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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ヒト免疫グロブリンＶＨ鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３が、それぞれ配列番号
４、５および６に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、かつ、
　ヒト免疫グロブリンＶＬ鎖のＣＤＲ１、ＣＤＲ２およびＣＤＲ３が、それぞれ配列番号
１０、１１および１２に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチドであることを特徴と
する、ヒトインターロイキン－１８に特異的に結合するヒト抗体。
【請求項２】
　配列番号３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、および、配列番号９に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチドを含むことを特徴とする、ヒトインターロイキン
－１８に特異的に結合するヒト抗体。
【請求項３】
　配列番号３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド、および、配列番号９に示さ
れるアミノ酸配列からなるポリペプチドが連結されていることを特徴とするヒトインター
ロイキン－１８に特異的に結合する、ヒト抗体のフラグメント。
【請求項４】
　ヒトインターロイキン－１８によって誘導されるＩＮＦ－γの産生を抑制することを特
徴とする請求項１または２に記載のヒトインターロイキン－１８に特異的に結合するヒト
抗体。
【請求項５】
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　ヒトインターロイキン－１８によって誘導されるＩＮＦ－γの産生を抑制することを特
徴とする請求項３に記載のヒトインターロイキン－１８に特異的に結合する、ヒト抗体の
フラグメント。
【請求項６】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のヒトインターロイキン－１８に特異的に結合する
ヒト抗体またはそのフラグメントに、修飾剤が結合されてなる修飾抗体。
【請求項７】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のヒトインターロイキン－１８に特異的に結合する
ヒト抗体またはそのフラグメントをコードする遺伝子。
【請求項８】
　配列番号１または７に示される塩基配列をオープンリーディングフレーム領域として有
する請求項７に記載の遺伝子。
【請求項９】
　請求項７または８に記載の遺伝子を含む組換え発現ベクター。
【請求項１０】
　請求項７または８に記載の遺伝子が導入された形質転換体。
【請求項１１】
　請求項７または８に記載の遺伝子を宿主に発現させることによって、ヒトインターロイ
キン－１８に特異的に結合するヒト抗体またはそのフラグメントを生産する方法。
【請求項１２】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のヒトインターロイキン－１８に特異的に結合する
ヒト抗体またはそのフラグメント、または請求項６に記載の修飾抗体を用いたヒトインタ
ーロイキン－１８の検出器具。
【請求項１３】
　請求項１～５のいずれか１項に記載のヒトインターロイキン－１８に特異的に結合する
ヒト抗体またはそのフラグメント、または請求項６に記載の修飾抗体を含むヒトインター
ロイキン－１８検出試薬を用いて、被検試料中のヒトインターロイキン－１８量を測定す
る免疫疾患の診断キット。
【請求項１４】
　請求項１３に記載の検出試薬を用いて測定した非ヒトの被検試料中のヒトインターロイ
キン－１８量に基づいて免疫疾患を診断する方法。
【請求項１５】
　ヒトインターロイキン－１８アンタゴニストを有効成分とするヒトインターロイキン－
１８活性阻害剤であって、上記ヒトインターロイキン－１８アンタゴニストが、以下のい
ずれかの物質であるヒトインターロイキン－１８活性阻害剤。
　i)請求項１～５のいずれか１項に記載のヒトインターロイキン－１８に特異的に結合す
るヒト抗体またはそのフラグメント
　ii) 請求項６に記載の修飾抗体。
【請求項１６】
　請求項１５に記載のヒトインターロイキン－１８活性阻害剤を含む免疫疾患治療剤。
【請求項１７】
　請求項１６に記載の免疫疾患治療剤を非ヒトに対し投与することによる免疫疾患の治療
方法。
【請求項１８】
　抗原とヒトインターロイキン－１８とによる刺激によってヘルパーＴ１細胞から産生す
るサイトカインを阻害することを特徴とする請求項１６に記載の免疫疾患治療剤。
【請求項１９】
　ヒトインターロイキン－１８が関与するアレルギーまたは炎症に適用するものであるこ
とを特徴とする請求項１６または１８に記載の免疫疾患治療剤。
【発明の詳細な説明】
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【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ヒト抗ヒトインターロイキン－１８抗体およびその断片、並びにそれらの利
用方法に関し、より詳細には、ヒトインターロイキン－１８（以下、ヒトIL-１８とする
）に結合し、その生理活性を阻害するヒト抗ヒトIL-18抗体およびその抗体フラグメント
、並びにそれらの利用方法に関するものである。この抗体及び抗体フラグメントは、IL-1
8が原因となって惹起される炎症、免疫異常性疾患の治療薬として期待される。
【背景技術】
【０００２】
　アトピー性皮膚炎（atopic dermatitis (AD)）は、主に外的刺激に対する炎症性皮膚病
変で、慢性反復性の強い掻痒を伴う疾患である。ＡＤ発症のメカニズムは不明な点が多い
が、ＡＤ発症には遺伝的背景があり、ＡＤ患者の血清中には高いレベルのIgEが存在する
。また、AD発症のメカニズムには、活性化T細胞、好塩基球、肥満細胞が深く関与する。
特に、アレルゲンによる肥満細胞あるいは好塩基球上のFcε受容体（FcεR）に結合したI
gE分子の架橋によって、これらの細胞が活性化される。その結果、２型ヘルパーT（Th2）
細胞由来のサイトカインとケミカルメディエーターとの産生が起こり、ADが発症すると考
えられている。Th2サイトカインとして重要なのは、IL-4、IL-5、IL-9、IL-13等であり、
ケミカルメディエーターとして重要なのは、ヒスタミン、セロトニン、ロイコトリエン等
である。
【０００３】
　ヘルパーT細胞（Th）は、抗原刺激を受けるとサイトカインを産生するが、その産生パ
ターンから２つの亜集団（Th1とTh2細胞）に分類される。1型ヘルパーT（Th1）細胞が刺
激を受けるとIFN-γ、IL-2、TNF-βなどのＴｈ１サイトカインを産生し、２型ヘルパーＴ
（Th2）細胞が刺激を受けるとIL-4、IL-5、IL-10、IL-13などのＴｈ２サイトカインを産
生する。前者（Th1細胞）はおもに細胞性免疫を誘導し、後者（Th2細胞）は液性免疫を誘
導し、ときにはアレルギー応答を誘導する。ナイーブT細胞は、IL-12の存在下で抗原刺激
を受けるとTh1細胞に、またIL-4の存在下で抗原刺激を受けるとTh2細胞に分化する。
【０００４】
　IL-18は、発見当初、T細胞やNK（ナチュラルキラー）細胞からIFN-γの産生を誘導する
因子として注目されていた（Okamura, H. et al. Nature 378, 88(1995).）。しかし、IL
-18がこの様な機能を発揮するのはIL-12が共存した場合である（Nakanishi, K. et al., 
Annu. Rev. Immunol., 19, 423 (2001)）。また、Ｔｈ１サイトカインであるIFN-γは、
Ｔｈ２サイトカインであるIL-4の作用を阻止するので、IFN-γを誘導するIL-18は、Ｔｈ
２細胞による免疫反応を抑制し、抗アレルギー作用を示すと考えられた。
【０００５】
　寄生虫をマウスに感染させると、Th2細胞が誘導されIgE産生がおこる。発明者は、感染
直後からIL-12とIL-18とを投与すると、T細胞、NK細胞、Ｂ細胞などから、IFN-γの産生
が誘導されIgE産生が抑制されることを明らかにした（Yoshimoto, T. et al., Proc. Nat
l. Acad. Sci. USA., 94, 3948(1997)）。
【０００６】
　さらに、IL-18だけを投与するとIgE産生が増強されることも明らかにした（Yoshimoto,
 T. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 96, 13962(1999)）。また、その後の解析か
ら、IL-18を正常なマウスに投与するとIgE産生が誘導されることも明らかとなった（Yosh
imoto, T. et al., Nat. Immunol,.1, 132(2000)）。
【０００７】
　生体内に投与されたIL-18は、CD4陽性T細胞（ＣＤ４＋Ｔ細胞）に作用してCD40リガン
ド(CD40L)の発現と、IL-4、IL-5、IL-13等の産生とを誘導する（Yoshimoto, T. et al., 
J.Exp.Med., 197, 997(2003)）。また、生体内でB細胞は、IL-18の刺激を受けたCD4陽性T
細胞が発現するCD40Lと、IL-4との刺激を受けてIgEを産生する。
【０００８】
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　IL-18は、in vitroで、IL-3によって誘導された好塩基球と肥満細胞とに作用して、IL-
4、IL-13、ヒスタミン等の産生を誘導する（Konishi, H. et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 99, 11340(2002)）。
【０００９】
　従来の定説では、初めに述べた様に、肥満細胞上のFcεRにFc部位を介して結合する複
数のIgE分子に、アレルゲンが結合して、これらのIgE分子を架橋することによって、肥満
細胞が活性化されると考えられていた。今もこの定説は正しいが、発明者らはIL-18が、
アレルゲンおよびIgEの介在無しに、直接的に肥満細胞や好塩基球を活性化してIL-4、IL-
13、ヒスタミン等の産生を誘導することを明らかにした（Yoshimoto, T. et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA., 96, 13962(1999)）。この様な場合もアレルギー性炎症がおこる
。
【００１０】
　IL-18は、生物学的に不活性な前駆体（ＩＬ－１８前駆体）として産生され、カスパー
ゼ１の作用で開裂されて活性型となり、細胞外に分泌される（Gu, Y. et al., Science, 
275, 206(1997)）。発明者は、皮膚のケラチノサイトで、IL-18前駆体が産生されて蓄積
されていることから、皮膚のケラチノサイト特異的にカスパーゼ１を過剰発現させたマウ
ス（カスパーゼ１トランスジェニックマウス）を作製した（Yamanaka, K. et al., J. Im
munol., 165, 997(2000)）。その結果、このマウスは、生物学的に活性のあるIL-18を大
量に産生した。また、このマウスは、血中に大量のIgEを産生していた（Yoshimoto, T. e
t al., Nat. Immunol,.1, 132(2000)，Konishi, H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. US
A, 99, 11340(2002)）。さらに、このマウスは、アレルゲンのない環境で飼育されている
にも関わらず、強いアトピー性皮膚炎を発症した（Konishi, H. et al., Proc. Natl. Ac
ad. Sci. USA, 99, 11340(2002)）。
【００１１】
　ところで、IL-4とIL-13のシグナルは、Stat 6を介して標的細胞の核内に伝達されるこ
とで、これらのサイトカインの作用を発揮することが明らかにされている。発明者らは、
stat6を欠損させたマウスが、IgEを産生しないことを明らかにした（Takeda, K. et al.,
 Nature, 380, 627(1996)）。そして、この様なStat 6遺伝子を欠損させたマウスと、皮
膚のケラチノサイト特異的にカスパーゼ１を過剰発現させたマウス（カスパーゼ１トラン
スジェニックマウス）とを交配して、stat6遺伝子欠損カスパーゼ１トランスジェニック
マウスを作製した。その結果、このマウスは、全くIgEを作らなかったが、強いアトピー
性皮膚炎を発症することが明らかとなった（Konishi, H. et al., Proc. Natl. Acad. Sc
i. USA, 99, 11340(2002)）。
【００１２】
　一方、発明者は、IL-18遺伝子を欠損したマウスとカスパーゼ１トランスジェニックマ
ウスとを交配することにより、IL-18欠損カスパーゼ１トランスジェニックマウスも作製
した。その結果、このマウスは、IgE産生を抑制されてはいたが、なおも大量のIgEを血中
に認めた。ところが、このマウスは、IgEを産生しているにもかかわらず、アトピー性皮
膚炎の発症が完全に抑制されていた（Konishi, H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
, 99, 11340(2002)）。
【００１３】
　これらの結果から、IgEの産生を抑制することよりも、IL-18の作用を抑制することが、
アトピー性皮膚炎の治療に有効と考えられる。
【００１４】
　IL-18は、発見当初IFN-γ誘導因子とよばれていたように、IL-12と相乗的に、Th1細胞
やNK細胞に作用してIFN-γの産生を強力に誘導する（Okamura, H. et al. Nature 378, 8
8(1995).、Nakanishi, K. et al., Annu. Rev. Immunol., 19, 423 (2001)）。さらに、I
L-18は、これらの細胞上にFasリガンド(FasL)の発現を増強する（Tsutsui, H. et al., J
.Immunol., 159, 3961(1997)）。FasLは、三量体になると、細胞のアポトーシスを誘導す
る。
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【００１５】
　発明者は、Propionibacterium acnesを投与したマウスの肝臓に存在するKupffer細胞が
、Fasを発現しており、FasLの刺激を受けると、活性型のIL-18を産生することを示した（
Tsutsui, H. et al., Immunity, 11, 359(1999)）。さらに、IL-18は、NK細胞およびTh1
細胞に作用してFasLの発現を増強する。このように、IL-18とFasLとの間には、正の相関
性（positive feedback loop）があることも明らかになった（Tsutsui, H. et al., J.Im
munol., 159, 3961(1997)、Tsutsui, H. et al., Immunity, 11, 359(1999)、Tsutsui, H
. et al., Immunol. Rev., 174, 192(2000)）。そのため、生体内でIL-18が過剰に産生さ
れると、肝臓や腸管で重篤な臓器障害が起こることが明らかとなった。このように、IL-1
8は、いわゆるTh1病の原因にもなる。
【００１６】
　このような疾患以外にも、Ｔｈ１細胞に誘導される気管支喘息、その他の様々な疾患に
おいて、IL-18の病態への関与が指摘されている。
【００１７】
　以上のように、IL-18の産生あるいは活性の制御は、このようなIL-18依存性のアトピー
性皮膚炎をはじめとする、ＩＬ－１８依存性疾患の治療法として、あるいはIL-18の過剰
産生が原因となり疾患の発症を誘導あるいは増悪するTh1病の治療法として、極めて重要
である。
【００１８】
　それゆえ、IL-18の生理活性を中和する特異的なモノクローナル抗体を開発することが
できれば、IL-18の関与する多くの疾患の有効な治療手段になることが期待される。
【００１９】
　ところが、ヒトIL-18に対するする抗体（抗ヒトＩＬ－１８抗体）としては、マウスや
ラット由来のモノクローナル抗体がいくつか取得されているに過ぎない（例えば、日本国
公開特許公報　特開２０００－２３６８８４号（２０００年９月５日公開）、ＷＯ００／
５６７７１の国際出願（２０００年９月２８日公開））。
【００２０】
　しかしながら、従来の抗ヒトＩＬ－１８抗体は、主に、ヒト以外の異種動物由来のモノ
クローナル抗体であるため、ヒトに対して投与した場合、異物として認識・排除される。
したがって、従来の抗ヒトＩＬ－１８抗体を、ヒトＩＬ－１８の関与する疾患の治療薬剤
として利用することは困難である。特に、慢性の自己免疫性疾患の治療では、長期間の継
続投与が行われるので、投与抗体に対する抗体の出現が問題となる。
【００２１】
　この問題を解決する方法として、ヒトIL-18に対するマウスモノクローナル抗体を、遺
伝子工学的手法を用いてヒト化することが考えられる。
【００２２】
　しかしながら、マウスモノクローナル抗体をヒト化すれば、抗原性は低下するものの、
慢性の自己免疫性疾患患者に対する反復投与や長期投与を行った際には、そのヒト化抗IL
-18抗体の活性を阻害するような抗体（阻止抗体）が作り出される可能性も否定できない
。その結果、顕著な治療効果は期待できず、場合によっては重大な副作用が生じる可能性
もあるという問題を有している。
【００２３】
　それゆえ、反復投与や長期投与を行った場合でも、安全性の高い抗ヒトＩＬ－１８抗体
の開発が強く望まれている。
【発明の開示】
【００２４】
　本発明は、上記の課題に鑑みなされたものであり、その目的は、安全性と治療効果を兼
ね備えたヒト抗ヒト抗インターロイキン－１８抗体およびその断片を提供するとともに、
それらの利用方法を提案することにある。
【００２５】
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　本発明者は、上記課題に鑑みて鋭意に検討した結果、健常人の末梢血Ｂリンパ球より調
製した免疫グロブリンＨ鎖およびＬ鎖の可変領域（ＶＨ，ＶＬ）をコードする遺伝子を発
現したファージディスプレイライブラリーから、完全ヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体の１本鎖
可変領域（ｓｃＦｖ）分子（抗体断片）を取得し、そのアミノ酸配列およびそれをコード
するｃＤＮＡの塩基配列を明らかにした。さらに、このｓｃＦｖが、ヒトＩＬ－１８の生
理活性を阻害することを見出し、本発明を完成させるに至った。
【００２６】
　すなわち、本発明は、医学上または産業上有用な方法・物質として下記Ａ）～Ｘ）の発
明を含むものである。
【００２７】
　Ａ）ヒトインターロイキン－１８に対する、ヒト抗ヒトインターロイキン－１８抗体。
【００２８】
　Ｂ）以下の（ａ）または（ｂ）のポリペプチドからなるＨ鎖の相補性決定領域と、（ｃ
）または（ｄ）のポリペプチドからなるＬ鎖の相補性決定領域とを含む上記Ａ）に記載の
ヒト抗ヒトインターロイキン－１８抗体。
（ａ）配列番号４～６に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド。
（ｂ）配列番号４～６に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換
、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、ヒトインターロ
イキン－１８に対するＨ鎖の相補性決定領域となるポリペプチド。
（ｃ）配列番号１０～１２に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド。
（ｄ）配列番号１０～１２に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が
置換、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、ヒトインタ
ーロイキン－１８に対するＬ鎖の相補性決定領域となるポリペプチド。
【００２９】
　Ｃ）以下（ｅ）または（ｆ）のポリペプチドからなるＨ鎖可変領域と、（ｇ）または（
ｈ）のポリペプチドからなるＬ鎖可変領域とを含む上記Ａ）またはＢ）に記載のヒト抗ヒ
トインターロイキン－１８抗体。
（ｅ）配列番号３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド。
（ｆ）配列番号３に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換、欠
失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、ヒトインターロイキ
ン－１８に対するＨ鎖可変領域となるポリペプチド。
（ｇ）配列番号９に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド。
（ｈ）配列番号９に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換、欠
失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、ヒトインターロイキ
ン－１８に対するＬ鎖可変領域となるポリペプチド。
【００３０】
　Ｄ）　以下（ｅ）または（ｆ）のポリペプチドからなる、ヒトインターロイキン－１８
に対するヒト由来の抗体（ヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体）のＨ鎖可変領域断片。
（ｅ）配列番号３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド。
（ｆ）配列番号３に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換、欠
失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、ヒトインターロイキ
ン－１８に対するＨ鎖可変領域となるポリペプチド。
【００３１】
　Ｅ）以下（ｇ）または（ｈ）のポリペプチドからなる、ヒトインターロイキン－１８に
対するヒト由来の抗体（ヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体）のＬ鎖可変領域断片。
（ｇ）配列番号９に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド。
（ｈ）配列番号９に示されるアミノ酸配列において、１または数個のアミノ酸が置換、欠
失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、ヒトインターロイキ
ン－１８に対するＬ鎖可変領域となるポリペプチド。
【００３２】
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　Ｆ）上記Ｂ）に記載のＨ鎖の相補性決定領域を含むＨ鎖可変領域断片または上記Ｄ）に
記載のＨ鎖可変領域断片と、上記Ｂ）に記載のＬ鎖の相補性決定領域を含むＬ鎖可変領域
断片または上記Ｅ）に記載のＬ鎖可変領域断片とを連結してなる、ヒトインターロイキン
－１８に対するヒト由来の抗体の１本鎖可変領域断片。
【００３３】
　Ｇ）上記Ｂ）に記載のＨ鎖の相補性決定領域を含むＨ鎖可変領域断片または上記Ｄ）に
記載のＨ鎖可変領域断片、および／または、上記Ｂ）に記載のＬ鎖の相補性決定領域を含
むＬ鎖可変領域断片または上記Ｅ）に記載のＬ鎖可変領域断片に、ヒト由来の定常領域を
連結してなる、ヒトインターロイキン－１８に対するヒト由来の抗体（ヒト抗ヒトＩＬ－
１８抗体）またはその断片。
【００３４】
　Ｈ）上記抗体の断片が、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２、ｓｃＡｂ、またはｓｃＦ
ｖＦｃである上記Ｇ）に記載の抗体の断片。
【００３５】
　Ｉ）上記Ａ）～Ｈ）のいずれかに記載の抗体またはその断片に、修飾剤が結合されてな
る修飾抗体。
【００３６】
　Ｊ）上記Ａ）～Ｈ）のいずれかに記載の抗体またはその断片をコードする遺伝子。
【００３７】
　Ｋ）配列番号１または７に示される塩基配列をオープンリーディングフレーム領域とし
て有する上記Ｊ）に記載の遺伝子。
【００３８】
　Ｌ）上記Ｊ）またはＫ）に記載の遺伝子を含む組換え発現ベクター。
【００３９】
　Ｍ）上記Ｊ）またはＫ）に記載の遺伝子が導入された形質転換体。
【００４０】
　Ｎ）上記Ｊ）またはＫ）に記載の遺伝子を宿主に発現させることによって、ヒト由来の
ヒト抗ヒトインターロイキン－１８抗体またはその断片を生産する方法。
【００４１】
　Ｏ）上記Ａ）～Ｈ）のいずれかに記載の抗体またはその断片、または上記Ｉ）に記載の
修飾抗体を用いたヒトインターロイキン－１８検出器具。
【００４２】
　Ｐ）上記Ａ）～Ｈ）のいずれかに記載の抗体またはその断片、または上記Ｉ）に記載の
修飾抗体を含むヒトインターロイキン－１８検出試薬を用いて、被検試料中のヒトインタ
ーロイキン－１８量を測定する免疫疾患の診断キット。
【００４３】
　Ｑ）上記Ｐ）に記載の検出試薬を用いて測定した被検試料中のヒトインターロイキン－
１８量に基づいて免疫疾患を診断する方法。
【００４４】
　Ｒ）ヒトインターロイキン－１８アンタゴニストを有効成分とするヒトインターロイキ
ン１８活性阻害剤。
【００４５】
　Ｓ）上記ヒトインターロイキン－１８アンタゴニストが、以下のいずれかの物質である
上記Ｒ）に記載のヒトインターロイキン１８活性阻害剤。
以下のいずれかの物質を含むヒトインターロイキン－１８活性阻害剤。
i)上記Ａ）～Ｃ）のいずれかに記載のヒト抗ヒトインターロイキン－１８抗体
ii)上記Ｄ）～Ｈ）のいずれかに記載の抗体の断片
iii)上記Ｉ）に記載の修飾抗体
iv)上記i)～iii)のいずれかに記載の抗体、抗体の断片、または修飾抗体が認識するヒト
インターロイキン－１８上の抗原決定領域に基づいて分子設計された低分子化合物。
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【００４６】
　Ｔ）上記Ｊ）またはＫ）に記載の遺伝子を含む遺伝子治療剤。
【００４７】
　Ｕ）上記Ｒ）またはＳ）に記載のヒトインターロイキン－１８活性阻害剤、または上記
Ｔ）に記載の遺伝子治療剤を含む免疫疾患治療剤。
【００４８】
　Ｖ）上記Ｕ）に記載の免疫疾患治療剤を投与することによる免疫疾患の治療方法。
【００４９】
　Ｗ）抗原とヒトインターロイキン－１８とによる刺激によってヘルパーＴ１細胞から産
生するサイトカインを阻害することを特徴とする上記Ｕ）に記載の免疫疾患治療剤。
【００５０】
　Ｘ）ヒトＩＬ－１８が関与するアレルギー、炎症、慢性免疫異常疾患に適用するもので
あることを特徴とする上記Ｕ）またはＷ）に記載の免疫疾患治療剤。
【００５１】
　本発明によれば、これまでのようにキメラ抗体またはヒト化抗体ではなく、ヒト由来の
ヒトＩＬ－１８に対する抗体およびその断片、並びにそれらの利用方法を提供できる。そ
れゆえ、ヒトＩＬ－１８が直接または間接的に関与する疾病の治療において、反復投与や
長期投与を行っても、顕著な治療効果と高い安全性とを維持した治療薬を提供できる。
【００５２】
　本発明のさらに他の目的、特徴、および優れた点は、以下に示す記載によって十分わか
るであろう。また、本発明の利益は、添付図面を参照した次の説明で明白になるであろう
。
【図面の簡単な説明】
【００５３】
　図１は、実施例１において分離したクローンｓｃＦｖのヒトＩＬ－１８に対する特異性
をＥＬＩＳＡによって評価した結果を示すグラフである。
【００５４】
　図２は、実施例１において精製したヒト由来のｓｃＦｖのヒトＩＬ－１８に対する特異
性をＥＬＩＳＡによって評価した結果を示すグラフである。
【００５５】
　図３は、実施例１におけるｓｃＦｖ（ｈ１８－４０、ｈ１８－１０８）が、ＩＬ－１８
によるヒト骨髄単核球ＫＧ－１細胞からのＩＮＦ-γの産生を阻害することを示すグラフ
である。
【００５６】
　図４は、実施例１におけるｓｃＦｖ（ｈ１８－１０８）が、ＩＬ－１８のヒト骨髄単核
球ＫＧ－１細胞への結合を阻害することを示すグラフである。
【００５７】
　図５は、図４において、ｓｃＦｖ（コントロール）の結果を示すグラフである。
【００５８】
　図６は、ｓｃＦｖ（ｈ１８－１０８）のウェスタンブロッティングの結果を示す図であ
る。
【００５９】
　図７は、ｓｃＦｖ（ｈ１８－１０８）のゲルろ過クロマトグラフィーの結果を示すグラ
フである。
【００６０】
　図８は、実施例２における、Ｔｈ１細胞およびＴｈ２細胞の刺激により、各細胞から産
生されたサイトカインの量を示すグラフである。
【００６１】
　図９は、実施例２における、Ｔｈ１細胞およびＴｈ２細胞の刺激により、各細胞の表面
のＩＬ－１８Ｒα鎖の発現レベルを示す図である。
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【００６２】
　図１０は、実施例２における、ＩＬ－１８の用量と、Ｔｈ１細胞からのサイトカインの
産生量との関係を示すグラフである。
【００６３】
　図１１は、実施例２における、Ｔｈ１細胞への刺激後の培養時間と、Ｔｈ１細胞からの
サイトカインの産生量との関係を示すグラフである。
【００６４】
　図１２は、実施例２において、ＩＬ－１８刺激を受けたＴｈ１細胞における、細胞質Ｉ
ＦＮ－γおよび／またはＩＬ－１３に陽性のＣＤ４＋Ｔ細胞の割合を、ＦＡＣＳ分析した
結果を示す図である。
【００６５】
　図１３は、実施例２における、抗ＣＤ３抗体刺激を受けたＴｈ１細胞中の、ＩＦＮ－γ
＋Ｔｈ１細胞の割合と、ＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞の陽性選別例とを示す図である。
【００６６】
　図１４は、実施例２における、ＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞を、抗ＣＤ３とＩＬ－１８とに
より刺激した場合の、サイトカインの産生量を示すグラフである。
【発明を実施するための最良の形態】
【００６７】
　本発明の具体的態様について説明すれば、以下の通りである。なお、本発明はこれに限
定されるものではない。
（１）本発明の抗体およびその断片
　本発明者は、ヒトインターロイキン－１８（ＩＬ－１８）に対するヒト抗ヒトＩＬ－１
８抗体について検討した結果、ファージディスプレイ法によって得られたヒト由来の１本
鎖可変領域断片（ｓｃＦｖ）が、ヒトＩＬ－１８により誘導されるシグナル伝達およびＩ
ＮＦ－γ産生を阻害することを明らかにした。さらに、この１本鎖可変領域断片（ｓｃＦ
ｖ）における、相補性決定領域（ＣＤＲ）、Ｈ鎖およびＬ鎖の可変領域のアミノ酸配列お
よびそれらをコードする遺伝子の塩基配列を同定した。
【００６８】
　配列番号３には、ＶＨ鎖のアミノ酸配列が示される。配列番号４～６は、このＶＨ鎖に
おける相補性決定領域（ＣＤＲ１～３）のアミノ酸配列が示される。すなわち、配列番号
３に示すＶＨ鎖のアミノ酸配列において、３１番目～３５番目のアミノ酸配列がＣＤＲ１
（配列番号４）、５０番目～６６番目のアミノ酸配列がＣＤＲ２（配列番号５）、９９番
目～１０８番目のアミノ酸配列がＣＤＲ３（配列番号６）に対応している。
【００６９】
　一方、配列番号９は、ＶＬ鎖のアミノ酸配列を示している。配列番号１０～１２は、こ
のＶＬ鎖における相補性決定領域（ＣＤＲ１～３）のアミノ酸配列を示している２３番目
～３３番目のアミノ酸配列がＣＤＲ１（配列番号１０）、４９番目～５５番目のアミノ酸
配列がＣＤＲ２（配列番号１１）、８８番目～９８番目のアミノ酸配列がＣＤＲ３（配列
番号６）に対応している。
【００７０】
　本発明の抗体およびその断片は、上記ＶＨ鎖およびＶＬ鎖、並びにそれらのＣＤＲとし
て、配列番号３～６および９～１２に示される配列に限定されるものではなく、それらの
一部が改変された変異ポリペプチドであってもよい。
【００７１】
　すなわち、ＶＨ鎖のＣＤＲとしては、（ａ）配列番号４～６に示されるアミノ酸配列か
らなるポリペプチド、のみならず、（ｂ）配列番号４～６に示されるアミノ酸配列におい
て、１または数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配
列からなり、かつ、ヒトインターロイキン－１８に対するＨ鎖の相補性決定領域となるポ
リペプチド、も含まれる。
【００７２】
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　一方、ＶＬ鎖のＣＤＲとしては、（ｃ）配列番号１０～１２に示されるアミノ酸配列か
らなるポリペプチド、のみならず、（ｄ）配列番号１０～１２に示されるアミノ酸配列に
おいて、１または数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ
酸配列からなり、かつ、ヒトインターロイキン－１８に対するＬ鎖の相補性決定領域とな
るポリペプチド、も含まれる。
【００７３】
　また、ＶＨ鎖可変領域は、（ｅ）配列番号３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプ
チド、のみならず、（ｆ）配列番号３に示されるアミノ酸配列において、１または数個の
アミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ、
ヒトインターロイキン－１８に対するＨ鎖可変領域となるポリペプチド、も含まれる。
【００７４】
　同様に、ＶＨ鎖可変領域は、（ｇ）配列番号９に示されるアミノ酸配列からなるポリペ
プチド、のみならず、（ｈ）配列番号９に示されるアミノ酸配列において、１または数個
のアミノ酸が置換、欠失、挿入、および／または付加されたアミノ酸配列からなり、かつ
、ヒトインターロイキン－１８に対するＬ鎖可変領域となるポリペプチド、も含まれる。
【００７５】
　ここで、上記「１個又は数個のアミノ酸が置換、欠失、挿入、及び／又は付加された」
とは、部位特異的突然変異誘発法等の公知の変異タンパク質作製法により置換、欠失、挿
入、及び／又は付加できる程度の数のアミノ酸が置換、欠失、挿入、及び／又は付加され
ることを意味する。したがって、例えば、上記（ｂ）のポリペプチドは、上記（ａ）のポ
リペプチドの変異ペプチドであり、ここにいう「変異」は、主として公知の変異タンパク
質作製法により人為的に導入された変異を意味するが、天然（例えばヒト）に存在する同
様の変異ポリペプチドを単離精製したものであってもよい。
【００７６】
　なお、上記「変異」は、後述のように本発明の抗体またはその断片を、治療薬として利
用する場合（ヒトに投与する場合）には、ヒト由来の構造またはヒトが免疫反応を起こさ
ない範囲で行い、検出器具や診断キットなどとして利用する場合（ヒトに投与しない場合
）には、特に制限されない。また、本発明の抗体またはその断片を、ヒトに投与する場合
、抗原を認識するＣＤＲの高次構造を維持する範囲で、変異を行うことが好ましい。
【００７７】
　また、本発明に係る抗体およびその断片は、付加的なポリペプチドを含むものであって
もよい。このようなポリペプチドが付加される場合としては、例えば、His やMyc 、Flag
等によって本発明のタンパク質がエピトープ標識されるような場合が挙げられる。
【００７８】
　なお、ＣＤＲは抗原を認識する領域であるため、ヒトＩＬ－１８は、本発明にかかる抗
体またはその断片の相補性決定領域（ＣＤＲ）に認識される。したがって、少なくとも上
記ＣＤＲを有する抗体は、ヒトＩＬ－１８を特異的に認識できる。すなわち、上記ＶＨ鎖
およびＶＬ鎖は、少なくとも前記ＶＨ鎖およびＶＬ鎖のＣＤＲを含んでいればよく、それ
以外は、ヒト由来のＶＨ鎖およびＬ鎖のアミノ酸配列であればよい。これにより、ヒトＩ
Ｌ－１８に対する特異性は保持される。ただし、ＣＤＲは、Ｈ鎖およびＬ鎖の可変領域の
１次構造と高次構造とによって、特異的に構築されている。このため、少なくとも前記Ｖ

Ｈ鎖およびＶＬ鎖のＣＤＲを含み、それ以外を、ヒト由来のＶＨ鎖およびＬ鎖からヒト抗
ヒトＩＬ－１８抗体を構成する場合、ヒトＩＬ－１８に対する特異性を有する抗体とする
ことが可能である。例えば、少なくともＣＤＲの高次構造を維持することによって、ヒト
ＩＬ－１８に対する特異性を有する抗体とすることが可能である。
【００７９】
　より具体的には、本発明にかかる抗体およびその断片としては、ヒト由来のものであっ
て、例えば、以下に示すイ）～ニ）に示すものが挙げられる。
イ）上記（ａ）または（ｂ）に記載のＨ鎖の相補性決定領域を含むＶＨ鎖、
ロ）上記（ｅ）または（ｆ）のポリペプチドからなるＶＨ鎖、



(11) JP 4134166 B2 2008.8.13

10

20

30

40

50

ハ）上記（ｃ）または（ｄ）に記載のＬ鎖の相補性決定領域を含むＶＬ鎖、
ニ）（ｇ）または（ｈ）のポリペプチドからなるＶＬ鎖、
ホ）上記イ）またはロ）のＶＨ鎖および上記ハ）またはニ）のＶＬ鎖とを連結してなる１
本鎖可変領域断片（ｓｃＦｖ）、
ヘ）上記イ）またはロ）のＶＨ鎖および／または上記ハ）またはニ）ＶＬ鎖にヒト由来の
定常領域を連結してなる断片などであってもよい。
【００８０】
　上記ホ）およびヘ）において、上記ＶＨ鎖とＶＬ鎖とを連結する場合、通常、適当なペ
プチドリンカーなどによって連結される。このペプチドリンカーとしては、例えば、１０
～２５アミノ酸残基からなる任意の１本鎖ペプチドが用いられる。
【００８１】
　また、上記ヘ）に記載の上記ＶＨ鎖および／またはＶＬ鎖にヒト由来の定常領域を連結
してなる断片（フラグメント）は、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２や、少なくとも一
部のＦｃ部を有したｓｃＡｂ、またはｓｃＦｖＦｃ、さらには完全抗体であってもよい。
なお、ｓｃＡｂとはｓｃＦｖにＬ鎖またはＨ鎖の定常領域の一部のドメイン（Ｃドメイン
）が結合したもの、ｓｃＦｖＦｃとはｓｃＦｖにＨ鎖およびＬ鎖の全定常領域が結合した
ものである。
【００８２】
　さらに、本発明の抗体およびその断片には、安定性や抗体価を向上させるために、修飾
剤が結合されていてもよい。すなわち、本発明の抗体およびその断片は、修飾抗体であっ
てもよい。この修飾剤としては、例えば、糖鎖や高分子などが挙げられる。糖鎖修飾を行
った場合には、その糖鎖が何らかの生理活性を有する可能性があるが、ポリエチレングリ
コール（ＰＥＧ）などの単純な高分子修飾を行った場合にはそれ自体生理活性を示さない
。さらに、ＰＥＧ化によって肝臓での吸収を抑制したり、血中での安定性を向上したりす
る可能性がある。つまり、修飾剤としては、PEGなどの単純高分子が好ましい。
【００８３】
　なお、本発明の抗体およびその断片の修飾剤による修飾は、前述の変異ペプチドの作製
と同様に、治療薬として利用する場合には、ヒトが免疫反応を起こさない範囲で行い、検
出器具や診断キットなどとして利用する場合には、特に制限されない。また、本発明の抗
体またはその断片を、ヒトに投与する場合、抗原を認識するＣＤＲの高次構造を維持する
範囲で、修飾することが好ましい。
【００８４】
　また、上記抗体は、抗体と構造的に関連したタンパク質も包含する意味、すなわち免疫
グロブリンの意味である。さらに、本発明の抗体は、ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、
ＩｇＭの何れのクラスでもよい。言い換えると、単量体であってもよいし、２量体、３量
体、４量体、５量体といった多量体であってもよい。
【００８５】
　後述する実施例に示すように、上記ｓｃＦｖについて詳細な解析を進めた結果、後の実
施例において詳述するように、その作用・性質について以下の知見が得られた。
〔１〕ヒトＩＬ－１８と特異的に結合する。
〔２〕ヒトＩＬ－１８により誘導されるシグナル伝達およびＩＮＦ－γの産生を阻害する
。
【００８６】
　このように、上記ｓｃＦｖは、ヒト由来のアミノ酸配列を有しているため、抗体の活性
を阻止する阻止抗体が形成される可能性は極めて低い。さらに、ヒトＩＬ－１８と強く結
合することにより、その生理活性を阻害する作用があるので、ヒトＩＬ－１８によって惹
起される種々の免疫応答を阻害することができる。よって、上記ｓｃＦｖおよびそれを含
む抗体またはその断片は、ヒトＩＬ－１８が直接または間接的に関与する疾患、例えば、
この免疫応答によって惹起されるアレルギー、炎症、および慢性免疫異常疾患の治療のた
めに利用することができる。このような治療薬が開発されれば、ヒトＩＬ－１８が関与す
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る疾患の新しい治療方法の確立が期待される。
【００８７】
　（２）本発明にかかる遺伝子
　本発明にかかる遺伝子は、上記（１）で説明した抗体またはその断片をコードする遺伝
子であり、配列番号１または７に示される塩基配列をオープンリーディングフレーム（Ｏ
ＲＦ）領域として有する遺伝子、およびその塩基配列の一部を改変した改変遺伝子などが
含まれる。
【００８８】
　上記の遺伝子は、本発明の抗体またはその断片をコードしているので、適当な宿主（例
えば細菌、酵母）に導入して、本発明の抗体またはその断片を発現させることができる。
【００８９】
　さらに、上記「遺伝子」は、上記（１）の抗体またはその断片をコードする配列以外に
、非翻訳領域（ＵＴＲ）の配列やベクター配列（発現ベクター配列を含む）などの配列を
含むものであってもよい。例えば、配列番号１または７に記載の配列をベクター配列につ
ないで本発明の遺伝子を構成し、これを適当な宿主で増幅させることにより、本発明の遺
伝子を所望に増幅させることができる。また、本発明の遺伝子の一部配列をプローブに用
いてもよい。また、後述するように、本発明の遺伝子は、ヒトＩＬ－１８が関与する疾患
用の遺伝子治療剤（遺伝子治療薬）として利用できる。
【００９０】
　（３）本発明の抗体およびその断片の取得方法・生産方法
　上記（１）に記載の抗体およびその断片は、例えば、後述する実施例に示すように、い
わゆるファージディスプレイ法を利用することにより、取得することができる。また、上
記（１）に記載の抗体およびその断片は、上記（２）に記載の遺伝子を宿主に発現させる
ことによって、生産することができる。なお、抗体およびその断片の取得方法および生産
方法は、これに限定されるものではない。
【００９１】
　より具体的には、健常人の末梢血Ｂリンパ球からｍＲＮＡを抽出し、免疫グロブリン遺
伝子のＶＨ鎖、ＶＬ鎖を、その両端を規定するプライマー対を用いてＲＴ－ＰＣＲ法によ
り増幅し、多様な配列を有するＨ鎖、Ｌ鎖のＶ領域集団を得る。次に、更にペプチドリン
カー部分をコードするＤＮＡ、およびその両端を各々Ｈ鎖、Ｌ鎖と連結されるように規定
するプライマー対を組み合わせて増幅して、Ｈ鎖、Ｌ鎖のＶ領域のランダムな組み合わせ
による多様なｓｃＦｖ ＤＮＡ集団を調製する。得られたｓｃＦｖ ＤＮＡをファージミド
ベクターpCANTAB5Eに組込み、ｓｃＦｖディスプレイファージライブラリを作製する。こ
のライブラリをプラスチックチューブに固相化したヒトIL-18と反応させ、洗浄により未
反応のｓｃＦｖディスプレイファージを除去した後に、ヒトIL-18と結合しているｓｃＦ
ｖファージクローンを酸で溶出する。分離したファージクローンからｓｃＦｖ ＤＮＡを
調製し、これを発現ベクターに組み込み、該発現ベクターにより形質転換された宿主を常
法に従って培養して目的のｓｃＦｖ蛋白のみを得るというものである。
【００９２】
　なお、配列番号１および７は、ファージディスプレイ抗体法によって、取得したヒトＩ
Ｌ－１８に対する１本鎖可変領域（ｓｃＦｖ）のＶＨ鎖およびＶＬ鎖をコードするｃＤＮ
Ａの塩基配列である。
【００９３】
　ｓｃＦｖ ＤＮＡの発現方法としては、例えば、大腸菌で発現させることができる。大
腸菌の場合、常用される有用なプロモーター、抗体分泌のためのシグナル配列等、発現さ
せるｓｃＦｖを機能的に結合させて発現させることが出来る。例えば、プロモーターとし
ては、lacZプロモーター、araBプロモーター等を挙げることができる。ｓｃＦｖの分泌の
ためのシグナル配列としては、大腸菌のペリプラズムに発現させる場合、pelBシグナル配
列（Lei, SP., et al, J. Bacteriol., 1987, 169 : 4379-4383）を用いるとよい。培養
上清中に分泌させるにはM13ファージのｇ３蛋白のシグナル配列を用いることもできる。
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【００９４】
　前記のように発現されたｓｃＦｖは細胞内外、宿主から分離し均一にまで精製すること
ができる。本願発明で発現されるｓｃＦｖは、そのＣ末端にE tag配列が付加されている
ので、抗E tag抗体を用いたアフィニティークロマトグラフィーを用いて、容易に短時間
で精製することができる。その他、通常のタンパク質で使用されている分離、精製方法を
組み合わせて精製することも可能である。例えば、限外濾過、塩析、ゲル濾過／イオン交
換／疎水クロマト等のカラムクロマトグラフィーを組み合わせれば抗体を分離・精製する
ことができる。
【００９５】
　このようにして得られたｓｃＦｖ蛋白（ポリペプチド）は、後述する実施例に示すよう
にヒトIL-18に対する結合活性を有することが明らかになった。本発明のヒト抗ヒトIL-18
抗体の抗原結合活性を測定する方法としては、ＥＬＩＳＡ、BIAcore等の方法がある。例
えばＥＬＩＳＡを用いる場合、ヒトIL-18を固相化した９６穴プレートに目的の抗ヒトIL-
18抗体や抗体フラグメントを含む試料、例えば大腸菌の培養上清や精製抗体を加える。次
にアルカリホスファターゼ等の酵素で標識した二次抗体を添加し、プレートをインキュベ
ーション、洗浄した後、発色基質パラニトロフェニルホスフェートを加えて吸光度を測定
することで抗原結合活性を評価することが出来る。
【００９６】
　さらにまた、本願発明により得られたｓｃＦｖ蛋白は、ヒトIL-18により誘導されるヒ
ト骨髄単核球KG-1 細胞からのIFN-γ産生を容量依存的に抑制することも明らかとなった
。
【００９７】
　従って、このｓｃＦｖ蛋白は、ヒトIL-18の生物活性を抑制する事から、IL-18の作用に
より惹起される疾患の予防または治療に有効であると期待される。
【００９８】
　（４）本発明の組換え発現ベクター等
　本発明の組換え発現ベクターは、前記（２）の遺伝子、すなわち、上記（１）の抗体ま
たはその断片をコードする遺伝子を含むものであり、例えば、配列番号１又は７に示され
る何れかの塩基配列を有するｃＤＮＡが挿入された組換え発現ベクターが挙げられる。組
換え発現ベクターの作製には、プラスミド、ファージ、又はコスミドなどを用いることが
できるが特に限定されるものではない。
【００９９】
　このように、組換え発現ベクターは、本発明の遺伝子を含むものである。ベクターの具
体的な種類は特に限定されるものではなく、ホスト細胞中で発現可能なベクターを適宜選
択すればよい。すなわち、ホスト細胞の種類に応じて、確実に遺伝子を発現させるために
適宜プロモーター配列を選択し、これと本発明に係る遺伝子を各種プラスミド等に組み込
んだものを発現ベクターとして用いればよい。
【０１００】
　本発明の遺伝子がホスト細胞に導入されたか否か、さらにはホスト細胞中で確実に発現
しているか否かを確認するために、各種マーカーを用いてもよい。例えば、ホスト細胞中
で欠失している遺伝子をマーカーとして用い、このマーカーと本発明の遺伝子とを含むプ
ラスミド等を発現ベクターとしてホスト細胞に導入する。これによってマーカー遺伝子の
発現から本発明の遺伝子の導入を確認することができる。あるいは、本発明に係る抗体ま
たはその断片を融合タンパク質として発現させてもよく、例えば、オワンクラゲ由来の緑
色蛍光タンパク質ＧＦＰ（Green Fluorescent Protein）をマーカーとして用い、本発明
に係る抗体またはその断片をＧＦＰ融合タンパク質として発現させてもよい。
【０１０１】
　上記ホスト細胞は、特に限定されるものではなく、従来公知の各種細胞を好適に用いる
ことができる。具体的には、上記（２）遺伝子が全長ＤＮＡの場合のホスト細胞としては
、ヒト又はマウス由来の細胞をはじめとして、線虫Caenorhabditis elegans、アフリカツ
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メガエル（Xenopas laevis）の卵母細胞、各種哺乳動物（ラット、ウサギ、ブタ、サル等
）の培養細胞、あるいは、キイロショウジョウバエ、カイコガ等の昆虫の培養細胞等など
の動物細胞が挙げられ、ＤＮＡフラグメントの場合のホスト細胞としては、例えば、大腸
菌（Escherichia coli）等の細菌、酵母（出芽酵母Saccharomyces cerevisiaeや分裂酵母
Schizosaccharomyces pombe）などを挙げることができるが、特に限定されるものではな
い。
【０１０２】
　上記発現ベクターをホスト細胞に導入する方法、すなわち形質転換方法も特に限定され
るものではなく、電気穿孔法、リン酸カルシウム法、リポソーム法、ＤＥＡＥデキストラ
ン法等の従来公知の方法を好適に用いることができる。
【０１０３】
　本発明の形質転換体は、前記（２）の遺伝子、すなわち、上記（１）の抗体またはその
断片をコードする遺伝子が導入された形質転換体である。ここで、「遺伝子が導入された
」とは、公知の遺伝子工学的手法（遺伝子操作技術）により、対象細胞（宿主細胞）内に
発現可能に導入されることを意味する。また、上記「形質転換体」とは、細胞・組織・器
官のみならず、動物個体を含む意味である。対象となる動物は、特に限定されるものでは
ないが、ウシ、ブタ、ヒツジ、ヤギ、ウサギ、イヌ、ネコ、モルモット、ハムスター、マ
ウス、ラットなどの哺乳動物が例示される。特に、マウスやラット等の齧歯目動物は、実
験動物・病態モデル動物として広く用いられており、なかでも近交系が多数作出されてお
り、受精卵の培養、体外受精等の技術が整っているマウスが実験動物・病態モデル動物と
して好ましく、ノックアウトマウス等は、上記抗体やその断片の更なる機能解析、ヒトＩ
Ｌ－１８が関与する病気の診断方法の開発や、その治療方法の開発などに有用である。
【０１０４】
　なお、上記（１）の抗体またはその断片は、本発明の組換え発現ベクターを用いて作製
した、本発明の形質転換体によっても生産することが可能である。
【０１０５】
　（５）本発明の抗体およびその断片の利用方法
　（５－１）ヒトＩＬ－１８検出器具・免疫疾患の診断キット・診断方法
　上記（１）の抗体、その抗体断片、または修飾抗体は、ヒトＩＬ－１８に対して、特異
的に強く結合するため、ヒトＩＬ－１８の検出・測定などに利用できる可能性がある。す
なわち、上記ヒトインターロイキン－１８検出器具によれば、例えば、血液や尿などの試
料中に含まれるヒトＩＬ－１８を高精度に検出できる。それゆえ、ヒトＩＬ－１８が関与
する疾患の判定や治療効果の評価を行うための診断用、治療用として利用できる。
【０１０６】
　なお、本発明のヒトＩＬ－１８検出器具は、本発明の抗体における少なくともＣＤＲの
アミノ酸配列を用いればよい。ヒトＩＬ－１８検出器具は、種々の条件下でのＩＬ－１８
の検出・測定などに利用できる。本発明のヒトＩＬ－１８検出器具としては、例えば、ヒ
トＩＬ－１８と特異的に結合する本発明の抗体またはその断片を基盤（担体）上に固定化
した抗体チップや抗体カラム等が挙げられる。
【０１０７】
　また、本発明の抗体またはその断片は、イムノアフィニティークロマトグラフィーによ
るヒトＩＬ－１８の精製にも極めて有用である。この精製方法は、本発明の抗体またはそ
の断片をヒトＩＬ－１８とそれ以外の物質の混合物に接触させて抗体またはその断片にヒ
トＩＬ－１８を吸着させる工程と、吸着したヒトＩＬ－１８を抗体またはその断片から脱
着させ、採取する工程を含むものである。この精製方法によれば、ＩＬ－１８を短時間か
つ高精度に精製できる。
【０１０８】
　本発明の抗体またはその断片、およびそれらの修飾抗体は、ヒトＩＬ－１８を検出する
ための試薬（ヒトＩＬ－１８検出試薬）としても広範な用途を有する。すなわち、これら
の抗体またはその断片によるラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノアッセイ、蛍光イ
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ムノアッセイなどの標識イムノアッセイを適用するときには、被検試料中のヒトＩＬ－１
８を迅速且つ正確に定性又は定量分析することができる。この標識イムノアッセイでは、
上記抗体またはその断片は、例えば、放射性物質、酵素及び／又は蛍光物質により標識し
て用いられる。また、これらの抗体およびその断片は、ヒトＩＬ－１８に特異的に反応し
、免疫反応を呈するので、その免疫反応を標識物質を指標に測定すれば、被検試料中のご
く微量のヒトＩＬ－１８を精度良く検出することができる。標識イムノアッセイは、バイ
オアッセイと比較して、一度に数多くの被検試料を分析できるうえに、分析に要する時間
と労力が少なくてすみ、しかも、分析が高精度であるという特徴がある。
【０１０９】
　本発明の免疫疾患の診断キット、および免疫疾患を診断する方法は、このようなヒトＩ
Ｌ－１８の検出方法に従い、被検試料（血液や体液、組織など）中のヒトＩＬ－１８量を
測定し、その測定結果に応じて免疫疾患の診断を行うものである。なお、上記「免疫疾患
」は、ヒトＩＬ－１８が関与する疾患であり、例えば、アトピー性皮膚炎、気道炎症、気
道過敏性（ＡＨＲ）、喘息などが例示される。
【０１１０】
　このように、本発明のヒトＩＬ－１８の検出器具による検出方法は、ヒトＩＬ－１８を
製造する際の工程管理や製品の品質管理に有用である。また、本発明の免疫疾患の診断キ
ットおよび診断方法は、組織や体液におけるヒトＩＬ－１８のレベルを指標とする種々の
感受性疾患の診断や、各種免疫疾患の治療評価を行うために極めて有用である。
【０１１１】
　なお、一般に診断用に用いる抗体は、マウス、ウサギ、ヤギなどのヒト以外の動物を免
疫して作成される。しかし、動物の免疫系では、自己の体を構成する分子に結合する抗体
を産生するリンパ球は、排除または不活性化される。つまり、動物を免疫して作成した抗
ヒトＩＬ－１８抗体のうち、ヒトＩＬ－１８と動物のＩＬ－１８とで酷似した部分を抗原
決定領域とした抗体は含まれない。
【０１１２】
　これに対し、本発明の抗体は、ヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体を提示させたファージライブ
ラリーからスクリーニングされた抗体である。このファージには、動物のように抗体を排
除または不活性化する機構は存在しない。それゆえ、本発明の抗体には動物の免疫では作
製できない、ヒト、サル、その他各種の動物のＩＬ－１８に共通した抗原決定領域に結合
特異性を示す抗ＩＬ－１８抗体が含まれる。このような抗体を本発明の検出器具や診断キ
ットに用いれば、ヒトのみならずサルをはじめとする各種動物疾患モデルにおけるＩＬ－
１８関連疾患を診断することができる。
【０１１３】
　（５－２）ヒトＩＬ－１８活性阻害剤など
　上記（１）の抗体は、ヒトＩＬ－１８を特異的に認識するヒト由来のヒト抗ヒトＩＬ－
１８抗体である。さらに、この抗体は、ヒトＩＬ－１８に特異的に結合するとともに、ヒ
トＩＬ－１８の受容体への結合を阻害してこの受容体を介したシグナル伝達も阻害し、さ
らには、ヒトＩＬ－１８によって誘導されるＩＦＮ－γの産生も阻害する。
【０１１４】
　したがって、この抗体は、言い換えれば、ヒトＩＬ－１８アンタゴニストである。そし
て、このヒトＩＬ－１８アンタゴニストは、ヒトインターロイキン－１８活性阻害剤とし
て利用することができる。
【０１１５】
　上記「ヒトＩＬ－１８アンタゴニスト」としては、特に限定されるものではないが、例
えば、以下のi)～iv)の物質が挙げられる。
i)上記（１）に記載の本発明の抗体。
ii)上記（１）に記載の本発明の抗体の断片。
iii)上記（１）に記載の本発明の抗体またはその断片の修飾抗体。
iv) i)～iii)に記載の抗体、抗体の断片、または修飾抗体が認識するヒトＩＬ－１８上の
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抗原決定領域に基づいて分子設計された低分子化合物。
【０１１６】
　ここで、上記「ヒトインターロイキン－１８活性阻害剤」は、ヒトインターロイキン－
１８の活性を抑制するのはもちろん、ヒトインターロイキン－１８の受容体への結合も拮
抗的に阻害するもの、さらには、ヒトＩＬ－１８とＩＬ－１８受容体との複合体に結合し
て、シグナル伝達を阻害するものであってもよい。
【０１１７】
　また、上記（２）に記載の本発明の遺伝子は、ヒトＩＬ－１８が関与する免疫疾患にお
ける遺伝子治療剤として利用することができる。この遺伝子治療剤を摂取すれば、体内で
本発明の抗体またはその断片が形成されるので、上記ヒトＩＬ－１８活性抑制剤と同様の
効果が得られる。なお、ヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体が、生体内で形成され続けると、ヒト
ＩＬ－１８の作用を過剰に抑制してしまうが、ヒトの場合、ＩＬ－１８が欠失したとして
も、ＩＬ－１がＩＬ－１８と同様の作用を示すため、特に問題は生じない。
【０１１８】
　本発明の抗体は、ヒトＩＬ－１８を特異的に認識するヒト由来のヒト抗ヒトＩＬ－１８
である。すなわち、この抗体のアミノ酸配列は、従来のキメラ抗体やヒト化抗体とは異な
り、すべてヒト由来である。
【０１１９】
　したがって、本発明の抗体の作用を阻止する抗体（阻止抗体）が形成される虞はない。
それゆえ、たとえ、この抗体を反復投与または長期投与したとしても、高い安全性を保持
したまま、効果も持続することが可能である。
【０１２０】
　それゆえ、本発明のヒトＩＬ－１８活性阻害剤および遺伝子治療剤は、ヒトＩＬ－１８
が関与する免疫疾患の治療法として有用な免疫疾患治療剤（免疫治療薬）として利用可能
である。
【０１２１】
　なお、本発明の免疫疾患治療剤は、体内でその効果を発揮すればよいので、例えば、配
列番号３に示されるアミノ酸配列からなるポリペプチド（またはこれを含むヒトＩＬ－１
８活性阻害剤）を投与してもよいし、プロドラッグ化して体内で代謝されて当該ポリペプ
チドが発現されてもよい。すなわち、本発明の免疫疾患治療剤は、上記i)～iv)のヒトＩ
Ｌ－１８アンタゴニスト（ヒトＩＬ－１８活性阻害剤）または上記遺伝子治療剤がプロド
ラッグ化されていてもよい。すなわち、体内で、活性代謝物となるように、免疫治療薬剤
を修飾してもよい。
【０１２２】
　また、本発明の免疫疾患治療薬剤には、１種類以上の賦形剤、１種類以上の結合剤、１
種類以上の崩壊剤、１種類以上の滑沢剤、１種類以上の緩衝剤などのように、医薬品とし
て許容される添加物が含まれていてもよい。
【０１２３】
　以上のように、本発明の抗体（ヒトモノクローナル抗体）及び、当該抗体フラグメント
分子は、ヒト由来抗ヒトIL-18抗体の可変領域を有し、ヒトIL-18と強く反応して、IL-18
とIL-18受容体間の結合に阻害作用を示す。さらに、IL-18によって惹起される種々の免疫
応答を阻害することができ、当該免疫応答により惹起されるアレルギー、炎症及び免疫異
常性疾患の予防または治療薬、例えば、抗炎症剤あるいは自己免疫疾患の治療及び予防の
ための薬剤として使用することができる。
【０１２４】
　また、本願発明のヒトIL-18に対するヒト由来ｓｃＦｖは、IL-18と特異的に結合し、IL
-18により誘導されるシグナル伝達及びIFN-γ産生を阻害するものであることが示された
。従って、当該ｓｃＦｖ及びｓｃＦｖのＶＨ鎖及びＶＬ鎖をヒト定常領域またはその一部
と結合させたヒト抗ヒトIL-18抗体またはその抗体フラグメントは、IL-18の関与する疾患
、例えば慢性炎症性疾患や自己免疫疾患等の治療への適用が期待される。また、IL-18と
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は結合するが抑制作用を示さなかった抗体を含めてこれらの抗体で、IL-18の血中濃度を
測定し、病態の症状の変動をモニターすることもできる。
【０１２５】
　なお、前述のように本発明の抗体は、ヒトＩＬ－１８に対するシグナル伝達及びＩＮＦ
－γ産生を阻害するので、そのような特性を有する抗体とヒトＩＬ－１８との結合特異性
を示すＩＬ－１８上の抗原決定領域を明らかにすれば、低分子化合物の免疫疾患治療薬の
開発への応用が可能となる。この抗原決定領域を、エピトープという。このエピトープは
、アミノ酸の１次配列そのものである場合や、もしくは、ペプチド鎖の折り畳まれ方で構
築た立体構造である場合がある。いずれの場合でも、例えば、本発明者等が提案した「モ
ノクローナル抗体を用いた分子鋳型デザイン法」によって、エピトープの類似化合物（ミ
ミック分子）をデザインすることができる（T. Fukumoto et al., Nature Biotechnology
, 16:267-270, 1998.）。ここで、「低分子化合物」とは、例えば、ペプチドや抗体など
の比較的分子量の大きい化合物（分子量１万以上）のものではなく、一般に低分子医薬と
して用いられている、分子量１万未満、好ましくは、分子量３０００未満の化合物を示し
ている。なお、低分子化合物の分子量は、小さいほど好ましい。
【０１２６】
　なお、上記低分子化合物として、ペプチドやさらに低分子量の化合物を創製する場合、
このミミック分子の分子構造に着目して分子設計を行う、いわゆるin sillicoプロセスに
よって、設計することができる。このように、in sillicoによる分子設計を行うことによ
り、安価かつ迅速に、治療薬となりうる低分子化合物を、リード化合物として選抜できる
。
【０１２７】
　具体的には、例えば、後述の実施例では、ヒト抗ヒトＩＬ－１８ｓｃＦｖ抗体のＣＤＲ
は、配列番号４～６，１０～１２に示されている。一般に、抗体において、ＣＤＲは、抗
原を認識する領域（部位）である。すなわち、ＣＤＲは、抗体の活性中心となる。つまり
、実施例１に示したｓｃＦｖは、ＣＤＲによって、ヒトＩＬ－１８を特異的に認識する。
従って、このＣＤＲの高次構造と略一致（好ましくは完全に一致）するように、低分子化
合物を設計すれば、その低分子化合物は、低分子医薬品として利用できる。言い換えれば
、低分子化合物は、ＣＤＲのコンフォメーションに近づくように設計する。なお、in sil
lico プロセスの方法は、特に限定されるものではないが、例えば、SBDD(Structure Base
d Drug Design), CADD(Conputer-Aided Drug Design)などにより、ＣＤＲが有する官能基
や、ＣＤＲの高次構造に基づいて、コンピューター上で設計できる。
【０１２８】
　このようにして設計した低分子化合物は、抗体のようなタンパク質（ペプチド）に比べ
て、安定性が高い。このため、この低分子化合物は、取り扱いやすい医薬品として利用で
きる。
【０１２９】
　（５－３）免疫疾患治療薬剤の適用例－１
　前述のように、本発明のヒトＩＬ－１８活性阻害剤および遺伝子治療剤は、ヒトＩＬ－
１８が関与する免疫疾患の治療法として有用な免疫疾患治療薬剤となる。ここで、免疫疾
患治療薬剤の適用例について説明する。
【０１３０】
　Ｔｈ１細胞優位な免疫応答は、一般に、自己免疫疾患の病態に検討される。しかし、Ｔ
ｈ１細胞優位な免疫応答は、Ｔｈ２細胞が関与する疾患（喘息・アトピーなど）に対して
、防御的である。しかしながら、最近の研究で、Ｔｈ１細胞が、Ｔｈ２細胞が関与する気
道過敏を増大させることに関与することが明らかとなった。さらに、Ｔｈ１細胞が、好中
球の増加と活性化によって、気道過敏性（ＡＨＲ）を誘導することが示された。
【０１３１】
　実際、喘息患者の気道は、好中球数の増加だけでなく、ＩＦＮ－γ，ＴＮＦα，および
ＩＬ－８レベルの増加も見られる場合がある。それにもかかわらず、どのようにＴｈ１細
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胞がＴｈ２細胞の影響を妨げ、病態を示すのか、そのメカニズムは、未だ解明されていな
い。従って、気道炎症および気道過敏性が誘導された場合の、Ｔｈ１細胞の病態への関与
を解明することは重要である。
【０１３２】
　ＩＬ－１８は、本来は、抗ＣＤ３抗体およびＩＬ－１２存在下、Ｔｈ１細胞から産生す
るＩＦＮ－γを増加させる因子として、発見された。このため、ＩＬ－１２とＩＬ－１８
との混合物を注入すると、in vivoでＩＦＮ－γ産生細胞を誘導して、Ｔｈ２細胞が誘導
するＩｇＥ応答を阻害する。しかしながら、本発明者等の最近の研究によって、in vitro
で誘導した抗原特異的Ｔｈ１細胞あるいはＴｈ２細胞を、ナイーブホストマウス（非感作
性ホストマウス）に受動移入後、ホストマウスを約１ヶ月間、無処置で放置しておくと、
移入した各細胞が、メモリー表現型のＴｈ１細胞あるいはＴｈ２細胞となること、および
、これらの細胞を、経鼻的に投与した抗原、または、抗原とＩＩＬ－１８とにより刺激さ
れた場合に、ホスト動物が、気道炎症を発症することが明らかとなった（T.Sugimoto et.
al., J. EXP. Med., 2004, 199, 535-545.）。従来の報告は、ＩＬ－１３の中和は、Ｔｈ
２細胞が移入されたマウスの、好酸球の増加とＡＨＲとを阻害するというものであった。
これに対し、同様の処理をしたＴｈ１細胞が移入されたマウスでは、たとえ、この処理が
、著しく気道の好酸球の増加を減少させるものであっても、ＡＨＲが阻害されない。
【０１３３】
　これらの結果は、Ｔｈ１細胞が、Ｔｈ２細胞とは全く異なる様式で、ＡＨＲを誘導する
ことを示唆している。Ｔｈ１細胞は、抗原とＩＬ－１８とによる刺激に対して、ユニーク
な応答を示し、Ｔｈ１サイトカイン（ＩＦＮ－γ），Ｔｈ２サイトカイン（ＩＬ－９，Ｉ
Ｌ－１３），ケモカイン（ＲＡＮＴＥＳ，ＭＩＰ－１α（マクロファージ由来炎症性タン
パク質－１α），およびＧＭ－ＣＳＦを産生する。Ｔｈ２サイトカインとＧＭ－ＣＳＦは
、主に、気管支喘息を誘導する因子として、広く認められている。いくつかの研究から、
Ｔｈ１細胞とＴｈ２細胞とは互いに阻害しあうものではなく、むしろ共同することで、気
管支喘息の発症を誘導するとともに、その症状を増幅することが示唆されている。実際、
ＩＦＮ－γとＩＬ－１３との同時投与は、最も重篤な気管支喘息を誘導する。本発明者等
が見出したＴｈ１細胞の新規機能は、抗原とＩＬ－１８とで刺激を受けると、Ｔｈ１サイ
トカイン，Ｔｈ２サイトカイン，ＧＭ－ＳＣＦおよびケモカインを産生することにより、
様々な炎症性病態を誘導することである。
【０１３４】
　従って、ヒトＴｈ１細胞も、同条件下で、病態を示す可能性がある。
【０１３５】
　後述の実施例２では、ヒトＴｈ１細胞が、抗原とＩＬ－１８存在下で、Ｔｈ１サイトカ
イン，Ｔｈ２サイトカイン，ＧＭ－ＳＣＦおよびケモカインを産生することが確認された
。この実施例では、新たに誘導されたＩＬ－１８Ｒαを強く発現するＴｈ１細胞が、抗Ｃ
Ｄ３抗体とＩＬ－１８とによる刺激によって、ＩＦＮ－γ，ＩＬ－１３，ＧＭ－ＣＳＦ，
およびＩＬ－８の産生を著しく増加させることが示された。この結果は、Ｔｈ１細胞が、
Ｔｈ１サイトカイン，Ｔｈ２サイトカインだけでなく、ＧＭ－ＣＳＦ，ＩＬ－８の産生に
より、組織の損傷を誘導する可能性を示している。
【０１３６】
　このように、ＩＬ－１８は、抗原と共同してＴｈ１細胞を刺激することにより、重篤な
気道炎症およびＡＨＲを発症する。従って、例えば、前述したヒトＩＬ－１８アンタゴニ
スト(前述のi)～iv)）は、その治療薬となる。
【０１３７】
　（５－４）免疫疾患治療薬剤の適用例－２
　次に、免疫疾患治療薬剤の別の適用例について説明する。
【０１３８】
　これまで、アトピー性皮膚炎は、アレルゲン特異的ＩｇＥ抗体依存性の獲得型アトピー
として考えられていた。このため、アレルゲン特異的ＩｇＥ抗体を標的とする、ＩｇＥ抗
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体阻害剤や、抗アレルギー剤などが、アトピー性皮膚炎の治療薬として用いられてきた。
しかし、これらの治療薬では治癒できない、または、再燃を繰り返すアレルギー患者が、
年々増加している。
【０１３９】
　従来のように、獲得型アトピー性皮膚炎（ＩｇＥ抗体依存性アトピー性皮膚炎）を照準
とした治療法では無効な、自然型アトピーの発症および重症度には、ＩＬ－１８が重要な
役割を果たしている。
【０１４０】
　しかし、そのような症例に対する有効な治療法は、未だ確立されていない。
【０１４１】
　Ｔｈ２細胞の機能に対し拮抗作用を示すＴｈ１細胞を、ＣｐＧＤＮＡ投与するなどの方
法で誘導できるが、同時に誘導されるＩＬ－１８はＴｈ１細胞に作用して、ＴＨ１型の気
管支喘息を誘導することが問題となる。
【０１４２】
　獲得型アトピー性皮膚炎（ＩｇＥ抗体依存性アトピー性皮膚炎）の治療法として、抗原
特異的減感作療法が知られているが、その分子機構は、未だ解明されておらず、治療の有
効性も低い。なお、減感作療法とは、ＩｇＥ抗体が関与する即時型アレルギー反応（Ｉ型
アレルギー反応）の原因抗原であるアレルゲン，特に吸入性アレルゲンを生体内に投与し
（一般には注射）、アレルゲンに対する過敏反応を軽減させようとする治療法である。
【０１４３】
　ＩｇＥ抗体のＦｃ部に特異的で、ＦｃＲ１部への結合を阻害するヒト型マウス抗体が、
Genentic社で開発され、アレルギー治療薬として有効であることが報告されている（Milg
rom H. et al., N. Engl. J. Med., 1999:341, 1966-73.）。
【０１４４】
　また、、Ｔｈ２サイトカイン阻害剤は、抗ＩＬ－４抗体，抗ＩＬ－５抗体，抗ＩＬ－１
３抗体、および、これらの受容体に対する抗体は、アレルギー治療薬としての抗体医薬（
医薬品）になり得ると考えられるが、未だ、有効な抗体医薬は開発されていない。
【０１４５】
　ＦＫ５０６に代表される低分子免疫抑制剤の低量使用は、抗アレルギー作用を発揮する
が、副作用として、腎障害などが報告されている。
【０１４６】
　ＴＬＲ（Toll Like Receptor）を介する刺激を加え、ＩＬ－１２の産生を誘導する手段
として、CpGDNAが注目されている。このCpGDNAは、非メチル化 CpGモチーフを有するDNA
である。CpGDNAは、特にTh1反応（マクロファージを活性化する反応）を強く惹起し、臨
床面での応用が期待されている分子である。しかし、CpGDNAは、前述のように、同時に誘
導されるＩＬ－１８はＴｈ１細胞に作用して、ＴＨ１型の気管支喘息を誘導することが問
題となる。
【０１４７】
　このように、アトピー性疾患は、これまで、アレルゲン特異的ＩｇＥ依存性の獲得型の
アトピー疾患として論じられ、それを照準としたＩｇＥ阻害剤や抗アレルギー剤などが、
治療薬として用いられている。しかし、これらの治療薬では、治癒しない、あるいは、再
燃を繰り返す患者が年々増加している。
【０１４８】
　すなわち、従来の獲得型アトピーを照準とした治療法では、無効な自然型アトピーが存
在しており、その発症には、ＩＬ－１８が重要な役割を果たしている。
【０１４９】
　従来の免疫学の考え方では、Ｔｈ１細胞誘導は、Ｔｈ２細胞機能を抑制することによっ
て、抗アレルギー作用を発揮するものと考えられてきた。しかし、本発明者等は、ＩＬ－
１８が、Ｔｈ１細胞をin vivo条件下で刺激することにより、ＩＮＦ－γ，ＩＬ－８，９
，１３などを産生し、難知性の気管支喘息を誘導することを見出した。これは、アレルギ
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ー性炎症発症が、Ｔｈ１とＴｈ２とのバランスが原因であるという、従来の定説を覆すも
のである。つまり、従来のバランス是正を目指す治療法を明確に否定するものである。
【０１５０】
　ＩＬ－４，５，９，１３は、重要なＴｈ２サイトカインである。一方、ロイコトリエン
、ヒスタミン、セロとインなどは、重要なケミカルメディエーターである。これらを個々
に抑制（阻害）する技術はあっても、その上流から阻止するものではない。すなわち、各
サイトカインに直接作用して、それらの機能を抑制（阻害）する技術はあっても、各サイ
トカインの産生を上流で、阻害する技術はない。ＩＬ－１８は、上記各サイトカインの上
流にあることから、ＩＬ－１８の活性を阻害することによって、アレルギー性疾患（アレ
ルギー性炎症）に有効であると考えられる。
【０１５１】
　アレルギー性疾患の発症メカニズムには、活性化T細胞，好塩基球，および肥満細胞が
深く関与する。特に、アレルゲンによる肥満細胞または好塩基球上のＦｃεＲに結合した
ＩｇＥ分子の架橋によって、これらの細胞が活性化される。その結果、Ｔｈ２サイトカイ
ンとケミカルメディエーターとが産生され、アレルギー性炎症（アレルギー性疾患）が誘
導されると考えられている。しかし、アレルゲンやＩｇＥ関与がなく、感染を契機にアレ
ルギー性炎症が誘導される場合がある。抗アレルギー剤，免疫抑制剤など、非特異的な治
療法は存在するものの、ＩＬ－１８を特異的に抑制する技術は開発されていない。
【０１５２】
　そして、これまで作製されている抗ヒトＩＬ－１８抗体は、マウス抗体をヒト化したも
のであるため、臨床応用できる抗体医薬にはなりえない。
【０１５３】
　本発明の抗体は、自然型アトピー（ＩＬ－１８依存性疾患）を誘導するＩＬ－１８に対
する、ヒト由来のヒト抗ヒトＩＬ－１８モノクローナル抗体（完全ヒト抗体）である。こ
れまで、ヒトＩＬ－１８に対する完全ヒト抗体は、開発されておらず、本発明の抗体が、
国際的に唯一のものである。この抗体は、臨床適用しても、マウス抗体のように、抗原性
を示さない。従って、この抗体は、副作用のない優れた抗体医薬として利用できる。これ
により、アレルギー性疾患，自然型アトピー，および喘息などの新規な治療法を確立でき
る。例えば、この抗体は、従来型の獲得免疫系の異常に基づく獲得型アトピー（ＩｇＥ依
存性）を照準とした治療法では無効な、自然型アトピー（ＩＬ－１８依存性）を標的とし
た新規な治療法と確立できる。
【０１５４】
　後述する実施例に示すように、この抗体は、種々のin vitro系で、ＩＬ－１８の活性を
抑制した。特に、この抗体は、抗原とＩＬ－１８とによる刺激によって生じるＴｈ１細胞
からのＴｈ１サイトカインとＴｈ２サイトカインとの産生抑制機能を有している。この機
能は、ＩＬ－１２の作用を損なわない点で重要である。
【０１５５】
　従って、上記免疫疾患治療薬は、現在の難病の１つであるアレルギー性炎症の治療標的
として、重要な役割を果たす。さらに、上記免疫疾患治療薬は、従来のアレルギー性炎症
治療薬と全く異なる新しいタイプの治療薬を創製するために有用である。
【０１５６】
　以上のように、ＩＬ－１８は、Ｔｈ１細胞を刺激して、気管支喘息を誘導する。
【０１５７】
　また、ＩＬ－１８は、樹状細胞、マクロファージなどの免疫系の細胞だけでなく、皮膚
ケラチノサイト、腸管上皮細胞、気道上皮細胞など、種々の非免疫系の細胞からも産生す
る。
【０１５８】
　また、ＩＬ－１８は、ＩＬ－１２の存在下で、様々な免疫系または非免疫系の細胞から
、ＩＦＮ－γの産生を誘導する。一方、ＩＬ－１８は、ＩＬ－１２の非存在下で、ＮＫＴ
細胞、Ｔ細胞、ＮＫ細胞から、ＩＬ－４，ＩＬ－１３などのＴｈ２サイトカイン（ヘルパ
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ーＴ２細胞から産生するサイトカイン）の産生を誘導して、抗原非特異的にＩｇＥ産生を
誘導する。
【０１５９】
　また、ＩＬ－１８は、抗原刺激を受けたＴｈ１細胞を刺激して、Ｔｈ１サイトカインに
属するＩＦＮ－γの産生を増強するばかりか、Ｔｈ２サイトカインに属するＩＬ－９，Ｉ
Ｌ－１３、さらに代表的なケモカインであるＩＬ－８の産生を誘導する。
【０１６０】
　また、ＩＬ－１８は、ＯＶＡ特異的Ｔｈ１型メモリーＴ細胞を移入したマウスに、経鼻
的にＯＶＡと共に投与する（ＩＬ－１８とＯＶＡとを投与）ことにより、肺胞と間質内へ
の好中球・リンパ球・マクロファージ・好酸球の強い湿潤像と、気道過敏性とを特徴とす
るＴｈ１型の気管支喘息を誘導できる。
【０１６１】
　また、ＩＬ－１８は、抗原／ＩｇＥ非依存的に、直接、肥満細胞や高塩基球を刺激する
。その結果、様々なサイトカインや化学伝達物質の産生を誘導し、自然型アトピー（ＩＬ
－１８依存性炎症）を誘導する。
【０１６２】
　Ｔｈ２細胞依存性の喘息は、抗ＩＬ－５抗体、あるいは、抗ＩＬ－１３抗体によって、
抑制できる。しかし、抗原とＩＬ－１８とにより刺激されたＴｈ１細胞が誘導する喘息に
対しては、これらの抗体による治療は無効である。本発明の抗体は、上記の抗体では無効
な喘息の治療に有効である。すなわち、本発明の抗体は、ＩＬ－１８によって誘導される
喘息（感染が原因で発症する喘息）に対して有効である。
【０１６３】
　本発明は、ＩＬ－１８が関与する喘息病態の発見を含み、かつ、従来型の獲得免疫系の
異常に基づく獲得型アトピー（ＩｇＥ依存性）を標準とした治療法では無効な自然型アト
ピー（ＩＬ－１８依存性）を標的とする新規な治療法を確立する上で重要となる。
【０１６４】
　また、本発明の抗体は、自然免疫系と獲得免疫系とを結合する上で重要な役割を果たす
ヒトＩＬ－１８に対するヒトＩＬ－１８モノクローナルヒト抗体（抗ヒトＩＬ－１８抗体
）である。
【０１６５】
　この抗体は、従来型の獲得免疫系の異常に基づく獲得型アトピー（ＩｇＥ依存性）を照
準とした治療法では無効な自然型アトピー（ＩＬ－１８依存性）を標的とした新しい治療
法を提供するものである。
【０１６６】
　さらに、この抗体は、アトピー性皮膚炎疾患だけでなく、喘息や鼻炎，その他のアレル
ギー性疾患に対する新規な治療法を提供するものである。特に、ＩＬ－１８は、Ｔｈ１細
胞を刺激して、難治性の気管支喘息を発症する。このため、気道上皮に感染して、気道上
皮細胞からＩＬ－１８の産生を誘導する作用を示す病原体は、気管支喘息を発症する原因
となる。従って、この抗体は、感染によって発症した喘息に対して有効な治療薬となる。
【０１６７】
　本発明にかかる抗体およびその断片は、ヒトＩＬ－１８の受容体への結合を阻害するヒ
ト抗ヒトＩＬ－１８抗体およびその断片である。従って、ヒトＩＬ－１８が原因となる様
々な炎症性疾患の治療薬（治療方法）または予防薬（予防方法）として利用可能である。
【０１６８】
　また、本発明は、例えば、後述の実施例に示した、ｓｃＦｖ抗体のうち、ＣＤＲの高次
構造に基づき、低分子化合物を設計することにより、ＩＬ－１８依存の低分子医薬品（化
学合成薬剤）の開発に重要な手段を提供する。
【０１６９】
　本発明で得られたヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体は、感染を契機に増悪するアトピー性皮膚
炎、難知性の気管支喘息の治療に対して有効である。
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【０１７０】
　本発明のヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体は、アレルゲン／ＩｇＥを原因としないＩＬ－１８
依存性炎症（例えば、自然型アトピー）に対して新規な治療法を確立できる。
【０１７１】
　前述のように、本発明のヒト抗ヒトＩＬ－１８抗体は、ヒトＩＬ－１８の受容体への結
合を阻害する。従って、この抗体は、上記のような、ヒトＩＬ－１８が原因となって発症
する、様々な炎症性疾患の治療と予防に有効となる。
【０１７２】
　本発明では、ヒト１本鎖抗体（ｓｃＦｖ）を提示するファージディスプレイライブラリ
ーから、ヒトＩＬ－１８に特異的に結合するｓｃＦｖの単離に成功した。この１本鎖抗体
も、ヒトＩＬ－１８の受容体への結合を、特異的に阻害することが可能である。
【０１７３】
　以下、本発明を実施例により詳細に説明する。なお、本発明は、以下の実施例の記載に
限定されるものではなく、本発明の範囲内で種々の変更が可能である。
【実施例１】
【０１７４】
　（１－１）健常者からのファージライブラリーの構築
　ファージライブラリーの構築は、J. D. Marks ら（J. Mol. Biol., 222: 581-597, 199
1）により報告されている方法を参考に、健常者２０名の末梢血由来リンパ球を出発材料
として行った。構築したＶＨ(γ)－Ｖκ、ＶＨ(γ)－Ｖλ、ＶＨ(μ)－Ｖκ、ＶＨ(μ)－
Ｖλの各サブライブラリーは、それぞれ1.1×108、2.1×108、8.4×107、5.3×107クロー
ンの多様性を有すると評価された。
【０１７５】
　（１－２）パンニング
　ヒトIL-18を0.1Ｍ NaHCO3１mLに溶解し、35mmのディッシュ（岩城）に４℃で一晩反応
させて固定化した。次いで、0.5％ゼラチン／ＰＢＳを用いて２０℃で２時間ブロッキン
グした後、0.1％Tween20-PBSで６回洗浄した。これに、健常人由来の抗体ファージライブ
ラリー（１本鎖可変領域断片（ｓｃＦｖ）提示ファージ液）を0.9mL（1×1012tu/mL）加
え、反応させた。
【０１７６】
　次に、この反応液を、0.1％Tween20-PBSで１０回洗浄した後、1.0mLのグリシン緩衝液
（pH2.2）を加え、IL-18と結合するｓｃＦｖ提示ファージを溶出した。溶出したファージ
に、１Ｍ Tris (hydroxymethyl)aminomethane-HCl,（pH9.1）を加えてpHを調製した後、
対数増殖期の大腸菌ＴＧ１に感染させた。感染後のＴＧ１を3000×g,１０分で遠心分離し
て、上清を除き、200μLの２×ＹＴ培地で懸濁し、ＳＯＢＡＧプレート（２％グルコース
、100μg/mlのアンピシリン含有SOBプレート）に播き、３０℃のふ卵器中で一晩培養した
。生じたコロニーは適量の２×ＹＴ培地を加えスクレイパー（Costar）を使って懸濁、回
収した。
【０１７７】
　このＴＧ１液５０μLを、３０mLの２×ＹＴＡＧ培地に植え、ヘルパーファージを用い
てレスキューし、スクリーニング後のファージライブラリーを調製した。健常人由来ファ
ージライブラリーＶＨ(γ)－Ｖκ、ＶＨ(γ)－Ｖλ、ＶＨ(μ)－Ｖκ、ＶＨ(μ)－Ｖλ、
それぞれについて、前述のIL-18固定化プレートを用いてパンニングを計2回行った。2回
目のパンニング後に、ＳＯＢＡＧプレートから任意にクローンを抽出し、ｓｃＦｖの発現
の確認及びIL-18 ＥＬＩＳＡによる特異性の確認（スクリーニング）と塩基配列の解析と
を行った。
【０１７８】
　（１－３）IL-18 ＥＬＩＳＡによるスクリーニング
　分離したクローンをスクリーニングするためのＥＬＩＳＡは、ヒトIL-18をＥＬＩＳＡ
プレートに固定化して行った。具体的には、２μg/mLのヒトIL-18、2.5μg/mLのヒト血清
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アルブミン（ＨＳＡ）を、４０μL/wellのＥＬＩＳＡプレート（Nunc）に入れ、４℃で１
６時間静置し、固定化した。固定化プレートは、0.5％ＢＳＡ、0.5％ゼラチン及び５％ス
キムミルクを含むＰＢＳ溶液400μL/wellをＥＬＩＳＡプレートに入れ、４℃で２時間静
置し、ブロッキングを行った。
【０１７９】
　次に、このＥＬＩＳＡプレートに、ｓｃＦｖ提示ファージを含む試料液４０μL/wellを
入れて反応させた後、試料液を捨て洗浄液で５回洗った。続いて、この固定化されたｓｃ
Ｆｖファージに、ビオチン標識した抗M13モノクローナル抗体（Pharmacia biotech）を加
え、アルカリフォスファターゼ（ＡＰ）標識した抗マウスIgＧ抗体を二次抗体として反応
させた。この反応液を洗浄液で５回洗った後、発色基質液（１g/mL p-nitrophenyl phosp
hate（Wako）、10％ジエタノールアミン（Wako）を含むＰＢＳ溶液）を５０μL/well入れ
、遮光し、室温～３７℃で、５～１０分発色させた。マルチプレートオートリーダーNJ-2
001（Inter Med）で405nmの吸光度を測定した結果、評価したクローン全てが、IL-18に特
異的であることが確認できた。その結果を図１に示す。
【０１８０】
　（１－４）クローンの配列分析
　次に、単離したクローンのｓｃＦｖ遺伝子のＶＨ鎖及びＶＬ鎖遺伝子のＤＮＡ塩基配列
をDye terminator cycle sequencing FS Ready Reaction kit(Applied Biosystems)を用
いて決定した。ＥＬＩＳＡ及び配列分析の結果、単離したクローンは2種に分類された（
ｈ１８－４０、ｈ１８－１０８）。
【０１８１】
　なお、配列番号１および７にはクローン番号ｈ１８－１０８のＶＨ鎖及びＶＬ鎖遺伝子
の塩基配列がそれぞれ示される。また、配列番号３および８にはこのＶＨ鎖及びＶＬ鎖の
アミノ酸配列が示される。
【０１８２】
　（１－５）ヒト抗ヒトIL-18 ｓｃＦｖの発現と精製
　前記（１－２、３）で単離したヒトIL-18に反応するｓｃＦｖクローン（ｈ18-40・ｈ18
-108）からプラスミドＤＮＡを回収して、常法に従って大腸菌HB1251を形質転換した。２
％グルコース及び100μg/mlのアンピシリンを含む２×ＹＴ培地でこれらの大腸菌を一夜
前培養後、グルコースフリーの２×ＹＴ培地に一部移植し、終濃度１mM IPTG、100μg/ml
のアンピシリンを加えて更に一夜培養してｓｃＦｖの発現誘導を行った。培養終了後菌体
を遠心回収し、１mM ＥＤＴＡを含むＰＢＳに懸濁して氷中に３０分菌体を放置した。次
いで8,900×gで３０分間遠心し、上清を回収して0.45μmフィルターろ過後、ペリプラズ
ム画分からｓｃＦｖを精製するための出発材料とした。
【０１８３】
　このようにして調製した精製のための出発材料を、抗E tag抗体を用いたアフィニティ
ークロマトグラフィーを用いて、常法に従って精製した。ＰＢＳで透析後、エンドトキシ
ン除去カラムDetoxi-gel (PIERCE社)で添付のプロトコルに従いエンドトキシンを除去し
た。分子量カット10,000のCentricon (Amicon社)で濃縮後、0.45μmフィルター濾過して
精製標品とした。
【０１８４】
　（１－６）精製ｓｃＦｖのIL-18に対する結合性
　次に、精製ｓｃＦｖ（ｈ18-40・ｈ18-108）のIL-18に対する結合性をＥＬＩＳＡ法で測
定した。ＰＢＳで0.5μg/mLに調製したヒトIL-18を固相化した９６穴プレート（NUNC. MA
XISORP）に、精製ｓｃＦｖを100μL加えて３７℃で１時間反応させた。0.05％Tween-PBS
（以下PBSTと省略することもある）で５回洗浄後、パーオキシダーゼ標識抗E tag抗体と
更に３７℃で１時間反応させた。PBSTで５回洗浄後、発色基質液を加えて呈色させ、405n
mの吸光度を測定して結合性を評価した。その結果を図２に示す。同図に示すように、2種
の抗体（ｈ18-40・ｈ18-108）は全てIL-18と特異的に結合した。
【０１８５】
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　（１－７）IL-18に刺激されたヒト骨髄単核球KG-1 細胞からのIFN-γ産生に対する作用
　IL-18(20ng/100μＬ)とscFvとを反応させた後に、KG-1 cell(3×10５ cells/ 100μＬ)
培養液に加え、24時間後の培養上清中におけるIFN-γ量をELISA(Biosource)により測定し
た。scFv（ｈ18-40・ｈ18-108）に関してIL-18阻害活性をKG-1 cellのIFN-γ産生で調べ
た結果、コントロールおよびscFv（ｈ18-40）では阻害活性は見られなかったが、scFv （
ｈ18-108）は濃度依存的にKG-1 cellのIFN-γ産生を抑制した。図３に、その結果を示す
。
【０１８６】
　（１－８）IL-18のヒト骨髄単核球KG-1 細胞への結合阻害作用
　ビオチン標識IL-18(400ng/ 50μＬ)とscFv（コントロールまたはｈ18-108）とを反応さ
せた後にKG-1 cell(1×106 cells/ 50μＬ) 培養液に加え、phycoerythrin標識ストレプ
トアビジン (Becton Dickinson)を反応させフローサイトメトリー解析(Beckman Coulter)
 を行った。
【０１８７】
　図４および５に示すように、scFv（ｈ18-108）がIL-18のKG-1 cellへの結合を阻害する
かをフローサイトメトリー解析で調べた結果、コントロールscFvはIL-18の結合に変化は
見られなかったが（図４）、ｈ18-108はIL-18のKG-1 cellへの結合を濃度依存的に阻害し
た（図５）。
【０１８８】
　（１－９）scFv（ｈ１８－１０８）の特性
　ヒトIL-18に対する特異性を示したscFvｈ１８－１０８について、ウェスタンブロッテ
ィングを行った結果、図６に示すように、分子量は約３０ｋDaであった。また、ゲルろ過
クロマトグラフィーを行った結果、図７に示すように、分離パターンから、９割がモノマ
ーのｓｃＦｖを形成し、残りの１割がダイマーを形成していることが確認された。
【実施例２】
【０１８９】
　実施例２では、ＩＬ－１８によって刺激したＴｈ１細胞およびＴｈ２細胞から産生する
サイトカインについて検討した。
【０１９０】
　（２－１）試薬
　組み換えヒトＩＬ－２，ＩＬ－４，ＩＬ－１２，およびＩＦＮ－γは、R&D（Minneapol
is, MN）から入手した。組み換えＩＬ－１８は、ＭＢＬ社（名古屋　日本）から入手した
。ＦＩＴＣ（フルオレセインイソチオシアネート）－抗ヒトＣＤ４ｍＡｂ（モノクローナ
ル抗体）またはCyChrome（シトクロム）－抗ヒトＣＤ４ｍＡｂ，FITC-抗ヒトＣＤ４５Ｒ
ＡｍＡｂ，FITC－抗ヒトＩＦＮ－γｍＡｂ，ＰＥ－抗ヒトＩＬ－１３ｍＡｂ，および抗ヒ
トＩＬ－１２ｍＡｂは、Pharmingen（San Diego, CA）から入手した。PE-抗ヒトＩＬ－１
８ＲαｍＡｂ（クローン70625），抗ヒトＣＤ３εｍＡｂ、および抗ヒトＩＬ－４ｍＡｂ
は、Ｒ＆Ｄから入手した。
【０１９１】
　（２－２）in vitroでのＴｈ１細胞またはＴｈ２細胞の作製
　健常なドナー末梢血から、ナイーブＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ細胞（ＣＤ４およびＣＤ
４５陽性Ｔ細胞）を単離した(K. Nakanishi et.al., Int. Immunol. 12:151.)。ＰＨＡ（
1μｇ/mL），IL-12（50μｇ/mL），および中和抗IL-4ｍＡｂ（500ng/ｍL）、または、Ｐ
ＨＡ（1μｇ/mL），IL-４（200μｇ/mL），および中和抗IL-12ｍＡｂ（10μg/ｍL）とと
もに、２４ウェルプレートで、ＣＤ４＋ＣＤ４５ＲＡ＋Ｔ細胞（1×106/mL）を培養する
ことにより、Ｔｈ１細胞およびＴｈ２細胞を作製した。このようにして刺激したＴ細胞を
、３日目に洗浄し、培地にＩＬ－２を100Ｕ/mLを加え、さらに４日間培養した。
【０１９２】
　（２－３）ＩＦＮ-γ＋Ｔｈ１細胞の単離
　ＩＦＮ-γ＋Ｔｈ１細胞を単離するため、分極化したＴｈ１細胞を、固定化抗ＣＤ３（
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５μｇ／ｍＬ）およびＩＬ－２（１００Ｕ／ｍＬ）とともに、２４ウェルプレート中で培
養した。次に、その培養物に、生存するＴｈ１細胞がＩＦＮ－γの発現を豊富にする処理
を行った。３時間後、付着細胞のみを、回収し、抗ＣＤ４５／抗ＩＦＮ－γ二重特異性抗
体（Miltenyi Biotec）と共に、５分間氷上でインキュベートした。処理した細胞を５０
ｍＬの底部が円錐状の試験管に移し、その試験管を３７℃の水浴に配し、２０ｍｌの温め
た培養液中で５×１０４細胞／ｍｌの濃度で細胞を培養した。３０分後、冷却した０．５
％ウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）を含むリン酸緩衝液溶液（ＰＢＳ）で、細胞を洗浄した
。細胞表面で捕捉されたＩＦＮ－γを、ＰＥ－抗ヒトＩＦＮ－γを用いて検出した。また
、自動ＭＡＣＳを用いる抗ＰＥマイクロビーズにより、表面にＩＦＮ－γを発現したＴｈ
１細胞を、確実に単離した。
【０１９３】
　（２－４）in vitro 培養
　新たに分極化したＴｈ１細胞およびＴｈ２細胞、および、新たに分極化したＴｈ１細胞
から選別したＩＦＮ－γ＋細胞を、種々の濃度のＩＬ－１８存在下、固定化抗ＣＤ３（５
μｇ／ｍＬ）を含んだ1×10５/0.2mL/ウェルで再培養した。培養開始から６時間から７２
時間経過後、上澄を回収し、ＩＬ－４，ＩＬ－５，ＩＬ－８，ＩＬ－１３，ＩＦＮ－γ，
およびＧＭ－ＣＳＦの含有量を、ＥＬＩＳＡ（Ｒ＆Ｇ）により測定した。
【０１９４】
　（２－５）フローサイトメトリー
　分極化したＴｈ１細胞（1×10６/mL）を、２４ウェルプレートで、固定化ＣＤ３のみ、
および、固定化ＣＤ３とＩＬ－１８（100ｎｇ/mL）とにより、７２時間再刺激した。最後
の３時間は、サイトカインの分泌を阻害するため、２μＭのモネンシンを添加した。細胞
質内のＩＦＮ-γ＋、および／またはＩＬ－１３＋細胞の染色による分析は、文献（K. Na
kanishi et.al., J. EXP. Med., 2004, 199, 535-545.）に従って行った。Ｔｈ１細胞お
よびＴｈ２細胞上のＩＬ－１８Ｒαの発現量を測定するため、ヒトＩｇＧによるＦｃＲの
ブロッキング後、各細胞を、ＦＩＴＣ抗ヒトＣＤ４、およびＰＥ抗ヒトＩＬ－１８Ｒα鎖
ｍＡｂまたはコントロールＰＥ－マウスＩｇＧ１ｍＡｂにより、３０分間、４℃で、１％
ＦＣＳを含むＰＢＳ中でインキュベーションした。このようにして得られたサンプルを、
ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ（BD Bioscience, San Jose,CA）によって分析した。
【０１９５】
　（２－６）実験結果
　（２－２）～（２－５）に従い、健常なドナー末梢血から単離したナイーブＣＤ４＋Ｃ
Ｄ４５ＲＡ＋Ｔ細胞を、in vitroで、Ｔｈ１細胞およびＴｈ２細胞を誘導する条件下、連
続して７日間刺激した。
【０１９６】
　その結果を、図８に示す。なお、図８では、固定化抗ＣＤ３のみにより刺激した結果（
α－ＣＤ３）と、固定化抗ＣＤ３とＩＬ－１８とにより刺激した結果（α－ＣＤ３＋ＩＬ
－１８）を示している。
【０１９７】
　図８に示すように、固定化抗ＣＤ３を用いた試験では、Ｔｈ２細胞は、かなりの量のＩ
Ｌ－４，ＩＬ－５，およびＩＬ－１３を産生したが、ＩＦＮ－γを産生しなかった。また
、Ｔｈ１細胞は、主に、ＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，ＧＭ－ＣＳＦを産生した。
【０１９８】
　また、図８に示すように、固定化抗ＣＤ３に加えてＩＬ－１８により刺激しても、Ｔｈ
２細胞からのＴｈ２サイトカインの産生は、増加しなかった。これに対し、その処理によ
って、Ｔｈ１細胞からのＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，ＩＬ－１３，およびＧＭ－ＣＳＦの産生
は、著しく増加した。
【０１９９】
　Ｔｈ１細胞とＴｈ２細胞とのＩＬ－１８に対する応答の違いの根本となるメカニズムは
、主に、Ｔｈ１細胞上へのＩＬ－１８Ｒα鎖の発現の選択性によって説明できる。図９は
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、上記の刺激による、各細胞の表面のＩＬ－１８Ｒα鎖の発現レベルを示す図である。図
９に示すように、ヒトＴｈ１細胞は、高レベルのＩＬ－１８Ｒα鎖を発現するのに対し、
Ｔｈ２細胞は、ＩＬ－１８Ｒα鎖の発現量は、わずかである。したがって、ＩＬ－１８Ｒ
を発現するＴｈ１細胞は、抗ＣＤ３とＩＬ－１８とに応答して、Ｔｈ１サイトカイン，Ｔ
ｈ２サイトカイン，およびＧＭ－ＣＳＦを産生する性質を示す。
【０２００】
　同時に、固定化抗ＣＤ３により刺激を受けたＴｈ１細胞の、ＩＬ－１８投与量による応
答性（ＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，ＩＬ－１３の産生）について検討した。そこで、Ｔｈ１細
胞を、種々の濃度のＩＬ－１８（～500ng/mL）により、固定化抗ＣＤ３存在下、３日間、
刺激した。図１０は、ＩＬ－１８の用量と、Ｔｈ１細胞からのサイトカインの産生量との
関係を示すグラフである。図１０に示すように、Ｔｈ１細胞は、ＩＬ－１８存在下、用量
依存的に、ＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，ＩＬ－１３の産生が増加した。なお、抗ＣＤ３刺激を
受けたＴｈ２細胞を、ＩＬ－１８によりさらに刺激しても、サイトカイン産生の応答は、
増加しなかった。したがって、図１０に示すように、ヒトＴｈ１細胞のみが、抗原とＩＬ
－１８との刺激に応答し、Ｔｈ１サイトカイン、Ｔｈ２サイトカインばかりでなく、ＧＭ
－ＣＳＦ，ＩＬ－８を産生するという、特有の作用を示した。
【０２０１】
　このように、ＩＬ－１８は、分極化したヒトＴｈ１細胞からのＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，
ＩＬ－１３およびＧＭ－ＣＳＦ産生を誘導した。
【０２０２】
　次に、抗ＣＤ３とＩＬ－１８による刺激後のサイトカインの産生の速度論を検討した。
図１１は、Ｔｈ１細胞の刺激後の培養時間と、Ｔｈ１細胞からのサイトカインの産生量と
の関係を示すグラフである。図１１に示すように、Ｔｈ１細胞は、刺激後、比較的早期に
、ＩＦＮ－γを産生し始めた。抗ＣＤ３による刺激の２４時間後でさえ、大量のＩＦＮ－
γが検出された。これに対し、その時点では、ＩＬ－８もＩＬ－１３も検出されなかった
が、刺激から７２時間後、ＩＬ－８およびＩＬ－１３が検出された。通常は４８時間の測
定を行うため、当初、Ｔｈ１細胞は、ＩＦＮ－γのみを産生するとみなしていた。しかし
、図１１に示すように、７２時間後に、ＩＬ－８およびＩＬ－１３を検出することができ
た。抗ＣＤ３に刺激されたＴｈ１細胞を、さらにＩＬ－１８によって刺激することにより
、上記のサイトカインを、より早く、より多く産生することが、最も重要である。このよ
うに、ＩＬ－１８刺激は、Ｔｈ１細胞からのＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，ＩＬ－１３の産生を
促進し、増加させた。
【０２０３】
　前述のように、ＩＬ－１８刺激は、用量依存的に、抗ＣＤ３の刺激を受けたＴｈ１細胞
からのＩＦＮ－γ，ＩＬ－１３の産生を誘導する（図１０）。しかし、Ｔｈ０細胞が、抗
原とＩＬ－１８とに対する応答に、ＩＦＮ－γおよびＩＬ－１３を産生する可能性を排除
する必要がある。そこで、この可能性を排除するために、ＩＬ－１８刺激を受けたＴｈ１
細胞における、細胞質ＩＦＮ－γおよび／またはＩＬ－１３に陽性のＣＤ４＋Ｔ細胞の割
合を、ＦＡＣＳ分析によって検討した。その結果を、図１２に示す。
【０２０４】
　図１２に示すように、固定化抗ＣＤ３とＩＬ－１８とにより刺激されたヒトＴｈ１細胞
の５．６５％が、細胞質ＩＮＦ－γおよびＩＬ－１３に陽性であった。ところが、抗ＣＤ
３のみによって処理したＴｈ１細胞のわずか１．２１％が、細胞質ＩＮＦ－γおよびＩＬ
－１３に陽性であった。細胞内ＩＦＮ－γまたはＩＬ－１３染色の特異性は、アイソタイ
プが適合するコントロール抗体では染色されないことから示されている。さらに、このよ
うな染色は、過剰の組み換えヒトＩＦＮ－γ、または、ＩＬ－１３による前処理によって
完全に阻害される（データは示さず）。このように、Ｔｈ１細胞が、抗ＣＤ３とＩＬ－１
８とにより刺激された時に、ＩＦＮ－γおよびＩＬ－１３を産生した。
【０２０５】
　次に、ＩＬ－１８によるＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞からのＩＬ－１３産生の誘導について
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検討した。ＩＦＮ－γを産生するＴｈ１細胞も、抗ＣＤ３とＩＬ－１８とによる刺激を受
けると、ＩＬ－１３を産生する可能性を検討することは重要である。そこで、ＩＦＮ－γ
を発現するヒトＴｈ１細胞から分泌されたＩＦＮ－γを、そのＴｈ１細胞の表面に固定化
した抗ＩＦＮ－γ抗体によって得ることにより精製した。
【０２０６】
　図１３は、抗ＣＤ３抗体刺激を受けたＴｈ１細胞中の、ＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞の割合
と、ＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞の陽性選別例とを示す図である。図１３に示すように、抗Ｃ
Ｄ３抗体で刺激を受けたＴｈ１細胞の２３．１％が、細胞表面でＩＦＮ－γを発現した。
次に、ＩＦＮ－γを細胞表面に発現するＴｈ１細胞（ＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞）を、自動
ＭＡＣＳを用いて、陽性選別した。９９％の純度でＩＦＮ－γ＋ＣＤ４＋Ｔｈ１細胞を、
精製できた。得られたＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞を、抗ＣＤ３とＩＬ－１８と共に培養し、
刺激した。図１４は、この刺激による、ＩＦＮ－γ＋Ｔｈ１細胞からのサイトカインの産
生量を示すグラフである。図１４に示すように、その刺激によって、ＩＦＮ－γ，ＩＬ－
８，およびＩＬ－１３の産生は、かなり増加するが、ＩＬ－４の産生は増加しなかった。
従って、高度に精製されたＩＦＮ－γを発現する生きたヒトＴｈ１細胞は、その細胞表面
にＩＬ－１８Ｒα鎖を強く発現しており、抗ＣＤ３とＩＬ－１８とによる刺激を受けると
、ＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，およびＩＬ－１３を産生すると結論づけることができる。この
結果は、ヒトＴｈ１細胞が、そのＴＣＲ（Ｔ細胞抗原レセプター）に抗原が結合し、さら
に、ＩＬ－１８が作用すると、刺激を受けたＴｈ１細胞が、ＩＦＮ－γ，ＩＬ－８，およ
びＩＬ－１３の産生を増強することを示している。なお、図８，１０，１１，１３および
１４では、独立した４回の実験の代表値であり、各実験では、同様の結果が得られた。
【０２０７】
　以上のように、Ｔｈ１細胞が、抗原とＩＬ－１８とによって刺激されると、Ｔｈ１サイ
トカイン（ＩＦＮ－γなど），Ｔｈ２サイトカイン（ＩＬ－９，ＩＬ－１３），ケモカイ
ン（ＲＡＮＴＥＳ，ＭＩＰ－１α，およびＧＭ－ＣＳＦを産生する。気管支上皮に対する
ＩＦＮ－γとＩＬ－１３との刺激が、最も重篤な気管支喘息を誘導する。従って、実施例
１のｓｃＦｖを投与して、ＩＬ－１８の活性を阻害することにより、重篤な気管支喘息の
治療が可能となる。
【０２０８】
　尚、発明を実施するための最良の形態の項においてなした具体的な実施態様または実施
例は、あくまでも、本発明の技術内容を明らかにするものであって、そのような具体例に
のみ限定して狭義に解釈されるべきものではなく、本発明の精神と次に記載する特許請求
の範囲内で、いろいろと変更して実施することができるものである。
【産業上の利用可能性】
【０２０９】
　以上のように、本発明のヒトＩＬ－１８に対する抗体およびその断片は、ヒト由来のも
のである。それゆえ、ヒトＩＬ－１８が直接または間接的に関与する疾病の治療において
、反復投与や長期投与を行っても、顕著な治療効果と高い安全性とを維持した治療薬を提
供できるという効果を奏する。
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