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研究成果の概要：サイトカインシグナル抑制因子 SOCS3 の相互作用因子として DP-1 を見出

し、この相互作用による両者の機能の相互干渉を見出した。特に SOCS-3 の癌抑制機能の１つ

が DP-1 の転写活性化能の抑制であると推測された。また、細胞膜透過性 RARaタンパク質発

現系を確立し、RARa-PML 融合タンパク質を原因とする白血病患者由来の細胞を好中球に分

化させることに成功した。細胞膜透過性 SOCS-2,3 の発現系の確立にも成功した。また SOCS-7
相互作用因子として TRIP6 を同定した。 
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１．研究開始当初の背景 
(1)サイトカインシグナル抑制因子 SOCS 
(Suppressor of cytokine signaling)はJAKキ
ナーゼを抑制することで JAK-STAT シグナ
ル伝達経路を抑制するタンパク質として知
られていたが、その他の機能は不明な点が多
かった。また、SOCS-1,2,3 は癌組織におい
てその遺伝子プロモーターがメチル化され
発現が抑制されることから、癌抑制タンパク
質と考えられていたが、その直接的な分子メ
カニズムは不明であった。そこで、本研究で
は、酵母 Two-hybrid スクリーニングにより

SOCS-3 相互作用因子の検索を行なっていた。
その候補因子の一つに細胞周期調節性の転
写因子 DP-1 があった。DP-1 と SOCS-3 の
相互作用は細胞内での強制発現系では認め
られたが、個体内での相互作用は不明であっ
た。また、強制発現系においては、DP-1 と
SOCS-3 の相互作用は相互の機能を干渉する
作用が見られたが、siRNA を用いた研究は検
討されていなかった。本研究を進める段階で
作成した DP-1 の C 末端側の欠失変異体は発
現が極めて悪かった。以前本研究で見出して
いた DP-1 alpha と beta アイソフォーム（い
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ずれも DP-1 の C 末端側を欠いている）の発
現も極めて悪かった。以上の結果より、DP-1
の C 末端側には DP-1 タンパク質の安定化に
係る領域が存在すると予測していた。 
(2)近年、ドラッグデリバリーシステム(DDS)
開発が進んでいるが、そのうちの１つである
細胞膜透過性ペプチドタグを有用タンパク
質に繋ぎ、細胞に導入する方法の開発も進ん
でいる。本研究では、2005 年に Hawiger 教
授等のグループより報告された MTM 
(Membrane translocating motif) 融 合
SOCS-3 が、細胞内に容易に浸透し、
JAK-STAT 抑制能や LPS シグナル伝達系抑
制能を持つことが示されたことから、MTM
融合の SOCS-2,3 の発現プラスミドを作成し
ていた。また、ある種の前骨髄球性白血病で
は核内レチノイン酸受容体である RAR 
alpha と PML が染色体転座に伴う遺伝子組
み換えから融合タンパク質を産生し、これに
起因するこれら両タンパク質の機能欠損が
原因で白血病が発症することから、これらの
正常型タンパク質が導入出来れば、この病態
の改善が図れると考えられた。そこで、MTM
融合 RAR alpha タンパク質の発現プラスミ
ドも作成していた。 
(3)SOCS4-7 の研究報告は他の SOCS もしく
は CIS に比べて少なく、機能がよくわかって
なかった。SOCS4-7 は特徴として N 末端側
が大きく特異的な配列を持っている。 
 
２．研究の目的 
(1) SOCS-3 相互作用因子として見出してい
た DP-1 との相互作用について、詳細な解析
を行ない、その分子メカニズムを解明する。
個体内での SOCS-3 と DP-1 の相互作用を明
らかにする。これまでに強制発現系で得てい
たDP-1 とSOCS-3の相互作用に伴う機能的
な相互干渉作用が siRNA を用いても証明出
来るか検討する。DP−１アイソフォームのプ
ロテアソームによる分解に関与する領域の
詳細な解析を行ない、DP-1 のプロテアソー
ムによる分解機構の解明を目指す。 
(2) SOCS-2 タンパク質は成長ホルモンレセ
プターのシグナル伝達系を抑制することか
ら、細胞膜透過性 SOCS-2 ができれば、成長
ホルモンの過剰による先端巨大症の患者に
対するタンパク質療法の元となる発現系に
なると考えた。また SOCS-2 は SOCS-3 の分
解を促進することから、SOCS-3 の高発現が
原因となっているアレルギー性疾患（喘息や
リウマチ）のタンパク質療法にも有効である
可能性がある。 SOCS-3 タンパク質は
JAK-STAT シグナル伝達、LPS シグナルを抑
制することから、細胞膜透過性 SOCS-3 タン
パク質は抗炎症を中心としたタンパク質療
法に有効である可能性がある。また、DP-1
の活性を抑制することから、癌のタンパク質

療法としても用いられる可能性がある。RAR 
alpha と PML 融合タンパク質を産生する前
骨髄球性白血病では、多くの場合高濃度レチ
ノイン酸の投与により、一次的に回復するこ
とから、正常型の RAR alpha タンパク質が
これらの白血病細胞へ導入出来れば、生体内
のレチノイン酸濃度で好中球の誘導が可能
となるかもしれない。そこで、このタンパク
質の添加により培養癌細胞の増殖抑制や白
血病患者由来の細胞を好中球に分化させる
系を作る。以上より、細胞膜透過性タグ融合
の SOCS-2,3 および RARaタンパク質の大腸
菌による発現系を構築し、機能的な細胞膜透
過性タンパク質発現系を構築する。 
(3) SOCS4-7 の相互作用因子を新たに発見す
ることで、これまで未知であったこれらのタ
ンパク質の機能が明らかとなり、そのメカニ
ズムにより細胞内の機能の制御・調節が可能
となるかもしれない。そこで、発現量の少な
い遺伝子産物もスクリーニング可能な酵母
Two-hybrid 法により検索を行ない、この中
から細胞内で本当に相互作用する因子を選
択する。またこの相互作用による両タンパク
質への影響を調べる。これらの相互作用因子
の中から、機能的に SOCS4-7 の活性に影響
を与えるものを見出す。 
 
３．研究の方法 
(1)細胞内・個体組織内での SOCS-3 と DP-1
の相互作用の確認を免疫沈降—ウエスタン
ブロッティングにより解析する。SOCS-3 発
現時のフローサイトメトリーによる細胞周
期の測定を siRNA を用いて行なう。STAT3
や E2F/DP-1 の転写活性を指標としたルシフ
ェラーゼアッセイを siRNA を用いて行なう。
DP−１アイソフォームの分解機構の解析につ
いては、各種 DP-1 変異体とプロテアソーム
阻害剤 MG132 の組み合わせにより、分解抑
制領域、分解促進領域の決定を行なう。主に
HEK 293 細胞にトランスフェクション後、
細胞抽出液を作製し、この中の強制発現
DP-1 の分解度をウエスタンブロッティング
により解析する。 
(2) 細胞膜透過性タグ融合の SOCS-2,3 およ
び RAR alpha タンパク質の大腸菌発現系の
構築を通常の遺伝子組換え操作により行な
う。これらの細胞膜透過性タグ融合タンパク
質は大腸菌にて封入体として発現させる。グ
アニジン塩酸や尿素変性条件下ニッケルレ
ジンで精製する。種々のバッファーの組み合
わせで透析を行ない、透析によるリフォール
ディング系を確立する。FITC ラベルした細
胞膜透過性タンパク質を細胞に添加し共焦
点レーザー顕微鏡にて細胞内局在を確認す
る。細胞膜透過性タグ融合 SOCS-2,3 による
細胞増殖抑制の確認を行なう。細胞膜透過性
タグ融合 SOCS-3 による JAK-STAT 抑制能



の検証を、STAT3 の Y705 のリン酸化度を指
標としたウエスタンブロット解析により行
なう。SOCS-2 の GHR（成長ホルモンレセ
プター）結合能を調べる。細胞膜透過性タグ
融合RAR alphaタンパク質のDNA結合能の
確認をゲルシフトアッセイにて、また転写活
性化能の確認をルシフェラーゼアッセイに
て行なう。また、細胞膜透過性タグ融合 RAR 
alpha タンパク質とレチノイン酸による
PML/RAR alpha 融合遺伝子を持つ白血病患
者由来細胞の好中球分化を検証する。 
(3) 酵母 Two-hybrid 法による SOCS-7 相互
作用因子のスクリーニングを行なう。細胞内
での相互作用を確認するための免疫沈降法
を HEK 293 細胞における強制発現系で行な
う。相互作用因子との相互作用による細胞内
での局在の変化の確認を共焦点レーザー顕
微鏡で行なう。NF-kB の転写活性を指標とし
たルシフェラーゼアッセイによりSOCS-7と
その相互作用因子の働きを検証する。 
 
４．研究成果 
(1)個体（マウス）組織内で、SOCS-3とDP-1
が肺と精巣で発現することを見出し、これら
が組織内で相互作用することを見出した。
JAK-STAT系におけるSOCS-3のJAK抑制能
をDP-1は強力に阻害したが、この効果は
siRNAを使用した実験によっても確認できた
。E2F/DP-1の転写活性可能および細胞周期促
進能をSOCS3は抑制したが、この効果は
siRNAを使用した実験によっても確認できた
。本研究で発見したDP-1アイソフォーム
DP-1a,bの分解様式をウエスタンブロットに
より解析した結果、DP-1内の分解抑制領域が
DP-1のC末端側に存在することを確認した。
また、DP-1の様々な欠変異体とMG132を用
い、これらの分解様式をウエスタンブロット
により解析した結果、DP-1のプロテアソーム
分解に対する促進と抑制領域を発見した。 
(2) 細胞膜透過性タグ融合SOCS2,3および
RARaタンパク質の発現系確立を試み、これ
らの高発現系を確立した。これらの系につい
てはタンパク質変性条件下（8M尿素存在下）
でニッケルレジンを用いて完全精製し、その
後透析によりリフォールディング系の確立も
行なった。様々なバッファーで透析条件を検
討した結果、アルギニンを含んだバッファー
で透析した時が最もリフォールディング効率
がよく、その効率は20-40%であった。精製し
たタンパク質をFITCラベル後、共焦点レーザ
ー顕微鏡で確認したところ、各々の細胞内導
入を確認した。また、細胞内導入後、実際に
機能しているかの確認を各種アッセイ系によ
り行った。この結果、細胞膜透過性SOCS2は
成長ホルモンレセプターと相互作用し、細胞
増殖を抑制可能であることが判明した。細胞
膜透過性SOCS3はJAK-STATシグナル伝達

系を抑制可能であることが判明した。また、
DP-1と相互作用した。細胞膜透過性RAR 
alphaはin vitroの実験においてDNA結合能、
転写活性化能を保持していた。また、
PML/RAR alpha融合遺伝子を持つ白血病患
者由来の白血病細胞に投与したところ、この
細胞を顆粒球（好中球）へ分化させることが
可能であることが判明した。 
(3) 酵母 Two-hybrid screening により
SOCS-7 相互作用因子のスクリーニングを行
ない数個の相互作用候補因子を得た。細胞内
での相互作用を確認するため、HEK293 細胞
を用いて強制発現後免疫沈降法を行ない、
TRIP6 が相互作用因子の１つであることを
見出した。細胞内で両者の局在変化の確認を
行なったところ両者の局在は大部分で重な
った。また、NF-kB の転写活性を指標とした
ルシフェラーゼアッセイで、SOCS-7 は
TRIP6 の NF-kB のコアクチベーターとして
の機能を抑制した。 
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