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論文内容の要旨

(目的)

インターフェロン (1 FN) は多様な生理活性をもっサイトカインの 1 つである O ウイルス感染に

よって I 型 IFN (IFN-α ， 1 FN-β) の発現は，種々の分化した細胞において一過的に誘導さ

れる O 現在までに I 型 IFNや IFN誘導遺伝子のプロモーターの同じ領域に結合する転写因子 IRF-

1 (Interferon Regulatory Factor -1 )と IRF-2 が同定，解析されてきた。今回，細胞の分化段

階における IFNの発現と IRFの発現との相関，またその際の IRFの機能を調べる目的で， Embryｭ

onal Carcinoma (E C) 細胞を用いて未分化及び分化後におけるそれぞれの遺伝子発現について解析

を行った。

(方法と結果)

EC細胞である P19 と F9 から RNAを抽出し S 1 mapping 法によって IRF及び IFN遺伝子の

発現を調べた。未分化状態では IRF- l，一 2 共に mRNAの発現はウイルス感染にかかわらず，検

出できなかった。しかしレチノイン酸を用い分化させると，細胞当り数コピーの両 IRFmRNAが検

出され，さらにウイルス感染によってその発現が増大した。これに伴って IFN βmRNA の発現も

誘導された。次にゲルシフト法を用い， IRF-l ， -2 の蛋白レベルにおける発現を調べた。未分化

細胞においては， 1 RF蛋白の活性は検出されなかった。しかし，分化させると ウイルス感染なしに

顕著な IRF-2 の活性が検出された。また， IRF-l の活性はウイルス感染によって著しく発現誘

導された。以上より IRF の活性は未分化P19細胞において検出されなかったので，これを用い IRF-

1 , - 2 の機能解析を行った。



まず， 1 RFの発現ベクターとヒト IFN-β遺伝子フ。ロモーター，ヒト IFN-α遺伝子プロモー

ターのVR E (virus responsive element) 領域及び、マウスMHC class 1 H -2 L d 遺伝子プロモー

ターをそれぞれ含んだCAT レポーター遺伝子とを co-transf ection し， CAT活性を測定した。いず

れのプロモーターも 1 RF-1 cDNAを発現させると効率よく活性化された。さらに IRF-1 によ

る遺伝子の活性化は 1 RF-2 cDNAを同時に発現させることにより，強く制御された。次に IRF

の発現により染色体上の IFN遺伝子の誘導が起こるかを調べた。未分化P19細胞において IRF-1

cDNAを発現させると IFN産生が強く誘導された。この IFN活性は IRF-2 の構成的な発現の

見られる分化P19細胞を用いた時の約 5 倍の産生量であった。さらに 1 RF-2 cDNAを同時に発現

させると IFN誘導は顕著に抑制された。

(総括)

EC細胞における IFN システムの制御について本研究は様々な問題を明らかにした。

(1) 以前より IFN システムは怪細胞及びEC細胞の分化段階において制御を受けていることが知ら

れていた。今回， IRF- l, -2 遺伝子の発現が分化特異的に制御されていることがわかった。

すなわち， 1 RF遺伝子の発現が IFN遺伝子の発現と密接に関連していることを示すと共に， 1 

RF の発現が IFN システムに重要であることを示唆している。

(2) 1 RF活性の検出できない未分化細胞を用いて，ヒト IFN-α ， -ß 及びマウスMHC class 

I プロモーター，さらに染色体上の IFN遺伝子が， IRF-1 の発現によって活性化され， 1 R 

F-2 を同時に発現させることによりこの活性化は著しく抑制されることを示した。この結果は，

IRF遺伝子こそが未分化細胞では機能せず，分化すると初めて機能する IFNシステムを制御す

る遺伝子であることを強く示唆している O また実際に IRF-1 は転写活性化因子， IRF-2 は

抑制因子として機能することが明確になった。

(3) 1 R F -2 の構成的な発現のみられる分化した細胞に上記と同様なトランスフェクション実験を

行うと， 1 FN遺伝子の IRF-1 による効率のよい転写活性化は見られなかった。実際， 1 FN 

や他のサイトカインによって IFNはごく少量に産生されるか，あるいはまったく産生されないこ

とが知られている O しかし ウイルス感染では IFN遺伝子の転写は効率よく活性化されるO すな

わち，サイトカイン処理によって IRF-1 は誘導されるが，あらかじめ存在する IRF-2 のた

めに効率よく DNAに結合できない。一方，ウィルス感染によって誘導された IRF-1 は修飾な

どを受けてDNA結合能が変化し効率よく転写を活性化できると考えられるO このようなメカニ

ズムは，サイトカインの過剰産生を抑制する上で重要な役割を果たしていることが推測される。

以上， IRF-1 と IRF-2 がDNA結合を競合するシス領域は正にも負にも機能するというこ面

性をもち， 1 FN遺伝子の発現を巧妙に調節していることが強く示唆された。このような制御機構は他

のサイトカインシステムにおいても機能していると考えられる。



論文審査の結果の要旨

インターフェロン (1 FN) 系の分子生物学的解析を行なうなかで動物細胞においてはじめてレプレッ

サー， IRF-2 の存在を発見した。更に転写活性化因子 IRF-l とレプレッサー IRF-2 とがど

のようにして分化細胞における IFN系の制御に関与しているか，そのモデルを立て，未分化EC

(Embryonal Carcinoma) 細胞を用いることによって実証した。一連の研究は国際的にも極めて高い評

価を受けており，博士論文に充分値するものである O




