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第 1章 胸腺T細胞 におけるp59/ynを中心 としたシグナル伝達系の

概観 :序論

1.非 L/セプター塑チロシンキナーゼ

src遺伝子は､がん遺伝子の 1つとしてラウス肉腫ウイルスより単離同'/%され(Joveel

a1..1987)､Bishopらによるプロトオンコジーンの発見 (Bishop,1991)､Hunterら

によるキナーゼ活性の証明 (Hunter,1991)によって､細胞の増殖､分化のメカニズム

を解明するための鍵となる蛋白質であることが示された｡またsrc遺伝子は､ファミリー

を形成していて､現在までにSrcファミリー非レセプター型チロシンキナ一一ゼ

(non-receptortypety-~osinekinase､NRPTK)として､Src(p60sr〔●)､ Yes

(p62yes)､ Fyn(p59lyn)､ Lyn(p53/561yn)､ Lck(p56Jck)､Blk(p55bl畑

Hck(p56/59hck)､Fgr(p59lgr)､Yrk(chickin)､Fyk(electricray)が知られてい

る(Hardieetal_,1995)0

その基本構造は､N-末端の膜結合性を示すミリスチレイション及びパルミチレイショ

ン部位を含むユニーク領域､プロリンとの結合領域となるSH(srchomology)3領域､

チロシンリン酸化部位と結合するSH2領域､チロシンリン酸化活性を持つカタリティツ

ク (触媒)領域からなる｡ 図1-1にこれらSrcファミリーNRPTKを含む代表的な

NRPTKを示した｡この中でCskは､Srcファミリーと相同性があるが､膜結合領域が

無く､細胞内に局在するものと考えられるo p125FAK(focaladhesionkinase,

FAK)は､カタリティツク領域の他は､特にNRPTKにユニークな領域を持たない｡

ZAPl70は､Syk77ミリーに含まれるNRPTKで､2つのSH3領域を持つ｡この他に

Jakファミリー､Tecファミリー､Fes/Fps､Abl等のNRPTKが知られている｡

Srcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼ の活性制御機構は､図1-2に示す

ようにCskが､C-末端のチロシンをリン酸化することにより､Srcファミリー

NRPTKのコンフォメーション (配座)を変化させ､最終的に不活化するが､この不活

化は可逆的で､CD45等のPTPase(proteinphosphatase)により脱リン酸化されると､

再び活性化すると考えられている｡すなわちSrcファミリー非レセプター型チロシンキ

ナーゼ は､Cskのチロシンリン酸化活性とPTPaseの脱リン酸化活性により活性化と不

活性化が制御されていて､この機構が､リガンド/レセプターを介したシグナル伝達系

のオン/オフの制御機構に密接に関与しているというのである｡

またこの他に､SrcファミリーNRPTKによるFAKの自己リン酸化活性の制御も知ら

れているが､その機構についてはまだ不確定な部分が多い｡この点に関して本研究 (節

3章参照)から､p59lynは､胸腺細胞においてp125FAKのリン酸化の制御を行うもの

の､自己リン酸化活性の制御は行っていない事を示した｡,
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2.Fyn､p59lyn

lyn遺伝子は､上述のSrcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼに属する遺伝

子として､V-yesやV-lgrをプローブとしてヒト遺伝子ライブラリーから単離された遺伝

子である｡当初5yn(SrC/yes-relatednovelgene)､sJk(src･likekinase)と呼ばれた

が､現在はlyn(fgr/yes-relatednovelgene)に統一されている｡ またm-RNAの解析

からエキソン7Aを使用する脳型のFynと胸腺型のFynが存在することが知られている｡

その機能は､士に免疫系との関連が強く示唆されている｡ 例えば自己疾患マウス

(lymphoprolileration､lpr)のT細胞ではFynの発現が高いことや､T細泡及びB細

胞の抗原レセプターに会合 していることが知られている｡ 我々を含め3つのグループに

よMyn遺伝子ノックアウトマウスが作成されているが､その解析からp59lynは胸腺及

び牌臓の成熟T細胞の発達に関与すること及び脳における長期増強 (longterm

potentiation,LTP)の減少等に強く関与 していることが示された(Granteta1.,

1992)｡この他にFynは､ミエリン形成に関与すると考えられるMAG蛋白質

(myelin-associatedglycoproLein)と会合することが知られている (Umernorieta1..

1994)oLかしこれらp59lynを含むSrcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼの

表現型は､その発現量領域から予想される表現型に対し比較的軽微であることから､相

互に機能的な相補性(redundancy)をもつことが予想される様になった｡現在この棋能

的相補性をより理解するために､SorianoらはSrcファミリー非レセプター型チロシン

キナーゼノックアウトマウス間の掛け合わせによる解析を行った (Steineta1.,1994.･

Lowellela1.,1994)｡しかしながらこれらマウス間の交配による解析からは､思いの

外､相補性の確認の域を越えず､各遺伝子間の役割の違いを解明できなかった｡そこで

本研究 (第2章参照)では､"ノックイン"という新たな方法を開発 し､これを利用す

ることで､まずfyn遺伝子の機能解析を試みた｡この新規な方法よりマウス間の交配で

は得られなかった新たな結果が得られた｡今後本研究において用いた"ノックイン"を

利用する方法は､各遺伝子の役割の解明に近づく意味において､より有効な手段として

利用されていくものと期待される｡
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3.T新鹿 におけるシグナル伝達系

T細胞におけるシグナル伝達系の導入は､TCRE/CD3-p59ll'n､

CD4/CD8-p56Jckを介した抗原認識シグナルの伝達系 (第 1シグナル)とLFA-1､

CD28､CD5等のcostinlulato再こよる第2シグナル (以下costimulatorysignal)を
通る複合的な経路からなる｡ 本論文の内容に準 じたモデルを図 1-3に示す｡主要組織

適合性複合体(MHC,majorhistocompatibilitycomplex)Ⅰまたは日 と抗原からな

る複合体と､TCR/CD4またはCD8の複合体とが会合 し､シグナルが伝わる｡ この時､

主としてDP(doublepositive,CD4+cD8+)細胞かSP(singlepositive,

cD4+cD8-またはCD41CD8+)細胞-の経路において､ポジティブセレクションとネ

ガティブセレクションが起こると考えられている｡この際のTCRE/CD3複合体のリ
ン酸化の程度がその後の不応答状態 (抗原に対する反応性を失った状態､clonal

anergy)の程度を確定すると考えられている(Lancastereta1.,1994)｡またこの刺

激は､T細胞のクローン選択に対 し不完全な刺激であり､costimulatorysignalを介
した系がこれを補うと推定されている｡ さらにこれら膜表面型のレセプターに対する刺

激は､次に起こる細胞膜直下の細胞内イベントに続 く事になる｡ここでは､非レセプター

型チロシンキナーゼ特に､p59[)'n､p561ckとZAp-70が重要な働きを行うと考えられ

ている｡ またこれらの機能的制御は､前述の様にCD45､SH-PTP2等のPTPase及び

p50CSkにより行われていると予想されている｡ さらにこれらの下流にPI3キナーゼ

(pI3lK)､p120Cbl､p125FAK等が存在し､核内-とシグナルを伝達 し､Ca2+の上

昇､IL-2産生の克進等の細胞内のイベントを進めていくと思われる｡実際のT細胞クロー

ンの選択は､クラスIIMHC拘束を受けCD4+cD8-細胞よりヘルパーT細胞へ､クラ

スⅠMHC拘束を受けCD4-CD8+捌 包よりキラーT細胞へとそれぞれ分化成熟 し､最終

的な機能を獲得すると考えられている｡またそのクローン選択は､少なくとも以下のよ

うな2つの段階を踏むことになる｡

1)自己免疫性を排除する :T紺胞群より自己反応性のあるものを除くネガティブセ

レクション(negativeselection)の過程

2)TCRは必ずMHC上に提示されたペプチ ド抗原を認識するので､自己MHCに対

しある程度の結合親和性を持たなければならない :自己MHC親和性クローンの選択､

ポジティブセレクション(positiveselection)の過程
これらT細胞のポジティブセレクション及びネガティブセレクションに対 し非レセプ

ター型チロシンキナーゼを介 したシグナル伝達系がどのように関わるのかについて､本

論文第5章において議論する｡
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4,FAK､p125FAK

p125FAKは､V-srcによって形質転換 した細胞で強くチロシンリン酸化される

125Kdaの蛋白質として同定された｡NRPTKに属するもののSH2及びSH3といった

特徴的な構造を持たず､キナーゼ領域を除き他のNRPTKと全く相同性がない (図 1-

1参照)｡p.125FAKは､おそらくインテグリンと結合する形で細胞接着斑(Focal

adhesion)に存在すると考えられている｡細胞接着戊は､細胞と細胞外基質 (extra

cellularmatrix,ECM)との接着点に見られる構造である｡珊胞内ではこの領域を起点

として細胞内骨格系蛋白質が集合し､細胞の極性や運動性を制御している｡ECMのイ

ンテグリン-の結合とp125FAIl'のチロシンリン酸化及び活性化の間には強い相関性が

あり､例えばV-srcによるp125FAKのチロシンリン酸化の克進は､細胞接着既の喪失

を伴う｡ FAK欠損細胞は､非極性な細胞形態を示す｡干渉顕微鏡 (lnLerference

refractionmicroscorpy)により細胞接着斑の形成を確認し､パキンリン､ビンキュリ

ン､タリンの細胞内分布について調べたところ､FAK欠損細胞では､予想に反し細胞

接着斑の形成よりは､そのターンオーバーに働 く事が分かった｡FAK欠損中性菓細胞

は､この細胞接着斑のターンオーバーの低下から非極性な細胞形態にとどまり､運動能

が低下すると考えられる｡

p59{ynとの相互作用については､これまでのところ線維芽様細胞における免疫沈降物

複合体でのデータが知られているのみで全 く解明されていなかった｡ しかし本論文では

胸腺細胞で､Grantらによって神経細胞で､p59恒 とp125FA〝間の相互作が確認され

た(Granteta1.,1995;Kanazawaelal.,inpress)｡またT細胞においては種々のイ

ンテグリンが発現していて､重要なものとしてLFA-1､VLA-4等が知られている｡ 特

にLFA-1は､ICAM-1,2,3と特異的に結合し､副刺激の伝達系として働 くと考えられる｡

本論文の第3章には､p59lynとp125FAK間の相互作用について､また第4章において

は､インテグリンとp125FAK問の相互作用について論じるo

4



Src,Yes,Fyn,

Lyn,Lck,Blk,
Hck,Fgr,Yrk

Csk,H)′1(Ctk,
Nct,Matk,Lsk)

Syk,ZAp-70

FAK,(FAK-B)

i SH3 SH2 CataLyticdomain
Size(kDa)

53to6+

50to57

70to72

(120亡0)125

*:myristylationandpalmitylationsites

OtherNRPTKs.Jail,Jak2,Jak3,Tyk2,hopscotch(DrosopJllla),
Itk(Tsk),Blk,Tec;res/Pps,Per;Abl,Arg

図1-1 非レセプター型チロシンキナーゼの構造
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ActivatedSrc

FamilyPTKs

InactivatedSrc

FamilyPTKs

図1-2 非レセプター型チロシンキナーゼのCsk及びPTPaseによる制御
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VCAM-I

図1-3 T細胞におけるシグナル トランス夕､クションのモデル
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略語
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DP=doublepositivecell(CD4+cD8+cell)
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FACS:flourescenceactivatedcellsorter

FAR:focaladhesionkinase

Fyn:fgr/yes-relatednovelgene
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lCAM:intercellularadhesionmolecule

IL2:Interleukin12

LFA-1:lymphocytefunctionassociatedantigen-1,Cdlla/CD18

LPAM:lymphocytePeye了spatchadhesionmolecule

lpr:lymphoproliferation

LTP:longtermpotentiation

MAG:myelin-associatedglycoprotein

MHC:majorhistocompatibilitycomplex

NRPTK:non-receptor･proteintyrosinekinase

PBS:phosphatebufferedsaline

PI3-K:phosphatidylinosito13-kirlaSe

PMA:phorbol12-myristate13-acetate

PTPase:proteinphosphatase

RAG:recombination-activatinggene2

RT-PCR:reversetr･anscriptasepolymeraSeChainreaction

SDSPAGE:sodiumdodecylsulphatepolyacrylamidegelelectl~OPhoresis
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sp:singleposiLivecell(CD4+cD8-,CD4-CD8十cell)
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TCR:Tcellreceptor

TPA:tetradecallOylphorbolacetate

VLA:verylateanigen

ZAp-70:E(zeta)associatedpolypeptideof70Kda



第 2章 fyn遺伝子座-のcsk "ノックイン"に よるCD4+cD8+胸腺

相月包の欠損

(ImpaireddevelopmentofCD4+cD8十 thymocytesbycsk

"knock-in"intofynlocus)

｣㌦ 要旨

p59恒 isoneoftheSrc-familykinasesthathasbeenthoughtto

playanimporLantroleinsignalillgthroughTcellreceptor.Hol代Ver,Fyn

deficiencyhashadnoovertdefects)'nvJ'voonTcelldeveloprnent,norhasit

causedanychangesinthephosphorylationstattlSOfmoleculeswhichhave

beenproposedasp59lynsubstrates.Thiscouldbeexplainedasbeingdueto

compensationofFyndeficiellCybyotherSrcfamilykinases.Herewehave

"knocked-in"cskgene,anegativer･egulatorofSrcfamilykinases,intoTyn

locustochallengetheproblemofredundantfunctionsamongSrcfamily

kinases_Thecsk-"knock-in"micedisplayedatr'ophyofthethymiccortexand

impaireddevelopmentofCD4+cD8+thymocytes.Thiswasconcomitantwith

decreaseintyrosinephosphorylationofZAp-70andcblprot0-0ncogene

prodtlCt.

2.序

Srcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼの 1つであるp59lynは､T細胞に強

く発現 していて､T細胞の分化増殖に関与 していると考えられている(Veilletteeta1.,

1988;Levinela1.,1993;PerlmuttereEa1..1993;Weisseta1.,1994;Ruddel

a1.,1994)0 T細胞 レセプター(TCR)/CD3複合体は､1)Ti鎖(αβ､または,/♂):

主要組織適合抗原及び抗原複合体に対する結合部位と2)CD3鎖 (,/､∂､ E)､及び

3)(ダイマー鎖 (または (鎖及びり鎖)からなる複合体である (図 1-1参照)｡

Srcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼのなかではp59lynのみがこの

TCR/CD3複合体の (ダイマー鎖と結合していることが知られている｡また (ダイマー

鎖は､特徴的なIRAMs (immunoreceptortyrosine-basedacLivationmotifsまた

はTAM､tyrosine-basedactivaLionmotif､YXXLX(6-8)YXXL)コンセンサ

ス配列を6つ持ち(Samelsoneta1.,1992)､T細胞への抗原刺激後､p59lyniたは

p56ノ叫 こよりこのアミノ酸配列 (YXXL)がリン酸化される｡さらにこの刺激は
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zAp-70等のリン酸化を通して下流に伝達されていくと考えられている｡またp59恒は､

Thy-1レセプターやCD2等のT細胞表面抗原(costimulator)の膜内部分に結合してい

ることも知られているが､その機能については未だ明らかにされていない｡さらにL'n

v止roの実験系からT細胞内におけるp59恒 のシグナル伝達系の下流の基質としては､

ZAp-70､cbJプロトオンコジーン(cblprotol0nCOgene,P120cbI)､cD3複合体等が

知られている(Samelsonela1.,1990,1992;SarosieEa1.,1992;Gaueneta1.,

1992)｡しかし､リン酸化基質及びこれらが関わるシグナル伝達系におけるp59加 の
役割が全て解明されているわけではない｡

これまでにp59恒 自身の機能を明らかにするため､ジーンタ-ゲッティング法を用い

Fyn欠損マウス(fynZ/Z)が作成された(Yagieta1.,1993b;1993C). しかしながら

fynZ/Zマウスの胸腺捌 包は､1･nvl･lro系ではT細胞の増殖の阻害､IL-2

(interleukin-2)産生の減少､T細胞刺激後の細胞内遊離Ca2+濃度の減少等を示 した

が､1'n vl'voの/系では胸腺構造の異常やT細胞集団の変化等といった顕著な表現型を示

さなかった｡これはp59恒 欠損を他のSrcファミリーリン酸化蛋白質 (T細胞において

は､特にp56lck及びp62yeSの発現が強い)が補い､結果的に顕著な機能欠損を示さな

いためと考えられている(Steinetall1992;Applebyelal.,1992)｡

一方､Sl-Cファミリー非レセプター型チロシンキナーゼを阻害的に調節 しているリン

酸化蛋白質としてp50CSk75甥口られている｡ジーンタ-ゲッティングにより作成された

Csk欠損マウスは､初期胎仔形成時に致死性を示 した(Imamotoetal_,1993;Nada

ela1.,1993)｡さらにこのCskホモ欠損の胎児を用い､p60SrC､p59lyn､p53/56Iyn

の活性を調べると全て上昇していた｡さらにRAC-2(recombinant-activatinggene

2)及びcsk遺伝子欠損マウス間のキメラを用いることにより初期T細胞の分化果常も

示された(Grosseta1.,1995)｡これらの異常は､csk遺伝子欠損によるSrcファミリー
非レセプター型チロシンキナーゼの活性化が主な原因と考えられる｡

そこでFyn欠損マウスで見られたような､Srcファミリー非レセプター型チロシンキ

ナーゼの持つ機能相補性を排除する目的で､このcsk遺伝子をfyn遺伝子座に"ノック

イン"した｡ "ノックイン"により導入された外来性のCsk蛋白質が､Fyn欠損を補

おうとする他のSrcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼの機能的相補性を阻害

的に調節するので､胸腺細胞内におけるp59ryn本来の役割を明らかにできると考えたO
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3.材一料 と方E=

1)cs/(`̀ノックイン" タ-ゲッティングベクターの作成

csl{"ノックイン日 夕-ゲッティングベクター(pFCNcoDT)は､完全長のratcsk

CDNA(cCsk)(Nadaetal.,1991)を秒n遺伝子座のエクソン3のBglH内にインフレー

ムに挿入 した｡タ-ゲッティングベクターの作成は､Yagiらによるfyn遺伝子座のエク

ソン3-のLacZ遺伝子の挿入法 (Yagictal.,1903C,1994)に従って行った｡ncoI-

(Neo)遺伝子､ポリアデニレイション シクナルを隙いたpB･k-1遺伝子のプロモーター

領域､ジフテリア トキシンAフラグメント遺伝子らをターゲッティングベクター3'末

端側に挿入 し､相同組換え時のポジティブセレクション､ネガティブセレクションに使

用した (Yagieta1.,1993C)｡

2)ES細胞相同組換え体の分離

タ-ゲッティングベクターは､NotIにより直鎖状にし､12nM/]x107cell/

0.5ml,HEPES緩衝液の条件下でTT2ES(Embryonicstemcell)細胞にエレク トロ

ポーレーションを行った (Yagieta1.,1993)｡C418(1-50mg/rnl)による選別の後､

サザンブロッティング法により相同組換え休を選別した｡サザンブロッティング法には､

fyn遺伝子イントロン3のSspI-SphIフラグメントをプロ-ブにJllい､EcoRI消化
のゲノムDNAで行った (図2-1参照)｡正常アレル (alle]e､対立遺伝子)よりzl.7
kllobasc(kb)､変異アレルより3.5kbのバンドが検臼!lされることになる｡ 240佃の

C418抵抗性クローンの内6つのクローンで3.5kbのバンドが検出された｡ ランダムイ

ンテグレイションのない事は､種々の制限酵素による切断後､異なるブローーブを用いサ

ザンブロッティング法により確認 した｡

3)変異マウスの作成

C57/B6マウスを用い､2系統の組換え体ES紺胞 (Yagicta1.,1993a)より変異マ

ウスを独立に作成した｡ 遺伝子型は､マウスのノ宅より抽山したゲノムDNAを用いPCR

法により碓記した｡PCR法は､AnlPHTaqDNApolymerase(PerkinE血cr)を用い､

次の条件で行った｡ ホットスター トは､95℃で7分間､75℃で 10分間､50℃で

2分間､72℃で 15分間行い､この後に､94℃で 1分間､60℃で 1分間､72℃

で1分間のサイクルを30回行った｡プライマーとして､pl(5'-GATGACCTGA

CTTTTCACAAACCAG-3')とp2(5'一ccTGCACACTTAACAACTAGGCTC-3')

から正常アレルに対する260bpの断片､p2とp3(5'-TGATATTGCTCAAGACCT

TCCCCC-3-)から変異アレルに対する420bpの断片が得られる (図2-1参照)｡
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4)RT-PCR法

胸腺細胞 よりオリゴdT結合マグネチックビーズ法 (Dynal)によnJaJjJ綱目胞由来の

poly(A)+RNAsを精製 した｡更に''Supel･ScripLH"逆転写･酵素によりcDNAを得た

(Tli占eta1.,1995)｡PCR法は､遺伝子動 LL走に阻 ‖したのと同条件のホットスター ト

の後､94℃で 1分間､50℃で 1分間､72℃で3分間のサイクルを35回行った｡

プライマーとしてp4(5'-AGTGACACCTGTTTGTGCCGCTT′rA-3')とp5(5'-CA

AACTTACGAGCTGTTCAA-3')からfyn転写産物に刈する96bpの断).T.､P4とp6

(5l-CCTTTGCAGAACGGAAGGTCTTG-3')からryl7lCSl(.転写脚 勿に封する

199bpの断片が得られる (図2-1参照) 0PCR法は､半定量的に行った (KellcreL

a1.,1993).

5)組織染色

胸腺､牌臓､パイエル板は､ブアン同定後､アルコール脱水を行い､パラフィン

(Oxford)に包埋 した｡5FLmの厚 さに切 片 を作製 し､ヘマ トキシリン ･エオ三,ン染色を

行った｡

6)フローサイ トメ トリー

胸腺細胞は､冷卸 したPBS緩衝液中でピンセット等をJllい)捌 泉組織 より分離 Lた｡

単一細胞 となる様 ピペッティングした後､孔径100〃nlのメッシュを通 した｡胸腺細胞

懸濁液は､抗CD32/16(FCγtI/IHレセプター)2.4C2抗休(PllarMingen)

0.5mg/106細 胞で処理 した後､fluoresceinisothiocyanate標識抗CD4RM∠ト5抗

体､ ビオチン化抗CD85316.7抗体､R-phycocrythrin標識抗CD3E145.2Cll抗体

(PharMingen)で処理 した｡抗体処理後､FACSvantage(BecLonDickinson)を用い

分析 した (OkadaeLa1.,1993)0

7)増殖活性

生後 21口齢のマウスのJJ/dlJ]泉/Wl胞 を用いた｡この時期､C5k `̀ノックイン"マウス

(lyncsk/csk)においても正常なT細胞集団が観察される (図2--10参照)｡胸腺紬也

(2x106紬 ｣包)を10%ir'-胎児血清,非必須アミノ酸 (FlowLa†).)を含むIiPMn640

培養液､200rTllで培養 した｡胸腺細胞は､ing/m】PMA(Phorbol12-myrlStaLe

13-acetate)(Sigma)､20mg/nll抗マウスCD3E145.2Cll抗体､500ng/ml

iononlyCin(Calbiochcm)で刺激 した｡ 66時間後にImCiの [3日]thynlidineをJJlr

え､6時間さらに培養する｡ その後､セルハーベスターを用い細胞 をグラスフィルタ-

上に集める｡ [3H]thymidineの細 胞への取 り込みは､AlokaLSC-3050液休シン

チレーションカウンターで測定 した｡

13



8)細胞画分の分離

胸腺細胞 (1xlO8細胞)をPBS緩衝液で洗浄した後､10nlMTris-HCl(pH7.5)､

1mMEDTA､10mMNaCl､1mM Na3VO4､100U/mlapl･Otininを含む低張

な緩衝液で処理 した｡氷上で30分間静遷した後､低回転遠心により核のみを除去 した｡

次に15000g､15分間遠心 し,膜分画と細胞質分画を分離 した (Blackela1.,1993)0

最終的にペレット (膜分画)は､摘出用TNE緩衝液 (10mMTrisIHCl(pH7.5)､

1mMEDTA､100mMNaCl､1mM Na3VOLl､10/oNonidetP140､

100U/mlaprotinin)で潜解 した｡

9)キナーゼ活性及びウェスタンブロッティング法

21日齢のマウスから胸腺細胞の細胞溶解物を得た｡p59恒のキナーゼ活性は､

5x107の胸腺細胞から,W胞溶解物を得た後､p59lynの特異的な領域に対する抗体

(Fyn301､Wak0)を用い免疫沈降した｡p561ck及びp62yesにおけるキナーゼ活性に

はそれぞれ､抗p56lck抗体(UpstateBiotechnologylnc.(UB工))及び､抗p62yeS

3H9抗体 (Wako)を用いた (Nadaeta1.,1991,1993)｡Fyn-Csk融合蛋白質のCsk

活性の測定は､キナーゼ活性欠損p60SI-C(p60R295)を用いて行った (Nadaela1.,

1991)｡またTCRE/CD3-p59lyn､CD4/CD8-p561ckをそれぞれの抗体を用い会合

させた後､p56加 のキナーゼ活性を検出した｡3.5x107の胸腺細胞を抗CD4

GKl.5抗体 (Tamuraela1.,1993)及び 抗マウスCD3E145.2Cll抗体存在または

非存在下で4℃､60分間処理する｡ さらに､プロテインCセファロース(Pharmacia)

を添加 し､4℃､60分間処理 した後､37℃､10分間処理した｡これらの胸腺細胞

を抽出用TNE緩衝液に溶解後､プロテインCセファロースを遠心除去し､紺月包溶解物

を得た｡最終的に抗p561ck抗体を用い免疫沈降を行い､p561ckキナーゼ活性を測定 し

た｡Fyn-Csk融合蛋白質のウェスタンブロッティング法は､以下のように行った｡ 胸

腺細胞の全分画及び抗p59恒 抗体を用い免疫沈降した醐 包画分(1xlO6珊胞)を ､

SDS-PAGE(80/.)を行った後､ニ トロセルロースフィルター (Shleicher&Schuel】)

に転写 した｡フィルターは､5% スキムミルク､Tween-20/TBS緩衝液でブロッキ

ングし､抗p50｡-Sk抗体または抗アクチン抗体で処理 した｡Hyperfilm-ECL

(enhancedchemi1uminescence､高感度化学発光)､ECLdetectionsystemTM
(共にAmersham)を用い検知 した｡

10)ZAp-70及びp120Cblのチロシンリン酸化

抗CD3∈145.2Cll抗体で､37℃､5分間TCR刺激 した (Strauseと∂仁1993)0
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刺激した胸腺細胞及び無刺激の胸腺細胞をTNE緩衝液にて溶解した｡全細胞細田液

(1Ⅹ108細胞または2.5Ⅹ107細胞)は､それぞれ抗ZAp-70抗体 (°haneta1.,

1992)及び抗p120CblR2抗体 (Blacketa1.,1993)で免疫沈降し､SDS-PAGE(8%)

を行った後､ニ トロセルロースフィルター (Shleicher&Schuell)に転写した｡抗l)ン

酸化チロシン抗体 (UBI)で処理した｡さらにリブロービング後､それぞれ抗ZAp-7∩抗

体及び抗p120CbIR2抗体で処理した｡チロシンリン酸化の程度は,ECLdetection

systemで検知した後､MCIDイメージングアナライザー (Ftlji)で測定した｡
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4.磨▲呆

1)csk "ノックイン"ターゲッティングベクター及び "ノックイン"

マウスの作成

cICsk遺伝子をIynタ-ゲッティングベクターにインフレイムに導入し､TT2ES細

胞のfyn遺伝子座-の相同組換えを行った (図2-1)02回のエレクトロポーレーショ

ンより240個のC418耐性クローンが得られた｡これらの中から最終的には6つの独

立した相同組換え体クローンを得た (Table1)｡相同組換え体の確認は､サザンブロッ

ティング法により行った｡正常アレルより4.7kb､変異アレルより3.5kbのバンドが

得られた (図2-1､2)0

さらにこれらのES細胞を8細胞期の卵に注入し､2系統のcsk "ノックイン"マウ

ス (fynCSk/csk)を樹立した｡樹立後のマウスの遺伝子型は､正常アレルより260bp

(プライマーPl,p2使用)､変異アレルより420bp(プライマーp2,p3使用)のバン

ドが得られるようにデザインされたPCR法により同定した (図2- 1､3)｡ マウス交

配の結果生 じた子孫の遺伝子型は､全てメンデルの法則に従った｡また､この2系統の

マウスの間に大きな表現型の差は無かった｡

2)csk "ノックイン"によるlyn遺伝子の欠損

csk "ノックイン"マウスの胸腺/m胞において､fyn遺伝子の欠損をRTIPCR法によ

り確認した｡fyn遺伝子m-RNAは､正常アレル､lyn+/+からは96bp(プライマー p4,

p5使用)のバンドが得られるようにデザインされており､lynz/Z及びIynCSk/cskにお

いては検出されなかった (図2-1､4)｡またFyrl自身による自己リン酸化活性及び

エノラーゼを用いたチロシンリン酸化活性は､同様にlynZ/Z及び秒ncSk/cskにおいて検

出されなかった｡ これらの結果から､csk "ノックイン〝マウスにおけるryn遺伝子及

びFyn蛋白質の機能的欠損を確認した (図2-5)｡

3)胸腺細胞におけるFyn-Csk融合蛋白質

csk "ノックイン''ベクターの構成からミリスチレイション部位及びパルミチレイショ

ン部位(Resh,1994)を含むp59lynユニーク領域 (84アミノ酸残基)及びSH3ドメイ

ンの一部 (24アミノ酸残基)を含む 110アミノ酸残基のp59lJ'nN一末部分と

p50CSk(450アミノ酸残基)との融合蛋白質の発現が期待される (図2-6)(Yagl'

eta1.,1993C,1994)｡また発現が､予想される融合蛋白質は､63.5Kdaである｡そこ

で､RT-PCR法とウェスタンブロッティング法によりこの融合蛋白質の確認を行った｡

まず､ fyn遺伝子エクソン3内に存在する配列部分よりなるプライマー (pzl)と

C-Csk遺伝子内の配列部分よりなるプライマー (p6)を用いRTIPCR法を行ったが､この
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際､変異アレルより199bpのバンドが得られるようにデザインした｡実際に

(yncsk/csk及びfynCSk/+においてのみlyn-cskの融合m-RNAが検出された (図2-1､

4)｡

実際に胸腺細胞の全射朋包抽出液を用い､抗p50CSk抗体によるウェスタンブロッティン

グ法を行うと､fynCSk/csk及び舟 ncsk/+において約64KdaのFyn-Csk融合蛋｢1質のバ

ンドが確認できた (図2-7)｡

さらにFyn-Csk融合蛋白質の細胞内局在を調べる為に胸腺細胞を膜分画及び細胞質分

画に分け､抗p59恒 抗体を用い免疫沈降を行った｡次に､抗Csk抗体でウェスタンブ

ロッティング法を行うと､Fyn-Csk融合蛋白質は､p59恒 の局在と同様刺胞 質内では

なく､細胞膜上のみに存在していることが分かった (図2-8)(Samelsonetal,

1990;Sarosiela1.,1992;Gauenelal"1992;Allandela1.,1994)).

さらにこのFyn-Csk融合蛋白質のCsk蛋白部分が実際にチロシンリン酸化活性を持つ

かどうかを､p60JL295を基質として確認した｡基質としたp60R295は､p60S7-Cの29

5番目のLysをArgに変換したもので､結果として自己リン酸化活性が消失し､C末の

TyrのみがCskによりリン酸化されることになる(Nadaetal_,1991)｡リン酸化活性

は､対照としたfynZ/Zには見られず､(yncsk/cskのみにおいて検山された (図2-9)0

これらの結果から､csk "ノックイン"マウスにおいて LLノックイン"した外来性の

Fyn-Csk融合蛋白質の発現､細胞膜上への局在､及びこのFyn-Csk融合蛋白質は､

Csk活性を持つことが同時に示された｡

4)csk "ノックイン''マウスの表現型

csk "ノックイン''マウスは､Fyn欠損マウスに見られなかった顕著な表現型を示し

た｡fynCSk/cskのみにおいてその胸月新朋包数が､生後21日齢を境に急激に減少し始め､

25日齢で約 1/10､29日齢では約 1/100程度まで減少することが兄いだされ

た (図2-10)｡ さらに胸腺のヘマ トキシリン/エオジン染色による組織像から､こ

の減少は特に皮質部分の胸腺細胞の減少によるもので､髄質部分は比較的正常に維持さ

れていることが分かった (図2-11)0

胸腺萎縮以外に､牌臓及びパイエル板においても細胞数の減少が確認された (図2-

12､13)｡ 特に牌臓においては､白牌髄 (whitepulp)の形成が悪 く､赤聴牌(red

pulp)及び血管等のみからなる組織像を示し､腫中心 (germinalcenter)の形成異常が

観察された｡すなわちcsk "ノックイン=マウスは､胸腺のみでなく末梢 リンパ球系の

形成異常も同時に示 していることが分かった｡

胸腺細胞の異常をフローサイトメトリーにより分析 した (図2- 14)｡細胞数の減

少に合わせ､CD4+cD8十胸腺細胞 (doublepositivecell,DP細胞)数が､正常マウ

スと比較して約0.10/.と顕著に減少していた｡一一万CD4十cD8-およびCD4-CD8+胸腺
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細胞 (singlepositivecell,SP細胞)の減少は10-200/o程度であった｡またフローサイ

トメトリーによる経時的なパターンの変化からこれらの SP細胞は､正常の分化経路を

通り､DP細胞から分化 したものと考えられる｡さらに､ SP細胞上におけるCD3亡の

発硯を調べると､対照動物に比較して減少していることが兄いだされた (図2-15)a

次に､これらの異常が胸腺細胞白身の異常によるものかどうかを確認するために､

PMAと抗CD3E抗体により刺激し､胸腺細胞の増殖能を調べた (図2-16)｡csk

"ノックイン"マウスの胸腺細胞は､PMAと抗CD3亡抗体による特異的な刺激に対し

て増殖活性を示さなかった｡

5)p561cL'及びp62yeSの自己リン酸化及びチロシンリン酸化活性

csk "ノックイン"マウスの表現型が､Fyn-Csk融合蛋白質による他のSrcファミリー

非レセプター型チロシンキナーゼに対する活性の阻害によるものであるかどうかを確認

すために､p56Jck及びp62yeSの自己リン酸化及びエノラーゼに対するチロシンリン酸

化活性を調べた (図2-17)｡p561ck及びp62yesも共に自己リン酸化活性およびチ

ロシンリン酸化活性において顕著な差は兄いだされなかったoFyn-Csk融合蛋白質の

細胞内局在が本来のp59恒の位置にあることを示 していると推定される｡すなわち

"ノックイン"されたFyn-Csk融合蛋白質は､Srcファミリー非レセプター型チロシ

ンキナーゼが近傍に近づいた時にのみ､Srcファミリーリン酸化蛋白質に対し活性阻害

を示 し､逆にそうでない場合には､非特異的な活性阻害を示さないといった理解である｡

そこでこの点を明らかにする目的で､TCRE/CD3-p59tyn､CD4/CD8-p56/ckをそ

れぞれの抗体を用い会合させた後､p561ckのキナーゼ活性を測定した0両者を強制的

に会合させるとCD4のみの会合時に比較して､p56加 のキナーゼ活性が､正常マウス

(データ未表示)及びfyn+/+において､それぞれ約1.7､1.6倍上昇 した｡一方､csk

"ノックイン"マウスにおいては､この様な上昇が見られなかった (図2- 18)｡

6)ZAP70及びp120Cblのリン酸化

さらに､5)における結果を補強するためにp59lynの細胞内基質へのリン酸化状態を

調べた｡もしp56Jck及びp62yes等の機能的相補性がFyn-Csk融合蛋白質により阻害さ

れるのであれば､p59恒の基質のリン酸化が正常マウスに比較 して減少するはずであ

る｡逆にその機能的相補性が阻害されなければ､p59lynの,W胞内基質のリン酸化には､

変化が見られないことになる｡ 基質としてはZAp-70及びp120Cb伎 用いた｡cskHノッ

クイン"マウス胸腺細胞のT細胞レセプター刺激後､ZAp-70のチロシンリン酸化は､

正常マウスに比べて､約 1/2-1/3程度しか上昇 しなかった (図2-19)｡また
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p120Cblの非刺激時のチロシンリン酸化も､同様に約 1/2-1/3のレベルに落ちて

いた (図2-20)｡ これらのことから､Srcファミリー非レセプター型チロシンキナー

ゼの機能的相補性が､Fyn-Csk融合蛋白質により限られた領域において阻害され､

p59fynの基質がリン酸化されなかったと考えられる｡
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5.考察

Fy11欠損マウスがT細胞の発達において顕著な表現型を示さなかったのに対 し(Stein

eta1.,1992･,Applebyeta1.,1992)､lyn遺伝子座へのcsk "ノックイン=マウスは､

DP細胞の減少を示 した｡ "ノックイン"マウス胸腺細胞は､期待された約64Kdaの

Fyn-Csk融合蛋白質を産生 し､細胞膜結合型であった｡すなわち､Fyn-Csk融合蛋rLi

質の細胞内局在は､p59lynN-末部分による特徴的な捌 包膜局在を示 し､p50cSLrの持

つ細胞質局在を示さなかったことになる (図2-8日Okadaela1.,1989,1991:

Choweta1.,1993)0Fyn-Csk融合蛋白質は､Cskキナーゼ活性を有 し､p56lckのキ

ナーゼ活性を阻害すること､さらにp59Fl,nの基質と考えられるZAp-70及びp120CbIの

リン酸化活性も阻害した｡ZAP70は､p59lyn以外では唯一TCR/CD3複合体のEダ

イマー鎖に結合する蛋白質として同定され､TCR刺激時にはp59lynあるいはp56lck

によりリン酸化されると考えられている (°hanela1.,1992;Kolanuselal,1993;

Fusakiela1.,1994;WeieEal"1995)｡またp120cbJもp59[)'nとSI-12及びSH3を介

して結合することが示されている(Donovanela1.,1994)O現在までのところ､T細

胞分化におけるp59lynの役割は､他のSrcファミリー非レセプター型チロシンキナ-ゼ

により一部相補されていると考えられている｡ このcsk "ノックイン"のス トラテジー

は､Srcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼの持つ相補的機能性の有無を明ら

かにすることを目的としている｡

非刺激時において､p561ck及びp62yesの自己リン酸化及びチロシンリン酸化活性は､

全く変化しなかったものの､TCRE/CD3､CD4/CD8-p561ck両者を強制的に会合さ

せた後､p561ckのキナーゼ活性を測定すると､正常マウス及び存n+/+においてそれぞ

れ約1.7､1.6倍上昇 したが､csk "ノックイン"マウスにおいては､この様な上昇が見

られなかった｡ さらに "ノックイン" したCskがp59Fynを相補する他のSrcファミリー

非レセプター型チロシンキナーゼを阻害するという仮説を補強するために､p59lynの

基質と考えられるZAp-70及びp120CbJのチロシンリン酸化レベルを検討 した｡実際に

zAPl70及びp120Cblのチロシンリン酸化減少は､(ynCSk/csk胸腺刑 包においてのみ確

認され､fynZ/Z胸腺細胞においては見られなかった｡ そこで考えられる仮説は､以下の

ようになる｡ "ノックイン''したCskは､本来のp59lynの位置に局在し､その機能は

他のSrcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼが近傍に近づいたときに初めて阻

害するというものである｡ 即ち単純なFynノックアウトマウス (fynZ/Z)における､

Fyn-LacZ融合蛋白質は､Fyn-Csk融合蛋白質と同様の局在を示すと考えられるが､単

純な位置上のブロッキングであるために､(ynCSk/cskに見られるような表現型を示さな

かったと考えることができる｡ "ノックイン"したCskによるキナーゼの阻害は､
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p56lck及びp62･t~psのマイナーなフラクションに含まれ､胸腺細胞全体のフラクション
においては検出できないものと考えられる｡花々の仮説をさらに証明するためには可傭

性のあるp59恒 基質のリン酸化を更に検討 していく必要がある｡この中 で最も可能性

のある分子としてCD3用 的言挙げられるが､生後21口前後のマウスにおいては､そ

のリン酸化が確認できなかった｡さらにZAP170及びp120Cblのチロシンリン酸化の減

少が､胸腺紺胞の増殖異常やT細胞の発達の異常に直結するのかどうかが､残る問遇と

して挙げられる｡ またcsk `̀ノックイン■'マウスは､Fylュ欠描マウスに見られなかった

胸腺皮質部分における著 しい萎縮を示 した｡ 実際にその卿‖泡数は､正常細胞数の

約1/10から1/100に減少しており､フローサイトメトリーによる分析から､

DP細胞数の減少がその主な原因と考えられる｡ 加えてSP細胞 十においてCD3亡の発現

の減少も見られた.これは更に桐析を必要とするものの､csk `̀ノックイン"マウスの

DP細胞からSP紺胞-の分化に対 し､正常の抗原/MHC利敵が伝わらないために､T

細胞のポジティブセレクションの異常が起こっていることを予想させる｡ この事を確認

するために､今後はCD69､HSA､TCRaβ等の他のT細胞マーカーを調べていく必

要がある (第3牽参照)｡ またLck欠損マウス(Ick-/)において､CD4~CD81)｣射腺細胞

(doL1blenegativece日,DN細胞)からDP細胞-の分化異常が知られている(Molina

eta1.,1992)0lynCSk/cS棚祓 棚 鋸二おいてp561cltr-の影響が見られなかったわけだが､

Ick-/-と(yncsk/cskマウスの間にどの様な違いが見られるのかについて､更に解析 して

いく必要がある｡また､なぜ生後3-4週の離乳時期にT細胞分化異常が見られるのか

も合わせて考えていく必要がある｡これらの疑問に答えていく上でも､またT,171Tl)抱分化

におけるチロシンリン酸化のシグナル伝達系を解明するためにも､木研究で作成された

(yncsk/cskマウスは重要な材料である｡
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Normalallele
4.7kbl~B禁｡n. 7EcoRl EcoRL

EZ E3由probepicp2260bpp4p5く〉く:コ96bp
pFCNeoDT

NorlBgAI EcoRl

EZ E3
EcoF71 SphL/X/701

TargetedaHele

Bgnl EcoRl

EL7 E3pま岩6p喜｡基2199bp- 420bp

図2-1 "ノックイン"タ-ゲッティングの手順

pFCNeoDT､csk"ノックイン"ベクター ;Neo､pgk-1遺伝子プロモータを持つ

neor遺伝子でポリアデニレイションシグナルは着いていない｡;DT､ジフテリア毒素

A遺伝子の一部 ;E2とE3､fyn遺伝子のエクソン ;BSK､B】uescriptベクター遺伝子 ;

A+T/pau､mRNAの非安定化配列 とポージング配列｡plよりp6は､PCR法及び

RT-PCR法におけるプライマーで､各サイズは､それぞれから予想される大きさを示 し

ている｡
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Table1 日ノックイン"タ-ゲッティングのマウス作製までの頻度

No,oFnco No.of

Exp. resIStant homologous mlXed Chlmera Hetero Homo
number coLonres recommbJnantS EScolomes mlCe mlCe mlCe

Exp.1 144 (#16) 十十十
#32

#48

#107

#112

十 (Death)

十 十 十

Exp.2 96 削 9 十
#93 十 十 十 十

I
ここコ E
-⊂:二二 :

了 ,: :j

♂ ♂ ♂
●Lb■噸■ 14･7kh■拳P一鉢 q { i イ3.15kl,

図2-2 サザンブロッティング法による遺伝子型の決定
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142()bp

126ObT)

図2-3 PCR法による遺伝子型の決定

了 _i: . I

♂♂♂

イHPRT

4199bp

図2-4 RTIPCR法によるlyn遺伝子の欠損とfyn-cs絹虫合転写物の検出

胸腺細胞を用いRTIPCR法を行った｡正常のfyn遺伝子からは､96bp､Iyn-cs絹虫合

遺伝子からは､199bpの転写物が､それぞれ得られる｡

HPRTは､RT-PCRのインターナルコントロールである｡
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_ 了

♂ ♂

:二二=二コ -p59Iyll 一･一
E j

一一p59Lyn

イenOlase

図2- 5 fyn遺伝子欠損によるFynリン酸化活性の胸腺細胞における欠損

左のパネルは､自己リン酸化活性示 し､右側のパネルは､酸処理のエノラーゼを用い

たリン酸化活性を示す｡矢印は､自己リン酸化したp59恒 を示 し､矢は､リン酸化し

たエノラーゼを示す｡

Exonll(247bp)
Ap∂｢tof

E大o-1111(83bp)

Csk(450∂.a.)

dom訓n Apartof

(84a.a.) SH3domain

(24a.a_/5Za,a.)

Fyn-Cskfusionprotein

567a.a.(110a.a.+7ata.+450a.a.)/63.7Kda

*3a.a.(lLnker)and4a,a･(Csknon-Codingreg10n)

図2- 6 予想されるFyn-Csk融合蛋白質の構造
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. イ4ヱK
(ilCtln)

図2-7 fynCSk/csk及び恒 +/-(FynCSk/+)胸腺細胞における

Fyn-Csk融合蛋白質の発現

胸腺細胞破砕物 (10〃g/レーン)を抗p50csk抗体でウェスタンブロッティングを行っ

たo Fyn-Csk融合蛋白質の分子量は､約64Kdaであるo下側のパネルは､リブロット

後､抗アクチン抗体で各レーンの蛋白質が等量であることを示す｡

.､･ ヾ
♂ ♂
C M C M

I･P･:antIIP59t'yn

.一一 blol:anti-p50csk

図2-8 Fyn-Csk融合蛋白質の局在

細胞質画分及び膜画分を用い､Fynのユニークな領域に対する抗p59ly嘱 体による

免疫沈降物を得るo 抗p50CS嘱 体によるウェスタンブロッティングを行うと

(yncsk/csk7ウス胸腺細胞の膜画分においてFyn-Csk融合蛋白質を検出した｡
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図2-9 Fyn-Csk融合蛋白質のCsk活性

Fyn-Csk融合蛋白質のCsk部分によるリン酸化活性は､p60R295を基質として行っ

た｡ (yncsk/cskマウス胸腺細胞から､活性が得られた.
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図2-10 生後3-4週齢における胸腺細胞数の変化

生後21､25､29日齢のマウスにおける総胸腺細胞数の比較をおこなった｡
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図2-11 胸腺の萎縮生後29日目のマウスの胸腺組織像

右側のパわ レは､左側のパわ レの拡大部分を示している｡fynCSk/cskマウスにおいて

胸腺皮質層の萎縮が見られる｡ M,髄質 ;C,皮質｡バーは､25〃mを示す｡
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Iyn+/+

1-yncsk/csk

図2-12 パイエル板の組織像

fyncsk/cskマウス (29日齢)においてパイエル板の萎縮が見られる｡

バーは､25〃mを示す｡矢印は､萎縮部分を示す｡
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lyn+/+

図2-13 牌臓の組織像

fyncsk/cskマウスにおいて白牌髄の消失

が観察される｡矢印は､白牌髄萎縮部分を示す｡バーは､25 /Jmを示す｡
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図2-14 胸腺細胞のフローサイトメーターによる解析

生後21､25､29日齢の胸腺細胞におけるCD4陽性細胞及びCD8陽性細胞を分

析した｡
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図2-15 29日齢マウスの胸腺SP細胞におけるCD3の発現

図2-14のボックス領域内の細胞におけるCD3の発現を調べた｡

Gatelは､CD4+cD8-(lyn+/+)綱 包;Gate2は､CD4+cD8-(lynCSk/csk),Sm胞 ;

Gate3は､CD4~CD8+({ynCSk/csk),wJrE
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図2-16 生後21日齢のcsk "ノックイン"マウス胸腺細胞の増殖能

縦軸は､ 1分間あたりの [3H]thymidineの細胞への取り込みを表す｡
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図2-17 p56Jck及びp62yesのリン酸化活性

上段は､p561ckリン酸化活性､下臥 ま､p62yesリン酸化活性を示す｡ (+)及び

(-)は､それぞれ酸処理 したエノラーゼ添加及び無添加を示す｡
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図2-18 TynCSk/csk及びfynZ/Z胸腺細胞におけるCD3-p59lyn､

CD4-p561ck会合後のp561ckのリン酸化活性の変化

上長釘ま､p561ck自己リン酸化活性及びエノラーゼを用いたp56lckリン酸化肝性､下

段は､p561ckの発現量を示す｡ (+)及び (-)は､それぞれ抗CD3抗体添加及び匪
添加を示す｡
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図2-19 ZAp-70のチロシンリン酸化

胸腺細胞破砕物を抗ZAp-70抗体で処理後抗リン酸化チロシン抗体 (上側のパネル)

または､抗ZAp-70抗体 (下側のパわ レ)でウェスタンブロッティング法を行った｡

(-)は､抗CD3抗体による刺激を行わないもの､ (十)は､行ったものをそれぞれ
示している｡

.･ 了

♂ ♂

I■■

Jxホ1
♂♂

L･P･ antU 12OL'bL

blot anti-PY

i･p･ antl-P 120｡bJ

l ■-嶋 ■~ - blot anTi-p120Cbl

凶2-20 p120Cblのチロシンリン酸化

胸腺細胞破砕物を抗 p120Cb嘱体で処理後､抗リン酸化チロシン抗体 (上側のパネル)

または､抗 p120CbJ抗体 (下側のパわ レ)でウェスタンブロッティング法を行った｡
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本章の内容は､

SatoshiKanazawa,DusvkolllC/IMotohiroi-Iashiyama,TetsuoNoumura,

ShinichiAizawa,andToshioSuda.rmpalreddevelopmentofCD4+cD8+

thymocytesbycsk"knock-in"intolynlocus.

として投稿 中 である｡
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第3華 cD4+cD8+胸腺細胞 におけるp59/ynとp125ILIAKの

相互作用

(p59lJ'n-p125FAKcoopeTlationinDevelopmenLofCD4+cD8十

ThymOCyteS)

｣㌦ 要■旨

p59rynisaSrcfamilynon-receptortyrosinckinasethathas

beensuggestedLoplayimportantrolesinTcelldevelopmentandfunction.

p125FAKisauniquenon-r･eceptorlyrosinekinaseandhasbeenthoughtLo

mediateintegrln-eXtraCeHularmatrixinLeracLions.ToexamineLheil-rolesLn

thymocytes,hetel-OZygOuSlc,1kmutationwasinLl-0〔iucedintohomozygousFyTl

deficiency.Thedoublemutation.butne旧1er･FyndeficierlCynOl一丁｢ノⅥ(

heterozygosityalone,displayedimpaireddevelopmentolCD4+cD8十

thymocyteswlthatrophyolthelhymiccortex,suggestinganunique

cooperationbetweenp59rynandp125FAKlnCD4+cD8十 Tcelldevelopment

2./j･:

これまでの多くの研究からTCR/CD3複合体及びThy-1を介した胸腺T細胞の形成に

p59lynが関わることが示されている(Weissela1.,1994:LanckielZjl.,]995)0

Fyn欠損マウス (恒 ノ~)は､免疫系における組織学的な変異や､′r釧胞における紬泡集

団の変化等といった表現型を示さなかった(Steinetlll.,1992;Appleby亡,la1.,1992;

Yagieta1.,1993C)｡これらの結果より他のSrcフ7ミリー非レセプター型チロシンキ

ナーゼがFyn欠才員を補っていると考えられている｡また最近非リンパ球系の釧胞におけ

る研究からp59lynとp125FAI(の問に相互作用の可能性がある軍が示された(CobbeL-

al"1994;Thornaset'a1.,1995)o

p125FAKは､vISrCにより形質転換したニワトリ肱線維井川胞において強くリン酸化

される蛋白質として同定された(KannereLz21.,1990)｡その構造は､SH2及びSH3領

域､ミリスチレイション領域及びパルミチレイション領域を持たず､キナーゼ領域以外

はこれまでに知られている他の非レセプター塑チロシンキナ-ゼと全く相剛/巨を持たな

い｡p125FA勘ま､脚腺釧胞を含む種々の細胞に発現している(SchallercLal.,1992;

Hanksela1.,1992;Andreela1..1993;WhltneyelaJ.,1993;ChoietalL,19931,

Tlic'ela1.,1995;FurutaetaL,1995;Kanazawaeと･',-ll.,1995)｡しかし胸腺酬胞に

おけるp125FAl(の役割についての情報は少ない(Whitneyelall.1993;Kanazawa
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elal･11995)o培養線維芽様細胞において､p125FA '̂tま､紬 泡接着動 二存在すること

からECM(exh･CellLllal-matl･ix)-インテ// リンを介した伝達系において重要な働きを

行っていると考えられている(ⅠIanksetaJ･,1992;Kanazawaet'7/.,1995;fllC'Elt
∂上1995)0

胸腺/irqJ泡には種々のインテグリンが発現 していて､T,弁･日日也の発達や機能獲得において

このインテグリンを介 したシグナル伝達系の果たす役割もまた重要であると考えられて

いる(Shimizuel'11･,1990;Salomonelal･,199-,1)oT紬也の発達や機能獲得におけ

るp59lynとp125FAl(a)間の相互関与について調べる車を削 fJtして､Fyr沈 積に
FAK欠損を導入 し実験を行った｡
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3.材対･と芳彦

1)変異マウス

Fyn欠損マウス (fyn-/I)及びFAKヘテロ欠損マウス (lak+/-)は､Yagiら及び

Furutaらの方法に従い作成した(Yagieta1.,1993C,1994:Furutaeta1.,1995)｡

本研究で用いた､異なるFyn､FAK遺伝子型欠損マウスは､まず最初にlyn~/-と

lak+/マ ウスの間の交配の子孫から得たC

2)遺伝子型決定

マウスの遺伝子型は､尾より抽出したDNAのPCRにより決定した｡DNAの分離は､

Nadaらの方法に従った(Nadaeta1.,1993)｡使用したプライマーは､pl(5'-CAT

GACCTGAGTTTTCACAAAGGAG-3')とp2(5'-CGTGCACACTTAAGAAGT

AGGCTC-3')から正常fyn遺伝子アレルに対する260bpの断片を検LL_LIJL､p3(5'-GA

GAATCCAGCTTTGGCTGTT-3')とp4(5'一ccCTTCTTGAACCAACTTCTC

-3')から正常ねk遺伝子アレルに対する86bpの断片を検出し､p2と

p5(5'-TGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGG-3')から変異遺伝子に対する420bp

の断片を検出し､p4とp5から変異(ak遺伝子アレルに対する170bpの断片を検山した｡

分析は､AmpliTaqDNAPolymerase(PerkinElnler)を用い､ホットスター トは､

95℃で7分間､75℃で10分間､50℃で2分間そして72℃で15分間行い､P

CR法は､94℃で1分間､60℃で1分間､72℃で1分間のサイクルを30回行っ

た｡

3)キナーゼ活性及びウェスタンブロッティング分析

胸腺細胞は､異なるFyn-FAK遺伝子型欠損のマウス (lyn+/+(ak+/+;

fyn+/+Iak+/-;fyn-/-lak+/+;fyn-/-fak+/I)の胸腺より冷却PBS緩衝液中で､フ
ラットなどンセットを用い組織をこすり取ることにより分離した｡単細胞化 した細胞は､

looFLmのメッシュを通し､細胞懸濁液とし集めた (Tsukadaetal･,1993)0

細胞は､TNE抽出用緩衝液で抽出した｡全細胞抽出物は､Pansorbin

(Chalbiochem)またはプロテインGセファロース(Pharmacia)で4℃で30分間洗浄
した｡ウェスタンブロッティング法およびキナーゼアッセイに用いる免疫沈降物は､抗

p59lyn抗体 (Fyn301､Wako)または､抗p125FAK抗体 (2A7､UBr)をそれぞれ1:

10または 1:100希釈で使用して､5Ⅹ107胸腺細胞から得た｡免疫沈降物は､

プロテインCセファロースで集めた後､TNE抽LLt!.用緩衝液で 1度､緩衝液A(20mM

Tris-HCIpH7.4;1mMEDTA;0.10/oNp-40;100/oグリセロール;5mM 〟-メル
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カブトエタノール)で2度洗浄した｡免疫沈降物及び全細胞細目物 (60mg/レーン)は､

8%SDS-PAGEに流 し､ウェスタンブロッティング用にニ トロセルロース膜

(Scheicher&Schue岬 二転写 した｡ニ トロセルロース膜は､Tween-20/TBSまたは5

% スキムミルク､Tween-20/TBSで4oC､一晩処理 した後､適切な抗体を用い､ i

時間室温で処理 した｡ウエスタンプロ･ノティング法に用いた抗体は :抗リン酸化チロシ

ン 4C1O抗体 (UBI)を1:2000希釈で､抗p125FAKJFl抗体 (東京人学､山本

雅博士より供与日Furutaela1.,1995;Iliceta1.,1995)を1:500希釈で､抗ア

クチン抗体 (Sigma)を1:1000希釈で処理した｡Tween/TBS緩衝液でニ トロ

セルロース膜を3回洗浄した後､免疫反応物は､化学発光用基質､Hyperfilm-ECLを

用いたECLシステム (Amersham)によって検出した｡ニ トロセルロース膜は､ECLシ

ステムの手順に従いス トリップした後､ブロッキングを行い再びリブロットした｡キナー

ゼアッセイは､Nadaらの報告に従った (Nadaela1.,1993;FurutaeEa1.,1995);

1反応ごとに､2･5mgの酸処理済エノラーゼ (Sigma)を用いp59恒のキナーゼ活性

を検出し､また5mgの 4:1 Poly(Glu,Tyr)(Sigma)を用いp125FAI(のキナーゼ

活性を検出した｡分析は､BAS2000(Fuji)を用い行った｡

4)組織染色

胸腺は､ブアン匡走後､アルコール脱水を行い､パラフィン(0Xford)に包埋 した｡

5FLmの厚さに切片を切 り､ヘマ トキシリン ･エオジン染色を行った｡

5)フローサイ トメ トリー

胸腺細胞は､冷却 したPBS緩衝液中でピンセット等を用い胸腺組織より分離した｡

単一細胞となる様ピペッティングした後､孔径100/∠mのメッシュを通した｡ 胸腺細

胞懸濁液は､CD32/16(FCγⅠⅠ/HI レセプター)2.4C2抗体 (PharMingen)0.5

mg/106捌 包で処理 した後､fluoresceinisothiocyanate標識抗CD4RM4-5抗体､

ビオチン化抗CD853-6.7抗体､R-phycoerythrin標識抗CD3E145.2Cll抗体､

fluoresceinisothiocyanate標識抗マウス｡βTCRH57-597抗体､

R-phycoerythrin標識抗マウスCD69H1.2F3抗体､またはR-phycoerythrin標識抗

マウスHSAMl/69抗体(PharMingen)で､それぞれOkadaらに従い処理 した

(Okadaeta1.,1993)｡抗体処理後､FACSvantage(BectonDickinson)を用い分
析した｡
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4.番~果

1)恒 ノ丁∂ノ(千/マ ウスの作成

本章の研究において使用 したp59恒 とp125JTA〃欠損マウスは､Yagiら及Ilicらによ

り既に報告されている (YagielaJ"1994:Ilic'eta1.,1995)｡簡単にその概要を述べ

るとIyn変異マウス (lyn-/)は､p59lynの代わりにp59lynのN-末端とp-ガラクト

シダーゼとの問の融合蛋白質を発現 し､正常マウスに成長した (Yagieta1.,1993C.

1994)0lak変異マウス (fak-/-)は､｢冊右葉件細胞の異常により､初刑T言の発達時に致

死性であった (Ilic'eta1.,1995;Furutaeta1..1995)｡変異マウスは､最初に

lyn+/-(ak+/マ ウスを作成し､次にこれらのマウス間での交配を行った (図3-1)｡

全ての型の変異マウスは､メンデル法則に従った割合で得られた｡これらのマウスの胸

腺紺胞におけるp59恒の活性の欠損は､自己リン酸化活性及びエノラーゼを用 いたリ

ン酸化活性によって確認した (図3-2)｡ またp125FAKの発現量は､期待通 り正常

マウスの約 1/2であった (図3-3)｡

2日yn-/-Iak+/~マウスの胸腺刺胞

lyn-/-lak+/-マウスの胸腺は､生後約 3適齢まで正常の発達を示 した｡その後約

2/3のマウスにおいて胸腺細胞の数が減少 し始め､4週齢から5適齢にかけて正常マ

ウスに比較 して､約 1/100になる (図3-4)｡この刺胞 数の減少は､胸腺皮質の

萎縮に一致する (図3-5)｡この表現型にはばらつきがあり､約 1/3の

lyn+lak+/-マウスにおいては､正常マウスに比較 して数十分の-程度の胸腺細胞数

の減少が見られたが､その胸腺組織像においては､なんら異常も観察されなかった｡

lyn-/-(o/40匹)､/ak+/-(0/40匹)､lyn+/-Iak+/-(0/60匹)のい

ずれのマウスにおいても胸腺紬j]包数の減少及び胸腺萎縮を示すものはなかった｡

3)フローサイ トメ トリーによる胸腺細胞の分析

胸腺萎縮を示す個体の胸腺細胞の状態は､T細見分化マーカー :CD4､CD8､CD3､

CD69､IISA､TCRαβに対する抗体を用いフローサイトメトリーにより分析 した｡

DP胸腺紺胞において顕著な減少がみられた｡この現象は､ほぼ全てのDP細胞が皮質
に存在することから考えて､胸腺皮質郡分の萎縮の結果と-一致すると言える (図3-6､

7) ｡CD3､CD69及びTCRαβの発現は､DP細泡からSP知日抱への胸腺細胞の分化

に従って正常に増加 し､またHSAの発現は､逆に減少 した (図3-8､一10)oこ

のことから､lyn-/-Iak+/マ ウスにおけるSP,Wlj泡は､DP,ir順 を経由する正常の/)十化
を示 していると思われる(GuidoseLa1.,1990;Bendelaceta1,1992:°hanelaJ･,

1993;Salomoneta1..1994).
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4)p125FAKのチロシンリン酸化及びそのキナーゼ清作､ならびに胸

腺細胞 タンパク質のチロシンリン酸化パターン

胸腺における異常を分子 レベルで解明するため､その初期段階として予想される､

p125FA〝のキナーゼ活性におけるFyn欠損の効果調べたoFyn欠損は､胸腺細胞にお

けるp125FAKのチロシンリン酸化正常レベルの約200/.にまで劇的に減少させた｡ し

かしながらこのチロシンリン酸化の減少は､p125FAKのキナーゼ活性､すなわちPoly

(Glu､Tyr)を基質とするキナーゼ活性及び自己リン酸化のレベルに対 し､なんら影響を

与えなかった (図3-11)｡p59lynとp125FAKは､共にチロシンキナーゼ活性を持

っ｡そこでlynノーlak+/-胸腺細胞において特異的に減少しているリン酸化蛋白質を調

べる目的で､全胸腺細胞抽出液のチロシンリン酸化パターンを調べた (l夏13-12)｡

しかし恒 -/-fak+/-胸腺珊胞におけるチロシン.)ン酸化パターンにユニークな変化は､

特に見られなかった｡
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5.着賓

ダブルミュータントマウスにみられる表現型は､Fyn欠損マウス及びFAKヘテロ欠

損マウスのそれぞれにおいては見られないoこの表現型は､T細胞において､p59lyn

とp125FAKを介 したシグナル伝達に協調性があるという最初の仮説を示するものであ

る｡ ただし表現型の不完全な浸透度 (penetration)はlak遺伝子の欠損が､片方の対立

遺伝子に対 してのみ起こっていて､ホモ欠損でないことによるものと推定される

(FAKホモ欠損マウスは､月引生致死を示す)0

fyn遺伝子のN-末端部分を融合させる形でcskcDNAをlyn遺伝子座に入れたcsk

"ノックイン"マウス胸腺細胞においてもダブルミュータントマウスと同様な

cD4+cD8+細胞の減少が､フローサイトメトリーによるデータから明らかにされた

(第4章参照)｡p50C叫 ま､Srcファミリー非レセプター型チロシンキナーゼの負の制

御蛋白質であり､ "ノックイン''ミュータントマウスにおいては､他のSrcファミリー

非レセプター型チロシンキナーゼによるFyn欠損の相補をこのCskが抑制すると説明で

きる｡ 2つの変異マウス間の表現型における類似性は､CD4+cD8十細胞発達における

srcファミリーキナーゼとp125FAKの問におけるユニークな相互作用も示 している

と推定される｡DP細胞からSP細胞-の分化は､MHCを介したTCR/CD3レセプター

の刺激によるもので､CD3､TCRαβ､CD69の発現が上昇 し､HSAの発現が減少す
る事が知られているoそこでこれらのマーカーの発現を､フローサイトメトリーを用い

解析した｡ その結果､細胞数の減少が見られるものの､ダブルミュータントマウスにお

けるDP細胞からSP細胞への分化過程には､特別な異常がないことが推定された｡

p125FAKは､アミノ酸配列で397番目における自己リン酸化部位を含め少なくと

も5つのチロシンリン酸化部位をもつ(Clarketa1.,1995;Calabeta1.,1995)｡自己

リン酸化部位は､p125FAK自身によりリン酸化されることが知られていて､この自己

リン酸化されたチロシン部位は､p60SrCとp59lynの結合部位と考えられる(Cobbel

a1.,1994)｡このチロシン部位へのp60SrCの結合は､p125FAKのアミノ酸配列で40

7番目､576番及び577番目におけるチロシンリン酸化部位で､チロシンリン酸化

後､p125FAKのキナーゼ活性の上昇が報告されている(Calabelal"1995)oここで

次の様な可能性が生 じる｡ 即ち､Fyn欠損マウス又はFメロくヘテロ欠損マウスのどちら

においても見られない様な､ダブルミュータントマウスのみにおける表現型は､

p59lynによるp125FAK活性の制御を反映しているということである｡実際に

p125FAKのチロシンリン酸化は､Fyn欠損により大きく減少したが､p125FAKのキ

ナーゼ活性には､変化が見られなかった｡それ故､ダブルミュータントにおける表現型

は､p59lynによるp125FAK活性の制御によっては説明できない事になる｡次に､Fyn
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欠損におけるp125FAKのチロシンリン酸化の減少を考えると､p125FJl{を介･しての

シグナル伝達に関する機能が推察される｡例えば､p125FÂ 'Lこおけるチロシンリン酸

化は､種々のシグナル伝達系分子群のアンカー蛋白質として機能し､p125F･111･が待つ

綱 包接着機能の制御と共にもう一つの生物学的活性に関与する可能性がある(Clar･ket

al･,1995)oFyn欠損とp125FAKの片方の対立遺伝子のみの欠損とが同時に存在する

とき(fyn-/-fak+/-)､その調節機能作用の臨界点に近づくと推定すると､この臨界点

を若干でも越えたときに初めて､表現型に対 し影響が生じると考えられる｡しかしなが

ら､より可能性のある仮説として､ダブルミュータント胸腺細胞において､p59Tynと

p125FAKの共通の標的蛋白質のリン酎 ヒが､やはり臨界点に近い状態となり､以降の

シグナル伝達系に影響を与える､という事が推定される｡ 現在までのところ､この様な

分子をウェスタンブロッティング等によるリン酸化蛋白質の分析からは見つけられてい

ないが､PI3ヰ ナ-ゼ､ZAP170､p120cblまたp561ck､p62yes及びFAK-B等がその
候補として予想される分子であると考えている｡今後は､これらの分子群のリン酸化の

程度をウェスタンブロッティング法等を用い調べる必要がある｡
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1420bp

J1260bp

1 170bp

1 86bp

wildtype recombinant

fyn 260bp (pl,p2) 420bp (pZ,p5)

fak 86bp (p3,p4) 170bp (p4,p5)

図3-1 遺伝子型の確認

PCR法による遺伝子型の決定の例を示しているopl-p5は､マウスの遺伝子型を決め

る際のプライマーを示す｡
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図3-2 胸腺珊胞におけるp59恒の自己リン酸化及びキナーゼ活性

上のバンドは､p59lynの自己リン酸化活性を､下のバンドは､酸処理したエノラーゼ

を基 質としたキナーゼ活性を示す｡
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p125FAK ･ 雪 ぎ峯 _ . _

= - 二_~=

actin- - - -- --

図3-3 胸腺細胞におけるp125FAKの発現

50mg/ml抽出物/レーンを8%SDS-PAGEで流した｡プロットは､p125FA〝の

C-末端に対する抗p125FAKJFl抗体を用いた｡p125FAKの蛋白質量は､変異ねk
遺伝子アレル(fyn+/+fak+/-とlyn-/-lak+/-)の為に半分に減少することが期待され

る｡下段のパネルは､それぞれのレーンに同量の蛋白質があることをアクチンに対する

抗体で示 している｡
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図3-4 胸腺細胞の総紬抱数

胸腺細胞は､生後26日齢のマウスより分離し､総細胞数を計測した｡
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fyn+/+fak+/+

fyn+/+fak+/-

fyn+/+fak+/+

fyn+/+fak+/-

棚

図3-5 lyn-/-fab+/-マウスにおける胸腺の萎縮

生後26日齢のマウス胸腺の組織像｡右側のパネルは､左側のパネルのボックス領域

の拡大図である｡fyn-rfak+/マ ウスは胸腺が萎縮を示 している｡M､髄質 ;C､皮

質｡バーは､25FJmを示す｡
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図3-6 フローサイ トメーターによる分析 (CD4､CD8マーカー)

生後26日齢のマウスの胸腺細胞のCD4､CD8による分析｡長方形のゲー ト部分の

CD3､CD69及びHSAによる分析は､ 図3の8-10にそれぞれ示す｡
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図3-7 フローサイトメーターによる分析 (CD3､TCRaβマーカー)

左 .'野生型 (lyn+/十fak+/+)､右 :lyn-/-lak十/-､それぞれのマウスの胸腺細胞を

用いCD3､TCRaβマーカーによる分析を示す｡
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図3-8 フローサイ トメーターによる分析 (CD3マーカー)

S4は､CD4+cD8-胸腺細胞 ;S8は､CD4lCD8+胸腺細胞 (図3-6参照)
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図3-9 フローサイ トメーターによる分析 (CD69マーカー)

S4は､CD4十cD8-胸腺細胞 ;S8は､CD4-CD8+胸腺細胞 (図3-6参照)
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図3-10 フローサイ トメーターによる分析 (HSAマーカー)

S4は､CD4+cD8胸 腺細胞 ;S8は､CD4-CD8+胸腺細胞 (図3-6参照)
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図3-11 胸腺細胞のp125FAKの党規､リン酸化､自己リン酸化及びキナーゼ

活性の分析

p125FAKは､600mgの胸腺細胞破砕物より抗p125ITAK2A7抗体を用 い 免疫沈降

物とした｡2/3の免疫沈降物を流し､抗p125FAKJFl抗体でプロットした｡残 りの

免疫沈降物よりp125FAKの自己リン酸化及びキナーゼ活性を行った｡Fyn欠損におい

てチロシンリン酸化が減少するが､自己リン酸化又はキナーゼ活性においては､変化が

なかった事が､示されている｡
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図3-12 胸腺全細胞抽出物のチロシンリン酸化

60mg蛋白質/レ-ンで､それぞれを80/OSDS-PAGEで流し､ニ トロセルロース膜

に転写した後､抗リン酸化チロシン抗体でプロットした｡
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本章の内容は､

V
SatoshiKanazawa,Duskorlic/,MoLolliroHashiyama,TetsuoNounlura,

TadashiYamamoto･ToshioSLIda,andShinichî izawa･p59lyn-p125FAK

CooperationinDevelopmentofCD4+cD8+ThymocyLes･Bloodinpress.

に発表した｡
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第 4章 胸腺細胞 に対するインテグリン刺激によるp125FAKの

チロシンリン酸化及びリン酸化活性の減少

(rntegriITStimulationDecI-easesTyT･OSinePhosphoryl(,氾onalld

ActiviLyorFocalAdhesionKillaSeillThynlOCyLes)

i.安■旨

FAK,focaladhesiollkillaSC,ise_1,Pressedil一aVarietyof

celltypesandhasbeensuggestedtolransdLlCeSlgna】sbroLlghLとIboutby

integrin-ECMinteractions.IntegrinstimL112ILionincl-easesLy1-0Sille

phosphorylationandactivityofFAXiI~laHtheCel一sexaminedLodate,In

contrast,inthymocytesstimulationofVLA-4(α4βl)andLFA-1(αLβ2)

resultedinamarkeddecreaseintyrosinephosPhorylatiotlandacLiviLyol

FAK.

2.序

p125FAKは､キナーゼ ドメインを除いて､他の領域においてはこれまで知られてい

る非レセプター型チロシンキナーゼに対 して､重要な共通配列等を持っていない｡

p125FAKは､種々の細胞に発現 している(Schallereta1.,1992;GuanetalL,1992)o

培養細胞において､p125FAl(は､細 庖接着斑 (localadhesion)に在1-IJ-'してお り,釧胞

外基質 (ECM)-インテグリンを介 したシグナル トランスダクションに関与すると考え

られている｡ 実際にFAI(欠損マウスは､胎児期において致死性を示 し､フィブロネク

チン欠損マウスの表現型に非常に似ている(ITurutaela1.,1995;Georgeela1.,

1993)0p125m 〟の分子レベルでの機能に関しては､未だに明らかにされていないo

p125FAKは､jnvL'lroの系において､インテグリンβ1､β2及びβ3の合成ペプチ ド

鎖に結合することができる (Schallerela1.,1994;ClarketaJ･,1995)Oインテグリ

ンに対するリガンドの結合は､これまでに知られている限り､全ての細胞において

p125FAKのチロシンリン酸化及び活性を増加させる (KornbcrgeLall,1-992;

HaimovichelaI.,1993;Clall(etal"1995;Linelal･,1995)o清件化 した

p125FAKは､インテグリン-細胞骨格結合を調節 していると考えられている(CLark

eta1.,1995;tlic'etzll.,1995)｡

これまでにインテグリンは､T細胞のmigrahon､ homing､ rccircLllation及び

recognition､costimLllationに関わっていることが知られている (MucllereEaJ･･

1989･,Shimizuetcll..1990,Sawadaeta1.,1992;Springe1-,1994)o種々のイン
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テグリンが､Tリンパ球に発現していて､T剛胞の分化に応じてこれらのレパ トアー及

び発現量等は､変化 していく｡ この中でVLAl4(α4β2)とLFA-1(αLP2)は､マ

ウス胸腺,糸m胞において特によく知られているインテグリンであり(Sawadaetal.,

1992;Springereta1.,1994)､p125FAKもまた胸腺細胞に発現 している(Whitney

etal_,1993;Choiela1.,1993)｡インテグリンを介した胸腺細胞内のシグナル伝達系

に関するp125FAKの機能及びT細胞における役割を決定するための最初のステップと

して､他の細胞において行われたのと同様にインテグリン刺激によりp125FA打が､活

性化されるか否かを実験 した｡
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3.材斜 と方法

1)紺胞分離及び細胞培養

初代培養胎児線維芽梯川胞は､ 14n雌のC57/B6マT'/ス胎児より分離 し(IlicLtlC7/.,

1995)､DMEM(CIBCO)､loo/o牛胎児｣hl清､10-4M /3-メルカプ トエタノール

(Signla)､非必須アミノ酸類 (FlowLab.)及びピルビン酸ナ ト1)ウム (FLowLab.)で培

養した｡胸腺細胞は､年後26口齢のC57/B6マウスの胸腺 より冷却 したPBS緩衡池中
でピンセット等を用いて分離し､単一Jl朝地 とした｡

ピペッティングにより単一綱 包とした後､100Flmのメッシュを通したC

2)胸腺細胞におけるp125FAKの発現

フローサイ トメーターを用いて､CD4-CD81､CD4十cD8十､cD_1十cD8㌧及び

cD4-CD8+細胞をそれぞれ分別採取し､これらの細胞を用いてRT-PCR法を行ったO

プライマーとしてA(5'-TCAACACGTCAACACTGACTA3')､B(5'一ccACCCT

TTGCTTCTCACGTAl3')､C(5'一ccAGGGATTATCAGATTCAGA-3')､D

(5'一GACACCAGAACATTCCCAGCA-3')､E(5'一ccTGCAGACACCTACAAT

CACT)及びF(5'-TCCCCGTGTCTCCCCTACCAT-3')を用いた (図4-1参

照)0 PCR反応は､10ngのC-DNAを用い行った (Tsukadaeta1.,1993)0

3)フローサイ トメ トリー

胸腺細胞懸濁液は､抗CD32/16(FCγH/tH レセプター)2.4C2抗体

(PharMingen)0.5mg/106細 胞で処F_-uした後､R-phycoerythrin標識抗CD4

RM4-5抗体､ ビオチン化杭CD853-6.7抗休､fluoresceinisothiocyanate標識 rat

抗マウスCD49dMFR4.B抗体(9C10)(PharMingen)及びfluorescein

isothiocyanate標識抗LFA-1FD448.1抗体 (京都大学､喜糾辰夫｢岨 二より供与)で

処理後､FACSvantage(BectonDickinson)を用い分Urした (Okadaelal.,

1993)0

4)インテグリン刺激及びp125FAI(の発現､リン酸化､自己リン酸化

およびリン酸化活性

初代培養胎児線維井 紬 泡は､非酵素性細胞昭排液 (S癌nla)でi関目胞 化 した｡培養デイ

シュを予め10nlg/mlフィブロネクチン (SigIlla)で2時間処埋 した後､熱処理 した

30/.ウシ血清アルブミン､PBS緩衝液で11号聞ブロッキングした｡懸濁 した#LLIJ泡は､

DMEM培地で l時間培養する｡抗体による刺激は､以下の横に行ったC
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5Ⅹ107細胞/0.2mlAIMV培養液 (CIBCO)をそれぞれの 1次抗体 (50mg/ml)で､

4℃において1時間処理する｡ その後､冷却したPBS緩衝液にて2回洗浄し､ ユ次抗体

を洗い流した (JewelletaI,,1995)｡処理後､0.2mlAIMV培養液に再懸濁 し､37

℃で10分間､2次抗体 (100nlg/1111)処理 し､最終的に､再度PBS緩衝液にて2回

洗浄し､細胞破砕懸濁液を作製したO対照の細胞は､処理 しないもの及び2次抗体のみ

処理したもの等から得た｡この細胞破砕懸濁液より､抗p125FAIIJFl抗体を用い免疫

沈降を行い､ウェスタンブロッティング法を行った(Nadaeta1.,1993)0p125FAK

のリン酸化活性は､5mgの4:1Poly(Glu,Tyr)(Sigma)を使用し､結果は､

BAS2000(Fuji)を用い解析 した｡

5)試薬

インテグリン刺激 1次抗体として､抗マウスCD29(βlin[egrin)9EG7抗体､抗マ
ウスCDlla(αL)M17/4抗体 (PharMingen)､ウサギ抗 α1 インテグリン抗体

(Scriロpslnstitute､Dr.Y.Takadaより供与)及び抗LFA-1FD448.1抗体 (京都

大学､喜納 辰夫博士より供与)を用いた｡2次抗体として､ヒツジ抗ウサギIgG血清ま

たはヒツジ抗ラットIgG血清 (Cappel)を用いた｡p125FA〃免疫沈降用には,抗

p125FAK2A7モノクローナ)L,抗体 (UBI)を用いた｡ウェスタンブロッティング法には､

ウサギ抗p125FAA'JFl抗体 (東京大学､山本雅博士より供与)を使用した｡ リン酸化

チロシンは､抗リン酸化チロシン4C10モノクローナル抗体 (UBI)を使用した｡
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4.蕗果

1)胸腺細胞のp125FAKの党規

p125FAKは､胸月紬日胞に発現していることが知られている｡そこでさらにDN､DP､

SP細胞のどの分画に発現しているかを調べるために､フローサイトメ-タ一による分

別採取を行い､各細胞分画を得た｡これらの細胞からnrRNA精製 し､cDNAを作製 し

た｡この後p125FAKに対する特異的なプライマー (N-末端に対 してはA及びB､キ

ナーゼ領域に対 してはC及びD,C-末端に対 してはE及びF)を用いPCR法で確認 し

た｡DN､DP､SP細胞すべての細胞分画でp125FAKの発現は見られ､さらに半定量

的なPCR法でみた時､SP,W胞での発現が若干弱いことを確認している (図Z1---1)0

2)胸腺細胞におけるVLA-4及びLFA-1の党規

VLA14のDN､DP及びSP細胞における発現は､フローサイトメーターを用い､

CD4､CD8､VLA-4の同時染色によって行った｡ その発現は､DN紺胞で最も強く､

DN細胞で弱 く､SP細胞ではさらに弱かった｡即ち胸腺細胞の成熟に伴って発現量が減

少していくことが分かる｡一方LFA-1の発現を見ると､VLA-4とは逆にT細胞の成熟

に伴って発現量が増加 していく (図4-2)0

3)線維芽細胞に対するインテグリン刺激後のp125Fノ1〝リン酸化､

自己リン酸化活性及びリン酸化活性

コントロール細胞として､線維芽細胞における､インテグリン刺激後のp125Fノ4才(リ

ン酸化､自己リン酸化活性及びPoly(Gltl,Tyr)へのリン酸化活性を調べた｡フィブロ

ネクチン被膜デッシュ上の細胞 (図4-3､レーン2)をデイシュからはがすと､速や

かにp125FA〝のリン酸化､自己リン酸化活性及びリン酸化活性が減少する｡ この懸濁

状態の細胞を更に抗インテグリン抗体で刺激すると､細胞をプレーティングした時と同

様にp125FAl(のリン酸化､自己リン酸化活性及びリン酸化活性は､再び上昇 した (図

4-3､レーン3)0

4)胸腺細胞に対するインテグリン刺激後のp125FAKリン酸化､

自己リン酸化活性及びリン酸化活性

胸腺,W胞のFAKは､非刺激時でもリン酸化されており､自己リン酸化及びリン酸化

活性も検出される｡ 線維芽細胞とは異なり､細胞懸濁状態すなわちECM等の接触のな

い状態でも､p125FA打が､活性化されていることになる｡さらにこの胸腺紬泡を抗マ

ウスCD29(β1integrin)抗体､抗マウスCDlla(αL)抗体 ､抗α4インテグリン抗
体､抗LFA-1抗体で刺激した｡いずれの抗体刺激においても､非刺激時に比較して､
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p125FAKのリン酸化は減少し､自己リン酸化及びリン酸化活性も同様に減少していた

(図4-4)｡
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5.着穿

胸腺捌 包におけるp125FAKの発現をI?T-PCR法で調べた｡胸腺細胞ではDN､DP及

びSP#1M包のどの分画においても､rak遺伝171m-RNAは､発現 していた｡半'定量的な

RTIPCR法での結果と合わせると､おそらく全ての胸腺細胞において､p125FÂ 'は､

蛋白質レベルでも発現 しており､その発現量は若干SP紺地において低いようにみえる｡

またVLA-4及びLFA-1は､DN､DP及びSP細胞の全てに発現 してお り､分化､成熟

の過程に応 じてその発現量が変化する｡

次に､初代培養のマウス胎児線維芽細胞に対して､抗体によるインテグリン利敵を行っ

た｡その結果は､培養,WT胞等でこれまでに報告されているものと同様､p125FAT(の1)

ン酸化､自己リン酸化及びリン酸化活性は､非刺激｢削こおいて低 く､抗β1インテグリ

ン抗体刺激によって､上昇 した｡一･万､胸腺細胞のp125lTAKは､非刺激時にはif.-1侶 ヒ
されているが､刺激時には逆に非活性化されることが分かった｡

p125FAKはインテグリンと結合 しているが､線維罪刑胞と胸腺細胞とでは上述のよ

うに明らかに反対の様相を里 した｡これはリンパ球と他の細胞との問では､インテグリ

ンの働きに異なる点があることを予想させる｡線維芽細胞においてECM-インテグリ

ンによるp125FAKの活性化は､細胞接着斑のターンオーバーを上げることにより､細

胞の連動性を刺激すると考えられている (Ilic'eEa1.,1995)｡胸腺細 泡におけるVL̂ -4
及びLFA-1を介 した会合は､細胞の分化時の細胞間の接着に関与することが予想され

る (図4-5)｡インテグリンを介したp125FAK-のシグナルが､,細1'd表面の分丁で

あるか､ECM分子であるかにより異なる可能性がある｡すなわち細胞間の結合なのか､

紺胞 ECM分子の結合なのかにより異なる｡IJFA-1は紺他聞の接着分子として良く知

られていて､ICAM-1､-2､-3と結合する(Springer,1994)｡VLA-4は､V25/CS-1､

胸腺ス トローマ細胞表両のフィブロネクチンのa圧ernativelysplicedsegmentと会合

するOまた末梢のT緋泡において､VLA-4は､VCAM11と会合するが､この会合は､

細胞表面接着分子間の結合となる｡今後は､胸腺細胞における細胞とECMの会合に閲

与するVLA15(α5β1)､末梢T刺胞 における,存IM包同士の会合に関与するVLA-4及び

LPAM-1(α4β7)等に刈する抗体刺激時のp125ITAKの酬 p_'日ヒを調べる必要がある｡
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図4-1 胸腺細胞におけるp125FAK発現の半定量的RT-PCR法による解析

上段 :FAKcDNAのマップoATGは､転写開始部 ;A-F､プライマーの位置 ;

矢印､プライマーの方向o下段 :DN胸腺細胞からの cDNAのRT-PCR法による解析

(レーン1)､DP胸腺細抱 (レーン2)､SP胸腺細胞 (レーン3(CD4+cD8一)､レー

ン4(CD4-CD8+)oDNA のサイズマーカ弓 ま､〆x174-HaeIII消化｡
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図4-2 胸腺細胞におけるVLA-4とLFA-1の発現パターン

上段のパネルは､CD4､CD8によるゲー トを示す｡下段左側は､CD49d(VLl牛4)､

右側は､LFA-1の発現を示す｡それぞれDN(CD4-CD81細胞､DP(CD4+cD8+)酬

胞､S4(CD4+cD8-)細胞､S8(CD4-CD8+)捌 包を示す0
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図4-3 胎児線維芽細胞における抗体刺激によるp125FA〝のチロシンリン酸化

5x106細胞のプライマリー胎児線維芽細胞破砕物より抗p125FAK抗体を用い免疫

沈降物を得た (レーン1)｡フィブロネクチン被膜デノシュに定着した場合 (レーン2)､

抗マウスCD29(β1)インテグリン抗体を用い細胞懸濁状態で刺激した場合 (レーン3)｡

1段 目のパネルは､同じ抗p125FAK抗体によりウェスタンブロッティングしたもの｡
ニ トロセルロース膜は､ス トリップ後､抗リン酸化チロシン抗体によりリブロットした

(2段目)｡ 抗p125FAK抗体免疫沈降物を用い､自己リン酸化活性 (3段El)及び

poly(Glu､Tyr)4:1を基質としてリン酸化活性を調べた (4段 目)0
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図4-4 胸腺細胞における抗体刺激によるp125Fノ4〝のチロシンリン酸化

5xlO7胸腺細胞の抗体刺激した (寄数レーン:刺激なし;偶数レーン:刺激あり;

抗マウスCD29抗体 (β1)(レーン2)､抗 α4抗体 (レーン4)､抗LFA-1抗体 (レー

ン6)と抗CDlla(αL)(レーン8)抗体｡
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図4-5 胸腺T細胞におけるFAKのチロシンリン酸化の役割の推定図

胸腺細胞において通常FAKは､チロシンリン酸化を受けている｡この状態では､胸

腺T細胞はおそらく抗原提示相月包(APC)等との珊胞の接着ができない状態にある｡

一方FAKが､一度脱リン酸化されると,邪]胞問の接着が可能になる｡
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第 5章 胸腺T細胞 におけるp59恒 を中心 としたシグナル伝達系 に

ついて :総括

｣㌦ まとめ

これまでに胸腺T細胞の分化及びそのセレクションに関して､多くの研究が成され､

大筋として､その制御は 1)おそらく細胞間の相互作用を基本としている､2)その際

シグナルは細胞表面のレセプターを介して細胞内に伝達されていく､3)このシグナル

の一部は､プログラム細胞死と関係する､そして4)最終的に選択されたT細胞は､免

疫系全体を制御する､と考えられている｡これらの制御機構の引き金は､T細胞 レセプ

ター､costimulator､インターロイキンレセプター等の受容体型膜蛋白質とこれらの

直下に存在する非レセプター型チロシンキナーゼである｡さらに細胞間相互作用に関わ

るインテグリン等の分子群もこれに準 じていると推定される｡これらの制御機構は複雑

な階層構造を成していて､特に強い相補性(redundancy)が存在し､お互いの機能が重

複していると考えられている｡これらの事実が､ノックアウトマウスによる解析を含む

多くの研究により解明されてきた｡

さらに本研究を含む新たな実験結果から､相補があるものの各蛋自質にはそれぞれの

役割が存在すること､また完全な意味でお互いを相補するこたができない部分もあるこ

とが分かってきた (以下図5-1参照)｡本論文第2章の "ノックイン"の結果から､

実際に相補性が存在していることを示 した｡またFyn-FAKダブルミュータントの結果

との比較から､p59lynのT細胞における真の役割が明らかになってきた｡即ちp59lyn

の下流にp125FAKが存在し､p125FAKを介したシグナル伝達系は､増殖に強く関わ

る事､これ以外にもおそらくZAP-70を介する系でポジティブセレクションに関与する

シグナル伝達系を持つ事を示 した｡

新たに確認した結果として.)'n vL'voにおけるp59rynを介したp120Cb/の経路が上げ

られる｡現段階では､p120Cblのリン酸化による伝達系の意味はおそらく細胞増殖に関

わるものと推定されるものの､今後更にこの伝達系の真の意味が解明されていくことと

思われる｡ 最近ZAPl70のノックアウトマウスが作成され､その結果から､DP細胞よ

りSP細胞への分化､特にポジティブセレクション及びネガティブセレクション に関与

している事が証明された(Negishieta1.,1995)｡このことから 'Lノックイン"マウス

におけるZAp-70のリン酸化の減少が､SP細胞の減少の一因であることが推定された｡

今後は､p59lynのネガティブセレクションへの役割についても調べていく必要がある｡

また､p125FAl(L二ついても､細胞接着斑の形成のターンオ二バーの制御盤｢腰 とし
ての役割の他に､T細胞の分化に関わるシグナル伝達系に深く関与することが本論文か

ら示されたが､その作用機構や伝達機構については全く分かっていない.現在p59lyn
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及びp125FA〝の共通のリン酸化ターゲットを含め､今後この下流の岡子について順次

明らかにして行きたいと考えている｡

一方インテグリン刺激後のp125FAA'のリン酸化の減少は､上述の細胞分化を直接制

御する細胞間相互作用に関与 していると考えられる｡ つまり細胞同 仁が強い結合を要求

するとき､p125FAKのリン懐化を低減することにより､細胞接着戊の構造の破壊を防

ぎ､綱 包接着が維持できるようになるという仮説に基づいている｡この機構は､紳泡接

着の基本的な現象で､特にT細胞においては､DP細胞の教育に必須と考えられる､胸

腺上皮細胞や抗原提示細胞 (APC)との結合の際､重要な働きを果すものと仮定して

いる｡ さらにこの結合様式は､LFA-1に関するデータから､少なくとも一部の

costimulatorにも当てはまるものと考えられる｡ 今後は､このp125FAK自身の･)ン酸

化の減少がどの様な機構によるものか､またこの系を介して実際にどの様なシグナル伝

達系が働き出すのかについて明らかにして行きたいと考えている｡
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2.論文 "原質"

本論文により明らかにされた内容を以下に示す｡

1.csk遺伝子をfyn遺伝子座に "ノックイン"したマウスを作成することより､胸

腺細胞内において､Srcファミリー非レセプター型チロシンキナ-ゼ間には､相

補性が存在する事を示した｡

2･p59fynの機能は､これまでに胸腺T細胞等におけるSP細胞 (singleposltive

cell､CD4十cD8-細胞およびCD4~CD8十細胞)への分化､増殖及びネガティブ

セレクション(negativeselectioll)に関与 していることが示されていたが､本

論文によりポジティブセレクション(positiveselection)にも関与することが示

唆された｡

3.p59Fynは分化増殖の際､ZAp-70､p120cb使 介すシグナル伝達系に関与するこ

とがこれまでhvl'troの実験により示唆されていた｡本論文は､lln vlrvoの系でも

実際にこの伝達系が存在する事を示した｡

4.p125FAKは､これまで,m胞接着斑形成に必要な蛋白質と考えられていた｡本論

文により､さらに､胸腺細胞の分化に関与するシグナル伝達系に必要な蛋白質で

あることが示された｡

5.胸腺細胞における､p59lynによるp125FAKのチロシンリン酸化部位は､自己リ

ン酸化能及び活性化能を調節しない事を示 した｡この部位は､むしろp125FAlI

のアダプター蛋白質としての役割を調整する可能性があると考えられる｡

6.胸腺細胞に対 して種々のインテグリン刺激を行ったところ､p125FAKのリン酸

化は､線維芽細胞等で知られていた事実とは異なり､減少することを示 した｡こ

の現象は､p125FA〟の役割は細胞の接着のターンオーバーの調整にあるという､

最も新しい仮説と良く合致する結果である｡
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lL2Production

図5-1 胸腺T細胞におけるp59lynを中心としたTCRシグナル伝達系の役割
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