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研究成果の概要：細胞膜透過性 SOCS-1,3 および IRAK-M 蛋白質の大腸菌発現系(pET28a)の構築

を試みた。SOCS-1 は極めて低発現であった。SOCS-3 は良好に発現し、精製及びリフォールディング

系も確立した。この精製タンパク質は本来の SOCS-3 機能を保持していたことから、発現系の確立に成

功した。IRAK-M の発現は良好であったが、大腸菌内で部分分解が見られ、完全精製に至らなかった。

また、SOCS-3 と DP-1 の相互作用について、その詳細な相互作用領域と組織内での相互作用を確認

した。 
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１．研究開始当初の背景 
サ イ ト カ イ ン シ グ ナ ル 抑 制 因 子 SOCS 
(Suppressor of Cytokine Signaling )は 1997
年に岸本博士、吉村博士、Hilton 博士らにより
発見されたサイトカイン誘導性のタンパク質であ
る。現在までに SOCS では、８つの遺伝子ファミ
リーが知られている。このうち SOCS-1,3 は
JAK-STAT シグナル伝達系において JAK キナ
ーゼの活性を阻害することにより、そのシグナル
伝達機構を抑制することが知られている。SOCS
自体の発現も STAT により誘導されることから、
この抑制機構はネガティブフィードバック機構で

ある。また、SOCS-1,3 は LPS の TLR(Toll-like 
receptor)を介したシグナル伝達系にも抑制的
に機能する。また、SOCS-1,3 は癌組織におい
て、自身の遺伝子プロモーターのメチル化によ
る発現抑制が見られることから、腫瘍抑制因子と
考えられている。本研究では、2001 年より、
SOCS-3 の活性を調節可能な相互作用因子の
探索と同時に、新規なSOCS-3の分子機構を発
見する目的で、SOCS-3 相互作用因子の検索
を行ない、細胞周期調節性の転写因子 DP-1 を
見出していた。しかし、DP-1 は SOCS-3 と相互
作用すると、SOCS-3 の JAK キナーゼ抑制能を



 

強力に阻害した。このような折、Hawiger 博士ら
のグループにより、細胞膜透過性の MTM 
(Membrane translocating motif) タ グ 融 合
SOCS-3 がサイトカインシグナル抑制能（JAK キ
ナーゼ抑制能；STAT1がリン酸化されることを抑
制）を保持すること、LPS シグナルの抑制因子と
してマウス個体内で機能することが報告された
（Jo D, Hawiger J et. al. Nature Medicine 
2005; 11: 892-8）。その他の研究においても細
胞膜透過性のタンパク質や核酸の報告が徐々
に増え、今後この方法は重要なドラッグデリバリ
ーシステムの一つとして大きく発展する分野だと
考えられた。本研究室でも、細胞膜透過性の
SOCS-1, 2, 3の大腸菌による発現系の構築を
開始した。また、IRAK-M (Interleukin-1 
receptor- associated kinase M)についても着
目した。IRAK-M は、はじめ IRAK と相同性
の高い分子として単離されたが、解析の結果
TLR シグナル伝達系による NF-kB の活性化
を抑制する働きが明らかとなり、自然免疫の
抑制機構に重要な役割を果たしていること
が判明した（ Su J. et. al. Cell Signal. 
2007;19:1596-601.）。そこで、IRAK-M につ
いても発現系の構築を開始した。 
 また、前述した SOCS-3 と DP-1 の相互作
用については、その詳細な相互作用領域や、
SOCS-3とDP-1アイソフォーム(DP-1 alpha, 
DP-1 beta)や DP-1 ファミリー(DP-2, DP-3)
との相互作用、個体内における相互作用が不
明であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、細胞膜透過性の TLR シグナル
抑制因子を投与するタンパク質療法が有効
な抗炎症のタンパク質製剤と成り得ると考
え、その基礎と成る細胞膜透過性 SOCS-1, 3
及び IRAK-M を産生する大腸菌発現系を構
築することを目的とした。また、発現したタ
ンパク質は高精制度で高活性を保持してい
なければならないことから、精製系及びリフ
ォールディング系の開発も目的とした。 
また、SOCS-3 と DP-1 の相互作用を詳細に
解析することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
細胞膜透過性タグとして MTM を使用することに
した。MTM をコードするオリゴ DNA を大腸菌
用の発現プラスミド(pET28a)に組み込んだ。こ
の際、目的タンパク質の N 末端側、C 末端側に
MTM が融合できるよう２つのカセットプラスミド
を作成した。目的タンパク質として SOCS-1,3 及
び IRAK-Mをコードする cDNAを PCR法に
より増幅し、各々の制限酵素で消化後、制限
酵素で消化したカセットプラスミドと pET28a そ
のものに組込んだ。これらのタンパク質を大
腸菌 BL21(DE3)で IPTG 誘導により発現させ
た。封入体に発現したタンパク質を尿素やグア

ニジン塩酸変性条件下において、アフィニティ
ーカラム（ニッケルやコバルトレジン）で精製した。
この変性状態の精製タンパク質は、タンパク質
変性剤を除去する透析によりリフォールディング
（タンパク質の高次構造の巻き戻し）を行なった。
このリフォールシングでは再凝集が起こりやすい
ため、条件検討を重ねた。SOCS-3 については
精製、リフォールディングがうまく行ったので、細
胞膜透過性の確認と、細胞膜透過後の機能解
析を行なった。機能解析は JAK キナーゼの抑
制能について STAT3 のリン酸化を指標としたウ
エスタンブロット解析により行なった。また、我々
は SOCS-3がDP-1と相互作用することも見出し
ていたので、DP-1 との相互作用についても調
べた。SOCS-1、IRAK-M についてはうまく行か
ない箇所があったため、それぞれ問題箇所につ
いて条件検討を行った。 
 SOCS-3 と DP-1 の相互作用について、相互
作用部位を決定するため、SOCS-3、DP-1 共に
欠失変異体を作成した。こられを用い免疫沈降
—ウエスタンブロット法により、相互作用部位の
検討を行った。SOCS-3 と DP-1 アイソフォー
ム(DP-1 alpha, DP-1 beta)の相互作用を調
べた。DP-1 ファミリー(DP-2, DP-3)を PCR
法によりクローニングし、SOCS-3 との相互
作用を調べた。個体内における SOCS-3 と
DP-1 の発現を調べた。両方の発現組織を用
い、免疫沈降—ウエスタンブロット法により、相互
作用を確認した。 
 
４．研究成果 

SOCS-1は単体、MTMタグを融合したもの共に

極めて低発現であった。そこで、宿主の菌体種、

誘導物質である IPTG の濃度、誘導温度、エア

レーション等について発現条件の検討を行なっ

たが、特に効果はなかった。SOCS-3 は最終濃

度 0.1mM の IPTG 誘導で良好に発現した。発

現は主に封入体に見られた。この発現した大腸

菌を超音波破砕により破砕後、遠心分離により

封入体を沈殿させた。この沈殿した封入体を緩

衝液で溶解後、遠心分離を行ない、この操作を

繰り返すことで封入体の洗浄を進め、精制度は

80％以上になった。また、さらに変性条件下に

おけるニッケル又はコバルトレジンによる精製で

精製度は 95%以上になった。次に各種緩衝液

による透析により、尿素やグアニジン塩酸等の

変性剤を取り除くリフォールディングを行なった

が、単なる緩衝液を用いた透析では多くのタン

パク質が再凝集した。そこで、界面活性剤の種

類や濃度、アルギニンの有無等について条件

検討したところ、アルギニン存在下で透析するこ

とにより約 20~40%の可溶化度でリフォールディ

ングが可能となった。この精製タンパク質を

FITC ラベル後細胞に添加し、共焦点レーザー

顕微鏡にて、細胞内への導入を調べたところ、

 



 

MTM 融合の SOCS-3（N 末、C 末融合のどちら

も）が有意に導入されたことから、融合した

MTM の機能は十分であると判断した。また、導

入された SOCS-3 の JAK-STAT シグナル伝達

系におけるJAKキナーゼ抑制能を調べるため、

STAT3 のチロシン残基のリン酸化を指標とした

ウエスタンブロット解析を行なったところ、細胞膜

透過性SOCS-3は有意にJAKキナーゼ抑制能

を示した。また、細胞膜透過性 SOCS-3 は細胞

内の DP-1 と相互作用し DP-1 活性を阻害した。

これらの結果から、我々が開発した細胞膜透過

性 SOCS-3 は本来の SOCS-3 機能を保持して

おり、発現系の確立に成功した。IRAK-M 発現

は良好であったが、大腸菌内で部分分解が見ら

れ、完全精製に至らなかった。この分解機構を

調べるため、発現条件を宿主の菌体種、誘導物

質である IPTG の濃度、誘導温度について検討

したが改善効果が見られなかった。また、分解

部位の同定にも至らなかった。 
SOCS-3 と DP-1 の相互作用部位については、

免疫沈降—ウエスタンブロット解析の結果、

DP-1 は SOCS-3 の 156-172 アミノ酸領域に相

互作用した。また、DP-1 の C 末端側欠失変異

体は HEK293 細胞での発現が悪く、免疫沈降

が行なえなかったが、酵母 Two-hybrid スクリー

ニングで取得出来た DP-1 領域から、SOCS-3
は DP-1 の 240-410 アミノ酸領域に相互作用部

位があると考えられた。 
また、SOCS-3 は DP-1 WT と DP-3 に相互作

用したが、DP-1 alpha、DP-1 beta、DP-2
とは相互作用しなかった。個体内においては

SOCS-3 と DP-1 は肺と精巣で発現が見られ

た。両方の発現組織を用い、免疫沈降—ウエ

スタンブロット法により、相互作用を確認したとこ

ろ両組織で SOCS-3 と DP-1 の相互作用が見

られた。 
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