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序章

ﾋﾄ免疫系における非自己の排除に臥獲得免疫(adoptive immmity)が最も重要

な役割を果たしているo B細胞やT細胞に代表されるﾘﾝﾊﾟ球を主とした獲得免疫

臥抗原ﾚｾﾌﾟﾀ-の遺伝子を体細胞ﾚぺﾙで再編成することにより､多種多様な

異物由来のぺﾌﾟﾁﾄﾞ､抗原を認識する(1)o抗原を認識したcD8陽性丁細胞臥細

胞傷害性丁細胞(cytotoxic T lymphocyte :CTL)に成熟化し､ﾊﾟ-ﾌｵﾘﾝやｸﾞﾗﾝ

ｻﾞｲﾑといった細胞死誘導ﾀﾝﾊﾟｸを分泌することで､ B細胞はﾌﾟﾗｽﾞﾏ細胞に成

熟化し､抗体を産生することで､抗原を有する異物の排除を行う｡しかしながら､

これらcTLやﾌﾟﾗｽﾞﾏ細胞の誘導は抗原のみでは十分に発揮されない｡

-方､実験動物を用いた抗体作製の際､抗原と共に結核菌の死菌を含む溶液､俗

に言うｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄを同時に投与することで､効率良く抗体産生を誘導することは

予てより知られていたoｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄ臥ﾘﾝﾊﾟ球を直接括性化することができな

いにも閑わらず､ﾘﾝﾊﾟ球の清性化を誘導する｡この機構は長年の間､謎に包まれ

ていたが､最近になり､ｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄの標的細胞が抗原提示細胞(Antigen presenting

cell :APC)であることが明らかとなった｡また､ APC臥単球や樹状細胞(Dendritic

cell :DC)を代蓑とする基本免疫(innate immunity)の主とした細胞であることから､

獲得免疫の括性ｲは基本免疫の活性化により誘導されていると考えられた(1)o

基本免疫の活性ｲはｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄによって誘導されるが､近年､ｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄ様

に基本免疫を清性化する､微生物に普遍的に存在する成分はp-ps (pathogen-

associated molecular pattems)と位置付けられた(2)o払MPsはその名の通り､微生物

に特有の分子ﾊﾟﾀ-ﾝで宿主には存在せず､また､微生物の生存に必須であること

から変異することも稀である｡･代表的なpwpsとして､ｸﾞﾗﾑ陰性菌およびｸﾞﾗﾑ

陽性菌の細胞塵成分であるLipopolysacchadde (LPS)やpeptidoglycan (PGN)､ RNAｳ

ｲﾙｽの二本鎖RNA､酵母細胞壁成分ｻﾞｲﾓｻﾞﾝが挙げられる｡基本免疫はこれら

FAMPsを認識または貴食するﾚｾﾌﾟﾀ-としてgerm lineにｺ-ﾄﾞされているPRRs

(Pattem recogmition_ receptors)を有する(2-3).最近､貴食ではなく､ｼｸﾞﾅﾙに閑与

するPRRsとしてTLR (Toll like receptor)が同定され注目を集めている(3). TLRは

1型の膜ﾀﾝﾊﾟｸで､細胞外領域にpAMPsの認識を行うLRR (Leucine-rich repeat)

domain､細胞内領堺こｼｸﾞﾅﾙ伝達に必須のTIR (TollnL-1 receptor) domainを有する.

これまでに､ 10種類のTLRが単離されており､それぞれがLPS､ PGN､ 2本鎖RNA

といったpwpsを認識することが報告されている(3)o ilLRはこれらpMAPsを認

識すると､主に転写因子であるNF一芯Bを括性化し､獲得免疫括性化に必要な､共刺

激分子であるCD80およびCD86､ｻｲﾄｶｲﾝ､抗原提示分子であるMHCの発現

を増強するo以上の知見をまとめると､これまで明らかでなかった､基本免疫によ

る獲得免疫の活性化機構臥TLRを介した異物認識とそれに伴った基本免疫の活性
化により説明できると考えられる｡

癌細胞は､元は宿主由来の細胞であることからpMAPsを持たないo -方で､最近
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の報告にあるように､腫癌抗原は存在する(4)｡従って､宿主が腫癌免疫を成立する

ことができないのは､獲得免疫が基本免疫による活性化誘導を受けない､つまり基

本免疫が活性化されていないためであると考えられる(5)｡この観点から､大阪府立

成人病ｾﾝﾀ-では､ｱｼﾞｭﾊﾞﾝﾄとして用いられている結核菌の､細胞壁骨格成

分であるBCG-CWS (Bacillus Calmette-Guerin Cell-wall skelton)を用いた癌切除患者に

対する基本免疫療法を行っており､優位な予後経過が確認されている(6-7)o

BCG-CWSはMycolic acid､ Arabinogalactan､ PGNを構成成分とし､これまでの解

析により､その樟的細胞はAPCである単球やDCであることが明らかとなっている

(8-9)oまた､ﾉﾂｸｱｳﾄﾏｳｽの解析から､ BCG-CWSはTLR-?および-4に認識

されることが報告されている(9)o更に､BCG-CWSは未成熟型DC(immature DC :iDC)

を抗原提示能の高い成熟型DC (mature DC ‥mDC)へと成熟化することも明らかとな

っており､その成熟化はBCG-CWSにより発現誘導されるｻｲﾄｶｲﾝ､ TNF_αの

ｵ-ﾄｸﾗｲﾝ作用に依存している(9)｡以上の知見をまとめると､ BCG-CWSによ

る抗癌作用は､ DCのTLR-2および-4を介した獲得免疫を活性化するための分子､

共刺激分子であるCD80およびCD86､抗原提示分子であるMHCの発現誘導と､TNF.α

の放出による自身の成熟化に伴った抗原提示能の増加で説明できる｡しかし､ BCG_

CWSを用いた基本免疫療法には､腫癌抗原は用いておらず､またFAMPs全てに

BCG-CWSに見られる抗腫癌効果があるか不明である｡つまり､ BCG-CWS特有の基

本免疫清性化が､延いては獲得免疫活性化が誘起される分子が発現誘導されている

可能性が考えられる｡また､ BCG-CWSはpGN以外の成分により貴食されることが

示唆されており(10)､そのﾚｾﾌﾟﾀ-を介した基本免疫括性化経路が存在する可能

性も考えられる｡これまでに､上述した可能性を検討すぺく当研究室では､ BCG_CWS

によって発現変動する遺伝子群について､ｻﾌﾞﾄﾗｸｼｮﾝ法およ.びdifferential

display法によら解析を行っており(5, 8)､幾つかの既知遺伝子および未知遺伝子の

情報を得ることができている.しかし､それらの情報はBCGICWS刺激､ 24時間後

の変化を示すものであり､発現変動を受ける遺伝子はBCG-CWSにより誘導される

液性因子の影響､つまりBCG･CWSの二次的影響により発現変動を受けている可能

性が考えられたoそこで､ ･本研究で臥BCG-CWSのﾌﾟﾗｲﾏﾘ-な影響を受ける

遺伝子についての情報を得るぺく解析を行ったので､以下に得られた知見について
報告する｡
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第1章I)ifferential display法によるBCG･CWS発現変動遺伝子の解析

BCG-CWSは結核菌の細胞壁骨格成分であり､癌切除患者に投与することで癌再

発を防(hことが報告されている. BCG-CWS投与によるこの現象は､基本免疫の括

性化により説明されるが､その括性化に関与する遺伝子の情報は乏しい｡本章で臥

BCG-CWSにより発現変動する遺伝子について情報を得るぺく､ DifEerential display

法による解析を行ったので､以下に得られた知見について報告する｡
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1_1蜜幹材斜虫よび試萎

1･1･1麹麹

ﾋﾄ単球細胞株THP-1､ﾋﾄ大腸ｶﾞﾝ細胞株DLD-1はJapanese Cancer Research

Resources Bank.より購入した.それぞれの細胞は10% FCS (Bio-WHITTAKER,

WilkerⅣille, MD)､ 100 U/ml pemiciuin G (GIBCO-BRL, Rockvi11e, MD)､ 100 mg/hl

streptomycin (GIBCO-BRL)を含むRPMI 1640 (GIBCO-BRL)･培養液を用いて､ 37oCの

5% CO2 incubatorで培養したo細胞の継代は､細胞がconnuentになり次第行ったo

培地を吸引除去後､ D-PBSで1回洗浄し､ Ttypsin液で処理した. TTyPSin液により剥

がれた細胞に培地を加え､回収細胞の1/10量を新しいplateに継代したo

1Il･2ｵTJｺﾞﾇｹﾚｵﾁﾄﾞﾌﾟﾃｲﾏr

Differentialdisplay法に用いたanchdrﾌﾟﾗｲﾏ-は､ｻﾜﾃﾞ- ･ﾃｸﾉﾛｼﾞ-株式

会社crokyo, Japan)に合成を依頼した. arbitraryﾌﾟﾗｲﾏ-はGenHunter社製

Pashville, TN)のものを購入した(表1-1).

表1-1. dif6emtialdisplay法に用いたﾌﾟﾗｲﾏ-の配列情報

Anchor primG･rさ Arbitrary primeLrS

T12AA 5 '-TTTTTTTTTTTTAA-3'

T12AC 5'-TTTTTTTTTTTTAC-3r

T12CA 5'-TTTTTTTTTTTTCA-3'

T12CC 5'-TTTTTTTTTTTTCC-3'

T12CG 5'-TTTTTTTTTTTTCG-3'

T12GC 5'-TTT℡TTTTTTTTGC-3'

AP- 1 5'-AGCCAGCGAA-3(

AP- 2 5r-GACCGCTTGT-3'

AP- 3 5'-AGGTGACCGT-3'

AP- 4 5'-GGTAC℡CCAC-3'

AP- 5 5'-G℡℡GCGA?CC-3J

AP1 6 5(-GCAATCGATG-3r

AP- 7 5'-CCGAAGGAA℡-3r

AP- 8 5'-GCATTGTGCG-31

AP- 9 5r-CGTGGCAATA-3r

AP-10 5'-TAGCAAGTGC-31

1･1･3遠心金離琴

15 ml､ 50miのﾁｭ-ﾌﾞ容量の試薬臥3,000 rpm以下の低速遠心分離で臥日立

社製の05PR-22遠心分離器とﾛ-ﾀ-を用いたo 3,000 rpmより高速遠心分離では､

日立社製のCR22G遠心分離器とRIOA2ﾛ-ﾀ-を用いた｡ o.5mi､ 1.5 mlのﾁｭ-

ﾌﾞ容量の試薬は､ﾄﾐ-精工社のMX-160'遠心分離器と付属のﾛｰﾀ-を用いた.

uA襲準串上び寧萄襲の鍵塵_

本章で使用した主な緩衝液等の組成を項目ごとにまとめて示した｡
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蝕胞

D-PBS

Elutriation buffer

Macs binding buffer

Emulsion bufEer

Trypsin i@

Northern b】ot

SSC

IO X MOPS bufEer

5 X RNA loading dye

RNA Runnlng buffer
●

137-mM NaCl, 8･10 mM Na2HPO4, 2.68 mM KCl

l･47 mM KH2PO4

MEM, 1% FCS, 10% NaHCO3 for pH adjustment

2 mM EDTA, 0･5% BSA, solved by D-PBS

l% (v/v) Tween80, 1% (v/v) Drakeo1 6VR, solved by saline

O･25% (w/v) trypsin, 10 mM EDTA, solved by D-PBS

16･5 mM NaCl, 16･5 mM Sodium citratちpH 7･0

0･2 M MOPS, 50 mM Sodium acetate, 10mM EDTA, pH 7･0

16 pl saturated BPB, 2miGlycerol, 3･1 ml Formamide

720 p1 37% Formaldehyde, 80 F^1 0･5 M EDTA (pH 8.0)

50mi10 X MOPS buffer, 10 m1 37% Formaldehyde

in 440 ml DEPC water
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1.2婁酸方法

1･2･1ﾋﾄ漫球耕晩の分襲

ﾋﾄ単球細胞は大阪府赤十字血液ｾﾝﾀ-より供与されたbu鞄coat(40mi: 400mi

全血由来)を用いて調製した.まず､ b崎coatをsaline(0･15MNaCl)で180miに調

整し､ 2%ﾒﾁﾙｾﾙﾛ-ｽを最終濃度o.2%8こなるように加え､室温で45分間静置

した｡上層を50mlのﾁｭ-ﾌﾞ4本に分取し､ 1,500rpmで5分間遠心した｡遠心後､

それぞれのﾁｭ-ﾌﾞをsalineでwashし､ 1本のﾁｭ-ﾌﾞに回収した.再度､ 1,500rpm

で5分間遠心し､ぺﾚﾂﾄを得た｡このぺﾚﾂﾄから以下に述べる方法でﾋﾄ単球

細胞を分離した｡

1) Elutriation svstem

l-2-1で調製したぺﾚﾂﾄを40miのelutriation bufEerに懸濁し､ｻﾝﾌﾟﾙとした.

このｻﾝﾌﾟﾙより以下に記した方法で､ monocytes fhwtionを回収した.以下に

elutriation systemのﾌﾛ-ﾁﾔ-ﾄを記す.

1) 500-1,000 mlの滅菌milli Q水で洗い流す｡

2) 100-150 mlのelutriation bufferで洗い流す.

3)遠心(3,000rpm)を開始し､ｻﾝﾌﾟﾙを流す｡

4) 200-250 mlの1ymphocytes fractionを採取.

5) 200 mlのmonocytes fractionを採取o

6) 100 mlのelutriation bufferで洗い流す｡

7)回収が終了したら70%ｴﾀﾉ-ﾙで洗浄｡

now rate 22

flow rate 22

now rate 22

凸ow rate 31

now rate 36

凸ow rate 50

回収したmonocytes fractionを1,500 rpmで10分間遠心した後､上清を捨て､ぺﾚ

ﾂﾄを2% AB serum (ICN Biomedicals, Inc, Aurora, OH)､ 100 U/mlpemicillin G､ 100 mg/ml

s加ptomycinを含むRPMI 1640培養液で懸濁したo懸濁液をComing (Cor血g, NⅥの

cell culture dishに適当量捲き､ 37oCで培養した. 1時間後､浮遊細胞を吸引除去し､

培養液を10miの10% FCS､ 100 U/ml pemicillin G､ 100 mg/ml streptomycinを含むRPMI

1640に変え､終夜培養した｡

21 Macs･heads

l-2-1で調製したぺﾚﾂﾄを40mlのsalineもしくはD-PBSで懸濁し､10miずつ7ml

のFicoI Paquem Plus (AmershamPharmacia Biotech AB, Upsala, Sweden)が分注されて

いる50miのﾁｭ-ﾌﾞに静かに重層したo 2,000 rpm､ 30分間の遠心後､中間層(上

層:Ficol,下層:ﾘﾝﾊﾟ球､赤血球)を2本の50mlのﾁｭ-ﾌﾞに回収した.回収液

をsalineで50miにfillupし､ 1,500rpmで10分間遠心しぺﾚﾂﾄを得た｡ぺﾚﾂﾄ

を適当量のsalineで懸濁し､ 15 mlのﾁｭ-ﾌﾞに移した｡ぺﾚﾂﾄを数回salineを用
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いてwashした後､ Macs binding buffer (MBB) 900 plに溶かし､ cD14 maicr. beads

(Miltenyi-Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)を100 pl加え､ 4oCで15分間反応した.

10 mlになるようにMBBを加え､ 1,500 rpmで10分間遠心しぺﾚﾂﾄを得た｡ぺﾚ

ﾂﾄを3 mlのMBBに懸濁したものをｻﾝﾌﾟﾙとして､以下に記した方法により､

monocytes fractionを回収した.

1)ﾌｲﾙﾀ- (Miltenyi-Biotec)､ LS.〝S.column (Miltenyi-Biotec)を3 mlのMBBで
wasb｡

2)ｻﾝﾌﾟﾙをLS+NS+columnにﾌｲﾙﾀ-越しにapply.

3) 3mlのMBBを計3回､ﾌｲﾙﾀｰ越しに叩plyし非吸着細胞をwasb｡

4) 5mlのMBBで鮎sboutを3度繰り返し､ 15mlのﾁｭ-ﾌﾞに回収｡

5) 1,500rpm､ 4oCで5分遠心し､ぺﾚﾂﾄを得る｡

再度2)から5)の操作を繰り返し､回収したぺﾚﾂﾄを適当量の10%FCS､100U/ml

pemicillin G､ 100 mg血1 streptomycinを含んだRPMI 1640に懸濁し､細胞数測定後､ 5

×106 cells/10cm culture dishになるように捲き､ 37｡Cで終夜培養した.

-J-･L-L L I｢早叩,qg叩軍-T巧亡IqY_･軍㌍申!耳不革甲月琴V)弔撃

5×106 cellsのﾋﾄ単球細胞を10 mlの10% FCS､ 100 U/ml pemicillin G､ 100 mg/ml

streptomycinを含むRP叩1640培地で懸濁し､ 10cm001ture dis血に捲いた｡この培養

液に500 IU/mihuman rGM-CSF (Pepro Tech, Rocky Hill, NJ)､ 100 IU/mllmman rIし4

(Pepro Tech)を加え培養した｡ 3日後､培養液を変え再度､同濃度のGM_CSFおよび
Ⅰし4を加え3日間培養した｡

⊥;__;二_L ll_ -t■

▲■J T J-)u U■''Ul- 'T)u l~rTﾜd-･'′ｰUて′1'叩ヽ JJJ L)ヽ JJIJl-tLLd｣てｺｰJ■I_]申町_

BCG-CWSはemulsion bufEer (EB)で1 mg/mlに調整し､ 15 pl/mlになるように細胞

に加え､ 8時間刺激を行った,oまた､対象にはEBのみを用いたo Mycobacte,iumbovis

BCG Tbkyo株は大阪市立公衆衛生研究所の鈴木定彦博士より供与された｡ BCG死菌

臥生菌を60oCで30分間処理することで調整し､刺激には生菌および死菌共､ 1

baci11us/cellになるように細胞に加えた.また刺激時問はBCG-CWS刺激時と同様の

8時間で行ったo TNF-a (Pepro Tech)は100 ng/mlになるように細胞に加え4時間の

刺激を行ったoLPS (E･coli serotype O26:B6, SIGMA)は990 plの培養液と10 plのDMSO

で1 mg/mlに調整したものを10 pl/mlになるように細胞に加え刺激を行った.

･-_ 1ｰtta]_ﾛ

10cm culture dishでconnuentになった細胞をD-PBSでwashした後､2miのTRIZOL

(GIBCO-BRL)を用いて懸濁したo懸濁液をﾌｪﾉｰﾙ･ｸﾛﾛﾎﾙﾑ抵抗性のﾁｭ

-ﾌﾞに移し､室温で5分聞incubateしたo o･4mlのｸﾛﾛﾎﾙﾑを加え､激しく捜拝
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した後、室温で3分間hc血幻eした。10，000rpm、40Cで15分間遠心し、無色の上層

を別のフェノール・クロロホルム抵抗性のチューブに移した後、1mlのイソプロパ

ノールを加え、激しく接辞した。室温で10分間hcubateし、再び、10，000叩m、40C

で10分間遠心した。上清を取り除き、2～3分乾燥させ、200直のRN鮎e鮎ewater

で懸濁した0懸濁液を1・5mlのチューブに移し、加担の3M酢酸ナトリウム（pH6．5）

と600直の100％エタノールを加え、－800Cで終夜放置した。15，000叩m、40Cで30

分間遠心し、上溝除去後、ペレットを300直の80％エタノールでwasbした。再度、

15，000rpm、40Cで5分間遠心した後、上溝を除き、2～3分乾燥し、適当量のRNa随鮎e

waterで懸濁した。

1．み5　DNase処理

STRA工AGENE社製（LaJolla，CA）のDNaseIまたはMessageCleanKit（GenHunter

Corporation）を用いてDNase処理を施した。RNAサンプル（5－20pg）、5．7直の10×

DNasedigestionbu駄r、1直のRNasefteeDNase（10U／pl）を混ぜ、DEPCwaterを用い

て総量57直に丘mupし、370Cで30分間反応させた。反応後、亜直のフェノール：

クロロホルムP：．1）溶液を加え、撹拝した。氷上で10分間冷却し、15，000叩血40C
で15分間遠心した。遠心後、ペレットを適当量のDEPCwaterに懸濁しエタノール

沈澱を行い、適当量のDEPCwaterに懸濁した。

1・み后」矧帽t・鑓mndcDNAの令唾

DNase処理後のRNAを鋳型とし、first－StrandcDNAの合成を行った。RNAサンプ

ル（2帽）及び、表1－1に記したan血orプライマー（10mM）を2河を渡ぜ、DEPCwater

を用いて総量12直にfⅢupした後、700Cで10分間反応させた。反応後＼氷上で2

分間冷却し、4直の5×Brststrandbuffbr、2直の0．1MDTT、1plの10mMdNTPsを

加え420Cでincubateした05分後、1直のSuperScriptIIreversetransftrase（GIBCO－BRり

を加え420Cで50分間incubateした。700Cで15分間反応し酵素を失活させた後、370C

まで冷却しRNaseH（GIBCO－BRl）を1pl加え20分間inc血ateした。

・・　　口門口　ロ　訓吊［。【　　　I　　ミ■1k　　へロ　泳動

2plの1ststrandcDNA、2plの10×PCRbu銑r、1．2直の25mMMgC12、1．6直の25

匹MdNTPmix、2plの10B＾Manchorプライマー、2plの2匹Matbitraryプライマー、9．2

LLlのDEPC－WaterlO・2plのrThqpolymeraSe（TÅKARA，Tbkyo，Japh）、1plの【α－32P］

dCⅣ（1mci血1）を混ぜ、反応液とした0反応液をDNA職ermalCycler（陀Applied

Biosystems，FosterCity；CA）を用いて、940C20秒、400C20砂、720C30秒の条件で

40サイクル、さらに最終サイクルで720C5分間の伸長を行った。反応終了後、3直

のPCR反応溶液に2plのGHloadingdye（GenHunter）を加え、800Cで2分間反応し

た0反応後、直ちに氷上に移し、3分間放置した。軽く遠心後、調製及びpre－nm済

みの6％アクリルアミドゲルに叩plyした。60w出払で3時間泳動後、ゲルを3MM
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紙に転写し､ gel dryerを用いて乾燥したo乾燥したｹﾞﾙをKodak X瓜5ﾌｲﾙﾑ

(Kodak, Tokyo, Japan)を用いて露光したo

･2･ i●eet●ave esse ee

露光したﾌｲﾙﾑを乾燥させたｹﾞﾙの上に重ね､発現差を示したﾊﾞﾝﾄﾞを切り出

したo切り出したｹﾞﾙ片を20叫1の滅菌水に15分問浸したo 15分煮沸した後､ 15,000

rpmで5分間遠心し､上清を別のﾁｭ-ﾌﾞに集めたo 5 plのglycogen(10mg血1)､ 20 pl

の3 M酢酸ﾅﾄﾘｳﾑ(pH6･5)及び､ 900 tAlの100%ｴﾀﾉ-ﾙを加え-80oCで2時

間以上放置したo 15,000 rpm､ 4oCで15分間遠心後､上清を除き200 plの80%ｴﾀ

ﾉ-ﾙを加え再度､同条件で遠心したo上清を除き､ぺﾚｯﾄを風乾した後､ 11 pl

のTEbufferで懸濁し､ drygeleluteとした｡ 5 plのdrygeleluteを鋳型とし､ 4plの10

×PCRbuffer､ 2･4 FLlの25 mM MgC12､ 3･2 plの250 mM dNTPmiⅩ､ 4 FAlの10 pM anchor

ﾌﾟﾗｲﾏ-､ 4 plの2 pM arbitraryﾌﾟﾗｲﾏ-､ 17 plの滅菌水､o･4 plのrTaq polymerase

を混ぜ､反応液とした｡反応液を1-2-7に記述した条件で再度pcRを行い､増幅さ

れたDNAをｱｶﾞﾛ-ｽｹﾞﾙよりQ払五X II Gel Extraction kit (Q払GEN, Valencia, CA)

を用いて回収し､ DNAdot-blots用のｻﾝﾌﾟﾙとした｡

･2･少A dot.blots

9×12cmのHybond-N+ﾆﾄﾛｾﾙﾛ-ｽ膿(Anersham Pharmacia)を滅菌水であら

かじめ湿らせた後､ 6×SSCに浸したo 10分後､適当な紙を用いて余分なsscを取

り除いたo次いで､ Bio-dots apparatus (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)を組み立て､

ﾗﾊﾞ-の上に6×SSCで湿らせておいた3M叫紙2枚を乗せ､その上に先程の膜を乗

せたo sample templateを乗せ､ﾈｼﾞを､対角線を描くように閉めた後､ vacuum set_Ⅰ

で吸引を開始した｡吸引後､ﾈｼﾞを締め直し､吸引法をⅥcuum set-Ⅱに戻した｡膜

を水和させるために､ 500 plの滅菌水を用いてblotを行い､ Vacuum Set-ⅠⅠⅠで吸引し

た｡溶液が全て抜けた後､調整しておいたｻﾝﾌﾟﾙをblotした｡･次いで､ｻﾝﾌﾟﾙ

を固定させるため500 plの2×SSCでblotし､ XL-1000 UV Crosslinker (Spectronics

corporation)を用いUV cross linkを行った｡膜を2×SSCでwasbし､以下に述ぺる

方法で調製したﾌﾟﾛ-ﾌﾞを用いてhybridizationを行ったo hybridizationにはQIAGEN

社製のExpresshyb solutionを用い､反応条件､ washの条件等は付属のﾏﾆﾕｱﾙに
準拠した｡

牡ｻﾝ7&0)覇

各DNAｻﾝﾌﾟﾙに､ NaOHとEDTAがそれぞれ最終濃度o.4 Mと10 mMになる

ように加え､ 100oCで10分間反応したo反応後､氷上で冷却し､等量の2 M酢酸ｱ

ﾝﾓﾆｳﾑG)H7･0)を加えﾌﾞﾛﾂﾄ用ｻﾝﾌﾟﾙとした｡.
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ﾌﾟﾗｲﾏ-には本実験で用いた弧Chorﾌﾟﾗｲﾏ-の混合液を､鋳型には10帽の

total RNAを用いて稔反応量50 plの系でRTを行ったo反応液の5分の1量を､

Megaprime labeling Kit (AmershamPharmacia)用いて標識し､ dot-blots用のﾌﾟﾛｰﾌﾞと

した｡

1･2･10 Northern blot analvsis

l･2･gのSeakeam CTGｱｶﾞﾛ-ｽ(FMC, Rockland, Maine)を100miのMOPSbuffer

で懸濁し､加熱溶解したo 40mlを分取し､ 720plのﾎﾙﾑｱﾙﾃﾞﾋﾄﾞと10mg/hlの

Et-Br溶液1 plを加え泳動用のｹﾞﾙとしたo泳動用のｻﾝﾌﾟﾙには様々な刺激を行っ

たﾋﾄ単球細胞および未成熟樹状細胞から回収したtotalRNA､ 10帽を用い､ 5叫

のRNAloadingdyeを加えた後､稔量が25巾になるようにDEPCwaterで調整した.

ﾏ-ｶ-にはo･24-9･5 Eb RNALadder (GIBCO-BRL)を使用した.泳動30分前にRNA

Running bufferに浸しておいたｹﾞﾙに65oCで5分間の熱変性後､氷上で冷却したｻﾝ

ﾌﾟﾙおよびﾏ-ｶ-をｱﾌﾟﾗｲし､ 50Vで1時問泳動を行った.泳動後､ｹﾞﾙをo.o5

叫NaOHで20分､ 2回振とうし､次いで0.5MTris-Hq(岬75)で20分振とうした｡

振とうしたｹﾞﾙ中のRNAをﾆﾄﾛｾﾙﾛ-ｽ膜に24時間掛け転写した後､ uvcross

linkを施し膜にRNAを固定した.この作成した膜または､ Human MultipleTissue

Northern Blot (CLONTECH L曲oratories lnc, Paloalto, CA)に対して､ dot-blotsにより発

現差が確認されたｻﾝﾌﾟﾙあるいは､ TNF-αのPCRによる増幅断片をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとし

て用い､ ExpressHyb solutionによりhybridizationを行った｡尚､条件はExpressHyb

solutionに添付されているﾏﾆﾕｱﾙに準拠した｡

1111+Data base解粧

DNA dot-bloisで発現差が確認できた全てのｻﾝﾌﾟﾙを､ TA,cloming kit (Invitrogen

Corporation, Carlsbad, CA)を用いてｻﾌﾞｸﾛ-ﾆﾝｸﾞし､ 'ｼ-ｹﾝｽの確認を行った.

ｼ-ｹﾝｽ反応にはBig Dye Terminator kit sequendng Ready Reaction (托Applied

Biosystems, Foster City, CA)を用い､解析には_pE Applied Biosystems社製のABI PRISM

310 GeneticAnalyzerおよびABI 373A DNA sequencerを用いた.薩認したｼ-ｹﾝｽ

の情報を塞に既知遺伝子､ Expressed sequence tag (耶T)およぴgenomか配列との相同

性の比較､ EST遺伝子を基にしたin silim cloningをNationalCenter for Biotechnology

lnformation (NCBI, http:/b･ncbi･nlm･mih･gov侶L娼Tn､ Tbe lnstitutefor Genomic

Research CrIGR, http:伽tigr･org/ tdbrindex.shtmi)に収められているﾃﾞ-ﾀにより行

?f= (11, 12).

1ﾆ左1乙｣且岨AJa企j艶

TRIZOLを用いて回収したtotal-RNAよりmRNA puri丘cation kit (Amersham

Pharmacia)を用いてmRNAを精製したo total-RNAを含む溶液にelution bufEerを加

え1miにした後､ 65oCで5分間incubateした.氷上に移し､ 0･2 mlのsample buffer
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を加えた後､予め1mlのhigh-saltbufEerで2度洗浄しておいたｶﾗﾑにapplyしたo

now throughを再度applyし､流出後､ 1,400 rpm､ 4oCで2分問遠心した. o.25 mlの

high-salt bufferで2度､ o･25 mlのlow-salt bufferで3度washした後､前もって65oC

に温めておいたelutionbuffer､ 0･25mlで4度eluteしたo約1 mlのRNAeluteに100 pl

のsample buffer､ 10 plのglycogen､ 2･5 mlの100%ｴﾀﾉ-ﾙを加え､一20oCで2時

間以上冷却したo 15,000 rpm､ 4oCで15分間遠心し､上清除去後､ぺﾚﾂﾄを適当量
のRNase-free waterに懸濁した.･

岨且conrlrTnation of linka牢e between GCAP2ふnd坦聖埋

ﾋﾄ単球より回収した1帽のmRNAより作成したcDNAを鋳型として､以下に

配列を記したGCAP2断片特異的配列を有するﾌﾟﾗｲﾏﾆ､ LITAFのopen reading frame

(oRF)内にある配列を有するﾌﾟﾗｲﾏ-によりpPL turbo polymerase (STRAmGENE)

を用いて94oC 30砂､ 57oC 30砂､ 72｡C 2分の25ｻｲｸﾙでRT-PCRを行った.

ORF-LITAF

GCAP2

:5 l-gggccTTCCTCAgCACCATC-3 '

;5 '-gAATCCTggCTTgCTgcTTg-3 t

上之血.JﾉITAF ORF虫よぴSTMPLE.ORFの些量

ﾋﾄ単球より回収した1帽のmRNAより作成したcDNAを鋳型として､以下に

配列を記したﾌﾟﾗｲﾏ-によりpP turbo polymeraseを用いてRT-PCRを行い孝れぞ

れのORFを単離した. LITAF ORFは94｡C 30秒､ 58oC 30砂､乃｡C 3分の25ｻｲ

ｸﾙの条件で行い､ SIMPLE ORFは94｡C 30秒､ 57｡C 30秒､ 72｡C 2分の25ｻｲｸ
ﾙの条件で行った｡

I.ITAF/SIHPLE ORF5'

IJITAF ORF31

SIMPLE ORF3l

;5 '-ATgTCggTTCCAggACCTTA-3 '

:5 '-CTATgCACgACTCCAAgCAg-3 '

:5 l-CTACAAACgCTTgTAggTgC-3 ･

1卿量
ﾋﾄ単球より回収した1帽のmRNAより作成したcDNAを鋳型として､以下に

配列を記したﾌﾟﾗｲﾏ-によりppL turbo polymeraseを用いて94oC 30秒､ 57｡C 30

砂､ 72oC 2分の25ｻｲｸﾙでRT-PCRを行った.

TNF-α5t

TⅣF-c亡3 /

:5'-gTTCCTCAgCCTCTTCTCCT-3'

: 5 '-ggCAATgATCCCAAAgTAgA-3 '

11



1．3　辛酸蘇果

Di恥托ntiallyexp托SSdgenesの固定1・3・1

実験材料に記述したプライマーの組み合わせによるDi蝕rentialdisplay法による解

析を行った結果、寧CG－CWSにより発現誘導される遺伝子断片、128断片、抑制され
る遺伝子断片、107断片、総数刀5断片を得ることができた。プライマーの組み合わ

せと、得られた遺伝子断片数の関係を表1－2に示す。

表1⊥2．プライマーの組み合わせと得られた遺伝子断片数の関係

Andhorpnmer BCG－CWSh血cti皿　BCG－CWSⅢpPreSS10n

5しT12AA－3－

5しT12AC－31

5しT12CA⊥3－

5しmCC－3－

5しmCG†31

5しT12GC－3－

16

33

22

16

15

28

28

37

17

6

12

7

Tbtd　　　　　　　　　　　128　　　　　　　　　　　　107

1ふ2　DNAdIIt＿bhts法による解析

Di飴rentialdisplay法による解析で発現変動が見られた断片に関して、発現変動の

再現性確認を行った。稔数刀5の全ての断片をPCRによる再増幅後、2枚それぞれ

別のニトロセルロース膜に固定し、それぞれの膜を未刺激またはBCG－CWS刺激の

単球から回収したmをソースに作製したプローブでbyb出血z鵬onを行い、シグナ

ル強度の差異を比較した。その結果、誘導される断片では36断片で、抑制される断

片では38断片で顕著な差を確認することができた（図1－1A）。表1－3に得られた再

現性の割合を示す。

表1－3．DNAdot－blび臨法による再現性の割合

yo．of elonos

ロp－ご叩じ1ated　9en◎さ

由own－r叩Ⅵ1at◎d9QneS

BCG－CWS－r∈唱ulat㊤d　9en◎S

1d．3　発現参勤署長子のパえルイh

（亀）

（宅）

（亀）

235

36／128（28．1亀）

38／107（35．5亀）

74／235（31．4亀）

DNAdot－blots法によりBCG－CWSに対する発現変動の再現性が得られた遺伝子断

片が、如何なる遺伝子をコードしているか情報を得るため、相同性遺伝子について

検索を行ったところ、本研究で得られた遺伝子断片の多くがESTでのみ確認きれて

いる未知遺伝子であることが明らかとなった。一方、既知遺伝子については、BCG＿

12



CWS刺激によりﾀﾝﾊﾟｸﾚぺﾙでの発現誘導が確認されているｻｲﾄｶｲﾝ､ Ⅰし1β

やⅠし6､ Ⅰし8およぴTNF-αにおいてBCG-CWS誘導断片との相同性を確認すること

ができた(9)｡他のBCG-CWS誘導断片およびBCG-CWS抑制断片に関しては､これ

までにﾀﾝﾊﾟｸﾚぺﾙでの発現変動等の現象は報告されておらず､ BCG-CWS誘導

遺伝子に関して臥phosphataseとして機能することが報告がされているCD45､機能

未知の1ysosome膿ﾀﾝﾊﾟｸであるCD63､抗酸化酵素として知られるMnSODおよ

びTRXぺﾙｵｷｼﾀﾞ-ｾﾞ､ cu2+翰送に関与することが報告されているCOX17､ gp130

を介した転写に閑与する転写因子STATl､ｶﾙｼｳﾑ依存的に細胞分裂や分化に閑

与すると報告のある転写因子MEF2A､細胞分裂やﾏｲｸﾞﾚ-ｼｮﾝ等のｼｸﾞﾅﾙに

関与する分子EBl､樹状細胞のｴﾝﾄﾞｻｲﾄｰｼｽに閑与し､ TLR2と相互作用する

ことが確認されている分子Raclとの相同性が確認きれた｡また､ BCG-CWS抑制断

片に関してはmannose receptor､ NK enhancing factor (NKEF)､ LAlg-R-1との相同性が

確認された｡本研究により得られた結果を表1-4に示す｡また､幾つかの既知遺伝

子に関しては､ Northemblotにおいても､その発現変動の確認を行ったので､図1_1B
に結果を示す｡

表1.4. DNA dot-blots法による発現差が確認された断片の配列情報

Gene s Expresssi on p attem Fun cti on

CD45 up

M孤.e 6,:cep.er ,y:n s udace mol emle

LA垣rR-1 D own
■■~~~~■~t一---------■------l-■--一-■-■-■------一----■-一-_■■■-1_■_■__一

九血IS OD Up

Trx Peroxi d ase upAntioxid ant
NXEF Down

----1--.---------1-----------1-------------------------------l1-----------1----------------11__1I_

芸監up Transcdptionalfad.r
-------…______…_________…___""_______gp"…____"_…_____………_____"__…______

RiBCll up Adapt.r皿.1 emle
-…________二_,___,_,…__________……____"__Vp_____"__"______________"___________…____

CAAPI O

GCm2
ACAP9

CGAP5

Novel : KIjuO470
Novel

Novel : mO780
Novel

療執rn汝葺野

DNA dot-blots法において顕著な発現変動が確認された未知遺伝子断片､数種をﾌﾟ

ﾛ-ﾌﾞとし､ BCG-CWSで刺激したﾋﾄ単球および樹状細胞から調整したRNAをﾌﾞ

ﾛﾂﾄした膜を用いてNorthern blotによる解析を行った.結果､ T12GCﾌﾟﾗｲﾏ-

およびAP2ﾌﾟﾗｲﾏ-の組み合わせで増幅される､断片長373-bpの未知遺伝子断片､

GCAn (表1-4,図1-2A)において強い発現誘導を確認することができた(図1-1B, 1-

3A)｡また､同実験の結果より遣伝子断片GCAP2を含む遺伝子産物の全長は､およ

そ2.4-kbであることが明らかとなった｡

GCA陀を6ﾊﾟﾀ-ﾝのﾌﾚ-ﾑで翻訳したところ､ ORFを含む可能性がないと考
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えられたo GCAP2が､全長2.4-kbの遺伝子であることから､ GCAP2配列より5'側

にORFが存在すると考え､GCAP2の全長を推定するためNCBIに登録されているEST

情報を基に､ insilicoｸﾛ-ﾆﾝｸﾞを行った(11, 12)o結果､遺伝子断片GCjm配列

および既知遺伝子､ LITAF (LPS inducible TNF-alpha factor)/PIG7 (p53-induced gene 7)の

配列を有するESTｸﾛ-ﾝ(AWO22014)を確認した(図1-2B) (13, 14)｡またTIGR

においてもGCAP2およびLITAFの両配列を有するESTｸﾛ-ﾝ(THCll16999,

October, 2000)を確認することができた.以上の結果より､ GCAP2はLITAFの3,

Untranslatedregion (3'UT)をｺ-ﾄﾞすると予測されたため､次に実験的にその事実に

ついての検証することにした｡

古I -･

GCA陀とLITmが同-の遺伝子であるか否かを確認すぺく､ LrrmのORF内と

GCAP2断片内､それぞれに特異的なﾌﾟﾗｲﾏ-を作成し､ﾋﾄ単球より回収した

mRNAを鋳型にRT-PCRを行ったo結果､予測長のDNA断片の増幅を確認すること

ができた(図1-2B)oまた､この増幅断片がLrTAF､ AWO22014､ GCA陀全ての配列

情報を有している事を塩基配列解析により確認した.以上の結果より､ GCAP2断片

がLITAF遺伝子の未報告の3'UTに存在することが明らかとなった(図1-4).

GCAP2は配列中にpoly (A) tai1およびpolyadenylation signalを有する(図1-4)｡ -

方でLITAF遺伝子にもpoly (A) tai1が存在し､ Lr7:AF遺伝子の全長は1773bpである

と報告されている(13)｡このことから､ LITm配列を含む転写産物が2種類存在す

る可能性が考えられる.しかし､実際､ GCAP2をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに用いたNorthernblotに

よる解析では2･4一肋のｼｸﾞﾅﾙを確認するだけであり(図1-3A.B, 1-6)､今回得られ

た増幅断片をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして同様の実験を行った場合でも､やはり同ｼｸﾞﾅﾙを確

認するだけであった(図1-3AB, 1-6). LITAF､ AWO22014およびGCAP2により構成

きれる転写産物のｻｲｽﾞがおよそ2.4⊥kbであること､今回の増幅断片中にLITAFで

確認されているpoly(A)tai1に似た､ 2つのｸﾞｱﾆﾝ塩基を途申に含む19のｱﾃﾞﾆﾝ

塩基からなる配列(1754-1777 bp)が存在すること(図1-4)､更に､ LITAF遺伝子が

GCAP2に見られる様なpolyadenylation signalを持たないことを考えると､ LITAF遺

伝子として報告されている1773-bpからなる転写産物は存在しないものと考えら.れ

たoそこで､今回得られた増幅断片の遺伝子情報を基に､この配列情報を有するgenome

ｸﾛ-ﾝについて検索を行い､その情報について考察することにした｡検索の結果､

第16番染色体の遺伝情報を有するgenomeｸﾛｰﾝ､ RPll-547D14 (A∝ no.

ACOO7616･3)がLITAF､ GCAP2およびAWO22014全ての配列情琴を有することが明

らかとなった(図ｰ1-5qoこのｸﾛ-ﾝRPll-547D14について詳細に解析を行った

ところ､ LITAFでpoly (A) tai1として報告されている配列がこのｸﾛ-ﾝ上で確認さ

れた(図1-4)o -方でGCAP2断片に含まれるpoly (A) tai1をこのｸﾛ-ﾝ上で確認

することはできなかったo以上の結果より､ GCjmはLITAF遺伝子の未報告の3, UT

をｺ-ﾄﾞしていること､ LITAF遺伝子は実際､およそ2.4-kbの転写産物であること､
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また、LITAF遺伝子はBCG－CWS刺激によって、ヒト単球および樹状細胞で発現誘

導されることが明らかとなった（図・1－3A）。

・・　狩野夢伝耳偏働L醐朋刊』ゼ沌帽

先程の増幅断片の配列情報を詳細に解析したところ、LI耶正げIG7のORFに存在

する連続した5つのグアニン塩基で構成される部位（608－612bp；A∝nO・NMJ）04862

0rU77396／4ざ4－458bp；血cno・AmlO312）でグアニン、1塩基を欠損していることが

明らかとなった（図1－4，1－5AB．q。この1塩基の欠損により増幅断片に含まれるORF

では翻訳時にフレームシフトを起こし、LIM押Ⅰ研が228アミノ酸からなるタンパ

クをコードするのに対し、そのORFでは126番目のアミノ酸まではumF同様のア

ミノ酸で構成され、161アミノ酸からなるタンパクがコードされる（図1－4，1－5B）o

LITÅF配列を含む転写産物はNo血emblotの結果より1種渠を確認するだけであり、

どちらかの転写産物が実在しないものと考え、以下の4点を検証することで、どち

らが本来の転写産物であるか確認を行った。まず始めに、今回の増幅断片および

LImf伊IG7がそれぞれ、単球細胞、ヒト単球細胞株であるTHP－1細胞、ヒト大腸癌

細胞株であるDLD－1細胞で単離されている事から、それぞれのmRNAを回収、鋳型

とし、皿ORF部位をPCRにより増幅後、壇基配列を確認することにした。それ

ぞれのRNAに対し5種類別々の反応系を組み、PCRを行った後、得られた増幅産物

全ての塩基配列を検証したところ、皿で報告されている、5つのグアニン塩基の

連続した配列を確認することはできなかった（図1－5A）。次に、LITAfのORF配列

をqu餌γとして、相同性を示すESTクローンについて検索を行い、LITAF配列との

比較を行った。その結果、LImFで確認されている5■っのグアニン塩基の連続した

配列を有するESTクローンを確認することはできなかった（図1－5勾03番目に、皿

のpolyAtailの検証に用いたgenomeクローン、RPll－547D14を基に、donor－aCCePter

ルールにより、その配列から産生される転写産物の推定を行った。結果、LITAfで

確認されてい．る5つのグアニン塩基により構成されている部位は甲1icejunctionに位

置することが、またその部位に別ナる接続の可能性に関しては血n肝誠Cepterルール

であるG¶AGルールより、その部位では4つのグアニン塩基の連続した配列が転写

される可能性が高いことが明らかとなった（図1－5B．q。最後にLITAfによってコー

ドされる228アミノ酸からなるタンパク配列、グアニン塩基、1塩基の欠損によりコ

ードされる161アミノ酸からなるタンパク配列それぞれをqu町として他種間に別ナ

る相同性を持つタンパクの存在について検証を行った。結果、マウス、ラットにお

いて161アミノ酸からなるタンパクのbomologueが存在することを、またニワトリ、

線虫、アフリカツメガェルにおいて161アミノ酸から構成されるタンパクのC末端

領域に相同性を示すESTクローンが存在することが確認された。一方で、LITAfの

C末端領域と相同性を示すクローンを見いだすことはできなかった（dぬnotsbow可0

以上の結果より、LI闇で報告きれている遺伝子配列、ORF部位での5つの連続し

たグアニン塩基の配列および、POly（勾tai1の存在は全てartifactであると断定した。
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また､ LITAFと比較しORF内で-塩基欠損し､ 161ｱﾐﾉ酸からなるﾀﾝﾊﾟｸをｺ

-ﾄﾞしている断片長2.4-Kbの遺伝子を､混乱を避ける目的と､以後の解析結果より

SIMPLE (墨mall !ntegral出embrane空rotein of _Lysosomenate Bndosome)と命名した.

･･ _こ､ ､､生書

s加pLEの発現組織についてClontech社製のHuman Multiple Tissue Northem Blotを

用いてNorthem blotにより検討したところ､ Testisを除く全ての組織において明確な

発現を確認することができた(図1-6)oまた､ SIMPLEの配列をqueryとして得たEST

の由来組織について確認した結果､ Testis由来のESTが存在することが明らかとな

った｡以上の結果より､ sIMPLEは全ての組織に発現していることが明らかとなっ

たoまた､この結果より､ sIMPLEは単球やﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞといった細胞種に特化

した役割ではなく､細胞において普遍的な機能を果たしていると考えられた｡

SIMPLEのﾗｯﾄbomolobqeであるEET-1 (Estrogen enhanced transcript-1)はestrogen

により発現誘導されることが報告されており､ EET-1の3'UTには2つのestrogen

responsible element (ERE)が存在する(15). -方で､ SIMPLEの配列中にEREを見い

だすことはできない｡現段階で､ SIMPLEがestrogenにより発現誘導されるか否か明

らかではないが､他の因子により誘導される可能性が考えられたため､ sAGE-tagと

の相同性比較を行った.結果､ SIMPLEの配列申に5α-dihydrotestosteroneやestradiol

により発現誘導が確認されている断片の配列が存在することが明らかとなった(図1-

4)o

SIMPLEはBCG-CWSにより発現誘導されることから､ BCGの生菌および死菌に

対する発現誘導に関しても検討を行ったところ､ BCGの生死を問わず､ sIMPLEの

発現誘導を確認することできた(図1-3B)｡今回､BCGの単球への感染時問はBCG-CWS

刺激同様､ 8晦間で行ったか､ BCGの倍化時間がおよそ20時間であることを考える

と､ sIMPLEのBCGによる発現誘導はBCGと単球の接触あるいは､単球のBCG貴

食時の刺激に拠るもと考えられた｡

LITNはTHP-1細胞をphorbol 12-myristate 13-acetate (PMA)で処理後､ LPS刺激

することで発現誘導されると報告されていることから(13)､その可能性について検

討を行ったところ､ THP-1細胞が未刺激状態でSIMPLEを発現していること､また､

その発現がpMA処理により低下することが明らかとなった(dぬnotshown)｡更に､

PMA処理後のTHP-1細胞をLPSで刺激しても､ sIMPLEの発現が回復しないことが

明らかとなった(datanot shown)o

上丘逓..SJMl-LE軍ｴぴTNF･rIの畢写に串ける碍開畔の事琴畢

uTAFはLPSによって誘導されるTNF-αの転写誘導因子であることが報告されて

おり(13, 16)､また単球をBCG-CWSで刺激することによりTNF-αが産生されること

が確認きれている(9)｡そこで､単球をBCG-CWSで刺激した際のSIMPLEおよぴ

TNF-α転写産物の発現における相関性について検討することにした｡また､ LPSに
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ついても同様に検討を行った｡継時変化を追ってBCG-CWSまたはLPSで刺激を行

った単球細胞からRNAを回収し､ﾌﾞﾛﾂﾄ作成後､ sIMPLEまたはTNF_αのcDNA

をﾌﾟﾛ-ﾌﾞとして用いNorthemblotにより検討を行ったところ､BCG-C☆sおよびLPS､

両刺激に対して､ SIMPLEはTFN-αの転写後に発現誘導されていることが明らかと

なった(図1-7A)｡また､この結果より､ sIMPLEがTFN-α刺激により誘導される可

能性が考えられた｡この可能性について検討すぺく､ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄTNF_αで刺激

を行った単球細胞よりRNAを回収し､ﾌﾞﾛﾂﾄ作成後､ sIMPLEの｡DNAをﾌﾟﾛ-

ﾌﾞに用い.Notbem blotにより検討を行ったところ､ BCG-CWSやLPSより弱いながら

もSIMPLEの発現誘導が確認された(図1-7B).
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A.

BCG･CWS(+)

probe

BCG･CWS(･)

probe

B.

Clome number

G3PDH 12 13 14 31 41 43

G3 PDH IL.S

-+ -+
I L･ 1β MmSOD
-+ -+

STATI Trxp RacI GCAP2

図1･1. DNA dot･blots法による発現変動の再確認
A･ Differential display法による解析で発現変動が見られた遺伝子断片およびG3PDHを
3段階の濃度に振って2枚それそれ別のﾆﾄﾛｾﾙﾛ-ｽ膜に固定した｡ BCG-CWS

存在下と非存在下において8時間培養した単球より回収したtotal･RNAを用いてprobe
を作製しhybridizationを行い､ｼｸﾞﾅﾙの強度を比較した｡図には発現変動が優位に
確認された6ｸﾛｰﾝを示す.
B. 6つの既知遠伝子における発現誘導のNorthem blotによる確認｡ BCG･CWS存在下と
非存在下で8時間培養した単球より回収したtotal-RNAを用いてNorthem blotによる解
析を行った｡ probeにはDNA dot･blots法により発現変動の再現性が得られた遺伝子断
片を用いた｡
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B.

責

書

責

琴
臼
U
Fq

～CAP2

primer F ,,..i

LITAF

2000
1550

1000

750

｣ primer R

GCAP2

EST AWO22014

富室星表

+1790 bp

図1･2. GCAI'2の全長の推定と同定
A. Differentialdisplay gelにおけるGCAP2の発現｡ BCG･CWS存在下と非存在下において
8時間培養した単球から回収したRNAをoligo-dTﾌﾟﾗｲﾏ-で逆転写後､ T12GCﾌﾟﾗ
ｲﾏ-およびAP2ﾌﾟﾗｲﾏ-の組み合わせで増幅後､ 6%ｱｸﾘﾙｱﾐﾄﾞに泳動した結
果を示した｡矢印で示したﾊﾞﾝﾄﾞ､ GCAP2においてBCG･CWS刺激による明確な発現
誘導が確認された｡
B. GCAP2はLITAF過伝子の3'UTに位置する｡ GCAP2全長の推定を行った結果､既知

遺伝子LITAF(NM_004862)およびGCAP2の両配列を有するEST断片(AWO22014)の存在
を確認した.上段にLITAFとGCAP2が同-遠伝子であることを確認したRT-PCR解析に
おける概略図を､下段にBCG-CW･S刺激を行った単球より回収したRNAを用いたRT･
pcRにおける結果を示した｡ﾌﾟﾗｲﾏｰFおよびRの塩基配列はそれそれLITAFおよぴ
GCAP2特異的な配列を用いて作製した.ｺﾝﾄﾛ-ﾙは逆転写を行っていない､ BCG-
cws刺激を行った単球より回収したtotal･RNAを鋳型としたRT-PCRの結果を示した｡
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gtttctctccctgcccccgcgacttcgcgcaagatccgggaaggacacccgaggcccctgggagaccctgggga9 75

gtgaaagtcagagagcgaagcgggccgtggcccctaggcctgacccctccccgcggggtaaggcgggcacccc･gc 150

gagcgcaggggtcctcttactgctgatggcaccc?gctctgggcccagacgccgctcaccgtccaccgccggtgc 225

1

tgggtaaaATGTCGGTTCCAGGACCTTACCAGGCGGCCACTGGGCCTTCCTCAGCACCATCCGCACCTCCATCCT 3 00

出SV広G匡]yQAATGE]ssAE]sAE]E]s 22

ATGAAGAGACAGTGGCTGTTAACAGTTATTACCCCACACCTCCAGCTCCCATGCCTGGGCCAACTACGGGGCTTG 375

墓EETVAV甘SYYE]T回E]A釘出田G匡】TTGL 47
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cAATTACCGTGCAGACGGTCTACGTGCAGCACCCCATCACCTTTTTGGACCGCCCTATCCAAATGT叩TGTCCTT 525

E]=℡vQTVYVQEE]=…FLDRE】=-◎◎厄･97

CCTGCAACAAGATGATCGTGAGTCAGCTGTCCTATAACGCCGGTGCTCTGACCTGGCTGTCCTGCGGGAGCCTGT 600

s◎甘E.此IVSQｷS.Y甘AGALTWLS①GSL 122

GCCTGCTGGGGTGCATAGCGGGCTGCTGCTTCA℡CCCCTTCTGCGTGGATGCCCTGCAGGACGTGGACCATTACT 675

旦土ｰ_工･¢項)工.㌣+++G①①FIE]F①vDALQ,Ⅴ,EY 14,

GTCCCAACTGCAGAGCTCTCCTGGGCACC℡ACAAGCG℡TTGTAGgactcagccagacgtggagggagccgggtgc 750

◎伝甘◎R A彰移G ;藷柵stop 161
cgcaggaagtcctttccacctctcatccagcttcacgcctggtggaggttctgccctggtggtctcacctctcca 825
gggggCCCaCC

tgcttggagtc
gcaaaactaacaaatctccaaaccccagaaattgc 900

gtgcataggacttgcaaagacattccccttgagtgtcagttccacggtttcctgcctccctgag 975

accctgagtcctgccatctaactgtgatcattgccctatccgaatatcttcctgtgatctgccatcagtggctct lO50

tttttcctgcttccatgggcctttct9gtggCagtCtCaaaCtgagaagCCaCagttgCCttatttttgaggctg l125

ttctgcccagagctcggctgaaccagcctttagtgcctaccattatcttatccgtctcttcccgtccctgatgac 1200

aaagatcttgccttacagactttacaggcttggctttgagattctgtaactgcagacttcattagcacacagatt 1275

cactttaatttcttaattttttttttaaatacaaggagggggctattaacacccagtacagacatatccacaagg 1350

ttcagtgcccctttccatacagggatttttttctcatagagtaattatatgaacagtttttatgacctccttttg 1500

gtctgaaatacttttgaacagaatttcttttttttaaaaaaaaacagagatggggtcttactatgttgcccaggc 1575

tggtgtcgaactcctg-tcaagcgatccttctgccttggcctcccgaagtgctgggattgcaggcataagcta 1650

actgccctgtctccccttgtttctctgtgccagatc 1425

1725
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1875

1950

2025
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2175
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2368

図1･4･ SIMPLEの塩基配列(ABO34747)および予潮されるｱﾐﾉ酸配列
Differentialdisplay法による解析で同定したGCAP2の配列はboxで示した.また､ LITAFj3よ

びGCm2の両配列を有するESTｸﾛ-ﾝ(EWO22014)の配列をShadeで示した.本研究により
碇認したsIMPLEのpolyadenylation signalおよびpoly (A) tai1は大文字のbold体で､ uT好で報
告されているpoly (A) tai噸の配列削､文字のbold体で示した｡下線はdata baseに登録されて
いるsAGE tagと相同性を示した配列を､縦線はexon-intronの繋ぎ目を示す.ｱﾐﾉ酸配列
において予想された膜貫通領域を二重下線で示した｡ pro血e残基とcystein残基はそれぞれ四
角と丸で囲ったo lysosome targeting signalとして知られるdileucineおよびtyrosine based motif
披斜線で囲った｡ CKC2によりﾘﾝ酸化される可能性がある残基は*で､ PKCによりﾘﾝ酸
化される可能性のある残基は◆で示したo pymotifは三重下線で示した｡
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図1･5･ SIMPLE遺伝子とLITAF遺伝子の相違およびその検証
A･ SIMPLEはuTmで報告されているORF内の連続した5つのｸﾞｱﾆﾝ塩基で構成されている

部位に釦､て､ -塩基の欠損を持つことが明らかとなったo sIMPu王がdoningされた単球およ
び､ uTAFt PIG7がcloningされたTHP-1細胞およびDLD-1細胞それぞれからRNAを抽出し､欠

損が確認された部位を増幅後塩基配列を確認した結果､その部位は連続した4つのｸﾞｱ羊ﾝ塩
基から構成されていることが確認された｡同様の配列を持つESTｸﾛ-ﾝを塩基配列解析の
結果の右に列拳した｡

B･ -塩基の欠損によりsIMPLEは161 aaからなるﾀﾝﾊﾟｸをｺ-ﾄﾞする.欠損の確認された部
位鮎Ⅹon-intronの繋ぎ目に存在し､ GT/AG)ﾚ-ﾙを適用した場合､ 4つの連続したｸﾞｱﾆﾝ塩
基が転写される可能性が考えられる｡

C･ SIMPLEは第1 6番染色体にｺ-ﾄﾞされる. SIMPLEは4つのexonから構成され､全ての
exonがGT/AG)ﾚ-ﾙにより転写されている可能性が考えられた.
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竜

羞選出羞紬邑

SIMPLEl■

β・adin

Kb

9．5

7．5

4．4

2．4

1．35

色
盲

凰

鼻

仇．8

Kb

9．5

7．5

4．4

2．4

1．3■5

図1・石．SIMI，LEの組織分布

SIMPLEの組織分布についてNorthem blotにより検討した。コントロールにはβ－aCtinを
使用した。SIMPLEは2．4－kbの単一の転写産物として存在し、精巣を除く全ての臓器に

おいて明確な発現を確認することができた。また、SIMPLEの配列をqu引γとして得た
ESTの由来組織について確認した結果、精巣由来のESTの存在が確認された。このこ
とから、SIMPLEは全ての臓器に発現していると考えられた。
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図1･7. SIMPLEおよびTNFICLの転写における相閑性

A. BCG-CWSおよびLPSで刺激した単球より､継時的に回収したtotal-RNAを用いたNor仙em bl｡t

による解析を行った. probeにはsIMPLE ORF､ TNF-αおよびβ･actinをpcRで増幅した断片を用

いたoｸﾞﾗﾌはNorthem blotで確認されたｼｸﾞﾅﾙをNIH imageにより走量し､ β-actinで補正し
たものである｡

B. SIMPLEはTNF-αにより発現誘導される｡ﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄTNF-αにより4時間刺激した単球よ

り回収したtotal-RNAを用いたNorthern blotによる解析結果を示す｡ probeにはsIMPLE ORFおよ

びβ･actinをpcRで増幅した断片を用いた｡
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一2望

BCG・CⅥrS認識レセプター

BCG－CWSにより発現変動される遺伝子についての情報を得るため、8時間BCG＿

CWSに感作させた単球より調整したRNAを使用したDifftrentialdisplay法による解

析を行らた0感作時間は、先の報告にある、MDrlのBCG－CWSによる発現変化を継

時的に測定した結果から決定し、その報告にあるMD－1はBCG－CWS刺激後、8時間

で明確な発現抑制が確認されている（8）0この感作時間を選択した目的は、BCG＿CWS

により誘導される液性因子のオートクライン作用を妨げる事にあったが、実際、液

性因子の一つである、TNFLαの転写はBCG－CWS感作後、2時間で顕著に誘導されて

いる事が、また、TNF・αの誘導に伴ってSIMPLEの発現誘導が起こっている事が明

らかとなった（図1－7A）0この結果より、SIMPLEおよび他のBCG－CWSにより発現

誘導される事が明らかとなった遺伝子、BIGMlO3に関して、TNFα刺激による発現

誘導の有無について確認を行ったところ、両遺伝子において発現誘導が確認された

（17）（図1－7B）。以上の鹿果は、本研究により単離された遺伝子がBCG．CWSのみの

作用でなく、BCG－CWSにより誘導された液性因子による二次的な作用により発現
変動されている事を示す。

BCG－CWSおよびLPS刺激における、SIMPLE発現誘導の継時変化について解析

を行ったところ、両刺激に対してSIMPLEの発現パターンが異なる結果を得た（図

1－7A）。BCG－CWSはTLR－2および－4に（9）、LPSはTLR－4に認識される事が報告さ

れているP）。これまでに、Tuし48iLPS刺激によりNF－kBだけでなく、MAPkinase

であるERKの活性化も誘起する事が明らかとなっており、このシグナルがDCの生

存に必須である事も報告されている（18）。また、TLR－2は他のTLRと異種二量体を

形成することで、MAP貼naseを活性化することも報告されている（19）0更に興味深

いことに、SIMPu王のプロモーター領域をgenomedatabaseより推定し、その配列中

に含まれる転写因子結合配列について確認を行ったところ、p53および亜－1の結合

配列を見出す事はできたものの、NF－kBの結合配列を見出す事はできなかった（図
1－8）0これらの知見を伴わせると、BCG－CWSの認識はTLRだけでなく、他のレセ

プターを介している可能性、更に、■BCG－CWSによるTLR－2および－4からのシグナ

ルがN餌Bだけでなく、他の転写因子をMAF貼naseを介して活性化している可能性

が考えられる0最近、明らかとなった事に、BCG－CWSのDCによる貴食が糖鎖を介

して行われているという事実も、上述の仮説を支持すると考えられる（10）0本研究

により得られたBCG－CWSにより発現変動が確認された遺伝子の発現誘導機構を検

討する事で、BCG－C耶による基本免疫の活性化機構の詳細が明らかになる事を期
待する。

SIMPLEの転写因子としての可能性

TNF・αプロモーター内の既知の転写因子結合motifが存在しない64－bpからなる領
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域(-550 to -487)がTNF-αの転写誘導に関与することが報告された(16)oまた､こ

の配列を用いたafFlnityｶﾗﾑによる結合ﾀﾝﾊﾟｸの精製において､ LITAF遺伝子が

同定きれた(13).本研究では､ LITAF遺伝子がoRF内で-塩基欠損していることを

明らかとし､その遺伝子をsIMPLEと命名した｡ sIMPLEのORFにｺ-ﾄﾞされるﾀ

ﾝﾊﾟｸはRING fhger domainを有している可能性が考えられており(第2章参照)､

幾つかのRING finger domainを有するﾀﾝﾊﾟｸにおいて転写因子として機能するこ

とが報告されている(20-21).そこで､ TNF-αとsIMPLEの発現誘導に関する相関性

についてNorthem blotにより検討したところ､ SIMPLEはTFN-αq)転写後に発現誘

導されていることが明らかとなった(図1-7).また､ sIMPLEはBCG-CWSやLPS

より弱いながらもTNF-α刺激により発現誘導が確認された(図1-7B).以上の結果お

よび､ﾋﾄTNF-αの転写ﾚﾍﾞﾙでの発現誘導が主に､転写因子NF･芯Bによって制御

されているといった報告から考えると(22)､ SIMPLEがTNF-αの転写誘導因子とし

て機能している可能性は極めて低いと考えられる. -方で､ SIMPLEとTNF-αの転

写における相閑性からsIMPu三がTNF-αの転写抑制に関与している可能性が考えら

れる｡

SIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽへの閑与

TLRは細菌を認識し､排除するための免疫応答を誘起すると同時に､ｱﾎﾟﾄ-ｼ

ｽ誘導ｼｸﾞﾅﾙも誘起する(23-24)｡ -方､後者のｼｸﾞﾅﾙによる宿主細胞のｱﾎﾟﾄ

-ｼｽは､ TLRによって括性化される主な転写因子､ NF-7eBにより誘導される遺伝

子群の働きにより抑制される(25)｡この現象を利用し､細菌は感染時にNF-ⅩBの括

性化を阻害するﾀﾝﾊﾟｸを産生する事で､宿主の生体防御機構を回避する(26)o

SIMPLEがTLRｼｸﾞﾅﾙにより発現誘導されているか否か現段階で明らかではない

もの､ SIMPu三-とp53によって誘導されるｱﾎﾟﾄ-ｼｽ関連遺伝子である､ pIG7が

同-の遺伝子である事(14, 27)､また､ sIMPLEの推定ﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-領域において､

NF-.(Bの結合配列ではなく､p53およびAP-1の結合配列が確認された事から､sIMPLE

がｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導に関与している可能性は高いと考えられるo更に､ sIMPLEは

ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ刺激として知られるTNF-αによって発現誘導されるという現象も非常
に興味深い｡

結核菌の宿主細胞である､単球やDCは結核菌感染に対し生体防御の-環として

自身のｱﾎﾟﾄ-ｼｽを誘導する(28)｡ -方､結核菌は単球やDCのｱﾎﾟﾄ-ｼｽを

ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導遺伝子の発現を抑制することｾ､感染を成立させる(29)｡更に､

別の報告では､結核菌はｱﾎﾟﾄ-ｼｽ抑制遺伝子である､ Alを発現誘導させること

で単球の生存率を高めている(30).これらの知見の､ -方は先の可能性を支持する

が､他方はsIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽ抑制への閑与を示唆するo SIMPLEが如何なる

機構によってｱﾎﾟﾄ-ｼｽに関与するか､またそれは正負どちらに機能しているか

不明であるが､以上の知見より､ sIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽへの関与を検討する価値
は十分にあると考えられる｡
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540 tcggaagctccctgtccaaatggcgtttgtttgtggatggccacatcatggttctgcccatctcctgact
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O gcggcacggaccaccctgggggcacaaagcggacaggcagctgataagccttacctaatacctatcctg,t

O gctaaaaactttaccatcttcccagttcactcccagtcggtcttaggagacagg?ccgctattgtgccca

O ttttgcagacaggaagccgagctcagagaggatgggtaacatgcccgaaggcacagagagtgtcttggtc
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tgggaagctctggggtggcgagcgagccgggtgtgggatggagcctgggggcgatcagagtgaggcgggg

aaccggcggtggtctcgcctggggcccaggtgcgggccgcgggggcgggagaagccggaagcccaagccg

gCCgCgCtCCgCCCC

cgagaggccagctcagacctcccggctcgacaggcggcgcgggcggcggtgag･tgcggcgcggggacgcc

ggggcgcggggaccagcgggagacagcggggggccggtggcgccagcacctgctgggggccccgggcact

gagcccttggctggggcctcctgggatgccagggggcgcgggtcgggtcgcgggcatcgaggcgcggcgg

agggcgtgggggcccggccggggcggggtccggcctcccagcgctggtcccggccgcgtctccggttggg

ttcagctcctgcgtcccagagtggcccgatcgcgcgtggcggggtcgtccggcccccacccgaacgagcg

cccttcgcggcccgccgcgtccccctccccggagaggacggcccctgggctttttagaaaaaggcgcgat

L. -.1

AP･1

70 caaaaaaaccccaacgaattcccaaatgctatttgccaaacatttgacttctaggggcgcgggtacccgc

- 1 GTTTCTCTCCCTGCCCCCGCGACTTCGCGCAAGATCCGGGAAGGACACCCGAGGCCCCTGGGAGACCCTG

図1･8･ genomeより推定したSIMPLE promo血配列

SIMMPu王の配列を有するgenome領域よりsIMPLEのpromoter領域を推定した｡本研究に
おいて同定したcDNAの5宋端を-1としたo転写開始点の推定はNeural Netw.rk Pr.m.ler

Prediction (http‥伽w･fruitny･org/seqJools/promoter･htmi)により行い縦線で示した(score :
0･97)o転写因子の結合配列はMOTIF(http://motif･genome･ad･jpr)およびTNSEARCH
(http://ww･cbrc･jp/research/dbFrFSEARCHJ･html)により推定した.また､ promoterの推定

についてもwwW Promoter Scan(http:m,imas･dcrt･mih･gov/molbio/proscannにより行いboxで
囲った(score : 79.33).
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第2章SIMPLEの生化学的解析および転写因子としての機能検討

sIMPLEはLIWPIG7で報告されているORF内で-塩基欠損した配列を有するo

これまでに､ LITAFは単球をLPS刺激した際に誘導されるTNF-αの転写因子として

報告されており､ pIG7はp53によって発現誘導されることが明らかとなっている｡

また､ pIG7についてはｱﾎﾟﾄ-ｼｽﾍの閑与が推測されている. -方､ LITAFPIG7

がarti丘cialな遺伝子であることを1章で明らかにした｡ LITmおよびPIG7が実存し

ないﾀﾝﾊﾟｸであることから､両ﾀﾝﾊﾟｸで報告されている機能がsIMP'LEによっ

て行われている可能性は高い.また､ SIMPLEがTNF-αの転写因子として機能して

いるのであれば､免疫系にこ削ﾅるSIMPLEの重要性は高く､更に､結核菌感染によ

り単球のｱﾎﾟﾄ-ｼｽが抑制されることから､ sIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽ関与の可能

性も高いと考えられる｡以上のことから､ sIMPLEの転写因子およびｱﾎﾟﾄ-ｼｽ

閑与の可能性について検討することにした｡本章では､ sIMPLEの基本性質を明ら

かにすぺく生化学的解析および､転写因子としての機能に焦点を当て解析を行った

ので､以下に得られた知見について報告する｡
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之=L__真監蜘誌藍

左LL｣払

抗ﾋﾄsIMPLE抗体(rabbit pAb)臥筆者が免疫精製したものを用いた.抗

penta-His抗体(mouse lgGl mAb)はQIAGEN社より､抗GFP抗体(rabbit pAb)は

Clontechより､抗Flag抗体(M2, mouse lgG mAb)はsIGMA社より､抗ubiquitin抗

体(p4Dl, rabbit pAb)はsanta cruz社(Temecula, CA)より､抗Nedd4抗体(rabbit pAb)､

抗ﾋﾄLAMP11抗体(H4A3, mouse lgGl r;Ab)､抗ﾋﾄLITAF抗体(mouse lgGl mAb)

はpharMingen社(san Diego､払)より､ =RP-conjugated goatanti-mouse lgG抗体､

HRPICOnjugated goat anti-rabbit lgG抗体､ rhodamine B-conjugated goatanti-mouse lgG抗

体はBioSOURCE社(camari1lo､ CA)より､ FITC-conjugated goat anti-mouse lgG抗体､

FITC-conjugated goatanti-rabbit lgG抗体はAmerican Qualex Manufactures社(san
Clemente､ CA)よりそれぞれ購入した.

左上乙_j臥胞

ｳｻｷﾞ腎由来繊碓芽細胞株RK13､ｻﾙ腎由来繊維芽細胞殊cos-7､ﾋﾄ子宮頚ｶﾞ

ﾝ由来上皮細胞珠HeLa､ﾏｳｽ単球細胞株RAW264･1およびﾋﾄ繊碓芽細胞株

NIH3T3はJapanese Cancer Research Resources Bankより購入したoそれぞれの細胞は

10% FCS､ 100 U/ml pemicillin G､ 100 mg/ml streptomycinを含むDMEM (GIBCO)を用

いて､ 37oCの5% CO2 incubatorで培養したo細胞の継代は､ 1-1-1に記載した方法に
より行った｡

ｰ-E3 -.郡･詔gJ

motif､糖鎖付加等の推定は分子生物学研究用ﾂｰﾙ集(http://www･yk･rim･or･jp/

-aisoai/molbioj･html)およびExpasy Proteomics tools (http://us･expasy･org/toolsDに収め

られているｻｲﾄにより行った｡特に､本研究において用いたｻｲﾄを以下に記す｡

Motif Scan

S canProsite

PRO S ITEScan

PSORT

SOSUI

SMART

NetOGlyc

http :/mits ･isb -sib. ch/cgi-binPFS CAN?

http ://us ･ exp asy･ org/tools/scanprosite/

http ://nps a-pbil ･ ibcp･fr/cgi-bin/nps aautom at ･ pl? page-nps a_

pro sit e. btml

http ://psort･ims ･ u-tokyo. ac.j p/

http : //s osul ･ PrOt eOme ･bi o ･ tuat. ac.j p/sosuifram eO. htmi
●

http ://sm art･ embl -hei delb erg. de/

http ://w-･ cbs ･ dtu･ dk/service sm etO Glyc/

- -郡価.y+ j&/描Jﾎﾟt h喜+.7.

本章で使用した主な緩衝液等の戯成を項目ごとにまとめて示した｡また､その他の
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溶液に関しては第1章に記述したものと同様のものを用いた｡

GSTj7う脚ﾀﾝﾊﾟｸ管培勢
STE buffer

Elution buffer

SI)S.PAGE

Lysis buffer

Runnlng buffer

Sample bufEer (4X)

Western hlot

Anode l buffer

Anode 2 buffer

Cathode buffer

Washing buffer

Blod血g b曲r

劫胞丑画

Hypotonic buffer

THtonX･1114

X-114hypotonicbuffer

X-114 separation buffer

謹襲! ･壬f

O-1ysis buffer

N-1ysis buffer

1 mM EDTA･ 10 mMTris, 0･15 M NaCl, pH 8･0

75 mM Hepes (pH 7･4), 0.15 M NaCl, 5 mM DTT

IO mM reduced glutatione, 0･1% (v/v) Triton X-100

1% (v/v) NP-40, 0･15 M NaCl, 10 mM EDTA, 1 mg/ml IAA

l mM PMSF, 20 mM Tris-HCl (pH 7.4)

25 mM廿is, 0.19 Mglycine, 0.1% SDS

O･2 M Tris-HCl (pH 6･8), 40% (v/v)glycero1

8% (w/v) SDS, BPB

0･3 M Tds-HCl, 20% methano1, pH IO･4

25 mM TrisIHCl, 20% methano1, pH IO･4

25 mM Tris-HCl, 40 mMglycine, 20% methano1, pH 9.4

0･1% (v/v) Tween20, 0･5 M NaCl, 20 mM廿is HCl仲H 7.4)

10% skimmedmi1k (SEP%#) solved by washing buffer

10 mM KCl, 20 mM Hepes (pH 7･4), 5 mM MgC12

0.1 mM EDTA

10 mM Tris-HCl (pH 7･4), 0･15 M NaCI

O･5% (v/v) Triton X1114

10 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.15 M NaCI

O･06% (v/v) Triton X-114, 6% (w/v) sucrose

1% (v/v) NP-40, 10 mM EDTA, 1 mg/ml IAA

l mM PMSF, 20 mM Tris-maleate (pH 6.0)

1% (v/v) NP-40, 10 mM ED恥1 mg/ml IAA

l mM PMSF, 50 mM Tris-maleate (pH 8.6)
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Proteinase rotection assa

Reaction bu飴r

Stop bufEer

鎚墨

FACS buffer

負塵染色

細胞固定液

Blocking buffer

Blocking bufEer 2

封入液

垂垂塵墜

Lysis buffer

Wash buffer

耳h4SA

EMSA Hypotomic buffer

EMSA Extraction buffer

10 mM CaC12, 10 mM Tris-HCl (pH 8.0)

4 pl O･2 M PMSF, 10 pI Sample buffer(×4), 26 pI D-PBS

0･1% BSA, 0･1% NaN3 SOIved by D-PBS

3% (v/v) Formaldehyde Solution in D-PBS

l% BSA solved by D-PBS

IO% BlockAce solved by D-PBS

2･3% 1 ･4-diazabiceyclo-2-octame (DABCO)

50% (v/v)glycerol in D-PBS

1% (v/v) NP40, 10 mM EDTA (押7･4), 20`m叩IAA
l mM PMSF

O･2% (v/v) NP40, 20 mM IAA, 1 mM PMSF solved by D-PBS

10 mM Hepes-KOH (pH 7･8), 0･1 mM EDTA(pH 8･0)

10 mM KCl, 1mM DTT, 0･5 mM PMSF, 2 pg/ml Aprotinin

2 pg/ml Leupeptin, 1mM Sodium orthovanadate

50 mM Hepes-KOH (pH 7･8), 0･1 mM EDTA抄H8.0)

420 mM KCl, 5 mM MgC12, 20% (v/v) glycerol, 1mM DTT

O･5 mM PMSF, 2 tAg/ml Aprotinin, 2 l↓g/mlLeupeptin

lmM SQdium orthovanadate

31



2_2婁験方法

2

SIMPLE cDNAのORFを､以下に配列を記したﾌﾟﾗｲﾏ-により1-1-14で得た断

片を鋳型としてpfupolymeraseを用いて増幅し､ Blunt-end vector (Invitrogen)にｻﾌﾞ

ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞしたo日的断片をBamHIとmndIII消化により切り出し､精製後､ｲ

ﾝﾌﾚ-ﾑになるようにpQE-30ﾍﾞｸﾀ- (Q払GEN)に挿入し､大腸菌株M15

【pREP4] (QIAGEN)にtransformしたo 6 ×His-SIMPIBの精製にはNi-NTA agaroseｶ

ﾗﾑ■(QIAGEN)を用い､方法は付属のﾏﾆﾕｱﾙに準拠した｡精製は変性条件下で

行ったoまた精製後､変性剤である尿素､還元剤である2-Mercaptoethanol (2-ME)を

透癖により除き､再生操作を行った｡免疫には100帽の6×His-SIMPLEを含む溶液､

400 plに600 plのFreund's complete adjuvant (DIFCO)を加えたものを用い､ 1週間ご

とに計4回､ｳｻｷﾞの両足のﾘﾝﾊﾟ節付近に皮内投与した｡ 4回目の免疫後､ﾌﾞ-ｽ

ﾄを行い､採血を行った｡血清中のIgGは､終濃度33%の硫化ｱﾝﾓﾆｳﾑを用い

て沈殿させ､血清量の1/10量のD-PBSに懸濁後､ D-PBSに対して透析した｡また､

IgGのﾀﾝﾊﾟｸ質濃度は､その溶液の280 nmの吸光度を測定し､ IgGの比吸光係数

申1%)を13.6として求めた.

Bam琵I-SI比PLE

HindlrI-SIMPLE

: 5 '-ggATCCATgTCggTTCCAggACCTTA-3 '

: 5 '-AAgCTTCTACAAACgCTTgTAggTgC-3 '

2,2･2Ⅷ GST･SIMPLEATMの襲型

SIMPLE cDNAの膿貫通領域までの配列を､以下に配列を記したﾌﾟﾗｲﾏ-により

1-1-14で得た断片を鋳型としてpfupolymeraseを用いて増幅し､ Blunt-end vectorに

ｻﾌﾞｸﾛ-ﾆﾝｸﾞしたo目的断片をBamHIとEcoRI消化により切り出し､精製後､

ｲﾝﾌﾚｰﾑになるようにpGEX-2Tﾍﾞｸﾀ- (AmershamPharmacia)に挿入し､大

腸菌株DH5aにtransformした占GST-SIMPLEATMの精製はSalkosyl P-Lauroylsarcosine)

を用いる可溶化条件により行った(31)o200miの菌ぺﾚﾂﾄを100mg血1のLysozyme

を含むsTEbufEer, 12miで懸濁し､氷上で15分incubateしたo o.5 M DTTを終濃度

5 mM､ STE buf6erで10%8こ調整したsa放osylを終濃度1.5%8こなるように加えvortex

した後､ somicationを行った. sTE bufEerで10%に調整したTHton X-100を終濃度2%

になるように加え､ sTE bufferで平衡化しておいた4 mlの50% Slurry Glutathione

Sepharose 4B (AmershamPharmacia)を含むｶﾗﾑにapplyした. 30miのSTE buffer

でwashした後､ 10 mlのEl山ion b曲rを用いて溶出を行った｡得られたｻﾝﾌﾟﾙを

D･PBSで透析後､吸光度よりﾀﾝﾊﾟｸ濃度を測定し､glycerolを終浪度10%になるよ

うに加え-20oCで保存した｡

BamHI-SIMPLE ; 5 '-ggATCCATgTCggTTCCAggACCTTA-3 '

32



∴∴嘉量払

方CORエーS工MP工逓
：5′－9A且門CC℡ÅC凰凰ACgC門叩呵叩9C－3′

・・　弼搾　［　　　得。「　　‾、ハ　エ　～　、

SIMPLEの局在解析にはCLONTECH社のGFP融合ベクターであるpEGFP－Cl、

PEGFP－NlそれぞれにSIMPLEを組み込んだconstruCtを、その他の解析にはInvitrogen

社のpeDNA3J＜クタ一にSIMPLEを組み込んだconstructを用いた。それぞれのベク

ターの構築臥以下に記した制限酵素サイトを含むプライマーにより1－1－14で得た

断片を鋳型としたPCRで得られた増幅断片を用い行った。細胞への導入臥00鮎tm。t

をEndoFfeePiasmidMaxiKit（QIAGEN）により調整を行った後、Lipoftcdon法あ

るいはリン酸カルシウム法により行った0LipoftctionにはLipofbctAMINEPLUS

Reagent、Lipoftctamine2000（GIBCO）、FhGENE6T－ansfbctionReagent（Roche）を用い、

リン酸カルシウム法にはMammaliannanSfbctionkit（Stratagen）を使用した。また、

方法はそれぞれの試薬に付属のマニュアルに準拠した。

●pEG押一皿

g烏○工　kozak S工朗p工芸－5′

飢hd工ⅠエーSエ山戸エE

・pEG刑トm

g鳥○工　kozak S工出p乙E＿5′

gムdI ga¢工エ　S工且PエE＿3′

●椚ag・Sm4PIEpd）凡久3

β丘皿Hエーkozak Fla9　SI朗P乙E－5′

βcoRエーS工Mアユ眉

●S抑Ⅰ慮pd）悩

乱紺澗工　kozak．SI比？乙五－5′

万eoRエーSエ比P乙E

；5′－C℡C9叫CCACCA℡！げCg9門CCA閃且CC門A－3′

；5’一AA9C門C℡ACAAAC9C門叩A冒！げ9C－3′

；5′－C℡C9A9CCACCA℡叩C99門CCA99ACC門A－3′

；5′－℡C℡叫ACCgC9冒CAAAC9C門9℡A9！げ9CCCA－3′

王5′－9殖℡CCCCACCA℡門AC℡ACA叫9AC9AC9A℡9ACAA9℡C冒9！

℡CCA99ACC門ACCA－3′

；5′－gAA門CC℡ACAAACすC門！持A9！げ冒C－3′

：5′一閃A℡CCCCACCA℡g℡C関門CCA門ACC℡℡A－3・

；5′一冒AA門CC？ACAAAC冒C門叩Ag押9C－3′

2・2－4‥∵可蓼化軸
取ypsin液を用い細胞を回収した後、1×107cells血1になるよう1ysisbu姦rを加え室

温で20分処理し細胞の可溶化を行った0可溶化後、4。C、12，000叩m、20分間遠心

を行い、得られた上清を可溶化試料とした。可溶化試料のタンパク質量はPIERCE

社製匹OCkfbrd，nhois）のMicroBCA液を用い、BSA当量でキット付属のマニュア

ルに準拠し定量した。可溶化試料に、4×samplebu鮎rおよび、還元する場合は2＿ME

を稔サンプルの7％になるように加え、5分間煮沸した後、12．5％のSDS一弘GEで分
離を行った。

ををぎ∵W毎唾印blot笹薮＿
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SDS-PAGE後､ｹﾞﾙからpvDF膜(MILLIPORE, Bedford, MA)への蛋白質の転写

は以下の方法で行ったoまず始めに､ｹﾞﾙ(6.5×5cm)をcathode buffer中で10分間

振とうした.また同時にpvDF膜をﾒﾀﾉ-ﾙによる励起後､ anode buffer 2中で5

分間振とうした｡振とう終了後､転写装置の陽極側から順に､ anode bufEer lを浸し

た3M-M紙2枚､anode buffer 2を浸した3MM紙1枚､同bufEerで平衡化したpvDF

膜1枚､ cathodebufferに浸したｹﾞﾙ､最後に同bufferを浸した3MM紙4枚を重ね､

80 mAで80分間通電した.転写後､膜をblockingbufEerで1時間反応させた. washing

bufferでwashした後､任意の-次抗体およびHRP標識された二次抗体により反応を

行い､ ECL試薬(Amersham Pharmacia)により検出を行った.

2.2_広耕胞金面

THP-1細胞1.5×108cellsを4oC､ 1,000×gで遠心し､回収後D-PBSで3回washし

た.細胞ぺﾚﾂﾞﾄを2mihypotomic bufferで1回washし､ 4oC､ 1,000×gで5分遠心

したo細胞ぺﾚﾂﾄを200 plのhypotomic bufferで懸濁し､ 20分氷上でincubateした

後､ Douncehomogemizer (ⅧJON, MILI;u, NJ)を用いt50ｽﾄﾛ-ｸすること

で破砕を行った.核画分を1,000 × g､mitochondria､1ysosome画分を8,000 × g､microsome

画分を100,000×gで遠心することで回収し､ 100,000×gの遠心後の上清を細胞質画

分とした.それぞれの画分を適当量のSamplebufferで懸濁後､ sDS-PAGEで分離し､

SIMPLE抗体およぴLAMP-1抗体を用い､ Westemblotにより解析した｡

414を用いた腰ﾀﾝﾊﾞｸの旋認

膜ﾀﾝﾊﾟｸの分離はBordierの方法に従った(32). THP-1細胞､約5×106 cellsに

対して0.5miのX-114 hypotomicbufferを加え懸濁し､氷上で60分incubateした｡ 4oC､

1,800×gで10分間遠心した後､上清を上清の1.5倍量の冷却しておいたⅩ-114

separation bufferに重層した｡ 30oCで3分incubateし､室温､ 300×gで3分間遠心し

た｡再度､上清を回収しTriton X-114を終濃度o.5%8こなるように加え撹拝したoま

た､下層の溶液は水溶性画分として保存した｡ 0.5%のTirton X-114を含む上清に対

して､ 1.5倍量のX-114 separation bufferに､その上清を加え､ 30oCで3分incubateし

た｡室温､ 300×gで`3分間遠心した後､下層の溶液は水溶性画分として先程の同画

分に回収し､上清はTritonX-114を終濃度2%8こなるように加え撹拝したo2%のTdton

X-114を含む上清を､ 30oCで3分incubateし､室温､ 300×gで3分間遠心し､得ら

れた上清をdetergent画分としたo水溶性画分およびdetergent画分にX-114 hypotonic

bufEerを加え同量になるよう調整し､ SIMPLB抗体およびBIGM-103抗体を用い､

Westernblotにより解析した.

SIMPLEの糖鎖修飾の可能性を調ぺるために､ N-glycosidaseおよび0-glycosidase

(Genzyme, Cambridge, MA)を用いて糖鎖消化処理を行った. THP-1細胞あるいは
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SIMPLEのﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄ体を一過的に発現させたRK13細胞(RK13-SIMPLE細胞)

をN-1ysis bufEerもしくはo-1ysis bufEerで2 mg/mlになるように可溶化し､ 4oCで45

分転倒混和したo 4oC､ 15,000rpmで30分遠心を行い､得られた上清100 plに100 pU

のneuramimidase (SIGMA)を加え､ 37oC､ 1時間反応させた.次いで250 mUのN_

glycosidaseもしくは1 mUの0-glycosidaseと37oC､ 16時間反応させた.反応させた

ｻﾝﾌﾟﾙをSDS-FAGEで分離し､ SIMPLE抗体およびCD46抗体を用い､ Westem bl.I

により解析した｡

2･2･9 Pr teinase mtection assav

遠心による細胞内小器宮の分画により得た1ysosome画分をreacti.n bufferでwash

し､4oC､ 10,000 rpmで10分遠心した.ぺﾚﾂﾄを0.2汁g/plのProteinase Kを含むreacti.n

bufferで懸濁後､ 4oCで1時間incubateした｡ 4oC､ 10,000 rpmで10分遠心し､得ら

れたぺﾚﾂﾄをstop bufferで懸濁しｻﾝﾌﾟﾙとしたoｻﾝﾌﾟﾙをsDS一払GEで分離

し､ SIMPLE_およびLAW-1抗体を用い､ Westernblotにより解析した.

2･2･10 _owc lometr a al s●

培養液を15mlのﾁｭ-ﾌﾞに回収し､培養皿に付着している細胞を剥がすため､5ml

の10 mM EDTA一溶液を加え､ 4oCで20分間静置したo細胞を同溶液で懸濁後､先程

のﾁｭ-ﾌﾞに回収し､ 4oC､ 1,500 rpmで5分間遠心した.上清を捨て､ D-PBSで洗

浄後､適当量のEACSbufferに懸濁し､ -検体当り500plになるように分注した.細

胞内ﾀﾝﾊﾟｸを検出する場合には､再度4oC､ 1,500rpmで5分間の遠心をした後､ 500

plの1 × FACS Permeabi地ng Solution @ECTON DICEJNSON, SanJose, CA)で処理を

施した｡ 4oC､ 1,500 rpmで5分問の遠心後､ 20山の5 pg/hlのLrTAF抗体もしくは

LAMP-1抗体壷加え30分､氷上で反応させた｡二度､ FACS bufferで洗浄を行い､ -

次抗体のそれぞれのisotypeに合うFTTC標識された二次抗臥25 pg/hlを20 plｶﾛえ

氷上で30分反応させた.二度､ EACS bufferで洗浄を行い､ 0.5%ﾊﾟﾗﾎﾙﾑｱﾙﾃﾞ

ﾋﾄﾞを含むD-PBS溶液を500 plｶﾛえたo蛍光強度の測定には弘CSCalibur岬ECmN

DICKINSON)を用い､ﾃﾞ-ﾀ解析には付属のｿﾌﾄであるCell Questを用いた｡

2_2.H免痔染角.

4 well chamber. slide Palge Nunc lnternational, Napervi11e, IL)に細胞を約3 × 104

cells/wellになるように捲き終夜培養した｡培養後､ wellをD-PBSで洗浄し､細胞固

定液を加え室温で30分静置し､細胞を固定したo固定した細胞の膜を透過させる場

合は1miのD･PBSで0･2%8こ希釈したTritonX1100溶液または1% BSAを含むD_PBS

で0･5刻こ希釈したsapomin溶液を加え､ Tritonに関しては室温で15分､ saponinに閑

しては室温で30分問静置したo固定､透過処理済みの細胞をD-PBSで洗浄した後､

blocking bufEer lで室温､ 10分間振とうしﾌﾞﾛﾂｷﾝｸﾞを行った｡次いで､一次抗体

としてblocking buffer lで500倍希釈したSIMPLE抗体またはblocking buffer lで5
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LAg/mlに調整したLITAF抗体を用いて37oCで1時間反応した.細胞を1% BSAを含

むD-PBS溶液洗浄し､ 1% BSAを含むD-PBS溶液で100倍希釈した-次抗体のisotype

に合ったFITCで標識されている二次抗体により37oCで30分反応した.二重染色を

行う場合は､更に1% BSAを含むD-PBS溶液で細胞を洗浄した後､ 1% BSAを含む

D-PBS溶液で5 pg/mlに詞整したLAMP-1抗体で1時間､ 1% BSAを含むD-PBS溶

液で100倍希釈したrhodamine B-conjugated goat anti-mouse lgG抗体で30分反応したo

酸性器官の染色は細胞培養液にLysotracker Red DND-99 (Molecular Probes､Leiden､ The

Netherlands)を最終濃度が75 nMになるように加え､ 37oCで1時聞反応きせること

で行った.検鏡にはOI:YMPUS社製の共焦点ﾚｰｻﾞ-顕微鏡を用い､画像の解析に

は同顕微鏡付属のｿﾌﾄFLUOVIEWにより行った｡

2.2.12 ･免痔汝隆法

Trypsin液により回収した細胞､ 1×107 cellsを200 plの1ysisbufferで懸濁し､室温

で3 0分間incubateした. 4oC､ 10,000 rpm､ 30秒の遠心で得られた上清に､ D-PBS

で洗浄後､ o･2%のNP40を含むD-PBSで50% slurryに調整しておいたprotein G

Sepharose (AnershamPharmacia)を50 pl加えた.4oC､ 1時問の転倒混和後､ 4oC､ 10,000

叩mで30砂遠心し､得られた上清に10帽のFlag抗体を加え､氷上で1時間反応し

たo O･2% NP40を含むD-PBSで50% slurryに調整たprotein G Sepharose､ 25 plを加

え4oCで-晩転倒混和した｡反応後､ 4oC､ 10,000 rpm､ 30砂の遠心を行い､ぺﾚﾂ

ﾄを回収したoぺﾚﾂﾄを適当量のwash bfferで3回､洗浄を行い､ 100叫の1%の

SDSを含むwash bufEerで懸濁後､ 5分間煮沸し免疫吸着物を溶出した.4oC､-10,000 rpm､

30秒の遠心後､得られたｻﾝﾌﾟﾙをSDS-FAGEで分離し､ SIMPLE抗体､ Nedd4抗

体およびubiquitin抗体を用い､ Western blotにより解析したo

21,13ｹﾞﾙｼﾌﾄｱﾂﾞｾ･(

_

1)穆抽糾韓の覇整

単球細胞1×108 cellsをD-PBSで洗浄後､室温､ 1,500 rpmで5分間遠心し回収し

たo得られた細胞を1miのhypotonic bufferで懸濁し､ 10分氷上でincubateした後､

Dounce homogemizerを用いて破砕した. 4oC､ 2,000 rpmで10分遠心し､細胞を回収

後､蝕racdonbuffer､ 500 plで懸濁し､ 4oCで30分間転倒混和した. 4｡C､ 15,000rpm
で30分遠心し､上清を回収し核抽出物とした｡

2) _Drnheの作勢

LrrAFが結合すると報告されている64-bpからなるnucleotide断片を合成依頼したo

senseとanti-senseのnucleotide断片をTE bufferで20 pMに調整し､ 5 plずつを混ぜ

合わせ､ 95℃で2分間incubateした.室温になるまで放置した後､同反応液5 plに5 pl

の10×kinase buffer､ 15 plの【y-32p】AⅣ､ T4 Polynucleotide kinase lO Uを加え､滅菌
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超純水により50plに調整し37。Cで15分間incubateしたo反応後、2plの0．5MEDTA

（pH8・0）、50plのTEbufEtrを加え、MicroSpinG－25columns（AmershamPharma申）を
用いて精製を行った。

64　bp Forward

64　bp ReveヱさQ

NF－k丑　Forward

NF－kB RQV金工さ台

3　bindin reaction

5’一句A99CC℡CAA9C呵CCACCAA9CCCCCA9CでCC門C℡CCCC咋的A

CCCAAACACA門CC℡CA－3′

5′－℡9Ag冒CC℡叩9門℡閃9ワC℡9C9冒門的AA99的C里柑耶柑C門官印

∈帽CA9C門9A99CC℡CA－3′

5′－A9門gA99g9AC門？CCCA99C－3′

1）で調整した核抽出物およぴ、GelShiftAssaySystems（Promeg4）に添付のHeLa

核抽出液を用いて、2）で作製したprobeに結合するタンパク質の検出を行った。3阜

で調整した核抽出物を用いる場合、0・D値より2mgを、Hela核抽出液は1plを各反

応系に使用した。Pmb山まシンチレーションカウンターにより測定を行い、5，000cpm

を各反応系に用いた。Cbmpetitorを使用する場合はprobeの約100倍量を反応系に加

えた02匹1の5×bindingbufEtr、核抽出物、COmpetitor、滅菌超純水を加え9plとし、

室温で10分間incdbateしたoprobeを加え、さらに20分間incubateした後、3匹1を

準備しておいた摘拡叫弧idegdに叩如し、0・5×TBE、350Vで20分泳動した。

泳動後、ゲルを3MM紙に転写し、geldryerを用いて乾燥した。乾燥したゲルを

HyperfilmTMMP笹mershamPharmacia）を用いて露光した。

37



2.3宴静鮮畢

2.3_1 SIMPLEのmotif解析

sIMPLEの機能を推定すぺく､ SIMPLEの有するmotifについてdata baseにより検

索を行った. MotifScanおよびScanPrositeによる検索の結果､ sIMPIRはN未端側､

4-73 aaの領域でProline残基を多く有する事が､また､ scanprositeによる検索の結果､

C未端側､ 119･151 aaの領域でCystein残基を多く有する事が示された.通常､ﾀﾝ

ﾊﾟｸ質中に含まれるProline残基の割合は4.92%であり､ Cystein残基の割合は1.69%

である｡ -方､ sIMPLEは全ｱﾐﾉ酸残基､ 161残基中､ proline残基を24残基有し､

割合にすると14.9%と通常の3倍のProline残基を､ Cystein残基について娃11残基､

割合にすると6.8%と通常の4倍のCyst血残基を有する｡更に､領域を絞って､そ

れぞれのｱﾐﾉ疲残基の割合を見ると4-73 aaの領域に創ﾅるPr.1ine残基の割合は

25%を越え､ 119-152 aaの領域におけるCystein残基の割合は23%を越えていること

が分かる｡

･多数のProline-rich配列を有するﾀﾝﾊﾟｸにおいて､ Glutamine残基が多く含まれる

ことが知られている(33).一方､ sIMPLEはGlutamine残基ではなく､ se血e残基や

Tbreonhe残基､ Tyrosine残基をproline-rich配列中に含む.これまでにproline-rich配

列の多種多様な機能について論じられてきたが(33-34)､それら報告にある配列の中

で､ Nedd4等のﾀﾝﾊﾟｸが有するdomainであるWW do血ainとの相互作用が報告さ

れているpYmotif伊PXY : Ⅹis anyamino acid)をsIMPLE配列中に確認することがで

きた(34136) (図1-4)o Nedd4はubiquitin ligase (臼)として機能することが報告され

ており､幾つかの膜ﾀﾝﾊﾟｸはNedd4を介して1ysosomeへと翰送されている(36)o

このことから､ sIMPLEはNedd4と相互作用することで細胞内局在を規定されて可

能性が考えられる｡

Cysteh-richな領域に閑してはscanprositeによる検索結果より､ C3HC4 typezinc

RING finger様の構造を形成する可能性が示された(37-38)｡この可能性の是非にっ

いて､ zinc血ger構造を有するﾀﾝﾊﾟｸと､ sIMP旭のCystein-richな領域間におい

て整列比較を行ったところ､ SIMPLEのCyst占in-richな配列はFm domainやLM

domainではなく､ RING finger domainのconsensusに最も類似していることが明らか

となった(37-39) (図2-1)o RING finger domainのlooplはcyst血､ 3残基とHistidine,

1残基により構成される｡ -方で､ SIMPLEのlooplは全てのCystein残基により構

成されるo 'これまでに､ loopを構成するｱﾐﾉ酸残基の違いからRINGH2型とRING

variant型のそれぞれのmotifが存在することが報告されており(38)､ SIMPLEも同様

にRINGvariant型の構造を取るものと考えられた｡ SIMPu王は既知の核移行ｼｸﾞﾅﾙ

(nuclear localization signal: NLS)を配列中に持たないにも関わらず､ psoRTによる局

在予測では核に存在する可能性が52%であることが示されたo幾つかのRING finger

domainを有するﾀﾝﾊﾟｸにおいて核酸へのRING finger domainを介した結合が報告

されていることから(20-21)､先程の局在予測と伴わせて､ SIMPLEがLrI:mで報告
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されている様に､転写因子として機能している可能性が考えられた｡

-方で､ SIMPLEのhydropathy proBleによるｼｸﾞﾅﾙ配列の有無について検索した

結果で臥sIMPLEのRING血ger domainを形成すると考えられる領域内で膜貫通領

域を形成している可能性が考えられた(図2-4A)oこの可能性について膜貫通領域を

推定するｻｲﾄ､psoRTおよびSOSUIによる検索を行ったところ､同様にRINGfinger

domainを形成する領域内で膿貫通領域を有する可能性が示された(図1-4)○更に､

興味深いことに､ 1ysosome局在ｼｸﾞﾅﾙ(1ysosome targeting signal : LTS)として知ら

れるdi-1eucine motifおよびtyrosine based motif (YXX◎ :軍represent any amino acid and

◎ is a b山ky bydrop血obic amino acid)がsIMPLEの予測膜貫通領域よりもC未端側の

配列内に確認することができた(40-43) (図1-4).以上の検索結果より､ sIMPLEが

RING finger domain･を有し､転写因子として機能する可能性と､膜ﾀﾝﾊﾟｸとして

1ysosomeに局在する可能性が考えられたので､次にsIMPu三の局在について検討す
ることにした｡

町騎内局布の換型
SIMPLEのN未端あるいはc未端にGFPが融合したﾀﾝﾊﾟｸが発現するﾍﾞｸﾀ-

を構築し､ COS-7､ HeLa､ NIH3T3細胞に-過的に発現させ､それぞれの細胞内局在

について検討を行った｡ｺﾝﾄﾛ-ﾙにはinsertを含まないpEGFP-Nlﾍﾞｸﾀ-を用

いたoぺｸﾀ-導入､ 24時間後に検鏡を行ったところ､ｺﾝﾄﾛ-ﾙでは細胞全体

で蛍光を発しているのに対し､ SIMPLEのC未端にGFPを融合したc.nslrucl

(SIMPLE-GFP)では核に凝縮して蛍光が確認された.また､ N未端にGFPを融合し

たconstruct (GFP-SIMPLE)で臥golzi､ 1ysosome等の細胞内小器宮が存在するperi-

nuclear領域で強い蛍光が確認された(図2-2A).それぞれの蛍光が異なった細胞内局

在を示したことから､次に､ GFP抗体およびSIMPLE抗体を用いたweslembl｡1によ

り､発現しているﾀﾝﾊﾟｸの正常性について確認を行った｡その結果､ GFP-SIMPLE

のみがGFPの融合ﾀﾝﾊﾟｸとして正常な発現をしていることが明らかとなった(dぬ

now ･shown)｡以上の結果および､ SIMPLEがLTSを有する可能性がmotif検索の結果

より考えられたことから､ sIMPLEのより詳細な細胞内局在について､特にsIMPL苧
のen血genousな局在について検証することにした｡

SIMPLE抗体を用いた､細胞分画および免疫染色によりsIMPLE細胞内局在につ

いての検討を試みた｡単球細胞を常時調整することが困難であること､および､

SIMPLEがﾋﾄ組織において遍在して発現していたことから､株化された細胞にお

けるSIMPLEの発現についてWestern blotにより確認し､発現細胞を実験材料として

用いることにしたoまた､ THP-1細胞およびDLD-1細胞に関して臥LrTAFPIG7で

報告されているﾀﾝﾊﾟｸの存在確認も兼ねた.ｺﾝﾄﾛ-ﾙに臥sIMPLEのﾘｺ

ﾝﾋﾟﾅﾝﾄ体を-過的に発現させた､ｳｻｷﾞ腎由来繊碓芽細胞､ RK13細胞(RK13-
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SIMPLE細胞)の可溶化試料を用いた.単球､ HeLa細胞､ THP-1細胞､ DLD-1細胞､

RK13細胞およびRK13-SIMPLE細胞を用い､検討を行ったところ､ RK13細胞を除

く全ての細胞において24 kDaのｼﾝｸﾞﾙﾊﾞﾝﾄﾞを確認した(図2-2B). LITAFの推定

分子量は24kDaであり､今回､実験で確認したﾊﾞﾝﾄﾞと同ｻｲｽﾞである. -方､

RK13/SIMPLEで確認したﾊﾞﾝﾄﾞも同ｻｲｽﾞであったことから､ 24 kDaで確認したﾊﾞ

ﾝﾄﾞは全てSIMPLE由来のﾊﾞﾝﾄﾞであると考えられた｡

細胞株での発現が確認されたので､次に､免疫染色による局在検討を行った｡実

験には局在解析に高頻度に用いられている､付着細胞､ HeLa細胞を用い■た｡まず､

SIMPLE抗体のみを用い､透過あるいは不透過条件で詞整した細胞のSIMPLEの局

在につ◆いて観察したところ､不透過条件では染色像を得ることはできず､透過条件

によりperi-nuclear領域で染色像を得ることができた(図2-3A).この細胞内器宮を

特定すべく､次に1ysosome染色用試薬であるLysotracker Red DND-99を用いSIMPLE

抗体との二重染色を行ったところ､染色像が-致する結果が得られた(図2-3A)｡さ

らに､ 1ysosomeおよぴ1ate endosomeの膿を構成することが知られているﾀﾝﾊﾟｸ､

LAMP-1に対する抗体との二重染色においても同様の結果を得た(43) (図2-3A)｡以

上の結果より､ sIMPLEは1ysosomeおよび1ate ehdosomeに局在することが明らかと

なった｡この実験に用いた細胞が免疫系の細胞でなかったことから､次に､ﾋﾄ単

球細胞株であるTHP.1細胞を用い､ -般的手法により細胞分画を行うことで､SIMPLE

の細胞内局在について検討を行うことにした｡数段階に分けて遠心操作を行い､得

られたそれぞれの画分をSDS-PAGEで泳動後､ sIMPLE抗体を用いたwestern bl｡tに

より解析を行ったところ､免疫染色により得られた結果同様､ 8,000×gの遠心で得

られた1ysosomeおよびmitochondriaを多く含む画分においてｼｸﾞﾅﾙを検出するこ

とができた.また､ LAMP-1抗体を用いたwestern blotによる結果においても､同画

分で最も強いｼｸﾞﾅﾙを検出した(図2-3B)o以上の結果より､ SIMPI点は細胞種を

問わず､ 1ysosome､ 1ateendosomeに局在していることが明らかとなった｡

early endosomeに局在するﾀﾝﾊﾟｸ､EEAlはzinc Bnger domainの-つであるFYW

domainを有し､その血mainを介して脂質膜に結合している(39, 44)｡ SIMPLEは免

疫染色および細胞分画による実験結果より､ 1ysosome / 1ate endosomeに局在すること

が明らかとなっており､また､ motif検索の結果より､ zinc finger domainの-つであ

るRING flnger domainおよび膜貫通領域を有する可能性が考えられているoこれら

のこと臥sIMPLEの1ysosomeへの局在が､ RING finger doaminを介した1ysosome

膜への結合によるものか､あるいは､膜貫通領域による脂質二重層への統合による

ものか､二つの可能性を示す｡そこで､ SIMPLEが膜統合ﾀﾝﾊﾟｸであるか否かに

ついて､ Bordierによって報告されているTriton X-114を用いた､膜統合ﾀﾝﾊﾟｸを

界面括性化剤画分に回収する方法により検討した(32)｡結果､ SIMPLEは界面活性

剤画分に回収されることが明らかとなった(図2-4A)｡また､ﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞｺﾝﾄﾛ-
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ﾙとして､ BCG-CWSにより発現誘導される7回膜貢通型のZnﾄﾗﾝｽﾎﾟ-ﾀ-で

あるBIGM-103についても同様の検討を行ったところ､やはり界面活性剤画分に回

収されることが明らかとなった(17) (data not sbown)oこの結果より､ sIMPLEは

iysosome膜にRING丘nger doaminを介して結合するのではなく､膜貫通領域で膜に
統合されていることが明らかとなった｡

大抵の1ysosome膜ﾀﾝﾊﾟｸは1ysosome中に含まれる加水分解酵素による分解を免

れるため､高度に糖鎖修飾を受けているo SIMPLEは推定分子量､ 17 kDaであるの

に対し､ sIMPLE抗体を用いたwestern blotの結果ではsIMPLE lま24 kDaのﾊﾞﾝﾄﾞ

として確認されることから､ sIMPLEが糖鎖修飾を受けている可能性は極めて高い｡

しかし､ sIMPLEの配列中にはN型糖鎖付加配列であるNX(Srr)配列は見当たらな

い｡そこで､ SIMPu王の0型糖鎖修飾の可能性について検討することにした｡ o型

糖鎖修飾される配列臥未だconsensusが得られていないが､ NetOglyc 2･O program

により推定することが可能であり､ sIMPu王の0-如cosylation部位について推定した

ところ､ 9つの部位で修飾を受けている可能性が示された(図2-4B)oこの可能性を

確認すぺく､ THP-1細胞およぴ､ RK13-SIMPLE細胞の可溶化試料をo-glyc.sidase処

理したｻﾝﾌﾟﾙを調整し､`そのｻﾝﾌﾟﾙとo-glycosidase未処理ｻﾝﾌﾟﾙのSDS_FAGE

泳動における移動度の差異を検証したところ､変化を確認することはできなかった

(図2-4B)o -方､同実験をo型糖鎖の修飾を受けることが知られているﾀﾝﾊﾟｸ､

CD46について行った結果､移動度の差を確認することができた(data not shown).

また､ sIMPLEのN型糖鎖修飾の可能性についても検証を行ったが､差異を確認す

ることはできなかった(data not血own)｡以上の結果から､ sIMPLEのSDS_払GEで

確認される分子量の増加臥糖鎖修飾によるものではないことが明らかとなった｡

SIMPLEのﾘﾝ酸化部位についてもdata daseにより推定を行ったが､顕著なT)ﾝ酸

化部位は見当たらず､ sIMPLEのSDS-FAGEで確認される分子量の増加は他のPr｡1ine

残基を多く含むﾀﾝﾊﾟｸ同様､ proline残基の多さ放であると考えられる(45-46)o

･ ･5 ,..ﾛ～●-

SIMPLEは1ysosome膜ﾀﾝﾊﾟｸであるが､どのような機構により1ysosomeに翰送

されているか定かでないo SIMPLEのmotif解析の結果､ sIMPLEは膜貫通領域より

もN未端側に幾つかのﾀﾝﾊﾟｸの1ysosome翰送に関与することが報告されている

Nedd4との相互作用部位を､また膜貫通領域よりもc未端側にI:TSを有する.SIMPLE

はどちらかの機構により1ysosomeに翰送されていると考えられるが､前者のNedd4

と相互作用するために臥sIMPLEは2型のﾄﾎﾟﾛｼﾞ-を取る必要があり､後者のLTS

が機能するためにはsIMPLEは1型のﾄﾎﾟﾛｼﾞｰを取る必要がある. -方､ sIMPLE

はそのhydropathy pro丘1eより､ｼｸﾞﾅﾙ配列を持たない可能性が高く､ psoRTによ

るﾄﾎﾟﾛｼﾞ-予測でも2型のﾄﾎﾟﾛｼﾞ-を取る可能性が高く示されている.また､

SIMPLEが糖鎖修飾を受けていないことからも､ sIMPLBが2型のﾄﾎﾟﾛｼﾞ-を取る

可能性は極めて高いoそこで､まず､ THP-1から調整したIysosomeを多く含む画分
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をproteinaseKで処理することでSIMPLEが分解されるか否かⅦたsternblotにより検

討することにした。また、ネガティブコントロールとしてLAM貯一1の分解について

も検討を行った。結果、LÅM貯－1のproteinaseKによる分解は確認できないのに対し、

SIMPIBはproteinaseKにより完全に分解されていることが確認された（図2－5A）。

次に、LITAFモノクローナル抗体を用いたSIMPLEのトポロジー解析を行った。

1ysosomeの1eumen側にepitopeがある場合、そのepitopeを免疫染色により検出する

場合、細胞をsapominにより処理を行う。この現象を利用し、LITAFモノクローナル

抗体のepitope部位を決定した後、その抗体を用いて免疫染色を行うことにした。ま

ず、LITAFモノクローナル抗体がSIMPLEを認識していることをRK13－SIMPLE細

胞の可溶化試料を用いてⅥ鹿temblotにより確認したところ、検出している事実を得

ることができた（datanotshown）。また、この結果から、LImF抗体はSIMPLEの膜

貫通領域のN末端側を認識していることが明らかとなった。この抗体を用いsaponin

未処理のHeLa細胞に対して免疫染色を行った結果、SIMPLE抗体を用いた時と同様

の染色像を得ることができた（datanotshown）。また、SaPOmin未処理のHeLa細胞を

LÅM貯－1抗体で染色を行ったものに関しては如何なる蛍光も検出することはできず、

SaPOnin処理を行った細胞において染色像を得ることができた（data＝nOtShown）。以上

の結果より、SIMPLEは2型のトポロジーを取ることが明らかとなった。また、SIMPLE

が2型のトポロジーを取ることが明らかとなったことから、SIMPu王とNedd4との

相互作用について免疫沈降法により確認を行った。SIMPI点のN末端にn喝タグが

融合したタンパクが発現するconstruCtをNedd4が発現していることを確認したHeLa

細胞に一過的に強制発現させFlag抗体により免疫沈降後、SIMPLEおよびNedd4抗

体を用いたⅦsternblotにより検出を行ったところ、相互作用が確認された（図2－5B）0

更に、同サンプルに対してユtf・キチン抗体により、Nedd4と相互作用しているSIMPLE

のユビキチン他についても検証を行ったが、その現象は確認できなかった（dぬn。t
血own）○

・・　　M甲LE8　　［上び瀾報粥‾打砕認

SIMPI点は膜タンパクであり、転写因子として機能するには、膜から遊離する必

要がある○これまでに、mamma鮎皿ではその証明が為されていないものの、酵母に

おいて、膜タンパクがエビキチン化を経て転写因子として機能するという報告が為

されている。その膜タンパク、SPT23はER膜タンパクであり、E3であるRSP5に

より認識、エビキチン化され、膜貫通領域の手前でプロテアソームによる分解を経

て転写因子として機能する＠7）。Nedd4はRSP5のmammalianホモログであり、

SIMPI点がNedd4と相互作用する羊とは本研究で免疫沈降法により確認した。また、

別のグループからマウスSIMPLEと、マウスNedd4の相互作用がfar－WeStern法によ

り確認されている（48）。SIMPLEが酵母と同様の機構により転写因子として機能し

ているという仮説を立て、SIMPLEのばS刺激後の核移行について、免疫染色によ

る検討を試みた。また、同時に細胞膜への移行の可能性についても同方法および払岱
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により検討したoまず､ sIMPLEのﾀﾝﾊﾟｸﾚﾍﾞﾙでの発現誘導時間について検討

するため､ LPS刺激に対するSIMPLEの発現を継時的にwestern blotにより確認した

ところ､ LPS刺激後4時問で明確なSIMPLEの発現増加を確認することができた(図

2-5q｡また､その発現ﾊﾟﾀ-ﾝはNo血em blotによる解析とほぼ同様の傾向を示し

たo-方で､ﾕﾋﾞｷﾁﾝ化ﾀﾝﾊﾟｸに見られる様な､ｽﾒｱ-なﾊﾞﾝﾄﾞおよび､ 24kDa

よりも低分子量のﾊﾞﾝﾄﾞを確認することはできなかった｡次に､単球およびiDCを

LPSで4時間刺激し､ SIMPu王の局在変化について免疫染色により検討し~たが､核で

の蛍光を確認することはできなかった(図2-6A)oこの結果より､ sIMPLEの核移行

は起こらないと予測されたため､膜への移行についても免疫染色により検討を行っ

たが､その現象に閲しても確認することはできなかった(datanotshown)o更に､ LITAF

抗体を用いて細胞膜でのSIMPLEの発現に閲して弘CSにより検討を行ったところ､

細胞を透過した条件のみでｼﾌﾄを確認することができた(図2-6B)oこの結果より､

SIMPLEが1型のﾄﾎﾟﾛｼﾞ-を取り､細胞膜に発現している可能性は否定された｡

4iJ-( ･ - Jl･J▼lDJl甲ゞk--｣｣ Jn..aJIYJJ,Lll t/)JFZ=早Eq† r-しｰ亡U)野声杜

LrTmはTNF-αﾌﾟﾛﾓ-ﾀ-内の64-bpからなる領域に結合するﾀﾝﾊﾟｸとして

ｸﾛ-ﾆﾝｸﾞされたことから(13, 16)､ SIMPLEのDNA結合能についてE叫SA法に

より検討することにしたo未刺激あるい臥LPSで4時問刺激した単球細胞から核

抽出液を調整し､ 64-bpからなるLITAF結合配列をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに解析を行ったところ､.

領域特異的に結合するﾀﾝﾊﾟｸの存在は確認できたが､刺激､未刺激問での差異は

見られなかった(図2-7A). -方､ﾎﾟｼﾞﾃｲﾌﾞｺﾝﾄﾛ-ﾙとしてNF-.{B結合配列

をﾌﾟﾛ-ﾌﾞに､同核抽出液を用いて検討した結果で臥LPS刺激によりNF-.(B結合

ﾀﾝﾊﾟｸが増加していることが確認できた(図2-7B).次に､ LrrAF結合配列に結合

するﾀﾝﾊﾟｸゐsIMPLE抗体に対する影響について検討したところ､結合甲阻害お

よび抗体との複合体形成によるﾊﾞﾝﾄﾞの上昇共に確認することはできなかった(図2-

7A)｡最後に､膜貫通領域を含まないSIMPLEﾘｺﾝﾋﾞﾅﾝﾄﾀﾝﾊﾟｸを大腸菌より

精製し､ LITm結合配列との結合についても検討を行ったが､その現象を確認する

ことはできなかった(図2-7B)｡
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CPSC∬KMIVSQLST甘AGALTWLSCGSLCLLGCIAGCCFIPFCVDALQDVDHTCP甘CR

csICTT即MDLDKA----LF℡EC-G認-SFCEK一血FEYIEF卵SKLGLK-CPFeR

CPLCVELFKDP--一--一--Ⅴ加Ⅴ且C--G箆一甘FCRS-CIDK且WEG甘SSFA----CPECR

CPICLDMLK甘℡祇-----一-℡℡KEC--L某-RFごSD-C王Ⅴ℡ALRSG甘KE-----ePTCR

CQICEFIL且DP----一---VET封C--KH-VFCRV-CILRCLKVMGSY-----CPSCR

CPVCFDYVLP--------PILQCSSGH-LVCVC-CRSKL℡C----一---一-CPTCR

CPICL王LLREP--一-1---VSADC-一封H-SFCRA-CI℡L甘YES甘R甘-Ⅹ----CPVCR

CTICYEFPIDS-------VLTMC-¢H拭CMCTD-CAIEQWR¢VG¢GQ----CPVCR

CTIC桝S℡VBDL6KT托-----PC--LH-DFCFV-CIRAW℡STSVQ------CPLCR

C且VC℡DEIAPXLRC---D℡FPC-拭H-R･FCI P-CMK℡W拭QLR甘------TCPLC甘

CPICEEFIYRRQ---1---ITQCKSG諾-HAごKE-CWERSL苫℡KK苫----CM℡CR

CPICLDV且且℡EA----一--Q℡LPC--HH-KFCLD-CIQRWL-℡S℡A⊥----℡亡PLC甘

CCICLDAI℡6且且-------RALPC--L苫A-FCLA-CIRRWLEGRP------TCPLeR

CAICLDEYEDGDKL-----RILPC-S一技ATEC-K-CVDPWL-℡KR■-----TCPVCK

SIMPLE

RAD5

Ⅹnf7

RI甘G-1

RAG- 1
●

Slna

rpt-1

neⅥ

ORF61

Vmwl lO

DG17

EpO

p135

CRｴF

CX2 CX 9-39 CXl-3王王Ⅹ2-3CX2 CX 4-48 CX2C RING

CX2 CX 16-23 CX2-4CX2 HX2 CX 16-23 CX2C/三/D LIM

CXl-4CX3-4FX4-14RXHHCRX CGX3 CX2-6CXll-31RXCX2C FYVE

A.

B.

図2･1. SIMPLEとRING fingerdomainを有する91ﾝﾊﾟｸとのaligment
A･ SIMPLEおよびRING丘nger domainを有するﾀﾝﾊﾟｸとのaligmentの結果｡これらﾀ

ﾝﾊﾟｸの配列は参考文献(49)および(50)より引用した.
B. RING flnger､ uM､ Fm domainにおけるconsensus｡ LIMおよびFYVE domainの構

造維持に必須のｱﾐﾉ酸を太字で示した｡ SIMPLEはRING figner domainに最も構造が
似ている｡
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A.

Phase-contrast
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B.
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42-
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14

GFP

図2-2_ GFP敵合sIMPLEの発現局在と細胞株におけるSIMPLEの発現確認
A. HeLa細胞におけるGFP融合sIMPLEの局在. sIMPLEのN末端にGFPが融合したﾀﾝﾊﾟｸ
は核周辺に. SIMPLEのC末端にGFPが融合したﾀﾝﾊﾟｸは核において発現局在が確認され
たcｺﾝﾄﾛ-ﾙにはGFPのみを発現させたoそれぞれの細胞から可溶化試料を調整し､
westem blotによる発現の正常性を確認した結果､ N末端にGFPが融合されたsIMPLEのみが
正常に発現していることが明らかとなった.
B.各細胞におけるSIMPLEの発現. RK13細胞を除く､ sIMPLEが単離された単球､ LITAFが
単離されたTHP-1細胞､ pIG7が単離されたDLD-1細胞､ HeLa細胞およびsIMPLEを-過的に
発現させたRK13細胞､全ての細胞において同ｻｲｽﾞ. 24kDaのﾊﾞﾝﾄﾞを確認したQ
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A.

B.

kDa
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11占

少7

66

1234

ｲﾄLAMP.1

図2-3_ SIMPLEの1ysosomeでの発現局在
A. HeLa細胞を用いた免痩染色によるSIMPLEの局在解析｡緑の染色はSIMPLEによる
染色(panel. l , 4)を赤の染色はLysotracker(panel.2)およびLAMP-1(panel.5)による染色を示
す｡糞色は両染色の重ね合わせ像を示す(panel.3, 6)｡
B. THP-1細胞を用いた細胞分画によるSIMPLEの局在解析. l弧e.1ほ核画分､ Iane.2は
mitochondriaおよびIysoso皿e画分､ 1ane.3はmicroso皿e画分､ 1ane.4は細胞質画分を示

す.遠心により得られたそれぞれの画分,およそ60ﾄIgを12.5% (左)および7.5% (右)の
sDSIPAGEで分離し､ SIMPLE抗体およびLAMP-1抗体を用いてWestem blotによる解析
を行った｡
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図2･4. SIMPLEの膿統合および糖額修飾の検証
A. Kyte-Doolittle法によるSIMPLEの疎水ﾌﾟﾛﾂﾄ.ﾌﾟﾛﾂﾄ内の下線は推定きれる膜
貫通領域を示す｡ THP-1細胞よりTriton X-114を用いてSIMPLEﾀﾝﾊﾞｸの抽出を行っ
た｡水溶性画分および界面括性剤画分から得られたﾀﾝﾊﾞｸを等量､ 12.5%SDS-

PAGEで分離し､ 2枚のblotを作製した｡ SIMPLE抗体およびpre-immune抗体を用いて
Westem blotによる解析を行ったo

B･ NetOgly 2.O progTamによるSIMPLEの0型糖鎖修飾部位の推定.ﾌﾟﾛﾂﾄ内の横線は
糖鎖修飾の聞値を､縦線は修飾を受ける可能性のあるSerineおよびThreonine残基を示

す. sIMPLEを-過的に発現させたRK細胞を可溶化し､ O-glycanaseで1 6時間処理し
た｡処理後のｻﾝﾌﾟﾙを用い､上記と同様の方法によりsIMPLEの糖鋳修飾の可能性
について検討を行った｡
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図2・5．SIMPLEのトポロジー解析

A・ProteinaseKで処理Oanel）あるいは未処理qane2）の細胞分画により得られたmitochondria、
1ysosome画分をSDS－PAGEで分離後、SIMPLEおよびLAMP－1抗体を用いてWestern bl。tにより
解析した。Proteinaseにより1型の膜タンパクであるmMP・1は分解されていないのに対し、
2型の膜タンパクであるSIMPLEは完全に分解される。
B・SIMPl点とNedd4の相互作用。SIMPLEが2型のトポロジーを取ることから、Nedd4との相

互作用について免疫沈降法により確認した。HeLa細胞にSIMPLEのN末端にFlag－tagが融合さ
れたタンパクを一過的に発現させ、COntrOlmAbs（1anel）およびFlagmAbsOane2）を用いて免
疫沈降を行った。1ane2の免疫沈降前のサンプルを1ane3に示す。
C・SIMPLEタンパクレベルにおける発現誘導。単球、樹状細胞をLPS刺激後、図中に記した

時間で可溶化し、SIMPLE抗体を用いてWest顎blotを行ったo
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IOy lO
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図216. SIMPLEの核および膜移行の確認
A･樹状細胞をLPSで刺激後､ sIMPLE抗体を用いて免疲染色を行った｡図は､ TritonX.100による
透過を行った際の免疫染色の結果を示す｡

B･ SIMPu三の膜移行についてFACSにより検討を行ったo sIMPLEは2型膜ﾀﾝﾊﾟｸでありLITAF
抗体のｴﾋﾟﾄｰﾌﾟは細胞内に配向するo刺激によりsIMPLEが1型のﾄﾎﾟﾛｼﾞｰを取り細胞膜に
発現する現象iま確認できなかった｡
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Antibody

MonocyteNE- + -

一盛_-1■l _-■■

MomocyteLIIS4hrNE- - + + + + + + +

Competitor- - - - - - - + ++

B.
1234567$910 1112

GST･ SIMPLEATM _.盛盛
HeLaNE一十+------- --

MonocyteNE---++-+--- +-

MonocyteLPS4hrNE-- 1 - -+-- -- - +

Competitor--+-+-+--+ -一

図2･7. LITAF括合配列に対するSIMPLE結合のEMSA法による確認

A.1ane4､ 6､ 88こは0.5 LLgのlane5､ 7､ 98こは1.O pgの抗体を加えた｡ 1ane4､ 5に

は00ntrol lgGを1ane 6､ 7､ 8､ 9にはsIMPLE抗体を加えた｡ｺﾝぺﾃｲﾀｰには
未梼識のL汀AF結合配列を用いた｡

B. lane 8には1帽の1anc 9､ 10には2 pgの大腸菌より精製したGST･SIMPLEATM

を加えた. 1ane ll､ 12のﾌﾟﾛ-ﾌﾟにはNF･1(Bを用いた.
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SIMPLEの転写因子としての可能性

SIMPu王は膜タンパクであり、転写因子として機能するに臥膜から遊離する必

要があるoこれまでに、酵母のER膜タンパクであるSPT23がNedd4の酵母homologue

であるRSP5右；より認識、ユビキチン化され、膜貫通領域の手前でプロテアソームに

よる分解を経て転写因子として機能することが報告されている（47）○また、SIMPI点

とNedd4の相互作用が確認されたことから＠8）、本章で臥SIMPI点がRSP5と同

様の機構で転写因子として機能するという仮説を立て検討を行った。結果、SIMPLE

のNedd4との相互作用を確認することはできたが、その他の現象、SIMPLEのエビ

キチン化、核移行、LITAF結合配列への結合に？いては確認することができなかっ

たosIMPLEのユピキチン化について臥SIMPLEと同時にエビキチンあるいはNedd4、

またはそゐ両方を過剰発現させた場合での変化について検討する必要があるが、こ

れらの結果からSIMPLEは転写因子として機能していないものと考えられる。

SIMPLEの相互作用分子

マウスSIMPLEはヒトSIMPLEとアミノ酸レベルで85．7％の相同性があり、両種

とも2つのPYmotifを有する0マウスSIMPLEとマウスNedd4との相互作用はfarL

WtsternO結果より、マウスSIMPLEのN末端側のPYmotifと、マウスNedd4が有

する3つ全てのWWdomin問で起こっていることが示されている＠8）○ヒトNedd4

は4つのWWdominを有しており、それらWWdomainのマウスとの相同性はヒト

WWlとマウスW恥1、ヒトⅥ≠2とマウスWW2、ヒトWW4とマウスWW3で

高いことが確認されているPl）。よって、ヒトSIMPI点とヒトNedd4の相互作用臥

ヒトSIMPLEた関しても、マウス同様にN末端側のPYmotifが、ヒトNedd4に関し

ては少なくともWWdomain－1、－3および－4が関与していると考えられる。

これまでにJNe仙はファミリーを形成することが報告されているP5）0そのフ

ァミリーの分子である、AlP2およびAIP5はPYmotifをbaitとしたyeast－tWOhybrid

法によりcloningきれており、AlP41まPYmotifを配列に含むatrophin－1と相互作用す

る分子としてdoningされている0このことから、偏互作用する孝義は現段階では不

明であるが、SIMPLEがそれら分子と相互作用する可能性は十分にあると考えられ
る。

SIMPLEおよびNedd4の局在化

本章の結果より、SIMPLEは2型のリソソーム膜タンパクであることが明らかと

なった。この結果臥SIMPLEの膜貫通領域よりC末端側に確認された汀SがER、

gol五および1ysosomeでは1umen側に、細胞膜では細胞の外側に存在することを意味

するo SIMPu王の細胞膜での発現について、そのトポロジーを伴わせてE匁CSにより

検討を行ったが、SIMPu三が1型のトポロジー壷取り細胞膜に発現している結果を
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得ることはできなかったことから､ sIMPLE配列中に確認されたI:TSは機能してい

ないものと考えられるo -方､本章の結果でSIMPLEとの相互作用が確認された､

Nedd4披様々な細胞膜ﾀﾝﾊﾟｸと結合し､ﾕﾋﾞｷﾁﾝ化することで1ysosomeへの運

搬に閑与することが知られている(36).このことから､ sIMPLEが-時的に､細胞

膜に発現することで､ Nedd4と相互作用しﾕﾋﾞｷﾁﾝ化され､ 1ysosom?へ翰送され
る可能性が考えられる｡また最近､これとは反対の可能性を示す報告が為された｡

Nedd4結合ﾀﾝﾊﾟｸの-つであるN4BP3 (KIjuO341)は核周辺の顛粒に局在し(52)､

Nedd4は通常､細胞質に拡散して局在する(53)｡この局在の異なる､ N4BP3とNedd4

を同-細胞に-過的に過剰発現させた場合､ Nedd4の局在はN4BPlで確認される核

周辺の顛粒に集積されるoこのことから､ sIMPLEの発現増加がNedd4の1ysosome

への局在変化に寄与している可能性が考えられるoこれまでに､ Nedd4の局在変化

によって､影響を受けるｽﾃ-ﾀｽの-つにｱﾎﾟﾄ-ｼｽへの閑与が報告されてお

り､ Nedd4はIGF-receptorを介した抗ｱﾎﾟﾄ-ｼｽｼｸﾞﾅﾙによって､mitochondria

膿へと移行することが報告されている(54)o更に､ Nedd4はcaspaseの基質でもあ

ることが報告されている(55).以上のことから､ sIMPLEがNedd4を1ysosomeに留

めることで､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽに閑与している可能性が考えられる｡

SIMPLEのﾀﾝﾊﾟｸ分解への閑与

上述したNedd4結合ﾀﾝﾊﾟｸの-つであるN4BP3 (KIAAO341)臥Nedd4による

ﾕﾋﾞｷﾁﾝ化を受けない(52).また､他のNedd4結合ﾀﾝﾊﾟｸであるGtblOも同様

にNedd4によるﾕﾋﾞｷﾁﾝ化を受けないことが報告されている(56).ﾋﾄﾊﾟﾋﾟﾛ-

ﾏｳｲﾙｽ由来のE6ﾀﾝﾊﾟｸ臥HECT domainを有するE6-APによるp53の認識

およびﾎﾟﾘﾕﾋﾞｷﾁﾝ化を介添えし､それ自身はﾕﾋﾞｷﾁﾝ化されない(57-58).こ

のことから､ NiBP3やGtblOはE6の様に､ Nedd4によるNedd4基質の認識に閑与

している可能性が考えられている｡

これまでにIysosome膜ﾀﾝﾊﾟｸである､ L鯉TM5は配列に含まれるproline-rich配

列を介してﾕﾋﾞｷﾁﾝを認識することが報告されており､ﾕﾋﾟｷﾁﾝ化されたﾀﾝ

ﾊﾟｸのﾘｿｿ-ﾑへの取り込みへの閑与が考えられている(59).また､他の1ysosome

膜ﾀﾝﾊﾟｸである､ LAMP-2はﾘｿｿ-ﾑへの選択的なﾀﾝﾊﾟｸの取り込みを行っ

ていることが報告されている(60-62)o更に最近､ SIMPLEのﾏｳｽhomologueにお

いてNF･ⅩBの分解への関与が報告された(63)｡以上の知見､およびSIMPLEが

1ysosome膿ﾀﾝﾊﾟｸであることから､ sIMPLEがﾕﾋﾞｷﾁﾝ化されたﾀﾝﾊﾟｸの取

り込みに閑与している可能性は十分に考えられる｡
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第3章DT40細胞を用いたSIMPLE欠損細胞の作製および表現系解析

これまでに1ysosome膜ﾀﾝﾊﾟｸをｺ-ﾄﾞする数多くの遺伝子がcloningされている

が､それらの多くの機能は明らかたされていないo L棚P-2 '8iその中においても解

析が進んでいる分子であり､これまでに幾つかの機能に関する報告が為されている

(60-62)o LAMP-2の欠損ﾏｳｽはおよそ50%が生後20-40日の間に死亡することが

報告されており､その原因は自食包の蓄積によることが明らかとなっている(64)｡

-方､ LAMP-2のﾌｱﾐﾘ-分子であるLMP-1の欠損ﾏｳｽにおいては明確な異

常が確認されておらず､その正常性はLAMP-2の発現を上昇させることで補われて

いると考えられている(65)｡

SIMPLEと相同性を示す分子の存在をdata baseより解析したところ､ C16.rf5とい

う脳で強い発現が確認されている分子のみにおいて相岡性を見出すことができた

(66)oこのことから､ sIMPLBがﾀﾝﾊﾟｸ分解に寄与しているのであれば､ sIMPLE

欠損ﾏｳｽを作製した場合､そのﾏｳｽが致死になる可能性は極めて高いと考えら

れた｡そこで､本研究で披細胞ﾚﾍﾞﾙでSIMPLEの破壕を行うことを考え､その細

胞には高頻度で相同性組み換えが起こることが報告されている､ﾆﾜﾄﾘB細胞株

であるDT40細胞を用い(67)､実験を行ったので以下に得られた知見を報告する｡
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左L_宝蜘誌畳

3.1.1杭俵

抗ﾆﾜﾄﾘCremp抗体(rabbit pAb)は当研究室､井上直和博士より供与されたも

のを用いた(68)｡抗ﾆﾜﾄﾘSIMPu抗体(rabbit pAb)は筆者が免疫精製したもの

を用いたo抗p53抗体(陀40, rabbitpAb)はsantacruz社より購入した.二次抗体は､

第2章と同様のものを用いた(2-1-1参照).

-- j古壬弟..+ Jnlfl指

ﾆﾜﾄﾘ(excel link, 20wk)の組織は当研究室､井上直和､福井理の両博士により

供与されたo DT40､ﾆﾜﾄﾘ.B細胞珠は武田俊一博士停都大学)より､ HDll､ﾆ

ﾜﾄﾘﾏｸﾛﾌｱ-ｼﾞ細胞株臥Kirsten c･ weining博士pniversity of Fr曲urg,

Germany)より､ IN24､ﾆﾜﾄﾘ単球細胞株､ 1104B､ﾆﾜﾄﾘB細胞株､ NSBl､.

ﾆﾜﾄﾘT細胞株は桧田治男博士(広島大学)より供与された. DT40細胞は1%

chicken seTm､ 10% FCS､ 100 U/hl pemicilh G､ 100mg/hl streptomycin､ 50 mM 2ME

を含むRPM11640 (chicken medium)で､ HDll細胞は2% chi｡kenJSerum､ 8% FCSを含

むDMEMで継代培養したoﾆﾜﾄﾘSIMPu王(chicken SIMPu王‥cSIMP旭)の発現誘導

を確認するため､ HDll細胞を1 mg/hlのLPS (Salmonena typhimurium1yophilized;

ste此zd by g･irradiation;Let:120K4016; SIGMA)で刺激を行った.

左】∠L__盤汲且よ旺経藍汲凸組成

本章で使用した主な緩衝液等の組成を項目ごとにまとめて示した｡また､その他の

溶液に閑しては第1章､第2章に記述したものと同様のものを用いた｡

HMW buffer

K buffer

10 mM Tris-HCl (pH8･0), 150 mM NaCl, 10 mM EDTA

O･1% (w/v) SDS

O･5% (v/v) Tween20, 100 pg/hl Proteinase K in l X PCR bufEer
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左乙__宝塵五並

3z= - ･ﾛ-ﾆ､

cSIMPLEの単離には後飯塚僚博士(東京理科大学)より供与されたchicken thymus

cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を用いた｡ﾋﾄSIMPLE (buman SIMPLE :bSIMPLE)の配列を基

にESTによる検索を行い(http://w-･ri･bbsrc･ac･uk/chicknapn､ cSIMPLEの塩基配列

情報を得たo得られた配列を基にcsIMPLE特異的ﾌﾟﾗｲﾏ-を作製し､chicken thymus

cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-を含むpME18sぺｸﾀ-を鋳型に､ pME18s由来のﾌﾟﾗｲﾏ-を

用いてnested PCRを行った.5'側の最初の増幅は2分間の94oCでのdenatureの後､94｡C

30秒､ 53･3oC l分､ 72oC 2分の20ｻｲｸﾙで行った. 2度目の増幅は1度目の増幅

産物を用い､ 94oC 30秒､ 55･5｡C l分､ 72｡C 2分の3亨ｻｲｸﾙで行ったo 3,側の最

初の増幅は94oC 30秒､ 56･6｡C l分､ 72｡C 2分､ 20ｻｲｸﾙの条件で､ 2度目の増

幅は､ 94oC 30砂､ 52.9oC l分､ 72oC 2分､ 35ｻｲｸﾙの条件で行った｡尚､ pcR

はDNA polymeraseとしてLA Taq polymerase (TAKLuA)を用いた.以下に使用した

ﾌﾟﾗｲﾏ-の配列を示す｡

pME18s lst primer

PME18s 2nd primer

CSI比PLE 5'-1st primer

CSI比PLE 5'-2nd primer

CSIMPI･E 3'-1st primer

CSIMPI･E 3'-2nd primer

:5 '-TAggCCTgTACggAAgTgTTACTTCT-3 '

:5 l -TATTCTgCTCTAAAAgCTgCggAAT-3 ･

;5 '-CTgCACATACACAgTC℡gAAC-3 '

:5 '-AgggTTCATTCCCTTCCCATC-3 '

: 5 '-gATgggAAgggAATgAACCCT-3 '

; 5 '-gTTCAgACTgTgTATgtgCAg-3 l

3･2･2_ ort e nt)lotanalsis

ｻﾙﾓﾈﾗ菌由来のLPSで刺激したHpll細胞､未刺激のHDll細胞､野生型DT40

細胞､ csIMPLE h6terO DT40細胞およぴcSIMPLE negative DT40細胞からのRNA回

収にはQuickPrep micro mRNA PudficationKit (AnershamPharmacia)を用い､方法は

ｷｯﾄ付属のﾏﾆﾕｱﾙに準拠した｡また､様々なﾆﾜﾄﾘ組織からのRNA回収に

はTRIZOLを用いた｡吸光度による濃度測定後､ mRNAは3 pgをtotalRNAは20 pg

をNorthern用のｻﾝﾌﾟﾙとし､ 1-2-10に記述した方法により膜を作成した.また､

ﾌﾟﾛ-ﾌﾞにはcsIMPLEのORFおよび､ｺﾝﾄﾛ-ﾙとしてGAPDHをpcRで増幅

した断片を精製使用した｡以下に使用したﾌﾟﾗｲﾏ-の配列を示す｡

cSIMPLｴForward

cSIMPLｴBackward

GAPDE Forward

GAPDH Backward

:5 '-ATgTCTgCTCCTAgTggCTT13 ･

; 5 '-CTATAAACgCTTATAAg･AAC-3 ･

! 5 '-gTCTTCACCACCATggAgAA13 '

: 5 '-TCATTgTCATACCAggAAA-3 ･

55



DT40細胞からのgenome担些3．2．3

8×107cellsのD判0細胞を100帽血1のproteinaseKを含む10miのHMWbufEtrで

処理し、55℃で90分i∝止血onした。処理液に対して等量のTE飽和フェノールを

加え、室温、3000叩m、10分間の遠心を行い、上清を得た。上清に等量のフェノー

ル：クロロフォルム：イソアミルアルコール（ぴ：封：1）溶液を加え、先程と同条件にて

遠心を行い、再び上清を得た。上清に2倍量の100％エタノールを加え撹拝後、15，000

rpm、40Cにて10分間の遠心を行い、genOmeDNAのペレットを得た。得られたベレ

ツトを70％エタノールでwashし、最終的にTEbu蝕rに懸濁した。

批SIMpLEを含す†gemome者嘩のタロ「ニング

DT40細胞より調整したgenomeDNAを鋳型とし、neStedPCRで得られた配列を元

に設計したプライマーによりPCRを行った。5，側、3，側の増幅にはLAPCRな＝血ね

qo血gⅢt（鱒を用い、プロトコールはキット付属のマニュアルに準拠した。

以下に5，側、3，側の増幅に用いたプライマーの配列を示す。

15t pr土mQr／5′CSG seq－1

2nd p貢m◎r／5′CSG　さ◎q－2

1st p出mer／3′CSGR351さt

2nd pr土m9r／3′CSGR35　2nd

ls七p出m◎r／Caささette C1

2nd p出m◎r／Cas皇et七色　C2

‡5′－CA99CACAAAA9A9C℡9A℡g－3′

；5′－C門AAAgCCCAC℡CCCAAAC－3′

；5′－C℡門ACAgAAA℡叩g9℡門AACC門C門冒℡押A℡9－3′

；5’－A℡9℡∈柑℡℡℡AACC℡ワC円叩9℡A顆℡AACA呵℡99－3′

：5′－9℡ACA℡A門9℡C9門A9AAC9C押AA℡AC9AC℡CA－3′

；5′－C！げ℡A9AAC9C叩AA℡ACすAC℡CAC℡A℡A99gA9A－3′

Neomy血、Hygromycinの薬剤耐性遺伝子を含むpAGS－3ベクター（両薬剤耐性遺

伝子共助血Hにより切り出し可能）は武田俊一教授（京都大学）より供与された。

CSIMPLEを含むgenome領域より、eXOnlを含むBgmサイト間P，arm）および、introム

2からh加n4の且戒サイト問（3，am）を増幅可能なプライマーを設計しLAl払qを

用いてPCRを行った。それぞれの増幅断片をpGEM－Teasyベクターにサブクローニ

ング後、5，amを含むベクターを此0ⅠおよびβがⅠで、3，mを含むベクターをぷαd

で処理し、それぞれの断片の挿入方向を確認した。両ベクターを此0Ⅰおよび月がⅠ

で処理し3，amを含むベクターに5，m由来の断片をクローニングした。両mを

含むベクターをβがⅠで処理後、助椚HIで切り出しておいた薬剤耐性遺伝子をクロー

ニングし、Neomycinを含むtargetingベクター匝SIMPuトNeoゝHygromycinを含む

targetingベクター匝SIMPu－Hygro）とした。以下にPCRに用いたプライマーの配列
を示す。

5∫arm＿5′CSG

5′arm－3ICSG

；5′－C℡C℡gCA9C㌍g粥A叫AAC－3′

：5’－AggTgTCCTCAgCCTCCTCC－3，
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3′arm＿5′CSG

3′arm＿3′CSG

：5－－A9A℡C℡叩AAすCC℡CA9叩C叫且C均一3′

：5′－C叫CA9且すACA呵且AC且g且C－3′

勘egativ（畑丁亜kelkの作塵
50LLgのpSIMPu三－NeotargetingベクターをNbiIで処理し、両armおよび薬剤耐性

遺伝子を含む遺伝子断片をアガロースゲルよりQIAEXIIを用いて抽出した。回収し

たDNAをエタノール沈殿後、500匹1のD－PBSで懸濁し水冷しておいたキュベット

に移したoおよそ1×107cellsのDT40細胞を回収、PBSによるwash後、300plの

PBSで懸濁しDNAの含まれるキュベットに移し10分間水冷した。GENEPUu氾RII

（Bio－RadLal，OratOries）を用いて25pF、500voltsの条件にてエレクトロポレ「ション

し、10分間氷冷した。20mlのchickenmediumにトランスフェクション後の細胞を

移し、1滴ずつ96wellplateに滴下したo24時間後、4mg血1のchickenm6diumに溶

かしたG418を1滴ずつ同プレートに滴下し、10日間セレクションを行った。コロ

ニーを目視により確認し、300、150、7ざCells／10mlになるよう細胞を2mg如．1の糾18

を含むchickenmediumに懸濁した。それぞれの懸濁液を1滴ずつ96wellplateに滴下

し、1週間セレクションを行った。G418抵抗性の細胞からgenomeを回収し、PCR

により組み換えを確認後、PSIMPu王－Hygroによる組み換えを行った。条件は

PSIMPLE－Neoと同様の条件で行い、hygromycinは終濃度が2mg血1になるようにし
て用いた。

・・　旺温ぺ∴日射軌跡換えの確層

薬剤抵抗性の細胞に5000cells仰のKb臆rを加え、56。Cで45分間in。血如eし、

genomeを回収した。回収したgenome溶液2mlを鋳型とし、薬剤耐性遺伝子由来の

プライマー、genOme由来のプライマーにより爪qpolymeraseを用いて50F＾1系にて

PCRを行った。pSIMPu王－Neo組み換えの確認はNed5，－3，プライマーとTARc。nB・プ

ライマーの組み合わせにより、980ClO秒、56．60C30砂、7㌘C2分、30サイクルの

条件で行ったopsIMPLE－Hygro組み換えの確認はHygro5，－3，プライマーとTARc。nf3，

プライマーの組み合わせにより980ClO砂、56．60C30砂、720C2分の30サイクル

の条件で行った。また、組み換え前の配列の伸長はmcon鰐，プライマーとmRc。nB，

プライマーの組み合わせにより、980ClO砂、54．40C30秒、乃。C2分、30サイクル

の条件で行った。以下にプライマーの配列を示す。

℡ARconf－5′

℡ARconf－3′

Ⅳeo5′－3′

Ey9rO5′－3′

3・2・き　SoⅦtbernblotanalsis

：5′－℡C叩門且門℡CAC9C呵CA冒－3′

；5′－AC9Cg叩ACA卵CA9ACC℡す－3′

；5（－CCgCTTTTCTggATTCATCg－3・

；5′一耶げCCAC冒AC呵gAC叫A9C－3′
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、　　の偏那翠づ㌢上てドh止　●ロ●　●　口

前項で記述した方法によりDT40細胞、CSIMPu三heteroDT40細胞、CSIMPLEnegative

DT40細胞それぞれからgenomeDNAを抽出した。抽出したgenomeDNA50帽を20pl

の月也椚HIを含む計4∝）直の反応液中で370C、16時間処理した。処理液をフェノー

ル・クロロホルム処理し、エタノール沈殿後、16直のⅧbu蝕rと4直の10×loa血g

bufftrに懸濁した0調整したサンプルおよび40plのHi－LeDNAmarker（アベテック

株式会社，恥桓0）を0・8％アガロースゲルで、35V、16時間の条件で電気泳動を行

ったo電気泳動後、ゲルを50mMHq．で30分間振とうし、続いて1．5MNaClを含

む0・5MNaOHで30分、1・5MNaClを含む0・5MTtis－Hq匝H75）で30分振とうした。

振とうしたゲル中のDNAをHybond－N＋ニトロセルロース膜に48時間掛け転写し、

2時間のベーキング処理を膜に施しDNAを固定した。この膜と以下の方法で調整し

たプローブを用いてExpressHybsolutionによりhybridizationを行った。尚、条件は

Ex坪田SHybsol山ionに添付されているマニュアルに準拠した。

2）プローブの翠整

DT40細胞より調整したgenomeDNA～以下に記したプライマー、DNApolymeraSe

としてL摘qpolymeraSeを用い、980ClO秒、55．10C30砂、720C4分の30サイク

ルでPCRを行ったo得られたPCR産物をpGEM－TEasyベクタ「にサブクローニン

グし、プローブとして用いる断片をβ00mで消化することにより切り出し、アガロ

ースゲルよりQIAEXIIGelExtractionkitを用いてDNAを回収した。回収したDNA

断片、約50ngをMegaprimeDNAlabelingkitを用いて標識し、プローブとした。

Target probe5，　　　：5，－CATCTTAAACggATCTgggC－3・

Target probe3，　　　：5l－CAgTTTgCAggCTTTACCTg－3，

3・＿・　×　●・C J　　　＿し作成

dIMⅢ点の膜貫通領域を欠失させた配列を、．以下に配列を記したプライマーによ

りcsIMPLEのcDNAを鋳型にpfupolymeraSeを用いて940C30秒、56．2。C30秒、720C

2分、公サイクルの条件で増幅を行った。Blunt－endvec如にサブクローニング後、

目的断片を肋Ⅰと助劇消化により切り出し、庵製後、pET19bベクター帥Ⅴ喝en）

に挿入し、大腸菌殊BL21（DE3）にtransfbrmした。6×His＜SIMPLEATMの精製およ

び、それを用いた抗体の作製は2－2－1に記述した方法により行った。

ⅣcoエーHlさ　CS工MP工一三－5′

万eoR工　eS工班P乙五A℡M＿3′

；5′－CCA顆門CCA℡CACCA℡CACCゑワC且CワC顆C℡CC℡Aす？99C℡

℡℡CC－3′

；5′－9AA門CCCAA！げCAAC9C？CC叫AC℡C－3′
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・・　　　・　Ⅷ軋聞叩叶の噸喫し瑞順儒揺沌Ⅷ相川婚

CSIMPLBの膜貫通領域までの配列を、以下に配列を記したプライマーにより

CSIMPu王の’cDNAを鋳型にpfupolymeraseを用いて増幅し、Blunt－endvectorにサブ

クローニングした。目的断片を助椚HIと思∝戒Ⅰ消化により切り出し、精製後、イン

フレームになるようにpGEX－2Tベクターに挿入し、大腸菌抹DH5aにtransformした。

GSTISIMPLEATMの精製は2－2－2に記述した方法により行った。次に、この精製した

GSTvSIMPLEATMによる抗原カラムを作製するため、抗原結合ゲルの作製を行った。

精製したGSTISIMPLEATMを0・1MのNaHCO3で透析し、SePhadexG－50を用いて濃

縮後、吸光度よりタンパク濃度を測定した0精製タンパクの濃度を1m如1にNaHCO3

で調整し、3mlにA臨－gellOおよび15（Bio載a鴎50％slu叩冷水にて鴨sりをそれ

ぞれ1mlずつ加えた040Cで一晩転倒混和した後、1Mのエタノールアミン（PH8・0）を

ゲル量の10分の1にあたる200国力ほ、室温で3時間転倒混和した03，000rpmで10

分遠心後、得られた上清50匹1に50け1の1N、HClを加えOD280を測定することで

結合率を確認し、得られたゲルを抗原カラム作製に用いた。

βa舶工CS王国p乙E－5′　　　　…5′－！柑且℡CC℡C呵C℡CC℡A叩∈帽C門℡CC℡一3′

加OR工CS川P乙EAでM－3′　　…5′－9AAmCCCAA叩CAAC9C℡CC呵且C℡C－3′

・・　　御許カラム沃LL引酪低価偲帽

抗原カラムによりcSIMPLE抗体の精製を行った。抗原結合ゲルを過剰量のD＿PBS

で3回洗浄し、CSIMPLE抗体を含む血清をゲル1mlに対し3ml加え、4。Cで一晩転

倒混和した。PD－10カラム笹mershamPharmacia）に充填し、1mlのD－PBSを加えた

後、全ての溶液を排出した。カラムをゲルの50倍量のD－PBSで洗浄し、ゲルの10

倍量の20mMもisrbufEbr（PH7．8）で調整した3．5MNaSCNを加え抗体の溶出を行っ

た0溶出液のOD280をバランスに水を用い測定後、抗体を含む画分をsalineにより

透析したo3時間後、透析液をD・PBSに変え、一晩透析を行い、SePhadexG－50を用

し．、て濃縮した0得られた抗体の濃度測定を行い、NaN3を終濃度0．1捌こなるように加
え、40Cで保存した。

・一　　郡順闇目粥坪葎研

1×106cellsのDT40細胞を500匹1のD－PBSで一度washした後、1．5mlの70％エ

タノールD－PBSに懸濁し、40Cで一晩固定を行った04。C、2，000rpmで5分間の遠心

を行い、上清除去後、500plのD－PBSで懸濁し、40直の0・1％propidiumiodid〟D－PBS

と6匹1の10mg血1RN鮎eAを加え400Cで30分反応した。蛍光強度の測定には

払CSCaliburを用い、データ解析には付属のソフトであるModFitを用いた。

それぞれの試薬が培地に対して終濃度、Adriamycinhaline（ADR，doxorubicin；協和
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発酵）では0・5pg血止・N－Acetyl－D－SPhingosine／100％エタノール（C2－Ceramide；SIGMA）

では100pM、DexamethasoneBO％エタノール（DEX：SIGMA）では0．01匹M、H202で

は100匹Mになるように加えることでDT40細胞のアポトーシスを誘導した。死細胞

の測定にはApoAlert（CLONTECH）を使用し、方法は試薬付属のマニュアルに準拠し

た0また、別法として、細胞周期解析と同処理を行うことで、断片化されたDNA量
の測定も行った。
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・　　引描嗜邑羞

3・・　‾　　l r cロ［「ロ　出秤目

SIMP止の機能を明らかにすべく、SIMPLE欠損細胞を作成し、その表現系につい

て解析することを試みた。実験材料には相同性組み換えが高頻度で起こると報告さ

れているニワトリB細胞株である、DT40細胞を用いた。まず、ニワトリにおけるヒ

トSIMPLE相同遺伝子の存在を確認するため、hSIMPLEのタンパク配列を基に、ニ

ワトリESTの検索を行った。GenomeMappingAtRよ1inInstit。teに収集されているEST

（http：伽ⅥWri・bbsrc・aC・ukkhi故mapつについて検索を行ったところ、hSIMPLEと高い

相同性を示すニワトリESTクローン仏IO7789）を得ることができた。このESTクロ

ーンはN末端領域が不完全ではあるものの、104aaからなるアミノ酸をコードして

おり、血SIMPLEとの相同性はタンパクレベルで68．6％であった。また、コードされ

ているアミノ酸配列が有するmotifについて検討したところ、hSIMPLEで確認され

ている膜貫通領域およびPYmotif共に有していることが明らかとなった。以上の点

より、このESTが含む塩基配列情報はbSIMPLEのニワトリorthologであると考えら

れたため、この塩基配列をニワトリSIMPLE（ChickenSIMPLE：CSIMPLE）と命名し
た。

CSIMPLEの全長がEST検索では明らかとならなかったため、次に、先程のEST

の塩基配列情報を基にプライマーを作製し、ニワトリファブリキウス嚢のライブラ

リーを鋳型としたRJm法による全長の単離を試みた0結果、POlyadenylationsingnal

およびpolyAtai1を同定することは出来なかったものの、709bpからなるcDNAを単

離することに成功した（図3－1）。このcDNAは148aaをコードするORFを有し、そ

の全長は血SIMPu三の161aaより13aa短い。一方、そのORFを同フレームで翻訳し

た場合、開始M占thiomineの上流で終始コドンは確認できるものの、他の開始Methi。nine

はを見つけることは出来なかった。このことより、CSIMPI．EがhSIMPLEより13aa

短いのは種差によるものであると考えられた（図3－4A）。

・・　1　　　　　　－　　＿　　　　　　　　・　　▲碇認

CSIMPLEの組織分布についてNorthemblotおよびWtstemblotにより検討した。

Northemblotにおける対象にはニワトリGAPDHを、Ⅶsternにおける対象にはCremp

を用いた（68）0結果、CSIMPI点の発現をmRNAでは精巣のみで、タンパクでは牌

臓と精巣のみで確認することができた（図3一弘．B）。No地emblot解析において

CSIMPLEの牌臓での発現を確認でき卑かった原因臥対象に用いたGAfDHの発現

パターンより牌臓に別ナるmRNAの分解によるものと考えられた（図3T2A）ocSIMPLE．

の発現が牌臓において特に際立っていたこと、および、DT40細胞で発現を確認する

ことができたことから、次にリンパ球系細胞でのcSIMPu王の発現についてⅥ屯stem

blotにより検討を行った。結果、ニワトリマクロファージ細胞株であるHDll細胞、

ニワトリ単球細胞殊であるIN24細胞、ニワトリT細胞株NSBlでは、CSIMPLEの
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発現を確認することはできず､ﾆﾜﾄﾘB細胞株である1104B細胞およびDT40細

胞でのみcSIMPLEの発現を確認した(図3-3A)｡ﾋﾄ単球をLPSで刺激した際､

bSIMPLEの発現誘導が確認されていることから､HDll細胞をLPS刺激際にcSIMPLE

が発現誘導きれるかNortbem blotにより検討したところ､その現象を確認すること

はできなかった(datanot shown)｡

3･3T3..c.STMPLE空enOme宙嘩の_c]Q.n呈聖

targetingvectotrを構築するにあたり､ LAPCR in viiro ClomingKitを用いてcSIMPLE

を含むgenome領域のcloningを行った結果､ 5912-bpからなるDNA断片を得ること

ができた(図3-4B,5-A).この断片の遺伝子情報に閑して詳細に解析を行ったところ､

csIMPLEは血SIMPLE同様4つのexonから構成されていること､更に､開始Methi｡nilne

に関しても第2¢Ⅹonに含まれていることが明らかとなった(図3-4B)｡

exon 2に開始Methiomineを含まれることから､ exon 2がNeomycinおよびHygromycin

耐性遣伝子に置換されるべくtargeting vectorを構築した(図3-5B)占また､相同組み

換えの確認は抽出したgenome DNAをBamHI消化したｻﾝﾌﾟﾙに対して､ targenting

vectorの梼築に用いた配列のさらに5'側の配列をprobeに用いたSouthernblot解析に

より行った｡結果､野生型(+/+)細胞で9一坤に､片側のal1eleがNeomycinに置換さ

れた(N?o/.)細胞で9-kbと10kbに､両alleleｶS'それぞれNeomycinとHygromycin

に置換された(Neo作王ygro)細胞で10-kbと11-kbにﾊﾞﾝﾄﾞが検出された(図3-5C･D).

次に､ csIMPLE欠損DT40細胞のcSIMPLEの転写､翻訳ﾚﾍﾞﾙでの発現について

確認を行ったo各DT40細胞より抽出したmRNAに対して､ cSIMPLEのORFをprobe

にNort血em blot解析を行ったところ､ Neoﾙ細胞でほぼcsIMPLEの発現は確認でき

ず､ Neon{ygro細胞で完全にcsIMPELの発現が消失していることが明らかとなった

(図3-5E)oまた､翻訳ﾚぺﾙについてもwestem blotおよびFACSにより検討を行っ

たところ､ Northemblotと同様の結果を得ることができた(図3-3AB)｡

手i3･5七STW叩こ一女串に虫けろ卿塀固坤車上び御塀噂革における影竪

Nedd4は様々なﾀﾝﾊﾟｸの分解に閑与していることが報告されており､その中に

は転写因子も含まれる(45). SIMPIBが.Nedd4と相互作用することがﾋﾄおよびﾏ

ｳｽにおいて明らかにされており､ sIMPLEはNedd4による分解を介添えしている

可能性が考えられる(第2章考察)｡ sIMPLE欠損により､ Nedd4によるﾀﾝﾊﾟｸ分

解が支障を来せば､細胞周期等のｽﾃ｢ﾀｽに変化が生じる可能性が考えられたた

め､細胞周期および細胞増殖の両ｽﾃ-ﾀｽに閑して検討を行うことにした｡野生

型細胞および2種類のSIMPLE欠損細胞(2-Bおよび4-B)について細胞周期の変化

を払CSにより検討した結果､明確な変化を確認することはできなかった(図3-6).

また､細胞増殖においても継時的に細胞数を測定したが､ sIMPLE欠損における影

62



･･･:＼l

ﾄ

響は確認できなかった(図3-7A).

-般的にDT40細胞はp53のnull細胞であることが知られているが､最近､ DT40

細胞を抗ｶﾞﾝ剤であるADRで刺激することによりp53が誘導されることが報告きれ

た(69)｡ SIMPLEはp53により発現誘導されることがﾋﾄにおいて確認されている

ことから､ DT40細胞をADRにより刺激することでSIMPu三が発現誘導されるか

Northern blot串よびWestem blotにより検討した.また､ p53の発現誘導についても

Western blotにより検討した.結果､ Northem blotおよびWestem blot共に､ sIMPLE

の発現誘導は確認されず､ p53においても発現誘導を確認することはできなかった

(data not sbown)｡

ﾎﾟﾄ-ｼｽへ

PIqはmitochondria膜の安定性を括性酸素種(Reactive Oxygen Species : ROS)を誘

導することによって破綻させ､ mitochondria膜からのcytochrome Cの放出を促し､

effector caspaseの活性化によりｱﾎﾟﾄ-ｼｽを誘導する(14).また､mitochondria膜

からのcytochrome Cの放出はROS誘導によるASKlの汚性化を経た､ JNKの括性化､

それに伴ったBcl-2のﾘﾝ酸化によって起こるとも循摘されているo一方で､最近､

p53によって誘導されるｱﾎﾟﾄ-ｼｽが1ysosome膜の破綻を切掛けに起こるという

報告が為された(70).その報告によると､ 1ysosome膜の破綻が続く､ mit.ch.ndria膿

の安定性を壊す経路と､ 1ysosome内に含まれる酵素が直接caspaseを活性化する経路

を誘起するとしている｡このことから､sIMPLEは第2章の考察で述ぺたようにNedd4

を介してか､あるい臥sIMPu王が1ysosome膜ﾀﾝﾊﾟｸであることから､ 1ysosome

膜の分解もしくは安定性を維持することでｱﾎﾟﾄ-ｼｽに関与している可能性が考

えられた｡そこで､野生型細胞とsIMPu三欠損細胞である2-Bおよび4-Bのｱﾎﾟﾄ

-ｼｽ刺激に対する感受性の差について払CSにより検討を行った｡ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ

刺激には､ sIMPLEがROSによって発現誘導されている可能性が考えられたため､

ROS産生が確認されている試薬にはc2-CeramideおよびH202を､ ROS産生が起こら

ない試薬にはDEXを用いた(71)｡更に､ROS産生の有無は確認されていないが､ADR

によるｱﾎﾟﾄ-ｼｽ誘導も行った｡結果､ ADRにおいてのみSIMPLE欠損細胞にお

いてｱﾎﾟﾄ-ｼｽﾍの感受性が増大していることが確認された(図3-7B)o
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gagcagggctgacacggatccgctgtggqgcgtgcagtgctcgccaccaggcttcccttc 60

tgaggcatttggaagcagcgtttgggagtgggctttaagaagacaaaatttgcaggctgt 120

ttctgcctctgccatcagctcttttgtgcctgtttatttcagtcatatatcatgtctgct 180

MSA3

cctagtggctttcctgccccatctgcaccaccttcatatgaggagacagtaggaatcaat 240

PSGFPAPSA PPSY EETVG=N23

gtgaactatcctcacccctaccctgtcccacaacctggcctcagaccagatgggaaggga 300

VNYPHPYPVPQPGLRPDGKG43

atgaaccctccgcagtactcaggacagcctatgccaacaagtacacctgttacagttcag 3 60

MN PPQY SGQPMPTSTPVTVQ63

actgtgtatgtgcagcaacccgtagtgctgttctatgaccgcccagttcagatgagttgc 420

TVYVQQPVVLFYDRPVQMSC83

ccttcctgtaaccagatgatcgtgacacgtctctgctatgagtcaggagcgttgacttgg 48 0

PSCNQM=VTRLCYESGALTWIO3

ctgtcgtgtggtggcctcttcctgctggggtgcatagctggttgttgcttaattcccttt 540

_与S+{GGLFも_I,GC=AGCCLIPF123

tgcgttgatgctctgaaagatgtggaacacttctgtccaaattgcaatgcccacgttggt 600

CVDALK DVEHFCPNCNAHVG143

tcttataagcgtttatagccggtgtgtaagcactaagagttgattagcaactctctaaac 660

SY･KRL* 148

ccatactgaagcttaatgaaggcttcctagttcttttctgtcctgtcactggaaaccaat 720

aaaaattaatgtttgttgcc 74 0

図3･1･ cSIMPLEの塩基配列(ABO5$634)および予想されるｱﾐﾉ酸配列
PY motifをboxで示した｡また､ｱﾐﾉ酸配列に釦､て予測きれた膜貫通領域を二重
下線で示した｡ *はｽﾄｯﾌﾟｺﾄﾞﾝを示す｡
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図3・2．cSIMI，LEの組織分布

A・CSIMPLEのmRNAの組織分布。ニワトリの各組織より回収したtotal－RNA、そ

れぞれ20LAgずつを用いてNorthernblotによる解析を行ったoprobeにはcsIMPIBの
ORFおよびニワトリMDHをPCRで増幅した断片を用いた。
B・CSIMPLEのタンパク質の組織分布。ニワトリの各組織より回収したタンパク

質を、それぞれ200F＾gずつ用いてWesternbltoによる解析を行った。抗体は本研究

により作製したcsIMPl・Eポ］）クローナル抗体を用いた。Northem blot解析におい
て牌臓でのcSIMPLEの発現が確認できなかった原因は、コントロールのGAPDH
のシグナルより、RNAが分解しているためと考えられる。
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図3・3．cSIMPLE発現細胞の確認
A．cSIMPLEはB細胞に特異的に発現する。各血球系細胞株およびcSIMPLE欠損細胞

（2B）より調整した可溶化試料、100Ilgを用いて、Westembltoによる解析を行った。
B．cSIMPLE欠損細胞において他のタンパクの発現異常が誘起されていないか、FACS

による確認を行った。コントロールにはニワトリ補体制御膜タンパクであるCrempに
対する抗体を用いた。図には細胞を透過処理した際の結果を示した。
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図3･4･他種間におけるSIMPLEのaligment

A･ *は4種問において完全に保存きれているｱﾐﾉ酸を､ :は4種間において同-性が保
たれているｱﾐﾉ酸を､ ･は3種間において同一性が保たれているｱﾐﾉ酸を示す.保存
されているPymotifをboxで､保存されている膜貫通領域を斜線で囲った｡

B･ﾋﾄ同様sIMPLEは4つのexonより構成され､全てのexonがGT/AGﾙｰﾙにより転写さ
れていると考えられる｡黒塗りの部分はoRFを示す｡
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図3-5. SIMPLE遺伝子欠損細胞の作製

A･ cSIMPLEを含むgenome DNAの制限酵素ﾏｯﾌﾟ｡ B.本研究に用いたtargeting vector
の構造｡ C･組み換え後の予想されるcSIMPLE genome領域｡ D. Southernblotによる組
み換え確認｡ E. NorthernblotによるSIMPLEの発現確認｡ genome DNAを野生型細胞
(+/+)､ neo･組み換え細胞(+/-)､ neo/hygro組み換え細胞(-/-)より回収し､ BLmHIで処理
後､図中に示したtargeting vectorの外側の領域にある配列を用いてSouthem blotを行っ

たo Northemblotには各細胞から回収したmRNA､ 3帽を使用した｡
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野生型細胞および2種類のdIMPIぷ欠損細胞（2B，4B）の細胞周期についてMによ
り検討した。グラフは図示したヒストグラムをModRtにより解析した値を示す。
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図3・7．SIMPLE欠損による細胞増殖とアポトーシスへの影響
A．1×105の細胞をシャーレに蒔き24時間置きに細胞数を計測した。

B・SIMPLE欠損によ．るADRに対するアポトーシス感受性の増大。ADR刺激後、2時間

置きに細胞を回収し、核の断片化を弘CSにより測定した。＊は有意差を示す（p＜0．05）
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SIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽﾍの閑与

SIMPLEのｱﾎﾟﾄ-ｼｽへの関与について検討を行った結果､抗ｶﾞﾝ剤であるADR

刺激においてのみSIMPLE欠損細胞でｱﾎﾟﾄ-ｼｽ感受性の増大が確認された｡ADR

はtopoisomerase IIとDNA切断物の複合体を安定化することでｱﾎﾟﾄ-ｼｽを誘導

すると考えられており､最近の報告によると､ Tyrosine kinaseであるLynを欠損した

DT40細胞はADR刺激によるｱﾎﾟﾄ-ｼｽに抵抗性を示すことが確認されている

(72)oまた､同報告によると､他の抗ｶﾞﾝ剤である1-PID-arabinofuranosylcytosine

(Ara-C) ､ Camptothecin (CPT)およびcis-diamminedichloroplatinum(II) (CDDP; cisplatin)

ではLyn欠失によるｱﾎﾟﾄｰｼｽ抵抗性は確認されておらず､阜DRと同様の作用機

序を持つetopside (VP16)のみがLyn欠損により阻害されることが確認されている.

更に､その報告8.こよるとADR刺激による､ｱﾎﾟﾄ-ｼｽにおいて重要な役割を果た

すと考えられているJNK'の括性化はLyn欠損細胞および野生型細胞共に変化は確認

されていないo -方で､ DT40細胞に剖ﾅるC2-Ceramideによるｱﾎﾟﾄ-ｼｽにはLyn

欠損は閑与しないことが報告されている(73)｡これらの事実より､ DEXやH202が

どのような経路でDT40細胞に対してｱﾎﾟﾄ-ｼｽを誘導しているか明らかではな

いものの､現段階に釦1てSIMPLEがLyn特異的なｱﾎﾟﾄ-ｼｽに閑与している可

能性は否定できない.また､興味深い事に､ Lynの分解がNedd4により､ Epstein-Barr

ｳｲﾙｽのLMP-2存在下に釦､て促進されるとの報告がある(74)｡SIMPLEは.Nedd4
と相互作用することから､ sIMPLE欠損細胞におけるADR刺激によるｱﾎﾟﾄ-ｼｽ

感受性の増大はLynの分解が起こらないために誘起されている可能性が考えられる.

DT40細胞のUV刺激やRadiationによるｱﾎﾟﾄ-ｼｽにもLynの清性化が必須であ

ることが報告されていることから(75)､今後､それら刺激によ%- sIMPLE欠損細胞

と野生型細胞でのｱﾎﾟﾄ-ｼｽ感受性の差およびLynの分解について検討する必要

性がある｡現在､この可能性について検討を行っている｡

SIMPLEのﾀﾝﾊﾟｸ分解への閑与

SIMPLEのﾏｳｽhomologueにおいてNF-.(Bの分解への関与が報告された(61).

DT40細胞は細胞膜に発現しているB cellantigen receptorをIgM抗体でｸﾛｽﾘﾝｸ

することでNF-TCBが活性化されること､またｱﾎﾟﾄ-ｼｽが誘導されることが報告

されている(76)｡このことから､ sIMPu王欠損細胞および野生型細胞をIgM抗体で

刺激した際にNF17CBの分解に変化について確認する必要があると考えられる.現在､

この可能性について検討を行っている｡
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終章

SIMPLE欠損細胞において､ Protein Tyrosine kinaseであるLyn依存的にｱﾎﾟﾄ-ｼ

ｽを誘導することが知られるAdriamycin刺激に対してのみｱﾎﾟﾄ-ｼｽ感受性の増

大を確認したo興味深い事に､ LynはNedd4により､ Epstein-Barrｳｲﾙｽ由来のﾀ

ﾝﾊﾟｸであるLMP-2存在下において分解されることが報告されている(75)o本研究

でも確認したが､ sIMPLEはNedd4と相互作用することから､ sIMPLE欠損細胞の

Adriamycin刺激によるｱﾎﾟﾄ-ｼｽ感受性の増大はLynの分解が誘導されないため

に起きたものと考えられる.また､最近の報告ではsIMPLEはNF_kBの分解に関与

することが報告されており(76)､更に､未梢神経疾患の-つであるCharcot,MarieTo.th

病の原因遺伝子の-候補であることがﾎﾟｼﾞｼﾖﾅﾙｸﾛｰﾆﾝｸﾞにより明らかにさ

れた(7刀o近年､ﾊﾟ-ｷﾝｿﾝ病やｱﾙﾂﾊｲﾏ-病を代表とする神経変性疾患は

異常ﾀﾝﾊﾟｸの蓄積による神経細胞のｱﾎﾟﾄ-ｼｽに原因があると考えられており1

これらの知見より､ sIMPLBがﾀﾝﾊﾟｸ分解に寄与する可能性は非常に高いと思わ

れる.｡

NF-1(BがTNF-αの転写誘導において必須の因子であること(22)､また､ sIMPLE

がTNF-αによって誘導されることを考えると､ sIMPLEがNFIT(Bを分解することに

よりTNF-αのnegative regdatorとして機能している可能性は十分に考えられる.そ

の意味でNF-KBの分解にSIMPIBが如何なる機序により関与しているか興味が持た

れるo -方､ I;ynの分解の場合､ sIMPLEはNedd4を介して分解に関与している可能

性が考えられ､ Lyn以外のNedd4の基質の分解および､ Nedd4以外のNedd4ﾌｱﾐ

ﾘ-ﾀﾝﾊﾟｸによるﾀﾝﾊﾟｸ分解にsMPu!が寄与している可能性は十分に考えら

れるoNedd4が有するⅥWdomainは4つのclassに分類されるWWdomainの内､ dass

lに分類され､ py motifを好んで認識するのに対し､ dass 4のWW domainはﾘﾝ酸

化serineおよびThreonineと相互作用すること報告されている(36).このことから､

Nedd4がﾘﾝ酸化serineおよびThreonineに結合する可能性は否定できないことから

も､ Nedd4およびNedd4ﾌｱﾐﾘ-ﾀﾝﾊﾟｸがﾘﾝ酸化ｽﾃ-ﾀｽにあるﾀﾝﾊﾟｸ

を特異的に認識し､過剰なｼｸﾞﾅﾙが入らないよう､ sIMPIBを介した分解を行っ
ている可能性が考えられる｡

細胞は種々の刺激に対して様々なｱｳﾄﾌﾟｯﾄを起こすoそれは､増殖や分化､

ｱﾎﾟﾄ-ｼｽ等の表現系として確認することができるo通常､細胞はそれらｱｳﾄ

ﾌﾟﾂﾞﾄを促進するﾀﾝﾊﾟｸを発現するか､あるいは抑制ﾀﾝﾊﾟｸを発現させること

で分化やｱﾎﾟﾄ-ｼｽが起きないよう制御している｡この抑制に関与するﾀﾝﾊﾟｸ

が刺激依存的に分解されるのであれば､ sm肝LEが様々な刺激により発現誘導され

ること､また､ほぼ全ての組繊において発現が確認されることを説明しうると考え

られるo SIMPLEのLyn分解への閑与を証明することにより､ Nedd4ﾌｱﾐﾘ-によ

る1ysosomeを介した新たなﾀﾝﾊﾟｸ分解経路に対する知見が得られるばかりでなく､

Nedd4ﾌｱﾐﾘ-によるﾀﾝﾊﾟｸ分解の方向性を示すことができると考えられる｡
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