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論文内容の要旨

〔目的〕

インターロイキン 6 (1 L-6/BSF-2/1 FNβ2) は，広汎な標的細胞に対して，増殖刺激や抑制，

分化誘導と，多様な、活性を有するサイトカインである。知何lとして，このように多様な、活性が細胞の核内

に伝達されるのかを解明するには，そのリセプターの構造を知ることが必要である。しかしながら一個の

細胞当りの発現量は10 2 """'10 3 個ときわめて少なく，レセプタ一分子の精製のみならず，乙の分子に対す

るモノクローナル抗体の作製も難しい。

そこで我々は， リガンド自身，即ち 1L-6 自身をフ。ローブに用い，発現ベクターと蛍光染色細胞分別機

(FACS440)による分離を組み合わせ) 1 L-6 レセプターの cDNAをクローニングし，その構造を決

定した。

〔方法〕

1. ヒト NK様細胞株YT細胞のmRNAより CDM8発現ベクターに組み込まれたcDNA ライブラリー

合成し，サノレCOS7細胞に形質導入した。

2. この細胞を，ピオチン化した 1L-6 (biIL-6) 並びにFITCを結合した avidin(F 1 TC-A) 

により染色し，陽性に染色された細胞を ， FAC440 により選別した。

3. 乙れらの選別された細胞よりプラスミド DNA を抽出した。

4. 乙のプラスミド lとより E.coli MC1061/P3 を形質転換し，増幅後プラスミドを回収した。

以上の 1-4 のステップを繰り返す乙とにより， 1 L-6 レセプターのcDNAをインサートに持つクロ

ーン pBSF 2 R. 236をクローニングした。
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〔成績〕

pBSF2R.236を発現効率の高いマウス COP 細胞に形質導入し， F ACS 440 ~とより解析したと乙

ろ， 1 L-6 リセプターの発現を認めた。乙の染色は， r 1 L-l や r 1 L-2 ~Lより阻害されず，従って

IL-6 特異的であった。

pBSF2R.236のインサート cDNAをプローブに Northern blot 解析を行った所， YT ，骨髄腫細

胞株U266 ， EBvirus 形質転換株 CESS ，組織球性白血病細胞株U937では，一様に約 5kbのメッセ

ージの発現を認め， T細胞株Jurkat ，パーキットリンパ腫細胞株BL29には，メッセージの発現を認め

なかった。これらの結果は，放射性ヨードにより標識された IL-6 による結合試験の結果と一致する。

本クローンを， lurkat 細胞株に形質導入し樹立された permanent 形質転換株 JB S F 2 R. 236 ~Lつ

一11
いて， 1 L-6 の結合試験を行ったと乙ろ，高親和性解離定数Kd=10 ~~)並びに低親和性 (Kd =10 

-9) の 2 種類の結合部位が発現されていることが明かとなった。 U266細胞株において発現されている

本来のリセプターも，同様に高親和性並びに低来見和性の結合部位を有していた。

pBSF2R.236のインサート cDNA，さらにこのcDNAをプローブに用いてライブラリーのスクリーニ

ングlとより得られたクローンより塩基配列を決定した。これより予想される受容体分子のアミノ酸配列を

解析したと乙ろ， 468個のアミノ酸よりなる膜貫通型蛋白であることが判明した。又，シグナルペプチド

後の約90アミノ酸は，抗体分子のドメイン構造の共通のモチーフを有することが明かとなった。

細胞質領域は約80アミノ酸よりなるが， NBRF da ta base 中には，相向性を有した蛋白は認められ

ない。又，他の増殖因子のレセプターに認めるチロシンキナーゼ領域を有しない。

機括〕

1. ヒト IL-6 リセプターのcDNAをクローニングした。

2. リセプターは， 468個のアミノ酸よりなる膜貫通型蛋白である。

3. メッセージは 1 種類保守 5 kb) である。

4. 本クローンにコードされるリセプターは，本来のリセプタ一同様，高低両親和性の結合部位を発現

し得る。

5. 第 1 ドメインは，抗体分子のドメイン構造を有する。

6. 約80アミノ酸よりなる細胞質領域は，チロシンキナーゼ領域を有しない。従って， 1 L-6 レセプ

ターを介するシクゃナル伝達には，未知なる生化学的機構が存在している可能性がある o

論文の審査結果の要旨

ヒト IL-6 は，免疫応答や急性期反応で重要な役割を演ずるサイトカインであり，様々な標的細胞に

対して作用し，増殖の刺激や抑制，或は分化誘導と多様な・活性を有する。如何にして，乙の様に多様な、活

性が発揮されるのかを解明するため，申請者は IL-6~乙対するリセプターのcDNAをクローニングし，

そのー次構造を明らかにした。乙の場合， リセプターの発現量が一細胞当たり 10 2 --10 3 個と低いため，
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発現ベクターと FACS c1堂光染色細胞分別機)による選別を組み合わせるという漸新な手法lとより，乙

れを可能にしているD 本リセプターのcDNAのクローニングにより，リセプタ一分子を自在に用いた実験

が可能となり，未だ解明されないサイトカンのシグナル伝達の物質レベノレで=の探究を一歩押し進めたとい

える。以上より，本論文は博士号授与に値するものと考える。
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