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虚 血 , 再潅流障害に お ける転写因子N F ぺ B 活性化 の 関与

金沢大学医学部外科学第 二 講座 ( 主任 : 宮崎逸夫教授)

村 岡 恵

移植臓器 の 機能的予後に 大きな影響を与え る虚dl , 再 准流障害 に お い て , 腫 瘍壊 死 因 子 a (t u m o r n e c r o sis f a c t o r
-

α
,

T N F
-

α) , イ ン タ ー フ ェ ロ ン ー

T (i n t e rf e r o n
p

T) , 額粒 球 コ ロ ニ
ー

形成刺激因子 (g r a n u l o c y t e c ol o n y
-

S ti m ul a ti n g f a c t o r ･ G- C S F ) ∫

イ ン タ
ー ロ イ キ ン ー6 (i n t e rl e u ki n-6 , II ; 6) , イ ン タ

ー

ロ イ キ ンー8 (i n t e rl e u k i n-8 ･ Ⅰし8) 等 の サ イ ト カ イ ン や 細胞 間接 着分子

(i n t e r c ell u la r a d h e si o n m ol e c ul e
-1
,
I C A M -1) , 血管細胞接着分子 ( v a s c ul a r c e u a d h e si o n m ol e c u l e- 1 ･ V C A M -1)･ E-

セ レ ク チ ン

等の 接着分子 が 関与 して い ると考 え られ て い る が ,
そ の 磯序 に 関 して は未だ 解明され て い な い 点が 多い ･ また

,
こ れ らの サ イ

ト カ イ ン 遺伝子お よ び撞着分子遺伝子の 発現に は , 転写 因子で ある核内因子 にB ( n u cl e a r f a c t o r
-

K B
･
N F- K B ) の 活性化が 必要で

ぁるが ,
虚 血 再潅流時の ,

これ ら の 遺伝子の 転写活性 に つ い て 検討 した報告は な い ･ 虚 血 , 再港流障害 に お け る N F
-

だB の 関

与 に つ い て 明 らか に する た め に , 培養細胞 を用 い て l 低酸素化 , 再酸素化に お ける N F 沃 B の 活性化に つ い て 検討す る 目 的で以

下の 実験 を行 っ た .
マ ウ ス 線維芽細胞 (L - T K

-

細胸) に ,
I し6 遺伝子 の T A T A ボ ッ ク ス だ け を含む 領域の 上 流に 忙B 配列 の

み を組 み込 んだ もの を リ ポ
ー タ ー 遺伝子と して ,

ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 低酸素化 に よ るI L-6 遺伝子 の 転写活性を ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ
ー ル ア セ チ ル 化酵素 (c h l o r a m p h e n ic ol a c e tyl tr a n sf e r a s e , C A T) ア ッ セ イ で 測定 した ･ 低 酸素化お よび 再酸素化に お

け る N F - K B の D N A 結合活性 を 1L-6 遺伝子の 斤B 配 列を プ
ロ ー ブと して 剛 ､

′
電 気泳動 シ フ ト ア ッ セ イ ( el e c t r o p h o r e tic

m o bilit y s hif t a s s a y , E M S A ) 法 に て検討 した ･ さら に ,
N F 一

片B の イ ン ヒ ビ タ
ー で ある阻害国子 KB (I K B α) の プ ロ セ シ ン グを 抗

Ⅰ 血 抗体を 用 い ,
ウ ェ ス タ ン プ ロ ッ ト法 に て 検討 した ･ そ の 結果 ,

低酸素化に よ る Ⅰし6 遺伝子の 転写活性は ∴経時的 に 増強

し, 低酸素 に 5 時間暴露 した場合 ,

コ ン ト ロ ー ル に比 べ
,
転写活性は約5 倍に 増強 した ･ しか し

,
Ⅰし6 の 斤B 配列の 変異型 を

組み込ん だも の を リ ポ
ー

タ
ー 遺伝子 と した 場合 , 低酸 素化に よ る IL

t 6 遺伝子の 転写活性化を認め な か っ た ･ 低酸 素化 に よ り

N F 一

片B の D N A 結合活性は誘導 され た が , 再酸素化する こ と に よ
l
) 元に 復 した ･ 低酸素化に よ り Ⅰ尼B α は プ ロ セ シ ン グ され た

が
, 再酸素化す る こ と に よ り再合成され , 末刺激の 状態 に 戻 っ た ･ ま た

,
N F一方B の 活性化は , 抗酸化剤 である N

- ア セ チ ル シ ス

テイ ン (N- a C e tyl c y s t ei n e , N A C) , ト コ フ ェ ロ
ー ル お よび チ ロ シ ン キ ナ

～ ゼイ ン ヒ ビ タ
ー で あ る ゲ ニ ス テ ィ ン を前投与す る こ と

に よ り抑制 され た . さ らに ,
マ イ ト ジ ュ ン 活性化 プ ロ テ イ ン キナ

ー ゼ ( m it o g e n a c ti v a t e d p r o t ei n k i n a s
e
,
M A P K ) フ ァ ミ リ

ー

に 特異的な フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で ある C L l O O 発 現遺伝子を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し多量発現 させ る こ と に よ り低酸素化に よ

る N F
一

片B の 活性化は 抑制 され た が , 細胞外 シ グナ ル 規定キ ナ
ー ゼ ( e x tr a c ell ul a r si g n al- r e g u l a t e d k i n a s e ･ E R K ) の 上 流に 位 置

しこ れを 活性化す る M A P/ E R K キ ナ
ー ゼ( M E K ) の 発 現遺伝子を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し多量発現 させ て も N F- K B の 活性

化は抑制 され な か っ た . 以上 の 結果か ら , 低酸素刺激 に よ りⅠ遁 α が プ ロ セ シ ン グ さ れ , 活性 化され た N F-だB が 核 内に 移行す

る こ と に よ り
,
K B 配列を 介 した IL -6 遺伝子 の 発現が 誘導 され る と考え られ た ･ さ らに , 低酸素化に よ る N F- K B 活性化 の 経

路に細胞内活性化酸軋 チ ロ シ ン キナ
ー ゼ や よ び E R K 以外 の M A P キ ナ

ー ゼ が 関与 して い る 可能性 が 示 唆 さ れ た ･ 以上 よ

り
,
虚 血 再湾流障害の

一

散序と して 低酸素化iこ よ る N F一にB 活性化の 関与が 示 唆 され た ･

K e y w o r d s h y p o xi a , i s c h e m i a
-

r e P e rf u sio n i nj u r y , M A P ki n a s e ･ N F
- K B

･
r e O X y g e n ati o n

臓器 移植 に お い て , 虚 血 再港流障害 は , 移植臓器 の 機能的

予後に 大きな影響を与え る 因子 と して , 注 目を 集め て い る
l-2-

･

虚血 , 再濯流障害 とほ l 血流 の 途絶に よ り障害 され た 組織が 血

流再開に よ り ,
さ ら に 障害 され る現象と い え る . 虚 血 再潅流

に よ る蔽織障害 の 磯序 と して , 再 濯流後 に 血 管 内皮や マ ク ロ

フ
ァ

ー

ジか ら産生 され る化学走化性因子 に よ り, 好中球が 再濯

流を受けた阻織 へ 集積 して 活性化 さ れ , 血 管 内皮細胞 へ 接着

し , さ らに 血管 外 へ 遁走 して , 細胞障害を ひ きお こ す過程が ,

重要で ある と考 え られ て い る
3､ ■､ 7＼ 好中球 の 集配 血管内皮細胞

へ の 接着 ,
血 管外 へ の 遊 赴こ お い て , 腫 瘍壊死 因子 α (t u m o r

n e c r o sis f a c t o r- a ,
T N F-α) , イ ン タ

ー ロ イ キ ン ー 6 (i n t e rl e u k i n -6 ,

IL - 6) 】 イ ン
.
タ ー ロ イ キ ンー8 (i n t e rl e u ki n-8 ･

Ⅰし8) 等 の サ イ ト カイ

ン や 細 胞 間接 着 分 子 (i n t e r c ell u l a r a d h e si o n m ol e c ul e-1 ･

I C A M -1 ) , 血管細胞接着分子 ( v a s c u l a r c ell a d h e si o n m ol
e c ul e -

平成 6 年1 2月1 5 日受付 , 平成 7 年1 月2 7 日受理

A b b r e vi atio n s : C A T , C hlo r a m p h e ni c ol a c e t yl t r a n sf e r a s e ; D M E M ,
D u lb e c c o

'

s m o difie d E a gl e
'

s m e di u m ;

D M S O
,
di m et y l s ul p h o xid e ; E M S A , el e ct r o p h o r etic m o bility s hift a s s a y ; E R K ･ e X t r a C ellu l a r ,

Si g n al
- r e g ul at e d

ki n a s e ; F C S , f e t al c alf s e r u m ; G
- C S F

, g r a n ul o c y t e c o lo n y
q

s ti m u l atin g f a c t o r ; I C A M
-1
･
i n t e r c ell u l a r a d h e si o n

m ole c ule -1 ; I F N l , i nt e rf e r o n
-

T ; I L
-1
,
i nt e rl e u ki n -1 ; I L - 6

,
i nt e rl e u ki n - 6 ; I L - 8

,
i n t e rle u k in - 8 ; L F A

-1
･
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低酸素 ′ 再酸 素化に お け る N F 一

片B 活性化の 機序

1
,
V C A M Tl) , E - セ レ ク チ ン 等の 接着分子 が 関与 して い ると 考え

られ て い るが
8 ト 10)

,
そ の 機序に 関 して は 未だ解明 され て い な い

点が 多い .

これ ら の サ イ ト カ イ ン 遺伝子お よ び 接着分子遺伝子の 発現に

は
, 転写因子で ある核内因子 KB ( n u cl e a r f a c t o r - K B , N F一応B) の

活性 化 が 必 要 で あ る が
11 卜 15)

よ 虚 血
, 再 濯 流障害 に お け る

N F 一

だB 活性化の 関与に つ い て 検討 した 報告 ほ な い .

ま た
,
最 近 ,

マ イ ト ジ ェ ン 活性 化 プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ

( m it o g e n a c ti v at e d p r o t ei n ki n a s e , M A P K) フ ァ ミ リ ー が
,

N F 一

差B 活性化と 共通す る幾 つ か の 刺激 で 活性化 さ れ る こ と が

報告 されて い る .

本研究で は , 低酸素 お よび 再酸素化 に お け る N F 一

差B 活 性化

の 関与と そ の 活 性化経路 , な ら び に
,
M A P キ ナ ー ゼ フ ァ ミ

リ
ー

と の 関連性 に つ い ての 基礎的検討 を行 っ た .

材料お よび方法

Ⅰ . 細胞 および培養法

マ ウ ス 線維芽細胞(L- T K¶) を 実験 に 使用 した . 細胞 ほ10 % 牛

胎児血 清 (f e t al c alf s e r u m
,
F C S) を 添 加 した D uIb e c c o 変法

E a gle 培地 (D ul b e c c o
'

s m o difi e d E a gl e
'

s m e di u m , D M E M ) ( 日

水 製薬 , 東京) に て 培養 した .
マ ウ ス 線維芽細胞( L-T K一) は ,

大阪大学細胞工学セ ン タ ー 平野俊夫博士 よ り提供 を受けた .

Ⅱ . 低酸素化および 再酸素化の実験モ デル

細胞 を 5 % C O 2 気相 下で24 時間培養後, 大気 コ ン ト ロ ー

ル 培

養 チ ェ ン バ ー

(B ell c o , V i n el a n d , N J , U S A ) 内 に 移 し ,
0 2

(0 % ) , C 0 2 (5 % ) お よ び N 2 の 混合 ガ ス を 101/ m in の 流量で 5 分

間, 注入 した 後, 3 7 ℃ の 恒温室に 静置 した . こ れ を 低酸素化と

した ･ 1 時間, 3 時間 , 5 時間, 7 時 間後 に 培養細胞を大気 コ

ン ト ロ ー ル 培養チ ェ ン バ ー

か らと り だ し
, 通常の 酸素濃度下 の

C O 2 培養装置内に 置換 した . こ れ を 再酸素化と した .

Ⅲ ･ 低酸素化に よ る N F 一

尺 B の 転写活性化 の測定

低酸素化に よ る N F 一

片B の 転写 活性化 は , Ⅰし6 遺 伝 子 の

T A T A ボ ッ ク ス だ け を 含む 領域 の 上 流 に I し6 遺伝子 の 忙B 配

列 (5
1
- G G G A T T T T C C C-3

'

) の み を 3 つ 組 み 込 ん だ も の

(IL-6 忙B C A T ) を リ ポ ー タ ー 遺伝子 と し て ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ

ン し た 細胞 を 用 い ,
ク ロ ラ ム フ ェ

ニ コ
ー

ル ア セ チ ル 化 酸 素

(c h l o r a m p h e n ic ol a c et yl t r a n sf e r a s e . C A T ) ア ッ セ イ に て 測定 し

た ･ ま た ,
I L-6 遺伝子 の 忙B 配列 (5

'
- G G G A T T T T C C C-3

,

) を

(5
'

- G G G A T T T T C旦⊆-3
'

) に 変 異 さ せ た リ ポ ー タ ー 邁 伝 子

(p K B m t) を 用 い ,
C A T ア ッ セ イ を 行 っ た .

C A T ア ッ セ イ の 方法を 以下に 示 す . 細 胞 を 60 m m デ ィ ッ

シ
ュ に 1 ･5 × 1 0

6

個播種 し, 5 % F C S 添 加 D M E M 培地で24 時間

培養後 ,
リ ポ ー

タ
ー

遺伝子 5 鵬 を ジ エ チ ル ア ミ ノ エ チ ル ー

デ キ

ス ト ラ ン 法
16､

で ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した . ト ラ ン ス フ ェ ク

シ ョ ン の 効率を 上げ る 目的 で
,
9 0 分後 ,

1 0 % ジ メ チ ル ス ル ホ キ

シ ド(di m et yl s ul p h o xid e , D M S O) (S I G M A , S t . L o uis
,
U S A ) 含

有 D M E M 培地 2 m l を 添加 し 2 分間静置 した後 ,
D M E M 培地

に て 洗浄 し
,
2 4 時日乳 無血清 D M E M 培地に て 培養 した .

細胞を 大気 コ ン ト ロ ー ル チ ェ ン バ ー 内に 一 定時間静置 L て低

酸素に 暴露後∴通常の 酸素濃度下 の C O 2 培養装置内で 5 時間培

55

養 し
, 超音波発生装置 を用 い , 緩衝 液 (0 ･2 5 M T ris - H C l , p H

7 ･8) 8 毎1 内で ホ モ ジナ イ ズ し
, 細胞質内蛋白質を抽出した .

抽出 した 蛋白質 勒 g と
14

C- ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ ー ル (2 5 〟C i/
m l) ( ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン

, 東京) 5 〟1 と 4 m M ア セ チ ル コ エ ソ ザ

イ ム A 2 恥l と を37 ℃
,
90 分間イ ン キ エ

ペ ー

シ ≡ ン 軋 シ リ カ ゲ

ル T L C プ レ ー ト( M E R K , D a r m st a d t
,
G er m a n y) に展開 し, バ

イ オ イ メ
ー

ジ ン グ ア ナ ラ イザ
ー

B A S l O OO (F U JI X , 東京) で転

写活性 を測定 したI
T】

.

ま た
,
N F 沃 8 の イ ン ヒ ビ タ ー で ある Ⅰ摘 α 遺伝子 ,

M A P キ

ナ ー ゼ フ ァ ミ リ ー に 特異的な フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ で ある C Ll O O

遺伝 子 (0 ･2〟g) , お よ び , M A P キ ナ ー ゼ の 上 流 に 位 置 し
,

M A P キナ ー ゼ を 活性化する M A P/E R K キナ ～ ゼ 1 ( M E K l)

の ドミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブの 発現遺伝子(2 描) を リ ポ ー タ ー 遺伝

子と コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
, 強発現させ た 軋 低酸素 に 暴

露 した ･ 抗酸化剤 で あ る N - 7 セ ナ ル シ ス テ イ ン ( N -

a C e tyl

C y S t ei n e , N A C ) (5 0 m M ) , ト コ フ ェ ロ ー ル (1 0 FLg/ m l) お よ び ,

テ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー

で ある ゲ ニ ス テ ィ ン (5 恥 M )

ほ
, 低酸素暴露開始 2 時間前に 培地中に 添加 した .

Ⅳ . N F 一

差 B の D N A 結合活性

低酸素化 およ び再酸素化に おけ る N F- K B の D N A 結 合活性

は
, 電気泳動 シ フ ト ア ッ セ イ ( el e c tr o p h o r e ti c m o bility s hif t

a s s a y , E M S A ) 法に て 検討 した
柑)19,

.

II ; 6 遺伝子の 斤B 配列(5
'

- G G G A T T T T C C C - 3
一

) を プ ロ ー

ブ

と して 用 い た . D N A フ ラ グ メ ン ト 1 p g ,
3 2
p - C T P ( ア マ シ ャ ム

ジ ャ パ ン) 3 FLl , K l e n o w ポ リ メ ラ ー ゼ (1 .6 u/ m l) (東洋紡, 東京)

1 ･5 れ 10 倍 Kl e n o w 緩衝液( 東洋紡) 2 止 5 m M の ア デ ニ ン
,
グ

ア ニ ン
,
チ ミ ン の 混合液(2 山) , お よ び , 再蒸留水を加え た溶液

20 〟l を37 ℃ , 3 0 分間イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し

,
プ ロ ー ブ の 3

,

末

ゝ
l

;
;
Q

句

ト

V

O

¢

之
}

噌
-

∞

正

B a s a 1 1 3 5 7

H y p o x i a ( h r)

F i g . 1 . H y p o xi a-i n d u c e d tr a n s c rip ti o n al a c ti v a ti o n of N F- K B .

L- T K~ c ells w e r e tr a n sf e ct e d w ith th e I し6 K B C A T

r e p o rt e r g e n e w hic h c o n t ai n s th r e e f u n c ti o n al N FT K B
bi n d i n g sit e s a n d w e r e e x p o s e d t o h y p o x i a f o r v a ri o u s

ti m e s ･
.

C ell e x tr a c t s w e r e p r e p a r ed f o r C A T a cti vi ty
d e t e r m l n a ti o n . C A T a c ti viti e s w e r e e x p r e s s e d r el a ti v e t o

th e b a s al C A T a c ti vity w hic h w a s s e t at a v a .l u e of l .

C ells tr a n sf e ct e d wi th I L- 6 K B C A T i n c r e a s e d t h eir C A T
a c ti vity 5

-f old af t e r a 5 - h o u r e x p o s u r e t o h y p o xi a . *
,

p < 0 ･0 5 c o m p a r e d t o t h e r el ati v e C A T a c ti vi ty of t h e c ell s

W hi c h w e r e e x p o s e d t o l-h o u r h y p o xi a (S t u d e n t
'

s t t e s t) .

1y m p h o c y t e イu n c ti o n a s s o ciat e d a n ti g e n - 1 ; L P S , 1ip o p o ly s a c c h a rid e ; L T B 4 , 1 e u k ot ri e n e B 4 ; M A P K , m it o g e n

a c ti v at e d p r o t e in ki n a s e ; M E K , M A P / E R K ki n a s e ; N A C , N - a C et yl c y st ei n e ; N F
- K B

,
n u Cl e a r f a ct ｡ , - K B ; P A F ,

p la t e l e t a c ti v a ti n g f a c t or ; T N F
-

α , t u m O r n e C r O Sis f a ct o r L α; V C A M - 1
,
V a S C ul a r c ell a d h e si o n m ol e c ul e - 1
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端を
3 2

P で 標識 した .

細胞を 大気 コ ン ト ロ ー ル チ ェ ン バ
ー 内で , 1 時間 ,

3 時 臥

5 矧 乳 7 時間 , 低酸素 に 暴露 した 直敵 お よび ,
5 時間低酸

素暴露後 1 時 臥 2 時間 , 再酸素化 した 直後に ,
D ig n a m ら

川)
の

方法に 従 っ て 仁 核内蛋白質を抽出 した .

核内蛋白質 12 FL g を 混 じた 緩衝液 (20 m M H E P E S , p H 7 ･5 ,

4 0 m M K Cl , 0 .2 m M E D T A . 1 m M dith io th r eit ol , P Oly (dI
･ d C )-

p oly (dI
･ d C) 2 FL g , 1 0 % グ リセ ロ

ー ル
,
2 % ポ リ ビ ニ ル ア ル コ

ー

ル) 1 叫 を 室温 に て10 分間静置後 ,
3 00 0 0 c p m ル1 に 調整 した プ

ロ ー ブ 届 を添加 し, 室温に て20 分間イ ン キ ュ
ベ ー

シ ョ ソ 後 ,

4 % ポリ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル で 電 気泳動 した
獅 1)

･ ポ ジ テ ィ ブ

コ ン ト ロ ー ル と して
,
ヒ トリ コ ン ビ ナ ン トイ ン タ

ー ロ イ キ ン ー1

(h u r n a n r e c o m b i n a n t i n t e rl e u k in
,1
.
h u m a n r e c o m b i n a n t I L

-1)

(2 0 □g/ m l) を核 内蛋白抽出30 分前 に 投与 した ･

プ ロ
ー

ブ と結合 した 蛋白質 が N F一片B で ある こ とを 同定す る

目的で ,
I L -6 遺 伝 子の 忙B 配列 を含 む D N A フ ラ グ メ ソ ト

30 n g , リ コ ソ ビナ ン トⅠ〟鮎 1 豚 N F
一

にB の サ ブ ユ ニ ッ トで ある

p 50 , p 6 5 に 対す る抗体を それ ぞれ 核内蛋白質と イ ン キ ュ
ベ ー

シ
ョ
ン した後 ,

32
P で標識 した プ ロ ー ブ と反応 させ ,

E M S A を

行 っ た .

き
董
竜
高

.

忘
6
飢

買
モ
莞
屋

4

B a s a l I L - 6 K B C A T p K B m t

H y p o xi a 5 h

F ig . 2 . H y p o xi a
-i n d u c e d にB - d e p e n d e n t t r a n s c r l P tl O n al

a c ti v a ti o n . L- T K
~

c ell s w e r e tr a n sf e c t e d wi th th e II ; 6

差B C A T r e p o rt e r g e n e o r wi th th e p K B m t r e p o r te r g e n e

w hi c h i s id e n ti c a王 t o II . - 6 斤B C A T e x c e p t it s th r e e N F
-

K B

b i n di n g sit e s h a v e b e e n m u t a t e d , a n d w e r e e x p o s e d t o

5 ･ h o u r h y p o xi a . C eil e x tr a ⊂t S W e r e P r e p a r e d f o r C A T

a c ti vi t y d e te r m i n a tio n . W h e n p K B m t w a s tr a n sf e c t e d , n O

t r a n s c r lp tl O n al a c ti v a tio n b y h y p o x i a w a s o b s e r v e d .
* *

,

P < 0 .0 1 c o m p a r e d t o th e r el a ti v e C A T a c ti vi ty o f th e c ell s
､

W hi c h w e r e tr a n sf e c t e d w ith th e I L - 6 忙B C A T r e p o r te r

g e n e (S t u d e n t
'

s t t e s t) .

Ⅴ . ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法に よる Ⅰ〟 B α の プ ロ セ シ ン グの

評価

N ト 忙B の イ ン ヒ ビ タ
ー で あ る ,

Ⅰ丘B α の プ ロ セ シ ソ グ を

S D S- P A G E で検討 した .

低酸素刺激後 , 細胞 を緩衝液(20 m M T ris - H C L , P H 7 ■4 , 0 ･1 %

S D S ,
1 % ト リ ト ン

,
1 0 % デ オ キ シ コ

ー ル 酸ナ トリ ウ ム) 50 〟1 で

ホ モ ジ ネ ー

シ ョ ン して 抽出 した試料 15 JJl と 2- メ ル カ プ ト ニ ク

ノ ー ル (和光純薬 ,
大阪) 3〃l と を 混和 し , 2 分 間 , 煮 沸後 ,

1 0 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル で 電気泳動 した . E C し ニ ト ロ セ

ル ロ ー

ス 険 ( ア マ シ ャ ム ジ ャ パ ン) に 転写 し , こ の ニ ト ロ セ ル

ロ
ー

ス 膜を抗 ⅠだB α 抗体と反応 させ ,
ア ピ ジ ン

ー ビオ チ ン ー ペ

ル オ キ シ ダ ー ゼ 複合体法 に よ り発色さ せ た .

Ⅵ . 統計 処理法

C A T ア ッ セ イ 法で測定 した Ⅰし6 遺伝子の 転写活性 は t 平均

値 ± 標準偏 差 (S D) で 表 現 し た . 各 平 均 値間 の 検定 に は

S t u d e n t t 検定を 行い , P < 0 . 0 5 を 有意と した .

成 績

Ⅰ . 低酸素化によ る N F ㌧ に 8 の 転写活性

低酸素化 に よ る Ⅰし6 遺伝子 の 転写活性を C A T ア ッ セ イ で

測定 した結果を図1 に 示 す . Ⅰし6 遺伝子の 転写活性は , 経時的

に 増強 し, 低酸素 に 5 時 間暴露 した 場合 ,
コ ン ト ロ ー ル に 比

べ
, 約 5 倍 に 増強 した .

し か し
,
図 2 に 示 す よ う に ,

Ⅰし6 遺 伝 子 の 斤B 配 列

(

こ

0

芯
鴫
-

ゝ

芯
O

d

求
】

ゝ
}

茎
1

0

d

ト

く
0

0

B a s a l N o n e ] K B α V e c t o r

H y p o x i a 5 h

F ig . 3 . E ff e c t o f th e e x p r e s si o n of I忙B α O n h y p o x i a
-i n d u c e d

にB -d e p e n d e n t tr a n s c ri p ti o n al a c tiv a ti o n . し T K
~

c ell s w e r e

c o tr a n sf e c t e d wi th th e e x p r e s si o n v e c t o r of I 忙B α a n d w e r e

e x p o s e d t o 5
-h o u r h y p o x i a ･ C ell e x tr a c ts w e r e p r e p a r e d

f o r C A T a , C ti vi t y d e t e r mi n a ti o n . W h e n th e e x p r e s sio n

v e c to r of I 斤B α W a S t r a n Sf e c t e d
,
n O tr a n S C rip ti o n al a c ti v at-

i o n b y h y p o xi a w a s o b s e r v ed .
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(5
'

- G G G A T T T T C C C
-

3
'

) を (5
'

- G G G A T T T T C⊆旦
-3
'

) に 変異さ

せ た リ ポ
ー タ ー 遺伝子 (p 斤B m t) を ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン した

後 , 低酸素に 5 時間暴露 さ せ た 場合 ,
I L-6 遺伝子 の 転写活性化

は認め な か っ た . ま た , 図3 に 示 す ように ,
N F-ぷB の イ ン ヒ ビ

8

｣

言
>

芯
O

d

ト
く
0

¢

A

;
可
-

¢

正

7

6

5

4

3

フ
J

-

0

B a s a I N o n e N A C G e n T o c o

H y p o x i a 5 h

F ig . 4 . E ff e c t of ty r o si n e k in a s e i n h ibit o r s a n d a n ti o x id a n t s

O n £BT d e p e n d e n t tr a n s c ri ptin al a c ti v a ti o n i n d u c e d b y
h y p o xi a ･ L- T K- c ell s w e r e e x p o s e d t o h y p o xi a f o r 5 h o u r s
i n th e a b s c e n c e o r p r e s e n c e of g e ni st ein ( G e n) (5 0 p M ),
N- a C e tyl c y s t ei n e ( N A C) (5 0 m M ) o r α -t O C O P h e r ol ( T o c o)

(1 0 〟g/ m l) . K:B - d e p e n d e n t t r a n s c ri p ti o n al a cti v a ti o n w a s

e sti m a t e d b y C A T a c ti v lty d e t e r mi n atio n . P r e tr e at m e n t

Of c ells w it h t yr o si n e k i n a s e i n h ibit o r s a n d a n ti o x id a n t s

i n hibit e d t h e tr a n s c rip ti o n al a c ti v a ti o n b y h y p o x i a . *
,

P < 0 .0 5 c o m p a r e d t o th e r el a ti v e C A T a c ti vi t y of th e c ell s

W hi c h w e r e e x p o s e d t o 5-h o u r h y p o x i a ( S t u d e n t
'

s t t e s t) .

A

O xi c I L - 1

l
■

H y p o xi a

㌔ が 渦 潮
'

タ ー で ある Ⅰ尼B α の 発現遺伝子を リ ポ ー

タ
ー

遺伝子 と コ ト ラ ン

ス フ ェ ク シ ョ ン し 仁 多量発現 させ る こ とに よ り ,
I L- 6 遺伝子の

転写活性化は抑制 され た .

低酸素暴露開始 2 時間前 に
, 抗酸 化剤で ある N A C , ト コ

フ ェ ロ
ー ル

,
チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビタ

ー

で ある ゲ ニ ス テ ィ

ン を 培地中に 添加 した . そ の 結果 , 図4 に 示 すよう に
, 低酸素

に よる Ⅰし6 遺伝 子の 転写活性化ほ ▲
これ らの 薬剤に よ り , 有意

に 抑制され た .

H y p o xi a 州 N o r m o xi a 伸)

⊥ 0 1 3 5 7

a †t e r 5 h h y p o x i a
l ~~ 1

1 2

N F - だ B ヰ

Fi g ･ 5 ･ E M S A of th e D N A bi n di n g a cti vi ty of N F- K B .

L - T K - c ells w e r e e x p o s e d t o h y p o x i a a n d th e n n o r m o x i a
f o r v a ri o u s ti m e s . N u c le a r e x t r a c t s w e r e p r e p a r e d f o r

E M S A a n aly sis wi th II ; 6 K B p r o b e s . T h e D N A bin di n g
a c ti vity of N F

一 片B w a s i n d u c e d b y h y p o x ia .

B

O xi c ) L - 1 日y p o xi a

ミ■ ｢ ご ｢ [

武㌔拭㌔㌍㌔
¢

ヰ N F
- ∬ B サ

Fig ･ 6 . E M S A of th e D N A b i n d i n g a c ti vi ty of N F 成 B . L - T K - c ell s w e r e e x p o s e d t o h y p o xi a f o r 5 h o u r s . N u cl e a r e x tr a c ts w e r e

p r e p a r e d f o r E M S A a n aly sis w ith I L
-6 rc B p r o b e s . A , H y p o xi a-i n d u c e d D N A bi n di n g a c ti vity w a s a b olis h e d b y c o m p e titi o n wi th

a n e x c e s s of u n la b ell e d oli g o n u c l e otid e (3 0 n g) w hi c h c o n t ai n s 片B sit e s (l a n e s c o m p , C O m p e tit o r) . B , H y p o x i a -i n d u c e d D N A

bi n di n g a c ti vi ty w a s a b oli s h e d b y I 斤B a (1 p g) .
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Ⅲ . 低酸素化 お よび再酸素化 に よ る N F
-

〟 B の D N A 結合活

性

低酸素化お よ び再酸素化に お ける N F一にB の
D N A 結合活性

を E M S A 法 に て 分 析 し た 結果 を 図 5 に 示 す ･ N F- にB の

O x i c 圧 - 1 日y p o x i a

r
一

一

｢ ｢
~ ~

~

｢ ･

~ ~~
~

｢

式∴
_
｡

.式
.

･ ･

∴
･

･

N F _ 〟 B - づト

F i g . 7 . S u p e r s h if t a s s a y s o f N F- K B
-b i n di n g a c ti vit y i n d u c ed

b y a 5
-h o u r h y p o x i a ･ P r ei n

c u b a ti o n of 1 2 il g O王 n u c le a r

e x t r a c t s f r o m L- T K- c ells t r e a t e d wi th
h y p o xi a w ith

p r ei m m u n e ( c o t r ol), a n d a n ti- p5 0 (α5 0) a n
d a n ti- P 6 5 ( α6 5)

s e r a b ef o r e E M S A r e s ult e d i n s u p e r s h if t b a n d s c o n si st e n
t

w ith th e f o r m a ti o n of D N A
-

P r O t ei n
-

a n tib o d y c o m pl e x e s

c o n t ai ni n g p 5 0 a n d p 6 5 ･

H y p o 又i a 5 h

㌔㌔ 渾 ㌔

N F - だ B -

→ ト

Fig . 8 . E ff e c t of t yr o si n e ki n a s e i n hib it o r s a n d a n ti
o x id a n t s

o n h y p o xi a
-i n d u c e d N F -

K B bi n di n g a c ti v a tio n ･ N u cl e a r

e x tr a c t s p r e p a r ed f r o m L
- T K

~

c e11 s e x p o s e d t o 5-h o u r

h y p o xi a i n th e a b s c e n c e or p r e s e n c e
of g e n is t ei n ( G e n) (5 0

FLM ) o r N -

a C e t yl c y s t e in e ( N A C) (5 0 m M ) w e r e a n aly s ed o n

E M S A wi th I L -6 K B p r o b e s . P r e tr e at m e n t of c e u s w ith

ty r o si n e k i n a s e i n h ibit o r s a n d a n tio xid a n t s i n hi
bit e d th e

h y p o xi a
-i n d u c e d N F -

K B b i n di n g a c ti v ati o n ･

D N A 結合活性は , 低酸素暴霹後 1 時間 目か ら誘導 さ れ , 低酸

素 に 5 時間暴裔 させ た 軋 再酸素化す る こ と に よ り, 元 に 復 し

た .

I L-6 遺伝 子の K B 配列を 含む D N A フ ラ グ メ ン ト 30 n g を あ

らか じめ , 核 内蛋白質と イ ン キ エ
ペ - シ ョ ン した 後 ,

32

P で 標

識 した プ ロ･
【 ブ と反応 させ , E M S A を 行 っ た ( コ ン ペ テ ィ シ ョ

ン ア ヅ セ イ) 結果を 図 6 A に 示 す . K B 配列を 含む D N A フ ラ グ

メ ソ ト と 核内蛋白質を予 め イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン す る こ と に よ

り, N F- にB の D N A 結合活性 ほ消失 した ･

ま た
, 図 6 B に 示 すよ う に ,

リ コ ン ビナ ン ト Ⅰ斤B α 1 鵬 を あ

らか じめ , 核 内蛋白質と イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン し . プ ロ

ー

ブと 反

応 させ た 軋 E M S A を行 っ た 結果 ,
N F- K B の D N A 結合活性

ほ消失 した .

抗 p 5 0 抗体と 抗 p 65 抗体を そ れ ぞれ , 核内蛋白質とイ
ン キ ュ

ベ ー シ ョ ン を 行 っ た 後, プ ロ ー ブ と反応 させ 】
E M S A を 行 っ た

( ス
ー パ ー シ フ ト ア ッ セ イ) 結 果を 図7 に 示 す ･ 抗 p 5 0 抗体お よ

び 抗 p 65 抗 体を投与す る こ と に よ り, そ れぞれ ,
バ ン ドが シ フ

ト した .

抗酸化剤である N A C お よび チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ イ ン ヒ ビタ

ー

で ある ダ ニ ス テ イ ン を低酸素暴霹 2 時間前に 培地に 投与 し, そ

の 効果 を E M S A に て 分析 した 結果を図 8 に 示 す ･ 低酸素 に よ

る N F
-

X B の D N A 結 合活性 は , N A C お よび ゲ ニ ス テ ィ ン の 前

投与に よ り抑制 され た .

Ⅲ . 低酸素化 お よび再酸素化に お け る 1 斤 B α の プ ロ セ シ ン

グ

低酸素化お よ び 再酸素化に おけ る , Ⅰ忙B α の プ
ロ セ シ ン グ を

抗Ⅰ忙B 抗体 を用 い ,
ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト法で 分析 した 結果を図

9 に 示 す .

呵 W 油 鹿 町 N 糾
･

ロきく ほ 拍 1 町

立11 酎 $ h 恒嘩 加 減

± o i 3 5 ◆1 2

圭だ B α -

サ
･

甑 御 伽 払ふふふ

F i g . 9 . W e s t e r n bl o t a n aly si s of I 忙B α P r O t ei n i n L- T K~ c ells

w h ic h w e r e e x p o s e d t o h y p o xi a a n d t h e n n o r m o xi a f o r

v a ri o u s ti m e s . C e11 e x tr a c t s w e r e p r e p a r e d f o r W e s t e r n

bl o t a n aly si s w ith a n ti I にB α a n tis e r u m
･ I K:B α P r O C e S Si n g

w a s i n d u c e d b y h y p o x i a b u t n o t b y r e o x y g e n ati o n
･

H y p く} X i a 5 h

ほ .

一 1 C き▼X. 始
N o ㈹ N ÅC G 即

蔓 好 B α ヰ

N S →
ト

Fi g , 1 0 ･ E ff e c t of ty r o si n e ki n a s e
i n h ibit o r s a n d a n ti o xid a n ts

o n h y p o x i a-i n d u c e d I K B α p r O C e S Si n g ･ C ell e x tr a c ts

p r e p a r e d f r o m L
- T K - c e u s e x p o s e d t o 5 -h o u r h y p o xi a i n

th e a b s c e n c e o r p r e s e n c e of g e n is t ei n ( G e n ) (5 0 p M ) o
r

N- a C e t yl c y s t ei n e (N A C ) (5 0 m M )
w e r? a n al y s e d b y

W e st e r n bl o t a n aly si s w ith a n ti I 斤B α a n ti s e r u m ･ P r e tr e a-

t m e n t of c e lls wi th ty r o si n e ki n a s e ,
i n hi bit o r s a n d a n ti o x i

-

d a n t s i n hib it e d h y p o x i a
-i n d u c e d I 斤B α p r O C e S Si n g ･
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B a s a l
D N

N o n e C L w t C L m t M E K V e c t o r

H y p o x i a 5 h

F ig . 11 . E ff e c t of M E K d o m i n a n t n e g a ti v e a n d C L l O O

e x p r e s si o n o n 忙B - d e p e n d e n t t r a n s c rip ti o n al a c ti v a ti o n

i n d u c e d b y h y p o xi a . L- T K- c ell s w e r e c o tr a n sf e c t e d w ith

斤B r e p o r t e r g e n e s a n d C L l O O o r M E K d o m i n a n t n e g a ti v e

e x p r e s si o n v e c t o r s , a n d w e r e e x p o s ed t o h y p o x i a f o r 5

h o u r s . K:B - d e p e n d e n t tr a n s c ri p ti o n al a c ti v a ti o n w a s

e sti m a t e d b y C A T a c ti vi t y d e t e r m i n a ti o n . W h e n C L l O O

e x p r e s si o n v e c t o r w a s c o tr a . n sf e c t e d
,
斤B-d e p e n d e n t

tr a n s c rip ti o n al a c ti v a ti o n w a s i n h ib it e d . B u t w h e n M E K

d o m i n a n t n e g a ti v e e x p r e s sio n v e c t o r w a s c o t r a n sf e c t e d ,

K B- d e p e n d e n t tr a n s c rip ti o n al a c ti v a ti o n w a s n o t i n hib it e d .

ポ ジテ ィ ブ コ ン 1 ト ロ
ー ル と して

,
Ⅰしl (2 0 n g/ m l) を培地中に

添加する と ▲ 3 0 分 で Ⅰ忙B α ほ プ ロ セ シ ン グさ れ た .

低酸素に 1 時間 , 3 時 間, 5 時 間暴露 さ せ る こ と に よ り
,

Ⅰ斤B α ほ
,
プ ロ セ シ ソ グ され た . また , 低酸素に 5 時間暴露 させ

た後 , 再酸素化す る こ と に よ り ,
ⅠにB α の 細胞質内の レ ベ ル ほ ,

未刺激 の レ ベ ル に 復 した .

低酸素化 に よ る ⅠにB α の プ ロ セ シ ン グに お ける , 抗酸化剤で

ある N A C お よび チ ロ シ ソ キ ナ ー ゼ イ ン ヒ ビ タ
ー

で ある ゲ ニ ス

テ ィ ン の 効果 に つ い て 検討 した 結果を 図1 0 に 示 す . N A C お よ

び ゲ ニ ス テ ィ ン の 前投与に よ り ,
Ⅰ斤B α の プ ロ セ シ ン グほ 抑 制

され た .

Ⅳ . 低酸素化に よ る N F -

K B の 活性化に お け る M A P キ ナ ー

ゼ フ ァ ミ リ
ー

の 関与

･ リ ポ
ー タ ー 遺伝 子 (Ⅰし6 斤B C A T ) と C L-1 0 0 の 発 現遺伝子

(0 ･2〟g) , ま た ほ ,
M E K l の ドミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブ の 発現遺伝子

(2 /唱) を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し , 細胞 内に 多量発現 させ た

後 , 低酸素化に よ るIL -6 遺伝子 の 転写活性を C A T ア ッ セ イ に

て 測定 した 結果を図11 に 示 す .

C L l O O の 発 現遺伝子 を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し
, 多量発現

させ る こ とに よ り , 低酸素 に よ る Ⅰし6 遺伝子 の 転写活性化 ほ

抑制 され た . しか し
,
M E K l の ド ミ ナ ン ト ネ ガ テ ィ ブの 発現遺

伝子 を コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン し ′ 多量 発現 さ せ る こ と に よ

り, 低酸 素化 に よ る IL-6 遺伝 子 の 転写活性化 は抑制 され な

か っ た .

考 察

甑織 の 虚血 , 再潅流障害 に は ,
サ イ トカ イ ン や 接着分子が重

要な役割を担 っ て い る と考え られ て い る . そ れ ら の 因子の 障害

過程 は , 次の よ う に 6 段階 に 分けて 考 え る こ とが で き る
22)

. ま

ず第 1 段階で ほ
,
虚血 お よ び 再港流 に 伴 い 血 管内皮や マ ク ロ

フ
ァ

ー ジな どか らい く つ か の 化学走化性因子 が産生 される . そ

の なか で も補体成分 の C 5 a , ロ イ コ ト リ ェ ン B 4 (1 e u k o trie n e

B 4 , L T B .)
,
血 小 板 活性化 田子 ( pl a t el e t a c ti v ati n g f a c to r ,

P A F ) , お よ び イ ン タ ー

ロ イ キ ン ー1 (i n t e rl e u ki n -1 , I L -1 ),

T N トα
,
Ⅰし8 等の 種 々 の サ イ ト カ イ ン の 産 生が再潅流時の 初期

に お い て重要で あると考 え られて い る
23 卜 27 )

. 産生され た こ れ ら

の 因子 に よ り
, 好中球が再濯流を受けた観織 に 集積す る. 第 2

段幡で は , 産生され た化学走化性因子に よ り好中球の 活性化が

行わ れ る . すな わ ち
,
L T B 4 , P A F

, 種々 の サ イ ト カ イ ン な どに

よ り 刺激 さ れ た 好中球 に M a c-1 , リ ン パ 球磯 能関連 抗原

(1y m ph o c yt e
-f u n c ti o n a

,
S S O Ci a t e d a n tig e n

-1
,
L F A -1) な どの 接着

分子の 発現増強が認め られ る . 第 3 段階で ほ 上 擦着分子を介 し

た 好中球の 内皮細胞上 に おけ る ロ ー リ ン グ およ び 初期接着が行

わ れ る .
ロ ー リ ン グ現象は t 内皮細胞 上 の P - セ レ ク チ ン や E 一

セ レ ク チ ン を 介した 接着に よ り誘導され 細
,
また

,
好 中球 上 の

L- セ レ ク チ ン に 対する モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で 阻害され る
2¢)
こ と

か ら ,
こ れ ら3 穫の セ レ ク チ ン が 重要な役割を担 っ て い る と考

え られ て い る . 第 4 段隋で ほ , 活性 化 され た L F A -1
,
M a c-1 ,

I C A M-1 な どの 接着分子 を介 した 好中球 の 血 管内皮細胞 へ の 接

着が 認め られ る . こ れ らの 接着分子の 発現量ほ炎症性 サ イ ト カ

イ ン の IL-1 , T N F
-

α や イ ン タ
ー

フ ェ ロ ンーT (i n t e rf e r o n - T ,

I F N-r) な どの 刺激 に よ り増加する
ユ0)

. 第 5 段 階で は , 血 管内皮

細胞に 接着 した好中球の 血管内皮を越 えた 血 管外 へ の 遁走が行

わ れ る .
こ の 道走は L F A-1 , M a c-1 とIC A M -1 の 相互 作用 を介

して 起 こ る
紺

. 変形 した好中球 が内皮細胞を通過す る際 に は l

隣 り合う 内皮細胞間の 解離に よる 血管透過性冗進 を伴 う . 血管

透過性 の 先進は , I L-1 , T N F一α , 顆粒球 コ ロ ニ
ー 形成刺激因子

(g r a n ul o c y t e c olo n y
-

Sti m ul a ti n g f a c t o r , G
- C S F ) , I L- 6 な どの サ

イ ト カイ ン に よ り誘導され る
32 卜 331

第 6 段階は , 血 管外に 遊走 した 好中球に よ る 細胞障害 で あ

る . 虚血 後再濯流に よ る組織障害に は活性酸素の 発生が重要で

あ り, M a c-1 , I C A M-1 を介 した 接着が重要である と考え られ て

い る
34､

.

すなわ ち , 虚血
,
再湾流障害の 過程 に お い て , 種 々 の サ イ ト

カ イ ン およ び接着分子が重要な役割を 担 っ て い る と考 え られ

る . そ して , T N F- α. I F N-T , G- C S F ,Ⅰし6 , Ⅰし8 等 の サ イ トカ イ

ン 遺伝 子お よ びIC A M-1 , V C A M-1 , E- セ レ ク チ ン 等の 接着分子

遺伝子の 発現誘導に は , 転写因子 N F-〟B の 活性化が必 要 で あ

る こ とか ら
11卜 l 脚 ､ 3 8)

, 虚血 , 再港流障害 に N トにB 活性化の 関与

が強く示唆され る . しか し , 虚血
,
再濯流時の これ らの 遺伝子

の 転写活性化の 磯序に つ い て検討 した報告は な い . そ こ で
,
本

実験 で ほ l 低酸素化お よび再 酸素化と ＼F一片B 活性化 の 関与 ,

な らび に , そ の 儀序に つ い て 基礎的検討を お こ な っ た .

N F 代 B は 分子 量約5 万 の p 50 と約6 .5 万 の p 6 5 の 2 つ の サ ブ

ユ ニ ッ トか ら な り
3 摘 -

,
細胞質で ほ Ⅰ片B α と よ ば れ るイ ン ヒ ビ

タ ー

と結 合 した 不 活性 な状態 で 存在 し て い る が 仙 , I L- 1 や

T ＼ト α な どの 炎症性サ イ ト カ イ ン , 種 々 の 酸化 ス ト レ ス , 放射

線, 紫外線, な どの 多様な有害 ス ト レ ス に よ っ て ,
Ⅰ斤B α が リ ン

酸化 な どの 修飾を 受けて 不括化さ れ
42 卜 44 )

, そ の 結 果 N F 一

忙B は

核 内に 移行 し, 種々 の 遺伝子 の 転写活性化に 働く と い う モ デ ル

が考 え られ て い る .

本実験で ほ ポ ジテ ィ ブ コ ン ト ロ ー

ル と し て Ⅰしl 刺激 を行い ,

C A T ア ヅ セ イ ,
E M S A

,
ウ ェ ス タ ン ブ ッ ロ ッ ト でⅠし6 遺伝子

の 転写活性化 ,
N F -

K B の D N A 結合活性 の 増強 ,
I K B a の プ ロ

セ シ ン グを認め た . これ は H e 山ほ1 ら
4 3)
の 実験結果 と 一 致する .

低酸素化 に よ る刺激で は ,
Ⅰし6 遺伝 子の 転写活性化は経時的



6 0

に 増強 した が , 〝B 配列の 変異型を リ ポ
ー タ ー 遺 伝 子 と して 用

い ると 転写活性化を認 め なか っ た .
こ の 結果は ▲ 低酸素化に よ

り , 〟B 配列 を介 して Ⅰし6 遺伝子の 発現が誘導 され る こ とを 示

して い る . また
, 低酸素暴露中, N F

一

にB の D N■A 結合活性が増

強 し, Ⅰ斤B α の プ ロ セ シ ン グが進行 して い た こ と , さ ら に ,
コ ン

ペ テ ィ シ ョ ソ ア ッ セ イ お よび ス
ー パ ー

シ フ トア ヅ セ イ の 結 果か

らⅠし6 遺伝子の にB 配列 に 結合 した 蛋白質が N F
-

〟B で ある と

同定 され た こ と か ら, 低酸素刺激 に よ り Ⅰ忙B α が プ ロ セ シ ン グ

を 受け ,
N F 沃 B が核 内に 移行す る こ と に よ り ,

I L- 6 遺伝子が 発

現誘導 され る こ と が 示 唆された .

ま た , 低酸素暴露後 , 再酸素化す る こ と に よ り , N F
一

差B の

D N A 結合活性 は消失 し, 低酸素中に プ ロ セ シ ン グ さ れ て い た

ⅠにB α は再合成 され , 未刺激の 状態 に復 し た こ と か ら ,
N F -

K B

は低酸素化 に よ り活性化 され , 再酸素化 に よ り元に 復す る こ と

が 明らか とな っ た .

再潅流障害 の
一

機序と して , 虚血 中に ,
N F 一

にB が 活性化 され

る こ と に よ り T N F -

a . I F N
-

T , G
- C S F

,
I L -6

,
I L -8 等 の サ イ ト カ イ

ン 遺伝子や I C A M -l
,
V C A M -1

,
E - セ レ ク チ ン 等 の 接着分子遺伝

子の 発現諌導 が既 に 開始 され て お り ,
血 流再開後 に , 好中球を

主 体と した 白血球 の 活性化 ,
血 管内皮細胞の 活性化 ,

サ イ トカ

イ ン ネ ッ ト ワ
ー ク の 増幅 ∴接着分子の 発現増強が お こ り ト 組織

障害が進行す る と考えられた . しか し , その 詳細な 畿序に つ い

て ほ今後の 検討が必要 で ある .

S c h r e ck ら
45)
は

,
I L

-1
,
T N F -

α
,
ホ ル ポ

ー ル エ ス テ ル
,
過 酸化

水素な どの 種 々 の ス ト レ ス に よ る N F
一

片B の 積性化が N A C や

プチ ル 化 ヒ ド ロ キ シ ア リ ゾ
ー ル な どの 抗酸化剤に よ っ て ブ ロ ッ

ク される こ と か ら, 種 々 の ス ト レ ス に よ り細胞内で活性化酸素

が生成 され ,
こ れ が 何 らか の 形で N F

一

片B の 活性化 に 関与 して

い る こ とを 報告して い る . 本実験に お い ても , 抗酸化剤 であ る

N A C
,
ト コ フ ェ ロ

ー ル を 低酸素刺激前に 投与す る こ と に よ り ,

低酸素化 に よ る N F一招 の 活性化は抑制された こ とか ら , 低酸

素刺激に よ る N F- 〟B 活性化の 経路に活性化酸素が関与 し て い

る可 能性が 示 唆さ れた . また
,
チ ロ シ ソ キナ

ー ゼ イ ン ヒ ビ タ →

で ある ダ ニ ス テ イ ン
購)
を前投与する こ と に よ り ,

N F 一

片B の 活性

化が抑制 された こ と か ら, 低酸素刺激に よ る N F
-

だB 活性 化の

シ グナ ル 伝達経路 に チ ロ シ ソ キ ナ
ー ゼ が 関与 して い る可 能性が

示 唆 され た .
こ れ ら の 結果ほ , 抗酸化剤や チ ロ シ ソ キ ナ

ー ゼ イ

ン ヒ ビ タ
ー

が虚血 , 再潜流障害の 予防 に 有効である可 能性 を示

酸 して い る .

最近 ,
M A P キ ナ ー ゼ フ ァ ミ リ

ー

が , N F ィ B の 活性化 と共通

する刺激 , 即ち ,
I L -1 , T N F

-

α 等 の サ イ ト カ イ ン , 紫 外線照

射, リ ボ多糖類 (1ip o p oly s a c c h a rid e , L P S ) 等 の 刺激 で活性化 さ

れ る こ とが 報告 さ れ て い る
榊 l-

. そ こ で
, 低酸 素刺激 に よ る

N F -

X B 活性化 に おけ る M A P キ ナ
ー ゼ フ ァ ミ リ

～ の 関与 に つ

い て 検討す る目的 で ,
M A P キ ナ

ー ゼ フ ァ ミ リ
ー に 特 異的 な

フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ で あ る C し10 0

52) の 発 現 遺伝 子 お よ び

M E K 1
53)
の ドミ ナ ン トネ ガテ ィ ブ の 発現遺伝子 を リ ポ ー タ ー 遺

伝子(IL -6 K B C A T) と コ ト ラ ン ス フ ェ ク シ ョ ソ し多量発現 さ せ

た後 , 低酸素 に 暴露 させ , I L- 6 遺伝 子の 転写活性を C A T ア ッ

セ イ に て測定 した . そ の 練 乳 低酸素化 に よ るⅠし6 遺伝子 の 転

写活性化は , C L -1 0 0 の 多畢発現 に よ り抑制 さ れ た が ,
M E K l

ドミ ナ ン トネ ガ テ ィ ブ の 多量発現に よ っ て は 抑制 されなか っ

七 . M E K ほ M A P 車 ナ
ー ゼ フ ァ ミ リ

M の う ち細胞外 シ グナ ル

規定 キ ナ
ー ゼ ( e x tr a c ell ul a r sig n aトr e g ul a t e d k in a s e , E R K) の チ

ロ シ ソ
,
ス レ オ ニ ソ 残基 を リ ン 酸 化 し, こ れ を 活 性化す る

M A P K キ ナ ー ゼ で ある
53}
こ とか ら

, 低 酸素刺激 に よ る N F
一

忙B

活性化 の シ グナ ル 伝達経路に E R K 以外の M A P キ ナ
ー ゼ フ ァ

ミ リ ー

, 例えば, p3 8
51)
, J N K

50) 等が 関与 して い る可 能性が 示 唆 さ

れ た .

結 論

虚血 , 再濯流障害に お ける N F 代B の 関与に つ い て 検 討す る

目的で ,
Ⅰし6 遺伝子を 指標に して , 低酸素化 , 再酸素化に よ る

N F 一

差B の 括性化 に つ い て 研究 し , 以下 の 知見 を得 た .

1 . 低酸 素化 に よ っ て , 転 写 因子 N F一にB 活 性 化 に よ る

Ⅰし6 遺伝子 の 転写活性 は経時的 に 増強 し , 低酸素開始後5 時間

で は
,
コ ン ト ロ

ー ル に比 べ 約 5 倍 まで 転写活性が増強 した .

2 . 転写因子 N F 一

にB の 活性化 は , 再酸素化 に よ り , 元に 復 し

た .

3 . 低酸素化 に よ る N F 一 にB の 活性 化 は ▲ 抗 酸化剤 で ある

N A C
,
ト コ フ ェ ロ

ー ル
,
チ ロ シ ソ キ ナ

ー ゼ イ ン ヒ ビタ ー で あ る

ゲ ニ ス テ ィ ンiこ よ っ て 抑制 され た .

4 . 低酸 素化 に よ る N F
-

K B 活性 化は , M A P キ ナ
ー ゼ フ ァ ミ

リ
ー に 特異的な フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ で ある C L l O O の 多量発現 に

ょ り抑制 され た が ,
M E K l ド ミ ナ ン ト ネ ガテ ィ ブの 多量発現に

よ っ ては 抑制 されな か っ た .

以上 よ り , 虚血 , 再湾流障害の
一 枚 序と して , 低酸素化に よ

る 転写国子 N F一片B の 活 性化 の 関与が 示 唆 され た .
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K B

a n d R el : p a r ti cip a n ts i n a m ultif o r m
t r a n s c rip tio n al r e g ul a t

-

o r y s y s t e m . I n t . R e v . C y t ol ･ , 1 4 3 , 1
-6 2 (1 9 9 3) ･

3 8) C olli n s , T ･ : E n d o th eli al n u cl e a r f a c t o r- K B a n d th e

i n iti a ti o n of th e a th e r o s cl e r o ti c l e si o n ･ L a b ･ I n v e s t ･ ･ 6 8 ･

4 9 9
-5 0 8 (1 9 9 3) .

3 9) B a e u e rl e , P . A ･ & B a lti m o r e
,
D ･ ‥ A 6 5

- k D s u b u nit of

a c ti v e N F 一

応B i s r e q ui r e d f o r i n hibiti o n
of N F -

K B b y I K B ･

G e n e s & D e v . , 3 , 1 6 8 9
-1 6 9 8 (1 9 8 9) .

4 0) G h o s h , S ･
,
G iff o r d

,
A ･ M ･

,
R i v i e r s

･
L ･ R ･

･
T e m p s t ,

P .
,
N ol a n , G . P ･ & B alti m o r e , D ･ : C l o ni n g of th e p 5 0 D N A

bi n d i n g s u b u nit of N F- K B : h o m ol o g y t o r el a n
d d o r s al ･ C ell

･

6 2
,
1 0 1 g -1 0 2 9 (1 9 9 0) ･

4 1) B a e c u e rl e , P ･ A ･ & B al ti m o r e ･ D ･ : ⅠにB : a S p e Cifi c

i n hib it o r of th e N F
-

K:B tr a n s c ri p ti o n f a c t or ･ S ci e n c e ･ 2 4 2 ,

5 40 - 54 6 (1 9 8 8) .

4 2) B e g , A ･ A ･
,
F i n c o , T ･ S ･

,
N a n t e r m e t , P ･ V ･r &

B a ld w i n , A . S . J r . : T u m o r n e c r o sis f a c t o r a n d i n t e rle u ki n
Nl

l e a d t o p h o s p h o r yla ti o n a n d l o s s of I K B a :
a m e C h a n is m f o r

N F- 〟B a c ti v a ti o n . M o l . C ell . B i ol . , 1 3 , 3 30 1
- 3 31 0 (1 9 9 3) ･

43 ) H e n k e l , T .
,
M a c h l eid t

,
T り A lk a l a y , 1 ･

,
K r o n k e ･ M ･

,

B e n - N e ri a h , Y . & B a e u e rl e , P ･ A ･ : R a pid p r o t e ol y sis of

I 鳳 a i s n e c e s s a r y ln th e a cti v a ti o n of tr a n s
c rip ti o n f a c t o r

N F -

X B . N a t u r e
,
3 65

,
1 8 2-1 85 (1 9 9 3) ･

4 4) S u n , S . C ･
,
G a n c hi , P ･ A ･

,
B a lla r d , D ･ W ･ & G r e e n e ･

w . c . : N F 宣 B c o n tr oIs e x p r e s sio n of i n hib it o r I K B
a ‥

e vi d e n c e f o r a n i n d u cibl e a u t o r e g ul a t o r y p a th w a y ･ S ci
e n c e ,

2 5 9
,
1 9 1 2 -1 91 5 (1 9 9 3) .

4 5) S c h r e c k , R り R i e b e r , P ･ & B a e u e rl e
,
P ･ A ･ : R e a c ti v e

o x y g e n i n t e r m e di a t e s a s a p p a r e n tly w id ely
u s e d m e s s e n g e r s

i n th e a c ti v a ti o n of th e N F
-

ぷB t r a n s c ri p ti o n f a c t o r a n d

H I V -1 . E M B O J . , 10 , 2 2 4 7 -2 2 5 8 (1 9 91 ) ･

4 6) A k i y a m a , T .
,
I s h i d a , J ･

,
N a k a g a w a , S ･

,
O g a w a r a ･

H .
,
W a t a n a b e

,
S .

,
1 t o u , N ･

,
S hib u y a , M ･ & F u k a m i ･ Y ∴

G e n is t ei n , a S p e Cifi c in hib it o r t y r o si n e
-

S p e C ific p r o t ei n

ki n a s e s . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 2

,
5 5 92 -5 5 9 5 (1 9 8 7) ･

4 7) G u e s d o n , F ･
,
F r e s h rl e y , N り W all e r , R ･ J ･

･
R a w li n s o n

,

L . & S a k la t v a l a , J . : I n t e rl e u ki n l a n d t u m o u r n e c r o sis

f a c t o r s ti m ul a t e t w o n o v el p r o t ei n k i n a s e s th a t p h o s p h o r yl
a t e

th e th a t h e a t s h o c k p r o t ei n h s p2 7 a n d B
-

C a S ei n ･ J ･ B i ol ･

C h e m リ 26 8 , 42 3 6
- 41 4 3 (1 9 9 3) .

4 8) S a k l a t v a l a , J ･
,
R a w li n s o n

,
L り M a r s h all , C ･ J ･ &

K r a c h t
,
M . : I n t e rle u k i n l a n d t u m o u r n e c r o si s f a c t o r

a c ti v at e th e mi t o g e nT a C ti v at e d p r o t ei n ( M A P ) k i n a s e k i n a s e

i n c u lt u r e d c ell s . F E B S L e tt . , 3 3 4 , 1 8 9
,1 9 2 (1 99 3) ･

4 9) F r e s h n e y , N ･ W ･ ,
R a w li n s o n

･
L ■
･
G u e s d o n ･ F ･

,

J o n e s
,
E .

,
C o w l e y , S ･

,
H s u a n

,
J ･ & S a k l a t v al a , J ･ :

I n t e rl e u k in -1 a c ti v a t e s a n o v el p r o t ei n ki n a s e c a s c a d e th a t

r e s ult s i n th e ph o s p h o r yl a ti o n of H s p2
7 ･ C e11

,
7 8

,
1 0 3 9-1 04 9

(1 9 9 4) .

5 0) M i n d e n , A り L i n , A ･ , S m e al , T ･
,
D e rij a r d , B ･ , C o b b ･

M . ,
D a vi s

,
R . & K a ri n . M . : C

,J u n N -t e r m i n aI p h o s ph o r yl a ti-

｡ n C O rr el a t e s wi th a c ti v a tio n of th e J N K s u b g r o u p b u t n o t

th e E R K s u b g r o u p of M it o g e n
- A c ti v a t e d p r o t ein ki n a s e s

A

M ol . C ell . B i ol . , 14 , 6 6 8 3
-6 6 8 8 (1 9 9 4) ･

5 1) H a n , J .
,
L e e

,
J - D ･

,
T o b i a s ･ P ･ S ･ & u e vi t c h ･ R ･

J . : E n d o t o x i n i n d u c e s r a pid p r o t ei n t y r o si n e p h o s p h
o r yl a ti o n

i n 7 0 z/ 3 c ell s e x p r e s si n g C D 1 4 ･ J ･ B i ol ･ C h e m ･
･
2 6 S

･

2 50 0 9- 25 01 4 (1 9 93) .

5 2) A l e s si , D .
R ･

,
S m y t h e , C ･ & K e y s e , S ･ M ･ : T h e

h u r n a n C L l O O g e n e e n c o d e s a T y r/ T h r
-

p r O te i n p h o s p h at a s e

w hi c h p o t e n tly a n d s p e cifi c a u y i n
a c ti v at e s M A P k i n a s e a n d

s u p p r e s s e s it s a c ti v a ti o n b y o n
c o g e ni c r a s i n X e n o p u s o o c yt e

e x tr a c ts . o n c o g e n e , 8 , 2 0 1 5- 2 0 2 0 (1 9 9 3) ･

5 3) C r e w s , C ･ M ･ & E r i k s o n
,
R ･ L ･ : P u rifi c a ti o n o f a

m u ri n e p r ot e i n- ty r O Si n e/ th r e o n i n e k in a s e t h a t p h o s p h o r yl a te
s

a n d a c ti v a t e s th e E rkrl g e n e p r o d u c t : r el a ti o n s h ip t o th
e

fi s s io n y e a st b y rl g e n e p r o d u c t
･ P r o c ･ N a tl ･ A d a d ･ S ci ･ しS A ･

8 9
,
8 2 0 5 - 8 2 0 9 (1 9 9 2) .

.`1

..-.

..

.F

.
･･･.･
･･F

･･
･F

･
･･
亡

･
1

事

･
･･[す

■

･
･

･･･
巨



.`1

..-.

..

.F

.
･･･.･
･･F

･･
･F

･
･･
亡

･
1

事

･
･･[す

■

･
･

･･･
巨

低酸素 , 再酸素化に お ける N F 一

応B 活性化 の磯序 63

A ctiv a tio n of N u cl e a r F a ct o r 癌‖ n I s c h e mi a - R e p e rf u si o n I nj u r y K eii ch i M u r a o k a
,
D ep a rt m e n t of S l∬g e ry (II) ,

S c h o ol o f M e di ci n e , K a n a z a w a U ni v e rsity , K a n a z a w a 92 0
-

J . J u z e n M ed S o c .
,
1 0 4 , 5 4

- 63 (1 99 5)

K e y w o rd s h y p o xi a , i s ch e m i a
- r e pe r fu si o n i nJ u ry , M A P ki n a s e , N F

- X B
,
r e O X yg e n a ti o n

A b s t r a tt

O n e o f th e m o s t i m p o rt an t C O m pli c ati o n s aft e r o r g an t r an S P l an t ati o n i s gr a ft d am a g e C a u S e d b y i sc h e mi a + r eP e r fu si o n

l nJ ur y ･ A lth o u g h th e d e t ail s of th e m e c h a n is m s u n d e rlyin g o rg a n l q u ry u n d er is c h e m i a a n d r e p er fu si o n a r e n ot y et

un d er st o od
,
C y t O kin e s n am ely T N F

-

q I N F - γ G - C S F
,
l L - 6

,
I L -8 an d a dh e si o n m ol e c ul e s s u c h as I C A M -1

,
V C A M -1

,
an d E -

S el e cti n ap pe ar t O b e p ri m a ry m e di at or s of r e pe r fu si o n l nJ ury ･ T b e e x p re s si o n o f th e se c y t ok i n e an d ad h e si o n m ol e c ul e g e n e s

is r e g ul a te d b y th e n u cl e a r f a c to r K B( N F
- X B ) ･ I n th i s st ud y , th e e 蝕 c t of h y p o x ia an d r e o x y g e n ad o n o n th e a cti v ati o n of N F

-

X B w a s i n v e sti g ate d . M o us e し T K
-

c ells w er e tr an Sfe ct e d w i th re p or te r g e n e p l a s m i d s p o ss e s sl ng th r e e K B bin din g sit e s of

I L - 6 pr o m ot or (I L
,6 x B C A T) an d th r e e m ut a n t x B sit es (p x B m t) , e X P OS e d t o h yp o xi a f or v ar i o u s d m e s , an d th e n a s s ay e d f or

C A T acti vity . C ells tr an Sfe ct ed w i th I L 6 x B C A T i n cr e as e d th eir C A T a c d vity 5 -fbl d a ft er a 5 - h o u r e xp o s u re t o hy p o xia ･

W h e n p x B m t w a s tr an Sf b c te d , n O tr an S C r lp ti o n al a cti v ati o n b y h y p o x i a w a s o b se r v e d ･

r

m u S
,
h y p o x l a i n d u c e s 成

一 d e pe n d e nt

tr a n s c ri p ti o n al a c ti v ati o n o f I L
- 6 g e n e ･ E l e c t r o p h o r e ti c m o bili ty s hi ft a ss a y s d e m o n st r a te th at h y p o x i a i n d u c e s N F

- X B

bin din g a c tl V lty tO th e x B site b u t re o x y g e n a ti o n d o e s n ot ･ W es te rn b1 0 t an al y si s i n di c ate s th at I x B α pr O C e SS m g l S in d u c e d

b y h y p o xia b ut n ot b y r e o x y g e n ati o n ･ T o th i s p ol n t, th e s e an al y s es i n dic ate th a t h y p o xia c a u s e s th e p r o c e ss ln g Of I 畑 α an d

th e n u cl e ar tr an Sl o c ati o n o f N F - X B an d e nl 1 an C e S th e K B - d ep e n d e n t t r an S C n p d o n a
l a c ti v ati o n o f I L - 6 g e n e . P r etr e a t m e n t of

c ells w i th ty r o sin e kin a s e i n hibit or s an d an ti o xi o d a nt s i n hi bite d N F
- X B a ctiv ati o n b y h y p o xi a , S u g g e S ti n g d l at t y r O Sin e

k in a s e s an d r e a cti v e o x y g e n e i n te rm e di at e s m a y b e in v oI v e d i n N F
- X B ac ti v ati o n ･ T h e o v er e xpr e s si o n of C L

- 1 0 0 w h i ch is

p o te n t an d s pe Ci fi c i n ac tiv at o r o f M A P k i n a s e in h ib i ted th e a c ti v a d o n of N F
- X B b y h y p o xi a ･ b u t th e d o m i n a n t n e g ati v e al 1 el e

of M E K di d n ot
,
S ug g e Sti n g 血at th e h y p o xi a

-i n d u c ed p a th w a y of N F
- K B i n d u c ti o n m a y b e d ep e n d e n t o n th e o th e r M A P

kin as e f am ily r a th e r th a n E R X ■ T b es e r e s ult s s u g g e st th at th e a cti v ati o n of N F
一 成 b y h y p o xi a i s i n v oI v ed i n th e m e ch an is m

Of is ch e m ia - re pe r fu si o n lq u r y ･


