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学位論文内容の要旨

  生体において細胞集団が組織としての役割を果たすために、細胞問では様々な情報交換が行われてい

る。そのために必要な細胞間伝達分子として代表的なものがサイ卜カインであり、サイトカインはレセ

プターを介して細胞内シグナルを活性化することでその生理活性を発現する。その中でも炎症性サイト

カインであるIL-6は、免疫系細胞の増殖や分化誘導、炎症時の肝臓における急性期タンパク質誘導を

始め、多種多彩な細胞に働く多機能分子である。また、IL-6は細胞内シグナル伝達機構としてサイトカ

イン特有なJAK/STAT  (Janus kinase/signal transducer and activator of transcription)シグナル系

を用いており、STATファミリータンパク質の中でもSTAT3を主に活性化する。IL．6の結合によルレ

セプター複合体が重合するとレセプター会合性チロシンキナーゼであるJA亅【が活性化する。活性化し

たJAKはs11．AT3の705番目のチロシン残基をりン酸化し、リン酸化されたs1：1AT3は二量体化し核へ

と移行する。そして核内で標的遺伝子配列と結合し、標的遺伝子群の転写を活性化する。STAT3の制御

機構の破綻による恒常的なs11．AT3活性化は多くのがんや自己免疫疾患と深く関連しており、閉1AT3制

御 機 構 の 解 明 は そ れ ら 治 療 薬 開 発 に 向 け て 重 要 な 手 が か り と な る と 考 え ら れ る 。

  S′IWr3はりン酸化やアセチル化など様々な翻訳後修飾を介してその機能が制御されることが報告さ

れているが、特に705番目のチロシン残基のりン酸化は上述したように印1AT3の活性化に必須であり、

その役割や制御機構について非常によく研究されている。一方で727番目のセリン残基のりン酸化や

685番目のりジン残基のアセチル化などの修飾もST觚｀3の機能を正に制御することは知られているも

のの、あくまで補助的な機能と考えられており、その詳細な制御機構や役割などにっいてはいまだ不明

な点が多い。しかし近年、慢性リンパ球性白血病（CCL）の患者のB細胞において恒常的なセリンリン

酸化s1M3が発見されるなど、印Wr3のセリンリン酸化も重要な機能を持つ可能性が示唆され注目さ

れつっある。

  そこで本研究ではこのS1ヽ AT3のセリンリン酸化に着目し、その詳細な制御機構を解析するとともに

（第1章）、新規s1M3セリンリン酸化酵素ZIPKの他シグナル伝達系における機能解析を行った（第

2章）。

筮 ！ 童 盥 ア セ チ ′ 堕 ヒ 醒 塞 HDAC3に よ る STAT3セ リ ン リ Z酸 iヒ il御 毯 f豊 a)盤 蚯

  STAT3の685番目のりジン残基のアセチル化は、STAT3の2量体構造の維持などSTAT3の活性化

に重要な修飾である。そしてHDAC3はそのアセチル化を負に制御する脱アセチル化酵素として知られ

ている。このHDACに対する阻害剤T．dchostatinA（TSA）を処理したところ、STAT3のセリンリン

酸化が大きく亢進することが分かった。一方で、チロシンリン酸化に対しては影響しなかった。さらに

8iRNA導入 によるHDAC3ノックダウンでも同様の結果が見られたことから、HDAC3はSTAT3のセ

リンリン酸化に対して負に作用することが示唆された。そこでHDAC3によるSTAT3セリンリン酸化

へ の 作 用機 序 を 明 らか と す るた め に 、ST‘ AT3の セリ ン 脱 リン 酸化酵素 として知 られる

Serine朋hreonineproteinphosphatase2A（PP2A）に着目した。その結果、HDAC3のノックダウンに

よりPP2Aによる閉Wr3セリン脱リン酸化が弱まる結果が得られた。このことから、HDAC3はPP2A
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を介 してSTAT3のセリ ンリン酸 化に影 響を及 ばしている可能性が示唆された。さらに、HDAC3とPP2A

の相 互作用 を検討 した結 果、HDAC3は PP2A、STAT3そ れぞれ と相互 作用し 三者複 合体を 形成す るこ

と 、 ま た PP2Aと ST． AT3の 結 合 は HDAC3に よ り 強 ま る こ と が 明 ら か に な っ た 。

  実際 HDAC3とPP2Aに よるS′ 11AT3転写 活性能 への影 響をル シフェラ ーゼアッセイ法により検討し

たところ、両者を同時にノックダウンすることで単独ノックダウンに比べてSTヽ AT3の転写活性能は大

き く 増強 し た 。 以上 の 結 果 から 、 HDAC3と PP2Aは 協調的 にSTAT3の セリンリ ン酸化 を負に 制御す

ることでSTAT3の転写活性能を抑制することが示唆された。

笠2童Zipper-interacting Protein Kinase (ZIPK)lこよろWnt/p-cateninシグi-Zヒ制御機撞cD鰹抵

  Zipper-interacting protein kinase (ZIPK)は、Death associated protein kinase (DAPK)ファミリーに属するセ

リン／スレオニンキナーゼであり、そのキナーゼ活性依存的にアポトーシスを亢進することが知られてい

る。そ の一方 で当研 究室では IL-6/STAT3シ グナルに おいて ZIPKがSTAT3の セリンリン酸化を介して

STAT3シグナルを正に制御することを明らかとしており、サイトカインシグナル伝達系においても重要

な役割を担うことが分かってきた。

  今回我 々は新 たなZIPKの 細胞内 機能を 探るた め、ZIPKの キナー ゼドメ インをベイトとしたYeast

two-hybrid法を用いて新規ZIPK結合分子を探索し、その結果Nemo-like kinase (NLK)を同定した。NLKは

Wnt/ p-cateninシグナルにおいて、転写因子であるT-cell factor4(TCF4)をりン酸化し、TCF4のユビキチ

ン・プロテアソーム分解を促すことでWnt/p-cateninを負に制御することが知られている。そのため、ZIPK

がNLKを介しWnt/p-cateninシグナルを制御する可能性が考えられ、本研究ではWnt/ p-cateninシグナルに

おけるZIPKとNLKの機能的相互作用を解析した。

  まず、ZIPKによるWnt/ p-cateninシグナルヘの影響を検討するため、siRNAによりZIPK遺伝子をノック

ダウンし、ルシフェラーゼアッセイによりTCF4転写活性能への影響を解析した。その結果、ZIPK遺伝

子ノックダウンで、Wnt/ p-cateninシグナルは抑制されることが分かった。また、ZIPKはNLKとTCF4両

者と直 接結合 し、NLK-TCF4複合体形成ならびにNLKによるTCF4リン酸化を阻害した。これらのことか

らZIPKはTCF4に対するNLKの機能を物理的に阻害することでWnt/ p-cateninシグナルを正に制御する可

能性が示唆された。

  また、WntJ p-cateninシグナルの恒常的な活性化は発がんの引き金となることが知られており、特に家

族性大腸腺腫症に代表される大腸がんの多くではWnt/ p-cateninシグナルの恒常的な活性化が観察され

ている。そこで次にZIPKによるWnt/ p-cateninシグナルを介した細胞機能への影響を検討するため、こ

れら大 腸がん 細胞を 用いてZIPK遺伝子ノックダウンを行った。その結果、Wnt標的遺伝子の発現減弱

ならびにがん細胞の増殖能の低下が見られた。以上のことから、ZIPKは大腸がん細胞においてもWnび

p-cateninシグナルを正に制御する可能性が示唆された。

－ 1077 -



学位論文審査の要旨

主査
副査
副査
副査

細胞内シグナル伝達

教授

教授

講師

准教授

松田
菅原
南保
織谷

学 位 論 文 題 名

正

    満

明日香

健司（大阪大学大学院医学系研究科）

におけるセ1フン1Jン

の機能解析

博士学位論文審査等の結果について（報告）

酸化制御夕ンパク

  炎症性サイトカインであるIL―6は、免疫系細胞の増殖や分化誘導、炎症時の肝臓における急性期夕
ンパク質誘導を始め、多種多彩な細胞に働く多機能分子である。また、IL―6は細胞内シグナル伝達機
構としてサイトカイン特有なJAK/STAT（Janus kinase/sjgnal transducer and activator of
transcription)シグナル系を用いている。STAT3の制御機構の破綻による恒常的なSTAT3活性化は多
くのがんや自己免疫疾患と深く関連しており、STAT3制御機構の解明はそれら治療薬開発に向けて重
要な手がかりとなると考えられる。
  STAT3はりン酸化やアセチル化など様々な翻訳後修飾を介してその機能が制御されることが報告さ
れているが、特に705番目のチロシン残基のりン酸化はSTAT3の活性化に必須であり、その役割や制
御機構について非常によく研究されている。一方で727番目のセリン残基のりン酸化や685番目のり
ジン残基のアセチル化などの修飾もSTAT3の機能を正に制御することは知られているものの、あくま
で補助的な機能と考えられており、その詳細な制御機構や役割などについてはいまだ不明な点が多い。
そこで本研究ではこのSTAT3のセリンリン酸化に着目し、その詳細な制御機構を解析するとともに（第
1章）、新規STAT3セリンリン酸化酵素ZIPKの他シグナル伝達系における機能解析を行い（第2章）、
以下の点を明らかにしており、博士（薬科学）の学位を授与するに十分であると判断した。

筮！童盥Z童量2ヒ化醒塞HDAC3によるSTAT3セリンリ2酸化制御捲捲Q盤析
  STAT3の685番目のりジン残基のアセチル化は、STAT3の2量体構造の維持などSTAT3の活性化に重
要な修飾である。そしてHDAC3はそのアセチル化を負に制御する脱アセチル化酵素として知られてい
る。今回HDAC阻害剤TrichostatinA (TSA)処理、もしくはsiRNA導入によるHDAC3ノックダウンに
よりSTAT3のセリンルン酸化が大きく亢進したことから、HDAC3はSTAT3のセリンリン酸化に対して
負に作用することが示唆された。そこでHDAC3によるSTAT3セリンリン酸化への作用機序を明らかと
するために、STAT3のセリシ脱リン酸化酵素として知られるSerine/Threonine pro tein phospha tase 2A
(PP2A)に着目した。その結果、HDAC3のノックダウンによりPP2AによるSTAT3セリン脱リン酸化が
弱まること、またPP2AとSTAT3の結合はHDAC3により強まることが明らかになった。またルシフェラ
ーゼアッセイを用いた解析によりHDAC3とPP2A両者を同時にノックダウンすることで単独ノックダウ
ンに比べてSTAT3の転写活性能は大きく増強した。以上の結果から、HDAC3とPP2Aは協調的にSTAT3
のセルンリン酸化を負に制御することでSTAT3の転写活性能を抑制することを明らかにした。

筮量童ZippeヒinteractinR_Protein Kinase (ZIPK)によるWntノロ―cateninシグナル越御鐘捲Q鰹盤
  Zjpper―interacting protein kinase（ZIPK）は、Death associated protein kinase (DAPK)ファミ
リーに属するセリンノスレオニンキナーゼであり、そのキナーゼ活性依存的にアポトーシスを亢進する
ことや、ZIPKがSTAT3のセリンリン酸化を介してSTAT3シグナルを正に制御することも示されているが、
明らかとしている。今回、新規ZIPK結合分子としてWntノロ-cateninに関わるNLKを同定したことから、
ルシフェラーゼアッセイを用いた解析によりZIPKノックダウン時にWntノロ―cateninシグナル下流の転
写因子T－cell factor4(TCF4)の転写活性能が減弱することを明らかとした。また、NLKはTCF4をりン
酸化することでWntノローcateninを負に制御することが知られているが、ZIPKはNLK―TCF4複合体形成な
らびにNLKによるTCF4リン酸化を阻害することも明らかとした。このことよりZIPKはTCF4に対するNLK
の機能を阻害することでWntノロ―cateninシグナルを正に制御する可能性を示している。さらにWntノ
ロ-cateninシグナルが恒常的な活性化した大腸がん細胞においてZIPKをノックダウンしたときに、Wnt
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標的遺伝子の発現減弱ならびにがん細胞の増殖能の低下が見られた。以上のことから、ZIPKはアポト
ーシス促進だけでなく、Wntノロ－cateninシグナルを介した細胞増殖においても重要な機能を持つ可能
性を明らかにした。
  論文発表に続いて、発表内容を中心として関連ある専門分野を含めた口頭試問を実施した。その内
容は、本研究の背景、目的および関連分野等における知識、また得られた知見の創薬への応用、およ
び残された課題など多岐に亘った。これらに対する回答は適切なものであり、博士の学位を与えるに
相応しいと判断した。
  提出された学位論文の内容はよくまとまっており、その研究成果は独創的かつ有用性に富み、本専
門研究分野の中で高く評価されるに値する内容であると判断した。以上の結果、本論文審査委員会は
、刪澄仁氏を博士（薬科学）の学位を授与するに相応しい十分な学カと研究能カを有するものと認
めた。
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