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論文内容の要旨

【目的】

心筋の虚血再瀧流時に種々のサイトカインが関与することが知られている。培養心筋細胞において低酸素刺激によ

り interleukin(IL) -6 の発現が誘導されること，また， IL-6 遺伝子の発現調節には，転写因子である NF-}(B と NF-IL6

とが深く関与していることが他の細胞系で報告されている。本研究では心筋細胞において低酸素刺激あるいは IL-1β

刺激による IL-6 遺伝子の発現の分子機構について検討する。

【方法ならびに成績】

IL-6 プロモーター・ルシアエラーゼ・プラスミドは，転写開始点から -179 bps から+12 bps までの IL-6 プロモー

ターを，ルシブエラーゼ・レポーター遺伝子に挿入して作成した (p179)0 3 種類の変異 IL-6 プロモーター・ルシア

エラーゼ・プラスミドは，それぞれ， NF-}(B 結合部位または NF-IL6 結合部位に変異を加える (pm}(ß ， pmIL6) ，あ

るいは，その両方に変異を加える (pm)( B/IL6) ことにより作成した。これらのプラスミドを心筋細胞に導入し低酸素

刺激あるいは IL-1β 刺激を行い，ルシブエラーゼ活性を測定した。

心筋細胞を 4 時間 IL-1β(10 ng/ml) にて刺激したところ，非刺激群に比して 12.0倍のルシアエラーゼ活性の上昇を

認め， pl11x B, pmIL6 を導入した心筋細胞では， IL-1β 誘導性の IL-6 発現は，それぞれ3.1倍， 9.0倍に滅弱した。こ

れらの結果から. NF-}(B. NF-IL6 結合部位の塩基配列の置換は，ルシフエラーゼ活性をそれぞれ有意に約75% ， 25 

%減弱し，特に ， NF-xB は心筋細胞での IL-1β による IL-6 発現に極めて重要であると考えられた。

また，心筋細胞を 4 時間の低酸素刺激に暴露させたとき， 5.9倍のルシブエラーゼ活性の上昇を認め， pmx B, pmIL6 

を心筋細胞に導入したときは，それぞれ2.9倍， 4.1倍に有意に減弱した。さらに ， NF-xB と NF-IL6 の両方の結合部

位の塩基配列を置換したプラスミドである pm}cB/IL6 を心筋細胞に導入した群ではルシブエラーゼ活性は， l. 8倍に

減弱した。これらの結果から ， NF-xB, NF-IL6 結合部位の塩基配列の置換は低酸素刺激後のルシソエラーゼ活性を

それぞれ約51% ， 22%，両方とも置換したときは70%低下させ，低酸素刺激後の心筋細胞においても ， NF-xB は IL-

6 の発現に極めて重要な役割を果たすものと考えられた。



次に ， NF-xB または NF-IL6 結合領域のモチーフを含む24塩基よりなるオリゴヌクレオチドをプロープとし，低酸

素刺激後の心筋細胞の粗核抽出液を用いて， electrophoretic mobility shift assay (EMSA) を行った。 NF-xB モチ

ーフを含むプロープで EMSA を行ったところ，刺激によリ DNA 蛋白複合体の増加を認め，過剰の非標識 NF-xB モ

チーフを含むオリゴヌクレオチドの添加でこの複合体の増加は消失した。NF-xB の構成要素である p50 ， p65に対する

抗体を用いた supershift assay を行い，この NF-xB モチーフと結合する蛋白質は p50 と p65よりなることが確認され

た。 NF-IL6 モチーフを含むプロープによる EMSA では，同じく低酸素刺激で DNA 蛋白複合体の増加を認め，過剰

の非標識の NF-IL6 モチーフを含むオリゴヌクレオチドの添加でこの複合体の増加は消失した。抗 C/EBPβ(NF

IL6) 抗体を添加した supershift assay により，低酸素刺激で誘導される DNA 蛋白質複合体が NF-IL6 であることが

確認された。

【総括】

変異 IL-6 プロモーター・ルシブエラーゼ・プラスミドを用いた遺伝子導入実験， NF-xB または NF-IL6 結合領域

のモチーフをプロープとした EMSA および supershift assay の結果より，心筋細胞において低酸素刺激により， NF 

xB , NF-IL6 が活性化され，低酸素時の IL-6 産生に重要な役割を果たしていることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

心筋炎や虚血再濯流障害に種々のサイトカインが関与しており，その病態における役割の解明が期待されている。

Interleukin-6 (IL-6) は急性心筋梗塞の発症早期に血中濃度が上昇し，また培養心筋細胞の系でも低酸素刺激により

その転写活性および産生が増加することが知られている。しかし，低酸素刺激による IL-6 遺伝子の発現調節機構に関

してはいまだ十分な検討はなされていない。

申請者は IL-6 遺伝子の promoter 領域を含む plasmid を作製し培養心筋細胞に transfection することで低酸素刺

激による IL-6 遺伝子の発現調節を詳細に検討し， hypoxia resposive element が転写因子 NF-xB， NF-IL6 結合領域

を含む領域にあること，また低酸素刺激による IL-6 遺伝子の発現には転写因子 NF-xB がより重要な役割を果たすこ

とを見い出し，さらに Electrophoretic Mobility Shift Assay を用いることで低酸素刺激によりこれらの転写因子が

活性化されていることを明らかにした。

心筋細胞において低酸素刺激で活性化される転写因子群が本研究により明らかとなり，またこれらの転写因子によ

り発現調節を受ける遺伝子群の解明は，虚血心筋障害の病態の理解や新たな治療法にもつながるものと考えられ，本

研究は，学位に値すると考えられる。




