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論文内容の要旨

サイトカインの一つで、ある F型インターフェロン (1 FN-ß) は，主i乙樹監芽細胞において，ウィル

スや double strand RNA等の刺激によって一過的にその遺伝子の発現が誘導される。合成，分泌され

た IFN-ß は，特異的な細胞膜上のレセプターを介して，そのシグナルを細胞内に伝達し，増殖や分化

などの様々な生理活性を示す。藤田らは，ウイルスによる IFN-ß遺伝子の発現が転写レベルで調節さ

れている乙とを既に報告している。

最近，宮本らによって IFN-ß遺伝子の転写を正に制御している DNA結合タンパク質である

i n t e r f e r on r e gu 1 a t 0 r y f a c t 0 r -1 (1 R F -1 )及び原田らによって IRF-1 と相向性があり

IFN-ß遺伝子の転写を抑制していると考えられている IRF-2 をそれぞれコードする cDNA が共

にマウス L 9 2 9 細胞から単離された。

本研究においては，マウスでクローニングされた IRF-2 cDNA の counterpartとしてヒト 1 R 

F -2 cDNA を単離し，さらに IFN-ß遺伝子の転写を正に制御しているヒト 1 R F -11C:関して，

その遺伝子の構造と転写調節機構を検討した。

最初にヒト ]urkat-111 細胞mRNAより調製した cDNA をCDM8 vector に挿入し， cDNA ラ

イブラリーを作製した。マウス 1 RF-2 cDNA をフ。ロープに用い， 2.5 x 10 5 コロニーをスクリーニン

グし. 1 個の陽性クローンである pH1 RF 4 S-51 を得た。 pH 1 RF 4 S-51 の塩基配列を決定し，ア

ミノ酸レベルでの homology を解析したと乙ろ，マウス IRF-2 との相同性は約 9 3.5 労であり， ヒ

トとマウス間で IRF-2 は非常によく保存されている乙とがわかった。さらに， ヒト IRF-1 と 1 R 

F-2 との相向性はN末端 113 アミノ酸において 7 3 必であった。
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次に，ヒト IRF-1 遣伝子を単離する目的で，ヒト genomic DNA をA1 u 1 -H a e 1 1 1 p a r t i a 1 

digestion し， Charon 4 A Iζ挿入して得たファージライブラリーから 1x10 6 プラークをスクリーニング

し， 7 個の陽性クローンを得た。その中の 1 つのクローンである ÀHuIRF1B は，ヒト IRF-1 cD 

NA である pH 1 RF 31 の全塩基配列を含んでいることがサザンブ、ロット解析により明かとなった口そ乙

で以後の解析には， ﾀ Hu 1 RF 1 Bを用いる乙とにした。 IRF-1 遺伝子は， 1 0 個のエクソン lζ分か

れており，約 8 kb にわたってエクソンが散在していた。第 1 エクソンは， 5' 非翻訳領域であり，第 2 エ

クソンに， initiation codon である ATGが存在し，第 1 0 エクソンに termi na t i on codon 

である， TGAが存在していた。

IRF-1 遺伝子の染色体マッピングは，マウスーヒトハイブリッド細胞を用いたサザンブロッテイン

グ解析により，第 5 染色体に位置する乙とが明かとなった。また， RFLP (restriction fragment 

length pol~orphism)による linkage analysis により， IRF-1 遺伝子が， 5q23-31に位

置する乙とを認めている(未発表データ)。

RNAプロッテング解析の結果， 1 R F -1 mRN AはNDV (Newcastle Disease Virus) , 

IFN 一 β およびPHA/PMAによりづ品性に増大した。そ乙で，乙のmRNA の→品性の増大が転写

レベ、ルで制御されているか否かを検討した。まず， IRF-1 遺伝子の 5' 上流の塩基配列を決定したと

乙ろ， IRF-1 遺伝子の 5' 上流-493 までには，非常に多くの既知の転写制御因子の認識配列を認

めた。

そこで， IRF-1 遺伝子の上流にCAT (chloramphenicol acetyl transferase) 遺伝子を

連結した 5 種類の deletion mutant を作製し，乙れらのプラスミドを Jurkat細胞にトランスフェク

ションし， CAT assay を行なった。 PHA/PMA刺激 iとより 5' 上流- 2 1 6 までを含むキメラプ

ラスミドは，転写レベルを著しく増大させた。

次i乙， L 9 2 9 細胞にキメラプラスミドとネオマイシン耐性遺伝子の pSTneoB とを遺伝子導入し，

形質転換細胞を得た。乙れらの形質転換細胞を 100 コロニーず、つプールし実験に用いた。それぞれの形

質転換細胞をNDV ， IFN-ßおよびTNFIとより刺激した後，全RNAを個々の細胞群より調製し，

S 1 mapping解析を行なったと乙ろ， N DV刺激iとより p-3500 1 RFcat , p-493 1 RFcat および

p-2161 RFcat は，それぞれ細胞当り 200， 56 および 24 コピーのmRNAが転写された。 1 FN-゚  

刺激においては，それぞれ細胞当り 1 3.6 , 6.5 および 1 コピーのmRNAが転写された。また， TNF 

刺激では細胞当り 6.9 ， 4 および 0.6 コピーのmRNAが転写された。一方pー 1431 RFcat 及び p+8

1 R Fea t では，すべての刺激においてmRNAは検出されなかった。

IRF ー 1 遺伝子の上流- 216 までには， NDV感染lとより転写誘導される DNA配列が存在する乙と

が判った。そ乙で上流- 216 までの DNA領域のどの配列がウィルス誘導に必要であるかを検討した所，

非常に興味深い乙とにNDV で誘導されることが知られている転写制御因子NF-kBの認識配列が IRF

-1 遺伝子の上流 -47 からー 38 に存在する乙とがわかった。そこで，この DNA配列 iと実際NF-kB

(NF-kB1ike factor) が結合できるか否かをゲ、ルシフト法により解析した。その結果，乙の DNA

領域には， NDV感染lとより強く誘導されるタンパク質を同定した。さらに，乙のタンパク質は， Sen 
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and Ba 1 t imore , Baeuer 1 e and Ba 1 t imore によって報告されたものと同様の性状を有する乙と

が認められ， NF-kB (NF-kB1 ike factor) が結合しているものと考えられた。

そ乙で，乙の DNA領域 iとmutationを入れる乙とにより転写レベルがどの様に変化するかを検討した。

S 1 mappi ng解析の結果， p-216 1 R Fca t はp NDV刺激iとより，細胞当り 24 コピーのmRNAの転

写が認められたが， N F -k B (N F -k B 1 i ke f ac t 0 r )認識配列に変異を入れた p-216IRFmNF

cat では，その転写が細胞当り 6 コピーと約%に減少したD

以上をまとめると， 1) ヒト 1 RF-2 cDNAを単離した所，マウス IRF-2 とアミノ酸レベソレで約

9 3.5$ぢの相向性を見いだし，またヒト IRF-1 と IRF-2 聞においてN末端 113 アノ酸までに約 73

箔の相同性を見つけた。 2) IRF-1 遺伝子は， 1 0 個のエクソンから成っており， 5q23-31 にマッ

プされることが判った。 3) IRF-1 遺伝子の上流- 216 までは， PHA/PMA, NDV, 1 FN-ß お

よびTNF 刺激による転写誘導を引き起乙す領域を含んでいる乙とが認められた。この転写誘導能は，上

流領域が短くなるにつれて弱くなった。 4) 転写制御因子NF-kBlike factor が IRF ー 1 遺伝

子のNDV感染による転写活性化に必要である乙とが判った。

論文の審査結果の要旨

本研究は INF-ß遣伝子の転写制御機構を解明するべくマウス IRF-2 cDNA をプローブとしてヒ

ト IRF ー 2 を単離し，さらに INF-ß 遺伝子の転写を正に制御している IRF-1 遺伝子の構造と発現

調節をしらべたものである。その結果，通常の状態では INF-ß及び IRF ー 1 遺伝子転写は全くお乙っ

ていないが，細胞をウィルス感染させるとまず IRF-l遺伝子の 5 I 上流にNF-kBが結合し， 1 RF-

1 遺伝子の転写がおこり， 1 RF-1 がつくられる。そしてそれにつづいて INF-ß 遺伝子の上流に結合

している IRF-2 におきかわって IRF-1 が結合し，さらにNF-kB も結合することにより IFN-ß

遺伝子の転写がおきる乙とを明らかにしたもので，学位論文として価値あるものと認められる。
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