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論 文 内 容 要 旨

EGF受 容体 に代表 され るよ うな多 くのサ イ トカイ ン受 容体 は リガ ン ド結 合後 にユ ビキ チ ンタ

ンパ クが結 合 し,ユ ビキチ ンを介 した受 容体分解機 構 を有す る。 また,受 容 体 自身 の分解 に よ り

受 容体 シグナルが停止 し,受 容体分解 によ るシグナル制御機構 が しられてい る。 当研究室 で同定

したSTAM1とSTAM2(STAMs)は ユ ビキチ ン化 タ ンパ クを リソゾー ムへの輸送 にか かわ る

ESCRTと 呼 ばれ るタ ンパ ク群 に属 しリソゾーム輸送 の第一段 階 に機 能す る。STAMs欠 損細 胞

にお いてEGFRの 分解 が抑制 され るこ とが報 告 され てお り,STAMsと 結 合 し,同 様 の機能 を

有す るHrsに おいてEGFR,gp130等 の分解制御機構 シグナル制御機構 が報告 され ている。

免疫 系 は大 き く2つ に分類す る ことがで きる。 すなわ ち樹状 細胞,マ クロフ ァー ジ等の細胞 が

司 る 自然免疫 系 と,主 に リンパ球系 が働 く獲得 免疫系 にわかれ る。,そ の うち自然免疫 系 はマク

ロフ ァー ジ,樹 状細 胞 に代表 され る貧食細胞が細胞,ウ イル スを取 り込む こ とによ り,抗 原提示

を おこな うた め抗原 提示細胞 と呼ばれて いる。 これ ら抗 原提示細胞 には細菌表面物 質や,細 菌特

異 のDNAを 認識 し,抗 原提示 細胞 を活性化す る受容 体 と して,Tol1-likereceptor(TLR)と

呼 ばれ る受容体 群 を有 す ることが報 告 され た。 その 中でTLR4は 細菌表 面物質 であ るLPSを 認

識 し,TLR9は 細 胞のendosome上 に存在 し,細 胞 内で細菌特有 のDNA,CpG-DNAの 受容体

と して機 能 して お り,両 受容体 はTLRの 中で も と くに研究 されて い る。 よ って私 はSTAM分

子 の 自然 免疫系 の制御 ・と くにTLR4とTLR9と のかかわ りにつ いて研究 をお こな った。 マ ク

ロフ ァー ジ特異 的STAM1/2欠 損(STAM1/2cDKO)マ ウスか ら抽 出 したマ ク ロフ ァー ジに

おいてTLR4の リガ ン ドであ るLPS,TLR9の リガ ン ドで あ るCpG-DNAの 刺激 の増強 また下

流 シグナル の遷延 化 をみ とめた。STAM1/2cDKOマ クロフ ァー ジにおいてLPS,CpG・DNA

刺激 によ るTLR4,TLR9の 分解 も有意 に抑制 された。STAM1/2cDKOマ クロ フ ァー ジにお

いてLPSだ けでな くCpG-DNAも 刺 激後 にLysosomeへ の輸送 が 阻害 され た。 さ らにSTAM

1/2cDKOマ ウス においてLPSに よ る敗血症 シ ョックの反応へ の過剰反 応 を示 した。 これ らの

結 果 よ りTLR9がTLR4と 同様 の受容 体 分解 経 路 を示 す ことを初 めて 明 らか にす る と と もに

STAM1,STAM2はTLRsの 分解制 御 にかかわ る ことによ りTLRシ グナ ル制 御 を行 うこ とを

証 明 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

EGF受 容体 や サイ トカイ ン受容体 な どの多 くは,リ ガ ン ド刺 激 に よ りユ ビキ チ ン化 され,さ

らにユ ビキ チ ン化 受容体 は リソソー ムへ と輸 送 され,分 解 され る。 本学 菅 村研 究室 で 同定 した

STAM1とSTAM2(STAMs)は,ユ ビ キ チ ン化 タ ン パ ク 質 輸 送 に 関 与 す るESCRT

(endosomalsortingcomplexrequiredfortransport)0複 合体構 成分 子 で,ユ ビキチ ン化 タ

ンパ ク質 の リソ ソー ム輸送 にお ける初期段階 で機能 す る。一方,マ ク ロフ ァー ジな ど 自然免疫系

細胞 は,病 原体特異 的成分 を認識す る受容体Toll-likereceptors(TLRs)が 存在 し,こ のTLRs

か らの シグナル は 自然 免疫 の活性 化 に重要 な役割 を果 たす。 その中 でTLR4は グラム陰性細菌

表面物 質 で あ るLPSを 認識 し,TLR9は 病原体 特有 のDNAで あ るCpG-DNAの 受容 体 として

機 能す る。

申請 者 はTLRsが リガ ン ド刺激依存 的にユ ビキチ ン化 を受 ける点 に着 目し,STAMsがTLRs

の リソソーム分 解 を介 して 自然免疫制御 に関与 す る可能性 を想定 し,TLRsの 分解 とシグナル制

御 におけ るSTAMsの 役割 を以下 のよ うに解析 した。

1)STAM1とSTAM2が 相補 的で あるの で,マ ク ロフ ァー ジ特異 的 にSTAM1/2を 同時 に欠

損 す るSTAMlfioxmexSTAM2-/-LysM-Cre(STAM1/2cDKO)マ ウ スを作 成 し,以 下 の結

果 をえ た。

① 本 マ ウス由来 マ クロフ ァー ジをLPS,CpG-DNAでinvitro刺 激 す る と,IL-6とTNFα 産生

が促進 された。

② 両 受容 体 の下流 シグナル であ るErkお よびp38MAPKリ ン酸化 の遷 延 と1κBα 分 解の遷延

を み とめ た。

③STAM1/2cDKOマ クロフ ァー ジでは リガ ン ド刺激 によ るTLR4お よびTLR9の 分 解が強 く

抑 制 された。

即 ち,STAMs欠 損 によ りTLRs分 解 が起 こ らないので,TLRsシ グナルが遷 延化 した可能性が

示 唆 され る。

ll)STAM1/2欠 損MEF(mouseembryonicfibroblast)細 胞 を用 い,以 下 の結果 をえた。

①LPS刺 激 に よるTLR4の リソソームへの輸送 と分解 は完全 に抑制 され,そ の抑 制効 果は野生

型MEF細 胞 を リソソーム阻害剤E64dで 処理 した場合 と同等 であ った。

即 ち,従 来知 られて いた リソソーム依存 的TLR4分 解 にSTAMsが 必 須で あ る ことを示す。

②STAM1とTr.R4がLPS刺 激依存的 に結合 し,そ の結 合がSTAM1の ユ ビキ チ ン結 合部 位を

介 して行 われ る。

皿)STAM1/2cDKOマ ウスのLPS敗 血症 シ ョックモデル を作成 し,以 下 の結 果をえ た。

本 ダブル ノ ックアウ トマ ウス は野生型 マウスに比 べ,敗 血症性 シ ョックに対 しての感受性 が強 く

尤進す る。

本研 究 は,STAMsは,TLR4,TLR9の 系 で リガ ン ド刺激依 存的 なTLRsリ ソソー ム分解 を

促進 す る こ とに よ り,自 然 免疫 系を抑 制的に制御す ることを明 らか に した ものであ り,博 士(医

学)の 学位 論文 と して優れ てお り,合 格 と認め る。

一一99一




