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論文内容の要旨

【目的】

多機能サイトカインである IL -6 は，標的細胞表面上の特異的なレセプタ一系を介してその機能を発揮する。 IL -

6 のレセプタ一系はいわゆるサイトカインレセプターファミリー (CRF) に属する 2つの膜貫通型蛋白質，すなわち IL

-6R と gp130 から成る。 IL -6 が IL -6R の細胞外領域に結合すると， IL -6R と gp130 は互いの細胞外領域を介

して会合し，その結果 gp130 により IL -6 の情報が細胞内に伝達される。即ち IL -6R の細胞外領域は， IL -6 との

結合，および情報伝達のための gp130 との会合という 2 つの役割を担っている。これらの役割に IL -6R の細胞外領

域のどのような構造がどのように関与しているのかを知るために，この領域の構造機能解析を行った。

【方法ならびに成績】

(1) 1L-6 との結合に関与するドメインの同定

ヒト IL -6Rの細胞外領域は N末端側の免疫グロプリン(Ig) ドメイン(アミノ酸残基-20から-110) と細胞

膜側の CRF ドメイン(同-110 から -330) の 2つのドメインに分けられる。そのどちらが IL -6 との結合に関与

しているかを解析するために，各々のドメインを欠失したヒト IL -6R変異体 IL -6R ム Ig (ム 27 -105) および

IL -6R ム Fam (ム 124 -342) の cDNAを作製しこれらの IL -6R変異体および野性型ヒト IL -6R を cDM8

ベクター/COP細胞系にて一過性に発現させ，ビオチン化ヒト IL-6 と FITC- アビジンで染色後， FACS にて解析

した。その結果， IL -6R ム Famを発現した COP細胞は染色されず，野性型 IL -6 およびIL -6R L1 Ig を発現した

COP細胞は同程度に染色された。以上の結果より IL- 6R において， Ig ドメインは lL-6 との結合には不要であり，

CRF ドメインが IL -6 との結合能を担っていることが解った。

(2) 1L-6 シグナルの伝達に関与するドメインの同定

lL -6 との結合能を担う CRF ドメインがlL -6 ジグナルの伝達に必要十分であるか否かを調べるために，野性型

ヒト IL-6R cDNAおよび上記lL- 6R ム Ig cDNAをそれぞ'npZipNeo ベクターに挿入し，マウス培養細胞株M1

に導入して transfectant MlIL -6R およびMlIL -6R ム Ig をそれぞれ得た。 M1 ， MlIL -6R およびMlIL-6R 
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ム 19 の細胞表面上の 1L -6結合部位数はそれぞれ細胞あたり約 50，約 6700，約 2600 であった。 M1 細胞は 1L -6 

に応答してマクロファージへと分化して増殖を停止し， 3H チミジンの取り込みも停止する。この増殖停止を指標とし

てMlIL -6R およびMlIL -6R ム 19 の 1L -6 に対する感受性を調べると，親株M1 に対してそれぞれ約 36倍，約

15倍の感受性を示した。この 1L -6感受性の増大は細胞表面上の 1L -6結合部位数の多少とよく相関していること

から，ヒト 1L -6R において CRF ドメインが 1L -6 シグナルの伝達に必要十分であることが示唆された。

(3) çRF ドメイン中の 1L -6 との結合に関与するアミノ酸の同定

遺伝子工学的に作製した可溶性 1L -6R は， 1L -6 との結合と情報伝達のための gp130 との会合という 1L -6R 

の 2つの機能を保持している。そこで 1L -6R の CRF ドメイン中の 1L -6結合に関与するアミノ酸を同定するため

に， in vitro mutagenesis によりアミノ酸置換を導入した種々の可溶性1L-6R変異体cDNAを作製してpSVL ベ

クター/COS7細胞系にて各可溶性1L -6R変異体を一過性に発現させ， 1L -6結合能を解析した。即ち，各 COS7

培養上清を 1L -6 との結合を阻害しない抗ヒト 1L -6R モノクローナル抗体MT18をコートしたタイタープレート

に加えて各変異体をトラップ後，国I標識 1L -6 結合量を測定した。その結果，置換したアミノ酸 101 個中， 39 個が

1L -6 結合に必要であると考えられた。 1L -6Rが属する CRF の提唱者 Bazanが提出した CRF ドメインの立体構

造モデルによると， CRF ドメインは 7つの β ストランドとそれらを連結するループ領域より形成される「樽型」のモ

ジュールが2つ繋がった構造をとる。 1L -6Rの 1L -6結合に必要な 39個のアミノ酸の位置をこのモデルにあては

めてみると，そのうち CRF に特徴的な‘WSXWS' モチーフを含む 23個が 2つのモジュールを繋ぐヒンジ領域付近

に位置した。また， 1L -6結合に必要なアミノ酸のうち βストランド上に位置すると考えられる 22個中CRF に特徴

的な 4つの Cys残基のうち 3 つを含む 17 個が 2つの「樽型」モジュールのー側面上に偏って位置していた。

(4) 1L-6 シグナルの伝達能を失った可溶性 1L -6R 変異体

1L -6反応、性マウス細胞株NFS60 にヒ卜 gp130 cDNAを発現ベクター pZipNeo を介して導入し， NFS130細胞

株を作製した。 NFS130細胞の 1L -6存在下での可溶性1L -6R濃度依存的3H チミジンの取込みの増大は，親株の

NFS60細胞に比べてより高い感度を示した。この NFS130細胞の培養液に (3) で得た各種可溶性 1L -6R変異体

を含む培養上清を 1L -6 と共に加えて 2 日間培養後， 3H チミジンの取り込みの増強を指標に可溶性 1L -6R変異体

の 1L -6 シグナルの伝達能を評価した。評価の結果， (3) で 1L -6結合能を保持していた可溶性1L -6R変異体42

種中， 7種では 1L -6 シグナルの伝達能が失われていた。この 7種の変異体で置換されているアミノ酸7個を上記の

立体構造モデルにあてはめてみると， 7個中 6個は第 2 モジュールの細胞膜に近い部位に集中していた。

この 7種の可溶性 1L -6R変異体が1L -6 シグナルの伝達能を矢った原因を調べるために，これら変異体の 1L -

6 存在下での gp130結合能を評価した。国I標識可溶性 gp130 を 1L -6 と共に野性型及び各変異体を含む濃縮培養

上清と混合・インキュベートした後，抗ヒト 1L-6Rモノクローナル抗体MT18を用いて免疫沈降した。その結果， 1251 

標識可溶性 gp130 は野生型の可溶性 1L -6 により免疫沈降されたが， 1L -6 シグナルの伝達能を失った 7種の可溶

性 1L -6R変異体によっては沈降されなかった。したがって，これらの可溶性 1L -6R変異体は 1L -6 には結合で

きても gp130 に結合できないために 1L -6 シグナル伝達能を失っていることが示唆された。

【総括】

本研究において，欠失変異体およびアミノ酸置換変異体の作製によりヒト 1L -6Rの構造機能解析を行った。その結

果， (i) 1L -6R の細胞外領域が持つ 1L -6 との結合および情報伝達のための gp130 との会合という 2 つの役割がい

ずれも 1L -6R の CRF ドメインにより担われていること， (ii) CRF ドメイン中の 1L -6結合に関与すると考えられ

る 39個のアミノ酸および関与しないと考えられる 62個のアミノ酸， (iii) 1L -6結合能を有しているものの 1L -6 シ

グナルを伝達できない 7個の可溶性 1L -6R 変異体， (iv) (iii) の変異体が 1L -6 ジグナルを伝達できない原因が 1L

-6結合後ジグナル伝達因子である gp130 と会合できないためであること，を見いだした。さらに， CRF ドメイン中

の 1L -6結合に関与すると考えられるアミノ酸の立体的位置や gp130 との会合に必要な 7個のアミノ酸の立体的位置

を， CRFの立体モデル上にあてはめてみると，それぞれ一定の偏った部位に位置していることから，これらのアミノ酸

の 1L -6R の立体構造の維持や 1L -6 との直接的相互作用，また 1L -6結合後の gp130 との会合における役割が推察
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された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，多機能性サイトカイン 1L -6 のレセプタ一系を構成する 2種類の膜貫通型蛋白のうち，リガンドである 1L

-6分子の結合と情報伝達のための gp130分子への会合という 2つの機能を持つ 1L -6 レセプターの細胞外領域の構

造機能解析を行ったものである。本研究では，まず欠失変異体の作製により上記2つの機能がいずれもサイトカインレ

セプターファミリードメインのみにより担われていることを明らかにし，次にアミノ酸置換変異体を多数作製してそれ

ぞれの機能に関与するアミノ酸野同定を行っている。その結果，サイトカインレセプターファミリーに特徴的な 4つの

システイン残基やwsxws モチーフが1L -6 の結合に重要なこと， 1L -6結合に必要なアミノ酸残基と gp130 との

会合に必要なアミノ酸残基が別個に存在すること，などが示された。さらに，これらのアミノ酸残基の立体的位置とそ

の役割についての立体モデルを用いた議論がなされている。本研究の成果は，サイトカインレセプターファミリーにお

ける情報伝達のためのリガンド分子・レセプタ一分子・シク守ナル伝達分子の相互作用様式について一つの普遍的なモ

デルを提唱するものであり，その学問的価値は非常に高いと考える。よって本研究は学位の授与に値するものと考えら

れる。

っ
，
白

ハ
U

円
4




