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明 細 書

発 明 の 名 称 ：

TSLPを恒 常 的 に 高 発 現 す る 細 胞 、 及 び 前 記 細 胞 を 利 用 した TSLP調 節 剤 の ス

ク リー ニ ン グ 方 法

技 術 分 野

[0001 ] 本 発 明 は 、 TSLP を恒 常 的 に 産 生 す る マ ウ ス 上 皮 細 胞 株 と そ の 利 用 に 関 す る

。 よ り詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 TSLP を恒 常 的 に 産 生 す る マ ウ ス 上 皮 細 胞 株 （KGH

M-1 ) を 用 い た TSLP 調 節 剤 の ス ク リー ニ ン グ 方 法 、 及 び 前 記 細 胞 株 を 用 い た 天

然 型 TSLP の 製 造 方 法 に 関 す る 。

背 景 技 術

[0002] Thymi c stroma l l ymphopo i e t i n (TSLP) は 、 胸 腺 ス トロー マ 細 胞 の 培 養

上 清 か ら単 離 され た I L-7 様 の サ イ トカ イ ン で あ る 。 TSLP は ア レル ギ ー 発 症 の

マ ス タ 一 ス ィ ッチ と して 注 目 され て お り、 TSLP が 肺 や 皮 膚 な どの 局 所 で 発 現

す る と Th2 タ イ プ の 免 疫 反 応 が 惹 起 され 、 喘 息 や ア トピー 性 皮 膚 炎 な どの ァ レ

ル ギ ー 性 炎 症 を発 症 す る 。

[0003] これ ま で 、 i n v i tro の 実 験 系 に お い て 、 気 道 上 皮 細 胞 、 皮 膚 ケ ラ チ ノ サ イ

ト、 線 維 芽 細 胞 、 マ ス ト細 胞 を TNF- ひ、 I L_4 、 LPS, dsRNA な ど で 刺 激 す る と T

SLP の 産 生 が 誘 導 され る こ とが 報 告 され て い る （非 特 許 文 献 1 〜 3 ) 。

[0004] TSLP の ァ レル ギ 一 誘 発 作 用 は 、 樹 状 細 胞 の 活 性 化 を 介 した Th2 細 胞 の 分 化 誘

導 等 に 起 因 す る こ とが i n v i tro で 明 らか に され て い る （非 特 許 文 献 4 ) 。 し

か しな が ら、 ア レル ギ ー 疾 患 を 含 む 炎 症 の 機 構 は複 雑 で 、 TSLP の 作 用 メ カ 二

ズ ム に つ い て も未 知 の 部 分 が 多 い 。

[0005] ァ トピー 性 皮 膚 炎 患 者 の 多 くで は 、 そ の 皮 膚 病 変 部 の ケ ラ チ ノ サ イ トに お

い て 、 TSLP が 高 発 現 して い る こ とが 報 告 され て お り、 TSLP を ア レル ギ ー 疾 患

の 予 防 あ る い は 治 療 の 新 た な 標 的 と した 特 許 出 願 も な され て い る 。

[0006] た と え ば 、 TSLP の ァ ゴ ニ ス トゃ ア ン タ ゴ ニ ス トを使 用 して 、 樹 状 細 胞 活 性

を 調 節 し、 免 疫 障 害 を処 置 す る 方 法 や 、 プ ロテ ア ー ゼ 抵 抗 性 を 付 与 した 組 換



えTSLP を用 いた医薬組成物 に関す る特許 出願 が ある （特許文献 1 及 び 2 ) 。

[0007] TSLP の作用 メカニズムの解析 や TSLP調節剤 の探索 は、ア レルギー疾患の新

たな予防 あるいは治療方法の提供 に とって極 めて有用 と思われ る。 しか しな

が ら、 TSLP は i n v i v oでは容易 に検 出 され るが、 i n v i tro でケ ラチ ノサ イ ト

の TSLP産生 を誘導す る ことは困難 で、公知の哺乳動物細胞株 にお けるTSLP発

現量 も非常 に少 な い。 TSLP の組換 え発現 系 も構築 され て いるが、 TSLP の産生

機構 が異 な るため、 TSLP の正確 な産生制御機構 をみ る ことがで きな い。また

、現在市販 され て いるTSLP は糖鎖 の付かな い組換 えTSLP で あるため、哺乳動

物細胞 が産生す るTSLP と生化学 的性質が異 な る可能性が ある。

[0008] そのため、 TSLP作用 メカニズムの解析 や、 TSLP標 的薬の探索 に有用 なネィ

テ ィブな TSLP を高発現す る細胞 系の構築が望 まれ て いた。

先行技術文献

特許文献

[0009] 特許文献 1 ：特表 2 0 0 5 — 5 1 6 6 0 6 号

特許文献 2 ：特表 2 0 0 5 — 5 0 5 2 9 3 号

非特許文献

[001 0 ] 非特許文献 1 ：Bog i atz i S. I . e t a l . , J . I國 uno l . (2007) 178 ： 33

73-3377,

非特許文献 2 : Kato A. et a l . , J . I國 uno l . (2007) 179 ： 1080-1 08

非特許文献 3 : A l l akhverd i Z et a l . , J . Exp. Med. (2007) 204 ：

253-258

非特許文献 4 : Soume l i s V. , Nat. I國 uno l . (2002) 3 ： 673-680

発 明の概要

発 明が解決 しょ うとす る課題

[001 本発 明の課題 は、 TSLP を介 した炎症 やア レルギーの制御機構 に基 づ き、 TSL

Pを標 的 と した抗 炎症剤 ゃ抗 ア レルギー剤 を開発す るための新規 な ツール を提



供す ることにある。

課題を解決するための手段

[001 2] 発明者 らは、広島大学医学部 秀教授 によって樹立 されたマウス皮膚上皮

細胞株 KGMH-1株が、無刺激下においても大量にTSLPを産生す ることを見出 し

た。TSLPは i n v i voでは容易に検出 され るが、 i n v i tro でのケラチノサイ ト

のTSLP産生を誘導す ることは難 しく、公知の哺乳類上皮細胞株 を用 いたTSLP

産生系は これ まで存在 しなか った。

[001 3] TSLPはァ レルギ一や炎症の発症 と密接な関連 を有す ることが知 られてお り

、本細胞株 は、 このTSLPを介 したア レルギーや炎症の病態解明や、TSLPを標

的 と した薬剤の i n v i tro 評価系 と して極めて有用である。

[001 4] すなわち、本発明は、受託番号 FERM BP-1 1368で特定 され るKGMH-1細胞株

又は これ と実質的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株 に被験物質を作用

させ、得 られ るTSLP産生量 を測定す ることを特徴 とす る、TSLP調節剤のスク

リーニング方法に関す る。

[001 5] 本発明のスク リーニング方法は、例 えば、以下の工程 を含む ：

1 ) 被験物質の存在下及び非存在下において、KGMH-1細胞株又は これ と実質

的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株 を培養す る工程、

2 ) 被験物質の存在下及び非存在下におけるTSLP産生量 を比較す る工程。

[001 6] 前記方法において、TSLP産生量は、TSLPと特異的に結合す る抗 TSLP抗体 を

用 いて測定できる。例 えば、ウェスタンブロッ ト法、 ドッ トブロッ ト法、ス

ロッ トプロッ ト法、EL ISA法、RIA法、又はフロー ビーズア レイ法等の免疫学

的方法 を用 いることができる。

[001 7] TSLP産生量は遺伝子 （mRNA) レベルで評価 してもよい。そのような方法 も

、上記 した 「TSLP産生量 を測定す ること」に含まれ る。遺伝子の発現量は、

遺伝子チ ップ、ア レイ等の固相化試料 を用 いた核酸ハイブ リダィゼ一 シ ヨン

法、RT-PGR法、 リアル タイム PGR法、サ ブ トラクシ ヨン法、デ ィファ レンシャ

ル - デ ィス プ レイ法、デ ィファ レンシャル ハイブ リダィゼ一 シ ヨン法、な

らびにク 口スハイブ リダイゼー シ ョン法な ど公知の方法 を用 いて測定す るこ



とができる。

[001 8] つの実施態様 において、TSLP調節剤 はTSLP産生抑制剤である。TSLP産生

抑制剤 をスク リーニングす る場合においては、被験物質の存在下におけるTSL

P産生量が非存在下におけるTSLP産生量に比較 して有意 に低 い場合に、当該被

験物質をTSLP産生抑制剤候補 と して選択す る。

[001 9] TSLP産生抑制剤 と しては、た とえば抗ア レルギー剤又は抗炎症剤 を挙 げる

ことができる。

[0020] 本発明はまた、KGMH-1細胞株又は これ と実質的に同等のTSLP産生能 を有す

るその変異株 を含む、TSLP調節剤のスク リーニング用キ ッ トを提供す る。

前記キ ッ トは、 さらに抗 TSLP抗体、あるいは抗 TSLP抗体 と抗 TSLP抗体 に特

異的に結合 しうる二次抗体 を含んでいてもよい。

[0021 ] 本発明はさらに、受託番号 FERM BP-1 1368で特定 され るKGMH-1細胞株 、又

は これ と実質的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株 を培養す ることを特

徵 とす る、TSLPの製造方法 も提供す る。

発明の効果

[0022] 本発明によれ ば、簡便 に天然型のTSLPを得 ることができる。

また、本発明によれ ば、培養細胞系によ り、被験物質のTSLP調節活性 を簡

便 に評価す ることができる。TSLP調節活性 を有す る物質は、抗ア レルギー薬

あるいは抗炎症薬 と して利用できる可能性があるため、本発明はそのような

薬剤の簡便で安価なスク リーニング系 と して利用す ることができる。 とくに

、本発明で用 い られ るKGMH-1細胞株 はケラチノサイ ト由来であるため、皮膚

ア レルギーの治療 予防薬のスク リーニング、あるいはそのメカニズムの探

索に有用である。

図面の簡単な説明

[0023] [ 図 1] 図 1 は、KGMH-1細胞、PAM21 2細胞、HaGaT細胞のTSLP産生量 を比較 した

結果を示す （図中、左よ り、KGMH-1細胞、PAM21 2細胞、HaGaT細胞）。

[図2] 図 2 は、デキサ メタゾンとFK506刺激後の KGMH-1細胞のTSLP産生量 を示

す （図中、左よ り、無添加 （contro l ) 、デキサ メタゾン0 . 1リM、デキサ メタ



ゾン1. 0 M、FK506 0 . FK506 1. 0 M) 。

[図3] 図 3 は、KGMH-1細胞のTSLP産生に対するRXRァゴニス トHX-600の効果を

示す （右 ：HX-600 添加、左 ：無添加）。

[図4] 図 4 は、KGMH-1細胞のTSLP産生に対する各種チ口シンキナーゼ阻害薬の

効果を比較した結果を示す （図中、左より、DMSO (contro l ) Herb imyc i n A

3 M、PP2 (3 M) 、Pi ceatanno l 100 M AG490 100 M WH I-P1 54 30

。

[図5] 図 5 は、KGMH-1細胞のTSLP産生に対する各種セリンスレオニンキナーゼ

阻害薬の効果を比較した結果を示す （図中、左より、DMS0、U01 26 SB

203580 SP6001 25 30 M wortmann i n 100nM、BAY1 1-7082

、Go-6976 3 j ) 。

[0024] 本明細書は、本願の優先権の基礎である特願 2 0 1 0 - 4 6 2 6 2 号の

明細書に記載された内容を包含する。

発明を実施するための形態
[0025] . KGMH-1細胞株

本発明で用いられる 「KGMH-1細胞株」は、後述する参考例に記載するよう

に、広島大学医学部 秀教授によって、マウス皮膚がん細胞から樹立された

ケラチノサイ ト細胞株で、受託番号FERM P-21 965として、 2 0 1 0 年 5 月 2

日付にて、独立行政法人 産業技術総合研究所 特許生物寄託センター （

茨城県つくば市東 つくばセンター 中央第 6 ) に国内寄託され、

その後 2 0 1 1 年 4 月 2 5 日付にて国際寄託への移管がなされ、同センタ一

に受託番号FERM BP-1 1368として国際寄託されている。

[0026] 発明者らは、このKGMH-1細胞株が、恒常的にTSLPを産生すること、産生さ

れるTSLP量は他のケラチノサイ 卜において刺激によって誘導される量に比べ

てはるかに高いことを見出した。

[0027] 前述したように、TSLPは i n v i voでは容易に検出されるが、 i n v i tro での

ケラチノサイ 卜のTSLP産生を誘導することは難しく、公知の哺乳類上皮細胞

株を用いたTSLP産生系はこれまで知られていない。TSLP遺伝子を導入するこ



とに よ り強 制 的 に TSLP を高 発 現 させ る こ と も可 能 で あ るが 、 TSLP 遺 伝 子 導 入

細 胞 は 、 TSLP 産 生 制 御 機 構 が イ ン タ ク 卜な細 胞 とは異 な るた め 、 生 体 内 で の T

SLP を介 した ア レル ギ ー や 炎症 の 病 態 を正 確 に反 映 す る もの で は な い 。

[0028] 本 発 明 の KGMH-1 細 胞 株 に は 、 上 記 した よ うな 問 題 は な く、 生 体 に お け る TSL

P産 生 機 構 の 解 明 や そ の 調 節 剤 を探 索 す るた め の 培 養 細 胞 系 と して極 め て 有 用

で あ る 。

[0029] 本 発 明 で は 、 上 記 した KGMH-1 細 胞 株 や そ の 子 孫 に加 え て 、 実 質 的 に 同等 の T

SLP 発 現 能 を有 す る限 り、 そ の 変 異 株 （以 下 、 「KGMH-1 細 胞 変 異 株 」 と い う）

も用 い る こ とが で き る 。 「KGMH-1 細 胞 変 異 株 」 と して は 、例 え ば 、 そ の 栄 養

要 求 性 変 異 株 や 薬 剤 耐 性 変 異 株 、遺 伝 子 導 入 株 等 を挙 げ る こ とが で き る 。

[0030] 2 . TSLP

Thymi c stroma l l ymphopo i e t i n (TSLP) は 、胸 腺 ス トロー マ細 胞 の 培 養

上 清 か ら単 離 され た 12 1個 の ア ミノ酸 か らな る I L-7 様 の サ イ トカ イ ンで あ る 。

TSLP は ァ レル ギ 一 発 症 の マ ス タ一 ス ィ ッチ と して 注 目 され て お り、 TSLP が 肺

や 皮 膚 な どの 局 所 で発 現 す る と Th2 タ イ プの 免 疫 反 応 が 惹 起 され 、 喘 息 ゃ ァ ト

ピー 性 皮 膚 炎 な どの ァ レル ギ 一性 炎症 を発 症 す る 。 TSLP の ァ レル ギ 一誘 発 作

用 は 、樹 状 細 胞 の 活 性 化 を介 した Th2 細 胞 の 分 化 誘 導 等 に起 因 す る こ とが i n

v i tro で 明 らか に され て い る 。

[0031 ] これ ま で 、 i n v i tro の 実 験 系 お い て 、 気 道 上 皮 細 胞 、 皮 膚 ケ ラ チ ノサ イ ト

、 線 維 芽 細 胞 、 マ ス ト細 胞 を TNF- ひ 、 I L_4 、 LPS, dsRNA な どで 刺 激 す る と TSL

Pの 産 生 が 誘 導 され る こ とが 報 告 され て い る 。 一 方 、 デ キ サ メ タ ゾ ン は TSLP の

産 生 を抑 制 す るが 、 シ ク ロス ポ リンAお よ び FK506 は TSLP の 産 生 を抑 制 しな い

こ とが 報 告 され て い る 。

[0032] 例 え ば Kato らは 、 4 8時 間 培 養 した ヒ ト正 常 気 道 上 皮 細 胞 3x1 0 4 個 に 、 I L-4

( 10 0 ng/ml ) 、 I L-1 3 ( 10 0 ng/ml ) 、 イ ン タ一 フ エ ロ ン- ( 10 0 ng/ml )

、 イ ン タ一 フ エ ロ ン _ ( 1000 U/ml ) 、 t o l 卜 I i k e receptor 3 リガ ン ド

dsRNA (25 g/ml ) な らび に TNF- ひ （10 0 ng/ml ) を加 え 、 TSLP mRNAの 発 現

量 及 び 培 養 液 中 の TSLP 量 を経 時 的 に解 析 し、 dsRNA, TNF- ひ + I L-4 、 あ る い



は TNF_ ひ + I L-1 3刺 激 に よ って TSLP が 誘 導 され る こ と を報 告 して い る （Kato,

A . e t a l . , J . I國 uno l . (2007) 17 9 ： 1080-1 087 ) 。

[0033] A l l akhverd i らは 、 ヒ ト初 代 気 道 上 皮 細 胞 を I L - 1 ( 10 ng/ml ) 、 TNF- ひ （2 5

ng/ml ) 、 PGN ( 10 0 g/m\ ) Po l y にG (50 〃 g/ml ) 、 LPS ( 1 g/ml ) 、 Cp

G (5 M) で 4 8時 間 刺 激 し、 そ の 培 養 液 上 清 中 の TSLP 量 を測 定 す る と と も に

、 各 細 胞 に お け る t o l 卜 I i k e receptor mRNAの 発 現 を測 定 して い る 。 ヒ ト初

代 気 道 上 皮 細 胞 に は 主 に TLR2 お よ び TLR3 が 発 現 して お り、 それ ぞれ の リガ ン

ドPGNお よ び Po l y にGに よ りTSLP の 産 生 が 上 昇 す る こ と を示 して い る 。 さ ら

に肺 胞 洗 浄 液 中 の 細 胞 に TSLP 受 容 体 を発 現 させ た 細 胞 を 、 刺 激 され た ヒ ト初

代 気 道 上 皮 細 胞 の 培 養 上 清 (SNT) を 、 TSLP 中和 抗 体 の 存 在 下 、 非 存 在 下 で 3 曰

間 培 養 し、 そ の 細 胞 増 殖 を解 析 す る と と も に 、 同様 に刺 激 後 2 4時 間 後 の 培 養

液 上 清 中 の I L-1 3 を測 定 し、 TSLP は細 胞 増 殖 活 性 と I L-1 3産 生 誘 導 活 性 が あ る

こ と を示 して い る 。 この よ うに TSLP は感 染 に よ る呼 吸 器 系 で の ア レル ギ ー

炎症 の 増 悪 に も関 与 して い る可 能 性 が 高 く、 TSLP は感 染 を伴 う呼 吸 器 疾 患 の

標 的 分 子 に な る （Al l akhverd i , Z . e t a l . , J . Exp. Med. (2007) 2 0

4 : 253-258)

[0034] — 方 、 L e らは 、 I L-4 ( 10 0 ng/ml ) , I L-1 3 ( 10 0 ng/ml ) , TNF_ ひ （2 0

ng/ml ) 存 在 下 p o l y にG で 刺 激 した ヒ ト正 常 ケ ラ チ ノサ イ ト、 デ キ サ メ タ

ゾ ン、 シ ク ロス ポ リン A、 FK506 及 び そ の 溶 剤 で あ る DMS0 を刺 激 と同 時 に

添 加 した ヒ ト正 常 ケ ラ チ ノサ イ 卜に お け る 、 2 4時 間 培 養 後 の 培 養 液 上 清 中 の T

SLP 測 定 し、 デ キ サ メ タ ゾ ン に よ って TSLP 産 生 が 抑 制 され 、 シ ク ロス ポ リン

Aお よ び FK506 で は抑 制 され な い こ と を報 告 して い る （Al l ergy 2009, 64,

1231-1 232) 。

[0035] ま た 、 ア トピー 性 皮 膚 炎 や リウ マ チ な ど、 ア レル ギ ー 関 連 疾 患 患 者 に お い

て 、 TSLP が 高 発 現 して い る こ とが 報 告 され て い る 。

[0036] 例 え ば Ozawa らは 、 リゥ マ チ 患 者 （RA) 及 び 骨 関節 症 患 者 (0A) 由来 滑 膜 線 維 芽

細 胞 に お い て TSLP 産 生 量 が 亢 進 して い る こ と を報 告 して い る （Mod. Rheumat

o l 2007, 7 , 459-463) 。 彼 らは 、 リウ マ チ 患 者 （RA) 及 び 骨 関節 症 患 者 ( 0



A) か ら得 られた滑膜線維芽細胞 （2 . 5x1 07ce l l /we l I ) を、 IMD-0354 ( IMD, I

B k i nase 阻害薬、10 M) あるいはデキサ メタゾン （0 . 1 nM) 存在下 LPS

( パg/ml ) あるいはpo l y l :G ( 10パg/ml ) で刺激 して24時間培養後、培養上

清中の TSLP量 を測定 している。また、 LPSあるいはpo l y にGで刺激 し、 Ι ί Β

レベルの変化 を経時的に解析 している。 これ らか らTLR リガン ドによ りTSLP

が産生 され ること、そ してTSLPはア レルギー性疾患だ けでな く、関節 リウマ

チの標的分子でもあることを報告 している。

[0037] 以上の知見は、TSLPが呼吸器疾患、ア トピー性皮膚炎や リウマチを含む炎

症 ア レルギー治療の標的 と して極めて有用であることを示唆す る。すなわ

ち、TSLP産生の調節 制御 を評価す るための培養細胞系 と して利用可能な本

発明の KGMH-1細胞株 は、炎症 ア レルギー治療薬 を含むTSLP調節剤の i n v i t

r oス ク リ一ニング系 と して有用であることを示 している。

[0038] 3 . TSLP調節剤のスク リーニング方法

3 . TSLP調節剤

上記 した知見に基づき、本発明はKGMH-1細胞株 を用 いたTSLP調節剤のスク

リーニング方法 を提供す る。

[0039] ここで、 「TSLP調節剤」 とは、TSLP産生量 を直接 あるいは間接的に調節 -

制御す ることによ り、TSLPを介 した炎症、ア レルギー等の症状 を調節、予防

、治療 しうる物質 （化合物、組成物等）を意味す る。換言すれ ば、 「TSLP調

節剤」 とは、TSLP活性制御剤 あるいはTSLP標的薬である。TSLP調節剤 は、TSL

P産生量 を抑制す るもの と促進す るものの双方 を含む。TSLPは一般に炎症ゃァ

レルギ一のメデ ィエー ターであるため、TSLP産生量 を抑制す る 「TSLP産生抑

制剤」は抗ア レルギー剤ゃ抗炎症剤 と して有用である。後述す る実施例 にお

いて、発明者 らは、デキサ メタゾンが KGMH-1細胞株のTSLP産生量 を顕著に抑

制す ることを確認 している。

[0040] 本発 明においては、KGMH-1細胞株 に加 えて、 これ と実質的に同等のTSLP産

生能 を有す るその変異株 も用 いることができる。すなわち、KGMH-1細胞株又

は これ と実質的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株 に被験物質を作用 さ



せ 、得 られ る TSLP 産 生量 を測 定す る ことに よ り、被 験 物 質 が TSLP 調節 剤 と し

て利 用 可 能 か ど うか を評価 す る。

[0041 ] 3 . 2 KGMH-1 細 胞 の培養

KGMH-1 細 胞 又 は これ と実 質 的 に 同等 の TSLP 産 生能 を有 す るその 変異株 は、

動 物細 胞 の培養 に通 常用 い られ る基 本 培 地 を用 いて接 着 培養 を行 う。基 本 培

地 と して は、例 えば、 DMEM培 地 、 BME培 地 、 BGJb 培 地 、 GMRL 1066 培 地 、 G l a s

gow MEM培 地 、 I mproved MEM Z i nc Opt i o n培 地 、 IMDM培 地 、 Med i um 9 9

培 地 、 Eag l e MEM培 地 、 MEM ひ培 地 、 Du l becco MEM培 地 、ハ ム培 地 、 RPM I

640 培 地 、 F i scher' s培 地 、 McGoy' s培 地 、 ウイ リアム ス E 培 地 、 お よび これ ら

の混 合 培 地 な どを用 い る ことが で き る。

[0042] 上 記 基 本 培 地 に は、細 胞 の維 持 増 殖 に必 要 な各種 栄養 源 や分 化 誘 導 に必 要

な各 成 分 を添加 して もよ い。

[0043] 例 えば、栄養 源 と して は、 グ リセ ロー ル 、 グル コー ス 、果糖 、 シ ョ糖 、孚L

糖 、ハ チ ミツ、 デ ン プ ン、 デキ ス トリン等 の炭 素源 、 また 、脂 肪 酸 、油脂 、

レシチ ン、 アル コー ル 類 等 の炭 化 水 素 類 、硫 酸 ア ンモ ニ ゥム 、硝 酸 ア ンモ ニ

ゥム 、塩 化 ア ンモ ニ ゥム 、尿 素 、硝 酸 ナ トリウム等 の窒 素源 、食 塩 、 力 リウ

ム塩 、 リン酸 塩 、 マ グネ シ ウム塩 、 カル シ ウム塩 、鉄 塩 、 マ ンガ ン塩 等 の 無

機 塩 類 、 リン酸 一 カ リウム 、 リン酸 二 カ リウム 、硫 酸 マ グネ シ ウム 、塩 化 ナ

トリウム 、硫 酸 第 一鉄 、 モ リブデ ン酸 ナ トリウム 、 タ ングス テ ン酸 ナ トリウ

ム お よび硫 酸 マ ンガ ン、各種 ビタ ミン類 、 ア ミノ酸 類 等 を含 む ことが で き る

[0044] その他 必 要 に応 じて 、 ピル ビン酸 、 ピル ビン酸 、 ； メル カ プ トエ タ ノー ル

等 の ア ミノ酸 還 元剤 、血 清 あ る いは血 清 代 替 物 等 を挙 げ る ことが で き る。 な

お血 清 代 替 物 と して は、例 えば、 アル ブ ミン （例 えば、脂 質 リッチ アル ブ ミ

ン） 、 トラ ンス フ ヱ リン、脂 肪 酸 、 イ ンス リン、 コラー ゲ ン前 駆体 、微 量 元

素 、 メル カ プ トエ タ ノー ル 又 は 3 ' チォ 一 ル グ リセ ロー ル 、市 販 の Knockout

Serum Re l acement (KSR) 、Chemi c a l l y-def i ned L i p i d concentrate

d ( G i bco 社 製 ) 、 G l utamax ( G i bco 社 製 ) が挙 げ られ る。



[0045] これ らの 成 分 を配 合 して 得 られ る培 地 の ロ出ま5 . 5〜 9 . 0、 好 ま し くは 6 . 0〜 8 .

0、 よ り好 ま し くは 6 . 5〜 7 . 5の 範 囲 で あ る 。

[0046] 培 養 は 、 3 6 °C 〜 3 8 °C 、 好 ま し くは 36. 5 °C 〜 37. 5 °C で 、 1% 〜 25% 0 2、 1% 〜

5 % G0 2の 条 件 下 で 行 わ れ る 。

[0047] 3 . 3 TSLP 産 生 量 の 測 定

本 発 明 に お い て 、 指 標 とす る 「TSLP産 生 量 」 とは TSLP の 物 理 的 な 量 に 限 定

され ず 、 これ を間 接 的 に 示 す 活 性 、 力価 （抗 体 価 等 ） も含 む 。 ま た 、 TSLP 産

生 量 の 測 定 は タ ンパ ク レベ ル の に 限 定 され ず 、遺 伝 子 （mRNA) レベ ル で の 測

定 も含 まれ る 。

[0048] タ ンパ ク レベ ル で の TSLP 産 生 の 測 定

タ ンパ ク レベ ル で の SLP 産 生 量 は 、 た と え ば抗 原 抗 体 反 応 を利 用 した 免 疫 学

的 方 法 を用 い て 測 定 す る こ とが で き る 。 免 疫 学 的 方 法 と して は 、 た と え ば 、

免 疫 沈 降 法 や 、 ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 、 ドッ トブ ロ ッ ト法 、 ス ロ ッ トブ ロ ッ

ト法 、 EL I SA法 、 お よ び R I A法 を含 む 固 相 免 疫 法 あ る い は これ らに改 変 を加 え

た 公 知 の 変 法 （サ ン ドイ ッチ EL I SA、 US Patent No. 4202875 記 載 の 方 法 、 Me

ager らの 方 法 （Meager A . , C I i n Exp I mmuno l . 2003 Apr, 13 2 ( 1) ,

p 28-36) 等 ） を挙 げ る こ とが で き る 。 す な わ ち 、 これ らの 方 法 に基 づ き 、 TS

L Pと特 異 的 に結 合 す る抗 TSLP 抗 体 を用 い て TSLP 産 生 量 を測 定 す る 。

[0049] 上 記 した 免 疫 学 的 方 法 で 用 い られ る抗 体 は 、 公 知 の 方 法 に した が って 調 製

で き る し、 市 販 の もの を用 い て も よ い 。 抗 体 は 、 常 法 に よ り、 抗 原 とな る TSL

P、 あ る い は そ の 一 部 を用 い て 動 物 を免 疫 し、 該 動 物 生 体 内 に産 生 され る抗 体

を採 取 、精 製 す る こ とに よ って 得 る こ とが で き る 。 ま た 、 公 知 の 方 法 （例 え

ば 、 Koh l e r and M i I ste i n , Nature 256, 495-497, 1975 、 Kennet, R.

ed. , Monoc l ona l Ant i body p . 365-367, 1980, Prenum Press, N. Y .

) に した が って 、 特 異 的 抗 体 を産 生 す る抗 体 産 生 細 胞 と ミエ ロー マ細 胞 と を

融 合 させ る こ とに よ りハ イ プ リ ドー マ を樹 立 し、 これ よ りモ ノ ク ロー ナ ル 抗

体 を得 る こ と もで き る 。

[0050] 検 出 に用 い られ る抗 体 作 製 用 の 抗 原 は 、 抗 原 で あ る TSLP 又 は そ の 一 部 （ェ



ピ トー プ部分）、あるいは これ らに任意の担体 （例 えば、 N 末端付加す るキ

—ホール リンぺ ッ 卜へモシァニン）が付加 された誘導体 を挙 げることができ

る。

[0051 ] 抗 TSLP抗体 は、それ を直接標識す るか、又は該抗体 を一次抗体 と し、該一

次抗体 を特異的に認識す る （抗体 を作製 した動物 由来の抗体 を認識す る）標

識二次抗体 と協同で検出に用 い られ る。

[0052] 前記標識の種類 と して好ま しいものは、酵素 （アルカ リホス ファターゼ又

は西洋 ヮサ ビペルォキシダ一ゼ）又は ビォチン （ただ し二次抗体の ビォチン

にさらに酵素標識ス トレプ トア ビジンを結合 させ る操作が加わ る）であるが

、 これ らに限定 されない。標識二次抗体 （又は標識ス トレプ トア ビジン） と

しては、予め標識 された抗体 （又はス トレプ トア ビジン）力、 各種市販 され

ている。なお、RIAの場合は 125 I 等の放射性同位元素で標識 された抗体 を用 い

、測定は液体 シンチ レ一 シ ヨンカウンタ一等 を用 いて行 う。

[0053] これ ら標識 された酵素の活性 を検出す ることによ り、抗原の発現量が測定

され る。アル力 リホス ファターゼ又は西洋 ヮサ ビペルォキシダーゼで標識す

る場合、 これ ら酵素の触媒によ り発色す る基質や発光す る基質が市販 されて

いる。

[0054] 発色す る基質を用 いた場合、ウェスタンプロッ ト法や ドッ ト ス ロッ トブ

ロッ ト法 を利用すれ ば、 目視で検出できる。EL ISA法では、市販のマイク ロプ

レー トリー ダー を用 いて各 ゥエルの吸光度 （測定波長は基質によ り異なる）

を測定 し、定量す ることが好ま しい。また上述の抗体作製に使用 した抗原の

希釈系列 を調製 し、 これ を標準抗原試料 と して他の試料 と同時に検出操作 を

行 い、標準抗原濃度 と測定値 をプロッ 卜した標準曲線 を作成す ることによ り

、他の試料 中の抗原濃度 を定量す ることも可能である。

[0055] 一方、発光す る基質を使用 した場合は、ウェスタンプロッ ト法ゃ ドッ ト

ス ロッ トブロッ ト法においては、 X 線 フィルム又はイメー ジングプ レー トを

用 いたオー トラジオグラフィ一や、インスタン トカメラを用 いた写真撮影に

よ り検出す ることができる。また、デンシ トメ トリ一やモ レキュラー ィメ



一ジャー F x システム （バイオ ラッ ド社製）等 を利用 した定量 も可能である

。 さらに、EL ISA法で発光基質を用 いる場合は、発光マイク ロプ レー トリー ダ

- (例 えば、バイオ ラッ ド社製等）を用 いて酵素活性 を測定す る。

[0056] 遺伝子 レベルでのTSLP産生の測定

TSLP遺伝子発現量は、回収 した細胞か らまず全 RNAを抽出 し、 この全 RNA中

におけるTSLP遺伝子 （mRNA) の発現量 を後述す るいずれかの方法 を用 いて測

定す る。

[0057] 全 RNAの抽出方法は特に限定 されず、た とえば、チォ シアン酸グァニジン -

塩化セシウム超遠心法、チォ シアン酸グァニジン ホ ッ トフエノ一ル法、グ

ァニジン塩酸法、酸性チォ シアン酸グァニジン フエノール ク ロ口ホルム

法 （Ghomczynsk i , P. and Sacch i , N. , ( 987) Ana l . Bi ochem. , 6

2 , 56-1 59) 等 を採用す ることができる。抽出 された全 RNAは、必要に応 じ

て さらにmRNAのみ に精製 して用 いてもよい。

[0058] 遺伝子の発現量は、遺伝子チ ップ、ア レイ等の固相化試料 を用 いた核酸ハ

イブ リダィゼ一 シ ヨン法、RT-PGR法、 リアル タイム PGR法、サ ブ トラクシ ヨン

法、デ ィファ レンシャル デ ィス プ レイ法、デ ィファ レンシャル ハイプ リ

ダイゼー シ ョン法、な らびにク 口スハイブ リダイゼー シ ョン法な ど公知の方

法 を用 いて測定す ることができる。

[0059] 3 . 4 被験物質の評価

評価 は、被験物質の存在下でのTSLP産生量 と非存在下でのTSLP量 を比較 し

て行 ってもよい し、基準 とす るTSLP産生の基準値が決定 されれ ば、その基準

値 と被験物質存在下におけるTSLP産生量 を比較す ることによ り行 ってもよい

[0060] 標準的には、本発明の方法は、 1 ) 被験物質の存在下及び非存在下におい

て、KGMH-1細胞株又は これ と実質的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株

を培養す る工程 と、 2 ) 被験物質の存在下及び非存在下におけるTSLP産生量

を比較す る工程 とを含む。

[0061 ] 具体的には、被験物質存在下におけるTSLP産生量が前記 した基準値 あるい



は非存在下におけるTSLP産生量に比較 して有意 に異なる場合、当該被験物質

をTSLP調節剤候補 と して選択す る。 ここで、有意 とは、当該分野で通常用 い

られ る統計的有意、た とえばp値 〈 0 . 05であることを意味す る。

[0062] 抗 ア レルギー剤又は抗炎症剤等のTSLP産生抑制剤 をスク リーニングす る場

合は、被験物質の存在下におけるTSLP産生量が上記基準値 あるいは非存在下

におけるTSLP産生量に比較 して有意 に低 い場合に、当該被験物質をTSLP産生

抑制剤候補 と して選択す る。

[0063] 本発 明のスク リーニング方法は、無刺激下で恒常的に高 い TSLP産生を示

す細胞株 を利用す るため、高精度で再現性の高 い結果が得 られ る。また、 KGM

H-1 はTSLP産生量が極めて大 きいため、スケール ダウンによるハイスルー プッ

卜なスク リーニング法が構築できる。 さらに、本発明のスク リーニング方法

は、TSLP産生阻害 をターゲ ッ トと した新たな抗ア レルギー剤の開発 に利用で

さる。

選択 された候補物質は、上皮細胞のTSLP産生能 を標的 とす るため、外用薬

、吸入薬 と して使用可能である。また、TSLPを標的 とす るため、感染に対す

る免疫低下を起 こす可能性が低 く、ア レルギー予防あるいは軽症の段階で使

用できる。 さらに、低分子化合物であるため、抗体や可溶性受容体 に比べて

安価で長期的使用が可能である。

[0064] 4 . TSLP調節剤スク リーニング用キ ッ ト

本発明はまた、TSLP調節剤スク リーニング用キ ッ トを提供す る。本発明の

キ ッ トは、必須の構成要素 と してKGMH-1細胞株又は これ と実質的に同等のTSL

P産生能 を有す るその変異株 を含む。

[0065] さ らに、本発明のキ ッ トは、抗 TSLP抗体、あるいは抗 TSLP抗体 と抗 TSLP抗

体 に特異的に結合 しうる二次抗体 を含む。

[0066] 前記 TSLP抗体の由来は、 ヒ トTSLP検出に利用可能であれ ば特に限定 されな

いが、抗 ヒ トTSLP抗体が望ま しい。抗体 は、適 当な標識によ りラベル （例 え

ば、酵素標識、放射性標識、蛍光標識等） されていてもよい し、 ビォチン等

によ り適 当に修飾 されていてもよい。また、適 当な支持体 に固相化 されてい



てもよい し、あるいは固相化可能なように別個 に支持体がキ ッ 卜に含まれて

いてもよい。そのような支持体 と しては、ポ リエチ レン、ポ リプロピレン、

ポ リプチ レン、ポ リスチ レン、ポ リメタク リレー ト、ポ リアク リルァ ミ ド等

の蛋 白を付着可能な合成樹脂、ガラス、ニ トロセル ロース、セル ロース、お

よびァガ ロース製の支持体、あるいはゲル型支持体 を使用す ることができる

。支持体の形態は特に限定 されないが、極小球 あるいは ビ一ズ （例 えば" ラテ

ックス" ビーズ）な どの微粒子、微量遠心チュー ブな どのチュー ブ （内壁）、

マイク ロタイタ一 プ レー ト （ゥエル）等の形態で提供 され る。

[0067] 本発明のキ ッ トは、上記 した構成要素のほか、必要に応 じて、ラベル体の

検出のための試薬、反応用緩衝液、酵素、基質等、本発明の実施 に必要な他

の要素 を含んでいてもよい。

[0068] 5 . 天然型TSLPの製造方法

本発明におけるTSLPは、上述 した KGMH-1細胞株 あるいはその変異株 によつ

て産生 され る天然型TSLPである。現在市販 されているTSLPは糖鎖がついてい

ない組換 えTSLPであるため、哺乳動物細胞 によって産生 され るTSLPとは生化

学的性質が異なる可能性がある。本発明のTSLPは、 ヒ トTSLPによ り近 い糖鎖

を有す るマウスTSLPであ り、本発明にかかるKGMH-1細胞株やその変異株 を培

養す ることによ り、簡便 に得 ることができる。

[0069] KGMH-1細胞株 あるいはその変異株の培養 は、上記 3 . 1 の方法に したが つ

て実施す ることができる。

[0070] 本発明は、KGMH-1細胞株やその変異株 を用 いた天然型TSLPの製造方法 も提

供す る。本発明の KGMH-1細胞株 は無刺激でも恒常的にTSLPを産生す るが、各

種サイ トカインの添加によってその産生量はさらに高まる可能性がある。 し

たが って、本発明の 目的を損なわない範囲において、そのようなTSLP産生刺

激剤 を添加 して培養 してもよい。

[0071 ] TSLPはKGMH-1細胞株 あるいはその変異株の培養上清に分泌 され る。分泌 さ

れた、TSLPは公知の方法に したが って、その培養上清か ら回収す ることがで

きる。 とくに単離す る必要がない場合は、培養上清のまま次の 目的に供 して



もよい。

[0072] TSLPの単離は、Sims らの方法に従 い、イオ ン交換ク ロマ トグラフィー、ゲ

ル ろ過、逆相 HPLGな どを用 いて行 うことができる （Sims, J . E. et a l . J

. Exp. Med. (2000) 192： 671-680) 。

[0073] こう して調製 されたTSLPあるいはTSLP含有培養上清 もまた、TSLPを介 した

ア レルギーや炎症の病態解明、TSLPを標的 と した薬剤の i n v i tro 評価 に利用

す ることができる。

[0074] 上記のほか、本発明にかかるKGMH-1細胞株や これ を用 いたスク リーニング

方法及びスク リーニングキ ッ トは、後述す る実施例 に示 され るように、シグ

ナル伝達阻害薬の効果を解析でき、TSLP産生誘導機構の解明にも活用できる

実施例

[0075] 以下、実施例及び参考例 を用 いて、本発明について具体的に説明す るが、

本発明は これ らの実施例 に限定 され るものではない。

[0076] 参考例 1 ：KGMH-1細胞の調製

KGMH-1細胞 は、広島大学医学部 秀教授 らによ り、以下に説明す る方法に

したが って樹立 された （Arch Dermato l Res ( 1994) 287 : 91-96 参照）。

[0077] GBA/Jマウス （7週令、タ）の背部皮膚に週2回ずつ3週間 3_methy l cho l ant

hrene アセ トン溶液 （3 mg/ml ) 0 . 2 ml を塗布 した。8週間後、12_0_tetra

decanoy Iphorbo I - 3-acetate アセ トン溶液 （12 g/m\ ) 0 . 2 ml を同部位

に塗布 した。形成 された皮膚がん組織 を採取 し、その 1 國角片を他のGBA/J

マウスの大腿筋内に移植 した。移植 を10回繰 り返 したのち得 られたがん組織

をRPM 11640培地 中で分散 させ、100パmのステン レス製ふ るいで組織片を除き

0% FBS-RPM 11640 ( 100 1U ペニシ リンG及び100 ；g/ml ス トレプ トマイ

シン含む）中で培養 した。5回継代 したのち、 96 we l I マルチウエル プ レー ト

に 0 . 5 細胞 / we l l となるように播種 し、ク ロー ン化 した。

[0078] 樹立 された KGMH-1細胞 は、受託番号 FERM P-21 965 と して、 2 0 1 0 年 5 月

2 1 日付にて、独立行政法人 産業技術総合研究所 特許生物寄託セ ンター



(茨城 県つ くば市東 つ くばセ ンター 中央第 6 ) に国内寄託 され

、その後 2 0 1 1 年 4 月 2 5 日付にて国際寄託への移管がな され、受託番号F

ERM BP-1 1368と して国際寄託 されている。

[0079] 実施例 1 ：各ケラチノサイ ト由来細胞 におけるTSLP産生量の比較

KCMH-U マウスケラチノサイ ト様細胞株 PAM21 2細胞、及び ヒ トケラチノサ

ィ ト様細胞株 HaGaT細胞 を10% FBS含有 MEM ひ中に 1x 105/ml となるように懸濁 し

、24 we l Iクラスタ一デ ィッシュの各we l けこ0 . 5 mlずつ播種 した。24時間後

、培養液 を回収 し、その上清中の TSLPをEL ISA (R&D社）によ り定量 した （

図 1 ) 。

[0080] 以上の結果か ら明 らかなように、KGMH-1細胞株 は他のケラチノサイ ト由来

の細胞株 に比較 して、有意 に高 いTSLPを発現 している。

[0081 ] 実施例 2 ：デキサ メタゾン及びFK506によるKGMH-1細胞のTSLP産生抑制効果

KGMH-1細胞 を10% FBS含有 MEM ひ中に 1x 105/ml となるように懸濁 し、24 we l

Iクラスタ一デ ィッシュの各we I けこ0 . 5 mlずつ播種 した。24時間後、培地 を

除去 し、phosphate buffered sa l i ne (PBS) で洗浄後、各濃度の デキサ

メタゾン 0 . 1 あるいは 1〃M、FK506 0 . 1あるいは 1〃Mを含む 10% FBS

含有 MEM ひを0 . 5 ml加 えた。24時間後、培養液 を回収 し、その上清中のTSLP

をEL ISA法によ り定量 した （図 2 ) 。

[0082] ヒ ト正常ケラチノサイ 卜について報告 されているの と同様 に、KGMH-1細胞

株 においてもTSLP産生量はデキサ メタゾンの添加によって明確 に抑制 され る

こと、FK506によっては抑制 されないことが確認 された。

[0083] 上記の結果は、正常ケラチノサイ トで報告 されている結果 （Le et a l . ,

Al l ergy 2009, 64, 1231-1 232) と一致 し、本発明の KGMH-1細胞株 は、既

知の抗炎症剤 に応答 して、そのTSLP産生抑制効果を明瞭に示唆す る培養細胞

系 と して有用であることが実証 された。

[0084] 実施例 3 ：KGMH-1細胞の選択的TSLP産生能

KGMH_1 、マウスケラチノサイ ト様細胞株 PAM21 2細胞 を10% FBS含有 MEM ひ中

に 1x 105/ml となるように懸濁 し、24 we l Iクラスタ一デ ィッシュの各we l けこ0 .



5 mlずつ播種 した。24時間後、培養液 を回収 し、その上清中の TSLP、 IL-6

、TNF- ひ 、 IL- 4、 IFN - をEL ISA (R&D社、 eB i osc i ence社）によ り定量 した

。結果を表 1 に示す。

[0085] [表 1]

Production (pg/ml)

KCMH-1 PA 2 12

TSLP 2671 ± 266 7 ± 5

IL-6 18 ± 1 15 ± 2

TNF- 16 ± 2 N.D.

-4 5 土 1 N.D.

lFN- γ 4 ± 2 N.D.

N.D.: ot detemw

[0086] 以上の結果か ら明 らかなように、KGMH-1細胞株 は他のサイ ト力インに比較

してTSLPを選択的に高産生 してお り、 これ は他のケラチノサイ ト由来細胞株

にはみ られない特徴であることが確認 された。

[0087] 実施例 4 : RXR ァゴニス トによるKGMH-1細胞のTSLP産生抑制効果

レチノイ ドX受容体 （RXR) のァゴニス トであるHX-600をKGMH-1 に作用 させ

、そのTSLP産生に対す る効果をみた。

[0088] KGMH-1細胞 を10% FBS含有 MEM ひ 中に 1x 105/ml となるように懸濁 し、24 we l

Iクラスタ一デ ィッシュの各we I けこ0 . 5 mlずつ播種 した。24時間後、培地 を

除去 し、phosphate buffered sa l i ne (PBS) で洗浄後、各濃度の HX-600

1 Mを含む 10% FBS含有 MEM ひ を0 . 5 ml加 えた。24時間後、培養液 を回収

し、その上清中のTSLPをEL ISA法によ り定量 した （図 3 ) 。

[0089] 核 内受容体刺激薬については、RXRァゴニス トである9_c i s_ret i no i c ac i d

(9_c i s_RA) が、 IL_1 による ヒ トTSLP mRNAの発現 を抑制す ることが ヒ ト

気道上皮細胞株 を用 いた実験で報告 されている （Lee et a l . J . I國 uno l

. 8 1： 5 189-51 93 (2008) ) 。上記の結果は、 ヒ ト気道上皮細胞株 での報

告 と一致 し、RXRァゴニス トはKGMH-1細胞株 においてもTSLP産生に抑制的に作



用す る ことが確 認 され た 。

[0090] 実施例 5 ：KGMH-1 細胞 に対す るシグナル伝 達 阻害薬 の効 果

KGMH-1 細胞 に種 々の チ ロシ ンキナー ゼ 阻害薬 を作用 させ 、 TSLP 産 生 に与 え

る影響 を比較 した 。チ ロシ ンキナー ゼ 阻害薬 と して は、 Herb i mayc i n A、PP2

、P i ceatanno U AG490 、Wm - P 154を用 いた 。 Herb i mayc i nは非特異 的なチ ロシ

ンキナ一 ゼ 阻害薬 と して知 られ て いるが 、 PP2はSrc ファ ミ リ一 、 P i ceatann

o l はSyk 、AG490 は JAK2 、W -P1 54は JAK3 をそれ ぞれ 阻害す る ことが知 られ て

いる。

[0091 ] KGMH-1 細胞 を 10% FBS含有 MEM ひ 中に 1x 105/ml とな るよ うに懸濁 し、 24 we l

I ク ラス タ一 デ ィ ッシュの各we I けこ0 . 5 mlず つ播種 した 。 24時間後 、培地 を

除去 し、 phosphate buffered s a l i ne (PBS) で洗浄後 、 Herb i myc i n A (3

； M) 、 PP2 (3 M) 、 P i ceatanno l ( 100 M) AG490 ( 100 M) WH I -P1 54

(30 M) をそれ ぞれ 括 弧 内の終濃度 とな るよ うに含 む 10% FBS含有 MEM ひ を0 . 5

ml加 えた 。 24時間後 、培養 液 を回収 し、その上清 中の TSLP をEL I SA法 に よ り

定量 した （図 4 ) 。

[0092] 次 いで、 KGMH-1 細胞 に種 々のセ リンス レオ ニ ンキナー ゼ 阻害薬 を作用 させ

、TSLP 産 生 に与 える影響 を比較 した 。セ リンス レオ ニ ン阻害薬 と して は、 U01

2 6、SB203580, SP6001 25 wortmann i n BAY1 1- 7082 、Go- 6976 を用 いた 。—般

的 に、 U01 2 6は p44/42 MAP k i nase の活性化 阻害薬 、Go- 6976 は prote i n k

i nase Gの 阻害薬 で、様 々な タ ンパ ク質の産 生 、放 出 を抑制す る ことが知 ら

れ て いる。一方 、wortmann i nは P I 3 k i nase 阻害薬 、 SB203580 は p38 MAP k i

nase 阻害薬 、 SP6001 25は c - Jun N- termi na l k i nase 阻害薬 と して知 られ て い

る。 また 、 BAY1 1- 7082 は I Β k i nase を阻害 してNF_ i Bの活性化 を抑制す

る ことが知 られ て いる。

[0093] KGMH-1 細胞 を 10% FBS含有 MEM ひ 中に 1x 105/ml とな るよ うに懸濁 し、 24 we l

I ク ラス タ一 デ ィ ッシュの各we l けこ0 . 5 mlず つ播種 した 。 24時間後 、培地 を

除去 し、 phosphate buffered s a l i ne (PBS) で洗浄後 、 U01 2 6 ( 1 M) 、 SB

203580 SP6001 25 (30 M) wortmann i n ( 100nM) 、 BAY1 1-7082



( 10 M) Go-6976 (3リM) をそれぞれ括弧内の終濃度 となるように含む 10%

FBS含有 MEM ひを0 . 5 ml加 えた。24時間後、培養液 を回収 し、その上清中の TS

LPをEL ISA法によ り定量 した （図 5 ) 。

[0094] TSLP産生に関わ る細胞 内シグナル伝達 と しては、 ヒ ト気道上皮細胞株 にお

いて転写因子NF- i Bが関与 していることが報告 されている （Lee and Z i eg l

er, Proc. Nat l . Acad. Sc i . USA 104 ： 9 14-91 9 (2007) ) 。 KGMH—1

細胞 においても、NF- i B阻害薬 Bay1 1-7082 はTSLP産生を部分的に抑制す る

ことが確認 された。 さらに、未 同定のチ ロシンキナーゼ、及びp44/42MAP k i

nase がTSLP産生に寄与 していることが新たに分か った。 このようにKGMH-1細

胞 を用 いることによ り、TSLP産生に関わ るシグナル伝達機構の解析が可能で

[0095] 本 明細書中で引用 した全ての刊行物、特許及び特許出願 をそのまま参考 と

して本明細書中にと り入れ るもの とす る。

産業上の利用可能性

[0096] 本発 明によれ ば、被験物質のTSLP調節活性 を i n v i tro で簡便 に評価す るこ

とができる。TSLP調節活性 を有す る物質は、抗ア レルギー薬 あるいは抗炎症

薬 と して利用できる可能性があるため、本発明はそのような薬剤の簡便で安

価なスク リーニング系 と して利用す ることができる。 とくに、本発明で用 い

られ るKGMH-1細胞株 はケラチノサイ ト由来であるため、皮膚ア レルギーの治

療 予防薬のスク リーニング、あるいはそのメカニズムの探索に有用である

[0097] また、本発明によれ ば、簡便 に天然型のTSLPを得 ることができる。得 られ

たTSLPもまたTSLPを介 したア レルギーや炎症の病態解明、TSLP調節薬のスク

リーニングに利用できる。



請求の範囲

受託番号 FERM BP-1 1368で特定 され るKGMH-1細胞株又は これ と実質

的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株 に被験物質を作用 させ、得

られ るTSLP産生量 を測定す る こ とを特徴 とす る、TSLP調節剤のス ク リ

一二ング方法。

以下の工程 を含む ことを特徴 とす る、請求項 1 に記載の方法 ：

) 被験物質の存在下及び非存在下において、KGMH-1細胞株又は これ

と実質的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株 を培養す る工程、

2 ) 被験物質の存在下及び非存在下におけるTSLP産生量 を比較す るェ

程。

TSLP産生量が、TSLPと特異的に結合す る抗 TSLP抗体 を用 いて測定 さ

れ ることを特徴 とす る、請求項 1 又は 2 に記載の方法。

TSLP産生量が、ゥヱスタンプロッ ト法、 ドッ トプロッ ト法、ス ロッ

トブロッ ト法、EL ISA法、RIA法、又はフロー ビーズア レイ法で測定 さ

れ る、請求項 3 に記載の方法。

TSLP調節剤がTSLP産生抑制剤である、請求項 1 〜 4 の いずれか 1 項

に記載の方法。

被験物質の存在下におけるTSLP産生量が非存在下におけるTSLP産生

量に比較 して有意 に低 い場合に、当該被験物質をTSLP産生抑制剤候補

と して選択す ることを特徴 とす る、請求項 5 に記載の方法。

TSLP産生抑制剤が抗ァ レルギ一剤又は抗炎症剤である、請求項 5 又

は 6 に記載の方法。

KGMH-1細胞株又は これ と実質的に同等のTSLP産生能 を有す るその変

異株 を含む、TSLP調節剤のスク リーニング用キ ッ ト。

さらに抗 TSLP抗体、あるいは抗 TSLP抗体 と抗 TSLP抗体 に特異的に結合

しうる二次抗体 を含む、請求項 8 に記載のキ ッ ト

受託番号 FERM BP-1 1368で特定 され るKGMH-1細胞株 、又は これ と実

質的に同等のTSLP産生能 を有す るその変異株 を培養す る こ とを特徴 と



す る、TSLPの製造方法。
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