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(57)【要約】
哺乳動物のIL-1α自己抗体産生を引き起こすIL-1αによる哺乳動物の免疫法を用いて、哺
乳動物におけるアテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクおよび重症度を減少させるか、
またはその進行を軽減させることができる。本処置を用いて、末梢虚血性心疾患、冠動脈
疾患、脳血管疾患、および末梢動脈性疾患などのアテローム性動脈硬化症関連疾患の進行
を緩和することができる。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物においてアテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクおよび重症度を減少させる
ための薬物の調製における、IL-1αの使用。
【請求項２】
　哺乳動物においてアテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクおよび重症度を減少させる
ための薬物の調製における、IL-1αをコードする組換えウイルスの使用。
【請求項３】
　哺乳動物においてアテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクおよび重症度を減少させる
ための薬物の調製における、IL-1αに化学的に結合したウイルス様粒子の使用。
【請求項４】
　哺乳動物が、マウス、ブタ、ヤギ、イヌ、ネコ、およびヒツジからなる群より選択され
る、請求項1～3のいずれか一項記載の使用。
【請求項５】
　哺乳動物がマウスであり、かつマウスがApoE-/-である、請求項3記載の使用。
【請求項６】
　哺乳動物がヒトである、請求項1～3のいずれか一項記載の使用。
【請求項７】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢動脈疾患である、請求項1～3のいずれか一項記
載の使用。
【請求項８】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢虚血性心疾患である、請求項1～3のいずれか一
項記載の使用。
【請求項９】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が冠動脈疾患である、請求項1～3のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１０】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が脳血管疾患である、請求項1～3のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１１】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢動脈性疾患である、請求項1～3のいずれか一項
記載の使用。
【請求項１２】
　IL-1αが組換えIL-1αである、請求項1または3記載の使用。
【請求項１３】
　組換えIL-1αがマウスまたはヒトである、請求項2または12記載の使用。
【請求項１４】
　IL-1αが担体に結合している、請求項1記載の使用。
【請求項１５】
　担体がツベルクリンの精製タンパク質誘導体（PPD）である、請求項14記載の使用。
【請求項１６】
　IL-1αがアジュバントの存在下で使用される、請求項1～3のいずれか一項記載の使用。
【請求項１７】
　アジュバントが水酸化アルミニウムである、請求項16記載の使用。
【請求項１８】
　IL-1αで免疫されたApoE-/-マウス。
【請求項１９】
　IL-1α自己抗体を含むApoE-/-マウス。
【請求項２０】
　哺乳動物をIL-1αで免疫する段階を含む、アテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクお
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よび重症度を減少させるために哺乳動物を処置する方法。
【請求項２１】
　哺乳動物が、マウス、ブタ、ヤギ、イヌ、ネコ、およびヒツジからなる群より選択され
る、請求項20記載の方法。
【請求項２２】
　哺乳動物がマウスであり、かつマウスがApoE-/-である、請求項21記載の方法。
【請求項２３】
　哺乳動物がヒトである、請求項20記載の方法。
【請求項２４】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢動脈疾患である、請求項20記載の方法。
【請求項２５】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢虚血性心疾患である、請求項20記載の方法。
【請求項２６】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が冠動脈疾患である、請求項20記載の方法。
【請求項２７】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が脳血管疾患である、請求項20記載の方法。
【請求項２８】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢動脈性疾患である、請求項20記載の方法。
【請求項２９】
　哺乳動物が組換えIL-1αで免疫される、請求項20記載の方法。
【請求項３０】
　組換えIL-1αがマウスまたはヒトである、請求項20記載の方法。
【請求項３１】
　哺乳動物が、担体に結合したIL-1αで免疫される、請求項20記載の方法。
【請求項３２】
　担体がツベルクリンの精製タンパク質誘導体（PPD）である、請求項31記載の方法。
【請求項３３】
　哺乳動物がアジュバントの存在下でIL-1αで免疫される、請求項20記載の方法。
【請求項３４】
　アジュバントが水酸化アルミニウムである、請求項33記載の方法。
【請求項３５】
　哺乳動物がIL-1αをコードする組換えウイルスを用いて免疫される、請求項20記載の方
法。
【請求項３６】
　哺乳動物がIL-1αに化学的に結合したウイルス様粒子を用いて免疫される、請求項20記
載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本出願は、2006年5月15日に出願された特許出願第60/800,029号の恩典を主張し、参照
により該出願を組み入れる。
【背景技術】
【０００２】
発明の背景
　IL-1αは炎症の基本的な調節因子として十分に特徴決定されており、炎症関連疾患にお
けるその役割はいくつかの動物モデルにおいて示唆されている。インターロイキン（IL）
-1αに対するヒトIgG自己抗体（aAb）は一般の集団において比較的高頻度で検出されてい
る。実際に、表面上は健常なヒトの20％よりも多くが高度に特異的なIL-1αaAbを有する
ことが報告されている。天然IL-1α aAbを有する男性の所見により、アテローム性動脈硬
化症または関節リウマチなどの炎症関連疾患の進行のリスクの減少における内因性IL-1α
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の存在を排除しておらず、因果関係を確立することは難しく、これらの抗IL-1a抗体の生
理学的役割ははっきりと確立されていない。
【発明の開示】
【０００３】
発明の詳細な説明
　ApoE-/-マウスは、主要動脈においてアテローム性動脈硬化症様プラークの急速な進行
をもたらす、操作された脂質輸送欠損を有する。これらのマウスは高コレステロール血症
であり、かつ動脈性病変を自発的に発症するため、ヒトアテローム性動脈硬化症の最も説
得力のあるモデルと考えられている。したがって、ApoE-/-マウスは、アテローム性動脈
硬化症および処置を研究するためのモデル系として広範に使用されている。
【０００４】
　本発明は、例えばApoE-/-マウスをIL-1αに対して免疫することによって取得され得る
、IL-1aの抗体中和についての動物モデルを提供する。すべての免疫動物は、高レベルで
持続するIL-1αに対するIgG aAbを発生させる。免疫マウスの血清由来のIL-1α aAbは、I
L-1α応答性マウスT細胞株であるNOB-1へのIL-1αの結合を阻害し、かつインビボでIL-1
αを中和する（しかしIL-1βで誘導されたIL-6は中和しない）。
【０００５】
　高脂肪の食餌を与えられる対照ApoE-/-マウスは、主要動脈においてアテローム性動脈
硬化症様病変を発症する。病変は、マクロファージの浸潤、壊死性コア、および様々な量
の細胞外マトリクスを伴う増殖した平滑筋細胞によって示される。対照的に、IL-1αに対
して免疫されたApoE-/-動物は、アテローム性動脈硬化性病変レベルの激しい低下、およ
びアテローム性動脈硬化症の進行に対する著しい耐性を有する。免疫前に脂肪線条（アテ
ローム性動脈硬化性病変の初期段階）を有するマウスにおいて、IL-1αによる免疫は、血
管床が本質的に健常なままであるように、アテローム性動脈硬化性病変の発症を停止させ
る。
【０００６】
　免疫によって産生された内因性IL-1α自己抗体の存在によって、ApoE-/-マウスはアテ
ローム性動脈硬化症関連障害（例えば、末梢虚血性心疾患、冠動脈疾患、脳血管疾患、末
梢動脈性疾患）に対して十分に保護される。したがって本発明は、天然のIL-1α aAbを有
する男性は、中和IL-1α aAbを有さない男性と比較してアテローム性動脈硬化症関連心疾
患の発生率が低下するという本発明者らの以前の臨床所見を支持する明解な動物モデルを
提供する。
【０００７】
　天然にIL-1α aAbを産生するヒトはアテローム性動脈硬化症の発症のリスクがより低い
ことが見出されているため、天然のIL-1α aAbは、血管内皮中でのIL-1αの有害な炎症性
効果の中和における生理学的な役割を果たし得る可能性が高いようである。したがって、
本発明はまた、疾患に対して保護的なIL-1α自己抗体を誘導することによって、アテロー
ム性動脈硬化症関連障害（例えば、末梢虚血性心疾患、冠動脈疾患、脳血管疾患、末梢動
脈性疾患）の発症のリスクを有する、ヒトを含む個体を処置する方法も提供する。明らか
な健康障害を有さない集団の約20％におけるIL-1α自己抗体の臨床所見により、IL-1αに
対する中和自己抗体の投与が健康リスクを引き起こさないと考えられることが示唆される
。さらに、IL-1αノックアウトマウスもまた明らかに健康であり、本アプローチが安全で
あることを支持する。そのため、ヒトにおけるIL-1α aAbの誘導は、アテローム性動脈硬
化症関連疾患のリスクおよび重症度を低下させるための安全かつ有効な方法である。
【０００８】
　当技術分野において公知である任意の免疫法が、動物モデルまたは哺乳動物（例えば、
ネコ、イヌ、ヒツジ、ブタ、ヤギ；好ましくはヒト）患者のいずれかにおいて所望の自己
抗体応答を得るために使用され得る（下記参照）。
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【０００９】
　本開示において引用されるすべての特許、特許出願、および参照文献は、特に参照によ
り本明細書に組み入れられる。上記の開示は本発明を概説する。例証の目的のためのみに
提供されかつ本発明の範囲を限定することを意図するものではない以下の具体例を参照す
ることによって、より完全な理解を得ることができる。
【００１０】
実施例1
ApoEノックアウトマウス
　ApoE-/-マウスはJackson Laboratory, Bar Harbor, MEより取得する。血管病変の発症
に対する性別の潜在的な影響を回避するために、雄の動物のみを使用する；さらに、アテ
ローム性動脈硬化症の進行におけるIL-1α aAbの保護的役割を観察する臨床研究は、この
時点で男性においてのみ行われてきた。10週齢のマウスを使用し、高コレステロール含量
（1.25％コレステロール、0％コレート；Research Diets, New Brunswick, NJ）の食餌を
与える。マウスに10週間食餌を与え、その後屠殺する。標準的な方法にしたがって、血液
を採取し、かつ大動脈を灌流して、部分に切断し、固定するかまたは凍結する。
【００１１】
実施例2
マウスIL-1αによる免疫
　Svenson et al., J Immunol Methods. 2000 Mar 6;236(1-2):1-8により記載された方法
にしたがって、0.41（w/w）の割合でツベルクリンの精製タンパク質誘導体（PPD）と接合
したマウスIL-1αでマウスを免疫する。マウスの尾の付け根に皮下注射で接種する。接種
は3週間間隔で3回繰り返す。IL-1α aAbを解析するため、各注射の2週間後にマウスの後
眼窩叢から採血する。対照動物は、IL-1αを含まないPPD溶液を用いた同一の接種スケジ
ュールを受ける。
【００１２】
実施例3
アッセイ
　IL-1αに対するマウスIgGの応答は、Svenson et al., 2000により記載されたように測
定する。IgGへのIL-1αの飽和結合解析は、記載されたように（Svenson et al., J Clin 
Invest. 1993 Nov;92(5):2533-9）行う。血清IgGに結合した125I-IL-1αを血清への全結
合と比較するために、同一の試料を並行してプロテインG SepharoseカラムおよびSephade
x G-75 superfineを含むカラムに流す（Svenson et al., Cytokine. 1992 Mar;4(2):125-
33）。
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【００１３】
　Svenson et al., 2000に記載されたようにNOB-1マウスT細胞株を用いて細胞受容体アッ
セイを行う。IL-1αRIAおよびIL-6 ELISAもまたSvenson et al., 2000に記載されたよう
に行う。
【００１４】
　IL-6のインビボ誘導はSvenson et al., 2000に記載されたように行う。
【００１５】
実施例4
ApoE-/-マウスにおける天然の抗IL-1α aAbの欠如
　10週齢～10ヶ月齢の15匹のApoE-/-マウス由来の血清は、IgG抗IL-1α aAbについてすべ
て陰性である。
【００１６】
実施例5
ApoE-/-マウスにおけるIL-1α aAbの産生
　PPDと接合したIL-1αを4回接種した後、すべてのマウスは高いIL-1αIgG aAb力価を有
する。PPDのみを接種された対照マウスの血清においてaAbは見出されない。ワクチン投与
から3ヶ月後の群の間で有意な重量の差異は無い。
【００１７】
実施例6
誘導されたIL-1α aAbの特徴決定
　陽性マウスのワクチン投与から2週間後および6週間後に採取された血清を試験する。血
清への全IL-1αの結合およびIgGへの結合の間に差異は見られない。Kdは0.1 nM～1.3 nM
の範囲（例えば、0.1、0.15、0.2、0.25、0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8、0.9、1.0、1.
1、1.2、1.3 nM）にわたる。
【００１８】
実施例7
誘導された抗IL-1α aAbの特徴決定
　IL-1α aAbはRIAを用いて試験する。抗血清はSvenson et al., 2000において開示され
たものと同様に機能する。
【００１９】
実施例8
受容体結合の抑制
　マウス細胞株NOB-1への125I-IL-1αの結合は、ワクチン投与から2週間後に採取されてS
venson et al., 2000に記載されたように試験されるすべてのaAb陽性血清によって、少な
くとも10％（例えば、少なくとも10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70
、75、80、85、90、または95％）抑制される。aAb陰性対照は陰性である。
【００２０】
実施例9
IL-1αのインビボ中和
　代表的な抗血清の中和活性をSvenson et al., 2000に記載されたように試験する。デー
タは、IL-1α aAbがNOB-1細胞においてIL-1α活性を中和することを示す。
【００２１】
実施例10
アテローム性動脈硬化性病変の解析
　マウスを様々な時点で屠殺し、アテローム性動脈硬化症の程度を評価する。プラーク沈
着およびアテローム性動脈硬化性病変は、標準化された方法にしたがって（例えば、Trog
an et al., Proc Natl Acad Sci U S A. 2002 Feb 19;99(4):2234-9; Chaabane et al., 
Invest Radiol. 2003 Aug;38(8):532-8）、大動脈基部および胸腹部大動脈において評価
し、定量する。IL-1αで免疫したApoE-/-マウスにおける大動脈基部アテローム性動脈硬
化性病変領域は、ApoE-/-対照マウスと比較して有意に（例えば、少なくとも10、15、20
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、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、または95％）減少してい
る。アテローム性動脈硬化性病変の発症はまた、スダンIVで染色された下行大動脈の標本
において検査する。IL-1αで免疫されたApoE-/-マウスの腹部大動脈におけるスダン親和
性の脂質に富む病変の形成は、その同腹仔対照群と比較して有意に（例えば、少なくとも
10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、90、または95％）
減少している。同様に、ヘマトキシリン‐エオシンで染色した後に現れる大動脈弓切片に
おけるアテローム性動脈硬化性病変の形成は、IL-1αで免疫された動物において、対照と
比較して有意に（例えば、少なくとも10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65
、70、75、80、85、90、または95％）減少している。
【００２２】
　冠動脈の管腔領域は、対照ApoE-/-マウスにおいて、対照マウスと比較して有意に（例
えば、少なくとも10、15、20、25、30、35、40、45、50、55、60、65、70、75、80、85、
90、または95％）縮小している。大動脈基部の組織学的解析は、ApoE-/-対照において新
生内膜中のCD68陽性細胞の存在を実証するが、IL-1αで免疫された動物においては実証し
ない。
【００２３】
実施例11
材料および方法
ELISAによる抗IL-1α抗体力価の測定
　ヒトまたはマウスIL-1αをそれぞれ、1ウェルあたり100μlの容量で0.5μg/mlを用いて
、96ウェルELISAプレート上で一晩インキュベーションする。その後プレートをリン酸緩
衝生理食塩水（PBS）＋0,05％ Tween 20で4回洗浄し、その後PBS中の1％ウシ血清アルブ
ミン（BSA）＋0.05％ Tween 20を含むブロッキング溶液で飽和させる。1ウェルあたり200
μlの本ブロッキング緩衝液を1～2時間室温で使用する。その後プレートを再びPBS＋0.05
％ Tween 20（PBST）で4回洗浄する。その後、100 mlの連続希釈した血清試料（PBST＋1
％ BSA中で1：2希釈）を添加し、室温で1時間、または4℃で一晩インキュベーションする
。その後プレートを再びPBSTで4回洗浄する。その後、西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP
）結合抗Fc抗体を二次抗体として添加する（1％ BSAを含むPBST中で1：2000希釈、1ウェ
ルあたり100μl、1時間、室温）。ヒト：400μl PBST＋1％ BSA中、0.2μlヤギ抗ヒトIgG
-HRP。マウス：0.5μl HRPヤギ抗マウスIgG(H+L)。その後プレートを再びPBSTで4回洗浄
する。着色反応はABTS緩衝液を用いて行う。ABTS緩衝液（500 ml中、3-エチルベンズチア
ゾリン-6-スルホン酸、Sigma カタログ番号A-1888、150 mg、0.1 Mクエン酸、Fisher無水
物、カタログ番号A-940；pHをNaOHペレットで4.35に調整し、11 mlのアリコートを－20℃
で保存する、40％ SDS（200 ml dd H2O中、80 g SDS）、200 ml DMF（N,N-ジメチルホル
ムアミド）を添加）。100μl のABTS緩衝液を各ウェルに添加する。良好なコントラスト
が見えたら、100μlの2％シュウ酸溶液を添加することによって反応を停止する。その後
、ELISAリーダーを用いて波長405 nmで光学濃度を測定する。
【００２４】
マウス
　ApoE-/-マウスはJackson Laboratory（Bar Harbor, Maine、B6.129P2-Apoetm1Unc/J系
統）から取得した。Apoetm1Unc変異について同型接合であるマウスは、年齢や性別に影響
を受けない著しい総血漿コレステロールレベル増加を示す。近位大動脈における脂肪線条
は3ヶ月齢で認められる。病変は年齢と共に増加し、脂質がより少ないがより伸長した細
胞を有する、プレアテローム性動脈硬化性病変のより進んだ段階に典型的な病変へと進行
する。穏やかに増加したトリグリセリドレベルが、C57BL/6×129交配の遺伝的背景上で本
変異を有するマウスにおいて報告されている。高齢ApoE欠損マウス（＞17ヶ月）は、主と
して結晶性コレステロール裂、脂質小滴、および泡沫細胞からなる黄色腫性病変を脳にお
いて発症することが示されている。より小さな黄色腫が、脈絡叢および腹側脳弓において
見られた。最近の研究は、ApoE欠損マウスが、ストレス応答の変化、空間学習および記憶
の減退、長期増強の変化、およびシナプス損傷を有することを示す。C57BL/6およびSCID
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マウスはHarlan（Horst, the Netherlands）から取得した。
【００２５】
PPDと接合したIL-1αおよびIL-1βによるマウスの免疫
　IL-1αおよびIL-1βはeBioscience（San Diego, CA）から取得した。PPDはStatens Ser
um Institute（Copenhagen, Denmark）から取得した。接合法はSvensonら（Svenson M. 2
000）から適合させた。IL-1αまたはIL-1bを4℃で48時間、0.41（w/w）の割合のPPDと0.1
％グルタルアルデヒドの存在下でインキュベーションした（IL-1/PPD＝0.41）。対照とし
て、PPDをIL-1αまたはIL-1β無しで並行して処置した。その後、最終容量において1.5％
 Al(OH)3になるように、接合体をAl(OH)3（Rehydragel; Reheis Chemical, Dublin, Irel
and）に吸着させた。
【００２６】
　アラムとのインキュベーションは、室温で90分間であった。その後、粒子を0.9％ NaCl
で洗浄し、11μg IL-1α/100μl懸濁液で0.9％ NaClに再懸濁し、Al(OH)3へのIL-1αの70
％吸着を仮定した（125I-IL-1αを用いたパイロット研究において見出された）。IL-1β
接合体は同じ方法で調製した。IL-1α-PPD接合体におけるPPDの量と一致するように、対
照懸濁液を等しく希釈した。接合体は使用まで4℃で保存した。
【００２７】
実施例12
C57BL/6マウスにおける抗IL-1α抗体応答の産生
　免疫系はサイトカインなどの自己タンパク質に対して寛容であるため、能動ワクチン投
与は自己寛容を破壊する必要がある。大部分の自己タンパク質の場合、免疫寛容は、胸腺
におけるネガティブ選択の結果としての特異的T細胞の欠如によって引き起こされる。対
照的に、潜在的に自己反応性のB細胞は通常存在する。IL-1αのような自己タンパク質の
みを注射する場合、T細胞ヘルプがないためにこれらのB細胞は応答しない。PPDなどの外
来性タンパク質を自己抗原IL-1αに結合させると、T細胞がPPDを認識するので、B細胞刺
激のためのT細胞ヘルプが提供され、これは、IL-1αおよびPPDに対する刺激されたB細胞
の抗体産生をもたらす。
【００２８】
　したがって本発明者らは、IL-1α特異的B細胞に対する有効なT細胞ヘルプを確実にする
ため、アラム中のIL-1α-PPD接合体をマウスにワクチン投与した。抗体力価はELISAによ
って測定した。5匹のマウス群に、グルタルアルデヒドとのインキュベーション段階を用
いて、10μgのPPDと接合した15μgの組換えIL-1αによる皮下免疫を行った。その後、IL-
1α-PPD接合体をアラムに吸着させる。マウスにそのような皮下免疫を3回、2週間間隔で
行った。本免疫は高力価の抗IL-1α抗体を産生させたが、アラム中のPPDで免疫された対
照マウスは検出可能な抗体力価を誘導できなかった（図1）。抗IL-1α抗体の誘導は少な
くとも2回の注射を必要とした。アラム中の組換えIL-1α-PPD接合体のわずか1回の注射の
後、血清において抗体応答は検出されなかった。しかし、アラム中の組換えIL-1α-PPD接
合体の3回目の注射後、すべてのワクチン投与されたマウスが抗IL-1α抗体を産生した。
【００２９】
実施例13
アテローム性動脈硬化症の形成を予防する、IL-1αに対する能動免疫
　ApoEノックアウトマウス（6週齢）を、水酸化アルミニウム中の10μg PPD（結核菌（M.
 tuberculosis）由来の精製タンパク質誘導体）と接合した15μgのマウスIL-1αで、0、1
4、および28日目に首領域への皮下投与によって能動免疫した。注射容量は100μlであり
、水酸化アルミニウムの量は約1 mgであった。対照マウスを同様に、しかし、同じ量のPP
Dおよび水酸化アルミニウムを含むがIL-1αを含まない調製物で処置した。ELISAにより抗
IL1α抗体応答を測定するために、0、28、42、および56日目に尾静脈から血液を採取した
。最初の免疫の4週間後に、アテローム性動脈硬化症を加速することが公知の食餌である
、16％脂肪、1.16％コレステロール、および0.5％コール酸を含む食物ペレットによるア
テローム発生性食餌をマウスに与え始めた。その後、18週齢でマウスを安楽死させた。肉
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眼的および顕微鏡的解析のために大動脈を取り出した。組織学的切片を、ヘマトキシリン
およびエオシン（HE）、ならびにスダンを用いて染色した。
【００３０】
　この時点の後、切開した大動脈の双眼顕微鏡下での検査により、IL-1αに対して能動的
に免疫されたApoE-/-マウスにおいてアテローム性動脈硬化性プラークの著しい減少が示
されたが、PPDのみに対して免疫されたApoE-/-対照マウスにおいては示さなかった。
【００３１】
実施例14
アテローム性動脈硬化症の形成を予防する、IL-1αに対する受動免疫
　C57BL/6マウスを、アラム中のIL-1α-PPD接合体の3回の皮下注射により、IL-1αに対し
て能動的に免疫した。56日後に血清を収集して、抗IL-1α自己抗体力価の生成をELISAに
より確認した。そのような血清200μlを、6週齢のApoEノックアウトマウスに受動的に導
入した。これらの受動血清導入を毎週繰り返した。対照ApoE-/-マウスには、未処理のC57
BL/6マウス由来の血清の受動導入を毎週行った。アテローム性動脈硬化症の形成を加速す
るため、これらの受動血清導入と共に、16％脂肪、1.16％コレステロール、および0.5％
コール酸を含む食物ペレットによるアテローム発生性食餌をApoE-/-マウスに与え始めた
。対照ApoE-/-マウスには未処理のC57BL/6マウス由来の血清200 mlを1週間間隔で受動的
に導入した。大動脈の肉眼的および組織学的な解析のためにマウスを6週間後に安楽死さ
せた。組織学的解析は、横断面のヘマトキシリンおよびエオシン染色、ならびにスダン染
色を含んだ。
【００３２】
　これらの6週間後、切開した大動脈の双眼顕微鏡下での検査により、抗IL-1α抗血清が
受動的に導入されたApoE-/-マウスにおいてアテローム性動脈硬化性プラークの著しい減
少が示されたが、未処理の血清を導入されたApoE-/-対照マウスにおいては示されなかっ
た。
【００３３】
実施例15
アテローム性動脈硬化症に対する効果が無いままであった、IL-1αに対する能動免疫
　ApoEノックアウトマウス（6週齢）を、水酸化アルミニウム中の10μg PPD（結核菌由来
精製タンパク質誘導体）と接合した15μgのマウスIL-1αで、0、14、および28日目に首領
域への皮下投与によって能動的に免疫した。注射容量は100μlであり、水酸化アルミニウ
ムの量は約1 mgであった。対照マウスを、同様に、しかし、同じ量のPPDおよび水酸化ア
ルミニウムを含むがIL-1αは含まない調製物で処置した。ELISAにより抗IL1α抗体応答を
測定するために、0、28、42、および56日目に尾静脈から血液を採取した。初回免疫の4週
間後に、アテローム性動脈硬化症を加速することが公知の食餌である、16％脂肪、1.16％
コレステロール、および0.5％コール酸を含む食物ペレットによるアテローム発生性食餌
をマウスに与え始めた。その後、18週齢でマウスを安楽死させた。肉眼的および顕微鏡的
な解析のために大動脈を除去した。組織学切片は、ヘマトキシリンおよびエオシン（HE）
、ならびにスダンを用いて染色した。
【００３４】
　この時点の後、切開した大動脈の双眼顕微鏡下での検査により、IL-1α抗血清に対して
免疫されたApoE-/-マウス、または対照ApoE-/-マウスの両方において同程度を有するアテ
ローム性動脈硬化性プラークが示された。
【００３５】
実施例16
アテローム性動脈硬化症に対する効果が無いままであった、IL-1αに対する受動免疫
　C57BL/6マウスを、アラム中のIL-1α-PPD接合体の3回の皮下注射によりIL-1αに対して
能動的に免疫した。56日後にその血清を採取して、抗IL-1α自己抗体力価の生成をELISA
により確認した。そのような血清200μlを、6週齢のApoEノックアウトマウスに受動的に
導入した。これらの受動血清導入を毎週繰り返した。対照ApoE-/-マウスには未処理のC57



(10) JP 2009-537507 A 2009.10.29

10

20

30

BL/6マウスから200μlの血清導入を行った。アテローム性動脈硬化症の形成を加速するた
め、これらの受動血清導入と共に、16％脂肪、1.16％コレステロール、および0.5％コー
ル酸を含む食物ペレットによるアテローム発生性食餌をApoE-/-マウスに与え始めた。対
照ApoE-/-マウスには未処理のC57BL/6マウス由来の血清200 mlを1週間間隔で受動的に導
入した。大動脈の肉眼的および組織学的な解析のためにマウスを6週間後に安楽死させた
。組織学的解析には、断面のヘマトキシリンおよびエオシン染色、ならびにスダン染色が
含まれた。
【００３６】
　これらの6週間後、切開した大動脈の双眼顕微鏡下での検査は、抗IL-1α抗血清または
未処理マウス由来の血清を導入されたApoE-/-マウスの両方において同程度を有するアテ
ローム性動脈硬化性プラークを示した。
【００３７】
実施例17
ADCK―抗体依存性補体媒介性殺傷
　C57BL/6マウスを、アラム中のIL-1α-PPD接合体の3回の皮下注射によりIL-1αに対して
能動的に免疫した。56日目にその血清を採取して、抗IL-1α自己抗体力価の生成をELISA
により確認した。血清を熱不活性化した。50μlのEL-4細胞懸濁液を96ウェルプレート中
に播種した。これらのウェル各々に熱不活性化血清の1：2連続希釈物15μlを添加した。
その後、プレートを20分間37℃でインキュベーションした。その後、25mlのマウス血清を
各ウェルに添加した。37℃でのインキュベーションをさらに5時間行った後、ウェルの写
真撮影を行い、その後、死細胞を生細胞から識別するためにトリパンブルーを用いて血球
計算盤中で細胞を計数した。
【００３８】
　ポリクローナルマウス抗マウスIL-1α抗血清は、EL-4腫瘍細胞の補体依存性殺傷を濃度
依存性様式で媒介した。図2を参照されたい。
【図面の簡単な説明】
【００３９】
【図１】アラム中のIL-1α-PPD接合体を3回皮下注射した後56日目のC57BL/6マウスにおけ
る抗IL-1α自己抗体形成（◆）。アラム中のPPDのみで免疫した対照マウス（■）。
【図２】EL-4細胞の抗体依存性補体媒介性殺傷。EL-4細胞をマウス抗マウスIL-1αポリク
ローナル抗血清の連続希釈物とインキュベーションした。生細胞に対する死細胞の割合は
、血清濃度に比例する。ヒト抗マウスIL-1αモノクローナル抗体を陽性対照として使用し
た。未処理のマウス血清または培地のみを用いるインキュベーションは、二つの陰性対照
となった。
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【図１】

【図２】

【手続補正書】
【提出日】平成21年1月20日(2009.1.20)
【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　哺乳動物においてアテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクおよび重症度を減少させる
ための薬物の調製における、IL-1αの使用。
【請求項２】
　哺乳動物においてアテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクおよび重症度を減少させる
ための薬物の調製における、IL-1αをコードする組換えウイルスの使用。
【請求項３】
　哺乳動物においてアテローム性動脈硬化症関連疾患のリスクおよび重症度を減少させる
ための薬物の調製における、IL-1αに化学的に結合したウイルス様粒子の使用。
【請求項４】
　哺乳動物が、マウス、ブタ、ヤギ、イヌ、ネコ、およびヒツジからなる群より選択され
る、請求項1～3のいずれか一項記載の使用。
【請求項５】
　哺乳動物がマウスであり、かつマウスがApoE-/-である、請求項3記載の使用。
【請求項６】
　哺乳動物がヒトである、請求項1～3のいずれか一項記載の使用。
【請求項７】
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　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢動脈疾患である、請求項1～3のいずれか一項記
載の使用。
【請求項８】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢虚血性心疾患である、請求項1～3のいずれか一
項記載の使用。
【請求項９】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が冠動脈疾患である、請求項1～3のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１０】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が脳血管疾患である、請求項1～3のいずれか一項記載
の使用。
【請求項１１】
　アテローム性動脈硬化症関連疾患が末梢動脈性疾患である、請求項1～3のいずれか一項
記載の使用。
【請求項１２】
　IL-1αが組換えIL-1αである、請求項1または3記載の使用。
【請求項１３】
　組換えIL-1αがマウスまたはヒトである、請求項2または12記載の使用。
【請求項１４】
　IL-1αが担体に結合している、請求項1記載の使用。
【請求項１５】
　担体がツベルクリンの精製タンパク質誘導体（PPD）である、請求項14記載の使用。
【請求項１６】
　IL-1αがアジュバントの存在下で使用される、請求項1～3のいずれか一項記載の使用。
【請求項１７】
　アジュバントが水酸化アルミニウムである、請求項16記載の使用。
【請求項１８】
　IL-1αで免疫されたApoE-/-マウス。
【請求項１９】
　IL-1α自己抗体を含むApoE-/-マウス。
【手続補正２】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３３
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３３】
実施例15
アテローム性動脈硬化症に対する効果が無いままであった、IL-1βに対する能動免疫
　ApoEノックアウトマウス（6週齢）を、水酸化アルミニウム中の10μg PPD（結核菌由来
精製タンパク質誘導体）と接合した15μgのマウスIL-1βで、0、14、および28日目に首領
域への皮下投与によって能動的に免疫した。注射容量は100μlであり、水酸化アルミニウ
ムの量は約1 mgであった。対照マウスを、同様に、しかし、同じ量のPPDおよび水酸化ア
ルミニウムを含むがIL-1βは含まない調製物で処置した。ELISAにより抗IL1β抗体応答を
測定するために、0、28、42、および56日目に尾静脈から血液を採取した。初回免疫の4週
間後に、アテローム性動脈硬化症を加速することが公知の食餌である、16％脂肪、1.16％
コレステロール、および0.5％コール酸を含む食物ペレットによるアテローム発生性食餌
をマウスに与え始めた。その後、18週齢でマウスを安楽死させた。肉眼的および顕微鏡的
な解析のために大動脈を除去した。組織学切片は、ヘマトキシリンおよびエオシン（HE）
、ならびにスダンを用いて染色した。
【手続補正３】
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【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３４
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３４】
　この時点の後、切開した大動脈の双眼顕微鏡下での検査により、IL-1β抗血清に対して
免疫されたApoE-/-マウス、または対照ApoE-/-マウスの両方において同程度を有するアテ
ローム性動脈硬化性プラークが示された。
【手続補正４】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３５
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３５】
実施例16
アテローム性動脈硬化症に対する効果が無いままであった、IL-1βに対する受動免疫
　C57BL/6マウスを、アラム中のIL-1β-PPD接合体の3回の皮下注射によりIL-1βに対して
能動的に免疫した。56日後にその血清を採取して、抗IL-1β自己抗体力価の生成をELISA
により確認した。そのような血清200μlを、6週齢のApoEノックアウトマウスに受動的に
導入した。これらの受動血清導入を毎週繰り返した。対照ApoE-/-マウスには未処理のC57
BL/6マウスから200μlの血清導入を行った。アテローム性動脈硬化症の形成を加速するた
め、これらの受動血清導入と共に、16％脂肪、1.16％コレステロール、および0.5％コー
ル酸を含む食物ペレットによるアテローム発生性食餌をApoE-/-マウスに与え始めた。対
照ApoE-/-マウスには未処理のC57BL/6マウス由来の血清200 mlを1週間間隔で受動的に導
入した。大動脈の肉眼的および組織学的な解析のためにマウスを6週間後に安楽死させた
。組織学的解析には、断面のヘマトキシリンおよびエオシン染色、ならびにスダン染色が
含まれた。
【手続補正５】
【補正対象書類名】明細書
【補正対象項目名】００３６
【補正方法】変更
【補正の内容】
【００３６】
　これらの6週間後、切開した大動脈の双眼顕微鏡下での検査は、抗IL-1β抗血清または
未処理マウス由来の血清を導入されたApoE-/-マウスの両方において同程度を有するアテ
ローム性動脈硬化性プラークを示した。
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