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イ ン タ
ー ロ イ キ ン 8 (i n t e rl e u k i n-8 ,

I L-8) は , 好中球に 対 して 走化性
･ 活性化作用 を示 すはか に , 好塩基球や T リ ン パ 球

に 対 して も走化作用を有する サ イ ト カ イ ン で ある ･ I L -8 は
･ 炎症性 サ イ ト カ イ ソ で あるイ ン タ

p ロ イ キ ン 1 (i n t e rl e u k inTl ･

Ⅰし1)
,
腫瘍壊死因子 (t u m o r n e c r o si s f a c t o r ･ T N F ) な どの 刺激に よ り ･ 単球 佃 織

マ ク ロ フ ァ
ー ジ ･ 皮膚線推芽細胞

･

血 管内皮

細胞 ･ ケ ラ チ ノ サ イ ト メ ザ ソ ギ ウ ム 細胞な ど様 々 な細胞か ら産生 され る こ とが 知 られ て い る ･ 本研究 で は ,
Ⅰし1 α , T N F α ･

T N F α + イ ン タ
v フ ェ ロ ソ ガ ン マ (i n t e rf e r o n g a m m a , I F N T) の 刺激 に よ り ,

ヒ ト胃癌細胞株が I L 8 産生誘導能を有す るか香

か に つ い て 検討 した . 今回用 い た ヒ ト胃癌細胞株 9 株 卵 株の 細胞培養上清中に , 刺激後Ⅰし8 蛋白 の 産生誘導が み られ る こ と

が酵素免疫測定法 (e n z y m e
-1i n k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y ･ E L IS A ) に よ り確認 された ･ さらに M K N 4 5 ･ K A T O Ⅲ を は じめ 数珠

で ,
T N F α + I F N T に よ り IL-8 蛋白の 相乗的産生誘導が観察 され た ･ そ こ で M K N 45 株を用 い て T N F α + I F N T に よ る Ⅰし8

遺伝子 の 相乗的発現調節機序 に つ い て検討 した ･ I L-8 m R N A の 発現 に つ い て 検討 した と
こ ろ , Ⅰし8 m R N A の 相乗的発現が観察

され
,
しか も蛋白合成阻害剤 で あるサ イ ク ロ ヘ キ サ ミ ドに よ っ て も こ の 相乗的発現は阻害

され なか っ た ･ さ らに ,
S c a tc h a r d

解析か ら IF N γ は M K ド45 株 の 細胞膜上 の T N F 受容体
の 数や 親和性 に 変化 を与 え な い こ と が 判 明 し ･ こ れ ら の 事実か ら

Ⅰし8 遺伝子 の 相乗的発現誘導が レ セ プ タ
ー

の 変化 を介 さな い 受容体以降の 細胞内
シ グナ ル伝達系 の 活性化 に 基づ い て い る こ

と が判 明 した . さ らに ,
ヒ ト Ⅰし8 遺伝子発現 に 関与する転写調節領域を含む D N A

フ ラ グ メ ソ ト を挿入 した ク ロ ラ ン フ ェ ニ

コ ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ ( c hl o r a m p h e n ic ol a c e tyl t r a n sf e r a s e ･ C A T ) 発現 プ ラ ス ミ ドを M K N

45 に 遺伝子 導入 し ･

細胞刺激後 の C A T 活性 を測定 した と こ ろ T N F α+ IF N T
に よ り C A T 括性 の 相乗的誘導が観察され た ･ また ′ ヒ トⅠし8 遺伝

子 上 の 転写調節領域の 突然変 異体 を用 い た C A T 7 ッ セ イ の 結果か ら,
ヒ ト IL-8 遺伝子 上 の A P,1 お よび N F-k B 様蛋白認識

配列 が T N F α + I F N T に よ る IL 8 遺伝子 の 相乗的発現に 関与 して
い る こ と が判明 した ･ さ らに ･

ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に よ り

T N F α + I F N T が こ れ ら蛋白認識配列 に 結合する A P-1 およ び
N F-k B 様蛋白を 相乗的に 誘導する こ と が 判明 した

･ 以上 か ら ,

ヒ ト 胃癌細胞株 で ある M K N 4 5 に お け る T ＼F α + I F N T に よ る相乗的
IL-8 産生誘導は , T N F 受容体の 数や 親和性

の 変化を介

さな い
, 転写因子 の 相乗的活性化 に 起因す るもの で ある

こ とが 判明 した ･

K e y w o r d s イ ン タ
ー

ロ イ キ ン 8 , 胃 軌 T N F α と I F N r に よ る相乗効果

従来よ り ∴隆瘍組織内お よび そ の 周 囲に 白血 球の 存在が指摘

され て きたが ,
こ の 腫瘍浸潤性白血球の 臨床学的意義に つ い て

は議論の 多い と こ ろ で ある
1 j2 J

.
こ の 腫瘍 局所 に 浸潤 した T リ ン

パ 球の 集積密度と患者 の 予後が相関す る こ と か ら
3 ト 5l

, 近年 こ

の 腫瘍浸潤 リ ン パ 球(t u m o r i nfilt r a ti n g l ym P h o c yt e s , T IL ) を 試

験管内で 増量 ,
活性化させ , 担癌患者に 投与す る養子 免疫療法

が試み られ て い る
6 卜 8)

.

一

方 上 陸瘍拒絶 に 関与する エ フ ェ ク タ ~

細胞 の 同定と そ の 腫瘍浸潤機序 に つ い て の 解析か ら, 免疫 ラ ッ

ト へ の 同 系腫瘍移植後 の 経時的観察 で は 移植後数時間 で 好中

球 ･ 単球 を主 体 とする急性炎症が誘発 し, 4 日日頃 に は C D
4
+

T リ ン パ 球が ,
6 日 日 掛 こは C D 8

+

T リ ン パ 球が 主体 とな る 一

こ の ひ き つ づ く リ ン パ 球浸潤 に は腫瘍局所の 好中球が産生す る

A b b r e via ti o n s : b p , b a s e p air ; B S A , b o vi n e s
e r u m

T リ ン パ 球遊走因 子が関与し て い る こ と が示 唆 され て い る
州 '

･

さ らに ,
ラ ッ ト 同系腫瘍 を用 い た腫瘍拒絶反応 に お い ても ,

好

中球が反応初期ばか りか エ フ ェ ク タ
ー 相に お い て も重要な役割

を果た して い る こ とが 示 唆され た
11〉1: -

. した が っ て
, 抗腫瘍免疫

療法を考え る うえ で 腫瘍局所
へ の 白血 球浸潤機構を解明する こ

とは重要な課題 で ある と思わ れ る . Ⅰし8 は , 好中球 ･ T リ ン パ

球 に 対 して 走化活性を有す るサ イ ト カ イ ン で あ り
馴

,
単球 ･

組織 マ ク ロ フ ァ
ー ジ ･ 皮膚線維芽細胞

･

血管内皮細胞 ･ ケ ラ チ

ノ サ イ ト メ ザ ソ ギ ウ ム 細胞お よび い く つ か の ヒ ト 腫瘍細胞株

な ど様 々 な タ イ プの 細胞 か ら産生 され る
こ と が 知 られ て い

る
t3)1 5 )

. しか し
,
Ⅰし8 は , これ ら細胞よ り恒常的に は産生され て

ぉ らず ,
マ イ ト ゲ ソ

･ レ ク チ ソ ･ I L-1
･ T N F ･ 尿酸結晶 ･ ウイ

alb u m i n ; C A T . c hl o r a m p h e nic ol a c et yl t ra n sf e r a s e ; C /

E B P
,
C C A A T / e n h a n c e r bin din g p r ot ein ; D T T ･ dit h

iot h r eio l ; E D T A l e t h yl e n e di a m i n e
-t et r a - a C etic a cid 2 N a ;

E LI S A , e n Z y m e
-1i n k e d i m m u n o s o rb e n t a s s ay ; F B S , f et al b o vi n e s e r u r

n ; I L , i nt e rle u kin ; IF N ･ i n t e rfe ro n ;



1 3 4

ル ス を は じめ とす る種 々 の 刺激 に よ り産生が 誘導 され る こ と が

指摘 され て い る
13)

. 本研究 で は , 腫瘍部 へ の 白血 球浸潤機構 を

解明す る第
一 段階 と して , 感染 ･ サ イ ト カイ ン 治療 ■ 免疫補助

療法な どに よ り 胃癌細胞自 らが IL-8 を産生する 可 能性 に
つ い

て 検討す るた め に ,
サ イ ト カ イ ン 刺 激 (Ⅰしl α, T N F α, I F N r ･

T N F α + I F N r) に よ る ヒ ト胃癌細胞株 に おけるI L-8 蛋白 の 産生

誘導の 有無を試験管内に お い て 検討 した ･ 今回検討 した ほ と ん

ど の 胃癌細胞株が Ⅰし1 a , T N F α , T N F α + I F N T に よ り Ⅰし8 蛋

白を 産生誘導す る こ と が 判明 した . な か で も数珠 で T N F α+

I F N γ に よ り Ⅰし8 蛋白の 相乗的産生誘導を認め た た め , 同刺激

に よ る転写 レ ベ ル に お ける Ⅰし8 遺伝子 の 相乗的発現調節機序

に つ い て も分子生物学的な解析 を行 っ た .

対象お よび方法

Ⅰ . 培養細胞株

対 象 は ,
ヒ ト 胃 癌 細 胞株 9 株 M K N 45

I6)
, K A T O Ⅲ

17'

,

N A K A JI M A
I8)
, N T A S

lg)

.
IS L S

20}

,
K K L S

21)
, N K P S (金沢大学 が ん

研究所外科 , 沢 口 博士 よ り供与) , M A T S U U R A , H A M A D A ( 高

知 医科大学 , 藤本 博士 よ り供与) を 5 % 非 動 化牛胎児 血 清

(f e t al b o vi n e s e r u m , F B S) ( H y cl o n e l a b ol a t or y , L o g a n , U T ,

U S A ) , ペ ニ シ リ ン 10 0 u g/ m l , カ ナ マ イ シ ン 10 0 u g/ r nl お よび

グ ル タ ミ ソ 2 m M / m l を加 えた R P 瓜ゝ 1 6 4 0 培養液 (日 水製薬 ,

東京) に て37 ℃ , 5 % C O 2 下 で培養 した . M K N 4 5 は肝転移巣

よ り え られ た 低分化型腺病 ,
K A T O Ⅲ

,
N T A S は

, 印環細胞

癌 ,
N K P S , N A K A JI M A は , 癌性胸膜炎患者の 胸水 よ り え られ

た 債分化型腺病, K K L S は転移 リ ン パ 節巣 よ りえ られ た 未分化

癌 ,
I S L S は , 転移 リ ン パ 節巣よ り え られ た 申分化型腹痛 で あ

る .

Ⅱ . R N A の 調整およびノ
ー ザ ンプ ロ ッ テ ィ ング

全 R N A は グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ ー ト法に よ り抽出 した . 全

R N A 各 10 p g/ mi を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド6 . 5 % 加1 % ア ガ ロ ー

ス

ゲ ル 上 で1 0 0 V ,
3 時間電気泳動後 ,

ニ ト ロ セ ル ロ
ー

ス メ ソ プ

レ ン ( c e11 ul o s e nitr a t e , S c hl ei c h e r & S c h u ell , D a s s el , G e r m aT

n y) に ト ラ ン ス フ ァ
ー

した .
プ ロ ー ブと して 用 い た Ⅰし8 c D N A

お よ び ヒ ト β ア ク チ ン は ,

32
P- d C T P を マ ル チ プ ラ イ ム 法

( m u lti p ri m e D N A l a b eli n g k it , A r n e r s h a m , B u c ki n g h a m s hir e ,

E n gl a n d) で 標識 した .
メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ

ー の ハ イ プ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン は42 ℃ で行 い ,

ノ ､ イ ブ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ
ソ 液は ,

5 ×

D e n h a r t 液 ,
5 0 % ホ ル ム ア ミ ド , 0 . 1 % S o di u m l a u r yls u lf at e

(S D S ) , 5 × S S P E (1 × S S P E は ,
0 .1 8 M N a Cl , 1 0 m M リ ソ 酸

ナ ト リ ウ ム , p H 7 . 0
,
0 . 1 m M e th yl e n e di a mi n e t e tr a a c e ti c

a cid 2 N a ( E D T A ) di s o di u m s alt よ りな る) の 取成 か ら な るも の

を 用 い た . 1 6 ～ 2 0 時間 ハ イ プ リ ダ イ ズ した 後 ,
0 . 1 % S S P E ,

0 . 1 % S D S で洗浄 し,
-

8 0 ℃で オ
ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ

ー

した ･

Ⅲ .
E L I S A 法

22)

0 . 0 5 M 炭酸緩衝液 ( p H 9 . 5) に て 0 . 5 鵬/ m l に 希釈 した 抗

IL - 8 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体( W S -4) を9 6 穴 マ ル ク ロ タ イ タ ー プ

レ ー ト (N u n c , C o p e n h a g e rl , D e n m a rk) に 1 ウ ェ ル あた り

100 ul づ つ 注入 し , 4 ℃ ,

一 晩イ ン キ エ ペ
-

ト し固相化後 ,
洗浄

液 (0 . 0 5 % T w e e n 2 0 加0 . 1 M リ ソ 酸 緩衝塩化 ナ ト リ ウ ム

(P h o s p h a t e b uff e r e d s ali n e , P B S ) (p H 7 ･ 4) に て 洗浄 し た後 ,

1 % ウ シ 血清ア ル ブ ミ ン (b o vi n e s e r u m alb u m i n ,
B S A ) (和光 ,

大阪) 加 P B S を 15 恥1 注入 し , 3 7 ℃ , 1 時間反応 さ せ ブ ロ ッ キ

ン グを 行な っ た . 洗浄操作の 後 ,
サ ン プ ル を加え ,

一

晩 4 ℃ で

イ ン キ ュ ベ ー ト した . 洗浄後 , 2 次抗体と して 3 % ポ リ エ チ レ

ン グ リ コ
ー ル (和 光純薬 , 大阪) に て l 〃g/ m I に 希釈 した 抗 ヒ ト

Ⅰし8 ウ サ ギ ポ リ ク ロ
ー ナ ル 抗体を 注入 し , 2 時間, 3 7 ℃ で 反応

させた . 次 に ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ 標識 した抗 ウ サ ギ羊抗

体( C o d e 6 5 0 0 , T a g o , I n c .
, B u rli n g a m e , C A ,

U S A ) を0 ･ 5 % 加

P B S に て 1 : 1 0 0 00 に 希釈 し, 再度37 ℃ ,
2 時 間反応 させ た .

最後に ,
0 . 5 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム 加1 M ジ ュ ク ノ

ー ル ア ミ ン

( p H 9 . 即 を 1 m g / m l に 調整 した p- ニ ト ロ フ ェ
ニ ー ル リ ソ 酸 を

発色基質と して 各 ウ ニ ル に 加え , 室温に て30 分反応 させ た ･ 1

N の N a O H に て反応 を終 了 させ ,

マ イ ク ロ プ レ
ー ト リ ー ダ ー

( M P R- A 4i , 東 ソ
p

, 東京) を用 い て 40 5 n m に お ける吸 光度を

測定 した .

Ⅳ . プ ラ ス ミ ド

第
一 エ ク ソ ン 開始部位か ら5

'

上流域 に か けて の
- 1 48 1 ～ +

4 4 b p の 長 さを 持 つ Ⅰし8 遺伝子 上 の E c o R I- H i n d Ⅲ フ ラ グメ ソ

† を P U C 1 9 に サ ブ ク ロ
ー

ン し , 適 当な制限酵素 で 処理後 ,
さ

ら に ク ロ ラ ン フ ェ ニ コ
ー ル ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

(c hl o r a m p h e n i c ol a c e tyl tr a n s ef e r a s e , C A T ) 遺伝子 の 翻訳開始

部位の 上 流に ポ リ リ ン カ , 部位を 有す る P U X
- C A T に サ ブ ク

ロ ー

ン して え られ た
23)

.

Ⅴ . 遺伝子 導入 と C A T ア ッ セ イ

T ris - H C l 緩衝 塩化 ナ ト リ ウ ム ( T ri s- b uff e r e d s ali n e , T B S )

1 m l とプ ラ ス ミ ド 5 〃g と di e th yl a m i n o e th yl- d e x tr a n ( D E A E

デ キ ス ト ラ ソ) の 混合液を ,
T B S に て 2 ×1 0

6

個/ m l の 濃度に 調

整後遠 心 した M K N 4 5 細胞の ペ レ ッ ト に 加 えた . 3 0 分室温で イ

ン キ エ ペ - ト した の ち , そ の ペ レ ッ ト を 無血 清 の R P M I1 6 4 0 培

地 に 懸濁, プ レ
ー ト に 移 し, 3 7 ℃ , 2 4 時間培養 した . 培養後各

サ イ ト カ イ ン で 刺激 し, さ ら に24 時間培養 した の ち , P B S に て

洗浄 , 細胞を 回 収 した . 超音 波 ホ モ ジ ナ イ ザ
ー で 細 胞 を破壊

し
, 遠心 後の 上 清を C A T 活性の 測定に 用 い た . C A T 活性は え

られ た 上清の 50 p g を用 い て ,
G o r m a n らの 方法

24)
に 従い 測定 し

た .
シ リ カ ゲ ル 薄層 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ

ー で展開後 ,
イ メ

ー ジ ア

ナ ラ イザ
ー

に て ア セ チ ル 化 され た ク ロ ラ ン フ ェ
ニ コ

ー ル の 比率

を 定量 した .

Ⅵ . D N A フ ラグ メ ン トの調整

以下の D N A フ ラ グ メ ソ ト を 調整 し, ゲ ル シ フ ト ア ッ セ イ に

用 い た . Ⅰし8 遺 伝子 上 の
- 8 3 ～ T 6 9 b p の 塩基 配列 C G T G G-

A A T T T C C T ; I L-8 遺伝子 上 の - 13 3
～

-

1 6 6 b p の 塩 基配列,

G G A A T T T C C T ; Ⅰし8 遺伝子 上 の N F-k B 様蛋白認識配列
25'
;

3 × ( G G A A T T T C C T ); イ ム ノ ダ ロ ブ リ ソ 遺伝子上 の N F-k B 結

合配列
26)

, 3 × ( G G G A C T T T C C ); Ⅰし8 遺伝子 の N F-k B 様蛋白

認識配列に おけ る突然変異体 ,
3 × (T A A C T T T C C T ); A P-1 認

識 配列
2丁)

,
T G A C T C A ; A P

-1 認識 配列 の 突然変異体 ,
3 ×

(T A T C T C A )

Ⅶ . ゲ ル シ フ トア ッ セ イ

M K N 4 5 細胞 を 各サ イ トカ イ ン に て 3 時 間刺激後 ,
D ig n a r n

M H C
,
m aj o r hist o c o m p atibility c占m pl e x ; P B S , P h o s p h a t e b u ff e r e d s ali n e ; P M A , P h o r

b ol m y ris t at e

1 3 嶋 a C e t a t e ; S D S , S O diu m l a u ryls ulf a t e ; T P A , 1 2
- 0 -t et r a - d e c a n o yl- p h o rb ol

-1 3 - a C e t at e ; T B S ! t ris - b uff e r e d s alin e ;

T N F
,
t u m O r n e C r O Sis f a c t o r ; T R E . T P A r e s p o n si v e el e m e nt

ら

乳
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守
V

払
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らの 方法
細
に 従い 核抽出液を調整 した ･ 各反応に 核抽出液 4 鵬

を 用 い ,
D N A 結合緩衝液 (20 m M H E P E S 緩衝液 p H 7 ･ 9

,

7 5 r n M K Cl , 2 m M M g C l2 , 0 ･ 2 m M E D T A ･
1 m M dithi o th r ei ol

( D T T ) , 1 0 % gly c e r ol , 2 % p
ol y v i n yl al c o h ol ･ P Ol y (dI-d C )

･

P Oly

(dI-d C) 3 鵬) と氷上 で10 分間反応 させ た の ち , Ⅰし8 遺伝子上
の

一 1 3 3 ～
- 1 1 6 を 末端標識 した プ ロ ー ブ と さ らに 30 分間室温で 反

応 さ せ た . 同様 に - 83
～ - 6 9 を 標 識 し ･

D N A 結 合 緩衝液

(20 m M H E P E S 緩 衝液 p H 7 ･ 9
,
40 m M K C l

,
2 m M M g C 12 ･

0 . 2 r n M E D T A ,
1 m M D T T , 1 0 % gl y c e r ol ･ 2 % p oly vi n yl

alc ｡ h ol , P Oly (dI-d C )
･

p Oly ( dトd C) 3 p g) と反応 さ せ た ･ 反応後

4 % ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲル に て 電気泳動後 ,
オ ー ト ラ ジオ グ

ラ フ ィ
ー した .

Ⅷ .
T ヽF α 受容体結合ア ･

ソ セ イ

6 穴細 胞培養 プ レ
ー

ト (N U N C L O N , N u n c , D e n m a r k) に

M K N 4 5 細胞を培養後 ,
IF N r (1 0 0 0 U/ m l) で 1 時間刺激 した ･

そ の 後 , 培養上 清を 除去 し過剰量の 末標識 T N F α の 存在下 お

よび非存在下 に て
125
Ⅰ 標 識 T N F α (4 9 . 4 FLC i/ 豚 1 Ci = 3 7 G B q ,

A m e r s h a m ,
C O d e I M 2 0 6) を 含む 1 % B S A , 0 . 0 2 % N a N 3 加

R P M I 1 6 4 0 培 地 1 m l と 2 時 間3 7 ℃ に て 反 応 さ せ た ･ 1 %

B S A
,
0 .0 2 % N a N , 加 R P M I 1 6 4 0 液に て 洗浄後 ,

0 ･ 1 % T rit o n

X欄10 0 を 含む P B S 緩衝液 3 m I を 加 え細胞を破壊溶解
し
,
r カ

ウ ン タ
ー に て 放射活性を測定 し得 られ た 結果を S c at c h a r d 解析

した ,

成 績

Ⅰ . ヒ ト胃癌細胞嶺 からの Ⅰし8 産生誘導

ヒ ト 胃癌細胞株 9 株 を 対象 に ,
I L-1 α (1 0 0 U / m l) , T N F α

(1 00 U / m l) , I F N T (1 0 00 U / m l) , T N F a (1 0 0 U / m l) + I F
N T

(1 0 00 U / m l) の 各刺激後4 時 間培養後の 細胞培養 上清中 の Ⅰし8

蛋白産生量を E LI S A を用 い て測 定 した ･ 図1 に 示す ように ,

無刺激お よび IF N γ 単独刺激 で は ほ と ん ど IL-8 蛋白 の 産 生誘

導はみ られ なか っ た が ,
I L-1 α, T N F α, T N F α + I F N T の 刺激に

ょ り 9 株中 8 株 に 1 ～ 1 4 n g / m l の 範囲で Ⅰし8 蛋白 の 産生誘導

∽

む

亡

〓

〓

O

U

1 0

ル 8 ( n g/ m り

F i g . 1 . L e v els of I L 8 i n c ult u r e s u p e r n a t a n
t s f r o m g a s tric

c a n c e r c el1 1i n e c e11s s ti m ul a t e d w ith eith e r I F N T (1 0 0 0 U/

m l) , I L -1 α (1 0 0 U/ m l), T N F a (1 0 0 U/ m l) o r T N F α(1 0 0
U/

m l) pl u s I F N T (1 0 0 0 U/ m l) f o r 4 8 h ･ T h e I L 8 c o n t e n t

w a s r n e a s u r e d b y E LI S A ･ T h e s e d a ta a r e r e p r e s e n t a ti v e

of th r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m
e n ts p e rf o r m e d i n

d u pli c a t e ･

が 観察され た . また ,
T N F α + I F N T 刺激 に よ る相乗的Ⅰし8 産

生 誘導が M K N 4 5 , K A T O Ⅲ ,
M A T S U U R A , H A M A D A の 4 株

に 観察 された . そ こ で こ れ ら 4 株中も っ とも産生畳の 多か っ た

M K N 4 5 株を用い て Ⅰし8 の 相乗的産生誘導磯序を分子生物学

的に 解析 した .

図 2 a , b に 示 すよ う に M K N 4 5 殊 に お ける IL
-8 蛋白の 相

乗的産生誘導は , I F N T (1 0 0 0 U / m l) の 時 に T N F α 1 U 以上 で ,

ま た T N F α (1 0 0 U/ m l) で
一 定 の 時 , I F N T l O U/ m l 以上 で観察

され た . ま た
,
T N F a + I F N T 刺激 3 時間後 よ り M K N 4 5 細胞培

養液中に 生物学的に 有意な Ⅰし8 蛋白量が産生 され , 以後24 時

間ま で 産生量は徐 々 に 増加 した .

Ⅲ .
M K N 4 5 株細胞培養液中の生物活性を有する Ⅰし8 の 同

定

各刺激後の M K N 4 5 株細胞培養液を
ヘ パ リ ン カ ラ ム を もち い

て 部分精製 し, これ らの 好中球道走活性 に つ い て 調
べ だ9- ･ 囲

3 に 示 すように IF N γ 単独で は 遁走活性 は認 め られ な か っ た

が
,
T N F α の 刺激 に よ り活性が誘導 され ,

T N F α + I F N r で は相

乗的に 活性は増加 した . さ ら に ,
こ れ ら の 好 中球道走活性 は

Ⅰし8 の モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体( W S -4) の 投与に よ り ほぼ完全 に 抑

〓

∈
､

一

三

?
一
l

1 1 0

二

E
､

○

亡

)

∞

･

｣
-

ー
一 丁N F ■1 0 n セ

ー
1 ■
- -
-

T N F 十I F N い 00 0 U/ m l)

1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0

丁目 F (: O n C . ( ∪/ m l)

a

1 1 0 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0

1F N e o n (; . ( U / m l)

F i g . 2 , S y n e r gi stic i n d u
c ti o n of I L 8 p r o d u c ti o n i n M K N 4 5

sti m ul a t e d w ith eit h e r T N F a ( ト 1 0 0 0 U/ r nl) a n d l F N T

(1 0 0 0 U/ m l) ( a) o r T N F α (1 0 0 U/ m l) a n
d I F N T ( ト 10 0 0

U /r nl ) (b) . C ells w e r e c ult u r e d f o r 4
8 h a n d I L 8 c o n t e n t

i n th e c ult u r e m e di a w a s m e a s u r e
d b y E LI S A ･

T h e s e

r e s ult s a r e r e pr e s e n t ati v e of th r
e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n

-

ts p e rf o r m e d i n d u pli c at e ･ D at a
a r e e x p r e s s e d a s m e a n ±

S E .



1 3 6

制 され ,
コ ン ト ロ ー ル 抗体(3Z D ) の 添加 で は抑制 され な い こ と

か ら, M K N 4 5 株 より塵生誘導 され たⅠし8 蛋白は生物活性を有

す る こ とが 判明 し, さ らに T N F α + I F N r に よ る相乗的IL -8 産

生誘導 は生物括性 の レ ベ ル に お い ても確認 され た .

Ⅲ . M IくN 4 5 株 に お け る T N F α+ I F N T に よ る I L r8 m R N A

の 相乗的発現誘導

T N F α + I F N T に よ る相乗的IL , 8 産 生諌導がI L -8 m R N A 発現

の 増強を伴 っ て い るか どうか を 検討す る た め に , 各刺 激後 の

R N A を調整 し ノ ー ザ ソ ブ ロ ッ テ ィ ソ グを行な っ た . 図 4 に 示

す ように ,
I F N r 単独で は Ⅰし8 m R N A の発現ほ誘導 され な か っ

H ●l‖ u M IF H T N F T N F +] F N T N F + l F N T N F +l F N W S
A 4 3 Z D

◆ ◆

W S ･ 4 3 Z D

S t l m u l at l o n 8

F ig . 3 . N e u tr o p h il c h e m o t a cti c a c ti vi ty in th e c u lt u r e

S u P e r n a t a n tS f r o m M K N 4 5 s ti m ul a t e d w ith eith e r I F N r

(1 0 00 U/ m l) , T N F α (1 0 0 U/ m l) o r T N F a (1 0 0 U/ m l) pl u s
I F N r (1 0 0 0 U/ m l) f o r 4 8 h a n d s e p a r at e d b y a h e p a ri n-
a g a r o s e c ol u r n n . S u p e r n a t a n ts of M K N 4 5 s ti m u l a t e d w it h

T N F α Pl u s I F N T W e r e e V al u a t e d f o r c h e m o t a x is i n th e

p r e s e n c e of a n ti
-Ⅰし8 m o n o cl o n al a n tib o d y ( W S-4 , 1 0 p g/

m l) a n d c o n tr ol a n tib o d y (3 Z D , 1 0 〟g/ m l) . T h e c h e m o ta-
C ti c i n d e x (C . Ⅰ.) e x p r e s s e s n e u tr o p hil c h e m o t a c ti c a c ti vity
i n th e c ult u r e m e d i a o f sti m u l a te d M K N 4 5 c ells r e l a ti v e

t o th e n e u tr o p h il c h e m ot a c ti c a c ti vity i n m e d i a of

u n stirn ul at e d M K N 4 5 c ells . T h e s e r e s ults a r e r e p r e s e n t-
a ti v e of th r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s .

薮 ㌔ ㌔㌔㌔首 濃㌔ ㌔㌔㌔㌔

Fi g . 4 . T i m e c o u r s e of th e i n d u c ti o n of I L 8 r n R N A in

M K N 4 5 c ells a n aly z e d b y N o r th e m bl o tt in g a n al y sis .

M K N 4 5 c ell s w e r e s ti m ul a t e d wi t h eith e r I F N T (1 0 0 0 U/
m l) , T N F α (1 0 0 U/ m l), C y Cl o h e x i mi d e a,l o n e (1 0 FLg/ m l) ,
T N F α(1 0 0 U/ m g) pl u s I F N r (1 0 0 0 U / m l) o r T N F α (1 0 0
U/ m l) pl u s I F N T (1 0 0 0 U/ m l) pl u s c y cl o h e x i mi d e (1 0 pg/
m l) ･ T h e s e r e s ult s a r e r e p r e s e n t a ti v e of th r e e i n d e p e n d e n t
e x p e r l m e n t S .

た が , T N F α に よ り IL-8 m R N A の 発現は 観察さ れ , 発現は 刺

激後30 分以 前 よ り起 こ り1 時間で ピ ー ク に 達 した . 著者 らは ,

T N F a は 0 . 1 U / m l 以上 で Ⅰし8 m R N A の 発現 は 観察 さ れ ,

1 0 0 U/ m l で 発現 は ピ ー ク に な る こ と も既 に 確認 し て い る .

T N F α + I F N T に よ り m R N A の 発 現 は T N F a 単独 に 比 して

2 ～ 3 倍増 強 し , 2 4 時間ま で 観察 され た . T N F α + I F N γ に よる

相乗的 I L 8 産生誘導は , Ⅰし8 m R N A の 相乗的発現増強を伴う

こ とが 判明 した , しかも ,
こ の 相乗的な m R N A の 発現が 蛋白

合成阻害剤であ るサ イ ク ロ ヘ キ サ ミ ド(1 0′唱/ m l) の 投与 に よ っ

て も阻害 され な い こ と か ら T N F α+ I F N T に よ る相乗的IL-8 産

生誘導 に は 新た な 蛋白合成 を必 要 と しな い こ と が判明 した .

Ⅳ . I F N r に よ る M K N 4 5 細胞膜上の T N F α 受容体 へ の 影

響

T N F α+ I F N T に よ る相乗効果が IF N T に よ る T N F α 受容体

の 発現増強に 起 因 するか 否 か を 検討する た め に 受容体結合 ア ッ

セ イ を 行な っ た .
I F N T * 加に よ る M K N 4 5 細胞 膜上 の T N F

受容体 へ の
IZ5
Ⅰ 標 識 T N F α の 結合は IF N r 非添加時 に 比 べ 少な

く とも 6 時間の 反応 で は変化が み られ な い こ と , 図4 に 示 した

よう に T N F α + I F N T に よるI L-8 m R N A の 相乗的発現が刺激後

1 時間以内か ら観察 され て い た の で ,
I F N r 処理後 の 培 養時間

を 1 時間と した . 図5 の S c a t c h a r d プ ロ ッ ト が 示 す よ う に ,

I F N r 処理群お よび 未処理群の 間で 差 は み られ ず
,
と も に K d

値 97 p M で , 細胞 あた り の 受容体数は7 000 個 で あ っ た .
こ れ ら

の 結果よ り ,
I F N T は M K N 4 5 細胞上 の T N F α 受容体の 数や親

和性に 変化 を与 え な い こ とが 判明 した . すなわ ち , こ の ヒ ト胃

癌細胞株 M K N 4 5 株 に お け る T N F α + I F N T に よ る 相 乗的

Ⅰし8 産 生誘導 に はIF N r に よ る T N F α 受容体 の 発現増強は関与

しな い こ と が判 明 した .

Ⅴ . T N F α + I F N γ に よ るⅠし8 遺 伝子 の相乗的発現に関与す

る転写調節領域の同定

T N F α + I F N T に よ る IL -8 遺 伝子 の 相乗的発現 に 関与す る

5
'

上 流域 の 転写調節領域を決定す る た め に
,
I L-8 遺伝 子上 の

5
'

上 流域 の 欠失変異体や点突然変異体 の D N A フ ラ グ メ ソ ト

0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 3 0 0 0 0

S p e ¢t一拍 b h di n g ( C P m )

F i g . 5 . S c a t c h a r d a n aly si s of T N F r e c e p t o r s o n u n tr e a t e d

( o p e n cir cl e s) a n d I F N γ-tr e a t e d ( cl o s e d ci r cl e s) M K N 4 5

C ell s . B o th u n t r e a t e d a n d I F N T
- tr e a.te d c ells w e r e

e s ti m a t e d to p o s s e s s 7 ,0 0 0 r e c e pt o r s p e r c ell w ith a K d of

97 p M . T h e s e r e p r e s e n ta ti v e d a t a a r e f r o m o n e of t w o

i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n ts .



T N F α + I F N γ に よる Ⅰし8 遺伝子 の 相乗的活性化

を組み込 んだ C A T 発現 プ ラ
ス ミ ドを M K N 45 細胞に 遺伝子導

入 し , 細 胞 刺激 後 の C A
T 活 性 を 測定 し た ･

5
'

上 流

- 1 4 81 b p ま で の 検 討 に お い て ,

- 1 61 C A T ･
- 1 3 3 C A T が

T N F α + I F N T に よ り も っ と も高 い
C A T 活性 を 誘導 し た ･

_ 1 48 1 ～
- 1 61 b p の 間に 抑制性 の 遺伝 子発現調節簡域が存在す

る 可 能性 が あ る の か も し れ な
い ･ 囲 6 に 示 す よ う に ,

_ 1 3 3 C A T と
- 1 2 0 C A T の 間で 急激 に C A T 活性 が低下 した こ

と か ら ,
お そ らく

-

1 2 6 ～
- 1 2 0 b p に 存 在する A P-1 認識配列

が T N
･F α+ I F N γ に よ るⅠし8 遺伝子 の 活性化 に 重要である

こ と

が示唆され た . さらに ,

- 9 4 C A T で は わず か に C A T 活性 の 誘

導が み られ るの に 対 し ･
- 8 5 C A T に お い て は完全 に 活性が消

失す る こ とか ら , ヒ ト線維肉腫細胞株
に お け て Ⅰし8 の 遺伝子

発現上重要と され て い る , お そ らく
- 9 4 ～

- 8 1 b p に 存在する

c c A A T 転写調節領域結合蛋白 ( C C A A T/ e n h a n c e r bi n d
i n g

p r o t ei n , C / E B P ) 様蛋白認識配列も重要 で あ
ると考 え ら れ た ･

また , 同細胞株に お い て
- 8 0 ～

- 71 b p に 存在する N トkB 様蛋

白認識配列も I L
-1 / T N F/ p h o r b ol m y ri s t a t e 1 3

-

a C e t a te (P M A )

反応調節領域と して C/ E B P 配列と とも に
Ⅰし8 遺伝子 発現に

A P _ 1 C / E B P N F - k B c A T

-1 2 6 -1 2 0 . 9 4 - 8 0
･ 7 1

13 7

重要 で ある こ とが 同定 され て お り ,
こ れ ら 3 領域の 核蛋白認識

配列が T N F α+ I F N γ に よ るⅠし8 遺伝子の 相乗的発現に い か に

関与す るの か を検討するた め に 各核蛋白が結合能を失う点突然

変異体 を作成 し, 細胞刺激後の C A T 活性を 測定 した ･ A P-1 お

よび N F-k B 様認識配列に お け る点突然変異体 は
T N F α+ I F-

N γ に よ り誘導 され た C A T 活性 を 著 明 に 減少 さ
せ た が ･

C/

E B P 様認識配列に お ける点突然変異体は活性 に 影響を与 え な

か っ た . こ れ らの 結果か ら ,
A P -1 お よび N F-k B 様蛋白認識配

列が T N F α+ I F N γ に よ るⅠし8 遺伝子 の 相乗的発現 に 主に 関与

す る こ と が示 唆され た .

Ⅵ . 転写調節領域 に特異的 に結合する核蛋白

IL-8 遺伝 子の 相乗的発現に 関与 し , これ ら転写調節蘭域
に 特

異的に 結合する核蛋白を明 らか に す るた め に ,
ゲ ル シ フ ヤ ア ッ

セ イ を 行な っ た . まず ,
ヒ ト Ⅰし8 遺 伝 子 の 5

'

上 流 域 の

N Frk B 様蛋白認識配列が存在す る
- 8 3 ～ - 6 9 を
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し D N A プ ロ
ー ブ と し

,
3 時間刺激後 の 核抽出液 と反応 さ せ

た . 図7 a に 示 す ように 無刺激 お よび IF N r 単独 で は
バ ン ドⅠ

に わずか な 複合体の 形成を み と めた が ,
T N F α に よ り新 たな バ

a

A P
-1 C / E B P N F - k B

◎ : m u t a nt

0 1 0 2 0 3 0 4 0

C A T a c ti v it y ( % )

F ig . 6 . D e t e r m i n a ti o n of e n h
a n c e r a c tiv ity u si n g c h i m e ri c C A T g e n e s

･ a
,
Id e n tifi c a ti o n of T N F α/I F N T r e S P O n S e el e m e n ts i n th e

I L 8 g e n e . D el e ti o n m u t a n ts of th e 5
･

rfl a n ki n g r e g lO n Of th e I L 8 g
e n e w e r e i n s e rt e d i n t o C A T v e c t o r s ･ T h e c hi m e ric C A T

g e n e s w e r e tr a n si e n tly tr a n sf e c te d i n t o M K N
4 5 c ells f o u o w e d b y sti m u l ati o n

w ith eith e r I F N T (1 0 0 0 U/ m l) , T N F α (1 0 0 U/ m l)

o r T N F α(1 0 0 U/ m l) pl u s IF N T (1 0 0 0 U/ m l) f o r 2 4 h p ri?
r tO h a r v e sti n g th e c ells f o r C A T チ

S S a y ･ b ･ T h e r ol e of th e n u cl
e a r

f a c t o r b in di n g sit e s i n c o nf e r ri n g th e
s y n e r gis ti c r e s p o n s I

V e n e S S t O T N F α pl u s I F N r sti m ul atl O n
･ S e v e r al m u t a n t D N As w e r e

s y n th e si z e d a s f oll o w s ‥ A P-1 m u t a n t ; p Oi n t m u t a ti o n
i n A P-1 bi n d i n g el e m e n t f r o m t h e I L

8 g e n e ( - 1 2 6 t o
N 1 2 0 b p)

r e pl a ci n g T G A C T C A wi th T a
t C T C A , N F-k B m u t a n t ; p Oi n t m u t a ti o n

i n N トk B lik e f a c t o r b i n d i n g el e m e n t (
- 80 t o

- 71 b p)

r e pl a ci n g G G A A T T T C C T
wi th t a A c T T T C C T , C/ E B P r n u t a n t ;･

P Oi n t r n u t a ti o n i n C / E B P lik e f a c t o r bi n d i n g
el e m e n t ( - 9 4 t o

- 81 b p) r e pl a ci n g C A G T T G C A A A T C G T w it h a g c T T G C A A A T
C G T ･ C A T r e p o rt e r g e n e s w it h th e s e s y

n th e siz e d D N As

i n s e r t e d w e r e t r a n sf e c t e d i n t o M K N 4 5 c ell s a n d C A T a c
ti vit y w a s m e a s u r e d u si n g

5 0 p g of c e11 e x tr a c t b y th e m e t
h o d

d e s c rib e d b y G o r m a n
2 4 )

･ A ft e ト th i n-l a y e r c h r o m at o g r a p h y ･ r a di o a c ti vit y w a s d e t e
r mi n e d b y bio i m a gi n g a n aly z e r t T h e s

e r e s ult s

a r e r e p r e s e n t a ti v e of th r e e in d e p e n
d e n t e x p e ri m e n t s ･



1 3 8

ソ ドⅠ の 形成 とバ ン ドⅡに2 . 6倍 の 増強が観察 され た . さ らに ,

T N F α十I F N γ で バ ン ド Ⅰ は 変化 しな い もの の ,
バ ン ドⅠ は

T N F α 刺激に 比 して1 . 7倍 の 増強を 認め た . こ れ ら複 合体 Ⅰ ,

Ⅰは
,
ヒ ト Ⅰし8 遺伝子上 の N F-k B 様蛋白認識配列や免疫 グ ロ

ブ リ ン 忙 鎖遺伝子転写国子 (N F -k 別 語識配列 の オ リ ゴ マ ー を

もち い た競合阻害反応で ほ 複合体の 形成が完全 に 阻害 され るの

に 対 して ,
ヒ ト Ⅰし8 遺伝子上 の N F - k B 様蛋白認識配列の 突然

変異体と の 反応 で は 阻害 され な い こ とか ら
,
こ れ ら複合体 Ⅰ ,

Ⅰを 形成す る核蛋白 は N F -k B 様蛋 白で ある と考 え られ た . ま

た
, 同様に A P-1 認 識配列が存在す る

-

1 3 3 ～
-

1 1 6 を
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P で 末

端標識 し , D N A プ ロ ー ブ と して
,
ゲ ル シ フ ヤ ア ッ セ イ を 行

な っ た (囲 7 b ) . I F N T お よ び T N F α 単独 で は バ ン ドⅢ に 示 す

複合体の 増強 は み ら れ なか っ た が
,
T N F α + I F N T に よ り約2 . 5

倍の 複合体 の 増強 が観察 された .
こ の 複合体 Ⅲ は ,

A P-1 認 識

配 列 (1 2 - 0-t e tr a d e c a n o yトp h o r b oト1 3 - a C e t a t e ( T P A ) r e s p o n s e

el e m e n t , T R E ) と の 競合阻害反応 で は複合体 の 形成が完全 に 阻

害 され るの に 対 して , 突然変異体 との 反応 で は阻害 され な い こ

とか ら複合体Ⅲ を形成す る核蛋白は A P-1 で あ る と 考え ら れ

た .
こ れ ら ゲル シ フ ト ア ヅ セ イ の 結果か ら ,

T N F α + I F N r に よ

り A P-1 お よ び N F -k B 様核蛋白 ほ そ れぞれ相乗的 に 誘導 さ

れ , そ れ ぞれ の 転写調節領域 に結合 し IL-8 遺伝子 の 相 乗的発

現 をもたらす こ と が 判明 した .

考 察

Ⅰ . ヒ ト胃痛細胞からの I L - 8 産生誘導の意義

近年の 免疫病 理組織学的研究 に よ り , 腫瘍浸潤白血球ほ T リ

ン パ 球が 主 で あ る , そ の 集積 の 密度 と患者の 予後が相関す る こ

と が胃癌
3 叩 1}

･ 乳癌
32)3 3)

･ 肺 癌
32)

･

悪性黒色腫
34)
を は じめ い く つ か

の 腫瘍匿 お い て 観察 され て い る . しか しな が ら
, 腫瘍局所 へ の

リ ン パ 球浸潤磯序は い ま だ 十分解 明 さ れ た と は い え な い .

一

方 , 最近腫瘍局所 へ の 好中球 の 浸潤 が , I L-1 , P S K ,
O K- 4 3 2 を

は じめ とす る サ イ ト カ イ ン ･ 免疫補助療法 に よ っ て ひ きお こ る

抗腫瘍免疫 カ ス ケ ー ドの 引き金 と な り う る こ と35)3 6 )
,
さ らに 特

異的腫瘍拒絶反応の 初期と効果期 の 雨期 に わ た り好中球が重要

な役割を果たす こ とが 示 唆 され て い る
l 川 Z)

本研究 に お い て
,
ヒ † 胃癌細胞 が試験管内 で Ⅰし1 α , T N F α ,

T N F α + I F N r の 刺激 に よ り Ⅰし8 を 産 生誘導す る こ と が 判明

し
,
ま た数珠 で T N F α+ I F N T に よ り相乗的に Ⅰし8 が 産生誘導

され た , Ⅰし8 は
, 好中球 ･

T リ ン パ 球 に 走化活性を有する サ イ

トカ イ ン で あ る
13) 川

. 感染 ,
サ イ ト カ イ ン 療法や 免疫補助療法 に

よ っ て ひ きお こ る局所あ るい ほ 全身の 炎症期 に , 胃癌細胞か ら

塵生誘導 され る IL - 8 が 腫瘍局所 に 浸潤する白血球誘導 に 関与

し
,
ひ い て は 抗腫瘍免疫反応 を開始 し, 腫瘍の 増殖や 転移を コ

ン ト ロ ー ル して い る可能性が 示 唆され た .

F ig ･ 7 ･ G el r e t a rd a ti o n a s s a y ･ a , C h a r a c t e ri z a ti o n o f n u cl e a r f a c t o r s b i n di n g t o th e r e gi o n a t
- 8 3 t o - 6 9 b p i n th e I L 8 g e n e ･

3 2
P -1 a b el e d D N A f r a g m e n t 卜 83/ - 6 9 b p) (1 0 0 p g , r a di o a c ti vity 3 ×1 0

4
c p m ) w a s m i x e d w ith 4 FLg Of n u cl e a r p r o t ei n e x t r a c ts

f r o m M K N 4 5 c e11 s stir n ul a te d wi th m e di u r n al o n e (l a n e 2) , I F N T (1 00 0 U/ m l , l a n e 3), T N F α (1 0 0 U/ m l , 1 a n e 4) , a n d T N F α(1 0 0
U/ m l) pl u s I F N T (1 0 0 0 U/ m l) (1 a n e 5 - 8) i n 2 0 pl of bi n di n g r e a c ti o n b uff e r i n th e p r e s e n c e o r th e a b s e n c e o f u nl a b el e d D N A
f r a g r n e n t ･ S p e cifi c p r ot ei n/ D N A c o m pl e x e s (b a n d s , I a n d Ⅱ) a r e i n di c a t e d b y a r r o w s . b , C h a r a c t e riz a ti o n o f a n u cl e a r f a c to r

bi n di n g t o th e r e gi o n a t
- 1 3 0 t o -

1 1 6 b p i n th e I L 8 g e n e .
3 2
P-l a b el e d D N A f r a g m e n t (

- 1 3 0 t o
-

1 1 6 b p) (1 0 0 p g) w a s m i x e d
wi th 4 Ft g Of n u cl e a r p r o t ei n s e x t r a c t e d f r o m M K N 4 5 c ell s s ti m ul a te d w ith r n e d i u m al o n e (l a n e 2) , I F N T (1 0 0 0 U/ m l , 1 a n e 3) ,
T N F α (1 00 U/ m l , l a n e 4) , a n d T N F α Pl u s I F N T (l a n e ト 7) i n 2 0 pl of b in di n g r e a c ti o n b u ff e r i n th e p r e s e n c e o r th e a b s e n c e
Of u nl a b el e d D N A f r a g m e n t ･ L a n e l : th e l a b el e d D N A f r a g m e n t al o n e . O n e D N A / p r o t ei n c o m pl e x (d e sig n a t e d Ⅲ) i s i n di c a t e d
b y th e a r r o w ･ T h e m i x t u r e s w ith o r l W ith o u t c o r n p e tit o r s w e r e i n c u b at e d f o r l O m i n o n i c e p ri o r t o th e a d diti o n of p r o b e s ･

A f t e r a f u rth e r 3 0 m i n of i n c u b a ti o n a t r o o m t e m p e r a t u r e , th e s a m pl e s w e r e el e c t r o p h o r e s e d o n a 4 % p oly a c r yl a mi d e g el . G els

W e r e d ri e d a n d a u t o r a di o g r a p h e d , a n d t h e r e t a rd e d D N A/ p r o t ei n c o m pl e x e s w e r e q u a n tita t e d b y a bi oi m a gi n g a n aly z e r . T h e s e
r e s ult s a r e r e p r e s e n t.

a ti v e o r th r e e i n d e p e n d e n t e x p e ri m e n t s .



T N F α + I F N T に よ る Ⅰし8 遺伝子の 相乗的活性化

Ⅱ.
T N F α + I F N r に よる Ⅰし皇 道伝子の相乗的活性化機序

従来よ り , T N F に よ る 殺細胞効果 を ほ じめ IF N r に よ る

T N F 作用の 相乗的増強が様 々 な生 体反応 に お い て観察 され て

きた が
3γ】38)

,
T N F α + I F N r に よ る相乗的活性化機序ほ い ずれ の

実験 シ ス テ ム に お い て も解明 され て い な い . T N F α + I F N r に

ょ る殺細胞効果の 検討で ,
工F N r に よ る T N F レ セ プ タ

ー の 発現

増強が関与す ると の 報告もあ るが
39)4 0 )

, 必ず しもす べ て の 細胞

が当て は ま るわ けで は な い
41)

. 最近 ,
P o b e r ら

42)
は 血管 内皮細胞

上 の 主要覿織適合遺伝 子複合体 ( m aj o r hi s t o c o r n p atib ilit y

c o m pl e x , M H C ) ク ラ ス Ⅰ発現に お け る T N F α+ I F N T に よ る相

乗的発現増強効果に つ い て 報告 し , こ の な か で T N F α + I F N r

に よ る相乗効果は IF N γ に よ る T N F 受容体 の 数や親和性の 変

化に 起因す るもの で は な く ,
M H C ク ラ ス Ⅰ遺伝子 発現 に お け

る転写 の 活性化に 起因す る こ と を 明 らか に した . 今回 の 検討か

らも, 工F N r は , M K N 4 5 細胞上 の T N F 受容体 の 数や親和性に

変化を与えず ,
T N F α + I F N r に よ る Ⅰし8 の 相乗的産生誘導が

遺伝子 の 翻訳以前の 段階 で 行なわれ て い る こ とが 明 らか とな っ

た . また 著者は , m R N A の 安定性 に つ い て も検討を行 な っ た

が
,
I F N γ 処 理 お よ び 非処理群 の 間 で 両者間 に 差 は み ら れ な

か っ た . さ ら に ,
サ イ ク P ヘ キ サ ミ ド の 処 理 に よ っ て も

IL-8 m R N A の 相乗的発現が
,

阻害 され な い こ とか ら, 少なく とも

T N F 受容体の 新た な合成な どの 新 た な蛋白合成は関与 しな い

と考え られ た .

本研,究に よ り , 胃癌細胞株 で あ る M K N 4 5 細 胞 に お け る

T N F a + I F N T に よ る工L-8 遺伝 子の 相乗的活性化 に 関与す る転

写調節領域を同定 した . 先に ,
ヒ ト繊維肉腫細胞株 , 8 38 7 細胞

に お い て は I L-8 遺伝子 の 5
'

上 流域 -

9 4 ～
-

71 b p ( C/ E B P お

よ び N F-k B 様核 蛋白認識配列 が存在) が ,
I L-1 α , T N F α ,

P M A お よ び B 型肝炎 ウ イ ル ス
ー

Ⅹ に よ るIL-8 遺伝子 の 転写活

性化の 際に 最小の 転写調節領域と して 同定 され て い た が
23】43 )

M K N 45 細 胞 で ほ -

1 2 6 ～
-

1 2 0 b p に 存 在 す る A P-1 と

N F-k B 様認識配列が T N F α 単独刺激 同様 T N F α + IF N T に よ る

相乗的活性化の 際に も関与 して い る こ と が 判明 した . さ ら に ,

今回 は 示 さ な か っ た が
,
M K N 4 5 細胞 に お い て は ,

Ⅰし1 α や

T P A も T N F α と同 一 の 転写調節領域を活性化 しⅠし8 遺伝子

を発現す るが ,
I L-1 α + I F N r , T P A + I F N T は T N F α に み られ た

よ う な 相乗効果は 示 さ な い こ と を 観察 し て お り , I F N r は

T N F α の シ グ ナ ル 伝達系を選択的 に 増幅す る こ と が 示 唆 され

た .

一

方 ,
ヒ ト 繊維 肉腫細胞株 ,

8 3 87 細胞 お い て IL-8 遺伝 子の

転写活性化 に 必 須と され る C/ E B P 様 認識配列は ,
M K N 4 5 細

胞で ほ欠失変異体や点突然変異体を 用 い た C A T ア ッ セ イ の 検

討か らそ れ ほ ど重要で は ない こ と が 判明 し, さ らに ,
ゲ ル シ フ

ト ア ッ セ イ に お い て も こ の 領域 に 結合す る蛋白 は同定 さ れ な

か っ た .

I L-1 α や T N F α 反応性 Ⅰし8 遺伝子転写調節領域 に お い て

ほ
, 今 回検討 した ヒ ト胃癌細胞を は じめ肝癌細胞 , 気管支上 皮

細脚
4)

な どの 上 皮系由来の 細胞 で は ,
Ⅰし1 α や T N F α 反応 性

IL-8 遺伝 子転写調節領域は A P-1 と N F-k B 様認識配列が関与

する の に 対 して ヒ 一級椎肉腫細胞 ･ 星状細胞腫 ･ 神経膠芽細胞

腫な どで は -

9 4 ～
-

71 b p に 存在す る C/ E B P お よび N F-k B 様

核蛋白認識配列が関与す る こ とか ら
,
I L- 8 遺伝子転写調節領域

は これ ら細胞系間で異な り , そ れ ら領域 に 結合す る転写因子も

ま た各細胞系間で異な る可能性が 示 唆さ れ た . 細胞系に おけ る

こ の ような 相違は細胞膜上 に存在す る受容体 の 数や タ イ プ の 連
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い に 起 因す るの かも しれ な い . Ⅰし1 α や T N F α に そ れ ぞれ 2 つ

の タ イ プの 受容体 の 存在が報告 され て お り
婚)46)

,
こ れ ら の 受容

体の 細胞膜上 の 分布の 差異も当然考 え られ る . した が っ て
,
こ

れ らサ イ ト カ イ ン は各細胞系 で タ イ プ の 異な る 受容体 に 結合

し
, 異 な る細胞内シ グナ ル 伝達系を活性化 し, 異な る転写因子

を 活性化する の か も しれ ない .

一 方 , 転写因子 が各細胞系 の 間

で 異な る こ と は よく知られ て い る こ と で ある . た とえ受容体以

降同 一 の シ グナ ル 伝達系を活性化 した と して も, 異な る転写因

子 が活性化 され る可 能性も考え られ る . Ⅰし8 遺伝子 発現 の 転写

活性化 に 関与す る転写因子 が い か に 調節 ■ 制御 され て い る の か

を 明 らか に する こ とは細胞系 で異 な る転写調節機序の 解明に つ

な が るもの と 思わ れ る .

興味深い こ と に ,
ゲ ル シ フ I ア ッ セ イ に よ る解析か ら , Ⅰし8

遺伝子 の 転写活性化国子で ある A P-1 お よび N トkB 様核蛋白

の 両核蛋白は , I L-8 遺伝子 の 相乗的発現時に 相乗的に 誘導 され

る こ と が観察され た . 以上 の 結果 よ り ,
ヒ ト胃癌細胞 M K N 4 5

細胞に おけ る T N F α+ IF N r に よ る相乗的 IL-8 産 生誘導は ▲

I F N T に よ る T N F α 受容体の 発現増強を介 さな い ,
受容体以降

の レ ベ ル で の IF N T に よ る T N F α 細胞 内シ グナ ル 伝達系の 選択

的増幅活性化に 起因する転写田子 の 相乗的活性化誘導 を通 じ

て
,
Ⅰし8 遺伝子の 相乗的発現がもた ら さ れ る もの と結論 され

た .

結 論

サ イ ト カ イ ン 刺激に よ る ヒ ト 胃癌細胞 に お け る IL-8 産生誘

導能を試験管内に て 検討す る とと もに T N F α+ IF N r に よ る相

乗的 Ⅰし8 産生誘導機序の 分子生物学的解析 に よ り以下 の 結果

を得た .

1 . 今 回 検 討 した ヒ ト 胃 癌細胞株 9 株 中 8 株 に IL-1 α,

T N F α , T N F α + I F N T に よ り IL-8 蛋白の 産生誘導 が観察され ,

こ の うち M K N 45 . K A T O Ⅲ を は じめ 4 株は T N F α + I F N T に よ

り相乗的に IL-8 蛋白を塵生誘導 した . また , こ れ ら誘導 され た

Ⅰし8 蛋白は生物活性を持 つ こ とが判 明 し, T N F α + IF N γ に よ

り相乗的な生物活性 の 増強 が観察 され た . 感染 ･ サ イ ト カ イ ン

治療 ･ 免疫補助療法 な どに よ り胃癌細胞自らが Ⅰし8 を 産 生 誘

導 し , 主要局所 へ の 白血球浸潤の 第
一 段 階と な る可 能性 を示 唆

した .

2 . S c at c h a r d 解析か らIF N T は ヒ ト胃癌細胞株 M K N 4 5 細

胞膜上 の T N F α 受容体の 数や 親和性に 変化 を与 え な い こ と が

判 明 し, さ らに ,
m R N A の 安定性 の 検討か らも IF N γ に よ る

I L 8 m R N A の 安定化 ほ T N F α+ I F N T に よ る m R N A の 相乗的

発現に 関与 しな い こ とが 明 らか とな っ た .

3 . Ⅰし8 遺伝 子上 の A P-1 と N F,k B 様 蛋 白認識配列が

IL-8 遺伝 子 の 相乗的活性化に 相互 に 関与する と とも に ,
これ ら

転写調節領域 に 結合する転写因子 ( A P◆1 と N F
- k B 様 核蛋白)

も相乗的に 誘導活性化 され る こ と が判 明 した .
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