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要旨

未梢の機能型ﾍﾙﾊﾟ-T細胞が司る高次免疫ｼｽﾃﾑは細胞性免疫(Thl)及び体液性免疫

(Tb2)に分類される｡この2つの異なる細胞集団が織り成す免疫応答は個々が産生するｻｲ

ﾄｶｲﾝによって厳密に制御され､かつその絶妙なﾊﾞﾗﾝｽが生体内における免疫ｼｽﾃ

ﾑの恒常性を規定する｡多くの細菌感染症や自己免疫疾患はこの免疫ﾊﾞﾗﾝｽの破綻が起

因となって発症するが､その中でもThl応答の惹起が必須な種々の細菌感染症において､

ﾓﾙﾓﾂﾄはﾋﾄに近い病態を示す｡事実､古くから有名である結核菌､ﾘｽﾃﾘｱ菌あ

るいはｼﾞﾌﾃﾘｱ菌感染症ﾓﾃﾞﾙの有効性は近年分子ﾚﾍﾞﾙで証明されつつあり､ﾜｸﾁ

ﾝ開発を中心とする創薬の現場で得られる知見は重要な位置を占める｡

しかしﾓﾙﾓﾂﾄに閑しては依然として遺伝子配列などの分子生物学的な情報が絶対的

に不足しており､分子ﾚﾍﾞﾙでの有効性評価は他の実験動物に大きな遅れをとっている｡

特に今後の課題でもある上述の細菌感染症や多様な進行癌に対する治療法の開発を考えた

場合､宿主側のThl応答を惹起する免疫療法は極めて有効な手段であり､その中心を担う

ｻｲﾄｶｲﾝの遺伝子情報は必須となる｡

報告者は以上の理由から､主に抗原提示細胞が産生するTbl型ｻｲﾄｶｲﾝのうち､末

報告であったⅠし12､ IL-23及びⅠし18ﾓﾙﾓﾂﾄ遺伝子の単離同定を試みた｡さらにﾋﾄ､

ﾏｳｽを対照とする比較解析から､各分子の発現制御及び生理活性などの基礎的な分子性

状を明らかにするとともに､ in vivoへの応用をﾓﾙﾓﾂﾄ坦癌ﾓﾃﾞﾙで試みた｡以下①-

④に得られた知見を要約する｡

① IL-12は互いに相同性を持たないp35及びp40ｻﾌﾞﾕ土ｯﾄからなるへﾃﾛﾀﾞｲﾏ-

(p70)であり､血1ﾚｽﾎﾟﾝｽの中心を担う｡ﾋﾄⅠし12はp35分子によって規定される種

特異性のためﾏｳｽ細胞群に清性を示さない｡従って､ﾋﾄIL-12を評価する前臨床動物

ﾓﾃﾞﾙはその使用範囲が限られてきた｡今回報告者はﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄIL-12の各ｻﾌﾞﾕ

ﾆﾂﾄを置換したｷﾒﾗ型p70を作成し､両種間における比活性を検討した結果､ﾋﾄ､

ﾓﾙﾓﾂﾄ間に生理清性を規定する種特異性は認められず､ﾋﾄIL-12を評価する実験小

動物としてﾓﾙﾓﾂﾞﾄが有効であることを明らかにした｡ -方､ﾓﾙﾓﾂﾄではp40及び
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p40を含むであろ う高分子複合体が精巣におけるﾘﾌﾟﾛﾀﾞｸ ﾄｼｽﾃﾑの構築に関与する

可能性が高いことを組織別の発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙで明らかにしたo

② Ⅰし23は最近になって同定されたⅠし12ﾌｱﾐﾘ-であり､新規p19分子及びIL-12p40

分子がｼﾞｽﾙﾌｲﾄﾞ結合を介してﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-を形成する｡基本的にはIL12様の生理

清性を持つｻｲﾄｶｲﾝと考えられているが､今回幸艮告者は種々の菌体成分で刺激.を行っ

たﾓﾙﾓﾂﾄﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞにおけるⅠし12及びⅠし23の発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを比較検討し､

E. coli由来のLPS刺激ではIL-12 (p35/p40)が､ -方s･ aureus由来のpeptide glycan刺激で

はIL-23 (p19/p40)が有意に発現誘導されることを明らかにした｡即ち､抗原提示細胞が発

現する-連の菌体成分認識ﾚｾﾌﾟﾀ-TLRに依存してIL-12及びIL-23め発現ﾌﾟﾛﾌｱｲ

ﾙは異なり､ TLRｼｸﾞﾅﾙの多様性が示唆された｡また､ﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞ではⅠし23に

濃度依存的な細胞増殖括性が認められるのに対し､ﾋﾄPBMCではIL-23に細胞増殖清性

は認められず､ﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ間に興味深い種差が存荏することを明らかにしたo

③ Ⅰし18はIL-1βと構造的な類似性をもつ細胞質型ｻｲﾄｶｲﾝで､前駆体はﾌﾟﾛﾃｱ-

ｾﾞcaspase-1によるﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ後､括性型として分泌されるo今回報告者はﾓﾙﾓﾂﾞﾄ

及びﾋﾄIL-18前駆体がﾋﾄCaspase-1により18 kDaの活性型にﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞされ､この

括性型Ⅰし18のみがⅠし12存在下､ﾋﾄpBMC及びﾓﾙﾓﾂﾞﾄ牌細胞のIFNy産生を増強す･

ることを明らかにした. -方､ﾓﾙﾓﾂﾄ､ﾋﾄ､ﾏｳｽ前駆体の発現をSDS-PAGEで比

較した結果､理論上の分子量差に反したﾓﾙﾓﾂﾞﾄ前駆体に特異的なｻｲｽﾞ差を確認し

た.そこで質量分析を行った結果､ 1) PAGE上で認められるｻｲｽﾞ差は実由慣量値の差を

反映しない､ 2)他の多くの細胞質ﾀﾝﾊﾟｸ同様､ Ⅰし18前駆体は開始ﾒﾁｵﾆﾝのﾌﾟﾛｾ

ｼﾝｸﾞからｱﾗﾆﾝ残基のｱｾﾁﾙ化へと続くN未端に特異的な保護修飾をうけることを

明らかにした.またP. acnes投与による内因性IL-18の発現誘導及び括性化をﾀﾝﾊﾟｸﾚ

ﾍﾞﾙで確認した結果､非投与群に比べ腹腔浸潤細胞､牌臓及びPBMCにおいてⅠし18の発

現が著名に増強されていること､ただしその発現はいずれも前駆体であり､菌体成分によ

る再感作を行っても清性型へのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞは認められないことを明らかにしたo

④ﾓﾙﾓﾂﾄ担癌ﾓﾃﾞﾙに対するⅠし12及びIL18の抗腫癌括性はﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体で

評価した.解析に使用したLinelOへﾊﾟﾄ-ﾏは抗原性が低く､ ､原発巣に由ける腫癌の増大

に引き続き､所属ﾘﾝﾊﾟ節への転移を伴う悪性度が極めて高い腫癌細胞である｡今回検討

を行った投与ｽｹｼﾞｭ-ﾙではⅠし12投与群に明確な抗腫癌活性(腫癌形成及びﾘﾝﾊﾟ節転

移の抑制)が認められた. -方､ Iし18単独投与群及びIL112nL-18併用群に関しては腫癌形

成が若干抑制されるものの､ Ⅰし12投与群のような明確な抗腫疲清性は認められないこと

を明らかにした｡
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略語表

APC

bp

BSA

CD

cDNA

CNTF

: antigen presenting cell

: base palr

: bovine semm albumin

: cluster of differentiation

: complementary DNA

: ciliary neutrophic factor

cpm : counts per mlnute

D-PBS : Dulbecco's phosphate buffered saline

D二MEM : Dulbecco's modi丘ed Eagle's medium ･

EDTA : ethylenediaminetetraacetate

EuSA : enzyme linked immuno salvent assay

FCA : Freund's complete adjuvant

FCS : fetal calf serum

GAPDH : glyceraldebyde-3-pbopbate dehydrogenase

GSP : gene speci丘c prlmer

HBSS : Hank's balanced salt solution

IAA : iodoacetamide

IFN : interferon

IL : interleukin

IPTG : isopropyl-b-D-thiog alactoside

lgG : immunoglobulin G

LMC : 1ymphomyeloid complex

LPS ･ : 1ipopolysac血aride

MALP-2 : macrophage-activatlng lipopeptide-2

MHC : major bistocompatibility complex

mRNA : messenger RNA

MTT : 3-(4,5-dimethyltbiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazo-1ium bromide

NK : natural killer

NO : nitric oxide

NP-40 : Nonidet P-40

0RF : open reading frame

PAGE : polyacrylamide gel electr.ophoresis

PBL : peripheral blood lymphocyte

PBMC : peripheral blood mononuclear cells

PCR : polymerase cbain reaction
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SDS
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TGC
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TLR

Tris

: peptidoglycan

: phenylmethylsulfonyl nuoride

: polyvinylidene di且uoride,

: rapid amplification of cDNA ends

: reverse transcriptase

: sodium dodecyl sulfate

: Tris bufEered saline
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序章

新薬開発早期の臨床試験で実験台にされる被験者を俗に隠語で｢ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ｣と

呼ぶことがある｡これはかつてﾓﾙﾓﾂﾞﾄが実験動物の代表だったことに由来する

比喰的な表現なのだが､もし単純に使用頻度だけで命名されたのであれば､今は｢ﾏ

ｳｽ｣と呼ぶべきである｡しかしそのような風潮はなく､恐らくそれ以上にこの比

喰には｢ﾓﾙﾓﾂﾄはﾋﾄに似ている｣という意味合いが強く含まれているのでは

ないだろうか?｡

実際､ﾓﾙﾓﾂﾄは古くからｳｲﾙｽ､細菌などの感染症ﾓﾃﾞﾙと.して使用され

てきた｡これは多くの比較解析から､ﾏｳｽ､ﾗﾂﾄに比ﾍﾞﾓﾙﾓﾂﾄをﾋﾄ疾患

ﾓﾃﾞﾙとして用いる利点､即ち発症(感染の成立)から治療法q)開発に至る過程の多く

でﾋﾄとの重要な類似点が認められることに起因する(1)｡以下にその根拠となる知

見の幾つかを列挙するが､もちろんﾓﾙﾓﾂﾄに特異的な性質も存在する｡例えば

ｲﾝｼp_ﾘﾝの同化作用および成長促進作用､また6量体を形成する性質は他の晴

乳類では認められない(2)｡

(A)ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ新生児のﾘﾝﾊﾟ骨髄系器宮(LMC)はﾋﾄ同様､高度に成熟しているo

@)ﾋﾄ同様､ﾋﾞﾀﾐﾝCの体内合成(腸管内におけるL-ｸﾞﾛﾝ酸からL-ｱｽｺﾙ

ﾋﾞﾝ酸への生合成)ができないため摂取による補給を必要とするoまた欠乏は重

度の栄養障害を引き起こす｡

(qﾋﾄ同様､ｺﾙﾁｺｽﾃﾛｲﾄﾞ耐性であるo

(D)抗生物質に対する感受性が高く､投与した場合､副作用として重度の腸炎を発症

させる｡

(E)気道感染における肺の病理像はﾋﾄに極めて類似するo

(F)遅延型過敏反応において皮膚の炎症反応が認められるo

さらに重要な点として､近年の分子生物学的手法の進歩により､種々の細菌感染

症ﾓﾃﾞﾙとしての有効性が分子ﾚべﾙで証明されつつある｡例えば寄歯類にはない

と考えられてきた脂質抗原を提示する-連の分子群(cD.1)が最近ﾓﾙﾓﾂﾞﾄで同定さ

れ､結核菌を代表とする多くのﾏｲｺﾊﾞｸﾃﾘｱ由来の脂質抗原(ﾐｺ-ﾙ酸､ﾘﾎﾟ

ｱﾗﾋﾞﾉﾏﾝﾅﾝ､ｸﾞﾙｺ-ｽﾓﾉﾏｲｺﾚ-ﾄ)を実際に提示することが明らかに

された(3-5)｡近年､多型性のMHCによって提示されるぺﾌﾟﾁﾄﾞ抗原に加え､非多型

性であるCDlによって提示される脂質抗原が感染時における宿主側の免疫応答に極

めて重要であるという知見がﾋﾄで蓄積されつつあり(6)､今後ﾓﾙﾓﾂﾄは有効な

ﾓﾃﾞﾙ動物として解析に繁用されると予想される. -方､ﾘｽﾃﾘｱ菌の感染ﾓﾃﾞ

ﾙとしての有効性も最近分子ﾚﾍﾞﾙで証明された｡ﾋﾄはﾘｽﾃﾘｱ菌の経口感染

により重度の食中毒を発症する｡従来よりﾓﾙﾓﾂﾄではﾘｽﾃﾘﾃ菌の経口感染
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が認められていたが(ﾏｳｽ､ﾗﾂﾄなどの者歯類ではﾘｽﾃﾘｱ菌の経口感染は認

められない)､ Lecuitらはﾘｽﾃﾘｱ菌が宿主腸上皮細胞へ侵入する際にﾚｾﾌﾟﾀ-

として用いるE-cadherinのﾓﾙﾓﾂﾄ配列を同定し､ﾘｽﾃﾘｱ菌の経口感染の有

無(種特異性)がたった1ｱﾐﾉ酸の置換によって規定されることを明らかにした(7)｡

またｼﾞﾌﾃﾘｱ菌が感染時に産生する毒素(Dipbteria Tbxin, DT)に関しても､ﾋﾄは

高感受性であるのに対し､ﾏｳ女､ﾗﾂﾞﾄは抵抗性を示すことが知られている｡こ

の種特異性は構成ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄであるDTLBと宿主側のﾚｾﾌﾟﾀ-であるHB_EGF

との結合親和性によって規定されるが､ Koliboらはﾓﾙﾓﾂﾄ細胞のDTIBに対する

結合親和性がﾋﾄ同様極めて高いことを明らかにしている(8)｡

以上より､今後もﾜｸﾁﾝ開発を中心とする創薬の現場においてﾓﾙﾓﾂﾄ感染

ﾓﾃﾞﾙは重要な位置を占めることが予想される｡しかしﾓﾙﾓﾂﾄに関しては依然

として遺伝子配列などの分子生物学的な情報が絶対的に不足しており､分子ﾚﾍﾞﾙ

での有効性評価は他の実験動物に大きな遅れをとっているのが現状である｡特に今

後の課題でもある上述の細菌感染や多様な進行癌に対する治療法の開発を考えた場

合､宿主側のThl応答書を惹起する免疫療法は極めて有効な手段であり､その中心を

担うｻｲﾄｶｲﾝの遺伝子情報は必須となる｡しかしﾋﾄ､ﾏｳｽでは既に50以上

もの遺伝子配列が同定されているｻｲﾄｶｲﾝも､ﾓﾙﾓﾂﾄの遺伝子情報に関し

ては下図に示したIFNyからIL-10までの10種類のみと極めて少ない.

筆者は上述の理由から､細胞性免疫を惹起するTbl型ｻｲﾄｶｲﾝのうち､末報

告であったⅠし12､ Ⅰし23及びⅠし18ﾓﾙﾓﾂﾄ遺伝子の単離同定を試みた｡さらに､

各分子の発現制御､生理清性などの基礎的な分子性状を明らかにするとともに､ﾓ

ﾙﾓﾂﾄ坦癌ﾓﾃﾞﾙを用いたin vivoへの応用を試みた｡以下に得られた知見を幸艮告

する｡

*末梢の機能型ﾍﾙﾊﾟ-T細胞が司る高次免疫ｼｽﾃﾑは細胞性免疫(Thl)及び液性免

疫(Tb2)に分類される｡この2つの異なる細胞集団が織り成す免疫応答は個々が産生

するｻｲﾄｶｲﾝ(Thl細胞⇒IFN†､ Th2細胞→IL-4,-6,-10,-13)によって厳密に制御さ

れ､かつその絶妙なﾊﾞﾗﾝｽが生体内の免疫ｼｽﾃﾑの恒常性を規定する｡多くの

細菌感染症や白己免疫疾患はこの免疫ﾊﾞﾗﾝｽの破綻が起因となって発症するが､

ﾓﾙﾓﾂﾄがﾋﾄに近い病態を示すと考えられている上述の細菌感染症､あるいは

悪性度の高い進行癌の多くではT血1応答の惹起が有効な治療手段となる｡
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現在串でに遺伝子情事艮申ﾐ公開されているﾓﾙﾓﾂﾄｻｲﾄｶｲﾝ

斜体で示したｻｲﾄｶｲﾝは､本研究において筆者が単離同定を試みたものである｡
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第1章ﾓﾙﾓﾂﾄⅠし12遺伝子の同定及び機能解析

IL-12は互いに相同性を持たないp35及びp40ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがｼﾞｽﾙﾌｲﾄﾞ結合で

会合したﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-(p70)であり､主に樹状細胞やﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞといった抗原

提示細胞(APC)より産生される(9, 10)｡ IL-12はT､ NK細胞に作用し､細胞性免疫を

賦活化するIFNyを強力に誘導することからThl応答の中心を担う(9, 10)｡ IL-12が示

す多くの治療効果において､中心的な役割を果たしている生物活性はこのIFNγ誘導

であり､種々の腫癌や感染症のﾏｳｽﾓﾃﾞﾙに剖ﾅる!L12の治療効果は､抗IFNy

中和抗体の同時投与により大幅に減弱､あるいは消失する(9, 10). IFNyはｳｲﾙｽを

含む細胞内寄生型の細菌感染においてThl細胞の分化(T-bet､ Thl型ｻｲﾄｶｲﾝ

ﾚｾﾌﾟﾀ-の誘導)及び抗原提示細胞･(NO, 02の産生)の清性化を誘導し､腫癌ﾓﾃﾞﾙ

では血管新生の抑制(IP-10)や原発腫癌へのﾘﾝﾊﾟ球浸潤に必須なｹﾓｶｲﾝを誘導

するなどのThl清性を示す(11, 12)｡しかし興味深いことに､これらの多くのﾓﾃﾞﾙ

においてIFNy療法はIL-12療法に匹敵する効果を示さない(9-12).従って､ Ⅰし12に

よって惹起される免疫応答の中には､明らかにIFNyに依存しない重要な機構が存在

するo事実､ IL･12や後述するⅠし18はIFN†非依存的かつ非特異的にNK細胞の細胞

障害清性(Fas, pe血血)やCTL反応を増強する(9-12)｡現在､以上の理由から種々の細

菌感染症や腫癌に対してより有効であろうⅠし12療法､さらに遡ってIL12を誘導す

るｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄ療法など､新たに提唱されている基本免疫療法を解析する前臨床動

物ﾓﾃﾞﾙの構築が急務課題となっている(13)｡序章でも述べたように筆者はこれら前

臨床動物ﾓﾃﾞﾙをﾓﾙﾓﾂﾄで構築すべく､本章では先にﾓﾙﾓﾂﾄⅠし12遺伝子の

同定及び機能解析を行った｡なお､最近次々と同定されているⅠし12ﾌｱﾐﾘ-との

構造的､機能的な関連性に関しては次章で考察する｡また実際に坦癌ﾓﾃﾞﾙで検討

したⅠし12療法の可能性に関しては最終章であらためて論じる｡

1･1実験方法

1-1一し婁点給動物

実験に用いたHatley系ﾓﾙﾓﾂﾄ(8週令､ 451-500g､雄)は日本ｴｽ土ﾙｼ-

株式会社より購入した｡飼育及び実鹸に際する取り扱いに関しては大阪府立成人病

ｾﾝﾀ-が定めた規約に従ったo

__ﾓ) ､り昏ｿﾋﾞ,tﾖ､王系ﾕ諾整

ﾓﾙﾓﾂﾄｻｲﾄｶｲﾝ遺伝子の単離はﾁｵｸﾞﾘｺﾚ-ﾄ(TGC, Difco)培地で誘導
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した腹腔浸潤細胞のmRNAをｿ-ｽに行った｡腹腔浸潤細胞の調製は定法に従い､

3%TGC培地20mlを腹腔内に投与し､ 4日後に放血致死させ回収した｡回収した細

胞はTris-NH.Cl溶液を用いた赤血球の溶血処理後､ 10%FCS-RPMI培地(Gibco)に懸

濁し､ 37oC､ 5%CO2存在下で2時問培養を行い浮遊細胞を除去した｡

:ちﾉ-ﾌﾞち1l__1_3腹搾浮潤系

腹腔浸潤細胞のmRNAはFast Track mRNA Isolation kit (Invitrogen)を用いて回収し

た.また､ PCRの鋳型に用いるcDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-は最終的にRACE法で単離する

ことを考え､ Maratbon cDNAAmpli丘cation Kit (Clonte血)を用いて作成した｡両者とも

ﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙは付属のﾏﾆﾕｱﾙに従った｡

1

ﾓﾙﾓﾂﾄIL-12遺伝子b35/p40)の単離を行うにあIf=り､先にﾋﾄ､ﾏｳｽIL-12

遺伝子のORF配列内で比較的保存されている部位に縮重ﾌﾟﾗｲﾏ-を設定し､ (1-1-

3)で調製したcDNAを鋳型にPCRを行うことで部分配列を決定したo次いでこれら

の部分配列をもとに遺伝子特異的(GSP)なﾌﾟﾗｲﾏ-を作成し､ｷｯﾄ付属のｱﾀﾞﾌﾟ

ﾀ-ﾌﾟﾗｲﾏ-(APl/AP2)を併用したnested PCR (RACE)を行うことで全長配列を決

定したo最後に全長から推測されるORF配列に閑し七はfidelityの高いpPE DNA

polymerase (Stratagene)を用いたpCRを再度行い､最低5ｸﾛ-ﾝの塩基配列を両ｽ

ﾄﾗﾝﾄﾞから確認した｡なお､本実験で使用したﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄは巻未ｻﾌﾟﾘﾒ

ﾝﾄに全て表記した｡

1_1_5 No仇emblot解析

IL_12 mRNAの組織別発現分布はNothemblotで確認した.ﾓﾙﾓﾂﾄ各臓器のtotal

RNAはTR00LReagent(Gibco)を用いて調製し､ 10 pgのtotgRNAをｱｶﾞﾛ-ｽｹﾞ

ﾙで分離した.泳動ｹﾞﾙの変性､中和からﾆﾄﾛｾﾙﾛ-ｽ膜pybond-N十,Amersham

pharmacia)への転写までは定法に従い､ 32pで標識したﾌﾟﾛ-ﾌﾞ(oRF全長)のﾊｲﾌﾞ

ﾘﾀﾞｲｾﾞ-ｼﾖﾝにはExpressHyb Solution (Clontech)を用いた.なお､補正用のβ-actin

ﾌﾟﾛ-ﾌﾞはRottomanらの報告(14)に従い作成した.またﾘﾌﾟﾛ-ﾌﾞは転写膜を沸騰

した0.1%SDSで数回洗浄することにより行った｡

1_1_6ｳｻｷﾞ杭ﾓﾙﾓﾂﾞﾄT)40杭俵の作成

ｳｻｷﾞ抗ﾓﾙﾓﾂﾄp40抗体を作成するにあたり､先に免疫原となるﾘｺﾝﾋﾟﾅ

ﾝﾄp40を大腸菌で作成した｡ｼｸﾞﾅﾙ配列を除いたﾓﾙﾓﾂﾞﾄp40配列をpcRで

増幅し､C未端にHisﾀｸﾞ(比㌔うが付加されるようﾌﾚ-ﾑをあわせpET28b (Novagen)
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に組み込んだ。形質転換体はBL21（DE3）株岬0Vagen）で作成し、IPTG（1mh4）で4時

間誘導後、ニッケルカラム（QIAexpressionint，Qiagen）を用いて精製を行った。なお、

精製は付属のマニュアルに記載された変性条件で行い、段階的な透析を行うことで

リコンピナント体の再生操作を行った。ウサギへの免疫はフロイントの完全アジエ

バント坪C句を用いた定法に従った。即ち、抗原5d」00帽（500抑こ対して等量のFCA

P血0）を加えたエマルジョンを免疫原とし、5週にわたり週1回の免疫をウサギ（雌）

の鼠径部リンパ節近傍に行った。その後、採取したウサギ抗血清に対して終濃度33％

となるよう硫酸アンモニウムを加え、沈殿した画分を精製IgG抗体として使用した。

1＿ト7　キメラ型Tし12の作成

モルモット及びヒトIL12の各サブユニット匝35／p40）を組み合わせたキメラ型リ

コンピナント匝70）を作成するにあたり、各遺伝子のORf配列をpME18Sに組み込ん

だ発現ベクターを構築した。次に発現ベクターの各組み合わせ匝35舟40）をLipofect

AMINE．PLUS（Gibco）を用いてCOS7細胞にトランスフェクションし、1％FCS－DMEM

（G弛00）の条件で24時間培養後、キメラ型リコンビナントを含む培養上清を回収した。

回収した培養上清はspeedvacで10倍に濃縮後、仏叫1mg血1）、PMSF（1mM）を加え、

DPBSに対して40c、一晩の条件で透析を行った。透析後0．22匹mのフィルターを通

すことにより濾過滅菌を行い濃縮培養上清とした。

1＿1＿只　キメラ型IL＿12の発預．確認

COS7細胞で作成したキメラ型IL－12の発現をWtstemblotにより確認した。（1－1－7）

で調製した濃縮培養上清100直に等量の10％trichloroaceticacid（TCA）を加え、遠心

した後のペレット画分を培養上清サンプルとして用いた。W由temblotは福井らの報

告に従った（15）。すなわち、7％の2－merCaPtOethan01（2ME）を含む還元型サンプル（5

分間煮沸）、及び非還元型サンプルをSDS－PAGE（10％acrylamide）で分離後、PVDF膜

に転写し、5％スキムミルク、0．1％Tween20、0．5MNaClを含む20mMpisbuffer（TB，

pH7．4）仲lockingbufEtr）で6時間ブロッキングを行った0その後blockingbufEerで1

匹g／血1に希釈したウサギ抗モルモットp40ポリクローナル抗体もしくは0・叫釘血1に

希釈したヤギ抗ヒトIL－12p70ポリクローナル抗体（GenzymeTbchne）と室温で2時間

反応させた。次いでwashingbufEerで10分間の洗浄を3回行い、blockingbufferで1

万倍希釈したfRP標識ヤギ抗ウサギIgGもしく古よHRP標識ブタ抗ヤギIgG（ともに

Biosource）と室温で1時間反応させた後、ECL（AmershamPharmaCia）・による発色、検

出を行った。またリブローブは転写膜を沸騰した熱湯で1分間洗浄することにより

行った。（1ql－7）で作成した濃縮培養上清中のキメラ型Ⅰし12の定量はSandYichEuSA

法により行った。SandwichEuSA法にはhumanIL－12p70ImmunOaSSay及びp40
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Immunoassay (Genzyme Techne)を使用し､ﾏﾆﾕｱﾙは付属のﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙに従うた｡

]-1-9内困件Ⅰし12ﾀﾝﾊﾟｸの帝現碇認

腹腔浸潤細胞及び精巣における内因性Ⅰし12の発現をwestemblotにより確認した.

(1-1-2)で調製した腹腔浸潤細胞を1%FCS-RPIMI培地に懸濁し､ 37oC､ 5% CO2存在

下で2時間培養を行い浮遊細胞を除去した.その後､ 10t^g/hlのLPS (E.coli O127: B8,

Difco)存在下及び非存荏下で更に24時間培養を行い上清を回収した.なお､培養上

清の濃縮は(1-1-7)に記載した方法に従う.精巣に閑しては回収した組織に100 mg/mi

となるように1 mMPMSF, 10 mM ED恥1 mg/hl IAAを含むTris buffersaline (TBS ,

pH7.4)を加え､ﾎﾟｼﾞﾄﾛﾝを用いて被砕した｡ 4oCで1時間撹拝した後､ 4oC､ 15,000

叩mで30分間遠心を行い､上清をﾀﾝﾊﾟｸ試料としたo精巣試料のﾀﾝﾊﾟｸ濃度は

proteinassaykit(Bio Rad)を用いて測定し､ BSA当量で求めたoなお､ westemblotの

条件は使用した抗体を含め(1-1-8)に従う｡

こ対するｷﾒﾗ型Ⅰし12の活件評ﾋﾄ束梢血単舷球系

1)ﾋﾄ末梢血単核球(pBMC)及びﾋﾄ未梢血ﾘﾝﾊﾟ球(pBL)の調製o

ﾋﾄPBMCは健常ﾄﾞﾅ-から採血した血液より調製した.あらかじめ200plのへ

ﾊﾟﾘﾝを加えた50mlのｺ-ﾆﾝｸﾞﾁｭ-ﾌﾞに採血した血液を20ml加え､転倒混和

した後､室温､ 2000rpmで.10分聞遠心を行いﾌﾟﾗｽﾞﾏ画分を除去した｡次に生理食

塩水を加え45mlまでﾒｽｱﾂﾌﾟし､ 2%ﾒﾁﾙｾﾙﾛ-ｽを5ml加え転倒鹿和した

後､室温に45分間静地した｡上層を室温､ 2000rpmで10分間遠心し､得られた沈

殿画分を4miのRPMI培地に懸濁した後､あらかじめ4mlのFicoI Paque Plus (Pharmacia)

が入った15mlのｺ-ﾆﾝｸﾞﾁｭ-ﾌﾞに静かに重層した｡重層後のﾁｭ-ﾌﾞを室温､

2000rpmで30分間遠心し､得られた中間層を回収後､再度10分間の遠心を行った｡

沈殿した細胞画分はRPMI培地で2回洗浄した後10%FCS-RPMI培地に懸濁し､以

後の実験に用いた｡ pBMCに含まれるﾘﾝﾊﾟ球の精製にはMACS磁気ﾋﾞ-ｽﾞｼｽﾃ

ﾑ(MiltenYi Biotec, Bergisch Gladbach)を使用し､ CD14ﾈｶﾞﾃｲﾌﾞである細胞画分を

pBLとした｡･なお､ﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙは付属のﾏﾆﾕｱﾙに従った｡

2)細胞増殖試験

1)で調製したpBMCを5pg/mlのconcanavalinA (ConA, Honen)を含む10% FCS-RPMI

に2.0Ⅹ1P6ce11s/miとなるように懸濁し､ 3日問培養を行った.形成されたﾌﾞﾗｽﾄｺ

ﾛﾆ-をﾊﾟｽﾂ-ﾙﾋﾟぺﾂﾄを用いて丁寧にほそしつつｺ-ﾆﾝｸﾞﾁｭ-ﾌﾞ(50ml)に

回収し､ 4oC､ 1500rpmで10分問遠心を行い培養上清を除いた｡沈殿した細胞画分
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をRPMI培地で3回洗浄した後、（1－ト7）で調製した濃縮培養上清（4段階に希釈）一1叫1

を含む10％FCS－RPMIに1．0Ⅹ106ce11s／mi（200pl）となるように懸濁し、96穴プレート

で24時間培養した。その後、各we11に1pCi／wellとなるように［3H］－thymidine（NENLife

Science）を加え、更に24時間培養を行った後、セルハーベスターを用いて縄胞をグ

ラスフィルター上にトラップした。グラスフィルターは完全に乾燥させ、トルエン

系シンチレ一夕ーを用いて細胞が取り込んだ【3H］－thymidine量を測定した。なお、全

ての解析はトリプリケートで行った。

3）ImYの定量

1）で調製したPBLを10ng／mlのヒトリコンビナントIL－2（R＆Dsystems）及び（1－1－7）

で調製した濃縮培養上清（4段階に希釈）10plを含む10％FCS－RPMIに1・0Ⅹ107cells／mi

（200叫となるように懸濁し、96穴プレートで24時間培養した0層養上清中のIFN†

濃度はヒトIFNYEI．ISAシステム（AmershamPharmacia）を用いて測定した。またIL－2

を含まない濃縮培養上清単独での効果も同様に測定した。なお、全ての解析はトリ

プリケートで行った。

モルモット月剋組胞こJ、　　　　‾型　－　、一　書、′

1）モルモット牌細胞の調製

放血致死させたモルモットから牌臓を摘出し、RPMI培地で洗浄を行うことで付着

している脂肪を除去した。次に21ゲージのシリンジ及びステンレスフィルターを用

いて牌臓をもみはそし、細胞をコーニングチューブ（50ml）に回収した。その後、40c、

2000rpmの条件で5・分間遠心を行い、沈殿した細胞画分に対して溶血処理を行った

後、RPMI培地で2回洗浄、10％FCS－RPMIに2－3Ⅹ106cellshnlとなるように懸濁した。

2）細胞増殖試験

1）で調製したモルモット牌細胞を用い、実験方法は全て（1－1－10）に従う0

3）．IFNYの定量

1）で調製した牌細胞を10ng血1のヒトⅠし2及び（1－1一刀で調製した濃縮培養上清3叫1

を含む10％FCS－RPMIに4Ⅹ106cellshnl（3ml）となるように懸濁し、6穴プレートで24

時間培養した。牌細胞のtotalRNAはTRIZOLReagentを用いて回収し、10pgのtotal

RNAをアガロースゲルで分離した。以後の実験方法は（1－1－5）に従い、プローブはモ

ルモットIFN†のORア配列を用いた。また、Nothernblotで得られたシグナル強度め

半定量的解析はNIHImage（VerSionl．6）プログラムを用いて行った。
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1．2　実験結果

1亮一1＋　モルモ、ソトlし12遺伝子の固辞

モルモット腹腔浸潤細胞mRNAより調製したcDNAを鋳型とする肛PCRスクリ

ーニングよりモルモットⅠし12p35及び再0サブユニットの部分配列を決定した。

またこの既知配列をもとに行った5，RAC払3，RACE－PCRによりモルモットIL－12p35

及びp40サブユニットの全長を単離し、その塩基配列を決定した。Figure．1－1に各サ

ブユニットORFの塩基配列および推測されるアミノ酸配列を示す。p35サブユニッ

トは221アミノ酸からなり、7個のシステイン残基、4箇所のN型糖鎖修飾モチー

フを持つ。一方、p40サブユニットは332アミノ酸からなり、9個のシステイン残基、

1箇所のN型糖鎖修飾モチーフを持つ。

2000年施0乃らは結晶解析によりヒトⅠし12の詳細な分子構造を明らかにした（16）。

彼らは、①N型糖鎖（GIcNAc－GIcNAc－mannOSe）はp40分子222位のアスパラギン残基

のみに修飾されること（アミノ酸の番号はシグナル配列を含む）、②210位のアルギニ

ン残基匝35）と312位のアスパラギン酸残基匝40）のイオン結合がヘテロダイマー匝70）

の形成に必須であること、③また同様に204位のアルギ主ン残基及び207位のスレ

オニン残基b35）と203位のグルタミン酸残基匝40）のイオン結合も重要であること、

④非常に興味深い点として、95位のシステイン残基匝35）と199位のシステイン残基

Ybqn一奴d．MOJ．Yd14200

b40）で形成される分子間ジスルフ

ィド結合は、ヘテロダイマーの安定

化には寄与しているものの必須では

ないことを報告している（横図）。こ

れの情報を指針に各動物種で同定さ

れているⅠし12配列のアライメント

を行った伊igure．ト2）。結果、p35及

びp40分子ともに上述の①～④に示

したアミノ酸残基及び分子内ジスル

フィド結合に関与しているシステイ

ン残基は全種で保存されていた。興

味深いことに、モルモットp35、＿画0

配列に対する相同性は両分子ともに

ヒト配列が最も高く、対照的にマウス、‾ラットなどの薔歯類配列は低い値を示した

（GENETYX）。また、データには示さないが、モルモットIL－12配列をプローブにBLAST

サーチを行った場合、両分子ともにヒトホモログが最も高い相同値でヒットする。
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m・up35（221aa）

1　A℡GAGてrCC門℡GCGCAAGウ：GCC℡CCT℡Cl！GACGAGCCT℡G℡CC℡CCでGG℡G且GC℡GC且G℡T℡GGCCAGGAACC℡CCC甘AGGGCC℡CACC且　90

光　S　一　丸　R X　亡　も　乙　も　℡　5　ム　Ⅴ　も　1　V S　〈：　S I－　A R y　エ　ア　R A S p

，1　GCACCAG℡CACAGAACCGG℡CCAG℡GC門℡AACC且C℡CCCAAAC？C℡GC℡G且GGGCGG℡GAACAG℡GAAC℡℡CACAAGGCCA℡ACAAA℡G　180

A p V　℡　E p V Q C F　粟証ユQ　℡　乙1R A V　Ⅳ　S E L E X A　エ　¢　比

181　C℡AGCAG℡門AC℡CC℡GTAC℡CC℡GAAGAGA℡CGA℡CA℡GAAGA℡AでCACAAAAGACAAAACCAGC且CCGココGAAAGCC℡G℡Gl！ACCAC℡G　270

1　A V Y S C　℡　P　ヱ　ヱ　I D　耳　E D I　で　R D X　℡　S　℡　Ⅴ　Ⅹ　且　C V p　も

271　GAA℡でAG℡CAAGAA℡GAG且GC℡GCC？GGCTTCでGGACAでA℡℡℡C門℡CACAACCAA℡GGGAG門GCClヲGGC℡℡CCGGAAAGACC℡CⅢ門　360

ElV X躍c h　且　S G EIS F　℡　℡繁華漣c■乙　A S G X　℡　S F

361　Å℡GA℡GGCCCココGでGCC門AACAG℡A℡C℡A℡GAGGA叩℡GA且GC℡G℡且CCAG門GGAG℡℡CAAGAAC且℡GAA℡GCAC且AC門で℡A椚コGGA℡　450

班　朗　A　工．C I．封　S　工　Y E D l X　乙　Y Q　乙　E F X　Ⅳ　此　Ⅳ　A Q　乙　乙　朗　D

451　CC℡CAGAGGCAG且℡C℡℡℡℡℡AG且つコCAAAACA℡GC凹℡C且GC℡A門G且℡GAA℡℡GA門CAGGCCC℡G且A℡GGCAGCGA℡G℡GAC℡G℡GCC且　540

p Q′R¢IF L D……5AID Eム‥A乙審＃譲D V℡V p

541　C且AAAGC】：ⅢCCCmGAAG且ACCGG且つコ門門Aで且AAA門A且AAワGAAGC℡C℡GCA℡AC門C℡ACACGC℡門CAGAAⅢCG℡GCGG℡GACウコ　630

Q R　乙　5　Ⅰ．E E P D F Y R I X　払　Ⅹ　乙　C I　五　1　E A F R　工　R A V　℡

631　且っ！CGACAG且G℡GA℡GAGC℡ACC℡GAC℡でC℡℡CC℡GA　粥6

I D R V　班　S Y l　℡　S S　★

m－12p40（332aわ

1　A℡GTGl！CACCGGCAGl！℡GA℡C℡CC℡CC】TGGC℡CでCCC：rG椚G門GCでGGCA℡C℡CCCC℡C門GGCC且℡G℡GGG且ACでG且且且AAAGACG℡G　90

且　C E R Q　も　I S S W　五　S I．Ⅴ　乙　1　A S p ll A　麒　V E　ム　Ⅹ　Ⅹ　D V

，1　℡ACG℡G即AGAGて門GGA℡℡GGCACACAG且でGC℡CC℡GGAGAGACGG℡GGmC門ACC℡GCAACAC℡GCワGAGGAAGA℡GGC且℡CACA℡GG　180

Y V V　ヱ　乙　D W　打　T D　Å　P G　ヱ　℡　Ⅴ　Ⅴ　五　℡　C　甘　℡　A E E D G　エ　℡　W

川1　ACC℡CAGACCGGAAAAG℡GA℡且℡C叩AGGC℡C℡GG℡AAAACCC℡CÅCCA℡CCAGG℡CAA且G且G℡で℡GAAGA℡GC℡GGAGGA℡ACACC℡G℡　270

℡　S D R R S D I　乙　G S G E　℡　乙　℡　I Q V X E F E D　且　G G Y　℡　亡

271　CACAAAGGAGGCGAGG℡℡C℡GÅGCCG即C且CAAC℡GC℡AC門CACAA且AAGG且AGA℡GAAA門℡GG℡CCAC℡GA℡A℡Ⅲ℡且且AGGAACAG　3糾

耳　Ⅹ　G G】≡　Ⅴ　も　S R S Q　乙　も　乙　E E R　玉　p】：I W S　℡　D I　ム　R　ヱ　Q

3‘1　A且AGGA℡CC且且℡GGCAAGACC門℡C℡GAAA℡G℡GAAGCAAGGAG門AⅢC℡GGACG門℡CACC℡GC℡GG℡GGC℡GACGGCA叩CGG℡AC℡　450

E G S　Ⅳ　G R　℡　ア　乙　Ⅹ　C　ヱ　且　R S Y S G R F　℡　亡　W W　乙　℡　且　ア　G　℡

451　GA：FG℡GAAG℡℡CAG℡G℡CAAGGGCAGCAGAGGC℡CC℡CAGÅCCCC℡CAGGAG℡GAC℡℡GつコGG且G且AGCAGAG且GA椚G℡C℡GGGGACAAC　540

D V E F S V E G S R G S S D p S G V　℡　C G E A】：　R V S G D　Ⅳ

541　CAGG且G℡A℡AAGワAC℡CCGでGGAG℡G℡CAGGAGGACAGCGCC℡GCCCCACGGCCGAAGAGAGCCでCCCC見ででGAG椚GGでG椚GGÅ℡GC℡　630

Q　ヱ　Y R　苫　S V E　⊂　Q　五　D　5　A　く：P　℡　且　耳　E S I・ク　エ　E V V V D A

631　且門CACAAG椚CAAG℡且℡GAAAA叩ACACCAGCAGC門C℡且CA℡CAGAGACA℡CAでCA且ACCAGACCCACCG且且GAACC℡GCAGC℡GAAG　720

Ⅰ耳　Ⅹ　F E y E　嘗比津　s s F Y　工　R DIエ　E p D p　ア　Ⅹ　Ⅳ　ム　Q　エ　Ⅹ

721　CCATC且G℡GAATTCTC且GCAGGTGGAGGTCAGCTGGGAGTATCCTGACACCTGGAGCACTCCACATTCCTACTTCTCCCTGACATTC℡TA　810

P S V　Ⅳ　S Q Q V E V S W　ヱ　Y p D　℡　W　5　℡　ア　E S Y　ア　亭　1　℡　F　1

811　GつコGCAG且CCCA℡GGCAAGAACAAG且AC且GGAGAG且且且AGAAAでACGA且CでC門CACAGAC且AGACCつ：CAGCCACAGⅢ℡CA℡GCCAC且且G　，00

V Q　℡　E G X　Ⅳ　Ⅹ　Ⅳ　R R　方　R X Y E　エ　ア　℡　D X　で　S A　℡　V　5　亡　E E

901　A℡℡℡CAAAGG℡GGAGG℡GCGGGCCCGGGACCGCでACワAC且GCでCA℡CGでGGAGCG且A℡GGGCC℡C℡GでG℡CC℡GCAG℡GAGGm℡CAGでC　門0

I S X V　ヱ　V R A R D R Y Y S S S W　5　E W A S V S e S E V S V

991　℡CAAG且℡GA　門9

Figure．1－1モルモットⅠし12分子のORF塩基配列及び推測されるアミノ酸配列

灰色下線で示したシグナル配列はP－SORTプログラム（http：仲SOrt．nibb・aCjp‥8800）で推定した0システ

イン残基は灰色で、N型糖鎖修飾モチーフは灰色ボックスで示した。なお、p40に関しては∫cα和Z訝

らがすでに部分配列（図中270－777bp）を公開している（AFO97507）（17）0
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Figwe．1－2　各動物種で同定されているⅠし12配列のアライメント

各配列のアクセッションナンバーは巻末に全て記載した。モルモット配列に対する相同性はGENETYX

プログラム（Verll．2）で解析し、配列最後尾に％で表記した0全ての動物種で保存されているシステイ

ン残基は灰色ボックスで囲み、N末端からCl～とナンバリングした。N型糖鎮修飾モチーフは灰色

で、本章（1－2－1）①～④で述べられているアミノ酸残基及び分子内ジスルフィド結合に関与している

システイン残基は太字で示した。
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1_2_2ﾓﾙﾓﾂﾄ各細織における内因件Tし12の発滞.ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ

IL-12 p35及びp40分子のORF全長をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに用いたNothernblot解析を行い､

各組織におけるIL12 mRNAの発現量を比較した｡ Figure.1-3 (a)に結果を示す.興

味深いことにp35 (2.Okb)､ p40 (2.5kb)分子ともに精巣において推定分子ｻｲｽﾞの強い

発現が認められた｡ p40に関しては若干ｻｲｽﾞが異なる(2.0-2.2kb)弱い発現が腎臓で

も認められたが､ま分子とも牌臓､胸腺などのﾘﾝﾊﾟ組織での発現は認められなかっ

た｡ Scaro2Zaらはcon Aﾌﾟﾗｲﾐﾝｸﾞを行った牌細胞ではp40 mRNAの発現が著明

に増強されることをRT-PCRで明らかにﾚている(未刺激の牌細胞ではp40の発現は

認められない) (17).しかし､今回我々が行った実験条件では､ con A刺激如何にか

かわらず､牌細胞におけるp40の発現は認められなかった｡ -方､ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞに

用いた腹腔浸潤細胞ではp35､ p40分子ともにmRNAの発現が認められたが､ LPS

刺激(24時間)による増強は認められなかった｡なお､精巣で発現するIL-12 mRNA

に関しては､ RACE法による遺伝子の単離を試み､部分配列由35; 168-666bp, p40; 49-

999 bp, Figure.1-1)を確認している｡

次にﾓﾙﾓﾂﾄp40分子に対するﾎﾟﾘｸﾛ-ﾅﾙ抗体をｳｻｷﾞで作成し､ﾀﾝﾊﾟ

ｸﾚぺﾙでの発現をmRNAの発現が認められた精巣及び腹腔浸潤細胞で確認した｡

sDS-PAGEによる分離を還元､非還元条件で行い､ Westerp blot解析を行った結果を

Figure.1-3 (b)に示す｡興味深いことに､精巣ではp40及びp40を構成ｻﾌﾞ耳ﾆﾂﾄと

して含むと思われる高分子ﾀﾝﾊﾟｸ(-200 kDa)の発現が非還元条件で確認された. p35

及びp40ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体を共発現させたCOS7細胞の培養上清との比較から､精

巣ではへﾃﾛﾀﾞｲﾏ-仲70)の発現は認めら`れないこと､また､還元条件ではp40単

量体のみが確認されることから､非還元条件で認められる高分子ﾀﾝﾊﾟｸはｼﾞｽﾙ

ﾌｲﾄﾞ結合を介してp40と会合している可能性が示唆された.またﾃﾞ-ﾀには示し

ていないが､より濃鹿が低いｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ(8%)で分離を行った場合､ｹﾞﾙ中

央部に該当する強いｼｸﾞﾅﾙが確認されることから､ｹﾞﾙｽﾀｯｸなどによる.人為

的な産物ではないことを確認している｡現在この高分子ﾀﾝﾊﾟｸの同定を試みてい

るが結果を得るには至っていない. -方､腹腔浸潤細胞の培養上清にもp40単量体

の発現が確認された.更にLPS刺激(24時間)を行うことで培養上清のp40ﾀﾝﾊﾟｸ

量は若干増加したoそこで､相違が認められるFigure.1-3 (a)のNothernblot解析に関

しては､より詳細な継時変化壷RTIPCRで確認した(実琴結果は次章で述べる).今回､

精巣及び腹腔浸潤縄胞ともにへﾃﾛﾀﾞｲﾏ-仲70)a)発現は確認できなかった.生体

内におけるﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-b70)の発現は極めて微量でありbgｵｰﾀﾞ-)､興味深い

ことにp70の発現には最大で500倍ものp40単量体及びp40ﾎﾓﾀﾞｲﾏ-の発現が

伴う(9)｡その生理的な意義は末だ暖昧であるが､内因性p70を確認するためには今

後EuSA法など高感度な検出法の構築が必要である｡
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Figure.1-3ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ各組織における内因性Ⅰし12の発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ

(a)p35､ p40分子のORF全長をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに用いたNothernblot解析o全て同-のﾒﾝﾌﾞﾚﾝを使用し､

ﾘﾌﾟﾛｰﾌﾞはp35->p40･->Pactinの順で行った.また､ﾌｲﾙﾑの露出時間(-80oC)は各ﾌﾟﾛ-ﾌﾞで異な

り､ p35 (5days)､ p40 (7days)､ β-actin (1day)であるo (b)抗ﾓﾙﾓﾂﾞﾄp40抗体を用いたwestern blot解

析.sDS-1TAGEには10%ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙを用いたoNRは非還元､ Rは還元条件を示す｡なお､ Lanel

及びLane5は精巣ﾀﾝﾊﾟｸ､ Lane2は腹腔浸潤細胞の培養上清､ hne3はLPS刺激を行った腹腔浸潤

細胞の培養上清､ Lane4はp35､ p40を共発現させたcos7細胞の培養上清であるo Lanel及びLane5

で50kDa付近に確認されるﾊﾞﾝﾄﾞは非特異的でありｺﾝﾄﾛｰﾙIgGでも検出される.

1

ﾋﾄⅠし12はp35分子によって規定される種特異性のためﾏｳｽ及びﾗﾂﾄ細胞群

に活性を示さない(18)｡従って､ﾋﾄ型Ⅰし12のﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体や遺伝子(ぺｸﾀ-)

などを試験する前臨床動物ﾓﾃﾞﾙはその使用範囲が限られる｡今回我々が同定した

ﾓﾙﾓﾂﾄIL-12はﾋﾄﾎﾓﾛｸﾞに対して極めて高い相同性を示す(Figure.1-2)｡そこ

でﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ問で各ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄを置換したｷﾒﾗ型ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄを作嘩

し､両種間におけるⅠし12活性の種特異性を検討した｡ COS7細胞で-過性に強制発

現させたｷﾒﾗ型ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄをwestem blot及びEuSAで確認した結果を

Figure.1-4に示す｡本実験ではﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄの精製は行っておらず､また､ﾋﾄEuSA

ｼｽﾃﾑによるﾓﾙﾓﾂﾄ分子の検出が不可能であったため(Figure.1-4 c)､ｷﾒﾗ分

子の定量までは行えなかった｡しかし､抗ﾓﾙﾓﾂﾄp40抗体(a)及び抗ﾋﾄp70抗

体仲)を用いたWestem blot解析からCOS7細胞の培養上清に各ｷﾒﾗ型IL-12が発現

していることを確認した｡

1-2-4H_ｷﾒﾗ型TL112の清件評価

次にｷﾒﾗ型IL-12の細胞増殖活性及びIFNy誘導清性をﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ細胞群
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で比較した(Figure.1-4)｡興味深いことに､作成した全てのｷﾒﾗ型IL-12が両細胞群

に括性を示し(a-b, d-e)､かつﾋﾄ型Ⅰし12がﾓﾙﾓﾂﾄ細胞群に示す増殖活性は抗ﾋ

ﾄIL-12中和抗体で完全に阻害された(c).本実験ではｷﾒﾗ型Ⅰし12の比清性にｺ

ﾝｾﾝｻｽは得られていない｡しかし､細胞増殖活性に関してはﾓﾙﾓﾂﾄp70及

びﾋﾄp70が両細胞群に対して示す括性強度､至適濃度に差がないことを改変した

実験法で確認している(次章)｡またこれも次章で示すが､ﾓﾙﾓﾂﾄⅠし12はﾏｳｽ

細胞群に対して活性を示さない｡以上､ﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ間にﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体の

生理括性を規定する種特異性は認められないことを明らかにした｡更なる解析が必

要であるが､少なくとも以上の結果からﾋﾄⅠし12を評価する実験小動物としてﾓﾙ

ﾓﾂﾄが有用である可能性が示唆された｡

(a) kDa

1 2 3 4 5

(りkDa

BIot; aAti部inea pig p40

1 2 3 4 5

■■昏-*
N _∵ﾆｰﾉ山亡･- LL

二芋3.f -
Blot; anti･htlnan P70

20

育15
加

丘10
ﾅ一
T･■
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l一■

(c)

1 2 3 4 5

lane 1; hp35Jhp40

2; gp35/gp40

声; hp35/gp40

4; gp35仙p40

5; nock

NR; AOn･redtICed

R; reduced

Figure.1-4ｷﾒﾗ型IL-12の作成と発現確認

ﾋﾄ及びﾓﾙﾓﾂﾄp35､ p40の発現ﾍﾞｸﾀ-を各痩組み合わせCOS7細胞にﾄﾗﾝｽﾌｴｸｼｮﾝ

し､培養上清中のｷﾒﾗ塾IL-12の発現を確認したo (a)抗ﾓﾙﾓﾂﾞﾄp40抗体を用いたwestem blot

解析.非還元条件ではﾓﾙﾓﾂﾄp40を構成ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄに含むﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏｰ(p70)及びp40ﾎﾓﾀﾞ

ｲﾏ-が確認される｡ -方､還元条件ではﾓﾙﾓﾂﾞﾄp40に加え､ﾋﾄp40に該当する交叉ｼｸﾞﾅﾙ

も若千ながら認められる. (b)抗ﾋﾄp70抗体を用いたwestemblot解析.本実験で使用した抗ﾋﾄp70

抗体はp35､ p40ともに検出可能なﾎﾟﾘｸﾛｰﾅﾙ抗体であり中和括性を持つ｡非還元条件では交叉

性に依存した(hp35nlP40十軸p35/gp40, gp35nlP40→gp35/gp40)へﾃﾛﾀﾞｲﾏ-の発現が認められ､還元条

件においても交叉性に依存したp35及びp40単量体の発現が認められるoなお､ sDS-PAGEによる分

離は全て10%ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙで行ったo (c)ﾋﾄEuSAｼｽﾃﾑを用いてｷﾒﾗ型IL-12の定量を

試みたが､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄｻﾌﾞﾕﾆﾂﾞﾄを含むｷﾒﾗ型へﾃﾛﾀﾞｲﾏ-(p70)の検出は不可能であった｡
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Figure.1-5ｷﾒﾗ型Ⅰし12の生理晴性評価

con AでﾌﾟﾗｲﾐﾝｸﾞしたﾋﾄpBMC(a)及びﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞(b)に対するｷﾒﾗ型IL-1L2の細胞増殖

括性｡ cos csは(1-2-3)で調製したcos7細胞の濃縮培養上清(101は10倍濃縮)を意味する｡ (c)では

ﾋﾄ型IL-12 (hp35/hp40)を発現するCOS CSをあらかじめ抗ﾋﾄp70抗体もしくはｺﾝﾄﾛ-ﾙIgG

と4oCで1時間反応させ､その後､最終濃度がcos cs (100)及び抗体(20mg/ml)となるよう､ﾋﾄpBMC

及びﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞(ともにCon Aﾌﾟﾗｲﾐﾝｸﾞ)に加え培養を行った｡ (d)ではﾋﾄﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ

IL-2存在下及び非存在下でのｷﾒﾗ型Ⅰし12のIFNy誘導括性をﾋﾄpBLで検討した｡ｷﾒﾗ型Ⅰし12

単独でも弱いながらIFNy誘導清性を示し､ Ⅰし2存在下では著明な相乗効果が認められるo (e)ではﾓ

ﾙﾓﾂﾞﾄ牌細胞に対するｷﾒﾗ型Ⅰし12のIFNy誘導清性をNothern blotで確認したoﾋﾄⅠし2がﾓﾙ

･ﾓﾂﾞﾄ牌細胞に対して交叉活性を示すことは既に報告されている(19)｡ (Figureﾕｰ3)でも示したように

ｲﾝﾀｸﾄな牌細胞ではIFNyの発現は認められないo興味深いことにIL-2単独でも明確なIFNy誘導

が認められ､更にｷﾒﾗ型Ⅰし12にも相乗効果が認められた｡なお､半定量的な解析を行った結呆(e

-下段),ｷﾒﾗ型IL-12のｺｼﾄﾛ-ﾙ(mock)に対する比活性は1.7-2.2倍であった.
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1･3考察

本章ではﾓﾙﾓﾂﾄIL-12遺伝子を単離同定し､更に臓器別の発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ､

及び生理清性の種間比較において幾つか興味深い知見を得た｡ (1-2-3)で述べたよう

に､ﾋﾄIL-12はp35分子によって規定される種特異性のため､ﾏｳｽ及びﾗﾂﾄ細

胞群に括性を示さない(18)｡これに関してはその後､ﾋﾄ､ﾏｳｽの部分配列を置換

したｷﾒﾗ型p35を用いた詳細な解析が行われ､ﾋﾄp35配列内の3箇所のｱﾐﾉ

酸残基がﾏｳｽIL-12ﾚｾﾌﾟﾀ-との親和性を規定していることが判明している

(Figure･1-6)(20).今回これらの既報を指針にﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ間で各ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄを

置換したｷﾒﾗ型ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄを作成し､両種間におけるⅠし12清性の種特異性を

比較検討した｡結果､全てのｷﾒﾗ型ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄが両細胞群に括性を示し､か

つﾋﾄ型Ⅰし12がﾓﾙﾓﾂﾄ細胞群に対して示す清性は抗ﾋﾄⅠし12中和抗体で完

全に阻害された｡即ち､ﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ間にⅠし12の生理活性を規定する種特異性

は認められなかったが､興味深いことにﾋﾄp35分子の上述3ｱﾐﾉ酸残基のうち､

ﾓﾙﾓﾂﾄ配列においても保存されているｱﾐﾉ酸残基は1ｶ所のみであり､他の

2ｶ所は3者3様であった｡従って､上述の変異体解析の結果を踏襲するｺﾝｾﾝ

ｻｽを得ることはできなかったが､これは偏にﾚｾﾌﾟﾀ-の親和性がﾓﾙﾓﾂﾄ､

ﾏｳｽで異なるためであり､今後ﾓﾙﾓﾂﾄⅠし12ﾚｾﾌﾟﾀ-を同定し､結合実験を

行うことでその点を更に検証する必要がある｡いずれにしろ､ﾋﾄIL-12の薬物動態

を評価する実験小動物はその使用範囲が限られてきた｡ﾓﾙﾓﾂﾄがその有力候補

であることを明らかにした本章の解析は､今後様々な検討が期待される遺伝治療な

どの前臨床試験を考えた上でも非常に重要であると考える｡

Guineaplg l
ZIun an l

J4otl Se l

Guinea plg 8B

EtｴmaZ1 87

比otl Se 84

Guinea pig177
ZItlman 1 76
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TS F比J4ALC IY玉DLRJ4Y

IYEDLZ(Z4Y

比otlSe 174 R_

EIDFED工TXDX℡STVR且

E工DEEZ)Ⅰ℡ⅩDXTST

Figure･1-6 p35分子の生理清性を規定するｱﾐﾉ酸の種間比較

灰色ﾎﾞｯｸｽで囲んだｱﾐﾉ酸(1-3)はﾏｳｽ細胞群に対するﾋﾄⅠし12の生理括性を規定する｡従

って図中3ｶ所のｱﾐﾉ酸配列全てをﾏｳｽ型に置換した変異体はﾏｳｽ細胞群に活性を示す｡

加えて本章ではIL12 p40分子及びp40を構成分子として含むと思われる高分子ﾀ

ﾝﾊﾟｸ(-200kDa)がﾓﾙﾓﾂﾄ精巣において恒常的に発現していることを明らかにし

た｡次章で詳しく述べるがⅠし12を構成するp35及びp40はIL6/ Ⅰし6Rα複合体と構
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造的な相同閑係にあり､両者ともβ型ﾚｾﾌﾟﾀ-を介して細胞内にｼｸﾞﾅﾙを伝達す

る(21).従って｢ﾚｾﾌﾟﾀ-(p40)/ﾘｶﾞﾝﾄﾞb35)｣という関係性から互いのﾊﾟ-ﾄ

ﾅ-が唯-ではない可能性は充分考え得る.興味深いことに､幾つかのｻｲﾄｶｲ

ﾝは､ paracrinemediaterとしてﾘﾌﾟﾛﾀﾞｸﾄｼｽﾃﾑの構築に関与している(Figure･1-

7)o例えばﾗﾂﾄｾﾙﾄﾘ細胞はIL-1αを恒常的に発現する(22)oその発現量は精子

形成ｻｲｸﾙのｽﾃ｣ｼﾞﾝｸﾞに依存し(減数分裂の第1分裂が開始されるｽﾃ-ｼﾞⅥⅠ

及び生殖細胞を除去した精細管では発現が消失する)､主に精細胞のDNA複製に関

与していると考えられている(22, 23)｡またIL-12に関してもﾌﾟﾚﾘﾐﾅﾘ-ではあ

るが興味深い知見が報告されている｡ﾗﾂﾞﾄﾗｲﾃﾞｲﾂﾋ細胞では黄体形成ﾎﾙﾓ

ﾝ(LH)刺激に対し､濃度依存的なIL-12 p40の産生が認められ､その発現誘導ﾊﾟﾀ-

ﾝがﾃｽﾃｽﾃﾛﾝと同様であることが報告されている(24)｡黄体形成ﾎﾙﾓﾝで誘

導されるﾃｽﾃｽﾃﾛﾝはｽﾃ-ｼﾞⅥⅠのｾﾙﾄﾘ細胞に作用し､ｾﾙﾄﾘ細胞は

paracrine的に生殖細胞を制御することからIL:12にもIL-1αと同様な何らかの制御清

性があるのではないかと考えられている｡今回残念ながら高分子複合体を同定する

には至らなかったが､上述の知見を含め､ﾚｾﾌﾟﾀ-の発現分布などを詳細に解析

することで､生殖機構におけるⅠし12の役割､重要性が明ら.かにされるものと考えるo

Sertoli cc且 Spematogo皿iu皿

S eminife rtltLS tubde
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Figure.117精子形成とｻｲﾄｶｲﾝ

精細管(seminiferous tubule)内のｾﾙﾄﾘ細

胞(sertoli cell)では精子形成ｻｲｸﾙに依存

したⅠし1αの発現が認められる｡恐らく生

殖細胞のDNA複製に関与すると考えられ

ているが､ Ⅰし1αﾉﾂｸｱｳﾄﾏｳｽは正常

に生まれ､受精能力にも特筆すべき異常は

見られない(25)｡間質に存在するﾗｲﾃﾞｲ

ﾂﾞﾋ細胞(Leydig cell)は黄体形成ﾎﾙﾓﾝ

(LH)ｼｸﾞﾅﾙに応じてﾃｽﾄｽﾃﾛﾝを分

泌し､精子形成を調節する｡最近､黄体形

成ﾎﾙﾓﾝをin vitroで作用させたﾗｲﾃﾞｲ

ｯﾋ細胞が､ﾃｽﾄｽﾃﾛﾝと平行してⅠし

12 p40を産生することがﾗﾂﾄで明らかに

された(24)｡なお､図は｢細胞の分子生物

学｣ Figure.20-22を-部改変して掲載したo



第2章ﾓﾙﾓﾂﾞﾄⅠし23遺伝子の同定及び機能解析

Ⅰし12はⅠ型ｻｲﾄｶｲﾝに属し､ β型ﾚｾﾌﾟﾀ-gp130を共有するIL-6やcNTF

などのHematopoietinﾌｱﾐﾘ-に分類される(9, 10).興味深い点として､ p40はα型

Ⅰし6受容体の細胞外ﾄﾞﾒｲﾝに配列で20%強の相同性を示し､かつ配列内のｼｽﾃ

ｲﾝ残基や重要なﾓﾁ-ﾌは高度に保存されている｡またp35もⅠし6に若干ながら

相同性(10%強)を持つo従って､ p35/p40で形成されるﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-はⅠし6/羊し6Rα

複合体と構造的な相同関係にあり､両者ともβ型ﾚｾﾌﾟﾀ-を介して細胞内にｼｸﾞﾅ

ﾙを伝達する(下図1).この｢ﾚｾﾌﾟﾀ-仲40)/ﾘｶﾞﾝﾄﾞ(p35)｣で形成されるpiggyback

ｺﾝﾌﾟﾚﾂｸｽは新しいｻｲﾄｶｲﾝの概念であり､その関係性から互いのﾊﾟ-ﾄ

ﾅ-が唯-でない可能性が示唆されてきた.また､同じ可能性はﾉﾂｸｱｳﾄﾏｳ

ｽを用いた解析からも指摘された｡第1章で述べたようにⅠし12は細胞性免疫の中心

を担うｻｲﾄｶｲﾝである.従って､ Thl反応の惹起を必要とする種々の細菌感染

ﾓﾃﾞﾙにおいてﾉﾂｸｱｳﾄﾏｳｽは敦命的であるし､ Thl反応の抑制を必要とす

る同種移植片ﾓﾃﾞﾙでは優位に拒絶を抑える｡しかし､興味深い点はp40ﾉﾂｸｱ

ｳﾄがp70ﾉﾂｸｱｳﾄと同程度のphenotypeを示すのに対し､ p35ﾉﾂｸｱｳﾄは

期待されるほどの効果を示さない(26, 27)｡以上述べてきたような背景から新規ﾊﾟ-

ﾄﾅ-の検索が試みられ､ 2000年oppmannらによってp19/p40で形成される新規ﾍ

ﾃﾛﾀﾞｲﾏ-Ⅰし23が同定された(28)?更に機能が不明なためｲﾝﾀ-ﾛｲｷﾝの称

号を得ていないEBI3/p35を含め､現在までに3種類の新規ﾍﾃﾛﾀﾞｲﾏ-が同定さ

れている(下図1)(29, 30)｡
■･-･.〝-一-･'･M.･･〝.･.･･.･･.y...･--･.･-7---･d･-･･･--L･･r･･rM･････～…'一`一一''-~-●-T1 51`-■-●■■'◆一巾仙■''M'●~■~h-【`'qI～'■巾一``^A''''l"t'~-'～【■'-…lldM1.M"''`-1'''l''"'-M''W'-".'''-'r'■-'-'''

gpuooL･邸)書妻

Ⅱ′ 12 EB D/p35

(1990-) (1ﾀﾀ7-)

m-27
(20 02-)

≠

{

!

董

{

至

実

IL-121坪1/P 2?/? ILu野1/23R WSX･ 1/?

(図1)現在までに同定されているIL-12ﾌｱﾐﾘ-

これらは全てp35､ p40と相同性を持つｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄがｼﾞｽﾙﾌｲﾄﾞ結合で会合した

分子構造をとり､また､生理清性に関しても次章に述べるⅠし18を含め､樹状細胞､

ﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞなどの抗原提示細胞より産生され､ Thl反応を稼働するIL-12様な機
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能を持つと考えられている｡しかし現在のところIFNyを誘導する点及び標的細胞の

ｻﾌﾞｾｯﾄが異なる可能性が示唆されているだけで､これら新規ｻｲﾄｶｲﾝが存

在する意義､重要性はまだ明らかにされていない(下図2)(10,31)｡

Th

5F_I-;--=;=I:---- -t=11tt- _'_ __=?___ - Fr i ~ ~
Ⅱ′ Ⅱ′ Ⅱ一

Ⅱ′

Ⅱ′

=====二===て==二=二===二=こ=二二こご=二:二二:二二===こ丁===二=二==ﾆﾆ｢ご==二====こ=.==二こ=ﾆm=て二_丁二=ｰ∵====.T.∵二.■二二二===二=て二=∵∴二二二こ⊥こここ二二=.=.~ｰ... ∵TてT ∵丁二~-てT∴丁=====二=======二==二===こ==二ここここ:こ

(図2) IFNyを誘導するﾊﾟｽｳｪｲの多様化で定義するThl分化

抗原提示細胞(APq上のMHC class II分子に提示された外来ぺﾌﾟﾁﾄﾞはnaiveCD4細胞が発現するTCR

によって認識される｡miveCD4細胞はIL-12Rαのみを恒常的に発現しており､ TCRからのｼｸﾞﾅﾙは

transcription factorであるT-betを琴導する｡ T-betはｸﾛﾏﾁﾝﾘﾓﾃﾞﾘﾝｸﾞ作用で直接IFNy遺伝子を

transactivateする.誘導されたIFNy8ま転写因子であるSmrlを介してIL-12RP2を誘導するとともに

ｵ-ﾄｸﾗｲﾝ作用でT-betの発現を更に増強するoまた､明らかにされていないがIL-27Rも恐らく

この段階で誘導される｡Ⅰし12に応答可能なnaiveCD4細胞に対し､Ⅰし12はsⅦを介した経路でIFNy

を誘導しThl細胞の分化を更新させる. IL-12は更にIL-18Rの発現を誘導し､転写因子NFKBを介し

たIFNy誘導経路を導く｡ GADD45を高発現する武装化Thl細胞ではp38MAPKを介したIL-18ｼｸﾞﾅ

ﾙが更に追加され､. IFNy誘導に抗原感作を必要としない.ﾏｳｽにおいてIL123は-memory細胞にの

み作用し､ IL-12と同様､ sTÅr4を介した経路でIFNyを誘導する｡なお図は文献(31)の内容を-部変

更し記載した｡

本章ではﾓﾙﾓﾂﾄⅠし23遺伝子(p19ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ)の同定と機能解析を行った｡

Ⅰし23に関しては興味深い種差が幾つか報告されている｡例えばⅠし12､ Ⅰし23が作用

する標的細胞のｻﾌﾞｾｯﾄはﾋﾄ､ﾏｳｽで異なる｡ﾏｳｽではⅠし23はmemory細

胞にのみ作用するのに対し､ﾋﾄでは程度の差はあれnai've細胞にも働く(28).また

ﾏｳｽAPCではⅠし12､IL23のｵ-ﾄｸﾗｲﾝ作用によるIFNy産生が認められるが､

ﾋﾄ及びﾓﾙﾓﾂﾄ抗原提示細胞に同様な機構は認められない(32)｡そこで本章では

干ﾙﾓﾂﾄにおけるⅠし12､ Ⅰし23の分子比較を産生細胞､標的細胞ﾌﾟﾗｽそれに起

因する新規な生理清性の可能性に着目し検討した｡
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2･1実験方法

2Tl,1

ﾓﾙﾓﾂﾄⅠし23 p19遺伝子の単離は第1章と同様､先にﾋﾄ､ﾏｳｽp19分子の

ORF配列内で高度に保存されているC未端部位に縮重ﾌﾟﾗｲﾏ-を設定し､直接5,

RACE- PCRを行うことで部分配列を決定した.次に得られた部分配列をもとにGSP

を設定し､ 3'RACE-PCRを行うことで全長配列を決定した｡なお､遺伝子を単離同

定するにあたって使用した動物､細胞､実験法は全て第1章に従う｡また､使用し

たﾌﾟﾗｲﾏ-ｾｯﾄは全て巻未ｻﾌﾟﾘﾒﾝﾄに表記した｡

2

菌体成分pAMP (fathogen Associated辿olecular里attern)で刺激を行ったﾏｸﾛﾌｱ-

ｼﾞにおけるIL-12及びIL-23の継時的な発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙをRT-PtRで確認した.TGC

で誘導した腹腔轟潤細胞を溶血操作後､ 2.0Ⅹ106cell/mlとなるよう10%FCS_RPMI培

地に懸濁し､ 6穴ﾌﾟﾚ-ﾄ(3ml)で2時間培養を行った.その後､浮遊細胞をRPMI

培地で洗浄することで取り除き､接着細胞画分をﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞとした｡調製した

ﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞは1pg/ml濃度のLPS (E.coliO127:B8, Difco)もしくは10tAg/ml濃度の

peptide glycan (S･ aureus PGN, Furuka)を含む10%FCS-RPMI培地で更に培養し､継時

的に細胞を回収した｡ Total RNAの回収はRNeasy mini kit (Qiagen)付属の1ysis bufEer

を接着細胞に直接加えて行い.､以後の調製法は付属のﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙに従った｡逆転

写酵素による1本鎖cDNAの合成は定法に従い､ GSPﾌﾟﾗｲﾏ-を用いたRT_PCR

は全て同条件(94oC 30sec->55oC 30sec⇒72oC 30sec)Ⅹ30 cyclesで行った｡なお､増幅断

片の半定量的な解析はNIH Image (versionl.6)を用いて行った.

2-ﾄ3杭原特畳助な抗ﾓﾙﾓﾂﾄp4∩杭俵の任成

抗原特異的な抗ﾓﾙﾓﾂﾄp40抗体の精製はTsujiらの方法に従った(33).即ち､

(1-1-6)で調製したﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄp40抗原をAfn-Gel lO (Bio Rad)に吸着させること

で抗原ｶﾗﾑを作成し､第1章で使用した抗ﾓﾙﾓﾂﾞﾄp40抗体(totalIgG)より抗原

特異的な抗体を精製した.なお､ A圧i-Ge110の使用は付属のﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙに従った.

2

ﾓﾙﾓﾂﾄ及びﾋﾄIL-23ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の作成は基本的に第1章(1-1-7) ｢ｷﾒ

ﾗ型Ⅰし12の作成｣の項に従う｡ただし､各ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄ(p19及びp40)を組み込ん

だ発現ﾍﾞｸﾀ-はｳｻｷﾞ腎由来RK13細胞にﾄﾗﾝｽﾌｪｸｼﾖﾝし､培養上清

(10%FCS-DMEM)の濃縮は行っていない｡また､ Ⅰし12に関しても同様な方法で再調
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製した。リコンピナントⅠし23の発現確認はⅥ毎temblotで行い、方法は第1章（1－1－

8）「キメラ型Ⅰし12の発現確認」に従った。ただし、確認用の培地組成は上述と異な

り1％FCS－DMEMである。また培養上清はspeedvacで1／3に濃縮後、250LLlを等量

の10％TCAで処理し、泳動サンプルとした。また抗原精製を行った抗モルモットp40

抗体は0．1帽血1の濃度で使用した。

帽MC及び　レ、、　□□日紳□　こ、ロ　　　ー　の成熟　評目

ヒト末梢血単核球（PBMC）の調製は第1章（1－1－10）に従う。細胞増殖試験はCell

Titer96（R）Non－RadioactiveCe11ProliferationAssay（Promeg4）を用いた比色定量法で評価

した。5匹g／ml濃度のConA存在下で3日間培養したPBMCを回収、洗浄後、（2－1－4）

で調製したRK13細胞の培養上清（4段階に希釈）1叫1を含む10％FCS－ⅣMIに1・0Ⅹ106

cells／血（100哺となるよう懸濁し、96穴プレートで48時間培養した0その硬、各ウ

ェルに1旬1の■MTTを含む色素溶液を加え4時間培養し、最後に10叫1の反応停止

液を加え吸光度（570nm）を測定した。TCR刺激はマウス抗CD3モノクローナル抗体

（Beckton）を96穴プレートに固層化することで行ったo D－PBSで5pg血1の濃度に調

整したCD3抗体を10叫1の割合で96穴プレートに加え40cで一晩放置した。その

後、細胞を加える直前に各ウェルをD－PBSで3回洗浄し、以後の培養に用いた。一

方、CD28刺激に関しては、（2－1－4）で調製したRK13細胞の培養上清と同時にマウス

抗CD28抗体（NichiTyO）を5tLg／mlの濃度で培養上溝中に加えた。なお、これらの抗体

を加える以外の培養条件は全て上述に従い」また測定は全て＿トリプリケートで行っ

た。IFN†の定量はヒトIFNYEuSAシステム笹mersham－Pharmacia）を用いて行ったo

上述と同じく5pghnl濃度のConA存在下で3日間培養したPBMCを回収、洗浄後、

（2こ1－4）で調製したRK13細胞の培養上清20tLlを含む10％FCS－RPMIに1・0Ⅹ107cells／mi

（200叫となるよう懸濁し、96穴プレワトで48時間培養した0その際、100n釘血1濃

度のヒトリコンビナントⅠし18（MBりを加えた培養群を同時に用意し、併せて比較解

析を行った。なお、測定は全てトリプリケートで行った。
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2－2　実験結果

2T2－1朝トlし23遺伝子の同定

モルモット腹腔浸潤細胞pRNAj：り調製したcDNAを鋳型とする5，RACE＿PCR

スクリーニングよりモルモットⅠし23p19サブユニットの部分配列を決定した。ま

た、この既知配列をもとに行った3，RACE－PCRによりp19サブユニットの全長を単

離し、その塩基配列を決定した。Figure．2－1（a）にORFの塩基配列および推測される

アミノ酸配列を示す。p19サブユニットは4箇所のシステイン残基を含む189アミ

ノ酸からなる0次に各動物種で同定されているp19配列のアライメントをFi卯re．2－

1（b）に示す。まず、各動物種p19配列のモルモットp19配列に対する相同性（アミノ

酸レベル）はp35及びp40配列のそれに比べ比較的高い。また、全ての配列に共通

してN型糖鎖修飾モチーフは見あたらない。モルモットp19はブタホモログに最も

高い相同性を示すが、4箇所のシステイン残基に関してはヒトホモログとの間でのみ

全て保存されている。興味深いことに、p35及びp40のアライメントを含めモルモッ

ト配列のマウス、ラット配列に対する相同性は他の比較配列のそれに比べ低いもの

であった。この点に関しては第4章で改めて考察する。

□RM□　順　ノ‾　サマ　ロ　ワー～中ロ　　　　　い　＿　ロ　ロ　　ロフマ　レ

近年、菌体成分PAMPCathogenAssociated退Olecular旦attern）を認識する一連のレセ

プター群（Tbl11ikereceptors，TLRs）が同定され、軟骨魚類以上の生物種が普遍的に持ち

合わせている基本免疫の重要性が分子レベルで明らかにされつつある（34，35）。且虚血

らは各種R互M貯刺激を行ったヒト樹状細胞におけるサイトカインの発現差異を比較

し、E・COli由来のLPS（TLR4）刺激ではIL－12（p35h40）が、一方且aureus Eb来のpePtide

glycan（nR2）刺激ではIL－23（p19h）40）が有意に発現増強することを報告している（36）。

そこで同様なn生M貯刺激を行ったモルモットマクロファージにおけるサイトカイン

の発現差異をRTPCRで比較した。その結果をFigure■2－2に示す。興味深いことにp35

に関してはpeptideglycan（PGN）刺激3時間後に一過性の発現が認められるのに対し、

LPS刺激では3～12時間に渡り発現誘導が維持された。一方、反対にp19に関して

はばS利敵3時間後に一過性の発現が認められるのに対し、PGN刺激では3r12時

間に渡り発現誘導が維持された。p40に関してはばS刺激がp19と同様な発現誘導

パターンを示すのに対し、PGN刺激では24時間後においても時間に依存した著明な

発現誘導が認められた。ちなみに次章で詳しく述べるnl型サ■ィトカインⅠし18は

intactな状態でも若干の発現が認められ、LPS、PGN刺激ともにIL－12及びⅠし23よ

り早くから（1時間）時間に依存した発現誘導パターンを示す。以上、刺激後24時間

までのプロファイルの結果、PGN刺激ではⅠし23の組み合わせがⅠし12に比べ有意
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に発現増強され、LPS刺激ではⅠし12、Ⅰし23の組み合わせともに同程度の一過性の

発現が認められた後、p35単独の発現増強が認められた。
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Figwe．2－1モルモットル23p19分子のアライメント

（a）モルモットル23p19分子のORア塩基配列及び推測される‾アミノ酸配列。灰色下線で示したシグナ

ル配列はP－SOⅢⅧ叫刷匝鵬．nibhacjp：8800）プログラムを用いて推定した。なおシステイン残基は灰

色太字で表記した。（b）各動物種で同定されているル刀配列のアライメント0配列のアクセッション

ナンバーは巻末に全て記載。モルモット配列に対する相同性はGEN苫TYXプログラム（Verll■2）で解析

し、各配列最後尾に％で表記した。なおシステイン残基は灰色太字で表記した。

2＿2＿3　リコンビナントIL＿23の発頚．確認

モルモットp19、P35及びp40分子を組み込んだ発現ベクター研鱒18S）をウサギ腎

由来Rm3細胞に00一打a鮎氏donし、培養上清中のⅠし12及びⅠし23の発現を抗モル

モットp40抗体を用いたⅥ屯stemblotで確認した。Figure．2－3に示したように、細胞

内で形成されたル12（p35／わ4り及びⅠし23（p19舟40）の各ヘテロダイマーは培養上清中
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に同程度量分泌されていることを確認した｡また､ p19､ p35が同時に存荏する条件

においても､各へﾃﾛﾀﾞｲﾏ-の形成､分泌効率に有意な差は認められなかった｡

なお､ﾃﾞ-ﾀ-には示していないが､ﾋﾄIL-12及びⅠし23に関しても抗ﾋﾄp70抗

体を用いたWestemblotにより同様の発現を確認している.

(a) S. aureus PGN

Oh lb 3h 6h 12h 24h

E. coli LPS

Oh lb 3h 6h 12h 24b

･!
ぎ
'J5

葛
F3i

0

0 10 20 0 10 20 0 10 20 0

hcubation time恥r) '

10

召1･0

毒.3

0

O 10 20 0 10 20

bctlbation tjne帥

Figure. 2-2 FAMP刺激を行ったﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞにおけるIL-12nL-23,の発現比較

E. coli由来のLPS及びS. aureus由来のぺﾌﾟﾁﾄﾞｸﾞﾘｶﾝ伊GN)で刺激を行ったﾓﾙﾓﾂﾄﾏｸﾛﾌｱ

-ｼﾞが発現するIL-1芦及びIL-23 mRNAの継時変化(o-24hr)をfU-PCR (a)で比較し､得られた各pcR

断片のｼｸﾞﾅﾙ強度を半定量的に数値化した(b, c)｡なお､解析はNIH Image (verion l･6)で行い､相対

値(relative units)の算出には以下の計算式を用いた｡相対値(relative units)=(ｻｲﾄｶｲﾝのｼｸﾞﾅﾙ強

度一背景の非特異的なｼｸﾞﾅﾙ強度)/(GAPDHのｼｸﾞﾅﾙ強度-背景の非特異的なｼｸﾞﾅﾙ強度)

2

次にConAでﾌﾟﾗｲﾐﾝｸﾞしたﾋﾄpBMC､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ牌細胞に対するⅠし12及び

Ⅰし23の細胞増殖括性を比較した｡そ-の結果をFigure. 2-4に示す｡既報ではmitogen

でﾌﾟﾗｲﾐﾝｸﾞしたﾋﾄpBMCに対してIL-23は増殖活性を持つ.しかし､その清

性強度はⅠし12に比べ非常に弱い(28)｡今回我々が行った実験条件では､ Ⅰし12が濃
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度依存的な増殖括性を示すのに対し､ IL-23はいずれの濃度においても活性を示さな

かった(a). IL-12及びⅠし23･のﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体は､ともに強制発現させたRK13細

胞の培養上清(RKCS)を用いているが､同定度量の発現はｳｪｽﾀﾝﾌﾞﾛﾂﾞﾄにて確

認している(2-2-3)｡また､ (2-2-6)で後述するようにﾓﾙﾓﾂﾞﾄ牌細胞に対して､ﾋﾄ

Ⅰし23はﾓﾙﾓﾂﾄⅠし23と同程度の細胞増殖活性を示す｡更にTCR及びCD28を介

したｼｸﾞﾅﾙの必要性に関しても検討を行ったが､これらの条件がIL-12の活性をさ

らに増強するのに対し､ IL-23の増殖活性には効果を示さなかった(b)｡ -方､ﾓﾙﾓ

ｯﾄ牌細胞に対してIL-23は濃度依存的な増殖括性を示し､ IL12に比べ活性強度は

弱いながら明確な種差が認められた(c).

2.2-5

Ⅰし23にﾋﾄPBMCに対する胡胞増殖活性が認められなかったことから､次にIFNy

の誘導活性を比較した(Figure. 2-5)｡結果､ IL-23はⅠし12と比べ非常に弱いながら誘

導清性を示した｡また､ Ⅰし12との相乗効果は何ら認められないがⅠし18との相乗効

果は明確に認められた(a).ただし､ IL-23はIL112の10倍濃度で使用しており(RKCS

IO% vs RKCS l.0%)､ﾃﾞ-ﾀ-には示していないがIL-23をRKCS l･0%濃度で作用さ

せた場合のIFNy誘導清性は極めて低い.1また､ GM-CSFの産生に関してもIL-12が

既報と同じく明確な誘導清性を示すのに対し､ Ⅰし23に同様な効果は殆ど認められな

かった仲).一方､新規な生理括性を探索する目的でTh2型ｻｲﾄｶｲﾝやｹﾓｶｲ

ﾝを含む他の液性因子の誘導活性に関しても同様に検討を行ったが､有意な結果は

得られなかった｡また､ (2-2-4)で細胞増殖活性が認められたﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞に対

するｻｲﾄｶｲﾝの誘導活性に関してもRT-PCRによる比較解析を試みたが､検出

感度の限界により有意な結果は得られなかった｡

2｣2

最後にⅠし12及びⅠし23ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の種問交叉反応性をﾋﾄpBMC及びﾓ

ﾙﾓﾂﾄ牌細胞を対象に検討した.その結果をFig. 2-6及びTable 2-1に示す.ﾓﾙ

ﾓﾂﾄ牌細胞に対しては､ﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄⅠし12及びⅠし23の全てが細胞増殖活性

を示した. 2層間(ﾋﾄvsﾓﾙﾓﾂﾄ)及び2分子問(Ⅰし12vsIL-23)の比括性はともに

同程度であり､また､ﾋﾄpBMCに対するIFNy誘導活性に関しても同様の傾向を示

した.なお､ Tyk2及びJak2 (IL-12ﾚｾﾌﾟﾀ-の下流)ﾉﾂﾞｸｱｳﾄﾏｳｽを用いた

shimodaらとの共同研究から､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄIL-12､ IL-23はともにﾏｳｽ細胞群に晴

性を示さないことを明らかにしている｡以上の種間交叉反応性をTable2-2まとめた｡
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Figure．2－3　モルモヅトⅠし12及びIL－23リコンピナント体の作成と発現確認

ウサギ腎由来RK13細胞にモルモットp19、P35及びp40分子の発現ベクターをco－tranSfbctionし（組み

合わせはパネル上部に表記）、24時間培養後に細胞ライセート（Celllysate）及び培養上清（Culturesup）サ

ンプルを調製した。SDS－PAGEによる分離は10％アクリルアミドゲルで行い、各サンプル中に含まれ

るリコンビナント体の発現を抗モルモットp40抗体で検出した。各リコンビナント体の発現位置は横

矢印で示し、NRは非還元、Rは還元条件を示す。
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Figure．2－4IL－12及びⅠし23が免疫系細胞に示す細胞増殖活性の比較

Ⅰし12、Ⅰし23の細胞増殖活性をモルモット牌細胞及びヒトPBMCを対象に比較した。個々の細胞群に

作用させたリコンビナント体は同じ種に由来するものを用いている。RKCS（％）はリンパ球培養に加

えたRK13細胞の培養上清濃度を示し、グラフ縦軸の吸光度（570nm）は細胞の増殖度を示す。TCR刺

激に用いたCD3及びCD28の作用法に関しては実験方法の項を参照。
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Figure. 2-5 IL-12及びIL･23が免疫系細胞に示すIFNy誘導活性の比較

IL-12及びIL-23のIFNy､ GM-CSF誘導活性をﾋﾄpBMCで比較した.次章で詳しく述べるがIL-12

存在下でⅠし18を作用させた場合､相東的なIFNy(GM-CSF)の産生誘導が認められる｡ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝ

ﾄ体は全てﾋﾄ型であり､ IL-23はIL-12の10倍濃度で使用している(RKCS IO% vs l.0%)o培養上清

中のIFN†(GM-CSF)濃度は市販のEuSAｷﾂﾄを用いて測定し､解析は全てﾄﾘﾌﾟﾘｹｰﾄで行ったo
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Figure. 2-6細胞増殖清性で評価するIL-12及びIL-23の種間交叉反応性

実験条件は(Fig. 2-4)に全て従う. Huはﾋﾄ型､ Guはﾓﾙﾓﾂﾄ型のﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体を示す.細胞

増殖活性の測定が困難であるﾋﾄpBMCに対するIL-23の種間交叉反応性はIFNyの誘導活性で評価し

た(Table 2-1)｡なお､ Table 2-1ではpBMCの培養にIL-18を加えていない. Table 2-3にshimodaらと

の共同研究で得られた知見を含め､ｾﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ､ﾏｳｽ各細胞群に対するⅠし12及びⅠし23の

種間交叉反応性をまとめた｡ﾏｳｽⅠし23のｸﾛ-ﾆﾝｸﾞは現荏進行中であり､ NDは未解析を示す｡
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2･3考察

本章ではﾓﾙﾓﾂﾞﾄⅠし23遺伝子を単離同定し､更に菌体成分刺激を行った抗原提

示細胞おける発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ､及び生理括性の種間比較において幾つか興味深い

知見を得た｡本章冒頭でも述べたようにIL-23は発見からまだ間もないが､現在のと

ころThl応答を稼働するⅠし12様の生理活性をもつと考えられている(28)｡しかし､

構成ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄを共有するという分子性状は過剰な応答を抑制するﾈｶﾞﾃｲﾌﾞﾌ

ｲ-ﾄﾞﾊﾞﾂｸ機構を想定した場合も合理的である(下図1)｡

Negatiye JTeed bad【 Positive fd tnck

:I ttt:

Thl ccIJ

〔〕 i;-

Tbl cd)

---->

my

-｣}
Ⅰ即y

図1 Ⅰし23の可能性

抗原提示細胞(APqから産生されたIL-12(p35/p40)はThl細胞のIFNy産生を誘導するo過剰なThlｼ

ｸﾞﾅﾙ(図ではIFNy)はAPCのIL-23(p19/p40)産生を誘導し､ Tb2細胞に作用したIL-23はIL-4､ IL-10

といったIFNy抑制因子の産生を惹起する(ﾈｶﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞﾂﾞｸ). -方､ Thlｼｸﾞﾅﾙによって

誘導されたIL-23がⅠし12と共役し､ Thl応答に対して相乗効果を示すﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾟﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞﾂｸﾓ

ﾃﾞﾙも考えられる｡

事実､既事艮及び本章(2-2-4)でも明らかなようにIL-23のThl活性はIL-12のそれに比

ぺ極めて低く､またIL12と共役してTblﾚｽﾎﾟﾝｽを増強する相乗効果は認めら

れていない(2-2-5)｡ -方､興味深いことに最近IL-23ﾚｾﾌﾟﾀ-が同定され､ Th2細

胞にもThl細胞と同程度量発現していることが明らかにされている(37)｡しかし上述

のﾈｶﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-ﾄﾞﾊﾞﾂｸ機構を指示する知見に関しては､我々の検討を含め現

荏までのところ得られていない.ﾃﾞ-ﾀ-には示していないが､我々は先に●､産生

細胞ﾚﾍﾟﾙでも｢ﾚﾄﾞｯｸｽ制御｣に着目した比較解析を行い､ﾈｶﾞﾃｲﾌﾞﾌｲ-

ﾄﾞﾊﾞﾂｸ機構の可能性を検討した.ﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞをはじめとする抗原提示細胞は

細胞内のｸﾞﾙﾀﾁｵﾝﾚﾄﾞｯｸｽを調節することでThl応答を惹起する還元型(GCH)

及びTb2応答を惹起する酸化型(GSSG)に分化誘導することが可能である(下図2)(38)｡
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しかし、両細胞群におけるIL－12〝L－23の発現プロファイルに有意差はなく、nl応

答を抑制する（＝m応答を惹起する）効果を期待したル23の発現誘導を認めるこ七

はできなかった。

Rducd負Im

GSEか・Gl小q5－Glカ

L

Glu血thione
Oxi仙血m

■lGSSG（b－GItrCys・G研・b－Glu・qS－GJy］）

MucedM鋸rO騨血ge

GS丑＞GSSG

ト芳
書　　　　m匹1a血血m

ⅠⅠ汀叶

IL．12

ILl＄

NO

◎
TGFβ

IL‘

ル10
rGE2

0東亜zdMi亡叩】亘酢

GSⅡくG王搭G

D
Ⅵ戊岬1a血atb血

∴　　　　　　　＿＿．＿．∴＿＿＿㌧．■＿．＿＿■＿二．＿＿＿＿＿．．．＿．　　　　　　■　　　　　　　　　　　　‾‾■■■　‾‾‾■‾‾‾

」

図2　レドックス制御による抗原提示細胞のnl汀Ⅰ昆分極

還元型マクロファージはⅠし12、Ⅰし18、NOといった職1因子を産生し、nl細胞のIFNY産生を誘導

する。一方酸化型マクロファージはM、Ⅰし10、PG監などのm因子を産生し、m細胞のTG印

産生を誘導する。なお、IFNY及びTGFPは抗原提示細胞のThl汀氾分極をparacrine的に増強する0

一方、且虚血らは抗原提示細胞を活性化する菌体成分鱒岨肝）の違いによりⅠし12〝し23

の発現誘導が異なることをヒト樹状細胞で明らかにした（36）。当研究室の肋血らも

且通由らと異なるnMPを用いて同様な比較解析をヒト樹状細胞で行っており、とも

にTLR4を介するLPS刺激ではIL・12が、TLR2を介するPGN刺激ではIL－23の組

み合わせが有意に発現誘導されることを明らかにしている。一方、筆者らがモルモ

ットマクロファージを対象に行った比較解析でも、上述のヒト樹状細胞の傾向とお

およそ一致する発現プロファイルを得た。ただし、LPS刺激ではp40の発現がp19

同様一適性であった‘。興味深いことに、p40とは異なりp35（及びp19）単独でめ細胞

外分泌は認められない（9，10）。従って、モルモットマクロファージをLPSで刺激し

た場合、p35は担0ではない他のパートナー（例えばEBI3なりと会合して有意に発

現している可能性が考えられる。ただし、重要な点はmを介したシグナルの多様

性がトその後に続く高次免疫応答にどの程度影響を与えるかは不明な点が多く、こ

の発現差異の重要性、意義を明らかにするためにも「TLRシグナルが惹起する高次

免疫システム」の更なる解析が待たれる。

本章ではル23の作用機序がヒトとモルモットで異なることも明らかにした。これ

に関しては「Ⅰし1訓L－23の比活性（レセプターの発現量を含むシグナル伝達の多様性）

が異なる」及び「標的細胞（ポピュレーション）が異なる」のいずれも可能性として考
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えられる。しかし、残念ながらⅠし23に関しては両者共に未だ不明な点が多く、現時

点でいずれが上述の差異を反映しているかは分からない。いずれにしろ、今回のよ

うな種々の細胞集団を含んだ実験系には限界があり、今後、より詳細な種間比較解

析を行うためには細胞をサブセットごとに分離する技術をモルモットで構築するこ

とが大前提となる。最後に本章冒頭で述べたⅠし27を含め、なぜこういったサブユニ

ットを共有する分子形態（ヘテロダイマー）が複数必要なのか？という根本的な疑問に

関しては、今のところ似通った生理痛性が報告されているのみである。考察冒頭で

述べたネガティブフィードバック機構の可能性を含め、更なる解析が待たれる。
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第3章ﾓﾙﾓﾂﾄIL-18遺伝子の同定及び機能解析

IL-18はIFN†を強力に誘導する困子(Lnterferon Gamma王nducing旦actor, IGIF)として95

年､兵庫医大のOkamuraらによって同定された(39).多くのｻｲﾄｶｲﾝﾌｱﾐﾘ

-とは異なり､ Ⅰし18はN未端に疎水性ｼｸﾞﾅﾙぺﾌﾟﾁﾄﾞを持たない細胞質ﾀﾝﾊﾟｸ

として合成される(40).従って､分泌機構もﾃﾞﾌｵﾙﾄ経路(ER-Golgi)である多くの

糖鎖修飾型ｻｲﾄｶｲﾝと異なり複碓である｡ Ⅰし18には同じく細胞質ｻｲﾄｶｲﾝ

であるⅠし1βとの構造的な類倣性が認められ､ともにｼｽﾃｲﾝﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞである

caspase-1(ICE)によってﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞされ､括性型として分泌されるoちなみに､そ

の他の細胞質型ｻｲﾄｶｲﾝとして､ Ⅰし1α及びⅠし16はcalpain及びCaspase-3によ

ってﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞを受ける(41, 42)｡ Ⅰし18 mRNAの発現は比較的広範囲の細胞､臓

器で認められるため､分子制御の多くはこのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ機構が規定すると考えら

れているがｾﾙﾊﾞｲｵﾛｼﾞ-は不明な点が多い｡例えば､ TLRｼｸﾞﾅﾙを介した

caspase-1依存的なⅠし18の活性化に加え､ Caspase-1非依存的な清性化機構がFas-Fas

ligandを介したｼｸﾞﾅﾙで確認されている(43)｡またCaspase-1そのものに関しても､

最近になって自身のﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝが有する核移行ｼｸﾞﾅﾙ(NLS)に依存した核内清性

化機構が報告された(44)｡興味深いことにIL-16及びIL-1α前駆体のﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝに

はNLSが存在し､ﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ(calpain及びCaspase-3)によるﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞに必須で

あることが明らかとなっている｡しかし､ Ⅰし18及びⅠし1βに同様なNLSは認められ

ず､また活性化機構に関しても､細胞質だけでなく､細胞膜､細胞外で進行する可

能性も報告されている(40, 45)｡

-方､ｻｲﾄｶｲﾝ清性に関しても興味深い知見が数多く報告されている(下図)｡

Ⅰし18は発見当初から抗原やⅠし12存荏下でのIFNy誘導清性に代表される細胞性免疫

(Thl)応答のco-activaterとして注目､研究されてきたoしかし､現在では単独あるい

はﾊﾟ-ﾄﾅ-を変えることで液性免疫(Th2)に対しても増強括性を示すことが明らか

になっている(40)｡例えばIL-12非存荏下､ IL-18はT細胞､ NK細胞､好塩基球､ﾏ

ｽﾄ細胞などに作用してⅠし4､Iし13などのTb2ｻｲﾄｶｲﾝを誘導する.また､IL-18

単独投与は生体内における多ｸﾛ-ﾝ性の. IgE産生を誘導し､重症ｱﾄﾋﾟ-性皮膚

炎を惹起する｡このように発見から.6年が経過した現在でも新知見が続々と事艮告さ

れているｻｲﾄｶｲﾝであるが､本章ではﾋﾄ及びﾏｳｽﾎﾓﾛｸﾞとの比較解析を

通じて得られたﾓﾙﾓﾂﾄⅠし18の基礎的な分子性状を中心に報告を行う｡
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(図)m-18による免疫応答の調節

To11 1ike recptors (TL鮎)を介した-連のPAMPsｼｸﾞﾅﾙはcaspase-1前駆体の活性化を誘導するo清性

化されたcaspase-1はIL-18前駆体に作用し､ﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝをﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞすることでIL-18を活性化

する.最近､ Caspase-1が核で括性化される可能性が報告されたが確証はない(44)cまた､現在までに

caspase-1非依存的なIL-18の活性化機構が'Fas-Fas Lを介したｼｸﾞﾅﾙで惹起されることが明らかと

なっ七いる(43). IL-18は抗原及びⅠし12存在下でIFNyを誘導しThl細胞の分化を惹起する.ちなみ

に､これらの分化した細胞は抗原による再感作のみで大量のIFNyを産生することが可能となる｡ -方､

IL-18は抗原非存在下でもIL-12と共役してIFNyを誘導する｡最近､この抗原非依存的な- IFNyの誘導

機構に必須な分子としてGADD45βが同定された(46)o GADD45βの発矧事IL112R及びIL-18Rを介し

たｼｸﾞﾅﾙで相乗的に誘導され､ MEKK4､ p38MAPKﾊﾟｽｳｪｲを清性化するo直接作用する標的分

子は末だ不明であるが､ p38MAPKﾊﾟｽｳｪｲは直接的あるいは間接的にIFNy遺伝子誘導関遵因子を

活性化する｡驚くことにⅠし18はⅠし12非存在下､ Ⅰし3と共役して好酸球､好塩基球及びﾏｽﾄ細胞

のTh2ｻｲﾄｶｲﾝqL-4､ IL-13)及びﾋｽﾀﾐﾝの産生を誘導する.また同様に､ IL-12非存在下､ IL-2

と共役してﾅｲｰﾌﾟcD4細胞のTh2ｻｲﾄｶｲﾝ(IL-4､ IL-13)の発現を誘導するoこのようにIL-18

はIL-12が共存するか否かで全く異なる作用を発揮する｡

3-1実験方法

3

ﾓﾙﾓﾂﾞﾄⅠし18遺伝子の単離は第1章と同様､先にﾋﾄ､ﾏｳｽﾎﾓﾛｸﾞのORF

配列内で高度に保存されているC未端部位に縮重ﾌﾟﾗｲﾏ-を設定し､直接5, RACE-
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pcRを行うことで部分配列を決定した｡次に得られた部分配列をもとにGSPを設定

し､ 3, RACE-PCRを行うことで全長配列を決定した｡なお､遺伝子を単離同定する

にあたって使用した動物､細胞､実験法は全て第1章に従う｡また､使用したﾌﾟﾗ

ｲﾏ-ｾｯﾄは全て巻未ｻﾌﾟﾘﾒﾝﾄに表記した｡

__ _ ,､糸､[vﾌﾟﾛﾌ-ﾚ

ILT18 mRNAの組織別発現分布はoRF全長をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとするNothern blotで解析し

た｡なお､方法は第1章(1-1-5)に従い､使用したﾒﾝﾌﾞﾚﾝも(1-1-5)に既述したもの

と同-である｡なおﾒﾝﾌﾞﾚﾝの露出は-80oCで3日行った｡

3T_1-3/ m-18前駆佐ﾄﾗﾝｽﾌｪ91旦ﾝﾄの作成茂び発現礁認

c未端にHisﾀｸﾞを融合したﾓﾙﾓﾂﾄ､ﾋﾄ及びﾏｳｽIL-18前駆体の発現ﾍﾞｸ

ﾀ-(pME18S)をCOS7細胞及びRK13細胞にLipofect AMINE2000 (Gibco)を用いてﾄ

ﾗﾝｽﾌｪｸｼﾖﾝし､ともに10%FCS-DMEM培地で24時間培養後､細胞を回収

した｡回収した細胞ぺﾚﾂﾄを1%¶iton-Ⅹを含む可溶化ﾊﾞﾂﾌｱ-(0･15MNaCl, 10

mM EDTA, 1 mg/ml払も1 nlM PMSF, 20 mM Tris-HCl, pH 7･4)に懸濁し､ on iceで30

分間放置後､ 15000rpmで20分間遠心を行い､各ﾄﾗﾝｽﾌｴｸﾀﾝﾄの細胞ﾗｲ

ｾ`-ﾄ(上清)を調製した○その後､各ｻﾝﾌﾟﾙを還元条件下､ 12･5%ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞ

ｹﾞﾙを用いたSDS-FAGEで分離し､0.1LAg/ml濃度のﾏｳｽ抗比sx6抗体を用いたwestern

blotにより､各ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄⅠし18前駆体の発現を確認した｡

3-1-4珊ﾎﾟﾘﾉｸ汀--ﾅﾉﾚ抗ｲ茶のｲ判弦
ｳｻｷﾞ抗ﾓﾙﾓﾂﾄⅠし18抗体を作成するにあたり､先に免疫原となるﾘｺﾝﾋﾞﾅ

ﾝﾄⅠし18を大腸菌で作成した.前駆体のﾌﾟ占ﾄﾞﾒｲﾝを除いたﾓﾙﾓﾂﾄⅠし18配

列をpCRで増幅し､N未端に托sﾀｸﾞ(Hisx`)が付加されるようﾌﾚ-ﾑをあわせpQE30

ぺｸﾀ-(Qiagen)に組み込んだ.形質転換体はM15[pREP4]株(Qiagen)で作成し､ 1mM

濃度のIPTGで4時間誘導後､ﾆﾂｹﾙｶﾗﾑ(QIAexpressionist, Qiagen)を用いて精製

を行った｡尚､精製は付鹿のﾏﾆﾕｱﾙに記載された変性条件で行い､段階的な透

析を行うことでﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の再生操作を行った｡ｳｻｷﾞへの免疫は(1-1-6)に

従う.また抗原特異抗体の精製は(2rl-3)に従い､抗原である上述ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体

をAfEi-Gel lOに吸着させたaffinityｶﾗﾑを用いtotallgGより精製した｡

_18前駆俵を恒常的に発王P,する細胞秩の調製及びﾘｺﾝﾋﾞﾅﾆ

ﾓﾙﾓﾂﾄ及びﾋﾄIL-18前駆体を恒常的に発現するRK13細胞株の調製はznoue

らの報告に従った(47)｡すなわち､上述のﾓﾙﾓﾂﾄ及びﾋﾄⅠし18前駆体の発現ぺ
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ｸﾀ-(pME18S) 5pg及びG418選択用ﾍﾞｸﾀ-ppHLO･5pgをLipofect AMINE2000を

用いてRK13細胞にco-tarnsfectionし､ 10%FCS-DMEM培地(24穴ﾌﾟﾚ-ﾄ)で48時

間培養後､細胞を回収した｡回収した細胞は500帽血1濃度のgeneticine (G418)を含

む同培地に懸濁し､ 10cmﾃﾞｲﾂｼｭ3枚に蒔き直した｡その後､培地交換を3日お

きに2週間行い､形成された耐性ｺﾛﾆ-をぺﾆｼﾘﾝｶｯﾌﾟを用いて回収した｡

各ｸﾛ-ﾝにおけるIL-18前駆体の発現量を前述(311-3) Westem blotで確認後､最も

発現量が高いｸﾛ-ﾝに関して培養を10cmﾃﾞｲﾂｼｭ15枚までｽｹ-ﾙｱﾂﾌﾟし

た｡その後､ 1% ¶iton-Ⅹを含む可溶化ﾊﾞﾂﾌｱ-で調製した細胞ﾗｲｾ-ﾄを同条

件のﾊﾞﾂﾌｱ-で平衡化したﾆﾂｹﾙかﾗﾑに吸着させ､ Imidazole (200mM)を用い

たnativeな条件でﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の溶出､精製を行った｡

3_1_6嘗暑ﾉ分析

(3-1-4)及び(3-1-5)で調製したﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体の質量分析はｱﾌﾟﾗｲﾄﾞﾊﾞｲｵｼｽ

ﾃﾑ(3-1-4)並びに奈良先端科学技術大学院大学(3-1-5)に依頼したo測定はMLWI法

で行い､ﾏﾄﾘｯｸｽはｼﾅﾋﾟﾝ酸を選択した｡ｻﾝﾌﾟﾙは全て20mMﾘﾝ酸ﾊﾞｯ

ﾌｱ-に1mg/miとなるよう懸濁し､その内1plを1回め測定に用いた.

3-1-7 IL-18前駆体のinvitT10ﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ反応

ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ及びﾋﾄIL-18前駆体をin vitroでCaspase-1と反応させることにより

ﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞされた括性型ﾙ18を調製した.･,方法はshidaらの報告た従い､ (3-1-5)

に既述した精製IL18前駆体1pgを25Uの大腸菌由来ﾋﾄﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄCaspase-1

(calbiochem)及び8%glycerolを含むHEPESﾊﾞﾂﾌｱ-(100pl)に懸濁し､ 25oCで3時

間反応させた(48).その際､ caspase-1特異的な阻害剤であるAc-YVAD-cmk (1mM,

Calbiochem)及びｼｽﾃｲﾝﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ阻害剤であるIAA (10mM, Wako)を含む反応

液も同時に調製し､併せて解析を行った｡反応の成否は上述反応ｻﾝﾌﾟﾙをSDS-

pAGEで分離後､抗比sx6抗体を用いたwesternblotにより確認した.

3

(3-1-7)で調製した括性型Ⅰし18のIFNy誘導活性をﾋﾄPBMC及びﾓﾙﾓﾂﾄ牌細

胞を用いて評価した｡なお､ﾋﾄpBMC及びﾓﾙﾓﾂﾞﾄ牌細胞の調製は(1-1-10)に従

い､ﾋﾄpBMCに関しては(3-1-7)に既述した各反応液2pl及び10ng/mlのﾋﾄﾘｺ

ﾝﾋﾟﾅﾝﾄIL-12 (R&D system)を含む10% FCS-RPMIに1.0Ⅹ107cells/hl (200ul)となる

よう懸濁し､ 96穴ﾌﾟﾚ-ﾄで24時間培養した.培養上清申のIFNy濃度はﾋﾄIFNy

EuSAｼｽﾃﾑ¢皿erSbam Pbarmada)を用いて測定し､解析は全てﾄﾘﾌﾟﾘｹ-ﾄで

行った.ﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞に関しては､ (3-1-7)の各反応液30pl及び(2-1-4)で調製し
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たRⅢ3細胞の培養上清（モルモットⅠし12）10叫1を含む10％FCS一ⅣMに4血106

ceus／miとなるよう懸濁し、6穴プレート（3mi）で12時間培養した。IFNY（及びGM－CSF）

mRNAの発現はmpCRで確認した。なお、tOtalRNAはRNeasyminikit（Qiagen）を

用いて回収し、調製は付属のマニュアルに従った。その後の逆転写酵素を用いた一

本鎖cDNAの合成は定法に従い、遺伝子特異的（GSP）なプライマーを用いたRTIPCR

は全て同条件（940c30sec・＋550C30sec→720c30sec）Ⅹ30cydesで行った0

9　　大一　　－　　、パ　　■　王　プロフ　＿　レ

月αC乃田投与群、及び末技与モルモット群における内因性ル18タンパクの発現プ

ロファイルをWtstemblotにより解析した。兵庫医大岡村春樹博士より御供与頂いた

Pacnes加熱死菌25mg（inHBSS）をモルモット腹腔内に投与し、4日後に放血致死さ

せ、腹腔浸潤細胞、牌臓、及びPBMCを回収した。末投与群に関しても牌臓、PBMC

及び腹腔レジデント細胞を同様に調製した。なお、PBMCの調製に関して、採血は

右足大動脈から行い、凝固防止のため1％トリプシン、0．おmMEDTAを含む生理食

塩水をあらかじめ100匹VlO血bloodとなるように加えたコーニングチューブに血液

を回収した。また、PBMCはマウス用比重分離液（比重＝1．09，Ⅵ址0）を用いて調製し、

プロトコールは付属のマニュアルに従った。腹腔浸潤細胞に関しては、仲卸ml濃度

のLi＞S（E．coliO127：B8，Difco）及びPacnes加熱死菌（10L＾ghnl）を含む10％FCS－RPMIfE

地に2．触106α鮎血11となるよう懸濁し、6穴プレートで4時間培養を行った。その他

の菌体成分としてSlaureus PGN（10pghnl，Furuka）及びMalp2（10ng血1，PePtide

syn血es呵を2次刺激に用い、培養条件は全て上述に従った（49）0なお、泳動サンプル

の調製は（1－1－9）及び（3－1－3）に従い、BCA法によるタンパク濃度測定後、100pg鱒SA

当量）をSDS－PAGE（非還元条件下）で分離し、0・1LAg／mi濃度の抗モルモットIL－18抗

体を用いたW由temblotにより内因性Ⅰし18夕■ンバクの検出を行った。

3＿1＿1∩　免疫染角

IL18前駆体の細胞内局在を免疫染色により確認した。モルモット及びヒトⅠし18

前駆体を恒常的に発現するRⅢ3細胞（3－1－5）をチャンバースライド岬皿りで24時間

培養し、1％paraformaldehydeで細胞を固定後、0．2％取iton溶液で細胞のpermeabilization

を行った。その後の反応は肋r加α最らの報告に従い（50）、ル18前駆体の染色には

10pg／mlの抗His抗体、核染色には50tLg血1のpropidiumiodide（PI，Sigma）を用い、検

鏡は共焦点レーザー顕微鏡（FLUOV托WOlympus）で行った0
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3-2実験結果

(a)

1 ATGGCTGTTTCCGAC℡CAGAAA且CGA℡℡GCATCAAC門TGTGAÅAATGAAA℡叩A門GACAG℡A℡且C℡凹AC門℡且TACC℡G且G且ATGA℡ 90

14AVSDSEFDCIⅣFVX出XFIDSILYFIPE甘D

91 GACAACC℡GGAA℡CAGATTÅCTMGGCAGGATTGAACA℡C且℡TTG℡C且A℡CATACGAAA門TG且AAAACCAGG℡CC℡C℡凹AT℡GACCG℡ 180

D打LESD息yFGRIEHELSI王RⅣLX甘QVLFIDR

18 1 AAGAAGCAGCCTG℡G℡T℡GAGG且丁且TGCCCGACTCCGACTGTGCAGAC且ATGAACC℡TA℡ACTACG℡TTAACA℡ACATGT且?ATAAAGAT 2 70

ⅩⅩQPVF冨DJ4PDSDぞADNｴPY℡TF~甘IｴVYXD

271 AGCAACGCGAGAGGTG℡ACCTG?AGCCATC℡CTG℡GACGTGTAACGGGAACCA℡且CCC℡CTCTTGTGAGGACA且且ACTÅ℡門CC℡℡T且且G 360

s甘AR6VPVAISVTt･･ⅣG解譲詔莞LSeEDX℡ISFX

36 1 GAAA℡CAATCC℡CC℡GA℡AA℡ATCAA℡GACACAAAAAG℡GACA℡AAT且凹C凹CC且GAGÅ且G℡GTTCC且GGACÅ℡GA℡GATA且GATGCAA 4 50

E=甘PPD甘.工脚RSDIIFFQRSVP6ｴDDX比Q

45 1 ℡℡TGAG℡CT℡CA℡TGTA!AAAGGCTAC℡門CTAGCTTG℡CAAA且AGAGAGAAACATTTAC且且且CTT且TTCTGAAAAACAAGGATGAATAT 5 4 0

FｴSSZ.YRGYFL且ぢQXｴRⅣIYRLILXNEDEY

541 GGGGATAAGTCTG℡AATG℡lCAC℡GTCCA且AACAACG且CTAG 582

GDXSVJ4F℡VQ甘甘D*
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Figure.3-1ﾓﾙﾓﾂﾞﾄIL-18遺伝子の同定

(a)ﾓﾙﾓﾂﾞﾄIL-18前駆体のORF塩基配列及び推測されるｱﾐﾉ酸配列o灰色三角はﾋﾄ配列で同定

されているCaspase-1の作用部位を示す｡この部位以前の配列がﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝであり､以後の配列が

活性型Ⅰし18に相当する.なお､ｼｽﾃｲﾝ残基は灰色太字で､ N型糖鎖修飾ﾓﾁ-ﾌは灰色ﾎﾟﾂﾞｸ

ｽで表記した｡ (b)各動物種で同定されているIL-18配列のｱﾗｲﾒﾝﾄ｡配列のｱｸｾﾂﾞｼﾖﾝﾅﾝ

ﾊﾞ-は巻未に全て記載.ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ配列に対する相同性はGENETYXﾌﾟﾛｸﾞﾗﾑ(ver ll.2)で解析し､

各配列最後尾に%で表記したoなお､ｼｽﾃｲﾝ残基は(a)同様､灰色太字で表記したo
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34rlﾓﾙﾓﾂﾞﾄ丁し18遺伝子の同定

ﾓﾙﾓﾂﾄ腹腔浸潤細胞mRNAより調製したcDNAを鋳型とする5'RACE-PCR

ｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞよりﾓﾙﾓﾂﾄIL-18の部分配列を決定した｡またこの既知配列をも

とに3, RACE-PCRを行い全長配列を決定したo Figure3-1(a)にORFの塩基配列およ

び推測されるｱﾐﾉ酸配列を示す｡ﾓﾙﾓﾂﾞﾄⅠし18は5つのｼｽﾃｲﾝ残基を含む

193ｱﾐﾉ酸残基からなり､ﾋﾄ､ﾏｳｽ配列同様､疎水性ｱﾐﾉ酸残基に富むｼｸﾞ

ﾅﾙ配列は認められない｡また､清性型caspase-1の標的であるN未ﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝ

のcleavagesiteは前後7ｱﾐﾉ酸残基にわたりﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ間で非常によく保存

されており､ﾓﾙﾓﾂﾄⅠし18前駆体も同部位でﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞされる可能性が高いと

考える｡ -方､本章冒頭でも述ぺたようにCaspase-1前駆体ﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝが有する核

移行ｼｸﾞﾅﾙ(NLS)や他の着目すべきﾓﾁ-ﾌに閑しては､ﾋﾄ､ﾏｳｽ配列を通じ

てⅠし18には認められない｡また､その産生機構から生理的意義はないと考えられる

が､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄⅠし18は配列内に2箇所のN型糖鎖修飾ﾓﾁ-ﾌを有する｡次に各

動物種で同定されているⅠし18配列のｱﾗｲﾒﾝﾄ結果をFigure.3-1(b)に示すoﾓﾙ

ﾓﾂﾄⅠし18はﾋﾄ及びｳﾏ配列に最も高い相同性を示し(69.4%)､ﾓﾙﾓﾂﾄ､霊

長目(ﾋﾄ)及び有蹄目(ﾋﾂｼﾞ､ｳｼ､ｳﾏ､`ﾌﾞﾀ)の間で配列内5箇所のｼｽﾃｲﾝ

残基は全て保存されていた｡

細怒たにまﾐけるTL_ ﾌ○ﾛﾌｱｲ)_V

Ⅰし18のORF全長をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして用いたNothem blot解析を行い､各組織におけ

るIL-18 mRNAの発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙを検討した. Figur?13-3にその結果を示すo興

味深いことに､発現が精巣に限局されるⅠし12p35､ p40分子とは異なり､ Ⅰし18mRNA

の発現は比較的広範囲の臓器で認められ､特にﾘﾝﾊﾟ組織での発現が顕著であった｡

また､ IL･12とは異なりLPS刺激(24時間)を行った腹腔浸潤細胞ではIL-18 m早NA

の発現量が著名に増強された｡

3

次にC未端にHisﾀｸﾞを融合したIL-18前駆体の発現ぺｸﾀ-(pME18S)をﾓﾙﾓ

ﾂﾞﾄ､ﾋﾄ､てｳｽ配列で作成し､ RK13細胞及びCOS7細胞に強制発現させた各ﾘ

ｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体の比較を行った｡その結果をFig.3-4に示す｡興味深いことにSDS-

pAGEで分離を試みた各ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体のうち､ﾓﾙﾓﾂﾄ型にのみ明確なｻｲｽﾞ

差が認められた.またこのｻｲｽﾞ差はRK13､ COS7細胞の両ﾄﾗﾝｽﾌｪｸﾀﾝﾄ

で確認された｡ちなみに各ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体の理論質量数(Average MW)はﾓﾙﾓﾂ

ﾄ(23386.78)､ﾋﾄ(23336.98)､ﾏｳｽ(23145.83)であり､求められる質量差(AMW)は

ﾋﾄﾓﾙﾓﾂﾞﾄ(49.8)､ﾋﾄﾏｳｽ(191.2)､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄﾏｳｽ(241･0)である｡従っ
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て、SDS－PAGEで生じるサイズ差は理論値から予測される可能性と明らかに矛盾し

た。加えて恥ble3－1に示すように、泳動時の分離度に影響を及ぼす可能性がある塩

基性アミノ酸残基の含有量も3著聞で顕著な差は認められない。そこでモルモット

配列に特異的な翻訳後修飾の可能性を考え、先に抗体作成のため免疫原として調製

した活性型IL18の質量分析を試みた。
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（4）IL－180RF全長をプローブに用いたNothernblot解析0メンプレンはFigure・1－3で使用したものと

同一であり、フイルムの露出時間（堵00C）はIL－18（3days）、β－aCtin（1day）である0
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Figure．3－3リコンビナントル18前駆体の作成及び発現確認

（a）COS7及びRⅢ3細胞にIL－18前駆体（モルモヅト、ヒト、マウス）を一過性に強制発現させ、SDS－PAGE

（12．5％アクリルアミドゲル、還元条件）で細胞ライセートを分離後、抗H由タグ抗体で検出した0（b）各

リコンピナント体の理論質量数（血erageMW）及び質量差（AMW）はGENETYXプログラムで解析した。
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Table3-1 IL-18前駆体配列に認められる塩基性ｱﾐﾉ酸残基の含有量

S pe d es/A A L ys Ⅱis A rg T otal

●G tlinea plg . 16/193 (S.i9 % ) 5/1ﾀ3 (2.59% ) 6/193 .(3.i'i% ) 27/193■(13.9ﾀ % )

ⅢⅦm am 15/193 (7.77 % ) 1/193 (05 2% ) 8/193 (4.15 % ) 24/193 (12.44 % )

M otISe 15/1ﾀ2 (7.$1% ) . 4/1少2 (2.0S% ) 6/1ﾀ2 (3.12 % ) L 25/1_92 (13.02 % )

3__ 1'･刑_の._､層景

免疫原用に調製した精製ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体はﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝを除いた滴性型(N末端

にHisﾀｸﾞを付加)を大腸菌で作成したものであり､理論質量数(Average MW)は

19619.69である｡精製したﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体はsDS一払GEで分離後､ cBB染色にて

単-であることを確認した(Figure.3-5)｡この清性型ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の質量分析

(MjuDI法)での実測質量は19612･1874であり､理論質量数と概ね-致した(誤差は

o.o382%).さらに､実測質量19687･7346及び19820･4150の位置に明確なﾋﾟ-ｸが確

認された｡この2つのﾋﾟ-ｸが示す実測値と先の実測値の質量差(AMW)は75･55及

び208.23であり､大腸菌で作成した括性型ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の-部がﾘﾝ酸化(79･96)

及びﾐﾘｽﾁﾙ化(210.19)などの翻訳後修飾をうけている可能性が示唆されたoしか

し､上述のｻｲｽﾞ差とは解釈が別であり､実際の証明は行っていない｡また､この2

つのﾋﾟ-ｸが測定時の分解不足などによる非特異的産物ある可能性も完全には否定

できない.以上､大腸菌由来の括性型IL-18にSDS-PAGEで生じるｻｲｽﾞ差を説明

可能な生物的修飾は認められなかった｡そこで次にﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝを含むﾓﾙﾓﾂﾄ

及びﾋﾄⅠし18前駆体のﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄを動物細胞で調製し､同様な質量分析による

比較検討を行った｡

ﾚﾓﾂﾞ+ﾄ7mPlt:ﾄ型mrl只前駆俵の作戚と嘗書ﾉ分析に

(3-2-3)に既述したﾓﾙﾓﾂﾄ及びﾋﾄ型IL18前駆体を発現するﾄﾗﾝｽﾌｪｸﾀ

ﾝﾄをRK13細胞で調製し､ G418で選別したstable cloneを大量培養後､ 1% Triton-Ⅹ

で可溶化した細胞ﾗｲｾ-ﾄよりﾆﾂﾞｹﾙｶﾗﾑを用いて前駆体の精製を行った｡

精製したﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体をSDS-PAGEで分離後､ cBB染色にて確認した結果を

Figure.3-6(a)に示す｡還元､非還元条件に関わらず､精製後も依然として両ﾘｺﾝﾋﾞ

ﾅﾝﾄ体に明確なｻｲｽﾞ差が認められる｡しかし､各ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の実測質量

は23292.95 (ﾓﾙﾓﾂﾄ)及び23243･97(ﾋﾄ)であり､両分子の質量差(AMW) 48.98

は理論値49.8とほぼ完全に-致した.従ってSDS-PAGEで認められるｻｲｽﾞ差は実

際の質量差を反映していないことが判明した｡ただし､各ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体の実測

質量値はともに理論質量数より100ﾏｽほど小さい｡これに関しては各分子とも開
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始メチオニンの次に位置するアラニン残基のアセチル化で計算が一致する。ちなみ

にこのアラニン残基はFigure3－1（b）に示した全ての晴乳類配列で保存されており、

Ⅰし18前駆体が開始メチオニンのプロセシングからアラニン残基のアセチル化と続く

一連のN末端に特異的な保護修飾をうける可能性は極めて高いと考える。
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Figwe．3－4　活性型Ⅰし18（g．coJf鋼リコンビナント体の精製及び質量分析

N末端にH由タグを付加したモルモット活性型ル18リコンビナント体を大腸菌で作成し、変性条件

下、ニッケルカラムを用いて精製した。透析再生を行った精製リコンビナント（1割吋加e）を岳DS－RAGE

（㍑．5％アクリルアミドゲル）で分離後、CBB染色による確認を行った0この精製リコンビナント（1・0帽）

の質量分析を行った結果、理論質量数19619．69に対し、19612．19の実測値を示した（誤差は0．0382％）。

縦軸は検出強度、横軸は質量（マス）値（扉S）を示す0
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Figureふ5　モルモヅト、ヒトⅠし18前駆体の精製及び質量分析

C末端にHi5タグを付加したモルモット及びヒトⅠし18前駆体を恒常的に発現するクローンをRK13

細胞で作成し、native条件下、ニッケルカラムを用いてリコンビナント体の精製を行った。（a）精製リ

コンビナント（2．OtAgnane）をSDS－RAGE（12・5％アクリルアミドゲル）で分離後、CBB染色による確認を

行った。各精製リコンビナント（1．0帽）の質量分析を行った結果、理論質量数23386・78（モルモット）、

23336．98（ヒト）に対し、実測値は23292．95（モルモヅト）及び23243・97（ヒト）を示した。縦軸は検出強

度、横軸は質量（マス）値（mh）を示す。なお、AcrAはアセチル化修飾をうけたアラニン残基を示し、修

飾後の理論質量数は以下の計算式より求めた。修飾後の理論質量数＝未修飾の理論質量数一関始メチオ

ニンの分子量（149・22）＋アセテル化修飾（42・01）0

＿2＿　Ⅰし　前目　　　　　　　プロセシン　ー　止、

モルモヅトⅠし18の生理痛性を評価するにあたり、（3－2－5）に既述した精製Ⅰし18前

駆体に対して、ヒト型リコンビナントCaspase－1を作用させるinvitroプロセシング

反応により活性型の調製を行った。なお、（3－2－4）で調製した大腸菌由来の活性型リ

コンピナント体に生理活性は認められなかった。これに関してはN末端にタグを融

合していること、また精製後の再生操作が不適切であったことなどが可能性として

挙げられる。また、既幸艮の多くではⅠし18前駆体及びCaspase－1前駆体を動物細胞に

一過的に共発現させることで活性型Ⅰし18の調製に成功しているが、我々の検討では

再現不可能であった（Caspase－1前駆体はオートプロセシングされるらしい）。反応混
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合物をsDS-PAGEで分離し､抗ﾀｸﾞ抗体で検出した結果をFigure.3-6に示す.ﾓﾙ

ﾓﾂﾄ及びﾋﾄⅠし18前駆体はともにﾋﾄ型ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄCaspase-1を作用させる

ことで18kDaの活性型にﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞされ､またこれらのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ反応はｼｽ

ﾃｲﾝﾌﾟﾛﾃｱ-ｾﾞ阻害剤であるIAA及びCaspase-1に特異的な阻害剤であるAc-

く乃gO
7L< ▼■
l I

wa?NCagfse-Il蓋･:agyas?-Il

Ⅰ血ib祉or

N; none i血ibitor

Y; A£･YVAD-cmk (1mM)

Ⅰ ; IAA (10mM)

ⅡtIⅡ岨n Gtlhea pig

yvAD-cmk存在下では完全に抑制された｡興味深いことに18kDaの括性型に関して

は､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ及びﾋﾄ型ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の間に前駆体ほどのｻｲｽﾞ差は認めら

れない｡

Figure.3-6 IL-18前駆体のinviiroﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞ反応

精製IL-18前駆体(ﾓﾙﾓﾂﾄ､ﾋﾄ型)及びﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄCaspase-1の反応混合物をsDS-IAGE(12･5%

ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ､還元条件)で分離後､ o･1pg/mi濃度の抗His(x6)ﾀｸﾞ抗体を用いたwestem blot

により各反応物(0･5p･g of recombinant IL-18 nane)の検出を行ったo反応条件の詳細は｢実験方法J'の項

を参照｡ pro-Ⅰし18は前駆体を示す｡

3

ﾋﾄPBM'c及びﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞の培養上清に､ (3-2-6)で調製した反応混合物を

直接加える方法で括性型Ⅰし18の生理活性を評価した｡その結果をFigure.3-7に示す｡

なお､ﾋﾄPBMCの培養上清には10ng/ml濃度のIL-12を加え､上清中のIFNy濃度

は'ELISAで測定した｡ -方､ﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞の培養上清には4% (v/v)濃度のRKCS

(IL-12)を加え､回収した牌細胞のmRNAを鋳型とするRT-PCRで評価を行った.結

果､ﾋﾄpBMC及びﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞ともに括性型IL-18のみに応答し､ IFNyの産

生が認められた｡さらに補足として､ﾋﾄpBMCに対してﾓﾙﾓﾂﾞﾄ晴性型は交叉
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反応性を示さず､生理活性を規定する種特異性が認められた(ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ牌細胞に対

する同様な検討は行っていない)｡

3__大_ ､ﾊﾟ'J王○ﾛﾜ

ﾏｳｽでの既報に従い(39)､ P. acnes加熱死菌を腹腔投与したﾓﾙﾓﾂﾞﾄ腹腔浸潤

細胞における内因性IL-18ﾀﾝﾊﾟｸの発現を抗ﾓﾙﾓﾂﾄIL-18抗体を用いたWestem

blot解析で確認した.なお､ pBMC及び(3-2-2)に既述したNothern blot解析の結果か

らⅠし18 mRNAの著明な発現が確認された牌細胞に閑しても同様な解析を行ったo

その結果をFigure.3-9に示す｡ｺﾝﾄﾛ-ﾙ(未投与群)に比べ､ P. acnes投与群から

回収した腹腔浸潤細胞､牌臓及びPBMCでは内因性IL-18ﾀﾝﾊﾟｸの発現が著明に

増強されていた｡しかしその発現はいずれも前駆体であり､ LPS及びP. acn'esなどの

菌体成分による2次刺激(invitro)を行っても､活性型へのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞは認められな

かった(a).さらに､ﾓﾙﾓﾂﾄ腹腔浸潤細胞に作用してIL-23の発現を著明に誘導

することが明らかなS.aureus PGN (2-2-2)及び当研究室でTLRを介したｼｸﾞﾅﾙを誘

導することが確認されている種々のPWsを用いて2次刺激の再検討を試みたが､

いずれも括性型へのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞは認められなかった仲)(49).

(a) ⅡtlmanPBMC

篭
丘
ﾄ≡=
l

:石

巴

Pro･IL1S Ⅱuman Guinea plg

Caspase11 1 + + ･ + +

Inhibitor ･ ･ + - ･ +

0) G血ea pig splenocytes

】甘N･y

GM･ CSF

β-ac血

IL 12 + + + + -

Pro･IIrlS ･ + + +

Caspase･ 1 ･ + +

IAhibitor ･ +

Figure.3-7括性型IL-18の清性評価

Figure.3-6の反応混合物を直接､ﾋﾄpBMC (a)及びﾓﾙﾓﾂﾞﾄ牌細胞仲)の培養上清に加える方法で

Ⅰし18の生理括性を評価した｡ﾋﾄpBMCは24時間､ﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞は12時間培養後､それぞれ

培養上清及び細胞の回収を行った｡なお､ (a, b)に表記したinhibitorはAc-YVAD-cmk(10mM)である｡
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Figure.3-8内因性IL-18ﾀﾝﾊﾟｸの発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙ

(a) p･ acnFs投与群はHBSSに解濁した25mgのP acf-加熟死菌を腹腔内(i･p.)に投与し､ 4日後に腹腔

浸潤細胞(pECs)､牌臓(spleen)及び未梢血単核球細胞げBMC)を回収したoなお､ 1st i･p･は前述のin vivo

刺激を意味し､ Noneは未刺激で回収した腹腔内定住細胞を意味する｡また､腹腔より回収したpECs

はｼﾔ-ﾚ上でLPS (1pg/ml)もしくはp acnes加熟死菌(10LAg/mi)存在下､ 4時閤培養を行った(2nd stim).

各ｻﾝﾌﾟﾙは100pgnaneとなるよう調製し､ SDS-PAGE (12･5%ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞｹﾞﾙ､非還元条件)で分

離後､ o.1pg/ml濃度の抗ﾓﾙﾓﾂﾄIL-18抗体を用いたwestem blotにより内困性IL-18ﾀﾝﾊﾟｸの発

現を確認した.なお､ crはﾎﾟｼﾞｺﾝﾏｰｶ-であり､ caspase-1と反応させた18kDaの活性型(3-2-6)を

当量の前駆体(24kDa)と混合することで調製し､ Westem blotには50ng ofeach fragmentnaneで使用したo

仲) P. acnes加熟死菌(i.p･)で誘導したpECsに対して､ 2次的なpAMP刺激(in vitro)を行ったo使用した

菌体成分のﾛﾂﾞﾄ及び濃度は｢実験方法｣の項を参照oまた､解析は全て(a)に従う.
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1．3　考察

本章ではモルモットⅠし18遺伝子を単離同定し、更にモルモット、ヒト、マウスリ

コンビナント体の発現比較において幾つか興味深い知見を得た。はじめに今回同定

したモルモヅトⅠし18を含むヒト、マウス前駆体のリコンピナント体を動物細胞

（RK13、COS7）に強制発現させ、SD白－PAdEで分離した各リコンビナント体の分子サ

イズを比較した結果、理論上の分子量差に反し、モルモット前駆体のみに明確なサ

イズ差が認められた。なお、内因性IL－18に関しても同様な比較を試みたが、今回作

成したポリクローナル抗体を含め、交叉反応を示す適当な抗体が準備できなかった

ため、確認できていない。興味深いことにⅠし18と構造的に類似するⅠし1βでは配列

内リジン残基のミリスチル化が確認されており、この翻訳後修飾が膜へのtransport

に重要である可能性が報告されている（45，51）。そこで同様なモルモットⅠし18に特

異的な翻訳後修飾の可能性を考え質量分析を試みたが、実測値から求められる質量

差は理論値と一致し、泳動で認められたサイズ差は実際の質量差を反映していなか

った。その他の可能性として立体構造的な影響が考えられるが、少なくとも構成ア

ミノ酸に関しては、泳動に影響を与えると考えられる極性分子の含有量に顕著な差

は見られず、またデータには示していないが、高次構造を予測するプログラムを用

いた解析でも特に原因となり得るような差異は認められなかった。従って更なる解

明には結晶解析やNMRなどの専門的な解析が必要であり今後の検討課題である。一

方、今回の質量分析では同時にⅠし18前駆体がN末端に特異的な保護修飾（開始メチ

オニンのプロセシングに続くアラニン残基のアセチル化）を受けている可能性が示唆

された。Ⅰし18の翻訳後修飾に関してはヒト、マウスを含め幸艮告はなく、また実際に

標識脂肪酸の取り込み実験を行う必要があるが、N末端2番目のアラニン残基は現

在までに同定されている配列のうち、ニワトリ配列を除く全てで保存されているこ

とから、晴乳類では種を問わない普遍的な修飾であると考える。興味深いことに、

細胞質に局在するタンパク質の約半数が同様なアセチル化によるN末端修飾を受け

ており、さらにアラニン残基はアセチル化されるアミノ酸残基の40％をしめること

が統計学的に証明されている。未だその生理的な意義は明らかにされていないが、

IL18に関しても前駆体は細胞質内に均一に局荏することを免疫染色で確認しており、

質量分析から推測される翻訳後修飾の可能性は極めて高いと考える（下図）。

なお、本章では0血椚以rαらの既辛皮に従い、PαC乃錯投与群及び非投与群における内

因性IL－．18タンパクの発現差異をWtstemblotで比較した（39，40）。t本実験では残念な

がら内因性の活性化機構を確認することはセきなかったが、麒慮制帽らも報告してい

るように当研究室では、ヒト、マウスいずれの細胞群においても既報の反応機構に
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対する再現性が得られていない(52)｡従って､信頼性という点でも清性化機構に関し

ては今-度､再考察する必要があると考える｡ -方､興味深いことに今拭の解析で

は腹腔浸潤細胞(ﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞ)に加え､牌臓､ pBMCにおいてもp acnes投与によ

る明確な発現増強が確認された｡これまでﾀﾝﾊﾟｸﾚﾍﾞﾙでの発現が確認されてい

るIL18産生細胞はﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞ､樹状細胞､単球などの抗原提示細胞に限局され

てきたが､牌臓､ pBMCにj引ﾅる該当ｻﾌﾞｾﾂﾄの割合はpBMCで-9%､牌臓にい

たっては数%と極めて少ない｡従って上述の牌臓､ pBMCにおけるⅠし18の発現誘導

に関しては､ APC以外のｻﾌﾞｾﾂﾄが産生細胞として関与している可能性が考えら

れるが､現在のところ､唯-ﾗﾂﾄ牌細胞で同様の結果が報告されている(53)｡本

章冒頭でも述べたとおり､ iし18の標的細胞はT細胞に限らず非常に多様であること

が最近明らかにされつつあり､新規な生理活性の可能性を含めこれらのｻﾌﾞｾｯﾄ

がIL-18を発現する意味､重要性を明らかにすることは非常に興味深い検討課患であ

ると考える｡

Gujuea piF:

Figure.1-7ﾓﾙﾓﾂﾄ及びと卜IL-18前駆体の細胞内局在

ﾓﾙﾓﾂﾄ及びﾋﾄⅠし18前駆体を恒常的に発現するRK15細胞を対象に､抗Hisﾀｸﾞ抗体を用いた

免疫染色を行い､共焦点ﾚｰｻﾞ-顕微鏡を用いた検境により細胞内局在を確認した｡ pTはpropidium

iodideを示し､個々の細胞の核染色に用いた｡
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第4章ﾓﾙﾓﾂﾄｻｲﾄｶｲﾝ遺伝子の分子進化

ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ(Cavia pwcellus)8ま形態学上､審歯目の新世界ﾔﾏｱﾗｼ亜目(ﾃﾝｼﾞｸ

ﾈｽﾞﾐ亜目)に分類される｡寄歯目は晴乳類(有袋類+真獣類)の中でも最も多くの種

を含む目であるが､形態学上3つの亜目に分類される｡すなわち､ﾘｽ亜目､ﾈｽﾞ

ﾐ亜目及びﾔﾏｱﾗｼ亜目である｡最初の2つの亜目は単-系と考えられているが､

ﾔﾏｱﾗｼ亜目の動物は､寄歯目の中で~も独立したｸﾞﾙ-ﾌﾟと考えられている｡事

実､ﾔﾏｱﾗｼ亜目は他の2つの音歯類亜目と比較して非常に特異な形態学的およ

び分子生物学的特徴をしばしば示す｡従って､ﾓﾙﾓﾂﾄの分子進化に関する従来

の文献も､ ｢収赦進化｣､ ｢きわめて速い置換速度｣および｢ﾕﾆ-ｸな進化のﾒｶﾆ

ｽﾞﾑ｣を論じたものが多くを占めるが､このような｢ﾓﾙﾓﾂﾄの遺伝子は特異で

ある｣という主張は､たいていﾓﾙﾓﾂﾄが窟歯類であるという仮定に基づいてい

る｡しかし､ 91年､ Grα〟rらは15種類の分子のｱﾐﾉ酸配列ﾃﾞ-ﾀをもとに行った

系統発生学的分析から｢ﾓﾙﾓﾂﾞﾄを者歯類に分類するのは適当ではない｣とする

新しい説を提唱した(54)｡彼らはﾓﾙﾓﾂﾄ､ﾈｽﾞﾐ亜目､霊長目及び偶蹄目の全て

でｱﾐﾉ酸配列が決定されており､かつ有袋類もしくは晴乳類以下の生物種のｱﾐ

ﾉ酸配列がｱｳﾄｸﾞﾙ-ﾌﾟとして利用可能である分子を選択､解析を行った結果､

霊長目と偶蹄目がﾈｽﾞﾐ亜目の音歯類(ﾗｯﾄおよびﾏｳｽ)から分れる以前にﾓ

ﾙﾓﾂﾄは分岐することが示唆された｡そこで彼らは､ﾈｽﾞﾐ亜目とﾔﾏｱﾗｼ亜

目は1つのｸﾚ-ﾄﾞ(共通の祖先から進化した生物群)に属するのではなく､ﾔﾏ

ｱﾗｼ亜目は争類学上の地位を上げて､音歯類とは別の独立した晴乳類の目に分類

すべきであることを提唱し､その結果､もしﾈｽﾞﾐ亜目が食肉目､重歯目､偶蹄目

および霊長目が分岐する以前に分岐したのであれば､新しいﾔﾏｱﾗｼ目は､真獣

類の系統発生における初期の分岐を示すものになるという驚くべき結論が導かれた｡

その後､同様なﾓﾙﾓﾂﾄの分子進化に関する解析が幾つか行われたが､知見が蓄

積されるにつれ､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄの進化上の分岐位置が｢解析する分子集団の選択｣及

び｢計算法｣によって異なり､必ずしも統-した見解が得られないことが明らかと

なった(55)｡.従って､問題の解決には更なる遺伝子配列の網羅的解読､及びそれらの

個別分析ﾃﾞ-ﾀを基にした統計学的な分析が必要となり､ 96年D'Erchiaらは①母性

遺伝であること､ ②組換えがないこと､ ③多くの生物種において相同遺伝子が同定

されているという利点からﾓﾙﾓﾂﾄﾐﾄｺﾝﾄﾞﾘｱｹﾞﾉﾑの完全長を解読し､同

様な系統発生学的分析から､ ｢ﾈｽﾞﾐ亜目の寄歯類がﾓﾙﾓﾂﾄを含む他の真獣類に

対してｱｳﾄｸﾞﾙ-ﾌﾟになる｣という見解を報告した(下図)(56)｡従って､進化上の

分岐位置は異なるが､上述のGraurらの幸艮告と同様､やはりﾓﾙﾓﾂﾄは寄歯類に
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分類すべきではないという結論が導かれた。本章では現在までに同定されているモ

ルモットサイトカイン遺伝子のうち、晴乳類以下の生物種でホモログ遺伝子が単離

されているもの、あるいは全ドラフトシーケンスが公開されているフグゲノムから

ホモログ遺伝子の推測が可能な分子に関して系統発生学的分析を行い、モルモット

の進化上の分岐位置（分子進化）に関してサイトカイン遺伝子を基に考察した0

I一IstheguineaplgarOdent？H

Graur efαエ〝αf〟re．1991

有袋類

真獣類

有袋目

モルモット

醤歯目

偶蹄目

霊長目

”TheguineaplglSnOt arOdent’7

D－Erc血ia efαエ〟αJ以re．1996

有袋類

真獣類

有袋目

寄歯目

モルモット

偶蹄目

霊長目

（図）モルモットは薔歯類なのか？

4－1　実験方法

4＿　＿　　フ’　　　　　　4　　や　　　　　の同

一　モルモットⅠし12p35、p40及びⅠし10分子のアミノ酸配列をプローブに、フグゲ

ノム上に存在する相同遺伝子の検索を行った。検索はNCBIBlastsearchサイトのFugu

genomicblastプログラム（http：〟www・ndbi・nlm・nih・gOVPMGifg／Genomes／fugu・htm）で行い、

その他の解析にはGENmプログラムを使用した。

、、音‾　　系締鰯

各サイトカイン遺伝子群のアライメントは　ClustalW　プログラム

（http：仙ypemig・nig・aC・jpnlOmOlogy／clustalwihelp・htmi）で行った0系統樹推定は近隣結合

法（neighborjoining，NJ法）で行い、その際、bootstrapの連続実行（1000B］）を解析オ

プションとして指定した。系統樹はT托eⅥewPPCプログラム（VerSionl．6）で作成し、

全てradialtypeで表記した。なお、各サイトカイン配列のアクセッションナンバーは

巻末サプリメントに全て表記した。
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4．2　実験結果及び考察

＿　＿　コ、　○ユー　　　　†

一般的に真獣類の分岐の順序はまだよく判っていないため、一有袋類もしくは晴乳

類以下の生物種をアウトグループとして加えることで系統発生学的分析は俄然有意

義なものとなる。現在までにモルモットホモログが同定されているサイトカインの

うち、IL－12p35、IL－12p40、IL－10、GM－CSF、IL－5に関しては有袋類及び晴乳類以

下の生物種でホモログ遺伝子が単離されていない。そこで、最近全ドラフトシーケ

ンスが公開されたフグゲノム上にこれらサイトカインの相由配列が存在するか否か

Blast検索を行った。はじめに同定されている晴乳紫の全ORF塩基配列をプローブに

順次BLAST検索を行ったが、該当する相同遺伝子は認められなかった0そこで、次

にモルモットホモログのアミノ酸配列をプローブにGen6scanプログラムを実行した

ところ、Ⅰし12p40及びⅠし10の相同配列がフグゲノム上に認められた（Figure・4－1）0

ちなみに、これらのフグ配列をプローブにBLAST検索を行った場合、各サイトカイ

ンの晴乳類配列が全長に渡り最も高い相同性を示す。Ⅰし12p35に関しても相同配列

が認められたが、予測分子（N末端からSCmPl＋IL－12p35→ZPC4が連結した全長1000

アミノ酸残基からなるポリペプチド）の部分配列であった。従って厳密にホモログと

は言えないが、以後の系統樹解析では相同性を示す部分配列をフグⅠし12p35として

用いている・。一方、GM－CSF及びⅠし5に関しては、他の晴乳類全てのアミノ酸配列

をプローブに用いても該当する相同配列が認められなかったため、以後の系統樹解

析には採用していない。最後に本論文への記載は間に合わなかったが、現在予測さ

れたフグサイトカイン分子が実際に存在するか否かRTゼCRで解析中である。
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Figure．4－1フグIL－12p35、P40及びIL－10分子の予測アミノ酸配列

フグゲノム上に認められるIL－12及びIL－10サイトカインの予測配列（FuguGeneScan）を表記した0年

お、相同性（％identity）はモルモット配列に対する数値であるo

系嘉森樹モデルの言皆

系統樹分析を行うに当たり、はじめにFigure．・4－2に示したⅠ型γⅠⅤ型のモデルを

設定した。Ⅰ型はGrα〟rらが提唱した系統樹モデルで、モルモットは音歯目を含む他

の真獣類に対してアウトグループである（54）。ⅠⅠ型は従来の形態学的分類と一致する

ものであ．り、モルモット及び寄歯目は1つのクレードを形成する（55）0ⅠⅡ型はβ官化ゐfα

らが提唱した系統樹モデルで、寄歯目がモルモットを含む他の莫獣類に対してアウ

トグループとなる（56）。ⅠⅤ型はⅠⅡ型で、かつ、霊長目と偶蹄目が分かれた後にモル

モット及び霊長目が分岐し、両者は1つのクレードを形成する。

取peI

有袋摂

裏獣類

有袋目

モルモット

寄歯目

偶蹄目

霊長目

有袋類

TypeⅡ

有袋目

審歯目

取peⅡⅠ

有袋類

モルモット　真獣類

莫獣類　　　　　偶蹄目

霊長目

有袋日

暮歯目

モルモット

偶蹄目

・霊長目

有袋類

真獣類

TypeIV

有袋日

音歯目

偶蹄目

モルモット

Figure．4－2　系統樹モデルの設定

系統樹内に表記した音歯目はネズミ亜目（マウス、ラット）を指し、モデルの順列は右に移行するに従

ってモルモットと霊長目との系統発生学的距離が近くなるよう設定した。
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4__? t-ﾌ3 47弓､- -R卦の石綜p_H･

はじめに､今回筆者がﾓﾙﾓﾂﾄﾎﾓﾛｸﾞの単離に成功したⅠし12 p35､ p40及び

Ⅰし18分子に関して､現在までに同定されている全動物種のｱﾐﾉ酸配列ﾃﾞ-ﾀを基

に系統樹を作成した(Figure. 4-2)｡興味深いことに､ IL-12 p35及びp40分子の系統樹

はともに前述のIII型ﾓﾃﾞﾙ(D'Erchia提唱ﾓﾃﾞﾙ)を指示するのに対し､ IL-18の系統

樹は､ﾓﾙﾓﾂﾄと霊長目が分岐する局所的ﾌﾞ-ﾄｽﾄﾗﾂﾌﾟ値が486と低いもの

の､今回新たに設定したⅠⅤ型ﾓﾃﾞﾙ(ﾓﾙﾓﾂﾄと霊長目の系統発生学的距離が最

も近い)を指示したo

IL-12 p40

Gui耽a P喝

ⅠⅠ′ 1S

ﾙ12 p35

Mouse

Guinea pig

蓋長目伊血atcs; Ⅱu皿aB, Monkey)

食肉目(Cardvores; CaちDog)

偶蹄目(Artiodactyls; IbyiAe, Deer, Pig, Sheep)

奇蹄目伊crissoda申1s;払rse)

審歯目(耳odeJltS; MotLSe, Rat)

Figure.4-3 IL-12p35､ p40及びIL-18のｱﾐﾉ酸配列ﾃﾞ-ﾀを基に作成した系統樹

各ｻｲﾄｶｲﾝ分子の系統樹は近隣結合法で推定し､図申に示した数値はその際解析ｵﾌﾟｼﾖﾝとし

て指定した局所的ﾌﾞｰｽﾄﾗｯﾌﾟ値(800以上が信頼性の基準となる)を示すoなお､図中灰色線で示

したｱｳﾄｸﾞﾙ-ﾌﾟに関しては実際に得られた枝寸尺(進化的な距離)を短縮しているo
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如ｲﾝ命子の系絃樹解担

次に前述のｻｲﾄｶｲﾝ(Ⅰし12 p35, IL-12 p40, IL-18)に加え､現荏までにﾓﾙﾓﾂ

ﾄﾎﾓﾛｸﾞが同定されているｻｲﾄｶｲﾝのうち､有袋類もしくは晴乳類以下の生

物種でﾎﾓﾛｸﾞ遺伝子が同定さFLている分子のｱﾐﾉ酸配列ﾃﾞ-ﾀを基に系統樹を

作成した(Figure･ 4-4)oなお､系統樹を単純化するため､ｱｳﾄｸﾞﾙ-ﾌﾟの他には､ 5

種類の真獣目(霊長目､偶蹄目､食肉目､寄歯目､ﾓﾙﾓﾂﾄ)のみを加え､かつ､音

歯目(ﾏｳｽ､ﾗﾂﾄ)を除き各分類目1動物種で分析を行ったo結果､ｻｲﾄｶｲﾝ

遺伝子にはⅠ型(Ⅰし1β)､ ⅠⅠ型(TNFα,TG印, IL-10)､ ⅠⅡ型(Ⅰし12p35, Ⅰし12p40, IL2)､

ⅠⅤ型(Ⅰし18, IFNy)全ての分子進化ﾊﾟﾀ-ﾝが認められ､約1/3は｢ﾓﾙﾓﾂﾄは審

歯類に属する｣いう従来の形態学的分類を指示した｡ -方残りの2/3は｢ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ

を寄歯類に分類すべきではない｣というGraur, D'Erchiaらの見解を指示し､少な

くともⅠⅠⅠ型及びⅠⅤ型に含まれる5/9の系統樹に関して言えば､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄと霊長

目との系統発生学的距離は､ﾓﾙﾓﾂﾄとﾈｽﾞﾐIB､あるいは霊長目とﾈｽﾞﾐ目と

の距離よりずっと近い｡さらにⅠし18及びIFNyに関しては霊長類とﾓﾙﾓﾂﾄが同

じｸﾚ-ﾄﾞを形成するという極めて興味深い分子進化ﾓﾃﾞﾙが示唆された｡ただし､

本解析で採用した近隣結合法は､配列の数が多い時に計算時問が少なくてすむ反面､

誤った系統推定となる確率が相対的に大きく､必ずしも信頼性が高い方法とは言え

ない｡事実､今回作成した系統樹では､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ以外の分類目に関しても､音歯

目及びｱｳﾄｸﾞﾙ-ﾌﾟ(有袋類､鳥類､魚類)を除き統-した樹形は得られず､局所的

ﾌﾞ-ｽﾄﾗﾂﾞﾌﾟ確立が低い節点(<800)も多い｡今後､ｱﾗｲﾒﾝﾄに関しては全長を

用いず不確定部分を除いた配列で再実行し､系統推定に関しても､より信頼度の高

い最尤法(Maximum-1ikelibood法)を併用するなどして再検討を行う必要があるoしか

し､少なくともｻｲﾄｶｲﾝ配列を対象にした今回の系統発生学的解析から､ﾓﾙ

ﾓﾂﾄの分子進化は､他のﾈｽﾞﾐ亜目の審歯類のそれに比べ興味深い挙動を示すこ

とが示唆された｡

Rat

MotLSe GdAea Plg

XcAO PtLS
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Figure.4-4ｻｲﾄｶｲﾝ分子の系統樹解析

Figure. 4-3同様､各ｻｲﾄｶｲﾝ分子の系統推定は近隣結合法で行い､図中に示した数値は局所的ﾌﾞ

-ｽﾄﾗﾂﾌﾟ値を示す｡なお､図中灰色線で示したｱｳﾄｸﾞﾙ-ﾌﾟに関しては､実際に得られた枝寸

尺(進化的な距離)を短縮しているo

53



第5章　LinelO坦癌モルモットで評価するⅠし12及びⅠし18の抗腫癌効果

本章では、第1葺から第4章に渡って論じてきたモルモットサイトカインに関し

て、実際にinvivoへの応用をモルモット腫瘍モデルで検討した。序章、及び第1章

でも述べたように、Thl応答の惹起が必須な種々の細菌感染症や癌に対し、「サイト

カイン療法」は、生体内での微量な至適濃度を考えた上でも非常に有効な手段とな

る（57）。一方、過剰な免疫応答が起因となって発症する種々の炎症性自己免疫疾患に

対しては、免疫シグナルの司令塔を担うサイトカインを遮断する「抗サイトカイン

療法」が有効な手段となる（58）。後者では現在、特異抗体の投与が治療手段として注

目されているが、実は慢性関節リウマチを初めとする炎症性自己免疫疾患に対する

治療法としては従来の消炎鎮痛剤や免疫抑制剤の使用に比べ比較的新しく、特に抗

Ⅰし1、Ⅰし6、m－α抗体の投与は非常に有効な臨床成績を上げている（59，60）。一方、

前者は一口に「サイトカイン療法」と言っても、従来のリコンピナント体投与に加

え、遺伝子治療あるいは樹状細胞などの抗原提示細胞を併用する細胞療法など実に

様々な治療手段が多面的に検討されている。IL－12はThl応答を極めて強力に誘導す

ることから、発見当初よりサイトカイン療法への応用が期待祝されてきた（10，61）。

特に、Ⅰし12はIFNYを介して間接的にIP－10を誘導し、血管新生を抑制する効果を持

つことが最近までに明らかにされたている62）。従って、従来より明らかであるCTL

やNK細胞などの傷害活性を非特異的に増強する抗腫瘍効果に加え、自身の増殖に

血管新生を必要とする進行性の固形癌に対しては、現在この新たな効用に着目した

分子設計（ミサイル療法）が検討されている（63）。Ⅰし18に関しては、Ⅰし12との併用に

よるⅠ抑叶依存的な抗脛癌効果の他に、単独投与においてもNK細胞などの傷害活性

を増強する効果が認められる（64）。興味深いことに0∫α最らはⅠし12によって惹起さ

れるNK細胞の傷害活性はパーフォリン・グランザイム依存性であるのに対し、IL－18

単独で増強されるNK細胞の傷害活性は、、F甲を介したⅠし12、IFNY非依存的な機構

であることを明らかにしている（65）。このような興味深い知見がマウスをはじめとす

る前臨床動物試験で数多く蓄積されている一方、臨床試験では前臨床動物試験のあ

り方を見直さなければならない幾つかの問題点が浮き彫りにされている（Ⅰし18の臨

床成績はいずれのサイトカイン療法に関しても現在のところ報告はない）。Ⅰし12の

臨床試験はリコンピナント体投与に関して、腎癌（20症例）及び悪性黒色腫（12症例）

を対象に第ⅠⅠ相まで施行されたが、副作用による死亡例が続出したため95年に中断

されている（66）。これはその後の詳細な原因究明から、前臨床動物試験より算出され

た投与量、投与スケジュールが問題であったことが判明している（67）。また現在、IL－12

遺伝子を導入した同系繊維芽細胞を投与する細胞療法の臨床試験が第Ⅰ相まで施行
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されているが、DLr（doselimi血gtoxity）やm（maximumtolerated’dose）に関しては

マウスをはじめとする前臨床動物モデルとの間に大きな開きがある（68）。冒頭でも述

べたように、本章では前述の抗腫癌効果を期待したⅠし12〃L－18療法をLinelO坦癌モ

デルで検討した。実験に使用したLinelOヘパトーマは抗原性が低く、原発巣におけ

る腫癌の増大に続き、所属リンパ節への転移を伴う悪性度が極めて高い腫瘍細胞で

ある。従って、従来のマウス腫瘍モデルと比べても非常に有効な評価系であるのだ

が、サイトカイン療法に関してはIL－2（ヒト型リコンピナント体）の検討が報告され

ているのみである（19）0また本章に記載した以外にも、モルモットの有用性が明らか

な結核感染及びウイルス性出血熱モデルに対するⅠし12／Ⅰし18療法（リコンビナント体

及びDNAワクチン）の可能性をA奴k那肋血らとの共同研究で検討している（27，69）0

5．1実験方法

5＿＿1Ⅰし12□手口ぺ　　－SCIし12－Irの酢覿及び、□王巨目認

ェ吉田C触らの報告に従い、モルモヅトⅠし12p35及びp40をリンカー鎖

（GGGSGGGSGGGS）で連結したシングルペプチドを作成した（70）0はじめに、リンカ

ー鎖の塩基配列を含むプライマーを用いたPCRによりp35及びp40断片を増幅させ

（1st）、ゲル抽出により各PCR断片を精製した0次に、精製PCR断片を混合し、プラ

イマーを含まない条件で3サイクル（2nd）、プライマーを加えた条件で25サイクル（3rd）

のPCRを行い、P40－1inler－P35（SCIL－12）からなる一本鎖のPCR断片を増幅させた0

次に抗体定常領域（Fc）をscIL－12のC末端に融合させるため、大阪府立公衆衛生研究

所鈴木博士より供与されたヒトIgGl発現ベクターを鋳型に、適当なプライマーを用

いたPCRを行い、重鎖Fc部位の増幅断片を得た。各PCR断片はシーケンスにより

配列を確認後、PME18Sベクターに組み込んだ（SCIL－12－Ig）。なお、以上のサブクロー

ニングの行程を下図に簡単に示した。またscIし12－Igの塩基、アミノ酸配列は巻末サ

プリメントに表記した。SCIし12－Igの発現は通常の免疫沈降法により確認した。即ち、

構築した発現ベクターをRK13細胞にLipofectAMINE2000を用いてトランスフエク

ションし、SCIL－12－Igを一過的に強制発現させた。次いセFCSを含まない培養上清

（DME叫）を24時間後に回収し、非特異的な結合を防そため、あらかじめ1％BSAで

処理したProteinG？ePharoseビーズ（AmershamPharmaci4）と室温で2時間反応させた0

その後、D－PBSで数回洗浄を行ったビーズをSDS及び2MEを含むサンプルバッフ

ァーに直接懸濁し、煮沸することで沈降物の溶出を行った。溶出サンプルは10％ア

クリルアミドゲルを用いたSDS－PAGEで分離後、CBB染色による発現確認を行った。

なお、抗モルモットp40抗体を用いたⅥ屯stemblotも同様に行い、SCIL－12－Igの発現

を確認した。
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（図）虻Ⅰし12一Igのクローニングストラテジー

プライマー配列は以下の通りである。なお下線は配列最後尾に表記した制限酵素サイトを示す。

①TCWGTGTCACCGGCAGTTG（独oI），②AGArCCGCCGCCACCCGACCCACCACCGCCCGAGCCACCG

CCACCrCTrGAGACTGAAACCTCAC，③　AGGTGGCGGTGGCTCGGGCGGTGGTGGGTCGGGTGGCGGCGGAr

CTAGGAACCTCCCTAGGGCC，④GqCGGCCGmmGGAACmGTCAGGTAGC（XbaⅣNotI）

栢。。、こ　王□　　納　　　言。り　　小lコ、ビ、　　　精製

scIL－12－Igを恒常的に発現するRK13細胞株の調製は（3－1－5）に従った。選別した各

G418耐性クローンのscIL－12－Ig発現量を前述の免疫沈降法で確認し、最も発現量が

高いクローンに関して、培養を10cmディッシュ25枚までスケールアップした。次

いで、細胞がコンフルエントな状態であることを確認した後、培地をAlMV（Gibco）

及びRPMIを1：1に混合した無血清タイプに交換し、更に48時間培養を行った。そ

の後、回収した培養上清に硫酸アンモウニウムの粉末を最終濃度80％となるように

加え、0／N、40cの条件で上清タンパクの塩析操作を行った。塩析させた上清タンパ

クは8000rpm、40c、30minの遠心条件で沈降させ、リン酸バッファー（匝OSPhatebuffer；

PB）に懸濁後、同バッファーに対して透析を行い、サンプルを平衡化させた0その後、

アフィニチイーげroteinG；StePelution，0．1MGlycinepH2．7inPB）→イオン交換

（monoQ；gradientelution，0～1MNaCIpH8・OinD－PBS）と続く2段階の精製操作を、指

定のカラム（比Tr叩，AmershamPharmacia）を接続したAm Prime（Amersham

Phamad可を用いて行った。最終療製物はD－PBSに対して透析を行い、エンドトキ

シン濃厚を市販のキット（エンドスぺシー、生化学工業）を用いて測定後、－200cに保

存した。なお、精製したリコンビナント体の生理活性評価は（2－1－5）に従った。即ち、

5匹g／mi濃度のCon．A存在下で3日間培養したヒトPBMCを回収、洗浄後、
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100rlO5pg/ml濃度のscIL-12-Igを含む10% FCS-RPMIに1･0Ⅹ107cells/mi(200pl)となる

よう懸濁し､ 96穴ﾌﾟﾚ-ﾄで48時問培養したo培養上清中のIFNy濃度はﾋﾄIFNy

EuSAｼｽﾃﾑ(Amersham Pharmacia)を用いて測定し､解析は全てﾄﾘﾌﾟﾘｹ-ﾄで

行った｡

主ﾕﾆ≡しりｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄIL一柑の作成ﾌ蛇憎製

投与するⅠし18ﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体は大腸菌で作成したo前駆体のﾌﾟﾛﾄﾞﾒｲﾝを除

いたﾓﾙﾓﾂﾄⅠし18配列をPCRで増幅し､ C未端にHisﾀｸﾞ(11isx6)が付加されるよ

ぅﾗﾚ-ﾑをあわせpET23bﾍﾞｸﾀ-(Novagen)に組み込んだo形質転換体は

BL21(DE3)株(Novagen)で作成し､ 1mM濃度のIPTGで4時問誘導後､集菌したぺﾚ

ｯﾄをﾘﾝ酸ﾊﾞﾂﾌｱ-に懸濁し超音波破砕を行ったo遠心後の上清ｻﾝﾌﾟﾙに対

し､ｱﾌｲﾆﾃｲ-(Ni2･ｷﾚ-ﾄ; gradient elution; 20-200mM imidazole pH7･4 in Tris

B) →ｲｵﾝ交換(mono Q; gradient elution; 0-1M NaCl pH8･O in PBS)と続く2段階

の精製操作をAKTA Primeを用いて行ったo最終精製物はD-PBSに対して透析を行

い､ｴﾝﾄﾞﾄｷｼﾝ濃度を測定後､ -20oCに保存したoな乳精製したﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝ

ﾄ体の生理清性評価は(3-1-8)に従ったo即ち､ 100ng/ml濃度のscIL-12-Ig及び100ng/ml

濃度の精製IL-18を含む10% FCS-RPMIに4.0Ⅹ106 ce11s/miとなるようﾓﾙﾓﾂﾄ牌

細胞を懸濁し､6穴ﾌﾟﾚ-ﾄ(3ml)で12時間培養したoなお､IFNy mRNAの発現は(3-l-8)

と同条件のRT-PCRで確認した.

5…_ ･ﾍﾊﾟ-ﾏ系可の宙

LinelOﾍﾊﾟﾄ-ﾏを用いた抗腫癌括性評価試験は全て住友製薬株式会社が作成し

たﾌﾟﾛﾄｺ-ﾙに準拠し､ LinelOﾍﾊﾟﾄ-ﾏ細胞の調製は腹水継代で行ったo即ち､

起眠させたLinelOﾍﾊﾟﾄ-ﾏ細胞をHBSSにて洗浄後､ 2Ⅹ108個をStr血2ﾓﾙﾓﾂﾞ

ﾄの腹腔内に移植し､ 10日後ﾓﾙﾓﾂﾞﾄをｴ-ﾃﾙ高濃度吸引により安楽死ざせ腹

水を採取した｡採取した腹水を1,200 rpm､ 4｡cで5分間遠心し細胞を回収､ HBSS

での洗浄を3回行った後､同緩衝液を用いて最終的に1Ⅹ107個血1の細胞浮遊液を調

製した｡次に移植直前に無麻酔下で､正常ﾓﾙﾓﾂﾄの右腹側部をﾊﾞﾘｶﾝを用い

て剃毛し､上述の細胞浮遊液(1Ⅹ 106個/100〃1)を26G注射針と1mlｼﾘﾝｼﾞを用

いてﾓﾙﾓﾂﾄ腹側皮内に移植した｡なお移植の順は､群番号1､ 2､ 3→の順に行い､

各群1匹ずつ全群の移植が終了したら､上記とは逆の順序で移植を行ったoまた移

植部位は原則として右腹側部とし､該当部の毛色が有色の場合は左腹側部､両側と

も有色の場合はより毛色の薄い方を剃毛したo
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5___りｺ､小ﾅ､ ､･.､のJL~

被験物質であるﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体の投与は4群で行った｡即ち､ｺﾝﾄﾛ-ﾙで

ある･ HBSS投与群､ Ⅰし12単独投与群､ Ⅰし18単独投与群､ Ⅰし12/Ⅰし18併用群である｡

投与法は全て腹腔内注射(i.p.)で行い､投与ｽｹｼﾞｭ-ﾙはOsakiらの報告を-部改変

し､施行した(64)｡即ち､腫癌を移植した翌日からの連続7日問投与に加え､その後

1週問毎に同量のﾌﾞ-ｽﾄ投与を行った｡なお､投与量､投与ｽｹｼﾞｭ-ﾙの詳細は

本章(5-2-3)に記載したo

体重の測定は腫癌を移植した翌日から3-4日おきに26日目まで行った｡原発腫

癌径は電子ﾉｷﾞｽを用いて測定し､ (長半径)Ⅹ(短半径)の計算式で求めた｡また測定

は腫癌移植後7日目から3-4日おきに22日目まで行った｡ﾘﾝﾊﾟ節転移の評価は

腫癌移植後26日目にﾓﾙﾓﾂﾄを安楽死させ､腫癌を移植した面と同側の前肢一廠

膚ﾘﾝﾊﾟ節を摘出し､電子天秤で重量を測定することで行った｡
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5．2　実験結果及び考察

lコ、ピ．、　　　　　　　　　　、　－‡削J評］□］

97年、ダ加ゐerらはβ型レセプター（gp130）の発現は認められるがα型レセプター（Ⅰし

6Rα）の発現を欠く細胞群にⅠし6を作用させる方法として、Ⅰし6及びⅠし6Rαの細胞外

領域をリンカー配列で連結させたpiggybackコンプレックスを設計し、生理活性を

有するリコンピナント体の作成に成功した（71）。また、同じファミリーに属するⅠし
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12に関してもp35及びp40分子

をリンカー配列で連結した単一ポ

リペプチド鎖（Single－Chain，SC）が設

計され、そのリコンビナント体は

従来のヘテロダイマーと同等以上

12p40）　の生理痛性を有し、かつ、より安

曇定であることが報告されている
董（横図）（70）0さらに、精製過程の

量簡便化、細胞障害活性の付与、及

喜　び血中半減期を延ばす目的で抗体

定常領域（叫を融合させたサイトカインが作成、報告されている（72，73）0今回これ

らの既報を参考に、LinelO坦癌モデルに投与するⅠし12はモルモットⅠし12p35及び

p40分子をリンカー配列で連結し、さらにそのC末端にヒトIgGl重鎖の定常領域（Fり

を融合させたリコンビナント体（SCIし12－Ig）で検討を行った。SCIL－12－Igの模式図を

Figure・5－1（a）に示すo「実験方法」の項で既述したように、SCIL－12－Igを発現するstable

cl。neをRK13細胞で作成後、培養上清からProteinGカラム及びイオン交換カラム（Q

sepbarose）を用いてリコンピナント体の精製を行った0精製したリコンピナント体の

エンドトキシン濃度は0．031Eupermgproteinであり、SDS－PAGEで分離後、CBB染

色で単－であることを確認した（Fig．5－2b）。また、精製scIL－12－IgはヒトPBMCに対

して濃度依存的なIFNY誘導活性を示す（Fig．5－2c）。ところで、Fc融合はCH2dムmain

を介した抗体依存性の細胞障害活性（ADCC、会合分子はFcレセプター）や補体依存

性の細胞障害活性（CDC、会合分子はClq）を誘起する可能性を持つ0既報の多くでは、

これらの殺傷機構を防そためCH2domain内のFcレセプター及びClq会合部位に変

異を導入している（72，73）。しかし上述のscIL－12－Igに同様な点変異は導入しておら

ず、また、Figure．5－1（C）ではコントロールである市販のヒトリコンビナントIL－12と

の非活性に若干の差が認められる。そこでこれらの点を考慮し、0∫β最らがマウス坦

癌モデルで実施している投与量（0．1帽）のモルモット体重換算量（2・5帽）をスタートに、

最大10倍量（25匹g）を正常モルモットに7日間連続で投与する予備実験（毒性テスト）
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を行った（64，65）0その結果、データーは示さないが体重推移及びリンパ節（頚部、後

肢一鼠径部、腸間膜）、リンパ組織（胸腺、牌臓）を含む全臓器の解剖所見に特筆すべ

き異常が認められなかったことから、本実験のscIし12－Ig単独投与は25帽で行った0
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Figure．5－1scIL－12－Igリコンピナント体の作成及び生理痛性評価

（a）ヒトIgGl重鎮はヒンジ領域の2箇所でジスルフィド結合（＝）を形成するため、リコンビナント体

（Sdし12－Ig）は非還元条件において最低2量体を形成するものと考えられる0図中の◎はⅠし12p40及

びFc領域のCH2ドメイン内に認められるN型糖鎖修飾を示す。（b）精製リコンピナント体10帽を

SD§一弘GE（10％ポリアクリルアミドゲル、還元条件）で分離し、CBB染色により確認した0（t）scIL－12d

IgはConAでプライミングしたヒトPBMCに対し、濃度依存的なIFNY誘導活性を示す0なお、実験

方法は（2－1－5）に従い、培養上清中のⅠ印Y濃度は市販のELISAキットを用いて測定した0また、解析

は全てトリプリケートで行った。

lコ、ピ、　　　　　　　　　－　鋸　∫　評］

第3章において、C末端にHisタグを融合したIL－18前駆体（RK13細胞由来）はnative

な条件で精製が可能であり、かつ、Caspase－1と反応させ作成した活性型IL－18がIFNY

誘導活性を保持することを示した。そこでLinelO坦癌モデルに投与するリコンビナ

ントⅠし18はC末端にHisタグを融合した大腸菌由来の活性型で検討した。なお、

リコンビナント体の精製にはニッケルカラム及びイオン交換カラム（Qsepharose）を用

い、精製後のエンドトキシン濃度が0．019Eu per mg proteinであること、また

Figure．5－2（a）で示したように、精製後のリコンビナントが単一であることをαB染

色により確認した。精製したリコンピナントⅠし18はⅠし12存在下、モルモット牌細

胞のIFNY産生を増強する（Fig・5－2b）。ただし、RTLPCRによる評価は定量性の面で限
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界があり、Iし18の相乗効果がどの程度であるのかinvitroで厳密に比較することは

難しいqし12とは異なり、モルモットⅠし18はヒト細胞群に交叉反応性を示さないた

め（3－2－7）、IF叫を定量する適当な評価系がない）0
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Figure．5－2　活性型Ⅰし18リコンビナント体の作成及び生理痛性評価

（a）精製リコンピナント体10pgをSDS一弘GE（10％ポリアクリルアミドゲル、還元条件）で分離し、CBB

染色により確認した。（b）モルモット牌細胞をsdL－12－Ig（100ng）及びⅠし18（100ng）存在下で12時間培

養し、IFNYの発現は回収した細胞のmRNAを鋳型とするmLPCRで評価した0

＿2＿　　1　土日、晶モレモ、、　tr　　、・言、′　　　　し2　、し

その1；リコンビナント体の投与スケジュール及び測定期間中の体重推移

（5－2－Ⅰ）及び（5－2－2）で調製したリコンビナント体の投与はFigure・5－3（a）に表記した4

群（n：4）で行った。即ち、コントロールであるHBSS投与群（Groupl）、IL－12単独投与

群（Group2）、Ⅰし18単独投与群（Group3）、IL－12〝L18併用群（Group4）である0なお、LinelO

ヘパトーマの皮内移檀及び予後経過の観察は、住友製薬株式会社が作成したプロト

コールに準拠した。また毎回の投与量及び投与法は基本的に0∫α慮らの報告に従い、

IL－18に関してはモルモットの体重に換算した2倍量（50帽）、Ⅰし12／Ⅰし18併用群に関

しては、それぞれ単独投与の1／10量、1／2量を全て腹腔内に投与した（64）。また、Ⅰし

12に関しては既述した予備実験の結果をふまえ、モルモットの体重に換算した10倍

量を投与した。投与スケジュールに関しては、0∫α慮らの幸艮告を一部改変し、腫瘍を

移植した翌日からの連続7日間投与に加え、その後1週間毎に同量のブースト投与

を行った。腫癌系の測定は腫瘍移植後7日目から3～4日おきに22日目まで行い、

体重測定は腫癌を移植した翌日から3～4日おきに26日目まで行ったo Figure．5－3（b）

に測定期間中の体重推移を示す。有意差は厳しいものの、Ⅰし12及びIL－18単独投与

群と比較して、HBSS投与群およびⅠし1訂Ⅰし18併用群では測定期間の後半で体重の
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増加が抑制される傾向が認められた。以後に示す結果と照らし合わせると、これら

の傾向は病状の進行と相関する。ただし、腫瘍移植後26日目の生存率は各群ともに

100％であり、衰弱などの所見は各群ともに観察されなかった。
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Figure．5－3リコンビナント体の投与スケジュール及び測定期間中の体重推移

（a）（i．p．）は腹腔内投与、（i・d・）は皮内移植を示す。（b）グラフは各群の平均値で誤差は標準偏差で表した（＊

はp＜0．01）。本文に如、て腫瘍移植後26日目の生存率は各群ともに100％であると表記したが、▲厳密

に言うと腫瘍移植後9日目にコントロール群で1匹死亡が認められた。ただし、今回は末処置におい

ても1ケ月は100％の生存率が維持されるプロトコールを採用しており、投与実験とは直接関係しな

い突然死と判断し、以後の解析ではコントロール群のみn＝3で行っている。

5，2＿3　LinelO土日、品モレモ、、　Strain2　0評面　IL－12　　PIL－8の　□帽志　目

その2；原発巣における腫癌形成及び所属リンパ節への転移

次に、原発巣における腫癌形成及び所属リンパ節への転移を指標に、Ⅰし12及び

IL－18の抗腫瘍効果を評価した。Figure．5－4（a）及び仲）にLinelO移植後7日目から測定

した原発腫癌系の推移を示す。（a）は各群の腫瘍系をそれぞれ個別にプロットしたグ

ラフであり、（b）は値が近接する3nの平均値（誤差は標準偏差）をグラフにしたもので
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ある｡ｺﾝﾄﾛ-ﾙであるHBSS投与群に比べ､ IL-12単独投与群では明確な腫癌形

成の抑制が認められた｡また､ HBSS投与群では測定を中止した22目目の段階で原

発巣の腫癌に膿癌が認められたのに対し､ Ⅰし12単独投与群に同様な外傷は認められ

なかった. -方､ IL-18単独投与群及びIL-12/IL-18併用群に関しても移植後18日目

まで若干ながら腫癌形成の抑制が認められた｡ただし､両群ともⅠし12単独投与群ほ

どの効果は認められず､特に期待されたⅠし12及びⅠし18の相乗効果は今回検討を行

った投与量では観察されなかった｡ちなみに22日目の段階において両群の腫癌には

ｺﾝﾄﾛ-ﾙと同様な膿癌が認められた｡次に所属ﾘﾝﾊﾟ節への転移を比較した結

果をFigure･5-4(c)及び(d)に示すo (c)に示したｸﾞﾗﾌは移植後26日目に摘出した前肢

｢肢窟ﾘﾝﾊﾟ節の重量を各群それぞれ個別にﾌﾟﾛﾂﾞﾄしたものであり､ (d)は摘出し

た前肢_一廠膚ﾘﾝﾊﾟ節の写真図である.ｺﾝﾄﾛ-ﾙ群と比較して､ IL-12単独投与

群ではﾘﾝﾊﾟ節転移が有意に抑制されており､既述した腫癌形成の結果と相関したo

また､ Ⅰし18単独投与群に関しては､ﾘﾝﾊﾟ節への転移が若干抑制されているものの､

Ⅰし12〃L-18併用群では抑制効果が認められなかった｡ちなみに､今回検討を行った

LinelO坦癌(皮内移植)ﾓﾃﾞﾙでは､腫療を移植した面と同側の前肢-厳窟ﾘﾝﾊﾟ節に

のみ転移が認められる｡実隙､移植後26日目の解剖では上述のﾘﾝﾊﾟ節以外-の転

移は認められず､ﾘﾝﾊﾟ節(頚部､後肢一鼠径部､腸間膜)､ﾘﾝﾊﾟ組織(胸腺､牌臓)

を含む全臓器の解剖所見に特筆すべき異常は認められなかった(e)｡なお､本論文へ

の記載は間に合わなかったが､現在解剖時に回収した血清中の抗体力価を測定する

ことで投与したﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体の抗原性を確認している｡また､ごく最近ﾓﾙﾓ

ｯﾄｲﾝﾀ-ﾌｪﾛﾝの間接測定法を確立したYamamotoらとの共同研究で､血中の

IFNγ濃度と上述の抗腫癌効果の相閑性を併せて解析中である(74)o筆者らは､今回は

じめてﾘﾝﾊﾟ節転移を伴うﾓﾙﾓﾂﾞﾄ坦癌ﾓﾃﾞﾙを用いてIL12〝L-18の抗腫癌効果

を検討し､ Ⅰし12に腫癌形成及びﾘﾝﾊﾟ節転移を抑制する抗腫疲効果が認められるこ

とを明らかにした. -方､ IL-18に関しては腫癌形成を若干抑制するもののOsakiら

がﾏｳｽ腫癌ﾓﾃﾞﾙで示したような著明な抗腫癌効果は認められなかった｡ただし､

Ⅰし12〝L-18併用群でも､今回検討を行った投与量(Ⅰし12は単独投与の1/10量､ Ⅰし18

は単独投与の1/2量)では同程度の効果しか認められなかったことから､投与量の再

検討は必須と考える.また､投与法及び投与ｽｹｼﾞｭ-ﾙに関しても更なる条件検

討を行い､併せて考察する必要があると考える｡特にⅠし18に閑しては今回､大腸菌

で作成したﾘｺﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体1種類のみでの解析となったが､ (5-2-2)でも既述した

ように､生理括性をより厳密に定量できるin vitroの評価系を構築し､最適なﾘｺﾝ

ﾋﾞﾅﾝﾄ体の設計､選別を簡便にすることが急務課題であるoその点で､ Yamamoto

らが構築した抗ｳｲﾙｽ清性を指標とするｲﾝﾀ-ﾌｪﾛﾝ間接測定法は非常に有

効な評価系であり､共同研究からある程度これらの問題を克服することは可能だと
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考える（74）。また投与法に関しても、より即効性の高い静脈投与、腫癌に浸潤するリ

ンパ球に直接作用させる腫瘍内投与など、様々な方法が可能性として考えられ、生

体内における薬物動態を比較するという点でも、これらの投与法を検討することは、
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Figure．5－4　原発巣における腫癌形成及び所属リンパ節への転移

（a）原発腫瘍系の推移。移植後21日目あたりからコントロール群及びⅠⅠⅠ、IV群で腫癌の膿瘍がひど

くなり、正確な腫瘍系の算出が不可能になったため以後の測定は行っていない。●はコントロールで

あるHBSS投与群、○はグラフ内に表記した各サイトカインの投与群を示す。なお、本文でも述べた

ように（a）は各群の腫瘍系をそれぞれ個別にプロットし、（b）では値が近接する3nの平均値（誤差は標準

偏差）をグラフにした。（C）移植後26日日に摘出した前肢一腋膚リンパ節の正重量。横棒は平均値を

示す。（d）、（e）移植後26日副こ摘出した前肢一腋窟リンパ節及び脾臓の写真臥

非常に有意義であると考える。現在、従来のリコンピナント体投与に加え、遺伝子

治療、さらに樹状細胞をはじめとする抗原提示細胞を目的遺伝子のキャリアーとし

て併用する細胞療法など、様々なサイトカイン療法が前臨床動物試験、臨床試験で
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検討されている｡繁用には程遠いが興味深いことに､ﾓﾙﾓﾂﾄをこれらのｻｲﾄ

ｶｲﾝ療法の前臨床動物ﾓﾃﾞﾙとして使用することが徐々にではあるが可能となっ

てきている.例えば最近､ Hiro7?aisuらはﾓﾙﾓﾂﾄでの解析が待ち望まれていた樹

状細胞の誘導(骨髄､牌臓由来)に成功した(4)｡実際､当研究室でもこの報告に基づ

いた樹状細胞の誘導に成功しており､現在我々は､ IL-12､ Ⅰし23及びⅠし18遺伝子を

導入した初代培養を坦癌ﾓﾙﾓﾂﾄに投与する細胞療法を､ Osaki, Taharaらが報告

しているﾏｳｽﾓﾃﾞﾙを参考に検討予定である(75, 76)｡また､本論文には記載しな

いが､当研究室ではⅠし12及びⅠし18に関して､ﾘﾎﾟｿ-ﾑ法(静注)を用いた遺伝子

治療を､ LinelOﾓﾃﾞﾙで検討申である(77, 78)o -般の研究室でﾓﾙﾓﾂﾞﾄ坦癌ﾓﾃﾞ

ﾙに利用可能な腫疲は未だLinelOへﾊﾟﾄ-ﾏのみであるが､今後これらのｻｲﾄｶ

ｲﾝ療法のﾓﾙﾓﾂﾄﾓﾃﾞﾙが構築され､ﾏｳｽ､ﾗﾂﾞﾄをはじめとする繁用実験

小動物を用いた評価系の1つに加えることは､前臨床試験の限界､問題点を克服す

る上でも非常に有意義であると考える｡
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終章

報告者はﾓﾙﾓﾂﾞﾄの実験勤物としての有効性を分子ﾚﾍﾞﾙで評価すべく､未報告であったThl型

ｻｲﾄｶｲﾝ遺伝子の単離同定を試みた｡また､各分子の発現制御､及び生理活性などの基礎的な分

子性状の解明､さらに坦癌ﾓﾃﾞﾙを用いたin vivoへの応用を試みた?以下､本研究で明らかにしたこ

とを示す｡

篇1童m_12に関して

ﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾄ間で構成ｻﾌﾞﾕﾆﾂﾄQ)35/p40)を置換したｷﾒﾗ型p70に､生理括性を規定する

ような種特異性は認められず､ﾋﾄIL-12を評価する実験小動物としてﾓﾙﾓﾂﾄが有用であること

を明らかにした｡また､ﾓﾙﾓﾂﾄではp40及びp40を含むであろう高分子複合体が､精巣でのﾘﾌﾟ

ﾀﾞｸｼｽﾃﾑに関与している可能性が高いことを組織別の発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙで明らかにした｡

第2童lし23に関lﾉて

抗原提示細胞を括性化する菌体成分の違いにより､ IL-12nL-23の発現誘導が異なることを明らかに

した.即ち､抗原操示細胞上のTLRに依存してIL-12及びIL-23の発現ﾌﾟﾛﾌｱｲﾙは異なり､そのｼ

ｸﾞﾅﾙの多様性が示唆された｡また､ m-23はﾓﾙﾓﾂﾄ牌細胞に対して濃度依存的な細胞増殖括性を

示す-方､ﾋﾄpBMCに対しては増殖活性を示さず､ﾋﾄ､ﾓﾙﾓﾂﾞﾄ問に明確な種差が認められた.

笥3童TTrlRに関l..T

他の多くの細胞質ﾀﾝﾊﾟｸ同様､ IL-18前駆体は開始ﾒﾁｵﾆﾝのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞからｱﾗﾆﾝ残基

のｱｾﾁﾙ化へと続く､ N未端に特異的な保護修飾をうける可能性が高いことを質量分析で明らかに

した.また､ R acnes感作では従来より明らかな腹腔浸潤細胞に加え､牌臓､ pB山cにおいてもIL-18

の発現が著明に増強された｡ただしその発現はいずれも前駆体であり､菌体成分による再感作を行っ

ても発現誘導､及び清性型へのﾌﾟﾛｾｼﾝｸﾞは認められなかった

ﾝう音ｲ完一羊の一分子推ｲhに

ﾓﾙﾓﾂﾞﾄｻｲﾄｶｲﾝ遺伝子の分子進化は､従来の形態学的分類(審歯類)に合致するものを含め

非常に多様であり､他のﾈｽﾞﾐ亜目の審歯類のそれに比べ興味深い挙動を示すことを明らかにした｡

童手ﾙﾓﾂﾞﾄ士日痔ﾓﾃﾞﾙで評

本論文の検討ではⅠし12投与群に明確な抗腫癌効果(腫癌形成及びﾘﾝﾊﾟ節転移の抑制)が認められ

たo -方､ IL-18及びIL-12nL-18併用群に閑しては腫癌形成が若干抑制されたものの､ IL-12投与群

のような明確な抗腫癌効呆は認められなかった｡
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IL_18

SPeCleS

bovine

cat

ch土cken

dog

IL-12 p35 TGF beta

･El-o species討o species田o

Q9TU73 bovine P54349 chicken PO9531

≡芸…2,喜oi;2 cd…ter芸告…………36 di::nea ,lg芸;芸…喜三
Q9ⅩSRO dog Q28267 horse 1 0019011

guinea plg ABO25722 fugu *12554 human POl137

Q9XSQ7 guinea plg ABO25723 nouse NP O35707

NP OO1553 horse Q9ⅩSQ6 pig pO7200

AAK13416 human H65271 rat NP O67589

NP O32386 mouse M86672

oo19073 pig AAA73897 IL-2

NP O62038 rat AAD51364 SPeCies封o

cACO9326 sheep AAD51976 cat AAA51431
cb土cken AAC96064

horse

human

monkey

mOuSe

p土9

rat

sheep

TFF alpha IL-12 p40

species田o SPeCie5顎o

cat p19101 bovine P46282

guinea plg BAA31346

horse P37997

hunan NP OOO577

言:王≡≡三n｡Ig芸冒…冨号去cd…ter芸言冨;……35芸;u,se芸言冨38;2106
p29553 dog Q28268 rabbit O77620

AAA61198 fugu '9258 rat NP 446288

horse

hunan

mOuSe

pig

pOSSum

rabb土t

rat

NP O38721 guinea plg ABO25724
p23563 horse Q9XSQ5

p79374 human H65272 SPeCies

A25451 mouse H86671 cat

cAA47146 pig AAA75356
rat ⅣP O72133

IL-1 beta sheep AAB61368

SpeCﾕeS
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cb土cken
●

9u土nea p19
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nOuSe
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pOSSum

rabb土t
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XenOPuS

No

P41687

CACO4510

Q9WVGI

Q28386

IC王王UIB

I55969

SIO532

Q9XS77

且30584

Q63264

AA工一56945

CAB53499

IFN gamma
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borse
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mOlﾕSe
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溺o

P46402

P49708

IL_10
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P55029

fugu *2883

guinea plg Q9ZIY5

horse Q28374

human NP OOO563

pig Q29055

possum O97798
rabb土t AAC23839

rat JNO475

Q9TV67
AAN75515 IL123

p42160 SPeCies封o

IVHUG guinea plg ABO58509
plO580 human NP O57668

slO513 mouse NP 112542

p30123 pig BAA93688

NP 620235 rat NP 569094

･ FuguGeneScan (http://www.ncbi.nlm.nih･qov/PHGifs/Genomes/fugu･htm1
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い　　　　　　　、遣‾　、、離に用＼チ円コUプ‾　マー

APl及びAP2はキットに付属されたアダプタープライマーである0

prlmer
API

AP2

工1－18　5－end

IL－18　3－end lst

Iもー18　3■end　2nd

Ⅰレ12p40
Ⅰレ12p40

工エー12p40

Ⅰレ12p35

工レ12p35
工レ12p35
Ⅰもー23p19

DegenerateprlmerSforcloningpartialcDNA
SequenCe

5T＿CCA TCC TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC－3’

5，－ACT CAC TAT AGG GCT CGA GCG GC－3’

APl／Ap2

5－end

3－end ls七

3，end　2nd

5－end

3rend lst

3■end　2nd

5－end

5－－GワG

5－－GAA

5－－GA℡

5■－GAG

5－－GGG

5■－GAA

5－－GGワ

5－－AGG

且Pl／A王〉2

AAC　且っコT AXA GAで

G且っコ　TCA A且Ⅹ　でⅩC

GCT GGC CAG TAC

AAG TAG GAA TGX

TAC TCC CAG CTG

GAX A℡H GA℡　CAで

AC且　℡Cで　℡CA AG℡

CAC AGG GYC ATC

ⅩワA

AワC

ACC

GGA

ACC

GAA

CY℡

A℡－3

TCC CC－3，

TTR　つコ℡－3■

℡G－3■

GTR CTC CA－3．

TC－3■

GAX AでC AC－3

CA℡　A－3■

IL－23p19　3・endlst　　　5・－TGC TGC TCC XTG GGC AAA GAC CCG GGC－3，

IL－23p193・end2nd　　5・－AAA GGC CTG GAG GCT XCG AAG GAT－3I

H；nOt GIR；A or GIY；C or T，Ⅹ；A or T or G or C

Primersforcloningfu111engthcDNA（5し3TRACEPCR）

prlmer

Il－18　GS‡〉2

工1－18　NGSP2

p40 GSI〉1

p40　ⅣGSPl

p40　GS王〉2

p40　¶GSP2

p35　GSPl

p35　¶GS王，1

p35　GSp2

p35　封GSP2

p19　GSP2

p19　ⅣGSp2

5■－GAG

5－－GCA

5t－CCC

5■－GGC

5■－CAC

5－一GココG

5■－CCつコ

5－－GAG

5■－CCA

5●－GAA

5－一C℡A

5I－GCC

GAT ATG CCC

ACG CGA GAG

AGC TGA CCT

TTC AGC TGC

CTG CTG GTG

GAG A且G CAG

CA℡　AGA　℡ÅC

GTC TTT CCG

GCA CCG TGA

TGA GAG CTG

CCA GAA CCで

℡CC ACT Aで℡

ⅠⅩ

SOquenCe

GAC　℡CC GAC

GTG TAC CTG

CCA CCT GCT

AGG TTC TTC

GCで　GAC GGC

AGA GAG　℡G℡

TGT TAA GGC

TGワ　GC－3－

℡AG CC－3－

GAG AAココ　でC－3■

GG℡　GG－3－

A℡℡　CGG－3■

CウTG GGG AC－3一

旦CA GGG CCA　でC－：

GAA GCC AGG CAA CTC－3．

AGC CTG TGT ACC ACT GG－3

CCT GGC TTC TGG AC－3，

GC℡　GGG C℡C AGA C－3■

CCC　℡GA？GG GCC－3－
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塩　　l

託Ⅱ′1かIg

1ヱ望旦讐息でG℡G℡CACCGGCAGⅢGA℡C℡CC℡CC℡MでC℡CCCワGG℡G”GC℡GGCA℡C℡C⊂CC℡CC℡GGCC且℡G℡GGGAAC℡G姐鉱山G員C叩椚ACGTGG℡且G緋丁粥川GGCAC12¢
H C H R Q lI S S W　も　5　乙　Ⅴ　乙　も　A S　－　も　も　且　出　W E　も　R R D V Y V V E I D W H

121且C員G且℡GCでCC℡GGAGAGACG即GG℡℡C門且C叩GCA且C丸印G亡℡GAGG且ÅGÅ℡GG蝕℡CACA℡“A亡CTCAG且亡CGGAA姐G℡GA℡且℡C叩AGGC℡門G椚AA飽CC門⊂且CC且℡CCAG　240

℡　D　且　p G E　℡　Ⅴ　V I T C　Ⅳ　℡　A E　五　D G I℡　W T S p R X　5　D Iも　G　6　G E　℡　L　℡　工　¢

241GでCA払馳G℡mG且AGÅ℡GC℡G弘GGA℡ACACC℡G℡CA亡丸姐GGAGGCG息G即℡C℡GAGCCG即CÅCAAC℡GⅢAC叩CACAÅMGG姐GA℡GÅ兢門℡購℡CC且叩G且℡A℡℡門姐ÅG　ヨ60

v R E F　ヱ　D A G G Y　℡　C　8　Ⅹ　G G E V　も　S R S Q　乙　も　も　∬　Ⅹ　Ⅹ　ヱ　D E I W S　℡　D Iも　Ⅹ

361G姐⊂AGÅ鳥丸GGA℡CCAA℡GGCAAG且CC叩叩℡GAAA℡即GAゑG⊂G且GGÅG門A℡℡C℡GGACG℡”C且CC℡GCTG研GGC℡弘CGGCA℡℡CGG℡且C℡弘偶℡G凰ÅG門C且G℡G℡CAAGGGC　480

E Q R G　5　Ⅳ　G X　℡　F L R C E A R S Y S G R　ど　℡　亡　好　W l℡　A F G　腎　D V R　ア　5　V X G

481AGCゑ鎚GGC℡CC℡CAG且CCCCでC且GGA椚GAC℡℡GTGGAG鎚GCAGAG且GAG℡G℡C℡GGGGÅC員ACCÅGG魚卵員で飽G℡ÅC℡CC椚郁ÅG℡GTCAGG且GG且mGCGCCワGCCCC旦CGGCC‘08

s R G　5　S　8　f　5　G V　℡　C G　冨　且　E R V　£　G D　Ⅳ　q E Y X T S V E　亡　¢　E D S　且　C　℡　℡　且

机1GA且G且G且GCC℡CCCCATTG且GG℡GG℡GG℡GG且TGCでA℡でCA亡A且G門C凰且G℡A℡随員M℡AC且CeÅGCAGC門C℡員CA℡C且GAGÅCÅ℡蝕℡CA姐CC且GACCCÅCCGA息G抽CC℡GCAG　728

ヱ　ヱ　5　五　戸Iヱ　Ⅴ　Ⅴ　V D　且I E R F X r‡Ⅳ　Y　℡　S S F y I R　8ⅠⅠⅩ　p　8　p　一　定　甘　も　Q

了21C℡GAÅ∝蝕℡C且G℡G抽ⅢCTCAGC息G甜GGAGG℡C且GC℡GGG且GTAワCC℡G且CACC℡GG員GC且C℡CC且蝕門CC℡凰C門C℡CCCでGACA℡℡C叩AG℡GCAG且CCC且℡GG亡姐G抽⊂員班　848

1Ⅹ　p S V　Ⅳ　古　Q　¢　V E V S W　ヱ　y P D　℡　W　占　℡　p　月　S Y F　51℡　F lV Q　℡　E G R　甘　Ⅹ

841A且CAGG息GAGA且舶G且飽℡ACGA且C℡C門地払G且C且AG且C門亡AGCCÅ蝕G℡円弧耶C⊂AC且且弘m℡C姐且GG℡GGAG耶GCGGGCCCGGG良CCGC℡A⊂℡且CAGC℡CA℡C即GGAGC　960

Ⅳ　R R E E X r　ヱ　乙　一　丁　D E　℡　S　員　℡　V S C E　エⅠ5　R V　王　V R　且　R D R Y y S S S W　5

，61GAA℡“∝CワC℡G℡椚亡ⅢGC且G℡GAGG”㌍AG℡C℡CA且G呵冒t卵C9卯99ete附すe9耶q昨99昨C999t9叩叩叩9at亡tÅ開通CC℡C∝T且GGGCC℡mCCA∝A⊂蝕G℡C lO80

E　甘　且　5　V　6　C S　ヱ　V　5　V S R G G G G S G G G G S G G G G　5　R　Ⅳ1p R　Å　S p A　甘　Ⅴ
＿　．　＿　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　■　　‾‾‾■　　■　　　　■　‾　■　‾　　　　　　　　　　‾‾‾

乙inker（Gly45er三之封

1q81ACÅGÅACCGG℡CCA椚GCⅢ℡姐CCAmCCC損亡TC℡GC℡G員GG∝GG℡G且且C且G℡GAÅC一代AmGGCC且℡ACÅ且ATGC℡且∝且閉門且C℡CC℡椚ACT〔C℡G姐G凰GA℡⊂G且℡C且℡1288

℡　ヱ　p V Q C F　Ⅳ　F　5　Q　℡1も　R　凰　Ⅴ　Ⅳ　5　ヱ　乙　且　Ⅹ　員　エ　Q　損　L　Å　サ　ー　5　亡　℡　p　ヱ　E I♪　F

1201GA描Å℡A℡C且CAAAAGACA且A且CC且GC且CCGTG且且且G⊂C℡耶GTACCAC℡GG且且℡でAGTCAAGÅ息咋且G且GC℡GCC邦GC℡℡C℡GG且亡且丁息門℡C℡叩C息CA且CC且且℡GGG員G℡℡GCCTG1320

E D I℡　Ⅹ　D X　℡　5　℡　Ⅴ　Ⅹ　息　C V p l　苫　ム　V　正　月　E　5　亡　1Å　5　G　8I S　∫　℡　℡　Ⅳ　G S C L

lユ21GCⅢCCGGA凰且GACC℡C門m且℡GÅTGGCCC℡G℡∝Cで℡Å員CAGT且℡⊂T且邦ÅGG且CTTG息AGCTG℡ACCAGC℡G弘G円弧G凰且CATG員A℡GC且mCⅢ門AA℡G弘℡亡C℡C且G且GG1440

A　5　G X　℡　5　F H　出　且　1C l　Ⅳ　5　I Y E p L X　乙　T Q l　ヱ　F R　Ⅳ　比　Ⅳ　且　Q　乙　乙　且　D p q R

1441C且弘℡C叩門丁且G且℡CA且A且C且℡GC℡門CAGC℡A叩Gゑ℡GAA叩G且mC且GGC⊂mÅA℡GGCAG⊂G且℡G℡G且Cl■GTGCCAn且且AGC門℡CCC℡℡GA且G且且CCGG凰℡叩℡℡A℡員瓜A℡℡15川

QI F I D　¢　Ⅳ　旦　b S AI D　ヱ1Ⅰ¢　A l甘　G　5　D V　℡　V p Q E　乙　5　乙　ヱ　ヱ　P D F Y XI
5pe工　→トhm句Glheavy ch出n（hi叩e＋C舶十C托コ）

1561且ÅAA℡GAAGC℡CTGC且℡且C℡℡亡℡ACACGC℡”CゑGA且門CG℡GCGG℡G且C℡A℡CGACAG員GけGム℡G▲GC℡ÅCC℡G岬TGG且CAAG姐員即℡G且GCCCA且且℡⊂℡邦℡G且CÅA姐C℡1引川

Ⅹ　且　Ⅹ　も　C　エ　L I E　且　F R　‡　R　且　Ⅴ　℡　I D R V　封　S y l T　5　V D X X V　方　p R S C　工〉　Ⅹ　℡

1881CゑC且CA℡GCCCACCGTGCCCAGC凰CC℡G且且∽亡⊂ワGGGGGGACCG℡C且椚C℡℡C亡℡C℡℡CCCCC亡A姐ACC⊂息AGG且C且CCC℡C息℡GA℡C℡C⊂⊂GGACCCC℡GAG椚C且C凰℡GC即GG℡G l引川

E　℡　C P p　亡　p A p　ヱ　も　1　G　¢　ア　5　V　ア　1　F p！　R　℡　Ⅹ　D　℡　乙　且Ⅰ　5　R　℡　ク　ヱ　Ⅴ　℡　亡　Ⅴ　V

1801　G℡GGACG℡GAG（：C且CG且ÅG且CCCでGAGG℡C姐即℡亡AAC℡GG℡且C即GGACG∝G℡G弘GG℡GC▲TAATGC亡払GAC息A且GCCGCGGG且GGAGCÅ研AC息且CAGCACG℡ACCG】ごG℡GG℡C　1920

V D V S　丘　ヱ　D p E V R F　Ⅳ　W T V D G V　ヱ　Ⅴ　好　打　▲　R　℡　エ　ア　R　王　ヱ　q T　Ⅳ　S　℡　Y R V V

CH2

1，21AGCGTCC℡CACCGTCC℡GC且亡CAGGAC℡GGC℡GA且℡GGC員員GG凰G℡且C員A（；℡GC鳥ÅGG℡⊂℡⊂CAAC▲員▲GCCCTCCC員GCCCCCÅ℡CG且乱闘CCA℡C℡CCAゑÅGCC且AAGGGC息GCCC　2048

S V l　℡　Ⅴ　乙　E Q　8　W l　Ⅳ　G X　ヱ　Y X C　よ　V　5　ポ　R　▲　ム　ー　員　f　エ　E R　℡I S R　且　R G　¢　p

2041CGAGÅACCÅCAGG℡G℡ACÅCCC℡GCCCCCA℡CCCGGG且℡GA（；CTG且CC且且G且息亡CAGG℡CAGCC℡G且CC℡GCC℡GG℡CAAAGG亡℡℡C℡且℡CCCAGCG且亡A℡⊂GCCG℡GGAGltGGGAGAGC　2160

R　ヱ　p　¢　V y　℡　も　才　一　5　R D　ヱ　も　T R y Q V S　乙　℡　C　ム　Ⅴ　正　G　甘　T p S D I員　V E W E S

C打3

2161　A員℡GGGC且GCCGG且G凰且亡且且C℡ACAAGACCÅCGCC℡CCCG℡GC℡GGÅC℡CCG凰CGGC℡CC℡℡C門C亡℡C℡ACAGCÅAGC℡C員⊂CG℡GG且CÅ員G且GCAGGTGGCAG⊂凰GGGGAAC即C門C Z2e用

Ⅳ　G Q p E　Ⅳ　Ⅳ　T R　℡　℡　℡　p V　エ　ロ　S D（；S r r L Y　5　Ⅹ　ム　℡　V D R S R W Q q G N V F

2ユ81　℡Cゑ℡GCつごC亡G℡GA℡GCA℡GAGGC℡C℡G亡A亡且ACCAC，さ且C且CGC且GAAG且G⊂C℡C℡CCC℡G℡C℡C亡GGG℡AÅ息℡GAGCGGCCGC

£　C S V　比　E　ヱ　A　も　ヱ　Ⅳ　g y　で　Q X S　ム　5　ム　S f G X　■　　Not工

Ⅹ


