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研究成果の概要（和文）：Tyk2 は IFNαによる B細胞増殖抑制作用に必須の物質である。私は、

アポトーシス誘導蛋白である Siva-1 が細胞内で Tyk2 と会合し、Tyk2 により Siva-1 がリン酸

化されることを見出した。Ba/F3 細胞(マウス proB 細胞)では、Siva-1 が Tyk2 と会合すること

により細胞のアポトーシスが増加したことから、Siva-1 は Tyk2 と複合体を形成してリンパ球

のアポトーシスシグナルを担っている可能性が考えられた。 

 
 
研究成果の概要（英文）：Tyk2 is essential for B cell growth inhibition by IFN-.  We found that Tyk2 
interacts with and phosphorylates Siva-1.  Siva-1 is a proapoptotic protein, and the interaction between 
Tyk2 and Siva-1 augmented Siva-1-induced apoptosis in Ba/F3 cells (murine pro-B cells). These 
observations suggest that Siva-1 forms a functional complex with Tyk2 and participates in the 
transduction of apoptotic signals of lymphocyte.  
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１．研究開始当初の背景 
(1) インターフェロン(IFN)αによる抗腫瘍

作用の細胞内シグナル伝達経路に Tyk2
は必須の物質である。 

 

(2) 私は、Tyk2 下流の物質をクローニングす
るため、Tyk2 を bait とした two-hybrid
スクリーニングを行い、Tyk2 と会合する
分子として Siva-1 をクローニングした。 
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(3) Siva-1 は細胞のアポトーシスを促進する
proapototic 蛋白であること、遺伝子座は
第 14 番染色体上であることが報告され
ていた。 

 
(4) Siva-1 がリンパ球の細胞増殖抑制作用に

おける、Tyk2 下流のシグナル伝達物質で
ある可能性を考えた。 

 
(5) 第 14 番染色体転座を有する悪性リンパ

腫(濾胞性リンパ腫やマントル細胞リン
パ腫)では、Siva-1 蛋白の発現が障害され、
細胞のアポトーシス機構が破綻し腫瘍化
している可能性を考えた。 

 
 
２．研究の目的 
(1) リンパ球の細胞増殖抑制作用に Tyk2→

Siva-1 のシグナル伝達経路が存在するか
どうか明らかにする。 

 
(2) 第 14 番染色体転座を有する悪性リンパ

腫の発症あるいは病態に、Siva-1 が関与
しているかどうかを明らかにする。 

 
 
３．研究の方法 
(1) Siva-1 と Tyk2 の生化学的解析 

① Tyk2 と Siva-1 の細胞内での会合を
明らかにする。次に、Siva-1 の各ド
メインに注目して Siva-1 の
deletion 変異体を作成し、Tyk2 と
の会合部位を明らかにする。 

② チロシンキナーゼである Tyk2 が
Siva-1 をリン酸化するかどうかを
明らかにする。次に、Siva-1 の各チ
ロシンをフェニルアラニンに置換し
た変異体を作成し、Tyk2 により
Siva-1 のどのチロシンがリン酸化
されるかを明らかにする。 

以上を 293T 細胞を用いて、免疫沈降法とウ
エスタンブロット法を中心に解析する。 
 
(2) Siva-1 と Tyk2 の機能的解析 
マウス proB 細胞である Ba/F3 細胞を用いて、
以下の手順で解析する。 

① Tyk2 を恒常的に発現している、
Ba/F3/Tyk2 細胞を樹立する。 

② Ba/F3 細胞に Siva-1 を導入し、従来
の報告どおり細胞にアポトーシスが
生じるかどうか確認する(アネキシ
ン染色後、FACS にて測定)。 

③ Siva-1 導入によって生じるアポト
ーシスの割合を、Ba/F3 細胞と
Ba/F3/Tyk2 細胞とで比較する。 

④ (1)の①や②で作成した Siva-1 の
deletion 変異体やリン酸化されな

い変異体を Ba/F3/Tyk2 細胞に導入
し、生じるアポトーシスの割合を、
野生型 Siva-1 を導入した場合とで
比較する。この③④の実験により、
Siva-1 のアポトーシス誘導能が
Tyk2 によりどう影響されるかを明
らかにする。 

 
(3) 第 14 番染色体転座を有する悪性リンパ
腫の発症に Siva-1 が関与しているかどうか
の検討 

① 悪性リンパ腫患者およびコントロー
ルのリンパ節検体に関して、患者か
ら文書による同意を得た後に検体の
提供を受ける。 

② 提供をうけたリンパ節検体の中から
無作為に、第 14 番染色体転座を有す
る濾胞性リンパ腫患者 3名, マント
ル細胞リンパ腫患者 3名, 組織診断
の結果リンパ腫ではなかったもの
(反応性リンパ節炎)や固形腫瘍のリ
ンパ節転移であったものをコントロ
ールとしてそれぞれ 3名ずつほど抽
出する。 

③ リンパ節を抗 Siva-1 抗体で免疫染
色し、②の 4群間で染色度を比較す
る。 

④ リンパ節より蛋白を抽出し、全体の
蛋白量を一定にそろえた上で抗
Siva-1 抗体をもちいたウエスタン
ブロット法で Siva-1 蛋白の発現量
を比較する。 

⑤ リンパ節より RNA を抽出し、RT-PCR
法により Siva-1 の mRNA 量を比較す
る。 

 
 

４．研究成果 
(1) Siva-1 と Tyk2 の生化学的解析 

① Siva-1は 293T細胞内でTyk2と会合
した。会合部位は、Siva-1 の N 末で
あった。 

② Siva-1 は Tyk2 によりリン酸化され
た。Tyk2 によりリン酸化を受けるの
は Siva-1 の 53 番と 162 番のアミノ
酸であるチロシンであった。 

以上より、Siva-1 は生化学的に Tyk2 の
基質であることを明らかにした。 
 

(2) Siva-1 と Tyk2 の機能的解析 
（下図参照） 

① Ba/F3 細胞に Siva-1 を導入すると、
約 18%の細胞にアポトーシスが生じ
た(コントロール <5%)。 

② Ba/F3/Tyk2 細胞に Siva-1 を導入す
ると、生じるアポトーシスの割合は
約 40%と 2 倍以上に増加した。 



 

 

③ Siva-1 の N末を削除した、Tyk2 と会
合できない Siva-1-G 変異体を
Ba/F3/Tyk2 細胞に導入して生じる
アポトーシスの割合は約 16%と
Ba/F3 細胞に導入した時と同程度で
あり、野生型 Siva-1 を Ba/F3/Tyk2
細胞導入時にみられたようなアポト
ーシスの増加はなかった。 

④ これらの結果より、Siva-1 が細胞内
で Tyk2 と会合することによって、
Siva-1 が本来有するアポトーシス
誘導能が亢進することが示唆された。
Tyk2 による Siva-1 のリン酸化が、
Siva-1 のアポトーシス誘導能の亢
進に関与しているかどうかは、現在
検討中である。 

 
(図) Siva-1 導入により生じる 

アポトーシスの割合(%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
(3) 第 14 番染色体転座を有する悪性リンパ
腫の発症に Siva-1 が関与しているかどうか
の検討 
文書による同意を得た結果、目標とする数の
悪性リンパ腫患者およびコントロールのリ
ンパ節検体の提供を受けることができた。現
在、Siva-1 の発現量について当初の計画に基
づいた方法で解析を進めている。 
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