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論文内容の要旨

[目的]

1 L -6 は免疫応答，造血あるいは炎症反応などを調節する多機能性のサイトカインである。 1 L - 6 のこのよう

な広範な機能はその標的細胞上に存在する 1 L -6 に特異的な受容体サブユニットである α 鎖 (p80) と， シグナル

伝達にかかわる β鎖 (gp130) からなる受容体複合体を介して発揮される o 1 L -6 の初期シグナルはその標的細胞

において初期応答遺伝子である junB と tisll をすみやかに活性化する。申請者らは以前に junB遺伝子プロモーター

上に 1 L -6 応答領域 (JRE-IL6) を決定し，この領域が機能的に協調的に働く 2 つの DNA モチーフすなわ

ち Ets 結合部位 (JEBS) と CRE類似部位を含むことを示した。本論文では，申請者らが明らかにした 1 L -6 

応答領域 JRE-IL6 にシグナルを伝えるしくみを明らかにするために， 1 L -6 刺激に伴って誘導される DNA

結合蛋白質の性状を解析するとともに，この精製をおこなった。

[方法ならびに成績]

まず最初に，ゲルシフトアッセイを用いて， 1 L -6 刺激で誘導され JRE-IL6 に結合してくる DNA結合活

性の有無を検討した。細胞は HepG 2 を用い，プローブには， JRE-IL6 のうちの Ets 結合部位 (J E B S) と，

もうひとつの 1 L -6 応答領域 (typeII 1 L -6 応答領域)として知られる α2- マクログロプリン遺伝子フ。ロモー

ター上のAPRE の 2 種類を用いた。 1 L -6 刺激を加えて 5 分という早期から誘導され， 15分で max を示し， 60 

分後に消失する DNA結合活性が， JEBS , APRE どちらをプロープとした場合にも観察された。また，この結

合活性はゲル上で‘同一の移動度を示した。次にこれらのDNA結合活性の結合特異性を，各々のプロープをコンペティ

ターとして用いることにより検討した。 APREををプロープとして用いたときに 1 L 6 刺激で出現する DNA結合

活性APRF は， APREをコンペティターとして用いたときにも， J EB S を用いたときにも非常によく結合阻害

された。ところが JEBS の配列に点変異を加えた mJEBS では阻害されなかった。従って， APRF と JEBS に

結合する活性はDNA結合特異性において区別できないことが明らかとなった。以上， JRE-IL6 結合活性と A

PRF は，活性化の時間経過，ゲル上での移動度，およびDNA結合特異性の 3 点で共通であり， JRE-IL6 結

合活性はAPRF と同一であるかきわめて類似した活性であることが明らかとなった。

次に JRE-IL6 結合活性がAPRF と同一であるかどうかを明らかにするためにAPRF を精製した。また，

この精製蛋白質がAPRE と JEBS に特異的に結合するかどうかを検討した口ラット腹腔内に 1 L - 6 を投与し，
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15分後に肝臓を摘出し， これより核蛋白質を抽出調整した。このラット 300匹分に相当する核蛋白質を APRF 結合

部位 (A P R E) の配列を用いてデザインしたDNAアフィニティクロマトグラフィーを 3 回，およびグリセロール

濃度勾配法を l 回用いることにより，結合蛋白質を完全精製した。精製された蛋白質は SDS-PAGE にて最も主

要なものが89KD (pp89) に，その他マイナーなバンドが91KD (pp91) と 85KD (pp85) に 2 本泳動された。またこ

れらは全てチロシンリン酸化された蛋白質であることがわかった。

さらにこのシグナル伝達路は先に明らかにされた 1 F Nのシグナル伝達路と， J AKキナーゼを経由するなど類似

点が見出されていたため， 1 F N によって活性化される転写因子 STAT1 (p91) と相向性をもっ新しい STAT ファ

ミリ一蛋白質をコードする遺伝子を PCR法を用いてその一部をクローニングし， この遺伝子産物に対する抗体を作

成した。精製されてきた最も主要な蛋白質問89 はこの抗体で強く確認された。また， pp85 も本抗体で認識された。

一方， pp91 は αp91 (αSTAT 1) 抗体で認識された。また，ゲルシフトアッセイを用いて精製された APRF は

JEBS に特異的に結合することも明らかとなった。

最後に最も主要な精製蛋白 pp8940μg を用いてマイクロシークエンス法によりそのアミノ酸配列を 3 箇所決定し

たところ，当時発表された STAT 1 (p91) と相向性をもっ新しい STAT ファミリー蛋白質 STAT 3 / A P R F のア

ミノ酸配列にすべて含まれていることが明らかとなった。

[総括]

1 L -6 刺激に伴って， JunB の 1 L 6 応答領域 (JRE-IL6) 中の JEBS に結合してくる DNA結合活性が

存在することが明らかとなり， このものが 1 L -6 のシグナルを細胞表面から核内へと伝達し ， JunB プロモーター

の活性化を引き起こす分子であると考えられた。この JEBS結合活性はゲ、ルシフト法を用いたAPRF活性との比

較検討より， AP RF活性と区別ができないことがわかり， J EB S はAPRF の低親和性の結合部位であると推察

し fこ O

JEBS結合活性の本体を同定するため， AP RF の結合部位である APRF の配列に， 1 L -6 刺激により誘導

性に結合する蛋白質をラット肝臓より完全精製し，その最も主要な構成成分である pp89 の部分アミノ酸配列を決定

しナこo

また精製と併行して PCR法を用いて， STAT 1 (p91)と相同性をもっ新しい STAT ファミリー遺伝子の cDNA

の一部をクローニングし，その遺伝子産物に対する抗体を作製したD

精製蛋白質は JEBS にも特異的に結合し，電気泳動上，複数の蛋白質からなり，全てチロシンリン酸化をうけて

いることがわかった。さらに， これらは上記の抗体はあるいは抗 STAT 1 抗体で認識されことより全て STAT ファ

ミリーに属する蛋白質群であることが判明した。そして最も主要な構成蛋白質問89 の部分アミノ酸配列は一足先に

クローニングされたヒトおよびマウス STAT 3 / A P R F のものとすべて一致したことにより， pp89 はラット

STAT 3 / A P R F そのものであることが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

細胞膜から核にいたるシグナル伝達路の解明は，外界からの刺激に応答して誘導される増殖や分化といった細胞機

能発現のしくみを理解するうえで極めて重要である O 本研究は Inter leukin -6 によって活性化される初期シグナル

伝達路の解析を分子レベルで進めたものである o

1 L -6 の初期シグナルはその標的細胞において，初期応答遺伝子の一つである JunB遺伝子のプロモーター上の

1 L -6 応答領域 JRE-IL6 に伝達される o JRE-IL6 は Ets 結合部位と CRE類似部位により構成されて

おり，両部位の存在が 1 L -6 応答には必須である。本研究では 1 L -6 で誘導される Ets 領域結合蛋白質の精製な

らびに生化学的解析をおこなった。 1 L -6 刺激で誘導される Ets 領域結合蛋白質は，先に報告されていた 1 L -6 

誘導性のDNA結合活性APRF と，発現の時間経過やDNA結合特異性において区別できないことを示し， APR 

F 結合領域は Ets 領域結合蛋白質の高親和性の結合部位であることを明らかにした。 DNAアフィニティカラム等を

用いてラット肝臓より APRF を完全精製するとともに，その部分アミノ酸配列を決定した。それと併行して，当時
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すでに IFNのシグナル伝達にかかわることが明らかにされていた STAT 1 及び STAT 2 に相向性を有する新規な

STAT 関連遺伝子を RT-PCR法を用いて単離した。その遺伝子産物に対する特異抗体を用いることで， この新し

い STAT 分子が，精製したAPRF の主要構成分子であることを明らかにした。また STAT 1 もマイナーな構成成

分として含まれることも示した。最も主要な構成分子は，部分アミノ酸配列の決定およびRT-PCR法にてクロー

ニングした新たな STAT 関連遺伝子の塩基配列より， ラットの STAT3 であることが明らかとなった。

本研究によって 1 L -6 の初期シグナルが STAT3 と STAT 1 によって伝達されることが明らかとなり， そのシ

グナル伝達路の分子レベルで、の解析の基盤を築いたといえる o 今後これらの分子の挙動を解析することで， 1 L -6 

をはじめとする種々のサイトカイン群で誘導される諸々の生命現象のしくみが明らかにされてゆくものと考えられ，

本研究の果たした役割は高く評価される。したがって学位論文に値するものと認められる。
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