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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
ＰＧＥ２、抗ＩＫＡＲＯＳ　ｓｉＲＮＡ、および抗ＩＫＡＲＯＳ抗体からなる群より選択
されるＩＫＡＲＯＳ（ＩＫＺＦ１）阻害剤を含む、スティーブンスジョンソン症候群の患
者の炎症を治療または予防するための抗炎症薬。
【請求項２】
局所投与剤である、請求項１に記載の抗炎症薬。
【請求項３】
　以下の（１）～（３）の工程：
（１）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしくは当該遺伝子の転写調節領域の制御下にあるレポーター
タンパク質をコードする核酸を含む細胞を、被検物質に接触させる工程；
（２）前記細胞におけるＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしくはＩＫＡＲＯＳタンパク質またはレポ
ータータンパク質の発現量を測定する工程；および
（３）被検物質の非存在下において測定した場合と比較して、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしく
はＩＫＡＲＯＳタンパク質またはレポータータンパク質の発現量を低下させた被検物質を
、抗炎症性物質の候補として選択する工程
を含む、スティーブンスジョンソン症候群の患者の炎症を治療または予防するための抗炎
症性物質のスクリーニング方法。
【請求項４】
　ＩＫＡＲＯＳと被検物質とを接触させ、ＩＫＡＲＯＳと結合能を有する被検物質を抗炎
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症性物質の候補として選択することを特徴とする、スティーブンスジョンソン症候群の患
者の炎症を治療または予防するための抗炎症性物質のスクリーニング方法。
【請求項５】
　以下の（１）～（３）の工程：
（１）炎症性疾患の標的細胞を、ＩＫＡＲＯＳの存在下および非存在下で被検物質に接触
させる工程；
（２）各条件下での前記細胞における炎症反応の程度を測定する工程；および
（３）被検物質の非存在下において測定した場合と比較して、ＩＫＡＲＯＳの存在下で炎
症反応を抑制し、ＩＫＡＲＯＳの非存在下で炎症反応を抑制しなかった被検物質を、ＩＫ
ＡＲＯＳの機能を阻害して抗炎症作用を示す物質の候補として選択する工程
を含む、スティーブンスジョンソン症候群の患者の炎症を治療または予防するための抗炎
症性物質のスクリーニング方法。
【請求項６】
　ｐｏｌｙＩ：Ｃ、インターロイキン－Ｉα（ＩＬ－１α）、腫瘍壊死因子（ＴＮＦ）α
またはＨ２Ｏ２刺激により炎症反応を惹起することを特徴とする、請求項５に記載の方法
。
【請求項７】
　前記細胞が、上皮細胞を含む、請求項３、５または６のいずれか１項に記載の方法。
【請求項８】
ｐｏｌｙＩ：Ｃを炎症反応を惹起する物質として含む、請求項５に記載のスティーブンス
ジョンソン症候群の患者の炎症を治療または予防するための抗炎症性物質のスクリーニン
グ方法において使用するための組成物。
【請求項９】
ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された単離細胞の、スティーブンスジョンソ
ン症候群の患者の炎症を治療または予防するための抗炎症性物質のスクリーニング方法に
おいての使用。
【請求項１０】
ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された非ヒト動物の、スティーブンスジョン
ソン症候群の患者の炎症を治療または予防するための抗炎症性物質のスクリーニング方法
において使用するための炎症モデル動物としての使用。
【請求項１１】
前記炎症モデル動物は、皮膚組織および粘膜組織からなる群より選択される少なくとも１
つに細胞浸潤がみられる、請求項１０に記載の炎症モデル動物としての使用。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
本発明は抗炎症薬に関する。
【背景技術】
【０００２】
　アレルギー疾患（例えば、花粉症、アレルギー性結膜炎、ぜんそく、アトピー性皮膚炎
、クローン病、潰瘍性大腸炎）などの炎症性疾患は、罹患率が増加の一途を示している。
他方、現在の炎症制御技術は、非ステロイド系消炎薬（ＮＳＡＩＤｓ）のほか、リンパ球
等の免疫細胞を標的としたステロイド薬または免疫抑制薬が主であり、その副作用、例え
ば、感染症の誘発が問題となっている。
【０００３】
　これまでに、特許文献１～３にあるように、ＩＫＡＲＯＳに関する研究がなされている
。また、ＴＬＲ３や炎症に関する研究としては非特許文献１～１８がある。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００４】
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【特許文献１】特許第３５６２５２８号公報
【特許文献２】特表平１０－５０７０７０公報
【特許文献３】特表平１１－５１２２８４公報
【非特許文献】
【０００５】
【非特許文献１】Nakamura　N,　Tamagawa-Mineoka　R,　Ueta　M,　Kinoshita　S,　Kat
oh　N.　Toll-Like　Receptor　3　Increases　Allergic　and　Irritant　Contact　Der
matitis.　J　Invest　Dermatol.　2014　Sep　17.　doi:　10.1038/jid.2014.402.
【非特許文献２】Ueta　M,　Sotozono　C,　Koga　A,　Yokoi　N,　Kinoshita　S.　Usef
ulness　of　a　New　Therapy　Using　Rebamipide　Eyedrops　in　Patients　with　VK
C/AKC　Refractory　to　Conventional　Anti-Allergic　Treatments.　Allergol　Int.
　2014　63:75-81
【非特許文献３】Ueta　M,　Mizushima　K,　Naito　Y,　Narumiya　S,　Shinomiya　K,
　Kinoshita　S.　Suppression　of　polyI:C-inducible　gene　expression　by　EP3　
in　murine　conjunctival　epithelium.　Immunol　Lett.　2013　Sep　12.　pii:　S01
65-2478(13)00121-1.
【非特許文献４】Ueta　M,　Sotozono　C,　Yokoi　N,　Kinoshita　S:　Rebamipide　Su
ppresses　PolyI:C-Stimulated　Cytokine　Production　in　Human　Conjunctival　Epi
thelial　Cells.　J　Ocul　Pharmacol　Ther.　2013　Sep;29(7):688-93.
【非特許文献５】Ueta　M,　Kinoshita　S:　Ocular　surface　inflammation　is　regu
lated　by　innate　immunity.　Prog　Retin　Eye　Res.　2012;　31(6):　551-575.
【非特許文献６】Ueta　M,　Matsuoka　T,　Sotozono　C,　Kinoshita　S:　Prostagland
in　E2　Suppresses　Poly　I:　C-Stimulated　Cytokine　Production　Via　EP2　and
　EP3　in　Immortalized　Human　Corneal　Epithelial　Cells.　Cornea.　2012;　31(
11):　1294-1298.
【非特許文献７】Ueta　M,　Tamiya　G,　Tokunaga　K,　Sotozono　C,　Ueki　M,　Sawa
i　H,　Inatomi　T,　Matsuoka　T,　Akira　S,　Narumiya　S,　Tashiro　K,　Kinoshit
a　S:　Epistatic　interaction　between　Toll-like　receptor　3　(TLR3)　and　pro
staglandin　E　receptor　3　(PTGER3)　genes.　J　Allergy　Clin　Immunol.　2012;
　129(5):　1413-1416.e11.
【非特許文献８】Ueta　M,　Matsuoka　T,　Yokoi　N,　Kinoshita　S:　Prostaglandin
　E2　suppresses　polyinosine-polycytidylic　acid　(polyI:C)-stimulated　cytokin
e　production　via　prostaglandin　(EP)　2　and　3　in　human　conjunctival　epi
thelial　cells.　Br　J　Ophthalmol.　2011;　95(6):　859-863.
【非特許文献９】Ueta　M,　Matsuoka　T,　Yokoi　N,　Kinoshita　S:　Prostaglandin
　E　receptor　subtype　EP3　downregulates　TSLP　expression　in　human　conjunc
tival　epithelium.　Br　J　Ophthalmol.　2011;　95(5):　742-743.
【非特許文献１０】Ueta　M,　Mizushima　K,　Yokoi　N,　Naito　Y,　Kinoshita　S:　
Gene-expression　analysis　of　polyI:C-stimulated　primary　human　conjunctival
　epithelial　cells.　Br　J　Ophthalmol.　2010;　94(11):　1528-1532.
【非特許文献１１】Ueta　M,　Kinoshita　S:　Innate　immunity　of　the　ocular　su
rface.　Brain　Res　Bull.　2010;　81(2-3):　219-228.
【非特許文献１２】Ueta　M,　Uematsu　S,　Akira　S,　Kinoshita　S:　Toll-like　re
ceptor　3　enhances　late-phase　reaction　of　experimental　allergic　conjuncti
vitis.　J　Allergy　Clin　Immunol.　2009;　123(5):　1187-1189.
【非特許文献１３】Ueta　M,　Matsuoka　T,　Narumiya　S,　Kinoshita　S:　Prostagla
ndin　E　receptor　subtype　EP3　in　conjunctival　epithelium　regulates　late-p
hase　reaction　of　experimental　allergic　conjunctivitis.　J　Allergy　Clin　I
mmunol.　2009;　123(2):　466-471.
【非特許文献１４】Kaniwa　N,　Saito　Y,　Aihara　M,　Matsunaga　K,　Tohkin　M,　
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Kurose　K,　Sawada　J,　Furuya　H,　Takahashi　Y,　Muramatsu　M,　Kinoshita　S,
　Abe　M,　Ikeda　H,　Kashiwagi　M,　Song　Y,　Ueta　M,　Sotozono　C,　Ikezawa　
Z,　Hasegawa　R:　JSAR　research　group.　HLA-B　locus　in　Japanese　patients　
with　anti-epileptics　and　allopurinol-related　Stevens-Johnson　syndrome　and
　toxic　epidermal　necrolysis.　Pharmacogenomics.　2008;　9(11):　1617-1622.
【非特許文献１５】Ueta　M:　Innate　immunity　of　the　ocular　surface　and　ocu
lar　surface　inflammatory　disorders.　Cornea.　2008;　27(Suppl　1):S31-40.
【非特許文献１６】Ueta　M,　Sotozono　C,　Inatomi　T,　Kojima　K,　Hamuro　J,　K
inoshita　S:　Association　of　Fas　Ligand　gene　polymorphism　with　Stevens-Jo
hnson　syndrome.　Br　J　Ophthalmol.　2008;　92(7):　989-991.
【非特許文献１７】Ueta　M,　Sotozono　C,　Inatomi　T,　Kojima　K,　Tashiro　K,　
Hamuro　J,　Kinoshita　S:　Toll　like　receptor　3　gene　polymorphisms　in　Jap
anese　patients　with　Stevens-Johnson　syndrome.　Br　J　Ophthalmol.　　2007;　
91(7):　962-965.
【非特許文献１８】Ueta　M,　Hamuro　J,　Kiyono　H,　Kinoshita　S:　Triggering　o
f　TLR3　by　polyI:C　in　human　corneal　epithelial　cells　to　induce　inflamm
atory　cytokines.　Biochem　Biophys　Res　Commun.　2005;　331(1):　285-294.
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明者らは、これまでに報告のない上皮細胞におけるＩＫＡＲＯＳの発現を見出し、
培養ヒト粘膜上皮、培養ヒト表皮においてＩＫＡＲＯＳを誘導する方法を見出し、本発明
を完成させた。本発明では、炎症状態に免疫細胞だけでなく上皮細胞も関与することに着
目し、これを標的とした新規炎症制御方法を開発した。これにより、標的を上皮細胞とす
ることにより局所投与が容易となり副作用の激減が期待される。したがって、本発明は以
下を提供する。
【０００７】
　プロスタグランジン（ＰＧ）Ｅ２は炎症性物質とも言われることがあるが、本発明の結
果、上皮における炎症性因子であることが分かったＩＫＡＲＯＳを抑制することから、特
定の炎症、ＩＫＡＲＯＳ，ＥＰ３（ＰＧＥ２レセプター３）、ＴＬＲ３（Ｔｏｌｌ－ｌｉ
ｋｅ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　３（Ｔｏｌｌ様受容体－３）の略称；ＴＬＲ３は、ウイルス由
来の二重鎖ＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を認識し、強い抗ウイルス作用を示すＩ型インターフェ
ロンの産生を促し、ウイルスからの防御で働く自然免疫系分子の一つである。）関連の炎
症（例えば、スティーブンスジョンソン症候群、ぜんそく、接触性皮膚炎、急性皮膚炎、
アトピー性皮膚炎、アレルギー性結膜炎およびアトピー性角結膜炎等）については、阻害
剤として機能し、抗炎症薬として使用し得ることが証明された。プロスタグランジン（Ｐ
Ｇ）Ｅ２やｐｏｌｙＩ：Ｃとアレルギーとの関係を論じる既存の文献の知見だけでは本発
明のＩＫＡＲＯＳの発現亢進疾患の治療剤は予想できない。したがって、本発明は、従来
技術にはない、特異性の高い抗炎症薬として有用であり得る。したがって、本発明は以下
を提供する。
（１）ＩＫＡＲＯＳ（ＩＫＺＦ１）阻害剤を含む、抗炎症薬。
（２）前記ＩＫＡＲＯＳ阻害剤は、ＰＧＥ２、抗ＩＫＡＲＯＳ　ｓｉＲＮＡ、および抗Ｉ
ＫＡＲＯＳ抗体からなる群より選択される、項目１に記載の抗炎症薬。
（３）前記抗炎症薬は、上皮組織を標的とするものである、項目１または２に記載の抗炎
症薬。
（４）前記炎症は、ＩＫＡＲＯＳに起因する炎症である、項目１～３のいずれか１項に記
載の抗炎症薬。
（５）前記炎症は、ＩＫＡＲＯＳの発現亢進に起因する炎症である、項目１～４のいずれ
か１項に記載の抗炎症薬。
（６）前記炎症は、ＩＫＡＲＯＳに起因する上皮が関与する炎症である、項目１～５のい



(5) JP 6653120 B2 2020.2.26

10

20

30

40

50

ずれか１項に記載の抗炎症薬。
（７）前記炎症は、上皮においてＩＫＡＲＯＳおよびＴＬＲ３に関与する炎症である、項
目１～６のいずれか１項に記載の抗炎症薬。
（８）前記炎症は、アレルギー疾患によるものである、項目１～７のいずれか１項に記載
の抗炎症薬。
（９）前記炎症は、スティーブンスジョンソン症候群、ぜんそく、接触性皮膚炎、急性皮
膚炎、アトピー性皮膚炎、アレルギー性結膜炎およびアトピー性角結膜炎からなる群より
選択される、項目１～８のいずれか１項に記載の抗炎症薬。
（１０）局所投与剤である、項目１～９のいずれか１項に記載の抗炎症薬。
（１１）前記局所投与剤は、外用剤、点眼剤、点鼻剤または吸引剤である、項目１０に記
載の抗炎症薬。
（１２）前記抗炎症薬は、皮膚または粘膜組織における炎症の処置または予防のためのも
のである、項目１～１１のいずれか１項に記載の抗炎症薬。
（１３）前記粘膜組織は、目、口腔、鼻腔、咽頭、気道、膣、尿道および／または消化管
である、項目１２に記載の抗炎症薬。
（１４）前記抗炎症薬は目における炎症の処置または予防のためのものである、項目１～
１３のいずれか１項に記載の抗炎症薬。
（１５）以下の（１）～（３）の工程：
（１）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしくは該当遺伝子の転写調節領域の制御下にあるレポーター
タンパク質をコードする核酸を含む細胞を、被検物質に接触させる工程；
（２）前記細胞におけるＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしくはＩＫＡＲＯＳタンパク質またはレポ
ータータンパク質の発現量を測定する工程；および
（３）被検物質の非存在下において測定した場合と比較して、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしく
はＩＫＡＲＯＳタンパク質またはレポータータンパク質の発現量を低下させた被検物質を
、抗炎症性物質の候補として選択する工程
を含む、抗炎症性物質のスクリーニング方法。
（１６）ＩＫＡＲＯＳと被検物質とを接触させ、ＩＫＡＲＯＳと結合能を有する被検物質
を抗炎症性物質の候補として選択することを特徴とする、抗炎症性物質のスクリーニング
方法。
（１７）以下の（１）～（３）の工程：
（１）被検物質の存在下でＩＫＡＲＯＳを炎症性疾患の標的細胞の細胞膜画分と接触させ
る工程；
（２）細胞膜画分に結合したＩＫＡＲＯＳ量を測定する工程；および
（３）被検物質の非存在下において測定した場合と比較して、細胞膜画分に結合するＩＫ
ＡＲＯＳ量を低下させた被検物質を、抗炎症性物質の候補として選択する工程
を含む、項目１５または１６に記載のスクリーニング方法。
（１８）抗炎症性物質の候補として選択された被検物質を炎症モデルに適用し、該モデル
における炎症反応を抑制するか否かを検定することをさらに含む、項目１５～１７のいず
れか1項に記載の方法。
（１９）以下の（１）～（３）の工程：
（１）炎症性疾患の標的細胞を、ＩＫＡＲＯＳの存在下および非存在下で被検物質に接触
させる工程；
（２）各条件下での前記細胞における炎症反応の程度を測定する工程；および
（３）被検物質の非存在下において測定した場合と比較して、ＩＫＡＲＯＳの存在下で炎
症反応を抑制し、ＩＫＡＲＯＳの非存在下で炎症反応を抑制しなかった被検物質を、ＩＫ
ＡＲＯＳの機能を阻害して抗炎症作用を示す物質の候補として選択する工程
を含む、抗炎症性物質のスクリーニング方法。
（２０）標的細胞における炎症反応を惹起する工程をさらに含む、項目項目１５～１９の
いずれか1項に記載の方法。
（２１）ｐｏｌｙＩ：Ｃ、インターロイキン－Ｉα（ＩＬ－１α）、腫瘍壊死因子（ＴＮ
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Ｆ）αまたはＨ２Ｏ２刺激により炎症反応を惹起することを特徴とする、項目１５～２０
のいずれか1項に記載の方法。
（２２）前記細胞が、上皮細胞を含むかまたは上皮に関係することを特徴とする、項目１
５～２１のいずれか１項に記載の方法。
（２３）前記上皮細胞は、皮膚表皮細胞、食道上皮細胞、胃上皮細胞、膣上皮細胞、子宮
上皮細胞、胸腺上皮細胞、膀胱上皮細胞、前立腺上皮細胞、乳腺上皮細胞、結膜上皮細胞
または角膜上皮細胞ある、項目２２に記載の方法。
（２４）前記上皮細胞は、皮膚表皮細胞、結膜上皮細胞または角膜上皮細胞である、項目
２２または２３に記載の方法。
（２５）前記上皮細胞は、ケラチン５を発現する粘膜上皮細胞である、項目２２～２４の
いずれか1項に記載の方法。
（２６）前記炎症は、ＩＫＡＲＯＳの発現亢進に起因する炎症である、項目１５～２５の
いずれか１項に記載の方法。
（２７）前記炎症は、ＩＫＡＲＯＳに起因する上皮が関与する炎症である、項目１５～２
６のいずれか１項に記載の方法。
（２８）前記炎症は、上皮においてＩＫＡＲＯＳおよびＴＬＲ３に関与する炎症である、
項目１５～２７のいずれか１項に記載の方法。
（２９）ｐｏｌｙＩ：Ｃを含む、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現上昇または誘導のための組成
物。
（３０）前記ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現上昇または誘導は上皮細胞におけるものである、
項目２９に記載の組成物。
（３１）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された、単離細胞。
（３１Ａ）前記細胞は、ケラチン陽性である、項目３１に記載の単離細胞。
（３２）前記ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現の上昇または誘導は、ｐｏｌｙＩ：Ｃによるもの
である、項目３１または３１Ａに記載の細胞。
（３３）前記細胞は上皮細胞である、項目３１、３１Ａまたは３２に記載の細胞。
（３４）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された、炎症モデル動物。
（３５）前記ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現の上昇または誘導は、ｐｏｌｙＩ：Ｃによるもの
である、項目３４に記載の動物。
（３６）前記炎症モデルは、眼表面における炎症を含む、項目３４または３５に記載の動
物。
（３７）前記ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現の上昇または誘導は、遺伝子改変によるものであ
る、項目３４～３６のいずれか1項に記載の動物。
（３８）前記遺伝子改変は、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子を上皮特異的に発現させるように改変さ
れることを含む、項目３４～３７のいずれか1項に記載の動物。
（３９）前記動物は皮膚粘膜炎症を生じる、項目３４～３８のいずれか1項に記載の動物
。
（４０）前記動物は、ケラチン５のプロモーターに作動可能に連結されて前記ＩＫＡＲＯ
Ｓ遺伝子をコードする核酸配列を含むベクターを含む、項目３４～３９のいずれか1項に
記載の動物。
（４１）前記動物はげっ歯類である、項目３４～４０のいずれか1項に記載の動物。
（４１Ａ）前記炎症モデル動物は、皮膚組織および粘膜組織からなる群より選択される少
なくとも１つに細胞浸潤がみられる、項目３４～４１のいずれか1項に記載の動物。
【０００８】
　本発明において、上述した１または複数の特徴は、明示された組み合わせに加え、さら
に組み合わせて提供され得ることが意図される。本発明のなおさらなる実施形態および利
点は、必要に応じて以下の詳細な説明を読んで理解することにより、当業者に認識される
。
【発明の効果】
【０００９】
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　本発明では、上皮細胞のＩＫＡＲＯＳ（ＩＫＺＦ１）を標的とした新規抗炎症治療法が
提供される。
【００１０】
　アレルギー疾患などの炎症性疾患は、罹患率が増加の一途を示し、今日の炎症制御方法
は、リンパ球等の免疫細胞を標的としたステロイド薬や免疫抑制薬が主であり、その副作
用が問題となっているところ、本発明により、炎症病態に免疫細胞だけでなく上皮細胞（
体表面を覆う「表皮」、管腔臓器の粘膜を構成する「上皮（狭義）」をさす）も大きく関
与することに着目し、上皮細胞を標的とした新規炎症制御方法を開発することができ、標
的を上皮細胞とすることにより局所投与が容易となり、副作用の激減が期待される。
【００１１】
　本発明により、炎症病態の発症に上皮細胞が免疫細胞の上流に位置する因子として関与
することに着目し、上皮細胞を標的とした新規炎症制御方法を開発することができる。標
的を上皮細胞として免疫細胞の動態、活性化をコントロールすることにより局所投与が容
易となり、副作用の激減が期待されるという実質上のメリットがある。これまで行われて
こなかった着目点からの炎症制御モデルも提供される。既存の炎症制御方法とは全くタイ
プの異なる上皮細胞を標的とした新規炎症制御方法の開拓は、適切な治療法の提供・健康
寿命の延伸による安全安心な社会の実現に資する。さらに、上皮細胞を標的として免疫細
胞の動態、活性化をコントロールする新規炎症制御方法の開発は、炎症制御方法の大きな
転機につながる。上皮細胞を標的とした新規炎症制御方法は、制御化合物による局所投与
が容易となるため副作用の激減が期待され、今後の炎症治療の大きな担い手となる。
【００１２】
　上皮細胞に存在するＩＫＡＲＯＳに関連する新規化合物の開拓とともに、その作用メカ
ニズムを分子レベルで解明し、さらなる分子標的ならびに創薬シーズの開拓につなげるこ
とができる。また、組織浸透性についての新規評価系を構築し、上皮細胞に選択的に作用
する化合物の探索を容易にするものである。作用メカニズムの分子レベルでの解明は、上
皮細胞を介した炎症制御機構を明らかにし、アレルギー疾患の予防、医薬や医用品による
治療、安全安心な品質（化学材料、化粧品、食品、健康食品）へと繋がる。その結果、適
切な治療法の提供・健康寿命の延伸による安心安全社会という観点から将来の人間生活の
向上に直接貢献できるとともに、広範囲にわたる産業界（医療系、医薬品系、化学系、食
品系など）への波及効果が期待できる。
【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】図１は、ヒト表皮および上皮細胞においてＩＫＡＲＯＳを誘導する手法を示す。
図１ａは１０μｇ／ｍｌ　ｐｏｌｙＩ：Ｃ（ポリＩ：Ｃ）に曝露されたヒト結膜上皮細胞
の初代培養細胞におけるＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡの発現の時間経過を示す。左から０時間
、１時間、３時間、６時間および１０時間を示す。定量データは、ハウスキーピング遺伝
子であるＧＡＰＤＨの発現に対して正規化した。縦軸は、０ｈｒサンプルに対する特定の
ｍＲＮＡの上昇を示す。図１ｂは、１０μｇ／ｍｌ　ｐｏｌｙＩ：Ｃ（ポリＩ：Ｃ）に１
０時間曝露されたヒト結膜上皮細胞の初代培養細胞におけるＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡの発
現を示す。左は培地であり、右はｐｏｌｙＩ：Ｃを示す。定量データは、ハウスキーピン
グ遺伝子であるＧＡＰＤＨの発現に対して正規化した。縦軸は、未刺激サンプルに対する
特定のｍＲＮＡの上昇を示す。データは、３連の実験の代表であり、１群あたり３ウェル
で行われた実験からの平均±ＳＥＭを示す。図１ｃは、１０μｇ／ｍｌ　ｐｏｌｙＩ：Ｃ
（ポリＩ：Ｃ）に１０時間曝露された表皮を構成する細胞の大部分である角化細胞（ケラ
チノサイト）細胞の初代培養細胞におけるＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡの発現を示す。定量デ
ータは、ハウスキーピング遺伝子であるＧＡＰＤＨの発現に対して正規化した。縦軸は、
未刺激サンプルに対する特定のｍＲＮＡの上昇を示す。データは、３連の実験の代表であ
り、１群あたり３ウェルで行われた実験からの平均±ＳＥＭを示す。
【図２】図２は、ＩＫＡＲＯＳの過剰発現等における動物の様子を示す。上の写真は、Ｉ
ＫＡＲＯＳ（ＩＫ１）のトランスジェニックマウス（左）と野生マウス（右）との腹部の
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比較である。左下パネルは、ＩＫＡＲＯＳ（ＩＫ１）のトランスジェニックマウス（上）
と野生マウス（下）との顔部の比較である。右下パネルは、ＩＫＡＲＯＳ（ＩＫ１）のト
ランスジェニックマウス（右）と野生マウス（左）との背部の比較である。
【図３】図３は、ＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡの発現およびその阻害剤での抑制効果を示す。
図３ａは、初代培養ヒト結膜上皮細胞におけるｐｏｌｙＩ：Ｃ誘導性（１０時間刺激）の
ＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡの発現上昇、およびその上昇の１００μｇ／ｍｌ　ＰＧＥ２の添
加により有意に抑制されたことを示す（左はコントロール、中央はｐｏｌｙＩ：Ｃ刺激の
み、右は、ｐｏｌｙＩ：Ｃ刺激＋１００μｇ／ｍｌ　ＰＧＥ２添加を示す。）。図３ｂは
、初代培養ヒト角化細胞（ケラチノサイト）細胞におけるｐｏｌｙＩ：Ｃ誘導性（１０時
間刺激）のＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡの発現上昇、およびその上昇の１００μｇ／ｍｌ　Ｐ
ＧＥ２の添加により有意に抑制されたことを示す（左はコントロール、中央はｐｏｌｙＩ
：Ｃ刺激のみ、右は、ｐｏｌｙＩ：Ｃ刺激＋１００μｇ／ｍｌ　ＰＧＥ２添加を示す。）
。
【図４】図４は、本発明で作製した発現ベクター（ｐＫ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ
）の構造およひ構築手順を示す。上段に各エレメントの構造を示す。左側にＫｅｒａｔｉ
ｎ　５　ｐｒｏｍｏｔｅｒが描かれ、右側には、Ｉｋｚｆｌ－Ｐ２Ａ－ＥＧＦＰの構造を
示す。ｐＢＳＫ５（ｈｕｍａｎ　ｋｅｒａｔｉｎ　５　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｉｎ　ｐＢｌ
ｕｅｓｃｒｉｐｔ　ＩＩ　ＫＳ＋）のプロモーター下流に位置する、Ｓｐｅ１およびＮｏ
ｔＩ部位に挿入することで、発現ベクター（ｐＫ５－ｌｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）を作
製したものを下段に示す。
【図５】図５は、作製した発現ベクター（ｐＫ５－Ｉｋｚｆｌ－Ｐ２Ａ－ＥＧＦＰ）（配
列番号５）の制限マップを示す。左側にベクターのマップを示し、右側はＤＮＡ切断パタ
ーンを示すブロットである。使用した制限酵素は、図中に示すとおりである。左側から分
子量マーカー、レーン１～７に、ＳａｌＩ、ＳａｌＩ＋ＮｏｔＩ、ＳｐｅＩ＋ＮｏｔＩ、
Ａｃｃ６５Ｉ、ＥｃｏＲＩ、ＢａｍＨＩを示す。右側も分子量マーカーである。配列番号
５の２２２３位から２２２８位にＳａｌＩ認識配列（ＧＴＣＧＡＣ）部位が存在する。配
列番号５の２２２９位から１６６５４位にｈｕｍａｎ　Ｋｅｒａｔｉｎ　５プロモーター
領域の配列が存在する。配列番号５の２７６３位は、Ｔとなっているが、ＮＣＢＩデータ
ベースではＣである。配列番号５の１６６５５位から１６６６０位にＳｐｅＩの認識部位
（ＡＣＴＡＧＴ）が存在する。配列番号５の１６６６７位から１８２１１位にＩｋｚｆ１
アイソフォーム１（ＤＮＡ（１５４５ｂｐ；ＮＭ＿００１０２５５９７）の配列が存在す
る。配列番号５の１８２１２位から１８２７７位にＰ２Ａ配列が存在する。配列番号５の
１８２８４位から１９００３位にＥＧＦＰ（７２０ｂｐ）が存在する。配列番号５の１９
０２０位から１９３０９位にｂＧＨ　ｐｏｌｙＡが存在する。配列番号５の１９３１０位
から１９３１７位にＮｏｔＩ認識配列（ＧＣＧＧＣＣＧＣ）が存在する。
【図６】図６に、ｐＫ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰファウンダーマウス選別のための
ｐＣＲ解析条件の検討結果を示す（条件１）。条件ｌとして、Ｋｅｒａｔｉｎ５プロモー
ターに結合するＫ５ｐ－Ｆｌと、ｂＧＨ　ｐｏｌｙＡの下流に結合するＢＧＨ－Ｒ３プラ
イマーを設計した。本図では、各プライマー配列およびＰＣＲ解析条件が示される。
【図７】図７に、ｐＫ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰファウンダーマウス選別のための
ｐＣＲ解析条件の検討結果を示す（条件２）。条件２として、Ｋｅｒａｔｉｎ５プロモー
ター上流部位に結合するＫ５ｐ－Ｆ６と、Ｋ５ｐ－Ｒ２プライマーを設計した。本図では
、各プライマー配列およびＰＣＲ解析条件が示される。
【図８】図８は、ｐＫ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰトランスジーンの調製を示す。上
段は、トランスジーンの構成であり、下段は、制限酵素による切断パターンを示す。具体
的には、発現ベクターを制限酵素ＳａｌＩおよびＮａｔｌで消化した。これにより、プラ
スミドベクター配列を分離、発現カセット部分（約１７．１ｋｂｐ）を、精製した。下段
は切断が正しいことを確認するものである。
【図９】図９は、ＩＫＡＲＯＳおよびＧＡＰＤＨについてのＰＣＲによる発現を確認した
結果を示す。各レーンについては、一番左は空レーン、２番目が分子量ラダーマーカー（
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各々１００ｂｐ単位で示される）で５００ｂｐの箇所に矢印を付している。左から３番目
と４番目とが単核球を示し、それぞれＩＫＡＲＯＳのＲＴあり、ＲＴなしを示す。１つ置
いて、左から６番目は再度分子量ラダーマーカーであり、左から７番目と８番目とは結膜
上皮を示し、それぞれＩＫＡＲＯＳのＲＴあり、ＲＴなしを示す。１つ置いて、左から１
０番目は再度分子量ラダーマーカーであり、左から１１番目と１２番目とが単核球を示し
、それぞれＧＡＰＤＨ（２８サイクル）のＲＴあり、ＲＴなしを示す。１つ置いて、左か
ら１４番目は再度分子量ラダーマーカーであり、左から１５番目と１６番目とが結膜上皮
を示し、それぞれＧＡＰＤＨ（２８サイクル）のＲＴあり、ＲＴなしを示す。
【図１０】図１０は、ＩＫＺＦ１Ｔｇマウスにおける皮膚組織（耳介）のＨＥ染色写真を
示す（実施例５）。左列は野生型、右列はＩＫＺＦ１トランスジェニックを示す。バーは
１００μｍ（上段）または５０μｍ（下段）を示す。
【図１１】図１１は、ＩＫＺＦ１Ｔｇマウスにおける皮膚組織（背部表皮）のＨＥ染色写
真を示す（実施例５）。左列は野生型、右列はＩＫＺＦ１トランスジェニックを示す。上
段は５０倍、下段は１００倍を示す。バーは１００μｍ（上段）または５０μｍ（下段）
を示す。
【図１２】図１２は、ＩＫＺＦ１Ｔｇマウスにおける粘膜組織（眼瞼）のＨＥ染色写真を
示す（実施例５）。左列は野生型、右列はＩＫＺＦ１トランスジェニックを示す。上段は
５０倍、下段は１００倍を示す。バーは１００μｍ（上段）または５０μｍ（下段）を示
す。
【図１３】図１３は、ＩＫＺＦ１Ｔｇマウスにおける粘膜組織（舌）のＨＥ染色写真を示
す（実施例５）。左列は野生型、右列はＩＫＺＦ１トランスジェニックを示す。上段は５
０倍、下段は１００倍を示す。バーは１００μｍ（上段）または５０μｍ（下段）を示す
。
【図１４】図１４は、ヒト結膜組織（スティーブンジョーンズ症候群（SJS）角膜上瘢痕
化結膜組織）におけるIKZF1蛋白の発現解析を示す写真を示す（実施例６）。上からＨＥ
染色（バーは１００μｍを示す。）、ヤギ抗ＩＫＺＦ抗体での染色写真（バーは１００μ
ｍを示す。）、ヤギＩｇＧでの染色写真（バーは１００μｍを示す。）を示す。（ヤギ抗
ＩＫＺＦ抗体では染色されるが、コントロールのヤギＩｇＧでは染色されない。
【図１５】図１５は、ヒト結膜組織（スティーブンジョーンズ症候群（SJS）角膜上瘢痕
化結膜組織）におけるIKZF1蛋白の発現解析を示す写真を示す（実施例６）。上からＨＥ
染色（バーは１００μｍを示す。）、ヤギ抗ＩＫＺＦ抗体での染色写真（バーは１００μ
ｍを示す。）、ヤギＩｇＧでの染色写真（バーは１００μｍを示す。）を示す。ヤギ抗Ｉ
ＫＺＦ抗体では染色されるが、コントロールのヤギＩｇＧでは染色されない。
【図１６】図１６は、ヒトコントロール結膜組織（結膜弛緩症）におけるIKZF1蛋白の発
現解析を示す写真を示す（実施例６）。上からＨＥ染色（バーは１００μｍを示す。）、
ヤギ抗ＩＫＺＦ抗体での染色写真（バーは１００μｍを示す。）、ヤギＩｇＧでの染色写
真（バーは１００μｍを示す。）を示す。ヤギ抗ＩＫＺＦ抗体では染色されるが、コント
ロールのヤギＩｇＧでは染色されない。
【図１７】図１７は、ヒトコントロール結膜組織（結膜弛緩症）におけるIKZF1蛋白の発
現解析を示す写真を示す（実施例６）。上からＨＥ染色（バーは１００μｍを示す。）、
ヤギ抗ＩＫＺＦ抗体での染色写真（バーは１００μｍを示す。）、ヤギＩｇＧでの染色写
真（バーは１００μｍを示す。）を示す。ヤギ抗ＩＫＺＦ抗体では染色されるが、コント
ロールのヤギＩｇＧでは染色されない。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　以下、本発明を説明する。本明細書の全体にわたり、単数形の表現は、特に言及しない
限り、その複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。従って、単数形の冠詞（
例えば、英語の場合は「ａ」、「ａｎ」、「ｔｈｅ」など）は、特に言及しない限り、そ
の複数形の概念をも含むことが理解されるべきである。また、本明細書において使用され
る用語は、特に言及しない限り、当該分野で通常用いられる意味で用いられることが理解
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されるべきである。したがって、他に定義されない限り、本明細書中で使用されるすべて
の専門用語および科学技術用語は、本発明の属する分野の当業者によって一般的に理解さ
れるのと同じ意味を有する。矛盾する場合、本明細書（定義を含めて）が優先する。
【００１５】
　本発明は、少なくとも部分的には、ＩＫＡＲＯＳが、上皮に関連すること、および結膜
炎、皮膚炎等をはじめとする炎症性疾患の増悪に寄与していることの発見に基づく。当該
知見は、ＩＫＡＲＯＳが炎症マーカーとして利用できるだけでなく、炎症性疾患の創薬標
的ともなり得ることを示すものである。即ち、ＩＫＡＲＯＳの既知の阻害薬は炎症性疾患
の予防および／または治療に有用であるとともに、ＩＫＡＲＯＳタンパク質やそれを発現
する細胞・動物を用いて、新規なＩＫＡＲＯＳ阻害薬、ひいては炎症性疾患の予防・治療
薬となる物質を探索することもできる。
【００１６】
　（ＩＫＡＲＯＳタンパク質およびこれをコードする核酸）
　本明細書において、「ＩＫＡＲＯＳ」（イカロス）とは、「ＩＫＺＦ１」とも呼ばれる
公知のタンパク質であり、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．：ＮＰ＿００１
２０７６９４（ヒト）＜その核酸配列ＮＭ＿００１２２０７６５．２＞、またはＧｅｎｂ
ａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．：ＮＰ＿００１０２０７６８（マウス）＜その核酸
配列ＮＭ＿００１０２５５９７．２＞として知られている、配列番号２または４で表され
るヒトまたはマウスＩＫＡＲＯＳのアミノ酸配列（その核酸配列は、それぞれ配列番号１
または３）、あるいはこれと実質的に同一のアミノ酸配列を含むタンパク質である。本明
細書において、タンパク質およびペプチドは、ペプチド表記の慣例に従って左端がＮ末端
（アミノ末端）、右端がＣ末端（カルボキシル末端）で記載される。
【００１７】
　本明細書において、ＩＫＡＲＯＳはヒトや他の温血動物（例えば、マウス、ラット、ウ
シ、サル、イヌ、ブタ、ヒツジ、ウサギ、モルモット、ハムスター、ニワトリなど）の細
胞［例えば、好中球など］または組織［例えば、血液など］等から、公知のタンパク質分
離精製技術により単離・精製されるものであってよい。ＩＫＡＲＯＳは、正常なリンパ球
生成に不可欠なこのような調節ネットワークの一つである、クルッペルファミリー（Ｋｒ
ｕｐｐｅｌ　ｆａｍｉｌｙ）の「ジンクフィンガー」ＤＮＡ結合性タンパク質である。Ｉ
ＫＡＲＯＳは、造血を起こさせる進化論的に保存された「マスタースイッチ（ｍａｓｔｅ
ｒ　ｓｗｉｔｃｈ）」として働き、リンパ球の個体発生および分化の最も初期段階におけ
る転写調節を左右する（Ｇｅｏｒｇｏｐｏｌｏｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｃｅｌｌ
，７９：１４３－１５６；Ｇｅｏｒｇｏｐｏｌｏｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｓｃｉ
ｅｎｃｅ，２５８：８０８－８１２；Ｈａｈｍ　ｅｔ　ａｌ．，１９９４，Ｍｏｌ．Ｃｅ
ｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１４：７１１１－７１２３；Ｍｏｌｎａｒ　ａｎｄ　Ｇｅｏｒｇｏｐ
ｏｌｏｕｓ，１９９４，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．，１４：８２９２－８３０３；Ｗ
ａｎｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９６，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，５：５３７－５４９；Ｗｉｎａｎ
ｄｙ　ｅｔ　ａｌ．，１９９５，Ｃｅｌｌ，８３：２８９－２９９；Ｍｏｌｎａｒ　ｅｔ
　ａｌ．，１９９６，Ｊ．ｏｆ　Ｉｍｍｕｎｏｌ．，１５６：５８５－５９２；Ｓｕｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９６，ＥＭＢＯ　Ｊ．，１５：５３５８－５３６９；Ｈａｎｓｅｎ　
ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｅｕｒ．Ｊ．Ｉｍｍｕｎｏｌ，２７：３０４９－３０５８；Ｇ
ｅｏｒｇｏｐｏｌｏｕｓ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．
，１５：１５５－１７６；Ｂｒｏｗｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｃｅｌｌ，９１：８４
５－８５４；ａｎｄ　Ｋｌｕｇ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９５：６５７－６６２）。ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のプログラムされた
発現と機能は、ＩＫＡＲＯＳのｐｒｅ－ｍＲＮＡの選択的スプライシングによって厳密に
制御されており、これにより８種の異なるイカロスアイソフォームが生成される。８種の
イカロスアイソフォーム（Ｉｋ－１、Ｉｋ－２、Ｉｋ－３、Ｉｋ－４、Ｉｋ－５、Ｉｋ－
６、Ｉｋ－７、およびＩｋ－８）は、全て共通のカルボキシ（Ｃ）末端ドメインを有して
おり、このＣ末端ドメインには転写活性化　モチーフと、ＩＫＡＲＯＳアイソフォーム同
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士でのホモ二量体またはヘテロ二量体の形成や他のタンパク質との相互作用に必要な２個
のジンクフィンガーモチーフとが含まれる。
【００１８】
　本発明で使用される「ＩＫＡＲＯＳ」は、配列番号２または４で表されるアミノ酸配列
またはこれと実質的に同一のアミノ酸配列に代表され、それらの機能的等価物を含み、代
表的には以下の（ａ）～（ｅ）が挙げられる：
（ａ）配列番号２または４で示されるアミノ酸配列；
（ｂ）配列番号２または４で示されるアミノ酸配列において、１もしくは複数のアミノ酸
が欠失、付加、挿入もしくは置換され、かつ炎症反応を促進する活性を付与するアミノ酸
配列；
（ｃ）配列番号２または４で示されるアミノ酸配列と９０％以上の相同性を有し、かつ炎
症反応を促進する活性を付与するアミノ酸配列；
（ｄ）配列番号１または３で示される塩基配列を有するＤＮＡによりコードされるアミノ
酸配列；
（ｅ）配列番号１または３で示される塩基配列の相補鎖配列を有するＤＮＡとストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズするＤＮＡによりコードされ、かつ炎症反応を促進する
活性を付与するアミノ酸配列。
【００１９】
　具体的には、配列番号２または４で表されるアミノ酸配列からなるヒトＩＫＡＲＯＳタ
ンパク質の他の哺乳動物におけるオルソログのアミノ酸配列、または配列番号２または４
で表されるアミノ酸配列からなるヒトＩＫＡＲＯＳタンパク質もしくはそのオルソログの
スプライス改変体、アレル変異体もしくは多型改変体におけるアミノ酸配列が挙げられる
。
【００２０】
　アミノ酸は、その一般に公知の３文字記号か、またはＩＵＰＡＣ－ＩＵＢ　Ｂｉｏｃｈ
ｅｍｉｃａｌ　Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ　Ｃｏｍｍｉｓｓｉｏｎにより推奨される１文
字記号のいずれかにより、本明細書中で言及され得る。ヌクレオチドも同様に、一般に認
知された１文字コードにより言及され得る。ここで「相同性」とは、当該技術分野におい
て公知の数学的アルゴリズムを用いて２つのアミノ酸配列をアラインさせた場合の、最適
なアラインメント（好ましくは、該アルゴリズムは最適なアラインメントのために配列の
一方もしくは両方へのギャップの導入を考慮し得るものである）における、オーバーラッ
プする全アミノ酸残基に対する同一アミノ酸および類似アミノ酸残基の割合（％）を意味
する。「類似アミノ酸」とは物理化学的性質において類似したアミノ酸を意味し、例えば
、芳香族アミノ酸（Ｐｈｅ、Ｔｒｐ、Ｔｙｒ）、脂肪族アミノ酸（Ａｌａ、Ｌｅｕ、Ｉｌ
ｅ、Ｖａｌ）、極性アミノ酸（Ｇｌｎ、Ａｓｎ）、塩基性アミノ酸（Ｌｙｓ、Ａｒｇ、Ｈ
ｉｓ）、酸性アミノ酸（Ｇｌｕ、Ａｓｐ）、水酸基を有するアミノ酸（Ｓｅｒ、Ｔｈｒ）
、側鎖の小さいアミノ酸（Ｇｌｙ、Ａｌａ、Ｓｅｒ、Ｔｈｒ、Ｍｅｔ）などの同じグルー
プに分類されるアミノ酸が挙げられる。このような類似アミノ酸による置換はタンパク質
の表現型に変化をもたらさない（即ち、保存的アミノ酸置換である）ことが予測される。
保存的アミノ酸置換の具体例は当該技術分野で周知であり、種々の文献に記載されている
（例えば、Ｂｏｗｉｅら，Ｓｃｉｅｎｃｅ，２４７：１３０６－１３１０（１９９０）を
参照）。
【００２１】
　本明細書では、アミノ酸配列および塩基配列の類似性、同一性および相同性の比較は、
配列分析用ツールであるＢＬＡＳＴを用いてデフォルトパラメータを用いて算出される。
同一性の検索は例えば、ＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏ
ｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　
Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏｌ）２．２．２６（２０１１．１０．３０発
行）を用いて行うことができる。本明細書における同一性の値は通常は上記ＢＬＡＳＴを
用い、デフォルトの条件でアラインした際の値をいう。ただし、パラメータの変更により
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、より高い値が出る場合は、最も高い値を同一性の値とする。複数の領域で同一性が評価
される場合はそのうちの最も高い値を同一性の値とする。類似性は、同一性に加え、類似
のアミノ酸についても計算に入れた数値である。ＮＣＢＩ　ＢＬＡＳＴを用いる場合、例
えば、以下の条件（期待値＝１０；ギャップを許す；マトリクス＝ＢＬＯＳＵＭ６２；フ
ィルタリング＝ＯＦＦ）にて計算することができる。アミノ酸配列の相同性を決定するた
めの他のアルゴリズムとしては、例えば、Ｋａｒｌｉｎら，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａ
ｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９０：５８７３－５８７７（１９９３）に記載のアルゴリズム［該
アルゴリズムはＮＢＬＡＳＴおよびＸＢＬＡＳＴプログラム（ｖｅｒｓｉｏｎ　２．０）
に組み込まれている（Ａｌｔｓｃｈｕｌら，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２
５：３３８９－３４０２（１９９７））］、Ｎｅｅｄｌｅｍａｎら，Ｊ．Ｍｏｌ．Ｂｉｏ
ｌ．，４８：４４４－４５３（１９７０）に記載のアルゴリズム［該アルゴリズムはＧＣ
Ｇソフトウェアパッケージ中のＧＡＰプログラムに組み込まれている］、Ｍｙｅｒｓおよ
びＭｉｌｌｅｒ，ＣＡＢＩＯＳ，４：１１－１７（１９８８）に記載のアルゴリズム［該
アルゴリズムはＣＧＣ配列アラインメントソフトウェアパッケージの一部であるＡＬＩＧ
Ｎプログラム（ｖｅｒｓｉｏｎ　２．０）に組み込まれている］、Ｐｅａｒｓｏｎら，Ｐ
ｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，８５：２４４４－２４４８（１９８８）
に記載のアルゴリズム［該アルゴリズムはＧＣＧソフトウェアパッケージ中のＦＡＳＴＡ
プログラムに組み込まれている］等が挙げられ、それらも　同様に好ましく用いられ得る
。
【００２２】
　上記（ｅ）におけるストリンジェントな条件とは、例えば、Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔ
ｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　
Ｓｏｎｓ，６．３．１－６．３．６，１９９９に記載される条件、例えば、６×ＳＳＣ（
ｓｏｄｉｕｍ　ｃｈｌｏｒｉｄｅ／ｓｏｄｉｕｍ　ｃｉｔｒａｔｅ）／４５℃でのハイブ
リダイゼーション、次いで０．２×ＳＳＣ／０．１％ＳＤＳ／５０～６５℃での一回以上
の洗浄等が挙げられるが、当業者であれば、これと同等のストリンジェンシーを与えるハ
イブリダイゼーションの条件を適宜選択することができる。
【００２３】
　より好ましくは、「配列番号２または４で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミ
ノ酸配列」として、配列番号２または４で表されるアミノ酸配列と、約９０％以上、好ま
しくは約９５％以上、より好ましくは約９６％以上、いっそう好ましくは約９７％以上、
特に好ましくは約９８％以上、最も好ましくは約９９％以上の同一性を有するアミノ酸配
列が挙げられる。
【００２４】
　「配列番号２または４で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配列を含むタ
ンパク質」は、配列番号２または４で表されるアミノ酸配列と実質的に同一のアミノ酸配
列を含み、かつ配列番号２または４で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質と実質的
に同質の機能を有するタンパク質である。
【００２５】
　本発明で用いられるＩＫＡＲＯＳ等の改変アミノ酸配列は、例えば１～３０個、好まし
くは１～２０個、より好ましくは１～９個、さらに好ましくは１～５個、特に好ましくは
１～２個のアミノ酸の挿入、置換、もしくは欠失、またはその一方もしくは両末端への付
加がなされたものであることができる。改変アミノ酸配列は、好ましくは、そのアミノ酸
配列が、ＩＫＡＲＯＳ等のアミノ酸配列において１または複数個（好ましくは１もしくは
数個または１、２、３、もしくは４個）の保存的置換を有するアミノ酸配列であってもよ
い。ここで「保存的置換」とは、タンパク質の機能を実質的に改変しないように、１また
は複数個のアミノ酸残基を、別の化学的に類似したアミノ酸残基で置換えることを意味す
る。例えば、ある疎水性残基を別の疎水性残基によって置換する場合、ある極性残基を同
じ電荷を有する別の極性残基によって置換する場合などが挙げられる。このような置換を
行うことができる機能的に類似のアミノ酸は、アミノ酸毎に当該分野において公知である
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。具体例を挙げると、非極性（疎水性）アミノ酸としては、アラニン、バリン、イソロイ
シン、ロイシン、プロリン、トリプトファン、フェニルアラニン、メチオニンなどが挙げ
られる。極性（中性）アミノ酸としては、グリシン、セリン、スレオニン、チロシン、グ
ルタミン、アスパラギン、システインなどが挙げられる。陽電荷をもつ（塩基性）アミノ
酸としては、アルギニン、ヒスチジン、リジンなどが挙げられる。また、負電荷をもつ（
酸性）アミノ酸としては、アスパラギン酸、グルタミン酸などが挙げられる。
【００２６】
　ここで「実質的に同質の機能」とは、例えば生理学的に、あるいは薬理学的にみて、そ
の性質が定性的に同じであることを意味し、機能の程度（例、約０．１～約１０倍、好ま
しくは約０．５～約２倍）や、タンパク質の分子量などの量的要素は異なっていてもよい
。また、現時点でＩＫＡＲＯＳの生体内での詳細な役割は未知であるが、炎症反応を促進
する活性を有するタンパク質を、「実質的に同質の機能を有するタンパク質」とみなすこ
とができる。
【００２７】
　したがって、本明細書において「機能的等価物」とは、対象となるもとの実体に対して
、目的となる機能が同じである、すなわち実質的に同質の機能を有するが構造が異なる任
意のものをいう。従って、「ＩＫＡＲＯＳまたはその機能的等価物」または「ＩＫＡＲＯ
Ｓおよびその機能的等価物からなる群」という場合は、ＩＫＡＲＯＳ自体のほか、ＩＫＡ
ＲＯＳのフラグメント、変異体または改変体（例えば、アミノ酸配列改変体等）であって
、ＩＫＡＲＯＳが有する生物学的機能を１つ以上有するもの、ならびに、作用する時点に
おいてＩＫＡＲＯＳまたはこのＩＫＡＲＯＳのフラグメント、変異体もしくは改変体に変
化することができるもの（例えば、ＩＫＡＲＯＳ自体またはＩＫＡＲＯＳのフラグメント
、変異体もしくは改変体をコードする核酸、およびその核酸を含むベクター、細胞等を含
む）が包含されることが理解される。「ＩＫＡＲＯＳまたはその機能的等価物」または「
ＩＫＡＲＯＳおよびその機能的等価物からなる群」としては、ＩＫＡＲＯＳおよびそのフ
ラグメントからなる群より選択される少なくとも１つの因子が代表例として挙げられる。
本発明において、ＩＫＡＲＯＳの機能的等価物は、格別に言及していなくても、ＩＫＡＲ
ＯＳと同様に用いられうることが理解される。
【００２８】
　ここで、炎症反応の促進活性は、例えば、後述するｉｎ　ｖｉｔｒｏもしくはｉｎ　ｖ
ｉｖｏの炎症モデル（例えば、本発明の細胞または動物モデル）を用いて測定することが
できる。
【００２９】
　本明細書において「フラグメント」とは、全長のポリペプチドまたはポリヌクレオチド
（長さがｎ）に対して、１～ｎ－１までの配列長を有するポリペプチドまたはポリヌクレ
オチドをいう。フラグメントの長さは、その目的に応じて、適宜変更することができ、例
えば、その長さの下限としては、ポリペプチドの場合、３、４、５、６、７、８、９、１
０、１５、２０、２５、３０、４０、５０およびそれ以上のアミノ酸が挙げられ、ここの
具体的に列挙していない整数で表される長さ（例えば、１１など）もまた、下限として適
切であり得る。また、ポリヌクレオチドの場合、５、６、７、８、９、１０、１５、２０
、２５、３０、４０、５０、７５、１００およびそれ以上のヌクレオチドが挙げられ、こ
この具体的に列挙していない整数で表される長さ（例えば、１１など）もまた、下限とし
て適切であり得る。本明細書において、このようなラミニンの鎖は、その活性、例えば、
増殖促進または維持の因子として機能する場合、そのフラグメント自体も本発明の範囲内
に入ることが理解される。本発明に従って、用語「活性」は、本明細書において、最も広
い意味での分子の機能を指す。活性は、限定を意図するものではないが、概して、分子の
生物学的機能、生化学的機能、物理的機能または化学的機能を含む。活性は、例えば、酵
素活性、他の分子と相互作用する能力、および他の分子の機能を活性化するか、促進する
か、安定化するか、阻害するか、抑制するか、または不安定化する能力、安定性、特定の
細胞内位置に局在する能力を含む。適用可能な場合、この用語はまた、最も広い意味での
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タンパク質複合体の機能にも関する。本明細書において「生物学的機能」とは、ある遺伝
子またはそれに関する核酸分子もしくはポリペプチドについて言及するとき、その遺伝子
、核酸分子またはポリペプチドが生体内において有し得る特定の機能をいい、これには、
例えば、特異的な抗体の生成、酵素活性、抵抗性の付与等を挙げることができるがそれら
に限定されない。本明細書において、生物学的機能は、「生物学的活性」によって発揮さ
れ得る。本明細書において「生物学的活性」とは、ある因子（例えば、ポリヌクレオチド
、タンパク質など）が、生体内において有し得る活性のことをいい、種々の機能（例えば
、転写促進活性）を発揮する活性が包含され、例えば、ある分子との相互作用によって別
の分子が活性化または不活化される活性も包含される。２つの因子が相互作用する場合、
その生物学的活性は、その二分子との間の結合およびそれによって生じる生物学的変化、
例えば、一つの分子を抗体を用いて沈降させたときに他の分子も共沈するとき、２分子は
結合していると考えられる。従って、そのような共沈を見ることが一つの判断手法として
挙げられる。例えば、ある因子が酵素である場合、その生物学的活性は、その酵素活性を
包含する。別の例では、ある因子がリガンドである場合、そのリガンドが対応するレセプ
ターへの結合を包含する。そのような生物学的活性は、当該分野において周知の技術によ
って測定することができる。従って、「活性」は、結合（直接的または間接的のいずれか
）を示すかまたは明らかにするか；応答に影響する（すなわち、いくらかの曝露または刺
激に応答する測定可能な影響を有する）、種々の測定可能な指標をいい、例えば、本発明
のポリペプチドまたはポリヌクレオチドに直接結合する化合物の親和性、または例えば、
いくつかの刺激後または事象後の上流または下流のタンパク質の量あるいは他の類似の機
能の尺度が挙げられる。
【００３０】
　本発明におけるＩＫＡＲＯＳタンパク質として、例えば、（ｉ）配列番号２または４で
表されるアミノ酸配列中の１～３０個、好ましくは１～１０個、より好ましくは１～数（
５、４、３もしくは２）個のアミノ酸が欠失したアミノ酸配列、（ｉｉ）配列番号２また
は４で表されるアミノ酸配列に１～３０個、好ましくは１～１０個、より好ましくは１～
数（５、４、３もしくは２）個のアミノ酸が付加したアミノ酸配列、（ｉｉｉ）配列番号
２または４で表されるアミノ酸配列に１～３０個、好ましくは１～１０個、より好ましく
は１～数（５、４、３もしくは２）個のアミノ酸が挿入されたアミノ酸配列、（ｉｖ）配
列番号２または４で表されるアミノ酸配列中の１～３０個、好ましくは１～１０個、より
好ましくは１～数（５、４、３もしくは２）個のアミノ酸が他のアミノ酸で置換されたア
ミノ酸配列、または（ｖ）それらを組み合わせたアミノ酸配列を含有するタンパク質など
も含まれる。
【００３１】
　上記のようにアミノ酸配列が挿入、欠失、付加または置換されている場合、その挿入、
欠失、付加または置換の位置は、タンパク質が炎症反応を促進し得る限り、特に限定され
ない。
【００３２】
　ここでアミノ酸の欠失、付加、挿入または置換を人為的に行う場合の手法としては、例
えば、配列番号２または４で示されるアミノ酸配列をコードするＤＮＡに対して慣用の部
位特異的変異導入を施し、その後このＤＮＡを常法により発現させる手法が挙げられる。
ここで部位特異的変異導入法としては、例えば、アンバー変　異を利用する方法（ギャッ
プド・デュプレックス法、Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１２，９４４１－９
４５６（１９８４））、変異導入用プライマーを用いたＰＣＲによる方法等が挙げられる
。
【００３３】
　ＩＫＡＲＯＳの好ましい例としては、例えば、配列番号２で表されるアミノ酸配列から
なるヒトタンパク質（Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＰ＿４４３２０４
）、あるいは他の哺乳動物におけるそのオルソログ（例えば、マウスＩＫＡＲＯＳタンパ
ク質（配列番号４、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＰ＿０８４０７２）
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等）、アレル変異体、多型改変体〔例えば一塩基多型（ＳＮＰｓ）〕などがあげられる。
【００３４】
　本発明で使用される「ＩＫＡＲＯＳをコードする核酸」は、上記（ａ）～（ｅ）で示さ
れる、配列番号２または４で表されるアミノ酸配列またはこれと実質的に同一のアミノ酸
配列をコードする塩基配列を含む核酸を表す。具体的には、以下の（ｆ）～（ｊ）：
（ｆ）配列番号２または４で示されるアミノ酸配列をコードする塩基配列、
（ｇ）配列番号２または４で示されるアミノ酸配列において、１もしくは複数のアミノ酸
が欠失、付加、挿入もしくは置換され、かつ炎症反応を促進する活性を付与するアミノ酸
配列をコードする塩基配列、
（ｈ）配列番号２または４で示されるアミノ酸配列と９０％以上の相同性を有し、かつ炎
症反応を促進する活性を付与するアミノ酸配列をコードする塩基配列、
（ｉ）配列番号１または３で示される塩基配列、
（ｊ）配列番号１または３で示される塩基配列の相補鎖配列を有するＤＮＡとストリンジ
ェントな条件下でハイブリダイズする塩基配列であって、かつ炎症反応を促進する活性を
付与するアミノ酸配列をコードする塩基配列、
を有する核酸が挙げられる。
【００３５】
　なお、ここで遺伝子とは、ｃＤＮＡもしくはゲノムＤＮＡ等のＤＮＡ、またはｍＲＮＡ
等のＲＮＡのいずれでもよく、また一本鎖の核酸配列および二本鎖の核酸配列を共に含む
概念である。また、本明細書において、配列番号１および配列番号３等に示される核酸配
列は、便宜的にＤＮＡ配列であるが、ｍＲＮＡなどＲＮＡ配列を示す場合には、チミン（
Ｔ）をウラシル（Ｕ）として解する。
【００３６】
　ＩＫＡＲＯＳをコードする核酸の好ましい例としては、例えば、配列番号１で表される
塩基配列からなるヒトＩＫＡＲＯＳ　ｃＤＮＡ（Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　
Ｎｏ．ＮＭ＿０５２９７２）、あるいは他の哺乳動物におけるそのオルソログ（例えば、
マウスＩＫＡＲＯＳ　ｃＤＮＡ（配列番号３、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎ
ｏ．ＮＭ＿０２９７９６）等）、アレル変異体、多型改変体〔例えば一塩基多型（ＳＮＰ
ｓ）〕などがあげられる。
【００３７】
　本明細書において「タンパク質」、「ポリペプチド」、「オリゴペプチド」および「ペ
プチド」は、交換可能で本明細書において同じ意味で使用され、任意の長さのアミノ酸の
ポリマーをいう。このポリマーは、直鎖であっても分岐していてもよく、環状であっても
よい。アミノ酸は、天然のものであっても非天然のものであってもよく、改変されたアミ
ノ酸であってもよい。この用語はまた、複数のポリペプチド鎖の複合体へとアセンブルさ
れたものを包含し得る。この用語はまた、天然または人工的に改変されたアミノ酸ポリマ
ーも包含する。そのような改変としては、例えば、ジスルフィド結合形成、グリコシル化
、脂質化、アセチル化、リン酸化または任意の他の操作もしくは改変（例えば、標識成分
との結合体化）が包含される。この定義にはまた、例えば、アミノ酸の１または２以上の
アナログを含むポリペプチド（例えば、非天然アミノ酸などを含む）、ペプチド様化合物
（例えば、ペプトイド）および当該分野において公知の他の改変が包含される。本発明の
タンパク質（例えばＩＫＡＲＯＳ）は、目的とする各鎖遺伝子をコードするＤＮＡを、適
当なベクター中に組み込み、これを真核生物または原核生物細胞のいずれかに、各々の宿
主で発現可能な発現ベクターを用いて導入し、それぞれの鎖を発現させることにより所望
のタンパク質を得ることができる。ＩＫＡＲＯＳを発現させるために用いることができる
宿主細胞は特に限定されるものではなく、大腸菌、枯草菌等の原核宿主細胞、および酵母
、真菌、昆虫細胞、植物および植物細胞、哺乳動物細胞等の真核生物宿主が挙げられる。
目的とするＩＫＡＲＯＳ等を発現するように構築したベクターを、トランスフォーメーシ
ョン、トランスフェクション、コンジュゲーション、プロトプラスト融合、エレクトロポ
レーション、粒子銃技術、リン酸カルシウム沈殿、アグロバクテリウム法、直接マイクロ
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インジェクション等により、上記の宿主細胞中に導入することができる。ベクターを含む
細胞を適当な培地中で成長させて、本発明で使用するＩＫＡＲＯＳ等を産生させ、細胞ま
たは培地から精製することにより、ＩＫＡＲＯＳ等を得ることができる。精製はサイズ排
除クロマトグラフィー、ＨＰＬＣ、イオン交換クロマトグラフィー、および免疫アフィニ
ティークロマトグラフィー等を用いて行うことができる。
【００３８】
　本明細書において、「アミノ酸」は、本発明の目的を満たす限り、天然のものでも非天
然のものでもよい。
【００３９】
　本明細書において「ポリヌクレオチド」、「オリゴヌクレオチド」および「核酸」は、
交換可能で本明細書において同じ意味で使用され、任意の長さのヌクレオチドのポリマー
をいう。この用語はまた、「オリゴヌクレオチド誘導体」または「ポリヌクレオチド誘導
体」を含む。「オリゴヌクレオチド誘導体」または「ポリヌクレオチド誘導体」とは、ヌ
クレオチドの誘導体を含むか、またはヌクレオチド間の結合が通常とは異なるオリゴヌク
レオチドまたはポリヌクレオチドをいい、互換的に使用される。そのようなオリゴヌクレ
オチドとして具体的には、例えば、２’－Ｏ－メチル－リボヌクレオチド、オリゴヌクレ
オチド中のリン酸ジエステル結合がホスホロチオエート結合に変換されたオリゴヌクレオ
チド誘導体、オリゴヌクレオチド中のリン酸ジエステル結合がＮ３’－Ｐ５’ホスホロア
ミデート結合に変換されたオリゴヌクレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド中のリボース
とリン酸ジエステル結合とがペプチド核酸結合に変換されたオリゴヌクレオチド誘導体、
オリゴヌクレオチド中のウラシルがＣ－５プロピニルウラシルで置換されたオリゴヌクレ
オチド誘導体、オリゴヌクレオチド中のウラシルがＣ－５チアゾールウラシルで置換され
たオリゴヌクレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド中のシトシンがＣ－５プロピニルシト
シンで置換されたオリゴヌクレオチド誘導体、オリゴヌクレオチド中のシトシンがフェノ
キサジン修飾シトシン（ｐｈｅｎｏｘａｚｉｎｅ－ｍｏｄｉｆｉｅｄ　ｃｙｔｏｓｉｎｅ
）で置換されたオリゴヌクレオチド誘導体、ＤＮＡ中のリボースが２’－Ｏ－プロピルリ
ボースで置換されたオリゴヌクレオチド誘導体およびオリゴヌクレオチド中のリボースが
２’－メトキシエトキシリボースで置換されたオリゴヌクレオチド誘導体などが例示され
る。他にそうではないと示されなければ、特定の核酸配列はまた、明示的に示された配列
と同様に、その保存的に改変された改変体（例えば、縮重コドン置換体）および相補配列
を包含することが企図される。具体的には、縮重コドン置換体は、１またはそれ以上の選
択された（または、すべての）コドンの３番目の位置が混合塩基および／またはデオキシ
イノシン残基で置換された配列を作成することにより達成され得る（Ｂａｔｚｅｒ　ｅｔ
　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄ　Ｒｅｓ．１９：５０８１（１９９１）；Ｏｈｔｓ
ｕｋａ　ｅｔ　ａｌ．，Ｊ．Ｂｉｏｌ．．Ｃｈｅｍ．２６０：２６０５－２６０８（１９
８５）；Ｒｏｓｓｏｌｉｎｉ　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ．Ｃｅｌｌ．Ｐｒｏｂｅｓ　８：９
１－９８（１９９４））。本明細書において「核酸」はまた、遺伝子、ｃＤＮＡ、ｍＲＮ
Ａ、オリゴヌクレオチド、およびポリヌクレオチドと互換可能に使用される。本明細書に
おいて「ヌクレオチド」は、天然のものでも非天然のものでもよい。
【００４０】
　本明細書において「遺伝子」とは、遺伝形質を規定する因子をいう。通常染色体上に一
定の順序に配列している。タンパク質の一次構造を規定する遺伝子を構造遺伝子といい、
その発現を左右する遺伝子を調節遺伝子という。本明細書では、「遺伝子」は、「ポリヌ
クレオチド」、「オリゴヌクレオチド」および「核酸」をさすことがある。
【００４１】
　（好ましい実施形態の説明）
　以下に好ましい実施形態の説明を記載するが、この実施形態は本発明の例示であり、本
発明の範囲はそのような好ましい実施形態に限定されないことが理解されるべきである。
当業者はまた、以下のような好ましい実施例を参考にして、本発明の範囲内にある改変、
変更などを容易に行うことができることが理解されるべきである。また、任意の実施形態
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が組み合わせ得ることも理解されるべきである。
【００４２】
　（ＩＫＡＲＯＳ（ＩＫＺＦ１）の阻害を通じた抗炎症薬）
　１つの局面において、本発明は、ＩＫＡＲＯＳ（ＩＫＺＦ１）阻害剤を含む、抗炎症薬
を提供する。本発明が開示される前は、ＩＫＡＲＯＳが炎症と関与していることは知られ
ておらず、本発明者らが初めてその関与を見出し、ＩＫＡＲＯＳ阻害薬が炎症を抑制乃至
消失することを見出したことによって確認したものである。
【００４３】
　１つの実施形態では、前記ＩＫＡＲＯＳ阻害剤は、ＰＧＥ２、抗ＩＫＡＲＯＳ　ｓｉＲ
ＮＡ、抗ＩＫＡＲＯＳ抗体等を挙げることができる。特定の実施形態では、ＩＫＡＲＯＳ
阻害剤として、ｐｏｌｙＩ：Ｃの作用を阻害する化合物を用いることもできる。
【００４４】
　１つの実施形態では、ｐｏｌｙＩ：Ｃの作用を阻害する化合物としては、プロスタグラ
ンジンＥ２（PGE2）、レバミピド（rebamipide）＜第62回日本アレルギー学会秋季学術大
会（http://jja.jsaweb.jp/am/view.php?pubdate=20121025&dir=2012a&number=12a_on640
O64-4）；UetaM, Sotozono C, Yokoi N, Kinoshita S:　Rebamipide　Suppresses PolyI:
C-StimulatedCytokine Production in Human Conjunctival　Epithelial Cells. J Ocul 
PharmacolTher. 2013 Sep;29(7):688-93.およびWO 2013108644）参照。）＞のほか、EP3
アゴニスト、EP2アゴニストを挙げることができる（参考文献として、Ueta　M,　Matsuok
a　T,　Yokoi　N,　Kinoshita　S:　Prostaglandin　E2　suppresses　polyinosine-poly
cytidylic　acid(polyI:C)-stimulated　cytokine　production　via　prostaglandin(EP
)2　and　3　in　human　conjunctival　epithelial　cells.Br　J　Ophthalmol.2011;95
(6):859-863.；およびUeta　M,　Sotozono　C,Yokoi　N,　Kinoshita　S:　Rebamipide　
Suppresses　PolyI:C-Stimulated　Cytokine　Production　in　Human　Conjunctival　E
pithelial　Cells.　J　Ocul　Pharmacol　Ther.2013　Sep;29(7):688-93を参照のこと。
）。理論に束縛することを望まないが、ｐｏｌｙＩ：ＣはＴＬＲ３を介していると考えら
れ、ＩＰＳ１をアダプター因子とするＭＤＡ５やＲＩＧ－１も介している可能性がある。
ＩＰＳ１は、ＭＤＡ５やＲＩＧ－１のアダプター因子で、ＩＰＳ－１ＫＯマウスでも、結
膜上皮におけるｐｏｌｙＩ：Ｃ誘導性サイトカインが抑制されることが報告されている（
Ueta　M,　Kawai　T,　Yokoi　N,　Akira　S,　Kinoshita　S:Contribution　of　IPS-1
　to　polyI:C-induced　cytokine　production　in　conjunctival　epithelial　cells
.　Biochem　Biophys　Res　Commun.2011;404(1):419-423を参照のこと。）。
【００４５】
　１つの実施形態では、前記抗炎症薬は、上皮組織ないし上皮細胞を標的とするものであ
る。従来は、上皮細胞は炎症とは無関係であると考えられていたところ、本発明者らはこ
れについて関係していることを見出したものである。標的を上皮細胞として免疫細胞の動
態、活性化をコントロールすることにより局所投与が容易となり、副作用の激減が期待さ
れるという実質上のメリットがある。組織浸透性が乏しく上皮細胞に選択的に作用しやす
い化合物が好ましい。本発明に言う上皮細胞は、体表面を覆う「表皮」、管腔臓器の粘膜
を構成する「上皮（狭義）」をさす。外来抗原に対する構造的・機能的なバリアを構成す
るだけであると考えられてきたが、上皮細胞が炎症の制御に大きく関わっていることが明
らかとなってきている。既存の炎症制御方法とは全くタイプの異なる上皮細胞を標的とし
た新規炎症制御方法の開拓は、適切な治療法の提供・健康寿命の延伸による安全安心な社
会の実現に資するものといえる。
【００４６】
　１つの実施形態では、本発明が対象とする炎症は、ＩＫＡＲＯＳに起因する炎症である
。炎症は複雑な経路をたどるとされているが、本発明により、ＩＫＡＲＯＳが炎症に関与
していることが見出されたところ、ＴＬＲ３、ＥＰ３（プロスタグランジンＥ２のタイプ
３レセプター）の経路を経由した炎症との連関も本発明で見出され、これらの経路に関す
る炎症は、特異的な炎症であり、本発明により処置される対象として好ましく利用され得
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る。
【００４７】
　１つの実施形態では、本発明が対象とする炎症は、ＩＫＡＲＯＳの発現亢進に起因する
炎症である。本明細書では「発現亢進」は、通常発現しているレベルよりも有意に高いレ
ベルで発現していることをいう。
【００４８】
　別の実施形態では、前記炎症は、ＩＫＡＲＯＳに起因する上皮が関与する炎症である。
より特定の実施形態では、本発明が対象とする炎症は、上皮においてＩＫＡＲＯＳおよび
ＴＬＲ３および／またはＥＰ３に関与する炎症である。理論に束縛されることは望まない
が、ｐｏｌｙＩ：ＣはＴＬＲ３のリガンドであるので、本発明の標的は、本発明において
明らかになった情報に基づけば、ＩＫＡＲＯＳおよびＴＬＲ３に関与する炎症であるとも
いえるところ、そのようなＩＫＡＲＯＳおよびＴＬＲ３の両方に関与する炎症が標的とな
り得ることは知られていなかったといえる。したがって、ＰＧＥ２やｐｏｌｙＩ：Ｃとア
レルギーとの関係を論じる既存の文献に知見だけでは今回のＩＫＡＲＯＳの発現亢進疾患
の治療剤は予想できない。また、ＴＬＲ３とＩＫＡＲＯＳの関連を報告した文献は発明者
らの知る限り存在しない。よって、「ＴＬＲ３が関与する炎症」に関する文献の知見だけ
では今回のＩＫＡＲＯＳ阻害剤による「ＩＫＡＲＯＳおよびＴＬＲ３が関与する炎症」の
治療は予想できないといえる。
【００４９】
　特定の実施形態では、本発明が対象とする炎症は、アレルギー疾患によるものであり、
代表的には、スティーブンスジョンソン症候群、ぜんそく、接触性皮膚炎、急性皮膚炎、
アトピー性皮膚炎、アレルギー性結膜炎およびアトピー性角結膜炎等を挙げることができ
るがそれらに限定されない。上皮細胞は、外来抗原に対する構造的・機能的なバリアを構
成する。しかし、近年、この上皮細胞が炎症疾患の病態に大きく関与することがマウスモ
デルをもちいて報告されている。ＮＦkＢの活性化に必要なＮＥＭＯ分子を腸管上皮特異
的に欠損させたマウスでは、炎症性腸疾患を発症する（Ｎｅｎｃｉ　Ａ，ｅｔ　ａｌ．Ｎ
ａｔｕｒｅ　２００７，４４６（７１３５）：５５７－６１）。また、リンパ球増殖因子
として同定されたＴＳＬＰ（Ｔｈｙｍｉｃ　ｓｔｒｏｍａｌ　ｌｙｍｐｈｏｐｏｉｅｔｉ
ｎ）は、表皮に発現することによりアトピー性皮膚炎を発症させ（Ｙｏｏ　Ｊ，ｅｔ　ａ
ｌ．Ｊ　Ｅｘｐ　Ｍｅｄ　２００５，２０２：５４１－９）、気管上皮に発現することに
より気管支喘息を発症させる（Ｚｈｏｕ　Ｂ，ｅｔ　ａｌ．Ｎａｔ　Ｉｍｍｕｎｏｌ　２
００５，６，１０４７-１０５３）。これらから、本発明が標的とする炎症および炎症性
疾患については、これらの上皮に関連する疾患が代表例として挙げることができることが
理解される。
【００５０】
　別の実施形態では、本発明の抗炎症薬は局所投与剤（例えば、外用剤、点眼剤、点鼻剤
または吸引剤）として投与することができる。理論に束縛されることを望まないが、標的
を上皮細胞として免疫細胞の動態、活性化をコントロールすることができるため、局所投
与が容易となった。そして、局所投与が可能となることにより、副作用の激減が期待され
る。また、上皮細胞を標的とした局所投与のため、効果発現のための制御分子の必要な用
量が少量ですむため、少量で効果があると期待される。また、吸収分布代謝排泄（ＡＤＭ
Ｅ）の考慮が不要という利点もある。なぜなら、深部組織への到達が不要であるからであ
る。また、上皮細胞表面に長く貯留する制御分子デザインにより、さらに効果発現に必要
な投与量を減らすことが可能になり、更なる副作用軽減が期待できる。本発明は、上皮細
胞を制御標的としているため、制御化合物の局所投与（塗布剤、経皮投与、点眼、点鼻投
与）が可能であり、医薬品開発の最大の障壁となっている副作用の劇的軽減を実現する。
免疫細胞を直接抑制制御する従来の炎症制御方法は、免疫不全状態に陥りやすく、感染症
を誘発することが多い。しかし、本研究で開発する上皮細胞を介した炎症制御方法は、上
皮細胞を介して局所の免疫細胞だけを抑制制御するため、免疫不全状態にはならず、日和
見感染の抑制という形でも副作用の軽減が期待できる。上皮細胞による炎症制御機構を介



(19) JP 6653120 B2 2020.2.26

10

20

30

40

50

した本発明の炎症制御技術は、従来の炎症制御技術とかわって、今後の炎症治療の大きな
担い手となる可能性がある。理論に束縛されることを望まないが、本発明は、はじめから
上皮細胞に作用させる目的で局所投与に適した制御分子の創成を目指すものであり、組織
で微量作られ局所的作用をもたらす活性を持つ組織ホルモンの受容体であることを考え合
わせると、標的の本来の体内での働きと調和したもので、従来の全身投与を目的とした創
薬（例えば、各種抗生物質、アトロピン、ステロイド、ＮＳＡＩＤＳ、β１アゴニスト、
β２アゴニスト、ＰＧＥ１、サラゾスルファピリジン、ＦＫ５０６、シクロスポリン、Ｖ
ＥＧＦ抗体、ヘパリン、アドレナリン）とは全く異なるものであるといえる。他方で、現
在でも、全身へは使いにくい・使えない（副作用、または効果が期待できない）という理
由で、はじめから局所投与を前提に開発されているものもある。その代表は、ボトックス
（眼瞼痙攣、片側顔面痙攣、痙性斜頚、斜視、顔面チック、多汗症、片頭痛）、キサラタ
ン、ヒアルロン酸製剤（関節注射）、フブラストスプレー（創傷治癒）、アプタマー（Ｍ
ａｃｕｇｅｎ：加齢性黄斑症）などがある。本発明は、上皮細胞を標的とした炎症制御技
術であるため、はじめから上皮細胞に作用させる目的で局所投与を行うことができること
から、薬物動態や全身投与にともなう副作用はあまり考慮する必要がなく、幅広い選択が
可能となる。
【００５１】
　これまでの炎症制御ターゲットは免疫細胞であったため、全身投与薬剤による感染症の
誘発、糖尿病、胃潰瘍、骨粗鬆症や白内障・緑内障などの副作用が避けられない問題とな
っている。本発明は、上皮細胞を制御標的としているため、制御化合物の局所投与（塗布
剤、経皮投与、点眼、点鼻投与）が可能であり、医薬品開発の最大の障壁となっている副
作用の劇的軽減を実現するものと考えられる。創薬プロセスの課題の一つに、疾患部位で
ある臓器や組織に出来る限り特異的に作用する化合物デザインの難しさがあるが、上皮細
胞標的とした炎症制御方法は、局所投与により直接患部である上皮細胞のみに作用させる
ことが可能であり、ＡＤＭＥ（Ａ：吸収、Ｄ：分布、Ｍ：代謝、Ｅ：排泄）を考慮せずに
制御分子をデザインできる大きな利点を有する。
【００５２】
　１つの好ましい実施形態では、本発明の抗炎症薬は、粘膜組織における炎症の処置また
は予防のためのものである。
【００５３】
　別の実施形態では、本発明の抗炎症薬は、目または皮膚における炎症の処置または予防
のためのものである。
【００５４】
　さらなる実施形態では、本発明の抗炎症薬は目における炎症の処置または予防のための
ものである。
【００５５】
　さらなる実施形態では、本発明の抗炎症薬は外用剤、点眼剤、点鼻剤または吸引剤であ
る。
【００５６】
　本発明は、ＩＫＡＲＯＳ阻害剤、例えば、ＩＫＡＲＯＳの発現を阻害する物質または機
能を阻害する物質を含有する、炎症性疾患の予防および／または治療剤を提供する。
【００５７】
　本明細書において「薬剤」、「剤」または「因子」（いずれも英語ではａｇｅｎｔに相
当する）は、広義には、交換可能に使用され、意図する目的を達成することができる限り
どのような物質または他の要素（例えば、光、放射能、熱、電気などのエネルギー）でも
あってもよい（例えば、「阻害剤」という場合は、目的とするものを「阻害する」剤であ
るといえる）。そのような物質としては、例えば、タンパク質、ポリペプチド、オリゴペ
プチド、ペプチド、ポリヌクレオチド、オリゴヌクレオチド、ヌクレオチド、核酸（例え
ば、ｃＤＮＡ、ゲノムＤＮＡのようなＤＮＡ、ｍＲＮＡのようなＲＮＡを含む）、ポリサ
ッカリド、オリゴサッカリド、脂質、有機低分子（例えば、ホルモン、リガンド、情報伝
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達物質、有機低分子、コンビナトリアルケミストリで合成された分子、医薬品として利用
され得る低分子（例えば、低分子リガンドなど）など）、これらの複合分子が挙げられる
がそれらに限定されない。ポリヌクレオチドに対して特異的な因子としては、代表的には
、そのポリヌクレオチドの配列に対して一定の配列相同性を（例えば、７０％以上の配列
同一性）もって相補性を有するポリヌクレオチド、プロモーター領域に結合する転写因子
のようなポリペプチドなどが挙げられるがそれらに限定されない。ポリペプチドに対して
特異的な因子としては、代表的には、そのポリペプチドに対して特異的に指向された抗体
またはその誘導体あるいはその類似物（例えば、単鎖抗体）、そのポリペプチドがレセプ
ターまたはリガンドである場合の特異的なリガンドまたはレセプター、そのポリペプチド
が酵素である場合、その基質などが挙げられるがそれらに限定されない。
【００５８】
　（ＩＫＡＲＯＳの発現を阻害する物質）
　本発明において「ＩＫＡＲＯＳの発現を阻害する物質」とは、ＩＫＡＲＯＳをコードす
る核酸（ＩＫＡＲＯＳ遺伝子）の転写レベル、転写後調節のレベル、ＩＫＡＲＯＳタンパ
ク質への翻訳レベル、翻訳後修飾のレベル等のいかなる段階で作用するものであってもよ
い。従って、ＩＫＡＲＯＳの発現を阻害する物質としては、例えば、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子
の転写を阻害する物質（例、アンチジーン）、初期転写産物からｍＲＮＡへのプロセッシ
ングを阻害する物質、ｍＲＮＡの細胞質への輸送を阻害する物質、ｍＲＮＡからＩＫＡＲ
ＯＳの翻訳を阻害するか（例、アンチセンス核酸、ｍｉＲＮＡ）あるいはｍＲＮＡを分解
する物質（例、ｓｉＲＮＡ、リボザイム）、初期翻訳産物の翻訳後修飾を阻害する物質な
どが含まれる。いずれの段階で作用するものであっても好ましく用いることができるが、
より好ましくは、以下の（１）～（３）からなる群より選択される物質が例示される。
（１）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写産物に対するアンチセンス核酸、
（２）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写産物に対するリボザイム核酸、
（３）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写産物に対してＲＮＡｉ活性を有する核酸もしくはその前
駆体。
【００５９】
　ここで転写産物の好ましい例としては、ｍＲＮＡが挙げられる。
【００６０】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡからＩＫＡＲＯＳへの翻訳を特異的に阻害する（あるい
はｍＲＮＡを分解する）物質として、好ましくは、これらのｍＲＮＡの塩基配列と相補的
もしくは実質的に相補的な塩基配列またはその一部を含む核酸が挙げられる。
【００６１】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と実質的に相補的な塩基配列とは、投与対象
となる哺乳動物におけるＩＫＡＲＯＳ産生細胞（例、好中球）の生理的条件下において、
該ｍＲＮＡの標的配列に結合してその翻訳を阻害し得る（あるいは該標的配列を切断する
）程度の相補性を有する塩基配列を意味し、具体的には、例えば、該ｍＲＮＡの塩基配列
と完全相補的な塩基配列（すなわち、ｍＲＮＡの相補鎖の塩基配列）と、オーバーラップ
する領域に関して、約９０％以上、好ましくは約９５％以上、より好ましくは約９７％以
上の相同性を有する塩基配列である。
【００６２】
　本発明における「塩基配列の相同性」は、相同性計算アルゴリズムＮＣＢＩ　ＢＬＡＳ
Ｔ（Ｎａｔｉｏｎａｌ　Ｃｅｎｔｅｒ　ｆｏｒ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　Ｉｎｆｏ
ｒｍａｔｉｏｎ　Ｂａｓｉｃ　Ｌｏｃａｌ　Ａｌｉｇｎｍｅｎｔ　Ｓｅａｒｃｈ　Ｔｏｏ
ｌ）を用い、以下の条件（期待値＝１０；ギャップを許す；フィルタリング＝ＯＮ；マッ
チスコア＝１；ミスマッチスコア＝－３）にて計算することができる。
【００６３】
　より具体的には、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と相補的もしくは実質的に
相補的な塩基配列としては、以下の（ｋ）または（ｌ）：
（ｋ）配列番号１で表される塩基配列と相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列；
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（ｌ）配列番号１で表される塩基配列の相補鎖配列とストリンジェントな条件下でハイブ
リダイズする塩基配列であって、かつ炎症反応を促進する活性を有するタンパク質をコー
ドする配列と、相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列；
が挙げられる。ストリンジェントな条件は、前述のとおりである。
【００６４】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの好ましい例としては、配列番号１で表される塩基配列
（Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿０５２９７２）を含むヒトＩＫＡ
ＲＯＳのｍＲＮＡ、あるいは他の哺乳動物におけるそれらのオルソログ（例えば、マウス
ＩＫＡＲＯＳ（配列番号３、Ｇｅｎｂａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿０２９
７９６）等）、さらにはそれらのスプライス改変体、アレル変異体、多型改変体等が挙げ
られる。
【００６５】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と「相補的もしくは実質的に相補的な塩基配
列の一部」とは、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに特異的に結合することができ、且つ該
ｍＲＮＡからのタンパク質の翻訳を阻害（あるいは該ｍＲＮＡを分解）し得るものであれ
ば、その長さや位置に特に制限はないが、配列特異性の面から、標的配列に相補的もしく
は実質的に相補的な部分を少なくとも１０塩基以上、好ましくは約１５塩基以上を含むも
のである。
【００６６】
　具体的には、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と相補的もしくは実質的に相補
的な塩基配列またはその一部を含む核酸として、以下の（１）～（３）のいずれかのもの
が好ましく例示される：
（１）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対するアンチセンス核酸、
（２）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対するリボザイム核酸、
（３）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対してＲＮＡｉ活性を有する核酸もしくはその前
駆体。
【００６７】
　（１）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対するアンチセンス核酸
　本発明における「ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対するアンチセンス核酸」とは、該
ｍＲＮＡの塩基配列と相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列またはその一部を含む核
酸であって、標的ｍＲＮＡと特異的かつ安定した二重鎖を形成して結合することにより、
タンパク質合成を抑制する機能を有するものである。
【００６８】
　アンチセンス核酸は、２－デオキシ－Ｄ－リボースを含有しているポリデオキシリボヌ
クレオチド、Ｄ－リボースを含有しているポリリボヌクレオチド、プリンまたはピリミジ
ン塩基のＮ－グリコシドであるその他のタイプのポリヌクレオチド、非ヌクレオチド骨格
を有するその他のポリマー（例えば、市販のタンパク質核酸および合成配列特異的な核酸
ポリマー）または特殊な結合を含有するその他のポリマー（但し、該ポリマーはＤＮＡや
ＲＮＡ中に見出されるような塩基のペアリングや塩基の付着を許容する配置をもつヌクレ
オチドを含有する）などが挙げられる。それらは、二本鎖ＤＮＡ、一本鎖ＤＮＡ、二本鎖
ＲＮＡ、一本鎖ＲＮＡ、ＤＮＡ：ＲＮＡハイブリッドであってもよく、さらに非修飾ポリ
ヌクレオチド（または非修飾オリゴヌクレオチド）、公知の修飾の付加されたもの、例え
ば当該分野で知られた標識のあるもの、キャップの付いたもの、メチル化されたもの、１
個以上の天然のヌクレオチドを類縁物で置換したもの、分子内ヌクレオチド修飾のされた
もの、例えば非荷電結合（例えば、メチルホスホネート、ホスホトリエステル、ホスホル
アミデート、カルバメートなど）を持つもの、電荷を有する結合または硫黄含有結合（例
、ホスホロチオエート、ホスホロジチオエートなど）を持つもの、例えばタンパク質（例
、ヌクレアーゼ、ヌクレアーゼ・インヒビター、トキシン、抗体、シグナルペプチド、ポ
リ－Ｌ－リジンなど）や糖（例、モノサッカライドなど）などの側鎖基を有しているもの
、インターカレント化合物（例、アクリジン、ソラレンなど）を持つもの、キレート化合
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物（例えば、金属、放射活性をもつ金属、ホウ素、酸化性の金属など）を含有するもの、
アルキル化剤を含有するもの、修飾された結合を持つもの（例えば、αアノマー型の核酸
など）であってもよい。ここで「ヌクレオシド」、「ヌクレオチド」および「核酸」とは
、プリンおよびピリミジン塩基を含有するのみでなく、修飾されたその他の複素環型塩基
をもつようなものを含んでいて良い。このような修飾物は、メチル化されたプリンおよび
ピリミジン、アシル化されたプリンおよびピリミジン、あるいはその他の複素環を含むも
のであってよい。修飾されたヌクレオシドおよび修飾されたヌクレオチドはまた糖部分が
修飾されていてよく、例えば、１個以上の水酸基がハロゲンとか、脂肪族基などで置換さ
れていたり、またはエーテル、アミンなどの官能基に変換されていたりしてよい。
【００６９】
　上記の通り、アンチセンス核酸はＤＮＡであってもＲＮＡであってもよく、あるいはＤ
ＮＡ／ＲＮＡキメラであってもよい。アンチセンス核酸がＤＮＡの場合、標的ＲＮＡとア
ンチセンスＤＮＡとによって形成されるＲＮＡ：ＤＮＡハイブリッドは、内在性ＲＮａｓ
ｅＨに認識されて標的ＲＮＡの選択的な分解を引き起こすことができる。したがって、Ｒ
ＮａｓｅＨによる分解を指向するアンチセンスＤＮＡの場合、標的配列は、ｍＲＮＡ中の
配列だけでなく、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の初期翻訳産物におけるイントロン領域の配列であ
ってもよい。イントロン配列は、ゲノム配列と、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｃＤＮＡ塩基配列
とをＢＬＡＳＴ、ＦＡＳＴＡ等のホモロジー検索プログラムを用いて比較することにより
、決定することができる。
【００７０】
　本発明のアンチセンス核酸の標的領域は、該アンチセンス核酸がハイブリダイズするこ
とにより、結果としてタンパク質：ＩＫＡＲＯＳへの翻訳が阻害されるものであればその
長さに特に制限はなく、ＩＫＡＲＯＳをコードするｍＲＮＡの全配列であっても部分配列
であってもよく、短いもので約１０塩基程度、長いものでｍＲＮＡもしくは初期転写産物
の全配列が挙げられる。合成の容易さや抗原性、細胞内移行性の問題等を考慮すれば、約
１０～約４０塩基、特に約１５～約３０塩基からなるオリゴヌクレオチドが好ましいが、
それに限定されない。具体的には、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の５’端ヘアピンループ、５’端
６－ベースペア・リピート、５’端非翻訳領域、翻訳開始コドン、タンパク質コード領域
、ＯＲＦ翻訳終止コドン、３’端非翻訳領域、３’端パリンドローム領域または３’端ヘ
アピンループなどが、アンチセンス核酸の好ましい標的領域として選択しうるが、それら
に限定されない。
【００７１】
　さらに、本発明のアンチセンス核酸は、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡや初期転写産物
とハイブリダイズしてタンパク質への翻訳を阻害するだけでなく、二本鎖ＤＮＡであるこ
れらの遺伝子と結合して三重鎖（トリプレックス）を形成し、ＲＮＡへの転写を阻害し得
るもの（アンチジーン）であってもよい。
【００７２】
　アンチセンス核酸を構成するヌクレオチド分子は、天然型のＤＮＡもしくはＲＮＡでも
よいが、安定性（化学的および／または対酵素）や比活性（ＲＮＡとの親和性）を向上さ
せるために、種々の化学修飾を含むことができる。例えば、ヌクレアーゼなどの加水分解
酵素による分解を防ぐために、アンチセンス核酸を構成する各ヌクレオチドのリン酸残基
（ホスフェート）を、例えば、ホスホロチオエート（ＰＳ）、メチルホスホネート、ホス
ホロジチオネートなどの化学修飾リン酸残基に置換することができる。また、各ヌクレオ
チドの糖（リボース）の２’位の水酸基を、－ＯＲ（Ｒ＝ＣＨ３（２’－Ｏ－Ｍｅ）、Ｃ
Ｈ２ＣＨ２ＯＣＨ３（２’－Ｏ－ＭＯＥ）、ＣＨ２ＣＨ２ＮＨＣ（ＮＨ）ＮＨ２、ＣＨ２

ＣＯＮＨＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＮ等）に置換してもよい。さらに、塩基部分（ピリミジ
ン、プリン）に化学修飾を施してもよく、例えば、ピリミジン塩基の５位へのメチル基や
カチオン性官能基の導入、あるいは２位のカルボニル基のチオカルボニルへの置換などが
挙げられる。
【００７３】
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　ＲＮＡの糖部のコンフォメーションはＣ２’－ｅｎｄｏ（Ｓ型）とＣ３’－ｅｎｄｏ（
Ｎ型）の２つが支配的であり、一本鎖ＲＮＡではこの両者の平衡として存在するが、二本
鎖を形成するとＮ型に固定される。したがって、標的ＲＮＡに対して強い結合能を付与す
るために、２’酸素と４’炭素を架橋することにより、糖部のコンフォメーションをＮ型
に固定したＲＮＡ誘導体であるＢＮＡ（ＬＮＡ）（Ｉｍａｎｉｓｈｉ，Ｔ．ｅｔ　ａｌ．
，Ｃｈｅｍ．Ｃｏｍｍｕｎ．，１６５３－９，２００２；Ｊｅｐｓｅｎ，Ｊ．Ｓ．ｅｔ　
ａｌ．，Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，１４，１３０－４６，２００４）やＥＮＡ
（Ｍｏｒｉｔａ，Ｋ．ｅｔ　ａｌ．，Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ　Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ
　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，２２，１６１９－１６２１，２００３）もまた、好まし
く用いられ得る。
【００７４】
　本発明のアンチセンスオリゴヌクレオチドは、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｃＤＮＡ配列もし
くはゲノミックＤＮＡ配列に基づいてｍＲＮＡもしくは初期転写産物の標的配列を決定し
、市販のＤＮＡ／ＲＮＡ自動合成機（アプライド・バイオシステムズ社、ベックマン社等
）を用いて、これに相補的な配列を合成することにより調製することができる。また、上
記した各種修飾を含むアンチセンス核酸も、いずれも自体公知の手法により、化学的に合
成することができる。
【００７５】
　（２）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対するリボザイム核酸
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列
またはその一部を含む核酸の他の好ましい例としては、該ｍＲＮＡをコード領域の内部で
特異的に切断し得るリボザイム核酸が挙げられる。「リボザイム」とは、狭義には、核酸
を切断する酵素活性を有するＲＮＡをいうが、本明細書では配列特異的な核酸切断活性を
有する限りＤＮＡをも包含する概念として用いるものとする。リボザイム核酸として最も
汎用性の高いものとしては、ウイロイドやウイルソイド等の感染性ＲＮＡに見られるセル
フスプライシングＲＮＡがあり、ハンマーヘッド型やヘアピン型等が知られている。ハン
マーヘッド型は約４０塩基程度で酵素活性を発揮し、ハンマーヘッド構造をとる部分に隣
接する両端の数塩基ずつ（合わせて約１０塩基程度）をｍＲＮＡの所望の切断部位と相補
的な配列にすることにより、標的ｍＲＮＡのみを特異的に切断することが可能である。こ
のタイプのリボザイム核酸は、ＲＮＡのみを基質とするので、ゲノムＤＮＡを攻撃するこ
とがないというさらなる利点を有する。ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡが自身で二本鎖構
造をとる場合には、ＲＮＡヘリカーゼと特異的に結合し得るウイルス核酸由来のＲＮＡモ
チーフを連結したハイブリッドリボザイムを用いることにより、標的配列を一本鎖にする
ことができる［Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ，９８（１０）：５５７
２－５５７７（２００１）］。さらに、リボザイムを、それをコードするＤＮＡを含む発
現ベクターの形態で使用する場合には、転写産物の細胞質への移行を促進するために、ｔ
ＲＮＡを改変した配列をさらに連結したハイブリッドリボザイムとすることもできる［Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．，２９（１３）：２７８０－２７８８（２００１）
］。
【００７６】
　（３）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対するｓｉＲＮＡ
　本明細書においては、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに相補的なオリゴＲＮＡとその相
補鎖とからなる二本鎖ＲＮＡ、いわゆるｓｉＲＮＡもまた、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮ
Ａの塩基配列と相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列またはその一部を含む核酸に包
含されるものとして定義される。短い二本鎖ＲＮＡを細胞内に導入するとそのＲＮＡに相
補的なｍＲＮＡが分解される、いわゆるＲＮＡ干渉（ＲＮＡｉ）と呼ばれる現象は、以前
から線虫、昆虫、植物等で知られていたが、この現象が動物細胞でも広く起こることが確
認されて以来［Ｎａｔｕｒｅ，４１１（６８３６）：４９４－４９８（２００１）］、上
記のアンチセンス核酸やリボザイムの代替技術として汎用されている。
【００７７】



(24) JP 6653120 B2 2020.2.26

10

20

30

40

50

　ｓｉＲＮＡは、標的遺伝子のｃＤＮＡ配列情報に基づいて、例えば、Ｅｌｂａｓｈｉｒ
ら（Ｇｅｎｅｓ　Ｄｅｖ．，１５，１８８－２００（２００１））、Ｔｅｒａｍｏｔｏら
（ＦＥＢＳ　Ｌｅｔｔ．５７９（１３）：ｐ２８７８－８２（２００５））の提唱する規
則に従って設計することができる。ｓｉＲＮＡの標的配列は、原則的には１５～５０塩基
、好ましくは１９～４９塩基、更に好ましくは１９～２７塩基の長さを有しており、例え
ばＡＡ＋（Ｎ）１９（ＡＡに続く、１９塩基の塩基配列）、ＡＡ＋（Ｎ）２１（ＡＡに続
く、２１塩基の塩基配列）もしくはＡ＋（Ｎ）２１（Ａに続く、２１塩基の塩基配列）で
あってもよい。
【００７８】
　本発明の核酸は、５’または３’末端に、付加的な塩基を有していてもよい。該付加的
塩基の長さは、通常２～４塩基程度であり、ｓｉＲＮＡの全長として１９塩基以上である
。該付加的塩基は、ＤＮＡでもＲＮＡでもよいが、ＤＮＡを用いると核酸の安定性を向上
させることができる場合がある。このような付加的塩基の配列としては、例えばｕｇ－３
’、ｕｕ－３’、ｔｇ－３’、ｔｔ－３’、ｇｇｇ－３’、ｇｕｕｕ－３’、ｇｔｔｔ－
３’、ｔｔｔｔｔ－３’、ｕｕｕｕｕ－３’などの配列が挙げられるが、これらに限定さ
れるものではない。
【００７９】
　また、ｓｉＲＮＡは、３’末端に突出部配列（オーバーハング）を有していてもよく、
具体的には、ｄＴｄＴ（ｄＴはデオキシリボ核酸のデオキシチミジン残基を表わす）を付
加したものが挙げられる。また、末端付加がない平滑末端（ブラントエンド）であっても
よい。
【００８０】
　また、ｓｉＲＮＡは、センス鎖とアンチセンス鎖が異なる塩基数であってもよく、例え
ば、アンチセンス鎖が３’末端および５’末端に突出部配列（オーバーハング）を有して
いる「ａｉＲＮＡ」を挙げることができる。典型的なａｉＲＮＡは、アンチセンス鎖が２
１塩基からなり、センス鎖が１５塩基からなり、アンチセンス鎖の両端で各々３塩基のオ
ーバーハング構造をとる（Ｓｕｎ，Ｘ．ら著、Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇ
ｙ　Ｖｏｌ　２６　Ｎｏ．１２　ｐ１３７９、国際公開第ＷＯ２００９／０２９６８８号
パンフレット）。
【００８１】
　標的配列の位置は特に制限されるわけではないが、５’－ＵＴＲおよび開始コドンから
約５０塩基まで、並びに３’－ＵＴＲ以外の領域から標的配列を選択することが望ましい
。上述の規則その他に基づいて選択された標的配列の候補群について、標的以外のｍＲＮ
Ａにおいて１６－１７塩基の連続した配列に相同性がないかどうかを、ＢＬＡＳＴ（ｈｔ
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ＢＬＡＳＴ／）等のホモロジー
検索ソフトを用いて調べ、選択した標的配列の特異性を確認する。特異性の確認された標
的配列について、ＡＡ（もしくはＮＡ）以降の１９－２１塩基にＴＴもしくはＵＵの３’
末端オーバーハングを有するセンス鎖と、該１９－２１塩基に相補的な配列およびＴＴも
しくはＵＵの３’末端オーバーハングを有するアンチセンス鎖とからなる２本鎖ＲＮＡを
ｓｉＲＮＡとして設計してもよい。また、ｓｉＲＮＡの前駆体であるショートヘアピンＲ
ＮＡ（ｓｈＲＮＡ）は、ループ構造を形成しうる任意のリンカー配列（例えば、５－２５
塩基程度）を適宜選択し、上記センス鎖とアンチセンス鎖とを該リンカー配列を介して連
結することにより設計することができる。
【００８２】
　ｓｉＲＮＡおよび／またはｓｈＲＮＡの配列は、種々のｗｅｂサイト上に無料で提供さ
れる検索ソフトを用いて検索が可能である。このようなサイトとしては、例えば、Ａｍｂ
ｉｏｎが提供するｓｉＲＮＡ　Ｔａｒｇｅｔ　Ｆｉｎｄｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａ
ｍｂｉｏｎ．ｃｏｍ／ｊｐ／ｔｅｃｈｌｉｂ／ｍｉｓｃ／ｓｉＲＮＡ＿ｆｉｎｄｅｒ．ｈ
ｔｍｌ）およびｐＳｉｌｅｎｃｅｒ（登録商標）Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｖｅｃｔｏｒ用
インサートデザインツール（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｍｂｉｏｎ．ｃｏｍ／ｊｐ／ｔｅ
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ｃｈｌｉｂ／ｍｉｓｃ／ｐｓｉｌｅｎｃｅｒ＿ｃｏｎｖｅｒｔｅｒ．ｈｔｍｌ）、ＲＮＡ
ｉ　Ｃｏｄｅｘが提供するＧｅｎｅＳｅｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｃｏｄｅｘ．ｃｓｈｌ．ｅ
ｄｕ／ｓｃｒｉｐｔｓ／ｎｅｗｓｅａｒｃｈｈａｉｒｐｉｎ．ｃｇｉ）があるがこれらに
限定されない。
【００８３】
　ｓｉＲＮＡを構成するリボヌクレオシド分子もまた、安定性、比活性などを向上させる
ために、上記のアンチセンス核酸の場合と同様の修飾を受けていてもよい。但し、ｓｉＲ
ＮＡの場合、天然型ＲＮＡ中のすべてのリボヌクレオシド分子を修飾型で置換すると、Ｒ
ＮＡｉ活性が失われる場合があるので、ＲＩＳＣ複合体が機能できる最小限の修飾ヌクレ
オシドの導入が必要である。
【００８４】
　当該修飾として具体的には、ｓｉＲＮＡを構成するヌクレオチド分子の一部を、天然型
のＤＮＡや、安定性（化学的および／または対酵素）や比活性（ＲＮＡとの親和性）を向
上させるために、種々の化学修飾を施したＲＮＡに置換することができる（Ｕｓｍａｎ　
ａｎｄ　Ｃｅｄｅｒｇｒｅｎ，１９９２，ＴＩＢＳ　１７，３４；Ｕｓｍａｎ　ｅｔ　ａ
ｌ．，１９９４，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｓｙｍｐ．Ｓｅｒ．３１，１６３を参照
）。例えば、ヌクレアーゼなどの加水分解酵素による分解を防ぐために、ｓｉＲＮＡを構
成する各ヌクレオチドのリン酸残基（ホスフェート）を、例えば、ホスホロチオエート（
ＰＳ）、メチルホスホネート、ホスホロジチオネートなどの化学修飾リン酸残基に置換す
ることができる。また、各ヌクレオチドの糖（リボース）の２’位の水酸基を、－ＯＲ（
Ｒ＝ＣＨ３（２’－Ｏ－Ｍｅ）、ＣＨ２ＣＨ２ＯＣＨ３（２’－Ｏ－ＭＯＥ）、ＣＨ２Ｃ
Ｈ２ＮＨＣ（ＮＨ）ＮＨ２、ＣＨ２ＣＯＮＨＣＨ３、ＣＨ２ＣＨ２ＣＮ等）、フッ素原子
（－Ｆ）に置換してもよい。さらに、塩基部分（ピリミジン、プリン）に化学修飾を施し
てもよく、例えば、ピリミジン塩基の５位へのメチル基やカチオン性官能基の導入、ある
いは２位のカルボニル基のチオカルボニルへの置換などが挙げられる。その他上記（１）
に記載されたアンチセンス核酸における修飾方法を用いることができる。あるいは、ｓｉ
ＲＮＡにおけるＲＮＡの一部をＤＮＡに置換する化学修飾（２’－デオキシ化、２’－Ｈ
）を施してもよい。また、糖（リボース）の２’位と４’位を－Ｏ－ＣＨ２－で架橋しコ
ンフォメーションをＮ型に固定した人工核酸（ＬＮＡ：Ｌｏｃｋｅｄ　Ｎｕｃｌｅｉｃ　
Ａｃｉｄ）を用いてもよい。
【００８５】
　また、ｓｉＲＮＡを構成するセンス鎖およびアンチセンス鎖は、リンカーを介し、細胞
表層に存在する受容体を特異的に認識するリガンド、ペプチド、糖鎖、抗体、脂質や正電
荷や分子構造的に細胞膜表層に吸着し貫通するオリゴアルギニン、Ｔａｔペプチド、Ｒｅ
ｖペプチドまたはＡｎｔペプチドなどと化学結合していてもよい。
【００８６】
　ｓｉＲＮＡは、ｍＲＮＡ上の標的配列のセンス鎖およびアンチセンス鎖をＤＮＡ／ＲＮ
Ａ自動合成機でそれぞれ合成し、適当なアニーリング緩衝液中、約９０～約９５℃で約１
分程度変性させた後、約３０～約７０℃で約１～約８時間アニーリングさせることにより
調製することができる。また、ｓｉＲＮＡの前駆体となるショートヘアピンＲＮＡ（ｓｈ
ＲＮＡ）を合成し、これを、ダイサー（ｄｉｃｅｒ）を用いて切断することにより調製す
ることもできる。
【００８７】
　本明細書においては、生体内でＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡに対するｓｉＲＮＡを生
成し得るようにデザインされた核酸もまた、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と
相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列またはその一部を含む核酸に包含されるものと
して定義される。そのような核酸としては、上記したｓｈＲＮＡやｓｉＲＮＡを発現する
ように構築された発現ベクターなどが挙げられる。ｓｈＲＮＡは、ｍＲＮＡ上の標的配列
のセンス鎖およびアンチセンス鎖を適当なループ構造を形成しうる長さ（例えば５～２５
塩基程度）のスペーサー配列を間に挿入して連結した塩基配列を含むオリゴＲＮＡをデザ
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インし、これをＤＮＡ／ＲＮＡ自動合成機で合成することにより調製することができる。
ｓｈＲＮＡを発現するベクターには、タンデムタイプとステムループ（ヘアピン）タイプ
とがある。前者はｓｉＲＮＡのセンス鎖の発現カセットとアンチセンス鎖の発現カセット
をタンデムに連結したもので、細胞内で各鎖が発現してアニーリングすることにより２本
鎖のｓｉＲＮＡ（ｄｓＲＮＡ）を形成するというものである。一方、後者はｓｈＲＮＡの
発現カセットをベクターに挿入したもので、細胞内でｓｈＲＮＡが発現しｄｉｃｅｒによ
るプロセシングを受けてｄｓＲＮＡを形成するというものである。プロモーターとしては
、ｐｏｌＩＩ系プロモーター（例えば、ＣＭＶ前初期プロモーター）を使用することもで
きるが、短いＲＮＡの転写を正確に行わせるために、ｐｏｌＩＩＩ系プロモーターを使用
するのが一般的である。ｐｏｌＩＩＩ系プロモーターとしては、マウスおよびヒトのＵ６
－ｓｎＲＮＡプロモーター、ヒトＨ１－ＲＮａｓｅＰＲＮＡプロモーター、ヒトバリン－
ｔＲＮＡプロモーターなどが挙げられる。また、転写終結シグナルとして４個以上Ｔが連
続した配列が用いられる。
【００８８】
　このようにして構築したｓｉＲＮＡもしくはｓｈＲＮＡ発現カセットを、次いでプラス
ミドベクターやウイルスベクターに挿入する。このようなベクターとしては、レトロウイ
ルス、レンチウイルス、アデノウイルス、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、セン
ダイウイルスなどのウイルスベクターや、動物細胞発現プラスミドなどが用いられる。
【００８９】
　上記ｓｉＲＮＡは、ヌクレオチド配列の情報に基づいて、例えば３９４　Ａｐｐｌｉｅ
ｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｉｎｃ．合成機等のＤＮＡ／ＲＮＡ自動合成機を用いて常法
に従って化学的に合成することができる。例えば、Ｃａｒｕｔｈｅｒｓ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９２，Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ　２１１，３－１９、Ｔｈｏｍ
ｐｓｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，国際公開９９／５４４５９、Ｗｉｎｃｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，
１９９５，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓ．２３，２６７７－２６８４、Ｗｉｎｃ
ｏｔｔ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｍｏｌ．Ｂｉｏ．，７４，５９、Ｂ
ｒｅｎｎａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９８，Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ　Ｂｉｏｅｎｇ．，６１
，３３－４５、Ｕｓｍａｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８７　Ｊ．Ａｍ．Ｃｈｅｍ．Ｓｏｃ．，
１０９，７８４５、Ｓｃａｒｉｎｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９０　Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃ
ｉｄｓ　Ｒｅｓ．，１８，５４３３、および米国特許第６００１３１１号に記載される方
法等が挙げられる。具体的には、当業者に公知の核酸保護基（例えば５’末端にジメトキ
シトリチル基）およびカップリング基（例えば３’末端にホスホルアミダイト）を用いて
合成できる。すなわち、５’末端の保護基を、ＴＣＡ（トリクロロ酢酸）等の酸で脱保護
し、カップリング反応を行う。ついでアセチル基でキャッピングを行った後、次の核酸の
縮合反応を行う。修飾されたＲＮＡやＤＮＡを含むｓｉＲＮＡの場合には、原料として修
飾されたＲＮＡ（例えば、２’－Ｏ－メチルヌクレオチド、２’－デオキシ－２’－フル
オロヌクレオチド）を用いればよく、カップリング反応の条件は適宜調整できる。また、
リン酸結合部分が修飾されたホスホロチオエート結合を導入する場合には、ボーケージ試
薬（３Ｈ－１，２－ベンゾジチオール－３－オン１，１－ジオキシド）を用いることがで
きる。
【００９０】
　あるいは、オリゴヌクレオチドは、別々に合成し、合成後に例えばライゲーションによ
り一緒につなげてもよいし（Ｍｏｏｒｅ　ｅｔ　ａｌ．，１９９２，Ｓｃｉｅｎｃｅ　２
５６，９９２３；Ｄｒａｐｅｒ　ｅｔ　ａｌ．国際公開ＷＯ９３／２３５６９；Ｓｈａｂ
ａｒｏｖａ　ｅｔ　ａｌ．，１９９１，Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ
　１９，４２４７；Ｂｅｌｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｓ＆
Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，１６，９５１；Ｂｅｌｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７，Ｎｕ
ｃｌｅｏｓｉｄｅｓ＆Ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ，Ｂｅｌｌｏｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９９７
，Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍ．８，２０４）、または合成および／または脱保
護の後にハイブリダイゼーションにより、一緒につなげてもよい。ｓｉＲＮＡ分子はまた
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タンデム合成法により合成することができる。すなわち、両方のｓｉＲＮＡ鎖を、切断可
能なリンカーにより分離された単一の連続するオリゴヌクレオチドとして合成し、次にこ
れを切断して別々のｓｉＲＮＡフラグメントを生成し、これをハイブリダイズさせて精製
する。リンカーはポリヌクレオチドリンカーであっても非ヌクレオチドリンカーであって
もよい。
【００９１】
　合成したｓｉＲＮＡ分子は、当業者に公知の方法を用いて精製できる。例えばゲル電気
泳動により精製する方法、または高速液体クロマトグラフィー（ＨＰＬＣ）を用いて精製
する方法が挙げられる。
【００９２】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列
またはその一部を含む核酸の別の好ましい例として、該ｍＲＮＡを標的とするｍｉｃｒｏ
ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）が挙げられる。ｍｉＲＮＡも、上述のｓｉＲＮＡについて記載した
方法に準じて調製することができる。
【００９３】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子のｍＲＮＡの塩基配列と相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列
またはその一部を含む核酸は、リポソーム、ミクロスフェアのような特殊な形態で提供さ
れたり、他の分子が付加された形態で提供されうる。付加形態で用いられるものとしては
、リン酸基骨格の電荷を中和するように働くポリリジンのようなポリカチオン体、細胞膜
との相互作用を高めたり、核酸の取込みを増大させたりするような脂質（例、ホスホリピ
ド、コレステロールなど）などの疎水性のものが挙げられる。付加するに好ましい脂質と
しては、コレステロールやその誘導体（例、コレステリルクロロホルメート、コール酸な
ど）が挙げられる。こうしたものは、核酸の３’端または５’端に付着させることができ
、塩基、糖、分子内ヌクレオシド結合を介して付着させることができうる。その他の基と
しては、核酸の３’端または５’端に特異的に配置されたキャップ用の基で、エキソヌク
レアーゼ、ＲＮａｓｅなどのヌクレアーゼによる分解を阻止するためのものが挙げられる
。こうしたキャップ用の基としては、ポリエチレングリコール、テトラエチレングリコー
ルなどのグリコールをはじめとした当該分野で知られた水酸基の保護基が挙げられるが、
それに限定されるものではない。
【００９４】
　これらの核酸のＩＫＡＲＯＳ発現阻害活性は、ＩＫＡＲＯＳをコードする核酸を導入し
た形質転換体、生体内や生体外のＩＫＡＲＯＳ遺伝子発現系、または生体内や生体外のＩ
ＫＡＲＯＳタンパク質の翻訳系を用いて調べることができる。
【００９５】
　本発明におけるＩＫＡＲＯＳの発現を阻害する物質は、上記のようなＩＫＡＲＯＳ遺伝
子のｍＲＮＡの塩基配列と相補的もしくは実質的に相補的な塩基配列またはその一部を含
む核酸に限定されず、ＩＫＡＲＯＳの産生を直接的または間接的に阻害する限り、低分子
化合物などの他の物質であってもよい。そのような物質は、例えば、後述する本発明のス
クリーニング方法により取得することができる。
【００９６】
　（ＩＫＡＲＯＳの機能を阻害する物質）
　本発明において「ＩＫＡＲＯＳの機能を阻害する物質」とは、いったん機能的に産生さ
れたＩＫＡＲＯＳがその機能を発揮するのを阻害する限りいかなるものでもよい。
【００９７】
　具体的には、ＩＫＡＲＯＳの機能を抑制する物質として、例えば、ＩＫＡＲＯＳに対す
る抗体が挙げられる。該抗体はポリクローナル抗体、モノクローナル抗体の何れであって
もよい。これらの抗体は、自体公知の抗体または抗血清の製造法に従って製造することが
できる。抗体のアイソタイプは特に限定されないが、好ましくはＩｇＧ、ＩｇＭまたはＩ
ｇＡ、特に好ましくはＩｇＧが挙げられる。また、該抗体は、標的抗原を特異的に認識し
結合するための相補性決定領域（ＣＤＲ）を少なくとも有するものであれば特に制限はな
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く、完全抗体分子の他、例えばＦａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２等のフラグメント、ｓ
ｃＦｖ、ｓｃＦｖ－Ｆｃ、ミニボディー、ダイアボディー等の遺伝子工学的に作製された
コンジュゲート分子、あるいはポリエチレングリコール（ＰＥＧ）等のタンパク質安定化
作用を有する分子等で修飾されたそれらの誘導体などであってもよい。
【００９８】
　好ましい一実施態様において、ＩＫＡＲＯＳに対する抗体はヒトを投与対象とする医薬
品として使用されることから、該抗体（好ましくはモノクローナル抗体）はヒトに投与し
た場合に抗原性を示す危険性が低減された抗体、具体的には、完全ヒト抗体、ヒト化抗体
、マウス－ヒトキメラ抗体などであり、特に好ましくは完全ヒト抗体である。ヒト化抗体
およびキメラ抗体は、常法に従って遺伝子工学的に作製することができる。また、完全ヒ
ト抗体は、ヒト－ヒト（もしくはマウス）ハイブリドーマより製造することも可能ではあ
るが、大量の抗体を安定に且つ低コストで提供するためには、ヒト抗体産生マウスやファ
ージディスプレイ法を用いて製造することが望ましい。
【００９９】
　ＩＫＡＲＯＳの機能を抑制する別の好ましい物質は、Ｌｉｐｉｎｓｋｉ’ｓ　Ｒｕｌｅ
に見合った低分子化合物である。そのような化合物は、例えば、後述する本発明のスクリ
ーニング法を用いて取得することができる。
【０１００】
　ＩＫＡＲＯＳの発現もしくは機能を阻害する物質は、ＩＫＡＲＯＳにより促進される炎
症反応を抑制する活性を示すことから、抗炎症剤として、炎症性腸疾患などの炎症性疾患
の予防および／または治療に有用である。
【０１０１】
　従って、ＩＫＡＲＯＳの発現もしくは機能を阻害する物質を含有する医薬は、炎症性疾
患の予防および／または治療剤（抗炎症剤）として使用することができる。
【０１０２】
　（アンチセンス核酸、リボザイム核酸、ｓｉＲＮＡおよびその前駆体を含有する医薬）
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写産物に相補的に結合し、該転写産物からのタンパク質の翻訳
を抑制することができる本発明のアンチセンス核酸や、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写産物（
ｍＲＮＡ）と相同な（もしくは相補的な）塩基配列を有し、当該転写産物を標的として該
転写産物を切断し得るｓｉＲＮＡ（もしくはリボザイム）、さらに該ｓｉＲＮＡの前駆体
であるｓｈＲＮＡなど（以下、包括的に「本発明の核酸」という場合がある）は、生体内
におけるＩＫＡＲＯＳの発現を抑制し、炎症反応を抑制するので、抗炎症剤として使用す
ることができる。
【０１０３】
　本発明の核酸を含有する医薬は低毒性であり、そのまま液剤として、または適当な剤型
の医薬組成物として、ヒトまたは非ヒト哺乳動物（例、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、
ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して経口的または非経口的（例、血管内投与、皮下投
与など）に投与することができる。
【０１０４】
　本発明の核酸を上記の抗炎症剤として使用する場合、自体公知の方法に従って製剤化し
、投与することができる。即ち、本発明の核酸を、単独あるいはレトロウイルスベクター
、アデノウイルスベクター、アデノウイルスアソシエーテッドウイルスベクターなどの適
当な哺乳動物細胞用の発現ベクターに機能可能な態様で挿入した後、常套手段に従って製
剤化することができる。該核酸は、そのままで、あるいは摂取促進のための補助剤ととも
に、遺伝子銃やハイドロゲルカテーテルのようなカテーテルによって投与することができ
る。あるいは、エアロゾル化して吸入剤として気管内に局所投与することもできる。
【０１０５】
　さらに、体内動態の改良、半減期の長期化、細胞内取り込み効率の改善を目的に、前記
核酸を単独またはリポソームなどの担体とともに製剤（注射剤）化し、静脈、皮下等に投
与してもよい。
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【０１０６】
　本発明の核酸は、それ自体を投与してもよいし、または適当な医薬組成物として投与し
てもよい。投与に用いられる医薬組成物としては、本発明の核酸と薬理学的に許容され得
る担体、希釈剤もしくは賦形剤とを含むものであってよい。このような医薬組成物は、経
口または非経口投与に適する剤形として提供される。
【０１０７】
　非経口投与のための組成物としては、例えば、注射剤、坐剤等が用いられ、注射剤は静
脈注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤等の剤形を包含しても良い
。このような注射剤は、公知の方法に従って調製できる。注射剤の調製方法としては、例
えば、上記本発明の核酸を通常注射剤に用いられる無菌の水性液、または油性液に溶解、
懸濁または乳化することによって調製できる。注射用の水性液としては、例えば、生理食
塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張液等が用いられ、適当な溶解補助剤、例えば
、アルコール（例、エタノール）、ポリアルコール（例、プロピレングリコール、ポリエ
チレングリコール）、非イオン界面活性剤〔例、ポリソルベート８０、ＨＣＯ－５０（ｐ
ｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ（５０ｍｏｌ）ａｄｄｕｃｔ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｇｅｎａ
ｔｅｄ　ｃａｓｔｏｒ　ｏｉｌ）〕等と併用してもよい。油性液としては、例えば、ゴマ
油、大豆油等が用いられ、溶解補助剤として安息香酸ベンジル、ベンジルアルコール等を
併用してもよい。調製された注射液は、適当なアンプルに充填されることが好ましい。直
腸投与に用いられる坐剤は、上記核酸を通常の坐薬用基剤に混合することによって調製さ
れてもよい。
【０１０８】
　経口投与のための組成物としては、固体または液体の剤形、具体的には錠剤（糖衣錠、
フィルムコーティング錠を含む）、丸剤、顆粒剤、散剤、カプセル剤（ソフトカプセル剤
を含む）、シロップ剤、乳剤、懸濁剤等が挙げられる。このような組成物は公知の方法に
よって製造され、製剤分野において通常用いられる担体、希釈剤もしくは賦形剤を含有し
ていても良い。錠剤用の担体、賦形剤としては、例えば、乳糖、でんぷん、蔗糖、ステア
リン酸マグネシウムが用いられる。
【０１０９】
　上記の非経口用または経口用医薬組成物は、活性成分の投与量に適合するような投薬単
位の剤形に調製されることが好都合である。このような投薬単位の剤形としては、例えば
、錠剤、丸剤、カプセル剤、注射剤（アンプル）、坐剤が挙げられる。本発明の核酸は、
例えば、投薬単位剤形当たり通常約５～約５００ｍｇ、とりわけ注射剤では約５～約１０
０ｍｇ、その他の剤形では約１０～約２５０ｍｇ含有されていることが好ましい。
【０１１０】
　本発明の核酸を含有する上記医薬の投与量は、投与対象、対象疾患、症状、投与ルート
などによっても異なるが、例えば、潰瘍性大腸炎（ＵＣ）やクローン病（ＣＤ）等の炎症
性腸疾患（ＩＢＤ）の治療・予防のために使用する場合には、本発明の核酸を１回量とし
て、通常約０．０１～約２０ｍｇ／ｋｇ体重程度、好ましくは約０．１～約１０ｍｇ／ｋ
ｇ体重程度、さらに好ましくは約０．１～約５ｍｇ／ｋｇ体重程度を、１日１～５回程度
、好ましくは１日１～３回程度、静脈注射により投与するのが好都合である。他の非経口
投与および経口投与の場合もこれに準ずる量を投与することができる。症状が特に重い場
合には、その症状に応じて増量してもよい。
【０１１１】
　なお前記した各組成物は、本発明の核酸との配合により好ましくない相互作用を生じな
い限り適宜他の活性成分を含有してもよい。
【０１１２】
　（ＩＫＡＲＯＳに対する抗体、ＩＫＡＲＯＳの発現もしくは機能を阻害する低分子化合
物等を含有する医薬）
　ＩＫＡＲＯＳに対する抗体や、ＩＫＡＲＯＳの発現もしくは機能を阻害する低分子化合
物は、ＩＫＡＲＯＳの産生または機能を阻害することができる。したがって、これらの物
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質は、生体内におけるＩＫＡＲＯＳの発現もしくは機能を阻害するので、炎症性疾患の予
防および／または治療剤として使用することができる。
【０１１３】
　上記の抗体や低分子化合物を含有する医薬は低毒性であり、そのまま液剤として、また
は適当な剤型の医薬組成物として、ヒトまたは哺乳動物（例、ラット、ウサギ、ヒツジ、
ブタ、ウシ、ネコ、イヌ、サルなど）に対して経口的または非経口的（例、血管内投与、
皮下投与など）に投与することができる。
【０１１４】
　上記の抗体や低分子化合物は、それ自体を投与してもよいし、または適当な医薬組成物
として投与してもよい。投与に用いられる医薬組成物としては、上記の抗体もしくは低分
子化合物またはその塩と薬理学的に許容され得る担体、希釈剤もしくは賦形剤とを含むも
のであってもよい。このような医薬組成物は、経口または非経口投与に適する剤形として
提供される。
【０１１５】
　非経口投与のための組成物としては、例えば、注射剤、坐剤等が用いられ、注射剤は静
脈注射剤、皮下注射剤、皮内注射剤、筋肉注射剤、点滴注射剤等の剤形を包含しても良い
。このような注射剤は、公知の方法に従って調製できる。注射剤の調製方法としては、例
えば、上記本発明の抗体または低分子化合物もしくはその塩を通常注射剤に用いられる無
菌の水性液、または油性液に溶解、懸濁または乳化することによって調製できる。注射用
の水性液としては、例えば、生理食塩水、ブドウ糖やその他の補助薬を含む等張液等が用
いられ、適当な溶解補助剤、例えば、アルコール（例、エタノール）、ポリアルコール（
例、プロピレングリコール、ポリエチレングリコール）、非イオン界面活性剤〔例、ポリ
ソルベート８０、ＨＣＯ－５０（ｐｏｌｙｏｘｙｅｔｈｙｌｅｎｅ（５０ｍｏｌ）ａｄｄ
ｕｃｔ　ｏｆ　ｈｙｄｒｏｇｅｎａｔｅｄ　ｃａｓｔｏｒ　ｏｉｌ）〕等と併用してもよ
い。油性液としては、例えば、ゴマ油、大豆油等が用いられ、溶解補助剤として安息香酸
ベンジル、ベンジルアルコール等を併用してもよい。調製された注射液は、適当なアンプ
ルに充填されることが好ましい。直腸投与に用いられる坐剤は、上記抗体またはその塩を
通常の坐薬用基剤に混合することによって調製されても良い。
【０１１６】
　経口投与のための組成物としては、固体または液体の剤形、具体的には錠剤（糖衣錠、
フィルムコーティング錠を含む）、丸剤、顆粒剤、散剤、カプセル剤（ソフトカプセル剤
を含む）、シロップ剤、乳剤、懸濁剤等が挙げられる。このような組成物は公知の方法に
よって製造され、製剤分野において通常用いられる担体、希釈剤もしくは賦形剤を含有し
ていても良い。錠剤用の担体、賦形剤としては、例えば、乳糖、でんぷん、蔗糖、ステア
リン酸マグネシウムが用いられる。
【０１１７】
　上記の非経口用または経口用医薬組成物は、活性成分の投与量に適合するような投薬単
位の剤形に調製されることが好都合である。このような投薬単位の剤形としては、例えば
、錠剤、丸剤、カプセル剤、注射剤（アンプル）、坐剤が挙げられる。抗体や低分子化合
物は、投薬単位剤形当たり通常約５～約５００ｍｇ、とりわけ注射剤では約５～約１００
ｍｇ、その他の剤形では約１０～約２５０ｍｇ含有されていることが好ましい。
【０１１８】
　上記の抗体もしくは低分子化合物またはその塩を含有する上記医薬の投与量は、投与対
象、対象疾患、症状、投与ルートなどによっても異なるが、例えば、ＩＢＤの治療・予防
のために使用する場合には、抗体もしくは低分子化合物を１回量として、通常約０．０１
～約２０ｍｇ／ｋｇ体重程度、好ましくは約０．１～約１０ｍｇ／ｋｇ体重程度、さらに
好ましくは約０．１～約５ｍｇ／ｋｇ体重程度を、１日１～５回程度、好ましくは１日１
～３回程度、静脈注射により投与するのが好都合である。他の非経口投与および経口投与
の場合もこれに準ずる量を投与することができる。症状が特に重い場合には、その症状に
応じて増量してもよい。
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【０１１９】
　なお前記した各組成物は、上記抗体や低分子化合物との配合により好ましくない相互作
用を生じない限り他の活性成分を含有してもよい。
【０１２０】
　上述のＩＫＡＲＯＳに対するアンチセンス核酸、リボザイム核酸、ｓｉＲＮＡおよびそ
の前駆体を含有する医薬や、ＩＫＡＲＯＳに対する抗体、ＩＫＡＲＯＳの発現もしくは機
能を抑制する低分子化合物等を含有する医薬組成物は、抗炎症剤として、炎症性疾患の治
療、予防、または進行防止に用いることができる。炎症性疾患として、具体的には、潰瘍
性大腸炎（ＵＣ）やクローン病（ＣＤ）等の炎症性腸疾患（ＩＢＤ）、関節リウマチ（Ｒ
Ａ）、ベーチェット病、キャッスルマン病等の炎症性の自己免疫疾患などが挙げられるが
、これらに限定されず、ＩＫＡＲＯＳがその病態の増悪に関与しているいかなる炎症も、
本発明の対象である炎症性疾患に包含される。
【０１２１】
　上述のＩＫＡＲＯＳに対するアンチセンス核酸、リボザイム核酸、ｓｉＲＮＡおよびそ
の前駆体を含有する医薬や、ＩＫＡＲＯＳに対する抗体、ＩＫＡＲＯＳの発現もしくは機
能を抑制する低分子化合物等を含有する医薬組成物を炎症性疾患の治療または予防に使用
する場合には、単独で使用してもよいが、１種または２種以上の抗炎症作用を有する薬剤
と併用してもよい。
【０１２２】
　併用する薬剤としては、特に限定されるものではないが、例えば、メサラジン、副腎皮
質ステロイド（例、ベタメタゾン、プレドニゾロン、ヒドロコルチゾン、デキサメタゾン
等）、非ステロイド抗炎症薬（ＮＳＡＩＤｓ；例、サリチル酸系、アントラニル酸系、ア
リール酸系、プロピオン酸系、オキシカム系、ピリン系）、抗ＴＮＦα抗体（インフルキ
シマブ、アダリムマブ）、抗リウマチ薬（例、アクタリット等の免疫調節薬、メトトレキ
サート等の免疫抑制薬、抗ＴＮＦα抗体やエタネルセプト等の生物学的製剤）などが挙げ
られる。
【０１２３】
　（炎症等の疾病に対する医薬候補化合物または抗炎症剤のスクリーニング）
　上述の通り、ＩＫＡＲＯＳの発現および／または機能を阻害すると、炎症反応が抑制さ
れる。従って、ＩＫＡＲＯＳの発現および／または機能を阻害する化合物は、炎症性疾患
の予防および／または治療剤（抗炎症剤）として使用することができる。
【０１２４】
　したがって、ＩＫＡＲＯＳを産生するまたはその発現が亢進している細胞は、ＩＫＡＲ
ＯＳ（またはＩＫＡＲＯＳ遺伝子）の発現量および／または機能を指標とすることにより
、抗炎症性物質のスクリーニングのためのツールとして用いることができる。
【０１２５】
　ＩＫＡＲＯＳの発現または機能を阻害する化合物をスクリーニングする場合、該スクリ
ーニング方法は、ＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する細胞を、被検物質の存在下および
非存在下に培養し、両条件下におけるＩＫＡＲＯＳの発現量または機能の程度を比較する
ことを含む。また、ＩＫＡＲＯＳの機能を阻害する化合物は、精製したＩＫＡＲＯＳタン
パク質への結合能、ＩＫＡＲＯＳタンパク質とその結合タンパク質（例えば、ＩＫＡＲＯ
Ｓに対する抗体等）との結合阻害活性を試験することによっても、スクリーニングするこ
とができる。
【０１２６】
　したがって、１つの局面では、本発明は、以下の（１）～（３）の工程：（１）ＩＫＡ
ＲＯＳを産生する能力を有する細胞、例えばＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしくは該遺伝子の転写
調節領域の制御下にあるレポータータンパク質をコードする核酸を含む細胞を、被検物質
に接触させる工程；（２）前記細胞におけるＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしくはＩＫＡＲＯＳタ
ンパク質またはレポータータンパク質の発現量を測定する工程；および（３）被検物質の
非存在下において測定した場合と比較して、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子もしくはＩＫＡＲＯＳタ
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ンパク質またはレポータータンパク質の発現量を低下させた被検物質を、抗炎症性物質の
候補として選択する工程を含む、抗炎症性物質のスクリーニング方法を提供する。
【０１２７】
　上記のスクリーニング方法において用いられるＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する細
胞としては、それらを生来発現しているヒトもしくは他の哺乳動物細胞またはそれを含む
生体試料（例：血液、組織、臓器等）であれば特に制限はない。非ヒト動物由来の血液、
組織、臓器等の場合は、それらを生体から単離して培養してもよいし、あるいは生体自体
に被検物質を投与し、一定時間経過後にそれら生体試料を単離してもよい。
【０１２８】
　また、ＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する細胞としては、公知慣用の遺伝子工学的手
法により作製された各種の形質転換体が例示される。宿主としては、例えば、Ｈ４ＩＩＥ
－Ｃ３細胞、ＨｅｐＧ２細胞、ＨＥＫ２９３細胞、ＣＯＳ７細胞、ＣＨＯ細胞などの動物
細胞が好ましく用いられる。
【０１２９】
　具体的には、ＩＫＡＲＯＳをコードするＤＮＡ（即ち、配列番号１で表される塩基配列
または該塩基配列に対し相補性を有する塩基配列とストリンジェントな条件下でハイブリ
ダイズし、且つ配列番号２で表されるアミノ酸配列からなるタンパク質と同質の機能を有
するポリペプチドをコードする塩基配列を含むＤＮＡ）を、適当な発現ベクター中のプロ
モーターの下流に連結して宿主動物細胞に導入することにより調製することができる。
【０１３０】
　ＩＫＡＲＯＳをコードする遺伝子の調製方法について、以下に説明する。
【０１３１】
　ＩＫＡＲＯＳをコードする遺伝子は、通常の遺伝子工学的方法（例えば、Ｓａｍｂｒｏ
ｏｋ　Ｊ．，Ｆｒｉｓｃｈ　Ｅ．Ｆ．，Ｍａｎｉａｔｉｓ　Ｔ．著、モレキュラークロー
ニング第２版（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ）、コー
ルド　スプリング　ハーバー　ラボラトリー発行（Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏ
ｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　ｐｒｅｓｓ）等に記載されている方法）に準じて取得するこ
とができる。すなわち、ＩＫＡＲＯＳをコードするＤＮＡは、例えば、配列番号１で表さ
れる塩基配列に基づいて、適当なオリゴヌクレオチドをプローブもしくはプライマーとし
て合成し、前記したＩＫＡＲＯＳを産生する細胞・組織由来のｃＤＮＡもしくはｃＤＮＡ
ライブラリーから、ハイブリダイゼーション法やＰＣＲ法を用いてクローニングすること
ができる。ハイブリダイゼーションは、例えば、モレキュラー・クローニング（Ｍｏｌｅ
ｃｕｌａｒＣｌｏｎｉｎｇ）第２版（上記）に記載の方法などに従って行なうことができ
る。また、市販のライブラリーを使用する場合、ハイブリダイゼーションは、該ライブラ
リーに添付された使用説明書に記載の方法に従って行なうことができる。
【０１３２】
　ＤＮＡの塩基配列は、公知のキット、例えば、ＭｕｔａｎＴＭ－ｓｕｐｅｒ　Ｅｘｐｒ
ｅｓｓ　Ｋｍ（宝酒造（株））、ＭｕｔａｎＴＭ－Ｋ（宝酒造（株））等を用いて、ＯＤ
Ａ－ＬＡ　ＰＣＲ法、Ｇａｐｐｅｄ　ｄｕｐｌｅｘ法、Ｋｕｎｋｅｌ法等の自体公知の方
法あるいはそれらに準じる方法に従って変換することができる。
【０１３３】
　クローン化されたＤＮＡは、目的によりそのまま、または所望により制限酵素で消化す
るか、リンカーを付加した後に、使用することができる。該ＤＮＡはその５’末端側に翻
訳開始コドンとしてのＡＴＧを有し、また３’末端側には翻訳終止コドンとしてのＴＡＡ
、ＴＧＡまたはＴＡＧを有していてもよい。これらの翻訳開始コドンや翻訳終止コドンは
、適当な合成ＤＮＡアダプターを用いて付加することができる。
【０１３４】
　次いで、得られたＩＫＡＲＯＳ遺伝子を用いて、通常の遺伝子工学的方法に準じてＩＫ
ＡＲＯＳタンパク質を製造・取得することができる。
【０１３５】
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　例えば、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子が宿主細胞中で発現できるようなプラスミドを作製し、こ
れを宿主細胞に導入して形質転換し、さらに形質転換された宿主細胞（形質転換体）を培
養することで得られる培養物からＩＫＡＲＯＳを取得すればよい。上記プラスミドとして
は、例えば、宿主細胞中で複製可能な遺伝情報を含み、自律的に複製できるものであって
、宿主細胞からの単離・精製が容易であり、宿主細胞中で機能可能なプロモーターを有し
、検出可能なマーカーをもつ発現ベクターに、ＩＫＡＲＯＳをコードする遺伝子が導入さ
れたものを好ましく挙げることができる。尚、発現ベクターとしては、各種のものが市販
されている。
【０１３６】
　例えば、大腸菌での発現に使用される発現ベクターは、ｌａｃ、ｔｒｐ、ｔａｃなどの
プロモーターを含む発現ベクターであって、これらはファルマシア社、タカラバイオ等か
ら市販されている。当該発現ベクターにＩＫＡＲＯＳをコードする遺伝子を導入するため
に用いられる制限酵素もタカラバイオ等から市販されている。さらなる高発現を導くこと
が必要な場合には、ＩＫＡＲＯＳをコードするＤＮＡの上流にリボソーム結合領域を連結
してもよい。用いられるリボソーム結合領域としては、Ｇｕａｒｅｎｔｅ　Ｌ．ら（Ｃｅ
ｌｌ　２０，ｐ５４３）や谷口ら（Ｇｅｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ　Ｍ
ｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ，ｐ２０２，講談社）による報告に記載されたものを挙げる
ことができる。
【０１３７】
　また、動物細胞発現プラスミド（例：ｐＡ１－１１、ｐＸＴ１、ｐＲｃ／ＣＭＶ、ｐＲ
ｃ／ＲＳＶ、ｐｃＤＮＡＩ／Ｎｅｏ）；λファージなどのバクテリオファージ；レトロウ
イルス、ワクシニアウイルス、アデノウイルスなどの動物ウイルスベクターなどを用いる
こともできる。プロモーターとしては、遺伝子の発現に用いる宿主に対応して適切なプロ
モーターであればいかなるものでもよい。例えば、ＳＲαプロモーター、ＳＶ４０プロモ
ーター、ＬＴＲプロモーター、ＣＭＶ（サイトメガロウイルス）プロモーター、ＲＳＶ（
ラウス肉腫ウイルス）プロモーター、ＭｏＭｕＬＶ（モロニーマウス白血病ウイルス）Ｌ
ＴＲ、ＨＳＶ－ＴＫ（単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ）プロモーター、βアクチ
ン遺伝子プロモーター、ａＰ２遺伝子プロモーターなどが用いられる。なかでも、ＥＦ－
αプロモーター、ＣＡＧプロモーター、ＣＭＶプロモーター、ＳＲαプロモーターなどが
好ましい。
【０１３８】
　発現ベクターとしては、上記の他に、所望によりエンハンサー、スプライシングシグナ
ル、ポリＡ付加シグナル、選択マーカー、ＳＶ４０複製起点（以下、ＳＶ４０ｏｒｉと略
称する場合がある）などを含有しているものを用いることができる。
【０１３９】
　選択マーカーとしては、例えば、ジヒドロ葉酸還元酵素遺伝子（以下、ｄｈｆｒと略称
する場合がある、メソトレキセート（ＭＴＸ）耐性）、アンピシリン耐性遺伝子（以下、
ａｍｐｒと略称する場合がある）、ネオマイシン耐性遺伝子（以下、ｎｅｏｒと略称する
場合がある、Ｇ４１８耐性）等が挙げられる。特に、ｄｈｆｒ遺伝子欠損チャイニーズハ
ムスター細胞を用い、ｄｈｆｒ遺伝子を選択マーカーとして使用する場合、チミジンを含
まない培地によって目的遺伝子を選択することもできる。
【０１４０】
　上記したＩＫＡＲＯＳをコードするＤＮＡを含む発現ベクターで宿主を形質転換するこ
とにより、ＩＫＡＲＯＳ発現細胞を製造することができる。
【０１４１】
　宿主細胞としては、原核生物もしくは真核生物である微生物細胞、昆虫細胞または哺乳
動物細胞等を挙げることができる。哺乳動物細胞としては、例えば、ＨｅｐＧ２細胞、Ｈ
ＥＫ２９３細胞、ＨｅＬａ細胞、ヒトＦＬ細胞、サルＣＯＳ－７細胞、サルＶｅｒｏ細胞
、チャイニーズハムスター卵巣細胞（以下、ＣＨＯ細胞と略記）、ｄｈｆｒ遺伝子欠損Ｃ
ＨＯ細胞（以下、ＣＨＯ（ｄｈｆｒ－）細胞と略記）、マウスＬ細胞，マウスＡｔＴ－２
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０細胞、マウスミエローマ細胞，ラットＨ４ＩＩＥ－Ｃ３細胞、ラットＧＨ３細胞などが
用いられ得る。例えば、ＩＫＡＲＯＳの大量調製が容易になるという観点では、大腸菌等
を好ましく挙げることができる。
【０１４２】
　前記のようにして得られたプラスミドは、通常の遺伝子工学的方法により前記宿主細胞
に導入することができる。形質転換体の培養は、微生物培養、昆虫細胞もしくは哺乳動物
細胞の培養に使用される通常の方法によって行うことができる。例えば大腸菌の場合、適
当な炭素源、窒素源およびビタミン等の微量栄養物を適宜含む培地中で培養を行う。培養
方法としては、固体培養、液体培養のいずれの方法でもよく、好ましくは、通気撹拌培養
法等の液体培養を挙げることができる。
【０１４３】
　形質転換は、リン酸カルシウム共沈殿法、ＰＥＧ法、エレクトロポレーション法、マイ
クロインジェクション法、リポフェクション法などにより行うことができる。例えば、細
胞工学別冊８　新細胞工学実験プロトコル，２６３－２６７（１９９５）（秀潤社発行）
、ヴィロロジー（Ｖｉｒｏｌｏｇｙ），５２巻，４５６（１９７３）に記載の方法を用い
ることができる。
【０１４４】
　上記のようにして得られる形質転換細胞や生来ＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する哺
乳動物細胞または該細胞を含む組織・臓器は、例えば、約５～２０％の胎仔牛血清を含む
最小必須培地（ＭＥＭ）〔Ｓｃｉｅｎｃｅ，１２２巻，５０１（１９５２）〕，ダルベッ
コ改変イーグル培地（ＤＭＥＭ）〔Ｖｉｒｏｌｏｇｙ，８　巻，３９６（１９５９）〕，
ＲＰＭＩ　１６４０培地〔Ｔｈｅ　Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　
Ｍｅｄｉｃａｌ　Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ，１９９巻，５１９（１９６７）〕，１９９培
地〔Ｐｒｏｃｅｅｄｉｎｇ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｓｏｃｉｅｔｙ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｉｃａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，７３巻，１（１９５０）〕などの培地中で培養するこ
とができる。培地のｐＨは約６～８であるのが好ましい。培養は通常約３０～４０℃で行
ない、必要に応じて通気や撹拌を加える。
【０１４５】
　ＩＫＡＲＯＳタンパク質の取得は、一般のタンパク質の単離・精製に通常使用される方
法を組み合わせて実施すればよい。例えば、前記の培養により得られた形質転換体を遠心
分離などで除去し、培養上清からＩＫＡＲＯＳを前記と同様にして精製してもよい。また
、ＩＫＡＲＯＳタンパク質が前記の培養により得られた形質転換体の細胞内に蓄積する場
合には、例えば、該形質転換体を遠心分離等で集めた後、細胞を破砕または溶解せしめ、
必要であればタンパク質の可溶化を行い、イオン交換、疎水、ゲルろ過等の各種クロマト
グラフィーを用いた工程を単独で、若しくは組み合わせることにより精製すればよい。精
製されたタンパク質の高次構造を復元する操作をさらに行ってもよい。
【０１４６】
　本発明のスクリーニングを実施するに当たり、被検物質としては、例えばタンパク質、
ペプチド、非ペプチド性化合物、合成化合物、発酵生産物、細胞抽出液、植物抽出液、動
物組織抽出液などが挙げられ、これらの物質は新規なものであってもよいし、公知のもの
であってもよい。
【０１４７】
　また、ＩＫＡＲＯＳもしくはＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現量を低下させる物質、またはＩ
ＫＡＲＯＳの機能を低下させる物質を選択する際に、被検物質を接触させない対照細胞を
比較対照として用いることもできる。ここで「被検物質を接触させない」とは、被検物質
の代わりに被検物質と同量の溶媒（ブランク）を添加する場合や、ＩＫＡＲＯＳもしくは
ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現量またはＩＫＡＲＯＳの機能に影響を与えないネガティブコン
トロール物質を添加する場合も含まれる。
【０１４８】
　被検物質の上記細胞との接触は、例えば、上記の培地や各種緩衝液（例えば、ＨＥＰＥ
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Ｓ緩衝液、リン酸緩衝液、リン酸緩衝生理食塩水、トリス塩酸緩衝液、ホウ酸緩衝液、酢
酸緩衝液など）の中に被検物質を添加して、細胞を一定時間インキュベートすることによ
り実施することができる。添加される被検物質の濃度は化合物の種類（溶解度、毒性等）
により異なるが、例えば、約０．１ｎＭ～約１００μＭの範囲で適宜選択される。インキ
ュベート時間としては、例えば、約１０分～約２４時間が挙げられる。
【０１４９】
　ＩＫＡＲＯＳを産生する細胞が、非ヒト哺乳動物個体の形態で提供される場合、該動物
個体の状態は特に制限されないが、例えば、薬剤もしくは遺伝子改変により炎症を誘起し
た炎症性疾患モデル動物（例えば、デキストラン硫酸ナトリウム（ＤＳＳ）や２．４．６
－トリニトロベンゼンスルホン酸（ＴＮＢＳ）等の薬剤により大腸炎を誘起したマウス、
ＩＬ－１０ノックアウトマウスやＩＬ－２ノックアウトマウス等の遺伝子改変マウス等の
ＩＢＤモデル動物、コラーゲン誘導関節炎（ＣＩＡ）マウス、ＳＫＧマウス、ＰＤ－１ノ
ックアウトマウス、Ｋ／ＢｘＮマウス、シノビオリンＴｇマウス等のＲＡモデル動物など
）であってもよい。使用される動物の飼育条件に特に制限はないが、ＳＰＦグレード以上
の環境下で飼育されたものであることが好ましい。被検物質の該細胞との接触は、該動物
個体への被検物質の投与によって行われる。投与経路は特に制限されないが、例えば、静
脈内投与、動脈内投与、皮下投与、皮内投与、腹腔内投与、経口投与、気道内投与、直腸
投与等が挙げられる。投与量も特に制限はないが、例えば、１回量として約０．５～２０
ｍｇ／ｋｇを、１日１～５回、好ましくは１日１～３回、１～１４日間投与することがで
きる。
【０１５０】
　あるいは、上記のスクリーニング方法は、ＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する細胞に
代えて、該細胞の抽出液、あるいは該細胞から単離精製したＩＫＡＲＯＳに、被検物質を
接触させることにより行うこともできる。
【０１５１】
　したがって別の局面では、本発明は、ＩＫＡＲＯＳと被検物質とを接触させ、ＩＫＡＲ
ＯＳと結合能を有する被検物質を抗炎症性物質の候補として選択することを特徴とする、
抗炎症性物質のスクリーニング方法を提供する。使用され得るＩＫＡＲＯＳは、ＩＫＡＲ
ＯＳを産生する能力を有する細胞の抽出液、あるいは該細胞から単離精製することができ
る。
【０１５２】
　１つの実施形態では、本発明のスクリーニング方法では、以下の（１）～（３）の工程
：（１）被検物質の存在下でＩＫＡＲＯＳを炎症性疾患の標的細胞の細胞膜画分と接触さ
せる工程；（２）細胞膜画分に結合したＩＫＡＲＯＳ量を測定する工程；および（３）被
検物質の非存在下において測定した場合と比較して、細胞膜画分に結合するＩＫＡＲＯＳ
量を低下させた被検物質を、抗炎症性物質の候補として選択する工程を含む。
【０１５３】
　特定の実施形態では、本発明では重層結膜上皮細胞を用いた膜透過性・組織浸透性の独
自の評価系が利用される。この評価系では、上皮細胞に選択的に作用する化合物を選別す
ることが可能である。
【０１５４】
　さらなる実施形態では、本発明では炎症の評価系として眼表面炎症を用いることができ
る。眼表面は、容易に観察できる粘膜組織であり、炎症評価が、肉眼的解析・組織学的解
析において比較的容易であるという利点がある。さらに眼表面炎症の治療は、点眼による
局所投与が一般的であり、新規化合物の炎症抑制作用を評価する上で、眼表面炎症モデル
は、優位である。加えて、本発明では、炎症抑制作用の評価にすぐれたアレルギー性結膜
炎マウスモデルを利用することもできる。そのような炎症モデルについては、実施例にお
いて例示されているものを利用することができるがそれらに限定されない。
【０１５５】
　１つの実施形態では、本発明の方法は、上記抗炎症性物質の候補として選択された被検
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物質を炎症モデルに適用し、該モデルにおける炎症反応を抑制するか否かを検定すること
をさらに含む。
【０１５６】
　（ＩＫＡＲＯＳ遺伝子またはＩＫＡＲＯＳの発現量の測定）
　本発明は、ＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する細胞における該タンパク質（遺伝子）
の発現を、被検物質の存在下と非存在下で比較することを特徴とする、抗炎症性物質のス
クリーニング方法を提供する。本方法において用いられる細胞、被検物質の種類、被検物
質と細胞との接触の態様などは、上記と同様である。
【０１５７】
　ＩＫＡＲＯＳの発現量は、前記したＩＫＡＲＯＳをコードするＤＮＡとストリンジェン
トな条件下でハイブリダイズし得る核酸、即ち、配列番号１または３で表される塩基配列
もしくはそれと相補的な塩基配列とストリンジェントな条件下でハイブリダイズし得る核
酸（ＤＮＡ）（以下、「本発明の検出用核酸」という場合がある）を用いて、ＩＫＡＲＯ
Ｓ遺伝子のｍＲＮＡを検出することにより、ＲＮＡレベルで測定することができる。ある
いは、該発現量は、前記したＩＫＡＲＯＳに対する抗体（以下、「本発明の検出用抗体」
という場合がある）を用いて、これらのタンパク質を検出することにより、タンパク質レ
ベルで測定することもできる。
【０１５８】
　従って、より具体的には、本発明は、
（ａ）ＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する細胞を被検物質の存在下および非存在下に培
養し、両条件下における該タンパク質をコードするｍＲＮＡの量を、本発明の検出用核酸
を用いて測定、比較することを特徴とする、抗炎症性物質のスクリーニング方法、および
（ｂ）ＩＫＡＲＯＳを産生する能力を有する細胞を被検物質の存在下および非存在下に培
養し、両条件下における該タンパク質の量を、本発明の検出用抗体を用いて測定、比較す
ることを特徴とする、抗炎症性物質のスクリーニング方法を提供する。
【０１５９】
　すなわち、ＩＫＡＲＯＳの発現量を変化させる物質のスクリーニングは、以下のように
して行うことができる。
（ｉ）正常あるいは疾患モデル（例えば、ＤＳＳもしくはＴＮＢＳ誘起大腸炎モデルなど
）非ヒト哺乳動物（例えば、マウス、ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ネコ、イヌ
、サルなど）に対して被検物質を投与し、一定時間経過した後（３０分後～３日後、好ま
しくは１時間後～２日後、より好ましくは１時間後～２４時間後）に、血液、あるいは特
定の臓器（例えば、脳等）、あるいは臓器から単離した組織または細胞を得る。
【０１６０】
　ＩＫＡＲＯＳのｍＲＮＡは、通常の方法により細胞等からｍＲＮＡを抽出して定量する
ことができ、あるいは自体公知のノーザンブロット解析により定量することもできる。一
方、ＩＫＡＲＯＳのタンパク質量は、ウェスタンブロット解析や以下に詳述する各種イム
ノアッセイ法を用いて定量することができる。
（ｉｉ）ＩＫＡＲＯＳ遺伝子を発現する細胞（例えば、ＩＫＡＲＯＳを導入した形質転換
体）を上記の方法に従って作製し、常法に従って培養する際に被検物質を培地もしくは緩
衝液中に添加し、一定時間インキュベート後（１日後～７日後、好ましくは１日後～３日
後、より好ましくは２日後～３日後）、該細胞培養物中に含まれるＩＫＡＲＯＳあるいは
それをコードするｍＲＮＡを、上記（ｉ）と同様にして定量、解析することができる。
【０１６１】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子（ｍＲＮＡ）の発現レベルの検出および定量は、前記細胞から調製
したＲＮＡまたはそれから転写された相補的なポリヌクレオチドを用いて、ノーザンブロ
ット法、ＲＴ－ＰＣＲ法など公知の方法で実施できる。具体的には、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子
の塩基配列において連続する少なくとも１５塩基を有するポリヌクレオチドおよび／また
はその相補的なポリヌクレオチドをプライマーまたはプローブとして用いることによって
、ＲＮＡ中のＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現の有無やその発現レベルを検出、測定することが
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できる。そのようなプローブもしくはプライマーは、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の塩基配列をも
とに、例えばｐｒｉｍｅｒ　３（ｈｔｔｐ：／／ｐｒｉｍｅｒ３．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇ
ｅ．ｎｅｔ／）あるいはベクターＮＴＩ（Ｉｎｆｏｍａｘ社製）を利用して設計すること
ができる。
【０１６２】
　ノーザンブロット法を利用する場合、前記プライマーもしくはプローブを放射性同位元
素（３２Ｐ、３３Ｐなど：ＲＩ）や蛍光物質などで標識し、それを、常法に従ってナイロ
ンメンブレン等にトランスファーした細胞由来のＲＮＡとハイブリダイズさせた後、形成
された前記プライマーもしくはプローブ（ＤＮＡまたはＲＮＡ）とＲＮＡとの二重鎖を、
前記プライマーもしくはプローブの標識物（ＲＩ若しくは蛍光物質）に由来するシグナル
として放射線検出器（ＢＡＳ－１８００ＩＩ、富士フィルム社製）または蛍光検出器で検
出、測定する方法を例示することができる。また、ＡｌｋＰｈｏｓ　Ｄｉｒｅｃｔ　Ｌａ
ｂｅｌｌｉｎｇ　ａｎｄ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈ
ａｒａｍｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ社製）を用いて、該プロトコルに従って前記プローブを標
識し、細胞由来のＲＮＡとハイブリダイズさせた後、前記プローブの標識物に由来するシ
グナルをマルチバイオイメージャーＳＴＯＲＭ８６０（Ａｍｅｒｓｈａｍ　Ｐｈａｒｍａ
ｃｉａ　Ｂｉｏｔｅｃｈ社製）で検出、測定する方法を使用することもできる。
【０１６３】
　ＲＴ－ＰＣＲ法を利用する場合は、細胞由来のＲＮＡから常法に従ってｃＤＮＡを調製
して、これを鋳型として標的のＩＫＡＲＯＳ遺伝子の領域が増幅できるように、ＩＫＡＲ
ＯＳ遺伝子の配列に基づき調製した一対のプライマー（上記ｃＤＮＡ（－鎖）に結合する
正鎖、＋鎖に結合する逆鎖）をこれとハイブリダイズさせて、常法に従ってＰＣＲ法を行
い、得られた増幅二本鎖ＤＮＡを検出する方法を例示することができる。なお、増幅され
た二本鎖ＤＮＡの検出は、上記ＰＣＲを予めＲＩや蛍光物質で標識しておいたプライマー
を用いて行うことによって産生される標識二本鎖ＤＮＡを検出する方法、産生された二本
鎖ＤＮＡを常法に従ってナイロンメンブレン等にトランスファーさせて、標識した前記プ
ライマーをプローブとして使用してこれとハイブリダイズさせて検出する方法などを用い
ることができる。なお、生成された標識二本鎖ＤＮＡ産物はアジレント２１００バイオア
ナライザ（横河アナリティカルシステムズ社製）などで測定することができる。また、Ｓ
ＹＢＲ　Ｇｒｅｅｎ　ＲＴ－ＰＣＲ　Ｒｅａｇｅｎｔｓ（Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓ
ｔｅｍｓ社製）で該プロトコルに従ってＲＴ－ＰＣＲ反応液を調製し、ＡＢＩ　ＰＲＩＭ
Ｅ　７９００　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　Ｓｙｓｔｅｍ（Ａｐｐｌｉｅｄ
　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ社製）で反応させて、該反応物を検出することもできる。
【０１６４】
　被検物質を添加した細胞におけるＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が被検物質を添加しない対
照細胞での発現量と比較して２／３倍以下、好ましくは１／２倍以下、更に好ましくは１
／３倍以下であれば、該被検物質はＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現抑制物質として選択するこ
とができる。
【０１６５】
　また、ＩＫＡＲＯＳの発現量を変化させる物質のスクリーニングは、ＩＫＡＲＯＳ遺伝
子の転写調節領域を用いたレポーター遺伝子アッセイで行うことも可能である。ここで、
「転写調節領域」とは、通常、当該染色体遺伝子の上流数ｋｂから数十ｋｂの範囲を指し
、例えば、（ｉ）５’－レース法（５’－ＲＡＣＥ法）（例えば、５’－ｆｕｌｌ　Ｒａ
ｃｅ　Ｃｏｒｅ　Ｋｉｔ（タカラバイオ社製）等を用いて実施されうる）、オリゴキャッ
プ法、Ｓ１プライマーマッピング等の通常の方法により、５’末端を決定するステップ；
（ｉｉ）Ｇｅｎｏｍｅ　Ｗａｌｋｅｒ　Ｋｉｔ（クローンテック社製）等を用いて５’’
－上流領域を取得し、得られた上流領域について、プロモーター活性を測定するステップ
；を含む手法等により同定することが出来る。
【０１６６】
　ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写調節領域の下流に機能可能な形でレポータータンパク質をコ
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ードする核酸（以下、「レポーター遺伝子」という）を連結して、レポータータンパク質
発現ベクターを構築する。該ベクターは当業者に公知の方法で調製すればよい。すなわち
、「Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ　
２ｎｄ　ｅｄｉｔｉｏｎ」（１９８９），Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａ
ｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ、「Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　Ｉｎ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ」（１９８７），Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，
Ｉｎｃ．等に記載される通常の遺伝子工学的手法に従って切り出されたＩＫＡＲＯＳ遺伝
子の転写調節領域を、レポーター遺伝子を含むプラスミド上に組み込むことができる。
【０１６７】
　レポータータンパク質としては、β－グルクロニダーゼ（ＧＵＳ）、ルシフェラーゼ、
クロラムフェニコールトランスアセチラーゼ（ＣＡＴ）、β－ガラクトシダーゼ（ＧＡＳ
）、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）、青色蛍光タンパク
質（ＣＦＰ）、赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）等が挙げられる。
【０１６８】
　調製したＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写調節領域を機能可能な形で連結されてなるレポータ
ー遺伝子を、通常の遺伝子工学的手法を用いて、当該レポーター遺伝子を導入する細胞に
おいて使用可能なベクターに挿入し、プラスミドを作製し、適当な宿主細胞へ導入するこ
とができる。ベクターに搭載される選択マーカー遺伝子に応じた選抜条件の培地で培養す
ることにより、安定な形質転換細胞を得ることができる。あるいは、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子
の転写調節領域を機能可能な形で連結されてなるレポーター遺伝子は、宿主細胞内に一過
的に発現させてもよい。
【０１６９】
　また、レポーター遺伝子の発現量を測定する方法としては、個々のレポーター遺伝子に
応じた方法を利用すればよい。例えば、レポーター遺伝子としてルシフェラーゼ遺伝子を
用いる場合には、前記形質転換細胞を数日間培養後、当該細胞の抽出物を得、次いで当該
抽出物をルシフェリンおよびＡＴＰと反応させて化学発光させ、その発光強度を測定する
ことによりプロモーター活性を検出することができる。この際、ピッカジーンデュアルキ
ット（登録商標；東洋インキ製）等の市販のルシフェラーゼ反応検出キットを用いること
ができる。
【０１７０】
　ＩＫＡＲＯＳのタンパク質量の測定方法としては、具体的には、例えば、
（ｉ）本発明の検出用抗体と、試料液および標識化されたＩＫＡＲＯＳとを競合的に反応
させ、該抗体に結合した標識化されたタンパク質を検出することにより試料液中のＩＫＡ
ＲＯＳを定量する方法や、
（ｉｉ）試料液と、担体上に不溶化した本発明の検出用抗体および標識化された別の本発
明の検出用抗体とを、同時あるいは連続的に反応させた後、不溶化担体上の標識剤の量（
活性）を測定することにより、試料液中のＩＫＡＲＯＳを定量する方法等が挙げられる。
【０１７１】
　ＩＫＡＲＯＳのタンパク質発現レベルの検出および定量は、ＩＫＡＲＯＳを認識する抗
体を用いたウェスタンブロット法等の公知方法に従って定量できる。ウェスタンブロット
法は、一次抗体としてＩＫＡＲＯＳを認識する抗体を用いた後、二次抗体として１２５Ｉ
などの放射性同位元素、蛍光物質、ホースラディッシュペルオキシダーゼ（ＨＲＰ）等の
酵素等で標識した一次抗体に結合する抗体を用いて標識し、これら標識物質由来のシグナ
ルを放射線測定器（ＢＡＩ－１８００ＩＩ：富士フィルム社製など）、蛍光検出器などで
測定することによって実施できる。また、一次抗体としてＩＫＡＲＯＳを認識する抗体を
用いた後、ＥＣＬ　Ｐｌｕｓ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　Ｂｌｏｔｔｉｎｇ　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
　Ｓｙｓｔｅｍ（アマシャム　ファルマシアバイオテク社製）を利用して該プロトコルに
従って検出し、マルチバイオメージャーＳＴＯＲＭ８６０（アマシャム　ファルマシアバ
イオテク社製）で測定することもできる。
【０１７２】
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　上記の抗体は、その形態に特に制限はなく、ＩＫＡＲＯＳを免疫原とするポリクローナ
ル抗体であっても、またモノクローナル抗体であってもよく、さらにはＩＫＡＲＯＳを構
成するアミノ酸配列のうち少なくとも連続する、通常８アミノ酸、好ましくは１５アミノ
酸、より好ましくは２０アミノ酸からなるポリペプチドに対して抗原結合性を有する抗体
を用いることもできる。
【０１７３】
　これらの抗体の製造方法は、すでに周知であり、本発明の抗体もこれらの常法に従って
製造することができる（Ｃｕｒｒｅｎｔ　ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａ
ｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　ｅｄｉｔ．Ａｕｓｕｂｅｌ　ｅｔ　ａｌ．（１９８７）Ｐｕｂｌｉ
ｓｈ．Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　ａｎｄ　Ｓｏｎｓ．Ｓｅｃｔｉｏｎ　１１．１２～１１．
１３）。
【０１７４】
　上記（ｉｉ）の定量法においては、２種の抗体はＩＫＡＲＯＳの異なる部分を認識する
ものであることが望ましい。例えば、一方の抗体がＩＫＡＲＯＳのＮ端部を認識する抗体
であれば、他方の抗体として該タンパク質のＣ端部と反応するものを用いることができる
。
【０１７５】
　標識物質を用いる測定法に用いられる標識剤としては、例えば、放射性同位元素、酵素
、蛍光物質、発光物質などが用いられる。放射性同位元素としては、例えば、〔１２５Ｉ
〕、〔１３１Ｉ〕、〔３Ｈ〕、〔１４Ｃ〕などが用いられる。上記酵素としては、安定で
比活性の大きなものが好ましく、例えば、β－ガラクトシダーゼ、β－グルコシダーゼ、
アルカリフォスファターゼ、パーオキシダーゼ、リンゴ酸脱水素酵素などが用いられる。
蛍光物質としては、例えば、フルオレスカミン、フルオレッセンイソチオシアネートなど
が用いられる。発光物質としては、例えば、ルミノール、ルミノール誘導体、ルシフェリ
ン、ルシゲニンなどが用いられる。さらに、抗体あるいは抗原と標識剤との結合にビオチ
ン－（ストレプト）アビジン系を用いることもできる。
【０１７６】
　本発明の検出用抗体を用いるＩＫＡＲＯＳの定量法は、特に制限されるべきものではな
く、試料液中の抗原量に対応した、抗体、抗原もしくは抗体－抗原複合体の量を化学的ま
たは物理的手段により検出し、これを既知量の抗原を含む標準液を用いて作製した標準曲
線より算出する測定法であれば、いずれの測定法を用いてもよい。例えば、ネフロメトリ
ー、競合法、イムノメトリック法およびサンドイッチ法が好適に用いられる。感度、特異
性の点で、例えば、後述するサンドイッチ法を用いるのが好ましい。
【０１７７】
　抗原あるいは抗体の不溶化にあたっては、物理吸着を用いてもよく、また通常タンパク
質あるいは酵素等を不溶化・固定化するのに用いられる化学結合を用いてもよい。担体と
しては、アガロース、デキストラン、セルロースなどの不溶性多糖類、ポリスチレン、ポ
リアクリルアミド、シリコン等の合成樹脂、あるいはガラス等があげられる。
【０１７８】
　サンドイッチ法においては不溶化した本発明の検出用抗体に試料液を反応させ（１次反
応）、さらに標識化した別の本発明の検出用抗体を反応させた（２次反応）後、不溶化担
体上の標識剤の量もしくは活性を測定することにより、試料液中のＩＫＡＲＯＳを定量す
ることができる。１次反応と２次反応は逆の順序で行っても、また、同時に行ってもよい
し、時間をずらして行ってもよい。標識化剤および不溶化の方法は前記のそれらに準じる
ことができる。また、サンドイッチ法による免疫測定法において、固相化抗体あるいは標
識化抗体に用いられる抗体は必ずしも１種類である必要はなく、測定感度を向上させる等
の目的で２種類以上の抗体の混合物を用いてもよい。
【０１７９】
　本発明の検出用抗体は、サンドイッチ法以外の測定システム、例えば、競合法、イムノ
メトリック法あるいはネフロメトリーなどにも用いることができる。
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【０１８０】
　競合法では、試料液中のＩＫＡＲＯＳと標識したＩＫＡＲＯＳとを抗体に対して競合的
に反応させた後、未反応の標識抗原（Ｆ）と、抗体と結合した標識抗原（Ｂ）とを分離し
（Ｂ／Ｆ分離）、Ｂ，Ｆいずれかの標識量を測定することにより、試料液中のＩＫＡＲＯ
Ｓを定量する。本反応法には、抗体として可溶性抗体を用い、ポリエチレングリコールや
前記抗体（１次抗体）に対する２次抗体などを用いてＢ／Ｆ分離を行う液相法、および、
１次抗体として固相化抗体を用いるか（直接法）、あるいは１次抗体は可溶性のものを用
い、２次抗体として固相化抗体を用いる（間接法）固相化法とが用いられる。
【０１８１】
　イムノメトリック法では、試料液中のＩＫＡＲＯＳと固相化したＩＫＡＲＯＳとを一定
量の標識化抗体に対して競合反応させた後、固相と液相を分離するか、あるいは試料液中
のＩＫＡＲＯＳと過剰量の標識化抗体とを反応させ、次に固相化したＩＫＡＲＯＳを加え
て未反応の標識化抗体を固相に結合させた後、固相と液相を分離する。次に、いずれかの
相の標識量を測定し試料液中の抗原量を定量する。
【０１８２】
　また、ネフロメトリーでは、ゲル内あるいは溶液中で抗原抗体反応の結果生じた不溶性
の沈降物の量を測定する。試料液中のＩＫＡＲＯＳの量がわずかであり、少量の沈降物し
か得られない場合にもレーザーの散乱を利用するレーザーネフロメトリーなどが好適に用
いられる。
【０１８３】
　これら個々の免疫学的測定法を本発明の定量方法に適用するにあたっては、特別の条件
、操作等の設定は必要とされない。それぞれの方法における通常の条件、操作法に当業者
の通常の技術的配慮を加えてＩＫＡＲＯＳの測定系を構築すればよい。これらの一般的な
技術手段の詳細については、総説、成書などを参照することができる。
【０１８４】
　例えば、入江　寛編「ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和４９年発行）、入江　寛
編「続ラジオイムノアッセイ」（講談社、昭和５４年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測
定法」（医学書院、昭和５３年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第２版）（医
学書院、昭和５７年発行）、石川栄治ら編「酵素免疫測定法」（第３版）（医学書院、昭
和６２年発行）、「Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　ＥＮＺＹＭＯＬＯＧＹ」　Ｖｏｌ．７０（Ｉ
ｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ｐａｒｔ　Ａ））、同書　Ｖｏｌ
．７３（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ｐａｒｔ　Ｂ））、同
書　Ｖｏｌ．７４（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ｐａｒｔ　
Ｃ））、同書　Ｖｏｌ．８４（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（
Ｐａｒｔ　Ｄ：Ｓｅｌｅｃｔｅｄ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙｓ））、同書　Ｖｏｌ．９２
（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ（Ｐａｒｔ　Ｅ：Ｍｏｎｏｃｌ
ｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ　ａｎｄ　Ｇｅｎｅｒａｌ　Ｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ））、同書　Ｖｏｌ．１２１（Ｉｍｍｕｎｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｔｅｃｈ
ｎｉｑｕｅｓ（Ｐａｒｔ　Ｉ：Ｈｙｂｒｉｄｏｍａ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ　ａｎｄ　Ｍ
ｏｎｏｃｌｏｎａｌ　Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ））（以上、アカデミックプレス社発行）な
どを参照することができる。
【０１８５】
　以上のようにして、本発明の検出用抗体を用いることによって、細胞におけるＩＫＡＲ
ＯＳの量を感度よく定量することができる。
【０１８６】
　例えば、上記スクリーニング法において、被検物質の存在下におけるＩＫＡＲＯＳの発
現量（ｍＲＮＡ量またはタンパク質量）が、被検物質の非存在下における場合に比べて、
約２０％以上、好ましくは約３０％以上、より好ましくは約５０％以上阻害された場合、
該被検物質を、ＩＫＡＲＯＳの発現阻害物質、従って、抗炎症性物質の候補として選択す
ることができる。
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【０１８７】
　あるいは、上記スクリーニング法において、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子を発現する細胞に代え
て、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の内在の転写調節領域の制御下にあるレポーター遺伝子を含む細
胞を用いることができる。このような細胞は、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の転写調節領域の制御
下にあるレポーター遺伝子（例、ルシフェラーゼ、ＧＦＰなど）を導入したトランスジェ
ニック動物の細胞、組織、臓器もしくは個体であってもよい。かかる細胞を用いる場合に
は、ＩＫＡＲＯＳの発現量は、レポーター遺伝子の発現レベルを、常法を用いて測定する
ことにより評価することができる。
【０１８８】
　（ＩＫＡＲＯＳの機能の測定）
　本発明のスクリーニング方法は、被検物質がＩＫＡＲＯＳの機能を阻害するか否かを指
標として行うこともできる。
【０１８９】
　ＩＫＡＲＯＳは主に好中球から血中に分泌されるタンパク質であるので、ＩＫＡＲＯＳ
タンパク質に結合能を有する物質は、ＩＫＡＲＯＳタンパク質とその結合パートナーであ
るタンパク質（例えば、標的細胞表面上のＩＫＡＲＯＳ受容体）との相互作用を遮断する
ことにより、ＩＫＡＲＯＳの機能を阻害し得ると考えられる。従って、ＩＫＡＲＯＳへの
結合能を指標として、ＩＫＡＲＯＳの機能阻害物質の候補をスクリーニングすることがで
きる。
【０１９０】
　例えば、被検物質をウェルプレートの各ウェルに吸着させ、適当な標識剤で標識したＩ
ＫＡＲＯＳ溶液を各ウェルに添加してインキュベートした後液相を除き、洗浄後に固相に
結合した標識量を測定することにより、ＩＫＡＲＯＳとの結合能を有する被検物質を検出
することができる。ＩＫＡＲＯＳを直接標識する代わりに、標識した抗ＩＫＡＲＯＳ抗体
を用いて固相に結合したＩＫＡＲＯＳを検出することもできる。あるいは、ＩＫＡＲＯＳ
を固定化した担体（例、アフィニティーカラム）に被検物質の溶液を通し、該担体に保持
された被検物質を、ＩＫＡＲＯＳとの結合能を有する物質、即ち抗炎症性物質の候補とし
て選択することもできる。
【０１９１】
　このようにして得られた候補物質が実際に抗炎症作用を有するか否かは、該候補物質を
炎症モデルに適用し、該モデルにおける炎症反応を抑制するか否かを検定することにより
確認することができる。そのような炎症モデルとしては、ｉｎ　ｖｉｖｏおよびｉｎ　ｖ
ｉｔｒｏのモデルを用いることができる。Ｉｎ　ｖｉｖｏモデルとしては、例えばＤＳＳ
誘起大腸炎モデル（分子量５，０００～１０，０００のＤＳＳを３～５％（ｗ／ｖ）含有
する水を、非ヒト動物に５～１０日間飲水させることにより調製することができる）、Ｔ
ＮＢＳ誘起大腸炎モデル（ＴＮＢＳを５０％エタノールに溶解し、例えば５０μｇ／ｇ体
重の量で非ヒト動物に直腸内投与することにより調製することができる）等のＩＢＤモデ
ル、ＣＩＡモデル（完全フロイントアジュバントとエマルジョン化したＩＩ型コラーゲン
で非ヒト動物を免疫することにより調製することができる）、ＣＡＩＡモデル（ＩＩ型コ
ラーゲンのＣＢ１１内のエピトープを認識するモノクローナル抗体カクテルを非ヒト動物
に注射することにより調製することができる）等のＲＡモデル等を用いることができるが
、これらに限定されない。一方、ｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルとしては、炎症性疾患における
標的細胞（例えば、ＩＢＤにおける腸管上皮細胞、ＲＡにおける滑膜細胞等）の培養系（
例えば、Ｃａｃｏ－２細胞培養系、ＲＡ患者の滑膜組織由来の滑膜線維芽細胞の培養系等
）などが挙げられるが、これらに限定されない。これらのｉｎ　ｖｉｔｒｏモデルは、必
要に応じてＴＮＦα等の炎症性サイトカインやＨ２Ｏ２等の活性酸素、ＬＰＳ等による刺
激、あるいは単球、マクロファージ、好中球等の炎症性サイトカイン産生細胞との複合培
養（例えば、トランスウェルＴＭ培養システム等を用い、上部コンパートメントに標的細
胞（例、Ｃａｃｏ－２細胞）、下部コンパートメントに炎症性サイトカイン産生細胞（マ
クロファージ様のＴＨＰ－１細胞、ＲＡＷ２６４．７細胞）をそれぞれ単層培養する培養
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系）などにより、炎症反応を惹起することができる。
【０１９２】
　候補物質が抗炎症作用を有するか否かは、上記の炎症モデルにおける炎症反応が候補物
質の添加により抑制されたか否かにより判定することができる。例えば、上記の薬剤誘起
大腸炎モデル動物であれば、体重の変化（大腸炎発症による体重減少の抑制、あるいは体
重減少からの回復の程度等）、大腸長の短縮、大腸炎症部位における上皮の損傷および炎
症細胞浸潤の程度などを指標にして、抗炎症効果の有無および／またはその程度を判定す
ることができる。一方、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ炎症性腸疾患モデルである腸管上皮細胞の単層
培養系を用いた場合、経上皮電気抵抗（ＴＥＲ）値の低下、ＬＤＨ産生、ＩＬ－８発現上
昇を指標にして炎症反応の程度を評価することができる。
【０１９３】
　本発明の別の好ましい態様においては、ＩＫＡＲＯＳタンパク質とその結合タンパク質
（例えば、ＩＫＡＲＯＳ受容体）との結合阻害活性を試験することによって、ＩＫＡＲＯ
Ｓの機能阻害物質をスクリーニングすることができる。ＩＫＡＲＯＳの受容体やＩＫＡＲ
ＯＳと結合する生体物質は未だ同定されていないが、ＩＫＡＲＯＳが主に好中球から血中
に分泌されるタンパク質であることから、炎症性疾患における標的細胞の表面上に発現す
るタンパク質の中に、ＩＫＡＲＯＳの生理学的な結合パートナーが存在することが強く示
唆される。従って、該標的細胞の膜画分（例えば、腸管上皮細胞の場合、粘膜固有層側の
膜画分を常法に従って単離し、これを適当な担体上に固相化し、被検物質の存在下および
非存在下で、該固相に標識したＩＫＡＲＯＳタンパク質を接触させ、被検物質の非存在下
で細胞膜画分に結合したＩＫＡＲＯＳ量と比較して、被検物質の存在下で細胞膜画分に結
合したＩＫＡＲＯＳ量が有意に低かった場合、該被検物質を、抗炎症性物質の候補として
選択することができる。こうして選択された候補物質が抗炎症作用を有するか否かは、上
記と同様の方法で確認することができる。
【０１９４】
　本発明のさらに別の実施態様においては、上記ｉｎ　ｖｉｔｒｏ炎症モデルを用いて、
ＩＫＡＲＯＳの機能を阻害して抗炎症作用を示す物質を、ワンステップでスクリーニング
することもできる。当該方法は以下の（１）～（３）の工程：（１）炎症性疾患の標的細
胞を、ＩＫＡＲＯＳの存在下および非存在下で被検物質に接触させる工程；（２）各条件
下での前記細胞における炎症反応の程度を測定する工程；および（３）被検物質の非存在
下において測定した場合と比較して、ＩＫＡＲＯＳの存在下で炎症反応を抑制し、ＩＫＡ
ＲＯＳの非存在下で炎症反応を抑制しなかった被検物質を、ＩＫＡＲＯＳの機能を阻害し
て抗炎症作用を示す物質の候補として選択する工程を含む、抗炎症性物質のスクリーニン
グ方法を提供する。
【０１９５】
　当該方法は、必要に応じて、上記工程（１）と同時もしくはその前後において、炎症を
惹起する工程をさらに含み得る。炎症を惹起する方法としては、例えば、ｐｏｌｙＩ：Ｃ
のほか、インターロイキン－Ｉα（ＩＬ－１α）、ＴＮＦα等の炎症性サイトカインやＨ

２Ｏ２等の活性酸素、ＬＰＳ等による刺激、あるいは単球、マクロファージ、好中球等の
炎症性サイトカイン産生細胞との複合培養等が挙げられる。好ましい一実施態様において
は、例えば、トランスウェルＴＭ培養システム等を用い、上部コンパートメントに標的細
胞（例、Ｃａｃｏ－２細胞）、下部コンパートメントに炎症性サイトカイン産生細胞（マ
クロファージ様のＴＨＰ－１細胞、ＲＡＷ２６４．７細胞）をそれぞれ単層培養する方法
が挙げられる。この場合、下部コンパートメントの培地にＩＫＡＲＯＳを添加する。当該
培地に、さらにＬＰＳ等を添加して炎症を惹起してもよい。被検物質は通常、下部コンパ
ートメントの培地に添加されるが、例えば、腸管吸収されてＩＫＡＲＯＳの機能を阻害し
得る食品中に含有される成分や、経口投与可能なＩＫＡＲＯＳ機能阻害薬をスクリーニン
グすることを目的とする場合等においては、上部コンパートメントの培地に被検物質が添
加され得る。
【０１９６】
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　特定の実施形態では、本発明の方法では、標的細胞が、上皮細胞を含むことが好ましい
。さらに特定すると、この上皮細胞は、皮膚表皮細胞、食道上皮細胞、胃上皮細胞、膣上
皮細胞、子宮上皮細胞、胸腺上皮細胞、膀胱上皮細胞、前立腺上皮細胞、乳腺上皮細胞、
結膜上皮細胞または角膜上皮細胞であり、好ましくは、皮膚表皮細胞、結膜上皮細胞また
は角膜上皮細胞であるが、これらに限定されない。あるいは、この上皮細胞は、ケラチン
５を発現する粘膜上皮細胞である。ケラチン５を発現する細胞については、Ｏｋｕｍａ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｉｍｍｕｎｉｔｙ．（２０１３）３８：４５０－６０およびＬｉａｎｇ　
ｅｔ　ａｌ．，Ｊ　Ｂｉｏｍｅｄ　Ｓｃｉ．（２００９）１６：２を参照されたい。
【０１９７】
　さらなる実施形態では、本発明のスクリーニングが対象とする炎症は、ＩＫＡＲＯＳの
発現亢進に起因する炎症である。特定の実施形態では、本発明のスクリーニングが対象と
する炎症は、ＩＫＡＲＯＳに起因する上皮が関与する炎症である。特定の実施形態では、
本発明のスクリーニングが対象とする炎症は、上皮においてＩＫＡＲＯＳおよびＴＬＲ３
に関与する炎症である。特定の実施形態では、本発明が対象とする炎症は、アレルギー疾
患であり、代表的には、スティーブンスジョンソン症候群、ぜんそく、接触性皮膚炎、急
性皮膚炎、アトピー性皮膚炎、アレルギー性結膜炎およびアトピー性角結膜炎等を挙げる
ことができるがそれらに限定されない。
【０１９８】
　本発明の上記いずれかのスクリーニング方法を用いて得られる、ＩＫＡＲＯＳの発現ま
たは機能を阻害する物質は、炎症性疾患の予防および／または治療用の医薬として有用で
ある。
【０１９９】
　本発明のスクリーニング方法を用いて得られる化合物を上述の予防・治療剤として使用
する場合、上記ＩＫＡＲＯＳの発現または機能を阻害する低分子化合物と同様に製剤化す
ることができ、同様の投与経路および投与量で、ヒトまたは哺乳動物（例えば、マウス、
ラット、ウサギ、ヒツジ、ブタ、ウシ、ウマ、ネコ、イヌ、サル、チンパンジーなど）に
対して、経口的にまたは非経口的に投与することができる。
【０２００】
　（ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現上昇・増強・誘導剤）
　１つの局面において、本発明は、ｐｏｌｙＩ：Ｃを含む、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現上
昇または誘導のための組成物を提供する。ｐｏｌｙＩ：Ｃ（「ポリＩ：Ｃ」、「ｐｏｌｙ
Ｉ：Ｃポリヌクレオチド」とも表示される）は、ｐｏｌｙＩ：Ｃポリヌクレオチドは、イ
ノシン酸残基（Ｉ）およびシチジル酸残基（Ｃ）を含有する二重鎖ポリヌクレオチド分子
（ＲＮＡまたはＤＮＡまたはＤＮＡとＲＮＡの組合せのいずれか）であり、炎症性サイト
カイン、例えばインターフェロンなどの産生を誘導するものであり、合成二本鎖ＲＮＡア
ナログである。一般に、完全にシトシン含有ヌクレオチドからなる１本のストランドおよ
び完全にイノシン含有ヌクレオチドからなる１本のストランドで構成されるが、その他の
構成も可能である。例として、各々のストランドは、シトシン含有ヌクレオチドとイノシ
ン含有ヌクレオチドの両方を含んでもよい。場合によっては、ストランドのいずれかまた
は両方は、１またはそれ以上の非シトシンまたは非イノシンヌクレオチドをさらに含んで
もよい。ｐｏｌｙＩ：Ｃについては、例えば、非特許文献９等を参照されたい。
【０２０１】
　したがって、本明細書において、「ｐｏｌｙＩ：Ｃ」、「ポリＩ：Ｃ」または「ｐｏｌ
ｙＩ：Ｃポリヌクレオチド」は、二本鎖ポリヌクレオチド分子（ＲＮＡまたはＤＮＡまた
はＤＮＡとＲＮＡの組合せ）であり、その各々のストランドは、少なくとも６つの隣接す
るイノシン酸もしくはシチジル酸残基、あるいは任意の順序でイノシン酸およびシチジル
酸から選択される６つの隣接する残基（例えばＩＩＣＩＩＣまたはＩＣＩＣＩＣ）を含み
、哺乳類被験体において少なくとも１種類の炎症性サイトカイン、例えばインターフェロ
ンなどの産生を誘導または促進する能力がある。ｐｏｌｙＩ：Ｃポリヌクレオチドは、一
般に約８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２５、２８、３０、３５
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、４０、４５、５０、５５、６０、６５、７０、７５、８０、８５、９０、９５、１００
、１５０、２００、２５０、３００、５００、１０００またはそれ以上の残基の長さを有
する。上限は重要であるとは考えない。好ましいｐｏｌｙＩ：Ｃポリヌクレオチドの最小
長は、約６、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８、また
は３０ヌクレオチドであってもよく、最大長は約１０００、５００、３００、２００、１
００、９０、８０、７０、６０、５０、４５または４０ヌクレオチドであってもよい。
【０２０２】
　ｐｏｌｙＩ：Ｃポリヌクレオチドの各々のストランドは、イノシン酸またはシチジル酸
残基のホモポリマーであってもよいか、または、各々のストランドは、イノシン酸および
シチジル酸残基を含有するヘテロポリマーであってもよい。いずれの場合も、ポリマーは
、上記のように、６個のＩ、６個のＣまたは６個のＩ／Ｃ残基からなる少なくとも１つの
隣接する領域があるならば、１またはそれ以上の非イノシン酸または非シチジル酸残基（
例えばウリジン）によって中断されてもよい。一般に、ｐｏｌｙＩ：Ｃポリヌクレオチド
の各々のストランドは、６個のＩ／Ｃ残基につき１以下の非Ｉ／Ｃ残基、より好ましくは
、８、１０、１２、１４、１６、１８、２０、２２、２４、２６、２８または３０個のＩ
／Ｃ残基ごとに１以下の非Ｉ／Ｃ残基を含む。
【０２０３】
　ｐｏｌｙＩ：Ｃポリヌクレオチド中のイノシン酸またはシチジル酸（またはその他の）
残基は、ｐｏｌｙＩ：Ｃポリヌクレオチドの炎症性サイトカイン、例えばインターフェロ
ンなどの産生を促進する能力が保持されるならば、当分野で公知のように誘導体化または
修飾されてもよい。誘導体または修飾の限定されない例としては、例えばアジド修飾、フ
ルオロ修飾、またはインビボで安定性を向上させるため天然のホスホジエステル結合の代
わりにチオエステル（または同様の）結合を使用することが挙げられる。ｐｏｌｙＩ：Ｃ
ポリヌクレオチドはまた、例えばそのインビボでの分解に対する抵抗性を増強するために
、例えば、正に帯電したポリ－リジンおよびカルボキシメチルセルロースとの、または正
に帯電した合成ペプチドとの分子の錯体形成により、修飾されてもよい。ｐｏｌｙＩ：Ｃ
ポリヌクレオチドは、一般に本発明の組成物中に組成物の単位用量あたり約０．００１ｍ
ｇ～１ｍｇの量で含まれる。
【０２０４】
　１つの実施形態では、前記ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現上昇または誘導は、上皮細胞にお
けるものである。理論に束縛されることを望まないが、上皮細胞を標的とした新規炎症制
御方法を開発することができることから、標的を上皮細胞とすることにより局所投与が容
易となり、副作用の激減が期待される。また、上皮細胞を標的とした細胞モデルが提供さ
れることにより、上皮細胞を標的とした新規炎症制御方法を開発することができる。標的
を上皮細胞として免疫細胞の動態、活性化をコントロールすることにより局所投与が容易
な薬剤のスクリーニングのために本発明の細胞は有用であり、副作用の激減が期待される
という実質上のメリットがある。これまで行われてこなかった着目点からの炎症制御モデ
ルも提供される。既存の炎症制御方法とは全くタイプの異なる上皮細胞を標的とした新規
炎症制御方法の開拓は、適切な治療法の提供・健康寿命の延伸による安全安心な社会の実
現に資するため、本発明の細胞にはその開発ツールとしての意義がある。さらに、上皮細
胞を標的として免疫細胞の動態、活性化をコントロールする新規炎症制御方法の開発は、
炎症制御方法の大きな転機につながる。上皮細胞を標的とした新規炎症制御方法は、制御
化合物による局所投与が容易となるため副作用の激減が期待され、今後の炎症治療の大き
な担い手となる。
【０２０５】
　本発明の細胞はまた、特に、上皮細胞に選択的に作用する化合物の探索を容易にするも
のである。作用メカニズムの分子レベルでの解明は、上皮細胞を介した炎症制御機構を明
らかにし、アレルギー疾患の予防、医薬や医用品による治療、安全安心な品質（化学材料
、化粧品、食品、健康食品）へと繋がる。その結果、適切な治療法の提供・健康寿命の延
伸による安心安全社会という観点から将来の人間生活の向上に直接貢献できるとともに、
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広範囲にわたる産業界（医療系、医薬品系、化学系、食品系など）への波及効果が期待で
きる。
【０２０６】
　（ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された細胞）
　１つの局面において、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された細胞を提供す
る。ここで「ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された」とは、通常の状態で存
在する細胞におけるＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現のレベルよりも上昇または誘導がなされて
いることをいう。そのようなレベルは細胞のタイプによって変動し得ることが考えられる
が、本発明でいう「ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された」は、各々の細胞
のタイプに応じてその通常の状態に比べて発現が上昇または誘導されていることをいうこ
とに留意されたい。
【０２０７】
　本発明の細胞は、単離された細胞であることが好ましい。天然に存在する状態以外に、
人工的な環境のもとで、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された細胞を提供す
ることができたのは初めてである。本明細書において「単離された」とは、通常の環境に
おいて天然に付随する物質が少なくとも低減されていること、好ましくは実質的に含まな
いことをいう。従って、単離された細胞、組織などとは、天然の環境において付随する他
の物質（たとえば、他の細胞、タンパク質、核酸など）を実質的に含まない細胞、組織な
どをいう。
【０２０８】
　１つの実施形態では、本発明のＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された細胞
は、ｐｏｌｙＩ：Ｃによって、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導されたもので
ある。ｐｏｌｙＩ：Ｃとしては、（ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現上昇・増強・誘導剤）に記
載される任意の形態が利用され得る。
【０２０９】
　さらに別の実施形態では、本発明の細胞は上皮細胞である。１つの具体的な実施形態で
は、本発明の細胞はケラチン５陽性細胞であってもよい。
【０２１０】
　（ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された動物）
　１つの局面において、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された動物を提供す
る。ここで「ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された」とは、通常の状態で存
在する動物におけるＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現のレベルよりも上昇または誘導がなされて
いることをいう。そのようなレベルは動物のタイプによって変動し得ることが考えられる
が、本発明でいう「ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された」は、各々の動物
のタイプに応じてその通常の状態に比べて発現が上昇または誘導されていることをいうこ
とに留意されたい。
【０２１１】
　１つの実施形態では、本発明の動物は、炎症モデル動物である。ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の
発現が上昇または誘導された動物として炎症モデルが提供されたものは初めてであり、天
然の状態以外でこのようなＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導されたことにより
炎症モデルが提供されたのも初めてである。
【０２１２】
　１つの実施形態では、本発明のＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された動物
は、ｐｏｌｙＩ：Ｃによって、ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導されたもので
ある。ｐｏｌｙＩ：Ｃとしては、（ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現上昇・増強・誘導剤）に記
載される任意の形態が利用され得る。
【０２１３】
　１つの実施形態では、炎症モデルは、眼表面における炎症を含む。理論に束縛されるこ
とは望まないが、本発明で示されたように、ｐｏｌｙＩ：Ｃを点眼すると眼表面において
ＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇し、炎症が生じるものと考えられるまた、トランスジェ
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ニックマウスは、上皮特異的に発現させることにより皮膚粘膜炎症が生じることも示され
ている。したがって、理論に束縛されることを望まないが、ｐｏｌｙＩＣを他の粘膜また
は皮膚に適用しても同様に炎症が出るものと理解される。ｐｏｌｙＩＣの点眼による炎症
は、Ｔｇマウスのものより軽度の可能性があるが、これは、ＩＫＡＲＯＳの発現量の違い
によるものだと考えられる。
【０２１４】
　別の実施形態では、本発明のＩＫＡＲＯＳ遺伝子の発現が上昇または誘導された動物は
、遺伝子改変によるものである。好ましくは、本発明の遺伝子改変による動物は、ケラチ
ン５のプロモーターに作動可能に連結されて前記ＩＫＡＲＯＳ遺伝子をコードする核酸配
列を含むベクターを含む。具体的な実施形態としては、このような遺伝子改変動物（トラ
ンスジェニック動物（Ｔｇ動物ともいう））は、ＩＫＡＲＯＳトランスジェニック動物（
ＩＫＡＲＯＳ　Ｔｇともいう）は、ケラチン５のプロモーターにＩＫＡＲＯＳ遺伝子を入
れたベクターを動物（例えば、マウス）ＥＳ細胞に導入して作製することができ、ケラチ
ン５発現細胞特異的なＩＫＡＲＯＳ過剰発現動物（例えば、マウス）といえる。この動物
（例えば、マウス）は、皮膚粘膜に炎症を生じることが見出されており、このような知見
は本発明が初めて提供するものである。
【０２１５】
　１つの好ましい実施形態では、前記炎症モデル動物は、皮膚組織および粘膜組織からな
る群より選択される少なくとも１つに細胞浸潤がみられるものである。
【０２１６】
　本発明の動物は、哺乳動物（例えば、ヒト、マウス、ラット、ハムスター、ウサギ、ネ
コ、イヌ、ウシ、ヒツジ、サル等）があげられ、好ましくはモデル動物、例えば、げっ歯
類（例えば、マウス、ラット等）、霊長類である。
【０２１７】
　（一般技術）
　本明細書において用いられる分子生物学的手法、生化学的手法、微生物学的手法は、当
該分野において周知であり慣用されるものであり、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ　Ｊ．ｅｔ
　ａｌ．（１９８９）．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒ
ｙ　Ｍａｎｕａｌ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒおよびその３ｒｄ　Ｅｄ．（
２００１）；Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．（１９８７）．Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂ．Ａｓｓｏｃ
ｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ；Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ
．（１９８９）．Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏ
ｌｏｇｙ：Ａ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｕｒｒｅｎ
ｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ　
Ｐｕｂ．Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ　ａｎｄ　Ｗｉｌｅｙ－Ｉｎｔｅｒｓｃｉｅｎｃｅ；Ｉｎ
ｎｉｓ，Ｍ．Ａ．（１９９０）．ＰＣＲ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ：Ａ　Ｇｕｉｄｅ　ｔｏ　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　ａｎｄ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；
Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．（１９９２）．Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ：Ａ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
ｆｒｏｍ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌ
ｏｇｙ，Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕｂ．Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ；Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．（１
９９５）．Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ：Ａ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，　Ｇｒｅｅｎｅ　Ｐｕ
ｂ．Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ；Ｉｎｎｉｓ，Ｍ．Ａ．ｅｔ　ａｌ．（１９９５）．ＰＣＲ　
Ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｕｓｕｂｅｌ，Ｆ．Ｍ．（１
９９９）．Ｓｈｏｒｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇ
ｙ：Ａ　Ｃｏｍｐｅｎｄｉｕｍ　ｏｆ　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｆｒｏｍ　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐ
ｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｗｉｌｅｙ，ａｎｄ　
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ａｎｎｕａｌ　ｕｐｄａｔｅｓ；Ｓｎｉｎｓｋｙ，Ｊ．Ｊ．ｅｔ　ａｌ．（１９９９）．
ＰＣＲ　Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ：Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ　ｆｏｒ　Ｆｕｎｃｔｉｏｎａ
ｌ　Ｇｅｎｏｍｉｃｓ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ、別冊実験医学「遺伝子導入＆発
現解析実験法」羊土社、１９９７などに記載されており、これらは本明細書において関連
する部分（全部であり得る）が参考として援用される。
【０２１８】
　人工的に合成した遺伝子を作製するためのＤＮＡ合成技術および核酸化学については、
例えば、Ｇａｉｔ，Ｍ．Ｊ．（１９８５）．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔ
ｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；Ｇａｉ
ｔ，Ｍ．Ｊ．（１９９０）．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ
　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；Ｅｃｋｓｔｅｉｎ，Ｆ
．（１９９１）．Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ　ａｎｄ　Ａｎａｌｏｇｕｅｓ：Ａ
　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｄａｍｓ，Ｒ．Ｌ．
ｅｔ　ａｌ．（１９９２）．Ｔｈｅ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｎｕｃ
ｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｃｈａｐｍａｎ＆Ｈａｌｌ；Ｓｈａｂａｒｏｖａ，Ｚ．ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９４）．Ａｄｖａｎｃｅｄ　Ｏｒｇａｎｉｃ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　Ｎ
ｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ，Ｗｅｉｎｈｅｉｍ；Ｂｌａｃｋｂｕｒｎ，Ｇ．Ｍ．ｅｔ　ａ
ｌ．（１９９６）．Ｎｕｃｌｅｉｃ　Ａｃｉｄｓ　ｉｎ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　
Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｏｘｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｈｅｒｍａｎｓｏ
ｎ，Ｇ．Ｔ．（Ｉ９９６）．Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ａｃａ
ｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓなどに記載されており、これらは本明細書において関連する部分
が参考として援用される。
【０２１９】
　例えば、本明細書において、当該分野に知られる標準法によって、例えば自動化ＤＮＡ
合成装置（Ｂｉｏｓｅａｒｃｈ、Ａｐｐｌｉｅｄ　Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ等から市販され
るものなど）の使用によって、本発明のオリゴヌクレオチドを合成することも可能である
。例えば、Ｓｔｅｉｎら（Ｓｔｅｉｎ　ｅｔ　ａｌ．，１９８８，Ｎｕｃｌ．Ａｃｉｄｓ
　Ｒｅｓ．１６：３２０９）の方法によって、ホスホロチオエート・オリゴヌクレオチド
を合成することも可能であるし、調節孔ガラスポリマー支持体（Ｓａｒｉｎ　ｅｔ　ａｌ
．，１９８８，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　８５：７４４８－７４
５１）等の使用によって、メチルホスホネート・オリゴヌクレオチドを調製することも可
能である。
【０２２０】
　本明細書において「または」は、文章中に列挙されている事項の「少なくとも１つ以上
」を採用できるときに使用される。「もしくは」も同様である。本明細書において「２つ
の値の範囲内」と明記した場合、その範囲には２つの値自体も含む。
【０２２１】
　本明細書において引用された、科学文献、特許、特許出願などの参考文献は、その全体
が、各々具体的に記載されたのと同じ程度に本明細書において参考として援用される。
【０２２２】
　以上、本発明を、理解の容易のために好ましい実施形態を示して説明してきた。以下に
、実施例に基づいて本発明を説明するが、上述の説明および以下の実施例は、例示の目的
のみに提供され、本発明を限定する目的で提供したのではない。従って、本発明の範囲は
、本明細書に具体的に記載された実施形態にも実施例にも限定されず、特許請求の範囲に
よってのみ限定される。
【実施例】
【０２２３】
　以下、本発明を実施例によりさらに説明するが、本発明はこれらに限定されるものでは
ない。該当する場合生物試料等の取り扱いは、厚生労働省、文部科学省等において規定さ
れる基準を遵守して行った。
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【０２２４】
　（実施例１：ヒト上皮細胞および表皮細胞におけるＩＫＡＲＯＳの発現誘導方法）
　本実施例では、ヒト上皮細胞および表皮細胞におけるＩＫＡＲＯＳの発現誘導を実証し
た。以下に実験手法および結果を示す。
【０２２５】
　（材料および方法）
・培養ヒト結膜上皮細胞
　取得方法：手術時に摘出される不要な結膜組織からDsipaseにより結膜上皮層を分離し
て取得した。
【０２２６】
　培養方法：分離した結膜上皮層は、0.05% Trypsin-EDTAでバラバラにしたのちに、CnT-
20（CELLnTEC社）で培養した。
・培養ヒト表皮細胞
　取得方法：Thermoから購入したものを使用した（製品番号C0055C；Human　Epidermal　
Keratinocytes,　adult　(HEKa)）
　培養方法：HKGS　（GIBCO　#S0015)添加のEpiLife(GIBCO)にて培養を行った。
・ｐｏｌｙＩ：Ｃ（ポリＩ：Ｃ）（Invivogenから入手した（Poly(I:C)　High　Molecula
r　Weight　Synthetic　analog　of　dsRNA-TLR3　ligand、Catalog　#　tlrl-pic））。
・ｐｏｌｙＩ：Ｃ刺激は、最終濃度が表示濃度となるように、ストック溶液を細胞培養液
に加えることによって行った。
・ｍＲＮＡの測定は以下のように行った。手短に述べると、Qiagenから入手したRNeasy　
Mini　Kitと用いて細胞からのRNA抽出を行い、TOYOBOから入手したReverTra　Ace,　rand
om　primer、dNTP、RNase　inhibitorを用いてRNAからcDNA転写を行った。このcDNAサン
プルを用いた、定量PCRを行った。定量ＰＣＲは、Applied　BiosystemのStepOne　plusを
用いて、IKAROSのTaqMan　probe　(Hs00958474)とTaqMan（登録商標）Fast　Advanced　M
aster　Mixを用いて行った。
【０２２７】
　（結果）
　結果を図１に示す。図１ａに示すように、培養ヒト結膜上皮細胞に１０μｇ／ｍｌ　ｐ
ｏｌｙＩ：Ｃ（ポリＩ：Ｃ）刺激を加えると経時的にＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡが上昇した
（グラフ中の数値は以下のとおりである：０時間後　１、１時間後　０．９、３時間後　
２．５、６時間後　１０．６、１０時間後　１２１．２）。図１ｂに示すように、培養ヒ
ト結膜上皮細胞において、１０μｇ／ｍｌ　ｐｏｌｙＩ：Ｃ（ポリＩ：Ｃ）刺激１０時間
後に、ＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡ発現が数倍以上に上昇した（グラフ中の数値は以下のとお
りである：Ｍｅｄｉｕｍ　１，　ｐｏｌｙＩＣ　８．８）。図１ｃに示すように、培養ヒ
ト表皮細胞において、１０μｇ／ｍｌ　ｐｏｌｙＩ：Ｃ（ポリＩ：Ｃ）刺激１０時間後に
、ＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡ発現が１０数倍以上（グラフ中の数値は以下のとおりである：
Ｍｅｄｉｕｍ　１，　ｐｏｌｙＩＣ　１１．４）に上昇した。
【０２２８】
　このように、ｐｏｌｙＩ：Ｃ（ポリＩ：Ｃ）刺激により、ＩＫＡＲＯＳの発現を上昇さ
せることができることが実証された。このように本実施例では、培養ヒト粘膜上皮、培養
ヒト表皮においてＩＫＡＲＯＳを誘導する方法を見出した。これまで、上皮細胞における
ＩＫＡＲＯＳの発現についての報告は皆無であるので、本実施例では、画期的な発見をし
たことになる。
【０２２９】
　（実施例２：ＩＫＡＲＯＳの強発現による皮膚粘膜炎症）
　本実施例では、粘膜上皮および表皮細胞にＩＫＡＲＯＳを強発現させると皮膚粘膜炎症
を生じることを確認した。また、本発明では、ＩＫＡＲＯＳトランスジェニックマウスを
作製し、皮膚粘膜炎症モデルとして使用できることを実証した。以下に実験手法および結
果を示す。
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【０２３０】
　（材料および方法）
　（トランスジェニック動物作製）
・トランスジェニックマウスの作製：表皮細胞または粘膜上皮に特異的に発現しているケ
ラチン－５のプロモーターにＩＫＡＲＯＳのＩｋ１アイソフォーム（すべてのＥｘｏｎ１
－７を含むアイソフォーム）をつけた遺伝子をマウス胚に導入し、皮膚粘膜にＩＫＡＲＯ
ＳのＩｋ１アイソフォームが強発現するトランスジェニックマウスを作製した。以下に詳
述する。
【０２３１】
　まず、Ｋ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰトランスジェニックマウス（導入遺伝子：Ｋ
５－ｌｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）を作製した。まず、使用したベクターであるＩｋｚｆ
１遺伝子発現ベクターの構築、およびファウンダーマウス選別のためのＰＣＲ条件検討を
説明する。
【０２３２】
　（発現ベクターの構築）
　作製した発現ベクター（ｐＫ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）の構造および構築手順
を、図４に示す。Ｉｋｚｆｌ遺伝子のタンパク質コード領域（ｉｓｏｆｏｒｍ　１；１５
４５ｂｐ）、ｐｏｃｉｎｅ　ｔｅｓｃｈｏｖｉｒｕｓ－１　２Ａ（Ｐ２Ａ；５７ｂｐ）、
ＥＧＦＰ遺伝子のタンパク質コード領域（７２０ｂｐ）、ｂＧＨｐｏｌｙＡ　ｓｉｇｎａ
ｌ（ｂｏｖｉｎｅ　ｇｒｏｗｔｈ　ｈｏｒｍｏｎｅ　ｐｏｌｙａｄｅｎｙｌａｔｉｏｎ　
ｓｉｇｎａｌ；２９９ｂｐ）を含んだ配列（２６６３ｂｐ）を遺伝子合成により作製した
（配列番号５、図５にベクターの模式図を示す）。これを、発明者が作製したｐＢＳＫ５
（ｈｕｍａｎ　ｋｅｒａｔｉｎ　５　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｉｎ　ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ
　ＩＩ　ＫＳ＋）のプロモーター下流に位置する、Ｓｐｅ１およびＮｏｔＩ部位に挿入す
ることで、発現ベクター（ｐＫ５－ｌｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）を作製した（図４）。
【０２３３】
　作製した発現ベクターの構造を確認するため、制限酵素で消化し、電気泳動パターンを
確認した。観察されたＤＮＡ切断パターンは、予想されたものと一致した（図５）。さら
に、その繋ぎ目部位の塩基配列を決定した（配列番号５）。本発明で使用したｐＢＳＫ５
（ｈｕｍａｎ　ｋｅｒａｔｉｎ　５　ｐｒｏｍｏｔｅｒ　ｉｎ　ｐＢｌｕｅｓｃｒｉｐｔ
ＩＩ　ＫＳ＋）の塩基配列を確認したところ、確認した範囲内で１か所、ＮＣＢＩのデー
タベースと相違があった（配列番号５の２７６３位がＴであるが、ＮＣＢＩデータベース
ではＣであった）。このプラスミドを利用した報告（Ｔａｒｕｔａｎｉ　ｅｔ　ａｌ．１
９９７，Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９４　７４００－７４０５）
があることから、作製した発現ベクターを、このまま次の工程に使用することとした。
【０２３４】
　（ファウンダーマウス選別のためのＰＣＲ条件検討）
　トランスジェニックマウス作製におけるトランスジーン（Ｋ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－Ｅ
ＧＦＰ）の導入を確認するためのＰＣＲプライマーを設計し、ＰＣＲ条件検討を行った。
【０２３５】
　条件１として、Ｋｅｒａｔｉｎ５プロモーターに結合するＫ５ｐ－Ｆｌプライマーと、
ｂＧＨ　ｐｏｌｙＡの下流に結合するＢＧＨ－Ｒ３プライマーを設計した（配列番号６お
よび７）。各プライマー配列およびＰＣＲ解析条件を図６に示した。条件２として、Ｋｅ
ｒａｔｉｎ５プロモーター上流部位に結合するＫ５ｐ－Ｆ６プライマーと、Ｋ５ｐ－Ｒ２
プライマーを設計した（配列番号８および９）。各プライマー配列およびＰＣＲ解析条件
を図７に示した。ｐＫ５－Ｊｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ発現ベクターと野生型マウスから
精製したゲノムＤＮＡを混合したサンプルを用いて条件設定した結果、１コピーのトラン
スジーンが挿入された場合にも検出できる感度で、解析条件を設定することができた（図
６～７）。
【０２３６】
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　以上をもって、ベクター（Ｉｋｚｌｌ遺伝子発現ベクター）が構築され、ファウンダー
マウス選別のためのＰＣＲ条件検討が確認できた。
【０２３７】
　（発現ベクターの精製）
　受精卵インジェクションに用いる発現カセット（Ｋ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）
を調製するため、発現ベクター（ｐＫ５－ｌｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）を制限酔素で消
化し、ＤＮＡ断片を精製した。
【０２３８】
　（トランスジーンの調製）
　発現ベクターを制限酵素ＳａｌＩおよびＮａｔｌで消化した。これにより、プラスミド
ベクター配列を分離、発現カセット部分（約１７．１ｋｂｐ）を、精製した（図８）。こ
れらの作業により得た直鎖状ＤＮＡ断片をトランスジーンとし、受精卵インジェクション
に必要な量を調製した。
【０２３９】
　以上から、発現ベクターのトランスジーンとしての精製が完了した。
【０２４０】
　次に、ベクター導入（ＤＮＡインジェクション）を行った。調製したトランスジーン（
導入遺伝子：Ｋ５－ｌｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）を、前核期受精卵にインジエクション
し、受容雌マウスに移植した。
【０２４１】
　（ＤＮＡインジェクション）
　調製したトランスジーン（４．０～６．０ｎｇ／μｌ）１～２　ｐｌを、前核期受精卵
（ＢＡＬＢ／ｃ系統）３０２個にインジェクションした。トランスジーン注入妊のうち、
状態が良好な２１７個を受容雌マウス９匹に移植した（表１）。
【０２４２】
【表１】

【０２４３】
　以上から、ベクターがＤＮＡインジェクションによって成功裏に導入されたことが確認
される。
【０２４４】
　（観察）
・作製したトランスジェニックマウスを肉眼にて観察して炎症状態を観察し、適宜写真を
撮影した。
【０２４５】
　（観察結果）
　結果を図２に示す。作製されたトランスジェニックマウスを観察したところ、同マウス
では、皮膚粘膜に炎症を自然発症することが肉眼で確認された。具体的には、皮膚粘膜に
ＩＫＡＲＯＳのＩＫ１アイソフォームが強発現するトランスジェニックマウスでは皮膚お
よび眼部において炎症を生じていることが示された。このように、本実施例では、粘膜上
皮ならびに表皮細胞にＩＫＡＲＯＳを強発現させると皮膚粘膜炎症を生じることが実証さ
れた。
【０２４６】
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　（実施例３．ｐｏｌｙＩ：Ｃ刺激によって誘導されたＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡを抑制す
る薬物）
　本実施例では、培養ヒト結膜上皮細胞および培養ヒト表皮細胞におけるｐｏｌｙＩ：Ｃ
刺激によって誘導されたＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡの抑制する薬物を探索した。
【０２４７】
　（材料および方法）
・培養ヒト結膜上皮細胞：実施例１と同様に入手した。
・培養ヒト表皮細胞：実施例１と同様に入手した。
・ｐｏｌｙＩ：Ｃ：実施例１と同様に入手した。
・プロスタグランジン（ＰＧ）Ｅ２（PGE２Cayman　Chemical　#14010）を使用した。）
・実施例１と同様の方法を用いて培養ヒト結膜上皮細胞において、ｐｏｌｙＩ：Ｃ誘導性
（１０時間刺激）ＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡ発現上昇を誘導した。そして、ｐｏｌｙＩ：Ｃ
のみと、１００μｇ／ｍｌ　ＰＧＥ２を添加した群とでIKAROSmRNAの発現を比較した。ま
た、培養ヒト表皮細胞においても、ｐｏｌｙＩ：Ｃのみと、１００μｇ／ｍｌ　ＰＧＥ２

を添加した群とでIKAROSmRNAの発現を比較した。
【０２４８】
　（結果）
　結果を図３に示す。図３に示すように、１００μｇ／ｍｌ　ＰＧＥ２により、培養ヒト
結膜上皮細胞におけるＩＫＡＲＯＳ　ｍＲＮＡ発現上昇が抑制された（図３ａ）（グラフ
中の数値は以下のとおりである：ｍｅｄｉｕｍ　１、ｐｏｌｙＩ：Ｃ　８．８、ｐｏｌｙ
Ｉ：Ｃ＋ＰＧＥ２　１．９、ｐｏｌｙＩ：Ｃ＋ｒｅｂａｍｉｐｉｄｅ　２．７）。同様に
、１００μｇ／ｍｌ　ＰＧＥ２により、培養ヒト結膜表皮細胞におけるＩＫＡＲＯＳ　ｍ
ＲＮＡ発現上昇が抑制された（図３ｂ）（グラフ中の数値は以下のとおりである：ｍｅｄ
ｉｕｍ　１、ｐｏｌｙＩ：Ｃ　１１．４、ｐｏｌｙＩ：Ｃ＋ＰＧＥ２　２．７、ｐｏｌｙ
Ｉ：Ｃ＋ｒｅｂａｍｉｐｉｄｅ　２．８）。このように、本実施例では、培養ヒト結膜上
皮細胞ならびに培養ヒト表皮細胞において、ｐｏｌｙＩ：Ｃ刺激によって誘導されたＩＫ
ＡＲＯＳ　ｍＲＮＡを抑制する薬物があることが実証された。
【０２４９】
　（実施例４：ＰＣＲを用いたＩＫＡＲＯＳ発現の確認）
　本実施例では、生体内の結膜組織においてＩＫＡＲＯＳが発現し得るかどうかを確認す
る実験を行った。
【０２５０】
　（材料および方法）
　手術時に不要になった結膜組織からDispaseを用いて結膜上皮を分離し、ＱＩＡＧＥＮ
から入手したRNeasy　mini　kitにてRNA抽出した。またTOYOBOから入手した　ReverTra　
Ace、random　primer、dNTP、RNase　inhibitorを用いてRNAからcDNA転写を行った。ｃＤ
ＮＡは、以下の方法および条件にてＰＣＲを実施した。
試薬：TaKaRa　Taq　CAT#R001B
機器：ABI　GeneAmp　PCR　system9700
・PCR反応液組成
TaKaRaTaq(5units/μｌ)　　　　　0.25μｌ
10×PCR Buffer　　　　　　　　　5μｌ
dNTP Mixture(2.5mM each)　　　 4μｌ
20μM　F-Primer　　　　　　　　 1.5μｌ (Final 0.6μM)
20μM　R-Primer　　　　　　　　 1.5μｌ (Final 0.6μM)
Template　　　　　　　　　　　　2μｌ
蒸留水　　　　　　　　　　　　　35.75μｌ
Total　　　　　　　　　　　　　 50μｌ
・使用したプライマー
GAPDH F　784435 K6148E12（5’- CCATCACCATCTTCCAGGAG-3’；配列番号１０）
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R　784435 K6148F01（5’- CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3’；配列番号１１）
（以上の情報は、NM_002046　Homo　sapiens glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenas
e(GAPDH), mRNA）から作成し、Ｆは３２０－３３９であり、Ｒは８９５－８７６である。
精製物のサイズは５７５ｂｐである。）
Ikaros F　Primer A 768773 K5949A11（GCTGATGAGGGTCAAGACAT；配列番号１２）
R　Primer C 768773 K5949B01（AGCTTCGGCCACAATATCCA；配列番号１３）。
（ＩＫＡＲＯＳの情報は、ＦがＥｘｏｎ２の情報であり、ＲはＥｘｏｎ６の情報である。
これらを使用した場合Ｉｋ１は６２２ｂｐであり、Ｉｋ２は３６１ｂｐの生成物が生じる
。）
・ＰＣＲ条件
　95℃　5min→ 95℃　30sec　→72℃　7min →10℃∞
　57℃　30sec
　72℃　30sec　×28(GAPDH) or 40(Ikaros) cycle
・電気泳動　
　1.2%アガロースゲル
　Sample 5μ
　Marker　100 base ladder。
【０２５１】
　（結果）
　単核球および結膜上皮を用いてIKAROSのRT-PCRを行った結果を図９に示す。示されるよ
うに、単核球および結膜上皮のいずれでも、ＩＫＡＲＯＳ　mRNA(本実施例のバンドは、
ＩＫ１およびＩＫ２を示す)の発現が観察された。この結果は、ヒト結膜上皮において、
ＩＫＡＲＯＳが発現しうることを示している。
【０２５２】
　（実施例５：IKZF1トランスジェニックマウスの組織解析）
　本実施例では、実施例２で作製したIKZF1のトランスジェニック（Tg）マウスについて
さらに解析を進め、その組織解析を行った。以下のその手順および結果を示す。
【０２５３】
　（方法）
　５週齢の野生型マウス（同じ親から生まれたIKZF1遺伝子が過剰発現していないマウス
）1匹、実施例２で作製したIKZF1Tgマウス１匹から各種臓器（皮膚組織（耳介、背部表皮
を含む。）、粘膜組織（眼瞼、舌を含む。）を含む。）を摘出し、常法に従いパラフィン
包埋後切片を作製し、ヘマトキシリン・エオジン（HE）組織を行った後、顕微鏡にて病理
学的変化を観察した。以上の実験は、株式会社新薬リサーチセンター　研究本部　非臨床
研究部（北海道恵庭市）に委託して行われた。
【０２５４】
　（結果）
　IKZF1Tgマウスの病理組織解析を行ったところ下記所見を認めた（5週齢の野生型マウス
1匹、IKZF1Tgマウス１匹のHE組織染色解析結果）。
（１）皮膚組織１（耳介）
IKZF1Tgマウスにおいて軽微な限局性真皮内細胞浸潤を認めた（図１０）。
（２）皮膚組織２（背部表皮）
IKZF1Tgマウスにおいて軽微な限局性表皮肥厚ならびに軽微な限局性真皮内細胞浸潤を認
めた（図１１）。
（３）粘膜組織１（眼瞼）
IKZF1Tgマウスにおいて軽微な限局性眼瞼炎粘膜下細胞浸潤を認めた（図１２）。
（４）粘膜組織２（舌）
IKZF1Tgマウスにおいて軽微な限局性糸状乳頭棘細胞層肥厚ならびに軽微な限局性乳頭下
細胞浸潤を認めた（図１３）。
【０２５５】
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　（結論）
　以上から、本実施例で使用されたマウスは、ケラチン５のプロモーターにIKZF1遺伝子
を結合させていることから、ケラチン５陽性細胞の特異的にIKZF1を過剰発現させたマウ
スでは、皮膚粘膜炎症が認められる傾向であったといえる。
【０２５６】
　（実施例６：ヒト結膜組織におけるIKZF1タンパク質の発現解析）
　本実施例では、ヒト結膜組織におけるIKZF1タンパク質の発現解析を行った。以下にそ
の説明を記す。
【０２５７】
　（方法）
　実験用に使用されることに同意してもらったヒト患者から手術時に切除廃棄された眼表
面結膜組織を凍結包埋し、切片を作製した。その後、この切片について、HE染色ならびに
蛍光免疫染色を行った。蛍光免疫染色では、抗IKZF1抗体としてabcamのGoat　polyclonal
　ab106787を100倍希釈して用い、isotype　controlとしてDAKOのGoatIgGを同じ濃度によ
るように使用した。二次抗体は、Alexa488標識抗Goat IgG抗体を用いた。
【０２５８】
　（結果）
　SJSの結膜組織ならびにコントロール結膜組織（結膜弛緩症）ともに、浸潤細胞に加え
て結膜上皮の核が抗IKZF1抗体で染色された。
SJS角膜上瘢痕化結膜組織１（図１４）
SJS結膜組織２（図１５）
コントロール結膜組織１（図１６）
コントロール結膜組織２（図１７）
　（結論）
　ヒトin　vivo結膜組織において、ヒト結膜上皮細胞にIKZF1蛋白質の発現が免疫染色に
て確認できた。
【０２５９】
　（実施例７．上皮細胞のＩＫＡＲＯＳを標的とした新規抗炎症治療のためのスクリーニ
ング法）
　本発明者らは、ＴＬＲ３が、皮膚炎症ならびに眼表面粘膜炎症を促進することを報告し
ている（Nakamura　N,　Tamagawa-Mineoka　R,　Ueta　M,　Kinoshita　S,　Katoh　N.　
Toll-Like　Receptor　3　Increases　Allergic　and　Irritant　Contact　Dermatitis.
　J　Invest　Dermatol.　2014　Sep　17.　doi:　10.1038/jid.2014.402.；およびUeta
　M,　Uematsu　S,　Akira　S,　Kinoshita　S:　Toll-like　receptor　3　enhances　l
ate-phase　reaction　of　experimental　allergic　conjunctivitis.　J　Allergy　Cl
in　Immunol.　2009;　123(5):　1187-1189.）。また、上皮細胞においてpolyI:Cならび
にＴＬＲ３によりＩＦＮ－ｂｅｔａ、ＴＳＬＰ、ＲＡＮＴＥＳ、ＭＣＰ１、ＩＰ－１、Ｉ
Ｌ－６、ＩＬ－８などの炎症関連物質の発現が上昇することも報告している（Ueta　M,　
Hamuro　J,　Kiyono　H,　Kinoshita　S:　Triggering　of　TLR3　by　polyI:C　in　hu
man　corneal　epithelial　cells　to　induce　inflammatory　cytokines.　Biochem　
Biophys　Res　Commun.　2005;　331(1):　285-294；Ueta　M,　Kinoshita　S:　Innate
　immunity　of　the　ocular　surface.　Brain　Res　Bull.　2010;　81(2-3):　219-2
28；およびUeta　M,　Mizushima　K,　Yokoi　N,　Naito　Y,　Kinoshita　S:　Gene-exp
ression　analysis　of　polyI:C-stimulated　primary　human　conjunctival　epithel
ial　cells.　Br　J　Ophthalmol.　2010;　94(11):　1528-1532）。
【０２６０】
　本発明において、ＴＬＲ３の刺激により皮膚粘膜上皮細胞にＩＫＡＲＯＳの発現が誘導
されること、また、ＩＫＡＲＯＳが上皮細胞に強発現することにより皮膚粘膜炎症が生じ
ることより、上皮細胞で発現上昇したＩＫＡＲＯＳが、ＴＬＲ３によって誘導される皮膚
粘膜炎症において重要な役割を担うことが示唆される。以上から、本実施例では、上皮細
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胞のＩＫＡＲＯＳを標的とした新規抗炎症治療に使用し得る薬剤のスクリーニング法を実
証することを目的とした実験を行う。
【０２６１】
　（方法１）
　培養上皮細胞を用いたpolyI:C誘導性ＩＫＡＲＯＳ発現の抑制作用を示す薬剤の選択を
行う。具体的には、polyI:CでＩＫＡＲＯＳ発現が誘導されるヒト表皮細胞を用いて、pol
yI:C誘導性のＩＫＡＲＯＳ発現を抑制する薬剤の選択を行う。ＩＫＡＲＯＳ発現の抑制作
用については、定量ＰＣＲで検証する。
【０２６２】
　（方法２）
　上皮特異的ＩＫＡＲＯＳトランスジェニックマウスを用いて、本マウスの皮膚粘膜炎症
を抑制する薬剤を選択する。具体的には、上皮特異的ＩＫＡＲＯＳトランスジェニックマ
ウスの耳介に、候補薬剤を一定期間塗布し、耳の厚みの減少、ならびに、炎症細胞数を解
析し、炎症の抑制作用の有無を検討する。そして、炎症抑制作用のある薬剤を選択する。
また、薬剤投与後の耳介におけるＩＫＡＲＯＳ発現を解析し、ＩＫＡＲＯＳ発現を抑制し
ている薬剤を選択する。
【０２６３】
　（結果）
　方法１～２のいずれでも、ＩＫＡＲＯＳ発現を調節する薬剤および／または抗炎症剤の
スクリーニングすることができることが理解される。
【０２６４】
　（実施例８：tetOnsystem ＩＫＺＦ１　ｓｈＲＮＡ発現ＨａＣａＴ細胞での実験）
　本実施例では、tetOnsystem ＩＫＺＦ１　ｓｈＲＮＡ発現ＨａＣａＴ細胞を作成し、po
lyI:CでIKAROSの発現を誘導した状態で、テトラマイシン投与により、IKAROSの発現をノ
ックダウンし、炎症関連物質の変化を解析する。以下にその実験条件を示す。
【０２６５】
　（材料および方法）
・ＰｏｌｙＩ：Ｃ（ポリリボイノシン酸－ポリリボシチジン酸）
・Ｋｎｏｃｋｏｕｔ　Ｓｉｎｇｌｅ　Ｖｅｃｔｏｒ　Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ　ＲＮＡｉ　Ｓ
ｙｓｔｅｍ（Ｃｌｏｎｔｅｃｈ　６３０９３３）
・tetOnsystem ＩＫＺＦ１　ｓｈＲＮＡ発現ＨａＣａＴ細胞については以下のようにトラ
ンスフェクションによる導入により作製する。
【０２６６】
　すなわち、ＩＫＺＦ１遺伝子にＭＩＳＳＩＯＮ　ｅｓｉＲＮＡ（ＳＩＧＭＡ）を用いる
。ｓｉＲＮＡをＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　ＲＮＡｉＭＡＸ（Ｌｉｆｅ　Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｉｅｓ）を用いてＨａｃａＴ細胞にトランスフェクションを行う。
・発現の確認については、トランスフェクションした細胞をＰｏｌｙＩ：Ｃで処理し、Ｉ
ＫＺ１発現を誘導し、ＰｏｌｙＩ：Ｃ処理した細胞より、ｔｏｔａｌ　ＲＮＡを抽出し、
ｑＰＣＲによりＩＫＺＦ１およびコントロール遺伝子の発現を定量する。
・ｔｅｔＯＮ　ｓｙｓｔｅｍによる誘導型発現ベクターの構築と活性確認は以下のように
行う。
・発現ベクター作製は以下のように行う。
【０２６７】
　ＩＫＺＦ１遺伝子に対する４種類のｓｈＲＮＡを設計し、ｓｈＲＮＡをｐＳｉｎｇｌｅ
－ｒＴＳ－ｓｈＲＮＡベクターに組み込むことで作製する。
・発現の確認については、トランスフェクションした細胞をＰｏｌｙＩ：Ｃで処理し、Ｉ
ＫＺ１発現を誘導し、ＰｏｌｙＩ：Ｃ処理した細胞より、ｔｏｔａｌ　ＲＮＡを抽出し、
ｑＰＣＲによりＩＫＺＦ１遺伝子発現のノックダウンを一過性発現により検討する。
・ＩＫＺＦ１ｓｈＲＮＡ発現ＨａＣａＴ細胞の樹立は以下のようにして行う。
・前工程で得た誘導型ｓｈＲＮＡ発現ベクターをトランスフェクション用に調製し、Ｈａ
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ＣａＴ細胞にトランスフェクションし、限界希釈、薬剤選択培養によりクローンを単離す
る。
・発現確認については、得られた２０クローンについて、ＰｏｌｙＩ：Ｃ処理した細胞に
おけるＩＫＦ１遺伝子の発現をｑＰＣＲを用いて検討し、ノックダウンが見られた細胞ク
ローンについて拡大培養および凍結保存を行う。
【０２６８】
　（結果）
　以上から、本実施例の上記実験系により、IKAROS特異的なノックダウンによる炎症抑制
機序が明らかとなる。
【０２６９】
　（実施例９．上皮細胞のＩＫＡＲＯＳを標的とした新規抗炎症治療法）
　本実施例では、実施例４等の本発明で同定されるようなＩＫＡＲＯＳ阻害剤を用いて、
上皮細胞のＩＫＡＲＯＳを標的とした新規抗炎症治療法が実証され得る。以下に炎症効果
の確認手法を示す。
【０２７０】
　（方法１）
　培養上皮細胞を用いたpolyI:C誘導性ＩＫＡＲＯＳ発現の抑制作用を示す薬剤の選択を
行う。具体的には、polyI:CでＩＫＡＲＯＳ発現が誘導されるヒト表皮細胞を用いて、pol
yI:C誘導性のＩＫＡＲＯＳ発現を抑制する薬剤の選択を行う。ＩＫＡＲＯＳ発現の抑制作
用については、定量ＰＣＲで検証する。
【０２７１】
　（方法２）
　上皮特異的ＩＫＡＲＯＳトランスジェニックマウスを用いて、本マウスの皮膚粘膜炎症
を抑制する薬剤を選択する。具体的には、上皮特異的ＩＫＡＲＯＳトランスジェニックマ
ウスの耳介に、候補薬剤を一定期間塗布し、耳の厚みの減少、ならびに、炎症細胞数を解
析し、炎症の抑制作用の有無を検討する。
【０２７２】
　（方法３）急性期Stevens-Johnson症候群の生検時に採取される皮膚組織やアトピー性
皮膚炎の生検時に採取される皮膚組織を用いて免疫染色を行い、IKAROSの発現上昇の有無
を確認する。
【０２７３】
　（結果）
　方法１～３のいずれでも、本発明の抗炎症剤の炎症効果を確認することができる。
【０２７４】
　以上のように、本発明の好ましい実施形態を用いて本発明を例示してきたが、本発明は
、特許請求の範囲によってのみその範囲が解釈されるべきであることが理解される。本明
細書において引用した特許、特許出願および文献は、その内容自体が具体的に本明細書に
記載されているのと同様にその内容が本明細書に対する参考として援用されるべきである
ことが理解される。
【産業上の利用可能性】
【０２７５】
　本発明により、これまでの治療剤の標的とは異なる因子であるＩＫＡＲＯＳを標的とし
た、細胞遊走に関連する疾患の予防および／または治療剤が提供される。新たな作用機序
を有する治療薬が提供されることにより、既存の治療法では病状回復効果が認められない
、または病状回復効果が十分でない細胞遊走に関連する疾患、炎症性疾患、および既存の
治療薬を継続使用することで該治療薬について耐性を獲得した炎症性疾患の患者に対して
もより良い治療を提供し得る。さらに本発明は、炎症性疾患を未然に防ぐ予防目的、およ
び炎症性疾患が一時寛解した患者が病気の再発を予防する目的にも使用され得る。また、
本発明によれば、ＩＫＡＲＯＳの発現または機能を阻害することで治療または予防作用を
発揮する、炎症性疾患の新規予防・治療薬の候補物質をスクリーニングすることが可能で
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ある。
【配列表フリーテキスト】
【０２７６】
配列番号１：ＩＫＡＲＯＳ　ヒト核酸配列（ＮＭ＿００１２２０７６５．２）
配列番号２：ＩＫＡＲＯＳ　ヒトアミノ酸配列（ＮＰ＿００１２０７６９４）
配列番号３：ＩＫＡＲＯＳ　マウス核酸配列（ＮＭ＿００１０２５５９７．２）
配列番号４：ＩＫＡＲＯＳ　マウスアミノ酸配列（ＮＰ＿００１０２０７６８）
配列番号５：実施例で作製した発現ベクター（ｐＫ５－Ｉｋｚｆｌ－２Ａ－ＥＧＦＰ）（
図５）
配列番号６：Ｋ５ｐ－Ｆｌプライマー
配列番号７：ＢＧＨ－Ｒ３プライマー
配列番号８：Ｋ５ｐ－Ｆ６プライマー
配列番号９：Ｋ５ｐ－Ｒ２プライマー
配列番号１０：GAPDH　F　784435K6148E12プライマー
配列番号１１：GAPDH　R　784435K6148F01プライマー
配列番号１２：Ikaros　F　PrimerA 768773 K5949A11プライマー
配列番号１３：Ikaros　R　Primer C 768773 K5949B01プライマー

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】

【図６】 【図７】

【図８】



(58) JP 6653120 B2 2020.2.26

【図９】 【図１０】

【図１１】 【図１２】
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【図１３】 【図１４】

【図１５】 【図１６】
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【図１７】
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