
瓦
卸． サ

脚．
｝． ”

．’

．”

→

’
．属．

D噸
島一

「　　　　　巾

戸

懸

屋 庫

■．

曜．

犠

駄

　　謝　．　　　露
．駈．

　
　
．
．
難

’
、

1

’

．セ嬢 解．
■剛

麟

帥 冠
曾

胴



牛インターロイキン1に関する研究

　一初期サイトカインとしての

　　　　発現動態の解明一

伊藤　隆　司

1994年



目 次

1 序文
1

1 材料と方法
5

1．細胞

2．　poly（A）＋RNAの分離

3．　プライマーオリゴヌクレオチド

4．RT－PCR法

5．RT－PCR生成物の解析

6．RT－PCR生成物の半定量化

7．　ノーザンプロットおよびドットプロット法

　　7－1．　ノーザンプロット法

　　7－2．　ドットプロット法

8．in　situ　hybridization法

9．牛IL－1生物活性の測定

10．肺胞マクロファージ培養上清中からのIL－1α及びβの精製

11．単クローン抗体の作成とその性状解析

　11－1．単クローン抗体の作成

　11－2．　IL－1活性中和（阻止）試験

　11－3．　イムノグロブリンクラスの決定

　11－4．　ウェスタンプロッティングによる認識蛋白の決定

12．単クローン抗体を用いたELISAによるIL－1βの測定

皿 実験成績 ・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
@　　　12

1．　牛末梢血単核球、単球及び肺胞マクロファージの分離 一一一一一一一 @　12

2．RT－PCR法による牛IL－1α及びIL－1βmRNAの検出 一一一一一一一一一一一一@　12



2－1．　poly（A）＋RNAの分離

2－2．RT－PCR法による牛IL－1α及びIL－1βmRNAの検出

　2－2－1．RT－PCR法の条件決定

　2－2－2．　PCR生成物の解析一制限酵素切断パターンによる同定

　2－2－3．RT－PCR法の検出感度

　　　2－2－3－1．　テンプレート　poly（A）＋RNA濃度による検出感度

　　　2－2－3－2．　サンプル細胞数による検出感度

　　　2－2－3－3．　PCRサイクル数による検出感度

　2－2－4．RT－PCR法により生成されたcDNAフラグメントのプローブとしての応用

　　　2－2－4－1．　ノーザンプロットおよびドットプロット法

　　　2－2－4－2．　　in　situ　hybridization法

2－3．　RT－PCR法を用いたIL－1遺伝子発現検出に基づく牛免疫機能の検討

　2－3－1．　in　vitroにおけるIL－1mRNA生成動態

　2－3－2．LPS投与牛におけるIL－1mRNA生成動態

　2－3－3．　IL－1βmRNA量の個体差

3，牛IL－1活性測定とIL－1βに対する単クローン抗体　　一一…一…一一一　　17

3－1．

3－2．

3－3．

3－4．

牛IL－1生物活性の測定とin　vitroにおけるIL－1産生動態

肺胞マクロファージ培養上清中IL－1の精製

単クローン抗体の作成とその性状解析

ELISAによるIL－1の測定

考察 ，＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一＿＿＿＿＿＿＿一＿＿＿＿一＿＿＿＿＿＿＿一一一一一一一一一一一一一一一
@　　　19

V 総括と結語　一一一一一一一一一一一一一一一一…一一一一一…一一一一一一一一一…一　　24

謝辞 ．一＿一一＿一＿一＿一＿一＿一一一＿一一一一＿＿一一一一一一一一一一一一一一一一 @　　28

引用文献 ＿＿＿＿＿一＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿＿一一一一一一一一一一一一一一一一
@　　　29

表及び図 一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
@　　　41



1　　序文

　サイトカインとは細胞、主として免疫系細胞が産生、分泌する高分子ペプチドで

あり、各種細胞間情報伝達物質として、生体において重要な機能を担っている。す

なわち、生体への異物の侵入に際し、感染防御、免疫反応と炎症反応等において・

特異抗体、細胞性免疫と共に非特異的防御因子として重要な役割を果たしている。

　ヒトあるいは実験動物において、現在までに明らかにされているサイトカインの

種類としては次のものがあげられる。たとえば、T細胞とマクロファージは活性化さ

れるに伴いIL（インターロイキン）一1、IL－2、IL－3、IL－4、IL－5、IL－6、IL－8（chemo－

tactic　factor）、GM－CSF（穎粒球マクロファージコロニー刺激因子：granulocyte－

macrophage　colony－stimulating　factor）、G－CSF（穎粒球コロニー刺激因子：

granulocyte　colony－stimulating　factor）、IFN（インターフェロン）α、IFNγ、

TNFα（腫瘍壊死因子：tumor　necrosis　factor－alpha）、リンフォトキシンなどさま

ざまなサイトカインを産生する。さらに、ストローマ細胞や内皮細胞などもM－CSF

（マクロファージコロニー刺激因子：macrophage　colony－stimulating　factor）、

IL－6、IL－7、LIF（白血病抑制因子：leukemia　inhibitory　factor）、IFNβ、GM－CSF、

G－CSFなどを産生する。これらのサイトカインは発現ベクターによるクローニングを

はじめとする遺伝子工学的手法の進歩により、過去10年近くの間にほとんどすべて

の既知のサイトカインの遺伝子がクローニングされた。さらにIL－16、IL－11、IL－12な

どの新しいサイトカインも次々と同定されている。これらのサイトカインはある場

合には構成的に、またある条件下では誘導的に産生され、リンパ球等血液細胞、内

皮細胞、肝細胞などの各細胞コンパートメント間に張りめぐらされたサイトカイン

ネットワークを通して生体防御反応に関与している。また、一連のサイトカインが

神経細胞、血液多能性心細胞や発生初期の胚幹細胞や始原生殖細胞などの増殖と分

化にも関与していることが明らかになりつつある。このように、サイトカインは他

の一連の増殖因子とともに、免疫応答反応や炎症反応に代表される生体防御反応に

とどまらず、神経系や発生生物学に及ぶ広範な領域にその機能を発揮している。

　獣医領域におけるサイトカイン研究も近年盛んに行われており・ウシのサイトカ

インに関する報告も増加してきている。cDNAの同定されたウシのサイトカインとし

てはIL－1α26・36）、IL－1β27・36）、IL－27・35・56）、IL－418）・IL－6：7）・IFNα68）・IFNβ
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29） AIFNγ6）、TNFα12）、GM－CSF28・37）などがあげられる。また・ヒトで報告されてい

る他のサイトカインの一生物学的活性を指標として・サイトカイン様因子として報

告されているものもある73）。

　インターロイキン1（IL－1）はヒト、マウス、ウサギ・ネコ・ブタ・ウシ等の動物

種で報告されている16．24’25）。特にヒトIL－1に関しては詳細な研究がなされている。

それによると、IL－1は主としてマクロファージ系の細胞から分泌される・約17kDaの

蛋白質であり、等電点の異なるIL－1α（等電点約5）とIL－1β（等電点約7）の2種類

が存在する。IL－1αとIL－1βは共に同一のIL－1レセプターに結合し、同一の作用を

発揮するとされている。IL－1は他のサイトカインと同様、多様な生物活性を持って

いる。最も重要な機能はヘルパーT細胞からのIL－2の産生を誘導し、このIL－2を介し

てT細胞の分化・増殖を促進する点にある40）。また、B細胞の分化・増殖31’65）や多

核白血球の増殖・化学遊走性34）にも影響している。さらに、IL－1は免疫助細胞に対

して作用を示すばかりでなく、脳に対しては内因性発熱因子として作用したり16’

31）、肝細胞に対しては炎症作用を発揮する急性期蛋白質の産生を促進し！5’50）、更

に、滑膜細胞に対してはコラゲナーゼやプロスタグランジン産生を誘導するなど4D、

炎症反応にも関与している。

　ウシIL－1は1988年、　MaliszewskiらによりcDNAがクローニングされ、その塩基配

列が決定された36）。また、大腸菌による蛋白の発現も報告されている36）。しかし、

彼らの報告はIL－1の物質としての分子生物学的研究にとどまり、生体防御反応に関

わるサイトカインとしての動態、すなわち、産生細胞内での遺伝子発現から分泌お

よびそのカイネティクス等についてはふれられていない。また、IL－1の生物活性は

ヒト、マウスにおいてもマウス胸腺細胞のマイトジェン存在下での増殖増強作用を

指標として測定されているが39）、この方法ではIL－1α及びβの区別が不可能であり、

IL－1αおよびβの総合的な活性を測定していることになる。したがって生物学的測

定法では1レ1活性がαによるものであるのかβによるものであるのかの区別が不可

能である。

　本研究はこのような背景に基づいて、IL－1の免疫学的イニシエーターとしての作

用、特に、疾病におけるIL－1産生の意義、さらにIL－1産生の個体差と疾病に対する

免疫応答誘導との関連性等を解明することを目的として行われたものである。その

ために、遺伝子工学的手法を用いたウシIL－1遺伝子発現の微量検出法及び・産生量
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の多いといわれているIL－1βを特異的に測定する、新しいIL－1測定法を確立した。

　本論文は大きく分けてウシIL－1遺伝子検出と蛋白としてのIL－1検出とから成る。

　まず、mRNAの検出については、ウシ末梢血単核球および肺胞マクロファージにお

ける1レ1遺伝子の転写について検討した。

　近年、特定のDNA断片を特異的な一組のプライマーと高温でのDNAポリメラーゼ活

性を有するTaq　ポリメラーゼを利用し、短時間に数十万倍にも増幅することのでき

るPCR（polymerase　chain　reaction）法42・59・60・6Dが遺伝子工学手法として開発

され、医学、農学、法医学などの領域で爆発的に広がっている。また、PCR法はTaq

ポリメラーゼを用いてDNAを増幅する反応であるが、逆転写酵素反応によるcDNA合成

と組み合わせることによりRNAの解析にも応用可能である。実例として、　Rappoleeち

は創傷治癒におけるマクロファージの果たす役割を明らかにするため、これが生体

内において各増殖因子を産生しているかどうかの検討にPCR法を応用し、この遺伝子

検出法に対して　combined　reverse　transcription－polymerase　chain　reactlon

（RT－PCR）との名称を用いている5D。本論文では、すでに報告されているウシIL－

1αおよびβcDNAの塩基配列のデータよりそれぞれ一組のプライマーを合成し、ウシ

末梢血単核球および肺胞マクロファージより調整したmRNAをテンプレートとしてRT

－PCR法によりIL－1遺伝子発現を検討した。また、この方法により増幅されたIL－1

cDNAをプローブとして利用し、　mRNAの出現をノーザンプロット、あるいはドットプ

ロットハイブリダイ土樽ション法により検出した。さらに細胞あるいは組織におけ

るIL－1mRNAの位置情報を得るためにin　situ　hybridization法を行った。

　次に蛋白としてのIL－1について述べる。　IL－1の生物活性の測定については前述の

ように、マウス胸腺細胞のマイトジェン存在下での増殖増強作用を指標として測定

し、mRNAの生成と細胞培養上清中のIL－1活性との関連を明らかとした。更に、肺胞

マクロファージの産生する天然型のIL－1αとβを精製し、そのうちのIL－1βを免疫

原とし、in　vitro　stlmulation法を用いて、単クローン抗体の作出を試みた。単ク

ローン抗体作製技術は1975年にKbhler＆Milstein　22）によって初めて抗体を分泌

するB細胞とミエローマ細胞のハイブリドーマが作製されて以来・今日まで・様々な

抗原物質に対する単クローン抗体を作り出してきた。と同時に・その技術は個々の

研究室あるいは研究者により改良が行われてきた。B細胞をin　vitroで抗原刺激す

る方法は、抗血清作製のために発展してきた生体に免疫する方法に比較して・抗体
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産生量では劣るものの、条件によってははるかに少量の抗原で効率の高いB細胞の刺

激が期待できる。従って、この刺激されたB細胞とミエローマ細胞を融合させてハイ

ブリドーマを作製すれば、ごく少量の抗原で単クローン抗体を得ることができる。

実際、ある種のホルモンや増殖因子に対する単クローン抗体作製の報告がされてい

る3・32・33・46・53）。天然型IL－1βは抗原として極めて微量しか得られないため、

in　vivo免疫原として必要十分量を得ることは困難である。そこで、このin　vitro

stimulation法を応用し、肺胞マクロファージ由来のIL－1βを抗原として単クロー

ン抗体を作製した。そのうちの1抗体を使用し、ELISA（enzyme－1inked　immunosor－

bent　assay）でのIL－1βの測定法に応用した。その結果、従来の、生物学的測定法

と同程度の感度で、培養単球及び肺胞マクロファージの産生するIL－1の測定が可能

となった。
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H　　材料と方法

1．　細胞

　ウシ末梢血単核球（peripheral　blood　mononuclear　cells　／PBMCs）は、健康牛

頸静脈よりヘパリン加血液を採取し、フィコール・コンレイ比重遠心法（比重＝

1．081）により分離した。培養液にはRPMI1640培地（Gibco；2mM　L一グルタミン・

25mM　HEPES、5×10－5M　2一メルカプト徳俵ノール、1001U／mlペニシリン、100μ9／ml

ストレプトマイシン、10％牛胎仔血清添加：以下RPMI－10％FCS）を用いた。また、

PBMCsのうち単球のみを調製する場合には、37℃、2時間の付着操作後、非付着細胞

を洗浄除去し、単球とした。

　ウシ肺胞マクロファージ（alveolar　macrophage／AM）は健康牛の気管支肺胞洗

浄液より細胞を回収し、付着法により分離した。これらの付着細胞は固定羊赤血球

の負堪能陽性、非特異的エステラーゼ染色陽性、酸フォスファターゼ染色陽性によ

り、AMであることを確認した。

2．　poly（A）＋RNAの分離

　PBMCsあるいはAMをリポポリサッカライド（LPS；Sigma社製、　E．　coli由来）

20μg／m1で一定時間刺激後、それぞれの細胞からオリゴdTセルロースクロマトグラ

フィーでpoly（A）＋RNAを抽出した11）。poly（A）＋RNAの精製にはmRNA精製キット

（Pharmacia）を用い、　OD26。の吸光度よりRNAを定量した。エタノール沈澱した

poly（A）＋RNAは最終的に25－50ng／μ1の濃度にTEバッファー［10mM　Tris－HCI（pH8．0）、

10mM　NaC1、1mM　EDTA］に溶解した。

　RT－PCk（reverse　transcription－polymerase　chain　reaction）　法には原則とし

て、50－100ngのpoly（A）＋RNAを用いた。

一5一



3．　プライマーオリゴヌクレオチド

　IL－1αおよびIL－1βcDNAの増幅に用いたプライマーはMaliszewskiら36）により報

告されたIL－1αおよびIL－1βのcDNAの塩基配列の情報に基づき・DNAシンセサイザー

（ABI社製）により合成した。　IL－1αおよびIL－1β特異的プライマーの塩基配列を表

1に示す。また、コントロールとしてハウスキーピング遺伝子であるウシβ一アクチ

ン14）を同時に検出するための特異的プライマーの塩基配列をあわせて表1に示す。

4．　RT－PCR法

　前述のように分離精製した、poly（A）＋RNA　50－100ngをテンプレートとしてRT－PCR

法によりIL－1αおよびIL－1βmRNAを検出した。　RT－PCR法はRNA－PCRキット（Takara）

を用いた。逆転写反応（RT）およびPCR反応時の反応液組成はそれぞれ表2に示す。

RT反応時のプライマーとしては　1）ランダムヘキサマー、2）オリゴd（T）16、3）

特異的下流プライマーの3種類を使用した。また、RT反応条件は42℃、15分で行い、

つづいて99℃、5分で逆転写酵素を失活させた（逆転写酵素はcDNAに結合しているた

め、そのままPCRを行うと反応を阻害する）。つづいて行うPCR反応条件は　1）熱変

性：95℃、1分（1回目の熱変性のみは3分）、2）プライマーアニーリング：55℃、

1分、3）伸長反応：72℃、1分で行い、原則として35サイクルで実施した。

5．　RT－PCR生成物の分析

　PCR反応液（生成物）の10μ1を4％アガロース（NuSieve　3：1　Agarose　FMC）ゲル電

気泳動により泳動後、エチジウムブロマイド染色し検出した。また、検出された、

DNAフラグメントは8種類の制限酵素による切断パターンによりその特異性を同定し

た。
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6．　RT－PCR生成物の半定量化

　4％アガロース（NuSieve　3：1Agarose　FMC）ゲル電気泳動により泳動後、イメージ

アナライザー（BIO－PROFIL：MS機器）で半定量化した。

7．　ノーザンプロットおよびドットプロット法

7－1．　ノーザンプロット法

　分離、精製したpoly（A）＋RNAを1μg、0．1μg、0．01μgに段階希釈し、1．5％アガロ

ースゲル電気泳動を行った。アガロースゲル電気泳動は0．66Mホルムアルデヒド加条

件で、1×MOPS［20mM　MOPS（3－N一モホリノプロパンスルホン酸）、5mM酢酸ナトリ

ウム、1mM　EDTA］電気泳動液を用いた。電気泳動後、キャピラリープロッティング

法により20×SSPE（1×SSPEニ0．18M　NaCl／0．01M　NaH2PO4／1側EDTA）溶液中でナイロ

ンメンブレン（アマーシャム社製、Hybond－Nつ　にプロットした。ノーザンハイブ

リダイゼーションのプローブとしてはRT－PCR生成物を簡易精製（Takara：SUPR『CO2使

用）後、32P－ATPでアイソトープラベルしたものを用いた（RANDOM　PRIMED　DNA

LABELING　KIT／United　States　Biochemical　Corporation社製を使用）。ハイブリダ

イゼーション溶液としては5×SSPE、5×Denhardt溶液、0．5％SDS、100コ口／m　1サ

ケ精子DNAを用い、65℃で2時間プレ’ハイブリダイゼーション後、プローブを加え65

℃で20時間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後のメンブ

レンは洗浄後、オートラジオグラフィーを行った。

7－2．　ドットプロット法

　ノーザンプロット法と同様に段階希釈したpoly（A）＋RNAをドット・プレート（Ad－

vantec）を用いてナイロンメンブレンにプロットした。以下、ノーザンプロット法

と同じブロー・ブを用いてハイブリダイゼーションを行った。
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8．in　situ　hybridization法

　細胞あるいは組織におけるIL－1mRNAの位置情報を得るためにin　situ　hybridiza－

tion法を行った72）。AMを前述の方法により採取し、ポリーL一リシンをコートした細

胞培養用プレート（スミロンセルタイトPLシャーレ；住友ベークライト）に培養し

た。LPS（20μ9／ml）で12時間刺激後、4％ホルムアルデヒド、5％酢酸・0・9％NaCl溶液

で20℃、30分間、固定した。固定後、70％エタノール中で4℃にて保存し、ハイブリ

ダィゼーション実施直前にエタノールを除去し、室温にて乾燥させた。ハイブリダ

ィゼーション溶液（60％脱イオン化ホルムアミド、0．3M　NaCl、0．03M　Na3C6H507、

10mM　EDTA、25mM　NaH2PO4　pH7．4、5％Dextran　sulfate、250μg／ml　salmon　sperm

DNA、250μg／ml　yeast　RNA）で42℃で2時間、プレ’ハイブリダイゼーションを行っ

た後、、プローブを加え、42℃で16時間、同組成の溶液中でハイブリダイゼーショ

ンを行った。プローブの調製は、RT－PCR生成物を4％低融点アガロースゲル電気泳動

により泳動後、特異的フラグメントをゲル中より切り出して回収し、ジゴキシゲニ

ンーdUTPを用いたランダムプライムシステム（Boehringer　Mannheim　Biochemica）

によりDNA標識して用いた。ハイブリダイ天一ション後、プローブを除去し、洗浄操

作を行った後、ペルオキシダーゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体（0．1MTris－HCI　pH

7．5、0．15M　NaCl、2％家兎血清で適当濃度に希釈して使用）と37℃で2時間、反応さ

せた。最終的に、DAB（1．39mM　diaminobenzidine、0．01％H202、50mM　Tris－HCI　pH

7．3）を基質として発色させ、顕微鏡によりmRNAシグナルを観察した。
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9．　ウシIL－1生物活性の測定

　ウシIL－1生物活性の測定はヒトおよびマウスのIL－1測定法と同様・C3H／HeJマウス

（遺伝的にLPS不応答である）胸腺細胞の増殖を指標に行った39）。すなわち、　C3H／

HeJマウスの胸腺細胞を1×107／mlにRPMI－15％FCS培地に浮遊し、96ウェル細胞培養用

プレートに150μ1／ウェル播き込み、検体50μ1と0．器（v／v）PHA（phytohem－

agglutinin）一P（Gibco）を加え、37℃、72時間培養した。培養終了前、24時間（

48－72時間）3H一チミジン（NEN）0．5μCi／ウェルでパルスラベルした。培養終了後、

セルハーベスター（LABO　MASH：LABO　SCIENCE　CO．，　LTD．）を用い細胞を採取し、風

乾後、液体シンチレーションカウンターにより3Hの放射活性を測定した。

10．肺胞マクロファージ培養上清中からのIL－1α及びβの精製

　ウシ肺胞マクロファージをLPSで24時間刺激した培養上清からIL－1α及びIL－1βを

次の方法で精製した。まず、培養上清を3，000rpm、10分間遠心し細胞片を除去後、

220nmフィルター濾過した。つづいて、限外濾過法（ミリポア社製、ミニタンを使用）

により分子量30，000から10，000の成分を濃縮した。さらに液体等電点電気泳動法

（バイオラッド社製、ロトフォアを使用）によりpI3－10の各コンパートメントに精

製した。各コンパートメント士分は透析によりアンフォライトを除去後、IL－1生物

活性をC3H／HeJマウス胸腺細胞を用いて測定した。

11．単クローン抗体の作成とその性状解析

11－1．　単クローン抗体の作製

　前述の方法により肺胞マクロファージ培養上清からウシIL－1βを精製し・免疫原

としてin　vitro　stimulation法により単クローン抗体を作製した（図1）。すなわち・

1×107／mlのBALB／Cマウス脾細胞を2．5mlずつ、6ウェル細胞培養用プレートの4ウェ

ルに分注した。ついで、ムラミルジペプチド（MDP）を最終濃度40μ9／m1・アジュバ

ントとして各ウェルに加えた。精製IL－1β溶液（約100μ9／ml）を各ウェルにそれぞ
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れ1、5、20、50μ1加え、FCS濃度を20％にした後、37℃で4日間培養した（in

vitro　stimulation）。4日後、感作脾細胞（総数約1×108個）とマウスミエローマ

細胞P3U1（約5×107個）をポリエチレングリコール4000により定法により融合させ

た。融合細胞はHAT培地により選択した。スクリーニング（コロニー形成ウェル上清

中の抗体の有無）は精製IL－1βを抗原とした、　ELISAにより行い、　ELISA陽性細胞は

シングルセルマイクロマニピュレーター法によりクローニングした。

11－2．　IL－1活性中和（阻止）試験

　無血清培地（コスモ・バイオ、Cosmedium　OO1）によるハイブリドーマ培養上清か

らイムノグロブリンを飽和硫安塩析法により濃縮、精製した。この精製抗体（100

μg／m1）50μ1と肺胞マクロファージ由来および末梢血単球由来のIL－1、50μ1とを

混合し、37℃で2時間インキュベートした後、マウス胸腺細胞を用いてIL－1活性を測

定した。

11－3．　イムノグロブリンクラスの決定

Zymed社製のEIA－Kitを用いてイムノグロブリンクラスを決定した。

11－4．　ウェスタンプロッティングによる認識蛋白の同定

　精製IL－1βを12％ポリアクリルアミドゲル電気泳動によるSDS－PAGE23）後、ニトロ

セルロース膜に転写し、精製抗体とによるウェスタンプロッティング法により単ク

ローン抗体の認識する蛋白を同定した。
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12．　単クローン抗体を用いたELISAによるIL－1βの測定

　被検検体（マクロファージ等培養上清等）50μ1をELISA用プレートに乾燥固相化

した（37℃）。つついて1％牛血清アルブミン（BSA）／PBS［Dulbecco’s　phosphate

buffered　saline　（NaCl　8．09／1，　KCI　O．29／1，　Na2HPO4　1．159／1，　KH2PO4　0・29／1）　］

によりブロッキングをおこなった。次に精製抗体（中和活性を有する抗体及び有し

ない抗体）を10μ9／ウェルに加え、37℃、1時間反応させた。二次抗体としてペルオ

キシダーゼ標識抗マウスIgを37℃、1時間反応させた。基質としてオルトフェニレン

ジァミン（OPD）を用いて発色させ、3N　H2SO4で反応停止後、　ELISAプレートリーダ

ーにより吸光度（492nm）を測定した（図2）。
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皿． 実験成績

1．　牛末梢血単核球、単球及び肺胞マクロファージの分離

　ヘパリン加血液10mlから約1×107個の単核球が得られ、2時間の付着操作により約

1．1．5×106個の単球が得られた（図3）。また、気管支肺胞洗浄液より成牛1頭当り

約1－2×108個の細胞を回収し、付着法によりAMを分離した（図4）。これらの付着細

胞はグルタールアルデヒド固定羊赤血球の三食能陽性（図5A）、非特異的エステラ

ーゼ染色陽性（図5B）、酸フォスファターゼ染色陽性（図5C）により、　AMであるこ

とを確認した。

2．　RT－PCR法による牛IL－1α及びIL－1βmRNAの検出

2－1．　poly（A）＋RNAの分離

　末梢血単核球および肺胞マクロファージ1×106個から約0．5－1．0μgのpoly（A）＋

RNAが精製された。

2－2．　RT－PCR法による牛IL－1α及びIL－1βmRNAの検出

2－2－1．　RT－PCR法の条件決定

　原則として50ngのpoly（A）＋RNAをテンプレートとして前述の条件によりRT－PCRを実

施した。RT反応時のプライマーとしては一般に　1）ランダムヘキサマー・2）オリ

ゴd（T）16、3）特異的下流プライマーの3種類が使用可能であるが本実験においても

この3種類のプライマーの何れを用いてもよい結果が得られた。すなわち・4％アガロ

．一
Xゲル敢泳動の結果、予想したサイズのバンドを検出した（IL－1α：424b・・お

よびIL－1β：394bp）　（図6）。
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2－2－2．　PCR生成物の解析一制限酵素切断パターンによる同定

　PCR生成物の同定のため、8種類（BamHI、EcoRI、Hind皿・HinfI・KpnI・Pstl・

Sac　l、Xba　l）の制限酵素による切断パターンを調べた。その結果、　IL－1αおよび

IL－1βともにMaliszewskiらの報告した塩基配列と完全に一致した切断パターンを

示し、PCR生成物の特異性が同定された。すなはち・IL－1αについては増幅された

cDNAフラグメント（424bp）内部にHind皿サイトが1カ所、　Hinflサイトが2カ所存在

し、Hind皿の場合、317bpと107bpの断片に、　Hinf　Iの場合154bp、146bp、124bpの断

片に切断された（図7A）。IL－1βについては増幅されたcDNAフラグメント（394bp）

内部にHind皿サイトが1カ所、　Pstlサイトが1カ所存在し、　Hind皿の場合301bpと93

bpの断片に、　Pstlの場合326bpと68bpの断片に切断された（図7B）。他の制限酵素

については内部にサイトが存在せず、増幅されたcDNAフラグメントは切断されなか

った。

2－2－3．　RT－PCR法の検出感度

2－2－3－1．　テンプレート　poly（A）＋RNA濃度による検出感度

　PBMCsを20μg／m1のLPSで24時間刺激した後、　poly（A）＋RNAを抽出した。テンプレー

トとしてこの　poly（A）＋RNAを0．1ngから1fgまで10倍段階希釈しRT－PCR法を実施した。

その結果、IL－1αでは最少poly（A）＋RNA、0，01ng、また、　IL－1βでは最少0．1pgの濃

度で検出可能であった（図8）。

2－2－3－2．　サンプル細胞数による検出感度

　PBMCsを1×107から1×102まで10倍段階希釈し、培養した。20μg／m1のLPSで24時

間刺激した後、poly（A）・RNAを抽出し、全量をテンプレートとしてRT－PCR法を実施し

た。その結果、最少1×10のPBMCsから抽出したpoly（A）＋RNAで検出可能であった

（図9）。
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2－2－3－3．　PCRサイクル数による検出感度

　PBMCsを20μ9／mlのLPSで24時間刺激した後、　poly（A）＋RNAを抽出した。一定量・

50ngのpoly（A）＋RNAをテンプレートとし、　PCRのサイクル数を5・10・15・20・25・

30、35、40としてRT－PCR法を実施した。その結果、サイクル数25以上で検出可能で

あった（図10）。

2－2－4．　RT－PCR法により生成されたcDNAフラグメントのプローブとしての応用

2－2－4－1．　ノーザンプロットおよびドットプロット法

　分離、精製したpoly（A）＋RNAを1μg、0．1μg、0．01μgに段階希釈し、1．5％アガロ

ースゲル電気泳動を行った。プローブとしてはIL－1βのRT－PCR生成物（394bp）を簡

易精製（宝酒造SUPRECO2使用）後、32P－ATPでアイソトープラベルしたものを用いた

（べ一リンガーマンハイムランダムプライムラベリングキット使用）。ハイブリダ

イゼーション溶液としては5×SSPE、5×Denhardt溶液、0．5％SDS、100μg／m1サケ精

子DNAを用い、65℃で2時間プレハイブリダイゼーション後、プローブを加え65℃で

20時間ハイブリダイゼーションを行った。ハイブリダイゼーション後の、メンブレ

ンは洗浄後、オートラジオグラフィーを行った。その結果、poly（A）＋RNA濃度、　1

μgおよび0．1μgにおいて約2．Okbの単一バンドを検出した（図11）。この結果は

Maliszewskiらの報告と一致し、このことによりRT－PCR生成物のノーザンプロッテ

ィング法におけるプローブとしての有用性が示された。ドットプロッティング法に

おいても同様の結果が得られた（図12）。検出感度の観点よりRT－PCR法とノーザン

プロッティング法とを比較検討してみると、前者では前述のようにIL－1βでは最少

0．1P9の濃度で検出可能であったのに対し、後者では0．1μ9が検出限界であり・計算

上では106倍、RT－PCR法の方が高感度であった。
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2－2－4－2．in　situ　hybridization法

　AMをLPS（20μ9／m1）で12時間刺激後、固定した。対照としてLPS刺激しない細胞

を準備した。プ1コープはRT－PCR生成物を精製後、ジゴキシゲニンーdUTPによりDNA標

識して用いた。ペルオキシダーゼ標識抗ジゴキシゲニン抗体を反応させ・最終的に・

DABを基質として発色させ、顕微鏡によりmRNAシグナルを観察した。その結果・対照

とした細胞においてもいわゆる活性化マクロファージ（形態的には線維芽細胞様）

が認められ、IL－1βmRNAが検出された（図13A）。また、　LPSで12時間刺激した細胞

においては活性化マクロファージが増加し、IL－1βmRNAの検出される細胞が増加し

ていた。しかし、形態的には円形を示す細胞においてはIL－1βmRNAが検出される細

胞と検出されない細胞が存在した（図13B）。これらの結果から、同じ肺胞のマクロ

ファージであっても一部の細胞がIL－1βmRNAを発現し、細胞間のバラツキが大きい

ことが示された。同一の種類の細胞でも機能的にはかなり差があるものと考えられ

た。

2－3．　RT－PCR法を用いたIL－1遺伝子発現検出に基づく牛免疫機能の検討

　これまでに述べてきたIL－1遺伝子発現検出法を応用し、実際の牛免疫機構におけ

るIL－1の動態について検討を加えた。

2－3－1．　in　vitroにおけるIL－1mRNA生成動態

　1×106個のPBMCsを20μ9／mlのLPSで0（対照；いわゆるrestingの状態）・3・6・

9および24時間刺激した後、poly（A）＋RNAを抽出し、　RT－PCRを実施した。　PCR20サイク

ルの条件ではIL－1αおよびβmRNAはresting細胞では検出されなかったが・IL－1α

mRNAはLPS刺激後、3、6、9時間で、また、　IL－1βmRNAはLPS刺激後・3・6・9・24時

間で飛出された（図14A）。しかし、　PCRサイクル数を25サイクルに増やした場合に

はresting細胞においてもIL－1βmRNAが認められ（図14B）、さらに35サイクルの条

件ではIL－1αmRNAも認められた（図14C）。これらの結果より・牛PBMCsではLPS等の

刺激のない、いわゆるrestingの状態であってもきわめて低レベルではあるが・構i成
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的（持続的）にIL－1αおよびIL－1βmRNAの合成が認められることが明らかとなった。

さらに、LPS刺激により短時間（3時間以内）でIL－1αおよびβmRNA量の上昇が認め

られ、また、IL－1αmRNAの出現が一過性を示すことが明らかとなった。

2－3－2．　LPS投与牛におけるIL－1mRNA生成動態

　健康牛（体重350－400kg）にE．　coli由来のLPSを0．02㎎／kg、静脈内投与した。投与

後、30分、1、2、4、6時間後に頸静脈より採血し、直ちにPBMCsを分離し、つづいて

poly（A）＋RNAを精製した。50ngのpoly（A）＋RNAをテンプレートとしてRT－PCR法を実施

した。その結果、IL－1αmRNAはLPS投与後30分で認められ、2－4時間後にはピークに

達し、6時間で減少した（図15A）。これに対しIL－1βmRNAはLPS投与後、30分で認め

られ、1時間後にはピークに達し、2、4、6時間でも引続き認められた（図15B）。こ

れらの結果より、in　vivoにおいてもLPS投与後、極めて短時間でmRNA合成を認め、

いわゆるearly　phaseのサイトカインとして炎症に深く関わることが示された。ま

た、in　vitroにおいても認められたIL－1αmRNA出現の一過性も認められた。また、

RT－PCR生成物の4％アガ［1一スゲル電気泳動後の、イメージアナライザー（BIO－

PROFIL：MS機器）で解析し、　IL－1αおよびIL－1βmRNAの半定量化を試みた結果を図1

6，17に示した。

2－3－3．　IL－1βmRNA量の個体差

　RT－PCR法を用いて健康牛の末梢血単核球におけるIL－1βmRNA量を個体毎に検出し

た。その結果、いわゆるrestingの状態においても低レベルのmRNAが認められ・その

量は個体により差を認めた（図18）。
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3．　牛IL－1活性測定とIL－1βに対する単クローン抗体

3－1．　牛IL－1生物活性の測定とin　vitroにおけるIL－1産生動態

　牛PBMCsを10μ9／mlのLPSで24時間刺激した培養上清中のIL－1活性をC3H／HeJマウス

胸腺細胞の増殖を指標によりに測定した（図19）。測定結果の一例を図20に示す。

IL－1活性はcpm（count　per　minute）で示した。また・場合によりコントロール

cpmの2倍のcpmを示すサンプルの希釈倍数を1単位として示した。1×106個のPBMCsを

20μ9／mlのLPSで0（対照；いわゆるrestingの状態）・3・6・9・24および48時間

刺激した後、培養上清を回収しIL－1活性を測定した。その結果・刺激後3時間以降で

活性が認められ、24、48時間後には高活性が認められた（図21）。

3－2．　肺胞マクロファージ培養上清中IL－1の精製

　牛BAMをLPSで24時間刺激した培養上清からIL－1α及びIL－1βを前述の方法で精製

した。液体等電点電気泳動の結果、bI≒5およびpl≒7－10付近に2つの活性のピーク

が認められ、LPSで刺激した牛肺胞マクロファージ培養上清中においても明らかに

IL－1αとIL－1βの活性が認められた（図22）。

3－3．　単クローン抗体の作成とその性状解析

　精製ウシIL－1βを免疫原としてin　vitro　stimulation法により単クローン抗体を

作成し、最終的に12クローンのハイブリドーマを得た。これら牛IL－1βに対する単

クローン抗体の性状を表3に示す。表に示すようにイムノグロブリン（lg）クラスは

同定できたものはすべてIgMであり、ウェスタンプロッティングによる結果は6クロ

ーンで分子量約15kの蛋白を認識していた（図23）。IL－1活性中和（阻止）試験の結

果、2クロ＿ン（1E8、1H9）に中和活性が認められたが、いずれも100％活性を阻害す

るものではなく部分的な中和活性であった（図24）。
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3－4．　ELISAによるIL－1の測定

　単クローン抗体（クローン1H9）を用いたELISAによるIL－1βの測定を試み・マウ

ス胸腺細胞を用いたバイオアッセイの結果と比較した。その結果・図25に示すよう

にバイオアッセイと同程度の感度で培養上清中のIL－1の測定が可能であった。すな

わち、ELISAによる測定の場合、本検体はバックグランドのOD値（0・05）の2倍（0・

1）以上の値を示す、検体の最高希釈倍数を1単位とすると32単位となる。また・バ

イオアッセイによる測定の場合、同様に、バックグランドのcpm（約5，000cpm）の

2倍（約10，000cpm）以上の値を示す、検体の最高希釈倍数を1単位とすると32単位と

なる。
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IV．　考察

　既に述べたように著老らは牛IL－1αおよびIL－1βmRNAの極めて高感度で特異的な

検出法としてRT－PCR法を確立した。さらに牛肺胞マクロファージの産生する天然型

のIL－1αおよびIL－1βの存在を確認し、その内のIL－1βを抗原としてin　vitro

stimulation法を応用してIL－1βに対する単クローン抗体を作出した。そして、こ

の単クローン抗体を用いたELISAによるIL－1β測定法を確立した。

　RT－PCR法による遺伝子発現検出の応用例としてはChellyらによる各種組織におけ

るジストロフィン遺伝子発現の定量的解析への応用8）、Kawasakiらの報告した慢性

骨髄性白血病に認められるBCR－ABL融合mRNAの検出への応用20）、およびRappoleeら

による創傷部位のマクロファージにおける各種サイトカインの発現の解析への応用

51）が文献上最も早く認められるものであろう。現在までに、RT－PCR法は微量な遺伝

子発現の検出69）、少量のサンプルにおける遺伝子発現の解析52）、遺伝子発現量の

定量的解析重’8’48’70’7Dなど数多くの幅広い分野での応用が報告されている。また、

cDNAクローニングへの応用例として、　PowellらはPCR法をcDNAのクローニングに応用

することにより組織特異的なアポリポタンパク質mRNAプロセシングの解析を行って

いる49）。また、Toddらはインスリン依存性糖尿病患者のHLA遺伝子多型性の解析へ

の応用を報告している66）。このようにRT－PCR法を応用した報告は数多いが、特に家

畜のサイトカイン遺伝子に関する報告としては、牛IL－4cDNA18）、豚IL－6cDNA38）、

羊GM－CSFcDNA43）のクローニングに関する報告の他、牛IL－2mRNA19）、豚・羊・牛IL

－6mRNA38）発現に関する報告と数限られている。本研究において著者らはRT－PCR法に

よる牛IL－1αおよびIL－1βmRNA検出法を確立した。

　RT－PCR法によるIL－1αおよびIL－1βmRNA検出法は極めて微量な発現を検出可能と

し、たとえばLPS等の刺激のないいわゆる　rest1ngな状態の牛末梢血単核球におい

てもIL－1αおよびIL－1βmRNAの出現の認められることが明らかとなった・また・検

出感度については10個以上の極めて数少ない細胞からでさえ特異的にIL－1αおよび

IL－1βmRNAが検出可能となった。また、　RT－PCR法では従来mRNAの発現検出法として

頻用されてきたノ＿ザンプロッティング法と比較し約106倍高感度にIL－1αおよび
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IL－1βmRNAが検出可能となった。　RT－PCR生成物の応用例も既に述べたようにノーザ

ンプロッティング法あるいはドットプロット法におけるプローブとして有用である

ことが示された。さらにin　situ　hybridization法におけるプローブとしても有用

であった。特に　in　situ　hybridization法は染色体、細胞、組織にある特定の塩

基配列を有する核酸（ゲノムDNA、　mRNA、ウイルス等の病原体）の所在（位置情報）

を明らかにする方法として一般的に行われるようになってきた2’72）。牛肺胞マクロ

ファージにおけるIL－1βmRNAをin　situ　hybridization法により検出したところ・

同じ肺胞のマクロファージであっても一部の細胞がIL－1βmRNAを転写し・細胞間の

バラツキが大きいことが示された。同一の種類の細胞でも機能的にはかなり差があ

るものと考えられた。ヒト、マウスについてはin　situ　hybridization法による細

胞、組織中のサイトカインmRNA検出に関しては既に数多くの報告があるが、牛のサ

イトカインに関する報告は未だなく、本研究による肺胞マクロファージにおけるIL

－1βmRNAの検出が最初のものである。　in　situ　hybridization法は今後、炎症をは

じめとする種々の病態における、各組織でのIL－1をはじめとしたいわゆる炎症性サ

イトカインのmRNA検出法として頻用されるであろう。

　さて、このように確立したRT－PCR法を用いて実際の牛免疫応答におけるIL－1mRNA

の動態について検討を加えた。その結果、in　vitroあるいはin　vivoにおいて若干の

差は認められるものの末梢血単核球におけるIL－1αおよびIL－1βmRNAの出現はLPS刺

激後極めて短時間（30分一3時間）で認められ、ヒトやマウスのIL－1mRNAと同様な動

態を示すことが明らかとなった。このことは牛においてもIL－1αおよびIL－1βはい

わゆる初期号イトカイン（early　phaseサイトカイン）として生体防御反応の初期の

非特異的な炎症反応に深く関わることを示唆している。すなわち、感染に伴う生体

防御反応は初期の非特異的な炎症反応と後期の特異免疫応答に分けることができ・

初期反応としての発熱、急性相蛋白の産生、食細胞の浸潤などの非特異的な炎症反

応はIL－1を代表としたいわゆる初期サイトカインの関与するものである。初期反応

でマクロファージやB細胞により処理された抗原はMHC（主要組織適合抗原：major

histocompatibility　comp！ex）のクラスH分子とともに対応するT細胞に提示され・

刺激を受けたT細胞からはIL－2、　IL－4、　IL－5、　IFNγなどの後期サイトカインが産生

される。また、健康牛のいわゆるrestingな状態での末梢血単核球におけるIL－1β

mRNAを検出した結果、個体により差を認めた。この結果は単に牛個体の飼育環境を
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含めた状況の差によるものか免疫遺伝学的な個体差によるものかは明らかではない

が、感染時においてIL－1mRNA合成の差により、その後に続いて起きる免疫反応の個

体差として現れ、ひいては疾病に対する感受性、抵抗性を規定するもののひとつと

して捉えられるかもしれない。本研究ではIL－1についてのみ・その発現・産生につ

いて検討したが、既に述べたように炎症反応、免疫応答の発現は種々のサイトカイ

ンによって制御されており（サイトカインネットワーク）、他のサイトカイン・た

とえば、初期サイトカインであればIL－6、　TNFαの発現を同時に検討する方がより良

い解析が可能であろう。すでにヒトでは、ある状態（疾病に限らず）における特定

細胞での複数のサイトカインmRNAを同時に検出するための手法と理論が打ち出され

ている。すなはち、サイトカインマッピング［cytokine　MAPPing（旦essage旦mpli－

fication　phenotyping）］4）といわれるもので極めて少数の細胞あるいは組織にお

ける各種サイトカインmRNAをRT－PCR法により検出し、健康組織あるいは病的組織に

おける各種サイトカインmRNA発現の特徴に基づき疾病の診断に応用するというもの

である。牛のサイトカインについてもIL－1をはじめとして各種のサイトカインmRNA

の検出にRT－PCR法が応用され、牛サイトカインマッピングによる病気の診断がされ

るであろう。

　ところで、これまで述べてきたようにRT－PCR法によるIL－1mRNA検出に関してはあ

くまで定性的なものであるがRT－PCR法による遺伝子発現の定量的解析への応用に関

する報告もある1’8’48’70’7D。たとえば、　Chellyらは筋ジストロフィーに関連する

遺伝子、ジストロフィンの発現を定量的に検出する目的に応用している8㌔彼らは

ジストロフィンmRNAと内部対照としてアルドラーゼA　mRNAを同じサンプルチューブ

で同時に増幅し、2－5サイクルごとの増幅産物を定量し各遺伝子の増幅効率とおのお

のの量比を求めることによって、増幅前の遺伝子量を内部対照に対する相対的量比

として計算するというものである。また、Wangらは内部対照として人工的に作製し

た合成RNAを用い、各種サイトカインなどのmRNAを定量する方法について報告してい

る7D。これは目的遺伝子と同じプライマーで異なるサイズとして増幅可能な塩基配

列を有するものであり目的遺伝子の絶対的な量を知ることができる・しかし・これ

らの方法は内部対照を準備しなくてはならずその手技も煩雑なものでありこれらの

方法とは別にRT－PCR産物の電気泳動像（DNA量）を直接デンシトメーターで測定し便
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宜上の単位（area等）を使用し相対的な定量を実施している報告も見られる5e）。著

老らもRT－PCR産物の電気泳動像を直接、イメージアナライザーにより半定量した結

果、よい結果が得られた。もちろん絶対的なmRNA量を示すものではないが簡易的方

法で応用価値の高い方法であると思われた。

　既に述べたように組換体（リコンビナント）サイトカインを用いた牛の免疫機構

の解明に関する研究が可能となってきた。これまでに報告されている牛のリコンビ

ナントサイトカインとしては、IL－1β5・13）、IL－213・54・67）・IFNα44’47）・IFNγ

10・63・64） ATNFα9’45）、GM－CSF37）、G－CSF21）があげられるが、現在のところ限ら

れた研究室でのみ利用されているにすぎない。本研究では牛IL－1の発現動態と免疫

機構を中心に検討したが、その過程においてRT－PCR法により全長の牛IL－1βcDNA

（801bp）のクローニングに成功した。今後、発現ベクターを用いて大腸菌等での発

現を試みリコンビナント牛IL－1βを作製することが可能となるであろう。また、今

後、リコンビナントサイトカインが臨床応用されることになるであろうが、安全性

の問題を十分検討しなければならない。また、感染症の予防・治療薬としての有効

利用をはかるためには詳細なIL－1の作用やサイトカインネットワークの解明が必要

であろう。この点に関しても、著者らの手法あるいは牛IL－1発現に関する知見はき

わめて有効なものと考えられる。

　蛋白質としての牛IL－1について述べれば、牛肺胞マクロファージの培養上清から

天然型のIL－1αおよびIL－1βを精製した。　IL－1についてはヒトをはじめとする種々

の動物種において等電点の違いからpI≒5のIL－1αとpl≒7のIL－1βが存在し、それ

ぞれ異なる遺伝子にコードされていることが明らかとなっている。精製の結果から

明らかなように、IL－1αに比べIL－1βの産生量が多く、mRNA量においてもIL－1βの

方が多いことと一致した。1レ1測定法としては前述のようにマウス胸腺細胞を用い

たバイオアッセイが用いられているが、血清あるいは乳汁など生体成分中のIL－1測

定は不可能とされており、今後、ELISAを用いた高感度な測定法の確立が必要である。

著者らはin　vitro　stimulation法を応用してIL－1βに対する単クローン抗体を作出

した。そして、この単クローン抗体を用いたELISAによるIL－1β測定法を確立した。

このELISAによるIL－1β測定法に関しては既に述べたように細胞培養上清中のIL－1β
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をバイオアッセイと同程度の感度で測定可能であったが残念なことに高感度測定法

としては改良が必要であろう。すなわち、単クローン抗体に加えIL－1に対するポリ

クローナル抗体（高度免疫血清）を作出し、単クローン抗体とともにサンドイッチ

ELISA法を試みる等の改良が考えられる。また、　in　vitro　stimulation法により得

られたハイブリドーマの特徴として抗体産生量がln　ViVO　StimUlatiOn法により得

たハイブリドーマよりも少ないこと、ほとんどのハイブリドーマのIgクラスがIgMで

あることがあげられ、ln　VitrO　StimUlatiOn法そのものの改良も必要であろう。

　本研究ではIL－1誘導物質としてin　vitroあるいはin　vivoにおいてもLPSを使用し

た。しかし、サイトカインの誘導物質としては病原体を含み極めて多くの物質が考

えられ、その物質によりサイトカインの発現動態が異なるものと考えられる。また、

ヒトやマウスにおいては特定の病原体感染にともなうIL－1産生異常が報告されてい

る。たとえば、ヒトにおいてサイトメガロウイルス感染により単球からのIL－1産生

が低下すること30）、また、マウスのある種のマクロファージ細胞株では同じサイト

メガロウイルス感染によりIL－1産生が促進されること62）、さらにインフルエンザウ

イルスあるいはRSウイルス（respiratory　syncytial　virus）感染によるヒトのマク

ロファージからのIL－1産生に関するの報告57）がされている。牛においても、本研究

により確立されたIL－1mRNA検出・定量法、また、　IL－1β測定法を応用しさまざまな

感染症におけるIL－1動態を検討することにより特異的なIL－1産生異常（産生低下、

産生元進）が確認されれば特定の感染症の診断、予後判定が可能となるであろう。
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V．　総括と結語

　本研究は牛IL－1の免疫学的イニシエーターとしての作用・特に・疾病におけるIL

－1産生の意義、さらにIL－1産生の個体差と疾病に対する免疫応答誘導との関連性等

を解明するための新技法の確立を目的として行われたものである。そのために・RT

－PCR法を用いた牛IL－1遺伝子発現の微量検出法及び、産生量の多いといわれている

IL－1βの測定法として単クローン抗体を用いたELISAを確立し・これらの手法を用い

てIL－1遺伝子発現および産生性について検討を加えた。

本研究の成果は下記のように総括される。

1．　牛末梢血単核球、単球及び肺胞マクロファージの分離

　健康牛の頸静脈からヘパリン加血液を採取し、フィコール・コンレイ比重遠心法

（比重＝1．081）により単核球を分離した。その結果、ヘパリン加血液10m1から約

1×107個の単核球が得られ、さらに2時間の付着操作により約1－1．5×106個の単球

が得られた。肺胞マクロファージは健康牛の気管支肺胞洗浄液より細胞を回収し、

付着法により分離した。その結果、成牛1頭当り約1－2×108個の肺胞マクロファージ

が分離された。これらの付着細胞は固定羊赤血球の馬食能陽性、非特異的エステラ

ーゼ染色陽性、酸フォスファターゼ染色陽性によりマクロファージであることが確

認された。

2．RT－PCR法による牛IL－1α及びIL－1βmRNAの検出

　牛末梢血単核球および肺胞マクロファージを20μ9／m1のLPSにより一定時間刺激し・

両細胞から分離、精製したpoly（A）＋RNAをテンプレ’一トとしてRT－PCR法によるIL－1α

及びIL－1βmRNAの検出法を確立した。　RT反応条件は42℃、15分で行い・続いて99℃・

5分で逆転写酵素を失活させた。そしてPCR反応条件は、1）熱変性：95℃・1分（1回

目の熱変性のみは3分）、2）プライマーアニーリング：55℃・1分・3）伸長反応：

72℃、1分で行い、原則として35サイクルで実施した。RT反応時のプライマーとして

は一般に　1）ランダムヘキサマー、2）オリゴd（T）16・3）特異的下流プライマーの

3種類が使用可能であるが本実験においてもこの3種類のプライマーの何れを用いて
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もよい結果が得られた。すなわち、4％アガロースゲル電気泳動の結果・予想したサ

イズのバンドを検出した（IL－1α：424bp、およびIL－1β：394bp）。これらのRT－PCR

生成物は制限酵素切断パターンにより同定した。

　RT－PCR法の検出感度を検討したところ、　LPSで24時間刺激した末梢血単核球にお

いて、IL－1αでは最少poly（A）＋RNA、0．01ng、また、　IL－1βでは最少0・1P9の濃度で

検出可能であった。また、サンプル細胞数による検出感度としては・最少　1×10の

細胞から抽出したpoly（A）＋RNAで検出可能であった。さらに・PCRサイクル数による

検出感度としては、50ngのpoly（A）＋RNAをテンプレートとした場合・サイクル数25以

上で検出可能であった。また、ノーザンプロット法に比べ約106倍・RT－PCR法の方が

高感度であった。

　RT－PCR産物の応用について検討した結果、ノーザンプロット法、ドットプロット

法およびin　situ　hybridization法におけるプローブとして極めて有用であった。

　RT－PCR法を用いてln　vitroにおけるIL－1遺伝子発現動態を検討した結果、末梢血

単核球ではLPS等の刺激のない、いわゆるrestingの状態であってもきわめて低レベ

ルではあるが、構成的（持続的）にIL－1αおよびIL－1βmRNAの存在が認められるこ

とが明らかとなった。さらに、LPS刺激により短時間（3時間以内）でIL－1αおよび

βmRNA量の増加が認められ、また、　IL－1αmRNAの出現が一過性を示すことが明らか

となった。また、LPS投与牛におけるIL－1遺伝子発現動態について検討した結果、

in　vivoにおいてもLPS投与後、極めて短時間でmRNAの出現を認め、いわゆるearly

phaseのサイトカインとして炎症に深く関わることが示された。また、　in　vitroにお

いても認められたIL－1αmRNA出現の一過性も認められた。さらに、　IL－1βmRNA生成

の個体差を検討した結果、その量は個体により差を認めた。

3．　牛IL－1活性測定とIL－1βに対する単クローン抗体

　肺胞マクロファージの培養上清から液体等電点電気泳動法により精製したIL－1β

を免疫原としてin　vitro　stimulation法により単クローン抗体を作成した。この単

クローン抗体を用いたELISAによりIL－1βの測定を試み、マウス胸腺細胞を用いたバ

イオアッセイの結果と比較した。その結果、バイオアッセイと同程度の感度で培養

上清中のIL－1の測定が可能であった。マウス胸腺細胞を用いたバイオアッセイおよ

びELISAを用いて末梢血単核球の産生するIL－1を測定した結果・刺激後3時間以降で
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活性が認められ、24・48時間後には高活性が認められた。

　以上のようにIL－1αおよびIL－1βmRNAの生成はLPS刺激後極めて短時間（30分一3時

間）で認められた。このことはIL－1αおよびIL－1βはいわゆる初期サイトカイン

（early　phaseサイトカイン）として生体防御反応の初期の非特異的な炎症反応に深

く関わることを示唆している。すなわち、感染に伴う生体防御反応は初期の非特異

的な炎症反応と後期の特異免疫応答に分けることができ、初期反応としての発熱・

急性相蛋白の産生、食細胞の浸潤などの非特異的な炎症反応はIL－1を代表としたい

わゆる初期サイトカインの関与するものである。初期反応でマクロファージやB細胞

により処理された抗原はMHCのクラス豆分子とともに対応するT細胞に提示され・刺

激を受けたT細胞からはIL－2、　IL－4、　IL－5、　IFNγなどの後期サイトカインが産生さ

れる。また、健康牛のいわゆるrestingな状態での末梢血単核球におけるIL－1β

mRNAを検出した結果、個体により差を認めた。この結果は単に牛個体の飼育環境を

含めた状況の差によるものか免疫遺伝学的な個体差によるものかは明らかではない

が興味の持たれるところである。すなわち、感染時のIL－1遺伝子発現の差がその後

に続いて起きる免疫応答の個体差として現れ、ひいては疾病に対する感受性・抵抗

性を規定するもののひとつとして解析することが可能となれば今後の家畜臨床免疫

研究の方向付けとして有意義であると考える。

　RT－PCR法による牛IL－1αおよびIL－1βmRNA検出に関する報告はIL－2およびIL－6に

つづくものであり、今後、さらに数多くのサイトカインに応用され、サイトカイン

ネットワークの詳細の解明に役立っであろう。また、単クロー・ン抗体を用いた

ELISAによるIL－1β測定法も牛IL－1βの簡易測定法として有用である。

　近年、牛のIL－1、　IL－2、　IFN、　TNFα、　CSFなどの遺伝子が単離され組三体サイトカ

インを用いた免疫機構の解明に関する研究が可能となってきた。牛におけるサイト

カインの臨床応用は、感染症の予防、治療効果を目的としたものである・特に感染

症による廃用率が高い子牛に対し、未熟な生体防御機能の増強を目的としたサイト

カインの利用が考えられる。また、周産期やストレス負荷時などに低下した免疫機

能を回復させるための利用も考えられる。さらに、組換体ワクチンの免疫効果の増
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強を目的としたサイトカインのアジュバント効果が提示されている。しかし・感染

症の予防、治療薬としての有効利用をはかるためには個々のサイトカインの詳細な

作用に加えて、サイトカインネットワークの詳細の解明が必要であろう。多くの組

換体サイトカインの作出、サイトカイン遺伝子発現の検出法あるいはサイトカイン

活性測定法の確立により家畜の免疫機構解明はめざましく発展するであろう。
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表2．RT－PCR法における反応液組成

2－1．　逆転写酵素反応

　　　試薬　　　　　最終濃度 使用量

MgC12

10×PCR　　Buffer＊

滅菌蒸留水

dGTP

dATP

dTTP

dCTP

RNase　Inhibitor

Reverse　Transcriptase

Random　Hexamers

　　or
Oligo　d（T）16

　　0r
下流PCRプライマー

サンプルRNA

5mM

1×

lmM

lmM

1皿M

lmM

l　u／μ1

2．5U／μ1

2．5μM

2．5μM

O．1μM

50－100ng

μ
μ
μ
μ
μ
μ
μ
μ
μ
μ
　
μ
　
μ
μ

20μ1／サンプル

2－2．PCR反応

MgC12　　　　　　　　　　　　　　　　2皿M

10×PCR　　Buffer＊　　　　　　　1×

滅菌蒸留水

AmpliTaq　DNA　Polymerase　2．5U／100μ1

　4μ1

　8μ1

65．5μ1

0．5μ1

上流PCRプライマー

下流PCRプライマー

0．1μM

O．1μM

78μ1／サンプル

　1μ1

　1μ1

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　100μ1／サンプル

＊　10×PCR　　B11ffer　：　100皿｝1　Tris－HC1　（pH8．3），　500mM　KC1



表3．牛IL－1βに対する単クローン抗体の性状

　Clone　No．　　　　　　ELISA　　　　　　　　　　　　Ig

　　　　　　　　OD492（Cont≦0．1）　　Isotype

　Western　Blotting

による認識蛋白分子量

1F4－1

1F4－2

1A4－2

1F4－3

1C1－2

1B2－3

1D10－1

1B2－2

1C3－2

1E8－4

1H9－1

1C1－1

0．286

0．366

0．280

0．390

0．147

0．275

0．247

0．141

0．419

0．360

0．879

0．150
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図1．

　　　　　　　抗原の調製

　　　　　　精製牛IL－1β　　　　　　　　　　　　　．．瓶　　マウス脾細胞

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　∵‘

　　　　　　　　a　／鳶＿プチ，

　　　　　　　　　　　　・．，：t．熱》　夷爵三雲÷　嘱難’羅’

　　　　　　　　　　　湾燃鴨i編凝癬麺

　　　　　　　　　　　　　　　　↓　in　vit・・sti・・1・ti・n

　　　　　　　↓

in　vitro　sti皿ulation法による単クローン抗体の作製



　96ウェルELISAプレート

　被検検体50μ1／ウェル

　　　　　　↓　37℃　乾燥固相

　ブロッキング液　　（1畑SA／

　PBS）250－300μ1／ウェル

　　　　　　↓　室温　1時間

抗牛IL－1βマウス単クローン抗体

10μg／ウェル

↓　37℃　1時間

ペルオキシダーゼ標識抗マウスIg

↓　37℃　1時間

基質溶液　（0一フェニレンジアミン：
OPD）　100μ1！ウェル

図2．

　　　↓　室温　20分

反応停止液（3NH2SO4）
100μ1／ウェル

　　　↓

吸光度測定（OD492nm）

ELISAによる牛IL－1βの測定
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A
M1

．蜘鰐

424

B

394

図7．RT－PCR産物の制限酵素切断パターンによる同定

　A．　IL－1α　（424bp），　B．　IL－1β　（394bp）

　　レーン1．Uncut，レーン2．　BamH　I，レーン3．　EcoR　I，レーン4．　Hind皿，

　　レー・ン5．Hinf　l，レーン6．　Kpn　I，レーン7．　Pstl，レーン8．　Sacl，

　　レーン9．Xba　I



424一 一394

　図8．テンプレートpoly（A）÷RNA濃度による検出感度

レーン1－6：IL－1α；　レーン7－12：IL－1β

　「po　ly（A）†RNA濃度」レーン1，7：0．　lng；レーン2，8：0．01ng；

レーン3，9：1pg　レーン4，10：0．1pg；レーン5，11：0．01pg；レーン6，12：1fg

（RT－PCR反応液100μ1のうち10μ1を電気泳動に使用しているので

検出感度としてはIL－1αの場合0．01ng、　IL－1βの場合0．　lpgとなる。）



M　　1　　2 3　　4　　5 6　　M

424

　図9．サンプル細胞数による検出感度

　末梢血単核球におけるIL－1α皿RNAの検出

　レーン1：1×107個；レーン2：1×106個；レーン3：1×105個；

　レーン4：1×104個；レーン5：1×103個；レーン6：1×102個

（RT－PCR反応液100μ1のうち10μ1を電気泳動に使用しているので

検出感度としては1×10霊個となる。）



　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Cycles
M　　 5　10　15　　20　　25　　30　35　40　　M

一・ S24

図10．PCRサイクル数による検出感度

poly（A）＋照A、50ngの場合、　PCRサイクル25以上で検出可能であった。

（IL－1α：424bp）
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2．0　】レ●■レ嫡■陰　レ
kb

図11．ノーザンプロット法によるIL－1β皿RNAの検出

　　RT－PCR産物をプローブとして使用

　　レ＿ン1：1μ9　Poly（A）†RNA；　レーン2：0・1μ9　Poly（A）＋RNA；

　　レーン3：0．Olμg　poly（A）＋RNA
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1 2 3

1 2 3

図12．ドットプロット法によるIL－1α、IL－1βaRNAの検出

　　RT－PCR産物をプローブとして使用

　　A．　IL－1α　B．　IL－1β

　　A．，B．ともに上段は無刺激PBMCs、下段はLPS刺激4時間PB瓢Cs

　　レーン1：0．1μg　poly（A）†RNA；　レーン2：0．01μg　poly（A）触NA；

　　レーン3：lng　po　l　y（A）＋RNA
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A．無刺激 B．LPS刺激12時間
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図14．IL－1皿RNA発現のカイネティクス

　　レーン1－5：IL－1α；　レーン6－10：IL－1β

　　レーン1，6：LPS刺激後0時間；レーン2，7：3時間；　レーン3，8：6時間

　　レーン4，9：9時間；レーン5，10：24時間

　A：PCR　20サイクル　　B：25サイクル　　C：35サイクル
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424bp
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召躍■詔自幽i 394bp

図15．LPS投与牛におけるIL－1皿RNAの検出

A．IL－1α　　B．　IL－1β

レーン1：LPS投与前；　レーン2：LPS投与後30分；　レーン3：投与後1時間；

レーン4：投与後2時間；　レーン5：投与後4時間；　レーン6：投与後6時間



』ヤ

﨎
ｻ
9
枯
2
（
．
一
睡
）
週
蒼
e
引
掴
駆
ゆ
些
些
お
駐
ζ
一
の
Z
国
O
日
《
O
一
記
O
（
縮
鰹
。
。
冨
昌
一
き
臣
－
O
一
国
）
一
》
ヤ
い
拳
ト
恥
ー
ス
や

謹
盤
O
郎
ヰ
郎
“
O
八
ー
ム
　
翰
踵
壇
マ
郵
坤
鞘
お
八
ー
ム
　
軸
湿
盤
N
灘
陣
專
尋
λ
ー
ム

鴨
四
這
一
丁
紳
郵
“
。
。
λ
ー
ム
　
四
四
O
。
。
巡
坤
郎
の
ら
日
”
N
λ
ー
ム
　
…
寝
瞭
郭
の
告
二
λ
ー
ム

』
ヤ
嘱
製
升
e
琵
管
弓
〒
日
一
毅
二
霞
如
一
》
ヤ
い
墾
ト
恥
ー
ス
ヤ
　
．
〇
一
区



』ヤ

ｪ
製
9
弓
り
趨
（
．
一
9
）
泪
糾
e
引
掴
駆
ゆ
弓
”
堵
塔
壌
ζ
一
の
日
義
自
用
《
O
幽
き
（
鵬
輝
鴇
昌
一
き
臣
－
O
冨
）
一
》
ヤ
い
墨
ト
恥
ー
ス
や

湿
盤
O
鄭
坤
鞘
”
り
λ
ー
ム
　
…
誼
壇
マ
郵
瞭
郭
必
λ
ー
ム
　
…
痙
盤
N
郵
坤
郭
“
マ
λ
！
ム

瞳
踵
盤
一
子
入
子
”
。
。
λ
ー
ム
　
…
余
O
。
。
郵
ヰ
郎
の
出
“
N
λ
ー
ム
　
…
温
陣
斜
の
出
“
一
λ
ー
ム

ど
咽
製
升
e
《
歪
劇
Q
〒
日
一
喫
二
旺
榊
1
》
ヤ
い
墨
ト
恥
ー
ス
ヤ
　
．
ト
一
函



憎
鰍
細
（
＼
尺
へ
隊
▼
争
O
o
り
属
O
」
）
告
」
－
↑
餓
》
二
八
梱
b
o
ε
鴎．
多
量
（
《
）
≧
8
畏
」
田
輯
心
灸
。
o
O
園
自
自
告

煙
釈
慧
ト
ー
一
逡
駆
廿
簑
〒
一
λ
ー
ム

λ
ホ
ヘ
ト
ー
Q
　
．
q
自
　
　
噴
〒
目
　
．
く

韻
葦
畢
e
咽
琵
管
職
〒
目
ゆ
⇔
霧
U
脚
。
。
皇
田
↑
脳
型
　
．
。
。
ゴ
凶

20
0
寸
↓

Σ
　
卜
　
。
　
ゆ
　
嘘
　
。
。
　
創

F
　
卜
　
　
O
　
　
O
　
　
曽
　
　
o
●
　
　
“

F
　
　
Σ

肇
寸
O
O

く



A
難
ハ

B

耀
懸
蝋
撒

図19．C3H／H・Jマウス胸腺細胞を用セ・たIL－1活性の測定

　A．　IL－1により増殖したマウス胸腺細胞

　B．対照
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