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論文内容要旨

  サイ トカイ ン受容体からのシグナ ル伝達経路を解析する過程で, ヒト丁細胞株より我々のグ

 ループが遺伝子単離した STAM (signal transducing adap七〇r molecule) は, サイ トカイ ン受

 容体/Jak キナーゼから c-myc 発現誘導や細胞増殖に至るシグナ ル伝達に関わることがわかっ た。

 しかしながら, STAM 下流のシグナル伝達経路はま だ不明である。 本研究では, STAM を介す

 るシグナ ル伝達機構を解明するために, STAM と会合する分子を同定 し, その機能を解析する

 ことを目的と した。

  IL-2 反応性ヒト丁細胞株 MOLTβを IL-2 で, GM-CSF 反応性ヒト赤白血病細胞株 TR1 を

 GM-CSF で刺激し, 得られた細胞抽出液を抗 STAM 抗体で免疫沈降すると約 97kDa のチロシン

 リン酸化蛋白が共沈した。 この分子量はこれらサイ トカイ ン刺激によってチロシンリ ン酸化され

 る Sta七5 (signal transducers and activa七〇rs of transcription5) の分子量と一致した。 そこ

 で, 上記サイ トカイ ン刺激前後の細胞抽出液について, 先ず抗 STAM 抗体で免疫沈降し, その

 後抗 S七a七5 抗体でイ ムノ プロットを行ったところ, サイ トカイ ン刺激前には認められなかった

 STAM と Stat5 の会合が刺激後に認められた。 STAM と S七at5 との会合は抗 Stat5 抗体で免疫

 沈降後に抗 STAM 抗体でイ ムノ プロットを行っても確かめられた。 しか し, IL-6 反応性ヒト形

 質細胞株 U266 を IL-6 で刺激した際に STAM と Stat3 の共沈は認められず, STAM は Stat5 と

 特異的に会合すると考え られた。

  S七at5 はサイ トカイ ン刺激後に細胞質から核へ移行 し, 種々 の遺伝子の転写を活性化すること

 が知られている。 そこで, TF-1 細胞を用い細胞分画・イムノ プロットを行ったところ, STAM

 と Stat5 の複合体は核へは移行しないことが明らかになった。 したがって, この複合体形成はサ

 イ トカイ ン受容体/Jak キナーゼ近傍で起きると考えられた。

  マウスプロB細胞 BAF-BO3 細胞を用いた STAM の強制発現実験では, Stat5 誘導遺伝子プロ

 モーターの転写活性化が認められた。 それに対 し, チロシンクラスター領域を欠失させた変異体

 では上記のプロモーター活性の上昇がま つたく認め られないこと, STAM の SH3 ドメ イ ンを欠

 失させた変異体では野生型 STAM 以上のプロモーター活性の上昇が認められることか ら,

 STAM はそのチロシンクラスター領域を介して Stat5 の転写活性化を増強するが, SH3 ドメイ

 ンに は転写を抑制するような分子が結合 している可能性が考え られた。

  以上か ら, STAM がシグナ ル伝達アダプター分子と してサイ トカイ ン受容体/Jak キナーゼ近

 傍で Stat5 を Jak キナーゼに会合させ, Jaks による Stat5 のり ン酸化と活性化の効率が促進さ

 れている可能性が示唆された。
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 '審査結果の要旨

  サイ トカイ ン受容体からのシグナル伝達経路を解析する過程で, 先に申請者らが遺伝子単離し

 た STAM は, サイ トカイ ン受容体/Jak キナーゼから。一肌yc発現誘導や細胞増殖に至るシグナル

 伝達に関わることがわかった。 しかしながらl STAM 下流のシグナル伝達経路にはまだ不明の

 点が多かった。

  本論文は STAM と会合する分子として Stat5 を同定 し, あわせて Stat5 により誘導される遺

 伝子の発現に STAM とその変異体が及ぼす影響を解析 したものであ る。

  IL-2 反応性ヒト丁細胞株 MOLTβおよび GM-CSF 反応性ヒ ト赤白血病細胞株 TF-1 を用いた

 実験系で, STAM とStat5 がサイ トカイ ン刺激依存性に会合していることを明らかにした。 し

 かし, IL-6 反応性ヒト形質細胞株 U266 を用いた実験系では STAM と Stat3 の共沈は認められ

 ず, STAM は Stat5 と特異的に会合すると考えられた。

  Stat5 はサイ トカイ ン刺激後に細胞質から核へ移行し, 種々の遺伝子の転写を活性化すること

 が知られている。 そこで, TF-1 細胞を用い細胞分画・イムノ プロット解析を行った結果,

 STAM と Stat5 の複合体は核へは移行しないことが明らかになった。 したがって, この複合体

 形成はサイ トカイ ン受容体/Jak キナーゼ近傍で起きる可能性が考えられた。

  Stat5 活性化の指標と してオンコスタチン M/ ルシフェラーゼ・ レポーター遺伝子を用 い,

 STAM およびその変異体の導入が Stat5 の活性化に及ぼす影響を解析 した。 その結果, 野生型

 STAM の導入によりオンコスタチン M のプロモーター活性の上昇が認められた・ それに対 し,

 チロシンク ラスター領域を欠失させた変異体ではプロモーター活性上昇が認め られなかっ た。 ま

 た, STAM の SH3 ドメインを欠失させた変異体では野生型 STAM 以上のプロモーター活性上

 昇が認められた。 したがって, STAM はそのチロシンクラスター領域を介して Stat5 の転写活

 性化を増強するが, SH3 ドメインには転写を抑制するような分子が結合している可能性が考え

 られた。

  以上か ら, STAM がシグナル伝達アダプター分子と してサイ トカイ ン受容体/Jak キナーゼ近

 傍で Stat5 を Jak キナーゼに会合させ, Jaks による Stat5 のリン酸化と活性化の効率が促進さ

 れている可能性が示唆された。

  本論文はIL-2, GM-CSF 刺激系における STAM の重要性を示 し, Stat5の活性化機構につい

 ても新たな知見を与えた。 この研究結果はサイ トカイ ン受容体からのシグナル伝達機構の解明に

 とって重要である。 よって本論文は博士号授与に値する研究とみなす。
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