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研究成果の概要（和文）：慢性炎症は、がんをはじめ、自己免疫疾患や生活習慣病、動脈硬化性疾患、神経変性
疾患などさまざまな難治性疾患と密接に関連している。IL-1ファミリータンパク質は、炎症や感染防御に重要な
役割を果たす実働分子である。これまでタンパク質を測定する方法は存在したが、その測定値と臨床症状との乖
離が問題となっていた。本研究により開発した活性型IL-1βおよびIL-18に対するモノクローナル抗体は、臨床
症状を反映した簡便・迅速・正確な測定法を確立し、バイオ医薬品を開発するシーズとなる。

研究成果の概要（英文）：Inflammation is a common risk factor for common diseases, such as cancer, 
and autoimmune disease. Interleukin‐1b and IL-18 are pro-inflammatory cytokines assigned to the 
IL-1 family because of its structural homology, receptor utilization and signal transduction 
pathways. Both of IL-1b and IL-18 are initially synthesized as inactive precursors and the cleavage 
required for processing into mature forms is mainly mediated by pro-inflammatory caspases following 
the activation and assembly of macromolecular complexes called inflammasomes. Detection of these 
neoepitopes of mature forms should provide a unique and sensitive indicator of inflammatory action.
A refined detection system for mature and active IL-1b and IL-18 could be developed by utilizing our
 developed neoepitope mAbs in combination with epitope-different mAbs. Such a system might be useful
 in inflammasome biology, and for diagnostic and therapeutic strategies for inflammatory diseases.

研究分野：病態生化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により開発したモノクローナル抗体により、炎症状態を正確に把握した臨床症状を反映した簡便・迅速・
正確な測定法を確立することができる。その測定法を利用することで、迅速な診断および正確な治療法の選択が
可能となる。さらに、開発したモノクローナル抗体をヒト化することで治療用のバイオ医薬品として開発を進め
ている。
特に、IL-18に対するモノクローナル抗体はウエスタンブロット・免疫沈降・細胞免疫染色に利用できるばかり
でなく、IL-18 の機能を阻害した。既存の抗体では成し得なかった、患者血液を用いたウエスタンブロット解析
で活性型 IL-18を提示できるほど検出感度が優れていた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 
 

IL-1β は、IL-6や TNF-αなどと共に、炎症や感染防御
に重要な役割を果たす実働分子である。慢性炎症は、が
んをはじめ、自己免疫疾患や生活習慣病、動脈硬化性疾
患、神経変性疾患などさまざまな難治性疾患と密接に関
連している（図 1）。 
近年、IL-1β が関与する炎症性疾患の多くがインフラ
マソームと呼ばれる細胞内センサーの活性化と関連し
ている可能性が示唆され、病態解明の手がかりとして注
目されている。インフラマソームは、細菌感染などで生
じる外因性物質や尿酸結晶・コレステロール結晶などの
内因性物質を認識し、タンパク質分解酵素であるカスペ
ース１を活性化する細胞内タンパク質複合体である。活
性化されたカスペース１は前駆体型 IL-1β 1-269から N末
端を切断分離し、活性型 IL-1β 117-269に転換する（図２）。 
IL-1β ファミリーの IL-18 も IL-1βと同様に、タンパク質分解酵素であるカスペース１に
より前駆体から N末端が切断分離され、活性型になることが知られている。 
共同研究者である右田清志博士（福島県立医大）および川上純博士（長崎大学）は“自己
免疫疾患（関節リウマチなど獲得免疫制御異常により発症する疾患）”や“自己炎症性疾患
（繰り返す高熱発作を主な主症状とし、自然免疫制御異常により発症する比較的新しい疾
患概念）”の多くの患者を診る臨床医である。自己炎症性疾患の代表的な疾患で、インフ
ラマソームの制御タンパク質の遺伝子変異が原因で発症する“家族性地中海熱”の血中サ
イトカインを測定した結果、既存のキットを用いた活性型 IL-1β および IL-18の測定値が、
血中活性化 IL-1β や IL-18が原因で引き起こすと考えられている発熱等の臨床症状を反映
していないことに困り、抗体作製のスペシャリストである浦野に相談があった。 

 
２．研究の目的 
臨床症状を反映した血中活性型 IL-1b 濃度の簡便・迅速・正確な測定法を開発し、難治
性炎症性疾患などの新しい治療法開発に向けた病態理解を助けるとともに、白血球数や
CRP などとは異なる新しい炎症性バイオマーカーとして保険収載を目指す。すでに海外
などで使用されている抗 IL-1 製剤のコンパニオン診断法として有用であるばかりか、本
申請で開発するモノクローナル抗体自体が難治性炎症性疾患に対するバイオ医薬品とな
る可能性が大いに期待できる。 

 
３．研究の方法 
１. 血中活性型 IL-1b および IL-18 を認識するポリクローナル抗体およびマウスモノクロ
ーナル抗体を開発する。マウスモノクローナル抗体に関しては、エピトープの異なる２
種類以上の抗体を作製する。 

２. 血中活性型 IL-1b および IL-18を認識するサンドイッチ ELISA 法を確立し、全自動
ウエスタンブロット法により測定した健常人および各種炎症性疾患患者の血清中活性
型 IL-1b および IL-18との比較検討を行う。 

 
４．研究成果 

１）活性型 IL-1βのみを認識するマウスモノクローナル抗体の作製と精製：タンパク質
分解酵素カスパーゼ１により切断させる活性化断端のペプチドを用いてマウスを免疫し、
活性型 IL-1β のみを認識するモノクローナル抗体を合計５種類作製した。現在、機能阻
害効果を有するかどうか検討を進めている。 

２）断端以外の活性型 IL-1βを認識するマウスモノクローナル抗体の作製と精製：大腸

図２ 

図１ 



菌で発現させた活性型 IL-1βタンパク質をマウスに免疫し、断端以外の活性型 IL-1βを特
異的に認識するモノクローナル抗体を合計７種類作製した。１）２）で作製・精製したマ
ウスモノクローナル抗体を用いて、その組合せから活性型 IL-1βを認識するサンドイッチ
ELISAキット化に向けて最適条件を検討し、最適な組合せを決定した。 
３）活性型 IL-18 のみを認識するマウスモノクローナル抗体の作製と精製：炎症性サイ
トカイン IL-1βファミリーの IL-18 も IL-1βと同様にタンパク質分解酵素 caspase-1 によ
り切断させることで活性型となる。切断部位のペプチドを用いてマウスを免疫し、取得し
た活性型 IL-18を認識するモノクローナル抗体 9-10.2 はウエスタンブロット・免疫沈降・
細胞免疫染色に利用できるばかりでなく、IL-18 の機能を阻害した。さらに、既存の抗体で
は成し得なかった、患者血液を用いたウエスタンブロット解析で活性型 IL-18 を提示でき
るほど同抗体は検出感度が優れていた。 
４）断端以外の活性型 IL-18を認識するマウスモノクローナル抗体の作製と精製：大腸菌
で発現させた活性型 IL-18 タンパク質をマウスに免疫し、IL-18を特異的に認識するモノク
ローナル抗体５種類を作製した。そのうち 11-4.1 はウエスタンブロット・免疫沈降・細胞
免疫染色に利用できるばかりでなく、IL-18 の機能を阻害した。さらに、既存の抗体では成
し得なかった、患者血液を用いたウエスタンブロット解析で IL-18 を提示できるほど同抗
体は検出感度が優れていた。さらに、大腸菌で作製した IL-18 タンパク質の断片を用いて、
モノクローナル抗体の認識部位を詳細に同定した。 
５）活性型 IL-18 の測定キットの開発：大腸菌で発現させた活性型 IL-18タンパク質をマ
ウスに免疫しモノクローナル抗体を５種類した（４）で紹介した 11-4.1 を含む）。また、
炎症性サイトカイン IL-1βファミリーの IL-18も IL-1βと同様にタンパク質分解酵素カスパ
ーゼ１により切断され活性化されるため、切断部位のペプチドを用いてマウスを免疫し、活
性型 IL-18 のみを認識するモノクローナル抗体を２種類作製した（３）で紹介した 9-10.2 
を含む）。これらの組合せから、活性型 IL-18 のみを認識するサンドイッチ ELISA キット
化に向けて最適条件を検討し、最適な組合せを決定した。 
 

 
図３ 抗体の評価（II） 

11-4.1 抗体はウエスタンブロットで すでに IL-18 タンパク質が高値を示すこと

が報告されている成人発症スティル病（AOSD, あるいは成人スティル病 ; ASD）

患者血清中の cleaved IL-18（活性型）を検出した。申請者らが調べた限り、患者

血清中で cleaved IL-18（活性型）をウエスタンブロットで提示したのは世界で初

めてである。本臨床研究に関しては、島根大学医学部医の倫理委員会に研究計画



（課題名：各種炎症性関連疾患および健常人における血清中インターロイキン-

1βおよびそのファミリータンパク質濃度の測定）を申請し、研究の倫理的・科学

的妥当性について審査を受け、委員会の承認を受けている（20160511-1）。 
 

 
 
図４ 抗体の評価（III） 

大腸菌で発現精製した IL-18 タンパク質（37 – 193、活性型）を急性骨髄性白血

病株 KG-1（JCRB0065）に添加すると IFN-γ が産生されることが知られている

（PMID_7477296）。抗体が IL-18 機能阻害抗体であれば、IL-18 による IFN-γ 産
生を阻害する。11-4.1 抗体は、KG-1 細胞株における IL-18 による IFN-γ 産生を

濃度依存的に阻害した。 
 

 
図５ 抗体の評価（IV） 

11-4.1 抗体は 合成開始メチオニン（Met）の有無に関わらず IL-18 タンパク質

（37 – 193）をウエスタンブロット法で認識した。一方、9-10.2 抗体および 8-4.1 
抗体は、合成開始メチオニン（Met）が脱離した IL-18 タンパク質（37 – 193）は

認識したが、合成開始メチオニン（Met）が残った IL-18 タンパク質（37 – 193）
を認識することはできなかった。 

 



 
図６ 抗体の評価（V） 

9-10.2 抗体はウエスタンブロットで AOSD患者血清中の cleaved IL-18（活性型）

を検出した。 
 

 
 
図７ 抗体の評価（VI） 

9-10.2 および 8-4.1 抗体は、KG-1 細胞株における IL-18 による IFN-γ 産生を

量依存的に阻害した。 
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