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論文内容の要旨

IL-12 と IL-18は、 IFN-γ 産生に対して相乗的に作用することが知られている。その相乗効果機構の l っとして、

IL-12による IL-18 レセプター(IL-18R) の発現誘導がある。又、両サイトカインが IFN-γ 産生に対して異なるシグ

ナル経路を有する事から、レセプター下流のシグナルレベルにおいても相乗効果機構の存在が指摘されてきた。実際、

IL-12は 8TAT4を、 IL-18は NF-κB と AP-1を活性化し、ヒト IFN・ 7 遺伝子プロモーターへのこれらの転写因子の

結合が報告されている。しかし、マウスでは明らかな 8TAT4結合配列は確認されておらず、 8TAT4がどのようにし

て IFN-γ プロモーターの活性化を行うのか不明であった。そこで本研究では、 IL-12、 IL-18に反応できるマウス

Th1 クローン2D6を用いて、 IFN-γ 遺伝子活性化に対する IL-12 と IL-18の相乗効果機構を 8TAT4の役割に焦点を当

てて解析した。

【方法】

IFN-γ 産生とその mRNA の定量には ELI8A と RNase Protection Assay を用いた。各転写因子の DNA への結

合は EM8A、 Oligo DNA Precipitation により検討した。遺伝子活性化能については、マウス IFN-r プロモーター

にルシフエラーゼ遺伝子を連結したレポーター (standard) と、同プロモーター上の 8TAT 結合配列欠失レポーター

(8-1) と AP-1結合配列欠失レポーター (8-2) を用いて解析した。

【成績】

(11IL-12-unstarved 2D6は IL-18刺激だけでも IL-12/IL-18共刺激に匹敵する高い IFN・ 7 産生を示したが、 IL-12-

starved 2D6では IL-18R の発現レベルに差は無いにも拘らず、共刺激でしか高い IFN-γ 産生を示さなかった。又、

IFN-γmRNA の発現、ルシフエラーゼアッセイ (standard レポーター)、 AP・1の DNA への結合においても同様

の傾向が見られた。従って、両サイトカインは転写レベルでも IFN-γ 産生に対して相乗的に作用すると考えられた。

(2)8TAT4は、マウス IFN-γ プロモーター上の 8TA T common binding motif にほとんど結合しなかった。又、 8-1

レポーターでは共刺激で相乗的なプロモーター活性化が見られたのに対し、 8-2 レポーターでは見られなかった。つ

まり、相乗的な転写の活性化には、 IL-18によって誘導された AP-1が結合する site が必要であり、 8TAT4は直接プ
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ロモーターへの結合をせずに転写の活性化を増強しうると考えられた。 (3)そこで AP-1の主な構成成分である c-Jun

と STAT4の会合を見たところ、その会合が 1L-12刺激依存性に観察された。又、 c-Jun のセリンリン酸化は、 1L-18

刺激によって見られ、これは JNK の活性化を反映していた。 (4)次に oligo DNA Precipitation により AP-1 site へ

の各転写因子の結合を見たところ、 1L-12/1L-18の群で c-Jun 及び STAT4の結合が最も多く見られた。又、過剰量

の free の AP-1 site DNA の競合により、 c-Jun のみならず STAT4の結合も見られなくなった。このことから、

STAT4は c-Jun と会合することにより間接的に DNA へ結合すると考えられた。 (5)c-Jun-STAT4複合体の量は 1L-

12、 1L-12/1L・ 18の両群で大きな差は無かったにも拘らず、 AP-1 site に結合した c-Jun の量は共刺激の方がはるか

に多く見られた。これらのことから、共刺激によって起こる c-Jun の DNA への結合活性の増大には、 c-Jun-STAT

4複合体の形成の他に c-Jun のセリンリン酸化が必要であると考えられた。実際、核内の c-Jun のセリンリン酸化の

割合は非常に低かったにも拘らず、 DNA へ結合した c-Jun のセリンリン酸化の割合は高かった。 (6)Primary Actiｭ

vated T cell を用いた実験でも、 2D6と同様に共刺激で最も強い AP・1の誘導が見られたが、 NF-κB の活性化につい

ては 1L-18、 1L-12/1L-18の両群で差は無かった。このことより、 1L-12からのシグナルは NF-κB ではなく、選択的

に AP-1の結合活性を上昇させると考えられた。

【総括】

1L-12 と 1L-18の共刺激によって各々 STAT4のチロシンリン酸化とセリンリン酸化 c-Jun を含む AP-1が誘導され

る o これらは、核内で複合体を形成し、 AP-1-binding site に対して STAT4free AP-1に比べて強い結合活性を示す。

この結果として、 1L-12 と 1L-18による相乗的な 1FN-γ 遺伝子の転写の活性化が起こると考えられた。

論文審査の結果の要旨

1L-12 と 1L-18は、共に 1FN- r 産生を誘導するサイトカインであり、両サイトカインは 1FN-γ 産生に対して相乗

的に作用する事が知られているo その相乗効果機構の 1 っとして、すでに 1L-12による functional な 1L-18 レセプター

の発現誘導が報告されている。又、両サイトカインが異なる signaling pathway を有する事から、シグナルレベル

においても、相乗効果機構の存在がヒト 1FN-γ 遺伝子プロモーターにおいて指摘されてきた。しかし、マウス 1FN­

γ 遺伝子プロモーター上には明らかな STAT4 binding site が確認されておらず、マウスにおいてどのように

STAT4が 1FN-γ プロモーターを活性化するのか不明であった。

本研究は、この両サイトカインによる相乗的な 1FN-γ 産生機構について、主に STAT4の役割に焦点を当てて進

められた。実験の結果、 1L-12/1L-18共刺激により、 1L-12によってチロシンリン酸化された STAT4 と、 1L-18によっ

てセリンリン酸化された AP-1の構成成分である c-Jun との会合がおこることが示された。この形成された複合体は

1FN-γ プロモーター上の AP-1 site に対して非常に高い binding activity を示し、その結果相乗的なプロモーター

の活性化が得られると考えられた。そしてこの時活性化された STAT4は、プロモーター上のほぼ同一領域に存在す

る STAT common binding motif への結合を必要とせずに、相乗的なプロモーター活性化を誘導したのである。こ

のことは、 STAT が DNA への直接の結合をせずに、協調した転写制御を行うという最初の報告であり、この分野に

おける非常に重要な概念の提示として興味深し、。よって、この研究論文は、博士(医学)の学位の授与に値するもの

と考えられる O
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