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第1章　緒言

1-1.インターロイキ%y6(IL-6)の発見

生体は,分化,増殖およびその恒常性の維持のために,様々なシグナルを細胞間

で交換している.特に,免疫系,造血系などにおいて,主要な細胞間シグナル伝達

を担う液性因子の一群は,総称してサイトカインと呼ばれている.サイトカインは,

標的細胞が産生細胞自身に反応するオートクライン,または近接する細胞に働くパ

ラクラインとして作用し,生体機構等に重要な役割を果たしている.中でも,体液

性免疫を担うBおよびT細胞の分化や増殖には,インターロイキン(interleukin;

IL)-2 [1], IL4[2], IL-6[3]などが大きく関与していることが知られている.特に,

ヒトIL6は, T細胞株Nal培養上清中から活性化B細胞に抗体産生を誘導する園

千(B cell stimulatory factoト2; BSF-2)として単離された[3]が,ほぼ同時期にクロー

ニングされた肝細胞刺激因子(hepatocyte stimulatory factor; HSF) 【4],ハイブリドーマ/

プラズマサイト-マ増殖因子[5],インターフェロンβ2 (IFNβ2) [6]および26 kDaタ

ンパク質[7]が全て同一の塩基配列であることが判明し, 1987年のサイトカインワ

ークショップにおいてIL-6と命名された.現在までのところ, IL-6は,ヒト以外

にマウス,ラット,ウシ,ブタ,ヒツジ,ネコにおいて遺伝子クローニングが成功

しており,噛乳類以外の高等動物ではクローニングの報告が無かった.近年,ニワ

トリにおいてIL-6相同遺伝子がクローニングされ[8],組み換えニワトリIL6タン

パク質を用いた機能解析により,ニワトリIL-6相同分子が晴乳類IL-6と類似した

生物活性を有していることが報告されている.

1-2. IL-6の特徴および機能

IL-6は典型的な多機能性サイトカインであり,上述した以外の代表的な機能とし

て, T細胞に作用し増殖や細胞傷害性T細胞-の分化を誘導する[9],巨核球の成

熟を誘導する[10],肝細胞に急性期タンパク質の産生を誘導する[111,骨髄性白血

病細胞株の増殖を抑制しマクロファージ-の分化を誘導する【12】,マウスハイブリ

ドーマ/プラズマサイト-マに対して細胞増殖[5, 13】および抗体産生【14]を促進す

るなどが知られている・また, IL-6は,慢性関節リウマチ【15],メサンギウム増殖

性腎炎【16],クローン病【17]またはキャッスルマン病[18]などの免疫疾患の原因

因子としても注目されており, IL-6レセプター(IL-6R)に対するモノクローナル抗

体の臨床分野-の応用も検討されている[19].主なIL-6産生細胞としては,線維芽

細胞,単球!マクロファージ, T細胞, B細胞,血管内皮細胞,腫癌細胞および腫癌
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細胞株が知られている.これらの細胞や細胞株では, IL-6は恒常的に産生される場

合と種々の刺激によって産生を誘導される場合とがある. IL-6産生を誘導する物質

としては各種サイhカイン(IL-1, tumor necrosis factor; TNF, platelet-tderived growth

factor; PDGF, interferon-β IFN-β),リボ多糖(lipopolysaccharide; LPS),フイト-ムア

グルチニン(phytohemagglutinin; PHA),コンカナバリンA (concanavalinA; Con A)お

よびホルボールエステル(12-0-tetradecanoylphorbol-13-acetate; TPA)などが報告され

ている.

ト3. IL6の細胞内シグナル伝達機構およびシグナル調節機構

IL6の細胞内-のシグナル伝達は,主にjanus kinase (JAK)/signal transducer and

activator of transcript (STAT)およびRas-MAPK経路によって制御されている(図1).

はじめに, IL-6は, IL-6特異的なIL-6Ra　と結合後,シグナル伝達レセプターであ

るgp130と会合してリガンド!レセプター複合体を形成する.IL-6Rcxおよびgp130は,

共にI型サイトカインレセプターファミリーに属しており[20],両レセプター共に,

細胞外領域にレセプターファミリーの特徴であるイムノグロブリン様(IG)ドメイン

およびフイブロネクチンIII型(FNIII)ドメインを有している.中でも, FNIIIド

メインは, N末端側に特徴的な4つのシステイン残基を,またC末端側にwsxws

モチーフ[21]を有しており,リガンドとの結合に関与する領域(cytokine binding

module; CBM)として重要である.両レセプターの内, IL-6Rαは細胞内領域にチロ

シンキナ-ゼドメインを持っていない【22]ことから,シグナル伝達能力を全く欠如

しており,シグナル伝達は,もう一つのレセプターであるgpl30により行われる.

gpl30は, IL6をはじめとしてIL-ll,白血病阻止因子(leukemiainhibitoryfactor; LIF),

オンコスタチンM (oncostatin M; OSM),毛様体神経栄養因子(ciliary neurotrophic

factor; CNTF),カルディオトロフィン1 (cardiotrophin-1; CT-1)およびカルディオトロ

フィン様サイトカイン(cardiotrophin-like cytokine; CLC)から形成される, IL-6サイ

トカインファミリーの共通シグナル伝達レセプターとして用いられる.これまで,IL6

におけるリガンド/レセプター複合体は, IL6/IL-6Ra/(gpl30)2からなる4.量体形成説

が有力であったが,最近,結晶構造解析により,この複合体は(IL6/IL-6Ra!gp130)2か

らなる6量体であることが報告されている【23].また, IL-6Rqに関しては,オー

ルタナティブスプライシングにより可溶型IL-6R (SIL-6R)が発現することが報告さ

れている[24]が,このsIL6Rも通常の膜結合型と同様に,リガンド/レセプター複

合体を形成して細胞内にシグナルを伝達することが可能である.複合体形成後の

gpl30には, JAKl,JAK2またはtyrosinekinase-2(TYK2)が会合することでチロシン

残基のリン酸化(活性化)が起こり,この活性化が引き金となって下流のSTATタン
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図1. IL6による細胞内シグナル伝達の模式図
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バク質のチロシン残基のリン酸化を引き起こす【25].噛乳類においてSTATファミ

リーはSTATl,2,3(α,β),4,5(α,β)および6の8種類が存在することが知られてい

るが,サイトカイL'の種類によってシグナル伝達を担うSTATタンパク質は異なっ

ており, IL-6のシグナルではSTATlおよびSTAT3が使用されている.リン酸化し

たSTATlおよびSTAT3は,相手方のリン酸基と自身が持つSH2ドメインを介して

ホモまたは-テロ二量体を形成し,核内に移行して標的遺伝子上のSTAr3特異的な

結合配列(acute-phase response element; APRE)に結合して遺伝子発現を誘導する.特

にST〟r3は, IL-6のシグナル伝達経路において必須の転写因子であることが, sTAT3

ノックアウトマウスを用いた研究により証明されている[26]. STAr3には, 727番

目のセリン残基(Ser727)もIL-6の刺激によりリン酸化されることが報告されている.

Ser.727のリン酸化による効果は, STAr3の遺伝子転写活性を高めるといった報告[27]

もあるが,現在のところ詳細は不明である.一方Ras-MAPK (mitogen- activated protein

kinase)経路は, JAKによって活性化したgp130の759番目のチロシン残基(Tyr�")

にSHP2 (SH2-domain-containing tyrosine phosphatase)が会合,リン酸化した後に,

Grb2-SOS (growth factor-receptoトbound factor/Son of sevenless)複合体が結合する.

Grb2-SOS複合体はRasの活性化を誘導し,以降Raf, MEKおよびMAPKが次々に

リン酸化されてシグナル伝達が行われる.このRas-MAPK経路は,IL6以外にも様々

なサイトカインや増殖因子が用いるシグナル伝達経路として知られている.

ところで,生体は,過剰シグナルの持続状態を防止するために,精巧なシグナル

抑制機構を有している. JAK/STATシグナル経路においても,特徴的な「シグナル

抑制因子」が存在し,シグナルの減衰や調整,いわゆる「負の調節」を行うことで,

細胞の恒常性を維持している(図2). SHP2はPTPs (protein tyrosine phosphatase)フ

ァミリーに属する脱リン酸化酵素で,活性化したgpBOのTyr.759に会合するが,ド

ミナントネガティブ変異体を用いた試験の結果, SHP2はgpl30, JAK, STATおよび

SHP2自身の全ての脱リン酸化に関与していることが判明している[28].また,先

にも述べたようにSHP2はRas-MAPK経路の活性化因子として機能しており,

JAK/STAT経路の抑制と合わせて考えると, SHP2はRas-MAPK経路の活性化を通

してJAKノST∬経路の抑制を行っていると考えられる. SOCS (suppressor of cytokine

signaling) [29]は, JAK/STATシグナル経路よって発現が誘導されるフィードバック

阻害因子で, JAKに作用することで, JAKおよびその下流のgpl30, STATのリン酸

化を阻害する. socsファミリーは現在までに8種類(CIS, SOCS1-SOCS7)の存在

が報告されているが, IL6ファミリーサイトカインのシグナル伝達系では, SOCSlお

よびSOCS3が重要な役割を担っていることが知られている[29, 30]. SOCS3は,

活性化したgpl30のTyr.759に結合することが知られている【31]が,この部位には,

先にも述べたようにSHP2も会合することが報告されている.同一の部位に二種類
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先にも述べたようにSHP2も会合することが報告されている.同一の部位に二種類

のタンパク質が会合する原因は不明であるが,いずれもJAKノSTArシグナル伝達を

阻害する因子であることから,シグナル伝達阻害機構におけるTyr.759の重要性が示唆

されている.また　PIAS (protein inhibitor of activated STAT)は,主に細胞質で作用す

るシグナル抑制因子で,噛乳類では現在までに5種類(PIASl,3,xa,xβおよびy)の

存在が確認されている.この内, IL-6のシグナル伝達系にはPIAS3が関与すること

が報告されており[321, STAr3　による遺伝子発現を抑制している. PIAS3　の

JAK!STATシグナル伝達阻害機構は,チロシン残基のリン酸化したSTAT3に直接作

用(結合)することで, STAr3の標的DNA -の結合を阻害することが報告されて

いる【321が, PIASの種類によってはSTATの発現そのものを転写レベルで抑制し

ている可能性も示唆されており,完全に解明されていないのが現状である.

14IL6添加時のB細胞(抗体産生細胞)における抗体産生機構

晴乳類では,イムノグロブリンの合成および分泌は,抗原感作やIL6などのサイ

トカインによって促進されるが,特にIL6のシグナルは,イムノグロブリンの産生

を転写レベルで制御していることが報告されている【68]. IL-6による標的遺伝子の

転写を制御する転写因子の一つとしてC/EBPファミリーが知られている【98].晴乳

類において, C/EBPファミリーは現在6種類(α,β.Yサ8>Eおよびこ)が報告されてい

るが,特に成熟B細胞ではC/EBPβおよびC/EBPyが発現している[99]. C/EBPyは,

様々な組織や細胞株で発現が確認されているが,タンパクレベルでの発現は未分化

B細胞で特に認められる[1001.また, N末端側にC/EBPファミリーに特徴的な転

写活性ドメインを有しておらず,他の活性型C/EBPと-テロ二量体を形成して転写

活性を阻害することが報告されている.それに対して, C/EBPβはB細胞の分化・

成熟に伴って発現量が上昇することが報告されている[99].未熟B細胞が抗体産生

B細胞-と分化していく過程は, IL-6のシグナルや抗原感作により転写を促進する

C/EBPβの発現量が増加し,転写を抑制するC/EBPyの発現量を上回ることにより起

きていると考えられる.また,小胞体内シャペロンであるBiPは,小胞体内に移行

した重鎖と軽鎖の正確なフォールディングに関与し,正確な抗体分子の形成を促す

【101].このように,抗体分子の合成・分泌における機構が晴乳類では明らかになり

つつある.

ト5.細胞融合法によるモノクローナル抗体の作出とその特徴

1950年代後半にOkada【33]らにより兄い出されたウイルスによる細胞融合の現象
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は,体細胞遺伝学や免疫学の領域において大きな発展をもたらした.その後, 1975年

にKohlerと　Milsteinはこの手法を応用し, in vitroで永続培養が不可能である抗体

産生B細胞と,永続培養が可能であるマウスミエローマ細胞株を融合させることに

より, in vitroで増殖可能で,特定の抗体を産生し続けるマウスB細胞ハイブリド

ーマを作製し,免疫学の分野における細胞融合法を確立した[34].このハイブリド

ーマから得られるモノクローナル抗体は,従来使用されてきたポリクローナル抗体

(抗血清)と比較して幾つかの優れた点がある.ポリクリーナル抗体は, (1)抗体価

が低い, (2)種々の抗原決定基に対する抗体を含むので特異性が不明瞭である, (3)精

製抗原を用いなければ目的の抗体を獲得することが困難である, (4)供給量に限界が

あり,また同一の抗体(ロット)を供給することが困難である,などの問題点を有す

る.一方,モノクローナル抗体は,ポリクローナル抗体の持つ上記の問題点を克服

し, (1)生化学的および生物学的に単一の性質を持ったただ一つの抗原決定基に対す

る抗体の作出が可能である, (2)同一の化学構造を持つ抗体を永続的に供給すること

が可能である, (3)非精製抗原を用いても特異的抗体の獲得が可能である,などの長

所がある.モノクローナル抗体作製技術は,主としてマウスを実験対象として開発

され,以降,細胞融合法に有用な親細胞株(マウスミエローマまたはB細胞株)が

数多く開発され,モノクローナル抗体作製技術の進歩を促した.これまでに,数多

くのマウス型モノクローナル抗体が作製され,試薬および臨床検査など幅広い分野

で用いられている.しかし,晴乳類間で高度保存されたタンパク質に対する抗体を

作製する場合,これらのタンパク質はその相同性の高さ故にマウスに免疫原性を発

揮する能力が非常に乏しく,有用な抗体が作出できないといった問題点を抱えてい

る.マウスに代わる免疫動物としては,主にウサギやヤギが用いられるが,両動物

共にポリクローナル抗体が主であり,近年ウサギにおいても細胞融合用親株の樹立

が報告されている[35】が,ウサギ型モノクローナル抗体の本格的な実用化には至っ

ていないのが現状である.

1-6.ニワトリ型モノクローナル抗体の特徴とその有用性

一方,ニワトリでは,産卵ニワトリの移行抗体を利用し卵黄中のポリクローナル

抗体を作製する技術が注目.されていた.抗原を免疫したニワトリの産む卵の卵黄中

には特異抗体を含めて多くのIgYが存在するが,卵黄を構成するタンパク質がごく

僅かであることから,,種々のクラスの抗体やタンパク質が混在する晴乳類の血清と

比較して,抗体の精製が容易である.また,卵黄中に含まれるIgYの量は極めて多

く[36,37], 1羽のニワトリから得られる特異抗体の量はウサギなどと比較すると大

量に得ることができる.このような利点を活かし,最近,精製卵黄抗体の市場展開
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も起こりつつある.また,ニワトリ免疫グロブリンは次のような特徴を有する.す

なわち> (1)噛乳類由来免疫抗原に対するニワトリ抗体は,同免疫抗原に対する晴乳

類抗体に比べて弗特異的反応(バックグラウンド)が極めて低い[38], (2)ニワトリ

IgYはプロテインAやプロテインGに親和性を持たない[39】- (3)ニワトリIgYは

晴乳類の補体を活性化しない【40],などである.そして,特に噛乳類間で高度保存さ

れている分子に対する抗体を作製するためには,系統発生学的に晴乳類と異なり,

かつ晴乳類とは異なる独自の高度な免疫システムを持つ鳥類が優れていることが挙

げられる.ニワトリにおけるこれらの利点を考えた場合,もしニワトリ型モノクロ

ーナル抗体の作製が可能となれば,ニワトリ抗体の有用性および汎用性は飛躍的に

拡大するものと考えられた.

そこで当研究室は,ニワトリ型モノクローナル抗体の作製を目的として, 1989年

にNishinakaら【411によってThymidineKinase(TK)欠損ニワトリBリンパ球細胞

株の確立に成功し,この細胞株を親株とした細胞融合法により,特異抗体産生ニワ

トリ　B細胞ハイブリドーマを作出し,ニワトリ型モノクローナル抗体の応用-の道

を拓いた.先にも述べたように,ニワトリは系統発生学的に晴乳類とは異なる動物

であることから,晴乳類間で高度保存されているタンパク質であってもニワトリで

は相同性の低い場合が多い・例えば,ウシにおける牛海綿状脳症(bovine spongiform

encephalopathy; BSE)やヒツジにおけるスクレイピー,そしてヒトにおけるクロイツ

フェルトヤコブ病(Creutzfeldt-Jacob disease; CJD)などの原因タンパク質であるプリ

オンタンパク質(prion protein; PrP) [42]は,噂乳類間におけるアミノ酸の相同性が

80-90%台と非常に高いことから,マウス等において優良なモノクローナル抗体の作

製が困難であり　PrPノックアウトマウスを用いてようやくモノクローナル抗体の

作製が可能となっている.しかし,ニワトリ　PrPのアミノ酸配列は,晴乳類prpの

アミノ酸配列と約40%の相同性と低い【43]ことから,当研究室のMatsudaら【44]

およびNakamuraら[45,46, 47]が晴乳類プリオンタンパク質に対して高感度であり,

かつ非特異反応の極めて低いニワトリ型モノクローナル抗体の作製に成功している.

また, Asaokaら[481は,腫癌マーカーであるHangarniz-Deicherantigen (HD抗原)に

対するモノクローナル抗体の作製を報告しており,免疫動物としてのニワトリの有

用性と,ニワトリ型モノクローナル抗体の優良性がうかがえる.最近ではウシI型

コラーゲン中に含まれるアレルゲン活性部位に対するモノクローナル抗体の作出を

行う[49]など,今後ニワトリ抗体を診断薬や検査薬として活用する道も拓かれるこ

とが期待されている.

1-7.ニワトリハイブリドーマの抱える問題点とIL-6 -の注目
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このように有用なニワトリモノクローナル抗体産生ハイブリドーマであるが,そ

の応用範囲をさらに広げるためには,細胞の安定した増殖と更なる抗体産生が必要

と考えられている.特に,抗体産生能に関しては,マウス型は一般泊勺に1日当たり

約10ng/ml/lxlO6細胞であるのに対して,ニワトリ型が約1ji.g/ml/1x10-　細胞と,

マウス型の1/10の抗体産生能であることが知られており,この問題がニワトリハイ

ブリドーマ由来モノクローナル抗体の大量調整を困難にしている.また,ニワトリ

では腹水抗体の作製も現在のところ困難であることから,現在,ニワトリ型モノク

ローナル抗体の大量調整は,遺伝子工学技術であるファージディスプレイ法[50]を

活用した大腸菌発現組み換え単鎖型抗体(single chain Fragment of variable region;

scFv)の作製が主となっている. scFv抗体は,確かにニ,ワトリ型モノクローナル抗

体の大量調整を可能にしたが,単鎖型であるが故に二価の抗体よりも抗原に対する

親和性が著しく低下するものが存在する(当研究室の未発表データ).また,同一抗

原に対するモノクローナル抗体のスクリーニングの過程で用いられるバニング操作

では,その操作の性質上の原因により,性質のほぼ等しいクローンが回収される傾

向があることから, scFv抗体のみではニワトリ型モノクローナル抗体の全てをカバ

ーすることはできない.そのため,ハイブリドーマの産生するネイティブ型モノク

ローナル抗体は,今後も重要な位置を占めることが容易に想像される.そこで,ニ

ワトリハイブリドーマの抗体産生能そのものを上昇させる手段として,ニワトリハ

イブリドーマの培養系に有用な因子を活用することが考えられた.そこで筆者は,

マウスIL6がマウス-イブリド-マの培養系に有効利用されていることに着目した.

先にも述べたように,噛乳類においてIL-6は,ハイブリドーマの細胞増殖や抗体産

生を促進する効果があることから,マウスハイブリドーマの汎用性拡大に貢献した

経緯を持つ.このことから,もしニワトリIL-6がニワトリハイブリドーマに対して

マウスで認められる効果を発揮すれば,ニワトリハイブリドーマの抱える弱点を克

服し,ニワトリ型モノクローナル抗体の汎用性拡大に貢献できると考えた.

ト8.本研究の目的と構成

そこで本研究では,ニワトリハイブリドーマ培養系にニワトリIL6を活用するこ

とを目的として,第一の研究では,組み換えニワトリIL6を作製し,ニワトリハイ

ブリドーマHUC2-13 [44]に対する生物活性試験を実施し,ニワトリハイブリドーマ

に対する有効性を検討した.続いて,ニワトリIL-6の特異的受容体であるニワトリ

IL-6Rのクローニングを行い,特にニワトリハイブリドーマに注目して種々のニワ

トリ組織および細胞株における発現解析を行った.最後に,可溶型IL-6Rのニワト

リハイブリドーマ培養系-の活用法の一つとして,ニワトリIL-6RとニワトリIL6の
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融合タンパク質(Hyper-chIL-6)を作製し,ニワトリIL-6単独添加条件との活性比較

(リン酸化STAT3の検出)を行うと共に, chIL-6添加時におけるHUC2-13内抗体遺

伝子およびその発現の制御に関連すると考えられる遺伝子の発現を解析することで,

chIL6添加時のHUC2-13におけるモノクローナル抗体産生機構の解明を試みた.
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第2章

ニワトリハイブリドーマに対する組み換えニワトリIL6の有効性の検討

ll



2.1序論

現在,広範囲に渡って活用されているマウスハイブリドーマは●　細胞融合時にお

いて,血清成分のみではハイブリドーマの増殖が十分に得られないといった問題点

を抱えていた.その際,マウス線維芽細胞などの支持細胞の存在下でハイブリドー

マの増殖効率が改善されることが報告され,支持細胞の産生する液性因子(サイト

カイン)がハイブリドーマの有効な増殖因子であることが示唆された.後の解析に

より,この液性因子がIL-6であることが判明し, IL-6がマウス-イブリド-マ培

養系における有用因子として,その培養系に活用されるようになった.また,樹立

後のハイブリドーマに対しても, IL-6は抗体産生を促進する効果があることから,

IL6は,マウスハイブリドーマの培養系において非常に有用なサイトカインである

といえる.

近年,ニワトリにおいて噛乳類IL-6相同分子の遺伝子クローニングが報告され,

組み換えニワトリIL-6を用いた種々の活性試験により,ニワトリIL-6が噛乳類IL

6と類似した生物活性を有することが判明した.このことから,ニワトリIL6がニ

ワトリハイブリドーマに対して,安定した増殖や抗体産生の向上に有効であれば,

ニワトリハイブリドーマが現在抱えている諸問題を解決し,汎用性の拡大に寄与す

る可能性が考えられた.

そこで本章では,ニワトリIL6のニワトリハイブリドーマ培養系-の活用を目的

として,ニワトリIL-6の原核型および真核型組み換えタンパク質を作製し,ニワト

リ-イブリド-マHUC2-13に対する細胞増殖活性および抗体産生促進活性を測定し,

その有効性を検討した.また, IL-6の主要なシグナル伝達経路であるJAK!STAT経

路およびRas-MAPK経路に着目し,各経路のシグナル伝達分子であるSTAr3およ

びMAPKK (MEKl/2)のリン酸化を検出することで, IL6添加によるハイブリドー

マ-の有用性を検討した.
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2.2材料と方法

(1)供試細胞株および供試動物

細胞株は,ニワトリマクロファージ様細胞株HDll [51],本研究室で樹立されたヒ

トprpに対するモノクローナル抗体産生ニワトリハイブリドーマHUC2-13 [叫,大

阪大学平野研より分与を受けたIL6依存性マウスハイブリドーマMH60[52],HGPRT

欠損マウス細胞融合用親株sP2/0-Ag 14 (SP2) [53],アフリカミドリザル腎細胞株

COS-7およびチャイニーズハムスター卵巣細胞株CH0-Kl [54]を供試した. HDll

及びHUC2-13は10%牛胎児血清(fetal bovine serum; FBS, SIGMA)添加イスコフ

改変ダルベッコ培地(Iscove's modified Dulbecco's medium; IMDM, Invitrogen)中で,

38.5℃　5%CO,インキュベーター内で培養維持した. MH60およびSP2は, 10%FBS

加IMDM中で, 37℃ 5%CO,インキュベーター内で培養維持した. COS-7は10%

FBS添加ダルべッコ改変イーグル培地(Dulbecco's modified Eagle's medium; DMEM,

Invitrogen)中で,またCHO-Klは, 10% FBS添加F-12 Nutrient Mixture (HAM,

Invitrogen)中で,それぞれ37℃ 5%CO,インキュベーター内で培養維持した.

また, chIL-6に対するモノクローナル抗体の作製を目的として, 8週齢のBALB/c

マウスを免疫動物として供試した.

(2)大腸菌発現組み換えchIL6の作製

大腸菌発現組み換えchIL-6 (以降,原核型rchIL-6と記す)の作製は,大腸菌用発

現ベクターであるpGEX-6P-1 (Amasham Biosciences)を発現ベクターとして用いた.

PGEX-6P-1は,マルチクローニングサイト(MCS)の5'上流にグルタチオンIS-ト

ランスフェラーゼ(GST)をコードする遺伝子が付加されており, GST融合タンパ

ク質として発現する.発現後の融合タンパク質は, GST　と目的タンパクの介在配列

を特異的に認識する酵素で処理することで,目的の組み換えタンパク質からGSTを

除去することができる.

a.全RNAの抽出

全RNAは, 10トig/ml LPS (E coli 0127: B8, DIFCO LABORATORIES)添加無血清

IMDM中で4時間刺激培養したHDllからTRIzol試薬(Invitrogen)を用いて,キ

ット添付のプロトコルに従って抽出した.抽出後の全RNAは,表1に示す組成で

DNase処理し,残存するDNAを完全に除去した.
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b.逆転写反応によるcDNAの合成

逆転写反応はSuperscript III Reverse Transcriptase (Invitrogen)を用いて行った. aで

抽出した全RNA2ngに対して　0.5[xgのoligo(dT)15プライマー(Roche)を加えた

徳, distilledwater(DW)で15.5 |xlに調製し, 65℃で5分間熱変性を行った.熱変性

後の混合液は,直ちに氷中で1分間冷却した後,表2に示す組成で50℃で40分間

逆転写反応を行った後, 70℃で15分間熱処理を行って反応を停止した.さらに, 10

U/[ilRNaseH(TOYOBO)を1ドl加えて37℃で20分間加温し, RNAを分解除去した.

合成したcDNAは使用時まで120℃で保存した.

c. chlL6遺伝子の増幅

chIL6遺伝子は, Advantage GC2 polymerase (Clontech)を用いたpcR法により増幅

した.成熟型chIL-6をコードする領域を増幅するために, chlL6の塩基配列(NCBI

accession number AJ309540)を元にプライマーを作製し(chIL-6-F, chlL6-R),作製し

た各プライマーの5-末端には,タンパク質発現ベクターのMCS -のライグーショ

ンを考慮して,それぞれBamH IおよびXho Iの制限酵素部位を付加した. PCR反

応は,本章の材料と方法(2)-bで合成したcDNAを鋳型として, 94℃, 3分間の加

熱の後に, 94℃, 30秒間(熱変性), 60℃, 30秒間(プライマーのアニーリング)およ

び68℃,3分間(伸長反応)を1サイクルとして30サイクル行い,最後に68℃,3分

間反応させた.サーマルサイクラ-は, PTC-100 Programmable Thermal Controller (MJ

Research)を使用した.なお,プライマーの塩基配列は表3に, PCRの反応液組成

は表4に示した.

d.TAクローニング法によるchIL-6遺伝子のクローニング

Cで増幅した遺伝子断片は, Gel extraction kit (QIAGEN)を用いて精製した.前述

のPCR反応液を1%アガロースゲル(TAKARA)中で亀気泳動した後,ゲルをl

汁g/mlエチジウムブロマイド(EtBr)含トリス酢酸EDTA緩衝液(Tris-Acetate EDTA;

TAE)中で30分間染色した.染色後,ゲルはTAE中で10分間洗浄し,紫外光下

において目的のバンドを切り出した.切り出したバンドは　Gelextractionkitを用い,

キット添付のプロトコルに従って精製した.精製した遺伝子断片は, Ultrospec 2100pro

(Amersham Biosciences)を用いて濃度を側定後,クローニング用ベクターである

PGEM-TEasyvector(Promega) -TAクローニングした.なお, TAクローニングは,

ベクターとインサートのモル比が1対3になるように調製し,キット添付の
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表1. DNase処理の反応液組成

組成　　　　　　　　容量(1*1)

10 x DNase I-RNase free buffer 10.0

DNase I (5 U/ml)　　　　　　　　1.0

RNase inhibitor (40 U/ml)　　　1.0

RNA/DW mixture　　　　　　　　88.0

計　　　　　　　　　　　100.0

表2. 1 st strand cDNA合成の反応液組成

組成　　　　　　　　容量o*1)

5 x first strand buffer

0.1 MDTT

2.5 mM dNTPs

RNase inhibitor (40 U/¥il)

5.0

1.0

4.0

1.0

RNA/Oligo (dT) primer mixture　　9.0

計　　　　　　　　　　　　20.0
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表3.本章で使用したプライマーの塩基配列

uence

GST-chIL6-F

GST-chIL6-R

pSeq-chIL6-F

pSeq-chIL6-R

M13-21
M13-R

pSeq-F

pSeq-R

BamH 1

5 ㌧CGCrCGAGTCAGGCACTGAAACrCCTGGT-3 -

Xho1

5'-CGCCArGGCCGCTGCCCGCCGCCGCG-3 '
Hind ll1

5 ㌧CGCrCGAGGG CACTGAAACT CCTGGT - 3 -

Xho1

5㌧TTGGGTAACGCCAGGGT-3 -

5㌧CTTGGCGTAATCATGGT-3 I

5 '-CCACCATGGAGACAGA CA CA CT-3 !

5 ㌧GGGGGAGGGGCAAACAACAGAT-3 '

54

50

66

74

表4.原核型rchIL-6のPCR反応液組成

組成　　　　　　　　　　　　　容量(J*l)

5 x Advantage GC-2 buffer

2 mM dNTPs

GC Melt

GST-chIL6-F (10トIM)

GST-chIL6-R (10トIM)

5.0

2.5

7.5

1.0

1.0

LPS 4 h-stimulated HDll CDNA (10 ng恒1)　　4.0

Advantage GC-2 polymerase 0.5

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3.5

計　　　　　　　　　　　　　　　　　25.0
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プロトコルに従って行った.ライゲ-ション後の反応液は,宿主大腸菌JM109コン

ビテント細胞(TOYOBO)に対して1/10量を加えた後に,氷中で20分間静置した.

続いて混合液は, 42℃で50秒間加温して再び氷中で2分間急冷した.急冷後,混

合液にSOC培地をl ml添加して37℃で30分間振塗培養し,この培養液80ド1を

100 M-g/mlアンピシリン含2x YTプレートに塗布し, 37℃で終夜培養した.出現し

たコロニーが, chIL-6遺伝子を保有しているか否かを確認するために, M13-Fおよ

びM13-Rプライマーを用いたコロニーPCRを行った.なお,各M13プライマーの

塩基配列は表3に示した.終夜培養後,出現したコロニーを無作為に爪楊枝でかき

とり,表5のPCR反応液に撹拝した. PCR反応は, 94℃,3分間の加熱の後に, 94℃,

1分間(熱変性),50℃,30秒間(プライマーのアニーリング)および72℃,2分間(伸

長反応)を1サイクルとして30サイクル行い,最後に72℃,5分間反応させた.サ

ーマルサイクラ-は　PTC-100 Programmable Thermal Controllerを使用した.反応終

了後のPCR反応液は, 1%アガロースゲル中で電気泳動後, 1 [xg/mlEtBr含TAE中

で30分間染色した.染色後,ゲルはTAE中で10分間洗浄し,紫外光下において

バンドを検出した・目的遺伝子の保有が認められたコロニーは, 100 [xg/mlアンピシ

リン含2x YT培地2 ml中で, 37℃で終夜振塗培養した.培養後の大腸菌からのプ

ラスミドDNAの抽出は, QIAprep spin Miniprep Kit (QIAGEN)を用い,キット添付

のプロトコルに従って行った.抽出したプラスミドDNAは,BigDyeterminatorver. 3.1

cycle sequencing kit (Applied Biosystems)およびM13プライマーを用い,キット添付

のプロトコルに従ってシーケンス反応を行った.シーケンスの反応組成は,表6に

示し,以降の実験中に出てくるシーケンス反応は,すべて表6に準じて行った.最

後に,塩基配列は, 3100 GeneticAnalyser (Applied Biosystems)を用いて,機器添付の

プロトコルに従って決定し,得られた塩基配列は, GENETYX-MAC ver. 9.0 (Software

Development)を用いて,登録されているchIL-6遺伝子との相同性検索を行った.

e.原核型rchIL-6タンパク質発現ベクターの作製

正確なchIL-6遺伝子が組み込まれたプラスミドDNAは,BamRIおよびXhol　で

制限酵素処理した後, 1%アガロースゲル中で電気泳動して,ゲルを1 ng/mlEtBr含

TAE中で30分間染色した.染色後,ゲルはTAE中で10分間洗浄し,紫外光下に

おいてchIL-6遺伝子断片を切り出した.切り出したバンドは, Gel extraction kitを

用い,キット添付のプロトコルに従って精製した.また,組み換えタンパク質発現

ベクターであるpGEX-6P-1も同様にBamH IおよびXho I　で制限酵素処理後に精

製し, Ligation High ligation kit (TOYOBO)を用いて,キット添付のプロトコルに従

ってchIL-6遺伝子とpGEX-6P-1をライゲ-ションした.ライグーション後の反応
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表5.コロニーPCRの反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(no

10 x Ex taq buffer

2.5 mM dNTPs

M13-21/pSeq-F (10 yM)

M13-R/pSeq-R (10トIM)

Ex taq (5 U小1)

DW

2.5

2.5

1.0

1.0

0.5

17.5

計　　　　　　　　　　　　25.0

表6.サイクルシーケンスの反応液組成

組成　　　　　　　　容量(汁1)

Bigdye terminator ver. 3. 1　　　　2.0

5 x sequencing buffer　　　　　　3.0

sequencing primer (3.2 [xM)　　1.0

DNA */DW mixture　　　　　　　14.0

計　　　　　　　　　　　　20.0

* plasmid DNA; 200-500 ng

PCR product; 2-10 ng (-300 bp)

10-40 ng (-1000 bp)
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液は,宿主大腸菌BL21 (DE3)コンビテント細胞(TAKARA)に対して1/10量を加

えた後に,氷中で45分間静置した.続いて混合液は, 42℃で2分間加温して再び

氷中で2分間急冷した.急冷後,混合液にLB培地を500 nl添加して37℃で1時

間振塗培養し,この培養液80nlを100[xg/mlアンピシリン含LBプレートに塗布し

て37℃で12時間培養した.培養後に出現した単一コロニーは, 100^g/mlアンピシ

リン含LB培地中で, 37℃で終夜振塗培養し,培養後の大腸菌からのプラスミドDNA

の抽出をQIAprep spin Miniprep Kitを用いて行った後に, BamH. IおよびXho Iで制

限酵素処理を行い,アガロース電気泳動によりchIL6遺伝子断片の確認を行った.

f.大腸菌内での原核型rchIL-6タンパク質の発現

遺伝子断片の確認ができたコロニーは,再度2mlの100[xg/mlアンピシリン含LB

培地中で, 37℃で終夜振迫培養した.翌日,培養液の内100汁1を, 10ml (4本)の

100ng/mlアンピシリン含LB培地に植え継ぎ,培養液の600nmの吸光度の値が0.8

になるまで37℃で振塗培養した.続いて,この培養液5mlを500ml(8本分)の100

¥ig/mlアンピシリン含LB培地に植え継ぎ,培養液の600nmの吸光度の値が0.8に

なるまで30℃で旋回培養した.原核型rchIL-6タンパク質の発現誘導は,イソプロ

ピル華Dチオガラクトビラノシド(isopropyl華D-thiogalactopyranoside; IPTG)の終濃

度が0.1mMになるように添加して, 25℃で更に4時間旋回培養した.培養後　3,300

x gで15分間の遠心により菌体を全て回収して,培地を完全に除去した.培地を除

去した後の菌体は　0.5% CHAPS (ナカライテスク)含リン酸緩衝食塩水(phosphate

buffered seline; PBS) 50 mlに再懸濁し, SONIHER250D (Branson)を用いた超音波処

理により破砕した.破砕後の菌体懸濁液は　6,000 x　で10分間遠心して上清と沈

殿に分離し,上清を回収した.回収した上清は,使用時まで-20℃で保存した.

g.原核型rchlL6タンパク質の精製

原核型rchlL6タンパク質の精製は, N_末端に付加されるGSTとグルタチオンの

親和性を利用したアフイニティークロマトグラフィーを行い,カラム上において酵

素処理を施して原核型rchIL-6のみを溶出させた後に,陰イオン交換クロマトグラ

フィーによってさらに精製した.

f.で回収した上清には,ジチオスレイトール(dithiothreitol;DTT)の終濃度が5 mM

になるように添加した後,グルタチオン・セフアロース4B (Amersham】〕iosciences)4ml

と混合して, 4℃で終夜混和した・この混合液は,カラム(PD-10 empty, Amersham

Biosciences)に添加した後, PBS 40 mlおよび酵素反応緩衝液【50 mM Tris-HCl (pH
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7.0), 150mMNaCl, 1 mMEDTA(pH8.0), lmMDTT]40mlを用いて洗浄した.続いて,

GST　と目的タンパク質の介在配列に特異的な4% Precission Protease (Amersham

Biosciences)含酵素反応緩衝液4 mlをカラムに添加し, 4℃で16時間緩やかに撹拝

しながら酵素処理した.

酵素処理後,溶出液は20 mM Tris, bis-Tris propane (pH 8.0)で終夜透析した後に,

Vision Workstation (PerSeptive Biosystems)およびPOROS HQ陰イオン交換カラム

(PerSeptive Biosystems)を用いて,すべての使用バッファーがpH 8.0の条件下で,

機器添付のプロトコルに従って陰イオン交換クロマトグラフィーを行った.クロマ

トグラフィー終了後に回収した溶出分画は, PBSに終夜透析した後, SDS-PAGEに

供試して目的タンパク質が溶出されていることを確認した.最終的なリコンビナン

トタンパク質のタンパク濃度は, BCA ProteinAssay Kit (PIERCE)を用いて,キット

添付のプロトコルに従って測定した.濃度測定後,精製分画は,使用時まで-20℃で

保存した.

(3)抗chIL-6モノクローナル抗体の作製

抗chIL-6モノクローナル抗体は,マウス免疫牌臓リンパ球と,マウス細胞融合用

親株sp2を用いた細胞融合法により作製した.

a.免疫

免疫は,本章の材料と方法(2)-gで精製した原核型rchIL-6 20 [xgを,マウスの腹

腔内に2週間おきに注射して,細胞融合時まで計4回注射した.

b.牌臓リンパ球および融合用親株の調製

最終免疫3　日後にマウスから牌臓を摘出し,クリーンベンチ内で牌膜や脂肪成分

を無菌的に除去した後,滅菌したハサミで牌臓を細切した.細切後の牌臓は,スラノ

イドグラスを用いてさらに細かくすり潰した後に無血清IMDMに懸濁し,セルフィ

ルターに通して不純物を除去してリンパ球を回収した.回収したリンパ球中の赤血

球は,赤血球破壊酵素(red blood cell destroy enzyme, RDE)を加えて, 4℃で5分間

反応させることで除去した.赤血球除去後のリンパ球は,無血清IMDMで3回遠

心洗浄した後に,血球計算盤を用いて生細胞数を算出した.同時に,継代維持して

おいたSP2も,無血清IMDMで3回遠心洗浄した後に,同様に生細胞数を算出し

た.
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C.細胞融合

細胞融合は, SP2とリンパ球の割合が1対5になるように調製して行った.上記

の割合で混合した細胞は,遠心して培地を完全に除去した後,あらかじめ37℃に温

めておいたポリエチレングリコール1500 (polyethylene glycol; PEG, Roche) 1 mlを1

分間かけてすべての細胞に丁寧に添加し,その後1分間静置した.静置後,あらか

じめ37℃に温めておいた無血清IMDMIOmlを1滴ずつゆっくりと加えて,細胞を

十分撹拝し, PEGを希釈した.細胞は,無血清IMDM50mlで2回遠心洗浄した後

に,あらかじめ37℃に温めておいた5.0x 10 Mhypoxanthine,2.0x 105Maminopterin,

8.0 x 10"4M thymidine (HAT, SIGMA), 10% hybridoma cloning factor (HCF, ORIGEN)お

よび10%FBS添加IMDM中に再浮遊させ,96ウェル細胞培養用プレート(BECTON

DICKINSON)に1ウェル当たり100nl播いて, 37℃　5%CO,インキュベーター内

で培養を開始した.

d.陽性ウェルの選抜およびクローニング

培養7　日目以降に出現したハイブリドーマウェル中の陽性ウェルは,その培養上

清を用いて,原核型rchIL-6を抗原とした固相酵素免疫測定法(enzyme-linked

immunosorbent assay; ELISA)により選抜した.

NUNC-IMMUNO MODULE (Nunc)に(2)-gで精製した原核型rchIL-6を1ウェル

当たり50トa(5¥xg)添加し, 37℃で1時間固相化した.固相化後,抗原液を除き,

25% (w/v) BlockAce (雪印乳業)含pBSを添加して, 37℃で1時間ブロッキングし

た.続いて,ブロッキング液を除き,各ウェルの培養上清を50ド1添加し, 37℃で

1時間1次反応を行った. 1次反応後,上清を除き, 0.05% Tween-20含pBSで各

ウェルを4回洗浄した後に, 10% BlockAce含pBSで1000倍希釈したアルカリフ

オスフアタ-ゼ(alkaline phophatase; AP)標識ヤギ抗マウスIg抗体(Kirkegaard and

Perry Laboratories)を添加し, 37℃で1時間2次反応を行った. 2次反応後,抗体

液を除き, 1次反応後と同様の方法で各ウェルを7回洗浄した.洗浄後, ㌢nitrophenyl

phosphate (PNPP, Kirkegaard and Perry Laboratories)をpNPP溶解液【100 mM glycine, 1

mM MgCl2, 1 mMZnCl2 (pH 10.4)]に溶解し, 1ウェル当たり50ド1添加して暗所室

温で15分間反応させた後,マイクロプレートリーダーModel680(BIORAD)を用い

て検出波長405 nmおよび対照波長600nmの吸光度を測定した.

続いて,陽性ハイブリドーマのクローニングは,限界希釈法により行った.上記

のELISAにおいて陽性反応を示したハイブリドーマは, HAT, 10% HCFおよび10%

FBS添加IMDM中で培養維持した後,細胞数を算出し0.35% Agar Noble (BECTON
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DICKINSON)および10%FBS添加IMDM中に200cells/mlになるように調製し, 60

mm培養ディッシュ(BECTONDICKINSON)に5ml播いて,室温で20分間静置し

て培地を固化させた後に, 37℃　5%CO,インキュベーター内で培養を開始した.檀

養開始1週間前後から形成されるハイブリドーマコロニーは,顕微鏡下でパスツー

ルピペットを用いて無菌的に回収し,あらかじめ10% HCFおよび10% FBS添加

IMDM 100 nlを添加しておいた96ウェル細胞培養用プレートに懸濁し,上記と同

条件で培養を開始した.各ハイブリドーマクローンの抗原特異性の検討は,その培

養上清を用いて,上記と同様にELISAにより行った.

e.モノクローナル抗体のサブクラスの決定

樹立したハイブリドーマクローンのサブクラスは,マウスモノクローナル抗体ア

イソタイピングキット(AmashamBiosciences)を用いて,キット添付のプロトコルに

従って決定した.

f.ウエスタンプロット解析

50 ngの原核型rchlL6は, 6倍濃度のサンプル緩衝液【375 mM Tris-HCl (pH 7.0),

12% SDS, 10% sucrose, 0.04% bromophenol blue (BPB)]と5対1の割合で混合して5

分間煮沸した後に,常温で冷した.その後, 12.5%ポリアクリルアミドゲルに添加

し, compact PAGE (ATTO)を用いて泳動用緩衝液【25 mMTris-HCl (pH 8.3), 0.1% SDS,

192mM glycine]中で電気泳動した.なお,陰性対照として,等量のリコンビナント

マウスIL-6 (rmoIL-6, Upstate biotechnology)も同様に調製し,電気泳動した.泳動終

了後,ゲルをゲル版から取り外し,渡紙およびImmun-Blot PVDFmembrane (BIO RAD)

と共に転写緩衝液(100 mMTris, 192 mM glycine, 0.01% SDS, 5% methanol)に浸した.

続いて,ゲルとPVDF膜が渡紙に挟まれるように重ね合わせ, POWERPAC3000(BIO

RAD)を用いて, 350mAの定電流で1.5時間通電して転写した.転写終了後,転写

膜をブロッキング液[5% skim milk, 0.2% Tween-20, 2.5 mM EDTA(pH 8.0), 94.8% PBS】

に浸し,室温で1時間ブロッキングした.ブロッキング終了後,転写膜を取り出し,

各ハイブリドーマクローンの培養上清に浸して,暗所室温で1時間1次反応を行っ

た. 1次反応後,培養上清を除き,転写膜を洗浄液[1% skimmilk,0.2%Tween-20,2.5

mMEDTA(pH8.0),98.8%PBS]中で5分間, 3回の振塗洗浄を行った.洗浄後,転

写膜を洗浄液から取り出し,洗浄液で3000倍に希釈した西洋ワサビ由来ベルオキシ

ダーゼ(horse-radish peroxidase; HRPO)標識ヤギ抗マウスIg抗体(Kirkegaard and

Perry Laboratories)に浸し,暗所室温で1時間2次反応を行った.反応終了後,抗
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体液を除き,転写膜を洗浄液中で10分間, 3回の振盗洗浄を行った.最後に,検出

および現像は, ECL plus Western Blotting Detection system (Amasham Biosciences)およ

びLAS-300Q (富士フイルム)をそれぞれ用いて,キットおよび機器添付のプロトコ

ルに従って行った.

(4)真核細胞発現rchlL6の作製

真核細胞発現rchIL-6 (以降,真核型rchlL6と記す)の作製は,真核細胞用発現ベ

クターであるpSeqTag2A(Invitrogen)を発現ベクターとして用いた. pSeqTag2Aは,

MCSの5'上流に分泌シグナル用としてマウスのIgKリーダー配列が,また3'下

流にタンパク質検出用としてmycおよびタンパク質精製用として6つのヒスチジン

残基(6xHis)をコードする遺伝子が付加されている.リコンビナントタンパク質は,

リーダー配列を利用して膜上または細胞外に分泌され, 6 x Hisとニッケルレジンの

親和性を利用したアフイニティークロマトグラフィーを用いて精製が可能である.

a. chIL-6遺伝子の増幅

chIL6遺伝子の増幅は,本章の材料と方法(2)-cと同様に　Advantage GC2

polymeraseを用いたpcR法により行った.成熟型chIL-6をコードする領域を増幅

するために, chIL-6の塩基配列を元にプライマーを作製し(pSeq-chIL6-F, pSeq-

chIL6-R),作製した各プライマーの5-末端には,タンパク質発現ベクターのMCSへ

のライグーションを考慮して,それぞれHind IIIおよびXho Iの制限酵素部位を付

加した.PCR反応は,本章の材料と方法(2)-dで作製したchIL-6プラスミドDNAを

鋳型として, 94℃, 3分間の加熱の後に, 94℃, 30秒間(熱変性), 58℃, 30秒間(プ

ライマーのアニーリング)および68℃, 3分間(伸長反応)を1サイクルとして30

サイクル行い,最後に68℃, 3分間反応させた.サーマルサイクラ-は, PTC-100

ProgrammableThermal Controllerを使用した.なお,プライマーの塩基配列は表3に,

PCRの反応反応組成は表7に示した.

b.真核型rchlL6発現ベクターの作製

aで増幅した遺伝子断片は,発現ベクターであるpSeqTag2Aと共にHind IIIおよ

びXho Iを用いて制限酵素処理を行った後に,本章の材料と方法(2)-dに準じて,

アガロースゲル電気泳動から切り出し精製までの換作を行った.精製した遺伝子断

片は, LigationHighligationkitを用いて,キット添付のプロトコルに従ってchIL-6
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表7.真核型rchIL-6のPCR反応液組成

組成　　　　　　　　　　　　　容量(Ml)

5 x Advantage GC-2 buffer

2 mM dNTPs

GC Melt

pSeq-chIL6-F (10トIM)

pSeq-chIL6-R (10 ^↓M)

chIL-6-T easy plasmid DNA (10 ng/jxl)

Advantage GC-2 polymerase

DW

5.0

2.5

7.5

1.0

1.0

4.0

0.5

3.5

計　　　　　　　　　　　　　　　　　　25.0
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伝子とpSecTag2Aをライグーションした.ライグーション後の反応液は,宿主大腸

菌DH5aコンビテント細胞(TOYOBO)に対して1/10量を加えた後に,氷中で20

分間静置した.続いて混合液は, 42℃で1分間加温して再び水中で1分間急冷後,

混合液にLB培地を500ml添加して37℃で1時間振塗培養し,この培養液100pilを

100 [xg/mlアンピシリン含LBプレートに塗布し, 37℃で12時間培養した.出現し

たコロニーが目的の遺伝子を保有しているか否かを確認するために, pSeq-Fおよび

pSeq-Rプライマーを用いたコロニーPCRを行った.コロニーPCRは,本章の材料

と方法(2)-dに準じて行った.なお,プライマーの塩基配列は表3に示した.反応

終了後のPCR反応液は, 1%アガロースゲル中で電気泳動後,本章の材料と方法

(2)-dに準じてバンドを検出した.目的のバンドが検出できたpcR反応液は, 4Uの

exonuclease I (Exo I, Amasham Biosciences)および0.8 Uのshrimp alkaline phosphatase

(SAP,AmashamBiosciences)を加えてよく混和し, 37℃で1時間保温することで,反

応液中のプライマーを完全に除去した.酵素反応は, 80℃で20分間加熱することで

停止させた・酵素処理後の遺伝子断片はBig Dye terminator ver. 3.1 cycle sequencing kit

およびpSeq-F,pSeq-Rプライマーを用いたダイレクトシークエンス法【55]によりシ

ークエンス反応を行った.以降の塩基配列の決定および解析は,本章の材料と方法

(2)-dに準じて行った.

C.真核型rchIL-6 plasmid DNAの大量調製

目的遺伝子の保有が認められた大腸菌クローンは, 100抄g/mlアンピシリン含LB

培地2ml中で, 37℃で終夜振塗培養した・翌日100^ilの培養液を,新たな100jig/ml

アンピシリン含LB培地10mlに植え継ぎ, 37℃で3時間振塗培養した. 3時間後,

培養液10mlを新たな100jxg/mlアンピシリン含LB培地150mlに植え継ぎ, 37℃

で6時間振塗培養した.培養後の大腸菌からのプラスミドDNAの抽出は, Endo-free

Maxikit(Qiagen)を用いて,キット添付のプロトコルに従って行った.抽出後のプラ

スミドDNAは, Ultrospec 2100 proを用いて濃度を測定し,使用時まで-20℃で保

存した.

d.真核型rchIL-6プラスミドDNAの細胞-の導入およびタンパク質発現

Cで調製した真核型rchIL-6プラスミドDNAは,晴乳動物細胞用遺伝子導入試薬,

TransfectinLipid Reagent(BIORAD)を用い,キット添付のプロトコルに従って, COS-7

またはCHO-Klに導入した.リコンビナントタンパク質は,発現ベクターが保持す

るヒトサイトメガロウイルス(cytomegalovirus; CMV)プロモーターを利用して細胞
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内で発現させ,発現タンパク質は導入48時間後に培養上清を回収し,本研究で樹立

した抗chIL-6モノクローナル抗体を用いたウエスタンプロット解析により検出した.

なお,ウエスタンプロット解析の基本操作は,本章の材料と方法(3)-fに準じた.

e.真核型rchIL-6の精製および定量

真核型rchIL-6は,リコンビナントタンパク質のC末端に付加する6 x Hisとニ

ッケルレジンとの親和性を利用したアフイニティー精製により精製した.回収した

培養上清は　ProBond Resin (Invitrogen)と室温で1時間転倒混和し,ニッケルレジ

ンカラムと目的のタンパク質を結合させた.結合後のカラムは,非結合タンパク質

を未吸着分画として回収後,カラム容量の8倍量のNative washing buffer [50 mM

sodium acetate, 0.5 M NaCl, 20 mM Imidazol (pH 8.0)]で4回洗浄し,洗浄分画を回収

した.洗浄後,カラムは12倍容量のNative elution buffer 【50raM sodium acetate, 0.5 M

NaCl,0.25MImidazol (pH8.0)]で結合しているタンパク質を溶出させ,溶出分画とし

て回収した.

回収した各分画はSDS-PAGEに供試して,溶出分画中に目的のタンパク質がある

ことを確認した・溶出分画中の真核型rchIL-6は,本章の材料と方法(2)-gで精製し

た原核型rchIL-6を標準試料として,抗chIL-6モノクローナル抗体を用いた定量的

ELISAにより定量した・抗原は,溶出分画および0.5-50ng/ml原核型rchIL-6を1ウ

ェル当たり50 yd添加して固相化し, 1次抗体として1000倍希釈抗chIL-6モノク

ローナル抗体(E3)を, 2次抗体として1000倍希釈AP標識抗マウスIg抗体を用

いた.真核型chIL-6の定量は,各濃度の原核型rchIL-6の検出波長である405 nmの

数値から検量線を作製し,溶出分画中の目的タンパク質の濃度を算出した.なお,

ELISAの基本操作は,本章の材料と方法(3)-dに準じた.

(5) HUC2-13およびMH60に対するrchIL-6の効果の検討

a.細胞増殖促進効果の検討

培養維持しておいたHUC2-13およびMH60は50 mlチューブに回収し,無血清

IMDMを用いて3回遠心洗浄して血清成分を完全に除去した.その後,血球計算盤

により生細胞数を算出し,終濃度が5x 104cells/mlの濃度になるように10%FBS添

加IMDMに添加した.本培地には,原核型または真核型rchlL6の終濃度が0-100

ng/mlの濃度になるようにそれぞれ添加して(MH60は最大10 ng/mlまで), 96ウェ

ル細胞培養用プレートにlウェル当たり100nlずつ播いて,それぞれ両ハイブリド
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-マの至適条件下のインキュベーター内で3　日間培養した.

細胞増殖活性は,培養1日毎にWST-1 [56]を用いて測定した. WST-1 [2-(4l

Iodophenyl)r3-(4-nitrophenyl)-5-(2,4disulfophenyl)-2月-tetrazolium,　monosodium salt】

(Roche)は, 1ウェル当たり10汁lを添加混和し,それぞれ両ハイブリドーマの至適

条件下のインキュベーター内で2時間反応させた.反応後の培養液は, ELISA用プ

レート(住友ベークライト)に全量分注し,マイクロプレートリーダーModel 680を

用いて検出波長450nmおよび対照波長600nmの吸光度を測定した.成績は,同条

件の3つの測定値の平均値であらわした.

b.チロシンリン酸化STAT3およびセリンリン酸化MEKl/2の検出

HUC2-13およびMH60は,各ハイブリドーマの増殖培地中で継代維持した後に,

血球計算盤により生細胞数を算出し,終濃度が1 x 106cells/mlの濃度になるように2%

FBS添加IMDMに再浮遊させ, 12　ウェル細胞培養用プレート(BECTON

DICKINSON)に1 mlずつ分注して終夜培養した.翌日,両ハイブリドーマに対し

てrchlL6の終濃度が0-100 ng/mlの濃度で添加して(MH60は10 ng/mlまで),そ

れぞれ両-イブリド-マの至適条件下のインキュベーター内で, 15分間刺激培養し

た.培養後,細胞はすべて1.5 mlチューブに回収し, PBSを用いて2回遠心洗浄

し,培地および血清成分を完全に除去した.培地を除去した後の細胞は,細胞可溶

化緩衝液[50 mM Tris-HCl (pH 7.4), 1% NP-40, 0.25% sodium deoxycholate, 150 mM

NaCl, 1 mM EDTA (pH 8.0), 10 mM sodium pyrophosphate, protease inhibitor tablet

(Roche)1300^1を用いて4℃で終夜可溶化し12,000xgで10分間遠心して上清を

回収した・上清中のタンパク濃度は　BCA Protein Assay Kitを用いて,キット添付

のプロトコルに従って測定した.濃度測定後,上清は,使用時まで180℃で保存した.

同タンパク量の上清は, 7.5または10%ポリアクリルアミドゲル上で電気泳動し

た後に,転写膜にブロッテイングし,リン酸化タンパク質用ブロッキング液[5%

non-fat dried milk, 0.2% Tween-20, 2.5 mM EDTA (pH 8.0), 94.8% Tris-buffered saline

(TBS)】を用いて室温で1時間ブロッキングした.,ブロッキング後,転写膜をリン酸

化タンパク質用洗浄液[0.2% Tween-20, 2.5 raM EDTA (pH 8.0), 99.8% TBS】で1000

倍希釈したウサギ抗sT∬3 (CALBIOCHEM),ウサギ抗チロシンリン酸化ST∬3 (Cell

Signaling),ウサギ抗MEKl/2 (Cell Signaling)またはウサギ抗セリンリン酸化MEKl/2

(Cell Signaling)抗体にそれぞれ浸し, 4℃で緩やかに振塗しながら終夜反応させた.

反応後,転写膜はリン酸化タンパク質用洗浄液で洗浄し,同洗浄液で3000倍に希釈

したHRPO標識ヤギ抗ウサギIgG (H+L)抗体(Kirkegaard and Perry Laboratories)に

浸して,室温で緩やかに振塗しながら1時間反応させた.反応終了後,転写膜を洗
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浄液で洗浄し,検出および現像をECL plus Western Blotting Detection systemおよび

LAS-3000をそれぞれ用いて,キットおよび機器添付のプロトコルに従って行った.

なお,泳動およびブロッテイング操作は,本章の材料と方法(3)-fに準じた.

c. HUC2-13培養上清中の抗体量の測定

HUC2-13培養上清中の抗体量の測定は,定量的ELISAにより行った. a　と同様

に調製したHUC2-13は, 38.5℃　5% CO,インキュベーター内で5　日間培養した.

培養上清は1日毎に回収し,使用時まで4℃で保存した.

NUNC-IMMUNOMODULEに,当研究室で樹立した,ニワトリIgYを認識するマ

ウスモノクローナル抗体(ly)【41]を1ウェル当たり2.5^g添加して, 37℃で1時

間固相化した.固相化後,ブロッキング液を添加して37℃で1時間ブロッキング

した.続いて,ブロッキング液を除き,回収しておいた各培養上清を1ウェル当た

り50[xl添加し, 37℃で1時間1次反応を行った.なお,標準試料として,精製

卵黄IgYを0.05-2.5ドg添加して,同様に1次反応を行った. 1次反応後,ウェル

を洗浄し, 10% BlockAce含pBSで1000倍希釈したAP標識ヤギ抗ニワトリIgG

(H+L)抗体(Kirkegaard and Perry Laboratories)を添加し, 37℃で1時間2次反応を

行った. 2次反応後,抗体液を除き, 1次反応後と同様の方法で各ウェルを7回洗

浄した.洗浄後, pNPPをpNPP溶解液に溶解し, lウェル当たり50^il添加して暗

所室温で15分間反応させた後,マイクロプレートリーダーModel 680を用いて検出

波長405 nmおよび対照波長600nmの吸光度を測定した.なお,洗浄換作は,本章

の材料と方法(3)-dに準じた.
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2.3成績

(1)原核魁rchIL-6の作製

本章では,成熟型chIL-6をコードする遺伝子領域を大腸菌発現ベクターにクロー

ニングし,大腸菌に感染させてGST融合chIL6発現大腸菌を得た.

a. chIL-6遺伝子のクローニング

TAクローニングにより　chIL-6遺伝子のクローニングを行い,塩基配列の決定の

後に相同性検索を行った.その結果,報告されているchIL-6の塩基配列と完全に一

致する配列を持つプラスミドDNAを取得した.

b.原核型rchIL-6の精製

rchIL-6発現大腸菌の培養およびに原核型rchIL-6タンパク質の発現誘導は,筆者

の本学部博士課程前期時の修士論文[631で決定した至適条件に準じて行った.

原核型rchlL6の精製は,はじめにGSTに親和性を持つグルタチオン・セフアロ

ース4Bカラムを用いて行った. GST融合chIL6をグルタチオンレジンに結合後,

PreScission Proteaseを添加して, GST　とchIL6の介在配列を特異的に認識・切断さ

せ,目的のタンパク質のみを溶出させ,各分画をSDS-PAGEに供試した.その結果,

溶出分画に原核型rchIL-6を示す22kDaのバンドが検出された(図3および図5,レ

ーン3)が,この溶出分画は,多くの大腸菌由来タンパク質を含んでいた.

そこで,陰イオン交換クロマトグラフィーによる2度目の精製を試みた.はじめ

に,使用バッファーの至適pHを6.0から9.0の範囲で検討したところ, pH 8.0の

条件で最も目的タンパク質がカラムに結合することがわかった(データは示してい

ない).そこで, pH8.0の条件でクロマトグラフィーを行い(図4),溶出分画をSDS-

PAGEに供試したところ,原核型rchlL6を示す22 kDaのバンドがほぼ単一バンド

として検出された(図5,レーン4).この精製分画は, PBSで終夜透析後,タンパク

質の濃度を測定したところ130 (xg/mlの濃度であり,原核型rchIL-6は, 1 Lの大

腸菌培養液から約0.5mg得られることがわかった.

(2)抗chIL-6モノクローナル抗体の作製

本研究では,限界希釈法により, 5つの抗chIL6モノクローナル抗体産生ハイプ
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1　2　3　4　5　6　7　8　9

図3.原核型rchlL6のアフイニティー精製像

レーン1　;分子量マーカー
レーン3-9　　酵素処理後の溶出分画

; rchIL-6 (MW: 21900 Da)

til



20

分画番号

図4.陰イオン交換クロマトグラフィーにおける原核型rchIL-6
アフイニティー精製分画のタンパク溶出パターン

(*;原核型rchlL6の精製度が最も高かった分画)
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図5.精製原核型rchlL6のCBBR染色像

レーン1;未吸着分画
レーン2;洗浄分画
レーン3;溶出分画 ]

アフイニティークロマトグラフィー

レーンi海面各面(図4の*コ陰イオン交換クロマトグラフィー
に相当)
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リド-マ(A6,Bl,B2,E3およびE5)を樹立した.

a.各クq-ンのサブクラスの決定

各クローンのサブクラスは,マウスモノクローナル抗体アイソタイピングキット

を用いて決定し,表8に示した.

b.抗rchIL-6モノクローナル抗体の特異性の解析

各モノクローナル抗体のIL6に対する反応性は,同タンパク量の原核型rchIL-6ま

たはrmolL6を用いたウエスタンプロット解析により検討した.その結果,本研究

で樹立したすべてのモノクローナル抗体は,原核型rchlL6のみを認識し, rmoILr6に

対して全く反応性を示さなかった(図6).中でも, E3およびA6クローンは,他の

3クローンに比べて原核型rchIL-6に対する反応性が高いことがわかった.特にE3

に関しては, 10抄g/ml LPSで12時間刺激培養したHDllの培養上清中のchIL6を

検出することが可能であり(図7), HUC2-13に対して原核型rchIL-6と共添加するこ

とにより、 HUC2-13内のリン酸化STAT3タンパク質の量が濃度依存的に減少して

いたことから(図8), E3はネイティブなchIL-6を検出できると同時に、阻害活性を

持つ抗体であることがわかった.

(3)真核型rchIL-6の作製

真核型rchlL6は,成熟型chIL-6をコードする遺伝子を真核細胞発現ベクターに

クローニングし, COS-7およびCHO-Klに導入することにより作製した.

a.真核型rchIL-6の発現

真核型rchIL-6の発現は,遺伝子導入24および48時間後のCOS-7またはCHO-

Klの培養上清を用いて,抗chIL6モノクローナル抗体E3によるウエスタンプロ

ッ斗解析により検討した.その結果,分子量約26 kDaの真核型rchIL-6は,両細胞

共に培養24時間後から上清中に認められ,培養48時間後の培養上清中にはさらに

強いシグナルとして認められた(図9).

b.真核型rchIL-6の精製および定量
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表8.本研究で樹立した抗chIL-6モノクローナル抗体のサブクラス

clone name class light chain

kappa

kappa

kappa

kappa

kappa
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抗chIL-6mAbクローン

E3　E5　A6　BI B2　　対照*
ChMoChMoChMoChMoCh Mo ChMo

図6.抗chIL-6モノクローナル抗体の異種動物IL6に対する交差反応性

Ch　;精製原核型rchIL-6(50ng/レーン)
Mo　;rmolL6(50ng/レーン)

*各組み換えIL6をI lig/レーンで泳動後のCBB染色像
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kDa

25

■
■
声
…

図7.モノクローナル抗体E3を用いたLPS刺激HDll培養上清中の
chIL-6の検出

レーン1; LPS無刺激HDll培養上清
レーン2; 10 |ig/ml LPS刺激HDll培養上清
レーン3;原核型rchlL6 (50 ng/レーン) (陽性対象)

・車; chlL6
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E3 (ng/ml)

0　0.1　1.0　　10　100

phospho- STAT3
、喝 療 I/鞠 琳如く 桝 を.L{ぺ′l1;▼

聯 lr、 $聯 T 、1

図8.モノクローナル抗体(E3)を用いたHUC2-13内のSTAT3
リン酸化阻害試験
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A B

1　2　3

kDa

37-

図9.真確細胞培養上清中の真核型rchlL6の検出

A. COS-7

B. CHO-Kl

レーンl; chlL6発現ベクター導入24時間後の培養上清
レーン2; chlL6発現ベクター導入48時間後の培養上清
レーン3; PSA発現ベクター(陰性対象)導入48時間後の培養上清

・● ;真核型rchIL-6

38



真核型rchIL-6は,リコンビナントタンパク質のC末端に付加した6x Hisとニッケ

ルレジンの親和性を利用したアフイニティークロマトグラフィーにより精製した.

溶出分画をl mlずつ10本分取して(計10 ml),その内,10 illをSDS-PAGEに供試

した結果,真核型rchIL-6を示す分子量約26 kDaのバンドが検出された(図10,レ

ーン4-9).また,同サンプルを用いて抗chIL-6モノクローナル抗体E3によるウエ

スタンプロット解析を行ったところ,分子量26kDaのバンドが検出された(図10,レ

ーン10).続いて,原核型rchIL-6を標準試料とした定量的ELISAにより溶出分画中

の真核型rchIL-6を定量したところ, COS-7培養上清由来溶出分画は2.8 ng/ml,

CHO-Kl培養上清由来溶出分画は1.8抄g/mlの濃度であることがわかり,真核型

rchlL6は100mlのCOS-7培養上清から約56¥ig,CHO-Kl培養上清から約36 [xg得

られることがわかった. (なお,真核型rchlL6は,第4章を考慮してCHO-Kl由

来のタンパク質のみを使用した.)

(4) HUC2-13およびMH60に対するrchlL6の効果の検討

本研究で作製した原核および真核型rchIL-6は, 10% FBS培養条件下のHUC2-13

およびMH60に対して,それぞれ0.ト100 ng/mlおよび0.1-10 ng/mlの濃度になるよ

うに添加し,以下の活性試験により有効性を検討した.

a.細胞増殖促進効果の検討

rchIL-6の細胞増殖促進効果は, WST-1法により測定した.その結果, rchIL-6は,

培養2　日目以降で原核型および真核型のいずれも濃度依存的にMH60の細胞増殖を

促進した(図11A.B).その際,原核型および真核型rchlL6の細胞増殖促進効果は,

同濃度条件下においてほぼ同程度であった.一方, HUC2-13では,いずれのrchIL-6濃

度条件下においても, rchIL-6添加による細胞増殖の促進は認められなかった(図12A,

B).

b. HUC2-13およびMH60におけるリン酸化シグナル伝達分子の検出

原核型rchIL-6添加によるHUC2-13およびMH60内STAT3およびMEKl/2のリ

ン酸化を,各特異抗体を用いたウエスタンプロット解析により検討した.

はじめに,MH60におけるチロシンリン酸化ST〟r3およびセリンリン酸化MEKl/2

の検出を試みた.その結果,図13に示すように, MH60内のSTAT3タンパク質量

は,いずれのrchIL-6濃度条件においても変化していなかったが,リン酸化STAT3
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1 2　3　4　5　6　7　8　9　10

∵

図10.真核型rchIL-6 (COS-7培養上清由来)のアフイニティー精製像

レ-ン′1

レーン2

レーン3

U- V4-9

レーン10

;非結合分画
;洗浄分画1
;洗浄分画2
;溶出分画
;E3を用いたウェスタンプロット解析像

ヰ;真核型rchIL-6
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0

培養日数

十rchlL61 (陰性対照)

O.l ng/ml rchIL-6

l.O ng/ml rchIL-6

10 ng/ml rchIL-6

一哉ト- HCF+ (陽性対照)

図Il. rchlL6のMH60 (IL-6依存性マウスハイブリドーマ)
に対する細胞増殖活性

A;原核型rchIL-6
B ;真核型rchIL-6
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-3K- 100 ng/ml rchIL-6

図12. rchIL-6のHUC2-13に対する細胞増殖活性

A;原核型rchIL-6
B;真核型rchlL6
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rchIL-6濃度(ng/ml)
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図13. rchIL-6添加時におけるMH60内チロシンリン酸化STAT3
およびセリンリン酸化MEKl/2の検出
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タンパク質量は,原核型rchlL6濃度依存的に増加していた.一方, MEKl!2タンパ

ク質およびセリンリン酸化全MEKl/2タンパク質量は,いずれのrchIL-6濃度条件

においても変化していなかった(真核型rchIL-6を添加した場合も,同様の結果であ

った.データは示していない).

続いて, HUC2-13におけるリン酸化STAT3およびリン酸化MEKl/2の検出を試

みた.その結果,図14に示すように, HUC2-13内のST〟r3タンパク質量は, MH60

と同様いずれの原核型rchIL-6濃度条件においても変化していなかったが,チロシ

ンリン酸化STÅr3タンパク質量は,原核型rchlL6濃度依存的に増加していた.し

かし, rchIL-6同濃度条件下のMH60と比較して,リン酸化STAT3のシグナルは弱

かった.一方, MEKl/2タンパク質およびセリンリン酸化全MEKl/2タンパク質量

は,いずれのrchlL6濃度条件においても変化していなかった(真核型rchIL-6を添

加した場合も,同様の結果であった.データは示していない).

c. HUC2-13産生抗体量の測定

各原核型rchlL6濃度条件下のHUC2-13培養上清中の抗体量を1日毎に計5　日

間測定した結果,図15に示すように, rchIL-6は, 1および10ng/ml添加条件下に

おいて培養4　日目から非添加条件下に比べて抗体量が徐々に増加しており,培養5　日

目の培養上清中の抗体濃度は,非添加条件下において約0.15 (±0.003) [xg/mlであっ

たのに対し10 ng/ml添加条件下において約0.25 (±0.04) [xg/mlと有意に上昇して

いた(真核型rchlL6を添加した場合も,同様の結果であった.データは示していな

い).
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2.4.考察

石ワトリハイブリドーマ作製技術【57]は, PrP [44Jに代表されるような,晴乳類

間で高度に保存されたタンパク質に対して,特異性の高い優れたニワトリ型モノク

ローナル抗体の作製を可能にした.しかし,現在までに樹立されたニワトリハイブ

リドーマの抗体産生能は,その多くがマウスハイブリドーマの抗体産生能と比較し

て低いといった問題点を抱えている.ニワトリ-イブリド-マが抱えるこの問題点

を解決することは,ニワトリ型モノクローナル抗体の大量調製を可能にし,ニワト

リ型モノクローナル抗体の汎用性拡大に繋がるものと考えられる.マウスにおいて

は, IL-6が幾つかのマウスハイブリドーマの細胞増殖や抗体産生の促進に作用する

ことが知られており,マウスハイブリドーマの培養系に有用な因子として利用され

ている.また,細胞融合時にIL6を添加することで,ハイブリドーマの出現率や陽

性クローンの出現率が上昇することも報告されており[58], IL6の多機能性をうか

がうことができる.これまでニワトリでは,種々の生物活性試験において, chIL-6の

存在は示唆されていたものの[59],晴乳類IL-6相同分子の遺伝子クローニングは報

告されていなかった.当研究室でも,ニワトリハイブリドーマ-の活用を目的とし

て, chlL6のクローニングを試みてきたが【60, 61, 62, 631, chIL-6の遺伝子クロー

ニングには至らなかった.しかし2001年,ドイツのグループによってchIL-6の遺

伝子クローニングが報告され間,その組み換えタンパク質を用いた機能解析により,

chIL-6が晴乳類IL6と同様の生物活性を有することが報告された.そこで本研究で

は,ニワトリハイブリドーマの抗体産生能を改善する方法の一つとしてニワトリIL1

6の活用に着目し,本章においてrchIL-6を作製し,`ニワトリハイブリドーマに対

する生物活性を試験してその有効性を検討した.

はじめに　rchlL6の作製のために, LPS刺激したHDll由来cDNAを用いて

chIL6の遺伝子クローニングを行った.マウスにおいて,マクロファージは代表的

なIL6産生細胞であること,ドイツのグループがHDllからchIL-6遺伝子をスク

リーニングしていること【8],また,筆者の本学の修士論文研究において, LPS刺激

したHDllでchIL-6 mRNAの発現が強くなっていたことから[631, HDllがchIL-6

のクローニングに最適な細胞株であると考えられた.

ところで本研究では,大腸菌発現型(原核型rchIL-6)だけでなく,動物細胞発現

型(真核型rchIL-6)の2種類のrchIL-6を作製した.その背景として,原核型rchlL6

は,タンパク質の精製が不十分な場合, LPS等の宿主大腸菌由来タンパク質が混入

してしまい,ハイブリドーマに対する活性試験に影響を与えてしまう可能性が考え

られたこと,また,原核細胞と真核細胞ではタンパク質の立体構造形成に関与する

分子内シャペロンが異なると考えられていることから,大腸菌ではタンパク質の正
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確な立体構造が形成されない可能性が考えられたためである.当研究室でクローニ

ングされたニワトリLIF(chLIF) 【64]では,原核型よりも真核型のリコンビナントタ

ンノ'iク質の方が,ニワトリ腫盤葉細胞(chicken blastodermal cells; CBCs)に対する未

分化維持能が高い結果が得られていることから(当研究室の未発表データ), chlL6

でもよりネイティブに近い真核型が有効である可能性が考えられた.しかし,本研

究では,原核型rchIL-6はアフイニティーおよび陰イオン交換クロマトグラフィー

を用いた2ステップの精製法を用いたことにより単一バンドまで精製ができたこと

から(図5,レーン4),大腸菌由来タンパク質の混入はないと考えられる.また,本

研究では,原核型および真核型rchlL6のMH60に対する細胞増殖活性にはほとん

ど差異が認められなかったことから(図11), chLIFで認められた真核型の優位性は

ないものと考える.真核細胞と原核細胞におけるタンパク質(外来タンパク質)の産

生時の相違点は,先にも述べたタンパク質の正確なフォールディングと,翻訳後修

飾,つまり糖鎖付加が起こるか否かにある.真核型chLIFが原核型chLIFよりも高

い活性を持っている要因は詳しくは解明されていないが, chLIFには潜在的なアス

パラギン型糖鎖付加部位(NXS/T配列; Ⅹは任意のアミノ酸)が5ヶ所存在してお

り[64], COS-7やニワトリ腫線維芽細胞株CHCC-OU2 [65]などの真核細胞で発現さ

せた組み換えchLIFでは,糖鎖修飾によって分子量の増加が認められる(未発表デ

ータ).しかし, chIL-6は潜在的なNXS/T配列が1ヶ所も認められなノい.そのため,

この両ニワトリサイトカインの原核型および真核型における活性の強さの違いは,

糖鎖付加の有無にある可能性もあり,大変興味深い.いずれにしても,作製した原

核型rchlL6は,真核型rchIL-6と同様に機能性を保持したタンパク質であると考え

られ,本章では主に原核型rchIL-6を活性試験に供試した.また,本研究では, 5つ

の抗chIL6モノクローナル抗体を樹立した. 5種類のモノクローナル抗体は,その

全てがrchlL6のみを認識し, rmoIL-6を認識しなかった.先にも述べたように、

chIL6とmoIL-6のアミノ酸レベルでの相同性は30%未満であることから,これら

の抗体は, chIL-6に特異的な配列を認識した抗体であると思われる. 5つのクローン

のうち, A6とE3は他の3クローンと比較してrchIL-6に対する反応性が高く,力

価の強い抗体であることが示唆された.しかし,阻害活性を持つ抗体クローンはE3の

みであった,これは,本研究で用いた抗原が成熟型chIL6であったことから,レセ

プターとの結合領域もしくはその周辺領域を認識する抗体が作製できなかjjたもの

と考えられる.しかし, E3に関しては,阻害活性を有していたことから,検出だけ

ではなく, chIL-6の機能解析にも有効利用できる抗体であると思われる.今後,

BIACOREを用いたリガンドとの親和性を測定するなど,抗体自体の機能解析も詳

細に検討する必要があるものと思われる.

作製したrchIL-6は,はじめにニワトリハイブリドーマHUC2-13およびIL6依

48



存性マウスハイブリドーマMH60に対する細胞増殖促進効果の測定を行うことで,

細胞増殖の面における有効性を検討した・その結果rchlL6は,濃度依存的にMH60

の細胞増殖を促進したが, HUC2-13に対しては全く細胞増殖を促進しなかった・こ

の原因の一つとして,両ハイブリドーマのIL-6に対する依存度の違いが考えられる・

MH60は,樹立される過程でIL-6を含まない増殖培地中では,血清存在下であっ

ても全く増殖することができない性質を獲得したハイブリドーマである・これに対

してHUC2-13は,樹立時にchIL-6の存在しない増殖培地,つまりFBS添加のみで

増殖できる性質を獲得したハイブリドーマである・この樹立時における両ハイブリ

ドーマのIL-6に対する感受性の違いが,依存度の差となって現れたものと考えられ

る.しかし,ニワトリとマウスのIL6のアミノ酸レベルでの相同性は30%未満で

あり　chlL6がマウスハイブリドーマであるMH60に対して細胞増殖活性を発揮し

た理由は明瞭ではない.しかし,ニワトリ(鳥類)と噛乳動物間の相同分子は,アミ

ノ酸の相同性が低くても,システイン残基などの立体構造の形成に重要なアミノ酸

が保存されている場合が多く,類似した立体構造を形成していると考えられる・ IL6

も,ニワトリとマウスで4ヶ所のシステイン残基が完全に保存されていることから,

やはり類似した立体構造を形成するものと思われ,その結果MH60上のIL-6レセ

プターがchIL-6の立体構造を認識することで結合できたものと思われる・

rchIL-6は　HUC2-13に対して細胞増殖を促進しなかったが, HUC2-13のrchIL-6

に対する応答性を検討するために　rchlL6添加後のHUC2-13細胞内シグナル伝達

分子のリン酸化に注目した・噴乳類において, IL6のシグナルは主にJAK/STATお

よびRas-MAPK経路で制御されている【66]. Ras-MAPK経路は,多くのサイトカ

ィン・増殖因子が共有するシグナル伝達経路であるが,序論でも述べたようにJak-

STAT経路はサイトカインによって使用するSTATタンパクの種類が異なっている・

そこで本研究では, IL-6のシグナル伝達分子の中で最も重要なSTAT3に着目し,

Ras-MAPK経路の転写因子であるMEKl/2と共に　chlL6添加によりHUC2-13内

でリン酸化が誘導されるかどうかウエスタンプロット解析により検討した・その結

果, HUC2-13は　rchlL6濃度依存的にリン酸化ST∬3タンパク質が増加しており

(図14),同様に, MH60に対する試験においてもSTAT3のリン酸化が誘導されてい

た(図13).これらの結果は, HUC2-13がrchIL-6に対して応答性を示すことを示唆

しており,細胞増殖以外の面でrchIL-6の効果が発揮される可能性が考えられた・

一方　MEKl/2のリン酸化は, HUC2-13およびMH60共にrchIL-6を添加しても

誘導されなかった・先にも述べたように, Ras-MAPK経路は多くのサイトカイン,

増殖因子の共有するシグナル伝達経路であり,主に細胞の分化や増殖を担うことが

多い【67]. CBCsでは, chLIFの刺激によりSTAT3とMEKl/2の両方がリン酸化

されることが報告されており[64], STAT3が胚盤菓細胞の未分化能維持に, MEKl/2
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が細胞増殖に作用しているものと思われ,両シグナル経路がバランス良く活性化す

ることが重要であると考えられている.しかし,HUC2-13は分化の終了した終末B細

胞であり, chlL6非依存的にinvitroで細胞増殖が可能である細胞株であることから,

HUC2-13ではchIL-6添加によるMEKl/2のリン酸化は誘導されないものと考えら

れる.

chIL6がHUC2-13内sT〟r3のリン酸化を誘導した結果, chIL-6がHUC2-13に

対して何らかの生物活性を発揮することが考えられた.序論でも述べたように,マ

ウスではIL-6非依存性であってもIL6により抗体産生が誘導されるハイブリド

ーマが報告されている.そこで,本研究ではrchlL6添加によるHUC2-13の抗体産

生能の変化を検討した.その結果, rchIL-6は,継時的にHUC2-13の抗体産生能を

わずかではあるが向上させていた.この時点では, rchlL6がどの段階(転写,翻訳

レベル)で抗体分子の発現を制御しているのか明瞭ではない.しかし,マウスにおい

ては, IL6シグナルによるイムノグロブリン産生は,転写レベルで制御されている

ことが報告されていることから【68], rchIL-6によるHUC2-13における抗体産生の

促進も,特定の転写因子を介して転写レベルで制御されている可能性がある.本研

究では, STAT3のシグナルと, STAT3に関連すると考えられる転写因子の発現を検

討することにより, chIL-6によるHUC2-13抗体産生促進機構を解析する必要があ

ると考えたが,それについては第4章で述べることにする.

本章では, rchlL6のニワトリハイブリドーマHUC2-13に対する効果を,細胞増

殖,シグナル伝達分子のリン酸化および抗体産生の面から検討した.その結果, rch-

6は, IL6依存性マウスハイブリドーマMH60で認められた細胞増殖促進効果を示

さなかったが, MH60と同様に細胞内伝達分子であるSTAT3のリン酸化を誘導した

こと,そして抗体産生量をわずかではあるが向上させることがわかった.しかし,

両ハイブリドーマで検出されたチロシンリン酸化STAT3が, rchlL6同濃度条件下

で比較すると, HUC2-13よりもMH60の方が多い結果であったこと(図13および

図14),また,マウスハイブリドーマの抗体産生能は, IL-6刺激によって3-4倍向

上することが報告されていることから【14】, rchIL-6のニワトリ-イブリド-マに対

する抗体産生促進効果は不十分であると考えられる.この原因は,ニワトリ,マウ

スハイブリドーマのIL6に対する根本的な感受性の違いによるものである可能性も

考えられるが,その感受性を決定する要因の一つとしては,細胞表面にあるIL-6R

の発現量にあると想像される. IL6のシグナル伝達はIL-6,リガンド特異的なIL

6Rqおよびシグナル伝達受容体であるgpBOからなる6量体形成が必須であるが,

その第一段階であるIL-6とIL-6Rccとの会合が起こらないと,以降のgpBOとの複

合体形成は起こらない.つまり, IL6のシグナルは,第-に特異的レセプターであ

るIL-6Raの発現に依存してくると予想される.晴乳類では, gpBOは様々な組織,

50



細胞に広範囲にわたって発現しているが[69], IL-6Rαの発現はより限局されている

ことから【70], gp130を発現している組織や細胞が,必ずしもIL-6に対して応答性

を示さないことがある.ニワトリに関しては,当研究室において,様々なニワトリ

組織や細胞株を用いてニワトリgpl30 (chgpBO)の発現解析を行った結果, HUC2-13

やフアプリキクス嚢などのB細胞系で強く発現しているものの, chgp130は供試し

た全ての組織および細胞株で発現が確認された[71]ことから,噛乳類gpBOと類

似した発現様式であることが示唆された.しかし,ニワトリIL-6R<ユ(chIL-6Rcl)に関

しては,クローニングの報告すらないのが現状である.そこで次章では, chlL6Rccの

遺伝子クローニングを行い,特にニワトリハイブリドーマにおける発現に注目し,

ニワトリ各組織および細胞株における発現解析を試みることにした.
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第3章

ニワトリIL6　レセプターの解析
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3.1序論

●第2章では, rchIL-6のHUC2-13培養系-の有効性を,細胞増殖促進効果　抗体

産生促進効果およびIL-6の細胞内シグナル伝達分子であるSTAT3およびMEKl/2

のリン酸化の面から検討した.その結果, rchlL6は,ニワトリハイブリドーマ

HUC2-13に対して, IL-6依存性マウスハイブリドーマMH60で認められた細胞増

殖促進活性を示さなかったが,抗体産生量をわずかに上昇させる効果があることが

わかった.また, rchIL-6刺激によってHUC2-13内のSTAT3のリン酸化が誘導さ

れることが判明し, rchlL6がHUC2-13の培養系に有効利用できる因子であること

が示唆された.しかし, rchlL6添加後のHUC2-13内のリン酸化sTAr3タンパク

質の量は, rchlL6同濃度条件下のMH60内リン酸化ST〟r3タンパク質の量よりも

少なかったこと,またマウスハイブリドーマで認められるほどの抗体産生量の向上

が認められなかったことから, HUC2-13に対するrchlL6の活性は十分なものでは

ないことが示唆された. IL-6のシグナル伝達の際は, IL-6がIL-6特異的受容体で

あるIL-6Rと,シグナル伝達受容体であるgpl30と複合体を形成する必要があり,

この両者の発現量がシグナルの強さを制御していると予想される.ニワトリでは,

gpl30のクローニングは報告されているが, IL6Rは未解析のままであった.よっ

て,今後rchIL-6のニワトリ-イブリド-マに対する有効性の検討およびにchIL-6

シグナル機構を解析していくためには, IL-6Rの解析が必要であると考えられた.

そこで本章では,分子生物学的手法を用いてニワトリIL-6R相同分子のクローニ

ングを行い,特にニワトリハイブリドーマに着目して,各種ニワトリ組織および各

種細胞株における発現解析を行った.
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3.2材料と方法

(1)ニワトリ各組織および供試細胞株

ニワトリ各組織(脳,心臓,肺,肝臓,筋胃,牒臓,牌臓,腎臓,胸腺,骨髄,

卵巣およびフアブリキウス嚢)は, 18ケ月齢の近交系ニワトリ　H-B15から調製し

た.また,ニワトリ精巣は, 4ケ月齢のH-B15から調製した.各組織は,シャーレ

上で細切後,ホモジナイザ-を用いてさらに均一化し、 (2)の全RNAの抽出に供試

した.

ニワトリおよびマウス各細胞株は　HUC2-13,ニワトリ細胞融合用親株MuHlお

よびMS12A 【72], HDll,ニワトリ単球性白血病細胞株IN24 [73],ニワトリ肝細胞株

LMH [74】,当研究室で樹立したヒトPrPの122-230残基を認識するモノクローナル

抗体産生マウスハイブリドーマ17H5および当研究室で樹立したマウスPrPの121-

231残基を認識するモノクローナル抗体産生マウスハイブリドーマ2H9 [75]を供試

した. HUC2-13,MuHl,MS12A,HDllおよびIN24は, 10%FBS添加IMDM中で,

38.5℃　5% CO,インキュベーター内で培養維持した. LMHは, 10% FBS添加

Waymouth's MB752/1 medium (Invitrogen)中で, 37℃ 5% CO,インキュベーター内で

培養維持した. 2H9は, 10%FBS添加IMDM中で, 37℃ 5%CO,インキュベータ

ー内で培養維持した. 17H5は, IL-6要求性株であることから, 2H9の増殖培地を

基本培地として,さらにHCFを10%添加したものを準備し, 37℃ 5%CO,インキ

ュベーター内で培養維持した.

(2)全RNAの抽出

全てのニワトリ組織および細胞株からの全RNAは,第2章の材料と方法(2)-aに

準じてTRIzol試薬を用いて抽出した.

(3) chIL-6R遺伝子の完全長クローニング

chIL-6R遺伝子の完全長クローニングは, 3'および5'RACE法により行った.

3'RACEは　3'-RACE System for Rapid Amplification of CDNA Ends (Invitrogen)を用い

て,また5'RACEは　5'-RACE System for Rapid Amplification of CDNA Ends ver. 2.0

(Invitrogen)を用いて,それぞれキット添付のプロトコルに従って行った.なお, 3'

および5'RACEに用いた遺伝子特異的プライマー(GSP)は, Delaware Biotechnology

Institute内のニワトリESTデータベース(http://chick, umist. ac. ukノ)に登録されてい
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るEST配列(accession number005852. 1)を元に作製した.なお,本章で使用した全

てのプライマーの塩基配列は表9に示した.

a. 3'RACE

3'RACEは　KODplusを用いたPCR法により行った.本章の(2)で抽出した

LMH全RNA4[xgに対して,キット添付の10 [xMpoly(dT)アダプタープライマー

をl l↓1加え, SuperscriptIIIを用いた逆転写反応により3'RACE用cDNAを合成し

た. cDNA合成は,第2章の材料と方法(2)-bに準じて行った. PCR反応は, 3'GSPl

と. poly (dT)アダプタープライマーに相補的なUniversal Amplification Primer (UAP)

を用いて, 94℃, 3分間の加熱の後に, 94℃, 15秒間(熱変性), 67℃, 30秒間(プラ

イマーのアニーリング)および68℃,2分間(伸長反応)を1サイクルとして35サ

イクル行い,最後に68℃,2分間反応させた.なお,サーマルサイクラ-はABI9700

(Applied Biosciences)を使用し, PCR反応の組成は表10に示した.増幅した遺伝子

断片はGel extractionlitを用いて精製し,第2章の材料と方法(2)-dに準じてpGEM

T-Easy Vector -クローニング後,宿主大腸菌JM109コンビテント細胞-形質転換し

た.形質転換後の大腸菌は, 100^ig/mlアンピシリン含2xYTプレートに塗布し, 37℃

で終夜培養した.培養後に出現したコロニーは, 100けg/mlアンtfシリン含2xYT培

地2 ml中で, 37℃で終夜振塗培養し, QIAprep spin Miniprep Kitを用いて大腸菌か

らプラスミドDNAを抽出した.抽出したプラスミドDNA中の挿入遺伝子の塩基配

列は　Big Dye terminator ver. 3.1 cycle sequencing kitおよびシーケンス用プライマー

(M13F,M13Rおよび3'GSP2)を用いてシークエンス反応し,以降の塩基配列の決定

および解析は,第2章の材料と方法(2)-dに準じて行った.

b. 5'RACE

5'RACEは, LA-Taq polymerase (TAKARA)を用いたPCR法により行った.本章

の(2)で抽出したLMH全RNA4¥igに対して, 10fxMの5'GSPlを1 Hi加え,

Superscript IIIを用いた逆転写反応により5'RACE用cDNAを合成した. cDNA合

成は,第2章の材料と方法(2)-bに準じて行った. PCR′反応は　5'GSP2,5'GSP3ま

たは5'GSP4と,キット添付のUAPを用いて94℃,2分間の加熱の後に,94℃,30秒

間(熱変性), 59℃, 30秒間(プライマーのアニーリング)および72℃, 2分間(伸長

反応)を1サイクルとして35サイクル行い,最後に72℃,5分間反応させた.なお,

サーマルサイクラ-はABI 9700を使用し, PCR反応の組成は表11に示した.反

応後のPCR産物は,一部を1%アガロースゲル中で電気泳動して, EtBr染色によ
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表10. 3- RACEの反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(1*1)

10 x KOD buffer

2 mM dNTPs

25 mM MgSO4

3- RACE GSP (10トIM)

UAP (10トIM)

3'RACE CDNA

KOD plus (1U.恒1)

DW

4.0

4.0

2.6

0.8

0.8

2.0

0.8

25.0

計　　　　　　　　　　　　　40.0
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表11. 5- RACEの反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(Ill)

2 x LA GC buffer II

2.5 mM dNTPs

5! RACE GSP (10 |aM)

UAP (10 pM)

51 RACE CDNA

LA Taq (5U/|al)

DW

12.5

4.0

1.0

1.0

2.5

0.25

5.25

計　　　　　　　　　　　　　25.0
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り単一バンドであることを確認した後,第2章の材料と方法(4)-bに準じてExo

I/SAP処理して,反応液中のプライマーを完全に除去した.酵素処理後の遺伝子断

片は　Big Dye terminatorver. 3.1 cycle sequencing kitおよび上記各5'GSPを用いたダ

イレクトシークエンスによりシークエンス反応した.以降の塩基配列の決定および

解析は,第2章の材料と方法(2)-dに準じて行った.

c. chlL6R遺伝子の完全長の決定

chIL-6R遺伝子の完全長の決定は, LA-Taqを用いたpcR法により行った.本章

の(2)で抽出したLMH全RNA 4 [xgにoligo (dT)15プライマー0.5 ^gを加え,

SuperscriptIIIを用いた逆転写反応により一本鎖cDNAを合成した. cDNA合成は,

第2章の材料と方法(2)-bに準じて行った. PCR反応は,合成したLMH由来cDNA

を鋳型として,上記の3'および5'RACEで得られた塩基配列を元に作製したプラ

イマー(chIL6R-1およびchIL6R-2)を用い, 94℃,2分間の加熱の後に, 94℃, 30秒

間(熱変性), 58℃, 30秒間(プライマーのアニーリング)および72℃, 2分間(伸

長反応)を1サイクルとして35サイクル行い,最後に72℃, 5分間反応させた.

なお,サーマルサイクラ-はABI 9700を使用し, PCR反応の組成は表12に示し

た.反応後のPCR産物は,一部を1%アガロースゲル中で電気泳動して, EtBr染

色により単一バンドであることを確認した後,第2章の材料と方法(4)-bに準じて

Exo I/SAP処理を行い,反応液中のプライマーを完全に除去した後に, Big Dye

terminator ver. 3.1 cycle sequencing kitおよびchIL6R-l, chIL6R-2を用いたダイレクト

シークエンスによりシークエンス反応した.以降の塩基配列の決定および解析は,

第2章の材料と方法(2)-dに準じて行った.

決定した塩基配列は, GENETYX-MAC ver. 9.0を用いてアミノ酸に変換した後に,

NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)を用いて相同性検索した後に,

CLUSTAL X (1.81) multiple sequence alignment [76]を用いて異種動物間におけるIL-6R

のアミノ酸配列を比較した.また, chIL-6Rアミノ酸配列中のシグナル配列および

特異的ドメインは, SignalPV2.0.b2 (http://www.cbs.dtu. dk/services/SignalPT2.0/) [77]お

よびSMART-Simple Modular Architecture Research Tools (http://smart.embトheidelberg.de/)

【78,79】をそれぞれ用いて検索した.

(4) 1し6Rおよびgpl30 mRNAの発現解析

IL6Rおよびgpl30 mRNAの発現解析は, LA-Taqを用いたRT-PCR法により行

った.本章の(2)で抽出した各組織および各細胞株由来全RNA2^igにoligo(dT)ls
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表12. chIL-6R ORF領域のPCR増幅の反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(Hi)

2 x LA taq GC buffer II

2.5 mM dNTPs

chIL6R-1 (10トIM)

chIL6R-2 (10 ¥xM)

LMH CDNA (20 ng恒1)

LA Taq (1U恒1)

DW

12.5

4.0

1.0

1.0

1.0

0.25

5.25

計　　　　　　　　　　　　　25.0
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プライマー0.5 ^gを加え, SuperscriptIIIを用いた逆転写反応により一本鎖cDNAを

合成した. cDNA合成は,第2章の材料と方法(2)-bに準じて行った.続いて, PCR

反応は,合成した各組織および各細胞株由来cDNA20ngを鋳型として,本章の(2)-c

で決定したchIL-6R,マウスIL6R (molL6R, NCBI accession number NMOIO559),ニ

ワトリ　gpl30 (chgpBO, NCBI accession number NM204871)およびマウスgpl30

(mogpBO, NCBI accession number M83336)の塩基配列を元に作製したプライマーを

用いて, 94℃, 2分間の加熱の後に, 94℃, 30秒間(熱変性), 58 (chIL-6Rおよび

mogpl30)/50 (molL6R)/54 (chgpl30)℃ (プライマーのアニーリング), 30秒間および

72℃, 2分間(伸長反応)を1サイクルとして34サイクル行い,最後に72℃, 5分

間反応させた・また,内部標準遺伝子としてニワトリβ-actin (NCBI accession number

NM205518)およびマウスβ-actin (NCBI accession number BCO13380)も同様にプライ

マーを作製し, PCR反応した. PCRの反応条件は, 94℃,2分間の加熱の後に, 94℃,

30秒間,60℃,30秒間および72℃,2分間を1サイクルとして34サイクル行い,最

後に72℃, 5分間反応させた.なお,サーマルサイクラ-は全てのPCR反応でABI

9700を使用し, PCR反応の組成は表13に示した.

増幅したニワトリまたはマウスβ-actin遺伝子断片を含むPCR反応液は, 1%ア

ガロースゲル中で電気泳動した後,ゲルを1 [Ag/ml EtBr含TAE緩衝液中で30分間

染色し,その後TAE中で10分間洗浄した.各pcR反応液中のβ-actin増幅断片は,

LAS-3000内のImage Gauge ver. 4.0 (富士フイルム)を用いて,機器添付のプロトコ

ルに従って定量し,定量結果を元にIL-6Rおよびgp!3D増幅断片を含むPCR反応

液のゲル-のアプライ量を決定した. IL6R, gpl30およびβ-actin増幅断片を含むPCR

反応液は,決定した添加量を泳動後,同様に染色および洗浄操作を経て, LAS-3000を

用いてバンドを検出した.

(5) chIL-6R mRNAの定量的解析

chIL6R mRNAの定量的解析は, SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems)

を用いたリアルタイムPCR法により行った.本章の材料と方法(2)で抽出した心

臓,肝臓,牌臓,胸腺,骨髄,フアブリキウス嚢,精巣　HUC2-13, HDll,IN24お

よびLMH由来全RNA2 [igを用いて,第2章の材料と方法(2)-bに準じて1本鎖

cDNAを合成後, E. coli DNA Polymerase I (TAKARA)を用いて, Okayama-Berg法【80]

に従って2本鎖cDNAを合成した.リアルタイムPCRに用いたプライマー

(chIL6R-RTl, chIL6R-RT2)は, chIL-6Rの塩基配列を元に　Primer Express ver. 1.5

(Applied Biosystems)を用いて作製した. PCR反応は　50 ngの2本鎖cDNAを鋳

型として, 95℃,10分間の加熱の後に, 95℃, 15秒間および60℃, 1分間を1サ
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表13. IL-6Rおよびgpl30 mRNA発現解析のPCR反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(Ml)

10 x LA buffer

2.5 mM dNTPs

25 mM MgCl2

発現解析用5- primer (10 ¥iM)　1.0

発現解析用3- primer (10 jaM)　1.0

CDNA (10 ng恒1)　　　　　　　　2.0

LA Taq (1 U恒1)　　　　　　　0.25

DW　　　　　　　　　　　　　　　　14.25

計　　　　　　　　　　　　　25.0
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イクルとして40サイクル行った.同時に,内部標準遺伝子としてβ-actin mRNAの

PCR反応をbacイおよびbac-rプライマーを用いて同条件で行った.各cDNA中の

標的遺伝子の初期濃度は, 5倍段階希釈で調整したchIL-6Rまたはβ-actmプラスミ

ドDNA(2.0x 10"2,4.Ox 10-3,8.Ox 10-4, 1.6x 10-4, 3.2x 10-5,6.4x 10-6, 1.3 x lO'および

2.6 x 107 ng)を鋳型として,上記と同条件でPCR反応した後, ABI 7700 software

(AppliedBiosystems)を用いて作成した検量線から算出した.なお,リアルタイムPCR

におけるPCR反応の組成は,表14に示した.

(6)ウエスタンプロット解析によるチロシンリン酸化STAT3の検出

原核型rchIL-6で刺激培養したHUC2-13およびLMH内のチロシンリン酸化

STAr3は,ウエスタンプロット解析により検出した.両細胞は,第2章の材料と方

法(5)-bに準じて, 0.ト100ng/mlの原核型rchIL-6で15分間刺激培養後,細胞を可

溶化して同タンパク量をSDS-PAGEに供試した.泳動後,ブロッテイングおよびブ

ロッキングを経て,ウサギ抗マウスチロシンリン酸化sTAr3またはウサギ抗マウス

STAr3抗体を用いて目的のタンパク質を検出した.なお,ウエスタンプロット解析

の基本操作および条件は、第2章の材料と方法(5)-bに準じた.
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表14.リアルタイムPCRの反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(IAl)

2 x SYBR Green　　　　　　　　　12.5

real-time 5'primer (10トiM)　　1.5

real-time 5'primer (10 [↓M)　　1.5

CDNA (20 ng/nl) or plasmid DNA　2.5

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　7.0

計　　　　　　　　　　　　　25.0
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3.3成績

c. chIL-6R遺伝子のクローニング

本研究では, chIL-6R遺伝子をLMH由来cDNAからクローニングした.最終的

にクローニングしたchIL6R遺伝子の模式図と,使用したプライマーの名称および

位置は,図16に示した.また, RACE後の全ての塩基配列の決定には,各遺伝子

特異的プライマーおよびRACE用のnestedプライマー(AUAP)を用いてセカンド

pcRを行った後に得た増幅産物を用いた.

はじめに、 chIL-6R遺伝子のクローニングは,ニワトリ　ESTのデータベースに登

録されているニワトリIL-6R相同遺伝子の部分配列から作製したプライマー(3'

GSPl)およびRACE用のアダプタープライマー(UAP)を用いて, 3'RACEを行っ

た. PCRの結果, 900bpの明瞭な増幅断片を得た.この増幅産物は,精製後にクロ

ーニング用ベクターであるpGMT-easyvector -クローニングし, 924bpの塩基配列

を決定した.決定した塩基配列はアダプタープライマーの5'側にアデニン(A)の

連続した配列含んでおり, NCBI BLAST中のBLASTNプログラムを用いて核酸デ

ータベースと照合したところ,ブタIL-6Rの塩基配列と約47%の相同性を示す配列

であることがわかった(データは示していない).

次に,決定した924 bpの塩基配列を元に作製したプライマー(5'GSP,材料と方

法には示していない)とUAPを用いて, LMH由来cDNAを鋳型に5'RACEを行

った.その結果, 600および900 bpの明瞭な増幅断片を得た.これらの増幅産物は

それぞれ精製してダイレクトシーケンスを行い, 622および945 bpの塩基配列を決

定した.決定した各塩基配列と,先の3'RACE増幅産物の塩基配列を, GENETYX-

MACver. 9.0内のmultiple alignmentを用いて相同性検索したところ,各塩基配列は,

5'および3'末端にPCR反応に用いたプライマー配列を有していたが,プライマー

以降の配列は3'RACE増幅産物の塩基配列と全く一致していなかった.決定した塩

基配列はBLASTNプログラムを用いて核酸データベースと照合したところ, 622 bp

の塩基配列はニワトリミオシン重鎖遺伝子(NCBI accession number NM204766)と完

全に一致することがわかった.一方　945 bpの塩基配列は該当する既知遺伝子が存

在せず　5'GSPを用いたPCRでは,目的のchIL6R遺伝子をクローニングするこ

とが出来なかった.そこで,再びニワトリ　ESTのデータベースの塩基配列を元に作

製したプライマー(5'GSP2)およびUAPを用いて5'RACEを行ったところ, 250bp

の明瞭な増幅断片を得た.この増幅産物は精製してダイレクトシーケンスを行い262

bpの塩基配列を決定した.決定した262bpの塩基配列とESTの塩基配列を,multiple

alignmentを用いて相同性検索を行ったところ,プライマー以降の配列で88bp完全
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に重なり合っており, 5'上流側にさらに175bp伸長していた.続いて,この175bp

の塩基配列を元に作製したプライマー(5'GSP3)およびUAPを用いて2回目の5'

RACEを行った.その結果, 650 bpの明瞭な増幅断片を得た.この増幅産物は精製

してダイレクトシーケンスを行い,631bpの塩基配列を決定した.決定した631bpの

塩基配列と先の262 bpの塩基配列を, multiple alignmentを用いて相同性検索を行っ

たところ, 5'上流側にさらに369bpの伸長が認められた.さらに,この369bpの

塩基配列を元に作製したプライマー(5'GSP4)およびUAPを用いて3回目の5'

RACEを行ったところ, 300 bpの明瞭な増幅断片を得た.この増幅産物は精製して

ダイレクトシーケンスを行い, 288bpの塩基配列を決定した.決定した288bpの塩

基配列と先の369 bpの塩基配列を, multiple alignmentを用いて相同性検索を行った

ところ, 5'上流側にさらに164bpの伸長が認められた.最終的に, 5'RACEによ

って872bpの増幅産物を得た.

最後に, 3,および5'RACEから得た塩基配列をノ元に作製したプライマー

(chIL6R-1およびchIL6R-2)を用いて, PCRした結果,約1.5 kbpの明瞭な増幅断

片を得た.この増幅産物は精製してダイレクトシーケンスを行い　1481 bpの塩基

配列を決定した.決定した1481bpの塩基配列は, ESTデータベース上の塩基配列,

924 bpの3'RACE増幅断片および872 bpの5'RACE増幅断片と共にmultiple

alignmentを用いて相同性検索したところ,図16に示すように全ての遺伝子断片が

オーバーラップしており, 1857bpのchIL-6R完全長cDNAが決定された.

d. chlL6R cDNAの特徴

決定したchIL-6R完全長cDNAの塩基配列と,そこから予想されるアミノ酸配列

を図17に示した. chIL-6Rの翻訳領域(open reading frame; ORF)は, GENETYX-MAC

ver. 9.0を用いて検索したところ,予想されるchIL-6Rのアミノ酸は445アミノ酸

であることがわかった.決定した445アミノ酸は, NCBI BLAST内のBLASTPを

用いてデータベース上の既知配列との相同性を検索した.その結果, chIL-6Rはブ

タIL6Rと最も高い相同性を示していた(Z score; 226, expected value; 9.0x 10,-58

identities; 41%, positive; 55%). chIL-6R cDNAは, 1335 bpのORF, 104 bpの5'非翻

訳領域(5'untranslated region; 5'-UTR)および415 bpの3'-UTRから成り立っており,

開始コドンの上流および下流には, 'CGGATG'というコザック配列(cozak sequence)

に類似した配列が認められた. 5'-および3'-UTRでは,長いものでGまたはCが

10塩基以上連続した特徴的な配列が複数認められ,その出現頻度は特に3'-UTRで

高いことがわかった. 3'末端には, poly(A)テイルと思われるAの連続した配列が

認められ,その20塩基上流の位置に'aataaa'というポリA付加シグナル配列
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l　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1

5 '- gagtgcacgtgcggggccgcccccgcac

2 9　cgcgttcctaacgccgcgttccgccgatgctccgctgccgtccgggggggttcggagctccgctctccccccgcgg

105　ATG GCG CGG CCC CCG　∝G C℡G CTC CGC GCC GCG CTG CTC CTC CTC PCC G∝　GCC TCC TC

M A R P P G L L R A A L L L 20

165　∝6　CCC CGA CGG CGC TCC GGC CCC GTG GCG CTG CCG

A P R R R C G P V A　　工.　　P

225

285

345

405

QGA GCC AAC GTG ACG CTG

G A N V T L

TCT GGG AGG CGG AGG　∝G

S G R R R A

G礼G GAC GCC GGG CGG nC

E D A G R Y

CTG GTG GAA

L V E

CTG TGC CGG GAA CGG GAG

L C R E R E

C℡G GGG GGG GGC A良C GCG

L G G G N A

AGC TGC CAC CTG GGG GGT

S C H L G G

CAG GAC ACG GTG CIG GGC CGC CCC

Q D T V L G R P

CCG CCC AAC GGC A<エ: GTG CTG TGG

P P N G T V L W

CTG CTG CTG GGG GOG CTG CGG CCG

L L L G G L R P

CAC ACG CTG CGC A∝　GTG CGC CTG

H T L R T V R L

Bサ

60

80

100

GAG CCC CCC GAG CCC CCC CAC GTT TCC TGC TCC CGG CGC A∝　CAC GAC AAA

E P P E P P L H V S C S R R S　　王　　　　　K　120

465　G乱T GTG CTC TGC GAG TOG CGG CCG CGC GCA TCG CCG GCT CCG GGC ACG CG乱　GCG GTG CTA

L　140

525　TGG ATG AAG CGC AGG TTC ACA ATG GAG AAC GCG ACG GAG CAG CGG TGC CflC TTC TAC TCC

W M M E S　160

585　∝G GCG CAG AAA TTC G汀C TGC CG6 GTG AAG (王FT CCG CCC GGC ACC GAC GPC ACC AAA GCC

K V K A　180

645　CTC GTG GTG TCC GTC TGC GTC AGC AGC CGC GCG GGG AGC GCC GCC GCG GAG GAC CGC ATC

S V　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　200

705　TTC ACC CTC AAl℡　GGC flTC CTG AAG

F T L N G I L K

765

825

885

945

CCG GAC CCC CCC CTG AAC GTG ACG GOB GAG GCA GTG

P D P P L N V T V E A V

G礼G CGT TCC CCA CAG CGG CTG TGC GTG CGC TGG AGT TAC CCC CCC TCC TGG GAC CCC CGC

E R S P Q R L C V R W S Y P P S W D P R

℡C TAT TGG CTG CGC TTC CAG GTG CGC TAC CGC CCC GAG CCG GCC CCG AAC TTC ACC CAG

F Y W L R F Q V R Y R P E P A P N F T Q

〔JIG GAC CAG GTG ACG CGG A'∝　TGG TTG GAC AでC CGT GAT GCC TGG CGT G∝　ATG CGG CAC

V D Q V T R T W L D I R D A W R G M R H

FN ffl

GTG Gm CAG GTG AGG　∝A CAG GAG GAG TTT GGG CAC GGA
E E

GCG TGG AEC GAA TGG AGC CGG

w s W S R　300

1005　G乱G GCG GTG GGC ACC OCC TGG ACA GAG CCC CGG GAT GTC ACG GAG ATG GGG CTC TAC AGC

S　320

1065　TCG CAG TTC CCT GCT GaG GAT GAT CCC TAC GGC TAT GGG GCC ACG CTG COG CCC GAG CTC

340

1125　℡T GGT GAT GAC ACT　∝T GAT GAT GCC GGG GGA GCT GTA CTG GAG C宗:C G∝　GTC CGC TCC

360

1185　C巴C ACG TCC CCC TAC　∝C CTC CTG GTG GCG GGG GGC AGT CTG CTG CTG G∝　ATC ATC CTC

P T S　呈__Y_-A, _L__L__ヱ-.A.-」..?-JL.良-J---L_A　_I__ヱ_　L, 380

1245　TGC TTC GCC ATA GGG STG AGG TAC AAA CAG AGG GCA CGG GCA CAG CGG GGG GCG AAG CTG

」..F__p,__i__G__ nm L　400

1305　G邑G GOで　GGG GGG CAG C邑C CCA ATG GTA CCC CTT TGC CCC CCT GGT TCC CCG CTG AGT GCC

M V A　420

1365　flCC CCC CTG CTG TCG　∝C GCT GCC CCC CCC GGG CCT CTC CAT GTC ACC AAT TTG GAT TAT

Y　440

1425　TTC CTC TC6 GGA AAG T&Actgaggggggggggagcagtgctggcagctctoccacccccccctggctgaggcct
F L S G K　　★　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　445

14 99　ggctcagggtgtgccctccccccgcaccgggggcatcgacatccctatggggatccagcctggggggoccttactgtgt

1578　ccccgggggggggcagctccagggccacggccaagctggaagcactggagcgtgagaacagggctggatt.tggttcgga

1 657　gtggccacagggaggggctgagcccccccctcaatgccgcgggggggggggttttggagggtccggctggatcggcccc

1 736　atcecactgcaccgcagaggggatttggttgtgctgggggggtccttttggaaagcccctcccaaataaaggcggggtg

18 15　attヒtaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa-3 '

図17`ニワトリIL-6レセプターα鎖の塩基配列と・,そこから予想されるアミノ酸配列

太線と矢印;シグナル輿列とその切断点
細線　　　;潜在的なアスパラギン型糖鎖付加部位(NXS/T)
太字　　　;I型サイトカインレセプターに特徴的なシステイン残基, wsxwsモチーフ

およびポリアデニレーションシグナル
破線　　　;膜貫通領域 68



(polyadenylation signal sequence)が認められた(図17,太字)・なお,本章で得られた

chIL-6R cDNAの塩基配列は, DDBJ/EMBL/NCBIのデータベースにaccession number

AB175664で登録した.

予想されるアミノ酸配列の特徴としては,潜在的なアスパラギン型糖鎖付加部位

として知られるアミノ酸配列[Asn-X-SerまたはAsn-X-Thr(NXS/T)]が,43-45, 55-57,

150-152,214-216および257-259残基に合計5ヶ所認められた(図17,細線).また,

I型サイトカインレセプターファミリーに特徴的なアミノ酸配列【Trp-Ser-X-Trp-Ser

(WSXWSモチーフ)] [211が, 295-299残基に認められた(図17,太字).次に,予想

されるアミノ酸配列から, N末端側のシグナル配列をSignalP V2.0.b2内のHidden

Markovmodels(HMM) [81]を用いて予想したところ, 20残基目のSerと21残基目

のAlaの間がシグナルペプチダーゼで切断されやすいことがわかり, chIL-6Rのシ

グナル配列は20アミノ酸からなることがわかった(図17,太線と矢印).さらに,

chIL-6Rアミノ酸配列中の特徴的なドメインを　SMART-Simple Modular Architecture

Research Toolsを用いて検索したところ, 364-386アミノ酸が膜貫通領域であること

がわかり(図17,破線), 1-363アミノ酸が細胞外領域, 387-445アミノ酸が細胞内領

域であることがわかった.細胞外領域に関しては, 32-103残基がイムノグロブリン

様ドメイン(IG)であり(図17, N末端側の亡内),また209-293残基がフイブロネ

クチンIII型ドメイン(FN III) (図17, C末端側の口内)であり, 363残基と晴乳類

IL6Rとほぼ同じ長さであることがわかった.細胞内領域に関しては, 59残基と晴

乳類IL-6Rよりも約20残基短かったものの,晴乳類IL-6Rと同様に,他のサイト

カインレセプターに見られるチロシンキナ-ゼドメインは認められなかった.

e.異種動物間におけるIL-6Rアミノ酸配列の比較

本章でクローニングしたchIL6R cDNAの塩基配列から予想されるアミノ酸配列

を,既知の異種晴乳類由来IL-6Rアミノ酸配列と比較した.ニワトリと,ヒト(NCBI

accession number NPOOO556),ブタ(NCBI accession number NP999568)およびマウス

(NCBI accession number P22272) IL6RをCRASTALX (1.81)を用いて相同性を比較し

た.その結果,図18に示すように,シグナル配列の長さは異種動物間で異なってお

り,ヒトおよびブタで15アミノ酸,マウスおよびニワトリで20アミノ酸の長さで

あった(図18,太線).また, IGドメインとFNIIIドメインの間に存在する, I型

サイトカインレセプターファミリーに特徴的な4ヶ所のシステイン残基(図18, ▼)

を含めて,成熟型IL-6Rに存在する9ヶ所のシステイン残基が,ニワトリでも完全

に保存されていた.潜在的なN型糖鎖付加部位に関しては,ヒトおよびブタで4ヶ

所,ニワトリおよびマウスで5ヶ所保存されており,ニワトリ55-57残基に相当す
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図18.異種動物間におけるIL-6レセプターのアミノ酸相同性

▼;I型サイトカインレセプターファミリーに特徴的なシステイン残基
▼;異種動物間で保存されているN型糖鎖付加部位
#;ヒトIL-6Rにおけるリガンドとの結合に重要なアミノ酸[x]

口内;(N末端側から)IGドメイン,FNIIIドメインおよびwsxwsモチーフ
下線;シグナル配列(直線)および膜貫通額域(破線)
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る部位はすべての異種動物間で保存されていたが(図16, ▼▼▼),他のN型糖鎖付

加部位に関しては,異種動物間で存在箇所が異なっていた. I型サイトカインレセ

プターファミリーに特徴的なwsxwsモチーフ(図16, □)は,全ての動物種間で

保存されていた.加えて,ヒトIL-6Rの解析から明らかになっている,リガンドと

の結合に重要なアミノ酸であるGlu2<", Phe298,Gly,299およびGlyJO- [82, 83]が,ニワト

リでも完全に保存されていた(図18,#).細胞外領域は,全ての動物種間で363アミ

ノ酸と全く同じ長さであったが,細胞内債域に関しては,ヒトで82アミノ酸,マウ

スで75アミノ酸およびブタで81アミノ酸なのに対し,ニワトリは59アミノ酸と

晴乳類IL6Rに比べてそれぞれ23,16および22アミノ酸短いことがわかった.

次に,異種動物間におけるIL-6Rのアミノ酸配列の相同性および類似性(%)を比

較した.その結果,表15および表16に示すように, chIL-6Rアミノ酸配列は,前

駆体および成熟体のいずれも,噛乳類IL-6Rアミノ酸配列と36-41%の相同性を示

し,異種噛乳類間での50-75%の値に比べて相同性は低かった.しかし,前駆体お

よび成熟体のいずれのchIL-6Rも,晴乳類IL-6Rと53-55%の類似性を示していた.

また,リガンドとの結合に重要な領域であるFNIIIドメインに関しては,噛乳類IL-6R

のFN IIIドメインと　48-55%の相同性, 64-67%の類似性を示し,前駆体および成

熟体での値よりもいずれも10%以上高い相同性および類似性を示した(表17).

f.ニワトリ各組織におけるchIL-6RmRNAの発現解析

本研究でクローニングしたchIL-6R mRNAの発現は,種々のニワトリ各組織由来

cDNAを用いてRT-PCR法により解析した.解析は,内部標準遺伝子として用いた

β-actin mRNAのPCR反応による発現量をもとにcDNA量を統一し,各組織間にお

けるchIL-6R mRNAの発現量を比較した.

その結果,図19に示すように,各ニワトリ組織におけるchIL6R mRNAの発現

は,肝臓および精巣で最も強い発現が認められ,次いで牌臓および胸腺においても

ある程度の強い発現が認められた.また,心臓,肺,腎臓,骨髄およびフアブリキ

ウス嚢では,弱い発現が認められた.一方,脂,筋胃,膳臓および卵巣では, chIL-6R

mRNAのバンドが検出されなかった.そこで, PCR産物がプラトーに達するPCRサ

イクル40で増幅した場合,脳において非常に微弱なバンドが検出され,脳では弱い

ながらもchIL-6Rが発現していることがわかった(データは示していない).しかし,

筋胃,膳臓および卵巣では,本サイクル数でPCR反応を行っても全くバンドが検出

されなかった.
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表15.異種動物間でのIL-6R前駆体の相同性(類似性)

ヒト　　　　　ブタ　　　　　　マウス

ニワトリ　　40(54)　　41 (55)

ヒト　　　　　　　　　　　75(83)

ブタ
マウス

36 (53)

53 (67)

50 (62)

(数字は%を示す)

表16.異種動物間でのIL6R成熟体の相同性(類似性)

ヒト　　　　　ブタ　　　　　　マウス

ニワトリ　　41(54)
ヒト

ブタ
マウス

36 (53)

50 (62)

49 (62)

(数字は%を示す)

表17.異種動物間でのIL-6RFNIIIドメインの相同性(類似性)

ヒト　　　　　ブタ　　　　　　マウス

ニワトリ　　53 (63)　　　55 (67)

ヒト　　　　　　　　　　　88(93)

ブタ
マウス

48 (64)

54 (72)

53 (69)

(数字は%を示す)
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(5)各ニワトリ,マウス細胞株におけるIL6Rおよびgpl30mRNAの発現解析

各種ニワトリ細胞株(MuHl, HUC2-13, MS12A, HDll, IN24およびLMH)および

マウス細胞株(17H5および2H9)におけるIL-6Rおよびgpl30 mRNAの発現は,

ニワトリ組織と同様, RT-PCR法により解析した.解析は,内部標準遺伝子として

用いたニワトリまたはマウスβ-actinmRNAのPCR反応による増幅量をもとにcDNA

量を統一し,ニワ_トリ,マウス各細胞株におけるIL-6Rおよびgpl30 mRNAの発現

量を比較した.

その結果, chlL6RmRNAは, LMHで最も強く発現していた.また, HDll, IN24

でもchIL-6RmRNAが強く発現していた.しかし,MuHl,HUC2-13およびMS12Aで

は, chlL6R mRNAの発現は認められたが,その発現量は前3者のニワトリ細胞株

に比べて弱いシグナルであった(図20,上段パネル).一方, chgpBOmRNAはMuHl,

HUC2-13およびMS12Aで同程度の非常に強い発現が認められた.また, LMHで

は,比較的強い発現が認められた.しかし, HDllおよびIN24では,他の細胞株に

比べて微弱な発現であった(図20,中段パネル).一方, moIL-6RmRNAは, 17H5お

よび2H9共にある程度の発現が認められ,両細胞株での発現量に有意な差は認めら

れなかった. (図18,上段パネル).また, mogpl30 mRNAは,両細胞株において,同

程度の非常に強い発現が認められた(図20,中段パネル).

pcR反応におけるニワトリおよびマウスのIL6R mRNA発現量は, LAS 3000内

のImage Gauge ver. 4.0を用いて定量し,同様に定量したgpl30 mRNAの発現量を1

としたときの相対値として数値化した.その結果,図21に示すように,ニワトリで

はMuHl, HUC2-13およびMS12Aの場合,それぞれ0.067, 0.087および0.13　と低

い値であったのに対し　HDll, IN24およびLMHの場合は,それぞれ2.0, 4.9およ

び2.5　と高い値であり,前述の3細胞株とは全く逆の発現パターンを示していた.

一方,マウスでは, 17H5および2H9でそれぞれ0.308および0.34であり, HUC2-

13類似した発現様式であったが,両細胞株におけるIL6R mRNA発現量(相対値)

は, HUC2-13に比べてそれぞれ3.54および3.91倍であった.

(6)リアルタイムPCRによるchIL-6RmRNAの定量的解析

chIL-6R mRNAの定量的解析は,材料と方法に示すようにリアルタイムPCRによ

り行い,各組織および細胞株における発現量は,フアブリキウス嚢における発現量

を1としたときの相対値として算出した.その結果,組織では,図22に示すよう

に肝臓で最も高い発現を示し(40.3),次いで心臓(27.6),胸腺(8.7),骨髄(8.3)およ

び牌臓(1.5)の順に発現していた.また,細胞株に関しては, IN24で最も発現量が
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ニワトリ マウス

1　　　2　　　3　　　4　　　5　　　6　　　7　　　8

w " - --a a B f 接近鵜ギ′′冊.戦く sSRsも 琵群SYミ
:や、.汚sitてこあ.、、一.1.ふ.盛へ滋こ 私 心滋淡 蝣H滋湖 Sill

図20・ニワトリおよびマウス各細胞株におけるIL-6R, gpl30mRNAの発現解析

レーン1

レーン2

レーン`3

レーン'4

レーン5

レーンr6

レーンて

レーン8

;MS12A(ニワトリ細胞融合用親株)
;MuHl (ニワトリ細胞融合用親株)
;HUC2-13(ニワトリハイブリドーマ)
;HDll(ニワトリマクロファージ様細胞株)
;IN24(ニワトリ単球性白血病細胞株)
;LMH(ニワトリ肝細胞株)

; 17H5(IL-6依存性マウスハイブリドーマ)
;2H9(IL-6非依存性マウスハイブリドーマ)
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図22.ニワトリ各組織および細胞株におけるchIL-6RmRNAの定量的解析

77



高く(46.1),次いでHDll (ll.3), LMH (9.4)の順に発現量が高かったが. HUC2-13

(0.2)はRT-PCRの結果と同様に発現量が低かった・

(7)HUC2-13およびLMHにおけるリン酸化STAT3の検出

rchlL6刺激後のHUC2-13およびLMH内sTAT3およびチロシンリン酸化STAT3

は,抗マウスSTAT3抗体または抗マウスチロシンリン酸化STAT3抗体をそれぞれ

用いたウエスタンプロット解析により検出した.その結果, STAT3タンパク質の量

は,両細胞株の全てのrchlL6添加条件で変化していなかった(図23,下段パネル)・

一方,チロシンリン酸化STAT3タンパク質の量は, HUC2-13およびLMHにおい

てrchIL-6濃度依存的に増加していたが, LMHにおけるリン酸化STAT3のシグナ

ルは, rchlL6同濃度条件下のHUC2-13におけるリン酸化STAT3のシグナルに比

べて極めて強かった(図23,上段パネル).
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rchIL-6濃度(ng/ml)

0　　　0.1　1.0　　10　　100
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図23. rchIL-6添加条件下のHUC2-13およびLMH内
チロシンリン酸化STAT3の検出

A. HUC2-13

B. LMH
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3.4考察

ヒトIL-6Rは, NK様細胞株であるYT [84]からBSF2 (IL6)に結合するタンパ

ク質として単離された【22】.クローニングされたIL-6Rは,細胞内領域に他のサイ

トカインレセプターに見られるチロシンキナ-ゼドメインを持っておらず,シグナ

ル伝達能力のないレセプターとして注目された.このIL6Rの特徴は, IL-6サイト

カインファミリーの共通シグナル伝達レセプターであるgpBOの存在をクローズア

ップすることとなり,結果IL-6の細胞内シグナル伝達機構の解明-の道を拓いた.

IL-6の多機能性は,時として生体内おける免疫疾患の原因となることから【15,16,17,

18],最近,臨床分野においては,そのレセプターであるIL-6Rに対するモノクロー

ナル抗体の作出を行って臨床面での応用が試みられる等[19],注目すべき点は多い.

ニワトリにおいては, I型サイトカインファミリーのリガンドのクローニングは数

種類にとどまっており,それらのレセプターもほとんどが未解析であるのが現状で

あり, IL6Rも例外ではなかった.筆者は,前章においてrchIL-6のニワトリハイブ

リドーマHUC2-13の培養時における有効性を検討し, rchlL6がHUC2-13の抗体

産生能をわずかではあるが向上させることを報告した.しかし,本研究のマウスハ

イブリドーマで得られた成績や,これまでのいくつかのマウスでの報告と照らし合

わせると,現状でのrchIL-6のHUC2-13に対する抗体産生効果は充分なものではな

いと考えられた.そのため,今後rchlL6の有効性を更に検討していくには,その

特異的レセプターであるchIL6Rの解析を行うことが必要不可欠であると考えられ

た.そこで本研究では, 3'および5'RACE法を用いてchIL-6Rの遺伝子クローニ

ングを試みた. RACE法に用いるプライマーは,ニワトリのESTデータベースに登

録されている晴乳類IL6R相同分子の部分塩基配列を元に作製し,作製したプライ

マーと,LMHcDNAを用いた3'および5'RACEにより,全長1,857bpのchIL-6R遺

伝子の完全長クローニングに成功した.

本研究でクローニングしたchIL-6Rの細胞内領域は,晴乳類IL6Rと同様にチロ

シンキナ-ゼドメインを有していなかった(図17).先程も述べたように,ヒトIL-6R

は細胞内領域にチロシンキナ-ゼを持たない,つまりそれ自体ではシグナルを伝達

できないレセプターであり,この特徴は他の多くのサイトカインレセプターには見

られないものである.マウスでは2種類のIL-6R遺伝子がクローニングされたが

[85], 1つはマウス牌臓由来cDNAライブラリーからクローニングされた遺伝子で,

細胞内領域がヒトIL6Rと高い相同性を示す.もう1つは,マウスプラズマ細胞腫

株P3Ulより単離されたcDNAで,レセプターの細胞内領域がintracisternalA-particle

遺伝子のIong terminal repeatく(IAP-LTR)の一部と置き変わっている[86]. IAP遺伝子

はマウスのゲノムに存在する非感染性のレトロウイルス様遺伝子で,ゲノム中を移
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動することが知られている【87].この変異型レセプターまたは正常型レセプターを

発現させたIL-6依存性ヒトT細胞株KT3は,マウスIL6を添加することにより,

共に細胞増殖を誘導されたことから[85],マウスIL-6Rの細胞内領域は,ヒトlL6R

と同様, IL-6のシグナル伝達に全く関与しないことが判明した.これらの結果から,

本研究でクローニングしたchIL-6Rの細胞内領域は,噛乳類IL-6Rと同様にシグナ

ル伝達に必要ではないことを強く示唆している.

chIL-6Rの塩基配列から予想されるアミノ酸は445アミノ酸であり,これはヒト

IL-6R(468アミノ酸),ブタIL6R(467アミノ酸)および正常型マウスIL-6R(460ア

ミノ酸)よりも短かった.これは,細胞外領域および膜貫通領域までは晴乳類とほぼ

同等の長さであるが(図16),細胞内懐域の長さは59アミノ酸であり,晴乳類IL-6R

の細胞内領域が約80アミノ酸に対して約20アミノ酸短いことに起因している.さ

らに,相同性検索の結果,この細胞内領域は, chlL6Rの全配列の中で噛乳類と最

も相同性の低い部位であることがわかり(データは示さず),ニワトリ独自の配列で

あることが示唆された.しかし逆の見方をすれば,先にも述べたように, IL-6Rの

細胞内領域はIL-6のシグナル伝達に全く関与していないことから,最も保存度の高

い必要のない傍域であるともいえる.一方,細胞外領域に関しては, I型サイトカ

インファミリーの特徴であるIGドメイン, wsxwsモチーフ【21]を含んだFN III

ドメインが存在すること,またFNIIIドメインのN末端側に4つのシステイン残

基が完全に保存されていることから(図18, ▼),本研究でクローニングしたchIL-6R

がI型サイトカインレセプターファミリーの特徴を良く保存していることがうかが

えた. IL6RのIGドメインは晴乳類において,リガンドとの結合には関与しないが,

レセプタータンパク質の膜上-の発現や安定性に重要であると報告されており[88],

chIL-6Rでも同様に重要な部位であると思われる. FN IIIドメインの上流に存在す

る4つのシステイン残基は, I型サイトカインレセプターファミリーに特徴的なア

ミノ酸であり[891,ニワトリでは,この4つの重要なシステインに加えて,合計9つ

のシステイン残基が完全に保存されていたことから　chlL6Rが晴乳類IL-6R　と類

似した立体構造を形成することが示唆された.また, chIL-6Rの全配列が噛乳類ILl

6Rと40%前後の相同性,50%前後の類似性を示したのに対し,chIL-6RのFNIHド

メインは晴乳類IL-6RのFNIIIドメインと50%超の相同性および65%前後の類似

性を示していたこと(表15, 16および17),また,ヒトIL-6RのFNIIIドメインの

みでIL-6と90%以上の結合力を有することから【90],chIL-6RにおいてもFNIIIド

メインの重要性が示唆された.さらにヒトIL6Rでは,立体構造をとる過程におい

て, β-シートの間で形成されるループ構造の内【82], F/Gループに存在するアミノ

酸Glu297, Phe2ys, Gly,299およびGly3(泊が, IL-6との結合に特に重要であることが報告

されている【82, 83]. Gly:3C泊に変異の入ったレセプターは, IL-6との結合能が完全に
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失われており【82】,F/Gループのアミノ酸残基の重要性がうかがえる.グリシンはペ

プチドの可動性に重要なアミノ酸であることから, F/Gループに存在する2つのグ

リシン残基も,このループの可動性を担っていると想像される.本研究でクローニ

ングしたchIL-6RのFNIIIドメインには,これら4つのアミノ酸が全て保存されて

いたことから(図18,#),ヒトと同様,ニワトリにおけるこれらのアミノ酸が, chIL-

6　との結合に重要であることが示唆された.

ところで,ヒトIL6R遺伝子はヒトゲノムの第1染色体上に存在するが,オール

タナティブスプライシングにより　2種類の転写産物(huIL-6R variant 1, hulL6R

variant 2)が存在することが報告されている【241. variant 2は　variant lとは異な

るポリ　A部位を用いた結果,膜貫通領域以降を持たない細胞外領域のみからなる可

溶型タンパク質として翻訳される.可溶型IL-6R (soluble-formed IL6R; SIL-6R)は,

ILlなど他の可溶型サイトカインレセプターがリガンドの作用に抑制的に機能する

【91]のとは対照的に, IL6の作用を相乗的に高めることが知られている【92】.しか

し, chIL-6Rは, PCRの過程で, ORF額域を含む形で増幅した時に、 ORFよりも

短い増幅断片が認められなかったこと,またchIL6RのORFを標識プローブとし

て用いたPCR/サザンプロット解析でも単一バンドのみが検出されたことから(デー

タは示していない),ニワトリIL6Rではオールタナティブスプライシングは起きて

いないと考えられる. IL-6Rは,鳥類以下の高等動物では今回のニワトリでのクロ

ーニングが初めての報告であり,晴乳類でのクローニング例も少ないため,明確で

はないが,最近クローニングされたニワトリIL-llR [93]遺伝子にもオールタナティ

ブスプライシングが認められなかったことも鹸味すると,この現象は鳥類独自の特

徴であるとも考えられる.

本研究では,様々なニワトリ組織および細胞株由来cDNAを鋳型として, RT-PCR

法により　chIL-6R mRNAの発現を解析した.その結果,各組織においては,肝臓お

よび精巣で最も強い発現が認められ,次いで牌臓および胸腺においても強い発現が

認められた.また,心臓,肺,腎臓,骨髄およびフアブリキウス嚢においても,弱

いながらも発現が認められた.一方,筋胃,揮臓および卵巣では　chlL6RmRNAは

検出限界以下であった(図19).マウス各組織におけるIL-6RmRNAの発琴解析では,

牌臓,胸腺および肝臓で発現が認められ,腎臓および脳では検出限界以下であった

ことから[85],ニワトリ各組織におけるchIL-6R mRNAの発現様式は,腎臓で弱い

発現が認められた点は異なるものの,それ以外の組織に関してはマウス各組織にお

ける発現様式と類似していた.中でも,肝臓における強い発現は晴乳類の報告と一

致している.その晴乳類では, IL-6は肝臓または肝細胞株-の急性期タンパク質の

合成を促すことが知られている【11].ニワトリにおいても, LPS刺激したニワトリ

腔線維芽細胞の培養上清中の因子が,ニワトリ肝細胞LMHのフイブロネクチン合
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成を転写および翻訳レベルで誘導し【59],この培養上清中の因子が噛乳類IL-6相同

分子であることが示唆されていた.これらの報告と今回の結果から,肝細胞は,ニ

ワトリにおいても主要なchIL-6の標的細胞の一つであることが強く示唆された.ま

た,晴乳類では, IL-6はT細胞の分化および活性化の促進や[9], B細胞を抗体産

生細胞-と分化させる機能を持つなど[3】,リンパ球系細胞にも多岐に渡って作用し

ていることが報告されている.ニワトリにおいて, 1次リンパ組織である胸腺,フ

アプリキクス嚢および骨髄, 2次リンパ組織である牌臓においてchIL-6R mRNAの

発現が認められたことは　chlL6が晴乳類IL-6と同様,リンパ球系細胞の分化や活

性化に作用する可能性を示唆している.さらに, STAT3　ノックアウトマウスは,胎

生期の極めて初期に死亡し,原腸形成に至らないことが報告されており【26],初期

発生段階における, IL6をはじめとするST〟r3を転写因子として用いるサイトカ

インの重要性が示唆されている.本研究でのニワトリ精巣におけるchIL-6RmRNAの

強い発現は, chlL6がニワトリの初期発生段階においても重要な役割を担っている

可能性を示唆している.

続いて,ニワトリハイブリドーマHUC2-13における発現に特に着目して,ニワト

リ各細胞株における発現を, chgpl30 mRNAの発現と共に解析した.また,マウス

ハイブリドーマ17H5および2H9におけるIL-6Rとgpl30 mRNAの発現も同時に

解析することで,マウスハイブリドーマにおける両mRNAの発現様式とHUC2-13で

の発現様式を比較した.その結果,ニワトリにおいては, chIL-6R mRNAは,マク

ロファージ様細胞株HDll,単球性白血病細胞株IN24および肝細胞株LMHおいて

強い発現が認められた(図20,上段パネル,レーン4-6).特に, LMHにおけるchIL

6R mRNAの発現は, HDllおよびIN24に比べても非常に高く,肝臓組織における

高い発現と一致していた.それに対して,ニワトリハイブリドーマHUC2-13および

ニワトリ融合用親株MuHl, MS12AにおけるchIL-6R mRNAの発現は低いものであ

った(図20,上段パネル,レーント3).一方, chgpBOmRNAの発現解析では　chlL

6Rの場合とは逆に, MuHl, MS12AおよびHUC2-13において同程度の非常に高い

発現が認められ　LMHでは比較的強い発現が,またHDllおよびIN24では低い

発現であった(図20,中段パネル). HUC2-13は, MuHlおよび免疫したニワトリ牌

臓細胞を用いて,細胞融合法により樹立されたハイブリドーマであり, HUC2-13に

おけるchIL6R mRNAの発現レベルは,親株であるMuHlでの発現レベルと類似し

ていたこと,また牌臓におけるchIL-6R mRNA発現レベルよりも低いものであった

ことから, HUC2-13のchIL-6R発現様式は親株であるMuHlの形質を強く引き継

いだものと想像される.また, 2種類のマウスハイブリドーマにおける両遺伝子の

発現様式は,HUC2-13の発現様式と類似していたが(図20,レーン7, 8),gpl30mRNA

の発現量に対するIL6RmRNAの発現量(相対値)は, HUC2-13よりも高かった(図
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21).この結果が,第二章におけるrchIL-6のHUC2-13およびマウスハイブリドーマ

MH60に対する効果の差を反映するものであれば,その要因となるのは,両ハイブ

リドーマにおけるIL6R発現量の差であることが十分に考えられた.そこで, chIL-

6R mRNAの発現量の差異が顕著であったHUC2-13およびLMH細胞抽出物を用い

てウエスタンプロット解析によりチロシンリン酸化STAT3　を検出したところ,

rchIL-6同濃度条件下におけるLMH内チロシンリン酸化STAT3タンパク質の量は,

HUC2-13に比べて劇的に増加していた.これらの結果から, HUC2-13　と, LMHや

MH60におけるIL-6シグナル量の違いは,これらの細胞におけるIL6Rの発現量

に反映されたものであることが強く示唆された.よって, rchlL6　と共に可溶型

chIL-6Rを用いることにより,リン酸化STAT3量の増加,つまりシグナル量の増加

が引き起こされ,その結果ニワトリハイブリドーマの抗体産生能を更に上昇させる

ことが可能になると考えられた.

ところで晴乳類では,近年, IL-6とSIL-6Rをリンカーで結合した融合タンパク質,

いわゆるHyper-IL-6 (H-IL-6)が作製され,この融合タンパクがin vitroおよびinvivo

において有用な因子であることが報告されている[94, 95,96,97】. H-IL6は, gp130

を発現しているがIL-6Rの発現量が低い,または全く発現していないような細胞に

対して非常に有効であり, IL-6　とsIL6Rを同時に添加するよりも100から1000分

の一の渡度で十分な効果を発揮することが報告されている【94].これは, IL-6　と

IL-6Rを同時添加した場合に,培地中に拡散する恐れがあるのとは対照的に,リン

カー配列を介してリガンド/レセプター複合体を迅速に形成できる利点を有するから

であると考えられる.よって,ニワトリハイブリドーマの培養系においても, IL6

とIL-6Rを同時添加するよりも,ニワトリ型H-IL-6 (H-chIL-6)を用いる方が有効で

あると予想された.そこで次章では,可溶型chIL-6Rのニワトリハイブリドーマ培

養系-の活用としてH-chIL-6タンパク質の作製を行い, chIL-6単独添加条件との活

性を比較することでその有効性を検討することにした.合わせて, chIL-6添加時に

おけるHUC2-13内の抗体遺伝子およびその関連遺伝子の発現を検証することで,

chIL6添加によるHUC2-13抗体産生機構の解析を試みた.

84



第4章

ニワトリIL6リセプターのHUC2-13培養系-の活用

並びに

IL6添加によるHUC2-13抗体産生機構の解析
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4.1序論

第3章では,ニワトリIL6リセプター(chIL-6R)の遺伝子クローニングを行い,

ニワトリの様々な組織および細胞株を用いてその発現を解析した.その結果,ニワ

トリHUC2-13では　chgpl30mRNAの発現量に対するchIL-6RmRNAの発現量は,

ニワトリ肝細胞株LMHやマウスハイブリドーマと比較して極めて低いことが判明

し,HUC2-13　と比較してLMHやマウス-イブリド-マにおけるリン酸化するSTAT3

の量の違いが,各細胞におけるIL-6Rの発現量に反映されたものであることが強く

示唆された.従って, rchlL6と共にchIL-6Rを使用することにより, HUC2-13に

対してSTAT3のリン酸化をさらに誘導できるのではないかと考えられた.

近年,晴乳類において, IL-6とsIL-6Rをリンカーで結合した融合タンパク質,

HypeトIL6(H-IL6)が作製されている. H-IL-6は, gp!30を発現しているがIL-6Rの

発現量が低い,または全く発現していないような細胞に対してIL6のシグナルを伝

達することが可能であり,またIL-6と　SIL-6Rを同時に添加するよりも100から

1,000分の一の渡度で十分なシグナルを伝達することが報告されている[94].これ

は, IL-6とIL-6Rを同時添加した場合に,培地中に拡散する恐れがあるのとは対照

的に,リンカーを介してリガンド!レセプター複合体を強制的に形成できる利点を有

するからである.噛乳類でのこれらの知見から,ニワトリハイブリドーマの培養系

においても,IL-6とIL-6Rを同時添加するよりも,ニワトリ型のH-IL-6(H-chIL-6)を

用いる方が有効であることが予想された.

ところで,噛乳類では,イムノグロブリンの合成および分泌は,抗原感作やIL6な

どのサイトカインによって促進されるが, IL-6のシグナルは,イムノグロブリンの

産生を転写レベルで制御している[68]. IL-6による標的遺伝子の転写制御は,転写

因子であるC/EBPが関与している【98].晴乳類において, C偲BPファミリーは現在

6種類(α,β,Y>8>eおよび;)が報告されているが,特に成熟B細胞ではC/EBPβお

よびC/EBPyが発現している【99]. C/EBPyは,様々な組織や細胞株で発現が確認さ

れているが,タンパクレベルでの発現は未分化B細胞で特に認められる【100].ま

た, N末端側にC!EBPファミリーに特徴的な転写活性ドメインを有しておらず,他

の活性型C偲BPと-テロ二量体を形成して転写活性を阻害することが報告されてい

る.それに対して, C/EBPβはB細胞の分化・成熟に伴って発現量が上昇すること

が報告されている[99].未熟B細胞が抗体産生B細胞-と分化していく過程は,IL-6

のシグナルや抗原感作により転写を促進するC/EBPβの発現量が増加し,転写を抑

制するC/EBPyの発現量を上回ることにより起きていると考えられる.また,小胞

体内シャペロンであるBiPは,小胞体内に移行した重鎮と軽鎖の正確なフォールデ

ィングに関与し,正確な抗体分子の形成を促す[101】.このように,抗体分子の合成・

86



分泌における機構が晴乳類では明らかになりつつある.

本章では, chIL-6Rのニワトリハイブリドーマ培養系-の活用として,まず

HUC2-13 -の組み換えchIL6Rの発現を試みた.続いて,真核細胞を用いてH-chIL6

を作製し, HUC2-13に対してchIL-6またはH-chIL-6を添加して,各条件における

リン酸化ST〟r3を検出した.合わせて, chIL-6, H-chIL-6添加,非添加時における

HUC2-13内の抗体遺伝子およびその発現制御に関与すると考えられる遺伝子の発現

を解析した.
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4.2材料と方法

(1)供試細胞株

本章では, HUC2-13およびLMHを供試した.各細胞株は,第2章および第3章

の材料と方法に準じて継代維持した.

(2)組み換えchIL-6Rの作製

組み換えchIL-6Rの作製は,真核細胞発現ベクターであるpSeqTag2Aを発現ベク

ターとして用いた.また,本章で使用した全てのプライマーは,表18に示した.

a. chIL-6R遺伝子の増幅

chIL-6R遺伝子は　KODplusを用いたPCR法により増幅した.成熟型chIL-6Rを

コードする領域を増幅するために,第3章で決定したchIL-6Rの塩基配列を元にプ

ライマーを作製し(pSeq-IL6R-l, pSeq-IL6R-2),タンパク質発現ベクターのMCS -

のライゲ-ションを考慮して, HindIIIおよびXholの制限酵素部位を付加した. PCR

反応は,第3章で合成したLMH由来cDNAを鋳型として, 94℃, 2分間の加熱の

後に, 94℃, 30秒間(熱変性), 63℃, 30秒間(プライマーのアニーリング)および

72℃,2分間(伸長反応)を1サイクルとして35サイクル行い,最後に72℃, 5分

間反応させた.サーマルサイクラ-はABI 9700を使用し, PCR反応の組成は表19

に示した.

b. chIL-6R遺伝子の精製

aのPCR反応液は, 1%アガロースゲル中で電気泳動した後,第2章の材料と方

法(2)-dに準じて染色,洗浄および切り出し精製した.精製した遺伝子断片は,

Ultrospec 2100proを用いて濃度を測定後,使用時まで-20℃で保存した・

c. chIL-6R遺伝子のクローニング

bで精製した遺伝子断片および発現ベクターであるpSeqTag2Aは, Hind IIIおよ

びXholで制限酵素処理を行った後, 1%アガロースゲル中で電気泳動し,第2章の

材料と方法(2)-dに準じて染色,洗浄および切り出し精製した.精製後, Ligation
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表19. chlL6RのPCR反応液組成

組成　　　　　　　　　　　　容量(Mi)

10 x KOD buffer

2.5 mM dNTPs

25 mM MgSO4

pSeq-IL6R-1 (25 iAM)

pSeq-IL6R-2 (25 ¥AM)

KOD plus (1 U/nl)

LMH CDNA (20 ng/fil)

DW

5.0

5.0

3.2

2.0

2.0

1.0

2.5

29.3

計　　　　　　　　　　　　　　　　50.0
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High ligation kitを用いて,ベクターとインサートのモル比が1対3になるように

調製し,キット添付のプロトコルに従ってchIL-6R遺伝子とpSeqTag2Aをライグー

ションした.ライゲ-ション後のDNAは,第二章の材料と方法(4)-bに準じて宿

主大腸菌DH5aコンビテント細胞に形質転換した.形質転換後の大腸菌は, 100ng/ml

アンピシリン含LBプレートに塗布し, 37℃で12時間培養した.終夜培養後,出現

したコロニーを無作為に爪楊枝でかきとり,コロニーPCR法によりインサートの有

無を確認した.コロニーPCRは, pSeq-FおよびpSeq-Rをプライマーとして第二章

の材料と方法(2)-dに準じた.増幅した遺伝子断片を含むPCR反応液は,第3章

の材料と方法(3)-bに準じてExol/SAP処理を行い,反応液中のプライマーを完全に

除去した後に　Big Dye terminator ver. 3.1 cycle sequencing kitおよびシークエンス用

プライマー(pSeq-F, pSeq-R)を用いたダイレクトシークエンスによりシークエンス

反応した.以降の塩基配列の決定および解析までの操作は,第2章の材料と方法(2)-d

に準じた.

d.chIL-6RプラスミドDNAの大量調製

目的の遺伝子を有するプラスミドDNAは,第2章の材料と方埠(4)-cに準じて,

Qiagen Endo-free Maxi kitを用いて大量調製を行い,使用時まで120℃で保存した.

(3)ニワトリ細胞における組み換えchIL-6Rの発現

ニワトリ細胞-のchIL-6RプラスミドDNAの導入は　Gene pulser Xcell

Electroporation system (BIO RAD)を用いた干レクトロポレーション法により行った.

エレクトロポレーションの基本操作は,キット添付のプロトコルに準じた.

a. EGFP発現ベクターを用いた至適導入条件の検討

ニワトリ細胞における組み換えchIL6Rの高効率な発現を目的として, pIRES2-

EGFP(BECTON DICKINSON)ベクターを用いて,遺伝子導入の至適条件を検討した.

このベクターは, MCSの3-下流にリボソーム認識配列(internal ribosome entry site;

IRES)および緑色蛍光タンパク質(enhanced green fluorescent protein; EGFP [102])逮

伝子がコードされており,細胞導入後の遺伝子発現は,蛍光顕微鏡下においてEGFP

の発光を観察することにより可能である.

HUC2-13およびLMHは,遺伝子導入前日に100mm培養用ディッシュ(BECTON

DICKINSON) 1枚あたり8x 106細胞を播いて前培養を行った.前培養の後,細胞を
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それぞれの増殖培地で2回遠心洗浄して,血球計算盤を用いて生細胞数を算出し,

最終的に2x lO6細胞/mlの濃度になるように各細胞の増殖培地に再浮遊させ　60mm

培養用ディッシュ(BECTON DICKINSON)に5 mlずつ播いた.エレクトロポレー

ションは,キット添付のプロトコルに記載された晴乳動物細胞-の導入条件(全11

条件)に準じて行った.細胞-の遺伝子導入および発現は,遺伝子導入24時間後に

細胞を蛍光顕微鏡下で観察し, EGFPの蛍光の有無により評価した.また,合わせ

て,各条件における細胞-のダメージを検討するために,血球計算盤を用いて全細

胞数と生細胞数を算出し,細胞生存率を算出した.

b.組み換えchIL6Rのニワトリ細胞-の発現

HUC2-13およびLMH -のchIL-6RプラスミドDNAの導入は, (3)-aで得られ

た至適条件を用いて行った.両細胞は,遺伝子導入24時間後に回収してPBSで遠

心洗浄後,細胞可溶化緩衝液を用いて可溶化し,同タンパク量をSDS-PAGEに供試

した.両細胞における組み換えchIL-6Rタンパク質の発現は,抗myc抗体(Invitrogen)

を用いたウエスタンプロット解析により検討した.なお,ウエスタンプロット解析

の基本操作は,第二章の材料と方法(3)-fに準じた.

(4) HypeトchIL-6 (H-chIL6)の作製

H-chIL-6は, chlL6RのD2D3領域(102-309残基)と,成熟型chIL6(48-241残

基)をコードする遺伝子をそれぞれPCR反応により増幅後, D2D3増幅用の3'プ

ライマー(pSeq-D2D3-L)とchIL-6増幅用の5'プライマー(pSeq-IL6-L)に付加し

てあるリンカー配列部位で両遺伝子をアッセンブリー,再増幅反応を行い,真核細

胞発現ベクターpSeqTag2Aにクローニングして動物細胞に導入,発現させた(図24).

a. D2D3およびchIL6遺伝子の増幅

D2D3遺伝子の増幅は,KODplusを用いたPCR法により行った.chIL-6RのD2D3

をコードする領域を増幅するために,第3章や決定したchIL6Rの塩基配列を元に

プライマー(pSeq-D2D3-F, pSeq-D2D3-L)を作製した. PCR反応は,本章で作製し

たchIL6RプラスミドDNAを鋳型として, 94℃,2分間の加熱の後に, 94℃, 30秒

間(熱変性), 63℃, 30秒間(プライマーのアニーリング)および72℃, 2分間(伸長

反応)を1サイクルとして35サイクル行い,最後に72℃, 5分間反応させた.な

お,サーマルサイクラ-はABI9700を使用し, PCR反応の組成は表20に示した.
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chIL6R D2D3領域　　リンカー 成熟型chIL-6

【各遺伝子のPCR増幅]

†

【アッセンブリ-反応】

_　　　　　t

【再増幅反応]

CMV promoter

pSeqTagzA

【真核細胞発現用ベクター-のクローニング]

†

【動物細胞-の形質導入1

滴
[Hyper-chIL-6タンパク質の発現]

図24. Hyper-chIL6作製の模式図
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表20. chIL-6R D2D3領域のPCR反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(fXl)

10 x KOD buffer

2.5 raM dNTPs

25 mM MgSO4

pSeq-D2D3-F (25トIM)

pSeq-D2D3-Le (25 [iM)

KOD plus (1 U/|xl)

chIL-6R plasmid DNA (10 ng小1)　5.0

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　28.8

計　　　　　　　　　　　　　50.0
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続いて, chlL6遺伝子は, D2D3と同様にKODplusを用いたpCR法により増幅

した.第2章の材料と方法(2)-cと同様に,成熟型chIL-6をコードする領域を増幅

するために, chIL-6の塩基配列を元にプライマー(pSeq-IL6-L, pSeq-IL6-R)を作製

した. PCR反応は,本章の材料と方法(2)-dで作製したchIL-6プラスミドDNAを

鋳型として, D2D3遺伝子の増幅条件と同一の条件で行った.なお,サーマルサイ

クラ-はABI9700を使用し, PCR反応の組成は表21に示した.

b.アッセンブリー・再増幅反応

aの各pcR反応液は1.5%アガロースゲル中で電気泳動後,第2章の材料と方

法(2)-dに準じて染色,洗浄および切り出し精製を行った.精製各遺伝子断片の濃

度はUltrospec2100/?roを用いて測定し,モル濃度を算出した.

アッセンブリ-反応は,同モル量の各精製遺伝子断片とKODplusを用い, 94℃, 2分

間の加熱の後に, 94℃, 15秒間(熱変性)および50℃, 1分間(プライマーのリン

カー部位のアニーリング)を1サイクルとして7サイクル行い,最後に68℃, 1分

間反応させることで行った.なお,サーマルサイクラ-はABI9700を使用し,アッ

センブリ-反応の組成は表22に示した.また,この反応系に供試した各遺伝子断片

のモル量は, 0.25pmolとした.

続いて,再増幅反応は　KOD plusを用いたpcR法により行った. PCR反応はア

ッセンブリ-反応物を鋳型として, pSeq-D2D3-FおよびpSeq-IL6-Rをプライマーに

用いて94℃, 2分間の加熱の後に, 94℃, 15秒間(熱変性), 65℃, 30秒間(プラ

イマーのアニーリング)および68℃,2分間を1サイクルとして30サイクル行い,

最後に68℃, 2分間反応させた.なお,サーマルサイクラ-はABI9700を使用し,

pcR反応の組成は表23に示した.

c. H-chIL6遺伝子の制限酵素処理および精製

bのPCR産物は, 1%アガロースゲル中で電気泳動後,第2章の材料と方法(2)-

dに準じて染色,洗浄および切り出し精製を行い,精製遺伝子の濃度はUltrospec2100

proを用いて測定した.精製後,遺伝子断片はHindIIIおよびXholを用いて制限酵

素処理を行った.制限酵素処理後のサンプルは,上記に準じて精製を行い, Ultrospec

2100proを用いて濃度を測定した.精製サンプルは,使用時まで-20℃で保存した.

d. H-chIL6遺伝子のクローニング
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表21. chIL-6のPCR反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(Ml)

10 x KOD buffer

2.5 mM dNTPs

25 mM MgSO4

pSeq-IL6-Le (25 piM)

pSeq-IL6-R (25 ¥xM)

KOD plus (1 U小1)

5.0

5.0

3.2

1.0

1.0

IKI

chIL-6 plasmid DNA (10 ng/|xl)　5.0

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　28.8

計　　　　　　　　　　　　　50.0
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表22.アッセンブリ-反応の反応液組成

組成　　　　　　　　　　　　容量(Hi)

10 x KOD buffer

2.5 mM dNTPs

25 mM MgSO4

chIL-6R D2D3 (0.054 pmol/nl)

chIL-6 (0. 1 15 pmol/pl)

KOD plus (1 U小1)

DW

5.0

5.0

3.2

4.63 (0.25 pmol)

2.17 (0.25 pmol)

1.0

29.0

計　　　　　　　　　　　　　　　　50.0

表23.再増幅反応の反応液組成

組成　　　　　　　　　　　　容量(Ml)

10 x KOD buffer

2.5 mM dNTPs

25 mM MgSO4

pSeq-D2D3-F (25 (.AM)

pSeq-IL6-R (25 ¥iM)

KOD plus (1 U恒1)

アッセンブリ-反応液

DW

5.0

5.0

3.2

2.0

2.0

1.0

50.0

31.8

計　　　　　　　　　　　　　　　100.0
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Cで精製した遺伝子断片と本章の材料と方法(2)-cで調製したpSeqTag2Aは,

LigationHighligationkitを用いて,ベクターとインサートのモル比が1対3になる

ように調製し,キット添付のプロトコルに従ってライグーションした.ライグーシ

ョン後のプラスミドDNAは,本章の材料と方法(2)-cに準じてDH5aコンビテン

ト細胞に形質転換し,形質転換後の大腸菌は, 100ng/mlアンピシリン含LBプレー

ト上で12時間培養した.培養後に出現した大腸菌コロニー中のインサートDNAの

有無は　Ex taqを用いたコロニーPCR法により確認した. PCR反応は, pSeq-Fお

よびpSec-Rのプライマーセットを使用し,第二章の材料と方法(2)-dに準じた・反

応終了後のPCR反応液は, 1%アガロースゲル中で電気泳動後, EtBr染色を行っ

て紫外光下においてバンドを検出した.目的のバンドが検出できたpCR反応液は,

第3章の材料と方法(3)-bに準じてExoI/SAP処理を行って反応液中のプライマー

を完全に除去した後に　Big Dye terminator ver. 3.1 cycle sequencing kitおよびシーク

エンス用プライマー(pSeq-F, pSeq-R)を用いたダイレクトシークエンスによりシー

クエンス反応を行った.以降の塩基配列の決定および解析までの操作は,第2章の

材料と方法(2)-dに準じて行った.

e.H-chIL-6プラスミドDNAの大量調製

H-chIL6プラスミドDNAは,第2章の材料と方法(4)-cに準じて　Qiagen Endo-

freeMaxikitを用いて大量調製し,濃度測定後,使用時まで-20℃で保存した.

f. H-chIL-6プラスミドDNAの真核細胞-の導入および発現

eで調製したH-chIL-6プラスミドDNAは,第2章の材料と方法(4)-dに準じて,

Transfectin Lipid Reagentを用いてCOS-7またはCHO-Klに導入した. H-chIL-6タ

ンパク質の発現は,導入48時間後に培養上清を回収し,本研究で樹立した抗chIL6

モノクローナル抗体E3を用いたウエスタンプロット解析により検出した.なお,

ウエスタンプロット解析の基本操作および検出は,本章の材料と方法(3)イに準じ

た.

g. H-chIL6の精製と定量

H-chIL-6の精製は,第2章の材料と方法(4)-eに準じた.また精製タンパク質は,

原核型rchIL-6を標準試料としたウエスタンプロット解析により定量した. H-chIL-6

の溶出分画は, Centricon Plus-20 (MW; 30,000) (MILLIPORE)を用いて20倍に遠心濃
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縮した.濃縮後のH-chIL6と1-20 jAg/mlの標準試料は, SDS-PAGEに供試した後

に,本研究で樹立した抗chIL-6モノクローナル抗体E3を用いてバンドを検出した.

検出したバンドはLAS 3000内のImage Gauge ver 4.0を用いて定量し,標準試料か

ら作成した検量線を用いてH-chIL6の濃度を算出した.なお,ウエスタンプロット

解析の基本操作は,第二章の材料と方法(3)-fに準じた.

(5) chIL-6またはH-chIL6添加条件下のHUC2-13内チロシンリン酸化STAT3

およびセリンリン酸化MEKl/2の検出

本章の(4)で調製したCHO-Kl培養上清由来H-chIL-6および第2章の(4)で調

製したCHO-Kl培養上清由来真核型rchIL-6 (以降,それぞれH-chIL-6およびchIL

6と示す)は,それぞれHUC2-13に対して5 pM-5 nM (H-chIL-6; 0.2-200ng/ml, chlL

6; 0.1-100 ng/ml)になるように添加して15分間刺激培養後,細胞可溶化緩衝液を用

いて, 4℃で終夜細胞を可溶化した.以降の目的タンパク質の検出までの操作は,第

2章の材料と方法(5)-bに準じた.

(6)chIL-6またはH-chIL-6添加条件下のHUC2-13における各遺伝子の発現解析と

抗体タンパク質の検出

c. chIL-6またはH-chIL-6添加HUC2-13からの全RNAの抽出

HUC2-13は, 5 nMのchIL-6 (100 ng/ml)またはH-chIL6 (200 ng/ml)添加,非添

加条件下で2,4, 8, 12および24時間培養後,全RNAを抽出した.各培養条件にお

けるHUC2-13からの全RNAは, TRIzol試薬を用いて,キット添付のプロトコル

に従って抽出した.

b.逆転写反応によるcDNAの合成

逆転写反応によるcDNAの合成は,bで抽出した全RNA2 fxgおよびSuperscriptIII

ReverseTranscriptaseを用いて,第2章の材料と方法(2)-bに準じて行った.

c. HUC2-13抗体遺伝子およびIL6関連遺伝子の発現解析

各条件下のHUC2-13内の遺伝子の発現は, LA-Taqを用いたRT-PCR法により解

析した. PCR反応は, bで合成したHUC2-13由来cDNA 100 ngを鋳型として,
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HUC2-13モノクローナル抗体の重鎖(以下VHと示す),軽鎖(以下VLと示す),

SOCS3 (NCBI under accession number AF424806), C/EBPβ (NF-IL6, NF-M) [103] (NCBI

under accession number NM205253), C/EBPy (Ig-EBP) [104] (NCBI under accession number

XM414137)およびBiP [105] (NCBI under accession number M27260)の塩基配列を元

に作製したプライマーを用いて, 94℃,3分間の加熱の後に, 94℃,30秒間(熱変性),

58 (VHおよびVL)または55℃ (SOCS3,C/EBPβ,C!EBPyおよびBiP), 30秒間(プラ

ィマ-のアニーリング)および72℃,1分間(伸長反応)を1サイクルとして28(VH

ぉよびVL)/30(SOCS3,C/EBPβ,C偲BPYおよびBiP)サイクル行い,最後に72℃, 7分

間反応させた.また,内部標準遺伝子としてニワトリグリセルアルデヒド3リン酸

脱水素酵素【106] (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; GAPDH, NCBI under

accessionnumberNM204305)も同様にプライマーを作製し, RT-PCRにより増幅した・

pcR条件は, 94℃,3分間の加熱の後に, 94℃,30秒間(熱変性), 60℃,30秒間(プ

ライマーのアニーリング)および72℃, 1分間(伸長反応)を1サイクルとして28

サイクル行い,最後に72℃,7分間反応させた・なお,サーマルサイクラ-はABI9700

を使用し, PCRの反応組成は表24に示した・

増幅したGAPDH遺伝子断片を含むPCR反応液は, 1%アガロースゲル中で電気泳

動した後,ゲルを1抄g/ml EtBr含TAE緩衝液中で30分間染色し,その後TAE中

で10分間洗浄した.各反応液中のGAPDH遺伝子増幅断片は,第3章の材料と方

紘(4)に準じて定量し, GAPDH遺伝子の定量結果を元に　VH, VL, SOCS3,

C/EBPβ,C/EBPyまたはBiP遺伝子断片を含むPCR反応液の泳動量を決定した・各

遺伝子断片を含むPCR反応液は,決定した泳動量を泳動後,上記と同様に染色およ

び洗浄操作を経て　LAS-3000を用いてバンドを検出した・

d. HUC2-13産生抗体タンパク質の検出

HUC2-13産生抗体タンパク質は,同モル濃度のchIL-6またはH-chIL6添加,

非添加培養条件の培養上清を用いてウエスタンプロット解析により検出した・

HUC2-13は, aと同条件で培養した後に,細胞を回収して遠心により上清と細胞に

分離した.回収した各培養上清中の抗体タンパク質の検出は,非還元状態でSDS-

PAGEに供試した後に, HRPO標識ヤギ抗ニワトリIgG (H+L)抗体(Kirkegaard and

Perry Laboratories)を用いて行った・また,同条件で培養したHUC2-13由来細胞溶

解液を用いて,チロシンリン酸化STAT3を検出した・なお,ウエスタンプロット解

析の基本操作は,第二章の材料と方法(3)-fに準じた・
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表24. HUC2-13各遺伝子の発現解析におけるPCR反応液組成

組成　　　　　　　　　　容量(1*1)

10 x LA buffer

2.5 mM dNTPs

25 mM MgCl2

5'primer (25汁M)

3'primer (25汁M)

2.5

2.5

1.5

1.0

Kl

HUC2-13 CDNA (50 ng/jil)　　　2.0

LA Taq (5 U恒1)　　　　　　　0.25

DW　　　　　　　　　　　　　　　14.25

計　　　　　　　　　　　　　25.0

101



(8) Electro mobility shift assays (EMSA)試験

a.HUC2-13からのゲノム抽出

HUC2-13は　2x108細胞を50mlチューブに回収してPBSで2回遠心洗浄後,

可溶化緩衝液【(10 mM NaCl, 10 mMTris-HCl (pH7.5), 25 mM EDTA(pH 8.0)] 10 mlを

添加して細胞を可溶化した.可溶化液には, SDSの終濃度が1%になるように添加

し,転倒混和した・その後Proteinase K (PK)の終濃度が100 fxg/mlになるように添

加し,転倒混和した後に37℃で静置して終夜酵素反応を行った.なお, PKは失活

しやすい酵素であるため,新たな酵素をさらに数回添加した.翌日,450ドlの5MNaCl

と, RNaseAの終濃度が100ng/mlとなるように加えて転倒混和した後に, 37℃で1

時間反応した.反応後,フェノールを10ml加えて室温で1時間転倒混和し,その

後7,000 rpmで10分間遠心してフェノール層と水屑に分離し,水層を注意深く新し

い50mlチューブに移した(フェノール抽出).フェノール抽出は,この後さらに2回

行った.フェノール抽出の後,フェノール/クロロホルム抽出およびにクロロホルム

抽出を上記と同様の操作でそれぞれ2回ずつ行った.最後のクロロホルム抽出の後

に回収した水屑には　2.5倍量(25 ml)のエタノールを加えて転倒混和し, DNAを

凝集させた.凝集したDNAは,滅菌爪楊枝で絡めとり,そのまま70%エタノール

に撹拝して洗浄した.洗浄後のDNAは,再び滅菌爪楊枝で絡めとり,風乾させた

後にTE緩衝液に滅菌爪楊枝ごとつけて4℃で終夜溶解させた.翌日, TE緩衝液に

溶解したDNA濃度を測定し,使用時まで4℃で保存した.

b.ーHUC2-13 VH, SOCS3およびC/EBPβの転写開始点上流領域の塩基配列の決定

HUC2-13 VH遺伝子の転写開始点上流領域は, aで抽出したゲノムDNAを鋳型と

したゲノムPCRにより増幅した. PCR反応は,報告されているニワトリイムノグ

ロブリン重鎖遺伝子[1071 (NCBI under accession number M30319)の転写開始点上流

のゲノム配列を元に作製したセンスプライマー(VH-DNA-1)と, HUC2-13の塩基

配列を元に作製したアンチセンスプライマー(HUC2-DNA-2)を用い, 94℃, 3分間

の加熱の後, 94℃, 30秒間(熱変性), 58℃, 30秒間(プライマーのアニーリング)お

よび72℃,1分間(伸長反応)を1サイクルとして30サイクル行い,最後に72℃で

7分間反応させた.なお,サーマルサイクラ-はABI 9700を使用し, PCRの反応

組成は表25に示した.増幅した遺伝子断片は,第二章の材料と方法(2)-dに準じて

切り出し精製した後に,第二章の材料と方法(4)-bに準じて,ダイレクトシーケン

スより塩基配列を決定した.なお, SOCS3およびC/EBPβ遺伝子の転写開始点上流
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表25.ゲノムPCRの反応液組成

組成　　　　　　　　　容量(ドl)

10 x LA buffer

2.5 mM dNTPs

25 mM MgCl,

VH-DNA-1 (25 [AM)

HUC2-DNA-2 (25 ¥xM)

ME

5.0

3.0

2.0

2.0

HUC2 genomic DNA (200ng恒1) 1.0

LA Taq (5 U/jxl)　　　　　　0.5

DW　　　　　　　　　　　　　31.5

計　　　　　　　　　　　　50.0
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領域の塩基配列は, NCBI Chicken Genome Resources内のBlast the Chicken Genome

(蜘p://w岨投垣迎Im.nih.gov/genome/sea/GgaBlast.html)を利用して, SOCS3および

C!EBPβmRNAの塩基配列と,ニワトリゲノムとの相同性検索により決定した.

c. VH, SOCS3およびC侶BPβ遺伝子上の転写因子結合配列の検索

bで決定した各遺伝子の転写開始点上流領域に存在する転写因子結合配列は,

MOTIF: Searching Protein and Nucleic Acid Sequence Motifs (http://motif.genome.ip/)を用

いて検索した(なお,得られた配列の信頼値(score)は, Heinemeyerら[108]の報

告に基づいて算出されている.).

d.核抽出物の調整

HUC2-13は2 x 106細胞で100 mmディッシュに播き,一昼夜前培養を行った.

前培養後, HUC2-13に対してchIL-6を100 ng/mlで, H-chIL-6を200 ng/mlの濃

度になるように添加して15分間または12時間刺激もしくは無刺激で培養した.培

養後,細胞は全て回収して冷pBSで2回遠心洗浄後1 mMNa3VO4, 5 mMNaF含

PBSで1回遠心洗浄した・続いて,細胞はhypotonic緩衝液[20mMHEPES (pH7.9),

20 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mM Na4P2O7, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5

mM PMSFおよびprotease inhibitor tablet]を用いて洗浄し,洗浄後の細胞は0.2%

Nonidet-P40 (NP 40)含hypotonic buffer 300 ¥x¥に懸濁してエツペンチューブに移し,

4℃ 16,000xgで20秒間遠心した・遠心後,上清を除いた後のペレットには, high-

salt緩衝液(420 mM NaCl, 20% glycerol, 20 raM NaF, 1 mM Na3VO4, 1 mM Na4P207, 1

mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSFおよびprotease inhibitor tablet)を

60 ¥i¥加えて十分にペレットを撹拝した.撹拝後のチューブは, 4℃で30分間緩や

かに浸透した後に, 4℃ 16,000xgで20分間遠心して上清を回収した.回収した上

清(核抽出液)中のタンパク濃度は　Protein Assay kit (BIO-RAD)を用い,キット添

付のプロトコルに従って測定した.濃度測定後の核抽出物は,使用時まで_70℃で

保存した.

e・ジゴキシゲニン(digoxigenin; DIG)標識プローブの調整

EMSA試験に用いる各プローブの作製は,Cで決定したVH,SOCS3およびC/EBPβ

各遺伝子の転写因子結合配列を含む, 20塩基のセンスおよびアンチセンスプライマ

ーをアニーリングさせることにより行った.プライマーのアニーリングは,センス
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プライマーとアンチセンスプライマーを同モル混合後, 20倍濃度のアニーリング緩

衝液[0.2 MTris-HCl (pH 8.0),40 mM MgCl2, 1 M NaCl, 20 mM EDTA]を終濃度が1倍

濃度になるように添加し, 98℃, 5分間の加熱の後に徐々に反応温度を低下させ,最

終的に室温に戻すことで行った.続いてプローブは　20%アクリルアミドゲルにア

プライし, 1 xトリスホウ酸EDTA(Tris-borate EDTA;TBE)緩衝液中で, 200Vの定

圧条件下で50分間電気泳動を行った.泳動終了後, EtBr染色を行ってゲルを切り

出した後に　400卜1のDNA溶出用緩衝液【0.5MNH4OAc, 1 mMEDTA,0.1%SDS, 10

mM (CH3COO)2Mg]に切り出したゲルを浸して37℃で終夜溶出させた.翌日,常法

を用いて溶出したプローブの精製を行い,濃度測定を行った後に使用時まで120℃で

保存した.最後に精製プローブは, DIG Oligonucleotide Tailing Kit (Roche)を用いて,

DIG標識した. DIG標識はキット添付のプロトコルに従って行った.なお,作製し

た各プローブの塩基配列は表26に, 20%アクリルアミドゲルの組成は表27に示

した.

f.EMSA試験およびスーパーシフトアッセイ

dで調整した核抽出物(0.1,0.5および1.0[ig)およびeで調整したDIG標識プロ

ーブ(5 ng)は, 5倍濃度の結合緩衝液[10mM HEPES (pH7.9), 0.75 mM EDTA,40%

glycerol, 0.1% NP40, 1汁g poly (dl-dC), 1 mM DTT, 0.06% BPB, 10 mg BSA]の終濃度が

1倍濃度となるように混合して,室温で20分間静置して核抽出液中のタンパク質と

DNAを結合させた.タンパク質, DNA結合後のサンプルは, 8%アクリルアミド

ゲルにアプライし　0.25 xTBE緩衝液中で, 200Vの定圧条件下で90分間電気泳動

を行った.なお, 8%アクリルアミドゲルの組成は表28に示した.また,電気泳動

の間,転写膜であるHybond N+ (Amersham Biosciences)を2倍濃度のSSC緩衝液中

で緩やかに浸透して洗浄した.泳動終了後のゲルは, 2倍濃度のSSC緩衝液で軽く

洗浄し, VacuGene XL Blottinngu Unit (Amersham Biosciences)を用いて,キット添付

のプロトコルに従ってHybond N+に転写した.転写後のメンブレンは, UVC 500

(Hoefer)を用いて　70,000 J/cmzで約30秒間UVクロスリンクを行った・ UVクロ

スリンクを行った後のメンブレンは,洗浄液に浸して室温で5分間洗浄後,ブロッ

キング液に移して室温で30分間浸透してブロッキングした.ブロッキング終了後の

メンブレンは,ブロッキング液で4,000倍希釈したHRPO標識抗DIG抗体(Roche)

に浸して,室温で30分間抗体反応を行った.抗体反応後,メンブレンは洗浄液に浸

して室温で15分間, 2回洗浄し,最後に,第二章の材料と方法(3)-fに準じてバン

ドを検出した.なお,本章で使用した洗浄液およびブロッキング液は, DIGWashand

Block Buffer Set (Roche)を使用した.
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表26. EMSA試験に用いたプローブの塩基配列

プローブ　　　　　配列(センスストランドを示す)

C/EBPβ

SOCS3

HUC2-13-VH

5 '-ACTCTCTTTCAGGAATGCCT-3 I

STATx binding site

5 ㌧GCGCATTTCCAGGAAGAACC-3 '

STATx binding site

5 ㌧CCCTCCTTATGCAAATTAGC 3 I

C/EBPx binding site



表27.20%アクリルアミドゲルの組成

組成　　　　　　　　　　　　容量

30% acrylamide/bis-acrylamide　　6.7 ml (final 20%)

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　　2.25 m1

10xTBE 1.Oml (final 1 x)

10% APS 100.0 nl

TEMED 10.0ト11

計　　　　　　　　　　　　　10.0 ml

表28.8%アクリルアミドゲルの組成

組成　　　　　　　　　　　　　容量

30% acrylamide/bis-acrylamide　　2.67 ml (final 8%)

DW　　　　　　　　　　　　　　　　　　7.03 m1

10 x TBE 0.25 ml (final 0.25 x)

10% APS　　　　　　　　　　　40.0 fxl

TEMED 100.0 pi

計　　　　　　　　　　　　　10.0 ml
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スーパーシフトアッセイは,核抽出物とウサギ抗マウス　STAT3,ウサギ抗ヒトリ

ン酸化C/EBPβ (Cell Signalling)またはウサギ抗マウスIgG (H+L) (PeproTech)抗体1・5

pgを泡和して4℃で1時間反応させた後に, DIG標識プローブと混合したものを

泳動サンプルとして供試し,以降の検出までの操作は上記の方法に準じて行った.

また,競合試験は, DIG標識プローブの1または10倍量(モル数)の非標識プロ

ーブを核抽出物および結合緩衝液と混和して室温で5分間反応させた後, DIG標識

プローブを反応液中に添加したものを泳動サンプルとして供試した.

(9) chlL6継続添加によるHUC2-13抗体産生-の影響

HUC2-13は1 x 106細胞になるように35 mmディッシュに播いて終夜前培養を

行った.前培養終了後の細胞には,培養1日毎にchIL-6の終濃度が100 ng/mlとな

るように添加して4　日間培養した.培養1日毎の培養上清中のHUC2-13抗体の検

出は,本章の材料と方法(6)-dに準じた.なお,対照として, chlL6非添加条件で

培養したものと,培養初日のみにchIL-6を上記と同濃度で添加してその後4　日間培

養したものを準備し,同様に培養上清中のHUC2-13抗体を検出した.
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4.3.成績

(l)ニワトリ細胞-のchIL-6Rの発現

a. EGFP発現ベクターを用いたHUC2-13至適導入条件の検討

Gene pulser Xcell Electroporation system添付のマニュアルに記載されている11種

類の条件を用いてHUC2-13にpIRES-EGFP発現ベクターを形質導入した.その結

果,コントロール(遺伝子非導入条件)を除いた全11条件でEGFPの発現を示す緑

色蛍光が認められた(図25).至適導入条件の決定は,房木【1091の報告に基づいて

生細胞率50%前後の条件を採用することにした.各条件における生細胞率は,トリ

パンブルー染色液を用いて導入24時間後に算出した.その結果,各条件下における

生細胞率は全て30-70%の範囲に収束しており,No.6,7および11は生細胞率が50%

を超えていた(図26).中でもN0.6はその後の細胞増殖も良好であったことから(デ

ータは示していない),N0.6を至適導入条件と決定した.

d. HUC2-13　におけるchIL-6Rの発現

aで決定した導入条件を用いてchIL6R発現ベクターをHUC2-13に形質導入し,

導入24時間後の細胞抽出液を用いてchIL-6Rの発現をウエスタンプロット解析に

より検討した.また,対照として, HUC2-13　と同様に決定した至適導入条件を用い

て, LMHに形質導入して同様に発現を検討した.その結果, LMHでは遺伝子導入

条件のみで約70kDa付近に強いバンドと弱いバンドが1本ずつ検出され(図27,レ

ーン4),目的のタンパク質が発現していることがわかった.一方HUC2-13では,い

ずれの条件でもchIL6Rを示すバンドは検出されなかった(図27,レーン2).また,

第二章で作製したchIL-6発現ベクターを同様に導入したところ,導入24時間後の

LMHの培養上清から目的のタンパク質は検出されたが, HUC2-13の培養上清から

は検出されなかった(データは示していない).

(2) H-chIL6の作製

a. H-chIL6遺伝子のクローニング

はじめに, chIL-6RのD2D3領域と,成熟型chIL6をコードする領域をそれぞれ

pcRにより増幅した結果,それぞれ651bpおよび618bpの単一バンドを得た(図
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コントロール
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図25.エレクトロポレーション法によるHUC2-13への
EGFP発現ベクターの導入(その1)

上段;暗視野
下段;明視野
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図25.エレクトロポレーション法によるHUC2-13への
EGFP発現ベクターの導入(その2)

上段;暗視野
下段;明視野
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図27. HUC2-13およびLMHにおける組み換え型chIL-6Rの検出

レーン′1

レーンr2

レーン3

レーン4

chlL6R発現ベクター非導入HUC2-13細胞溶解液
chlL6R発現ベクター導入HUC2-13細胞溶解液
; chIL-6R発現ベクター非導入LMH細胞溶解液
chlL6R発現ベクター導入LMH細胞溶解液

chIL-6R
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28,レーン1, 2).続いて,各遺伝子断片をアッセンブリ-反応により連結し,この反

応液を鋳型として再増幅反応を行ったところ,約1.2kbpの位置に強いシグナルのバ

ンドが検出された(図28,レーン3).このバンドは切り出し精製をして, 1.2kbpの

単一バンドを得た(図28,レーン4).精製した再増幅断片は,ダイレクトシーケンス

により塩基配列を決定したところ,図29に示すように1,245bpの長さで, chIL-6R

のD2D3領域(ト624塩基)と成熟型chIL-6 (664-1245塩基)の間に,リンカー配列

(625-663塩基)が正確に組み込まれた配列であることがわかり,目的の融合タンパ

ク質をコードする遺伝子を得ることができた・

(3) H-chIL6の作製

a. H-chIL-6の発現

H-chIL-6の発現は,遺伝子導入後24および48時間後のCHO-Klの培養上清を

用いて,抗chIL-6モノクローナル抗体E3によるウエスタンプロット解析により検

討した.その結果,分子量約65 kDaのバンドが培養24時間後から上清中に認めら

れ,培養48時間後の培養上清中にはさらに強いシグナルが認められたことから(図

30), H-chIL-6が発現し,上清中に分泌されていることがわかった・また, COS-7を

用いて同様に遺伝子導入を行ったところ, CHO-Kl由来培養上清中に検出された同

分子量のバンドが,培養24時間後から検出された(データは示していない)・

b. H-chIL6の精製および定量

H_chIL-6は,第二章の真核型rchIL-6と同様　6 x Hisとニッケルレジンの親和性

を利用したアフイニティークロマトグラフィーにより精製した・精製後の溶出分画

は1 mlずつ分取して10汁1をSDS-PAGEに供試した後に,抗chIL-6モノクロー

ナル抗体E3を用いてバンドを検出した.その結果,溶出分画のみにH-chIL6を示

す分子量約65kDaのバンドが検出された(図31,レーン3,4).

続いて,精製原核型rchIL-6を標準試料としたウエスタンプロット解析により,

溶出分画中のH-chIL6の定量したところ, CH0-Kl培養上清由来溶出分画は0.25

M-g/ml (20倍濃縮で5 jxg/ml)の濃度であることが分かり, H-chIL-6は100ml培養ス

ケールのCHO-Klから約5 ^g回収できることがわかった・また,同様にCOS-7由

来培養上清中のH-chIL6の濃度を検討したところ, 100 mlの培養スケールから2・4

LLg回収できることがわかった・
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M　1　2　M M　4

図28.アッセンブリー,再増幅反応によるH-chIL-6遺伝子の増幅

レーン　　; chIL-6R D2D3領域
レーン2　;成熟型chIL-6
レーン3　;アッセンブリー,再増幅反応後のH-chIL-6
レーン4　;切り出し精製後のH-chIL-6

M 100 bp分子量マーカー(New England Biolabs)
・車; H-chIL-6
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1 GTGGAAGAGCCCCCCGAGCCCCCCCACGTTTCCTGCTCCCGGCGCAGCCACGACAAAGATGTGCTC

V E E P P E P P H V S C S R R S H D K D V L

6 7　TGCGAGTGGCGGCCGCGCGCATCGCCGGCTCCGGGCACGCGAGCGGTGCTATGGATGAAGCGCAGG

C E W R P R A S P A P G T R A V L W M K R R

1 3 3　TTCACAATGGAGAACGCGACGGAGCAGCGGTGCCACTTCTACTCCGCGGCGCAGAAATTCGTCTGC

T M E N A T E Q R H F Y S A A Q K F V C

1 9 9　CGGGTGAAGGTTCCGCCCGGCACCGACGACACCAAAGCCCTCGTGGTGTCCGTCTGCGTCAGCAGC

R V K V P P G T D D T K A　工一　v v s v c v s s

2 6 5　CGCGCGGGGAGCGCCGCCGCGGAGGACCGCATCTTCACCCTCAATGGCATCCTGAAGCCGGACCCC

R A G S A A A E D R I F T L N G I L K P D P

3 3 1 CCCCTGAACGTGACGGTGGAGGCAGTGGAGCGTTCCCCACAGCGGCTGTGCGTGCGCTGGAGTTAC

P L N V T V E A V E R S P Q R L C V R W S Y

3 9 7　CCCCCCTCCTGGGACCCCCGCTTCTATTGGCTGCGCTTCCAGGTGCGCTACCGCCCCGAGCCGGCC

P P S W D P R F Y W L R F Q V R Y R P E P A

4 6 3　CCGAACTTCACCCAGGTGGACCAGGTGACGCGGACGTGGTTGGACATCCGTGATGCCTGGCGTGGC

P N F T Q V D Q V T R T W L D I R D A W R G

5 2 9　AT GCGGCAC GTGGTACAGGTGAGGGCACAGGAGGAGT T TGGGCACGGAGC GTGGAGC GAATGGAGC

M R H V V Q V R A Q E E F G H G A W S E W S

5 9 5　CGGGAGGCGGTGGGCACCCCCTGGACAGA

R E A V G T P W T E

661酢C:

G A G G A G G A G G T G G C A G T G G A G G A G G C G G A T C A G T A

R G G G G S G G G G S V

C GC TGC C C GCC GC C GC GGAC TC GTC C GGAGAGGT TGGGC TGGAGGAGGAGGC GGGGGC GCGG

P A A A D S S G E V G L E E E A G A R

7 2 7　CGGGCGCTGCTCGACTGCGAGCCGCTGGCCCGGGTGCTGCGCGACCGCGCCGTCCAGCTGCAGGAC

R A L L D C E L A R V L R D R A V Q L Q D

7 9 3　GAGATGTGCAAGAAGTTCACCGTGTGCGAGAACAGCATGGAGATGCTCGTCCGGAACAACCTCAAC

E M C K K F T V C E N S M E M L V R N N L N

8 5 9　CTGCCCAAGGTGACGGAGGAGGACGGCTGCCTGCTCGCCGGCTTCGACGAGGAGAAATGCCTGACG

L P K V T E E D G C L L A G F D E E K C L T

9 2 5　AAGCTCTCCAGCGGCCTGTTCGCCTTTCAGACCTACCTGGAATTCATTCAAGAGACTTTCGATAGC

K L S S G L F A F Q T Y L E Q E

9 9 1 GAAAAGCAGAACGTCGAGTCTCTGTGCTACAGCACAAAGCACCTGGCGGCCACGATCCGGCAGATG

K Q N V E S L C Y S T K H L A A T I R Q M

1 0 5 7　GTGATAAATCCCGATGAAGTGGTCATCCCAGACTCGGCCGCCCAGAAATCCCTCCTCGCCAATCTG

V N D E V V P D S A A Q K L A N L

1 1 2 3　AAGTCAGATAAGGACTGGATAGAGAA,姐TCACCATGCACCTCATCCTCCGAGACTTTACTTCGTTT

K S D K D W I E K I T M H L I L R D F T S F

1 1 8 9　ATGGAGAAGACCGTGAGGGCCGTTCGCTATTTGAAAAAGACCAGGAGTTTCAGTGCC

M E K T V R A V R Y L K K T R S F S A

図29. H-chIL-6の塩基配列と予想されるアミノ酸配列

; chIL-6R D2D3額域(102-309残基)
2　;成熟型chIL-6 (48-241残基)
口内;リンカー配列
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図30. CHO-Kl培養上清中のH-chIL-6の検出

レーン　　; chIL-6R発現ベクター導入24時間後の培養上清
レーン　　; chIL-6R発現ベクター導入48時間後の培養上清
レし-ン3

→●

;非導入細胞由来(48時間培養)培養上清(陰性対照)
H-chIL-6
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図31. CHO-Kl培養上清由来H-chIL-6のアフイニティー精製像

A; CBB染色像
B;ウェスタンプロット解析像[抗chIL-6モノクローナル抗体(E3)で検甘I

レーンl　;未吸着分画
レーン2　;洗浄分画
レーン3　;溶出分画1
レーン4　;溶出分画2

; H-chIL-6
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(4) H-chIL6添加条件下のHUC2-13内チロシンリン酸化sT∬3およびセリンリン

酸化MEKl/2の検出

同モル濃度(0.005-5 nM)のchIL-6またはH-chIL-6添加後のHUC2-13内STAT3お

よびMEKl/2のリン酸化を,ウエスタンプロット解析により検討した.その結果,

図32に示すように,HUC2-13内のSTAT3タンパク質の量はchlL6およびH-chIL6

のいずれの添加条件下でも変化していなかったが,チロシンリン酸化STAT3タンパ

ク質はrchIL-6, H-chIL-6添加条件共に濃度依存的に増加していた・この内20ng/ml

(0.5 nM)および200 ng/ml (5 nM) H-chIL-6添加条件下におけるリン酸化STAT3タン

パク質は,同モル濃度のchIL-6添加条件下におけるリン酸化STAT3タンパク質よ

りも増加していた.一方, MEKl/2タンパク質およびセリンリン酸化MEKl/2タン

パク質の量は　rchIL-6およびH-chIL6のいずれの添加条件でも変化していなかっ

た.

(5) chlL6またはH-chIL-6添加条件下のHUC2-13における各遺伝子の発現解析と

抗体タンパク質の検出

はじめに,各培養条件下のHUC2-13培養上清中の抗体タンパク質の検出を行った・

その結果, chIL-6添加条件では,培養8時間後以降,非添加条件に比べて抗体量が

増加していた.しかし, H-chIL6添加条件では,いずれの培養時間も非添加条件と

ほぼ同じ抗体量が検出された(図33).

続いて,各培養条件下のリン酸化STAT3の検出を行った・その結果,非添加条件

では,培養12時間後までリン酸化ST∬3の量が変化していなかったが,培養24時

間後に減少していた.次に, chIL-6添加条件では,培養2時間後から非添加条件よ

りもリン酸化STAT3が多く検出され,培養12時間後まで経時的にリン酸化STAT3

が増加していたが,培養24時間後に減少していた.最後に, H-chIL-6添加条件で

は,培養2時間後からchIL6添加条件よりもリン酸化STAT3が多く検出され,ほ

ぼ同レベルのリン酸化STAT3が培養12時間後まで検出されたが,培養24時間後

にリン酸化STAT3の量が減少していた.

最後に,同条件下で回収したRNAを元に合成したcDNAを用いて各遺伝子(VH,

VL, SOCS3, C/EBPβ, C/EBPyおよびBiP)の発現解析を行った・その結果, VL, C/EBPy

およびBiPの発現量は　chIL-6, H-chIL-6添加,非添加のいずれの培養条件に関わら

ず変化していなかった. SOCS3の発現量は,いずれの添加,非添加条件でも培養8時

間後まで経時的に増加しており,特にchIL-6およびH-chIL-6添加条件では,培養12

時間後以降非添加条件に比べて増加していた.この内, chIL-6添加条件では培養12
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control chIL-6

8　12　24　　　　　　　8　12　24

ど

..貰 狩 W " ン. .こEr.、こ緊 モノ、K .、=lC

環.ぜ′し 買ノガ

H-chIL-6

2　4　8　12　24 (hrs)

讐

図33. chIL-6またはH-chIL6添加条件下のHUC2-13培養上清中
抗体タンパク質の検出
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時間後をピークに,培養24時間後では発現量が減少していたのに対して, H-chIL-6

添加条件では培養24時間後もさらに発現量が増加していた. C/EBPβの発現量は,

非添加条件では培養8時間後まで緩やかに発現量が増加し,その後経時的に減少し

ていた. chIL-6添加条件では,培養12時間後まで経時的に増加しており,非添加

条件よりも発現が強かったが,培養24時間後に減少していた. H-chIL-6添加条件

では,培養2時間後から4時間後にかけて発現量が増加していたが,以後培養24時

間後までほとんど変化していなかった.最後に, vHの発現量は,非添加条件およ

びH-chIL6添加条件共に培養12時間後までわずかに増加した後に,培養24時間

後では若干減少していた.それに対して, chIL-6添加条件では,他の2条件と同様

培養12時間後まで経時的に増加した後に減少していたが,他の2条件よりも発現

量が高かった(図34).

(5) EMSA試験

a. SOCS3, C/EBPβおよびvH遺伝子プロモーター領域の転写因子結合配列の検索

ゲノムPCRにより決定したHUC2-13重鎖転写開始点付近の配列は363 bpであ

り, Reynaudらの報告したgermline型【107](材料と方法と同一の配列)と99.4%の

相同性であることがわかり(データは示していない),開始コドンから104 bp上流ま

で配列を得ることができた. C/EBPβは, NCBIデータベース上にDNAの配列とし

て登録されており(NCBI under accession number AY212285),開始コドンから1487 bp

上流まで配列を得ることができた.また, SOCS3に関しては,第三染色体上に存在

すると考えられるDNA contig (NCBI under accession number NW_060341.1)上に存在

することがわかり,開始コドンから472 bp上流までが明らかとなった.続いて,得

られた各ゲノムDNAの開始コドン上流の塩基配列中の転写因子結合配列を検索し

た結果,SOCS3には,開始コドンから390bp上流の位置にTATAボックス(score=98)

が, 426 bp上流の位置にSTÅrの結合配列(score= 94)が存在していた. C/EBPβに

は, 275bp上流の位置にTATAボックス(score=94)が1099bp上流の位置にSTAT

タンパク質の結合配列が(score= 86)が存在していた.また, vHには50 bp上流の

位置にTATAボックス(score=90)が,80bp上流の位置にC/EBPの結合配列(score=

90)が存在していることがわかった(図35).

b. EMSA試験

C偲BPβプローブとchIL6またはH-chIL6で15分間刺激または無刺激で培養
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c ontrol chIL-6

8　12　24　　　　　　　8　12　24

H-chIL-6

2　4　8 12　24(hrs)

C/KIJP β

C/EBPy

図34. chIL-6またはH-chIL6添加条件下におけるHUC2-13抗体および
各遺伝子の発現解析
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A

5 14ATCGCGCGGGGAGGGCGCCGGGGAGCATTACAAGAAGCCGCGCAT空聖ZC 465 1 6

AGGAAGAACCCGAGGGCGGGCTCACC GC CCGC TATAATAGGCCTCCCCGG 46566

STATx TATA box

GCGGCCCCGGCAGCTCCGCCGCCGTCCGCCGCCGCACACTGAGCCCCGCG

CCCC GGCCGC CACCGAGACCAGCACTGCGCCCCAGGTACCGGCACGGGAC

GGGACGGGGGAGGC GGGGAGGGTCCCCCCGTGGAGGGGAGAAGC CGGGAC

TTAGGGTGCTCCCGGGATGGATGTCGGTAACGTGTCCCGGGGAGTGGAGA

TGGCGGGGGGGGGCATCCC GGGATGGAGGCGGGAAGGCCGGGCCGGGGGT

GCCC CGGGGGGGGTCGGTTC GGGGCTGCCGAGTCTCACCGCCGTCTGTGC

CGCAGGTGATGGTGTAGCGGCCGCTGCTCCCGGCAGCAGCACCCCGAGCG

CGCAAAGCTGGCTCCGTGCGC嘩国3TCACCCA -3'

B
5'- TTCTGAAAATGCCTGGATTCCATGGTTCTGAGCACGTATCTCACTCTC TT

TCAGGAATGCCTTTAAACACGGTCCCCTCTGGCTTCAGAGCGCAGATTCC

STATx

CTGTCGCC TTTGTAC CCTGACAGTTGCACC GTATCGTGCAAAGTAAATAC

ACCAAGGCAAACTTCAGTCACCGTTCCCGCATGCAGAGATGGGGAGCGGA

GCTCGGCTCTGACTGCTCGC GGC CGTCAAGAAGGAAGCCGGGAGTGCACG

GTGCC CCGCTCCAAACTGCGCTCACTTGGCTCTCCGCTTGCTCTTGTAAA

ATGGTTCTGCACACGTCTGTATGGGACGGTTCTGCCTGCCAGTGCGGTTT

ACTCAATCAGGCACTGGACGGAGAATAAGAGGATCTGTCTTCTATTTGCA

GCTTTTTCCCCCTGCTTTGGCAAAAGAGCTTGGAAAAACGCCTTCTGCCT

CGATTTCC CCAGGGGTAAAACGCGACCCAGACGGGTTTTGCACCCAATTC

TGCGCGGCACACGCAGCCCCACAGCGCCAACCCTTCCTCTCAGACGCAAA

AGGCCCGGCCTTGCACTGGCAAAAGGGCAGCGGCGGCGCCCCGCAGCCGT

GTCCCGGTCCCGCAGC CGCTCCGGGCCGAGCGGTGCCCGCGTTCCCTGCA

GTCGAGGGACCAGGACGGGACGTGAGATCTCGGCAGCCTCGCTGCCGGC G

GCGGCGGCTTCGTGCGGTCCCGTTC CCGCGTC CTGCAGAGCGGCCCCAGG

GCCCGCACCGCACCGCACCCGCAGC CGGCGGC G℡CCCGGGGGCCGGAGC G

GCAGCTCCGAAGCGTGCAGCGTGGCATGCGGCCAGGCGGTGAC GCGCC TG

46949

850

TTGCTATGGGATTCACCGCCCC TArAAATAACCGAGCG.AAGGAACTTTCC　900

TATA box

TAAGTCAGAGACTTAAGGACACGGGCCCCGCAACCAGATGGTC C GCAGGA

GAGC CGCCAGCTCCAGCCGCAGCTCCGGGAGCGGGAGAGCCCCGC CGCGC

CGCACGGACTGAGACGCCCGGGCGGGCAGCGCAGCGGGCCGTGCCAGC GC

CGGGCTCGGGAGACCCCCACCTGAC GACGGCCGCTCGATCCCGTGC CGGG

GGGGs SCCCAGCGCCGTCTTCTCCTCCCCGCATCCCCCTTTGCTTTC匡雪国1 150
CAACGCCTGG -3'　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1 160

C

5 '-ACGCGCTAAAGGAAGCCGGAGCCC TCCTTATGCAAATTAGCC CCTCCAGA　　50

C/EBP

GGGCCATAAAAGCGCCGGCTCTCCGACGGAGGAGCACCAGTCGGCTCCGC 100

℡ATA box

AAC喝&GCCCACTCGTCT -3- 120

図35.各遺伝子転写開始点上流域の塩基配列および転写因子結合部位の同定

A;SOCS3

B;C/EBPβ

C; HUC2-13 heavy chain

(口:開始コドン)
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したHUC2-13由来核抽出物を用いたEMSA試験の結果,いずれの培養条件由来核

抽出物を用いた場合でもタンパク量依存的にシフトバンドが検出された(図36,レ

ーン1-4).このシフトバンドは, H-chIL-6で刺激培養した細胞由来核抽出物を用い

た場合で最もシグナルが強く(図36 C),いずれのシフトバンドも非標識プローブの

増加に伴って減少していた(図36,レーン5, 6).抗sTAr3抗体を用いたスーパーシ

フトアッセイでは　H-chIL-6で刺激培養した細胞由来核抽出物を用いた場合のみで

バンドが検出された(図36C,*).続いて, VHプローブとchIL-6またはH-chIL-6で

14時間刺激培養したHUC2-13由来核抽出物を用いたEMSA試験では,いずれの培

養条件の細胞由来核抽出物を用いた場合でも,タンパク量依存的にシフトバンドが

検出された(図37,レーン1-4).このシフトバンドは, chIL-6で刺激培養した細胞由

来核抽出物を用いた場合で最もシグナルが強く(図37 B),いずれのシフトバンドも

未標識プローブ添加量依存的に減少していた(図37,レーン5,6).抗C/EBPβ抗体を

用いたスーパーシフトアッセイの結果,いずれの添加,非添加条件においてもスー

パーシフトしたバンドが検出された(図37,レーン8).最後に, SOCS3プローブと

chIL-6またはH-chIL-6で15分間刺激培養したHUC2-13　由来核抽出物を用いた

EMSA試験では,いずれの培養条件由来核抽出物を用いた場合でもタンパク量依存

的にシフトバンドが検出され(図38,レーント4),非標識プローブを用いた競合試験

によりシフトバンドの減少が観察された(図38,レーン5, 6).しかし,抗sTAr3抗

体を用いたスーパーシフトアッセイでは,いずれの条件でもスーパーシフトしたバ

ンドは検出されなかった.

(6) chIL-6継続添加のHUC2-13抗体産生-の影響

各培養条件下のHUC2-13培養上清中の抗体タンパク質を検出した結果,培養初日

のみにchIL-6を添加した条件では,最終培養時間である96時間後までに非添加条

件よりわずかに増加していた.一方,培養1-日毎にchIL-6を添加した条件では,培

養48時間後から他の2条件よりも抗体量の増加が認められ,最終的に培養96時間

後の抗体量は,他の2条件の抗体量を大きく上回った(図39A,B).また,各培養上

条件下における培養1日毎の抗体産生量の変化は,非添加条件および初日のみ添加

した条件では,培養48から72時間の間で最も抗体産生量が増加しており,全体的

にほぼ類似した変動パターンを示した.一方,連続添加条件は培養24から48時間

および72から96時間の間に抗体産生量が上昇していた(図39C).特に,培養72か

ら96時間における抗体産生量は,他の2条件よりも多くなっていた.
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図36. C/EBPβプローブを用いたEMSA試験

A.無刺激核抽出物
B.chIL-6刺激核抽出物
C. H-chIL6刺激核抽出物

レーンl;プローブのみ

レーン2;+0.1 ng核抽出物

レーン3; +0.5 ,ug核抽出物
レーン4; + 1.0トLg核抽出物

レーン5;レーン4の条件+ l倍量未標識プローブ
レーン6;レーン4の条件+ 10倍量未標識プローブ

レーン7;レーン4の条件+抗マウスIgG抗体
レーン8;レーン4の条件+抗STAT3抗体

a;フリープローブ
b;シフトバンド

C;スーパーシフトバンド(*)
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1　2　3　4　5　6　7　8

図37. VHプローブを用いたEMSA試験

A.無刺激核抽出物
B.chIL-6刺激核抽出物
C. H-chIL6刺激核抽出物

レーンl;プローブのみ レーン5;レーン4の条件+ l倍量未標識プローブ
レーン2;+0.1 [Ag核抽出物　　　レーン6;レーン4の条件+ 10倍量末標識プローブ
レーン3;+0.5 fxg核抽出物
レーン4;+ 1.0ng核抽出物

レーン7・,レーン4の条件+抗マウスIgG抗体
レーン8;レーン4の条件+抗リン酸化C/EBPβ抗体

a;フリープローブ
b;シフトバンド
C;スーパーシフトバンド

i
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1　2　3　4　5　6　7　8

図38. SOCS3プローブを用いたEMSA試験

A.無刺激核抽出物
B.chIL-6刺激核抽出物
C. H-chIL-6刺激核抽出物

レーン1;プローブのみ

レーン2; +0.1 ^ig核抽出物
レーン3;+0.5抄g核抽出物

レーン5;レーン4の条件+ 1倍量末標識プローブ
レーン6;レーン4の条件+ 10倍量末標識プローブ
レーン7;レーン4の条件+抗マウスIgG抗体

レーン4;+ 1.0|Ag核抽出物レーン8;レーン4の条件+抗STAT3抗体

a;フリープローブ
b;シフトバンド
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図39. chIL-6継続添加時におけるHUC2-13培養上清中
抗体タンパク質の検出

A;ウエスタンプロットによる抗体の検出
B;各培養時間における抗体量
C; 24時間毎の抗体量の変化
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4.4.考察

IL-6のシグナルは, IL-6特異的レセプターであるIL6Rと,シグナル伝達レセプ

ターであるgpl30の2種類のレセプターを介して細胞内に伝達される.ニワトリに

おいて, gp130はあらゆる組織,細胞で広範囲に発現が認められるが,これまでIL-

6Rはクローン化されていなかった.筆者は,ニワトリ-イブリド-マに対するchIL6

の有効性を検討していく上で, chIL-6Rのクローン化が必要不可欠であると考え,

前章においてchIL-6R遺伝子のクローニングを行い,その発現を解析した.その結

果, HUC2-13におけるchIL-6Rの発現量は, gp130の発現量に比べて極めて低いこ

とが判明した.この結果から, HUC2-13の培養系にchIL6Rを補充することにより,

STAT3がより強くリン酸化されると考えられた.そこで本章では, 1) HUC2-13 -

の組み換えchIL6Rの導入および発現, 2)真核細胞を用いたH-chIL6の作製と

HUC2-13培養系-の添加,の2種類の方法により, chIL-6RのHUC2-13培養系-

の活用を試みた.

まず, HUC2-13にchIL-6R発現ベクターを導入して, 1細胞当たりのchIL6Rの

発現数を増加させることで, chlL6に対する応答性を増大させることを試みた.し

かし, HUC2-13において目的のタンパク質を発現させることができず,結局この試

みは成功しなかった.同様に, HUC2-13にchIL6発現ベクター(第2章で作製)を

導入した場合も,培養上清中にchIL-6が検出されなかった(データは示していない).

しかし,コントロールとしてEGFP発現ベクターであるpIRES2-EGFPを導入した

場合, EGFPの発現を示す緑色蛍光が観察されている(図25). HUC2-13でEGFPの

みが発現した理由は明確ではないが, 1つの理由として,この現象はタンパク質の

性質の違いに起因している可能性が考えられる. chIL-6Rと　chIL6は膜タンパク質

および可溶型タンパク質であるのに対して, EGFPは細胞内タンパク質である.真

核細胞においては,可溶型または膜タンパク質は,転写後にまずシグナル配列のみ

が翻訳され,細胞質内に存在するシグナル配列認識分子(signal recognition particle;

SRP)はシグナル配列を認識して結合し,翻訳の進行を一時的に阻害する【110].翻

訳が阻害された転写産物は,小胞体に輸送されると, SRPが解離して翻訳が再開さ

れ,タンパク質の合成が終了する.本研究で用いた真核細胞発現ベクターには,シ

グナル配列としてマウスIgK鎖が用いられており,組み換えタンパク質はマウスIgK

鎖を用いて分泌または膜状に提示されるが, HUC2-13内のSRPがマウスIgK鎖を

認識することができずに翻訳が行われなかった可能性がある.それに対して,細胞

内タンパク質であるEGFPは,可溶型または膜タンパク質のようにSRPの翻訳制御

を受けないため,細胞内で発現できたと考えられる.しかしながら,同じマウスを

用いたベクターでも,ニワトリ肝細胞株であるLMHでは, chIL-6Rが発現してい
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る(図27).このことから,抗体産生に特化したHUC2-13は,他のニワトリ細胞株

とは異なり,外来遺伝子の転写,翻訳に独特の制御が存在することも考えられる.

従って,今後,マウスのIgKシグナル配列の代わりにchIL-6Rのシグナル配列その

ものを用いるか, HUC2-13抗体のシグナル配列を利用することで, HUC2-13にお

いてもchIL-6Rの発現が可能となるかもしれない.

続いて, chIL-6RをHUC2-13に強制発現させる代わりに, chIL-6RとchIL-6の

融合タンパクであるH-chIL-6を作製し,同モル量のchIL-6添加条件とのリン酸化

STAr3の量を比較した.その結果, H-chIL-6添加条件ではchIL-6添加条件に比べ

てリン酸化STAT3の量が大きく増加していた(図32)ことから, H-chIL-6はchIL-6

に比べてより多くのgpl30とリガンド/レセプター複合体を形成して,強いシグナル

を細胞内-伝達することが示唆された.この結果から, H-chIL6はHUC2-13に対

してchIL-6よりも高い抗体産生促進効果を発揮することが予想された.ところが,

chIL-6, H-chIL-6添加または非添加条件下で培養したHUC2-13培養上清中の抗体を

ウエスタンブロッテイングにより検出したところ, chIL-6添加条件では,非添卯条

件に比べて抗体量の増加が革められたが, H-chIL-6添加条件では,予想に反して

chIL6添加条件よりも抗体量の増加は認められず,むしろ非添加条件とほぼ同レベ

ルの抗体量が検出されるにとどまった(図33). H-chIL-6は, chIL-6よりもリン酸

化するST〝r3が多い,つまり細胞内により多くのシグナルが伝達されているにもか

かわらず,このような結果が得られたこと_は, chIL-6添加条件とH-chIL-6添加条件

において, ST〟r3のシグナルによって制御される遺伝子群の発現に何らかの違いが

生じている可能性が考えられた.

本研究では, chIL-6またはH-chIL-6添加,非添加時におけるHUC2-13内の抗体

遺伝子およびその発現制御に関連すると考えられる因子の発現を解析することで,

chIL-6またはH-chIL-6添加,非添加時における抗体産生量の違いをもたらす要因に

関する情報が得られると考えた・晴乳類では,抗体遺伝子の発現にC/EBPβが関与

することが報告されている【98】・本研究では,ニワトリC!EBPβおよびSOCS3遺

伝子の転写開始点上流にはSTAr結合部位が, HUC2-13 VH遺伝子の転写開始点上

流にはC/EBP結合部位が存在したこと(図35),またこの知見を元にしたEMSA試

験の結果(図36,37)から, HUC2-13内においてSTAT3がC/EBPβおよびSOCS3と,

C/EBPβがvHと相互作用していることが示唆された.しかし, H-chIL6で刺激し

た場合, C/EBPβプローブとSTAT3の複合体を示すシフトバンドが他の2条件より

も強いシグナルとして検出されたにもかかわらず, vHプローブとインタラクトす

るC/EBPβの量がchIL-6で刺激した場合よりも少なくなっていたことから,H-chIL6

添加時においてSOCS3によるネガティブフィードバックが強く誘導された可能性が

考えられた・そこで　chIL-6, H-chIL-6添加,非添加条件下のHUC2-13からリン酸
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化STAT3を検出すると同時に,同培養条件下のcDNAを用いたRT-PCRにより各

遺伝子の発現を解析することで, JAK!STATシグナル経路と抗体遺伝子および発現

制御因子の発現の関連性を検討した. chIL-6, H-chIL6添加または非添加で培養した

HUC2-13における各遺伝子の発現の変動パターンをRT-PCRにより解析した結果,

非添加条件では,リン酸化STAT3の量的変化に合わせて, C/EBPβ,VHおよびSOCS3

遺伝子の発現量が変化していた. HUC2-13は, chIL-6の刺激が無くてもリン酸化

sTAT3の微弱なバンドが検出されることから, HUC2-13　自身がオートクラインで

STAT3　をリン酸化するIL-6ファミリーサイトカインを産生していることが予想さ

れる.よって,外からchIL-6を添加しなくても,微量ながらリン酸化STAT3が常

に存在する状況が形成されていると考えられる.一方, chIL-6添加条件でも,非添

加条件と同様,リン酸化ST〟r3の量的変化に合わせてC/EBPβ,VHおよびSOCS3遺

伝子の発現量が変化していた.しかし, chIL-6添加条件は,非添加条件よりもリン

酸化STAT3の量が増加しており,それに合わせてC/EBPβ, VHおよびSOCS3遺伝

子の発現量も増加していたことから, EMSA試験の結果と合わせて,これらの遺伝

子がJAKノSTArシグナル伝達経路の制御下にあることが示唆された.一方, vLは,

chIL-6の添加,非添加に関わらず発現量が変化していなかった.晴乳類では,軽鎖

遺伝子の転写は重鎖遺伝子と同様, C偲BPβに制御されているといった報告がある

[Ill]が,それはinvitroでの結果に基づいたものであり,実際に細胞内でC/EBPβに

より発現制御を受けているのか不明な点も多い.ニワトリにおいても,データベー

スに登録されているニワトリイムノグロブリン軽鎖遺伝子(NCBI under accession

number M15095) 【112]の転写開始点上流域の転写因子結合部位を検索したところ,

C/EBPの結合配列が存在することが判明したが(データは示していない),本研究で

は, chlL6の添加,非添加に関わらずvLの発現量が変化していなかったことから,

HUC2-13ではVLの発現はchIL6のシグナルの制御を受けていないと考えられる.

以上の結果から, chlL6添加によるHUC2-13抗体産生量の増加は, STAT3のシグ

ナルを介したVH遺伝子の発現量の増加に負うところが大きいものと思われる.

chIL6の添加は,非添加条件よりもHUC2-13内リン酸化STAT3の量を増加させ

ることで,各遺伝子の発現量を増加させてHUC2-13の抗体産生能の上昇をもたらす

ことが示唆された.これに対して,H-chIL-6添加条件下のHUC2-13内C/EBPβ,VHお

よびSOCS3遺伝子の発現パターンは,非添加およびchIL6添加条件における各遺

伝子の発現パターンとは異なっていた.リン酸化STAT3の量は,高いレベルで維持

されており, SOCS3遺伝子の発現は,経時的に増加する一方であった.一方でC/EBPβ

およびVHの発現量はほとんど変化しておらず,むしろ減少する傾向であったこと

から　H-chIL6の添加により各遺伝子の発現が正常に制御されていない可能性が考

えられた. SOCS3は, JAKノSTATシグナル経路のネガティブフィードバック因子で
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あり, chIL-6添加条件においてもSOCS3の発現量の上昇に伴いリン酸化STAT3の

減少が観察されたが, H-chIL6添加条件,特に培養24時間後におけるリン酸化

sTAr3の急激な減少と, SOCS3遺伝子の強い発現上昇が観察された.晴乳類では,

IL-6シグナルにおける負の制御は, SOCS3以外にもSHP2やPIASの関与が報告さ

れているが,本研究での培養24時間後における現象は, HUC2-13内のIL6シグナ

ルの負の制御には, SOCS3が特に大きく関与していることを強く示唆している.ま

た, IL-6は,はじめに特異的レセプターであるIL6R　と結合し,その後シグナル伝

達レセプターであるgpl30と結合し, 2ステップでリガンド・レセプター複合体を

形成する.しかし, H-chIL-6ははじめから強制的にchIL6　と　chIL-6Rが複合体を

形成しており, 1ステップでgp130とリガンド・レセプター複合体を形成する.そ

のことにより, chIL-6添加条件よりもシグナルが細胞内-迅速に伝達された可能性

が高い.急激なシグナルの増加は,細胞(生体)の恒常性の面から考えると,細胞内

に過酷な環境を作り出したとも考えられる.今後, chIL-6Rに関しては,先にも述

べたようにHUC2-13 -のchIL-6Rの発現を再度試みて,ニワトリハイブリドーマ

培養系-活用する必要があるかもしれない.

chIL-6添加によるHUC2-13抗体産生量の上昇は,リン酸化STAT3の増加によっ

てC侶BPβの発現量が上昇し,結果vHの発現量が上昇することによりもたらされ

ることが示唆された.しかし, chIL-6のシグナルは同時にSOCS3の発現量を上昇

させ,ネガティブフィードバック阻害により,培養時間の経過と共にリン酸化ST〟r3

の量の減少が観察された.このことから, chIL-6は, HUC2-13に対して一度だけ加

えるのではなく,継続的に添加することでSTAr3のリン酸化がある程度持続され,

結果としてより抗体産生促進効果が高まることが予想された.そこで, chIL-6を培

養1日毎に添加して,初日のみに添加した培養条件下のHUC2-13抗体産生量と比

較したところ,継続添加することで抗体量が増加傾向を示しており(図39),chlL6の

継続添加がニワトリ-イブリド-マの抗体産生量を増加させるのに有効であること

が示された.この現象は,継続添加することにより　chIL6がある程度の濃度で常に

培地中に存在することにより(しかもH-chIL6添加時のように一度に大量のシグナ

ルが入ることなく) STAT3のリン酸化がある程度持続された結果であると考えられ

る.また,これまではchIL6の至適添加量をSTAT3のリン酸化のレベルにより決

定してきたが,今回,連続添加した条件が初日のみに添加した条件に比べて常に

chIL6が高い濃度で存在し,その結果抗体産生量がさらに増加したのであれば,こ

れまでのchIL-6添加量が,抗体産生量を促進するには十分な量でなかったことを考

えられる.本研究からも得られたとおり, chlL6シグナルによるリン酸化STAT3は,

C/EBPβのみを制御しているわけではないので,今後は抗体産生量を元にchIL-6の

添加条件を決定すれば,より抗体産生能を上昇させることが可能となるかもしれな
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い.

本章では, chlL6またはH-chIL6を添加した時のHUC2-13の抗体産生量と,抗

体遺伝子およびその発現制御に関与すると考えられる遺伝子の轟現を解析して,

chIL-6によるSTAT3のリン酸化と抗体遺伝子の発現の関連性を検討した.その結果,

chIL6は, STAT3をリン酸化, C/EBPβの発現上昇を経てVHの発現量を上昇させ,

HUC2-13抗体産生量の上昇をさせることが示唆され(図40),晴乳類のIL6による

抗体産生に関与するC/EBPbがニワトリハイブリドーマの抗体産生においても重要

な因子である可能性が強く示唆された. chlL6よりもより多くのSTAT3をリン酸化

し,高い抗体産生促進効果が期待されたH-chIL-6であったが,ニワトリハイブリド

ーマ培養時に一度に多くのシグナルが伝達されると,それに伴って「負の制御」も

強く引き起こされることが示唆された(図41).よって,一度に大量のシグナルを伝

達するのではなく,ある程度のレベルで持続的にシグナル伝達している環境を形成

するchIL-6の継続添加が,ニワトリハイブリドーマに対する最も有効なchIL-6活

用法であることが示された.しかし,噛乳類では, C/EBPβによるイムノグロブリ

ン重鎖遺伝子の発現制御は,プロモーター領域に加えてエンバンサー領域にも及ぶ

ことが報告されている【111】・エンバンサー領域は,クラススイッチの際に重要なSド

配列の5'上流に存在し,ニワトリ抗体遺伝子にもその存在が報告されている【113].

実際, HUC2-13のSド配列の5'上流の遺伝子中の転写因子結合配列を探索したと

ころ, C/EBP結合部位が9カ所存在することが判明し(データは示していない),

HUC2-13においてもC/EBPβとエンバンサー領域との関連性が示唆された.しかし,

9カ所のいずれの結合部位が転写活性に重要であるのか,それとも根本的に転写制

御される部位であるのか現在のところ不明である.今後,いずれのC/EBP結合部位

が重要であるかin vitroでのルシフェラー活性を利用したプロモーターアッセイな

どを用いて解析する必要がある.また,噛乳類における抗体遺伝子の転写制御には,

特にプロモーター簡域に関しては,C/EBPβ以外にオクタマ-ファクターであるOct-1,

Oct-2 [114, 115, 116, 117]や, B細胞特異的なコファクターでありOct-1, Oct-2と結

合してオクタマ-依存的な抗体遺伝子の転写を促進させるBob-1 (OCA-B, OBF-1)

[118, 119]が関与している・特に, Oct-1およびOct-2は, C/EBPβの結合配列の近

傍またはオーバーラップする形で結合配列が存在し, C侶BPβと3量体を形成する

ことから, C/EBPβと並んで抗体遺伝子の転写において重要な転写因子である.本

研究で決定したHUC2-13 VHの転写開始点上流には, C/EBP結合配列が存在した

(図35)が,それにオーバーラップする形でOcト1の結合配列が存在していた(デー

タは示していない)・この結果は,ニワトリにおいてもOcト1が抗体遺伝子(VH)の

発現に関与している可能性を示唆しており,今後Oct-1とニワトリ抗体遺伝子との

関連を検討する必要があると考えられる.また,抗体遺伝子の転写を制御する転写
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図40. HUC2-13内のchIL-6シグナル伝達と抗体分子産生機構の概要図
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因子は,晴乳類との共通因子であるC/EBPβやOct-1など以外にも,ニワトリ独自

の転写因子の関与する可能性も考えられる.今後, HUC2-13転写開始点上流域遺伝

子のDNAカラムを利用して,特異的に結合してくるタンパク質を解析することで,

ニワトリハイブリドーマ抗体遺伝子の転写機構がさらに解析され,これらの知見と

chIL-6を活用することで,ニワトリハイブリドーマ抗体タンパク質の大量調整にさ

らに寄与できると考えられる.

また,本研究では言及しなかったが,ニワトリハイブリドーマの細胞融合実験に

おいて, chlL6を添加することにより融合効率が改善されるといった痴呆も得られ

ている.融合効率の上昇は,新規ハイブリドーマを作製する際,高反応性のクロー

ンを取得するのに非常に有効であると考えられることから,今後細胞融合実験にお

けるchIL-6の積極的な活用も視野に入れていきたい.
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最終章　総括

第1章　緒言

IL6は, T細胞, B細胞,単球,マクロファージおよび肝細胞など種々の細胞の

活性化および分化に関与する重要な多機能生サイトカインである. IL6は, IL-6特

異的受容体IL-6Rと,シグナル伝達受容体gpl30を介して細胞内にシグナルを伝達

する. IL-6のシグナルは,主にJAKノSTATシグナル経路により伝達されるが,この

シグナルは,ネガティブフィードバック因子であるSOCS3に代表されるような阻害

因子により「負の制御」を受け,必要以上のシグナル伝達を自身で抑制する機構を

持っている.

近年,ニワトリの卵黄抗体(ポリクローナル抗体)が臨床診断や検査薬の分野で注

目されているが,その要因の一つは,ニワトリが進化の点で晴乳類と大きく異なる

動物であり,晴乳類で作出困難な,噛乳類間高度保存分子に対する抗体を作出する

のに有用な免疫動物だからである.そのため,将来はニワトリ型モノクローナル抗

体(mAb)活用の期待も高まっている.当研究室で確立されたニワトリ-イブリド-

マ作製技術は,プリオンタンパク質(PrP)等の晴乳類間で高度保存された分子に対

して特異性が高く,バックグランドの低い優れたニワトリmAbの作製を可能にした.

しかし,樹立されたニワトリハイブリドーマの抗体産生能は,マウスハイブリドー

マの抗体産生能と比較して低いという問題点を抱えている.この問題点を解決する

ことは,ニワトリ型mAbの大量調製を可能にし,同抗体の汎用性拡大に繋がるもの

と考えられる.マウスでは, IL6がマウスハイブリドーマの細胞増殖や抗体産生の

促進に作用することが知られており,ハイブリドーマの培養系に有用な因子として

利用されている.

そこで本研究では,ニワトリハイブリドーマ培養系にニワトリIL-6 (chIL-6)を活

用することを目的として,はじめに組み換えchIL6 (rchIL-6)を作製し,ニワトリハ

イブリドーマHUC2-13に対する生物活性試験を実施し,同細胞株に対する有効性を

検討した.続いて, chIL-6Rのクローニングし,特にHUC2-13に注目して種々のニ

ワトリ組織および細胞株における発現を解析した.最後に, chIL-6Rのニワトリハ

イブリドーマ培養系-の活用法の一つとして, chlL6RとchIL-6の融合タンパク質

HypeトchIL-6 (H-chIL6)を作製し, HUC2-13培養系に対してchIL6単独添加条件と

のSTAT3のリン酸化および抗体産生効果を比較すると共に, chIL-6またはH-chIL-

6添加,非添加時におけるHUC2-13抗体遺伝子および抗体遺伝子の発現を制御して

いると考えられる遺伝子の発現を解析した.
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第2章　ニワトリハイブリドーマに対する組み換えニワトリIL-6の有効性の検討

はじめに, rchIL-6は原核型(大腸菌発現)および真核型(動物細胞)の2種類を

作製し, IL-6依存性マウスハイブリドーマMH60および抗ヒトPrP mAb産生ニワ

トリハイブリドーマHUC2-13に対して細胞増殖促進効果を試験した.その結果,両

rchIL-6は,濃度依存的にMH60の細胞増殖を促進したが, HUC2-13に対しては効

果を示さなかった.しかし, rchIL-6添加により, IL6のシグナル伝達分子である

sTAr3のリン酸化がマウス,ニワトリ両ハイブリドーマで観察されたことから,

HUC2-13がchIL-6に対して応答性を示す,つまり細胞表面にIL6Rを発現してい

ることがわかり,同細胞株に対して細胞増殖効果とは異なる生物活性が発揮される

可能性が考えられた.そこで, rchlL6添加,非添加条件のHUC2-13培養上清中の

抗体量を測定したところ, rchIL-6濃度依存的に上清中の抗体量が増加していること

がわかり, chIL-6輝加によるSTAT3のリン酸化がHUC2-13の抗体産生能に影響を

与えている可能性が示唆された.しかし, rchlL6同濃度添加条件下のHUC2-13　と

MH60を比較した場合　HUC2-13のリン酸化STAT3量はMH60　と比べて少なかっ

たことから,このリン酸化の違いは両ハイブリドーマにおけるIL6Rの発現量に依

存している可能性が考えられた. IL-6シグナルの細胞内-の伝達は,特異的受容体

IL-6Rと結合することが必須条件であることから,ニワトリハイブリドーマ培養系

におけるrchIL-6の活用を展開していくには, chIL-6Rの解析をする必要があると考

えられた.

第3章　ニワトリIL-6レセプターの解析

chIL-6R完全長cDNAは,ニワトリ肝細胞株LMH由来cDNAを鋳型として3'お

よび5'RACE法によりクローニングした.クローニングしたchIL6RcDNAの全長

はポリA配列を含めて1857bpであり,そこから予想されるアミノ酸は445アミノ

酸であった. chIL-6Rアミノ酸は, 20残基のシグナル配列と,タイプIサイトカイ

ンレセプターファミリーに特徴的なイムノグロブリン様ドメインおよびフイブロネ

クチンIII型(FN III)ドメインが存在した. chIL-6Rと晴乳類IL-6Rのアミノ酸レ

ベルでの相同性は40%であったが, FN IIIドメインのN末端側に4つのシステイ

ン残基が,C末端側にwsxwsモチーフが完全に保存されていたこと,ヒトIL6Rに

おいてIL6　との結合に重要なアミノ酸がchIL-6Rでも保存されていたことから,

chIL6RがIL6Rの特徴をよく保持していることがうかがえた.ニワトリの様々な

細胞株由来cDNAを用いて, IL-6Rおよびgpl30 mRNAの発現を解析したところ,

ニワトリマクロファージ様細胞株HDll,ニワトリ単球性白血病細胞株IN24および
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LMHではIL6Rが強く発現していた.一方,ニワトリ細胞融合用親株MuHlおよ

びニワトリハイブリドーマHUC2-13では, gp!30の高い発現は認められたものの,

chIL6Rの発現は低いことがわかった. LMHとHUC2-13にrchlL6を添加して,

刺激培養後にリン酸化sTAT3を検出したところ, LMHにおけるリン酸化STAT3量

は,rchIL-6同濃度添加条件下のHUC2-13よりも有意に多かったことから,rchIL-6の

標的細胞に対するシグナル量,つまりリン酸化するSTAr3量は, chIL-6Rの発現量

に依存していることが強く示唆された. IL6Rは,膜結合型と可溶型の2種類の存

在が報告されているが,可溶型IL-6Rは膜結合型と同様, IL6と結合後, gpl30と

複合体を形成してシグナルを伝達することが可能であることから,膜結合型chIL-6R

の発現量が少ないHUC2-13の培養系にchIL-6と可溶型chIL-6Rを共添加すること

で, chIL-6のシグナルが強化されることが予想された.

第4章　ニワトリIL-6リセプターのHUC2-13培養系-の活用並びにIL-6添加に

よるHUC2-13抗体産生機構の解析

近年噛乳類では, IL-6と可溶型IL6Rをリンカーで結合した融合タンパク質

Hyper-IL-6 (H-IL-6)が作製され,このH-IL6がgpl30陽性細胞に対してシグナルを

伝達することが報告されている.本研究では,はじめに可溶型chIL-6Rのニワトリ

ハイブリドーマ培養系-の活用法の一つとして, chIL-6RとchIL6の融合タンパク

質(H-chIL-6)を作製し,同モル量のrchIL-6添加条件とのリン酸化STAT3量を比較

した.その結果, H-chIL6添加条件ではchIL6添加条件に比べてリン酸化STAT3量

が大きく増加していたことから, H-chIL-6はchIL6に比べて強いシグナルを細胞内

-伝達することが示され, rchlL6よりも高い抗体産生促進効果を発揮することが予

想された.しかし, H-chIL6添加条件では,予想に反して抗体量の増加は認められ

なかった.晴乳類では, IL-6による抗体産生促進効果は,転写因子を介して転写レ

ベルで制御されていることから, rchIL-6添加とH-chIL-6添加条件ではSTAT3のリ

ン酸化以降のシグナル伝達に違いが生じた可能性が考えられた.そこで, rchIL-6ま

たはH-chIL-6添加,非添加条件のHUC2-13由来cDNAを用いて, HUC2-13抗体

遺伝子およびその発現制御に関与すると思われる遺伝子の発現をRT-PCRにより解

析した・その結果, rchlL6添加によるSTAT3のリン酸化に伴い,転写因子C/EBPβ,

STATシグナルのネガティブフィードバック因子SOCS3および抗体重鎖(VH)遺伝

子の発現量が増加していた.また,各遺伝子の転写開始点上流域のDNA塩基配列

の決定およびEMSA試験から,リン酸化ST∬3がC/EBPβおよびSOCS3の発現を

制御し, C/EBPβがvHの発現を制御していることが示唆された.これらの結果か

ら　rchIL-6添加によるHUC2-13抗体産生量の上昇は,リン酸化STAT3の増加に
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よってC/EBPβの発現量が上昇し,その結果vHの発現量が上昇することによりも

たらされることが示唆された.それに対して, H-chIL-6添加条件は, rchIL-6添加

条件に比べてC!EBPβおよびVHの発現上昇は認められなかった.その一方で,阻

害因子であるSOCS3の発現は経時的に増加しており, H-chIL-6添加により　STAT3

のリン酸化がより強く誘導された結果, rchIL-6添加時よりも「負の制御」が強く引

き起こされた可能性が考えられた.

rchlL6添加によるHUC2-13抗体産生量の上昇においてchIL-6のシグナルは同時

にSOCS3の発現量を上昇させるものと思われ,培養時間の経過と共にリン酸化

STAT3量の減少が観察された.このことから, chIL-6は, HUC2-13に対して一度

だけ加えるのではなく,継続的に添加することでSTAT3のリン酸化がある程度持続

され,結果としてより抗体産生促進効果が高まることが予想された.そこで,chIL-6を

培養1日毎に添加して,初日のみに添加した培養条件下のHUC2-13抗体産生量と

比較したところ,継続添加することで抗体量が増加傾向を示しており　chIL-6の継続

添加がニワトリハイブリドーマの抗体産生能を増強させるのに有効であることが示

された.

本研究では,ニワトリ-イブリド-マの抗体産生能の改善を試みるために, chIL-6

に着目して試験した.その結果, chlL6は, STAT3をリン酸化, C/EBPβの発現上

昇を経てVHの発現量を上昇させ, HUC2-13抗体産生量の上昇を誘導することが示

された.また, chlL6を添加する際は,継続的に添加することが最も有効な活用法

であることが示され, chIL-6がニワトリハイブリドーマに対して有効な因子である

ことが示された.今後, C/EBPβ以外の抗体遺伝子の発現を制御する転写因子を同

定することでニワトリハイブリドーマ抗体遺伝子の転写機構の解析が進み,これら

の知見とchIL6を活用することで,ニワトリ　mAbの大量調整にさらに寄与できる

と考えられる.
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