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STATs(signal transducers and activators of transcription)are transcription factors,

which lie at the end of cytokinc and gro、 vth signal transduction pathways.STATs also

play crucial rolcs in embryogenesis,including those pattem formation proccsscs that

require organised morphogenetic ccn movcmcnt.  Thus, it is no恥 7 of cxtremc

irnp9rtance to know what genes arc regulated by STATs,to understand the molecular

mechanism of deve10pmcnt.  For this putpose, wc use the ccHular slimc mould,

E)jεクθS′θιj″ηzグ′scο′グθ′′2,which is thc siinplest cukaryotes having STAT proteins,as

a model organismo Wc t� ed to identify suppressor gencs of sz4動 ,a one offour STAT

genes(DグーSZ42ι～の of DJεクοs′θ′jク

“
, using a cDNA overexpression library.

Although we identifled sevcral revertants during scrccning, identiflcation of the

suppressor has becn unsucccssful so far. Howcvcr, wc identiflcd a modifier gcnc,

、vhich encodes cyclic nucleotide phosphodiesterase that alters thc phenotype of thc

s′αん4-null. We also searchcd for gcnes, which are positively regulated by STATa by

usc of jれ s′′ンhyb�dization and identifled 13 genes.To kno、 v thc functions of some of

the genes, we created knockout mutants and found that a disruption of the Sノ Jθ8

gene, which encodes a putative extracellular mat� x protein, caused delayed



aggregation and formation of an abcrrant fruiting body、 vith a short frail-looking stalk.

Such dcfects are silnilar to the phenotypc of a s′ α′A―null strain. These data suggcst

that thc Sノ」θ∂ is onc of targcts for STATa and controls morphogenesis, possibly

through an intcraction bctween ccn surface and cxtraccnular lnatrices.

研究目的

STATは免疫応答や発生、細胞分化など多様な生命現象に関わる重要な多機

能転写因子で、生体内で他の多くのシグナル伝達系とも密接に関連 しシグナ

ルネットワークを形成 している。本研究では、 1)分子遺伝学的にサプレッ

サー遺伝子やその他の STAT関連遺伝子を同定する、 2)j4s,′クhybridzadon

法による発現パターンの比較から STAT標的遺伝子を同定し、これらの機能

を解析することで少 しでも多くの STAT関連シグナルを明らかにすることを

目標とした。

STATシグナルは進化的に保存されているが、ネットワークは高等なものほ

ど複雑になる。本研究で用いた細胞性粘菌は STATシ グナルを有する最も簡

単な真核多細胞生物である。それゆえ、STATシグナルネットワークも最も原

始的な簡単なものと予想される。細胞性粘菌の整ったゲノム情報インフラを

利用することで同定されるネットワークは、高等真核生物におけるゲノムレ

ベルでのシグナルネットワーク構築に多大な貢献をするものと期待される。

STATシ グナルを有する最も簡単な真核多細胞生物を用いて解析することで、

現在高等真核生物が有 している複雑なシグナルネットワークが進化的に獲得

された過程知ることができる。また、STATシグナルは酵母に存在しないとい

う事実から STATシ グナルネットワークの中で酵母に存在 しないものは多細

胞性獲得のために必要な重要な情報を含んでいると予想され分子進化学上貴

重な知見となりうる。

STATシグナルの異常が様々な疾患と結びついていることが最近明らかにな

つてきている。新規シグナルネットワークの発見はこれらの疾患の治療法の

確立に役立つものと予想される。特に、STATの機能としてガン細胞の浸潤、

播種に見られる細胞運動に関係する新規シグナルの発見が予想され、ゲノム



創薬の分野への寄与が期待 される。

研究経過

1.cDNA過乗J発現によるサプレッサースクリーニング系の構築

本研究では細胞性粘菌の分子遺伝学的スクリーニングなどを用いて転写因

子 SW∬aに 関連する新規の遺伝子を検索 してきた。その手段 としてまず、

STATa遺伝子破壊株を親株 としREMI(Rcst�cdon Enzyme Medated lntegradon)

と呼ばれるタギング変具体の作成 と cDNAラ イブラリー導入によって形態

に影響を及ぼす遺伝子を単離する 2つの方法を用いた。REMIに よる遺伝学

的スクリーニング方は既に確立されたものであるが、cDNA過剰発現による

サプレッサースクリーニング系は今まであま り報告がない。最初に我々は、

染色体外で安定に増殖できるプラスミドを用いて細胞性粘菌の移動体時期か

ら調製 した mRNAを もとに cDNAラ イブラリーを構築 した。これ らのライ

ブラリーは非常に多くの独立 したクローンを保持 してお り、海外からも譲与

の依頼が来た。このライブラリーを用いて細胞性粘菌の STATの一つである

DグーSZ乃 遺伝子のサプレッサーをスクリーニングするためには、cDNAプ
ラスミドを安定に多コピー細胞中に保持できるような STATa変異株を作製

する必要がある。 この目的で、プラスミドの複製起点に作用するレプリカー

ゼをコー ドする遺伝子を組み込んだ S■姻a変異株を作製 した。

2.STATa遺伝子破壊株を用いた STATa関連遺伝子のスクリーニング

21.REMIに よるスクリーニング

DグーSZ乃 遺伝子を破壊 した株では、集合が遅 くなり発生が移動体期で止ま

ることが分かっている。 このような非常に分か りやすい形態のために分子

遺伝学的なスクリーニングには非常に適 してお り、ここでは形態が野生型

に近 くなるような復帰突然変異を目印に STATa関連遺伝子を検索 した。

REMIを用いた STATa関連遺伝子のスクリーニングではおよそ数 10万 クロ

ーンのスクリーニングを試みたが、残念ながらその中に目的とする形態が

野生株に近くなるようなものは得 られなかつた。

22。 cDNA強制発現によるスクリーニング



この系を用いて同様に数万クローンのスクリーニングを試みたが、残念な

がらその中に目的とする形態が野生株に近くなるようなものは得 られなか

つた。 しかしながら、スクリーニングの過程で明らかに分化に影響を及ぼ

す変異株 (mOdi■er mutant)を 数個得ることが出来、その原因遺伝子を単離

することに成功 した。そのうちの 1つが cyclic nuclcotide phosphodiestcrasc

であることをみつけた。このタンパク質は細胞外に分泌され cAMPの濃度

を下げる働きがあることが分かつており、実際に STATaと 関連があること

が示された。 したがって、我々の立ち上げたこの分子遺伝学的スクリーニ

ング法で実際に STAT関連遺伝子が得られることが確認された。

3.SZ乃 遺伝子部分破壊株を用いた STATaサプレッサーのスクリーニング

STATaが 多機能タンパク質であることを考慮すると、復帰突然変異の単

離は容易ではなくこのままの方法では限界があると推測 される。我々は

STATaタ ンパク質のアミノ末端を一部欠損させたものが不完全に S■乃 遺

伝子破壊株の形態を相補することを発見した。そこで、新たなスクリーニ

ングのために、この欠損 STATaを SZ乃 遺伝子破壊株に導入しそれを常時

発現している株を作製した。

この株を用いて現在までにおよそ 10万のクローンをスクリーニングした。

その中に目的とする形態が野生株に近くなるようなものがおよそ 20ク ロー

ン程得られた。これ らのクローンからプラスミドを回収 し、それを再び親

株に導入したが形態が再び野生株に近くなるようなものは今のところ得ら

れていない。おそらく形態の変化は cDNAプラスミドの発現によるのでは

なく、スクリーニング過程に生 じた変異によるものと考えられる。 しかし

ながら、たとえそのような変異であつても形態が戻るものがあるという事

実は確かに STATaサプレッサーが存在することを示すものである。

4./72 si′タハイブリダイゼーションによるSTATa標的遺伝子の同定

本研究で主眼を置く S2乃 遺伝子はオーガナイザー領域で発現され、S2乃
遺伝子を破壊するとオーガナイザーが形成されなくなる。これまでこの領

域で発現される遺伝子はあまり調べられていなかった。そこで、新たな取

り組みとしてオーガナイザー領域あるいはその近傍で特異的に発現される

遺伝子の cDNAをプローブに j4sJ′タハイブリダイゼーションを行い、それ



らの遺伝子の野生株と STA物 遺伝子破壊株にける発現を比較した。その結

果、13の遺伝子について破壊株で発現が下がるかなくなることが確認され

s2物 遺伝子によつてその転写が制御 されている可能性が示された。面白

いことにそのうちの一つがコー ドするアミノ酸配列は adducinと 高い相同性

があり、actin結合部位を有していた。さらにもう2つの遺伝子はセルロー

ス結合モデュールを有する細胞外マ トリックスタンパク質をコー ドしてい

た。そのうちの一つの遺伝子 (SLFJθ8遺伝子)に対する破壊株を作製 した

ところ、期待 したとおり細胞の集合が遅くなり、柄の形成が異常になる等

の表現型が見られた。また、adducinと 高い相同性があるタンパク質をコー

ドする遺伝子の破壊株も得られて、わずかに形態の異常が見られた。この

ように実際に STATの標的遺伝子として細胞運動に関わりそ うな遺伝子が

とれてきたのは世界初の事例でその機能に非常に興味が持たれる。

また、欠損 STATaを発現させた実験から形態の復帰、STATaタ ンパク質

の核移行にはわずか 18ア ミノ酸からなる領域が必須であることが分かつた。

この領域はこれらの新規マーカー遺伝子の発現にも必要であつた。このこ

とから S猟&が オーガナイザー領域特異的遺伝子の発現を調節 しているこ

とが確認された。現在、オーガナイザー領域特異的遺伝子の 1つについて

はプロモーター領域を単離し、制御配列を同定した。
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考察

本研究において確立した分子遺伝学的スクリーニング法で STATaのサプレ



ッサーは未だ得 られていない。 しかしながら、分化に影響を及ぼす変異株

(modier mutant)の 原因遺伝子として実際に STATaと 関連があることが知ら

れている cyclic nucleotidc phosphodicstcrascを 単離出来たことは、我々の立ち

上げたこの分子遺伝学的スクリーニング法が STAT関連遺伝子の取得に有効
であることを示 している。また、STATa部分破壊株を用いたスクリーニング

過程で復帰型のクローンがいくつもとれてきた事実は、たとえそれがスクリ
ーニング過程で生じたランダムな変異によるもであっても実際に STATaサ プ
レッサーの存在を予言するものである。現在までに行ったスクリーニングは

まだ 20万 クローン程度で、cDNAラ イブラリーの cOmplexityが l x 107でぁる

ことを考えるととても十分とはいえない。上記の理由より、STATaサプレッ

サーの存在が確からしいので今後はこのスクリーニングをより充実させる必

要がある。同時に、STATa部分破壊株を用いて REMIを行える系を立ち上げ

ることも急務である。

物 s′′タハイブリダイゼーションによる SWa標 的遺伝子の同定は非常に有

効なものであった。これによって同定された遺伝子は一定の発現パターンを

持つことも明らかになった。また、同定された遺伝子が細胞外マ トリックス

タンパク質をコー ドしていたことは、細胞外マ トリックスが細胞運動の制御

に関わつているという事実から、STAT力 ど`のようにして細胞運動を制御 して

いるのかというメカニズムにヒントを与えるものである。

STATに よって制御されている細胞運動には主に上皮細胞が細胞間結合を解

除し、遊走能を持った間葉細胞に変換する Epithdial―mesenchymJ transition

(EMT)を介して引き起こされることが知られている。EMTに細胞外マ トリッ

クスが重要な働きをしていることは従来知られていたが、今年になって、STAT
による EMTに Rhoフ ァミリーGTPaseの RhoA力 関`与しているという報告が

あった。 しかしながら、EMTの詳細なメカニズムは依然として未知の部分が

多く残されている。今後の研究の発展は STATや Rhoフ ァミリーGTPaseお よ

び細胞外マ トリックスを介した EMTの分子メカニズムの解明に寄与し、癌医

療や再生医療にも多大な貢献があると期待できる。
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