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(54)【発明の名称】 インターロイキン１８前駆体に対する抗体

(57)【要約】
【課題】  ＩＬ－１８前駆体に対して選択的に免疫反応
性を示す抗体と、その製造方法ならびに用途を提供す
る。
【解決手段】  インターロイキン１８前駆体のアミノ酸
配列の一部又は全部を含むポリペプチドで免疫感作した
温血動物から得ることができる、インターロイキン１８
に特異的な抗体と、インターロイキン１８前駆体のアミ
ノ酸配列の一部又は全部を含むポリペプチドで温血動物
を免疫感作する工程を含む抗体の製造方法と、ＩＬ－１
８前駆体の検出方法ならびに精製方法を含む当該抗体の
用途を提供することにより解決する。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  インターロイキン１８前駆体のアミノ酸
配列の一部又は全部を含むポリペプチドで免疫感作した
温血動物から得ることができる、インターロイキン１８
前駆体に特異的な抗体。
【請求項２】  成熟型インターロイキン１８に対する免
疫反応性が、インターロイキン１８前駆体に対する免疫
反応性の１／１０以下である請求項１に記載の抗体。
【請求項３】  温血動物を免疫感作するためのポリペプ
チドが、インターロイキン１８前駆体における前駆ペプ
チド配列の一部又は全部を含む請求項１又は２に記載の
抗体。
【請求項４】  インターロイキン１８前駆体が霊長類又
は齧歯類起源である請求項１、２又は３に記載の抗体。
【請求項５】  インターロイキン１８前駆体が、前駆ペ
プチド配列として、配列表における配列番号１又は２に
示すアミノ酸配列を含む請求項１乃至４のいずれかに記
載の抗体。
【請求項６】  ポリクローナル抗体又はモノクローナル
抗体としての請求項１乃至５のいずれかに記載の抗体。
【請求項７】  請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体
を産生し得る単離された細胞。
【請求項８】  ハイブリドーマとしての請求項７に記載
の細胞。
【請求項９】  請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体
を含んでなる免疫測定キット。
【請求項１０】インターロイキン１８前駆体のアミノ酸
配列の一部又は全部を含むポリペプチドで温血動物を免
疫感作する工程と、該免疫感作された温血動物の体液か
ら請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体を採取する工
程を含む抗体の製造方法。
【請求項１１】温血動物を免疫感作するためのポリペプ
チドが、インターロイキン１８前駆体の一部として、配
列表における配列番号１又は２に示すアミノ酸配列の一
部又は全部を含む請求項１０に記載の抗体の製造方法。
【請求項１２】請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体
を産生し得る単離された細胞を生体内又は生体外で培養
する工程と、その体液又は培養物から該抗体を採取する
工程を含む抗体の製造方法。
【請求項１３】抗体を産生し得る単離された細胞がハイ
ブリドーマである請求項１２に記載の抗体の製造方法。
【請求項１４】塩析、透析、濾過、濃縮、遠心分離、分
別沈澱、ゲル濾過クロマトグラフィー、イオン交換クロ
マトグラフィー、高速液体クロマトグラフィー、アフィ
ニティークロマトグラフィー、ゲル電気泳動及び等電点
電気泳動から選ばれる１種又は２種以上を含む精製方法
により抗体を採取する請求項１０乃至１３のいずれかに
記載の抗体の製造方法。
【請求項１５】請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体
を被験試料に接触させ、免疫反応によりインターロイキ*
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*ン１８前駆体を検出することを特徴とするインターロイ
キン１８前駆体の検出方法。
【請求項１６】請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体
を利用するラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノア
ッセイ又は蛍光イムノアッセイである請求項１５に記載
の検出方法。
【請求項１７】被験試料が生体から採取した生物学的試
料である請求項１５又は１６に記載の検出方法。
【請求項１８】請求項１５、１６又は１７に記載の検出
方法と成熟型インターロイキン１８に対する抗体を用い
る成熟型インターロイキン１８の検出方法とを組み合わ
せて実施する検出方法。
【請求項１９】成熟型インターロイキン１８関連疾患又
はインターロイキン１８前駆体関連疾患の診断方法とし
ての請求項１５乃至１８のいずれかに記載の検出方法。
【請求項２０】請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体
をインターロイキン１８前駆体と夾雑物質とを含む混合
物に接触させて抗体に該前駆体を吸着させる工程と、吸
着した該前駆体を抗体から脱着させる工程を含むインタ
ーロイキン１８前駆体の精製方法。
【請求項２１】抗体が水不溶性担体に結合している請求
項２０に記載の精製方法。
【請求項２２】請求項１乃至６のいずれかに記載の抗体
を含んでなる医薬用組成物。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】この発明は新規な抗体に関す
るものであり、詳細には、インターロイキン１８前駆体
に特異的な抗体に関するものである。
【０００２】
【従来の技術】インターロイキン１８（以下、「ＩＬ－
１８」と略記する。）は、免疫系における情報伝達物質
であるサイトカインの一種である。ＩＬ－１８は、特開
平８－２７１８９号公報、特許第２７２４９８７号公報
及びハルキ・オカムラら『ネイチャー』、第３７８巻、
第６５５２号、８８乃至９１頁（１９９５年）に見られ
るように、発見当初はインターフェロンγ誘導因子（Ｉ
ＧＩＦ）と記載されていたが、その後、シンペイ・ウシ
オら、『ザ・ジャーナル・オブ・イムノロジー』、第１
５６巻、４２７４乃至４２７９頁（１９９６年）におけ
る提案にしたがって、「ＩＬ－１８」と呼称されるよう
になった。ＩＬ－１８は、免疫担当細胞におけるインタ
ーフェロンγ（以下、「ＩＦＮ－γ」と略記する。）の
産生を誘導することに加えて、キラー細胞の生成を誘導
したり、キラー細胞による細胞障害性を増強することが
これらの刊行物に記載されているように、その生理作用
は多様性に富んでいることが明らかとなっている。
【０００３】ＩＬ－１８の生合成に関しては、同じ特許
出願人による特開平１０－８０２７０号公報や、ケンジ
・アキタら、『ザ・ジャーナル・オブ・バイオロジカル
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・ケミストリー』、第２７２巻、第４２号、２６５９５
乃至２６６０３頁（１９９７年）に記載のとおり、ＩＬ
－１８は細胞内で分子量約２４キロダルトンの前駆体と
して産生された後、細胞内酵素によるプロセシングを受
けてＮ末端に存在する前駆ペプチド（プロペプチド）配
列が除去されることにより、活性を有する成熟型に変換
されて細胞外に分泌されることが知られている。因み
に、配列表における配列番号３及び４は、それぞれ、ヒ
トＩＬ－１８の成熟型及び前駆体のアミノ酸配列を、ま
た、配列表における配列番号５及び６は、それぞれ、マ
ウスＩＬ－１８の成熟型及び前駆体のアミノ酸配列を例
示している。また、配列表における配列番号１及び２に
は、それぞれ、ヒト及びマウスＩＬ－１８の前駆体にお
ける前駆ペプチド配列を別記している。
【０００４】ＩＬ－１８は、他のサイトカインと同様
に、生体においては、適切な時期に適切な部位でその活
性が発現されるように厳密に制御され、この制御が免疫
系をはじめとする生体の諸機能の維持に重要な役割を果
たしていると考えられる。この活性発現の制御に変調が
現れると生体は諸種の悪影響を受け、結果として疾患の
発症に至る場合がある。例えば、マサノリ・カワシマ
ら、『リューマトロジー・イン・ヨーロッパ，ジャーナ
ル・フォー・エデュケーション・アンド・インフォメー
ション・イン・リューマトロジー』、第２６巻、増補２
号、７７頁（１９９７年）には、自己免疫疾患の患者の
体液にＩＬ－１８が特異的に高いレベルで認められたこ
とが報告されており、この報告は、自己免疫疾患の発症
と生体内での過剰なＩＬ－１８の活性発現との関連を示
唆している。ＩＬ－１８の活性発現の制御には、上記の
ような前駆体から成熟型への変換が関わる可能性があ
る。したがって、成熟型ＩＬ－１８のみならずその前駆
体の生体におけるレベルをそれぞれ正確に測定し、健常
者及び諸種の患者の間で比較することは、ＩＬ－１８関
連疾患の診断や、斯かる疾患の発症の機序を解析する上
で極めて重要である。
【０００５】同じ特許出願人による特開平８－２１７７
９８号及び特開平８－２３１５９８号には、モノクロー
ナル抗体を含む、ＩＬ－１８に対する抗体と、斯かる抗
体を用いるポリペプチドの検出方法が開示されている。
これらの検出方法は、成熟型ＩＬ－１８の定性及び定量
分析に利用することができる。これに対してＩＬ－１８
前駆体に関しては、該前駆体が通常は活性を示さず、バ
イオアッセイが適用できないことに加えて、選択性高く
該前駆体に対して免疫反応性を示す抗体に関しては現在
のところ一切開示がなく、免疫測定法による分析もでき
ないことから、その定性及び定量分析のための方法は現
在のところ確立されていないというのが現状である。ま
た、本発明者らは、成熟型ＩＬ－１８の分析方法を検討
する過程で、成熟型ＩＬ－１８に対する公知の抗体が、
弱いながらも、ＩＬ－１８前駆体に対しても免疫反応す
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る場合があることを独自の知見として見出した。この知
見により、ＩＬ－１８前駆体に対しても免疫反応性を示
すこのような抗体を利用する検出方法を実施する場合、
被験試料に成熟型ＩＬ－１８とともにその前駆体が含ま
れると、測定結果に誤差を生じる可能性が示唆された。
ＩＬ－１８前駆体の定性的ないしは定量的分析方法が確
立されれば、このような誤差の解消にも大いに役立つも
のと期待される。
【０００６】
【発明が解決しようとする課題】斯かる状況に鑑み、こ
の発明の第一の課題は、高い選択性でＩＬ－１８の前駆
体に対して免疫反応性を示す抗体を提供することにあ
る。
【０００７】この発明の第二の課題は、斯かる抗体の製
造方法を提供することにある。
【０００８】この発明の第三の課題は、斯かる抗体の用
途を提供することにある。
【０００９】
【課題を解決するための手段】本発明者らが上記の課題
を解決すべく、ＩＬ－１８ならびに諸種の関連物質で温
血動物を免疫感作し、その動物が産生する抗体の免疫反
応性について鋭意比較検討した。その結果、ＩＬ－１８
前駆体の一部又は全部を含有するポリペプチドで免疫感
作した温血動物の体液から該前駆体に特異的な抗体が得
られた。また、このようにして免疫感作した温血動物よ
り抗体産生細胞を採取し、これを常法にしたがい無限増
殖可能な樹立細胞株と融合して、ハイブリドーマを樹立
した。斯くして得られたハイブリドーマが産生した抗体
も、上記の抗体と同様に、ＩＬ－１８前駆体に対して特
異的に免疫反応性を示すことが確認された。以上のよう
にして得られた抗体は、ＩＬ－１８前駆体の検出をはじ
めとする諸種の用途に有利に用い得ることも確認され
た。本発明は以上の知見に基づいて確立されたものであ
る。
【００１０】すなわち、この発明は、上記第一の課題
を、ＩＬ－１８前駆体のアミノ酸配列の一部又は全部を
含むポリペプチドで免疫感作した温血動物から得ること
ができる、ＩＬ－１８前駆体に特異的な抗体を提供する
ことにより解決するものである。
【００１１】この発明は、上記第二の課題を、ＩＬ－１
８前駆体のアミノ酸配列の一部又は全部を含有するポリ
ペプチドで温血動物を免疫感作する工程と該温血動物か
ら当該抗体を採取する工程を含む抗体の製造方法、ある
いは、当該抗体の産生能を有する細胞を生体内外で培養
する工程とその培養物又は体液から当該抗体を採取する
工程を含んでなる抗体の製造方法を提供することにより
解決するものである。
【００１２】この発明は、上記第三の課題を、当該抗体
を用いるＩＬ－１８前駆体の検出方法ならびに精製方法
を含む当該抗体の用途を提供することにより解決するも
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のである。
【００１３】
【発明の実施の形態】この発明はＩＬ－１８前駆体に特
異的な抗体に関するものである。この発明でいうＩＬ－
１８前駆体とは、成熟型ＩＬ－１８の生合成の過程で細
胞内に産生される前駆体蛋白質ならびに、その産生工程
に関わらず、斯かる前駆体蛋白質と構造的に同一の物質
を意味する。ここでいう成熟型ＩＬ－１８とは、免疫担
当細胞におけるＩＦＮ－γの産生を誘導することに加
え、キラー細胞の生成を誘導したり、キラー細胞による
細胞障害性を増強する生理活性を示し、通常、１５７個
のアミノ酸からなる配列を含む蛋白質を意味するもので
あり、その起源は問わない。成熟型ＩＬ－１８の具体例
として、配列表における配列番号３及び５に、それぞ
れ、霊長類の一種であるヒト及び齧歯類の一種であるマ
ウス起源のＩＬ－１８のアミノ酸配列（配列番号３にお
いて「Ｘａａ」はトレオニン又はイソロイシンを表し、
配列番号５において「Ｘａａ」はメチオニン又はトレオ
ニンを表す。）を示している。配列表における配列番号
３及び５のアミノ酸配列の間には全体に亙って明らかな
相同性が認められ、例えば、配列番号３のアミノ酸配列
におけるＸａａがトレオニンである場合のアミノ酸配列
と、配列番号５のアミノ酸配列におけるＸａａがメチオ
ニンである場合のアミノ酸配列とを常法により比較する
と、両者の間で一致するアミノ酸が１０１個認められ、
両者の間の相同性は６４．３％と求められる。したがっ
てこの発明でいう成熟型ＩＬ－１８は、アミノ酸配列と
しては、配列表における配列番号３又は５に示すアミノ
酸配列と全体に亙る相同性、一致するアミノ酸の数に基
づいて計算した場合、通常、６４．３％以上、望ましく
は、７０％以上、より望ましくは、８０％以上の相同性
を有するものと特徴づけられる。
【００１４】この発明でいうＩＬ－１８前駆体（以下、
単に「前駆体」という場合がある。）とは、上記のとお
り、成熟型ＩＬ－１８に対する前駆体蛋白質であって、
成熟型ＩＬ－１８が有するアミノ酸配列を含む一方、成
熟型ＩＬ－１８が示す生理活性を実質的に示さない蛋白
質を意味する。アミノ酸配列としては、詳細には、ＩＬ
－１８（本明細書を通じて、単に「ＩＬ－１８」という
場合、活性を示す成熟型ＩＬ－１８を意味するものとす
る。）のアミノ酸配列と、そのＮ末端部に付加された通
常三十数個のアミノ酸からなる余剰なアミノ酸配列、い
わゆる、前駆ペプチド（プロペプチド）配列とを含有す
ることにより特徴づけられる。配列表における配列番号
１及び２には、該前駆ペプチド配列の具体例として、そ
れぞれ、ヒト及びマウス起源のＩＬ－１８前駆体に含有
され得る前駆ペプチド配列が示されている。また、配列
表における配列番号４及び６には、それぞれ、ヒト及び
マウス起源のＩＬ－１８前駆体が有し得る、全体として
のアミノ酸配列が例示されている。
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【００１５】この発明の抗体は、上記に示されるＩＬ－
１８前駆体に特異的なイムノグロブリン全般を包含し、
特定の起源・クラス・形態（ポリクローナル及びモノク
ローナル）に限定されるものではない。この発明の抗体
は、ＩＬ－１８前駆体の一部又は全部を含むポリペプチ
ド、通常は、該前駆体における前駆ペプチド配列の一部
又は全部を含むポリペプチドで免疫感作した温血動物か
ら得ることができる。この発明でいう「温血動物から得
ることができる」とは、この発明の抗体が、所望のポリ
ペプチドで免疫感作した温血動物から得られた抗体その
ものと、調製方法に関わらず、該温血動物から得られた
抗体と免疫反応性（後述）において同等の性質を有する
イムノグロブリンを包含することを意味する。この発明
の抗体の「ＩＬ－１８前駆体に特異的な」性質とは、当
該抗体のＩＬ－１８前駆体に対する免疫反応性に比べ
て、当該抗体の他の物質に対する免疫反応性が明らかに
低いものであることを意味する。ここでいう免疫反応と
は、抗体と該抗体によって認識され得る物質との間の結
合反応、すなわち、通常、「抗原抗体反応」とも呼ばれ
る反応を意味し、免疫反応性とは、斯かる免疫反応の強
度を意味する。詳細には、ＩＬ－１８前駆体と成熟型Ｉ
Ｌ－１８に対する免疫反応性を比較した場合、当該抗体
は、前駆体に対する場合と比較して、ＩＬ－１８に対し
て明らかに低い、通常、１／１０以下、望ましくは、１
／５０以下、より望ましくは、１／１００以下のレベル
でのみ免疫反応性を示す。免疫反応性を数値化して比較
するには、抗体を分析するための慣用の免疫測定法（イ
ムノアッセイ）によればよい。例えば、後記実施例に詳
述するように、通常のエンザイム・イムノアッセイで比
較することにより、この発明の抗体のＩＬ－１８前駆体
に対して特異的な性質を確認することができる。
【００１６】この発明の抗体は、目的とする抗体の形態
に応じて選択される、以下に詳述するこの発明の抗体の
製造方法により得ることができる。
【００１７】この発明で用いる抗原は、ＩＬ－１８前駆
体のアミノ酸配列の一部又は全部を含んでなり、温血動
物に感作したとき該動物において所期の抗体の産生を誘
導するポリペプチドであればよく、特定の構造のものに
限定されない。例えば、ＩＬ－１８前駆体そのものや、
その断片であって、通常、該前駆体における前駆ペプチ
ド配列としてのアミノ酸配列の少なくとも一部を含むペ
プチド、さらには、該前駆ペプチド配列の少なくとも一
部と別異のアミノ酸配列の１種又は２種以上とからなる
融合蛋白質などが抗原の具体例として挙げられる。ここ
でいうアミノ酸配列の一部とは、ＩＬ－１８前駆体又は
該前駆体における前駆ペプチド配列の部分アミノ酸配列
であって、通常、５個以上、望ましくは、１０個以上、
より望ましくは、１５個以上の連続するアミノ酸からな
る配列を意味する。以上のようなこの発明で用いる抗原
は、調製方法も問わず、例えば、天然型又は組換え型蛋
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7
白質のほか、化学合成により得られるものであってもよ
い。組換え型蛋白質としての抗原は、例えば、同じ特許
出願人による特許第２７２４９８７号公報に記載の方法
によるか又はこれに準じて、ヒト、マウスなど所望の起
源のＩＬ－１８前駆体をコードするＤＮＡを単離し、斯
かるＤＮＡの一部又は全部を用いて通常の組換えＤＮＡ
技術により得ることができる。因みに、配列表における
配列番号７及び１３には、それぞれ、ヒト及びマウス起
源のＩＬ－１８前駆体をコードする塩基配列が例示され
ている。組換ＤＮＡ技術によるヒトＩＬ－１８前駆体の
調製に関しては、より詳細には、同じ特許出願人による
特開平１０－８０２７０号公報にその方法が例示されて
いる。ヒトＩＬ－１８前駆体における前駆ペプチド配列
と他のアミノ酸配列を含む融合蛋白質は、例えば、後記
実施例に詳述する方法により得ることができる。ヒト以
外の起源のＩＬ－１８前駆体の場合は、該前駆体に対す
るＤＮＡを一旦得た後、斯かるＤＮＡを用いて以上の方
法に準じて操作することにより得ることができる。
【００１８】ポリクローナル抗体及びモノクローナル抗
体いずれの形態のものも、この発明の抗体を得る際に
は、通常、先ず、上記のような抗原で温血動物を免疫感
作する。免疫感作は慣用の方法によればよく、例えば、
抗原を単独で、又は、適宜アジュバントとともに温血動
物の静脈、皮内、皮下又は腹腔内に注射接種し、その後
一定期間飼育する。免疫感作の対象とする温血動物に特
に限定はなく、所期の抗体を産生し得るかぎり、いずれ
の種類、体重、齢、雌雄のものもこの発明に利用でき
る。通常はマウス、ラット、ハムスター、ウサギ、モル
モットなどの齧歯類、ヤギ、ヒツジなどの偶蹄類を含む
哺乳類や、ニワトリ、ウズラなどのキジ類を含む鳥類な
どが用いられ、用いる抗原の起源や調製する抗体の形態
・用途などを勘案して最適のものが選択される。抗原の
接種量は、対象とする動物の種類や大きさに応じて常法
にしたがって適宜選択される。齧歯類を免疫感作する場
合、通常、抗原の総接種量を約５乃至５００μｇ／匹と
し、これを約１乃至４週間の間隔をおいて２乃至２０回
に分けて接種（一般に、初回の接種は「初回免疫」、２
回目以降の接種は「追加免疫」、最後の接種は「最終免
疫」と呼ばれる。）する。そして、通常、免疫感作の期
間中及び／又は終了後に、免疫感作に用いたのと同じ抗
原を使用して酵素抗体法など慣用の方法により免疫感作
動物における抗体価の上昇を確認する。
【００１９】この発明の抗体の一形態であるポリクロー
ナル抗体を得るには、上記のような免疫感作の後、通
常、１乃至４週間程度経過した免疫感作動物から、その
動物の種に応じて選択される適宜の部位より血清（抗血
清）を採取すればよい。斯くして得られる抗血清を、さ
らに必要に応じて、ＩｇＧ、ＩｇＡ、ＩｇＭなど所望の
クラスのイムノグロブリンの精製のための慣用の方法に
供すれば、所望のレベルにまで精製されたポリクローナ
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ル抗体を得ることもできる。
【００２０】この発明の抗体は、斯かる抗体を産生し得
る単離された細胞からも得ることができる。ここでいう
「単離された」細胞とは、生体から単離された形態にあ
る細胞を意味し、具体的には、この発明の抗体を産生し
得る、ハイブリドーマ、生体から単離された脾細胞やリ
ンパ球、形質転換体細胞などが挙げられる。この発明は
以上のような単離された細胞を提供するものでもある。
これらの単離された細胞はいずれもこの発明の抗体の製
造に用いることができ、ハイブリドーマとしての斯かる
細胞は、この発明の抗体の一形態であるモノクローナル
抗体の製造にとりわけ有用である。斯かるハイブリドー
マを得るには、先ず、上記のような免疫感作の後、通
常、３乃至５日程度経過後、免疫感作動物から脾臓を摘
出し、分散して、脾細胞を抗体産生細胞として得る。脾
細胞は、必要に応じて生体外でさらに免疫感作すること
もできる。斯くして得られる脾細胞を、次に温血動物起
源の無限増殖可能な細胞と融合させる。無限増殖可能な
細胞としては、例えば、ＳＰ２／０－Ａｇ１４細胞（Ａ
ＴＣＣ  ＣＲＬ－１５８１）、Ｙ３－Ａｇ１．２．３
（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ－１６３１）、Ｐ３／ＮＳＩ／１－
Ａｇ４－１細胞（ＡＴＣＣ  ＴＩＢ－１８）及びＰ３Ｘ
６３Ａｇ８細胞（ＡＴＣＣ  ＴＩＢ－９）などのマウス
又はラット骨髄腫由来の細胞株ないしはその変異株が挙
げられ、上記脾細胞との適合性などを勘案して、より適
したものが選択される。細胞の融合には、例えば、ポリ
エチレングリコールやセンダイウイルスを始めとする融
合促進剤や電気パルスによる慣用の方法が適宜採用され
る。次に、細胞融合産物を、常法にしたがってＨＡＴ培
地などの選択培地中で培養し、融合した細胞すなわちハ
イブリドーマを選択的に増殖させる。増殖したハイブリ
ドーマを、慣用の方法にしたがって、その培養上清を用
いて、ＩＬ－１８前駆体及びＩＬ－１８に対する免疫反
応性の有無を試験し、所期の免疫反応性を示したものを
選択すれば、この発明によるハイブリドーマが得られ
る。選択されたハイブリドーマに限界希釈法など慣用の
方法を適用すれば、目的とするハイブリドーマのクロー
ンが得られる。斯くしてクローンとして得られるハイブ
リドーマを生体内又は生体外で培養し、必要に応じて、
その体液又は培養物を、目的とするイムノグロブリンを
採取・精製するための慣用の方法を適用すれば、所望の
レベルにまで精製されたこの発明によるモノクローナル
抗体が得られる。
【００２１】上記で説明した、ポリクローナル抗体及び
モノクローナル抗体としての形態を含むこの発明の抗体
は、抗体一般を精製するための斯界における慣用の精製
方法により、所望のレベルにまで精製された標品として
得ることができる。個々の精製方法としては、例えば、
塩析、透析、濾過、濃縮、遠心分離、分別沈澱、ゲル濾
過クロマトグラフィー、イオン交換クロマトグラフィ
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ー、アフィニティークロマトグラフィー、高速液体クロ
マトグラフィー、ゲル電気泳動及び等電点電気泳動が挙
げられ、これらは必要に応じて適宜組合せて用いられ
る。精製した抗体は、その後用途に応じて、濃縮・乾燥
し、液状又は固状とする。
【００２２】この発明の抗体は、以上に説明した方法以
外の方法によっても得ることができる。例えば、斯界に
おいては、組換えＤＮＡ技術を利用する抗体の製造方法
が種々提案されており、そのような方法によってもこの
発明の抗体は得ることができる。概略としては、先ず、
上記のようにして温血動物を免疫感作し、該免疫感作動
物から脾細胞を調製するか又はハイブリドーマを調製し
たり、常法によりヒトを含む温血動物から選ばれるいず
れかの動物から採取したリンパ球を生体外で抗原刺激す
ることにより、この発明の抗体の産生能を有する細胞を
得る。次に、斯かる抗体産生細胞からＲＮＡを採取し、
そのＲＮＡを鋳型として用いて、エス・タラン・ジョー
ンズら、『バイオテクノロジー』、第９巻、８８乃至８
９頁（１９９１年）に記載されたＲＴ－ＰＣＲ法に準じ
て、この発明の抗体における相補性決定領域を含む部分
をコードするＤＮＡをクローン化する。斯かるＤＮＡの
クローン化は、エス・ポール監修、『メソッズ・イン・
モレキュラー・バイオロジー』、第５１巻、３５５乃至
３９４頁（１９９５年、ヒューマナ・プレス発行）など
に記載された発現ライブラリー（ファージ・ディスプレ
ー・ライブラリー）の検索によることもできる。斯くし
てクローン化されるＤＮＡを、適宜のイムノグロブリン
の定常領域をコードする慣用のＤＮＡと連結すれば、こ
の発明の抗体をコードするＤＮＡが得られる。得られた
ＤＮＡを用いて、ＩＬ－１８前駆体に対する特異性を実
質的に消失させない範囲でその一次構造を改変するよう
に蛋白質工学的手法を実施することもできる。斯かるＤ
ＮＡを適宜の発現系を用いて形質転換細胞により発現さ
せ、発現された抗体を精製すれば、組換えＤＮＡ技術に
よるこの発明の抗体が得られる。以上のような組換えＤ
ＮＡ技術を適宜組み合わせて実施することにより、本来
ヒト以外の温血動物のリンパ球が産生する抗体と実質的
に同等の構造・機能の抗体のほか、ヒトのリンパ球が産
生する抗体における定常領域を含む、いわゆる、「ヒト
化抗体」及び「キメラ抗体」、さらには、ヒトのリンパ
球が産生する抗体と実質的に同等の構造・機能を有す
る、いわゆる、「ヒト抗体」を得ることもできる。な
お、トリスタン・ジェイ・ボーンら、『ネイチャー・バ
イオテクノロジー』、第１６巻、５３５乃至５３９頁
（１９９８年）には、ヒト化抗体、キメラ抗体及びヒト
抗体に関する手法が概説されている。ヒト化抗体、キメ
ラ抗体、ヒト抗体としてのこの発明による抗体は、後述
するように、ヒトへの投与を前提とする医薬用途にとり
わけ有利に用いることができる。
【００２３】以上のようにして得られるこの発明の抗体
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は、ＩＬ－１８前駆体の検出を必要とする諸分野に広範
な用途を有する。ＩＬ－１８前駆体は、通常、成熟型Ｉ
Ｌ－１８が示すような生理活性を示さないので、活性に
基づく検出は実質的に不可能である。この発明の抗体は
ＩＬ－１８前駆体に特異的に免疫反応性を示すので、被
験試料とこの発明の抗体を接触させ、その際に生じた免
疫反応の有無及び／又は強度を検査ないしは測定すれば
ＩＬ－１８前駆体を検出することができる。この発明は
斯かる検出方法を提供するものでもある。この発明の検
出方法は、この発明の抗体を用いて、例えば、標識物質
を利用して免疫反応の有無及び／又は強度を検査ないし
は測定する慣用のイムノアッセイにしたがって操作する
ことにより実施することができる。慣用のイムノアッセ
イの例としては、放射性物質、酵素、又は蛍光物質を標
識物質として用いるものが挙げられ、これらはそれぞれ
一般に、ラジオイムノアッセイ、エンザイムイムノアッ
セイ、蛍光イムノアッセイと呼称されている。なお、エ
ンザイムイムノアッセイは、エライザ（ＥＬＩＳＡ、ｅ
ｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄ  ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎ
ｔ  ａｓｓａｙ）と呼ばれることもある。慣用のイムノ
アッセイの別の例としては、例えば、金コロイドなどの
金属や、ユウロピウムイオンやサマリウムイオンなどの
金属イオンを含むキレート化合物を標識物質として利用
するものなどが挙げられる。以上のようなイムノアッセ
イにおいては、この発明の抗体は、常法により、上記の
ような標識物質の一種以上で直接的に標識して利用する
ことができる。一方、この発明の抗体を間接的に標識し
てイムノアッセイを実施することもできる。例えば、こ
の発明の抗体にビタミンの１種であるビオチンを常法に
より結合させた後、これに、ビオチンに対して親和性を
示すアビジンに所望の標識物質を結合させた物質を接触
させれば、この発明の抗体は間接的に標識されることと
なる。この発明の抗体はＩＬ－１８前駆体に対して特異
的に免疫反応性を示すので、免疫反応を示した抗体を、
以上のような標識物質を指標に測定すれば、被検試料中
のごく微量のＩＬ－１８前駆体を迅速かつ正確に定性的
又は定量的に分析することができる。なお、一般的なイ
ムノアッセイにおいては、互いに異なる２種以上の抗体
を利用する場合がある（例えば、いわゆる「サンドイッ
チ型イムノアッセイ」）。この発明の検出方法において
も同様に、例えば、互いに異なるハイブリドーマが産生
するこの発明の抗体（モノクローナル抗体）や、ポリク
ローナル抗体としてのこの発明の抗体から適宜選ばれる
２種以上を組み合わせて用いることができる。さらに、
後記実施例２に詳述するように、抗体の種類によって
は、この発明の抗体とＩＬ－１８に対する抗体とを組み
合わせることによって、極めて感度よく、かつ、選択的
にＩＬ－１８前駆体を検出できる場合もある。したがっ
て、この発明の検出方法は、この発明の抗体の少なくと
も一種を用い、ＩＬ－１８前駆体を検出し得るもの全般
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を包含するものであり、組み合わせて用いる抗体の種類
は問わない。
【００２４】既に述べたように、ＩＬ－１８に対する公
知の抗体は、反応性は比較的低いながらも、前駆体に対
しても免疫反応性を示す場合がある。ＩＬ－１８に対す
るこのような抗体を用いるイムノアッセイを、ＩＬ－１
８の成熟型と前駆体が混在する試料に適用する場合に
は、測定値は真のＩＬ－１８量を上回る可能性がある。
ＩＬ－１８に対するこのような抗体を用いるイムノアッ
セイを実施する際に、この発明の抗体を用いる検出方法
を組合わせて実施すれば、この発明の検出方法の結果に
より、上記イムノアッセイによるＩＬ－１８の測定結果
を補正し、より正確な値を求めることが可能となる。し
たがって、この発明の検出方法は、ＩＬ－１８前駆体の
検出が必要とされる分野のみならず、ＩＬ－１８の検出
が必要とされる分野においても有利に利用できる。
【００２５】以上のようなこの発明による検出方法は、
例えば、生体におけるＩＬ－１８産生の増強ないしは減
弱や、ＩＬ－１８の前駆体から成熟型への変換の異常な
どに伴う成熟型ＩＬ－１８ないしはＩＬ－１８前駆体が
関連する疾患の診断や、斯かる疾患の発症機序の解析、
さらには、ＩＬ－１８前駆体を経由するＩＬ－１８の製
造における工程管理やその製品分析などに極めて有用で
ある。したがって、この発明の検出方法は、対象とする
被験試料の種類は問わず、例えば、生体から採取した、
血液、血清、リンパ液、骨髄液、唾液、汗、尿、糞便、
細胞・組織・器官ないしはその破砕物などや、生体外で
培養した、樹立細胞株を含む細胞、斯かる細胞の上澄
液、斯かる細胞の破砕物などの生物学的試料はいずれも
目的に応じて被験試料として用いることができる。ま
た、この発明の抗体とともに、以上のようなこの発明の
検出方法を実施するための試薬、例えば、通常のイムノ
アッセイに用いられる緩衝剤、希釈剤、発色剤などや、
容器類、さらには、標準試料としてのＩＬ－１８前駆
体、さらに必要に応じて、成熟型ＩＬ－１８に対する抗
体や標準試料としての成熟型ＩＬ－１８などをパッケー
ジとして梱包し、免疫測定キットとすることもできる。
斯かるキットは、この発明の検出方法を簡便に実施する
上でとりわけ有用である。この発明は、斯かる免疫測定
キットを提供するものでもある。以上説明した抗体の調
製やイムノアッセイの一般的手順に関しては、例えば、
ウィルフリッド・アール・バット編集、『プラクティカ
ル・イムノアッセイ』、１９８４年、マーセル・デッカ
ー社発行に種々詳述されており、エンザイム・イムノア
ッセイに関しては、同書、３７乃至６９頁に具体的な記
載がある。これらの手順は適宜この発明の実施に応用す
ることができる。
【００２６】この発明の抗体は、イムノアフィニティー
クロマトグラフィーによるＩＬ－１８前駆体の精製にも
きわめて有用である。斯かる精製方法は、この発明の抗
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体を、ＩＬ－１８前駆体と該前駆体以外の夾雑物質との
混合物に接触させて抗体に該前駆体を選択的に吸着させ
る工程と、吸着した前駆体を抗体から脱着させる工程を
含んでなり、両工程は、通常、水性媒体中で行なわれ
る。斯かる精製方法においては、この発明の抗体は、通
常、ゲル状の水不溶性担体に結合した状態で用いられ、
その水不溶性担体を円筒管などにカラム状に充填し、こ
れに、例えば、形質転換体の培養液又はそれらの部分精
製品を通液すると、実質的にＩＬ－１８前駆体のみが水
不溶性担体上の抗体に吸着する。吸着物は、抗体周囲の
水素イオン濃度を変えることにより、容易に脱着させる
ことができ、例えば、ＩｇＧのクラスに属する抗体を用
いる場合は酸性側のｐＨ、通常、ｐＨ２乃至３で、一
方、ＩｇＭのクラスに属する抗体を用いる場合はアルカ
リ側のｐＨ、通常、ｐＨ１０乃至１１で脱着・溶出させ
る。斯かる精製方法によるときには、ＩＬ－１８前駆体
を比較的容易にかつ精製度高く調製することができる。
【００２７】上記でも述べたように、ＩＬ－１８は免疫
系の調節をはじめとする多様な生理作用を生体において
発揮する一方、正常な範囲から逸脱してその機能が亢進
又は減弱すると、時としてその生体には疾患の発症がも
たらされる場合がある。自己免疫疾患の発症とＩＬ－１
８の生体内レベルの上昇との相関はこのことを示す一例
と言える。一方、ＩＬ－１８の前駆体から成熟型への変
換の異常などにより、生体の体液中又は細胞内に過剰に
蓄積した前駆体が、その生体に障害や疾患をもたらす可
能性もある。例えば、生体における過剰なＩＬ－１８前
駆体が成熟型ＩＬ－１８本来の生理作用を阻害すること
による障害・疾患の発症が考えられる。この発明の抗体
は、ＩＬ－１８前駆体に対して特異的に免疫反応性を示
すので、生体における斯かる過剰な前駆体の中和や無毒
化に奏効し得る。このことから、この発明の抗体は、Ｉ
Ｌ－１８前駆体に起因する疾患・障害に対する治療・予
防効果を発揮し得る。また、例えば、ＩＬ－１８に対す
る阻害剤や中和剤を用いてＩＬ－１８関連疾患を治療す
る際に、その患者の生体内に存在するＩＬ－１８前駆体
が斯かる阻害剤ないしは中和剤による効果を減衰させる
可能性もある。このことから、この発明の抗体は、ＩＬ
－１８に起因する疾患・障害に対する治療・予防効果を
調整する作用をも発揮し得る。したがって、この発明の
抗体は、それが直接又は間接的に作用して効果を発揮す
る疾患、例えば、ＩＬ－１８前駆体関連疾患ないしはＩ
Ｌ－１８関連疾患を予防・治療・緩和するための医薬用
組成物の有効成分又は補助成分のひとつとして有利に用
いることができる。上記で述べた、ヒト化抗体、キメラ
抗体又はヒト抗体としてのこの発明の抗体は、ヒト以外
の動物起源の抗体に比べて、ヒトに投与した際に抗原性
を示し難いので、ヒトへの投与を前提とするこれらの医
薬用途にとりわけ有用である。一方、ヒト以外の動物を
対象とする医薬用途としては、この発明の抗体は、対象
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とする動物と同一ないしは近縁の動物起源のものを用い
るのが望ましい。
【００２８】この発明による医薬用組成物の対象となる
疾患としては、より具体的には、肝炎、ヘルペス症、尖
圭コンジロム、後天性免疫不全症候群などのウイルス感
染症、カンジダ症、マラリヤ症などの細菌感染症、腎細
胞癌、菌状息肉腫、慢性肉芽腫などの固形悪性腫瘍、成
人Ｔ細胞白血病、急性リンパ球性白血病、急性骨髄性白
血病、慢性骨髄性白血病、非Ｔ細胞性白血病、非ホジキ
ンリンパ腫、悪性リンパ腫などの血球系悪性腫瘍、平滑
筋肉腫、線維肉腫、眼類肉腫、肺類肉腫などの肉腫及び
類肉腫、移植に伴う拒絶反応、慢性移植片対宿主疾患、
悪性貧血、萎縮性胃炎、インスリン抵抗性糖尿病、ウェ
ジナー肉芽腫症、円板状エリテマトーデス、血球貪食症
候群、潰瘍性大腸炎、寒冷凝集素症、グッドパスチャー
症候群、クローン病、交感性眼炎、甲状腺機能亢進症、
若年性糖尿病、シェーグレン症候群、自己免疫性肝炎、
自己免疫性溶血性貧血、重症筋無力症、進行性全身性硬
化症、全身性エリテマトーデス、多発性寒冷血色素尿
症、多発性筋炎、多発性結節性動脈炎、多発性硬化症、
特発性アジソン病、特発性血小板減少性紫班病、バセド
ウ病、白血球減少症、血球貪食症候群、ベーチェット
病、早発性更年期、慢性関節リウマチ、成人スチル病、
スチル病、リウマチ熱、慢性甲状腺炎、ホジキン病、デ
ィ・ジョージ症候群、急性移植片対宿主疾患、ＨＩＶ感
染症、喘息、アトピー性皮膚炎、接触皮膚アレルギー、
アレルギー性鼻炎、花粉症及びハチ毒アレルギーを含
む、自己免疫疾患、アレルギー性疾患及び免疫不全症の
ほか、ウイルス性肝炎、アルコール性肝炎、中毒性肝
炎、原発性胆汁性肝硬変症、劇症肝炎、ウイルス性肝硬
変、アルコール性肝硬変、中毒性肝硬変、胆汁性肝硬
変、胆汁うっ滞性肝障害、肝細胞癌、急性肝炎、脂肪
肝、肝臓腫瘍、肝血管障害などの肝疾患、胆管炎、胆嚢
炎、原発性硬化性胆管炎、胆嚢腫瘍、胆管腫瘍などの胆
嚢・胆道疾患、急性膵炎、慢性膵炎、膵機能不全、膵臓
腫瘍及び膵嚢胞などの膵疾患、急性腎炎、慢性腎不全、
腎癌、腎虚血、腎結石、糸球体腎炎、糸球体炎、糸球体
硬化などの腎臓並びに糸球体疾患、虚血、虚血性心筋
症、脳虚血、脳底動脈片頭痛、脳底部異常血管網症、脳
卒中、脳底部動脈瘤、動脈硬化症、血管内皮障害、糖尿
病、腸管膜血管閉塞症及び上腸管膜動脈症候群を含む循
環器系疾患、パーキンソン病、脊髄筋肉萎縮症、筋萎縮
性側策硬化症、アルツハイマー病、痴呆症、脳血管性痴
呆症、エイズ痴呆症及び脳脊髄炎を含む神経系疾患など
を挙げることができる。なお、これらの対象疾患は、上
記で述べた、疾患の診断方法としてのこの発明の検出方
法の対象疾患ともなり得る。
【００２９】この発明による医薬用組成物は、この発明
の抗体単独の形態はもとより、それ以外の生理的に許容
される、例えば、担体、賦形剤、希釈剤、溶剤、アジュ
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バント、安定剤、さらには、必要に応じて、他の生理活
性物質の１若しくは複数種類との組成物としての形態を
も包含する。安定剤としては、例えば、血清アルブミン
やゼラチンなどの蛋白質、グルコース、シュークロー
ス、ラクトース、マルトース、トレハロース、ソルビト
ール、マルチトール、マンニトール、ラクチトールなど
の糖質及びクエン酸塩若しくは燐酸塩を主体とする緩衝
剤が、また、併用し得る他の生理活性物質としては、例
えば、ＦＫ５０６、グルココルチコイド、シクロフォス
ファミド、ナイトロゲンマスタード、トリエチレンチオ
フォスファミド、ブズルファン、フェニラミンマスター
ド、クロランブシル、アザチオプリン、６－メルカプト
プリン、６－チオグアニン、６－アザグアニン、８－ア
ザグアニン、フルオロウラシル、シタラビン、メトトレ
キセート、アミノプテリン、マイトマイシンＣ、塩酸ダ
ウノルビシン、アクチノマイシンＤ、クロモマイシンＡ
３、塩酸ブレオマイシン、塩酸ドキソルビシン、サイク
ロスポリンＡ、Ｌ－アスパラギナーゼ、ビンクリスチ
ン、ビンブラスチン、ヒドロキシウレア、塩酸プロカル
バジン、副腎皮質ホルモン、金コロイド、インターロイ
キン２、インターロイキン１２、インターロイキン１８
などの他に、サイトカインの受容体アンタゴニストやサ
イトカインの中和剤、例えば、インターロイキン１受容
体蛋白質、インターロイキン２受容体蛋白質、インター
ロイキン５受容体蛋白質、インターロイキン６受容体蛋
白質、インターロイキン８受容体蛋白質及びインターロ
イキン１２受容体蛋白質に対するそれぞれの抗体、さら
には、ＴＮＦ－α受容体、ＴＮＦ－β受容体、インター
ロイキン１受容体、インターロイキン５受容体及びイン
ターロイキン８受容体に対するそれぞれのアンタゴニス
トなどが挙げられる。以上のようなこの発明による医薬
用組成物は、対象疾患の種類や、適用患者の種・齢など
にもよるけれども、固形物重量換算で、通常、０．００
００１％（ｗ／ｗ）乃至１００％（ｗ／ｗ）、望ましく
は、０．０００１％（ｗ／ｗ）乃至２０％（ｗ／ｗ）の
含量でこの発明の抗体を含有する。
【００３０】さらに、この発明による医薬用組成物は投
薬単位形態の薬剤をも包含し、その投薬単位形態の薬剤
とは、投薬に適した物理的に一体の剤型にあって、この
発明の抗体を、例えば、１回当りの用量の整数倍（４倍
まで）若しくはその約数（１／４０まで）に相当する量
を含んでなるものを意味する。このような投薬単位形態
の薬剤の剤型としては、注射剤、液剤、散剤、顆粒剤、
シロップ剤、錠剤、カプセル剤、外用剤などが挙げられ
る。当該医薬用組成物の用量は、対象疾患の種類や、対
象患者の種・齢などに応じて適宜設定することができ、
例えば、成人を対象とする場合、当該医薬用組成物の１
回・１人あたりの用量は、この発明の抗体の固形物重量
換算で、通常、約０．１μｇ乃至約１ｇ、望ましくは、
約１μｇ乃至約１００ｍｇとし、１日あたり１乃至４
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回、又は１週間あたり１乃至３０回の頻度で、症状を観
察しながら投与される。投与経路は、この発明の抗体に
よる症状の緩和、治療、予防などの所期の効果が発揮さ
れるものであればよく、例えば、経口投与や、皮内、皮
下、筋肉内、静脈内などの非経口投与から、対象疾患の
種類や、当該医薬用組成物の剤型に応じて適宜選ばれる
経路を選択することができる。
【００３１】ところで、一般に、抗体は交差反応性を示
す場合がある。この発明の抗体も、種類によっては交差
反応性を示す場合があり、斯かる抗体はＩＬ－１８前駆
体と構造的に類似するものの完全には一致しない物質や
ＩＬ－１８前駆体と部分構造が共通するものの全体とし
ては異なる構造の物質に対しても免疫反応性を示し得
る。交差反応性を有するこの発明の抗体を用いて、細
胞、細胞培養上澄液、細胞破砕物、血液、血清、組織、
組織破砕物などの生物学的試料を該抗体との免疫反応性
に基づき試験すれば、斯かるＩＬ－１８前駆体関連物質
をスクリーニングすることができる。また、例えば、化
学合成又は組換えＤＮＡ技術により得られる、数個乃至
数十個のアミノ酸からなる無作為な配列のペプチドを同
様に試験することによっても、斯かる関連物質をスクリ
ーニングすることができる。したがって、この発明の抗
体は、ＩＬ－１８前駆体関連物質のスクリーニング用試
薬として有用である。斯かる関連物質は、ＩＬ－１８の
生理活性の発現に関わる、ペプチドなどの低分子物質の
形態を含む、アゴニスト、アンタゴニスト、阻害剤、中
和剤などとして機能する可能性があるので、ＩＬ－１８
調節剤やＩＬ－１８関連疾患剤などとして利用し得る。
また、以上のようなスクリーニングにより得られる物質
を構造と機能について解析し、相互に比較することによ
り、さらに別の、アゴニスト、アンタゴニスト、阻害
剤、中和剤などのＩＬ－１８調節物質の分子設計を行う
こともできる。
【００３２】以下、実施例に基づきこの発明を説明する
が、斯界の技術水準においては、斯かる実施例は多種多
様に改変可能である。斯かる技術水準に鑑み、この発明
はこれらの実施例のみに限定されるべきではない。
【００３３】
【実施例１】〈ＩＬ－１８前駆体に特異的な抗体〉
【００３４】
【実施例１－１】〈抗原の調製〉抗原のひとつとして、
ヒトＩＬ－１８前駆体における前駆ペプチド配列（配列
表における配列番号１に示すアミノ酸配列、以下、「該
前駆ペプチド配列」という。）の一部とマウスジヒドロ
葉酸レダクターゼ（以下、「ＤＨＦＲ」という。）及び
（Ｈｉｓ）

6
タグを含む融合蛋白質を以下のように組換

えＤＮＡ技術により調製した。
【００３５】
【実施例１－１（ａ）】〈抗原をコードするＤＮＡの調
製〉該前駆ペプチド配列におけるＮ末端のメチオニンを
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除く配列をコードするＤＮＡを、同じ特許出願人による
特許第２７２４９８７号公報に記載の方法に準じて調製
した配列表における配列番号７の塩基配列を含んでなる
ｃＤＮＡを鋳型とし、配列表における配列番号８及び９
の塩基配列のオリゴヌクレオチドをそれぞれセンスプラ
イマー及びアンチセンスプライマーとして用いて、慣用
のＰＣＲ法により増幅した。なお、ここで用いたセンス
プライマーは配列番号１における第１のメチオニンを除
いたＮ末端部の配列に対応するとともに、制限酵素Ｂｇ
ｌ ＩＩによる認識部位を含むものであり、また、アン
チセンスプライマーは、配列番号１におけるＣ末端部の
配列とそれに続く（Ｈｉｓ）

6
タグに対応するととも

に、制限酵素Ｈｉｎ ｄＩＩＩによる認識部位を含むも
のである。増幅されたＤＮＡ断片を慣用のクローニング
ベクターにクローン化した後、斯かるＤＮＡ断片が所期
の構造を有することを塩基配列を解読して確認した。
【００３６】このクローニングベクターから上記ＤＮＡ
断片を制限酵素Ｂｇｌ ＩＩ及びＨｉｎ ｄＩＩＩを用い
て消化することにより切り出し、予めＢｇｌ ＩＩ及び
Ｈｉｎ ｄＩＩＩで消化しておいたプラスミドＤＮＡ
『ｐＱＥ－１６』（キアゲン社製）に常法により挿入し
た。なお、ここで用いたプラスミドＤＮＡは、プロモー
ターの制御下に配置されたマウスデヒドロ葉酸レダクタ
ーゼをコードする塩基配列とその下流に位置する制限酵
素Ｂｇｌ ＩＩ及びＨｉｎ ｄＩＩＩによる認識部位を含
む、大腸菌を宿主とする発現ベクターである。この結果
得られた組換えＤＮＡは、図１に示すとおり、マウスＤ
ＨＦＲのアミノ酸配列、該前駆ペプチド配列の一部、
（Ｈｉｓ）

6
タグを含むアミノ酸配列をコードする塩基

配列がプロモーターの下流に配置されていた。斯くして
得た組換えＤＮＡを『ｐＱＤＰＲ１６』と命名した。
【００３７】
【実施例１－１（ｂ）】〈抗原の発現と精製〉実施例１
－１（ａ）で得た組換えＤＮＡ『ｐＱＤＰＲ１６』を大
腸菌ＪＭ１０９株に常法により導入して形質転換した。
得られた形質転換体をＬブロス中で前培養した後、この
前培養物を、５００ｍｌ容三角フラスコに１本当たり１
５０ｍｌずつ調製しておいた、合計２．４ｌの２×ＹＴ
培地に液量で１％植菌し、ロータリーシェイカーを用い
て３７℃で、培地の６００ｎｍにおける吸光度を測定し
ながらインキュベートして形質転換体を培養した。吸光
度が０．９に到達した時点でＩＰＴＧを最終濃度１ｍＭ
になるように培地に加え、さらに一晩培養を続けた。培
養物より菌体を採取し（湿重量で約１２．１ｇ）、菌体
を、８Ｍ 尿素、０．１Ｍ ＮａＨ

2
ＰＯ

4
、０．０１Ｍ 

Ｔｒｉｓを含む緩衝液（ｐＨ８．０）に懸濁し可溶化し
た後、可溶化物より、形質転換体による発現産物をＮｉ
－ＮＴＡアガロースゲルのカラム（ゲル量１２ｍｌ、キ
アゲン社製）を用い、製造元の説明書にしたがって精製
した。このカラムによる精製標品を、次に、０．０５％
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（ｗ／ｖ）界面活性剤（商品名『ＴＷＥＥＮ２０』）、
５ｍＭ ２－メルカプトエタノール、０．５Ｍ 塩化ナト
リウム、１．７Ｍ 尿素、１０ｍＭ Ｔｒｉｓを含む緩衝
液（ｐＨ７．２）に対して４℃で一晩透析した。透析後
の溶液を遠心分離して上清を採取し、採取した上清を限
外濾過により蛋白質濃度約１ｍｇ／ｍｌにまで濃縮した
（液量約１６ｍｌ）。濃縮物は、ジチオトレイトール存
在下のＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動におい
て約３３キロダルトンの均一なバンドを示した。
【００３８】対照として、組換えＤＮＡ『ｐＱＤＰＲ１
６』に代えて発現ベクター『ｐＱＥ－１６』を用いて上
記にしたがって操作したところ、ＳＤＳ－ポリアクリル
アミドゲル電気泳動において約２８キロダルトンの均一
なバンドを示す標品が得られた。このことは、上記で得
た濃縮物が、マウスＤＨＦＲ、該前駆ペプチド配列の一
部、及び（Ｈｉｓ）

6
タグを含む融合蛋白質の精製標品

であることを裏づけている。斯くして抗原のひとつを精
製した。
【００３９】
【実施例１－２】〈抗原の調製〉別の抗原として、ヒト
ＩＬ－１８前駆体の全配列（配列表における配列番号４
に示すアミノ酸配列）に（Ｈｉｓ）

6
タグが付加された

配列を含む融合蛋白質を以下のように組換えＤＮＡ技術
により調製した。
【００４０】
【実施例１－２（ａ）】〈抗原をコードするＤＮＡの調
製〉配列表における配列番号４に示すヒトＩＬ－１８前
駆体のアミノ酸配列を含有するポリペプチドのコード配
列と、そのコード配列の５′末端及び３′末端にそれぞ
れ付加された制限酵素Ｎｈｅ Ｉ及びＸｈｏ Ｉによる認
識部位を含むＤＮＡ断片を、以下のＰＣＲにより増幅し
た。鋳型として同じ特許出願人による特許第２７２４９
８７号公報に記載の方法に準じて調製した配列表におけ
る配列番号７の塩基配列を含むｃＤＮＡを１ｎｇ、セン
スプライマーとして配列表における配列番号１０に示す
塩基配列のオリゴヌクレオチドを１０ｎｇ、アンチセン
スプライマーとして配列表における配列番号１１に示す
塩基配列のオリゴヌクレオチドを１００ｎｇと、通常の
ＰＣＲで用いるこれら以外の成分を常法どおりの配合で
含むＰＣＲ反応混合液１００μｌを、９４℃で３０秒、
５３℃で３０秒及び７２℃で３０秒インキュベートする
サイクルを５回繰り返した。その後、この反応混合液
に、配列表における配列番号１２のオリゴヌクレオチド
を１００ｎｇ加え、９４℃で３０秒、５５℃で３０秒及
び７２℃で３０秒インキュベートするサイクルを３回繰
り返し、引き続き、さらに、９４℃で３０秒、６０℃で
３０秒及び７２℃で３０秒インキュベートするサイクル
を３２回繰り返した。このＰＣＲで増幅されたＤＮＡ断
片を慣用のクローニングベクターにクローン化し、斯か
るＤＮＡ断片が所期の構造を有することを塩基配列を解
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読して確認した。
【００４１】このクローニングベクターから上記ＤＮＡ
断片を制限酵素Ｎｈｅ Ｉ及びＸｈｏ Ｉを用いて消化す
ることにより切り出した後、予め制限酵素Ｎｈｅ Ｉ及
びＸｈｏ Ｉで消化しておいたプラスミドＤＮＡ『ｐＲ
ＳＥＴＢ』（インビトロジェン社製）に常法により挿入
した。なお、ここで用いたプラスミドＤＮＡは、プロモ
ーターの制御下に配置された開始コドン及び（Ｈｉｓ）

6
タグを含むコード配列とそれに続くＮｈｅ Ｉ及びＸｈ
ｏ Ｉによる認識部位とを含む、大腸菌を宿主とする発
現ベクターである。この結果得られた組換えＤＮＡは、
図２に示すとおり、ヒトＩＬ－１８前駆体のアミノ酸配
列と、そのＮ末端部に連結された（Ｈｉｓ）

6
タグを含

む別のアミノ酸配列とからなる配列をコードする塩基配
列がプロモーターの下流に配置されていた。斯くして得
た組換えＤＮＡを『ｐＲＳ－ｈｐｒｏＩＬ１８』と命名
した。
【００４２】
【実施例１－２（ｂ）】〈抗原の発現と精製〉実施例１
－２（ａ）で得た組換えＤＮＡ『ｐＲＳ－ｈｐｒｏＩＬ
１８』を大腸菌株『ＢＬ２１（ＤＥ３）ｐＬｙｓＳ』の
コンピテントセル（東洋紡績株式会社販売）に常法によ
り導入して形質転換した。得られた形質転換体をＬブロ
ス中で前培養した後、この前培養物を、５００ｍｌ容三
角フラスコに１本当たり１５０ｍｌずつ調製しておい
た、合計１．０ｌのＬ培地に液量で１％植菌し、ロータ
リーシェイカーで３７℃で、培地の６００ｎｍにおける
吸光度を測定しながらインキュベートして形質転換体を
培養した。吸光度が０．５程度に達した時点でＩＰＴＧ
を最終濃度０．４ｍＭになるように加え、さらに約５時
間培養を続けた。培養物より菌体を湿重量で約３．５ｇ
採取した。この菌体を４０ｍｌの０．５Ｍ尿素、０．１
Ｍ ＮａＨ

2
ＰＯ

4
、０．０１Ｍ Ｔｒｉｓを含む緩衝液

（ｐＨ８．０）に懸濁し、超音波処理したのち、遠心分
離により沈澱部を採取して封入体画分を得た。封入体画
分を、再度同様に、懸濁、超音波処理、遠心分離に供し
て洗浄した。洗浄後の封入体画分を、１０ｍｌの８Ｍ尿
素を含む緩衝液（ｐＨ８．０）で可溶化し、可溶化物よ
り、形質転換体による発現産物をＮｉ－ＮＴＡアガロー
スゲルのカラム（ゲル量５ｍｌ、キアゲン社製）を用
い、製造元の説明書にしたがって精製した。このカラム
による精製標品を、次に、５ｍＭ ＥＤＴＡ、０．１Ｍ 
ＮａＨ

2
ＰＯ

4
及び１０ｍＭ Ｔｒｉｓを含む緩衝液（ｐ

Ｈ７．２）に対して４℃で一晩透析した。透析後の溶液
を遠心分離して上清を採取し、採取した上清を限外濾過
により蛋白質濃度約１ｍｇ／ｍｌにまで濃縮した（液量
約４ｍｌ）。濃縮物は、ジチオトレイトール存在下のＳ
ＤＳ－ポリアクリルアミドゲル電気泳動において約３０
キロダルトンの均一なバンドを示した。
【００４３】対照として、組換えＤＮＡ『ｐＲＳ－ｈｐ
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ｒｏＩＬ１８』に代えて発現ベクター『ｐＲＳＥＴＢ』
を用いて上記にしたがって操作したところ、組換えＤＮ
Ａ『ｐＲＳ－ｈｐｒｏＩＬ１８』を用いた場合に見られ
たような顕著なバンドをＳＤＳ－ポリアクリルアミドゲ
ル電気泳動において示す蛋白質の産生は認められなかっ
た。このことは、上記で得た濃縮物が、ヒトＩＬ－１８
前駆体のアミノ酸配列を含む融合蛋白質の精製標品であ
ることを裏づけている。斯くして別の抗原を精製した。
【００４４】
【実施例１－３】〈ハイブリドーマの樹立とモノクロー
ナル抗体の調製〉
【００４５】
【実施例１－３（ａ）】〈免疫感作と抗体産生細胞の調
製〉８週齢の雌性ＢＡＬＢ／ｃマウスを以下のスケジュ
ールで免疫感作した。初回免疫として、常法により完全
フロイントアジュバントとともに実施例１－１で得た抗
原を２０μｇ／匹の用量で腹腔内に注射投与した。その
後２週間おきに、追加免疫として、不完全フロイントア
ジュバントとともに同じ抗原を同じ用量で腹腔内に計２
回注射投与した。常法によりマウスの尾静脈より血液を
採取し、その血液から分離した血清の該抗原との免疫反
応性を常法により調べ、所期の抗体価の上昇を確認し
た。引き続いて、上記と同様に追加免疫を２回おこなっ
た。さらに２週間後に最終免疫として、実施例１－２で
得た抗原をアジュバントを用いずに１０μｇ／匹の用量
で静脈内に１回注射投与した。最終免疫の終了後３日め
にマウスより脾臓を摘出し、分散して脾細胞を抗体産生
細胞として得た。なお、上記の操作により、マウスの血
清において所期の抗体価の上昇が確認されたことは、こ
の血清がヒトＩＬ－１８前駆体に特異的なポリクローナ
ル抗体を含む抗血清であることを示している。したがっ
て、本実施例１－３（ａ）の方法によれば本発明による
ポリクローナル抗体を調製することができる。
【００４６】
【実施例１－３（ｂ）】〈ハイブリドーマの樹立〉上記
で得た脾細胞の約１×１０8個とマウス骨髄腫由来のＳ
Ｐ２／０－Ａｇ１４細胞（ＡＴＣＣ  ＣＲＬ１５８１）
の約３×１０7個を、３７℃に予温しておいた血清無含
有のＲＰＭＩ１６４０培地（ｐＨ７．２）（以下、単に
「無血清培地」という。）の適量に浮遊させ、両細胞を
十分に混和した。この細胞浮遊液を遠心分離し、上澄液
を十分に除去した。沈澱部の細胞に、平均分子量１，５
００ダルトンの５０％（ｗ／ｖ）ポリエチレングリコー
ルを含む無血清培地１ｍｌを１分間かけて滴々加え、そ
の後３７℃で１分間インキュベートして細胞融合に供し
た。これに、無血清培地を全量が５０ｍｌになるまで滴
々加え、細胞融合の反応を停止した。この細胞融合産物
を遠心分離して上澄液を十分に除去した後、沈澱部にＨ
ＡＴ培地を加え、細胞密度約２×１０5個／ｍｌの細胞
浮遊液とした。この細胞浮遊液を９６ウェルプレートに
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１５０μｌ／ウェルずつ分注し、５％ＣＯ

2
インキュベ

ーター中で３７℃で約１０日間インキュベートしてハイ
ブリドーマを選択的に培養した。
【００４７】各ウェルの培養上澄液を、ヒトＩＬ－１８
前駆体及びヒトＩＬ－１８に対する免疫反応性の有無に
ついて、通常のエンザイムイムノアッセイにより調べ
た。先ず、配列表における配列番号４に示すアミノ酸配
列からなるヒトＩＬ－１８前駆体を同じ特許出願人によ
る特開平１０－８０２７０号公報の方法に準じて調製
し、これを常法によりプラスチックプレートのウェル内
に固定化し、該前駆体に対する免疫反応性の試験用プレ
ートとした。一方、配列表における配列番号３に示すア
ミノ酸配列を含有するヒトＩＬ－１８を同じ特許出願人
による特許第２７２４９８７号公報に記載の方法にした
がって調製し、同様にしてプラスチックプレートのウェ
ル内に固定化し、成熟型ＩＬ－１８に対する免疫反応性
の試験用プレートとした。いずれかのウェルに、ハイブ
リドーマの上澄液を個々に加え、ウェルを洗浄した後、
西洋ワサビパーオキシダーゼ標識したヤギ抗マウスＩｇ
抗体を加え、さらにウェルを洗浄した後、常法にしたが
ってｏ－フェニレンジアミンと過酸化水素とを基質とす
る反応に供した。反応後の反応液の発色の有無により免
疫反応性を判定した。その結果、ヒトＩＬ－１８前駆体
に対して免疫反応性を示す一方、ヒトＩＬ－１８に対し
ては顕著な免疫反応を示さない培養上澄液が１１種類認
められた。これらの培養上澄液のウェルよりそれぞれハ
イブリドーマを採取し、限界希釈法を適用して、１５株
のハイブリドーマのクローンを樹立した。常法にしたが
って培養し、分析したところ、これらのハイブリドーマ
のクローンのうち、１株がＩｇＧ

2b
のクラスに属するモ

ノクローナル抗体を、２株がＩｇＧ
3
のクラスに属する

モノクローナル抗体を、残る１２株がＩｇＭのクラスに
属するモノクローナル抗体をそれぞれ産生するものであ
った。
【００４８】
【実施例１－３（ｃ）】〈モノクローナル抗体の調製〉
実施例１－３（ｂ）で得たハイブリドーマのクローン１
１株を以下のとおりそれぞれ操作してモノクローナル抗
体を調製した。先ず、常法にしたがい、いずれかのハイ
ブリドーマを細胞密度約１×１０5個／ｍｌになるよう
に５％（ｖ／ｖ）ウシ胎児血清を補足したＲＰＭＩ１６
４０培地（ｐＨ７．２）に浮遊させ、５％ＣＯ

2
インキ

ュベータ中、３７℃で所期の細胞密度に達するまで培養
した。１１週齢のＢＡＬＢ／ｃマウスの腹腔内にプリス
タンを０．５ｍｌ／匹の用量で腹腔内に接種した。上記
培養物よりハイブリドーマを採取し、プリスタン処理し
たマウスの腹腔内に約１×１０7個／匹の用量で接種し
た。その後マウスを通常の方法で約１週間飼育した。
【００４９】ＩｇＧ

2b
又はＩｇＧ

3
のクラスのモノクロ

ーナル抗体を産生するハイブリドーマのいずれかを接種
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し、飼育したマウスからのモノクローナル抗体の精製は
以下のとおり行った。先ず、プロテインＡ固定化ゲル
『プロテインＡ－セファロースＣＬ－４Ｂ』（ファルマ
シア社製）を充填したカラムに、３Ｍ 塩化ナトリウム
を含む１．５Ｍ グリシン－水酸化ナトリウム緩衝液
（ｐＨ８．９）（以下、「平衡化緩衝液」という。）を
通液して平衡化した。飼育後のマウスから腹水を採取
し、通常の遠心分離により不溶物を除去し、平衡化緩衝
液で２倍希釈した後、平衡化したカラムに負荷した。引
き続きこのカラムに十分量の平衡化緩衝液を通液して洗
浄した後、適量の０．１Ｍ グリシン－塩酸緩衝液（ｐ
Ｈ３．０）を通液し、カラムに吸着した抗体を溶出させ
た。溶出液を採取し、ＰＢＳに対して４℃で一晩透析し
た後、透析内液を採取した。以上の操作をハイブリドー
マごとにそれぞれ実施し、ＩｇＧ

2b
クラスのモノクロー

ナル抗体１種類とＩｇＧ
3
クラスのモノクローナル抗体

２種類それぞれの精製標品を得た。
【００５０】ＩｇＭクラスのモノクローナル抗体を産生
するハイブリドーマのいずれかを接種し、飼育したマウ
スから腹水を採取し、通常の遠心分離により不溶物を除
去した後、５０％飽和硫安を用いて塩析し、生成した沈
澱部を採取した。この沈澱部を０．１５Ｍ 塩化ナトリ
ウムを含む５０ｍＭ リン酸カリウム緩衝液（ｐＨ６．
８）に対して４℃で一晩透析した。透析内液を採取し、
上記と同じ組成の緩衝液で平衡化したヒドロキシアパタ
イトカラムに負荷した後、カラムに上記と同じ組成の緩
衝液を十分量通液し、洗浄した。引き続いて、カラム
に、０．１５Ｍ 塩化ナトリウムを含み、５０ｍＭから
３００ｍＭまでの直線的濃度勾配をもたせたリン酸カリ
ウム緩衝液（ｐＨ６．８）を通液し、濃度２００ｍＭ以
上の該緩衝液の通液により溶出された画分を採取した。
以上の操作をそれぞれのハイブリドーマごとに実施し、
ＩｇＭクラスのモノクローナル抗体１２種類の精製標品
を得た。
【００５１】上記で得たモノクローナル抗体を実施例１
－３（ｂ）と同様にしてエンザイムイムノアッセイに供
したところ、これらの標品は、ヒトＩＬ－１８前駆体に
対して免疫反応性を示す一方、ヒトＩＬ－１８に対して
は顕著な免疫反応性を示さないことが確認された。斯く
して、１５種類のこの発明によるモノクローナル抗体を
得た。エンザイムイムノアッセイにおける発色の強度か
らヒトＩＬ－１８前駆体に対してとりわけ高い免疫反応
性を示すと判断された、ＩｇＧ

2b
のクラスのモノクロー

ナル抗体を『ｍＡｂ－ｐｒｏＨｕＩＬ１８＃７５』と命
名した。
【００５２】
【実施例２】〈エンザイムイムノアッセイ〉２種類の抗
体を用いるエンザイムイムノアッセイを以下のとおり実
施した。先ず、第一の抗体として、実施例１－３（ｃ）
の方法にしたがってモノクローナル抗体『ｍＡｂ－ｐｒ
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ｏＨｕＩＬ１８＃７５』を調製した。一方、同じ特許出
願人による特開平８－２３１５９８号公報に記載の方法
にしたがってヒトＩＬ－１８に対するモノクローナル抗
体を調製した。これらヒトＩＬ－１８に対するモノクロ
ーナル抗体を通常のウェスタンブロッティング法に供し
たところ、ヒトＩＬ－１８に対して免疫反応性を示す一
方、ヒトＩＬ－１８前駆体に対しても、ヒトＩＬ－１８
に対する場合に匹敵するレベルの免疫反応性を示すもの
（『ｍＡｂ－ＨｕＩＬ１８＃２５－２Ｇ』）が見出され
た。このモノクローナル抗体『ｍＡｂ－ＨｕＩＬ１８＃
２５－２Ｇ』を常法にしたがい西洋ワサビパーオキシダ
ーゼで標識し、第二の抗体とした。測定用試料として、
配列表における配列番号４に示すアミノ酸配列からなる
ヒトＩＬ－１８前駆体を同じ特許出願人による特開平１
０－８０２７０号公報の方法に準じて調製するととも
に、配列表における配列番号３に示すアミノ酸配列を含
むヒトＩＬ－１８を同じ特許出願人による特許第２７２
４９８７号公報の方法にしたがって調製した。
【００５３】上記で得た第一の抗体を蛋白質濃度２０μ
ｇ／ｍｌにＰＢＳで調整した後、マイクロプレートの各
ウェルに１００μｌずつ分注し、室温で３時間静置して
ウェル内に該抗体を固定化した。ウェルをＰＢＳで洗浄
後、それぞれに、０．１％（ｗ／ｖ）ウシ血清アルブミ
ン（以下、「ＢＳＡ」と略記する。）を含むＰＢＳを２
００μｌずつ加え、４℃で１６時間静置した。ウェルを
ＰＢＳで洗浄後、それぞれに、図３に示す各種の蛋白質
濃度にＰＢＳで調製したヒトＩＬ－１８前駆体又はヒト
ＩＬ－１８のいずれかを５０μｌと、アッセイ用緩衝液
（１％（ｗ／ｖ） ＢＳＡ、５％（ｗ／ｖ） ウシ胎児血
清、１Ｍ 塩化ナトリウムを含むＰＢＳ）を５０μｌず
つ加え、室温で１時間半穏やかに振盪した。ウェルを洗
浄用緩衝液（０．０５％（ｗ／ｖ）界面活性剤『Ｔｗｅ
ｅｎ２０』を含むＰＢＳ）で３回洗浄後、それぞれに、
上記で調製した、標識した第二の抗体（蛋白質濃度０．
５μｇ／ｍｌ）を１００μｌずつ加え、室温で１．５時
間振盪した。ウェルを洗浄用緩衝液で３回洗浄後、それ
ぞれを、常法にしたがってｏ－フェニレンジアミンと過
酸化水素とを基質とするペルオキシダーゼ反応に供し
た。反応後、各ウェル中の反応液の４９０ｎｍ及び６５
０ｎｍにおける吸光度を常法により測定し、前者と後者
の値の差を求め、各ウェル内で起こった免疫反応の強弱
の指標とした。
【００５４】図３に、ヒトＩＬ－１８前駆体を用いた結
果（黒塗り四角、－■－）とヒトＩＬ－１８を用いた結
果（黒塗り丸、－●－）を併せて示した。なお、ヒトＩ
Ｌ－１８又はヒトＩＬ－１８前駆体に代えて０．１％
（ｗ／ｖ）ＢＳＡを用いて上記と同様に操作した場合に
は、吸光度の値の差は０．０１未満であった。このこと
は、吸光度の値の差が０．０１を明らかに上回る値（例
えば、０．０５以上）を示した場合、その値に基づいて
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対象とする蛋白質の有無が判定でき、その濃度が測定で
きることを意味している。この基準に基づくと、図３に
示すとおり、本実施例によるエンザイムイムノアッセイ
は、約５ｎｇ／ｍｌ以上の濃度のヒトＩＬ－１８前駆体
を検出し得るものであった。また、図３に示すとおり、
本実施例によるアッセイは濃度約５ｎｇ乃至１０００ｎ
ｇ／ｍｌの範囲で定量的に該前駆体を検出し得るもので
あった。これに対し、本実施例によるアッセイは、ヒト
ＩＬ－１８を、濃度約１０００ｎｇ／ｍｌを上回る高濃
度で存在する場合にのみ検出し得るものであった。以上
の結果は、本実施例のアッセイによれば、ヒトＩＬ－１
８に対する検出感度の２００倍程度の感度で、選択性高
くヒトＩＬ－１８前駆体を検出できることを意味してい
る。
【００５５】本実施例において第二の抗体として用いた
抗体は、上記でも述べたように、ヒトＩＬ－１８のみな
らずヒトＩＬ－１８前駆体に対しても免疫反応性を示
す。このことから、図３に示される、本実施例によるア
ッセイのヒトＩＬ－１８及びヒトＩＬ－１８前駆体に対
する検出感度の違いは、第一の抗体の免疫反応性を反映
していると判断される。したがって、上記の結果は、斯
かる第一の抗体がヒトＩＬ－１８前駆体に対して免疫反
応性を示す一方、ヒトＩＬ－１８に対してはその１／２
００程度の低いレベルでのみ免疫反応性を示す、ヒトＩ
Ｌ－１８前駆体に特異的な抗体であることを示してい
る。なお、本実施例に準じて実施例１－３（ｃ）で得た
他のモノクローナル抗体を調べたところ、ヒトＩＬ－１
８前駆体に対する場合と比較したときのヒトＩＬ－１８
に対する免疫反応性は１／１０程度から１／５０以下の*

24
*レベルまで個々に異なるものの、いずれもヒトＩＬ－１
８前駆体に特異的であることが確認された。
【００５６】なお、詳細なデータは割愛したけれども、
本発明の開示によれば、ヒト以外のＩＬ－１８の前駆体
に対して免疫反応性を示す抗体を実施することもでき
る。例えば、配列表における配列番号１３はマウスＩＬ
－１８前駆体をコードする塩基配列であり、この塩基配
列の一部又は全部を利用して、上記実施例１乃至２を参
考にして操作すれば、所期の抗体を入手し、該抗体を用
いる検出方法を提供することができる。また、以上に示
したようにこの発明の抗体がＩＬ－１８前駆体に特異的
なものであることから、斯かる抗体は、ＩＬ－１８前駆
体の精製のためのアフィニティークロマトグラフィー
や、生体内でのＩＬ－１８前駆体の中和・無毒化などに
も有利に用いることができる。
【００５７】
【発明の効果】以上説明したとおり、この発明の抗体
は、ＩＬ－１８前駆体に対して特異的に免疫反応性を示
す。したがって、この発明の抗体は、ＩＬ－１８前駆体
の検出及び精製をはじめとする多種多様の用途を提供す
るものでもある。斯くも有用なこの発明の抗体はこの発
明による抗体の製造方法により所望量を容易に得ること
ができる。
【００５８】この発明は、斯くも顕著な作用効果を発揮
するものであり、斯界に貢献すること誠に多大な意義の
ある発明であると云える。
【００５９】
【配列表】

                            SEQUENCE LISTING
<110> Kabushiki Kaisha Hayashib
ara Seibutsu Kagaku Kenkyujo
<120> Antibody specific to inte
rleukin 18 precursor
<130> 10082702
<160> 13
<210> 1
<211> 36
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1
Met Ala Ala Glu Pro Val Glu Asp Asn Cys 
Ile Asn Phe Val Ala Met
  1               5                  10                  15
Lys Phe Ile Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile 
Ala Glu Asp Asp Glu Asn
             20                  25                  30
Leu Glu Ser Asp
         35
<210> 2
<211> 35
<212> PRT
<213> Mus Musculs
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<400> 2
Met Ala Ala Met Ser Glu Asp Ser Cys Val 
Asn Phe Lys Glu Met Met
  1               5                  10                  15
Phe Ile Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile Pro 
Glu Glu Asn Gly Asp Leu
             20                  25                  30
Glu Ser Asp
         35
<210> 3
<211> 157
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> UNSURE
<222> (73)
<223> Xaa is Ile or Thr
<400> 3
Tyr Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser 
Val Ile Arg Asn Leu Asn
  1               5                  10                  15
Asp Gln Val Leu Phe Ile Asp Gln Gly Asn 
Arg Pro Leu Phe Glu Asp
             20                  25                  30
Met Thr Asp Ser Asp Cys Arg Asp Asn Ala 
Pro Arg Thr Ile Phe Ile
         35                  40                  45
Ile Ser Met Tyr Lys Asp Ser Gln Pro Arg 
Gly Met Ala Val Thr Ile
     50                  55                  60
Ser Val Lys Cys Glu Lys Ile Ser Xaa Leu 
Ser Cys Glu Asn Lys Ile
 65                  70                  75                  80

Ile Ser Phe Lys Glu Met Asn Pro Pro Asp 
Asn Ile Lys Asp Thr Lys
                 85                  90                  95
Ser Asp Ile Ile Phe Phe Gln Arg Ser Val 
Pro Gly His Asp Asn Lys
            100                 105                 110
Met Gln Phe Glu Ser Ser Ser Tyr Glu Gly 
Tyr Phe Leu Ala Cys Glu
        115                  120                125
Lys Glu Arg Asp Leu Phe Lys Leu Ile Leu 
Lys Lys Glu Asp Glu Leu
    130                 135                 140
Gly Asp Arg Ser Ile Met Phe Thr Val Gln 
Asn Glu Asp
145                 150                 155
<210> 4
<211> 193
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> PROPEP
<222> (-36)...(-1)
<220>
<221> CHAIN
<222> (1)...(157)
<220>
<221> UNSURE
<222> (73)
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<223> Xaa is Ile or Thr
<400> 4
Met Ala Ala Glu Pro Val Glu Asp Asn Cys 
Ile Asn Phe Val Ala Met
    -35                 -30                 -25
Lys Phe Ile Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile 
Ala Glu Asp Asp Glu Asn
-20                 -15                 -10                  
-5
Leu Glu Ser Asp Tyr Phe Gly Lys Leu Glu 
Ser Lys Leu Ser Val Ile
                  1               5                  10
Arg Asn Leu Asn Asp Gln Val Leu Phe Ile 
Asp Gln Gly Asn Arg Pro
         15                  20                  25
Leu Phe Glu Asp Met Thr Asp Ser Asp Cys 
Arg Asp Asn Ala Pro Arg
     30                  35                  40
Thr Ile Phe Ile Ile Ser Met Tyr Lys Asp 
Ser Gln Pro Arg Gly Met
 45                  50                  55                  60

Ala Val Thr Ile Ser Val Lys Cys Glu Lys 
Ile Ser Xaa Leu Ser Cys
                 65                  70                  75
Glu Asn Lys Ile Ile Ser Phe Lys Glu Met 
Asn Pro Pro Asp Asn Ile
             80                  85                  90
Lys Asp Thr Lys Ser Asp Ile Ile Phe Phe 
Gln Arg Ser Val Pro Gly
         95                 100                 105
His Asp Asn Lys Met Gln Phe Glu Ser Ser 
Ser Tyr Glu Gly Tyr Phe
    110                 115                 120
Leu Ala Cys Glu Lys Glu Arg Asp Leu Phe 
Lys Leu Ile Leu Lys Lys
125                 130                 135                 1
40
Glu Asp Glu Leu Gly Asp Arg Ser Ile Met 
Phe Thr Val Gln Asn Glu
                145                 150                 155
Asp
<210> 5
<211> 157
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> UNSURE
<222> (70)
<223> Xaa is Met or Thr
<400> 5
Asn Phe Gly Arg Leu His Cys Thr Thr Ala 
Val Ile Arg Asn Ile Asn
  1               5                  10                  15
Asp Gln Val Leu Phe Val Asp Lys Arg Gln 
Pro Val Phe Glu Asp Met
             20                  25                  30
Thr Asp Ile Asp Gln Ser Ala Ser Glu Pro 
Gln Thr Arg Leu Ile Ile
         35                  40                  45
Tyr Met Tyr Lys Asp Ser Glu Val Arg Gly 
Leu Ala Val Thr Leu Ser
     50                  55                  60
Val Lys Asp Ser Lys Xaa Ser Thr Leu Ser 
Cys Lys Asn Lys Ile Ile
 65                  70                  75                  80

Ser Phe Glu Glu Met Asp Pro Pro Glu Asn 
Ile Asp Asp Ile Gln Ser
                 85                  90                  95
Asp Leu Ile Phe Phe Gln Lys Arg Val Pro 
Gly His Asn Lys Met Glu
            100                 105                 110



(16) 特開２００１－２０４４６６

Phe Glu Ser Ser Leu Tyr Glu Gly His Phe 
Leu Ala Cys Gln Lys Glu
        115                 120                 125
Asp Asp Ala Phe Lys Leu Ile Leu Lys Lys 
Lys Asp Glu Asn Gly Asp
    130                 135                 140
Lys Ser Val Met Phe Thr Leu Thr Asn Leu 
His Gln Ser
145                 150                 155
<210> 6
<211> 192
<212> PRT
<213> Mus musculus
<220>
<221> PROPEP
<222> (-35)...(-1)
<220>
<221> CHAIN
<222> (1)...(157)
<220>
<221> UNSURE
<222> (70)
<223> Xaa is Met or Thr
<400> 6
Met Ala Ala Met Ser Glu Asp Ser Cys Val 
Asn Phe Lys Glu Met Met
-35                 -30                 -25                 -
20
Phe Ile Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile Pro 
Glu Glu Asn Gly Asp Leu
                -15                 -10                  -5
Glu Ser Asp Asn Phe Gly Arg Leu His Cys 
Thr Thr Ala Val Ile Arg
              1               5                  10
Asn Ile Asn Asp Gln Val Leu Phe Val Asp 
Lys Arg Gln Pro Val Phe
     15                  20                  25
Glu Asp Met Thr Asp Ile Asp Gln Ser Ala 
Ser Glu Pro Gln Thr Arg
 30                  35                  40                  45

Leu Ile Ile Tyr Met Tyr Lys Asp Ser Glu 
Val Arg Gly Leu Ala Val
                 50                  55                  60
Thr Leu Ser Val Lys Asp Ser Lys Xaa Ser 
Thr Leu Ser Cys Lys Asn
             65                  70                  75
Lys Ile Ile Ser Phe Glu Glu Met Asp Pro 
Pro Glu Asn Ile Asp Asp
         80                  85                  90
Ile Gln Ser Asp Leu Ile Phe Phe Gln Lys 
Arg Val Pro Gly His Asn
     95                 100                 105
Lys Met Glu Phe Glu Ser Ser Leu Tyr Glu 
Gly His Phe Leu Ala Cys
110                 115                 120                 1
25
Gln Lys Glu Asp Asp Ala Phe Lys Leu Ile 
Leu Lys Lys Lys Asp Glu
                130                 135                 140
Asn Gly Asp Lys Ser Val Met Phe Thr Leu 
Thr Asn Leu His Gln Ser
            145                 150                 155

<210> 7
<211> 582
<212> DNA
<213> Homo sapiens
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<220>
<221> CDS
<222> (1)...(582)
<220>
<221> mat peptide
<222> (109)...(579)
<220>
<221> UNSURE
<222> (325)...(327)
<223> Xaa is Ile or Thr
<400> 7
atg gct gct gaa cca gta gaa gac aat tgc 
atc aac ttt gtg gca atg   48
Met Ala Ala Glu Pro Val Glu Asp Asn Cys 
Ile Asn Phe Val Ala Met
    -35                 -30                 -25
aaa ttt att gac aat acg ctt tac ttt ata 
gct gaa gat gat gaa aac   96
Lys Phe Ile Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile 
Ala Glu Asp Asp Glu Asn
-20                 -15                 -10                  
-5
ctg gaa tca gat tac ttt ggc aag ctt gaa 
tct aaa tta tca gtc ata  144
Leu Glu Ser Asp Tyr Phe Gly Lys Leu Glu 
Ser Lys Leu Ser Val Ile
                  1               5                  10
aga aat ttg aat gac caa gtt ctc ttc att 
gac caa gga aat cgg cct  192
Arg Asn Leu Asn Asp Gln Val Leu Phe Ile 
Asp Gln Gly Asn Arg Pro
         15                  20                  25
cta ttt gaa gat atg act gat tct gac tgt 
aga gat aat gca ccc cgg  240
Leu Phe Glu Asp Met Thr Asp Ser Asp Cys 
Arg Asp Asn Ala Pro Arg
     30                  35                  40
acc ata ttt att ata agt atg tat aaa gat 
agc cag cct aga ggt atg  288
Thr Ile Phe Ile Ile Ser Met Tyr Lys Asp 
Ser Gln Pro Arg Gly Met
 45                  50                  55                  60

gct gta act atc tct gtg aag tgt gag aaa 
att tca ayt ctc tcc tgt  336
Ala Val Thr Ile Ser Val Lys Cys Glu Lys 
Ile Ser Xaa Leu Ser Cys
                 65                  70                  75
gag aac aaa att att tcc ttt aag gaa atg 
aat cct cct gat aac atc  384
Glu Asn Lys Ile Ile Ser Phe Lys Glu Met 
Asn Pro Pro Asp Asn Ile
             80                  85                  90
aag gat aca aaa agt gac atc ata ttc ttt 
cag aga agt gtc cca gga  432
Lys Asp Thr Lys Ser Asp Ile Ile Phe Phe 
Gln Arg Ser Val Pro Gly
         95                 100                 105
cat gat aat aag atg caa ttt gaa tct tca 
tca tac gaa gga tac ttt  480
His Asp Asn Lys Met Gln Phe Glu Ser Ser 
Ser Tyr Glu Gly Tyr Phe
    110                 115                 120
cta gct tgt gaa aaa gag aga gac ctt ttt 
aaa ctc att ttg aaa aaa  528
Leu Ala Cys Glu Lys Glu Arg Asp Leu Phe 
Lys Leu Ile Leu Lys Lys
125                 130                 135                 1
40
gag gat gaa ttg ggg gat aga tct ata atg 
ttc act gtt caa aac gaa  576
Glu Asp Glu Leu Gly Asp Arg Ser Ile Met 
Phe Thr Val Gln Asn Glu
                145                 150                 155
gac tag                                                         
 582
Asp
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<210> 8
<211> 27
<212> DNA
<213> Artificial sequence
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 as a sense primer for PCR 
to amplify a DNA fragment containing a
 coding sequence for a 
part of propeptide sequence of human I
L-18 precursor
<400> 8
agagatctgc tgctgaacca gtagaag              
                       27
<210> 9
<211> 45
<212> DNA
<213> Artificial sequence
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 as an antisense primer for 
PCR to amplify a DNA fragment containi
ng a coding sequence for 
a part of propeptide sequence of human
 IL-18 precursor
<400> 9
tcaagcttag tgatggtgat ggtgatgatc tgat
tccagg ttttc                 45
<210> 10
<211> 49
<212> DNA
<213> Artificial sequence
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 as a sense primer for PCR 
to amplify a DNA fragment containing a
 coding sequence for human 
IL-18 precursor
<400> 10
ggtcgggatc tgtacgacga tgacgataag atgg
ctgctg aaccagtag             49
<210> 11
<211> 30
<212> DNA
<213> Artificial sequence
<220>
<223> Designed oligonucleotide
 as an antisense primer for 
PCR to amplify a DNA fragment containi
ng a coding sequence for 
human IL-18 precursor
<400> 11
tgctcgagtt agtcttcgtt ttgaacagtg        
                          30
<210> 12
<211> 47
<212> DNA
<213> Artificial sequence

<220>
<223> Designed oligonucleotide
 as a sense primer for PCR 
to amplify a DNA fragment containing a
 coding sequence for human 
IL-18 precursor
<400> 12
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ggctagcatg actggtggac agcaaatggg tcgg
gatctg tacgacg               47
<210> 13
<211> 579
<212> DNA
<213> Mus musculus
<220>
<221> CDS
<222> (1)...(579)
<220>
<221> mat peptide
<222> (106)...(576)
<220>
<221> UNSURE
<222> (313)...(315)
<223> Xaa is Met or Thr
<400> 13
atg gct gcc atg tca gaa gac tct tgc gtc 
aac ttc aag gaa atg atg   48
Met Ala Ala Met Ser Glu Asp Ser Cys Val 
Asn Phe Lys Glu Met Met
-35                 -30                 -25                 -
20
ttt att gac aac acg ctt tac ttt ata cct 
gaa gaa aat gga gac ctg   96
Phe Ile Asp Asn Thr Leu Tyr Phe Ile Pro 
Glu Glu Asn Gly Asp Leu
                -15                 -10                  -5
gaa tca gac aac ttt ggc cga ctt cac tgt 
aca acc gca gta ata cgg  144
Glu Ser Asp Asn Phe Gly Arg Leu His Cys 
Thr Thr Ala Val Ile Arg
              1               5                  10
aat ata aat gac caa gtt ctc ttc gtt gac 
aaa aga cag cct gtg ttc  192
Asn Ile Asn Asp Gln Val Leu Phe Val Asp 
Lys Arg Gln Pro Val Phe
     15                  20                  25
gag gat atg act gat att gat caa agt gcc 
agt gaa ccc cag acc aga  240
Glu Asp Met Thr Asp Ile Asp Gln Ser Ala 
Ser Glu Pro Gln Thr Arg
 30                  35                  40                  45

ctg ata ata tac atg tac aaa gac agt gaa 
gta aga gga ctg gct gtg  288
Leu Ile Ile Tyr Met Tyr Lys Asp Ser Glu 
Val Arg Gly Leu Ala Val
                 50                  55                  60
acc ctc tct gtg aag gat agt aaa ayg tct 
acc ctc tcc tgt aag aac  336
Thr Leu Ser Val Lys Asp Ser Lys Xaa Ser 
Thr Leu Ser Cys Lys Asn
             65                  70                  75
aag atc att tcc ttt gag gaa atg gat cca 
cct gaa aat att gat gat  384
Lys Ile Ile Ser Phe Glu Glu Met Asp Pro 
Pro Glu Asn Ile Asp Asp
         80                  85                  90
ata caa agt gat ctc ata ttc ttt cag aaa 
cgt gtt cca gga cac aac  432
Ile Gln Ser Asp Leu Ile Phe Phe Gln Lys 
Arg Val Pro Gly His Asn
     95                 100                 105
aag atg gag ttt gaa tct tca ctg tat gaa 
gga cac ttt ctt gct tgc  480
Lys Met Glu Phe Glu Ser Ser Leu Tyr Glu 
Gly His Phe Leu Ala Cys
110                 115                 120                 1
25
caa aag gaa gat gat gct ttc aaa ctc att 
ctg aaa aaa aag gat gaa  528
Gln Lys Glu Asp Asp Ala Phe Lys Leu Ile 
Leu Lys Lys Lys Asp Glu
                130                 135                 140
aat ggg gat aaa tct gta atg ttc act ctc 
act aac tta cat caa agt  576



(20) 特開２００１－２０４４６６

10

Asn Gly Asp Lys Ser Val Met Phe Thr Leu 
Thr Asn Leu His Gln Ser
            145                 150                 155
tag                                                              5
79
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【図面の簡単な説明】
【図１】この発明で用いる抗原のひとつを発現する組換
えＤＮＡ『ｐＱＤＰＲ１６』の構造を示す模式図であ
る。
【図２】この発明で用いる別の抗原を発現する組換えＤ
ＮＡ『ｐＲＳ－ｈｐｒｏＩＬ１８』の構造を示す模式図
である。
【図３】この発明による抗体『ｍＡｂ－ｐｒｏＨｕＩＬ
１８＃７５』を用いる検出方法により、ＩＬ－１８前駆
体を選択的に検出する様子を示す図である。縦軸は、ペ
ルオキシダーゼ反応後のウェル内の反応液の４９０ｎｍ
における吸光度と６５０ｎｍにおける吸光度の差を示
す。横軸は、ウェルに添加したヒトＩＬ－１８前駆体
（黒塗り四角、－■－）又はヒトＩＬ－１８（黒塗り
丸、－●－）の濃度を示す。
【符号の説明】 *
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*ＰＰ                  ヒトＩＬ－１８前駆体における
前駆ペプチド配列の一部をコードする領域
ｈｐｒｏＩＬ１８      ヒトＩＬ－１８前駆体をコード
する領域
Ｈｉｓ

6
               （Ｈｉｓ）

6
タグをコードする

領域
Ｉ                    開始コドン
Ｔ                    終止コドン
ＤＨＦＲ              マウスジヒドロ葉酸レダクター
ゼをコードする領域
Ｐ                    プロモーター
Ｏｒｉ                大腸菌における複製起点
Ａｍｐ                アンピシリン耐性遺伝子
ＲＢＳ                リボゾーム結合部位
ｔｔ                  転写終結配列

【図１】 【図２】

【図３】
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