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I 序

タンパク質のリン酸化は細胞の増殖、分化等様々な細胞機能を制御するシグナ

Jレ伝達系において重要な役割を担っている 。細胞外からの刺激は多くの場合、ま

ずチロシンリン酸化反応を誘導し、細胞内シグナルの伝達が始まる 。また、シグ

ナル伝達を担う多くの分子の局在や活性がチロシン残基のリン酸化、脱リン酸化

により制御されており、細胞内タンパク質のチロシンリン酸化レベルを厳密に制

御することが正確で迅速な細胞内シグナル伝達には不可欠である [IJ。細胞内の

タンパク質のチロシンリン酸化のレベルはリン酸化、 l悦リン酸化反応を行うチロ

シンキナーゼ (PTK)とチロシンホスフアターゼ (PTP) という互いに逆の反応

を触媒する酵素活性によって制御されており、従ってPTK、PTPに関する研究は

細胞内シグナル伝達経路の解明に直接結びつく重要な課題である 。PTPの分子レ

ベJレでの解析は 1989年 CharbonnearらによってPTPIBがヒト JJ古傑から精製され、

アミノ酸配列が決定されたことから始まった[2JoPTPはその構造から、細胞外領

域、 l操貫通領域、及び 1つまたは 2つのPTP活性領域 (PTPドメイン)から構成

される受容体型PTP ( RPTP ) と 1 つ の PTP ドメ インとそれ以外の多機な非f~gl媒領

域から構成される細胞質型PTP (NR-PTP)に大別できる(図 1A) 0 PTPドメイ

ンは、活性中 心を構 成するアミノ酸の 1つであるシステイン残恭を含む、

([jV)HCXAG X XR(SIT)配列(Xは任意のアミノ酸)をはじめとし、高度に保存され

た240-300残基のアミノ般から成っているが、同じホスファターゼであるセリン・

スレオニンホスファターゼの活性領域とは全く相向性を持たず、触媒機構も異な

る[3-5Jo主に、 PTPドメインの相向性を利用した RT-PCR法やクロスハイプリダ

イゼーション法により、次々に新規のPTPが同定されており、現在までに70を越

すPTPが報告されている。また近年には、リン酸化チロシンと共にリン酸化セリ

ン スレオニンも基質とする duaJspecificホスファターゼや、分子量の小さい

PTP(low Mr PTP)も報告されており、これらは活性中心としてCXXXXXRモチ」

フを持つという構造的な特徴を持つ大きなPTPファミリーを形成している(図 lB)

[6]。細胞内 シグナル伝達系における役割に関しでも、単にPTK活性による正の

シグナルに措抗し、シグナルの伝達を終了させるだけの消極的な作用にとどまら
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(A)PTPの模式図。RPTPについては細胞外 ドメインの構造と PTPドメインの数から大きく 5つのサプファミリーに

分類できるロ ここにはそれぞれのサプファミリーの代表的な傍造を示した。(B)アミノ酸の一次構造のアライメン

ト、 3次構造、及ぴ生物学的被能を基に分類したPTPファミリーの階届図
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ず、情報伝達系を正に制御する作用もあることが分かつてきている [7.8)。しかし

PTKに比べると報告されている分子稜も少なく、 その機能解析は遅れており、今

後のシグナル伝達機構の解明の為にはPTPの機能解析が重要かつ必要な研究課題

となる 。

言うまでもなく卵子、精子形成は有性生殖に必須の過程である。減数分裂の開

始及び進行の制御機構は酵母を用いたi宣伝学的解析やヒトデ、アフリカツメガエ

ルの卵細胞を用いての研究が進められており、多くの知見が得られてきている

[91。一方、 l精乳類についてはマウスやラットの卵細胞の成熟、精子形成を対象

とした減数分裂の研究が進められているが、生殖細胞の成熟がどのような分子機

憐で制御されているかについてはまだあまり知見がない。精巣中の生殖細胞は幹

細胞である精原細胞(spermatogon ia)、一次精母細胞(primaryspermatocyte)、二次

精母細胞(secondaryspermatocyt巴)、精細胞(spermatid)、精子(sperm)の 5種類に

分類され、さらに細胞や核の大きさ ・形状、染色性から細かく分類されている

(図 12、15)。精子形成過程はA型精原細胞の B型精原細胞への分化、減数分裂、

精細胞の精子への分化、成熟からなり、精巣の構成単位である精細管内で、支持

細胞であるセルトリ細胞と密接な関係を保ちつつ外縁部から内腔に向かつて移行

しながら進行する 。そのため、精巣の断片に はそれぞれの成熟段階にある生殖細

胞が同心内状の層状構造をとって配置している(図2)。また、マウスの精細管

内には約 1カ月の精子形成過程が約 12日間周期で繰り返される"ウ ェープ"が

生じており、同調的に進む生後第 1回目を除けば精子形成は全体としては非同調

的に進行する。そのため精巣の切片上にあらわれる精細管組織像は、含まれる生

磁細胞の稜類とその分布状況から 12種類(ステージf-XlI)に分類される [1010ス

テージIからXIJまでの lサイクルには223.6時間を妥し、精原細胞から成熟した

精子細胞が形成されるまでには約4.5サイクルかかる(図 3A) 。核染色の組織像

から、精細管組織像は大きく 3種類 (1-VT、VJI-YllI、 Ix-xn)に大別でき(図

3B) 、さらにステージrX-Xllに関しては、精子細胞の筏の形状や分裂像の有無

からより細かくステージを判別することができる。
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図2 哨乳類精細管上皮の組織像

(Henning川 "Spelmmogenesis:genetic出 pects".Springer-Verlag AG.Gerlin. 1987より改変)
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図3 マウスの精子形成サイクル

(A)マウスの精子形成サイヲルは12のステージに分けられ、各ステージ{I-XlJ)は一定の時間jで進行する。
上に各ステージの進行にかかる時間を示す。1サイク Jレには223.6時間を要し、 f商原調s胞から成熟した柑子細
胞が形成されるまでには約4.5サイクJレかかる。下に各ステージの精細管断面に見られる生殖細胞の楯知を示
す。各ステージの特徴となる生殖細胞をrトの背景で示す。ステージ).y)に関しては、精子細胞の核周辺に
存在するアクロソームの大きさに基づいて分類されている。A タイプA精煉細胞、 In:中間タイプ梢l京細胞、
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P:パキテン期精母細胞、 Di・デイプロテン期精母細胞、 M減数分裂、ト8精子細胞(round)、9.16:精子細胞
(elongate) 
(B)生殖細胞の構成の途いによる精細管の様式図。 Aで示したJ-X日のステーゾは組織像から 3種類に大別

できる。
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遺伝学的手法を用いることが難しい晴乳動物では、減数分裂期の生殖細胞で‘特

異的に発現する蛋白質の機能IW析がl粉乳類の精子形成の制御機構を解析する重要

な手段となっており、近年になり、減数分裂の前後で特異的に発現する巡伝子が

いくつか朝1告されてきている 。このような遺伝子の中にはセリン ・スレオニンキ

ナーゼ(Maklll]、 c-Mosl12，13]、及び TESK[14ト Nek-2[15])、チロシンキナー

ゼ(c-Abl[13]、 c-KitlI6-1l:l]、 及 び FerT[19]) 、dual specificキナーゼ

(Nek-1 [20])、セリン・スレオニンホスファターゼ (calcin巴urin B $ubunit 

isoform s 1 [21])、チロシンホスファターゼ(OST-PTP[22])及びdualsupecificホ

スファターゼ(Twin巴[23])、をコードするものも含まれており、タンパク質のリ

ン酸化、脱リンl酸化を介して生殖細胞の分化及び、減数分裂を制御する情報伝達

系に直接関わっているのではないかと考えられるものも含まれている 。実際、

c-K itl;J:精母細胞の体細胞分裂に直接関与していることが報告されている 116Joま

た、ショウジョウバエの dualspecific PTPである Twineは生殖細胞に特異的に発

現しており、雄性生殖細胞の減数分裂過程に必要であることが報告されている

l23.1。

このような背景のもと、本研究において秘は生殖細胞に特異的に発現する新規

のPTP、Typをクロ ーニ ングし、 j祥事?を行った。
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II 材料と方法

l 細胞及ぴ細胞培養

アフリカミドリザル腎臓由来のCOS7細胞とヒト腎臓由来の HEK293T細胞は 10

%ウシ血清 (CS) を加えた DMEM(Dultヲ巴cco's Modifi巴dEagle M巴d山 n.high 

glucose; Gibco BRL)を用い、 5% C02， 37"Cの条件で培養した。

2. RT-PCRによる PTPcDNAのilij中高

1st strand cDNAの合成及びPCRに用いたプライマーはPTPドメイン中、高度に

保存されているアミノ酸配列に義づいてデザインした。 1ststrand cDNAの合成に

は下記の primer1 (アミノ酸配列 QT(E/D/A)QYに相当)を、 PCRには primer2 

(アミノ酸配列 DYINAに相当)及びprimer3 (アミノ酸配列HCSAに相当)を用

いた。なお、 primer2及びprimer3は下線で示すように、 PCR産物をベクターに

組み込むためのllilJ限酵素部位として、それぞれHindlIIサイト、 EcoRIサイト (T

t泉)を含んでいる。

pnm巴r1 : 5'-(A{f)(A/G)(c庁)TG(C/G/T)(G庁)CN(G/T)(A/C/G)(C/G庁)GT(C庁)TG-3'

primer 2 5・-ATG全盟主ITGA(C川 TA(C庁)AT(C斤)AA(TIC)GC-3'

primer3・5'-CATQ_坐 TICC(A/G庁)GCACTGCA(A/G)TG-3'

(NはA、c、G、T全ての趨基の混合)

ヒト乳癌細胞株 MDA-MB453 細胞から total RNA を Acid

Guanidinium-Phenol-Chloroform (AG PC)法[24]により調製した 。上述の primerI 

及び Superscriptreverse tran5criptase (Gibco BRL)を用いて 15tstrand cDNAを

合成した。 PCRは94・C30秒、 53・C30秒、 72・CI分のサイクルを50回繰り返した。

ただし、最初Jのサイク lレの94"cは90秒、最終サイクルの72・Cは5分間にした。

PCR産物をEcoRI及びHil1dlIIで消化後 pUCI19ベクターに組み込み、塩基配列を

解析した。
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3. コロニーハイプリダイゼー ション

pUCl19ベクターに組み込んだPCR産物を大腸菌JMI09にトランスフォー メー

ションし、形成されたコロニーをニトロセ Jレロースフィルター (Schieicher & 

SchueJl)にトランスファーした。ハイブリダイゼーションはハイブリダイゼー ショ

ンノtγ ファー (50% (vjv) formamide、4X SSC、 10X Oenhardt.・ssolution、

100μgjml変性サケ精子DNA)中、 42'Cで2時間のプレハイプリ ダイゼーションを

行った後、 32p標識した 4種類のPTPのPCR断片 (LAR[25]、PTP-MEG[26]、

DEP-1f27J、BPTP-2[28)) をプロープとして加えたハイブリダイゼーションパッ

ファーに交換し、 42'Cで 16時間行った。2XSSC、0.1%SOS 溶液中室温で20分

の洗浄を2回、O.IXSSC、0.1% SOS 溶液中50'Cで20分の洗絡を2回行い、オート

ラジオグラフイーにより検出した。

4. ノザ ン解 析

Human Multiple Tissue Northern(MTN) Blot 、HumanMTN blot口、Human

Fetal MTN blotはClontech社から購入し、ヒト typPCR断片または s-アクチ ン

cONAをプロープとしたハイプリダイゼーションを、付属の説明書に従って行っ

た。洗浄は 2XSSC、0.1% SOS浴液中室温で 10分を 1回、 20分を2回、 0.1X 

SSC、O.I%SDS溶液中、 50'Cで20分を2回の条件で行った。 totalRNA (20μg) 

をマウスの各組織から調製し、 1.0% ホルムアルデヒドーアガロースゲルで電気泳

動した後、ナイロンフィルター (Hybond-Nmembran巴filters; Amersham)にトラ

ンスファーした。ハイプリダイゼーションは42'C、 211寺聞のプレハイブリダイゼー

ション後、 42'Cで161時間行った。32p標識したヒト typpCRltlf片をプロープとし

た場合には、ゆるい条件のハイプリダイゼーションバッファー(20% Formamide、

5 X SSC、50mM  sodium phosphate ( pH6.8 )、 4XOeohardl' 5 solutioJJ、40μg

salmon sperm DNA)を用い、洗浄は2XSSC、0.05%SOS 溶液中室温で 10分を

l回、 20分を 2回、 0.5XSSC、0.05%SOS浴液中50'Cで20分を l回の条例ニで行つ

一..  
，~ 。

typ cONAクローン#5のインサート cDNAまたは s-アクチンcDNAをプロープと

した場合は通常のハイプリダイゼーションパッフ 7一(50% Formamide、5X
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SSC、50口1Msodium phosphate ( pH6.8 )、 4X Oenhardt' s solution 、40μg

salmon sperm ONA)を用い、洗i争は2XSSC、0.1%SOS溶液中室温で 10分を i回、

20分を 2回、 0.1XSSC、0.1% SOS溶液中50"Cで20分をZ岡の条件で行った。

5.塩恭配列の決定及びコンピューターによる解析

Bca BEST Oid巴oxySequencing Kit (TaKaRa)を用いたジデオキシ法 [29]により

ONA塩基配列を決定した。t復基配列及びそこから 推定されたアミノ酸配列は

BLASl'またはFASl'Aプログラムを用い、 GenBank及びPIRデータベースに対して

ホモロジー検索を行った。

6 マウス typcDN Aのクローニング

8-12週齢マウスの精巣から調製したpoly(AtRNA 8μg、oligo(dT)J 2・J8プライマー

(TimeSaver™ cONA syntbesis kit， Pharmacia)、λzapIIベクター (Stratagene)及び

GigapackU Packaging Extracts (Stratagene)を用いてマウス精巣cONAライブラリー

を作製した。ヒトtypPCR断片をプロープに用いたプラークハイプリダイゼー ショ

ンにより、 1 X 106プラ ークをス クリ ーニングした。ハイプ リダイゼーシヨンは

ゆるい条件下(ハイブリダイゼーシヨンパ γ ファー :20% Formamide、4XSSC、

50mM HEPES (pH7.0)、10X Denhardt・ssolutio日、40μgsalmon sperm DNA)、

42 "cで 16時間行い、洗浄は2XSSC、0.05%SOS溶液中室温で 10分を l巨l、20分

を2回、 0.5XSSC、0.05%SOS溶液中50"cで20分を 1回の条件で行った。 3次

スクリーニングまで同じ条件で行った結果、 9つの|場性クローンを待た。へルパー

ファージを重複感染させることにより、インサートを含んだpBluescriptSK(ー)ベ

クターを切り 出 し(excision)、i嵐基配列を解析した。全塩基配列の決定にはクロー

ン#2、#5、#6、及び#8を用い、両方向から解析を行った 。また PCR断片内にあ

る、 Pl'Pドメイン中高度に保存されているアミノ酸配列WPOHGl'の逆鎖に対応す

るオ リゴヌクレオチドシーAGTGCCATGGTCTGGCCA-3'を合成し、これをシーク

エンスプラ イマーとして用い、得られた 9つのクローンの塩基配列を約 150bp決

定した。



7. GST融合タンパク質の作製と精製[301

プラスミド pGEX-3Xまたは pGEX-5Xベクター (Pharmacia)に目的の領域を含む

!yp遺伝子を組み込むことにより、グルタチオンーS-トランスブエラーゼ (GST)

との融合タンパク質を発現させた。抗原用には平滑末端化したEcoRl-EcoRV断片

(51-164番目のアミノ酸をコードする;GST-TypNI)及びEcoRV-EcoR11析'片

( 165-285番目のアミノ酸をコードする;GST-TypCI)を用いた。ホスファター

ゼ活性測定用には平滑末端化したEcoRV-XhoIl自rr片 (J68-426番目のアミノ酸をコー

ドする;GST-TypPTP)を用いた。これらのベクターを大腸菌 JMI09株に トラン

スフォーメーションし、 0.5mMIPTG存在下で、 25"cで 16時間培養することによ

りGST融合タンパク質を発現させた。遠心して集めた大腸菌を prob巴 sonlcatorを

用いて LノTッファー (50mMTris-HCI(pH7.5)、25% S ucrose、5mMMgCI2、

0.5% Nonidet P-40(NP-40))中で超音波破砕した。 10，000gで15分間遠心後上清

を係取し、グJレタチオンーアガロースピーズ (Sigma)を用いてGST融合タンパク

質を回収後、 PBSで洗浄した 。抗原用にはelutionパ ッファ ー (10mM reduced 

glutathio口、 50mM Tris-HCl(pH.9.6)) を用いて浴出した後、

PBS(phosphate-buffered saline)に対して透析を行 った。 10%SDS-PAGEで分離し

た後、ゲ Jレをクマジーブルー染色し、分子量マーカー (SDS-PAGEStandard 

Low Range， BioRad)のバンドと 比較することによりタンパク質の量を推定した。

8 抗Typ抗体の作製と精製

Freund' s complete adjuvantと混合したGST-TypNI、及びGST-TypCJそれぞれ

Imgをニュージーランド白兎の背部皮下に注射した 。初回免疫後、 2週間間隔で

0.5 mgの融合タンパク質をFreund's incomplete adjuvantと混合して追加l免疫を行っ

た。 GST、 GST-TypN1、及び GST-TypCJをCNBr-activated sepharose 48 

(Pharmacia)に結合させてカラムを作製し、これらを用いて、それぞれの抗.lIU.1脅

から抗Typポリクローナル抗体をアフィニティ精製した。得られた精製抗体を抗

TypNI抗体及び抗TypCJ抗体 とした。



9. Typ発現プラスミドベクターの構築と屠養細胞へのトランスフェクショ

J 

Typ発現ベクターpME-TypはtypcONAクローン#5のインサート cONAから調製

したHindIII-XhoI断片を発現ベクタ ーpME18S[31]に組み込んで作製した。 FLAG

付 き N末端欠損Typ発現ベクター pME- F l a g -4M ~立、 98 -426番目のアミノ酸をコ」

ドする cONA断片を、 N末端に FLAGエピトープ (EastmanKodak)が付くように

pME18Sベクターに組み込んで作製した。変異型Typ発現ベクタ←pME-Typ山 IA、

pME争 Typ2MS、 pME-Typ3MV、 pME-Typ4ML、pME-TypSMP、pMETyplLV、

pME-Typ2LA、pME-Typmutl、pME-Typmu 12、pME-Typmut3及びIpME-Typmut4

はp]¥伍ーTypに合成オリゴヌク レオチドを使った 1nvllro mutaganesls法132Jで目的

の変異を導入することに よ り作製し、目的の変異が導入されたことを岩塩基配列を

決定して俗認した。なお 、pME-TypIMA、 pME-Typ2MS、 pME-Typ4l1-也、

pMETyp1LV、pルffi-Typ2LAの作製に用いたオリゴヌクレオチドは変異部分に il11]

限酵素部位(それぞれMJuI、BgJII、XbaI、BgJII、MluI)が導入されるようにデ

ザインし た 。 部 分 欠損 Typ発現ベクター pME-TypdelA、 pME-TypdelB、

pME-TypdelC 、 pJ¥在E-TypdelD、及び pME-TypdelEは pME-TyplMA、

pME-Typ2MS、 pME-Typ4ML、pMETyplLV、pME-Typ2LAに導入した制限醇素

サイト を利用 して構築した。各プラスミドベクターは、 293T細胞またはCOS7

細胞にリン酸カ ルシウ ム法により トランスフェクションした。

10.ウエスタン解析

293T細胞ま たはCOS7細胞は各プラスミドベクターを トランスフェクションし

てから40-48時間後にPBSで洗移し、 TNEバッファー (50mM Tris-HCI (pH8.0)、

1 % NP-40、0.1% SOS、 20mM EOTA、150mM NaCI、50mM NaF、 0.1mM 

Na3V04、 aprotinine (50 units/ml) )で可溶 化した。精巣、卵巣及び脳組織の抽

出液も 同 じTNEパッファーにより調製した。 指11，':1:，液のタンパク質濃度はBCA

assay (PIERCE)を用い、 standardprolocolにより定量した。 25μgのタンパク質

を含む培養 細胞抽出 液、又は 100μgのタンパク質を含む組織抽 出液を 10%

SOS‘PAGEで分 離 し た 後 、 polybinylidene difluoride membrane 
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(JmmobiIon-P;Millipore) に電気泳動的に移した。メンプ レンは5%スキムミル

クに よるプロッキングを4"Cでー!ぬまたは室温で1時間行った後、 一次抗体 (抗

TypNI抗体また は抗TypCl抗体)と反応させた。TBST(20mMTris-HCI(pH7.5)、

150mM NaCI、 0.1% TritonX-100)での洗浄後、 二 次抗体として HRP

(hors巴radishperoxidase) 標識抗ウサギIgG抗体 (Amersham)又はアルカリホ

スファ ターゼ標識抗 ウサギIgG抗体(Promega) と反応させた。目的タンパク質

の検出 には RENAISSANCE (NEN DuPont) 又はProtBlotWestern AP system 

(Promega) を用 いた。

11. in vilro翻訳反応

T7 RNAポリメラ ーゼ (Stratagene) を用 いて cDNAクローン #5のインサー ト

cDNAのセ ンス鎖の転写を行った。得られた則可AをL-[35S]メチオニン存花下で

wheat germ cerI extract (Promega)を用 いて In vltro繍訳 した。 10% SDS-PAGEで

分離した後、オー トラジオグラフィーに より合成されたタンパク質を検出 した。

12噌ホスファ ターゼ活性根Ij定

p-NPP(p-nitrophenyl phosphate)を基質として含む反応溶液 (IOmMp-NPP、

50mM imidazole(pH7. 5)、0.1%s -Mercaptoethanol) 中にグJレタチオンーアガロー

スピーズに結合させた GST、GST-TypPTPタンパク質 または500μgのタンパク

質を含 む精巣及び脳抽出 液からの抗TypNl抗体による免疫沈降物を 加 え、金量

200μlの系で反応 を行 った。 37"Cで30分間反応後、 800μlの0.25MNaOHを加 え反

応を 停止 し、遊離 したp-NP(p-nitrophenol)量を 410nmのl汲光度により測定した

[33]0 PTP特異的阻害斉IJである Na3V04は最終濃度が0.5mMになるように反応浴

i夜中に加え た。

13. in siluハイプリダイゼーション

13-1. Digoxigenin(DIG)標識RNAプロープの作製

typ cDNAの塩基配列21-709番目、 218-709番目、 710-1071番目を含む 3種類

のcDNA断片(それぞれ断片 ト3) をcDNAクローン#5からPCRによる場幅と制限
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酵素処理により調製した 。 これらの断片を pBluescriptII SK(ー)ベクター

(Stratagene)に組み込み、適切な制限酵素を用いてcDNAの5'端のすぐ上流で切

断したものを鋳型として、 DrGRNA labeling mixture (Boehringer mannheim)及

びT7RNAポリメラーゼを用いて37'Cで2時間invitro transcription反応を行った。

断片 ト3をそれぞれ鋳裂として用いた転写反応により得られたDIG標識RNA(そ

れぞれ689b、491b、362b)をAS-probel-3とした。センス RNAプロープの作製は

pBluescript KS(ー)ベクターに組み込んだ断片1を用い、同様に行った。

13-2. 切片の前処理

8遡齢マウスの精巣を OCTcompound (Tissue-Tek， Miles)中に包埋、凍結し、

poly-L-Lysineでコートしたスライドグラス上に凍結切片付-8μm厚)を作製した。

4% Paraformaldehyde-PB(PB= 0.1 M Phosphate Buffer pH7.4)で20分間固定した

後、 0.2MHClで処理することにより内在性のalkalinephosphataseを不活化し、

O.IM Triethanolamine (pH8.0)、0.25%acetic anhydrideによりアセチルイヒを行 っ

た。70%、80%、90%、lOO%エタノールにより脱水し、風乾した。

13-3 ハイブリダイゼーション反応

ハイプリダイゼーションバッファー (50% Formamide、10mMTris (pH7.6)、l

X Denhardt' s solution、J0% dextran sulfate、 600mM1、~aCI 、 0.25% SDS、lmM

EDTA (pH8.0)、200μg/mltRNA )を 85'Cで10分間加楓してから、 DIG標識RNA

プロープを 10μg/mlになるように加え、更に85'Cで3分間加温した(変性反応) 。

前処理した切片をPAPPENで囲い、変性反応、を行ったハイプリダイゼーションバッ

ファーを滴下して50'Cで 16時間ハイプリダイズした 。5XSSC浴液中50'Cで20分

間、 50%Formamide、2XSSC溶液中、 65'Cで30分間洗浄した後、 37'Cで30分間

RNase-A処理をし、さらに 2X SSC、O.J % SDS溶液中、 50'cで20分間、 0.2X

SSC、0.1% SDS溶液中、 50'Cで60分間の洗浄を行った。シグナルの検出はアル

カリホスファターゼ標識抗DIG抗体(Boehring巴rMannheim)との反応後、アルカ

リホスファターゼの基質であるTNBT(S igma)を加えて発色させることにより行つ

" ~。
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14 間接蛍光抗体染色による組織染色

精巣の切片は IIISltuハイプリダイゼーションの場合と同様に調製、固定を行い、

0.2%(v/v) Triton X-IOO/PBSで10分間処理した 。1%(W/V) bovine s巴rumalbomin 

(BS A fraction V; Sigma)/PBSによる プロッキングを室温で30-60分間行った後、

0.02%(w/v) Triton X-IOO/PBSで適切に希釈した抗TypNI抗体、抗TypCl抗体、

またはGST-TypNIとあらかじめ混合しておいた抗TypNI抗体と室温で2.51時間又

は4'CでーI胤反応させた。PBST(O.1 %Triton-X 1 OO/PBS)で洗均した後、 二次抗体

としてFITC様識抗ウサギIgGと室温で 11時間反応させた。このとき染色体の存在

を示すため、 propidiumIodideも加えて DNAを染色した。染色した資料の観察に

は共焦点顕微鏡(Zeissand B ioRad)を用いた。

15 精巣細胞の遊離と間接蛍光抗体染色

22日齢マウスの精巣を0.5mg/mlのcollagenase(Sigma)ーPBS中、震とうさせな

がら20分間処理した後、 PBS-EDTA中でのビペッテイングにより精細管内の細胞

を遊離させた。 50μ111孔のメッシュでi慮、過した後、 Opli-MEM培地中でー娩培養す

ることにより細胞を poly-L-Lysin巴で、コートしたスライドグラス上に接着させた。

4% Paraformaldehyde-PBSで20分間固定した後、組織の蛍光抗体染色と同様にプ

ロッキング、抗体反応、及び顕微鏡観察を行った。

16. RT-PCRによる typmRNAの発現検出

)j台齢8.5日、 10.5EI、12.5日、 14.5日マウスの胎児の四肢を取り除いた下半身及

び、胎齢 16.5日、成体マウスの卵巣及び精巣からAGPC法により totalRNAを調製

した。 oligo(dT)12-18プライマー及び、Su perscript rev巴rsetranscriptase (G ibco 

BRL)を用いて逆転写反応行い、 RNaseH処理をしたものをPCRの鋳型cDNAとし

た。PCRには上流プライマーとしてprimer#1247及ぴ、primer#1332、下流プライマー

としてprimer#1960を用い、 94・C 30秒、 53・C l分、 72・C 1分のサイクルを40回

繰り返し、 1%アガロースゲルにて電気泳動した。
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primer#1247・5'-CGTTA TGTGAGGAAGAGCCAC-3' 

primer#1332: 5'ーTGGATGTTGTGTTCTCTGCC-3' 

primer# 1960: 5'-A 1TCGGTT ACCAGCTGGAAG-3' 

円iE P V E P X P 

#1手33332 #1芝。

17. typ 染色体遺伝子の単維と構造解析

0.5 1Kbp 

巨

cDNAクローン#5のインサー トcDNAから調製した HindIIJ-XhoI断片を プロー プ

に用い、 λFIXII/129SVJライブラリ -1X 106プラークをスクリーニングした 。

得られた陽性クローンから Notlで、切断することによりインサートゲノム DNAを

切り出し、 pBlueScriptSK (+)ベクターにサプクローニングした。それぞれのクロ ー

ンについて適当な制限酵素による切断、 lypcDNAの断片をプロープとして別し、た

サザンハイプリダイゼーションを行い、II1IJ限百字素地図を作製した。必要なゲノム

DNA制限酵素切断断片をpBlu巴ScriptSK(+)ベクターにサプクローニングした後、

塩基配列を部分的に決定することにより各エクソンの境界を決定した。
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III結果

1.新規チロ シンホスファターゼTypのクローニング

1-1.新規チロシンホスフ ァターゼの検索

新規PTPを検 索する 方 法 と し て RT-PCR法を用いた 。 ヒト乳摘細胞株

MDA-JI，四453細胞か ら抽出した RNAを鋳型!に、 PTP領域のC端側において保存さ

れているアミノ酸配列、 QRE(A/E/D)Qから設言|したディジェネレートプライマー

(primer 1、材料と方法の項参照)を用いて逆転写反応を行った。合成された

cDNAを鋳型に、やはり PTP領域内で保存されているアミノ酸配列である DYINA

及びHCSAから設計したデイジェネレートプライマー (primer2及びprimer3、材

料と方法の項参照)を用いてPCR反応を行った。400から500bpのPCR産物を

MDA-:JI.佃453細胞

v 
m悶 A調製

' RT-PCR ・-・・

コロニ ハイプリダイゼーション

[ネガテイプセレヲ ション=陰性コロニを択選)

図4 新規PTP遺伝子の検索方法
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pUCI19ベクターにサプクローニングし、プラスミドライブラリーを構築した。

そのうちの一部のクローン (28クローン)について塩基配列を決定したところ、

全て既知の PTP遺伝 子である LAR口5J、PTP-MEG[26J、 DEP-l[27]及び

BPTP-2[28)のいずれかに相当するものであった。 そこでライブラリー lゃからこ

れら 4種のPTP遺伝子を排除するためにコロニーハイプリダイゼーション法によ

る"ネガテイプセ レクション"を行った(図4)。即ち、ライプラリーDNAで大腸

菌を トランスフォームし、得られた約 1，200のコロニーに対して、上記の4種の

PTPに相当するPCR断片を 32p標識したものを混合プロープとして用いたコロニー

ハイプリダイゼーションを行った。その結来、どのプロープともハイプリダイズ

しない、または極く弱くしかハイプリダイズしなかったクローンを8つ得た。こ

の8つの陰性クローンの塩基配列を決定したところ、 6クローンはPTP遺伝子とは

相同性を示さないク ローンであった。残り 2クローンのうち lクローンはプロー

プとして用いた4穏とは別の既知のPTPである PTPy[34lをコードしており、 1クロー

ンが新規のPTPをコードしていた。新規PTPをコードするPCR断片をプロープに

用い、ヒト組織についてノザン解析を行った結果、精巣にのみ約 3.2kbのバンド

が検出された(図 5)。 ヒト胎児の組織(脳、!腎)殿、肺及び肝臓)及び、

MDA-MB453細胞を含む 19穫の細胞株(乳瓶、上皮癌、胃痛、顎下l腺箱、ぼうこ

う箔、j悩J鍾媛、リンパ腫及び、胎児繊維芽刺胞由来)についてもノザン解析を行っ

たが、発現は検出できなかった。発現の特異性からこの新規PTP遺伝子を Iyp

(!_estis specific t工rosin巴旦hosphatase)と命名した。
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A 

I I I I I I I I I I I I I I I I 

2.4kb -

s-actin 

B 

28S 
typ 

18S 

s-actin 

図5 ヒト及びマウス組織におけるtypm即叫Aの発現(ノザン解析)

(A)ヒト組織から調製したRNAに対しヒト typPCR断片または s-77チンcDNAをプロープとしてノ

ザンハイブリダイゼーションを行った。各レーンには 2μgのpoly(A)+RNAが伎われている。(B)マ

ウス組織から調推した RNAIこ立すし、 cDNAクローン柑のインサート cDNAまたはs-アクチンをプロー

プとしてノザンハイプリダイゼーションを行った。各レーンには20，"gのlotalRNAが使われている。
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1-2. lyp cDNAの単維と塩基配列決定

マウス精巣cDNAライブラリーを構築し、ヒト typPCR断片をプロープに用い、

穏やかな条件下でのスクリーニングを行った。 1x 106クローンをスクリーニ ング

した結果、 9つの陽性クローンを得、そのうち8クローンがtypcDNAを含むもの

であった(I玄16A)0 7j主りの1クローンはPTP-MEOをコードするものであり、これ

は穏やかな条件下でのスクリーニングの結果、クロスハイプリダイゼーションに

より得られたと考えられる 。重複したこれらのクローンの血基配列を決定し統合

したところ、 typcDNA は3090bpとなり、最大 1278bp (426アミノ酸) の

ORF(open read川 gframe)を含んでいた (OenBank登録番号 :#D64141)。この

ORFはKozakのコンセンサス配列に合致するATOコドンから開始され、その上流

にはORFに合致している終止コドンが 5つ存在する(図6B)。

クローン#2のインサー トcDNAには、他のクローンのインサー トcDNAに比較

してORFに影響しない441bpの欠損が見られた。この欠損部位をはさむ領域に設

定した2組のプライマーを用いたRT-PCRを行ったところ、この ような欠損をもっ

mRNAの存在は検出されなかった。また、第 5項に示すゲノム構造の解析の結果、

この欠損の終始点はエクソンイントロンの境界とは一致していなかったことか

ら、この欠損は alternativesplicingを反映したものではなく、 cDNA合成時の

artifactであると考えられる 。

また、ヒ トtypPCR断片とマウス rypcDNAのそれに相当する部分の駈基配列及

び、コードされているアミノ酸配列を比較したところ 、それぞれ74.8%及び

84.1%の相向性を示した。この相同性は、マウスとヒトのホモローグが報告され

ている 他の既知のPTPと比較して低い値である 。例えば、細胞質型PTPである

SHP2のPTPドメイン及び受容体型PTPであるPTPOの第 1PTPドメインのマウス

ーヒトホモローグ問のアミノ酸レベルでの相向性は、それぞれ99.6%及び96.3%で

ある [35-41]。 しかし一方で、減数分裂過程に関与していることが報告されてい

るセリン・スレオニンキナーゼである c-Mosのマウスヒトホモローグ問のアミノ

酸 レベルでの相向性は、キナーゼドメインにおいても 78%しかないという例もあ

る[42-44]0クローン#5のインサート cDNAをプロープに用いて、マウスの組織に

ついてノザン解析を行ったところ、ヒトの場合と同様に精巣にのみ約 3.2kbのパ
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ントが検出され(図5B)た。更にヒトげpPCR断片をプロープに用いて、砲やか

な条件でマウス組織についてノザン解析を行った場合にも、同じ結果が得られた。

従って、今回スクリーニングによって得たcDNAクローンはヒト typのマウスホモ

ローグのものであり、精巣特異的に発現し、 typのフ ァミ リー遺伝子であるよう

なPTP遺伝子は他には存在しないと考えられた。

cDNAの塩基配列から推定される TypはPTPドメインを C末端にもつ細胞質型

PTPであった。Typの非触媒領域 (N末端領域) には既知のタンパク質との有意

に高い相向性は見られず、また特徴的なドメイン構造やモチーフ構造も存在しな

かった。 しかし、プロリン、グルタミン酸、セリン、スレオニン、アスパラギン

酸に富んだ配列を含んでおり、 c-Fosなど短寿命タンパク賓の不安定性領域とし

て推定されているPEST配列である可能性がある 145JoPEST配列の強度はPEST

値(PS)、すなわちPS=0.55(MP)ー0.5(Ho)(MP:プロリン、グルタミン酸、セリン、

スレオニン、アスパラギン酸が占める割合、 80:PEST配列に含まれるアミノ酸

の疎水性の平均値) で算出され、 PEST値がー0.5以上であると PEST配列として

認定され、 0.0以上 であると強いPEST配列であることを意味する。Typのこのア

ミノ酸配列のPEST他は0.175であり、 Typは不安定なタンパク質である可能性が

ある。また、 N末端にはcdc2キナーゼの認識可能配列 (STIP T K/R) が2カ所存

在する [46]0
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2. typは 2つの翻訳開始コドンを持つ

2-1 抗Typポリクローナル抗体の作製

Typのアミノ酸配列51-164、及ぴ 165-285をGSTとの融合タンパク質として調

製した。これらを抗原としてウサギに免疫し、得られた抗lfili青から抗Typポリク

ローナlレ抗体をアフィニティー精製した(それぞれ αTypNI及び αTypC1と命名) 。

LTypNI抗体及び、抗TypC1抗体を用いてウエスタン解析を行 ったところ 、成体

マウス精巣の抽出液中に45及び40kDaのタンパク質が検出された(図7、レーン3、

5)。これらのバンドは成体マウスの卵巣及び脳の抽出液中には検出きれなか っ

た。 2つのバンドが検出される理由として、 40kDaのタンパク質は45kDaのタ ン

パク質の分解産物である可能性と、 40kDaのタンパク質は第 lメチオニンをコー

ドする ATG218コドンよりも下流に位置するコドンを翻訳開始コドンとして利用

し、合成されるタンパク質である可能性が考えられた。そこでまず、 ORF全体を

含んでいる typcDNAをinvitroで転写、初訳させたところ、やはり 45kDa及び40

kDaのタンパク質が合成された (図7、 レーン 6)。更に 、Typ発現ベクター

pME-Typをトランスフェクションした293T細胞の抽出液中にも精巣抽出液中の

Typタンパク質と同じ泳動度のバンドが検出された(図9B、レーンl、2)。一方、

ATG218コドンを GCGに霞換する変異を導入した Typ発現ベクター、

pME-TypIMAをトランスフェクションした場合には、 40kDaのタンパク質のみが

発現した(図9B、レーン3) 。この結果は45kDaのTypはATG218を綱訳開始コ

ドンとして合成されること、及び40kDaのTypは45kDaのTypから翻訳後イ|草創iや

分解により生じたものではないことを意味している 。そこで40kDaTypの翻訳開

始点について解析を進めた。
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図7 typ遺伝子産物の解析

4過密告マウスの脳(Br)、卵巣 (Ov)及び精巣 (Te)から調製した1111出液 (タンパ7質量100，"g ) 

をSDS-PAGEで分離し、抗TypNI抗体(レーン1-3)または抗TypCI抗体(レーン4、5) を月1いてウ

エスタン解析を行った。また、 typcDNAを鋳型にして合成した附Aを[l'S]メチオニン存在下でm

vllro翻訳し、 IO%SDS-PAGEで分離した後、合成されたタンパク質の験出を行った(レーン6)。
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2-2. typの翻訳開始点の解析

まずN末端から 97アミノ酸を欠いたTypを、 N末端にFLAGエピトープをつけて

発現させたところ、合成されたタンパク貿は40kDaのTypよりもやや速い移動度

を示した(図9B、レーン 9)。従って、 40kDaのTypの翻訳開始コドンはORFの

2番目のセリンをコードする TTG22Iから 97番目のメチオニンをコードする

ATGS06の聞に位宣すると考えられた(~18) 。そこでこの領域内に存在する第2、

第3、第4メチオニンをコードする ATGコドンをそれぞれTCG、GTT、CTAに換え

る変異を導入した変異型Typ発現ベクター、 pME-Typ2MS、pME-Typ3MV及び

pME-Typ4MLを作製し た。更に、 ATGコドンの他にCTGコドンが翻訳開始コドン

として利用されている例も報告されていることを考慮し、 2S番目及び60番目のロ

25 
1 MSSPRKVRGK TGRDNDEEEG NSGNLNLRNS 

38 49 ~O 
31 LPSSSQKMTP TKP工FGNKl'蜘 SENVKPSHHL

61 SFSDKYELVY PEPLESDTDE TVWDVSDRSL 

97 
91 RNRWNSMDSE TAGPSKTVSP VLSGSSRLSK 

150 
121 DTETSVSEKE LTQLAQ工RPL 工FNSSARSAM

151 RDCLNTLQKK EELD工工REFLELEQMTLPDD 

図8 Typタンパク質のア ミノ末端側のアミノ酸配列
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図9 40 kDa Typタンパク質の翻訳開始点の解析 I

(A)礼 AGfすき N端欠損Typ及び各ATGまたはCTG変異型Typの様式図 (日)精巣から調製した抗11出液

(タンパク質設100l"g;レーン1)及び、pME-Typ、pME-TypIMA、pME-Typ2MS、pME-Typ3MV、

pME-Typ4lV札、 pMETypJLV、pME-Typ2LA、pME-Flag-4M、及びコントローJレとして空の pMEI8S

ベクターをト ランスフェクションし 、それぞれの変異型Typを発現させた293T;細胞から調製した摘

出液 (タンパク質量25μg;レーンエ10)をSDS-PAGEで分離し、抗TypNJ抗体を用いてウエス空ン解

析を行った。
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イシンをコードする CTGコドンにも変異を導入した発現ベクタ-pMETyplL及び

pME-Typ2LAを構築した(図9A) 。これら 5極の変異型Typ発現ベクターそれぞ

れを293T細胞に遺伝子導入し、細胞羽[1出液のウエスタン解析を行ったところ、ど

のベクターを用いた場合にも 45及び40kDaの両方のTypの発現が確認、された(図

9B、レーン 4-8)0 SDS-PAGE上の泳動度は実際の分子量を正確に反映しない場

合があることを考え、第5番目のメチオニンである、メチオニン 150をコードする

ATG665をCCGに置換した発現ベクターpME-Typ5MPも作製したが、このベクター

からも 45及び40kDaのTypが発現した (図 10、レーン8)。以上の結果は、第 l

メチオニンをコードする ATG218コドンと共に、それより下流にある ATG及び

CTG以外のコドンが繍訳開始コドンとして使われ、その結果45kDa及び40kDaの

Typがそれぞれ合成されることを強〈示唆している。 40kDaのTypタンパク質の

翻訳開始点を決定するため、まず図 lOAに示すような 5種類の部分欠損Typ発現

ベクター pME-TypdelA、 pME-Typd巴IB、p肘伍ーTypd巴lC、 pME-TypdelD及ぴ

pME-Typd巴IEを作製し、 COS7細胞にトランスフェクションした。 pME-TypdelB、

pME-TypdelC、及びpME-TypdelEはATG218をGCGに置換しており、 45kDaの

Typは発現しないコンス トラクトになっている。細胞抽出液をウエスタン解析し

た結果、 pME-TypdelA及び、pME-TypdelBをトランスフェクションした細胞では40

kDaのTypが発現したが、 pME-TypdelC及びpME-TypdelEをトランスフエクシヨ

ンした細胞では発現しなかった(図 10、レ ーン2-4及び6)。つまり、メチオニン

1からメテオニン 38までを欠損させても 40kDaのTypの発現には影響がなかった

が、メチオニン38からロイシン 60までを欠摘させると 40kDaのTypは発現しな く

なった。更に、ロイシン60からメチオニン97までを欠損させたpME-TypdelDをト

ランスフェクションした細胞では、 45kDa及び40kDaのTypが、欠損分だけ分子

量が小 さくなったと考えられる約40kDa及び約35kDaのタンパク質が発現した

(図 10、レーン5)。この 2つのタンパク質はウエスタン解析では抗TypCI抗体

によってしか明らかな発現が検出できなかったが、抗TypNl抗体による免疫沈降

物をウエスタン解析したところ抗TypNI抗体によっても発現が確認できた(図 10、

レーン9) 。従って、 40kDaのTypの翻訳開始点はメチオニン38からロイシン 60

の間にあると考えられた。 ATGコドンから 1t塩基だけ変化させたコド ンのうち、

26 



CTGを含めいくつかのものからも l楠乳類の細胞内において翻訳が開始され得るこ

とが報告されている (47-49]。メチオニン38からロイシン60までの閥にはATGか

らのl塩基置換で生じるコドンは 4つ存在する(図 llA)oTyp発現ベクター中の

これら 4つの各コドンに図llBに示す変異を導入し、 COS7細胞にトランスフェ

クションした。 しかしウエスタン解析の結果、どの変異も 40kDaのTypの発現を

阻害しなかった(図 11C)。
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図10 40 kDa Typタンパク質の翻訳開始点の解析 II

(A)野生裂及ひ官官分欠損裂Typ発現ベクターに組み込んだrypcDNAの模式図。TypdelA、TypdelB、

TypdelC、及ひ"Ty凶elEはATG2J8に変巽を導入し、且っそれぞれメチオニントロイシン25、ロイシン

25-メチオニン38、メチオニン38ーロイシン60、及びメチオニントロイシン60に相当する部分を欠損さ

せた。TypdelDはロイシン60-97メチオニンに相当する部分を欠損させた。(B)pME-Typ(wt)、

pME-TypdelA(delA)、pME-Ty凶eLB(deLB)、pME乃pdeIC(delC)、 pME-TypdeID(delD)、 pME-TypdeIE(del旬、

pME-Typ lMA( 1 MA)、 pMιTyp5MPσ加1P)ベクターをトランスフェクションし、変異~Typ を発現さ

せたCOS7細胞から調製した主11出液(タンパク質量:25μ 且.レーン 1-8)及びpME-TypdelDをトランス

フエク γ ョンした細胞抑LI1液 (タンパク質量250"g)からの抗TypNI抗体による免疫沈降物をを

SDS-PAGEで分離し、抗TypNI抗体または抗TypCI抗体を用いてウエスタン解析を行った。
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40 kDa Typタンパク質の翻訳開始点の解析 III

(A)Typの38番目から60番目のアミノ酸配列及びそれをコードするcDNA泡器配列。ATGからの 11孟基

置換で生じるコドン 1-4を示した。 (B)(A)で示したATGからの l坂基置換で生じる 4つのコドン 1-4

に対して導入した変異 (C)pME-Typ(WI)、pME-Typmull(mull)、 pME-Typmut2(mut2)、

pME-TypmuI3(muI3)、及ぴ pMEmuI4(mut4)ベクターをトランスフェクションし、それぞれの変典型

Typを発現させたCOS7細胞から調製したれ1I出液(タンパク質量25μg;レーント5)をSDS-PAGEで分

縦し、抗TypNI抗体を用いてウエスタン解析を行った。
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3. ホスファタ ーゼ活性測定

活性測定にはGSTとTypのC端側259アミノ酸 (PTP領域と N末端領城の一部を

含む) との融合タンパク質 (GST-TypPTP) を精製して用いた。p-NPPを基質

としたホスファターゼ活性を測定した結果、融合タンパク質GST-TypPTPは

p-NPP分解活性を示し、その活性はPTP特異的阻害剤であるN内VO，で阻害された

(図 J2A)。また、 8週齢マウスの抽 出液からの抗TypNJ抗体による免疫沈降物

中にも Na，V0
4
で、阻害さ れるホスファターゼ活性が認められた (rgj12B)。これら

の結果からTypタンパク質が実際にPTP活性を有することが示された。

A 

:=0.2 ・.. 
白。

B 

0.1 

0.3 

0 

:; 0.2 
口。

0.1 

。

1.0 2.0 3.0 

μ.9 Protein 

brain testis testis 

Na3V04 ・ ・ +

図12 ホスフ ァターゼ活性測定

(A)GSTとTypのPTPドメインとの融合タンパク質 (GST-TypPTP)及びGSTを用いてpNPPを器質とし

た反応を行い、 410n01の吸免疫としてpNPPの)10水分解度を測定した結果を示すo(B) 8週齢マウス

の脳lJ.ぴ精巣抽出液から抗TypNl抗体を用いて免疫沈降を行い、免疫沈降物のl'TP活性をp-NPPを基

質として測定した。PTPに対する特異的阻害押lであるN田VQ4を加える場合は最終捜皮が0.501Mとな

るようにした。



4. Typは生殖細胞特異的に発現する PTPである

4-1 精巣における Typの発現分布

Typの発現に関して、まずマウス精巣内での発現を生後週齢を追って調べた 。

抗TypNL抗体によるウ エスタン解析の結果、 45kDaのTypの発現が 3週齢にな っ

てはじめて検出された。40kDaのTypは3週齢以降に発現が確認できる(図13)。

生後第一回目の精子形成は精巣内で向調的に進行することから、 Typの発現が生

後 2週か ら3週の問に開始されるというこの結果は、 Typが生後直後から常に精

巣内に存在する 体細胞や精原細胞ではなく、精子形成過程が進んだ精母細胞H寺期

以降にある生殖細胞に発現していることを強く示唆する 。

18 :αTyp 

kDa 

46ー

30ー

1w 2w 3w 9w 

図13 マウス精巣の発育過程におけるTypの発現

i週齢(Jw)、2週齢 (2W)、3週齢 (3W)、及ぴ成体 (9週齢 ;9W)マウスの精巣から翻製

した抽出液 (タンパク質量I∞μg)をSDS-PAGEで分雛し、抗TypNl抗体を用いてウエスヂン解析

を行った。



次にcypの精巣組織における発現分布を調べるために、デイゴキシゲニン (orGlで傑

識した陪~Aプロープを作製し、 8週齢マウスの精巣の凍結切片に対してmSIω ハイプリダ

イゼーシヨンを行った。アンチセンス附~AプロープであるAS-probel (材料と方法の項

参照)による m SIωハイプリダイゼーションの結果、精細管内で最も基底膜側に存在す

る精原細胞層よりも一層中心寄りの細胞層にシグナjレが検出された(図 14A)。これら

のシグナルはセンスプロープを用いた場合には検出されなかった(図 14B)。顕微鏡観

察による細胞の形態や精細管内における位置から、強いシグナルが検出されたのは生勉

細胞の中でもパキテン期 (厚糸期)精母細胞であることが分かった。また、ライデイヒ

細胞やセルトリ細胞などの体細胞及び、精原細胞、減数分裂を終えた精細胞以降の生勉

細胞にはシグナルはみられなかった。低倍率の視野で観察すると、シグナルがみられな

い精細管が存在したが(図 14C)、このことはtypm肘仙の発現が、精子形成過殺におい

て第一精母細胞のある一時期に限局されていることを示している。他の 2種類のアンチ

センス附 Aプロープ (AS-probe2及び3;材料と方法の項参照)を用いた場合にも同様の

結果を得た。



A 

B 

C 

図14 精巣組織におけるtypmRNAの発現分布(insiωハイブリダイゼー

ション)

S週齢マウス精巣の凍結切切片(5-81'ml享)に対し、デイゴキシゲニンゆ10)様殺したアンチセンス

附-lAプロープ(AS-probe1; A、c)またはセンスプロープ(B)を用いてハイプリダイゼーションを行った。

Cは低倍率で観察した結呆である。
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次に、 Typタンパク質の精子形成過程における発現を、間接蛍光抗体法をmい

た免疫組織染色を行い解析した。8週齢マウスの凍結切片に対し、抗TypNl及び

抗TypCl抗体を用いて抗体染色を行ったところ、どちらの抗体を用いた場合にも

最も強いシグナ Jレは JnS ltuハイブリダイゼーションの結果と同様に、パキテン期

精母細胞に認められた。ライデイヒ細胞やセルトリ細胞などの体細胞及び、精原

細胞、 ;精子細胞にはシグナJレは認められなかった(図 15D、E、G及び日) 。また

抗TypNl抗体を、抗原に用いたGST司 TypNlタンパク質とプレインキユベーショ

ンしてから染色に用いた場合には、これらのシグナルは消失した(図 15B)。

免疫組織染色の結果を核染色の像から判定したステージ分けに基づいて検討し

た結果、 Typはステージrxから XIの精細管に含まれる精母細胞に発現していた

(図 16)。従って、Typは後期のパキテン期以降の精母細胞に発現しているこ と

が強く示唆された(図 3参照)。生後第 l回目の精子形成において後期パキテン

期精母細胞が現れるのは生後 2週目以降であり [50J、この結果は週齢を追って行っ

た精巣のウエスタン解析の結果とも一致する。ステージV11-VTIlの締細管の中央

にみられる抗TypCl抗体による染色はプレイミューン血清を l次抗体として用い

た場合にもみられることから非特異的な染色であると考えられる。



図15 精巣組織におけるTypタンパク質の発現分布

8週齢マウス精巣の凍結ー切片(5-8μm厚)に対し、一次抗体として抗TypNJ抗体の)、抗TypCJ抗体

(G)、または抗原とプレインキユペーシヨンした抗TypNJ抗体(B)を用いた間接蛍光抗体染色を行っ

た。 2次抗体としてFlTC標織抗ウサギJgG抗体を用い、また染色体をpropidiumiodide(p1)により染

色し、共焦点顕微鏡により観察した。 E、J-Iは FlTCシグナルを赤で、 円シグナJレを緑で示し、重

ねたものである。
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図16-1 ステージl-VIllの精細管におけるTypの発現

αTyp 

8週齢マウス精巣の凍結切片(5-8μ m厚)に対し、一次抗体としてプレイミューン血消または抗TypCI抗体

を、 2次抗体として町TC標識抗ウサギIgG抗体を用いた間後蛍先抗体染色を行った(右列のパネJレ)。また

染色体をpropidiumiωide伊1)1こより染色し(li:gJJのパネル)、共焦点顕微鏡により観察した。抗TypCI抗体

で染色した切片について、左側に示した各ステージの代表的な精剥s管を示した。
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更に、 Typの細胞内での局在を解析するため、精巣をコラゲナーゼ処理し、精

細管内の細胞を遊離させたのちに蛍光抗体染色を行った 。その結果、 Typは主に

細胞質に局在するが、核内にも存在することがわかった。また、抗TypCl抗体を

用いた場合に特に顕著であったが、細胞質において染色は均ーではなく、粒上の

局在が認められた。また精巣切片の組織染色では精母細胞の分裂像を含むステー

ジXITの精細管は観察できなかったが、この 細胞染色により第一減数分裂の分裂

期にある細胞でも Typが強く発現していることが分かった(図 17)。
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22日齢のマウス精調11管から細胞を遊離させ、 一次抗体として左側に示した抗TypNl抗体、抗TypCl

抗体、またはプレイミューン血清を用いた間接蛍光抗体染色を行った。2次抗体として円TC傑験抗

ウサギ19G抗体を用い、また染色体を propidiumi低lide伊1)により染色し、共焦点顕微鏡により観察し

た。 スケールパー:20μm 



4・3.卵巣での発現

ノザン解析及びウエスタン解析では、成体の卵巣におけるTypの発現は検出 さ

れなかった。 しかし、卵巣中の生殖細胞の数は精巣と比較して僅端に少ないこと、

また卵母細胞の減数分裂は胎齢13日に開始され向調的に進み、 )J台齢16日あたり で

パキテン期に入札成体の卵巣中の卵細胞は第一減数分裂を終えていることから、

卵巣でのTypの発現を否定することはできない 。そこで卵巣での発現の有無をf確

かめるため胎齢8.5日、 10.5日、の下半身14.5日、及び胎齢 16.5目、成体の卵巣

からRNAを調製しRT-PCRを行った。PCRの上流プライマーとして、 typcDNAの

ORFのC端1f!1Jをコ ー ドする領域に設定したprimer#1224、#1332 (材料と方法の項

参照)を 、下流プライマーとして3'非翻訳領域に設定した、 primer# 1960 (材料

と方法の項参照)を用いた 。pf1m巴r#1224-primer #1960の組み合わせ、及び

primel' #.1332-primer # 1960の組み合わせによりそれぞれ714bp、629bpのlyp

cDNA 断片が増幅される 。 またこれらのプライマーを設定した領域は、それぞれ

別のエクソン中に存在しているため、 RNA調義時に混入することが考えられるゲ

ノムDNAからの増幅の可能性は除去できる 。RT-PCRの結果、 16.5日給及び成体

の卵巣においてバンドが検出され、卵細胞でのTypの発現が示唆された(図 18)。

従ってTypは厳密な発現調節を受けて生殖細胞において精子 ・卵子形成過程の 一

時期に特異的に発現し、生殖細胞の減数分裂過程に関与している PTPであること

が考えられる 。
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図18 卵巣におけるり少mRNAの発現

Il台齢8.5日(レーン 1;8.5)、10.5日 (レーン2;10.5) 12.5日(レーン3:12.5)の下半身、 14.5日{レー

ン4;14.5)、16.5日 (レーン5;16.5)、成体の卵巣(レーン6;adult Ov)、精巣(レーン7;丁目)、

から調製したRNAを材料に用い、 RT-PCRを行った。ネガテイプコントローんとして逆転写反応(RT

反応)11寺に逆転写酵素を加えなかったもの(レーン8，9)をPCR反応の鋳型として使用した。また、

RT反応のポシティプコントロールとしてβaClincDNA断片を増幅するプライマーを飼いた。
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5. Typゲノム構造の解析

Typの生理機能を解析するためにジーンタ ーグテ イン グを行うことを目的とし、

typの染色体遺伝子をクローニングした。cDNAクローン #5のインサート cDNAか

ら調製したHIndJU-X hoJ断片をプロープに用いてλFJXT1/l29S VJゲノムライプラ

リーをスクリーニングした結果、 1X 106クローンから 15の陽性クローンを得た。

それぞれのインサートゲノムDNAをpBlueScriptベクターにサプクロ←ニングし、

EcoRI及ひ、EcoRVによる切断の結果生じる断片を比較した結果、同一 と考え られ

るクローンが3クローン含まれており、独立なクローンは 12クローンであった。

これらのクローンがtyp染色体遺伝子のどの領域を含むかを明らかにするため、

数種の適当な制限酵素について詳細な制限酵素地l却を作製した。更に、エクソン

ーイントロンの境界を明らかにするため、必要なゲノムDNA断片をサブクローニ

ングした後、 一部の塩基配列を決定した。その結果、これらの12ローンは図 19A、

Bに示すように 2つに大別できた。クローン 1、2、5、7、9、13、18、21、22は

それぞれ部分的に重なっており、全体としてORFの開始点を含むエクソン (使

笈的にエクソンIIとした)から、 typcDNAの716番目の塩基配列までで機成され

る計 5つのエクソンを含んでいた(図 19A)。また、クローン3、12、19も部分

的に重なっており、 typcDNAの819番目の坂基配列からORFの終止コドンを含む

エクソンまでの計 4エクソンを含んでいた (図19B)0 A、B2つの領域は重な っ

ておらず、 typcDNAの717-818番目の領減で構成されるエクソンを含むクローン

は今回のスクリーニングでは得られなかったが、 typのORFは少なくとも 10のエ

クソンから構成されいることが明らかになった (図 19C)。調べた全てのエクソ

ンイントロン境界の塩基配列は真核生物のスプライシングドナー、スプライシ

ングアクセプターのコンセンザス配列、シ GT....目 .AG3'に合致していた151.5:!]。

他のいくつかのPTP遺伝子についてゲノム構造が報告されており、 PTP ドメイ

ンに関してはほぼ保存されたエクソンーイントロン構造をとることがわかってい

る。 図20に、 Typ及び、細胞質型 PTPである SHPl[53]、 PTP-PESTl541、

PTP IB[55]、 SHP2[56j、 TCPTPl57J、 LCPTPl58j、受容体型 PTPである

CD45[59]、LAR[仰]のPTPドメインのエクソンーイントロンの境界を示した。Typ



のPTPドメインはエクソンVlII-XIにコードされており、存在するエクソンーイン

トロンの境界は全て他のPTPにおいてもよく保存されている位置にあ った。 しか

し、 TypのPTPドメインはゲノム構造が報告されている PTPの中では最も少ない

数のエクソンから構成されており、他の全て 、あるいは大部分のPTPには存復す

るが、 Typには存在しない境界があった。従って、 TypはPTPの系統樹に他のPTP

とは異なる illlJ枝に位置するPTPであることが示唆された。

また数種類のIypcDNA断片をプロープとして用い、マウスゲノムDNAに対す

るサザンハイプリダイゼーションを行った結果から、マウスには typのpseudo

geneは存在しないことが確認できた(データ示さず) 。
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IV 考察

本研究において、細胞内で緩めて低レベルの発現をしている新規のPTP巡伝子

を同定するために、コロニーハイプリダイゼー ションを併用したRT-PCR1:去を用

いた。RT-PCRにより増幅された様々なPTPドメインをコードするPCR産物から、

優先的に増幅された既知のPTPをコードするものを除去するため、まずPCR産物

からプラスミドライブラリーを構築した。次にこのライブラリーを大腸菌にトラ

ンスフォーメーシヨンして待られたコロニーに対し、除去したいPTPをコードす

るPCR産物をプロープに用いたコロニーハイプリダイゼーシヨンを行い、陰性コ

ロニーを4会索した 。このネガテイブセレクシヨンにより約 1，200クローンの"1'に

ただ lクローン存在していた新規のPTP遺伝子、 lypを同定することができた。ノ

ザン解析では typの発現は精巣にしか認められず、 RT-PCRの材料とした

MDA-MB453細胞でも発現は検出できなかった。従って、ネガテイプセレクショ

ンは、クロスハイプリダイゼーションによる見逃しの可能性はあるものの、発現

の低い新規の追伝子を同定するには有効な方法であ ったと考えられる 。

cDNAの塩基配列か ら想定されるTypタンパク質は 、シグナルペプチドや牒貫

通領域を含まない細胞質型のPTPであった。PTPドメインはC末端に存在し、活

性中心を構成する (l/V)HCSAGXXR(S/T)Gを含め、コンセンサス配.9'IJは保存さ

れていたが、 ドメイン全体の他のPTPとの相向性は最高でも 45%程度であり、既

知のPTPとサプファミリーを形成するものではなかった 。一般に細胞質型PTPは

lつの.PTPドメインとそれ以外の多機な非触媒領域から構成されており、非触媒

領域がそれぞれのPTPの細胞内での局在や基質特奥性、酵素活性を調節している

と考えられている [61]0Typの非触煤領域 (N末端領域)には既知のタンパク質

との有意に高い相同性は見られず、また特徴的なドメイン構造も存在しなか った。

しかし、 TypにはN末端約40-60アミノ酸の有無の迷いをもっ 2つのタンパク質

(40 kDa及び45kDa)が存在することから、このN末端領域を介したシグナ Jレが

Typの局在や活性を制御していることが考えられる。また、精巣捌It!:I液のウエス

タン解析において、 45kDaのTypのよに数本のバンドが検出される場合があるこ

とから、 TypがN末端領域においてリン酸化を受けている可能性が考えられる 。
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抗Typポリクローナル抗体により精巣対1出液中に45及び40kDaのTypタンパク

質が検出された。更に、 lypのORFの川 vitro転写/翻訳反応を行うとやはり 45及

び40kDaのタンパク質が合成された。このことはこの 2つのタンパク質が共に単

一のtypmRNAから合成される typ遺伝子j宝物であることを示している 。また、図

9Bに示されているように、 AT0218への変興導入によ って45kDaのTypが発現し

ていない場合にも、 40kDa Typが発現した。従って、 40kDaのTypタンパク質は

45 kDaのTypが分解等の翻訳後修飾を受けてできたものではない 。 in νitro

translalionによっても両タンパク質が合成されることからも、 40kDaのTypタン

パク質は第 2の翻訳開始点から合成されるものであることが強〈示唆された。 こ

れまでに、 ATOまたはCTOコドンが第 2の翻訳開始コド ンとして働いているとい

う報告があるが、 typのORF内の、 40kDaのタンパク質を合成し得る位置にある

ATGまたは CTOコドンへの変異の導入は40kDaのTypの発現を阻害しなかった。

従って 、40kDaのTypはこれまでに報告のないコドンを利用しているなど、新規

のメカニズムで翻訳開始されていることが示唆された。部分欠損変異型Typのj解

析から、 40kDaのタンパク質の発現には Typの39-59番目のアミノ酸をコードす

る塩基配列が必須であることが示されたが、今後はこの範囲の塩基配列に更に変

異を導入し、必須の猛基配列を同定したい。

週給を追って精巣でのTypの発現をウエスタン解析により調べた結果、 4SkDa 

のTypが3週齢マウス精巣で検出されるのに対し、 40kDaのTypの発現は 4i庖紛以

降にしか見られなかった。成体マウスの精巣において、 40kDaのTypの発現長が

4S kDaのTypに比較して低いことを考慮し、 Typの検出感度を上げるために抗

TypNl抗体を用いた免疫沈降物についてウエスタン解析を行った場合にも、 3週

齢マウス精巣には40kDaのTypの発現は検出されなかった(データは示していな

い)。従って、精子、卵子形成過程において、 40kDa及び45kDaのTypの発現時

期が制御されている可能性が示唆された。今後 2つのTypタンパク質にE孝素活性

や細胞内局在などの違いがあるかを検討したい。

遺伝学的手法を用いることが難しいI刷乳動物では、減数分裂期の生嫡細胞で特

異的に発現する蛋白質の機能解析が11m乳類の精子形成の伽j径Ui機構を解析する重要

な手段となっている。これまでに精巣特異的に発現する遺伝子や、精巣にのみ大
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きさの異なる転写産物が存在する遺伝子がいくつか単離されており、その多くは

相当する時期の卵巣内の生殖細胞でも発現が確認されている 。そのような造伝子

として、卵子や精子を形成する材料タンパク質や代謝に関与する酵素の他に、減

数分裂の開始や進行に直接関与する可能性の高い転写因子関連蛋白質やプロテイ

ンキナーゼ、ホスファタ}ゼをコードするものが報告されている。 inSilllハイ ブ

リダイゼーション及び免疫染色の実験から、雄性生殖細胞における Typの主な発

現は減数分裂の後期パキテン期から分裂期にかけての時期に限局されていること

が明らかとなった。また、パキテン期の卵母細胞が現れる 16.5dpc以降の卵巣に

おいて、 RT-PCRによりげpのバンドが検出されたことから、 typは精母細胞のみ

ならず卵母細胞にも発現していることが示唆され、従って減数分裂進行の制御に

関与する可能性が示唆された 。パキテン期は減数分裂の特徴でもある、交叉

(crossing over)が起こる重要な時期であり、転写因子である CTfin5ll61]や、セリ

ン ス レオニンキナーゼである TESK[14]、PTKであるFer-Tli 9]、RPTPである

OST-PTP[22Jもパキテン期を中心とする時期に特巽的に発現するタンパク質とし

て報告されている。しかし 、これらのタンパク質の生姫高fIlJJ包における機能につい

ての解析はまだそれほど進んでいない。タンパク質のチロシンリン酸化 脱リン

酸化が細胞内シグナル伝達系の鍵となっていることから、 Typはこれらのタンパ

ク質と共に生殖細胞における特異的なシグナル伝達系に深〈関与している可能性

が高い。そのためTypの機能及びTypが関わるシグナル伝達経路を明らかにする

ことは l精乳動物の減数分裂の機構解明につながる研究であると期待される 。現在

lyp遺伝子のターゲテイングを進めており、 typ欠損マウスを解析することで、

Typの基質タンパク質の同定を含め、 Typの生理機能を明らかにして行きたい。
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VI略語表

AP: Alkaline phosphatase 

BSA: bovine serum albumin 

DIG: digo瓦igenine

EDTA:巴thyleneglycolbis(2-aminoethyl-ether) te回 i問 ticacid 

GST: glu悩thione-S-transferase

[也PES:N-2勾 droxyeめylpiperazine-N'-2-ethanesuげonicacid 

HRP: horseradish peroxidas巴

IPTG: isopropyl-D(ー)ーthiogalactopyr加 oside

NP-40: nonionic detergent P-40 

NR-PTP口onrec巴:ptortyp巴proteintyrosine phosphatase 

ORF: open reading fr百11e

PAGE: polyacri加11ide gel elec町ophorasis

PBS: phospha陀 bufferedsaline 

PCR: polymerase chain reaction 

PTK: protein tyrosin巴ki口ase

PTP: protein tyrosine phosphatase 

RNaes: ribonuculease 

RPTP: receptor type prot巴intyrosine phosphat.ase 

SDS: sodiulll dod巴cylsulfate 

Tris: tris(hydoroxymethyl)白nlnomethane
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