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学位論文内容の要旨

（序論）
  サイトカインは細胞から放出される生理活性物質のひとっで，細胞同士の情報伝達に用い
られており，生体の恒常性維持に必要不可欠な因子である。サイトカインの機能異常は，感
染，自己免疫疾患，癌など様々な疾患の病因となることが知られており，サイトカインシグ
ナルの制御機構を解明することは，疾病治療において非常に重要なことだと考えられる。現
在までに多数のサイトカインが発見され，またそのシグナル制御機構も解明されっっあるが，
まだ十分ではなぃ。我カの研究室では，サイトカインのひとっであるIL-6のシグナル制御機
構を調べる中で，転写コリプレッサーKRAB-associated proteinl(KAPl)が，その制御に
深く関与していることを明らかにした。KAP1は発見当初，KRAB zinc finger protein
(KRAB-ZFP)と呼ばれる転写抑制因子群のコリプレッサーとしで同定されたが，我々は，
転写因子STAT3と直接結合して，IL-6誘導性のSTAT3のセリンリン酸化を抑制することで，
IL．6シグナルを負に制御することを明らかにした。本研究では，サイトカインシグナルに対
するKAP1のさらなる機能を追究する目的で，IL．6と同じ炎症性サイトカインであるTNF‐a
のシグナリングや，S1ヽ AT1およぴSTAT2（ST．AT3のフんミリー蛋白質）により活性が制
御されているIFN．aのシグナリングに対して，KAP1の作用を調べた。（なお，解析にはヒ
ト胎生腎癌細胞株293T細胞およびヒト子宮頚癌細胞株HeLa細胞を用いた。）

（第1章： KAP1によるTNF-aシグナル制御機構の解析）
  TNF-aシグナル伝達系に対するKAP1の影響を調べる為，siRNAを用いてKAP1遺伝子
をノックダウンし（以下KAPl KD)，TNF-a誘導性のIL-6発現に対する影響を調べた。そ
の結果，KAPl KD下では，IL-6の発現誘導がmRNAレベルおよぴ蛋白質レベルで増強す
ることが明らかとなった。また，TNF-a誘導性のIL-6発現に深く関与している転写因子
NFーKBに対するKAP1の影響を，レポーターアッセイにより調べたところ，KAPl KD細胞
ではNF-KBの転写活性も増強していることが明らかとなった。これらのことより，KAP1
は通常TNF-a/NF-KBシグナルに対して，抑制的に働いていることが示唆された。
  続いて，KAP1によるNF-KB転写活性調節機構の解析を行った。TNF-aが細胞に作用す
ると，細胞質内でIKB-aの分解が起き，それに伴い，IKB-aと結合していたNF-KB (p50，
p65)は，細胞質から核内に局在変化を起こす。さらにNF-KBは，核内移行後，ゲノム上の
標的遺伝子のプロモーター領域に結合し，転写を誘導すると言われている。そこで，まず
IKB-aの分解に対するKAPl KDの影響を調べたところ，殆ど影響は認められなかった。続
いて，p65の核移行およびクロマチン(IL-6プロモーター）への結合を，免疫染色法および
ChIPアッセイにより調べたところ，KAPl KDによりTNF-a刺激後のp65核内貯留の割合
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が増 加し ，また IL-6プロモーターーの結合量も増加することが分かった。
  p65の核内貯留および標的遺伝子プロモーターへの結合には，p65の翻訳後修飾，特に
K310のアセチル化が関与しているという報告があることから，KAP1のp65アセチル化に
対する影響を調べた。その結果，KAPl KDによりp65のアセチル化が増強することが確認
された。
  続いて，p65のアセチル化に対するKAP1の調節機構を調べた。p65のアセチル化には
STAT3が関与しているとぃう報告がある。TNF-aの刺激が細胞に加わると，STAT3はりン
酸化を受け，特にS727のりン酸化は，p65へのp300（アセチル基転移酵素）リクルートを
促進する作用があり，この機能を通して，STAT3はp65のアセチル化を調節すると言われ
ている。そこで，KAP1がSTAT3の上記機能を介して，p65のアセチル化を調節している
のか解析した。その結果，KAP1はTNF-a誘導性のSTAT3セリンリン酸化に対して抑制的
に働き，またp65へのp300結合に対しても，抑制的に作用することが，免疫沈降実験によ
り明らかとなった。
  上記の結果から，KAP1のTNF-aシグナル制御機構に，STAT3が深く関与している可能
性が考えられ，最後にその依存性を調べる為，STAT3欠損下でのKAPl KDの影響をRTPCR
法により調べた。その結果，KAPl KDによるIL-6誘導増強作用が，S′rAT3欠損下で抑制
されることが明らかとなった。
  以上の結果より，KAP1はTNF-aシグナルに対して抑制的に働き，その作用にSTAT3が
関与していることが明らかとなった。

（第2章：KAP1によるIFN-a/STATlシグナル制御機構の解析）
  KAP1とSTAT3が結合することを受けて，まず免疫沈降実験により，過剰発現および内
在性のKAP1とS′rAT1の結合を調べたところ，両者の結合が確認された。また，IFN・a刺
激によるSn灯1の転写活性に対するKAP1の影響を調べたところ，KAPlKD下では転写
活性が増強することがレポーターアッセイにより分かった。さらに，STAT1の標的遺伝子で
あるIRF‐1やMxlの発現誘導も増強することが，RT一PCRの結果より明らかとなった。
  続いてこのメカニズムを調べる為，IFN‐a刺激により誘導されるSTAT1のりン酸化，核移
行，クロマチン（IRF‐1プロモーター）への結合を調べたところ，リン酸化や核移行にはKAP1
KDの影響が見られなかったものの，クロマチンヘの結合量が増加していることが確認され
た。さらに，KRAB‾ZFPをはじめ複数の転写因子に対するKAP1の転写抑制作用に，HDAC
（ヒストン脱アセチル化酵素）が関与しているという報告があることから，HDAC阻害剤（ト
リコスタチンA）を用いて，KAP1のSn灯1転写抑制作用に対する影響を調べた。その結
果，KAP1の抑制作用にHDACの酵素活性が必要であることが明らかとなった。
  一方，ウィルス感染時に見られるSW灯1転写活性に対しても，KAP1が抑制作用を持っ
のかについて調べるため，Epstein’Barrウィルス由来の癌現遺伝子LMPlをHeLa細胞で
過剰発現させて，KAPlKDの影響をRTIPCR法により調べた。その結果，IFN．a刺激の際
と同じく，KAP1が抑制的にはたらくことが明らかとなった。

（結論）
  本研究ではサイトカインシグナル伝達に対するKAP1の調節機構の解析を行い，第1章で
は，KAP1がTNF-a/NFーKBシグナリングに対して抑制的に働くこと，またその抑制機構に
STAT3が関与していることを明らかにした。また第2章では，IFN-a/STATlシグナリング
に対してもKAP1が抑制的に働き，その抑制機構にHDACが関与していることを明らかに
した。
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転写コ1JプレッサーKAP1による

サイトカインシグナル調節機構の解析

  サイトカインは細胞から放出される生理活性物質のひとっで，細胞同士の情報伝達に用い
られており，生体の恒常性維持に必要不可欠を因子である。サイトカインの機能異常は，感
染，自己免疫疾患，癌など様々な疾患の病因となることが知られており，サイトカインシグ
ナルの制御機構を解明することは，疾病治療において非常に重要なことだと考えられる。現
在までに多数のサイトカインが発見され，またそのシグナル制御機構も解明されつっあるが，
まだ十分ではなぃ。本論文はサイトカインのひとっであるIL-6のシグナル制御機構を調べる
中で，転写コリプレッサーKRAB-associated proteinl(KAPl)が，その制御に深く関与し
ていることを明らかにした。KAP1は発見当初，KRAB zinc finger protein (KRAB-ZFP)
と呼ばれる転写抑制因子群のコリプレッサーとして同定されたが，さらに最近，転写因子
STAT3と直接結合して，IL-6誘導性のSTAT3のセリンリン酸化を抑制することで，IL-6
シグナルを負に制御することを明らかにした。特に本論文では，サイトカインシグナルに対
するKAP1のさらなる機能を追究する目的で，IL-6と同じ炎症性サイトカインであるTNF-a
のシグナリングや，STAT1およびSTAT2により活性が制御されているIFN-aのシグナリ
ングに対して，KAP1の作用を検討し，以下の点を明らかにしており、博士（生命科学）の
学位を授与するに十分であると判断した。

1.KAP1によるTNF-aシグナル制御機構の解析
  TNF-aシグナル伝達系に対するKAP1の影響を調べる為，siRNAを用いてKAP1遺伝子
をノックダウンし（以下KAPl KD)，TNF-a誘導性のIL-6発現に対する影響を調べた。そ
の結果，KAPl KD下では，IL-6の発現誘導がmRNAレベルおよび蛋白質レベルで増強す
ることが明らかとなった。また，TNF-a誘導性のIL-6発現に深く関与している転写因子
NF-KBに対するKAP1の影響を，レポーターアッセイにより調べたところ，KAPl KD細胞
ではNF-KBの転写活性も増強していることが明らかとなった。これらのことより，KAP1
は通常TNF-a/NF-KBシグナルに対して，抑制的に働いていることが示唆された。
  続いて，KAP1によるNF-KB転写活性調節機構の解析を行った。TNF-aが細胞に作用す
ると，細胞質内でIKB・aの分解が起き，それに伴い，IKB-aと結合していたNF-KB (p50，
p65)は，細胞質から核内に局在変化を起こす。さらにNF-KBは，核内移行後，ゲノム上の
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標的遺伝子のプロモーター領域に結合し，転写を誘導すると言われている。そこで，まず
IKB-aの分解に対するKAPl KDの影響を調べたところ，殆ど影響は認められなかった。続
いて，p65の核移行およびクロマチン(IL-6プロモーター）への結合を，免疫染色法および
ChIPアッセイにより調べたところ，KAPl KDによりTNF-a刺激後のp65核内貯留の割合
が増加 し， また IL-6プロモ ーターへの結合量も増加することが分かった。
  p65の核内貯留およぴ標的遺伝子プロモーターへの結合には，p65の翻訳後修飾，特に
K310のアセチル化が関与しているという報告があることから，KAP1のp65アセチル化に
対する影響を調べた。その結果，KAPl KDによりp65のアセチル化が増強することが確認
された。続いて，p65のアセチル化に対するKAP1の調節機構を調べた。p65のアセチル化
にはSTAT3が関与しているとぃう報告がある。TNF-aの刺激が細胞に加わると，S′rAT3は
りン酸化を受け，特にS727のりン酸化は，p65へのp300（アセチル基転移酵素）リクルー
トを促進する作用があり，この機能を通して，S′PAT3はp65のアセチル化を調節すると言
われている。そこで，KAP1がSTAT3の上記機能を介して，p65のアセチル化を調節して
いるのか解析した。その結果，KAP1はTNF-a誘導性のSTAT3セリンリン酸化に対して抑
制的に働き，またp65へのp300結合に対しても，抑制的に作用することが，免疫沈降実験
により明らかとなった。
  上記の結果から，KAP1のTNF-aシグナル制御機構に，S′Iヽ AT3が深く関与している可能
性が考えられ，最後にその依存性を調べる為，S′Iヽ AT3欠損下でのKAPlKDの影響をRTIPCR
法により調べた。その結果，KAPlKDによるIL‐6誘導増強作用が，S11AT3欠損下で抑制
されることが明らかとなり，KAP1はTNF．aシグナルに対して抑制的に機能し，その機能に
はSTAT3が関与していることが明らかとなった。

2.KAP1によるIFN-a/STATlシグナル制御機構の解析
  KAP1とSTAT3が結合することを受けて，まず免疫沈降実験により，過剰発現および内
在性のKAP1とSn灯1の結合を調べたところ，両者の結合が確認された。また，IFN．d刺
激によるSTAT1の転写活性に対するKAP1の影響を調べたところ，KAPlKD下では転写
活性が増強することがレポーターアッセイにより分かった。さらに，STAT1の標的遺伝子で
あるIRF．1やMx1の発現誘導も増強することが，RPPCRの結果より明らかとなった。
  続いてこのメカニズムを調べる為，IFN．a刺激により誘導されるSTAT1のりン酸化，核移
行，クロマチン（IRF．1プロモーター）への結合を調べたところ，リン酸化や核移行にはKAP1
KDの影響が見られなかったものの，クロマチンヘの結合量が増加していることが確認され
た。さらに，KRAB．ZFPをはじめ複数の転写因子に対するKAP1の転写抑制作用に，HDAC
（ヒストン脱アセチル化酵素）が関与しているとぃう報告があることから，HDAC阻害剤（ト
リコスタチンA）を用いて，KAP1のSTAT1転写抑制作用に対する影響を調べた。その結
果，KAP1の抑制作用にHDACの酵素活性が必要であることが明らかとなった。
  一方，ウィルス感染時に見られるSn灯1転写活性に対しても，KAP1が抑制作用を持っ
のかについて調べるため，Ep8tein．Barrウィルス由来の癌現遺伝子LMP1をHeLa細胞で
過剰発現させて，I廴廿1KDの影響をRTIPCR法により調べた。その結果，IFNーQ刺激の際
と同じく，KAP1が抑制的に機能することが明らかとなった。

  以上，本論文ではサイトカインシグナル伝達に対するKAP1の調節機構の解析を行い，
KAP1がTNF-a/NF-KBシグナリングに対して抑制的に働くこと，またその抑制機構に
STAT3が関与していることを明らかにした。また，IFN-a/STATlシグナリングに対しても
KAP1が抑制的に働き，その抑制機構にHDACが関与していることを明らかにした。
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