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要旨  

黄麗輝先生は中国における新生児聴覚スクリーニングに取り組み、本年教授に昇進し、中国におけるトップ指導

者として新生児聴覚スクリーニングに取り組んでいる。その現在の状況の報告と現在のわが国の新生児聴覚スク

リーニングとの比較を行った。同時に今後の共同研究について検討した。 
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緒言（目的や研究背景） 

日本では新生児聴覚スクリーニングは全出生児の 60％に行われている。中国では北京や上海のような大都市で

のみ行われている。日本と中国のそれぞれの場合を比較し、問題点を検討することにした。 

 

研究（治療）対象と方法 

新生児聴覚スクリーニングと人工内耳手術が中国と日本ではどのように行われ、どのような成果をあげているか、

何が問題点かを比較検討する。 

 

成績（結果） 

①わが国では年間の出生数は100万人であるが、中国では2000万人である。 

②わが国の新生児聴覚スクリーニングは全国的に行われ、約 60％が対象となっている。中国では北京や上海の

ような大都市でのみ行われ、全出生児の数％にしかすぎない。 

③先天性難聴児の人工内耳手術は毎年先天性難聴の 30％が対象となっているが、保険加入者の少ない中国では

0.5％程度と考えられる。 

 

考察 

新生児聴覚スクリーニングの中国の問題点は大都市でのみ行われていることである。これは財政上の問題であろ

う。新生児の数が年間2000万人とわが国の20倍と多いことにも原因がある。人工内耳の普及率が中国では低い

のは保険制度がまだ普及していないためであろう。 
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要旨 

側坐核 (Nucleus accumbens; NAc) は報酬、喜び、笑い、嗜癖、攻撃性、恐怖、プラセボ

効果に重要な役割を担っているが、睡眠-覚醒調節に対する効果は未だに明らかになっていな

い。NAc の核部と殻部のいずれの部位にもドパミンD1およびD2受容体（R）、アデノシンA1R

およびA2ARが高密度に局在し、睡眠-覚醒調節に強く関与していると考えられる。本研究では、

イボテン酸により、NAc核部または殻部を部位特異的に損傷させたNAc 損傷ラットを用いて

ドパミン受容体に作用するモダフィニルやA2ARに作用するカフェインの睡眠-覚醒に及ぼす

効果を調べた。NAc核部を損傷させたラットは、対照のラットと比較して、24時間の累積覚

醒量が25.8%増加した。また、このラットを6時間断眠させると、その後のリバウンド睡眠量

は、対照のラットに比べて少なかった。睡眠反跳を示し、モダフィニルやカフェインの覚醒

効果はより小さかった。さらに、NAc核部損傷ラットでは生理食塩水の腹腔内投与によって、

睡眠潜時が165％延長された。同様に、NAc 殻部を損傷させたラットは、対照のラットと比

較して、24時間の累積覚醒量が17.4%増加した。しかし、モダフィニルおよびカフェインの

覚醒作用に対する効果は対照ラットと同程度であった。 これらの結果はNAcの核部および殻

部がいずれも睡眠-覚醒調節に不可欠であり、核部は殻部よりも重要であることを示している。 

 

Key Words 側座核、A2A 受容体、睡眠、覚醒、ドパミン  

 

緒言： 

近代社会の発展とともに、睡眠障害は医学的、社会的にますます深刻な問題となってき

ている。しかし、睡眠-覚醒調節の生理学的機構は未だに明らかになっていない。神経薬理学

的な研究結果は、断眠後に脳内のプロスタグランジン (PG) D2やアデノシンレベルが上昇し

ていることから、 PGD2 受容体 (DPR) や A2AR の活性化が強力な睡眠促進作用をもたらす

ことを示している。さらに、いくつかの実験によって、睡眠に対する PGD2の情報はアデノ

シンレベルの上昇に伝達されること、A2AR がアデノシンの睡眠促進作用に関与していること

が明らかにされている。これらのデータは、アデノシンが重要な内因性の睡眠物質であるこ

とを示している。 

腹側外側視索前野（VLPO）は睡眠の誘発や維持に関与するため(Ref)、睡眠中枢であるこ

とが知られ、一方で、結節乳頭体核（TMN）は覚醒の調節に関与する覚醒中枢であることが

広く知られている(Ref)。A2AR 作動薬は VLPO ニューロンを活性化させ（VLPO 領域の c-fos
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発現の増加により示される）、GABA/ガラニン抑制性神経を介して、TMN の神経活動を阻害

することにより、睡眠を促進させる。しかし、VLPO には A2AR は存在しないので、A2AR が

どのように VLPO の活性化させるのかは未だに明らかになっていない。VLPO に加え、A2AR 

作動薬の投与後に NAc での c-fos 発現も同様に上昇する。従って、我々は、A2AR 作動薬が

NAc の A2AR を活性化させ、VLPO に睡眠を誘発するシグナルが伝達される可能性があると

考えた。本研究の目的は睡眠-覚醒調節における NAc の役割を明らかにすることである。 

 

目的と方法 

目的:  

1. 睡眠-覚醒調節における NAc の役割を明らかにすること 。 

2. NAc 損傷ラットにおける睡眠-覚醒特性について、ドパミン受容体に作用するモダ

フィニルやアデノシン A2AR に作用するカフェインの覚醒効果を観察すること。 

方法: 

ラットの両側の NAc にイボテン酸 (Sigma) を投与して部位特異的な損傷を起こした。睡

眠-覚醒の変化を評価するため脳波 (EEG) および筋電 (EMG) 記録用電極をラットに埋め

込んだ。ラットは抱水クロラールで麻酔し、NAc（AP:+1.2 mm、ML:±1.8 mm、DV:-7.0 mm）

にイボテン酸（1%溶液）を定位的に微量注入した。続いて、睡眠-覚醒周期を評価するため、

EEG および EMG 記録用電極を埋め込んだ。手術から 10 日間回復させた後、ラットを記録

用チャンバーに入れ、記録用電極にケーブルを接続し、3 日間馴化させた。次に、自発的な

睡眠-覚醒周期を調べるため、それぞれのラットについて明期開始である午前 8 時より、24

時間、EEG と EMG の記録を行った。その後、薬理学的研究を開始し、48 時間の EEG と

EMG を記録した。6 時間断眠後のリバウンド睡眠に対する影響を調べるために、柔らかいテ

ィッシューの球でケージを軽く叩くことによりラットに 6 時間（14:00 から 20:00 まで）の

断眠を受けさせた。実験後、ラットを中性ホルマリンで灌流固定した後に脳を摘出し、40 µm

厚の切片を作製した。 これらの連続切片は、損傷部位の確認のため、ニッスル染色を行っ

た。 

 

結果 

ラットの NAc をイボテン酸を用いて部位特異的に損傷させると覚醒が強く促進されるこ

とが明らかとなった。 

NAc核部損傷ラットでは、対照ラットと比較して、自発的な覚醒が25.8%増加した。6時間

断眠後のリバウンド睡眠は、対照ラットと比較して弱い反応を示した。また、モダフィニル

やカフェインによる覚醒効果は、対照ラットに比べてより小さかった。さらに、NAc核部損

傷ラットに生理食塩水を腹腔内投与すると、睡眠潜時が165％延長された。一方、NAc殻部を

損傷させたラットでは覚醒が17.4%増加した、モダフィニル (90 mg/kg) およびカフェイン

(15 mg/kg) の覚醒効果は対照ラットと同程度であった。  

要約: 

1. NAcの損傷は強力に覚醒を増加させるす。 

2. NAc核部損傷ラットは睡眠の恒常性調節の機能低下を示した。 

-78-



3. NAc核部損傷ラットは対照ラットと比較して、モダフィニルおよびカフェインの覚

醒効果が顕著に減少した。 

4. NAc核部損傷ラットは刺激（生理食塩水腹腔内投与）に対し、高い反応を示し、興

奮性行動を見せた。 

 

 
図 1．a および b：対照 (a)およ
び損傷例(b)の冠状断面写真。b
の矢印(淡い染色)部分は NAc
の核部損傷領域を示す。c：対
照と NAc 核部損傷ラットの 1
時間当たりの覚醒量の経時変
化。d：明期、暗期、24 時間中
の累積覚醒時間。*p<0.05、
**p<0.01（aca：前交連；AcbC：
側座核核部。対照群：n=6；損
傷群：n=8） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 2．a および b：モダフィニルまたはカフェイン処理した対照群(a)および NAc 核部損傷ラ

ット(b)の覚醒量の経時変化。c：溶媒またはモダフィニル投与後 2 時間の対照と NAc 核
部損傷ラットの累積覚醒時間。d：溶媒またはカフェイン投与後 4 時間の対照と NAc 核
部損傷ラットの累積覚醒時間。*p<0.05、**p<0.01（対照群：n=6；損傷群：n=8） 
 

考察 

本研究の結果は、NAc 核部および殻部はいずれも睡眠-覚醒調節に不可欠であり、核部は

殻部よりもより重要であることを示している。そして、核部は覚醒促進薬剤であるモダフィ

ニルやカフェインの主要な標的部位でことが示唆される。 

a b 

c 
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アデノシン A2AR およびドパミン D1R、D2R は、NAc 領域に高密度に存在しているが、こ

れらの受容体を介した機能は全く逆である。つまり、A2AR の活性化は睡眠を誘発するのに対

し、ドパミン D1R, D2R は覚醒促進を生じさせる。NAc 損傷が覚醒の強い増加を起こすこと

は、NAc は A2AR が制御する睡眠の主要な領域であることを示唆している。  

NAc は前頭前皮質(PFC)、 扁桃体、腹側被蓋領域の 3領域から主に入力を受けている。神

経画像、神経病理学的、損傷解析等の結果から、通常の感情処理に関与する神経回路は気分

障害に強く関与していることが示されている。これらの回路の構造は PFC や 扁桃体や海馬

のような辺縁皮質下を含んでいる。そのため、NAc の核部損傷ラットの興奮性行動は通常の

感情神経処理回路の割り込みによって生じた可能性がある。  
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Background:     
    In HBV story, lamivudine strongly suppresses HBV replication, so that prognosis of chronic hepatitis due to HBV is much 
improved. However, long‐term cohort studies revealed surprisingly rapid emergence of lamivudine resistant HBVs in the 
chronic HBV infected patients. Point mutation  in drug target gene is responsible  for such drug resistance.  It  is proposed 
that such point mutations are generated by error of DNA polymerases during virus replication.  
    On the other hand, numerous cytokines are involved in immune responses, as well as antiviral activity, viral clearance, 
apoptosis, and fibrogenesis.  In HBV study,  it has been known that  IFN and TGF‐β1 can  inhibite HBV replication  in vitro 
experiment.  In  clinic  treatment, Moreover,  IFNs  are  quite  classical  approach  to  cure  the HBV  infected patient.  It  is  also 
known that both IFNs and TGF‐β1 can induce some APOBECs expression. Since APOBECs can mutate HBV genomic DNA, it 
is  plausible  that  APOBECs  upregulated  by  cytokine  stimulation  during  hepatitis  generate  a  drug  resistant  clone.    To 
evaluate the possibility, first of all, expression profiling has been performed to decide which APOBECs can be a generater of 
drug resistant virus. 
 
Results:  
           Fig1,  IFN‐α‐induced  expression  of  APOBEC  genes  in  HepG2  cells. Expression  of  APOBEC  cytidine  deaminases  and 
adenosine deaminase acting on RNA �(ADAR�). cDNA pools were synthesizes from human hepatoma cells(HepG2 cells), 
which had been cultivated for 9 hours with and without IFN‐α, and were analysed by Reverse Transcription‐PCR for the 
expression of AOPBEC3s and ADAR1. β‐actin cDNA was amplified as a loading control. The PCR products were analysed on 
2% agrose gel and then stained with SYBR Green �. 

 
    Fig2,  IFN  γ‐induced  expression  of  APOBEC  genes  in  HepG2  cells.  Expression  of  APOBEC  cytidine  deaminases  and 
adenosine deaminase acting on RNA �(ADAR�). cDNA pools were synthesizes from human hepatoma cells(HepG2 cells), 
which had been cultivated for 48 hours with and without IFN‐γ, and were analysed by Reverse Transcription‐PCR for the 
expression of AOPBEC3s and ADAR1. β‐actin cDNA was amplified as a loading control. The PCR products were analysed on 
2% agrose gel and then stained with SYBR Green �. 
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    Fig3,  TGF‐β1‐induced  expression of APOBEC genes  in HepG2  cells.  . HepG2  cells  total RNA was  isolated before(0 hr), 
12hr and 15hr after stimulation with human TGF‐β1(10ng/ml).APOBEC gene expression were assessed by RT‐PCR. The 
PCR products were analysed on 2% agrose gel and then stained with Ethidium bromide. 
 

 
    Fig4, TGF‐β1‐induced expression of APOBEC genes in Huh7 cells. Fig.4. HuHh7 cells total RNA was  isolated before and 
48hr  after  stimulation  with  human  TGF‐β1(10ng/ml).  APOBEC  genes  expression  were  assessed  by  RT‐PCR.  The  PCR 
products were analysed on 2% agrose gel and then stained with Ethidium bromide. 
 

 
 
Fig5, AID expression by CIT stimulation 2 days in Huh7 cells. Induction of AID mRNA expression in Huh7 cells. cells were 
either  unstimulated  or  stimulated  for  2  days  with  anti‐CD40(10ug/ml),  IL‐4(150ng/ml),  TGF‐β1(10ng/ml)  and 
antiCD40+IL‐4+TGF‐β1. AID gene expression was assessed by RT‐PCR. The PCR products were analysed on 2% agrose gel 
and then stained with SYBR Green �. Here, BL2 serves as postive control. 

 
Conclusion:  
    In our semi‐quantitative PCR experiment, we find that a: IFN‐α not only could robustly induce APOBEC3G expression but 
also  modest  induce  APOBEC3F  and  APOBEC3H  expression  in  HepG2  cell  line,  however,  no  significant  induction  in 
APOBEC3A、3B、3C、ADAR1. b: IFN‐γ has the twin feature in APOBEC family genes expression in HepG2 cell line. c: TGF‐
β could remarkably up‐regulate APOBEC3A expression  in both HepG2 and Huh7 cell  line. d:  in Huh7 cells, we found not 
TGF‐β1 but also CIT(antiCD40+IL‐4+TGF‐β1) or IT(IL‐4+TGF‐β1) could induce AID transcript expression. But anti‐CD40 or 
IL‐4 alone did not exhibit any apparent induction. This synergic effect is first time proposed by us in hepatoma cell. 
Summary: 
    Hepatocellular carcinoma (HCC)  is one of  the most prevalent of human malignancies, and  individuals who are chronic 
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Hepatitis  B  virus(HBV)  carries  have  a  greater  than  100  fold  increased  relative  risk  of  developing  HCC.  Lamivudine 
treatment has been very useful in reducing HBV DNA leveles in patient sera and shows very limited side effects(8).It was 
reported that drug resistant HBV appears in high frequency(2), with the incidence of resistance after 1 year of treatment 
ranging from 17% to 32%(3,9). Moreover, 65% of patients who have been treated with lamivudine for 5 years appear drug 
resistant (1). Most of HBV researchers accept that cytokines, like IFNs, IL‐4 and TGF‐β1, are participated in HBV infection 
process. During HBV infection period, our immune system releases these factors to defend ourself. Cytidine deaminase is a 
member of a much larger family of tissuse‐restricted deaminases that exhibit RNA editing and/or DNA mutating activity. In 
human, APOBEC family which  includes activation‐induced deaminase(AID)、APOBEC1、 APOBEC2、 APOBEC3A~H and 
APOBEC4  is  a  dominant  cytidine  deaminase.  Many  study  already  shown  that  some  of  APOBECs  could  inhibit  viral 
replication, like HIV、HBV as well HPV, in vitro and vivo.  
    In our detection system, Semi‐quantitative RT‐PCR confirmed induction of APOBEC3G and F expression with both IFNα 
and  IFNg  stimulations  in  our  cell  lines.  Consistent with  previous  studies  from other  research  groups,  APOBEC3G  is  the 
major responder of  interferon stimulation among APOBEC3  families  in our cell  lines(4‐7). Besides, we  further proposed 
that another APOBEC predominant member, namely AID, was induced by CIT(antiCD40+IL‐4+TGF‐β1) in Huh7 cells. We 
also observed that TGF‐β1 had robust suppression effect in HBV replication in vitro experiment (data not shown). These 
results  might  reflect  that  potential  mediator  between  cytokines  and  viral  is  deaminase.  Finally  we  assume  that  point 
mutation  in  HBV  drug  resistant  might  be  resulted  from  deaminase  reaction  by  APOBECs,  especially  G(Guanine)  to 
A(Adenine) and C(Cytosine) to T(Thymine), during HBV replication process.  
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Materials and methods  
IFNα(recombinant  IFNα‐2b)  and  IFNγ(recombinant  IFNg‐1a)  were  purchased  from  Schering‐Plough  and  Shionogi, 
respectively. Huamn TGF‐β1, (R&B. Systems, Minneapolis, MN). SYBR Green � was purchased from Invitrigene. 
Cell culture 
Human hepatoma HuH‐7 and HepG2 cells were cultivated at 37oC in Dulbecco‘s modified Eagle medium containing 10% 
fetal calf serum(Wako, Osaka, Japan). 
Semi quantitative RT‐PCR 
RNA  was  prepared  from  cultivated  human  liver  cells  using  TRIsure  according  to  the  manufacturer’s  instruction.  Five 
micrograms  total  RNA  from  hepatoma  cells  was  reverse  transcribed  using  a  commercially  available  cDNA  synthesis 
kit(SuperScript® III Reverse Transcriptase, invitrogen, CA) and oligo‐dT primer. Conventional polymerase chain reaction 
(PCR) amplification of target cDNAs was performed. 
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Abstract 

The development of an animal model bearing definite antigens is important to facilitate the 

evaluation and modulation of specific alloantigen responses after transplantation. In the 

present study, heterotopic cardiac transplantation was performed from F344/EGFPTg and 

F344/HLA-B27Tg rats to F344 rats. The F344 recipients accepted the F344/EGFPTg 

transplants, whereas they rejected the cardiac tissue from the F344/HLA-B27Tg rats by 

39.4±6.5 days, due to high production of anti-HLA-B27 IgM- and IgG-specific antibodies. In 

addition, immunization of F344 rats with skin grafts from F344/HLA-B27Tg rats resulted in 

robust production of anti-HLA-B27 IgM and IgG antibodies, and accelerated the rejection of 

a secondary cardiac allograft (7.4±1.9 days). Of interest, the F344 recipients rejected cardiac 

grafts from double transgenic F344/HLA-B27&EGFPTg rats within 9.0±3.2 days, and this 

was associated with a significant increase in the infiltration of lymphocytes by day 7, 

suggesting a role for cellular immune rejection. Hence, our data indicate that HLA-B27 
and/or GFP transgenic proteins are useful for establishing a unique animal transplantation model to 

clarify the mechanism underlying the allogeneic cellular and humoral immune response, in which the 

transplant antigens are specifically presented.  

Key words: Allograft, GFP, HLA-B27, regulatory T-cell, tolerance, transgenic rat  

Introduction 

The development of an animal model bearing definite antigens is important to facilitate the 

evaluation and modulation of the specific alloantigen response after transplantation. In the 

present study, we first used HLA-B27Tg rats in a transplantation study, and found that 

F344 recipients rejected cardiac grafts from the F344/HLA-B27Tg rats via a process of 

chronic rejection, resulting from high production of anti-HLA IgM- and IgG-specific 

antibodies. In contrast, the F344 recipients rejected cardiac grafts from double transgenic 

F344 /HLA-B27&EGFPTg rats through acute rejection, associated with a significant 

increase in the infiltration of lymphocytes, which indicated that the HLA-B27 and/or GFP 
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transgenic proteins are useful for establishing a unique animal transplantation model to 

clarify the mechanism(s) underlying the allogeneic cellular and humoral immune responses. 

 

Materials & Methods 

Rats 
F344 (Fisher) rats were purchased from Shizuoka Laboratory Animal Center (Shizuoka, 

Japan), F344/HLA-B27Tg rats were purchased from Taconic Farms, Inc. (Hudson, NY), and 

F344/EGFPTg rats were produced by injecting the purified pCAG-EGFP plasmid DNA into 

F344 rat fertilized eggs[1]. Double F344/HLA-B27&EGFPTg rats were the offspring of 

mating F344/HLA-B27 and F344 /EGFPTg rats, and were identified by PCR. All rats were 

maintained under standard conditions and fed rodent food and water, in accordance with the 

guidelines of the Animal Use and Care Committee of the National Research Institute for 

Child Health and Development, Tokyo, Japan. 
 

Heterotopic cardiac transplantation  

Heterotopic cardiac transplantation was performed from sex-matched F344 /HLA-B27, 

F344/EGFP and F344/HLA-B27&EGFPTg donors into F344 recipients by the cuff 

techniques. The cervical heterotopic rat cardiac transplantation was performed as 

previously described [2, 3]. In brief, after thoracotomy under inhalation anesthesia, the 

donor heart was harvested. The heart graft was rapidly cooled and flushed with 5 ml 

physiological saline (4˚C) containing 200 U/ml heparin, which was infused via the aorta and 

pulmonary artery. The heart graft was preserved in physiological saline at 4˚C. Cardiac 

graft survival was determined by daily palpation from the skin above the cervical grafted 

heart. Rejection was considered complete at the time of cessation of a palpable heart beat, 

and confirmed visually by laparotomy. 
 

Lymphocyte proliferation assays 
The mixed lymphocyte reaction (MLR) was performed with F344 rat nylon-wool column 

(Wako) enriched T cells (1x105/well) as responders, and 20-Gy irradiated F344, F344/EGFP, 

F344/HLA-B27 and F344/HLA-B27&EGFPTg rat splenocytes (1x105/well) as stimulators, 

incubated in a flat-bottom 96-well white plate (Costar; Corning, NY) at a final volume of 200 

µl/well of the GIT medium containing 50µM 2-mercaptoethanol (Wako) in a humidified 

atmosphere at 37˚C for five days. The proliferation of T cells was measured with 

cell-proliferation ELISA kits (Roche Diagnostics Gmbh, Penzberg, Germany).  
 

Measurement of serum anti-HLA-B27 IgM and IgG antibodies 
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The titers of anti-HLA-B27 IgG or IgM in rat sera were determined by flow cytometry. Sera 

(1:10 diluted) were incubated with F344 thymocytes for 1hr. Cells were washed and 

incubated with goat anti-rat IgM or IgM antibodies (SouthernBiotech, Birmingham, AL), 

then stained cells were analyzed with a BD FACSCalibur flow cytometer and analyzed using 

the CellQuest software program (BD Biosciences, San Jose, CA).  
 

Histological analysis 
Cardiac graft specimens were fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin. The 

sections were cut (1µm-thick) and stained with hematoxylin and eosin. A light microscopic 

analysis was performed to assess the overall cellularity and myocardial damage. 
 

Statistical analysis 
Student’s t-tests were used to compare the paired and unpaired analyses. A statistical 

evaluation of mouse survival was performed using the Kaplan-Meier test. P values <0.05 

were considered statistically significant. All in vitro experimental data were representative 

of three independent experiments and represented the mean ratio of triplicate results for 

each experiment. 

 

Results 

F344 recipients rejected cardiac allografts from F344/HLA-B27 and F344 
/HLA-B27&EGFPTg donors 
Heterotopic cardiac transplantation was performed first from F344/EGFP, F344 /HLA-B27 

and F344/HLA-B27&EGFPTg donor rats into the F344 recipient rats. We found that F344 

recipients accepted cardiac grafts from F344/EGFPTg donors (n=8, MST>100days), whereas 

they rejected cardiac grafts from F344/HLA-B27Tg donors at 39.4±6.54 days (n=5). Of 

interest, we found that F344 recipients rejected cardiac grafts from double transgenic 

F344/HLA-B27&EGFPTg donors via acute rejection (n=8, MST: 9.0±3.16 days, p<.001; Fig1)  

 

Then, a MLR assay was performed to assess the effects of the HLA-B27 and/or EGFP 
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transgenes on the alloantigen response in vitro. We found that the splenic T cells obtained 

from naive F344 rats showed the same proliferative response to irradiated F344 naive and 

F344/EGFPTg spleen cells, in the case of irradiated spleen cells obtained from 

F344/HLA-B27 and F344/HLA-B27&EGFPTg rats, however, the proliferative response was 

significantly enhanced (p=.014 and .012; Fig. 2). 

 

Vigorous production of anti-HLA-B27 IgG and IgM antibodies following allogenic 
sensitization 
Because allo-antibodies, whose main targets are MHC molecules, can also contribute to 

acute and chronic graft rejection, we analyzed the serum concentration of anti-HLA-B27 IgG 

and IgM antibodies by flow cytometry at different time points after cardiac transplantation. 

As shown in Fig. 3A, the total IgG titers steadily increased on postoperative day (POD) 7 

and 14, and peaked at POD21 in F344 recipients that received cardiac grafts from 

F344/HLA-B27 and F344/HLA-B27&EGFPTg donors. In contrast, the total IgM titers 

showed the reverse tendency, with a gradual decrease post-transplantation in F344 

recipients with cardiac grafts from F344/HLA-B27 and F344 /HLA-B27&EGFPTg donors. In 

comparison, the IgG and IgM titers showed no difference between F344 recipients who were 

transplanted with cardiac grafts from isograft F344 or F344/EGFPTg donors at different 

time points post-transplantation (Fig. 3B). 

 
Histopathological features 
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We then compared the histopathological features of the allograft between these four groups. 

The F344/EGFPTg cardiac grafts were free of myocardial injury and had markedly reduced 

inflammatory cells infiltration even on POD100, while the histopathological features of 

F344/HLA-B27Tg cardiac grafts on POD40 showed the features of chronic rejection, 

including mild interstitial infiltration of inflammatory cells, hemorrhage, and fibrosis. In 

contrast, classic signs of acute rejection could be seen in the F344/HLA-B27&EGFPTg 

cardiac grafts and F344/HLA-B27Tg cardiac grafts from skin graft-primed rats on POD5, 

including strong interstitial infiltration of inflammatory cells, severe hemorrhage, edema, 

and necrosis (Fig. 4). 

 
Discussion 

We herein described a unique and useful animal transplantation model in which grafts from 

F344/HLA-B27Tg rats mainly provoke a humoral immune response and grafts from 

F344/HLA-B27&EGFPTg rats represent a typical cellular immune response. T cells are 

essential for allograft rejection, but allo-antibodies, whose main targets are MHC molecules, 

can also contribute to acute and chronic graft rejection [4]. Clinical studies have shown a 

correlation between the presence of anti-HLA antibodies, complement C4d deposition, and 

graft failure [4, 5]. The removal of alloantibodies by IVIg or plasmapheresis, or by the 

depletion of B cells, can improve the longevity of transplants [6]. We found that F344 

recipients rejected cardiac grafts from F344/HLA-B27Tg donors via the process of chronic 

rejection (Fig. 1), due to high production of anti-HLA-B27 IgM- and IgG-specific antibodies 

(Fig. 3). These data showed that F344 rats reject F344/HLA-B27Tg cardiac allografts via 

cellular immunity. 

Green fluorescent protein (GFP) is an intracellular reporter molecule widely used to assess 

gene transfer and expression [7, 8]. Enhanced green fluorescent protein (EGFP) is a 

red-shifted GFP variant which fluoresces about 35 times more intensely than wild-type GFP 

[9, 10], and can be readily detected by using fluorescence microscopy, flow cytometry, or 
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macroscopic imaging. The double transgenic F344/HLA-B27&EGFPTg rats we used were 

the offspring of mating F344/HLA-B27Tg and F344/EGFPTg rats. We found that F344 

recipients rejected cardiac grafts from double transgenic F344/HLA-B27&EGFPTg rats via 

acute rejection (Fig. 1), associated with a significant increase in the infiltration lymphocytes 

(Fig. 4), thus suggesting a role for cellular immune rejection. All of these data revealed that 

F344/HLA-B27Tg and F344HLA-B27&EGFPTg rats represent a unique and very useful 

animal transplantation model in which the transplant antigens are specifically presented. 
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要旨 

Interleukin-11 (IL-11) is a stromal cell-derived cytokine. IL-11 has many biological activities and 
has roles in hematopoiesis, immune responses, the nervous system and bone metabolism. Bone 
sialoprotein (BSP) is a mineralized tissue-specific protein expressed in differentiated osteoblasts that 
appears to function in the initial mineralization of bone. IL-11 (20 ng/ml) increased BSP mRNA levels 
at 12 h in osteoblast-like ROS 17/2.8 cells. In a transient transfection assay, IL-11 (20 ng/ml) increased 
luciferase activity of the construct (-116 to +60) in ROS 17/2.8 cells and rat bone marrow stromal cells. 
Introduction of 2 bp mutations to the luciferase constructs showed that the effects of IL-11 were 
mediated by a CRE, a FRE and a HOX. Luciferase activities induced by IL-11 were blocked by protein 
kinase A inhibitor, tyrosine kinase inhibitor and ERK1/2 inhibitor. Gel shift analyses showed that IL-11 
(20 ng/ml) increased nuclear protein binding to CRE, FRE and HOX. CREB1, phospho-CREB1, c-Jun, 
JunD and Fra2 antibodies disrupted the formation of CRE-protein complexes. Dlx5, Msx2, Runx2 and 
Smad1 antibodies disrupted FRE- and HOX-protein complex formations. These studies demonstrate 
that IL-11 stimulates BSP transcription by targeting CRE, FRE and HOX sites in the proximal 
promoter of the rat BSP gene. Moreover, CREB1, c-Jun, JunD, Fra2, Dlx5, Msx2, Runx2 and Smadl 
transcription factors appear to be key regulators of IL-11 effects on BSP transcription.  

 
Key Words 骨シアロタンパク質，  インターロイキンー11，骨芽細胞， 転写 
 
緒言 

Interleukin-11 (IL-11) is a stromal cell-derived cytokine that belongs to the interleukin-6 family of 
cytokines (1, 2). IL-11 has many biologic activities and has roles in hematopoiesis, immune responses, 
the nervous system and bone metabolism (2-6). IL-11 increased alkaline phosphatase (ALP) activities, 
which are a marker of osteoblasts (7); therefore, it is possible that IL-11 may have an important role in 
osteogenesis. however, little is known about the role of IL-11 in osteogenesis, osteoblast differentiation 
and bone formation. 

Bone sialoprotein (BSP) is a highly sulfated, phosphorylated, and glycosylated protein that is 
expressed almost exclusively in mineralizing tissues (8, 9). Regulation of the BSP gene appears to be 
important in the differentiation of osteoblasts, in bone matrix mineralization and in tumor metastasis.  
    To elucidate the molecular mechanism of IL-11 regulation of the BSP gene, we analyzed the 
effects of IL-11 on the expression of the BSP gene in osteoblast-like cells.  
 

-116-



 

対象と方法 
対象は、Rat osteoblast-like ROS 17/2.8 cells and rat stromal bone marrow cells (RBMC) 
方法は、Northern Hybridization, Transient Transfection Assays and Gel Mobility Shift Assays. 

 
結果 
1. Effects of IL-11 on BSP mRNA  

To study the regulation of BSP transcription by IL-11, we performed Northern hybridization 
analysis of total RNA extracted from osteoblastic ROS 17/2.8 cells. First, In dose-response IL-11 
increased BSP mRNA levels at 1, 5, 20 and 100 ng/ml and had a maximal effect at 20 ng/ml (Fig. 1A). 
Thus, 20 ng/ml IL-11 was used to determine the time courses of BSP mRNA expression. IL-11 (20 
ng/ml) induced BSP mRNA levels at 3 h and reached maximal at 12 h (Fig. 1B).  
2. Transient transcription analyses of rat BSP promoter constructs 

To determine the site of IL-11-regulated transcription in the 5’-flanking region of the BSP gene, 
we did transient transcription analyses. The transcriptional activity of pLUC3, pLUC4, pLUC5 and 
pLUC6 was increased after 12 h treatment with 20 ng/ml IL-11 in ROS 17/2.8 and RBMC cells (Fig. 
2A, B). Since protein kinases mediate IL-11 signaling activities, we investigated the effects of the PKC 
inhibitor H7, the PKA inhibitors H89 and KT5720, the tyrosine kinase inhibitor HA and the ERK1/2 
inhibitor inhibitor U0126 on IL-11-mediated transcription. Whereas IL-11-induced pLUC3 promoter 
activation was inhibited by U0126, HA, KT5720 and H89, no effect was observed for H7 (Fig. 3). 
After introducing 2 bp mutations into the putative response elements within pLUC3 and pLUC4, 
transcriptional induction by IL-11 (20 ng/ml) was partially inhibited in the M-CRE (pLUC3), M-FRE 
and M-HOX (pLUC3 and pLUC4) constructs (Fig. 4).  
3. Gel mobility shift assays 
    To identify nuclear proteins that bind to the CCAAT, CRE, FRE, Pit-1 and HOX elements and 
mediate IL-11 effects on transcription, we did gel mobility shift assays. Inverted CCAAT and 
Pit-1-protein complexes did not change after stimulation by IL-11 (Fig. 5, lanes 1-4, 13-16). After 
stimulation by 20 ng/ml IL-11 (3–12 h), CRE- and FRE-protein complexes were increased at 12 h (Fig. 
5, lanes 5-8, 9-12), and HOX-protein complexes were increased at 3 h and reached maximal at 12 h 
(Fig. 5, lanes 17-20). To further characterize the proteins in the complexes formed with CRE, FRE and 
HOX, we used antibodies to several transcription factors. The addition of phospho-CREB1 antibody 
induced supershift (Fig. 6A, lane 5), and CREB1, c-Jun, JunD and Fra2 antibodies partially disrupted 
CRE-protein complex formation (Fig. 6A, lanes 4, 7-9). Dlx5, Msx2, Runx2 and Smad1 antibodies 
partially disrupted FRE- and HOX-protein complex formation (Fig. 6B and C, lanes 4-7).  
 
考察 

These studies show that IL-11 increases BSP transcription in osteoblast-like cells by targeting 
CRE, FRE and HOX elements in the proximal promoter of the BSP gene. IL-11 (20 ng/ml) induced 
BSP mRNA expression in ROS17/2.8 cells (Fig. 1). When we used rat stromal bone marrow cells 
(RBMC), IL-11 also increased BSP transcription (Fig. 2B); therefore, IL-11 increases BSP 
transcription not only in transformed ROS 17/2.8 cells but also in normal osteoprogenitors (RBMC). 
Transcriptional regulation by IL-11 was abrogated by M-CRE, M-FRE and M-HOX in pLUC3 or 
pLUC4 (Fig. 4). The involvement of CRE, FRE and HOX elements is further supported by gel shift 
assays in which nuclear proteins that formed complexes with CRE, FRE and HOX elements were 
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increased by IL-11 (20 ng/ml) in ROS 17/2.8 cells (Fig. 5). Results of gel shift assays using antibodies 
(Fig. 6) suggest that IL-11 induced BSP transcription through CREB1, phospho-CREB1, c-Jun, JunD 
and Fra2 targeting CRE, and through Dlx5, Msx2, Runx2 and Smad1 targeting FRE and HOX in the rat 
BSP gene promoter. The ERK1/2 inhibitor U0126, the tyrosine kinase inhibitor HA and the PKA 
inhibitors H89 and KT5720 inhibited the effects of IL-11 on BSP transcription, suggesting that ERK1/2, 
tyrosine phosphorylation and PKA signaling pathways are crucial for IL-11 effects on BSP 
transcription.  

In conclusion, we have characterized a region of the rat BSP gene promoter that is required for 
IL-11 mediated transcription. This region contains CRE, FRE, and HOX, which are required for the 
IL-11 response. Further, IL-11-induced transcription was inhibited by tyrosine kinase inhibitor HA and 
protein kinase A inhibitor. Moreover, CREB1, C-Jun, JunD, Fra2, Dlx5, Msx2, Runx2 and Smadl 
transcription factors appear to be key regulators of IL-11 effects on BSP transcription and bone 
formation. 
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