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論文内容要旨

  当研究室では, IL-2 のシグナル伝達系において DNA 合成, c-myc の発現に関わる経路として,

 JAK3-STAM 経路を同定 してきた。 STAM の SH3 欠損変異体の強発現は, IL-2 刺激後の DNA

 合成を抑制する。 このことか ら, STAM-SH3 に会合する分子が IL-2 のシグナ ル伝達系において,

 DNA 合成, 細胞増殖へと至るシグナ ル伝達系路において重要な役割を担っていると考えられた。

  本研究は, IL-2 伝達系における STAM-SH3 の重要性に注目 し, STAM-SH3 に会合し IL-2 の

 細胞増殖作用に関与する分子を同定 し, さらに, 個々の分子の機能を明確にすることにより, 丁

 細胞の増殖の分子メカニズム を明 らかに していくことを目的に遂行 した。

  STAM-SH3 の GST 融合蛋白をプローブと した Far-Westem 法によって3っの会合分子を同

 定した。 そのうちの一つ AMSH は c-myc 発現誘導, DNA 合成に関与することが明らかになっ

 ている。 (参考論文参照) 本論文では, 同様に単離された分子 UBPY について解析を行った。

 UBPY は, 脱ユ ビキチン化酵素活性有する 1118 アミノ酸からなる, 分子量約 140kDa の分子で,

 C一 末端領域に脱ユ ビキチン化酵素活性, N一末端に coiled-coi1 構造, プロリン残基に富む領域が

 存在した。 STAM-SH3との会合に関して, PXXP 構造を介さない結合様式をとり AMSH と競

 合しない。 UBPY の発現は全ての臓器で認められた。 UBPY は, 細胞周期の進行と共に発現 し,

 Gl 期においてプロセッシングを受ける。 IL-2 刺激に伴う c-myc 発現誘導, DNA 合成誘導に対

 する影響を検討した結果, N一末端領域を欠損させた変異体 (塚下 UD3) の発現によって, DNA

 合成, c-myc 発現誘導が抑制された。 また, UD3 発現誘導系を導入した BAF 細胞では, UD3 発

 現を誘導下で細胞増殖は抑制された。 これ らの抑制効果は脱ユ ビキチ ン化酵素活性依存的であっ

 た。 これらのことか ら, N一末端を介した機能の制御が想定された。 野生型 UBPY (以下 UBPY)

 と UD3 の酵素活性を比較したところ, 細胞内で, 脱ユ ビキチン化能に差が見られた。 しか し,

 分子目身の酵素活性は差が見られない。 UBPY と UD3 の細胞内局在を比較すると, UBPY は細

 胞質内に局在するのに対し UD3 は核内に局在す る。 UBPY のプロセッシング産物について局在

 を検討すると, C一末端の断片のみが核分画において検出された。 このことか ら, UBPY はプロ

 セッシング後 C一末端側の断片が核に移行することが示された。 UD3 には双極型の NLS に相当す

 る配列が認められた。 この部分まで, 欠損させた変異体 (以下 dNLS) は GFP のみと同様の局

 在を示すようになる。 HIV Rev 蛋白の核外移行シグナル配列 (以下 NES) を融合し dNLS を細

 胞質内へ規定すると, c-myc の発現誘導 は局在を失った ものに比べ5倍ほど回復す る。

  以上の結果か ら, STAM-SH3 会合分子の1つは脱ユ ビキチン化酵素 UBPY であり, プロセッ

 シングを受 け, C一末端は核へと移行 し脱ユ ビキチン化を行うことにより細胞増殖を抑制的に制御
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 していることが明らかとなった。

  本研究において IL-2 の作用において蛋白の安定性という側面からの制御の重要性が明らかと

 なった。 また一方, 脱ユ ビキチ ン化酵素群のはっきりと した作用メカニズムが未だ不明であるな

 か, 脱ユビキチン化酵素 UBPY は, STAM に会合 し, 核において酵素活性を発揮することによっ

 て, DNA 合成 c-myc の発現制御に関与するというはつきりとした作用の流れが明 らかになった

 こと は意義深いと言え る。
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 審査結果の要旨

  IL-2 のシグナル伝達系において DNA 合成, c-myc の発現に関わる分子として, STAM が知

 られている。 STAM の SH3 欠損変異体の強発現は, IL-2 刺激後の DNA 合成を抑制する。 この

 ことから, STAM-SH3 に会合する分子が IL-2 のシグナル伝達系において, 重要な役割を担って

 いると考えられていた。 本論文は, 脱ユビキチン化酵素 UBPY が STAM-SH3 に会合 し, IL-2

 の細胞増殖作用を抑制的に制御 していることを明らかに した ものであ る。

  本論文では, STAM-SH3 の GST 融合蛋白をプローブと した Far-Westem 法によって会合分

 子を同定 し, そのうちの一つ UBPY について解析を行っている。 UBPY は一次構造から脱ユビ

 キチン化酵素であることが予測され, 実際に酵素活性を有することが確認された。 発現は全ての

 臓器で確認され, 細胞周期の進行と共に発現しGl 期においてプロセッシングを受けた。 IL-2 刺

 激に伴う c-myc 発現誘導, DNA 合成誘導に対する UBPY の影響を検討した結果, N一末端領域

 を欠損させた変異体 (以下 UD3) の発現によって, DNA合成, c-myc 発現誘導が抑制された。

 また, UD3 発現誘導系を導入した BAF 細胞では, UD3 発現誘導下で酵素活性依存的に細胞増

 殖は抑制された。 野生型 UBPY (以下 UBPY) とUD3 の酵素活性には差がみられないが, 細胞

 内での脱ユ ビキチン化能は UD3 の方が強かった。 また, UBPY は細胞質内に局在するのに対し

 UD3 は核内に局在した。 同様に, UBPY のプロセッシング産物について局在を検討すると, C一

 末端の断片のみが核分画において検出された。 さらに, UD3 の核移行シグナル欠損変異体 (以

 下 dNLS) および HIV Rev 蛋白の核外移行シグナル配列を dNLS に融合し局在を細胞質内へ規

 定 した変異体を用いた実験か ら, UD3 の抑制効果には核への局在が重要であることが示された。

 以上の結果か ら, STAM-SH3 会合分子の一つは脱ユビキチン化酵素 UBPY であり, UBPY はプ

 ロセッシングを受け, C一末端側断片は核内で標的分子の脱ユ ビキチン化を行うことにより細胞増

 殖を抑制的に制御することが考えられた。

  近年, ユ ビキチン化一脱ユ ビキチン化を介 した蛋白分子の量的・質的な制御系が種々の細胞機

 能の発現制御に重要であることが指摘されている。 本研究は, IL-2 による細胞増殖シグナル伝

 達機構において, 脱ユ ビキチン化酵素が重要な役割を担っていることを初めて明らかに したもの

 である。 本論文は, 脱ユ ビキチン化によるサイ トカイ ンシグナル伝達制御の存在を明確に指摘し

 た研究として, 博士号授与に値する。
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