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(57)【要約】
喘息またはアレルギー性疾患を処置するための方法およ
び組成物が、本明細書に記載されている。本発明の局面
は、Notch4を標的とする作用物質を対象に投与すること
に関する。一態様において、作用物質は抗Notch4抗体で
ある。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　喘息またはアレルギー性疾患を処置するための方法であって、喘息またはアレルギー性
疾患を有する対象に、有効量の、Notch4を阻害する作用物質を投与する工程を含む、方法
。
【請求項２】
　喘息またはアレルギー性疾患を処置するための方法であって、
　a.喘息またはアレルギー性疾患を有する対象を特定する工程;および
　b.喘息またはアレルギー性疾患を有する対象に、有効量の、Notch4を阻害する作用物質
を投与する工程
を含む、方法。
【請求項３】
　喘息が、アレルギー性喘息、アレルギーのない喘息、アスピリン喘息、運動誘発性喘息
、咳喘息および職業性喘息からなるリストから選択される、請求項1および2のいずれか一
項記載の方法。
【請求項４】
　アレルギー性疾患が、アレルギー性鼻炎、副鼻腔炎、中耳炎、アトピー性皮膚炎、じん
ましん、血管浮腫およびアナフィラキシーからなるリストから選択される、請求項1およ
び2のいずれか一項記載の方法。
【請求項５】
　Notch4を阻害する作用物質が、小分子、抗体、ペプチド、ゲノム編集系、アンチセンス
オリゴヌクレオチドおよびRNAiからなる群から選択される、請求項1および2のいずれか一
項記載の方法。
【請求項６】
　抗体がヒト化抗体である、請求項5記載の方法。
【請求項７】
　RNAiが、マイクロRNA、siRNAまたはshRNAである、請求項5記載の方法。
【請求項８】
　Notch4を阻害することが、Notch4の発現レベルおよび/または活性を阻害することであ
る、請求項1～7のいずれか一項記載の方法。
【請求項９】
　Notch4の発現レベルおよび/または活性が、適切な対照と比較して、少なくとも50％、
少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％またはそれを上回っ
て阻害される、請求項8記載の方法。
【請求項１０】
　Notch4が制御性T細胞上で阻害される、請求項1または2記載の方法。
【請求項１１】
　少なくとも1つのさらなる抗喘息治療薬を投与する工程をさらに含む、請求項1および2
のいずれか一項記載の方法。
【請求項１２】
　少なくとも1つのさらなる抗アレルギー性疾患治療薬を投与する工程をさらに含む、請
求項1および2のいずれか一項記載の方法。
【請求項１３】
　喘息またはアレルギー性疾患を予防するための方法であって、喘息またはアレルギー性
疾患を有する危険性がある対象に、Notch4を阻害する作用物質を投与する工程を含む、方
法。
【請求項１４】
　投与する工程の前に、喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象を特定す
る工程をさらに含む、請求項13記載の方法。
【請求項１５】
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　喘息またはアレルギー性疾患の処置のための組成物であって、Notch4を阻害する作用物
質と薬学的に許容される担体とを含む、組成物。
【請求項１６】
　Notch4を阻害する作用物質が、小分子、抗体、ペプチド、ゲノム編集系、アンチセンス
オリゴヌクレオチドおよびRNAiからなる群から選択される、請求項15記載の組成物。
【請求項１７】
　抗体がヒト化抗体である、請求項15記載の組成物。
【請求項１８】
　RNAiが、マイクロRNA、siRNAまたはshRNAである、請求項15記載の組成物。
【請求項１９】
　吸入投与のために製剤化されている、請求項15記載の組成物。
【請求項２０】
　喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象を処置するための方法であって
、
　a.対象から生物学的試料を取得する工程;
　b.候補細胞の集団中のNotch4のレベルを測定する工程であって、基準レベルと比較して
Notchのレベルが増加されていれば、対象は、喘息またはアレルギー性疾患を有する危険
性がある、該測定する工程;および
　c.危険性がある対象に、Notch4を阻害する作用物質を投与する工程
を含む、方法。
【請求項２１】
　Notch4のレベルが、基準レベルと比較して、少なくとも2倍、少なくとも3倍、少なくと
も4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、少なくとも8倍、少なくとも9倍
、少なくとも10倍またはそれを上回って増加される、請求項20記載の方法。
【請求項２２】
　喘息またはアレルギー性疾患と診断された対象の処置における治療薬の有効性を決定す
る方法であって、
　d）治療薬の投与前に、喘息またはアレルギー性疾患と診断された対象によって提供さ
れた試料中のNotch4発現または活性の第一のレベルを決定する工程;
　e）治療薬の投与後に、患者によって提供された試料中のNotch4発現または活性の第二
のレベルを決定する工程;ならびに
　f）Notch4発現または活性の該第一および第二のレベルを比較する工程であって、Notch
4発現または活性の該第二のレベルが該第一のレベルより低ければ、治療薬は有効である
と考えられ、Notch4発現の該第二のレベルが該第一のレベルと同一であるかまたは該第一
のレベルより高ければ、（b）で投与された治療薬は有効でない、該比較する工程
を含む、方法。
【請求項２３】
　治療薬が、Notch4を阻害する作用物質である、請求項22記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
関連出願の相互参照
　本国際出願は、米国特許法第119条（e）項に基づき、2018年3月15日に出願された米国
仮出願第62/643,476号、2018年4月4日に出願された同第62/652,630号および2018年4月18
日に出願された同第62/659,379号の恩典を主張し、これらの各々の内容は、その全体が参
照により本明細書に組み入れられる。
【０００２】
政府の支援
　本発明は、米国国立衛生研究所によって授与された助成金番号2R01AI065617およびR01A
I115699に基づく政府の支援を受けて為された。政府は、本発明に一定の権利を有する。
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【背景技術】
【０００３】
背景
　交通に関連する粒子状物質（PM）への曝露は、喘息およびアレルギー性疾患を促進する
。しかしながら、これらの作用を媒介するためにPM曝露が挙動する正確な細胞的および分
子的機序は不明なままである。環境の超微粒子（UFP）によって誘発されるアレルギー性
気道炎症の増強にとって重要である細胞の標的およびシグナル伝達経路の理解は、喘息お
よびアレルギー性疾患を処置または予防するための治療薬を開発するために不可欠である
。
【発明の概要】
【０００４】
概要
　本明細書に記載されている発明は、肺胞マクロファージとアレルゲン特異的T細胞間のJ
ag1-Notch4依存性相互作用を促進し、増大されたTh細胞分化をもたらすことによって、超
微粒子がアレルギー性気道炎症を増悪させるという発見に一部関連する。したがって、本
明細書に記載されている本発明の一局面は、喘息またはアレルギー性疾患を処置するため
の方法であって、喘息またはアレルギー性疾患を有する対象に、有効量の、Notch4を阻害
する作用物質を投与する工程を含む方法を提供する。
【０００５】
　本明細書に記載されている本発明の別の局面は、喘息またはアレルギー性疾患を処置す
るための方法であって、（a）喘息またはアレルギー性疾患を有する対象を特定する工程;
および（b）対象に、有効量の、Notch4を阻害する作用物質を投与する工程を含む方法を
提供する。
【０００６】
　本明細書に記載されている本発明の別の局面は、喘息またはアレルギー性疾患の処置の
ための組成物であって、Notch4を阻害する作用物質と薬学的に許容される担体とを含む組
成物を提供する。任意の局面の一態様において、組成物は、吸入投与のために製剤化され
る。
【０００７】
　任意の局面の一態様において、喘息は、アレルギー性喘息、アレルギーのない喘息、ア
スピリン喘息、運動誘発性喘息、咳喘息および職業性喘息からなるリストから選択される
。
【０００８】
　任意の局面の一態様において、アレルギー性疾患は、アレルギー性鼻炎、副鼻腔炎、中
耳炎、アトピー性皮膚炎、じんましん、血管浮腫およびアナフィラキシーからなるリスト
から選択される。
【０００９】
　任意の局面の一態様において、Notch4を阻害する作用物質は、小分子、抗体、ペプチド
、ゲノム編集系、アンチセンスオリゴヌクレオチドおよびRNAiからなる群から選択される
。
【００１０】
　任意の局面の一態様において、抗体はヒト化抗体である。
【００１１】
　任意の局面の一態様において、RNAiはマイクロRNA、siRNAまたはshRNAである。
【００１２】
　任意の局面の一態様において、Notch4を阻害することは、Notch4の発現レベルおよび/
または活性を阻害することである。任意の局面の一態様において、Notch4の発現レベルお
よび/または活性は、適切な対照と比較して、少なくとも50％、少なくとも60％、少なく
とも70％、少なくとも80％、少なくとも90％またはそれを上回って阻害される。
【００１３】
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　任意の局面の一態様において、Notch4は、制御性T細胞上において阻害される。
【００１４】
　任意の局面の一態様において、方法は、少なくとも1つのさらなる抗喘息治療薬を投与
する工程をさらに含む。任意の局面の一態様において、方法は、少なくとも1つのさらな
る抗アレルギー性疾患治療薬を投与する工程をさらに含む。
【００１５】
　本明細書に記載されている本発明の一局面は、喘息またはアレルギー性疾患を予防する
ための方法であって、喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象に、Notch4
を阻害する作用物質を投与する工程を含む方法を提供する。任意の局面の一態様において
、方法は、投与する前に、喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象を特定
する工程をさらに含む。
【００１６】
　本明細書に記載されている本発明の別の局面は、喘息またはアレルギー性疾患を有する
危険性がある対象を特定するための方法であって、（a）対象から生物学的試料を取得す
る工程;（b）生物学的試料中のNotch4のレベルを測定する工程であって、基準レベルと比
較してNotchのレベルが増加されていれば、対象は、喘息またはアレルギー性疾患を有す
る危険性がある、該測定する工程;および（c）危険性がある対象に、Notch4を阻害する作
用物質を投与する工程を含む方法を提供する。
【００１７】
　任意の局面の一態様において、Notch4のレベルは、基準レベルと比較して、少なくとも
2倍、少なくとも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、
少なくとも8倍、少なくとも9倍、少なくとも10倍またはそれを上回って増加される。
【００１８】
　本明細書に記載されている本発明の一局面は、喘息またはアレルギー性疾患と診断され
た対象の処置における治療薬の有効性を決定する方法であって、（a）治療薬の投与前に
、喘息またはアレルギー性疾患と診断された対象によって提供された試料中のNotch4発現
または活性の第一のレベルを決定する工程;（b）治療薬の投与後に、患者によって提供さ
れた試料中のNotch4発現または活性の第二のレベルを決定する工程;ならびに（c）Notch4
発現または活性の第一および第二のレベルを比較する工程であって、Notch4発現または活
性の第二のレベルが第一のレベルより低ければ、治療薬は有効であると考えられ、Notch4
発現の第二のレベルが第一のレベルと同一であるかまたは第一のレベルより高ければ、（
b）で投与された治療薬は有効でない、該比較する工程を含む方法を提供する。一態様に
おいて、治療薬は、Notch4を阻害する作用物質である。
【００１９】
定義
　便宜のため、本明細書、実施例および添付の特許請求の範囲において使用されるいくつ
かの用語および語句の意味が、以下に提供されている。別段の記載がなければ、または文
脈上黙示されていなければ、以下の用語および語句は、以下に提供される意味を含む。定
義は、特定の態様を記載することを補助するために提供されており、技術の範囲は特許請
求の範囲によってのみ限定されるので、特許請求の範囲に記載された技術を限定すること
は意図されていない。別段の定義がなければ、本明細書中で使用される全ての技術用語お
よび科学用語は、本技術が属する分野において通常の技術を有する者によって一般に理解
されているものと同一の意味を有する。本分野における用語の用法と本明細書に提供され
るその定義との間に明らかな齟齬が存在する場合には、本明細書内に提供された定義が優
越するものとする。
【００２０】
　本明細書において使用される「処置する」、「処置」、「処置している」または「軽減
」という用語は、その目的が、喘息またはアレルギー性疾患と関連する症状の進行または
重症度を反転させ、緩和し、軽減し、抑制し、遅くし、または停止させることである治療
的処置を表す。「処置する」という用語は、喘息またはアレルギー性疾患（例えば、炎症
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性気道）の少なくとも1つの有害な作用または症候を低減または緩和することを含む。1つ
またはそれを上回る症候または臨床マーカーが低減されれば、処置は一般に「有効」であ
る。または、疾患の進行が低減され、または停止されれば、処置は「有効」である。すな
わち、「処置」は、症候またはマーカーの改善だけではなく、処置の不存在下において予
想されるものと比較して、症候の進行または悪化の停止または少なくとも減速も含む。有
益なまたは所望される臨床的結果としては、1つもしくはそれを上回る症候の緩和、疾患
の程度の減弱、疾患の安定化された（すなわち、悪化しない）状態、疾患の進行の遅延も
しくは減速、疾患状態の軽減もしくは軽快、寛解（部分的かまたは完全かを問わない）お
よび/または減少した死亡率が挙げられるが、これらに限定されず、検出可能かまたは検
出不能かを問わない。疾患の「処置」という用語は、疾患の症候または副作用からの緩和
（対症的処置を含む）を与えることも含む。
【００２１】
　本明細書において使用される「予防すること」または「予防」は、当方法（例えば、No
cth4を阻害する作用物質または本明細書に記載されている組成物の投与など）の作用によ
って、疾患状態または障害（例えば、喘息またはアレルギー性疾患）が起こらない任意の
方法を表す。一局面において、予防は、処置されていない対照において起こる程度まで疾
患が確立されないことも意味し得ることが理解される。例えば、処置されていない対照と
比べて、疾患の確立頻度の5％、10％、15％、20％、25％、30％、35％、40％、50％、60
％、70％、80％、90％または100％の低下が存在し得る。したがって、疾患の予防は、処
置されていない対象（例えば、本明細書に記載されているとおりの複合微生物系を含む組
成物で処置されていない対象）と比べて、対象が疾患を発症する可能性の低下を包含する
。
【００２２】
　本明細書において使用される「投与すること」という用語は、対象への作用物質の少な
くとも部分的な送達をもたらす方法または経路による、本明細書に開示されている治療薬
（例えば、Notch4を阻害する作用物質）または薬学的組成物の対象中への配置を表す。本
明細書に開示されている作用物質を含む薬学的組成物は、対象において有効な処置をもた
らす任意の適切な経路によって投与することができる。
【００２３】
　本明細書において使用される「対象」は、ヒトまたは動物を意味する。通常、動物は、
霊長類、げっ歯類、家畜または狩猟動物などの脊椎動物である。霊長類としては、例えば
、チンパンジー、カニクイザル（cynomologous monkeys）、クモザルおよびマカク、例え
ば、アカゲザルが挙げられる。げっ歯類としては、例えば、マウス、ラット、ウッドチャ
ック、フェレット、ウサギおよびハムスターが挙げられる。家畜および狩猟動物としては
、例えば、ウシ、ウマ、ブタ、シカ、バイソン、バッファロー、ネコ種、例えば、家ネコ
、イヌ種、例えば、イヌ、キツネ、オオカミ、トリ種、例えば、ニワトリ、エミュー、ダ
チョウ、ならびに魚、例えば、マス、ナマズおよびサケが挙げられる。いくつかの態様に
おいて、対象は、哺乳動物、例えば、霊長類、例えば、ヒトである。「個体」、「患者」
および「対象」という用語は、本明細書において互換的に使用される。
【００２４】
　好ましくは、対象は哺乳動物である。哺乳動物は、ヒト、非ヒト霊長類、マウス、ラッ
ト、イヌ、ネコ、ウマまたはウシであり得るが、これらの例に限定されない。ヒト以外の
哺乳動物は、疾患、例えば、喘息またはアレルギー性疾患の動物モデルに相当する対象と
して有利に使用することができる。対象は、雄または雌であり得る。対象は、子供（例え
ば、18歳未満）または成体（例えば、18歳より大きい）であり得る。
【００２５】
　対象は、処置を必要とする疾患もしくは障害（例えば、喘息またはアレルギー性疾患）
またはこのような疾患もしくは障害に関連する1つもしくはそれを上回る合併症に罹患し
ているもしくは有すると以前に診断されたもしくは特定された対象であって、必要に応じ
て、疾患もしくは障害または疾患もしくは障害に関連する1つもしくはそれを上回る合併
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症に対する処置をすでに受けた対象であり得る。または、対象は、このような疾患もしく
は障害（例えば、喘息またはアレルギー性疾患）または関連する合併症を有すると以前に
診断されていない対象でもあり得る。例えば、対象は、疾患もしくは障害、もしくは疾患
もしくは障害に関連する1つもしくはそれを上回る合併症に対する1つもしくはそれを上回
るリスク因子を呈する対象またはリスク因子を呈しない対象であり得る。
【００２６】
　本明細書において使用される「作用物質」は、例えば、ポリペプチドもしくはポリヌク
レオチドの発現を阻害し、またはポリペプチドもしくはポリヌクレオチドに結合し、ポリ
ペプチドもしくはポリヌクレオチドの刺激を部分的にもしくは完全に遮断し、ポリペプチ
ドもしくはポリヌクレオチドの活性化を減少し、抑制し、遅延させ、ポリペプチドもしく
はポリヌクレオチドの活性を不活化し、脱感作し、もしくは下方制御する、分子、タンパ
ク質、ペプチド、抗体または核酸を表す。Notch4を阻害する作用物質は、例えば、ポリペ
プチドの発現、例えば、翻訳、翻訳後修飾、安定性、分解、もしくは核もしくは細胞質局
在化、またはポリヌクレオチドの転写、転写後修飾、安定性もしくは分解を阻害し、また
はポリペプチドもしくはポリヌクレオチドに結合し、部分的にまたは完全に、ポリペプチ
ドもしくはポリヌクレオチドの、刺激、DNA結合、転写因子活性もしくは酵素活性を遮断
し、ポリペプチドもしくはポリヌクレオチドの活性化を減少させ、抑制し、遅延し、ポリ
ペプチドもしくはポリヌクレオチドの活性を不活化し、脱感作しもしくは下方制御する。
作用物質は、直接的にまたは間接的に作用することができる。
【００２７】
　本明細書において使用される「作用物質」という用語は、小分子、核酸、ポリペプチド
、ペプチド、薬物、イオンなどの、ただしこれらに限定されない任意の化合物または物質
を意味する。「作用物質」は、任意の化学物質、実体（entity）または部分（moiety）で
あり得、合成のおよび天然に存在するタンパク質性および非タンパク質性実体を含むが、
これらに限定されない。いくつかの態様において、作用物質は、核酸、核酸類縁体、タン
パク質、抗体、ペプチド、アプタマー、タンパク質、オリゴヌクレオチド、リボザイム、
DNAザイム、糖タンパク質、siRNA、リポタンパク質、アプタマーを含むがこれらに限定さ
れない核酸、アミノ酸または炭水化物のオリゴマー、ならびにこれらの修飾および組み合
わせなどである。ある態様において、作用物質は、化学的部分を有する小分子である。例
えば、化学的部分としては、置換されていないまたは置換された、アルキル、芳香族また
はヘテロシクリル部分が挙げられ、マクロライド、レプトマイシンならびにこれらの関連
する天然生成物または類縁体が含まれる。化合物は、所望の活性および/もしくは特性を
有することが公知であり得、または多様な化合物のライブラリーから選択することができ
る。
【００２８】
　作用物質は、1つまたはそれを上回る化学的クラスからの分子、例えば、有機金属分子
が含まれ得る有機分子、無機分子、遺伝子配列などであり得る。作用物質は、1つもしく
はそれを上回るタンパク質からの融合タンパク質、キメラタンパク質（例えば、関連する
分子または異なる分子の機能的に重要な領域のドメイン交換または相同的組換え）、合成
タンパク質または置換、欠失、挿入およびその他の変異を含むその他のタンパク質変異形
でもあり得る。
【００２９】
　本明細書において使用される「小分子」という用語は、約10,000g/モル未満の分子量を
有する、ペプチド、ペプチド模倣物、アミノ酸、アミノ酸類縁体、ポリヌクレオチド、ポ
リヌクレオチド類縁体、アプタマー、ヌクレオチド、ヌクレオチド類縁体、有機または無
機化合物（例えば、複素有機化合物および有機金属化合物を含む）、約5,000g/モル未満
の分子量を有する有機または無機化合物、約1,000g/モル未満の分子量を有する有機また
は無機化合物、約500g/モル未満の分子量を有する有機または無機化合物、ならびにこの
ような化合物の塩、エステルおよびその他の薬学的に許容される形態が含まれ得るが、こ
れらに限定されない化学的作用物質を表す。
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【００３０】
　本明細書において使用される「RNAi」という用語は、干渉RNAまたはRNA干渉を表す。RN
Aiは、mRNAを結合し、mRNAのプロセシングを阻害する、例えば、mRNA翻訳を阻害する、ま
たはmRNA分解をもたらす分子による特異的なmRNAの破壊による選択的転写後遺伝子発現抑
制の手段を表す。本明細書において使用される、「RNAi」という用語は、siRNA、shRNA、
内在性マイクロRNAおよび人工マイクロRNAを含むがこれらに限定されない、任意の種類の
干渉RNAを表す。例えば、RNAiは、そのRNAの下流プロセシングの機序に関わらず、siRNA
として以前に同定された配列を含む（すなわち、siRNAは、mRNAの切断をもたらすインビ
ボプロセシングの特異的な方法を有すると考えられるが、このような配列は、本明細書に
記載されている隣接配列と関連して、ベクター中に組み込まれることができる）。
【００３１】
　本明細書に記載されている方法および組成物は、Notch4のレベルおよび/または活性が
阻害されることを必要とする。本明細書において使用される、「Notch4」とも称される神
経原性遺伝子座ノッチホモログ4は、複数の上皮増殖因子様（EGF）反復からなる細胞外ド
メインと複数の異なるドメインからなる細胞内ドメインとを含む、構造的な特徴を共有す
るファミリーのメンバーであるI型膜貫通タンパク質を表す。Notch4配列は、多数の種、
例えば、ヒトNotch4（NCBI Gene ID:4855）ポリペプチド（例えば、NCBI Ref Seq NP＿00
4548.3）およびmRNA（例えば、NCBI Ref Seq NM＿004557.3）に対して公知である。Notch
4は、天然に存在する変異形を含むヒトNotch4分子およびそれらの対立遺伝子を表すこと
ができる。Notch4は、哺乳動物、例えば、マウス、ラット、ウサギ、イヌ、ネコ、ウシ、
ウマ、ブタなどのNotch4を表す。SEQ ID NO:1の核酸配列は、Notch4をコードする核酸配
列を含む。
【００３２】
　「減少する」、「低下した」、「低下」または「阻害する」という用語は全て、本明細
書において、統計学的に有意な量の減少を意味するために使用される。いくつかの態様に
おいて、「減少」、「低下した」、「低下」または「阻害する」は、典型的には、適切な
対照（例えば、所定の処置の不存在）と比較して少なくとも10％の減少を意味し、例えば
、少なくとも約10％、少なくとも約20％、少なくとも約25％、少なくとも約30％、少なく
とも約35％、少なくとも約40％、少なくとも約45％、少なくとも約50％、少なくとも約55
％、少なくとも約60％、少なくとも約65％、少なくとも約70％、少なくとも約75％、少な
くとも約80％、少なくとも約85％、少なくとも約90％、少なくとも約95％、少なくとも約
98％、少なくとも約99％またはそれを上回る減少を含むことができる。本明細書において
使用される「低下」または「阻害」は、基準レベルと比較して完全な阻害または低下を包
含しない。「完全な阻害」は、適切な対照と比較して100％の阻害である。
【００３３】
　「増加する」、「増大する」または「活性化する」という用語は全て、本明細書におい
て、再現可能な統計学的に有意な量の増加を意味するために使用される。いくつかの態様
において、「増加する」、「増大する」または「活性化する」という用語は、基準レベル
と比較して少なくとも10％の増加、例えば、基準レベルと比較して、少なくとも約20％、
もしくは少なくとも約30％、もしくは少なくとも約40％、もしくは少なくとも約50％、も
しくは少なくとも約60％、もしくは少なくとも約70％、もしくは少なくとも約80％、もし
くは少なくとも約90％の増加もしくは最大100％および100％を含む増加、もしくは10～10
0％の間の任意の増加、または適切な対照と比較して、少なくとも約2倍、もしくは少なく
とも約3倍、もしくは少なくとも約4倍、もしくは少なくとも約5倍、もしくは少なくとも
約10倍の増加、20倍の増加、30倍の増加、40倍の増加、50倍の増加、6倍の増加、75倍の
増加、100倍の増加など、もしくは2倍と10倍の間もしくはそれを上回る任意の増加を意味
することができる。マーカーという文脈において、「増加」は、再現可能な統計学的に有
意なこのようなレベルの増加である。
【００３４】
　本明細書において使用される「基準レベル」は、正常な、その他影響を受けていない細
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胞集団または組織（例えば、健康な対象から得られた生物学的試料または事前の時点で対
象から得られた生物学的試料、例えば、喘息もしくはアレルギー性疾患と診断される前の
患者から得られた生物学的試料、または本明細書に開示された作用物質と接触されていな
い生物学的試料）を表す。
【００３５】
　本明細書において使用される「適切な対照」は、処置されていない、その他は同一の細
胞または集団（例えば、非対照細胞と比較される、本明細書に記載されている作用物質を
投与されなかった患者、または本明細書に記載された作用物質の一部のみによって投与さ
れた患者）を表す。
【００３６】
　「統計学的に有意な」または「有意に」という用語は、統計学的有意性を表し、一般的
には、2標準偏差（2SD）またはそれより大きい差を意味する。
【００３７】
　本明細書において使用される「含んでいる」または「含む」という用語は、組成物、方
法およびこの方法または組成物にとって不可欠である方法または組成物の各構成要素に関
して使用されるが、不可欠であるか否かを問わない指定されていない要素の包含に対して
なお開かれている。
【００３８】
　単数形の用語「a」、「an」および「the」は、文脈が明確に反対を表さなければ、複数
表記を含む。同様に、「または」という用語は、文脈が明確に反対を表さなければ、「お
よび」を含むものとする。本開示の実施または検査において、本明細書に記載されたもの
と類似のまたは均等な方法および材料を使用することができるが、適切な方法および材料
が以下に記載されている。「e.g.」という略号は、ラテン語のexempli gratiaに由来し、
本明細書において、非限定的な例を表すために使用される。したがって、「e.g.」という
略号は、「例えば」という用語と同義である。
【００３９】
　本出願書類は、カラーで作成された少なくとも1つの図面を含有する。カラー図面を有
する本特許出願公開の写しは、請求および必要な手数料の支払いに応じて、特許庁によっ
て提供されるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００４０】
【図１】図1A～1Gは、AMがナノ粒子を差異的に取り込み、UFPに応答してJag1を高度に発
現することを示すデータを表す。図1Aおよび図1B：OVA＋UFPによって誘発されたアレルギ
ー性気道炎症に供されたマウス中の異なる肺細胞集団による蛍光ナノ粒子の取り込みのフ
ローサイトメトリー分析。図1C：肺マクロファージ（AMおよびIM）、樹状細胞（DC）およ
び好中球（Neu）間でのナノ粒子の分布の棒グラフ表示。図1Dおよび図1E：Il4raR576また
はIl4raR576Lyz2CreAhrΔ/Δマウスのいずれかから精製され、PBSまたはUFP（10μg/ml）
で処理された肺APCにおける、RT-PCRによって定量されたJag1転写物の相対的変化倍率（
図1D）、およびJag1発現（図1E）のフローサイトメトリー分析。1Fおよび1G：図1、Dおよ
びEに対して記載されたように、l4raR576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスのいず
れかから精製され、PBSまたはUFPで処理された、肺APCにおける、Jag1転写物の相対的変
化倍率（図1D）およびJag1発現（図1E）。結果は、2つの独立した実験の代表である。N＝
3マウス/群。事後テスト解析による片側分散分析（パネル図1C、図1Dおよび図1F）または
スチューデントの対応のない両側t検定（パネル図1F、CD11c＋DC群比較）によって、＊p
＜.05;＊＊p＜.01;＊＊＊p＜.001、＊＊＊p＜.0001。
【図２】図2A～2Bは、AMがJag1依存性様式で、アレルゲン特異的なCD4＋T細胞によるTh細
胞サイトカイン産生のUFP依存性上方制御を支えることを示すデータを表す。図2A：UFP（
10μg/mL）の存在下でOVA323～339ペプチドを用いてパルスされたl4raR576またはIl4raR5
76Lyz2CreJag1Δ/Δマウスから単離されたFACS精製されたAMとともに同時培養されたナイ
ーブIl4raR576CD4＋DO11.10＋Rag2-/-T細胞によるIL-4、IL-13、IL-17およびIFN-γサイ
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トカイン産生の代表的なフローサイトメトリー分析。サイトカイン発現は、ゲートされた
CD4＋Foxp3-T細胞において分析した。図2B：単独でまたはUFPの存在下で、偽処理された
（PBS）またはOVA323～339ペプチドを用いてパルスされたAMとともに同時培養した際に、
各サイトカインを発現するCD4＋Foxp3-T細胞の頻度。結果は、3つの独立した実験の代表
である。＊P＜.05、＊＊P＜.01、＊＊＊P＜.001および＊＊＊＊P＜.0001、事後テスト解
析での両側分散分析。
【図３－１】図3A～3Jは、Jag1依存性様式で、UFPが、AM依存性のiTreg細胞分化をTh2/17
細胞様表現型の方向に傾向させることを示すデータを表す。図3A：UFPの存在下で、OVA32
3～339ペプチドを用いてパルスされた、l4raR576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウ
スから単離されたFACS精製されたAMとともに、ナイーブIl4raR576CD4＋DO11.10＋Rag2-/-

T細胞を同時培養した際の、CD4＋Foxp3＋iTreg細胞の頻度ならびにそのIL-4、IL-13、IL-
17およびIFN-γの発現の代表的なフローサイトメトリー分析。図3B：単独でまたはUFPの
存在下で、偽処理された（PBS）またはOVA323～339ペプチドを用いてパルスされたFoxp3
＋iTreg細胞および各サイトカインを発現するその亜群の頻度。結果は、3つの独立した実
験の代表である。＊＊P＜.01、＊＊＊P＜.001および＊＊＊＊P＜.0001、事後テスト解析
での両側分散分析。
【図３－２】図3-1の説明を参照のこと。
【図３－３】図3-1の説明を参照のこと。
【図４－１】図4A～4Oは、Jag1の骨髄系列特異的な欠失がアレルギー性気道炎症のUFP誘
発性増悪に対する保護を与えることを示すデータを表す。図4A：PBS、OVAまたはOVA＋UFP
群中のIl4raR576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスから単離された肺の代表的なPA
S染色切片（200倍拡大）。図4B：図4Aに記載されているマウス群から単離された肺組織に
おける炎症スコア。図4C～4G：メタコリンに応答した気道応答性亢進（図4C）、気管支肺
胞洗浄液中の好酸球（図4D）およびT細胞（図4E）の絶対数、図4Aに記載されているマウ
ス群の血清中の総（図4F）およびOVA特異的（図4G）レベル。4H～4K：図4、Aに記載され
ているマウス群中の、IL-4（図4、H）、IL13（図4、I）、IL-17（図3、J）およびIFN-γ
（図4K）を分泌する肺Foxp3-CD4＋T細胞の絶対数。4L～4O：パネル図4Aに記載されている
マウス群中の、IL-4（図4L）、IL13（図4M）、IL-17（図4N）およびIFN-γ（図3O）を分
泌する肺Foxp3＋CD4＋Treg細胞の絶対数。結果は、2つの独立した実験の代表である。N＝
5マウス/群。事後テスト解析での両側分散分析によって、＊p＜0.05、＊＊＜0.01、＊＊
＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001。
【図４－２】図4-1の説明を参照のこと。
【図４－３】図4-1の説明を参照のこと。
【図５－１】図5A～5Oは、Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスにおいて、Jag1が十分なAM
が、UFP媒介性アレルギー性気道炎症をレスキューすることを示すデータを表す。図5A：
偽処理された（PBS）またはOVA323～339ペプチド（OVA）を単独もしくはUFPと一緒に（OV
A＋UFP）負荷されたIl4raR576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスから単離されたAM
を気管内に補充されたIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスの肺組織の代表的なPAS染色切片
。図5B：図5Aに記載されているマウスの肺組織の炎症スコア。C～G：気道応答性亢進（図
5C）、気管支肺胞洗浄液中の好酸球（図5D）およびT細胞（図5E）の数、図5Aに記載され
ているマウスの血清中の総（図5F）およびOVA特異的（図5G）レベル。5H～5K：図5Aに記
載されているマウスの気管支肺胞洗浄液中の、IL-4（図5H）、IL13（図5I）、IL-17（図5
J）およびIFN-γ（図5K）を分泌する肺Foxp3-CD4＋T細胞の数。5L～5O：図5Aに記載され
ているマウスの気管支肺胞洗浄液中の、IL-4（図5L）、IL13（図5M）、IL-17（図5N）お
よびIFN-γ（図5O）を分泌する肺Foxp3＋CD4＋Treg細胞の数。結果は、3つの独立した実
験の代表である。N＝7～12マウス/群。ボンフェローニ事後テスト解析での両側分散分析
によって、＊p＜0.05、＊＊＜0.01、＊＊＊＜0.001および＊＊＊＊＜0.0001。n.s.:有意
でない。
【図５－２】図5-1の説明を参照のこと。
【図５－３】図5-1の説明を参照のこと。
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【図６】図6A～6Bは、AMがNotch4依存性様式で、アレルゲン特異的なCD4＋T細胞によるTh
細胞サイトカイン産生のUFP依存性上方制御を支えることを示すデータを表す。図6A：UFP
（10μg/mL）の存在下でOVA323～339ペプチドを用いてパルスされたl4raR576またはIl4ra
R576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスから単離されたFACS精製されたAMとともに同時培養されたナ
イーブIl4raR576CD4＋DO11.10＋Rag2-/-T細胞によるIL-4、IL-13およびIL-17サイトカイ
ン産生の代表的なフローサイトメトリー分析。示されているように、アイソタイプ対照（
Iso）Abまたは抗Notch4 mAbのいずれかで同時培養物を処理し、ゲートされたCD4＋Foxp3-

T細胞に対して、サイトカイン分析を行った。図6B：偽処理された（PBS）またはOVA323～
339ペプチドを単独でもしくはUFP（10μg/mL）と組み合わせて用いてパルスされたAMとと
もに同時培養した際に、各サイトカインを発現するT細胞の頻度。示されているように、
抗Notch4 mAbまたはアイソタイプ対照Abを添加した。結果は、3つの独立した実験の代表
である。＊P＜.05、＊＊P＜.01、＊＊＊P＜.001および＊＊＊＊P＜.0001、事後テスト解
析での両側分散分析。
【図７－１】図7A～7Pは、Notch4依存性様式で、UFPがアレルギー性気道炎症を増強する
ことを示すデータを表す。図7A：アイソタイプ対照（Iso）Abまたは抗Notch4 mAbの存在
下で、OVAを単独でまたはUFPと一緒に用いて感作および攻撃誘発されたIl4raR576マウス
から単離された肺組織の代表的なPAS染色。図7B：図7、Aに記載されているマウス群の肺
組織における炎症スコア。図7C～7H：メタコリンに応答した気道応答性亢進（図7、C）、
気管支肺胞洗浄液中の好酸球（図7D）、T細胞（図7E）および好中球（図7F）の絶対数、
図7Aに記載されているマウス群の血清中の総（図7G）およびOVA特異的（図7H）レベル。
図7I～7L：図7Aに記載されているマウス群中の、IL-4（図7I）、IL13（図7J）、IL-17（
図7K）およびIFN-γ（図7L）を分泌する肺Foxp3-CD4＋T細胞の絶対数。図7M～7P：パネル
図7Aに記載されているマウス群中の、IL-4（図7L）、IL13（図7M）、IL-17（図7N）およ
びIFN-γ（図7O）を分泌する肺Foxp3＋CD4＋Treg細胞の絶対数。結果は、2つの独立した
実験の代表である。N＝5マウス/群。事後テスト解析での両側分散分析によって、＊p＜0.
05、＊＊＜0.01、＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001。
【図７－２】図7-1の説明を参照のこと。
【図７－３】図7-1の説明を参照のこと。
【図８】図8A～8Gは、偽処理（PBS）、OVAまたはOVA＋UFPによって誘発されたアレルギー
性気道炎症に供されたマウス中の異なる肺細胞部分集団における蛍光ナノビーズ（「Fluo
resbrite YG」）の配置を示すデータを表す。OVAでマウスを感作し、次いで、PBS（偽処
理）、OVAまたはOVA＋UFPで攻撃誘発した。全ての攻撃誘発群において、蛍光ナノビーズ
は、鼻腔内滴下注入によって導入された。図8Aおよび8B：アレルギー性気道炎症に供され
たマウスにおける、CD45＋肺細胞集団（図E1、A）による蛍光ナノ粒子の取り込みおよび
マーカーF4/80とCD11c（図E1、A）によって、続いて、CD11bとCD11c（図E1、B）によって
分離された肺マクロファージ集団における蛍光ナノ粒子の取り込みのフローサイトメトリ
ー分析。図8C～8G：表記マーカーおよび各ゲートによって順次分離されたCD45＋F4/80-細
胞画分中のナノビーズの分布。結果は、2つの独立した実験の代表である。N＝3マウス/群
/実験。
【図９】図9A～9Dは、fluoresbrite YGナノビーズが、AMにおいてJag1発現を誘導しない
こと、またはマウス中のアレルギー性気道炎症に影響を及ぼさないことを示すデータを表
す。図9A：24時間インビトロで培養され、PBS（偽処理）、Fluoresbrite YGナノビーズま
たはUFP（それぞれ、10μg/mlで）のいずれかで処理された、細胞分別されたAMにおけるJ
ag1発現のフローサイトメトリー分析。図9B～9D：アレルギー性気道炎症のOVAモデルにお
ける、蛍光ナノビーズ「Fluoresbrite YG」の配置および効果。マウスをOVAで感作し、次
いで、PBS（偽処理）またはOVAで攻撃誘発した。別個のOVA感作および攻撃誘発された群
における鼻腔内滴下注入によって、Fluoresbrite YGナノビーズを導入した。図9B：アレ
ルギー性気道炎症に供されたマウスにおける、CD45＋肺細胞集団によるFluoresbrite YG
ナノビーズの取り込み、およびマーカーF4/80とCD11c（続いて、CD11bとCD11c）によって
分離された肺マクロファージ集団におけるFluoresbrite YGナノビーズの取り込みの、フ
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ローサイトメトリー分析。図9C、9D：各マウス群における、気道応答性亢進（RI）ならび
に肺好酸球およびリンパ球数。N＝5マウス/群。
【図１０－１】図10A～10Cは、OVA＋UFPによって誘発されたアレルギー性気道炎症に供さ
れたマウスから得た、蛍光ナノ粒子を取り込む肺マクロファージの性質決定を示すデータ
を表す。図10Aおよび10B：示されているように、マーカーCD64、CD38、Egr2およびMHCク
ラスII I-Adに対して、CD45＋F4/80＋CD11bIntCD11cHiAM細胞（図E2、A）およびCD45＋F4
/80＋CD11bHiCD11cIntIM細胞（図9B）を染色した。結果は、2つの独立した実験の代表で
あり、N＝3/群/実験である。図10C：10μg/mlのUFPで、48時間、インビトロで処理された
、細胞分別されたAMによる、IL-6、IL-10、IL-12 p40サブユニット、TNFαおよびCCL17の
産生。N＝5の独立した培養物/サイトカインアッセイ。スチューデントの両側t検定によっ
て、p＜＊＊＊＊＜0.0001。
【図１０－２】図10-1の説明を参照のこと。
【図１１】図11A～11Bは、その他は非炎症性の条件下で（アレルギー性感作なし）の鼻腔
内滴下注入後のマウス中の異なる肺細胞部分集団における蛍光微粒子の配置を示すデータ
を表す。図11A：CD45＋肺細胞集団による蛍光微粒子の取り込み、およびマーカーF4/80と
CD11cによって、続いて、CD11bとCD11cによって分離された肺マクロファージ集団におけ
る蛍光微粒子の取り込みの、フローサイトメトリー分析。図11B：表記マーカーおよび各
ゲートによって順次分離されたCD45＋F4/80-細胞画分中の微粒子の取り込みのフローサイ
トメトリー分析。結果は、2つの独立した実験の代表である。N＝3マウス/群/実験。
【図１２】図12A～12Bは、BM由来のマクロファージにおいて、UFPがJag1発現を上方制御
することを示すデータを表す。図12A：Il4raR576またはIl4raR576Lyz2CreAhr1Δ/Δマウ
スのいずれかから調製されPBS、UFP（10μg/ml）、6-FICZ（300nM）またはCB（10μg/ml
）のいずれかでインビトロで処置されたBM由来マクロファージにおけるJag1発現のフロー
サイトメトリー分析。図12B：PBSまたはOVAのいずれかで感作されOVAまたはOVA＋UFPで攻
撃誘発されたIl4raR576またはIl4raR576Lyz2CreAhr1Δ/Δマウスの肺中の、AM、IMおよび
DCにおけるJag1発現のフローサイトメトリー分析。
【図１３】図13A～13Dは、Jag1依存性様式で、AMがアレルゲン特異的なCD4＋T細胞による
Th細胞サイトカイン産生のUFP依存性上方制御を支えることを示すデータを表す。図13A～
13D：偽パルスされた（PBS）またはOVA323～339ペプチドを単独（OVA）でもしくはUFPの
存在下（OVA＋UFP）で用いてパルスされたIl4raR576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマ
ウスから単離されたFACS精製されたAMとともに同時培養されたナイーブIl4raR576CD4＋DO
11.10＋Rag2-/-T細胞によるIL-4（図12A）、IL-13（図12B）、IL-17（図12C）およびIFN-
γ（図12D）サイトカイン産生の代表的なフローサイトメトリー分析。
【図１４－１】図14A～14Mは、Jag1の骨髄系列特異的な欠失は、DMによって誘発されたア
レルギー性気道炎症のUFPによる増悪に対する保護を付与することを示すデータを表す。
図14A：PBS、DMまたはDM＋UFP群中のIl4raR576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウス
から単離された肺の代表的な過ヨウ素酸シッフ（PAS）染色された切片。図14B：図E6、A
に記載されているマウス群から単離された肺組織中の炎症スコア。図14C～14E：図13Aに
記載されているマウス群における、気管支肺胞洗浄液中の好酸球（図E6、C）およびT細胞
（図E6、D）の絶対数ならびに血清総IgE濃度（図E6、E）。図14F～14I：図13Aに記載され
ているマウス群中の、IL-4（図13F）、IL13（図13G、IL-17（図13H）およびIFN-γ（図13
I）を分泌する肺Foxp3-CD4＋T細胞の絶対数。図14J～14M：パネル図3Aに記載されている
マウス群中の、IL-4（図13J）、IL13（図13K）、IL-17（図13L）およびIFN-γ（図13M）
を分泌する肺Foxp3＋CD4＋Treg細胞の絶対数。結果は、2つの独立した実験の代表である
。N＝5マウス/群。事後テスト解析での両側分散分析によって、＊p＜0.05、＊＊＜0.01、
＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001。
【図１４－２】図14-1の説明を参照のこと。
【図１５－１】図15A～15Nは、Ahrの骨髄系列特異的な欠失は、アレルギー性気道炎症のU
FP誘発性増悪に対する保護を与えることを示すデータを表す。図15A：PBS、OVAまたはOVA
＋UFP群中のIl4raR576またはIl4raR576Lyz2CreAhr1Δ/Δマウスから単離された肺の代表
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的な過ヨウ素酸シッフ（PAS）染色された切片。図15B：図14Aに記載されているマウス群
から単離された肺組織中の炎症スコア。図15C～15F：図14Aに記載されているマウス群に
おける、気管支肺胞洗浄液中の好酸球（図14C）およびT細胞（図14D）の絶対数、ならび
に血清総（図14E）およびOVA特異的（図14F）IgE濃度。図15G～15J：図14Aに記載されて
いるマウス群における、IL-4（図14G）、IL13（図14H、IL-17（図14I）およびIFN-γ（図
14J）を分泌する肺Foxp3-CD4＋T細胞の絶対数。図15K～15N：パネル図14Aに記載されてい
るマウス群中の、IL-4（図14K）、IL13（図14L）、IL-17（図14M）およびIFN-γ（図14N
）を分泌する肺Foxp3＋CD4＋Treg細胞の絶対数。結果は、2つの独立した実験の代表であ
る。N＝5マウス/群。事後テスト解析での両側分散分析によって、＊p＜0.05、＊＊＜0.01
、＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001。
【図１５－２】図15-1の説明を参照のこと。
【図１６】図16A～16Fは、CD11cCreによって媒介されるJag1の欠失は、DMによって誘発さ
れたアレルギー性気道炎症のUFPによる増悪を防がないことを示すデータを表す。図16A：
PBS、OVAまたはOVA＋UFP群中のIl4raR576またはIl4raR576CD11cCreJag1Δ/Δマウスから
単離された肺の代表的な過ヨウ素酸シッフ（PAS）染色された切片。図16B：図15Aに記載
されているマウス群から単離された肺組織における炎症スコア。図16C～16F：図15Aに記
載されているマウス群における、気管支肺胞洗浄液中の好酸球（図15C）およびT細胞（図
15D）の絶対数ならびに血清総IgEおよびOVA特異的IgE濃度（図15Eおよび15F）。結果は、
2つの独立した実験の代表である。N＝5マウス/群。事後テスト解析での両側分散分析によ
って、＊p＜0.05、＊＊＜0.01、＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001。
【図１７－１】図17A～17Lは、Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスにおいて、jag1が十分
なIMおよびDCが、UFP媒介性アレルギー性気道炎症をレスキューできないことを示すデー
タを表す。図17A～17F：IM移植;図17G～17L：DC移植。メタコリンに応答した気道応答性
亢進（図16Aおよび16G）、好酸球の絶対数（図16Bおよび16H）、OVA特異的血清IgE抗体濃
度（図5Cおよび5I）、ならびに肺組織CD4＋T細胞（図5Dおよび5J）、IL13およびIL-17を
分泌する肺CD4＋Foxp3-T細胞の絶対数（図5Eおよび5K）、IL13およびIL-17を分泌するFox
p3＋CD4＋Treg細胞の絶対数（図16Fおよび16L）。N＝4マウス/群。ボンフェローニ事後テ
スト解析での両側分散分析によって、＊p＜0.05、＊＊＜0.01、＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊
＜0.0001。
【図１７－２】図17-1の説明を参照のこと。
【図１８】図18は、アレルギー性気道炎症中のCD4＋T細胞上でのNotch受容体発現のフロ
ーサイトメトリー分析を示すデータを表す。左パネル：PBS（偽処理）もしくはOVAで感作
され、次いで、OVAで攻撃誘発された、またはOVAで感作され、OVAおよびUFP（OVA＋UFP）
で攻撃誘発されたマウスの肺中のCD4＋T細胞上でのNotch1～4染色の代表的なフローサイ
トメトリー分析。右パネル：各Notch受容体を発現するCD4＋T細胞の頻度。結果は、2つの
独立した実験の代表である;n＝4マウス/群。＊＊＊P＜.001および＊＊＊＊P＜.0001、事
後テスト解析での片側分散分析。
【図１９】図19A～19Dは、OVA323～339＋UFP処理されたAMによって誘導されたアレルゲン
特異的CD4＋Foxp3-T細胞によるTh細胞サイトカイン産生の上方制御に対する、中和抗Notc
h1～4mAb処理の効果を示すデータを表す。図19A～19D：表記のとおり、偽パルスされた（
PBS）またはOVA323～339ペプチドを単独（OVA）でもしくはUFPの存在下（OVA＋UFP）で用
いてパルスされたl4raR576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスから単離されたFACS
精製されたAMとともに同時培養されたナイーブIl4raR576CD4＋DO11.10＋Rag2-/-T細胞に
よるIL-4（図16A）、IL-13（図16B）、IL-17（図16C）およびIFN-γ（図16D）サイトカイ
ン産生の棒グラフ分布。示されているように、対照または抗Notch Abを添加した。結果は
、2つの独立した実験から得られた6つの反復の平均＋平均値の標準誤差を表す。事後テス
ト解析での片側分散分析によって、＊＊＜0.01、＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001。
【図２０】図20A～20Bは、アレルゲン＋UFPを用いてパルスされたAMとの同時培養の際に
誘導されたアレルゲン特異的CD4＋Foxp3＋Treg細胞によるTh細胞サイトカイン産生の上方
制御に対する、中和抗Notch4 mAb処理の効果を示すデータを表す。図20A：l4raR576また
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はIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスから単離されOVA323～339およびUFP（10μg/mL）を
用いてパルスされたFACS精製されたAMとの、Il4raR576CD4＋DO11.10＋Rag2-/-ナイーブT
細胞の同時培養の際に誘導されたCD4＋Foxp3＋Treg細胞によるIL-4、IL-13およびIL-17サ
イトカイン産生の代表的フローサイトメトリー分析。示されているように、アイソタイプ
対照Ab（Iso Ab）または抗Notch4 mAbのいずれかで同時培養物を処理し、ゲートされたCD
4＋Foxp3＋T細胞に対して、サイトカイン分析を行った。図20B：偽処理された（PBS）ま
たはOVA323～339ペプチドを単独でもしくはUFP（10μg/mL）と組み合わせて用いてパルス
されたAMとともに同時培養した際に、各サイトカインを発現するTreg細胞の頻度。示され
ているとおり、抗Notch4 mAbまたはアイソタイプ対照Abを添加した。結果は、3つの独立
した実験の代表である。＊P＜.05、＊＊P＜.01、＊＊＊P＜.001および＊＊＊＊P＜.0001
、事後テスト解析での両側分散分析。
【図２１】図21A～21Cは、中和抗Notch4 mAbでの処理による、アレルゲン＋UFPで刺激さ
れたT細胞におけるNotch標的遺伝子発現の阻害を示すデータを表す。DO11.10＋T細胞を、
偽処理（PBS＋対照Ab;白い棒）するか、または対照Ab（黒い棒）もしくは抗Notch4 mAb（
灰色の棒）のいずれかの存在下でOVA323～339ペプチド＋UFPを用いてパルスされたAMと同
時培養し、次いで、各標的遺伝子の転写物の発現について、リアルタイムPCRによってア
ッセイを行った。図21A：Hes1発現。図21B：Hey1発現。図21C：Nrarp発現N＝4培養/群。
事後テスト解析での片側分散分析によって、＊＜0.05、＊＊＊＜0.001。
【図２２－１】図22A～22Hは、Treg細胞におけるNotchシグナル伝達の妨害は、アレルギ
ー性気道炎症を防ぐことを示すデータを表す。図22A：Foxp3GFPCre（対照）マウスとTreg
細胞特異的な表記Notch成分の欠失を有するマウスの肺切片のPAS染色を比較。図22B：PBS
/OVAまたはOVA/OVAで免疫された/攻撃誘発された表記マウス系統中のAHR。22C：総IgEお
よびOVA特異的IgE。図22D：肺組織好酸球および好中球。22E～22H：各マウス群の肺組織
における、Foxp3＋Treg細胞（図22E）、ならびにIL4＋およびIL-13＋（図22F）、IL-17＋

（図22G）およびIFN-γ＋CD4＋T細胞の頻度。N＝6～12反復/群（3つの実験から得られた
）。両側ANOVAおよびボンフェローニ事後テスト解析によって、＊p＜0.05、＊＊＜0.01、
＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001。
【図２２－２】図22-1の説明を参照のこと。
【図２３】図23は、Treg細胞におけるNotchシグナル伝達の能力を奪うことは、UFPによっ
て誘発されたアレルギー性気道炎症の増悪を防ぐことを示すデータを表す。明記されてい
るようにPBS-OVA、OVA-OVAまたはOVA-OVA＋UFPで感作および攻撃誘発された表記マウス群
中のAHR。2つの独立した実験から得られた5～6匹のマウスを代表する結果。両側分散分析
およびボンフェローニ事後テスト解析によって、＊p＜0.05、＊＊＜0.01、＊＊＊＜0.001
。
【図２４】図24A～24Cは、アレルギー性気道炎症において、アレルゲンおよびUFPによっ
て、Notch4発現が肺Treg細胞上で大幅に上方制御されることを示すデータを表す。図24A
：肺CD4＋TconvおよびTreg細胞におけるNotch1～4 mRNA発現。PBS（偽処理）またはOVAの
いずれかで感作され、次いで、1％の噴霧されたOVAを単独でまたはUFPの鼻腔内滴下注入
（10μg/日×3）と一緒に用いて1日1回3日間攻撃誘発されたFoxp3YFPCreマウスの肺から
の細胞分別によって、CD4＋Foxp3＋（YFP＋）およびCD4＋Foxp3-（YFP-）細胞を単離した
。リアルタイムPCRによって、Notch1/4 mRNA転写物の発現を分析し、βアクチン転写物に
対して標準化した。図24Bは、偽処理（PBS）、OVAまたはOVA＋UFPによって誘発されたア
レルギー性気道炎症に供されたマウス中の肺TregおよびTconv細胞（それぞれ、上列およ
び下列）上でのNotch4発現のフローサイトメトリー分析を示すデータを表す。図24C：図2
4Bに示されている異なる細胞群におけるNotch4発現のグラフ表示。事後テスト解析での片
側分散分析によって、＊＊＊P＜0.001および＊＊＊＊P＜0.0001。
【図２５－１】図25A～25Hは、Treg細胞特異的Notch4の欠失がアレルゲンおよびUFPによ
って誘発されたアレルギー性気道炎症に対する防御を与えることを示すデータを表す。25
A：PBS、OVAまたはOVA＋UFP群中のFoxp3YFPCreまたはFoxp3YFPCreNotch4Δ/Δマウスから
単離された肺の代表的なPAS染色切片（200倍拡大）。図25B：パネルAに記載されているマ
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ウス群から単離された肺組織における炎症スコア。25C～25G：メタコリンに応答した気道
応答性亢進（図25C）、好酸球の絶対数（図25D）、血清OVA特異的IgEレベル（図25E）、
肺Foxp3-CD4＋T細胞（図25F）、IL-13（図25G）およびIL-17（図25H）を分泌する肺Foxp3
-CD4＋T細胞の絶対数。結果は、2つの独立した実験の代表である。N＝5マウス/群。事後
テスト解析での両側分散分析によって、p＊＊＜0.01、＊＊＊＜0.001、＊＊＊＊＜0.0001
。
【図２５－２】図25-1の説明を参照のこと。
【図２６－１】図26A～26Dは、喘息の対象の循環制御性T細胞において増加したNotch4発
現が疾患重症度のバイオマーカーであることを示すデータを表す。図26A～26B：対照対象
における、ならびに軽度持続性、中度持続性および重度の喘息を有する対象における、循
環CD4＋Foxp3＋制御性T細胞およびCD4＋Foxp3-Tエフェクター細胞におけるNotch4発現。
図26C～26D：Notch4を発現する細胞の細胞頻度ならびにそれぞれの対象群中のCD4＋Foxp3
＋制御性T細胞およびCD4＋Foxp3-Tエフェクター細胞におけるNotch4発現の平均蛍光強度
（MFI）。N＝6～10対象/群。事後テスト解析での片側分散分析によって、＊p＜0.05、＊
＊p＜0.01、＊＊＊p＜0.001、＊＊＊＊p＜0.0001。
【図２６－２】図26-1の説明を参照のこと。
【発明を実施するための形態】
【００４１】
詳細な説明
　本明細書に記載されている本発明は、Notch4シグナル伝達経路の活性化が、喘息を引き
起こすTヘルパー（Th）細胞に分化するように細胞を誘導するのに十分であったという発
見に一部基づいている。肺由来の抗原提示細胞およびアレルゲン特異的T細胞を使用する
インビトロ細胞培養アッセイならびにアレルギー性気道炎症のマウスモデルを用いて、肺
の肺胞マクロファージ（AM）が、気道炎症を促進する上でのUFPの主要な細胞標的として
見出された。
【００４２】
　AMにおけるJagged1（Jag1）発現のアリール炭化水素受容体（AhR）依存性誘導は、UFP
によるアレルギー性気道炎症の増強にとって必要かつ十分であった。UFPは、Jag1およびN
otch4依存性様式で、アレルゲン特異的T細胞のTh2およびTh17細胞分化を促進した。本明
細書に提示されているデータは、抗Notch4抗体でのマウスの処置が、Th細胞の分化を抑え
ることによって、UFPによって誘発されるアレルギー性気道炎症の増悪を抑止したことを
具体的に示す。本明細書では、抗Notch4抗体が、喘息およびアレルギー性疾患などの、環
境的刺激物質（例えば、超微粒子）への曝露によって引き起こされる疾患を処置および/
または予防する上で有用であることが具体的に想定される。
【００４３】
　さらに、（1）喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象を特定するため
、および（2）喘息またはアレルギー性疾患についての有効性を測定するための方法が本
明細書に開示されている。これらの方法は、Notch4発現および/または活性の豊富さは疾
患または障害の有病率と対応するという発見を一部基礎とする。様々な方法における、喘
息またはアレルギー性疾患に対する指標としてのNotch4発現または活性の使用が、本明細
書において具体的に想定される。
【００４４】
Notch4
　Notchシグナル伝達経路は、物理的に隣接する細胞間の相互作用を制御する進化的に保
存された細胞間シグナル伝達経路である。Notchシグナル伝達は、複数の細胞運命の決定
を制御する;各Notchファミリーメンバーは、様々な発達の過程において役割を果たす。哺
乳動物において、Notchファミリーは、4つのNotch受容体（Notch1～Notch4）および5つの
リガンド［デルタ様リガンド1（DLL1）、DLL3、DLL4、Jagged（Jag）1およびJag2］から
構成される。隣接する細胞上でJaggedまたはデルタ様リガンドに結合すると、2つの連続
するタンパク質分解現象がNotchの細胞内ドメイン（NICD）を放出し、核へのその転位を
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可能にする。そこで、NICDは、MAML1-MAML3結合を通じて、DNA結合因子RBP-Jを転写抑制
因子から転写活性化因子へと転換する1。
【００４５】
　notchタンパク質は、トランス-ゴルジネットワークにおいて切断され、次いで、ヘテロ
二量体として、細胞表面上に提示される。このタンパク質は、膜結合されたリガンドに対
する受容体として機能し、血管、腎臓および肝臓の発育において役割を果たし得る。
【００４６】
　SEQ ID NO:1は、Notch4をコードする核酸配列を含有する。
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【００４７】
喘息またはアレルギー性疾患を処置または予防する
　本発明の一局面は、喘息またはアレルギー性疾患を有する対象に、Notch4を阻害する作
用物質を投与することによって、喘息またはアレルギー性疾患を処置する方法である。別
の局面は、喘息またはアレルギー性疾患を有する対象を特定すること、および喘息または
アレルギー性疾患を有する対象に、Notch4を阻害する作用物質を投与することによって喘
息またはアレルギー性疾患を処置する方法を提供する。
【００４８】
　本明細書において使用される「喘息」は、肺の気道中の炎症、可逆的な軌道閉塞、気管
支痙攣、喘鳴、咳嗽、胸部の圧迫感および息切れによって特徴づけられる疾患を表す。喘
息は、空気汚染物質およびアレルゲンへの曝露、アスピリンおよびβ遮断薬ならびに喘息
の家族歴が含まれるが、これらに限定されない環境因子および遺伝的因子によって引き起
こされると考えられている。
【００４９】
　喘息は、症候の頻度、症候の重症度、1秒での強制呼気量（FEV1）および最大呼気流量
によって分類される。喘息は、対象の医薬に対する応答、例えば、アトピー性または非ア
トピー性に基づいてさらに分類することが可能であり、ここで、アトピー性は、1型過敏
症を発症することに対する素因を表す。
【００５０】
　様々な態様において、喘息は、アレルギー性喘息（例えば、アレルゲンへの曝露によっ
て誘発される）、アレルギーのない喘息（例えば、感冒、インフルエンザまたはライノウ
イルスなどの、上気道感染によって誘発される）、アスピリン喘息（例えば、アスピリン
の服用によって誘発される）、運動誘発喘息、咳喘息（例えば、乾いた空咳を特徴とする
）または職業性喘息（例えば、対象が仕事中に曝露される刺激物質によって誘発される、
例えば、消防士は、自己の仕事を遂行する間に、煙に曝露され、煙の吸入を経験し得る）
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である。熟練した臨床医は、標準的な技術を用いて、対象が有するまたは有する危険性が
ある（例えば、消防士は、職業性喘息を有する危険性があるであろう）喘息の種類を特定
することができる。
【００５１】
　本明細書において使用される「アレルギー性疾患」は、それ以外の点では無害な環境中
の物質への免疫系応答によって特徴づけられる疾患である。例えば、アレルギー性疾患を
有する対象が一般的な環境物質に曝露されると、対象のBリンパ球は、その物質に対する
特異的な抗体を産生し、免疫応答をもたらす。例えば、アレルギー性疾患を引き起こすこ
とができる例示的な物質としては、チリダニ（dust mite）、花粉（例えば、植物、木、
花または草からの）、動物の鱗屑（例えば、家畜または畜産動物からの）、カビ、食品（
例えば、木の実、落花生、甲殻類、魚、ミルク、卵または小麦）およびラテックスが挙げ
られる。その親または両親がアレルギーを有する子供は、アレルギー性疾患を発症する増
加した危険性を有する。アレルギー性疾患の具体的な原因（例えば、何がアレルゲンであ
るか）は、一般的な技術、例えば、皮膚プリックテストおよび放射性アレルゲン吸着試験
を用いて、熟練した臨床医によって特定することができる。
【００５２】
　一態様において、アレルギー性疾患は、アレルギー性鼻炎、副鼻腔炎、中耳炎、アトピ
ー性皮膚炎（例えば、湿疹）、じんましん、血管浮腫およびアナフィラキシーである。
【００５３】
　対象は、熟練した臨床医によって、例えば、喘息またはアレルギー性反応を有するとし
て特定されることができる。喘息またはアレルギー性疾患を有する対象を特定する上で有
用な診断試験は、本分野において公知であり、本明細書において以下でさらに記載されて
いる。
【００５４】
　本発明の別局面は、喘息またはアレルギー性疾患を発症する危険性がある対象に、Notc
h4を阻害する作用物質を投与することによって、喘息またはアレルギー性疾患を予防する
方法である。一態様において、方法は、作用物質を投与する前に、喘息またはアレルギー
性反応を発症する危険性がある対象を特定する工程をさらに含む。
【００５５】
　本明細書において使用される「喘息を有する危険性がある」対象は、公知の喘息の誘因
（例えば、喘息の開始をもたらすことができる因子）と接触しているまたは接触している
可能性がある対象を表す。例えば、喘息またはアレルギー性疾患の開始の引き金を引くこ
とができる非限定的な因子としては、大気中の物質（例えば、花粉、チリダニ、カビの胞
子、ペットの鱗屑またはゴキブリ排泄物の粒子）;呼吸器感染（例えば、普通感冒）;身体
的活動（例えば、運動誘発喘息の引き金を引くことができる）;冷気;空気の汚染物質およ
び刺激物質（例えば、煙およびタバコの煙）;ある種の医薬（例えば、遮断薬、アスピリ
ン、イブプロフェン（Advil、Motrin IB、その他）およびナプロキセン（Aleve））;激し
い感情またはストレス;亜硝酸塩および防腐剤が添加された食品および/または飲料（例え
ば、エビ、乾燥された果実、加工されたイモ、ビールおよびワイン中に見出される）;な
らびに胃食道逆流症（GERD）が挙げられる。対象が喘息またはアレルギー性疾患の家族歴
を有する場合（例えば、近親者が喘息またはアレルギー性疾患を有したことがある場合）
にも、対象は喘息またはアレルギー性疾患のリスクがあると考えられる。
【００５６】
作用物質
　一局面において、Notch4を阻害する作用物質は、喘息もしくはアレルギー性疾患を有す
るまたは喘息もしくはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象に投与される。一態様
において、Notch4を阻害する作用物質は、小分子、抗体または抗体断片、ペプチド、アン
チセンスオリゴヌクレオチド、ゲノム編集系またはRNAiである。
【００５７】
　例えば、投与に際して、細胞中のNotch4の存在、量、活性および/またはレベルを抑制
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すれば、作用物質は、Notch4を阻害するのに有効であると考えられる。
【００５８】
　一態様において、Notch4を阻害することは、疾患を促進するTh細胞への、Nocth4発現Tr
eg細胞の分化を阻害する。
【００５９】
　作用物質は、例えば、細胞におけるNotch4の転写または翻訳を阻害することができる。
作用物質は、（例えば、活性がもはや生じないように、または低下した割合で生じるよう
に）細胞中のNotch4の活性（例えば、Notch4の発現）を阻害するか、または活性を変化さ
せることができる。
【００６０】
　一態様において、Notch4を阻害する作用物質は、プログラム細胞死を促進する、例えば
、Notch4を発現する細胞、例えばTreg細胞を死滅させる。作用物質がNotch4を阻害するの
に有効であるかどうかを決定するために、それぞれ、RT-PCRおよびウェスタンブロッティ
ングを用いて、所定の標的（例えば、Notch4）のmRNAおよびタンパク質レベルを評価する
ことができる。プログラム細胞死が起こったかどうかを評価するために、Notch4（例えば
、Notch受容体およびリガンドの結合を測定するNotchレポーター）の活性を検出する生物
学的アッセイを使用することができる。または、作用物質の投与後に細胞死が起こったか
どうかを決定するために、細胞死マーカー（例えば、カスパーゼ）と組み合わせてNotch4
に特異的な抗体を使用する免疫蛍光検出を使用することができる。
【００６１】
　一態様において、適切な対照と比較して、Notch4のレベルおよび/または活性を、少な
くとも10％、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも40％、少なくとも50％、少な
くとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％、少なくとも100％また
はそれを上回って阻害する作用物質。本明細書において使用される「適切な対照」は、作
用物質の投与前のNotch4のレベルおよび/もしくは活性、または作用物質と接触されなか
った細胞の集団中のNotch4のレベルおよび/もしくは活性を表す。
【００６２】
　作用物質は、作用物質が投与された形態で直接機能し得る。または、作用物質は、Notc
h4の核酸および/またはタンパク質阻害剤の産生をもたらす細胞中への核酸配列の導入な
らびにその転写など、Notch4を阻害するものを産生するために、細胞内で修飾されるかま
たは使用され得る。いくつかの態様において、作用物質は、任意の、化学物質、実体また
は部分であり得、合成のおよび天然に存在する非タンパク質性実体を含むが、これらに限
定されない。ある態様において、作用物質は、化学的部分を有する小分子である。例えば
、化学的部分としては、置換されていないまたは置換された、アルキル、芳香族またはヘ
テロシクリル部分が挙げられ、マクロライド、レプトマイシンならびにこれらの関連する
天然生成物または類縁体が含まれる。作用物質は、所望の活性および/もしくは特性を有
することが公知であり得、または多様な化合物のライブラリーから同定することができる
。
【００６３】
　様々な態様において、作用物質は、Notch4を阻害する小分子である。小分子をスクリー
ニングするための方法は本分野において公知であり、例えば、所望の標的（例えば、Notc
h4）が与えられれば、病原性CD4細胞の細胞死を誘導するのに効率的である小分子を同定
するために使用することができる。
【００６４】
　様々な態様において、Notch4を阻害する作用物質は、Notch4に対して特異的である、抗
体もしくはその抗原結合断片、または抗体試薬である。本明細書において使用される「抗
体試薬」という用語は、少なくとも1つの免疫グロブリン可変ドメインまたは免疫グロブ
リン可変ドメイン配列を含み、所定の抗原を特異的に結合するポリペプチドを表す。抗体
試薬は、抗体または抗体の抗原結合ドメインを含むポリペプチドを含むことができる。任
意の局面のいくつかの態様において、抗体試薬は、モノクローナル抗体またはモノクロー
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ナル抗体の抗原結合ドメインを含むポリペプチドを含むことができる。例えば、抗体は、
重（H）鎖可変領域（本明細書において、VHと略記される）および軽（L）鎖可変領域（本
明細書において、VLと略記される）を含むことができる。別の例では、抗体は、2つの重
（H）鎖可変領域と2つの軽（L）鎖可変領域を含む。「抗体試薬」という用語は、抗体の
抗原結合断片（例えば、一本鎖抗体、FabおよびsFab断片、F（ab'）2、Fd断片、Fv断片、
scFv、CDRおよびドメイン抗体（dAb）断片（例えば、de Wildtら、Eur J Immunol.1996;2
6（3）:629-39参照;その全体が、参照により本明細書に組み入れられる））ならびに完全
な抗体を包含する。抗体は、IgA、IgG、IgE、IgDまたはIgM（ならびにそのサブタイプお
よび組み合わせ）の構造的特徴を有することができる。抗体は、マウス、ウサギ、ブタ、
ラットおよび霊長類（ヒトおよび非ヒト霊長類）ならびに霊長類化された抗体を含む任意
の源から得ることができる。抗体としては、ミディボディ（midibodies）、ナノボディ、
ヒト化抗体、キメラ抗体なども挙げられる。
【００６５】
　一態様において、Notch4を阻害する作用物質は、ヒト化、モノクローナル抗体もしくは
その抗原結合断片または抗体試薬である。本明細書において使用される「ヒト化」は、ヒ
トにおいて自然に産生される抗体変種への類似性を増加するように、そのタンパク質配列
が修飾されている、非ヒト種（例えば、マウス、ラット、ヒツジなど）からの抗体を表す
。一態様において、ヒト化抗体は、ヒト化モノクローナル抗体である。一態様において、
ヒト化抗体は、ヒト化ポリクローナル抗体である。一態様において、ヒト化抗体は治療用
である。
【００６６】
　一態様において、抗体または抗体試薬は、Notch4をコードするアミノ酸配列（SEQ ID N
O:2）に対応するアミノ酸配列に結合する。
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【００６７】
　別の態様において、抗Notch4抗体または抗体試薬は、SEQ ID NO:2の配列を含むアミノ
酸配列に結合し、またはSEQ ID NO:2の配列に対して少なくとも80％、少なくとも85％、
少なくとも90％、少なくとも95％、少なくとも96％、少なくとも97％、少なくとも98％、
少なくとも99％もしくはそれを上回る配列同一性を有する配列を含むアミノ酸配列に結合
する。一態様において、抗Notch4抗体または抗体試薬は、SEQ ID NO:2の配列全体を含む
アミノ酸配列に結合する。別の態様において、抗体または抗体試薬は、SEQ ID NO:2の配
列の断片を含むアミノ酸配列に結合し、ここで、断片は、その標的、例えば、Notch4に結
合し、Nocth4発現Treg細胞の疾患促進Th細胞への分化を阻害するのに十分である。
【００６８】
　一態様において、Notch4を阻害する作用物質はアンチセンスオリゴヌクレオチドである
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。本明細書において使用される「アンチセンスオリゴヌクレオチド」は、マイクロRNAの
ものなど、DNAまたはmRNA配列に相補的である合成された核酸配列を表す。アンチセンス
オリゴヌクレオチドは、典型的には、標的に結合し、転写、翻訳またはスプライシングの
レベルで発現を停止させることによって、DNAまたはRNA標的の発現を遮断させるように設
計される。本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、細胞条件下で、遺伝子、例えば
、Notch4にハイブリダイズするように設計された相補的核酸配列である。したがって、所
望の効果を与えるために、標的に対して十分に相補的であるオリゴヌクレオチド、すなわ
ち、細胞環境という状況において十分に良好に、十分な特異性でハイブリダイズするオリ
ゴヌクレオチドが選択される。例えば、Notch4を阻害するアンチセンスオリゴヌクレオチ
ドは、ヒトNotch4遺伝子のコード配列（例えば、SEQ ID NO:1）の一部に相補的な、少な
くとも5個、少なくとも10個、少なくとも15個、少なくとも20個、少なくとも25個、少な
くとも30個またはそれを上回る塩基を含み得る。
【００６９】
　一態様において、Notch4は、ジンクフィンガーヌクレアーゼ、TALENS、メガヌクレアー
ゼおよびCRISPR/Cas系を含むがこれらに限定されない任意のゲノム編集系を用いて、細胞
のゲノムから枯渇される。一態様において、細胞のゲノム中に1つまたはそれを上回るガ
イドRNAをコードする核酸を取り込むために使用されるゲノム編集系は、CRISPR/Cas系で
はない;これは、少量のCas酵素/タンパク質を保持する細胞における望ましくない細胞死
を防ぐことができる。Cas酵素またはsgRNAのいずれかが、異なる誘導性プロモーターの制
御下で発現され、それにより、それぞれの時間的な発現がこのような干渉を抑制すること
を可能にすることも本明細書において想定される。
【００７０】
　1つまたはそれを上回るsgRNAをコードする核酸およびRNA誘導型エンドヌクレアーゼを
コードする核酸をそれぞれ投与することが必要な場合には、アデノウイルス随伴ベクター
（AAV）の使用が具体的に想定される。ゲノム編集/断片化系（例えば、sgRNA、RNA誘導型
エンドヌクレアーゼ）の両成分に核酸を同時に送達するためのその他のベクターとしては
、エプスタイン・バー、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）およびB型肝炎ウイルス（HBV）な
どのレンチウイルスベクターが挙げられる。RNA誘導型ゲノム編集系（例えば、sgRNAおよ
びエンドヌクレアーゼ）の成分の各々は、本分野において公知のように、または本明細書
に記載されているように、別個のベクターに入れて送達することができる。
【００７１】
　一態様において、作用物質は、RNA阻害によってNotch4を阻害する。所定の遺伝子の発
現の阻害剤は、阻害的核酸とすることができる。任意の局面のいくつかの態様において、
阻害的核酸は、阻害的RNA（iRNA）である。RNAiは、一本鎖または二本鎖であり得る。
【００７２】
　iRNAは、siRNA、shRNA、内在性マイクロRNA（miRNA）または人工のmiRNAであり得る。
一態様において、本明細書に記載されるiRNAは、標的、例えば、Notch4の発現および/ま
たは活性の阻害をもたらす。任意の局面のいくつかの態様において、作用物質は、Notch4
を阻害するsiRNAである。任意の局面のいくつかの態様において、作用物質は、Notch4を
阻害するshRNAである。
【００７３】
　当業者は、例えば、公に入手可能な設計ツールを用いて、Notch4を標的とするためにsi
RNA、shRNAまたはmiRNAを設計することが可能であろう。siRNA、shRNAまたはmiRNAは、一
般に、Dharmacon（Layfayette、CO）またはSigma Aldrich（St.Louis、MO）などの企業を
用いて作られる。
【００７４】
　任意の局面のいくつかの態様において、iRNAは、dsRNAであり得る。dsRNAは、ハイブリ
ダイズしてdsRNAが使用されるであろう条件下で二本鎖構造を形成するのに十分に相補的
である、2つのRNA鎖を含む。dsRNA（アンチセンス鎖）の1つの鎖は、標的配列に対して実
質的に相補的である、一般的には完全に相補的である相補性の領域を含む。標的配列は、
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標的の発現の間に形成されるmRNAの配列に由来し得る。他方の鎖（センス鎖）は、適切な
条件下で合わされた場合に、2つの鎖がハイブリダイズし、二本鎖構造を形成するように
、アンチセンス鎖に相補的である領域を含む。
【００７５】
　iRNAのRNAは、安定性またはその他の有益な特徴を強化するために化学的に修飾するこ
とができる。本発明において取り上げられる核酸は、参照により本明細書に組み入れられ
る”Current protocols in nucleic acid chemistry,”Beaucage,S.L.ら（Edrs.）,John 
Wiley＆Sons,Inc.,New York,NY,USAに記載されているものなど、本分野において十分に確
立された方法によって、合成および/または修飾され得る。
【００７６】
　一態様において、作用物質は、Notch4を阻害するmiRNAである。マイクロRNAは、22ヌク
レオチドの平均長を有する小さな非コードRNAである。これらの分子は、mRNA分子内の、
通常、3'非翻訳（3'UTR）領域中の相補的配列に結合し、これにより、標的mRNA分解を促
進し、またはmRNA翻訳を阻害することによって作用する。マイクロRNAとmRNAの間の相互
作用は、「シード配列」として知られる、不完全なワトソン・クリック塩基対合を通じて
、mRNAへの配列特異的な結合を誘導するマイクロRNAの6～8ヌクレオチド領域によって媒
介される。900を超えるマイクロRNAが、哺乳動物において発現されることが知られている
。これらの多くは、そのシード配列に基づいてファミリーへグループ分けすることができ
、これにより、類似のマイクロRNAの「クラスター」を特定する。miRNAは、例えば、裸の
DNAとして、細胞において発現されることができる。miRNAは、例えば、裸のDNAとして、
細胞において発現される核酸によってコードされることができ、またはベクター内に含有
される核酸によってコードされることができる。
【００７７】
　作用物質は、例えば、RNAi分子（例えば、siRNAまたはmiRNA）によって、標的遺伝子（
例えば、Notch4）の遺伝子発現抑制をもたらし得る。これは、作用物質の存在なしで細胞
中に見出されるmRNAレベルの少なくとも約5％、約10％、約20％、約30％、約40％、約50
％、約60％、約70％、約80％、約90％、約95％、約99％、約100％、標的のための細胞中
のmRNAレベルの減少をもたらす。1つの好ましい態様において、mRNAレベルは、少なくと
も約70％、約80％、約90％、約95％、約99％、約100％減少される。当業者は、例えば、s
iRNA、shRNAまたはmiRNAを細胞中に形質移入し、ウェスタンブロッティングを介して細胞
内に見出される遺伝子（例えば、Notch4）のレベルを検出することによって、siRNA、shR
NAまたはmiRNAが、標的を下方制御するために、例えば、Notch4を有効に標的とするかど
うかを容易に評価することができるであろう。
【００７８】
　作用物質は、ベクター中に含有されてもよく、したがって、ベクターをさらに含み得る
。標的哺乳動物細胞中へ外来遺伝子を導入するために有用な多くのこのようなベクターが
入手可能である。ベクターは、エピソーム性、例えば、プラスミド、サイトメガロウイル
ス、アデノウイルスなどのウイルス由来ベクターであり得、または相同的組換えもしくは
無作為の組み込み、例えば、MMLV、HIV-1、ALVなどのレトロウイルス由来ベクターを通じ
て、標的細胞ゲノム中に組み込まれ得る。いくつかの態様において、レトロウイルスと適
切なパッケージング細胞株の組み合わせも利用され得、ここで、キャプシドタンパク質は
、標的細胞を感染させるために機能するであろう。通常、細胞およびウイルスは、培地中
で、少なくとも約24時間、インキュベートされるであろう。次いで、いくつかの用途では
、分析の前に、短期間、例えば、24～73時間、もしくは少なくとも2週間、細胞を培地中
で増殖させ、5週間もしくはそれより長く、増殖させ得る。一般的に使用されるレトロウ
イルスベクターは、「欠陥」がある、すなわち、増殖性感染のために必要とされるウイル
スタンパク質を産生することができない。ベクターの複製には、パッケージング細胞株に
おける増殖が必要である。
【００７９】
　本明細書において使用される「ベクター」という用語は、宿主細胞への送達のためにま
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たは異なる宿主細胞間での転移のために設計された核酸構築物を表す。本明細書において
使用される場合、ベクターは、ウイルス性または非ウイルス性とすることができる。「ベ
クター」という用語は、適切な調節要素と会合したときに複製することができ、遺伝子配
列を細胞に導入することができる任意の遺伝的要素を包含する。ベクターとしては、クロ
ーニングベクター、発現ベクター、プラスミド、ファージ、トランスポゾン、コスミド、
人工染色体、ウイルス、ビリオンなどを挙げることができるが、これらに限定されない。
【００８０】
　本明細書において使用される「発現ベクター」という用語は、ベクター上の転写制御因
子配列に連結されてその中に含有される核酸からのRNAまたはポリペプチド（例えば、Not
ch4阻害剤）の発現を誘導するベクターを表す。発現される配列は、多くの場合、細胞に
とって異種性であるが、必ず異種性であるとは限らない。発現ベクターは追加の要素を含
み得、例えば、発現ベクターは2つの複製系を有し得、これにより、発現ベクターは2つの
生物において、例えば、発現のためにヒト細胞において、およびクローニングと増幅のた
めに原核生物宿主において維持できるようになる。「発現」という用語は、RNAおよびタ
ンパク質を産生すること、および適宜、タンパク質を分泌することに関与する細胞の過程
を表し、適切な場合には、例えば、転写、転写物のプロセシング、翻訳ならびにタンパク
質の折り畳み、修飾およびプロセシングを含むがこれらに限定されない。「発現生成物」
には、遺伝子から転写されたRNAおよび遺伝子から転写されたmRNAの翻訳によって得られ
るポリペプチドが含まれる。「遺伝子」という用語は、適切な制御配列に機能的に連結さ
れた場合に、インビトロまたはインビボでRNAに転写される核酸配列（DNA）を意味する。
遺伝子は、コード領域に先行するおよび後続する領域、例えば、5'非翻訳（5'UTR）また
は「リーダー」配列および3'UTRまたは「トレーラー」配列ならびに各コードセグメント
（エキソン）間の介在配列（イントロン）を含んでもよく、または含まなくてもよい。
【００８１】
　組み込みベクターにおいては、その送達されるRNA/DNAは宿主細胞染色体中に恒常的に
取り込まれる。非組み込みベクターは、エピソームのままであり、これは、その中に含有
される核酸は宿主細胞染色体中に決して組み込まれないことを意味する。組み込みベクタ
ーの例としては、レトロウイルスベクター、レンチウイルスベクター、ハイブリッドアデ
ノウイルスベクターおよび単純ヘルペスウイルスベクターが挙げられる。
【００８２】
　非組み込みベクターの一例は、非組み込みウイルスベクターである。非組み込みウイル
スベクターは、そのゲノムを宿主DNA中に組み込まないので、組み込みレトロウイルスに
よってもたらされる危険性を排除する。一例は、エプスタイン・バー　oriP/核内抗原-1
（「EBNA1」）ベクターであり、これは、限られた自己複製をすることができ、哺乳動物
細胞において機能することが公知である。エプスタイン・バーウイルス、oriPおよびEBNA
1からの2つの要素を含有するので、ウイルスレプリコン領域oriPへのEBNA1タンパク質の
結合は、哺乳動物細胞におけるプラスミドの比較的長期のエピソーム性存在を維持する。
oriP/EBNA1ベクターのこの具体的な特徴のため、oriP/EBNA1ベクターは無組換えiPSCの作
製にとって理想的なものとなる。別の非組み込みウイルスベクターは、アデノウイルスベ
クターおよびアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターである。
【００８３】
　別の非組み込みウイルスベクターは、RNAセンダイウイルスベクターであり、これは、
感染された細胞の核内に入ることなくタンパク質を産生することができる。F欠失型セン
ダイウイルスベクターは、数継代の間、感染された細胞の細胞質中に留まるが、急速に希
釈され、数継代後（例えば、10継代）には完全に失われる。
【００８４】
　非組み込みベクターの別の例は、ミニサークルベクターである。ミニサークルベクター
は、プラスミド骨格が放出されて、その中に、真核生物プロモーターおよび発現されるべ
きcDNAのみを残している環状化されたベクターである。
【００８５】
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　本明細書において使用される「ウイルスベクター」という用語は、ウイルス起源の少な
くとも1つの要素を含み、ウイルスベクター粒子中にパッケージされる能力を有する核酸
ベクター構築物を表す。ウイルスベクターは、非必須のウイルス遺伝子の代わりに、本明
細書に記載されるポリペプチドをコードする核酸を含有することができる。ベクターおよ
び/または粒子は、インビトロまたはインビボのいずれかで、核酸を細胞中に導入する目
的で使用され得る。多数の形態のウイルスベクターが本分野において公知である。
【００８６】
喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象を特定する
　本明細書に記載されている本発明の一局面は、喘息またはアレルギー性疾患を有する危
険性がある対象を特定するための方法であって、（a）対象から生物学的試料を取得する
工程;（b）試料中のNotch4のレベルを測定する工程であって、基準レベルと比較してNotc
hのレベルが増加されていれば、対象は、喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性が
ある、該測定する工程;および（c）危険性がある対象に、Notch4を阻害する作用物質を投
与する工程を含む方法を提供する。
【００８７】
　一態様において、Notch4のレベルは、基準レベルと比較して、少なくとも2倍、少なく
とも3倍、少なくとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、少なくとも8
倍、少なくとも9倍、少なくとも10倍、少なくとも20倍、少なくとも30倍、少なくとも40
倍、少なくとも50倍、少なくとも60倍、少なくとも70倍、少なくとも80倍、少なくとも90
倍、少なくとも100倍もしくはそれを上回って増加され、または基準レベルと比較して、
少なくとも10％、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも40％、少なくとも50％、
少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％、もしくは少なくと
も99％もしくはそれを上回って増加される。基準レベルは、健康な対象、例えば、喘息ま
たはアレルギー性反応の危険性がない対象から得られる試料中のNotch4のレベルであり得
る。
【００８８】
　一態様において、Notch4のレベルは、インビトロまたはエクソビボで測定される。試料
中のNotch4のレベルは、標準的な技術、例えば、FACS分析または免疫蛍光を用いて測定す
ることができる。Notch4のタンパク質およびmRNAレベルは、本明細書に記載されているよ
うに、それぞれ、ウェスタンブロッティングまたはPCRを基礎とするアッセイを用いて評
価することができる。
【００８９】
　一態様において、生物学的試料は、血液試料、末梢血液試料、痰試料、肺組織試料、肺
生検試料または気管支洗浄試料である。一態様において、生物学的試料は、肺胞マクロフ
ァージを含有する任意の試料である。一態様において、生物学的試料は、喘息またはアレ
ルギー性疾患と以前に診断されたことがある対象から採取される。一態様において、生物
学的試料は、喘息またはアレルギー性疾患と以前に診断され、喘息またはアレルギー性疾
患に対して処置されたことがある対象から採取される。一態様において、生物学的試料は
、喘息またはアレルギー性疾患と以前に診断されたことがない対象から採取される。対象
から試料を収集する方法は本分野において公知であり、当業者によって実施することがで
きる。
【００９０】
治療的有効性を測定する
　本発明の一局面は、喘息またはアレルギー性疾患と診断された対象の処置における治療
薬の有効性を決定する方法であって、（a）治療薬の投与前に、喘息またはアレルギー性
疾患と診断された対象によって提供された試料中のNotch4発現または活性の第一のレベル
を決定する工程;（b）治療薬の投与後に、患者によって提供された試料中のNotch4発現ま
たは活性の第二のレベルを決定する工程;ならびに（c）Notch4発現または活性の第一およ
び第二のレベルを比較する工程であって、Notch4発現または活性の第二のレベルが第一の
レベルより低ければ、治療薬は有効であると考えられ、Notch4発現の第二のレベルが第一
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のレベルと同一であるかまたは第一のレベルより高ければ、（b）で投与された治療薬は
有効でない、該比較する工程を含む方法を提供する。
【００９１】
　一態様において、Notch4発現または活性の第二のレベルが、Notch4または活性の第一の
レベルと比較して、少なくとも1％、少なくとも5％、少なくとも10％、少なくとも20％、
少なくとも約30％、少なくとも約40％、少なくとも約50％、少なくとも約60％、少なくと
も約70％、少なくとも約80％、少なくとも約90％、少なくとも99％または100％減少され
れば、治療薬は有効であると考えられる。
【００９２】
　一態様において、生物学的試料は、血液試料、末梢血液試料、痰試料、肺組織試料、肺
生検試料または気管支洗浄試料である。一態様において、生物学的試料は、肺胞マクロフ
ァージを含有する任意の試料である。対象から試料を収集する方法は本分野において公知
であり、当業者によって実施することができる。
【００９３】
　一態様において、生物学的試料は、喘息またはアレルギー性疾患と以前に診断されたこ
とがあるが、喘息またはアレルギー性疾患を処置するために治療薬を投与されたことがな
い対象から採取される。一態様において、生物学的試料は、喘息またはアレルギー性疾患
と診断されたことがあるが、喘息またはアレルギー性疾患を処置するために治療薬を投与
されたことがある対象から採取される。
【００９４】
　一態様において、治療薬は、Notch4を阻害する作用物質である。別の態様において、治
療薬は、抗喘息または抗アレルギー性疾患治療薬である。例示的な抗喘息および抗アレル
ギー性疾患治療薬は、以下で本明細書中にさらに記載されている。
【００９５】
投与
　いくつかの態様において、本明細書に記載されている方法は、本明細書に記載されるNo
tch4を阻害する作用物質を投与する工程を含む、喘息もしくはアレルギー性疾患を有する
または喘息もしくはアレルギー性疾患を有すると診断された対象を処置することに関する
。喘息またはアレルギー性疾患を有する対象は、症状を診断する現行の方法を用いて、医
師によって特定することができる。喘息またはアレルギー性疾患を特徴づけ、診断の助け
となる喘息またはアレルギー性疾患の症候および/または合併症は本分野において周知で
あり、持続性の咳、呼吸困難、喘鳴、息切れおよび皮疹が含まれるが、これらに限定され
ない。例えば、喘息の診断の助けとなり得る試験としては、メタコリン負荷、酸化窒素試
験、アレルギー性試験および痰好酸球が挙げられるが、これらに限定されない。例えば、
喘息の家族歴も、対象が症状を有する可能性があるかどうかを判定する上で、または喘息
もしくはアレルギー性疾患の診断をする上で助けになるであろう。
【００９６】
　本明細書に記載されている作用物質（例えば、Notch4を阻害する作用物質）は、喘息も
しくはアレルギー性疾患を有するまたは喘息もしくはアレルギー性疾患を有すると診断さ
れた対象に投与することができる。いくつかの態様において、本明細書に記載される方法
は、例えば、喘息の少なくとも1つの症候を緩和するために、有効量の作用物質を対象に
投与する工程を含む。本明細書において使用される、「喘息またはアレルギー性疾患の少
なくとも1つの症候を緩和すること」は、例えば、喘息（例えば、持続性の咳、呼吸困難
、喘鳴、息切れおよび皮疹）と関連する任意の症状または症候を軽減することである。等
価な処置されていない対照と比較した場合、このような低下は、任意の標準的な技術によ
って測定された場合、少なくとも5％、10％、20％、40％、50％、60％、80％、90％、95
％、99％またはそれを上回る。本明細書に記載されている作用物質を対象に投与するため
の様々な手段が当業者に公知である。一態様において、作用物質は、全身的にまたは局所
的に（例えば、肺に）投与される。一態様において、作用物質は静脈内に投与される。一
態様において、作用物質は連続的に、間隔を置いて、または散発的に投与される。作用物
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質の投与の経路は、送達されている作用物質の種類（例えば、抗体、小分子、RNAi）に対
して最適化され得、熟練した医師によって決定されることができる。
【００９７】
　一態様において、作用物質または作用物質を含む組成物は、吸入を通じて投与される。
【００９８】
　本明細書において使用される場合「有効量」という用語は、例えば、喘息の少なくとも
1つまたはそれより多くの症候を緩和することが必要とされる喘息もしくはアレルギー性
疾患を有するまたは喘息もしくはアレルギー性疾患を有すると診断された対象に投与する
ことができる作用物質（例えば、Notch4を阻害する作用物質）の量を表す。したがって、
「治療有効量」という用語は、典型的な対象に投与される場合、例えば、特定の抗喘息効
果を与えるのに十分である作用物質の量を表す。様々な文脈において本明細書において使
用される有効量は、例えば、喘息の症候の発症を遅延させ、例えば、喘息の症候の過程を
変化させ（例えば、肺機能の喪失の進行、不適切な呼吸または喘鳴を遅らせ）、または例
えば、症候を逆転させる（例えば、肺機能または呼吸を改善する）のに十分な作用物質の
量も含むであろう。したがって、正確な「有効量」を明示することは一般的には実行可能
でない。しかしながら、任意の与えられた症例に対しては、適切な「有効量」は、日常的
な実験操作のみを用いて、当業者によって決定することができる。
【００９９】
　一態様において、作用物質は連続的に（例えば、ある期間にわたって一定のレベルで）
投与される。作用物質の連続的な投与は、例えば、表皮パッチ、連続放出製剤または身体
上注射器（on-body injectors）によって達成することができる。
【０１００】
　有効量、毒性および治療的有効性は、細胞培養物または実験動物における標準的な薬学
的手順によって評価することができる。投薬量は、利用される剤形および使用される投与
の経路に応じて変動することができる。毒性効果と治療効果間の用量比が治療指数であり
、比率LD50/ED50として表すことができる。大きな治療指数を示す組成物および方法が好
ましい。治療的有効用量は、最初に、細胞培養アッセイから推定することができる。また
、細胞培養物においてまたは適切な動物モデルにおいて決定されたIC50（すなわち、症候
の最大の半分の阻害を達成する作用物質の濃度）を含む循環血漿濃度範囲を達成するため
に、用量は動物モデルにおいて定めることができる。血漿中のレベルは、例えば、高速液
体クロマトグラフィーによって測定することができる。任意の特定の投薬量の効果は、適
切なバイオアッセイによって、例えば、とりわけ、神経学的な機能または血液検査を測定
することによってモニターすることができる。投薬量は、医師によって決定されることが
でき、必要に応じて、処置の観察された効果に適合するように調整することができる。
【０１０１】
投薬量
　本明細書において使用される「単位投薬形態」という用語は、適切な1回投与用の投薬
量を表す。例として、単位投薬形態は、送達器具、例えば、注射器または静脈内点滴袋中
に配置される治療薬の量であり得る。一態様において、単位投薬形態は、単一の投与で投
与される。別の態様において、複数の単位投薬形態を同時に投与することができる。
【０１０２】
　本明細書に記載されている作用物質の投薬量は、医師によって決定されることができ、
必要に応じて、処置の観察された効果に適合するように調整することができる。処置の持
続期間および頻度に関して、処置がいつ治療的な便益を与えているかを判定するために、
およびさらなる細胞を投与し、処置を中断し、処置を再開し、または処置計画にその他の
変化を加えるかどうかを判定するために、熟練した臨床医が対象をモニターすることが典
型的である。投薬量は、サイトカイン放出症候群などの有害な副作用を引き起こすほど大
きくすべきではない。一般に、投薬量は、患者の年齢、症状および性別とともに変動し、
当業者によって決定することができる。何らかの合併症が生じた場合には、投薬量は、各
医師によっても調整することができる。
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【０１０３】
併用療法
　一態様において、本明細書に記載されている作用物質は単独療法として使用される。一
態様において、本明細書に記載されている作用物質は、喘息またはアレルギー性疾患に対
する他の既知の作用物質および治療と併用することができる。本明細書において使用され
る「併用して」投与されるとは、対象が障害に罹患している間に、2つ（またはそれを上
回る）異なる処置が対象に送達されること、例えば、対症が障害または疾患（喘息または
アレルギー性疾患）と診断された後に、および障害が治癒もしくは除去される前にまたは
その他の理由のために処置が終わる前に、2つまたはそれを上回る処置が送達されること
を意味する。いくつかの実施形態において、投与に関して重複が存在するように、第二の
処置の送達が始まるときに、1つの処置の送達が未だ生じている。これは、本明細書にお
いて、「同時」または「同時送達」と称されることがある。他の態様において、他の処置
の送達が始まる前に、1つの処置の送達が終了する。いずれかの事例のいくつかの態様に
おいて、併用された投与のために、処置はより効果的である。例えば、第二の処置はより
効果的である、例えば、より少ない第二の処置で等価な効果が見られ、または第二の処置
が第一の処置の不存在下で投与された場合に見られるより、第二の処置がより大きな程度
で症候を低下させ、または第一の処置について類似の状況が見られる。いくつかの態様に
おいて、送達は、症候または障害に関連する他のパラメータの低下が、他方の不存在下で
送達される1つの処置によって観察されるより大きいような送達である。2つの処置の効果
は、部分的に相加的、完全に相加的または相加的より大きいことがあり得る。送達は、第
二の処置が送達されたときに、送達される第一の処置の効果がなお検出可能であるような
送達であり得る。本明細書に記載されている作用物質および少なくとも1つの追加の治療
は同時に、同じ組成物に入れてもしくは別個の組成物に入れて、または順次に投与するこ
とができる。順次投与については、本明細書に記載されている作用物質を第一に投与する
ことができ、追加の作用物質を第二に投与することができ、または投与の順序を逆にする
ことができる。作用物質および/または他の治療用作用物質、手順または様式は、活動状
態の障害の期間の間に、または寛解もしくはより低い活動状態の疾患の期間の間に投与す
ることができる。作用物質は、別の処置の前に、処置と同時に、処置後に、または障害の
寛解の間に投与することができる。
【０１０４】
　喘息を処置するために使用される例示的な治療薬としては、吸入コルチコステロイド（
例えば、フルチカゾン（フロナーゼ（Flonase）、フロベント（Flovent）HFA）、ブデソ
ニド（パルミコート・フレクスヘイラー（Pulmicort Flexhaler）、ライノコート（Rhino
cort））、フルニソリド（エアロスパン（Aerospan）HFA）、シクレソニド（アルベスコ
（Alvesco）、オムナリス（Omnaris）、ゼトンナ（Zetonna））、ベクロメタゾン（キュ
ナスル（Qnasl）、キュバール（Qvar））、モメタゾン（アスマネクス（Asmanex））およ
びロイコトリエン修飾因子（例えば、モンテルカスト（シングレア（Singulair））、ザ
フィルルカスト（アコレート（Accolate））およびジロートン（ジフロ（Zyflo）））;長
時間作用性βアゴニスト（例えば、サルメテロール（セレベント（Serevent））およびホ
ルモテロール（フォラジル（Foradil）、ペルフォロミスト（Perforomist）））;併用吸
入剤（例えば、フルチカゾン-サルメテロール（アドベア・ディスカス（Advair Diskus）
）、ブデソニド-ホルモテロール（シムビコート（Symbicort））およびホルモテロール-
モメタゾン（デュレラ（Dulera）））;テオフィリン（例えば、テオフィリン（テオ-24（
Theo-24）、エリクソフィリン（Elixophylline）））;短時間作用性βアゴニスト（例え
ば、アルブテロール（プロエア（ProAir）HFA、ベントリン（Ventolin）HFA、その他）お
よびレブアルブテロール（ゾペネックス（Xopenex）））;イプラトロピウム（例えば、ア
トロベント（Atrovent））;ならびに経口および静脈内コルチコステロイドが挙げられる
が、これらに限定されない。
【０１０５】
　アレルギー性疾患を処置するために使用される例示的な治療薬としては、抗炎症治療薬
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（例えば、コルチコステロイド、グルココルチコイドまたは鉱質コルチコイド）;抗ヒス
タミン薬（例えば、ブロムフェニラミン（ジメタン（Dimetane）、セチリジン（ジルテッ
ク（Zyrtec））、クロルフェニラミン（クロール-トリメトン（Chlor-Trimeton））、ク
レマスチン（タビスト（Tavist））、ジフェニルヒドラミン（ベナドリル（Benadryl））
、フェキソフェナジン（アレグラ（Allegra））またはロラタジン（アラバート（Alavert
）、クラリチン（Claritin）））;およびアドレナリンが挙げられるが、これらに限定さ
れない。
【０１０６】
　併用して投与される場合、作用物質と追加作用物質（例えば、第二または第三の作用物
質）または全部は、例えば、単独療法として、個別に使用される各作用物質の量または投
薬量より多い、より少ないまたは同じである量または用量で投与することができる。ある
態様において、作用物質、追加作用物質（例えば、第二または第三の作用物質）または全
部の投与される量または投薬量は、個別に使用される各作用物質の量または投薬量より少
ない（例えば、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも40％または少なくとも50％
）。他の態様において、所望の効果（例えば、喘息またはアレルギー性疾患の処置）をも
たらす作用物質、追加作用物質（例えば、第二または第三の作用物質）または全部の量ま
たは投薬量は、同じ治療効果を達成するために個別に必要とされる各作用物質の量または
投薬量より少ない（例えば、少なくとも20％、少なくとも30％、少なくとも40％または少
なくとも50％少ない）。
【０１０７】
非経口投薬形態
　本明細書に記載されている作用物質の非経口投薬形態は、皮下、静脈内（大量瞬時注射
を含む）、筋肉内および動脈内を含むがこれらに限定されない様々な経路によって、対象
に投与することができる。非経口投薬形態の投与は、典型的には、夾雑物に対する患者の
自然の防御力を迂回するので、非経口投薬形態は好ましくは無菌であり、または患者への
投与の前に無菌化することができる。非経口投薬形態の例としては、すぐに注射できる溶
液、注射のために薬学的に許容されるビヒクル中にすぐに溶解または懸濁される乾燥製品
、すぐに注射できる懸濁液、徐放性非経口投薬形態およびエマルジョンが挙げられるが、
これらに限定されない。
【０１０８】
　本開示の非経口投薬形態を与えるために使用することができる適切なビヒクルは、当業
者に周知である。例としては、無菌水;注射用水USP;生理食塩水溶液;グルコース溶液;塩
化ナトリウム注射液、リンゲル注射液、デキストロース注射液、デキストロースおよび塩
化ナトリウム注射液、および乳酸リンゲル注射液などの、ただしこれらに限定されない水
性ビヒクル;エチルアルコール、ポリエチレングリコールおよびプロピレングリコールな
どの、ただしこれらに限定されない水混和性ビヒクル;ならびにトウモロコシ油、綿実油
、落花生油、ゴマ油、オレイン酸エチル、ミリスチン酸イソプロピルおよび安息香酸ベン
ジルなどの、ただしこれらに限定されない非水性ビヒクルが挙げられるが、これらに限定
されない。
【０１０９】
エアロゾル製剤
　Notch4を阻害する作用物質を含む組成物は、エアロゾルの形態でまたは吸入投与によっ
て、対象の気道に直接投与することができる。エアロゾルとして使用する場合、溶液また
は懸濁液中のNotch4を阻害する作用物質は、慣用の佐剤を加えた適切な噴霧剤、例えば、
プロパン、ブタンまたはイソブタンのような炭化水素噴霧剤と一緒に、加圧されたエアロ
ゾル容器中に詰めてもよい。Notch4を阻害する作用物質は、噴霧吸入器または噴霧器など
に入れて非加圧式形態で投与することもできる。
【０１１０】
　「吸入投与」という用語は、液体を微細なスプレーに変換することを含むことが、本分
野において周知である。好ましくは、このような吸入投与によって、均一な大きさの小さ
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な液滴は、制御された様式で、液体のより大きな本体から生成される。吸入投与は、任意
の適切な手段によって、したがって、公知の、現在市販されている多くの噴霧器を用いる
ことなどによって達成することができる。例えば、Niles,IllのInhalation Plastic,Inc.
から入手可能なAEROMIST空気式噴霧器。活性成分が、噴霧器を介して、一緒にまたは個別
に投与されるように適合されている場合には、活性成分は、適切なpHまたは浸透圧調整を
してまたは調整をせずに、単位用量または複数用量機器のいずれかとして、噴霧化された
水性懸濁液または溶液の形態であり得る。
【０１１１】
　周知のとおり、吸入投与の間に圧力をかけるために、任意の適切な気体を使用すること
ができ、現在まで好ましい気体は、Notch4を阻害する作用物質の調節物質に対して化学的
に不活性である気体である。窒素、アルゴンまたはヘリウムを含むがこれらに限定されな
い例示的な気体は、高い利点で使用することができる。
【０１１２】
　いくつかの態様において、Notch4を阻害する作用物質は、乾燥粉末の形態で気道に直接
投与することもできる。乾燥粉末として使用するために、吸入器の使用によって、GHKト
リペプチドを投与することができる。例示的な吸入器としては、定量噴霧式吸入器および
乾燥粉末化吸入器が挙げられる。
【０１１３】
　定量噴霧式吸入器または「MDI」は、液化された噴霧剤中に溶解されたまたは液化され
た噴霧剤中に懸濁された微粒子化された粒子中に溶解された薬学的組成物などの製品を充
填された耐圧缶または容器である。使用することができる噴霧剤としては、クロロフルオ
ロカーボン、炭化水素またはヒドロフルオロアルカンが挙げられる。特に好ましい噴霧剤
は、P134a（テトラフルオロエタン）およびP227（ヘプタフルオロプロパン）であり、こ
れらの各々は、単独でまたは組み合わせて使用され得る。これらは、必要に応じて、1つ
もしくはそれを上回る他の噴霧剤および/または1つもしくはそれを上回る界面活性剤およ
び/または1つもしくはそれを上回る他の賦形剤、例えば、エタノール、潤滑剤、抗酸化剤
および/または安定化剤と組み合わせて使用される。組成物の正しい投薬量が患者に送達
される。
【０１１４】
　乾燥粉末吸入器（すなわち、Turbuhaler（Astra AB））は、極めて小さな容量に圧縮さ
れた薬学的組成物の乾燥粉末粒子を産生するために、加圧された空気の源によって動作可
能なシステムである。
【０１１５】
　吸入治療用乾燥粉末エアロゾルは、一般的には、主に＜5μmの範囲の平均直径で産生さ
れる。粒子の直径が3μmを超えるにつれて、マクロファージによる食作用の存在が次第に
少なくなる。しかしながら、中咽頭または鼻領域中に過剰に堆積するので、粒径を増加さ
せることは、（標準的な質量密度を有する）粒子が気道および腺房に入る確率を最小限に
することも見出されている。
【０１１６】
　適切な粉末組成物としては、例示として、ラクトースまたは気管支内投与のために許容
され得るその他の不活性粉末と完全に混合されたNotch4を阻害する作用物質の粉末化され
た調製物が挙げられる。粉末組成物は、エアロゾル分配器を介して投与することができ、
またはカプセルを破裂させ、吸入に適した定常的な流れの中に粉末を吹き出す機器中に、
患者によって挿入され得る破れやすいカプセル中に封入することができる。組成物は、噴
霧剤、界面活性剤および共溶媒を含むことができ、適切な定量弁によって閉じられる慣用
のエアロゾル容器中に満たされ得る。
【０１１７】
　気道へ送達するためのエアロゾルは、本分野において公知である。例えば、Adjei,A.an
d Garren,J.Pharm.Res.,1:565-569（1990）;Zanen,P.and Lamm,J.-W.J.Int.J.Pharm.,114
:111-115（1995）;Gonda,I.”Aerosols for delivery of therapeutic an diagnostic ag
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ents to the respiratory tract,”in Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier 
Systems,6:273-313（1990）;Andersonら、Am.Rev.Respir.Dis.,140:1317-1324（1989））
、ペプチドおよびタンパク質の全身送達の可能性も有する（Patton and Platz,Advanced 
Drug Delivery Reviews,8:179-196（1992））;Timsinaら、Int.J.Pharm.,101:1-13（1995
）;およびTansey,I.P.,Spray Technol.Market,4:26-29（1994）;French,D.L.,Edwards,D.
A.and Niven,R.W.,Aerosol Sci.,27:769-783（1996）;Visser,J.,Powder Technology 58:
1-10（1989））;Rudt,S.and R.H.Muller,J.Controlled Release,22:263-272（1992）;Tab
ata,Y,and Y.Ikada,Biomed.Mater.Res.,22:837-858（1988）;Wall,D.A.,Drug Delivery,2
:10 1-20 1995）;Patton,J.and Platz,R.,Adv.Drug Del.Rev.,8:179-196（1992）;Bryon,
P.,Adv.Drug.Del.Rev.,5:107-132（1990）;Patton,J.S.ら、Controlled Release,28:15 7
9-85（1994）;Damms,B.and Bains,W.,Nature Biotechnology（1996）;Niven,R.W.ら、Pha
rm.Res.,12（9）;1343-1349（1995）;およびKobayashi,S.ら、Pharm.Res.,13（1）:80-83
（1996）参照、これらの全ての内容は、その全体が参照により本明細書に組み入れられる
。
【０１１８】
制御および遅延放出投薬形態
　本明細書に記載された局面のいくつかの態様において、作用物質は、制御または遅延放
出手段によって、対象に投与される。理想的には、医学的な処置における最適に設計され
た制御放出調製物の使用は、最小の時間で症状を治癒または調節するために利用されてい
る最小の薬物物質によって特徴づけられる。制御放出製剤の利点としては、1）薬物の延
長した活性;2）低下した投薬頻度;3）増加した患者の服薬順守;4）より少ない総薬物の使
用;5）局所的または全身的副作用の低下;6）薬物蓄積の最小化;7）血中レベルの変動の低
下;8）処置の有効性の改善;9）薬物活性の増強または減少の低下;および10）疾患または
症状の調節の速度の改善が挙げられる。（Kim,Cherng-ju,Controlled Release Dosage Fo
rm Design,2（Technomic Publishing,Lancaster,Pa.:2000））。制御放出製剤は、式（I
）の化合物の作用の開始、作用の持続期間、治療濃度域内の血漿レベルおよび最大血液レ
ベルを調節するために使用することができる。特に、制御または延長放出投薬形態または
製剤は、薬物を過小投薬すること（すなわち、最小の治療レベルを下回ること）および薬
物に対する毒性レベルを超えることの両方から起こり得る潜在的な有害効果および安全上
の懸念を最小限に抑えながら、作用物質の最大有効性が達成されることを確保するために
使用することができる。
【０１１９】
　様々な既知の制御または延長放出投薬形態、製剤および機器は、本明細書に記載されて
いる任意の作用物質との使用のために適合され得る。例としては、その各々の全体が、参
照により本明細書に組み入れられる米国特許第3,845,770号;同第3,916,899号;同第3,536,
809号;同第3,598,123号;同第4,008,719号;同第5674,533号;同第5,059,595号;同第5,591,7
67号;同第5,120,548号;同第5,073,543号;同第5,639,476号;同第5,354,556号;同第5,733,5
66号;および同第6,365,185号に記載されているものが挙げられるが、これらに限定されな
い。これらの投薬形態は、様々な割合で所望の放出特性を与えるために、例えば、ヒドロ
キシプロピルメチルセルロース、他のポリマーマトリックス、ゲル、透過性膜、浸透圧シ
ステム（OROS（登録商標）（Alza Corporation,Mountain View,Calif.USA）など）、多層
コーティング、微粒子、リポソームもしくは小球体またはこれらの組み合わせを用いて1
つまたはそれを上回る活性成分の遅い放出または制御放出を与えるために使用することが
できる。さらに、開示された化合物の固定された、吸着された塩形態を調製し、これによ
り、薬物の制御された送達をもたらすために、イオン交換材料を使用することができる。
具体的な陰イオン交換体の例としては、DUOLITE（登録商標）A568およびDUOLITE（登録商
標）AP143（Rohm＆Haas,Spring House,Pa.USA）が挙げられるが、これらに限定されない
。
【０１２０】
有効性
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　例えば、喘息またはアレルギー性疾患の処置のための、本明細書に記載されている作用
物質の有効性は、熟練した医師によって決定することができる。しかしながら、本用語が
本明細書において使用される場合、例えば、喘息の徴候または症候の1つもしくはそれよ
り多くが有益なように変化され、他の臨床的に認められた症候が改善され、もしくは軽減
さえされ、または本明細書に記載されている方法にしたがう処置後に、所望の応答が例え
ば少なくとも10％誘導されれば、処置は、「有効な処置」と考えられる。有効性は、例え
ば、マーカー、指標、症候および/または本明細書に記載されている方法にしたがって処
置された症状の発生または任意の他の測定可能な適切なパラメータ、例えば、減少した気
道炎症、増加した肺機能、回復された正常な呼吸を測定することによって評価することが
できる。有効性は、入院または医学的介入に対する必要性（すなわち、減弱した肺機能の
進行、呼吸に伴う合併症、喘息発作頻度）によって評価される、個体の悪化の不発生によ
って測定することもできる。これらの指標を測定する方法は当業者に公知であり、および
/または本明細書に記載されている。
【０１２１】
　有効性は、本明細書に記載されている症状の動物モデル、例えば、場合によって、喘息
またはアレルギー性疾患のマウスモデルまたは適切な動物モデルにおいて評価することが
できる。実験動物モデルを使用する場合、マーカーの統計学的に有意な変化、例えば、減
少した気道炎症、増加した肺機能、回復された正常な呼吸が観察されたときに、処置の有
効性が証明される。
【０１２２】
　Notch4を阻害する作用物質の有効性は、さらに、本明細書に記載されている方法を用い
て評価することができる。
【０１２３】
　本明細書に開示されている本発明の代替的要素または態様の群分けは、限定と解釈して
はならない。各群の構成要素は、個別的にまたは群の他の構成要素もしくは本明細書に見
出される他の要素との任意の組み合わせで参照され、権利請求され得る。便宜および/ま
たは特許性を理由として、群の1つまたはそれを上回る構成要素を群内に含めることがで
き、または群から削除することができる。何らかのこのような包含または削除が起きる場
合、本明細書は、修飾されたものとして群を含有するものとみなされ、したがって、添付
の特許請求の範囲において使用される全てのマーカッシュ群の書かれた記述を充足する。
【０１２４】
　本明細書中に別段の定義がなければ、本願と関連して使用される科学用語および技術用
語は、本開示が属する分野において通常の技術を有する者によって一般的に理解される意
味を有するものとする。本発明は、本明細書に記載されている具体的な方法、プロトコー
ルおよび試薬などに限定されるものではなく、したがって、変化し得ることを理解すべき
である。本明細書に使用されている術語は、特定の態様を記載するためのものにすぎず、
本発明の範囲を限定することを意図したものではなく、本発明の範囲は専ら特許請求の範
囲によって定義される免疫学および分子生物学における一般的な用語の定義は、The Merc
k Manual of Diagnosis and Therapy,20th Edition,Merck Sharp＆Dohme Corp.出版,2018
（ISBN 0911910190,978-0911910421）;Robert S.Porter et al.（eds.）,The Encycloped
ia of Molecular Cell Biology and Molecular Medicine,Blackwell Science Ltd.出版,1
999-2012（ISBN 9783527600908）;およびRobert A.Meyers（ed.）,Molecular Biology an
d Biotechnology:a Comprehensive Desk Reference,VCH Publishers,Inc.出版,1995（ISB
N 1-56081-569-8）;Immunology by Werner Luttmann,Elsevier出版,2006;Janeway's Immu
nobiology,Kenneth Murphy,Allan Mowat,Casey Weaver（eds.）,W.W.Norton＆Company,20
16（ISBN 0815345054,978-0815345053）;Lewin's Genes XI,Jones＆Bartlett Publishers
出版,2014（ISBN-1449659055）;Michael Richard Green and Joseph Sambrook,Molecular
 Cloning:A Laboratory Manual,4th ed.,Cold Spring Harbor Laboratory Press,Cold Sp
ring Harbor,N.Y.,USA（2012）（ISBN 1936113414）;Davis et al.,Basic Methods in Mo
lecular Biology,Elsevier Science Publishing,Inc.,New York,USA（2012）（ISBN 0444
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60149X）;Laboratory Methods in Enzymology:DNA,Jon Lorsch（ed.）Elsevier,2013（IS
BN 0124199542）;Current Protocols in Molecular Biology（CPMB）,Frederick M.Ausub
el（ed.）,John Wiley and Sons,2014（ISBN 047150338X,9780471503385）,Current Prot
ocols in Protein Science（CPPS）,John E.Coligan（ed.）,John Wiley and Sons,Inc.,
2005;およびCurrent Protocols in Immunology（CPI）（John E.Coligan,ADA M Kruisbee
k,David H Margulies,Ethan M Shevach,Warren Strobe,（eds.）John Wiley and Sons,In
c.,2003（ISBN 0471142735,9780471142737）に見出すことができ、これらの内容は全て、
その全体が参照により本明細書に組み入れられる。
【０１２５】
　その他の用語が、本明細書において、本発明の様々な局面の記述内で定義されている。
【０１２６】
　本願を通じて引用されている、参照文献、発行された特許、公開された特許出願および
同時係属の特許出願を含む全ての特許およびその他の刊行物は、例えば、本明細書に記載
されている技術と関連して使用され得る、このような刊行物中で記載されている方法を記
載および開示する目的で、参照により、明示的に本明細書に組み入れられる。これらの刊
行物は、専ら、本出願の出願日より前におけるそれらの開示のために提供されている。こ
れに関するいずれも、先行発明を理由としてまたは何らかの他の理由のために、本発明者
らがこのような開示の日付に先行する資格を有していないことを認めたものと解釈すべき
ではない。日付に関する全ての記述またはこれらの文書の内容についての表明は、出願人
が入手可能な情報に基づいており、これらの文書の日付または内容の正確性についての何
らかの自認を構成するものではない。
【０１２７】
　本開示の態様の記述は、網羅的であることを意図したものではなく、または開示されて
いる正確な形態に本開示を限定することを意図したものではない。本開示の具体的な態様
および本開示に対する実施例が、例示の目的で本明細書に記載されているが、当業者が認
識するとおり、様々な均等な改変が本開示の範囲内において可能である。例えば、方法の
工程および機能が所定の順序で提示されているが、別の態様は異なる順序で機能を発揮し
得、または機能は実質的に同時に発揮され得る。本明細書に提供されている本開示の教示
は、適宜、他の手順または方法に対して適用することができる。本明細書に記載されてい
る様々な態様は、さらなる態様を提供するために組み合わせることができる。必要であれ
ば、上記参考文献および出願の組成物、機能および概念を利用して、本開示のさらなる態
様を与えるために、本開示の局面は改変することができる。さらに、生物学的機能の同等
性の考慮のために、種類または量において生物学的または化学的作用に影響を与えずに、
いくつかの変化をタンパク質構造中に施すことができる。これらのおよびその他の変化は
、詳細な説明に照らして、本開示に対して施すことができる。このような改変の全てが、
添付の特許請求の範囲の範囲内に含まれることが意図される。
【０１２８】
　先述の態様のいずれの具体的な要素も、他の態様中の要素と組み合わせまたは置き換え
ることができる。さらに、本開示のある態様と関連する利点はこれらの態様に関して記載
されているが、他の態様がこのような利点を呈することもあり得、本開示の範囲に属する
ために、全ての態様がこのような利点を呈することを必ずしも必要としない。
【０１２９】
　本明細書に記載されている技術は、以下の実施例によってさらに例示されているが、以
下の実施例は、決してさらなる限定と解釈するべきではない。
【０１３０】
　本明細書に記載されている技術のいくつかの態様は、以下の付番された項のいずれかに
従って定義されることができる。
１）喘息またはアレルギー性疾患を処置するための方法であって、喘息またはアレルギー
性疾患を有する対象に、有効量の、Notch4を阻害する作用物質を投与する工程を含む、方
法。
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２）喘息またはアレルギー性疾患を処置するための方法であって、
　a.喘息またはアレルギー性疾患を有する対象を特定する工程;および
　b.喘息またはアレルギー性疾患を有する対象に、有効量の、Notch4を阻害する作用物質
を投与する工程
を含む、方法。
３）喘息が、アレルギー性喘息、アレルギーのない喘息、アスピリン喘息、運動誘発性喘
息、咳喘息および職業性喘息からなるリストから選択される、項1および2の方法。
４）アレルギー性疾患が、アレルギー性鼻炎、副鼻腔炎、中耳炎、アトピー性皮膚炎、じ
んましん、血管浮腫およびアナフィラキシーからなるリストから選択される、項1および2
の方法。
５）Notch4を阻害する作用物質が、小分子、抗体、ペプチド、ゲノム編集系、アンチセン
スオリゴヌクレオチドおよびRNAiからなる群から選択される、項1および2の方法。
６）抗体がヒト化抗体である、項5の方法。
７）RNAiが、マイクロRNA、siRNAまたはshRNAである、項5の方法。
８）Notch4を阻害することが、Notch4の発現レベルおよび/または活性を阻害することで
ある、項1～7の方法。
９）Notch4の発現レベルおよび/または活性が、適切な対照と比較して、少なくとも50％
、少なくとも60％、少なくとも70％、少なくとも80％、少なくとも90％またはそれを上回
って阻害される、項8の方法。
１０）Notch4が制御性T細胞上で阻害される、項1または2の方法。
１１）少なくとも1つのさらなる抗喘息治療薬を投与する工程をさらに含む、項1および2
の方法。
１２）少なくとも1つのさらなる抗アレルギー性疾患治療薬を投与する工程をさらに含む
、項1および2の方法。
１３）喘息またはアレルギー性疾患を予防するための方法であって、喘息またはアレルギ
ー性疾患を有する危険性がある対象に、Notch4を阻害する作用物質を投与する工程を含む
、方法。
１４）投与する工程の前に、喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象を特
定する工程をさらに含む、項13の方法。
１５）喘息またはアレルギー性疾患の処置のための組成物であって、Notch4を阻害する作
用物質と薬学的に許容される担体とを含む、組成物。
１６）Notch4を阻害する作用物質が、小分子、抗体、ペプチド、ゲノム編集系、アンチセ
ンスオリゴヌクレオチドおよびRNAiからなる群から選択される、項15の組成物。
１７）抗体がヒト化抗体である、項15の組成物。
１８）RNAiが、マイクロRNA、siRNAまたはshRNAである、項15の組成物。
１９）吸入投与のために製剤化されている、項15の組成物。
２０）喘息またはアレルギー性疾患を有する危険性がある対象を処置するための方法であ
って、
　a.対象から生物学的試料を取得する工程;
　b.候補細胞の集団中のNotch4のレベルを測定する工程であって、基準レベルと比較して
Notchのレベルが増加されていれば、対象は、喘息またはアレルギー性疾患を有する危険
性がある、該測定する工程;および
　c.危険性がある対象に、Notch4を阻害する作用物質を投与する工程
を含む、方法。
２１）Notch4のレベルが、基準レベルと比較して、少なくとも2倍、少なくとも3倍、少な
くとも4倍、少なくとも5倍、少なくとも6倍、少なくとも7倍、少なくとも8倍、少なくと
も9倍、少なくとも10倍またはそれを上回って増加される、項20の方法。
２２）喘息またはアレルギー性疾患と診断された対象の処置における治療薬の有効性を決
定する方法であって、
　a）治療薬の投与前に、喘息またはアレルギー性疾患と診断された対象によって提供さ
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れた試料中のNotch4発現または活性の第一のレベルを決定する工程;
　b）治療薬の投与後に、患者によって提供された試料中のNotch4発現または活性の第二
のレベルを決定する工程;ならびに
　c）Notch4発現または活性の該第一および第二のレベルを比較する工程であって、Notch
4発現または活性の該第二のレベルが該第一のレベルより低ければ、治療薬は有効である
と考えられ、Notch4発現の該第二のレベルが該第一のレベルと同一であるかまたは該第一
のレベルより高ければ、（b）で投与された治療薬は有効でない、該比較する工程
を含む、方法。
２３）治療薬が、Notch4を阻害する作用物質である、項22の方法。
【実施例】
【０１３１】
実施例1
序論
　空気汚染、特に燃焼源によって発せられる粒子状物質（PM）への曝露が、ここ数十年に
おける喘息の増加した発生率および有病率において重要な役割を果たしていることは十分
に理解されている1～6。空気汚染物質の中でも、PMへの曝露が有害な呼吸器健康影響と最
も強い相関を示す7～10。これらの粒子は、Th2およびTh17細胞応答を促進し、曝露された
宿主においてIgE産生を上方制御することが示されている11～15。吸入されたPMは、サイ
ズにしたがって階層化する差異的な気道浸透度を示す。鼻咽頭領域中に捕捉される粗い粒
子（CP;直径≧2.5μm）とは異なり、微粒子（FP;直径≦2.5μm）および超微粒子（UFP;直
径≦0.2μm）は、下気道中に浸透することができ、そこで、抗原提示細胞（APC）によっ
て取り込まれて、局所的および全身的な炎症を媒介する16。APC機能のPM調節は、アレル
ゲンに対する免疫応答を促進する上で、PMのアジュバント様効果に特に関連している可能
性がある13,17。最近の研究は、APC上のNotch受容体リガンドJagged1（Jag1）のUFPとFP
による誘導を含む、UFPとFPがアレルギー応答を増強するUFPとFPの両方に共通する鍵とな
る機序を特定した15。この誘導は、PMが会合した多環式芳香族炭化水素（PAH）によるア
リール炭化水素受容体（AhR）の活性化によって媒介され、次いで、Jag1の転写の活性化
を媒介する。Jag1は、アレルゲン特異的なT細胞上のNotch受容体に結合し、アレルゲン特
異的なT細胞の、疾患を促進するTh細胞への増強された分化をもたらす。これらの研究は
、この過程に関与する関連したAPC種を正確には同定せず、PMによって誘発されるJag1に
対する応答を媒介する標的Notch受容体も同定しなかった。
【０１３２】
　肺マクロファージは、PMの取り込みおよびPMへの応答に以前から関連付けられてきた18

～20。肺マクロファージは、2つの主要なサブセット:高レベルのβ2インテグリンCD11c（
CD11chi）を発現する肺胞マクロファージ（AM）および中間レベルのCD11c（CD11cint）を
発現する間質性マクロファージ（IM）を含む21、22。研究は、ナイーブT細胞をTreg細胞
分化へと誘導することによって、両集団が定常状態において免疫寛容を促進することを示
してきた23,24。しかしながら、アレルゲンおよびエンドトキシンを含む炎症性刺激は、
共刺激分子の発現を調節し、抗原提示細胞としての肺マクロファージの効力を変化させる
25,26。同じように、PMへのAMの曝露はAMの機能を変化させ、AMを炎症促進性とする27。
肺マクロファージを標的とすることに加えて、PMは、肺樹状細胞（DC）の抗原提示機能を
高めることが示されている28。PMによって誘発されるアレルギー性気道炎症応答への各AP
C種の相対的な寄与は、未だ完全には解明されていない。
【０１３３】
　PM曝露が肺APCを標的としてアレルギー性疾患を促進し得る機序を調査するために、多
様な遺伝学的、免疫学的および動物個体アプローチが利用された。Notch4依存性のアレル
ゲン特異的Tヘルパー細胞分化を伴う過程によってアレルギー性気道炎症を促進する上で
の、PMによって媒介されるAhR依存性のAMにおけるJag1誘導に対する、重大な役割の証拠
が、本明細書に提供されている。
【０１３４】
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方法および材料
　マウス
　Il4raR576およびFoxp3EGFPマウスは以前に記載された15、29、30。以下のマウス:BLAB/
c（WT）、Ahrfl/fl（Ahrtm3.1Bra）31、Lyz2Cre（CreB6.129P2-Lyz2tm1（cre）Ifo/J）お
よびCD11cCre（B6.Cg-Tg（Itgax-cre）1-1Reiz/J）は、Jax Labから入手した32。DO11.10
Rag2-/-マウスは、Taconic農場から入手した。DO11.10Rag2-/-Il4raR576Foxp3EGFPマウス
を作製するために、DO11.10Rag2-/-マウスをIl4raR576マウスと交配した30。Jag1fl/flマ
ウスは、ご厚意により、Freddy Radtke博士からいただいた33。
【０１３５】
　粒子
　以前に報告したとおり、ロサンゼルス都心部の市街地域において、UFP（≦0.18μm）を
集めた15。粒子の構成成分は、記載されたように分析した34。各粒子を水溶液中に懸濁す
ると、親水性成分は溶液の一部となったが、固体の不溶性UFPコアは懸濁状態に留まる。
以下に示されているように、混合物全体を鼻腔内投与した。
【０１３６】
　肺マクロファージおよびDCとのT細胞同時培養物
　フルオレセイン標示式細胞分取（FACS）によって、CD4＋DO11.10＋RAG2-/-Il4raR576Fo
xp3EGFPマウスの脾臓から、ナイーブCD4＋DO11.10＋T細胞を単離した。AMおよびIMをFACS
によって単離し、48ウェルプレート中に、2×104細胞で分割し、次いで、偽処理するか、
または10μg/mlのUFPで一晩処理した。UFP処置は、アネクシンV染色によって評価したと
ころ、偽処理と比較して増加したアポトーシスを誘導しなかった（データは図示せず）。
残存するUFPを除去するためにAPCをPBSで2回洗浄し、次いで、最終容量0.5mlの10％ウシ
胎児血清/RPMI培地中に、4×105細胞/ウェルでT細胞を添加した。示されているように、1
μMのOVA323～339ペプチドで培養物を処理した。示されているように、それぞれ10μg/ml
で抗マウスNotch Abを添加した。
【０１３７】
　アレルギー感作および攻撃誘発
　100μl PBS中の100μg OVAの腹腔内（i.p.）注射によって、マウスをOVAに対して感作
し、次いで、2週後に、PBS中のOVAの第2回の腹腔内注射で追加免疫を行った。対照マウス
は、PBSのみで偽感作し、追加免疫した。29日目に開始して、OVAおよび偽感作されたマウ
スの両方を、3日間、毎日30分間、1％のエアロゾル化されたOVAで攻撃誘発した。各OVAエ
アロゾル曝露の2時間前に、マウスの部分群に、PBSまたは10μg/100μl PBS/滴下注入で
のUFPのいずれかを鼻腔内（i.n.）に付与した。抗Notch4抗体ブロッキングのために、150
μgのアルメニアンハムスター抗マウスNotch4 IgG mAb（クローンHMN4-14;Bio X Cell）3

5または対照アルメニアンハムスターIgGポリクローナル抗体（Ab）（Bio X cell）を100
μlのPBS緩衝液中に懸濁し、OVAエアロゾル攻撃誘発の間に、3日間連続して、毎日投与し
た。感作後32日目にマウスを安楽死させ、分析した。チリダニ誘発性アレルギー性気道炎
症のために、マウスは、プロトコールの開始時に3日間、100μlのPBS中の5μgの凍結乾燥
されたディー・プテロニシヌス（D.Pteronyssinus）抽出物（Greer）を鼻腔内に受け、次
いで、UFPありまたはなしで、15日目～17日目に、同じ用量のディー・プテロニシヌス抽
出物で攻撃誘発した。18日目にマウスを安楽死させ、気道炎症の指標に関して分析した。
気管支肺胞洗浄（BAL）液および肺組織を取得し、以前に公表された方法にしたがって、
細胞成分およびT細胞サイトカイン発現に関して分析した15、30。
【０１３８】
　AM、IMおよびDC細胞導入研究のために、FACSによって、Il4raR576またはIl4raR576Lyz2
CreJag1Δ/Δドナーマウスのいずれかから細胞を単離した。細胞を一晩培養し、偽処理す
るか、または5nMペプチド濃度のOVA323～339ペプチドを単独でもしくは10μg/mlのUFPと
一緒に負荷した。2日にわたって、2回繰り返して、105細胞/マウスで、OVA感作されたIl4
raR576Lyz2CreJag1Δ/Δレシピエントマウスの気管内に細胞を導入した。第3日目にマウ
スを安楽死させ、アレルギー性気道炎症の異なるパラメータに対して分析した。
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【０１３９】
　肺組織病理染色
　記載されたように、ヘムトキシリン（hemtoxylin）およびエオシン（H＆E）でパラフィ
ン包埋された肺切片を染色した36。盲検の操作者によって、肺病態をスコア付けした。血
管および気道周囲の細胞浸潤に関して、別途、炎症をスコア付けした;0、浸潤物なし;1、
ごくわずかな炎症性細胞;2、1細胞層の深さの炎症性細胞の輪;3、2～4細胞の深さの炎症
性細胞の輪;4、＞4細胞の深さの炎症性細胞の輪37。血管および気道の両方に対して炎症
性スコアを加算することによって、複合スコアを求めた。ムチン顆粒の過ヨウ素酸シッフ
（PAS）染色によって、ゴブレット細胞の数および分布を評価した。以下のスケールにし
たがって、ゴブレット細胞過形成に対して、各気道（気管支/細気管支）をスコア付けし
た:0、PAS陽性細胞なし;1、＜5％PAS陽性細胞;2、5～10％PAS陽性細胞;3、10～25％PAS陽
性細胞;および4、＞25％PAS陽性細胞38。
【０１４０】
　統計解析
　示されているように、試験群を比較するために、群のスチューデントの両側t検定、片
側および両側分散分析、ならびにボンフェローニ事後テスト解析を用いる反復測定両側分
散分析を使用した。p値＜0.05を統計学的に有意と考えた。
【０１４１】
　研究の承認
　全ての動物研究は、動物管理リソーシズ（Animal Care Resources）のボストン小児病
院事務局によって審査され、承認を受けた。
【０１４２】
　他の方法
　情報リアルタイムPCR分析、フローサイトメトリー（Fluoresbrite（登録小胞）黄色緑
色（YG）小球体およびナノビーズを含む）、細胞内染色試薬、Abおよび方法、IgE ELISA
よび気道応答性亢進の測定は、例えば、www.jacionline.orgで、ワールド・ワイド・ウェ
ブ上に見出すことができるこの文献のオンライン所蔵庫中の方法の部に掲載されている。
【０１４３】
結果
　基底状態および炎症状態下において、肺マクロファージは、肺におけるUFPの主要な細
胞標的である。UFPによる気道炎症の促進におけるJag1-AhR-Notch経路の役割をさらに解
明するために、まず、基底状態下および特にアレルギー性炎症条件下の両方で、本明細書
に提示されている研究モデルにおいて、PMによって標的とされるAPCの詳細な免疫表現型
上の特徴を確定しようと試みた。深い浸透性、大きな表面積対サイズ比、PAHの質量当た
りのより高い含量および酸化的ストレスを誘導する能力がより大きいために特に毒性であ
るUFPに関する研究に、主として焦点を当てた39、40。Il4raR576マウスを使用するOVA誘
発性アレルギー性気道炎症モデルを使用した。これらのマウスは、IL-4R依存性混合型Th2
/Th17細胞炎症を媒介することによって、単独でまたはUFPとともにアレルゲンに対する亢
進されたアレルギー性気道炎症を媒介するIL-4受容体α鎖（IL-4Rα-R576）変種を保有す
る15、30。OVAの腹腔内注射によって、マウスを感作し、次いで、PBS（偽攻撃誘発）また
は1％エアロゾル化OVAの反復吸入によって攻撃誘発した。OVAエアロゾル攻撃誘発の2時間
前に、Fluoresbrite（登録商標）YGナノビーズ（0.05μmの有効径）または小球体（1μm
の有効径）と組み合わせて、UFPでマウスの部分群を鼻腔内処置した41。フローサイトメ
トリーによって、ナノビーズ蛍光陽性細胞集団を分析した（図1Aおよび1B）。炎症の不存
在下では（PBS感作、OVA処置群）、95％以上のナノビーズ取り込み細胞は、CD45＋F4/80
＋CD64＋MHCII＋CD11bIntCD11cHi肺胞マクロファージであったのに対して、CD45＋F4/80
＋CD64＋MHCII＋CD11bHiCD11cInt間質性マクロファージは、総小球体陽性細胞の2～3％に
相当した（図8A～8G、9A～9Dおよび10A～10C）42。OVAによって、および特にOVA＋UFPに
よって誘発されたアレルギー性気道炎症においては、ナノビーズ取り込み細胞の約85％は
マクロファージであり、AM（ゲートG3）とIM（ゲートG4）の間で、70:30の比で分布した
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（図1A～1C）。粒子を取り込むAM集団は、CD38IntEgr2Hi（M2様）であったのに対して、I
M集団はCD38HiEgr2Int（M1様）であった（図10Aおよび10B）43。それらのM2様表現型と合
致して、細胞分別されたAMのUFPでのインビトロ処理は、サイトカインIL-10、CCL17、IL-
6およびTNF-αのAMの産生を大幅に上方制御したが、IL-12のベースライン産生には、ほと
んど変化を誘導しなかった（図10C）44、45。残りのビーズ（15％）のうち、約2/3は、CD
11chiCD11bintCD8α＋CD103＋B220-PDCA1-クラシカル（c）DC46によって取り込まれ、残
りはGr1＋SiglecFlow好中球によって取り込まれた（図1B、1Cおよび8A～8G）。これらの
結果は、アレルギー性気道炎症との関連において、肺胞および間質性マクロファージが吸
入されたUFPの排除に関与する主要な細胞のサブセットであることを示した。ナノビーズ
の代わりに、Fluoresbrite（登録商標）YG小球体ビーズを使用した場合にも、同様の細胞
局在性結果が得られ、FPおよびUFPが、アレルギー性気道炎症を促進する上で同一のAhR-N
otch-Jag1作用機序を共有することを示す以前に公表されたデータと一致した（図11A～11
B）。
【０１４４】
　UFPは、肺AMにおいてJag1発現を差異的に誘導する。UFPは、骨髄由来の樹状細胞におい
て15およびマクロファージにおいて（図12A）、AhR依存性様式でJag1発現を誘導する。Il
4raR576マウスの肺から単離され、偽処理されたまたはUFPでインビトロ処理された異なる
APC集団において、Jag1転写物の発現を調べた。Jag1発現は、ベースラインでは、IMおよ
びDCと比較して、AMにおいて最も高かった（図1D）。UFPでのインビトロ処理は、AMにお
けるJag1転写物発現を著しく誘導したのに対して、IMおよびDCでは、同じ処理に穏やかな
増加が伴った（図1D）。これに対して、Fluoresbrite（登録商標）YGナノビーズでの処理
は、AM上でのJag1発現を誘導することができなかった（図9A）。鼻腔内に投与されたとき
に、Fluoresbrite（登録商標）YGナノビーズはAMに局在化しているにも関わらず、Fluore
sbrite（登録商標）YGでの処理は、OVAによって誘発された気道炎症にも影響を及ぼすこ
とができなかった（図9B～9D）。骨髄系列細胞において活性を有する、リゾチーム2遺伝
子プロモーターによって駆動されるCreリコンビナーゼ（Lyz2Cre）を用いて、loxPを導入
したAhr対立遺伝子を欠失すると、Il4raR576Lyz2CreAhrΔ/ΔマウスのAMにおけるJag1転
写物のベースライン発現を大幅に低下させ、UFPによるその著しい誘導を失わせた。他の
細胞種においても類似の傾向が認められたが、DCにおいては、Jag1発現の部分的な温存が
存在した。フローサイトメトリー分析によって、他の細胞種と比較した場合のAMにおける
Jag1の顕著な発現およびAhr欠失時のJag1の下方制御が確認された（図1E）。骨髄由来の
マクロファージにおけるUFP誘導性Jag1発現は、Lyz2Creによって駆動されるAhr欠失によ
って同じように影響を受けた（図12A～12B）。さらに、OVAでのマウスの感作に続く、OVA
よびUFPでの攻撃誘発によって、IMおよびDCと比較して、AM上でJag1の優先的な誘導がも
たらされ、この誘導は、Lyz2Creによって駆動されるAhr欠失によって元に戻された（図12
B）。
【０１４５】
　これらの結果は、Lyz2Creを用いて、骨髄系列中のloxPが導入されたJag1遺伝子を欠失
させることによって、さらに確認された（Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ）（図1Fおよび1G
）。Jag1転写物発現およびJag1表面染色は、ベースラインおよびUFP処理後の両方で、AM
において完全に抑止された。低下したJag1転写物発現およびJag1タンパク質染色はIMにお
いて持続したが、DCにおいては、それらのレベルは影響を受けなかった。これらの知見は
、ベースラインおよびUFP処理後の両方で、Jag1を発現する主なAPC細胞種としてAMを確認
し、この発現がAhr依存性機序によって開始することを確認する。これらの知見は、Lyz2C
reがマクロファージ、特にAMにおいてはJag1を優先的に標的とするのに対して、DCにおい
ては、Jag1を標的とすることはほとんど温存し、マクロファージと樹状細胞におけるLyz2
Creの活性を比較した以前の系列追跡分析と合致した47。
【０１４６】
　UFP処理されたAMは、Jag1依存性機序で、Th細胞分化を促進する。UFPによるAMにおける
Jag1発現の誘導がアレルゲン誘導性Th細胞分化を強化するかどうかを調べるために、DO11
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.10＋Rag2-/-マウスに由来するナイーブIl4raR576DO11.10＋CD4＋T細胞を含むインビトロ
Th細胞分化系を利用した。Il4R576またはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスから単離され
た、FACS精製されたAMとともに、ナイーブDO11.10＋CD4＋T細胞をインキュベートした。A
Mに、PBSを偽パルスするか、またはOVAペプチドOVA323～339を単独でもしくはUFPと一緒
に用いてパルスした。インキュベーション期間の終わりに、ゲートされたCD4＋Foxp3-（
非制御性）T細胞においてTh細胞サイトカイン発現を分析した。OVA323～339ペプチドをパ
ルスしたIL4RR576AMとの同時培養は、フローサイトメトリー染色によって明らかにされた
ところによると、DO11.10＋CD4＋Foxp3-T細胞によるIL-17、IL-13およびIL-4の増加した
産生をもたらし、ずっと少ない程度で、IFNγの増加した産生をもたらした（図2A、2Bお
よび13A～13D）。最初の3つのサイトカインの発現は、UFP（10μg/ml）の添加によって顕
著に上方制御されたのに対して、IFN-γの発現は下方制御され、過度のTh2/Th17傾向と一
致した30。これに対して、Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ AM細胞をAPCとして使用すると、O
VA323～339によって、DO11.10＋CD4＋T細胞におけるIL-17、IL-13およびIL-4発現の誘導
は、穏やかに阻害され、UFPによるこれらの著しい誘導は完全に消失した。それらの同時
培養物におけるIFN-γ発現も非常に低下した（図2Aおよび2B）。
【０１４７】
　誘導されたTreg細胞へのナイーブアレルゲン特異的T細胞の分化を支えるAMの能力に対
するUFP処理の影響を調べるために、DO11.10細胞インビトロTh細胞分化系も使用した。UF
Pの不存在下では、UFP、OVA323～339を負荷されたAMは、ナイーブIl4raR576DO11.10＋CD4
＋T細胞のうちの最大40％の、Foxp3＋の誘導された制御性T（iTreg）細胞への分化を駆動
した。UFPでの処理は、Jag1発現とは無関係に、iTreg細胞分化を部分的に阻害した（図3A
および3B）。しかしながら、重要なことには、OVA323～339ペプチドを提示するAMのUFP処
理は、IL-4、IL-13およびIL-17を含むTh2/17細胞サイトカインを分泌するが、Th1サイト
カインであるIFN-γを分泌しないように、形成されたiTreg細胞を傾向させた。この傾向
は、AMにおけるJag1の欠失によって、大部分は元に戻された（図3Cおよび3D）。これらの
結果は、部分的には、新たに形成されたiTreg細胞をJag1依存性様式でTh2/17細胞分化の
方向に不安定化させることによって、UFPがアレルゲン特異的iTreg細胞分化に悪影響を及
ぼすことを示した。
【０１４８】
　骨髄系列におけるJag1の欠失は、UFPによるアレルギー性気道炎症の増強を消失させる
。インビボでUFPによるアレルギー性気道炎症の上方制御を支える上での、AM上のJag1発
現の役割を決定するために、まず、Lyz2Creを利用して、骨髄系列細胞中のAhr-Jag1遺伝
子回路の成分遺伝子を欠失させた。したがって、OVAの腹腔内注射によって、Il4raR576Ly
z2CreJag1Δ/ΔマウスおよびIl4raR576マウスを感作し、次いで、1％エアロゾル化OVAの
吸入によって攻撃誘発した。対照マウスは、PBSで偽感作し、エアロゾル化OVAで攻撃誘発
した。OVAエアロゾル攻撃誘発の2時間前に、UFP（10μg/滴下注入）またはPBSでマウスの
部分群を鼻腔内処置した41。OVAでのIl4raR576マウスの感作および攻撃誘発は、気道炎症
および応答性亢進、気管支肺胞洗浄液中への好酸球およびT細胞浸潤、上昇した総IgE応答
およびOVA特異的血清IgE応答ならびに増強されたTh2およびTh17細胞応答によって特徴づ
けられる強固な気道炎症応答をもたらした（図4A～4K）。これらのパラメータは全て、OV
A攻撃誘発期の間に、UFP曝露によって著しく増大された。Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマ
ウスのOVA感作および攻撃誘発は、OVA感作および攻撃誘発されたIl4raR576マウスにおい
て認められたのと同様の強固なアレルギー性気道炎症応答ももたらした。しかしながら、
アレルギー性気道炎症の全ての先述したパラメータのUFPによる増大は、Il4raR576Lyz2Cr
eJag1Δ/Δマウスでは完全に消失し、UFPが気道においてその炎症促進性効果を発揮する
ためには、骨髄系列におけるJag1発現が必要不可欠であることを示唆している（図4A～4I
）。
【０１４９】
　一般的かつ強力なヒトアレルゲンであるイエダニ（D.プテロニシヌス）の抽出物を用い
て、Il4raR576マウスの鼻腔内処置の際に誘発されるアレルギー性気道炎症のUFPによる増
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強を媒介するための骨髄系列細胞におけるJag1発現の役割も調べた。結果は、OVA感作お
よび攻撃誘発によって観察されたものと一致した。UFPは、低用量のD.プテロニシヌス（5
μg）でのIl4raR576マウスの処置によって誘発された気道炎症を増強したのに対して、Il
4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスでは、この作用は消失された（図14A～14M）。Il4raR576
マウスにおけるAhrの骨髄系列特異的な欠失（Il4raR576Lyz2CreAhrΔ/Δ）も、OVAによっ
て誘発されたアレルギー性気道炎症の様々なパラメータを増大させるUFPの能力を失わせ
、UFPによってJag1発現を誘導するためのAhRシグナル伝達の必要性と合致していた（図15
A～15N）。これに対して、CD11cCreを用いた全てのCD11c＋APC系列におけるJag1の欠失は
、UFPによる気道炎症の促進を阻害せず、実際には、それを悪化させたので、AMによる炎
症促進性機能の獲得のための、AMにおけるUFPによるJag1誘導の固有かつ特異的な必要性
が示唆される（図16A～16F）。
【０１５０】
　AMにおけるJag1発現は、アレルギー性気道炎症のUFPによる上方制御を媒介するのに十
分である。UFPによる、アレルゲン誘発性気道炎症の増悪における、AMにおけるJag1発現
の役割を具体的に確定するために、Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウス中に導入された場
合にUFP作用をレスキューするAMの能力を調べた。したがって、偽処理されたまたはUFPの
不存在下もしくは存在下においてOVA323～339ペプチドを負荷されたIl4raR576またはIl4r
aR576Lyz2CreJag1Δ/ΔマウスのいずれかからAMを単離した。OVAで感作されたIl4raR576L
yz2CreJag1Δ/Δマウスの気道中に細胞を導入し、次いで、アレルギー性気道炎症の誘発
に関して調べた。結果は、Jag1が十分な、OVA323～339ペプチドがパルスされかつUFP処理
されたIl4raR576 AMの、OVA感作されたIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウス中への導入は、
増強された組織炎症、増大された気道応答性亢進、血清総IgEおよびOVA特異的IgEならび
に気管支肺胞洗浄液CD4＋T細胞浸潤および好酸球増加症などの、UFPによって誘発された
増悪したアレルギー性気道炎症の全ての徴候を再現することを明らかにした（図5A～5G）
。この導入は、Th細胞サイトカイン産生およびTh細胞様表現型へのTreg細胞の不安定化も
増強した（図5H～5O）。これに対して、同様に処理されたJag1欠失Il4raR576Lyz2CreJag1
Δ/Δ AMの導入は、それをすることができず、アレルゲン誘発性気道炎症を増強するUFP
の能力を回復させるのに、AMのJag1発現が十分であることを示している。
【０１５１】
　偽処理されたまたはOVA323～339もしくはOVA323～339＋UFPを負荷された、Il4raR576ま
たはIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスの肺から単離されたIMおよびDCが、OVA感作された
Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウス中に気管内導入された場合に、気道炎症を促進する能
力も調べた。しかしながら、Jag1が十分なAMの場合とは異なり、導入されたIMは、その処
理の様式に関わらず、アレルギー性気道炎症を促進することができなかった（図17A～17F
）。導入されたDCも、気道応答性亢進を誘発することができなかった。OVA323～339を負
荷されたDCは、AMと比較して、好酸球およびTh細胞による最適に満たない組織浸潤を誘導
し、これは、UFP処理によって増強されなかった。これらの結果は、気道炎症を促進する
上での、およびUFPによるその著しい誘導でのJag1が十分なAMの特有な役割と合致する（
図17G～17L）。
【０１５２】
　アレルゲン誘導性Th細胞分化のUFPによる促進には、Jag1-Notch4相互作用が関与する。
UFP処理の際に、AMによって発現されるJag1の炎症促進性効果を媒介する上での、各Notch
受容体の役割を次に決定した。したがって、まず、Il4raR576Foxp3EGFPマウスから単離さ
れた、FACS精製されたCD4＋EGFP-T通常細胞およびCD4＋EGFP＋Treg細胞において、異なる
Notch受容体のエクソビボ発現を分析した。操作されていないマウスの脾臓から、およびU
FP同時処置ありまたはなしで、アレルギー性気道炎症に供されたマウスの肺から細胞を単
離した。脾臓のCD4＋T細胞は、主に、Notch1およびNotch2を発現し（データは示さず）、
以前の結果と合致していた48。これに対して、OVAで感作され、OVA＋UFPで攻撃誘発され
たマウスの肺から単離されたCD4＋T細胞においては、Notch4発現が上方制御されて、4つ
のNotch受容体の中で最高となった（図18）。Notch1およびNotch2発現も上方制御された
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が、より低い程度であり、Notch3の発現は減少した。
【０１５３】
　上記結果を得て、次に、応答性DO11.10T細胞によって、OVA323～339ペプチド提示AMのU
FP処理によるTh細胞サイトカイン産生の増強を元に戻す中和Notch1、2および4Abの能力を
決定するために、図2Aおよび2Bに記載されているインビトロ同時培養系を利用した。FACS
精製された、Jag1が十分な（Il4raR576）またはJag1が欠失した（Il4raR576Lyz2CreJag1
Δ/Δ）AMを、偽処理するか、またはOVA323～339ペプチド単独でもしくはUFPと合わせた
該ペプチドで処理した。アイソタイプ対照mAbまたは各Notch受容体に対して特異的な中和
mAbのいずれかの存在下で、それらをナイーブIl4raR576DO11.10＋CD4＋T細胞とともに同
時培養し、Th細胞サイトカイン発現に関してT細胞を調べた。予想されたとおり、OVA323
～339ペプチドがパルスされたIl4raR576AMのUFP処理は、DO11.10＋CD4＋Foxp3-T細胞によ
るIL-17、IL-13およびIL-4の産生を上方制御し、これよりずっと低い程度で、IFN-γ産生
を上方制御したのに対して、APCとして、Il4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δ AMを使用すると、
この効果は失われた。重要なことに、IL-4、IL-13およびIL-17を含む、UFPによるTh細胞
サイトカイン発現の上方制御は、高度に特異的な中和抗Notch4 mAbとの同時処理によって
、一様に阻害された（図6Aおよび6Bならびに19A～19D）49。抗Notch4 mAbは、単独でおよ
びUFPとともに、OVAによって誘導された残存IFN-γ産生も阻害した。これに対して、他の
Notch受容体に対して特異的な中和mAbでの処理は、部分的なおよび/または選択的な阻害
的結果を与えた（図19A～19D）。抗Notch4 mAbは、UFPで処理されたOVA323～339ペプチド
提示AMと培養されたときに、DO11.10＋CD4＋Foxp3＋iTreg細胞によるTh細胞サイトカイン
の産生も抑制した（図20A～20B）。注目すべきことに、抗Notch4での処理は、Jag1活性化
によって説明可能な抑制を超えて、残存Th細胞サイトカイン産生（例えば、IL-4産生）を
時折抑制し、これらのTh細胞応答を支える上で、Notch4を介して作用する他のNotchリガ
ンドによる追加的寄与を示唆する。
【０１５４】
　アレルゲン特異的T細胞におけるNotchシグナル伝達を遮断する上での抗Notch4 mAbの特
異性および有効性は、Il4raR576CD4＋DO11.10＋Rag2-/-T細胞とのOVA323～339およびUFP
処理されたAMのインビトロ同時培養においてさらに確認され、そこでは、抗Notch4 mAbで
の処理が、Notch標的遺伝子Hes1、Hey1およびNrarpの転写の上方制御を遮断した（図21A
～21C）。総合すると、本明細書に提示されたこれらの知見は、Notch4を、鍵となるNotch
受容体として示した。この受容体を通して、Jag1は、Th細胞分化を促進することによって
UFPに対する炎症性応答を媒介する。
【０１５５】
　Notch4阻害は、UFPによるアレルギー性気道炎症の増悪を抑制する。アレルゲンペプチ
ド提示AMのUFP処理によって誘導されるアレルゲン特異的Th細胞の増強されたインビトロ
での分化を元に戻す上での、中和抗Notch4 mAbの有効性に鑑みて、UFPによって誘発され
るアレルギー性気道炎症応答の増悪に対する、Notch4阻害の影響を調べた。したがって、
OVAを単独でまたはUFPと一緒に用いて感作および攻撃誘発されたIl4raR576マウスを、攻
撃誘発期の間に抗Notch4またはアイソタイプ対照mAbのいずれかで処置し、次いで、気道
アレルギー性炎症応答の様々なパラメータに関して分析した。組織炎症、気道応答性亢進
、気管支肺胞洗浄液好酸球増加症、血清総IgEおよびOVA特異的IgE応答ならびに気道Th2お
よびTh17細胞応答の観点で、抗Notch4 mAbでの処理は、OVAによって誘発されたアレルギ
ー性気道炎症に対してほとんどまたは全く効果を有しなかった。これに対して、抗Notch4
 mAbでの処理は、UFPによって誘導された先述のパラメータの強化を完全に阻害し、した
がって、Notch4がアレルギー性気道炎症に対するUFPの強化効果を媒介していることが示
唆される（図7A～7G）。
【０１５６】
考察
　UFPおよびFPを含む交通に関連するPMは、AhR依存性様式でAPC上にJag1発現を誘導し、
次いで、これがNotchシグナル伝達を活性化して、アレルゲン特異的T細胞によるThサイト
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カイン発現を増強することによって、アレルギー性気道炎症を促進することが以前の研究
によって実証されている15。しかしながら、これらの研究は、気道炎症を弱めるための潜
在的な治療上の標的としてNotch4を教示していない。本明細書に提示されたデータは、ナ
ノ粒子およびミクロ粒子のその貪欲な取り込みによって、ならびに他の肺APCと比較した
場合の、PM取り込みの際のJag1発現の著しい誘導によって、AMをPMの主要な標的として同
定した。さらに、アレルゲン特異的Th細胞分化およびiTreg細胞不安定化のUFP処理された
AMによるJag1依存性上方制御の、主要な媒介物質としてのT細胞上のNotch4の同定が、本
明細書に提示されている。中和抗Notch4 mAbによるNotch4阻害は、アレルギー性気道炎症
のUFPによる上方制御を完全に失わせた。これらの研究は、このように、アレルギー性気
道炎症におけるPM活性化AhR-Jag1-Notch回路の炎症促進性作用を媒介することに関与する
、AMおよびアレルゲン特異的CD4＋ThおよびTreg細胞を含む細胞要素、ならびにJag1およ
びNotch4を含む分子エフェクターを確定した。
【０１５７】
　AMは、DCの抗原提示能を下方制御することによって気道中の恒常的な寛容を維持し50、
およびiTreg細胞分化を促進する23ことが示されてきた。AMは、DCと比較して、抗原を提
示する上でより有効でなく、これは、CD28またはIL-2でのT細胞の共刺激などの付属シグ
ナルを与えることによって克服され得る欠点である51,52。PMによって媒介されるAhRの活
性化によるAMにおけるJag1発現の上方制御は、Jag1-NotchがTh細胞サイトカイン産生を増
幅する共受容体対として作用して、効率的な抗原提示を可能にし得る53。本明細書に提示
されている結果は、その骨髄系列中にJag1を欠如するマウスにおいて、UFPによる、アレ
ルギー性気道炎症の増強をレスキューするために、Jag1が十分なAMが果たす、必要かつ十
分な役割を、明確に実証する。炎症条件下では、IMによるナノ粒子の増加した取り込みが
認められ、おそらく、炎症した肺組織における後者の細胞の存在量の増加および/または
これらの粒子に対する該細胞の亢進した結合力を一部反映している。それにも関わらず、
IMまたはDCのいずれかでのIl4raR576Lyz2CreJag1Δ/Δマウスの再構成は、UFPに対する炎
症応答をレスキューすることができなかったので、Jag1が十分なAMの、この過程における
不可欠な役割を示唆している。
【０１５８】
　AM上のJag1の欠失は、アレルギー性気道炎症のUFP誘導性増強を元に戻す一方で、UFPの
不存在下で、肺組織におけるCD4＋T細胞の動員などのアレルゲン誘発性気道炎症の数個の
パラメータも弱めた（図4A～4Oおよび5A～5O）。これらの知見は、UFP処置の不存在下で
は、AM上の残存するJag1発現がアレルゲン誘発性気道炎症に寄与し得ること、およびUFP
はこの過程を大幅に増幅するように作用することを示している。
【０１５９】
　驚くべきことに、本明細書に提示されている知見は、鍵となるNotch受容体としてNotch
4を同定した。この受容体を通して、UFPは、その効果を、アレルギー性気道炎症の上方制
御において媒介する。Notch4阻害は、異なるTh細胞サブセットへのアレルゲン特異的T細
胞のUFP依存性およびAM依存性インビトロ分化を、効果的かつ一様に抑制した。これに対
して、Notch1およびNotch2を含む他のNotch受容体の阻害は、Th細胞サイトカイン発現の
選択的なおよび/または部分的な阻害を与えた。Notch4阻害は、マウスにおけるアレルギ
ー性気道炎症のUFPによる増悪も抑制した。NOTCH4遺伝子座は重度の喘息と以前に関連付
けられており54、特にUFPなどの環境的曝露に関連している場合に、この経路が疾患の重
症度を調節し得ることを示唆している。
【０１６０】
　AM上で発現されたJag1は、他のNotch受容体と比較して、Notch4と優先的に相互作用し
得る。代わりにまたは並行して、Notch4は、Notchカノニカルおよび非カノニカルシグナ
ル伝達機構によって、他のNotch受容体と比較して、Th細胞サイトカインの産生を差異的
に増幅するように作用することができ、またはその特異的な産生を指示することができる
53,55。Notch4シグナル伝達は、iTreg細胞の分化も不安定化させ、iTreg細胞によるTh細
胞サイトカインの産生をもたらす。このようなiTreg細胞表現型は、減少した抑制機能お
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よび系列の不安定性を伴い、Th細胞系列へのTreg細胞の最終分化をもたらす可能性がある
30,56。アレルギー性気道炎症におけるThおよびTreg細胞集団における異なるNotch受容体
の特徴的な特化した機能は、標的化された治療的介入の機会を与え得る。最後に、T細胞
を標的化することに加えて、中和Notch4 mAbは、血管内皮などの、気道炎症応答を動員す
ることに関与するさらなる細胞要素を調節するように作用することができる57,58。
【０１６１】
参考文献
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【０１６２】
実施例2
　Tヘルパー細胞分化におけるNotchシグナル伝達
　免疫細胞において、Notchは、様々なT細胞系列の発達および分化の多くの段階で活性化
される2,3。例えば、ナイーブCD8＋T細胞の活性化は、Notch1またはNotch2による抗原提
示細胞上のDLL1の結合を必要とし、エオメス（Eomes）、グランザイムBおよびIFNγの発
現をもたらす。Norchシグナル伝達は、Tヘルパー（Th）細胞サブセットの分化も誘導する
2,3。ナイーブCD4＋T細胞において、DLL1およびDLL4はNotchシグナル伝達およびTh1細胞
転写制御因子T-betをコードするTbx21の転写を活性化する。Th2細胞の分化の間に、Jagge
d1およびJagged2によるNotch1およびNotch2の活性化は、GATA3およびIL-4の発現に有利で
ある。Notch1シグナル伝達は、RORγtおよびIL-9の発現を促進することによって、ヘルパ
ーT細胞のTh17およびTh9の分化において重要であることが報告されている4,5。
【０１６３】
　マウスでの研究は、γ-セクレターゼ阻害剤でのNotchプロセシングの阻害またはドミナ
ントネガティブMAML1でのCD4＋T細胞におけるNotch機能は、胃腸の蠕虫、トリチュリス・
ムリス（Trichuris muris）およびアレルゲン攻撃誘発に対する肺のアレルギー性応答に
対する防御Th2免疫を低下させるのみならず、Th1媒介性炎症を抑制する6。さらに、最近
の研究は、Tregの分化および機能におけるNotchシグナル伝達の役割に焦点を当ててきた
。Treg細胞におけるNotchシグナル伝達の抑制は、超制御性表現型（super regulatory ph
enotype）を駆動するようであり、Foxp3＋T細胞中のRBPJまたはNotch1またはPofut1を標
的化されて喪失したマウスは、致死的なGvHDから保護される。これに対して、Notch1の構
成的に活性な形態N1cを過剰発現するTreg細胞は、Treg細胞をよりTh1様の表現型に傾向さ
せるようであり、自己免疫表現型を駆動する。アレルギー性気道炎症を負に制御する上で
のNotchシグナル伝達の役割は、ほとんど知られていない。以下に記載されているように
、本発明者らの研究は、気道炎症を促進する上での、誘導性Treg細胞特異的発現に関する
Notch4の重大な役割を明らかにした。この経路の特徴および治療的介入の標的としてのそ
の可能性は、本提案の主題である。
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【０１６４】
技術革新
　気道炎症におけるNotch4シグナル伝達の役割の発見は、喘息における治療的介入の標的
として有望である、疾病の発症におけるこれまでに理解されていなかった新規経路を規定
する。さらに、本明細書に提示されているデータによる、この経路が気道炎症中のTreg細
胞機能を無効にするように主に作用するという実証は、この経路を標的とすることによっ
て、有効なアレルゲン特異的Treg細胞応答およびおそらくは長期免疫寛容原性効果が可能
になることを示唆する。ヒト喘息におけるNotch4の役割の範囲に関する詳細、およびこの
経路が如何にしてTreg細胞亜集団を標的としてその機能を無効にするかに関する詳細が、
本明細書に記載されている。
【０１６５】
Treg細胞中のNotchシグナル伝達は、気道炎症に悪影響を及ぼす
　末梢性免疫寛容を調節する上でのTreg細胞内在性Notchシグナル伝達の負の機能は、以
前に記載されている8。気道炎症におけるTreg細胞中のNotchシグナル伝達の役割を決定す
るために、Foxp3遺伝子駆動Creリコンビナーゼを用いた酵素Pofut1をコードする遺伝子の
細胞系列特異的な欠失（Foxp3GFPCrePofut1Δ/Δ）によってTreg細胞においてNotchシグ
ナル伝達が特異的に不活化されたマウスを利用した8。Pofut1は、Notch受容体のグリコシ
ル化において必要な事象であり、およびNotch受容体の機能にとって不可欠であるNotch受
容体のo-フコシル化を媒介する9。Pofut1の欠乏は、全てのNotch受容体を介するシグナル
伝達を消失させる10。OVAで感作および攻撃誘発されたFoxp3GFPCrePofut1Δ/Δマウスは
、同様に感作および攻撃誘発されたPofut1が十分な対照Foxp3GFPCreマウスと比較して、
顕著に減少した組織炎症および気道応答性亢進（AHR）、肺組織好酸球増加症および好中
球増加症、総IgEおよびOVA特異的IgE応答、ならびに肺組織Th2およびTh17細胞浸潤を呈し
た（図22A～22H）。別のFoxp3によって駆動されるCreリコンビナーゼ（Foxp3YFPCre;デー
タは示さず）を用いて、類似の結果が見出された。
【０１６６】
　気道炎症において、Treg細胞に対するNotchシグナル伝達の作用を媒介する上でのカノ
ニカル経路と非カノニカル経路の役割を比較して決定するために、Treg細胞中のカノニカ
ルNotch因子RBPJをコードするRbpjを欠失させることの気道応答に対する影響を調べた8,1

1。結果は、RpbjのTreg細胞特異的欠失を有するマウス（Foxp3YFPCreRpbjΔ/Δ）は、Fox
p3CrePofut1Δ/ΔとFoxp3YFPCreマウスの間に位置する、減少したAHRおよび組織好酸球増
加症の中間表現型を呈した（図22A～22H）。重要なことには、RBPJ欠失Treg細胞は気道好
酸球増加症を抑制したが、好中球増加症を抑制せず、Th2細胞応答を抑制したが、Th17細
胞応答を抑制せず、気道Th17細胞応答を調節するために、Treg細胞特異的なカノニカル（
RBPJ依存性）Notchシグナル伝達を必要とすることを示唆する。気道炎症においてTreg細
胞機能を調節する上での各Notch受容体の役割を調べた。Treg細胞中のNotch1の欠失はTre
g細胞のTh1応答の制御を可能にすることが以前から見出されてきたのに対して8、loxPが
導入されたNotch1またはNotch2対立遺伝子のTreg細胞特異的欠失はアレルギー性気道炎症
に対して全く影響を与えなかった（図22A～22H）。したがって、Treg細胞中のNotchカノ
ニカル経路と非カノニカル経路はいずれも、Notch3および/またはNotch4シグナル伝達を
介して、アレルギー性気道炎症を促進する可能性が最も高い（図23も参照）。
【０１６７】
　最後に、Treg細胞特異的なPofut1欠失は、UFPによるOVA誘発性アレルギー性気道炎症の
増悪をOVA単独のものと同様に大きく抑制した（図23）。同様に、Treg細胞特異的なRbpj
欠失は中間表現型を与えたが、Notch1欠失は効果を有しなかった。各マウス系統における
Th細胞サイトカイン発現は、図22A～22Hで観察されたものと同様であった。これらの結果
は、Treg細胞におけるNotchシグナル伝達の活性化は、アレルゲンおよびPMによって共有
される気道炎症を促進するための共通の機序であることを示した（図23）。
【０１６８】
Notch4は、気道炎症においてTreg細胞応答を調節する
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　Notch1/Notch2は、T細胞上に発現される主要な受容体であるように見受けられるが、No
tch1またはNotch2 KO動物の表現型およびg-セクレターゼ阻害剤の観察された毒性が、炎
症性疾患に対するこれらの系の臨床的介入を制約してきた。これに対して、Notch4 KOマ
ウスの表現型は著しく無害であり、いくつかのデータが発達および生理におけるこの受容
体の有力な役割を裏付けている。Chatila研究室から最近発表されたデータは、単独での
、または車の燃焼機関によって生成された環境の超微細粒子状物質（UFP）と協調した（O
VA/UFP攻撃誘発）気道におけるアレルゲン攻撃誘発に応答して、Notch4発現は、肺常在性
Treg細胞上で優先的に上昇するように見受けられ、気道炎症において不可欠な役割を果た
すGATA3発現およびTreg細胞のTh2細胞様表現型を駆動することを示した。
【０１６９】
　燃焼機関によって生成された超微粒子（UFP）（およびこれより粗い微粒子も）は、肺
中の抗原提示細胞上でのJagged1（Jag1）発現を誘導することによって、アレルギー性気
道炎症を促進することが以前に示された12。Jag1は、次いで、アレルゲン特異的T細胞上
のNotch受容体と相互作用して、アレルギー性気道炎症を増悪させる。
【０１７０】
　肺胞マクロファージは気道においてアレルゲン特異的Treg細胞の誘導を媒介するので、
UFPの作用部位として肺胞マクロファージを同定したことは、特に興味深かった13。この
知見は、UFPによる炎症応答の増悪の基礎を成す機序として、Treg細胞の望ましくない改
変を示唆した。Treg細胞上のNotch1またはNotch2の欠失は、単独でのまたはUFPとのアレ
ルゲン、オボアルブミン（OVA）による感作および攻撃誘発によって誘発される気道炎症
に影響を与えないのに対して、Notchシグナル伝達機能に不可欠であるNotchフコシル化酵
素Pofut1の欠失は、アレルゲン誘発性気道炎症とUFP誘発性気道炎症の両方をほぼ完全に
消失させることが示された。偽感作されたものと比較して、OVAで感作され、OVAまたはOV
A＋UFPで攻撃誘発されたマウスの細胞分別された肺常在性CD4＋Foxp3＋Treg細胞およびCD
4＋Foxp3-Tconv細胞中のNotch1～4転写物を調べるために、気道炎症のOVAモデルを利用し
た。結果は、OVA感作されかつOVAまたは特にOVA＋UFPのいずれかで攻撃誘発されたマウス
において、Notch4転写物が肺常在性CD4＋Foxp3＋Treg細胞において顕著に上方制御される
が、CD4＋Foxp3-Tconv細胞においては上方制御されないことを明らかにした（図24A）。
これに対して、他のNotch受容体の転写物は、Notch4の転写物と比較して、変化しないか
、またはわずかに増加した（データは図示せず）。抗Notch4 mAbでの染色は、Treg細胞上
でのNotch4発現が、常在性Treg細胞において同様に上方制御されるが、OVAおよびOVA＋UF
P処置されたマウスの常在性Tconv細胞においてはわずかに上方制御されるに過ぎないこと
を明らかにした（図24B～24C）。
【０１７１】
　loxPが導入されたNotch4対立遺伝子がFoxp3によって駆動されるCreリコンビナーゼ（Fo
xp3YFPCre）を用いてTreg細胞において特異的に欠失された遺伝学的マウスモデルを用い
て、気道炎症におけるTreg細胞におけるNotch4上方制御の機能的重要性を調べた。そのTr
eg細胞においてNotch4が欠失されているOVA感作されたマウス（Foxp3YFPCreNotch4Δ/Δ

）は、OVAで感作され、次いで、OVAまたはOVA/UFPのいずれかで攻撃誘発されたときに、
顕著に弱まった気道炎症応答を示し、Notch4が十分なTreg細胞を有するマウスと比較して
、気道抵抗、組織炎症、好酸球増加症およびOVA特異的IgE応答が減少していた（図23）。
Foxp3YFPCreNotch4Δ/Δマウス中の弱まった気道炎症応答は、フコシル化酵素Pofut1の欠
損故に、Treg細胞中のそのNotchシグナル伝達が抑制されたFoxp3YFPCrePofut1Δ/Δマウ
スに対して、本発明者らが助成金申請において示したものと類似しており、Notch4を介し
たシグナル伝達が、気道炎症におけるTreg細胞中のNotchシグナル伝達の免疫調節異常作
用の全てではないとしても、ほとんどを占めたことを示している。重要なことには、Treg
細胞中のNotch4を欠失すると、OVAまたはOVA/UFPによって誘発された気道炎症が同じレベ
ルまで低下し、Notch4シグナル伝達がアレルゲン媒介性およびUFP媒介性気道炎症の両方
に関連する共通の経路であることを示唆する。肺胞マクロファージにおけるJag1欠失は、
UFPによる気道炎症の増強を抑制したが、アレルゲンによって誘発された気道炎症に対し
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ては極めて穏やかな効果を有し、一つはOVAによって誘導されその正体が現在調査されて
いるリガンド、もう一つはUFPによって誘導されるJag1であるリガンドという、異なるNot
chリガンドが、Tre細胞上のNotch4と相互作用して、気道炎症を媒介することを示唆する
。
【０１７２】
　総合すると、本明細書に提示されたこれらの結果は、Notch4が、アレルゲンおよび環境
粒子状汚染物質の両方に共通である、アレルギー性炎症を駆動するための極めて重要な経
路であること、ならびにNotch4が組織Treg細胞に対する可塑的変化をもたらすことによっ
て作用して、アレルゲンへの寛容の喪失をもたらすことを示す。さらに、小児重度喘息患
者に関する予備的データは、正常な健康対照と比較して、Notch4発現が患者の末梢血Treg
細胞上で上昇したことを示し、疾患のバイオマーカーとして、および治療目的のために、
喘息患者においてモニターすることができる漏出効果（spill-over effect）を示してい
る。まとめると、これらのデータは、Notch4を標的化することは、喘息を有する患者に正
常な気道恒常性を回復するためのアプローチであり得、おそらく、慢性閉塞性肺疾患（CO
PD）などの他の疾患に拡張するためのアプローチであり得ることを示唆する。
【０１７３】
参考文献
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