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研 究 成 果

要 約

イ ンター フェロン誘発に関与する細胞表層のポ リ1:Cレ セ プターの単離及び解析を試み、以下の結果を

得た。

1.RK-13細 胞 及びポ リ1:C抵 抗 性...細 胞 を用いた実験か ら、ポ リ1:Cと ポ リA:Uと では レセプタ

ーが異なる事一即ち
、ポ リ1:Cレ セ プターの特異性が示 唆された。

2.RK-13細 胞 の細胞膜か ら、ポ リ1:C一ア ガmス ゲルに よるアフ ィニティクロマ トグラフ ィー及び高

速液体 クロマ トグラフ ィーに よ り、ポ リ1:Cレ セ プターを部分精製す ることができた。

3.部 分精製 した ポ リ1:Cレ セ プターは、分子量が各々、95K、80K、66K、59K、25Kの 、5種 類の

ポ リペプチ ドを含んでお り、単 クロン抗体 を用いた解析結果か ら、 これ らのポ リペ プチ ドの うち、59Kの 》

分子量の ものが、ポ リ1:Cの 結 合部位を構成 している と推定 された。

4.細 胞融合法に よ り作製 した単 クロン抗体 の中に、ポ リ1:Cレ セ プターのポ リ1:C結 合 部位を認識 し

て、細胞へのポ リ1:Cの 結 合を阻害す る事に より、イ ンターフェロン産生を抑制する抗体 の他に、ポリ1:C

に よるイ ンター フェロン産生 を増強する効果 を持つ抗体 が見出された。

緒 言

ポ リ1:Cは 、 ポ リイノシン酸 とポ リシチジル酸 とが、相補的水素結合によ り2本 鎖を形成 した、分子量

百万以上の合成RNAで 、生物個体、培養細胞 いずれの系において も、強いインターフェロン誘発能 を有す

る。 このポ リ1:Cが 如 何なる機序でイ ンターフ ェロン遺伝子の発現抑制を解除す るのかについては、ポ リ

1℃ 分子が細胞内に入る必要 があるのか否かの議論を含めて、全 く解明されていない。筆者は、 このポ リ

1:Cに よるイ ンター フェロン誘発機構について、特に、その初期 の段階に関与する因子一即 ち、ポ リ1:C

分 子 と細胞表層 との相 互作用 の開始点 となる、ポ リ1:Cレ セ プターに着 目 して研究を行 なった。このポ リ
》

1:Cレ セ プターは、ポ リ1:Cに よるイ ンターフェロン誘発 に関す る研究の早期の頃か ら、その存在が推論

されているに も関わ らず、 これ まで解析が行われていなか った。その最大の理 由は、ポ リ1:Cの 細胞への

結合の中に、イ ンター フェロソ誘発 に直接関与 しない、非特異的な吸着が多 く含まれ、特異的な結合を解

析す る実験系がなか ったためである。筆者 らが樹立 したポ リ1:C抵 抗 性培養細胞株...細 胞は、イ ンタ

ーフ ェロン誘発 に関与するポ リ1:Cレ セ プターの欠損 した細胞であると考 えられ(1)
、そ の親株 であるRK-13

細胞 と組み合わせる事によ り、ポ リ1:Cレ セ プター解析のための格好の系を提供するものである。 この系

を用いて、イ ンター フェロン誘発 に関与するポ リ1:Cレ セ プターの解析を行な った。

成 績

1.RK-13細 胞 及 び...細 胞 の 性 状
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ウサギ腎由来培養細胞株RK-13細 胞を、100μ 彩 酩 の ポ リ1:Cで 処理す ると、細胞 の多 くはポ リ1:Cの 毒

性によ り死滅す るが、生 き残 る細胞 も認め られ る。生 き残 った細胞を増殖 させ、再びポ リ1:Cで 処 理する

と、死滅する細胞の比率は減少 した。 このポ リ1:C処 理 を総計5回 繰 り返す事に よって得 られた細胞は、

1,000μ%6の ポ リ1:Cで 処理 して も全 く死滅せず、ポ リ1:C抵 抗 性を獲得 していた。 この細胞(...細

胞)は 、同時に、ポ リ1:C誘 発 に よるイ ンターフ ェロン産性能 も失 っていた。

この...細 胞及びRK-13細 胞 へのポ リ1:Cの 結 合量 を フローサイ トメ トリー(昭 和電工製 セル ソータ

ーCS20)に よ り比較 した結果が図1で ある
。 この図の横軸は、2本 鎖核酸に結合す るエチジウムブロマイ

ドの蛍光強度を示 してお り、右の方程、細胞当 りの蛍光強度が強い事一即 ち、2本 鎖核酸の量が多い事を

示す。RK-13細 胞 をポ リ1:Cで 処理 した時の蛍光強度の増加の程度は、PK丑K細 胞の場合 よ り著 しく大 き

い。この事は、...細 胞 へのポ リ1:Cの 結 合量がRK-13細 胞 に比較 して著 しく減少 している事を示す。

この事実及び、...細 胞 をポ リ1:C以 外 の誘発方法で誘発 した場合には、イ ンターフェロン産生が認め

られ、...細 胞 がインターフェロン遺伝子を保持 していると考 えられ る事(1)な どか ら、...細 胞 が、

ポ リ1:C誘 発 に よるインターフェロン産生能を失 った理 由は、イ ソターフェロン誘発に関与するポ リ1:C

レセ プターの欠損によるものであると考えられる。

r

2.ポ リ1:Cレ セ プターの特異性

ポ リアデニル酸 とポ リウリジル酸 との2本 鎖RN艇'あ るポ リA:Uに も、ポ リ1:Cと 同様の細胞毒性が認

め られ る。 このポ リA:Uに 対 する感受性をRK-13細 胞 と...細 胞 について比較 した結果が図2で ある。

RK-13細 胞 は、ポ リ1:C及 び ポ リA:Uの いずれに対 しても感受性を有す る。一方、...細 胞 は、ポリ1:C

に対 しては完全に抵抗性であるが、ポ リA:Uに 対 してはRK-13細 胞 と同様 の感受性を示 した。この事は、

PR・RK細 胞 が、ポ リ1:Cレ セ プターは欠損 しているが、ポ リA:Uレ セ プターは保持 している事、従 って、

ポ リ1:Cと ポ リA:Uと では レセプターが異 なる事を示 している。即 ち、イ ンターフ ェロン誘発 に関与す る

ポ リ1:Cレ セ プターは、RNAの 種類に対 して特異性を有すると考えられる。

3.特 異的ポ リ1:Cレ セ プターの単離

特異的 ポ リ1:Cレ セ プターの欠損 した...細 胞 を対照 として、RK-13細 胞 からの、 この レセプターの

単離を試みた。培養 したRK-13細 胞 をスクレイ プして採集 し、ダウンス型 ホモジナイザーで破砕 した後、

ポ リエチ レング リコール とデキス トラソの系に よる水性2相 法で細胞膜を分画した。細胞膜からのポリ1:Cレ

セプターの分離には、アフィニティクロマトグラフィーと高速液体 クロマトグラフィーを用 いた。即ち、まず細胞膜 を超

音波処理 した後、界面活性剤(0.5%NP40)で 処理 し、10,000×9で 遠心 して得 られる上清を、可溶化

膜画分 とした。次いで、ポ リ1:Cを 共 有結合 させた アガmス ゲル(フ ァルマシア社製ポ リ1:Cア ガ ロー

ス)を0.14MのNaC1を 含む10mMリ ン酸パ。ファー(PBSpH7.4)に 懸 濁 し、ゲル体積1meの カラムを作

製 して、 これに可溶化膜画分を通 した。ポ リ1:Cに 結 合 してカラム内に残 った成分は、バ ッファーのイオ

ン強度を1/100に 下げて(1/100×PBS)、 ポ リ1:Cの 水 素結合を切断す ることによ り溶 出させ島(図3)。
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この溶出画分を高速液体 クロマトグラフィー(M・n・Qカ ラム/フ ァルマシア社FPLCシ ステム)に より更

に分画 した。 まず1回 目の高速液体 クロマ トグラフ ィーによ って、試料中に混在す るRNAポ リマーを除去

した後、蛋 白画分を再度 、高速液体 クロマ トグラフ ィーで分画 した結果が図4で ある。図中の破線は、 カ

ラムか ら溶出させるためのグレイデ ィエ ン ト(1/100×PBS→PBS)を 示 す。280nmの 吸光度パターンが示

す ように、種 々の成分が存在 している。 この溶出画分 のどこに、イ ンターフェロン誘発に関与するポリ1:C

レセ プターが存在す るか を、 ラジオイムノア 。セイ法(RIA法)に よ り検索 した結果が、図4中 の挿入図

である。 このRIA法 に は、RKq3細 胞 を免疫原 として作製 したBALB/cマ ウスの抗血清を、PR-RK細 胞 で

吸収 した ものを、ポ リ1:Cレ セ プターに対す る特異抗体 として用 いた。 このRIA法 に よる検索の結果か ら、

ポ リ1:Cレ セ プターは、 グレイデ ィエ ン トの28%の 点 を ピークに して溶出 して来 ると言える。...細 胞

か ら分画 した可溶化膜画分についても同様の検索を行な ったが、 これに該 当する ピー クは検出 されなか っ

た。従 って、RK-13細 胞 か ら得 られた ピークが、イ ンターフェロン誘発に関与す る特異的ポ リ1:Cレ セ プ

ターの存在を示 していると考え られ る。ただ し、 ピー クの形か ら判断すると、その他の成分 も共存 してい ♂

る可能性は否定で きない。

4.SDS-PAGEに よ る レ セ プ タ ー の 解 析

高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィー に よ り得 られ た 、 特 異 的 ポ リ1:Cレ セ プ タ ー 画 分 を 、SDS一 ポ リア ク リル

ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動 法(SDS-PAGE)及 び 銀 染 色 法 で 解 析 した 結 果 が 図5で あ る。 こ の 図 の(1)の レー ンは 、

分 子 量 の マ ー カ ー 蛋 白 、(2)の レー ンが レセ プ タ ー 画 分 で あ る 。 分 子 量 が 、 各 々、95K、80K、66K、59K、

及 び25Kの5種 類 の ポ リペ プ チ ドの バ ン ドが 認 め ら れ る 。 これ ら全 て が 、 レセ プ タ ー 分 子 の サ ブ ユ ニ.ト

で あ る と仮 定 して 単 純 計 算 す る と 、 レセ プ タ ー 分 子 の 分 子 量 は 、325,000と 推 定 され る 。

5.レ セ プターに対する単 クロン抗体の作製

特異的ポ リ1:Cレ セ プターの更なる精製及び解析には、単 クロン抗体が有効 と考えられたので、その作

製 を試みた。BALE/cマ ウスを、前 もってRK-13細 胞 で免疫 し、脾臓摘出の3日 前に、RK-13細 胞 の細

胞膜か ら分画 した特異的ポ リ1:Cレ セ プター画分を接種 して最終免疫を行 なった。免疫マウスか ら得 られ

る脾細胞を、ポ リエチ レングリコール法に よってマウス ミエ ローマ細胞(P3×63-653)と 融 合させ、HAT

選 択法 に よりハイブ リドーマを育種 した。特異的ポ リ1:Cレ セ プターに対す る抗体を産生するハイプ リド

ーマの選別は
、RK-13生 細 胞を抗原 として、ペルオキ シダーゼ標識2次 抗体を用いる酵素抗体法(F.LISA法)

に よ り行 った。得 られた抗体産生 ハイブ リ ドーマを限界希釈法で クロン化 した後、BALB/cマ ウスの腹

腔に接種 して、単 クロン抗体含有腹水を得た。

ぜ

6.単 ク ロ ン抗 体 に よ る細 胞 レベ ル で の レ セ プ タ ー の 解 析

得 られ た 単 ク ロ ン抗 体 でRK-13細 胞 を 処 理 した 後 、 ポ リ1:Cで 誘 発 し て イ ン タ ー フ ェ ロ ン産 生 を 調 べ た

所 、(1)イ ン タ ー フ ェ ロ ン産 生 を 抑 制 す る抗 体 、(2)イ ン タ ー フ ェ ロ ン産 生 を 増 強 す る 抗 体 、(3)イ ソ ター フ ェ
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ロン産生に影響を及ぼ さない抗体 の3種 類の単 クロン抗体があ る事が判 った。(3)の抗 体は、RK-13細 胞 表

層 のポ リ1:Cレ セ プターに関係 しない成分を認識すると考えられる。(1)の抗 体は、 レセプター分子のポ リ

1:C結 合 部位を認識する抗体 と考えられ、立体障害 に よってポ リ1:Cの レセプターへの結合を阻害する事

に より、イ ンター フェロン産生を抑制すると推定 される。(2jの抗 体については、そのイ ソター フェロン産

生増強効果の機序は、現在の所不明である。作業仮説 として、 レセプター分子上又はその近傍 に、ポリ1:C

結 合部位 のポ リ1:Cに 対 す る親和性を調節する構造が存在す る可能性、あるいは、ポ リ1:C結 合後 の、イ

ソターフェロン遺伝子抑制解除の シグナル伝達機能(ポ リ1:Cの 細胞 内への取 り込み機能の可能性を含む)

を調節 する構造 が存在する可能性などが考えられる。 この事については今後 の課題である。

(

7.単 ク ロン抗体 による分子 レベルでの レセプターの解析

特異的 ポ リ1:Cレ セ プター分子上の、ポ リ1:C結 合 部位を認識 し、ポ リ1:Cに よるイ ンターフェロン誘

発 を阻害する単 クロン抗体 を用いて、 ウエスタンブロッテ ィング法 によ り、 ポ リ1:Cレ セ プター画分の解

析を行な った。 アフィニテ ィクロマ トグラフィー及び高速液体 クロマ トグラフィーによって分画 したRK-13

細胞 のポ リ1:Cレ セ プター画分を、SDS-PAGEで 電 気泳動 し(図5)、 ポ リペ プチ ドのパ ン ドを ニ トロセ

ル ロース膜に転写 した後、イ ンターフェロソ誘発を阻害 する単 クロン抗体 と反応 させた。2次 抗体 として、

ペルオキシダーゼ標識抗体 を用いて発 色させた所、59Kの ポ リペ ブチ ドに一致す る特異染色バ ン ドが検出

された。即 ち、図5に 認め られる5種 類のポ リペプチ ドの うち、59Kの 分 子量 の ものが、ポ リ1:C結 合部

位 を構成 していると推定 される。

(

考 察

今回の一連の研究に よって、 インター フェPン 誘発に関与する特異的なポ リIICレ セ プターが、RK-13

細 胞 の表層 に存在す る事が確認 され、 これを部分精製 し、その性状を一部解明する事ができた。筆者 らの

今後の課題は、 この レセプターを更に精製 し、 よ り正確な全体 の分子量を測定する事及び、イ ンターフ ェ

ロン産生を増強する単 クロン抗体が認識す る成分の同定 とボその成分 の機能の解析を行 う事などに より、

ポ リ1:Cに よるイ ンターフェロン誘発機構解明の作業を進める事である。
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図4.高 速液体 クロマ トグラフィーによる分画

図中の捜入グラフは、RIAの 結 果を示す。

一g一



166K

68Kｺ

1

39K卜、

z

8・唱 …lll

㌔■/

1陶25K

噛
も

'

22
ー

働

図5.SDS-PAGEに よ るポ リ1:Cレ セプ ターの解析

1一 分子量マ ーカー蛋 白

2一 ポ リ1:Cレ セプター画分
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