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(57)【要約】
本発明は、潜在的アレルゲン性物質のin vitro予測のた
めの方法であって、その場合単球および/またはマクロ
ファージおよび/または骨髄単球系細胞株を、該物質お
よびインターフェロン－γの存在下で培養し、それによ
りサイトカインおよび/またはネオプテリンの産生が増
加され、それを測定するという前記方法に関する。アレ
ルギー反応は、Ｇ１Ｐ２、ＯＡＳＬ、ＩＦＩＴ１、ＴＲ
ＩＭ２２、ＩＦＩ４４Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳＡＤ２、ＩＦＩ
Ｔ３、ＩＦＩＴＭ１、ＩＦＩＴ２、Ｃ３３．２８ＨＥＲ
Ｖ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、ＸＫ、ＧＰ
Ｒ１５、ＭＴ１Ｇ、ＭＴ１Ｂ；ＭＴ１Ａ、ＡＤＦＰ、Ｉ
Ｌ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ１Ｆ、ＭＴ１Ｈ、ＳＬＣ３０Ａ１
、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＣＤ８３、ＴｎｃＲＮＡより選択
される、アップレギュレートもしくはダウンレギュレー
トされる遺伝子を測定する、またはそれらの発現産生物
が測定される、ことにより見積もられてよい。本発明は
また、インターフェロン－γ、ならびにサイトカイン、
好ましくはＩＬ－８およびネオプテリンを各々認識する
試薬、ならびに/またはアップレギュレートもしくはダ
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
潜在的アレルゲン性物質のin vitro予測のための方法であって、単球および/またはマク
ロファージおよび/または骨髄単球系細胞株を、該物質およびインターフェロン－γの存
在下で培養し、サイトカインおよび/またはネオプテリンの放出を測定し、サイトカイン
および/またはネオプテリンの放出の増加が、該物質がアレルゲン性であることを示すこ
とを特徴とする、前記方法。
【請求項２】
ネオプテリンの放出を測定することを特徴とする、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
ＩＬ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－１
０、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－αおよびＩＦＮ－γより選択される１つまたはそれより多くの
サイトカインの存在または増加が、Ｔリンパ球およびＢリンパ球ならびに炎症細胞による
Ｉ型即時的過敏症の反応の指標であり、即時型過敏症、例えば喘息、花粉症、蕁麻疹およ
び鼻炎の指標である、またはクラスＩＶの細胞性Ｔ細胞免疫の指標であり、遅延型過敏症
、例えば細胞免疫、遅延型アレルギー、および接触性湿疹の指標であることを特徴とする
、請求項１－２のいずれかに記載の方法。
【請求項４】
ネオプテリンをＩ型の即時的過敏症の反応の指標として測定する、請求項１－３のいずれ
かに記載の方法。
【請求項５】
ネオプテリンの存在を分析し、それによるネオプテリンの存在が即時型過敏症、例えば喘
息、花粉症、および蕁麻疹の指標であることを特徴とする、請求項１－４のいずれかに記
載の方法。
【請求項６】
ＩＬ－８およびネオプテリンの分析を使用して、クラスＩおよびクラスＩＶ間のサイトカ
インプロファイルを区別することを特徴とする、請求項１－５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
潜在的アレルゲン性物質のin vitro予測のための方法であって、単球および/またはマク
ロファージおよび/または骨髄単球系細胞株を、該物質およびインターフェロン－γの存
在下で培養することを特徴とし、Ｇ１Ｐ２、ＯＡＳＬ、ＩＦＩＴ１、ＴＲＩＭ２２、ＩＦ
Ｉ４４Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳＡＤ２、ＩＦＩＴ３、ＩＦＩＴＭ１、ＩＦＩＴ２、ＳＰＲ、ＧＮ
Ｂ２、Ｃ３３．２８ＨＥＲＶ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、ＸＫ、ＧＰＲ１５
、ＭＴ１Ｇ、ＭＴ１Ｂ；ＭＴ１Ａ、ＡＤＦＰ、ＩＬ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ１Ｆ、ＭＴ１Ｈ、
ＳＬＣ３０Ａ１、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＣＤ８３、ＴｎｃＲＮＡより選択される遺伝子のう
ちアップレギュレートもしくはダウンレギュレートされる遺伝子またはそれらの発現産生
物を測定することにより前記物質のアレルゲン性を見積もることを特徴とする、前記方法
。
【請求項８】
ＧＩＰ２、ＯＡＳＬ、ＩＦＩＴ１、ＴＲＩＭ２２、ＩＦＩ４４Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳＡＤ２、
ＩＦＩＴ３、ＩＦＩＴＭ１、ＩＦＩＴ２の１つまたはそれより多くの発現が、Ｉ型アレル
ギーを示し；Ｃ３３．２８ＨＥＲＶ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、ＸＫ、ＧＰ
Ｒ１５の１つまたはそれより多くがＩ型/ＩＶ型のハプテンを示し、そして、ＭＴ１Ｇ、
ＭＴ１Ｂ；ＭＴ１Ａ、ＡＤＦＰ、ＩＬ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ１Ｆ、ＸＫ、ＩＦＩＴＭ３、Ｍ
Ｔ１Ｈ、ＳＬＣ３０Ａ１、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＧＮＢ２、ＭＴＩＢ、ＣＤ８３、ＴｎｃＲ
ＮＡの遺伝子の１つまたはそれより多くが、ＩＶ型アレルギーを示すことを特徴とする、
請求項７に記載の方法。
【請求項９】
ＲＮＡ、ＤＮＡ、アミノ酸、ペプチド、またはタンパク質を測定することを特徴とする、
請求項７－８のいずれかに記載の方法。
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【請求項１０】
試験する物質がタンパク質であることを特徴とする、請求項１－９のいずれかに記載の方
法。
【請求項１１】
インターフェロン－γを、試験する物質の添加の前に、同時に、または後に加えることを
特徴とする、請求項１－１０のいずれかに記載の方法。
【請求項１２】
単球、マクロファージおよび/または骨髄単球系細胞株に毒性でない、最も高い濃度の物
質を使用することを特徴とする、請求項１－１１のいずれかに記載の方法。
【請求項１３】
試験する物質は、細胞に毒性でない最も高い濃度の物質から段階希釈することを特徴とす
る、請求項１－１２のいずれかに記載の方法。
【請求項１４】
細胞株が、ＭｏｎｏＭａｃ－６、ＴＨＰ－１、ＭＵＴＺ－３、ＷＢＣ２６４－９Ｃおよび
ＡＭＬ－１９３から成る群より選択されることを特徴とする、請求項１－１３のいずれか
に記載の方法。
【請求項１５】
インターフェロン－γ、ならびに単球および/またはマクロファージおよび/または骨髄単
球系細胞株より選択される試験細胞を包含することを特徴とする、請求項１－１４のいず
れかに記載の方法を実施するための試薬キット。
【請求項１６】
サイトカイン、好ましくはＩＬ－８およびネオプテリンを各々認識する試薬、ならびに/
またはサイトカイン遺伝子もしくはアップレギュレートされる遺伝子を認識する試薬をさ
らに包含する、請求項１５に記載の試薬キット。
【請求項１７】
試薬が、ＧＩＰ２、ＯＡＳＬ、ＩＦＩＴ１、ＴＲＩＭ２２、ＩＦＩ４４Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳ
ＡＤ２、ＩＦＩＴ３、ＩＦＩＴＭ１、ＩＦＩＴ２、ＳＰＲ、ＧＮＢ２、ＸＫ、ＩＦＩＴＭ
３、Ｃ３３．２８ＨＥＲＶ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、ＸＫ、ＧＰＲ１５、
ＭＴ１Ｇ、ＭＴ１Ｂ；ＭＴ１Ａ、ＡＤＦＰ、ＩＬ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ１Ｆ、ＭＴ１Ｈ、Ｓ
ＬＣ３０Ａ１、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＴｎｃＲＮＡのいずれかの発現
時に産生される産生物を認識することを特徴とする、請求項１５または１６に記載の試薬
キット。
【請求項１８】
細胞株が、ＭｏｎｏＭａｃ－６、ＴＨＰ－１、ＭＵＴＺ－３、ＷＢＣ２６４－９Ｃおよび
ＡＭＬ－１９３から成る群より選択される、請求項１５－１７のいずれかに記載の試薬キ
ット。
【請求項１９】
細胞株を培養するために適する細胞培養培地、抗生物質、ポジティブコントロール、ネガ
ティブコントロール、培養プレートもしくはフラスコ、および/または請求項１－１４の
いずれかに従っての方法を記載する説明書をさらに含有する、請求項１５－１８のいずれ
かに記載の試薬キット。
【請求項２０】
細胞株が、ＭｏｎｏＭａｃ－６、ＴＨＰ－１、ＭＵＴＺ－３、ＷＢＣ２６４－９Ｃおよび
ＡＭＬ－１９３から成る群より選択されることを特徴とする、請求項１－１４のいずれか
に記載の方法における、細胞株の使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、潜在的アレルゲン性物質のin vitro予測のための、改善されたサイトカイン
プロファイルアッセイ（Cytokine Profile Assay;ＣＰＡ）および遺伝子活性化プロファ
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イルアッセイ（Gene Activation Profile Assay;ＧＡＰＡ）に関し、その場合単球および
/またはマクロファージおよび/または骨髄単球系細胞株を、該物質およびインターフェロ
ン－γの存在下で培養すると、サイトカインおよび/またはネオプテリンの産生が増加さ
れ、それを測定する。サイトカインの存在はまた、サイトカイン関連遺伝子、またはアッ
プレギュレートされる遺伝子を本発明に従って測定することにより見積もられてもよい。
【０００２】
　本発明はまた、本アッセイを行うための試薬キット、および本アッセイにおけるある種
の細胞株の使用にも関する。
【背景技術】
【０００３】
　本サイトカインプロファイルアッセイ（ＣＰＡ）は、物質のアレルゲン性のリスクおよ
び有害効果の予測を可能にする、in vitro試験である。医薬剤、食品添加物、化粧品、衛
生用品、工業用化学物質としての使用を意図される物質、およびその他の物質を、アレル
ギー反応およびその他の有害反応（そのような反応は、皮膚刺激性の効果および毒性効果
であってよい）を誘発するそれらの潜在的リスクについて分析する。
【０００４】
　物質の分析は、ヒトの単球および/またはマクロファージおよび/または骨髄単球系細胞
株において行う。物質は、ヒト細胞、すなわち物質の使用が意図される種と同じ種由来の
細胞で試験するため、動物は関与しない。物質によっては異なる種で同じ効果を持たない
可能性があり、動物で行われる試験は誤った結果を与える可能性がある。それ故本試験は
好ましくはヒト細胞を用いて行う。
【０００５】
　今日商業的に使用されている試験はin vivo動物試験であり、倫理的側面の理由で、現
在使用されている動物試験に代わり得るin vitroの方法の発見が大いに求められている。
アレルギー反応はそれに悩まされている人にとって本当に深刻となり得るため、例えば医
薬品、化粧品、食品の産業界から、できるだけ早期段階でこれらの物質を同定することが
できることが大いに求められている。
【０００６】
　免疫系における毒性効果のin vitro評価が、マウス由来脾細胞において試験されている
（“増殖アッセイおよびサイトカイン産生により評価した場合の、免疫系における薬剤誘
発性毒性効果のin vitro評価”、M. Pallardy et al. Eur. Cytokine Net., Vol. 2 No 3
, May-June 1991, pp. 201-206）。この方法は、自己免疫および過敏症を誘発する分子を
検出するにはあまり有効ではない。
【０００７】
　以前の研究は、ヒト血液細胞により産生されるネオプテリンおよびインターロイキン－
８（ＩＬ－８）は、アレルゲン性物質を同定するための信頼できるシグナル分子であると
してよいを示した。スウェーデン特許第５０６　５３３号（ＷＯ９７/１６７３２）を導
いたこの仮説は、ヒトアレルゲンおよびＴリンパ球抗原の同定のためのin vitroの方法へ
と方向づけた。in vitroの培養ヒト細胞を試験する物質に暴露させ、過感受性に関連する
応答を測定する。アレルギー反応との公知の関連性のある物質で細胞を刺激すると、ある
種の細胞からの物質、主にサイトカインの放出を開始することが示された。この特許によ
りカバーされる方法は、サイトカインプロファイルアッセイ（ＣＰＡ）と命名された。こ
の試験の概念は、アレルゲン性物質はネオプテリンおよびＩＬ－８の産生という特定のパ
ターンを誘発し、培養ヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）の上清中で測定することができる
、というものである。サイトカインのプロファイルの分析は、Ｉ型またはＩＶ型のアレル
ギー反応が存在するかどうか、すなわち刺激性反応があるかまたはまったく反応がないか
どうかを特定することになる。
【０００８】
　ＣＰＡのさらなる確認試験は、リファレンスの系としてのヒト単球細胞株の好ましい使
用を導いている。またこの方法は、Ｉ型アレルギーを誘発することが知られているタンパ
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ク質を同定するために最も適するように思われた。
【０００９】
　この方法は後に、ＰＣＴ/ＳＥ２００６/０５０３３６において、潜在的アレルゲン性物
質または組織刺激性物質によりアップレギュレートされる遺伝子を測定することにより精
密化された。この方法は、遺伝子活性化プロファイルアッセイ、すなわちＧＡＰＡと呼ば
れる。ＧＡＰＡはまた、アレルギーまたは組織刺激性のin vitro分析のための１つまたは
それより多くの遺伝子由来の発現産生物の使用も考慮している。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１０】
【特許文献１】スウェーデン特許第５０６　５３３号（ＷＯ９７/１６７３２）
【特許文献２】ＰＣＴ/ＳＥ２００６/０５０３３６
【非特許文献】
【００１１】
【非特許文献１】“増殖アッセイおよびサイトカイン産生により評価した場合の、免疫系
における薬剤誘発性毒性効果のin vitro評価”、M. Pallardy et al. Eur. Cytokine Net
., Vol. 2 No 3, May-June 1991, pp. 201-206
【発明の概要】
【００１２】
　単球および/またはマクロファージおよび/または骨髄単球系細胞株を、潜在的アレルゲ
ン性物質およびインターフェロン－γの存在下で培養すると、過敏性との公知の関連性を
有する被験物質の存在下で、サイトカインおよび/またはネオプテリンの産生が増加する
ことが、今回判明した。この効果は、潜在的アレルゲン性物質およびインターフェロン－
γの各々の存在下で細胞を培養した場合と比較して、相乗的であるようにさえ見える。
【００１３】
　本発明は、潜在的アレルゲン性物質のin vitro予測のためのサイトカインプロファイル
アッセイ（ＣＰＡ）に関し、その場合単球および/またはマクロファージおよび/または骨
髄単球系細胞株を、該物質およびインターフェロン－γの存在下で培養すると、サイトカ
インおよび/またはネオプテリンの産生が増加され、それを測定する。サイトカインの存
在はまた、サイトカイン遺伝子、または本発明に従ってのアップレギュレートされる遺伝
子を測定することにより見積もられてもよい。
【００１４】
　さらなる側面において本発明は、潜在的アレルゲン性物質のin vitro予測のための遺伝
子活性化プロファイルアッセイ（ＧＡＰＡ）に関し、その場合単球および/またはマクロ
ファージおよび/または骨髄単球系細胞株を、該物質およびインターフェロン－γの存在
下で培養し、その場合該物質のアレルゲン性は、Ｇ１Ｐ２、ＯＡＳＬ、ＩＦＩＴ１、ＴＲ
ＩＭ２２、ＩＦＩ４４Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳＡＤ２、ＩＦＩＴ３、ＩＦＩＴＭ１、ＩＦＩＴ２
、ＳＰＲ、ＧＮＢ２、Ｃ３３．２８ＨＥＲＶ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、Ｘ
Ｋ、ＧＰＲ１５、ＭＴ１Ｇ、ＭＴ１Ｂ；ＭＴ１Ａ、ＡＤＦＰ、ＩＬ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ１
Ｆ、ＭＴ１Ｈ、ＳＬＣ３０Ａ１、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＣＤ８３、ＣＤ８６、ＴｎｃＲＮＡ
より選択されるアップレギュレートもしくはダウンレギュレートされる遺伝子を測定する
、またはそれらの発現産生物が測定される、ことにより見積もられる。
【００１５】
　本発明はまた、インターフェロン－γ、ならびにサイトカイン、好ましくはＩＬ－８お
よびネオプテリンを各々認識する試薬、ならびに/またはサイトカイン遺伝子もしくはア
ップレギュレートされる遺伝子を認識する試薬、例えばプローブ、そして所望によりさら
なる部分、例えば試験細胞、すなわちＭｏｎｏＭａｃ－６、ＴＨＰ－１、ＭＵＴＺ－３、
ＷＢＣ２６４－９ＣおよびＡＭＬ－１９３から成る群より選択される細胞株、細胞株を培
養するために適する細胞培養培地、抗生物質、ポジティブコントロール、ネガティブコン
トロール、培養プレートもしくはフラスコ、および/または実施する方法を記載する説明
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書を含有する、上の方法を実施するための試薬キットに関する。
【００１６】
　さらなる態様において本発明は、本発明に従っての方法における単球および/またはマ
クロファージおよび/または骨髄単球系細胞株の使用に関する。本発明に従っての方法に
おいて使用するために現在意図される細胞株は、以下に記載するようにＭｏｎｏＭａｃ－
６、ＴＨＰ－１、ＭＵＴＺ－３、ＷＢＣ２６４－９ＣおよびＡＭＬ－１９３である。
【００１７】
　当該方法は、食品添加物、化粧品または衛生用品、医薬品、工業用化学物質、薬剤、お
よび有害反応を避けたいその他の物質のための、動物試験に代わるものとして提供するも
のである。
【００１８】
　本発明を以下の図により説明する。
【図面の簡単な説明】
【００１９】
【図１】ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞を、２４時間、カバノキ天然アレルゲンのＢｅｔ　ｖ１
、およびヒト血清アルブミン（ＨＳＡ）にて０．２から２０μｇ/ｍｌで刺激した。用量
応答曲線を図に示す。物質は刺激の間、細胞培養培地中のＩＦＮ－γで（黒丸）、または
ＩＦＮ－γを含まずに（白丸）刺激された。細胞はＲＰＭＩ＋１０％ＦＣＳ中で培養した
。各点は３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す。
【図２】Ａ　タンパク質アレルゲンに対する細胞のネオプテリン応答におけるＩＮＦ－γ
の効果。ＭＭ６細胞を、２４時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下（■）または
ＩＮＦ－γの不在下（□）で、アレルゲンタンパク質のＢｅｔ　ｖ１またはＡｒａ　ｈ２
、ならびにコントロール物質にて刺激した。アレルゲンは０．２４から２０μｇ/ｍｌの
範囲の濃度で試験した。用量応答を破線で示す。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。
３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを
補充したＲＰＭＩ中で培養した。　Ｂ　考慮すべきアレルゲン性のないタンパク質に対す
る細胞のネオプテリン応答におけるＩＮＦ－γの効果。ＭＭ６細胞を、２４時間、ＩＮＦ
－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下（■）またはＩＮＦ－γの不在下（□）で、タンパク質
のＨＳＡ、バレイショレクチンまたはゼラチンにて刺激した。タンパク質は０．２４から
２０μｇ/ｍｌの範囲の濃度で試験した。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の
培養内の標準偏差をエラーバーで示す。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを補充し
たＲＰＭＩ中で培養した。
【図３】Ａ　細胞のネオプテリンレベルは、タンパク質アレルゲンに対して用量依存の様
式で増加した。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞を、２４時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の
存在下、アレルゲンタンパク質のα－アミラーゼアスペルギウス、Ａｒａ　ｈ２、Ａｌｔ
　ａ　１、またはＰｈ１　ｐ　１、ならびにコントロール物質（ＨＳＡ）にて刺激した。
アレルゲンは０．７から６０μｇ/ｍｌの範囲の濃度で試験した。用量応答は破線で示す
。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す。
ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ中で培養した。　Ｂ　細胞の
ネオプテリンレベルは、タンパク質アレルゲンに対して用量依存の様式で増加した。ＭＭ
６細胞を、ＩＮＦ－γの存在下、２４時間、アレルゲンタンパク質のＣｏｒ　ａ　８、Ａ
ｍｂ　ａ　１、またはコントロール物質のレンズマメレクチン（ＬＣＡ）にて刺激した。
タンパク質は０．７から６０μｇ/ｍｌの範囲の濃度で試験した。用量応答を破線で示す
。各棒グラフは３回の培養内の平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す
。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ中で培養した。　Ｃ　アレ
ルゲン性である潜在性の低いタンパク質による刺激における、細胞の弱いネオプテリン応
答。ＭＭ６細胞を、ＩＮＦ－γの存在下、２４時間、タンパク質のターマミル(Termamyl)
またはダイズレクチンにて刺激した。タンパク質は２．２から１８０μｇ/ｍｌの範囲の
濃度で試験した。用量応答を破線で示す。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の
培養内の標準偏差をエラーバーで示す。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを補充し
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たＲＰＭＩ中で培養した。
【図４－１】Ａ　化学物質アレルゲンに対する細胞のネオプテリン応答におけるＩＮＦ－
γの効果。ＭＭ６細胞を、２４時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下（■）また
はＩＮＦ－γの不在下（□）で、呼吸器感作（ＨＣＰｔ、ＴＭＡもしくはＭＤＩ）または
皮膚感作（ＤＮＣＢ）に関連する化学物質にて刺激した。試験濃度は（μｇ/ｍｌ）で示
す。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す
。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ中で培養した。コントロー
ルとしてＢｅｔ　ｖ１およびＨＳＡを含めた。　Ｂ　皮膚感作に関連する化学物質による
刺激における細胞のネオプテリン応答。ＭＭ６細胞を、ＩＮＦ－γの存在下、２４時間、
皮膚感作に関連する化学物質にて刺激した。試験濃度はμｇ/ｍｌで示す。各棒グラフは
３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す。ＭｏｎｏＭａｃ
－６細胞は１０％ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ中で培養した。
【図４－２】Ｃ　皮膚感作または皮膚刺激性に関連する化学物質による刺激における細胞
のネオプテリン応答。ＭＭ６細胞を、ＩＮＦ－γの存在下、２４時間、皮膚感作または皮
膚刺激性に関連する化学物質にて刺激した。試験濃度はμｇ/ｍｌで、またはグリセロー
ルに関してはパーセントで示す。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の
標準偏差をエラーバーで示す。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを補充したＲＰＭ
Ｉ中で培養した。　　Ｄ　刺激性に関連する化学物質による刺激における細胞のネオプテ
リン応答。ＭＭ６細胞を、ＩＮＦ－γの存在下、２４時間、刺激性に関連する化学物質に
て刺激した。試験濃度はμｇ/ｍｌで示す。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回
の培養内の標準偏差をエラーバーで示す。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は１０％ＦＣＳを補充
したＲＰＭＩ中で培養した。
【図５】Ａ　ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞を、ＲＰＭＩ＋１０％ＦＣＳ中で、２４時間、天然
ピーナッツアレルゲンのＡｒａ　ｈ　２（１ｍｌ当たり２０および６．６マイクログラム
）ならびにヒト血清アルブミン（ＨＳＡ；１ｍｌ当たり６．６マイクログラム）にて刺激
した。物質は刺激の間、細胞培養液中のＩＦＮ－γで刺激された。各実験には、非刺激細
胞を含むウェルの数が含まれ、結果をまたグラフで示す。各実験について結果は３回の培
養の平均として示す。３回の標準偏差をバーで示す。　Ｂ　ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞を、
血清不含培地Panserin４１１中で、２４時間、天然ピーナッツアレルゲンのＡｒａ　ｈ　
２（１ｍｌ当たり２０および６．６マイクログラム）ならびにヒト血清アルブミン（ＨＳ
Ａ；１ｍｌ当たり６．６マイクログラム）にて刺激した。物質は刺激の間、細胞培養液中
のＩＦＮ－γで刺激された。各実験には、非刺激細胞を含むウェルの数が含まれ、結果を
またグラフで示す。各実験について結果は３回の培養の平均として示す。３回の標準偏差
をバーで示す。　Ｃ　ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞を、血清不含培地Panserin４１１中で、４
８時間、天然ピーナッツアレルゲンのＡｒａ　ｈ　２（１ｍｌ当たり２０および６．６マ
イクログラム）ならびにヒト血清アルブミン（ＨＳＡ；１ｍｌ当たり６．６マイクログラ
ム）にて刺激した。物質は刺激の間、細胞培養液中のＩＦＮ－γで刺激された。各実験に
は、非刺激細胞を含むウェルの数が含まれ、結果をまたグラフで示す。各実験について結
果は３回の培養の平均として示す。３回の標準偏差をバーで示す。
【図６－１】Ａ　細胞のネオプテリンレベルは、血清不含培地中で培養した細胞において
タンパク質アレルゲンに対して用量依存の様式で増加した。Panserin細胞培養培地中で培
養したＭＭ６細胞を、２４時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下、アレルゲンタ
ンパク質のＡｒａ　ｈ２、Ｃｏｒ　ａ　８、Ａｌｔ　ａ　１、またはＰｈ１　ｐ　１、な
らびにコントロール物質（ＨＳＡ）にて刺激した。アレルゲンは０．７から６０μｇ/ｍ
ｌの範囲の濃度で試験した。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準
偏差をエラーバーで示す。　Ｂ　細胞のネオプテリンレベルは、血清不含培地中で培養し
た細胞においてタンパク質アレルゲンに対して用量依存の様式で増加した。Panserin細胞
培養培地中で培養したＭＭ６細胞を、２４時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下
、アレルゲンタンパク質のＡｒａ　ｈ２またはＡｍｂ　ａ　１、ならびに非アレルゲン性
のゼラチンまたはコントロール物質（ＨＳＡ）にて刺激した。各棒グラフは３回の培養の



(8) JP 2011-505858 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す。
【図６－２】Ｃ　細胞のネオプテリンレベルは、血清不含培地中で培養した細胞において
タンパク質アレルゲンに対して用量依存の様式で増加した。Panserin細胞培養培地中で培
養したＭＭ６細胞を、２４時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下、アレルゲンタ
ンパク質のＡｒａ　ｈ２、Ｇａｌ　ｄ　２（卵白アルブミン）またはＧａｌ　ｄ　３（コ
ンアルブミン）、ならびに非アレルゲン性のインスリンまたはコントロール物質（ＨＳＡ
）にて刺激した。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラ
ーバーで示す。　Ｄ　アレルゲン性である潜在性の低いタンパク質による刺激における細
胞の弱いネオプテリン応答。Panserin細胞培養培地中で培養したＭＭ６細胞を、ＩＮＦ－
γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下、アレルゲンタンパク質のＡｒａ　ｈ２、Ａｍｂ　ａ　１
、ならびにアレルゲン性である潜在性の低いタンパク質のバレイショレクチンまたはコン
トロール物質（ＨＳＡ）にて２４時間刺激した。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。
３回の培養内の標準偏差をエラーバーで示す。
【図７】Ａ　細胞のネオプテリンレベルは、血清不含培地中で培養した細胞においてタン
パク質アレルゲンに対して用量依存の様式で増加した。Panserin細胞培養培地中で培養し
たＭＭ６細胞を、４８時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下、アレルゲンタンパ
ク質のＡｒａ　ｈ２、Ｃｏｒ　ａ　８、Ａｌｔ　ａ　１またはＰｈ１　ｐ　１、ならびに
コントロール物質（ＨＳＡ）にて刺激した。アレルゲンは０．７から６０μｇ/ｍｌの範
囲の濃度で試験した。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差を
エラーバーで示す。　Ｂ　細胞のネオプテリンレベルは、血清不含培地中で培養した細胞
においてタンパク質アレルゲンに対して用量依存の様式で増加した。Panserin細胞培養培
地中で培養したＭＭ６細胞を、４８時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下、アレ
ルゲンタンパク質のＡｒａ　ｈ２、Ａｍｂ　ａ　１、α－アミラーゼアスペルギルス、ま
たはＧａｌ　ｄ　２、ならびにコントロール物質のゼラチン、バレイショレクチン、また
はＨＳＡにて刺激した。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差
をエラーバーで示す。　Ｃ　細胞のネオプテリンレベルは、血清不含培地中で培養した細
胞においてタンパク質アレルゲンに対して用量依存の様式で増加した。Panserin細胞培養
培地中で培養したＭＭ６細胞を、４８時間、ＩＮＦ－γ（１００Ｕ/ｍｌ）の存在下、ア
レルゲンタンパク質のＡｒａ　ｈ２、Ｇａｌ　ｄ　２（卵白アルブミン）、Ｇａｌ　ｄ　
３（コンアルブミン）にて、またはコントロール物質（ＨＳＡ）もしくはインスリンにて
刺激した。各棒グラフは３回の培養の平均を表す。３回の培養内の標準偏差をエラーバー
で示す。
【図８】細胞を、２４時間、タンパク質アレルゲンのＡｒａ　ｈ２およびＬＰＳ、ならび
にＨＳＡに、異なる試験濃度で暴露させた。細胞は１０％ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ中で
培養する。
【図９】サイトカインプロファイルアッセイおよび遺伝子活性化プロファイルアッセイの
典型的な態様の、主な手順ステップの全体像。
【発明を実施するための形態】
【００２０】
　本発明に従っての方法は、潜在的アレルゲン性物質のin vitro予測のためのものである
。
単球および/もしくはマクロファージおよび/もしくは骨髄単球系細胞株、または単球、マ
クロファージおよび/もしくは骨髄性単球に由来を持つその他の均等な細胞株を、該物質
およびインターフェロン－γの存在下で培養すると、それによりサイトカインおよび/ま
たはネオプテリンの産生が増加され、それを測定する。試験する物質およびインターフェ
ロン－γは、合わせて混合して加えても、または同時に加えてもよい。あるいは試験する
物質を、インターフェロン－γの前に加えてもよいし、またはその逆であってもよい。
【００２１】
　インターフェロン－γを添加すると、特にネオプテリンの産生が増加されることが判明
した。
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　ネオプテリン（６－Ｄ－エリスロトリヒドロキシプロピル－プテリン）は、プテリジン
生合成の鍵となる酵素であるＧＴＰ－シクロヒドロラーゼＩによりグアノシン三リン酸（
ＧＴＰ）から生合成される、低分子量の物質である。in vivoではヒトの単球/マクロファ
ージにより、そしてin vitroではいくつかの骨髄単球系細胞株（例えばＴＨＰ－１および
ＭＭ６）により形成され、放出される。ネオプテリンの産生は、細胞免疫系の活性化の段
階を反映する。インターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）は、活性化されたＴリンパ球（特に
いわゆるＴＨ－１型細胞）により主に産生され、ネオプテリンの産生を有意に誘発する唯
一のサイトカインとして認識されている。in vivoにおけるネオプテリン形成のレベルは
、単球/マクロファージにおけるＩＦＮ－γの影響と相関する。
【００２２】
　出願者らの以前の研究は、細胞がアレルゲン抽出物（Ｉ型に関連するアレルゲン）で刺
激されると、ネオプテリンの放出が特異的にアップレギュレートされることを示した。
　ＩＬ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－
１０、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－αおよびＩＦＮ－γより選択される１つまたはそれより多く
のサイトカインの存在は、クラスＩＶの細胞性Ｔ細胞免疫、すなわち遅延型過敏症、例え
ば細胞免疫、遅延型アレルギー、および接触性湿疹の指標である。
【００２３】
　ＩＬ－１、ＩＬ－１β、ＩＬ－２、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ－
１０、ＩＬ－１２、ＴＮＦ－αおよびＩＦＮ－γより選択される１つまたはそれより多く
のサイトカインの存在、ならびに/または高レベルのネオプテリンの存在は、Ｔリンパ球
およびＢリンパ球ならびに炎症細胞によるクラスＩ免疫反応型、すなわち即時型過敏症、
例えば喘息、花粉症、蕁麻疹および鼻炎の指標である。
【００２４】
　本方法は、図９に全体像を示したように実施してよい。手短にはヒト細胞は９６ウェル
プレートで培養する。被験物質およびＩＦＮ－γを細胞に加える。細胞は、例えば少なく
とも５時間、例えば５から４８時間、例えば１２から３６時間、特に２０から２４時間イ
ンキュベーションする。上清を分析する。これは上清を集め、それを９６ウェルＥＬＩＳ
Ａプレートに移すことにより行ってよい。次にサイトカインの産生を測定する。これは、
サイトカインそれ自体を測定することにより行ってよい。１つの態様に従って、上清中の
サイトカインのＥＬＩＳＡ分析を行う。特にネオプテリンを測定する。その後試験結果を
評価する。各物質毎に用量応答曲線を作成してよい。アレルギー反応はまた、アップレギ
ュレートされたまたはダウンレギュレートされた遺伝子を検出することにより：細胞から
抽出されたＲＮＡまたはＤＮＡの測定により、すなわち遺伝子活性化プロファイルを決定
することにより測定してもよい。
【００２５】
　さらなる態様に従って、ＩＬ－２、ＩＬ－８、ＩＬ－１０、ＩＦＮ－ガンマ、ＩＬ－４
、ＩＬ－５、および可溶性産生物、例えばｓＣＤ８およびｓＩＬ－２Ｒより選択される、
細胞性Ｔ細胞免疫に関連付けられるクラスＩＶ型のサイトカインをまた測定する。
【００２６】
　なおもう１つの態様に従って、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－１０、ＩＬ－４、ＩＬ－
５、および可溶性産生物、例えばｓＣＤ８およびｓＩＬ－２Ｒより選択される、クラスＩ
型、すなわちＴリンパ球およびＢリンパ球ならびに炎症細胞による免疫反応型のサイトカ
インもまた測定する。
【００２７】
　本発明に従って、以下：ＧＩＰ２、ＯＡＳＬ、ＩＦＩＴ１、ＴＲＩＭ２２、ＩＦＩ４４
Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳＡＤ２、ＩＦＩＴ３、ＩＦＩＴＭ１、ＩＦＩＴ２、ＳＰＲ、ＧＮＢ２、
Ｃ３３．２８ＨＥＲＶ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、ＸＫ、ＧＰＲ１５、ＭＴ
１Ｇ、ＭＴ１Ｂ；ＭＴ１Ａ、ＡＤＦＰ、ＩＬ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ１Ｆ、ＭＨ１Ｈ、ＳＬＣ
３０Ａ１、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＣＤ８３、ＴｎｃＲＮＡより選択されるアップレギュレー
トまたはダウンレギュレートされる遺伝子、またはそれらの発現産生物を測定することに
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よりアレルギー反応を見積もることもまた可能である。全体として、ＧＩＰ２、ＯＡＳＬ
、ＩＦＩＴ１、ＴＲＩＭ２２、ＩＦＩ４４Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳＡＤ２、ＩＦＩＴ３、ＩＦＩ
ＴＭ１、ＩＦＩＴ２の１つまたはそれより多くの発現が、Ｉ型アレルギーを示し；ＳＰＲ
、ＧＮＢ２、ＸＫ、ＩＦＩＴＭ３の１つまたはそれより多くが、非アレルギーを示し；、
Ｃ３３．２８ＨＥＲＶ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、ＸＫ、ＧＰＲ１５の１つ
またはそれより多くがＩ型/ＩＶ型のハプテンを示し、そして、ＭＴ１Ｇ、ＭＴ１Ｂ；Ｍ
Ｔ１Ａ、ＡＤＦＰ、ＩＬ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ１Ｆ、ＸＫ、ＩＦＩＴＭ３、ＭＴ１Ｈ、ＳＬ
Ｃ３０Ａ１、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＧＮＢ２、ＭＴＩＢ、ＣＤ８３、ＴｎｃＲＮＡの遺伝子
の１つまたはそれより多くが、ＩＶ型アレルギーを示す。
【００２８】
　本発明者らは、外来物質に対する有害な組織の応答を以下のように分類した。
　クラスＩ：アレルギー性免疫反応Ｉ型。これは即時型過敏症とも命名されており、外来
物質に対して特異的に産生されるＩｇＥ抗体により仲介される。急性炎症反応が起こり、
しばしばヒスタミンが産生され、症状の例として、喘息、花粉症、蕁麻疹、および鼻炎が
ある。この形は、その物質が、免疫系のすべての成分が参加する完全に成熟した免疫反応
を誘発できることを必要とする。この型はまた、最終ステップの免疫反応とみなされてい
る。
【００２９】
　クラスＩＶ：炎症性免疫反応ＩＶ型。これは遅延型過敏症とも命名されており、感作Ｔ
リンパ球ＴＨ－１型により仲介され、最初のステップの型の免疫反応とみなされている。
アレルギー性接触性皮膚炎はこの型の反応の一例である。
【００３０】
　クラスＩおよびクラスＩＶに関しては、Ivan Roitt, Jonathan Brostoff およびDavid 
Maleによる”Immunology” , Gower MedicalPublishing London-New York, 1989,ページ1
9.1-19.20および22.1-22.10を参照のこと。同文献を参照として援用する。
【００３１】
　サイトカインプロフェイルの３つの主要な型を同定した。
　クラス０型：結合組織、線維芽細胞、内皮細胞、上皮細胞、非特異的炎症性白血球細胞
に傷害を示す警告サイトカインの分泌。このグループのメンバーはＩＬ－１、ＩＬ－６、
ＩＬ－１２、およびＴＮＦである。
【００３２】
　クラスＩ型：リンパ球および炎症細胞からの免疫反応型のサイトカインの分泌。これら
にはクラス０のサイトカイン、そして加えてＩＦＮ－ガンマ、ネオプテリン、ＩＬ－２お
よびＩＬ－１０を含む。理論的には動物のin vivo試験で知られているように、ＩＬ－４
およびＩＬ－５もまたここに組み入れるべきであるが、これらの物質は決定するのが難し
いことで有名であり、したがって著者らの試験プロトコールにルーチンには含めない。
【００３３】
　クラスＩＶ型：クラス０の非特異的型のサイトカイン、そして加えてＩＬ－２、ＩＬ－
８、ＩＬ－１０およびＩＦＮ－ガンマの分泌。
　完全な最終型の免疫反応であるクラスＩはネオプテリンの産生を促進するが、一方クラ
スＩＶの初期型免疫反応は、ネオプテリン産生に対する限り免疫系を刺激することはない
。
【００３４】
　上に列記したサイトカインは、単に好ましく選択された代表的なメンバーであるに過ぎ
ない。加えてその他のサイトカインも同様に使用してよく、本特許は、The Cytokine Fac
ts Book、 Callard R.E. およびGearing, A.J.H.編、Academic Press 1994（本明細書に
より参照として援用する）に列記されたすべての物質の分析の使用、および物質が惹起の
潜在性を有する反応の成熟度のグレードを予測するための将来アップデートされる諸事に
ついても主張する。
【００３５】
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　インターロイキンの例は、ＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ
－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１
３、ＩＬ－１４、ＩＬ－１５である。その他のサイトカインの例は（アルファベット順に
）ＢＤＮＦ、ＣＮＴＦ、ＥＧＦ、Ｅｐｏ、ＦＧＦ、Ｇ－ＣＳＦ、ＧＭ－ＣＳＦ、Ｉ－３０
９/ＴＣＡ－３、ｙＩＰ－１０、ＩＦＮα、ＩＦＮβ、ＩＦＮγ、ＬＩＦ、ＬＴ（ＴＮＦ
β）、ＭＣＰ－１、２および３、Ｍ－ＣＳＦ、ＭＩＦ、ＭＩＰ－１α、ＭＩＰ－１β、Ｍ
ＩＰ－２、ＮＧＦ、ＮＴ－３、ＮＴ－４、ＯＳＭ、ＰＢＰ、ＰＢＳＦ、ＰＤＧＦ、ＰＦ－
４、ＲＡＮＴＥＳ、ＳＣＦ、ＴＧＦα、ＴＧＦβ、ＴＮＦα、Ｔｐｏ、ＶＥＧＦである。
【００３６】
　本発明に従って、炎症性免疫反応ＩＶ型の存在は、好ましくはＩＬ－８を使用すること
により分析する。ＩＶ型の反応時に、ＩＬ－８が展開され、上昇したレベルで存在するこ
とが判明した。
【００３７】
　Ｉ型反応が間もなく起こるという場合、ネオプテリンはより高い量で存在するため、Ｉ
Ｌ－８および/またはネオプテリンは、炎症性免疫反応ＩＶ型のおよびアレルギー性免疫
反応Ｉ型との間を区別するために、特に使用することができる。
【００３８】
　In vitro試験の結果、すなわち調査下の物質により誘発されるサイトカインのパターン
に基づいて、ヒトまたは動物がその物質に暴露された時に、有害な反応を引き起こすその
物質の潜在性に関して予測を行う。
【００３９】
　望まない微生物の増殖を防ぐため、抗生物質を加えてよい。ペニシリンおよびストレプ
トマイシンは、２５－１００Ｕ/ｍｌの濃度で加えてよい。
　マイトジェン、または免疫系における公知の効果を有する物質を、より良い結果を得る
ためにポジティブコントロールとして使用することができる。Daniel P. Stites: Clinic
al Laboratory Methods for Detection of Antigens & Antibodies in. Basic and Clini
cal Immunology, Large Medical Publication, Los Altos California, 1984に述べられ
ているような、あらゆるマイトジェンを使用してよい。この参考文献を本記述において参
照として援用する。好ましくは植物性血球凝集素（ＰＨＡ－Ｌ）を使用し、１ｍｌ当たり
２５０μｇのウェルの最終濃度となるように、適切な培地中に溶解させる。
【００４０】
　培地は、細胞、特にヒト細胞およびヒト血液由来細胞の培養に使用されるいかなる培地
でもよい。ＲＰＭＩ　１６４０は適切な培地の一例である。培地はまた血清不含培地、例
えばPanserin４１１でもよい。
【００４１】
　試験は試験管内、または好ましくはマイクロタイタープレートのウェル内で行うことが
できる。
　本発明の１つの態様に従って、単球、マクロファージ、および/または骨髄単球系細胞
株に毒性でない最も高い濃度の物質を段階希釈してよい。
【００４２】
　免疫系における効果について試験する物質に関しては、異なる濃度を細胞に加え、約３
７℃でインキュベーションする。例えば生体染色、例えばトリパンブルー、ヨウ化プロピ
ジウムの存在下での顕微鏡観察、またはあらゆるその他の生存判別試験により示された、
細胞に毒性でない最も高い濃度の物質を、出発濃度として使用してよい。その後物質の段
階希釈を行う。物質をＲＰＭＩ　１６４０中に希釈する場合、適当なコントロールは培地
のみである。他の希釈液を使用する場合、対応する濃度の適当な希釈液のコントロールを
使用する。
【００４３】
　本発明の１つの態様において、試験する物質はタンパク質である。試験する物質が潜在
的アレルゲンである場合、試験する潜在的アレルゲンは、アレルゲンの原料から単離され
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たか、またはリコンビナントにより産生されたかのいずれかの、抽出物の成分（１つまた
は複数）として、または純粋な天然の形で試験することができる。
【００４４】
　サイトカインアッセイ
プレートは様々な時間間隔でインキュベーターから取り出し、培養細胞から放出されるサ
イトカインを上清中で測定する。上清は直ちに試験するか、または試験まで－２０℃で保
存することができる。サイトカインの判定に関しては様々な由来の診断キットを使用する
。本特許は本方法に関して、バイオアッセイ、イムノアッセイ、または化学的アッセイ、
またはその他のアッセイを含む、サイトカインの定量に使用するあらゆる利用可能な試験
または新たに構成された試験を使用することを主張する。
【００４５】
　製造元の指示は以下のとおりである。これら試験はすべて酵素免疫測定法（ＥＩＡ：ｓ
）である。原理は、マイクロタイタープレートのウェルを、サイトカインを特異的に捕獲
する抗体で標識することである。サイトカインがウェルに添加されたサンプル中に存在し
ていれば、サイトカインはウェルの底に捕獲される。捕獲されたサイトカインの量を定量
するため、酵素で標識された第二抗体をウェルに加えてよい。反応はその後、酵素の基質
を加えた後の発色として測定してよい。試験ウェルの値を、一連の公知の量のサイトカイ
ンから得られる標準曲線と比較してよい。用量応答曲線を各物質について作成してよい。
【００４６】
　本発明はまた、クラスＩ型のサイトカイン、および/またはクラスＩＶのサイトカイン
を認識する１つまたはそれより多くの試薬を包含するキットに関わる。そのようなサイト
カインの例は、本記述において述べたものである。ネオプテリンおよびＩＬ－８の存在に
反応する試薬が好ましい。
【００４７】
　これら試薬は、これらの物質に対して感受性がある抗体またはその他の試薬であってよ
い。試薬は、キャリアー(carrier)　例えば条片(strip)、タイタープレート、マイクロタ
イタープレート、ＥＬＩＳＡプレート、試験管などにより支持されていてよい。キャリア
ーは異なるサイズであってよい。キャリアーの材料は、試薬とサイトカイン間の反応を妨
げることのないあらゆる固体または半固体であってよい。キャリアーは、マイクロ粒子、
ビーズ、多孔質および不透過性の条片およびメンブレン、反応容器　例えば試験管および
マイクロタイタープレートの内側表面を含む、多様な形および組成をとることができる。
マイクロタイタープレートおよびビーズは、プラスチック、例えばスチレンポリマーもし
くはアクリルポリマー、またはガラスであってよい。ニトロセルロースは、好ましくはフ
ィルター、条片、またはディスクの形で使用することができる。所望の反応相手を選択さ
れた固体支持体に結合させる手段は、当業者のルーチンの技術の問題となる。フローサイ
トメーターを使用することもまた可能である。
【００４８】
　以下の市販キット（製造元を併記）を使用してよい：
　ＩＬ－１ベータ：Immunotech; Chromgenix
　ＩＬ－２：Immunotech; Chromgenix
　ＩＬ－４：R&D Systems 
　ネオプテリン: Henning Berlin, IBL-Hamburg Neopterin ELISA
　ＩＬ－６：Immunotech, Chromgenix
　ＩＬ－８：Assay Res. Inc
　インターフェロン－ガンマ：Genzyme
　ｓＣＤ８：T Cell Diagnostics
　ＳＩＬ－２Ｒ：Immunotech
　ＴＮＦ：Medgenix
　ＩＬ－１０：Medgenix
　製造元の指示は以下のとおりである。これら試験はすべて酵素免疫測定法（ＥＩＡ：ｓ
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）である。原理は、マイクロタイタープレートのウェルを、サイトカインを特異的に捕獲
する抗体で標識することである。サイトカインがウェルに添加されるサンプル中に存在し
ていれば、サイトカインはウェルの底に捕獲されることになる。捕獲されたサイトカイン
の量を定量するため、酵素で標識された第二抗体をウェルに加える。その後反応は、酵素
の基質を加えた後の発色として測定する。試験ウェルの値を、一連の公知の量のサイトカ
インを加えることにより得られた標準曲線と比較する。物質を加えていないコントロール
ウェルから得られた値を、サイトカインのレベルのバックグラウンド値として使用する。
【００４９】
　遺伝子活性化アッセイ
アップレギュレートまたはダウンレギュレートされる遺伝子の検出は、ＰＣＴ/ＳＥ２０
０６/０５０３３６に記載された通りに行ってよい。細胞表面に発現される遺伝子産生物
を持つ遺伝子に関しては、アップレギュレーションまたはダウンレギュレーションをＦＡ
ＣＳにより検出することもまた可能である。
【００５０】
　試薬キット
本発明はさらに、本発明に従っての方法において使用するための試薬キットに関し、試薬
キットが、インターフェロン－γ、ならびにサイトカインのＩＬ－８およびネオプテリン
を認識する試薬、ならびに/またはアップレギュレートされるもしくはダウンレギュレー
トされる遺伝子を認識する試薬、例えばプローブを包含することを特徴とする。
【００５１】
　試薬キットはしたがって、ＧＩＰ２、ＯＡＳＬ、ＩＦＩＴ１、ＴＲＩＭ２２、ＩＦＩ４
４Ｌ、ＭＸＩ、ＲＳＡＤ２、ＩＦＩＴ３、ＩＦＩＴＭ１、ＩＦＩＴ２、ＳＰＲ、ＧＮＢ２
、ＸＫ、ＩＦＩＴＭ３、Ｃ３３．２８ＨＥＲＶ－Ｈタンパク質ｍＲＮＡ、ＩＦＩＴＭ３、
ＸＫ、ＧＰＲ１５、ＭＴ１Ｇ、ＭＴ１Ｂ；ＭＴ１Ａ、ＡＤＦＰ、ＩＬ８、ＭＴ１Ｅ、ＭＴ
１Ｆ、ＭＨ１Ｈ、ＳＬＣ３０Ａ１、ＳＥＲＰＩＮＢ２、ＣＤ８３、ＴｎｃＲＮＡのいずれ
かの発現時に産生される産生物を認識するプローブを包含してよい。そのようなプローブ
はＤＮＡもしくはＲＮＡのプローブ、またはＦＡＣＳによる分析で使用するための試験細
胞の細胞表面上に表示される発現産生物に特異的に結合する蛍光標識分子であってよい。
【００５２】
　試薬キットはさらにまた、単球、および/またはマクロファージ、および/または骨髄単
球系細胞株より選択される試験細胞を包含してよい。
　本明細書および以下の請求項を通して、文脈で別に要求していなければ、“包含する”
、またはその変形の例えば“包含すること”という単語は、記述された成分または成分の
群を含むことを意味するが、それ以外のあらゆる成分または成分の群を除外することを意
味するものではないことと理解されたい。
【００５３】
　本明細書で述べたすべての公開文献を、本明細書により参照として援用する。今度は本
発明を以下の非限定的実施例により記載することにする。
【実施例】
【００５４】
　本発明のいくつかの態様を示す以下の実験により、本発明をさらに説明する。与えられ
た実施例は、本発明の範囲を限定するものとして解釈されるべきではなく、添付の請求項
の範囲がそれに当たる。
【００５５】
　材料および方法
　「細胞培養」
　骨髄単球系細胞株のＭｏｎｏＭａｃ－６（ＤＳＭＺより入手、アクセション番号ＡＣＣ
　１２４、Prof. H.W.L. Ziegler-Heitbrock, Inst. For Immunoligy, University of Mu
nich, Munich）は細胞培養フラスコ(Corning)中で培養した。細胞は、２０ｍＭ　ＨＥＰ
ＥＳおよびＬ－グルタミンを含有し、１０％加熱不活化ウシ胎児血清(Gibco BRL)、ペニ
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シリン（１００Ｕ/ｍＬ；Sigma-Aldrich）、ストレプトマイシン（１００μｇ/ｍＬ；Sig
ma-Aldrich）、ピルビン酸ナトリウム（１．０ｍＭ；Gibco BRL）、ヒトインスリン（９
μｇ/ｍＬ；Gibco BRL）および非必須アミノ酸（Gibco BRL）を補充したＲＰＭＩ　１６
４０培地（Gibco BRL）中で培養するか、またはペニシリン（１００Ｕ/ｍＬ）、ストレプ
トマイシン（１００μｇ/ｍＬ）を補充したPanserin４１１(Pan Biotech)中で培養した。
【００５６】
　急性単球性白血病細胞株ＴＨＰ－１（ＡＴＣＣ、ＵＳＡ、アクセション番号ＴＩＢ－２
０２）は、１０ｍＭ　ＨＥＰＥＳ(Gibco BRL)を含むＲＰＭＩ　１６４０培地中で培養し
た。４ｍＭ　Ｌ－グルタミン(Gibco BRL)、１．５ｇ/Ｌ　炭酸水素ナトリウム、４．５ｇ
/Ｌ　グルコース(Gibco BRL)、１．０ｍＭ　ピルビン酸ナトリウム(Gibco BRL)、０．０
５ｍＭ　２－メルカプトエタノール(Gibco BRL)、１０％ウシ胎児血清（ＦＢＳ）(Gibco 
BRL)、１００Ｕ/ｍｌ　ペニシリン、および１００μｇ/ｍｌ　ストレプトマイシン(Sigma
-Aldrich）を添加。
【００５７】
　本発明における使用を意図されるその他の細胞株は、ＷＢＣ２６４－９Ｃ（ＡＴＣＣ　
アクセション番号ＨＢ－８９０２）、ＡＭＬ－１９３（ＤＳＭＺ　アクセション番号　Ａ
ＣＣ　５９４）、ＭＵＴＺ－３（ＤＳＭＺ　アクセション番号　ＡＣＣ　２９５）である
。これら細胞株に関する適切な培養条件の情報は、各々ＡＴＣＣおよびＤＳＭＺより入手
可能である。
【００５８】
　細胞は刺激する前日におよそ１：３に分けた。刺激の手順は３ステップで行った。最初
のステップでは、被験物質を最終濃度の２倍となるように、細胞培養培地で予め希釈した
。さらにインターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）（１００Ｕ、Prepro Tech）を、被験物質
で細胞を刺激する間、２４または４８時間、細胞培養培地中に加えた。その後トリパンブ
ルー色素排除試験により細胞数を決定し、別に指摘がなければ細胞を最終試験濃度の２倍
（２×１０６細胞/ｍＬ）に希釈し、９６ウェル組織培養プレート（Corning）の１ウェル
当たり１００μｌの細胞懸濁液を加えた。最後に１００μｌの予め希釈しておいた被験物
質を組織培養プレートに加えた（３回培養）。各細胞培養プレートに、カバノキ抽出物よ
り精製されたタンパク質（Ｂｅｔ　ｖ１；Phadia）をポジティブコントロールとして、そ
してＨＳＡをネガティブコントロールとして加えた。刺激される細胞は、３７℃、５％Ｃ
Ｏ２で、２４または４８時間培養した。細胞懸濁液を新しい細胞培養プレートに移し、分
析するまで－２０℃で保存した。その後細胞懸濁液を、製造元の指示に従ってＥＬＩＳＡ
（IBL-Hamburg）によりネオプテリンの存在について分析した。
【００５９】
　「被験物質」
　ヘキサクロロ白金酸アンモニウム（ＨＣＰｔ）（Sigma Aldrich CAS No. 16919-58-7）
、トリメリット酸無水物（ＴＭＡ）（Sigma Aldrich CAS No. 552-30-7）、ジフェニルメ
タンジイソシアネート（ＭＤＩ）（Sigma Aldrich, CAS No.101-68-8）、２，４ジニトロ
クロロベンゼン（Sigma Aldrich, CAS No. 97-00-7）、没食子酸プロピル（ＰＬＧ）（Si
gma Aldrich, CAS No.121-79-9）、イソオイゲノール（Sigma Aldrich, CAS No.97-54-1
）、ベンゾカイン（Sigma Aldrich, CAS No.94-09-7）、ペニシリンＧ（Sigma Aldrich, 
CAS No.69-57-8）、硫酸ニッケル（Sigma Aldrich, CAS No.10101-97-0）、サリチル酸メ
チル（Sigma Aldrich, CAS No.119-36-8）、ラウリル硫酸ナトリウム（ＳＬＳ）（Sigma 
Aldrich, CAS No.151-21-3）、グリセロール（Sigma Aldrich, CAS No.56-81-5）、サリ
チル酸（ＳＡ）（Sigma Aldrich, CAS No.69-72-7）、ｐ－アミノ安息香酸（ＰＡＢＡ）
（Sigma Aldrich, CAS No.150-13-0）、コウジカビ由来アルファ－アミラーゼ（Sigma Al
drich, CAS No.9001-19-8）、ヒトアルブミン（Sigma Aldrich, CAS No.70024-90-7）、
リポキシゲナーゼ（ダイズ種子）（Sigma Aldrich, L7395L）、インスリン(Gibco BRL)、
ターマミル（Sigma Aldrich, CAS No.9000-85-5）、トロポミオシン（脊椎動物）（Sigma
 Aldrich, CAS No.9067-56-5）、アルファ－アミラーゼ（ヒト唾液）（Sigma Aldrich, C



(15) JP 2011-505858 A 2011.3.3

10

20

30

40

50

AS No.9000-90-2）、レクチン：ラッカセイレクチン（ＰＮＡ）（ピーナッツ）(Medicago
, 05-0116)、レクチン：ダイズ（大豆）(Medicago, 05-0117)、レクチン：バレイショ（
ジャガイモ）（Sigma Aldrich, L4266）、Ｄ－リボース１，５－ジホスフェートカルボキ
シラーゼ（ＲＵＢＩＳＣＯ）（Sigma Aldrich, CAS No.9027-23-0）、ゼラチン（Sigma A
ldrich, CAS No.9000-70-8）、レクチン：レンズマメ（ＬＣＡ/ＬＣＨ）（レンズ）(Medi
cago, 05-0104)、ＬＡＬスタンダード（コントロールスタンダードエンドトキシン（ＣＳ
Ｅ））(Endosafe KTA)、およびリポ多糖（ＬＰＳ）（Sigma Aldrich, L3880-100MG）。Ph
adia製の天然成分：Ａｒｔ　ｖ１(Mugworth)、Ａｒａ　ｈ　２（ピーナッツ）、Ｂｅｔ　
ｖ　１（カバノキ）、Ｃｏｒ　ａ　８（ＬＴＰ、ヘーゼルナッツ）、Ａｌｔ　ａ　１（ア
ルテルナリア属）、Ｐｈｌ　ｐ　１(Thimothy)、Ａｍｂ　ａ　１（ブタクサ）、Ｇａｌ　
ｄ　２（卵白アルブミン、卵白）、およびＧａｌ　ｄ　３（コンアルブミン、卵白）。試
験濃度は図に示す。使用した試験濃度は、以前に行なわれた最適化実験のデータに基づい
て選択した。細胞生存率は８０％以下であってはならない。
【００６０】
　「細胞生存率：ヨウ化プロピジウム（ＰＩ）染色による測定、およびフローサイトメト
リーによる分析」
　細胞生存率のモニタリングは各実験において、０．４％トリパンブルー（１：１）によ
る染色、および血球計算器を使用しての細胞カウントにより行った：死細胞はトリパンブ
ルーで染色される。生存細胞％＝生細胞数×１００/総細胞数。（以前の最適化調査にお
ける）相応の試験濃度を見出すため、細胞生存率をヨウ化プロピジウム（ＰＩ）染色およ
びフローサイトメトリー分析を使用して決定した。細胞は、１ｍｌの氷冷ＰＢＳ（ＳＶＡ
）中に再懸濁し、３００ｇで５分間遠心し、その後８μｌ　ＰＩ染色溶液(Becton Dickin
son)を補充した０．２ｍｌの氷冷ＰＢＳ中に懸濁した。その後細胞をＦＡＣＳ試験管に移
し、１時間以内のＦＡＣＳスキャンフローサイトメーターおよびCellQuestソフトウェア(
Becton Dickinson)による分析まで、暗所にて氷上に保存した。死細胞のコントロールは
、非誘発コントロール細胞を液体窒素中で凍結と解凍を３回繰り返すことにより作成した
。各サンプルから５０，０００細胞の細胞数について分析した。光散乱の特徴に基づき、
電子ゲート（ＲＩ）を使用して、細胞の残骸に由来するシグナルを除外した。死細胞数を
算出するための電子ゲートは、凍結/解凍したコントロール細胞を使用して設定した。
【００６１】
　結果
　「ＩＦＮ－γの存在はＢｅｔ　ｖ　１およびＡｒａ　ｈ　２により誘発されるネオプテ
リンのレベルを有意に増加したが、コントロール物質で刺激された細胞ではレベルは増加
しなかった。」
　ＲＰＭＩ＋１０％ＦＣＳ中で培養したＭＭ６細胞の、天然タンパク質アレルゲンによる
刺激は、およそ５ｎｍｏｌ/ｌのネオプテリンのレベルを誘発する。ＩＦＮ－γによる同
時刺激が、タンパク質アレルゲンによる誘発で産生されるネオプテリンレベルを有意に増
加することができるかどうかを決定するため、細胞は刺激の間、ＩＦＮ－γ（１００Ｕ/
ｍｌ）の存在する場合、および存在しない場合で刺激された。ＭｏｎｏＭａｃ－６細胞は
、２４時間、１ｍｌ当たり１×１０６細胞の細胞濃度とした（図１）。ＩＦＮ－γの存在
下のＢｅｔ　ｖ　１（２．２－２０μｇ/ｍｌ）は、Ｂｅｔ　ｖ　１のみで刺激された細
胞で得られたネオプテリン産生と比較して、ネオプテリン産生の３倍の増加を誘発した。
ＩＦＮ－γ存在下、コントロール物質ＨＳＡ（２．２－２０μｇ/ｍｌ）に暴露された細
胞は、ネオプテリン産生を１倍未満の変化でしか増加しなかった。加えて、天然アレルゲ
ンＡｒａ　ｈ　２（２０μｇ/ｍｌ）による刺激も、Ａｒａ　ｈ　２のみによる細胞と比
較して、ＩＦＮ－γ存在下でネオプテリン産生の３倍の増加を示した（図２ａ）。Ｂｅｔ
　ｖ　１およびＩＦＮ－γ、またはＡｒａ　ｈ　２およびＩＦＮ－γによる同時刺激は、
用量応答の様式でのネオプテリン産生を示した。ＨＳＡ、バレイショレクチンまたはゼラ
チン（アレルゲン性がほとんどないと考えられる物質）と組み合わせてのＩＦＮ－γによ
る刺激は、バックグラウンドレベルを上回るいかなるネオプテリン産生も誘発しなかった
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（図２ｂ）。タンパク質アレルゲンによる刺激時の細胞生存率は、ＩＦＮ－γのみで刺激
された細胞、または培地のみの中で培養した細胞（データは示していない）と比較して、
（すべての試験濃度で）変化しなかった。
【００６２】
　「ネオプテリンレベルはタンパク質アレルゲンに対して、用量依存の様式で増加した。
」
　次に同時刺激物質としてＩＦＮ－γを使用して最適化したＣＰＡ試験のプロトコールを
、タンパク質アレルゲン（図３ａおよび図３ｂ）、またはアレルゲン潜在性のより低い、
もしくはアレルゲン潜在性のないタンパク質（図３ｂおよび図３ｃ）をカバーする拡大し
た試験パネルを使用して、さらに評価した。タンパク質アレルゲンは、相応の試験濃度を
見出すことを目的とするより早期のパイロット調査（データは示していない）に基づいて
、０．２－１８０μｇ/ｍｌの範囲の濃度で試験した。すべてのアレルゲン物質は用量依
存の様式で増加したネオプテリン産生を誘発した（８被験物質中８被験物質）。低いアレ
ルゲン性のまたはアレルゲン性にほとんど関連しないタンパク質、例えばＨＳＡ、ターマ
ミル、またはダイズレクチンは、バックグラウンドレベル（非刺激細胞）を上回るネオプ
テリンを誘発することはなかった。ダイズレクチンは、６．６μｇ/ｍｌのＡｒａ　ｈ　
２に対する細胞応答に匹敵するネオプテリン応答を、１８０μｇ/ｍｌの試験濃度で得た
。６．６μｇ/ｍｌの試験濃度のダイズレクチンは、コントロール細胞（非刺激細胞また
はＨＳＡ（６．６μｇ/ｍｌ）により刺激された細胞）のレベルを上回る、いかなるネオ
プテリンの応答も誘発しなかった。
【００６３】
　低分子化学物質は、過敏症反応、主に皮膚または呼吸器の感作を誘発すると思われる物
質のもう１つの群である。これらの物質群に対してネオプテリン応答が存在するかどうか
を見出すため、試験パネルを拡大して、各化学物質群、ならびに刺激性を誘発するが感作
は誘発しないことが知られている化学物質から、いくつかの代表的物質を含めた（図４ａ
－ｄ）。最初に、感作物質の各カテゴリーからの１つの被験物質（ＤＮＣＢ　強い皮膚感
作物質、およびＨＣＰｔ　強い呼吸器感作物質）による刺激時の、ネオプテリン放出にお
けるＩＦＮ-γの効果を評価した（図４ａ）。結果は、ＩＦＮ-γの存在下または不在下の
いずれにおいても、試験した化学物質はバックグラウンドレベル（非刺激細胞またはＨＳ
Ａにより刺激された細胞）を上回るいかなるネオプテリンの放出も誘発しなかった。公知
の皮膚または呼吸器の化学系の感作性物質または刺激性物質のさらなる評価（最も高濃度
では生細胞のおよそ８０％を有する、５つの異なる濃度で試験した）では、試験した１５
物質中２物質が、バックグラウンドレベルを上回るネオプテリン応答を誘発した（図４ｂ
：ベンゾカイン（３０μｇ/ｍｌ）および図４ｄ：フェノール（１５μｇ/ｍｌ））。実験
は少なくとも２回同じ結果が得られるまで繰り返した。
【００６４】
　「試験プロトコールのさらなる最適化：血清不含培地における細胞培養。」
　動物由来成分を含まないより標準化された試験プロトコールを得るためには、細胞は好
ましくは血清（ＦＣＳまたはＦＢＳ）を含まない培地中で培養すべきである。それ故ＭＭ
６を血清不含細胞培養培地（Panserin）に適応させ、各々異なる細胞濃度（表１）または
異なる時間ポイント（２４時間もしくは４８時間）（表１、図５ｂ－ｃ）でタンパク質ア
レルゲンに対して応答するその能力を評価した。表１においては細胞の濃度の影響を決定
した。１×１０６細胞/ｍｌ（Panserin中で培養した細胞）でわずかにより高いネオプテ
リン応答が得られたため、その細胞濃度を本明細書で報告するさらなる研究のために選択
した。というのは血清タンパク質を含まないことで、高い細胞生存率を確実にするためよ
り高い細胞密度を必要とすると思われるためである。しかし０．５×１０６細胞/ｍｌの
細胞濃度もなお考慮に値する。１０％ＦＣＳを含むＲＰＭＩ中（図５ａ）、またはPanser
in中（図５ｂ）で培養した細胞を（ＩＦＮ-γの存在下）Ａｒａ　ｈ　２（２０または６
．６μｇ/ｍｌ）またはＨＳＡ（６．６μｇ/ｍｌ）で２４時間刺激した。２４時間でアレ
ルゲンに誘発されたネオプテリンレベルは、ウシ胎児血清の存在下または不在下で培養さ
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れた細胞に関して、コントロールタンパク質により誘発されたものとは明らかに区別され
る。実験は９回（図５ａ）または５回（図５ｂ）繰り返し行った。４８時間で類似する結
果に達した（図５ｃ）（実験は７回繰り返し行った。）これらの所見は、２４時間または
４８時間で、血清不含培地で培養された細胞は、細胞をＲＰＭＩ中で２４時間培養した場
合に達するレベルと比較して、類似したようにネオプテリン放出により応答することを示
す。さらなる被験物質（タンパク質アレルゲン）についても、血清不含試験プロトコール
にて試験した。７つのタンパク質アレルゲン、および考慮され得るアレルゲン潜在性のな
い４つのタンパク質を、２４時間（図６ａ－ｄ）または４８時間（図７ａ－ｃ）、異なる
濃度で試験した。２４時間および４８時間の双方で、タンパク質アレルゲンは、１０％Ｆ
ＣＳを補充したＲＰＭＩ中で培養された細胞に認められたものと類似する、用量応答の様
式でのネオプテリン応答を誘発した。しかしPanserin中では、２４時間のタンパク質アレ
ルゲンによる刺激でのネオプテリンレベルは、同じタイムポイントで血清含有培地中で培
養された細胞に認められる値より幾分低い。しかし４８時間では、タンパク質アレルゲン
への応答のネオプテリンレベルは増加し、２４時間刺激された血清培養細胞に認められた
レベルと類似する。
【００６５】
　「ＲＰＭＩ対Panserinの評価：アッセイ内およびアッセイ間の精度の統計評価」
　アッセイ内およびアッセイ間の精度を、１つの天然アレルゲンタンパク質（Ａｒａ　ｈ
　２；２０および６．６マイクログラム/ｍｌ）、および非アレルゲンタンパク質（ＨＳ
Ａ；６．６マイクログラム/ｍｌ）に関して評価した。各実験においてこれら２つの物質
を、被験物質による刺激の間、各細胞培養プレートに入れた。アッセイ間の統計評価用に
は、各実験の１つの代表的なプレートの結果を使用した。結果を表２ａ－ｃに示す。細胞
は、ＲＰＭＩ＋１０％ＦＣＳ中またはPanserin４１１中で培養し、被験物質は刺激の間、
細胞培養培地中のＩＦＮ－γで刺激された。各実験において物質は、各濃度毎に３回の培
養で刺激された。アッセイ内（３回内）およびアッセイ間の精度を表に示す。各実験の３
回の平均の、平均および標準偏差を、３回内およびアッセイ間の変動係数（ＣＶ）と同様
に示す。
【００６６】
　Ａｒａ　ｈ　２およびＨＳＡ、ならびにすべての被験物質により刺激された細胞のデー
タの外れ値は、ＣＶが?２０％である場合、ＣＶが３倍より良くなる場合、そして標準偏
差が１．５ｎｍｏｌ/ｌネオプテリンより大きい場合と定義した。各実験には非刺激細胞
を含むウェルの数が含まれ、その結果もまた表２ａ－ｃに示す。２４時間刺激の実験にお
いては、非刺激細胞を含むウェル間での外れ値の定義に関して、同じ基準を使用した。細
胞を４８時間刺激した実験においては、それらの値が残りの値と異なる場合、１６の値か
ら１または２の値を除外した。統計処理はExcelソフトウェアにて行った。細胞をＲＰＭ
Ｉ＋１０％ＦＣＳ中で２４時間刺激した場合（表２ａ）、アッセイ内ＣＶはＨＳＡによる
刺激で１０．３％であり、Ａｒａ　ｈ　２タンパク質による刺激ではそれよりさらに低か
った。アッセイ間ＣＶはより高かった（２０．８％および３３．３％の間）。
【００６７】
　Panserin４１１中２４時間の刺激（表２ｂ）でもまた、アッセイ内ＣＶはアッセイ間の
１４．２％－２１．４％よりずっと低かった（７．０％－１６．７％）。アッセイ内ＣＶ
は、細胞をＲＰＭＩ＋１０％ＦＣＳ中で培養した値と類似していた。アッセイ間ＣＶは、
血清不含培地であるPanserin４１１中で幾分低かったが、しかし誘発されたネオプテリン
のレベルもまた、ＦＣＳ不在下ではより低かった。ＨＳＡによる刺激でのネオプテリンの
レベルは、非刺激細胞における自発的ネオプテリン産生と類似していた。さらにPanserin
４１１中４８時間の刺激（表２ｃ）では、アッセイ内ならびにアッセイ間のＣＶは、Ａｒ
ａ　ｈ　２による刺激でより高かった。ＨＳＡによる刺激では、アッセイ内のＣＶは４８
時間と比較して２４時間でわずかに低く、アッセイ間ＣＶは２４時間および４８時間で類
似していた。非刺激細胞によるウェル内の自発的ネオプテリン産生は、４８時間インキュ
ベーション後と比較して２４時間ではずっと高いばらつきを示した。
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【００６８】
　「ＴＨＰ－１細胞においてタンパク質アレルゲンに対してネオプテリンレベルは増加さ
れた。」
　単球由来の別の細胞株が、タンパク質アレルゲンに対してＭＭ６の用量応答と同じ細胞
応答を示すかどうかを明らかにする目的で、ＴＨＰ－１細胞株（Tsuchiya et al., 1980
）を、Ａｒａ　ｈ　２、ＬＰＳ、およびＨＳＡを含むミニパネルの被験物質にて２４時間
刺激した（図８）。細胞は、１０％ＦＣＳを補充したＲＰＭＩ中で培養した。ＴＨＰ－１
はこれらの物質に対して、ＭＭ６細胞で認められたものと類似するネオプテリンレベルに
て応答した。用量応答は、ＬＰＳおよびＡｒａ　ｈ　２に関して認められたが、ＨＳＡで
は認められなかった（バックグラウンドレベルを超えなかった）。本発明における使用を
意図されるさらなる細胞株として、ＭＵＴＺ－３、ＷＢＣ２６４－９Ｃ、およびＡＭＬ－
１９３がある。
【００６９】
　表１．血清不含培地（Panserin）中で培養した細胞に関する試験プロトコールの最適化
：動態学および細胞濃度。ＭＭ６細胞をPanserin培地に適応させ、０．５または１．０×
１０６細胞/ｍｌで２４または４８時間、Ａｒａ　ｈ　２にて刺激した。ネオプテリンレ
ベルを表に示す。
【００７０】
【表１】

【００７１】
　表２ａ．ＭｏｎｏＭａｃ６細胞を、２４時間、天然ピーナッツアレルゲンであるＡｒａ
　ｈ　２（２０および６．６マイクログラム/ｍｌ）およびヒト血清アルブミン（ＨＳＡ
；６．６マイクログラム/ｍｌ）で刺激した。物質は刺激の間、細胞培養培地中のＩＦＮ-
γで刺激された。細胞はＲＰＭＩ＋１０％ＦＣＳ中で培養した。各実験（アッセイ）にお
いて、物質は各濃度毎に３回の培養にて刺激された。アッセイ内（３回内）およびアッセ
イ間の精度を表に示す。各実験の３回の平均の、平均および標準偏差を、３回内およびア
ッセイ間の変動係数（ＣＶ）と同様に示す。各実験には非刺激細胞を含むウェルの数が含
まれ、その結果もまた表に示す。
【００７２】
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【表２ａ】

【００７３】
　表２ｂ．ＭｏｎｏＭａｃ６細胞を、２４時間、天然ピーナッツアレルゲンであるＡｒａ
　ｈ　２（２０および６．６マイクログラム/ｍｌ）およびヒト血清アルブミン（ＨＳＡ
；６．６マイクログラム/ｍｌ）で刺激した。物質は刺激の間、細胞培養培地中のＩＦＮ-
γで刺激された。細胞は血清不含培地であるPanserin４１１中で培養した。各実験（アッ
セイ）において、物質は各濃度毎に３回の培養にて刺激された。アッセイ内（３回内）お
よびアッセイ間の精度を表に示す。各実験の３回の平均の、平均および標準偏差を、３回
内およびアッセイ間の変動係数（ＣＶ）と同様に示す。各実験には非刺激細胞を含むウェ
ルの数が含まれ、その結果もまた表に示す。
【００７４】

【表２ｂ】

【００７５】
　表２ｃ．ＭｏｎｏＭａｃ６細胞を、４８時間、天然ピーナッツアレルゲンであるＡｒａ
　ｈ　２（２０および６．６マイクログラム/ｍｌ）およびヒト血清アルブミン（ＨＳＡ
；６．６マイクログラム/ｍｌ）で刺激した。物質は刺激の間、細胞培養培地中のＩＦＮ-
γで刺激された。細胞は血清不含培地Panserin４１１中で培養した。各実験（アッセイ）
において、物質は各濃度毎に３回の培養にて刺激された。アッセイ内（３回内）およびア
ッセイ間の精度を表に示す。各実験の３回の平均の平均および標準偏差を、３回内および
アッセイ間の変動係数（ＣＶ）と同様に示す。各実験には非刺激細胞を含むウェルの数が
含まれ、その結果もまた表に示す。
【００７６】
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【表２ｃ】

【図１】 【図２】
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【図４－２】 【図５】
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【図７】 【図８】
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