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論文内容の要旨

【目的】

インターロイキン -6 (IL-6) は免疫系，血液系，神経系，肝臓等，種々の細胞に対して細胞増殖や分化，ア

ポトーシス等多彩な機能を示し，また種々の疾患の病態形成に関与するサイトカインであるD 多彩な作用を示す 1L-

6 の作用機序を理解するためには，受容体結合後の細胞内シグナル伝達機構を分子レベルで解明することが重要であ

る。 1 L -6 の初期細胞内シグナルに関しては， 1 L -6 が初期応答遺伝子の中でも比較的選択的に JU九B や Tis 11 

を 15分以内に転写レベルで活性化し， この活性化には Jak/Tyk キナーゼと， H 7 に感受性の未知のキナーゼが関与

することがわかっている D また， HepG 2 細胞において junB遺伝子プロモーター上の 1 L - 6 応答領域 (J R E-

1 L 6) は， ETS結合類似配列 (JEBS) と CRE類似部位からなり， 1 L -6 に対する応答にはどちらの部位

も必須である O 本研究では JRE-1L6 に作用する転写因子群の性状解析を目的として実験を行った。

【方法ならびに成績】

( 1 L -6 によって活性化される， α2 -macroglobulin 遺伝子プロモーター上の Type II acute phase responsive 

element (A P R E) に結合する転写因子と JRE-1L6 中の JEBS に結合する転写因子は同じもので， Signal 

transducer and activator of transcription (Stat) ファミリーの転写因子であることがわかってきた。そこで，

Stat 1 , Stat 2 で共通したアミノ酸部分に対応する縮合プライマーをつくり， 1 L -6 刺激したヒト肝細胞株 HepG

2 の poly (A)+ R N Aをライブラリーとして RT-RCR法による Stat ファミリーのスクリーニングを試みた。そ

の結果， Stat 1 , Stat 2 と異なる 1 つのクローンが得られた。更に PCR産物をプロープとして新規のヒト Stat 1 

類似 cDNA を得たが，同時期に発表された Stat3 (APRF) と同ーのものであることが判明した。ヒト Stat 3 の

C末702-770番目のアミノ酸部分と GST との融合蛋白を家兎に免疫して抗体を作成した。

( HepG 2 並びにマウス B細胞ハイブリドーマMH-60を 1 L -6 で 15分刺激した後，核抽出液を得て， J R E-

1 L 6 をプローブとした electrophoretic mobility shift assay (E M S A) を行った。その結果， APREをプロー

プとして用いた時に見られる Stat 3 のみからなる複合体よりも移動度の遅い複合体 (J R E -1 L 6 -BCs) を形成

することがわかった。 EMSA反応液中に抗 Stat 3 抗体を添加すると J R E -1 L 6 -BCs はスーパーシフトする

ことから， J R E -1 L 6 -BCs 中には Stat 3 が含まれることが示唆された。 EMSA における種々の非標識オリ

ゴヌクレオチドを用いた競合実験により CRE類似配列結合蛋白が存在することを確認した。また， Collagenase T 



RE よりも Somatostatin C R E により高い親和性を持つことから，これらの蛋白は CREB/ATF ファミリーに

含まれる蛋白である可能性が示唆された。しかしながら既知の CREB/ATF ファミリーに対する抗体を用いた実

験からは C R E B, C R E M, A T F -1, A T F -2, A T F -3 , A T F -4, Maf 並びに Jun ファミリーと

は異なるものと考えられた。また， 1SGF3r の関与も否定的であった。

③ JRE-1L6 の CRE様配列に変異を加え，それらをプロープとして用いた EMSAにより複合体形成に与え

る影響を調べた。また，変異配列を minimal junBプロモーターとルシフエラーゼ遺伝子の上流に組み込んだレポー

ター遺伝子を構築し， HepG 2 細胞に遺伝子導入して 1 L -6 刺激によって誘導される転写活性を調べた。それらの

結果， Stat 結合配列への Stat 3 の結合には影響がない CRE様配列の変異でも複合体の形成並びに転写活性化能の

低下がみられた。

④ JRE-1L6-BC中の CRE類似配列結合蛋白の分子量はuv架橋法により調べたところ36kDa (p36) であ

ることがわかった。

( 1 L -6 で活性化される遺伝子のプロモーターを調べたところ，マウス並びにヒト 1RF-l 遺伝子の 5 プロ

モーター上の 1 L -6 応答領域 (1 R/1 RF-l) にも Stat 結合部位に隣接する CRE類似配列があることがわ

かった。 1 L -6 で刺激した HepG 2 ，並びにMH-60細胞の核抽出液を 1R/1RF-l をプローブとして EMS

Aを行った。その結果， JRE-IL6-BC と同じ移動度で複合体が形成され， この中には Stat 3 が含まれてい

た。 EMSA において JRE 一 IL6-BC は IR/IRF-l の非標識オリゴヌクレオチドによって競合阻害がか

かることから，これらの複合体の構成成分は同じものであると考えられた。 IR/IRF-l の CRE類似配列に変

異を加えたものでは， EMSAにおける複合体の形成が低下し， HepG 2 細胞における 1 L -6 応答性の転写活性も

低下していた。

( Stat 3 が細胞質/核の両面分で結合活性をもつのに対して J R E -1 L 6 -BCs は核画分でのみ活性が認めら

れた。

( 1 L -6 刺激したMH60細胞の核抽出液を IR/IRF-l をリガンドとした DNAアフィニティー法によって

精製したものの中に Stat 以外に p36が含まれていた。 p36 を SDS-PAGE ケソレから抽出し，再生処理後， APR 

E をリガンドとしたDNA アフィニティー法によって精製した Stat 蛋白とインキュベートしたのち， 1 R/ 1 R F-

1 をプロープとして EMSAを行った。その結果， JRE-IL-6BC に相当するバンドの形成が認められ p36が

複合体の構成成分であることが確認された。

【総括】

( 1 L -6 刺激により JRE-IL6 への結合が誘導される複合体(J R E -1 L 6 -BCs) が存在することがわ

かった。 JRE-IL6-BC は Stat 結合配列に結合する Stat 3 と CRE類似配列に結合する36kDa の蛋白 (p36)

からなることがわかった。

②Stat 結合部位や CRE類似配列に変異を与えた JRE-IL6 では複合体の形成が認められず， これに呼応し

て転写活性の低下が確認された。即ち 1 L -6 応答には， Stat と CRE類似配列結合蛋白との複合体形成による協

調作用が重要であることが明らかになった。

③Stat 結合部位と隣接する CRE類似配列をもっ他の IL-6 応答領域，即ち， IRF-l プロモーター上の I

R/IRF-l においても同様の複合体形成が機能的にも重要であることを示した。これらのことから Stat- C R 

E結合蛋白複合体形成はStat の作用の仕組みとして重要なものと考えられた。

論文審査の結果の要旨

多彩な作用を示すサイトカインである lL-6 の作用機序を解明するためには，受容体結合後，遺伝子群活性化ま

での細胞細シグナル伝達路を明らかにしていくことが重要である。本研究は 1 L -6 によって誘導される初期応答型

遺伝子 JunB の 5' フ。ロモーター領域の 1 L -6 応答領域 (JRE-IL6) に結合する転写因子群について解析を

行ったものであるo
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JRE-IL6 は， ETS結合部位と CRE配列から構成されており，両配列が 1 L -6 応答に必要である。又，

ETS 結合部位は， Stat 3 の低親和性の結合部位でもある。

ゲルシフトアッセイにおいて 1 L -6 刺激によって誘導され JRE-IL6 に結合する複合体 (JRE-IL6-

B C) が存在することを明らかにした。また， JRE-IL6-BC には Stat 結合配列に結合する Stat 3 転写因子

以外に CRE類似配列に結合する36kd の蛋白が含まれること，両者の協調作用が複合体形成並びに転写活性に重要

であることを明らかにした。

更には， Stat と CRE結合蛋白の協調作用による複合体の形成並びに転写制御は 1 R F -1 遺伝子プロモーター

上の 1 L -6 応答領域でも認められることを明らかにした。

本研究は Stat の転写活性化機構のーっとして， Stat と他の転写因子が協調作用を示すことによって結合配列への

親和性や，転写活性をあげるといった形があるということを初めて示した論文であり，その成果は高く評価され，学

位論文として十分に価するものと認められる。
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