
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
喘息関連疾患を軽減させるための組成物であって、該組成物は、インターロイキン９がイ
ンターロイキン９レセプターに結合することをブロックする、インターロイキン９または
インターロイキン９レセプターに対して特異的な抗体を含む、組成物。
【請求項２】
前記抗体が、インターロイキン９に結合する、請求項１に記載の組成物。
【請求項３】
前記抗体が、インターロイキン９レセプターに結合する、請求項１に記載の組成物。
【請求項４】
前記抗体が、インターロイキン９の活性をダウンレギュレートする、請求項１に記載の組
成物。
【請求項５】
前記抗体が、患者における気管支過反応を軽減させる、請求項１～４のいずれか１項に記
載の組成物。
【請求項６】
前記抗体が、患者における気管支洗浄液中の好酸球増加を軽減させる、請求項１～４のい
ずれか１項に記載の組成物。
【請求項７】
前記抗体が、モノクローナル抗体である、請求項１～６のいずれか１項に記載の組成物。
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【請求項８】
前記抗体が、吸入によって投与される、請求項１～６のいずれか１項に記載の組成物。
【請求項９】
喘息を処置するための医薬を調製するための、インターロイキン９がインターロイキン９
レセプターに結合することをブロックする

抗体の、使用。
【請求項１０】

。
【請求項１１】
吸入によって投与される、請求項１０に記載 成物。
【請求項１２】

求項１１に記載 成物を投与する、吸入装置。
【請求項１３】

求項１１に記載 成物の溶液を投与する、用量計付き吸入器。
【請求項１４】

求項８に記載 成物、または請求項１１に記載 成物を投与する、乾燥粉末吸入器
。
【発明の詳細な説明】

本出願は、 1995年８月 24日に提出された米国仮出願（ U.S. Provisional Application）第
60／ 002,765号に関連している。

本発明は、 IL-9とそのレセプターとの関係に基づいて、 IL-9の活性を調節し、アトピー性
アレルギーおよび喘息などの関連疾患を治療することに関する。

炎症は、身体の防御システムが異物を攻撃する複雑なプロセスである。身体が生き残るた
めには、異物に対する闘いが必要であるが、防御システムには、異物が無害な物であって
も危険なものであるとして不適当に反応するものがあるため、引き続いて行われる闘いに
おいて、周囲の組織を損傷することになる。
アトピー性アレルギーは、遺伝的な背景によって環境刺激に対する反応が左右されるとい
う、環境－遺伝的な疾患である。この疾患は、一般的に、遍在する抗原に反応して IgE抗
体を産生するリンパ球の能力を高めるという特徴を有する。これらの抗原による免疫シス
テムの活性化により、アレルギー性炎症が引き起こされ、またこの活性化は、摂食後、皮
膚からの浸透、または吸入の後に起こることがある。この免疫活性化が起こった後、引き
続いて肺に炎症が起こると、この疾患は、広く喘息と特徴づけられる。この炎症反応には
一定の細胞が重要であり、Ｔ細胞および抗原提示細胞、 IgEを産生するＢ細胞、ならびに
、 IgEに結合する肥満細胞／好塩基球および好酸球が含まれる。これらの炎症細胞は、ア
レルギー性炎症を起こした部位に蓄積し、これらが放出する有毒な産物が、この疾患に関
連する組織破壊の一因となる。
喘息は、気道の炎症性疾患であると一般的には定義されるが、臨床上の症状は、間欠的に
空気の流れが閉ざされることに起因する。有病率および重篤度が上昇して行くと考えられ
ている慢性の障害性疾患である 1。人口の 30～ 40％がアトピー性アレルギーを患っており
、人口うち小児の 15％および成人の５％が喘息を患っているといると推定される 1。この
ため、我々の保健財源にとって非常な重荷となっている。
アトピーおよび喘息に対する感受性のメカニズムは未解明のままである。興味深いことに
、ほとんどの人が、同じような環境に曝されているのに、一部の人のみがアトピー性アレ
ルギーや喘息を発症する。「アトピー」として知られている、環境アレルゲンに対するこ
の過敏性はしばしば、アトピー患者において、アトピーでない人よりも、血清の IgEレベ
ルが上昇するかまたはアレルゲンに対する皮膚検査反応が異常に大きくなることによって
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示される 1 0。アトピー性アレルギーと喘息との密接な関係に関する強力な証拠は、ほとん
どの喘息患者には、臨床学上および血清学上のアトピーの証拠があるという事実に由来し
ている 4 ～ 9。特に、若い喘息患者ほど、アトピーの発症率が高い 1 0。さらに、血清の総 Ig
Eレベルの上昇に関連した免疫学的因子は、肺機能障害に非常に密接に関係している 3。
これらの疾患の診断および治療の両方に問題がある 1。炎症を起こした肺組織を評価する
ことがしばしば困難であるため、炎症のもととなった部位を決定できないことがよくある
。気道炎症の発症部位と、誘因となる外部環境因子からの防御に関する知識がないと、炎
症プロセスを阻止することはできない。肺の炎症を制御することができないと、肺機能の
重大な喪失がもたらされることが、今では一般に認められている。
現行の治療法には、本質的に一連の欠点がある。主要な治療薬であるβアゴニストは症状
を抑える、すなわち、一時的に肺機能を改善させるが、そのもととなる炎症には影響しな
いため、肺組織は危険にさらされたままである。さらに、βアゴニストの定常的な使用は
、その効能と安全性を低下させる脱感作をもたらす 2。もととなる炎症を抑制できる薬剤
である抗炎症性ステロイドには、免疫抑制から骨の損傷まで、一連の既知の短所がある 2

。
従来の治療法には付随する問題があるため、それに代わる治療方法が評価されてきた 6 5 ～

6 6。グリコホリンＡ 6 4、サイクロスポリン 6 5、および IL-2の９ペプチド断片 6 3はすべて、
インターロイキン -2依存型Ｔリンパ球の増殖と、それによる IL-9の産生 5 1を阻害するが、
その他にも多くの効果 2を有することが知られている。例えば、サイクロスポリンは、器
官移植後の免疫抑制剤として用いられる。これらの薬剤は、喘息患者の治療において、ス
テロイドに代わるものの代表であろう 6 3 ～ 6 6が、これらは、インターロイキン -2依存型Ｔ
リンパ球の増殖と、ホメオスタシスに関連する可能性がある重要な免疫機能を阻害する。
当技術分野において必要なことは、喘息の一時的な性質と、これらの重要な免疫機能の下
流にあるアレルギーとの密接な関連とを説明する、喘息発症に決定的な経路を同定するこ
とである。この経路には通常、生物学的な多様性が存在し、それがないと、このような人
は一般的に、アトピー症状を除いては、免疫無防備状態でも病気でもないことから、自然
によって、この経路が治療にとって適切な標的であることが示された。
喘息の診断および治療に関して問題があるために、この疾患の複雑な病態生理学が徹底的
に調べられているところである。この疾患は均質なものではなく、多様な形態をとりうる
ため、定義するのは困難であるが、喘息患者に共通する一定の特徴が見られる。このよう
な特徴の例には、血清 IgEレベルの上昇、アレルゲン投与に対する異常な皮膚検査反応、
気管支過反応［ BHR］、気管支拡張可逆性、および気道閉塞が含まれる 3 ～ 1 0。これらの喘
息に関連した表現型の発現を、定量的または定性的な規準として調べることができよう。
IgEレベルの上昇はまた、様々な刺激に対する強化された気管支収縮反応である BHRと密接
に相関している 4 、 6 、 8 、 9。 BHRは、気道に炎症が起きていることを反映していると考え
られており 6 、 8、喘息にとっての危険因子と見なされている 1 1 ～ 1 2。 BHRは、喘息患者に
おける気管支の炎症とアレルギー体質とを伴う 1 3 ～ 2 1。アトピーおよび喘息の症状がない
子供においても、 BHRは、 IgEレベルの上昇と強く関連している 1 9。
多くの研究が、アトピーおよび喘息に対する遺伝的な要素を論証している 4 、 1 0 、 2 1。し
かし、これらの疾患は、年齢および性別、ならびにアレルゲン、ウイルス感染、および公
害物質などのさまざまな環境要因によって有意に影響を受けるため、家族研究は、解釈が
難しかった 2 2 ～ 2 4。その上、これらの疾患に対する感受性に付随する生化学的な欠損が知
られていないため、突然変異遺伝子、およびそれの異常な遺伝子産物は、それらが生み出
す異常な表現型によってのみ認識されうる。したがって、遺伝的要素を単離し特徴を調べ
る上で重要な第一歩は、それらの遺伝子の染色体上の位置を同定することである。
クックソン（ Cookson）らは、遺伝性アトピーに関する遺伝子の位置を初めて説明した 2 5

。この研究者たちは、アトピーと、 11q13.1と名付けられた特定の染色体領域上の単一マ
ーカーとの間にある遺伝的な連鎖の証拠について述べた。後になって、彼らは、この遺伝
子座におけるアトピーに関する母性遺伝の証拠を示唆した 2 6。アトピーについては、母性
遺伝［遺伝的刷り込み］が観察されていたが、それ以前に説明されたことはなかった。し
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かし、この連鎖を確認するための努力は、一般的にうまくいかなかった 2 7 ～ 3 1。
最近になって、高親和性 IgEレセプターのβサブユニットが、染色体の 11qにマッピングさ
れ、アトピーに関連した突然変異と推定されるものが、この遺伝子で説明されている 3 2 、

3 3。しかし、この連鎖は、他人で反復することが難しいため、この遺伝子の重要性と多型
性は不明なままである。この推定突然変異が一般的な人々にアトピーを引き起こす原因で
あるか否かを確認する必要があるが、これまでに集められたデータからは、この多型性が
アトピーを頻繁に起こす原因の代表とは考えられない。
血清 IgEレベルが、臨床疾患としてのアレルギーおよび喘息の開始と重篤度に非常に密接
に関連していることから、血清の総 IgEレベルの遺伝的な調節の研究に注意が集中した。
過去の研究によって、単一の調節遺伝子の存在が示されて、血清総 IgEレベルがメンデル
型遺伝するという証拠が示された 3 4 ～ 3 9一方で、別の研究者が、 IgEのポリジーンによる
遺伝、すなわち、いくつかの関係遺伝子が存在する証拠を発見した 3 9。
当業者は、 IgEの調節と、喘息に付随する気管支炎の発症または進行にとって重要だと思
われる遺伝子をいくつか、染色体 5q上に発見している。これらの遺伝子には、 IL-3、 IL-4
、 IL-5、 IL-9、 IL-13、顆粒球マクロファージコロニー刺激因子［ GM CSF］、マクロファ
ージコロニー刺激因子レセプター［ CSF-1R］、線維芽細胞酸性増殖因子［ FGFA］など、い
くつかのインターロイキンをコードする遺伝子が含まれる 4 0。家族研究から得られた最近
の証拠により、血清 IgEレベルと、染色体 5q上のこれらの候補遺伝子が乗っている領域中
の DNAマーカーとの間に遺伝的連鎖があることが示唆される 4 1 、 4 2。まとめると、これら
の研究から、染色体 5q上のインターロイキン複合領域の近傍にある１個以上の主要遺伝子
が、アトピーと喘息の発症に重要だと考えられる血清 IgEで見られる生物学的多様性の相
当量を調節していることが示唆される。
また、連鎖［兄弟姉妹対解析（ sib-pair analyses）］を用いて、以前に BHRに関する遺伝
子の位置が同定された 7 9。 BHRは、アトピーの主要遺伝子と関連していることがわかって
いるため、血清 IgEレベルを調節する上で重要だと報告されている染色体領域を調べた 4 2

。連鎖解析によって、アトピーに関する候補領域が同定されている。これらの研究から、
ヒトの染色体 5q31～ q33に、アトピーの主要遺伝子が存在することが確認された 4 2。
従って、アトピーの主要遺伝子と共遺伝すると思われる BHRに対する感受性をもたらす遺
伝子の染色体上の位置を決定するために、 BHRと染色体 5q上の遺伝子マーカーとの間の連
鎖解析を用いて実験を行った 4 2 、 7 9 、 8 2。ヒスタミンに対する反応性によって、 BHRを有
する人を同定した。喘息関連遺伝子をマッピングするのに有用なマーカーを図１に示す。
特に、喘息、気管支過反応、およびアトピーに関する遺伝子候補が、示されたマーカーに
対するおおよその位置の［右］に示されている。マップには、インターロイキン遺伝子 IL
-4、 IL-13、 IL-5、および IL-3；細胞分裂周期 -25の CDC25；顆粒球マクロファージコロニ
ー刺激因子［ GM CSF］の CSF2；初期成長反応遺伝子 -1の EGR1；細胞抗原 14の CD14；β 2ア
ドレナリン作用性レセプターの ADRB2；リンパ球特異的グルココルチコイドレセプターで
ある GRL1；血小板由来増殖因子レセプターである PDGFRが含まれている。 5q31～ q33のバン
ドは、ほぼ IL-4から D5S410まで広がっている。報告されている距離は、性平均した組換え
分数である。
用いられた兄弟姉妹対解析により、 BHRと、 D5S436、 D5S658、および染色体 5q31～ q33の近
傍に位置するその他のいくつかのマーカーとの間に連鎖があることの、統計的に有意な証
拠が明らかにされた 7 9。これらのデータから、染色体 5q31～ q33上に近接した間隔にある
１個以上の遺伝子が、 BHR、アトピーおよび喘息への罹病性を決定するという仮説が強く
支持された 7 9 、 8 0 、 8 1 、 8 2。
最近、喘息の表現型と染色体 5q31～ q33上の遺伝子マーカーとの間の連鎖も示されている 8

3。アトピーと BHRに対する遺伝的な罹病性をもたらす、合理的な位置にある候補遺伝子と
なるような遺伝子が数多くあるため、ヒトゲノムのこの領域を、喘息との連鎖について評
価した。
上記の方法を用いて、連鎖が明らかになった 4 2 、 8 3。特に、以前、 BHRとアトピーに連鎖
していることが分かっている染色体 5qの、この同じ領域からとったマーカーに関して、兄
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弟姉妹対と LODとを用いて、オランダの 84家族を解析した 4 2 、 8 3。喘息の発端者と、その
家族における閉塞性の気道病を分類するためのアルゴリズムを用いた。この分類スキーム
は、前述したように、ヒスタミンに対する BHRの有無、呼吸症状、有意な喫煙経歴［ 5箱よ
り多く喫煙した年数］、皮膚検査反応によって定義されたアトピー、気道閉鎖［ FEV1の予
想％＜ 95％ CI］、および気管支拡張への可逆性［予想値で >9％］に基づいていた。
兄弟姉妹対解析（ N=10、 p<0.05）と、喘息の表現型について優性モデルを用いた最尤法解
析とによって、喘息と染色体 5q上のマーカーとの間の連鎖に関する証拠が発見された 8 3。
遺伝子頻度 0.015［有病率 3％］で優性モデル［クラス１は影響あり、クラス 2～ 4は不明確
、クラス５は影響なし］を用いると、喘息は、θ =0.03のとき最大 LOD値 3.64で、 D5S658と
連鎖していた。 D5S436と較べて 5 cMテロメア側にあるかまたは IL-9から離れている D5S470
については、θ =0.0のとき最大 LOD値 2.71が観察された 8 3。
本出願の最初の提出に続いて、 IL-9またはその近傍の遺伝子が、アトピーと喘息で用いる
上で重要である可能性が高いことが示された 4 3。 IL-9の示唆は、無作為に確かめられた集
団において、血清総 IgEレベルの log値と IL-9遺伝子の遺伝子マーカーの対立配列との間に
強い相関があることに基づいていた 4 3。マーカーの１個以上の特異的な対立配列とのこの
タイプの関連は、「連鎖不均衡」と名付けられており、近傍の遺伝子が、研究中の生物学
的多様性を決定するということを一般的に示唆している 4 4。
IL-9遺伝子は、染色体 5の q31～ q33領域にマップされている 4 0。ヒトのゲノムには、この
遺伝子の唯一のコピーが存在する 4 5 、 4 6。ヒトとマウスの IL-9遺伝子については、構造的
な類似性が見られる 4 5 、 4 6。それぞれの遺伝子は、 5個のエキソンと 4個のイントロンを有
し、およそ 4kbの DNAにわたって広がっている。この遺伝子の発現は、活性化されたＴ細胞
に限定されていると考えられる 4 5 、 4 6。
IL-9の機能は、今では、当初分かっていたよりも大きく広がっている。 IL-9は、Ｔ細胞増
殖因子として働くが、またこのサイトカインは、赤血球の前駆細胞、Ｂ細胞、肥満細胞、
および胎児胸腺細胞の増殖を媒介することも知られている 4 5 、 4 6。 IL-9は、 IL-3と協働的
に作用して、肥満細胞の活性化と増殖を引き起こす 4 7。このサイトカインはまた、 IL-4に
よって誘導される、正常なヒトＢ型リンパ球による IgE、 IgG、および IgMの産生を増加さ
せる 4 8。 IL-9は、また、マウスＢ型リンパ球による IgEおよび IgG1の放出を誘導する IL-4
を増加させる 4 9。寄生生物による感染に対する粘膜性炎症反応における IL-9の重要な役割
も明らかになっている 5 0 、 5 1。
IL-9に加えて、染色体 5qには、 IL-3、 IRF1、 EGR1、 ITK、 GRL1、 ADRB2、 CSF1R、 FGFA、 ITG
A2、 CD14、 PDGFR、 CDC25、 CSF2、 IL-4、 IL-5、 IL-12B、および IL-13を含む、その他多数
の遺伝子候補が乗っている。これらはすべて、アトピー性アレルギーにおいて重要で、治
療薬開発の標的となる可能性があると考えられる。さらに、当技術分野では、 IL-9の配列
または IL-9の機能がどのようにしてアトピー性アレルギー、喘息、または気管支過反応と
特異的に相関しているのかに関する知識がない。このような知識がないと、当業者は、 IL
-9をこれらの疾患の診断に用いればよいのか、治療に用いればよいのか、また、どうやっ
て用いるのかが分からないであろう。
当技術分野では、 IL-9は、還元条件下のドデシル硫酸ナトリウム・ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動によって決定されたところによると、約 20～ 30kDの見かけの分子量を有する新
規のサイトカインであると規定されている。これは、 144アミノ酸蛋白質として産生され
るが、プロセシングされて 126アミノ酸の糖蛋白質になる。ヤン（ Yang）らは、 IL-9をコ
ードしている DNA配列が、この蛋白質に対する約 450ヌクレオチドの適正な読み枠を有する
約 630ヌクレオチドからなっていることを開示している 8 5。
また、当技術分野においては、選択的スプライシングによって、多数の蛋白質アイソフォ
ームが、単一の遺伝子座から生成されることも知られている。選択的スプライシングは、
単一の遺伝子座から多数の蛋白質アイソフォームを生成させるための効果的なメカニズム
である。選択的スプライシングは、細胞の遺伝的構成を変更することなしに、蛋白質発現
を可逆的に修飾するために、末端の分化細胞で用いられている。これらの蛋白質アイソフ
ォームは、異なる組織、または異なる細胞分化もしくは活性化状態において選択的に発現
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される。蛋白質アイソフォームは、異なる機能を有することがあるので、アルムスとホワ
イト（ Alms and White）は、 IL-4のエキソン 2を除いて形成されるために IL-4δ 2と呼ばれ
る、 IL-4の天然のスプライシング変異体をクローン化して発現させた 8 6。 IL-4δ 2は、 IL-
4によって誘導されるＴ細胞の増殖を阻害することが観察された。
ところで、当技術分野では、エキソン 2および 3を欠失させて生成させた、 IL-9の蛋白質ア
イソフォーム、またはこれらの欠失蛋白質によって示される調節機能に関する知識がない
。特に、生物学的活性の調節、すなわち、 IL-9の発現または活性の抑制調節におけるそれ
らの役割ははっきりしていない。その上、選択的スプライシングによるこのような蛋白質
アイソフォームの形成は、これまでに観察されておらず、また、もとのサイトカインのア
ゴニストまたはアンタゴニストとして機能する IL-9の変異体を提供するためにも用いられ
ていなかった。
また、当技術分野には、喘息関連疾患に関する IL-9レセプターの役割についての知識もな
い。 IL-9は、標的細胞の表面で発現される特異的なレセプターに結合することが知られて
いる 4 6 、 5 2 、 5 3。このレセプターは、実際には、２本の蛋白質鎖でできている。 IL-9レセ
プターとして知られている１本目の蛋白質鎖は、 IL-9に特異的に結合し、もう１本の蛋白
質鎖は、 IL-2レセプターと共通した鎖である 4 6。さらに、ヒトの IL-9レセプターの cDNAが
クローニングされている 4 6 、 5 2 、 5 3。この cDNAは、マウスの IL-9レセプターに有意な相同
性を示す 522アミノ酸の蛋白質をコードしている。このレセプターの細胞外領域は、高度
に保存されており、マウス蛋白質とヒト蛋白質とで 67％の相同性が存在する。このレセプ
ターの細胞質領域に、高い保存性はない。ヒトの細胞質ドメインは、マウスのレセプター
の相当する領域よりもはるかに大きい 4 6。
IL-9レセプター遺伝子も、その特徴が分かっている 5 3。これは、単一コピー遺伝子として
、マウスのゲノムの中に存在し、 9個のエキソンと 8個のイントロンからなると考えられて
いる 5 3。ヒトのゲノムには、少なくとも 4個の IL-9レセプターの偽遺伝子が含まれている
。ヒト IL-9レセプター遺伝子は、性染色体ＸおよびＹの 320kbの亜末端領域にマッピング
されている 4 6。このような研究があるにもかかわらず、当技術分野には、 IL-9レセプター
とアトピー性アレルギー、喘息、または気管支過反応との関係についての知識が全くない
。
このように、当技術分野には、 IL-9遺伝子、そのレセプター、およびそれらの機能が、ど
のように、アトピー性アレルギー、喘息、気管支過反応および関連疾患と関係しているの
かに関する知識が欠けている。したがって、当技術分野においては、アトピー性アレルギ
ー、喘息、または気管支過反応についての遺伝学的情報と、これらの疾患の病因における
IL-9の役割を明らかにすることが特に必要である。また、これらの疾患における、 IL-9レ
セプターと IL-9レセプター遺伝子の役割を明らかにする必要もある。さらに、最も重要な
のは、それらの知識に基づいて、これらの疾患を治療するために、 IL-9とそのレセプター
との相互作用を調節することができる因子を同定する必要があることである。

本出願者らは、喘息およびそれに関連した疾患を含むアトピー性アレルギーの病因におけ
る IL-9（喘息関連因子１、すなわち AAF1としても知られている）の役割を明らかにする情
報で、 IL-9の活性を調節できる化合物をもたらした情報を提供することによって、これら
の疾患の治療に対する長い間感じられていた必要性を充たしている。本出願者らはまた、
気道過反応性における生物学的な多様性を決定する遺伝子に関して、ヒトとマウスとの間
で保存されている連関とシンテニー相同性を明らかにした。これらの関係は、遺伝子候補
としての IL-9を特異的に同定する。さらに、本出願者らは、マウスにおける気管支過反応
、好酸球増加症と気管支洗浄液中の細胞数の増加、および血清総 IgEの増加を含む、多数
の抗原誘導応答にとって IL-9が重要であると判定した。これらの発見により、喘息に関連
するアレルギー性炎症が類型化される。
さらに、本出願者らは、ヒトの IL-9遺伝子のエキソン５の 3365番目の位置で、核酸をＣか
らＴに変化させると、 IL-9の 117番目のコドンでトレオニンがメチオニンになると推定さ
れるアミノ酸置換が生じると判定した。この置換が一人の人の両方の対立遺伝子に起きる
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と、これに付随して、喘息、異常な皮膚検査反応、および血清総 IgEの低下を含む、アト
ピー性アレルギーの証拠が減少する。このように、本出願者らは、一人の人の中で両 IL-9
遺伝子産物の 117番目のコドンがメチオニンになるという特徴を持つ非喘息性で非アトピ
ー性の表現型が存在することを同定した。さらに有意義な推論となるよう、 117番目のコ
ドンのトレオニンによって特徴づけられる喘息性のアトピー表現型に対する罹病性の有無
について同定した。このように、本発明には、このような配列を有する精製単離した DNA
分子と、この DNAによってコードされるペプチドが含まれる。
IL-9の生物学的活性は、 IL-9レセプターへの結合と、特異的な細胞の中の調節シグナルの
伝達によって起こる。このため、 IL-9のアゴニストまたはアンタゴニストと、 IL-9または
そのレセプターとの相互作用によって、 IL-9の機能を阻害または調節することができる。
抑制制御、すなわち、 IL-9によって制御されている機能の抑制は、さまざまな方法で行わ
れる。 IL-9のレセプターへの結合を妨害することができるアゴニストまたはアンタゴニス
トの投与は、重要なメカニズムの一つであり、そのようなアゴニストおよびアンタゴニス
トも、本発明の請求の範囲に含まれる。実施例には、さまざまな突然変異を含む、 IL-9ま
たは IL-9レセプターの DNA配列にコードされているポリペプチド産物を投与することが含
まれる。これらの突然変異は、 IL-9または IL-9レセプターの点突然変異、挿入、欠失、ま
たはスプライシング変異体でよい。
本発明のさらなる態様には、「アゴニストおよびアンタゴニスト」の投与による IL-9の活
性を調節することが含まれる。熟練した当業者には、必要な３次元構造的コンホメーショ
ンを有する分子と、レセプター結合に必須または重要な残基を含む分子のすべてが、本発
明の範囲内にあることが容易に理解されると思われる。特に、成熟蛋白質の 43～ 60残基目
および 71～ 90残基目は、レセプター結合に重要であると考えられる。本出願者らは、 KP-1
6ペプチド（ 43～ 60残基目）と KP-20ペプチド（ 71～ 90残基目）が、レセプターのアンタゴ
ニストとして作用することを明らかにした。さらに、本来の IL-9分子の中のこれらの残基
は、逆平行ヘリックス構造を形成すると推定されている。この蛋白質の３次元構造は、 52
番目のセリンおよび／または 53番目のグルタミン酸が、 85番目のリジンと相互作用し、 56
番目のセリンが 82番目のリジンと相互作用し、また、 59番目のトレオニンが 78番目のバリ
ンと相互作用することを示している。これらの逆平行ヘリックスおよび関連する機能的な
原子団の３次元的な配置が、レセプター結合にとって重要な必須の３次元的な立体的コン
ホメーションを表すため、これらの関係を刺激する化合物は、本発明の範囲内に含まれる
。
IL-9レセプター（また、喘息関連因子 2、 AAF2とも呼ばれる）の生物学的活性は、可溶性 I
L-9レセプター分子を用いて調節することもできる。このような分子は、 IL-9が細胞結合
レセプターに結合するのを妨げ、 IL-9に対するアンタゴニストとして作用するが、これも
本発明の範囲内である。
IL-9がそのレセプターに結合するのを遮断するポリクローナル抗体およびモノクローナル
抗体も、本発明の範囲内であり、また喘息および関連疾患を含むアトピー性アレルギーを
治療するのに有用な治療薬である。
本発明の別の態様は、遺伝子治療において、 IL-9または IL-9レセプターの点突然変異、挿
入、欠失、またはスプライシング変異など、さまざまな突然変異を含む単離 DNA配列を使
用することに関する。
また、 IL-9および IL-9レセプターの発現は、合成アンチセンス・オリゴヌクレオチド配列
を有効量投与することによって抑制制御される。本発明のオリゴヌクレオチド化合物は、
ヒト IL-9および IL-9レセプターをコードする mRNAに結合し、それによってこれらの分子の
発現を阻害する。
IL-9と IL-9レセプター両者の構造が、非常に詳細に調査解析され、レセプター結合には、
IL-9のアミノ酸残基が重要であることが確認されている。構造研究と、この特異的な結合
対の結合特性に基づき、本発明はさらに、 IL-9が IL-9レセプターと相互作用するのを阻害
するのに必要な残基が構造的なコンホメーションにより提供されるように作成された小分
子を含む。このような阻害は、レセプター活性の調節をもたらすため、これらの分子は、
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アトピー性アレルギーを治療するのに有用である。
本発明の別の態様は、 IL-9機能に必要なシグナル経路の下流を制御することを目的とする
。 IL-9は、 IL-9シグナル経路に独特だと考えられる、 Stat3のチロシンのリン酸化を誘導
し 5 8、阻害因子の標的として有用である。このため、チロフォスチン（ tyrophostin）の
ようなチロシンキナーゼの特異的または非特異的阻害因子は、 IL-9の生理学的活性の下流
制御において有用であり、これらは本発明の一部をなす。さらなる態様において、アミノ
ステロール化合物も、 IL-9シグナル伝達経路のシグナル伝達の阻害に関与するため、アト
ピー性アレルギーおよび関連疾患を治療する上で有用である。
上で検討された産物は、アトピー性アレルギー、喘息、および他の関連疾患を治療するの
に効果的なさまざまな治療薬を示したものである。
本発明はまた、上述の DNA分子にコードされる短縮したポリペプチドも含む。これらのポ
リペプチドは、 IL-9の IL-9レセプターとの相互作用を調節することができる。
したがって、本出願者らは、気管支過反応、喘息、および関連疾患を含むアトピー性アレ
ルギーの発病における、 IL-9経路の重要な役割を同定した。より具体的には、本出願者ら
は、アンタゴニスト、および IL-9とそのレセプターとの相互作用を制御することができる
アンタゴニストを同定する方法を提供した。本出願者らはまた、１） 117番目のコドンに
メチオニンを有する IL-9に匹敵する活性を有し、 IL-9に対するレセプターへ IL-9の活性を
抑制制御するのに十分なほど結合することができる化合物を投与することによって、また
、２）エキソン１、２、３、４または５のいずれか一つ以上に欠失を含む、単離された塩
基配列によってコードされている欠失蛋白質産物を投与することによって、 IL-9の活性を
制御するための方法を提供する。
アトピー性アレルギー、気管支過反応、および喘息における IL-9経路の重要な役割を同定
し、本出願者らは、アトピー性アレルギー、喘息、および関連疾患への罹病性を診断する
ための方法も提供する。最後に、本出願者らは、 IL-9およびそのレセプターの発現または
機能のいずれかを抑制制御するのに十分な量投与することができる化合物または因子を同
定するために、 IL-9とそのレセプターの機能を測定するための方法を提供する。
添付した図面は、本明細書に組み入れられその一部を構成し、本発明のいくつかの態様を
例示して、説明とともに、本発明の原理を説明するのに役立つ。

図１：喘息関連遺伝子のマッピングに有用な多形遺伝子マーカーの相対順序およびセンチ
モルガン［ cM］での距離を示すマップ。
図２：ヒト染色体 5q31-q33およびマウスのシンテニー領域の遺伝子マップの図解。
図３：気管支収縮刺激に対する感受性が増加したマウスにおけるアトラキュリウム誘発気
道反応性に関するマウス第 13染色体の LODスコア曲線。
図４：ヒトおよびマウス IL-9遺伝子のエキソン５に対応するアミノ酸配列の配置。最初の
配列はヒト遺伝子のトレオニン対立遺伝子から翻訳される。中央の配列はヒト遺伝子のメ
チオニン対立遺伝子から翻訳される。最後の配列はマウス遺伝子から翻訳される。
図５：ヒト IL-9遺伝子対立遺伝子と国際単位で測定した血清中総 IgE価の相関を示すヒス
トグラム。 S／ Sはトレオニン／トレオニンの人、 S／ Rはトレオニン／メチオニンの人、お
よび R／ Rはメチオニン／メチオニンの人を指す。
図６： IL-9座での単純配列リピート多型性の図解。
図７：トレオニン 117 IL-9の cDNA配列の翻訳。
図８：メチオニン 117 IL-9の cDNA配列の翻訳。
図９：トレオニン 117による pFlag発現構築物のマップ。
図 10：ライゲーション部位周辺領域からのトレオニン 117 cDNAの pFlag発現構築物の配列
。
図 11：メチオニン 117による pFlag発現構築物のマップ。
図 12：ライゲーション部位周辺領域からのメチオニン 117 cDNAの pFlag発現構築物の配列
。
図 13： IL-9組換え蛋白のウェスタンブロット。
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図 14：阻害ペプチドのアミノ酸配列。
図 15： IL-9媒介 MO7e増殖の KP-16による阻害。
図 16： IL-9媒介 MO7e増殖の KP-20による阻害。
図 17： IL-9媒介 MO7e増殖の KP-23による阻害。
図 18： IL-9媒介 MO7e増殖の様々なチロフォスチンによる阻害。
図 19： IL-9媒介 MO7e増殖の様々なアミノステロールによる阻害。
図 20：インビボでの抗原反応における IL-9の役割の特徴づけ。
図 21：対照、卵白アルブミンチャレンジ、および抗 IL-9前処置動物からの肺の組織学検査
。
図 22：マウス IL-9受容体に対する遮断抗体によるインビボでの抗原反応の阻害。
図 24：ヒトメチオニン 117 IL-9およびトレオニン 117 IL-9の発現。
図 25：ヒト組換え型メチオニン 117およびトレオニン 117型 IL-9の可溶性抗体に対する結合
。
図 26：非刺激および刺激マウス脾細胞における IL-9の定常状態濃度。
図 27：化学部分の付録。
図 28：イヌ、魚、サメから単離したアミノステロール。

本出願者らは、喘息および関連疾患を含むアトピー性アレルギーの診断、予防または治療
において用いることができる IL-9経路およびこの経路に作用する組成物を明らかにするこ
とによって、当技術分野における必要性を解決した。喘息には、可逆的な気道閉塞を伴う
気道の炎症性疾患が含まれる。アトピー性アレルギーは、アトピー、ならびに喘息、気管
支過反応（ BHR）、鼻炎、蕁麻疹、腸のアレルギー性炎症疾患、およびさまざまな形の湿
疹を含む関連疾患を意味する。アトピーは、対照と比較して、血清総 IgEが上昇するかま
たはアレルゲンに対する異常な皮膚検査反応となって発現する、環境アレルゲンに対する
過敏感反応である。 BHRは、さまざまな刺激に対する気管支収縮反応が増強した気管支過
反応を意味する。
喘息関連疾患を示す家族の DNAを解析することによって、本出願者らは、アトピーの発現
を測定できるものの一つとして、血清総 IgEの生物学的な多様性と相関関係にある、 IL-9
遺伝子における多型性を確認した。 IL-9遺伝子（喘息関連因子１、すなわち AAF1としても
知られている）とは、ヒト骨髄系およびリンパ系の制御に関するさまざまな機能を示すサ
イトカイン、インターロイキン -9の遺伝子座を指す。本発明の IL-9遺伝子は、ヒトの第５
染色体の q31～ q33領域中およびマウスでは第 13染色体中に認められる。
本出願者らは、多型性という語で、「遺伝子座」と名付けられた特異的な DNA配列におけ
る、普通の配列からの変化を意味させている。一般的に、当業者がある遺伝子座を含む２
個以上の対立遺伝子を同定し、最も少ない共通遺伝子座が１％以上の頻度で存在する場合
、その遺伝子座は多型であると定義される。
本発明の多型性は、 IL-9の 117残基目のアミノ酸置換をもたらす。特に、親水性アミノ酸
のトレオニンの代わりに、本発明の IL-9は、疎水性アミノ酸メチオニン（ Met IL-9）を提
示する。遺伝子レベルでは、本発明の多型性は、レナウルドら（ Renauldand colleagues
）（ 1990）［ GenBank寄託番号 M30135、および M30136］ 5 4によって説明されているように
、ヒト IL-9遺伝子の 3365番目のヌクレオチド、またはケラーら（ Kelleher）（ 1991）によ
って報告されている［ GenBank寄託番号 M86593］、ヒト IL-9遺伝子の配列の 4244塩基目に
相当するヌクレオチドでの、チミン残基によるシトシン残基の置換である 5 5。
IL-9の対立遺伝子の片方または両方のいずれかにおいて、 117番目のアミノ酸にトレオニ
ン（ Thr）を有する個体（ Thr／ Thrまたは Thr／ Met）は一般的に、喘息に対する罹病性ま
たはアトピー性アレルギーの表現型を示すので、これらの遺伝子型は、調査した集団にお
ける血清総 IgEレベルの平均を高くするという特徴を有する。これに対し、 IL-9の対立遺
伝子の両方で、 117番目のコドンにメチオニン（ Met）を有する個体（ Met／ Met）は、喘息
を起こさず、皮膚検査反応における異常が少なく、血清総 IgEが低い。したがって、 IL-9
の Met／ Met遺伝子型により、喘息またはアトピー性アレルギーに対する防御が行われてい
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ると考えられる。
したがって、本発明は、 117番目にメチオニンを有するヒト・インターロイキン９（ Met I
L-9）をコードする塩基配列を含む単離精製された DNAまたはその断片を提供する。本発明
はまた、実質的に相同な配列だけでなく、この DNAの縮退配列も含んでいる。本発明の IL-
9の起源はヒトである。または DNAもしくはその断片は、当技術分野において既知の方法を
用いて合成してもよい。また、認められた技術によって DNAを構築し、その DNAを発現ベク
ターにクローニングし、化合物を発現するはずの細胞を、このベクターでトランスフェク
ションするという、遺伝子工学的技術によって、この化合物を産生することもできる。例
えば、サムブルックら（ Sambrook）「分子クローニング：実験マニュアル」第２版（コー
ルドスプリングハーバー研究所出版［ 1985］）に記載の方法を参照のこと。
気道過反応が、事実上すべての喘息患者と、近交マウスのいくつかの系統（ DBA／ 2）にお
いて見られる 8 4。気道過反応は、ヒトにおいて、喘息の発症に関する危険因子であり、喘
息の動物モデルにおいては、喘息に対する治療の効能を評価するための生理学的な尺度と
して用いられる。ヒト 7 9およびマウスの遺伝子マッピングの結果（実施例１および２を参
照）とともに、これらのデータは、マウスの気道反応において、マウス IL-9遺伝子産物に
ついての重要な役割を示唆している。特に、過反応 DBA／ 2（ D2）マウスは、定常レベルの
IL-9発現において、 C57BL／ 6（ B6）過反応マウス 8 4とは異なっている（実施例 14、図 26を
参照）。さらに、 IL-9／ IL-9レセプターに対する遮断抗体による前処理は、マウスにおい
て、抗原に誘導される気道過反応および炎症を、場合によっては完全に防止することがで
きるが、これは、これらの免疫応答における IL-9に関する重要な制御的な役割を示してい
る。このように、分子の異なる変化により、ヒトおよびマウスでは気道過反応における生
物学的な多様性が作出されるが、これらの変化は、この経路を制御する同一の遺伝子（ IL
-9／ IL-9R）の中で起きていることをこれらのデータは示している。これらをまとめると
、これらの観察から、気道過反応、喘息、およびアトピー性アレルギーにおける、 IL-9お
よび IL-9レセプターの重要な役割が確認されている。さらに、これらのデータから、 IL-9
が、そのレセプターと相互作用することを遮断する従来からの薬剤が、上で詳述したよう
な、抗原に誘導される反応から保護することが示される。
アトピ性アレルギー、気管支過反応、喘息、および関連疾患の発病における IL-9の決定的
な役割を明らかにするさらなる証拠は、マウスにおいては、数多くの抗原誘導応答に対し
て IL-9が決定的であるという本出願者らの観察から直接に得られる。抗原によるエアロゾ
ル投与の前に抗体で前処理して、 IL-9の機能を抑制制御すると、抗原に誘導される応答か
ら動物を完全に防御することができる。これらの応答には、気管支過反応、好酸球増加症
および気管支洗浄液中の細胞数の増加、炎症に関連した肺の組織学的変化、および血清総
IgEの増加が含まれる。したがって、アトピー性アレルギーの発病に重要な、喘息に関連
したアレルギー性炎症を特徴づけるこのような反応を、 IL-9の機能を抑制制御することに
よって治療することは、本発明の範囲内に含まれる。
本出願者らはまた、 IL-9レセプターに対する「アゴニストおよびアンタゴニスト」を投与
することによる IL-9の活性の制御について開示する。熟練した当業者には、必要な３次元
構造的コンホメーションを有する分子と、レセプター結合に必須または重要な残基を含む
分子のすべてが、本発明の範囲内にあることが容易に理解できると思われる。本出願者ら
は、 KP-16ペプチド（ IL-9の 43～ 60残基目）および KP-20ペプチド（ IL-9の 71～ 90残基目）
（例えば、アプライドバイオシステムズ社モデル 431Aペプチド合成機（ Applied Biosyste
ms Model 431A Peptid Synthesier）など、標準的なペプチド自動合成技術を用いて産生
される）が、 IL-9のアンタゴニストとして作用することを明らかにした。特に、本出願者
らは、成熟蛋白質の 43～ 60残基目と 71～ 90残基目が、レセプター結合に重要らしいことを
明らかにした。さらに、これらの残基には、エキソン４のほとんど（アミノ酸 44～ 88）が
含まれ、逆平行ヘリックス構造を形成すると推定される。この蛋白質の３次元構造から、
52番目のセリンおよび／または 53番目のグルタミン酸が、 85番目のリジンと相互作用し、
56番目のセリンが 82番目のリジンと相互作用し、また、 59番目のトレオニンが 78番目のバ
リンと相互作用することが示唆される。これらの逆平行ヘリックスおよび関連する機能的
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な原子団の３次元的な配置が、レセプター結合にとって重要な必須の３次元的な立体的コ
ンホメーションを表すため、これらの関係を刺激する化合物は、本発明の範囲内である。
喘息様表現型に関連する IL-9配列および喘息様表現型の欠如に関連する IL-9配列を明らか
にしたことから、抗原に対する肺の炎症反応が IL-9とは無関係であり、したがって IL-9の
機能の抑制制御は抗原誘導反応に対する防御であることが示された。さらに、本出願者ら
は、アトピー性アレルギーおよび関連疾患に対する罹病性を診断する方法、ならびに IL-9
とそのレセプターとの関係に基づいてこれらの疾患を治療するための方法も提供する。
レセプターは、分子を認識して結合する、可溶性または膜結合型の成分であり、本発明の
IL-9レセプター（喘息関連因子２、すなわち AAF2としても知られている）は、 IL-9を認識
して結合する成分である。 IL-9レセプターの機能には、 IL-9様分子に結合することと、特
異的な細胞の中でその制御シグナルを増幅させることが含まれる 5 7 ～ 6 0。この機能を阻害
すると、 IL-9の発現または IL-9によって調節される機能の抑制制御、すなわち低下がもた
らされる。したがって、 IL-9と IL-9レセプターとのこの相互作用のおかげで、生物の一定
の機能が、調節または制御されている。レセプターの一般的な議論については、グッドマ
ンとギルマンの（ Goodman and Gilman's）「治療学の薬学的基礎（ The Phamacologic Bas
is of Therapeutics）」（第７版、マクミラン出版社、米国ニューヨーク、 1985）を参照
。
一つの診断的な態様には、 IL-9の DNA配列における変異を認識することが含まれる。一つ
の方法は、当業者によって理解されているように、充分なハイブリッド形成を行う条件下
で、本発明の IL-9に相補的な配列を有する核酸分子（プローブとしても知られている）を
導入することを含む。一つの態様においては、この配列は、 Met117 IL-9または Thr117 IL
-9に特異的に結合し、別の態様において、 Met117 IL-9と Thr117 IL-9の両方に結合する。
これらの疾患に関連した DNA配列の変異を識別する別の方法は、当技術分野において周知
の複数の方法によって、直接 DNA配列を解析することである 7 7。別の態様には、これらの
疾患に関連する、 IL-9遺伝子における DNA配列の変異を検出することが含まれる 7 3 ～ 7 7。
これらには、ポリメラーゼ連鎖反応、制限酵素断片長の多型性（ RFLP）解析、および一本
鎖のコンホメーション解析が含まれる。好ましい態様において、本出願者らは、本明細書
において説明されている StyI RFLPを用いて、 Thrおよび Met対立遺伝子に関係した IL-9の
多型性を、遺伝子レベルで識別するための方法を具体的に提供する。別の態様においては
、 Nla、 Pfim1、 PflM1および Nco1 RFLPを用いて、 IL-9遺伝子のこれら２つの対立遺伝子を
区別する。
別の態様は、アトピー性アレルギーおよび関連疾患を治療することを含む。好ましい態様
において、本出願者らは、 Met IL-9に匹敵する活性と、 IL-9の活性を抑制制御するのに充
分な程度に IL-9レセプターに結合する能力を有する化合物を投与する方法を提供している
。 Met IL-9に匹敵する活性を有する化合物は、類似の機能を有するが、必ずしも同一でな
い化合物である。このように、これは、 IL-9レセプターには結合するが、同一の生理学的
効果をもたない。実施例には、さまざまな点突然変異および／または欠失を有する IL-9の
アミノ酸配列、ならびに、実質的にそれと相同な配列が含まれる。例えば、このような化
合物は、当技術分野において既知の技術にようて測定したところに従うと、 Thr IL-9が IL
-9レセプターに結合するのを阻害するかもしれない。本発明はまた、上述のアミノ酸配列
の機能的に有効な断片を含む。このような技術の一つにおいて、 Thr IL-9は、 IL-9レセプ
ターの「リガンド」と考えてもよく、この２つの間の結合は、グッドマンとギルマンの（
Goodan and Gilman's）「治療学の薬学的基礎（ The Pharmacologic Basis of Therapeuti
cs）」（第７版、マクミラン出版社、米国ニューヨーク、 1985）において示されているよ
うに、当技術分野において周知のリガンド結合測定法によって評価することもできる。
別の態様において、この化合物は、構造的に IL-9の Met対立遺伝子に似ているかもしれな
い。とすると、そのような化合物は、 IL-9の 117番目のコドンでメチオニンを取り込むか
、または別の親水的なアミノ酸を取り込むかもしれない。したがって、本発明の範囲に含
まれるのは、 117番目の位置で、アラニン、バリン、ロイシン、イソロイシン、プロリン
、フェニルアラニン、トリプトファン、およびメチオニンからなる群より選択されたアミ
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ノ酸による、 Thrの置換を含む IL-9変異体である。または本発明の化合物は、 Met IL-9に
類似する構造的な組成物を有する IL-9の断片として存在しているかもしれない。本発明の
別の態様において、この化合物は Met IL-9に匹敵する機能を保持しているかもしれないが
、構造的には、 Met IL-9に似ていないかもしれない。例えば、この化合物の組成には、ア
ミノ酸以外の分子が含まれるかもしれない。この例は、単なる例示にすぎず、通常の技術
を有する当業者は、効果的なアンタゴニストをもたらす、別の置換および／または欠失に
よる IL-9の類似体も、本発明の範囲に含まれることを容易に理解できよう。既に検討した
ように、必要な３次元構造的コンホメーションを有する分子と、レセプター結合に必須ま
たは重要な残基を含む分子のすべてが、本発明の範囲内に含まれる。
特異的な測定法は、 IL-9の既知の制御、部分的には、Ｔリンパ球、 IgE合成、および肥満
細胞からの放出に基づくことができる 5 4 ～ 6 0。別の測定法には、ヒト IL-9が、 M07e細胞に
おいて、複数の蛋白質の迅速で一過性的なチロシンリン酸化を特異的に誘導できることが
含まれる 5 7。この反応は、 IL-9レセプターの発現および活性化に依存しているため、利用
する価値があるかもしれない化合物の特徴を調べるための簡単な方法または測定法になる
。転写因子 Stat3のチロシンリン酸化は、 IL-9の作用に特異的に関連していると考えられ 5

8、この反応は、本発明の範囲内の化合物の特徴を調べるための簡単な方法または測定法
になる。さらに、 IL-9および IL-9様分子の機能の特徴を調べるための別の方法には、細胞
増殖測定法を用いてヒト IL-9の機能を測定するために用いられる、 ATCCから入手可能な周
知のマウスの TS1クローンおよび D10クローンが含まれる 5 9。本発明の一部を構成する Met 
IL-9は、 IL-9レセプターの「弱いアゴニスト」と見なすことができる。このような弱いア
ゴニストは、本発明のもう一つの好ましい態様である。本発明によれば、アゴニストとい
う語は、レセプターと相互作用するかまたは結合して、内生する化合物の効果の少なくと
もいくつかを模倣する化合物を含む。ある細胞の表面上で IL-9レセプターと相互作用また
は結合するアゴニストは、このサイトカインの作用の特徴である、一連の生化学的および
生理学的な変化を開始させる 4 5 ～ 5 1 、 5 4 ～ 6 1。本発明に係る別の弱いアゴニストを同定す
るために、本明細書および引用された文献 2 、 4 5 ～ 5 1 、 5 4 ～ 6 0で説明されているところに
したがって、 IL-9レセプターへの結合または IL-9様機能について調べることができる。
本発明は、また、 IL-9とそのレセプターのアンタゴニストを含む。アンタゴニストは、そ
れ自体は薬学的活性をもたないが、アゴニストの作用を阻害することによって効果をもた
らす化合物である。本発明のアンタゴニストを同定するために、本明細書および引用され
た文献 2 、 4 5 ～ 5 1 、 5 4 ～ 6 0で説明されているところにしたがって、既知のアゴニストとの
競合的結合、または IL-9様機能の抑制制御を調べることができる。
アゴニストまたはアンタゴニストのいずれかの結合には、イオン力、水素結合、疎水性相
互作用、ファンデルワールス力、および共有結合を含む、既知のあらゆる相互作用のタイ
プが含まれる。多くの場合、アゴニストまたはアンタゴニストとレセプターとの相互作用
において複数のタイプの結合が重要である。
さらなる態様において、これらの化合物は、 IL-9の類似体であってもよい。当技術分野に
おいてすべて十分に説明されている方法 6 2によって作出することができる、この遺伝子の
単離 DNA配列における点突然変異、塩基置換、および／または欠失によって、 IL-9の類似
体を作出してもよい。本発明はまた、 IL-9のスプライシング変異体を含み、その５個のエ
キソンに１個以上の欠失を有するインターロイキン -9の単離核酸配列を開示している。「
スプライシング変異体」という語は、本明細書においては、少なくとも１個のエキソンを
含むヒト IL-9をコードしている単離精製された DNA分子を意味している。当技術分野にお
いては、スプライシング変異体が、自然に発現しているという証拠はない。したがって、
本発明は、ヒト IL-9のエキソン１、４および５を有する、単離核酸を提供する。本発明の
範囲内にある別の変異体には、エキソン１、２、３、４および５；エキソン１、２、３お
よび４；エキソン１、２、４および５；ならびに、エキソン１、３、４および５を含む配
列が含まれる。これらのエキソンは、さまざまな点突然変異を含むものと理解されるべき
である。
IL-9に由来する拮抗ペプチドの具体的な例としては、エキソン４に由来する KP-16（配列
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番号： 13）および KP-20（配列番号： 14）が含まれる。エキソン４は、 44個のアミノ酸を
コードしているが、上記のペプチドは、それぞれ 16個と 20個のアミノ酸を含み、互いに重
複していない。これらのペプチドは、個別に測定しても組み合わせて測定しても、かなり
の阻害活性を示す。さらに、エキソン５に由来する KP-23（配列番号： 15）および KP-24（
配列番号： 16）も、同様の活性を示す。 IL-9のエキソン１から５のいずれかを１個以上欠
失させても、 IL-9のスプライシング変異体を形成させることができる。上で示したように
、これらのエキソンに由来するペプチドは制御能力を示し、このため、喘息を含むアトピ
ー性アレルギーを治療するのに有用である。
多酵素システムにおいては、第一の酵素または制御的な酵素を、多酵素システムの最終産
物によって活性化または阻害できることが、当技術分野において知られている。最終産物
の濃度を定常状態の濃度よりも上昇させると、最終産物は、一連の流れの中の制御的な酵
素の特異的な活性化因子または阻害因子として作用する。また、このようなフィードバッ
ク機構が、 IL-9のシステムにも関連するため、本発明のさまざまなポリペプチドは、 IL-9
レセプターの活性に対し、またおそらく、喘息の発病に関与するその他のサイトカインお
よびそれらのレセプターの発現または機能に対して、このような活性化または阻害調節を
行うことができることが観察されている。
本発明にはまた、当業者には慣例的な知識を用いて行うことができるアゴニストまたはア
ンタゴニストの改変が含まれる。例えば、レセプターに対する化合物の親和性は、一般的
に、この化合物の化学構造に密接に関連している。したがって、構造 -活性関係を用いて
、本発明のアゴニストとアンタゴニストの改変を行うことができる。例えば、結晶学／Ｘ
線回折と NMRの技術を用いて、本発明の改変を行うことができる。
例えば、分子画像を用いて、欠失突然変異体の構造モデルを構築するための鋳型として用
いることができるヒト IL-9の３次元構造を作出することができる。そして、これらのモデ
ルを用いて、 IL-9に匹敵するが生物学的活性はそれよりも低い IL-9レセプターに対する親
和性を有する、 IL-9分子の突然変異体を同定し構築することができる。より低い生物学的
活性とは、 IL-9よりも２倍から 100,000倍低いことを意味し、好ましくは、 IL-9よりも 100
倍から 1,000倍低い。
さらに別の態様において、これらの化合物は、レセプターの構造に対する動態学的プロー
ブとして用いることも、 IL-9依存的な細胞系によりレセプターアンタゴニストを開発する
ために用いることもできる。
さらに、本発明は、 IL-9または IL-9レセプターの合成を阻害するか、またはそれらの生物
学的安定性を低下させる化合物も提供する。生物学的安定性とは、分子の合成とその分解
との間の時間の測定値のことである。例えば、蛋白質、ペプチド、またはペプチド模倣薬
8 9の安定性は、Ｄ型アミノ酸を用いて引き延ばすことができ、または酵素による分解に対
してより感受性になるように配列を変更することによって短縮することができる。
別の態様において、本発明のアゴニストとアンタゴニストは、 IL-9と IL-9レセプターに対
する抗体である。 IL-9およびそのレセプターに対する抗体は、当技術分野において周知の
標準的な技術を用いて作製されるモノクローナル抗体でも、ポリクローナル抗体でもよい
（ハーローとレーンの（ Harlow & Lane's）「抗体－実験マニュアル（ Antibodies-A Labo
ratory Manual）」（コールドスプリングハーバー研究所、 1988）を参照）。これらを用
いて、 IL-9がレセプターに結合するのを阻害することができる。一つの態様において、こ
の抗体は、 IL-9と相互作用する。別の態様においては、この抗体は、 IL-9レセプターと相
互作用する。これらの抗体を誘導するために用いられる IL-9は、上で検討した IL-9の変異
体のいずれでもよい。
抗体は、当技術分野において標準的な技術を用いて、 IL-9または IL-9レセプターのペプチ
ド配列からも作製される（免疫学のプロトコール、第９章、ワイリー社（ Wiley）を参照
のこと）。遮断抗血清を作製するために用いることができる、マウス IL-9レセプターから
のペプチド配列は、以下のものが同定されている： GGQKAGAFTC（１～ 10残基目）（配列番
号： 19）、 LSNSIYRIDCHWSAPELGQESR（ 11～ 32残基目）（配列番号： 20）、および CESYEDKT
EGEYYKSHWSEWS（ペプチドを担体蛋白質に結合させるため、Ｎ末端に Cys残基を付加した 18
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4～ 203残基目）（配列番号： 21）。さらに、ヒト IL-9レセプターに対する遮断抗体に結合
するエピトープは、成熟ヒト IL-9レセプターの８～ 14残基と同定されている。（ TCLTNNI
）（配列番号： 22）およびヒト IL-9に対する遮断抗体に結合する２つのエピトープも、 50
～ 67残基（ CFSERLSQMTNTTMQTRY）（配列番号： 23）および 99～ 116残基（ TAGNALTFLKSLLEI
FQK）（配列番号： 16）であると同定されている。マウスの配列において遮断抗体を産生
するペプチドに相当する、ヒトのペプチドおよびヒトのエピトープが、治療用抗体を作製
するのに有用である可能性が最も高い。
さらに別の態様において、本発明の化合物は、アトピー性アレルギーおよび喘息の治療に
有効となるよう、 IL-9経路の機能または制御を変化させる蛋白質を含む、化学的な成分と
結合させてもよい 6 1。これらの蛋白質には、アトピー性アレルギーおよび喘息の治療にさ
らに有益となりうる IL-4、 IL-5、 IL-3、 IL-2、 IL-13、および IL-10を含む別のサイトカイ
ンおよび増殖因子の組合せ 6 2が含まれる。さらに、本発明の IL-9は、リン酸化によって共
役させてもよく、ビオチニル酸、チオ酸、アセチル酸、ヨウ素酸、および図 27に示したク
ロスリンキング試薬（ピアス社（ Pierce））のいずれと共役してもよい。
さらなる態様において、本発明には、 IL-9に結合する可溶性 IL-9レセプター分子を投与す
ることによって、 IL-9の発現または機能を抑制制御することが含まれる。レナウルドら（
Renauld） 5 9は、 IL-9レセプターに可溶性形態が存在することを明らかにした。この分子
は、細胞に結合したレセプターへの IL-9の結合を阻害し、 IL-9のアンタゴニストとして作
用させるために用いることができる。可溶性レセプターは、サイトカインまたは別のリガ
ンドに結合して、それらの機能を調節するために用いられてきた 8 7。可溶性レセプターは
、溶液中または膜の外側に生じる、膜結合レセプターの形態である。可溶性レセプターは
、一般的には膜と結合しているこの分子のセグメントが存在しないために、生じるのかも
しれない。このセグメントは、当技術分野においては、一般的に、この遺伝子の膜通過ド
メインまたはこの蛋白質の膜結合セグメントと呼ばれている。したがって、本発明の一つ
の態様において、可溶性レセプターは、膜結合レセプターの断片または類似体を意味する
。本発明の別の態様において、レセプターが膜の中に入り込めなくなるか、またはレセプ
ターは膜に入り込めるがその中に留まることができなくなるよう、膜と結合するセグメン
トの構造を改変する（例えば、 DNA配列の多型性または遺伝子の突然変異）。このように
、可溶性レセプターは、対応する膜結合型とは対照的に、膜との結合に重要な、この遺伝
子またはレセプター蛋白質の１個以上のセグメントに違いがある 5 2 、 5 3。
これらの化合物は、 IL-9に結合するよう作用する可溶性 IL-9レセプターの既知の形態であ
ってもよい。またはこれらの化合物は、 IL-9レセプターの既知の形態に似ているが、断片
として存在するものでもよい。本発明の別の態様において、この化合物は、可溶性 IL-9レ
セプターに匹敵する機能を保持しているが、組成においては、可溶性 IL-9レセプターに似
ていなくてもよい。例えば、この化合物の組成には、アミノ酸以外の分子が含まれていて
もよい。このように、これらの化合物は、 IL-9に結合して、 IL-9がその細胞表面レセプタ
ーに作用するのを阻害する。
本発明のさらなる態様は、アンチセンスまたは遺伝子治療に関する。アンチセンス、また
は遺伝子治療として提供される場合、特定の選択された効果をもたらすよう、改変した DN
A分子を作製することができることが、当技術分野において、今では分かっている。 IL-9
レセプターをコードする本来の DNAセグメントは、他の哺乳動物すべての DNA鎖と同じよう
に、センス鎖とアンチセンス鎖が水素結合によって一緒になった２本鎖を有する。レセプ
ターをコードする mRNAは、チミジンがウリジンに置き換わっていると予想されるが、セン
ス鎖と同じ塩基配列を持っている。したがって、レセプターの配列に関する知識に基づい
て、合成オリゴヌクレオチドを合成することができる。これらのオリゴヌクレオチドは、
このレセプターをコードする DNAおよび RNAに結合することができる。本発明の活性断片は
、 mRNAおよび DNAのコード鎖に相補的であり、通常、少なくとも 15ヌクレオチド、より一
般的には 20ヌクレオチド、好ましくは 30ヌクレオチド、より好ましくは 50ヌクレオチド以
上である。センス鎖とアンチセンス鎖との間の結合強度は、総水素結合に依存する。した
がって、熟練した当業者は、 mRNAの総塩基数に基づいて、オリゴヌクレオチド配列の最適
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な長さを容易に計算することができると思われる。
この配列は、 mRNAの配列いずれかの部分に対して相補的である。すなわち、 5'末端もしく
はキャッピング部位の近傍、またはキャッピング部位の下流、キャッピング部位と開始コ
ドンとの間であるかもしれないし、非コード領域またはコード領域の全部または一部だけ
をカバーしているかもしれない。アンチセンス配列が結合する特定の部位は、所望の阻害
の程度、配列の独自性、アンチセンス配列の安定性などによってさまざまである。
本発明の実施において、 IL-9レセプターの発現は、上記の合成アンチセンスオリゴヌクレ
オチド配列を有効量投与することによって抑制制御される。本発明のオリゴヌクレオチド
化合物は、ヒト IL-9または IL-9レセプターをコードする mRNAに結合して、これらの蛋白質
の発現（翻訳）を阻害する。グラスら（ Gruss et al．）の「インターロイキン９は、初
期および培養ホジキン細胞およびリード -スタンバーグ細胞によって発現されている（ Int
erleukin 9 is expressed by primary and cultural Hodgkin and Reed-Stemberg cells
．）」、 Cancer Res． 52:1026-31（ 1992年２月 15日）を参照のこと。
IL-9の点突然変異、挿入、欠失、またはスプライシング突然変異など、さまざまな突然変
異を有する単離 DNA配列も同様に、遺伝子治療において有用である。
IL-9レセプターの直接的な制御に加えて、本発明は、シグナル伝達の阻害を含む下流制御
の方法も含む。特に、本発明のさらなる態様は、チロシンのリン酸化阻害に向けられてい
る。当技術分野において、高度な発エルゴンリン酸基転移反応は、キナーゼとして知られ
る多様な酵素によって触媒されることが分かっている。言い換えると、キナーゼは、 ATP
と代謝物との間でリン酸基を転移させる。 IL-9は、多種の蛋白質のチロシンのリン酸化を
誘導する。すなわち、 JAK1チロシンキナーゼおよび JAK3チロシンキナーゼの活性化に加え
て、 IL-9は、 Stat3のチロシンのリン酸化も誘導する 5 8ことが、当技術分野において知ら
れている。 Stat3のリン酸化は、 IL-9シグナル伝達経路に独特なものであるため、阻害因
子にとって完全な標的となる 5 8。本発明は、チロシンキナーゼ蛋白質の特異的な阻害因子
であるチロフォスチンを、その範囲内に含む。このように、チロフォスチン（例えば、カ
ルバイオケム社（ Calbiochem）から入手可能）およびこれらのキナーゼのその他の同様の
阻害因子は、シグナル伝達を調節する上で有用であり、アトピー性アレルギーおよび喘息
を治療する上でも有用である。
本発明のさらに別の局面において、驚くべきことに、アミノステロール化合物も、 IL-9の
刺激によるシグナル伝達の阻害において有用であることが分かった。本発明において有用
なアミノステロール化合物が、米国特許出願第 08／ 290,826号と、その関連出願第 08／ 416
,883号および第 08／ 478,763号で説明されており、また、第 08／ 483,059号と、その関連出
願第 08／ 483,057号、第 08／ 479,455号、第 08／ 479,457号、第 08／ 475,572号、第 08／ 476,
855号、第 08／ 474,799号、および第 08／ 487,443号でも説明されており、これらは、参照
として本明細書に組み入れられる。
さらに、本発明には、薬学的に許容される担体と共に、本発明の化合物を含む薬学的組成
物が含まれる。薬学的に許容される担体は、水および油などの滅菌した液体で、ピーナッ
ツ油、大豆油、ミネラル油、ゴマ油などの、石油性、動物性、植物性、または合成した油
が含まれる。薬学的組成物が静脈に投与される場合には、水が、好ましい担体である。食
塩水および含水デキストロースとグリセロールの水溶液も、特に、注射可能な水溶液の液
状担体として用いることができる。適当な薬学的担体は、マーチン、 E.W．（ Martin, E.w
.）の「レミントンの製薬科学（ Remington's Phamaceuticals Sciences）」で説明されて
おり、これは特に、参照として本明細書に組み入れられる。
本発明に係る治療方法に用いられる化合物は、治療されるべき条件、部位特異的治療の必
要性、投与すべき薬物の量などに応じて、全身的または局所的に投与することができる。
局所的な投与法を用いることができる。溶液、懸濁液、ゲル、軟膏、または塗剤などのあ
らゆる一般的な局所用の組成物を用いることができる。例えば、「レミントンの製薬科学
」第 17版、ペンシルバニア州イーストン、マック出版社（ Mack Publishing Company）で
例示されているように、局所的処方剤の調製が、薬学的処方剤の技術分野において充分に
説明されている。局所的な施用のためには、粉末またはスプレー、特にエアロゾルの形状
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で投与することもできる。全身投与に合わせた薬学的組成物として、活性成分を投与して
もよい。知られているように、薬物を全身的に投与すべき場合には、粉末、丸薬、錠剤な
どにして調製したり、経口投与用にシロップまたはエリキシルとして調製してもよい。静
脈内、腹腔内、または病変部内に投与するためには、注射によって投与可能な溶液または
懸濁液として化合物を調製する。ある場合には、これらの化合物を座薬の形状に処方する
のが有用であろうし、皮下に蓄積させたり筋肉内注射をするためには、長時間かけて放出
されるような処方剤とするのが有用なこともあろう。好ましい態様において、本発明の組
成物は、吸入によって投与してもよい。吸入療法のためには、化合物を、用量計付きの吸
入器によって投与するのに有用な溶液にするか、または乾燥粉末吸入器に適当な形状にす
ることができよう。
有効用量とは、 IL-9の発現、または IL-9によって調節される機能のいずれかを抑制制御す
る用量のことである。所定の有効用量は、条件によってさまざまであり、また一定の場合
でも、治療すべき症状の重篤さおよび治療に対する患者の感受性によってさまざまである
。したがって、絶えず実験によって、その時間と場所における所定の有効用量を決定する
のが一番よい。しかし、本発明による喘息関連疾患の治療において、重量で 0.001％～５
％の間、好ましくは、約 0.01％～１％を含む処方薬が、通常は、治療学的に有効な用量を
構成すると予想される。全身的に投与する場合には、１日につき、体重１ kg当たり 0.01mg
～ 100mgの間の用量、しかし好ましくは、約 0.1～ 10mg/kgの用量が、ほとんどの場合、治
療結果に効果をもたらすと考えられる。
本出願者らはまた、 IL-9の発現、または IL-9によって調節される機能を抑制制御する化合
物をスクリーニングする方法を提供する。当技術分野において標準的な技術を用いて、 IL
-9によって発現される機能が抑制制御されるか否かを判定することができる 5 7 ～ 6 0。特定
の態様において、本出願者らは、 Met IL-9と同等の機能を有する化合物を同定する方法を
提供する。したがって、一つの態様において、インビボでの IL-9機能の抑制制御における
、化合物の効能を評価するための、当技術分野において周知の技術 4 2を用いて、血清総 Ig
Eを測定することができる。別の態様においては、インビボでの IL-9機能の抑制制御にお
ける化合物の効能を評価するための、当技術分野において周知の技術 4 2を用いて、気管支
過反応、気管支肺胞洗浄液、および好酸球増加症を測定することができる。さらに別の態
様において、 IL-9の機能は、インビトロで評価することができる。当業者に知られている
ように、ヒト IL-9は、 M07e細胞において、複数の蛋白質の迅速で一過性的なチロシンのリ
ン酸化を特異的に誘導する。転写因子 Stat3のチロシンのリン酸化は、 IL-9の作用に特異
的に関連していると考えられる。 IL-9レセプターの「安定的な発現」に依存する、 IL-9お
よび IL-9様分子の機能の特徴を調べるための別の方法では、周知のマウスの TS1クローン
を用いて、細胞増殖測定法によってヒト IL-9の機能を評価する 5 9。
また本発明には、 IL-9レセプターを発現する細胞系に基づいて、飽和可能で特異的なリガ
ンド結合を見つけるための簡単なスクリーニング法が含まれる 4 6 、 5 9。 IL-9レセプターは
、 K562、 C8166-45、Ｂ細胞、Ｔ細胞、肥満細胞、好中球、巨核球（ UT-7細胞） 5 3、ヒト巨
核芽性白血病細胞系 MO7e5 7、 TF15 9、マクロファージ、胎児胸腺細胞、ヒト腎細胞系 2935 3

、およびマウス胚海馬前駆細胞系 4 6 、 5 2 、 5 3を含む、広く多様な細胞型において発現して
いる。別の態様において、可溶性 IL-9レセプターを用いて、リガンド結合およびレセプタ
ーのアンタゴニストの可能性があるものを評価することができる。
本発明の実施には、従来の用語および当業者の通常の技術の範囲内にある、分子生物学、
薬学、免疫学、および生化学の技術が用いられる。例えば、サムブルックら（ Sambrook）
「分子クローニング：実験マニュアル（ Molecular Cloning:A Laboratory Manual）」第
２版（コールドスプリングハーバー研究所出版［ 1985］）、またはアウスウーベルら（ Au
subel）「分子生物学の最新プロトコール（ Current Protocols in Molecular Biology）
」ジョン・ワイリー・アンド・サンズ社（ John Wiley & Sons, Inc．）［ 1994］を参照の
こと。
ところで、本発明者らは、次の基本的な背景情報を提供する。身体の遺伝的物質である DN
Aは、 46本の染色体の上に配置されているが、染色体の各々は、セントロメアによって結
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合された２本の腕を有する。各染色体は、ｐまたはｑと名付けられたセグメントに分けら
れる。ｐという記号は、セントロメアから最も近いテロメアまでを測定した染色体の短腕
を同定するときに用いられる。染色体の長腕は、ｑという記号で表される。染色体上の位
置は、染色体番号（すなわち、５番染色体）、ならびにｐまたはｑ領域の位置（すなわち
、 q31-q33）によって示される。さらに、身体は、性染色体、ＸおよびＹを持っている。
減数分裂の過程で、ＸおよびＹ染色体は、偽常染色体領域として知られている領域で DNA
配列情報を交換する。
DNA、すなわちデオキシリボ核酸は、４つの異なる塩基性化合物、アデニン［Ａ］、チミ
ン［Ｔ］、シトシン［Ｃ］、およびグアニン［Ｇ］を含む、２本の相補的なヌクレオチド
鎖から成る。一方の鎖のＡは、もう一方の鎖のＴと結合し、一方の鎖のＣは、もう一方の
鎖のＧと結合して、相補的な「塩基対」を形成し、各対は、それぞれの鎖に一つずつ塩基
を有する。
３個のヌクレオチド（「コドン」）が連続したものをグループにすると、１個のアミノ酸
をコードしている。したがって、例えば、３個のヌクレオチド CAGは、アミノ酸のグルタ
ミンをコードしている。天然に存在する 20個のアミノ酸と、それらの一文字コードは、以
下の通りである。
アラニン　　　　　　　　 Ala　　Ａ
アルギニン　　　　　　　 Arg　　Ｒ
アスパラギン　　　　　　 Asn　　Ｎ
アスパラギン酸　　　　　 Asp　　Ｄ
アスパラギン、
またはアスパラギン酸　　 Asx　　Ｂ
システイン　　　　　　　 Cys　　Ｃ
グルタミン　　　　　　　 Gln　　Ｑ
グルタミン酸　　　　　　 Glu　　Ｅ
グルタミン、
またはグルタミン酸　　　 Glx　　Ｚ
グリシン　　　　　　　　 Gly　　Ｇ
ヒスチジン　　　　　　　 His　　Ｈ
イソロイシン　　　　　　 Ile　　Ｉ
ロイシン　　　　　　　　 Leu　　Ｌ
リジン　　　　　　　　　 Lys　　Ｋ
メチオニン　　　　　　　 Met　　Ｍ
フェニルアラニン　　　　 Phe　　Ｆ
プロリン　　　　　　　　 Pro　　Ｐ
セリン　　　　　　　　　 Ser　　Ｓ
トレオニン　　　　　　　 Thr　　Ｔ
トリプトファン　　　　　 Trp　　Ｗ
チロシン　　　　　　　　 Tyr　　Ｙ
バリン　　　　　　　　　 Val　　Ｖ
アミノ酸は、蛋白質を構成する。アミノ酸は、親水性、すなわち水に対して親和性を示す
ものもあり、または疎水性、すなわち水を忌避するものもある。例えば、Ｇ、Ａ、Ｖ、Ｌ
、Ｉ、Ｐ、Ｆ、Ｙ、Ｗ、Ｃ、およびＭと名付けられたアミノ酸は疎水性で、また、Ｓ、Ｑ
、Ｋ、Ｒ、Ｈ、Ｄ、Ｅ、ＮおよびＴと名付けられたアミノ酸は親水性である。一般的に、
アミノ酸の疎水的または親水的な性質は、ペプチド鎖の折りたたみに影響を与え、結果的
に、蛋白質の３次元構造に影響を与える。
DNAは、以下のように蛋白質と関係している。
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ゲノム DNAは、生物の細胞の中に見られる DNA配列のすべてを含む。これは、メッセンジャ
ー RNA［「 mRNA」］に「転写」される。相補的 DNA［「 cDNA」］は、 mRNAの逆転写によって
作出される、 mRNAの相補的なコピーである。ゲノム DNAとは異なり、 mRNAも cDNAも、いわ
ゆる「エキソン」という、蛋白質をコードする DNA領域またはポリペプチドをコードする D
NA領域のみを有する。ゲノム DNAはまた、蛋白質をコードしていない「イントロン」も含
みうる。
実際、真核生物の遺伝子は、イントロンによって中断されたエキソンからなるため、それ
らによってコードされる蛋白質について不連続である。 RNAに転写された後、イントロン
はスプライシングによって切り出され、成熟メッセンジャー RNA（ mRNA）を生成させる。
エキソンの間のスプライシング部位は、典型的には、スプライシング作用に対するシグナ
ルとして作用するコンセンサス配列によって決められる。スプライシングは、一次 RNA転
写産物からのイントロンを除去することと、切り出されたイントロンの両側に残った RNA
の末端を結合または融合することから成り立つ。イントロンの有無、イントロンの組成物
、および遺伝子当たりのイントロンの数は、同じ生物種の系統間および同一の基本的な機
能遺伝子を有する生物種の間で異なる。ほとんどの場合、イントロンは本質的ではなく融
通がきくと想定されるが、それらの分類も絶対的ではない。例えば、一つの遺伝子のある
イントロンは、別の遺伝子のエキソンであったりする。場合によっては、代わりのまたは
別のスプライシングパターンによって、同じ一本の DNA鎖から別の蛋白質が生成される。
実のところ、イントロンの構造的な特徴と、そのもとにあるスプライシング機構とが、異
なる種類のイントロンの分類の基礎を作っている。
エキソンに関しては、これらは、例えば、機能的ドメイン、折りたたみ領域、または蛋白
質の構造的要素など、不連続なドメインまたはモチーフに相当することがあり、または逆
ターン、ループ、グリコシル化シグナル、およびその他のシグナル配列、または構造化さ
れていないポリペプチドリンカー領域などの、短いポリペプチド配列に相当することがあ
る。本組合わせ法のエキソンの基本単位は、天然に存在するエキソン配列に相当する核酸
配列、または突然変異（例えば、点突然変異、欠失、融合）を起こした天然のエキソン配
列を含むことができる。
ここで DNAの操作に戻ると、 DNAは、一定の分かっている部位で DNAを切断する「制限酵素
」と、 DNAを連結させる DNAリガーゼとを用いて、切断し、スプライスし、またそれ以外の
操作を行なうことができる。このような技術は、サムブルックら（ Sambrook）「分子クロ
ーニング：実験マニュアル（ Molecular Cloning:A Laboratory Manual）」第２版（コー
ルドスプリングハーバー研究所出版［ 1985］）、またはアウスウーベルら（ Ausubel）「
分子生物学の最新プロトコール（ Current Protocols in Molecular Bioklogy）」ジョン
・ワイリー・アンド・サンズ社（ John Wiley & Sons, Inc．）［ 1994］などの教科書に開
示されているため、当技術分野において通常の技術を有する者によく知られている。
そして、特異的な長さと配列を有する DNAを、プラスミド、コスミド、またはウイルスな
どの遺伝的因子で、自らの調節に基づいて複製することのできる「レプリコン」の中に挿
入することができる。「組換えベクター」または「発現ベクター」とは、 DNAの発現、す
なわち、 DNAによってコードされている蛋白質の産生が可能なように、 DNAセグメントが挿
入されているレプリコンのことである。発現ベクターは、実験室で構築してもよいし、別
の実験室から入手してもよいし、または商業的な供給業者から購入してもよい。
組換えベクター［当技術分野において、さまざまな名前で知られている］は、包括的には
、「形質転換」として知られている処理によって、宿主の中に組み込まれうる。形質転換
とは、感染、直接的な取り込み、形質導入、 F-接合、マイクロインジェクション、または
エレクトロポレーションなど、多数の方法のいずれかによって、外来の DNAセグメントを
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宿主細胞へ転移させることである。組換え宿主細胞、細胞、および細胞培養物としてさま
ざまに知られている単細胞の宿主細胞には、バクテリア、酵母、昆虫細胞、植物細胞、哺
乳動物細胞、およびヒト細胞が含まれる。特に好ましい態様において、宿主細胞には、大
腸菌、シュードモナス菌、バチルス菌、放線菌、酵母、 CHO、 R1-1、 B-W、 LH、 COS-J、 COS
-7、 BSC1、 BSC40、 BMT10、および S69細胞が含まれる。酵母細胞には、特に、サッカロマ
イセス属、ピヒア属、カンジダ属、ハンセヌラ（ Hansenula）属、およびトルロピス（ Tor
ulopis）属が含まれる。
当業者は、宿主細胞による DNAセグメントの発現には、適切な調節配列または因子が必要
であることを認識している。調節配列は、用いる宿主細胞によって異なるが、例えば、原
核生物においては、プロモーター、リボソーム結合部位、および／または転写終結部位が
含まれる。真核生物においては、このような調節配列には、プロモーターおよび／または
転写終結部位が含まれる。当業者にはよく理解されているように、注意深い選抜とこれら
の調節配列の置き方によっては、ポリペプチドの発現が促進される、すなわち、標準的な
レベルを超えて増加することがある。
別の態様において、用いられうるプロモーターには、ヒトのサイトメガロウイルス（ CMV
）プロモーター、テトラサイクリンで誘導できるプロモーター、シミアンウイルス（ SV40
）プロモーター、モロニーマウス白血病の長い末端反復配列（ LTR）プロモーター、グル
ココルチコイドで誘導できるマウス乳腺癌ウイルス（ MMTV）プロモーター、ヘルペスチミ
ジンキナーゼ・プロモーター、マウスおよびヒトのβ -アクチン・プロモーター、 HTLV1お
よび HIV IL-9の 5'側隣接領域、ヒトおよびマウスの IL-9レセプターの 5'側隣接領域、バク
テリアの tacプロモーター、ならびにショウジョウバエのヒートショック骨格接着領域（ S
AR）エンハンサー因子が含まれる。
DNAは、ペプチド、オリゴペプチド、および蛋白質など、どのような長さのポリペプチド
としても発現させられる。ポリペプチドには、グリコシル化、アセチル化、リン酸化など
の、翻訳後修飾も含まれる。
本発明にとって有益なもう一つの分子生物学的技術は、「連鎖解析」である。連鎖解析は
、特性または疾患と相関関係にある染色体または染色体領域を同定するために用いられる
解析的な方法である 4 4。染色体は、その上に遺伝子が組織化されている、遺伝の基本的な
単位である。遺伝子の他に、当業者は、染色体上に「 DNAマーカー」を同定している。 DNA
マーカーとは、その同一性および配列を容易に決定できる、既知の DNA配列である。連鎖
解析の方法論は、病気遺伝子、例えば、喘息に対する罹病性に関連した遺伝子を特定の染
色体にマッピングするのに応用されてきた 4 2 、 4 4。
本発明の別の態様は、開示された本発明の明細および実施を考慮することにより、当業者
には明らかになると思われる。本発明の真の範囲は、請求の範囲によって示されており、
本明細書および実施例は、例示にすぎないと考えられるよう意図されている。
方法
以下の実施例に記述した実験の実施に当たって、本出願者らは以下の方法を用いた：
患者集団
喘息の家族を２つの源から募集した 2 7 、 4 2 、 7 9 ～ 8 3 、 9 9。それぞれの場合において、ヒト
IL-9遺伝子の 3365位での多型性に関して患者の遺伝子型を分類した［ GenBank寄託番号 M30
136］。
米国東海岸の 74人から成る第３の集団を、喘息およびアトピーに関して無作為に確認した
。コドン 117におけるメチオニン置換の発生率を、一般集団におけるこの変種の発生率の
不偏推計値として用いた。
ペンシルバニア州フィラデルフィアの 49人から成る第４の集団を、喘息およびアトピーに
関して無作為に確認した。血清中総 IgEを、酵素結合イムノソルベント試験［ ELISA、ゲン
ザイム、ケンブリッジ、マサチューセッツ州］によって解析した。各個人の末梢血の白血
球から DNAを抽出した。抽出したゲノム DNAについて、遺伝子マーカー（遺伝子タイピング
）および候補遺伝子の分析を実施した。再度、コドン 117におけるメチオニン置換の発生
率を、一般集団におけるこの変種の発生率の不偏推計値として用いた。
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。
プライマーは全て、 OLIGO 4.0を用いて設計した。 IL-9遺伝子の特徴付けは、報告された
配列の５個の各エキソン周囲のプライマーを用いて実施した。各エキソン周囲のプライマ
ー配列は：エキソン１［上流］［ 5' GCT CCA GTC CGC TGT CAA 3'］および［下流］［ 5' 
CTC CCC CTG CAG CCT ACC 3'］［産物のサイズ 150bp］；エキソン２［上流］［ 5' CGG GG
C TGA CTA AAG GTT CT 3'］および［下流］［ 5' GTT CTT AAA GAG CAT TCA CT 3'］［産
物のサイズ 99bp］；エキソン３［上流］［ 5' ATT TTC ACA TCT GGA ATC TTC ACT 3'］お
よび［下流］［ 5' AAT CCA AGG TCA ACA TTA TG 3'］［産物のサイズ 113bp］；エキソン
４［上流］［ 5' TTT CTT TGA ATA AAT CCT TAC 3'］および［下流］［ 5' GAA ATC ACC AA
C AGG AAC ATA 3'］［産物のサイズ 206bp］；ならびにエキソン５［上流］［ 5' ATC AAC 
TTT CAT CCC CAC AGT 3'］および［下流］［ 5' GGA TAA ATA ATA TTT CAT CTT CAT 3'］
であった。各エキソンはまず、一本鎖構造多型性解析［ SSCP］を用いて調べた 7 2 、 7 3。エ
キソン５のプライマーは、ポリメラーゼ連鎖反応［ PCR］増幅後に 160bpの産物を産生し、
これはまた、直接固相配列分析によっても調べた 7 2 、 7 3。上流のプライマーは 5'ビオチン
標識と共に合成し、増幅した後、ストレプトアビジン結合常磁性ビーズ［ダイナル］によ
って PCR産物を捕獲し、他所で記述されている 7 7サンガーシークエンシングによって特徴
付けを行った。配列の多型性は、繰り返し分析によって人為的誤差と識別した。

。
電気野に暴露された一本鎖 DNAの移動の変化に基づく多型性の検出法である SSCP7 2は、シ
ュウェンゲルら（ Schwengel、 1994）が記述したように、室温で 10％グリセロールの存在
下および非存在下で、クロスリンクモノマー濃度 2.67％で６％ポリアクリルアミドゲル電
気泳動を用いて実施した 7 7。 PCR産物４μ lを２倍濃度の停止緩衝液［ 95％ホルムアミド、
20mM EDTA、 0.05％ BPB、 0.05％キシレンシアノール］５μ l、および 0.5％ SDS１μ lならび
に 50μ M EDTAと混合し、 85～ 90℃で８分間変性させ、その後直ちに氷上に置いた。電気泳
動は、ゲルを含むグリセロールで約 24時間、および非グリセロールゲルでは 12時間、 12ワ
ットで実施した。次にゲルを乾燥させ、コダックの XAR（登録商標）フィルムに露出した
。

。
PCR産物の直接 DNAシークエンシングは、シュウェンゲルら（ Schwengel、 1994） 7 7が記述
したように、エチジウムブロマイドで染色した１％アガロースゲル上に正しいサイズの PC
R産物の存在を確認した後、固相法を用いて行った。 PCR産物 20μ lをダイナビーズ（ Dynab
eads）（登録商標） m-280［ダイナル］ 40μ lと共に 15分インキュベートした。ビーズは、
製造元の示唆通りに洗浄して希釈した。各試料をその後、 10mMトリス塩酸 pH7.5、１ mM ED
TA、２ M NaClを含む B&W緩衝液で洗浄し、 0.1N NaOHで変性させ、次に 0.1N NaOH、 B&W緩衝
液、および 10mMトリス塩酸 pH８ならびに１ mM EDTA［ TE］で洗浄した。ビーズ沈殿物を H2 O
 10μ lに再懸濁した。
サンガーシークエンシング反応は、シーケナーゼ［アメリカバイオケミカルカンパニー］
を用いて行った。 3 5 S-dATPまたは 3 3 P-dATPはシークエンシング溶液に取り込まれ、その産
物を、７ M尿素を含む５％または６％のいずれかのポリアクリルアミドゲルで電気泳動し
た。ゲルは固定せずに乾燥させ、 X線フィルムに露出した。両親および子供の遺伝子型の
比較により、対立遺伝子を決定した。頻度の少ない人為的誤差は、繰り返すことで真の配
列多型性と容易に識別された。
DNAを末梢白血球から得て抽出した。ゲノム DNAを、増幅のために 200μ g／ mlの濃度に希釈
した 2 7 、 4 2。 DXYS154を含む単純配列リピート［ SSR］は、ゲノムデータベース［ GDB；ウ
ェルチ図書館、ジョン・ホプキンス大学、バルチモア、 MD］から選択した。 sKK-1マーカ
ーの遺伝子タイピングは、 90bpの産物を生じる以下のプライマー sKK-1U［ 5' CAA ATC TGA
 AGA GCA AAC TAT 3'］および sKK-1L［ 5' TTA AAA AAT TCA TTT CAG TAT TCT 3'］を用い
て実施した。各 SSR産物は、 PCR7 2によって増幅し、先に記述した方法に従ってサイズを測
定した 2 7 、 4 2。試料の取り扱いはウェーバーら（ Weber）が記述した方法を少し改変して
実施した 7 1 、 2 7 、 4 2。各オートグラフの２回の独立した計測から遺伝子型を決定した。家
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族を遺伝子タイピングした個々の人には臨床データを知らせなかった。
。

3365位での Cから Tへの多型性の結果として、 IL-9エキソン５の PCR産物の 52位で StyI制限
酵素断片長多形［ RFLP］を産生した。この DNA配列変種の存在に関して試験するために、 P
CR増幅の前にエキソン５の下流のプライマーを末端標識した。 PCR産物を次に StyIで消化
し、長さが 108bp［標識］および 52bp［非標識］の２つの断片を得た。この RFLPを SSCPと
共に用いて、家族および個人におけるこの多型性の存在を確認した。

。
連鎖分析は、 BHR、アトピーおよび喘息のような複雑な形質の遺伝的基礎の調査のための
確立されたアプローチである罹患兄弟ペア法（ affected sib-pair methods）［ SIBPAL, S
.A.G.E．］ 7 8を用いて実施した。非罹患兄弟ペアの比率はなおも遺伝子担体である可能性
があるが、形質を発現していないため、罹患兄弟ペアを通常、最初に試験する。遺伝［優
勢、劣性等］のモデルが正確に特定されなければならない LODスコア法とは対照的に、兄
弟ペア法による分析はこの点において明確な仮定をしない。このように、兄弟ペア分析で
は、両親の臨床情報は連鎖の試験に用いない。これらの方法では、罹患した２人の子供が
、同じ両親のマーカー対立遺伝子のコピーをどれほどの頻度で共有するかという点を適切
に観察する 4 4。両親のマーカー対立遺伝子の同じコピーが異なる子孫に認められれば、そ
れらは「遺伝により同じもの」を受け継いでいると言われる。偶然による予測値［ 50％］
より起こる頻度が有意に高いマーカー対立形質に関して、罹患兄弟ペアが遺伝により同一
である場合、連鎖が示唆される。同じマーカー対立遺伝子が疾患遺伝子と共に異なる子孫
に伝搬されれば、このことは、マーカー座が連鎖している、または減数分裂の際に共分離
されるほど、同じ染色体上で疾患遺伝子に極めて近い位置に存在するに違いないことを意
味する。次に、マーカーの染色体での位置を知ることによって、形質をマッピングする。
ヒトにおける連鎖はまた、確率比の方法によって確立してもよい。この方法は、例えば１
つの仮説の下で、観察された家族のデータが２つの DNAマーカー間に連鎖を生じる確率と
、別の仮説の下で、典型的には非連鎖を生じる確率との比較を含む。これらの確率の比を
、他の仮説に対する一つの仮説のオッズ比と呼ぶ。慣例により、哺乳類の遺伝学者はオッ
ズ比の対数または LODスコアを好む。一般に連鎖は、連鎖対非連鎖のオッズが圧倒的に大
きい場合、または 1,000対１［ LOD＝３］に達した場合に、証明されたと見なされる。オッ
ズ比がこの仮説に対して 100：１［ LOD＝ -２］に低下すると連鎖は拒絶される。最大確率
推計値は、確率比が最大の場合の再結合分画である。このように、多系統の LODsは、スコ
アが３［ 1,000対１のオッズを表す］になるまで、または -２［ 100：１のオッズを示す ]に
低下するまで加算される。
臨床および遺伝子型データは全て、マッキントッシュ（ MacIntosh）（登録商標）または
サンマイクロシステムズ（ Sun Microsystems）（登録商標）コンピューターでをエクセル
（ EXCELL）（登録商標）用いて処理した。統計分析は JMP［ SASインスチチュート、インク
、カリー、 NC］を用いて行った。ウィルコキソン／クラスカル -ワリス（ Wilcoxon／ Krusk
al-Wallis）検定［階数和］を用いて、コドン 117でのホモ接合体［ Met／ Met］、ヘテロ接
合体［ Met／ Thr］、またはホモ接合体［ Thr／ Thr］がその血清中総 IgEが異なるか否かを
検定した。 P値は全て、対立遺伝子の増加的共有のみが予測されるため片側検定を用いた
罹患兄弟ペア分析を除き、両側で行った。
この背景的情報を提供し、本出願者らは本発明の好ましい面について記述する。
実施例１

BHRの複雑な遺伝的決定因子を詳細に分析する一助として、本出願者らは、様々な気管支
収縮刺激に対するその遺伝的感受性が異なるマウスモデルを開発した。組換え近親交配株
［ BXD］を用いた近交系動物モデルにより、 BHRに対する感受性を制御する遺伝子の数、そ
の影響の程度、およびその正確な染色体上の位置を明らかにするためのヒトで進行中の試
験を促進することが可能である。特に、動物モデルにおいて、喘息に関して重要な危険因
子に対する感受性を決定する遺伝子の位置を特定することは、ヒトにおけるこの遺伝子の
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位置クローニングの役に立つ可能性がある。
BHRおよびアトピーの素因を有する遺伝子は、本発明の前には確認されていないが、染色
体５ q31～ q33は、マウス第 11、 13、および 18染色体の一部とシンテニーであることがわか
っている。図２は、 BHR、アトピー、および喘息に関連する気道炎症において、何らかの
役割を果たしている可能性がある多数の位置候補領域を含むシンテニー領域を図示する。
特に、 BHRとの連鎖に関して有意な証拠を示しているヒト染色体５ q31～ q33の領域は、多
数の候補遺伝子を含むマウス第 11、 13、および 18染色体の一部と相同である 8 4。
特に、 IL-9または近傍遺伝子は最近、無作為確認集団を用いた血清中総 IgE濃度の対数値
とこの遺伝子マーカーとの間の連鎖的不均衡に基づくと、可能性のある候補遺伝子として
示唆されている 4 3。
４つの候補区間の比較にもかかわらず、連鎖の証拠は唯一の領域で認められ、これを Aib
１［アトラキュリウム誘発気管支収縮１］と呼んだ。図３その結果を示す。特に、図３は
、低反応性 C57BL／ 6Jおよび高反応性 DBA／ 2J原種系に由来する 24 BXD RI系のアトラキュ
リウム誘発気道反応性に関する LODスコア曲線を示している［直線］。 20 BXD系の選択的
遺伝子タイピングから得られた LODスコア曲線も同様に示す［点線］。 BXD系 -2、 -6、 -18
、および -32は、 DBA／ 2の下１標準偏差以上で C57BL／ 6の平均反応以上の平均反応を示す
表現型の中間であるため、２回目の分析では用いなかった。アトラキュリウム 20mg／ kgの
静脈内注射に対する気管支収縮反応は、気道圧時間指数［ APTI］と呼ばれる、時間［４分
］に対して積分した最大吸気圧の変化によって評価した。アトラキュリウム誘発 APTIは RT
系当たり２～８匹の動物において測定した。マーカーデータはマップマネージャーデータ
分析プログラムの RWEデータベースから得た。マーカー間の遺伝子距離［ cM］を横座標に
示す。 LODスコアはマップマーカー／ QTL連鎖プログラムによって計算した。 QTLはこの領
域で検出され、アトラキュリウム誘発気道収縮 -1［ Aib1］と呼ばれた。
図３は、この定量的形質座［ QTL］がマウス第 13染色体の中央部に位置し、この区間でオ
ッズ［ LOD］ 2.42の最大見込み対数値が得られたことを示している。 BXDマップの全てのマ
ーカーを分析すると、アトラキュリウム誘発気管支収縮の総変動の 44％は Aib1で説明され
た。アトラキュリウムに対する反応が中間であった４つの系統［ BXD-2、 -6、 -18、および
-32］を除外した後に QTL分析を行うと、第 13染色体の LODは 2.85に増加した。第 13染色体
の連鎖領域における既知の位置候補には： D1ドーパミン受容体［ Drd1］、繊維芽細胞増殖
因子受容体４［ Fgfr4］、リンパ球抗原 -28［ Ly28］、チオプリンメチルトランスフェラー
ゼ［ Tpmt］および IL-9が含まれる。
本出願者らは、ヒトにおけるこれまでのマッピングデータに基づき、マウスの４つの候補
領域との連鎖に関して特に試験しているため、本明細書に示すデータは非常に重要である
。ランダー＆ポットスタイン（ Lander and Botstein）が古い論文で述べているように 6 7

、連鎖に関する偽陽性率は、 LOD閾値 (T)を T＝ 1／ 2（ log10 e）（ Z α／ n） 2（ここで、 n
は調べた区間の数に等しい）となるように選択すれば得られる。典型的には、連鎖の証拠
として 3.3という最大 LODを必要とする 6 7。しかし、この閾値は、ゲノム全体をを調査して
いるという仮説に基づいている。これらの同じ著者が、 0.83という LODは、唯一の領域を
調べる場合には十分であると指摘している。この場合、４つの候補領域では、多数の独立
した比較について訂正すると、真の P≦ 0.05を得るためには、各領域について 0.0125とい
う P値（α）が必要である。ソラー＆ブロディ（ Soller and Brody） 6 8が示唆しているよ
うに、ただ一つの偽陽性所見でも起こるような５％誤差率を採用し、等式 1／ 2（ log10 e
）（ Z α／ n） 2を解釈すると、 LOD閾値は少なくとも 1.36となる。 1.48という最大 LODは、
IL-9遺伝子候補について得られた。許容可能な偽陽性誤差率を≦ 0.1％に制限すると、 LOD
閾値は 2.36に増加する。このように、第 13染色体（ Aibl）上の候補区間について得られた
2.42という最大 LODは、非常に有意である。
これらの LOD閾値データは、ヒトおよびマウスにおける BHRの連鎖の保存に関する証拠を提
供する。ヒトにおける BHRは、多くの増殖因子およびサイトカインが含まれ、 IL-9遺伝子
およびマウス第 13染色体の IL-9領域に対する Aibl座マップを含む染色体５ q上の領域と連
鎖する。
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実施例２

本出願者らは、 BHRに関してマウスとヒトの間に連鎖の保存があることを証明した。これ
らのデータは、この遺伝子または DNA配列の機能の変化がマウスの気管支反応性の制御に
重要である可能性があることを示唆している。上記の方法を用いて、 PCR後のヒト IL-9の
各エキソンに関して、正しいサイズの独自の産物をゲル電気泳動によって同定した。 SSCP
により、一つの多型性をヒト IL-9遺伝子のエキソン５に同定した。直接 DNA配列分析によ
り、新規 SSCPコンフォーマーの原因として、ヒト IL-9遺伝子の 3365位［ GenBank寄託番号 M
30136］での Cから Tへのヌクレオチド置換が証明された。この DNA配列変化は、 IL-9蛋白質
のアミノ酸 117でのトレオニン（親水性）からメチオニン（疎水性）への非保存的置換を
予測する。
エキソン５は、マウス IL-9配列と比較してヒト IL-9の最高保存区間内にある蛋白質のこの
部分をコードする（図４参照）。
様々な集団からの個々の人を遺伝子型分類を行い、ヒト IL-9のコード配列におけるヌクレ
オチド置換の直接分析によって、これらの対立遺伝子の発生率を調べた。喘息家系グルー
プの 394人中２人が、コドン 117においてホモ接合［ Met／ Met］であった［ 0.5％］。ヘテ
ロ接合は 91人［ 23.1％］、そして［ Thr／ Thr］ホモ接合体は 301人［ 76.4％］であった。
イタリアの家系集団では喘息の症状患者により確認したため、この IL-9変種の真の発生率
は有意により高い可能性がある。アトピーおよび喘息に関して無作為に確認した別の民族
的に多様な集団では、コドン 117において［ Met／ Met］ホモ接合体は 49人中１人［ 2.0％］
であった。ヘテロ接合は 11人［ 22.4％］、そして［ Thr／ Thr］ホモ接合体は 37人［ 75.5％
］であった。 Met／ Thrヘテロ接合体の発生率は、アトピーおよび喘息に関して無作為に確
認した第４の集団では 18.9％であった。このように、報告された配列［ GenBank寄託番号 M
30136］と比較すると、集団の約 20％が 3,365位での T対立遺伝子の担体を表す可能性があ
る。集団におけるいかなる対立遺伝子の発生率も p2+2pq+q2であることは当技術分野で周
知であるため、集団の約４％が IL-9のコドン 117において Met／ Metホモ接合であると予想
される。
全体的に、血清中総 IgEは、［ Met／ Met］ホモ接合体では平均で 44.5 I.U.で、これは野生
型の［ Thr／ Thr］ホモ接合体の値［ 351.7 I.U.］または［ Met／ Thr］ヘテロ接合体の値［
320.9 I.U.］とは有意に異なっていた。図５参照。ホモ接合の保護された人［ Met／ Met］
は、１人の人で皮膚試験陽性が１回あったことを例外として、アトピー性アレルギーの証
拠を証明できなかった。これらのデータは、この新規 DNA多型性がホモ接合状態で遺伝さ
れれば、血清中総 IgEがより低くなることを含め、アトピー牲アレルギーからの保護に関
連することを示している。
図６は、 IL-9単純配列リピート多型性の PCR増幅を図示している。報告された配列［ GenBa
nk寄託番号 M30136］と比較した 3,365位でのヌクレオチド多型性によって生じた制限断片
長に関して、このマーカーをこれらの個人の遺伝子型と比較する。２つの家族を示す。レ
ーン１および２の人は、レーン３（ Met／ Thr）およびレーン４（ Met／ Met）の人の両親（
Thr／ Met）である；レーン５（ Thr／ Thr）および６（ Met／ Met）は、レーン７（ Met／ Thr
）および８（ Met／ Thr）の子供の両親である。 IL-9単純配列リピート多型性（各図におけ
る最低のバンドは、長さが 248ヌクレオチドである）に関する最少の対立遺伝子は、これ
らの人および世界中で試験した集団からの全員において、 Met117対立遺伝子による完全な
連鎖不均衡の中にある。これは、イタリア人および調べた全ての無作為に確認した多様な
民族的個人においても当てはまり、したがって、このマーカーは Met117対立遺伝子の存在
の検出に診断的に用いてもよい。これらのデータは、この変種が世界中の集団に広く分布
しており、これらの集団の多くが分離される前にこの変種が生じている、という仮説と最
もよく一致する。
実施例３

精製組換え ThrIL-9、 MetIL-9、および構造または機能が MetIL-9に類似している可能性が
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ある化合物を、ボルトン AE＆ハンター WM（ Bolton AE,and Hunter WM, Biochem J.133:529
～ 539（ 1973））が記述したように、ボルトン・ハンター試薬を用いて放射標識する。こ
の材料を 2,300cpm／ fmol以上の高比活性に標識する。ヒト K562および MO7e細胞は、 10％（
v／ v）ウシ胎児血清、 50mM 2-メルカプトエタノール、 0.55mM L-アルギニン、 0.24mM L-
アスパラギン、および 1.25mM L-グルタミンを加えたダルベッコ改変イーグル培地 0.8ml中
で、 30℃で増殖および再懸濁する。 K562または MO7e細胞はそのまま、または下記のように
IL-9受容体遺伝子にトランスフェクトさせた後に使用する。完全な長さの IL-9受容体を含
むプラスミド DNAを、 pRC／ RSVプラスミド（ In Vitrogen、サンジエゴ）にクローニングし
、塩化セシウムを用いた遠心によって精製した。電気穿孔の直前に、プラスミド DNA（ 50
μ g）を 0.4cmのキュベット中の細胞に加える。２重電気パルス（ 750V／ 74Ω／ 40マイクロ
ファラデーおよび 100V／ 74Ω／ 2100マイクロファラデー）の後、細胞を IL-9を加えた新鮮
な培地で直ちに希釈する。 24時間後、細胞を洗浄し、リガンドなし、または様々な濃度の
1 2 5 I-リガンドと共に 20℃で３時間、 G418（ 2.5mg／ ml、 GIBCO）中でインキュベートする
。平行実験において大量の非標識リガンドを用いて、非特異的結合を推定する。次に、細
胞を洗浄して濾過し、回収して計数した。特異的取り込みはスキャッチャード解析によっ
て計算する。特異的結合を評価するために、 1 2 5 I-標識 Thr117 IL-9および様々な量の推定
のコールドリガンドを用いて同様の競合的アッセイを行う。
アミノ酸 44～ 270（ R＆ D Systems）を含む可溶性の IL-9受容体を、異なる型のヒト組換え I
L-9と共にインキュベートした。量を変化させた Flag Met117および Flag Thr117（実施例
７に記述）を、 PBS中で可溶性受容体 0.5μ gと共に室温で 30分インキュベートした。 EBC緩
衝液（ 50mMトリス pH7.5； 0.1M NaCl； 0.5％ NP40）（ 300μ l）を、抗 FLAGモノクローナル
抗体（ IBI）１μ gと共に加え、氷浴で１時間インキュベートした。プロテイン Aセファロ
ース溶液 40μ lを各試料に加えて４℃で１時間混合した。試料を 11,000× gで１分間遠心し
、沈殿物を EBC 500μ lで４回洗浄した。沈殿物を２倍濃度の SDS緩衝液 26μ lに溶解し、４
分間沸騰させ、 18％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。ウェスタンブロットは、ブ
ロットを抗 IL-9受容体抗体でプローブしたことを除き、実施例 15に記述のように実施した
（ R＆ D Systems）。
図 25は、 IL-9組換え蛋白質の可溶性 IL-9受容体への結合を示す。レーン１は分子量マーカ
ー、レーン２は受容体とインキュベートした IL-9 Flag Met117、レーン３は受容体とイン
キュベートした IL-9 Flag Thr117である。これらのデータは、いずれの型の IL-9組換え蛋
白質も可溶性受容体に結合することを示している。のみならず、これらのデータは実施例
２（ここでは、ヘテロ接合体の血清中 IgEが Thr117ホモ接合体と差がない）のデータと共
に、 IL-9 Met117型が弱いアゴニストを表すことと一致する。
実施例４

組換え Thr117 IL-9、 Met117 IL-9、および構造または機能側 MetIL-9に類似している可能
性がある化合物を、ダルベッコの改変イーグル培地中で用いるために精製して調製した。
K562、 C8166-45、または MO7e細胞はそのまま、または実施例３に記述のように、 IL-9受容
体遺伝子をトランスフェクトさせた後に用いた。増殖因子を除去して 24時間後、細胞を精
製 Thr117 IL-9、 Met117 IL-9、および構造または機能が MetIL-9に類似している可能性が
ある化合物の可変量の非存在下（対照）、または存在下でインキュベートした。細胞増殖
は酸フォスファターゼの測定によって評価した。簡潔に述べると、 MO7e細胞の各４本ずつ
の試料を平底マイクロタイタープレート（ 150または 200μ lのウェル）で、リガンドの存
在下または非存在下で 37℃で 72～ 96時間培養した。酸フォスファターゼは製造元（ Clonte
ch、パロアルト、 CA）の示唆通りに測定する。実験は全て少なくとも２回繰り返す。
実施例５

ヒト末梢血単核細胞（ PBMC）は、製造元（ Phamacia Biotech、 AB Uppsala、スウェーデン
）に従って、エンドトキシン試験済フィコールパック PLUSを用いた密度勾配遠心によって
健常ドナーから単離した。 PBMC（５× 106）、マウス脾細胞（５× 106）、または MO7e細胞
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５× 106個を、同系のヒト血清または熱不活化 FBSのいずれかを終濃度 10％となるように加
えた RPMI-1640（ Bethesda Research Labs（ BRL）、ベセスダ、 MD）７ mlで培養した。細胞
を非刺激、または PMA ５μ g／ ml／ PHA５μ g／ ml、または PHA５μ g／ ml／ rhIL-2 50 U（ R
＆ D Systems、ミネアポリス、 MN）のいずれかで刺激して 37℃で 24時間培養した。
実施例６

RNA PCRコアキット（ Perkin-Elmer Corp、フォスターシティ、 CA）を用いて、発売元に従
って、培養 PBMC、マウス脾細胞、および MO7e細胞から総細胞 RNAを 24時間後に抽出した。
各細胞源からの RNA１μ gを 65℃で５分間変性させ、次に MuMLV逆転写酵素 50 U、１ U／μ l 
RNアーゼ阻害剤、 2.5mMオリゴ d（ T） 16プライマー、各１ mMの dATP、 dCTP、 dGTP、 dTTP、 5
0mM KCl、 10mMトリス塩酸、 pH7.0、 25mM MgCl2を含む反応混合液（ RNA PCRコアキット、 P
erkin-Elme Corp、フォスターシティ、 CA） 20μ lを用いて cDNAに逆転写した。反応混合液
をサーモサイクラーチューブにピペッテイングし、 PCRサーマルサイクラーに置き、１サ
イクル（ 42℃で 15分、 99℃で５分、および４℃で５分）を行った。偽逆転写反応を陰性対
照として用いた。
次に、２ mM MgC12、 50mM KCl、 10mMトリス塩酸、 pH7.0、 DI水 65.5μ l、 2.5 U AmplitaqDN
Aポリメラーゼ、およびヒト cDNA IL-9エキソン１（フォワード）およびエキソン５（リバ
ース）を表すオリゴヌクレオチド各１μ l（ 20μ M）を含む第二のチューブに、この混合液
を加えて全量を 100μ lとした。反応混合液を以下の PCRの状態にした： 98℃で 120秒、次に
以下を 30サイクル： 94℃で 30秒； 55℃で 40秒 ;72℃で 40秒。最後に 72℃で 15分間１サイク
ル行って反応混合液を伸長させた。
hIL-9 cDNAを表す PCR産物を 1.5％アガロースゲルでのゲル電気泳動に供し、エチジウムブ
ロマイド染色を用いて可視化した。全ての実験において陰性対照増幅物として、 RNAを H2 O
に置換した偽逆転写酵素反応の産物を用いた。
cDNAを増幅するためにこれらの実験で用いた PCRオリゴヌクレオチドプライマー対は以下
を含む：ヒトインターロイキン９（ hIL-9）エキソン１フォワード 5'- CA GGG GT
G TCC AAC CTT GGC G-3'（配列番号：１）およびエキソン５リバース 5'- GG ATA
 AAT AAT ATT TCA TCT TCA T-3'（配列番号：２）；マウスインターロイキン９（ mIL-9）
エキソン１フォワード 5'- CA GAG ATG CAG CAC CAC ATG GGG C-3'（配列番号：
３）およびマウスエキソン５リバース 5'- GT AAC AGT TAT GGA GGG GAG GTT T-3
'（配列番号：４）； XhoIおよび PvuII制限酵素認識配列は、ヒトおよびマウス IL-9プライ
マーの下線部である。 PCR産物を TAクローニングベクター（ In Vitrogen、サンジエゴ、 CA
）にサブクローニングした。マウス cDNAの増幅は 438bp産物を生じ、ヒト cDNAの増幅は 410
bp産物を生じた。
ヒト IL-9およびマウス mIL-9の相補的 DNAを生成し、 XhoIおよび PvuII制限エンドヌクレア
ーゼの消化部位を含む IL-9エキソン１および５特異的プライマーを用いた RT-PCRによって
増幅した。 hIL-9および mIL-9の増幅産物は、シリカを用いて 2.5％アガロースゲルから単
離した（サムブルック Jら（ Sambrook,J.）（ 1989）分子クローニング：実験室マニュアル
（ ） Cold Spring Harbor Laboratory Press, Ne
w York）（参照として全文が本明細書に組み入れられる）。回収後、 cDNA産物を TAクロー
ニングベクターにライゲーションし（ In Vitrogen Corp.、サンジエゴ、 CA）、次にこれ
を用いて、製造元の指示に従って、 INVα F'コンピテント細胞を形質転換させた。 hIL-9お
よび mIL-9 cDNAインサートを含むプラスミドを、従来の方法によって単離した（サムブル
ック Jら（ Sambrook,J.）（ 1989）分子クローニング：実験室マニュアル（

） Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York）。増幅後
、各インサートを含む、およびこの周囲の DNA配列の PCRによる、またはクローニングによ
る誤差を分析した。
hIL-9および mIL-9 cDNAインサートは、 M13（ -20）フォワードプライマー（ 5'-GTA AAA CG
A CGG CCA GT-3'）（配列番号： 17）およびシーケナーゼ（ Sequenase）（登録商標）（ US
B）を用いて、ジデオキシチェーンターミネーション法（サンガーら（ Sanger, 1977） Pro
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c.Natl.Acad.Sci.USA 74:5463）によってシークエンシングを行い、ゲル電気泳動によっ
て分析した（サムブルック Jら（ Sambrook,J.）（ 1989）分子クローニング：実験マニュア
ル（ ） Cold Spring Harbor Laboratory Press, 
New York）。クローニングおよび／または Taqポリメラーゼによる配列誤差のない hIL-9お
よび mIL-9 cDNAインサート（図７および８の翻訳 cDNA配列参照）を発現ベクターにサブク
ローニングした（図９～ 12参照）、またはこれを用いてミスセンス変異および欠失変異を
作製した。
実施例７

構築物に関する一般クローニング法
hIL-9を原核生物発現ベクターにサブクローニングした。 TA2AAF1 Metおよびトレオニンベ
クターを EcoRIによって消化し、 0.420kB断片（ hIL-9 cDNAの 5'末端で XhoI部位を含む）を
pBluescript（ PBS）（ Stratagene）のポリリンカーを含む EcoRI部位にクローニングした
。次に、 T3プロモーターに対するセンス方向でのクローンを XhoI（ TAベクターの IL-9 cDN
Aインサートからの 5'XhoI部位および PBSポリリンカーからの 3'XhoI部位を含む断片）で消
化し、インサートを原核細胞発現ベクター pGEXおよび pFLAGの XhoI部位にサブクローニン
グした。
pGEX-4T-1グルタチオン s-トランスフェラーゼ遺伝子融合ベクターにおける IL-9構築物の
クローニングおよび発現
IL-9蛋白質の発現、精製、および検出のために、定法によって 4.9Kbの pGEX-4T-1グルタチ
オン s-トランスフェラーゼ遺伝子融合ベクターの多クローニングカセット内の XhoI部位に
、 IL-9 cDNAインサートをサブクローニングした。簡潔に述べると、無傷の IL-9 cDNA配列
を含む TAクローン、および pGEX-4T-1ベクターを、１倍濃度のリアクト２緩衝液（ New Eng
land Biolabs、ビバリー、 MA）の存在下で、 XhoIおよび PvuII制限エンドヌクレアーゼを
用いて 37℃で１時間消化した（総量 50μ l）。エチジウムブロマイド 10μ g／ mlを含む 1.5
％調製アガロースゲルで産物を電気泳動した。適当なサイズの DNAバンドを切除し、アガ
ロースを NaIストック溶液３容量の中で 45℃で 10分間融解させた。シリカマトリクスの DI 
H2 O（ Geneclean II、ラホヤ、 CA）溶液を、 DNA５μ g当たり５μ lの割合で溶液に加えた。
スラリーを４℃で 30分間時折攪拌しながらインキュベートした。次にスラリーを微量遠心
によって沈殿させ、低塩緩衝液で３回洗浄し、 DI H2 O 10μ lに再懸濁してシリカから DNA
を溶出した。最後に微量遠心を行って、精製 DNAを含む溶液 10μ l溶液を得た。
産物を DI H2 O 50μ lに再懸濁し、エタノール２容量および３  M酢酸ナトリウム 1／ 10容量
を加えて沈殿させた。試料を RTで 14,000rpmで 10分遠心し、陰圧下で風乾し、適当量の DI 
H2 Oに再懸濁した。 mIL-9および hIL-9 cDNAインサートによる pGEX-4T-1ベクターへの DH5a
バクテリア（ GIBCO／ BRL、ガイサーズバーグ、 MD）のライゲーションおよび形質転換は、
定法を用いて実施した。
pGEX-4T-1ベクターに含まれる hIL-9 cDNAインサートが正しいヌクレオチド配列であるこ
とを確認するために、前述の mIL-9および hIL-9 cDNA特異的オリゴヌクレオチド（エキソ
ン１フォワード、エキソン５リバースプライマー）を用いて、ジデオキシチェーンターミ
ネーション法によって候補 IL-9 cDNAを含むプラスミドをシークエンシングした。
組換え融合蛋白質を大規模培養から得た形質転換した大腸菌（ 50ml）を一晩培養して、新
鮮な LB／ ampブロスに接種した。培養液を激しく振って 37℃で４時間インキュベートし、
次にイソプロピルβ -D-チオガラクトピラノシドを加えて最終濃度を１ mMとし、培養液を
さらに 1.5時間インキュベートした。細胞を４℃、 500× gで遠心して回収し、グルタチオ
ン -セファロース 4Bカラム（ Pharmacia）でのアフィニティークロマトグラフィーを利用し
て組換え変異体を精製し、 GST-融合蛋白質を得た。変種のいくつかは封入体として発現さ
れ、マーストン（ 1987、クローバー（ Clover） D.M.編、 DNAクローニング：実践的アプロ
ーチ（ ）、 IRL Press Pxfprd, 59～ 88、大腸菌に発現
させた真核細胞ポリペプチドの精製）が記述した方法によって、不溶性封入体から精製し
た。簡潔に述べると、細胞をライソザイムで溶解し、その後デオキシコール酸で処置した
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。混入した核酸を DNアーゼ I処置によって除去した。不溶性材料を２  M尿素で１回洗浄し
、８  M尿素を含む溶解緩衝液（ 50mMトリス塩素、 pH8.0、１ mM EDTA、 100mM NaCl）中で最
終的に可溶化した。溶解緩衝液中の尿素の濃度を減少させて（８  M尿素から開始して、６
、４および２  M尿素）封入体の可溶化成分を段階的に透析し、変性蛋白質を再度折り畳ま
せた。最後に、試料を２  M尿素で透析し、 2.5％β -メルカプトエタノール（β -ME）に対
して透析し、 10,000gで 15分遠心した。融合蛋白質を最後に 0.01Mトリス塩素、 pH8.0に対
して透析した。 pGEX-4Tベクターに発現した融合蛋白質をトロンビン 100 Uで 37℃で６時間
開裂させ、グルタチオン -セファロース 4Bカラム上のクロマトグラフィー後のフロースル
ー分画から回収した。最終精製は、充填して 0.05M重炭酸アンモニウム緩衝液で平衡にし
たセファデックス G-100カラム（ 100× 1.5cm）でのクロマトグラフィーによって行った。
pFLAG-1（登録商標）発現ベクターにおける IL-9構築物のクローニングおよび発現
ヒト IL-9蛋白質の発現、精製および検出のために、 IL-9 cDNAインサートを 5.37Kb Flagベ
クターの多クローニング部位（ XhoI）の Xho2部位にサブクローニングした。低分子量（１
kD）、疎水性、 FLAGマーカーペプチドと、 pFLAG-1（登録商標）発現ベクター（１）（ IBI
コダックから得た）によって発現された組換え蛋白質の N-末端との融合に FLAG技術を集中
させた。各バクテリアコロニーは、 50μ g／ mlアンピシリンを含む LBブロス中で、 590nmで
の光学密度が 0.6に達するまで増殖させた。次に、 IPTGを終濃度１ mMとなるように加え、
培養液をさらに１時間インキュベートして蛋白質合成を誘導した。遠心によって細胞を回
収して、細胞沈殿物をラムリ緩衝液（ラムリ（ Laemmli）、 1970） 50μ l中で 10分沸騰させ
、 10％ポリアクリルアミドゲルで電気泳動した。抗 -FLAG（登録商標） M1モノクローナル
抗体を用いて、その発現、アフィニティー精製、および FLAGマーカー除去を通じて、ウェ
スタン（図 13参照）スロットまたはドットブロット上での FLAG融合蛋白質の特異的および
有効な検出を行った。 FLAG融合蛋白質は、アガロースに共有結合させたマウス抗 -FLAG（
登録商標） IgG M1モノクローナル抗体によるアフィニティークロマトグラフィーによって
マイルドな非変性状態で１段階で速やかに精製した。アフィニティー精製の後、アフィニ
ティーカラムからの除去後に融合蛋白質を用いてもよく、またはエンテロキナーゼによる
FLAGペプチドの特異的および有効な蛋白質溶解除去によって、標準蛋白質を生物学的に活
性な型で回収してもよい。最終精製は、充填し、 0.05M重炭酸アンモニウム緩衝液で平衡
にしたセファデックス G-100カラム（ 100× 1.5cm）でのクロマトグラフィーによって得た
。この実施例で先に述べたプロモーターはまた、 FLAG技術で用いてもよい。
SDS-PAGEおよびイムノブロット分析
ミニゲルシステム（ SE 280垂直ゲルユニット、ホーファー）において、ラムリ（ Laemmli 
U.K．（ 1970） Nature 227,680～ 685）（参照として本明細書に全文が組み入れられる）の
方法によって、 12.5％ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGEを実施した。イムノブロ
ット分析では、 SDS-PAGEによって分離した蛋白質は、 15％メタノールを含む 25mMトリスグ
リシン緩衝液、 pH8.3中で、 TE 22Mマイティスモールトランスファーユニット（ホーファ
ー）を用いてニトロセルロース膜にトランスファーした（トウビンら（ Towbin H.）（ 197
9） Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A.76, 4350～ 4354）。膜上の未結合の結合部位は、２％ウシ
血清アルブミンを含む 20mMトリス塩酸緩衝液、 pH8.0で１時間インキュベートすることに
よってブロックした。次に膜を１： 200希釈の抗体で４℃で一晩インキュベートした。膜
を洗浄して、ペルオキシダーゼまたはアルカリフォスファターゼのいずれかを結合させた
１： 2000希釈のヤギ抗ウサギ IgGで１時間処置した。洗浄後、超基質化学ルミネッセント
試薬（ Pierce）または 4-クロロ -1-ナフトール色展開試薬を加えることによって、結合抗
体を可視化した。膜を蒸留水に浸して反応を停止させた。図 13は、精製ヒト FLAG IL-9融
合組換え蛋白質（ Met117および Thr117）が、抗 -FLAG（登録商標） M1モノクローナル抗体
によって認識されることから、それらが正しい大きさで、正しいリーディングフレームに
あることを証明している。
分析法
精製蛋白質の分子量は、パーセプティブ・バイオシステムズ・ボイジャー・バイオスペク
トロメトリー・ワークステーション（ Perceptive Biosystems Voyager Biospectrometry 
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workstation）を用いたマトリクス補助レーザー脱着マススペクトロメトリーによって確
認した。アミノ酸分析は、真空密封ガラス球内で 6N HCL中で 110℃で 24時間の試料の加水
分解後に実施した。
自動エドマン分解
精製蛋白質の部分的アミノ酸配列は、オンラインモデル 20A PTHアナライザーを備えたア
プライド・バイオシステムズ（ Applied Biosystems)・モデル 455A気相シークエンサー上
で、自動段階シークエンシングによって決定した。
実施例８

ヒトエキソン２およびエキソン３欠失は、製造元（ Stratagene、ラホヤ、 CA）の示唆通り
に、エクスサイト（ ExSite） PCR-に基づく部位特異的変異誘発キットを用いて作製した。
PCRプライマーは以下の通りである： h9CD1Uフォワード 5'-GTG ACC AGT TGT CTC TGT TTG-
3'（配列番号：５）； h9CD1Lリバース 5'-CTG CAT CTT GTT GAT GAG GAA-3'（配列番号：
６）； h9CD2Uフォワード 5'-GAC AAC TGC ACC AGA CCA TGC-3'（配列番号：７）； h9CD2L
リバース 5'-ATT AGC ACT GCA GTG GCA CTT-3'（配列番号：８）。エキソン２欠失は、 h9C
D1Lフォワードおよび h9CD2Uリバースのプライマー対を用いて作製する。エキソン３欠失
は、 h9CD2Uフォワードおよび h9CD2Lリバースのプライマー対を用いて作製する。エキソン
２およびエキソン３に含まれる欠失は、 h9CD1Lフォワードおよび h9CD2Uリバースのプライ
マー対を用いて作製する。
マウスエキソン２およびエキソン３欠失は、製造元（ Stratagene、ラホヤ、 CA）の示唆通
りに、エクスサイト PCR-に基づく部位特異的変異誘発キットを用いて作製した。 PCRプラ
イマーは以下の通りであった： m9CD1Uフォワード 5'-GTG ACC AGC TGC TTG TGT CTC-3'（
配列番号：９）； m9CD1Lリバース 5'-CTT CAG ATT TTC AAT AAG GTA-3'（配列番号： 10）
； m9CD2Uフォワード 5'-GAT GAT TGT ACC ACA CCG TGC-3'（配列番号： 11）； m9CD2Lリバ
ース 5'-GTT GCC GCT GCA GCT ACA TTT-3'（配列番号： 12）。エキソン２欠失は、 m9CD1U
フォワードおよび m9CD1Lリバースのプライマー対を用いて作製した。エキソン３欠失は、
m9CD2Uフォワードおよび m9CD2Lリバースのプライマー対を用いて作製した。エキソン２お
よびエキソン３に含まれる欠失は、 m9CD2Uフォワードおよび m9CD1Lリバースのプライマー
対を用いる。
hIL-9および mIL-9 cDNAインサートの変異誘発構築物は、ジデオキシチェーンターミネー
ション法（サンガーら（ Sanger, 1977） Proc.Natl.Acad.Sci.USA 74:5463）（本明細書に
全文が参照として組み入れられる）によって、 M13（ -20）フォワードプライマー（ 5'-GTA
AAACGACGGCCAGT-3'）（配列番号： 18）およびシーケナーゼ（登録商標）（ USB）を用いて
シークエンシングを行い、ゲル電気泳動によって分析した（サムブルック Jら（ Sambrook,
J.）（ 1989）分子クローニング：実験マニュアル（

） Cold Spring Harbor Laboratory Press, New York）。エキソン２、エキソン３、ま
たはエキソン２およびエキソン３の双方を欠損し、 Taqポリメラーゼによる配列誤差のな
い変異株を用いて、発現ベクターを作成することが可能である。
実施例９

細胞株を用いて、 IL-9機能を遮断するその他の全ての化合物と共に、ペプチド、アミノス
テロール、チロフォスチン、 rhIL-9、 rmIL-9、およびこれらの蛋白質の組換え変異体の機
能を評価した。増殖反応を測定し、これを、その他のサイトカイン、 IL-9の変種または変
異体、もしくは IL-9拮抗剤のそれぞれと比較した。さらに、ベースラインの増殖反応に化
合物が拮抗する能力を調べた。一つのサイトカインについてベースライン増殖反応が確立
すれば、３箇所づつ３回行ったアッセイにおいて統計学的に有意な反応の喪失があれば、
それが拮抗の証拠と見なされた。真の拮抗反応は、直接観察、トリパンブルー染色（当技
術分野の一般技術の一つで周知の技法）、および酸フォスファターゼ活性の喪失により、
細胞毒性とは識別された。拮抗剤の特異性は、スチール因子、インターロイキン３、また
はインターロイキン４のようなその他の増殖因子に対する活性が実質的に発現されている
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か否かを評価することによって評価した。
MO7e株はヒト巨核球細胞株であり、 RPMI-1640（ GIBCO／ BRL、ガイザースバーグ、 MD）、 2
0％ウシ胎児血清（ Hyclone）および 10ng／ ml IL-3（ R＆ D Systems、ミネアポリス、 MN）
で培養する。 MJ株は、 RPMI 1640（ GIBCO／ BRL）中で増殖するサイトカイン非依存的ヒト
リンパ芽球細胞株である K562は、ヒト赤血球白血病細胞株で、 RPMI 1640（ GIBCO／ BRL）
および 10％ウシ胎児血清（ Hyclone）で培養する。 C8166-45は IL-9受容体保有細胞株で、 R
PMI 1640　 GIBCO／ BRL）および 10％ウシ胎児血清（ Hyclone）で培養する。細胞株は全て
、 IL-9を含むサイトカインに反応する。細胞株は 72時間毎に２× 105細胞／ mlになるよう
再播種する。
細胞を 2000rpmで 10分遠心し、 0.5％ウシ血清アルブミン（ GIBCO／ BRL、ガイザースバーグ
、 MD）およびインスリン -トランスフェリン -セレニウム（ ITS）共因子（ GIBCO／ BRL、ガ
イサースバーグ、 MD）を含む RPMI 1640に再懸濁した。血球計算盤を用いて細胞を計数し
、１× l05細胞／ mlの濃度に希釈して 96ウェルマイクロタイタープレートに播種した。各
ウェルは 0.15または 0.2mlを含み、細胞の最終濃度は２× 104細胞／ mlであった。
MO7e細胞は、 50ng／ ml幹細胞因子（ SCF）（ R＆ D Systems、ミネアポリス MN）単独、 50ng
／ ml SCF＋ 50ng/ml IL-3（ R＆ D Systems、ミネアポリス、 MN）、または 50ng／ ml SCF＋ 50
ng／ ml IL-9によって刺激した。細胞と基本培地のみが含まれる対照を含めた。試験化合
物（すなわち、 IL-9組換え蛋白質、ペプチド、小分子）を連続希釈して、各試験条件に３
箇所づつ加えた。 MJ細胞株を非特異的細胞障害性の独立対照として用いた。 37℃、５％ CO

2で培養細胞を 72～ 96時間インキュベートした。
細胞増殖は、細胞数の指標として細胞内に存在する酸フォスファターゼを定量するアバカ
ス細胞増殖キット（ Clontech、パロアルト、 CA）を用いて解析した。基質のリン酸 p-ニト
ロフェニル（ pNPP）は、酸フォスファターゼによって p-ニトロフェノールに変換され、こ
れを酵素濃度の指標として測定した。次に、 pNPPを各ウェルに加え、 37℃で１時間インキ
ュベートした。次に、 1N水酸化ナトリウムを加えて酵素反応を停止させ、 p-ニトロフェノ
ールの量を、ダイナテック 2000プレートリーダー（ Dynatech Laboratories、シャンティ
リー、 VA）を用いて波長 410nmで定量した。細胞数を吸光度と比較する標準曲線を用いて
、アッセイの直線範囲を決定した。吸光度測定値がアッセイの直線範囲内にある場合に限
り、アッセイ結果を使用した。
図 14は、 IL-9機能の３つのペプチド拮抗剤のアミノ酸配列を図示する。各ペプチドを MO7e
細胞と共にインキュベートし、 IL-9による細胞増殖の阻害を、対照条件（ペプチドなし）
との比較によって決定した（図 15～ 17参照）。いずれのペプチドにも細胞障害性の証拠を
認めなかった。ペプチド KP-16および KP-20は、２つの抗平行αヘリックスの中に存在する
と予測され、 IL-9リガンドの極めて重要な IL-9受容対結合ドメインとなる。コドン 117で
の蛋白質多型性は、これも拮抗剤的特性を示す KP-23および KP-24に存在し、遺伝子変化部
位周辺のこの領域の重要性をさらに示している。
図 18は、インビトロで MO7e細胞の IL-9依存的増殖に及ぼすチロフォスチン（カルビオケム
から入手）の効果を図示する。各チロフォスチンを MO7e細胞と共にインキュベートし、 IL
-9による細胞増殖の阻害は、対照条件（処置なし）との比較によって決定した。チロフォ
スチン B46および B56は最大の阻害を示し、このことは共通の構造活性相関を示唆している
。
図 19は、本明細書に参照として組み入れられる U.S.S.N. 08／ 290,826、 08／ 416,883、 08
／ 478,763、および／または 08／ 483,059に述べるように、サメ肝臓から単離したアミノス
テロールのインビトロでの MO7e細胞の IL-9依存型増殖に及ぼす効果を図示する。各アミノ
ステロールを培地 20μ g／ mlで MO7e細胞と共にインキュベートし、 IL-9による細胞増殖の
阻害は、対照条件（処置なし）との比較によって決定した。いずれの処置でも細胞障害性
の証拠を認めなかった。アミノステロール３および６は、一貫して最大の増殖阻害を示し
た。
実施例 10

10

20

30

40

50

(29) JP 3948495 B2 2007.7.25

IgE分泌細胞の増殖アッセイ



B細胞株を用いて、その他の IL-9拮抗剤と共に、 rIL-9およびこれらの蛋白質の組換え変異
型の機能を評価することが可能である。 IgE分泌細胞の rIL-9に対する増殖を測定し、これ
を他のサイトカインまたは rIL-9の組換え型と比較する。さらに、 rIL-9に対する IgE分泌
細胞のベースライン増殖反応に化合物が拮抗する能力を調べる。あるサイトカインについ
てベースライン IgE反応を確立した後、３箇所づつで３回繰り返したアッセイにおいて、
反応が統計学的有意に（ P＜ 0.05）喪失すれば、拮抗の証拠と見なされる。真の拮抗剤反
応は、トリパンブルー染色（当技術分野で一般技術の一つとして周知の技法）により細胞
毒性とは識別される。
細胞増殖および培養
末梢血リンパ球（ PBL）をは、健常ドナーのヘパリン加血から、またはマウス脾臓を細か
くつぶして単離する。単核細胞は、フィコール／ハイパック（ Phamacia、アップラサ、ス
ウェーデン）を用いて遠心分離する。半精製ヒト Bリンパ球は、ノイラミニダーゼ（ Behri
ng、マルスブルグ、 FRG）処置ヒツジ赤血球によるロゼット形成および 37℃で１時間のプ
ラスチック接着性により得る。 B細胞はまた、製造元の推奨に従って磁性ビーズ（ DYNAL）
をコーティングした抗 CD20による常磁性分離を用いて精製する。
B細胞、 T細胞および単球の相対比はそれぞれ、 CD23、 CD3および CD14特異的モノクローナ
ル抗体（ Becton Dickinson、マウンテン・ビュー、 CA）を用いたフローサイトメトリーに
よって決定する。簡潔に述べると、 106細胞／ mlの細胞を、フィコエリスリン結合抗 CD23
およびフルオレジン結合抗 CD3および抗 CD14抗体の１： 1000倍希釈と共に、４℃で 30分イ
ンキュベートする。滅菌 PBSおよび１％ウシ血清アルブミン（ Sigma）による３回のスピン
洗浄後、サイトフルオログラフ（ FACST AR Plus、 Becton Dickinson、グルノーブル、フ
ランス）を用いて蛍光を測定する。典型的には、１試料当たり細胞 5000個を計数して、 CD
20+細胞は 45％、 CD3+細胞 35％および CD14+細胞は 10％である。
細胞は、 10％熱不活化仔ウシ胎児血清（ FCS）、２ mMグルタミン、 100 U/mlペニシリン、 1
00μ g／ mlストレプトマイシンおよび 20mM HEPESを含む RPMI 1640（ RPMI-FCS）で、２× 10
6細胞／ mlの密度で 37℃、５％ CO2／ 95％空気含有湿潤環境で培養する。 IL-4、 rhIL-9、 rm
IL-9、またはこれらの蛋白質の組換え変異体を濃度を増加させて単独、または併用して、
培養細胞と共にインキュベートする。これらの組換え分子またはその他の IL-9拮抗剤を１
つ以上混合して、競合実験を行う。培養細胞は９～ 13日毎に維持する。
IgE分泌 B細胞の発生率
ヒトまたはマウス IL-9に反応した IgE分泌ヒト B細胞の発生率は、 ELISA-スポットアッセイ
（ダガスら（ Dugas、 1993）、 Eur J Immunol 23:1687～ 1692；レンツ（ Renz,H、 1990）、
J Immunology. 145:3461）を用いて決定する。ニトロセルロース平底 96ウェルプレートを
、 0.1M NaHCO3緩衝液で希釈した（ 2.5μ g／ ml）精製ヤギ抗ヒト IgE　 mAbで４℃で一晩コ
ーティングする。 PBS-ツィーン 20で１回洗浄後、プレートを RPMI-FCSで１時間インキュベ
ートして非特異的結合部位を飽和させる。培養９～ 13日後に得た B細胞を回収して、３回
洗浄し、 105細胞／ ml RPMI-FCSに再懸濁し、次に抗 IgEコーティングプレート上にトラン
スファーしてその後 37℃で 18時間インキュベートする。洗浄後、様々な濃度のペルオキシ
ダーゼ結合マウス抗ヒト IgE　 mabを 37℃で２時間加える。 0.03%H2 O2を含む 0.1Mトリス塩
酸で希釈したジアミノベンゼンを加えてスポットを可視化する。 24時間後、スポットを倒
立顕微鏡の 25倍率で計数する。データは 106個当たりの IgE分泌細胞数として表す。
実施例 11

実施例 10で記述のように、細胞を単離、調製および刺激する。平底マイクロタイタープレ
ート（ Nunc）を、ウサギ抗ヒト IgE（終濃度、１： 2000倍希釈；セロテック、オックスフ
ォード、 GB）の 10mM重炭酸緩衝溶液（ pH9.6） 200μ lでコーティングする。４℃で一晩イ
ンキュベートした後、プレートを 0.05％ツィーンを含むリン酸緩衝生理食塩水（ PBS）（ P
BS-ツィーン； Merck、ホーエンブルン、 FRG）で４回洗浄し、 RPMI-FCSで室温で１時間イ
ンキュベートして、非特異的蛋白質結合部位を飽和させる。洗浄後、ヒト IgE（ Eurobio、
レ・ユリス、フランス）の連続希釈、標準物質の PBS-ツィーン溶液をそれぞれのプレート
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に加えて較正曲線を作製する。次に、試験すべき培養上清の希釈液を加え、室温で２時間
後、プレートを洗浄して、希釈した特異的アルカリフォスファターゼ結合抗 IgE（１： 250
； Serotec）、抗 IgGまたは抗 IgM（ Behring）を適当なプレートに加える。室温で２時間後
、プレートを洗浄してリン酸 p-ニトロフェニル（ Sigma）のクエン酸溶液 200μ l（ 0.5mg／
ml）を加える。プレートを 37℃でインキュベートして、オートリーダー（ Dynatech Labor
atories Inc、シャンティリー、 VA）を用いて 405nmでの吸光度（ A）を測定する。アッセ
イの閾値感度は、 IgEについて 100pg／ ml、 IgGについて１ ng／ ml、および IgMについて２ ng
／ mlで、試料２本間の変動は、普通 10％を超えない。
実施例 12

動物
５～６週令の認定非ウイルス感染雄性マウスを、ジャクソン・ラボラトリー（ Jackson La
boratory）（バーハーバー、 ME）から得た。実験手技の３～７日前に、ウイルスおよび抗
原不含施設の高性能微粒子濾過空気（ HEPA）ラミナーフローフードに動物を収容し、固形
齧歯類飼料および水を自由に摂取させた。動物施設は 22℃に維持し、照明サイクルは自動
的に調節した（照明：消灯、 10： 14時間）。５～６週令の雄性および雌性 DBA／ 2（ D2）、
C57BL／ 6（ B6）および（ B6D2） F1（ F1）マウスをジャクソン・ラボラトリー（バーハーバ
ー、 ME）、または国立癌研究所、フレデリック博士から購入した。 BXDマウスはジャクソ
ン・ラボラトリー（バーハーバー、 ME）から購入した。飼料および水は自由に摂取させた
。
表現型タイピングおよび全処置の効率
気管支収縮反応を測定するために、気管での呼吸気圧を測定し、薬物投与前および投与中
に記録した。マウスは、先に記述したように麻酔して、機器を備えた。（レビット＆ミッ
ツナー（ Levitt RC and Mitzner W.） FASEB J 2:2605～ 2608（ 1988）；レビット＆ミッツ
ナー（ Levitt RC and Mitzner W.） J Appl Physiol 67(3):1125～ 1132；クリーバーガー
、バセット、ヤカブ、およびレビット（ Kleeberger S, Basett D, Jakab GJ, and Levitt
 RC） 258(2)L313～ 320（ 1990）；レビット RC； Pharmacogenetics 1:94～ 97（ 1991）；レ
ビット＆エワート（ Revitt RC and Ewart SL）； Am J Repir Crit Care Med 151:1537～ 1
542（ 1995）；エワート、レビット、およびミッツナー（ Ewart S, Levitt RC, and Mitzn
er W）印刷中、 J Appl Phys（ 1995））。以下の一つ以上に対する気道反応性を測定した
： 5-ヒドロキシトリプタミン（ 5HT）（ Sigma）。他に用いることが可能なブランチコンス
トラクションは、アセチルコリン（ Sigma）、アトラキュリウム（ Glaxo welcome）である
。気管支収縮剤チャレンジ後の Pp i変化の単純な繰り返し測定を用いたが、これは気道圧
時間指数（ APTI）と呼ばれている（レビット＆ミッツナー（ Levitt RC and Mitzner W.）
FASEB J 2:2605～ 2608（ 1988）；レビット＆ミッツナー（ Levitt RC and Mitzner W.） J 
Appl Physiol 67(3):1125～ 1132（ 1989））。 APTIは、注射時から最大圧がベースライン
または平衡に達するまでの時間で積分した最大吸気圧（ Pp i）の変化によって評価した。 A
PTIは気道抵抗（ Rr s）と同等であるが、 APTIには気管支収縮からの回復に関連する別の成
分が含まれている。
気管支反応性の系統分布は、これまでの研究において多数の近交系マウス系統で確認され
た（レビット＆ミッツナー（ Levitt RC and Mitzner W.） FASEB J 2:2605～ 2608（ 1988）
；レビット＆ミッツナー（ Levitt RC and Mitzner W.） J Appl Physiol 67(3):1125～ 113
2（ 1989））。 Rr sおよび／または APTIは、 A／ J、 C3H／ HeJ、 DBA／ 2J、 C57BL／ 6Jマウスに
おいて決定した。
屠殺前に、血清中 IgE測定のために、完全に麻酔した動物の下大静脈の針穿刺により全血
を採取した。試料を遠心して細胞を分離して血清を採取し、これを用いて総 IgE濃度を測
定した。直ちに測定しない試料は -20℃で凍結した。
気管支肺胞洗浄および細胞分析は、他所に記載のように実施した（クリーバーガーら（ Kl
eeberger、 1990））。
IgE血清試料は全て ELISA抗体サンドイッチアッセイを用いて測定した。マイクロタイター
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プレート（ Corning #2585096、コーニング、 NY）を、ラット抗マウス IgE抗体（ Southern 
Biotechnology #1130-01、バーミンガム、 AL）を、アジ化ナトリウム（ Sigma #S-7795、 #
S-6014、 #S-8032、セントルイス、 MO）を含む炭酸ナトリウム -重炭酸ナトリウムコーティ
ング溶液に 2.5μ g／ mlの濃度で、 50μ l／ウェルづつコーティングした。プレートをプラ
スチックラップで覆い、４℃で 16時間インキュベートした。プレートを、 0.05％ツィーン
20のリン酸緩衝生理食塩溶液（ BioFluids、 #313、ロックビル、 MD）の洗浄緩衝液で３回
洗浄し、各洗浄について５分インキュベートした。非特異的結合部位のブロッキングは、
５％ウシ血清アルブミン（ Sigma #A-7888）の PBS溶液を 200μ l／ウェル加えることによっ
て行い、プラスチックラップで覆って 37℃で２時間インキュベートした。洗浄緩衝液で３
回洗浄後、試験試料 50μ lを２箇所づつウェルに加えた。試験試料を５％ BSAの洗浄緩衝溶
液で１： 10、１： 50、および１： 100倍希釈後、解析した。試験試料の他に、 0.8ng／ ml～
200ng／ mlの一連の IgE標準物質（ PharMingen #03121D、サンジエゴ、 CA）の５％ BSA洗浄
緩衝溶液を解析して標準曲線を得た。試料なしのブランク、または標準物質を用いてプレ
ートリーダーをゼロにした（バックグラウンド）。試料および標準物質を加えた後、プレ
ートをプラスチックラップで覆って室温で２時間インキュベートした。洗浄緩衝液で３回
洗浄した後、第二抗体である 250ng／ mlのラット抗マウス IgEホースラディッシュペルオキ
シダーゼ結合物（ Pharmingen #02137E）の５％ BSA洗浄緩衝溶液を 50μ l加えた。プレート
をプラスチックラップで覆い、室温で２時間インキュベートした。洗浄緩衝液で３回洗浄
後、基質である 0.5mg／ mlの O-フェニルアミンジアミン（ Sigma #P-1526）の 0.1Mクエン酸
緩衝溶液（ Sigma #C-8532） 100μ lを各ウェルに加えた。５～ 10分後、 12.5％ H2 SO4（ VWR 
#3370-4、ブリッジポート、 NJ） 50μ lで反応を停止させ、ダイナテック MR-5000プレート
リーダー（シャンティリー、 VA）で 490nmでの吸光度を測定した。標準曲線は、 X軸（対数
スケール）に抗原濃度および y軸（一次スケール）に吸光度をとって、標準物質 IgE濃度か
ら作製した。試料中の IgE濃度は標準曲線から内挿した。
実施例 13

動物、表現型タイピングおよび抗原感作の最適化
動物および手技は、基本的に実施例 12に記述したとおりであった。七面鳥卵アルブミン（
OVA）による感作およびエアロゾルチャレンジを行って、 BHR、 BAL、および血清中 IgEに及
ぼす効果を評価した。 OVAまたは生理食塩水エアロゾル吸入前の０日目に、 OVA（ 25μ g）
を腹腔内注射した。マウスに OVAまたは生理食塩水エアロゾルをチャレンジし、これは 13
または 14日のいずれかに始めて、５～７日間１日１回投与した。血清中 IgE、 BAL、および
BHRの表現型測定は 21日目に実施した。７日の OVAエアロゾル暴露が 5-HTまたはアセチルコ
リンによる気管支収縮剤チャレンジに及ぼす効果は、血清中総 IgE、 BAL総細胞数および白
血球分別細胞数、および気管支反応性と共に評価した。抗体（ Ab）または生理食塩水前処
置が生理食塩水エアロゾルまたは OVAエアロゾル誘発肺炎症に及ぼす効果は、 BHR、 BAL、
および血清中 IgEの測定によって調べた。 Abは、生理食塩水または OVAのエアロゾル暴露の
２～３日前に腹腔内投与した。
深い麻酔の間に肺を除去した後、肺組織学検査を実施した。先の機器の備え付けは人為的
誤差を生じる可能性があるため、これらの試験には別の動物を用いた。このように、小グ
ループの動物を、これらの動物は気管支反応性試験を除くその他の試験に用いなかったこ
とを除き、様々な前処置を行うコホートと正確に同じように平行して処置した。気管支反
応性試験の後、肺を除去して液体窒素中に沈めた。凍結切片作製と組織学的検査は、一般
的方法で実施した。
マウス IL-9に対するポリクローナル中和抗体は、 R＆ Dシステムズ、ミネアポリス、 MNから
購入し、マウス IL-9受容体に対するブロッキング抗体は、マガイニンで産生されたペプチ
ド結合体を用いて、ランピン・バイオロジカル・ラボラトリーズ（オッツビル、 PA）がマ
ガイニン・ファーマシューティカルズ・インクのために産生した。ウサギにおいて、マウ
ス IL-9受容体からのペプチド配列に対するポリクローナル抗血清を調製した。抗血清を産
生するために用いたペプチドは： GGQKAGAFTC（残基１～ 10）（配列番号： 19）； LSNSIYRI
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DCHWSAPELGQESR（残基 11～ 32）（配列番号： 20）；および CESYEDKTEGEYYKSHWSEWS（担体
蛋白質にペプチドを結合させるため、 N-末端に Cys残基を加えた残基 184～ 203）（配列番
号： 21）。抗血清は、免疫学のプロトコール（ ）、第９章、ウ
ィリーが記述した方法を用いて産生した。簡潔に述べると、ペプチドは、双機能的クロス
リンク剤 MBS（ピアス）を用いて、システイン残基の側鎖を通じて、担体蛋白質、ケイホ
ール・リンペット、ヘモシアニン（ Sigma）に結合させた。ペプチド結合体を用いて適当
なアジュバントと共にウサギを免役し、ペプチド結合体の数回ブースター注射後に有用な
抗血清を得た。抗体を治療的に用いて、 IL-9機能をダウンレギュレートし、非感作マウス
におけるベースライン肺反応性、血清中 IgE、および BALに対するこの経路の重要性を評価
した。 Ab前処置後、対照と比較したベースライン BHR、 BAL、および血清中 IgE濃度を決定
した。別の実験において、組換え型ヒトおよびマウスの IL-9を抗原感作の１日前および感
作の間中毎日腹腔内注射した（ 13～ 18日目）。次に、動物を記述のように表現型タイピン
グした。
０日目に生理食塩水の腹腔内注射で処置し、 14～ 20日目に生理食塩水でチャレンジした（
実施例 12に記述のように）代表的な動物の表現型反応を、図 20のパネル１（上段）に示す
。ベースライン（対照）血清中総 IgEは 9.2ng／ mlであった。気管支肺胞洗浄（ BAL）総細
胞数は、 BAL１ ml当たり 182,500個であった。これらの動物は、歴史的対照（レビット＆ミ
ッツナー（ Levitt RC and Mitzner W.） J Appl Physiol 67(3):1125～ 1132； 1989）と比
較して、気管支反応過敏性を示さなかった。
図 20パネル２（上段中央）は、０日目に OVAを腹腔内注射して前感作し、 14～ 20日目に生
理食塩水をチャレンジした群の代表的な動物を示す。これらの動物の気管支収縮剤、血清
中 IgE、または BAL細胞数に対する反応は、非感作マウスと差がなかった（図７上段パネル
）。
図 20パネル３（下段中央）は、０日目に OVAを腹腔内注射して前感作し、 14～ 20日目に抗
原（ OVA）をチャレンジした群の代表的な動物を示す。これらの動物は、気管支反応過敏
性（対照の約２～３倍）、血清中 IgEの上昇（対照のほぼ 1000倍）、および BAL細胞数の上
昇によって示されるように気道中の炎症細胞数の増加（約 30倍）を示した。この抗原チャ
レンジの結果気道に集められた細胞のほとんどが好酸球であった。
図 20パネル４（下段）は、０日目に OVAを腹腔内注射して前感作し、マウス IL-9に対する
ポリクローナル中和抗体（約 200μ g／ 0.5ml PBS/マウスを腹腔内注射）で前処置し、 14～
20日目に抗原（ OVA）をチャレンジした群の代表的な動物を示す。これらの動物は抗原に
対する反応を示さなかった。彼らの気管支反応性、血清中 IgE、 BAL細胞数は、対照と有意
差がなかった（図 20上段の２パネル）。
図 21は、代表的な動物における、マウス IL-9に対するポリクローナル中和抗体を３日前に
腹腔内注射して前処置した場合、およびしなかった場合の OVAに対する抗原チャレンジ（
上記の通り）の効果を図示する。左の図（ A1-2-1B）は、対照動物（ OVAで感作したが、生
理食塩水エアロゾルチャレンジにのみ暴露）の肺の組織学切片である。右の図（ A1-4-5）
は、マウス IL-9に対するポリクローナル中和抗体で３日前に前処置し、 OVAで感作し、 OVA
エアロゾルチャレンジに暴露した動物の肺からの組織学切片である。中和抗体による前処
置により、抗原チャレンジから完全に保護された、という組織学的確認が得られた。
図 22パネル１（上段）は、０日目に OVA腹腔内注射によって前感作し、 13～ 18日目に抗原
（ OVA）をチャレンジした代表的な動物を示す。これらの動物は、気管支反応過敏性（対
照の約２～３倍）を示し、対照と比較して BAL細胞数の上昇によって示されるように、気
道での好酸球を含む炎症細胞数の増加を示した（図 20上段の２パネル）。この抗原チャレ
ンジの結果気道に集まった細胞の多くは好酸球であった。
図 22パネル２（下段）は、０日目に OVAの腹腔内注射によって前感作し、マウス IL-9受容
体に対するポリクローナル中和抗体（約１ mg／ 0.5ml PBS／マウスを腹腔内注射）で前処
置し、 13～ 18日目に抗原（ OVA）をチャレンジした群の代表的な動物を示す。この代表的
な動物は抗原に対する反応を示さなかった。この反応は、対照群の気管支反応性、 BAL細
胞数と有意差がなかった（図 20上段の２パネル）。これらのデータは、アトピー性アレル

10

20

30

40

50

(33) JP 3948495 B2 2007.7.25

Protocols in Immunology



ギーを IL-9受容体に対する抗体で治療する潜在的有効性を示している。
実施例 14

マウスを麻酔して脾臓を無菌的に除去した。はさみで脾臓を細かく刻み、ワイヤーメッシ
ュ（滅菌済み）［ #60ふるい］にゆっくりと通した。細胞を RPMI-1640［ジブコ、 BRL、ロ
ックビル、 MD］ 40mlに再懸濁し、 250× gで５分間２回遠心した。沈殿物を溶解バター 10ml
に再懸濁して、 RBCsを除去した［ 4.15gm NH4 Cl、 0.5gKH CO3； 0.19g EDTAを ddH2 Oで 500ml
にする］。細胞を、 RPMI-FCS［ RPMI-1640、 10％ AFBS、 50μ M BME ２ mMグルタミン、ペニ
シリンおよびストレプトマイシンを含む］ 40mlで 37℃で約５分インキュベートした。これ
らの細胞を再度 250× gで５分間遠心し、コンカナバリン A［シグマ #C5275］５μ g／ mlの存
在下、または非存在下で RPMI-FCS 20mlに再懸濁した。 IL-9は、無処置脾細胞では 48時間
日目、および DBA／ 2（ D2）および C57BL／ 6J（ B6）マウスのコンカナバリン Aで刺激後に評
価した。 IL-9は RT-PCR（実施例６で述べたように）で増幅し、サザントランスファー後 IL
-9特異的マウスプローブで調べた。サザンブロットは「標準的な」方法によって実施した
。簡潔に述べると、 RT-PCR産物を２％アガロースゲルで電気泳動した。ゲルをエチジウム
ブロマイドで染色し、定規を置いて写真を撮影し、サザンブロットで DNAの分子量を決定
した。次に、ゲルを 0.5N NaOHに 30分浸し、 0.5Mトリス、 pH7.0で 30分中和した。 DNAをキ
ャピラリートランスファーによってゼタプローブ（ Borad）ナイロン膜にトランスファー
して、 20倍濃度の SSC中で一晩放置した。翌日、膜を空気乾燥させ、 80℃で 15分焼いて６
倍濃度の SSCおよび 0.1％ SDS中で 42℃で１時間プレハイブリダイズした。キナーゼ末端標
識 p32オリゴヌクレオチドプローブ（ 5'-AATTACCTTATTGAAAATCTGAAG-3'）を、ハイブリダ
イゼーション溶液＋ 0.1mg／ mlの剪断サケ精子 DNAに加え、 42℃で一晩インキュベートした
。翌日、フィルターを３倍濃度の SSCおよび 0.1％ SDSで 37℃で 30分洗浄し、フィルターを
１時間フィルムに暴露した。図 26は、マウスの各系統の 48時間後の IL-9の定常状態濃度を
図示する。 IL-9は非刺激 D2（ D2-）脾細胞に認められたが、 B6（ B6-）マウスには IL-9は検
出されなかった。 D2（ D2+）脾細胞ではコンカナバリン A刺激後に IL-9のわずかな増加を認
めたが、 B6（ B6+）マウスでは、コンカナバリン A処置にもかかわらず検出可能な It-9を認
めなかった。
実施例 15

SDS-PAGEおよびイムノブロット分析
実施例 13に述べたように、野生型（ Thr117）または Met117 IL-9遺伝子型のいずれかを阻
害する蛋白質を健常ドナーのヒト PBMCから単離した後、ラムリ（ Laemmli U.K．（ 1970） N
ature 227,680～ 685）の方法によって、ミニゲルシステム（エクセル II垂直ゲルユニット
、ノベックス）で 18％ポリアクリルアミドゲルを用いて SDS-PAGEを実施した。イムノブロ
ット分析では、 SDS-PAGEによって分離した蛋白質を SDトランスブロットトランスファーユ
ニット（ Biorad）を用いて、 15％メタノールを含む 25mMトリスグリシン緩衝液、 pH8.3中
のニトロセルロース膜に移した（トウビンら（ Towbin H．）（ 1979） Proc.Natl.Acad.Sci
.U.S.A． 76,4350～ 4354）。膜上の未結合結合部位は、 20mMトリス塩酸緩衝液、 pH8.0＋５
％ドライミルクを含む 0.05％ツィーン 20（ TBST）で１時間から一晩インキュベートするこ
とによってブロックした。次に膜をヤギ抗ヒト IL-9ポリクローナル抗体（ R＆ Dシステムズ
）の１： 1000倍希釈と共に室温で１時間インキュベートした。膜を TBSTで洗浄し、ホース
ラディッシュペルオキシダーゼを結合させたマウス抗ヤギ TgGの１： 10,000倍希釈で１時
間処置した。 TBSTで洗浄後、スーパーシグナル基質ケモルミネッセンスシステム（ Pierce
）を加えて、結合抗体を視覚化した。
図 24は、 IL-9遺伝子のゲノム分析によって遺伝子型が決定されているヒトにおけるマイト
ゲン刺激 48時間後の培養 PBMCからのヒト IL-9蛋白質の発現を示す。レーン１は Met117ホモ
接合体、レーン２は Met117／ Thr117ヘテロ接合体、レーン３は Thr117ホモ接合体である。
ほぼ予測されたサイズの単一の産物（ 14kD）が、マイトゲン刺激後に各個人の PBMCに認め
られた。これらのデータは、いずれの型の IL-9蛋白質も発現され、定常状態で安定である
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ことを証明する。
本発明は、様々な特殊材料、技法および実施例を参照として本明細書に記述および図解し
てきたが、本発明は材料の特別な材料の組み合わせ、その目的に選択された技法に制限さ
れるものではないと理解される。そのような詳細に関する多数の変化は、当業者によって
認識されるように含むことが可能である。
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本発明の上記のその他の態様は、明細書の検討および本明細書に開示の方法の実践から当
業者には明らかとなるであろう。明細書および実施例は例示目的のみと見なされ、本発明
の真の範囲は以下の請求の範囲に示されると意図している：

（１）　一般情報：
(i)　出願人： Magainin Pharmaceuticals Inc．
(ii)　溌明の名称、喘息および関連疾患を含むアトピー性アレルギーを治療するための標
的としての喘息関連因子
(iii)　配列数： 22
(iv)　文書通信情報：
(A)　宛名： Finnegan, Henderson, Farabow, Garrett & Dunner, L.L.P．
(B)　街路名： 1300 I Street,N.W．
(C)　市名： Washington
(D)　州名： D.C．
(E)　国名： USA
(F)　郵便番号： 20005-3315
(v)　コンピューター読み取りフォーム：
(A)　メディア形式： Floppy disk
(B)　コンピューター： IBM PC compatible
(C)　運転システム： PC-DOS/MS-DOS
(D)　ソフトウェア： PatentIn Release #1.0, Version #1.30
(vi)　現出願データ：
(A)　出願番号： PCT/US96/12757
(B)　出願日： 23-AUG-1996
(C)　分類：
(viii)　弁理士／代理人情報：
(A)　氏名： Fordis, Jean B.
(B)　登録番号： 32,984
(C)　参照／明細書番号： 5387.056-304
(ix)　電気通信情報：
(A)　電話： (202)408-4000
(B)　ファックス： (202)408-4400
（２）　配列番号：１の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２８塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：１：
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（２）　配列番号：２の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：３１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：２：
　
　
（２）配列番号：３の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：３１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３：
　
　
（２）　配列番号：４の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：３１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：４：
　
　
（２）　配列番号：５の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：５：
　
　
（２）　配列番号：６の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：６：

10

20

30

40

50

(47) JP 3948495 B2 2007.7.25



　
　
（２）　配列番号：７の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：７：
　
（２）　配列番号：８の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：８：
　
　
（２）　配列番号：９の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：９：
　
　
（２）　配列番号：１０の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：１０：
　
　
（２）　配列番号：１１の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：１１：
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（２）　配列番号：１２の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：１２：
　
　
（２）　配列番号：１３の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１８アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：１３：
　
　
　
　
（２）　配列番号：１４の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１８アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：１４：
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：１５の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１８アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：１５：
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（２）　配列番号：１６の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１８アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：１６：
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：１７の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１７塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：１７：
　
（２）　配列番号：１８の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１７塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：１８：
　
（２）　配列番号：１９の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１０アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：１９：
　
　
（２）　配列番号：２０の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２２アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：２０：
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（２）　配列番号：２１の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：２１：
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：２２の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：７アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：２２：
　
　
（２）　配列番号：２３の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１８アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：２３：
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：２４の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：４１５塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：２４：

10

20

30

40

(51) JP 3948495 B2 2007.7.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：２５の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１２７アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：２５：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：２６の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：４１５塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：２６：
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（２）　配列番号：２７の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１２６アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：２７：
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：２８の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：５８５塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：２８：
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（２）　配列番号：２９の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１６８アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：２９：
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（２）　配列番号：３０の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：５８５塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３０：
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（２）　配列番号：３１の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１６８アミノ酸
(B)　配列の型：アミノ酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類：ペプチド
(xi)　配列の記載：配列番号：３１：

10

20

(56) JP 3948495 B2 2007.7.25



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
（２）　配列番号：３２の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１８塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３２：
　
　
（２）　配列番号：３３の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：１８塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
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(xi)　配列の記載：配列番号：３３：
　
　
（２）　配列番号：３４の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２０塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３４：
　
（２）　配列番号：３５の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２０塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３５：
　
（２）　配列番号：３６の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２４塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３６：
　
（２）　配列番号：３７の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２０塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３７：
　
（２）　配列番号：３８の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３８：
　
（２）　配列番号：３９の情報：
(i)　配列の特性：
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(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：３９：
　
（２）　配列番号：４０の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：４０：
　
（２）　配列番号：４１の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２４塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：４１：
　
（２）　配列番号：４２の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２１塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：４２：
　
（２）　配列番号：４３の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２４塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
(xi)　配列の記載：配列番号：４３：
　
（２）　配列番号：４４の情報：
(i)　配列の特性：
(A)　配列の長さ：２４塩基対
(B)　配列の型：核酸
(C)　鎖の数：一本鎖
(D)　トポロジー：直鎖状
(ii)　配列の種類： DNA(genomic)
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(xi)　配列の記載：配列番号：４４：
　

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

【 図 ８ 】 【 図 ９ 】
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【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】

【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】
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【 図 １ ５ 】 【 図 １ ６ 】

【 図 １ ７ 】 【 図 １ ８ 】
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【 図 １ ９ 】 【 図 ２ ０ 】

【 図 ２ １ 】
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【 図 ２ ２ 】 【 図 ２ ４ 】

【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】
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【 図 ２ ７ 】

【 図 ２ ８ 】
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