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研究成果の概要（和文）：　STAPアダプター蛋白の作用機序を解析するとともに病態形成に及ぼす影響を解析し
た。
　STAP蛋白がCD3-ITAMドメインやLCKとの結合を介してT細胞受容体シグナルを増強することを見出した。また、
STAP-1が慢性骨髄性白血病幹細胞の生存・維持に関与していることを明らかにした。さらに、STAPトランスジェ
ニックあるいは野生型マウス由来骨髄細胞を移植するGVHDモデル実験から、Tリンパ球に発現するSTAPは移植片
対宿主病を増強させることも見出した。
　以上、STAP蛋白の新しい機能を見出すとともに、慢性骨髄性白血病や移植片対宿主病の治療・予防に関して
STAP阻害剤の臨床応用の可能性を示した。

研究成果の概要（英文）： We analyzed functional mechanisms of adaptor protein STAP and possible 
involvement in disease development.
 We newly found positive regulation of T-cell receptor signals by STAP through its binding to LCK 
and CD3-ITAM. We also showed that STAP is involved in maintenance of chronic myelocytic leukemia 
stem cells. We established GVHD experimental model using STAP-transgenic mouse, and found that 
over-expression of STAP in T-lymphocytes highly enhanced clinical symptoms of graft-versus-host 
disease.
 Therefore, we could show potential of clinical utilities of STAP-inhibitors in the fields of the 
elimination of  chronic myelocytic leukemia stem cells and the prevention and treatment of 
graft-versus-host disease after allogenic hematopoietic stem cell transplantation.

研究分野： 血液内科学

キーワード： STAP　アダプター蛋白　免疫応答　慢性骨髄性白血病　移植片対宿主病

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　STAPアダプター蛋白の免疫応答への関与を明らかにするとともに、慢性骨髄性白血病や移植片宿主病の病因・
病態へのSTAPの関与を明らかにした。このことは、自己免疫疾患などの難治性疾患や一部の腫瘍において、STAP
人為的操作による治療の可能性を示唆するものである。STAP阻害剤開発後の治療対象疾患の縛り込みに成功し
た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 Signal transducing adaptor protein (STAP)分子は、PH ドメイン・SH2 様ドメイン・
proline-rich 領域を持つアダプター蛋白である。BCR-ABL, LMP-1, STAT3, MyD88, IKK-beta, Cbl, 
Vav1, caspase8 などシグナル伝達の鍵分子と結合することで、STAP が、 (1) IL-6 刺激時の急
性期蛋白誘導を増強する (2) TLR 刺激時の NF-kappaB 活性化を促進する (3) T リンパ球の
fibronectin 接着を減弱する (4) SDF-1 へのリンパ球遊走を促進する (5) Fas 刺激後の細胞死
を促進する (6) BCR-ABL 由来シグナルを増強する (7) EB ウイルス産物 LMP-1 依存性増殖を抑
制することを報告してきた。これら事実は、STAP 蛋白が免疫応答・炎症反応や一部腫瘍化に関
与する可能性を示唆している。 
 
２．研究の目的 
 STAP 蛋白人為的操作による慢性骨髄性白血病や造血幹細胞移植後 Graft-versus-host 
disease (GVHD)に対する新しい治療法開発の可能性を検討する。 
 
３．研究の方法 
(1) 細胞株への遺伝子導入 
HEK293T 細胞への遺伝子導入はリン酸カルシウム法で行った。Jurkat 細胞への遺伝子導入は

電気穿孔法で行った。恒常発現株は、1 mg/mL G418 を含む培養メディウムを用いて 2週間薬剤
選別した上で、限外希釈法の手法で G418 耐性細胞株を単クローン化した。 
(2) STAP-1/2 トランスジェニック／ノックアウトマウス 
既に作製されている LCK および Eμエンハンサー下流で遺伝子を過剰発現するマウス

(Tg マウス)および遺伝子欠損マウス(KO マウス)を用いた。 
(3) 免疫沈降法とウエスタンブロット解析 
50 mM Tris-HCl (pH 7.4)、0.15 M NaCl、1% NP-40、1 mM PMSF、1 mM Na3VO4)にて細胞を可

溶化し、遠心分離後の上清を細胞可溶化物とした。細胞ライセートに目的タンパク質に対する
抗体と担体(Protein A sepharose or Protein G sepharose)加えて、免疫沈降を行った。SDS-PAGE 
にてタンパク質を分離した後、タンパク質を PVDF 膜に転写した。1%ウシ血清アルブミンで 30 
分間ブロッキングした後に、一次抗体に続いて HRP 標識二次抗体と反応させ化学発光により X 
線フィルム上に検出した。 
(4) T 細胞受容体シグナル活性化 
抗 CD3 抗体(5-10 μg/mL)と抗 CD28 抗体(3 μg/mL) を加えた後、37 ℃でインキュベートし

した。 
(5) フローサイトメトリー解析 
目的細胞を FACS バッファー(2% FCS/0.05 % NaN3/PBS)に懸濁し、蛍光標識モノクローナル抗

体と反応させた。洗浄した後に、フローサイトメーターGallios (Beckman Coulter)によりデー
タを取得し FlowJO (Version 10)で解析した。 
(6) 慢性骨髄性白血病モデル実験 
STAP 欠損マウスおよび野生型マウスから造血幹細胞(HSC)分画（Lineage- Sca-1+ c-kit+）を

採取して、BCR-ABL 発現ウイルスベクター（GFP 産生あり）を導入した。GFP 陽性細胞を FACSAria
にて回収し、放射線照射した免疫不全マウスに静脈内接種した後の CML 発症を観察する。末梢
血への白血病細胞出現・脾腫・生存率を評価した。 
(7) 移植片対宿主病（GVHD）モデル実験 
移植細胞として C57BL/6 マウス由来血球細胞、レシピエントとして BALB/C マウスを用いる同

種骨髄移植実験系を確立した。リンパ球除去骨髄をドナー細胞として、致死量の放射線を全身
照射したBALB/Cマウスに尾静脈から5x10e6移植細胞を輸注した。移植後90日までの生存、GVHD
症状を経時的に評価した。
GVHD 症状については、①体
重減少(day0 に対する減少
率%) ②姿勢 ③活動性 
④毛並み ⑤皮膚強度 を
基にスコア化し、総合的な重
症度を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) リンパ造血細胞におけ
る STAP 遺伝子発現解析 
 STAP1およびSTAP2遺伝子
は、造血幹細胞レベルから成
熟リンパ球の段階までユビ
キタスに発現していた。
STAP1遺伝子はB細胞で発現
が高い傾向を認めるのに対
し、STAP2 は T リンパ球系統



で発現が上昇していた。 
(2) STAP による T細胞受容体活性化機構の解明 
① CD4+ T 細胞を脾臓から分離し、抗 CD3 抗体および補助シグナル分子である CD28 に対する抗
体で刺激した後に培養上清に含まれる IL-2 量を ELISA 法により測定した。結果、STAP-2 欠損
マウス由来 CD4+ T 細胞からの IL-2 産生量は、野生型マウス由来 CD4+ T 細胞と比較して有意に
減少した。一方、STAP-2 トランスジェニックマウス由来 CD4+ T 細胞からの IL-2 産生量は、WT
マウス由来 CD4+ T 細胞と比較して有意に増加していた（図 1）。抗 CD3/CD28 抗体刺激における
TCR シグナル下流分子の活性化をチロシンリン酸化型シグナル分子に対する抗体を用いたウエ
スタンブロット法にて検討した。結果、T細胞受容体シグナル伝達を介する IL-2 の産生におい
て重要な役割を担っているキナーゼ分子 ZAP-70 のリン酸化が STAP-2 欠損マウス由来 CD4+ T
細胞では減弱、STAP-2 トランスジェニックマウス由来 CD4+ T 細胞では亢進していた。また、
刺激に伴う下流のシグナル分子 PLC-γ1や ERK のリン酸化も STAP-2 欠損マウス由来 CD4+ T 細
胞では減弱、STAP-2 トランスジェニックマウス由来 CD4+ T 細胞では増強していた。これらの
結果から、STAP-2 が、T
細胞受容体シグナルを正
に制御することで T 細胞
活性化を増強することが
示唆された。 
② TCR シグナル伝達は、T
細胞受容体刺激により、
CD4またはCD8と会合して
いるキナーゼ分子 LCK が
活性化されて T 細胞受容
体複合体構成分子である
CD3ζにリクルートされる。
その後、LCK が CD3ζ内の
ITAM (Immunoreceptor 
Tyrosine-based 
Activation Motif)をチロ
シンリン酸化することで
下流分子に対するシグナ
ル伝達が誘導される。STAP-2 が CD3ζ及び LCK と直接相互作用するかどうか免疫沈降法による
解析を行った（図 2）。結果、STAP-2 を発現させた Jurkat 細胞において未刺激時では両分子と
の相互作用が観察されなかった。しかし、T細胞受容体刺激により STAP-2 と CD3ζとの結合が
誘導された。さらに、T細胞受容体刺激により STAP-2 は LCK とも強く結合するようになった。
これらの結果から、 STAP-2 は、T細胞受容体刺激依存的に LCK 及び CD3ζ両分子と相互作用す
ることで、LCK による CD3ζリン酸化を増強すると考えられた。 
(3) STAP による慢性骨髄性白血病の発症・病態への関与 
 STAP は、慢性骨髄性白血病の原因遺伝子異常である BCR-ABL と結合し、BCR-ABL の自己リン
酸化や下流シグナルを亢進させる。そこで、STAP による慢性骨髄性白血病の発症・病態への関
与を解析するために、慢性骨髄性白血病モデルを確立した。STAP-1 欠損マウスおよび野生型マ
ウスから造血幹細胞分画（Lineage- Sca-1+ c-kit+）を採取して、BCR-ABL 発現ウイルスベクタ
ーを導入し、
放射線照射
した免疫不
全マウスに
静脈内接種
した。結果、
STAP-1 を欠
損 す る
BCR-ABL 造
血幹細胞を
移植したレ
シピエント
マウスは、
STAP を発現
す る
BCR-ABL 造
血幹細胞を
移植したマ
ウスと比較して、より長い生存が認められた。STAP-1 を欠損する BCR-ABL 造血幹細胞を移植し
たレシピエントマウスでは、慢性骨髄性白血病幹細胞の絶対数が著明に減少していた（図 3）。
また、その原因として、STAP-1 を欠損する慢性骨髄性白血病幹細胞では強いアポトシスが誘導



され、生体内での白血病幹細胞を維持できないことが明らかとなった。これらの結果から、造
血幹細胞に発現している STAP-1 が慢性骨髄性白血病幹細胞の生体内維持に重要であると考え
られた。 
(4) 移植後 GVHD に対する STAP 蛋白の意義 
GVHDモデルとして、移植細胞としてC57BL/6マウス由来血球細胞、レシピエントとしてBALB/C

マウスを用いる
同種骨髄移植実
験系を用いた。
本検討での GVHD
モデルではリン
パ球除去骨髄を
用いたため、移
植後急性期に強
い免疫応答は認
め な か っ た 。
BALB/C マウスを
ドナーとした場
合は、放射線照
射による一過性
の体重減少が出
現した後、体重
は徐々に回復す
るが、C57BL/6 WT
マウスをドナー
とした同種移植
モデルでは、移植後 30日頃より体重はやや低下し、同種免疫応答が起きている事が示唆された。
ただし、明らかな腸炎や皮膚炎といった GVHD 症状は認めなかった。STAP-2 トランスジェニッ
クマウスをドナーとした場合、移植後 30日頃より腸炎・皮膚炎を伴う体重減少が出現した。WT
ドナーでの移植では、ほぼ全例が生存する(91.7%)のに対し、STAP-2 トランスジェニックドナ
ー移植の場合は、day60 生存率は 22.2%に低下した。移植後の体重減少率、GVHD スコアについ
ても、有意に STAP-2 トランスジェニ
ックマウスドナー群で有意に悪化し
た（図 4）。同様の検討を、STAP-1 ト
ランスジェニックマウスを用いて行
ったところ、生存率は WT と同等であ
ったが、GVHD 症状を示す指標はいずれ
も統計学的有意差を持って増悪した。
一方、STAP-1/2 欠損マウスを用いた検
討では、STAP-1 欠損、STAP-2 欠損と
もに、WT に比して GVHD 症状は軽微で
あった。移植後 60日および 90 日の時
点で、移植マウスから各臓器を回収し、
病理学的検討を行った。観察所見と一
致して、皮膚、腸管組織はリンパ球浸
潤を伴う炎症所見を示し、GVHD を発症
している事が確認された（図 5）。また、
トランスジェニックマウスを移植し
たレシピエントの胸腺は、STAP-1、
STAP-2 ともに著明に萎縮していた。末
梢血での CD4+ CD25+ 細胞数をフローサイトメトリーで解析したところ、制御性 T リンパ球は、
特に STAP-2 トランスジェニックドナーの場合に低下していた(移植後 60 日での細胞数 WT vs 
STAP-2 Tg; 44.0 /μL vs 18.2 /μL; p<0.05)。これらの結果から、移植後にレシピエント造
血器内で再構築されたリンパ球での STAP-１および STAP-2 が、同種免疫反応調整に大きな役割
を担っている事が明らかになった。 
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