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緒 膏

奉研究で は ､ 第皇 帝で ､ 酵健 望･ / ､ イプリッド法を用 いて も H e 転 の S H 3 ドメインの結昏パ - トナ -

として CI N 8 5 を同定したことを常磐ずるo e 王N 8 5Elヨは複数 の機能性ドメインを含んだアダプタ - タン パ

ク質で ､ 甜 菜 に 3 つ の S H 3 ドメイン ､ 中央にプロジンリッチな磯城貯昆郎 ､ e 釆 に e oii ed
･

e o重量ドメインを

持 つ o 第 2 審と第3 轟でほ CI N 8 5 の 新規機能に つ いて報告ずるo T 細飽蔓≡お いて ､ e重野8 5 g3 退潮発

現が T N F
-

鑑誘導アポト -

シスを促進するニとを第 2 寮で示し､ 第 3 寮で H ei J 盈 細砲妄こお い て C 王討鮎

の退部発現が単純 - ル ペ スタイル ス の増轟を鞄制することを報告するo

細飽 揺外界 の 化学物質 ､ 紫外線や放射線 ､ 熱 ､ 生理活性物質確 微生物など球 磨 な環境因子の

作用に応答し､ 適応して生存しているo 環境因子と細脇との接点は細胞表面 であり､ 第 1 の 搾摺慮とな

るo 細娘表面は鹿質の 二 重層からなる緬庖膜と､ これを貫通し､ またはこれと結督するタン パク質､ 糖タ

ン パク質､ 糖庵質で構成されるo これらの 多くが細胞 の外から内 - の シグナ) レ伝達 に関与しており､ 細

胞は外界からの シグナ ル によっ てタン パク質の合成 ､ 酵素の活性 批 細娩の増蒸 書 分化などを誘導して

い るe この シグナ ル を細盤 の舞から中 - 伝えるの が摸を貫通するレセ プタ ー (受容体きであるe 緬凝内 -

の シ グナ)i , 伝達ほ ､ 通常､ この レ セプタ - にリガ ンドが結合することで始動し号 緬娩 内でタン パタ質 ･リガ

ンド､ タン パク質- タン パタ質問相互 作頗に変換して核などに至り､ 最終的 に細飽の 増殖 書分化を誘導す

るo 細胞内シグナ ル 伝達系は真核 生物 になっ て急速に発展 したシ ステムであり､ その 時教は原核生物

の 場合と異なり､ 細臆 内で シグナ ル は枝分か れし､ 相互 にクロ スト - タを行 い ､ あるい は綻督きれるとむ苛

つ たダイナミックな制御を受 軌 シグナ ル 伝達ネットワ - タを形成して い る点であるo これ結界界の複凍な

変化に的棲 に反応し､ より柔軟なシグナ ル 伝達制御を行う必要があるからであるo 奉研 究の 目的ほ - こ

のような複雑なシグナ ル 伝達 系を解きほぐし､ そこから新しい戯薬タ -

ゲットの 辛がか撃を得ることにあ

るo

レ セ プタ - にリガンドが結合して細脇内シグナ)i , 伝達系が動き出すo 多くの場合 ､ こ招 シダナJ レ

伝達の 起点でチロ シンキナ - ゼが活性化するo チロ シンキナ
- ゼにほ レセ プタ

ー

分子 内にキナ - ゼドメ

インが含まれるレ セプタ -

壁( R T 琵ほ 句 細飽内にあっ て レセ プタ
ー に会食する葬レ 牽プタ -

撃とがあるo

さらに葬レ セプタ
ー

型経膜結合撃と､ 戯呈f a m ily のような細胞質撃に分類きれるB 膜結合型の 葬t , セプ

タ
-

墾チ ロ シン卑ナ - ゼほ S r e f a m ily k i n 盈S e に代表され ､ S T e f a m 皇Iy k i n 盈S e 経細施療の 裏打ちの

部分に存在し､ キナ … ゼ活性を持たない レ セプタ - と共役して細塵外からの刺教に対する反応 に関与

すると考えられているo

S r c fa m ily 瓦in a 畠e は分子量約 5 8
-

6 O kI) a の 膜結合型 のタンパ夕質であり､ 高等動物 で は 9

種類のメン バ ー ( S F e ､ F y n ､ ¥ e s ､ Y r k ､ L y n ､ H e k ､ F g r ､ B i恵､ L e kきが弼定されて いるo ニれらは類似し

た構造を持ち ､ その 基本構造ほ ､ N 末増に轟肪酸付加爵位を持ち､ ミリスチ ン酸や パ ルミテ ン酸が狩蔑

され ､ これらを介して膜 に局在するo 続 い て塀 にヲ アミ7) -

閑で 保 存性 が比較的低 い領域( t n 皇q 協e

r e gi o n) ､ 鮎 e h o n ol 喝y 3 ( S H 3き､ 鮎 e 畠o m o呈o 野 望(S H 望きドメインと呼ばれる機能ドメインが存在するe

S H 望ドメインはジン酸化チ ロ シン残基とその前後の アミノ酸配列を､ S H 3 ドメイン繕プロリン残基を三富むア

ミノ酸配列を認識 してタン パタ質･ タンパタ質問相互作用を担う¢ e 末端朝 の 半分ぼ考ナ - ゼドメインから

なっ ており､ この申ほどに自己リン酸化部位(テロ シンきが存在するe C 末端蔓こぼ i 8 資残基からなる活性

制御ドメイン があり､ この 部分の チロ シ ン残量がリン酸化きれると､ テ ロ シ ンキテ - ゼ活性 が輪湖きれるこ



とが知られている(F 皇g . 1 泊j o 最初を三見出きれ藍 鮎 e fa 翫皇量y 監皇n 盈S e は Ⅴ
- S 若e でララス 肉腫タイル ス の

ガン遺伝子であるo v -

畠r e 意伝子 は重常細飽形 c
-

畠ぎe 遼伝予蔓芸由来i / も e 栄婿制御賢メイン 野リン酸ぞ転チ

ロ シ ン残基を鹿央して常時活性型となっ てい る昏 S T e f a 迅皇呈y 施主n 盈S e 鍔不活性型と活性型 の詞寿機構

は ､ 不活性型の 績晶構造解析によっ て解明きれて いる晩 塊 不活性型ぼ ㌔ e 乗場潮解ドメインのジン酸

化チロ シ ン残基を含む ペ プチドが S H 2 ドメインと播督して い る三とI S H 望ドメインと触媒ドメインをつ 恕式
亭

リ

ンカ - 配列が S H 3 ドメインと結合して いる三と漆芸見出されたo すなわち不活性型 鮎 c 払 私立Iy 返皇n 盈轟e で

ほ機能ドメインが分子内で働い ていることが明らか にされた伊豆g . 銑 そして活性型毒こ変iヒずるに経 写 e

末端 制御ドメイン のジン酸化チ ロ シ ン残基 が巌リン酸化するか , あるい は 分子内結普蔓三関卑して い る

S H 望 及 び S E 3 ドメイン に亀の より親和性 の強 い 因子 が練督するニとが彪要 であるo

鬼c毛董v e 圭B 金e意義v e

対y rist e yl 盈ti8 fl

容i 振

F 皇g . i S どC f a m ily k i n a s e の 基本額達

不活性型 活性型

S H 3

S H 2

F i琶. 2 鮎 e f a m 皇iy k豆n 盈 紀 の活性絶境帝

?

∈0 0 H



鮎 e 払 n 主星y k皇n a 昏e にほ縫紋遍在性を芸発現してむ篭るメン バ
- とち ある綾織を己特異的蔓芸発現して い

るメン バ
- が存在ずるe 鮎 c ､ F y n ､ 瀧 s ､ 嘗T k ほ広彰㌔経織全般妄芸発現し苛も

ちるが 駕 飼えばi J e監看護管 細胞

系に ､ B l恵､ L y r l ､ F g r 揺 B 細胞や マ クロプア
- ジ系 の細巌をこ専 H e 転ほ養魚系の単球尊額鐙球毒己発現し

てして おり晩 6】 ､ それぞれの 細塵 の 申 で特異な機 能を持 っ てむ､ ると考えられ てむ㌔る8 S T C 払 迅童l賢

ki n a 昏e の機能は免疫系細胞 ､ 特に T 及び B 細胞をこお狩るL e態､ L w n ､ 野y n を三 つ も
､ てよく解析きれてお

り､ それぞれ非チロ シン考ナ
- ゼレ セ プタ - の B 細砲受容捧㌔ 習 細飽受容体の触媒サプ 誌 ニ ットg 3 £う

に振る舞っ て ､ 抗原弼激の情報を細泡内チロ シンリン酸fヒ反応 に変換する働きがあるニと漆芸明らか着こさ

れているo 鮎 e f a m ily k i n a B e の機能の 特徴ほ極め て多様なシグナ ル 蓉達系で機能しても
写るニとであ野毛

また 鮎 e f a m ily k i n 盈8 e 相互の機能 の 重複や相補が置終られることであるo 例えば､ S TC には多彩怒機

能が報告されてい るが ､ 鮎 e ノックアウトマウス の解析結果は e 威 e o p et T O 威 爵( 大理石病ラという骨繍泡e)

異常が認 められる以外は正常であっ た【7】8 これは骨細飽以外 では鹿の 鮎 e 払 m 主星y k皇n 盈 紀 が S T e の 機

能を補完しているた範と考えられてい るo

さて ､ 本研究経細飽内の シグナJt , 伝達系 ､ 中でも 艶 e f a m ily k in 急 死 が関与するシグナ)i , 伝達

系 に着目して スタ ー トしたo これまで シグナ ル 伝達系を標的とした劇薬は ､ 窃P C R など府 レセプタ
- とリ

ガンドの反応の アゴ ニ スト､ ア ンタゴ ニ ストを対象としたもの がほとんどであっ たo しかし遼寧続ガン邦 の

分野でヒト上皮細泡盛長因子受容体 E G F R のリン酸iヒを標的とした Z D l 轟3 9 (王T e 番 組∋や B e y
- 戯王を標

的とした S T ほ7 1 ( G l e e v e c)【轟】が雷可され ､ 分子標的薬の 開発 が急速に遊ん で いる｡ また低分子量

G T P 結合タンパ ク質の
-

つ ､ R 払o からアクチ ン細鹿骨格形成に至るシグナ ル 転達系で働i キナ
- ゼ

昆O C 温 の 阻賓期 Y -

2 7 6 3 望 に つ い ても緑内障などに臨床応 用が探られ て い る晩 1 銑 S 詑 飯盛量抄

k皇n a 8 e の 阻害剤に関しても 監a捜ieie oi や G e王ぬ n a 野 ei n の寮導体の開発研究が進められておm 1 1 ,

1 乱 これらの ようなタンパ ク質リン酸化反応の 阻害期の分野は ､ 劇薬標的として G P e 民蔓こ次i
単

発野暮こな

っ て いるo
一

方 ､ 先に述 べ たように ､ S T e f a m il y k i n 盗S e の活性調節が分子内結合を含む S H 望 及 び

s H 3 ドメイン のタンパク賢一タンパク質問相互作 鄭 こよっ て巧妙 になされているe S r e ノックアウトマ タヌ 経

o st e o p eもf O Si s( 大理 石病) を発症する【7】が ､ 興味深 いことに ､ ニの o 盛e o p eもF O 惑皇畠 はキナ
- ゼドメインを

欠東させたS r e を発現させることで回擾することは【1 3】､ 考ナ
- ゼ蔭性と関係なく､ S H 営農 ぴ S H 3 ドメイ

ン のタン パ ク質 ･ タン パタ質問相互作用の詞尊が劇薬の標的となり得ることを示して い るe そして 卑 近寧

s H 3 ドメインとプロリンリッチ 配列 の結合を阻害する初めて の 葬 ペ プチド性絶食均 U e S 呈5 鼻 が見出きれ ち

新たなタイプの シグナル 伝達阻害剤として注目を集めているt旦4
･

1 弘

一 方 ､ 主に造血系の 細勉に発現して いる H 虚 に関する近年 の研究は ､ 好 中津や ∇ タロファ
-

ジが担 っ ている自然免疫 に関して ､ H e k が重要な役割を担 っ て いることを示してい る【i 7 , 1 鈍 H 盛 の

発現 レ べ ]t , は単 軌 マ クロ ファ
ー ジや額投球 の分柁 の際 に増激し､ また マ クロ プァ

- ジの 活性柁の 際 に

も増加する【i 9】o 琵ck
･

j
･ F g f

･

i や H ek
-i ･ F g T ＋L y n

･l ･ j ッタア 弊 マ ウス を鄭 ､ た韓督 軌 好中塚や マクロ

ファ
ー ジが担 っ て いる自然免疫や炎症反応に H e k が重要な役割を果たしているニとを示して い るE呈7 夢

2 8
･

2 望】o すなわち､ これらの } ッタア 外 マウス 捻 Lis ぬ 腰 O B O Cg 鈎酢 蛸 e S の感染に感 受性を増加 し､

F e γ レセプタ
ー

誘導性の 食食を減少し､ リボポリサッカライド払P 鍬 こよる 三 ンドト卑 シン ショジ列 こ抵続

投を示す o 更 に恒状的に活性化状態にある H 盛 を導泉 した( k n o e 迄
-

in ) マ タス ぼ H 成
一

i
- F g F i や

H ek ＋F 琶T
･

l
･ L w n

･i リ ッタア 卵 マ ウスに比 べ て自然免疫反応や新薬が増加して いたt望鈍 また､ H 盛 の

s H 3 ドメインぼ ､ ヒト免疫不全タイル ス( H 王Ⅴ) の 馳 f タン パタ質と強く結合し､ この緒普が阻寒されると

H 王Ⅴ の 増殖が抑 えられ ､ A I D S の連行も抑制されるニとが報告されて いる臣2 凄 儲】Q 従 っ て ､ H 盛 経感象



症g3 予 防と治療の 分野で葬常をこ興味深旨㌔S 若e 払f n 重量y 藍主監盈選管 である昏

- きて ､ 絶筆療 法剤 揺 号 ガン脅感 鞄症の 治療妄≡曳く三との 背きなむ蔦豊要な薬期 習あるe しかしゃ タイ

ル ス感鞄症やガンの 治療 臥 ニれらの増殖するメカ ニ ズム が生捧と極 めで類似しても篭る恵軽量芸もず巳撃療

接邦の 作用 に選択性が 乏しく､ 葬 常に困難 であっ たo 近年毒こなっ て ､
これらの 増殖機構 が分子レ ベ ル

で詳細に解明きれ始めると､ 選択性を持 っ 分子 を標的とt , た分子標 的薬 の 開発 が盛んをこ行われ ､ イン

フル 芸 ンザタイル ス に対するノイラ悪ダ - ゼ阻害剤率先に述 べ たよう恕七度細盛増殖因子受容棒 E 窃ぎ汲

のリン酸化阻害剤などが案 尉ヒされ始めたo 奉研究の 目的は ､ S ぎe f a m ily k量n 盈昏e の 関阜するシグナ

ル 伝達系を詳細 に解明し､ 新しい 劇薬 の辛がかりを提供するニとであるが ､ その前蔓こ､ 本研究を開始す

るに際して ､ その 基礎になっ た研究を 2 つ 紹介するo
-

つ 絶遠択性を持 つ 抗ガン物質を微生物資添か

ら探索を試み た研 究【2 7】であり､ もう
-

つ ぼ酵母 の システム を伺 い て未知 の 転写因子 を探索した研 究

【2 8】であるo

( 1ラ 微生物資源からの選択性 の 高い 抗ガン抗生物質の探索研究【望73

土壌か ら分離された放線菌 の - 菌株 は 形 態 的観察と生4ヒ学的性 状 から 戯 流夢ぬ琴ダ投 始

E B 滋血 5 S 5 0 9 0 5 と同定されたo この 菌株ほ抗ガン抗生物質 r a vid o n y ei n【望撃3 を主産物として産生した

が ､ 培養液中に a n もh T a q tli n o n e せ 鈍ifo n a t e を0 . 5 % 添加 して培養すると､ d e 盈C e毛細盈V i 血 野 ei nr3 O】

を主産物として 産生したo この a n t h r 盈q 由 n o n e せ 昏ulf o n a もe を添貞ロした培養液を更書こ詳細に精査したと

ころ､ 新規物質 d e a e 吟 1r a v id o m y ci n H o xid e を発見した e d e a c ety 汝a vi あ 野 e皇n H o xi盛e 経 ､

d e 盈C et yl f a V 主d o n y ei n を m
-

C hl o r o p e fb e zi 2;ei e Åeid で酸化しても得られたの で ち ぎ盈Vi あ m y ei n も同様

に酸才ヒして r 盈Vi 血 m y cin H o xid e を得た｡ 以上のようにして 4 つ の化合物を得 ､ F 皇欝. 3 にニれらの構造

を示した 8

R O

関母

ぎ
O n

O H

u 母

0 ‖ 0 醐e

0 ㍍e

F i g . 3 R 盈苛,i d o n y ei n 酵の構造

D e a e e 智者ra ¥i ぬ m ¥ e蔓円 終 8 芙id e

D e a 授章¥手招 ¥id o m 嘗e‡n

R a ∀i ぬrn y c蔓m 賂c?貫id e

R a ¥id e 和宮e一門

R = H 門= 1

R = H 門 = e

R ≡ 島e R = 1

R = 兵ぢ 円= O

次にこれらの化合物 のP 3 8 8 l e u 藍e m 皇a に対する抗腫療活性を延命率で 比較評価し､ その結果

をT a b呈e l に示したo 速 つ の 絶食物 の最東建禽率は類似してお琴､ 抗ガン活性 の強きは 同じと考えられ

たe しか し､ d e 盈e e 桝 T a V皇d o m y ein H e xid eをま地形 3 抱合物をこ比 べ て際立 っ て広 い 有効投与濃度域を



示したo 事案 ､ d e 盈e e 醸I T 盈V量感o 野 ei n j V e 憲id e の 急性毒性 は磯野 3 絶食物よ撃極終ぞ弓導か っ 浩(L i5 細:

d e & e 萄 l若盈Vid e 野 ei n 腰 e 芸皇d e; > i ,O 8 e 毘 gik g プ 虚e 盈e e毛y量T 盈腎皇d e i % y e呈n ; 轟e n 琶薙ぎタ T 盈y 量感e m y ei n

N 磁id e; 1 5 O n gi藍g , T 盈V 皇d o 野 e皇n ; i 轟o m g 鬼穿きo また も D e 亀鑑晦i君a 東盛o m y ei n 腰 ¢濫id 怒揺親e毛h 底

魚もr o s a r e o m 盈とP 8 1 8 m a 8毛野t O n 急にも抗塵療活性を示した(T a b l e 貌

T a bl e 1 ぎa V 量感o n y ci n 類 の P 3 鮎 I e u k e n i 急 に封ずる扶腫療活性

‡門e F e きS 魯i n 事if e 呼 a r3 (%き

S a m F 由 D o s 竜( 四g/ 転がぬy)

魯 1 番 3乏 糾 1望さ 1 8 8

E) e a B e t y‡r a vi由 m y ci n 鮮 o 某i 由

汀e s モー)

( T e st 2)

D 母a e e t y事r a vi ぬ m y ci R

( T e st l)

( T e st 2)

R a ¥ia e m y cin 鮮 e xi 由

汀e sモ1)

汀e st 2)

R a vid o m y 8iri

( T e st 1)

汀e st 2き

23 3 3

2 7 2ヰ e

3ヰ

2名 望7

22 2ヰ

3 3

ヰ8 5 3 6 0 尋3

5 8
-

5 T o 実毒c

58

ヰ尋 ヰ5 8ヰ T ¢箕i8

2 7

3 4 ヰe 5 e 6 5

44 き2

汀e 虎 3) 5 T ¢xi s

E a c h n o u 8 e (C D ぎ1 , m al e) w a 轟 i n 8 C u l 盈 短d in 蛭a p e ri毛o n e 鈎 w i 塊 i x 1 0 6 e e温盛事 泡 e 血 昏e 腎 e T e

盈d 血豆n i st e T e d i n t T a P e Tiもo n e aiiy d aily f o r l O 遠野 昏 & o m もh e n e E 毛d 野 a 鮎 T もぬe in o e 滋急転 弧

T a bl e 2 D e 盈e et yl r 盈V id o m y ci n ｡好o 濫皇d e の 鮎 eもh A 蝕 T O S a f e e m a とP 8 1 5 n 盈昏毛ey t-窃Zn 急 に

対する妖魔蕩絡牲

D o s 魯 はe th 兵 P 8 15

( m g / kg / d 野) 臼S E3 fL S 鴇き はSE3 ⅠL S宅%き

C o n t r o事 1 3 .1 ±1 .5

4 1 9 .9 皇3
.
8 5 2 * *

8 1 8 .8 ±1 3 ヰ2 * 串*

1 6 2 2 .1 士3 .1 8 9 * * *

3望 2 9 .7 ±7 .3 1 2 ? * *

64 3 5 .1 ±亀8 1 6 8 * *

1 O .8 ±0 .5

1 1 .
尋±O -8

1 2 .ヰj = 1 .3

1 望
.了± 2 .尋

1 3 .1 士 3 一考

1 畳,9 ±2 t e

8

1 ヲ

2 8 *

望轟

2望*

E a 血 m o u 8 e ( C D F l , n al eき 腎 a 昏 in o c u l a 紬d i n 毛君a P e 君 ぬ n e aiiy 腎ith 玉 Ⅹ 脚 c e n 凱 T 亀e 血 喝 腎 盈S

色d n in i 盛e f e d i 汲t E a P e 由毛o n e 盈n y ぬily f o r I O ぬ y 魯 魚) m 払 e n e 澄も逮a y ぬ 君 も鼓e iil O C u l 象 鮎 r L

I L S : I n c r e a 紀 i n l呈f e sp 盈n .

M S D : 凹 e a n 鎚 r V豆v al ぬ y 惑宅m 飽 n 主 S Ⅰ泳
☆
,

舶

,

東食蛍: P < 0 .0 5
,
0 . O 1

,
0 . 0 8 1

,
T e Sp e Ct豆v ei y .



以 土 の ようを芸 ㌔ 放 線 菌 g3 培 養 方 法 を 三 夫 ず る 芸 とを孟 蓋 っ て も 新 規 抗 生 物 質

B e 盈e 醜yl T 盈Vid o m y ei n N o 霊皇達磨 を発見する= とが できたG i) e 盈e 管もぎ呈ぎ急Ⅴ皇遠e 氾 y e豊n 腰 e 霊量感e の 抗塵藤

効果は D e a e eもy 転盈Vid o m y e皇n と変わらず ､ 急性毒性 が著しく減弱t j た4k 食物であ汐､ 才巳撃療絵詞とし

て宥周であると考えられたo

(望ラ 酵母 1 ･ / ､ イブリッド法を用いた F e7毘Ⅰ王B 遺伝子 の転 写因子探索研 対空轟j

免疫グロ ブリン G (‡g G) が結合する F e 受容体は ､ ヒトでは 3 つ の 華ブタラス があ撃､ このうち

F ey R II ほ マクロ ファ
- ジ

､ 好申球 ､ 鹿ホ横 ､ B 緬鹿 ､ 上 皮細鹿を含む多様な細愚申に発 現して いる8

F e7 R Ⅰ王の 遺伝子は Å､ B ､ C の 3 種類がタロ - ニ ングされてお琴､ これらから各 舟 運択的ス プライシ ング

によっ て複数の転写物が生じるe その 結果 ､ 様 J& な種類の 緬胸中の これら3 つ の F 野茂王王達転子発現制

御に揺異なる制御メカ ニ ズム貞書存在して い るe ここで は F e7 R 王王B 遺伝子蔓こ注目し､ このプロ モ
- タ - 領

域 の 同定と､ その 2 つ の異なる領域に結合する核タンパクを酵母 ま･

ノ㌔イブジッド法を用 い てタロ - ニ ンダ

したo

ヒトT H P
･

1 細脇申に ､ プライマ - 伸長法による解析で 望 ケ所 の転写開殆密鐙を見出し､ さら蔓こ5
手

兵失変異俸によるC A T ア ッセイによっ て ､ F 野R王I B 遺伝子 のプ ロ モ
- タ 一 領域は ､ -

1 5 4
-
＋望1 ヌクレ矛

チドの 開に同定された o 次に電気泳動度シフト解析(el e 虎 和 P h o r et呈e m o b ili毛y 昏h i h a 昏S a y : E ㍍S 彪に

よっ て ､ プ ロ モ
ー

タ
ー 領域の 2 つ の異なる領域(F 2 ･

3 及び F 4
-

3) の ､ G G G 鬼G G ゑG C ( ･ i O 5 - ･

9 ?)及び

A A T 管T G T T T G C e (
一

連7 -
-

3 6) 配列 に複資の核因子が結合して いることが発見されたo 次に ､ これら形

配列に結合する縁因子を同定するため に酵母 1 ゾ ､ イブジッド法を用 いたo

酵母 1 ゾ ､ イプリッド法は ､ 酵倦緬盤 内で標的塩基配列に結督する未知 のタンパタ質を検出する

舜常に有用な方法 であるo その原理 は ､ H ⅠS 3 や I a eZ の レポ - 夕 - 遺伝子の 七流に標的藍列を組み

込んだ ベ クタ ー 払ai毛 pl a s m id)と､ G ÅL 4 盈ぬ v a毛e d d o m a呈n と未知のタン パタ質との散骨タン パタ賓

を発現するベ クタ -

如a y pl a s m id) を同じ酵母に導Åするo 未知 のタン パタ質が標的配列に結合すると

レポ ー タ ー 遺伝子が発 現し､ ヒスチジン欠損培地 で生育し､ か つ Ⅹ- G al 添加 によっ て コ ロ ニ
ー が青く熟

まるo この コ ロ ニ
- からpl a y pl & B n id を取り出し､ 離合タンパタの塩基配列を解析すると未知タン パタ質

が同定きれる｡

bi円d毒門g e壬e m e 門毛s

F ig . 4 酵母 i ･ ハ イプジッド法の原理



F 2
･

3 または F 4
･

3 領域に結合する核タン パ ク質を同定するため の b a it pl a s m id 構築 の ため に ,

( G G G A G G A G C ) X 3 , または仏A T T T G T T T G C C) x 4 をそれぞ れ用 い た L ヒト胎盤から調製されたク

ロ
ー ンをスクリ

ー

ニ ングし
,
F 2 ･

3 結合タン パ ク質としてヒト Zi n c
･

fi n g e r タン パ ク質 1 4 0 (Z N F 1 4 0)t 3 1] ､

及 び F 4
･

3 結合タン パク質としてヒトZi n c 一点n g e r タン パ ク質 9 1 (Z N F 9 1)【3 2】を同定した｡

P l a y pl a s m i d

B a it p l a s m id q
s
～ 品

F2 -3 - E L/ p L a c Z i ･ F 2
1 3 - E L/ p H i s

- 1 【三コ 風 ⊂∃
F 4 1 3 ･ E L/ p L a c Z i ･ F 4 J

- E L/ p H i s
- 1 [ コ ⊂コ [王室]

Fig . 5 酵母 1 ･ ハ イブリッド法による Z N F 1 4 0 とZ N F 9 1 の 同 定

Y e a st st r ai n s C O n t ai n i n g F 2
･

3
･ E L/p l a cZ i a n d F 2

･

3
･

E L /p H I S i
･

1 o r F 4 ･

3
･ E IJ pl a c Zi an d

F 4 1 3
･ E L/ p tII Si

l

l w e r e t r a n sfo m ed w it h p A C T 2 , Z N F 1 4 0 /p A C T 2 o r Z N F 9 1/p A C T 2 1 T h e

c ol o n y w a s t e st e d fo r P
･

g al a ct o sid a s e a s s a y .

次にこれら2 つ の Zi n c
･ fi n g e r タン パク質の機能 に つ い て検討したB Z N F 1 4 0 及び Z N F 9 1 の 発

現 ベ クタ
ー またはこれらの コ ントロ

ー

ル プラスミドを､
F c y R II B プ ロ モ

ー タ ー

領域をル シ フ ェ ラ
ー ゼレ ポ ー

タ ー

遺伝子 の 上流 に挿入した ベクタ
ー

(p F c R 2
･

1 5 4/p G L 3 E N )と共 に JE G
1 3 細胞 中に導入した ｡ この

際にキャリブレ
ー

シ ョン 用として p S V βg al を同時に導入した ｡ 4 8 時間後 ､ 細胞抽出液を調製し､ ル シフ

ェラ
ー ゼ及びβ

･ ガラクトシダ
ー ゼ活性を測定した｡ その 結果 ､ Z N F 1 4 0 及 び Z N F 9 1 は ル シフ ェ ラ

ー ゼ活

性を抑制 し､ さらに 2 つ を同時 に発現させた場 合 に は相加 的抑制効果 を示 した o この 結果 から ､

z N F 1 4 0 とZ N F 9 1 はヒトF cT R II B 転 写 にお けるリプレ ッサ
ー として機能することが示唆されたo

1 0
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第 1 部 新規遺伝華 S 琵遠 塾豊 帝 弼蓬髪鳶将産物宅63豊国轟轟き野性鷺

要旨

鮎 e f a n 主星y k皇n a s e ほ葬レ セ プタ
- 型g3 チ日 シンキテ - ゼで ､ 種 J& の レ セプタ - からの シダテ ル

伝達下滝 で重要な役割を担 っ て いるが ､ そe3 シグナ ル 伝達経路の解明経未だ不十分 である8 奉暫タシ

ョンでぼ S r c fa m ily 藍皇fl a B e から下涜の シグテ]t / 伝達経路を解明ずる芸とを目的として ､ 鮎 e 畠 迅i豊ぎ

ki n 盈畠e に結合する新規タン パタ質分子の 探索を行 っ たe 鮎 e f a n 主星y 汝i n 盈B e の
-

つ
号 fi e 汝 の S H 望 及

び S H 3 ドメインをベ イトにした酵母 望
-

ハ イプリッド蔭蔓こよっ て S H 3 ドメインをこ結合する新規タンパタ質鍔

遺伝子 S H 3 琵B P l を同定したe S H 3 琵B P l は 芸 染色捧の 野望望. i - p 豊玉. 3 磯城に存在し､ e王国轟昏とそ

のスプライシ ングバリア ントの e王N 8 5 ･ d S H 3 ÅB をヨ - ドして い たo 両者 揺マ j レチアダプタ
- タンパ タ質

で ､ e I 国鮎 は 6 6 5 アミノ酸残基からなり､ その N 末をこ 3 つ の S H 3 ドメインを持ち､ 中央 に P 漁況一転 莱を乙

e o皇I e d ･

e 8il ドメインを持 っ o C I N 8 5
･ d S H 3 ÅB ぼ 4 e 4 アミノ酸残基からな9 ､ e ⅠN め の 野 末蔓こ存在サる

2 つ の S H 3 ドメイ ン を欠くo ニれ らの m R N ゑ ほ 広く各 種 組織を芸発 現 して い た e e王国8轟 と

c 王国8 8 ･ d S H 3 鬼岩 は 望9 3 T 細胞内習 H c k 及び S T C と結合したo また C Ⅰ封鮎 の各穫欠夷捧とS ぎe
- S H 3

ドメインとの i n vit T O の 結合試験の結果 ､ e I 甜鮎 の P R R が 鮎 c - S H 3 ドメインの 経普 還 ニ ットであっ た e

その P 混R ほ S T e f a m ily 返皇n a s e の S H 3 ドメイン以外にも多くのタンパタ質の S H 3 ドメインと結督するこ

とができ､ 細飽内の 多様なシグナ ル 伝達に関与して いる可能性が示唆されたe

呈望



革ま常 緒嘗

党を芸述 べ たようを芸､ S T e 払 綴皇呈y 監豊艶盈S 曽 ぼ穫 腐 将 レ セプタ
- から播飽 内蔓芸転恵ら鈍るシダテ ル伝

達 に開しぞ ､ その 下涜腎虚掌恕役割を巣恵し苛も与る｡ S T e f a i n 皇量y 藍重恩盈S e ぼシ ダチノレ伝達を三重華なタン

パク質一夕ン パ タ質閑の 相互搾周を担 っ て いる望 つ 鍔機能性ドメイン y
S H 望㌍メインとS 琵3 賢メインを持 っ

て い るo 従 っ て ､ 鮎 e f & m i王y k i n 盈B e の S H 望ドメインとS H 3 ドメインを芸給食ずるタン パ夕質を国定ずる芸

とは ､ 細胞内の 鮎 e fa m ily k皇n 盈B e が関与する種 J& の シグテ ル伝達g3 制御機構を解明し､ 抄 いて 経 シ

グナ ル 伝達制御機構 の機能の 異常妄王墓ずくと考えられる疾患の 病因解明の 藍絡 の新しも㌔境野E3 を軽供

する上で非常に興味深 い o

タンパタ質問相互作用を検出する方故 には , 免疫沈降法や G 呂警p 態里最盛珊 n 接が知られ て旨､るが 号

これら野方法は特異性 に問題を有して するニとが多く､ 未知のタン パタ質を探索ずる場合をこぼ非常な労

力を要するとい っ た欠点があっ たe
一

方 ち 今から呈5 年程前に F ie王d 垂 ら【3 3如こよっ て開発きれた酵倦 望-

･ ､ イプリッド法 は ､ 細浪内で の タン パ ク質- タン パク質問g3 相 互搾周を検出するために葬 常に有岡怒方

法であるo 酵母望- ノ ､ イプリッド法の 原理 ほタン パク質のドメイン構造を利潤した系である｡ G 鬼L 4 を経じ埼

とする転写因子 捻 ､ プ ロ モ - タ - 上の 特異配列を認識する D 討Å 結合ドメインとち 基本転写因子酵と相

互搾属し実際に転写を活性化きせる活性化ドメインから構成されて いる¢ 三田 望 つ 荷ドメイン 間の距離ま

活性発現に比較的フレ 考シプル であるの で ､ 相互搾用を調 べ たもi 望 種類の タン パタ質をそれぞれ接合

ドメインと活性子ヒドメインとの敵普タン パク質として発現きせるe すると句 2 種類 の タン パタ質が相互 汚周ず

る場合にはその 複合体が転写因子として堵麗し､ 酵母 に観み 込まれてい るレ ポ -

タ - 遺鎮子を活性托

するo 酵母 には通常 2 つ の レポ - タ - 遼転子 ､ 飼えば H 王S 3 ､ i 盈CZ などが観み込まれ て いて ､ ヒスチ ジ

ン欠損培地で生育可能であるか ､ また は 芸- G 急呈添加量こよっ て コ ロ ニ
- が青く染まるかによっ て相互 搾周

を検出ずるo 目的のタン パタ質と相互搾属する衆知のタンパク質をスタリ -

ニ ングずる場合経 ､ まず目的

のタン パタ質をコ - ドする e D N A を G A L 4 の D 河鹿 結合ドメインと融合した形 で酵母 に挙兵し発 現きせ

るo その後 ､ G ÅL 4 の活性柁ドメインと敵督する形 で構築した e D 国鳥ライブラ7) - を酵母 に導Åし､ ヒスチ

ジン欠損培地で生育し､ か つ Ⅹ･ G ai 添カロによっ て青く染まるコ ロ ニ -

を単線して ち この ヨ ロ 芸 - から目的

のタンパ タ質と相互作属する e D N 鬼を単離するo 現在､ 簡便なkit も発売され ､ 非常に多くの タン パタ質

一夕ン パタ質問相互搾摺が酵母 2 ･

/ ､ イブジッド法 で検地され ､ その成果が報告きれてい るo

G 兵ヒ尋

A eモiv aモe 8 D e m ai門

G 兵Lヰ

Bi門di門g D o m ai n

兵c毛i¥ a毛i8 n

｢
ヰ

R 琴 e 托e r G e n e s 宅‡a c Z a n d 印$ 3き

G 兵L 4 短i門di 喝 Sit e s

F i雷. i
-

1 酵母 2
･

ノ ､ イブジッド蔭の原理

呈諾



奉 膏夕ション 習捻 汚 S ぎe 払 毘i量y 藍豊艶最盛e e 3 構成員g3
- j

j

3
卑
H 若返 鍔 §H 遠野メオンを芸結普ずるタン パ夕

霧を酵母 望-

ノ､ イプリッド法を芸蓋っ ぞ探索し髪結巣を奉 ず e ま濫費 鍔 探索狩 結 果 宅 縛ら艶藍新規遺伝子

S H 3 腿 P i と尊れが ヨ - ドずるタン パク質(e 重野き轟き 将解析 駕 S 欝e 払 温主星y 藍皇泣盈昏e と形 相蓋作済 形容締

結果 ､ 及び S H 3 琵B P 1 の 染色体 守 ツピングの解析結果妄三つも竜苛帝督ずるo

量鍾



第急啓 材料と芳畿

l 督 1 材料

免疫沈降を三周い たポリ夕日 - テ ル 抗 H e転 玩捧及び抗 S ぎe 抗俸ほ S 盈n 毛孟 e ぎ態芸 B 皇e 短 ぬ監e量8 済

から､ 抗 F L 鬼G 抗体ほ Sig m 急 騰具したo タ孟 スタンプ日 ツトで ほ 弘o y 畠e 若盈達皇昏h p e ぎe 盛 ぬ昏e 宅H 荒野き
-

標

幾 抗
- V 5 抗捧紹rl Vi毛F O 誓e n) B R P

･

環海 孝蘇 鞄 e 抗体( 鮎 e艶eラ､ 及 び H 琵P
-

標識 抗 -ぎ㌫鬼岱 抗棒

( 鞄 m a) を周 い たe 2 9 3 T 細飽堵養周培地として 毎 D 曲 e e e o
'

昏 迅 8 盛皇藍e盛 富農g呈e
'

惑 私 感 態 m ( D 朗E 封 ;

S ig m a) 及 び年始児鹿清(ぎB S ; G皇b e o B 民L) を伺 いた 8

1 せ 2 酵母 望リ ､イブジッド法

酵母 望･ ノ､ イブリッド法 は 国旗汀C H 紙Å藍E 温 習 耶 - 三ア態Ti盛§y 澄もe m k皇毛 ( e 呈o n 毛e e畠きを 翻
包
尊卑ッ巨

添付 のプロトコ - ル に従 っ て実施したe ヒ声 H 盛 の S H 望ドメインとS H 3 ドメイン(ヒトH e k の アミノ酸配列

の 第6 望 - 2 1 7 番 削 を発現する ベ イトプラスミドを以下のように作製したe 排 H 盛 の S H 望ドメインと呂H 3

ドメインをヨ - ドする cI) 討ゑ を､ ヒト H e友 e D 河鹿( D r . 紺 . 喝u 皇n もT e量l から贈 与されたラ臣5】 を鋳型蔓こして

P e R ( セ ンスプライマ -

; Å鬼G Å慮T T e G T G G T T G C e C T G T A T G jiT T 鬼C 鎧逢G ､ ア ンチ セ ンス プライマ

…

; ÅゑG T C G 鬼C C G A e ÅG T T T C T G G C ÅG ÅG C C C G T C ラで 調製 した o 次 に P e 琵 産 物 を ℃鬼

ei e ni 昆誓 私t 8 (王n viもr 喝 e 絶)を声酌
､ て プラスミドp e 民望一1 をミサブタロ - ニ ングし､ これを 彪 混王及 び 盛娼

で切断し､ 得られたフラグメントを p ÅS
一

望 ベ クタ ー

の 盈 盛Ⅰi S B B 争イトに結合した に の ベ クタ ー を

p A S
･

望′H 盛(S fI望ヰS H 3きと呼ぷ) o ベイトプラスミド p 鬼S
･

望j H e k毛呂H 望＋S H 3ラを酢酸リチウム 法によっ て酵

母 Y 呈9 O 殊 に導入し形質転換した o 彰質転換体をトリプシ ン( - ラの培地 で選別した母きらにG 鬼 L 4 転写

活性柁ドメインとの融合タン パタ質として発現が可能なヒト胎盤 由来c D N 鬼ライブラリ - (e量e n 毛e 盛きで形

質転換したB 形質転換捲からの 陽性タロ - ンは ､ トリプトファン( -

) ､ ロイシ ン(
-

) ち E スチジン( -

き及 び

3
- アミノトリアゾ

-

ル (望5 m M ) 添加 の培地で増殖したクロ ー ンを､ 更にβ
- ガラタトシダ - ゼ活性を三より

選抜したo 陰性クロ
ー ンをシクロ - 考シイミド∈1 ii gi m i) 添加培地で培養し､ 増殖してきたタロ - ン からか

らプラスミドを精製し､ 次 に大腸 菌 - 形 質転換し､ ニれよ9 プラスミドを精製したe 得られたプラスミドの

c D 討盈 ライブラリ - 部分 の 塩基 配列 をダイタ ー ミネ ー タ -

故 によ苧決 定したe 得られた塩基 配列 を

G E N E 警官濫 の デ -

夕 べ
-

スを利属してホモ ロ ジ - 検索を行 っ たo

i
･

望
･

3 プラ - タ ハ イプリダイゼ
-

ショ ン法

酵母 望
･

} ､ イブジッド法で得られた新規配タ弓を持 っタロ - ンの c D 討ゑを鋳型量こして､ ラングふ プラヰ守

-

法によりき2P
･

C T P で標識された放射性標識プロ - プを作製した窃 排 胎盤由来見 離ま呈 e D N 鬼ライブラ

リ ー

(C i o n もe c h) を大慶菌( ¥ ま0 9 0 T
岨

きととも蔓こもB 寒天 培地上妄こまき､ プラ
- タを搾らせ ､ これをニ トロ セ

ル ロ - スメンプランに転写し､ U V 一

夕ロ スリンク後 ､ 前述 の放射性標識プロ - プを涌 いて凍
- トラジ矛グ

ラフイを行っ たo 次い で ､ 陽性を示したプラ 一

夕をかきとり､ 希釈して同様なスタジ
-

ニ ンダを線撃返し､ 陽

性を示すタロ
-

ンを多数得たo 得られた見gもi 1 プア
- ジから､ e D 討盈ライブラリ

- オン草 - トを野e 民宅セ ン

ス プ ライ マ -

; G Åe Åe e ゑG 鬼C e Å盈e T G 6 T A A T G G 鷲鼻G e G 盈G ､ ア ン チ セ ン ス プ ライ ∇
-

;

G 盈盈G G e Åe Å管6 G e 管G 鬼度至浪晋e G 鬼e 6 6 管晋T e)を芸よっ て 増幅し､ インサ - ト部分鍔 塩基配夢弓をダ

イタ - ミネ
- タ -

法をこよ っ て解析し､ e 玉野8 5 - d S H 3 鬼B の全長の塩基配夢弓を決定した窃

呈5



ま
･

望
･

4 ∈薫N 鮎 e B 討盈 のタロ - 芸 ング

C ‡野8 5 ･ d S H 3 A B の N 素量こ存在する制限酵素 邸 サイトを利潤して e‡封鮎 狩 野 莱をタロ
-

芸

ン グしたo ヒF 白 魚 球 由 来 e D 討Å ライプラジ
-

をテ ン プ レ - 鞍をこして ､ P e R ( 脅 ン ス プ ライ 守
-

;

鬼G G A T C C ÅC A A T G G T G G 鬼G G C e A T 鬼窃T G G 鬼G 誓警官G 慮e ､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
-

;

A A A T A T T & C T T T G C ÅG W e C T T G C T ∈管警管Gきで e 王国8 5 の 国 東 e D 封ゑ を得たo これ を

B B m H 王及び 軸 で切り出し､ 更に C 玉村8 5
･ 感 H 3鬼B の e D N 鬼から 邸 及び 蝕 丑王で切り出したヲ

ラ グ メ ン トと 共 に ､ p E F lf V 5
･

H i8 C 鮎 viもT 喝 e n5 の 戯 遜琵壬j 彪 髭王 サ イト に 挿 入 し 藍

(P E F I N 5
･ C I N 鮎) o

1
･

2
-

5 ノ -

ずンプロ ット法

H u m a n ま望- L a n e Ri T N 警醒bi ot 8 及びh u m 盈n e a n e e r C ell li n e M 管評 闇もl 威 容(C呈8 n毛e e 紛を用い ,

添付のプロトコ - ル に従 っ て実施したo C 玉村8 5 の e D 討盈フラグメント( アミノ酸残基 3 3 1 -

感6 5きを基にラン

ダムプライマ
ー

法 により3望P
･ C T P で標識された放射性標蔑プロ

- プを作製し､ プロ ットしたo 荒線フイル ム

に記録複､ C 王国8 5 プロ - プをストジッピングし､ 同様な方法でき望P
-

C T P妄こよっ て標鼓されたβ ア クチン放

射性標語プロ - プとハ イプ7) ダイズさせたo

l せ 6 発現 ベ クタ
-

の作製

以 下､ P C 民 で常襲された e D N 鬼 は全てシ ー ケンサ ー

で塩基配列を確認した｡ V 5 タグを持 つ

C王fq 8 5 ( V 5
･ C Ⅰ封8 5 ; アミノ酸残基 1 - 6 6 5) の発現 ベ クタ

ー

は前項(1
･

2
･

4ラで報告 したB また ､ e王紺鮎 の

各 種 欠 失 体(F ig . 呈
･

望) の 発 現 ベ ク タ
ー

を 以 下 の よう に 作 製 し た 昏 C 王国鮎
･盛S H 遠慮B

( V 5
-

C 三野 鮎
･

d S H 3 A B ; アミノ酸残基 2 6 望 - 6 6 5) の発現 ベ クタ - 経 ､ 討 末に B & m 琵Ⅰ サイ鞍も C 莱に

勉 盈Ⅰ サイトを持 つ ように P C R ( セ ン ス プ ラ イ マ
-

; 鬼鬼 G G A T C C ÅC Å鎧Å鬼慮でG G 鬼C ゑG G

A G G A C 底ゑ盈G A G C ､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
ー

; ゑ鬼G ゑ鬼T T C C m T G 見でT G ℃盈G 鬼鎧e 習㌘『

C T T T A T G T C G T T) で eⅠN 8 5 ･ d S H 3 A B の e D N Å を作製し､ p E F 呈iV 5
･ 琵主題 C の B & m H 壬l 戯 混王サ

イトに挿Å した(p E F I N 5
･

C I N 8 6
-

d S H 3 鬼B) o V 5
-

C I N 8 5
-

S H 3 慮B C宅アミノ酸残量 呈 - 3 3 Oき の発現 ベ

ク タ - は ､ V 5
･ C 王国8 5 の c D N 鬼 を 鋳 型 に し て ､ P C 毘 ( セ ン ス プ ラ イ マ -

;

鬼G G A T C C ÅC A ji T G G T G G 鬼G G C C A T 鬼G T G G ÅG T T T G ゑC ､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
-

;

A ÅG A A T T e e Å鬼ÅG T C ∈G G T G G ゑ鬼G ℃良ÅC 管T e 鬼e G A 郎 で e D N A を調製し､ P E F lj V 昏
- H 豆s G

の B & 遜 H Ii 彪 混Ⅰ サイトに挿入 した転E F li V 5
･ CⅠN 8 5

-

S H 8 ゑB Cきo V 5
-

C玉野轟5
-

d S H 議鬼迅e 及 び

V 5 -

C 王N 8 5
-

d S H 3 d P R 蕊 の 発現 ベクタ
-

ぼ ､ それぞれ C 王国8 5
-

d S H 3 鬼B の c D 国ゑ を鋳型 にして P ∈毘

( CI N 鮎
- d S H 3 A B C ､ セ ン ス プ ラ イ マ

-

; 鬼鬼G G A T C e ÅC ゑG 鬼盈ゑ写G 窃盈C 鼻G C 慮

G G A C ÅA ÅG G Å鬼Å鬼G G Å鬼G G G 虞鬼℃良G 鬼C e C 底魚G ゑ鬼窃∈e 盈 ､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
-

;

A A G A A T T C C T T T T G A T T G T A G 鬼G C T T T C T T T A T G T C G T T : C 王N 8 5 - d S H 3 d P R R ､ セ ンスプライ

マ -

, ÅÅG G A T e e 盈C A G Å盈速習G G 鬼C ゑ窃e 鬼G 鎧鬼e ゑゑ鬼G G C e G G C 鬼G T T e G e 怒繍

C T G G C A T C C 警G G ゑ､ アンチセ ンスプライマ
-

; C 王N 8 昏
- d S H 3 鬼B e と閉じ∋で調製し､ p 濫F ま将5

-

H 豆s C

の B a 戚 Ⅰプ腰 盛 王 サ イ ト に 挿 入 し た 転E F まt y 5
- e玉野鮎 ･逮S H 3 鬼B e 及 び

p E F li V 5
･ C 王N 鉱 一d S H 3 d P 盈民) e 班y e タグを持 つ マウス S 托 ( H y e

-

鮎 cきの発現ベ クタ -

は㌫下 のよう

に作製したo マ タス 鮎 e の e D 討Å を U p 8t 昆t e B io 毛e e 払n o星e 欝ぎ から購Åし､ 盛込盛 及び 題腰重王 で切哲地

呈6



しきれた u 島望bp のヲラダメントとも 洩盛宝玉及び 勉 盛 で境野拭き艶た 凄9 3も夢 のプラダメントを分散し怒o

ニ鈍らの ヲラグメントを､ B B 腰 H 王サイ巨を 腰 東 学イ 紀 改変したp ef) 鰐Al 騨 H 量昏 B 鮎 v豊恵警喝 e n) 鍔

虎魚戎i S 222 Bl 争イトに挿入 した o 班y e タグを持 つ 巳ト H e転 宅Ri y e
･ H 鑑態) 揺 P e

/
R 柁 ン ス プライ マ

-

;

G Å感 冒e e A T G G G G T G e A T G 舶 G 管e:e 鬼盈G T 管C C 晋e ､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ 守
-

;

e T C G ÅG T G G e T G e T G T T G G Tjk e 警G G e T e T C T 伝T) で調製した H ek e D 討鬼をp c D 馳 研 H 豆B

Å 鮎 vi毛ど喝 e n) の 彪 混壬/ 凝 al サイトに挿入 した8 グルタチオン S ･トラン スア エ ラ - ゼ( G S Tラとマ タス

S T e の 呂H 3 ドメインとの 融合タン パ ク欝の発現 ベクタ - ( G S やp tln
- あ w n ア ッ曽イ周ラは ､ マ ウス 鮎 e の

S H 3 ドメ イ ン ( ア ミ ノ 酸 残 基 8 8 - 1 4 7 ) の e D N 鬼 を P C 汲 ( セ ン ス プ ラ イ マ
-

;

鬼ÅG 底腰 T e 管管でG T G G C C C T C T A T G ÅC T & T G 慮G ､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
-

;

A 盈G T C G ÅC 鬼G C C T G G 属官G G A G T C G G 鬼G G G C G C ) で 調 薬 し ､ p G 窓Ⅹ
-

6 P ･

1 鮎 e T 盛 盈 n

B i o 8 ei e n e e s = こ挿 入 した o F L 鬼G タグを持 つ P 漁民( アミ} 酸 残 基 3 3 i ･

4 轟i ) の 発 現 ベ クタ
-

(p F L ÅG IC 王N 鮎
･

P R Rき 及 び 3 つ の S H 3 ドメイ ン ( アミノ酸 残 基 1 -

3 3O ラの 発 現 ベ クタ
-

( p F L A G IC 王N 8 5
･ S H 3 Å丑C) は ､ C I N 8 5 e D 封ゑ を鋳型 にして P C R (F ㌫鬼G ･ e 王国8 5 ぜ農民､ セン スプライ

マ
-

; ÅÅG 鬼A T T e C G 鳥A 鬼鬼G G A ゑG G G Åゑ警鬼G ÅC e C 鬼鬼鎧ゑ鬼G ぢe 鬼 ､ ア ンチセ ン ス プライ マ
-

;

幽 G G A T e C T C A G T C C ÅG G A T G C C ÅG 慮雷魚G C G 鬼Åe T G C C G G e : F む鬼G ･ C 王国郎 ･ S H 3 盈諮C 奄

センス プライマ
-

; 鬼A G A A T T C C G T G G 鬼G G C C A T A G T G G ゑG T T T G Åe 管魚C も アンチセ ンスプラJf

マ
-

; A A G G A T C C T C 廃ゑ鬼盈G T e C G G T G G ÅÅG ℃良鬼C T T C 鬼C G 底魚G) で P R R 及 び S H 3 感 C の

e D H Å フラグメントを調製し､ p F L 鬼G
･ C 附 4( S ig m 盈きの 彪 患王iB & m H 王サイトに樺太した¢

6 8 5 凄a

2 8 2

3 3 O

2 $ 2

2 8 2

2 8 7 3 3 1

2 8 7

拷 C C V 5

4 4 2

3 3 1 4 51

3 3 0

F i誓. ま
･

2 C I N 8 5 及びその東条棒の模式図

1 7

e C ¥ 5

∀5 - ∈‡拘8 5

¥ 5 - C暮N 8 5 *a S H 3 A B

毛S H 3 托B P巧き

y 5 - e暮N 8 5 - S H 3 泉B G

¥ 5 - ei肖8 5 -d S H 3 兵B e

V 5 - C事柑8 5 d S H 3 d P R R

F L A G - C 桐8 5 - P 柁R

F 銘 C 嗣8 5 i S H 3 兵B 琵



1
･

望
･

7 望9 3 T 細胞 搾
-

適性形質転換 (散 逸毘容量e n ももぎ盈n 5 鎚e毛ぬn)

ヒト 望9 3 T 細臆ほ ､ 8i n 皇盈n V皇T 態長 嶺8 の呈盈若g e 管抗原を胎児腎癖皇度麺鹿毛e m 転F y O 毘呈e k皇ぬ ey

e 芦血 el皇盈I c ell 8きを三番泉発現きせたセ ル ライン で J e % F B S 含有D M E 対韓地で藤代 書培養した昏 直径

1 8 e 迅 の シヤ
- レ に 2 Ⅹ 五0 6 額の 望9 3管緬盛を撒き､ 一

晩培養後 ､ リン酸カル シタ良法で形質転換じた8 ジ

ン酸カル シタム法ほCI o n t e 盛社 の考ットを使用し､ その プ 郎 ヨ -

j レ蔓こ従 っ て実施したo 形質転換蔓こ絶 望

種類の発 現 ベ クタ
- ( それぞれ 呈O p g づ っ 使潤したラを 熟 ､ ､ 対照に絶壁 ベ クタ

-

を鄭 竜て発現 ベ クタ

- の全量を望O ii g に保 っ たo 形質転換から4轟時間後に細砲を回収しも プロテア - ゼ阻害邦( p r o も段 S e

i n h ibit o T 容 C e ek t ail
,
R o c h e) 含有M ･ P E R (P王E R C E) o . 5 血豆を加え , 緬泡を溶解した後 ､ 遠Jむ分離し

て 細飽抽出液を瀞製した o

l
-

2
･

8 免疫沈降法

細脇抽出液(8 . 3 - 0 . 5 m l) に 1 0 0 p l の 5 e % P T O毛ei n G ほ た は P T 虚ei n 彪 ･ S ep 艶a r e 紀

挽 m e T 畠h 温 血 B io s ei e n e e 轟) を加え､ 4 ℃で 1 時間緩やか蔓こ撹挿 したo 遠心分離で S ep h a f O B e ピ
- ズを

改野除き､ ニれ に免疫 沈降用 の 抗体を加え､ 4 ℃で 一

晩緩やか に撹挿したe その 後､ 王e O ii l の 5 e %

P F 虎 ei n G ほたは P f O t ei n ぷ
･ S e p h a ぎO S e をカ日え､ 4 ℃ で 4 時間緩やかに撹押して免疫複普捧を回駿

したc 遠心分離で S e p h 盈T O S e ビ
ー ズを得 ､ 1 o 腎

･

8 alt w a 昏h 態 盛 F (1 8 e m 朗 鮎 Cl , 2 % 紺8 ni逮e毛P
･

逢0
,

2 m Ri E D 空包 1 0 m M 敬呈昏
･ H C I p H 7 . 5丸 洗い で hig h

一

組l竜 野 盈盛 b t M e T 奴各 班 野盈e重
,
望%

N o n id et P -

4 e
,
望 m H E D ℃鬼

苧
王8 m M 取i 8 ･ H C l p H 7 ぷ で洗浄し､ 最後にもう

一 度呈o 腎 ･

粗 放 腎 急啓鼓

b 過 ぎ で洗浄した｡

1
-

2
･

9 G S 平p 現呈i
･ あ 腎 n アッセイ

2 9 3 T 細 臆 に V 5
･ C I N 8 5 ～ V 5

･ e 王国鮎 ･ d S H 3 鬼B ～ Ⅴさ
･ C 王国轟5 ･ S E 3 A B e 写

Ⅴ毎･ C I N 8 8 ･ d S H 3 鬼B C また結 V 5 - C 王N 8 5 - d S H 3 d P 農R を -

適性に過剰発現させた細腕抽出液を調製

したe S f e S H 3 ドメインと G S T の 融合タン パ タ質経費現 ベ クタ ー (p G E 芸
･

6 P ･

ii 敷 e ･ S H 3きを尭藩菌

B L 2 1 e o d o m pl t1 8 に導入 し､ I P 晋G で 発現誘導して発現させ ､ プ ロ テア
- ゼ 阻害剤 宅p F O毛e 盈S e

i n h主b it o r 轟 C e Ck毛盈il , 民o eh eき 含有 B
･ P E R (P壬E R C Eきで菌捧を溶解し､ 遠Lむ分離で抽出液を得 ､

G l tl毛a 毛h i o n e
-

S e p h a f 鵬 e b e a d B 挽 m e T 8 h a m B io 紀ie Ⅱe e 8きで精製したo 鶴 ii g の 鮎 e
･

S H 3 ドメインと

G S 管 の融合タン パタ質を Gltlt at hi o n e ･ S e p h 盈T O S e もe 盈d s に固定し､ これ にそれぞれ 腎昌
･ e‡紺8轟 及

び各種欠失捧を 一

過性に過剰発現させた2 9 3 T 細胞抽出液を加え､ 4 ℃で 4 時間緩尊か に撹拷したo

対照に 4 5 i i g の G S T を固定した G呈ぬ もhi e n e
- S e p h 盈 m S e b e a d s を 熟

､たe 遠心分離でピ
- ズを毎

晩し､ l o w
･

s 盈It w 昆Sh ぬ 飽ぎ､ 次い で h皇g h
･

組呈毛野 良盛 b u 魚 雷､ 最後 に lo 闇 ･

8 a 挽 腎 最盛 b tI空転ぎ で洗浄し

た壊 ､ ウェ スタンプロ ットで解析したo

l せ 1 e タ孟 スタンプロ ット

得られた細塵抽出液 ,
または免疫複合棒を還元条件下に変性ポジアタリ] レアミドゲル 電気泳動

(s D S ･ P 鬼G E ) で分離した 乳 P V D F 蹟( M 此 p e T e = こトランスファ
- して､ 拳畠清ア ル ブミン∈B S 慮 ほ た

捻プロ ッタ エ - ス( 来 日奉製薬ラでプロ ツキンダした畠 その 乳 H 民P 韓織抗体と反応きせた後､首t: 学発光

簸で検出し､ Ⅹ 線フイ ルム に記録したo

i 8



呈
･

望
-

1 1 S H 3 ドメイン ア レイ

惣盈n S皇g n 盗I S H 3 ぬ n 由 n 昆Y f 野 昏盈n O 迅皇e s 董n e .きを潤ももて や添付 のプ 斬 ヨ
-

ji ,蔓こ緩 ･ 3 て 実施し

たo S H 3 ドメインのリガンドとして C 王国8 5 の P 現況(V 8 タグを持 つ も以予 習5
ヰP 琵毘と称ずきを朗平野ようをこ

調 製 し た o e I N 8 5 の e D 討Å を 鋳 型 に し で ㌘e 髭 ( セ ン ス プ ラ イ マ -

;

ÅA G G A T e C ÅC e A T G G ゑ鬼最良窃G 鬼ゑG G G 鬼戯逸鎧Åe e e 遠慮窃盛ゑ鎧e e ゑ ､ ア ン チ セ ン ス プライ マ

-

; Å慮G jk A T T C e G T e C ÅG G A T G e e 鬼G A T 鬼桜e G ゑゑe T G C e G G C ) で P 最澄宅ア 宅ノ 酸 残 量

3 3 1
-

4 5 i) の e D 討盈 を調製し, 三れを B B m H 王 及 び E c a RⅠ で切り出 して p E F iiV 5
･ H i 轟 e 野

B a m H Ⅰl 戯 求Ⅰサイトに挿入し､ さらにニれをB B m H 壬及び 廟 で切断して V 8
･ P 琵R の e D 封鬼を得たo

この c D N A をp E X P の B & m H 王i A g e! サイ鞍に挿入して Ⅴき- P 混混 の 発現 ベクタ - を構築し葛これを大腸

菌恥p 1 鍬こ導入して形質転換したo この 大藩菌を培養し､ⅠP T G で発現誘導して細飽抽出液を調薬し､

リガンド溶液としたo S H 3 d o n 盈i n a T f a y とリガンド溶液を反応させ､ H R P 標識抗 V 5 抗体をプロ ツ拝して

S H 3 ドメインとV 5
- P R R の 反応を検出したo Å評 a y の奇数行 にほ S H 3 タン パタ質が原液 で スポッ斡きれ ､

構数行 にほその 1i 5 に希釈された S H 3 タンパタ繋がスポットきれているo 彪 T a ぎ にスポットきれて いる各

S H 3 タンパ ク質の名称をT a bl e l ･

1 に示したo

l
･

2
-

i 2 蛍尭皇n si毛u ノ､ イブリダイゼ
-

シ ョン 好王S H)

ヒト末梢息から分離きれたリンパ 球を､ p h y もo h e m 喝 gl 嘘i n i.n 存在下 1 0 % F B S 添腐 α m i由 m 盛

e 畠畠e n もi ai m e di u m ( α
･ M E M ) で 6 8

･

7 2 時 間培養後 ､ プロ モ ヂオ 考 シタリジン 絶 呈8 m 誓i m 里,

Si g n a) で処理して S 期 に増殖を同調させたo 生育が 同調した細飽揺血清寮添凝 a
･ H E 朗 で 3 困洗

浄後 ､ t h y m id i n e 紹. 5 ” gi m l) 添加 α
- M E M で 6 時間培養して Ri 期の 細鹿を得たe その 後 ､ 細盤を困

敬し､ 低葉処理を行 い ､ 細漉を固定し, 染色捧標本を搾製した｡ D N 鬼 プロ - プにほ ､ 見轟呈旦 プア
- ジ

c D 討Åライブラリ ー から得られたe 王国8 5 - d S H 3 ゑB の全長 e D 討産毛望. 0 k b) をピ浄テ ン標識して用むちたo

ビオチン標罷プロ
- プを 5 0 % ホル ムアミド､ 1 0 % 硫酸デキストランを含む} ､ イブリダイゼ -

シ ョン溶液中

で 7轟℃ ､ 5 分 臥 熱変性させたo F I S H 検出 軌 H e n 富らの方法【3屯 3 5如こ従 っ て薬施したo すなわち､

染色捧標本を 5 5 ℃ で 1 時 間 ､ オ
- プ ン で加熱 し､ 混N 盈 紀 処理 の 擾 ､ 7 0 % ホ ル ム アミドi望ⅩS S e

( 盛a n ぬ f d s 盈l皇n e eit T at e S Ol u ti o nき液中に 7 O ℃ ､ 望分間浸して熱変性きせたo ユ タ}
- ル で観衆後 ､

熱変性きせた染色体標本に ､ 熱変性きせたピオチ ン襟液プロ
- プを載せ ､

-

晩} ､ イブリダイズさせ恵8

塾色捧標本を洗浄後､ ノ ､イブリダイズしたピオチン標蔑プロ
- プをヤギ抗ピ汝チン抗体 ､ F王T e 淳蔑抗

ヤギ王g G 抗捧で染色及び D A P Ⅰで鞄色し､ F 王Sfi シグナ) レと D 鬼㌘王
バンドパ タ ー ンを記録した8

呈9



泡bl e 1 ･

1 . C 8 n pi e恵e n 盈 n e 昏 ef S 琵3
- a e i n 孟主監 夢若8も軽量盟B

P es主音圭o ri

e 8d e
兵bb r 餅i a ti o n F ut事 欄 弼 母

兵l , 2 兵m p 噛転. 泉閉P 極転y 昏毒円

鬼3
,
4 E3t夢2 E3i 蛋ぢS 事a r客e h ¢m ぬ 蛋tj e 2

鳥5 , 6 v 兵∀ V a ∀ 1 e n 6 喝 e n 母 P r ¢d u 虎

鬼7
,
毒 B L 托 B ぬ 璃 m p h o e 昨8 S P 魯e…覇ぢ P r 虎 ei 閃 電y r ¢s芸rl e 転毒円a S 母

a I , 2 e 6 B ヰ D 隷呼d r 呼 ¥ Fi 血 母
-

S e 感 t毒y e ♭増野 魯 C a事6毒u 耶 C h 凄F m e事b ぬ
一連 s u転u n蔑

B 3
,
4 E はP 5 5 5 5 K e r 酵h r e c y t e f7i 脚 b F 姦n 辱 P r 虎 母in

B 5
,
6 日C 托(3き

S H 3 血rriai n さ3 of 蛾 8 耶 e‡義n O 閉 a e D N 兵 e 門C ¢d毒喝 a 6 y t 呼事題S m妄c p r 虎e i円

e o R Si st董n g of th e s r 6 h e 悶 el¢ 野 u ni毛s S H 乏 a n d S H 遷

B 7 , 8 勉事宅1き 勉 e事s e 円 ty r e Si円 e 転蔓門a S e , S H 3 ぬFn ai n 削

C i , 2 s p c fg S p e ぬi n 蓋軸h 魯 G払ai R 宅門e 門
-

e Fy th 柑 C y ti Gき

C 3
,
4 F G R G e 鮎 a r G a rd n 魯 r R a sh e 窃8 f e‡妄n e 昏a r e O m 凄 ¥i 和 S P r 虎 e毒ri

C 5 , 6 y l 糾 P 兵粍
Ii 痕母r a 威 喝 e X 魂 a 喝 辱f a ぢ毛窃r b 威 a

C 7
,
蕃 p L C r P h e s p h o 極意S 魯 6 富a m r n 姦1

D l 争 2 6 o 代畠6 t毒ri C o ぬ cti n

D 3
,
ヰ s L 托 P r 虎o -

研 G 喝 e fi e ty r ¢ Sir1 8 P r e 毛ei m ki n a s 魯 F Y 悶

D 5
,
6 p E 米D P e r o xi s o m a壬 悶 e rYib r a n 魯 P r 虎 e毒n p e 荒1 3

I37 , 轟 R蔓之 R 東i 円O b 払st o m a -

窃S 写0 ぬ t e d 転蔓fl d毒n者 P { 痕 奉書n

E l
,
2 朗L 弼 3 朗蔓窯e か‡壬Ti 壱 喝 e P r 東 母音m k毒円a S e 3

E 3 , 4 触b uli n N 宅由u蔓毒n

E 5
,
6 B T K B r 痕¢n T 野 ¢S蔓n 母 粍毒円名S e

E 7 , 客 汀S 和∈空∋ 王n t e r s e e 毛in
,
S H 3 血 耶 ai円 蓉乏

F l
,
2 Y e s I Y a m a g u e転i s a r G 8 m a V ぬ s e n c 喝 郡 壱 h o fT WⅠe g u 魯 守

F 3 , 4 c
-

s r c G e一事u事a { R o w s S 轟r ぢ¢r n a ¥i 和 S

F 5
,
6 R a 覆G 兵P G T P a s e

-

a 6 七毒¥ 盛 r3g P ㌢虎 母i n

F 7
, 毒 汀S 河毛1き 王痕 e r s 8 盛r!, S H 3 ぬ 耶 ai門 専1

G l
,
2 L y n Ly n p r 虎 e蔓n R e n T e G 野毛o r k董n a s e

G 3 , 4 F Y B Fy n b音n di n蛋 P r 政孝蔓ri

G 5
,
6 p S D 昏5 P r e 野 n a 酵i s 由n sity 野¢t e毒n 9 5

G 7 , 茎 T X K T X 托t y 柑 S毒n e k蔓門a S e

H 里
,
2 s J H u 兵 S p e 6 & i n 毒軸h a c h a毒n

H 3 , 4 H 8 k H a e 阿 東 e p oi e ti B C ell ki n a s 魯

H 5 , 6 Ti m R h ¢ 酢 a n蔓n e n t3 由 奴蔓d e e x c h a 喝 e f a c t w 宅G E Fラ5

H 7
,
甚 G S T (芸i 虎a 焼io 円e S づ訂a n Sf e r さ S e

‡i , 2 独 … n t e 内e l巌毒r p 空
一言n d u 曲‡e ㌣ e e‡壬k毒r5 轟S e

壬3
,
ヰ ∀兵∀乏 V a ∀ 2 ¢Fi G 喝 鮒 壱 P r ¢d u 塊 S H 3 d o 悶 a毒n 蓉望

Ⅰ5 , 6 H S l 鞄 那 a t O P 由t毒c s p e d 覇c p r 嘘魯毒n l

Jl
, 2 c R 托 如ia n s a r c o f7 1 a ∀ぬ s 6 T 柑 研 6 喝 即 e h ¢ 耶 血 酢 e , S H 3 d e m ai円 さ望

33
,
4 円O F N e u 虎 e o 嘘g r e 醜h f a B 毛w

J5 , 番 兵bⅠ宅乏) 舶I
書
Si1 3 由 m a毒n 孝之

望e



弟8 番 線果

1
･

3
･

1 S H 3 K B P 王 将夕日 -

ニ ング

ヒトH 盛 のS H 2 ドメインとS H 3 ドメインをベイト着こ 熟 聴 酵母2 ♯} ､ イプリッド染着こよっ て斗 巳旨胎盤 由来

c王∋阿Åライブラジ
-

から約 諾Ⅹ 1 0 毒癖のタロ -

ンをスタリ - ニ ングし､ トリプトファン宕 - ラー ロイシン∈
-

き､ ヒス

チジン(
-

) 及 び 3 アミノトリアゾ -

ル (望6 m 妙 添加 の培地で増殖したタロ -

ンを五番8 額ピックア ップしたo

続 い てこれらの 申から毎1 夕日 - ンの 針ガラ 外 シダ - ゼ陽性タロ
-

ンを得たo こ招 き旦夕田
-

ンの塩基配

夢階 級定し､ ホモ ロ ジ - 検索を待 っ たところ､ p 1 3 8 C a 戯 弧 馳【3 7】及 びG 腰t3 轟】のような既知の タン パ

タ質が 同定きれたo これらの他 に新規配列 のタロ -

ン( 血 n e 5 8) 那 -

つ 見 つ か っ た匂 これ絃 望. 互恵態の

e D N A で 3 6 4 アミノ酸残基をコ - ドして いたがN 未 の翻訳開始灘位を欠い ても育た¢ この 血 n e 5 8 がH ck

の S H 2 ドメインとS H 3 ドメイン のどちらに結合するかを酵母 望･ ハ イプジッド法 で調 べ たo H c k 招それぞれ

s H 2 ドメイン( アミノ酸残基i壷卜 2 1 7) 及びS H 3 ドメイン(アミノ酸残基6 望 - i 望8き単独 の ベ イトを作製し､
血 n e 5 8 と反応きせ たところ､ S H 2 ドメイン の ベ イトと絃B

- ガラ外 シダ - ゼ 陰性 で 糾 や S 琵望 ドメイン書こ

は結合しなか っ たo 一

方 ､ S 吉3 ドメイン単独をベ イト暴こした場合は c王o n e 轟8 の有 敷 こ関わらず ､ 針ガラグ

トシダ
- ゼ陽性となっ て結合は判定できなか っ た宅Fig . 1

･

3きo 従 っ て ､ ぬ n e 島名 ほH ek の S H 3 ドメインと

結合すると考えられたo C l o n e 5 8 はN 末の都訳開始怒位を欠いて いるた 鈍 重長の e D 討鬼を得るた 捌 こ

ヒト胎盤由来え癖11 ファ
- ジe D N Åライプラリ ー

を 郎 ㌔てプラ - タ ハ イプブダイゼ -

シ ョン駄を行 っ た o そ

の 練熟 2 . 飽b の e D 討Åを得､ これは 4 e 4 アミノ酸残基からなる完全長と考えられるタン パ夕霧をコ -

ドし

て い た o 従 っ て こ の 遺伝子をS H 3 E B P i と車名 し ､ G 細 B a n k 蔓こ寄託 した宕a c e e s 轟i o n n u 3 3i態e y

鬼ぎ3望9 2 6 7) o ここで得られたタンパタ質は ､ 後に報告きれた 鎚 5 アミノ酸残基からなるe 王国おを丑3 の スプ

ライシングバリアントと潮明したの で､ C‡封8 5 1達S H 3 ÅB と称することとした苧 C三日巷5 は複数の機能性ドメイ

ンを含んだア ダプタ - タン パク欝で ､ N 末 に 3 つ のS H 3 ドメイン ､ 中央 にプロジンプッチな領域宅P R 招 ､ a

末 にc o豆I e d
-

e oiiドメインを持 っ てい たB C Ⅰ紺8 5
- d S H 3 Å丑ほ N 末 に存在する 望 つ のS H 3 ドメインを欠 u

て いたo F ig 一 之
･

4 にこれらの塩基配列とアミノ酸配列を示したo

l せ望 1 塩基多形(S N P 昏)

S H 3 K B P l の 塩 基 配列 を､ 酵母 2 -

ハ イブリッド経 で 得られたタロ -

ン( 蓬e e e 畠盛e n n u x n 態e 君

A F 3 2 9 2 6 8 ) と､ え gt ll フ ァ
ー ジ e D 国鳥 ライブラリ

- か ら得られ たクロ ー ン( 昆e e e S 重量e n n t l m 転e T

A F 3 2 9 2 那) に つ い て詳細に比較したところ､ 皇 塩基異なっ ており､ S 討p B の 可能性が 示唆されたe これ

は 3 8 2 番目の アミノ酸がプ ロリン(C C Å) からロイシン( C ℃感に変化してい たo ヒト白血球由来 e D N 慮ライ

プラヴ
-

をテンプレ ー トにして P P 毘 領域の ㌘C R を行 い ､ 得られたタロ - ン の塩基配列を調 べ たところ､

3i4 がプロリン(C C A ) I 1 紹 がロイシン(C T A) であっ た昏

望l
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1 S H 3[ コ[二∃[垂] ロ]
Fig . 1

･ 3 辞母 2
･ ハ イブリッド法による H ck S E 3 ドメインとの 結令

Y e a 8t St r ai J I S C O n t ai mi n g p A S 2
･

1
. p A S 2

･

1 旧 c k(S H 3 ＋S l1 2) , p A S 2
-

I/ H c k(S H 3) o r

p A S 2
･

1I H ck(S Ⅱ2) w e r e t r a n s fo r m e d wi th p A C T 2J c o nt r ol o r

p A C T 2/ C I N 8 5
- d S H 3 A B . T h e c ol o n y w a s t e 5t ed fo r β

-

g al a ct o sid a 8 e a S S a y .

2 2
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V a D l l E V V G E V E E 6 W W E 6 V L N G K T 8 N F P S ”

tt c at c a a gg a g ctgt c a g g g g a gt c gg a t g a g ctt g g c at tt c c c a g g at g a g c a g ct at G C a a g t C a a g t tt a a g g g a a a C C a C a g g C

F I ” E L S a E S D E L 6 I S 0 D E 0 L S K S S L R E T T G

t c c g a g agt g at g ggg gt g a ct c a a g c a g c a c c a a ft ctg a ag gtg c c a a c g g g a c a gt g g c a a c t g c a g c a at c c a g c c c a a g a a a gtt

S E S D 6 G D S S S T K S E G A ” G T V A T A A 1 0 P K K V

a a gg g a g t g g g ct tt g g a g a c at ttt c a a ag a c a a g e C a at C a a a Ct a a g a C C a a g gt C a a tt g a agt a g a a a at g a Ct tt Ct g C C g gt a
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K R E A K a L L S E L D E E K K I R L R L Q ” E V N D I K K

g ct ct a c a at c a a a at g a 1 99 8

A L 0 S K ＋

F ig . 1
･

4 C I N 8 5 の塩基配列とアミノ酸配列

2 6 2 番目 のメチオ ニ ン( 赤字) から下流が CI N 8 5
- d S H 3 A B の配列である｡ 3 8 2 番目の プ ロ リ ン ( 赤

字) が 1 塩基多型 ( C C A v s C T A ) の位置｡
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3 ノ
- ずンプロ ット

ノ
- ザンプi3 ツト解析の 結果を F皇g . 王

･

5 喜芝示 したo S H 3 腿 ㌘呈 の n 毘討慮 揺広i 各級緒で発現し

でおり､ また各種の 緬勉株 でも発現して いたo 3 なも､し 4 種類 の分子 盈狩 異なっ た転写体表竃観察きれや

3 . 独 b 府転写体ほ広く各組織蔓こ分布して お琴､ 2 .望k 態の 転写捧穏胎盤 ､B誕､ 及び大腸で観察きれた o 最屯

夷きい 5 k b の転写俸は胎盤 ､ 崩その他 に弓弓く観察きれ､ 最もかきく強を､転写 棒(望藍態ラ発環が 心擁と骨格

筋を三認められたe 組織ごとに発現 の 強弱が認められ ､ 胎盤 写 腎験 ､ 末梢庭球 ､ 及 び心猿 に強もi シグナ ル

が観察きれ ､ 尭腸 JJ絹募､ 及び肺の組織 では弓弓い シグナ ル であっ たe
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1
･

3
･

4 H e k 及 び 鮎 e との結合 ( 由 蕗 v Bラ

2 9 3 T 細胞妄芸 ､ M y e
- H 速 また揺 Ri y c

-

S T e と､ V 5
- e 重野8 5 また揺 ∇5 - e豊野8 毎

-

戎S fi 3 Å豊 を尊れぞ

れ組 み合わせ て
-

通性 に典発現きせ ､ 細胞抽出液を調製したo ニれを銑 H e k 抗棒また揺抗S 君e 扶棒習

免 疫 沈 降した 複 ､ 免 疫 複合体をウ 孟 ス タ ン プ ロ ットで 解 析 した e そ の 結 果 ､ Ⅴき
･ e 王国 鮎 及 び

V 5 ･ C I 紺8 5 ･

d S H 3 ゑ至= ま M y c
･ H e k または 朗y e

･ S T C と其妄言洗顔し､ ニれらぼ 望9 3 T 細胞内で互 U 蔓こ結

合して い ると考えられた(Fig . 王
-

6) ¢
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嘗 島
中 f

玉= 臼

B 書

中

O
～

EZ3

【P :

鑑
- V 5

α - M ¥ ぢ

氏
- ∀5

a 一 関y e

α
- H e k 提

- S rc

L y s a t e

嘗 董 鷲畠
中 暮 づ d 事

王= O E : O

B ぎ a 富
氏

- H c k 鑑
- S r c

Ly s aモe
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6 C 王N 8 5 ､ C I N 8 5
･ d S H 8 A B とfi ck 及 び S r c との接合

H il n a n e m b Ty O n i e 望9 3 T c ell s w e ぎe もぎa n Sfe et e 遠 野it h Ri y e
-
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ませ 5 自 己分子間( 内ラ緩普

e 王N 8 5 はその 分子 内を昌 3 つ 鍔 §H 3 ドメインとP 漁民を持 つ o 従 っ て芸れらの S fi3 ドメインと㌘汲監

が蓋い に緩督して 多量捧を形成し､ また分子内結合をするかどうか看護興味深旨㌔8 既報 で は自 己形 S H 3

ドメインと P 農民 は結合ずるという報告f3 9 , 戯 ほ i 結合しない とも､う報告【4 皇ヨが存在するo そ三で ち 最凝蔓芝

望9 3 T 藤娘に ､ V 5
- C I N 8 5 - S H 3 ÅB e と F L ÅG ･ C 王N 8 5 ぜ R 監 を

一

過性を乙典発現きせ ､ 得られ藍細胞抽

出液を抗 F L 鬼G 抗体で免疫沈降した後 ､ 免疫複普俸をウ孟 ス タンプロ ットで解析 した ¢ その 結果 も

V 5
- C I N 8 5

- S H 3 ÅB e ほ F L A G - C 王国8 5 ･ P 民党と黄決し､ 自 己の S H 3 ドメインと㌘況毘 が分子 内結合を

し て い ることが 示 され た( Fig . 1
-

7 Å) e
-

方 ､ V 5
･ C王N 8 5 と F L 鬼G ･ C 王国8 5

-

S H 3 速急e また ほ

F L 鬼G ･ C 王N 8 5 ･ P 民民を
-

適性 に糞発現きせ て抗F i i A G 抗体で免疫沈降した場合を≡は ､
V 5 - e 王国鮎 萎ま

共沈しなか っ たo 三の相反する結果ほ ､ 既報の 異なる結果とも
-

敦ずるo ずなわち､
結合する報告ほ ､ ド

メイン(フラグメント) を用 い て試験しており､ 結合しないという報告は e王N 8 5 分子全体を周旨､ 苦試験して

いるo 三れらの 事実は ､ 2 9 3 T 細艇内に発現した V 5
-
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-

3
-

6 G §苧p u 呈呈
-崖o w n ア ジセイ

S ぎC の §Ⅲ3 ドメインとG S T の 融昏タンパクを接骨きせたピ - ズに ､ 腎5 - e 重野8 5 及び各種東夷捧を

- 適性に退潮発現きせた 望9 3 T 細胞昭 抽幽液を反応きせ ､ S T e の S 琵3 ドメインとの 結奇怪を調 べ 恵8

その結果 ､ V 5 ･ e‡討8 5 ､ Ⅴ昌･ C王N 8 5 ･

d S fi 3 鬼迅 及び V 5
-

e 王N 8 5 -

d S H 3 鬼B C はピ - ズ蔓三結合したo しか

し､ P 現況 を東条した V 5
･ e I N 鮎 ･ S 琵3 A B e 及び V 5

･ C 王国8 5 ･

d S H 3 戎P 毘毘 ほピ
- ズを芸結合しなか っ た 白

- 方 ､ 対韓にお いたG S 管だけを結合きせたピ - ズにほ ､ V 5
- C王封 鮎 及 び各種東条捧穏全く結合しなか

っ た( Fi琶. 1
･

8ラ昏 従 っ て S f e の S H 3 ドメイン に捻 e 壬N 8 5 の P 昆R が結合ずると考えられる昏
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7 S H 3 ドメイン ア レイ

∈王国8 5 鍔 ㌘R R が 鮎e 払 m il y k i n 盈S e 以外鍔タンパ夕質の S H 3 ドメインと結督するか密 かを確認

するた軌 S H 3 ドメインア ッセイを行 っ たe アレイ蔓こは 3 7 種類 の S H 3 ドメインタン パク質がスポ ッドきれて

いるが ､ C I N 8 5 の V 5
- P R R ほ H e 友とF y n (S L 監) の S H 3 ドメインと最も強i 結合したo 挽u で ､ 儀 容､ L y n 汚

Ⅰn もe rl e t ik i 毘 -

2
-

i n d u cibl e T
-

C ell k皇n a s e (It kき､ p e f 8 Ⅹ皇s 8 m a呈 m e m 転T a n e p 若0もe皇n p e 又 i 3 伊E X 軌

A bi ､ そして p h o s p h olip a s e C γ王(P L C γ) に中程度の 強度 で結合した & ig . 1
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･

3
-

8 S H 3 K B P l の 染色体 マ ッピン グ

FI S H マ ッピ ングの結果を F ig . l
･

1 0 に示 した｡ F I S H シ グナ ル は X 染色体の s h o r t a r m に 特異

的に検 出された. 従 っ て S H 3 K B P l 遺伝子 は Ⅹ 染色件の p 2 2 . 1 - p 2 1 . 6 領域に マ ッ ピングされたo
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Fi g . 1
･

1 0 S H 3 K B P l の典色体 マ ッピング

也) Le ft p a n el s h o w s th e F I S H sig n al s o n a h u m an c h r o m o s o m e; ri gh t p a n e l

S h o w s th e s a m e mi t otic fig u r e s t ai n e d w ith D A P I t o id e n ti& t h e X

c h r o m o s o m e . An r o w i n d ic at e s s y m m et ri c al d o u b l e s p ot s o f S H 3 K B P l .

( B) D i a g r a m of F I S H m a p pi n g r e s ul t s . E a c h d ot r ep r e s e n t s d o u bl e FI S H

sig n al s d et e ct ed o n t h e h u m a n X c h r o m o s o m e .
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第 連番 考察

酵母 2 ･ ノ ､ イブリッド故 によっ て ､ S r e 払 m i呈y 恵i n a s e の
-

員である H e k の S H 3 ドメインを≡経督する

新規タン パク質の遺伝子として S H 3 琵B P i を見出した o 我 身 が S 琵3 K B P 呈を見地した宅特許 出願 ま9 9 9

年 1 0 月 2 9 日)【4望】のとぼ ぽ同時期をこ､ T a k e らのグル - プが C bl に接合する新規タン パク質として

CI N 8 5 ( C bl -

i n t e T 昆eti n g p r ot ei n of 鮎 k D a) を見出し､ 報告した(民e e ei v e d B e e . 望9
,
1 9 昏9ラ臣i】｡

S H 3 K B P 1 ほ Ⅹ 熟色体 の p 2 2 - 1 - p 2 1 . 3 領域に存在し､ 2 つ のタンパク質､ e 王国8 5 とそのス プライシ ン

グバリア ントの C I N 8 8 ･

d S E 3 ÅB をコ - ドして いたo C王国8 5 は 6 6 5 アミノ酸残基からな野､ その 野 末 に 3

つ の S H 3 ドメインを持ち､ 中央に P 琵毘､ C 末に e oil e か e oil ドメインを持 つ【呈】8 C王国8 5 ･ d S H 3 鬼選 ぼ 4 e 鍾

アミノ酸残基からなり､ C I N 8 5 の 甜 菜に存在する2 つ の S H 3 ドメインを欠くo これらの m 監討鼻 柱広く各

種組織 に発現しており､ 更に S 昆3 ドメイン アレイによっ て ､ C 王国 鮎 の P 民R ほ ､ S 陀 fa 迅i畳ぎ藍主n a s e ､ 特に

H e k や F y n の S H 3 ドメインに強く結合するが ､ そ の亀の 多くのタン パク質の S H 3 ドメイン にも結督する

ことが明らかになっ たo 従 っ て細胎 内シグナ ル伝達にお い て ､ C王N 8 5 軌 S T e f& n 主Iy 監皇n 盈昏e の 関与す

るシグナ ル 伝達の みならず ､ その 他の 多様なシグナ ル 伝達に関与して旨､る可能性が示唆さ絶たo

C 王N 8 5 のラットホモ ロ グとして R u 恵【4 3 ほ S E T A【4 4】が 2 8 0 0 年 に相次 いで海曹されたo また ､ 非

常に構 造 が類似 して い るヒトタン パ タ質として C M S【4 5】が 報 告され て い る( マ ウス ホ モ ロ グとして

C D 2 A P[ 4 6】または M E T S -

1[ 4 7】が報告されてい る) o これらは い ずれも 国 東に 3 つ の S H 3 ドメイン 盲

中央 に P R 臥 C 末に c oil e d
･

e e il ドメインを持ち､ この構造の類似性から､ C ⅠN 8 5 と C Ri S は新しい アダ

プタ
ー

タン パク質のファミリ ー を構成する【4 銑 C I N 8 5 とC M S の 相違は ､ C ㍍S 揺 C I 紺8 5 をこは無 い アク

チン結合 モ チ ー

フ を持 つ 点 で ある｡ また ､ C M S 遺伝 子 は第 6 染 色捧( 6 p i 望) に局在 して い るo

C I N 8 5iC 封S f & n iiy の相 同遺伝子 は系統発生的には保存されて い ないようで ､ シ ョタジョラバ ニ ､ 線虫､

酵母からは見 出されて いない【4 8】o

C I N 8 5iC M S フ ァミリ
ー

のタン パク質に経 ､ S H 3 ドメイン及 び P R 蕊を介して多種多様なタン パタ質

が結合するo S H 3 ドメイ ン に は ､ C bl【1 , 4 9 , 5 0】､ C bl
･も如】の ユ ピ 考チ ンリガ - ゼ ､ A

-

G e n h 王政哲若

p r ot ei n B L 紺監【4 13 ､ c D 2 r e c e p もe T S【4 4】､ ア ポト
ー

シ ス レ ギ ュ レ - タ -

の ゑ壬P i 触 【5望】及 び

S B -

1【舶】が結合することが報告されて いるo S H 3 ドメイン には
一

般的 に P 塞豆㌘ モ チ -

フが結合し【轟;臥

C M S の N 末 の S H 3 ドメインほ C D 2 レセプタ
ー

のタイプⅠ王 P x 豊野 モ チ ー フと結合する【4 6】o しかし､ 3

つ の S fI 3 ドメインの 結合特異性は 一

様でない o C 王N 8 5i e M S の 3 つ の S H 3 ドメインは ､ C もl の 中央紺

近 に存在する
一

般的な P x x P モ チ ー

フではなく､ C bl の C 末に存在する特徴的なプロリン 号 チ ー

フ ､

P x ㍊ P R または P 芸(P j A) E X R に結合する【3 9 , 5 4】o
-

方 ､ CⅠN 8 さie M S の P 毘R には ､ PⅠ3
･ 尾 野鮎 α

【4 3】､ G rb 2【4 3
,
4 4 L p i 3 0 C a 畠【4 1】､ S T e f a n iiy k皇n a s e【4 5】､ e n ぬp h iii n s k 9 , 5 0】及 び e o 朗急成立n【5 5】

が接合することが報告されているo C王N 8 8 の P R 盈 経多くの P x x P モ チ -

ヲを持 っ てお哲､ よっ て例えば

e n d o p h il皇n とc o Tt a Cti n の ように C王N 8 5 の P 漁民 を介して複数のタン パク質と接骨し得る【5 醜

C 王Ni C M S の形成する複合体ほまた､ レ セプタ ー チロ シ ン卑チ - ゼ(民T 監) のダウンレギ ュ レ
ー

シ

ョンや シグナ ル伝達制御 ､ アクチン細鹿骨格の制御 ､ そして神経線胞アポト -

シ ス の制御など多様な機

能を示す【4 8】o 最近 ､ e 王ノN 8 5 ほ e bi 及び e n d o p ぬil皇n s と複合棒(C bl
- C ⅠN 8 5 -

e n d o p 態主星i n sきを形成し､

箆官民s ､ すなわち ､ epi d e T n ai 琶r O W もh f a eもo T 鑑G F) や h e p a もo cy もe g T e 腎 醜 f a et e T 如 G F) 及び

pⅠ盈毛e里e毛
-

d e ri v e d g T e W もh 払 et o T ( P D G F) の レ セプタ
-

の 孟 ンドサイト -

ジ ス蔓三瀬い ていることが明ら

かにされたE 鴫 5 8 , 5 6
-

5 83 ¢ C もi 揺活性柁された 民T 琵 蔓こ結合してこれを芸 ピ率テン絶する
-

寿 で ､

3 e



e b l
･ e玉村8 5 ･

e n d o p h ili n 8 複督棒を形成しち
e n あp h皇呈皇最良 がd y n 急 m 皇n 脅 盈 m p 払ip 転y 昏皇n と舞岡で 毘

'

T 監

を緒胞内g ) エ ンドソ
- ムを芸取り込む Q また ､

C 転l をこよ っ ぞ e喜好8 5 揺 モ ノ 孟 ピ率チ ン抱きれで ､
豊 ンドリ

-

ムを三取り込まれた R T 監 を M tilも皇 v e 畠皇e t l呈盈T b o 達y (鮎も奄)妄三転換し､ リソゾ
- ム分解系 - と導くo 三のよう

に C 王N 8 5 ほ R T 琵 シグナ ル 伝達のネガティプ制御を≡働い てもちる【魂亀 5 耽

-

方 ､ チ ロ シン卑ナ
- ゼを持たない レ セプタ

ー には ､ 鮎 e fa m ily k i n 盈8 e などの蘇績普墾 のチ ロ

シ ン 考ナ - ゼ が結合してこのレ セプタ ー からの シグテ ル 伝達に機能して い る場合が多む包e 本類タション

で示したように ､ C 王討8 5 の P R R は H ck や F y n の S 呂 3 ドメインと薄く経脅し､ その 他の S 若e f a m 主星y

k i n a s e とも結合するo 従 っ て C 壬N 8 5 と 鮎 c f a m ily ki n 盈S e 複合棒を豊 艶 e 払 m 皇呈y 藍i n 盈 紀 滋篭担うシ グナ

ル 伝達の機 能制御に強く関わっ て い ると予想されるが､ この 複合棒の穏健をこ つ い て経 不明怒点が多い ¢

次セクションでこの課題に
-

つ の 回答を示す o

3 呈



第望部 T 国F
･

a を己よっ て訴導きれるアポ鞍 - シ スをこ関する検尉

- C 王N 8 5 ほ Tfq ぎレ セプタ -

1 シグナ ル 伝達複合体のメン バ -

で ､ でN F
･

鏡 餅導アポド - シスをレギ 送 レ
-

巨する
-

要旨

塵療壊 死 因子
･

α レ セ プタ ー

1 (T N F 民1) は ､ レ セ プタ
-

と複合体を形成して いる種 身 の アダプタ

- タンパク質を介して細胞 内に｢ 生j と｢ 死+ の両方向の シグナル を伝達するe そして ､ その 生存シグナ ル

は N F
･

K B や 的A P 琵 及 び Å恵も
`
を活性化するo 鮎 e もまた T 鰐ぎ･

鐙 によ っ て活性化され ､ 活性托された

s f C 結 N F
-

K B や A k t を活性化するo また､ Ⅴ
･ S r c を細飽に過剰発現させるとT N F

･

ee によ っ て誘導きれ

る藤娘 死が滅少するo このようにS ぎe は T N F
-

α 依存性の 生存シグナ ル を増強し､ T 国F
-

鎧 誘導アポト -

シ ス に関与 して い るが ､ そ の 詳細なメカ ニ ズム は は っ き撃して い ない o 前セクション で C王国鮎 ほ 艶 e

f a m ily ki n a s e と結合することを示したe 本 セクションで 捻､ C 王N 8 5 が S T e とともに T 済 民呈複合体に含

まれ ､ T N F R 1 からの シグナ ル 伝達を調節して いることを報告するo

C E M 細胞に C 王N 8 5 を過剰発現させた細抱( C E M i y 5
･ C 王国8 5きは T 封F -

a 誘導アポト ー

シスに

対する感受性が高ま野､ コ ントロ
ー

ル 細施より低蔑魔の 管N F -

鑑 でアポト ー

シ スが誘導されたが ､ C D 9 5 誘

導アポト ー

シス に対する感受性は変化しなか っ たo C E 鮎iV 5 ･ CⅠN 8 5 の細飽抽出液を抗T R 泉田D 抗棒､

抗 c王ÅP ･

1 抗体､ 抗 T 混A ぎ1 抗体､ 抗官民ÅF 望 抗体､ 及 び抗 T N F 昆1 抗体で免疫沈降するとeⅠ国 紡 が

其沈したが ､ 抗 F A D D 抗体､ 抗 R I P 抗体 ､ 抗 c a s p 盈S e8 抗捧 ､ 及 び抗T 毘鹿野6 抗体で結轟沈しなか っ

た｡ また C 王国8 5 は T N F 琵1 細鹿 内儀域に直接結合し密か っ たが S r c ､ C bl 及び p h o 昏P 鼓aもid yl皇n o si毛o王

3
･

k i n a s e (P 王3 ･

良きと直接結合したo T 国F R 1 細脇内儀域に 鮎 e は直接結合したが 号 C b量及び P‡3
- 監 は

結合しなか っ たo C 王N 8 5 の 各種欠失韓の検討から､ C I 国8 5 の 3 つ の S H 3 ドメイン は T 耶
-

a 誘 導アポ

ト
ー

シス促進効果 に必須 であり､ またP R R も充分な促逐効果を示 すために慈要 であっ たo T 紺ぎ
ー

鑑 鋼激

によっ て S r c 捻リン酸化され､ そして S r c と､ C王N 8 5 及び C もl の結合が増加した6 また､ コ ントロ
ー ル緬砲

で捻 T 紺F ･

α 弼激 によっ て 鬼kも は活性化されるが ､ C E 紙fV 5
- C ⅠN 8 5 細胞で蔓ま T 甜ぎ-

α 弼戟によっ て

蝕も の 活性化が減弱したo 以上の 結果は ､ C I N 8 5 経 S ぎC を介して T 封ぎ昆i 複合体に含まれ ､ でN F 盈1

からのア ポト ー

シ ス シグナ ル に S T e と共 に関与して いることを示して いるo

3 望



第 1 節 緒嘗

T 封F -

eB の 翻蛍をこよっ て ､ T N F 民i ほ緬飽をア ポ卜
-

シ スを王室らせ るデス シ グテ ルと､ 討嘗
･

濫澄､

M A P 昆､ 及び Åkt を活性化してアポト
ー

シスを締翻する生存 シグナ ル の ､ 望 寿向の異なっ たシグナ ル を

細胞 内に伝 達するe T 野F 箆1 の 籍胞 内ドメイン にほ d e 盈也 d o m 急呈n が存在 し､ T 紺野混
-

盈昏容O ei 盈もe d

d e a 蝕 d o m ai n p r ot ei n (T R A D D) の d e a ぬ d o m 盈i n と直接結合して いるo この T 毘鬼野B を介して更 に

ぎa §･

a s s o ei at e d d e at h d o m ai n p r o t ei n (F A D D) ､ T N F 鼠
-

a 8 S O ei aもed 払 如 若昏 毛管混ゑぎ豆 a n 逮

T 昆鬼F 2) , r e e e p t o r i ri t e r a C ti n g p r ot ei n (民壬㌘) ､ 皇n hib iもo g ef a p 嘩 おs立番 p r 虎e皇温容 転王鹿野i 盈n 速

c王A ㌘2)とい っ た T N F R l と複合体を形成して い る多様なアダプタ - タン パタ質を介して も このような両方

向性 の シグナ ル を伝達して いる【5 9 , 6 0】o T 国F
-

α の デス シグナ ル は 号 T 混ゑD D ･ F A D D 複禽捧を経由し

て e a s p a 紀 8 に伝えられ ､ C D 9 5 誘導性アポト
-

シス の 経路と同じように ､ e a 8p 盈B e 8 を清隆托するニと

によっ て アポト ー シス のトリガ - を引く【6 1】o
一

方 ､ T 封F
･

a の生存シグナ ル 揺複数 の 経路によっ て伝達

されるo T R ÅF 2 とT R Åぎi 結 ､ T N T
-

a の 潮激 によっ て ct A P 1 とc王ゑ㌘望をリクル
… 卜し､ c 亀甲 最盛e 8 の活

性化を阻害するニとによっ てアポト ー

シ スを蹄朝する【6 2】e また ､ 毘I P 結 節 ･

綻B の 活性iヒに巌須であり､

R I P ノックアウトマウス の 細臆ほ T 国F
･

α によりアポト -

シスを起こしやすくなり､ 紺野
･

堤B の活性首ヒが起こ

らない【6 3
,
6 紙 質 に T 昆鬼ぎ2 は c

-

3 tl n ”
-

t e r m i n al k呈n B iS e (3 確 を活性化してアポト ー

シ スを節制す

る【6 5】｡ このように RI P とT 毘鬼ぎ2 は抗アポト
-

シス シグナル を位達するが､ これ に加えて も い( つ か の報

告が T N F ･

α 刺激によっ て活性化きれたS f C が王7e B 鑓 に鰭合する経路によっ て 野ぎ･

鑑B を活性化するこ

とを示してい るo マ ウス骨乾性 マクロ ファ ー ジにお い て ､ T 封ぎ･

氏 朝浄は 鮎 c の 活性絶とS T e と王蛋丑 a の

結合を誘導し､ 三れが 鮎 c による Ⅰ忘B α のリン酸化を引き起こして 紺F
･

監B を活性すヒする呑 この現象揺

s T e ナ マ ウス 由来 マ クロ ファ - ジで は著明 に減少して い た【6 6】o また H u a n g らf6 7 , 6 8】ほ T 紺F
･

α が

p K C 依存性 に S r e を活性化し､ 活性イヒされた S T C は ⅠE 濫 と結合して ､ 国嘗
･

le B を活性才ヒするニとを報

告したo

s T e f a m ily k i 汲a S e は葬レセ プタ
ー タイプの チ ロ シ ンキナ

- ゼ で ､ 多様な藤娘 に発現し､ 種 身 e) レ

セプタ ー からの シグナル 伝達の下涜に働 い て いるo T N ぎ
･

虚 に於い ても､ S ぎe f a m ily k i n a s e の 活性と

T N F ･

α によるガン細胞 死が 国連して おり､ h u m a n c ol e T e Cもai c 昆T e皇n o m 盈 細飽錬では T N ぎ
ー

a による

増殖抑制が e ･ S r e 活性 の減少によることが報告されて いる【6 9】o 更に v
- S T e を退潮発現きせるとT 国F

-

α による細巌 死 が抑制されるニとも報 告され て い るt7 O】o T 討ぎ
･

a による重 要療生存シ グナ ル妄こほ

N F I

K B の 活性化 の他に ㍊ÅP 琵とÅkもの 活性粍が知られて いるa T N ぎ
-

α 捻 o 8t e e ei 盈怨もの 生存を増強

するが ､ これほ Åkt とE R 監 が活性化され ､ アポト
-

シ スが抑制されることによる昏 こg 3 鹿毛とE 毘監 の活

性化は S T e fa m il y k i n 盈S e 阻害剤の P P l とPI 3
･ E 阻害剤の L Y 望9 凄榊 望 によっ て鞠潮きれることから､

T N F ･

α の o st e o el 最盛t 生存増強効果は S f e が P I 3 ･ K I A kもシ グナル経 路とE 毘監 シグテル 経路に関卑

していることを示して いる【7 i】8 また､ 王L ･

呈匪 T N F
-

a 経 B a呈b 3 T 3 細娩 にお い て 鹿毛とE 民監 を活性絶

するが ､ この 活性化もP P l によっ て鞄刺されるE7 銑 このように 艶 c は T 討嘗
･

筏 によっ て誘導される生存

シグナル を増強することが知られて いるが､ アポト
-

ジ ス に関するシグナル 経路iiこおをする詳細な役封ほ

未だ不明で轟るo

辛 1 部で 鮎 e f a m il y ki n 盈S e の S H 3 ドメイン結合タン パタ質としてe 壬N 8 5 及 び e 王N 8 5
- d S H 3 A B

を見出したことを専管したo T N F ･

a は 塗捧内で多様な応答を引き起三し､ 数多くg3 疾愚に関わっ て いるe

また最近 ､ 抗 T 河F ･

a 抗棒が臨床応 潤され ､ リ孟ラマ チ治療に東きな成果をあをヂている8 先に述
べ たよう

3 3



妄こ T 紺F
-

a が起ミサシ ダテ ル 伝達を三 S 若e f a m i呈y 転皇n a s e は 明らか妄言関与を示してむ､るe 従 っ て S T e

f a m ily k皇n a s e の T 国F
･

a が起こすシグナ ル伝達調節機構を明らか にすることはT 紺ぎ･

珪 が 関わる疾患

の病因解明や治療薬開発 の 辛がかりを卑え得るo 奉セクシ ョン でほ や
e董fq 8 5 が S T e の 下涜で働 い て い

ること､ S T e
･ C I 封8 5 複合体が T N F 民i シダナリング複普終に含まれで い ること､ そして ∈王国約 の過剰発

現がT N F ･

α 誘導アポト -

シス を促逮ずるが C D 9 5 誘導アポ鞍 -

シスをこ捻影響しないことを報告するo ま

た ､ この アポト
ー シス の 促進効果には CⅠN 8 5 の 3 つ の S H 3 ドメイン が必須であり､ P 毘R も患要であるこ

とを示す o 更に ､ T 野F ･

a が S r c を活性化し､ C 王国8 5 と C bl をジクル - 卜し､ 結果として 鬼転も活性を減少

させることを報告する｡

C D 9 5 T N F R l

F A D ES

- 云

守

萱

‾雲5

≡

p 与

蛋

/芋
て

≡;

>
^

′三

:
㌔

/f/

了,p
イ

フ
i

一
ヽ一代･ _

=
/
…意. T R 兵D D

T R 糸F 2

F 轟D D
き≠斉 T R 兵F l

C a s p a s e 8

cf兵P l

悶 P ≡一頭 C!兵P 2

C お P a S e 8

A p op tp si s N ド- 鑑B 細島P K

F ig . 2
-

1 T N F R l 及び C D 9 5 から帝 シグナ ル 伝達模式図

3 凄



第望解 材料 ･ 労資

望せ 1 材料

ヒト リコ ンビナ ントT N F
-

a は S e T Ot e e L忠d . から､ 抗 e B 9 5 抗体絃宅株ラ医学生物研究所から㌔賢P 呈

は B王0 誠 O L R e s e a r c h L 盈b o T 盈も肝ie s 王n e . から購入 したo 形 質転換緬鹿 野遷既済抗生物質として 号

g e n eも皇ci n ( G I B C O B R L ) を 郎
､ たe 免疫沈降実験に 鄭 ､ た各種抗体 揺鎚下のように調達した o ポリタ

ロ
- ナ ル 抗 S f C ､ 抗 L e k ､ 抗 L y n ､ 抗 ぎg r ､ 抗 F y n ､ 抗 取返､ 抗 T R 盛 D 汚 抗 酌 済 B ､ 抗 毘王P ､ 抗 e王鬼㌘呈､

抗 T R A F l 抗 官民ÅF 2 ､ 抗 T 毘鬼F 6 ㌔ 抗 T W F R ま､ 抗 e 盈Sp a 8 e 轟､ 及び抗 C 態呈 抗体萎ま､ S 盈n も盈 e F 敬三

B i 虎e c h n ol o 野 から購入した o ポリタロ
- ナ ル 抗 PI 3 ･ 監 p 8 5 伐 抗体は U p s毛汲もe B io毛e ch n ぬ g y から購

入した 8 モ ノクロ
- ナ ル 抗 - マ グル チ ニ ン( 鵬 抗体と抗 M y e 抗体は 汲o 盛 e から, モノ夕日

- ナプレ抗

F L ÅG 抗体は Sig m a から購Åしたo ウェ スタンプロツティングに 熟
､ た各種抗捧絃以軍のように調達し

たo モノクロ
- ナ ル 抗 S T C 抗 鼠 ポリタロ - ナ ル 抗 F g T ､ 抗 eⅠ魚戸l ､ 抗 T 最良ぎ1 抗 T 温良F 2 ､ 抗 T 茂泉F 6 ､

抗 T N F R l ､ 及 び抗 C bl 抗体は ､ S a n 毛a C r u z B ioもe c h n ol o g y から購入したo
-

方 句 モ ノクロ
- ナj レ抗

F y n ､ 抗 H e k ､ 抗 L ck ､ 抗 L y n ､ 抗 T R A D D ､ 抗 F A D D ､ 抗 昆王P ち抗 e a s p 盈S e 8 ､ 及 び抗P王3
-

琵 p 鮎 α 抗

体は T T aL n Sd u cti o n L a b o f aもo ri e 歩 から購Åしたo H 琵P 標識抗 V 5 抗体萎ま王n v 如 喝 e n から､ H R P 標畿

抗 H Å 抗体及 び H R P 標識抗 M y c 抗体ほ R o ch e からm R P 標識抗 F L ÅG 抗体は Si欝m a から購為

したo H R P 標識抗p h o 8P h o
-

もy ぎO Bin e (逢G I O) 抗体ほ U p ぬ 毛e B i oもe e態n 血 g y から､ 抗p h o 琴 h 窃
･

選民琵､

抗 E R 琵､ 抗 p h o sp h o
･ J 討濫､ 抗 J N 毘､ 抗 p 態o 琴 h o

-

鬼kも(S e T 逢7 執 及び抗 蝕も抗捧ほ C ei量S ig n 盈弘n g

T e e h n ol o g y から購入した苛 H R P 標識抗ウサギ王g G 抗体及び H R P 標識抗 マウスⅠg G 抗捧 臥 それぞ

れ C eil S ig n ali n g T e c h n ol o g y 及 び A m e T 8h a m B i o s ci e n e e s から購入して使用した8

2
･

2
･

望 ポリクロ ー ナ ル 続 C 王N 8 5 扶捧の作製

ポリタロ - ナ ル 抗 C 王N 鮎 抗体は以下のように調製したo C I 封8 5 の C 末 ペ プチド(64 5 -6 6 5 アミノ

酸残基: E 監王昆L R L Q M E V N D I 琵監Åも喝S 琵) を N 未 にシステインを付加して合成し号 監e y h 窃I e 呈主m p e毛

h e n o ey a n i n ( K L H) をキャリア
ー プロテイン にして コ ン ジ孟 ゲ

- 卜し､ フ ロイントの完全ア ジ エ バ ントで エ 守

)I, ジョンを作製してウサギほ 奉白色種オス 2 羽 ､ 2 . 8 - 3 . 蝕 g) に 5 0 0 ii gl 匹ず つ ､ 背轟皮下 に初尚免

疫投与したo その後､ 2 週間に 1 封ず つ 計 4 拷遥力ロ免疫 した(フロイントe3 不完全ア ジ エ バ ントで エ 守 J レ

ジョンを作製し､ 5 0 0 ti gi 匹ず つ 背部皮下に免疫) Q 最終免疫から 1 週 間 敷 金採 虚し､ 鹿清を得た(約

6 5 m l x 2) o 血 清 は 抗体価を E LⅠS Å で 潔 定 後 ､ 凍結保 存した e 鰐H S ･ S e p ぬa T O B e 琵皇取盈P

挽 m e T S h a m B i o s ei e n c e 烏) を用 いて添付の プロトコ
-

)i , に従 い ､ 同じ抗原 ペ プチドを労ラム に固定して

ペ プチドカラム を作製し､ 2 0 n 呈の血清から約 2 . 5 n g の持薬抗C I N 8 5 抗捧を得た串

2 せ 3 発現 ベクタ ー の 作製

V 5
-

C 王N 8 5 ㌔ V 5
･

e王N 8 5
･ d S H 3 泉澄 ､ V 5

･ C 王N 8/5
- S H 3 鬼選e ～ V 5

- e Ⅰ野85 - d S 琵3 感 e

V 5 -

だ王N 鮎 - d S H 3 d P 漁況 及び Ri y c
-

S 托 の発現 ベ クタ
-

の 搾襲は第 呈 港(息-

望
･

6) で報告したe ぎも盈G タ

グを持 っ T N F 民主 細飽 内儀域( F t i A 鎧
-

T N 官民i
書

e 写管ラの 発現 ベ タタ - 繕 ､ でN F 混1 の e D 討鹿 毛諺君.

N呈it 8 u か ら樽 与 され た) を鋳 型 に して ､ 細 逸 内 儀 域 の e D N 鼻 を P C R ( セ ン ス プライ 守
一

;

Å鬼G ÅA で警e C 良友鬼鬼鎧鬼ÅG Å鬼ÅG e t3鬼鬼G G G G T G A T 鎧T A ､ ア ン チ セ ン ス プ ラ イ マ
-

;

3 昏



Å鬼G G 慮T ∈C 警e 鬼窃T G G T T 晋G G G e T e e T e C C C G 管G 真底晋G ) で 譲至製 し､ フ ラグ メン卜を 励 展墓 と

S B遜 で頃 新して p F L 逸G
･ e 鮎V ･

2 (S皇g n aラの 虚払蔵王/ S B 慮 ザイト蔓乙締大 した昏 F L A G タグを持 っ た

T 況盈ぎ1 と T 最良ぎ望 の 発襲 ベ クタ
- (F 王｡ 鬼G - T 昆鬼ぎ呈 及 び F L 鬼G

-管民度ぎ2ラ､ 及び H ゑ タグを持 っ た

T 民ÅD D と e王慮P l の発現 ベ クタ -

( H A ･ T R 鬼B D 及 び 琵Å･

e量鬼㌘1) は ､ D T . e 畠eiた7 3ヨから贈与きれた 6

技A タグを持 っ た C b l 符発現 ベ クタ
-

( H 慮
- C bl) は D E . L 盈n g ぬ nt 7 威から､ H 慮 タグを持 っ た Å起毛 の発

現 ベ クタ
-

( H 鬼
-

鬼女も) とタグを持たない P王3 - 監 p 8 5 a の発現 ベ クタ
- は D E . D o 腎 n 腎 盈Ydを7き】から鰭阜さ

れたo 法泉 タグを持 っ た P 王3
･

箆 p 8 5 鑑 の発現
ベ クタ ー ( E 鬼

･

P壬3 - K 野8 5 筏き措 ､ D r . U e 坂主と D r . 監急h n臣確

から贈与された発現 ベ クタ - を p e D N Å6i B 23 7 g H呈s A (Ⅰn viもy 喝 e n) に再構築した¢

2
･

2
･

4 C E M 細脇及 び U 9 3 7 桑田臆 の 形質転換細脇 の作製

ヒトC 霊M A 3 O I T i e u k e 率 a 細鰻をま王8 % F B S 添加 R P 朗Ⅰ1 6 4 0 培地く鞄 m 盈ラで縫代
事培養した｡

1 x l O 鳩 の C E 封細胞に 1 0 b t g の 各発現 ベ クタ
- をエ レクトロ ボレ - シ ョンで導Åした ｡ 望 日間培養後 ､ 各

細 飽 培 養 液 に 1 , 2 m gj m l の g e n eもiei n を加 え て 各 形 質転 換細 逸 を選 択 した ( そ れ ぞ れ

C E M f V 5
- C 王N 8 5 ､ C E M iV 5 ･ CⅠN 8 5 -

a s h 3 ÅB ､ C E M i V 5
-

C Ⅰ国轟5 - S H 3 鬼選e ､

C E M f V 5
- C I N 8 5 - d S H 3 ÅB C ､ 及 びC E M N 5

- C 王N 8 5 - d S H 3 逮P 現況と移する) o その 後 ､ 各形質転換細

盛 に お け る ､ そ れ ぞ れ V 5
･ C 王N 鮎 ､ V 5

･ C I 紺8 5 ･盛S H 3 ÅB
､
V 5 - C Ⅰ国拓 ･ S H 3 ÅB C I

V 5 - C王N 8 5
-

速S H 3 ÅB C ､ 及 びV 5
-

C 王国8 5 - d S H 3 d P 毘R の 発現をテニ スタン プロ ットで薩課 した ｡ 同様な

方法 で空 ベ クタ
ー

を導入 して コ ントロ -

ル 細臆とした( C E M fe o n t f Ol t 称する) o 各発現細逸は 限界希釈

経で 2 回クロ ー ニ ングを行 い ､ 細胞練を確立したe ヒトU 9 3 ヲ m o n o e yもi e 細娩の形質転換細鹿経 ､ C E H

細魔の場合と同様な方法で 作成したが ､ 形質転換細魔の選択 には 0 . 8 m 欝i m l の欝e n eti ci n を用 いた｡

2
･

2
-

5 T N F
･

α 聯敦 による C E M 細胞死 の朝憲

各種形質転換C E M 細胞を昆P M 王 1 6 4 0 培地で 1 回洗浄後 ､ 9 6
･

野 e n マイクロプレ
-

トの 各タェ ル

に 2 Ⅹ 1O 凄 c ell sl e . 0 5 n i (l o 鵠 F B S 添加 R P M Ⅰ1 6 逢O 培地) で細脇をまき込んだo ≡れに 1 0 % ぎB S 添

廟R P M I 1 6 4 0 培地 で希釈した各種濃度のT N F -

α または抗C D 9 5 抗体を添加して 3 7 ℃で 望日間培養

後 ､ 生細泡数をW S T 1

1 法(R o c h e) で潮定したe

望
･

2
-

6 1

L

B n
'

v D タンパ夕質相 互鰐用

2 9 3 T 細胞を用 いた -

適性 の形質転換は第 1 部 1 せ 7 に報告した方法で実施し､ 得られた細過

抽出凍を､ 同じく 1 せ 8 に報告した方法 で免疫沈降したo これを i ･

望
-

1 8 に報告したタ淀 スタンプロット法

で分析したo 但し､ 検出用の 抗捧は H 毘P 標識 1 次抗捧の 他に ､ 乗標識の 1 喪抗体 ､ 次い で H 漁P 標

識 望次抗捧( H R P -

標識抗ラサギⅠg G 抗体､ 叉ほ H R P
･

標識抗 マウス壬g G 抗体ラを熟 ､ たe また､ 形質

転換されたC E M 細逸抽出液の免疫沈降法をこよる細泡内タン パタ質複合体の解析もi ･

望
･

8 及び i せ 呈O

に示した方 放で行 っ たQ

望
･

2
･

7 フ ロ
- サイトメトリ

-

各種C E M 細胞を集め ､ 0 . 5 % 牛鬼清ア ル ブミン(B S 彪 添廟燐酸緩衝生理食塩永(P B Sきで 3 回

洗浄したo 望 Ⅹ i O 5 僻の 細胞を凍土で冷却下 ､ 6 .望5 拷
g 3 フ]t , 津 レジ骨イン標織抗ヒト晋尉官毘呈 モ ノタロ

-

3 6



テル 抗体(民& B S y 8もe m 畠ラと 3 e 分間反応きせた o そ搾 後 , 細逸を e .5 % B S 鬼添加㌘B 畠で洗浄し､

F A G S e a呈皇b u r (B D B 皇o 畠ei e n e e sラを使属し号解析したg 対照細胞として ､
フ ル オレ ッ鴬 イン標畿 マ タス

王g G 1 (R & D S y 8t e n S) と同じよう妄こ反応きせ た細胞を伺い たo

望
･

望
･

8 管N F ･

α 弼激 C E M 細脆の 細娩抽出液調製

1 0 % F B S 添加 R P M 王 1 6 4 0 培 地 で 培養 した対数 増 殖後 期 のC E 規i V 5 - e 王国畠5 藤娘 及 び

G E M / c o n もどol 細胞は ､ それぞれ 1 . 5 Ⅹ 1 0 7 儲の細胞を昆P M i 1 6 4 0 培地で i 回洗浄後､
3 n 呈の混P 関Ⅰ

1 6 4 0 培地をこ懸濁し 1 n i ず っ 3 等分した(5 笈 1 O 6 鱒/もa b e) 8 これ毒こR P 朗王 i 6 鐘0 培地 で希釈した
'

T N 嘗･

α を加え､ 直ちに緩やかに混合し3 7 ℃ で 5 分間及び 1 0 分間反応した( 各 i も態態e ほ無翻激対照きB 反

応後 ､ 直ちに細逸を集め(1 0 , O O O T P m X 呈 B e C O n d) ､ ま5 0 b t l の M
･ P E R (5 8 m M 鮎 民望 m 朗 E33 ℃亀

2 n M 鮎
-

o 地 o v a n a d a t e , 4
.
m Ri P ef a もi o c タ P T O毛e 盈B e 皇n h i態it o T C O Ckもai 姥含む) を加え､ 撹搾後

4 ℃ で 2 0 分間置 いた後 に遠心分離 で細脇抽 出液を得たo 細鹿抽出液は ､ D e P T O 鎚i汲 Ås 長野 k iも

(B i o ･ R a 盛) を招 い , 朗i c T O Pi at e ÅB S a y P r ot o e ol に従 っ てタン パタ量を瀦定し､ 1 O ii g の細娘抽出液をウ

ェ スタンプロ ット法(1 ･

2
-

1 O) で解析した e

細胞抽 出液を免疫沈降法(1 せ 8) で解析する場合 は ､ 同様にそれぞれ6 Ⅹ i O 7 鶴の細飽を洗浄後 ､

3 等分してT N F
-

α で朝激して 6 0 0 ii l の M
･

P E R 摘 様の 阻害期添カ郎で抽出して細鹿抽出液を蒋 ､ タ

ン パク量を滴定し､ 3 e O LL g の細砲抽出液を免疫沈降して免疫複合体を回収した棲 も ウェ スタンプロ ット

添(1 ･

2
-

1 O) で解析したo

3 守



寮3 節 線果

望
･

3
i

l S T C f a 迅ily 藍i n 盈8 e 阻害剤 ㌘P 1 ほ T 甜F -

a 餅準アポト -

シスを促進する

T N F ･

猛 襲 導ア ポト - シ ス にS 君C f a m 主iy 施主n a s e が関与して いるか否か を擾 落するた め にS ぎe

f a m ily k皇n a 紀 阻害剤P P l を用 い て ､ C E M 細胞に対するT N ぎー

鑑 訴聾アポト -

シスを詞 べ た¢ C E 鮎細

脇はT 鰐F
･

α 単独 でア ポト ー

シス が誘導され ､ そのIC 5e は 1 . 0 5 ± O . 3 4 喝i n i であっ た昏 同じT 鰐ぎ
ー

伎 に

よるアポト
-

シス 誘導反応をS T C f a m 皇iy ki n a 8 e 選 択的阻害邦P P 呈 存在下(呈O ii ”) で 行うと王e さ8 は

0 , 3 5 圭0 . 1 望 n gi m l に低 下した o
-

方 ､ 抗C D 9 5 抗体もC E H 細胞 にアポト -

シスを誘導し､ その‡e 5 8 ほ

0 . 0 5 7 ± 0 .O 1 8 泣g/ m i であ っ たo しかし､ 扶e D 9 8 抗体誘導アポト -

シ スはP P 呈の 添凝 によっ て影響を受

をチなか っ た(P P l 添加時 の壬C 毎8さま 0 . 0 6 3 ±O . O 8 7 喝i n 呈き(F 皇g . 2 -

2) o 従 っ て も S F C 包 迅皇iy 監i n 盈S e萎ま

T N F
･

α 誘導アポト -

シス に何らか の 関与をして いると示唆されたo 尚､ T 甜F -

鑑 及 び扶e D 9 5 抗体処理

に よ っ て 起 こ る C E M 細 脇 死 が ア ポト ー

シ ス に よ る こ と 揺
､
もe T m 皇n 急呈 d e e 野 n tl el e 醜id y i

t r a n sf e r a s e -

m e di a t ed d e o 野 ti fid 主n e もTip h o 畠P h a 毛e 汲i ek
･

e n a l a b eii r ig 押u 閑 L) ア ジセイで確認し

た(デ ー タは示さない) 0

育
､

宅コき

∈
ヽ ■ ′

虐
≡
ト･

lさ. -

0

∈〉
も昏

u
-
■■

1 8

0 ,1
＋

育
､
ヽ

敬

£ 1

幻
疏

a

u
i

e5 8 .1
tさ-

O

く∋
耶

S2 o . o 1
＋

P P I P P l

F i g . 2
･

望 鮎 e f a m il y k主n a s e 選択的阻害邦P P 呈 の T N F
･

α 誘 導ア ポト -

シス促逢 効果

H t n a n G E M c ell s w e r e p T et T e at e d f o r 2 h o u r s w 皇t亀 P P l (1 0 疫細 o F V e 払皇cl e

( D ㍍S O) , a n d C ell d e aもh まn f e S p e n S e もo T N T
-

a o T 盈n もi - C f) 9 5 昆n もi態e遠野

d e毛e F m i n e d .

3 8



2
d

3
･

2 C 王国鮎 ほ S T e fa m 量呈y 監皇n a s e と普遍的妄芸結合ずる

e 王討8 5 捻 鮎 e 良 温 和 ki n 急告e の H ek 及 び §ぎe を芸接合ずるアダプタ
- タン パタ鷺である三とを第

1 蔀で報告した窃 そニで ､ V 5 ･ e I N 鮎 を恒常的蔓こ過剰発現ずる e E M 細巌及 び U 9 3 写 細脇を作製し､

e 王国8 5 が 形 成 す る複合体 に含まれる S T e f a 汲主星y 藍壷n 盈S e の 種 額 を免疫沈降経 で 調 べ た ¢

C E M N 5
･ ∈Ⅰ紺8 5 細鹿 の抽出液を6 種韓の抗 S y e fa m 皇I y 恵i n 盈S e (S y e ､ L 盛 や王ぜn ､ F 琶ぎ､ ぎy n 及 び

H e k) 抗体で免疫沈降したと三ろ､ 全 ての 抗体でそれぞれ の 鮎 e 払 m 皇Iy 監i n 盈昏e と轟 に V 5
･ e 董N 8 5 が

轟沈したo しかし､ L y n と H e k の発現慶ほ e E Ri 細胞 では少なか っ たた埼 ､ G 玉野 酌 とLw 邑 及び H e態と

の結合を更に確認するた 削 岩 U 9 3 7 N 5 ･ C王N 鮎 細胞 の抽出液を抗L y n 及 び抗 H e藍抗体で免疫沈降

した o その 結果 ､ 明薩 に C王N 8 5 と L y n 及び H e k との 結合が確認きれたo 従 っ て e王N 8 5 穏何れか の

艶 e fa m ily k皇n 蓬S e に選択的に碍合するの で はなく､ 普遍的妄こ 鮎 c 払 n ily ki n 魚島e をこ結合すると考えら

れたo また ､ 糞沈した V 5
- C 王N 8 5 の バ ンド幾度から､ e 賞M 細胞 中では比 較的 鮎 e と複合捧を多く形成

して い ると考えられたB

C 巨細

tf) LL? 耶 LL? 耶
の の の 呼 C O

篭喜誓喜書喜誓喜宅喜竜
一 主 事 事 ‡

O it? O 幻 O め O if) O 耶 O

u > u > u > u > u > u

事戸: α - S re 鑑
- L e絶 α

- L y n α
- F g r 鑑ギ¥ n a

u 9 3 ア

tD 那
C O 感

毒 葛毒
幻 O 耶

> u >

H e挺 a - L ¥ n

B章o壬: 筏 - V 5

■■■■■■■■■■■■■ - ■ -
t ■■■
■
■
■■■ ■■ ー

d■■ ■ 肖 ■i ■■■■■■■■■■■▲■ 事■ lllll} li■ ■l■■ll l■■■■■■

S 挽 鑑
- S r c a

- L c k 鑑
- L y n 銭 4 g r 筏 ギ¥ n 鑑

- H e挺

耶
の

苛 蔓
畠 u
i= 事

O 耶

u >

鑑ヰ頚ek

B事o毛:鑑 - ¥ 5

a - Ly n 堤 - H e挺

F ig . 2
-

3 C E Ri N 5 ･ C ⅠN 8 5 及び U 9 3 7t V 5
-

C ⅠN 8 5 細娩申で の S T C f a m ily k 皇n 盈S e とe重野8 5 の結合

6 霊 1 0 7 C 霊M ′V 5
- C 王N 8 5 o T U 9 3 7i V さ- C 王N 8 5 e eil s w e F e 里y s e逮 a n 速 急軸協0もS oぎも払e

cl e a ぎe d ly 8 aもe 昏 W e r e i n c u b a t e d o v e T n ig hも a も4
o C w it h a 醜態e d皇e 畠 盈g 急呈昆畠もS F e ぎ

i } c k
,
L y n , ぎ琶f , F y n 盈n d H ck , i m m t m o p y e eip 豆a もe d tl Si n g P r ot ei n G 儀 野態盈君e S e ,

T e $ Ol v e d o n S i) S
･ P A G E

,
a n aまy s e d b y W e st e r n b呈o 扶i n g 盈n 遠野若eb e d 轡豆も鼓 盈n も豆

- Ⅴ昏

a n毛皇b o d y 恥 pラ, もo 畠鼓 珊 e 叩 T e Cipiも汲も皇o n of C王N 8 5 w 池 v a ぎ呈o ti S S ぎe f a n 豊里y

k量n a s e s
,
o T W 主もh a n も皇儲 e 払 n 豆iy 態i n a s苧s ( 触

毛e nきき 毛o s 態o w もh e p T e S e n e e Oぎ毛払e

S r c f a m ily ki fi a S e S i n 紘 e i m m u n o p T e e l Pi 最もe 乳

護9



2
-

3
･

3 e E M 緬巌 申ぞの e 圭鰐呂5 複合棒形 解析

e 王N 8 5 はそg 3 S H 3 ドメインを介しで C 態呈と結督し∈i3 ち またぎ漁民 を介しぞ ㌘王3 一

段 p 8 5 a と結合す

る【4 3】昏 従 っ て ､ 次 に各種 e 量N 8 5 東条篠平で の e 王国8 5 複合体形成を解析したB 各種 e ‡野鶴 東夷棒

を発現する C E M 細脇 の抽出液を､ 抗 鮎 e 抗体 も 抗 e b王統捧 ､ 及び抗P 王3 -

毘 p 8 5 戊 抗体で免疫沈降

したところ､ V 5
- e I N 8 5 及び V 5

･ C王N 8 5
-

d S H 3 A B はニれら全てと轟沈した o V 5
- e 王国8 5 - S H 3 鬼岩e ぼ

C bl と黄沈したが S r e 及 び P王3
- 監 p 8 5 筏 とは薬沈しなか っ たo

-

方 ､ V 5
- e 董N 呂5 -盛S H 3 鼻毛e ほ 鮎 c 及

び P 王3
- 昆 p 8 5 α と黄沈したが C bl とは発沈しなか っ たe また ､ V 5

-

e 王国 鮎
- d S H 3 遠野昆民 は いずれとも典

沈しなか っ た(F i欝. 望
･

4) o 三れらの 結果 は既報【1 , 4 3】に合資して いたe

O
』

‡p …篭
C ∈臼i V 5 - CI N 8 5

C E M f V 5 - C 嗣8 5 -d S H 3 兵B

C 巨細N 5 - Ci N 8 5 - S H 3 A B C

C E 醐i V 5 - C I N 8 5 -d S H 3 A B C

C E ㍍N 5 1 CI円8 5 -

d S ‖3 d P R R

@

&

*

:ま
!

云 望
u 乱
l 事

eS e5

B‡o毛: 正 一 V 5

iP : α - S r c

I P : α - C bf

I P : 鑑 一 円3 - 紘

必 u 表
裏 等 講

義害毒
酌 表 tb tb 品
宅O C O 勾 t O 希

書喜喜喜喜弓賢

妻喜竃書蓋書妻
妾

Bio篭: a - S r c

Blo モ: a - C bl

BIei電: a - 円3 - 托

F i琶. 2
･

4 C E M 細胞 中での ､ S T e ､ C b i 及び P王3
･ 鑑 p 8 5 α と各種 C 壬N 8 5 喪失捧の複普棒形成

C E M iV 5 - C 王N 8 5 , C E M N 5
･

C 王N 8 5
･ d S H 3 ÅB

,
C E M 7V 5 - C 重野8 5 ･ S fi 3 A B e

き

C E M f V 5 ･ C Ⅰ国8 5 - d S H 3 鼻B C
,
C E RijV 5

･

C玉村8 5
-

d S H 3 d P 民琵 a n 盛 ∈E 如!e e n t T e i

e elまs w e r e iy 8 e d a n d i 汲 m u n O p T e Cip i 臨もe d w iもh a n もib o 逮ie s 自著a主n sもS ぎe , e 態l 鼓n d

P Ⅰ3
･

K p 8 5 α , a s d e s c rib e d i n もh e l e 酢 n d of F ig . 2
･

3 . L e 免 p a n ei 豊艶達皇c 盈もe s e 盈C艶

c o
･

p r e eip iもa t e d V 5
-

t a g g e d p T Ot e皇n s , 盈n d 軸 hも p 盈n el i n d ic aもe s S r c き e 態i 盈n d

P I 3 - 笈 p 8 5 αi n もh e e a c h p r e eip it 急患e d p r 醜ei n .

蓬8



望
-

3
-

凄 内在性 C 王N 鮎 と 鮎e との結合

ニれ濠で に e E M 細脇 率で 内在性 狩 鮎 e と外来性形通解発現きせ た 腎5
-∈董N 鮎 が鰭督する三と

を示した8 ニ三では ､ 内夜性 の C Ⅰ国8 5 も同様を三内在性野 S T e と結督することを示ず e ぎ量g ` 望
-

5 喜こ示すよ

うに ､ G E M /c e n t F O l 細飽 ､ 及び C E 封f V 5
-

C 王N 8 5 細胞 の 細胞抽地液を抗 S 若e 抗棒で免疫沈降すると

内在性 の e 王N 8 5 及 び外来性招 V 5
･ e 王N 8 5 が同じようをこ轟沈し藍o

LL 5
噂

T8 茎
畠 u

事

遷撃
慧 芝
山 L u

u u

l P : a - S r e

a - C‡悶8 5

α - V 5

α - S r G

氏 - C‡N 8 5

a - V 5

α - S r c

i . .;
0

読 A

一 ← C事N 8 5

十 V 5 - CⅠN 8 5

一 ト S r e

一 ト C I N 8 5

一 ー V 5 - C ‡N 8 5

一 ト S r c

F 皇琶. 2
･

島 内在牲 C I N 8 5 とS T C との 結合

L y s a もe s 鮎 m C E M I c o n もぎOl a n d e 選対fV 5
-

CⅠ甜 鮎 e e 迫島 野 e 若e

i n m u n o p r e c主p ぬ毛e d w i 紘 a n 毛皇
･

S r e a n tiもo d y a n d も鼓e 態i o も w 蓬S も払e n p ぎ0もe 遠

w ith a n ti ･ V 5
,
a 毘畠

I

S T C O r a n も皇
･ C王N 8 5 急迫もiもo盈y . P oly el o n al a n も皇

- e王国8 5

a n もi s e r tl m W a s P r O ぬ c e d もy i m m tl n i 芸i £噂 盈 r 盈b bi毛 腎皇ぬ 最もH
･

c o 由u 欝a 毛e 逮

c 琵E王毘L 最もQ M E V N D 王荘鑑真L Q S 鑑( 6 4 5
-

6 6 5 a m 主監O 盈e皇d of C 王N 8 線 量琶窃

a n tib o di e s w e r e a 毘 n iもy p u f 述 ed o n a S e p h a 君e S e e Oi u m n (鬼n e r sh 盈 m

B i o s ci e n e e sラ 毛o w h皇c h もh e s a n e p e p も皇d e w a s b o u n d . 墨o 枕 8 m Y e w

i n d i e a もe s もh e p 若e 紀 n C e O f e n d 喝 e n O u S S 若C 盈n d e王N 8 5 , 昆
急速 V 5 ･ e 王国8 5 主監

毛h e e e n l y 8 a もe 8 .

速星



2
-昌･

5 形質転換きれた e E M 細胞の T 国ぎ-

鎧 感受性

鮎 e f a m ily k i n a 昏e を阻害すると∈E M 細胞の T N ぎ
ー

a 誘導アポ卜
-

シ スが促 進きれた( F皇g . 望
-

望)

の で ､ C E Ri 細 胞 で の T 封F
･

珪 誘 導ア ポ鞍 - シ ス に 溶 ける eⅠ討8 5 の 関 与 を調 べ るた め に ､

C E M Ⅳ 5
･

C 王N 8 5 細胞を伺 いて T 野F ･

α 誘導アポト -

シスを調 べ 怒e 独立 して構築きれた 3 つ のタロ -

ン に つ い て T N F ･

α によ っ て 欝 導される細胞 死 を調 べ たが 汚 い ず れ のタロ - ンも ヨ ントロ
-

) レ細 胞

(C E M /e o n t T Oi-) と比較して 呈0 分 の 1 以下の壌魔の T N F
-

α で アポト - シ ス が誘導きれた 軌g . 2
･ 銑

l o o

蜜
局

･

き5O
コ

*

0
0 守.O I 0 .1 1 1 0

T 好 江 ( 喝 触lき

1 ト

*

☆
令

C E 馳 rl 細Ⅰ

C E 組付5 - C 嗣8 5 c =

C E 姐¥ 5 - C f弼8 5 a 2

C E 姐fy 5 - C 嗣8 5 e壬3

F ig . 望
-

6 C 濫班i V 5 ･

C ⅠN 8 5 藤娘の T N F
･

α に誘導されるアポト - シス

A ii q ti Oもs of 2 Ⅹ 1 0
4
C ells of C E M N 5 - C 王国8 5 (毛h r e e 皇n 盛e p e n d e n も ci o n e 霞き 逢n d

C E 紙ie o n もT OI w e 若e 達i 盛rib t1もe d i n 9 6 ･

w ell もi惑S 現e e u lもu 君e Pl at e s a n d g e n d e 盈も鼓 in

r e 野 O n S e t O T N F
･

α .

次 に C I N 8 5 の 各 種 虎 夫 捧 ( V 5 ･ CⅠ対8 5 - d S H 3 鬼B ㌔ Ⅴ昌
一C 王国 鮎 ･ S H 3 A B C ～

V 5 - C 王N 8 5 ･ d S H 3 ÅB C ､ 及び V 5
- C 王N 鉱 一d S H 3 d P R R∋を恒常的を≡過剰発現するC E ㍍ 細娩を涌 い て ､

これらの 細飽の T N F -

α によっ て誘導される細逸 死を劫定したo F ig . 望
･

7 にこれら各種欠失終 の細砲抽

出液中の V 5 標識タン パク質をウェ スタンプロ ットで解析した結果を示し､ F i誓. 望鳩鬼 に ､ T 討嘗
-

α によっ

て訴導される繍飽死 を測定した結果を示したo C E M i V 5
･ C王N 鮎 細娘は ぎig . 望

-

6 の 結果と同様 にコ ント

ロ ー ル 細 胞 が アポト
ー シ ス を誘導される 1i i O 濃度 の T N F ･

α で ア ポト ー

シ ス 表芸誘 導きれ たo

e E 班f V 5 ･ C 王N 8 5 ･ d S H 3 ÅB 細抱及び C E 泌 V 5 - C ‡討8 5 ･ S H 3 ÅB e 細臆がアポト ー シ スを誘導きれる

T 紺F ･

α の濃度もコ ントロ -

]t , 細愚に比較してホさか っ たがC E 島野V 5 ･ C 王N 鮎 細娘 のそ艶よ9 も東きか っ

たo しかし､ C E M j V 5
･ C ⅠN 8 5

･

d S H 3 ÅB C 細鹿及 び C 濫Rii V 5
･ C 王N 釣

･ d S fI 3 d P R 洗 細胞 がアポト
-

シ

スを誘導きれるT N F ･

α の濃度は コ ントロ
ー ル 細泡と同じであっ たo 従 っ て ､ e玉村8 5 の 管国F

-

a 誘導アポ

ト シス の僅逮効果 に碍､ 3 つ の S H 3 ドメインが遊須であり､ P 逸民も十分な寝巻効果を示すために産婆

であっ たQ
- 泉 Fi g . 2 儲 に示したように ､ ニれらの 細胞の 抗 だD 9 さ 抗体 によるアポト

-

ジス誘導効果

蔓ま全て同様であり､ 抗 C f)9 5 琵捧対する感受性 ほ変化しなか
j

3 たe

凄望
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望せ 6 C 霊M 形 質転換細胞表面習の T 野ぎ琵i の発現

前項(望･

3
･

5ラで示したように C E 鮎jV 5 ･ e 王国 鮎 細胞ほ 菅野ぎー

a 轟こ封ずる感受性を増加 したo 従 っ て

V 5 ･ C 王国8 5 の過剰発現が ､ T N F 汲1 の発現盈をこ影響して いるか否か ､ フ 田 -

サイ鞍メロリ
- を摘も､ て調 べ
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望
-

3
･

7 C 髭朗 細胞学習 得 e 喜N 呂5 と警固野琵呈 複昏棒 形解析

C E ㍍jV 5
&

C玉村8 5 細胞揺 T N ぎー

a をこ封ずる感受性を増夷きせ たe3 で 写 T fqぎ毘呈及び 警固ぎ民呈シグ

ナル 伝達複合体に含まれて いる各種タンパク質群とe 董N 8 畠が ､ 複督棒を形成して u るか否かを免疫法

障簸 で調 べ たo ぎi g . 2
･

王O に示したよう蔓こ､ V 5 ･ C 董N 鮎 は ､ 警民Åf) B も e壬鬼㌘呈､ 官民鬼ぎ呈宵 管最盛 望､ 及び

T N R 民i と轟沈したo しかし､ 混王P ､ T 民鬼ぎ6 と典沈 せず ､ C D 9 昌 シグナ ル 厳達複昏捧妄芝も含まれてむ篭る

F A f) D 及 び c a sp a s e 8 とも共渡しなか っ たo 従 っ て ､ e 董N 8 5 をまT 国F 民主 シグナ ル 伝達複合俸を芸結合し
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望せ 8 T 国F 民主 細胞 内額域と昭結合

前項(2 % 7ラで e 董N 8 昏 ほ 菅野F 民呈 シグテ] レ伝達複合体蔓三結合ずる三とが 明らか蔓芸なっ た e そ芸で

初 捌 こ､ 2 9 3 T 細厳 の
-

遠軽典発現の 系を伺いで ､ e王国畠5 及 び G 王国8 5 が複合棒を形成ずるS F e 汚 e もi

及 び P 王3 ･ 琵 p 8 5 a が i
管討官民量 の 細胞内簡域(管討官記1 ･ e 嘗警き蔓こ直接緒脅するか密かを調 べ た¢ 野皇g .

望
-

1 1 をこ示したように ､ C 壬N 鮎 ､ e bi 及び P言3 ･ 毘p 8 5 a 綬 T 甜F 民主の 細巌 内儀域と直接結督しなか っ た¢

しかし
､
鮎 e ほ 直接結合した｡

V 5 - C 刑8 5 ヰ

r T

巨
u
l

T
‾

O
i

～

事=

O

u

暮

e)

5
虹

∝
L L

≡
ト

i P : 鑑ギL 兵G

氏 -∀5 E ≡ヨ

ふj
¢

也

氏
- F L A G

α
- V 5

α - F L A G

&

ふニ

O
d 烏

也

F L A G - T N F R l - ∈Y T

u

嘗 あ
串 J I

l= u

O ∋恥

u 慧

IP : 筏 一 朗

α
- F L A G

鑑
一 関y c

α ギL 兵G

α - 関y c

F ig . 望
-

l l T N F R l 細胞内領域との 結合

C

蛭塑塾

氏
- F L 系G

鑑
- H 兵

氏
- F L 兵G

α - H 兵

≡ま
i

竃望葛誓f
ぴ = u =

‡P :氏 - H 糸

L s aモe

H u m a n e m b r y o n i c 望9 3 T c ell s w e T e もぎa n Sfe 虎e d w i一泡 ぎむ鬼G
･ T N ぎ民主･ e Y T

e 濫P T e S Si o n v e et e T i n c o m b皇n aも皇o n w i 醜 V 5
- e王N 8 5

,
鮎y c

-

S T e , E 鬼
･

e もl o 若

H A -

P 王3
･

琵 p 8 5 α e x p ぎe S Si 8 n V e eもo T ( i O 将 e a eh) . T oも盈呈 皇y 組もe B g e 野e

i m n u n op T e e主p it at e d w it h 盈n ti ぜi i鬼G , a n 毛i 湖 y e o T 盈n もi
･ H ゑ a n もib od y 盈n 達 也e

b l ot s p r o もe d w ith t h e a p p T O p fi aもe a n tib o di e s .

速6



望せ 9 e 玉野8 5 及び S F e の 管fqぎ琵呈 シグテ ル伝達複昏俸 パ -

鞍ナ
-

の 解析

次を芝､ e玉野8 5 及び 鮎 e が T 討ぎ畏ま シグテ ル 伝達複合体及び P 董3 -

最後起毛経路の 魯タン パク質と

直接結合ずるか否かを調 べ たo その 結果 ､
e玉野8 5 揺 e 態l 及 び P壬議

･ 琵 p 8 5 a と結合したが も T 混鬼ぎ王ち

T R A F 望､ 警茂泉D B ､ c主産苧呈 及び A 盗もと経緯督しなか -

3 た(F 皇欝. 望
-

i 銑 - 方 も 鮎 c 穏 管琵鬼ぎ量 及び C 転呈

と結合し､ T 毘鼻F 2 ､ 管R 鬼D B ､ e王ÅP i ､ P 王3 - 監 p B き a 及 び 鬼女もとは結合しなか っ た 夙 琶.
2

-

1 銑 鮎 e が

C bi と結合し､ P 壬3 ･ 琵 p 8 5 α と結合しなか っ た三とは も 既報督【7 7ほ同じ鰭果であっ たo

以上の結果から､ C I N 8 5 は S r e を介して T 甜F 昆五複合捧を乙緒督しても､ ると考えられたの で ､ 三れ

を確認するために ､ 2 9 3 T 細厳春こT 討F R 1 - e Y T ､ S T e ､ C 王国8 5 の 3 成分を発現きせた系 y 及び 管汲鹿野呈も

S r c
､
C王N 8 5 の 3 成分を発現させた系を用い て免疫法降経で解析したe その結果 ､ 菅野F 昆量･ ∈嘗腎 また

は T 昆A F l を免疫沈降きせると S r c -

e王N 8 5 複合俸が糞決した(F 皇欝. 2
-

1 凌盈) o 更 に ､ 2 9 3 晋 細魅に

T N F R l
-

C Y T ､ 鮎 c ､ e 王N 8 昌 の 3 成分を発現させた薬 で ､ 鮎 c の発現畳を増加きせ て e王N 8 5 の 轟沈す

る急が増漉するか否かを試験したとニろ､ 予想通りⅤか C 王国鶴 野 轟沈する慶ぼ増凝した好皇g 事 2
･

1 凄艶

従 っ て ､ でN ぎ昆1
･ S r e ･ C王N 8 5 複合体 ､ 及び T R ÅF 呈- S T C - e王討8 5 複合捧が i T 国F R 呈 シグナ ル転達複

合捧平喜こ形成されて い ることが明らかになっ た 9
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第4 節 考察

C E M 細胞 は ､ T N T
-

α 及び抗 C D 9 5 抗体によっ て ア 軒 -

シス が誘 導きれるo そして 鮎e 払 m ily

k皇n a s e 選択的阻害邦 ㌘P l 蔓こよっ て 菅野F -

α に感受性 が強くなるe しかし抗 e D 9 5 抗体蔓こ対する感受

性は P P 呈 によっ て影響を受けないことから､ 鮎 e f a m 量i y k i n 盈S e が C E M 細逸 に溶 いて T 紺ぎ混i からの

シグナ ル伝達 に何らか の 関与をして いると考えられた専 従 っ て 鮎 e f a m ily k皇n 盈S e に結合するアダプタ

- タンパ ク質 C 王国8 5 の T N F 民1 シグナ ル伝達経路に対する役部を調 べ た o 最初に e E R if V 5 ･ e 玉野鮎

細胞 中でどの S r e f a m ily k i n a 墨e と C 王N 8 5 が結合するかを調 べ たと三ろ､ 調 べ た 6 種類全ての 鮎 e

f a m ily k呈n a s e と結合したo 鮎 c f a n ii y k in a s e は相互 に溶互 い の機能を靖完ずることが麺られ て いる¢

従 っ て CI 封8 5 ほ 鮎 c f a m ily k皇n a s e の機能全般 に関与し得るo

C Ⅰ紺8 6 を過剰発現す尊C E M f V 5
･ e 王N 8 5 細胞 ほ T 鰐F

-

α に対する感受性が強くなっ たo C 王N 8 5

の 各種東夷捧を過剰発現する C E Ri 細魔の T N F ･

α に対する感受性変化 の結果(ぎ皇g . 2
一 弘) は ､

CⅠN 8 5 の 3 つ の S H 3 ドメインがT N F -

α に対する感受性 の増強に必須 であるニとを示 して いるo すなわ

ち ､ 3 つ の S H 3 ドメインを喪失した V 5
･ C王N 8 5 -

d S H 3 感 C は T 討嘗
･

α に対する感受性 に影響を与えな

い し､ S H 3 ドメインを 2 つ 欠失した V 5 ･ C 王N 8 5 ･ d S H 3 A B の感 受性増強効果は V 5 ･ C 王国8 5 より弓弓か っ

た o
-

方 ､ 3 つ の S H 3 ドメインだけを持 っ V 5 - C ⅠN 8 5 ･ S H 3 ÅB C の感 受性増強効果は V 5 - e 王国8 轟 より

弱く､ これ捻 P 現況も充分なT N F
･

α に対する感受性増強効果を示すた 捌 こ必要 であることを示して いる昏

以上の結果は ､ C I N 8 5 の T N F ･

鑓 蔓こ対する感受性増強効果ほ ､ S H 3 ドメインとP R R の 両方が巌要で ､

これは C 三河8 5 のア ダプタ
-

として の機能が彪要 であるニとを示して いる昏 この ことからC I 国8 5 が S H 3 ド

メイン で C bl などと結合し､ P R 監 で 鮎 c や PI 3 ･ 琵 p 8 5 α などと結合して複合体を形成することが患要 で

ある可能性が想像されたo

C f: ”/ V 5
･

C王国8 5 細胞は T 阿F
-

伐 に対する感受性増強効果を示すことから､ C 壬討8 5 の T N F 混1

シグナ ル 伝達複合体に対する結合性を調 べ たo T N F R l シ グナ ル 伝達複合体を形成して いるタンパタ

質群の 申で ､ C I 国8 5 は T R A D D ! T R A F llT R ゑぎ望I c五感 1 と複合捧を彰成し､ 昆王P 及び 酌曳かD とは複

合体を形成しない ことが判明したo F A D D は C D 9 5 シグナ ル伝達複合体の 中心的タン パタ質であり､ こ

れと複合体を形成 しないことば ､ C E M i V 5 ･ C I 国8 5 細泡が抗 e D 9 5 抗体に対する感受性を変化させな

いことと符合するo また､ R I P と複合体を形成せず ､ T 民度ぎ1i 2 と複合捧を形成したことから､ e王国8 5 ほ

T R ÅF を経由するT N F R 1 シグナ ル 伝達に関与して いる可能性が示されたe

更に詳細 に C I N 8 5 の T N F 民1 シグナ ル 伝達複督終に対する直接の結合性を調 べ るた終 に ､

2 9 3 T 細飽を用 い た其発現系で ､ 2 つ のタンパク質問の結合性を試験した｡ その結果 ､ T 野F 罷1 の 細胞

内領域は S F C と結合するが､ C王N 8 5 ､ C bl 及 び P王3 ･ 監p 8 5 α と措置按結合しない o また､ 鮎 e は T 最良ぎ旦

とも直接結合するが ､ C I N 8 5 は T 温良ぎi を含め ､ T W B ､ T R 鬼ぎ望 及び c王慮P 息とも直接接合しない o

畿に ､ C壬N 8 5 結 鮎 e を介して T N ぎR l に結合するo 一 方 ､ C 王N 8 5 捻 ､ C bl 及び P 量8
･ 尾野鮎 α と直接結

合するo C bl は S r e からの シグナル 転達下流 に位置して S F e の 基質と怒ることが知られて いるf守弘 従 っ

て ､ C I N 8 5 は S r c を介して 晋N F 毘1 シグナル 伝達複合棒に含まれてお琴､ T 封ぎ混1 からの シダテ ル を､

S ぎe を介して受け取り､ e bl またほ P 王議･ 琵 に伝えてい ると考えられたo

奉セクション では T 封晋-

α は S 托 を活性す巳し､ 蔭性化された S 警e は C 王国鮎 とe 態i を引き寄 せるこ

とを報告したo T N F R l から伝達された生存シグナル萎まt;E M i V 5 - C‡野郎 細娩とe 濫封i e e n もぎe呈細胞 で

は 同じように 甜F ･

忘臥 E R E 及 び J N 琵 を活性托したo しかし, 蝕もは e E H i e o n もぎOl 細胞で ほ活性托し

昏逮



たが C E M i V 5 - e 王国8 5 細胞 で 穏活性を減弓§したe 従 っ て ､ C E M fV 5 - e 重野8 5 細胞を芸お 狩る 菅野嘗
･

a 感

受性 の 増強ほ ､ 鬼返t 清隆 の 強弱妄芸よる可能性 が考えられた 8 -

方 ､
管N F フ ァミリ - に属する 毛ti m e T

n e e 君O Sis f a et o T -

T ぬもe d 盈eti v 盈も皇o n ･

呈n ぬ e e d ey もo ki n e ( T 昆鹿討G Eラ及び C B 凄8 1呈g a n 或は ､
鮎 e を活

性托し､ 活性柁きれた S r e は C bl と P王3
i

琵 を引き寄せ て ､ 結果的をこ鬼恵もを活性化ずること盛琶韓告きれ

ている【了3 , 7 9 , 8 O】o また､ e pid e r n al g f 8 W t h f a ぬ T 縫 G Fラが 鮎宏
一 C b豆･ P Ⅰ3 - 昆 複合体蔓芸よるシグナ ル

伝達によっ て Åkt を活性イヒすることも報告されて旨､る【8 1】c ニれらの観点は ､ e 重野鮎 が 鮎 e
- e 態呈- P 王3 i 昆

複合体をこ加わり､ T N F R 1 からA kも - の シグナ ル 伝達を修飾して いる可能性を示唆するo

E G F レ セプタ
-

や e
･ 封 eものシグナ ル 伝達妄こお い て ､ C 王国8 5 は C もl 及び e n 盛e 野h皇Ii 温 と複合俸を

形成し､ レ セプタ - の エ ンドサイト -

シス を促進することが帝告され てい る至繊 5 銑 ニの現象を起ニすレ

セプタ ー からの シ グナ ル伝達は ､ レセ プタ
ー キナ - ゼから始まり､ e b l からG 王国8 きを介して e n d op h量l量n

- と伝達されるo 奉セクシ ョンで ､ 非キナ
- ゼ型の レ セ プタ

ー である T 節 監i からの シグテ ル 伝達 軌 葬

レセ プタ ー

型 の キナ
- ゼ ､ 鮎 c からC ⅠN 8 5 を介して C もi に伝達きれるニとを明らか妄芸した ｡ 更に ､

e 王N 鮎

は Å返t 活性を強弱することで T N F ･

α 感受性を増強する可能性を示 したが ､ これほ G o u毛らが帝督したち

神経細胞にお いて ､ R tlk の過剰発現が n e T V e g 若O W 放 免 ぬ F (封G F) に反応して 起こる P壬3
- 監娩ぉ宅

活性化経路を阻害することによっ て アポト ー

シ スを誘導する知見【4 3 ほ重ね合わせるニとが できるo す恋

わち,
C E M 細胞にお い て ､

C I N 8 5 の過剰発現が T 国F
一

錠 によっ て引き起こされる 鮎 e からe bl を経由

して PI 3 ･ 琵 に至 るシグナル 伝達経路を阻害して Åkt 活性 の減弱を引き起こす可能性が考えられるe

本 セクション で は ､ C I N 8 5 の 新しい 機能を明らかを還した o すなわち､ C王国 鮎 は S r e を奔して ､

T N F R l シグナル 伝達複合終に含まれるo さらに ､ S r c ･ C王N 8 5
･

e b i 複合体を介するシグナル伝達 によ

っ て ､ Å藍t 活性化を修飾して いる可能性を示したo
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達には CI N 8 5 の 影響が少ない . C E M / V 5 - C I N 8 5 細胞 では C I N 8 5 が過剰発現しているので ､
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第 3 部 単純 - ル ペ スタイル ス増殖抑制を三関ずる検討
-

e I 紺8 5 は H e L a 細胞中で単線 - ル ペ スタイル ス の増殖を鞠制する -

要旨

C玉野8 5 ほ N 未 に 3 つ の S H 3 ドメイン ､ 次い でプロリンリッ チな領域i C 末をこ e o主星e d
-

e o 姐 ドメイン

を持 つ アダプタ ー タン パク質であり､ 組織 に広く分布 し､ 多くのタン パク質と複合棒を作るo S T C 払 m ily

監呈n a 紀 の
一

つ ､ E e k は 自然免疫に重要な役割を担 っ ており､ これも C王国8 5 と結合するo 我身 揺 H e L 盈

細砲 申で単純 - ル ペ スタイルス(H S V ) の増殖に関わる C王N 8 5 の新しい機能を見出した｡ V 5 ･ e 王国 鮎 杏

fi e L a 細鹿に通解発現きせると H S V 感染によるプラ
- タ形成を減少きせ ､ H S V の 増殖を減少きせた岱

更に C I N 8 5 の P R R 領域を H e L 盈 細娩 に退潮発現させるとH S V の増殖を締翻したが 3 つ の S H 3 ド

メインを過剰発現させた場合捻 H S V の 増殖を鞄刺しなか っ た o V 5 -

C 王国8 5 及 び P R 混 を適勲発現させ

た H e L a 樋脇の ､ H S V
･

1 感染妄こ対する感受性をまコ ントロ -

ル 細逸 に比 べ て 呈10 0 に減少して い たo

C f! 0 ･ 監1 藤娘 に単純 - ル ペ スタイル ス が侵 入する際 に結合するレ セ プタ -

､ 飼えぱ h e TP e 長 官汝u s

e n もTy
･

m e d i at o r Å (袈V E 嘘 を導入するとH S V 感染に感受性になる¢ この H S V 感染に感受性となっ

た C H O
･ 監王 細臆 に C 王国8 5 を過剰発現させると H S V

･

1 の 増殖を舜翻したo しかし､ C Ⅰ甜轟5 結露接

技V E M と結合しなか っ たことから､ C Ⅰ鰐8 5 はウイル ス侵入遠軽を阻害せず ､ むしろ侵 Å後の増殖過程

を阻奪して いるo 以土より､ C I N 8 5 は H S V 感染に重要な後部を担 っ てい ると考えられるo

5 守



* 1 * * %

ヘ ル ペ スウイル ス科は α ､ β ～ γ の 3 つ の 産科よ9 構成きれ ､ 全ての脊椎動物から昆虫に旨､たる

まで約 呈3 0 種類が分離きれて いるo 単純 - ル ペ スタイル ス( H S V ) ほ 排 - プレ ペ スタイル ス の 寧で最初に

発見きれ ､ 1 撃 ( H S V ･

1ラと望型 (H S V ･

望) の 2 つ の血清墾が存在し､ α h e TP e B V 主君tl 昏 S u 転f a m 主星y に分

類されるo H S V
･

呈 は薗肉E3 内寅､ 口唇 - ル ペ ス ､ 皮膚 - ル ペ ス ､ 角膜 J
r <
q
q ) レ ペ ス ､ - ル ペ スB醤衆､ 陰寮

- ル ペ スなど多様な病像を示 し､ H S V ･

2 は 主に陰部 - ル ペ スの 病原棒となるe H S V 萎ま上皮舞曲 - 形

初感染後 ､ 三叉 神経節ある旨､ は坐骨神経鱒に終生緩く潜伏感染を起こし号 再活性1ヒ( 再発) を繰り返す

【8 2 , 8 3】o このようなH S V 感染は ､ 易感染性患者 にほ凝感象 ･ 再発ともに生車 の免機となるo H S V 感染

症に対するワクチン ほ未だ 開発きれておらず､ H S V 感染症 の 治療にはアシタロピ ル などの抗 - ル ペ ス

タイル ス期が成層されているが効力は十分とほ苦 いがたも､ e 従 っ て､ H S V 感染防御法や H S 習 癖原牲

の液導引ヒ蔭の 開発 には大きな興味が持たれるo

ウイル ス の感染 ･ 増殖サイクル 絃 ､ 初 捌 こ宿主細胞表面 の特異的レ セ プタ - にウィル スが結合し､

細地 内に侵入することから始まるo その後､ ウィル ス核酸が細飽 内 - 放出され ､ ウイル ス特異的タン パク

質及び核酸 が合成され ､ そして新しいウイル ス粒子 の 形成が行われ ､ 最後 にウイル ス粒子 が細盤外 -

放出されるe H S V と結合する宿主細胞表面の 特異的レ セ プタ - にほ ､ H V E 封 紬e fP e S 東方敬啓 e n もr y

m edi aもo y ゑH 8 も 鮎】､ 汲e Cti n 惑【8 6】 そして 3
- 0 ･

s t M o n a 毛e d d e fiv &も呈v e s of h e p a E 盈n 番威包もe【き71 が

知られて いるe H S V ほこれらの レ セプタ
ー と結合し､ 細盤 内に浸Åし､ 按内蔓こその ゲノムを放出するo

H S V のウイル スゲノム ほ約 ま5∈泡b p の線状望本鎖 D N 盈 であり､ 約 轟8 種類 のタンパク質が コ
- ドされて

い る8 これらのウイル スタンパ ク質をコ -

ドするウイ)I, ス達転子 はその発現時期によっ て 3 群に尭別きれる8

最初に遺伝子発現制御田子などの益毛王m m 威 a もe E a Tl y; 王E) 遺伝子群が発現し､ 次い で主音こウイル ス

ゲノム の 複製を行うβ嬢a riy) 達転 子 群が発現 し､ 最も遅れてカプ シドを構成するタン パク質などの γ

(L at e) 遺伝子群が発現する｡ これらの発現はカスケ ー ド状に朝解されてむ与る【8 83 ｡ ニのようなタイル ス因

子 ほ ､ 宿主細胞鶴 の多様なタン パク質と相互作用してそ鈍らを潮解することによっ て 自己の 増殖 に利用

し､ また宿主細臆 の 防御因子を抑制しているo

C ⅠN 8 5 の発 現 は幅広 い組織分布を示し､ 多種 の タン パク質と結合す るさ 従 っ て も e 玉野8 5 が

H S マダンパタ質と結合したり､ C 王N 8 5 の 結合パ - トナ ー が H S V タンパタ質と結合する可能性をま十分予

想されるo 事実､ ごく最近 ､ C I N 8 5 が王C P O と結合することが報告された【8 銑 また ､ e王N 8 5 と結合する

H c k は自然免疫に重要な役額を担 っ て いる【i 7 , 2 0
･

望2】o 従 っ て ､ C ⅠN 8 5 が H S V の増殖に何らか の 関

与を及 ぼして いるか 否か は 大変興味深 い o 第 3 寮 で報告する研究 の 目的 は ､ H S 腎 感染にお量子る

C王N 8 5 の鞍部を解明することにあるo 本セクションで ほ ､ C王国8 5 を遠勲発現させた H e L a 細盤 で H S V

の感染が抑制されることを示すo

島8



g C

叫

樹 禦 無籍
.

鰭
中 L 一 一 中

C e”r T Ee m b l a r T e
C elI 6 U r h - 8

琵T,
e

a ,

o g
a

'
n

y
買主て.て

8 h d 叫

腰
i;.

1 4?

q D

畔y
】

〔

‥v e r.I .T N F I N G F

r e 搾 Pl α tL n Ti叶

u ●m b r h fLJJ 加l

b

儀
W rtJi ･r n e dl A I G d
'

[ n1 7a 亡el山I a F

r
L
iaJly

一■■
■
■‾

亡¢a T さ d g 8 n 耶 B

q TIF
′

g B A n d d h e rE) tg H
･

～-)

N u d 申a l p α e

1 ■
●

N u d 4 L b

:

'

*l:. 恥

v 'T aJ Oly ⊂叫 r O E el n S

ノヽ
:Lh
-
L∴u こ∴甘 心 ｡ e

I
ノ
如 rL u d e u m q n b 都 亡

i-i jf ＋ 5 =-I 了
‡
} j I

-
-

c L O { y
t O hJ: V e S l d e

)

q t o pl a S rn ⊂ 呼 出d
′

v

～

ヽ
ー

T h e H o m e p a g e o f D r . E d w a rd K W a g n e r から, fI S V の 侵入(左)と放出( 右)

5 9



第 望鮮 材料と方法

3
-

2
･

呈 材料

細盛培養周培地として ､ D M E 鮎( S ig n aラ､ E 喝I e
'

s M E 鮎 n e dit 2 m 如 E Ri ; 日東製薬き号ぎー

1 望

n u t Ti e n も m iE ぬ r e m e d i tl m ( E 鬼凹; G 王B C O B 民臼 ､ ぎ塁S( G 皇態c o B R L) を鄭 ちたo 形質転換緬亀 の

選 択 周抗 生物質として ､ B l 盈8t皇eまdi n S ( フ ナ コ シ) ち z e o e皇n (王n viもぎ喝 e n) 及 び 欝e 汲e毛量e量n ( G 重患e O

B R L ) を声恥 ､ たo ウサギ抗 C王N 8 5 抗体は 2 ･

2
-

望 項で述 べ たものを使用した や H R P 標識抗 v 5 抗棒は

I n v皇毛君8 g e n から､ H R P 横磯抗 F L A G 扶 観まSi g m 急 から購Åしたo 玩 H V E Ri 抗体隠 S a n も盈 C T 隠Z

B i ot e c h n ol 喝y から購入したo H R P 標耗抗ウサギ王g G 抗体ほ ､ C eま呈 鞄 n 盛 喝 T e eh n o呈o 野 から単為

し て 使 用 し た o L a et a もe d e h y お 喝 e 投a S e (L D H ) 測 定 用 に C y ぬ 取笈 9 6 国o n
･ 毘盈di o 盈威 v e

C yt 虎o xi city A S S A Y kit (P r o m g a) を用 いた8

3
･

2
･

望 藤娘及 びウイル ス

ヒト e e T V 短 孟d e n o c a r ci n o m a H e L a 2 望9 ( H e L a) 細胞と 盛 ic 盈n g r e e n m O 盛 野 k i 血 野

馳 r o bl a 昏t V e T O ( V e T Oラ細胞は大 日本製薬から購Åし､ 王0 % F B S 添廟 D Ri 賞翫 培地で耗代 事

培養したo

C h i n e s e h a m 盛e f O V 盈ry (C H O
- E l) 細胞 ほ H e ait h S cie n c e R e 8 e a 托h 毘e 8 e 駁 e e S B 盈n 恵宅H S 農民B ,

O s a k 盈
,
ゐ p a n) から購入し､ 1 0 % F B S 添加 技鬼財 e 8 n もai n i 喝 培地で継代

事 培養したe

単純 - ル ペ スタイル ス 1 型 H F 株(A T C C V 混･

望6 0) 及 び単純 - ル ペ スタイ)i , ス 望 型株(慮晋e e

V R ･

5 4 0) はA 血 e Ti e 象n 顎噛e C tAit 硯アe C o n e e ぬ n A ゝら購Åしたo 各ウイル ス は､ 望% F B S 添加鮎E 朗培地

で培養きれて いるV e r o 細塵 中で増殖させ ､ 3 回 の凍結融解によっ てウイル ス液を回収した8 回収されたタ

イル ス液の力感は ､ $ 0 % 絶縁培養感染量( 5 0 % もi 8 S u e e uit tl f e 皇盟f e eti o u B d 8 S e : T e 王D 5 e) を測定し､

H S V ･

1 が 3 . 4 x 1 0 7 T C I D 5 O! m l ､ H S V ･

2 が 2 . ま x I O 6 T C 王D 5 d 斑呈であっ た¢T C ‡I3さO の灘 定萎ま以下のよ

うに行 っ たo 9 6 ウニ ル マイクロ プレ -

トにV e y o 細巌を巻き込ん で コ ンプ ル ニ ントな単層培養細盛を調製し

たo ウイル ス液は 2 % F B S 添加 M E M 培地で 呈0 倍ごと8 段階の肴釈を行っ た8 V e 和 細抱 の培養土清を亀

甲除き､ これにウイル ス液 の各番釈液をo - 1 m l ず つ 添寿ロ( n = き) し､ 3 7 ℃ で 4 日間培養したc 培養擾 ､ 望% ホ

ル ムアル デヒド添加 o . o 2 % クリスタ)i , バ イオレ ット凍溶液を加えて細娩を染色' 固定した8 細脇変性効果

(C P E) を起ニして いるクェ ル を陽性としてT C王D 5 昏を昆e e d 盈n d A h n c h 蔭【9 8】で算出した 苛この H §哲旦夕

イjレス液は V e r o 細盛 に対して ､ 2 ,望 x 1 0
7
pl a q tl e

-f o F m a もi o n t n iもs (P F 覗iz n叉のプラ -

タ形成態を示し

たo

3 督 3 発 現 ベ クタ
-

の 搾製

Bl a 8ti ei di n S を選択 マ
- カ - に持 つ ､ V 5 標識されたe I 封8 5 の発現 ベ クタ ー

を以下 のように汚

楽した¢ C ⅠN 8 5 の c D N 盈 フラグメントをp E F if y 5
･ C Ⅰ紺お∈i せ 4 で作製きから B B m H Ⅰ及び 盈 盛重で

切野出し､ p E F 6i V 5
･ H i s C (王n vit r 喝 e n ) の 戯 m H Ii E c B R王 サイトに挿克 した( p E ぎ6f V 轟

･

C 王N 轟きき¢

p E F li V さ
･ C I N 8 5 ･ d S H 3 d P 民R ､ 及 び F L A G 標織された P 漁民( F L 鬼G

･ e王N 8 5 ゼ逸民; アミ} 酸浅 基

3 3 1 ･

鍾5 呈) とF L 鬼G 標敦された3 つ の S H 3 ドメイン(Ft iA G I C 王国8 5 - S H 3 Å迅e; アミノ酸残基1 一

語3Oきの そ

れ ぞ れ発現 ベ クタ ー

の 作成 ほ 1 ･

2
･

6 で 述 べ た 昏 V 5 標 聴 きれ た 琵Ⅴ霊的 将 発 現 ベ クタ -

(p e D 討Å3 . 11G Si V 5 - H V 霊M
,
el e n e 王D #

き
民G 8 0 0 7 8 唾き経 ､ 王n v お 喝 e n から購入したo

6 8



3
さ

望
･

4 H e L 盈 細胞 の形質転換

1 Ⅹ1 0 7 個 の H e L a 細胞を≡ 1 8 j l g e3 各発現 ベ クタ
-

を 孟 レクトロボ レ - シ ョ ン で 導鬼した e 2 日間培

養後 ､ 各線飽培養液 に終濃度 望将I m 呈の B呈a 8も豆e皇d豆n 畠( p 藍ぎ6f V 毎
- H 皇s C 頗) または e - 8 迅 gj n i の

g e n eもi ei n (p E F li V 5
･ H is C 及 びp F L A G

･

C M V
･

鍾周) をカ日えて 各形質転換細泡を選択したo そ の後 ､ 各

形 質 転 換 細 胞 の Ⅴき･ C I 甜8 5 ､ V 5
･ C 王国8 5 ･ d S H 3 d P 漁民 ､ ぎL 鬼G ･ e‡鰐8 5 - P 監R 及 び

F L A G
-

C 王N 8 5 ･ S H 3 A B C の産生態をウェ スタンプロ ットで確認した後 ､ 限界希釈蔓こよるクロ ー

ニ ンダを 望

回行 っ て 細胞株を確 立した ｡ 同様 な方蔭で空 ベ クタ - を導Åして コ ントロ - ル 細娘とした¢確立した細脇

株は以下のように称するo B l a Bti eid主n S で選択きれたV 5 ･

C Ⅰ封8 5 産生細飽株及 びその コ ントロ - ル株

をH e L a N 5 ･ C I N 8 5 ･ B S 及 びH e L a] e e nt T Oi
･

B S と称しi g e n eも皇ci n で選択きれたV 5
-

C 王国8 5 産生細勉棟

及びその コ ントロ
ー

ル 株をH e L 昆′V 5 ･ C I N 鮎 ･ G N 及 びH e L alc o n もT O呈
･ G 阿と称するo

3 せ 5 C 壬ま0 ･ E l 細胞 の形質転換

C H O
･

笈1 藤娘ほ ､ H e L a 細盛と同様な方法でp e D N Å3 . 1i G S i V 5 - H V E M を 孟 レクトロ ボレ
-

シ ョ

ン で導入し､ 1 m gj m l の z e o ci n で選択し､ V 5
･ E V E M の 産生をウェ スタンプロ ツF で寝課 し､ タロ

- ニ ン

グを行 っ た o そ の 後 ､ H S V
･

1 を感 染させ ､
プ ラ

- クを形成す るタ ロ -

ン を選 抜 した e こ れ着こ

p E F li V 5
- C I N 8 5 を導入し､ 王 m g/ n i の z e o c皇n と0 . 8 m gl m l の 酢 n eもiein 存在下で養沢培養を行 い ､

V 5 ･ H V E M 及 び V 5 - C I N 8 5 の 産 生 をウ ェ ス タン プ ロ ットで 建 課 し ､ タ ロ
-

ニ ン グ を待 っ た

( C H O
- 荘17V 5 - H V E M f V 5 - C I N 8 5) o コ ントロ ー

ル 細鹿経 国様 な方法 で 空 ベ クタ ー を挙兵して作成した

( C H O
･ K l/ e o n もぎOl ; p c D N 鼻3 .まIG S 及 び p E F I C i V 5

- H i 昏 C を 導 入 ､ C H 8
-

監1i V 5
･

琵V E H ;

p e D N Å3 . 1i G St V 5 - H V E M 及び p E F I C 符5
- H i s C を導入 ､ C H O - 琵IiV 5 - C 王国8 5 ; p e D 討鬼3 ぷ G S 及

び p E F I N 5
- C I N 鮎 を導Åラo

3 せ 6 ウェ スタンプロ ット

細鹿抽出液 はプ ロ テア - ゼ 阻害剤(p f Ot e a 8 e i n h ib iもぽ 8 e O 洩も盈il , R o 趨 e) 存在下 潤
･ P E 汲

(P I E R C E ) を用い て細抱を溶解し､ 遠心労離して調製したo 得られた細胞抽出液を 1 -

2
-

l O に示した方

法でウェ スタンプロットを行 い ､ 解析 した｡ 免疫沈降ほ i ･

2
- 8 に示した方蔭で行 っ たo

3
･

2
･

7 プラ
ー

クアッセイ

形質転換されたH e L a 細胞の コ ンプ ル エ ントな単層培養細娩を 1 2 ウ ニ ル プレ - ト暮こ調製した｡ ニ

れをM E M 培地で 1 回洗浄した後､ 0 .望rn l の H S V ･

1 薄 綿 霊 I O 望T C王D s e i 0 ,望n u w e b) またほH S 野望液

く呈.望 x l e 蕩 T C王D seiO . 2 m lj w e n) を各ウニ ル に添加して 3 7 ℃で 1 時間反応させた¢ そ野 複 - タイ) レス液を

取哲除き､ 望m l の 0 . 6 % メチル セ ル ロ - ス 含有 2 % F B S 添廟鮎E 鮎培地を各タェ 舟 に重層し､ H S V ･

1 の場

合萎ま3 日間､ H S V ･

2 の 場合揺2 日間 ､ 3 7 ℃で培養した串培養終了後､ 培養液を取苧除き､ 望% 添プレムア ル

デヒド添加 o .o 望% クリスタル バイオ レット永溶液を加えて細脇を染色 ･ 固定した後 ､ 形成きれたプラ - タ資

を計測した( n = 3) o C H O
･ E 1 形質転換締飽にほ同様に単層培養細胞を搾威し､ これを三ゑ姐培地 で 豆

困洗浄した擾､ o .
望
y
n i の H S V

･

l 韓(1 .望 x l o 鐘 T e 壬B 8 Q 徽望 m ii w el冶を各ヴュ jt , に添親して 3 7 ℃で 量時間

反応きせたo その 後､ タイル ス液を放り除き､望m i の 0 .6 % メチル セ ル ロ - ス含有 望% F B S 添加法泉関培地

を各ウ三 ル に重層し､ 種 目閤 ､ 3 7 ℃ で培養した¢培養終了後､ 培養液を取撃除き､ 望% ホ ルム アi レデ巴ド添

6 1



加 e . 8 望% クリスタル パ イ浄 レット永溶液を魂 えて 細胞を鞄色
･ 韓定した後 ､ 形成きれたプラ

- ク敦を酔顔

した( n ≡ ョ) o

3 ･

2
･

8 タイル ス 増殖 曲線の 淘定

形質転換されたH e L 盈細胞の コ ンプ ル エ ントな単層培養藤娘を 望4 ウ ニ ルプレ
-

トをこ調製し恕｡ 忘

れを規E M 培地で 1 回洗浄した後 ､ o . 1 m i の H S V
･

i 液(呈 濫 呈O 望T e 壬D 8 O i O .呈n 呈i 闇 ellラを各ウニ ル に添

漉して 3 7 ℃で 1 時間反応さ普た｡ その 後､ ウイル ス液を取り除き､ 丑m l の 2 % 野B S 添旗 M 濫H 培地を各ク

ェ ル に重層し､ 3 7 ℃ で培養したo 培養 1 日､ 望 日 ､ 3 日 ､ 趨 日及び 5 日後に ､ プレ
-

トを取野出し､ 3 回凍結

融解を繰り返して ､ ウイル ス粒子を培養細娩及び培養寮から回敬した( n = 3ラo 回聴きれたウイ] レス液 の力

感を､ Y e y o 細塵を用い てT G I D 5 eとして測 定したo

3
･

2
･

9 ウイル ス感鞄効率の 沸定

9 6 ウ ニ ル マ イクロプレ
ー

トに形質転換されたH e L 盈細娩を2 . 5 Ⅹ i e 4 e e呈呈8i 腎 e n に巻き込み ､ 3 守

o

c で 1 6 時間培養したo 形成された単層培養細飽を 望% F B S 添加 M E 班培地 1 密洗浄した後､ o . i 威

の H S V ･

1 液を各クェ ル 添加したo 添加したH S V ･ 1 薮ほ ､ 呈0 倍ず つ 8 最階希釈され ､ 各 J& 望. 5 笈 i O 速

P F U / w e n 如 0 王= 1) から 2 , 5 Ⅹ 1 0
･3 P F U i w e n ( M O I = i x l O

･ 7きの H S V ･

1 を含む o 3 守℃で i 時間反応

させた後､ ウイル ス液を亀甲除き､
O .1 n l の 望% F B S 添加 M E M 培地を各ウ王 j レに廟 え､ 3 7 ℃ で 4 日間培養

したo 培養後 ､ 望% 示jt , ム ア ル デヒド添加 o . 8 2 % クリスタル バイオレ ット永溶液を廟えて細脇を染色 僧 定

した｡ 各希釈段階で 5 ウ ニ ル ず つ 試験したo ウイル ス感染効率ほ ､ 細泡変性効果くC P 苫ラを起こして いるク

ェ ルを陽性として ､ 5 ウニ ル 申の 陽性ウニ ル の朝食で示したo

3 せ 1 0 細胞増殖の務定

9 6 ウニ ル マイクロ プレ
ー トに形質転換されたH e L a 藤娘を望 Ⅹ i O 讃 e e n 8i 轡 elま に巻き込み 滝 里¢%

F B S 添加 D M E M 培地で 3 7
o

C ､ 5 日間培養 したo l 日日 ､ 3 日目及 び 5 日白星こ 1 8 担の 腎S
f

T i星 濠

(R o eh e) を加え､ 4 5 0 n m の 敏光度を沸定して細浪費を計濁したo

3
-

2
･

1 1 L D H の 淘定

3
･

2
･

9 項と同様 に 9 6 ウ ニ ル マイクロプレ
ー

トに形質転換されたH e L 盈藤娘の 単層培養細娩を作成

し ､ 形成された単層培養細塵を 望% F B S 添旗 M E M 培地 i 囲 洗浄した後 ､ o . 1 迅呈の H S V
･

i 液を

封 0 王= 呈O P F U i e eli s で各クェ ル 添加した(盟. 5 x l o b P F U iO . 1 m li 腎 e 晩 3 7 ℃で 1 時間反応きせた複､

ウィ) レス液を取り除き､ 0 . 1 m l の 2 % F B S 添加 M E 班培地を各ウニ ル に加 えたo 各身 3 ､ 6 % 9 ､ 王6 時間培

熱鄭こ0 . 0 5 m l の培養土清をとり､ 新しい 9 6 ウ 淀 ル マ イクロプレ
- トに移して ､ もf3 H 朝露のサンプルとし

た( n = 3) o 培養上清中のL D H 瀦定は ､ キット添付のプロトコ
- ル に従 っ て実施したo

3
-

2
･

1 望 枕許解析

各静間 の平均債 の有意差検定捻､ S ÅS ( S宅急もi 盛i e al 鬼m 盈iy si畠 S y 醜母 n ラブヲトタ笠 ア( S 盈S

王n 8も皇毛u t e 王n e .きを伺い ,
D ti 毘n etも

き

s も
･

もe s毛 によっ て行っ たo
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第 3 欝 結果

3 せ 1 内在性 C 王国8 5 と過剰発現 e王国8 5 のプラ - ク彰成蹄制効果

e 三野8 5 の H S V 感染をこ対する作周を確か めるために ､ 凝めを三軍5 ヰ e 王国8 5 を過剰発現する 琵e L 盈

緬 掛 H e L 象N 5 ･ CⅠ紺8 5 - B S)を作成したと三ろ､ V 5
-

∈重野8 5 の発現レ べ jL , が異怒る2 つ のタロ - ンを得たo

そ三で ､
三れらの V 5 ･ C 王国8 5 の発現レ ベ ル を内在性 C王国8 5 の 発現レ ベ ルと比較した好ig . 3

一

里威 そ の

結果 ､ cl . 1 は 内在性 C 王国8 5 の 1 6 倍 ち C呈一 2 揺 望 倍 の 発現 レ ベ ル であ-3 たo 次に ､ 芸れらg3 細飽蔓こ

H S V ･

l 及 び H S V 望を感染させて プラ - クを形成させたと三ろ､ e呈. 1 ぼ コ ントロ
-

ル 緒巌 の約 五!2 にプラ

- ク数が減少 した が el ･ 2 の プラ - ク数ほ コ ント日 - ル 細 飽と愛すとなか っ た(F 短. 3
一

里Bき¢ 従 っ て

V 5 - e 王N 8 5 の過剰発現がプラ
- タ形成を抑制したと考えられたo

-

方 ､ H e L 盈 M 5
･ e 王N 8 5 - B S el , i の

汚S V ･

1 とfi S V ･

2 の プラ
-

ク数 の減少効果が類似して い たの で ､ 以後 の試験ぼ H 呂V -

1 の 轟を周をちて実

施したo

A

B事o毛こ

a - V 5

α
- C 事N 8 5

円 ヾ -

-

胃
一

胃

く乃 (乃
正さ ‡:良
l 一

望 詔 芸
!

鳶 喜 喜
遷 襲 撃

‡

相 野 持

J _ . i A

`p 8 ¢

= = =

∀5 - C m 8 5

V 5 - e 嗣8 5
e x p r昏S Si 卵 ra 鮎

C一対8 5

1 6 t Oモaf C 駒8 5
e x p r e さSi e r M ati o

伝
1 2 5

讐 10 8
= 3

O
O

璽 7 5
こr
< 8

良

葛 5 O

i
～

i=

8 2 5

演

門昏

n S

E ヨH S V - 1
国 H S ∀ -2

円e L ai ぢ壬2 d l

c o n毛 感 B S 鵬 L a fy 5 - C 刑8 をB S

F ig . 3
-

1 内在性 ∈壬N 8 5 発現畳との 比 較､ 及 び C王N 8 5 過剰発現 によるプラ - タ形成締朝効果

(彪 E x p T e S Si o n of V 5
- C 王N 鮎 i n H e L ai V 5

･

C王N 8 5
･

B S c e n 昏(もo p) a n d e n 血琶e n O u 昏 8 T t Oも盈I
C ⅠN 8 5 i n e a ch C ell li n e (b ott o m) . A 望O -

将 S a m pl e of e a c h e el呈iy 昏急患e 腎 急啓 盈野p呈皇e逮毛o e 盈e 亀

I a n e ･ T h e r a ti o of t h e p F Ot e i n s s 畠o w n b el o 腎 e a eh 毛r a ck w a 惑 d eもe ぎ n i n e d b y 速e n 轟i毛o m eも野

払でT O , T o k y o , ゐ p a n) . ( B) P l a q tl e
･f o F m aも呈o n a s s a y s w e r e p e ぬ F m e d 盈8 通e s e Ti態e d 皇n もh e

Ai a t e Ti al s 庄n d 朗 et h o d 畠 S e eもi e n . T 鼓e n u n b e f S Oぎ p呈盈q u e 島 地も蓬呈n e 遠 戚毛h 冨S V
･

豆 盈n d

≡S V ･

望 a r e i n d ic at e d a s a % c o n もどOI F aも皇o . T h e n ti m b e y 畠 O f H S 腎 i 盈n d H S V -

望 pl 盈q u e S O n

H e L ai c o n t r oi c ell s 腎 e T e 8 4 . 7 圭 i 乱3 a n d 1 8 i 圭 望0 . e
,
r e s p e cti v el y . T h e ぬも盈 扱ぎe も払e m e a n 惑

a n 盛 8t a n d 盈Td d e vi a ti o n s ( S D sラf y o m a n e x p e T呈n e n も c o n ぬ 虎e d 皇n もぎ麺l豆e 盈毛e . S 豊富n 皇鮎 盈汲も

d呈払 f e n C e S もeもw e e n H e圭｡おV 5
-

e 王N 鮎
-

B S e el王昏 盈n d 琵e L al e o n 恵F el e e 姐s 盈T e 圭n d主監盈もe盛 態y
& 盛e fi惑k s ( * * 輿 O - O 1; n s

,
n ot Sig ni藍e 盈温もき.
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3
･

3
･

望 H ei j おV 5
･ C 王N 8 毎･ B S 細脇 の H S V

-

1 感染効率

次にH S V ･

1 感鞄効率をH e L ai V 昌
･ C 王国轟5 ･ B S e呈一 l 細厳とH e L ale 8 n もT O呈

- B S 細脇 で比較したe

F ig . 3
･

望 に示したようをこ､ 5 O % の感免効率を示すM O 王は ､ H e L 盛付5 - e王国 鮎 -

B S eL 呈 細娩 でほ 望 芝

呈0
･

き M O Ⅰ(P F U le e呈i) であっ たの に対して ､ H e L a! e o n もT O呈･ B S 細簸で ほ 3 光量e
-

8 M O 玉野ぎU le ellき で

あっ たo 従 っ て ､ H e L 盈i V 5 ･ C 王N 約 ･

B § eL i 細砲は コ ンドロ
-

ル 緬娩よ学的 i 8 0 倍H S V -五感染に対する

感受性 が低 いと言えるo

- ● - H eL al c o ritr OI - B S

- ¢ - H e L a i V 5 - C 粥8 5 - B S c =

柑O

蔓
A
O
G

.壁
O

篭 5 0
g)

a
O

葛
磨
1=

事
1

1

事

1

t

l

i

i

l

L

1

～

.
,
i

1 0
- 6

朋㌻
4

1 8
-2

日0 Ⅰ

F i琶. 3
･

2 H e L ai V 5
-

C I N 8 5
･ B S 細飽の H S V

-

ま感免効率

T h e s e n siti vity of H e L ai V 5
･ C 王紺8 5 ･ B S e eli 8 も¢ H S 哲1 主n f e 虎i o n 腎 急啓逮e毛e T m i n e d tl 尋ぬ夢

e o n 免u e rit n O n Oi a y e r 轟 Of H e L a もぎa n Sf o r m a n も8 , 肝皇欝量n 急n y S e e 速e痩 急患望書轟 x 呈窃4 e e 泣男i 轡 e王王

i n 9 6
･

w e n もis s tA e C uiもu T e di s h e s . 朗 o n ol 野 e T 昏 腎 e 君e i n f e 虎e逮 w i 払 H S 哲 i 盈毛 蝕母 親O 王,

i n di c a t e d o n t h e x 盈笈呈8 , 腎呈毛h 5 T e plic a毛e 腎 ell s f o p e 盈毛虫 逮il覗毛i ¢n . 盈魚群 旦艶盈毛議了
ot;

,
故老

v ir u s ir i O C t ll a 野 e r e r e Pl a c e 盛 w iもh 0 . 1 m i 封E M e 8 n もai n主我嘗望% F B S . 底魚e 君主n 空虚 盈塩o 汲

f o r 4 d a y s , ぬ e n e di u m 腎 a 8 君e m O V ed a n d もh e m o n 8豆a y e ぎ番 腎 e r e 東 急立退e d 腎i恵鼓 8 B 望%

e fy 畠宅急i vi ol eも c o n も盈豆n 皇n g 望% ぬr m 盈Id e h y d e 毛o vi 8 t l aii 芸e もh 怒 e P 濫☆ T 逸e i汲f e ぬ e u 轟

e 段由e n cy & a xi s) w a s d e毛e f n 皇n e d a 8 も払e p e ぎe e n 毛喝 e Of w ell s d e毛e ぬ 喝 盈 C P E e 腎e T

丘v e 腎 ell 8 . D a 宅急 a T e 払 e n e a n s 士 S D s ( a = 3) .
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3
･

3
-

3 形質転換 H e L 盈 細胞の 増殖

宿 主細勉 の増殖速度や代謝活性の違い がウイル ス の増殖着こ影響を与える三とが麹られて旨与るo

H e L 盈N 5 - e I N 8 5 ･ B S el .
呈細胞ほ H 呂Ⅴ の プラ - ク形成を締制したが､ ニの節制効果が e ま国 鮎 の過剰

発現蔓こよる直接の 作周であり､ 過剰発現によっ て宿主細逸 の増殖速度や代謝活性をこ影響を阜えても篭な

いことを確か 埼るた 捌 こ､ H e L aiV 5
- C王国鮎 - B S cL i 細盛と H e L ai e o n 毛君0呈･ B S 緬娩 の 増殖速度を

W S T L l を伺 い て 比 較したo その 結 果 ､ 両細胞 間 に増殖速度を三菱 ほなか っ た 伊豆ぎ, 3
- 銑 従 っ て ､

H e L 盈N 5 - C王N 8 5 ･ B S el , 1 細胞ほ V 5
･

C 王N 8 5 の過剰発現によっ て者童細鹿 の増殖速度や代謝活性

に影響を与えてい ない o

･ 書 - H e L aj c o Rモr o トB S

- 令 - H e L aj V 5 - C 暮N 8 5 - 8 S a 1

盲1 .0
1 =

O

那
勺曹
i

言8 .8
S
0
L

敬

畜0 ･2

3 5

Ⅰn c ub 益毛i o n 由ぎS

F ig . 3
1

3 増殖速度の比較

G r o w t h of H e L af V 5
1

C 壬N 8 5 - B S 盈n d 琵e L ai c e n 毛T Ol - B S c eil 凱 C eil多 野 e ぎe P 呈a もe d

i n t o 9 6 '

w e n ti s s
㌣
e

‾

c u 放u r e di s h e s aも 2 Ⅹ 1 0 3 c e n si18 O 担 i n D Ri E Ri e e n 毛盛汲豆喝
l o 鵠 F B S . A 氏e T まn e u b a もi o n f o r 1 , 3 a n d 5 d a y s , i 8 河 野S T

-

1 腎 a 昏 a d d e d i n e a eぬ

w ell a n d i n c u b a 毛e d 払T 望 h , a n d a b s o T態盈n C e aも4 5 0 n m 腎 a S m e 盈S u 若e d .
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3 せ 凄 G e n et呈e呈n 耐性タロ
- ンも ≡S V

･

1 プラ
-

ク形成を斡翻する

∈王国 鮎 の過郵発現が H S V 増殖を締翻する芸とを更をこ確認するためを≡､ B 呈昆S毛皇e皇d 皇n S 耐性餅

尊べ クタ1 p E F 6f V 5
･ H 主畠 C) 以外に g e n eも皇e皇n 耐性誘導ベ クタ

- (p E ぎ呈N き
･

H i 畠 eラを月恥ちて e 重野轟5

を過剰発現する H e L 盈 細娘(望 タロ - ン; H e L 盈符 5
･ e 王国8 5 - 窃弼を作成したo F i誓書 3

･

凄 に作成した形質

転換細胞の V 5 ･ C 王N 8 5 産生を解析した結果を示したo 次に ､ 忘れらの細逸妄言 H S ¥ -

i を感染させ も プラ

- ク形成数をコ ントi3 - ル 細娩( H e L ai e o n 毛f el ･ G 討ラと比較したo その結果 ､ H e L a N 5 ･ e 王国鮎 - G 討 緬飽

は 2 クロ -

ンとも 琵e L ai V 5
･

C 王国8 5 - B S 細鹿と同じように H S 哲 i によるプラ 一

夕形成を抑制した@ ig .

3
･

5) o 従 っ て ､ H e L a 轟那包をこおける C I 国8 5 の 過剰発現は発現 ベ クタ -

の凄い ､ 及 び誘導きれる乾生物

質耐性 に依存しなか っ た｡
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笥 召
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等

＋ ∀5 - C 嗣8 5

＋ ¥ 5 - 広嗣8 5
d S H 3 d P R R

F ig . 3
･

4 形質転換 H e L a 細浪費現タン パタ質の確認

E x p r e $ 8i o n of V 5
･

C 王N 8 5 皇n H e L 盈i腎5 ･ C I N 8 5 ･ B S 盈n d H e L at y 5 1 C ⅠN 鮎 - G 封 e e n 惑
普
及温盛

e x p r e s si o n of V 5
-

C 王N 鮎 ･ d S H 3 d P 混R i n 琵e L ai V 轟- G 玉野8 5 ･戎S H 3逮P 毘毘 e e 泣轟
,
立退

w e sもe f n もi ot 乳 Å望0 ･

㌻喝 8 a m Pl e ef e a e払 c ell l y 昏aもe w a 畠 a P p 王立e達t o e a c h l 盈n e .
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Fig . 3
･

5 V 5
･ C I N 8 5 及 び V 5

･ C 王国8 5 ･ d S H 3 d P 監R 過剰 産生 H e L 盈 細浪 の H S V -

i プラ ー ク形成

E ff e 虎S of V 5 ･ C I 封8 5 a n d V 5 ･ C 王N 8 8 ･ d S E 3 d P R R e x p T e $ 8i o n of H S V
-

1 p 王盈喝協e fo r m 盈もi o n .

P l a q t l e fo r m ati o n a s s a y 8 腎 e r e p e Tf o T m e d a B d e 8 e r 払e d i n 蝕 e M aもe yi 盈l昏 盈n d 班 etぬo達意

s e etio n ･ T 払e n u m b e r s Of pl 盈q tl e S 盛毛ai n e 達 w ith H S V
-

i a r e e X P r e B B e 盛 a 意 地 e % ¢f e o 蕊もT el

p l a q u e 乱 D a もa a r e 地e m e a n 8 土 呂D 8 ( a = 軌 T h e n u n b e f 8 Of p l a q 現e 番 O n H e L ai e o n 毛和ま
- B S

a n d H e L ai c o n 乞r ol - G 討 e e n 感 官 e T e 5 0 ･0 土 1 望･ 3 a n d 5 昏 ･ 3 立 4 事昏
,
君e 野 e eti v e呈y ･ S 主監ni & 弧 毛

d皇ぬ r e n c e s b et w e e n H e L 盈i V 5 ･ C Ⅰ国8 5 - B S
,

H e L ai y 5
･

e 王国鮎
-

G 封 o 若

H e L aiV 5 ･ C I 国8 5 - d S H 3 捜P 筑洗 e eii爵 a n d H e L aie o n 毛T Oi c ell畠 a r e 皇n 通皇e 盗もe盛態y 盈8毛e ri 題k s 宅
☆

P
< 0 . 0 5;

鮒
P < 0 .0 1; n 8

,
n 醜 8ig n 述e a n 玖

3
･

3
･

5 V 5 - C I N 8 5 ･ d S H 3 d P R R の過剰産生捻 H S V ･

1 プラ ー ク形成を斡制 しない

C王N 8 5 ほ 3 つ の S H 3 ドメインとP R R を持 つ アダプタ -

分子 である魯 アダプタ
- 機能 ほ §H 3 ド

メインとP R R に由来してい るので ､ C I N 8 5 の 琵S V プラ
ー ク形成輪湖作用がアダプタ -

機能に由来す

るか否かを調 べ るため に ､ 3 つ の S H 3 ドメインとP R R を欠 いたC 王N 鮎 - d S H 3 盛P 民R を発現するH e L 盈

細胞(H e L 畠7 V 5 -

C 王国8 5
-

d S fI 3 d P 監R) を作成し､ これ蔓こ H S V ･

王を感染させた昏 腎5 - C 王国鮎 - d S H 3 d P 漁況

のウェ スタンプロットによる発現解析をFig . 3
･

4 に ､ H S V
-

王 によるプラ 一 夕形成数をF豊富. 3
-

毎 に示したo

独立した3 つ のクロ
ー

ン に つ いて試験したが ､ いずれのタロ -

ンも H S V プラ
- タ形成玲朝搾周を示きな

か っ たo 従 っ て ､ C ⅠN 8 5 の アダプタ
ー 機能が H S V プラ 一 夕形成鞄制作周 に巌要であることが示唆され

たo
-

方 ､ 細胞 内におけるタン パク質の過剰発現ぼ ､ 宿主細胞搾 ストレ スとなり､ ウイjレス 将 増殖に影響

を与える可能性があるo しかし､ V 5 ･ e王N 8 5
-

d S H 3 逮P R R の過剰発現ぼウイル ス の増殖 に影響を考えな

か っ たo 従 っ て ､ V 5 ･ C I N 鮎 の H S V プラ
一

夕形成抑制搾周ぼ ､ タンパ タ質の過郵発現による宿主細胞

のストレス によるもので ほ恕く､ Ⅴ昏
- e Ⅰ甜8昌 の機能によるも釘と考えられる｡

6 守
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&

3
-

6 e 王N 8 5 の P 琵混 がタイル ス増殖締弼に藍華であり､
S H 3 ドメイン ほ不 要である

前項(3 ･

3
-

5) で ､ アダプタ
-

機能を欠いた V 5
- e 董甜8 ら-

盛§H 3 d ㌘民民 の 過剰発現がウイル ス 搾増殖

をこ影響を卑えなか っ た三とから､ C王fq 8 5 の アダプタ -

機能がタイル ス増殖抑制をこ機能して彰ちる可能性表芸

轟きれたe 従 っ て ､ 次を三アダプタ
-

機能を担う3 つ の S H 3 ドメインと㌘漁民 形 どちらか や ま藍絃両方がウイ

ル ス 増殖抑制に必要と考えられたの で ､ 3 つ の S H 3 ドメインまた揺 P 毘R を単独 で発現ずる H e L 急 細胞

を そ れ ぞ れ 3 タ ロ - ン ず っ 作 成 し た ( H e L ai Ft j鬼G - e 王N 鮎 ･ S H 3 鬼B e 号 及 び

H e L aj F L ÅG ･ C I N 8 5 ･ P R 昆) o これらのクロ
ー

ン の F L ゑG
-

CⅠN 鉱 一S fi 3 鬼B e 及び F L 鬼G - e王国 鮎 -

P 民毘

のラエ スタンプロットによる発現解析を F ig . 3
･

6 ゑ に示したe 次に ､ これらのクロ
ー

ン に H S V
-

1 を感染さ

せ ､ プラ - ク形成数を調 べ たところ､ H e L alF L 鬼G - C I N 8 5 ･ P 現況細勉萎ま3 づ のタロ -

ンともプラ
- ク彰成

を抑制したが ､ H e‡+ af F L A G ･

C 王N 8 5
･

S H 3 Å蓋e 細脇 揺変化 しないか ､ むしろ増加額向 にあっ た酵豊富一

3
･

6 B) e 従 っ て ､ C 王N 8 5 のウイル ス増殖抑制作用に萎ま､ その P 民R が重要であり㌔ 3 つ の S H 3 ドメインは

不要であっ たo
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6 C I N 8 5 の P R 監 がタイ)i , ス増殖抑制量こ重要であり､ S H 3 ドメインは不要 である

T h e P R R
,
a n d n oも払 e S H 3 d o n 昆i n s

,
oぎC Ⅰ国8 5 s Ⅶp p 若e S S e d p蔓鼓弓現e ぬぎm 盈も豆¢n 態y H S V

-

i

i n H e L a c ell s . ” E 富P T e 8 Si o n s of ざt iA G
- e ‡N 8 轟- S H 3 真澄e (星e 免) 盈n 達F む鬼G ･ e王国8 5 ･ P 託毘

( Ti g h t) , i n w e st e r n bl o毛8 . 鬼望e ･

将 飽 m Pl e og e a eぬ e e呈量呈y s 汲もe 闇 盈S 盈汐P呈皇e逮もe e 盈e払l 盈汲e .

( B) P l a q u e f o T m aもi o n a s s a y s W e T e 夢e 君f o r m e d 盈S d e s e 曲 e d 皇n 毛あe 鬼払由 盛 轟 a B d

M e 盛 o d s s e eii o n . T h e n u m もe 君S e f pl a q tl e S 鹿毛盈i n e d 腎i也 H S V
-

1 急ぎe e X P 若e 畠S e 速 急S

払 e 鶴 8f e o n もT O呈p呈盈環tle 凱 D aもa s h o 腎 n 急ぎe も払e n 組 n 昏 立 S D s ( a = 讃き. T ぬe n tx 迅態e 若 Of

pl a q u e 惑 O n H e L ai F L ゑG
-

e o n もr oi w 盈$ 7 3 . 3 主 I e ･遵･ S豊富n 述 e 昆n も d主飽 F e n e e S もe 紬 e e 監

H e L ai F もÅG
-

e ⅠN 8 5
-

S H 3 鬼B C e T H e L ai F も魚信･ CⅠN 鮎 ･学監監 e e重畳s a n 盛

H e L ai F t jA G
-

e 純 毛f e呈e eil s 盈T e i n d ie 盈t e d b y a st e Ti s k 8 (
i P < 0 . O 5;

* *

P < 8 書 8 呈; n s , n oも

s皇g niFI C 盈n 毛ラ.
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3
-

3
-

7 C I N 8 5 ･

P 毘R 発現 H e L 盈 細魅の H S V -

1 感染効率

次妄こ 3
-

3
一

望 項と同様の 方法 で ､ H e L al野L A G - e 王国8 5 - P 琵昆 細胞の H S V ･

量 感染効率を

H e L afF L A G ･

c o n毛T Ol 細胞及 び H e L ajF L 鬼G - C 王国8 5 瑠H 3 底B e 細娩と比較した(ぎ皇g . 3
･ 祝 その

結 果 ､ プ ラ - ク 形 成 の 場 昏 と 同 じ よ う に ､ H e王｡ 魚層 L 盈G ･

e o n もT Ol 細 逸 と

H e L 盈/F L ÅG ･

C I N 8 5 ･ S H 3 鬼B C 細 魔 の H S V -

i 感 凝 効 率 は 類 似 し て い た が ､

E e L a/F L 鬼G ･ C 王国8 5 ･ P R 民細胞 の H S V ･ 1 感染効率は前 望者と比較して ､ 約 まO O 傍聴下して いたo

コ ン ト ロ ー ル 細 胞 か ら の 感 染 効 率 の 低 下 度 合 い 結 ､ H e L 盈 符5
- e 王国 鉱 一鎧§ 藤 娘 と

H e L afF L A G
-

C 王N 8 5 ･ P R 洗 顔胞 は同じであっ たo

- ●- H e L 急好LA G - e o Tlt re‡

＋ H e L 盈i FL 兵G -C 嗣8 5 - S H 3糸昏C c‡1
一句ト H e L ai F LJ q G - C l 拘8 5 - P R F ! c事1

1 0 0

蔓
6
t

l=

形
●

8
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i a
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O
～

O

澄
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r
*
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t

1 0
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-2

日O事

F ig . 3
-

7 H e L a jF L 良G - C I N 8 5 ･ P R R 細娩 の H S V
-

1 感染効率

T h e s e n 8iもiv iもy of H e L ai F L A G
- C I N 8 5 - P R 民 a n d H e L aiF L 鬼G - C 王国約

-

S H 3 A B e e eii 8 もe

H S V
-

1 i n f e eti o n 腎 e T e 毛e ぬ d . E 革p e fi n e n 毛昏 腎 e 若e P e ぬ T m e d 温容 d e 紀 曲 e d 皇n も払e 呈喝 e n d

もo F ig . 3
･

望.

3
･

3
･

8 H S V ･

1 増殖曲線(r e pli c a 毛i o n) の比較

ここまで は ､ C 王N 8 5 の E S V 増殖抑偶作周をプラ ー ク形成添によっ て試験してきたe しかし､

プラ - タの 大きさに経大林があり､ またプラ - クを形成するの に必要な細鹿 内のウィJ t , ス粒子数も細

胞疎開で 同じとは 限らない e 従 っ て ､ C王N 8 5 の H S V 増殖掃潮作周をさらに正薙に調 べ るため蔓こ勺

形質転換H e L a 細泡を宿主にして ､ H S V ･

1 の増殖を経日的に測定したo H S 腎i の カ価はV e T O 緬

脇 に 対 す るT C I D 5 e 儀として 測 定 した o H e L 盈i V 5
一

ぢI N 8 5
-

B S 細 胞とそ の コ ントロ -

) レ細 砲 ､

琵e L ai F L A G ･ C 壬N 8 5 ･ P 漁民細塵とその ヨ ントロ
-

J? 細逸をそれぞれ比較したところ､ も､ずれもコ ント

ロ - ル 細胞中e) H S V -

1 増殖に比較して ､ 2 日目以降 ､ 約 1ii O e に増薙が韓制されて いた宅F豊富i

3 ･

8 A 及 び B) o この 抑制度合い ぼ ､ これらの形質転換細胞 のH S V
-

1 感染効率 の 養毛昌-

3
一

望 及 び

3 せ 7きと蓉鎖してい たo

6 9
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望恕畏諾
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Fig . 3
･

8 形質転換細盛申で の H S V ･

1 増殖 曲線

王n hib iもio n of H S V ･

1
-

y eplic aもi o n b y C I 封8 5 e x p r e 番轟i 8 n 皇n H e L 盈 e e n S 腎 a 畠 爵h o 腎 汲 .

Ån H S V -

1
･

F e Pli c a ti o n a s s a y W a 昏 P e ぬ T m e d a s d e s c rib e d i n も艶e M & お由 泌 a B d

m e 虚 o d s s e ctio n . T h e q t1盈n 毛iti e 8 0f 三S V
-

1 腎 e T e i n di e 盈毛e d 盈昏 T C ‡D 8 8 V 盈ぬe 容 疑 a 笈盈S) .

S o 泣d li n e s i n d ic at e H S V ･

1 q tl a n もiもy in H e L ai V 5
- C王封鮎 - B S e e n s 臓 盈n 逮

H e L afF i i A G ･ C王N 8 5 ･ P 毘R e ell 8 ( 軌 D 虎もe d li n e s i n d ic at e H S 腎I q u 急n tiもy i n e a ch ¢f
th e H e L al c o n t r ol e ell虜. D a も盈 a f e もh e m e a n s j = S D 8 ( a = 3ラ.

3 せ 9 C H O - 監1 形質転換細娩の H S V -

1 感染

C H O
-

E l 細飽絃 天然には H S V の 細飽 内浸 Å に抵抗性を示す細飽株で あるe しかし､

H V 冨M などの H S マ レ セプタ
ー

を導入 ･ 発現きせるとH S V の 侵 A に感受性とな撃､ 細胞内で H S V

は増蒸するe 従 っ て ､ C H O ･ 監呈細脇を用 いたH S 腎感染系は ､ H S V の細胎内浸 入に関する研究をこ

有用 である【8 4】o 我々看まこの細胞 系を用 いて ､ CⅠN 鮎 が H S V の 侵Å澄階に開卑して いるか否かを

検討したo すなわち､ C H O ･ E 1 細胞 に H V 富鮎 を導入して H S V 感染に対して感受性を示す細巌

株を作製し､ 更に ､ これ に C I 国8 5 を導入 して ､ H S V -

1 の増薙 が抑制されるか否か を畿敬した8

C H O ･ 琵1 細胞に発現させた V 5
- H V E M 及び V 5

･ C 王N 8 5 のウ ェ スタンプロ ット解析の結果を F量g *

3 ･ 9 B ( 下段) に示したo C H O ･ 監王 細臆 - の H S V ･

i の接種量は H e L 亀 細逸 - の容督の 望O 倍量を

接種した6 F皇g . 3
-

9 Å に示したように､ C H O - 昆ii c o n もT Ol 及 び C H O - 監Ii V 5 - C 王国鮎 細鰻 はプラ - タ

をほとんど形成しなか っ たo
一

方 ､ C H O
- 昆ま才V 5

･

H V 志朗 及び C H O
- 琵ii V 5

･ H V E 泌 腎轟･ e王国鮎 細

脇 は プ ラ ー ク を 形 成 し た が ､ 形 成 き れ た プ ラ - ク 数 ほ C 王N 8 5 を 発 現 し た

C H O - 監1t V 5 ･ H V E M i V 5 ･ C 王N 8 5 細飽は C H O
一

区i′Ⅴ毎
- H V 濫細 線泡の 約 Ii望 に抑制されて いた｡

従 っ て ､ C I 討8 5 は ､ H e L a 細亀 の場合と同様に C H O
-

抜1 細逸中でも H S V -

豆 の 増殖を鞄和したo

次に ､ C 三河8 5 が H S V の侵入段階に関与しているか否かを確認するため蔓こ､ 詰Ⅴ盗H と e王国8 昏 が

鰭合 して い るか 否 か を試 験 した母 C H O ･ 民生iV 5 - H V E M i V 5
-

C 王N 8 5 細胞 の 細 脇抽出液を抗

写e



H V 鷲Ri 抗序で免疫沈降し､ 免疫複合体をラ芝 スタンプロ ットで解析したと三ろ､ Ⅴ轟-

C 量封8 5 縫糸沈

しなか っ た 軌 g . 3
-
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･

E 1 細娩 中でも CI N 鮎 は fI S V -

1 増殖を抑制する

王n h主b iti o n of H S V -

i g F O 腎t h b y C 王N 8 5 i n C H O
- E 王 c ell s e 琴 T e $ 8i n g V 5

- H 腎E 朗 d 窃母惑 n 8も
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将 組 m P l e of e 盈e 払 e eii

l y 8 Biもe w a 惑 星P pli e d o n e a c h l盈汲e (b 盛もo m) .
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3 % 1 8 高濃度 H S V 感染を芸よる C 玉野8 5 の 効果

三れまで
､
CⅠ討8 5 の 琵S V 増殖鞄制作周は低適度 の 琵S V 感染条件予で瀦定してきた宅飼えぽ

Fi誓. 3
･

8 で ほ M O 王は 0 .e O e 21 Pfh/ e e壬l である) 8 次 に高濃度で H S 腎 を感染きせ宅M O 王= i eラ､ 感染後の

細胞 死に与える C I国8 5 の 効果を検討した e 細飽 死ほ遊離する L f) H を潟定して比較したo F 皇g . 3
･

1 8

に示 すようを三､ 遊離したL D E は H e L a 符 5 - e 王国8 5 - B S 藤娘 の 方が ヨ ン旨冒 - ル 細胞 に比 べ て 多i ､ 従 っ

て H e L af V 5 ･ C王N 8 5
･ B S 細胞ほ H S V

･

l 感免後に ヨ ントロ ー

ル 細厳 に比 べ て早く細痕 死を凄えたe

E ヨ H e L a! c o 憎r e圭一B S

圏 H e L ai V 5 - C 偶8 5 - B S cl , 1

′ へ 2 t8
∈J

I
-!i l ･5

喜 1 ,8
+
‾

ロ

蓋 o . 5

.壁
⑬

£巳 n

H S V -1 iflf e 虎i e n u ni円転 ei e d

3 8 9 1 6 3 6 9 1 6

円 h r s Pi ねr s

Fig . 3
- 1 0 H S V -

1 感染後の L D H 遊離

Ti n e d ist rib u もio n of L D H T el e a 昏e 盈免e r H S V -

呈 皇魂 e毛量o n 皇n H e も盈7腎昌
一

C王国8 轟
･

B S

( sh a d ed b a 君S) a n d H e L ale o n t ぎOl -

B S e e n s くo p e n b a T 鼠 彪 3 , 6 , 9 a n 速ま6 h ¢ 駁 8 苧‡,

0 .O 5 n l of m e di u m w a s p o ol e d 盈n d L D H a cもiviもy in もh e 汲 e d i u 皿 野 盈畠 d e もe ぎm i n e d

u si n g C y毛e T o x 9 6 W o n
- R a d io a cti v e C y 毛ot o 濫ic量もy A s s a y ki毛宅P 君O n 喝 a) . 晋h e T短払毛

p a n el i n d量c aもe s H S V
-

1 呈n fe eもe d e e n s a 急速 地 e l e 氏 p a n el 轟漁o w 8 ti ni n f e e毛e 盛 e ei主監 T h e

ぬもa a r e t h e m e a n s 盈n d S D s 良o m a n e x p e Ti m e n もe o n ぬ eもe d i n t Tip ii e 盈毛e `

写望



第 4 帯 考察

奉研究で CI N 8 5 の過郵発現がH S V の増殖を抑制ずる三とを見地したe そして ､ 芸の 事実を鎚下

の 実験 によっ て確 実なものとして示 した¢

( 1) e 壬N 8 5 の発現孟をこ応じて H S V 増殖の 抑制効果が得られる≡と伊豆夢事 3
･

1ラo

(望) 形質転換細塵の増殖が変飛ニしないこと(F ig . 3
･ 銑

(3ラ 発現 ベ クタ -

を変えて過剰発現きせても H S V の増殖を鞠翻する三と∈F豊富. 3
･ 鈍

(i) v 5 ･ e王国8 5 ･ d S H 3 d P 現況 の過剰発現が 琵S V の増殖を抑制 しなも㌔こと軌g . 3
･ 銑

(5ラ プラ - ク形成鞄制だけでなく､ 複製(T e p iie aもie n 沌 蹄制すること好豆g . 3
-

銑

次に ､ C ⅠN 8 5 のアダプタ - 機能を担う空 つ の機能ドメイン のうち､ H S V の 増殖頼朝 に経 3 つ の

s H 3 ドメイン は不要 で { P R R が重要であり､ P R R 単為 で H S 腎 の 抑制効果を示した ｡ ㌘混盈 揺 鮎 e

f a m ily k in a 畠e を含む多( のタン パク質の S H 3 ドメインと結合するo S H 3 ドメインア レイを 鄭
､ た実験で

も多くの P R R 結合パ - トナ ー を示して いる(1 ･

3
･

7 項 ､ F ig . 1
･ 醜 従 っ てこれらの P 現況 結合 パ - 声ナ -

が H S V 増殖に関与しているかもしれない o
一

方 ､ P 漁民とS H 3 ドメイン の結合機構は 良く研 究きれて い

る【5 3 , 9 1】の で ､ C王N 8 5
･

P 民毘 の H S V 増殖蹄碗メカ ニ ズム解明を達 めることをこよっ て ､ そのメカ ニ ズムを

抗 H S V 活性化食物 スタリ -

ニ ングシステム 開発に応周できる可能性が考えられるo

c ⅠN 8 5 の 琵S V 増殖締朝メカ ニ ズム解明の第
-

歩として ､ H S V の細臆内擾A 遠軽阻害を検討し

たB H S V の細砲 - の侵入は ､ 細胞表 面の レ セプタ
- とウイル ス の エ ン ベ ロ

ー プの結合から始まり､ 次い

で細胞膜と融合し､ そして細飽内 - 侵入するo 最初の H S V と細娩の 結合は ､ タイル ス外穀の療タンパ ク

質 ､ g C とg B が細娘表面 の
- パラン硫酸と結合するo 次 に g D が藤娘表面の レ セプタ

- に結合するf9 挽

この レ セ プ タ
ー にをま H V 賞M ( h e 巧きe S Vi r u s e n もTy n e di at o T 慮ラ【8 も 8 駄 n e eti n 感銘】 そ して

3
- 0 ･

s t llf o n a もe d d e riv 盈ti v e s of h ep a T a n 8 tllf & 毛et8 7】が知られて いるo H V E 如 経 H 腎e鬼とも呼ばれ ､

T N F R s u p e ぬ m il y に属するレ セプタ
ー (T 討嘗R S F 1 4ラでその 生理的なリガンド経 短m p h 醜o Ei n

･

伐 と

T N F 様リガンドの L 王G H T が知られて いる【9 弘 H V E 姐 ほリガンドが結合することによっ て 節
･

K 澄 と

Åp -

1 転写活性化経路を､ T 温度ぎ乳 棒 に 官民A F 2 とT 農産ぎ5 を資して活性化する【9 43 8 T 温良封e E レ せ

プダ ー の シダナ)i , 伝達経路 で ､ S r e は T R Åぎ1 と T 箆Å弼 に結合して シグナ ル を伝達するた7 3】母 さらに

第 2 寮で 鮎 c が T R 鬼ぎ主 に結合し､ C I N 8 5 が S T e との結合を介して T 河F 毘1 の シダナプレ転逮複合終

に含まれることが明らか になっ たo 従 っ て ､ C王国8 5 は ､ T 最良ぎs とS T e f a m 皇iy k i n a 紀 の 複合捧を斉して ､

H V 苫M ジグナリング経路に含まれる可能性が考えられるe すなわち㌔ fI S V が H V E 別 の練塵外領域に

結合するニとによっ て 琵V E M から始まるシグナル伝達下凍に ､ C王国 鮎 が何らか の影響を与えるニとによ

っ て H S V の 感染を抑制する可能性が考えられるo この夜説をもとに I e H e
- 荘i 細飽を 鄭 ､ た H S 腎 i

感染系で CⅠN 8 5 の効果を調 べ たところ､
C ⅠN 8 5 は C H O

- 監i 細飽中でも 琵S V ･

互 の増殖を抑制したo

しかし､ 免疫沈降で H Ⅶ M とC ⅠN 8 5 は典故しなか っ たことから､ C重N 8 5 ぼ H V 琵紙 を介した 琵S 腎 侵

A 遠軽に関与して いないと結論付をナ､ むしろC 王N 8 5 は H §Ⅴ の細胞内浸Å以降の過程で H S V 増殖蔓こ

関与していると考えられたo

奉研究で は､ e 重野8 5 の H S V 増殖韓翻メカ ニ ズム を解明するに到らなか っ たo H S V ゲノムをこぼ

約 8 8 種類のタンパ ク質がコ
- ドされており､ それら揺 H S V が細胞をこ感熟ずると､ 細胞内 で の H S 腎 の

増殖段階に呼応してそれぞ艶 が発 現きれるo そして ､ 宿主因子とインタラタション し､ また者豊壌能を潤

7 3



御して いるe この ような宿主の
-

つ が C 王N 8 5 で ある可 能性が 考えられる昏 最近 ､ H S V
･

呈 のタン パク質c3

-

つ ､ ⅠC P e (i琵f e 虎 e d e e呈呈p T Oもei n 朗
竃 e重野8 5 及び e b呈と結合し､ 細胞表面からの 琶鎧F レ牽 プタ

-

の 三 ン ドサイト -

シ ス を修 飾 す ることが 韓 督きれ たt呂9】e 壬C P e は ､ ウイ)i , ス 感 染 後 の ごi 初期

(皇m m e d ia 毛ely e a T呈y p h a s eラに発現し､ 培養細飽系習 のウイル ス増殖 に必須で 揺な
も､ が ､ 増殖期 の遺

伝子発現及び潜伏感鞄からの 再活性化の 両方を制御し､ か つ 病原性にも関与して いる重要なタイル ス

因子である【9 紘
-

方 ､ C 王国 鮎 が H S V の 他のタンパク質ともインタラクションしても
､ る可能性があるo

-

っ の興味深 いタンパク質として ､ H S V
･

望 の Tib o n tl el e etid e T e d u 虎 最長e く重e P i Oきがあ蔓ずられるo ニのタン

パク質はセリン/ ス レオ ニ ンキナ
- ゼ活性を持ち キ ウイjL , ス感染をこよっ て 宿主藤娘が引き起こすアポト

-

シ

スを妨げる機能を示す【9 6 , 9 7】o さらに S 三3 ドメイン練督部位を持ち､ G f態2 と結合する【昏銑 e王国8 5 も

G rb 望と結合するt4 1 , 4 3 , 4 4】o 従 っ て ､ C I N 8 5 は Tib o n u el e 威 d e T e ぬ ぬ s e の機能を阻害すること蔓こ

よっ て H S V タン パ ク質が示すr アポト
ー

シ スを妨をずる機能j を鞠制し､ 三S V の 増殖を輪湖する､ という坂

祝 が考えられるo すなわち､ H S V が感染後 ､ 締飽 内で十分 に増殖する時 間を与えずに宿主細娩が死

を迎え､ 結果として H S V の増殖が抑制きれる｡ C王N 8 5 過剰発現細盛ほ H S V
･

量感染によっ てコ ントロ -

ル細脇よりも早く死ぬ(Fi g . 3
-

1 e にとから､ この夜説は追求する庸唐があると考えるo

c王N 8 5 の H S V 増殖締制メカ ニ ズムを解明するには更なる検討が必要 であるが も 寒研究によっ

て ､ C王N 8 5 が H S V の 増殖 に関卑していることが明らかになっ たo

? i



縫 括

S T C fa n i呈y k皇n a s e は非レセ プタ
- 型のチ ロ シ ンキナ - ゼ で穫 身 のレ セ プタ - からの 下滝で重

要な役割を担 っ て いるe 本研 究の目的揺 鮎 c f a m ily k皇盈a S e が閑冬するシグナ ル伝達制御機碑を明ら

かにし､ この 制御機構 の 異常 に基づくと考えられる疾患の 病因の 解明に辛がかりを提供し､ か っ ､ この

領域を標的とする劇薬研究に役 立てることであるe そして S 君e fa n 豊里ぎ ki n a 紀 からの シグナ ル 伝達予詫

に位 置する分子 に着目し､ そのクE3 -

ニ ングを行 っ て
-

つ の 新規ア ダプタ - タン パク質を同定した o 以

下に本研 究で明らか になっ た結果を経括ずる｡

( i) 酵母 2 ･

} ､ イブジッド故により､ S T C f a m ily k皇n 盈8 e の
一 員である H e k の S H 3 ドメイン に鰭督する新

規タン パク質をコ -

ドする遺伝子.S H 3 昆B P l を見い 出し､ クロ
ー

ニ ングしたo S H 3 監B P i は C王国鮎 と

C I N 8 5 ･ d S H 3 ÅB の 望 つ の タン パク質をコ
-

ドしてお9 ､ Ⅹ染色体の p 望望. i - p 望i . 引 こ マ ッピ ンダきれたo

(2) C 王N 8 5 萎ま広く各種経線及 び各種細砲殊 に発現して おり､ S r c f a m ily 藍i n a s e 全般に結合するo また

C王N 8 5 の P 監R 経 S T C f a m il y ki n 昆S e の他 にも多様な S H 3 ドメイン含有タンパ ク質に結合可能であっ

たo よっ て ､ 鮎 c f a m ily k i n a s e が関与するシグナ ル伝達に痔広く関与して いる可能性 が示唆きれた ｡

(3ラeI N 8 5 は C E M 細娩にお い て ､ T N F ･

α によ っ て誘導されるアポト ー

シス を促進した6 しかし､ e D 9 5

によ っ て誘導されるアポト ー シ スには影響しなか っ たo C 王N 鮎 ほ 鮎 e と複督棒を形成し､ S T e を発して

T2q F 民1 及 び T R 盈ぎ1 に結合して T N F 況1 シグナル 伝達複合体に含まれて いたo

( 4) C I N 8 5 の T N F ･

α 誘導ア ポト ー

シス促進効果に CI 封 鮎 の S H 3 ドメインが必須であ撃､ P 毘R も必要

であっ たことから､ C 王封8 5 の アダプタ ー 機能が重要であっ たe 更に eI 紺8 5 は e bi と構成約に複普捧を

形成し､ この複合体は T N F -

α 聯費によっ て S r c にリクル ー トされた o よっ て ､ S r e
･ C ‡紺8 轟- e 態l 複合捧惑芸

T 好F R 1 シグナル 伝達複合体 に含まれ ､ T N F R l からの 鮎 e を介するシダナjt , 伝達を彦簿して いると示

唆されたo

( 5) C I N 8 5 の T N F -

α 誘導アポト - シス促進効果は S T e を介する T N F ･

α の 生存シグナ ル の締朝によ

るもので ､ N F
･

堤臥 E 昆監 及 び J 紺監 の活性化には無関係 であり､ 蝕も の活性化抑制 の可能性が示唆き

かノた.

鴎) C I N 8 5 は H e L 鍾 細胞 におい て､ H S V 増殖を掃翻したB こ招増殖蹄制効果の本質ほ P 毘蕊 であり､

S H 3 ドメインは H S V の増殖を抑制しなか っ たo

( 7) c I N 8 5 は C H O ･ 監i 細胞 中でも H S V
･

i の増殖を抑制した o しかし､ e 壬野鶴 萎ま H 甘藍M と結合 しな

か っ たことから､ H V E R 4 を介する H S V -

玉 の緒娩内径Åは阻害せず ､ 侵 A 後の増薄過程を阻害して い

ると考えられたQ

以上 の嫁菜からS T･e f a m ily ki n a s e とC 重野8 5 の役割を総括するo C王国8 5 ほ E G F 汲などの 監守抜

からの シグナル 伝達に溶 いて C bi と複合体を形成し､ ∈bl
･

C王N 8 轟
･

e n 逮o p hih n 複合捧をこよるシダナ j レ

伝達系によっ てレ セプタ - の 三 ンドサイト - シス を僅達し､ また C bl は 孟 ピ考チ ン絶を芸よっ てタン パ夕質

冒轟



の 分解をこ関与して い るニとが知られて い るo 従 っ て ､
G 壬N 8 5 ほ C 態l とともをこ琵T 琵 の ネガティプ朝御を乙係

わ っ て いることが報告きれ でい る【5 73 o
-

方 ､ 舜 チ ロ シ ン 率ナ
- ゼ 墾 の レ 鷲 プタ

-

で は 鮎 e 払f n 皇呈y

k皇n a 8 e を代表とする膜結合型の チ ロ シ ン牽テ
- ゼ がシグナ ル 伝達に働 い て い ると考えら絶て いるo 奉

研究で は 管N F
-

α 刺激 におい て 鮎 e fa m ily ki n a 8 e から e b蔓に窒る 鮎 e
- e玉村 鮎 - C 態l 複合 掛 こよるシ

グナ ル 伝達系を明らかにしたe きらに詳細ほ不明であるが 鮎 e
･ C王討8 5 - e 態l 複合俸が 鹿毛の 活性粍をネ

ガティプに制御する可能性を示した白 S T e の異常な活性化 ほ発 ガンと大き怒関係 があるe また ､ 宅窃F 混

のリン酸化を標的とした抗ガン邦(王r e B S a など)も臨床応周されて いるe 従 っ て S T C の活性化に伴う 鹿毛

の活性化潮御機構 の解明は発ガン朝御の
一

助となることを期待したい o

-

方 ､ メカ ニ ズム は不明であるが､ e 王N 8 5 g3 H S V 抑制効果ほ非常 に興味深 い o また ､
e 玉野鮎

の P R 毘 が H S V の増殖を抑制したことは ､ この P 洗琵 が H S V の増殖に必 要な何れかの タン パク質に結

合して H S V の増殖阻害を起こして いると考えられるo これら萎ま抗 - ル ペ ス邦探索にお いて新しい 標的

のヒントを与えるもの であるo

以 上 C 王N 8 5 ほ S r e f a m ily ki n a 8 e (特 に H ck) 及 び C bl と複合体を形成し､ 細胞内蔓こお い てこ

れまで に報告されて いる以外にも多様な役割を演じて いると考えられるo よっ て ､ これらの桟構を解明す

ることが新しい腐薬の 辛がかりになることを期待して線括を終えるo
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