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研究成果の概要（和文）：サイトカイン情報伝達分子gp130の下流で動き、細胞老化誘導にも関わるStat3の活性
制御機序解明の一環として質量分析法により新規STAT3タンパク質修飾を見いだした。この部位の変異は標的遺
伝子発現に部分的に影響した。詳細機序解明のため新規STAT3修飾部位認識抗体の作成を行い、条件により使用
可能な抗体が得られた。正常2倍体細胞におけるgp130-Stat3下流で機能発揮に関与する分子であるIGFBP5遺伝子
の転写活性化にStat3シグナルが直接働く可能性が示唆された。更に gp130-Stat3下流で動く老化関連分子群を
見いだし、これらも併せて協調的に細胞老化誘導に働く可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：To clarify the mechanism of gp130, a common cytokine signal transducer for 
the Interleukin-6 family of cytokines, and downstream Stat3 signaling in the induction of cellular 
senescence, we identified a new modification site on Stat3 by mass spectrometry-based proteomic 
analysis. Mutation at this site partially affected target gene expression. To elucidate the detailed
 mechanism, affinity-purified polyclonal antibodies recognizing the novel STAT3 modification site 
were generated and revealed it works under certain conditions. The results suggest that Stat3 
signaling may act directly on transcriptional activation of the IGFBP5 gene, a molecule that exerts 
its function downstream of gp130-Stat3 in normal diploid cells. We found a group of 
senescence-associated effector molecules that were induced downstream of gp130-Stat3 signaling and 
revealed that they might act cooperatively in the induction of cellular senescence.

研究分野： 分子細胞生物学

キーワード： サイトカイン　細胞内情報伝達
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研究成果の学術的意義や社会的意義
「サイトカイン」と呼ばれる主に糖タンパクからなる生体物質は，老化，恒常性，代謝系，免疫応答，神経系な
どの高次機能の発揮に重要な働きをもつ物質である。またその機能の破綻ががんや自己免疫など様々な疾患に繋
がることがある。疾患の機序解明や治療法の開発には細かな分子レベルでの作用機序の理解が必要とされる。本
研究で見いだされたサイトカインシグナル伝達分子Stat3の修飾の意義と、細胞老化制御における機序を発端と
して、新たなサイトカインシグナルの機序と役割の解明並びに制御法の開発に繋がっていくと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
老化は様々な要因が複雑に絡みあって引

き起こされる。したがって機序解明には個体
レベルの研究はもちろん細胞レベルでの機
序解明の必要があり、両解析アプローチによ
り統合的に判断していく必要がある。培養細
胞レベルにおいて従来から知られていた一
定の分裂回数を過ぎると誘導される分裂老
化以外にも、がん遺伝子・がん抑制遺伝子の
異常な振る舞いや、DNA 損傷などの様々なス
トレスによって早期に細胞老化が誘導され
る現象がみいだされてきている。一方で、
様々な細胞の運命決定に関わる液性因子で
あるサイトカインの老化誘導･制御における
位置づけを明らかにした研究は少なく、詳細
な分子機構は不明であった。 サイトカイン
シグナル伝達分子 gp130 (CD130)の主要な伝
達路として知られている signal transducer 
and activator of transcription 3 (Stat3)
は、その過剰な活性化ががん化に寄与すると
いう様々な報告があるが、がん細胞と正常細
胞とではどうやらその位置づけが異なるも
のと考えられた。近年、老化誘導ががん化の
抑制をはじめ様々な疾患に拮抗的に働くこ
とが明らかになってきていることもあり、正
常細胞における gp130を介する情報伝達経路
によって活性化される Stat3を中心とした情
報伝達系の位置づけを再考することは意義
があるものと考えた。Stat3 は正常細胞にお
いて老化の促進に働くことを明らかにする
ことができたので、将来的な制御系開発も見
据え、更に詳細な Stat3 の活性化機序の解明
と、Stat3 の下流のエフェクター分子の活性
化に至る経路の解明が必要であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 
(1) Stat3 活性制御による老化制御系を利

用した疾患治療応用への基礎的検討のため、
Stat3 の活性制御に関わるような新規のタン
パク質修飾を見いだし修飾状況の変動と活
性の相関の機序を調べる。 
 
(2) 正常 2倍体細胞におけるサイトカイン

シグナル伝達分子gp130から老化に至る機序
の解明を行う。特に Stat3 の機能の発揮に関
連するエフェクター分子の同定と活性化機
序について解明する。 
 
３．研究の方法 
(1) Stat3 の活性化制御に関与する新規の

Stat3 修飾系の同定 
 
3xFlag-tag ペプチドをＮ末端に付加した

Stat3 を発現させた細胞を Interleukin-6 
(IL－6)で刺激し gp130-Stat3 シグナルを活
性化した後に、細胞抽出液を調製した。抗
Flag 抗体で精製後、SDS-PAGE で更に精製を
行った。タンパク質染色で可視化されたバン

ドを切り出し、プロテアーゼでゲル内消化後、
溶出物を得た。ナノフロー逆相カラムで分離
後 QSTAR-QqTOF Tandem Hybrid 型質量分析機
をもちいた質量分析を行った。質量分析機は
研究の協力者である大阪市立大学医学研究
科 鰐淵英樹教授が所有する機器を用いた。
RNA 干渉法により Stat3 をタンパク質ノック
ダウンした細胞株を作成し、その細胞におい
て RNA干渉効果に影響されずかつ新規の修飾
部位に変異を与えた Stat3変異体発現できる
ような細胞株をレンチウィルスベクター発
現系で樹立した。 
 
(2)抗 Stat3 修飾部位認識抗体の作成 
 
新規 Stat3 修飾部位を含むペプチドを設

計・合成し、キャリアタンパクに結合させた
後に家兎に対して複数回免疫した。部分採血
した血清中の抗体価の上昇を ELISA法で確認
した後、全採血を行った。更に非修飾ペプチ
ド固定化クロマトグラフィーにより未修飾
部位認識抗体を除去し、Stat3 の修飾された
部位を含むペプチドを用いたアフィニティ
ークロマトグラフィーにより特異抗体の精
製を行った。 
 
(3)Insulin-like growth factor binding 

protein 5(IGFBP5)の転写活性測定系の構築 
 
活性化された Stat3の下流でエフェクター

分子として老化誘導に関わる分子である
IGFBP5 の転写活性に与える影響について検
討を試みた。IGFBP5 遺伝子の 5’非翻訳領域
の遺伝子をクローニングし、ルシフェラーゼ
レポーターアッセイ用のプラスミドに組み
こんだ。コントロールとして恒常的に発現す
る Renilla ルシフェラーゼを用いたデュア
ルレポーターアッセイ法の構築を行った。 
 
(4) Stat3 の新規老化関連標的分子の同定 
 
老化に関与すると報告がなされている分

子群の遺伝子発現における、gp130-Stat3 シ
グナルの関与を調べるため、野生型細胞と
Stat3 ドミナントネガティブを発現させたヒ
ト正常繊維芽細胞において, IL-6刺激有無で
の遺伝子発現の変化を qRT-PCR法によって調
べた。 
 
４．研究成果 
(1) Stat3 の新規の修飾系の同定と役割の

解明 
 
Stat3 の新規のタンパク質修飾部位の同定

と制御機序の解明を目的として、gp130 シグ
ナル活性化下の Stat3を精製し修飾状況を質
量分析法で調べた。その結果、新規の Stat3
修飾部位の同定に成功した。ヒト肝実質細胞
株において Stat3を RNA干渉法によりノック
ダウンした細胞株において、ノックダウン効



果に影響されずかつ新規のStat3修飾部位に
変異を与えた Stat3変異体を発現できるよう
な細胞株をレンチウィルスベクター発現系
で樹立した。野生型 Stat3復帰株に比較して、
変異体導入細胞株においては、IL-6 応答性の
SOCS3遺伝子発現が 38％程度に抑制されてい
た。 一方で活性型 Stat3 の新規修飾部位に
変異を与えた場合は、抑制効果が認められな
かった。これらのことより、Stat3 の活性化
に新規の修飾が部分的に寄与している可能
性が示唆された。新規の Stat3 修飾の変化を
質量分析法による定量的な捉える試みを行
った。条件検討を行ったが、対象物の物性的
にも困難と考えられた。抗体を用いた新たな
検出系の樹立が必要と考えられた。以上より、
Stat3 の活性化に関わると考えられる新規の
修飾部位を見いだし、新しい活性制御機序の
解明につながる知見が得られた。結果の一部
をまとめ、学会報告を行った。 
 
(2) Stat3 の新規修飾部位に対する抗体の

作成 
 
gp130 シグナル下の Stat3 の活性化には複

数の修飾が関与し、それらが連動することに
より活性の ON/OFF が制御されている。新規
Stat3 修飾部位の修飾状態を認識する抗体を
作成し、修飾部位の役割の連動性を明らかに
するとともに、更に新たな修飾部位の解明、
修飾に関わる分子の同定と機序の解明並び
に表現型における位置づけを明らかにして
いきたいと考えた。新規修飾を付加したペプ
チドを作成し家兎に免疫した。採取血清中の
抗体価の上昇を ELISA法で確認後全採血を行
った。非修飾ペプチド固定化セファロース素
通り画分を、修飾部位ペプチド固定化セファ
ロースを用いたアフィニティクロマトグラ
フィーに供し、精製抗体を作成した。活性化
Stat3 を変性条件下で SDS-PAGE で展開後、常
法によるウェスタンブロッテイング法で検
出を試みたが検出できなかった。更には抗体
検出賦活化条件でも試みたが、検出はできな
かった。一方で活性化 Stat3 を非変性条件下
ドットブロット法において検出を試みた結
果、特異性を確認でき使用できるものとして
判断した。HepG2 細胞において非刺激･IL-6
刺激条件下で細胞抽出液を調製し、ドットブ
ロット法を用いて新規 Stat3 修飾部位の
gp130 シグナル依存的な修飾変化を確認した。
今後は、更に多様途に使用出来る抗体の作成
を検討する余地が残された。結果の一部をま
とめ学会報告を行った。 
 
(3) Stat3 の修飾と制御機序については、

Stat3 のセリン 727 のリン酸化が、これまで
知られる転写活性の増強作用に加えて、核内
のチロシン脱リン酸化酵素 TC45 を通じてリ
ン酸化チロシン 705の脱リン酸化を促進する
ことで、Stat3 活性の持続を短くするという
新規役割を見いだしてきたが、更に詳細な機

序を明らかにするためにStat3の各種の変異
体を作成し、リン酸化チロシン 705 の脱リン
酸化に寄与する新たな部位を特定した。この
部位を含む合成アミノ酸並びに大腸菌発現
精製タンパクを調製し表面プラズモン共鳴
法での結合・解離の状況を解析したが結合は
認められなかった。結果の一部をまとめ、学
会発表を行った。 
 
(4) gp130-Stat3 シグナル系が IGFBP5 の

転写活性に与える影響 
 
gp130 シグナルの下流で活性化された

Stat3 の更に下流でエフェクター分子として
老化誘導に関わる分子である IGFBP-5遺伝子
の 5’領域の遺伝子をクローニングし、ルシ
フェラーゼ遺伝子と融合させたレポーター
遺伝子を作成した。トランスフェクション効
率補正のための恒常的発現型 renilla ルシ
フェラーゼ遺伝子とともにヒト正常繊維芽
細胞に一過性に導入しデュアルルシフェラ
ーゼアッセイを実施した。gp130 シグナルを
活性化させた場合のレポーターの応答性を
調べた結果、2.5 倍程度の上昇が認められた。
一方で、gp130 シグナル活性化に IGFBP5 の遺
伝子発現をqRT-PCR 法によって調べたところ
8倍の上昇が認められた。レポーターアッセ
イの結果は低い結果になったが、クローニン
グした領域がプロモーター領域として転写
活性の一部に加担しているものと考えた。 
 
(5) gp130-Stat3 シグナル下流下の新規老

化関連標的分子の同定 
 
これまでに老化誘導に関わると報告がな

されている分子群の中に正常 2倍体細胞に於
けるgp130-Stat3シグナル下の老化制御系に
於いても影響するものがあるかどうかを調
べた。正常繊維芽細胞に Stat3 ドミナントネ
ガティブを発現させ細胞Stat3活性化を抑え
た細胞を作成するに当たり、gp130 シグナル
を活性化させた場合の遺伝子発現の変化を
調べるに当たり、レンチウイルスベクター発
現系を用いて継代数が少ない細胞に対して
効率的に導入することができ、継代数を経ず
に実験が可能な系を構築した。正常並びに
Stat3 ドミナントネガティブを発現繊維芽細
胞、それぞれに対し gp130 シグナルを活性化
させ、qRT-PCR 法によって発現に違いがでて
くる遺伝子の同定を行った。その結果、gp130
シグナルで活性化されるもののStat3活性化
を抑えた場合発現がなくなる遺伝子 2種を見
いだした。見いだされた 2つの分子は
gp130-Stat3の下流で動くIGFBP5を RNA干渉
法によりタンパク質レベルをノックダウン
させた場合でもなおも残る gp130-Stat3 シ
グナル下流下細胞老化誘導を担う分子であ
る可能性が考えられた。 
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