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Mycolic acid､ arabinogalactan､ peptidoglycan (PGN)を構成成分とするBCG-cell wall
skeleton (BCG-CWS)には基本免疫括性化作用があり､癌切除患者に投与することで
癌再発を防ぐことが知られている｡最近､ BCG-CWSは抗原提示細胞である単球や樹

状細胞(Dendritic cell : DC)上に存在するToll-1ike receptor-2 (TLR-2)および-4により
認識されることが､当研究室において確認された｡ TLRは細菌やｳｲﾙｽに含まれる

成分､ Lipopolysaccharide (LPS)やPGN等を認識し､転写因子であるNF-KBを活性化
することで､免疫力を高めると考えられる｡特に､ immature DCから抗原提示能の高

いmature DCへの成熟化において重要な役割を担う液性因子､ TNF-αはNF-kBによっ

てその発現が制御されている｡ BCG-CWSによる抗癌作用は､ DCの成熟化と､それ
に伴った獲得免疫細胞-の抗原提示能の増加､および液性因子の放出による細胞性免

疫を括性化することで発揮されていると考えられるが､それら現象に関与する遺伝子
の情報は乏しい｡そこで､本研究では､まずBCG-CWSにより発現変動する遺伝子に

ついて情報を得るため､ Differential display法による解析を行った｡その結呆､新規遺

伝子sIMPLE (畠mall圭ntegral辿embrane巴rotein of theとysosome/1ate皇ndosome)を同定し
た｡

sIMPLEはLIIAF/PIG7の1塩基欠損遺伝子であり､この1塩基欠損により生じる
ﾌﾚ-ﾑｼﾌﾄの為､ sIMPLEはLITAF/PIG7とは異なったﾀﾝﾊﾟｸをｺ-ﾄﾞする｡

これまでに筆者はLITjU仲IG7が実在しないartificialな遺伝子であること､ sIMPLEが

ⅠⅠ型ﾘｿｿ-ﾑ膜ﾀﾝﾊﾟｸであること､ sIMPLEが単球および樹状細胞において
BCG-CWSや結核菌の生菌および死菌､ LPS､ TNF-α刺激により発現誘導されること

を明らかにしてきたが､機能については解明できていない｡ LITAFは単球をLPS刺激

した際に誘導されるTNﾄαの転写因子として報告されており､ pIG7はp53によって
発現誘導されることが明らかとなっている｡また､ pIG7についてはｱﾎﾟﾄ-ｼｽ-

の関与が推測されている｡LITAFおよびpIG7が実存しないﾀﾝﾊﾟｸであることから､

両ﾀﾝﾊﾟｸで報告されている機能がsIMPLEによって行われている可能性は高い｡ま
た､ sIMPLEがTNF-αの転写因子として機能しているのであれば､免疫系における

sIMPLEの重要性は高く､更に､結核菌感染により単球のｱﾎﾟﾄ-ｼｽが抑制される

ことから､ sIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽ関与の可能性も高いと考えられる｡以上のことか
ら､ sIMPLEの転写因子およびｱﾎﾟﾄ-ｼｽ関与の可能性について検討することにし

た｡

まず､ sIMPLEの転写因子としての可能性について検討を行った｡ sIMPLEは膜ﾀ
ﾝﾊﾟｸであり､転写因子として機能するには､膜から遊離する必要がある｡これまで

に､ mammalianではその証明が為されていないものの､酵母において､膜ﾀﾝﾊﾟｸが

ﾕﾋﾞｷﾁﾝ化を経て転写因子として機能するという報告が為されている｡その膜ﾀﾝ

ﾊﾟｸ､ SPT23は小胞体膜ﾀﾝﾊﾟｸであり､ ubiquitin ligase (E3)であるRSP5により認
識､ﾕﾋﾞｷﾁﾝ化され､膜貰通領域の手前でﾌﾟﾛﾃｱｿ-ﾑによる分解を経て転写因

子として機能する｡最近､ sIMPLEがE3であるNedd4と相互作用することが報告さ

れた｡ Nedd4はRSP5のmammalianﾎﾓﾛｸﾞであることから､ sIMPLEが酵母と同様



の機構により転写因子として機能しているという仮説を立て､実験を行った｡まず､

sIMPLEがNedd4と相互作用しているか､免疫沈降法により検討したところ､ SIMPLE

の-過的な過剰発硯状態でその結合を確認することができた｡ -方､同ｻﾝﾌﾟﾙに対

してﾕﾋﾞｷﾁﾝ化の有無について調べた結果､その現象は確認出来なかった｡また､
細胞分画法および免疫染色法による核移行､ EMSA法によるDNA結合能についても

解析を行ったが､仝ての結呆はsIMPLEが転写因子として機能していないことを裏付
けるものであった｡

次に､ SIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽ-の関与を明らかにすべく､ sIMPLE欠損細胞を樹

立しその表現系の解析を試みた｡ sIMPLE欠損細胞の作製には高効率で相同組み換え

体が得られるﾆﾜﾄﾘB細胞株DT40細胞を用いた｡ﾆﾜﾄﾘSIMPLE(cSIMPLE )を
ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞし､ｱﾐﾉ酸配列をﾋﾄsIMPLEと比較したところ､ N末端領域での13

ｱﾐﾉ酸の欠如を除き､ﾋﾄsIMPLE同様､膜貫通領域およびNedd4との相互作用motif

を有する事が明らかとなった｡次にcSIMPLE配列を基にtargeting vectorを構築し､
欠損細胞を作製したところ､cSIMPLE欠損細胞は野生型細胞と同様の増殖能を示した｡

また､細胞周期解析においても差異は確認出来なかった｡ DT40細胞はp53のnull細

胞であると報告されている､ -方で､抗ｶﾞﾝ剤であるAdriamycin (ADR)刺激によっ
てp53の発現が誘導されることが報告された｡また､ ADR刺激によってDT40細胞に

ｱﾎﾟﾄ-ｼｽを引き起こすことも報告されている｡ pIG7がp53によって発現誘導さ

れることから､ ADR刺激によるcSIMPLEおよびp53の発現誘導の確認と､ csIMPLE
欠損によるADR刺激によるｱﾎﾟﾄ-ｼｽの感受性の変化について検討を行った｡ま

ず､ csIMPLEおよびp53のADR刺激による発現誘導についてWestern blotにより検
討した結果､両ﾀﾝﾊﾟｸの発現誘導を確認することは出来なかった｡次に､ｱﾎﾟﾄ-

ｼｽの感受性の差異についてDNAの断片化を指標にFACSにより測定したところ､
若干ではあるもののcSIMPLE欠損細胞において､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ-の感受性が増大し

ている結果を得た｡

以上､本研究の結果を纏めると1)結核菌およびその構成成分により発現誘導され

る新規遺伝子､ sIMPLEを単離､同走した2) SIMPLEはﾘｿｿ-ﾑに局在するⅠⅠ型の

膜ﾀﾝﾊﾟｸであること明らかにした｡ 3) SIMPLEがｱﾎﾟﾄ-ｼｽを抑制する可能性を
示した｡現在､更に詳細なsIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽ-の関与についての検討を行って
いる｡また､最近､ sIMPLEのNF-KB分解への関与が報告されたことから､その可能
性についても確認を行っている｡
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BCG-cell wall skeleton (BCG-CWS)には基本免疫括性化作用があり､癌切除患者に投与

することで痛再発を防ぐことが知られている｡ BCG-CWSによる抗癌作用には､樹状細

胞(DC)の成熟化とそれに伴う-連の反応が関与すると考えられるが､それらの現象

に関与する遺伝子の情報は乏しい｡そこで､申請者は､ BCG-CWSにより発現変動する

遺伝子についての情報を得るため､まずDifferentialdisplay法による解析を行うことによ

り､ BCG刺激により誘導される新規遺伝子sIMPLE (Small lntegral Membrane Proteinofthe

LysosomenateEndosome)を同走した｡ sIMPLEはⅠⅠ型ﾘｿｿ-ﾑ膜ﾀﾝﾊﾟｸであり､単球

および樹状柵胞においてBCG-CWSや結核菌の生菌および死菌､ LPS､ TNF-a刺激により

発現誘導される｡

次に､その機能を明らかにするために､ SIMPLEの転写因子およびｱﾎﾟﾄ-ｼｽ関与

の可能性について検討を行った｡ sIMPLEは膜ﾀﾝﾊﾟｸであり､転写因子として機能す

るには､膜から遊離する必要がある｡これまでに､ mamalianではその証明が為されて

いないものの､酵母において､膜ﾀﾝﾊﾟｸがﾕﾋﾞｷﾁﾝ化を経て転写因子として機能す

るという報告が為されている｡しかし､ﾕﾋﾞｷﾁﾝ化の有無について調べた結果､その

現象は確認出来なかった｡また､細胞分画法および免疫染色法による核移行､ EMSA法

によるDNA結合能についても解析を行ったが､全ての結果はsIMPLEが転写因子として

機能していないことを裏付けるものであった｡

sIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽﾍの関与を明らかにするために､高効率で相同組み換え体

が得られるﾆﾜﾄﾘB細胞株DT40細胞を用いたsIMPLE欠損細胞を樹立しその表現系の

解析を試みた｡ csIMPLE欠損細胞は野生型細胞と同様の増殖能を示した｡抗ｶﾞﾝ剤であ

るA血amycin(ADR)刺激によるｱﾎﾟﾄ-ｼｽの感受性の変化について検討を行ったとこ

ろ､ DNAの断片化を指標にFACSにより測走したところ､若干ではあるもののcSIMPLE

欠損細胞において､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽへの感受性が増大している結果を得た｡

以上､本研究の結果より､ 1)結核菌およびその構成成分により発現誘導される新規遺

伝子sIMPLEの単離･同走､ 2)SIMPLEはﾘｿｿ-ﾑに局在するⅠⅠ型の膜ﾀﾝﾊﾟｸである

こと､ 3)SIMPLEがｱﾎﾟﾄ-ｼｽを抑制する可能性､などを明らかにした｡

以上のように､本論文はBCG-CWSの基本免疫括性化作用を遺伝子ﾚﾍﾞﾙで解析した

もので､学術上､応用上貢献するところが少なくない｡よって審査員-同は､本論文が

博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値あるものと認めた｡


