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リ セ ブ タ ー ア ン タ ゴ ニ ス ト の 役割 に 関す る研究

金沢大学医学部整形外科学講座 ( 主任 : 富 田勝郎教授)

本 荘 茂

急性炎症 に お い て ほ様 々 な媒介化学物 質が 関与 して い る こ と が近年の 研究に よ っ て 明 らか に な っ てき てお り , そ の 中で

もイ ン タ
ー

ロ イ キ ン 1 (i n t e rl e u ki n-1 ･
I L-1)1 I L- 6

･
Ⅰし8

, 腫瘍壊死 因子(t u r n o r n e c r o si s f a c t o r a
, T N F α) な ど の 炎症性サ イ ト カ

イ ン は重要な役割を 果た して い るもの と 考え られて い る ･ これ ら の サ イ ト カ イ ン ほ相 互 に 影 響 を 及ぼ し合 い
,

サ イ ト カ イ ン

ネ ッ ト ワ
ー

ク を 形成 し て炎 症反 応が 進 展 し て い く も の と考 え ら れ て い る ･

一

方 で は IL -1 レ セ プ タ ー

ア ン ゴ ニ ス ト (Ⅰし1

r e c e p t o r a n t a g o ni s t
, Ⅰし1 r a) な どの サ イ トカ イ ン 阻害物質 が存在す る こ とも明 らか に な っ て お り , 負 の フ ィ

ー

ドバ
ッ ク に よ っ

て働い て
, 進展す る炎症反応を 制御 して い る もの と考 え られ て い る ･ 本研 究 で は マ ウ ス に テ レ ビ ン 油を 投与 して 急性炎症 を引

き起 こ し
,

そ の 後に 血清 中に産生 され る ハ ブ ト グ ロ ビ ン と I L l
,
Ⅰし6 , T N F α お よ び I し1 r a の 血 中濃度 を測定 した . それ に よ

ると 血 清中 ハ ブ ト グ ロ ビ ン ほ テ レ ビ ソ 抽投与12 時 間後 よ り増加 し始め る が
,
そ れ に 先立 っ て IL-1 α

, Ⅰし6 が 発 軋 産生 され る こ

とが 明 らか と な っ た ･ I L-1 α の ピ ー ク は 2 時間と48 時間に 認め られ ,
IL- 6 の ピ ー

ク は1 2 時間に 認め られ た . T N F α ほ い ずれ の

時間に お い て も検出 され なか っ た ･ ま た IL - 1 r a は4 8 時間後 に産生 の ピ ー ク を迎 え
,

しか も長期間 に わ た っ て 高濃度 に産生 され

て い た ■ これ らか ら急性炎症に お い て は炎症性 サ イ ト カ イ ン とIL -1 r a の 両方が 産生 され て お り ,
I L -1 r a は炎 症の 制御 に 関与 し

て い る もの と考 えられ た ･ L か し マ ウ ス の 生体 内に お い て は
. 遺 伝子組 み替え型I L -1 r a に よ っ て テ レ ビ ン 抽 に よ ろ ハ ブ ト グ ロ

ビ ン の 産生誘導 を 抑制 できなか っ た ･ こ の こ と は 急 性 期炎症 蛋白 の 誘導 が I L -1 に よ っ て だ けで は な く ,
Ⅰし1 非 依存的 に

I L -6 な どの 経路 に よ っ てももた られされ て い る可 能性を 示 唆 した ,

K e y w o r d s a c u t e p h a s e p r o t e in
,

h a p t o gl o b in
･
in fl a m m at o ry c y t o k in e

,
t u r p e n tin e oil

,
I L - 1

r e c e p t o r a n t a g o nis t

外傷後や 感染 , 慢性 関節 リ ウ マ チ な どの 炎症性疾患に お い て

は
, 様 々 な 炎症所見 が認め られ る . 炎症居所 に ほ 発赤 , 腫脹,

浮 腫J 痺痛 , 熱感な ど が認め られ
,

これ らほ 古く か ら炎症の 主

徴 と されて きた
l-

. また 全身的に も患者は し ば しば 発熱や 懐 眠

傾 臥 食欲不 振 , 体重減少な どの 臨床症状を 呈 する
2)

.

一 方 , 血

液 生化学検査 に お い て は 白血 球の 増加
, 核の 左方移 臥 赤血 球

沈 降速度 ( e r y th r o c yt e s e d i m e n t a ti o n r at e , E S R) の 先進 ,
フ ィ

ブ リ ノ ー

ゲ ン や C一反応性蛋白質(C -

r e a C ti v e p r o t ei n , C R P) ,
ハ

プ トグ ロ ビ ン な どの 急性期炎症蛋白 の 増加, 血 清 ア ル ブ ミ ン の

低 下な どが 認め られ る
3)

.

近年 こ れ らの 現象が種 々 の 媒介化学物質に よ り引き起 こ され

て い る こ とが 明 らか に な り つ つ あ り
, 特 に リ ン パ 球や マ ク ロ

フ ァ
ー

ジな どか ら分泌 され る サ イ ト カ イ ン と呼 ばれ る生理 活性

物質が 重要な役割 を 果た して い る こ とが 明らか とな っ てきて い

る
4)

. そ の 中で もイ ン タ
ー

ロ イ キ ン 1 (i n t e rl e u ki n
-

1 ,
I L -1) , 腫

壊死因子(t u m o r n e c r o si s f a c to r a , T N F α) ,
I L -6

,
I L -8 な どほ 炎

症反応に 大きくか か わ っ て い るた め
, 炎症性 サ イ ト カ イ ン と呼

ばれて い る
5)

. こ れ らの サ イ トカ イ ン ほ 相互 に ネ ッ ト ワ ー ク を

形成 して お 互 い に
, ある い は自 己自身を も刺激, 誘 導 し相乗的

に 炎症反応が進展す る と考 え られ て い る
6)

.

そ の 一 方で こ れ らの 炎症性 サ イ ト カ イ ン に 対する 天然括抗物

質が 存在す る こ と も近 年 明 らか に な り
, 可 溶性 IL-1 受容体

(s ol u b l e I L-1 r e c e p t o r
,

SI L -1 R) や 可 溶 性 T N F α 受 容 体

( s ol u b le T N F α r e C e p t O r
,

S T N F αR) , I L- 1 リ セ プ タ ー ア ン タ ゴ ニ

ス ト (I L-1 r e c e p t o r a n t a g o ni s t
,
Ⅰし1 r a) な ど が 報 告 さ れ て

る
T ト lさ)

. こ れ らの 抵抗物質 ほ炎症反応を 制御 し て い る もの と 考

え られ て お り , 最近 では 媒介化学物質と括抗物質 と の バ ラ ン ス

が 炎症反応 に お い て 重要で あ ると 考え られ て い る
14)

. しか しそ

の 詳細 に つ い て は 明 らか で は ない
.

本研究で は急性炎症に お い て 産生され る炎症性 サ イ ト カ イ ン

に よ る急性期炎症蛋白産生調節 作用 に つ い て 検討す る目 的で
,

マ ウ ス に急性炎症を 引き起 こ し血 清 中の ハ プ ト グ ロ ビ ン の 産

生 , 推移を 検討 した . そ して 血 清中で検 出され る炎症性サ イ ト

カ イ ン を 検索 し
, 同時に 炎 症性 サ イ ト カ イ ン の 括抗物 質の ひと

つ で あるIL-1 r a の 発現 , 産生を 調 べ
, 急性炎症に お け る役割に

つ い て 検討 した .
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マ ウ ス 急性期炎症蛋白と Ⅰし1 r e c e p to r a n t a g o ni s t

材料お よび 方法

Ⅰ . 実験動物

C 3 H/ H eJ マ ウ ス ( 6 な い し8 週齢 , 雌 l 日本 ク レ ア
, 宮山) ,

体重 1 5
-

2 0 g で 金沢大学の 動物実験に 関す る 指針 に 基づ き飼

育な らび に 管理 され たも の を 用い た .
5 0 〟l マ イ ク ロ シ リ ン ジ

(テ ル モ
, 東京) を 用い て

, 無菌的な化学薬剤に よ る炎症 モ デ ル

と して
牒 ㈹

マ ウ ス の 背部皮下に 2 恥1 ず つ テ レ ビ ソ 抽(和光純薬

工業, 大阪) を 注射 した . テ レ ビ ソ 油投与後 0
, 2 , 4 t 6 ,

1 2 ,
2 4

,
4 8

,
7 2 時間後 に 各群 3 匹ず つ そ れ ぞれ 速や か に エ ー テ

ル 麻酔下 に 心 臓穿刺法 に て血 液を採取 し
,
3 0 0 0 回 転15 分間遠心

して 血 清を 分離 した . ま た 同時 に 肝臓 , 脾 臓 よ り速 や か に

R N A を 抽出 した .

Ⅰ . R N A の 調整および ノ ー ザン ブロ ッ テ ィ ン ゲ

マ ウ ス の 背部皮下 へ の テ レ ビ ソ 油 の 注射 に 伴い
, 全身的に 炎

症性サ イ ト カ イ ン が誘導 一 発現 して い るか を調 べ る た め
, 肝臓

お よび脾臓か ら m R N A を 抽 出 し ノ ー ザ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ を

行 っ た . 全 R N A は グ ア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ
ー ト法に よ り抽出 し

だ
7)18 )

. 抽 出した 肝臓 , 脾臓を 速や か に ホ モ ジ ナ イ ザ 一 に移
■
し,

R N A z oI B ( C I N N A B I O T E C X , H o u s t o n , U S A ) を 組 織

100 m g あた り 2 m l 添加 して , D o u n c e ホ モ ジナ イザ
ー

(岩城硝

子, 船橋) に よ り懸濁 した . 懸濁液 を有栓遠心 管 に と り 2 血 あ

た り 0 ,2 m l ク ロ ロ ホ ル ム (和光純薬工 業) を 加え , 激 しく震逸 し

て混和 し水浴中 に 5 分間静置 した . 1 2 0 0 0 回転で1 5 分間遠心 し,

分離 した上 層の 水層を別 の 遠心 管 へ 移 し同量 の イ ソ プ ロ パ ノ ー

ル(和光純薬工業) を加 え
,
4 ℃ で15 分間静置 した . 1 2 0 0 0 回転で

15 分間遠心 し
, 上 清を捨 て75 % エ タ ノ ー ル (和光純薬工 業) を 加

えて強く震塗 し
,
75 00 回転 で 8 分間遠心 した . 上 清を捨 て , 沈

殿を デ シ ケ
ー

タ
一

に 入れ 吸引 に よ り 乾燥 させ て 0 . 5 % ジ エ チ ル

ピ ロ カ ー

ボ ネ イ ト (di e th ylp y r o c a r b o n a te
,

D E P C ) (S ig r n a
,

S t . L o ui s
,
U S A ) 添加滅菌蒸留水 に 懸濁 した .

全 R N A 各 20 p g を ホ ル ム ア ル デ ヒ ド6 . 5 % 添加1 % ア ガ ロ
ー

ス ゲル 上 で 10 0 V
,

3 時 間電気 泳動後 ,
ナ イ ロ ン メ ソ プ レ ン

( H yb o n d- N , A m e r s h a m
,
B u c ki n g h a m s hi r e

,
E n gl a n d) に 転写 し

た . さ ら に80 ℃
,

2 時間の ベ ー キ ン グを行 い
, 転写 した R N A

をナ イ ロ ン メ ソ プ レ ツ 上 に 固定 した .
これ ら の メ ソ プ レ ン を 用

い て Ⅰし1 α
,
I L -1β,

Ⅰし6
,
T N F a

,
Ⅰし1 r a に つ い て ノ ー ザ ン プ ロ ッ

ト ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ を行 っ た が
, 方法 は い ずれ も同 じで

ある た め IL-1 r a に つ い て 述 べ る . プ ロ ー ブ と し て 用 い た

IL-1 r a c D N A は
32

p- d C T P を マ ル チ プ ラ イ ム 法 ( m ultip ri m e

D N A l a b eli n g k it , A m e r s h a m ) で 標識 した .
メ ソ プ レ ソ フ ィ ル

タ ー の ノ ー ザ ン ハ イ プ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン ほ42 ℃ で行い
,

ハ イ プ

リ ダイ ゼ ー

シ ョ ン 液 の 組成 ほ
,
5 × D e n h a rd t 液 [1 ×D e n h a r dt

液は 0 .0 2 % フ
ィ

コ ー ル (fic oll) ,
0 .0 2 % ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン

(p oly vi n yl p y r r olid o n e), 0 .0 2 % ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン (b o v in e

S e r u m al b u mi n
,
B S A ) よ り な る】,

5 0 % ホ ル ム ア ミ ド
,

0 .1 %

S D S
, 5 ×S S C (1 ×S S C は

,
0 .1 5 M N a C l . 0 .01 5 M ク エ ン 酸 ナ ト

リ ウ ム よ り な る) l
お よ び10 % 硫酸 デ キ ス ト ラ ン か らな る も の

を用い た .
メ ソ プ レ ソ フ ィ ル タ ー を42 ℃ の ハ イ プ リ ダイ ゼ ー

シ
ョ ン 液中で16 ～ 2 0 時間振返 した 後,

0 .1 ×S S C , 0 .1 % S D S で洗

493

浄 し
,
イ メ ー ジ ン ダブ レ ー ト(富士 フ ィ ル ム

, 東京) 上 に12 時間

露光させ
,

バ イ オイ メ ー ジア ナ ライ ザ ー F UJI X B A l O O (富士

フ ィ ル ム) に て オ
ー

ト ラ ジ オ グ ラ ム を 読影 した . リ ボ ソ ー ム

R N A の 1 8 S
,
2 8 S の バ ン ドの 位置の 決定 に は

,
ア ガ ロ ー ス ゲ ル

の 一

部 の レ ー

ン に 標準 R N A ( コ ン ト ロ
ー ル の マ ウ ス か ら抽 出

した R N A) 2 0 iL g を 電気泳動 した . そ の 後 ゲ ル を 切 除 し て

10 FLg/ m l ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド水 溶 液 ( e thidi u m b r o mi d e
,

S ig m a) 中で染色 し, 脱色後 ゲル 中の バ ン ドの 位 置 を計 測 して

オ
ー

ヤラ ジオ グ ラ ム に おける バ ン ドの 位置を 決定 した .

Ⅲ . ロ ケ ッ ト電気泳動法

テ レ ビ ン 抽の 注射に よ っ て 血 清中に 誘導 される ハ プ ト グ ロ ビ

ン の 時間的推移 を調べ るた め に
,

ロ ケ ッ ト電気泳動法を 行い 解

析 した .
ロ ケ ッ ト電気 泳動法は L a u r ell の 方法 に よ っ た

19)
.

T ris - パ ル ビ タ
ー ル 緩衝液( T ris 8 .9 g ,

パ ル ビ タ ー ル 4 .5 g , 乳酸カ

ル シ ウ ム 0 ･5 g , ア ジ化ナ トリ ウ ム 0 .2 g を脱イ オ ン 水に 溶か し

て 100 0 m l とす る) 添加 1 % ア ガ ロ ー ス 溶液 8 m l を加温 して 溶

解 した後 ,
ウ サ ギ抗 マ ウ ス ハ ブ トグ ロ ビン 血清 (金沢大 学が ん

研究所薬理 部 , 松 島綱胎教授よ り供与) 7 恥1 を T ri s
- パ ル ビタ ー

ル 緩衝液 1 m l に て 希釈 した も の を混合 して ガ ラ ス 板 フ レ
ー

ム

に 流 し
,
1 0 c m x 6 c m

, 厚 さ 1 .5 m m の ゲ ル プ レ ー ト を 作製 し

た . 各血 清 5/∠l を T ris- バ ル ビタ
ー ル 緩衝液 10 恥1 に て 希釈 し

,

そ れ ぞれ 2 〟1 を ゲル 上 に作製 した直径 2 m m の 試料孔に 添加 し

た . ゲ ル プ レ ー トを10 ℃に 冷却 しなが ら 50 V
, 1 2 ～ 1 6 時間電気

泳動 した . 泳 動後ほ ホ ウ 酸緩衝 食塩水 ( H 3 B O . 9 .O g ,
N a 2B . 0 ,

5 ･4 g ,
N a C 1 7 .9 g を脱イ オ ン 水で 11 とす る) 中で24 時間脱蛋白処

理 を し た 後 乾 煉 し
,

ク マ シ ー

プ リ リ ア ン ト ブ ル ー 水溶 液

(0 .2 0 % ク マ シ ー プ リ リ ア ン ト ブル ー G 2 5 0
,
1 0 % 酢酸, 4 0 % メ タ

ノ ー ル) 中で 染色 し た . 染 色後 脱 色液 ( 組 成 ほ メ タ ノ ー ル

4 5 0 0 m I
, 酢酸 250 m l∴蒸留水 250 m l か らなる) 中で余分な 色素

を 脱色 し乾換 した .

Ⅳ . 2 次元電気泳動法

テ レ ビ ン 油 の 注射に よ っ て変動する マ ウ ス 血 清中の 蛋白の 全

体像を つ か む た め
,

2 次元 電気泳動法を行 っ た . 2 次元 電気泳

動法ほ 0 下a r r e11 の 方法に よ っ た
20)2 1 )

.

一 端 を パ ラ フ ィ ル ム で

被 っ た ガ ラ ス 管( 内径 2 .5 m m x 1 3 0 m r n) に ゲ ル 液[ A 液 ,
ア ク

リル ア ミ ド 28 .3 8 g ,
ビス ア ク リ ル ア ミ ド l .6 2 g を 脱イ オ ン 水

100 m l に 溶か した もの; B 液 ,
1 0 % ノ ニ デ ッ ト P-4 0 ; C 液 ,

ア

ン ホ ラ イ ン
, P H 5 ～ 7 ; D 液 ,

1 0 % 過硫酸ア ン モ ニ ウ ム の 各溶液

を 調整 し, 尿素 5 .5 g ,
A 液 1 .3 3 m l

,
B 液 2 .0 0 m l, C 液 0 .5 0 m l,

D 液 0 .0 1 m l
,

テ ト ラ メ チ ル エ チ レ ン ジ ア ミ ン (N ,
N . N

'

,

N
'

-t e tr a m e th yl et h el e n e di a m id e
,
T E M E D) 7 FLl を脱 イ オ ン 水で

総量 10 m I と して 混合 ,
溶解さ せ たもの] を注入 した . 4 8 % 尿素

液を 重層 し
,

ゲ ル が 固ま っ た の ち 試料 溶解液( 尿素 5 .7 g , N P- 4 0

0 .2 g ,
ア ン ホ ラ イ ン 0 .5 m l

,
2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 0 .5 m l を脱

イ オ ン 水 で線量 10 m l と する) を 入れ
, 水を重層 した . ゲル 上部

の 液を 取り除き試料溶解液 を重層 し
, 陰極液 (0 .0 8 % N a O H) を

重層 した後 , 予備泳動 (20 0 V -1 5 分 , 3 0 0 V - 3 0 分
,
4 0 0 V づ0

分の 順) を行 っ た .

一

旦 泳動を 止め て ゲ ル 上 層の 液 を除 き , 試

料溶解液に 溶か した試料を添加後,
4 0 0 V -1 2 時間 ,

8 0 0 V -1 時

間 の 等 電 点 電 気 泳 動 を 行 っ た . 泳 動 後 S D S 平 衡 化 液

in t e rl e u ki n ; L P S
,
lip o p oly s a c c h a rid e ; L B

,
L u ri a - B e r t a ni ; P B S

, p h o s p h a t e - b u ff e r e d s ali n e ; r a
,

r e C e P t O r

a nt a g o ni$ t ; R P M I
,

R o s w el P a rk M e m orial I n stit ut e ; S A A
,

S e r u m a m yloid A ;L T E M E D , N
,

N , N
'

,

N
'

-

t et r a m e t h yl e t h yle n e dia m i n e ; T G F
,
t r a n Sf or m in g g r o w t h f a c t o r ; T N F , t u m O r n e C r O Sis f a c t o r



4 9 4

( T ri sO ･7 6 g ,
グ リ セ ロ ー ル 1 0 g ,

2 - メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル 5 m l ,

S D S 2 ･3 g を 水 に 溶 か し
, 塩 酸 で p H 6 .8 に 調 整後 , 全 量 を

1 00 m I に した もの) 中に ゲ ル を押 し出し
, 室温 で30 分間 平衡化

した の ち , 2 次元 日 の 電気泳動を 行 っ た . 2 次元目 の 電気泳動

は S DS - ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ス ラ ブ ゲル 上 に 1 次元 目の ゲ ル を

固定 し
,

上 部緩衝液 に 加えた 0 .1 % プ ロ ム フ ェ ノ ー ル ブ ル ー 溶

液 が ゲ ル 下端に 達す るま で泳動 した . 泳動後は ゲ ル を ク マ シ
ー

プ リ リ ア ン ト ブ ル ー 水溶 液 ( ク マ シ ー

プ リ リ ア ン ト ブ ル ー

R -2 5 0 1 .2 5 g ,
S i g r n a を エ タ ノ ー

ル 5 0 0 mi に 溶解濾 過 した もの

に
, 蒸留水 400 m l

, 酢酸 20 m l
,
3 7 % ホ ル マ リ ン 54 m l を加 えた

もの) に て染色 し
, 脱色液( エ タ ノ ー ル 4 0 0 m l

, 酢酸 5 0 m l を 脱

イ オ ン 水で 全量 11 とす る) で余分 な色素を取 り除 い た
22)

. 分子

量 の 同定に ほ , 免疫化学的検出法 に よ っ て既知 の 蛋白 を同定 し

た 報告を参考 と して
, 分離 され た 蛋白の 分子 量を 推定 した

21)2 2 )

Ⅴ . E L I S A 法

マ ウ ス の 血 清中 に 分泌 され る炎症性サ イ ト カ イ ン の 変動を 調

べ るた め
,

E L I S A を行 い 分析 した .

1 . I L -1 r a

O ･1 M 炭酸緩衝液(p H 9 .6) に て 毎g/ m l に 希釈 した ウ サ ギ抗 マ

ウ ス I L -1 r a 抗体(血 清 をIg G 分画 に精製 したも の
, 金沢大学 が

ん研究所薬理 部, 松 島網漁教授よ り供与) を96 穴 マ イ ク ロ タ イ

タ ー プ レ ー ト (N u n c
, C o p e n h a g e n , D e n m a r k) に 1 ウ ニ ル あた

り 10 恥1 ず つ 注入 し
, 4 ℃ に 一 晩静直 し固相化 した . 洗 浄液

【0 ･05 % ト ウ ィ
ー

ソ 2 0 添 加 0 ,1 M リ ソ 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水

(p h o s p h a t e
- b u ff e r e d s ali n e

,
P B S) , p H 7 .4] に て 洗浄 した後

,
1 %

B S A (和光純薬工 業) 添加 P B S を 10 0 pl 注入 し
,
3 7 ℃ , 1 時間

反応 させ て ブ ロ
ッ キ ン グを 行 っ た . 洗浄操作の 後 ,

1 % B S A 添

加 P B S で 5 倍に 希釈 した 試料 1 00FLl を加え
,

一

晩 4 ℃ に 静置

した . 洗浄 後t
二 次抗体 と して ビ オ チ ン 化 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス

IL -1 r a 抗俸 2p g/ m l を 各ウ ェ ル 10 0JJl 加え , 3 7 ℃ に 1 時間静置

した . 洗浄後 ,
1 % B S A/ P B S で1 0 0 0 倍に 希釈 した ス ト レ プ ト ア

ピ ジ ン ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ
ー ゼ を各 ウ ニ ル 1 0 0 〟1 加え ,

3 7 ℃

l J l
二 ｣ l J L

.
｣

C o nt r o1 2 h r 4 h r 6 h r

に 1 時 間静置 した . 洗浄後 0 .1 m M ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ

ヌ ク レ オ チ オ ド リ ソ 酸 ( ni c o ti n a mi d e- a d e ni n e di n u cl e o tid e

p h o s p h at e
,
N A D P ) を各 ウ ニ ル 1 0 0 FLl 加 えて 室温 で20分間静置

し
,

さ ら に 10 毎1 の 酵素水溶液 【ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲナ ー ゼ

2 m g ,
ジ ア フ ォ ラ ー ゼ 1 ･5 m g を 1 0 m = か緩衝液で溶 臥 そ の 緩

衝 液は 20 m M リ ソ 酸 p H 7 .2
,

エ タ ノ ー ル 4 %
,

パ ラ ヨ ー ド ニ ト

ロ テ ト ラ ゾ リ ウ ム バ イ オ レ
ッ ト (p -io d o nitr o t e tr a z oli u m v iol et ,

I N T) 0 ･5 5 m M , B S A 5 m g/ m l か らな る] を加 え , 室温 で70 分間

放置 した ■ 0 ･2 M 硫酸 を各 ウ ニ ル 50〟l 加 え て 反 応 を停 止 し
,

O D 4 9 2 n m で 吸光度を 測定 した
23)

.

2 . Ⅰし6
,
Ⅰし1 α

,
Ⅰし1β お よび T N F α

血 清中の これ ら の サ イ ト カ イ ン の 濃度ほ,市販 の E L I S A キ ッ

ト (I L- 6 は E N D O G E N I n c ･ , B o s t o n M a s s a c h u s e tt s
, U S A

,

Ⅰし1 α は G e n z y m e
, C a m b rid g e , U S A

,
Ⅰし1 β は P e r S e pti v e

,

C a m b rid g e
,
U S A

,
T N F α ほ G e n z y m e) に よ っ て 測定 した .

Ⅵ ∴ 遺伝子組み 換え型 マ ウ ス Ⅰし 1 r a の発現

Ⅰし1 r a 蛋白 の 分離培養細 胞に 対す る作用や マ ウ ス の 生体内で

の 作用 を調 べ るた め に
, 大腸菌を用 い て 遺伝子組み 換え型 マ ウ

ス ⅠしI r a を 発現 さ ぜ
▲)

,
そ れ ぞれ の 生物学的活性 に つ い て 検討

した .

1 . 形質転換
25)

マ ウ ス I L -1 r a プ ラ ス ミ ド D N A は金沢大学が ん 研究所薬理

部 , 松 島綱胎 教 授 よ り 供 与 さ れ た . こ の マ ウ ス Ⅰし1 r a の

C D N A は19 5 1 ヌ ク レ チ オ ドの 長 さ か ら な り
,
9 8 - 1 0 0 番目 の

A T G コ ド ン か ら始ま り632
-

6 3 4 番 目の T A G コ ドン で終わ る

単 一

の 長い 読み枠 (o p e n r e a di n g f r a m e) を含ん で い る . 5 呆 端

に 推定 され る97 ヌ ク レ チ オ ドの 翻訳 され な い 配列 の 中に ほ
,
1 8

- 2 0 お よ び5 7
-

5 9残基 の 二 つ の A T G コ ド ン に始 ま り129
-

1 31

残基の T A A 停止 コ ド ン で終わ る読み粋 が存在 して い る . こ れ

ら三 つ の A T G コ ド ン は い ずれ も翻訳開始に 共通 の 配列を構成

しな い . 読み枠 の 後 に は翻訳 され な い13 2 0 の ヌ ク レ チ オ ドが存

在 し
,

こ こ に は ポ リ ア デ ニ ル 化の た め の シ グ ナ ル (1 9 2l - 1 9 26

し
_

l ｣
_ = = = ｣ l ｣ ト

__
｣

1 2 h ｢ 2 4 h r 4 8 h r 7 2 h r

F ig ■ 1 ･ P r e ci pit a ti o n b a n d s of r o c k e t i m m u n o el e c tr o p h o r e si s ･ S e r u m w a s o b t ai n e d f r o m th e th e m o u s e 2 ～ 72 h r
`

af t e r i nj e cti o n

Of t u r p e n ti n e oil ･ C o n tr ol i s th e s e ru m O b t ai n e d f r o m th e m o u s e w ith o u t a n y tr e a t m e n t ･ S a m pl e s w e r e dil u t e d w ith b a r bital

b uff e r a n d 3 s a m pl e s in e a c h ti m e p oi n t w e r e a p pli ed t o th e a g a r o s e g el c o n t a in in g a n ti- h a p t o gl o b in a n tib od y . E l e c tr o p h o r e sis

W a S p e rf o r m e d f o r 1 2 - 1 6 h r a t 5 0 V I S e r u m h a p to gl o bi n l e v el b e g a n t o in c r e a s e 1 2 h r af t e r i nj e c ti o n of t u r p e n ti n e oil
,

a n d

r e a c h e d p e a k l e v el af t e r 2 4 h r ･ M a xi m u m le v el o f s e r u m h a p t o gl o b i n w a s c o n ti n u e d u n ti1 7 2 h r .
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マ ウ ス 急性期炎症蛋白と IL -1 r e c e p t o r a n t a g o n is t

残基) が 含ま れ , そ の 3
'

末端に は ポ リ A 配列が 続い て い る . 多

くの サ イ トカ イ ン m R N A の 3
'

末端 の 非 翻訳部位 に み られ る

A U U U A に 富ん だ特徴的な 部位は
,

マ ウ ス IL,1 r a の 3
'

末端 に

は認め られ なか っ た
24)

.

コ ン ビ テ ン ト セ ル 【T A K A R A E s c h e ri c hi a c oli ( E . c oli)

H B l OI c o m p e t e n t c e11 s】5 pl に プ ラ ス ミ ド D N A I FLl を 加え たも

の を氷洛中で30 秒静置 し
, そ れを42 ℃ で30秒 間加温 した . 水浴

中に 5 分間静置後 ,
L u ri a

- B e r t a ni (L B ) 培地( L B 培地ほ 酵母 エ

キ ス 5 g ,
ト リ プ ト ン 10 g ,

N a C 1 1 0 g に 脱イ オ ン 水を加 えて 総量

900 m l と し
,
高圧蒸気滅菌 した もの) 20 恥1 を加 えて 混和 し

,
3

7 ℃で 1 時間振蟄培養 した . L B ア ン ピ シ リ ソ プ レ ー

ト ( ア ン ピ

シ リ ソ 50 〃g/ m l
,

パ ク ト ア ガ ー

ル 1 5 g/ 1 を滅菌 した L B 培地に

溶解後,
20 m l ず つ を プ レ ー トに 播 き固ま らせ た もの) 上 に 適当

量を播き,
3 7 ℃で

一

晩培養 した . 翌朝成育 した コ ロ ニ ー を分離

し,
L B ア ン ピ シ リ ソ プ レ ー ト上 で 継代培養 した .

2 . 遺伝子観み 換え蛋 白の 発現
, 精 製

26)2 T)

得 られ た コ ロ ニ ー

を滅 菌 L 字管 中で 12 m I の L B 培地 に 植

え, 3 5 ℃ で 一 晩培養 した , こ の 大腸菌培養液 2 m 卜を 20 0 m l の

培養液(培養液の 組成 は L B 培地 1 80 m = こ M 9 塩 グ リセ
`

ロ ー ル

溶液 1 6 m l
,
2 0 % カ ザ ミ ノ 酸 水 溶 液 5 m l , 1 M M g S O . 1 m l ,

1 00 m M C a C I 2 0 .5 m l を 加え て高圧蒸気滅 菌 した も の に , 滅菌

フ ィ ル タ ー

を通 した 2 m g/ m l ビタ ミ ン B . 0 .5 m l を加えた もの

か ら な り ,
M 9 塩 グ リ セ ロ ー ル 溶液 は N a 2H P O パ 2 H 2 0 7 5 g ,

K H 2P O . 1 5 g ,
N H 4C 1 5 g ,

グ リ セ ロ ー ル 2 0 g に 脱イ オ ン 水を 加え

て 90 0 m I と した もの) に 植 え3 5 て∴ 2 時間培 養 し た 後 8 m g/

m l イ ン ド
ー ル ア ク リ ル 酸 【0 .2 g イ ン ド

ー ル ア ク リ ル 酸

(3 -β-i n d ol e a c r ylic a cid
,
S ig m a) を 25 m l の エ タ ノ ー ル で 溶解]

50 0〃1 を添加 した . そ の 後35 ℃で さ ら に28 時間培養 した . 大 腸

菌懸濁 液 を 6 0 0 0 回 転 5 分 間 遠心 分 離 し
, 沈 渡 を 1 0 m l の

T ris- N a C l 緩 衝液 (50 m M T ris , 3 0 m M N a C l, P H 8 .0) に 懸濁
,

60 0 0 回転 5 分間遠心 分離 した . 沈故に 再 び 1 0 m l の T ris- N a C l

緩衝液を加 えて 懸濁 し,
1 0 m g/ m I 蛋白 リ ゾ チ ー ム ( T ris q N a C l

緩衝液に て 溶解) 1 m l を 添加後,
3 0 分間水浴中に 静置 した . 凍

結融解 ( ドラ イ ア イ ス と エ タ ノ ー ル 中で 凍結後 ,
3 7 ℃恒温 槽中

で 溶 解 す る) を 3 回 線 り返 し た 後 ,
1 0 % エ チ レ ン イ ミ ン

(e th yl e n ei m i n e
, 東京化成工業 , 東京 ,

5 0 m M T ri s , P H 8
-

.0 に

解) 20 恥1 を加 え , 氷洛中に10 分間静置 した . 1 1 0 0 0 回 転20 分間

遠心後 , 上 清に 硫酸 ア ン モ ニ ウ ム (和 光純 薬工 業) 5 .31 g を加

え
, 水浴中で15 分間獲挿 した . 1 1 00 0 回 転20 分 間遠心 後, 沈殿を

0 .02 M リ ソ 酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液( p H 7 .5) 4 m l に 溶解 した . 溶解

液を透析膜中に 移 し
,
0 .0 2 M リ ン 酸 ナ ト リウ ム 緩衝 液 (p H 7 .5)

11 中で 一 晩透析 した . 透析後, 7 0 0 0 回 転で10 分間遠心 し
, 上清

を ジ ュ テ ル ア ミ ノ エ チ ル (di e th yl a mi n o e th yl ,
D E A E) セ フ ァ セ

ル カ ラ ム に 通 し rI L-1 r a 蛋白を分離 した .
つ ぎに Y M -1 0 フ

ィ
ル

タ ー

( A m ic o n
,
I n c .

,
M a s s a c h u s声tt S

,
U S A ) を用 い て 2 m l 以下に

濃縮 し
,
1 0 0 0 0 回 転5 分間遠心 後,

上 清 を高 速液体 ク ロ マ ト グ

ラ フ ィ
ー (f a s t p r o t ei n , p Oly p e p tid e , p Oly n u cl e o tid e

,
1iq uid

C h r o m a t o g r a ph y , F P L C) の ス ー パ ー ロ ー

ス カ ラ ム ( s u p e r o s e-

1 2 H R l O/ 3 0
,
P h a r m a ci a

, 東京) に 通 した . 得 ら れ た 各分 画を

S D S - P A G E に よ っ て 分子量 を確認 し
,

rIし1 r a 蛋白が 多く含 ま

れてい る分画を
,

さ らに0 .0 5 M 酢酸ナ トリ ウ ム 緩 衝液 (p H 5 .5)

で透析 した後, 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー

(h ig h p e rf o r m a n-

C e liq uid c h r o m a t o g r a p h y , H P L C ) の C M - H P L C カ ラ ム (T S K

G 30 0 0 S W
, 東 ソ ー

, 東京) を通 して rI L -1 r a 蛋白を精製 した .
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精製 した蛋白ほ
1
S D S -P A G E に よ っ て分子 量を確認 した .

Ⅶ . マ イ トゲ ン刺激胸腺細胞を用いた H √1 測定法

遺伝子組み 換え塑 マ ウ ス Ⅰし1 r a が マ ウス 培 養胸腺細 胞 に お

い て IL -1 の 生物学的活性を抑制す るか を 調べ るた め に
,

マ イ

ト ゲ ン 刺激 胸腺 細 胞 を 用 い た IL-1 測 定 法 を 行 っ て 検討 し

た
28)2 9)

. C 3 H/ H eJ マ ウ ス の 胸腺 を無菌的に 摘 出し
, 水冷 ハ ン ク

ス 液 中で 細切 し
,

ス テ ン レ ス メ ッ シ ュ を通 した 細胞浮遊液を 作

り , 1 0 0 0 回転で10 分間遠心 分離 して 胸腺細胞を 分離 した . 培養

液 [1 00 m l の 組成 ほ R P M I 1 6 4 0 8 7 m l
,

胎児 ウ シ 血 清 (f e t el

C alf s e r u m
,

F C S
,
5 6 ℃ 3 0 分 非 勧 化) 10 m l

,
ペ ニ シ リ ソ

1 00 0 0 U ,
ス ト レ プ ト マ イ シ ソ (1 0 0 0 0〟g/ m l) 1 m l

,
L- グル タ ミ ソ

(3 0 m g/ r n l) 1 m l , 1 M H E P E S l m l
,
0 .1 M 2T メ ル カ プ ト エ タ ノ

ー

ル 2 恥1 よ り な る】中に 懸濁 し
,
1 .2 × 1 0

7
c ells/ m I に 調整 した .

9 6 穴細胞培養プ レ ー ト( N u n c) に あらか じめ 5 % B S A - P B S で 希

28 S t

28 S 一

｣ ｣ ] ｣ _ _ _ ｣ ] ｣ _ _ _ _
｣

C o ntr o1 2 h r 4 h r 6 h r p o siti v e

C O ntr Ol

] ｣ ｣ ] ｣ _ _ ｣ ｣ _ _ ｣
1 2 h r 2 4 h r 48 h r 7 2 h r p o siti v e

C O nt｢ O I

Fi g . 2 . N o r th e r n bl o t a nly si s of t o t al R N A f r o m th e li v e r .

T o ta,l R N A w a s e x tr a c te d f r o m th e li v e r of th e m o u s e

2 ～ 7 2 h r af t e r i nj e c ti o n of t u r p e n ti n e oil . C o n tr oI is th e

R N A o b t ai n e d f r o m t h e li v e r of t h e m o u s e wi th o u t a n y

tr e a t m e n t . P o sitiv e c o n tr ol i s th e R N A ob t ai n e d f r o m th e

s pl e e n c ells of th e m o u s e 3 a n d 6 h r af t e r s ti m u l a ti o n b y

L P S . 3 s a m pl e s i n e a c h ti m e p oi n t w e r e a p pli e d t o th e

a g a r o s e g el c o n t ai ni n g 6 .5 % f o r m ald e h yd e a n d el e c tr o p h o r
-

e si s e d , tr a n Sf e rr e d t o th e n yl o n m e m m b r a n e a n d h y b ridi z e
-

d . E x p r e s sio n of th e sig n a
.
l of I L -1 r a m R N A w a s o b s e r v ed

i n th e li v e r 2 4 h r af t e r t u r p e p ti n e oil i nj e c ti o n . 1 8 S a n d

2 8 S o n th e l ef t i n di c a t e th e p o siti o n of th e rib o s o m al

R N A .
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釈 した マ ウス rI L -1 r a と
, 標準 ヒ ト Ⅰしl α

,
マ ウ ス I L -1 α

,
マ ウ

ス I L -1 β各 1 n g/ m l とを 4 ℃ で 6 時間静置 した 乳 胸腺 細胞懸

濁液 を各 ウ ニ ル 1 0 叫 と コ ン カ ナ バ リ ン A ( c o n c a n a v ali n A
,

C o n
- A ) を 1 p g/ m l に な る よ う 添 加 した . 炭 酸 ガ ス 培 養 器

(37 ℃ , 5 % C O 2) で60 時間培養 した 後 ∵H - メ チ ル チ ミ ジ ン を各 ウ

エ ル 0 ･2 5 m C i 添加 した . さ ら に14 時間培養 後
,

セ ル ハ ー ベ ス

タ ー で胸腺細胞 を グ ラ ス フ ィ ル タ ー に 回収 し
, 胸腺細胞に 取 り

込ま れ な か っ た
3

H - メ チ ル チ ミ ジ ン を P B S に よ り洗い 流 した .

各ウ ェ ル に 対応す る グ ラ ス フ ィ ル タ ー

を 分離 し て シ ン チ レ
ー

シ ョ ン バ イ ア ル に 入 れて乾燥 乳 液体 シ ソ チ レ
ー

ク ー ( A C S II
,

M W X l け3

6 8 -

荘

ア マ シ ャ ム
, 東 京) 3 m l を 加 え液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン

タ
ー

に て
3
H を計測 した .

Ⅶ ･ マ ウス 生体内に お け る Ⅰし 1 r a 蛋白の急性期炎症蛋白産
生に 及ぼす影響

マ ウス 生体内に お い て I L -1 r a が テ レ ビ ソ 油 に よ っ て 誘導さ

れ る急性期炎症蛋 白の 産生を 抑制する か を 調べ るた め に
,

テ レ

ビ ン 油と とも に Ⅰし1 r a を マ ウ ス に 投与 し
,
血 清中の ハ ブ トグ ｡

ビ ン レ ベ ル を ロ ケ ッ ト電気 泳動法 に よ っ て 検 討 した ■ C 3 H/
H eJ マ ウ ス の 背部皮下に マ イ ク ロ シ リ ン ジを 用い て テ レ ビ ン 抽

紬 1 を 注 射 し
, 同時 に P B S で 希釈 した Ⅰし1 r a 蛋 白 1

, 10
,

1 2 h r

6 h r

′

` ヽ

開
脚

東野

帝
瑚

亀
脚

溶
㌦

御 椒嬰
喘

錮

~

ヽ
H
p

一

書
･

2 4 h r

Fig ･ 3 ･ T w o
-d i m e n si o n al g el el e ct r o ph o r e si s p a tt e r n o f s e r u m p r o t ei n of th e m ? u S e O

･
6

･
1 2 a n d 24 h r af t e r t u r p e n ti n e oil

i nj e ctio n ･ S ig n ifi c a n t i n c r e a s e of h a p t o gl o bi n ( = p) 一e v el w a s r e c o g ni z e d ･ I n c o n tr a st
･

S e r u r P alb u mi n ( A lb) a n d a p oli p o p r o t e in
1 e v el s w e r e d e c r e a s e d ･ T h e n u m b e r s o n th e l ef t in di c a t e M W x 肝

3

･ e S ti m a t e d f r o m th e M W m a rk e r s ･ T h
･

e p H g r a di e n t
a c hi e v e d i n th e fir s t di m e n si o n s e p a r ati o n d e c r e a s e s f r o m l ef t t o rig h t ､



マ ウ ス 急性期炎症蛋白と I L -1 r e c e p t o r a n t a g o ni s t

1 0 0 ,
3 0 0 /唱 を腹腔 内投与 した .

テ レ ビ ン 油注射24 時間後 に 心 臓

よ り採血 し, 血清 を分離 した . 血 清 中の ハ プ ト グ ロ ビ ン レ ベ ル

を ロ ケ ッ ト 電気 泳動 法 に よ っ て 調 べ た . ま た 浸 透圧 ポ ン プ

( AIz a
,
P al o A lt o

,
C alif o r ni a

,
U S A ) 内 に IL -1 r a 蛋白1 40 FLg を 注

入 した後 ,
C 3 H/ H eJ マ ウス の 背部皮下に 埋め 込み 7 日 間持続

投与 した . 唾め込み 4 日後に テ レ ビ ソ 抽 20′1̀ を反 対側 の 背部

皮下に 注射 した . 同様に して24時 間後に 採血 し
, 血清 中の ハ ブ

トグ ロ ビ ン レ ベ ル を ロ ケ ッ ト 電気泳動法 に よ っ て 調 べ た .

成 績

Ⅰ . 急性期炎症 にお け る血 清ハ ブ トゲ ロ ビ ンi の 変動

ア ガ ロ
ー ス ゲ ル に 封入 した 抗 マ ウ ス ハ ブ ト グ ロ ビ ン 抗休 を用

い た ロ ケ ッ ト電気泳動で ほ
,

テ レ ビ ン 油注射後 6 時間ま でに 血

清中 ハ ブ トグ ロ ビ ン レ ベ ル の 明 ら か な 上 昇 ほ 認め られ な か っ

た . テ レ ビ ソ 油注射後12 時間か ら徐 々 に 血 清中 ハ ブ トグ ロ ビン

レ ベ ル は 上 昇 し始 め
,
2 4 時間後 に ほ ピ ー

ク レ ベ ル に 達 した . そ

の レ ベ ル は テ レ ビ ソ 油注射後72時 間後ま で持続 し ,
プ ラ ト

ー

と

な っ た (図1 ) . すな わ ち局 所 に 炎 症起 困物 質が 投 与 され て か

ら , 血 清中に 急性期炎症蛋白が誘導 され 検 出され るま で約12 時

間を要 した . そ の 後急性期炎症蛋 白が 最大限 に 誘導され る ま で

にさ らに12 時間を要 し
, 以後は プ ラ ト

ー

とな っ た .

Ⅱ . 肝臓および脾臓に おけ る炎症性サ イ トカ イ ン m R N A の

発現

Ⅰし1 r a に 関 して は
t

テ レ ビ ソ 油投与後24 時間で 肝臓に お い て

m R N A の シ グナ ル の 強 い 発現を 認め
, 肝臓で Ⅰし1 r a が 発現,

産生 され て い る こ と が 示 さ れ た (囲 2 ) . I L -1 α, I L -1 β, Ⅰし6 ,

T N F α に つ い て は肝臓 , 脾臓 で は 明らか な シ グナ ル の 発現 を認

二∴±ニニ∴
二

♂
㌔

43 k D a -

3 0k D a -

20 .1 k D a -

1 4 .4k D a _

感 - 1 7 k D a

F ig ･ 4 ･ E x p r e s si o n a n d p u rifi c a ti o n of r e c o m b i n a n t m u rin e

I L -1 r a p r o t ei n 王r o m E s c h c ri c h i a c oli (E . c oli) . T h e

p r o te in s a t e a c h p u rific a ti o n s t e p w e r e a n al y s e d b y

S D S - P A G E ･ A t th e fi n al st e p sig n al b a n d of I し1 r a of 1 7

k D a w a s o b s e r v e d .
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め なか っ た .

Ⅲ . 二 次元電気泳動法に よる血 清蛋白質 の解析

二 次元電気泳動法 で は
,

テ レ ビン 渦注射後 に変動する血 清中

蛋白の 全体像が 明 らか とな っ た (図 3) . そ れ に よ る と ,
ハ ブ ト

A

(
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∈
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∈
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印
d
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盲
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ピ

コ
ー
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2 0｡
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▲
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0

0

0

8

1

0

▲

U

Å
V

4

0

0 2 0 4 0 6 0 8 0

0 2 0 4 0 6 0 8 0

Ti m e afte r inj e ctio n of t u rp e ntin e oi](h r)

Fig . 5 . S e ru m le v els o王i nfI a m rn a t O r y C yt O k i n e s I LLl r a ( A ),

I L - 6 (B ) a n d I し1 α (C) . I L -1 r a l e v els w e r e m e a s u r e d b y

a m plifi e d E LI S A s y st e m a n d o th e r c yt o k i n e l e v el s w e r e

m e a s u r ed c o m m e r c i al y a v aila b l e E LI S A k it . T u r p e n ti n e

Oil w a s i nj e c t e d s u b c u t a n e o u sly t o m ic e , f r o m w hi c h th e

S e r u m W a S O b t ai n e d a t e a c h ti m e . D a ta , a r e e X p r e S S e d a s

真 土S E M ･ S e ru m I し1 a l e v el i n c r e a s e d m o d e r a t ely at 2 h r

a n d sig nifi c a n tl y a t 4 8 h r ( A ) . S e r u m II .
-6 l e v e l sh o w e d a

Si n gl e p e a k a t 1 2 h r (B ) . S e r u m I L -1 r a s h o w e d a s m all

p e a k a t 2 h r a n d a l a r g e p e a k a t 4 8 h r (C ) .
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グ ロ ビ ン ほ テ レ ビ ン 抽注射後 に 増加す る急性期炎症蛋白の 一

つ

で ある こ とが わ か っ た . 他に テ レ ビ ソ 渦注射後に 増加する もの

に α 廠 性糖蛋 白が あり , 逆に ア ル ブ ミ ン や ア ポ リ ボ プ ロ テ イ ン

ほ 減 少す る こ とが 認 め ら れ た . 血 清 ア ミ ロ イ ド A ( s ｡ r ｡ m

a m yl oi d A
,
S A A ) や へ モ ペ キ シ ソ は本実験 で ほ確認 で きなか っ

た ･ その 他 に も増減 する 蛋白が認 め られ た が
, 同定す る こ と は

で きなか っ た ･ こ の 実験忙 よ り テ レ ビ ン 油 に よ る急性炎症 に お

い て ほ
,

血清 を構成 する蛋 白成分に 変化 が生 じる こ とが 認め ら

れ , それ ら に は増加 するも の と減少するも の とが ある事が 明 ら

か と な っ た .

Ⅳ ･ 遺伝子組 み替 え型 マ ウスⅠし1 r a の 大腸 菌で の 発 現 と そ

の精製

大腸菌培養液 1 リ ッ トル あた り約 2 .4 m g の I L-1 r a が 発 軋

精製され た ･ S D S - P A G E に よ る分子量 の 解析 に お い て は
▲ 大

腸菌抽出液で は 多数 の 分子 量を示 す バ ン ドが 認め られ た が
, 精

箋削こよ り最終 的 に ほ 分子量 1 7k D a の 単
一

の バ ン ドが 認 め られ

た (図4 ) .

Ⅴ ･ 急性期炎症 に おけ る マ ウス の 血 清中の炎症性サ イ トカイ

ン量 の変動

い ずれ の サ イ ト カ イ ン も無刺激の コ ン ト ロ
ー

ル 群で は
,

血清

中に検出 されな か っ た . I L -1 r a に 対す る E LI S A で ほ
,

血 清中

Ⅰし1 r a ほ テ レ ビ ン 細注射後 2 時間よ り増加 L 始 軋 24 時間よ り

急増 し48 時間で 最大の 230 n g/ m l となる こ とが 認め られた . そ

の 後72 時間後 に ほ
, 速 や か に 減少 して い た (図 5 A) . 血 清中

Ⅰし6 は テ レ ビ ン 油注 射後速や か に 上 昇 し
,
1 2 時 間後に 最 大 の

11 0 7 p g/ m l とな る こ と が認め られ た が
,
2 4 時間後に は ほ と ん ど

検出 されなく な っ た(図 5B) . 血 清中Ⅰし1 α ほ テ レ ビ ン 狛江射後

2 時間で最大 の 90 ･4 p g/ m l に 達 し
,

そ の 後 6 時間に は ほ ぼ 元の

レ ベ ル にも ど っ た ･ しか し48 時間後 に は再び 上 昇 し 44 .9 p g/ m l

ぎ
d
U

)

O

u

萱
∈

倉
l

土
n

-

0

0

葛
†
d

⊃

0 . 0 1 . 0 2 . 0 3 . 0 4 . 0 5 . O

rl L - 1 r a( 用/ m l)

F ig ･ 6 ･ I n hib it o r y eff e c t of rI L -1 r a t o th e u p
- t a k e of

3

H
-

t h ym idi n e in th e m u r in e th y m o c y t e c o
-

S ti m ul a t o r a s s a y .

rI し1 r a w a s c o
-i n c u b a t e d w ith I し1 a s i n di c a te d b elo w f o r

6 h r a t 4 ℃ b e f o r e a d d iti o n of th y m o c y t e s : ● ,
m u ri n e I L -1

alp h a (1 n g/ m l) ; ○ ,
m u ri n e I し1 b e t a (1 n g/ m l) ; □ ,

h u m a n Iし1 al p h a (1 n g/ m l) . T h y m o c y t e s i n c o n d iti o n e d
m e d iu m

.

c o n t ai n i n g l p g/ m l c o n c a n a v ali n A w a s a d d e d t o

e a c h c o
-

1 n C u b a ti o n mi Ⅹt u r e a n d in c u b a t ed f o r 6 0 h r a t 3 7 ℃
i n th e

'

p r e s s e n c e o f 5 % C O 2 ･ M o r e th a n l O O O -f old e x c e s s

Of rI L -1 r a w a s r e q u ir e d t o i n hi bit th e bi ol o gi c al a c ti vi t y of

e a c h I L -1 .

に 達 した が
, 7 2 時間後 に ほ速や か に元 の レ ベ ル に 復 して い た _

(図5 C) ･ 血清 中Ⅰし1β,
T N F α に つ い て ほ い ずれ の 時点でも検出

で きな か っ た .

Ⅵ ･
マ イ トゲ ン刺激胸腺細胞 を用い た Ⅰし1 測定法に 対す る

I L - 1 r a の影響

マ ウ ス 胸腺細胞 の 増殖 は C o n - A の 存在 下に お い て 同時に 存

在す る Ⅰし1 の 濃度に 依存 して増強 され るが
,

ヒ トⅠし1 α
,

マ ウ

ス Ⅰし1 α
,

マ ウ ス Ⅰし1β と共 に マ ウ ス IL-1 r a で あらか じめ培養
してか ら胸腺細胞を 培養する と

t 各 IL -1 の も つ 生物学 的活性
は マ ウス Ⅰし1 r a の 濃度依存的 に 抑制 された( 図6) , ほ ぼ完全に

各 Ⅰし1 の 生物学的活性 が抑制 され るに ほ
,

ヒ ト Ⅰし1 α
,

マ ウ ス

I L -1 α
,

マ ウ ス Ⅰし1β そ れ ぞれ 1 n g/ m l に 対 して I L-1 r a ほ約

1 捕/ m l の 濃度 が 必 要 で あ り ,
モ ル 比 に し て 約1 00 0 倍 量の

Ⅰし1 r a を必要 と した ･

マ ウ ス ⅠしI r a は ヒ ト
,

マ ウ ス の 種を 問わ

ず, ま た IL -1 α
, β に か か わ らずそ れ らの マ ウ ス 胸腺細胞に 対す

る 生物学的活性 を抑制 し た .

Ⅶ ･ マ ウ ス 生体内に お け るⅠレ1 r a 蛋白の 急性 期炎症 蛋白産

生に 対す る影響

テ レ ビ ソ 渦 と と も に Ⅰし1 r a 蛋白 を 投与 した が
,
1 〃g か ら

30 0 捕 の 濃度の 同時投与 で は 血清 中 ハ ブ ト グ ロ ビ ン の 塵生抑制

ほ認め られ な か っ た
･ ま た 浸透圧 ポ ン プを 用 い て 持続投与を試

み た が
, 同様 に 血清 中 ハ ブ トグ ロ ビ ン の 産生抑制は 認め られな

か っ た ( 図7 ) .

l l l
___

l

C o nt ｢ ol m _ 1 r a

1 4 叫Lg/ w e e k

F ig ･ 7 ･ I n fl u e n c e of rI L -1 r a o n th e p r o d u c ti o n of s e r u m

h a p t o gl o bi n i n d u c e d b y t h e t u r p e n ti n e o il i nj e c ti o n . 1 40 iLg

Of rI し1 r a w a s s u p pli e d c o n t in u o u sly t o 2 mi c e i n a w e e k

b y a o s m o ti c p u m p b u ri e d s u b c u t a n e o u sly i n th e b a c k

b ef o r e
,
d u ri n g a rl d af t e r th e i nj e c ti o n of t u r p e n ti n e oil .

S e r u m of th e n o r m al m o u s e w a s s u p pli e d t o 2 c o n tr ol

mi c e b y a o s m o ti c p u m p i n a s a m e m a n n e r . S e r u m w a s

O b t ai n e d f r o m th e m i c e 2 4 h r af t e r i nj e c ti o n of t u r p e n ti n e

Oil ･ 2 s a m pl e s i n e a c h g r o u p w e r e el e c tr o p h o r e sis e d in

d u plic a t e ･ N o diff e r e n c e of s e r u m h a p t o gl o b in l e v el

b e t w e e n th e c o n tr ol g r o u p a n d th e rI L -1 r a
q

a d mi nis t er d

g r o u p w a s r e c o g ni z e d i n r o c k e t i m m u n o- el e c t r o p h o r e sis ･



マ ウ ス 急性期炎症蛋白と IL -1 r e c e p t o r a n ta g o ni st

考 察

急性炎症ほ生体 内に 侵入 した異物や 鼠織侵入 な どに 対 して生

じる生俸の 一 連 の 防御 t 修復反応で あ る
暮)

. 細菌 l ウイ ル ス
, 各

種抗原の 侵入 に 伴 っ て
, 生体に は様 々 な防御反応が 生 じる . 近

年こ れ らの 炎症反応が 多くの 媒介化学物質 に よ っ て 制御 され て

い る こ と が 明 ら か に な り つ つ あり
4 … )

, 炎症 に 伴 っ て 生 体 は

様々 な現象を 呈す る
抑

.

本研究で 検索 した ハ ブ トグ ロ ビ ン は
王

マ ウ ス に お い て 急性炎

症時に 増加する急 性期炎 症蛋 白の 一 つ で あ り
,

他 に ほ S A A ,

αⅠ酸性糖蛋白 ,
へ モ ペ 車 シ ソ

,
α. ア ン チ キ モ ト リ プシ ン な ども

マ ウ ス の 急性炎症時 に 増加する
31)

. 炎症時 に 増加す る 急性期炎

症蛋白の 多く は
,

プ ロ テ ア
ー ゼ阻害活性や オ キ シ ダ ー ゼ 活性を

示すこ とに よ っ て , 生体の 非特異的防御機構の
一

環と して働い

て い る と言われ て い が
2)

.

一 方血清 ア ル ブ ミ ン は
l 急 性炎症 時

に は逆に減少す る . テ レ ビ ン 油を 投与 して か ら約12 時間後に 血

清中に ハ ブ ト グ ロ ビ ン が 増加 し始め て い るが
, 局所 に投与 され

たテ レ ビ ソ 油 の 刺激 に 引き続 い て肝臓か ら急性期炎症蛋白が 産

生される ま で の 間に ほ
一 様々 な媒介化学物質が 関与 し七い るも

の と考え られ る .

急性期炎症蛋白を 誘導 する こ とが で き る サ イ ト カ イ ン と して

は従来Ⅰしl
33)

や T N F a
31)

,
I L -6

35)

な どが 報告さ れてきた が
, 最近

の研究で は I L - 6 が急性期炎症蛋白誘導 の 主役 を担 っ て い る も

の と考え られ て い る
ユ6)

. そ の 他 に急性期炎症蛋白の 産 生を 誘導

する こ と が 明らか に な っ て い るも の と して は Ⅰし11
3丁)

, 白血 病

細胸増殖阻止因子(1 e u k e mi a i n hib it o r y f a c t o r , LI F )
38)

,
塵瘍化増

殖因子(tr a n sf o r mi n g g r o w th f a c t o r β,
T G F-β)

39 M O)

.
オ ン コ ス タ

チ ソ M ( o n c o s t a ti n
- M )

41〉
な どが 報告 されて い る . こ れ らの サ イ

トカ イ ン が 受容体に結合 して シ グナ ル が 伝達 され る機構は 解明

が進ん で お り , 急性期炎 症蛋白が 産生 される 際に は サ イ ト カ イ

ン に 共通 の シ グ ナ ル 伝 達 系 で あ る 糖 蛋 白 ( gl y c o p r o t ei n 1 3 0
,

g p 1 3 0) を介す るもの が多 い
37)4 2)

本研究 で ほ 血 清中の 急性期炎症蛋白と 同時に
, 血 清中の 炎症

性サ イ ト カ イ ン に つ い て も検討 した . そ れ に よ ると Ⅰし1 α は テ

レ ビ ソ 油投与後 2 時間に ピ ー ク を 認め た 後, 速や か に 低下 した

が
, そ の 後48 時間に も血 中濃度が 再び 上 昇する 二 峰性の 変化を

認め た .

一 方血 清中 Ⅰし6 は テ レ ビ ン 油投与後12 時間 に ピ ー

ク

を認め
, そ の 後速や か に 低下 して い た , しか し,

T N F α に つ い

ては
,

い ずれ の 経過 時間 に お い て も検出で きな か っ た .
こ れ ら

の サ イ ト カ イ ン の 誘導 は それ ぞれ が 相互 に 深く 関連 して い る と

考え られ , Ⅰし1 α の 最初の ピ ー ク の 産生 は テ レ ビ ソ 油投 与 に よ

る直接的な 効果で ある と考 え られ る . しか し第 二 の ピ ー ク は自

己が塵生 した Ⅰし1 自身に よ っ て誘導 され た オ
ー

ト ク リ ソ に よ

るもの や
,

テ レ ビ ン 油 に よ っ て 誘導 され た他 の サ イ ト カ イ ン な

どに よ っ て 誘導 され た パ ラ ク リ ソ に よ る もの で ある可 能性 が考

えられた
.

こ れ まで に も産 生され た 急性期炎症蛋白は Ⅰし1βを

誘導す る こ と
43)

や
t

T G Fβ が Ⅰし1β を 誘導する こ と
棚

な どが報

告され てい る .

一 方 Ⅰし6 の 産生は テ レ ビ ソ 油投与 に よ る直接的な 効 果 と
,

Ⅰし1 を介 した 間接的な 効果に よ る 可能性 が考 え られた . 最近で

はIL-1 や T N F α が Ⅰし6 を誘導す る こ と が 明らか に な っ てお

り
嶋

, 本研究に お い ても誘導 され た Ⅰし1 が IL-6 を 誘導 した可

能性は十分考え られ た . 本研究に お い て 肝 胤 脾臓に お い ては

Ⅰし6 の m R N A シ グ ナ ル の 強い 発現 は認 めず ,
I L -6 の 産生 はテ

499

レ ビ ン 油投与 した局所お よ びそ の 周囲組.織 にお い て 行われ て い

るもの と考え られ た . リ ボ ポ リサ ッ カ ラ イ ド(1i p o p ol y s a c c h a rト

d e
,
L P S ) や 他の 刺激に よ っ て も IL -6 が 誘導され る

46)
が

,
それ

らほ Ⅰし1 を 介 し て 誘導 され る こ と も明ら か と な っ て い る .

P a m t e w らは L P S 刺激 され た 単球 の 培養液を 加え て 株化肝細

胞を 培養する と , 急性期炎症蛋白の 産生 の 増加を 認め たが
,

こ

れ に I L l r a を 加え る と C R P と S A A の み 産生が 抑制 され , 他

の 成分の 産生 に ほ 影響 が少 なか っ た と 報告 して い る
47)

. ま た

G e r s h e n w ald らほ マ ウ ス に テ レ ビ ン 油 と と も に ラ ッ ト抗 マ ウ

ス I L -1 レ セ プ タ ー 抗体を 投与 し血 中IL -1 を ブ ロ ッ ク した と こ

ろ
,
血清中の Ⅰし6 と S A A の 上 昇は 抑制 された が , 完 全で は な

か っ た と報告 してい る
柵

.

血 清中ハ ブ トグ ロ ビ ン の 産生誘導 ほ Ⅰし1 に よ るも の と
,

さ

らに IL -1 か らI L
-

6 を介す る経路 が想定 された . しか しこ れま

で の 研究 で は
よ
Ⅰし1 に よ っ てす べ て の 急性期炎症蛋白 の 産生は

誘導 され ず,

一

部の み誘導 される こ とが 明らか とな っ て い る
33)

.

と こ ろが IL-6 に よ っ て ヒ トの すべ て の 急性期炎症蛋白 が 誘導

され る こと か ら
35)4g )

,Ⅰし6 が急性期炎症蛋白の 産生 に お い て 中心

的な役割を 果た して い る と考え られて い る
3¢)

. ま た ハ ブ トグ ロ

ビ ン や S A A の 誘導に お い て ほ
t
I L -1 と Ⅰし6 の 果た す役割 が

異な る こ と が 明らか と な っ て い る . 生体内の 系に お い て は各 サ

イ トカ イ ン は互 い に 影響 を及ぼ し合 っ て お り , そ れ ぞれ の 果た

す役割 を明確に 区別する こ と は 困難 で ある . ま た 本研究 で は

B A L B/ c マ ウ ス に ヒ ト Iし6 遺伝子 を導入 した ト ラ ン ス ジ ェ

ニ
ッ ク マ ウ ス の 血 清中 ハ ブ トグ ロ ビ ン レ ベ ル に つ い て も 検討

し
, 無刺激の 状態で も血 清中に高濃度に ハ ブ ト グ ロ ビ ン が産生

され て い る こ とが 明 らか に な っ た (未発表デ
ー タ) . こ の マ ウ ス

に お い ては 血清中に M 蛋白血 症お よ びⅠし6 の 持続的高値が 認

め られ る
50)

.
こ の こ と か らも急性期炎症蛋白の 産生 に お い て ほ

Ⅰし6 が中心 的な 役割を果た して い るもの と推測 された .

一

方 テ レ ビ ン 油投与後 の 血清 中に は 炎症性 サ イ ト カイ ン の み

な らず
,
I L-1 の 受容体の 括抗物質 で あるIL -l r a も発現 , 産生 さ

れ て い た .
I L

-1 r a の ピ ー

ク は テ レ ビ ソ 抽投与後48 時間後 に 認め

られ て お り, 従来の 報告
占1) に もある よう に 炎症誘発後に 遅れて

長時 間に わ た っ て産 生されて い た . ま た混合 リ ン パ 球反応試験

に お い て もⅠしI r a 塵生の ピ ー ク ほ48 時間後に ある と され
S2)

, 従

来の 報告に
一

致 した . これ ま で に IL -1 r a の 発現を 誘導する もの

ほ多く報告され て お り
,
L P S や フ ォ

ル ポ ル ミ リ ス テ ー ト

ア セ テ
ー

ト (p h o r b ol m y ri s t a te a c et at e , P M A )
52)

, 固 相 化

Ig G
54)

,
I L-1

53)

,
I L ぜ

5) ～ 5 8 )

,
I L-6

5¢)
,
I L-1 0

6O)

, T N F α
5 3)

,
T G F β

44)

. 顆粒球

マ ク ロ フ ァ
ー ジ コ ロ ニ ー 刺激 因 子 ( g r a n ul o c y t e m a c r o p a h g e

C Ol o n y sti m u la ti n g f a c t o r
,
G M - C S F )

61)

,
イ ン タ ー フ ェ ロ ソ α

(in t e rf e r o n α
,
I F N α),

I F Nβ
62)6 3 }

, 急性期炎症蛋白
欄

に よ っ て も誘

導 され る こ とが わ か っ て い る . I L -1 r a は 肝臓に お い て 発現 t 産

生 されて い たが , 肝臓 に おい て は他の 炎症性 サ イ ト カ イ ン の シ

グナ ル ほ発現 して い なか っ た .
こ の Ⅰし1 r a を誘導す るもの と し

て は 血 中の IL-1 α や IL-6
, 急性期炎症蛋白な どが考え られ た .

全身的に波及す る急性炎 症を 制御す る た め に 生 体内 で IL -l r a

蛋白を 産生す る場と して は
, 肝臓が 最もふ さわ しい と考え られ

る . 局所の 炎症部位か ら産生 され た IL -1 や I L - 6 を 認識 して
,

炎症を 制御す るた め に急性期炎症蛋白やⅠし1 r a が 産生 され, 負

の フ ィ
ー

ドバ
ッ ク に よ っ て機能 して い るもの と推察 された . こ

の Ⅰし1 r a の 血清 中濃度ほ他 の 炎症性 サ イ トカ イ ン の 血 清 中濃

度に 比較 して
,

は る か に 高い 濃度 が産生 されて い た . 最近 の 研



5 0 0

究で はⅠし1 r a は I L -

1 と受容体 で 括抗 してそ の 生物学的活性を

抑制 し
, 両者の バ ラ ン ス に よ っ て 炎症反応が 制御 され て い る と

考えられて い る ･ Ⅰし1 受容体の 5 % が IL -1 と 結合すれ ば 十分

な シ グ ナ ル 伝 達 が 成立 す る と い わ れて お り ,
Ⅰし1 r a に よ り

Ⅰし1 の シ グ ナ ル伝 達を 抑制する に はI L -1 に 対 し100 か ら10 0 0 倍

以上 の I L-1 r a が 必要 で ある と され て い る
64)

. 本研究に お い て産

生 され て い た 血 清中IL -1 r a は 濃度に お い て も
, 時 間的推移 に お

い て も炎症反応 の 制御 に十 分影響を 及ぼ して い るも の と考 え ら

れ る .

テ レ ビ ン 抽 の 投 与に 伴 っ て
,

マ ウス にほ 臨床的 に 様 々 な 変化

が 認め られた ･ す なわ ち括動性の 低下
, 摂食行動の 抑 臥 体毛

の 起 毛性 の 低下 な どが 認め られ た が ,
こ れ らの 変化ほ テ レ ビ ン

抽投与後数時間に お い て 認め られ , そ の 後は 投与前の 状態に 回

復 した ･ 従来の 報告に お い て も テ レ ビ ン 油投与 後 に は 食欲減

風 体重減少, 体温上 昇な どが認 め られ て い る が
48)

,
こ れ ら は

最近の 研究に よれ ば Ⅰし1 の 持 つ 作用 で ある と考 え られ て い る .

こ れ らの 現象 ほⅠしI r a 投与に よ り抑制 され る . 本研究 に お い て

IL -1 α の 上 昇ほ テ レ ビ ソ 油投与二 時 間後に ピ ー ク が 認め られ て

お り, 臨床 的変化 に 矛盾 しな い . しか し4 時 間後に 再び Ⅰし1 α

の ピ ー ク を 迎 えて も マ ウ ス に 臨床的変化が 認め られな か っ た の

ほ
t
I L -1 r a な ど の サ イ ト カ イ ン 阻害物質に よ る影響が 推測 され

た ･ も しもⅠし1 r a の 産生を ブ ロ
ッ クすれ ば炎症反応の 終蔦が 遅

延 し
, 炎症症状が 持続 した 可 能性 が ある , I L -1 r a に よる フ

ィ
ー

ドバ
ッ ク 機構 が 抑制 され ると,

Ⅰし1 が オ
ー

ト ク リ ン に 刺激 ･ 塵

生 され , そ の 結果と して 炎症反応 が持続 して い く もの と考 え ら

れた ･ ま た急 性期 炎症蛋 白の 産生も , 長時間にわ た っ て 維持 さ

れ るもの と推 測され た .

さ らに本研究 で は遺伝子 組み 換え 技術 に よ っ て
, 大腸菌 を用

い て遺伝子組 み換 え型 ⅠしI r a 蛋 白を発現 , 精製 した . I L - l r a ほ

1 9 9 0年 に H a n n u m ら に よ っ て完全精製
8)

さ れ , 同年 Ei s e n b e
-

r g らに よ っ て 〆 ロ ー ニ ン グ され 構造が決定 され た
54】

. ⅠしI r a は

Ⅰし1 α
,
Ⅰし1β と高 い 相 同性を 持ち ,

こ れら と競合 して Ⅰしl 受容

体( ‡型) に 結合 して括抗作用を 発現す る . Ⅰし1 r a そ の も の が

Ⅰし1 受容体 に 結合 しても シ グナ ル の 伝 達は 生 じな い こ と が わ

か っ て い る
85)

･ 最近 の 解析に よれ ばⅠし1 r a
･

に ほ糖鎖結合 の ある

分子量 22k D a の も の と , 糖鎖結合 の ない 分子 量 1 7k D a の もの

が ある こ と が 明 らか と な っ た
8)

. 本研究 で 遺伝子 組 み 換 え に よ

り発現 したI L -1 r a は 後者の タ イ プ で あるが
,

マ ウ ス の マ イ ト ゲ

ソ 刺激胸腺細胞 を用 い た IL -1 測定法 に よ る検討で は Ⅰし1 の も

つ 生物学的活性 を抑制す る こ と が 示 され た . しか しそ れ に は従

来の 報告 にも ある よ うに
叫

,
Ⅰし1 に対 して100 0 倍 以上 の IL-1 r a

が 必要で あり ,
Ⅰし1 の シ グナ ル 伝 達を抑制す るに ほ 相対的に 大

量の IL -1 r a が 必要 で あ っ た .

一 方 マ ウ ス の 生体 内に お け る検 討で
,

マ ウ ス に テ レ ビ ン 油と

ともにⅠし1 r a を投与 したが
,

ハ ブ ト グ ロ ビ ン の 産 生は 抑制 され

なか っ た ･ そ の 原因と して は塵生 され る Ⅰし1 に 対 し て 相対 的

に 投 与 し た Ⅰし1 r a の 量 が 少 な い
,
I L -1 r a の 血 中半減期 が 短

い
抑

l
I L - 1 を介 さない 急性期炎症蛋白の 産生経路 が 存 在す る な

どが 考え られ た . テ レ ビ ソ 油 に よ っ てⅠし6 が 誘導 さ れ そ れ に

よ っ て肝細胞 か ら急性期炎症蛋白が 塵生され る系 の 存在は 明ら

か に な っ て お り , そ れ に よ っ てもⅠし1 r a の 投与 に よ り ハ ブ ト グ

ロ ビ ン 中産生 が抑制 され なか っ た こ とは説 明可能で あ る . また

G e r s h e n w ald ら ほ テ レ ビ ソ 抽 とともに 抗 IL -1 受容体抗体 を 投

与 したが
, 血 清中 Ⅰし6 濃度や 血 清ア ミ ロ イ ド P ほ 完全に ほ抑

制 されな か っ た と報告 して い る
48)

･ 遺伝子組み 換え塾IL -1 r a に

よ っ て テ レ ビ ン 油に よ る ハ プ ト グ ロ ビ ン の 産 生 ほ 抑制 で きな
か っ た が

,
マ ウ ス に 生 じた変化 と して 創傷 の 治癒遅延と テ レ ビ

ン 油投与後の 全身衰弱度 の 抑制 が認め られ た (未発表 デ
ー

タ) .

マ ウス に 浸透圧 ポ ン プ を埋 め込 んだ 創傷の 治癒状態を観察する

と ･
コ ン ト ロ ー ル と して マ ウ ス 血 清を 注入 した群 に 比 べ て 明ら

か に 創傷 の 治癒が 遅延 して い た ･ Ⅰし1 に よ る線維芽細胞の 増殖
や血 管新 生 K M n O 4 に よ る 肉芽腰の 形成が Ⅰし1 r a に よ っ て抑

制され る と の 報告も あり
印6 8)

,
こ の 創 傷 の 治 癒 の 遅延 は Ⅰし1 r a

の 作用 で ある と考 えられ た ･ また テ レ ビ ン 油投与後 の 活動性の

低下 一 摂食行動の 抑 臥 体毛の 起 毛性 の 低下 な どほ IL-1 の 作

用で あ る と考え られ た が
48)

,
これ らも Ⅰし1 r a に よ っ て 抑制され

たもの と 推測 され た ･ I L -1 r a ほ急性期炎症性蛋白の 産生され る

急性炎症の 早期に ほ誘導 され ず , 急性期炎症蛋白の 誘導相に は

関与 L て は い な か っ た t しか しI L -1 r a ほ 急性炎症の 後期 に 高渡

度に 誘導 ･ 産生 され て お り
, 炎症反応の 終蔦に 関与 して い る可

能性が示 唆され た .

炎症反応 の 進展 に お い てほ 様 々 な サ イ トカ イ ン が相互 に 複雑

に 関係 し
,

い わ ゆ る サ イ ト カ イ ン ネ ッ ト ワ ー ク を形成 して い る

(図 8 ) ･ 本 研究 に お い て は 炎症 性 サ イ ト カ イ ン で あ る IL -1
,

Ⅰし6 と天 然括抗物質の
一

つ で ある Ⅰし1 r a
t そ して急性期炎症蛋

白 とが 相互 に 関連 して い る こ と が 示 唆 さ れた . Ⅰし2 や IL ヰ

II ; 6
,
T N F α

,
I N F T に対す る括抗物質も多数報告 され てお り

Ⅰ3)

,

こ れ らの 複雑 なサ イ トカ イ ン ネ ッ ト ワ ー ク の 中で そ れ ぞれが微

妙な バ ラ ン ス を保 っ て い る . 阻害 物質 を 優勢 に 保 つ こ と に よ

り
, 炎症反応 の 終蔦 が促進 され る との 報告もあ り

郎)

, 今後ほ こ

の よ うな阻害物質 が広く 臨床 応用 さ れ て い く も の と 期待 され

る ･ I L -1 r a を投与す る こ とに よ っ て 敗血 症 シ ョ ッ ク や 出血 性

シ ョ ッ ク に おけ る致死率 が低下す る
叩 卜 刊 )

, 実験的肺線維 症や糸

T u rp e ntin e oilin) e Ctio n

/
＼

＼
＼

lL l 八 一6

F ig ･ 8 . S c h e m e of th e c yt o ki n e n e t w o r k i n a c u t e irlfl a m m
-

a ti o n ･ E a ch c y to ki n e i n fl u e n c e s o n th e o th e r c y t o ki n e s a s

Sti m ul a t o r o r s u p p r e s ! O r ･ A c o m pl e x r el a ti o n s h ip e x ists

a m o n g th e s e c y t ok in e s . B l a c k a r r o w i n di c a t e s in d u c tio n

a n d g r a y a r r o w
.
i n d i c a t e s i n h ibiti o n .



マ ウ ス 急性 期炎症蛋白と ⅠしI r e c e p t o r a n t a g o ni st

球体腎炎の 発症を 抑制 する
T5)7 8}

, 虚血 に よ る 脳 ニ
ュ

ー ロ ン の 障

害を抑制す る
77)

, 臓器移植に お い て 拒絶反応が 抑制 され 生 者率

が増加する
T8)T 9)

, な ど疾患 モ デ ル に お い て そ の 重症 度 が軽 減す

る報告が多 い
抑

. 実際 に 可溶性I L -1 受容体 ,
可溶性 T N F α 受容

体,
ⅠしI r a な どはす で に 臨床治験が 開始 され て お り , 新 しい 治

療薬と して の 将来 に 大きな期待が 寄せ られ て い る .

結 論

テ レ ビ ン 油刺激 に よ る マ ウ ス の 急性 期炎症蛋白 の 産生お よび

炎症性サ イ ト カ イ ン
,
Ⅰし1 r a の 発現, 変動 に つ い て 検討 した .

また遺伝 子組み 換え 型 工しr a を発現 , 精製 し
, そ の 生物学 的活

性を検討 し以下 の 結論を待 た .

1 . テ レ ビ ソ 油刺激 に よ り急性期炎症蛋白の
一

つ で ある ハ プ

ト グ ロ ビ ン が 誘導 , 産 生 され た . そ れ に 先 駆 け て Ⅰしl α と

IL - 6 の 産生 が認め られ ,
これ ら に よ り急性期炎症蛋白が誘導 さ

れ る こ と が 明らか と な っ た . ま た遅れ て Ⅰし1 r a の 産生も認め ら

れ , 急性炎症 の 進展に 影響を与え て い る もの と考 え られた . 以

上 か ら急性炎症 に お ける 炎症性 サ イ トカ イ ン と急性期炎症蛋白

と の 関わ り,
お よび IL-1 r a に よ る炎症 の 制御が 示唆 された .

2 . 大腸菌か ら遺伝子 組み換え 型 IL -1 r a が 発 現 ▲ 精製 され

た .
マ イ トゲ ン 刺激胸腺細胞を 用 い た Ⅰし1 測定法 に お い て 遺

伝子組み換 え塾 IL -1 r a ほ Ⅰし1 の もつ 生物学 的活性を 抑制 した

が,
マ ウ ス に お い て テ レ ビ ソ 油 に よる ハ ブ ト グ ロ ビ ン の 産生は

抑制 しな か っ た . すな わ ち Ⅰし1 の みを ブ ロ ッ ク して も ハ プ ト

グ ロ ビ ン の 産生ほ 抑制さ れず ,
I L-6 な ど他の 介在物質の 関与が

示 酸され た .
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2 n d e d .

, pl . ト1 . 1 1 0
,

C old S p r in g H a r b o r L a b o r at o ry P r e s s
】
N e w Y o r k

,
1 98 9 .
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26) S a m b r o o k , J .
, F rit s c h

,
E . F . & M & n i & ti s

,
T . :

E x p r e s si o n of C l o n ed G e n e s in E s c h e ri c h主a C oli
,
2 n d e d .

,

p1 7 ･ ト1 7 ･ 4 4
,
C old S p ri n g H a rb o r L a b o r at o r y P r e s s

,
N e w

Y o r k , 1 9 8 9 .

2 7) I) e u t s c h e r , M . P . : G uid e t o P r o t ei n P u rifi c a ti o n
,
1 s t

e d .
, p 9 3

- 4 98 , A c a d e m i c P r e s s , I n c .
,
C alif o r ni a

,
1 9 9 0 .

2 8) O p p e n h ei m
,
J . J .

,
S t 8 dl e r

, B . M .

,
S i r a g a ni a n

,
R : P .

,

M a g e
,

M . & M A th i e s o n
,

B . : L y m p h o ki n e s : th eir r ol e i n

ly m p h o c yt e r e s p o n s e s . P r o p e r ti e s of in t e rl e u k i n l . F e d .

P r o c
り
4 1

,
2 5 7-2 6 2 (1 9 8 2) .

2 9) 後藤久美子 , 中村修 ニ
, 吉永 秀:I L -1 の 測定法 . Ⅰ .

マ

イ ト ジ ュ ン 刺 激 胸 腺 細胞 を 用 い た Ⅰし1 測 定 法 ( T h e c o-

mi t o g e ni c a s s a y) . 実験免疫操作法13 ,
4 2 5 7 -4 2 6 4 頁 ,

日 本免疫

学会
, 東京 ,

1 9 弘

30) G ei g e r , T .
,
A n d u s

,
T .

,
K l& p p r O t h

,
J .

,
C a s t ell

,
J . &

H ei n ri c h
,

P ･ C : I n d u c ti o n o f r a t a c u t e
-

p h a s e p r o t ei n s b y

i n te rle u ki n
-6 i n v i v o . E u r . J . I m m u n ol .

, 1 8
,
71 7 - 7 21 (1 9 8 9) .

3 1) B a u rrt a n n
,

H .
,

H el d
,

W . A . & B e r g e r , F . G . : T h e

a c u t e ph a s e r e s p o n s e of m o u s e li v e r . J . B i ol . C h e m . , 2 5 9
,

5 6 6 -5 7 3 (1 9 8 4) .

3 2) 右田俊介 : 分 子進化か ら見た急性期 タ ン パ ク . 感染/ 炎症

/ 免疫,
1 4

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

3 3) O p p e n h ei m
,

J ･ J .
,

K o v a c s
,

E`. J . & M a t s u s hi m a
,

K ･ : T h e r e i s m o r e th a n o n e i n t e rl e u ki n l ･ I m m u n ol ･ T od a y ,

7
,
4 5 - 5 6 (1 98 6) .

3 4) D in 且 r e 1l o
,

C . A .
, C & n n O n

,
J . G . & W o lff

,
S . M . :

T u m o r n e c r o sis f a c t o r (C a c h e c ti n) i s a. n e n d o g e n o u s p y r o g e n

a n d i n d u c e s pr o d u c ti o n of i n t e rl e u ki n l . J . E x p . M e d . 1 6 3
,

1 43 3 -1 4 5 0 (1 9 8 6) .

3 5) G & u ld i c , J .

,
R i c h a r d s

,
C . & H a r n i sh

,
D . : I n t e rf e r o n

-

β2/ B -

C ell s ti m ul a t o r y f a c t o r t y p e 2 s h a r e s i d e n tity w ith

m o n o c yt e
- d e ri v ed h e p a t o c yt e

-

S ti m ul a ti n g f a c t o r a n d r e g u l a t e s

th e m aj o r a c u t e p h a s e p r o t e in r e s p o n畠e i n li v e r c ell s . P r o c .

N a tl ･ A c a d ･ S ci . U S A
,
8 4

,
72 5 1 - 7 25 5 (1 9 8 7).

36) A k i r a , S . , T & g &
,
T . & K i s h i m o t o ; T . : I n t e rl e u ki n

- 6 i n

B i ol o g y a n d M e d i c in e . A d v a n c e s in I m m u n ol o g y ,
V ol . 54

, 1 st

e d ･
. P 2 5

-2 7
,
A c a d e m i c P r e s s

,
I n c .

,
C a ,1if o r ni a

,
1 9 9 3 .

3 7) B 且u m a n n
,
H ･ & S c h e n d e l

,
P . : I n t e rl e u ki n

-1 1 r e g u l at e s

th e h e p a tic e x p r e s si o n o f th e s a m e pl a s m a p r o t ei n g e n e s a s

i n t e rl e u k i n
- 6 ･ J ･ B i ol . C h e m .

,
2 6 6

,
2 0 42 4 - 2 04 2 7 (1 9 9 2) .

3 8) B & u m a n n
,
H ･ & W o n g ,

G . G . : H e p a t o c y t e
-

S ti m ul a ti n g

f a c t o r Ⅲ s h a r e s s tr u c t u r al a n d f u n c ti o n al id e n tity wi th

l e u k e mi a
-i n hi bit o r y f a c t o r . J . I m m u n ol .

, 1 4 3 , 1 1 6 3 -1 1 6 7 (1 9 8 9) .

3 9) M a c k i e wi c z
,

A .
,

G a n a p a t hi
,

M . K .
, S c h u lt z

,
D .

,

B r a b e n e c
, A ･

, W ei n s t ei n
,
J .

,
K ell e y ,

M . F . & K u s h n e r
,

Ⅰ･ : T r a n sf o r m in g g r o w th f a ct o r β1 r e g ul a t e s p r o d u c ti o n o f

a c u t e p h a s e p r o t ei n s ･ P r o c . N a tl . A c ad . S ci . U S A
,

8 7
,

1 4 91 -1 4 9 5 (1 99 0) .

4 0) M o r r o n e
,
G .

,
C o r t e s e

,
R . & S o r r e n ti n o

,
V . : P o st q tr -

a ･ n S C ri pti o n al c o n tr ol of n e g a ti v e a c u t e p h a s e g e n e s b y

t r a n sf o r mi n g g r o w th f a c to r b e ta . E M B O J .
,

8
,

3 7 6 7 -3 7 7 1

(1 9 89) . .

4 1) R i c h A rd
,
C ･ I) ･

,
B r o w n

,
T . J .

,
S h o y a b

,
M .

,
B & u m a n n

,

H
. & G & ul di e

,
J . : R e c o m bi n a n t o n c o s t a ti n M s ti m ul a t e s th e

p r o d u c tio n o f a c u t e p h a s e p r o tei n i n H e p G 2 c ell s a n d r at

p ri m a r y h e p a t o c y t e s i n vitr o ･ J ･ I m m u n ol .
, 1 4 8 , 1 7 31-1 7 36

(1 9 9 2) .

42) G e a ri n g ,
D ･ P ･ & B r u c e , A ･ G . : O n c o s t a tin M bi n d s

th e h igh -

affi nit y l e u k e mi a in h ibit o r y f a c t o r r e c e p t o r . S ci e n c e
,

2 5 5
, 1 4 3 4 -1 4 3 6 (1 9 9 2) .

4 3) T il g , H ･
, V a n ni e r

,
E .

,
V a ch i n o

,
G .

,
I) in a r ell o

,
C . A .

& M i e r
,

J ･ W ･ : A n tii n fl a m m at o r y p r o p e r ti e s of h e p a tic

a c u t e p h a s e p r o t e in s : p r ef e r e n ti aI i n d u c ti o n of i n t e rl e u ki n l

(I L -1 ) r e c e p t o r a n t a g o n i st o v e r I し1 b e ta s y n th e sis b y h u m a n

p e ri p h e r al bl o o d m o n o n u cl e a r c ells ･ J ･ E x p . M e d .
,

1 7 8
,

1 6 2 9 -1 6 3 6 (1 9 9 3) .

4 4) W a hl
,
S ･ M ･ C o s t a

,
G ･ L .

,
C o r c o r a n

,
M .

,
W a h l

,
L .

M ･ & B e r g e r
,

A
. E . : T r a n sf o r m l n g g r O W th f a c to r - b et a

m ed i a t e s I L - トd e p e n d e n t i n d u c ti o n o f I L -1 r e c e p t o r a n t a g o n
-

is t ･ J L I m m u n ol .
,
1 5 0

,
3 5 5 3 -3 5 6 0 (1 9 9 3) .

4 5) I s s h ik i
,
H .

,
A k i r a

,
S . & T a n a b e

, 0 . : C o n s tit u ti v e a n d

i n t e rl e u ki n-1 (I L -1) -i n d u cibl e f a c t o r s i n t e r a c t w i th th e

I L -1 -

r e S p O n Si v e el e m e n t i n th e I し6 g e n e ･ M ol ･ C ell . Bi ol .
,

1 0
,
2 7 5 7 -2 7 6 4 (1 9 9 0) .

46) H e lf g o t t
,

D ･ C ■
,

T & t t e r
, S . B . , S a n t h a n a m

,
U .

,

C l a ri c k
, R ･ H ･

,
B h a r d w &j ,

N .
,

M a y ,
L . T . & S e h g el

,
P .

B ･ : M u ltipl e f o r m s o f I F N -β/I L -6 i n s e ru m a n d b o d y fl uid s

d u ri n g a n a c u t e ph a s e b a c t e ri al i nf e c ti o n . J . I m m u n ol .
, 1 42

,

9 4 8 - 95 3 (1 9 8 9) ,

4 7) D a m t e w
,
B ･

,
R z e w n i c ki

,
D .

,
L o ヱa n S ki

,
G . & K u sh n e r

,

Ⅰ･ : I L-1 r e c e p t o r a n t a g o ni s t a ff e c t s th e pl a s m a p r ot ei n

r e s p o n s e of H e p 3 B c ell s t o c o n diti o n e d m e di u m f r o m

lip o p ol y s a c c h a rid e
-

S ti m u l a t e d m o n o c y te s . J . I m m u n ol .
,

15 0
,

4 0 0 ト40 0 7 (1 9 9 3) .

4 8) G e r s h e n w ald
,

J . E .
,

F o n g , Y
り

F a h e y dI
,

T . J .
,

C a l v a n o
,

S ･ E ･
,
C hi ヱ2= O n it e

,
R .

,
K ili a n , P . L .

,
L o w r y ,

S .

F ･ & M ol d a w e r
,

L . L . : I n t e rle u ki n l r e c e p t o r bl o c k a d e

a tt e n u a t e s th e h o s t i n fl a m m at o r y r e s p o n s e . P r o c . N atl . A c ad .

S c i ･ U S A .
,
8 7

,
4 9 6 6- 4 9 7 0 (1 9 90) .

4 9) S n i c k
,
J . V . : I n t e rl e u ki n- 6 : a n O V e r vi e w . A n n u . R e v .

I m m u n ol
リ

8
,
2 5 3-2 7 8 (1 9 9 0) .

5 0) S u e m a t s u
,
S .

,
M a ts u d a

,
T .

,
A o z a s a

,
K .

,
A ki r a

,
S

り

N a k a n o
,

N .
, O h n o

,
S .

,
M i y a z a ki

,
J .

,
Y a m a m u r a

,
K .

,

H i r a n o
,

T ･ & K i s h i m o t o , T . : I g G . pl a s m a c yt o sis i n

i n te rle u ki n
-6 t r a n s g e ni c m ic e . P r o c . N atl . A c a d . S c i. U S A .

.

8 6
, 7 5 47 て551 (1 9 8 9) .

5 1) 大河原進 , 松 川明博 ∴枝光 淳 , 柳 文治 : Ⅰしl レ セ プ

タ ー ･ ア ン タ ゴ ニ ス ト . 臨床免疫 ,
2 4

,
6 0 7- 61 8 (1 99 2) .

5 2) L u k a c s
,

N . W
. , K u n n k el

,
S . L .

,
B u rd i c k

,
M . D .

,

Li n c ol n
,

P . M . & S t ri et e r
,
R . M . : I n te rle u ki n

-1 r e c e pt o r

a n t a g o n is t bl o c k s c h e m o ki n e p r o d u c ti o n in th e m i x e d

ly m p h o c y t e r e a c ti o n . B l o o d
,
8 2

,
3 6 6 8 - 3 6 7 4 (1 9 9 3) .

5 3) K r e 2: e Si c k i
,
R . F .

,
H a tfi el d

,
C . A .

,
B i e n k o w s k i

,
M ･

J ･
,
M c G ui r e

, J ･ C ･
,
W i n t e r r o w e d

,
G . E .

,
C h a p m a n

,
D ･ l J

･
,

B e r g e r
,
A . E .

,
M c E w a n , R . N . , C a r t e r

,
I) . B .

,
C h o s a y ,

J ･

G ･
,
T r a c e y ,

D . E . & C h i n
,
J . E . : R e g u l a ti o n of e x p r e s sio n

Of I し1 r e c e pt o r a n ta g o ni s t p r o t e in in h u r n a n s y n o v i al a n d

d e r r n al fib r o b l a s t . J . I m m u n ol .
,
15 0

,
4 0 0 8 - 4 0 1 8 (1 9 9 3) .
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54)
､

E i s e n b e r g ,
S ･ P .

,
E v a n s

,
R . J

"
A r e n d

,
W . P .

,

V e rd e r b e r
,
E ･

,
B r e w e r

,
M . T .

,
H a n n u m

, C . H . & T h o m p s o n
,

R .
C . : P ri m a r y s tr u c t u r e a n d f u n c ti o n al e x p r e s si o n f r o m

c o m ple m e n t a r y D N A o f a h u m a n i n t e rl e u ki n
-

1 r e c e o t o r

a n t a g o ni st . N a t u r e ,
3 4 3 , 3 41 - 3 4 6 (1 99 0) .

5 5) A t ki n s
,

M . B ･
,

V a c h i n o , G .
,

T il g ,
H . J .

,
K a r p ,

D .

D .
,
R o b e rt

,
N . J .

,
K a p pl e r

,
K . & M i e r , J . W . : P h a s e I

e v al u a tio n of th ri c e
-d aily i n tr a v e n o u s b o lu s i n t e rl e u ki n- 4 i n

p a ti e n ts wi th r ef r a c t o r y m aIig n a n c y . J . C l in . O n c ol .
,

1 0
,

1 80 2-1 8 0 9 (1 99 2) .

56) F e n t o n
,
M

,
J .

,
B u r a s

,
J . A . & D o n n el y ,

R . P . : Ⅰし4

r e ci p r o c a u y r e g u r a t e s I L-1 a n d I L- 1 r e c e p t o r a n t a g o n is t

e x p r e s sio n 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 9

, 1 2 8 3 -1 2 8 8

(1 9 92) .

5 7) O ri n o , E .
, S o n e , S . , N ii

,
A . & O g u r a

,
T . : I L - 4

u p- r e g ul a t e s I L -1 r e c e p t o r a n t a g o n is t g e n e e x p r e s si o n a n d it s

pr o d u c ti o n i n h u m a n b lo o d m o n o c y t e s . J . I m m u n ol .

,
1 49

,

9 25-9 3 1 (1 9 9 2) .

58) W o n g ,
H . L .

,
C o $ t a

,
G . L .

,
L o t ヱe

,
M . T . & W a hl

,
S .

M ･ : I n te rl e u ki n (I L ) 4 d iff e r e n ti all y r e g u r a t e s m o n o c y t e Iし1

f a mi 1y g e n e e x p r e s si o n a n d s y n th e si s i n vi tr o a n d i n vi v o . J .

E x p . M e d .
,
1 77

,
7 7 5 - 78 1 (1 9 9 3) .

59) T il g ,
H ･

,
T r e h u

,
E ･

,
A t ki n s

,
M . B .

,
D i n a r ell o , C . A .

& M i e r , J ･ W ･ : I n t e rl e u ki n
- 6 (I L - 6) a s a n a n ti -i n fl a m m a t o r y

C yt O ki n e ‥ i n d u c ti o n o f cir c ul a ti n g I L -l r e c e pt o r a n t a g o n is t

a n d s ol u bl e t u m o r n e c r o sis f a c t o r r e c e p t o r p5 5 . B lo o d .
,
83

,

11 3-1 1 8 (1 9 94) .

60) C a s s a t ell a
,
M . A .

,
M e d a

,
L .

,
G a s p e ri n i

,
S .

, C a l z e t ti
,

F ･ & B o n o r a
,
S . : I n t e rl e u k in vl O (I L-1 0) u p

-

r e g ul a t e s I L-1

r e c e p t o r a n t a g o ni s t p r o d u c ti o n f r o m li p o p oly s a c c h a rid eT

Sti m u l at e d h u m a n p oly m o r p h o n u cl e a r l e u k o c y te s b y d el a yi n g

m R N A d e g r a d a ti o n . J . E x p . M e d .
, 1 7 9 , 1 6 9 5 -1 6 9 9 (1 9 9 4) .

61) S h i el d s
,
J .

,
B e r n a s c o n i

,
L . M .

,
B e n o t t o

,
W

. , S h a w ,

A , R . & M a z z ei
,

G . J . : P r o d u c ti o n of 2 6
,
0 00 d alt o n

i n t e rl e u k i n l i n hibit o r b y h u m a n m o n o c y t e s is r e g ul a t e d b y

g r a n ul o c y t e
-

m a C r O P h a g e c olo n y- Sti m ul a ti n g f a c t o r . C yt o k i n e
,

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

62) A r e n d
,
W . P . : I n t e rl e u k i n

-1 r e c e p t o r a n t a g o n is t . A d v .

I m m u n ol .

,
5 4

,
1 6 7 -2 2 7 (1 9 9 3) .

63) T il g ,
H .

,
M i e r

,
J . W .

,
V o g el

,
W .

,
A u lit z k y ,

W .
,
E .

,

W i ed e r m a n n
, C . J . , V a n n i e r , E .

,
H u b e r , C . & D i n a r e 1l o

,

C ･ A ･ : I n d u c ti o n of ci r c u l ati n g I L-1 r e c e p t o r a n t a g o n is t b y

I F N tr e a t m e n t . J . I m m u n ol .
,
15 0

,
4 6 8 7 -4 6 9 2 (1 9 9 3) .

6 4) C o m i n elli
,

F .
,
N a s t

,
C . C .

,
C l a r k

,
B . J) .

,
S c h i n dl e r

,

R ･
,

L i e r e n a
,

R .
,

E y s s e l ei n
,

V . E .
,

T h o m p s o n
,

R . C . &

D i n a r ell o
,

C . A . : I n t e rl e u ki n l (Iし1) g e n e e x p r e s sio n
,

Sy n th e si s
,

a n d eff e c t o f s p e cific I し1 r e c e p t o r bl o c k a d e i n

r ab bit i m m u n e c o m pl e x c oliti s . J . Cli n . I n v e s t リ
8 6 , 9 7 2-9 8 0

(1 99 0) ,

65) D ri p p s
,
D . J .

,
B r a b d h u b e r

,
B . J .

,
T h o m p s o n

,
R . C .

& E i s e n b e r g , S . P . : I n t e rl e u k in -1 (I L -1) r e c e p t o r a n t a g o ni s t

bi n d s t o th e 8 0 -k D a Iし1 r e c e p t o r b u t d o e s n o t i niti a t e I し1

Sig n al t r a . n s d u c ti o n . J . B i ol . C h e m .
,
2 6 6

,
1 0 33 1Tl O 33 6 (1 9 91) .

6 6) C o n ti
,
P .

,
P a n a r a

,
M . R .

,
F r id a s

,
S .

,
B a r b a c a n b

,
R .

5 03

C ･ ･ G ri11i
,

A ･
,

P l a ci d o
,

F . C .

,
R e al e

,
M . & F i o r e

,
S . :

I n hib itio n of gl a n u l o m a f o r m a ti o n i n d u c e d b y p o t a s si u m

p e r m a n g a n a t e i n th e m o u s e b y a s p e cifi c h u m a n r e c o m bi n a
-

n t r e c e p t o r a n t a g o ni st f o r i n t e rl e u ki n
-1 (h rI し1 r a) . C ell

I m m u n ol .
,
1 4 7

,
4 4 6 -4 5 7 (1 9 9 3) .

6 7) F a h e rt y ,
I) . A .

, C l a u d y , V .
,

P l o ci n s k y ,
J . M .

,

K af fk a
,
K

･ , Kili a n
,
P .

,
T h o m p s o n

,
R . C . & B e nj a m i n

,
W .

R ･ : F ail u r e of I L -1 r e c e p t o r a n t a g o n is t a n d m o n o cl o n al

a n ti-I L-1 r e c e p t o r a n tib o d y t o i n hib it a n tig e n
-

S p e Cif ic i m m u n e

r e s p o n s e s i n vi v o ･ J . I m m u n ol .

,
1 48

,
7 6 6-7 71 (1 9 92) .

6 8) F a n , T ･ P .
,

H u
,
D . E .

,
G u a r d

,
S .

,
G r e s h a m

,
G . A .

& W a tli n g !
K ･ J ･ : S ti m ul a ti o n of a n gi o g e n e si s b y s u b s ta n c e

P a n d i n t e rl e u ki n
-1 i n r a t a n d its i n h ibiti o n b y N K l o r

i n t e rl e u ki n
-1 r e c e p to r a n ta g o n is ts . B r . J . P h a r m a c ol.

,
l 1 0

,

4 3- 49 (1 9 9 3) .

6 9) M ill e r
,
L . C

り
L y n c h

,
E . A .

,
I s a

,
S .

,
l . o g a n

, J . W .
,

D i n a r e1l o
,
C ･ A ･ & S t e e r e , A . C . : B al a n c e of s y n o vi al fl uid

I し1 b e t a a n d I L -1 r e c e pt o r a n t a g o ni s t a n d r e c o v e r y f r o m

L y m e a rt h ritis . L a n c e t
,
3 41

,
1 5 5-1 5 6 (1 9 93) .

7 0) P elli c a n e
,
J . V .

,
D e M a ri a

,
E . J .

,
A b d q E lf a tt a h

,
H .

,

R ei n e s
, H . D . , V a n n i c e

,
J . L . & C a r s o n

,
K . W , : I n t e rl e

-

u k i n
-l r e c e p t o r a n t a g o ni st i m p r o v e s s u r vi v al a n d p r e s e r v e s

O r g a n ad e n o si n e
-5

'
-trip h o s p h a t e af te r h e r n o r rh a gi c s h o c k .

S u r g e r y ,
11 4

,
2 7 8 -2 8 3 (1 9 9 3) .

7 1) A i u r a
, K .

,
G elf a n d

,
J . A .

,
B u r k e

,
J . F .

,
T h o m p $ O n

,

R ･ C ･ & I)i n a r ell o , C . A . : I n t e rl e u ki n-1 (I L -1) r e c e p t o r

a n ta g o ni st p r e v e n t s S t a p h yl o c o c c u s e pid e r r n idi s
-i n d u c e d

h y p o t e n si o n a n d r e d u c e s c ir c ul a ti n g l e v els of tu m o r n e c r o sis

f a c t o r a n d I L-1 b e t a in r a b bit s . I nf e c t . I m m u n .
,
6 l

,
3 3 4 2 -3 3 5 0

(1 99 3) .

7 2) M a n cill a
,
J .

,
G a r ci a

,
P . & I)i n a r ell o , C . A . : T h e

i n te rl e u ki n-1 r e c e p t o r a n t a g o n is t c a n eith e r r ed u c e o r

e n h a n c e th e l e th alit y of K l e b si ell a p n e u m o ni a e s e p si s i n

n e w b o r n r a ts . I nf e c t . I m m u n . , 6 1
,
9 26 ｢ 9 3 2 (1 9 9 3) .

7 3) O hl s s o n
,
K .

,
Bj o r k

,
P .

, B e r g e n f el dt
,

M .
,
H a g e m a n

,

R ･ & T h o m p s o n
,

R . C . : I n t e rl e u ki n
-1 r e c e pt o r a n ta g o ni st

r e d u c e s m ot ality f r o m e n d t o xi n s h o c k . N at u r e ,
3 4 8

, 55 0-5 52

(1 9 9 0) .

7 4) D i n a r e1l o , C . A . : T h e p r oi nfl a m m a t o r y c yt o k i n e s

i n t e rl e u ki n
-1 a n d t u m o r n e c r o sis f a,C t O r a n d t r e a t m e n t of th e

S e p ti c s h o c k s y n d r o m e . J . I nf e ct
,
D i s .

,
1 6 3

, 1 1 7 7 -1 1 8 4 (1 99 1) .

7 5) P i g u e t
,
P . F .

,
V e s i n

,
C .

,
G r a u

,
G . E . & T h o m p s o n

,

R . C . : I n t e rl e u ki n-1 r e c e pt o r a n t a g o ni s t (I L-1 r a
.) p r e v e n t s o r

C u r e S P ul m o n a r y fib r o si s el e cit ed i n m i c e b y bl e o m y ci n o r

Sili c a . C y t o ki n e
,
5

,
5 7-61 (1 9 9 3) .

7 6) T a n g ,
W . W .

,
F e n g ,

L .
,

V a n n ic e
,
J . L . & W il s o n ,

C . B . : I n t e rl e u k i n.1 r e c e p t o r a n t a g o ni st a m eli o r a t e s

e x p e ri m e n tal a n ti -

glo m e r ul a r b a s e m e n t m e m b r a n e a n tib o d y-

a s s o ci a te d gl o m e r ul o n e p h riri s . J . Cli n . I n v e s t . , 9 3
,

2 7 3- 2 7 9

(1 9 9 4) .

7 7) R elt o n
,

J . K . & R o t h w ell
,

N . J . : I n t e rle u ki n
-1

r e c e p t o r a n t a g o ni s t in hibit s i s c h a e mi c a n d e x cit o to x i c

n e u r o n al d a rn a g e i n th e r a t . B r ai n . R e s . B ull .
,
2 9

,
2 4 3 - 2 46

(1 9 9 2) .
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7 8) A b h y a n k a r
,
S .

,
G illil a n d

,
D . G . & F e r r a r a , J .

l
. . :

I n t e rl e u ki n-1 i s a c riti c al eff e c t o r m oI e c ul e d u ri n g c y t ok in e

d y s r e g ul a ti o n in g r aft v e r s u s h o s t dis e a s e t o mi n o r h is t o c o-

m p a tibilit y a n ti g e n s . T r a n s pl a n t a tio n
,
5 6

,
1 51 8 - 1 5 2 3 (1 9 9 3) .

7 9) M a c C a r th y , P . L . J r .
,

A b h y a n k a r
, S .

,
N e b e n

,
S .

,

N e w m & n
,
G .

,
S i e ff

,
C .

,
T h o m p s o n

,
R . C .

,
B u r a k o ff , S . J .

& F e r r a r a
,
J ･ L ･ : I n h ibiti o n of i n te rl e u ki n

- 1 b y a n i n t e rle u k _

i n-1 r e c e p t o r a n t a g o n i st p r e v e n t s g r af t -

V e r S u S
- h o s t di s e a s e .

B l o o d
,
7 8

, 1 91 5-1 9 1 8 (1 9 91) .

80) D i n a r ell o
, C ･ A ･ & T h o m p s o n , R . C . : B l o c ki n g I し1 :

i n t e rl e u k i n l r e c e p t o r a n t a g o ni s t i n vi v o a n d i n vi tr ｡ .

I m m u n o l . T o d a y ,
1 2

,
4 0 4 -4 1 0 (1 9 91) .

I n d u c ti o n o f A c u t e P h a $ e P r o t e in s b y I n fl a m m a t o ry C yt o ki n e s a n d it s R eg ul ati o n b y II p I R e c e p t o r An t a g o nist i n

M i c e S h ig e ru H o nj o
, D e p a rt m e nt of O r th 0 pe d i c s , S c h o ol o f M e dic in e

,
K an a Z a W a U niv e rsity ,

K an a Z a W a 9 2 0
-

J . J u ze n

M ed S ∝ .
,
1(M

,
4 92 - 5 0 4 ( 1 99 5)

E ey w o r d s ac u te p h as e p r ot e in
,
h ap to g lo b i n

,
in fl a m m at o ry c y t oki n e

,
t u r pe n ti n e oil

,
m -1 r e c e p to r a n ta g o nist

A b st r a ct

I n fl a m m at o ry c y t o ki n e s s u c h a s int e rl e uki n -1 (I L - 1) ,
i nt e rl e u kin -6 ( m -6) , i n te d e uki n - 8 ( m - 8) an d t u m or n e cr o sis fh ct or

a ( T N F a ) p l a y an i m p o rt a n t r ol e in a c u te i n fl am m ati o n a n d m a n y i n fl a m m at o ry p h e n o rr 蛤 n a a r e r e p Ort ed t o b e m e diate d b y

th e s e c y t o k i n e s ･

r

m ey in fl u e n c e- e a C h o th er b y fo m u n g a c y t o k in e n et w o tk
･

an d c o n s eq u e n tl y i nfla m m a ti o n is th o u gh t t o

d e v elo pe ･ O n th e o th e r h a n d th e e xist e n c e of a n at ur al an tag O nist s u ch a s i nt erl e u k i n - 1 r e c e p t o r an t ag O nis t ( m -1 r a) h a s b e e n

r e p o rt e d an d th e y ar e th o u g h t t o c o ns tit ut e a n e g ati v e ft e d b a c k s y ste m an d r e g ul at e in fl a m m a ti o n . T o kn o w th e r el atio n of

Cyt Okin e n e t w o rk I in v e s ti g at ed 也e m e ch an is m of th e in d u c ti o n of s e ru m h ap t og l ob in
,
O n e Of th e a c u t e p h a s e pr ot e in s ･ Ⅰal so

m e a s u r e d s u ch infl aTr m at O ry C y t O ki n e s as m - 1
･
I L - 6

,
T N F a an d m - 1 r a i n i n fl a m m ati o n i n d u c ed b y t u rp e n ti n e oil in mi c e .

T h e s e r es ul t s i n di c at ed th at th e s e ru m h a pt o gl o bin le v el b eg a n t o in c r e as e 6 h r aft er i pj e c ti o n of tu r pe n ti n e oil an d r e ac h ed a

pe ak l e v el at 2 4 h r ･ I L - 1 a an d m -6 w er e p r o d u c ed b e fo r e th e b e gi n n l n g O f h apt ogl o bi n p r o d u c ti o n . T h e pe a k l e v el o f I L -1

α W aS r e C O g mi z ed at 2 a n d 4 8 h r
,

a n d th at of m -6 w a s at 1 2 hr ･ T N F a w a s n ot d et e c t ed in a n y ti m e c o u r s e of th e

i n fl a m m ati o n ･ m - 1 r a e xh i bit ed a pe a k l e v el at 4 8 h r aft e r tu r pe n ti n e i nj e cti o n
,
a n d c o nti n u e d t o b e p r o d u c e d at a h igh

C O n C e n tr ati o n f o r a l o n g p e ri o d w h e n oth e r i nfl a m m at o r y c y t ok in e s w e r e al s o p r o d u c e d ･ T h e p r o d u cti o n o f b ot h

i n n a m m at o ry cy t ok i n e s an d n ･
-1 ra s u g g es te d th at I L l r a r e g ul at e d th e in fl a m m at o ry p r ∝ e SS ･ = o w e v e r

,
a d mi nis tr a ti o n of

r e c o m bi n a nt m - 1 r a c o uld n o t i nl 1ib it th e p r o d u ctio n o f s e ru m h a pt ogl ob in i nd u c e d b y t u r pe n ti n e oil ･ T h e s e r e s u lts s u g g e st ed

th e p o s sibility th at th e p r o d u cti o n of a c u te p h as e pr o tein s w as i nd u c e d m ai nly b y H / 6 i n d e pe n d e n t o f m - 1 .


