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(57)【要約】
【課題】インターフェロンを用いる肺疾患の処置方法の提供。
【解決手段】例えば特発性肺線維症（ＩＰＦ）及び喘息等の肺疾患を処置する方法であっ
て、インターフェロンα、インターフェロンβ、又はインターフェロンγ等のエアロゾル
化インターフェロンを治療有効量投与することを含む方法が、本明細書で提供される。又
、１つ以上のエアロゾル化インターフェロンの薬学的組成物も提供される。一態様におい
て、本発明は、肺疾患に罹患した患者の肺疾患を処置する方法であって、エアロゾル化イ
ンターフェロンを治療有効量で投与することを含む、方法を特徴とする。多くの実施形態
において、肺疾患は閉塞性肺疾患である。幾つかの実施形態において、肺疾患は喘息又は
特発性肺線維症である。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
本願明細書に記載された発明。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（政府の支援）
　本発明に導いたいくつかの研究は、部分的に、研究用ＮＩＨグラントＲ０１　ＨＬ５５
７９１、Ｋ０７　ＨＬ０３０３０、およびＭ０１　ＲＲ０００９６によって支援された。
政府は、本発明において一定の権利を有する。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、エアロゾルインターフェロンを使用して肺疾患を処置する方法、エアロゾル
送達のための１つ以上のインターフェロンの製剤、及びエアロゾル沈着を測定する方法に
関する。
【背景技術】
【０００３】
　（背景）
　現行のＮＡＥＰＰ／ＮＩＨのガイドラインによる喘息処置の主流は、依然として抗炎症
薬であり、中でもコルチコステロイドが最も有効である。しかし、コルチコステロイドの
長期投与は、全身性の副作用を伴う。更に、喘息患者の中には、コルチコステロイドに対
して耐性を示す者もいる。従って、アレルギー性気道疾患の炎症反応を対象とした新たな
薬剤が必要とされている。
【０００４】
　喘息の免疫機序は、２型（Ｔｈ２）サイトカイン（インターロイキン（ＩＬ）－４、Ｉ
Ｌ－５）を分泌する細胞の平衡異常を伴った、メモリーＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞の分化障
害を伴う。サイトカインのインターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）は、ナイーブＣＤ４＋リ
ンパ球のＴｈ１表現型への分化に必要となる。
【０００５】
　喘息で生じる気道の炎症は、好酸球数及び活性化ＣＤ４＋　Ｔ細胞数の増加を特徴とす
る。喘息は、Ｔｈ２型サイトカインの分泌がＴｈ１型サイトカインの分泌を上回る細胞の
平衡異常を伴った、メモリーＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞の分化障害を伴う。組織の好酸球増
加及びＩｇＥの産生増加の他にも、２型サイトカインＩＬ－４及びＩＬ－５、腫瘍壊死因
子（ＴＮＦ）－ａ、及び顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－ＣＳＦ）を含め
た幾つかのサイトカインの産生増加が見られる。気道の炎症におけるサイトカイン特性の
研究の殆どは、喘息のマウスモデルを使用している。マウスは抗原（通常の場合オボアル
ブミン）により感作及び誘発される。そして、エアロゾル抗原の誘発に対して抗原特異的
ＩｇＥの産生、気道の好酸球増加症、及び気道過敏性が示される。これらの変化は、Ｔｈ
２サイトカインの産生増加及びＩＦＮ－γの産生減少に関係している（Ｂｒｕｓｓｅｌｌ
ｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ，　１９
９５　Ｍａｒ；　１２（３）：　２５４－２５９）。
【０００６】
　Ｔｈ２サイトカインであるＩＬ－４は、ＩｇＥの合成に対するＢ細胞のアイソタイプ変
換の促進、及びナイーブＴ細胞のＴｈ２リンパ球への分化誘発により、気道の炎症におい
て重要な役割を果たす。エアロゾル化抗原により誘発されたＩＬ－４ノックアウトマウス
は、気道において特異的ＩｇＥの産生、気道過敏性、気道好酸球増加症、又はＴｈ２サイ
トカインの産生を示さなかった（Ｂｒｕｓｓｅｌｌ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅ
ｓｐｉｒ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ，　１９９５　Ｍａｒ；　１２（３）：２５４－
２５９．）。抗原誘発時に抗ＩＬ－４が投与された野生型マウスは、気道の好酸球増加症
が阻害されなかったのに対し、抗原への最初の曝露時に抗ＩＬ－４が投与された野生型マ
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ウスは、ＩＬ－５の産生及び気道の好酸球増加症が阻害されたことから、局所的なＴｈ２
反応の誘導にはＩＬ－４が極めて重要であることが示されている（Ｃｏｙｌｅ，　ｅｔ　
ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　１９９５　Ｊｕｌ；
　１３（１）：５４－５９）。
【０００７】
　ＩＬ－１０は、Ｔｈ１及びＴｈ２リンパ球、単球及びマクロファージ、肥満細胞、ケラ
チノサイト、並びに好酸球によって産生されるサイトカインである。ＩＬ－１０は、種々
の細胞、特に単球細胞が炎症誘発性サイトカインの合成を下方調節することにより、抗炎
症性サイトカインとして作用する。ＩＬ－１０は、抗原提示細胞（ＡＰＣ）の機能を阻害
することによって、ＩＬ－５の産生を下方調節する（Ｐｒｅｔｏｌａｎｉ，　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｒｅｓ　ｌｍｍｕｎｏｌ　１９９７　Ｊａｎ．）。同様に、好酸球の機能に対する
ＩＬ－１０の直接的な作用も実証された。好酸球のＣＤ４発現の減少及び細胞死の促進に
おいて、低濃度のＩＬ－１０は、コルチコステロイドとほぼ同程度の活性を示した。ＧＭ
－ＣＳＦは、炎症組織における好酸球及び好中球の帰巣及び活性化に直接関与するサイト
カインである。既に、ＰＢＭＣ及び肺胞マクロファージによるＩＬ－１０産生濃度の減少
が、正常な対照と比較した喘息罹患者において着目されている（Ｂｏｒｉｓｈ，　Ｌ，　
ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ａｌｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　ｌｍｍｕｎｏｌ　１９９６　Ｊｕｎ．
；　９７（６）：１２８８－１２９６；　Ｋｏｎｉｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｃｙｔｏｋ
ｉｎｅ　１９９７　Ｊｕｎ；　９（６）：　４２７－４３６）。マウスのアレルギー性炎
症の２モデルにおいて、ＩＬ－１０を注入すると、おそらくＩＬ－５及びＴＮＦ－ａを阻
害することにより、感作されたマウスが気道の好酸球及び好中球の増加から保護されたこ
とが考えられる（Ｚｕａｎｙ－Ａｍｏｒｉｍ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ｃｌｉｎ　ｌｎｖ
ｅｓｔ　１９９６：２６４４－２６５１；　Ｚｕａｎｙ－Ａｍｏｒｉｍ，　ｅｔ　ａｌ．
，　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１９９６　Ｊｕｌ　１；　１５７（１）：　３７７－８４）。
【０００８】
　サイトカイン産生のＴｈ２／Ｔｈ１への二分化に一致して、喘息のマウスモデルでは、
ＩＬ－４及びＩＬ－５優性のサイトカイン特性、並びにＴｈ１サイトカインＩＦＮ－γ及
びＩＬ－１２の濃度が観察される（Ｏｈｋａｗａｒａ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｒ
ｅｓｐｉｒ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　１９９７　Ｍａｙ；　１６（５）：５１０－
２０）。Ｔｈ２優性を逆転させる試みとして、組換えマウスのＩＬ－１２による処置が近
年の動物実験で検討された。ｉｎ　ｖｉｔｒｏのデータでは、Ｔリンパ球の一次抗原刺激
時におけるＩＬ－１２の存在によってＴｈ１細胞の発現が促進されることが示されている
（Ｋｉｐｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｒｉｔ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ
　１９９６　Ｆｅｂ；　１５３（２）：５３５－９）。Ｋｉｐｓは、免疫処置時にＩＬ－
１２を投与し、特異的ＩｇＥの産生、気道の好酸球増加症、及び気道過敏性を防止するこ
とによって、この説をｉｎ　ｖｉｖｏで確認した。予め感作したマウスのエアロゾル誘発
時にＩＬ－１２を投与することで、気道の好酸球増加症及び気道過敏性が防止されたが、
特異的ＩｇＥの産生は減少せず、従って、ＩＬ－１２がナイーブＴｈ細胞のＴｈ１細胞へ
の分化を刺激し、Ｔｈ２細胞の発現を抑制する可能性があることが示唆されている。ＩＬ
－１２による抗原誘発性の気道好酸球増加症の阻害は、最初の感作時にはＩＦＮ－γに依
存するが、第二の誘発時にはＩＦＮ－γに依存しなくなる（Ｂｒｕｓｓｅｌｌｅ，　ｅｔ
　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｅｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　１９９７　Ｄｅｃ
；　１７（６）：７６７－７１）。更に、エアロアレルゲンの誘発より前に感作したマウ
スに、ワクシニアウイルスベクターで肺におけるＩＬ－１２遺伝子の粘膜遺伝子導入を行
ったところ、ＩＦＮ－γに依存してＩＬ－４、ＩＬ－５、気道過敏性及び気道の好酸球増
加症が抑制されることが実証されている（Ｈｏｇａｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　－　Ｅｕｒ　
Ｊ　ｌｍｍｕｎｏｌ　１９９８　Ｆｅｂ．；　２８（２）：４１３－２３）。
【０００９】
　ＩＦＮ－γ濃度の増加によって、免疫応答がＴｈ１表現型に誘導され、喘息を発症しや
すくなることが考えられる。ヒトの臨床相関では、血清サイトカイン濃度又は刺激された
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ＰＢＭＣに焦点が置かれてきた。刺激されたＰＢＭＣを使用したサイトカイン測定の殆ど
は、小児において行われてきた。これらの研究では、喘息に罹患した小児におけるＩＬ－
４及びＩＬ－５産生の増加傾向、並びにＩＦＮ－γの産生減少が実証されている。更に、
その他の研究では、アトピー及び／又は喘息の重症度とＩＦＮ－γの放出に逆関連性があ
ることが実証されている（Ｉｍａｄａ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９５）　Ｉｍｍｕｎｏ
ｌｏｇｙ　８５（３）：　３７３－８０；　Ｃｏｒｒｉｇａｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１
９９０）Ａｍ　Ｒｅｖ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｄｉｓ　１４１（４）　Ｐｔ　１：　９７０－７
；　Ｌｅｏｎａｒｄ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９７）　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｅ
ｌｌ　Ｍｏｌ　Ｂｉｏｌ　１７（３）：　３６８－７５；　Ｋａｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．，
　（１９９７）　Ｊ　ｌｎｔｅｒｆｅｒｏｎ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｒｅｓ　１７（８）：
　４８１－７）。喘息患者のＢＡＬ液におけるサイトカイン濃度によって、ＩＦＮ－γの
濃度が低いことが判明している（Ｋａｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９７）　Ｊ　Ｉｎ
ｔｅｒｆｅｒｏｎ　Ｃｙｔｏｋｉｎｅ　Ｒｅｓ　１７（８）：　４８１－７）。
【００１０】
　ヒトにおけるｒＩＦＮ－γの臨床試験は、殆ど行われていない。１９９９年の時点で、
ＩＦＮ－γは、慢性肉芽腫性疾患の処置に使用されており、長期の利用（平均期間２．５
年）では、皮膚病変の改善と最小限の有害事象（熱、下痢、及びインフルエンザ様疾患）
が認められている（Ｎ　Ｅｎｇｌ　Ｊ　Ｍｅｄ　３２４（８）：５０９－１６；　Ｂｅｍ
ｉｌｌｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９５）　Ｂｌｏｏｄ　Ｃｅｌｌｓ　Ｍｏｌ　Ｄｉｓ
　２１（３）：　２３９－４７；　Ｗｅｅｎｉｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９５）　
Ｅｕｒ　Ｊ　Ｐｅｄｉａｔｒ　１５４（４）：　２９５－８）。Ｂｏｇｕｎｉｅｗｉｃｚ
は、エアロゾル化ｒＩＦＮ－γを、用量を漸増しながら（最大用量５００ｍｃｇ、全試験
用量２，４００ｍｃｇ）、５名の軽度アトピー型喘息患者に２０日間吸入させる処置を行
った（非特許文献１）。全ての患者は、噴霧されたｒＩＦＮ－γに対して耐性を示したが
、最大流量を含む評価エンドポイントにおける顕著な変化は見られなかった。
【００１１】
　持続性抗酸菌（ＡＦＢ）の塗抹、及び培養陽性の多剤耐性結核（ＴＢ）の患者５名にｒ
ＩＦＮ－γを噴霧投与した（非特許文献２）。患者は、エアロゾルｒＩＦＮ－γ　５００
ｍｃｇを週３回４週間にわたって投与された（全試験用量６，０００ｍｃｇ）。治療は、
最小限の副作用を伴うものの十分な耐性を示した。４週目の終了時には、患者５名の内の
４名が喀痰ＡＦＢ塗抹で陰性であり、陽性判定までの培養時間の増加により処置後の生体
負荷の減少が示された。興味深いことに、これらの報告及び新たな患者において、最大呼
気速度（ＰＥＦＲ）が処置の一時間後に６％改善された（ｎ＝１０）。
【００１２】
　特発性間質性肺炎は、組織学的に７つのカテゴリーに分類されている。これらのカテゴ
リーには、通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）、非特異性間質性肺炎（ＮＳＩＰ）、びまん性肺
胞障害（ＤＡＤ）、器質化肺炎（ＯＰ）、剥離性間質性肺炎（ＤＩＰ）、呼吸細気管支炎
（ＲＢ）、及びリンパ球性間質性肺炎（ＬＩＰ）が含まれる。例えば、Ｎｉｃｈｏｌｓｏ
ｎ，　Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ，　２００２，　４１，　３８１－３９１；　Ｗｈ
ｉｔｅ，　Ｊ　Ｐａｔｈｏｌ　２００３，　２０１，　３４３－３５４を参照されたい。
【００１３】
　「特発性間質性肺炎」（ＣＦＡ）と同義語である「特発性肺線維症」（ＩＰＦ）という
用語は、特発性間質性肺炎の主要なサブグループの臨床用語であり、呼吸困難発症からの
平均生存率が３～６年である進行性の特発性間質性疾患を特徴とする疾患を指す。特発性
肺線維症の診断は、肺生検で通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）を確認することによって行われ
る。組織学的パターンは、斑状慢性炎（肺胞炎）、進行性損傷（増殖性の筋線維芽細胞及
び線維芽細胞の小型凝集体、即ち線維芽細胞巣）及び線維形成（高密コラーゲン及び蜂巣
化）等の不均質を特徴とする。（例えば、Ｋｉｎｇ，　ｅｔ　ａｌ．，　２０００，　Ａ
ｍ　Ｊ　ｏｆ　Ｒｅｓｐ．　ａｎｄ　Ｃｒｉｔｉｃａｌ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ．，　１６４
，　１０２５－１０３２を参照）。間質性肺炎の別のサブグループの処置は、特発性間質
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性線維症に対して有効な治療であることが予測されていない。
【００１４】
　コルチコステロイド及び細胞毒性薬は、治療の主流とされているが、患者の１０～３０
％しか初期の過渡応答を示しておらず、そのため長期間の治療を要することが示唆されて
いる（Ｍａｐｅｌ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９６）　Ｃｈｅｓｔ　１１０：　１０５８－
１０６７；　Ｒａｇｈｕ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９９１）　Ａｍ．　Ｒｅｖ．　Ｒｅｓｐ
ｉｒ．　Ｄｉｓ．　１４４：２９１－２９６）。特発性肺線維症患者の予後不良があるこ
とから、新たな治療法が必要とされている。
【００１５】
　インターフェロンは、免疫系の細胞によって産生される天然のタンパク質ファミリーで
ある。インターフェロンは、アルファ、ベータ、ガンマの３つのクラスが確認されている
。これらの活性は重複するものの、各クラスが異なる作用を有する。併せて、インターフ
ェロンは、体内に侵入するウイルス、細菌、腫瘍、及びその他の異物に対する免疫系の攻
撃を誘導する。インターフェロンは、異物を検出し、攻撃を開始すると、異物の成長又は
機能を減速、抑止又は変換することによって異物を変化させる。
【００１６】
　インターフェロン－γは、特異的な免疫調節作用（例えば、マクロファージの活性化、
酸素ラジカルの放出促進、微生物の殺傷、ＭＨＣクラスＩＩ分子の発現促進、抗ウイルス
作用、誘導性一酸化窒素合成遺伝子の導入及び一酸化窒素の放出、免疫エフェクター細胞
を召集及び活性化する走化因子、細胞内病原体の生存に必要となる菌の鉄への接触を制限
するトランスフェリン受容体の下方調節等）を有する多形質発現サイトカインである。イ
ンターフェロン－γ又はその受容体が欠如した遺伝子改変マウスは、マイコバクテリアに
極めて感染しやすい傾向にある。
【００１７】
　１９８０年代に組換え型のＩＦＮ－γが、健常志願者及び癌患者に対して筋肉内及び皮
下経路により投与されたが、単球の活性化（例えば、オキシダントの放出）の証拠が認め
られた。Ｊａｆｆｅ等は、２０名の健常志願者に対するｒＩＮＦ－γの投与結果を報告し
ている（Ｊａｆｆｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ｃｌｉｎ　ｌｎｖｅｓｔ．　８８，　２９
７－３０２　（１９９１）を参照）。まず、ｒＩＦＮ－γを２５０μｇ皮下投与したとこ
ろ、血清中濃度は４時間の時点でピークを示し、２４時間の時点で谷を示した。
【００１８】
　感染症に対するＩＦＮ－γの評価のため、幾つかの臨床試験が資金提供を受け、実施さ
れた。”Ａ　Ｐｈａｓｅ　ＩＩ／ＩＩＩ　Ｓｔｕｄｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓａｆｅｔｙ　ａ
ｎｄ　Ｅｆｆｉｃａｃｙ　ｏｆ　Ｉｎｈａｌｅｄ　Ａｅｒｏｓｏｌｉｚｅｄ　Ｒｅｃｏｍ
ｂｉｎａｎｔ　Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ－γ　１　ｂ　ｉｎ　Ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ
　Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ　Ｍｕｌｔｉｐｌｅ　Ｄｒｕｇ　Ｒｅｓｉｓｔａｎｔ　Ｔｕｂｅｒ
ｃｕｌｏｓｉｓ　（ＭＤＲ－ＴＢ）　Ｗｈｏ　ｈａｖｅ　Ｆａｉｌｅｄ　ａｎ　Ａｐｐｒ
ｏｐｒｉａｔｅ　Ｔｈｒｅｅ　Ｍｏｎｔｈ　Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ”と題したＭＤＲ－ＴＢ
臨床試験では、数箇所（ケープタウン、ポートエリザベス、ダーバン、メキシコ）のＭＤ
Ｒ－ＴＢ患者８０名が登録され、二次療法に加えてエアロゾルｒＩＦＮ－γ（５００μｇ
　ＭＷＦ）又はプラセボを少なくとも６ヶ月間投与するために、患者を無作為化した。し
かし、この臨床試験は、喀痰塗抹、Ｍ　ｔｂ培養、又は胸部Ｘ線の変化に対する有効性に
欠けることから、早期に中断された。
【００１９】
　Ｚｉｅｓｃｈｅ等は、特発性肺線維症（ＩＰＦ）患者１８名の内の９名に、プレドニゾ
ンの経口投与に加えて、ｒＩＦＮ－γ２００ｍｇを週３回投与した（非特許文献３を参照
）。その後行われたＩＰＦに対するインターフェロン－γ１ｂ治療の第３相臨床試験の結
果が、近年発表された。これは、適切な試料サイズのＩＰＦの臨床試験としては初めての
ものであり、無作為化・前向き・二重盲検・プラセボ対照研究であったが、努力性肺活量
等の生理学的機能のマーカーに対する有意な作用は認められなかった。しかし、プラセボ
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群の方が死亡者数が多く、インターフェロンγ－１ｂの治療を受け、努力性肺活量が正常
値の５５％以上であり、肺一酸化炭素拡散能が正常値の３５％以上であえる患者の部分集
団では、生存率が著しく良好であった。当研究の疾患進行と生存における不一致について
は、現在のところ説明されていない。１つの可能性として、ＩＰＦに罹患した患者の臨床
経過が複雑である場合に、インターフェロンγ－１ｂの治療によって、感染に対する宿主
防御が改善され、下気道感染の重症度を低下させることが挙げられる。この可能性は、６
ヶ月間のインターフェロンγ－１ｂ治療においては、殆どの場合、線維化促進サイトカイ
ンの有意な変化が見られなかったのに対し、抗菌特性を有するインターフェロン誘導性Ｃ
ＸＣケモカインＩ－ＴＡＣ／ＣＸＣＬ１１は、プラセボ投与患者よりも、インターフェロ
ンγ－１ｂ投与患者の血漿及び気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）液において、有意な上方調節が
見られたというＳｔｒｉｅｔｅｒの所見によって裏付けられている（非特許文献４を参照
）。不明瞭な結果を説明する１つの可能性としては、現行の投薬計画で肺間質に送達され
る薬剤濃度が不十分であることが挙げられる。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【００２０】
【非特許文献１】Ｂｏｇｕｎｉｅｗｉｃｚ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９５）　Ｊ　Ａｌ
ｌｅｒｇｙ　Ｃｌｉｎ　ｌｍｍｕｎｏｌ　９５（１）　Ｐｔ１：　１３３－５
【非特許文献２】Ｃｏｎｄｏｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９７）　Ｌａｎｃｅｔ　３４
９（９０６４）：　１５１３－５
【非特許文献３】Ｚｉｅｓｃｈｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９９）　Ｎ．　Ｅｎｇ．　
Ｊ．　Ｍｅｄ．，　３４１，　１２６４－１２６９
【非特許文献４】Ｓｔｒｉｅｔｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｒ
ｉｔ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ．　（２００４）
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００２１】
　（発明の簡単な要旨）
　一態様において、本発明は、肺疾患に罹患した患者の肺疾患を処置する方法であって、
エアロゾル化インターフェロンを治療有効量で投与することを含む、方法を特徴とする。
多くの実施形態において、肺疾患は閉塞性肺疾患である。幾つかの実施形態において、肺
疾患は喘息又は特発性肺線維症である。一実施形態において、肺疾患の症状の改善は、予
測努力性肺活量（ＦＶＣ）の値が処置前に比べて、少なくとも約１０％の増加、好ましく
は少なくとも約２０％、又は少なくとも約２５％、更には３３％の増加によって測定され
る場合がある。インターフェロンは、インターフェロンα、インターフェロンβ、又はイ
ンターフェロンγである場合がある。
【００２２】
　別の実施形態において、例えば、ＩＰＦ又は喘息等の肺疾患に罹患した患者は、コルチ
コステロイド、シクロホスファミド、及びアザチオプリンの１つ以上による処置に対して
効果を示さない。更に、肺機能検査において軽度であるが、僅かな改善が示される免疫抑
制治療であまり効果が示されない患者においては、１つ以上の免疫抑制又は抗炎症薬によ
る処置を含むがこれに限定されない、１つ以上のその他の治療法による処置の継続中に、
エアロゾル化インターフェロンを使用した処置を患者に併用することが、本発明の更なる
態様である。
【００２３】
　更に具体的な実施形態において、エアロゾル化インターフェロンは、約２５０μｇ～７
５０μｇの用量範囲で週３回、ネブライザーで投与される。別の実施形態においては、好
ましくは５００μｇの用量が週３回、ネブライザーで投与される。ネブライザーの効率に
よっては、前述より低用量で投与される場合がある。インターフェロン－γ治療とその他
の治療様式の組み合わせによってＩＰＦ患者を処置することが要求される場合、エアロゾ
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ル化インターフェロン－γは、望ましくない作用がこれらの患者に起こらないように滴定
される。更に、併用療法が考慮される場合には、その他の薬剤が最も有効と考えられる手
段で送達される場合がある。これは、静脈注入、筋肉内注入、皮下注入を含む場合もあれ
ば、ＩＦＮ－γと併用して、エアロゾルとして送達される場合もある。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、エアロゾル吸入によって投与される薬剤の上気道沈着を
正確に測定する方法を特徴とする。本発明の本態様の一実施形態において、エアロゾル吸
入を経て投与される薬剤は、インターフェロンα、インターフェロンβ、又はインターフ
ェロン－γ等のインターフェロンである。この技術は独特であり、全種類の肺疾患患者に
対するインターフェロンα、インターフェロンβ、又はインターフェロン－γ等のインタ
ーフェロンの送達に適用される。
【００２５】
　その他の目的及び利点は、後述の説明図と共に以下の詳細な説明を考察することで明ら
かになるであろう。
例えば、本願発明は以下の項目を提供する。
（項目１）
　肺疾患に罹患する対象において肺疾患を処置する方法であって、エアロゾル化インター
フェロンを治療有効量投与することを含む、方法。
（項目２）
　前記肺疾患が閉塞性肺疾患である、項目１に記載の方法。
（項目３）
　前記肺疾患が特発性肺線維症である、項目１に記載の方法。
（項目４）
　前記肺疾患が喘息である、項目１に記載の方法。
（項目５）
　処置が行われる前の値に比べて、少なくとも１０％の予測ＦＶＣの増加よりも前記疾患
が改善される、項目１に記載の方法。
（項目６）
　前記肺疾患に罹患する前記対象が、コルチコステロイド、シクロホスファミド、及びア
ザチオプリンの１つ以上を使用した処置に対して効果を示さない、項目１に記載の方法。
（項目７）
　エアロゾル化インターフェロンが週３回、約２５０～７５０μｇの範囲の用量で投与さ
れる、項目１に記載の方法。
（項目８）
　エアロゾル化インターフェロンが週３回、約５００μｇの用量で投与される、項目１に
記載の方法。
（項目９）
　エアロゾル化インターフェロンの前記投与量が計算及び最適化されたものである、項目
１に記載の方法。
（項目１０）
　前記投与が、肺疾患を有する患者の肺におけるインターフェロンの沈着をもたらす、項
目１に記載の方法。
（項目１１）
　前記投与が肺機能検査の結果の改善をもたらす、項目１に記載の方法。
（項目１２）
　前記インターフェロンがインターフェロンαである、項目１に記載の方法。
（項目１３）
　前記インターフェロンがインターフェロンβである、項目１に記載の方法。
（項目１４）
　前記インターフェロンがインターフェロンγである、項目１に記載の方法。
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（項目１５）
　肺疾患を有する患者を処置する方法であって、免疫抑制薬又は抗炎症薬の治療有効量と
共に、エアロゾル化インターフェロンの治療有効量を送達することを含む、方法。
（項目１６）
　前記免疫抑制薬又は抗炎症薬が、コルチコステロイド、アザチオプリン、及びシクロホ
スファミドからなる群から選択される、項目１５に記載の方法。
（項目１７）
　前記肺疾患が閉塞性肺疾患である、項目１５に記載の方法。
（項目１８）
　前記肺疾患が特発性肺線維症である、項目１５に記載の方法。
（項目１９）
　前記肺疾患が喘息である、項目１５に記載の方法。
（項目２０）
　処置が行われる前の値に比べて、少なくとも１０％の予測ＦＶＣの増加よりも前記疾患
が改善される、項目１５に記載の方法。
（項目２１）
　前記肺疾患に罹患する前記患者が、コルチコステロイド、シクロホスファミド、及びア
ザチオプリンの１つ以上を使用した処置に対して効果を示さない、項目１５に記載の方法
。
（項目２２）
　エアロゾル化インターフェロンが週３回、約２５０～７５０μｇの範囲の用量で投与さ
れる、項目１５に記載の方法。
（項目２３）
　エアロゾル化インターフェロンが週３回、約５００μｇの用量で投与される、項目１５
に記載の方法。
（項目２４）
　エアロゾル化インターフェロンの前記投与量が計算及び最適化されたものである、項目
１５に記載の方法。
（項目２５）
　前記投与が、肺疾患を有する患者の肺におけるインターフェロンの沈着をもたらす、項
目１５に記載の方法。
（項目２６）
　前記投与が、肺機能検査の結果の改善をもたらす、項目１５に記載の方法。
（項目２７）
　前記インターフェロンがインターフェロンαである、項目１５に記載の方法。
（項目２８）
　前記インターフェロンがインターフェロンβである、項目１５に記載の方法。
（項目２９）
　前記インターフェロンがインターフェロンγである、項目１５に記載の方法。
（項目３０）
　肺疾患を有する患者を処置するための、エアロゾル化インターフェロンを治療有効量含
む、薬学的組成物。
（項目３１）
　免疫抑制薬又は抗炎症薬も更に含む、項目３０に記載の薬学的組成物。
（項目３２）
　前記免疫抑制薬又は抗炎症薬が、コルチコステロイド、アザチオプリン、及びシクロホ
スファミドからなる群から選択される、項目３０に記載の薬学的組成物。
（項目３３）
　前記肺疾患が閉塞性肺疾患である、項目３０に記載の薬学的組成物。
（項目３４）
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　前記肺疾患が特発性肺線維症である、項目３０に記載の薬学的組成物。
（項目３５）
　前記肺疾患が喘息である、項目３０に記載の薬学的組成物。
（項目３６）
　前記肺疾患に罹患する患者が、コルチコステロイド、シクロホスファミド、及びアザチ
オプリンの１つ以上を使用した処置に対して効果を示さない、項目３０に記載の薬学的組
成物。
（項目３７）
　前記インターフェロンがインターフェロンαである、項目３０に記載の薬学的組成物。
（項目３８）
　前記インターフェロンがインターフェロンβである、項目３０に記載の薬学的組成物。
（項目３９）
　前記インターフェロンがインターフェロンγである、項目３０に記載の薬学的組成物。
【図面の簡単な説明】
【００２６】
【図１】図１は、典型的な安静呼吸のパターンを示す。
【図２】図２は、安静呼吸に比べて緩深呼吸法に特徴的な、吸気流量の減少及び吸気時間
の著しい延長を示す。
【図３】図３は、ヒト患者が、緩深呼吸で４．５μｍのエアロゾルを吸入している時の沈
着パターンを示す。この図は、胃における僅かな活動量によって示された上気道において
、エアロゾルがあまり沈着されていない（１０％未満）ことを示す。この沈着図は、約８
秒の吸気時間で緩深呼吸により３回呼吸した後、ヒト患者の肺末梢部に沈着した、放射標
識されたエアロゾルを示す。
【図４】図４は、現在の吸入の標準法である安静呼吸を２０回行って１．５μｍ粒子を吸
入した後の同患者のスキャン図である。この図の解析では、大型粒子の使用、緩徐な吸入
、及び吸気時間の延長を組み合わせた緩深呼吸法では、肺へのエアロゾル粒子の沈着に対
して、１回の呼吸につき５１倍以上有効であることが示される。
【図５】図５は、ネブライザーでＩＦＮ－γ５００μｇを週３回１２週間吸入投与された
、ＩＰＦに罹患する患者の沈着スキャン図を示す。処置に続いて画像診断が行われた。対
象領域については要約に記載する。ｓＵ／Ｌは、キセノンに対し正規化した肺上部から肺
下部に沈着した放射活性の分布である。図中の水平線は、上下の肺を四分割した境界を示
す。ｓＣ／Ｐは、以下に記載する特定の中枢対末梢比を意味する。ａ／Ｘｅは、エアロゾ
ル対キセノン比を意味する。
【図６】図６は、エアロゾル療法の前後にＢＡＬを通して測定されるＴＧＦ－β濃度を示
す。
【図７】図７は、ＩＰＦに罹患した患者５名のエアロゾルｒＩＦＮ－γ試験において処置
した患者５名の処置後における予測全肺気容量の増加率を示す。全患者が、息切れの自覚
的な改善を報告した。この試験の患者は、３ヶ月の処置の終わりまでに全肺気容量の統計
的に有意な増加を示した。５名の被験患者の内の２名において、努力性肺活量の２００ｃ
ｃを超える（それぞれ２００及び５００ｃｃ）改善も見られた。
【図８】図８は、ＩＰＦに罹患した患者５名のエアロゾルｒＩＦＮ－γ試験において処置
した患者５名の内の３名の処置後における予測全肺気容量の増加率を示す。これらの生理
学的変化は、患者の気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）液（肺内部の内壁から洗い出された液）か
ら回収された活性化ＴＧＦ－β濃度の減少と共に生じた。
【図９】図９Ａ及び９Ｂは、ＩＰＦに対してエアロゾルｒＩＦＮ－γで処置する患者５名
における総タンパク質のＴＧＦ－βの一部の減少を示す。ＴＧＦ－βは、肺線維形成の重
要な媒介物質の１つである。これを活性化すると、コラーゲンの産生が誘導される。この
濃度が減少すると、肺のコラーゲン沈着の減少及び線維形成の減少が誘導されるはずであ
る。
【図１０】図１０は、インターフェロン－γによるエアロゾル処置の前後に結核患者及び
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特発性肺線維症患者の肺で測定された、インターフェロン－γの量を示す。
【図１１】図１１は、エアロゾルＩＦＮ－γによる処置後の喘息患者における最大流量の
変化率を示す。エアロゾルインターフェロン－γの投与を受けた全ての患者は、改善可能
な気道疾患を評価するため肺活量測定で検査された。各エアロゾル処置では、処置の前後
に患者の最大流量のモニタリングが行われた。
【図１２】図１２は、図２に示す最大流量測定の変化率の概要を示す。平均最大流量は、
エアロゾルインターフェロンγの投与後に増加し、数名の患者では有意な増加を示した。
注目すべきは、最大流量測定がインターフェロンγの処置後に減少した全患者において、
何れも咳又はその他の愁訴を呈さなかった点である。これらのデータは、エアロゾルイン
ターフェロンγが気道疾患患者に安全であり、優れた耐性を有することを示している。
【発明を実施するための形態】
【００２７】
　（詳細な説明）
　本発明の方法及び処置法の説明に入る前に、本発明は特定の方法及び記載の実験条件に
制限されることはなく、方法及び条件は変更される場合があることが理解されるものとす
る。又、本発明の適用範囲は添付の特許請求の範囲によってのみ限定されることから、本
明細書で使用される用語が単に特定の実施形態の説明を目的としたものであり、限定を目
的としたものではないことも理解されるものとする。
【００２８】
　本明細書及び添付の特許請求の範囲で使用される、「ａ」、「ａｎ」及び「ｔｈｅ」の
単数形は、特に文脈で明記されない限り、複数形の言及を包含する。従って、例えば”ｔ
ｈｅ　ｍｅｔｈｏｄ（方法）”の言及は、１つ以上の方法、及び／又は本明細書に記載の
及び／又は本開示内容等を一読すれば当業者に明らかになるであろう類の手順を包含する
。
【００２９】
　特に定めのない限り、本明細書で使用される全ての専門用語及び科学用語は、本発明が
属する技術分野の当業者が通常理解するものと同じ意味を有する。本明細書に記載したも
のと同様又は同等の方法及び材料は何れも、本発明の実施又は試験で使用される可能性が
あるが、現時点で好ましい方法及び材料を記載する。本明細書で言及される全ての刊行物
は、方法及び／又は材料を引用した刊行物と共に開示及び説明するために、参考として本
明細書で援用される。
【００３０】
　定義
　具体的な実施形態において、「症状の改善」という用語は、処置前の値に比べて少なく
とも１０％の予測ＦＶＣの改善として評価される。
【００３１】
　「コルチコステロイド、シクロホスファミド、及びアザチオプリンの１つ以上による処
置に対して効果を示さない」という語句は、従来の先行技術の処置に対して効果を示さな
い患者の集団を意味する。
【００３２】
　肺活量（ＶＣ）とは、肺の内外に移動する可能性がある大気の総量を意味する。
【００３３】
　ＦＥＶ１とは、１秒間における大気の努力性呼気肺活量を意味する。
【００３４】
　ＦＥＶ１／ＦＶＣ比とは、１秒間における努力性呼気肺活量と努力性肺活量の比を意味
する。
【００３５】
　「肺疾患」という用語は、少なくとも部分的に肺又は呼吸器系に発症しているあらゆる
病状を指す。この用語は、特発性肺線維症を含むがこれに限定されない全ての形態におけ
る、例えば、喘息、気腫、慢性閉塞性肺疾患、肺炎、結核及び線維症等の閉塞性及び非閉
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塞性の両症状を包含するものとして意図される。
【００３６】
　「閉塞性肺疾患」という用語は、呼吸器系の内外における空気流量の減少を起こすあら
ゆる肺疾患を指す。健常者と比較した空気流量の減少は、例えばＦＶＣ又はＦＥＶ１によ
って、全体の又は限定された時間において測定される場合がある。
【００３７】
　「特発性肺線維症」（ＩＰＦ）という用語は、「特発性間質性肺炎」（ＣＦＡ）と同義
であり、特発性間質性肺炎の主なサブグループに対する臨床用語で、平均生存期間が呼吸
困難の発症から３～６年の特発性進行性間質性疾患を特徴とする疾患を指す。特発性肺線
維症は、肺生検で通常型間質性肺炎（ＵＩＰ）を確認することによって診断される。組織
学的パターンは、斑状慢性炎（肺胞炎）、進行性傷害（増殖性筋線維芽細胞及び線維芽細
胞の小型凝集体、即ち線維芽細胞巣）及び線維形成（高密コラーゲン及び蜂巣化）等の不
均質を特徴とする。
【００３８】
　「喘息」という用語は、炎症（細胞傷害）を伴う一般的な病気と肺まで続く気道の狭窄
を指す。喘息は、小児及び成人において発生する。小児喘息は思春期及び成人期になって
も続く可能性があるが、喘息を発症した成人の中には、過去に喘息を発症していなかった
者もいる。世界で何百万人もの人が喘息を発症しており、近年では更によく見られるよう
になった。
【００３９】
　「緩深呼吸」とは、吸気時間が呼気時間より長いあらゆる呼吸パターンを意味する。こ
のパターンは、０．５を超える負荷サイクル（吸気時間／合計呼吸時間）を特徴とする。
標準の安静呼吸中の負荷サイクルは、常に０．５未満又はその近似値を示す。即ち、吸気
時間は呼気時間より常に少ない。疾患状態において、負荷サイクルは閉塞性疾患で減少し
、限定的な疾患であっても０．５未満になると考えられる。「緩深」呼吸は、Ｉ／Ｅ比、
即ち呼気時間に比べて吸気時間が１以上になることを特徴とし、場合によってこの比は０
．８又は０．９の負荷サイクルを与えることにより８又は９に近付けることができる。
【００４０】
　インターフェロン－γの作用機序
　近年、ＩＦＮ－γに対する一時的な調節経路を再現した培養細胞で、シグナル伝達経路
が研究された（Ｖｉｌｃｅｋ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９４）　Ｉｎｔ　Ａｒｃｈ　Ａ
ｌｌｅｒｇｙ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　１０４（４）：　３１１－６；　Ｙｏｕｎｇ，　ｅｔ　
ａｌ．，　（１９９５）　Ｊ　Ｌｅｕｋｏｃ　Ｂｉｏｌ　５８（４）：　３７３－８１）
。添加したＩＦＮ－γが細胞外の受容体領域に結合すると、最初の事象が生じ、細胞内の
受容体領域において、既存のシグナル伝達物質及び転写１（ＳＴＡＴ－１）のアクチベー
ターのチロシンリン酸化を生じる。チロシンリン酸化されたＳＴＡＴ－１のみが活性化さ
れ、これはホモダイマー（又はヘテロダイマー）を形成して特異的なＤＮＡ配列に結合す
る。
【００４１】
　核への移行時、及び多くの遺伝子のプロモーター中にある同種の調節要素に結合した時
に、ＳＴＡＴ－１は転写を活性化する。ＳＴＡＴ－１は構成的に活性な他の既存の転写制
御因子に働きかける可能性があり、従って、遺伝子の転写の一部は新規タンパク質の合成
を必要とすることなく最大限に誘導される。その他の遺伝子は、ＩＦＮ－γに反応して新
しく合成される転写制御因子と共にＳＴＡＴ－１によって制御される。転写制御因子もコ
ードするＩＲＦ－１遺伝子も又、ＩＦＮ－γに反応してＳＴＡＴ－１によって制御される
（Ｐｉｎｅ，　Ｒ．　（１９９２）　Ｊ　Ｖｉｒｏｌ　６６（７）：　４４７０－８；　
Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９４）　Ｅｍｂｏ　Ｊ　１３（１）：　１５８－６
７；　Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９０）　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１０
（６）：　２４４８－５７）。又、ＩＲＦ－１遺伝子のプロモーターは、腫瘍壊死因子ア
ルファ（ＴＮＦ－α）活性のＩＲＦ－１遺伝子の転写を媒介する核因子κＢ（ＮＦ－ｋＢ
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）に結合部位を含む点にも留意する必要がある（Ｈａｒａｄａ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１
９９４）　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１４（２）：　１５００－９；　Ｒ．　Ｐｉｎ
ｅ，　ｕｎｐｕｂｌｉｓｈｅｄ）。
【００４２】
　ＩＲＦ－１タンパク質が合成されると、一時的に下流の遺伝子群の転写を活性化する。
ＩＲＦ－１は、ＴＡＰ－１、ＬＭＰ－２、及びＨＬＡ－ＡとＨＬＡ－ＢのクラスＩ主要組
織適合抗原を含めた、抗原処理及び提示に関与する重要な遺伝子の、ＩＦＮ－γ誘発によ
る発現を制御することが示された（Ｊｏｈｎｓｏｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９４）　
Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１４（２）：　１３２２－３２；　Ｗｈｉｔｅ，　ｅｔ　
ａｌ．，　（１９９６）　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　５（４）：　３６５－７６）。
【００４３】
　ＩＲＦ－１は、リン酸化され、リン酸化の程度を操作することにより、そのＤＮＡ結合
活性に影響を与える（Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９０）　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　
Ｂｉｏｌ　１０（６）：　２４４８－５７；　Ｎｕｎｏｋａｗａ，　ｅｔ　ａｌ．，　（
１９９４）　Ｂｉｏｃｈｅｍ　Ｂｉｏｐｈｙｓ　Ｒｅｓ　Ｃｏｍｍｕｎ　２００（２）：
　８０２－７）。しかし、ＩＲＦ－１のリン酸化がｉｎ　ｖｉｖｏで制御されるという明
白な証拠は示されていない。ＳＴＡＴ－１活性はチロシンリン酸化に依存しており、セリ
ンリン酸化の程度に影響される。しかし、多数の潜在的ＳＴＡＴ－１も調節される。ＩＦ
Ｎ－γで一晩処理された細胞は、チロシンリン酸化及びＤＮＡ結合活性が刺激されていな
い細胞より僅かに多いだけであるものの、ＳＴＡＴ－１タンパク質の濃度増加が見られる
（Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９４）　Ｅｍｂｏ　Ｊ　１３（１）：　１５８－
６７）。
【００４４】
　この遺伝子発現及びその調節の研究は、全面的な免疫学的状態におけるその他の側面に
関する情報を示す可能性がある。具体的には、サイトカイン変化の機能作用は特異的なＤ
ＮＡ結合活性の決定によって確立される可能性がある。例えば、Ｔ細胞において、ＩＬ－
４はＳＴＡＴ－６の活性化を導くのに対し、ＩＬ－１２はＳＴＡＴ－４の活性化を導き、
Ｔｈ１及びＴｈ２反応の発生又は一方から他方へのシフトは、特定の時間において認めら
れるＳＴＡＴのＤＮＡ結合活性の特性に反映される場合がある（Ｄａｒｎｅｌｌ　（１９
９６）　Ｒｅｃｅｎｔ　Ｐｒｏｇ　Ｈｏｒｍ　Ｒｅｓ　５１：３９１－４０３；Ｉｖａｓ
ｈｋｉｖ，　Ｌ．Ｂ．　（１９９５）　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　３（１）：　１－４）。
【００４５】
　エアロゾル化インターフェロン－γによるＩＰＦの処置
　近年、ＩＰＦに罹患した患者の小規模無作為試験が、インターフェロン－γ（ＩＦＮ－
γ）の皮下処理により行われた（Ｚｉｅｓｃｈｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９９）　Ｎ
．　Ｅｎｇｌ．　Ｊ．　Ｍｅｄ．　３４１：　１２６４－１２６９）。ＩＦＮ－γによる
処置前及び処置の６ヶ月後における経気管支の生検標本解析では、増殖因子－β（ＴＧＦ
－β）を形質転換する線維化促進サイトカインの異常増加を処理前に示し、結合組織増殖
因子（ＣＴＧＦ）はＩＦＮ－γによる処置後に顕著な減少を示した。（Ｚｉｅｓｃｈｅ，
　ｅｔ　ａｌ．　（１９９９）　ｓｕｐｒａ）。プレドニゾロンのみで処置された患者は
、ＴＧＦ－β及びＣＴＧＦの濃度変化が見られなかった。
【００４６】
　インターフェロンの送達
　エアロゾル送達
　発明の広範な態様において、肺疾患に罹患した患者の喘息及び特発性肺線維症（ＩＰＦ
）等の肺疾患を処置する方法は、インターフェロン－γ等のエアロゾル化インターフェロ
ンを肺疾患の症状が改善する治療有効量で投与することを含む。症状の改善とは、処置前
の値と比較した予測ＦＶＣの少なくとも１０％以上の増加である場合がある。好ましい実
施形態において、エアロゾル化ＩＦＮ－γは、コルチコステロイド、シクロホスファミド
、及びアザチオプリンの１つ以上による処置に効果を示さない、喘息又はＩＰＦに罹患し
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た患者の治療に使用される場合がある。更に、肺線維症患者においてＩＦＮ－γ等のエア
ロゾル化インターフェロンの投与が計算及び最適化される。このような投与によって、患
者の肺機能検査における改善が見込まれる。
【００４７】
　ＩＦＮ－γ等のインターフェロンは、静脈注入、筋肉内、皮下、鼻腔内、及びエアロゾ
ル経由等、幾つかの異なる経路によって投与される場合がある。しかし、肺病変の進行の
みを処置する場合、肺に対する直接的な薬物の送達は他の器官系への曝露の回避を可能に
する。ＩＦＮ－γ５００μｇのエアロゾルによる週３回、２週間の投与が効果的であるこ
とが、標準的な患者の気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）解析における、投与後のＩＦＮ－γの濃
度増加によって示された。同様に、週３回の約５００マイクログラムのインターフェロン
－β投与及び、週３回の約０．２５ｍｇのインターフェロン－α投与が効果的であると考
えられる。
【００４８】
　本発明の目的は、肺の投与経路を経てインターフェロン－γ等のインターフェロンを送
達することである。肺上皮内壁から血流までを巡回しながら、ＩＦＮ－γのようなインタ
ーフェロンは哺乳類の肺に送達される（これに関するその他の報告には以下がある：Ａｄ
ｊｅｉ，　ｅｔ　ａｌ．，　ＰＨＡＲＭＡＣＥＵＴＩＣＡＬ　ＲＥＳＥＡＲＣＨ，　ＶＯ
Ｌ．　７，　Ｎｏ．　６，　ｐｐ．　５６５－５６９（１９９０）；　Ａｄｊｅｉ，　ｅ
ｔ　ａｌ．，　Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｐｈａｒｍａｃｅ
ｕｔｉｃｓ，　６３：１３５－１４４　（１９９０）；　Ｂｒａｑｕｅｔ，　ｅｔ　ａｌ
．，　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇ
ｙ，　Ｖｏｌ．１３，　ｓｕｐｐｌ．５，　ｓ．　１４３　－１４６（１９８９）；　Ｈ
ｕｂｂａｒｄ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ａｎｎａｌｓ　ｏｆ　Ｉｎｔｅｒｎａｌ　Ｍｅｄｉｃ
ｉｎｅ，　Ｖｏｌ．ＩＩＩ，　Ｎｏ．３，　ｐｐ．　２０６－２１２（１９８９）；　Ｓ
ｍｉｔｈ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ．，　Ｖｏｌ．８４，　
ｐｐ．　１１４５－１１４６　（１９８９）；　Ｏｓｗｅｉｎ，　ｅｔ　ａｌ．，　’’
Ａｅｒｏｓｏｌｉｚａｔｉｏｎ　ｏｆ　Ｐｒｏｔｅｉｎｓ”，　Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇｓ
　ｏｆ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　ｏｎ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　Ｄｒｕｇ　Ｄｅｌｉｖｅ
ｒｙ　ＩＩ，　Ｋｅｙｓｔｏｎｅ，　Ｃｏｌｏｒａｄｏ，　Ｍａｒｃｈ，　１９９０；及
びＰｌａｔｚ，　ｅｔ　ａｌ．，米国特許第５，２８４，６５６号）。治療用製品を肺へ
送達するよう設計された広範な機械装置（ネブライザー、定量吸入器、及び粉末吸入器を
含むがこれに限定されず、全て当業者に周知である）が、本発明の実施における使用にお
いて検討されている。
【００４９】
　本発明の実施に好適な市販の装置の幾つかの具体例には、Ｕｌｔｒａｖｅｎｔネブライ
ザー（Ｍａｌｌｉｎｃｋｒｏｄｔ，　Ｉｎｃ．［米国ミズーリ州セントルイス］）、Ａｃ
ｏｒｎ　ＩＩネブライザー（Ｍａｒｑｕｅｓｔ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ［米
国コロラド州エングルウッド］）、Ｖｅｎｔｏｌｉｎ定量吸入器（Ｇｌａｘｏ　Ｉｎｃ．
，　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　Ｔｒｉａｎｇｌｅ　Ｐａｒｋ［米国ノースカロライナ州］）、Ｓ
ｐｉｎｈａｌｅｒ粉末吸入器（Ｆｉｓｏｎｓ　Ｃｏｒｐ．［米国マサチューセッツ州ベッ
ドフォード］）、ＭｉｓｔｙＮｅｂ（Ａｌｌｅｇｉａｎｃｅ，　ＭｃＧｒａｗ　Ｐａｒｋ
［米国イリノイ州］）、ＡｅｒｏＥｃｌｉｐｓｅ（Ｔｒｕｄｅｌｌ　Ｍｅｄｉｃａｌ　Ｉ
ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ［カナダ］）がある。
【００５０】
　このような装置は全て、タンパク質の投与に好適な製剤の使用を必要とする。一般的に
、各製剤は使用される装置の種類に特異的であり、治療で有用な通常の希釈液、アジュバ
ント及び／又は担体に加えて、適当な噴霧剤物質の使用を含むことがある。又、リポソー
ム、マイクロカプセル又は微粒子、包接複合体、又はその他の種類の担体の使用も考慮さ
れる。化学修飾されたタンパク質は、化学修飾の種類又は使用する装置の種類によって、
異なる製剤においても調製される場合がある。
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【００５１】
　ジェット又は超音波ネブライザーの何れかとの使用に好適な製剤は、一般的に、溶液１
ｍＬ当たり約０．１～２５ｍｇの生物活性タンパク質濃度のタンパク質水溶液を含む場合
がある。製剤は又、緩衝剤及び単糖（例えば、タンパク質安定化及び浸透圧の調節のため
）も含む場合がある。ネブライザー製剤は、エアロゾルを形成する際に溶液の微粒化に起
因してタンパク質表面に誘起された凝集を減少させるか又は防ぐため、界面活性剤も含む
場合がある。
【００５２】
　定量吸入器装置用の製剤は、一般的に界面活性剤を使用して噴霧剤の中に懸濁されたタ
ンパク質を含む、微粉化した粉末を含む場合がある。噴霧剤は、トリクロロフルオロメタ
ン、ジクロロジフルオロメタン、ジクロロテトラフルオロエタノール、及び１，１，１，
２－テトラフルオロメタン、又はその組み合わせを含む、クロロフルオロカーボン、ハイ
ドロクロロフルオロカーボン、ハイドロフルオロカーボン、又は炭化水素等の、当目的に
使用される何れかの従来材料である場合がある。適切な界面活性剤は、トリオレイン酸ソ
ルビタン及び大豆レシチンを含む。オレイン酸は、界面活性剤としても有用であると考え
られる。
【００５３】
　粉末吸入器装置から投与する製剤は、タンパク質を含んだ微粉化した乾燥粉末を含む場
合があり、装置から粉末の散布を促進する量、例えば製剤の５０～９０重量％のラクトー
ス、ソルビトール、スクロース、又はマンニトール等の充填剤も含む場合がある。タンパ
ク質は、最も有利には、１０μｍ（又はミクロン）未満の平均粒径の微粒子型で調製され
る必要があり、末端肺への送達が最も有効な０．５～５μｍまでが最も好適である。
【００５４】
　ヒト肺の深部に対し、ＩＦＮ－γを含むインターフェロン等の治療薬の送達量を有意に
増加させることがエアロゾル送達の目標である。特に好ましい緩深呼吸法では、標準（安
静呼吸）に比べて最大で約５０倍まで肺末梢への沈着効率が増加する場合がある。
【００５５】
　安静呼吸（図１）に比べて、緩深呼吸法を使用した呼吸パターンは、具体的に吸気流量
の減少及び吸気時間の著しい延長を表す。このパターンは、図２で示される。緩徐な吸入
により、エアロゾル粒子は上気道を飛び越えて進み、従って肺への沈着を有効にする。長
期吸気は、肺末梢に対するエアロゾルの適切な固着を可能にする。吸気時間の延長及び十
分な固着が行われることにより、残りの粒子が吐き出されうる前に「吸気沈着」が促進さ
れる。これらの状況下では、呼気の開始前に吸入された粒子のほぼ１００％が沈着する可
能性がある。このプロセスは、通常口内で沈着する比較的大きい粒子（例えば約４．５μ
ｍ）を使用することにより更に促進することができる。緩深呼吸での吸気の長時間化は、
薬剤の口内における沈着の回避を促進するのに加えて、従来の、より小さいエアロゾルの
沈着量が減少する末梢気道症状を示す患者の肺へ薬剤を送達するのに特に適している。こ
の方法によって処置される場合がある肺末梢の疾患には、例えば、特発性肺線維症及び肺
気腫が含まれる。両疾患は、安静呼吸中に気腔の拡大をもたらし、沈着が殆ど見られない
。
【００５６】
　吸入及び沈着の本技術は、肺毛細管を経た体循環への全身吸収を促進する意図を以って
、薬剤の末梢送達を促進することができる。図３は、緩深呼吸パターンを使用して４．５
μｍのエアロゾルを吸入するヒト患者における沈着パターンを示す。この図は、胃におけ
る僅かな活動によって示された上気道において、エアロゾルがあまり沈着されていない（
１０％未満）ことを示す。沈着図は、約８秒の吸気時間で緩深呼吸により３回呼吸した後
、ヒト患者の肺末梢部に沈着した、放射標識されたエアロゾルを示す。図４は、現在の吸
入の標準法である安静呼吸を２０回行って１．５μｍ粒子を吸入した後の同患者のスキャ
ン図である。この図の解析では、大型粒子の使用、緩徐な吸入、及び吸気時間の延長を組
み合わせた緩深呼吸法では、肺へのエアロゾル粒子の沈着に対して、１回の呼吸につき５
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１倍以上有効であることが示される。
【００５７】
　緩深呼吸法の実行が可能な装置の製造は複雑であるが、本機能を実行する試作装置が開
発及び使用されている（英国に拠点を置くＰｒｏｆｉｌｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ社
の子会社である、Ｐｒｏｆｉｌｅ　Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ，　Ｉｎｃ．，　２８　Ｓ
ｔａｔｅ　Ｓｔｒｅｅｔ，　Ｓｔｅ．　１１００，　Ｂｏｓｔｏｎ，　ＭＡ　０２１０９
）。
【００５８】
　肺実質の疾患は、吸入された粒子が殆ど沈着されない可能性がある肺末梢の幾何学的変
化を起こす。同薬剤の全身への送達と比較した場合、疾患（肺末梢）部位に直接送達する
療法はより有効であると言える。インターフェロン（ＩＦＮ－γ等）のエアロゾルの緩深
呼吸法は、特に肺線維症患者の肺胞における疾患の処置に適している。
【００５９】
　ヒト沈着試験により、緩深呼吸法が従来のエアロゾル送達系よりも約５０倍効率的であ
ることが示された。この呼吸パターンは、この薬剤の既存の製剤を使用した肺末梢への広
い投薬範囲より優れた、例えばＩＮＦ－γ等のインターフェロン等の薬剤を使用した、特
発性肺線維症又は喘息を含めた閉塞性肺疾患等の肺疾患へのエアロゾル療法の有効性を調
べる臨床試験の設計を可能にする。殆どエアロゾルが吐き出されないことから、肺におけ
る沈着量は呼吸パターンによって調節される。
【００６０】
　鼻部送達
　タンパク質の鼻部送達も考えられる。鼻部送達は、肺における薬品沈着を必要とするこ
となく、鼻部への治療薬の投与後にタンパク質を直接血流へ輸送することを可能にする。
鼻部送達用の製剤は、デキストラン又はシクロデキストランを含有する製剤を含む。
【００６１】
　投与量
　更なる試験の実施の際に、種々の患者における種々の病態の処置に好適な、投与量に関
する情報が明らかになることが理解されており、当業者は、投与患者の治療上の背景、年
齢、及び健康状態を考慮して適切な投薬を決定することができる。一般的に、注射又は注
入におけるインターフェロン－γの投与量は、生理活性タンパク質２５０μｇ（化学修飾
を含まないタンパク質のみの質量で計算）～７５０μｇ（同様に基づく）の間で週１～５
回の投与が予測される。更に好ましくは、約５００μｇで週３回の投与が行われる場合が
ある。一般的に、注射又は注入におけるインターフェロン－αの投与量は、通常２５０～
７５０μｇで週１～５回の投与、好ましくは約５００μｇで週３回の投与である。インタ
ーフェロン－βの場合において、投与量は、通常０．１０～１ｍｇで週１～３回の投与、
好ましくは週に約０．２５ｍｇで３回の投与である。投薬スケジュールは、タンパク質の
循環半減期、及び使用される製剤により異なる場合がある。
【００６２】
　その他の化合物の投与
　肺疾患の処置に使用される１つ以上の薬学的組成物と併用してインターフェロンを投与
する場合があることは、本発明の更なる態様である。又、例えばシクロホスファミド、ア
ザチオプリン、又はコルチコステロイドといった抗炎症薬又は免疫抑制薬が同時に投与さ
れる場合もある。投与は同時行われる場合もあれば、連続して行われる場合もある。
【００６３】
　ＩＦＮ－γ２５０μｇの３日間の皮下投与により、末梢血単球の上方調節が示されたの
に対して、ＩＦＮ－γのＢＡＬ濃度の増加又は肺胞マクロファージの変化の増加は見られ
なかった（Ｊａｆｆｅ，　ｅｔ　ａｌ．（１９９１）　Ｊ．　Ｃｌｉｎ．　Ｉｎｖｅｓｔ
．　８８：２９７－３０２）。更には、エアロゾルＩＦＮ－γが肺結核患者における補助
療法として使用された。
【００６４】
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　後述する試験では、ＩＰＦに罹患した従来の免疫抑制療法に対する効果を示さない患者
が、エアロゾル化ＩＦＮ－γによって処置されている。
【００６５】
　本発明は、後述の実施例を参照することにより更に理解することができるが、これらの
実施例は、本発明を例示するためのものであり、本発明を限定するためのものではない。
【実施例】
【００６６】
　以下の実施例は、本発明及び化合物及び薬学的組成物の治療法を実施及び使用する方法
の詳細な開示及び記載を、当業者に示するためのものであり、発明者が本発明と見なす範
囲を限定することを目的としたものではない。使用する量（例えば、分量、温度等）に関
しては精度を保証するように努めたが、いくらかの実験誤差及び偏向が含まれるはずであ
る。特に指示がない限り、割合は重量割合を、分子量は平均分子量を、温度は摂氏温度を
、及び圧力は大気圧又はその付近の圧力を指す。
【００６７】
　（実施例１）
　患者集団
　試験対象は、Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｈｏｒａｃｉｃ　Ｓｏｃｉｅｔｙの基準Ａ又はＢ（
下記）によって診断された特発性肺線維症（ＩＰＦ）に罹患した患者であった。患者集団
は、コルチコステロイド、シクロホスファミド、及び／又はアザチオプリンによる従来の
治療に対して効果を示さなかった、又は適応しなかった。患者集団は、エアロゾル化ＩＦ
Ｎ－γを１２週間使用することにより処置された。
【００６８】
　ＵＩＰを示す外科生検の背景においては、以下の３つの条件が適合しなければならない
。
【００６９】
　１．　特定の薬物毒性、環境曝露及び結合組織病等の間質性肺疾患におけるその他の既
知原因の除外。
【００７０】
　２．　限定された（ＦＥＶ１／ＦＶＣ比の増加による肺活量（ＶＣ）減少）証拠結果を
含む肺機能試験の異常及び／又はガス交換障害（Ｏ２に対する肺胞動脈較差の増加又はＣ
Ｏに対する拡散能の低下）。
【００７１】
　３．　ＨＲＣＴスキャンでスリガラス様陰影が殆ど示されない両肺基底部の網状異常。
【００７２】
　外科肺生検を行わない場合は、免疫正常成人において以下の場合にＩＰＦの推定診断を
行うことができる。
Ｉ．　上記の基準３つが全て満たされる。
ＩＩ．　経気管支肺生検（ＴＢＢｘ）又は気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）が、他の診断を支持
する特徴を示さない。
ＩＩＩ．　以下４つの小基準の内の３つに合致する。
１．　年齢５０歳超
２．　未解明の運動時呼吸困難の潜伏性発症
３．　罹患期間３ヶ月超
４．　両肺基底部の吸気性クラックル
　以下の改善が示される。
（１）ステロイド治療前に得られるＦＶＣと比べた、処置前の値から１０％の予測ＦＶＣ
の増加。
（２）患者のＦＶＣが処置前の値から１０％を超えて増加を示し、その後治療に関係なく
処置前の値まで戻る場合。
【００７３】
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　試験への参加条件を満たす患者は、以下の通りに定められる。
【００７４】
　（１）３年以内のスクリーニングで一般的に認められた基準（上記参照）に基づいてＩ
ＰＦと診断された患者。
【００７５】
　（２）年齢２０～７０歳。
【００７６】
　（３）シクロホスファミド／アザチオプリンの有無に関係なくプレドニゾンによる処置
に対して効果が示されない、又はステロイド又は細胞毒性薬剤による処置が禁忌である患
者。
【００７７】
　（４）試験登録前に２８日間０～１５ｍｇのプレドニゾン又は同等物を服用していて、
コルチコステロイドを同用量に留める意思がある患者。
【００７８】
　（５）ＦＶＣ５０％以上、及びスクリーニングで予測された処置前の値の９０％以下。
【００７９】
　（６）室内大気下の安静時における６０ｍｍＨｇ超のＰａＯ２。
【００８０】
　（７）同意書が理解でき、署名する意思があり、試験プロトコールに含まれる全要求に
応じる意思がある患者。
【００８１】
　（８）気管支鏡検査法による検査の基準に適合し、処置を受ける意思がある患者。
【００８２】
　（９）Ｂｅｌｌｅｖｕｅ　ＨｏｓｐｉｔａｌのＧＣＲＣ施設で週３回の薬物投与を受け
られる患者。
【００８３】
　試験の参加に適さない患者は、以下の通りに定められる。
【００８４】
　（１）気管支鏡検査法の検査を受ける意思がない又は受けられない患者。
【００８５】
　（２）既知の喘息又は重症のＣＯＰＤに罹患する患者。
【００８６】
　（３）適切な動脈血酸素化を維持する酸素療法を必要とする患者。
【００８７】
　（４）試験薬物又はその他の成分の薬物に対する過感受性を有する患者。
【００８８】
　（５）試験薬剤投与（添付文書に従った薬剤投与に対する禁忌症）によって悪化のおそ
れがある既知の重症な心臓病、重症な末梢血管疾患、又は発作疾患の患者。
【００８９】
　（６）妊娠中又は授乳中の女性。
【００９０】
　　　　妊娠可能年齢の女性は、妊娠試験が陰性である必要があり、産児制限の受諾書へ
の記入が要求される（試験期間中の禁欲が好適な方法である）。
【００９１】
　（７）処置前から１週間以内の活動性感染症の証拠。
【００９２】
　（８）試験登録から１年以内に患者の死亡が予測されるＩＰＦ以外の全ての「条件」。
【００９３】
　（９）以下を含む異常な血清検査値。
【００９４】



(18) JP 2012-193207 A 2012.10.11

10

20

30

40

50

　　（ａ）指定の限度値を超える肝機能
　　　　総ビリルビン量：正常値上限の１．５倍超
　　　　アラニンアミノトランスフェラーゼ：正常値上限の３倍超
　　　　アルカリホスファターゼ：正常値上限の３倍超
　　　　アルブミン：スクリーニング時に３．０未満
　　（ｂ）指定の限度値を外れたＣＢＣ。
【００９５】
　　　ＷＢＣ：２，５００／ｍｍ３未満
　　　ヘマトクリット：３０未満又は５９超
　　　血小板：１００，０００／ｍｍ３未満
　　（ｃ）クレアチニン：スクリーニング時に正常値上限の１．５倍超；
　（１０）６週間前以内にコルチコステロイド、シクロホスファミド、及び／又はアザチ
オプリンを除外した肺線維症治療の薬剤。
【００９６】
　（１１）全種類のインターフェロン投薬による以前の治療。
【００９７】
　（１２）最後の２８日における全徴候に対する治験の治療。
【００９８】
　（実施例２）
　最初に、エアロゾル化インターフェロン－γによる非盲検の予備実験に登録されるＩＰ
Ｆ登録所から１０名の患者が召集される。１０名の患者は、参加及び除外基準に適合する
と見込まれる。収集されたデータには、身長、体重、及びバイタルサイン（全ての投薬に
おける個人歴、及び徹底した職業的及び喫煙経歴、身体検査、ＥＫＧ、ＣＢＣ、電解質パ
ネル、肝臓酵素及び凝固プロフィール、ＣＸＲ、胸部ＣＴ、ＰＦＴ、ＡＢＧ、出産年齢の
女性における妊娠試験）等、過去の病歴が含まれる。
【００９９】
　各患者は試験の初めに、患者の生涯を通じたタバコ曝露、環境曝露、及び投薬使用につ
いて詳細に質問する肺線維症アンケートへの記入を完了している。各患者は、ＩＦＮ－γ
の耐性及び起こりうる副作用を確認する症状アンケートにおいても記入を完了している。
【０１００】
　患者は、特定の線維化促進及び炎症性サイトカインの濃度を評価するために、気管支肺
胞洗浄（ＢＡＬ）を使用した基礎気管支鏡検査を受ける。手順は以下の通りに行われる。
【０１０１】
　各患者は、Ｂｅｌｌｅｖｕｅ　Ｈｏｓｐｉｔａｌプロトコールに従って気管支鏡検査に
ついて評価される。各評価には、Ｈｇｂ、血小板、ＢＵＮ／ＣＲ、凝固パネル、ＰＯ２に
よるＡＢＧ≧７５ｍｍＨｇ、ＥＫＧ、ＣＸＲが含まれる。気管支鏡検査における矛盾には
、患者の協力の欠如、最近の心筋梗塞、悪性不整脈、回復不能の低酸素血症、不安定な気
管支喘息、肺高血圧、部分的な気管閉塞又は声帯麻痺、出血性素因及び尿毒症が含まれる
。当患者は、気管支鏡検査の少なくとも８時間前に絶食していなければならない。静脈ラ
インの設置、酸素の補給投与、及び持続的なパルス酸素濃度測定及び血圧監視が実施され
る。
【０１０２】
　患者は６０ｍｇのＩＭコデインを前投薬され、粘着性リドカインが鼻部へ投与され、リ
ドカインうがい薬及びネブライザー（局所麻酔薬気管支鏡）が使用される。処置中に、ミ
ダゾラム及び／又はモルヒネの投与によって、鎮静させ、咳反射を減少させる場合がある
。これらの投薬は、気管支鏡検査で通常使用される。気管支鏡は鼻部及び声帯を通り抜け
て通過し、気管支内検査が実施される。その時、無菌標準生理食塩水を５０ｍＬずつ分割
して合計３００ｍＬ投与し、液体の回収を最大にするため穏やかに吸引を行うことにより
ＢＡＬが行われる。
【０１０３】
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　ＢＡＬ液は患者から得られた後、全てのＢＡＬを調べるために使用された標準的プロト
コールに従って、ＧＣＲＣの中核的な実験室で処理される。ＢＡＬ液は無菌ガーゼを通し
て濾過される。総細胞数の相違は血球計で計測される。細胞生存率はトリパンブルー法に
よって決定される。２０の細胞遠心分離標本は、ＢＡＬ液の各葉から調製され、－７０℃
にて冷凍される。２４時間の上清は、サイトカインＥＬＩＳＡ検定のため１０６細胞／ｍ
Ｌの濃度で採取される。上皮内壁液の量は、タンパク質測定法によって決定される。遠心
分離の後、ＢＡＬ液上清はＡＭＩＣＯＮフィルター法を使用して１０Ｘ－５０Ｘに濃縮さ
れる。サイトカイン検定は、市販のキットで実施される（Ｒ＆Ｄ　Ｓｙｓｔｅｍｓ［米国
ミネソタ州ミネアポリス］）。全試料は三つ組で評価され、サイトカインの量はマイクロ
タイタープレートリーダーによって検定終了後に定量化される。経気管支生検標本は、前
述のように（Ｒａｇｈｕ，　ｅｔ　ａｌ．　（１９８９）　Ａｍ．　Ｒｅｖ．　Ｒｅｓｐ
．　Ｄｉｓ．　１４０：９５－１００）、線維芽細胞を単離するために処理され、コラー
ゲンタンパク質の３Ｈプロリン取り込みを使用したコラーゲン産生の分析が行われる。各
患者は、病院の看護職員によるＧＣＲＣでの処置後の４時間で、熱、息切れ、喀血、及び
気胸を含むがこれに制限されない気管支鏡検査の潜在的な副作用がモニターされる。同時
投薬は患者の医療記録に記録される。
【０１０４】
　各患者は、コルチコステロイド又は免疫抑制薬の服用を継続を続行する。患者は試験中
、治験による処置は許可されない。前臨床のラット試験により、非経口のＩＦＮ－γは肝
臓ミクロソームのシトクロムＰ－４５０の濃度を減少させることが示された。このことに
より、この分解経路を利用することが知られている薬剤の代謝の低下を起こす可能性があ
る。患者がこの経路で代謝されることが知られている薬物療法中である場合は、適正なモ
ニタリング方法が実行される。
【０１０５】
　ＩＦＮ－γは週３回で１２週間、携帯型ネブライザーによって投与される。各用量投与
の前に、投与する医師による試験が実施される。最大流量測定が実施され、成績の良い順
に３つまでが処理前の値として記録される。Ａｅｒｏｅｃｌｉｐｓｅ又はＡｅｒｏｔｅｃ
ｈ　ＩＩネブライザーは、通常の方法及び５００μｇの薬剤をネブライザーに入れて調製
される。患者は鼻栓をした状態で着席位置につき通常の呼吸をしている状態で、圧縮空気
（壁掛け装置又は携帯装置）による処置が実施される。処置が終了したら、患者は再び試
験医師によって検査され、１時間装置上で観察される。投薬送達の１時間後に最大流量の
測定値が得られ、記録される。追加の肺試験及び最大流量測定を受ける場合、各患者は最
初のエアロゾル治療から更に４時間、装置から離れてはならない。各患者はＩＦＮ－γの
投与中に、熱、疲労、ＧＩ異常、頭痛、咳、息切れ、喘鳴、及び検査所見の異常を含むが
これに限定されない副作用についてモニターされる。
【０１０６】
　毒性は、”Ｔｈｅ　Ｃｏｍｍｏｎ　Ｔｏｘｉｃｉｔｙ　Ｃｒｉｔｅｒｉａ”によりグレ
ード分けされる。これに従って用量調整が行われる。毒性グレードＩでは、患者は医師の
裁量で処置を続けることができる。毒性グレードＩＩでは、（必要に応じ即時に繰り返し
て異常検査パラメータが確認される）毒性グレードＩと同等又はそれ以下に戻るまで患者
の用量は継続され、戻った段階で患者は処置を再開することができる。グレードＩＩ又は
更に悪性の毒性に戻った場合、患者は試験から脱退させられる。全ての毒性グレードＩＩ
Ｉ又はＩＶ毒性において、患者は試験から脱退する。異常な検査パラメータは確認の必要
がある。
【０１０７】
　（実施例３）
　臨床上の有用性
　慢性アレルギーの既往歴を有する３８歳のハイチ人女性は、次第に増加する息切れ及び
運動性呼吸困難の１年半の既往歴があった。患者のＰＦＴは、主に拡散能の低い限定的な
パターンを示し、間質性肺疾患の疑いがあった。彼女は他の胸部ＣＴスキャンを受け、前
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記のＰＦＴ結果が確証され、主に肺底部で胸膜下線維形成及び蜂巣状の変化が明らかにな
った。開胸肺生検は、ＵＩＰ／ＩＰＦと一致したパターンを示した。
【０１０８】
　患者にエアロゾル化ＩＦＮ－γの治療を開始した。彼女は呼吸困難の減少を報告し、職
場復帰することができた。彼女は、３年間（表１参照）臨床的に安定していた。客観的所
見は表２に記載する。最大酸素消費量の増加、換気量の減少、及び酸素飽和度の低下程度
の減少によって示される通り、運動成績が改善されている。患者の呼吸困難度スコアは減
少した（ＵＣＳＤ　ＳＯＢＱ）。エアロゾル療法を行っている間、患者の肺機能検査は安
定状態を維持していた。図５に示す沈着図は、５４μｇのＩＦＮ－γに相当する。肺実質
で沈着する。図６は、エアロゾル療法の前後にＢＡＬによって測定されたＴＧＦ－β濃度
を示す。ＩＦＮ－γエアロゾルの作用と一致して、ＴＧＦ－β活性の顕著な減少が示され
た。
【０１０９】
　表１．処置前後のＰＦＴの結果
【０１１０】
【表１】

【０１１１】
【表２】

　（実施例４）
　ＢＡＬ液は、タンパク質の測定のために使用され、送達される薬剤量を測定するためウ
イルス抑制試験によってＩＦＮ－γを評価する。濃縮したＢＡＬ液及び２４時間の細胞培
養上清は、ＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｄ［米国ミネソタ州ミネアポリス］）によってサイトカイン



(21) JP 2012-193207 A 2012.10.11

10

20

30

40

50

ＩＬ－１β、ＩＬ－４、ＩＬ－６、ＩＬ－８、及びＴＮＦ－αについて評価される。無細
胞のＢＡＬ上清は、ＥＬＩＳＡ及びルシフェラーゼレポーター検定によってＴＧＦ－β活
性の測定に使用される。経気管支生検（ＴＢＢＸ）標本は、半定量的なＲＴ－ＰＣＲによ
ってＴＧＦ－β遺伝子の転写の測定に使用される。線維芽細胞はＴＢＢＸ標本から得られ
、コラーゲンＩ、ＩＩＩ、及びフィブロネクチンＲＮＡの量がＲＴ－ＰＣＲによって測定
される。ＲＮＡ（１０μｇ）はＴＢＢＸ又はＴＢＢＸの培養細胞から得られ、ノーザンブ
ロット解析が行われる。ヒドロキシプロリン含有タンパク質の含有量は、ＢＡＬ液、ＢＡ
Ｌ上清、及びＴＢＢＸ標本を使用した分光光度法によって測定される。処置前後の両治療
試料のＢＡＬ液細胞数は、各患者において計算される。保存のため、血液試料が各患者か
ら採取される。
【０１１２】
　（実施例５）
　各患者は、携帯型ネブライザーによるＩＦＮ－γ投与の沈着試験への参加を依頼された
（別の同意の下）。この沈着試験は以下に記載する通り、エアロゾル化ＩＦＮ－γを試験
するように計画された。薬剤は９９ｍＴｃで標識され、エアロゾルネブライザーによって
投与された。「減衰技法」を使用して、肺の種々の部分に送達されたＩＦＮ－γの投与量
が計算された。ＩＦＮ－γの初期投与量５００μｇの安全性が以前に示されたため、この
投与量が使用された。投与量は、個々の患者の沈着試験によって調節される。後に続く気
管支鏡検査は、治療終了後に上記のプロトコールを使用して実施された。ＢＡＬは肺沈着
図に従って誘導されたため、薬剤沈着が最も多い部分が分析され、最も薬剤送達の少ない
部分及びエアロゾルＩＦＮ－γ処置前試料と比較された。このように、肺の各部位に対す
る全投与量は、計算及び定量が可能である。臨床反応及びＢＡＬデータに従って、投与量
は最適な臨床及び沈着パラメータを反映するために調整することができる。可能な場合は
、試料の同様の部分に対する試みが処置前及び処置後に行われる。各患者は、治療の１ヶ
月後に経過観察が評価される。全ての手順、検査評価、放射線試験、及び肺の生理学的評
価の結果は、患者の医療記録で詳細に記録される。全試験の評価は、ＮＹＵ医療センター
のＧＣＲＣで実施される。
【０１１３】
　呼吸に作用する市販のネブライザーであるＡｅｒｏＥｃｌｉｐｓｅは、患者のネブライ
ザーを通した呼吸に依存して粒子を発生させ、この試験において使用された。これは吸入
中にのみエアロゾルを産生する。
【０１１４】
　ＩＦＮ－γは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖｉｖｏの両試験でジエチレントリアミン
五酢酸９９ｍテクネチウム（９９ｍＴｃ－ＤＴＰＡ）を使用した放射標識された。Ａｅｒ
ｏＥｃｌｉｐｓｅにおいて、２つのバイアル（２５０ｍｇのＩＦＮ－γ）が２ｍＬの最終
量で調製するために使用された。ＡｅｒｏＥｃｌｉｐｓｅは、Ｐａｒｉ　Ｍａｓｔｅｒエ
アコンプレッサー（ＰＡＲＩ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　Ｅｑｕｉｐｍｅｎｔ，　Ｉｎｃ
．［米国カリフォルニア州モンテレー］）を使用して操作した。
【０１１５】
　ネブライザーは、その臨床用途における方法で回路に接続された。１０の過程で、低流
量（１．０Ｌ／ｍ）カスケードインパクター（Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ　ｍｅａｓｕｒｅｍ
ｅｎｔｓ［米国カリフォルニア州シエラマドレ］）は、Ｔコネクター（Ｔ　ｃｏｎｎｅｃ
ｔｏｒｃａｓｃａｄｅ、Ｈｕｄｓｏｎ　Ｒｅｓｐｉｒａｔｏｒｙ　Ｃａｒｅ［米国カリフ
ォルニア州テメキュラ］）を使用して接続された。呼気中に、カスケードインパクターに
粒子が入ることを防ぐ吸気フィルターが、ピストンポンプとカスケードインパクターの間
に設置された。二番目のフィルター（漏出フィルター）は、吸気フィルターにもインパク
ターにも誘導されない過剰粒子を捕捉するためシステムに設置された。患者の換気で起こ
りうる作用を評価するため、ピストンポンプ（Ｈａｒｖａｒｄ　Ａｐｐａｒａｔｕｓ［米
国マサチューセッツ州ミリス］）が患者の呼吸運動の模擬実験を行うために使用された。
【０１１６】
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　吸入の前に、エアロゾルは以下の２つの条件下においてベンチで試験された。
雲の発生（換気なし）：　カスケードインパクターは、ピストンポンプ（ポンプは回路か
ら接続分離される）によって起こる換気を行わずに、１Ｌｐｍにおいて管から直接粒子試
料を採取した。ＡｅｒｏＥｃｌｉｐｓｅからの粒子の発生により、呼吸作動弁はサンプリ
ング期間中に手動で圧縮された。
換気中：　Ｈａｒｖａｒｄポンプはシステムで正弦曲線の流量を発生するために使用され
、患者の呼吸に類似であった。７５０ｍＬの１呼吸容量では、２０／ｍの呼吸数及び０．
５の負荷サイクルが利用された。
【０１１７】
　空気力学的な粒子分布が、カスケード（Ｔコネクターｃａｓｃａｄｅ）に接続している
管上の沈着に加えて測定された。エアロゾルの弾道特性は、Ｔコネクターｃａｓｃａｄｅ

上での活性として定量化され、カスケードインパクターで捕捉された活性の百分率として
報告された（カスケード％）。この沈着は、肺沈着を予測する際に利用された。
【０１１８】
　（キセノン画像診断及び減衰試験）
　全患者のＩＦＮ－γ沈着は、ＡｅｒｏＥｃｌｉｐｓｅネブライザーを使用して行われた
。キセノン画像診断及び減衰試験（下記参照）が実施された。
【０１１９】
　肺気量及び概要研究（１３３キセノン（１３３Ｘｅ）平衡スキャン）
　患者は、後部に配置されたガンマ線カメラ（Ｐｉｃｋｅｒ　Ｄｉｎａカメラ；米国コネ
ティカット州ノースフォード）の前に着席した。９９ｍテクネチウム（９９ｍＴｃ）に対
する室内バックグラウンド画像を撮影した後、カメラは１３３Ｘｅに対して設定された。
患者は機能的残気量（ＦＲＣ）で安静呼吸を行い、計数率が１５秒にわたり土１０％に安
定するまで、５～１０ｍＣｉの１３３Ｘｅを吸入した。１．０分のガンマ線カメラ画像（
１３３Ｘｅ平衡画像）が得られ、解析のためコンピュータで保存された（Ｎｕｃｌｅａｒ
　Ｍａｃ　ｖ１．２／９４；　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ　Ｉｍａｇｉｎｇ　Ｉｎｃ．［米国
コロラド州リトルトン］）。この画像は肺の外縁を示すのに使用された。
【０１２０】
　エアロゾル沈着試験
　１３３Ｘｅ画像診断の後、カメラは９９ｍＴｃに切り替えられた。そこで、患者は放射
標識したエアロゾル化ＩＦＮ－γをネブライザーから吸入した。各装置に、呼気フィルタ
ーが吐き出された粒子を捕捉するために設置された。ネブライザーは乾燥するまで運転さ
れた。最終吸入の後、患者は口部から胃までの物質を洗うために、コップ１杯の水を飲ん
だ。胃活性測定により上気道の沈着を評価した。
【０１２１】
　肺減衰試験（血流スキャン）
　肺の減衰係数を計算するために、肺血流スキャンが行われた。沈着画像診断の後に続い
て、５ｍＣｉの９９ｍＴｃ－粗大凝集アルブミンが直ちに末梢静脈を経て注入された。全
ての粗大凝集体が心臓の右面を横断し、局所血流に比例して肺で分散したことが想定され
た。１分の画像が得られた。血流は、測定された活性から前（沈着）画像で測定された活
性を減算して計算された。肺の減衰係数は、注入された活性量でカメラが測定した活性量
を除算することによって測定した（肺減衰係数＝測定した活性／注入した活性）。
【０１２２】
　胃減衰
　患者には既知量の９９ｍＴｃを添加したパンが与えられ、摂取後に胃のガンマ線カメラ
画像が撮影された。胃減衰は、ガンマ線カメラで測定した活性で経口摂取した活性を除算
することによって計算された（胃減衰係数＝測定した活性／経口摂取した活性）。
【０１２３】
　沈着の定量化
　肺の輪郭を明示して肺気量を網羅するために、コンピュータを使用して関心領域が保存
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平衡１３３Ｘｅ平衡スキャンに関して視覚的に示された。二次元の肺領域内部の３分の１
の輪郭を表した肺中央部分がその時に示された。キセノン部分が示された後、同部分は沈
着画像の上に配置され、胃の活性が確認された。この時「胃部分」は、胃の輪郭が視覚的
に示された。胃部分と左肺のキセノン平衡部分との重複があった場合、重複する部分は「
肺上の胃」又はＳＯＬとして定義された。肺の全沈着を測定するため、胃及び肺部分上の
胃からの放射活性は除外された。
【０１２４】
　肺沈着は、肺部分で活性を定量化し適正な減衰補正を加えることにより、ガンマ線カメ
ラを使用して測定された。口腔咽頭の沈着は、沈着画像上の全活性から肺活性を減算して
定量された。胃減衰に対して適切な補正が行われた。
【０１２５】
　特定の中枢対末梢比（ｓＣ／Ｐ）
　肺活性の特定の中枢対末梢比は、キセノン平衡画像でエアロゾル画像を除算することに
よって定められた。この比は、部位的肺ガス量に対して正規化したエアロゾル沈着の分布
を表す。
【０１２６】
　エアロゾル沈着のｓＣ／Ｐ＝（Ｃ／Ｐエアロゾル　／　Ｃ／Ｐキセノン）
エアロゾルがガスとして完全に機能して１３３Ｘｅ分布に追従する場合、ｓＣ／Ｐ比は１
．０となる。粒子が気道中央に優先的に沈着した場合、２．０又はそれ以上のｓＣ／Ｐ比
が得られる。
【０１２７】
　沈着試験の結果は、肺全体を通じてエアロゾルが顕著に沈着したことを示す。
肺気量に関して正規化する場合、肺の末梢より中心において比較的多くの粒子が存在する
（ｓＣ／Ｐ比＝１．６１８、上気道の沈着は殆どなし）。
【０１２８】
　（実施例６）
　エアロゾルＩＦＮ－γの作用
　副作用
　エアロゾル化ＩＦＮ－γで１５名の個人（健常志願者と肺結核患者）を処置した。エア
ロゾルの投与は、時折の咳又は筋肉痛を訴える患者が数名いたが、耐性は良好であった。
投与の最長期間は、副作用が増幅しない３ヶ月であった。更に、Ｊａｆｆｅは、通常の患
者に与えられるエアロゾル化ＩＦＮ－γが非経口で送達されたｒＩＦＮ－γとは対照的に
、全身性の副作用がなく安全であること、及び肺胞マクロファージとＰＢＭＣ以外を活性
化することができ、その作用は末梢血のみで示される可能性があることを発見した（Ｊａ
ｆｆｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９１）　Ｊ　Ｃｌｉｎ　Ｉｎｖｅｓｔ　８８（１）：
　２９７－３０２）。
【０１２９】
　沈着試験
　ＩＦＮ－γのエアロゾル沈着特性を調査した。沈着画像は、放射活性（エアロゾル）が
肺の正常な部位全てに沈着されることを示し、明らかにする。疾患及び空洞性部位は沈着
されない。血流スキャンは、同様に空洞性部位に血流が殆ど無いことを示す。沈着の予備
測定において、質量平衡技法及びキセノン（図）を使用することにより肺に送達されたエ
アロゾルが投与量の１０～２０％の範囲であることを明らかにする。肺に対する薬剤の標
的への送達が、正常な肺実質において薬剤沈着を示すことが結論付けられた（Ｃｏｎｄｏ
ｓ，，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９８）　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｒｉｔ　Ｃａｒｅ
　Ｍｅｄ　１５７（３）：　Ａ１８７）。
【０１３０】
　気管支肺胞洗浄所見
　以前に、ＩＦＮ－γで処置された、重症の多種薬剤耐性の結核患者群における臨床状態
の改善を示した。患者は、処置の前後にＸ線撮影で病変した部位のＢＡＬを使用して気管
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支鏡検査を受けた。２４時間の細胞培養上清及びＢＡＬ由来の液体はＥＬＩＳＡによって
評価され、ＴＮＦ－ａ（平均１７２～１１７ｐｇ／ｍＬ）、ＩＬ１－ｂ（平均２５～８ｐ
ｇ／ｍＬ）の濃度が時間の経過と共に減少し、ＩＦＮ－γ（平均３．３～２．５ｐｇ／ｍ
Ｌ）の濃度があまり検出されないことが示された。ＩＦＮ－γの投与が、疾患部で局所的
に産生されるＴＮＦ－ａの減少に関係していることが結論付けられた。これにより、進行
したＭＤＲ－ＴＢにおけるＩＦＮ－γの有益な効果を部分的に説明することができる（Ｃ
ｏｎｄｏｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９８）　Ａｍ　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｒｉｔ　Ｃ
ａｒｅ　Ｍｅｄ　１５７（３）：　Ａ１８７）。
【０１３１】
　（実施例７）
　特発性肺線維症の効果的な処置
　ＩＰＦに罹患する５名の患者に対するエアロゾルｒＩＦＮ－γの試験において、耐性が
良好な処置を発見した。副作用には、疲労、咳、及び微熱（ｎ＝１）が含まれた。試験期
間中の定期的な検査評価は、異常を示さなかった。患者全員が息切れの自覚的な改善を報
告した。３ヶ月の治療の終了時までに、試験での患者の全肺気容量において統計的に有意
な増加が示された。図７は、処置を受けた５名の患者の内の３名が、処置後に予測された
全肺気容量の増加率が認められたことを示す。被験患者５名の内の２名の努力性肺活量に
おいても、２００ｃｃを超える（それぞれ２００及び５００ｃｃ）の改善が見られた。図
８は、処置された５名の患者の内の３名における、処置後の予測努力性肺活量の増加率を
示す。これらの生理学的変化は、これらの患者の気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）液（肺内部の
内壁から洗出される液体）から回収された活性化ＴＧＦ－β濃度の減少を伴った。図９は
、処置された５名の患者において、総タンパク質のＴＧＦ－βの減少した部分を示す。Ｔ
ＧＦ－βは、肺の線維症の重要な介在物質の１つである。その活性化は、コラーゲン産生
を誘導する。その濃度の減少により、肺のコラーゲン沈着の減少及び線維形成の減少が誘
導されるはずである。更に、エアロゾル療法の前後に患者のＢＡＬ液でインターフェロン
－γの濃度を測定し、薬剤のエアロゾル投与に関連した増加が示された。図１０は、結核
患者と特発性肺線維症に罹患する患者の肺において、インターフェロン－γによるエアロ
ゾル処置の前後両方で測定されたインターフェロン－γの量を示す。
【０１３２】
　以前に実施された皮下試験と対照的に、ｒＩＦＮ－γのエアロゾル送達で肺機能におけ
る生理学的改善を示すことができた。この改善は、Ｉｎｔｅｒｍｕｎｅ社の皮下試験で患
者が受けた１年の処置に比べて、３ヶ月の処置期間にわたって見られた。この生理学的改
善は、エアロゾル療法後に患者の肺から回収された活性化ＴＧＦ－β濃度の減少を誘導し
ている肺のＩＦＮ－γ濃度の増加に関与していた。このデータは、肺にインターフェロン
－γの薬理学的有効量を送達可能であることを示す。皮下投与後に、肺におけるインター
フェロン－γ濃度は検出されなかった（Ｊａｆｆｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　Ｊ　Ｃｌｉｎ　
ｌｎｖｅｓｔ．　８８，　２９７－３０２　（１９９１）を参照）。更に肺への投与量を
決定するため、５名の患者の内の２名に沈着試験を実施した。この試験において、肺末端
部に約４０ｍｃｇのｒＩＦＮ－γによる沈着を確認した。肺投与量又はｒＩＦＮ－γの肺
濃度の測定は、実施されなかったか又は皮下ｒＩＦＮ－γ試験を報告しなかった。
【０１３３】
　（実施例８）
サイトカイン遺伝子調節
　この試験において、転写制御因子の存在量、リン酸化、及びＤＮＡ結合活性の調査によ
り、エアゾールＩＦＮ－γ処置が潜在的なＳＴＡＴ－１を活性化し、ＩＲＦ－１の新規合
成を誘導するため、細胞シグナル伝達経路に影響を与えるという仮説が試験される。肺結
核患者のＩＦＮ－γによる処置前後の肺の、非疾患及び疾患部位から得たＢＡＬ細胞にお
いて、これらの実験を実施した（Ｃｏｎｄｏｓ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９９）　Ａｍ
　Ｊ　Ｒｅｓｐｉｒ　Ｃｒｉｔ　Ｃａｒｅ　Ｍｅｄ　（ｉｎ　ｐｒｅｓｓ））。ＩＲＦ－
１の精製及びクローニングは、Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｏｆ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｅ
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ｌｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ａｔ　Ｒｏｃｋｅｆｅｌｌｅｒ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　ｗｉｔ
ｈ　Ｊａｍｅｓ　Ｅ．　Ｄａｒｎｅｌｌ，　Ｊｒ．においてＲｉｃｈａｒｄ　Ｐｉｎｅ，
　Ｐｈ．Ｄにより行われた最初の作業の主要な部分であった（Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．
，　（１９９０）　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１０（６）：　２４４８－５７）。本
プロジェクトの「目的３」に対して提唱された免疫ブロット法及び電気泳動移動度シフト
試験の同法又は類似の方法が、ここに言及された作業で使用された。
【０１３４】
　結核患者の未病変の肺におけるサイトカイン遺伝子の操作結果に最も関連性が認められ
た。結果はＢＡＬ細胞の接着（主に肺胞マクロファージ）及び非接着の（リンパ球と多核
白血球）の両部分で、エアロゾルＩＦＮ－γ処置後に特異的ＩＲＦ－ＤＮＡ及びＳＴＡＴ
－１－ＤＮＡ複合体の量の増加が示される結果となった。
【０１３５】
　（実施例１０）
　喘息処置の有効性
　標準処置に対してＩＦＮ－γエアロゾル処置を受ける３０名の軽度から中等度の喘息患
者を召集する。本試験は、症状抑制のためコルチコステロイドの吸入による中等度の投与
量を必要とする軽度から中等度の持続性喘息に罹患する患者における、無作為化、プラセ
ボ対照、クロスオーバー、二重盲検ｒＩＦＮ－γエアロゾル送達試験として行われる。
【０１３６】
　患者は人種又は性別を問わず、年齢が１８～６５歳の間でなければならない。患者は年
間１０箱より少ない喫煙歴を有し、現時点で非喫煙者でなければならない。喘息の診断用
のＮＡＥＰＰガイドラインを満たす患者が登録される。１秒努力呼気肺活量（ＦＥＶ１）
の基準が予測値の７０％以上及び回復可能の証拠（気管支拡張剤治療後のＦＥＶ１におけ
る１５％以上の改善）が認められた軽度から中等度の持続性喘息患者を召集する。これら
の患者は、吸入ｂ２－アゴニスト、及び低用量の吸入コルチコステロイドの使用を断続的
に行うことが必要とされる。低用量の吸入コルチコステロイドの使用には、１６８～５０
０ｍｃｇ／日のジプロピオン酸ベクロメタゾン、２００～４００ｍｃｇ／日のブデソニド
ＤＰＩ、５００～１０００ｍｃｇのフルニソリド、又は４００～１０００ｍｃｇ／日のト
リアムシノロンアセトニドが含まれる。
【０１３７】
　妊娠中であるか、光ファイバー気管支鏡検査に対する禁忌症があるか、現時点で喫煙者
であるか、喫煙歴が年間で１０箱より多い患者は除外される。十分に制御されていない又
は重症な喘息の既往歴を有する患者、近年に全身へのコルチコステロイドの使用における
既往歴、又は近年の増悪又は感染の既往歴も除外される。
【０１３８】
　召集された全患者が吸入コルチコステロイド（ジプロピオン酸ベクロメタゾン４～１２
息／日）を同基準の投与で開始するため、１ヶ月の「洗浄」期間を設けることになる。各
患者は処置開始前に以下について調べられる。
１）全病歴及び現症、並びに定期的な実験作業、
２）肺機能測定（ＦＥＶ１、ＦＶＣ、及び最大呼気速度）、
３）静脈刺入によって採血された５０ｍＬのヘパリン添加血、
４）血液試料は、全ＩｇＥ、特定のアレルゲンに対する特異的ＩｇＥと好酸球算定のため
に採取される、
５）細胞数／差、及び２４時間の培養上清におけるＩＦＮ－γ、ＩＬ－４、ＩＬ－５、Ｇ
Ｍ－ＣＳＦ、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、及びＩＬ－１３の濃度のＥＬＩＳＡによる解析を
伴った、ＢＡＬによる光ファイバーの気管支鏡検査。
【０１３９】
　この時、１５名の患者にエアロゾルｒＩＦＮ－γ（５００ｍｃｇ）を週３回、８週間投
与する。エアロゾル化生理食塩水の等価量が、無作為方法で１５名の患者に投与される。
８週目に、１ヶ月の洗い出し期間と患者が試験で第２の腕に換えることを許可する。患者
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は、それぞれ通院治療を行う。
１）徴候及び症状についての簡単なアンケート。
２）毎日の日誌カード及びｂ－アゴニスト使用のモニターのレビュー。
３）エアロゾル療法の前後にモニターしている最大流量。
４）簡略された既往歴及び毎週の身体検査。
５）患者は、エアロゾル化ＩＦＮ－γ治療の前中後に、毎日の日誌で症状の特徴を示す。
患者は、咳、喘鳴及び息切れの症状の程度を評価する。患者は、毎日の最大流量測定も記
録する。
【０１４０】
　各腕の試験の完了で、（８週目におけるエアロゾル化ＩＦＮ－γ治療又は対照の生理食
塩水の何れか）患者は以下について調べられる。
１）全病歴及び現症、並びに定期的な検査作業、
２）肺機能測定（ＦＥＶ１、ＦＶＣ、及び最大呼気速度）、
３）静脈刺入によって採血された５０ｍＬのヘパリン添加血、
４）血液試料は、全ＩｇＥ、特定のアレルゲンに対する特異的ＩｇＥと好酸球算定のため
に採取される、
５）ＢＡＬによる光ファイバーの気管支鏡検査が、最後のＩＦＮ－γ治療後又は治療のな
い日に行われる。細胞数／差、及び２４時間の培養上清におけるＩＦＮ－γ、ＩＬ－４、
ＩＬ－５、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、及びＩＬ－１３の濃度がＥＬＩＳＡ
によって解析される。
６）全ての患者は喘息の病院で以下を継続する。
【０１４１】
　ａ）全既往歴及び身体検査
　ｂ）定期的な実験
　ｃ）肺活量測定及び最大流量測定
　種々の理由のために低用量の吸入ステロイドを常用する、軽度から中等度の持続性の喘
息に罹患する試験患者を選択した。第一に、軽度の断続的な症状のみの患者が含まれた場
合、このような集団において感受性の生理学的変化か、症状的変化か、免疫的変化の判別
が不可能になる恐れがある。第二に、この治験の治療を中断するため吸入ステロイドを要
求する患者は認められない。更に本試験の目的は、エアロゾル化ＩＦＮ－γがすでに指定
された治療法の補助として利用することができるかを判定することである。コルチコステ
ロイドがサイトカイン濃度に影響する可能性があるため、吸入ステロイドの使用が本試験
との混同を招く恐れがあると理解される。「洗浄」は全患者が同基準で開始するための期
間であることが含まれる。
【０１４２】
　（実施例１１）
　喘息患者の肺機能における効果
　肺機能測定におけるエアロゾル化ｒＩＦＮ－γの効果を測定するため、エアロゾル治療
前の各患者に対する全肺気容量（ＴＬＣ）及び機能的残気量（ＦＲＣ）を含む１秒努力呼
気肺活量（ＦＥＶ１）、努力性肺活量（ＦＶＣ）、最大呼気流量、及び肺容量における肺
活量測定値を得る。この測定は、Ｂｅｌｌｅｖｕｅ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｐｕｌｍｏｎａ
ｒｙ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙで行われる。
【０１４３】
　喘息のない結核患者の処置で示されたように、エアロゾル化ｒＩＦＮ－γの投与後に直
ちに最大流量測定の軽度の改善が認められることが予測される。現在のところ、ＩＦＮ－
γが気管支拡張効果を示す理由は不明である。気道の炎症が減少したことを反映して、８
週間のエアロゾルＩＦＮ－γ処置後にＦＥＶ１及びＦＶＣの改善が予測される。
【０１４４】
　各患者の再現性のため、特にＦＥＶ１を追跡することを選択する。これらの値は、大規
模な気道閉塞に対して特異的である。試験の初期部分の間に、小規模の気道疾患における
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他の変数が影響されることが認められれば、特異的気道コンダクタンス、気道抵抗、又は
エンドポイントとして２５～５０％の努力性呼気値を使用する。気道抵抗の感受性試験が
更に必要であれば、コンプライアンス試験の呼吸数依存性を実施することができる。気道
過敏性を試験するため、メタコリンで気管支の誘発試験を行うことも可能である。これら
の追加的な試験は、個人間の変動性に加えて個人差があるため、信頼性に問題がある。ク
ロスオーバー試験としての試験設計は、個体間変動を回避するはずである。
【０１４５】
　（実施例１２）
　ＢＡＬ検体の効果
　ＢＡＬ検体は３０名の喘息患者から得られる。ＩＦＮ－γがサイトカイン産生を調節す
るかを評価するため、１５名のこれらの患者にエアロゾルＩＦＮ－γを８週間投与する。
これらの患者は、処置の前後にＢＡＬ及び採血が行われる。
【０１４６】
　光ファイバー気管支鏡検査法
　患者は、医学的な病歴と現症、肺活量測定、酸素測定、気管支過敏性の評価、凝固試験
（ＰＴ、ＰＴＴ、血小板）、及びＣＢＣを使用して事前にスクリーニングを行い、化学ス
クリーニングを行う。処置の間、患者は心拍数及びＯ２飽和度の継続的なモニタリング、
患者の症状及び投薬量の記録、適所での静脈カテーテル、吸入ｂ－アゴニストによる前投
薬、アトロピン皮下投与（０．４ｍｇ）、及び鎮静剤の使用（ミダゾラム、静脈注入）、
及び酸素補給が行われる。光ファイバー気管支鏡は、少量の前投薬と、鼻部及び上気道の
表面麻酔の後に導入される。気管支鏡の先端は、右中葉又は小舌の区域又は亜区域気管支
に挿入される。３７℃の標準生理食塩水１００ｍＬが、２０ｍＬの分割量で気管支に注入
される。加温した生理食塩水により、喘息患者の熱による気管支痙攣の誘発が回避される
はずである。流出液を回収するために、穏やかな断続的吸入が行われる。軽度の喘息患者
において６０～８０％の液体回収が予測される。回収率は、中等度から重度の疾患患者に
おいて５０％まで減少する［Ｊａｒｊｏｕｒ，　１９９８＃６２］。パルス酸素濃度計及
び患者の状態における臨床評価は、処置後にも継続される。退院指導は、追跡治療のため
の週内の受診、及び電話連絡を含む。
【０１４７】
　肺胞マクロファージ（ＡＭ）及びＢＡＬ細胞
　細胞は標準的な技法によって行われた気管支肺胞洗浄（ＢＡＬ）によって採取され、培
養に対して以下の通りに調製される。液体は粘液のかたまりを除去するため、一層の滅菌
ガーゼを通して濾過された。総細胞数は血球計で計測され、合計５００の計測された細胞
が改変ライト－ギムザ染色で染色され、その細胞遠心分離標本において細胞差が計測され
た。細胞生存率はトリパンブルー除外法によって測定され、全症例において、実験に使用
される回収された細胞の生存率は９０％以上になる。２０の細胞遠心分離標本は、ＢＡＬ
の各葉から調製され、一度１０％のホルマリンで固定され、－７０℃にて凍結される。Ｂ
ＡＬ細胞は洗浄され、１０％の熱失活したウシ胎児血清（ＦＣＳ）及び１００ｕ／ｍＬの
ペニシリン及び１００ｍｃｇ／ｍＬのストレプトマイシンを加えたＲＰＭＩ（ＧＩＢＣＯ
）により、１０６細胞／ｍＬの濃度で２４時間培養される（３７℃）。
【０１４８】
　末梢血
　ＩＦＮ－γ処置の終了前後に、一日のうち一定の時間に静脈刺入によって採血が行われ
る。ＰＢＭＣは、Ｆｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ密度勾配遠心法によってヘパリン処置さ
れた静脈血から単離される。ヘパリン処置された静脈血はＦｉｃｏｌｌ－Ｈｙｐａｑｕｅ
の上に重層させて、２５００ｒｐｍで２０分間遠心分離される。ＰＢＭＣの低密度層は吸
引され、リン酸緩衝生理食塩水（ＰＢＳ）で洗浄され、１０％の熱失活したＦＣＳ、１０
０Ｕ／ｍＬのペニシリン、及び１００ｍｃｇ／ｍＬのストレプトマイシンを加えたＲＰＭ
Ｉ－１６４０（ＧＩＢＣＯ）により１０６細胞／ｍＬの濃度で再懸濁される。その時細胞
培養は、３７℃の５％ＣＯ２で２４時間インキュベートされる。その時細胞上清は回収さ
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れ、サイトカインについてＥＬＩＳＡによって評価される。
【０１４９】
　都市部の喘息と関連しているアレルゲンに対する特異的ＩｇＥ（ＲＡＳＴ）を測定する
ため、血清試料も採取される（Ｄ．　ｐｔｅｒｏｎｙｓｓｉｎｕｓ，　Ｄ．　ｆａｒｉｎ
ｅａ，　Ｂ．　ｇｅｒｍａｎｉｃａ－Ｇｅｒｍａｎ　ｃｏｃｋｒｏａｃｈ，　ａｎｄ　Ｐ
．　ａｍｅｒｉｃａｎａ－Ａｍｅｒｉｃａｎ　ｃｏｃｋｒｏａｃｈ）。
【０１５０】
　アトピー性喘息患者及び正常な対照から採取したＰＢＭＣにおいて、追加試験が行われ
る。これは先述したようにＰＢＭを単離した後、同を加えたＲＰＭＩ培地において細胞培
養が行われることを必要とする。その時、培養細胞は非特異性の刺激（ＬＰＳ）又は既知
のアレルゲンによって刺激される。培養上清は、そこでサイトカインについてＥＬＩＳＡ
によって評価される。これらの濃度は、休止細胞のサイトカイン濃度と比較される。この
評価は、処置前のＩＦＮ－γに効果を示さない患者のエアロゾル化ＩＦＮ－γ処置試験へ
の動員のため、喘息患者の大規模な都市部の集団をスクリーニングするために行うことが
できる。
【０１５１】
　サイトカインの評価
　２４時間にわたって回収されたＢＡＬ細胞上清１０６細胞／ｍＬを、ＩＦＮ－γ、ＩＬ
－４、ＩＬ－５、ＩＬ－１０、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、及びＧＭ－ＣＳＦについてＥＬ
ＩＳＡ（Ｅｎｄｏｇｅｎ）で評価する。各サイトカインに対して三つ組で検体を測定する
ことができるように、１０６細胞／ｍＬのチューブを５本採取する。肺区域につき平均で
３０～４０×１０６のＢＡＬ細胞になるため、各患者のＢＡＬ細胞上清を評価することが
予期できる。ＢＡＬ後の検体中のＩＦＮ－γを回収することができるため、及びＢＡＬ細
胞の自発的なサイトカインの放出に重点が置かれているため、ＢＡＬ液中のサイトカイン
の測定は行われない。
【０１５２】
　（実施例１３）
　ＩＦＮ－γ処置によって起こる遺伝子調節の機序
　臨床処置プロトコールにより、ＩＦＮ－γに反応して遺伝子発現を制御する転写因子の
存在量において明確な効果及び活性が示され、サイトカインの特性とこれらのデータの相
関は、喘息の免疫応答を評価できる基準を拡張する。更に、得られたデータにより、サイ
トカイン産生の解析及びサイトカインと他の遺伝子の発現による結果の機構の説明が可能
になる。
【０１５３】
　本プロジェクトの設計は、その他の種々の処置と異なるエアロゾルＩＦＮ－γの治療効
果の確証を助けるため、幾つかの対照が含まれる。これは処置の経過の前後にＢＡＬ及び
血液試料を採取すること、及び病変した葉並びに病変していない葉からＢＡＬ検体を収集
することを含む。この目的に対する全試験は、ＢＡＬ又はＰＢＭ細胞から調製される抽出
タンパク質を使用して行われる。細胞質及び核タンパク質が得られ、別々に分析される。
より明確な結果を得るため、ＢＡＬ細胞は接着及び非接着の集団に分けられる。前者は、
主に肺胞マクロファージを含む。後者は、主にリンパ球及び顆粒球から成る。ＰＢＭＣは
、更に分離を行わずに抽出される。
【０１５４】
　本プロジェクトに対する転写因子の存在量及びＤＮＡ結合活性の調査により、エアロゾ
ルＩＦＮ－γ処置の臨床プロトコールは潜在的ＳＴＡＴ－１を活性化し、ＩＲＦ－１及び
ＣＩＩＴＡの新規合成を誘発するため細胞シグナル伝達経路に影響を与えるという仮説が
検証される。得られるデータは、初期臨床観察に対して遺伝子発現を制御する分子機構に
関連する。処置に対する分子反応を示すデータと同時に解釈された場合、エアロゾルＩＦ
Ｎ－γによるｉｎ　ｖｉｖｏの処置での限られた経過による結果は、今後の治験設計には
るかに多くの予測能を有することになる。
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【０１５５】
　転写因子ＳＴＡＴ－１、ＩＲＦ－１、及びＣＩＩＴＡの存在量における測定
　処置プロトコールの前後にこれらの転写因子の総量を定量化することが有益である主な
理由が２つある。これらのデータは、ＩＦＮ－γ治療に対する制御された反応の全体的な
解釈のために重要である。これにより、得られたタンパク質がリン酸化反応を受ける程度
とＤＮＡ結合活性がある総タンパク質量の割合について結論が導かれる。更に、タンパク
質の存在量は、因子をコードする遺伝子の制御された発現の最終測定により示され、従っ
て、更に誘起された免疫応答の機能及び調節態様を集積する今後の研究のための根拠を提
示する。免疫ブロット法検出は、ここで使用される主要な技法である。細胞質又は核抽出
物から最大で５×１０６の細胞が各解析に使用される。上述の細胞は、各患者から１０検
体を得ることにより調達される。１名の患者から得たＰＢＭＣ及びＢＡＬ細胞の抽出物全
ては一回の試験に使用され、これにより検体のセット内での相対定量が容易になる。培養
された細胞株から調製される対照の細胞質及び核抽出物も又、各試験に使用される。前の
試験に基づき、これらの検体は、標的タンパク質を含むことが分かっており、免疫ブロッ
ト法の検出で陽性対照を提示することができる。更に、その検体は得られたデータが定量
的であるか、又は定量的検出の範囲を明らかにする検証に使用することができる。
【０１５６】
　タンパク質はＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離され、そこでメンブレンに転写される。メ
ンブレンは順にＳＴＡＴ－１、ＩＲＦ－１、及びＣＩＩＴＡを検出するため、試薬で反応
させる。メンブレンは、細胞質及び核抽出タンパク質に存在するｂ－チューブリンを検出
するために最終的にプロービングされ、従って試験期間内及び期間中の細胞質又は核抽出
物の定量的比較のための内標準として供給することができる。必要な全ての抗体は、実験
で得るか又は市販品を入手することができ、免疫ブロット法プロトコールで使用されるこ
とが知られている。異なるタンパク質の連続した検出を可能にするために、メンブレンは
標的タンパク質を保持したまま抗体結合を切断する処理が行われる。この手法は、順番に
各標的タンパク質の検出を繰り返すこと、及び第１及び第２ラウンドで得られたシグナル
を比較することで証明できる。検出の特異性に対する陰性対照は、他の２つに対する抗体
が各タンパク質に対して調製される。更に、メンブレンを一次抗体が包含しないように最
後に反応させる。
【０１５７】
　得られた細胞量が不十分であるか、又は特定の転写因子の存在量が非常に低い場合、シ
グナルは検出されない。このタンパク質において、ＥＬＩＳＡ解析を使用することにより
感度を上げられる可能性もあるが、免疫ブロット法の時よりも信頼性及び特異性に欠ける
恐れがある。しかし、これらの潜在的な問題はそれほど重要ではない。細胞の望ましい量
は、通常各ＢＡＬ検体の一部のみを構成するはずである。標的タンパク質の存在量が少な
いのは、重要な結論に導く生理学的に適切な結果となるだろう。しかし、各細胞につき標
的タンパク質の１００－１０００コピーが存在する場合に、利用可能な試薬及び検出シス
テムはシグナルを示し、それは分析された分量で多くても８フェムトモル（０．５－１．
５ｎｇ）程度に相当する点に留意する必要がある。
【０１５８】
　ＳＴＡＴ－１、ＩＲＦ－１、及びＣＩＩＴＡのチロシン及びセリンのリン酸化の特徴付
け
　転写因子のリン酸化の変化は、因子の存在と因子の機能の関連性を示すことが多い。こ
のことは、ＤＮＡ結合活性がリン酸化の変化によって直接変化しなくても当てはまる（Ｄ
ａｖｉｄ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９５）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６９（５２３１）：　
１７２１－３；　Ｗｅｎ，　Ｚ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９５）　Ｃｅｉｌ　８２（２
）：　２４１－５０；　Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９４）　Ｅｍｂｏ　Ｊ　１
３（１）：　１５８－６７；　Ｃｈｏ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９６）　Ｊ　Ｉｍｍｕ
ｎｏ１　１５７（１１）：　４７８１－９；　Ｄａｖｉｄ，　ｅｔ　ａ１．，　（１９９
６）　Ｊ　Ｂｉｏ１　Ｃｈｅｍ　２７１（２７）：　１５８６２－５；　Ｇｕｐｔａ，　
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ｅｔ　ａ１．，　（１９９５）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２６７（５１９６）：　３８９－９３
；　Ｈｉｂｉ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９３）　Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ　７（１１）：　
２１３５－４８；　Ｐａｒｋｅｒ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９６）　Ｍｏｌ　Ｃｅ１１
　Ｂｉｏ１　１６（２）：　６９４－７０３；　Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ，　ｅｔ　ａ１．，
　（１９９２）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５７（５０７１）：　８０９－１３；　Ｓｈｕａｉ
，　ｅｔ　ａ１．，　（１９９２）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２５８（５０８９）：　１８０８
－１２）。上述の通り、ＳＴＡＴ－１のチロシン及びセリンのリン酸化は調節され、その
活性を制御する。ＩＲＦ－１はリンタンパク質であるが、リン酸化の自然発生的な変化に
ついては文献が存在せず、ＣＩＩＴＡのリン酸化についても殆ど研究されていない。本明
細書に記載する実験では、主に細胞培養系で以前に実証されたリン酸化反応についてＰＢ
ＭＣ及びＢＡＬ細胞からの抽出物を検査することにより、ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるＳＴＡ
Ｔ－１の調節に関するデータを得る。ＩＲＦ－１及びＣＩＩＴＡについて得られるデータ
は、以前に測定されたものを上回る。
【０１５９】
　この一連の実験の最も単純明快な手順は、免疫沈降によって細胞抽出物から標的タンパ
ク質を定量的に回収し、回収したタンパク質をＳＤＳ－ＰＡＧＥによって分離し、分離し
たタンパク質を免疫ブロット法により解析してリン酸化を検出するものである。免疫ブロ
ットに反応させ、特定の標的タンパク質に殆ど依存することなく、チロシンリン酸化の存
在及び程度を測定するには、市販の抗ホスホチロシン抗体が使用できることが、十分に確
立されている。ホスホセリンに対する抗体も市販されているが、この抗体が標的タンパク
質においてこのような残基を検出するかどうかについては不明である。従って、本手法の
適用における好結果については、多少の不確定要素が存在する。上述の陽性及び陰性対照
の種類に加えて、リン酸化チロシン又はリン酸化セリンの特異的な検出も、リン酸化アミ
ノ酸を溶液に含め、シグナルが得られないことを観察することで証明することができる。
【０１６０】
　ＳＤＳ－ＰＡＧＥによって変性したタンパク質が抗ホスホセリン抗体と反応する可能性
が最も高いものの、セリンリン酸化の免疫ブロット検出が機能しない場合には、ＥＬＩＳ
Ａが好結果を示す代替法となりうる可能性も依然として残されている。その場合には、ウ
ェルを標的タンパク質に対する抗体でコーティングし、タンパク質を固定し、検出手順で
は、標的タンパク質に対する抗体の供給源よりも、異なる種から得た抗ホスホセリン一次
抗体を使用することになると思われる。免疫ブロットに使用される対照も又、基本的には
ＥＬＩＳＡ系に同様に適用する。
【０１６１】
　ＳＴＡＴ－１セリンリン酸化の解析には別の代替法も使用できる。特異的抗リン酸ＳＴ
ＡＴ－１（Ｐ－セリン）抗体は、調節されたリン酸化を受けるセリンの既知の位置、セリ
ン７２７を基に作成することができた（「方法」を参照）（Ｗｅｎ，　Ｚ，　ｅｔ　ａｌ
．，　（１９９５）　Ｃｅｌｌ　８２（２）：　２４１－５０）。これは、適切なリン酸
化ペプチドで免疫化した後、タンパク質Ａ、ペプチド、及びリン酸化ペプチド親和性マト
リクスを使用して特異的抗体を精製することにより、幾つかのタンパク質のリン酸化形態
に特異的な市販の抗体（Ｎｅｗ　Ｅｎｇｌａｎｄ　ＢｉｏＬａｂｓ）が得られたことから
、非常に成果が期待できる。同様の手法がこのプロジェクトにも使用されるであろう。し
かし、標的タンパク質は代謝標識に必要な培養期間中に修飾される可能性があり、利用可
能な物質量がその手法において十分ではないと予測されることから、３２Ｐ－オルトリン
酸塩による細胞の代謝標識後に、標的タンパク質の特異的免疫沈降及びリン酸化アミノ酸
の分析を行うのは、本プロジェクトに適切ではない。何れの標的タンパク質においてもセ
リンリン酸化の変化の測定は容易に行えないものの、その調節された翻訳後修飾の考えら
れる重要性が、この試みを強く後押しする。
【０１６２】
　これらのデータは、この系におけるこれらの因子の存在量とその機能の関係を確証する
のに使用される。ＳＴＡＴ－１チロシンリン酸化の程度により、ＤＮＡ結合活性の活性化



(31) JP 2012-193207 A 2012.10.11

10

20

30

40

50

レベルが決定され、それによって最高及び最低レベルが設定される。セリンリン酸化の変
化は、ＤＮＡ結合活性を調節し、上述のＳＴＡＴ－１の機能に対する更なる効果を有する
と考えられる。又、ＳＴＡＴ－１の存在量の増加及びリン酸化の基礎レベルが検出される
可能性がある。このような結果は、全体的なｉｎ　ｖｉｖｏ反応が長期間ＩＦＮ－γに曝
露された培養細胞の反応に類似しており、ＩＦＮ－γへの分子反応としてＳＴＡＴ－１の
新規合成と共に、翻訳後の修飾（リン酸化及び脱リン酸化）の経時変化を反映することを
暗示する。ＩＲＦ－１又はＣＩＩＴＡのリン酸化の変化に関するデータは、ＩＦＮ－γに
対するｉｎ　ｖｉｖｏ分子反応の更なる指標となり、このような変化の機能的重要性を判
定する今後の基礎研究の確かな根拠となる。リン酸化ではなく存在量の変化が認められれ
ば、これらの因子のリン酸化がこの系では調節されないか、或いはＳＴＡＴ－１ではあり
得ることだが、検体が得られた時に純変化が持続しなかった可能性がある。これらの可能
性を区別するには、今後他の系による研究が必要となる。
【０１６３】
　ＳＴＡＴ－１、ＳＴＡＴ－４、ＳＴＡＴ－５　ＳＴＡＴ－６、及びＩＲＦ－１のＤＮＡ
結合活性の測定
　ＤＮＡ結合活性の測定によって、処置プロトコールへの分子反応の調節を評価するため
に必要となる最終データが得られる。実験試料の電気泳動移動度シフト検定によるＳＴＡ
Ｔファミリー及びＩＲＦ－１転写因子の検出及び定量化は、確立された手順によって達成
される。培養細胞から調製される抽出物は、陽性対照としてこれらの検定で使用される。
当該因子の特異性及び同定のための対照は、競合オリゴヌクレオチド又は抗血清を使用し
た反応を行うことによって提供される。オリゴヌクレオチド又は抗血清は、非特異的及び
特異的の両方のものが使用される。
【０１６４】
　全集団が追加のサイトカインに同時に且つ同じ期間にわたり曝露される、細胞培養系の
同調性とは対照的に、ＢＡＬ又は血中試料により得られる細胞は、曝露部位の内外への移
動により制御される各細胞の曝露の非同時的な開始及び期間に対する、重複して繰り返さ
れるエアロゾルＩＦＮ－γ処置の全体の効果を示す。細胞培養モデルにおいては、ＩＦＮ
－γによるＳＴＡＴ－１のＤＮＡ結合活性の活性化が数分以内に起こる。幾つかの細胞株
では、活性が非常に急速に減衰する。それに対し、単球細胞株ＮＢ４、Ｕ９３７、及びＴ
ＨＰ－１等の細胞株では、数時間持続する（Ｒ．　Ｐｉｎｅ　ａｎｄ　Ｅ．　Ｊａｃｋｓ
ｏｎ，　ｕｎｐｕｂｌｉｓｈｅｄ）。ＳＴＡＴ－１がＩＲＦ－１遺伝子を調節することか
ら、ＩＦＮ－γによるＩＲＦ－１のＤＮＡ結合活性の導入は、一般的に僅か１～２時間後
には検出されるが、その後少なくとも１６時間持続する。従って、ＳＴＡＴ－１及びＩＲ
Ｆ－１のＤＮＡ結合活性が同時に起こる可能性もあるが、どちらか一方のみが検出される
可能性もある。
【０１６５】
　実験試料から得られた結果は、ＳＴＡＴ－１及びＩＲＦ－１の両者においてＤＮＡ結合
活性が存在することを明らかにし、従ってｉｎ　ｖｉｖｏにおいて数日にわたる断続的な
投薬における正味の結果が、細胞培養系の曝露の中間時点と同等であることを示唆する。
これは、白血病患者由来のＢｃｒ／ａｂｌ形質転換細胞系又はＰＢＭＣにおいて報告され
たＳＴＡＴ因子の恒常的な活性化とは異なる（Ｃａｒｌｅｓｓｏ，　ｅｔ　ａ１．，　（
１９９６）　Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　１８３（３）：　８１１－２０；　Ｇｏｕｉｌｌｅｕ
ｘ－Ｇｒｕａｒｔ　ｅｔ　ａ１．，　（１９９６）　Ｂｌｏｏｄ　８７（５）：　１６９
２－７）。更に、このような結果は、ＩＦＮ－γに対する反応の全ての防御体制が、試料
を得た時点で継続していたことを強く示唆する。或いは、ＳＴＡＴ－１又はＩＲＦ－１の
ＤＮＡ結合活性のみが検出される可能性がある。ＳＴＡＴ－１の活性化は通常一過性のも
のであるものの、ＩＲＦ－１は長期誘発が標準であるため、ＳＴＡＴ－１のみが検出され
ることは起こりそうにないと予測される。ＳＴＡＴ－１のＤＮＡ結合活性が存在せずにＩ
ＲＦ－１のＤＮＡ結合活性が存在することは、ＩＦＮ－γを一晩投与した後に培養細胞で
認められるものと同等の反応が、この投与で誘起されることを暗示する。生理学的には、
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これは、単球からマクロファージへの分化又はＴｈ１のＴ細胞反応による合成等の生物学
的エンドポイントを誘起するのに十分な期間にわたってＩＦＮ－γの存在が持続した状況
と一致する。
【０１６６】
　ＳＴＡＴ－４、－５、及び－６の検定は、重要なＴｈ１又はＴｈ２サイトカインの存在
及び機能だけでなく、ＩＬ－２に対するＴ細胞の反応の分子マーカーとなる。ＩＬ－２が
ＳＴＡＴ－５を、ＩＬ－１２がＳＴＡＴ－４を、ＩＬ－４がＳＴＡＴ－６を活性化するこ
とは、最近の多くの研究で報告されている（Ｃｈｏ，　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９６）　
Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏ１　１５７（１１）：　４７８１－９；　Ｇｉｌｍｏｕｒ，　ｅｔ　ａ
ｌ．，　（１９９５）　Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ　９２（２３）
：　１０７７２－６；　Ｓｃｈｉｎｄｌｅｒ，　ｅｔ　ａ１．，　（１９９２）　Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ　２５７（５０７１）：　８０９－１３）。ここで得られるデータはそれだけで
このようなの解釈の証拠とはならない。何故なら、ＳＴＡＴファミリーのほぼ全てのメン
バーが複数のサイトカインにより活性化され、ほぼ全てのサイトカインが複数のＳＴＡＴ
を活性化できるためである。具体的には、ＳＴＡＴ－４はＩＦＮ－αによっても、ＳＴＡ
Ｔ－５はＩＬ－７、ＩＬ－１５、プロラクチン、及び成長ホルモンによっても、ＳＴＡＴ
－６はＩＬ－１３によっても活性化される（Ｉｖａｓｈｋｉｖ，　Ｌ．　Ｂ．　（１９９
５）　Ｉｍｍｕｎｉｔｙ　３（１）：　１－４；　Ｄａｒｎｅｌｌ　（１９９６）　Ｒｅ
ｃｅｎｔ　Ｐｒｏｇ　Ｈｏｒｍ　Ｒｅｓ　５１：３９１－４０３；　Ｃｈｏ，　ｅｔ　ａ
ｌ．，　（１９９６）　Ｊ　Ｉｍｍｕｎｏ１　１５７（１１）：　４７８１－９）。又、
ＳＴＡＴ－１がＩＦＮ－γだけでなくＩＬ－６及びＩＬ－１０によっても活性化できるこ
とも留意する必要がある。しかし、このデータの解釈は、上記のサイトカイン遺伝子発現
の解析により裏付けられる。更には、ＳＴＡＴ－４、－５、及び－６のＤＮＡ結合活性の
検定が、所定のサイトカイン特性と共に生じる細胞内の分子効果に関するデータを提供す
ることにより、それらの所見を著しく拡大する。
【０１６７】
　方法
　ＧＩＴＣ及び超遠心分離を使用することにより、１０×１０６のＢＡＬ細胞からｍＲＮ
Ａを抽出する。ＲＴ－ＰＣＲはこのような僅かな細胞量で行うことができることから、全
ＲＮＡが抽出され、－７０℃にて保存され、ＩＲＦ－１の遺伝子発現について検定される
。ＰＣＲプライマーは、公開された配列に基づいており、サイトカイン遺伝子において記
載したＲＴ－ＰＣＲを行い、対照としてｂ－アクチン又はＧＡＰＤＨと転写強度を比較す
る。ＩＲＦ－１は基礎量発現することから、ＲＴ－ＰＣＲの定量的な手法が必要となる。
ＢＡＬ細胞由来の全ＲＮＡは、標準の方法に従い、オリゴｄ（Ｔ）及びＰＣＲを使用して
逆転写される。１回目のＰＣＲは、以下のオリゴヌクレオチド（フォワードプライマー：
５’－ＧＴＣＡＧＧＧＡＣＴＴＧＧＡＣＡＧＧＡＧ－３’、及びリバースプライマー：５
’－ＡＧＣＴＣＧＧＧＧＧＡＡＡＴＧＴＴＡＧＴ－３’）を使用したｃＤＮＡの２０％を
使用して行われる。ＩＲＦ－１の発現は、ＧＡＰＤＨの発現に対して正規化される。
【０１６８】
　細胞抽出物の調製
　ＢＡＬ由来の細胞は、上述の通り、血清を加えていないＲＰＭＩ培地に移して処理され
た後、計数して、組織培養プレートへ移される。３７℃にて２時間静置した後、非接着細
胞は培地で除去され、再度計数される。接着細胞の量は、２つの細胞数の差から得られる
。ＰＢＭＣは、上述の通り、血清を加えていないＲＰＭＩ培地に移して処理された後、計
数される。残りの手順は全て、０～４℃にて実施される。懸濁液中の細胞は、遠心分離さ
れ（２００×ｇ、１０分）、上清が吸引された後、ペレットがリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ
）に再懸濁される。この手順が繰り返され、細胞が再度遠心分離された後、最終的なＰＢ
Ｓ上清が吸引される。付着した細胞単層は、そこで吸引用のＰＢＳを加えることによって
洗浄される。再度ＰＢＳが加えられ、単層が擦り落とされる。細胞及びＰＢＳは遠心管へ
移されて遠心分離が行われた後、ＰＢＳが吸引除去される。洗浄した細胞ペレットは、溶
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解緩衝剤（２０ｍＭ　Ｈｅｐｅｓ・Ｎａ、ｐＨ　７．９、０．１ｍＭ　ＥＤＴＡ・Ｎａ、
０．１Ｍ　ＮａＣｌ、０．５％　ＮＰ－４０、１０％グリセロール、１ｍＭ　ＤＴＴ、０
．４ｍＭ　ＰＭＳＦ、３μｇ／ｍＬアプロチニン、２μｇ／ｍＬロイペプチン、１μｇ／
ｍＬペプスタチン、１００μＭ　Ｎａ３ＶＯ４、１０ｍＭ　Ｎａ２Ｐ２Ｏ７、５ｍＭ　Ｎ
ａＦ）（３μＬ／細胞１０５）で懸濁し、５分間インキュベートすることにより溶解され
る。核は遠心分離によって回収される（５００×ｇ、１０分）。上清は除去された後、遠
心分離によって浄化される（１３，０００×ｇ、１０分）。得られた上清は細胞質抽出物
として回収され、砕いたドライアイス又は液体窒素で冷凍された後、－８０℃にて保存さ
れる。核ペレットは洗浄緩衝剤（ＮＰ－４０を除く溶解緩衝剤）で再懸濁された後、遠心
分離によって回収される。上清が吸引された後、ペレットは抽出緩衝剤（洗浄緩衝剤、０
．１Ｍ　ＮａＣｌの代わりに０．３ＭのＮａＣｌを除く）で懸濁され（３μＬ／細胞１０
５）、３０分間混合される。抽出した核は、遠心分離によってペレット化し、核抽出物と
して上清が回収され、上述の通り冷凍保存される。同量の異なる抽出物が実験で使用でき
るように、タンパク質濃度が計量される。単一系列又は異なる試料の核又は細胞質抽出物
においては、通常、細胞数に対する抽出緩衝剤の量の比率を固定することで均一のタンパ
ク質濃度が得られることから、これにおいては通常、各抽出物で同じ量を使用する必要が
ある。
【０１６９】
　免疫化学的手順
　免疫ブロットは、以下の通りに行われる。抽出物及びタンパク質サイズの標準物質が、
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ用に濃縮したＬａｅｍｍｌｉ試料添加緩衝剤と混合され、標準のプロト
コールに従って８％の分離用ゲルと４％の濃縮用ゲルで調製された不連続なトリスグリシ
ンゲルシステムに適用された。このゲルの比率は、対象のタンパク質を全て分離する。マ
ーカー色素がゲルの最下部に到達するまで、電気泳動は一定の電圧で行われる。ゲルは転
写用緩衝剤（トリスグリシン＋１５％のメタノール）で平衡化された後、タンパク質はセ
ミドライ式装置（ＢｉｏＲａｄ　Ｔｒａｎｓｂｌｏｔ　ＳＤ）を使用し、同じ緩衝剤によ
ってニトロセルロースメンブレンに転写される。メンブレンは、標準的な手順によって展
開される。簡潔に言えば、トリス緩衝食塩水＋Ｔｗｅｅｎ　２０界面活性剤に加えた脱脂
粉ミルクとインキュベーションすることによりブロッキングを行い、特異的な一次抗体と
インキュベートし、ブロッキング溶液で数回洗浄し、酵素結合の二次抗体とインキュベー
トし、ブロッキング剤を含まない緩衝剤で洗浄し、酵素基質でインキュベートする必要が
ある。化学発光基質の場合は、Ｘ線写真でシグナルが検出される。或いは、化学蛍光基質
のシグナル検出には、ＰＨＲＩのＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｙｎａｍｉｃｓ　Ｓｔｏｒｍ　
８６０装置が使用可能である。実験計画に基づき、ＳＴＡＴ－１及びＩＲＦ－１の転写に
最適な条件が、（既にほぼ同じであることが判明しているが（Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　ａｌ．
，　（１９９４）　Ｅｍｂｏ　Ｊ　１３（１）：　１５８－６７；　Ｐｉｎｅ，　ｅｔ　
ａｌ．，　（１９９０）　Ｍｏｌ　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ　１０（６）：　２４４８－５７
；　Ｐｉｎｅ　ｕｎｐｕｂｌｉｓｈｅｄ））、本プロジェクトでも、これらの各タンパク
質に最適な以前の展開条件を同じように使用される。ＣＩＩＴＡの場合、最適な検出条件
は、ブロッキング剤の選択、界面活性剤の濃度、各手順のインキュベーション時間、及び
検出方法を含め、培養細胞から調製した対照抽出物により経験的に決定される。ＳＴＡＴ
－１及びＩＲＦ－１の免疫沈降は、僅かに改変されているものの、既述の通りに行われる
。具体的には、抗ＩＲＦ－１抗体に結合するＩＲＦ－１の回収にＳ．　ａｕｒｅｕｓ細胞
を使用するところを、タンパク質－Ａアガロースを使用することに置き換えている。
【０１７０】
　ＥＬＩＳＡ検定が転写因子の存在量の検出又はリン酸化を検査するのに望ましい場合、
標準的操作法に基づいた詳細な方法は培養細胞からの対照抽出物を使用して経験的に行わ
れる。感度を増大させるため、好適な手段としてマイクロタイターディッシュのウェルに
捕捉抗体を結合させ、その後にブロッキングを行い、それから目的の抽出物とインキュベ
ートする。更に洗浄した後に、特異的な二次抗体が使用され、そこで二次抗体に対する酵
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素結合抗体が使用され、基質とインキュベーションされた。それぞれの抗体のインキュベ
ーション後に洗浄が行われる。ＳＴＡＴ－１に関して、タンパク質及びリン酸化チロシン
又はリン酸化セリンの両者に対して使用できるため、抗体を捕捉するウサギポリクローナ
ル抗血清及びマウスモノクローナル抗体が検出に使用するか、又は逆に使用することが可
能である。ＩＲＦ－１及びＣＩＩＴＡに関しては、タンパク質に対してウサギポリクロー
ナル抗体のみが使用できるため、リン酸化チロシン又はリン酸化セリンに対するマウスモ
ノクローナル抗体を使用する必要がある。それらのタンパク質を検出するには、抽出物を
マイクロタイターのディッシュにコーティングし、その後に特異的一次抗体及び酵素結合
二次抗体とインキュベーションする必要がある。実験試料の検定において特異性に関する
対照は、一次抗血清の省略及び／又はリン酸化アミノ酸の包含を適宜含む。
【０１７１】
　電気泳動移動度シフト検定
　指定されたＳＴＡＴファミリーのそれぞれ及びＩＲＦ－１に対し、最適な検定が行われ
た（Ｐｉｎｅ　ａｎｄ　Ｇｉｌｍｏｕｒ，　ｓｕｐｒａ）。反応において、非特異的及び
特異的競合物質又は非特異的及び特異的抗体が使用される。各反応において、抽出タンパ
ク質を通常は２～３μＬであるが、５μｇを使用して行われる。競合物質との反応のため
抽出物と混合する場合、オリゴヌクレオチドは放射識別されたプローブと共に使用される
。抗体との反応のためタンパク質－ＤＮＡ結合反応は通常通り行われ、それから抗血清が
加えられ、インキュベーションが続行される。インキュベーションが完了した時、反応物
質は未変性のポリアクリルアミドゲルに加えられ、４℃にて電気泳動される。ゲルが乾燥
した後、結果はオートラジオグラフィにより、又はＭｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｙｎａｍｉｃ
　ＰｈｏｓｐｈｏＩｍａｇｅｒを使用して得られる。
【０１７２】
　ｒＩＦＮ－γ処理による処置前及び処置後に得られたデータは、Ｓｔｕｄｅｎｔのペア
のｔ検定及び発現解析の平均±ＳＥＭによって比較された。以前の試験に基づいて、ＦＥ
Ｖ１において０．３Ｌ、及び３×ｌ０５細胞／ｍＬの差を検出する必要がある。３０名の
対象で、８０％の信頼性が示される。従って、各集団に対し１５名の対象を召集する。
【０１７３】
　対象集団
　喘息の個人４００名において医学的評価が行われる。３０名の軽度から中等度の持続性
アレルギー性喘息患者は、ＩＦＮ－γエアロゾル（ｎ＝１５）又はこれに対する標準処置
（ｎ＝１５）を受けるために無作為化される。患者は、肺機能及び気管支誘発測定を行わ
れなければならない。ファイバー気管支鏡検査に対する禁忌があってはならない。大部分
の試験集団は、Ｂｅｌｌｅｖｕｅ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　Ｐｒｉｍａｒｙ　Ｃａｒｅ　Ａｓ
ｔｈｍａ　Ｃｌｉｎｉｃから召集される。患者集団の人口統計的特性は以下の通りである
。９０％は少数民族（主にヒスパニック系及びアフリカ系アメリカ人）で、年齢１８～７
９才（中央値＝３９）、男女比は１：２である。
【０１７４】
　潜在的リスク
　一般的に、インターフェロン－γ（ＩＦＮ－γ）に対する副作用のリスク及び重症度は
、与えられる投薬量に関連する。この試験で使用される投与量（５０ｍｃｇ／ｍ２）で、
最もよく起こりうる副作用は、熱、頭痛、及び倦怠感等である。高用量で時折の嘔気と嘔
吐が報告された。エアロゾル状散布においては副作用との関連がなかったが、頭痛、咳及
び熱が予測される場合がある。症状が重症である場合、投薬は中断される。喘息に関連の
ないＩＦＮ－γにおける未知の副作用のリスクが、以前より存在する。一つに考えられる
のはＩＦＮ－γのタンパク質部分に対するアレルギー反応を呈することであり、その場合
、投薬は中止される。
【０１７５】
　リスク管理手順
　あらゆるリスクを最小化するため、気管支肺胞洗浄は心臓病又はアンギナの既往歴を有
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する個人を除外する医学的評価の後に行われる。胸部Ｘ線と出血性パラメータを含む血液
検査が行われる。気管支肺胞洗浄は、医師の監督下で肺疾患の人によって行われる。この
手順に続いて、試験対象は３時間絶食を続け、バイタルサインは３０分毎に３時間記録さ
れる。処置の間、全患者の心臓がモニターされ、低酸素血を防ぐため処置中と処置後に２
時間鼻部への０２を受ける。全ての患者のデータは、肺疾患調査室に施錠して保管される
。対象に副作用が起こった場合のために、気管内チューブ、注射用のリドカイン及びエピ
ネフリン等と一緒に光ファイバー気管支鏡を揃えた「緊急用カート」が備えられ、全手順
は病棟医とＣＰＲチームが待機している病院で行われる。気管支肺胞洗浄処置の全ては、
副作用の発生増加を全て確認し、原因を特定するため、定期的にチェックされる。
【０１７６】
　（実施例１４）
　インターフェロン－γのエアロゾル投与を受けた全患者は、改善可能な気道疾患を評価
するため肺活量測定で検査された。殆どの患者は、改善可能性の徴候がない閉塞性気道疾
患を有した。各エアロゾル療法で、患者は各処置の前後に最大流量が観察された。全患者
に関するデータは、図１１で示される。最大流量測定の変化率の要約データは、図１２で
示される。平均最大流量は、エアロゾルインターフェロン－γの処理後で増加し、一部の
患者では顕著な増加を示した。これらのデータは、エアロゾルインターフェロン－γが、
気道疾患患者において安全且つ耐性が良好であることを示す。

【図１】

【図２】

【図３】
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