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炎症性サ イ ト カ イ ン に よ るイ ン タ ー ロ イ キ ン 6 遺伝 子 の

活性化機構 こ プ ロ テイ ン キ ナ
ー ゼ A あ る い は

C を介さ な い シ グナ ル 伝達系 の 関与

金沢大学が ん研究 所病 態生理 部 く主任 こ 山本健 一 教授つ

見 供 克 之

く平成2 年12 月17 日受付つ

In fl a m m a t o r y l y m ph o k i n e r e g ul a t o r y f a ct o r くI L R Fl の 誘 導 は
，
細胞 質 に 構 成的 に 存 在 す る

王L R F が i n t e rl e u k i n
－1 くIL －11l t u m o r n e c r o si s f a c t o r くT N Fl の刺 激 に よ っ て

， その 局在が 核内 に変化す

る こ と に よ っ て起 こ り
，

タ ン パ ク質 の新た な合成 を必要と しな い ． 現在 の と こ ろ
，
I し1ノT N F レ セ プ

タ
ー か ら核 内因子 ま で の シ グ ナ ル 伝達経路 に つ い て は

， あ まり 解明 され て い な い ． 本研 究 で は
，
I し1ノ

T N F に よ る I し 6 遺伝子 活性化 に お い て
，

プ ロ テイ ン キナ ー ゼ A
， あ る い は

，
プ ロ テイ ン キ ナ

ー

ゼ C が

関与 して い る か どうか を ，
C h l o r a m p h e ni c ol a c et ylt r a n sf e r a s e くC A Tl ア ッ セ イ に よ るI し 6 遺伝子 転写

活性の 測定 ，
ゲ ル 移動度 シ フ トア ツ セ イ に よ る I L R F の 定 量工 I し6 C A T m e s s e n g e r R N A の 定 量 に

よ っ て 調 べ た ． ま ず ， 線維 芽細 胞 に お い て フ ォ ル ス コ リ ン や1 2 － 0 ．t e t r a d e c a n o yl p h o rb ol 1 3 ． a c e t a t e

くT P Al で プ ロ テイ ン キナ
ー

ゼ A の経路 や プ ロ テイ ン キ ナ
ー ゼ C の 経路 を活性化 し て I L R F の 誘 導 を調

べ たが 工L R F の 著 しい 誘 導は み ら れ な か っ た ． プ ロ テイ ン キ ナ
ー ゼ C の経路 が 用 い た細 胞で 正 常 に 働い

て い る こ と は
，
T P A 反応 エ レ メ ン トを プ ロ

ー ブ に 用い て
，

a C ti v a t o r p r o t e i n
－1 くA P －11 の誘 導 をゲ ル 移

動度 シ フ ト ア ツ セ イ で 確認 した ． 次 に
，

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ A あ る い は C の 阻 害剤 の 存 在下 で 工し1ノ

T N F 誘導効果 を検討 した ． そ の 結果， 阻害剤存在下で も I し1ノT N F の シ グナ ル は I L R F に 伝達 され 核

に 移行 し
，
工し 6 遺伝子 の 転写 を活性化 した ．

マ ウ ス 前B 細胞 で は
，

プ ロ テ イ ン キナ
ー

ゼ A や C の 経路 を

介 して n u cl e a r f a c t o r
－k B くN F － k B l が 誘導さ れ て い る こ と が 示 さ れ てい る ． しか し なが ら ． 今回 用 い た

線椎芽細胞 の ように リ ン パ 球以外 の 細胞で は 工し1ノT N F の シ グ ナ ル は ，
プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や C の

経路以外 の 経路 を介し て核 へ 伝達 さ れ る可能性が 示 唆さ れ た ． 工し1ノT N F は複数の シ グ ナ ル 伝達経路 の

中か ら
，
細胞 様に よ っ て 異な っ た 経路 を選 択 して IL R F を含む N F － k B 横転写 因子 を誘導 し て い る と考

えら れ た ．

K e y w a l
．

d s I し1
，
I L －6

，
N F －k B

，
Si g n al t r a n s d u c ti o n

，
T N F

生体は ， 感染 ， 組織傷害 ， 免疫異常 に 際 して ，
マ ク

ロ フ ァ
ー ジが i n t e rl e u k i n ．1 くI しい と t u m o r n e c r o si s

f a c t o r くT N Fl を産生 して 炎症 反応 や免疫 系 を 調節 し

て 恒常性 を 保 っ て い る ． これ ら の サ イ ト カイ ン は
，

そ

の 多様な 生物活 性に よ っ て
．
生体防御機構 に お い て重

A b b r e v i a ti o n s ニ A P ，1
，

a C ti v a t o r p r o t ei n －1 i

D E A E
，
d ie t h y l a m i n o et h y l D M E M

，
D u lb e c c o

，

s

S ulf o x id e ニ D N A ， d e o x y rib o n u cl ei c a cid 三 D T T
，

要な役割 を果た し て い る
l ト 41

． 興味 深 い こ と に
，

工L－1

と T N F は 互 い に 異な っ た レ セ プタ
ー

を介 し て細胞に

作 用 す る に も か か わ らず
．

その 生物活性 は ， きわ め て

類似 して い る
2I

． た と え ば， 両 サイ ト カ イ ン は ，
ル 1

，

l し2
，
T N F

，
工し6 ， I し8 な ど の サイ ト カイ ン の 誘 導， 発

C A T
，

Ch l o r a m p h e nic ol a c e t ylt r a n sf e r a s e i

m o difi e d e a g l e m e d iu m 三 D M S O
，
di m e t h y l

dith i o th r eit o l 三 D E T A
，

e th yl e n e d i a m i n e t e t r －

a a c e tic a cid ニ G T C
， g u a nid in e th i o c y a n a t e 三 H E P E S

，
h y d r o x y et h y lp i p e r a di n e

－ N
，

一2 －



工し 6 遺伝子 活性化機構

熱活性 ，
プ ロ ス タ グ ラ ン ジン 合成促進 ，

コ ラ ー ゲ ナ ー

ゼ合成促進 ，
C － m y C

，
C －f o s の 誘導な どの 共通 した 活性

を示 す
1 机

． こ の こ と は I L －1 と T N F の 細胞内 シ グナ

ル 伝達機構 が非常 に 類似 し て い る か
，
あ るい は

，
同 じ

経路 を介 し て い る可能性 を示 唆 して い る ．

I し1ノT N F の シ グナ ル が細胞内で
， どの よ う な経路

を介 して 核内の 遺伝子 に 伝達さ れ て い る か と い う こ と

を調 べ るた め に
， 本研究 で は ， Iし1ノT N F で 転写が活

性化さ れ る 工し 6 遺 伝子 を用い た
珊

． 工し1ノT N F の シ

グナ ル に 応答す る ル 6 遺伝 子 プ ロ モ ー

タ
ー 領域 内 の

シ ス ． エ レ メ ン ト は
，

i n fl a m m a t o r y l y m p h o k i n e

r e s p o n si v e el e m e n t くI L R EJ と 呼ば れ る ． I L R E は
， 転

写 因 子 n u cl e a r f a c t o r
－ k B くN F －k B J の 結 合 す る

D N A 配列 と相 同性 が高 い く図1 J ． ま た ，
I L R E に 特異

的 に 結 合 す る 転 写 因 子 i n fl a m m a t o r y l y m p h o k i n e

r e g u l a t o r y f a c t o r く1 L R FJ は N F －k B と 同 一

か
，

あ る

い は
， 類似 タ ン パ ク 質と 考え ら れ ， 1 し1ノT N F の 刺激

に よ っ て核内 に 移行す る
7I

．

N F ． k B は ， 免疫 グ ロ ブ リ ン k 鎖の エ ン ハ ン サ
ー

．

エ レ メ ン ト k B に 結合す る 転写因子 と して見 い 出され

た
8，

． B 細胞や マ ク ロ フ ァ
ー

ジで は核 内 に 局 在 し て い

るが
，

そ れ 以 外の 細胞 で は細胞 質に 局在 し て い て ． 刺

激 に応 じて 核内に 移行 して種 々 の 遺伝子 の転写 を活性

化 す る ． 図 1 に 示 す よ う に
，
I L －6 ， Si m i a n v i r u s 4 0

くS V 4 0J ． 主要組織適合複合体 くM H Cl ク ラ ス I
，

ク ラ

スII
，
工し2

，
1 し2 レ セ プ タ ー

， ダ イ ン タ ー フ ェ ロ ン な

どの 遺伝子 の 転写調節領域 に k B エ ン ハ ン サ ー

と相 同

性の 高 い シ ス ．
エ レ メ ン トが あ る

9，101
． N F －k B は

，
細

胞質内で
．
i n h ib it o r －k b く工k BI と結合 して不 活性 の 状

114 5

態 に あ る
川

． 前 B 細 胞 の マ ウ ス 7 0 Z ノ3 で は
，

1 2 ．

0 ． t e tr a d e c a n o yl p h o r b o l 1 3 T a C e ta t e くT P A ンや フ ォ ル

ス コ リ ン の 刺激 で N F － k B が細胞質か ら 核 へ 移 行す る

こ と に よ っ て 誘導さ れ る
恥 2j

． N F － k B の核 へ の 移 行は
．

プ ロ テ イ ン キ ナ
ー

ゼ A や C に よ っ て Ik B が リ ン 酸化

さ れ て
，

N F － k B が 解離す る こ と に よ っ て 起 こ る と 報

告さ れ て い る
9 咽

．

I し6 遺伝子 の k B 様 エ レ メ ン トくI L R El と 結合す る

タ ン パ ク 質因子 は
， 細胞質内で不 活性 の状態 に あ り

，

D N A 結合特異性 と細胞内局 在に お い て N F ．k B と 区

別す る こ と は で き なか っ た
7，

． I L R F が N F ． k B と同 一

物質で あ るな ら ば
，
ユし1ノT N F の 刺激に よ る 工L R F の

核 内へ の を移行と そ れ に 続 く I し 6 遺 伝子 の 転 写活 性

化 に お い て
，

プ ロ テ イ ン キ ナ
ー

ゼ A や C が 関与 して い

る可能性が ある ． ま た ，
I し1ノT N F の シ グナ ル が プ ロ

テイ ン キナ
ー

ゼ A ある い は C の経路 を介す る場 合が あ

る こ と も 報告さ れ て い る
1211 梱

今回， リ ン パ 球 で は な く線維 芽細胞 を 用 い て
．
工し

1ノT N F に よ るI L R FくN F ．k B 横転写困 刊 の誘 導を調

べ た と こ ろ
， リ ン パ 球 に お け る N F －k B の誘導 と は異

な る シ グ ナ ル 伝達経路が 関与 して い る 結果 を得 たの で

報 告する ．

材料お よ び方法

I
． 試 薬 類

実験 に 使 用 した 試薬お よ び 酵素 は
， 下記よ り購入 し

た ．

制 限酵 素 ，
Kl e n o w ポ リ メ ラ ー ゼ エ く東洋紡 ， 大

阪h ラ ジ オ ア イ ソ ト ー プ 標 識 化 合 物 くA m e r s h a m
，

H －

－ 6 ， lL R E

N ト k B りg ， S V 4 0 ， H N I

M H C

l し 2 r e c e p t o r

l し－ 2

P －i nt e rf e r o n

F i g ． 1 ． S i q u e n s e of I L － 6 I L R E a n d r el a t e d N F－k B

G G G A T T T T C C C

G G G A C T T T C C ％

G G G G A T T C C C C

G G A A T C T C C C T

G G A T T T C A C C T

G G A A T T T C C C A

bi n d i n g m o tif s i n th e I L R E

く71 ，
k I g g e n e く81 ， S V 4 0 v i r u s く3 9 1 ，

t y P e l h u m a n i m m u n o d e fi ci e n c y vi r u s

く401 ，
Cl a s s I m aj o r h i st o c o m p a ti bili ty c o m pl e x くM H Cl g e n e く3 9I ，

I L －2 r e c e p t o r

g e n e く40J ，
I L －2 g e n e く1 0I ， P －i n t e rf e r o n g e n e く261 ．

et h a n e s ulf o ni c a cid 三 H I V
，

h u m an i m m u n o d efici e n c y vir u s ニ I k B
，

i n h ibit o r － k B 三 I L
，

i n t e rl e u k i 町 I L R E
，
i n fl a m m a t o r y ly m p h o k i n e r e s p o n si v e el e m e n t J L R F

，
in fl a m m a t o r y

ly m p h o k i n e r e g ul a t o r y f a c t o r 三 M H C
，

m aj o r h ist o c o m p a tibilit y c o m p l e x 三 N F － k B
，
n u Cl e a r
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B u c k i n gh a rn S hi r e
，英 国王 p ol y くdI －d Cl ．

p ol y くdI －d Cl ，

di e th yl a m i n o e th yl くD E A El ザ キ ス ト ラ ン くP h a r m a ci －

a
，
U p p s a l a

，
ス ウ ェ

ー デンI i B r a d f o r d 試薬 くB i o
－ R e d

，

R i c h m o n d
，米 国H pi p e r a zi n e

－ N
，
N

，
－b i s 2 － e th a n e s ul －

f o n i c a cid くPI P E S l く半井化学
，
京都1 沖 ル ム ア ミ ド

，

N o n id e t P －4 0 くN P －4 01 くB e th e s d a R e s e a r c h L a b o r －

a t o ri e s
，

G a ith e r sb u r g 凍 国l ニ di m e th yl
－

S u lf o x id e

くD M S Ol ，
フ ォ ル ス コ リ ン

，
ス ペ ル ミ ジ ン

，
1 2 － 0 －t e t r

－

a d e c a n o yl ph o rb o l 13 ． a c et a te くT P A l ，
リ ボヌ ク レ ア ー

ゼ T l くSi g m a
，
S t ． L o u i s

，米 軌言チ オ シ ア ン酸 グ ア ニ ジ

ン tF l u k a
，
B u c h s

，
ス イ ス1i ペ ニ シ リ ン

，
ス ト レ プ ト マ

イ シ ン
， タイ ロ シ ン くFl o w

，
M c L e a n

． 米 卸二塩化セ
．

シ

ウ ム
， リ ボ ヌ ク レ ア

ー

ゼ 阻 害 剤 ．
t r a n sf e r R N A

くt R N A l ，
T 7 ポ リ メ ラ

ー ゼ
．

デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ

ア ー ゼ 工
，

リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ A

，
プ ロ テ ィ ナ

ー ゼ E

くB o e h ri n g e r M a n n h ei m
，
P o stf a c h

，
米国1 の製 品を使

用 し た ． 特 に 会社名 の 記載の な い 試 薬 は ， 和 光 純 薬

く大阪ナ の製 品を使用 した ．

組 み換 え塾 ヒ ト 1 し1 ぼ は 大 日 本製 薬 の 山 田博 士 よ

り ， 組 み換 え型 T N F ぽ は旭化成の 伊藤博士 よ り供与

さ れ た ．

王工
． 細胞培養

マ ウ ス 線維芽細 胞株 L 細胞は C olt e n 博 士 よ り
，

ヒ

ト子 宮頸が ん細胞株 H e L a 細胞は 中 西博 士 よ り 供 与

さ れ た ．

L 細胞 ．
H e L a 細胞 の 培養 に は

，
ダル ベ

ッ
コ 変 法

ー1 5 0
－ 1 0 0

1 I

供

イ
ー

グ ル 培地 t D u l b e c c o
，

s m od ifi e d e a gl e m e d i u m
，

D N E M J く日水製薬 ， 東京1 に
，
5 6

O

C で3 0 分間処理 して

非働化 した10 ％ ウ シ 胎児血清 くGib c o
，
N e w Y o r k

， 米

国1 ，
2 m M し グル タ ミ ン

，
0 ． 2 ％炭酸 水素 ナ トリ ウ

ム
，
5 0 u n it sl m l ペ ニ シ リ ン

，
5 0 JL gl m l ス ト レ プ ト マ

イ シ ン
，
5 0 JL gl m l タイ ロ シ ン

，
2 ． 5 jL gl m l フ ァ ン ギ

ゾン を添加 して 用 い た ． 細胞 は
，
3 7

0

C で 5 ％ 二 酸化炭

素 ，
9 5 ％空気の 気相中で 培養 した ．

m ． I し6 遺伝子転写 調節領域 を c bl o r a m p b e mi c ol

a c e t yl t r a n s f e r a s e くC A Tナ構造遺伝子 に 接続 し

た組 み 換 え プ ラ ス ミ ドの 作 製

ヒ ト ル 6 遺伝 子 ゲ ノ ム ． ク ロ
ー ン は ，

S e h g a l 博 士

よ り 供 与 さ れ た ヒ ト I し6 c o m pl e m e n t a r y D N A

くC D N A l をプ ロ
ー

プと し て ，
フ ァ

ー ジ E M B L 3 ゲ ノ

ム ． ライ ブ ラ リ
ー

く旭化成 ， 伊藤博士 よ り供 与1 か ら同

定 した ． 転写開始点 よ り 下流14 塩基 対 の X b aI 消化

D N A 断 片 を ．
C A T 構 造遺 伝 子 を も つ プ ラ ス ミ ド

p B L C A T 3 くS c h u z t 博 士 よ り供．引 の X b a I 部位に 正

方向に 組 み 込 ん で ク ロ
ー

ニ ン グ し た ■ こ の p ル 6 C A －

T 2 ． 5 を H h a I で切 断し て
， pI L －6 C A T 2 25 く

－

2 2 5 塩基

対 句 ＋14 塩基対ナ を作製 し た ． さ ら に
，

B a 13 1 ヌ ク レ

ア
ー ゼ を用 い て pI L

－ 6 C A T 2 25 の 5
，

端 を 欠失さ せ て ，

pI L
－ 6 C A T D 59 と pI し6 C A T 7 2 を作製 し た 一

合成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドは
，
D N A シ ン セ サ イ ザ ー

くA p pli e d b i o s y st e m
，
F o st e r

， 米国1 で 合成 した ． 合成

IL R E
， S V 4 0 k B は

，
T 4 ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で

くX h oII
l 十1 4

I l

－ － － 一 ． 忠 一 － － －－－ 1L － 6 ，，。m 。t e，

ー5 9

lし6 C A l
．

5 9

lL －

6 C A T 5 9 1tL R E G G G A T T T T C C C

F i g ． 2 ． T h e s t r u c tu r e s o f th e I し6 p r o m o t e r a n d I L －6 C A T c h i m e ri c pl a s m i d s
，

I し6 C A T J I L R E ． L o c a ti o n s o f th e f oll w i n g ci s
－

el e m e n t s a r e i n d i c a t e d ニ C R E
，

c A M P r e s p o n si v e el e m e n t くf r o m
－1 6 3 t o 1 5 8 h D R

，
d i r e c t r e p e a t s くf r o m

－ 1 2 8

t o
－1 0 11 i 工L R E

，
i n fl a m m a f t o r y l y m ph o k i n e r e s p o n si v e el e m e n t くf r o m

－7 3 t o
－6 3J I

T A T A
，
T A T A b o x el e m e n t tf r o m －3 2 t o

－2 51 － T h e m aj o r t r a n s c ri pti o n i n iti a ti o n

sit e o f th e h u m a n I し6 g e n e i s i n di c a t e d b y a h o ri z o n t al a r r o w 什 11 － S y n th e ti c

I L R E くG G G A T T T T C C C Cl i s t r e a t e d w ith k i n a s e
，

a n e al e d
，

a n d i n s e rt e d a t th e

B a m H I sit e し59l o f th e pl a s m i d I L ． 6 C A T 5 9
，

C r e a ti n g th e pl a s m id I し6 C A T 5 91

工L R E ．

f a c t o r ． k B こ N P － 4 0
，

n O nid et P －4 0 P M S F
， p h e n yl m et h y ls ulf o n y l fl u o rid e i R N A

，
rib o n u cl eic

a cid i C R N A
，

C O m p l e m e n t a r y R N A ニ m R N A ，
m e S S e n g e r R N A ニ S V 4 0

，
Si m i a n v ir u s 4 0 芸

T N F ， t u m O r n e C r O Si s f a ct o r i T P A ， 1 2 － 0 －t e t r a d e c a n o y lp h o rb ol 1 3 － a C e t at e
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処理 した後
，

ア ニ
ー

リ ン グ し た ． さ ら に
，

K l e n o w ポ

リ メ ラ ー ゼ 工 に よ っ て 両 端 を 平 滑 末 端 に 修復 し
，

B a n H I リ ン か － く東洋紡1 を接続 した ． B a m H I 部位 を

利用 し て
， 合成 I L R E l 個

， あ る い は 合 成 S V 4 0

k B l 個 を pI L
－6 C A T 5 9 の 5

，

端 に 組 み 込 ん で T 4

D N A リ ガ
ー

ゼ で 連結 して
， pI L ． 6 C A T 5 9 I L R E く図

2 J と pI L －6 C A T 5 9 S V 4 0 k B を作製 した ．

n L プ ラ ス ミ ド D N A の 細胞 へ の 導入

細胞 は D N A 導入 の24 時間前に
， 直 径1 0 c m デ ッ

シ ュ あ た り 3 X l O
6

個 ずつ 植 え た ． 以後 の 培地 は
，
全て

血清 を含ま な い D M E M を使用 した ． D E A E － デ キ ス ト

ラ ン 法
将

に よ っ て
，

デ ッ シ ュ あ た り プ ラ ス ミ ド D N A

2 0 p gノD E A E － デ キ ス ト ラ ン 混合液 2 m l E2 5 m M t ri s

くh y d r o x yl m e th ylJ a m i n o m e th a n e くT ri s 卜 塩 酸緩 衝

液， p H 7 ■ 4
，1 3 7 m M 塩化ナ トリ ウ ム

， 5 m M 塩 化カ リ

ウ ム
，
0 ■ 6 m M リ ン 酸水素ナ トリ ウム

， D E A E － デ キ ス

トラ ン の 最終濃度
，
50 0ノJ gノm り を添加後 ， 室 温 で30

分間静置 し た ． 培地8 m l を加 え て
，
C O 2イ ン キ ュ ベ

ー

タ内で90 分間静置 した ． 培地 を 吸引除去後 ，
D N A 導

入の 効率 を上 げる た め
，
1 0 ％ D M S O を含 む 培地 4

m l を加 え ． 室温 で 2 分間処理 し た ． D M S O 除去後 ，

1 0 m l の 培地 を加 え ， C O 2イ ン キ ュ ベ ー

タ
ー 内で24 時間

培養 し た ■ I L －1 く21 n gノm り あ る い は
，

T N F く34 n gl

m り を加 え
．

さ ら に24 時間培養し た ． こ の細胞 を 回収

して C A T ア ッ セ イ あ る い は リボ ヌ ク レ ア ー ゼ ．

マ ッ

ピ ン グ に 用 い た ．

V ． C h l o r a m p h e n i c ol a c e t yl t r a rL S f e r a s e くC A TI

ア ッ セ イ

C A T ア ッ セ イ は
，

G o r m a n らの 方法
17，

に 従 っ て 以

下の よ う に 行 っ た ． 直径1 0 c m デ ッ シ ュ か ら回 収 し た

細胞 に80 j L l の 0 ． 2 5 M T ri s一塩酸緩衝 乳 p H 7 ． 8 を 加

え
， 超音波処理 に よ っ て細胞膜 を破壊 し

， 細 胞抽出液

を調製 した － こ の 細胞 抽 出液 の タ ン パ ク 質濃度 は
，

B r a d f o r d 試薬で 定量 した ． タ ン パ ク質量 に 換算 し て

50 か ら20 0 ノ上 g の 細 胞抽 出液 を 含 む1 2 0 月1 の 反 応液

C T ri s l 塩酸緩衝液 ， p H 7 ． 8
，
0 ． 1 J L C i

1 4

C－ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ ー ル
，

4 m M a c e t yl
．

c o e n z Y m e A くC o A lj 中

で
， 3 7

0

C
，
3 0 分 間反 応 さ せ た ． 1 m l の 酢酸 エ チ ル を加

え て反応 を止 め
，

ク ロ ラム フ ェ ニ コ
ー ル 及 び ア セ ナ ル

化さ れ た ク ロ ラム フ ェ ニ コ ー ル を抽 出し た ． こ の 酢酸

エ チル 溶液 を真空乾燥 さ せ た ． 残漆 を20 声1 の 酢 酸 エ

チル を加 えて 再び 溶か し ，
シ リ カ ゲ ル の 薄層 くM e r c k

，

R a h w a y ， 米 国いこ ス ポ ッ ト し
，

ク ロ ロ ホ ル ム ニ メ タ

ノ ー ル く95 二 5 1 の溶媒 系で
，

4 0 分 間展 開 し た ． 展 開

後
， 薄 層を風乾 し

，
X 線 フ イ ル ム で オ

ー

ト ラ ジオ グ ラ

フ イ
ー

を行 い
，

ア セ チ ル 化ク ロ ラム フ ェ ニ コ
ー

ル の 放

射活性 で C A T 活性 を測定 した ．

V I ． ゲ ル 移動度シ フ トア ッ セ イ に よ る D N A 結合タ

ン パ ク 質の 同 定

1 一

光

P 標識 D N A プ ロ ー ブ の作製

プ ロ
ー

ブ に 用 い た D N A 断 片 は
，

プ ラ ス ミ ド

pI L
－ 6 C A T 7 2 の 5

，

端 を H i n d I工l で
，
3

，

端 を X h oI で 消

化 し て得た ■ I L R E を含 む こ の 断片 を くa
－

32

P J －d C T P

を用 い て E l e n o w ポ リ メ ラ ー ゼ 工 で 3
，

末 端標識 を

行 い
，

5 ％ポ リ ア クル ア ミ ド ゲ ル で電気泳動 を行 い 精

製 した ．

2 ． 核粗抽 出液の 調製

対照の抽出液 は無処理 の 細胞か ら
，
工し1

，
T N F 処理

の 抽出液 は
， それ ぞ れ の サイ ト カイ ン で30 分間刺激 し

た細胞か ら ，
D i g n a m らの 方法

1の
に 従 っ て 調製 した ．

約 1 0
8

個の 細胞を遠心 し て 集め
， ph o s ph a t e b u ff e r e d

S ali n e くP B SJ に 懸濁 し洗浄後
，
細胞容量の 5 倍量 の 緩

衝 液 A 仁1 0 m M N －2 － h y d r o x y e th yl pi p e r a zi n e
－ N

，
－ 2－

e th a n e s ulf o ni c a ci d
，くH E P E S l ， p H 7 ．9

，
1 ． 5 m M 塩化

マ グ ネ シ ウ ム
， 1 0 m M 塩 化 カ リ ウ ム

，
0 ． 5 m M

d ithi o th r eit o lくD T T り に 懸濁 し
，

4
C

C で1 0 分間静置 し

た ． 以下 の 操作 は全 て 4
0

C で 行っ た ． こ の 細胞懸濁液

を D o u n c e 型 ホ モ ジ ナイ ザ ー くK o n t e s
，
V i n el a n d

， 米

酢 に 移 し ， B ペ ッ ス ル を20 へ 3 0 回往復させ
，
細胞 膜

を破壌 し た ■ 細胞破砕液 は500 x g で 1 0 分間 遠心 し
，

核 と細胞質分画に 分離し た ．

細胞質分画に
，

その 容量の0 ． 11 倍の 割合で緩衝液 B

く0 ．3 M H E P E S
， p H 7 ． 9

，
1 ．4 M 塩化カ リ ウム

，
3 0 m M

塩化 マ グ ネ シ ウ ム1 を加 え混 合後1 00
，
0 0 0 x g で6 0 分

間 遠 心 し た ． 得 ら れ た 上 浦 を 緩 衝 液 D 亡2 0 m M

H E P E S
， p H 7 ． 9 ， 2 0 ％グ リ セ ロ ー ル

．
0 ． 1 M 塩 化カ リ ウ

ム
，

0 ． 2 m M e th yl e n e ．d i a m i n et e t r a a c e ti c a cid

くE D T A l ，
0 ． 5 m M p h e n yl

－ m e th yl s u lf o n yl fl u o ri d e

くP M S Fン， 0 － 5 m M D T T j に 対 し て透析し て平 衡化 し

た ．

核分画 は
，
2 5

，0 0 0 X g で2 0 分 間遠心 し ． 上 清の 細胞

質分画 を で き る だ け完全 に 取 り除 い て 得た ． 約1 0
8

個

の 細胞 か ら得 ら えた 核分画あ た り 500ノJ l の 綬衡 液 C

く1 0 m M H E P E S
， p H O ． 7

，
2 5 ％ グリ セ ロ

ー ル
，
0 ． 4 2 M 塩

化ナ ト リ ウム
，
1 ． 5 m M 塩化 マ グ ネ シ ウ ム

，
0 ． 2 m M

E D T A
，
0 ．5 m M P M S F

，
0 ． 5 m M D T Tナ を加 え ， ホ モ ジ

ナイ ザ ー

を用 い て 核 を懸濁後 ，
3 0 分間撹押し て 核 タ ン

パ ク質 を抽出 した ． こ の 抽 出液 を25
，
0 00 X g で3 0 分間

遠心 し
， 得ら れ た 上 清を緩衝液 D に 対し 4 時間透析 し

て平 衡化 した ． 透析終了後 ， 核粗抽出液と細胞質抽出

液 は ， そ れ ぞ れ25
，
0 00 x g で2 0 分間遠心 し て沈殿 を除

去 した 1 抽出液の タ ン パ ク質濃度 を B r a d f o rd 試薬 を



1 1 4 8

用 い て測定 し
， 使 用 時ま で

－

8 0
0

C で 保存 した ．

3 ． ゲ ル 移動度 シ フ トア ツ セ イ

反応液19 JL l く20 m M H E P E S
， p H 7 ． 9 ，

5 0 m M 塩 化

カ リ ウム
，
0 ． 2 m M E D T A

，
1 0 ％ グ リ セ ロ

ー ル
，

2 ％ ポ

リ ビ ニ ル ア ル コ
ー ル く重合度500h 2 FL g p Ol y くdI － d Cl ．

p ol y くdI －d Cl ，
1 m M D T T ， 3 p g 核粗抽 出液ま た は 3

メ g 細胞質抽出 掛 を水中で10 分間反 応さ せ た ． 次 に
，

こ の 反応液 に 1 月1 の 3
，

末端標 識 D N A プ ロ
ー ブ

胸 1 n g ，
放射比活性2 へ 5 X lO

T

c p m l J L gl を加 え混

合 し ， 室温 で30 分 間反 応さ せた
欄

， こ の 反応液2 伸 l を

4 ％ ポリ ア ク リ ル ア ミ ド ゲル を 用 い て
，

4
0

C ， 定電 圧

180 V で 2 へ 3 時間電気泳動 した ． 泳動 緩衝液 に は
，

2 2 m M T ri s
－ ホ ウ酸緩衝液 を用 い た ． 泳 動後 ，

ポ リ ア

ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を Wh a t m a n 3 M M ろ紙 に 移 して 乾

燥 さ せ
，

X 線 フ イ ル ム で1 卜 2 4 時間オ
ー トラ ジ オ グラ

フ イ
ー

を行 い
，

そ の プ ロ ー ブ の移動度 よ り D N A 結合

タ ン パ ク 質の 同定 を行 っ た ．

Vll ． I I ．
－ 6 C A T m e s 5 e n g e r ri b o n u cl ei c a ci d

くm R N A I の 定量

1 ． 組 み換 え プラ ス ミ ドの L 細胞 へ の 導入

R o u s s a r c o m a v i r u s くR S Vl 由来 の 構成的 な エ ン ハ

ン サ
ー

を C A T 構 造 遺伝 子 の 5
，

端 に 接 続 し た

p R S V C A T 5 JL g を
， pI L

－ 6 C A T 5 9I L R E l O JJ g と と も

に 細 胞 に 導入 す る こ と に よ っ て
，

各 デ ッ シ ュ 間 の

D N A 導入 の 効率 の逮も1 を補正 で き る よ う に した ． プ

ラ ス ミ ド D N A を 導入 し て か ら2 4 時間 後 ．
5 0 声 M

E 7 存在下 ま た は非存在 下の 細 胞 を 工し1 く2 1 n gノm ll ，

T N F く34 n g J
，

m ll で 2 時間刺激 した ．

2 ． 全 R N A の調製

全 R N A の調製は
，
C h i r g w i n らの 方法ぞに 従 っ て 以

下の よ う に 行 っ た ． 0 ．5 ％ラ ウ リ ル サ ル コ シ ル ナ ト リ

ウム
， 2 5 m M ク エ ン酸 ナ トリ ウ ム

，
0 ， 1 M 2 － メ ル カ プ

ト エ タ ノ ー ル を 含 む 4 M チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ ン

くg u a ni d in e th i o c y a n a te ， G T C l 液 ， p H 7 － 0
，

3 m l

に
， 回収 した L 細胞 を溶解 し た ． こ の G T C 液 中の

D N A を細 胞 破砕 機 を 用 い て切 断 した ．
ペ ッ ク マ ン

く米E郡 S W 5 0 ． 1 ポ リ ア ロ マ
ー チ ュ

ー ブに 2 m l の5 ．7 M

塩化 セ シ ウム
，
0 ． 1 M E D T A

，
0 ． 2 ％ ジ エ チ ル ピ ロ

カ ル ポ ネ
ー

ト ， p H 7 ． 0 を入 れ
，
その 上 に 細胞 を溶解 し

た G T C 液 を重層 した ． 1 5
O

C ，
1 X l O

5

g で1 2 時間遠心

後 ，
上 清 の タ ン パ ク 質 ，

D N A の 層を除去 し
，
沈殿 の

R N A を95 ％ エ タ ノ ー ル で 2 回 洗浄 した ． エ タ ノ ー ル

を 風乾後
，

R N A を 0 ． 3 m l の 蒸留 水 に 溶 解 し ，
2 0 0

m M 塩化ナ トリ ウ ム
，
2 ． 5 倍容量の エ タ ノ

ー ル を加 え ，

－ 2 0
0

C で 保存 し た ．

3 ． リ ボ ヌ ク レ ア
ー

ゼ ． マ ッ ピ ン グ

供

I L ． 6 C A T 遺 伝 子 の I L － 6 遺 伝 子 プ ロ モ ー

タ ー

X b aI 部位 く－2 2 5 塩 基 対1 か ら C A T 構 造 遺 伝 子

E c o R I 部位 什 25 0塩 基珊 ま で の D N A 断片 を プラ ス

ミ ド p S P T 1 8 に 組 み込 んだ ． H i n dIII で 消化 し た こ

の プ ラ ス ミ ド を 鋳型 と して
，

T 7 ポ リ メ ラ ー ゼ とくぽ －

32

Pl － d U T P を 用 い て c o m pl e m e n t a r y R N A くC R N A l

を合成 した ． 全 R N A と C R N A を ハ イ ブ リ ッ ド形成

さ せ た後 ，
リ ボ ヌ ク レ ア

ー ゼ A お よ び リ ボヌ ク レ ア
ー

ゼ T l に よ り 1 本 鎖部 分 を 消化 し た
2 い

． 尿素 を含 む

6 ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を用 い て電 気 泳動 し
，

オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ フ イ
一

に よ り 保 存 さ れ た 2 本 鎖

R N A の 断 片を 分析 し た ．

成 績

I ． C A T ア ッ セ イ に お け るI L － 6 C A T 5 9 I I J R E の 誘

導活 性の 検出

N トk B の シ グ ナ ル 伝 達 と 比 較 す る 目 的 で
，

I L ，6 C A T 5 9 に 合成 I L R E を接続 した 組み 換 え プ ラ ス

ミ ド を D E A E ザ キ ス ト ラ ン 法で
．

マ ウ ス 線 推芽 細胞

株 L 細胞 に 導入 し た ． こ の 細胞 を そ れ ぞ れ 工し1 く21

n gノm ll ，
T N F く34 n gl m ll ，

T P A く50 n gl m ll ，
フ ォ ル ス

コ リ ン く10 JL M l で24 時間刺激後 ，
C A T 清性 を測定し

た く図 3 1 ．
I し6C A T 5 9 I L R E は

，
I L －1

，
T N F の 刺激

で C A T 清性 の 上 昇を 示 し た ． I L R E を 欠 く I L－6C 一

Fi g ． 3 ．
N eith e r T P A n o r f o r s k o li n m i m i c s t h e

I L － 11 T N F a c ti o n o n th e I L －6 C A T e x p r e s si o n ．

T e s t pl a m id s くIL － 6 C A T 5 9 I L R E a n d I し6 C A T －

5 91 w e r e t r a n sf e c t e d i n t o L c ell s
，

a n d th e c ell s

w e r e sti m ul a t e d w ith I L －1 く21 n gl m ll ，
T N F

く34 n gl m lJ ，
T P A く50 n gl m ll o r f o r s k oli n く1 0

p M J f o r 2 4 h o u r s ． C A T a c ti v iti e s w e r e

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

b a s a l C A T a cti v it y f r o m t h e pl a s m i d I L －6 C A －

T 59工L R E
，

W hi ch w a s s e t a t a v a l u e of l OO －
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F i g ． 4 ． E l e c t r o ph o r e ti c m o b ilit y s hift a s s a y ． N u cl e a r e x tr a ct s f r o m u n s ti m ul a t e d
く0 mi nl L c e ll s o r f r o m c ell s s ti m u l a t e d w ith T N F くTl ，

T P A くT pナ o f f o r s k oli n

CF J f o r 1 5 0 r 1 2 0 m i n w e r e a n al y z e d w ith th e p r o b e s p a n ni n g th e I L －6 s e q u e n c e

f r o m
－ 7 3 t o ＋1 4 く1 a n e s d l ．7I ． N u cl e a r e x t r a c ts f r o m u n s ti m u l a t e d くCI H e L a

C e11 s o r f r o m c ell s s ti m u l a t e d w ith T P A
，
I L ．1 m o r T N F f o r 3 0 mi n w e r e

a n a l y z ed wi th eith e r th e I し6 p r o b e く1 a n e s 8 －11l ，
th e S V 40 k B p r o b e くI a n e s

1 2 ，1 5l o r th e T P A r e s p o n si v e el e m e n t CT R 即 p r o b e く16 －1 91 ． D N A l p r o t ei n

C O m pl e x e s of l a n e s l －7 d e n o t e d I L R F ． A tI A l a n d I L R F － B くI Bl th a t w a s

C O m p e titi v e s p e cifi c a ll y w ith e x c e s s u n l a b el ed I L R E ． 1 A
，
b u t n o t N F －k B lik e

n u cl e a r f a c t o r
， W a S P r e S e n t C O n S tit u ti v el y l n th e n u cl e u s

，
alt h o u gh I B w hi ch

W a S Si m il a r t o N F q k B w a s p r e s e n t i n th e c yt o pl a s m a n d tr a nl o c a t e d t o th e

n u cl e u s u p o n sti m ul a ti o n ． T h e a r r o w s of l a n e s 8 －1 1 a n d l a n e s 1 2 －1 5 d e n o te d
I L R F I D N A c o m pl e x ． T h e a r r o w o f l a n e s 1 6 －1 9 d e n o t e d A P －1ノD N A c o m pl e x ．

A T 5 9 で は
，
I LLl ，

T N F の刺激 に よ っ て C A T 活性は

上昇 し な か っ た ． I L －6 C A T 5 9
，
I L ．6 C A T 5 9 I L R E と

も に T P A に は 反応 しな か っ た ． フ ォ ル ス コ リ ン の 刺

激に 対 し て は
，

両 者と も に C A T 活性の 上 昇が み と め

られ フ ォ ル ス コ リ ン の 刺激 に は
，
王L R E は関係 ない こ

と が わ か っ た ■ こ の 結 果 か ら 線 推 芽 細 胞 に お け る

I L －11 T N F の シ グ ナ ル 伝達経路 は
，

T P A や フ ォ ル ス

コ リ ン の 刺激 に 置き 換 え る こ と が で き な い こ と が わ

か っ た く図 3 ト

王工 ． ゲ ル 移動度 シ フ トア ッ セ イ に よ る 転写 因子 の 検

出

T P A や フ ォ ル ス コ リ ン の 刺激 で IL R F が 核内に 誘

導さ れ る か どう か を 調 べ る 目 的 で ゲ ル 移 動度 シ フ ト

ア ッ セ イ を行 っ た ． 図 4 と 図 5 に お い て
，
I L R F と

IL R E を含 む D N A 断 片の 複 合体 は IB で 示 し た ．

ア ッ セ イ に 核粗抽出液 を用 い る と ，
工L R F は i し 1 く図

5 I と T N F く図 4 の 3 1 で誘 導さ れ た ．

一 方 ， L 細胞

を T P A や フ ォ ル コ リ ン で刺激 して も I L R F に 相当す

る バ ン ドの 著 しい 誘導は み と め られ な か っ た く図 4 の

4 か ら 7 ト ま た ，
ヒ ト子 宮頸が ん細胞 株 の H e L a 細

胞 に お い て も 同様 の 結 果だ っ た く図 4 の 8 か ら 9 ト

IL －1 ま た は T N F で H e L a 細胞 を 刺 激 し た 場合 ，

I L R F く図 4 の 8 の 矢 恥 は誘導さ れ た が
，
T P A で はほ

C o ntr oI lし－1

r
．

1 r
岬

I

C N C N

tL － 1 1L － 1
十 ＋
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一
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C N C N

鞘 粥 弾 叫

阻 叫 鍼 鍼主
観 掴

一 ．

1 A
－

－ －

1 1 4 9

F i g ． 5 ． E ff e c t s o f p r o te i n ki n a s e C i n h ib it o r s o n

th e t r a n sl o c a ti o n o f I L R F f r o m th e c y t o pl a s m

t o th e n u cl e u s ． N u c l e a r くN l a n d c y t o s oli c くCJ
e x tr a c ts f r o m u n s ti m ul a t e d くC O n t r O ll L c ell s o r

f r o m c ell s t r e a t e d w ith I L －1 く21 n gl m り f o r 3 0

m i n i n t h e p r e s e n c e o r a b s e n c e o f H A く50

J L M J o r H 7 く50 JL M I w e r e a n al y z e d w ith th e

I L －6 p r o b e tf r o m
－

7 3 t o ＋ 1 41 こ C y t O S Oli c e x tr a
－

C tS W e r e t r e a t ed w ith D O C a n d N P －4 0 p ri o r t o

el e c t r o p h o r e ti c r n o bilit y sh ift a s s a y ， D N A I

P r O t ei n c o m pl e x e s d e n o t e d I A a n I B a r e a s

d e s c ri b e d i n F i g ． 4 ．



1 1 5 0

と ん ど誘導 さ れ な か っ た ． 1 L R E と 相 同性 の 高 い

S V 4 0 の k B エ レ メ ン ト く図1 1 を プ ロ
ー ブ と し て

，

I L －1
，
T N F

，
T P A それ ぞ れ で刺激後 の H e L a 細胞の 核

粗抽出液 を用 い て ゲ ル 移動度シ フ トア ッ セ イ を行 っ た

く図4 の 12 か ら151 ． I L R E に 結合す る 因子 くI L R Fl と

同様 に
，
k B エ レ メ ン トに 結合 す る 因 子 くN F ． k B I も

I し 1J
I
T N F で 誘導さ れ た く図4 の 13 と141 が

，
T P A で

は誘 導さ れ なか っ た く図4 の1封 ．

次 に
，

こ の 実験 条件 で T P A に よ っ て プ ロ テイ ン キ

ナ ー ゼ C が活性 化 さ れ て い る こ と を 確 か め る目 的 で

a c ti v a t o r p r o t ei n
－1 くA P － 1I の 誘 導 を調 べ た ． A P －1

は
，

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C の シ グ ナ ル 伝達経路の 核 内

受容 タ ン パ ク 質で あ る こ と が 知 ら れ て い る
甜

． 図 4

の1 6
，
1 7 に 示 す よ うに

，
H e L a 細胞 に お い て T P A の

刺激 で A P tl は著明 に誘 導され たく図 4 の17 の矢印ト

ま た
， 報告 され て い る よう に

，
A P － 1 は 王し1 く図 4 の

弼 や T N Fく図 4 の 川 に よ っ て も誘 導さ れ た ． A P －1

が誘 導さ れ た こ とか ら
，

T P A で 細胞 を 刺激す る 実験

条件 が 不適 当で は ない こ とが確 か め ら れ た ．

H L l l R F 誘導 に お け る プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ 阻幸剤

の 影響

1 ． ゲ ル 移動度 シ フ ト ア ツ セ イ

I し1ノT N F に よ る工L R F の核 内 へ の誘 導に お ける プ

音
量
O
d

l

篭
じ

聖

幸
男
這

C o nt r ol l し 1 T N F

Fi g ．
6 ． E ff e c t o f H 7 a n d H 8 0 n th e a c ti v a ti o n

o f th e I L －6 C A T g e n e s b y I L ． 1 a n d T N F ．

A ft e r t r a n sf e c ti o n w ith I し6 C A T 5 91I L R E
，

C ell s

w e r e tr e a t e d w ith H 7 0 r H 8 く50 p M l f o r 2

h o u r s ． T h e c ell s w e r e w a sh e d a n d e x p o s e d t o

I L － l o r T N F f o r 2 4 h o u r s ． C A T a c ti v iti e s

w e r e e x p r e s s e d a s F i g ． 3 ． N um b e r s a b o v e

bl a c k b a r くH 71 an d sh a d e d b a r くH 81 i n d i c a t e

d eg r e e s o f i n hi b iti o n b y H 7 a n d H 8 r e s p e c ti v －

el y く％i nl 1ib iti o nJ ． Wh it e b a r d e n o t e d th e C A T

a cti vi t y o f n o n e t r e a t m e n t w ith H 7 0 r H 8
．

供

ロ ティ ン キ ナ ー ゼ 阻害剤 の影 響を調 べ た ． 阻害 剤 H 8

くN p亡2 －くm e th yl a m i n ol e th ylj ．5 －i s o q u in oli n e s u lf o n a m ．

id e d ih y d r o ch l o rid el は 主に プ ロ テイ ン キ ナ
ー

ゼ A を

阻害す る ． H 7 亡1 ．く5 －i s o q ui n o li n e s ulf o n y11 － 2 － m e th yl p
．

i p e r a zi n e d ih yd r o c h l o rid eコは主 に プ ロ テ イ ン キ ナ ー

ゼ C を阻害す る ．

図 5 に示 す よう に
， 対照で は 工L R F くI BI は細胞 質

くCy t O S Ol
，
C いこ 局在 し

，
核 くn u c l e a r e x t r a c t

，
N l で

は
，

ほ と ん ど検 出さ れ な か っ た 一 紙 胞質 で は N F － k B

は
，
1 k B と複合体 を形成 し て 不 活性 の 状態 に あり

，

D N A 結合 能は な い こ と が知 ら れ て い る ． こ の 複 合体

は
，

界面 活性 剤 で あ る0 ． 8 ％ s o d i u m d e o x y c h ol a t e

のO Cl と0 ． 7 5 ％ N P －4 0 で 処理 す る こ と に よ っ て 解離

し D N A 結合能が ゲ ル 移動度 シ フ トア ッ セ イ で 検出で

き るよ う に な っ た く図 5 の細胞質 ニ Cl ． 図 5 の 工L R F

J U l

罠覧諾猥

Fig ． 7 ． E ff e c t o f p r o t ei n k i n a s e C i n hi bit o r

くH 7l o n th e I L R E － d e p e n d e n t a c ti v a ti o n o f th e

I L ． 6 C A T g e n e b y I し1 a n d T N F ． L c ell s

w e r e t r an Sf e c t ed w ith a m i x t u r e of I L －6 C A T －

5 9I L R E a n d p R S V C A T pl a s m id s ．
T o t al

R N A w a s p r e p a r e d f r o m u n s ti m u l a t e d c ell s

くCl ，
O r f r o m c ell s s ti m u l a t e d f o r 2 h o u r s w ith

I L －1 く11 a n d T N F くTl i n th e p r e s e n c e o r

ab s e n c e o f 5 0 JL M H 7 a n d w a s s u bj e c t e d t o

R N a s e m a p pi n g a n al y si s ．
I し6 C A T a n d U I

r ef e r t o c o r r e c tl y i niti a t e d I し6 C A T t r a n s c ri p
－

ts a n d t r a n s c ri p t s i n iti a t e d a n u p st r e a m I L ． 6

c r y p ti c i n iti a ti o n si t e r e s p e c ti v el y ニ C A T

t r a n s c ri pt s d e ri v ed f r o m R S V C A T a r e al s o

i n d i c a te d ．
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ロBl の 移 動 度 が 細 胞 質 くc y t o s ol
，
CI で 核 くn u cl e a r

e x t r a c t
，
N ン よ り少 し速 く な っ て い るの は界 面晴 性剤

の影響で あ る と 考 え られ る ． 無刺激 の 状態 で は99 ％以

上の I L R F は
， 細胞 質 に 局 在 し て い る が I し1 や

T N F で刺 激す る こ と に よ っ て
，

王L R F が核 内に 移行

す る こ と に よ っ て 工L R F の 誘導が起 こ っ た と 考 えら れ

る ． ま た
，
I L ． 1ノT N F の 刺激に よ る I L R F の 核内 へ の

移行 は ，
H 7 に よ っ て顕 著な 阻害 を受 け な か っ た ．

2 ． C A T ア ッ セ イ

IL －6 C A T 5 9 I L R E を導入 した L 細 胞 を H 7 あ る い は

H 8 で 2 時間， 前処理 した後 で 1 し1 ま た は T N F を加

えて24 時間培養 し た ． 細胞 を 回収 し
，
細胞抽出液 を調

製し
．

C A T 活性 を測定 し た く図 61 ． 1 し1 の シ グナ ル

は
，

H 7 ，
H 8 で と も に 約30 ％程度阻害さ れ た ．

一 方 ，

T N F の シ グナ ル は
，

プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や C の 阻

害剤の 影響 を ほ と ん ど受 け な か っ た ．

3 ． リ ボ ヌ ク レ ア ー ゼ ． マ ッ ピ ン グ

C A T ア ッ セ イ に お け る ク ロ ラ ム フ ェ ニ コ
ー ル ア セ

チル トラ ン ス フ エ ラ ー ゼ の 活性が ， 正 常 な転写開始点

より 合成さ れ た m R N A 量 を反映 して い る か
， 確 か め

るた め に リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ ■

マ ッ ピ ン グ を行 っ た ．

図 7 に 示 す よ う にI し6 C A T は
，

2 時 間 の I し1ノ

T N F の 刺激 で 著 し く誘導さ れ た ． ま た ，
こ の I L － 1ノ

T N F に よ る I L ．6 C A T の転写誘導 は
，

プ ロ テイ ン キ

ナ ー ゼ 阻害剤 B 7 に よ っ て 阻害され な か っ た ．

考 察

I し1 や T N F に よ る 工し6 遺伝子 の 活性化 に お い て

工L R E と 呼ば れ る I し6 遺伝 子 プ ロ モ ー タ ー 領域 内の

シ ス ． エ レ メ ン ト が 重 要 な 働 き を し て い る こ と は

Shi m i z u s らが示 してい る
7I

． I L R E は
，
N F－k B の 結合モ

チ
ー フ と 相同性が 高い

． ま た
，
I L R F は N F － k B 横 国

子で も ある ． 本研究は ． L 細胞や H e L a 細胞 の よ う な

リ ン パ 球 以 外 の 細 胞 に お い て ，
I し1ノT N F に よ る

IL R F の 核 へ の移行やI L R E を介し た I し6 C A T の 転

写誘導 に は
，

プ ロ テ イ ン キナ
ー ゼ A や C 以 外の シ グ ナ

ル 伝達経路が 関 与 し て い る こ と を示 し た ． こ の 結 果

は
，
Z h a n g らが 報告 し た 結果

1 412 4J
と

一

致 し て い る ．

I し1 J
I
T N F は細胞 内の c A M P 量を 上 昇さ せ る が H 8

や過剰 な T P A 処理 に よ っ て プ ロ テ イ ン キ ナ
ー

ゼ A や

C の 経路 を遮断 した 状態 で も
， 線 維芽細胞内在 のI し6

遺伝子 は誘導さ れ た ．

一 方
，
S eb g al ら は

，
細 胞 に 内在

す る 王し6 遺伝子 の 工し1ノT N F に よ る 誘 導は H 7 に

よ っ て 有効 に 阻害さ れ ると い う 異な っ た 結果 を得て い

る
彷I

． 今 回
，
工し1 に よ る 工し6 C A T の 誘 導活性 は

，

H 7 や H 8 に よ っ て
，
3 0 ％極度の 阻害が み と め られ た
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く図6 の 工し1ト I し1 に 関し て は ，
プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ

A や C の 経路 が 二 次的な役割 を し てる こ と が 示 唆さ れ

た ． T N F の 誘導活性 は
，
H 7 や H 8 の 影響 をほ と ん ど

受 けな か っ た ． こ の こ と か ら T N F の i L R E へ の シ グ

ナル は
， 線維 芽細胞 に お い て

，
プ ロ テイ ン キナ

ー

ゼ A

や C と は 異な る シ グ ナ ル 伝達経路が 存在 して い る こ と

が 示 唆さ れ た く図 6 の T N F ト I し11 T N F の シ グ ナ ル

に プ ロ テ イ ン キナ
ー

ゼ C が関与 す る か どう か に つ い て

は
一 致 し た 見 解 が 得 ら れ て い な い

1 朋
． 細 胞 質 の

I L R F の 核内 へ の 移行が IL －1ノT N F に よ る IL ．6 遺伝

子 の 活性化に 必要で あ る が
，

H 7 や H 8 処理 に よ っ て

も 1L R F の 核 へ の 移行 を有効 に 阻害で き な か っ た く図

5 ト N F －k B を誘導 し
26，

，
l し6 遺伝子 を活性化す る

271

p ol y トC の 刺激は
．

プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ C を活性化 し

な い こ と が 示 さ れ て い る
劫l

． これ らの 結果 は
， リ ン パ

球以 外の 細胞 に お い て
，
1 し 1 ノT N F の シ グ ナ ル 伝達

経路 と し て プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や C は 主 要な経路 で

は な い と い う こ と を示 し てい る ．

N トk B は
， 前B 細胞株70 Z ノ3 の よ う な リ ン パ 系の

細胞 に お い て T P A や フ ォ ル ス コ リ ン に よ っ て 誘導さ

れ る
91L2 J

． L 細 胞と H e L a 細胞 を A P ．1 が 有効に 誘導さ

れ る 実験 条件 で
，

T P A 処 理 し て も IL ，6 I L R E や

S V 4 0 の D N A 配列 に 特異的 に 結合す る N F －k B は
，

ゲル 移動度 シ フ トア ツ セ イ に よ っ て検出す る こ と が で

き な か っ た く図 り ． ま た ， C A T ア ッ セ イ で も 同様 の

結果 を得 た く図3 1 ． こ れ に 反 し ，
S h i r a k a w a ら は

，

7 0 Z ノ3 を用 い て
，

プ ロ テイ ン キ ナ ー ゼ A や C を活 性

化 して N F － k王ヨ の 核 へ の 移行 が誘 導で き る こ と を示 し

た
13，

． さ ら に
，

H 8 処理 に よ っ て N F ． k B の 核 へ の移行

が 阻害で き る こ と を 示 し た ． 彼 ら の 結論 と し て
，
7 0 Z

ノ3 で は
，
1し1 の シ グナ ル は プ ロ テイ ン キ ナ

ー

ゼ A や

C を介 して N F －k B に 伝達 され ると 考 えて い る ． こ れ

に 対 し ， L 細胞や H e L a 細胞 で
，
I L R F の 核 へ の 移行

と C A T レ ポ 一

夕
一 過伝子 の I L R E を介 し た転写活性

に 基づ い て 調 べ た と こ ろ
，
T P A や フ ォ ル ス コ リ ン の

シ グ ナル は
，
I し1 の 刺激 に 置き換 え る こ とが 出来 る ほ

ど強 い も の で はな か っ た く図 3 ト H 8 は
，

それ ら の 細

胞 に お ける 1 し1 の シ グ ナ ル を十分に 遮断 し な か っ た

く図6 J ． 加 えて
，

O sb o r n ら は
，
T P A の 刺激 に 反応し

な い 細胞株 を用 い て
，

T N F 処理 に よ っ て N F－k B が

誘導さ れ る こ と を示 し て い る
乃I

． こ の 結果 は
，
T N F の

作用 に は プ ロ テイ ン キ ナ
ー

ゼ C が 関与 して い な い こ と

を示 唆す る も の で あ る ．

工し1 の シ グ ナ ル に お ける
，

こ れ ら の 矛盾は 1 し 1 レ

セ プ タ ー の 多様性 で説 明で き るか も しれ な い ． 工し1 レ

セ プ タ ー は
， 線維 芽細胞 や T 細胞上 の分子 と B 細胞上
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の 分子 で は抗原性や 機能が 異な る こ とが 報告 され てい

る
3 り311

． 前 B 維ほ包上 の 王し1 レ セ プ タ
ー

は プ ロ テイ ン キ

ナ ー ゼ C 依存の経路 を 介し て 工し1 の シ グ ナ ル を核 に

伝達す る
2 l

．

一 方
，

T 細胞上 の 工し1 レ セ プ タ ー は
，
プ

ロ テイ ン キ ナ
ー

ゼ C 以外の経路 を介 して い る こ と が示

さ れ て い る
瑚

． しか しな が ら ， す べ て の 工し1 シ グナ ル

に 関す る矛盾 を 1 し1 レ セ プ タ ー の 多様性 で 説 明 す る

こ と はで き な い ． H e L a 細胞 を用 い て
，
M a c c h i ら

E a n n o ら
鉱1

は著者 らと
一

致 した 結論 を 導い てい る が
，

S．e n ら
9や N el s e n ら

361
は N F － k B に 伝達さ れ る シ グ ナ

ル は プ ロ テイ ン キナ
ー

ゼ C の経路が 関与 して い る と考

え て い る ． 免疫 グロ ブ リ ン k 鎖遺伝子 エ ン ハ ン サ
ー で

あ る k B を ブ ロ
ー プと して 用 い た ゲ ル 移動度 シ フ ト

ア ッ セ イ に よ っ て検 出した N F －k B と
，
免疫 グロ ブリ

ン エ ン ハ ン サ ー の k B エ レ メ ン ト を 介 し た C A T レ

ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 は
，

い ずれ も 二H e L a 細 胞 を

T P A で 刺激 す る こ と に よ っ て 誘導 さ れ た ．

一 方
，

C h a m b o n ら の グ ル ー プ 瑚 51
は同 じ H e L a 細胞 を 用 い

て ， S V 40 エ ン ハ ン サ ー 内の k B エ レ メ ン ト に よ っ て

T P A は N F － k B を有意に 誘導す る こ と はな か っ た ，

N F －k B 横転写 因子 の結合モ チ ー フ は
，

表 1 に 示 し た

よ う に 各遺伝子 に よ っ て 2
，

3 の塩 基 で は あ る が 異

な っ て お り ，
コ ン セ ン サ ス 配列 は な い ． N トk B 横 転

写因子 には
一 群 の タ ン パ ク 質 フ ァ ミ リ ー が あ っ て その

フ ァ ミ リ
ー

の 中の 異な る N トk B 横転写 因子 が 異 な る

シ グナ ル に反応 して各遺伝子 の 発現 を活性化 し て い る

可能性が 考 え られ る ． 最近 ，
N F － k B 遺伝子 が 同定 さ

れ た
37旭 朗

． N F －k B は
， 分子 量 約5 0

，
0 0 0 の タ ン パ ク 質

くp E明 と分子 量約 軋 000 の タ ン パ ク質くp 瑚 か ら構成

さ れ て い るが
，

い ずれ の タ ン パ ク 質も が ん 遺伝 子 の

マ
ー

r el の 遺伝子 産物 と 相同性が ある こ と が 示 さ れ た ．

工L － 1 の シ グナ ル に 関し て は
， 研究 グル ー プ間で

一 致 し

た 見解が得 ら れ て い ない が
，

L 細胞 や H e L a 細胞 を用

い た 今回の 結果 で は
，

プ ロ テ イ ン キ ナ
ー

ゼ C の経路 を

遮 断 し た 実 験 条件 で も 工L R F くN F －k 即 は ，
l し1ノ

T N F に よ っ て誘 導され る こ と が わ か っ た ． こ れ ら の

結果 よ り
，
I し1ノT N F に よ る 工L R F の 誘導に は プ ロ テ

イ ン キ ナ
ー

ゼA や C は主要な 経路で はな い こ と が 示 唆

され た ．

結 論

王し1ノT N F の シ グナ ル 伝達経路 を 工し6 遺伝子 を用

い て調 べ
， 次の 結論 を得 た ．

1 ． 線維 芽細 胞に お い て
，
1 し1 や T N F の シ グ ナ ル

は T P A や フ ォ ル ス コ リ ン の 刺激 に 置 き換 える こ と は

で き なか っ た ．

2 ． I L －1ノT N F に よ っ て 核 内 に 誘 導 さ れ る IL R F

は
，

T P A や フ ォ ル ス コ リ ン の刺激 に は反 応 し な か っ

た ．

3 ． 王し1ノT N F の シ グ ナ ル は プ ロ テ イ ン キナ ー ゼ阻

害剤 の存 在下 で も
，
工L R F に 伝達 され

，
I し6 遺伝子 を

活性化 した ．

4 ． リ ボ ヌ ク レ ア
ー ゼ ． マ ッ ピ ン グ に よ っ て

，

C A T ア ツ セ イ の 結果が ， 正 常 な転写開始点 よ り合成

さ れ た IL ． 6 C A T m R N A の 畳 を反映 して い る こ と が

確か め ら れ た ．

5 ． 以上 の結果 よ り
， 線 維 芽細胞 に お い て

，
工し1ノ

T N F の シ グ ナ ル は プ ロ テイ ン キ ナ
ー

ゼ A や C 以外の

経路 を介 して I L R F に 伝達さ れ
，
核内の IL R E に よ っ

て 工し6 遺伝 子 を 活性化 して い る こ とが 示 され た ．
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E M B O J ．

，
8

，
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