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第 l章研究の背景

Te氾はマウスの血液細胞と肝細胞で高発現が認められる非受容体型tyrosinekinas巴で

ある(1、 2) 0 N末端側からunique dom釦口、 src homology 3 (SH3) dom釦n、src

homology 2 (SH2) domain、catalyticdomainという c-Srcと類似した構造を持っている。

しかし、 N末端のunique domainが長〈ミリスチリン酸結合部位が無いことやC末端に

kinase活性を抑制する働きのあるc-Srcの527誌のtyrosine残基に相当するtyrosme残基

を持たないことなどの点でc-Srcとは異なっている(図 1)。マウスTec蛋白質は

alternative splicingにより 4種類のサプタイプ (typ巴 I-IV)が存在し、それらはuniqu巴

dom釦nのN末側、 SH3 dom包nのC末111lJ領域からSH2dom創nのN端までのIlU、およびC

末端の領域がそれぞれ異なっている(図 2) 0 Tec typ巴 Iの後初のunique dom加nの

me出ionin巴から14アミノ酸残基が、他のtypeでは別の95アミノ酸残基に鐙換されてい

る。SH3 dom白nはtype IVが通常のSH3 domainに相当する60アミノ酸残基からなる

SH3 domain (以下SH3Lとする)を持つのに対して、他のtypeはSH3LのC末端側の 19

アミノ酸と typeIVに存在するSH3dom副nとSH2domainの間の3アミノ酸残基、併せて

22アミノ酸が欠損している。c末端に関してはtype IIのC末端の21アミノ酸残基が他

のtypeでは別の27アミノ酸残基に置換されている。

最近、 Tec類似のtyrosine kinas巴である 1tkffsk (3、 4)およびBtk (5、 6 )の

cDNAが相次いでクローニングされ、これらが非受容体型tyrosinekinas巴のなかでサプ

ファミリ を形成していることがわかった。興味深いことにこれらのtyrosine kinase 

は血液細胞で強く発現している点が共通している。itk/tskはT細胞に特典的に発現が

みられ、 Iし2で発現が誘導される72KDaのlyrosinekinas巴をコードしている遺伝子で、

IL-2の情報伝達に関与している可能性がある (3) 0 btkは分子量77 KDaのlyros10巴

kinaseをコードしている泣伝子で、免疫グロプリン産生異常を引き起こすヒトのX-

link巴d agammaglobulinemia (XLA) (5、 6)やマウスのX-linkω immunod巴fic氾ncy

(XID) (7、8)の責任逃伝子と考えられている。実際、ヒトXLAではbtkの発現が

欠失している症例 (6)やkinasedomainをコードしている領域の点突然変異により
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図 1 非受容体型tyrosinekinase 

各tyrosinekinaseのdomain構造を図示する。 また、各tyrosinekinaseの

および、c-Srcの第527番のアミノ酸残基である第2番、第7番ア ミノ酸残基、

tyrosineを示す。
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図2 alternative splicingから予想されるマウスTeckinase の構造

alternative splicingにより Iはuniquedomainが、 IIはC末端側が、

IVはSH3domainがそれぞれ他のtypeと異なっている 。



Btkのkinase活性が失われている症例 (5)などが報告されている。マウスXIDでは

BtkのN末端のumqu巴 domainをコードしている領域に点突然変異があり、程を越えて

保存されているコドン28のarglmneがcysteineに変化している例が報告された(7、8)。

従って、 BtkはB細胞における免疫グロプリン産生機構において重要な役割を呆たし

ていると考えられる。 T巴Cファミリーのtyrosine kinaseであるItkffskやBtkが上記のよ

うに血液細胞内で重要な役割を呆たしていると考えられるため、丁目の血液細胞での

機能に興味が持たれる。最近、いくつかのcyotokineの細胞内情報伝達系にTecが関与

している可能性が示されつつあり (Tang， B. et al.、Mano， H. et al.， data in 

submission) 、細胞が増殖する際に何らかの機能を果たしていると考えられる。

また、マウスTαのSH3 dom泊nは迎n.のSH3 domainに相当するSH3LとC末端側の

19アミノ酸が欠損したもの (以下SH3Sとする。41アミノ酸残基からなる。)の2種類

が存在する。 SH3Sで欠損している領域はSH3 domainが他の蛋白質と相互作用するう

えできわめて重要な領域と考えられている(9ー 12)ため、 Tecにおける 2種類の

SH3 domainが異なる機能を持つのか どうか、きわめて興味深い。

私はヒト血液細胞におけるT巴cの役割jを解析するためにまずヒト tec cDNAをクロー

ニングし、その一次構造を明らかにし、得られたヒトtec cDNAをprobeとして血液細

胞株および各種造血器腹筋患者から符られた骨髄単核細胞における teci立伝子および

Teciff白質の発現を調べた。次に、 fluorescencein situ hybridization (F1SH) によりヒ

トtec遺伝子の染色体マッピングを行った。また、マウスで発現している災なっ たSH3

domainを持つTecの血液細胞内での機能を明らかにするために 2種類のSH3 domainの

機能についても解析を行った。



第 2主主 研究材料と方法

2 -1 .実験に用いた細胞株および培養法

ヒトI血液細胞株KGI (1 3)、HL60( 1 4 )、 JOSK-K(1 5 )、 HEL( 1 6)、

KU812(16)、K562(1 7 )、 F36E( 1 8 )、DAUDI( 1 9)、RAJI(2 0 )、

IM9 (2 1 )、MOLT4(22) 、HPBALL(23)、CCRF-CEM(2 4 )、JURKAT

(25)、PEER(2 6)はRPMIl640(GIBCO)培養液中でウシ胎児血清 (FCS)を

10 %添加して培養した。エリスロポエチン依存性血液細胞株、 F36Eではさらにエリ

スロポエチン(キ リンピ ル株式会社より 供与)を20U/mlとなるように添加 した。

Iし3依存性血液細胞株、FDC-PI細胞 (27)はFCSを10 %、マウスIL-3(キリン

ピ ル株式会社より供与)を25U/ml添加したRPMIl640培養液中で培養した。

COS細胞 (28) はDulbec∞'sm凶 ifiω Eagl巴'sm巴dium(DMEM) (GIBCO)培養

液中でFCSを10%添加して培養した。

2 -2. cDNAクローニングPとsequencing

TotaJ RNAをヒトT細胞株であるCCRF-CEMとPEERからguanidinium thi∞yanate 

p henol-chloroform法 (29)で抽出 し、poly (A)+ RNAをoligo (dT)ーcellulos巴column

(Pharmacia LKB Biotechnology)をj日いて純化した (30) 0 poly (A)+ RNAから

cDNAを合成し(3 1 )、 λZAPlI(Stratagene)をベクターとしてcDNAライプラリ

を作製した。マウスteccDNAの5'側の800bpをprobeとして、このcDNAライプラ リ

をスク リーニングした。

Prehybridizationは40% formamide、5x SSC (1 x SSC: 0.15 M NaCI、0.015M Na-

citrate)、5x denhardt's solution (1 g!I polyvinyl-pyrrolidone、1g!I Ficoll 4∞、1g!I 

bovine serum albumin巴)、 50mM  NaP04， pH 7.0、0.1 % SDS、および100μg/ml
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heat-denatured salmon sperm DNAを含む溶液で42 "c、 2時間行った。hybrid izationは

[α32p) dCfPで標識されたマウスteccDNAをprob巴として上記の溶液に加え、 42"c、

16時間行った。フィルターの洗浄は室協で2x SSC、0.1% SDSを含む溶液で行った。

得られたポジテイブクローンのcDNA insertsはプラスミドベクターpB1uescriptSK(+) 

( Stratagen巴)にサプクローニングし、ヘルパーフア ジVCS-MI3を用いて l本鎖

DNAを回収し (32)、Sequenase(US Biochemical Corp) をもちいてdid巴oxy

termination法で核酸配列を決定した (33)。

2 -3. Northern blot法

ヒト血液細胞株 (KGl、H凶 O、JOSK-K、HEL、KU812、K562、F36E、DAUDI、

RAJI、IM9、MOLT4、HPBALL、JURKAT、CCRF-CEM、PEER) および各種造血器

腿傷患者の骨髄単核細胞からguanidinium thiocyanate-phenol-ch10roform法でtotalRNA 

を抽出した。 totalRNAをformaldehydeを含む 1.2% agarose ge1で展開し、 ny10n fi1 ter 

(Hybond N; Amersham) にプロットした。このフィルターをhybridizationbuffer (50 

% formamide、5x SSC、5x denhardt' s solution、50mM  NaP04、pH7.0、0.1% SDS、

川0μg/mlheat-denatured salmon sp巴rmDNA) 中で42"cで2時間prehybridizationを行っ

た後、 [α32p) dCTPで標識されたヒト teccDNA全長をprobeとして加え、さらに12時

!日Jh yb ri d izati onを行った。 Washbuffer (1 x SSC、0.1% SDS) で室瓶で2回、 42"cで

2回フィルターを洗浄した後、 autoradiographyで解析した。

2 -4. Western blot法

血液細胞株FDC-Pl、HEL、JURKATおよびCOS細胞のto凶 ω11 1ysate 20 μgを8 % 

SDS-po1yacrylamide g巴1el民 trophor巴sis(SDS-PAGE)で展開した後、 semidryb10tting装置
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(Pharmacia LKB Biotechnology) を用いてフィルター (Immobilon;Millipore) に吸着さ

せた。フィルターをblockingbuffer (1 % bovine serum albuminを含むTBST(20 mM Tris-

HCl、pH7.4、150mM NaCl、0.05% Tween 20) )に浸し、 4"Cで一晩blockingした。フ

ィルターをTBSTで洗帰後、 一次抗体溶液(抗lfrLi青を含むTBST)中で室温で1時間反応

させた。 TBSTでフィルタ を洗浄後、アルカリフォスフアターゼと結合した抗ラピッ

ト免疫グロプリン抗体 (Promega) を二次抗体として含むTBST中で室温で11時間反応さ

せた。 TBSTでフィルターを洗浄後、 bromochloroindolylphosph叫 (BCIP;Promega) と

nitro blue tetrawlium (NBT; Promega) を加え特異バンドを検出した (34)

2 -5. トランスフェクション

プラスミドベクタ-pB luescript SK (+)にサプクローニングされていたヒト伝ccDNA 

(入ht巴c2) をEcoRIで切り出し、発現ベクターpSSRα にサプクローニングした

(pSSRαjhtec)。発現ベクターpSSRαはプラスミド、 pUC18、にpcDLSRα(35)の

SRαプロモーターとクローニング部位と翻訳終結部位をサプクローニングしたベクター

である。 COS細胞へのトランスフェクションはDEAEDextran法 (36) で行った。すな

わち、前日に直径10cmのdishにf脅かれた1x 106個のCOS細胞をリン酸緩衝液 (PBS)で

2回洗浄した後、 2μgのpSSRαあるいはヒト teccDNAがサプクローニングされたpSSRα

的[Jえた50mMのTris-HCl、pH7.5、および0.4mgjmlのDEAEDextr加 (Pharmacia) を含

む4mlのDMEM培養液中で37"cで41時間精養した。再び、 PBSで洗浄した後、 0.1mMの

chloroquineと2%のFCSを含む5mlのDMEM培養液中で37"cで3時間培養した。 PBSで洗

ゆ後、 10 %のFCSを含むDMEM培養液中で37 "cで培養し、 72時間後にトランスフェク

トされたCOS細胞からω凶 αlllysateを訓整した。

2 -6. f1uorescen∞in situ hybridization (FISH)によるヒト伝必伝子の染色体マッピ

ング

ヒト臼c遺伝子の染色体での局在部位を決定するためにFISHを行った。R-bandingのた
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めにulymidinesynchronization， bromodeoxyuridine release technique (3 7)で(前)有糸

分裂JVJの染色体を得た (38) 0 Nick町出ls1ation法によりヒトreccDNA全長をbiotin-16-

dU TP (Boehringer)で標識後、染色体とhy bri diza uo nさせた。hybridizationは2x SSC、

50 % fomlamide、10% dextran sulfat巴、 0.5μg/μ1salmon sperm DN A、0.5μg/μ1E.∞H 

tR NAを~む治i液に25 ng/Iμlのbiotin化されたDNAをprobeとして加えて行った。 37'cで16

JlJII¥J反応後、 37'cで50% formamideおよび2x SSCを含む溶液中で、次に2x SSCで、最

後に室iLiで1x SSCでそれぞれ 15分11日ずつ洗めした。 hybridizationsignalはFITC-avidin

(Boehringer) とbiotin化されたanu-avidin(Vector) を用いて検出した (39)。スライ

ドをpropidiumiodide (PI; 1 mg/ml)で二重染色した後、 B-2A filterの付いたNikonFXA 

f1uorescent microscop巴でFITCsignalとPIで染色された染色体を同時に仰告さした。

2 -7. glutathion巴S-transferas巴 (GST)融合蛋白質の合成と純化

1) polymerase chain reaction (PCR) 

GSTとSH3しとの融合蛋白質を符るために、グーTAAAGGGAG ACAGTGTACAA-3'を

anti-sense primerとして20pmol、FDC-Pl細胞のtota1RNA 1μg、RNaseinhibitor (宝

泊;lli) 25 U、マウス逆転写再手素 (MMLV-ReverseTranscriptase; BRL) 2∞Uを25mM  
Tris-HCl、pH 8.3、37.5mM  KCl、1.5mM MgC12、各々250 nMのdATP、dGTP、

dCTP、dTTP、 10mM  dithiothreitolを合む反則伎に加え(全量25μ1) 、37'cで111寺110

反応させてteccDNAのfirSl strandを令成した。この反応液に20 pmωのsense pnmer 

(5'-AGTTACCAGTGTTGTAGACA-3' )、 10mMTris-HCl、pH8.3、50mM  KCl、各々

250 nMのdATP、dGTP、dCTP、dTTP、25U/mlのAmpliTaqDNA polymerase (Perkin 

Elmer Cetus )からなる反応液25μlを加え、 92'C1分、 37.C 1分、 72'c 2分という条

1'1'で40回のPCRを行った。符られたPCR産物を 10115に希釈したものから lμlを取り、

内Mのpnmerのセット、 sense; 5' -TG AAG♀♀企工CCTTGTAGCGA-3'とanti-sense; 5' 

nu 
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TGTTGGAA主IC_CTGCAGTAC-3・を用いて、 92'c 1分、 37 'c 1分、 72'c 2分という

条件で40回のPCRを行った。発現ベクターpGEX-3X (Pharmacia LKB Biotechnology) 

へのサプクローニングのために制限再手素BamH1とEcoRIで切断できるように内仰Ijのプ

ライマーセットは下線で示した部分を変更した。 GSTとSH3Sとの融合蛋白質のため

にはSH3Sを持つtec cDNAを鋳型に、内Mのプライマーのセットを用いて先と同一条

件でPCRを行った(図 3)。

2) GST融合蛋白質

PCRで合成されたcDNAを制限酵素BamHI、EcoRIで切断し、 pGEX-3Xにサプクロ

ーニングした後、大腸菌NM522 ( Stratagen 巴)を形質転換した。対数増殖J~J の形質転

換されたN附 22の培養液にisopropyl日D-thiogalactopyranoside(IPTG) を0.1 mMに

なるように加えGST融合蛋白質を発現させた (40) 。遠心により集菌した大腸菌を

PBSET (20 mM  NaP04、pH7.0、150mM  NaCl、50mM  EDTA、1% Triton X-1∞) 

に懸濁し、氷上で超音波器で破菌した。再び遠心にて可溶画分と不溶画分を分離した。

次に、不i容画分を8M Urea / 0.1 M Glycine、pH9.0で可溶化しt.:fkPBSE(20 mM  

NaP04、pH7.0、150mM  NaCl、50mM  ED寸A)に対して透析を行った o glutathione-

Sepharose 4B (Pharmacia LKB B iotechnology)のカラムに透析後のGST融合蛋白質を

含む溶液を加えGST融合蛋白質を純化した。

2 -8.細胞のmetaboliclabeling 

1) [3sS]m巴thionin巴によるmetaboliclabeling 

FDC-Pl細胞を透析済みのFCS (GIBCO)を10 %、マウスIL-3を25 U/mlおよび

esS] methionine (Tran-3SS-1abel; ICN Biom巴dicals) を7.4MBq/ml添力日したmethionine-

free RPMIl640培養液 (Flow LaboralOries， 1 nc.)中で21時間培養し細胞をmetabolic

labelした。
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2) [32p] orthophosphateによるmetaboliclabeling 

FOC-P1細胞をIL-3を加えずに9時J/日精義した後、phosphate-free RPMII 640培養液

(GIBCO) に [32p]orthophosphate (Amersham) 37 MBq/ml、透析済みFCSを10%を

加えて2時間培養しmetaboliclabelした。さらに、マウスIL-3を25U/mlとなるように加

えFOC-P1細胞を 10分間刺激した。

2 -9. in vitro binding assay 

metabolic labelされたFDC-P1細胞をlysisbuffer (10 mM  Tris-HCl、pH7.6、1%

Triton X-1OO、50mM  NaCl、5mM EDTA、30mM  sodium pyrophospha旬、 50mM  

sodium fluoride、0.1mM  sodium 0口hovanadate、1mM  phenylme出ylsulfonyl fluorid巴、

200 U/ml aprotinin) に懸濁し、 20分間氷上に遣いた後、 7，000x gで10分間違心し可

溶薗分を得た。 GSTとglutathione-Sepharoseに非特異的に会合する蛋白質を除くため

に10μgのGSTを結合させたglutathione-Sepharoseをtotalcell 1 ys ateに加え、 4 "cで1時

間混和した。遠心により GSTとglutathione-Sepharoseおよびそれらに会合した蛋白質

を除去した後、 glutathione-Sepharos巴と結合させた10μgのGSTあるいはGST融合蛋白

質を加え4 "cで1時間混和し、それらと会合する細胞内蛋白質を純化した。純化され

た蛋白質をSDS-sampl巴buff，巴r(100 mM Tris-HCl、pH6.8、200mM  dithio出reitol、4

% SDS、0.2% bromophenol blue、20% glyαrol) を添加し、 boilすることでi容出し、

8 % SDS-PAGEにて展開後(4 1 )、 autoradiographyで検出した。



第 3草結果

3 -1 .ヒト teccDNAクロ ニングとその解析

CCRF-CEMとPEERから作製したcDNAライブラリーをマウス tec cDNAをプロープ

としてそれぞれ1x 106 pfuをスクリーニングし、ポジティプクローンがそれぞれより

lクローンずつ得られた (λhtecl、入htec2)。各フアージより単離された lnSert、

htec1およびh也c2、はほぼ同じ3.6 kbの長さを持ち、制限酵素マップでは単一のメッ

セージに由来したクロ ンと考えられた。 htec2の核酸配列を決定した結果、全長は

3650 bpで、翻訳領域はnucleotide(nt) 118から120の開始コドンATGからnt2011から

2013の終止コドンTAAまでで、 5'側には 117 bp、3'側には 1637 bpの非籾訳領域およ

び、poly-Atailを含んでいた(図 4)。しかし、 nt118から120の開始コドンATGより上

流にin-frameの終止コドンが存在せず、ヒトT巴c蛋白質がより長いN末領域を持つ可能

性は否定できない。また、 poly-A tailの近傍にポリアデニJレ化シグナルのコンセンサ

ス配列は存在せず (42)、より下流にポリアデニル化シグナルが存在する可能性も

考えられる。 htec2はマウスのcDNAであるt巴c11と5'側の非翻訳領域で43%、翻訳領域

で88%、3'側の非翻訳領域で40%の相向性が認められた。 htec2の3'側の非翻訳領域中

の1024bp (nt 2626-3650領域、以下ヒ ト特異的配列とl呼ぶ)はt巴cIlと相向性がみら

れなかった。図 4には核酸配列とともに予想されるアミノ酸配列を示した。ヒトtec

cDNAは631アミノ酸からなるヒトtecJ立伝子建物をコードしていると考えられ、その

予想される分子量は73，624であった。このアミノ酸配列はマウスのT∞kinas巴typeIV 

と各領域とも90%以上の相向性があり、得られたクローンはヒト teccDNAであると考

えられた。ヒトTec蛋白質はN末側からunique domain (アミノ酸、以下aaとする、1-

183)、SH3domain (aa 184-243)、SH2domain (aa 247-346)、catalyticdomain (aa 

351-620) という構造を持っている。 T巴Cファミリーのtyrosin巴 kinas巴とのアミノ酸配

列の比較を図 5に示す。マウスTec lype IVと比較してアミノ酸で178悉目の位置に



図4 ヒ卜teccDNAの核酸配列と予想されるアミノ酸配列

一一一一一一一一;pleckstrin homology domain -ー一一一一;SH3 domain 

一一_.; SH2 domain 己コ;ATP結合部伎のコンセンサス配列

=;自己リン酸化部位 *;終止コドン

太文字;non-Srcファ ミリーのtyrosine kinaseで保存されているアミノ酸

1 CGGCGGCCGCGGATCCCGGCGGCGATCCGACCTCGCAGTCTCCCCAGGTCCGCCAGCAGCCGGTTCA.GCCAG 

73 1¥AT ACTGGGATCTTCAGTGGCAGGAGGAGT AATCAGAAGACGGAGATGAATTTT AAC1¥CT ATTTTGGAGGAG 

lMNFNTILEE  

145 1¥TTCTT 1¥TT AAGAGGTCACAGCAGAAAAAGAAGACATCGCCCTT AAACT ACAAAGAGAGACTTTTTGT 1¥CTT 

10 1 L 1 K R S Q Q K K K T 5 P L N Y K E R L F V L 

217 ACAAAGTCCATGCTAACCTACTATGAGGGTCGAGCAGAGAAGAAATACAGAAAGGGGTTTATTGATGTTTCA 

34 T K S 阿 LTYYEGRAEKKYRKGF IDV5  

289 AAAATCAAGTGTGTGGAAAT AGTGAAGAATGATGATGGTG TCATTCCCTGTCAAAAT AAGT ATCCATTTCAG 

58 K 1 K C V E 1 V K N D D G V 1 P C Q N K Y P F Q 

361 GTTGTTCATGATGCT A1¥C AC 1¥CTT1 ACATTTTTGCACCT AGTCCACAAAGCAGGGACCTGTGGGTGAAGAAG 

82 V V H D A N T L Y 1 F A P S P Q S R D L W V K K 

433 TT AAAAGAAGAAAT AAAGAACAACAAT AAT ATT ATGATT AAA T ATCATCCT AAATTCTGGACAGATGGAAGT 

106 L K E E 1 K N N N N 1 M 1 K Y H P K F W T D G S 

505 T ATCAGTGTTGT AGAC AAACTGAAAAATT AGC ACCCGGATGTGAAAAAT ACAATCTTTTTGAGAGCAGT AT A 

130 Y Q C C R Q T E K L A P G C E K Y N L F E S S 1 

577 AGAAAAGCAC T ACCTCC AGC ACCAGAAACAAAGAAGCGAAGGCCTCCCCCACCAATTCC ACT AGAAGAAGAA 

154 R K A L P P A P E T K K R R P P P P 1 P L E E E 

64 9 GAT AA T AG TGAAGAAATCGTTGT AGCC ATGT ATGATTTCCAAGCAGCAGAAGGAC ATGATCTCAGATT AGAG 

118 D N S E E 1 V V A M Y D F 0 A A E G H D L R L E 

121 AGAGGCCAAGAGT ATCTCATTTT AGAAAAGAATGATGTGCATTGGTGGAGAGCAAGAGAT AAAT ATGGGAAT 

202 R G Q E Y L 1 L E K N 0 V H W W R A R D K Y G N 

193 GAAGGAT AT ATCCCAAGT AATT ACGT AACGGGAAAGAAATCAAACAACTT AGATCAAT ATGAATGGT ATTGC 

226 E G Y 1 P S N Y V T G K K S N N L D Q Y E W Y C 

865 AGAAATATGAATAGAAGCAAGGCAGAGCAACTCCTCCGCAGTGAAGATAAAGλAGGTGGTTTTATGGTAAGG 

250 R N M N R S K A E Q L L R S E 0 K E G G F M V R 

931 GATTCC AGTCAACC AGGCTTGT ACACAGTCTCCCTTT AT ACCAAGTTTGGAGG)¥GAAGGTTCATCGGGTTTT 

274 D S S Q P G L Y T V S L Y T K F G G E G S S G F 

1009 AGGCATT ATCAT AT AAAGGAAACAACAACATCTCCAAAGAAGT ATT ACCT AGCTGAAAAACATGCTTTTGGC 

298 R H Y H 1 K E T T T S P K K Y Y L A E K H A F G 

1081 TCC ATTCCTGAGATT ATTGAAT ATCAT AAGCACAATGCAGCAGGAC TTGTCACCAGGCTTCGGT ACCCAGTT 

322 S 1 P E 1 1 E Y H K H N ^ A G L V T R L R Y P V 

1153 AGTGTGAAAGGGAAGAATGCACCCACCAC TGC AGGATTCAGCT ATGAGAAATGGGAGATT AACCCTTCAGAA 

346 S V K G K N A P T T A G F S Y E K W E 1 N P S E 

1225 CTGACC1TTATGAGGGAATTG_ロロAAに?ににAC中氏叩T叩GGAGTGGTGAGGCTTGGCAAATGGCGAGCCCAGTAC

310 L T F M R E L ド S G L F G IVVRLGKWRAQY  
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図4(続き )

129 i AAAGTCGC AATCAAAGCT ATTCGGGAAGGTGCAATG1GCGAGGAGGACTTT AT AGAAGAAGCT AAAGTGATG 

394 K V A 1 I K IA 1 R E G A M C E E D F 1 E E A K V M 

1369 ATGAAGCTGAC ACACCCGAAGTT AGTGCAGCTTT ATGGTGTGTGCACCCAGCAGAAACCAAT AT ACATTGTT 

418 M K L T H P K L V Q L Y G V C T Q Q K P 1 Y 1 V 

144 1 ACTGAGTTCATGGAAAGGGGCTGCCTTCTGAATTTCCTCCGAC AGAGACAAGGTCATTTCAGT AGAGACGT A 

442 T E F M E R G C L L N F L R Q R Q G H F S R 0 V 

1513 CTGCTGAGCATGTGTCAGGATGTGTGTGAAGGGATGGAGT ATCTGGAGAGAAAC AGCTTCATCCACAGAGAT 

466 L L 5 M C Q 0 V C E G M E 'f L E R N 5 F 1 H R 0 

1585 CTGGCTGCCAGAAATTGTCT AGT AAGTGAGGCGGGAGTTGT AAAAGT ATCTGATTTTGGAATGGCCAGGT 1¥T 

490 L A A R N C L V S E A G V V K V S D F G M A R Y 

1657 TTTCTGGATGATCAGT ACACAAGTTCTTCTGGTGCT AAGTTTCCTGTGAAGTGGTGTCCACCTGAAGTGTTT 

514 F L D 0 Q Y T 5 5 5 G A K E' P V K W C P P E V F 

1729 AATT ACAGCCGCTTC AGCAGCAAATCAGATGTCTGGTCATTTGGTGTTTT AATGTGGGAAGT ATTCACGGAA 

538 N Y 5 R E' 5 5 K 5 D V W 5 F G V L M W E V E' T E 

1901 GGC AGAATGCCTTTTGAAAAAT AC ACCAATT ATGAAGTGGT AACCATGGTT ACTCGAGGCC ACCGACTCT AC 

562 G R M P F E K Y T N Y E V V T M V T R G H R L Y 

1873 CAGCCGAAGTTGGCGTCCAACT ATGTGT ATGAGGTGATGCTGAGATGTTGGCAGGAGAAACCAGAGGGAAGG 

586 Q P K L A 5 N Y V Y E V M L R C W Q E K P E G R 

1945 CCTTCTTTCGAAGATCTGCTGCGCACAAT AGATGAACT AGTTGAATGTGAAGAAACTTTTGGAAGAT AAGTG 

610 P 5 F E 0 L L R T 1 0 E L V E C E E T F G R * 

2017 ATGTGTGACCAGTGGCTCCCAGATTCCCAAGCACAAGGAAGGATGGGCATTTTGTGGCTTTT AATTT ATTGA 

2089 GCACTTGGACATGT AGATCATTTT ACTT AT ACAGTGGAAAC AC AT AAAT AA TTTGCTTCT AGACCAGCCTCT 

2161 GTCT AGAC TTGCTTCT AGACAGAATCTCCCAGAGTGTGGAAATGTTGCCTT AGAAATGGTGATT AAAATCAC 

2233 TCATTTCTATTCATTCCTCAGGCACTTGAGTGACAGTTGTTTACCAGGCACTGTGTGTAGCCCCAGGGTTTG 

2305 GCCATTCAGGGGTGCACACATGGGACCATGTTAGCTGATGCCAGTTGAAGGCCAGGGTATTTGGGAAGGGGA 

2377 AGGGT ATT AGAGTCATGACCAAGCAACCCTTCTTTTTCCCTTTGACTTCT ACAGAAATCTGGGCCTGAGAC A 

2449 TTGTCTACAATTGGGTTCTAGATACATCAGGAACCCATCTTGGATAAATAAATACCT ATCTTTTGTTTTGAA 

2521 AACATCTCAGTTTTCAAGACTGCTCTT AGT ATT ACATGAACAA T ATTTGT ATGCTGT AT AT ATTGT AAAT I¥T 

2593 A1 AT AAT AT AT AAAGTT AT AT ATTT ATGAGAAACACGAA TTGTCTTTT AATTGAAACTTTT AATCCTGT AGT 

2 665 AT AGGAGTTCACCTTCTT AGGACT AGAGACTGTGCCTT AT AGCTGTT AATTCATTTCCCCCTGAACATCAAA 

2737 T ATGCCTGAAGAGAAGAAAGTCT AGATTCTTCT ATGAGT AACGCCCCCTCCTCACTCAGGT AAATGTGTCTG 

2809 GGGATGCCTGTCCAGCTT AACCACGTGCATTTGGCCT ATGT AATCC TGCCCATGGTGGCCGCAGCT AA TCAG 

2881 AATCAGATGGAAAATT AAACCGGGT AATCT ACTTCTAAGCCTT AAGAAT ATTCCCTGGGACACAGACACT AT 

295 3 AATTGGAAGTGCTGAGCTCTGGGGCAGAAGGATCAGGTGACCTTCGCAACAAAGTTTGCCCCCACCTCACAT 

3025 AGGACCCGGAAGCAGCCTGAGCTGTGGCGGAGGATCCAGGAAGCTACGGAGAGAAGCAGCCAGCATGGTGTT 

3097 CCGTGCCTCCCGGACGTTTTTC AGGAGGCCTGGTTGGACTTGGGTTCCTGGATGGTGGGATTGTTGT ACAGC 

316 9 CTCTCAGGAGACCCTGCTGTCAAGACTGTGTGTGTGGATTTCCCACCCTT AGAAGCTCT ACT AAGACATCAA 

324 1 CGGAATT AGGGCCTTCCTTTTTGCCTTGTGAGCGCCAAGGAAAAGAAACT ATCTCGG TCACGTGAGCGCCAC 

3313 GAAAGAAACTGT ATCAGTC ATCCAGAGACCGTTT ATTGCCCAACACGTT ATTCTTGCTGTTGGTGGGG T AAC 

3385 T AGCCGAGGAAGACAC AGCGCCTTCCCTTCAGGAGTTGCGTCTCCTCTGCAGGCCACGATGGTCTGCTCTGG 

3457 AGCATTGGGTGAACACACAGGCTGGCTGCTCTGGGCAGCGCCTTCACTCTGACCCTGGAGAACCATTTCATT 

3529 TCATCCTGGTCAGTCT AGAGTCTGTGCACCAGGCAGTCCATCC ACTGAAGGCTGTGTTT ATTCTTTTCCTGT 

3601 GCCCCTCAT AATGGAAGAAAGT AAACTGCTT ATCCCGAGCCTT AAAAAAA 



ー、J

~PH domain 
h uman Tec I MNFNT工L EE工 L工KRSQQKKKTSPLNYKERLFVLTKSMLTYYEGRAEKKYR KGFIDVSKIKCVEIVKNDDGV 工P 73 
mouse Tec -ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーL-ーー ーーC--P--V-s----------- --V--1-ーーーーーーーーーーーーーー 一一 73 
mouse 1tk --NF --L--Q ---K----RR---S-F-V-F-----AS-A-F-D-HG---T L--S-EL-R-ーーーーーー-Sー工S 一一 73 
human Btk -AAV ---S-F-ーーーー ー F-K---L--VHK-S---YDF-RG -RGSK--S---E--T---T-VPEKNPPPERQ--RRGEE 75 

human Tec CQNK YPFQ VVHDANTLY1FAPSPQSRDLWVKKLKEE1KNNNN1M1KYHPKFWTOGSYQCCRQTEKLAPGCEKY 146 
rnouse Tec ---- F--- --ーーーーーーーーーーーーーーーー-R-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-A-ー ーーーーーー----------- 146 
mouse Itk -HY一 一一一一TLVYLQ一一ー-NYL--V---DCE--QR--LTーーーーTR---SLVS----N--M--RWR--S-L一一P-V--AP- 152 
human Btk SSEME-ISIIERFP トEGPイ十TEEL-KR-I時引な~LVQ----C--I・ Q-L--S--A-N-M 叫 168

「一争SH3domain 
human Tec NLFE SS工 RKALPPAPET KKRRPPPPIPLEEEDNSEEI IVVAMYDFQAAEGHDLRLER GQEYLILEKNDVHWWRA 219 
mouse Tec ---- RC- --T------I --ーー司明ーー--P----T--- ---------TEA-ーーーーーーーーー-I------L----- 218 
mouse Itk DPSK NAS K-P---T--D N --SFQ EP --TL -I-L一一Y-TNDPQE-A--CDEー-YL-DSSEI----V 217 
human Btk ENRNGSLKPG--H--TK-P---T--EDQIL--PL--E-AAAPVS T--LKK---L--YMPMNAN--Q--K-D--F-ーーESNLP---- 254 

「一・"'SH2dornain 
human Tec RDKYGNEGYIPSNY VTGKK SNNLDQY!lWYCRNMNRSKAEQLLRSEDKEGGFMVRDSSQPGLYTVSLYTKFGGEGSSGFRHYHIKETT 306 
mouse Tec -----S-ーーーーーーーーーーー一一一一ー一一ー一一ーーー-T一一ー一一一一一一一T-ー一一一一一一一一一一一一一ーーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一一一一一ー-A 305 
mouse 1tk Q--N-H---A--S-L-EKSP ---ET----NKSIS-D---K--LDTG---A------RT--T----VF--A工工SENPC1K---ーーー-N 304 
human Btk ---N-Qー ーーEAED己 M----SKH-T→一一-KQ-G---→一一-KA-K----VFA-ST-DPQGVI---VVCS-P 341 

humanTec TSPKKYYLAEKHAFGS1PEI1EYHKHNAAGLVTRLRYPVSVKGKNAPTTAGFSYEKWE1NPSELTFMRELGSGLFGVVRLGKWRAQYKV 395 
rnouse Tec一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一ーーーーーーーーーーーー-T-ーーーーーーー-A一一一口一一ー一一一ーーーーー一一一一一一ー一一一一ーーーーーー一一一一一一 394
mouseltk D---R--V---YVFD---LL-Q--QY-GG----------CSWRQK--V---LR-G--v-Q------VQ-I---Q--L-H--Y-LNKD--393 

h… 
human Tec AlKAlREGAMCEED FIEEAKVMMKLTHPKLVQLYGVCTQQKP工YIVTEFMERGCLLNFLRQRQGHFSRDVLLSMCQDVCEGMEYLERN 483 
rnouse Tec -ーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーーーー-M-------ーーーーーーーーーー- 482 
mouseltk ---T-Q----S-ーーー ーーーE-----S-ーーーーーーーーーーLE-A--CL-F-ーーーH---SDY--S---L-AAET--G--L------A---KA 481 
human Btk 一一一M-K--S-S一一E一一一ー一一一一一N-S-E-ーーーーーーーー-K-R--F-Iー-Y-AN--一一一Y一一EMRHR-QTQQ一一E--K一一一一A一一一一一SK 516 

humanTec SF1HRDLAARNCLVSEAGVVKVSDFGMARYFLDDQYTSSSGAKFPVKWCPPEVFNYSRFSSKSDVWSFGVLMWEVFTEGRMPFEKYTNN 572 
rnouse Tec F-ーーーーーーーーーーー-N-- ーーーーーー-V-ーーーーーーー-C-ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー-1-ーーーーーーー--N---571 
mouse Itk CV一ーーー一一一ー一一一一G-NQー工一一一一一一ーT-FV-ーーーーーー-T-T-ーーーー-AS----SF--Y-ーーーーーーーーーーーーーーー-S--KI-Y-NRS-S570 
humanBtk Q-------------NDQ---------LS--V---E----V-S----R-S----LM--K------1-A------工YSL-K--Y-RF--S606 

human Tec EVVTMVTRGHRLYQPKLASNYVYEVMLRCWQEKPEGRPSFEDLLRTIDELVECEETFGR 631 
rnouse Tec -ーーーーーーーーーーーHR-----K-L---- ーーー--R-------------------------- 630 
mouse Itk ---ED工ST-F---K-R---CH--QI-NH--K----D--P-SQ--SQLA-IA-A -L 625 
human Btk -TAEHIAQ-L---R-HーーーEK--TI-YS--H--ADE--T-KI--SN-LD-MD--S 659 

図5 ヒト丁目蛋白質と他のTecファミリーのkinaseとのアミノ酸配列の比較。

各ドメインを矢印で示す。太文字は保存されているアミノ酸配列。ー;ヒトT巴cと同じアミノ酸



asp artic acidの挿入がみられる。ヒトT巴c蛋白質のN末'fflIJのuniquedomainの 2番目のア

ミノ酸はasparagln巴、 7番目のアミノ酸は leucineで、マウスの場合と同様に

myristylation signalは存在しない(4.3) 。アミノ酸KYHPKFWT凶 (H;histidin巴， T; 

threoni問、ヒト Tecではaa 119-128)およびアミノ酸KALPPAPE (aa 156-162) はTec

ファミリーのkinas巴間で非常に良く保存されている。また、アミノ酸RRPPPPIP(1; 

isoleucin巴、 aa166-173)はヒ トTecとマウスTecの問で完全に保存されている。この配

列に相当するアミノ酸配列ははItkrrskやBtkには存在しない。 SH3 dom創nは60アミノ

酸残基からなり、マウスのSH3Lに相当する。 SH3 dom出口を持つ蜜白質の中で非常に

良く保存されているアミノ酸配列AしYDY(A; alanine、L; leucine、Y; tyrosine、D.

aspartic acid) に対応する箇所 (aa186-189)はヒトT巴cではマウスと同様にAMYDF(M;

methionine、F;ph巴nyl叫anine)という自己列である o aa 377-382はGSGLFG (G; glycine、

S; serin巴)、398番のアミノ|酸はl匂y戸SIO巴でATP結合音部|目I{位立を1形杉成していると考えられる(は4 

4. )い。 a“a4ω8仰9-4的94にωDL以AA組RN(はR;ar屯引g

(V; v剖ineι，W;t汀ryptωop凶ha加n，C; cy戸s胞則l叩ne巴， E; glu凶mlにcacid) というn叩on-δSr代cフアミリ一の

t巾y戸roωSI川ne kinaおs巴で非常に良〈保存されているアミノ酸配列が存在する (44)。また、

c-Srcの自己リン酸化部位の416番目のtyrosin巴残基に相当するTecのtyrosine残基は519

番にみとめられる(図の下線を"51いたtyrosine) 。マウスTecと同様にkinase活'性を制

御する働きのあるc-Srcの527番のtyroslne残基に相当するtyrosin巴は存在しない (4.5)。

Tecファミリーのkinas巴の問では各領域ともアミノ酸レベルで高い相向性が認めら

れた。各領域間のホモロジーは(図 6)uniquedom創nではマウスのTωkinasetype IV 

と91%、マウスItkrrskと59%、ヒト Btkと48%と高い相向性があった。 Srcファミリ

ーのkinaseがunique domainにほとんど相向性を持たないのと対照的であった。 SH3

dom出口ではマウスのT巴ckinas巴typeIVと90%、マウスItkrrs kと50%、 ヒト Btkと62% 

の相向性があり、 Srcとは40%であった。 SH2dom創nではマウスのT巴ckinase type IV 

と97%、マウスItkrrskと57%、ヒト Btkと59%の相向性があり、 Srcとは37%であっ

た。 kinasedomainではマウスのTeckinase type IVと97%、マウスItkrrskと71%、ヒ

トBtkと68 %の相向性があり、 Srcとは45 %であった。ヒ トTecはItkrrsk、Btkと比較
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してunique dom出nも含め、全長にわたりきわめて相向性の高い非受容体型tyrosin巴

kinaseであることがわかった。
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N 
Cコ

8H3 8H2 KINA8E 

human Tec 

mouse Tec (IV) I 91 % 

mouse Itk/Tsk I 59% 

human Atk/Bpk I 48% 

human c-Src 

図 6 ヒトTecと他のkinaseとの各領域間のホモ口ジー

uniqu巴domain、SH3domain、SH2domain、kinasedomainにおける

アミノ酸配列のホモロジー



3 -2. ヒト血液細胞株における tecmRNAの発現

骨髄球系 (KG1、HL60、JOSK-K、HEL、KU812、K562、F36E)、B細胞系

(DAUDI、RAJI、IM9) 、T細胞系 (MOLT4、HPBALL、CCRF-CEM、JURKAT、

PEER) のそれぞれの細胞から得られたtot剖 RNA10μgをもちいてヒトteccDNA全長

をprobe(fu11-tec probeとする)としてNorthemb10t法により tec遺伝子の転写産物の発

現を調べた(図 7)。マウスでは約2.8 kbの大きさの単一の転写産物がみられること

が知られているが(1 )、ヒトの血液細胞株では約2.6kbと約3.6kbの大きさの2種類

の転写産物が認められ、一部の車111胞株ではこれらの転写産物に加えて約10.0 kbおよ

び約8.2 kbの大きさの転写産物が弱〈認められた。今回単離されたcDNAは全長3650

bpで3.6kbの転写産物に由来するものと考えられた。 tecの発現は調べた15種類の細胞

株のうち骨髄球系ではHEL、K562、F36Eの7種類中3種類に、 B車111胞系ではDAUDI、

RAJI、IM9の3種類中3種類に、 T剰11胞系ではMOLT4、HPBALL、CCRF-CEM、PEER

の5種類中4種類にみとめられた。発現がみられたすべての細胞株で2.6 kbの転写産物

は3.6kbの転写産物に比べ発現が強かった。また、HELとCCRF-CEMではこれらに加

えて約10.0kbおよび約8.2kbの大きさの転写産物が弱く認められた。
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Northern blotによるヒト血液細胞株における tec遺伝子の発現の解析。図7

を電気泳動で展開し、 nylon上段;各血液細胞株から得られたtotal RNA (10 μg) 

3.6 kb、2.6kbの転写産物

位世を示す。下段 ;28S RNAと18SRNAの巴U1idiumbromide染色。

fil町にプロットし、 full-tecprob巴でhybridizationを行った。

T-cell 

寸
l

出

M
M
L

一
H
〈
凶
出
辺
『

一
足
同

ω仏
国

υυ

一
J
J
d『
白
色

Z

一
マ
」
己
。
F
t

寸

血

一

喜

一

目

『

4

気
回

一

-
a
p
d『
白

同
唱
門
'
凪

-

N
沼
町
出

N
-
田
辺
U
晶

、回
同

Z

M
守
リ
品
目
。
『

C
喝
、】

Z

H
O凶

B-cell Myeloid 

- 3.6kb 

2.6kb 

. 、

• 

22 



約2.6kbと約3.6kbの大きさの2干虫類の転写産物の大きさの差は1024bpからなるヒ

卜特異的配列の大きさにほぼ等しいことから、両者の差がヒト特異的配列の存在の有

無による可能性が考えられた。このことを確認するためにヒト teccDNA会長とヒト特

異的配列に含まれる3056呑から3650脊の595 bpの核酸配列 (3'ー也c prob巴とする)を

それぞれprob巴としてPEERの5μgのpoly(A)+ RNAを用いてNor出巴rnblotを行った。図

8に示すようにfull-tecprobeでは2.6kbおよび3.6kbの転写産物を検出できたのに対

して、 3'-tecprobeでは3.6kbの転写産物は検出されたが、 2.6kbの転写産物は検出で

きなかった。従って、 2.6kbと3.6kbの転写産物の大きさの違いはalternativesplicing 

によるヒト特異的配列の挿入の有無によるものと考えられた。また、この実験ではど

ちらのprobeでも図 7のtotal RNAをmいた笑験では検出できなかった5.0kbの転写産

物を新たに検出することができた。この!伝写産物はリボゾームRNAとほぼ同じ大きさ

であり、 totalRNAを用いた先のNorthern blotj~if.1frでは検出できなかった可能性がある。

5.0 kbの転写産物の発現量は3.6kbの転写産物とほぼ等しかった。 HELとCCRF-CEM

で弱く認められた約10.0 kbと約8.2 kbの大きさの転写産物はこの実験に使われた

PEERでは認められず、細胞株間でalternativesplicingが異なるものと考えられる。
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図8 ヒト血液細胞株におけるtec mRNAのalternative spl ici ngの解析。

PEERの5μgのpoly(A)+ RNAを電気泳動で展開し、 nylonfilterにプロットし、 3'-也C

probe (lane 1) とfull-t巴cprob巴 (lan巴 2)をmいてhybridizationを行っ た。図の左側に
28S RNAと18SRNAの位置を矢印で示す。 図の右側に2.6kb、3.6kb、5.0kbの3種

類の転写産物の位置を矢印で示す。
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3 -3.各種造血器腫傷患者の骨髄単核細胞における tec遺伝子の発現

ヒト tec遺伝子が血液細胞の!血筋化に関与しているかどうかを調べるために、各種

造UIl器!匝務患者の骨髄細胞より lji核細胞を分離し、それらからtotalRNA 20μgをお[1出

しfull-tecprobeを用いてtec.遺伝子の発現を捌ベた。対象は骨髄異形成症候群 (MDS)

のrefracωryanemia with excess of blast (RAEB) の症例が l例、 MDS由来の急J性白血

病の症例が 2例、急性単球性白血病 (French-American-Britis h[F AB 1分類;M5) の症

例が l例、急性赤白血病 (FAB分類;M6)の症例が l例、急性リンパ球性白鼠病

(FAB分類;L2) の症例が 2例であった。図9に示すように検討したMDS(Iane 2-4) 

の3例中 3例と急性リンパ性白血病の 2例中 l例 (Ian巴 7)の患者検体で2.6kb、3.6

kb、および8.2kbの長さの転写産物を検出することができた。 lane2とlane4はMDS由

来の急性白 rl11病の患者検体で、 lane 3はRAEBの患者検体である。これに対してtec遺

伝子の発現は健康人の末梢l血I財産細胞 (lane 1)、4例中 3例のde novo急性白血病

(Ian巴 5; M5、lane6 ; M6、lan巴 8 ; L2)ではほとんど検出できなかったため、非

常に発現が弱いと考えられた。なお、 lane 9はコントロールとして用いたPEERの

total RNAである。
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図 9 造血器腫傷患者骨髄単核細胞における teci宣伝子の発現

a;健康人末梢血単核細胞 (lane1)とMDS由来の急性骨髄性白血病 (!ane2と4) 、

RAEB (lane 3) 、急性単球性白血病 (M5; lane 5)、急性赤白血病 (M6;lan巴6) 、

急性リンパ性白lfll病 (L2; lan巴 ?と 8)の骨髄単核細胞および血液赤s1JJ包株PEER (lane 

9)のtotal RNA (20 μg) を電気泳動で展開し、 nylon filterにプロットし、 full-tec

probeでhybridizationを行った。図の左側に28SRNAと18SRNAの位置を矢印で示す。

b;aのフィルターのactincDNAをprob巴としたNor出ernhybridization。
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3 -4. ヒトTec蛋白質

ヒトTec蛋白質の解析を抗マウスTecrfrU;'J(Mano， H. et al. data in submission) を用

いてWesternblot法によりおこなった。Nll-I3T3(an巴 1)はTec蛋白質を発現していな

いnegativecon甘01で、 FDC-P1(1釦 e4) はTec蛋白質を発現しているpositivecontrolで

ある。 pSSRα/htecをトランスフェクトしたCOS細!抱 (COS/htec)ではpSSRαのみをト

ランスフェク卜したCOS細胞 (COS/ー)と比較して、マウスTec蛋白質 (Iane 4) とほ

とんど同じ大きさの72KDaの蛋白質が強く検出された(図10;lan巴 2およびlan巴 5)。

cos斤にも弱く72 KDaの蛋白質が検出され、内在性のTec蛋白質と考えられた。従っ

て、この抗l血清はヒトTec蛋白質にも反応することがわかった。ヒトT巴c蛋白質の大き

さは紘一酸配列から予想された分子立にほぼ一致した。従って、得られたcDNAは翻訳

領域全長を含んでいる可能性が高い。また、 Northem blot法による解析結果に一致し

て、 tec逃伝子の発現が認められたHEL(Ian巴 6)にはTec蛋白質の発現がみられ、 tec

遺伝子の発現が認められなかったJURKAT(Iane 3)ではTec蛋白質の発現を検出する

ことができなかった。
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抗マウスTec血清によるヒトTec蛋白質の発現の解析。図 10 

N旧3T3(Iane 1) 、COSIー (Ian巴 2)、JURKAT(1加巴 3)、FDC-PI(Ian巴 4)、

COS/htec (Iane 5)、HEL(Iane 6)のtotalcell Iys at巴 30μgを8% SDS-PAGE gelで展

開後、フィルターにプロットし、抗マウスTeclUl1i与を用いてTec蛋白質を検出した。左
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3 -5. tec遺伝子の染色体マッピング

有糸分裂JVlの62細胞について検討した。図11に示すように、これらのうち 11細胞

では両方の染色体の4p12の同じ位世にdoublespotが認められた。または細胞では片方

の染色体の4p12上にdoublespotが、成りの染色体の4p12上にsinglespotが認められた。

他の染色体には有意なシグナルは認められなかった。従って、ヒト tec.ifi伝子は染色

体4p12に局在していることがわかった。
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図 11 FIS Hによるヒ卜 tec遺伝子の染色体マッピング。

シグナルは染色体4番の4p12に検出された。
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3 -6. Tec-SH3 domain会合蛋白質の解析

Tecの2種類のSH3 dom泊nの機能を検討するためにそれぞれと会合する細胞内蛋白

質をGSTとの融合蛋白質 (GST-SH3LおよびGST-SH3S) を用いて、 [35S] methionine 

あるいは [32p]orthophosphat巴でmetaboliclabelされたFDC-P1細胞より純化した。

[35S] methionin巴でmetaboliclabelした実験ではGSTと比較してGST-SH3Lでは130

KDa、110KDa、58KDa、 54KDa、48KDaの大きさの蛋白質との会合が認められた

(図12、矢印)。それに対してGST-SH3Sでは110KDa、 58KDaの大きさの蛋白質と

の会合が認められた(図12)0 GST-SH3Sと110KDa、 58KDaの大きさの蜜白質との

会合はGST-SH3Lと会合する同じ大きさの分子量を持つ蛋白質との会合よりも弱かっ

た。 50KDaの大きさの蛋白質はGST、GST-SH3LおよびGST-SH3Sのいずれでも認め

られ、SH3dom泊nに特異的に会合する蛋白質ではないと考えられた。
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[35S] methionineでmetaboliclabelしたFDC-P1細胞をもちいた図12

丁目 -SH3domain会合蛋白質の検出。

[35S 1 methionin巴でm巴taboliclabelしたFOC-P1細胞。のtotalcell 1 ys ateをGST、GST-

SH3LおよびGST-SH3Sと反応させ、それぞれと会合した蛋白質を8% SDS-PAGE gel 

で展開し、 autoradiographyで検出した。左側に分子量マーカーの大きさを、右側に

130 KDa、 110KDa、 58KDa、 54K恥、 48KDaの会合蛋白質の位置を矢印で示す。
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次に[32P) orthophosphateによるmetaboliclabelingをもちいてIL・3の刺激によりそれ

ぞれのSH3 domainと会合するリン酸化蛋白質を解析した。FOC-P1細胞をIし3を加え

ずに9時間培養した後、 [32p)口口hophosphat巴を加えて 2時間培養しmetaboliclabelした。

これにマウスIし3を25 U/mlとなるように加えFDC-P1細胞を 10分間刺激した。 GSTと

比較してGST-SH3しでは58KDaの大きさの強〈リン酸化された蚤白質 (pp58) との会

合が認められた(図13、矢印)。このリン酸化蛋白質は先の [35S) methionineで

metabolic labelした実験で認められた58KDの蛋白質と電気泳動上ほぼ同じ位置にあり、

同ーの蛋白質の可能性がある。また、このGST-SH3Lとpp58との会合およびpp58のリ

ン酸化レベルはIL-3刺激により影響を受けなかった。それに対してGST-SH3SではIレ

3刺激によらず、特異的なリン酸化蛋白質との会合は検出できなかった(図13)。

33 



図13 [32p] orthophosphateでmetaboliclabelしたFDC-P1細胞をもち

いたTec-SH 3 domai n会合蛋白質の検出。

e2円 orthophosphat巴でmetaboliclabelしたFDC-Pl細胞のtotal cell 1 ys ateをGST、
GST-SH3LおよびGST-SH3Sと反応させ、それぞれと会合した蛋白質を8 % SDS-

PAGE g巴lで展開し、 autoradiographyで検出した。左側に分子丑マーカーの大きさを、

右側に58-KDaの会合蛋白質を矢印で示す。一 ;IL-3刺激なし、 + ; IL-3刺激あり 。

GST-SH3Lでみられる31KDaのバンドは実験に用いたGST-SH3Lそのものの非特異的

リン酸化である。
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第4章考案

以上の実験から次の結果が待られた。

1 )ヒ卜 Tecはマウス1tk!fs kやヒト Btkと全長を通して高い相向性がある。

2 )血液細胞ではヒト Tecは骨髄球系、 B車111胞系、 T細胞系など各系統で主に2.6 kb 

および3.6kbの転写産物の発現が認められる。他に、 HEL、CCRF-CEMでは10.0kbお

よび8.2kbの転写産物、 PEERでは5.0kbの転写産物の発現が認められた。

3 )ヒト Tecの発現は健康人末布'i1(11およびdenovo急性骨髄性白血病骨髄細胞ではほ

とんど検出できなかったのに対して、 MDS3例中 3例および急性リンパ性白血病2例

中l例では高発現が認められた。特にお禿現が認められた 4例の症例では2.6kb、3.6

kbおよび8.2 kbの転写産物の発現が認められ、 8.2 kbの転写産物の発現の強さは2.6

kbおよび3.6kbの転写産物の発現と同程度であった。

4 )ヒト Tec蛋白質はWes包rnb101法では72KDaの蛋白質として検出された。

5 )ヒト tec遺伝子は染色体4p12に局在していた。

6 )マウス Tecの2種類のSH3dom副nのうちSH3Lは数種類の細胞内蛋白質と会合し、

その一部はリン酸化蛋白質であった。SH3SではSH3Lと比較して細胞内蛋白質との会

合は弱く認められ、リン酸化蛋白質との会合は検出できなかった。

4 -1. ヒトT巴ckinase 

核酸配列から予想、されるヒト Tec kinaseのH'h査は4種類のマウスTec kinas巴のうち

lype IVと援も相向性が高い。すなわち、 uniquedomainは180アミノ酸からなり、 SH3

domainはSH3Lと同様の構造を持っており、 C末端のアミノ酸配列はlアミノ酸を除き

lyp巴IVのアミノ酸配列と 一致している。

Src ファミリーの kinas巴と異なり Tec ファミリーの kinas巴のN末~l~ の unique domainは

良〈保存されている。最近、 proreinkinas巴Cの基質であるp1eckstrinの両端にある 100

アミノ酸残基程の配列と相向性の高い配列が*111胞内情報伝迷系に関与する蛋白質であ



るVav、Bcr、Sos、phosopholipase C-y (PLCy)、Rぉ-Gu釦 me nωleotide releasing 

factor (Ras-GRF)、3BP2などに存在することがわかり、 pleckstrin homology (以下

PHとする)と呼ばれている (46-48)。興味深いことに、 Tecファミリーの3種

類のkinaseにも同様の配列がunique dom削nの中に存在することがわかった。 btkの点

突然変異はBtkのPH中のアミノ酸を変化させ、マウスのXIDを引き起こす (7)こと

が報告されており、 T伐の同領域の機能にも興味が持たれる。 unique domainのN末側

から115アミノ酸残基にPH dom出nは相当する。ヒ トT巴cのこの領域アミノ酸配列はマ

ウスのTectyp巴IVと92%、マウス1tk!fs kと63%、ヒト Btkと54%の相向性が認められ

た。ヒトTecのaa119・128のアミノ酸KYHPKFWT凶 (H;histidine， T; thr∞nine) およ

ひ"aa156-162のアミノ酸KALPPAPEはTecファミリーのkinaser:uで非常・に良く保存され

ている。これらはいわゆるPHdom釦nには含まれておらず、 Tecファミリーのkinaseに

回有の機能に関与しているものと考えられる。また、 aa 166-173のprolineに富むアミ

ノ酸配列RRPPPPTP (1; isoleucine)はヒ トTecとマウスTecの問で完全に保存されてい

る。この配列に相当するアミノ酸配列はItk!fskやBtkには存在しない。この配列はひ

AblのSH3 domainと会合する蛋白質としてクローニングされた3BPl、3BP2に存在す

るSH3domainとの会合領域と考えられているXPXXPPPφXP (P; proline、φ;疎水性

アミノ酸、 X; 保存されていないアミノ酸)というprolineに富むアミノ酸配列にきわ

めて類似している (49)。笑際にマウスTecのN末端uniquedom剖nのaa94-181 (以

下NT巴c2領域とする)とGSTとの融合蛋白質GST-NTec2を用いて、 FDC-Pl細胞の細

胞内蛋白質とNTec2領域との会合を調べた実験では複数の細胞内蛋白質がこの領域に

会合することが示されている (Mano，H. et al. data in submission)。これら の会合蛋

白nのうちいくつかはIL-3刺激により tyroslne残基がリン酸化される。興味深いこと
に、 Srcファミリーのprotein-tyrosine kinaseであるLynはGST-NTec2と会合し、特にそ

のSH3 dom創nとGSTとの融合蛋白質GST-SH3LynはJn VltroでGST-NTec2と会合する

ことが示されており (Mano，H. et aJ. data in submission)、LynはそのSH3domainを

介してTecのuniqu巴 domainと会合しうることがわかった。従って、 TecはそのN末側の
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unique domainを介して細胞内のSH3 domainを持つ蛋白質と相互作則している可能性

がある。

Nor出emblot法による解析ではヒト tec泣伝子の転写産物は主に2.6kbと3.6kbの2

種類が存在することがわかった。 3'~!IJ の ~I，籾訳領域内の配列をprobe (3'ー低c probe) 

としてmいたNor出巴rnblotより、 2.6kbと3.6kbの転写産物の大きさの iSいは 3'仮~の非

翻訳領域内のalternativesplicingによるものと考えられた。血液細胞株ではこれら以外

に一部の細胞株では5.0kbあるいは 10.0kbと8.2kbの転写産物の発現もみとめられた。

細胞株に特異的なalternativ巴 sp1icingにより生成される転写産物の可能性や未熟な転写

産物の可能性がある。

ヒト tecill伝子は他のTecファミリ ーのBtkが主にB細胞に(5、 6)、 Itk/TskがT細

胞特異的に発現している(3、4)のとは呉なり、 l血液細胞の系統によらず発現が認

められる。したがって、 Tecはl血液剤11胞の種々の系統に共通な情報伝達系に関与して

いる可能性が示唆される。

造J(U器j沌協の患者検体では tec.泣伝チの発現はMDSの症例3例中 3例に、急性骨髄

性白l血病の症例 2例中 O例、急J性リンパ性白血病の症例 2例中 l例に認められた。健

康人の末梢JUllji核車111胞ではTecの発現は検出できなかった。また、このNorthem blot 

では血液細胞株PEERでは2.6kbの転写産物が強く 3.6kbの転写産物が弱く発現してい

たのと比較して、発現の認められた忠:t.・4食休では全例で2.6 kbの大きさの転写産物と

ほぼ同じ強さで3.6kbと8.2kbの転写産物の発現がみとめられた。

MDSの病因は明らかになっていないが、血液幹細胞の段階でのJHl務化と考えられ

ている。 tec:ii1伝子がJfIl液細胞株でjよく発現していることと、 MDSでお発現している

ということからTecが印液幹赤IIIJJ包あるいはそれに近い未熟な血液細胞の地般に深く関

与している可能性を示唆していると忠われる。造血器Jm坊における非受容体型

prot巴in-tyrosine kinaseì立伝子の発事l については hck遺伝子が急性前'I~' 髄球性白血病、

急性骨髄単球性白血病、および急性lj1球性白血病の芽球で(5 0)、fgr遺伝子が急

性骨髄~1球性白血病および急性単球'tII:l~II(ll 病の芽球で高発現している (5 1 )という

報告がなされている。 tecill伝子はMDSの忽者検体全例で発現がみられたが、 MDSの
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芽球でi旬発現のみられた非受容体型pro低in-tyrosinekinase遺伝子の初めての例である。

ヒトの造血器)毘蕩で4p12 locusの染色体臭常は、現在まで 4例の報告がある。 l例

はホジキン病に対する放射線および化学療法後のMDS由来の急性非リンパ球性白血病、

他の 3例は非ホジキンリンパJJiltの症例である(5 2ー55) 。我々の検討した症例で

はTecが高発現している症例を含めて4p12に異常の認められる症例はなかった。しか

し、 T巴Cが高発現している症例では布発現の原因としてtec遺伝子の点突然変異や遺伝

子再機成が起こっている可能性もあり、今後の検討課題である。

4 -2. Tec-SH3 domainの機能

SH3 dom泊nは細胞内情報伝迷に関与する蚤白質や細胞骨格蛋白質の多くに存在し

ているが (56) 、その機能については不明な点が多い。 SH3 dom創nに変異のある

S rcはkinas巴活性やトラ ンスフォ メーション活性に変化がみられることより、

tyrosine kinぉeに存在する SH3 dom泊nはkinぉe活性を調節する働きがあることが報告

されている (57、 58)。

c-ablのSH3 domainと会合する蛋白質としてクロ ニングされた3BPlは低分子量G

蛋白質であるRhoに対するGTPaseactivating protein (GAP) の一部と相向性が高い構

造を持っている (59) 。また、 GRB2のSH3 domainはRasのGuanine nucleotid巴

releas ing factorのひとつである SOSとそのプロリンに富むアミノ酸配列を介して会合

している(6 0 - 6 2) 0 GTP-hydrolyzing microtubule-associat巴d enzym巴である

dynaminはphosphatidilinositol3' -kinお巴 (Pl3-kinas巴)のp85subunitのSH3dom副nと

会合する (9)。これらはSH3domainがtyrosin巴kinas巴からRasなどの低分子量G蛋白

質への情報の伝達に関与していることを示すものである。

最近、 PI3-kinas巴のp85subunitはv-SrcやT*III胞に発現しているFynのSH3dom白nと

prolin巴に宮むアミノ酸配列を介して会合していることが報告され (10、 11 )、 PI

3-kinaseが関与する情報伝達系においてもSH3 domむnが重要な役割を担っている可能

性がある。



PLC-yの欠損体を用いた実験より、 PLC-yはそのSH3 dom仰を介してアクチン細胞

骨格と会合していることがわかり(1 2 )、 SH3 domainがSH3 domainを含む蛋白質

の細胞内の局在の決定に関与していることを示している。

以上みてきたようにSH3 domainにはtyrosine kinぉeの活性の調節、 Rasなどの低分

子量GiIf白質への情報の伝達、 PI 3-kinaseが関与ーする情報伝達への関与、蛋白質の細

胞内の局在の決定なとき多彩な機能が認められるが、これはSH3 dom創nのリガンドの

多彩さによるものと思われる。 TecのSH3 domωnはalternativ e s pl ici ngにより SH3Lと

SH3Sの2種類存在する。それぞれのリガンドを明らかにすることは、異なる SH3

domainを持つT巴Cの細胞内での機能を解析するために重要であると考えられる。図14

にマウスTec、PI3-kinas巴のp85αsubunitおよびspectrmのSH3domainのアミノ酸配列

(図14a) と予想される構造(図14b) を示す (9)。アミノ酸配列の比較からTecの

SH3 domωnはspectrinのSH3 domainと類似した椛造を持っていると考えられる。 SH3

dom創nは5つのss町田dからなっていると考えられているが (9)、 SH3Sは図14bの

spectrmのSH3 domainの47番以降のアミノ酸しているに対応するアミノ酸が欠損して

おり、 SH3Lと比較してC末端側の2つのs S tr釦 dが欠損していると考えられる。この

欠損していると考えられる領域はp85 subunitのSH3 domainがそのリガンドである

dynaminとの会合部位の一部を成すと考えられている(9) 0 C. elegansのSem-5では

SH3Sで欠損しているふたつの日 str加 dに対応、する領域内におこる点炎然変具によって

種々の発生異常が生じることが知られている。Sem・5のコドン49のprolineがleucineに

変化する突然変異では91%が致死的で、 81%にsexmyoblastのmigrationの異常が起こ

る (63 )。コドン201のglycineがarginineに変化する突然変異では全例でsex 

myoblastのmlgratlonの異常とともにvulval inductionも起こらない (63)。これらの

事実からSH3SとSH3Lでは大きな機能の差があることが推測される。実際、 FDC-P1

細胞をmetaboliclab巴lした実験ではGST-SH3しと会合する蛋白質は複数認められたのに

対し、 GST-SH3Sでは会合する蛋白質の種類も少なく、その会合も弱いものであった。



このことはSH3Sはリガンドとの会合能力を欠いているか弱い可能性を示唆する。し

たがって、 SH3 dom制nを介した蛋白質問相互作用にはSH3Sで欠損しているC末端側

の2つのs5 trandの存在が重要であることがわかる。 alternativesplicingにより異なった

SH3 domωnを持つ他のtyrosine kinas巴としてc-Srcがある。組織特異的なalternative

splicingによってヰ111経系に発現しているneuralSrc (n-Src)は他の組織のひSrcと比較し

てSH3domain内に6アミノ酸の挿入がある(6 4) 0 in vitroではc-SrcのSH3dom泊n

が3BPl、3BP2、dynaminと会合できるのに対して、 n-SrcのSH3 dom副nはこれらの蛋

白質とは会合できなくなる(9、49、 59)。このことからinvivoでも両者のSH3

domainの構造の違いが会合する蛋白質の追いを生み、両者の機能の違いに結び付く可

能性がある。従って、 SH3 domainの災なるTecは細胞内で異なった機能を果たしてい

る可能性がある。

また、 GST-SH3Lとリン限化蜜i当質pp58との会合はIL-3の刺激の影響は受けなかっ

た。 GRB2とSOSとのSH3 domainを介する会合もconst1tut1veであり、 GRB2とSOSで

はこれらの複合体がepidermalgrowlh faClor (EGF) の刺激にともないEGF受容体およ

ひ'Rおと会合しEGFの刺激がRおに伝えられる (60 - 6 2) 0 TecのSH3domainとそ

れと会合する蛋白質との複合体も同様の機併で他の蛋白質と相互作用をしている可能

性がある。
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ぷ込

ー

a 

b 

Mouse Tcc Type IV E ENTEE工VVAMYDFQATEAHDLRLERGQEYI ILEKN DLHWWRARDKY GSEGYIPSNYVTGKKSNNLD 

Mouse T田 Type1-I11 E E NTEE 1 VVAMY D FQAT EAH D LRLE RGQE Y 1 ILEKN DLHWWRARDKY G 

Chicken b目mαSμcmn DETGKELVLALYDYQEKSPREVTMKKGDILT LLNST NKDWWKVEVN DRQGFVPAAYVKKLDPA 

Bovine p85α MSAEGYQYR且LYDYKKEREEDIDLHLGD工LTVNKGSLVALGFSDGQEAKPEE工GWLNGYNETTGERGDFPGTYVEY工GRK

p85α spectnn 

図14 SH3 domain の構造(文献9よりヲ|用。一部改変。)

a アミノ酸配列の比較。太字はsstrandを構成するアミノ酸を示す。

b SH3 domainの構造。矢型はsstr加 dを示す。



第5章今後の展望

Tecは非受容体型tyrosI n巴kinaseのIjJではが「しいメンバ であり、まだ細胞内での役

割に関して不明な点が多い。ヒト XLAおよびマウスXIDの責任追伝子がTecファミリ

ーのBtkであり、 Tecファミリーのtyrosine kinas巴のN末端のunique domainに細胞内情

報伝達に関与する他の蛋白質と共通のが「しいp1eckstrinhomologyが見つかるなと'T巴Cの

細胞内情報伝達系における役割はますます興味深いものになりつつある。 ヒトの血液

細胞では他のTecファミリ のtyros川巴 kinas巴と異なり広範な系統の1111液細胞で転写産

物の発現がみられることを示した。Tecは広範な系統の血液細胞の増i殖機構において

重要な役割を果たしていると考えられる。これからは、 Tecを介する情報伝達系がい

かなるものであるかについて検討していきたい。

TecファミリーのBtkの異常がヒト XLAを引き起こすことが報告されているが(5、

6 )、おそらく他にも tyrosine kinaseが関係している疾患は存在すると思われ、 Tecの

異常が血液細胞の増殖や機能に異常を引き起こし疾患を発症させる可能性も否定でき

ない。血液疾患におけるTecの発現の異常やkinase活性の変化などについての検討を行

いたい。
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