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Ⅰ.	緒言	

	

	 一般に細菌感染が生じると,	宿主の身体ではそれに対する拒絶反

応として炎症反応が引き起こされる.	感染局所においては免疫担当

細胞が誘導され,	Interleukin（IL）-1,	IL-6やTumor	Necrosis	Factor

（TNF）-αなどの炎症性サイトカインを産生し,	炎症の場を形成す

る。こうして炎症反応が進んだ結果として,	発赤,	腫脹,	発熱,	疼

痛そして機能障害といった炎症の5兆候が現れる1.	歯科領域におい

ては,	例えば根管内から根尖孔外に細菌が侵入すると,	根尖周囲の

T 細胞の活性化が引き起こされる.	そして,	活性化したＴ細胞は炎

症性サイトカインを産生し,	その結果,	根尖部歯周組織は炎症状態

に陥り,	この炎症は歯槽骨の吸収を誘発する.	このような根尖部歯

周組織の炎症および歯槽骨の吸収が根尖性歯周炎の主たる病態であ

る 2.		

	 炎症性サイトカインは,	細菌の侵入に対して生じる免疫応答の過

程で産生され,	その免疫応答には自然免疫系と獲得免疫系の２つあ

ることがこれまでの研究によりわかっている 3-6.	細菌やウイルスな

どの病原体が宿主内に侵入すると速やかに自然免疫系が働き,	Toll

様受容体やインフラマソームなどによって病原体の構成成分を認識

して抗原非特異的な応答を行う7-12.	また,	マクロファージと好中球

などの貪食細胞は感染後比較的迅速に集積し,	病原体を貪食するこ

とでリソソーム内に取り込んで消化する.	このとき,	好中球とは異
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なり,	マクロファージや樹状細胞などは抗原提示能を持ち,	T 細胞

に抗原提示することによってこれを活性化させることができる.	こ

うして獲得免疫が成立し,	抗原特異性の高い免疫応答により多様な

病原体に対応ができるのと同時に,	持続的な免疫記憶により再感染

に対してより強力な防御が可能となる 1.		

	 獲得免疫の中心となるリンパ球には T 細胞と B 細胞があり,	それ

ぞれ胸腺と骨髄で分化する.	これらの細胞は多様な抗原に対応した

T 細胞受容体（TCR）および B 細胞受容体（BCR）をそれぞれ細胞表面

上に発現している.	多様な TCR を発現する T 細胞の中には,	自己の

体内に存在する自己抗原に対して強い親和性を持つものが現れるが,	

これらはアポトーシスを起こすことにより除去されることがわかっ

ている 1.	しかし,	何らかの異常によりこの制御機構が破綻すると,	

自己抗原に対するリンパ球が活性化し,	その結果,	組織が破壊され

て種々の病的な状況が生じる 13,14.	このように自己抗原と強く反応

するリンパ球によって生じる疾患は,	一般に自己免疫疾患と呼ばれ

ており,	ヒトの自己免疫疾患には,	関節リウマチ(RA),	全身性エリ

トマトーデス(SLE),	１型糖尿病,	多発性硬化症(MS)等が知られて

いる 15.	

獲得免疫において重要な役割を担う T 細胞は,	機能の異なる 2 つ

の細胞集団に大別される.	この 2 つのクラスは,	細胞表面に発現す

る糖タンパク質,	CD4 および CD8 の発現によって区別されている.	

CD4陽性 T細胞は他のB細胞やCD8陽性 T細胞を活性化する役割を持
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ち,	CD8 陽性 T 細胞はパーフォリン/グランザイム経路又は Fas リガ

ンドを発現することによりウイルス感染細胞等を破壊することが報

告されている 16.	胸腺で分化したナイーブ T 細胞は,	血中を循環し

て末梢リンパ組織へと移行する.	そして,	宿主が病原体に感染する

と,	樹状細胞やマクロファージといった抗原提示細胞が提示する抗

原ペプチド・主要組織適合遺伝子複合体（MHC）および補助刺激分子

によって TCR シグナルが活性化され,	ナイーブ T 細胞はエフェクタ

ーT 細胞へと分化する 17.	活性化した CD4 陽性 T 細胞はヘルパーT 細

胞と呼ばれ,	抗原提示細胞のMHCクラス II分子と抗原ペプチドの複

合体を認識し,	免疫応答の司令塔としての役割を果たす.	このヘル

パーT 細胞にはいくつかのサブセットがあり,	細胞性免疫を担う１

型ヘルパーT（Th1）細胞と,	体液性免疫を担う 2 型ヘルパーT（Th2）

細胞が主たるヘルパーT 細胞である.	Th1 細胞は,	Type	I	interferon

や IL-2 を産生し,	マクロファージや細胞傷害性 CD8陽性 T細細を活

性化することで細胞内寄生体の排除に寄与する.		

ナイーブ CD4 陽性 T 細胞からの Th1 細胞分化は,	TCR 刺激と

IL-12-STAT4（signal	transducer	and	activator	of	transcription	

4）シグナルによって Type	I	interferon が産生されることで始まる

18.	Type	I	interferon が STAT1 を活性化することにより,	転写因子

T-betの発現を誘導してTh1細胞に特異的な遺伝子発現を亢進する19.	

一方,	Th2 細胞分化は,	TCR 刺激と IL-4-STAT6 シグナルによって誘

導される転写因子 GATA	binding	protein	3	(GATA-3)	の発現により,	
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Th2 細胞特異的な IL-4,	IL-5,	IL-10 および IL-13 等の遺伝子発現が

亢進することで生じる.	これらのサイトカインは,	B 細胞の増殖,	

分化および抗体産生を誘導し,	体液性免疫や細胞外寄生体に対する

感染防御に関与する 1,19.	また,	GATA-3 は STAT4の発現を抑制するこ

とで Th1細胞特異的な遺伝子の発現を抑制したり,	T-betが Th2細胞

分化を抑制したりすることで,	Th1細胞およびTh2細胞への分化のシ

グナルを互いに制御し合いバランスをとっている 20.		

	 近年,	ナイーブ CD4陽性 T細胞は TCR刺激と Transforming	growth	

factor（TGF-β）の刺激による FOXP3 の発現誘導によって制御性 T

細胞（Treg 細胞）へと分化し,	IL-6 と TGF-βの刺激により Retinoic	

acid	receptor-related	orphanreceptor （ROR）および RORγt を特

徴的に発現する Th17 細胞へと分化することがわかってきた 21,22.	こ

れら Treg 細胞および Th17 細胞については,	自己免疫疾患の病態に

関与するという報告が近年数多くなされている 23-30.	つまり,	Treg

細胞は,	IL-10 や TGF-βなどの抗炎症性サイトカインを産生するこ

とおよび細胞維持に必要な IL-7 を他のヘルパーT 細胞サブセットよ

りも優先的に回収することなどの働きにより,	炎症に対して抑制的

に働く.	それに対してTh17細胞は自己免疫疾患の発症や増悪に関わ

ると考えられている.	また,	Th17 細胞から分泌される IL-17 は自己

免疫疾患だけではなく,	慢性辺縁性歯周炎においても重要な働きを

することが報告されている 31,32.	前川らによると,	血管内皮細胞か

ら産生される抗炎症性タンパク質 Del-1 の接種により歯周炎の進行
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が抑制され,	骨吸収の有意な抑制が認められ,	さらに歯肉溝滲出液

中の IL-17 などの炎症性サイトカインが顕著に低下していたと報告

している 32.	IL-17 は分子量 20-30kDa のペプチドからなるホモダイ

マーの糖タンパク質であり,	現在 IL-17A,	IL-17B,	IL-17C,	IL-17D,	

IL-17E(IL-25)および IL-17F の 6 個の相同性を持つファミリー分子

が同定されている 33-35.	特に,	IL-17A は,	IL-17 受容体ファミリーの

うち IL-17RA と IL-17RC のヘテロダイマーに結合し,	TNF	

receptor-associated	receptor	6	(TRAF6;	E3	ubiquitin	protein	

ligase)を介してNF-κB経路や MAPK経路等を活性化し,	炎症性サイ

トカイン(IL-6,	G-CSF,	OSM,	IL-32)やケモカイン(CXCL1,	CXCL2,	

CXCL5,	CCL20)などの発現を誘導することが知られている 36,37.	

	 ところで,	炎症性サイトカインの１つであるIL-6ファミリーサイ

トカインは,	受容体である gp130 と複合体を形成することにより,	

細胞内にシグナルを伝達する 38.	gp130 の細胞内領域には 1 型サイト

カイン受容体スーパーファミリー間でよく保存された領域があり,	

ここにチロシンキナーゼである Janus	kinase	(JAK)が会合する.	

IL-6 ファミリーサイトカインと複合体を形成し,	gp130 がホモダイ

マーになることにより,	JAK 同士が近接し,	このときお互いのチロ

シン残基をリン酸化する.	こうして活性化した JAK は gp130 をリン

酸化する 39.	gp130 の持つチロシン残基のうち細胞膜領域から 3 番目

から６番目まではすべてチロシンの C 末端側 3 番目の位置にグルタ

ミンを有し(YXXQ モチーフ),	このモチーフが 1 つでも存在し,	JAK
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によるリン酸化を受けていれば転写因子 signal	transducer	and	

activator	of	transcription	3	(STAT3)が活性化することがわかっ

ている 40,41.	また,	細胞膜領域から 2 番目のチロシン	(Y759)のリン

酸化は src	homology	2-containing	protein	tyrosine	phosphatase-2	

(SHP-2)および suppressor	of	cytokine	signaling	3	(SOCS3)との会

合に必要であり,	JAK によってリン酸化された SHP-2 は下流の

ERK/MAPK 経路を活性化することが知られている 42.	SOCS3 は JAK を

抑制することによって,	IL-6-STAT3 経路を負に制御している 43,44.	

そこで,	 gp130 のシグナル伝達経路を in	vivoで解析するためにヒ

ト gp130 の 759 番目のチロシンをフェニルアラニンに置換した変異

型 gp130 分子(F759)を全身で発現するノックインマウス	(F759 マウ

ス)が作成された 38.	この F759 マウスは生後 1 年から 1 年半以内に

ほぼ 100%の個体において,	関節リウマチ様自己免疫疾患を発症する

という興味深い結果が得られた 45.	F759 マウスにおける免疫系の異

常としては,	ガンマグロブリン値の上昇,	リウマトイド因子の検出,	

脾腫大,	リンパ節肥大およびメモリー・活性化 T 細胞の増加が認め

られた.	そしてこれらの免疫系の異常により,	関節炎は慢性的に進

行し,	関節の病理組織像では,	好中球や破骨細胞の浸潤,	滑膜線維

芽細胞の過形成,	パンヌス形成,	関節破壊および強直性変異を伴い,	

ヒトの慢性関節リウマチでみられるような病態を示し,	関節リウマ

チの発症機構を解析するうえで有用な動物モデルであることがわか

った.		
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	 そして,	F759 マウスでは STAT3 が過剰に活性化することで,	線維

芽細胞による IL-7 産生が亢進し,	Th17 細胞などの末梢 CD4 陽性 T

細胞が恒常的に増殖・活性化することがわかった 46.	こうして活性

化した Th17 細胞から産生された IL-17 は,	線維芽細胞の IL-6 産生

を誘導し,	そのIL-6とIL17が協調的に線維芽細胞に作用して,	IL-6

やケモカインを過剰産生させることが明らかとなった 47.		

	 この免疫細胞を引き寄せる炎症性サイトカインやケモカインの産

生を増幅する炎症誘導機構は「炎症回路」と呼ばれている(図 1)47,48.	

また,	関節抗原を認識しない TCR	1 種類のみを発現する F759 マウス

においても関節炎が発症したことから,	F759 関節炎の発症には関節

特異的な自己抗原が不要であることがわかった.	さらに他の変異マ

ウスを用いた実験から,	F759 マウスで関節炎が生じるためには(1)	

CD4 陽性ヘルパーT 細胞の活性化,	(2)	活性化 CD4 陽性ヘルパーT 細

胞の関節局所への集積,	(3)	関節局所での炎症回路の活性化,	(4)	

関節での T 細胞由来サイトカイン感受性の亢進が必要であることな

ど,	他の自己免疫疾患においても同様のメカニズムが働いている可

能性が示唆された 49,50.	こうして炎症回路が自己免疫疾患の発症と

憎悪に深く関係していることが明らかとなってきたことから,	炎症

回路の分子メカニズムを解明することができれば,	自己免疫疾患の

新規の治療法の開発に繋がると考えた.		

	 先行研究において,	炎症回路の分子メカニズムをより詳細に解明

するために,	65,500 種類（マウスの 16,000 遺伝子に相当）の shRNA
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ライブラリーを用いたゲノムワイドスクリーニングが行われた 48.	

そこでは,	炎症回路が生じることを確認したマウス大腿骨由来血管

内皮細胞株であるBC-1細胞株を用いて各遺伝子をノックダウンした

細胞株を作製し,	IL-6と IL-17の共刺激による IL-6の産生が抑制さ

れるかを確認されている.	その結果,	炎症回路を制御する遺伝子と

して 1,289 個の遺伝子が同定された 48.	その中の 1 つである

Hmgcs1(3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA	synthase1)は Hmgcs1 と呼

ばれているタンパク質をコードしている.	Hmgcs1 は分子量約 57	kDa

の酵素であり,	コレステロール合成において重要なメバロン酸合成

の前段階で働いていることが知られている 51.	Hmgcs1 は細胞質にお

いて,	Acetyl-CoA(Acetyl	Coenzyme	A)と

Acetoacetyl-CoA(Acetoacetyl	Coenzyme	A)のアルドース反応を触媒

することによって HMG-CoA(3-hydroxy-3-methylglutaryl	Coenzyme	

A)を合成する酵素である 51.	その触媒作用において,	Hmgcs1 の 129

番目のシステイン残基が必要であることが知られている 52,53.	

Hmgcs1 は細胞質と核内に存在し 54,55,	細胞質でコレステロール合成

に関係していることがわかっていたが,	核内の働きについては不明

のままであった.	本研究では,	Hmgcs1についてBC-1細胞株を用いて

Hmgcs1 遺伝子をノックダウンし,	炎症回路との関連性について解析

を行った.		
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Ⅱ.	材料および方法	

	

１．Hmgcs1遺伝子ノックダウン細胞株の作成	 	

	

96-well	plate(Corning,	New	York,	USA)に,	マウス大腿骨皮質由

来内皮細胞であるBC-1細胞株を1.5×103	cells/wellで播種し,	10%	

FBS含有DMEMにて24時間培養した.	非標的配列およびHmgcs1特異的

なshRNA(標的配列はsh1:	

CCGGGCAGATTATGTGTTGCTTAAACTCGAGTTTAAGCAACACATAATCTGCTTTTTG	

およびsh2: 

CCGGGATCTTTCACTCACCATATTGCTCGAGCAATATGGTGAGTGAAAGATCTTTTTTG)

を含むレンチウイルスを含むウイルスパーティクルストック

(-80℃)を氷上で10分間静置することで融解し,	MOI(multiplicity	

of	infection)が約5となるように培養液にPolybrane(8.0	μg/ml)を

加えて調整し,	40	μl/wellずつ細胞に添加した.	5.0	%	CO2,	37℃下

で24時間培養後,	培養液に最終濃度が5.0	μg/mlとなるように

Puromycinを加えた培地を100	μl/wellずつ加えて2日培養した.	こ

の薬剤選択で生存していたものを12-well	plate(Corning)に播種し,	

Puromycin(5.0	μg/ml)を含む培養液で3〜4日培養し,	細胞を回収

した.	さらに100	mm	dish(Corning)に播種して3〜4日間選択を行っ

た.	この薬剤選択により得られたクローンを以下の実験に供した.	
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２．ELISA(Enzyme-ImmunoSorbent	Assay)法	 	

	

	 96-well	plate(Corning)に,	BC-1コントロール細胞株(以下mock細

胞とする)および2つのHmgcs1遺伝子ノックダウン細胞株(以下sh1細

胞、sh2細胞とする)を1.0×104	cells/wellで播種し,	10	%	FBS含有

DMEMにて1昼夜培養した.	その後,	血清非存在下で2時間培養し,	ヒ

トIL-6(同濃度のヒト可溶性IL-6レセプターa(sIL-6Ra)を添加),	マ

ウスIL-17AおよびマウスTNF-αを最終濃度が各々100,	50,	50	ng/ml

となるように添加し,	さらに24時間培養した.	24時間刺激後,	上清

をELISA法に使い,	細胞に対しては後述のMTT試験を行った.	回収し

た培養上清中のIL-6濃度を,	Mouse	IL-6	ELISA	Set(BD,	Franklin	

Lakes,	New	Jersey,	USA)にて測定した.	具体的な方法としては,	

96-well	ELISAアッセイ用plateの底面にIL-6のcapture抗体を4℃で1

昼夜静置して固相に吸着させた後,	洗浄した.	洗浄後,	5.0	%	FBS含

有PBS溶液にてブロッキングを行い,	室温で1時間静置した.	再度洗

浄をした後,	回収した上清を添加し,	室温で2時間静置した.	2時間

後に洗浄を行い,	HRPを標識したIL-6のdetection抗体を添加し,	室

温・遮光条件で1時間静置した.	その後,	洗浄を2回行い,	基質を添

加し5-10分後に2.0	M	H2SO4を加えて反応を止めた.	測定はマイクロ

プレートリーダー(model	680,	Bio-Rad,	Hercules,	California,	USA)

を用いて,	450	nm/550	nmの吸光度を計測した.	
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３．MTT試験	 	

	

	 96-well	plate(Corning)に,	mock細胞,	sh1細胞およびsh2細胞を

1.0×104	cells/wellで播種し,	10	%	FBS含有DMEMにて1昼夜培養した.	

その後,	血清非存在下で2時間培養し,	ヒトIL-6,	ヒト可溶性IL-6

レセプターa(sIL-6Ra),	マウスIL-17AおよびマウスTNF-αを最終濃

度が各々100,	100,	50,	50	ng/mlとなるように添加し,	さらに24時

間培養した.	24時間刺激後,	10	%	FCSを含むDMEM培地で希釈したMTT

試薬(500	μg/ml)を70	μl/wellで加えて,	5.0	%	CO2,	37℃下で2時

間呈色反応を行った.	その後,	培養上清を除去してDMSOを100	

μl/well加えてホルマザンの沈殿を溶解し,	マイクロプレートリー

ダーを用いて550	nmの吸光度を測定した.		

	

４．Real-time	PCR	 	

	 	

	 6-well		plate(Corning)に,	mock細胞,	sh1細胞およびsh2細胞を

2.0×105	cells/wellで播種し,	10%	FBS含有DMEMにて1昼夜培養した.	

その後,	血清非存在下で2時間培養し,	ヒトIL-6,	ヒト可溶性IL-6

レセプターa(sIL-6Ra),	マウスIL-17AおよびマウスTNF-αを最終濃

度が各々100,	100,	50,	50	ng/mlとなるように添加し,	さらに3時間

培養した.	3時間刺激後,	培養上清を除去し,	2-MEを1/100量添加し

たLysis	solutionで細胞を可溶化し,	Mammalian	Total	RNA	Miniprep	
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Kit(Sigma	Aldrich,	St.	Louis,	Missouri,	USA)を用いてtotal	RNA

を抽出した.	抽出したtotal	RNAにDNaseⅠとReaction	bufferを1/10

量ずつ加えて室温で15分静置し,	ゲノムDNAを消化した.	その後,	

Stop	solutionを1/10量ずつ加えて70℃で10分間熱処理をしてDNase

Ⅰを失活させた.	このRNA溶液に対してOligo	dTプライマーを用いて

逆転写反応(42℃	60分,	95℃	5分)を行った.	得られたcDNA産物を鋳

型として,	マウスIl6,	Socs3,	Cxcl5遺伝子に対する特異的なプライ

マーを用いてPCR(95℃	15秒,	60℃	1分,	40サイクル)を行いながら,	

経時的な蛍光強度の変化を7300	Real	Time	PCR	System(Applied	

Biosystems,	Waltham,	Massachusetts,	USA)にて測定した.	逆転写

反応およびReal-time	PCRには,	それぞれM-MLV	Reverse	

Transcriptase(Promega,	Fitchburg,	Wisconsin,	USA),	KAPA	SYBR	

FAST	ABI	Prism	qPCR	kit(Kapa	Biosystems,	Wilmington,	

Massachusetts,	USA)を使用した.	マウスの遺伝子についてはHprt	

mRNAを内在性コントロールとして使用した.	目的のmRNA量は,	それ

ぞれの遺伝子のプライマーを用いてBC-1細胞株から精製したcDNAを

PCRで増幅し,	10-12〜10-18	g/μlの10倍希釈系列から作成した検量線

をもとに定量した.	PCRに使用したプライマーの配列を表1に記す.		

	

５．Western	Blotting	 	

	

	 100	mm	dish(Corning)にmock細胞,	sh1細胞およびsh2細胞を1.5×
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106	 cellsで播種し1昼夜培養した.	さらに血清非存在下で2時間培

養の後,	マウスTNF-αを最終濃度が50	ng/mlとなるように添加し,	0,	

5,	15,	30分後に細胞を回収した.	3,500	rpm	で5分間,	4℃にて遠心

分離を行った後,	上清を除き,	Protease	inhibitor,	Phosphatase	

inhibitor	cocktailおよびPhosphatase	inhibitor	cocktail(Sigma	

Aldrich)をそれぞれ1/100量ずつ添加して氷冷したLysis	buffer｛20	

mM	Tris-HCl(pH	7.5),	1.0	mM	EDTA,	150	mM	NaCl,	1.0	%	Triton	X-100｝

を加えて,	氷上で15分間静置した.	15,000	rpm	で10分間,	4℃にて

遠心分離した後に回収した上清を試料とし,	BSAを用いて作成した検

量線をもとにBradford法にてタンパク質濃度を測定した.	各試料に

Sample	buffer(2-ME,	SDSを含む)を加え,	95℃で5分間熱処理により

変性させた.	その後,	5-20	%ポリアクリルアミドゲル(Wako,	東京)

を用いてSDS-PAGEによりタンパク質を分離した.	 次に,	PVDF膜(EMD	

Millipore,	Billerica,	Massachusetts,	USA)に転写(4℃,	100V,	1

時間)し,	5.0	%	Skim	milkを含む0.1	%	TBS-T(0.1	%	Tween20を含む

TBS)を用いて室温で1時間振盪してブロッキングを行った.	1次抗体

反応は,	4℃で一晩振盪することにより行った.	2次抗体反応は,	HRP

標識したラビットもしくはマウスのIgGに対する抗体を用いて4℃で

1時間振盪した.	ECL反応はChemi-Lumi	One	Lを用いて行い,	X線フィ

ルム(RX-U,	FUJIFILM,	東京)に感光して,	自動現像機(FPM100,	

FUJIFILM)で現像した.	なお,	PVDF膜は各操作間に0.1	%	TBS-Tで洗

浄を行った(10分間×2回).	抗体反応の際に使用した抗体を表2に記
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す.	

	

６．ChIP	(Chromatin	Immuno-Precipitation)	Assay	 	

	

	 100	mm	dish(Corning)に5.0×105	 cellsのmockおよびsh-1細胞を

播種し2日間培養した.	その後,	血清非存在下で2時間培養し,	マウ

スTNF-αを最終濃度が50	ng/mlとなるように添加した.	TNF-αを0,	

60,	120分刺激した後の細胞に最終濃度1.0	%となるように37	%	ホル

ムアルデヒドを添加し,	室温で10分間振盪させた.	次に,	2.5	M	グ

リシンを添加し,	5分間室温で振盪させることによりホルムアルデヒ

ドによるクロスリンク反応を止めた.	その後,	氷上に置き,	培養液

を除去してから氷冷したPBSで2回洗浄し,	1.0	mlのPBSとセルスクレ

イパーを用いて細胞を回収した.	3,500	rpm	で5分間,	4.0℃にて遠

心分離して上清を除き,	1.0×106	 細胞数あたり60	μlのChIP	lysis	

buffer｛10	mM	Tris-HCl(pH	7.4),	140	mM	NaCl,	1	mM	EDTA,	1.0	%	

Triton	X-100,	1.0	%	SDS｝を加えて氷上で15分間静置した.	その後,	

溶解物を超音波処理(4	サイクル×2回)することによりDNAを細断し,	

15,000	rpm	で10分間,	4℃にて遠心分離して上清を回収し,	Input用

のサンプルと免疫沈降用のサンプルに分けた.	Input用のサンプルに

対しては,	免疫沈降に使用するクロマチンの10分の1量を分取した

後,	エタノール沈殿を用いることによりDNAを精製した.	免疫沈降

用のサンプルに対しては,	あらかじめDynabeads®	Protein	G(Novex,	
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Waltham,	Massachusetts,	USA)と各種抗体を4℃で2時間反応させた

ものをサンプルの1/10量加え,	さらに4℃で2時間反応させた.	その

後,	ChIP	wash	buffer｛10	mM	Tris-HCl(pH7.4),	140	mM	NaCl,	1.0	

mM	EDTA,	1.0	%	Triton	X-100,	0.1	%	SDS｝にてビーズを5回洗浄し

た.	Input	DNAおよび免疫沈降サンプルに40	μlの10	%	Chelex®	100	

Resin(Bio-Rad)を加え,	100℃で10分間熱処理した.	常温で静置した

後,	最終濃度50	μg/mlとなるようにProteinase	K(TaKaRa,	滋賀)を

加え,	55℃で30分間振盪させた.	そして,	100℃で10分間処理するこ

とにより,	Proteinase	Kを失活させ,	氷上に静置した.	静置したサ

ンプルをEconoSpin™Ⅱa(GeneDesign,	Inc.	大阪)に通し,	Dynabeads®	

Protein	GおよびChelex®	100	Resinを除去した.	回収したDNAを鋳型

としてReal-time	PCRにてマウスIl6プロモーター,	Ccl2プロモータ

ー領域に対する特異的なプライマーを用いて経時的な蛍光強度の変

化を測定した.	Real-time	PCR後,	Inputに対するパーセントを%	

Input(ChIP沈降物のquantity/Inputのquantity×1/10×100)として

評価した.	PCRで使用したプライマーの配列および免疫沈降に使用し

た抗体を表3に記す.		

	

７．Chromatin	Accessibility	Assay	 	

	

	 100	mm	dish(Corning)にmock細胞およびsh-1細胞を3×105	cells

で播種し,	2日間培養した.	その後,	血清非存在下で2時間培養し,	
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マウスTNF-αを最終濃度が50	ng/mlとなるように添加した.	試薬添

加後の細胞を氷上に起き,	培養液を除去してから氷冷したPBSで2回

洗浄し,	1.0	mlのPBSとセルスクレイパーを用いて細胞を回収した.	

3,500	rpm	で5分間,	4℃にて遠心分離して上清を除き,	1.0×106	 細

胞数に対して400	μlのLysis	bufferに溶解した.	その後,	サンプル

をDNaseⅠ処理するもの(Nse)とDNaseⅠ処理しないもの(no-Nse)の2

つに分け,	カラムを用いてDNAを抽出した.	そして,	抽出したDNAを

鋳型としてReal-time	PCRにてマウスIl6プロモーターおよびCcl2プ

ロモーター領域に対する特異的なプライマーを用いて経時的な蛍光

強度の変化を測定した.	Real-time	PCR後,	Nseサンプルとno-Nseサ

ンプル間のCt値の差をFold	enrichment(FE;	FE=2(Nse	Ct	-	no-Nse	

Ct)×100)として評価した.	Real-time	PCRに使用したプライマーの

配列を表4に記す.		

	

８．Reporter	Gene	Assay	 	

	

	 96-well	plate(Corning)に1.0×103	cells/wellで播種したヒト胎

児腎細胞株であるHEK293T細胞を一昼夜培養した後,	flagタグのつい

た空ベクター(pCMV-tag2B	empty),	mouse	Hmgcs1のCDS領域を挿入し

たベクター(pCMV-tag2B	Hmgcs1)およびmouse	p65のCDS領域を挿入し

たベクター(pCMV-tag2B	p65)とIl-6プロモーター領域の下流にホタ

ルルシフェラーゼ遺伝子を挿入したIl-6	promoter	luciferase	
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reporter	gene(1.0	μg/well),	NF-κB標的配列を5つタンデムに配

列してその下流にホタルルシフェラーゼ遺伝子を挿入した5×κB	

promoter	luciferase	reporter	geneおよびウミシイタケルシフェラ

ーゼ遺伝子を組み込んだpRL-TK(0.1	μg/well)をPEI法にて導入し

た.	24時間培養後に基礎培養液に置換し,	さらに24時間培養した.	

その後,	血清非存在下にて2時間培養し,	マウスTNF-α(50	ng/ml)を

5時間処理した.	PBSで細胞を洗浄し,	Passive	lysis	buffer(100	

μl/well)を加えて4℃で15分間振盪させ,	細胞を溶液した.	その後,	

その細胞溶解液20	μlと発光基質100	μlを混合し,	ホタルルシフェ

ラーゼ活性をルミノメーター(Glomax	multi,	Promega)にて測定した.	

なお,	細胞間の導入効率補正のために,	遺伝子導入の際同時導入し

たpRL-TK由来のウミシイタケルシフェラーゼ活性を内在性コントロ

ールとし,	これらとの比を算出してIl-6	promoter	luciferase	

activity又はNF-κB	luciferase	activityとした.	

	

９．蛍光免疫染色	 	

	

	 Glass	Base	Dish(IWAKI,	静岡)に3.0×104	 cellsのmock細胞と

sh-1そしてsh-2細胞を24時間培養後,	1/10量の37	%	ホルムアルデヒ

ドを添加し,	室温で10分間静置することで固定を行った.	その後,	

氷冷したPBSにて洗浄し,	5倍希釈をしたBD	Perm/Wash™(BD)に1/50量

の抗Hmgcs1抗体(Sigma	Aldrich)を混ぜたものを100	μl加え,	4℃で
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24時間静置した.	その後,	2回洗浄し,	1/200量の2次抗体（Alexa	

Flour標識抗ラビットIgG抗体,	Abcam,	Cambridge,	Massachusetts,	

USA）と1/10,000量のHoechst33342(Invitorgen,	Waltham,	

Massachusetts,	USA)を1×Perm/Wash™に溶解したものを加え,	室温

で60分間遮光し静置した.	その後,	２回洗浄し,	共焦点レーザー顕

微鏡下(LSM5	PASCAL,	ZEISS,	Germany)にてHmgcs1の発現を確認した.		

１０．統計処理	 	

	

実験データは,	平均値±標準偏差(Mean±SD)又は平均値±標準誤

差(Mean±SEM)で表示した.	一連の実験ではDunnet法あるいは

repeated	measures	ANOVAおよびTukey法によって有意水準	5.0%	で

統計学的検定をおこなった.	
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Ⅲ.	結果	

	

１．Hmgcs1遺伝子ノックダウンによる炎症回路の抑制	 	

	

	 マウス大腿骨皮質由来内皮細胞であるBC-1細胞株に非標的配列の

shRNAまたはHmgcs1に特異的なshRNAを導入し,	Hmgcs1遺伝子ノック

ダウン安定株を作製した.	それぞれの細胞からmRNAを回収し,	

Real-time	PCRにてHmgcs1のmRNA発現量を調べたところ,	非標的配列

のshRNAを導入した細胞(以下mock細胞とする)に比べてHmgcs1に特

異的なshRNAを導入した細胞のうち2つの細胞(以下sh1細胞とsh2細

胞とする)で発現量が有意に抑制されていた(図	1	A).	

	 次に,	mock,	sh1およびsh2細胞に血清非存在下でヒトIL-6とマウ

スIL-17を24時間刺激し,	ELISA法にて培養上清中のマウスIL-6濃度

を測定した.	その結果,	mock細胞に比べてsh1およびsh2細胞では

IL-6産生量が有意に減少していた(図	1	B).	遺伝子ノックダウンに

より細胞増殖に異常が生じた可能性が考えられたが,	この時細胞増

殖の指標であるMTT値は各細胞間でほとんど差がなかった(図	1	B).

さらに,	IL-6とIL-17又はTNF-αにて3時間刺激し,	mRNAを回収して

real-time	PCRにてIL-6のmRNA発現量を測定したところ,	図	1	Bの結

果と同様に,	mock細胞に比べてsh1およびsh2細胞ではIL-6のmRNAの

発現量が有意に抑制された(図	2).		
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２．Hmgcs1による炎症回路の制御機構の解析	 	

	

	 炎症回路の活性化は,	2つの転写因子,	STAT3とNF-κBの活性化に

より制御されていることがこれまでの報告によりわかっている47-50.	

そこで,	IL-6とIL-17またはTNF-αを3時間刺激した後,	STAT3標的遺

伝子であるsocs3とNF-κB標的遺伝子であるcxcl5のmRNA発現量を調

べた.	その結果,	mock細胞とsh1およびsh2細胞間でsocs3の発現量は

有意差がみられなかったが,	sh1およびsh2細胞でcxcl5の発現量が有

意に抑制された(図	3).	これらの結果から,	Hmgcs1はSTAT3経路では

なく,	NF-κB経路を介して炎症回路を正に制御すること明らかとな

った.		

	

３．Hmgcs1は細胞質でのNF-κB活性化経路には関与しない	 	

	

	 次に,	図4において抗Hmgcs1抗体による免疫染色の結果,	mock細胞

においてHmgcs1を示す緑色蛍光がHoechst33342で染色した核の部分

およびそれ以外の細胞質の部分にもみられた.	このことから,	BC-1

細胞株においてHmgcs1は細胞質および核内に存在することがわかっ

た.	そこで,	Hmgcs1がNF-κB経路の制御をする際,	細胞質と核のど

ちらかで機能するかについて調べた.	細胞質において,	TNF-αや

IL-17などの刺激を受けるとIKKα/βが活性化することにより,	IκB

αとNF-κBのサブユニットの1つであるp65(relA)がリン酸化される



 23 

ことにより,	IκBαはプロテアソーム系による分解され,	NF-κBは

核内へ移行することができるようになる.	そこで,	TNF-α刺激後の

mock細胞,	sh1およびsh2細胞での細胞質におけるNF-κB活性化をp65,	

IκBαのリン酸化およびIκBαの分解を指標に検討した.	血清非存

在下で2時間培養した細胞にTNF-αを添加し,	0,	5,	15,	30分後の

p65(Ser536),	IκBα(Ser32/36)のリン酸化レベルとIκBαのタンパ

ク質量を評価した結果,	各細胞間において差は認められなかった

(図	5).		

	

４．Hmgcs1による転写機構の制御	 	

	

	 NF-κBは核内に移行した後,	標的のプロモーターやエンハンサー

領域の特異的な配列に結合することが知られている56.	そして,	NF-

κBがDNAに結合するとヒストンアセチル基転移酵素であるp300/CBP

がそこへ誘導され,	周囲のヒストンをアセチル化する.	すると,	ク

ロマチン構造が解かれ基本転写因子やRNAポリメラーゼⅡが誘導さ

れることにより転写が進んで行く57-63.	そこで,	mock細胞とsh1細胞

との間でこうした転写機構に差異があるかどうか調べるためにChIP

アッセイをおこなった.	その結果,	mock細胞に比べて,	sh1細胞では

p65とp300およびRNAポリメラーゼⅡのDNAへの誘導が顕著に抑制さ

れていることが明らかとなった(図	6,	7,	8).	この結果から,		

Hmgcs1はNF-κB標的プロモーター領域において転写に必要な分子の
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DNAへの誘導を制御することがわかった.		

	

５．Hmgcs1によるクロマチン構造開裂の制御	 	

	

	 これまでの解析から,	Hmgcs1遺伝子ノックダウン細胞では,	クロ

マチン構造が開裂していないためにNF-κBとさらにそれ以降の転写

に必要な分子がDNAに誘導されていないのではないかと推測し,	ク

ロマチン開裂解析を行った.	その結果,	mock細胞ではTNF-αの刺激

に応じてNF-κB標的プロモーター領域のクロマチン構造が緩んでい

るのに対して,	sh1細胞ではTNF-α刺激後においてもクロマチン構造

は弛緩していないことがわかった(図	9).	このことから,	Hmgcs1が

ないことでクロマチン構造の開裂のためのシグナルが入っていない

と考えられた.	クロマチンの開裂にはATP依存性のクロマチン再構

成複合体が必要であり,	その複合体がコアヒストンH3のリジンのア

セチル化を認識することによりプロモーター領域に近接することが

知られている64.	そこで,	コアヒストンH3のリジンのうち特に転写

に必要とされる18番目のリジン(以下H3K18とする)のアセチル化を

調べたところ,	mock細胞に対して,	sh1細胞ではNF-κB標的プロモー

ター領域周辺のH3K18のアセチル化が有意に抑制されていた(図	

10).		

	

６．Hmgcs1過剰発現によるNF-κB経路の活性化亢進	 	
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	 最後に,	HEK293T細胞にHmgcs1を過剰発現させて,	Il-6プロモータ

ーおよびNF-κB標的プロモーターの活性についてについて解析した.	

その結果,	emptyベクターを導入した細胞よりもHmgcs1遺伝子を導入

した細胞において,	TNF-α刺激後のルシフェラーゼ活性が有意に上

昇した(図	11).	このことから,	Hmgcs1の過剰発現により,	NF-κB経

路の転写活性が亢進されることがわかった.	
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Ⅳ.	考察	

	

	 本研究では,	非免疫系細胞において確認されている炎症増幅機構

である炎症回路 47,48を標的として,	その制御因子候補である Hmgcs1

に着目をし,	その因子と炎症回路の関係を解析した.	炎症回路では,	

非免疫系細胞にIL-6と IL-17が同時に刺激として入ることにより転

写因子であるSTAT3と NF-κBが同時に活性化し,	ともに協調的に働

くことによって標的である炎症性サイトカインやケモカインの過剰

産生を導くことがわかっている 47,48.	そこで,	Hmgcs1 遺伝子ノック

ダウン BC-1 細胞株を樹立して解析を行ったところ,	IL-6 と IL-17

同時刺激下でのIL-6産生が有意に抑制されたことから,	Hmgcs1が炎

症回路の制御に関係していることが明らかとなった（図	2）.	さら

に,	Hmgcs1 遺伝子ノックダウン細胞で IL-6 と IL-17 共刺激下での

Il-6	mRNA の発現が減少していたことから(図 3),	Hmgcs1 が炎症回路

の活性化を転写レベルで制御している可能性が示唆された.	次に,	

Hmgcs1 の炎症回路の制御機構について解析を行った.	Hmgcs1 は炎症

回路においてSTAT3経路ではなくNF-κB経路を特異的に制御してい

ることが明らかとなった(図	4).	Hmgcs1 の細胞内での局在を蛍光免

疫染色にてイメージングをしたところ,	その存在は細胞質および核

にみられた(図 5).	このことから,	Hmgcs1 は NF-κB 経路を細胞質ま

たは核内で制御しうることが考えられた.	まず,	細胞質での NF-κB

経路の活性化を調べるために NF-κB の抑制因子である IκBαのリ
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ン酸化とリン酸化に伴うユビキチン-プロテアソーム系での分解,	

そして NF-κB のサブユニットである p65 のリン酸化を確認した(図

6).	その結果,	コントロール細胞と Hmgcs1 細胞との間に差はなく,	

Hmgcs1 は細胞質ではなく核内で NF-κB 経路を活性化することが考

えられた.	そこで,	核内での転写機構として転写因子である p65,	

ヒストンアセチル基転移酵素であるp300および RNAポリメラーゼⅡ

の NF-κB 標的遺伝子プロモーター領域への結合を調べたところ,	

Hmgcs1遺伝子ノックダウン細胞で有意な抑制が確認された(図7-9).	

さらに,	Hmgcs1 遺伝子ノックダウン細胞株ではサイトカイン刺激下

でもNF-κB標的遺伝子のプロモーター領域でのクロマチン構造が緩

んでいないこと(図 10),	およびプロモーター領域でのヒストン

H3K18 のアセチル化が抑制されていたこと(図 11)から,	Hmgcs1 は図

13 で示されているメカニズムで NF-κB 標的遺伝子の転写を制御し

ていることが考えられた.	つまり,	Hmgcs1は NF-κB標的プロモータ

ー領域周辺のコアヒストンH3の転写に必要とされるリジンのアセチ

ル化を制御することにより,	クロマチン構造の開裂を促進し,	NF-κ

B 標的遺伝子の転写を亢進させることが示唆された.		

	 次に,	Hmgcs1の NF-κB特異的制御性について明らかにするために,	

Hmgcs1とSTAT3またはNF-κBとの相互作用について免疫沈降法で調

べてみたところ,	HMGCS1 は STAT3 とは相互作用は認めなかったが,	

NF-κB のサブユニットである p65 との相互作用を示した(data	not	

shown).	この免疫沈降の結果から,	Hmgcs1が NF-κB特異的に制御し
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ていると考えられる.	また,	p65 は核内において p300/CBP と結合し

ていることが知られている 65.	この結合には p65 の細胞質でのリン

酸化が必要で 66,	結合後 p300/CBP は p65 のリジン残基をアセチル化

する.	その結果,	p65の DNA結合能が亢進し,	転写活性が上がること

が報告されている 67,68.	Hmgcs1 は p300 および p65 と相互作用がある

ことが明らかとなっており(data	not	shown),	Hmgcs1 は核内におい

て p300および p65と結合することで,	NF-κB特異的に転写活性を亢

進していると思われる.	また,	Hmgcs1 をノックダウンするとヒスト

ン H3 のアセチル化が抑制されたことから(図 10),	Hmgcs1 は p300 の

アセチル化を制御する可能性が考えられる.	p300 が p65 をアセチル

化することを考えると,	Hmgcs1 が p65 のアセチル化も制御している

可能性がある.	このことを踏まえると,	Hmgcs1 遺伝子ノックダウン

細胞においてp65の NF-κB標的プロモーター領域への誘導が抑制さ

れた(図6)のは,	クロマチン構造の開裂が抑制されている(図9)ため

だけではなく,	p65 自身がアセチル化されていないために p65 の DNA

結合能が下がっている結果なのかもしれない.	Hmgcs1 によって p65

の翻訳後修飾が変化するかどうかは今後の検討課題と思われる.	

	 次に,	Hmgcs1遺伝子ノックダウン細胞でNF-κB標的遺伝子の転写

が抑制されているメカニズムについて考察していく.	刺激に応じて

発現が誘導される遺伝子は,	ハウスキーピング遺伝子と異なって,	

定常状態ではヘテロクロマチンの状態に保たれており,	刺激に応じ

てユークロマチンの状態になり,	転写因子やその他の転写装置が転
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写開始領域に誘導されることによって転写が始まる 57-63.		その後,	

転写が終わると Jumonji 遺伝子などがプロモーター領域に結合し,	

ヒストンH3K9メチル化酵素を呼び込むことにより,	プロモーター領

域のヒストンH3K9がメチル化される 69-71.	その結果,	ヒストンH3K9

メチル化を指標に heterochromatin	protein	1（HP1）が誘導されク

ロマチン構造をヘテロクロマチンの状態にすることで定常状態に戻

すことが知られている 72,73.	本研究の解析結果から,	コントロール

の細胞では刺激に応じてユークロマチンの状態になっているのに対

し,	Hmgcs1 遺伝子ノックダウン細胞ではユークロマチンの状態にな

りにくいことがわかった（図９）.	したがって,	Hmgcs1 遺伝子ノッ

クダウン細胞では,	刺激に応じたクロマチン構造の開裂が抑制され

ているために,	NF-κB 標的遺伝子の発現が下がっていると考えられ

る.	

	 そこで,		Hmgcs1 はクロマチン構造の開裂において,	どのような

役割を持つのかという疑問が生じてくる.	クロマチン構造の開裂に

は,	クロマチンリモデリング複合体が重要な働きをしていることが

知られている.	クロマチンリモデリング複合体は,	SWI/SNF,	ISWI,	

CHD そして INO80 の 4 つのサブファミリーに大別され 74-77,	各々ATP

依存的にクロマチン構造を変化させ,	DNA結合タンパク質がDNAに結

合できるようにすることで,	DNA の転写,	複製,	修復など細胞が生

存する際に必要なエピジェネティックな活動を制御している.	さら

に,	ATP 依存性クロマチンリモデリング複合体のプロモーター領域
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への誘導にはコアヒストンH3のリジン残基のアセチル化がマーカー

となることが報告されている 64.	図 10 に示す解析結果から,	Hmgcs1

が存在しないと,	NF-κB 標的プロモーター領域でのヒストンアセチ

ル化が抑制されることが明らかとなった.	以上を踏まえると,	

Hmgcs1 遺伝子ノックダウン細胞では,	NF-κB 標的プロモーター領域

に ATP 依存性クロマチンリモデリング複合体が DNA へ誘導されず,	

クロマチンの構造が開裂しにくくなっていることが考えられる.		

	 次に,	Hmgcs1 が存在しないとなぜヒストンのアセチル化が抑制さ

れるかについて考察を行う.	その理由としては,	Hmgcs1 遺伝子ノッ

クダウン細胞においてヒストン H3K18 のアセチル化が抑制されたこ

と(図 10)および免疫沈降法によって HMGCS1 と p300 との間に相互作

用があったこと,	さらにヒストンH3K18が p300/CBPにより特異的に

アセチル化を受けること 78から,	Hmgcs1は p300/CBPの機能を助ける

ことによりヒストン H3K18 のアセチル化を促進することが挙げられ

る.	Hmgcs1 が p300/CBP ヒストンアセチル化を制御する機序として 2

つの機序が考えられる.	1 つ目は,	Hmgcs1 が p300/CBP を活性化する

ことによって,	ヒストンアセチル基転移活性を上げること.	p300 の

アセチル化によりp300の HAT活性が上がることおよびコアクチベー

ターであるMAML1が p300の自己アセチル化を促進することが報告さ

れており 79,	Hmgcs1 が同様の機能を持つかどうかについては今後の

検討課題である.	 2 つ目は,	Hmgcs1 が NF-κB 標的プロモーター領

域におけるヒストン脱アセチル化酵素(HDAC)の機能を下げるという
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ことが考えられる.	NF-κB シグナルにおいて HDAC1 が抑制的に働い

ていることが知られている 80,81.	さらに興味深いことに,	コレステ

ロ ー ル 合 成 経 路 の 律 速 酵 素 で あ る

HMGCR(3-hydroxy-3-methylglutaryl	CoA	reductase)の阻害薬として

有名なスタチンは HDAC1 および HDAC2 の阻害薬としても働き,	スタ

チンの投与によりヒストンH3のアセチル化が上昇することが報告さ

れている 82.	スタチンが HMG-CoA との構造的な類似性を持つことで

HMGCR の阻害薬として機能することを考えると 83,84,	HMG-CoA が HDAC

と結合し,	その機能を抑える可能性がある.	このことから,	Hmgcs1

が HDAC1 の DNAへの誘導を阻害することによって p300/CBP によるア

セチル化の機能を補助している可能性があると思われる.		

	 また,	ゲノムワイドスクリーニングおよび DNA マイクロアレイ解

析によって得られた炎症回路の制御候補遺伝子を全ゲノム関連解析

(GWAS)で検索した結果,	同定された遺伝子の 15％以上が既知のヒト

疾患関連遺伝子であることが示されている 48.	この解析によって,	

炎症回路が自己免疫疾患だけではなく,	代謝性疾患や神経変性疾患

さらに慢性辺縁性歯周炎などの慢性炎症性疾患に関与する可能性が

示唆されている 48.	本研究の結果から,	Hmgcs1 が炎症回路を制御す

ることによって慢性炎症性疾患の病態形成に関与する可能性が示唆

された.	今後,	Hmgcs1 による炎症回路の制御機構が詳細に解明され

れば,	慢性関節リウマチなどの自己免疫疾患や歯科領域における慢

性炎症性疾患の新規の治療法の開発に繋がることが期待される.	
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Ⅴ.	結論	

	

	 Hmgcs1 遺伝子ノックダウン細胞株を用いた実験から,	Hmgcs1 が核

内においてNF-κB標的プロモーター領域特異的にヒストンアセチル

化の制御を行うことにより,	IL-6/NF-κB 系を介して炎症回路を亢

進させていることがわかった.		
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表 1.	Real-time	PCR に使用したプライマー配列	

	

	

						 遺伝子	 	 	 	 配列	

	

Mouse	Hprt			Forward:	5’-GATTAGCGATGAACCAGGTT-3’	

Reverse:	5’-CCTCCCATCTCCTTCATGACA-3’	

	

Mouse	Hmgcs1	Forward:	5’-AACTGGTGCAGAAATCTCTAGC-3’	

Reverse:	5’-GGTTGAATAGCTCAGAACTAGCC-3’	

	

Mouse	Il6				Forward:	5’-GAGGATACCACTCCCAACAGACC-3’	

Reverse:	5’-AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA-3’	

	

Mouse	Socs3		Forward:	5’-GAGATTTCGCTTCGGGACTA-3’	

Reverse:	5’-GCTGGTACTCGCTTTTGGAG-3’	

	

Mouse	Cxcl5		Forward:	5’-TGCCCTACGGTGGAAGTCATA-3’	

						Reverse:	5’-TGCATTCCGCTTAGCTTTCTTT-3’	
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表２．Western	blotting に用いた抗体	

	

	

	 						抗体	 	 	 	 	 	 	 	使用濃度	 	 	 		 	 メーカー	

	 	

１次抗体	 	 	 	 	

ラビット抗マウス	

phospho-p65	 	 		 	 	 	 	 	1/3,000	 	 	 			 Cell	Signaling	

(Ser536)抗体(93H1)	 	 										(Danvers,Massachusetts,			

																																						USA)	

	

マウス抗マウス	

phospho-IκBα				 	 	 	 		1/3,000									Cell	Signaling	

(Ser32/Ser36)抗体(5A5)	 								

	

ラビット抗マウス p65 抗体			1/3,000										Santa	Cruz		

(c-20)																											(Santa	Cruz,	California,	USA)	

	

ラビット抗マウス IκBα	 	 	1/3,000	 		Santa	Cruz	

抗体(c-15)				

	

マウス抗マウスα-tublin	 	 	1/10,000							Sigma	Aldrich	

抗体(T5168)	 	 		

	

２次抗体	

HRP 標識抗ラビット IgG 抗体	 1/10,000						Southern	Biotech	

																																			(Birmingham,	Alabama,	USA)	

	

HRP 標識抗マウス IgG 抗体	 1/5,000	 Southern	Biotech	
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表３．ChIP	Assay に用いたプライマー配列および抗体	

	

	

プライマー配列	

	

Mouse	Il6	promoter		 Fw:	5’-TCGATGCTAAACGACGTCAC-3’	

Mouse	Il6	promoter		 Rv:	5’-TGAGCTACAGACATCCCCAGT-3’	

	

Mouse	Ccl2	promoter	 Fw:	5’-TGGCCCAGAGTAAGCACTAG-3’	

Mouse	Ccl2	promoter	 Rv:	5’-TAAGTCGGCTGAGTCCTTGG-3’	

	

抗体	 	 	 	 メーカー	

	

抗マウス p65 抗体(C-20)		 	 							Santa	Cruz	

		抗マウス p300 抗体(N-15)		 	 							Santa	Cruz	

抗マウス RNA	PolymeraseⅡ(H-224)		 Santa	Cruz	
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表４．Chromatin	Accessibility	Assay に用いたプライマー配列	

	

	

	 	 	 	 	 	 	 	 プライマー配列	

	

Mouse	Il6	promoter		 Fw:	5’-TCGATGCTAAACGACGTCAC-3’	

Mouse	Il6	promoter		 Rv:	5’-TGAGCTACAGACATCCCCAGT-3’	

	

Mouse	Ccl2	promoter	 Fw:	5’-TGGCCCAGAGTAAGCACTAG-3’	

Mouse	Ccl2	promoter	 Rv:	5’-TAAGTCGGCTGAGTCCTTGG-3’	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	


