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ヒ ト単球 の イ ン タ ー ロ イ キ ン 6 遺伝子発 現 に対す る

イ ン タ
ー ロ イ キ ン 1 お よび腫瘍壊死因子

くT N F － わ の 役 割

金沢 大 学医学 部小児科学講座 は 任 こ 谷 口 昂教授う

加 藤 公 孝

く平 成 3 年 4 月10 日受付1
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ヒ ト単 球 が産 生 す る サ イ ト カ イ ン くモ ノ カ イ ン1 の 発 現 は 他 の モ ノ カ イ ン に よ っ て 自 己 分泌

くa u t o c r in eI 的 に 制御さ れ て い る 一 単球 が産 生 す る サ イ ト カ イ ン の ひ と つ で あ るイ ン タ
ー

ロ イ キ ン 6

くi n t e rl e u k i n ． 6
，
l L － 61 の 発 現 が

， 他の 単球由来の モ ノ カ イ ン
， イ ン タ

ー

ロ イ キ ン 1 P くin t e rl e u k i n －1 P ．

I L －1 卵 ， 腫瘍壊死 因子 くt u m o r n e c r o si s f a c t o r
－

a
，

T N F －

a l ，
I L ， 6 自身な ど に よ り い か に 制御 され てい

る か を調 べ た ． ヒ ト末椅血 単核細胞 くp e ri ph e r al b l o o d m o n o n u cl e a r c ell s
，
P B M C l を用 い て I し6 産生

が各 サイ トカイ ン の 組み 換 え型 くr e c o m b i n a n tJ 標品お よ び抗 ヒ ト I L －1 P 抗体で どの よう に 影響 を受 け

る か を検討 し た ■ P B M C を組 み 換 え型 イ ン タ ー

ロ イ キ ン 1 P くr e c o m b i n a n t I L － 1 P ．
rI L ．1 鋸 お よ び組

み換 え型腫瘍壊死 因子 くr e c o m b i n a n t t u m o r n e c r o si s f a c t o r － a
．

r T N F －

a l で 刺激 す る と ． 上 清 中の

IL ． 6 活性 は リ ボ多糖く1i p o p ol y s a c c h a ri d e
，
L P SI 刺激 の 場合と 同程度誘 導され た ． I L －6 メ ッ セ ン ジ ャ

ー

R N A くm e s s e n g e r R N A
，

m R N A J 発 現 も
，

rI し1 P お よ び rT N F －

，r 刺 激 培 養 時 に 認 め ら れ た ．

P B M C の I し1 P m R N A の 発現 は rT N F ．

a 刺激で認 め られ
，

さ ら に rI L －1 P 自 身の 刺激でも 誘導さ れ

た ． 単球の 細胞表面 マ ー カ ー で あ る C D 1 4 に 対す る単 ク ロ
ー

ン 抗体 を用 い た免疫蛍光法と原位分子雑種

形成くイ ン ． サ イ ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン
，
i n sit u h y b rid i z a ti o nl を組み合 わせ て

，
rI L －1 P あ る い

は r T N F －

a 刺激 P B M C に お け る I L －1 P ，
I L 6 各 m R N A 発 現細 胞 の 同 定 を試 み た と こ ろ 全 て

C D1 4 陽性 単球 で あ る こ とが 判明 し た － ま た 各種刺激 に よ る I し6 遺伝子 発現 の 経時的変化 を解析 し たと

こ ろ
，

r T N F －

L T 刺激時の I L －6 m R N A の 発 現誘導 は rl L －1 P 刺激の 場 合に 比較 し遅延し
，
12 へ 2 4 時間後

に ピ ー ク を 認め た ． さ ら に 重 要 な こ と と し て ，
r T N F －

a 刺激 IL － 6 m R N A 発現誘導 の 系 に 予 め抗 IL －1

抗体 を添加 し て 培養 する と
，

r T N F －

ぽ に よ る 工し6 遺伝子 発現 が 部分的 に 抑制さ れ た ． こ れ ら 工し1 や

T N F－a に よ る I L －6 遺伝子 発 現 の 誘導と は対照 的に
．
I し6 自 身は L P S 刺激 時の み な ら ず I L I P や

T N F －

ぼ 刺激 に よ る I し6 遺伝 子発現 の 誘 導に 抑制的に 働 く こ と が 示 さ れ た ． 以上 の結果か ら ， 単球上 で

モ ノ カ イ ン が 形 成す る サ イ トカ イ ン ．

ネ ッ ト ワ ー ク の カ ス ケ イ ドの 中 で ， T N F 一

皮 は今回検 討 し た 主 要

な単球由来 サイ ト カ イ ン の 中で 最 も 中心 的役割 を担 っ て お り
． 単球で は ま ず T N F －

ぽ に よ り I し1 産 生

が誘導され
， 産生 さ れ た 工し1 が オ ー

ト ク ラ イ ン に 工L t 6 発現 を誘導す る と い う カ ス ケ イ ドが存在す る 可

能性が示 さ れ た － さ ら に IL－6 は単 球に お け る こ れ ら サ イ ト カ イ ン の 誘導の 最終産物 で
，

こ の サ イ ト カイ

ン ．

ネ ッ ト ワ ー ク に 対し て ネ ガ テ ィ ブ ． フ ィ
ー ド バ ッ ク ． シ グ ナ ル を 与え て い る 可能性が示 唆さ れ た ．

K e y w o r d s i n t e rl e u k i n －6
，

i n t e rl e u ki n －1
，

t u m O r n e C r O Si s f a c t o r －

a
，

m o n o c y t e
，

C y t O k in e n et w o r k

A b b r e v i ati o n s こ C D N A
，

C O m P l e m e n t a r y D N A 三E a
－

3 2

Pコ d C T P
，
d e o x y c y tid in e 5

，

－仁a
霊

Pコ
．triph o s p h a t e ニ D T T

，
dithi ot h r eit ol ニ E L I S A

，
e n Z y m e －1in k e d i m m u n o s o r b e n t a s s a y i l L － 1

，

int e rl e u k in ．1 i I し6
，
i nt e rl e u k i n －6 ニ k b

，
k il o b a s e p ai r s 三 L P S

，
1i p o p oly s a c c h a rid e i M M T

，

3 －t4 ，
5 － di m e th y lth i a z ol －2 －

yり－2
，
5 － d ip h e n y トt et r a z oli u m b r o m id e ニ m R N A

，
m e S S e n g e r R N A ニ



4 6 6 加

イ ン タ ー

ロ イ キ ン 6 くi n t e rl e u ki n －6
，
I し61 は

，

ヒ ト

B 細 胞 分 化 因 子 くB c ell s ti m u l a t o r y f a c t o r 2
，

B S F ．21 と し て C D N A くc o m pl e m e n t a r y D N A I が ク

ロ ー ニ ン グ さ れ
， 従来 よ り 研究 さ れ て い た イ ン タ

ー

フ ェ ロ ンP 2 くi n t e rf e r o n P 2，
I F N P 21 ，

2 6 キ ロ ダル ト

ン 蛋 白 ， 肝 細胞 刺 激 因 子 くh e p a t o c y t e
－

Sti m u l a ti n g

f a c t o r
，
H S Fl ，

ハ イ ブ リ ド
ー

マ ． プ ラ ズ マ サイ ト
ー

マ

増 殖 因 子 くh y b rid o m a l pl a s m a c y t o m a g r o w th

f a c t o r
，
H P G Fl と 同 一 分子 で あ る こ と が 次々 と 明 ら か

に な っ てき てい る
1 ト 5l

． こ の 分子 は
， 多彩な 生物 活性 を

持ち免疫反応お よ び炎症 反応 に お け る複雑な 調節機構

を制御 す る因子 と して 注目 を集め て い る
即 I

． そ れ ら 多

岐に わ た る生物学的活性の 中 で も
， 特 に 工し6 が 持 つ

急性 期蛋白の誘導能は 感染や 組織障害時 に お け る生態

防衛反応の
一 つ と して 重要な 意義 を持 っ て い る

棚 一 期

最近の報告 で は
，
1 し6 は骨髄 に お け る血小板産生 を誘

導す る こ と も明 か に され て い る
Il ト 籾

． なお I し6 は生体

内で 様々 な細胞 か ら産 生 さ れ る こ と 報 告 さ れ て い る

が
，

その 生理 的に 最も主要 な産生細胞 は単球 ． マ ク ロ

フ ァ
ー

ジ系細胞 で ある と考 え ら れ て い る
1 哺

正 常人 の 血清中に は 工L － 6 活性 は ほ と ん ど検 出で き

ず ， 末 梢 血 中 の 単 球 に も IL －6 m e s s e n g e r R N A

くm R N A りま構成的に は発 現さ れ て は い な い が
，

マ イ

ト ー ゲ ン
， 細菌成分， 多く の サ イ トカ イ ン な どの様 々

な 刺激 で 1L t6 は 単球 よ り 直 ち に 産 生 ． 分 泌 さ れ

る
岬 瑚

． 単球 に お ける 工L －6 遺伝 子 発現の 制御 機構を調

べ る に 当た っ て
，
他の 単球 由来の サ イ ト カイ ン くモ ノ

カイ ンl
，

す なわ ちイ ン タ
ー

ロ イ キ ン 1 くi n t e rl e u ki －

n
－ 1

，
Iし11 と腫 瘍壊 死 因子 くt u m o r n e c r o si s f a c t o r

一

皮
，

T N F 一 両 が 強い 工し6 産生誘導能 を有す る こ と は

重要 な 点 と 考 え ら れ る
1 仰 I

． T N F 一

ぽ は 単球 に 対 す る

工し6 誘導能 を持つ と 同時 に
， 単球 か ら の 工し1 産生も

誘導す る
21I

． ま た
，
I し1 は 単球 に 対す る I し1 自 身の 発

現 ． 産生誘 導能 を持つ こ とが 知 られ て き て い る
221

． こ

のよ うな 工し1 お よ び T N F －

ぼ の単球 へ の サ イ ト カ イ

ン 誘導作用が解析 され るの と平行 して
， 近年 ， 末梢血

単球 細 胞 表 面上 に I し1 リ セ ブ タ ー くi n t e rl e u k i n
－ 1

r
－

e C e p t O r
，
I L － 1 Rl と T N F －

a リ セ プ タ
ー

くt u m o r

n e c r o si s f a c t o r
－

a r e C e p t O r
，
T N F ．

a 即 の 存在が 確認

さ れ た
紬 I

． さ ら に 最近の 研究で は I し6 の レ セ プ タ
ー

くi n t e rl e u k i n －6 r e c e pt o r
，
I し6 Rl も単球上 に 同定 さ れ

N D
，

n Ot d e t e ct e d ニ P B M C
， p e rip h e r al bl o o d

藤

て い る
お，

． こ れ ら モ ノ カイ ン 同士 が 持 つ 協 力作用やお

互 い の 誘 導効 果は
， 微 生物が侵入 した 際や組織障害時

に 即座に 生体 防御機構 を 活性 す る の に 必 要な生物学的

増幅機構の
一 つ で あ る か も知 れ な い 抑

． しか しな がら
，

1 し6 が 工L － 6 自身の 遺伝子発 現の 制御 に どの 様に か か

わ っ てい る の か
，

ま た 工L t6 は逆 に 工し1 や T N F ．

仕 の

産生 を誘導す るか どう か に つ い て は 未だ 解明さ れてい

な い
．

本 研 究 で は
，

組 み 換 え 型 くr e c o m b i n a n tl Iし1
，

T N F －

ぼ お よ び 1 し6 標 品
，

また 抗 ヒ ト I し1 抗体を用

い て単球 の 工し6 遺伝子 発現 に 対す る各サ イ トカイ ン

の 効果 を検討 し た ． そ の 結果 ，
T N F ． ぽ が 単球 に お け

る そ の他 の モ ノ カイ ン の産生
． 発現 に 中心 的役割を演

じて い る こ と
，

ま た I L －6 は モ ノ カイ ン の 誘導 に ネガ

テ ィ プ ． フ ィ
ー

ド バ ッ ク ． シ グナ ル を送 っ て い る こと

が判 明 した ．

材料お よ び方 法

1 ． 材 料

成人末梢血 は
，
2 5

ノ
ー 3 5 歳ま で の 健康 成人 有志より ヘ

パ リ ン 加静脈 血 採取 に よ り得た ．
ヒ ト組 み換え型王L －6

くr e c o m b i n a n t i n t e rl e u ki n ． 6 ，
rI し61 は 大阪大学細胞工

学セ ン タ
ー

， 平野 俊夫博士 よ り供与さ れ ， その特異活

性 は 1 し6 反 応 性 エ プ ス タ イ ン ． バ ー ウ イ ル ス

くE p s t ei n
－ B a r r v i r u sJ 感染細胞株 で あ る S K W 6 rC 14 を

用 い た ア ッ セ イ 法 で 5 x l O 町ノm g の 標品 を用 い た
1I

．

ヒ ト組 み換 え塾 I し1 P くr e c o m b i n a n t i n t e rl e u k i n － 1P

くr e c o m bi n a n t i n t e rl e u k i n －1 P ，
rI し1 P l く2 x l O

7
U l

m gl は大塚製 薬株式会社 く徳島1 ， 平井嘉勝博士よ り供

与 さ れ た も の を ，
ま た と 卜 組 み 換 え 型 T N F 虻

くr e c o m bi n a n t t u m o r n e c r
．

o si s f a c t o r
－

a
，

r T N F ． 両

く4 ． 8 X l O
7
U ノm gン は サ ン トリ

ー

株 式会社 く東動 か ら供

与さ れ た ．

工1 ． 培養 条件

成 人末棺血 をリ ン酸緩衝液生理 食 塩水 くp h o sp h a te ．

b u ff e r e d s a li n e
，
P B S l くp H 7 ． 21 で 2 倍 に 希釈した

後 ，
Fi c oll － H y p a q u e L y m p h o p r e p くN y c o m e d A s ．

O sl o
，
N o r w a y いこ重層 し

，
4

0

C 4 0 0 X g で30 分間遠心

し た ． 中間 層の 末 棉 血 単核 細 胞 くp e ri p h e r a l bl o od

m o n o n u cl e a r c ell s
，
P B M CI を採 取 し，

P B S で 3 回洗

浄後 ， 細胞数 5 x l Oソm l に 調整 ，
ペ ニ シ リ ン 2 00U ノ

m o n o n u cl e a r c ell s ニ P B S
， p h o s p h at e ．b uff er ed

s ali n e ニ rI L － 1
，

r e C O m b i n a n t i n t e rl e u k i n － 1 i rI L － 6
，

r e C O m b in a n t i n t e rl e u k i n － 6 ニ r T N F ．

a ，

r e c o m bi n a n t t u m o r n e c r o sis f a ct o r －

a 三 S D S ， S O d i u m d o d e c yl s ulf a t e ニS S C
，
S t a n d ar d s ali ne

cit r a t e ニ T N F －

a
，

t u m O r n e C r O Sis f a ct o r －

a 三仁a
－

35

Sコ U T P
， L a

－

3 5

Sコ u ridi n e t rip h o s p h at e



ヒ ト単球 のイ ン タ ー ロ イ キ ン 6 遺伝子 発 現調節機構

m り，
ゲ ン タ マ イ シ ン く1 叫 gノ m り．

タ イ ロ シ ン

tT yl o ci n e
，
6 0 JL gJ m ll を 含 む R P M I － 1 6 4 0 培 養

くGIB C O いこ浮遊 させ た ■ 培養 に は ポ リ プ ロ ピ レ ン ．

チ ュ
ー ブ くF al c o n p o l y p r o p yl e n e

，
N o ．2 0 0 5 ニ B e c t o n

Di c ki n s o n 8 t C o ．
，
L i n c ol n P a r k

，
N J ，

U S A l に 1 m l

ずつ 分注し，

一

定時間 ， 炭酸ガ ス培養 器に て37
8

C
，
5 ％

CO 2 存在下で培 養 した ． 培養開始時 に rl し1 月 2 0 n g ノ

m l ，
r T N F －

a 2 0 n gl m l を
，

ま た リ ボ 多糖 く1i p o p ol y
－

s a c c h a rid e ，
L P Sンt D if c o L a b o r a t o ri e s

，
D et r oi t

，
M l

，

U S Al は至 過渡度 の 1 JL g J
I
m l をそ れ ぞ れ 添加 し た

271
．

皿
．
I し6 活 性

．
王し1 月量 お よ ぴ T N F － ぼ 量 の 測 定

工し6 活性の 測定は
，
大阪大学細胞工 学セ ン タ

ー

， 平

野俊夫博士 よ り供与 さ れ た マ ウ ス ハ イ ブ リ ド
ー

マ ． ク

ロ ー ン M H 6 0 ． B S F 2 くm u ri n e h y b ri d o m a cl o n e
，

M H 6 0 ．B S F 21 を用 い た 細胞増殖反 応 に よ り行 っ た
加－

．

M H 6 0 ．B S F 2 の増殖 に つ い ては ，
3 ．く4 ，

5 －di m e th ylth i a
－

Z Ol －2 －

ylJ －2
，
5 ．di p h e n yl t e t o r a z o li u m b r o mi d e くM M T

，

Sig m a C h e m i c al C o ．
，
S t L o ui s

，
M O

，
U S A J を用 い た

比色定量 法に よ り ，
5 5 0 n m に お け る吸光度 を酵素免疫

測定装置 くE LI S A A n al y z e r E A R 4 0 0 ニ S L T － L a b i n s ．

tr u m e n t s
，
S al z b u r g ，

A u s t ri aJ で測 定 した ． I L － 6 活性

は rI L－6 に よ り得 られ た標準曲線を も と に 算 出し た ．

培養上 浦中の 工し1月 の 定量 に は抗 ヒ ト I L －1 月 マ ウ ス

単クロ
ー ン 抗体お よ び 抗 1L －1 月 家兎抗 血 清 を 用 い た

酵素結合免疫 吸 着定 量 法 くe n z y m e
．1 in k e d i m m u n o s －

O rb e n t a s s a y ，
E L IS A I キ ッ トく大塚製薬1 を

，
T N F －

a

の定量 に は E L I S A に よ る T N F T e s t K it くBI O K －

I N E
T M

，
T c ell s ci e n c e I n c ．

，
C a m b rid g e ， M A

，
U S A J

をそれ ぞれ使用 した ．

IV ． I し6 お よ ぴI し1 月 m R N A 発 現 量 の 測定

IL － 6 お よ び IL － 1 P m R N A 発現量 の 測定は ノ ー ザ ン

プロ ッ トお よ び ド ッ ト プ ロ ッ ト ． ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー

シ ョ ン法 に て 行 っ た ． 刺 激 培 養 後 P B M C よ り 全

R N A を C h o m c z y n s k i らの 方法
29，

で 抽 出し ノ h

ザ ン

プロ ッ ト ． ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー

シ ョ ン に 供 した ． 各検体

毎に全 R N A 5 JL g を変性 させ た後 ，
ホ ル ム ア ル デ ヒ

ドを含む 1 ％ア ガ ロ
ー ス ー

ゲル で電 気泳動 し ， 毛細管

現象に よ り 20 x st a n d a r d s ali n e ci tr a t e くS S Cンく3 M

N a Cl
，
0 ． 3 M ク エ ン 醸 ナ ト リ ウム 軌 に て ナイ ロ ン ．

メ ンブラ ン ． フ ィ ル タ
ー

に R N A を移行 させ た ． ド ッ

ト ． プロ ッ ト用 に は m i t e ら の 方法ヤ に 準 じ て 抽出 し

た細胞質内 R N A を周 い た ． 核除去細胞 質溶解物を段

階希釈し
． 変性後 ナイ ロ ン ． メ ン プ ラ ン ． フ ィ ル タ ー

に吸引吸 着さ せ た ■ 次 に
， 各 フ ィ ル タ

ー

を風 乾後 ， 8 0
．

C 2 時間熱処理 し て R N A を膜 に 固定 し た ．

ハ イ プリダイ ゼ ー シ ョ ン は
，

プ レ ハ イ プ リ グイ ゼ ー

4 6 7

シ ョ ン溶液 く50 ％ ホ ル ム ア ミ ド
．
5 x S S C

，
5 x D e n h a

－

rd t
，

s s o l u ti o n
，
5 0 m M N a H P O 4

，
0 ． 1 ％ S D S くS O d i u m

d o d e c yl s ulf a t e L O ． 2 m g J
I
m l 熱変性 サ ケ 精子 D N A

くs al m o n s p e r m D N A
，

S S D N A Iナ 中で65
O

C 2 時間行っ

た ． プ レ ハ イ プ リ グ イ ゼ ー シ ョ ン 溶 液 除 去 後
，

5 x l O t p m J m l の標識 プ ロ ー プ D N A を含む新 た な プ

レ ハ イ プ リダ イ ゼ ー シ ョ ン 溶液 を加 え た ． ブ ロ
ー プ

D N A と し て平野 博士 く大 阪大学
，
大齢 より 供与さ れ

た ヒ トI し6 c D N A の T a q I － X b a I フ ラ グメ ン ト
， 平

井 博 士 く大 塚 製 薬1 よ り 供 与 さ れ た ヒ ト 1 し1月

C D N A
31，

の P st トH i n d III フ ラ グ メ ン
， P

－

ア ク チ ン

C D N A
32，

の B a m H l － P v u II フ ラ グメ ン そ れ ぞ れ を
，

d e o x y c y ti di n e 5
，

－E a
32
Pコ tri p h o s ph a t e くF a －

3 2
Pj

d C T P H ウ3
，
0 0 0 C iJ

，
m m o ll を標識基 質と して マ ル チ プ

ライ ム D N A ラ ベ リ ン グ シ ス テム げ マ シ ャ ム ． ジ ャ

パ ン
， 東京1 を用 い て標識 し た ． そ の標識ブ ロ

ー

プ と

4 2
0

C 1 6 時間 ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ た 後 ，

2 x S S C に て15 分洗浄 ． さ ら に0 ．1 ％S D S を含む0 ． 1 X

S S C に て 65
0

C 3 0 分処理 を 3 回 線 り 返 し た ． 乾燥後 ，

X 線 フ イ ル ム くH y p e rfil m
T トt

－ M P
． アマ シ ャ ム ． ジ ャ

パ ン
， 東京1 に 密着させ て－80

8

C で約24 時間オ ー ト ラ

ジオ グ ラ フ イ
ー

を行 っ た ． c D N A と ハ イ プ リ ダイ ズ し

た m R N A の 定 量評 価 に は バ イ オ ． ア ナ ラ イ ザ
ー

くBi o
－ A n al y z e r l O O

，
フ ジ写真 フ イ ル ム 株式 会社 ， 東

京1 を用 い た ．

V ． リ ボ ． ブ ロ ー ー ブ くri b o p r o b e
，
R N A p r o b eI の 作

製

I L －6 お よ び IL －1 P m R N A 検出用 の リ ボ ． ブ ロ ー プ

を作製す る 目的で ，
I L －6 c D N A の T a q I － X b a I フ ラ

グ メ ン トお よ び I L －1 P c D N A の P s t I － P vu 1I フ ラ グ

メ ン ト を そ れ ぞ れ 発 現 ベ ク タ
ー

p G E M 3 t P r o m e g a

B i o te c ，， M a d i s o n
，
W I

，
U S A l の A c c I － X b a I サ イ ト

お よ び P st トH i n c II サ イ ト に サ ブ ク ロ
ー

ニ ン グ を

行 っ た ． そ の I し6 c D N A お よ びI L－1 P c D N A を サ ブ

ク ロ ー ニ ン グ さ れ た各 ベ ク タ
ー

を制 限酵素 で 切 断の

後 ，
T 7 ま た は S P 6 R N A ポ リ メ ラ ー ゼ くR N A

p o ly m e r a s eI お よ び E a －

3 5

Sコ u rid i n e t ri p h o s p h a t e

く仁a ．

35

Sコ U T P
，

ア マ シ ャ ム ． ジ ャ
パ ン1 を 用 い て

35
S 標 識 ア ン チ セ ン ス くa n ti s e n s el お よ び セ ン ス

くS e n S el リ ボ ． プ ロ
ー

ブ を作製 した ．

V工
． イ ン ．

サ イ ツ ． ハ イ ア リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン くi n

Si t u h yb ridi z a ti o r Ll

イ ン ー サイ ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ
ー シ ョ ン は 前に 我々

が 報告し た方法 で次 の よ う に 行っ た
15I

． ま ず
． 培 養細

胞を 予 め マ ウ ス 抗 ヒ ト C D 1 4 単ク ロ
ー ン 抗体 くO rth o

Di a g n o s ti c S y s t e m
，
K ． K ．

， 勅 封 お よ び 山羊抗 マ ウ



4 6 8

ス I g G 抗体 を用 い て間接的免疫蛍光染色 し た後 ，
ガ ラ

ス ． ス ライ ド上 に サ イ ト ス ピ ン 標本 を作製 した ． 次に

4 ％パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドノP B S で 固定後 ， グリ シ ン

処理 し ．
エ タ ノ ー ル に て 脱水 ． 風乾 し た ， そ し て 1 0

J L l の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン 溶液 ilO
6
c p m

35

S 標 識

ri b o p r o b e
，
5 0 ％ ホ ル ム ア ミ ド

，
2 x S S C

，
1 0 m M デ ィ チ

オ ス レ イ ト
ー ル くdithi o th r ei t ol

，
D T T l ，

1 m gl m l 熱変

性 s s D N A
， 2 m gl m l 牛血清 ア ル ブ ミ ン くb o v i n e s e r u m

al b u m i n
，
B S A Iナ を滴下 し

，
5 0

O

C で1 6 時間イ ン ． サ イ

ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を行 っ た ． 5 4
0

C の5 0 ％ ホ

ル ム ア ミ ド12 X S S C で 洗浄後 ，
R N A 分解 酵素 く100

JL gl m l R N a s e A くSi g m aJ ，
1 J L gノ m l R N a s e T l

くB eh ri n g e r M a n n h ei m B i o c h e m i c a l s
，
I n d i a n a p o li s

，

工N
，
U S 朗ナ処理 を行 っ た ．

エ タ ノ
ー

ル 脱水後 の ス ライ

ド ． ガ ラ ス は
，

N R － M 2 エ マ ル ジ ョ ン くコ ニ カ株 式会

社， 東京I で コ
ー

ト した後 ， 4
0

C で 3 日 間オ
ー

ト ラ ジ

オ グラ フ イ
ー

を行 っ た ． 現像 に は D －1 9 デ ベ ロ ッ
パ ー

くE a s t m a n n K o d a k C o m p a n y ，
R o ch e st e r

，
N ． Y ．

，

U S A l お よ び固定液 を使 用 し
， 水洗後 エ バ ノ ー ル で 包

埋 した ． 観察は位相差蛍光顕微鏡くZ ei s s
，
O b e r k o c h e n

，

G e r m a n yl で行 っ た ．

藤

成 績

l ．
P B M C の 工し1 月 ．

I し6 発 現 誘 導 に 対 す る

r工し 1月 ， rI し6 お よ び r T N F －

げ の 影響

P B M C を血 清無添加 R P M I －1 6 4 0 培地 の み で24時間

培 養 した場合 ， 表 1 に 示 す よう に 上 浦 中の I し6
，
I し1

月 ，
T N ト 虻 は ほと ん ど検出 で き な か っ た ． rI L l 月．

r T N F －

だ 添加 に よ り
， 添 加し た サイ トカイ ン 濃度依存

性に 上 清中の 1 し6 活性 の 上 昇が 工し6 依存性細胞増殖

株の 増殖反 応と して検 出さ れ た ． 同時 に
，

r工L －1 月 およ

び r T N F 一 正 添加で も ， 濃度依存性 に そ れ ぞ れ上 清中

の T N F － a
，
I L －1 P 値 の 上 昇 を 誘 導 す る こ と が

E LI S A 法 に て 確 認 で き た ． な お rI し1 P お よ び

rT N F －

ぼ 刺激時の 単球 由来 の サ イ ト カ イ ン の 塵生誘

導効果 は
，
表 1 に 示 す よう に 強力な モ ノ カ イ ン誘導因

子 で あ る L P S で P B M C を刺激 した と き に ほぼ匹敵

す る もの で あ っ た ． r工し1 月や r T N F 一

ぽ と は対照的に
，

rI L － 6 を 添 加 し て も P B M C か ら IL －1 P お よ び

T N F －

a の 産 生は誘 導さ れ な か っ た ． P B M C に よ っ て

産生 さ れ た培養上 浦 中各 サイ ト カイ ン 値の 結果と
一 致

し て
， 培 養細 胞 の I し6 m R N A 発 現 は rI L －1 P ．

T a bl e l ． I L － 6
，
I L － 1 B a n d T N F －

a P r O d u c ti o n b y m o n o k i n e
－

S ti m u l a t e d

P 王ミM C

S ti m u li
1 し6 I し1 月 T N F一皮

くU ノrn ll くp gノm ll くp gl m ll

0 ． 3 士0 ．1
1

く5 0 く5 0

r T N F －

ぽ

r工L－6

L P S

1 n gノm 1 6 ． 9 士 1 ．1

4 n gノm l 1 7 ． 3 士3 ． 0

2 0 n gノm 1 4 1 ． 3 土1 1 ． 2

1 n gノm 1 2 4 ． 5 士 5 ．
7

4 n gノm 1 4 3 ． 1 士1 7 ． 3

2 0 n gノm 1 5 3 ． 0 士9 ． 7

1 n gノm l N ．D ．

4 n gノm l N ．D ．

2 0 n gノm l N ．D ．

1 月 gノm 1 3 0 ． 4 士7 ． 1

N ．D ，

b
2 2 土1 0

N ．D ． 5 9 士21

N ．D ． 1 1 2 士27

2 1 5 士65 N ． D ．

9 5 8 士31 1 N ． D ．

1 4 8 0 士36 5 N ． D ．

く 5 0 く50

く5 0 く5 0

く50 く5 0

2 8 5 士92 7 9 士19

P B M C w e r e i n c u b a t e d i n t h e a b s e n c e o r p r e s e n c e of v a ri o u s d o s e s o f

r I L － 1 B ．
r T N F －

a a n d rI し6 0 r l Jl gノm l o f L P S ． A f t e r 2 4 h r i n c u b a ti o n ，

s u p e r n a t a n t s w e r e c oll e ct e d
，

a n d p r o vi d e d f o r e v a l u a ti o n o f I L－6
，
I し1 J3

0 r T N F －

a ． I し6 a c ti v it y w a s m e a s u r e d b y th e g r o w h of I L －6 － d e p e n d e n t

m u ri n e h y b rid o m a c ell s
，

a n d I し1 Jヨ a n d T N F －

Cr W e r e d e t e r m i n e d b y

u si n g E L I S A k it s ．

a

R e s ul ts a r e e x p r e s s e d a s th e m e a n s く士 S E M l o f th r e e s e p a r a t e

e x p e ri m e n t s ．

b
N ．

D
．， n O t d e t e r m i n e d ．



ヒ ト単球 の イ ン タ ー

ロ イ キ ン 6 遺伝子発 現調節機構

rT N F 虻 刺激で 強く 誘導さ れ た く図 い ． さら に 重 要な

こと は ，
r T N F －

a の み な ら ず rI し1 P 自 身も P B M C

による IL －1 P m R N A 発現 を誘 導し た こ と で あ る ． し

かし rI し6 添加 はI L － 1 P m R N A も I L －6 m R N A 発現

も誘導し なか っ た ． コ ン ト ロ ー ル と した ハ ウ ス キ
ー

ピ

ン グ遺 伝 子 で あ る P
－

a C ti n の 発 現 量 は rI L －1 P ，

r T N F ． a
，

rI L － 6
，
L P S の 各刺激 で 影響 を受 け な か っ

た ．

II ． I L q 6 m R N A お よ ぴ I L － 1 P m R N A 発 現 細胞の

同定

IL ．6 m R N A お よ び I L －1 P m R N A 発現 細胞の 同定

を目的に
， 既 に 報告 した 方法

15，

，
す な わ ち イ ン ．

サ イ

ツ
． ハ イ プ リグ イ ゼ ー シ ョ ン と抗 C D 1 4 単 ク ロ

ー ン

抗体を用 い た 免疫蛍光法 と を組み 合わ せ て
， 各サ イ ト

カイ ン 発現細胞 の 細 胞 表 面形 質 を 調 べ た く図 2 1 ．

rI L ．1 P 添加培養 した P B M C の 一 部の 細胞 は 強く ア ン

チ セ ン ス I し6 リ ボ ． プ ロ
ー

ブ で ラ ベ ル さ れ た く図

2A ト さら にイ ン ． サ イ ツ ．
ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

1 2 3 4 5

軋 －1 P 義 挙轟

lL 1 6

P － A c t i n

Fi g ． 1 ． I n d u c ti o n o f m R N A f o r I L －6 a n d I L －1 P
in P B M C b y rI L －1 Jヲ o r r T N F －

a
，
b u t n o t b y

rI し6 ． P B M C く2 x l O
6

ノm り w e r e c u lt u r e d f o r 3
h r w ith th e c u lt u r e d m e d i u m al o n e o r i n th e

p r e s e n c e o f rI し1 P く20 n gl m lL T N F － a く2 0 n gl
m ll ， rI L － 6 く2 0 n gJ m ll ， O r L P S u FL g l mi さ． E x p

－

r e s si o n o f m R N A f o r I L －6 ， I L － 1 P ． a n d P － a C ti n

i n c ult u r e d P B M C w a s a n a l y z e d b y N o r th e r n

bl o t h y b rid i z a ti o n 云s d e s c rib e d i n M a t e ri al s

a n d M e th o d s － E x p o s u r e ti m e w a s l d a y f o r

I し1 p a n d I L －6
， a n d 12 h r f o r P

－ a C ti n
． S ti m u

－

1 a ti o n c o n d iti o n s a r e a s f oll o w s 二 1 a n e l ，

C ult u r e m e d i u m al o n e 三 I a n e 2
，

rI L － 6 こ1 a n e 3 ，

rI し1 P 三1 a n e 4
，

r T N F －

a 三1 a n e 5
，
L P S ．

4 6 9

で 検出され た 多数の ブ レ イ ン くg r ai n sJ は C D 14 陽性

細胞上 での み 認め られ
，
C D 1 4 陰性細胞上 に は存在 し

な か っ た 個2 Bj ■ 次 に ア ン チ セ ン ス ル 1月 リ ボ ． プ

ロ
ー ブ を用 い た I L I P m R N A 発現細胞の 検 索で は

，

rI L ． 1 P 自 身で 刺激 した P B M C 中の Iし1 P m R N A 発

現細胞 は全て C D 14 陽性単球 で あ っ た く図2C
，
2 D ト

同様 に
，

r T N F －

a 刺激 P B M C の I し6 お よ び IL －1 P
m R N A 発 現 細胞も C D 1 4 陽性単球で あ っ た ． な お

．

無 刺激 お よ び rI L －6 刺 激 P B M C を ア ン チ セ ン ス

工し6 お よ び 工し1 月 リボ ． プ ロ
ー

プを用 い て イ ン ． サ

イ ツ ． ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン を試み ても バ
ッ ク ． グ

ラ ウ ン ド ． レ ベ ル の ブ レ イ ン し か 認め な か っ た ． ま

た
，

コ ン ト ロ
ー ル と して セ ン ス 工し6 お よ び 王L ． 1ノヲリ

ボ ． プ ロ ー プ を使用 し た場合．
どの 標本と も ハ イ プリ

ダイ ゼ
ー

シ ョ ン しな か っ た くデ ー タ示 さ ずト

H L r I し1 月 ，
r T N F ． げ 刺激に よ る I し6 m R N A 発

現の 経時的変化

単球 に よ る I し6 遺伝子 発現 が各種モ ノ カ イ ン に よ

り い か に 制御さ れ て い る か を 明 ら か に す る 目 的 で
，

rI L － 1 P お よ び r T N F －

a 刺激後の IL － 6 m R N A 発 現 の

経時的変化を調 べ た く図 3 1 ． P B M C の 無添 加培 義 で

は
，

い ず れ の 培 養時間で も ほ とん ど王L－6 m R N A 発 現

は認め ら れ な か っ た ． こ れ に 対し
，
L P S 添加 の 場合

，

I L －6 m R N A は 培糞後直 ちに 検出さ れ
，

3 時 間で最大

と な り
，
2 4 へ 4 8 時間後に は も との 値 に 戻 っ た ． r工L － 1 月

刺激後 の I L －6 m R N A 発現 は
，
L P S 刺激の 場合 に 比 べ

幾分遅れ ， 6 時間後 に極値と なり ， 1 2 へ 2 4 時間比 較的

高い 値 を維持 した ． r T N F －

Lr 刺激 の 場合は ， r T N F ．

a

添加後 6 時間ま で は I し6 発 現 は比 較的少な く ， し か

し培養 6 時間後よ り 徐 々 に 上 昇 し
，

1 2 へ 2 4 時間 後 に

I L ．6 m R N A 発現 は最大と な っ た ． こ れ ら の 結果 は
，

単球の 工L －6 遺伝 子 発 現 誘導 に お し 1 て I L－1月 お よ び

T N F一ば の 作用 機序が異 なる 可 能性 を示 唆し て し ユ る ．

IV ． T N F 一 皮 の I し6 m R N A 発 現誘 導効果 に対 す る

抗 ヒ ト I し1 抗体 の 影響

こ れ ま で に 得 らj L た結 果か ら ， 単球の
一

連 の モ ノ カ

イ ン 産 生 に お い て
，

T N F － ぽ が 単 球 に 作 用 し て 圭 ず

王L－1ノヲ を誘導 し
，

分泌 さ れ た ル 1 月 が 自己 分 泌 ま た は

傍分泌 t p a r a c ri n e 用勺に 単 球 に 作用 して II ．
J6 を誘 導す

る とし1 う カ ス ケ イ ド ， す な わ ち T N F －

ぽ が 中心 的 役割

を ま た 1L ． 1 は 中間的役割 を担 い
． き ら に 1 し6 は これ

ら1．
一連の モ ノ カ イ ン の 最終産物て

－

ある とし 1 う カ ス ケ イ

ドの 存在が 想定さj L た ． そ こ で r T N F ． 丑 に よ り 誘導

さ れ る P B M C の I し6 産 生に 対 する 抗 ヒ ト IL－1 抗体

の 影響 を検討 し た ． 家兎抗 ヒ トI し1 仔 抗体 お よ び家兎

抗 ヒ ト IL －1 P 抗体 の 存在 下
，
非存 在下 で P B M C を



4 7 0 加

r T N F －

a で刺激 し
，
1 2 時間後の IL － 6 m R N A 発現お よ

び24 時間後の 上 清中の I し6 産生 を測定 し た と こ ろ
，

抗 IL －1 抗 体存在 時 に 有 意 に 工し6 産 生 お よ び 工し6

m R N A 発現 の 抑制 が 認 め ら れ た く図 4 1 ． な お
， 抗

工し1 仔 抗体 また は抗1 し1 月抗体 い ずれ か を添加 し た場

合 は
， 両抗体を 同時添加 した 場合 に 比 べ

，
r T N F － ぼ 刺

激 P B M C の I し6 産生 お よ び I L －6 m R N A 発現 の抑

制効果は 弱か っ た ． こ の 抗 I し1 抗体 を用 い た 実験結

果 は
，

r T N F －

q 刺激 に より 単球 で 産生さ れ た I し1 が

自 己 分泌ま た は傍 分泌的 に 単球 を刺激 し 工し6 産 生 を

誘 導す るカ ス ケ イ ドが 存在す る 可能性 を示 して い る ，

V ． r l し6 に よ る I し6 遺伝子 発 現抑 制 効果

最後に
，

rl し1 月お よ び rT N F 一 ぼ に よ り誘導さ れ る

P B M C の I し6 m R N A 発現 に 外 来性 の rI L ． 6 が どの

様 な 影響 を 及 ぼ す か 検 討 し た ． P B M C に rI L ． 6

く10 0 n gノm りを 添加 し30 分間前培 養を施 行
，
培養液で 2

回 洗浄後 rl し1 P ，
r T N F －

a あ る い は L P S 添加 6 時間

藤

培養 を施行 し た後
，
I L －6 m R N A 発現量 の 変化 をノ ー

ザ ン プ ロ ッ ト ． ハ イ プ リ グ イ ゼ ー シ ョ ン に て 評価し

た ． 図 5 に 示 す よう に
，

rI L －1 P ，
r T N F ．

a
，
L P S い ず

れ の刺激 に お い て も30 分 間の rI し6 の 前培養 に よ り

工し6 m R N A 発現は 抑制 を受 ける こ と が わ か っ た ． こ

の 1 し6 m R N A 発現抑制効果 は
，
2 4 時間後採取した培

養上 清中の 工L － 6 活性 に も現れ て い た くデ
ー

タ示 さずI ．

こ の IL － 6 m R N A 発現抑制効果は
，

rI L － 6 1 n gl mi 前

処 理 の 場合 に も 既に 認め られ た が
，

r工し6 1 0 0 n gノm l 添

加時 に お い て 最大で あ っ た ． こ の こ と は L P S 刺激の

み な らずモ ノ カイ ン く工し1
，
T N ト 丑I 刺激 で 誘導され

るI し6 遺伝子 の 転写活性化 はl し6 自身に よ り抑制効

果 を受 け る こ と を示 して い る ．

考 察

I L －6
，
工し1 お よ び T N F 一

皮 は
，
単球ノマ ク ロ フ ァ ー ジ

系細胞 で 主と して 産生 さ れ
，
感染や 組織障害時に ける

Fi g ． 2 ． I d e n tifi c a ti o n o f c ell s e x p r e s si n g m R N A f o r I L － 6 0 r I し1P b y i n si t u h y b rid i z a ti o n － P B M C

w e r e c u lt 。r e d w i th 20 n gl m l o f rI L － 1 P f o r 4 h r ． C ul t u r e d P B M C w e r e st ai n e d w ith a n ti － C D 1 4 m A b

a n d rh o d a m i n e i s o th i o c y a n a t e
－1 a b el e d a n ti － m O u S e I g G a n ti b o d y ，

a n d d e p o sit e d o n t o gl a s s slid e s －

T h e s e slid e s w e r e s u bj e c t e d to i n sit u h yb ri di z a ti o n w ith
35

S －1 a b el e d a n ti s e n s e I し6 p r o b e くA ，
Bl o r

a n ti s e n s e I L － 1 P p r o b e くC
，
D l ． T h e s a m e a r e a s w e r e p h o t o g r a p h e d b y u si n g p h a s e c o n t r a s t li gh t tA ，

C I a n d fl u o r e s c e n c e m i c r o s c o p y くB ，
Dl ． I t w a s h e r e sh o w n th a t o n l y C D 1 4

＋

c ell s w e r e st r o n gly

h yb ridi z e d w ith a n ti s e n s e Iし6 0 r I し1 P rib o p r o b e ．



ヒ ト単球 のイ ン タ ー ロ イ キ ン 6 遺伝子 発現調節機構

生体防御機構の 一 役 を担 っ て い る こ と が 解明さ れ つ つ

ある ． 特 に 生体 内で 生 じ て い る で あ ろ う
，

ル 6
，

ル 1
，

T N F 一 ぽ と い っ た各サ イ トカイ ン 間 の 相互 作 用 に つ い

て多く の 研究が 報告 され てい る
19 ト 望I 恥 35，

． 今 回 の 実験

で は ， 分離し た単球で は なく P B M C の 系を用 い て
，

単球の ル 6 産生が 他の 単球由来液性 因子 ， す な わ ち

王し1 や T N F － ぽ に よ り どの 様 に 制 御 さ れ て い る か 解

析すると と も に
，

ま た 産生さ れ た I し6 が こ の モ ノ カ

イ ン産生の カ ス ケイ ドの 中で どの様 な役割 を担 っ て い

る か を検討 した 一 P B M C や 単球の 分離 お よ び 培養 の

過程で
，

プ ラ ス チ ッ ク 面 へ の 付着 に よ り 単球 由来 の

王し6 産生が誘導さ れ て しま い
，

こ れ に よ り外か ら加 え

た物質に よる 適当な刺激後の 実際の 工し6 産生 を 評価

するの が困難に な っ て い る こ と が 指摘 さ れ て い る
3句

．

しか しなが ら
， 既 に 報告 した よ う に 無血清培地 の使用

および ポリ プ ロ ピ レ ン ． チ ュ
ー ブ の使 用 に よ り

，
王し6

，

I し1 お よ び T N F 一

打 の 無添加培 養時 の 産生 を極 力抑

える こ とが 可能 と な っ た
27，

． また イ ン ． サ イ ツ ．
ハ イ

プリダイ ゼ ー シ ョ ン 法 に 免疫蛍光法 を組 み合わ せ る こ

と に よ り
，

L P S の み な ら ず I し1 月 ，
T N F －

ぼ 刺 激

P B M C か ら産生 され る ル6 お よ び工L －1月 は ほと ん ど

ハ

ボ
ー

く
N
旺

E

り
－

J
－

80

60

6 1 2 2 4 4 8

l n c u b ati o n T i m e くh rl
F ig ． 3 ． K i n e ti c s o f I L －6 m R N A e x p r e s s e d i n

P B M C a ft e r s ti m u l a ti o n w ith rI L －1 P ，
r T N F －

a
，

O r L P S ． P B M C く2 x lO
6

l m り w e r e i n c u b a t －

ed w ith c u lt u r e m e d i u m a l o n e くA l ，
2 0 n gノm l o r

rI L －1 P く書I ，
2 0 n gl m l o f r T N F ．

a くE jJ ，
O r l

JL gl m l of L P S く0 ン． F i v e JL g O f t o t al R N A

f r o m c u lt u r e d P B M C w a s f r a c ti o n a t e d b y

el e c tr o p h o r e si s o n l ％ a g a r o s e g el
，
t r a n Sf e r r ed

to n yl o n m e m b r a n e s
，

a n d h y b rid i z e d w ith I し6
C D N A ． Q u a n tifi c a ti o n o f I L － 6 m R N A w a s

p e rf o r m ed b y d e n sit o m et r y ． T h e く％I o n th e

y
－

a X i s i s p r e s e n t e d a s p e r c e n t a g e o f th e

i n te n sit y o f b a n d f r o m P B M C f o r 3 h r i n c u b ．

a ti o n w ith L P S ．
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単球 由来 で あ る こ と が m R N A レ ベ ル で 確認 で き た ．

な お今回 の 実験は P B M C の 培養と い う系で 行わ れ た

の で
． 単球以 外の 細胞に 対す る サイ トカ イ ン の 作用 は

完全 に は 否定 で き な い が
，

こ こ で 得られ た結 果は サイ

ト カイ ン の 単球 へ の直接効果 を反映し て い る と考 え ら

れ た ．

こ れ ま で の 報 告と同 じく ， 今回 の実験 で は r工い 〆

およ び r T N F 一

皮 は単球の I L ． 6 産生を誘導し
，

こ の こ

と は m R N A レ ベ ル で も確認で き た ． ま た r T N F －

a 刺

激に よ り 同様 に 単球の 王し 叩 遺伝 子 発現 も誘 導 さ れ

た 一 さ ら に r ル 1 月 添加 は自 己 分泌的 に 単球 か ら の

工L tl ガ遺伝子 発現も 誘導 され た ． さ ら に r王し1 月 添加

は 自己分泌的 に 単球か ら の ル 1 月自 身の 発現 も 誘導

した ． 近年 ， 単 球の 細胞 表面 に 工し1 お よ び T N F 欄 に

対 す る レ セ プ タ ー

の 存在が確 認さ れ
，

こ れ ら モ ノ カイ

ン に よる 単球自身を 刺激す る機構の 存在が 支持さ れて

い る
2 制

． さ ら に
， 外来性 の T N F －

ぼ 投与 に よ り単球培

養 上 清 中に T N F 欄 が 放 出 さ れ る と い う 報 告 も あ

り
訂，

，
こ れ らの 所見は

，
T N ト 虻 と 工し1 は ， 単球 に お

い て
， 相互 に 発 現を誘導す る と同時に 自己 分泌的 に 自

ら を誘導す る機能 を有 し ， さ ら に は 1 し6 誘 導能 を共

に 有 して い る こ と を示 して い る ． これ に対 し今回 の 実

験で は 1L － 6 は
，
I し1 月 や T N F ． ぽ と異な り

，
1 し6 も

含め他 の モ ノ カイ ン を誘 導 し な か っ た ． こ の よ う に

工L －6 は こ れ ら モ ノ カイ ン 誘導能 は持たな い が
， 最近の

報告で は ， 採取直後の と 卜単球の 細胞表面 に は多数の

IL －6 レ セ プ タ
ー

くi n t e rl e u k i n
－6 r e c e p t o r

，
I L ． 6 RI の 発

現 が認 め られ て い る
鋤

． 単球の 細胞表面上 の 1 し6 R 発

現は
，

rI し6 添加に よ り減少す る ． 単球細胞表 面 上 の

王L －6 R の 発 現 は
， 単球か ら産生 さ れ た1 し6 が

， 単球 に

お ける モ ノ カ イ ン産 生の カ ス ケイ ドに お い て何 ら か の

制御機能的役割 を果 た して い る可能性 を示 唆す る が
，

こ れ ま で の と こ ろ
，
工し6 は 単球 か ら の 工し1 ， T N F －

ぽ
，

さ ら に は 工し6 自身の 発現 を増 強ある い は抑 制 す

る の か に つ い て の 報告 は 無 い
． 今 回 の 実験 で は

．

rI L －6 前処理 が rI L ．1 P ，
r T N F－L r

，
さ ら に L P S 等 に

よ り誘導 され る単球の 1L ．6 発現 を有意に 抑 制 す る こ

と が示 さ れ た － ル 6 が他 の サ イ ト カ イ ン の 発現 に も抑

制効果 を示 す か どう か は こ こ で は検討し な か っ た が ，

こ の 点 に 関 して は S c hi n dl e r ら が既 に L P S ある い は

植物凝 集素くp h y to h e m a g gl u ti ni n l に よ る P B M C か ら

の IL ． 1 P お よ び T N F －

a 発現 をIL －6 が抑制 す る 事実

を報告し て い る
お，

． そ れ に よ る と
，

こ の I し6 に よ る

I し1ノブ ，
T N F－ぼ 発現 の 抑制 は転写段 階で お こ る ら し

工L － 1 月 ，
T N F ． 甜 や ル 6 は様々 な 生物学的活性 を持
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S ti m uli A d d iti v e s

N o n e N o n e
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rT N F －
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0 ． 3
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啓 壕 塾

蓼 恐 鵜

攣
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1 0 ． 4
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F i g ． 4
．

E ff e c t s o f a n ti － h u m a n I L －1 a a n d I L ．1 P a n tib o d y o n r T N F －i n d u c e d I L －6

m R N A e x p r e s si o n in P B M C ． P B M C く7 x l O
5

J m り w a s c ult u r ed w i th r T N F － a

く2 0 n gノm ll i n th e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f r a b b it a n ti ， h u m a n I L －1 a I L － 1 a a n d l o r

I し1 P a n tib o d y ． A ft e r 1 2 h r i n c u b a ti o n
，

C y t O pl a s m i c l y s a t e s f r o m c ul t u r e d

C e11 s w e r e e x t r a c t e d
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ヒ ト単球 の イ ン タ ー

ロ イ キ ン 6 遺伝子 発現 調節機構

ち ，
且 つ お 互 い に 共通 の 性質 を分 け あ っ て い る こ と は

広く知 られ て い るが
26I

，
こ と単球由来の サ イ トカ イ ン

の自己分泌 的な発現の 制御 に 関 して は
， 今 回示 し たよ

うに ， 各サイ ト カイ ン は異な っ た役割分担 を し て い る

よ う で あ る ． rI し1 月 と r T N F 一

打 刺 激 後 の 工し6

m R N A 発現量の 経 時的変化を調 べ る と
，
各 刺激 間で

発現に 善が 認め られ
，

rI L ．1 P 刺激 は r T N ト 虻 刺激 よ

りI し6 m R N A 発現 の ピ ー クが 早く 訪れ た ． こ の 現象

は ，
r T N F －

ぼ 刺 激 で 誘 導 さ れ る単 球 の 1 し6 発現 は

rT N F －

ぽ に よ る 工L －1 の産生
，
分泌を 介す る 間接的効

果の結果で 説明で き る か も しれ な い ． す な わ ち 工し1

は
，
T N F ． ぽ と異 な り ， 単球 か らの 王し6 の 産 生誘導 に

お ける中間的メ デ ィ エ ー タ ー

と して作 用 して い る可能

性が考えら れ る ． そ こ で 今 回 ，
r T N F 一

皮 刺激 で誘導 さ

れる ル 6 産 生 に 及ぼ す 抗1 L t l 抗体 の 作用 を検討 した

ところ ， 興味 あ る こ と に 抗 I し1 抗体 と く に 抗 工し1 ぼ

抗体およ び抗 工し1 月抗体 を
一 緒 に 添加 し た と き に

，

r T N F －

ぼ 誘導性 I し6 産生の 抑制が 認 め られ た ．

T N F －

ぽ が単球 に お け る サイ トカイ ン の カ ス ケイ ド

に中心的役割 を果 た す こ と は
，

い く つ か の 生 体 内 くi n

Vi v oI の 実験結果
39 ト 瑚

か ら も支持さ れ
，
T N F 一 皮 は宿 主

が組織障害 を受 け た と き も っ と 早期 に 分泌 さ れ る サイ

トカイ ン で ある か も し れ な い ． 動物 実験 に よ る 報告 で

は
，
致死量の 大腸菌 を投与後 ， 各サ イ トカイ ン の循環

血液中に お け る動態 を調 べ る と
，

T N F － ぽ は9 0 分 で 極

値に達した が ，
工L －1 は 4 時間経過後 ピ ー ク と な り ， ま

たIL ．6 レ ベ ル は細菌投与後8 時間前後 に わ た っ て 高

値を呈 する とい う 経過 を示 した
珊

．
ヒ トの 実験 で は ，

菌血症や敗血 症性 シ ョ ッ ク 時に
， ま ず血 中 T N F －

ぼ の

上昇が みら れ
，
次に 工し6 の 上 昇が 認め られ る と い う

報告も ある
勅 U

■ さ ら に 実験動物や ，
ヒ トに y T N ト 虻

を投与す る と
， 循環 血 液 中 に I し6 も 含 め様 々 な メ

ディ ェ
一

夕 ー が 出現 す る こ と も 報告 さ れ て い る
瑚

o

T N F － ぽ が
一

連の サ イ トカ イ ン産生 ． 放 出の 誘 導 に 中

心的役割を担っ て い る こ と を支持す る 最も説 得力の あ

るデ ー タ ー

と し て
， 近年 ， 抗 T N F 一

打 抗体 を 用 い た研

究が発表さ れ た
卸

． そ こ で は
，

ヒ ヒ に 致死 的 菌血 症 を

生じさ せ
，

そ こ に 抗 T N F －

a 抗体 を投与 し T N F －

a

性を中和す る と効果的 に 血 中 へ の IL－1 お よ び 工し6 の

出現を低下 させ る こ と が 可能 で あ っ た と 報 告 し て い

る ，

今回 の 実験か ら は
，
I し6 は単球 上 で の T N F ．

ぼ と

Iし1 との 相互作用 お よ び相互 増幅機構 の 結 果と し て

誘導され る最終産物 で あ る こ とが 示 さ れ た ． い く つ か

の痛的状態 に お い て
，
工L －6 はそ の 病 因と して の 役割 を

担っ てい る可能性が 報告 され て い る が
45 刷

， 今 回 示 し

473

た
，
工し6 が 1し1

，
T N F 一

仕 のみ な ら ず ル 6 自 身の産 生

を も抑制す る と い う 事実 は
．
I L t6 は モ ノ カ イ ン の誘導

に 対 し て抑制的 に働 く機能 を持ち
， 内因性に 産生 され

る 工し6 は 王し1 や T N F －

ぽ の 持つ い く つ か の 生物学的

有害作用 に 対 し
， 各 サイ トカ イ ン 産生に ネ ガ テ ィ プ ．

フ ィ
ー

ド バ
ッ ク作用 を与 える こ と に よ り生体 を防御す

る効果 を与え ． 生体内に 生 じた炎症や組織障害 を鎮静

化す る とも1 う重 要な役割 を演 じ て い る 可能性 を示 唆 し

て い る ．

結 論

ヒ ト末梢血 単核細胞を用 い て
， 単球 の 比 －6 発 現 に

対す る 単球 由来 の モ ノ カ イ ン
，

す な わ ち 1L －1 月 ，

T N F －

ぼ お よ び ル 6 自身の効果 を検討 し 以 下 の 結論

を得 た ．

1 ． P B M C を rI L ．1 P お よ び r T N F －

a で刺激 した

場合 ， 上 清中の I L 6 活性 は L P S 刺激と 同程度認 め ら

れ た ■ I L －6 m R N A 発現 も
，

rI L －1 P お よ び rT N ト 虻 刺

激培養時に 同程 度認 め られ た ． P B M C を rI L ． 1 P で 刺

激す る と上 溝中 T N F － a が
，

ま た r T N F ．

a 刺激 で は

上 清中Iし 1 P が検 出され ，
P B M C の I L － 1 P m R N A 発

現は r T N F 十 ぼ 刺激時 に認め ら れ ， さ ら に は rI L －1 P 自

身の刺激 で も誘 導され た － r工し6 刺激 で は
，
1 し1 月 ，

I し6 い ずれ の 発 現も 認め られ な か っ た ．

2 ． 単球 の 細胞表面 マ
ー

カ
ー

で ある C D 1 4 に 対 す る

単ク ロ ー ン 抗体 を用 い た 免疫染色とイ ン ． サ イ ツ ． ハ

イ プ リ グイ ゼ ー シ ョ ン を組 み 合わ せ て
，

rlし 1月 あ る

い は r T N F －

a 刺激 P B M C に お ける I L － 1P ，
I し6 各

m R N A 発現 細 胞の 同定 を試 み た と こ ろ ． 全 て C D

1 4 陽性単球 で あ っ た ．

3 ． r T N F － a 刺激後 の IL －6 m R N A 発現 誘導 は
，

r工L －1 月 刺激 の 場合 に 比 較 し遅延 し12 旬 2 4 時 間 後 に

ピ
ー

ク を認 め た ．

4 ． r T N F －

a 刺激 I し6 m R N A 発現誘導の 系 に
，
予

め 抗 工し1 抗体 を添加 す る と
，

r T N F ． ぽ に よ る1 し6 遺

伝 子発現が 部分 的に 抑制さ れ た ．

5 － rI L －6 で 前培養後 ，
rI L －1 P ，

r T N F － Lr お よ び

L P S 刺激 を行 っ た と こ ろ
，
全 て の 刺激で 1 し6 発 現 が

抑 制 さ れ た ■ こ の こ と は 1L －6 自 身 は I し 1 月 や

T N F 一

ぽ に よ る 1 し6 遺伝 子発現 の 誘導 に 抑制 的 に 働

く こ と を示 して い る ．
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r e c o m b i n a n t h u m a n i n t e rl e u k i n
－ 6 i n p ri m at e s こ

Sti m ul a t e d p r od u c ti o n o f pl a t el e t s ． B l o o d
，
7 5

，

1 6 0 2 －1 60 7 く19 901 ，

1 3I N a g a s a w a
，

T ．
，

0 ri t a
，

T
．
，

M a t s u s h it a
，
J ．

，

T s u c h i y a
，

M ．
，

N ei c h i
，
T ．

，
I m a z e k i

，
I ．

，
I m ai

，
N ．

，

O c h i
，
N ．

，
K a n m a

，
H ． 鹿 A b e ， T ． ニ T h r o m b o p o le tic

a c ti v it y o f h u m a n i n t e rl e u k i n
－ 6 ． F E B S L e tt ．

，
260

，

1 7 6 －1 7 8 く19 9 0ナ．

14I A a r d e n
，
L ． A ．

，
D e G r o o t

，
E ．

R ．

，
S c h a a p ，

0 ．

L ． 鹿 L a n s d r o p ，
P ． M ．

ニ P r o d u c ti o n o f h yb rid o m a

g r o w th f a c t o r b y m o n o c yt e s ． E u r ． J ． I m m u n ol ．，

1 7
，
1 4 1 1 －1 4 1 6 く19 8 71 ．

1 5I K a t o
，
R ．

，
Y o k oi

，
T ．

，
T a k a n o

，
N ．

，
K a n e g a n e

，

H ．
，
Y a c h i e

，
A ．， M i y a w a k i

，
T 一 息 T a n i g u c h i

，
N － ニ

D e t e c ti o n b y i n sit u h yb ri d i z a ti o n a n d p h e n o typ lC

c h a r a c t e ri z a ti o n o f c ell s e x p r e s si n g I L －6 m R N A in

h u m a n sti m ul a t e d bl o o d ． J ． I m m u n o l ．
，

14 4
，
13 17 ．

1 3 2 2 く19 901 ．

1 6I N o r d a n
，

R ． 及 P o tt e r
，

M ． ニ A m a c r o ph a g e ．

d ri v e d f a c t o r r e q u i r e d b y pl a s m a c y t o m a f o r

s u r v i v al a n d p r olif e r a ti o n i n v it r o － S ci e n c e ，
223

5 6 6 ． 56 7 く19 8 即．

叩 M a y ，
L T ．

，
G b r a y eb ，

J ．
，

S a n tb a n a m
，
ロ．

，

T a t t e r
，

S ． B ． ， S th o e g e r
，

Z ．
，

H el f g o t t
，

D ．
C ．

，

C h i o r a z ヱi
，
N

り
G ri e n i n g e r

，
G ■ 鹿 S e b g al

，
P ．

B ．
ニ
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Sy n th e sis a n d s e c r e ti o n of m u lti pl e f o r m s of P 2
－

in t e rf e r o nJ B －

C ell d iff e r e n ti a ti o n f a c t o r 2 1 h e p a t o c
－

yt e
．

sti m u l a ti n g f a c t o r b y h u m a n fi b r o b l a s t s a n d

m o n o c y t e s ． J ． B i o l ． C h e m ．
，
2 6 3

，
7 7 6 0 ．7 7 6 6 く19 8 81 ．

1 BJ H o rii
，

Y ．
， M ll r a g u C h i

，
A ．

，
S u e m a t s u

，
S ．

，

M a ts u d a
，

T ．
，

Y o s hi z a ki
，

K ．
，

H i r a n o
，

T ． 鹿

E is hi m o t o
，
T ． ニ R e g ul a ti o n o f B S F －2ノI し6 p r o d u c t －

io n b y h u m a n m o n o n u cl e a r c ell s ． J ． I m m u n o l ．
，

141 ，
1 5 2 9 －1 53 5 く1 9 8 即．

191 L e
，
J ．

鹿 J ．
V il c e k ． ニ T u m o r n e c r o si s f a c t o r

a nd i n t e rl e u k i n l 二 C yt o k i n e s wi th m u lti pl e

O V e rl a p p l n g b i o l o gl C al a c ti v iti e s － L a b ． I n v e st ．
，
56

，

2 3 4 ．24 8 く19 8 71 ．

20J T o s a t o
，

G ． 及 J o n e s
，

E ． D ． ニ I n t e rl e u k i n
－ 1

in d u c e s i n t e rl e u k in － 6 p r o d u cti o n i n p e ri ph e r a l

bl o o d m o n o c y t e s ， B l o o d
，
7 5

，
1 3 0 5 －1 3 1 0 く19 9 0ナ．

印 B a n e r
，

J ．
，

G a m t e r
，

ロ
リ

G ei g e r
，

T
り

J a c o b sb a g e n
，

U ．
，

H i r a m o
，

T ．
，

M a t s lld a
，

T ．
，

K is hi m o t o
，
T ．

，
A n d ll S

，
T ．

，
A c s

， G ．
，
G e r o k

，
W ． 及

C ilib e r t o
，
G ． ニ R e g ul a ti o n o f i n t e rl e u k i n

－ 6 e x p r e s s
－

i o n o n c u lt u r e d h u m a n bl o o d m o n o c y t e s a n d

m o n o c y t e
－d e ri v e d m a c r o ph a g e s ， Bl o o d

，
7 2

，
11 3 4 －

1 14 0 く19 8 8I ．

22I D i n a r ell o
，
C ． A ．

，
I k eji m a

，
T ．

，
W a r n e r

，
S ． J ．

C ．
，
O r e n c ol e

，
S ． F ．

，
I J O n n e m a n n

， g ．
，
C a n n o n

，
J ．

G ． 息 L ib b y ，
P ． こ I n t e rl e u ki n l i n d u c e s i n te rl e u k i n

l ， I ．I n d u c ti o n of ci r c ul a ti n g i n t e rl e u k i n l i n

r a bb its i n vi v o a n d i n h u m a n m o n o n u cl e a r c ell s i n

Vitr o ． J ． I m m u n o l ．
， 1 3 9

，
1 9 02 －1 9 1 0 く1 9 8 71 ．

23J U h l
，
J ．， N e w t o n

，
R

． C ．
，
Gi ri

，
J ． G ．

，
S a n d li n

，

G 一 皮 H o r u k
，
R ． こ Id e n tifi c a ti o n of I L － 1 r e c e e p t o r s

O n h u m a n m o n o c y t e s ． J ． I m m u n ol ． ， 1 4 2
，

1 5 7 6 －1 5 8 1

t198即．

瑚 I m a m u r a
，

E ．
， S p ri g g s

，
D ． 鹿 E u f e

，
D ． こ

E x p r e s si o n o f t u m o r n e c r o si s f a c t o r r e c e p t o r s o n

h u m a n m o n o c yt e s a n d i n te r n a li z a ti o n o f r e c e pt o r

b o u nd li g a n d ． J ． lm m u n ol －
，
1 3 9

，
2 9 8 9－29 9 2 u 9 87 1 ．

25I B a n e r
，
J ．

，
B a u e r

，
T ． M ■

，
E al b

，
T ．

，
T a g a

，
T ．

，

L e n g y el
，
G －

，
Ili r a n o

，
T ．

，
K i s h i m o t o

，
T ．

，
A c s

，
G ．

，

M a y e r
， L ． 拉 G e r o k

，
W ． こ R e g u l a ti o n of i n t e rl e u k－

i n 6 r e c e p t o r e x p r e s si o n in h u m a n m o n o c y t e s a n d

m O n o c y t e
－d e ri v e d m a c r o p h a g e s ． J ． E x p ． M e d

．，

170 J 5 3 7 －1 5 49 く1 9 8 9J ．

261 D i n a r e1l o
，

C ． A ． ニ I n t e rl e u k i n
－1 a n d it s

bi ol o gi c all y r el a t ed c yt o k i n e s ． A d v
．
I m m u n o l ．

，
44

，

153 ．20 5 く19 8 9J ．

47 5

叩 Y a c hi e
，

A ．
，

T a k a n o
，

N ．
，

Y o k oi
，
T ．

，
K a t o

，

K ．
，

E a s a h a r a
，

Y －
，

M i y a w a k i
，

T ． 鹿 T a n i g u c h i
，

N ． ニ T h e c a p a bilit y o f n e o n a t a l l e u k o c y t e s ， t O

p r o d u c e I L －6 0 n Sti m ul ati o n a s s e s s e d b y w h ol e

bl o o d c u lt u r e ．
P e di a t r ． R e s ．

，
2 7

，
2 2 7 ．2 3 3 く1 9 901 ．

2 8I ロe n o
，

Y ．
，

T a k a n o
，

N ．
，

E a n e g a m e
，

臥
，

Y o k o i
，
T ．

，
Y a c h i e

，
A ．

，
M i y a w a k i

，
t ． 鹿 T a n i g u c h i

，

N ． こ T h e a c u t e p h a s e n a t u r e o f i n t e rl e u k in 6 ニ

S t u di e s i n k a w a s a k i di s e a s e a n d o th e r f e b ril e

i11 n e s s e s ． C li n ． E x p ． I m m u n ol ．
，
7 6

，
3 3 7 ．3 4 2 く19 8 9J ．

2 91 C h o m c z y n sk i
， P ． 品 S a c c hi

，
N ． ニ Si n gl e

．

st e p

m e th o d o f R N A i s o l a ti o n b y a ci d g u a n id i n i u m

thi o c y a n a t e
－

ph e n oトc hl ．

o r of o r m e x t r a c ti o n ． A n al ．

B i o c h e m ． ， 1 6 2
，
1 5 6 －1 6 0 く1 98 71 ．

3 01 W h i t e
，

B ． A 一 息 B a n c r o ft
，
F

． C ． ニ C y t o pl a
－

S m i c d o t h y b rid i z a ti o n ． J ． B i o l
． C h e m ．

，
2 5 7

，

8 5 6 9 － 8 57 2 く19 8 2ン．

3 11 M a r c h ， C ． J ．
， M o sl e y ，

B ．
，

L a r s e n
，

A ．
，

C e r r e t ti
，
D ． P ．

，
B r a ed t

， G ．
，
P ri n c e I V ．

，
G illi s

，
S ．

，

H e n rL e y ，
C ． S ．

，
K r o n h ei m

， S ． R ．
，

G r a b s t ei n
，

K
，

C o nl o n
，

P
． J －

，
H o p p ，

T ． P ． ． 鹿 C o s m a n
，

D ． ニ

C l o n l n g ，
S e q u e n C e a n d e x p r e s si o n of t w o d i sti n c t

h u m a n i n t e rl e u ki n
－1 c o m pl e m e n t a r y D N As ．

N a t u r e
，
3 1 5

，
6 4 1 ．6 4 7 く1 9 8 51 ．

3 2I M i n ty ，
A ． J ．

，
C a r a v a t ti

，
M ．

，
R o b e r t

，
B ．

，

C o h e n I A ■
，
D a u b a s

，
P ．

，
W e yd e r t

，
A ．

，
G r o s

，
F ． 鹿

B u c k i n g h a m
，

M ． E ． ニ M o u s e a c t in m e s s e n g e r

R N A s ． J － B i o l ． C h e m ．
，
2 5 6

，
1 0 0 8 －1 0 1 4 く19 8 11 ．

3 31 瓦o h a s e
，
M

．
，

M a y ，
l ．． T ．

，
T a m m

，
I ．

，
V il c e k

，

J ． 及 S e h g al
，

P ． B ． ニ A c y to k i n e n e t w o r k i n

h u m a n d i pl o id fib r o b l a s ts ニ i n t e r a c ti o n o f P －

i n t e rf e r o n s
，
t u m O r n e C r O Si s f a c t o r

， pl a t el et ．d e ri v e d

g r o w th f a ct o r
，

a n d i n t e rl e u ki n
－ 1 ． M ol ． C ell ． B i ol ，

，

7
，
2 7 3 －2 8 0 く19 8 71 ．

3 4I S h al a b y ，
M

．
R

．
，

W a a g e
，

A ． 鹿 E s p e v ik
，

T
． こ

C y t o k i n e r e g ul a ti o n o f i n t e rl e u ki n 6 p r o d u c ti o n b y

h u m a n e n d o th eli al c e ll s ． C elL I m m u n ol ．
，

1 21
，

3 7 2 －3 8 2 く1 9 8 91 ．

3卵 E s s n e r
，

R ．
，

R h o a d e s
，

K ．
， M c B rid e

，
W ． H ．

，

M o r t o n
，

D
． L ． 鹿 E c o n o m o u

，
J ． S ． こ I L － 4 d o w n

－

r e g u l a t e s I L － 1 a n d T N F g e n e e x p r e s si o n i n h u rn a n

m o n o c y t e s ． J ． I rn m u n Ol ．
，
1 4 2

，
3 85 7 ．3 8 61 く19 8 91 ．

3 6ナ N a v a r r o
，

N －
，

D e b ili
，

N ．
，

B e r n a u d i n
， J ．

，

V ai n c h e n k e r
，

W ． 8 E D ol y ，
J ． ニ R e g ul a ti o n o f th e

e x p r e s si o n o f I L －6 i n h u m a n m o n o c y t e s ． J ． I m m －

u n ol ．
，
1 4 2

，
4 3 3 9 －4 3 4 5 く19 8別．



4 7 6 加

37ナ Ph ili p ，
R ． 鹿 E p s t ei n

，
I ． ． B ． こ T u m o r n e c r o si s

f a c t o r a s i m m u n o m o d u l a t o r a n d m e d i a t o r of

m o n 9 C yt e C y t O t O X ic it y i n d u c e d b y it s el f
， y

－i n t e rf e r o n a n d i n t e rl e u k i n
－1 ． N a t u r e

，
3 2 3

，
8 6 －8 9

く1 98 61 ．

3 即 S c h i n d l e r
，

R ．

，
M a n cill a

，
J ．

，
E n d r e s

，
S ．

，

G h o r b a n i
，
R ．

，
C l a r k

，
S ． C ． 鹿 D i n a r ell o

，
C ． A ． ニ

C o r r el a ti o n s a n d i n t e r a c ti o n s i n t h e p r o d u c ti o n o f

in t e rl e u k i n
－6 くIL ．61 ，

I L －1
，

a n d t u m o r n e c r o si s

f a c t o r くT N Fl i n h um a n bl o o d m o n o n u cl e a r c ell s ニ

I L ． 6 s u p p r e s s e s I L ．1 a n d T N F ． B l o o d ．
7 5 ， 4 0 － 4 7

く19 9 0I ．

3 9I F o n g ，
Y ．

，
T r a c e y ， E ． J ．

，
M ol 血 w e r

，
L ． L ．

，

H e s s e
，

D ． G ．

，
M 孔m O g n e

，
E ． B ．

，
E e m n e y ，

J ． S ．
，

Le e
，
A ． T ．

，
E u o

，
G ． C ．

，
A lli s o n

，
A ． C ．

，
L o w r y ，

S ．

F ． 鹿 C c r a mi
，
A ． ニ A n tib o d i e s t o c a c h e c ti n l tu m o r

n e c r o si s f a ct o r r ed u c e i n t e rl e u k i n l P a n d i n t e rl e
．

u k i n 6 a p p e a r a n c e d u ri n g l e th a l b a c t e r e mi a ． J ．

E x p ． M e d ． ， 1 7 0
，
1 6 2 7 － 1 63 3 く19 8 91 ．

4 0I F o n g ，
Y ．

，
M o ld a w e r

，
L

．
L ．

，
M a r a m o

，
M ．

，

W ei
，

H ．
，
T a tt e r

，
S ．

B ．
，
C l a ri c k

，
S a n t h a n a m

，
R ．

H ． 口 ． M ． A ．
，
S b e r ri s ， D ．

，
M 乱y ，

L ． T ． ， S ell g al
，
P ．

B ． 鹿 L o w r y ，
S ． F ． こ E n d o t o x e m i a eli cit s i n c r e a s e d

Ci r c ul a ti n g P T I F N II L － 6 i n m a n ． J ． I m m u n ol ．
，
1 4 2

，

2 3 2 1 －2 3 2 4 く19 8 91 ．

4 1I W a a g e
，
A ．

，
B r a n d t z a e g ，

P ．

，
H al st e n s e n

，
A ．

，

K i e r d f
，
P

． 鹿 E s p e vi k
，
T ． こ T h e c o m pl e x p a tt e r n

Of c yt o k in e s i n s e ru m f r o m p a ti e n t s w ith m e n i n －

g o c o c c al s e pti c sh o c k ． A s s o ci a ti o n b e t w e e n

i n t e rl e u k i n 6
，
i n t e rl e u k i n l

，
a n d f a t al o u t c o m e ． J ．

E x p ． M e d ．
，
16 9

，
3 3 3 － 3 3 8 く19 8 91 ．

4 2I J a ．b l o n s
，

D ． M ．
，

M 血1 e ，
J ． J

リ
M e l n t o sb

，
J ．

E ．
，
S d l g al

，
P ． B ．

，
M a y ，

L
．

T
，

H n a n g ，
C ． M ．

，

R o s e n b e r g ，
S ． A ． 盈 L o t 21e

，
M ． T ． こ I L － 6J

I

I F N I

P
． 2

a s a ci r c ul a ti n g h o r m o n e － I n d u c ti o n b y c yt ok i n e

a d m i n i st r a ti o n i n h u m a n s － J ． I m m u n ol ．
，

1 42
，

1 5 4 2 －1 5 4 7 く19 8 91 ．

4 3I B r o n k a e r t
，
P ．

，
S p ri g g s

，
D ． R ．

，
D e m e t ri

，
G ．

，

K u f e
， D ． W

．
息 F i e r s

，
W ． ニ C i r c u l a ti n g i n t e rl e u k in

6 d u ri n g a c o n ti n u o u s i n f u si o n o f t u m o r n e c r o si s

f a c t o r a n d i n t e rf e r o n Y ． J ． E x p ． M e d ．
，

1 69
，

2 2 5 7 － 2 2 6 2 く19 8 9I ．

4 中 二仙 血I t O S b
，
J ． E ．

，
J a b l o n s

，
D ． M ．

，
M 山 e， J ．

J ．
，
N o r d o n

，
R ．

P
．

，
R u di k o f f

，
S ．

，
L o t z e

，
M ． T ． 盈

R o s e n b e r g ，
S ． A

．
ニ I n v i v o i n d u c ti o n of I L ．6 b y

a d m i n i st r a ti o n o f e x o g e n o u s c y t o k i n e s a n d

d e t e c ti o n of d e n o v o s e r u m l e v el s of I し6 i n

t u m o r r b e a ri n g m i c e ． J ． I m m u n ol ．
，

1 43
，

1 6 2 ．1 67

く19 8 91 ．

4 5I H i r a n o
，

T ．
，

M a t 紺 d a
，

T ．
，

T 11 r n e r
，

M
．，

M i y a s a k a ，
N ．

，
B n c b a n

，
G ．

，
T a n g ，

B ．

，
S a t o

，
R ．

，

S h i m i 22 u
，

M ．

，
M ai n i

，
R ．

，
F el d m a n n

， M ． 及

K i slli m o t o
，
T ． ニ E x c e s si v e p r o d u c ti o n o f i n te rl e u k －

i n 61 B c ell sti m u l a t o r y f a c t o r
－ 2 i n r h e u m a t oid

a rth ri ti s ． E u r ． J ． I m m u n ol ．
，
1 8

，
1 7 9 7 －1 80 1 く19 8 81 ．

4 6ナ 瓦a w
．

a m o
，

M ．
，

R i r a n o
，

T ．
，

M a t s n d a
，

T ．
，

T a g a
，

T ．
，

H o rii
，

Y ．
，

I w a t o
，

K ．
，

As a o kn
，

H ．
，

T a n g ， B ．
，
T a n a b e

，
0 ．

，
T a n a k a

，
H ．

，
E u r a m o t o ． A ．

皮ニ K i s hi m o t o
，

T ． ニ A u t o c ri n e g e n e r a ti o n a n d

r e q ui r e m e n t o f B S F ．21 I L －6 f o r h u m a n m ul ti pl e

m y el o m a s ． N a t u r e
，
3 3 2

，
8 3 －8 5 く19 8 81 ．

4 7I H o rii
，

Y ．， M u r a g u c h i
，

A ．
，

1 w a m o
，

M
り

M a t s u d a
，
T ．

，
H i r a y a m a

，
T ．

，
Y a m a d a

，
Il ．

，
F u3ii ，

Y ．
，

D o hi
，

E ． ，
I s b i k a w a

，
H ．

，
O b m o t o

，
Y ．

，

Y o s h i z a k i
，

K ．
，

H i r a 叩 ，
T ． 鹿 K i s h i m ot o

，
T ．

ニ

I n v o I v e m e n t o f I L ． 6 i n m e s a n gi al p r olif e r ati v e

gl o m e r u l o n e p h riti s ． J ． I m m u n o l ．
，

1 4 3
，

39 49 －3 955

く19 8 91 ．
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R oI e of T h m o r N e c r o sis F a ct o r ， a a n d I n t e rl e u k im －1 f b r t h e I n d u ctio n of I nt e rl e u k i n － 6 m e s ．

S e n g e r R N A i n H u m a n M o n o c y t es Ki m i ta k a K a t o
，
D e p ar t m e n t o f P e d i atri c s ， S c h o ol o f

M edi ci n e
，
K an a Z a W a U niv er sity ，

K an a Z a W a 9 2 0 －

J ． J u z e n M ed S o c －

，
1 0 0 ， 4 6 卜 4 7 7 り9 9 1J

K ey w o r d s i n t erl e u k in － 6
，
i n te rl e u k in － 1

，
t u m O r n e C r O Si s f a c t or q

a
，
m O n O C y te

， Cy tO ki n e n et w o r k

E x pr e s si o n of m o n c c y t e － d e ri v ed c y t o ki n e s くm o n okin esJ i s r eg ul at ed b y o d le r m O n O k in e s i n an

a ut 血 n e m a 皿 er － T b el u ci d at e h o w th e p r o d u c d o n o f I L 6 くin t e rl e 止i n －61 c o uld t M O d ul a te d b y
th r e e m g or m o n o k in e s

，
n am el y I L － 1 J9 くh terl e ukin － 1 P ，，

T N F －

a くt um O r n e C r O Si s f ac t or －

a J ， an d I L －

6
，
d le e ffb cts o f r e c o m b i n an t p r ep ar a ti o n s of th e s e cy t o kin es o n I L － 6 p r o d u cti o n by P B M C くpe ri p h e r －

al bl o o d m o n o n u cl e ar C e11sJ w e r e e x a mi n e d － B o th rI し1 P a n d r T N F －

a W er e abl e t o in d u c e I L －6
a c h v lty l n C ult u r e s up e rn a t an tS O f P B M C

，
C O m p a r abl e t o th a t s e e n u p o n s ti m ul ati o n wi th L P S

Oip o p ol y s ac c h a ri d eJ ． E xp r e s si o n of I し6 m es s e n g er R N A くm R N AJ w a s als o fb un d in th e c ult ur e S Of
P B M C sti m ul at e d w i th rI し1 P o r r T N F －

a ． A d diti o n ally ，
I L I P m R N A e x

p re s si o n i n P B M C w a s

ind u c e d b y sti m ul a ti o n w ih t rI し1 J2 a s w e11 a s r T N F －

a ． T h e in sit u h y b ri di z a ti o n c o m bi n ed w i th
i mm u n O fl u or e s c e n c e

，
u Sl n g th e c o rre sp o n d in g m o nc c1 0 n al an ti b o d y ，

d e m o n str ate d th at c e11s e x p r e ss －

i ng m R N A fb r n J
－ 6 0 r m － 1 P i n th e s e s ti m ul a ted P B M C w er e a c tu al ly C D 1 4 ＋

m o n cc y tes ． T h e

kin eti c s st ud y i ndi c at ed th a t I L － 6 m R N A i n d u c d o n b y r T N F －

a
，
O CC u rr ed s o m e w h at l at er th an th a t o f

d し1 P sd m ul ati o n ． It is i m p o rt an t th at a n d －I L －1 an ti b o di e s si g ni 丘c an d y a b oli sh e d r L －6 p r o d u c ti o n

d u e t o r T N F －

a ． T hi s fa ct s u g g e sts th a t r T N F －

a Sti m ul a te s I し1 p r o d u c d o n an d th e n I L －1 s d m u l ate s

m － 6 pr o d u cti t n ． I n c o n u a st
，
I し6 a p pe ar S t O in hibit th e pr od u cti o n of o th er m o n o ki n e s

，
i n cl u d in g m －

6 its elf ． T h e s e 血 di n g s s ug g e s t th at T N F －

a m ay Pl a y a p I V Ot al r ol e i n th e m o n o ki n e c as c ad e
，

an d
th at IL － 6 m ay p r o vi d e a n e g a d v e f b ed b a c k sig n al fb r th e w h ol e se ri es of e v e n ts i n cy to ki n e i n d u c d o n

h m o n 肛y teS ．


