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要 旨

イ ンタ ー ロ イキ ン 1 3 (I L - 1 3) は ¶12 - T 細胞か ら分泌される多様な作用を持つ サイ トカイ

ン である . ラ ッ ト の 自己免疫性心后炎 (E A M ) に お い て T h l サイ ト カイ ン は心筋炎を増悪させ

るが, T も2 サイ トカイ ンは改善する と考えられて い る . 今回我々 は
,
ラ ッ ト自己免疫性心筋炎に

対する I L - 1 3 の 効果を検討するた めに ,
ハ イ ド ロ ダイナ ミ ッ ク法に よる I L -

1 3
-

I g 遺伝子導入

に よる治療を試みた . E A M を作成するた め
,
第 0 日目に 2 0 匹の ラ ッ トに ブ タ心筋 ミオシ ンを

免疫 し , 第 1 日目 に 1 0 匹ずつ p C A G G S
-

I L - 1 3 - I g を注射 した治療群と p C A G G S
-

I g を注射

した コ ン ト ロ ー

ル 群の 2 群に分 け, 第1 7 日目 に屠殺 し
,
効果を評価 した . I L

-

1 3 - I g 治療群は

コ ン ト ロ ー

ル群に比較 し, 有意に心体重比の減少
,
心崩炎面積率の 減少

,
心不全の マ ー カ ー で あ

る心房性利尿ペ プチ ドの心臓で の 遺伝子発現の 減少がみ られ
,
著明な効果がみられた . 次に ,

I L
-

1 3 の 治療効果の 作用機序を検討するため
,
まずI L - 1 3 の標的細胞で ある I L -

1 3 受容体 α 1

を発現 して い る細胞を
,
E A M の 心臓か ら細胞を分離精製 し検索 した . その 結果, 線維芽細胞

,

内皮細胞
,
平滑筋細胞 などが含まれる非心前非炎症細胞分画と マ ク ロ フ ァ ー ジ分画に I L 1 1 3 受

客体 α 1 がみられた. そ こで E A M の心臓か ら分離 した細胞に, I L
- 1 3 1 Ig 治療を したラ ッ トの

血清ある い は コ ン ト ロ ー

ル群の ラ ッ トの血清を加え, いく つ か の 免疫関連蛋白の 遺伝子発現 を

比較 した . プ ロ ス タグ ラ ン ジ ン E 合成酵素,
シ ク ロ オ キシ ゲナ - ゼ 2

,
誘導型 N O 合成酵素,

I L - 1 β,
T N F α の 発現は I L

-

1 3 - I g 治療群の血清によ っ て有意に抑制され
,
I L

-

1 受容体ア ン

タ ゴ ニ ス ト (I L - 1 R A) は増加 した .

ハ イ ド ロ ダイ ナミ ッ ク法に よる I L - 13
-

Ig 遺伝子導入 に
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1 3 - I g 遺伝子導入 による治療効果

よる治療は E A M に対 して著効を示 し, そ の効果は , 非心筋非炎症細胞や マ ク ロ フ ァ ー ジ に対 し

て
, 様々 な免疫関連蛋白に影響を与える ことが作用機序と考えられ た.

キ
ー

ワ
ー

ド : 心筋炎
,
自己免疫, 拡張型心崩症 ,

イ ン タ
ー ロ イキ ンー1 3

,
遺伝子治療

は じ め に

ラ ッ ト自己免疫性心筋炎 ( E A M ) は ヒ トの 巨

細胞性心崩炎 に類似 し 1) , 慢性期 には拡張型心崩

症様病態をと る 2) . E A M は T 細胞依存性の 自己

免疫疾患であり 3)
,
¶1 1 サイ トカイ ン と T h 2 サイ

トカイ ン の バ ラ ン ス が, 進展, 回復に重要であ る

と考えられて い る . n l サイ トカイ ン と 1 も2 サイ

トカイ ン は異なる時期 に E A M の病変部位 で産生

さ れ る 4) 5) . I nt e rl e u ki n ( I L) - 2 a n d i n t e r fe r o n

(IF N) γなどの TY 11 サイ トカイ ンは, 病初期に発

現 し, IL
-

10 などの
′

m 2 サイ トカイ ンはそれより

も遅くな っ て発現がみ られる .
い く つ か の 研究 で

IL
-

10 は自己免疫疾患に有効との 報告が なされて

お り 6) ‾ 8) , 我 々 も エ レ ク ト ロ ボ レ
ー

シ ョ ン によ

る IL
-

1 0 遺伝子筋肉 内導入 が E J M に効果 があ

る こ とを報告 した 9) . し か しなが ら, 他の
′

m 2 サ

イ トカイ ン であ る I L - 4 や I L
- 1 3 と違 っ て

,
I L -

1 0 は造血細胞以外の 細胞か ら も産生され
,
IL - 4

や IL - 13 と は大きく異な っ て い る 1 0)

I L
-

13 は¶12 T 細胞 か ら分泌され, 様々 な免疫

担当細胞 に多様な作用を有する.
ヒ トの IL - ls 遺

伝子は 5 q 23
-

31 に存在 し, I L
-

4 遺伝子の 近傍 に

存在する . I L - 1 3 と I L - 4 は しばしば 一

緒に発現

し 11)
, それら の 受容体もシ グ ナ ル 伝達 の た め の

同 じ II A r e c e p t o r (IL
- 4 R) α 鋳を有す る 12) . ヒ

ト の T 細胞の よう に コ モ ン γ鎖と IL
- 4 R の み を

持 つ 細胞 は , IL - 4 には反応 する が, IL
- 1 3 に は

作 用 し な い 13) . 一 方, コ モ ン γ 鏡を持 た ずI u

r e c e pt o r (IL
-

4 R) α と I L
-

13 r e c e pt o r (IL
-

1 3 R)

α 1 鏡を有 する細胞 , た とえば Ⅹ
-

S C ID B 細胞
,

線維芽細胞 , おそらく内皮細胞 などは , I L
-

4 と

IL - 13 の 両 方 に対 して 作 用する 14) . I L - 13 は リ

ボ多糖で活性化された単球が産生する炎症性サイ

トカイ ン を抑制 し
15) 16)

, I g G 4 や Ig E の B 細胞か

ら の 産生を誘導する
17)

. また線維芽細胞の 主要
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な活性化因子であり 1 8) ,
一 方, 滑膜の 線維芽細胞

の プロ ス タ グ ラ ン ジ ン E 2 産生 の抑制因子で もあ

る
19)

ラ ッ ト の ア ジ エ バ ン ト誘導関節炎 に対 して ,

I L - 1 3 産生 ア デノ ウイ ル ス の 関節内投与治療は,

有意に 関節炎を軽快する ことが報告されて い る 20)

し か しながら, IL
-

1 3 の 治療は限られた自己免疫

疾患に対 して試み られて い るの み で, プラ ス ミ ド

を用 い た遺伝子治療の 報告 はな い .
ハ イ ド ロ ダイ

ナ ミ ッ ク 法による プラ ス ミ ド D N A 導入 による遺

伝子治療 は 21)2 2) , 高 い 蛋白の 発現が えられ, 正常

ラ ッ ト
2 3)

,
糸球体腎炎 ラ ッ トモ デル に有用 であ

る こ とが報告されて い る 24) . さ らにi m m u n o gl o b -

ulin (Ig) F c と の キメ ラ蛋白は, ホモ ダイ マ
-

と

して 分泌され
,
半減期 が長く, 高 い 受容体との 結

合が期待で きるなど有利な点が指摘されて い る
25)

今回我々 は ,
ハ イ ドロ ダイ ナミ ッ ク法 による I L

-

1 3 - I g 遺伝子を組み込 んだ プ ラ ス ミ ド D N A 導入

の E A M に対する効果と その 想定される機序を検

討した .

方 法

1 . 動物

日本チ ャ ー ルズ リ バ ー より Le wi s ラ ッ トを購入

し
,
8 適齢まで育 て , 実験 に用い た.

2 . プラ スミ ドの作成

治療実薮 に使うプラ ス ミ ドを作成するため , ま

ず
,
P C R に て S w aI と N o tI の制限酵素部位を含む

PC A G G S
- I g

-

gl u c a g o n ( Gl u)
-

標識 の プ ラ ス ミ

ドを以下の ように作成 した 2 6) . っ まり,
はじめ に

ラ ッ ト の牌細胞 か ら得た c D N A か ら S w aI と N otI

の 制限酵素部位を含む 5 -- g a G A AT T C A m A A A T

g a g a G C G G C C G C c g t g c c c a g a a a ct g t g
-

3
1
と 5

l -

t c a a c c a c tg c a c a a a at cttg g g cttt a c c c g g a g a gt g g g a g a
-

g a ct
-

3
1
に て K O D Pl u s D N A p ol ym e r a s e ( T O Y -
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O B O
, 大阪) を用 い て P C R を行 っ た後, その 希

釈 し た も の を 鋳 型 と し て , 同 様 に 5
l-

g a G A A T r C A m A A A T g a g a G C G G C C G C c gt g c c c a

g a a a ctg tg
-

3
1
と 51

1

g a g a g a g a G A A m C t c a g gt att c at

c a a c c a ct g c a c a a a at cttg g g c - 3
†に て P C R を行 い , そ

の P C R 産物を p C A G G S の E c o R I に挿入 した .
プ

ラ ス ミ ドは大腸菌J M I O 9 コ ン ビテ ン ト細胞 に ト

ラ ン ス フ ォ
ー

メ
ー

シ ョ ン し た後, Q u a n 山 m P r ep

Pl a s m id M a xip r e p kit ( Bi o
- R a d h b o r at o ri e s

,

H e r c ul e s
,
C A) を用 い て精製した . 次に コ ン トロ

ー ル プ ラ ス ミ ドで あ る p C A G G S
-

sig n al p e ptid e

(S P) - Ig
- Gl u は分泌型白血球セ リ ン プロ テ ア ー

ゼ の sig n al p e ptid e を Ej M の 心臓 の c D A N か ら

S w a I の 制 限 酵素 部 位 を 含 む 5
- -

g a G A A T T

C A m A A A T g a a g t c c ag c g g c ct ctt c c c c - 3
1 と N otI の

制 限酵 素部 位 を含 む 5 1
-

g c a g c a t c G C G G C C G C

t c ctt c c a c a ct c c a g g g tg c c a g
- 3 - で 同様 に P C R を行

い
, その 産物を p C A G G S - I g - Gl u の プ ラ ス ミ ド

に挿入 し, 同様にプ ラス ミ ドを精製した . 治療に

用 い た p C A G G S -

r at IL
- 13 - Ig - Gl u は , P H A で

刺激した培養牌細胞の c D N A か ら S w aI の 制限酵

素部位 を含 む 5
- -

g a G A A r rC A m A A A T g g c a ct ct

g g g tg a ct g c a g t c
-

3 - と N otI の 制限酵素部位を含む

5 T -

g c a g c at c G C G G C C G C g t g g c c a t a g c g g a a a a g t

t g ctt - 3
-で 同 様 に P C R を 行 い , そ の 産 物 を

P C A G G S
-

I g
-

Gl u の プラ ス ミ ドに挿入 し
,
同様

にプラ ス ミ ドを精製した .

3 . E A M ラ ッ トの作成

心筋ミオシ ンをブ タの 心臓か ら以前報告 した方

法を用 い て 精製した 27) . E A M ラ ッ トを作成する

た め
,
0 .3 m ol/1 K Cl に溶か した 1 0 m g / m l の ブ タ

心筋ミオシ ンを, lo n g / m l 結核菌死菌を含む完全

フ ロ イ ン トア ジ エ バ ン トと混和 した後, 第 0 日目

に足底 に 0 .2 m l ずつ 2 カ所注射 した.

4 . プラス ミ ド D N A 遺伝子導入

第 1 日目に, ハ イ ド ロ ダイ ナミ ッ ク法に て プラ

ス ミ ド D N A 遺伝子導入を行っ た .
つ まり

,
800 F L

g の p C A G G S
- r at I L - 1 3 - I g

- Gl u ( I L - 13 - Ig

秤 ; n - 10) あ る い は 80 0 FL g の p C A G G S
-

S P
-

I g
- Gl u ( S P - I g 群 ; n - 1 0) を それぞれ 80 m l/

k g あ たりの リ ン ゲル液で希釈 し, 尾静脈 か ら約

1 5 秒 で急速静注 し
,
遺伝子導入 した

23)

5 . 血中キメ ラ蛋白の測定

第 2 , 7 , 1 2 , および 1 7 日目に血液を採り, グ ル

カ ゴ ン R n キ ッ ト (第
一

ラ ジオ アイ ソ ト ー プ
, 東

京) にて 測定 し 28) , 以下の式 で , キ メ ラ蛋白の濃

度を計算した. キ メ ラ蛋白濃度 ( n m ol/1) - ( グ

ル カゴ ン濃度の 実測値) / ( 全グ ル カゴ ン モ ル 数) .

6 . 心臓の組織病変の評価

第 17 日目の 心臓 を取り出 し, 心重量 と体重を

測定 し, 心体重比 ( g/ g) を計算 した . 心臓の パ

ラ フ ィ ン匂埋組織か ら心室中部 で横断切片を倖成

し
,
へ マ トキシ リ ン ･ エ オジ ン と アザ ン ･ マ ロ リ

ー 染色を した . 心筋炎面積率はア ザ ン ･ マ ロ リ ー

染色 した組織 か ら カ ラ ー

イ メ
ー ジ分析装置 (:M a c

S C O P E v e r
.
2 .6 , M rI A N I C o rp o r ati o n) で 解 析 し

た .

7 . 免疫組織

第 1 7 日目の 心臓を 0 .C .Tニコ ン パ ウ ン ド上に乗

せ
,

-

8 0 ℃ で凍結 した .
ク リオス タ ッ トを用 い て

心室中部で 6 m m の 厚 さの横断切片を作成 し, 1 0

分 間 エ タ ノ ー ル 固定 し た .
マ ク ロ フ ァ ー ジ

,

C D 4 ＋ T 細胞, C D 8
＋ T 細胞を マ ウス抗 ラ ッ ト マ

ク ロ フ ァ
ー ジ抗体 (E D l , S e r o t e c , O x fo r d , U K) ,

マ ウ ス 抗 ラ ッ ト C D 4 抗体 ( W 3/ 2 5 , S e r ot e c) あ

る い は マ ウ ス 抗 ラ ッ ト C D 8 抗 体 ( 0 Ⅹ
-

8 ,

S e r ot e c) でイ ン キ ュ ベ -

卜した後, ヤギビオチ ン

標識抗 マ ウス I g G l 抗体と ⅢR P 標識 ス トレ プトア

ピジン で 染色 した . 比較的多くの 細胞浸潤 がみ ら

れた I L 13 -

I g 群, S P
I

I g 群 の 標本か ら 4 標本ず

つ 選び, それらの 全細胞数をそれぞれ数え, そ の

割合を測定 し た.

8 . R N A の抽出

心不全の マ ー カ ー で ある心房性利尿 ペ プチ ド

(A N P) の m R N A 量を測定するた め
,
心臓の 心尖

都 側 1 / 3 か ら 総 R N A を ト リ ゾ - ル 試 薬

(I n vit r o g e n) を用 い て 抽出した (IL - 13 - I g 群 ;

n
- 9

,
S P

-

I g 群 ; n
- 8) . ま た

,
I L - 1 3 の 標的

細胞 つ まり IL - 1 3 R α 1 m R N A を発現 して い る

細胞を調 べ る ため , 以下に記述するように, 以前

報告 されて い る ラ ン グン ドル フ還流装置を伺 い て

コ ラゲナ ー ゼ処理 を 2 0 分間行 っ た後 2 9) 3 0)
,
心筋
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表l 培養非心筋細胞の 特異細胞 マ
ー カ ー

m R N A の 絶対 コ ピ
ー

数

打摺仏の絶対コ ピ
ー 数 / 総RN A JJ g

培養非心筋細胞 (n = 6)

CD3

コ ラ ー ゲ ンタイ プ ⅠⅠⅠ

カルポニ ン

CDll b

v o n 那I暮eb r a nd 因子

心筋ミオシン α 鏡

1 9
.
1 00 土1 2

,
一oo

228
,
008

,
00 0 土91

,
800

,
OOO

2
,
220

,
00 0 土1

.
090

,
eOO

4
,
330

.
00 0 ±1 , 670

,
蝕O

82 . 3 00 土36 , TO O

未検出

結果は平均 土 壌準誤差で示す｡

炎の構成細胞を分離精製し, それらの 分画 の IL
-

13 R α 1 m R N A を定量的 R T - P C R にて測定 した.

つ まり, まずラ ン ゲン ドル フ還流後単離された細

胞をス テ ン レ ス 製の 金属 ふ る い で心筋細胞と非心

筋細胞 に分離 した . E J M の 心臓 の炎症細胞 はほ

と ん どが C D l l b 陽性 の マ ク ロ フ ァ ー ジ と ｡
′
? T

細胞 であ る こ と か ら 3 1) , 非心筋細胞 を適当 な抗

体, つ ま り P E 標識 抗 T C R α / β抗体 ( R 7 3) あ

る い は P E 標 識 抗 C D l l b 抗 体 ( 0 Ⅹ
-

4 2 )

( p h a m i n g e n , S a m D i e g o , C A) と 抗 P E マ イ ク ロ

ビ ー ズ抗体, M A C S マ グネテ イ ク マ イ ク ロ 細胞分

離シ ス テ ム を用い て 分離精製 した . T C R α /
∫
? 陰

性 か つ C D l l b 陰性 の 非心筋非炎症 ( N C N I) 細

胞 は, 線維芽細胞 , 平滑筋細胞, 内皮細胞を多く

含む細胞と考えられた .
これら分離精製された心

筋細胞, αβT 細胞, C D l l b
＋細胞, 非心筋非炎症

細胞は, 特異的な マ
ー

カ
ー

と考 えられる心筋ミオ

シ ン α 鎮, C D 3 , C D l l b , コ ラ
ー

ゲ ン タイ プⅢ, カ

ル ポ ニ ン
,
Y o n W ill e b r a n d 因子の 遺伝子発現を定

量 的 R T - P C R で確か め, 1 0 % 以下の コ ン タミネ

ー シ ョ ンである こ とを確か めた ( デ ー タ未提示) .

分離精製された細胞 か ら, 上述したように トリゾ

- ル 試薬を用 い て総 R N A を抽出 し, 2 - 5 m g の 総

R N A か ら M M L V 逆転写酵素を用 い て 計 2 0 F Ll の

c D N A を作成 した.
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9 . 細胞培養

E A M の 心臓 内に おける標的細胞 の IL - 13 - Ig

の作用を検討するた め, 第 18 日目の E A M の 心臓

か ら
, 非心筋細胞を培養し, I L

-

1 3
-

I g の 添加 に

よる い く つ か の 免疫関連遺伝子の 発現の変化を以

下の ように測定 し た.
つ まり, E J M の心臓を コ ラ

ゲナ ー ゼ ( 4 0 m g / 1 0 0 m l) で処理 し た後, 非心崩

細胞を単離 し, 1 0 % 胎児ウシ 血清を含む R P M I 溶

液 2 m l で フ ァ イ ブ ロ ネ ク チ ン コ ー トされ た培養

皿 で 1 週間ほど培養し, コ ン プ ル エ ン トと な っ た

時 点 で
,
6 0 n g の IL

-

1 α を 添 加 し
,
同 時 に

P C A G G S - I L
-

1 3
-

I g
- G l u - t a g あ る い は

P C A G G S - SP I Ig
- Gl u - t a g を ハ イ ドロ ダイ ナ ミ

ッ ク法 で遺伝子導入 した ラ ッ トの翌 日の 血清をそ

れぞれ加 え
,
2 4 時間後の プ ロ ス タ グ ラ ン ジン E 2

合成 辞 素 ( P G E S) , シ ク ロ オ キ シ ゲ ナ
- ゼ 2

( C o x 2)
,
誘導型 N O 合成酵素 (iN O S) , IL

-

1 β,

T N F a およびIL -

1 受容体 ア ン タ ゴ ニ ス ト (IL
-

1 R A) の 免疫関連遺伝子の発現の 変化を測定 した

(IL -

1 3 - I g ＋ IL
-

1 α 群 n - 6 , S P
-

I g ＋ I L
-

1

a 群 n - 6) .
こ れらの 培養細胞は

,
特異的な マ ー

カ ー の遺伝子発現の 検索より, 主 に線維芽細胞 ,

C D l lb
＋細胞, 平滑筋細胞 , 内皮細胞を含ん でい

る と考えられた (表 1) .
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表 2 定量的 R T - P C R に 用 い たプ ライ マ ー

セ ンス プライマ ー ア ンチセ ンス プライマ ー

心房性利尿ペ プチド

心薪ミオシン α魚

CD3

¢Dllb

コ ラ
ー ゲンタイプⅠⅠI

v on 耶I暮eb r a nd 因子

カルポ ニ ン

IL -13R α1 焦

IL -13ft α2 焦

IL - 4R α 魚

コ モ ン γ熊

PGES

C o x2

iM OS

I ト1 β

TNF α

lL - 1 RA

γアクチ ン

5
'

-

a t g g at t t c a a g a a c c tg c t a g a c
- 3

'

5
I

-

a c a a gg t t a a a a a c c tg a c a ga g g
- 3

'

5
'

-

g a t c c c a a a c t c t g c t a t a tg c t a
- 3

'

5
I

-

g g g a t c c g t a a a g t a g t g ag a a
- 3

'

5
I

-

c g c a a t t g c a g a g a ¢c t g a a
-3
'

5
I

-

a g a g g c t a c a c a t c t c t c a g a a g c
-3
'

5
'

-

a a c a t a gg a a a t tt c a t c a a a g c c
-3
●

5
'

-

g a a g c g c t g ag t at ag gt a a g g ag
-3
I

5
'

-

¢t at g t tt t t c tg g t a t g ag g g ct
-3
I

5
I

- ta c c g g ag t t t ta g t g a c t t c t c c
-3
I

5
.

- tg c c a t c t a g a t c c t t ct t a c t c c
- 3

'

5
I

-

gt g a tg g a g a a c a g ¢c a g g
- 3

I

5
'

- t g t g at a t t c t c a a a c a g g a g c a t
- 3

'

5
'

- t t c t a c t a t t a c c a g a t c g a gc c c
- 3

'

5
I

-

g c t a gt g t g t g a t gt t c c c a tt a g
- 3

'

5
'

-

a t g gg c t c c c tc t c a t c a g t
-3
'

5
I

-

a g a ag a a a ag a t a g a c a t gg t g c c
- 3
I

5
I

-

a g c c t t c c t t c c tg g g c a tg g a gt
-3
I

5
'

-

g c t c c a a t c c t g t c a a t c c t a c
-

3
'

5
'

- ta c t g tt ct 8 C tg a C tg a t g t C a a
-3
f

5
'

1 t t t C a t g C C aa t C t C a C t g t ag
- 3
'

5
'

-

a a a g 8 a g C t g gt a C t t C C t g t C t
-3
I

5
'

-

a c ag t c a t g gg a c tg g c a t tt a ト3
'

5
'

-

g a c c t t c t t ct t c tt g a a a c c t t g
- 3

1

5
I

-

g t a g a c t g a t a g t tg c c t g at c c a
- 3

'

5
'

1 C g C t t t C tt t a 甜t t t t C ta t C a
- 3

'

5
'

-

a a t a t c a t c t t c t cg g a c c a c a a t
- 3
'

5
'

-

g a g a a a g c c t t gt a a c c a g t g t c ト3
'

5
'

- t c t t t t g ag a a c a g a t ag t g g ct g
-3
'

5
'

-

ga e g a c c a c g a gg a a a tg t a t c
-3
●

5
'

-

a a g g a gg a t g 8 ag t t g tt g t a ga g
- 3

'

5
'

-

g t a g tt g t t c c t c t t c c a 喝gt g ト3
'

5
'

I

C t t t t C C a t C tt C t t Ct t t g gg t a
- 3

7

5
'

-

a c t c c a g c t gc t c c t c t g c ト3
'

5
'

-

a c t tt g t g a c t g t a c a g g g ct c t ト3
I

5
'

- t g g a g g g g c c t g a c t c g t c a t a c ト3
I

1 0 . 定量的 R T -

P C R

定量に用い るた めの ス タ ン ダ ー

ドとな るプラ ス

ミ ドは, E A M の 心臓 か ら得ら れた c D N A と表 2

に示すプラ イ マ
ー をそれ ぞれ用 い て P C R で増幅

し
,
それらを p G E M - T e a sy ベ ク タ

ー に 挿入 し,

M a g E x tr a ct o r pl a s m id Ki t ( T O Y O B O , 大 阪) に

て精製した . プ ラ ス ミ ドは
,
シ リ コ ン化したチ ュ

ー ブに 1 0 n g/ m l M S 2 R N A ( R o c h e , I n di an ap oli s ,

I N) を含む D N As e fr e e 水 で壁 に吸着しな い よう

に希釈 した . c D N A は同様 に, シリ コ ン化したチ ュ

ー ブに 1 0 n g/ m l M S2 R N A ( R o ch e , I n di a n a p oli s ,

I N) を含む D N As e fr e e 水 で 100 倍希釈 して, そ

の 5 FL l を定量的 R T
I P C R に用 い た . c D N A と希

釈した プラス ミ ドは, ス タ ン ダ
ー

ドの プラス ミ ド

を作成 した プライ マ ー

と同じもの と Lig htC y cl e r
-

F a stSt a rt D N A M a st e r S Y B R G r e e n I kit ( R o c h e ,

I n di a n ap oli s , IN) を用 い , u g htC y cl e r で解析 した

( d e n a 山 r ati o n 9 5 ℃
,
1 0 秒

,
a n n e ali n g 6 2 ℃ ,.

1 0

秒
,
e x t e n si o n 7 2 ℃

,
1 3 秒, 4 0 サイ ク ル) . 絶村 コ

ピ ー

数は, Ligh t C y cl e r ソ フ ト ウ エ ア
一

により, 5

つ の プラスミ ドの ス タ ンダ ー

ドを用いて 計算した 5) .

l l . 統計学的角牢析

統計学的評価は, 対応の か ､ ト 検定あるい は 一

元配置分散分析 後 B o nf e r r o ni の 多重比較検定 に

て 行 い
, p < 0 .0 1 を有意 と した . 特異的 マ ー

カ
ー

と免疫関連遺伝子の 定量の デ ー タ は
,
平均 ± 標準

誤差で , A N P の 絶対コ ピ
ー 数と心体重比, 心筋炎

面積率および免疫組織デ
ー

タ は, 平均± 標準偏差

で示 した .
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1 3 - I g 遺伝子導入 による治療効果

( n m oI/ I)

1 00

噸 1 0

蛸
皿

欝 .

一

へ

叶

. 01

ー IL1 3
- I g

- モ卜 SP
- I g

第2 日目 算7 日目 第12 日目 算17 日日

図 1 血梁Ig - G lu - 標識蛋白 (S P - I g) とI L
-

13 - I g
- Gl u - 標識蛋白 (IL 1 3 -

Ig) 潰度

S P - I g , ラ ッ ト は p C A G G S
-

ラ ッ ト S P
-

I g
-

G lu
-

標 識を尾静脈か ら急速大

量静注 ; IL 1 3 - I g , ラ ッ ト は p C A G G S - ラ ッ ト IL - 1 3
-

Ig
-

G lu - 標識を尾静脈

か ら急速大量静注 . キ メ ラ蛋白は Gl u - 標識を用 い て濃度を測定後計算 した .

エ ラ
ー バ ー は標準誤差を示す .

結 果

1
. 遺伝子導入による発現蛋白の血中濃度

Glu 標識を用い て , IL
-

13
-

I g 群 の I L
1

1 3
-

I g
-

Gl u 標識蛋白の 血寮中濃度を測定 し たと こ ろ ,
第

2 日目に は, 4 8 .7 ± 1 4 .8 n m ol/1 (平均±標準誤差)

と高値を示 し, その 後, 第 7 , 1 2 , 1 7 日目にはそれ

ぞ れ 7 .2 1 ± 1 .9 1 n m ol/1 , 0 .5 5 ± 0 .1 3 n m ol/I ,

0 . 2 1 ± 0 .03 n m ol/1 と低下 した .

一

方 S P
-

I g 群 の

Ig
-

Gl u 標識蛋白の 血襲中濃度 は, 第 2 , 7 , 1 2 , 1 7

日 目 に , そ れ ぞ れ 4 3 .4 ± 1 3 .5 n m ol/1 , 1 5 .0 ±

3 . 7 n m ol/1 , 14 .
2 ± 4

.85 n m ol/1 , 7 .5 9 ± 1 .98 n m ol/1

で あ っ た ( 図 1)
2 6)

. 5
-

10 喝/ m l の IL
- 13 (5 -

1 0 n g/ m l J o .4 - 0 .8 n m ol/1) は, i n vit r o で , マ ク

ロ フ ァ
ー ジ の N O 産生を抑制する報告 がされて い

る こ と か ら
3 2)
,
こ れら の ハ イ ド ロ ダイ ナ ミ ッ ク

法で得 られた血奨中蛋白濃度 の 結果 は, 第 1 2 日

目以降にも
,
効果がある と考えら れる .

こ の 方法

で は, エ レ ク ト ロ ボ レ
ー シ ョ ン を併用 した骨格崩
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内注射による遺伝子導入よりもはる か に高 い血襲

中濃度が得 られた .

2 . 臥 - 1 3 - I g 遺伝子導入による E A M に対する

効果

m
-

1 3 - I g 群は S P
- I g 群 に比較 して , 食欲も旺

盛 で活発であり, ま た, 心体重比も有意に小 さ か

っ た ( 0 .4 5 ± 0 .0 7 % 対 0 .6 4 ± 0 .09 % , p <

0 . O w l) ( 平均 ±標準偏差) ( 図 2 A ) . 心嚢液も,

S P
-

I g 群 は, 中等度 以上 みら れた が, IL
-

13
-

Ig

群は ,
ほ とんどみ られず, あ っ て も軽度 であ っ た .

組殺学的に も, S P
-

I g 群 は, 多くの炎症細胞や線

推芽細胞がみら れたが, I L
1 13 - I g 群 は有意 にそ

れ ら が 少 な か っ た ( 1 . 9 4 ± 1
. 7 3 % 対 2 5 .1 ±

7
.3 %

, p < 0 .0001) ( 図 2 B) . 心不全 の マ ー

カ
ー

で あ る
,
心臓 内の A N P の 遺伝子発現 は 有意 に

IL
-

13
-

I g 群 で 低 か っ た ( 6 . 0 3 × 1 0
6 ± 3 .3 1 ×

1 が 対 5 1 ･4 × 1 06 ± 3 9 .9 × 1 0 6 c o p y/ 総 R N A iL g ,

p
- o .o o3 8) (図 2 C) .
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図 2

( A) , 心体重比. ( B) , 心筋炎面積率 . 面積はカ ラ
ー

イ メ
ー ジ分析装置を用い て アザ ン マ ロ

リ ー 染色標本で測定後計算した . (C)
,
心不全 マ

ー カ ー で ある心臓中の心房性利尿ペ プチ ドの

m R N A の 絶対 コ ピ
ー

数 . S P - Ig , ラ ッ ト は p C A G G S う ッ ト S P - I g - G lu
一

標識を尾静脈から急

速大量静注 ; IL 1 3 1 Ig , ラ ッ トは p C A G G S
- ラ ッ ト IL - 1 3 - I g

- Gl u 一 標識を尾静脈から急速大

量静注 .
エ ラ ー バ ー は標準偏差を示す. 統計学的評価は, 対応 の な い 卜 検定を用いた .

3 . 浸潤細胞の I L -

13
-

I g 遺伝子導入による変化

比較 的多くの 細胞浸潤 が み ら れた IL
-

1 3
-

I g

群 ( n - 4) と S P - Ig 群 ( n - 4) の E A M の 心臓

内に浸潤 して い る炎症細胞 の 解析 で
,
E D l ＋細胞

は , 有意に I L
-

13
-

I g 群で減少 して い た (2 8 7 ±

1 1 0 対 10 39 ± 8 3 / s p e ci m e n , p < 0 .000 1) ( 図 3 B ) .

し か しなが ら, C D 4
＋細胞 と C D 8 ＋細胞は , 有意

な 減少 はみ ら れな か っ た ( C D 4
＋
, 1 5 4 ± 2 2 対

1 8 1 ± 30 / s p e ci m e n) ( C D 8
＋
, 5 6 ± 6 対 6 1 ± 4/

sp e ci m e n) ( 園 3 C , D ) . これ らの 結果は ,
IL - 1 3

一

Ig 治療が ,
炎症巣の T 細胞 に作用するよりも, マ

ク ロ フ ァ
ー ジに強く作用 した ことを示唆して い る

と考え られる .

4 . E A M 心臓 中細胞 の IL
-

1 3 受容体 お よび

IL - 4 受容体遺伝子発現

第 1 8 日目 の E A M 心臓 か ら分離精製 され た心

筋細胞 , αβT 細胞, C D l l b
＋細胞 および線維芽

細胞
,
平滑崩細胞 , 内皮細胞 を主に含む N C N I 細

胞中の IL - 1 3 受容体 および IL -

4 受容体 の 遺伝

子発現 を定量 的 R T - P C R にて 解析 した ( 図 4) .

IL
-

13 R α 1 錯は, N C NI 細胞および c D ll b ＋細胞

に多くの 発現がみ られ, I L
-

13 R α 1 鎮の ヘ テ ロ ダ

イ マ - であ る IL - 4 R α 鏡 は N C N I 細胞 と d ′ βT

細胞に多くみ られたが, す べ ての 細胞分画に発現

がみ られた . IL
-

4 R α 鏡の もう
一

つ の ヘ テ ロ ダイ

マ
- で ある コ モ ン γ鏡は αβT 細胞 に多く の 発現

がみ られた . IL
-

1 3 の デ コ イ レ セ プタ ー と考えら

れて い る I L -

1 3 R α 2 錯は, N C N I 細胞 に多くみ

られた が, その 発現量 は I L - 1 3 R α 1 鏡 に比 べ て

少な か っ た .

5 . E A M 心臓から分離し た培養非心筋細胞 にお

ける免疫関連蛋白の遺伝子発現

I L - 13 - I g は, そ の 受容体 の検討か ら, E A M 心

臓中の C D l l b ＋細胞 (単球/ マ ク ロ フ ァ ー ジ) あ

る い は N C N I 紳胞 (線維芽細胞 , 平滑筋細胞, 内

皮細胞) に作用す ると考 え られた の で , 我 々 は ,

主に線維芽細胞, 単球/ マ ク ロ フ ァ ー ジ
, 平滑筋細

脂, 内皮細胞か らな る細胞を E A M 心臓か ら分離

し
, 培養した ( 表 1) . P G E S , C o x 2 , iN O S , :【L - 1

/
3
,
T N F ｡ お よぴ IL -

1 R A は , N C N I 細胞 あるい

は C D l l b
＋細胞 で 遺伝子発 現 が み ら れ た の で

( デ
ー

タ未提示) , IL
-

13
-

I g によるそれ らの 変化

を調 べ た ( 図 5) . IL
-

1 3 - I g は , I L
- 1 α によ っ

て 増強 し た P G E S , C o x 2 , iN O S , I L - 1 βあ る い
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S P - I g 群 ( n - 4) と IL - 1 3 - Ig 群 ( n
- 4) の 心 筋標本における炎症細胞の種類 . S P - I g ,

ラ ッ ト は p C A G G S - ラ ッ ト S P - Ig - G lu 一標識を宅静聴 か ら急速大量静注 ; I L 13 1 I g , ラ ッ ト

は p C A G G S - ラ ッ トIL - 1 3 - I g - G lu 一標識を尾静脈か ら急速大量静注. ( A)
,

一

つ の 心臓横断

標本における E D ＋細胞
,
C D 4 ＋細胞

,
および C D 8

丁

細胞を合計 した細胞数. ( B)
,

一 つ の 心臓

横断標本における E D ＋細胞数 . ( C)
,

一 つ の 心 隈横断標本に おける C D 4
＋
細胞数 . ( D ) , 一 つ

の 心臓横断標本における C D 8 ＋ 細胞数.
エ ラ

ー バ ー は 標準偏差を示す. 統計学的評価は ,
対応

の な い t 一検定を伺い た.

は T N F α の 遺伝子発現をほと んど完全に抑制 し
,

一

方 I L - 1 R A を有意に増強 した (図 5) . T h l サイ

トカ イ ン は E A M 発症 に関わる重要なサイ トカ イ

ン であるが, それらを産生する αβT 細胞 が, IL
-

1 3 R α 1 鎖を発現 して い な い こ と か ら, 解析 しな

か っ た . また T h l サイ トカ イ ン を誘導する と考え

られ て い る IL 1 1 2 は E A M 心臓 か ら得 られ た培

養非心筋細胞ある い は E A M の 培養牌細胞 で 同様

に検討した が, IL - 1 3
-

Ig によ っ て少 し減少する

ちの の , 有意な変化 で は な か っ た ( デ
ー タ未提

示) .

34 3

考 察

1 . 礼
-

1 3
-

I g 遺伝子導入による E A M に対する

効果

今回の我々 が検討 した結果, P C A G G S
-

IL
-

13
-

I g の
ハ イ ド ロ ダイ ナ ミ ッ ク 法 による遺伝子導入

で
.
E A M は非 常 に抑制 され

,
改善 が み られ た .

H S V
- 1 を用 い た I L - 1 3 あ る い は IL -

1 4 の 遺伝

子導入で実験的自己免疫生脳脊髄炎にも効果が得

られたと報告されて い る 33) 34) . IL - 1 3 - 1 g 治療群
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IL - 13 R α 1 鎮 (A )
,
I L - 4 R α 鎖 (B )

,

コ モ ン
γ鏡 (C) , およびIL - 1 3 R α2 鎖 ( D )

C

D

ll

b ◆

細
胞

α

β

I

細

胞

の m R N A

の 絶対 コ ピ
ー

数 . 各細胞は第 1 8 日目 の E A M の 心臓から分離精製された . 非心筋非炎症細胞 は

主 に線維芽細胞 , 平滑筋細胞 , 内皮細胞からな る.
エ ラ

ー バ ー は標準誤差を示す. 統計学的評

価は ,

一

元配置分散分析後 B o n fe r r o ni の多重比較検定にて行い , p < 0 .0 1 を有意と した.

の ラ ッ トは, 食欲も旺盛で元気もよく ,
心筋炎も

軽度 にみ られるの み で あ っ た . I L - 1 3 - I g はある

自己免疫疾患 に有用な治療薬に なる可能性がある

の で は な い か と思われた.

2 .
IL - 1 3 - I g の標的細胞

IL
-

13 の標的細胞 は, E A M 心臓中の α/3 T 細胞

では なく, N C N I 細胞ある い は C D l l b ＋細胞であ

っ た .

一

方, I L
-

4 は
,
I L

-

4 R α 鏡と コ モ ン γ鏡を

発現 して い る こ とか ら αβT 細胞 にも作用する と

考え られた .

一

般 に, IL
-

1 3 は単球や B 細胞に働

普 , 直接は T 細胞 に は働か ない と考えられ て い

る
3 5)

. 実際 に, 今回の 治療 で浸潤 が抑制された炎

症細胞は C D l l b ＋細胞 であ っ た. I L - 1 3 が作用す

る と考えられる C D l l b ＋細胞 は マ ク ロ プ ア ･
-

ジ
,

一

方 N C N I 細胞 は線維芽細胞 , 内皮細胞, 平滑筋

細胞 と考えられた 3 6) 37) . IL -

13 が直接作 用する

標的細胞 は,
一

般 に マ ク ロ フ ァ ー ジ
, 線維芽細胞 ,

平滑筋細胞, 内皮細胞 ,
B 細胞など である と言わ

れて い る 3 8)
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図 5

E A M 心臓から分離された培養非心前期胞 ( n - 6) の 免疫関連蛋白 m R N A の コ ピ ー

数/ γ

ア クチ ン m R N A の コ ピ ー

数 . 培養非心筋細胞は 主に線推芽細胞 , 平滑筋細胞 , 内皮細胞 ,

C D ll b ＋細胞を含む . ( A) , P G E S; ( B) , C o x 2 ; ( C ) , i N O S; ( D) , IL - 1 b; ( E) , T N F α ;

( F) , IL - 1 R A ; コ ン ト ロ ー

ル
, 細胞は IL - 1 α も ラ ッ ト の 血清い ずれも含まない培養液で培善

した . S P - I g ＋I L
-

1
,
細胞は I L - 1 α および p C A G G S

- S P - I g - Gl u 一棟識を注射 した ラ ッ ト

の血清 (I g - Gl u 一標識蛋白 ; 最終濃度 2 n 皿 01/1) を含む培養液で培養 した . I L - 13 - I g ＋ IL
-

1
,
細 胞は IL - 1 α お よび p C A G G S - IL - 13 - I g - G l u

一

標識を注射 した ラ ッ ト の血清 (I L - 13 -

I g
- G lu 一

標識蛋白 ; 最終濃度 2 n m ol/1) を含む培責液で培養 した .
エ ラ

ー バ ー は 標準誤差を示

す. 統計学的評価は ,

一

元配置分散分析後 B o n fe r r o n i の 多重比較検定にて行い , p < 0 . 0 1 を有

意と した .

3 . E A M にお け る I L - 1 3 の標 的細胞 に対 する

効果

E A M の心臓に浸潤する単核球の 7 0
-

80 % が マ

ク ロ フ ァ
ー ジであり 3 1) , IL l l , T N F α あ る い は

i N O S は E A M の 発症 に重要な役割を果 たすと考

えら れて い る 4) 39) . ま た 関節 リ ウ マ チ にお い て
,

線維芽細胞は軟骨の 破壊に重要な役割を果 たすと

考えられて い る 4 1) . E A M は関節リ ウ マ チ に類似

して おり, E A M 心臓中の 線推芽紳胞 も同様に発

症 に 重要であるか も しれな い . 炎症の 起 こ る前の

心暗中の 問質細胞の 9 0 % 以上は線維芽細胞であ

る 1 2
p

. それゆ え, 炎症反応に おける重要な役割を

十 分担 う細胞 と し て 考 え ら れ る . C o x 2 お よび

P G E S に よ っ て産生される P G E 2 は関節リ ウ マ チ

の 病因に か か わり, 炎症と骨破壊をもたらすとい

われて い る 4 3) . IL -

13 は, 線推芽細胞や マ ク ロ フ

ァ
ー ジの I L 1 1 や T N F α の よう なサ イ トカイ ン

の 刺激による P G E S , C o x 2 やiN O S の 産生を抑制
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し
,
I L - 1 R A の 産生を促進する こ と ばよく知 られ

て い る 1 8) 1 9) 3 2) 38) 4 4 ト 46) . IL - 1 R A の 組み換 え体

である ア ナキン ラ は ヒ トの 関節リ ウ マ チ を抑制す

ると報告された 4 7) . 今回の 検討で , IL - 1 3 - I g は

E A M の 心臓 か ら分離した非心筋細胞 (主 に線維

芽細胞, 平滑筋細胞, 内皮細胞, C D l lb ＋細胞 か

らな る細胞群) の P G E S , C o x 2 , IL - 1 β ,
i N O S

と T N F α の 遺伝子発現を抑制 し,
一 方, I L

- 1 R A

の 発現を増強 した . それゆ え, IL - 1 3
- I g は IL

-

1 3 R の ア ゴ ニ ス トと して 作用 し たと 考 えら れる .

in vit r o の 実 験 で 使 われ た I L
-

1 3
-

I g の 濃度 は ,

E A M 第 7 日 目の 時の 血中濃度よりも低濃度であ

り, おお よそ心筋炎が発症 する 時期の 第 1 0
- l l

日目に相当する.
ハ イ ドロ ダイ ナ ミ ッ ク 法によ っ

て遺伝子導入 され, 発現 した I L
- 1 3

- I g はin vi v o

で の C D l l b ＋細胞や N C N I 細胞 に十分作用す る

と考えられる . IL
-

2 やIF N γ の ような n l サイ

トカイ ンは, E A M に重要である が, 今回の 我々 の

検討で は, それ らの 産生細胞 であ る α/9 T 細胞 は

IL - 13 R α 1 を発現 して おら ず, I L - 1 3 の 直接作

用は,
′

m l サ イ トカイ ン産生 に関与 しない と考 え

られた . さ らに,
′

m l サイ トカ イ ンを誘導する と

考 えられる I L - 1 2 の 発現 に関 して , E A M か ら分

離し た培養非心筋細胞 および牌紳胞 で検討 し た

が
,
I L - 1 3

-

Ig によ っ て , 若干抑制され るもの の

有意なもの で は なか っ た . それゆ え
, 今回の 検討

で は
,
n l サイ カ トイ ン に対する影響は指摘で き

なか っ た .

4 . 疾患に対する ハ イ ドロ ダイ ナミ ッ ク法に よる

プラス ミ ド D N A の遺伝子導入

ハ イ ドロ ダイナ ミ ッ ク 法によ る遺伝子導入 は,

逆行性に肝静脈か ら肝細胞に導入 される.
これは,

以前 されて い た エ レク トロ ボレ
ー シ ョ ンを併用 し

た骨格筋 へ の導入 よりも効率が良く, 非常 に高 い

血中濃度を得 る こ とがで き る 9) . プ ラ ス ミ ドベ ク

タ
ー

による遺伝子導入 は , ウイ ル ス ベ ク タ
ー に比

べ て簡単か つ 安全であり, 様々な疾患で の 蛋白製

剤の効果解析をするの にと て も有効であると考え

ら れる .

一

方
,
丸 山らは, 腎静脈 か ら逆行性に腎

へ 遺伝子導入 が で きる こ と を報 告 し て い る 4 8)

それゆ え, 逆行性に冠静脈か ら心臓 へ 遺伝子導入

が で きれ ば 4 9) , そ れは ヒ トの 心筋炎 に対 して も

有効な治療法になる可能性が考 えられる.
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H ir o n o S
,
H a n a w a H

,
F e n g L , W il s o n C B , Ki h a r a

I
,
I z u m i T

,
S bib at a A

,
A iz a w a Y

,
S e ki S . a n d A b o

T : C h a r a ct e ri z ati o n of c y t o ki n e a n d iN O S m :R N A

e x p r e s si o n i n sit u d u rin g 也e c o u r s e of e x p ･e ri
-

m e n t al a ut o i m m u n e IⅡy O C a rd iti s i n r at s . ∫ M oI

C ell C a r di o1 2 9: 49 1 - 5 02
,
1 9 9 7 .

5 ) H a n a w a H
,
A b e S

,
H a y a s h i M ,

Y o s hid a T
,

Y o s h id a K
,
S hi o n o T

,
F u s e K

,
It o M

,
T a ch ik a w a

H
,
K a sh i m u r a T

,
O k u r a Y

,
K at o K

,
K o d a m a M

,

M a r u y a m a S , Y a m a m o t o T a n d A iz a w a Y :
′

n m e

c o u r s e of g e n e e x p r e s si o n in r at e x p e ri m e nt al

a u t oi m m u n e m y o c a rditis . C li n S °i 1 03 : 6 2 3 - 6 3 2 ,

2 0 0 2 .

6 ) Y a n g Z , C h e n M ,
W u R

,
F ialk o w L B

,
B r o I℃Lb e r g

J S , M c D u ffi e M , N aji A a n d N a dl e r J L:

S u p p r e s sio n of a u t oi m m u n e di ab et e s b y vir al I L
-

1 0 g e n e t r a n sfe r . J I m m u n ol 1 6 8: 64 7 9 - 6 4 8 5
,

2 0 0 2 .

7 ) G o u d y K , S o n g S , W a s s e rf all C
,
Z h a n g Y C ,

K a pt u r c z a k M , M uir A , P o w e r s M ,
S c o tt -

J o r g e n s e n M ,
C a m p b ell -

′

n l O m p S O n M ,
C r a w fo rd

J M ,
Elli s T M

,
Fl ott e T R a n d A t kin s o n M A :

A d e n o - a s s o ci at e d vir u s v e ct o r - m e di at e d ∫:L
- 1 0
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g e n e d eliv e ry p r e v e n t s t yp e 1 dia b et e s in N O D

m i c e . P r o c N atl A c a d S °i U S A 9 8: 1 3 9 1 3 - 1 39 1 8
,

2 0 0 1 .

8 ) S ai d e n b e rg - K e r m a n a c
'

h N
,
B e s sis N

,
D el e u z e V

,

Bl o q u el C , B u r e a u M ,
S c h e m a n D a n d B ois si e r

M C : Ef B c a c y of in t e rle u kin - 1 0 g e n e el e c t r o
-

tr a n sf e r i n t o s k el et al m u s cl e i n m i c e w ith c oll a -

g e n in d u c e d a rt h ri tis . J G e n e M e d 5: 1 64
-

1 7 1
,

2 0 0 3 .

9 ) w a t an ab e K , N ak a z a w a M , F u s e K , H a n a w a H ,

K o d am a M
,
A iz a w a Y

,
O h n u ki T

,
G ejy o F ,

M a ru y a m a H an d M iy a z a ki J : P r ot e cti o n a g ai n st

a ut oi m m u n e m y o c ar diti s b y g e n e t r a n s fe r of

i nt e d e u ki n - 1 0 b y ele ctr o p o r atio n . C ir c u lati o n

l O 4: 1 0 98 - 1 1 0 0
,
2 0 0 1 .

1 0) Rit c hlin C a n d H a a s I S m ith S A : E x p r e s si o n of

i nt e rle u ki n 1 0 m R N A a n d p r o t ein b y s y n o vi al

五b r o bl a st oid c ell s . ∫ R b e u m at o1 28 : 6 98 - 7 0 5 ,

2 0 0 1 .

l l) D olg a n o v G , B o rt S , I . o v ett M ,
B u r r J , S ch u b e rt L ,

S b o rt D
,
M c G u m M

,
G ib s o n C a n d I £ w is D B :

C o e x p r e s sio n of 也 e i n t e rl e u ki n - 1 3 a n d in t e r
-

1 e u k in - 4 g e n e s c o 汀 el at e s w i也 也 eir p h y sic al

lin k a g e in 也e cy t o kin e g e n e cl u st e r o n h u m a n

c b r o m o s o m e 5 q 23 - 3 1 . Bl o o d 8 7 : 3 31 6
-

3 3 2 6
,

1 9 9 6 .

1 2) M u ell e r T D , Z h a n g J L , S e b ald W a n d D u s c bl A :

S t m c 山r e
,
bi n d in g , a n d a n t a g o ni st s i n 也e I L

-

4 /I L I 1 3 r e c ep t o r sy st e m . B i o ch i m B i o p h y s A ct a

1 59 2 : 2 3 7
-

2 5 0 , 2 0 0 2 .

1 3) z u r a w s ki S M , V eg a F J r , H u y gh e B a n d Z u r a w ski

G : R e c e p t o r s f♭r in t e rl e u k in
- 1 3 a n d in t e rl e u kin -

4 a r e c o m p le x a n d s h a r e a n o v el c o m p o n e n t 也 at

fu n cti o n s i n sig n al t r a n s d u cti o n .
E m b o J 1 2:

2 6 6 3 - 2 6 7 0
,
1 9 9 3 .

1 4) C all a rd R E , M a 地 e w s DJ a n d H ib b e r t L: I L
- 4

a n d I L - 1 3 r e c e p t o r s: ∬ e 也e y o n e a n d 也 e s a m e?

I m m u n oI T b d ay 1 7 : 1 0 8 - 1 1 0 , 1 9 9 6 .

1 5) M i nty A , C h al o n P , D e r o c q J M ,
D u m o nt X

,

G u ille m o t J C , K a gh a d M ,
I . a bit C

,
Le pl at ois P ,

u a u z u n P , M il o u x B a n d e t al: I n t e rl e u ki n
- 1 3 is

a n e w h u m an 1y m p h o ki n e r e g u la tin g i n fl a m m a -

t o ry a n d i m m u n e r e sp o n s e s . N at u r e 36 2 : 2 48
-

2 5 0 , 1 9 9 3 .

3 4 7

1 6) d e W a al M ale fy t R , Fig d o r C G , H u ijb e n s R ,

M o b a n - P e t e r s o n S
,
B e n n e 仕 B

,
C ulp e p p e r ∫,

D a n g W ,
Z u r a w s ki G a n d d e V ri e s J E : E ff e ct s of

I L 1 1 3 o n p h e n oty p e , cyt o ki n e p r o d u cti o n , a n d

c y t o t o xi c fu n c ti o n of h u m a n m o n o cyt e s .

C o m p a ri s o n w it h I L
- 4 a n d m o d ul atio n b y I F N -

g a m m a o r I L - 1 0 . ∫I m m u n ol 1 5 1: 6 37 0
- 63 8 1

,

19 9 3 .

1 7) p u n n o n e n ∫, A v e r s a G , C o ck s B G , M c K e n zie A N ,

M e n o n S
,
Z u r a w s ki G

,
d e
_
W a al M al eケt R a n d d e

V ri e s J E : I nt e rl e u k in 1 3 in d u c e s i nt e rle u ki n 4 I

in d e p e n d e nt I g G 4 a n d Ig E sy nth e si s a n d C D 2 3

e x p r e s si o n b y h u m a n B c ell s . P r o c N atl A c ad S °i

U S A 9 0: 3 73 0 - 3 7 34
,
1 9 9 3 .

1 8) J ak u b zic k C , C b oi E S , K u n k el S L , J o s hi B H , P u ri

R K a n d H o g a b o a m C M : I m p a ct of i nt e rl e u ki n
～ 1 3

r e s p o n siv e n e s s o n 也e sy n 也 eti c a n d p r olif e r ati v e

p r o p e rtie s of T h l - a n d
′

n 12 - t y p e p ul m o n a ry

g r a n ul o m a 丘b r o bl a s t s . Am J P ath ol 1 6 2: 1 4 7 5
-

1 4 8 6
,
2 0 0 3 .

1 9) Al a a e d din e N , D i B atti st a J A , P ell e ti e r J P , Ki a n s a

K
,
C l o u ti e r J M a n d M a rt el - P ell e ti e r J : I n h ib iti o n

of t u m o r n e c r o sis 血ct o r al p h a
- in d u c e d

p r o st a gl a n di n E 2 p r o d u cti o n b y th e a n ti in fl a m -

m a t o r y cy t o ki n e s in t e rl e u ki n - 4 , in t e rl e u ki n
- 1 0

,

a n d i n t e rle u ki n - 1 3 i n o st e o a r th ri ti c sy n o vi al

五b r ob l a st s: d istin ct t a r g e tin g in th e sig n ali n g

p a th w ay s . A rth ri ti s R h e u m 42 : 7 1 0 I 71 8 , 1 9 9 9 .

2 0) W o o d s J M ,
Am i n M A

,
K a ts c h k e EJ J r , V olin M V ,

R u th J H , C o n n o r s M A , W o o d r u fE D C , K u r at a H ,

A m i K
,
H ain e s G K

,
3 rd

,
K u m a r P an d K o c h A E :

I n t e rle u k in - 1 3 g e n e th e r a p y r e d u c e s in fl am m a -

也o n , v a s c u la ri z atio n
,
a n d b o n y d e st ru cti o n i n r at

a dj u v an t - in d u c e d a rth ritis . H u m G e n e ¶1 e r 1 3:

38 1
-

3 9 3 , 2 00 2 .

2 1) Z h aJl g G , B u d k e r V a n d W ol ff JA : H i gh 1 e v els of

f o r eig n g e n e e x p r e s sio n in h e p at o cy t e s aft e r t ai l

v ei n inj e ctio n s of n ak e d pla s m id D N A _ H um G e n e

T Tl e r 1 0: 1 73 5 I 1 7 3 7
,
1 9 9 9 .

2 2) Li u F
,
S o n g Y a n d Li u D : H y d r o d y n mi c s

- b a s e d

t r aJI S fe cti o n i n a n i m al s b y s y st e mi c a d mi nistr a
-

d o n of pla s m id D N A . G e n e
′

m e r 6: 1 2 5 8
-

1 2 6 6
,

1 9 99 .

2 3) M a ru y a m a H , H ig u c h i N , N i s hik a w a Y , K a m e d a
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S
,
Iin o N

,
K a z a m a JJ , T ak ah a sh i N , S u g a w a M ,

H a n a w a H
,
T ad a N

,
M iy a z ak i J . an d G ejy o F :

H i g h - l e v el e x p r e s sio n of n a k e d D N A d eliv e r e d

t o r at liv e r vi a t ail v ei n i nj e c ti o n . J G e n e M e d 4 :

t r a ti n g m o n o n u cle a r c ell s i n th e r at h e a rt w ith

e x p e ri m e n t al a u t o i m m u n e gi a n t c ell m y o c a rditis .

C lin E x p l m m u n o1 9 0: 3 3 0
- 3 3 5

,
1 9 92 .

3 2) B o g d a n C , n u ri n g H , D la sk a M ,
R olli n gh o庁 M

3 3 3 - 3 4 1
,
2 00 2 .

2 4) H ig u ch i N , M a ru y am a H , K u r o d a T , K a m e d a S ,

Ii n o N
,
K a w a c hi H

,
N is h ik a w a Y

,
H a n a w a H

,

T a h a r a H , M iy a z aki J a n d G ej y o F: H yd r o -

d y n am i c s - b a s e d d eliv e ry of th e vi r al i n t e r
- 3 3)

1e u ki n
-

1 0 g e n e s u p p r e s s e s e x p e ri m e n t al c r e s -

c e n tic gl o m e ru 1 o n e p h ri ti s i n W i st a r
- K y o t o r a t s .

G e n e
′

m e r 1 0 : 1 2 9 7 - 1 3 1 0
,
2 0 0 3 .

2 5) Jia n g J , Y a m at o E a n d M iy a z ak i J: S u st ai n e d

e x p r e s si o n of F c
- fu si o n c yt o k in e f oll o wi n g in

vi v o el e ct r o p o r ati o n a n d m o u s e st r ai n di ff e r e n c e s

in e x p r e s si o n le v els ･ J B i9 C h e m ( T o k y o)1 3 3: 4 2 3 -

4 2 7 , 2 0 0 3 .

2 6) H an a w a H , W at a n ab e R , H ay a sh i M ,
Y o s hid a T

,

A b e S
,
K o m u r a S , Li u H , El n ag g ar R , C h an g H ,

O k u r a Y
,
K a t o K

,
K o d a m a M , M a ru y am a H ,

M iy a z a ki ∫ a n d A i z a w a Y : A n o v el m e 也o d t o

a s s a y p r ot ei n s i n bl o o d pl a s m a a 洗e r i n t r a v e n o u s

inj e cti o n of pl a s m id D N A . T o h o kn J E x p M e d

2 02 : 1 5 5
-

1 6 1
,
2 0 0 4 .

2 7) K o d a m a M
,
M at s u m ot o Y

,
F uji w ar a M ,

M a s an i F
,

I z u m i T a n d S b ib at a A : A n o v el e x p e 血 e nt al

m o d el of g ia n t c ell m y o c a rd iti s i n d u c e d i n r at s b y

i m m u ni z ati o n wi th c a rdi a c m y o si n fr a c ti o n . C li n

l m m u n ol l m m u n o p a 也 o1 5 7: 2 5 0 - 26 2 , 1 9 9 0 .

2 8) N is hi n o T , K o d air a T , S h in S , I m ag a w a E , S h i m a

K
,
K u m a h a r a Y

,
Y a n aih a r a C a n d Y an ai h a r a N :

G lu c a g o n r a di oi m m u n o a s s a y w i也 u s e of a n t ト

s e m m t o glu c ag o n C - t e m i n al 血
.

ag m e n t . C li n

C b e m 2 7 : 1 6 9 0 - 1 6 9 7 , 19 8 1 .

2 9) H w a n g T C , H o ri e M ,
N ai r n A C a n d G a d s b y D C :

R ol e of G T P - b i n di n g p r ot ei n s i n 也e r e g u la ti o n

of m a m m alia n c a rdi a c c hl o rid e c o n d u ct a n c e . ∫

G e n P b y si o1 9 9: 4 6 5 - 4 8 9 , 1 9 9 2 .

3 0) I s e n b e r g G a n d E l o c k n e r U : C al ciu m t ole r a n t

v e nt ri c u la r m y o cyt e s p r e p ar ed b y p r ein c u b a ti o n

i n a
"

K B m e di u m
”

. ⅠⅦu g e r s A r c h 3 9 5: 6 - 1 8 ,

1 9 8 2 .

31) K o d a m a M , Z h a n g S , H a n a w a H a n d S h ib at a J&

I m m u n o hi st o ch e m ic al c h a r a ct e ri z ati o n of i n 丘1 -

a n d W eis s G : M e ch a n is m o f s u p p r e s si o rl Of

m a c r o p b ag e n it ri c o xid e r el e a s e b y I L - 1 3: in 丘u -

e n c e of th e m a c r o p b ag e p o p ul ati o n . ∫I m m ･u n ol

1 5 9: 4 5 0 6 - 4 5 1 3
,
1 9 9 7 .

C a s h E
,
M int y A , F e r r a r a P , °ap u t D , F r ad elj zi D

a n d R o 仕 0 : M a c r o p b a g e - i n a ctiv ati n g I L･- 1 3

s u p p r e s s e s e x p e ri m e n t al a u t oi m m u n e e n c e p h a
-

1 o m y elitis i n r at s . J I m m u n ol 1 5 3 : 4 2 58
- 4L2 6 7

,

1 9 9 4 .

3 4) F u rl a n R , P oli a n i P L , M a r c o ni P C
,
B e rg a m i A ,

R u ffi ni F
,
A d o ri ni L

,
G l o ri o s o J C

,
C o m i G a n d

M a rtin o G : C e nt r al n e rv o u s sy st e m g e n e th e r ap y

w i也 i n t e rle u ki n - 4 in h ibit s p r o g r e s si o n o f o llg O -

i n g r el a p si n g - r e m i仕i n g a ut oi m m u n e e n c eI)h a
-

1 o m y elitis i n Bi o z zi A B / H m i c e . G e n e ¶1 e r 8:: 1 3 I

1 9
,
2 00 1 .

3 5) z u r a w s ki G an d d e V ri e s J E : I n t e rle u kin 1 3 , a n

i n t e rle u k in 4 - lik e cy t o kin e th at a ct s o n m o n o
-

c y t e s a n d B c ell s , b u t n ot o n T c ell s . I m m u n oI

T o d ay 1 5 : 1 9 - 26 , 1 9 9 4 .

3 6) D o u c et C , B r o u t y - B o y e D , P o 仕i n - C l e m e rlC e a u

C
, J a s m i n C , C a n o ni c a G W a n d A z z a r o n e B : IL - 4

a n d I L
-

1 3 sp e cifi c ally in c r e a s e a d h e si o n m ol e
-

c u le an d i n fl a m m at o r y c yt o ki n e e x p r e s si o n in

h u m a n l u n g 五b r o b l a st s . I n t l m m u n ol 10 : 1 4 2 卜

1 43 3
,
1 9 9 8 .

3 7) K ot o wi c z K , C all a rd R E
,
F ri e d ri c h K

,
M atth e w s

DJ a n d Fn ein N : Bi ol o gi c al a ctivi ty of I L
-

4 a n d

I L - 1 3 o n h u m a n e n d oth eli al c ell s: fu n c ti o n al

e vi d e n c e th at b oth cyt o k in e s a ct t h r o u g h th e

s a m e r e c e pt o r . T nt l m m u n o1 8 : 1 9 1 5
- 1 9 2 5

,
1 9 9 6 .

3 8) W y n n T A I L
-

1 3 e ff e c t o r fu n cti o n s . An n u R e v

l m m u n o1 2 1: 4 2 5 - 4 5 6
,
2 0 0 3 .

3 9) H ir o n o S , I sl a m M O , N a k a z a w a M ,
Y o s bi
.
d a Y

,

K o d a m a M , S h ib at a A , Iz u mi T an d I m ai S :

E x p r e s si o n of i n d u cibl e n it ri c o x id e sy n t h a s e i n

r at e x p e ri m e n t al a u t oi m m u n e m y o c a r diti s w it h

s p e ci al r ef e r e n c e t o c h a n g e s i n c a rd ia c h e m o dy -

n a m ic s . C ir c R e s 8 0: l l - 2 0
,
1 9 9 7 .

4 0) H ei m A , Z e u k e S , W ei s s S , R u s c h e w s ki W an d
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G ru m b a ch I M : T r a n si e n t i n d u cti o n of cy t ok in e

p r o d u ctio n in h u m a n m y o c a rdi al 丘b r o bl a st s b y

c o x s a c ki e vi r u s B 3 . C ir c R e s 8 6 : 7 5 3 - 7 5 9
,
2 0 00 .

4 1) M o rg a n M P , W h el 皿 L C , S alli s J D , M c C a 血 y q ,

Fit zg e r al d DJ a n d M c C a rth y G M : B a si c c al ciu m

p b o sp b at e c ry st aトi n d u c ed p r o st a gl a n di n E 2 p r o-

d u ctio n i n h u m a n 五b r o bl a st s: r ole of cy clo o x y g e -

n a s e 1
,
c y cl o o x y g e n a s e 2 , a n d i n t e rl e u ki n - 1b e t a .

A r th ri ti s R h e u m 5 0: 1 64 2 I 1 6 49
,
2 0 0 4 .

4 2) E gh b ali M , C z aj a M J , Z e y d el M , W ein e r F R , Z e rn

M A
,
S eift e r S a n d B lu m e n feld 0 0 : C oll a g e n

c h ai n m R N As i n i s ol at e d h e a rt c ell s fr o m y o u n g

a n d a d ult r at s . ∫ M oI C ell C a r di o1 20 : 2 6 7
-

2 7 6
,

1 9 8 8 .

4 3) w e s t m a n M ,
K o r o tk o v a M

,
af m i n t E

,
S t a rk A

,

A u d oly L P , K a r e s k o g L , U lfg r e n A K a n d

J ak ob s s o n PJ: E x p r e s si o n of m i c r o s o m al

p r o st a gl a n di n E sy n th a s e 1 in rh e u m at oid a rth ri
-

ti s s y n o vi u m . A r th ri tis R h e u m 5 0: 1 7 7 4 1 17 8 0
,

2 00 4 .

4 4) G ab a y C , P o rt e r B , G u e n ett e D , B illi r B a n d

A r e n d W P : I nt e rl e u k in 1 4 ( I L 4) a n d I L - 1 3

e n h a n c e th e effe ct o f I L
-

1 b et a o n p r o d u cti o n of

I L - 1 r e c ept o r a nt a g o n ist b y h u m a n p ri m a ry

h ep at o c yt e s an d h e p at o m a H e p G 2 c ell s: din e r -

e nti al effe ct o n C - r e a cti v e p r ot ein p r o d u cti o n .

3 4 9

B l o o d 9 3: 1 2 9 9
- 13 0 7

,
1 9 9 9 .

4 5) K oli o s G
,
R o o n e y N , M u rp b y C T , R o b e rt s o n D A

a n d W e st wi c k J : E x p r e s si o n of i n d u cibl e n it ri c

o x id e sy n 也 a s e a ctivity i n h u m a n c ol o n ep i也 elial

c ells: m o d u l ati o n b y T l ym p h o cyt e d e ri v e d

c yt o k in e s . G ut 4 3: 5 6 - 6 3 , 19 9 8 .

4 6) S ait o A , O k a z ak i Ⅲ , S u g a w a r a I , Y a m a m ot o K a n d

T ak iz a w a H : P ot e nti al a c ti o n of I L 1 4 a n d I L L 1 3

a s fi b r o g e n i c f a ct o r s o n l u n g 丘b r o bl a s t s i n vi t r o .

I n t A r c h A lle r g y l m m u n ol 1 3 2: 1 68 - 1 7 6 , 2 0 0 3 .

4 7) F lei s c h m a n n R M : A d d r e s si n g th e s af e ty of

an a k in r a i n p a ti e n t s w ith r h e u m a t oid a rth riti s .

R h e u m a t ol o g y ( O x fo r d) 4 2 : ii 2 9 - 3 5 , 2 0 0 3 .

4 8) M ar u y a m a H , H ig u c hi N , N i sh ik a w a Y , H ir a h a r a

H
,
Ii n o N

,
K a m e d a S

,
K a w a ch i H

,
Y a oit a E

,
G ejy o ,

F a n d M iy a z aki J: Ki d n ey
- t a r g et e d n a k e d D N A

t r an sf e r b y r etr o g r a d e r e n al v ein inj e cti o n i n r a t s .

H u m G e n e
'

m e r 1 3 : 4 5 5 - 4 6 8
,
2 0 02 .

4 9) H o u D , M a cl a u gh 1i n F , T b i e s s e M ,
P a n c h al V R

B e k k e r s B C
,
W il s o n E A

,
R o g e r s PI , C ol e m a n M C

an d M a r c h K L : W id e s p r e a d r e gi o n al m y o c a r di al

t r an sfe c ti o n b y pl a s m id e n c o din g D el
-

1 fo 11 o w -

in g r et r o g r ad e c o r o n a ry v e n o u s d eli v e r y .

C a 也e t e r C a r dio v a s c l nt e Ⅳ 5 8: 20 7
-

2 11
,
2 0 0 3 .

( 平成 1 7 年 1 月 7 日受付)


