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緒言 

Alarmin は損傷した細胞から放出される分子であり 1)，周囲の組織に炎症反応を誘導

し，生体の自然免疫系や獲得免疫系を活性化する警告信号として機能している。

Interleukin (IL)-1αは，細胞が低酸素状態，酸化ストレスや熱刺激などに晒されたとき

に放出される代表的な alarmin であり 2)，血管新生や創傷治癒など様々な反応に関与

している。IL-1αは細胞質で 31 kDaの precursor IL-1α (pIL-1α) として産生された後，

Ca2+依存性タンパク質分解酵素 3-5)，granzyme B 6) や thrombin 7) などの酵素によって

切断される。酵素切断の結果，N 末端の propiece IL-1α (ppIL-1α) と C 末端の mature 

IL-1α (mIL-1α) が生成される (図 1) 8, 9)。pIL-1αと mIL-1αは細胞外に分泌され，IL-1 

receptor type Iを介してシグナル伝達し機能を発揮する 10)。さらに，pIL-1αと ppIL-1α

は核局在配列 (NLS) の存在により核に輸送され 11)，標的遺伝子の転写制御に寄与す

るとされている 8, 12)。また，pIL-1α は核クロマチン 13) や他の核内タンパク質に結合

することが報告されている 14, 15)。しかしながら，ppIL-1α の核内輸送のメカニズムや

核内機能は完全には解明されていない。そこで，本研究では，ppIL-1α の核内輸送メ

カニズムの解明を目指すとともに、核内における遺伝子発現への関与について検討し

た。 
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材料および方法 

1. 細胞 

ヒト子宮癌由来の線維芽細胞 (HeLa細胞) は医薬基盤・健康・栄養研究所 JCRB 生

物資源バンク (大阪) から入手した。細胞は，10%ウシ胎児血清 (FCS)，50 μg/ml スト

レプトマイシン，50 U/ml ペニシリン (Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA) を添加し

た Dulbecco' Modified Eagle’s Medium (DMEM) で 37℃，5% CO2存在下で培養した。 

2. プラスミド構築 

3 種類の IL-1α の DNA テンプレートおよび pcDNA-ppIL-1α ベクターは Sata ら 16) 

の方法を用いて作製した。各 IL-1α は pEGFP-C3 ベクター (Clontech，San Jose，CA，

USA) に挿入し，N 末端の緑色蛍光タンパク質 (GFP) タグに融合した (GFP-pIL-1α，

GFP-mIL-1α，GFP-ppIL-1αベクター) (図 2)。Transfection のために，各プラスミド (250 

ng) と Plus 試薬 (0.75 μl) および Lipofectamin 3000 (0.75 μl) (Thermo Fisher Scientific，

Waltham，MA，USA) を，それぞれ 25 μl OPTI-MEM (GE Healthcare，Chicago，IL，

USA) に溶解した。両溶液を混合し，室温で 15 分間反応させた後，培養液に添加し

37℃で 18 時間培養した。以上のように処理した細胞を transfectant として，その後の

実験に供した。 

3. cover slip 実験 

HeLa細胞 (5×104 / well) を 24 well プレートに入れた cover slip (直径 10 mm : 松波

硝子工業，東京) 上に播種した。37℃，18時間培養後，上記方法によって GFP-pIL-1α，

GFP-mIL-1α，GFP-ppIL-1α を transfection した。細胞を 37℃に加温したリン酸緩衝生

理食塩水 (PBS) で洗浄し，4%パラホルムアルデヒドで固定した。さらに PBS で洗浄
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後，DAPI-Fluoromount-G (Southern Biotech，Birmingham，AL，USA) を用いて cover slip 

をスライドガラスに封入した。観察および画像の撮影には，オールインワン蛍光顕微

鏡 (BZ-X810，キーエンス，大阪) を使用した。また，エネルギー依存性の ppIL-1α核

内輸送の有無を調べるために，importin β の阻害薬である importazole (10 nM, Cayman 

Chemical，Ann Arbor，MI，USA)の存在下または非存在下で 37℃，6時間培養し，観

察を行った。 

4. real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 

HeLa細胞 (1×105 / 48 well plate) に，pcDNA または pcDNA-ppIL-1αを transfection し

た。18時間後，RNeasy mini kit (Qiagen，Hilden，Germany) を用いて total RNAを精製

した。相補的 DNAは，Superscript III 逆転写酵素 (Invitrogen，Waltham，MA，USA) を

用いて合成した。real-time PCR は，CFX 96 real-time system (Bio-Rad，Hercules，CA，

USA) で TB Green Premix Ex Taq II (タカラバイオ，草津) を用いて行った。本研究で

使用したプライマーを表 1に示す。pcDNA transfectant および ppIL-1 transfectant にお

ける IL-8 の遺伝子発現を内在性コントロール (β-actin) に対する比としてΔΔCT 法

で算出した。前者の値を１とした時の，これに対する ppIL-1α transfectant における遺

伝子の増幅量をデータとして示した。 

5. ウェスタンブロッティング (WB) 

作製した transfectant を PBS で 2 回洗浄し，500 μl の細胞溶解液 (50 mM Tris-HCl，

pH 7.5, 150 mM NaCl, 0.5% Triton X-100) を用いて溶解させた。BioRad protein assay kit 

(Bio-Rad) を用いて総タンパク濃度を測定し，40 ng のタンパクを 12% sodium dodecyl 

sulfate-polyacrylamide gel を用いて電気泳動した。WB は Omagari ら 17) の方法に従っ
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て行った。一次抗体として，マウス抗 GFP抗体 (Proteintech，Rosemont，IL，USA; × 

10,000) を 1% BSA diluted in 0.1% Tween-20/PBS (1% BSA-PBST) で希釈し，室温で 1

時間反応させた。二次抗体として，horseradish peroxidase (HRP) 標識ヤギ抗マウス IgG 

(H+L) 抗体 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA, USA; × 8,000) を用い，室温で 1

時間反応させた。なお，核抽出液は NE-PER™ Nuclear and Cytoplasmic Extraction 

Reagents (Thermo Fisher Scientific) で精製し，WB に供した。核の内在性コントロール

には Lamin B を用いた。一次抗体としてウサギ抗ヒト Lamin B 抗体 (Proteintech; × 

1,000) および二次抗体として HRP 標識ヤギ抗ウサギ  IgG (H+L) 抗体  (Jackson 

ImmunoResearch; × 6,000) を使用した。 

6. 統計学的解析 

統計解析は，正規性を Shapiro-Wilk 検定，等分散性を Levene検定で確認した後に

Student's t-test を用いた。結果は，平均値 ± 標準偏差で表した。0.05未満の p値は

統計的に有意であるとみなした。 
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結果 

1. IL-1αの細胞内局在 

GFP-pIL-1α，GFP-ppIL-1α，GFP-mIL-1α の 3 種類 (図 2A) の分子の発現について

WB で確認したところ，GFP-pIL-1αは 60 kDa， GFP-mIL-1αは 43 kDa，GFP-ppIL-1α

は 42 kDa の単一のバンドとして検出された (図 2B)。次に，IL-1α 分子の細胞内局在

について検索した。その結果，mIL-1αは細胞質にびまん性に分布し，pIL-1αと ppIL-

1αは主に核に局在していた (図 3A)。この結果を確認するために，transfectant から核

抽出液を調整し WB により検討したところ，ppIL-1α のバンドが検出された (図 3B)。 

2. ppIL-1αの核への輸送 

ppIL-1α の核への局在は，核と細胞質との間の受動拡散によるものではないことが

Kudoら 18) により確認されている。そこで、エネルギー依存的核輸送に必須の importin 

β の関与について，importin β 阻害薬である importazole の存在下および非存在下で

ppIL-1α transfectant を培養することにより確認した。その結果，核における ppIL-1αの

局在には何ら変化が認められなかった (図 4)。 

3. ppIL-1αによる IL-8 mRNA の発現増強 

ppIL-1αは，核において IL-8遺伝子発現を増強することが報告されている 19)。そこ

で，HeLa細胞においても ppIL-1αの強制発現が IL-8 mRNA発現を増強させるかとい

う点について検討した。その結果，IL-8 mRNA発現レベルは，ppIL-1αの組み込まれ

ていない pcDNA transfectant に比べて ppIL-1α transfectant で 8.9 ± 0.91 倍に増加してい

た (図 5)。 
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考察 

GFP タグ付き IL-1α 発現ベクターを用いた本研究では，mIL-1α は細胞質にびまん性

に分布し，pIL-1αと ppIL-1αは主に核に局在することが確認された。これまでの研究

から，pIL-1α の N 末端および C 末端へのタグの付与は，その機能に何ら影響を及ぼ

さないことが報告されており 12)，これら分子の核局在は，従来の報告と一致するもの

であった。また，これらの分子の核局在には，NLS が極めて重要であり，NLS を欠失

させることにより細胞質への移行を促すことが知られている 18)。NLS は，importin α

または importin β などの核移行を担う分子によって認識される配列であり 20)，IL-1α

がNLSを有していること自体がエネルギー依存性に核移行することを示唆している。

しかし，IL-1αの核内輸送のメカニズムについては Luheshiら 21) の報告があるのみで，

低分子量 Gタンパク質である Ran に依存する核内輸送とされている。そこで，importin 

β の阻害薬である importazole 存在下での ppIL-1α transfectant の培養は ppIL-1α の核局

在に変化を及ぼすものと予測した。しかし本研究の結果，ppIL-1α が NLS を有しなが

らも，importazoleによる影響を受けなかったことから，ppIL-1αの核局在は importin β

非依存性であることが示唆された。これまで importin α は，核内輸送される分子と

importin βとの結合を仲介するアダプター分子と考えられてきたが 20)，近年の研究で，

importin α のみによって核内輸送される機構があることが判明している 22)。当研究室

のこれまでの実験で，pIL-1αが importin αと結合することを免疫沈降実験により確認

している。また，IL-1α分子内に存在する NLS 配列を，細胞膜を通過できない分子に

融合させると，この分子が脂質 2 重膜を通過することが知られている 23)。従って，

NLS を欠失した IL-1α を細胞に transfection することにより発現させた細胞では，IL-
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1α が脂質 2 重膜である核膜を通過できずに細胞質に拡散した結果である可能性も考

えられる。ppIL-1αの核内への輸送については今後さらに検討を加える必要がある。 

一方，核に輸送された ppIL-1αは，どのようなメカニズムで核局在しているのであ

ろうか。ppIL-1α に結合する分子としては，これまでに HAX-1 や Necdin などが報告

されている 14, 15)。この中で，アポトーシスに関連する分子としての HAX-1 は，pIL-

1α の N 末端側に結合部位が存在するとされている 14)。しかし，細胞内局在や機能が

多様であることから，pIL-1αの核局在に果たす役割については未だ不明である。マウ

スのマクロファージでは，pIL-1αが核クロマチンに結合しているとの報告もあるが 13)，

ヒトにおいてはこの事実は確認されていない。pIL-1αは，細胞膜貫通タンパク質や分

泌タンパク質が有するシグナルペプチドを欠いており 24)，一般的なタンパク質の産生

ルートである小胞体―ゴルジ体輸送を経由しないとされている。従って，細胞外への

分泌メカニズムも解決されておらず，多くの疑問点が残されている。 

 ppL-1αは，様々なタンパク質の遺伝子発現に寄与していることが示されている 12)。

なかでも，IL-8遺伝子の発現に対する機能は着目されている。これは IL-8 が，炎症増

悪とともに，血管新生など創傷治癒にも寄与するなど多彩な機能を有するためである

25)。本研究によって，線維芽細胞である HeLa細胞においても，ppIL-1αの過剰発現が

IL-8 mRNAの発現を増大させることが明らかとなった。このことは，ppIL-1αが IL-8

遺伝子発現を転写レベルで増強させ，その分泌を促進し，炎症反応または血管新生反

応を拡大していく機能を有するものと考えられた。 

本研究の結果，ppIL-1αの核への輸送は importin β 非依存性であり，核内では，IL-8

などの遺伝子発現に転写レベルで関与している可能性が示唆された。 



8 

 

結論 

本研究では，3 種類の IL-1α (pIL-1α, mIL-1α および ppIL-1α) を HeLa 細胞に

transfection することで，各 IL-1α の細胞内における局在および ppIL-1α の核内輸送や

核内機能について検討した。その結果，以下の知見を得た。 

1. 細胞内で，mIL-1αは細胞質に拡散的に分布し，pIL-1αと ppIL-1α は主に核に局在

した。 

2. ppIL-1αの核局在は，importin β に依存しなかった。 

3. ppIL-1αは IL-8遺伝子発現に転写レベルで関与していた。 

以上の結果から，ppIL-1α は核内において，IL-8 の発現増強を介して，炎症反応を拡

大することが示唆された。 
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表１ プライマーの配列 
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図 1. IL-1αの構造 

IL-1αは前駆体 IL-1α (pIL-1α) として細胞内で産生される (1-271)。pIL-1αは酵素的に

切断されて ppIL-1α (N 末端 1-112) と mIL-1α (C 末端 113-271) が生成される。核局在

配列 (NLS) は 79-86 に位置する。数字はアミノ酸の位置を示す。 
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図 2. 実験に使用した発現ベクターと transfectant におけるそれぞれの発現 

(A) 3 種類の IL-1α の DNA 断片を pEGFP-C3 ベクターにライゲーションして GFP と

融合させた。(B) それぞれのベクターによる transfectantから，細胞溶解液を回収して，

WB でタンパク質発現を確認した。 
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図 3．IL-1αの細胞内局在 

(A) HeLa 細胞に GFP-pIL-1α，GFP-mIL-1α，および GFP-ppIL-1 を transfection した。

transfection 後，細胞を蛍光顕微鏡で観察した。核は DAPI で染色した (scale bar : 10 

μm)。(B) GFP-ppIL-1α transfectant から核抽出液を調製し，WB に供した。核内部コン

トロールとして Lamin B を用いた。 

  

Merge DAPI GFP 
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図 4. ppIL-1αの核への輸送 

GFP-ppIL-1α transfectant を，importin β 阻害薬である importazole (10 nM) 存在下 (+ : 

下段) または非存在下 (- : 上段) で 6時間培養した (scale bar : 10 μm)。その後，細胞

内 GFP-ppIL-1αの局在変化を蛍光顕微鏡で観察した。 
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図 5 ppIL-1αによる IL-8 mRNAの発現増強 

HeLa細胞に pcDNA (contorol) または pcDNA-ppIL-1αベクターを transfection し，18時

間培養した。その後，total RNA を精製し，real-time PCR により IL-8 mRNAの発現量

を測定した。内在性コントロール (β-actin) の発現量を 1として，これに対する ppIL-

1α transfectant における IL-8 発現量を比で表した。プライマー配列を表１に示した。

**p ＜ 0.01 (n = 5)。 

 

 

 


