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論文内容の要旨

【研究目的】

IL-6 は、 B 細胞の抗体産生細胞への分化を誘導するだけでなく、多彩な機能を持つサイトカインである o IL-6 

のレセプターのサブ‘ユニットである gp130からは、 SH 2 ドメインを持つ転写因子である Stat 3 Csignal transducer 

and activator of transcription 3 )が活性化される。マウス白血病細胞株 M1 細胞では、 IL- 6 刺激により c-myc

および c-myb の発現抑制、 G1 期での増殖停止、さらにはマクロファージへの分化が誘導されるが、これには Stat

3 活性化が重要であることが明らかにされている。一方で、 IL- 6 による増殖停止や分化には c-myc の発現抑制が

関与することが報告されているが、 c-myc の発現抑制以外にも、 IL- 6 による M1 細胞の増殖停止機序の存在が示

唆されているo

本研究は、 IL- 6 によって誘導される M1 細胞の、 c-myc発現抑制以外による増殖停止機序を検索することを目

的とし fこ。

【研究方法】

1.網膜芽細胞腫蛋白 CRb) のリン酸化状態の検討: M1 細胞をヒト型リコンビナント IL-6 C50ng/ ml) で刺激

し、ウエスタンプロットでのバンドの移動度の変化から Rb のリン酸化状態の検討を行った。

2. IL-6 刺激によるサイクリン依存性キナーゼ (CDK) およびサイクリンの発現量の検討: Rb をリン酸化する

CDK およびサイクリンの発現量の変化を、特異抗体を用いた免疫沈降法およびノーザンプロット法にて検討した。

3. IL-6 刺激による CDK 4 結合分子の検索唱標識システインおよびメチオニンにて16時間代謝標識を行い、抗

CDK4 抗体による免疫沈降物を SDS-PAGE にて展開後、オートラジオグラフィーに供し、 IL- 6 刺激依存的に C

DK4 に結合する分子を免疫沈降法にて検索した。

4. IL-6 刺激依存的 CDK4 結合分子の同定: IL-6 刺激依存的に CDK4 に結合する分子を既知の CDK インヒビ

ターに対する特異抗体を用いて検討した。また、優性抑制型 Stat 3 Cdominant-negative Stat 3 )を発現させた M

l 細胞 (M 1 -Stat 3 D) を用いてその発現誘導が Stat 3 依存的であるかどうかを検討した。そして、その発現が

mRNA レベルで、誘導されるかをノーザンプロット法にて検討した。さらに、 IFN- r 刺激による増殖停止において

も、 IL- 6 刺激と同様の CDK インヒビターが誘導されるかどうかを検討した。
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【結果および考察】

1. IL-6 刺激24時間後から SDS-PAGE 上で移動度の高い低リン酸化型 Rb の出現が認められた。これは、 IL- 6 

刺激により CDK のキナーゼ活性が低下したことによるものと考えられた。

2. IL-6 刺激24時間後では、 CDK2 、 4 、 6 、およびサイクリン D1 、 D2 、 D3 のいずれも蛋白レベルでの発現

量の減少は認めなかった。また、サイクリン A およびサイクリン E の mRNA も、刺激24時間後での発現量の減少は

認めなかった。以上の結果から、低リン酸化型 Rb の出現は、 CDK を構成するサブユニットの発現量の低下による

ものではなく、 CDK の活性を抑制する分子が誘導されることに起因すると考えられた。

3. 35Sーシステインおよびメチオニンを用いて代謝標識を行い、 IL- 6 刺激依存的に CDK4 に結合する分子を免疫

沈降法にて検討したところ、 IL- 6 刺激後では CDK4 に特異的に結合する約20kDa の分子が認められた。

4. 特異抗体を用いて約20kDa の CDK4 結合分子を同定した結果、この分子は CDK インヒビターの 1 つである

p191NK4D であることが明らかになった。一方、優性抑制型 Stat 3 を導入した M1 細胞である M 1 -Stat 3 D におい

ては、 CDK4 に結合する p191NK4D蛋白の誘導は全く認められず、 CDK4 に結合する p191NK4D 蛋白の発現誘導は Stat

3 依存的であることが明らかになった。

5. p191NK4DmRNA は、 IL- 6 刺激により 1 時間後から速やかに誘導され、その発現は24時間後に至るまで増加する

ことが明らかになった。これに対し、 M 1 -Stat 3 D においては IL- 6 による p19INK4DmRNA 発現誘導は認めず、

IL-6 による p191NK4D の発現誘導は Stat 3 依存的に mRNA レベルで制御されていることが明らかになったロまた、

シクロヘキシミドで処理した M1 細胞においても、 IL- 6 により p191NK4DmRNA が誘導されることから、 IL- 6 に

よる p191NK4D の発現誘導には新たな蛋白合成を必要としないことが分かった。以上の結果から、 p191NK4D は Stat 3 の

直接の標的遺伝子であることが示唆された。

6. IFN-r 刺激においては p19INK4DmRNA および蛋白の誘導は認めず、 IFN- r による増殖停止は、 IL- 6 による

それとは機序が異なることが示唆された。

【結論】

IL-6 刺激により増殖を停止し、マクロファージへ分化するマウス白血病細胞株 M1 細胞において、 IL- 6 によ

り CDK インヒビターの 1 つである p191NK4Dが mRNA レベルで誘導されることを示し、その発現誘導には Stat 3 が

重要であることを明らかにした。さらに、その誘導には新たな蛋白合成を必要としないことを明らかにした。このこ

とから p191 t-: K4D は Stat 3 の直接の標的遺伝子であることが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は、マウス白血病細胞株 M1 細胞の、 IL- 6 による新規の増殖停止機序を検索したものであるo その結果、

IL-6 刺激により、 CDK インヒピターの 1 つである p191NK4D の発現が誘導されることを明らかにした。また、この

p1911\K4Dの発現誘導には Stat 3 活性化が重要であり、 mRNA レベルでその発現が調節されていること、さらに

Pμ19 

の標的遺伝子であることが示唆されたo

以上の研究結果は、 IL- 6 による細胞の増殖停止と分化の機序の解明に重要な知見を提供するものであり、博士

(歯学)の学位授与に値するものと認める。


