって用いられるべき好ましいアレルゲンは、例えば、ｗｗｗ．ａｌｌｅｒｇ
ｅｎ．ｏｒｇ／Ｌｉｓｔ．ｈｔｍにおいて得られるような、取得可能なすべての主要なタ
ンパク質のアレルゲンを含む。本発明に係る特に好ましいアレルゲンのグループは、例え
ば、主要なカバノキ花粉アレルゲン、特に、Ｂｅｔ　ｖ　１およびＢｅｔ　ｖ　４、主要
なオオアワガエリ花粉アレルゲン、特にＰｈｌ　ｐ　１、Ｐｈｌ　ｐ　２、Ｐｈｌ　ｐ　
５、Ｐｈｌ　ｐ　６およびＰｈｌ　ｐ　７、主要なイエネズミアレルゲン、特にＤｅｒ　
ｐ　１およびＤｅｒ　ｐ　２、主要なネコアレルゲンＦｅｌ　ｄ　１、主要なミツバチア
レルゲン、主要なスズメバチアレルゲン、プロフィリン、特にＰｈｌ　ｐ　１２、および
倉庫ダニアレルゲン、特にＬｅｐ　ｄ　２、そして表１に記載されたアレルゲンのような
主要なアレルゲンを含む。
【００５３】
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　（表１：本発明によって用いられる好ましいアレルゲン（参考例を含む））
【００５４】
【表１】
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【００５６】
　これらのアレルゲンをエンコードする塩基配列の知識は、それらの組換え体の生産を可
能にする。したがって、特に、これらのアレルゲンは、免疫療法および本発明に係る方法
において、好適に用いることができる。
【００５７】
　本発明の他の観点は、個体のアレルゲン感受性、および／または、アレルゲン免疫療法
の臨床上の有効性を評価するための方法であって、ＩｇＥ－アレルゲン複合体に反応して
メディエーターを放出し得る細胞を供給する工程；該細胞と、すくなくとも一つの純粋な
アレルゲンまたはその誘導体が接種された該個体の血清および／または血漿とを接触させ
る工程；ならびに該サンプルから放出されたメディエーターの量を測定して、該量を比較
することにより、治療に先立った該個人のアレルゲン感受性、および／または、免疫治療
の臨床上の有効性を評価する工程を包含する方法に関する。
【００５８】
　メディエーターを放出可能な細胞は、通常、該細胞に結合したＩｇＥ分子を備える。そ
のような細胞は、本発明に係る方法に供される個体、または他の個体から得られたサンプ
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ルから単離され得る。もちろん、本発明に係る方法において、ＩｇＥに結合可能な細胞株
を用いることも可能である。
【００５９】
　本発明に係る方法は、個体の血漿および血清におけるアレルゲン特異的ＩｇＥおよびＩ
ｇＧ分子の間の比率を測定することを可能にするので、特に、該個体のアレルゲン感受性
を測定するために適している。遊離ＩｇＥではなく、ＩｇＥ－アレルゲン複合体のみが、
白血球のようなメディエーター放出細胞からのメディエーター放出を誘導し得るため、放
出されたメディエーターのレベルは、上記サンプル中に存在するＩｇＥ複合体の量と相関
する。言い換えれば、上記サンプル中のＩｇＥ複合体の量は、アレルゲン特異的ＩｇＥ、
アレルゲン、および、遊離したアレルゲンに対して、ＩｇＥと拮抗して、結果的にＩｇＥ
－アレルゲン複合体の形成を抑制する、ＩｇＥ以外のアレルゲン特異的抗体、例えばＩｇ
Ｇ、ＩｇＡまたはＩｇＭのそれぞれの量と相関する。これは、低レベルのアレルゲン特異
的ＩｇＥ、または高レベルのアレルゲン特異的ＩｇＧはともに、少ない数のＩｇＥ複合体
の形成を導いて、メディエーター放出を低減させることを意味する。
【００６０】
　上記血清および／または血漿におけるアレルゲンの濃度は、好ましくは１ｎｇ／ｍｌか
ら１００μｇ／ｍｌの範囲内であり、より好ましくは１ｐｇ／ｍｌから１０
μｇ／ｍｌの範囲内である。
【００６１】
　本発明の他の観点は、個体のアレルゲン感受性、または、すくなくとも一つのアレルギ
ーのためのアレルゲン免疫療法の臨床上の有効性を評価するためのキットであって、アレ
ルゲンに反応してメディエーターを放出し得る細胞のメディエーターの放出を誘導するた
めの少なくとも一つのアレルゲン、上記メディエーターを検出する手段、および任意の要
素として、すくなくとも一つのメディエーターの標準を備えているキットに関する。
【００６２】
　本明細書において提供される上記キットは、すくなくとも一つのアレルゲンを備えてお
り、該アレルゲンは、サンプル中に含まれるメディエーター放出細胞からのメディエータ
ー放出を誘導するために用い得る。放出されたメディエーターは、その後、直接検出され
るか、好ましくは、上記サンプルの固形分が除かれた後に、反応混合液の上清において検
出される。上記アレルゲンに結合しているＩｇＥの検出のための手段が、任意に、本発明
に係るキットに含まれる。ＩｇＥは、独特のアレルゲンに結合し得、メディエーター放出
細胞およびアレルゲンに結合した際に、該細胞からのメディエーター放出を仲介し得る。
しかしながら、アレルゲン特異的なＩｇＥは、通常は血液中には検出されず、個人が、ア
レルゲンに感作したときのみ生産される。上記サンプルにおけるメディエーターの量を正
確に測定するため（検量線の提供のため）、メディエーターの標品が、上記キットに任意
的に含まれ得る。
【００６３】
　上記細胞は、好ましくはマストおよび／または好塩基球および／または好酸球細胞であ
る。
【００６４】
　本発明の他の好適な実施形態によれば、上記アレルゲンは、主要なカバノキ花粉アレル
ゲン、特に、Ｂｅｔ　ｖ　１およびＢｅｔ　ｖ　４、主要なオオアワガエリ花粉アレルゲ
ン、特にＰｈｌ　ｐ　１、Ｐｈｌ　ｐ　２、Ｐｈｌ　ｐ　５、Ｐｈｌ　ｐ　６およびＰｈ
ｌ　ｐ　７、主要なイエネズミアレルゲン、特にＤｅｒ　ｐ　１およびＤｅｒ　ｐ　２、
主要なネコアレルゲンＦｅｌ　ｄ　１、主要なミツバチアレルゲン、主要なスズメバチア
レルゲン、プロフィリン、特にＰｈｌ　ｐ　１２、および倉庫ダニアレルゲン、特にＬｅ
ｐ　ｄ　２、および表１に記載のアレルゲンからなる群より選ばれる。
【００６５】
　上記メディエーターを検出する手段は、好ましくは抗体である。
【００６６】
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　上述したようなメディエーターは、好ましくは、免疫学的な方法により検出される。し
たがって、上記キットは、特異的なメディエーターに結合し得る、少なくとも一つの抗体
を提供し得る。好ましくは、酵素結合イムノソルベント検定法（ＥＬＩＺＡ）、ラジオイ
ムノアッセイ（ＲＩＡ）、または側方流動装置が用いられる。
【００６７】
　本発明の他の観点は、個体のアレルゲン感受性、または、すくなくとも一つのアレルギ
ーのためのアレルゲン免疫療法の臨床的効果を評価するためのキットであって、すくなく
とも、以下の部材：アレルゲンに反応してメディエーターを放出し得る細胞のメディエー
ターの放出を誘導するための少なくとも一つのアレルゲン、メディエーターを検出するた
めの手段、　すくなくとも一つのメディエーターの標品、およびＩｇＥ－アレルゲン複合
体に反応してメディエーターを放出し得る細胞のうちの二つ以上を備えていることを特徴
とするキットに関する。
【００６８】
　本発明は、図面および実施例によってさらに詳述されるが、これらに限定されるもので
はない。
【００６９】
　〔実施例〕
　（実施例１）
　アレルゲンによる、エフェクター細胞（マスト細胞および好塩基球）と結合ＩｇＥ抗体
とのクロスリンクは、Ｉ型アレルギーにおける即時症状の誘導に不可欠な事象である（Ka
wakami T, et al., Nat Rev Immunol (2002) 2:773-86）。PrausnitzおよびKustner (Pra
usnitz C, at al., Centralbe F Bact 1 Abt Orig (1921) 86:160-8)による古典的な実験
で示されているように、この事象は、３つの主要な要因、すなわち、アレルゲン特異的Ｉ
ｇＥ抗体、エフェクター細胞、およびアレルゲンに左右されるものである。ＩｇＥ抗体の
特徴づけおよび診断テストの開発により、アレルゲン特異的ＩｇＥ抗体の正確な量を測定
することができるので、アレルゲン特異的な血清ＩｇＥレベルと、アレルギー患者のアレ
ルゲンに対する生物学的感受性との関連性を調べる研究がいくつかなされてきている(Ste
nius B, et al., Clin Allergy (1971) 1:37-55; Bryant DH, et al., Clin Allergy (19
75) 5:145-57; Pauli G, et al., Clin Allergy (1977) 7:337-46; Bousquet J, et al.,
 Clin Allergy (1987) 17:529-36; Witteman AM, et al., J Allergy Clin Immunol (199
6) 97:16-25; Niederberger V, et al. J Invest Dermatol (2001) 117:845-51; Norman 
PS, et al., J Allergy Clin Immunol (1973) 52:210-24; Lichtenstein LM, et al. J A
llergy Clin Immunol (1971) 47:103 (A37))。即時型の反応が生じるには、アレルゲン特
異的血清ＩｇＥの存在が必要条件であるということは広く認められていることである。し
かし、アレルゲン特異的ＩｇＥの量と、ある特定のアレルゲンに対する即時型の感受性と
の間に関連があるかということに関しては、大いに議論すべき事柄である。問題なのは、
過去におこなわれたほとんど全ての研究は、アレルゲン抽出物を使用している、すなわち
、アレルゲンと非アレルゲン性分子との混合物を使用しているということである（Steniu
s B, et al., Clin Allergy (1971) 1:37-55; Bousquet J, et al., Clin Allergy (1987
) 17:529-36; Norman PS, et al., J Allergy Clin Immunol (1973) 52:210-24; Lichten
stein LM, et al. J Allergy Clin Immunol (1971) 47:103 (A37))。このことが、これら
の研究において、アレルゲン特異的ＩｇＥレベルと生物学的活性との間の分子レベルでの
関連性を解析できなかった理由である。皮膚の感受性とアレルゲン特異的ＩｇＥレベルと
の関係を再調査するための、精製した天然のアレルゲンおよび組み換えアレルゲンを用い
た最近の研究は、これらのパラメータの間にあるかなりの相違点を報告している(Wittema
n AM, et al., J Allergy Clin Immunol (1996) 97:16-25; Niederberger V, et al. J I
nvest Dermatol (2001) 117:848-51)。この例の中では、アレルゲン特異的ＩｇＥレベル
と、エフェクター細胞の応答性と、ｉｎ　ｖｉｖｏの感受性との間の関連をさらに調査す
るために、精製した組み換えＢｅｔ　ｖ　１が例証のツールとして用いられている。Ｂｅ
ｔ　ｖ　１は、主要なカバノキの花粉アレルゲンである。花粉が飛散するシーズンではな
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いときに、明確な臨床の基準により選択された１８人のカバノキ花粉アレルギー患者の集
団において、構造上折りたたまった規定量の組み換えＢｅｔ　ｖ　１に応じた、皮膚の感
受性と好塩基球の脱顆粒とを定量化した。そして、生物学的な結果と、血清学上の結果と
を比較した。なお、Ｂｅｔ　ｖ　１特異的ＩｇＥ抗体レベルを測定するために、異なる二
つの測定方法を用いた。一方は、いかなるＢｅｔ　ｖ　１特異的ＩｇＥをも検出する測定
方法であり、もう一方は、エフェクター細胞に結合することができるＢｅｔ　ｖ　１特異
的ＩｇＥを検出する測定方法である。
【００７０】
　（材料および方法）
　（調査の母集団）
　患者に対する調査は、カバノキの花粉の季節が始まる前の、１月から４月までの間に行
われた。カバノキ花粉症の病歴、および、カバノキ花粉の抽出物に対する皮膚のプリック
テスト陽性を基準として、１８人の患者、２８歳から５８歳の間（平均年齢：４５．６歳
）の、８人の女性と１０人の男性が、調査に含められた。すべての患者は、少なくとも３
年前に初めて診断を受けている中等度から重度の鼻結膜炎を患っている。５人の患者は、
カバノキの花粉の季節において、穏やかな喘息を患い、１２人の患者は、バラ科ファミリ
ーの果物（リンゴ、モモ、アプリコット、およびアーモンド）、ナス科の野菜（イモ、ト
マト）、およびセリ科ファミリーの野菜（セロリ、ニンジン）に対する口腔アレルギー症
候群を患っている。イエダニ、菌性のアレルゲンの混合物、イヌおよびネコの鱗屑、ゴキ
ブリ、草、樹木（カバノキ、オリーブ、およびセイヨウトネリコ）、および雑草の花粉か
らなる一連の標準的な呼吸器のアレルゲン（Ｓｔａｌｌｅｒｇｅｎｅｓ、Ｆｒａｎｃｅ）
を用いた皮膚のプリックテストが、感作のプロフィールを同定するために実施された。患
者の特徴が、後述するテーブル１に示されている。
【００７１】
　（調査の設計）
　アレルゲン特異的ＩｇＥレベル、皮膚の感受性、および好塩基球の脱顆粒の間の起こり
得る関連性を分析するために、同一の日に、患者の血が採血され、彼らの皮膚が試験され
た。上記分析は、季節的なアレルゲン接触が原因の効果を排除するために、カバノキの花
粉の季節を厳格に外して行われた。患者らは、上記調査を開始する少なくとも１週間から
、抗アレルギー、または抗炎症性の服用を禁じられていた。何れの患者も、過去５年に渡
って、アレルゲン特異的な免疫療法を受けていなかった。インフォームドコンセントが得
られた後、好塩基球のヒスタミン放出および血清のサンプリングのために血液が採取され
た。その直後、皮内皮膚試験が、終点滴定法（ｅｎｄ－ｐｏｉｎｔ　ｔｉｔｒａｔｉｏｎ
、Grammer LC, et al., J Allergy Clin Immunol (1985) 76:123-7）を用いて実施された
。
【００７２】
　（アレルゲン特異的抗体の検出および定量）
　アレルゲン特異的なＩｇＧ１ないしＩｇＧ４サブクラスのレベル、ならびにアレルゲン
特異的ＩｇＭおよびＩｇＡのレベルが、イソ型特異的モノクローナル抗体を用いたＥＬＩ
ＺＡ法により、文献（Vrtala S, et al., J Allergy Clin Immunol (1996) 97:781-7）に
記載されたように、測定された。結果は、２回の測定の平均として表され、結合した抗体
の量に対応するＯＤ値により示される。
【００７３】
　（好塩基球のヒスタミン放出試験）
　ｒＢＥＴ　ｖ　１、およびポジティブコントロールとしてのＩｇＥ抗体を用いた、全血
への誘発（Ｃｈａｌｌｅｎｇｅ）が、Tanisaki et al.（Tanisaki Y, et al., Int Arch 
Allergy Appl Immunol (1984) 73:141-5）に記載の方法に従った用量反応様式によって実
施された。１０ｍｌの静脈血が、１ｍｌのヘパリンを含んでいるプラスチックシリンジに
吸引された。様々な濃度の、ｒＢＥＴ　ｖ　１（１０－４から１０ｍｇ／ｍｌ）、または
ＩｇＥ抗体（１０－４から１０－３；ｅ－ｓｐｅｃｉｆｉｃ、Ｄａｋｏ、Ｇｌｏｓｔｒｕ
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６ｍｍｏｌ／ｌ　Ｎａｃｌ、２．７ｍｍｏｌ／ｌ　ＫＣｌ、０．２３ｍｍｏｌ／ｌ　Ｍｇ
Ｃｌ２、１．８ｍｍｏｌ／ｌ　ＣａＣｌ２、５．５ｍｍｏｌ／ｌグルコース；ｐＨ７．３
）に１：４の割合で溶解された全血５００ｍｌを含んでいるテストチューブに添加された
。混合された溶液は、３７℃にて３０分間インキュベートされた。反応が停止され、５分
間の３７５×ｇでの低温（４℃）遠心分離によって、細胞が分離された。細胞の含まれて
いない上清２００μｌが、アシル化されたヒスタミンモノクローナル抗体（Ｉｍｍｕｎｏ
ｔｅｃｈ、Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ、Ｆｒａｎｃｅ）を用いたラジオイムノアッセイにおいて
、文献（Morel AM, et al., J Allergy Clin Immunol (1988) 82:646-54）に以前記載さ
れたように、ヒスタミンの定量に用いられた。全ヒスタミンは、反復された解凍および凍
結による細胞の溶解の後に測定された。ずべての実験は、２回行われた。好塩基球の感受
性の度合いを示すのに用いられるパラメータは、全ヒスタミンの３０％の放出を誘導する
最低限のアレルゲンの濃度とした。
【００７４】
　（皮内試験）
　ｒＢｅｔ　ｖ　１の１０倍希釈液０．０３ｍｌを腕の側面部に注射することにより、閾
値皮内皮膚試験が実施された。連続的な希釈は、１０００ｍｇ／ｍｌの溶液から準備され
、最初に試験された希釈液は１０ｍｇ／ｍｌであった。上記テスト群は、注射の１５分後
に読み取られた。膨疹および紅斑の面積が記録された。誘導された膨疹の面積が、注射に
よる膨疹の面積を超過した場合に、上記試験は陽性であるとみなされ、陽性の試験結果を
誘導する最低限のアレルゲン濃度が、他のパラメータとの対比に用いられた（Grammer LC
, et al., J Allergy Clin Immunol (1985) 76:123-7）。
【００７５】
　（データの統計学的解析）
　異なるパラメータ間の相関は、ＶｉｓｕａｌＳｔａｔｓ　Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌソ
フトウェア（バージョン２００３）を用いた、スピアマン　ｓ　非パラメトリック検定に
より検定された。
【００７６】
　（結果）
【００７７】
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【表２】

【００７８】
　（ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的免疫グロブリンＥレベルと、ｒＢｅｔ　ｖ　１に対する皮
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膚の感受性との間の乏しい関係性）
　ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的免疫グロブリンＥレベルと、皮膚の感受性とを比較するため
に、ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥレベルがＣＡＰにより測定され、皮内試験膨疹反応
陽性を誘導するｒＢｅｔ　ｖ　１の濃度の閾値と相関させた。図１は、アレルゲン特異的
ＩｇＥレベルと、皮膚の感受性との間になんの関連性もないことを示している（ｒ＝－０
．００７、ｐ＝０．９７７）。個々の患者においては、アレルゲン特異的ＩｇＥレベルと
皮膚の感受性との間に強い不一致が観察された。例えば、患者８は、高いＢｅｔ　ｖ　１
特異的ＩｇＥレベル（７９．９ｋＵ／ｌ）を示したが、ＩＤ反応陽性を示したのは、１０
ｍｇ／ｍｌのｒＢｅｔ　ｖ　１においてのみであった（テーブル１）。一方、患者１０は
、低いｒＢｅｔ　ｖ　１特異的ＩｇＥレベル（４．５ｋＵ／ｌ）を有していたが、患者８
に比べ、１０００倍もの大きな、Ｂｅｔ　ｖ　１に対する皮膚の感受性を有していた（１
ｎｇ／ｍｌにおいてＩＤ試験反応陽性）。互いに類似するｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的Ｉｇ
Ｅレベル（１７．１　２６．６ｋＵ／ｌ）を有していた７人の患者（２、５、７、９、１
１、１２および１７）は、とても幅広い、ｒＢｅｔ　ｖ　１に対する皮膚の感受性を示し
た（３から１０　５ｍｇ／ｍｌ）（テーブル１）。
【００７９】
　（ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的免疫グロブリンＥレベルとｒＢｅｔ　ｖ　１関連の好塩基
球の感受性との間の乏しい関係性）
　図２（ＩｇＥ対３０％ヒスタミン放出）は、ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥレベル」
とＢｅｔ　ｖ　１誘導性の好塩基球の感受性との間の関連性もまた欠けていることを示す
（図２：ｒ＝－０．１１３、ｐ＝０．６５６）。３０％のヒスタミン放出を誘導するため
のｒＢｅｔ　ｖ　１濃度は、１０－３から１ｍｇ／ｍｌの間で様々である。ｒＢｅｔ　ｖ
　１－特異的ＩｇＥ（ＲＡＳＴクラス３：４．５１　１７．１ｋＵ／ｌ）が所定のレベル
の場合において、３０％のヒスタミン放出を誘導するｒＢｅｔ　ｖ　１濃度は、１０００
倍にも変化する（１　１０－３ｍｇ／ｍｌ）。
【００８０】
　（ｒＢｅｔ　ｖ　１－誘導性の好塩基球のヒスタミン放出と、皮膚の感受性との間の関
係性）
　図３は、皮内試験および好塩基球のヒスタミン放出試験のそれぞれの結果が、血清学的
および生物学的な試験の結果よりもよく関連していることを示している。３０％のヒスタ
ミン放出を誘導するｒＢｅｔ　ｖ１の濃度と、皮内膨疹反応との間において、明らかな傾
向が存在した（ｒ＝０．６１４；ｐ＝０．００７）。ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥレ
ベルと生物学的テストとの間の関連性が非常に悪かった患者（例えば、患者８および１０
）も、皮内試験結果と好塩基球のヒスタミン放出とが比較された場合、よりよい関連性を
示す（テーブル１）。血清学的試験と生物学的試験との間の不一致を説明するために実施
されたその他の試験の結果は、以下に示される。
【００８１】
　（ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的免疫グロブリンＧサブクラス、免疫グロブリンＡ、および
免疫グロブリンＭの測定）
　上述したように、Ｂｅｔ　ｖ　１－アレルギーの患者の血清は、ＩｇＥがＢｅｔ　ｖ　
１に結合することを妨げ得、またはＩｇＥ以外のＢｅｔ　ｖ　１分子上のエピトープを認
識し得、よって、ＩｇＥのＢｅｔ　ｖ　１への結合に無影響であり得る（Visco V, et al
., J Immunol (1996) 157:956-62; Denepoux S, et al., FEBS Lett (2000) 465:39-46）
したがって、ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＧレベルが測定された（ＩｇＧ１　ＩｇＧ４
；テーブル１）。上記患者は、様々なｒＢｅｔ　ｖ　１特異的ＩｇＧ１　ＩｇＧ４サブク
ラス反応を示し、ＩｇＧ１およびＩｇＧ４サブクラスにおいて最も目立つ反応を有してい
た。上記血清では、顕著なｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＡおよびＩｇＭ抗体は検出され
ず、このことは、これらの抗体クラスが、ＩｇＥのＢｅｔ　ｖ　１認識に影響を及ぼし得
るという可能性を排除している。
【００８２】
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　（全免疫グロブリンＥに対するパーセンテージとしての、Ｂｅｔ　ｖ　１－特異的免疫
グロブリンＥの評価）
　もし、Ｂｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥが、全ＩｇＥの低いパーセンテージのみを担って
いるとしたら、乏しいヒスタミン放出および皮膚の反応性は、好塩基球およびマスト細胞
が他のアレルゲンに対するＩｇＥによって基本的に占有されているという事実によって説
明され得る。したがって、全ＩｇＥの値が測定され、Ｂｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥのパ
ーセンテージが算定された。本実施例における患者は、比較的低い全ＩｇＥ値を有してお
り（＜１６８ｋＵ／Ｌ）、低いパーセンテージのＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥと乏しい
生物学的反応との間には何の関係性も見つからなかった。例えば、患者１１は、高い感受
性を有しておりながら、Ｂｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥは、全ＩｇＥのたった２０％を担
っているに過ぎなかった。一方、患者１３は、感受性は低かったが、全ＩｇＥの６２．６
％が、Ｂｅｔ　ｖ　１に対するものであった（テーブル１）。
【００８３】
　（議論）
　アレルゲン特異的ＩｇＥ抗体レベル、エフェクター細胞の感受性、および臨床状の感受
性が相関しているかという疑問は未だ議論の的である。様々なアレルゲン性および非アレ
ルゲン性成分の混合複合体を使った場合であっても、アレルゲン－特異的血清ＩｇＥ抗体
とアレルゲン－誘導性の即時型の反応が顕著に相関することをいくつかの研究が示してい
るが、上記混合複合体を用いることは、皮膚試験とＲＡＳＴとの比較を困難にしている（
Stenius B, et al., Clin Allergy (1971) 1:37-55; Bousquet J, et al., Clin Allergy
 (1987) 17:529-36; Norman PS, et al., J Allergy Clin Immunol (1973) 52:210-24; L
ichtenstein LM, et al., J Allergy Clin Immunol (1971) 47:103 (A37)）。近年、精製
されたアレルゲン（Witteman AM, et al., J Allergy Clin Immunol (1996) 97:16-25）
および組換えアレルゲン（Niederberger V, et al., J Invest Dermatol (2001) 117:848
-51）を用いた他の研究が、抗体レベルと生物学的感受性との間の考慮すべき不一致を示
している。
【００８４】
　特異的ＩｇＥ、好塩基球の脱顆粒、および皮膚の感受性の間の関係を分子レベルで探査
するための構造上折りたたまった規定量の精製アレルゲン（すなわち、主要なカバノキ花
粉アレルゲン、Ｂｅｔ　ｖ　１）を用いた臨床的な研究が実施された。上記３つの方法間
のよい一致と、カバノキの感受性の臨床的な妥当性が見出された；しかしながら、アレル
ゲン－特異的ＩｇＥ、好塩基球の感受性、およびｉｎ　ｖｉｖｏでの感受性（すなわち、
終点滴定により測定された皮膚の感受性）の間に強い不一致が見つけられた。いくつかの
患者においては、非常に低い特異的ＩｇＥレベルと、好塩基球の脱顆粒および皮膚試験に
おける高い感受性とが観察され、その逆も観察された。文献の吟味は、皮膚試験、好塩基
球のヒスタミン放出、および特異的ＩｇＥレベルを比較する研究が不足していることを明
らかにする。数少ない得られる研究は、非常に幅広く変化した結果を示し、精製されてい
ないアレルゲン抽出物を用いて実施されていた。例えば、Norman et al.（Norman PS, et
 al., J Allergy Clin Immunol (1973) 52:210-24）は、ブタクサ花粉症の診断において
、上記３つの試験が互いによく一致することを見出した。Lichtenstein et al.（Lichten
stein LM, et al., J Allergy Clin Immunol (1971) 47:103 (A37)）は、皮膚試験とヒス
タミン放出との間に定量的に顕著な関係性を見出した。しかしながら、この例では、特異
的ＩｇＥの測定は実施されていない。抗原に感作された白血球およびマスト細胞の反応は
、非常にさまざまな因子に依存し得る。
【００８５】
　低い感受性および乏しいヒスタミン放出についての一つの可能性は、全血清ＩｇＥ中に
占めるアレルゲン－特異的ＩｇＥの小さい割合である。したがって、全ＩｇＥレベルが測
定され、アレルゲン－特異的ＩｇＥのパーセンテージが算定された。しかしながら、アレ
ルゲン－特異的ＩｇＥ反応の低いパーセンテージと、乏しい生物学的活性との間の関係性
は、見出されなかった。全ＩｇＥ中の特異的ＩｇＥの低いパーセンテージが、所定のアレ
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ルゲンに対する生物学的な反応に関与し得るという可能性は、多重に感作された対象にお
いて、より重大である（Norman PS, et al., J Allergy Clin Immunol (1973) 52:210-24
; Conroy MC, et al., J Immunol (1977) 118:1317-21; MacGlashan DW Jr, et al., J I
mmunol (1986) 136:2231-9）。
【００８６】
　アレルゲン－特異的ＩｇＥレベルと生物学的反応の間の不一致に関与するいくつかの他
の因子があるが、それらは、精製されたアレルゲンを用いた系においても対処し得ない。
それらは、血清ＩｇＥレベルによって制御されるパラメータである、ＩｇＥ受容体細胞表
面の密度の多様性に起因する、好塩基球およびマスト細胞の個体間における感受性の差異
を含んでいる（Conroy MC, et al., J Immunol (1977) 118:1317-21; Malveaux FJ, et a
l., J Clin Invest (1978) 62:176-81; Dembo M, et al., J Immunol (1978) 121:345-53
; MacGlashan DW Jr, et al., J Allergy Clin Immunol (1999) 104:492-8）。似たよう
な全ＩｇＥの血清濃度、および抗原特異的ＩｇＥの血清濃度の場合に、様々な細胞の感受
性が、用量反応曲線（５０％または３０％の感受性によって測定）の変数の変化によって
示されている（Conroy MC, et al., J Immunol (1977) 118:1317-21; MacGlashan DW Jr.
, J Allergy Clin Immunol (1993) 91:605-15）。
【００８７】
　その上、好塩基球に匹敵する数のＩｇＥ分子を有している個人は、０－１００％の彼ら
のヒスタミン容量を放出し得ることが示されている（Conroy MC, et al., J Immunol (19
77) 118:1317-21）。同じことが皮膚のマスト細胞についても観察されている（Petersen 
LJ, et al., J Allergy Clin Immunol (1996) 97:672-9; Bordignon V, Pet al., Invest
 Allergol Clin Immunol (2000) 10:78-82）。加えて、初期シグナルイベントは、特異的
ＩｇＥのレベル、または好塩基球の感受性にリンクしない、シクキナーゼ（Ｓｙｋｋｉｎ
ａｓｅ）およびＩＰ３生成物が関与していることが示されている（MacGlashan DW Jr., J
 Allergy Clin Immunol (1993) 91:605-15; Miura K, et al., J Immunol (2001) 167:70
27; MacGlashan DW Jr., J Immunol (2003) 170:4914-25）。
【００８８】
　近年の証拠は、マスト細胞がまた、トル（Ｔｏｌｌ）様受容体を介して影響され得るこ
とを指し示している（Marshall JS, et al., Int Arch Allergy Immunol (2003) 132:87-
 97）。しかしながら、上記実験に用いたｒＢｅｔ　ｖ　１調製物は、エンドトキシンを
含有していない。
【００８９】
　最後に、アナフィラキシー性の活性を誘導するエピトープに対する様々な親和性および
結合特異性を有するＩｇＥ抗体の存在が、血清学的および生物学的試験結果に影響を及ぼ
し得た可能性がある。
【００９０】
　結論として、本調査は、アレルゲン特異的血清ＩｇＥレベルが、細胞およびｉｎ　ｖｉ
ｖｏの試験で測定されるような生物学的な感受性に必ずしも関連していないことを、分子
レベルで示す。しかしながら、穏やかな関連性が、皮膚試験と、好塩基球のヒスタミン放
出試験との間に見出された。
【００９１】
　（実施例２）
　正しい投与量を選択し得るように、治療の前に患者の感受性を測定するために、全血の
好塩基球のヒスタミン放出試験が用いられる。高い感受性を有する患者は、より低い感受
性を有する患者に比べて、少ない投与量を注射される。処置の前に、精製されたアレルゲ
ンを用いて用量反応曲線が構築される。並行して、アレルゲンに対する感受性に影響し得
る細胞の全般的な感受性を測定するために、細胞がＩｇＥ抗体によって刺激される。通常
のケースでは処置の４～８週間後の、上記アレルゲンに対するＩｇＧ抗体が検出可能とな
った後に、処置の成功が調整される。ＩｇＧ抗体のブロッキングは、感受性の低減の原因
となり得るため、並行して所定のアレルゲンに対するＩｇＧのレベルを測定することは有
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れる。細胞を最大限に活性化する（すなわち、最大限のヒスタミン放出、またはＣＤ２０
３ｃの発現亢進）投与量、または、所定の度合いの活性化を与える投与量が測定され、処
置の前に得られたテスト結果と比較される。材料および方法は、実施例１の記載に従う。
【００９２】
　（実施例３）
　洗浄された顆粒球調整物を用いた好塩基球のヒスタミン放出実験が、文献（Stahl-Skov
 et al., 1977. J Exp Immunol 27:432-439）に記載のように実施された。ヒスタミン放
出データと、皮膚の感受性との間には何の相関も見られなかった。
【００９３】
　ヒスタミン放出は、アレルギー性の患者から得た好塩基球を用いて行われた。それらは
、デキストラン沈降により濃縮され、単離され、洗浄され、ヒスタミン放出バッファーへ
再懸濁され、様々な濃度の組換えＢｅｔ　ｖ　１（１０－５、１０－４、１０－３、１０
－２、１０－１、１μｇ／ｍｌ）、またはＩｇＥ抗体　ｍＡｂ　Ｅ－１２４－２－８（１
μｇ／ｍｌ）に、９６ウェルのマイクロタイターのプレート（ＴＰＰ、Ｔｒａｓａｄｉｎ
ｇｅｎ、Ｓｗｉｔｚｅｒｌａｎｄ）において３７℃で３０分間さらされた。インキュベー
ション後、細胞は遠心分離された。細胞の含まれない上清が回収され、市販のラジオイム
ノアッセイ（Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ、Ｍａｒｓｅｉｌｌｅ、Ｆｒａｎｃｅ）を用いて、ヒ
スタミン容量が分析された。ヒスタミン放出は、細胞溶解物において測定された全ヒスタ
ミンに対するパーセンテージによって表された（Valent et al., 1989, Proc Natl Acad 
Sci USA 86:5542-5546）。
【００９４】
　皮膚プリックテストが、組換えＢｅｔ　ｖ　１の連続希釈（１：２）を用いて、文献（
Pauli et al., 1996, J Allergy Clin Immunol 97:1100-1109）に記載のように、実施さ
れた。
【００９５】
　組換えＢｅｔ　ｖ　１にさらされた好塩基球からのヒスタミン放出の最大値（ＨＲ％－
ｍａｘ）は、皮膚プリックテスト反応（ｍｍ２）とは相関しなかった。（ＳＰＴ　２μｇ
／ｍｌ）（ｒ＝０．２２４、ｐ＝０．３４２）（図５）。
【図面の簡単な説明】
【００９６】
【図１】図１は、皮内終点滴定（ｘ軸：最初の陽性反応が得られるアレルゲン濃度）の結
果と、ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的血清ＩｇＥ（ｙ軸：ｋＵ／Ｌ　ＣＡＰシステム）との関
係を示す。
【図２】図２は、好塩基球のヒスタミン放出（ｘ軸：３０％のヒスタミン放出が得られる
アレルゲン濃度）の結果と、ｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的血清ＩｇＥ（ｙ軸：ｋＵ／Ｌ　Ｃ
ＡＰシステム）との関係を示す。
【図３】図３は、皮内終点滴定（ｘ軸：最初の陽性反応を与えるアレルゲン濃度）の結果
と、好塩基球のヒスタミン放出（ｙ軸：３０％のヒスタミン放出が得られるアレルゲン濃
度）の結果との関係を示す。
【図４】図４は、ＣＡＰにより測定されたｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥ（ｘ軸：ｋＵ
／Ｌ）と、標識されたα鎖により測定されたｒＢｅｔ　ｖ　１－特異的ＩｇＥ（ｙ軸：毎
分カウント（ｃ．ｐ．ｍ．）；１：５血清希釈液）との関係を示す。
【図５】図５は、好塩基球のヒスタミン放出（ｘ軸：最大限のヒスタミン放出（％））の
結果と、皮膚プリックテスト（ｙ軸：２μｇ／ｍｌの組換えＢｅｔ　ｖ　１を用いた皮膚
プリックテストにより誘導された膨疹反応（ｍｍ２））の結果との関係を示す。
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摘要(译)

本发明公开了一种用于评估个体的变应原敏感性和/或变应原免疫疗法的临床功效的方法，该方法包括以下步骤：提供至少两个选自
血液或其级分，结缔组织，鼻，支气管的样品 接受或打算接受至少一种纯过敏原或其衍生物进行免疫治疗的个体的皮肤，肠或肠活
检材料，其中样品包含能够响应所述过敏原释放介质，使所述样品与所述过敏原接触的细胞。 衍生物，并确定从所述样品释放的介
体的量，并通过比较所述量来评估治疗前个体的变应原敏感性和/或免疫疗法的临床功效。
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