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論文内容の要旨

【目的】

Btk (Bruton's tyrosine kinase) は非レセプター型チロシンキナーゼのひとつであり， ヒ卜伴性劣性無ガンマグロ

プリン血症 (X-linked agammaglobulinemia ; XLA) およびマウス X染色体連鎖免疫不全症 (murine X -linked 

immunodeficiency: XrD) における欠損遺伝子である。 XLA 患者においては，末梢血中の免疫グロプリンおよびB

細胞が消失，あるいは著減しており，骨髄中の pre B細胞数の減少がみられる o この XLA の病態は， Btk はヒト B

細胞の初期分化に必須の分子であることを示している o Btk は，その構造上の特徴から一つのサプファミリーを形成

しており，その構造は C末端より SH 1 ドメイン(キナーゼ活性を有する)，さらに他の分子と相互作用していると

考えられている 3 つの領域， SH2 ドメイン， SH3 ドメイン及びN末端のユニーク領域(新規ドメインである PH ド

メインが存在する)より成る。 Btk の関与するシグナル伝達経路についてはいくつかの報告があるが，どのシグナル

伝達経路が Btk に固有なものなのか，あるいはB細胞の分化増殖において他のキナーゼで代替できない経路は何で

あるのか， といった点については未だに明らかで、はな L、。これらの問題を直接的に解明する方法は， Btk と実際に相

互作用している分子を同定，解析していくことであると考えられる o 本研究では， Btk の SH 3 ドメインと結合する

新規分子の同定，解析を行った。

【方法ならびに成績】

ヒト Btk の SH3 ドメインと glutathione -S -transferase (GST) との融合蛋白質をプローベとして West -

western 法によりヒト胎盤由来 À gtllcDNA ライブラリーをスクリーニングした。得られた陽性クローンのうち，結

合が著明であり陽性クローンの過半数を占める同一の遺伝子をコードしたクローンを C15 と呼び，以下の解析を行っ

た。まず， C15遺伝子の全長を得る目的で各種 cDNA ライブラリーをスクリーニングし，最長のクローンを得た。

このクローンは1338塩基よりなる ORF， 1302塩基の 3 '側非コード領域， poly A tail，及び poly A 付加シグナルを

もっ(約49kDa) 0 GenBank データ検索によると既知の分子で蛋白質として解析され報告された分子で同ーのものは

存在しなかった。ノザンプロットによると， C15は約3.0kb の mRNA であり組織分布は調べた全ての組織において

発現が確認された。さらに， C15における Btk との結合部位を同定することを目的として， C 15分子の種々の断片

と GST との融合蛋白質を glutathione -S -sepharose ビーズに結合させ，野生型 Btk を発現した293T細胞抽出液

とインキュベーションし，融合蛋白質と Btk との結合を抗 Btk 抗体によるウエスタンプロットにより検出した。そ
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の結果， C15はその約30アミノ酸を介して Btk と結合していることが明らかとなった。また， C 15 と Btk の結合様

式を確認することを目的として Btk の SH3 ドメイン内のアミノ酸残基番号251番及び252番の tryptophan を leucine

に置換した変異型 Btk (Btk (WW25ILL)) を作製し，上記と同様の方法により野生型 Btk との結合の差異を比較検

討した。その結果，変異型 Btk は野生型Btk に比して非常に微弱にしか C15との結合を示さなかった。変異させた

残基は各種分子の SH 3 ドメインによく保存された残基であり，このことより C 15 は SH 3 ドメインに存在する共通

構造を介して Btk と結合していることが示された。次に， C15の他の Src ファミリーのキナーゼとの結合を確認する

ことを目的として以下の実験を行った。 C15の Btk との結合部位を含む部分と GST との融合蛋白質を glutathione -

S -sepharose ビーズに結合させ， Btk, Lyn , Lck, Fyn それぞれを発現している細胞の細胞抽出液とインキュベー

ションした後， r - 3zPATP にて in vi tro kinase assay を行った。 Sample を変性した後，各キナーゼに対する抗体

により免疫沈降を行い，電気泳動後オートラジオグラフィーにより各キナーゼの活性を検出した。その結果， C15 と

GST の融合蛋白質に結合して検出されたのは Btk のキナーゼ活性のみであった。このことより， C15 は Btk に結合

するが他の Src ファミリーのキナーゼ (Lyn， Fyn, Lck) とは結合しないことが示された。

【総括】

本研究では，蛋白質問相互作用を利用して Btk の SH3 ドメインと結合する新規分子 C15を同定し，解析した。 C

15 は Btk の SH3 ドメインとのみ結合を示し，また C15は Btk の SH3 ドメインに存在する保存された配列を介して

結合することが示された。しかしながら，同定された C15の SH3 ドメイン結合部位には従来報告されているような

proline に富むコンセンサス配列は存在しなし 1。現在 C 15 と Btk の SH 3 ドメインとの結合様式を核磁気共鳴吸収

(NMR) 法により解析中である。また， C15 と GST との融合蛋白質を免疫することにより得られた C 15に対するポ

リクローナル抗体を用いたウエスタンプロットによると C15の分子量は約70kDa であり， ノザンブロットの結果と

もよく符合する。このことは，今回得られた最長クローンよりさらに 5' 側に ORF が続いていると考えられ，現在

genomic DNA ライブラリーにより完全長の C15の塩基配列決定を試みている o Btk の関与するシグナル伝達経路に

おける C15の役割については現在全く不明であり，今後の大きな課題の一つで、ある o

論文審査の結果の要旨

本研究は，蛋白質問相互作用を利用して， Btk の SH 3 ドメインに結合する新規分子を同定し， その組織分布，

Btk に対する結合部位及び結合様式，他の Src family のチロシンキナーゼとの結合について検討したものである。

この蛋白は， Btk の SH3 ドメインにかなり特異的に結合し，またその結合部位には従来報告されているようなコン

センサス配列は存在しな L、。即ち，この蛋白は Btk の機能及びその関与するシグナル伝達に関する研究において，

新しい展開を導くものであり，またこの蛋白の Btk -SH 3 ドメインへの結合様式を解析することは，構造生物学的

研究にも新たな展開を生む可能性を有している o ひいては， Btk の機能不全により生じる免疫不全症の発症機序の解

明に寄与することが期待される o よって，本研究は学位論文に値するものと認められる。
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