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要 旨

イ ン タ ー フ ェ ロ ン(IFN)は ウ イ ル ス 感 染 な ど の 刺 激 で 生 産 さ

れ 、 細 胞 に 作 用 し て 抗 ウ イ ル ス 状 態 を 誘 導 す る 蛋 白 性 の 因 子 で あ る 。

そ れ は ま た 、 細 胞 の 増 殖 を 抑 制 す る 作 用 や 、 免 疫 反 応 を 制 御 す る 作

用 を 有 す る 。 エFNは ま ず 、 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー に 結 合 し 、 細 胞

内 に(2'-5'》 オ リ ゴ ア デ ニ ル 酸 合 成 酵 素(2-5A合 成 酵 素)を は じ

め 種 々 の 酵 素 、 蛋 白 質 を 誘 導 し 、 そ の 結 果 、 種 々 の 生 物 活 性 を 表 す

と 考 え ら れ て い る 。 本 研 究 で は ヒ トお よ び マ ウ ス の 培 養 細 胞 を 用

い てIFNの 作 用 に っ い て 解 析 し た 。

細 胞 が 増 殖 ・分 化 す る と き にIFNが 生 産 さ れ る こ と が い く つ か

の 系 で 知 ら れ て い る が 、 そ の 場 合 のIFNの 誘 導 物 質 や 機 能 に つ い て

は よ く 判 っ て い な い 。 そ こ で ヒ トHeLaS3細 胞 の 増 殖 に お け る2-

5A合 成 酵 素 やIFNの 役 割 を 検 討 し た 。

増 殖 中 の ヒ ト子 宮 頚 部 癌 由 来HeLaS3細 胞 を 血 清 を 含 ま な い 培

地 に 移 す と 増 殖 が 抑 制 さ れ る 。 そ の と き 血 清 、 血 小 板 由 来 増 殖 因

子 、 上 皮 細 胞 増 殖 因 子(EGF)、 イ ン ス リ ン な ど 増 殖 を 促 進 す る 因

子 を 加 え る と2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ た 。 こ れ ら の 増 殖 促 進 因

子 の う ち イ ン ス リ ン が 最 も 高 い 効 果 を 示 し た が 、 そ れ はHeLaS3細

胞 の 分 泌 し て い るEGF様 の 増 殖 因 子 の 作 用 を 高 め た 結 果 と 思 わ れ た 。

一 方 、 こ れ ら の 増 殖 因 子 に よ る2-5A合 成 酵 素 の 生 産 は 抗IFN一 β

中 和 抗 体 の 存 在 下 で は 見 ら れ な か っ た が 、 抗IFN一 α 抗 血 清 の 存 在 下

で は 影 響 を 受 け な か っ た 。 し た が っ て 、 増 殖 促 進 因 子 はIFN-・,8を

誘 導 し 、 そ の 結 果 、2-5A合 成 酵 素 の 生 産 が 引 き 起 こ さ れ た と 考 え

ら れ る 。

抗IFN一 β 抗 体 を 加 え て2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 を 阻 害 し 、 増 殖 誘
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導 後 のHeLaS3細 胞 のDNA合 成 を 経 時 的 に 調 べ た 。 細 胞 増 殖 が 抑

制 さ れ て い たHeLaS3細 胞 に 血 清 を 加 え る と い っ せ い に 増 殖 を 開 始

し 、DNA合 成 の ピ ー ク か12時 間 後 と32時 間 後 に 観 察 さ れ た 。 抗

IFN一 β 抗 体 は 細 胞 増 殖 刺 激 後 の 最 初 のDNA合 成 の ピ ー ク に は な ん ら

影 響 を 与 え な か っ た が 、 次 のDNA合 成 の ピ ー ク を 増 強 し た 。2-5A

合 成 酵 素 活 性 レ ベ ル の ピ ー ク は2っ のDNA合 成 の ピ ー ク の 間 に 観 察

さ れ た こ と を 考 え る と 、 細 胞 の 増 殖 を 促 進 す る と 同 時 に 誘 導 さ れ る

IFN、2-5A合 成 酵 素 は 最 初 の 増 殖 周 期 に は 影 響 し な い が 、 次 の 増 殖

周 期 で 作 用 す る こ と が 示 さ れ た 。

分 泌 さ れ た 作 用 物 質 が 分 泌 細 胞 自 身 、 も し く は 近 傍 の 細 胞 に 作

用 す る 場 合 をautocrine作 用 と 呼 ぶ 。 細 胞 が 増 殖 を 自 己 制 御 す る

場 台 、IFNのautocrine作 用 は 重 要 で あ る と 考 え ら れ る 。HeLa

S3細 胞 に お い て 増 殖 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ たautocrinelFN一 β は

IFN括 性 の 定 量 や ノ ー ザ ン 法 で は 検 出 で き な い ほ ど 少 量 で あ っ た が 、

2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 やDNA合 成 の 阻 害 は 有 意 に 観 察 さ れ た 。IFN

はautocrine作 用 に お い て は ご く 微 量 で も 効 果 を 発 揮 す る と 思 わ れ

る 。 実 際 、 ヒ トHeLaS3細 胞 お よ び マ ウ スL205細 胞 で 、poly

inosinic-polycytidinicacidで 工FNを 誘 導 し 、 生 産 さ れ るIFNの

効 果 を 蛋 白 合 成 阻 害 剤 サ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド や 抗IFN抗 体 で 抑 制 し

よ う と 試 み た 。 そ の 結 果 、autocrineエFNの 作 用 は 培 地 中 にIFN

を 加 え た 場 合 の 効 果 に 比 べ 、 よ り 高 濃 度 の 阻 害 剤 を 必 要 と す る こ と

が 判 明 し た 。

と こ ろ で 、IFNの 作 用 を 調 べ る 場 合 、IFNに 対 す る 感 受 性 が 異

な る 細 胞 の 性 質 を 比 較 す る こ と は 有 益 て あ る 。 水 庖 性 口 内 炎 ウ イ

ル ス の 増 殖 抑 制 で 調 べ た と こ ろ 、 マ ウ ス 白 血 病 由 来L1210S9細 胞

株 は マ ウ スL1210m細 胞 株 の500倍 の 濃 度 のIFN一 γ を 必 要 と し た 。
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そ こ で 、 こ の2種 の 細 胞 の 性 質 を 比 較 し 、L1210Sg細 胞 の 低 感

受 性 の 原 因 を 調 べ た 。

L1210S9、L1210m両 細 胞 と もIFN一 α 、 β で は 細 胞 の 増 殖 が 抑

制 さ れ た が 、IFN一 γ で は 抑 制 さ れ な か っ た 。 ま た 、 両 細 胞 で の2-

5A合 成 酵 素 の 誘 導 はIFN一 β で は 観 察 さ れ た が 、IFN一 γ で は 観 察 さ

れ な か っ た 。 さ ら に 細 胞 表 面 のIFN一 γ レ セ プ タ ー の 数 や 解 離 定 数

は 両 細 胞 と も ほ ぼ 等 し い 。 こ れ ら の 点 で はL1210S9細 胞 のIFN一

γ に 対 す る 低 感 受 性 は 説 明 で き な い 。IFNは 細 胞 表 面 の レ セ プ タ

ー に 結 合 し 、 そ の 後 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ 分 解 さ れ る 。 し た が っ て 、

細 胞 に 結 合 し たIFN量 の 経 時 変 化 を 調 べ る と 最 初 は 増 加 す る が 、 ピ

ー ク に 達 し た 後 減 少 す る こ と が 予 想 さ れ る 。 両 細 胞 で 細 胞 に 結 合

し たIFN一 γ の 量 の 経 時 変 化 を 調 べ た と こ ろ 、L1210S9細 胞 で は 細

胞 に 結 合 し た エFN一γ の 減 少 量 が 少 な く 、 逆 にL1210m細 胞 で は 著 し

い 減 少 を 示 し た 。 以 上 の 結 果 か ら 、L121ρS9細 胞 の 低 感 受 性 の

原 因 は 細 胞 に 結 合 し たIFN一 γ の 細 胞 内 侵 入 ・分 解 活 性 の 低 下 と 関 連

が あ る よ う に 思 わ れ た 。
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序 論

1イ ン タ ー フ ェ ロ ン

ウ イ ル ス の 基 本 構 造 は 遺 伝 情 報 を コ ー ド す る 核 酸 と そ れ を 保 護

す る 蛋 白 質 の 外 殻 か ら 成 り 、 増 殖 に 際 し て は 細 胞 内 に 侵 入 し そ の 代

謝 機 構 や 合 成 装 置 を 利 用 し な け れ ば な ら な い 。 ウ イ ル ス 感 染 は 時

に は 疾 病 を 引 き 起 こ す が 、 脊 椎 動 物 は 発 達 し た 免 疫 系 の 細 胞 群 に よ

る 防 御 機 構 を 備 え て お り 、 侵 入 し た ウ イ ル ス を 排 除 し 感 染 の 拡 大 を

防 い で い る 。 ま た 、 個 々 の 細 胞 の レ ベ ル で も 細 胞 内 に 抗 ウ イ ル ス

機 構 を 誘 導 し 侵 入 し て き た ウ ィ ル ス の 増 殖 を 阻 害 す る 。 細 胞 の 抗

ウ イ ル ス 状 態 は イ ン タ ー フ ェ ロ ン(IFN)の 作 用 に よ っ て 誘 導 さ れ

る(1).IFNは ウ イ ル ス が 感 染 し た と き に 細 胞 が 生 産 す る 可 溶 性

の 蛋 白 因 子 で あ る 。IFNは 単 に 抗 ウ イ ル ス 状 態 を 誘 導 す る だ け で

な く 、 細 胞 増 殖 阻 害 や 免 疫 系 の 調 節 な ど 幅 広 い 活 性 を も 有 す る こ と

が 明 ら か に さ れ て い る 。

IFNと そ の 作 用 に 関 し て は ヒ トお よ び マ ウ ス で 最 も 解 析 が 進 み 、

す で にIFN分 子 が 精 製 さ れ(2-5)、 遺 伝 子 の ク ロ ン 化(6-14)も 行 わ

れ た 。IFNは 産 生 細 胞 、 ア ミ ノ 酸 配 列 、 抗 原 性 の 違 い か ら α 、 β 、

γ の3種 類 に 分 類 さ れ て い る(15)。 ヒ ト の3種 類 のIFNの 特 徴 に

っ い て 表1に ま と め た 。 マ ウ ス で も 若 干 の 違 い は あ る が 、 ほ ぼ 同

じ 性 状 のIFN群 が 存 在 す る(16)。IFN・ 一・α とIFN一 β は 、 ア ミ ノ 酸 配

列 の 相 同 性 も 高 く(17)、 ま た 細 胞 に 作 用 す る と き の 受 容 体 が 共 通

(18)な の で 、IFN一 γ と 区 別 し て1型IFNと 称 し 、IFN一 γ をII型

IFNと 呼 ぶ 場 合 が あ る 。1型 と エ1型 で は 分 子 的 な 性 質 の み な ら

ず 生 物 活 性(19-21)も 異 な り 、II型IFNは 工 型 工FNに 比 べ て 免 疫

調 節 因 子 の 作 用 と し て の 性 格 が 強 い 。1型IFNの 生 産 は ウ ィ ル ス
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感 染 ば か り で な く 、 二 重 鎖RNA(dsRNA)に よ っ て も 誘 導 さ れ る

(22)。 一 般 にDNAウ イ ル ス よ り もRNAウ イ ル ス の 方 が 誘 導 能 が 高

い 。dsRNAはRNAウ イ ル ス の 増 殖 過 程 で 複 製 中 間 体 と し て 生 じ る

の で 、dsRNAが1型IFNの 細 胞 内 で の 誘 導 因 子 で は な い か と 考 え ら

れ て い る(23)。 一 方 、II型IFNはTリ ン パ 球 が 分 裂 誘 起 物 質 や

抗 原 に よ っ て 刺 激 を 受 け た と き な ど 、 免 疫 原 性 要 因 に よ っ て 誘 導 さ

れ る(22,24-27)。

表1ヒ トIFNの 性 状 一 一 一 α 、 β 、 γ の 比 較

1型1工 型

α β γ

慣 用 名leukocyteIFNfibroblastIF・Nimmuneエnq

遺 伝 子 数(6"9)>1011

分 子 量18,000-24,00022,00020,000、25,000

ア ミ ノ 酸 残 基 数 ・166166143

主 な 産 生 細 胞Bリ ン パ 球 繊 維 芽 細 胞Tリ ン パ 球

主 な 誘 導 物 質 ウ イ ル スb、dsRNAb分 裂 誘 起 物 質

レセ プ タ ー の 分 子 量150,000b・(29)50,000、90,000(30)

a遺 伝 子 の 解 析 か ら予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 残 基 数(6-9)。IFN一 γ のC末 端 は 切

断 を 受 け 、 ア ミ ノ 酸 数 が 減 少 す る(28)。
bI型IFNに 共 通 で あ る 。

21FNの 作 用

工FNは 多 様 な 作 用 を 持 っ が 、 そ の 発 現 に は 細 胞 核 が 必 須 で あ る

こ と か ら 、IFNに よ っ て 新 た にmRNAや 蛋 白 質 が 合 成 さ れ 、 そ の 結

果 、 様 々 な 効 果 が 生 ず る と 考 え ら れ て い る(31,32)。 こ の 章 で は

6



ま ず 、IFNの 作 用 の 初 期 に お け る 知 見 を 遺 伝 子 発 現 の 制 御 と い う 観

点 か ら ま と め 、 次 に 、 解 析 が 進 ん で い るIFNの3っ の 作 用 、 抗 ウ イ

ル ス 作 用 、 免 疫 系 の 調 節 作 用 、 細 胞 増 殖 阻 害 作 用 に つ い て 順 に 概 説

す る 。

(A)IFNの 初 期 作 用

IFNは ま ず 細 胞 表 面 の 特 異 的 な レ セ プ タ ー に 結 合 す る(33)。

レ セ プ タ ー がIFNの 作 用 に 必 須 で あ る こ と は 、 レ セ プ タ ー が 存 在 し

な い 細 胞 で はIFNの 作 用 が 見 ら れ な い こ と(33)、 ま た 、 レ セ プ タ ー

に 結 合 し たIFN量 に 相 関 し てIFNの 効 果 が 見 ら れ る こ と(34)で 示

さ れ て い る 。IFNは レ セ プ タ ー に 結 合 し た 後 、 レ セ プ ト ソ ー ム と

呼 ば れ る 小 胞 の 形 で 細 胞 内 に 取 り 込 ま れ る(細 胞 内 侵 入 。35,36)。

レ セ プ ト ソ ー ム は リ ソ ゾ ー ム と 融 合 し 、 内 容 物 で あ る エFN分 子 と レ

セ プ タ ー 分 子 は 分 解 さ れ 、 低 分 子 と な っ て 細 胞 外 に 放 出 さ れ る 《37-

41)。 細 胞 内 侵 入 と そ の 後 の 分 解 の 過 程 は ほ か の 蛋 白 性 ホ ル モ ン

で も 共 通 に 見 ら れ 、 特 に 上 皮 性 細 胞 増 殖 因 子(epidermalgrowth

fac七 〇r;EGF)や イ ン ス リ ン で よ く 調 べ ら れ て お り 、 作 用 発 現 の メ

カ ニ ズ ム と の 関 連 が 指 摘 さ れ た(42-44).IFNの 場 合 も 細 胞 内 侵

入 の 過 程 と 工FNの 作 用 発 現 と に 関 連 が あ る の か ど う か を を 調 べ た 報

告 が 数 多 く あ る(39,45-53)が 、 ま だ 結 論 は 得 ら れ て い な い 。

一 方
、1型IFNを 作 用 さ せ た 場 合 、 細 胞 膜 の 流 動 性 の 変 化(54)

や サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ ド の 変 動(55-57)が 観 察 さ れ て い る 。

ま た 、II型IFNを 免 疫 細 胞 で あ る マ ク ロ フ ァ ー ジ に 作 用 さ せ た と

き(58,59》 に は 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素C(60,61)の 活 性 化 が お こ る 。

細 胞 膜 の 物 理 的 な 変 化 は い わ ゆ る セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー を 生 ず る

と き に 付 随 す る と 考 え ら れ て お り 、 ま た 、 サ イ ク リ ッ ク ヌ ク レ オ チ
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ド や 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素Cの 変 動 は セ カ ン ド メ ッ セ ン ジ ャ ー と し て

機 能 す る と 考 え ら れ て い る の で 、 こ れ ら の 変 化 がIFN作 用 に お い て

も 細 胞 内 で の 情 報 伝 達 機 構 と し て 機 能 し て い る 可 能 性 が あ る 。 し

か し 、 こ れ ら の セ カ ン ド メ ツ セ ン ジ ャ ー シ ス テ ム で は ま だ 遺 伝 子 の

発 現 調 節 と の 関 連 が 間 接 的 に し か 示 さ れ て お ら ず 、 そ の メ カ ニ ズ ム

の 解 明 が 急 が れ て い る 。

(B)抗 ウ イ ル ス 作 用

ウ イ ル ス は 自 立 し た 代 謝 系 を 持 た な い の で 、 細 胞 に 感 染 し 、 そ

の 代 謝 機 構 を 利 用 し て 初 め て 増 殖 す る こ と が で き る 。 ウ イ ル ス は

細 胞 に 侵 入 す る と 、 ま ず 、 ウ イ ル スmRNAが 合 成 さ れ る 。 ウ イ ル

スmRNAは 細 胞 の 蛋 白 質 合 成 装 置 で ウ イ ル ス 蛋 白 質 に 翻 訳 さ れ 、 そ

れ と 前 後 し て ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 複 製 が 開 始 す る 。 そ の 後 、 合 成 さ

れ た ウ イ ル ス 蛋 白 質 や 核 酸 は ウ イ ル ス 粒 子 を 形 成 し 細 胞 外 へ 出 る 。

IFNが 作 用 し た 細 胞 で は ウ イ ル ス 増 殖 は 蛋 白 質 合 成(62-68)、 遺 伝

子 複 製 の 開 始(69)、 ウ イ ル ス 粒 子 形 成(70,71)、 細 胞 外 へ の 放 出

《72)な ど 、 種 々 の 段 階 で 阻 害 さ れ る 。 そ の 中 で も 特 に 蛋 白 質 合

成 の 阻 害 機 構 が 最 も よ く 研 究 さ れ て い る 。IFNに よ っ て 数 多 く の

酵 素 、 蛋 白 質 、lnRNAが 誘 導 さ れ る が 、(2'-5')オ リ ゴ ア デ ニ ル 酸

合 成 酵 素(2-5A合 成 酵 素)、dsRNA依 存 性 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素 、

2'一一phosphodiesterase(2'-PDE)の 蛋 白 質 合 成 阻 害 に お け る 役 割

が 明 ら か に さ れ た(図1、64,73,74)。

2-5A合 成 酵 素 はdsRNAに 結 合 し て 活 性 化 さ れ 、ATPを2'-5'ボ

ス ポ ジ ェ ス テ ル 結 合 に よ り 重 合 さ せ 、 オ リ ゴ ア デ ニ ル 酸(2-5A)を

合 成 す る(75-77)。2-5A分 子 は 細 胞 内 に 存 在 し て い る 不 活 性 型 リ
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IFNに よ っ て 誘 導 さ れ る 酵 素 は 下 線 を付 し た 。 活 性 化 の 経 路 に は+を 、不 活

性 化 に は 一 を っ け た 。 図 中 のPKaseはdSRNA依 存 性 蛋 白質 リ ン酸 化 酵 素 で あ る

(本 文 参 照)。

ボ ヌ ク レ ア ーSゼL(RNaseL)を 活 性 化 し 、 そ の 結 果 、mRNAが 分

解 さ れ 、 細 胞 の 蛋 白 質 合 成 が 抑 制 さ れ る(78-・81)。 ま た 、2'-PDE

は 合 成 さ れ た2-5A分 子 を 分 解 す る 作 用 を 持 っ ほ か 、 七RNAの ア ミ

ノ 酸 の 受 容 部 位 で あ るCCA末 端 を 切 断 す る 機 能 も 有 す る(82》 。

2-5A合 成 酵 素 とRNaseL、2'-PDEは2-5A分 子 を 中 心 と し て 蛋 白 質

合 成 を 阻 害 す る1つ の シ ス テ ム 、2-5Aシ ス テ ム を 形 成 す る 。

dsRNA依 存 性 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素 はdsRNAに よ っ て 活 性 化 さ れ 、

蛋 白 質 合 成 の 開 始 複 合 体 の 構 成 要 素 で あ るelF2蛋 白 質 の α サ ブ ユ

ニ ッ ト を リ ン 酸 化 し て 不 活 性 化 す る(83,84)。 そ の た め 、 蛋 白 質

合 成 の 初 期 反 応 が 阻 害 さ れ る(85,86).

2-5A合 成 酵 素 お よ びdsRNA依 存 性 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素 の 活 性

化 に はdsRNAが 要 求 さ れ る こ と か らIFNの 作 用 に はdsRNAが 中 心 的
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な 役 割 を 果 た す と 考 え ら れ る が 、 そ れ は ど こ か ら 供 給 さ れ る の で あ

ろ う か 。RNAウ イ ル ス の 遺 伝 子 の 複 製 中 間 体 は 二 重 鎖 構 造 を 取 る

の で 、 そ こ か ら 供 給 さ れ る と 考 え ら れ る(87》 。 ウ イ ル ス の 蛋 白 質

合 成 は 選 択 的 に 阻 害 さ れ る(62)が 、 図1に 示 し た 蛋 白 質 合 成 阻 害

機 構 が ウ イ ル ス の 複 製 の 場 に 局 在 し て い れ ば 都 合 よ く 説 明 さ れ る 。

実 際 、 レ オ ウ イ ル ス で は2-5Aシ ス テ ム が ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 複 製 の

場 に あ る こ と が 示 さ れ た(65)。 一 方 、DNAウ イ ル ス の 場 合 に は

dsRNAの 誘 導 に っ い て は 不 明 で あ る 。 そ の 場 合 は ウ イ ル ス も し く

は 細 胞 由 来 のmRNAやhnRNAがdsRNAの 供 給 源 に な る の か も 知 れ な

し、(88,89)。

(C)免 疫 調 節 作 用

免 疫 機 構 は 生 体 外 か ら の 侵 入 物 を 排 除 す る た め の 仕 組 み と し て

機 能 し て い る 。 免 疫 機 構 に は 非 特 定 な 対 象 に 作 用 す る 先 天 性 免 疫

(リ ゾ チ ー ム な ど の 分 解 酵 素 や 、 ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞 、 貧 食 作 用

を 持 っ マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 な ど)と 、 特 定 の 対 象 に の み 反 応 す る 特

異 性 の 高 い 獲 得 免 疫(T細 胞 に よ る 細 胞 性 免 疫 、B細 胞 が 分 泌 す る

抗 体 分 子 に よ る 液 性 免 疫 な ど)と が あ る 。IFNに よ っ て 誘 導 さ れ

る 抗 ウ イ ル ス 機 構 そ の も の は 前 者 に 分 類 さ れ る が 、 獲 得 免 疫 、 先 天

性 免 疫 の 両 機 構 に 対 し て も 調 節 因 子 と し て 作 用 す る 。

IFNは 先 天 性 免 疫 に お い て は マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞(90-92)、

ナ チ ュ ラ ル キ ラ ー 細 胞(93)な ど を 活 性 化 す る 。 ま た 、IFNは 獲

得 免 疫 系 の 調 節 に 機 能 す る 細 胞 表 面 に あ る 主 要 組 織 特 異 性 抗 原(19,

94,95)、T細 胞 増 殖 因 子 の 受 容 体(96》 、Fcγ レ セ プ タ ー(97》 を 誘

導 す る 。 ま た 、 数 種 の 細 胞 が 関 与 す る 獲 得 免 疫 機 構 の 場 合 に は 、

移 植 片 の 拒 絶 反 応(98)、 過 敏 症(99)な ど の い わ ゆ る 細 胞 性 免 疫 に 対

10



し て は 抑 制 的 に 働 く 。 一 方 、 液 性 免 疫 機 構 で あ る 抗 体 産 生 に 対 し

て は 、 エFNの 投 与 量 や 投 与 す る 時 期 に よ っ て 増 強 効 果 ま た は 抑 制 効

果 の 両 方 が 観 察 さ れ る(101-103》 。

IFN一 α はBリ ン パ 球 、IFN一 γ はTリ ン パ 球 と い う 同 じ リ ン パ 系

の 細 胞 に よ っ て 産 生 さ れ る(表1)。 免 疫 刺 激 の 後 、 ま ず エFN一 α

が 産 生 さ れ 、 続 い てIFN一 γ が 産 生 さ れ る(104,105)。 ま た 、IFN一

γ に よ る マ ク ロ フ ァ ー ジ の 活 性 化 はIFN一 β に よ っ て 阻 害 さ れ る

(106)。 こ れ ら の 結 果 か ら 、 工 型IFNと1工 型 工FNは 免 疫 制 御 を 分

担 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。

(D)細 胞 増 殖 阻 害 作 用

細 胞 増 殖 は 非 常 に 多 く の 過 程 を 含 む が 、IFNの 阻 害 作 用 もDNA

合 成 の 基 質 で あ る チ ミ ヂ ン の 細 胞 内 へ の 取 り 込 み か ら(107,108》 、

DNA合 成 、 細 胞 接 着 の 足 場 を 提 供 す る コ ラ ー ゲ ン の 合 成(109)に 至

る ま で 多 岐 に わ た っ て い る 。 し か し な が ら 、 全 体 的 に 見 る とIFN

は 細 胞 の 分 裂 か ら 分 裂 ま で の 期 間 を 延 長 さ せ る(110,111》 。

細 胞 の 増 殖 周 期 は 細 胞 分 裂 期(M期)、DNA合 成 期(S期)、

及 び 、 そ の 間 の2っ の 間 隙 期(G・ 期 、G2期)の4っ の 段 階 に 分 け

ら れ る 。 そ れ に 加 え て 細 胞 が 増 殖 周 期 か ら は ず れ 、 増 殖 状 態 に な

い 時 期 をG・ 期 と 呼 ぶ 。 増 殖 に 必 要 な 栄 養 分 や 因 子 を 培 養 液 か ら

除 い た 場 合 、 も し く は 細 胞 が 隙 間 な く 増 殖 し た 状 態(コ ン フ ル ェ ン

ト な 状 態 と 呼 ぷ)に 達 す る と 細 胞 はGl期 も し く はGo期 で 増 殖 を 停

止 す る 。Go期 の 細 胞 に 増 殖 因 子 を 加 え る と 、 細 胞 は 同 調 的 に 増

殖 を 再 開 す る(112-114》nそ の 後 、 細 胞 はG1期 、S期 を 通 過 し 、

G2期 、M期 を 経 て 自 動 的 に 細 胞 周 期 を 一 周 し 、Gl期 に 戻 る

(115,116)。 同 調 培 養 の 手 法 を 用 い た 研 究 に よ っ て 、IFNはG1期 、
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G2期 の 時 間 を 延 長 し た り(117,118) 、G1期 か らS期 へ の 転 移 速 度

を 低 下 さ せ る(119)こ と な ど が 明 か に さ れ て い る 。 特 に 細 胞 を 同

調 培 養 し な い 場 合 で も 同 じ 結 論 が 得 ら れ て い る(120・121)。IFN

に よ る 細 胞 の 体 積 の 増 加 や 多 核 細 胞 の 出 現 も 観 察 さ れ る こ と か ら 、

M期 の 諸 反 応 も 阻 害 さ れ る ら し い(110)。

IFNは 増 殖 因 子 と 拮 抗 的 に 作 用 す る(122-125)。 増 殖 因 子 が

細 胞 に 作 用 す る と 癌 遺 伝 子 を 含 む い く っ か の 遺 伝 子 の 発 現 が 誘 導 さ

れ る が 、 そ れ ら の 誘 導 はIFN処 理 に よ っ て 抑 え ら れ る(126-130)。

前 述 し た2-5Aシ ス テ ム やdsRNA依 存 性 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素 は ウ イ

ル ス 増 殖 阻 害 の み な ら ず 、 細 胞 増 殖 阻 害 に 関 し て も 重 要 で あ る と 考

え ら れ て い る(64,73,74)。

3本 研 究 の 概 要

こ れ ま で 述 べ た よ う にIFNは 細 胞 に 作 用 し て 多 面 的 な 調 節 作 用

を 持 っ こ と が 明 ら か に さ れ て き た 。 こ れ ら の 作 用 の 解 析 は 従 来 、

培 養 細 胞 にIFNを 加 え 、 そ の 効 果 を 調 べ る こ と が 主 体 で あ っ た 。

し か し 、IFNの も っ 本 来 の 生 理 的 作 用 は 、IFNが 生 産 さ れ 、 標 的 細

胞 に 作 用 す る と い う 観 点 か ら 理 解 さ れ ね ば な ら な い 。 あ る 細 胞 集

団 に お い て 、 生 産 ・分 泌 さ れ たIFNが 産 生 細 胞 自 身 や す ぐ 近 傍 の 細

胞 に 作 用 す る 場 合 をautocrine作 用 と 呼 ぶ 。 ウ イ ル ス 感 染 に よ っ

て 誘 導 さ れ たIFNは 少 な く と も 近 傍 の 細 胞 に 抗 ウ イ ル ス 状 態 を 誘 導

し 、 抗 原 刺 激 を 受 け た リ ン パ 球 の 生 産 す るIFNは ま わ り の 免 疫 細 胞

の 活 性 調 節 を 行 う で あ ろ う 。 そ れ な ら ば 、 細 胞 増 殖 の 調 節 作 用 は 、

細 胞 増 殖 の 開 始 や 細 胞 周 期 に 相 関 し て 誘 導 さ れ たIFNに よ る の で は

な い か 。

こ の よ う な 疑 問 に っ い て 最 近 興 味 あ る 結 果 が 報 告 さ れ た 。 血
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小 板 由 来 増 殖 因 子(platelet-derivedgrowthfactor:PDGF)をGo

期 に あ る マ ウ スBalb/c-3T3細 胞 に 処 理 す る と2-5A合 成 酵 素 お よ び

IFN一 β が 誘 導 さ れ る こ と が 報 告 さ れ た(131)。 ま た 、 マ ウ ス 骨 髄

細 胞 を 培 養 す る 際 、 コ ロ ニ ー 形 成 促 進 因 子 を 添 加 し て 増 殖 を 促 進 さ

せ る とIFNの 生 産 が 認 め ら れ た(132)。 こ の 場 合 、IFNに 対 す る

中 和 抗 体 を 培 養 液 に 加 え て お く と 細 胞 の 増 殖 が 促 進 し た 《132)。

こ の よ う に 、IFNは 細 胞 の 増 殖 刺 激 と 同 時 に 生 産 さ れ 、 増 殖 を 制 御

す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

本 研 究 で 筆 者 は 血 清 を 含 ま な い 培 地 で 培 養 し て 増 殖 を 抑 制 し た

ヒ トHeLaS3細 胞 に 、 増 殖 因 子 やFCSを 添 加 し て 増 殖 を 再 開 さ せ る

と2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ る こ と を 見 い だ し た 。2-5A合 成 酵 素

は 増 殖 因 子 等 で 直 接 誘 導 さ れ た の で は な く 、 検 出 で き な い ほ ど ご く

微 量 のIFN一 β の 誘 導 を 介 し て い た 。HeLaS3細 胞 の 細 胞 増 殖 制 御

に2-5Aシ ス テ ム やIFNが ど の よ う に 関 与 し て い る か を 調 べ た 結 果

を 結 果 第 一 部 に 示 す 。

こ の 場 合 の ご く 少 量 のIFN一 β の 働 き はautocrine作 用 と 見 な す こ

と が で き る 。HeLaS3細 胞 で のIFN一 β のautocrine作 用 は 培 養 液

にIFN一 β を 加 え た と き に 比 べ て 遥 か に 高 い 効 果 を 及 ぼ し た 。 一 般

にautocrine作 用 は そ の 量 に 比 べ て 高 い 効 果 を 及 ぼ す の だ ろ う か 。

HeLaS3細 胞 お よ び マ ウ スL205細 胞 で 行 っ たautocrineIFN作 用

の 効 果 に っ い て の 知 見 を 第 二 部 に 示 し た 。

と こ ろ で 、IFN作 用 を 理 解 す る 目 的 でIFNの 作 用 に 関 し て も 多

く の 突 然 変 異 細 胞 株 が 分 離 さ れ 、 解 析 さ れ て い る(33,34,53,55,57,

133-147)。 な か で も マ ウ ス 白 血 病 細 胞 由 来 のL1210細 胞 株 のIFN一

α ノ β 感 受 性 株S、 及 び 非 感 受 性 株Rは よ く 解 析 さ れ(33,34,134-

136,146)、 非 感 受 性 はIFN一 α/β に 対 す る レ セ プ タ ー の 欠 損 に よ る
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こ と が 明 ら か に さ れ て い る(33)。 こ れ ら の 細 胞 株 はIFN一 γ に 対 し

て は 感 受 性 を 有 す る と 報 告 さ れ て い る が(135,136》 、 本 研 究 に お い

て 用 い たL1210S株 は 自 然 に 突 然 変 異 を 起 こ し てIFN一 γ に 対 す る 感

受 性 が 低 く な っ て い る こ と を 見 い だ し た 。 そ こ で 、 こ の 細 胞 を

L1210S9と 名 付 け 、 同 系 統 のIFN一 γ 感 受 性 細 胞 株L1210mと 比 較 し 、

そ の 差 異 を 検 討 し た と こ ろ 、1・1210S9細 胞 の 低 感 受 性 の 原 因 は 細

胞 に 結 合 し たIFN一 γ の 細 胞 内 侵 入 の 低 下 に あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。

こ れ ら の 結 果 を 第 三 部 に 示 し た 。
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材 料 と 方 法

1試 薬 類

イ ー グ ル の 最 小 必 須 培 地(Eagle,sminimalessentialmedium;

MEM)(148)、 ダ ル ベ ツ コ 変 法MEM(Dulbecco'smodifiedMEM;

De・IEr・1)(149)、RPMI1640培 地(150)は 日 水 製 薬 か ら 購 入 し た 。

仔 牛 胎 児 血 清(fetalcalfserum;FCS)はGIBCO社 、Hyclone社

か ら 購 入 し た 。 牛 血 清(bovineserum;BS)は 滋 賀 県 食 肉 衛 生

検 査 所 よ り 供 給 さ れ た 牛 血 液 よ り 調 製 し た 。 血 清 類 は56。C、30

分 間 加 熱 し 、 非 動 化 し た も の を 用 い た 。 リ ン 酸 緩 衝 液(phos-

Phatebufferedsaline;PBS)はDulbeccoら の 処 方(151)よ り 、

カ ル シ ウ ム 、 マ グ ネ シ ウ ム を 除 い て 調 製 し た 。 ア ー ル 塩 類 溶 液 は

処 方(152)に 基 づ い て 市 販 の 塩 類 よ り 調 製 し た 。

ヒ ト2-5A合 成 酵 素mRNAを 検 出 す る た め の プ ロ ー ブDNAは 本 研

究 室 で 分 離 さ れ た ヒ ト2-5A合 成 酵 素cDNAを 含 む プ ラ ス ミ ッ ド 、

pSP25(153)も し く は ヒ ト2-5A合 成 酵 素 遺 伝 子 の 第8エ ク ソ ン を

プ ラ ス ミ ッ ドpG18(塩 尻 ら 、 未 発 表)よ り 調 製 し た 。 ヒ トIFN一

βmRNAの 検 出 用 の プ ロ ー ブDNA(6)は 大 阪 大 学 細 胞 工 学 セ ン タ ー

の 谷 口 維 紹 先 生 か ら 恵 与 し て い た だ い た 。 チ オ シ ア ン 酸 グ ア ニ ジ

ン(guanidinethiocyanate;GTC)はFluka社 か ら 、ATP、dATP、

dGTP、dTTPは ヤ マ サ 醤 油 か ら 、 牛 膵 臓 由 来DNasel、 大 腸 菌 由 来

DNApolymeraselは 宝 酒 造 か ら 購 入 し た 。

[2・8-3H]ATP(比 活 性30-50Ci/mmol)、[α_32p]dCTp(比

活 性3,000Ci/mmol)、[methyl-3H]thymidine(3H-dThd、 比 活 性

6.7Ci/mmol)、125工 一Bolton-Hunter試 薬(2,000Ci/mmo1、

4,000Ci/mmol)はNewEnglandNuclear社 か ら 、[5,6-3H]
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uridine(3H-Urd、 比 活 性40-43Ci/mmol)は ア マ シ ャ ム ・ ジ ャ

パ ン 社 か ら 購 入 し た 。

SephadexG50、polyinosinic-polycytidinicacid(polyI:C

)、PD-10カ ラ ム 、polyl:C-agaroseは フ ァ ル マ シ ア か ら 、

diethylaminoethyl(DEAE)-cellulose、 ガ ラ ス フ イ ル タ ーGF/A

はWhatman社 か ら 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー はSchleicher&

Schuell社 か ら 、 エ ツ ク ス 線 フ ィ ル ム は 富 士 フ イ ル ム か ら 、 増 感 シ

ー ト はDupontCronex社 か ら 購 入 し た 。 そ の 他 の 一一.一般 試 薬 類 は 、

和 光 純 薬 工 業 、 半 井 化 学 薬 品 か ら 購 入 し た 。

ヒ ト 繊 維 芽 細 胞 由 来IFN(IFN一 β 、 ロ ッ ト番 号BM532;1x107

国 際 単 位(internationalunit;エU、 後 述)/mgタ ン パ ク 質)は 東

レ よ り 、 組 換 え 技 術 に よ り 大 腸 菌 で 産 生 し 、 精 製 し た マ ウ スIFN一 γ

(比 活 性1071U/m9タ ン パ ク 質)(154)は 塩 野 義 製 薬 よ り 供 与 し

て い た だ い た 。 マ ウ ス エFN一 α お よ び β は 、 マ ウ スL205細 胞 を ニ

ュ ー キ ャ ッ ス ル 病 ウ イ ル ス(Newcastlediseasevirus;NDV)で

誘 発 し た 培 養 上 清(155)か ら 、 そ れ ぞ れ のIFNに 特 異 的 な ラ ッ ト モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 結 合 さ せ た カ ラ ム で 精 製 し た 。 各 々 の 比 活 性

は1081U/m9タ ン パ ク 質 で あ る 。 ヒ ツ ジ 抗 ヒ トIFN一 α 抗 血 清 、 ヒ

ッ ジ 抗 マ ウ スIFN一 α/β 抗 血 清 は ペ ン シ ル バ ニ ア 大 学 のPaucker博

士 に 供 与 し て い た だ い た 。 こ れ ら の 抗 血 清 の 力 価 は1,000倍 希 釈

液 で 、 そ れ ぞ れ の1,0001U/mlIFNを 中 和 す る 。 マ ウ ス 抗 ヒ ト

IFN一 β モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体(力 価;3,000培 希 釈 で101U/mlの

IFN一 β を 中 和)は ヤ マ サ 醤 油 よ り 購 入 し た 。

ウ シ イ ン ス リ ン と ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン(bovineserumalbumin、

fractionV;BSA)はSigma社 か ら 、 マ ウ スEGFは 東 洋 紡 か ら 、

PDGFはCollaborativeResearch社 か ら そ れ ぞ れ 購 入 し た 。 ま た 、
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t「ansfo「min99rowthfactor一 β(TGF一 β)は 米 国 国 立 癌 研 究 所 の

M.Sporn博 士 か ら 供 与 し て い た だ い た 。

2細 胞

ヒ ト 子 宮 頚 部 癌 由 来HeLaS3細 胞 株 はFlow社 よ り 大 日 本 製 薬

を 通 じ て 購 入 し た 。 マ ウ ス 胎 児 繊 維 芽 細 胞 由 来Balb/c-3T3細 胞

株 、 お よ びswiss3T3細 胞 由 来 のEGF受 容 体 欠 損 株NR-6細 胞 株

(156)は 岐 阜 薬 科 大 学 生 物 学 教 室 の 河 野 通 明 博 士 よ り 供 与 さ れ た 。

マ ウ ス 胎 児 繊 維 芽 細 胞 由 来L205細 胞 株 は 本 研 究 室 でL929細 胞 よ り

分 離 さ れ た 株 を 用 い た 。 ヒ ト 羊 膜 由 来FL細 胞 株 は 本 研 究 室 で ヒ

トIFN定 量 に 用 い て い る 株 を 用 い た 。 マ ウ ス 白 血 病 細 胞 由 来

L1210細 胞 のIFN一 α/β 感 受 性 株Sお よ び 非 感 受 性 株R(134)は フ

ラ ン ス 癌 研 究 所 の1・Gresser博 士 よ り 供 与 し て い た だ い た 。 こ

れ ら2種 のL1210細 胞 株 は 以 前 報 告 さ れ たIFN感 受 性(135,136》 に

比 べ て 低 いIFN一 γ 感 受 性 を 有 し て い る こ と が 判 明 し た の で 、 本 論 文

に お い て はL1210S9、L1210Rgと 称 し た 。 こ れ ら の 細 胞 と は 独

立 のL1210細 胞 を 本 学 理 学 部 の 村 松 繁 博 士 か ら 供 与 し て い た だ き 、

本 論 文 に お い て はL1210m株 と 称 し た 。L1210m株 は 高 いIFN一 γ 感

受 性 を 持 っ て い る 。

HeLaS3細 胞 は10%FCSを 含 むDMEM培 地 で3-4日 毎 に 継 代 し

維 持 し た 。Balb/c-3T3細 胞 お よ びNR-6細 胞 は10%CSを 合 む

DMEM培 地 で 、L205細 胞 は5%BSを 含 むMEM培 地 で 、FL細 胞 は5

%FCSを 含 むMEN培 地 で 、3種 のL1210細 胞 は10%FCSを 含 むRPNI

1640培 地 で 培 養 し た 。

3ウ イ ル ス
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水 庖 性 口 内 炎 ウ イ ル ス(vesicularstomatitisvirus;VSV)、

ニ ユ ー ジ ャ ー ジ ー 株 は ハ ム ス タ ーBHK細 胞 で 、 シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス

は マ ウ スL929細 胞 で 感 染 増 殖 さ せ た 培 養 上 清 を 、 細 胞 破 片 を 除 去

し た 後 保 存 し た 。NDVは 卵 令10日 の 鶏 卵 に 接 種 し 、 増 殖 さ せ た

後 、 漿 尿 液 か ら 回 収 し た 。

41FNの 定 量

ヒ トIFN活 性 はFL細 胞 と シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス の 組 み 合 せ で 、

マ ウ スIFN活 性 はL205細 胞 とVSVと の 組 み 合 せ で 、 抗 ウ イ ル ス 活

性 を 指 標 に 測 定 し た 。 具 体 的 に は 以 下 の 通 り で あ る 。96穴 プ

レ ー ト に 細 胞 を 植 え 込 み 、 検 体 を 加 え1日 培 養 し た 後 、103組 織 培

養 感 染 力 価(tissuecul七ureinfectiousdose;TCID5・)に 相 当

す る ウ イ ル ス 量 を 用 い て 感 染 さ せ 、 生 じ る 細 胞 変 性 効 果(

cytopathiceffect;CPE)を50%阻 止 す る 検 体 の 希 釈 度 を 測 定 し 、

細 胞 変 性 単 位(cpu)と し た 。 同 時 に 米 国 国 立 衛 生 研 究 所(Na一

七ionallnstituteofHealth;NIH)よ り 提 供 さ れ たIFN国 際 標 準

試 料(ヒ トIFN一 β;N工Hcat・No・G203-902-527、 マ ウ スIFN一 α/β

;NIHcat・No・GOO2-904・-511)でcpuを 測 定 し 、 国 際 単 位(エU)

に 換 算 し た 。

5血 清 飢 餓i操 作

HeLaS3細 胞 は 血 清 を 含 ま な いDME凹 培 地 で36時 間 培 養 す る こ

と で 、Balb/c-3T3細 胞 、NR-6細 胞 は2%BSを 含 むDNEM培 地 で5-7

日 培 養 す る こ と で 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ た 。

62-5A合 成 酵 素 の 定 量(157)
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2-5A合 成 酵 素 の 抽 出 、 反 応 、 生 成 物 の 分 離 に は50mMも し く

は300mMの 塩 化 カ リ ウ ム を 含 むHGB緩 衝 液(そ れ ぞ れ を50HGB、

300HGBと 称 す る)を 用 い た 。HGB緩 衝 液 は10mMA)'-2-

hydroxyethylpiperazine-NL2-ethanesulfonicacid(HEPES)-KOH

《pH7・5》LO・02%ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 、3mN酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、

0・3mMエ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸(ethylenediaminetet「aacetate;

EDTA)、20%(v/v)グ リ セ リ ン を 含 む 。

細 胞 を0・5%Nonide七P40(NP-40)、O'lmMPhenylmethylsul-

fonylfluoride(PMSF)、7mM2-mercaptoethanol(2-NE)を

含 む300HGBに 溶 解 し 、 不 溶 成 分 を 遠 心 除 去 し た 。 得 ら れ た 細 胞

溶 解 液(タ ン パ ク 質50P9)を25plのpolyI:C-agaroseビ ー ズ

に 吸 着 さ せ た 後 、50HGBで ビ ー ズ を 洗 浄 し 、0・5mM3H・-ATP(

3x107cpm/ml)を 含 む50HGBを20}ユ1加 え て33。C、2時 間 保 温 し

て 反 応 を 行 わ せ た 。 反 応 生 成 物 をDEAE-celluloseビ ー ズ で 未 反

応 のATPモ ノ マ ー と オ リ ゴ マ ー と に 分 離 し 、 オ リ ゴ マ ー に 取 り 込 ま

れ た 放 射 活 性 を シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。

7ノ ー ザ ン 解 析

RNAの 抽 出 、 電 気 泳 動 、 ニ ト ロ セ ル ロ ー ス フ ィ ル タ ー へ の 転 移 、

ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ の 方 法 は 成 書 に し

た が っ た(158)。

細 胞 を0・5%ラ ウ リ ル ザ ル コ シ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、5mMク ェ ン 酸

ナ ト リ ウ ム 、0・1M2-MEを 含 む4MGTC溶 液 に 溶 解 し 、100mM

EDTAを 含 む5・7M塩 化 セ シ ウ ム 溶 液 上 に 重 層 し 、 ベ ッ ク マ ン 社 製

遠 心 機 でSW50・1ロ ー タ ー を 用 い て35,000rpmで18時 間 室 温 で 遠

心 し 、RNA沈 澱 を 回 収 し た 。
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RNA(15P9)を50%ホ ル ム ア ミ ド 、6・7%ホ ル ム ア ル デ ヒ ド を

含 むM緩 衝 液(20mM3-(N-morpholino)propanesulfonicacid-KOH

(pH7・0)、15mM酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、1mMEDTAを 含 む)301μ1

に 溶 解 し 、55。Cで15分 間 加 温 し 変 性 さ せ た の ち 、6・4%ホ ル ム ア

ル デ ヒ ド を 含 むM緩 衝 液 で 作 成 し た1.3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 中 で 電 気

泳 動 を 行 っ た 。 電 解 液 に はM緩 衝 液 を 用 い た 。 泳 動 後 の ゲ ル を

水 中 で30分 間 浸 し て か ら20xSSC(1xSSCは0.015Mク エ ン 酸

ナ ト リ ウ ム(pH7.0)、0・15NNaClで あ る)を 用 い て ニ ト ロ セ ル ロ

ー ス フ ィ ル タ ー へ の 転 移 を 行 っ た 。80。C2時 間 低 圧 中 で 加 熱 し

た 後 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 供 し た 。

プ ロ ー ブDNAの 標 識 は ニ ッ ク ト ラ ン ス レ ー シ ョ ン 法 で 行 っ た 。

0・3ugの プ ロ ー ブDNAを50mMtris(hydoxyme七hyl)aminomethane

(Tris》-HCl(pH7・8)、5mM塩 化 マ グ ネ シ ウ ム 、10mM2-ME、5

p9/mlBSA、dATP、dGTP、dTTPそ れ ぞ れ を0・15mM含 む 水 溶 液30

plに 溶 解 し 、0・3PgDNaseI、10UDNApolymeraseIと30}ユCi

の[α 一32P】dCTPを 加 え て15。C、2時 間 反 応 さ せ た 。3plの

0・5MEDTA,20%ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム(sodiumdodecyl

sulfate;SDS)を 加 え て 反 応 を 停 止 さ せ 、 径4mms長 さ12cmの

ShepadexG50カ ラ ム を 用 い て 未 反 応 の[α 一32P]dCTPを 除 い て ハ

イ.ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 供 し た 。

フ ィ ル タ ー を3xSSC、0・1%SDSを 含 むDenhardt溶 液(Den-

hardt溶 液 はBSA、Ficoll400、polyvinylpyrrolidoneを そ れ ぞ れ

0.02%含 む)で 、20分 間42。Cで 処 理 し た 後 、H溶 液(0.1%SDS、

5xDenhardt、5xSSC、50mMリ ン 酸 緩 衝 液(pH7.0)、0.25mg変

性 サ ケ 精 子DNA、10%(w/v)デ キ ス ト ラ ン 硫 酸)中 で42。Cで12時 間

プ レ ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 処 理 し た 。 フ ィ ル タ ー を 上 記 の32P
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で 標 識 し た プ ロ ー ブ 、5-10x106cpmを 加 え た2.4mlのH溶 液 中 に

移 し 、 さ ら に42。Cで18-24時 間 保 温 し 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン

処 理 を 行 っ た 。 室 温 で フ ィ ル タ ー を 洗 浄 後 、0・1%SDSを 含 む

0・2xSSC溶 液 中 で60。C、30分 間 浸 透 す る 操 作 を3回 繰 り 返 し 、 非

特 異 的 に 結 合 し て い る 標 識 プ ロ ー ブ を 除 い た 。 フ ィ ル タ ー を 風 乾

後 、 増 感 シ ー ト を 用 い て ・-80。Cで オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ を 行 っ た 。

8DNA合 成 量 の 測 定

細 胞 のDNA合 成 量 は3H-dThdの ト リ ク ロ ロ 酢 酸(trichloro-

aceticacid;TCA)不 溶 画 分 へ の 取 り 込 み 量 を 指 標 に し て 測 定 し

た 。 細 胞 を2pCi/mlの3H-dThd存 在 下 で1時 間(HeLaS3細 胞)

、 も し く は4時 間(Balb/c-3T3細 胞 、NR-6細 胞 〉 培 養 し た 後 、

0・5%SDSで 細 胞 を 溶 解 し 、 等 量 の10%TCAを 加 え て 氷 上 で1時 間

放 置 し 、 沈 澱 を 形 成 さ せ た 。 ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で 沈 澱 を 集 め 、5%

TCAで4回 、 エ タ ノ ー ル で3回 洗 浄 し た 後 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン

タ ー で 放 射 活 性 を 測 定 し た 。

9VSV--RNA合 成 量 の 測 定

VSVはRNAウ イ ル ス な の でRNA依 存 性RNAポ リ メ ラ ー ゼ を 使 っ

て 自 身 の ゲ ノ ム やmRNAを 合 成 す る 。 一 方 、 細 胞 はDNA依 存 性 の

RNAポ リ メ ラ ー一ゼ を 使 っ てRNA合 成 を 行 う 。 そ こ で 、DNA依 存 性

RNAポ リ メ ラ ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る ア ク チ ノ マ イ シ ンDの 存 在 下 で 細

胞 にVSVを 感 染 増 殖 さ せ る と 合 成 さ れ るRNAの 大 部 分 がVSV-RNAで

あ る 。 こ の こ と を 利 用 し て 、VSVのRNA合 成 量 を 測 定 し た 。

1x106細 胞/mlのL1210S9細 胞 、4x105細 胞/mlのL1210m細

胞 を1%FCSを 含 むRPMII640培 地 でIFN存 在 下 、 非 存 在 下 で12時
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間 培 養 し 、0・03TCID5。/細 胞 のVSVを5Pg/mlア ク チ ノ マ イ シ ン

D存 在 下 で 感 染 さ せ た 。L1210Sg細 胞 は3時 間 後 に 、L1210m細

胞 は2時 間 後 に3H-Urdを 加 え(5pCi/ml)、 さ ら に3時 間(L1210

Sg細 胞)、2時 間(L1210m細 胞)培 養 し た 。 細 胞 を5%TCAで

3回 洗 浄 し てTCA可 溶 画 分 の 放 射 活 性 を 除 去 し た 後 、 エ タ ノ ー ル で

2回 洗 浄 し た 。 細 胞 に 残 っ たTCA不 溶 画 分 の 放 射 活 性 は 、0・5%

SDSで 細 胞 を 溶 解 し た の ち シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測 定 し 、

RNA合 成 量 と し た 。VSV-RNAの 合 成 量 は 、VSVを 感 染 さ せ た 細 胞

で のTCA不 溶 画 分 へ の 取 り 込 み 量 か ら 、 非 感 染 細 胞 で の 取 り 込 み 量

を 差 し 引 い て 計 算 し た 。

10細 胞 増 殖 の 測 定

L1210S9お よ びL1210m細 胞 を1051U/mlのIFN存 在 下 、 非 存

在 下 で 培 養 し 、 細 胞 数 を コ ー ル タ ー カ ウ ン タ ー で 測 定 し た 。

11工FNの1251標 識

30p9の マ ウ スIFN一 γ を500pCiの125エ ーBolton-Hunter試 薬

と20plの50mMホ ウ 酸 緩 衝 液(pH8・1)中 で 混 合 し 、20分 間 、

氷 中 で 反 応 さ せ た 。200plの1Mグ リ シ ン 水 溶 液 を 加 え て 反 応 を

停 止 さ せ た 後 、PD-10カ ラ ム を 用 い た ゲ ル 濾 過 操 作 で 未 反 応 試 薬 を

分 離 除 去 し た 。 ゲ ル 濾 過 操 作 に 用 い た 溶 出 緩 衝 液 に は0・25%ゼ ラ

チ ン 、0.1mMPMSFを 含 むPBSを 用 い た 。

マ ウ スIFN一 β の 標 識 も 同 様 の 手 順 で 行 っ た 。20M9の マ ウ ス

IFN一 β と1mCiの1251-Bolton-Hunter試 薬 を1時 間 、 氷 中 で 反 応

さ せ た 。 溶 出 緩 衝 液 に は40%エ チ レ ン グ リ コ ー ル 、0・25%ゼ ラ チ

ン 、0.1mMPMSFを 含 むPBSを 用 い た 。
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両 試 料 と も 最 初 に 出 現 す る 放 射 活 性 の ピ ー ク を 標 識IFN試 料 と

し 、SDSポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 で 純 度 を 確 認 し た 後 、 結

合 実 験 に 用 い た 。 抗 ウ イ ル ス 活 性 で 測 定 し た 回 収 率 は 両 反 応 で 約

80%で あ っ た 。 ま た 、 そ れ ぞ れ の 標 識IFNの 放 射 比 活 性 は300-

500cpm/IUで あ っ た 。

12標 識 工FNの 細 胞 へ の 結 合 量 の 測 定

IFNは 細 胞 表 面 に 存 在 す る レ セ プ タ ー 分 子 に 高 い 親 和 性 を 持 っ

て 結 合 す る 。 こ の 結 合 は エFN分 子 以 外 で は 競 合 さ れ な い と い う 点

に お い て 特 異 的 で あ る 。 ま た 、 こ の 性 質 が 標 識IFNを 用 い た 結 合

実 験 で の レ セ プ タ ー の 定 義 で あ る 。 本 報 告 で は 精 製 し た エFN分 子

をBolton-Hunter法 で1251で 標 識 し 結 合 実 験 に 用 い た 。 ま た 、

標 識IFNの 細 胞 に 対 す る 全 結 合 量 の う ち 非 標 識 のIFN分 子 で 競 合 さ

れ る 結 合 量 をIFNレ セ プ タ ー の 量 と 見 な し た 。

結 合 実 験 用 培 地(細 胞 の 増 殖 用 培 地 に20mMHEPES(pH7・3)

を 加 え た も の)中 で 各 細 胞 を 各 標 識IFNと 混 合 し 、 標 識IFN一 β の 場

合 は3時 間 、 標 識IFN一 γ の 場 合 は5時 間 保 温 し た 。L1210細 胞 の

浮 遊 液 を10%蕨 糖 、5%BSを 含 む ア ー ル 塩 類 溶 液 の 上 に 重 層 し 、

6,000x9で5分 間 遠 心 操 作 を 行 っ て 細 胞 を 沈 澱 さ せ 、 未 結 合 の 標

識IFNを 除 い た 。 細 胞 の 沈 澱 に 結 合 し て い る 放 射 活 性 を ガ ン マ カ

ウ ン タ ー で 測 定 し た 。

非 特 異 的 結 合 量 を 調 べ る た め 、200倍 量 の 非 標 識IFNの 存 在 下

で も 同 様 の 結 合 実 験 を 行 っ た 。 特 異 的 結 合 は 、 全 結 合 量 か ら 非 特

異 的 結 合 量 を 差 し 引 い て 計 算 し た 。 本 報 告 で は 特 異 的 結 合 量 を デ

ー タ と し て 掲 載 し て い る 。 非 特 異 的 結 合 は 特 異 的 結 合 量 の3分 の

1以 下 で あ っ た 。
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IFNと レ セ プ タ ー の 解 離 定 数 、 ま た 細 胞 あ た り の レ セ プ タ ー一数

はScatchard解 析 く159》 に よ り 求 め た 。 こ の 方 法 で はIFNと レ セ

プ タ ー と の 結 合 が 平 衡 に 達 し た と き の 結 合 量 を 仮 定 し て い る 。 デ

ー タ に は 示 さ な か っ た が 、 結 合 が 平 衡 に 達 す る 時 間 はIFN一 β で3時

間 、IFN一 γ で は5時 間 必 要 で あ っ た 。

IFN(1)と レ セ プ タ ー(R)の 結 合 反 応 は 次 の 式 で 表 さ れ る 。

1+R#R・ 工

こ の 式 か ら 結 合 反 応 が 平 衡 状 態 に あ る と き 、 解 離 定 数 をKdと す れ

ば 、 以 下 の 式 が 成 立 す る 。

Kd=[R・1】/《[1]・ 〔R】)・ ・(1)

但 し 、[R・1]はIFN一 レ セ プ タ ー 複 合 体 の 濃 度 、 【1]及 び 【R]は そ

れ ぞ れ 、IFNお よ び レ セ プ タ ー の 非 結 合 分 子 の 濃 度 で あ る 。 い ま 、

[Ro]を レ セ プ タ ー の 全 濃 度 と す れ ば 、

[R]=[Ro】 一[R・1]

と な り 、(1)式 は 次 の よ う に 変 形 さ れ る 。

[R・1】/[1]=-Kd・([R・1]一[Ro])

[R・1〕/[1]を 縦 軸 に 、[R・1]を 横 軸 に と り 、 グ ラ フ を 描 け ば 、

グ ラ フ の 傾 き か らKdを 、 横 軸 と の 切 片 か ら レ セ プ タ ー 数 を 得 る 。
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結 果

第 一 部 増 殖 因 子 に よ る2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 と 細 胞 増 殖 の 制 御

細 胞 が 増 殖 す る と き 、 あ る 特 定 の 段 階 で2-5A合 成 酵 素 やIFNの 誘

導 が 観 察 さ れ て い る 。 例 え ば 、 細 胞 が コ ン フ ル エ ン ト に な っ た と

き(169)、 増 殖 因 子 に よ っ て 細 胞 の 増 殖 が 促 進 さ れ た と き(131,132)

に 誘 導 さ れ る 。 ま た 、 生 体 内 で は 肝 臓 の 再 生 の と き に は2-5A合

成 酵 素 の レ ベ ル が 低 下 す る(170)。 通 常 の 細 胞 周 期 の 制 御 に お い

て2-5A合 成 酵 素 やIFNは ど の よ う に か か わ っ て い る の だ ろ う か 。

本 研 究 で は ヒ トHeLaS3細 胞 を 用 い て 実 験 を 行 っ た 。 細 胞 周 期 を

そ ろ え た り 培 養 液 に 含 ま れ て い るFCS中 の 増 殖 因 子 の 影 響 を 除 去 す

る た め に 、HeLaS3細 胞 を 血 清 を 含 ま な い 培 地 に 移 し て 細 胞 増 殖 を

抑 制 し た(血 清 飢 餓 操 作)。 こ の よ う なHeLaS3細 胞 に 増 殖 因 子

やFCSを 加 え る と2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ 、HeLaS3細 胞 のDNA

合 成 が 抑 制 さ れ て い る こ と が 判 明 し た 。 以 下 に そ の 結 果 を 示 し た 。

1増 殖 因 子 に よ る2-5A合 成 酵 素 の 誘 導

ヒ トHeLaS3細 胞 を 血 清 を 含 ま な いDMEM培 地 に 換 え て 培 養 す

る と 、 細 胞 は 球 状 に な り 、 増 殖 が 抑 制 さ れ る 。 こ の 状 態 で36時 間

培 養 し た 後 、FCSを 加 え る と 細 胞 は 平 板 な 形 を 回 復 し 、 増 殖 を 開 始

す る が 、 そ れ に 伴 っ て 細 胞 内 に2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 が 観 察 さ れ た 。

図2に 示 す よ う に 、2-5A合 成 酵 素 の 活 性 はFCSを 加 え て か ら24時

間 後 に ピ ー ク に 達 し 、 そ の 後 、 初 期 値 に 低 下 し た 。FCSを 加 え ず

そ の ま ま 培 養 し て い た 細 胞 で は こ の 間 ピ ー ク は 観 察 さ れ な か っ た 。
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HeLaS3細 胞 を 血 清 を 含 ま な いD唖M培 地 で36時 間 培 養 し 、 血 清 飢 餓i操 作 を 行 っ

た 。5%Fqsを 加 え(0)、 も し く は 加 え ず に(㊤)引 続 き培 養 し て 、0、
12、24、48時 間 後 に 細 胞 を 回 収 し 、2-5A合 成 酵 素 の 活 性 を 測 定 し た 。 グ ラ フ

の 横 軸 はFCSを 加 え た 時 間 を0と し て 表 示 し た 。

2-5A合 成 酵 素 はFCS中 に 含 ま れ る 増 殖 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ

た の で は な い か と 考 え 、 典 型 的 な 増 殖 因 子 で あ るEGF、PDGFお よ び

イ ン ス リ ン を そ れ ぞ れ 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 の 培 養 液

に 加 え て2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ る か 否 か を 調 べ た 。 表2に 示

す よ う に 、 こ れ ら3種 の 増 殖 因 子 の 処 理 に よ っ て2-5A合 成 酵 素 が

誘 導 さ れ た 。 そ の う ち イ ン ス リ ン が 最 も 効 果 的 で あ っ た 。 し か

し な が ら10pg/mlの イ ン ス リ ン で 誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵 素 の 量 は 、

2001U/mlのIFN一 β で 誘 導 さ れ る 量 の 約10分 の1で あ っ た 。EGF
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表2増 殖 因 子 に よ る2-5A合 成 酵 素 の 誘 導

Treatment2-5AsynthetaseactivityIFNactivity

(pmol/m9/h)(IU/n且)

Noaddition21〈10

FCS76く10

FCS+IFN一 β1600nt÷

EGF47く10

PDGF70<10

1nsulin150<10

1nsulin+EGF290<10

+nt:nottested

HeLaS3細 胞 を 血 清 を 含 まな いD㎜ 培 地 で36時 間 培 養 し た 後 、 表 に示 す よ う な
増 殖 因 子 等 を 加 え て24時 間 培 養 し た 。 細 胞 を0・5%NP40を 含 む300HGB緩 衝

液 で 溶 解 後 、2-5A合 成 酵 素 の 活 性 を 測 定 し た 。 ま た 同 時 に 培 養 上 清 中 のIFN

活 性 も 測 定 し た 。 用 い た 増 殖 因 子 等 の 濃 度 は 以 下 の 通 り で あ る 。FCS5%、
IFN一 β2001U/ml、EGF100ng/ml、PDGFlunit/ml 、insulin20}ユg/ml。

単 独 で は 誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵 素 の 量 は そ れ ほ ど 多 く は な か っ た

が 、EGFと イ ン ス リ ン を 同 時 に 加 え る と よ り 多 量 の2-5A合 成 酵 素

が 誘 導 さ れ た 。 ま た 細 胞 の 培 養 上 清 中 のIFN活 性 は い ず れ の 場 合

で も 検 出 で き な か っ た 。

表3は イ ン ス リ ン の2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 に 対 す る 血 清 飢 餓 操

作 の 影 響 を 示 し た も の で あ る 。 血 清 を 含 ん だ 培 養 液 で 正 常 に 増 殖

し て い るHeLaS3細 胞 に イ ン ス リ ン を 添 加 し て も2-5A合 成 酵 素 の

誘 導 は ま っ た く 見 ら れ な か っ た 。 こ の 結 果 か ら 血 清 飢 餓 操 作 は 必

須 で あ る と 考 え ら れ る 。 増 殖 中 の 細 胞 集 団 は 、 細 胞 周 期 のG・ 、S、

G2、M期 の 全 て の 段 階 に 属 す る 細 胞 を 一 定 の 割 合 で 含 ん で い る 。

イ ン ス リ ン は 細 胞 周 期 の あ る 段 階 の 細 胞 に 作 用 し て 一 過 的 に2-5A

合 成 酵 素 を 誘 導 す る と 考 え ら れ る の で 、 全 体 と し て は 有 意 な 値 と し

て 検 出 で き な か っ た の で あ ろ う 。
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表3イ ン ス リ ン に よ る2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 に 対 す る 血 清 飢 餓 操 作 の 影 響

2-5Asynthetase

Treatment(pmol/㎎/h)

Starved

Noaddition610

FCS1,400

工nsulin1,900

Notstarved

Noaddition470

1nsulin490

Starvedの 場 合 は 血 清 飢 餓 操 作 を 表2と 同 様 に 行 っ た 。Nots七arvedの 場 合 は

増 殖 中 の 細 胞 に イ ン ス リ ン を 加 え た 。FCSは5%、insulinは20p9/mlを 加 え 、
24時 間 後 に2-5A合 成 酵 素 の 定 量 を 行 っ た 。

血 清 に 含 ま れ る 蛋 白 質 の 大 部 分 はBSAで 、 増 殖 因 子 の 濃 度 は 極

め て 低 い 。 ま た 、 非 特 異 的 な 蛋 白 質 の 添 加 で 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ

たHeLaS3細 胞 で2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ た 可 能 性 も あ る 。 そ

こ でBSAを 添 加 す る こ と で2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ る か 否 か を 調

表4BSA添 加 の 効 果

2-5Asynthetase

Treatment(pmol/mg/h)

Noaddition110

insulin890

BSA55

血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 に20p9/mlのinsulin、200p9/mlのBSAを

加 え 、24時 間 後 に2-5A合 成 酵 素 の 定 量 を 行 っ た 。
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べ た(表4)。20P9/mlの イ ン ス リ ン を 加 え る と2-5A合 成 酵 素

レ ベ ル が 何 も 処 理 し な か っ た と き の8倍 に 上 昇 し た 。 一 方 、 イ ン

ス リ ン 濃 度 の10倍 に 相 当 す る200}ユ9/mlのBSAを 加 え た が2-5A合

成 酵 素 の 誘 導 は 全 く 見 ら れ ず 、 逆 に 低 下 し た 。

イ ン ス リ ン の 作 用 は 他 の 増 殖 因 子 と 協 同 的 に 働 い て そ の 効 果 を

高 め る の で あ っ て 、 イ ン ス リ ン 自 身 に はDNA合 成 の 促 進 作 用 は な い

と 考 え ら れ て い る(112-114)。DNA合 成 の 促 進 と2-5A合 成 酵 素 の

誘 導 と が 関 連 し て い る の だ と す れ ば 、HeLaS3細 胞 が イ ン ス リ ン と

協 同 的 に 働 く 増 殖 促 進 因 子 を 分 泌 し て い る 可 能 性 が 生 じ る 。 実 際 、

多 く の 腫 瘍 細 胞 が 増 殖 因 子 を 分 泌 し て い る こ と が 知 ら れ て い る

(160,161)。 そ こ で 、HeLaS3細 胞 の 無 血 清 培 養 上 清 が 増 殖 因 子

を 合 む か 否 か を マ ウ スBalb/c-3T3細 胞 、NR-6細 胞(156)のDNA合

成 を 促 進 す る か 否 か で 検 討 し た(表5)。NR-6細 胞 はEGF受 容

体 を 欠 損 し て い る 細 胞 株 で あ る 。 対 照 実 験 と し てDMEM培 地 にEGF

や イ ン ス リ ン 、PDGF、TGF-・ β を 加 え た 場 合 のBalb/c-3T3細 胞 とNR-

6細 胞 のDNA合 成 量 を 調 べ た 。

予 想 さ れ た よ う にBalb/c-3T3細 胞 のDNA合 成 はEGFの 添 加 で

促 進 さ れ た が 、NR-6細 胞 で は 促 進 さ れ な か っ た 。PDGF、TGF一 β

処 理 に よ っ てBalb/c-3T3、NR-6細 胞 の 両 方 の 増 殖 が 促 進 さ れ た 。

イ ン ス リ ン 単 独 で は こ れ ら の 細 胞 のDNA合 成 は 促 進 さ れ な い 。

問 題 のHeLaS3細 胞 の 無 血 清 培 養 上 清 は 単 独 処 理 でBalb/c-3T3

細 胞 のDNA合 成 を 促 進 し た が 、NR-6細 胞 のDNA合 成 は 促 進 し な か

っ た 。 イ ン ス リ ン とEGFを 併 用 す る とBalb/c-3T3細 胞 でDNA合

成 が 増 強 さ れ 、 同 様 に 、HeLaS3細 胞 の 培 養 上 清 で も イ ン ス リ ン に
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表5HeLaS3細 胞 の 無 血 清 培 養 上 清 中 の 増 殖 促 進 活 性

Incorporationof3H-dThd(x103cpm)

TreatmentBalb/c-3T3NR-6

実 験1
DMEM

+none5.62.9

+EGF64.73.3

+PDGF83.413.8

+Insulin2.93.5

+EGF+Insulin97.63.9

Supernatant

+none29.53.6

十EGF81。33.0

+PDGF85.121.5

+lnsulin53.37.0

実 験2
DMEM

+noneO.50.6

+EGF18.00.6

+PDGF44.58,2

+TGF一 β11。63.4

血 清 飢 餓 状 態 のHeLaS3細 胞 を 、血 清 を 含 ま な い ㎜ 培 地 に交 換 し 、 さ ら に1

日培 養 し た も の をHeLaS3細 胞 の 無 血 清 培 養 上 清(supernatant)と し た 。
Balb/c-3T3細 胞 、NR-6細 胞 は2%BSを 含 む 培 地 で1週 間 培 養 し て 増 殖 を 停 止 さ

せ た 。 表 に 示 し た 各 検 体 を 加 え た 後 、 培 養20時 間 と24時 間 の 問 の3H-dThdの

TCA不 溶 画 分 へ の 取 り込 み 量 を 調 べ た 。EGF、PDGF、insulinの 濃 度 は 表2に

示 し た 濃 度 を 用 い た 。 ま た 、TGF一 β は2.5㎎/ml、D卜 皿1お よ びsupernatantは
50%(v/v)の 濃 度 を 用 い た 。

よ る 増 強 が 見 ら れ た 。 一 方 、NR-6細 胞 で は イ ン ス リ ン に よ るEGF

の 作 用 の 増 強 は 見 ら れ な か っ た 。 し か し 、HeLaS3細 胞 の 無 血 清

培 養 上 清 の 効 果 は イ ン ス リ ン に よ っ て 僅 か で あ る が 、 増 強 さ れ た 。

以 上 の 結 果 か ら 、HeLaS3細 胞 は 主 と し てEGFレ セ プ タ ー を 介 し て

作 用 す る 増 殖 因 子 を 分 泌 し て い る と 思 わ れ る 。

表6に 静 止 期 に あ るBalb/c-3T3細 胞 にHeLaS3細 胞 の 無 血 清

培 養 上 清 を 加 え た と き の2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 を 検 討 し た 結 果 を 示
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表6Balb/c-3T3細 胞 で の2-5A合 成 酵 素 の 誘 導

Treatment2-5Asynthetaseactivity

(pmol/m9/h》

Noaddition200

Supernatant120

1nsulin110

Supernatant+insulin330

EGF340

1FN一 β330

増 殖 を 静 止 させ たBalb/c・-3T3細 胞 に表 に 示 す 検 体 を 加 え 、24時 間 後 に2-5A合

成 酵 素 の 活 性 を 調 べ た 。superna七antは 表4と 同 様 に し て 調 製 し た 。 ま た 、

用 い た 検 体 濃 度 も 表3と 同 様 で あ る 。

す 。 静 止 期 に あ るBalb/c-3T3細 胞 に の2-5A合 成 酵 素 レ ベ ル は 高

か っ た が 、HeLaS3細 胞 の 培 養 上 清 や イ ン ス リ ン を 加 え る と 低 下 し

た 。 し か し 、 上 清 と イ ン ス リ ン を 同 時 に 加 え る と2-5A合 成 酵 素

の レ ベ ル は 上 昇 し 、IFN一 β も し く はEGFで 誘 導 し た レ ベ ル に 達 し た 。

21FN一 β の 生 産 を 介 し た2-5A合 成 酵 素 の 誘 導

2-5A合 成 酵 素 はIFNに よ っ て 誘 導 さ れ る 酵 素 と し て 知 ら れ て

い る 。 と こ ろ が 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 を 増 殖 因 子 や

FCSで 誘 導 し た 後 の 培 養 上 清 に はIFN活 性 は 検 出 で き な か っ た(表

2)。 し か し な が ら 、 実 験 的 に は 検 出 さ れ な い 少 量 のIFNが 産 生

さ れ 、 そ れ に よ っ て2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ た 可 能 性 が あ る 。

そ こ で 、 増 殖 因 子 を 加 え る と 同 時 に エFNに 対 す る 中 和 抗 体 を 加 え て

2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 が ど の よ う な 影 響 を 受 け る か を 調 べ た 。 表

7に 示 す よ う に 、 抗IFN一 β モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 加 え た と き に は

2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 は 抑 え ら れ た 。 し か し 、 抗IFN・ 一α 抗 血 清 を

添 加 し て も 抑 制 さ れ な か っ た 。
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表72-5A合 成 酵 素 の 誘 導 に 対 す る抗IFN抗 体 の 影 響

Treatment2-5Asynthetaseactivity

(pmol/㎎/h)

実 験1
Noaddition21

Anti-1FN-(α+β)18

FCS76

FCS+anti-IFN一 α74

FCS+anti-IFN一 β38

実 験2
Noaddi七ion19

1nsulin240

1nsulin+anti一 工FN一α190

1nsulin+anti--IFN一 β10

血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 にFCS、insulinを 加 え る と同 時 に 抗IFN抗

体 を 加 え 、24時 間 後 に2-5A合 成 酵 素 の 活 性 を 測 定 し た 。 用 い た 抗 体 の 濃 度 は

原 液 の1,000分 の1で あ る 。FCS、insulinの 濃 度 は 表2に 記 載 し た 濃 度 を 用

い た 。

図3は 最 も 高 い 誘 導 効 果 を 示 し たEGFと イ ン ス リ ン を 同 時 に 血

清 飢 餓 状 態 のHeLaS3細 胞 に 加 え た と き の2-5A合 成 酵 素 誘 導 の 時

間 変 化 と 、 そ の と き の 抗IFN一 β 抗 体 の 効 果 を 示 し た も の で あ る 。

FCSで 誘 導 し た と き と 同 様 、 こ の 場 合 も2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 は 一

過 的 で あ り 、18時 間 後 に 誘 導 の ピ ー ク が 見 ら れ た 。2-5A合 成 酵

素 の 誘 導 は 抗IFN一 β 抗 体 の 添 加 に よ っ て 完 全 に 押 え ら れ た 。 こ れ

ら の 結 果 か ら 、 増 殖 刺 激 に よ る2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 は 少 量 のIFN一

β の 産 生 を 介 し て い る こ と が 示 さ れ た 。

3イ ン ス リ ン 、FCSに よ る2-5A合 成 酵 素mRNAの 誘 導
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血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 にEGFと イ ン ス リ ン を 加 え 、 抗IFN一 β 抗 体 存

在 下(@)、 非 存 在 下(O)で 引 続 き 培 養 し た 。 用 い た 抗IFN-一 β 抗 体 の 濃 度 は

原 液 の1,000分 の1で あ る 。

ヒ ト 細 胞 で 誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵 素mRNAは 今 の と こ ろ2種 類

が 知 ら れ て い る(162)。1っ は1・6kilobase(kb)、 他 方 は1・8

kbの 長 さ を 持 ち 、 共 通 な 遺 伝 子 か ら 転 写 さ れ る が 、 異 な っ た 切 断

再 結 合 の 過 程 を 経 る 結 果 、 カ ル ボ キ シ ル 基 側 の ア ミ ノ 酸 配 列 を も 含

む3'領 域 が 異 な っ て い る(162)。 そ こ で 、 こ れ ら の2種 類 のmRNA

そ れ ぞ れ に 特 異 的 な プ ロ ー ブ を 用 い て 、 イ ン ス リ ン やFCSに よ っ て

誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵 素mRNAに っ い て ノ ー ザ ン 解 析 を 行 い(153)、

両 者 の 誘 導 に 差 が な い か を 調 べ た 。

図4に 示 す よ う に 、FCS、 イ ン ス リ ン で 誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵

素 のmRNA分 子 種 は 、IFN・ 一,3に よ っ て 誘 導 さ れ る も の と 同 じ 、1.6
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血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 をFCS、 イ ン ス リ ン で 増 殖 刺 激 を 行 っ た

後 、18時 間 後 に 細 胞 か らRNAを 抽 出 し 、 材 料 と 方 法 に示 し た 手 順 で2種 類 の
2-5A合 成 酵 素 の プ ロ ー ブDNAを 用 い て ノ ー ザ ン 解 析 を 行 っ た(134)。A,1・6

kbmRNAプ ロ ー一ブ を 用 い た 解 析 。B.1.8kb血RNAプ ロ ー ブ を 用 い た 解 析 。

各 レー ン は 次 の 検 体 か ら 調 製 し たRNAを 電 気 泳 動 し た 。1、5:増 殖 誘 導 を し

な か っ た 細 胞 。2、6:5%FCSで 増 殖 誘 導 し た 細 胞 。3:5%F(rsで 誘 導

し た 際 抗IFN一 β抗 体 を 加 え た細 胞 。4、7:2001U/mlIFN一 βで 誘 導 し た細 胞 。

8:10p9/mlイ ン ス リ ン で 誘 導 し た 細 胞 。9:抗IFN一 β抗 体 存 在 下 で イ ン ス

リ ン で 誘 導 し た 細 胞 。 用 い た 抗IFN一 β抗 体 の 濃 度 は 原 液 の1,000分 の1で あ る 。

kbと1・8kbの2種 類 で あ っ た 。3・2kb,3.6kbの 大 き さ を 持

っ2-5A合 成 酵 素RNAはmRNAの 前 駆 体 と 考 え ら れ て い る(162)が 、

こ れ ら の パ タ ー ン もIFN一 β で 誘 導 し た と き と 同 一 で あ っ た 。 さ ら

に 、 抗IFN一 β 抗 体 を 加 え る と こ れ ら の2-5A合 成 酵 素 のmRNAの 誘 導

34



　

∈
Q」 ●
00

0
0
　
×20
)

に

.9

駕 ●

壼 。 ロo

§
⊆10

要

宅
士
0

06121824

Time(h)

"5FCS、1、 こDNA'佳

血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 にFCSも し く は イ ン ス リ ン を 加 え 、 経 時 的 に3H-dThdのTCA不 溶 画 分 へ の 取 り込 み 量 を 調 べ た
。(O、 ⑧):Fcsで 誘 導 した細 胞

。(ロ 、N):イ ン ス リ ン で 誘 導 し た 細 胞 。(O、 ロ):抗IFN-一 β抗

体 無 添 加 。(⑧ 、 闘)=抗IFN一 β 抗 体 添 加

が 押 え ら れ た 。 こ の 結 果 か ら 、2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 は 遺 伝 子 レ

ベ ル で お こ っ て い る こ と ・ ま たIFN一 β の 誘 導 を 介 し て い る こ と が 示

さ れ た 。
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4DNA合 成 の 調 節

以 上 の 結 果 か ら 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 にFCSや 増

殖 因 子 を 加 え る と 一 過 的 に2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ 、 そ れ はIFN

の 生 産 を 介 し て い る こ と が 判 明 し た 。 そ こ で 、 誘 導 さ れ る2-5A

合 成 酵 素 がDNA合 成 を ど の よ う に 調 節 し て い る か を 検 討 す る た め に 、

抗IFN一 β 抗 体 の 存 在 下 、 非 存 在 下 でDNA合 成 の 時 間 変 化 を 調 べ た 。

図5は 、 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 にFCSや イ ン ス リ

ン を 加 え た 場 合 のDNA合 成 の 変 化 と 、 そ れ に 対 す る 抗IFN一 β 抗 体 の

効 果 を 示 し た も の で あ る 。 血 清 飢 餓 操 作 に よ り 細 胞 周 期 が か な り

そ ろ う の で 、DNA合 成 は 同 調 的 に 進 行 し 、12時 間 後 に ピ ー一ク が 観

察 さ れ た 。 し か し 、 こ の 期 間 で は 抗IFN一 β 抗 体 の 影 響 は 全 く 見 ら

れ な か っ た 。

図2、 図3で 示 し た よ う に2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 が ピ ー一ク に な

る の は 細 胞 増 殖 刺 激 を 行 っ た 後18時 間 後 か ら24時 間 後 で あ る 。

す る と 、2-5A合 成 酵 素 の 影 響 は 最 初 のDNA合 成 の 期 間 に は 見 ら れ

な い と 考 え 、 次 に 、2回 目 の ピ ー ク に 至 る ま で の 期 間 のDNA合 成 の

時 間 変 化 を 追 跡 し 、 抗IFN・ 一・,3抗 体 の 影 響 を 調 べ た 。EGFと イ ン ス

リ ン で 増 殖 を 誘 導 し た 場 合 に はDNA合 成 は1回 目 の ピ ー ク に 達 し た

だ け で 、 以 後DNA合 成 は 低 い 値 に と ど ま っ た(デ ー タ 省 略)の で 、

FCSを 添 加 し た 場 合 の 結 果 の み を 図6に 示 す 。FCSを 加 え た 後 、

1回 目 のDNA合 成 の ピ ー ク は12時 間 後 に 、2回 目 の ピ ー ク は32時

問 後 に 見 ら れ た 。 図5の 結 果 と 同 様 に 抗 工FN一β 抗 体 の 影 響 は 最 初

のDNA合 成 に は 全 く 見 ら れ な か っ た 。 一 方 、2回 目 の ピ ー ク で は

抗IFN・ ・β 抗 体 を 加 え る こ と に よ っ てDNA合 成 量 が 有 意 に 増 強 さ れ た

た 。 こ の 結 果 か らDNA台 成 は 明 ら か にIFNや2-5Aシ ス テ ム に よ
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っ て 制 御 さ れ て い る こ と が 示 さ れ た 。
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図5と 同 様 にDNA合 成 量 を3H-dThdの 取 り 込 み 量 で 調 べ た 。 グ ラ フ の 記 号

も 図5と 同 じ で あ る 。
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第 二 部AutocrinelFNの 作 用

通 常 、IFNの 効 果 を 調 べ る 場 合 、 培 養 細 胞 や 動 物 個 体 に 外 か らIFN

を 投 与 す る 。 し か し 、 最 近 い く っ か の 培 養 細 胞 系 で 生 産 さ れ た

IFNが 産 生 細 胞 そ れ 自 身 や ご く 近 傍 の 細 胞 に 作 用 す る 例 が あ る こ と

が 示 さ れ た(131,132,178・-180)。 分 泌 性 の 作 用 因 子 の 作 用 様 式 が

産 生 細 胞 と 標 的 細 胞 が 同 一 で あ る 場 合 をautocrineと 呼 ぶ 。 第1

部 で 述 べ た 増 殖 因 子 に よ る2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 はautocrinelFN一

β の 作 用 と 見 な す こ と が で き る 。HeLaS3細 胞 お よ び マ ウ スL205

細 胞 で 行 っ たautocrinelFNの 作 用 に っ い て の 知 見 を 以 下 に 示 す 。

1増 殖 刺 激 に よ っ てHeLaS3細 胞 の 生 産 す る エFN一 β の 効 果

血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 にFCSや イ ン ス リ ン を 添 加

し た 場 合 、 ど の 程 度 の 量 のIFN一 β が 誘 導 さ れ る の か を 検 討 し た 。

す で に 表2で 示 し た よ う に 培 養 上 清 に はIFN活 性 が 検 出 さ れ な か っ

た 。 そ こ で 、 ヒ トIFN一 β に 対 す る 特 異 的 な プ ロ ー ブDNA(6)を 用

い て 誘 導 さ れ るIFN一 β のmRNAを ノ ー ザ ン 法 で 解 析 し た 。 図7に

そ の 結 果 を 示 す 。 対 照 と し て10p9/mlのpolyI:Cと100p9/ml

のDEAE一 デ キ ス ト ラ ン で 処 理 しIFN一 β を 誘 導 し たHeLaS3細 胞 か ら

抽 出 し たRNAを 用 い た 。 対 照 細 胞 で 培 養 液 中 に 生 産 さ れ た エFN活

性 は2001U/mlで あ っ た 。 対 照 細 胞 のRNAに は5p9で も1.Okb

の 大 き さ のIFN一 βmRNAが 検 出 さ れ た 。 し か し 、FCSや イ ン ス リ

ン で 誘 導 し たHeLaS3細 胞 か ら 抽 出 し たRNAの 場 合 は30p9で も 相

当 す る バ ン ド は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 図7の 下 の パ ネ ル に 同 じ

検 体 で の オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ ィ の 露 出 時 間 を8倍 に 延 長 し た 結 果 を

示 し た が 、 や は りFCS、 イ ン ス リ ン で 処 理 し た 検 体 か ら 抽 出 し たRNA
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血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 を 無 処 理(レ ー ン1)、 も し く は5%FCS

(レ ー ン2)、20㎎/mlイ ン ス リ ン(レ ・一一.ン3)、10㎎/皿lpolyI:Cと100

p9/mlDEAE一 デ キ ス トラ ン(レ ー ン4、5)で 誘 導 し 、16時 間 後 にRNAを 抽 出 し

た 。30㎎ のRNA(レ ー ン4は5p9)を 用 い て 材 料 と 方 法 に示 す よ う に ノ ー

ザ ン解 析 を 行 っ た 。 上 の パ ネ ル で は オ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィの 露 出 を1日 間 行 っ

た 。 下 の パ ネ ル は8日 間 の 露 出 の 結 果 で あ る 。

に はIFN一 β の シ グ ナ ル は 全 く 検 出 さ れ な か っ た 。 こ れ ら の こ と か

らFCS、 あ る い は イ ン ス リ ン の 添 加 に よ っ て 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ た

HeLaS3細 胞 の 生 産 す るIFN一 β は 極 め て 少 量 で あ る こ と が 示 唆 さ れ

た 。

HeLaS3細 胞 が ご く 少 量 のIFN一 β に 反 応 し て2-5A合 成 酵 素 を

誘 導 し た こ と か ら 、 細 胞 の エFNに 対 す る 感 受 性 が 血 清 飢 餓 操 作 に よ

っ て 高 く な っ た 可 能 性 が あ る 。 図8に 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ た と き
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と 行 わ な か っ た と き で のHeLaS3細 胞 のIFN感 受 性 を2-5A合 成 酵

素 の 誘 導 で 調 べ た 結 果 を 示 し た 。 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ た 場 合 に は ・

非 誘 導 時 で の2-5A合 成 酵 素 レ ベ ル が 増 殖 中 の 細 胞 に 比 べ て 高 く な

っ て い る が 、 い ず れ の 場 合 で も100エU/mlのIFN一 β を 加 え て 初 め て

有 意 に2-5A合 成 酵 素 レ ベ ル の 増 大 が 認 め ら れ た 。 こ の こ と か ら ・
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HeLaS3細 胞 は 血 清 飢 餓 操 作 に よ っ てIFNに 対 し て 感 受 性 が 高 く な

っ た わ け で は な い と 結 論 で き る 。

こ れ ま で 解 析 し て き たHeLaS3細 胞 の 系 は 生 産 細 胞 と 標 的 細 胞

が 同 一 な の で 、IFNの 作 用 をautocrine作 用 と 見 な す こ と が で き る 。

今 ま で の 結 果 か ら 解 釈 す る と 、autocrinelFNの 作 用 は た と え 生 産

量 が 少 な く て も 十 分 な 効 果 が あ る と 解 釈 し な け れ ば な ら な い 。 こ

の 点 に つ い て 、HeLaS3細 胞 、 お よ び マ ウ スL205細 胞 で エFiNに 対

す る 中 和 抗 体 や 蛋 白 合 成 阻 害 剤 を 用 い てautocrinelFNの 効 果 を 抑

制 し よ う と 試 み た 実 験 の 結 果 を 以 下 に 示 し た 。

22-5A合 成 酵 素mRNA誘 導 に 対 す る サ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド の 効 果

HeLaS3細 胞 にpolyl:CとDEAE一 デ キ ス ト ラ ン を 加 え る とIFN一

β が 誘 導 さ れ る が 同 時 に2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 も 認 め ら れ る 。 こ

の 場 合 、 後 者 の 誘 導 は 前 者 の 誘 導 の 結 果 で あ る 。 そ こ で サ イ ク ロ

ヘ キ シ イ ミ ド を 用 い て 細 胞 の 蛋 白 合 成 を 阻 害 し 、IFNの 生 産 を 抑 制

し た 場 台 、2-5A合 成 酵 素mRNAの 誘 導 が ど の よ う に 影 響 を 受 け る か

を 調 べ た 。 用 い た サ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド の 濃 度(100」 コ9/ml)で

細 胞 の 蛋 白 合 成 量 は99%以 上 抑 制 さ れ る(デ ー タ 省 略)。

図9に2種 の ヒ ト2-5A合 成 酵 素mRNAに 共 通 な 部 分 を 持 っcDNA

を プ ロ ー ブ と し て 用 い て 行 っ た ノ ー ザ ン 解 析 の 結 果 を 示 す 。poly

I:CとDEAE一 デ キ ス ト ラ ン で 処 理 す る と 、 結 果 第 一 部3に 示 し た3・6

kb、3.2kb、1.6-1.8kbの3種 類 の バ ン ド が 検 出 さ れ る 。 サ イ

ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド の 存 在 下 で は こ れ ら のRNAの 誘 導 は 抑 制 さ れ ず 、

か え っ て 増 強 さ れ た 。 蛋 白 質 合 成 阻 害 剤 に よ るmRNAの 誘 導 促

進 効 果 は 遺 伝 子 発 現 の 抑 制 蛋 白 質 の 合 成 が 阻 害 さ れ た 結 果 、mRNA

が 蓄 積 し た と 解 釈 さ れ て い る(163)一 サ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド 存 在
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下 で の2-5A合 成 酵 素mRNAの 誘 導 がIFN一 β の 作 用 に よ る こ と は 、 そ

れ が 抗IFN一 β 抗 体 を 加 え る こ と に よ っ て ほ ぼ 完 全 に 抑 制 さ れ る こ と

か ら 示 さ れ た 。 す な わ ち 、 サ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド を 用 い て 細 胞 の

蛋 白 質 合 成 量 を99%抑 制 し た 場 合 の ご く 少 量 生 産 さ れ るautocrine

Ω
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"9PolI:Cこ2-5AA'…i」SrrWこ ・ ロ ヘ ミ ミ"'

-
HeLaS3細 胞 を10p9/mlpolyI:Cと100μ9/皿lDEAE-・ デ キ ス トラ ン で 処 理 し 、

16時 間 後 に 細 胞 か らRNAを 抽 出 し た 。 プ ロ ー ブDNAは1.6kb、1.8kbmRNA

に 共 通 な 部 分 を 含 む の で 、 両 方 のmRNAが 検 出 さ れ る 。 パ ネ ル の 右 側 に は1・8S

(1.9kb》 、2.8S(4・6kb)リ ボ ゾ ー ムRNAの ア ガ ロ ー ス ゲ ル 上 で の 位 置 を 示 し

た 。 一:抗 体 、 薬 剤 無 処 理 。 ㎝:100μ9/riilサ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド処 理 。
Ab:抗IFN一 β 抗 体 処 理 。CH+Ab:サ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド と抗IFN一 β抗 体 を 処 理 。

抗 体 濃 度 は 原 液 の1,000分 の1で あ る 。
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IFN一 β に よ っ て2-5A合 成 酵 素mRNAの 誘 導 は 十 分 で あ る と 考 え ら れ

る 。

31FNのautocrine作 用 に 対 す る 抗IFN抗 体 の 抑 制 効 果

HeLaS3細 胞 と 同 様 に マ ウ スL205細 胞 をpolyl:CとDEAE一 デ

キ ス ト ラ ン で 処 理 し 、 エFNを 誘 導 し た 。 同 時 に2-5A合 成 酵 素 も
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L205細 胞 を10㎎/mlpolyI:Cと100p9/mlDEAE一 デ キ ス トラ ン で 処 理 し 、20

時 間 後 に2-5A合 成 酵 素 の 活 性 お よ び 培 養 上 清 中 のIFN活 性 を 測 定 し た 。 横 軸

は 誘 導 開 始 時 に加 え た 抗 マ ウ スIFN一 α/β 抗 体 の 希 釈 の 逆 数 を 示 し て い る 。(

○):polyI:CとDEAE一 デ キ ス トラ ンで 誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵 素 の 値 。(⑧)

:2001U/mlの マ ウ スIFN一 β で 誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵 素 の 値 。(ロ):poly

I:CとDEAE一 デ キ ス トラ ン で 誘 導 し た と きの 培 養 上 清 中 のIFN活 性 。
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誘 導 さ れ る 。 誘 導 剤 の 添 加 と 同 時 に 種 々 の 濃 度 の 抗IFN一 α/β 抗

血 清 を 培 養 液 に 加 え て20時 間 培 養 し 、 培 養 上 清 中 の エFN活 性 お よ

び 細 胞 内 の2-5A合 成 酵 素 レ ベ ル を 調 べ た(図10)。

対 照 実 験 と し て2001U/mlの マ ウ スIFN一 β で 誘 導 し た 場 合 で の

抗 工FN血 清 の 影 響 を 調 べ た 。 抗 血 清 の 力 価 は2,000分 の1希 釈 で

5001U/mlのIFN活 性 を 中 和 す る の で 、 外 か ら 加 え た2001U/mlの

効 果 は こ の 濃 度 で 見 ら れ な く な る 。 一 方 、polyl:CとDEAE一 デ キ

ス ト ラ ン で 誘 導 し た 場 合 、 抗 血 清 を 加 え な か っ た 場 合 に は 培 養 上 清

中 に は2500エU/mlのIFN活 性 が 検 出 さ れ 、 高 レ ベ ル の2-5A合 成 酵

素 活 性 が 誘 導 さ れ た 。 上 清 中 の エFN活 性 は5,0001U/mlのIFN活

性 を 中 和 す る 抗 体 濃 度(200分 の1希 釈)で 認 め ら れ な く な っ た が 、

依 然 高 い2-5A合 成 酵 素 活 性 が 誘 導 さ れ た 。2-5A合 成 酵 素 活 性 の

半 減 は さ ら に 抗 血 清 の 濃 度 を10倍 に し て は じ め て 得 ら れ た 。 こ

れ ら の 結 果 か らIFNのautocrine作 用 の 効 果 は 、 た と え 培 養 上 清 中

にIFN活 性 が 認 め ら れ な く て も 十 分 な 効 果 を 発 揮 す る と 考 え ら れ る 。
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第 三 部IFN一 γ 低 感 受 性 細 胞 の 性 質

IFNに 限 ら ず 、 種 々 の 生 物 活 性 を 分 子 レ ベ ル で 解 析 す る 場 合 に 目 的

と す る 生 物 活 性 を 欠 失 し た 突 然 変 異 体 を 用 い る こ と は 有 効 な 手 段 で

あ る 。IFN作 用 の 突 然 変 異 細 胞 株 が 数 多 く 分 離 さ れ 解 析 さ れ て い

る(33,34,53,55,57,133-147》 、 な か で も マ ウ ス 白 血 病 細 胞 由 来 の

L1210細 胞 のIFN一 α/β 感 受 性 株S、 非 感 受 性 株Rは 最 も よ く 解 析

さ れ て い る(33,34.134-136,146>、 こ れ ら の 細 胞 株 はIFN一 γ に 対

し て は 感 受 性 で あ る と 報 告 さ れ た(135,136)が 、 筆 者 が 入 手 し た

L1210S細 胞 株 はIFN一 γ に 対 し て 感 受 性 が 低 下 し て い る こ と を 見 い

だ し た 。 そ こ で 、 こ のL1210S細 胞 をL1210Sg細 胞 と 名 付 け 、

IFN一 γ 感 受 性 株L1210mと 性 質 を 比 較 し た 。 そ の 結 果 、L1210S9

細 胞 の 低 感 受 性 の 原 因 は 細 胞 に 結 合 し たIFN一 γ の 細 胞 内 侵 入 ・ 分 解

の 低 下 と 関 連 が あ る と 思 わ れ た 。

1L1210細 胞 株 のIFN一 γ の 抗 ウ イ ル ス 作 用 に 対 す る 感 受 性

L1210S9お よ びL1210m細 胞 でVSVに 対 す る 抗 ウ イ ル ス 状 態 の

成 立 に ど の 程 度 のIFNが 必 要 か を 調 べ た 。VSVの 増 殖 は ウ イ ル ス

RNAの 合 成 量 を 指 標 に 測 定 し た(図11)。

L1210S9細 胞 に お い てVSV-RNA合 成 量 を 半 減 さ せ る の に 必 要

なIFN一 γ の 濃 度 は5x1031U/mlで あ っ た 。 一 方 、L1210m細 胞 で

は101U/mlのIFN一 γ 処 理 でVSV-RNA合 成 量 の 半 減 が 見 ら れ た 。

す な わ ちL1210Sg細 胞 は 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 成 立 さ せ る の にL1210m

細 胞 の500倍 のIFN一 γ が 必 要 な の で 、IFN一 γ に 対 し て 低 感 受 性 株 で

あ る と 考 え ら れ る 。 一 方 、IFN一 α 、IFN一 β 処 理 で は ほ と ん ど 同 じ

濃 度(101U/ml)でL1210S9細 胞 、L1210m細 胞 の 両 方 でVSVの
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ヌ11L1210を 句.、IFN」 一 ノレ こ ・ 庫黙9i

L1210S9細 胞(a)、L1210m細 胞(b)を12時 間 、 横 軸 に示 し た 濃 度 のIFN一

α(○)、IFN一 β(△)、IFN一 γ(ロ)で 処 理 し 、 材 料 と方 法 に 示 し た 手 順 に し

た が っ てVSVのRNA合 成 量 を 測 定 し た 。 縦 軸 はIFN処 理 を 行 っ て い な い 細 胞 で

のVSV-RNA合 成 量 を100%と して 表 示 し た 。

増 殖 が50%抑 制 さ れ た 。

2細 胞 増 殖 阻 害 効 果 及 び2-5A台 成 酵 素 の 誘 導

IFNのL1210S9、L1210m細 胞 の 細 胞 増 殖 の 抑 制 作 用 に 対 す る

感 受 性 を 調 べ た 結 果 を 図12に 示 す 。L1210Sg、L1210m両 細 胞 を
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初 濃 度2x104/mlのL1210S9細 胞(a)、L1210m細 胞(b)を1mlの 増 殖 培

地 で 培 養 し 、 細 胞 数 を コ ー ル タ ー カ ウ ン タ ー で 算 定 し た 。IFN無 添 加(㊨)・
IFN一 α(○)、IFN一 β(△)、IFN一 γ(ロ)存 在 下 。 用 い たIFN濃 度 は105

1U/mlで あ る 。

1051U/mlの 各IFNの 存 在 下 で 培 養 し 、IFNを 加 え な か っ た 場 合 と

比 較 し た 。IFN一 α 、IFN一 β を 処 理 す る こ と で 増 殖 が 抑 制 さ れ た が 、

IFN一 γ で は ど ち ら の 細 胞 に も 効 果 が 見 ら れ な か っ た 。

次 に 、IFNに よ る2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 に 関 し て 検 討 し た(図

13)。L1210S9、L1210m両 細 胞 をIFN一 β で 処 理 し た と き は2-5A

合 成 酵 素 の 誘 導 が 顕 著 で あ っ た が 、IFN-一}tで は ど ち ら の 細 胞 で も

2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 は 見 ら れ な か っ た 。 こ の 結 果 か らL1210
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・㍊ マ&19で簸%呑 膿 魏 垂宴籠 糖 間・FN-B(・)もしくは

Sgお よ びL1210m細 胞 に お い て は ・FN 一γ に よ る 抗 ウ イ ル
ス 状 態 の 誘

導 に は2"5A合 囎 素 が 関 与 し て し・な 呵 能 性 が 示 唆
さ れ る.た

だ し ・L1210m細 胞 はL・2・ ・Sg細 胞}・ 比 べ て 高
い2-5A合 囎 素 活

性 を 構 成 的 に 発 現 し て い た 。
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31FNの レ セ プ タ ー

次 に 、 こ れ ら の 細 胞 で のIFN一 γ に 対 す る 感 受 性 の 違 い がIFN一 γ

の レ セ プ タ ー の 性 質 と な ん ら か の 関 連 が あ る か を 調 べ た 。IFNレ

セ プ タ ー の 性 状 の 解 析 に は ユ251標 識 し たIFN一 γ 、IFN一 β を 用 い た 。

図14に 細 胞 あ た り の 結 合 部 位 数 、 そ の 解 離 定 数(dissocia-

tioneonstant:Kd)をSeatchardの 式(159)に し た が っ て 調 べ た

a(b_

8…2
0.03ee20

を α2を　
。02310
口'

oco
OO.10.20.3

80.02eeIFN(・M)9e)。123

よIFN(・M)

＼o
当0.1③

畠0.OlO

OO
.20.40.6010203040

Bo腿nd(督mol)

・'1420。C・Scatchard159

L1210S9細 胞(○)、L1210m細 胞(薗)を 種 々 の 濃 度 の 標 識IFN一 β(a) 、
IFN一 γ(b)と 混 合 し 、IFN一 β の 場 合 は3時 間 、IFN一 γの 場 合 は5時 間20。Cで
保 温 し た 。 材 料 と方 法 に示 し た 手 順 に し た が っ て 細 胞 に 対 す る特 異 的 結 合 量(
bound)を 求 め た結 果 を 挿 入 図 中 に 示 し た 。 非 結 合IFN量(Free)は 加 え た

IFN量 か ら結 合IFN量 を 差 し 引 い て 求 め た 。Bound 、Freeの 値 を も と に 、Scat-
chardの 式(159)に し た が っ て プ ロ ッ ト し、 最 小 二 乗 法 で 近 似 直 線 を 引 い た 。

相 関 係 数 は い ず れ の グ ラ フ も0・9以 上 で あ っ た 。 グ ラ フ の 横 軸 と の 交 点 か ら細

胞 あ た り の レセ プ タ ー 数 を 、 グ ラ フ の 傾 き か ら解 離 定 数 を 計 算 し た 。 用 い た 細

胞 数 は 以 下 の とお りで あ る 。L1210m細 胞 は エFN一β に 対 し て1・4xlO4、IFN一 γ に

対 し て1・Ox106。L1210Sg細 胞 は 両IFNに 対 し て2.Ox106。
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結 果 を 示 す 。 細 胞 に お け る エFNの 細 胞 内 侵 入 や 分 解 を 抑 制 す る た

め 、20。Cで 結 合 実 験 を 行 っ た 。L1210Sg細 胞 は 細 胞1個 あ た り

12,000のIFN一 γ の 結 合 部 位 を 持 ち 、 そ のKdはO・6xlO"9Mで あ っ

た 。 一 方 、L1210m細 胞 で は19,000の 結 合 部 位 を 有 し 、Kdは

0.9x10-9Nで あ っ た 。 こ れ ら の 違 い は せ い ぜ い 数 倍 で あ り 、2

つ のL1210細 胞 株 がIFN一 γ の 抗 ウ イ ル ス 作 用 に 対 し て 感 受 性 が500

倍 違 っ て い る こ と を 説 明 で き な い 。

一 方
、IFN一 β の 結 合 部 位 に 関 し て は 、L1210S9細 胞 が 細 胞 あ

た り145、Kdが0・8x10-10Mで あ り 、L1210m細 胞 で は165、Kdが

1・3xlO"10Mで あ っ た 。 こ れ ら の 測 定 値 は 両 者 がIFN一 β に 対 し て

お な じ 感 受 性 を 持 っ こ と と 一 致 し た 。・

結 合 し たIFN一 β お よ びIFN一 γ は 生 理 的 温 度 、37。Cで 細 胞 内 に

侵 入 し 分 解 さ れ る の で そ れ に っ い て 検 討 し た 。 図15に 示 す よ う

に 、 結 合 し たIFN一 β の 量 はL1210S9お よ びL1210m細 胞 で 最 初 は 増

加 し 、30-120分 後 に ピ ー ク に 達 し た 後 速 や か に 低 値 に 下 が っ た 。

L1210m細 胞 を 標 識IFN一 γ と 培 養 し た 場 合 に も お な じ 変 化 が 見 ら れ

た 。 と こ ろ が 、L1210S9細 胞 で は 結 合 量 の 増 加 は 速 い が 、 減 少

は ほ と ん ど 見 ら れ な か っ た 。

こ こ で 見 ら れ た 経 時 変 化 は 細 胞 に 結 合 し たIFN分 子 が 細 胞 内 に

取 り 込 ま れ て 結 合 量 が 増 加 し 、 そ の 後 分 解 さ れ て 細 胞 外 に 放 出 さ れ

た 結 果 、 結 合 量 が 減 少 す る と 考 え ら れ る(164》 。 お そ ら く 、L1210

SgとL1210m細 胞 のIFN一 γ に 対 す る 感 受 性 の 違 い はIFN・ ・γ の 細 胞 内

侵 入 や 分 解 の 活 性 に 関 係 が あ る と 思 わ れ る 。

4L1210R9細 胞 で のIFNレ セ プ タ ー

L1210R9細 胞 はL1210S9細 胞 と 同 時 に 分 離 さ れ た1型 工FNに 対
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L1210Sg細 胞(a、c)、L1210m細 胞(b、d)を37。Cで2・5x104cplnの 標

識IFN一 β(a、b)、IFN一 γ(c、d)と 混 合 し 、細 胞 に 対 す る 特 異 的 結 合 量 を

経 時 的 に測 定 し た 。

す る 非 感 受 性 細 胞 株 で あ る(134)。IFN一 β のL1210Rg細 胞 に 対 す

る 作 用 とIFN一 β の 結 合 に 関 し てL1210S9お よ びL1210m細 胞 と 比 較

し て 表7に 示 す 。L1210R9細 胞 は 、IFN一 β の 抗 ウ イ ル ス 作 用 、

細 胞 増 殖 抑 制 作 用 に 対 し て 全 く 感 受 性 を 示 さ な か っ た 。 さ ら に
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表7L1210Rg細 胞 のIFN一 β に 対 す る 感 受 性

antiviralanti-cellgro就hbindi㎎

(IU/ml)a(ratio)b(cpm)c

L1210Rg>1061.020

1」1210Sg300.2580

L1210m300.3510

aVSV-RNA合 成 量 を 半 減 す る の に必 要 なIFN濃 度

b1051U/mlの エFN存 在 下 で 培 養 し 、3日 後 に 細 胞 数 を 測 定

し 、IFN未 処 理 の 細 胞 の 細 胞 数 に 対 す る 比 で 表 し た 。

c各 細 胞 を105cpmの 標 識IFNと 混 合 し 、4時 間 後 に 細 胞 に

対 す る 結 合 量 を 測 定 し た 。

IFN一 β の 特 異 的 な 結 合 は ほ と ん ど 見 ら れ ず 、 こ の 細 胞 の 非 感 受 性 の

原 因 はIFN一 β に 対 す る レ セ プ タ ー が 欠 損 し て い る た め と 解 釈 さ れ る 。

ま た 、L1210R9細 胞 は エFN一 γ の 抗 ウ イ ル ス 作 用 に 対 し てL1210

S9細 胞 と 同 様 低 い 感 受 性 を 示 し た 。 ま た37。Cで のIFN一 γ の 細 胞

に 対 す る 結 合 量 の 経 時 変 化 もL1210S9細 胞 と 同 じ で 、 ピ ー ク に 達

し た 後 、 あ ま り 減 少 し な か っ た(デ ー タ 省 略)。
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考 察

lIFNお よ び2-5A合 成 酵 素 に よ る 細 胞 増 殖 の 調 節

細 胞 増 殖 は 増 殖 促 進 因 子 と 抑 制 因 子 に よ っ て 同 時 に 制 御 さ れ る

と い う モ デ ル が 提 案 さ れ て い る(165)。 こ の モ デ ル で は 以 下 の よ

う に 傷 の 治 癒 を 説 明 す る 。 皮 膚 に 傷 が で き る と 増 殖 促 進 因 子 が 分

泌 さ れ る 。 傷 の 周 辺 の 細 胞 は 普 段 は 増 殖 し て い な い が 、 増 殖 因 子

に よ っ て 増 殖 を 開 始 す る 。 そ し て 、 傷 が 治 癒 す る と 増 殖 抑 制 因 子

が 作 用 し て 細 胞 の 増 殖 が 停 止 す る 。 一 方 、 こ の モ デ ル は 細 胞 の 腫

瘍 を 細 胞 の 増 殖 抑 制 か ら の 逸 脱 や 、 増 殖 因 子 の 自 己 産 生 に よ る 無 限

増 殖 能 の 獲 得 で あ る と 見 な し て い る 。 実 際 、 腫 瘍 細 胞 の 多 く が 増

殖 因 子 を 分 泌 し て い る こ と 、 ま た 、 発 ガ ン 遺 伝 子 で 形 質 転 換 し た 細

胞 は 増 殖 因 子 を 分 泌 す る よ う に な る こ と が 確 か め ら れ て い る(160,

161)。 一 方 、 抑 制 因 子 の 方 は あ ま り 同 定 が 進 ん で い な い(166-

168)。IFNは 細 胞 増 殖 の 抑 制 作 用 を 持 っ(171)こ と か ら 、IFNは

こ の 仮 説 的 な 増 殖 抑 制 因 子 の 一 っ で は な い だ ろ う か 。 こ れ ま で に

培 養 細 胞 が 細 胞 周 期 に 応 じ てIFNを 分 泌 し 、 自 己 制 御 を 行 っ て い る

こ と を 示 す 相 異 な る2っ の 場 合 が 知 ら れ て い る 。1っ は 細 胞 が 増

殖 を 停 止 し た と き で 、 も う1っ は 細 胞 増 殖 を 刺 激 し た と き で あ る 。

培 養 細 胞 が コ ン フ ル ェ ン ト の 状 態 に な る と 増 殖 が 抑 制 さ れ る 。

こ の 現 象 は 細 胞 増 殖 の 接 触 阻 害 と よ ば れ る が 、 そ の 場 合 に 働 く 調 節

因 子 に っ い て は ほ と ん ど 判 っ て い な い(166)。2-5A合 成 酵 素 は コ

ン フ ル エ ン ト に な っ た 種 々 の 細 胞 で 誘 導 さ れ る(169)。 ま た 、 肝

臓 が 再 生 さ れ る と き 肝 細 胞 の2-5A合 成 酵 素 の レ ベ ル は 低 下 す る が 、

再 生 終 了 後 、 元 の レ ベ ル に 回 復 す る(170)。 こ の よ う な 観 察 結 果

か ら2-5A合 成 酵 素 は 細 胞 の 接 触 阻 害 に お い て 増 殖 抑 制 に 作 用 し て
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い る と 考 え ら れ て い る(171)。 同 様 に 、 細 胞 を 低 濃 度 の 血 清 を ふ

く む 培 地 に 移 し て 培 養 し 、 そ の 増 殖 が 低 下 す る2-5A合 成 酵 素 レ ベ

ル が 上 昇 す る(172》 。 し か し な が ら 、 細 胞 が 増 殖 を 停 止 さ せ る と

き に 必 ず2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ る わ け で は な い 。 本 実 験 で 用

い たHeLaS3細 胞 で は 血 清 飢 餓 操 作 に よ っ て も2-5A合 成 酵 素 の レ

ベ ル は 上 昇 し な か っ た(図2)。 コ ン フ ル エ ン ト の 状 態 で2-5A

合 成 酵 素 活 性 が 上 昇 す る 細 胞(L205細 胞 、 マ ウ スC127細 胞)と 、

上 昇 し な い 細 胞(HeLaS3細 胞 、L929細 胞)と が 存 在 す る(宗 川 、

藤 原 未 発 表)。

一 方 、 細 胞 増 殖 を 促 進 し た と き2-5A合 成 酵 素 やIFNが 誘 導 さ

れ る こ と が 報 告 さ れ た(131,132,173-175》 。 誘 導 さ れ たIFNを 抗

IFN抗 体 で 中 和 す る と 細 胞 増 殖 が さ ら に 増 強 さ れ る こ と か ら 、 こ の

よ う なIFNの 役 割 は 細 胞 増 殖 の フ ィ ー ド バ ッ ク 阻 害 効 果 だ と 見 な さ

れ て い る 。

今 ま で の 報 告 で は 増 殖 刺 激 で 誘 導 さ れ るIFNや2-5A合 成 酵 素

が 細 胞 周 期 を ど の よ う に 調 節 し て い る か に っ い て 解 析 が な か っ た の

で 、 本 研 究 で はHeLaS3細 胞 を 血 清 飢 餓 状 態 に し て 細 胞 周 期 を 同 調

さ せ 、DNA合 成 の 経 時 変 化 を 測 定 し た 。 結 果 第 一 部 で 述 べ た よ う

に 、 増 殖 促 進 刺 激 に よ っ て 誘 導 さ れ る2-5A合 成 酵 素 の レ ベ ル は18-

24時 間 後 に ピ ー ク に な っ た(図2、 図3)。 ま た 、DNA台 成 は

12時 間 後 と32時 間 後 に ピ ー ク に な っ た(図5、 図6)。 こ れ ら

の 時 間 的 な 関 係 を ま と め た の が 図16で あ る 。 抗IFN一 β 抗 体 を 添

加 す る と2-5A合 成 酵 素 の ピ ー ク 以 前 のDNA合 成 は 影 響 さ れ な か っ

た が 、 そ れ 以 後 で は 有 意 に 増 強 さ れ た(図6)。 す な わ ち 、 細 胞

増 殖 刺 激 と 同 時 にIFN、2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ る が 、 そ の 細 胞 周

期 に お け るDNA合 成 は な ん ら 影 響 を 受 け ず 、 む し ろ 次 の 細 胞 周 期
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1回 目のDNA合 成2回 目のDNA合 成

増魎 子く
(IFNの誘導)伽

＼.→2-5A合 成 酵 素 の 誘 導

0122436(時 間)

[≡U6-ljgzgeqit:… …牙ミ號 政 し2-5AA'・ モ夢」と=差量i_塁包」遡 …_
は本 研 究の 結 果 か ら示 され たお お よ その 時間 を示 して い る 。

で のDNA合 成 を 抑 制 す る と 考 え ら れ る 。HeLaS3細 胞 で は 、 増 殖

因 子 の 作 用 に よ っ て 細 胞 の 増 殖 が 促 進 さ れ る と 同 時 に 増 殖 を 抑 制 す

る 機 構 一IFNや そ れ に よ っ て 誘 導 さ れ る2-5Aシ ス テ ム ー も が 駆 動

さ れ 、 全 体 と し て 細 胞 増 殖 が 調 節 さ れ る と 考 え ら れ る 。

IFN遺 伝 子 が 活 性 化 さ れ て か ら2-5A合 成 酵 素 蛋 白 質 が 合 成 さ

れ る ま で の 多 く の 過 程 を 考 え る と 、1回 目 のDNA合 成 が 終 了 し た の

ちIFNが 誘 導 さ れ 、2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ た 可 能 性 は 低 い 。

言 い 替 え れ ば 、IFNはDNA合 成 の 結 果 、 も し く はDNA量 の 増 加 な ど

に よ っ て 誘 導 さ れ た の で は な い だ ろ う 。 す る と 、 増 殖 刺 激 で 誘 導

さ れ るIFN、2-5A合 成 酵 素 のDNA合 成 抑 制 作 用 は い わ ゆ る 最 終 生 成

物 に よ る フ ィ ー ド バ ッ ク 制 御 と 見 な す こ と は で き な い こ と に な る 。

2増 殖 因 子 に よ るIFNの 誘 導

結 果 第 一 部 で 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ たHeLaS3細 胞 にFCS、PDGF、

EGF.イ ン ス リ ン な ど 、 増 殖 を 刺 激 す る 因 子 を 加 え る と2-5A合 成 酵
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素 が 誘 導 さ れ る こ と を 明 ら か に し た 。 こ こ で 見 ら れ た2-5A合 成

酵 素 の 生 産 は 増 殖 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ た ご く 微 量 のautocrine

IFN一 β の 作 用 を 介 し て い た 。IFN一 γ の 場 合 はT細 胞 増 殖 因 子 や 分

裂 誘 起 物 質 な ど の 刺 激 を 受 け て 、Tリ ン パ 球 が 生 産 す る(24-27・

176・177)。IFN一 α 、 β はPDGF(131》 や コ ロ ニ ー 形 成 刺 激 因 子

(132)に よ っ て 誘 導 さ れ る と い う 例 が 報 告 さ れ て い る 。 ま た 、 血

球 細 胞 は 分 化 誘 導 因 子 の 刺 激 に よ っ てIFN-一 α と β を 生 産 す る(178-

180)。

増 殖 因 子 や 分 化 誘 導 因 子 は ど の よ う な 機 構 に よ っ て エFNを 誘 導

す る の だ ろ う か 。 序 論1で 述 べ た よ う に 、 ウ イ ル ス を 感 染 さ せ た

細 胞 内 で 実 際 に エFN誘 導 物 質 と し て 働 く の はdsRNAと 考 え ら れ て い

る(23)。 一 方 、Balb/c-3T3細 胞 に お い て は 、PDGFに よ っ て 誘 導

さ れ る 遺 伝 子 群 がdsRNAを 加 え て も 発 現 さ れ る(131)。 実 際 に

dsRNAは ヒ ト繊 維 芽 細 胞 の 増 殖 を 促 進 し た(175)。 こ れ ら の 結 果

か ら 、 増 殖 因 子 お よ びdsRNAは 細 胞 増 殖 促 進 とIFNの 誘 導 の 両 作 用

を 有 す る こ と が 示 唆 さ れ る 。 こ の2っ の 作 用 は そ れ ぞ れ 独 立 に 機

能 す る か も し れ な い が 、 細 胞 内 のmRNAやhnRNAがdsRNA構 造 を 取

り 得 る 可 能 性(88,89)を 考 え る と 、 増 殖 因 子 が 細 胞 に 作 用 す る と な

ん ら か のdsRNAが 形 成 さ れ 、 そ れ がIFN遺 伝 子 を 活 性 化 し た り 細 胞

周 期 を 駆 動 す る の か も し れ な い 。

最 近 の 真 核 生 物 の 遺 伝 子 発 現 調 節 機 構 の 研 究 で は 、 遺 伝 子 発 現

を 直 接 制 御 す る 因 子 を 同 定 す る 試 み が な さ れ て い る 。 ヒ ト エFN一α 、

β に 関 し て も 遺 伝 子 の 上 流 域 に 存 在 す る 発 現 に 必 要 な 塩 基 配 列 が 同

定 さ れ(181-185)、 さ ら に そ の 塩 基 配 列 に 結 合 す る 因 子 も 同 定 さ れ

つ つ あ る(184)。 一 方 、PDGF処 理 の 直 後 に 誘 導 さ れ る 遺 伝 子 群 の

発 現 機 構 も 解 明 さ れ つ つ あ る(186-189)n近 い 将 来 、 増 殖 因 子 に
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よ っ て 活 住 化 さ れ る 遺 伝 子 制 御 機 構 やIIN遺 伝 子 の 活 性 化 機 構 が 分

子 レ ベ ル で 解 明 さ れ 、 両 者 の 関 係 が 明 ら か に さ れ る で あ ろ う 。

マ ウ ス3T3細 胞 で の 研 究 か ら 増 殖 因 子 は 機 能 上 か ら3っ の ク ラ

ス に 分 け ら れ て い る(112-114)。 こ れ に よ る とPDGF、EGFな ど は

単 独 処 理 で もDNA合 成 を 刺 激 す る 増 殖 因 子 で あ り 、 前 者 は 細 胞 周 期

のGo期 か らG1期 へ の 移 行 を 、 後 者 はGl期 か らS期 へ の 移 行 に 関

与 す る 。 一 方 、 イ ン ス リ ン は 広 い 意 味 で の 増 殖 因 子 で あ る が 、 そ

れ 自 身 で はDNA合 成 を 促 進 せ ず 、 他 の 増 殖 因 子 と 協 同 的 に 働 い て そ

の 作 用 を 高 め る 。 表6に 示 し た よ う に イ ン ス リ ン はBalb/c-3T3

細 胞 で もNR-6細 胞 で もDNA合 成 を 促 進 し な か っ た 。 と こ ろ が 、

HeLaS3細 胞 で は イ ン ス リ ン を 処 理 す る とDNA合 成 が 促 進 さ れ た

(図5)。HeLaS3細 胞 はEGF様 の 増 殖 因 子 を 分 泌 し て い た(表

6)こ と か ら 、 イ ン ス リ ン は こ の 増 殖 因 子 の 効 果 を 高 め た と 思 わ れ

る 。 実 際 、HeLaS3細 胞 の 無Ml清 培 養 上 清 と イ ン ス リ ン を 同 時 に

添 加 す る こ と でBalb/c-3T3細 胞 の2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 が 見 ら れ た

(表5)し 、 ま た 、EGFと イ ン ス リ ン を 同 時 に 添 加 す る と 、 そ れ ぞ

れ 単 独 よ り も 多 量 の2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ た(表2)。

3autocrinelFNの 作 用

HeLaS3細 胞 の 増 殖 は 増 殖 因 子 で 誘 導 さ れ るIFN一 β に よ っ て 制

御 さ れ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 し か し な が ら 、 細 胞 の 培 養 上 清

中 に はIFN活 性 は 検 出 で き ず(表2)、 ま た 細 胞 内 にIFN一 βmRNA

も 検 出 で き な か っ た(図7)。IFN一 β の 関 与 は 特 異 中 和 抗 体 を 用

い た 実 験 に よ っ て の み 示 さ れ た も の で あ り 、 そ の 量 は 極 め て 微 量 と

考 え ら れ る 。HeLaS3細 胞 で は2-5A合 成 酵 素 を 誘 導 さ せ る た め

に は1001U/mlのIFN一 β の 添 加 が 必 要 で あ り 、 血 清 飢 餓 操 作 を 行 っ
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て も 要 求 さ れ るIFN-一/3の 濃 度 は 変 わ ら な か っ た(図8)。 細 胞 増

殖 因 子 に よ っ て 誘 導 さ れ た 極 め て 微 量 のIFN一 β で も2-5A合 成 酵 素

の 誘 導 に は 十 分 で あ っ た と 解 釈 し な け れ ば な ら な い 。 同 様 な 結 果

が マ ウ ス 骨 髄 白 血 病 細 胞Mlを 分 化 因 子 で マ ク ロ フ ァ ー ジ へ と 分 化

誘 導 す る 系 で 報 告 さ れ て い る 。 こ の 場 合 も2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ

れ た が 、 培 養 上 清 中 に はIFN活 性 は 検 出 で き ず 、 僅 か の 量 のIFNが

細 胞 内 に 検 出 さ れ た に す ぎ な い(178)。

上 記 の2っ の 実 験 系 で 共 通 な 点 は 、 分 泌 さ れ たIFNが 産 生 細 胞

を 含 め す ぐ 近 傍 の 細 胞 に 作 用 す る と い う よ う に 生 産 と 作 用 が 連 動 し

て い る 点 で あ る 。 こ の よ う な 作 用 の 仕 方 をautocrine作 用 と 呼 ぶ 。

産 生 細 胞 に レ セ プ タ ー が な い 場 合 や 生 産 細 胞 と 作 用 を 受 け る 細 胞 の

種 類 が 異 な っ て い る 場 合 をparacrineと 呼 ぶ 。 こ れ ら の 作 用 様 式

で は 分 泌 さ れ たIFNは す ぐ 近 傍 の レ セ プ タ ー に 結 合 す る こ と に な る

が 、 そ の た めIFNの 生 産 量 は 少 な く て も 、 作 用 す る 場 で の 局 所 的 な

濃 度 は 十 分 で あ る に ち が い な い 。

最 近 、 グ ル コ コ ル チ コ イ ド(190)や 、 レ チ ノ イ ン 酸(191)、 神

経 細 胞 増 殖 因 子(192》L腫 瘍 壊 死 因 子(193)、PDGF(131}な ど の 生

理 活 性 物 質 が エFNを 介 さ ず に2-5A合 成 酵 素 、 抗 ウ イ ル ス 状 態 を 誘

導 す る と 報 告 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 報 告 で はautocrine

IFNの 作 用 に 関 し て は 十 分 考 慮 さ れ て い な い の で 、IFNが 全 く 関 与

し て い な い と は 結 論 で き な い だ ろ う 。 本 報 告 の 結 果 第 二 部2に 示

し た よ う に 、 サ イ ク ロ ヘ キ シ イ ミ ド を 用 い て た と え 蛋 白 質 合 成 を

99%抑 え て も2-5A合 成 酵 素mRNAの 誘 導 が 見 ら れ た が 、 そ れ は 抗

IFN一 β 抗 体 に よ っ て 抑 制 さ れ た こ と か らautocrinelFN一 β の 関 与 が

示 唆 さ れ た 。 こ の 場 合 は 抗IFN一 β 抗 体 に よ っ てautocrinelFN一 β

の 作 用 が 効 果 的 に 抑 制 さ れ た が 、 結 果 第 二 部3に 示 し たL205細 胞

58



で の 実 験 で は 抗 体 を 作 用 さ せ る の が 必 ず し も 十 分 で は な い こ と が 示

さ れ た 。L205細 胞 にpo!yI:cで 処 理 し て2-5A合 成 酵 素 を 誘 導

さ せ た 場 合 、IFNに 対 す る 抗 血 清 を 培 養 上 清 中 に 加 え 、IFN活 性 が

検 出 限 界 以 下 に 中 和 さ れ て い て も 、 依 然 高 い2-5A合 成 酵 素 活 性 が

誘 導 さ れ た 。AutocrineなIFNの 関 与 を 否 定 す る た め に は 蛋 白 合

成 阻 害 剤 や 抗 体 を 用 い て 、 計 算 上 工FNが 作 用 す る の に 必 要 な 濃 度 以

下 で あ っ た か ら と い っ て 十 分 で は な い 。AutocrinelFNの 効 果 が

非 常 に 高 い こ と を 念 頭 に 入 れ て 厳 密 な 実 験 を 行 う 必 要 が あ る 。

4工FNレ セ プ タ ー とIFN作 用

上 の 考 察3で 述 べ たHeLaS3綱 胞 に お い てautocrinelFN一 β の

作 用 が 培 養 液 中 に 加 え た 中 和 抗 体 に よ っ て 抑 制 さ れ た こ と か ら 、 お

そ ら くIFN一 β は 一 旦 細 胞 か ら 分 泌 さ れ て か ら 作 用 し た と 考 え ら れ る 。

一 方 、PDGFの 作 用 に 関 し て は 分 泌 の 途 中 でPDGFが レ セ プ タ ー に 結

合 し て 細 胞 内 で 作 用 す る 可 能 性 が 示 さ れ た(194,195》 。 本 報 告 の

結 果 第 三 部 に は 細 胞 内 に 侵 入 し たIFNが 作 用 に 関 与 す る 可 能 性 を 示

唆 す る 結 果 を 示 し た 。

L1210Sお よ びL1210R細 胞 はGresser博 士 ら に よ っ て 分 離 さ

れ た 細 胞 株 で 、 そ れ ぞ れ1型IFNに 対 し て 感 受 牲 、 非 感 受 性 で あ り 、

こ れ ま で に 多 く の 解 析 が な さ れ(33,34,134-136,146)、L1210R細

胞 は1型IFNに 対 す る レ セ プ タ ー を 欠 損 し て い る こ と が 明 ら か に さ

れ て い る(33)。L1210S、R細 胞 はIFN一 γ に 対 し て 感 受 性 を 有 す

る と 報 告 さ れ て い た(135,136)が 、 本 実 験 で 用 い た そ れ ら の 細 胞 株

はIFN一 γ に 対 す る 感 受 性 が 著 し く 低 下 し て い た 。 お そ ら く 自 然 突

然 変 異 の 結 果 で あ ろ う 。

そ こ でIFN一 γ に 対 し て 感 受 性 を 有 す るL1210細 胞 を 本 学 理 学 部
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の 村 松 博 士 か ら 入 手 し 、 種 々 のIFN作 用 に 関 し て 比 較 検 討 し た 。

本 報 告 で はGresser博 士 か ら 入 手 し たL1210細 胞 をL1210Sg、

L1210R9と 称 し 、 村 松 博 士 か ら 入 手 し たL1210細 胞 をL1210mと 称

し た 。 結 果 第 三 部 で はL1210SgとL1210m細 胞 で の 解 析 結 果 を 中

心 に 述 べ た が 、L1210R9細 胞 で もIFN一 γ の 作 用 に 関 し て 同 様 な 結

果 が 得 ら れ た 。

抗 ウ イ ル ス 作 用 で 調 べ る とL1210Sg細 胞 はL1210m細 胞 に 比 べ

てIFN一 γ に 対 す る 感 受 性 が1/500程 度 と 低 か っ た(図11)。

し か し 、IFN一 γ は 両 細 胞 の 細 胞 増 殖 に は 全 く 影 響 を 与 え な か っ た

(図12)。 従 来 、IFN一 γ はIFN一 α や β に 比 べ て 抗 細 胞 増 殖 活 性

が 高 い と さ れ て い た が 、 リ ン パ 細 胞 で は 逆 に 低 く な っ て い る よ う で

あ る(140)。 一 方 、2-5A合 成 酵 素 はIFNの 作 用 に 必 須 と 考 え ら れ

て い る(64,73,74)が 、 ど ち ら の 細 胞 で もIFN一 γ に よ っ て2-5A合 成

酵 素 は 誘 導 さ れ な か っ た(図13)。

L1210S9お よ びL1210m細 胞 でIFN一 γ の 結 合 を 調 べ た と こ ろ 、

レ セ プ タ ー 数 、 解 離 定 数 で は 両 者 に 差 が な か っ た(図14)。 し

か し な が ら 細 胞 に 結 合 し たIFN一 γ 量 の 経 時 変 化 を 調 べ る と 明 ら か な

差 が 見 ら れ た(図15)。L1210m細 胞 で は 結 合 量 が30分 後 に ピ

ー ク に な り 、 そ の 後 す ぐ に 減 少 し た 。 一 方 、L1210S9細 胞 で は 、

結 合 量 の 減 少 は 少 な か っ た 。 こ こ で 見 ら れ た 経 時 変 化 は 、IFN分

子 が 細 胞 に 結 台 し て 内 に 取 り 込 ま れ て 結 合 量 が 増 加 し 、 そ の 後 、 分

解 さ れ て 細 胞 外 に 放 出 さ れ た 結 果 、 結 合 量 が 減 少 す る 経 過 を 表 す と

考 え ら れ る(164)。L1210S9細 胞 がIFN一 γ の 抗 ウ イ ル ス 作 用 に 対

し て 低 感 受 性 な の は 、 細 胞 内 侵 入 ・分 解 と 関 連 が あ る と 思 わ れ る 。

EGFの 作 用 に 関 し て も 、EGFの 細 胞 へ の 結 合 量 の 時 間 変 化 は 本 研 究

で 観 察 し た の と 同 じ 形 に な り 、 減 少 量 と 細 胞 の 反 応 性 が 相 関 す る こ
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と が 報 告 さ れ て い る(196)。L1210Sg細 胞 で 見 ら れ たIFN一 γ の 結

合 量 の 経 時 変 化 は レ セ プ タ ー の 再 利 用 も し く は 合 成 速 度 がL1210m

細 胞 の そ れ よ り も 速 い 場 合 に も 観 察 さ れ る 。 細 胞 内 侵 入 ・分 解 に

よ る 結 合 量 の 減 少 が 、 新 た な レ セ プ タ ー の 細 胞 表 面 へ の 出 現 で 補 償

さ れ る た め で あ る 。 し か し な が ら 、 レ セ プ タ ー の 再 利 用 も し く は

合 成 速 度 が 作 用 と 相 関 関 係 が 認 め ら れ る 蛋 白 性 ホ ル モ ン は ま だ 報 告

さ れ て い な い 。

こ れ ま で に もIFN分 子 の 細 胞 内 侵 入 や 分 解 が そ の 作 用 発 現 に 必

須 で あ る と の 指 摘 が な さ れ て い る 。IFN分 子 を 細 菌 性 毒 素 の 結 合

サ ブ ユ ニ ッ ト に 結 合 さ せ る とIFNレ セ プ タ ー を 介 さ ず に 細 胞 内 に 取

り 込 ま れ る 。 こ の 複 合 蛋 白 質 を 細 胞 に 作 用 さ せ る と 抗 ウ イ ル ス 状

態 を 誘 導 さ せ る こ と が で き た(47)。 ま た 、 細 胞 内 侵 入 や 分 解 を 抑

制 す る 薬 剤(197)を 作 用 さ せ た 細 胞 で はIFNの 抗 ウ イ ル ス 作 用 が 見

ら れ な く な る(39・46,49,51)。 さ ら に 、IFN一 γ 遺 伝 子 か ら シ グ

ナ ル ペ プ チ ド 部 分 を 削 除 し て 、 細 胞 内 で 発 現 さ せ た 場 合 で も 細 胞 は

抗 ウ イ ル ス 状 態 に な っ た 。 シ グ ナ ル ペ プ チ ド は 細 胞 外 へ の 分 泌 に

必 須 で あ る こ と か ら 細 胞 内 でIFN一 γ が 作 用 し た は ず で あ る(52)。

こ れ ら の 報 告 と は 逆 にIFNは 細 胞 表 面 に 結 合 し て 作 用 す る と 主

張 す る 報 告 も あ る 。IFNを セ フ ァ ロ ー ス ビ ー ズ に 結 合 さ せ 、 細 胞

内 に 取 り 込 ま れ な い よ う に し て 作 用 さ せ て も そ の 効 果 は 見 ら れ た

(45)。 し か し 、 こ の 種 の 実 験 で は ピ ー ズ に 結 合 し た 分 子 が 遊 離 す

る 可 能 性 が 示 さ れ て い る(198)。 ま た 、IFN分 子 やIFNに 対 す る

抗 体 を 直 接 細 胞 内 に 注 入 し て も そ れ ら の 効 果 は 観 察 さ れ な か っ た

(48,50)。 し か し な が ら 、IFNは 細 胞 内 に 小 胞 の 形 で 取 り 込 ま れ

る の で 、 そ の よ う な 作 用 部 位 に 正 し く 注 入 さ れ た か と い う 疑 問 が 残

る 。 細 胞 内 で の 分 解 を 抑 え る 薬 剤(51)や 、 細 胞 内 に 取 り 込 む 装
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置 で あ る 細 胞 骨 格 を 脱 重 合 さ せ る 薬 剤 を 用 い た 実 験(37)か ら 、IFN

の 細 胞 内 侵 入 ・分 解 と2-5A合 成 酵 素 の 誘 導 は 無 関 係 で あ る が 抗 ウ

イ ル ス 状 態 に は 必 要 で あ る と い う 主 張(51)も あ る 。

IFN分 子 が 細 胞 内 に 侵 入 し て 作 用 す る と し て も 、 細 胞 内 の ど の

部 位 で 作 用 す る か は 不 明 で あ る 。 マ ウ ス 細 胞 の 核 に はIFN一 β の 特

異 的 な 結 合 部 位 が 存 在 す る と 報 告 さ れ て い る(36》 が 、 こ の 結 合 部

位 とIFN作 用 の 関 係 は 不 明 で あ る 。IFNが 特 定 の 遺 伝 子 を 発 現 さ

せ る 場 合 、1FN自 身 か そ の 分 解 物 が 遺 伝 子 の 制 御 部 位 に 結 台 し て 直

接 活 性 化 、 抑 制 を 行 う の で な け れ ば 、 細 胞 表 面(レ セ プ タ ー)で あ

れ 、 細 胞 内 の 小 胞 で あ れ 、 細 胞 の ど こ か で 情 報 の 変 換 ・伝 達 が 行 わ

れ な け れ ば な ら な い 。IFNの 細 胞 内 侵 入 ・分 解 が 遺 伝 子 発 現 の 調

節 に 関 与 す る こ と を 確 か め る た め に は 、 遺 伝 子 誘 導 の 試 験 管 内 で の

再 構 成 系 を 開 発 し な け れ ば な ら な い だ ろ う 。

今 ま で のIFNレ セ プ タ ー に 関 す る 研 究 はIFNの 特 異 的 結 合 を も

と に し た 解 析 が 主 体 で あ っ た 。 こ の 方 法 で 定 義 さ れ た レ セ プ タ ー

は 、 作 用 と は 無 関 係 に 単 に 結 合 部 位 を 示 す だ け で あ る 。 し か し 、

レ セ プ タ ー 数(145)や 結 合 定 数(199)と エFN感 受 性 と の 相 関 、 ま た 、

特 異 的 結 合 量 とIFN効 果 と の 相 関(34)か ら 、 特 異 的 結 合 部 位 と し

て 定 義 さ れ た レ セ プ タ ー がIFNの 作 用 を 細 胞 内 に 仲 介 す る と 間 接 的

に 推 察 さ れ て い る に す ぎ な い 。IFNに 対 す る レ セ プ タ ー が 存 在 し

な け れ ば そ の 作 用 が 見 ら れ な い こ と は 本 報 告 の 表8に 示 し たL1210

R9細 胞 で の 解 析 結 果 か ら も 明 ら か で あ る(33)。

現 在 、 レ セ プ タ ー 分 子 の 精 製 が 進 行 し て い る(30)。 そ れ に よ

っ てIFNの 遺 伝 子 の 発 現 誘 導 機 構 に 対 す る レ セ プ タ ー の 役 割 が 明 ら

か に さ れ 、 結 合 能 を 持 つ が 作 用 を 細 胞 内 に 伝 達 し な い レ セ プ タ ー

(141)や 本 研 究 の1・1210S9細 胞 の レ セ プ タ ー の よ う に 、 細 胞 内 侵
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入 ・分 解 活 性 が 低 い 分 子 の 分 子 的 な 欠 陥 が 明 ら か に さ れ る だ ろ う 。

惰 報 分 子 は 作 用 し た 後 速 や か に 環 境 か ら 除 か れ 、 い っ ま で も 作

用 が 持 続 し な い こ と が 必 要 で あ る 。 細 胞 内 侵 入 ・分 解 は 情 報 分 子

と し て の 役 割 に 対 し て も 重 要 と 考 え ら れ て い る 。 こ の 過 程 の 結 果 、

細 胞 表 面 上 の レ セ プ タ ー 数 の 一 時 的 な 減 少 が 伴 う 。IFNは 生 体 に

投 与 さ れ る と 速 や か に 代 謝 さ れ 、 血 流 か ら 除 か れ る が 、 こ の 細 胞 内

侵 入 ・分 解 の 過 程 も 一 役 買 っ て い る で あ ろ う 。

52-5A合 成 酵 素 と 抗 ウ イ ル ス 作 用

2-5A合 威 酵 素 は1FN作 用 に 必 須 な 酵 素 で あ る と 考 え ら れ て い

る(64,73,74)。 と こ ろ が 、L1210m細 胞 で は エFN一γ に よ っ て2-5A

合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ な か っ た に も か か わ ら ず 、 抗 ウ イ ル ス 状 態 に な

っ た(図11、 図12)。 お そ ら く 、2-5A合 成 酵 素 はIFN一 γ に よ る

抗 ウ イ ル ス 状 態 に は 貢 献 し て い な い も の と 思 わ れ る 。

そ れ で は 、2-5A合 成 酵 素 はIFNに よ っ て 誘 導 さ れ る 抗 ウ イ ル

ス 状 態 に ど れ ほ ど の 寄 与 を し て い る の だ ろ う か 。 マ ウ ス 胚 性 腫 瘍

細 胞 で はIFN処 理 に よ っ て2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ る に も か か わ

ら ず 、dsRNA依 存 性 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素 は 誘 導 さ れ な い(200)。

こ の 細 胞 で はIFNは 最 も 単 純 な 構 造 を 持 っ たRNAウ ィ ル ス 、 ピ コ ル

ナ ウ イ ル ス に 対 し て 有 効 な 抗 ウ イ ル ス 状 態 を 誘 導 す る し て だ け で 、

そ の ほ か の ウ イ ル ス の 増 殖 は 抑 制 さ れ な い(201)。 ま た 、2-5Aシ

ス テ ム の 構 成 員 で あ るRNaseLが 欠 損 し て い る 突 然 変 異 細 胞 は 抗 ウ

ィ ル ス 状 態 に な ら な い(137)。 最 近 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 を 用 い て

2-5A合 成 酵 素 だ け を 発 現 す る 細 胞 が 作 製 さ れ 、 そ の 細 胞 で 種 々 の

ウ ィ ル ス の 増 殖 が 調 べ ら れ た(202)。 そ の 結 果 、 そ の よ う な 細 胞

で は ピ コ ル ナ ウ イ ル ス の 増 殖 は 抑 制 さ れ る が 、VSVの 増 殖 は 影 響 を

63



受 け な か っ た 。 し た が っ て 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス の 増 殖 は2-5A合

成 酵 素 の 作 用 に よ っ て 阻 害 さ れ る が 、VSVの よ う な ウ イ ル ス の 増 殖

は2-5A合 成 酵 素 以 外 の 機 構 が 必 要 で あ る と 考 え ら れ る 。 前 述 の

マ ウ ス 胚 性 腫 瘍 細 胞 で の 結 果 で は 、 ピ コ ル ナ ウ イ ル ス 以 外 の ウ イ ル

ス の 増 殖 を 抑 制 す る に は2-5A合 成 酵 素 以 外 にdsRNA依 存 性 蛋 白 質

リ ン 酸 化 酵 素 も 同 時 に 関 与 す る 必 要 が あ る の か も 知 れ な い 。

ウ イ ル ス に よ っ て はIFNの 阻 害 効 果 に 対 し て 感 受 性 を 持 た な い

も の(203)も あ り 、 ま た 、 二 重 鎖RNA依 存 性 蛋 白 質 リ ン 酸 化 酵 素 を

阻 害 す る 仕 組 み を 持 っ た ウ イ ル ス も あ る(204)。 細 胞 と ウ イ ル ス

の 組 み 合 せ に よ っ て 発 揮 さ れ るIFNの 抗 ウ イ ル ス 作 用 は 異 な っ て い

て(205-208)、 た だ1っ の 機 構 でIFNの 抗 ウ イ ル ス 効 果 を 説 明 で き

な い 。 実 際 、2-5A合 成 酵 素 が 誘 導 さ れ る が 、 抗 ウ イ ル ス 状 態 に

な ら な い 突 然 変 異 株 が 分 離 さ れ て い る(139,142)。 今 後 、2-5A台

成 酵 素 や 、 そ の ほ か の2-5Aシ ス テ ム の 構 成 員 を そ れ ぞ れ 独 立 に 発

現 す る よ う な 細 胞 を 作 製 す る こ と に よ っ て 、IFNの 抗 ウ イ ル ス 作 用

に 対 す る2-5Aシ ス テ ム の 寄 与 を よ り 厳 密 に 位 置 づ け る こ と が で き

る で あ ろ う 。

61FNの 生 体 内 で の 作 用

近 年 、 遺 伝 子 組 み 換 え の 技 術 を 利 用 し てIFNの 大 量 生 産 が 可 能

に な っ た 。 ま た 、 抗IFN抗 体 を 結 合 さ せ た カ ラ ム や 高 速 液 体 ク ロ

マ トグ ラ フ ィ ー な ど を 用 い た 有 効 で 簡 便 な 精 製 法 も 開 発 さ れ た 。

現 在 、IFNは ウ イ ル ス 感 染 症(209)や 癌 の 治 療(210)な ど に 応 用 さ

れ は じ め て い る 。IFNの 臨 床 投 与 が 広 く 行 わ れ る に 従 っ て 、 今 ま

で あ ま り 研 究 が 進 ん で い な か っ た 生 体 内 で のIFNの 作 用 や 、 生 理 的

な 役 割 が 重 視 さ れ る よ う に な っ た 。
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今 ま で の と こ ろ 、 生 体 内 に は ご く 微 量 な エFNが 生 産 さ れ て い る

こ と が 示 さ れ て い る 。 生 体 内 で の エFNの 作 用 は 、 炎 症 の 場 と か

(211)、 ウ イ ル ス 感 染 が 起 こ っ て い る 局 所(212》 な ど 、 限 定 さ れ た

部 位 で 起 こ っ て い る と 考 え ら れ る 。 そ こ で はIFNは 生 産 細 胞 の す

ぐ 近 傍 の 細 胞 や 生 産 細 胞 自 身 に 作 用 す る 、 す な わ ちautocrine、 も

し く はparacrineに 作 用 す る と 考 え ら れ る(211》 。 そ の ほ か に も 正

常 な 個 体 で 高 い2-5A合 成 酵 素 レベ ル が 検 出 さ れ た り(213・214)・ 生

体 か ら 分 離 し た 細 胞 が 抗 ウ イ ル ス 状 態 で あ っ た り(215)、IFNを 分

泌 し て い た り す る(216)。

生 体 内 で は 少 量 のIFNで 十 分 な 効 果 を 発 揮 し て い る と す れ ば 、

な ん ら か の 方 法 でIFNの 挙 動 を 調 べ な け れ ば な ら な い 。 本 報 告 で

は2-5A合 成 酵 素 の 挙 動 を 調 べ る こ と でHeLaS3細 胞 の 増 殖 制 御 を

ご く 微 量 のautocrine工FN一 β が 行 っ て い る こ と を 示 し た 。2-5A

合 成 酵 素 の 触 媒 す る 反 応 の 生 成 物 は 特 異 性 が 高 く 、IFNに よ っ て 誘

導 さ れ る ほ か の 酵 素 よ り も 高 感 度 で 検 出 で き る 。2-5A合 成 酵 素

の 活 性 を 指 標 に す れ ば 、 生 体 内 で 微 量 に 生 産 さ れ て い るIFNの 作 用

を 調 べ る こ と が で き る で あ ろ う 。

IFNは 細 胞 の 分 化 に も 影 響 を 与 え る こ と が 示 さ れ て い る 。 骨

髄 芽 球 か ら マ ク ロ フ ァ ー ジ や 多 型 核 白 血 球 の 分 化 す る 場 合 は 促 進 作

用(217)、 ま た 、 阻 害 作 用 と し て 筋 芽 細 胞 か ら 筋 肉 細 胞 へ の 分 化

(218,219)、 赤 芽 細 胞 が 赤 血 球 に 分 化 す る 場 合(100,220)、 黒 色 素 芽

細 胞 か ら 黒 色 素 細 胞 に 分 化 す る 場 合(221)、 繊 維 芽 細 胞 が 脂 肪 細 胞

に 分 化 の 阻 害(222)な ど が 上 げ ら れ る 。 骨 髄 芽 細 胞 や 赤 芽 球 の 分

化 の 場 合 に はIFNが 分 泌 さ れ 、 細 胞 増 殖 の 制 御 に 関 与 し て い る と 考

え ら れ て い る(180)。 こ の 場 合 で も 、 本 研 究 と 同 様 、autocrine

IFNの 作 用 は 外 か ら 加 え た 場 合 と は 異 な っ て い た 。autocrine
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IFNは 細 胞 の 分 化 誘 導 に も 作 用 す る と 思 わ れ る 。

細 胞 増 殖 抑 制 作 用 や 免 疫 調 節 作 用 か ら 、IFNは 抗 腫 瘍 効 果 が あ

る と 考 え ら れ て い る 。HeLaS3細 胞 は ヒ ト子 宮 頚 部 癌 由 来 の 細 胞

(223)で 、 も と も とIFN生 産 量 が 少 な く 、 ま た 、IFNに 対 す る 感

受 性 も 低 い(133,224》 。 癌 細 胞 で もIFNが 実 際 に 増 殖 制 御 に 関 与

し て い る 一 例 が 示 さ れ た 訳 で あ る が 、IFNシ ス テ ム が 細 胞 増 殖 の 抑

制 機 構 と し て 不 全 な た め にHeLaS3細 胞 が 癌 化 し た の か に つ い て は

も っ と 定 量 的 な 解 析 が 必 要 で あ る 。
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