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第１章 緒 言 

 

ヘルパーT細胞は、多種多様な外来抗原の侵入や腫瘍に対する生体防御反応である獲得免疫系を担う

主要な細胞である。また、ヘルパーT細胞の過剰な分化、活性化は、種々アレルギー性疾患や自己免疫

疾患に深く関与していると考えられている[1]。1986年に、Robert Coffman、Timothy Mosmannらによって、

マウスにおいて、産生するサイトカインのパターンが異なるヘルパーT細胞サブセットが存在すること

が示された[2]。この発見から、彼らは、ヘルパーT細胞はインターロイキン(IL)-2 やインターフェロン

(IFN)-γ を産生し、主として細胞性免疫に関わる1型ヘルパーT（Th1）細胞と、IL-4やIL-5などを産生し、

抗体産生を誘導する液性免疫に関与する2型ヘルパーT（Th2）細胞に分化し、それらが異なる役割を担

っているとする、Th1-Th2理論を提唱した[3-4]。現在、ヘルパーT細胞サブセットは、Th1細胞、Th2細胞

に加えて、主にIL-17を産生するTh17細胞や、IL-10やTGF-βを産生する調節性T細胞（regulatory T cell：

Treg）などが明らかにされており[1]、それらの分化誘導メカニズムや機能、疾患との関連などについて

も研究が進められている。 

Th1細胞は、細菌や細胞内寄生生物、ウイルス感染、腫瘍などに対する免疫反応を担っている。Th1細

胞は、IFN-γやIL-2を産生し、マクロファージの活性化や遅延型過敏反応など細胞性免疫を活性化する。

一方、Th2細胞は、線虫など寄生虫の感染などにより誘導される。Th2 細胞は、IL-4やIL5を産生し、好

酸球の分化・活性化や、Immunoglobulin E (IgE) タイプの抗体を産生するB細胞を誘導する[5-6]。 

また、Th1とTh2細胞は、それぞれが産生するサイトカインによりお互いの活性を制御しあいながら生

体防御機構を担っている。すなわち、Th1細胞を誘導するIL-12やTh1が産生するIFN-γは、Th2細胞の分化・

活性化を抑制し、Th2細胞を誘導するIL-4は、Th1細胞の分化・活性化を抑制する[7-9]。Th1及びTh2細胞

の分化には、サイトカイン受容体を介した細胞内シグナルの重要性が示されている。IL-12及びIFN-γは、

Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) 4 及びSTAT1の活性化を介し、Th1細胞のマスター

調節因子であるT-bet [10-11]の発現をコントロールすることによってTh1細胞の分化を誘導している。一

方、IL-4はSTAT6の活性化を介し、Th2細胞のマスター調節因子であるGATA-3の発現をコントロールす

ることによってTh2細胞の分化を誘導している[12-13]（図1-1）。また、T-betとGATA-3は、お互いの機

能を抑制的に調節しており[14-15]、Th1/Th2バランスの調節に寄与していると考えられている。 
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図1-1．Th1/Th2細胞とその分化調節機構の模式図 

 

このようにして、Th1細胞とTh2細胞は相互にバランスを取りながら、様々な外来抗原に対する適切な

免疫反応が効率的に誘導されている。このTh1細胞とTh2細胞のバランスの崩れによる、ヘルパーT細胞

応答の慢性的な偏向は、さまざまな自己免疫疾患やアレルギー性疾患の発症や病態形成に関与している

と考えられている。関節リウマチなどの自己免疫疾患では、Th1細胞の過剰な活性化が認められている

[16]。一方で、気管支喘息やアトピー性皮膚炎のようなアレルギー性疾患では、Th2細胞の機能過剰とTh1

細胞の減少が認められている。また、これらのアレルギー性疾患の患者の多くでは、血中IgEレベルの上

昇が認められ、Th2型の免疫反応への偏向が病態に深くかかわっていると考えられている[17-20]。実際

に、喘息やアトピー性皮膚炎の治療のため、抗IL-4受容体抗体やSTAT6シグナルの阻害など、Th2サイト

カインやその受容体シグナルを標的とした治療法が試されている[21-23]。 

Th1及びTh2細胞の分化に関わる因子については、他にも様々な因子の関与が報告されている。ナイー

ブヘルパーT細胞（Th0）に発現する転写因子であるRunx1は、GATA-3の発現を抑制し、Th2細胞分化を

抑制的に調節している[24]。また、T細胞受容体（T-cell receptor：TCR）下流の様々なシグナル分子のTh1/Th2

細胞分化への関与も報告されている。例えば、TCRシグナルに関わるアダプター分子であるCARMA-1

の機能を欠損する変異マウスでは、転写因子である nuclear factor-kappa B (NFkB) 及び c-jun N-terminal 

kinase (JNK) の活性化が抑制され、血中IgEレベルの上昇やアトピー性皮膚炎様の症状が認められるなど、

Th2型免疫反応への偏向がみられ、CARMA-1を介するシグナルは、Th1細胞応答に重要であることが示

唆されている[25]。また、calcineurinは一部の免疫抑制剤の標的として知られているが、内因性の 

calcineurin 阻害因子と考えられる calcipressin-1 をノックアウトしたマウスのT細胞では、TCR刺激に伴

うT-betの発現が抑制され、IFN-γの産生低下が認められている[26]。 
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しかし、Th1及びTh2細胞の分化・機能、またはそれらのバランスを調節する因子については、十分に

解明されておらず、これらのメカニズムの理解は、新たな治療法の開発にもつながると考えられる。本

研究では、Th1細胞に特異的に発現するチロシンキナーゼであるTxkに着目し、そのTh1細胞特異的な調

節機構の解明のため、種々検討を行った。 

Txkは、Tec family kinaseに属する非受容体型のチロシンキナーゼで、T細胞がTCRを介して抗原提

示を受けた際に活性化されるチロシンリン酸化シグナルカスケードに関わる分子のひとつである。Txk

は、Th1及びTh0細胞に特異的に発現し、Th2細胞には発現しない。Kashiwakuraらは、Txkが核移行シ

グナル配列（Nuclear localization signal sequence：NLS）を有し、ヒト末梢血T細胞やTxkをトランスフェ

クトしたヒトリンフォーマ由来 Jurkat細胞において、TCR刺激に伴って細胞質から核内に移行すること

を示した[27]。また、Txkを発現させた Jurkat細胞をPhytohemagglutinin-L（PHA-L）で刺激した場合、IFN-γ

の転写活性化が増強されるのに対して、IL-2や IL-4の転写活性化は増強されないことから、Txkの作用

は IFN-γに特異的であると考えられている[27]。また、Takebaらは、PHA-L刺激したTxk発現 Jurkat細

胞の核タンパク質中に、IFN-γ プロモーター領域 DNA（遺伝子翻訳開始点の上流 -538 塩基）に結合す

るタンパク質が存在することを示した。さらに、そのタンパク質が結合する領域は、IFN-γ プロモータ

ーの-53～-39の領域であること、またこの領域のDNAにTxkが結合していることをゲルシフトアッセ

イにより証明した[28]。これらの報告[27、28]から、Txkは IFN-γ遺伝子の転写を直接的かつ特異的に調

節する転写因子として機能していると示唆された。また、IFN-γプロモーターの-53～-39の領域は、IFN-γ

の転写活性化に働くTxk応答領域（Txk Responsive Element：Txk RE）であると考えられた。 

一方で、Txkは典型的なDNA結合配列を有しておらず、他の分子と複合体を形成し、DNAに結合し

ている可能性が推察された。そこで本研究では、第二章において、既報[28]でTxk REとして同定された

IFN-γプロモーター領域（-53/-39）を含む二本鎖オリゴDNAを用いて、結合タンパク質を回収し、Txk

に結合しているタンパク質の同定を試みた。また、第三章では、Txk を含むタンパク質複合体の形成の

メカニズム及びその機能について解析した。さらに、Txk複合体を介した IFN-γ 転写活性化を終息させ

る機構として、核内のチロシンフォスファターゼが機能しているとの仮説を立て、核型及び細胞質型の

T-cell PTP（TCPTP）のTxkの脱リン酸化能について検討する（第4章）とともに、Jurkat細胞における

Txkのチロシンリン酸化に及ぼす内因性のTCPTPの機能について、short interference RNA（siRNA）を用



4 

 

いた遺伝子ノックダウンの手法で検討した（第5章）。 
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第２章 IFN-γプロモーターのTxk応答領域（-53/-39）に結合するタンパク質の同定 

 

１．研究の目的 

Txkは、CD4陽性のヘルパーT細胞の中でも IFN-γを産生する能力を有する1型ヘルパーT（Th1）細

胞及びナイーブヘルパーT（Th0）細胞に限局して発現することが知られている[27]。また、Txk は核移

行シグナル配列（Nuclear localization signal sequence：以下、NLS）を有しており、T細胞受容体（以下、

TCR）を介した Th1 細胞の活性化に伴って核内に移行し、IFN-γ のプロモーター領域に結合することが

既に示されている[28]。また、Txkが結合する応答領域（Txk responsive element：以下、Txk RE）につい

ても、既に IFN-γ プロモーター領域の-53～-39の領域にあることが同定されており、Txkはその領域に

結合して、IFN-γ 遺伝子の転写活性化の促進に働くことが示されている[28]。一方で、Txk は典型的な

DNA結合配列を有しておらず、Txkが他の分子と複合体を形成し、DNAに結合している可能性が推察

された。そこで、本研究では、化学合成したTxk RE二本鎖DNA（IFN-γプロモーター領域 -56/-36）に

結合するタンパク質を解析し、Txk結合タンパク質の同定を試みた。 

 

２．実験材料 

(1) Jurkat細胞（ヒトリンフォーマ由来のT細胞株（American Type Culture Collection：ATCC）） 

10 %ウシ胎児血清（fetal calf serum：FCS）、ペニシリン（100 units/mL）、ストレプトマイシン（100 μg/mL）

（いずれも、Gibco）を添加したRPMI1640培地（Gibco）を用いて維持培養した。 

(2) プラスミドベクター 

pME18S は、東京医科歯科大学 丸山和夫博士より譲渡された[29]。また、全長の Txk をコードする

発現ベクターとして、pME18S-Txkを使用した。pME18S-Txkは、柏倉淳一博士（理化学研究所 免疫ア

レルギー科学総合研究センター）が聖マリアンナ医科大学にて作製したもの[27]を使用した。 

(3) ビオチン標識Txk REオリゴDNA及びコントロール二本鎖DNA 

ビオチン標識した IFN-γプロモーター領域（-56/-36）オリゴDNA（以下、ビオチン標識Txk REオリ

ゴDNA）は、シグマジェノシスにて委託合成した（配列：ACGTAATCCTCAGGAGACTTC）。また、コ

ントロール 二本鎖DNAは、ウシ胸腺DNAを超音波処理し、およそ50 bpに切断されたDNA断片を回
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収して使用した。 

(4) 抗体 

抗ヒトpoly(ADP-ribose) polymerase (PARP) -1モノクローナル抗体（以下、抗PARP-1抗体：シグマ）、

抗ヒト elongation factor (EF) -1alphaモノクローナル抗体（以下、抗EF-1α抗体：Upstate） 

(5) その他の試薬 

Phytohemagglutinin-L（以下、PHA-L：ロシュ）、Biotin 3' End DNA Labeling Kit（タカラバイオ）、銀染

色キット（和光純薬）、poly-L-lysine、poly (dI-dC)2（以上、ベーリンガーマンハイム）、マグネチックビ

ーズ結合ストレプトアビジン（Dynabeads- streptavidin：DYNAL） 

(6) 機器 

SDS-polyacrylamide gel（4～20 %のグラジエントゲル：イワキ）、ニトロセルロース膜（Amersham） 

 

３． 実験方法 

(1) ビオチン標識Txk RE二本鎖DNA及びビオチン標識コントロール二本鎖DNAの調製 

ビオチン標識Txk REオリゴDNAを熱変性させた後、ゆっくりと室温まで冷却してアニーリングさせ

て、ビオチン標識Txk RE二本鎖DNAを作製した。また、コントロール二本鎖DNAについては、Terminal 

Deoxynucleotidyl Transferase（TdT）（Biotin 3' End DNA Labeling Kit：タカラバイオ）を用い、3’末端をビ

オチン化した。 

(2) Jurkat細胞へのTxk発現ベクターのトランスフェクションとPHA-L刺激 

pME18S-Txk[27]を、エレクトロポレーション法により Jurkat細胞にトランスフェクトした。以下にそ

の方法を示す。Jurkat細胞を、10 % FCSを含有するRPMI1640培地で培養後、遠心分離により細胞を回

収して、エレクトロポレーションバッファー（30 mM NaCl、120 mM KCl、8 mM Na2HPO4、1.5 mM KH2PO4、

10 mM MgCl2）に懸濁した。この細胞をジーンパルサー（Bio-Rad）専用のキュベット（Bio-Rad）に移

し、ジーンパルサーを用いてエレクトロポレーション法（電圧：300 mV、キャパシタンス：960 μFD）

にてpME18S-Txkをトランスフェクトした。トランスフェクトした細胞を43、45または48時間培養し

た後、PHA-Lを終濃度が1 μg/mLになるように加えて、それぞれさらに5、3または 0時間培養、すな

わち、トランスフェクト48時間後まで培養した。 
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(3) 核タンパク質抽出液の作製 

Txk発現ベクターをトランスフェクトしたJurkat細胞を回収し、Phosphate Buffered Saline（PBS：pH 7.4）

で洗浄した後、Tris Buffered Saline（TBS：pH 7.4）で再浮遊した。遠心分離により上清を除去後、氷冷し

たBuffer 1（10 mM HEPES (pH 7.9)、10 mM KCl、0.1 mM EDTA、0.1 mM EGTA、1 mM dithiothreitol（以

下、DTT）、0.5 mM phenylmethylsulfonyl fluoride（以下、PMSF））を、5×10
6
 cellsあたり100 μL加えてゆ

っくりとピペッティングした。氷上で15分間静置後、10 % NP-40水溶液を5×10
6
 cellsあたり6.25 μL加

えて攪拌した。遠心分離後、上清を細胞質タンパク質として回収した。また、ペレット（核）に氷冷し

たBuffer 3（20 mM HEPES (pH 7.9)、0.4 M NaCl、1 mM EDTA、1 mM EGTA、1 mM DTT、1 mM PMSF） 

を5×10
6
 cellsあたり50 μL加え、Micropestle（eppendorf）でペレットを圧迫し、ホモジナイズすることで、

核タンパク質を抽出した。その後、遠心分離により上清の核タンパク質抽出液を回収した。 

(4) 核タンパク質とTxk RE二本鎖DNAとの反応及びDNA結合タンパク質の回収 

核タンパク質48 μLあたりに、5×結合バッファー（100 mM HEPES (pH 7.6), 5 mM EDTA, 50 mM 

(NH4)2SO4, 5 mM DTT, 1 % Tween 20, 150 mM KCl) を16 μL、100μg/mL poly-L-lysineを2 μL、1 mg/mL poly 

(dI-dC)2 を2 μL、DDWを4 μL、ビオチン標識Txk-RE二本鎖DNAあるいはビオチン標識コントロール

二本鎖DNA (30 fM)を8 μL加えて、室温で15～30分間インキュベートした。1×結合バッファーで洗浄

したマグネチックビーズ結合ストレプトアビジンを、混合液80 μLあたり20 μL加えて、室温でさらに

15～30分インキュベートした。ビーズを 1×結合バッファーで洗浄し、回収したビーズに 1×サンプルバ

ッファー（25 mM Tris-HCl (pH 6.8)、5% グリセロール、1 % SDS、0.05 % ブロモフェノールブルー、1 % 

2-メルカプトエタノール）を加えて、95℃ 、5分間ボイルした後、遠心分離し、上清をSDS-polyacrylamide 

gel電気泳動（SDS-PAGE）（4～20 %のグラジエントゲル）に供した。SDS-PAGE後のゲルに銀染色を施

し、タンパク質のバンドを確認した。この結果、Txkと考えられる66 kDa付近のバンドに加えて、110 kDa

と50 kDa付近のバンドが確認された（結果の項を参照）。 

(5) Txk-RE 二本鎖DNA結合タンパク質の解析及び同定 

SDS-PAGE後のpolyacrylamide gelより110 kd及び50 kd付近のタンパク質バンドを切り出して、ゲル

内消化を行い、エドマン分解法及び高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いてアミノ酸解析を行

った。なお、ゲル内消化からアミノ酸解析まではアプロサイエンス社に委託して実施した。 
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(6) PARP-1及びEF-1αのTxk-RE 二本鎖DNAへの結合の確認（イムノブロッティング） 

回収したTxk RE二本鎖DNA結合タンパク質に1×サンプルバッファーを加えて、95℃、5分間ボイル

した後、遠心分離し、上清を回収した。回収した上清を SDS-PAGE（4～20 %グラジエントゲル）にて

展開し、ニトロセルロース膜に転写して、抗 PARP-1抗体及び抗EF-1α抗体を用いてイムノブロッティ

ングを実施した。 

 

４．結果 

SDS-PAGE後のゲルに銀染色を施し、Txk RE二本鎖DNA結合タンパク質のバンドを確認したところ、

Txkと考えられる66 kDa付近のバンド（図2-1、矢頭）に加えて、110 kDaと50 kDa付近のバンド（図

2-1、矢印及び二重矢印）が確認された。 

   

 

そこで、約110 kDa及び約50 kDaのTxk RE二本鎖DNA結合タンパク質を同定するため、この付近

のゲルを切り出し、ゲル内消化後、エドマン分解法にてアミノ酸解析を行った。その結果、110 kDa の

タンパク質から2つ、50 kDaのタンパク質から2つのペプチドが得られ、その配列が同定された（表2-1）。

これらの配列について、Blast を用いてホモロジー解析を実施したところ、約 110 kDa のタンパク質が

poly(ADP-ribose) polymerase (PARP) -1（GenBank Accession No. NM_001618、図2-2にアミノ酸配列を示す）

であること、約50 kDaのタンパク質が elongation factor (EF) -1alpha（GenBank Accession No. NM_001402、

図2-3にアミノ酸配列を示す）であることが同定された。 

 

Txk 
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表2-1．アミノ酸解析により同定されたTxk RE二本鎖DNA結合タンパク質由来ペプチドの配列 

110 kDaタンパク質由来  NREELGFRPEYS  PARP-1 

110 kDaタンパク質由来  IFPPETSASVAA  PARP-1 

50 kDaタンパク質由来  YYVTIIDAPGHR  EF-1α 

50 kDaタンパク質由来  HINIVVIGHVD.  EF-1α 
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さらに、PARP-1及びEF-1αのTxk-RE 二本鎖DNAへの結合を、特異抗体を用いたイムノブロッティ

ングで証明した。pME18S-Txk をトランスフェクトし、PHA-L で 0～5 時間刺激した Jurkat 細胞から、

Txk-RE 二本鎖DNAに結合する核タンパク質を回収し、抗PARP-1抗体を用いたイムノブロッティング

を実施した。その結果、PHA-L刺激3時間後のTxk-RE 二本鎖DNA結合タンパク質において、PARP-1

に相当する約110 kDaのバンドが確認された（図2-4a、レーン2）。コントロールとして、PARP-1を含

むと考えられる非刺激の Jurkat細胞の核タンパク質を泳動したところ、同様の位置に特異的なバンドが

確認された（図2-4a、レーン1）。また、同じサンプルについて、抗EF-1α抗体でイムノブロッティング

を実施したところ、EF-1αと考えられる約50 kDaのタンパク質が確認された（図2-4b）。PHA-L刺激前

（0時間後）の Jurkat細胞の核タンパク質では、EF-1αの結合は認められなかった（図 2-4b、レーン 1）

が、PHA-Lの刺激時間に依存してEF-1αのTxk-RE 二本鎖DNAへの結合が増加した（図2-4b、レーン

2、3）。 

以上の結果から、Txkは活性化に伴い、PARP-1及びEF-1αと複合体を形成し、IFN-γプロモーター領

域のTxk-RE DNAに結合すると考えられた。 

 

 

 

a) 

b) 

1     2    Lane 

1       2       3  Lane 
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５．考察 

本試験において、Txkが活性化に伴いタンパク質複合体を形成し、IFN-γプロモーター領域のTxk RE 

DNAに結合することを証明した。また、TxkがTxk RE DNAに結合する際に複合体を形成するタンパ

ク質のコンポーネントとして、PARP-1及びEF-1αを同定した。 

PARP-1は、N末端側のDNA結合ドメインと、中央の自己調節ドメイン及びC末端側の触媒ドメインか

らなる分子量が約116 kDaの核内に豊富に存在する酵素で（ドメイン構造を図2-5中段に示す）、DNA修

復などに関わることが知られている[30]。PARP-1は、ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NAD+）

をニコチンアミドとADPリボースに分解し、ヒストンなどの標的核タンパク質にADPリボースユニット

を鎖状に付加重合（ポリADPリボシル化）する反応を触媒する。ポリADPリボースユニットは、高い負

電荷を有しており、基質のひとつであるヒストンのポリADPリボシル化は、静電反発力を生み、この機

構がクロマチンリモデリング、DNA修復、転写調節などに関与していると考えられている。PARP-1は、

一本鎖及び二本鎖のDNA損傷に応答して活性化することが報告されているが、DNA修復だけでなく、ア

ポトーシスや転写調節など様々な細胞機能の調節に関わることが報告されている[30]。実際、PARP-1は

ヒストンのみならず、DNA-dependent protein kinase [31]、NFκB [32,33]、B-MYB [34]、AP-2a [35]、Oct-1 [36]、

retinoid X receptors [37]など、様々なDNA修復因子、転写因子、シグナル分子をポリADPリボシル化し、

それらの活性を調節していることが報告されており、ポリADPリボシル化は重要な翻訳後調節機構と考

えられる。 

 

    

 

  

図2-5．Txk、PARP-1及びEF-1αのドメイン構造（PRR：proline rich region） 

PARP-1 

Txk 

EF-1α 
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PARP-1を欠損する細胞でNFkBを介する転写活性化が減少することから[33]、NFkB依存的な遺伝子発

現にPARP-1は必要と考えられる。一方で、PARP-1欠損細胞においても、活性化シグナルに伴う Inhibitor- 

kappa B (IkB) の分解や、NFkB p65の核内への移行及びNFkB responsive element DNAへの結合は正常に起

こることが報告されている[32]。これらの報告から、PARP-1はNFkB依存的遺伝子発現機構において、コ

アクチベーターとして働いていることが示唆される。PARP-1は、NFkB以外にもB-MYB [34]、AP-2a [35] 、

Oct-1 [36]など、様々な転写因子のコアクチベーターとして働くことが報告されていることから、本研究

で検討したTxk依存的なIFN-γ 遺伝子の転写活性化機構においても同様に、コアクチベーターとしての役

割を担っている可能性が示唆された。 

EF-1αは、アミノアシル-tRNAのリボゾームへの転移を触媒し、ペプチド伸長に関わる分子として良く

知られている[38]。そのため、EF-1αは主に細胞質に局在している[39]。その一方で、オリゴデンドロサ

イトでは、EF-1αが核内部においても散在することが観察されており、核において、細胞質とは異なる

機能を有している可能性が示唆されている[40]。ヒト上皮様細胞癌由来細胞株A431細胞においては、

EF-1αが Epidermal growth factor（EGF）刺激に伴って zinc finger proteinであるZPR1と結合し、核に移行

すること、これらの結合及び核移行が細胞の増殖に必要であることが報告されている[41]。さらに細胞

質において、EF-1αはそのC末端領域（ドメイン構造を図2-5下段に示す）を介してPhospholipase C-γ1

（PLCγ1）のSH2-SH3ドメインと相互作用することが、yeast-two-hybrid systemによって示されている[42]。

COS7細胞において、EGFの添加によって、これらの相互作用が促進されたことから、EF-1αがPLCγ1シ

グナル伝達系において重要な役割を担っている可能性が示されている。 

これらの報告から、EF-1αは増殖に関わるシグナル伝達分子の活性の調節、あるいはそれら分子の細

胞内動態に関与していることが示唆される。TxkについてもSH2及びSH3ドメインを有することから（ド

メイン構造を図2-5上段に示す）、EF-1αのC末端領域と相互作用することによって、Txkシグナルの調節、

IFN-γ転写活性化にも関与している可能性が考えられた。 

そこで、次章において、Txk/PARP-1/EF-1αの3分子複合体の形成とIFN-γ遺伝子転写活性化のメカニズ

ムについて検討することとした。 
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第３章 Txk複合体の形成と IFN-γ遺伝子転写活性化のメカニズム 

 

１．研究の目的 

Txkは、Th1タイプ及びTh0タイプの細胞に限局して発現し、IFN-γの転写を特異的に活性化する転写

因子として働いていることが知られている[27-28]。第 2章で、Txkが PARP-1及び EF-1αと複合体を形

成し、IFN-γプロモーター領域DNA（Txk RE）に結合することを示した。この結果から、この複合体の

形成が、Txk の IFN-γ 特異的な転写活性化調節に深く関与していることが強く示唆される。そこで、本

章では、Txk/PARP-1/EF-1αの 3分子複合体の形成と、IFN-γ転写活性化のメカニズムについて解析する

ために、タンパク質レベル及び細胞レベルでの検討を行った。 

Txk、PARP-1及びEF-1αの組換えタンパク質を大腸菌で作製し、分子間相互作用についてインビトロ

で解析した。上記の3分子の相互作用がTxkのキナーゼ活性に依存して誘導されているとの仮説を立て、

Txkのキナーゼ活性に依存して 3分子間の相互作用が誘導されるか、インビトロキナーゼアッセイやプ

ルダウンアッセイで検討するとともに、インビトロで誘導した 3分子複合体の IFN-γプロモーター領域

DNA（Txk RE）への結合能について、ゲルシフトアッセイで検討した。また、細胞レベルにおける 3

分子間の相互作用について検討する目的で、Txk、PARP-1及びEF-1αの蛍光融合タンパク質をCOS7細

胞内に発現させ、それらの分子の細胞内局在を共焦点レーザー顕微鏡を用いて解析した。 

一方で、PARP-1は基質のポリADPリボシル化を触媒する酵素であることから[46]、PARP-1の酵素活

性がTxkやTh1細胞の機能調節に関与している可能性も考えられる。そこで、PARP-1酵素活性による

Txkの修飾及びTh1細胞の機能に及ぼす影響についても検討した。 

 

２．実験材料 

(1) プラスミドベクター 

1) ヒスチジン（His）標識全長ヒトTxk及びヒトTxk変異体発現ベクター 

野生型全長ヒト Txk（Txk-wt）、Txk キナーゼドメイン欠損変異体（Txk-kd）及び種々Txk 点変異体

（Txk-Y91A、Txk-Y420A、Txk-K299E）発現ベクターは、柏倉淳一博士（理化学研究所 免疫アレルギ

ー科学総合研究センター）が作製したもの[43]を使用した。Txk-wt及びTxk変異体タンパク質の構造の
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模式図を図3-1に示す。 

Txk-wt 発現ベクターは、全長のヒト Txk 遺伝子（1～527 番目のアミノ酸をコード）を原核細胞発現

ベクターであるpQE31（QIAGEN）に導入して作製された（pQE31-Txk-wt）。pQE31-Txk-wtは、N末端

にHis標識が付いた全長のヒトTxkをコードする。Txkのキナーゼドメイン欠損変異体（Txk-kd）発現

ベクターについても、同様に pQE31 に導入して作製された（pQE31-Txk-kd）。Txk-kd タンパク質は、1

～387番目のアミノ酸からなり、キナーゼドメインを含む 388～527番目のアミノ酸を欠失する。また、

Txk の自己リン酸化部位である 91 番目のチロシン残基をアラニンに置換した点変異体発現ベクター

（pQE31-Txk-Y91A）は、site-directed mutagenesis法を用いて作製された[43]。さらに、TxkのATP結合

部位にある 299 番目のリジン残基をグルタミン酸に置換した変異体についても、同様に site-directed 

mutagenesis法で作製された（pQE31-Txk-K299E）。 

 

 

図3-1．全長ヒトTxkのドメイン構造及びTxk変異体タンパク質の構造（PRR：proline rich region） 

 

2) 全長PARP-1及びGST標識PARP-1部分タンパク質発現ベクター 

全長のヒトPARP-1タンパク質をコードする pTPプラスミドは、国立がんセンター研究所の益谷美都

子博士より供与された[44]。 

また、PARP-1部分タンパク質をコードする遺伝子を、pTPを鋳型にしてPCRで増幅し、原核細胞発

現ベクターである pGEX-5X-1（以下、pGEX と表記する：Amersham）にサブクローニングした。これ

により、PARP-1 の DNA 結合ドメインを含む N 末端側の 1～339 番目までのアミノ酸をコードする

pGEX-PARP1Nと、PARP-1の自己調節ドメイン及び触媒ドメインを含む C末端側の 338～1014番目ま

でのアミノ酸をコードするpGEX-PARP1Cの2つのPARP-1部分タンパク質発現ベクターを作製した（図

3-2）。なお、pGEX-PARP1N 及び pGEX-PARP1C は、いずれも N 末端にグルタチオン-S-トランスフェ
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ラーゼ（GST）が付いたタンパク質をコードする。 

 

 

図3-2．全長PARP-1のドメイン構造及びPARP-1部分タンパク質の構造 

 

3) His標識及びGST標識全長ヒトEF-1α発現ベクター 

全長の EF-1α cDNA は、American Type Culture Collection（ATCC）より入手した（cDNA clone No. 

MGC16449）。この cDNAを鋳型にして、全長のEF-1α 遺伝子をPCRにより増幅し、原核細胞発現ベク

ターである pQE30（QIAGEN）にサブクローニングした（pQE30-EF-1α）。pQE30-EF-1α は、N 末端に

Hisが付いた全長ヒトEF-1αタンパク質をコードする。また、同様の方法で、全長のEF-1α遺伝子をpGEX

プラスミドに組み込んだベクターも作製した（pGEX-EF-1α）。pGEX-EF-1αは、N末端にGSTが付いた

全長ヒトEF-1αタンパク質をコードする。 

4) DsRed-Txk、GFP- PARP-1及びCFP-EF-1α発現ベクター 

細胞内におけるTxk、PARP-1及びEF-1αの局在を確認するため、それぞれのタンパク質と蛍光タンパ

ク質（DsRed monomer、green fluorescent protein（GFP）及び cyan fluorescent protein（CFP））の融合タンパ

ク質を発現するベクターを作製した。それぞれの遺伝子は、pQE31-Txk-wt、pTP及びpQE30-EF-1αを鋳

型にしてPCRにて増幅し、全長のTxkをpDsRed monomer（Clontech）に、全長のPARP-1をpEGFP（Clontech）

に、全長の EF-1αを pECFP（Clontech）プラスミドに導入した。なお、いずれのベクターも、それぞれ

の蛍光タンパク質のN末端側に目的のタンパク質が融合するタンパク質を発現するようにデザインした。 

5) 恒常的活性化型Fyn、及び不活性型Fyn発現ベクター 

恒常的活性化型Fyn（Fyn Y531F：以下、active Fyn）、及び不活性化型（Fyn K299M：以下、inactive Fyn）

発現ベクターは、東京大学の豊島久真男博士より供与された[45]。 

(2) 大腸菌株 
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JM109株及びHB101株（タカラバイオ） 

(3) 健常ヒト末梢血リンパ球 

著者本人から、末梢血を30 mL採取した。なお、採血は聖マリアンナ医科大学の医師により行われた。

得られた末梢血から、リンパ球分離溶液（Lympholyte：コスモバイオ）を用いた比重分離により、リン

パ球画分（以下、PBL）を回収した。 

(4) COS7細胞（アフリカミドリザル腎臓由来の細胞（ATCC）） 

10 % FCS、ペニシリン（100 units/mL）、ストレプトマイシン（100 μg/mL）（いずれも、Gibco）を添加

したDulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）培地（Gibco）を用いて維持培養した。 

(5) 抗体 

抗リン酸化チロシン抗体（PY20、Santa Cruz Biotechnology）、ウサギ抗ヒトTxk抗体（柏倉淳一博士（理

化学研究所 免疫アレルギー科学総合研究センター）が作製したものを使用）[43]、抗6xHistidine抗体（以

下、抗His抗体：QIAGEN）、抗ヒト PARP-1抗体（シグマ）、抗ヒト EF-1α抗体（Upstate）、抗GST抗

体（Amersham）、抗poly(ADP-ribose) 抗体（以下、抗PAR抗体：Trevigen） 

(6) その他の試薬 

isopropyl β-D-thiogalactopyranoside（以下、IPTG：タカラバイオ）、3β-indoleacrylic acid（以下、IAA：シ

グマ）、Ni-NTAアガロースレジン（QIAGEN）、Glutathione-sepharose HPレジン（Amersham）、10mM ATP

（invitrogen）、digoxigenin（以下、DIG）標識Txk RE（-56/-36）オリゴDNA（配列：ACGTAATCCTCA- 

GGAGACTTC、シグマジェノシスにて合成）、DIG gel shift kit（ベーリンガーマンハイム）、ヒトPARP-1 

enzyme（R&D Systems）、activated DNA（R&D systems）、β-NAD（シグマ）、PARP-1阻害剤（PJ34：Merck）、

PHA-L（ロシュ）、ヒト IFN-γ及び IL-4 ultrasensitive ELISAキット（Biosource International）、リポフェク

タミン2000（invitrogen） 

(7) 機器 

透析膜（透析膜8/32、分画分子量14,000：三光純薬）、ニトロセルロース膜（Amersham）、ナイロン膜

（Nytran Super charge：Whatman）、共焦点レーザー顕微鏡（LSM510META：Carl Zeiss）. 

 

３．実験方法 
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(1) 組換えタンパク質の発現及び調製 

1) His標識Txk、Txk変異体タンパク質の調製 

Txk-wt 及び Txk 変異体タンパク質（His-Txk-kd、His-Txk-K299E 及び His-Txk-Y91A）は、前記の

pQE31-Txk-wt及び各Txk変異体発現プラスミドで形質転換した大腸菌 JM109株を培養し、2 mM IPTG

で刺激してタンパク質発現を誘導することにより作製した（Lac プロモーターによるタンパク質発現制

御）。培養後、回収した細菌ペレットに溶解用緩衝液①（40 mM HEPES、100 mM NaCl、20 mMイミダ

ゾール、10 mM MgCl2 、3 mM MnCl2、20 %グリセロール、10 mM 2-メルカプトエタノール pH 8.0）を

添加して懸濁し、氷温下で超音波破砕した。破砕後、4℃で遠心分離を繰り返すことにより、細胞デブリ

を除いた。上清を回収し、Ni-NTA アガロースレジンを加えて、4℃で 30 分間ローテートさせることに

より、His 標識タンパクを Ni-NTA アガロースレジンに結合させた。His 標識タンパク質の結合した

Ni-NTAアガロースレジンを、洗浄用緩衝液①（40 mM HEPES、100 mM NaCl、50 mM イミダゾール、

10 mM MgCl2 、3 mM MnCl2、20 %グリセロール、10 mM 2-メルカプトエタノール pH 8.0）で洗浄し、

さらにHEPES緩衝液（40mM HEPES、100mM NaCl、pH 7.4）で洗浄した後、レジンに溶出用緩衝液（40 

mM HEPES、250 mM イミダゾール、100 mM NaCl、pH 7.4）を加えて、His標識Txkタンパク質を溶出

した。得られた溶出液から、イミダゾールを除去するために、キナーゼ緩衝液（40 mM HEPES、10 mM 

MgCl2、3 mM MnCl2、pH 7.4）に対して透析を行い、精製 His 標識 Txk タンパク質（以下、それぞれ

His-Txk-wt、His-Txk-kd、His-Txk-K299E及びHis-Txk-Y91Aと記載）を得た。 

2) 全長PARP-1及びGST標識ヒトPARP-1部分タンパク質の調製 

全長のPARP-1タンパク質は、全長PARP-1をコードするpTPプラスミドで形質転換した大腸菌HB101

株を IAA で刺激することにより作製した（トリプトファンプロモーターによるタンパク質発現制御）。

刺激培養後、細菌ペレットを回収し、キナーゼ緩衝液に懸濁し、氷温下で超音波破砕した。破砕後、4℃

で遠心分離を実施し、上清を回収した。この上清を全長の PARP-1 タンパク質を含有するホールセルラ

イゼートとして使用した。 

GST標識ヒトPARP1N及びPARP1Cタンパク質（以下、GST-PARP1N及びGST-PARP1C）の発現は、

前記のpGEX-PARP1N及びpGEX-PARP1Cで形質転換した大腸菌 JM109を、前記の方法と同様に、IPTG

刺激することによって作製した（Lacプロモーターによるタンパク質発現制御）。大腸菌ペレットを溶解



18 

 

用緩衝液②（40 mM HEPES、100 mM NaCl、1 mM DTT、pH 7.4）に懸濁し、氷温下で超音波破砕した後、

4℃で遠心分離を実施し、上清を回収した。上清に溶解緩衝液②で平衡化したGlutathione-sepharose HPレ

ジン（Amersham）を加えて、4℃で30分間ローテートした。レジンを溶解用緩衝液②で洗浄後、溶出用

緩衝液②（40 mM HEPES、1 mM DTT、10 mM還元型グルタチオン、pH 8.0）を加えてGST標識タンパ

ク質を溶出した。得られた溶出液からグルタチオンを除去するため、キナーゼ緩衝液に対して透析を行

い、精製GST-PARP1N及びGST-PARP1Cタンパク質を得た。 

3) His標識及びGST標識全長ヒトEF-1αタンパク質の調製 

His標識ヒトEF-1αタンパク質（以下、His-EF-1α）は、前項と同様にして、pQE30-EF-1αプラスミド

で形質転換した JM109を IPTGで刺激することにより作製した。細菌ペレットを溶解用緩衝液②に懸濁

し、氷温下で超音波破砕した後、4℃で遠心分離を実施し上清を回収した。上清にNi-NTAアガロースレ

ジンを加え、His標識EF-1αタンパク質を結合させた後、洗浄用緩衝液②（40 mM HEPES、50 mM イミ

ダゾール、100 mM NaCl、pH 8.0）で洗浄した。洗浄後のNi-NTAアガロースレジンに溶出用緩衝液を加

えてHis標識全長ヒトEF-1αタンパク質を溶出した。得られた溶出液から、イミダゾールを除去するた

めに、キナーゼ緩衝液に対して透析を行い、精製His-EF-1αタンパク質を得た。GST標識ヒトEF-1αタ

ンパク質（以下、GST-EF-1α）は、前述のGST-PARP1N及びGST-PARP1Cと同様の方法で調製した。 

 

(2) Txkによる基質のリン酸化の評価（インビトロキナーゼアッセイ） 

1) Txkの自己リン酸化の評価 

3．3．(1)．1)項で調製したHis-Txk-wt及びHis-Txk-kdに最終濃度が1mMになるようDTTを添加した

後、最終濃度が250 μMになるようにATPを加えて、25℃で30分間インキュベートした。インキュベー

ト後、5×サンプルバッファーを加えて、95℃、5 分間ボイルし、遠心分離後の上清をサンプルとして回

収した。サンプルをSDS-PAGEにより展開し、ニトロセルロース膜に転写後、抗リン酸化チロシン抗体

（PY20）を用いたイムノブロッティングを実施した。また、His-Txk-wt及びHis-Txk-kdタンパク質の確

認のため、抗His抗体を用いてリプロービングを行った。 

2) TxkによるPARP-1及びEF-1αのリン酸化の評価 

同様にして調製したHis-Txk-wtに、GST-PARP1N、GST-PARP1CあるいはGST-EF-1αとDTT（最終濃
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度1 mM）を添加した後、ATP（最終濃度が250 μM）を加えて、25℃で記載した時間インキュベートし

た。インキュベート後、Glutathione-sepharose HPレジンを加えて、GST標識タンパク質を回収した。レ

ジンを洗浄後、サンプルバッファーを加えて95℃、5分間ボイルし、遠心分離後の上清をサンプルとし

て回収した。その後は、上記と同じ方法で、抗リン酸化チロシン抗体（PY20）を用いたイムノブロッテ

ィングを実施した。また、GST-PARP1N、GST-PARP1C及びGST-EF-1αタンパク質の総量を確認するた

め、抗GST抗体を用いてリプロービングを行った。 

 

(3) タンパク質間相互作用の解析（プルダウンアッセイ） 

1) Hisプルダウンアッセイ 

His-Txk-wt及びHis-Txk-kdと非標識の全長PARP-1との相互作用を検討するため、Hisプルダウンアッ

セイを行った。全長PARP-1とHis-Txk-wtあるいはHis-Txk-kdを混合し、ATP存在下（前述のTxk活性

化条件）で 60 分間インキュベートした。インキュベート後、Ni-NTA アガロースレジンを添加し、 

His-Txk-wt、His-Txk-kd 及び結合タンパク質を沈降させた。レジンを洗浄後、サンプルバッファーを加

えて 95℃、5分間処理し、遠心分離後の上清をサンプルとして回収した。Txkと PARP-1タンパク質の

共沈降については、抗PARP-1抗体及び抗Txk抗体を用いたイムノブロッティングにて解析した。 

2) GSTプルダウンアッセイ 

Txk を含む 3 分子複合体の形成について検討するため、GST プルダウンアッセイを行った。His-Txk

（His-Txk-wt、His-Txk-kd、His-Txk-K299EあるいはHis-Txk-Y91A）とHis-EF-1αをGST–PARP1N、GST–

PARP1CあるいはGST（empty）と混合し、ATPの存在下、あるいは非存在下で60分間インキュベート

した。インキュベート後、Glutathione-sepharose HP レジンを添加し、結合タンパク質を回収した。レジ

ンを洗浄後、サンプルバッファーを加えて95℃、5分間処理し、遠心分離後の上清をサンプルとして回

収した。3分子複合体の形成（それぞれのGST標識タンパク質とHis-Txk及びHis-EF-1αの共沈降）に

ついては、抗Txk抗体、抗EF-1α抗体及び抗GST抗体を用いたイムノブロッティングにて解析した。 

 

(4) ゲルシフトアッセイ 

PHA-L刺激後の Jurkat細胞の核タンパク質（調製法は第2章（2．3．(3)）に記載）及びインビトロで
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誘導したTxkを含む3分子複合体（調製法は前項に記載）のIFN-γプロモーター領域 Txk-RE DNA（-53/-39）

への結合を確認するために、ゲルシフトアッセイを実施した。ゲルシフトアッセイは、ベーリンガーマ

ンハイム社のDIG gel shift kitを用い、添付のプロトコールに従って実施した。その概要について以下に

示す。 

DIG標識Txk RE（-56/-36）オリゴDNAを熱変性させた後、ゆっくりと室温まで冷却してアニーリン

グさせてDIG標識Txk RE 二本鎖DNAを調製した。このDNA断片と上記のタンパク質を混合し、15

分間インキュベートした。得られたタンパク質DNA複合体を4 % native polyacrylamide gel電気泳動にて

展開した後、ナイロン膜に転写した。その後、ナイロン膜に転写したDIG標識Txk RE 二本鎖DNAを、

アルカリフォスファターゼ標識抗DIG抗体を用いて染色した。 

 

(5) PARP-1によるポリADPリボシル化の評価 

PARP-1による TxkのポリADPリボシル化について、抗 PAR抗体を用いたイムノブロッティングに

より検討した。His-EF-1α存在下あるいは非存在下で、His-Txk-wt結合レジンに酵素活性を有する全長の

PARP-1 enzymeを5 μg加え、ポリADPリボシル化反応緩衝液（25 mM Tris-HCl、10 mM MgCl2、50 mM 

ZnCl2、250 mM β-NAD、20 ng activated DNA、pH 8.0）の条件で、25℃、30分間インキュベートした。そ

の後、Ni-NTA アガロースレジンを用いて His 融合タンパク質を回収した。得られたタンパク質を

SDS-PAGE で展開し、ニトロセルロース膜に転写した後、ポリ ADP リボシル化タンパク質を検出する

ため、抗PAR抗体を用いたイムノブロッティングを実施した。さらに、ポリADPリボシル化修飾を受

けているタンパク質がTxkであるか確認するため、同じ膜を抗Txk 抗体でリプローブした。 

 

(6) 健常ヒトPBLからのサイトカイン産生評価 

健常ヒト末梢血から比重分離により精製したPBLをRPMI1640培地（Gibco）に懸濁し、96ウェルプ

レート（ファルコン）に播種した。細胞にPARP-1阻害剤であるPJ34を最終濃度が4000 nMになるよう

に添加し、1時間プレインキュベートした。その後、PHA-Lを最終濃度が1 μg/mLになるように加え、

更に24時間培養した。培養後、上清を回収し、市販のELISAキットを用いて、培養上清中のヒト IFN-γ

及びヒト IL-4濃度を測定した。 
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(7) 共焦点レーザー顕微鏡によるTxk、EF-1α、PARP-1の局在の解析 

COS7細胞をガラスボトムのディッシュに播種し、培養した。その翌日、DsRed-Txk、GFP-PARP-1及

びCFP-EF-1α発現ベクターを、リポフェクタミン 2000を用いてCOS7細胞にトランスフェクトした。

Txkを活性化するためにactive Fyn発現ベクターを、あるいはネガティブコントロールとして inactive Fyn

発現ベクターを同時にトランスフェクトした。トランスフェクト後、24時間培養し、それぞれの蛍光を

共焦点レーザー顕微鏡で観察した。 

 

４．結果 

(1) TxkによるPARP-1及びEF-1αのリン酸化 

Txkは、Txk自身の 91番目のチロシン残基を自己リン酸化することが知られている[43]。そこで最初

に、大腸菌に発現させて調製したHis-Txk-wt及びHis-Txk-kdのキナーゼ活性を確認する目的で、Txkの

自己リン酸化について検討した。 

キナーゼ緩衝液で調製したHis-Txk-wt及びHis-Txk-kdを、ATP（250 μM）添加あるいは非添加条件で

30 分間インキュベートした後、抗リン酸化チロシン抗体（PY20）を用いたイムノブロッティングを実

施した。その結果、His-Txk-wtでは、ATPの添加によりリン酸化His-Txk-wt と考えられる約63 kDaの

シグナルの増加が認められた（図 3-3上段、矢印）。一方、His-Txk-kdでは、ATP添加条件においても、

リン酸化His-Txk-kd（約46 kDa）のシグナルは検出されなかった（図3-3上段、矢頭）。また、抗His抗

体でリプローブした結果、各レーンのTxk-wt及びTxk-kdの総量に大きな差がないことを確認した（図

3-3下段）。これらの結果から、His-Txk-wtはキナーゼ活性を有しているが、キナーゼドメインの大部分

を欠失するHis-Txk-kdは、キナーゼ活性を有していないことが確認できた。 
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第2章で示したTxkとPARP-1、EF-1αの複合体の形成が、Txkのキナーゼ活性により調節されている

可能性が推察される。そこで次に、Txk-wtによりPARP-1及びEF-1αのチロシンリン酸化が誘導される

か検討した。 

His-Txk-wtとDNA結合ドメインを含む1–339番目のアミノ酸からなるGST-PARP1Nあるいは自己調

節ドメインと触媒ドメインを含む 338-1014番目のアミノ酸からなる GST-PARP1Cを混合し、ATPを添

加して1及び 2時間後のGST-PARP1N及び GST-PARP1Cのチロシンリン酸化を、前記と同様の方法で

検討した。その結果、Txk非存在下（図3-4、no Txk）では、GST-PARP1N、GST–PARP1Cのいずれのタ

ンパク質のチロシンリン酸化も認められなかったが、His-Txk-wtとの混合により、ATPの添加に依存し

たGST-PARP1N （図 3-4上段、レーン 5及び 6、矢頭）及びGST–PARP1C （図 3-4下段、レーン 5、

矢頭）のチロシンリン酸化が認められた。また、抗 GST 抗体でリプローブした結果、各レーンの

GST-PARP1N及びGST–PARP1Cの総量に大きな差がないことを確認した（図3-4、Anti-GST protein）。 

 

 

GST-PARP1N 

Lane   1   2   3   4   5   6    
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同様の方法で、His-Txk-wt が GST-EF-1α のチロシンリン酸化を誘導するか検討した。その結果、

His-Txk-wt によると考えられるATP添加に依存したGST-EF-1α のチロシンリン酸化が確認された（図

3-5上段、レーン2～4、矢頭）。また、抗GST抗体でリプローブした結果、各レーンのGST-EF-1αの総

量に大きな差がないことを確認した（図3-5下段）。 

 

 

 

 

これらの結果から、Txk は結合タンパク質として同定されたPARP-1とEF-1αの両方をチロシンリン

酸化しうると考えられた。 

 

(2) Txkのキナーゼ活性に依存した2、3分子複合体の形成 

TxkによるPARP-1及びEF-1αをチロシンリン酸化が認められたことから、これら3分子の複合体の

形成が、Txkによるチロシンリン酸化に依存して誘導されている可能性が示唆された。そこで、Txk複

合体の形成と、複合体形成におけるTxkのキナーゼ活性の役割について検討するため、インビトロプル

ダウンアッセイを実施した。 

最初に、全長のPARP-1とTxkの結合について検討した。非標識の全長PARP-1をHis-Txk-wtあるい

GST-EF-1alpha 
Lane     1    2    3    4  
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はHis-Txk-kdとATP存在下で25℃、60分間インキュベートした。インキュベート後、Ni-NTAアガロ

ースレジンを加え、His-Txk-wt及びHis-Txk-kdを沈降させ、PARP-1の共沈降が認められるか、抗PARP-1

抗体を用いたイムノブロッティングにて解析した。 

抗Txk抗体によるイムノブロッティングの結果から、Ni-NTAアガロースレジンによるHis融合タン

パク質（His-Txk-wt及びHis-Txk-kd）の沈降（Hisプルダウン）が確認された（図3-6下段）。全長のPARP-1

は、ATPの存在下でHis-Txk-wtとともに共沈降した（図3-6上段、レーン1）が、His-Txk-kdとの共沈

降は認められなかった（図3-6上段、レーン2）。全長のPARP-1は、キナーゼ活性を有するTxk-wtと2

分子間で結合するが、キナーゼドメインを欠損し、キナーゼ活性を有していないTxk-kdとは相互作用し

ないことが示された。この結果から、PARP-1のチロシンリン酸化が、PARP-1とTxkの相互作用に重要

であることが示唆された。 

 

 

 

 

次に、同様のインビトロプルダウンアッセイにて、Txk、PARP-1及びEF-1αの3分子複合体の形成に

ついて検討した。His-Txk-wtとHis-EF-1αを、GST-PARP1N、GST-PARP1CあるいはGSTと混合し、ATP

存在下で25℃、60分間インキュベートした。インキュベート後、Glutathione-sepharose HPレジンを加え

て、GST標識タンパク質を沈降させ、His-Txk-wt及びHis-EF-1αの共沈降か認められるか、イムノブロ

ッティングにて解析した。 

抗GST抗体によるイムノブロッティングの結果から、Glutathione-sepharose HPレジンによるGST融合

タンパク質（GST-PARP1N（図3-7A、下段）、GST-PARP1C（図3-7B、下段）及びGST（図3-7C、下段））

Lane    1     2     3  
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の沈降（GSTプルダウン）が確認された。His-Txk-wtとHis-EF-1αの共沈降について、抗Txk抗体及び

抗EF-1α抗体にて解析した。His-Txk-wtとGST–PARP1Nの2分子を混合し、ATP存在下でインキュベ

ートしたところ、GST-PARP1NのプルダウンによりHis-Txk-wtの共沈降が観察された（Fig3-7A中段、

レーン3）。さらに、GST–PARP1NとHis-Txk-wt及びHis- EF-1αの3分子を混合し、ATP存在下でイン

キュベートしたところ、GST-PARP1NのプルダウンによりHis-Txk-wtとHis-EF-1αの共沈降が観察され

た（Fig3-7A上段及び中段、レーン4）。同様の方法でGST-PARP1Cを用いた場合のHis-Txk-wt及びHis- 

EF-1αの共沈降についても解析した。その結果、GST-PARP1CとHis-Txk-wtを2分子でインキュベート

した場合には、これら2分子の共沈降が認められたが（図3-7B中段、レーン3）、3分子でインキュベー

トした場合には、いずれのタンパク質の共沈降も認められなかった（図3-7B上段及び中段、レーン4）。

一方で、GST（empty）タンパク質を用いた場合には、いずれの条件においても、His-Txk-wt及びHis-EF-1α

の共沈降は認められなかった（図3-7C上段及び中段）。これらの結果、Txkが、EF-1α及びPARP-1と3

分子複合体を形成すること、これら3分子の複合体の形成には、PARP-1のDNA結合ドメインを含むN

末端側（1-338番目アミノ酸）が関与していることが示唆された。 

 

 

 

 

次に、His-Txk-wt、His-EF-1α及びGST–PARP1Nの3分子複合体の形成が、Txkのキナーゼ活性（自

Lane   1     2     3    4 
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己リン酸化を含む基質のリン酸化）に依存していることを確認する目的で、以下の2試験を実施した。 

まず、3分子複合体の形成がATPの添加に依存しているか、同様のGSTプルダウンアッセイにて検討

した（図3-8）。その結果、ATP存在下では、3分子複合体の形成が確認され、上記の結果（図3-7）が再

現された（図3-8上段及び中段、レーン3）。一方で、ATP非存在下においては、His-Txk-wtとGST-PARP1N

の二分子間の相互作用は認められたものの、3分子の相互作用は観察されなかった（図3-8上段及び中

段、レーン2）。なお、GST（empty）タンパク質を用いた場合は、ATPの存在下、非存在下に関わらず、

His-Txk-wt及びHis-EF-1αの結合は観察されなかった（図3-8、レーン4-6）。 

 

 

 

 

さらに、キナーゼドメインを欠失するTxk変異体（Txk-kd）、TxkのATP結合部位のリジン残基をグ

ルタミン酸に置換することによりキナーゼ活性を欠失した変異体（Txk-K299E）及びTxkの自己リン酸

化部位であるチロシン残基（Y91）をアラニンに置換した変異体（Txk-Y91A）を用いた場合の3分子複

合体の形成について検討した。これらのTxk変異体は、いずれも自己リン酸化できない[43]。これらの

変異体を用いた場合の3分子複合体の形成について、同様のGSTプルダウンアッセイにて検討した。そ

の結果、His-Txk-wtを用いた場合、上記の結果と同様にATP存在下でHis-EF-1α及びGST–PARP1Nと

の相互作用が観察された（図3-9A、レーン3）。一方、キナーゼ活性を欠損するTxk-kd、His-Txk-K299E

を用いた場合には、3分子複合体の形成は認められなかった（図3-9A、レーン4、5）。同様に、His-Txk-Y91A

Lane  1    2    3    4    5    6 
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を用いた場合においても、3分子複合体の形成は確認できなかった（図3-9A、レーン6）。なお、GST

を用いた場合は、His-Txk-wtを用いた場合においても、3分子複合体の形成は認められなかった（図3-9B）。

これらの結果から、3分子複合体の形成には、Txkのキナーゼ活性及びTxkの自己リン酸化が重要であ

ることが示唆された。  

 

 

 

 

(3) IFN-γプロモーター領域（Txk-RE）への3分子複合体の結合 

前項において、Txk-wtが PARP1N（DNA結合ドメインを含むN末端側（1～338アミノ酸）の領域）

及びEF-1αと、Txkのキナーゼ活性に依存して複合体を形成することを示した。そこで、組換えタンパ

ク質を用いてインビトロで誘導した3分子複合体の IFN-γプロモーター領域Txk-RE DNA（-53/-39）へ

の結合を確認するために、ゲルシフトアッセイを実施した。 

第2章で、PHA-L刺激 Jurkat細胞において IFN-γプロモーター領域のTxk-RE DNAに結合するタンパ

ク質複合体が存在すること、またこのタンパク質複合体が、Txk、PARP-1及びEF-1αで構成されている

ことを示した。そこで、最初にPHA-L刺激 Jurkat細胞において形成された3分子複合体のTxk-RE DNA

への結合をゲルシフトアッセイで確認した。第 2章に記載した方法で、PHA-L刺激後、経時的に Jurkat

細胞の核タンパク質を抽出した。抽出した核タンパク質をpoly(dI-dC)2存在下で、DIG標識Txk-RE DNA

Lane   1   2   3   4   5   6 
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とインキュベートし、タンパク質と DNA の結合をゲルシフトアッセイで確認した。その結果、PHA-L

刺激後、30～60分をピークとした一過性のDIG標識Txk-RE DNAのmobility shiftが検出された（図3-10A）。

このmobility shiftは、PHA-L刺激した Jurkat細胞において形成されたTxk/PARP-1/EF-1αからなる複合体

の結合によるものと考えられた。 

そこで次に、His-Txk-wt、His-EF-1α及びGST-PARP1Nを用いてインビトロで誘導した3分子複合体が、

Txk-RE DNAに結合するか検討するために、ゲルシフトアッセイを実施した。His-Txk-wt、His-EF-1α及

びGST-PARP1NをATP存在下で60分間インキュベートし、得られたタンパク質複合体サンプルをゲル

シフトアッセイに供した。Txk-wt、GST–PARP1N及びEF-1αからなる反応において、DIG標識Txk-RE 

DNAのmobility shiftが観察された（図3-10B、レーン4、矢印）。このmobility shiftは、10倍量の非標識

Txk-RE 二本鎖DNAを加えた場合に消失し（図3-10B、レーン5、矢印）、Txk-RE DNAとは異なる無関

係の非標識DNA（Oct2A、配列：GGAGTATCCAGCTCCGTAGCATGCAAATCCTCTGG）[28]を10倍量

加えた場合には消失しなかった（図3-10B、レーン6、矢印）ことから、Txk-RE DNAに特異的なタンパ

ク質の結合によるものと考えられた。また、このmobility shiftはPARP1Nのみ（レーン2）、Txk-wtのみ

（レーン7）、EF-1αのみ（レーン8）、またPARP1N/Txk-wt（レーン3）からなる反応においては認めら

れず、Txk/PARP-1/EF-1αの3分子複合体によるものである可能性が示唆された。 

PARP-1は、DNA修復等のために配列非特異的にDNAに結合する[46]。GST-PARP1NもDNA結合ド

メインを有しており、同様にDNAに結合する能力があると推察される。そのため、GST-PARP1Nを含

む反応の全てに認められたバンド（レーン 2～6、二重矢印）は、GST–PARP1N のプローブである DIG

標識Txk-RE DNAへの非特異的結合によるものと推察された。 
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(4) PARP-1酵素活性のTxk及びTh1細胞機能に及ぼす影響 

これまでに、Txkが PARP-1及び EF-1αと 3分子複合体を形成すること、また複合体形成が、Txkに

よるチロシンリン酸化によって調節されていることを示してきた。一方で、前述のように PARP-1 は基

質のポリADPリボシル化を触媒する酵素であり、Txkの機能がPARP-1の酵素活性によって調節されて

いる可能性も考えられる。 

そこで、PARP-1がTxkをポリADPリボシル化するか、ポリADPリボシル化アッセイにて検討した。
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His-EF-1αの存在下あるいは非存在下において、His-Txk-wtと酵素活性を有することが示されている市販

の全長PARP-1（PARP1-wt）を、ポリADPリボシル化反応緩衝液の条件で反応させた。反応後、His-Txk-wt

をNi-NTAアガロースレジンで回収し、抗PAR抗体でイムノブロッティングを行った（図3-11A）。また、

その後、同じ膜を抗Txk抗体でリプロービングした（図3-11B）。その結果、EF-1αの存在下でTxkと

PARP1-wtを反応させた場合、200 kDa付近に抗PAR抗体が反応する強いシグナルがみられた（図3-11A、

矢印）。抗Txk抗体でリプローブしたところ、同じ位置に抗Txk抗体の反応がみられた（図3-11B、矢印）。

このことから、このシグナルは高度にポリADPリボシル化されたTxkのシグナルであると考えられた。

抗Txk抗体で検出されたものの、抗PAR抗体でほとんど反応が認められない、97 kDa付近のタンパク

質（図3-11B、矢頭）については、ポリADPリボシル化を受けていない、あるいはわずかにポリADP

リボシル化修飾を受けたTxkと推察された。 

 

 

 

 

この結果から、TxkはPARP-1によりポリADPリボシル化修飾を受けることが示唆された。そこで次

に、PARP-1の酵素活性の阻害により、Th1及びTh2細胞の機能にどのような影響を及ぼすか検討した。

健常人より採取した末梢血リンパ球（PBL）からの PHA-L 刺激による IFN-γ 及び IL-4 産生に及ぼす
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PARP-1阻害剤、PJ34（Merck）の影響について検討した。ヒトPBLに最終濃度が 4000 nMになるよう

に PJ34を添加し、その 1時間後から PHA-L刺激を開始した。PHA-L刺激 24時間後に培養上清を回収

し、上清中の IFN-γ及び IL-4濃度をELISAで測定した。その結果、PJ34は IFN-γの産生を強く抑制し

た。その一方で、IL-4の産生にはほとんど影響を及ぼさなかった（図3-12）。 

これらの結果から、PARP-1 は Th1 サイトカインの産生に強く関与し、Th2 サイトカインの産生には

ほとんど関与していない可能性が示唆された。また、PARP-1によるTh1サイトカインの産生の促進に、

TxkのポリADPリボシル化が関与している可能性が推察された。 

 

 

 

 

(5) Txkの活性化に伴う複合体形成の共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析 

細胞内におけるTxk、PARP-1及びEF-1αの分子間相互作用を検討するため、共焦点レーザー顕微鏡を

用いた検討を実施した。共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析を実施するため、最初にGFP-PARP-1、DsRed 

monomer-Txk（DsRed-Txk）及び CFP-EF-1α 融合タンパク質発現ベクターを作製した（実験材料の項を

参照）。これらのベクターを組み合わせて、COS7細胞にトランスフェクトした。また、Txkのリン酸化・

活性化を促進するため、恒常的活性化型変異体Fyn（FynY531F、active Fyn）を、あるいは陰性対照とし

て不活性型変異体Fyn（FynK299M、inactive Fyn）を同時にトランスフェクトした。 
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DsRed-Txkは、inactive Fyn とコトランスフェクトした場合（不活性化条件）、主に細胞質に分布して

いた。一方で、active Fynをコトランスフェクトした場合（活性化条件）は、核における集積が観察され

た（図 3-13A）。GFP-PARP-1は恒常的に核に分布しており、活性化条件において、PARP-1と Txkの核

における共局在が観察された（図3-13B）。反対に、EF-1αは不活性化条件において、大部分が細胞質に

分布しており、活性化に伴ってTxkとEF-1αの核における共局在が観察された（図3-13C）。CFP- EF-1α、

GFP-PARP-1及びDsRed-Txkを active Fynとともにトランスフェクトしたところ、核における3分子の共

局在が観察された（図3-13D）。 

第 2章で、Jurkat細胞の活性化に伴いTxk/EF-1α/PARP-1複合体が IFN-γプロモーター領域DNAに結

合することを示した。COS7細胞に発現させたTxk/EF-1α/PARP-1の細胞内局在の観察結果は、核におけ

る3分子複合体の形成を支持していると考えられた。 

 



33 

 

 

 

５．考察 

Txkは、T細胞受容体（TCR）刺激に伴って核内に移行し、IFN-γプロモーター領域（Txk-RE）DNAに

結合して、IFN-γの転写活性化を調節していることはすでに報告されている[27-28]。また、第2章におい

て、TxkがPARP -1及びはEF-1α と複合体を形成し、Txk-RE DNAに結合していることを示した（図2-1）。

本章において、この3分子複合体がTxkのキナーゼ活性に依存して形成されることを示した。Txkは、IFN-γ 

の転写活性化を特異的に誘導する[27]ことから、Txk、PARP -1及びはEF-1αとの複合体の形成は、Th1特

異的な免疫反応を調節するシグナル伝達経路の中で重要な役割を担っていることが示唆された。 

 

1) 複合体形成におけるTxkのキナーゼ活性及びTxkの自己リン酸化の役割 

Txkは、Tecファミリーに属する非受容体型チロシンキナーゼである。同じTecファミリーキナーゼであ

るinterleukin-2-inducible T-cell kinase（Itk）は、TCR刺激に伴い、SrcファミリーキナーゼであるLckによっ

て511番目のチロシン残基（Y511）がリン酸化される（transphosphorylation）[47]。また、Y511がリン酸

化されることによって180番目のチロシン残基（Y180）の自己リン酸化（autophosphorylation）が誘導さ

れ、自己リン酸化されたItkは、Phospholipase C（PLC）γ1のリン酸化・活性化に働く[47]。同じTecファ

ミリーのキナーゼであるTecの活性も、Lckによるtransphosphorylation 及びautophosphorylationによって調

節されている[48]。Txkは、ItkやTecと同様にTCR刺激に伴ってSrcファミリーキナーゼのFynによって420

番目のチロシン残基（Y420）がリン酸化される（transphosphorylation）[49]。また、Txkは、91番目のチ

ロシン残基（Y91）を自己リン酸化し、この自己リン酸化がIFN-γの発現の誘導に重要であることが示さ
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れている[43]。 

本章におけるインビトロキナーゼアッセイにおいて、Txk-wtが自己リン酸化すること、キナーゼドメ

インを欠失したTxk-kdでは自己リン酸化が認められないことを確認した（図3-3）。また、Txk-wtはPARP-1

及びEF-1αをリン酸化することを示した（図3-4、3-5）。さらにプルダウンアッセイでは、Txk/PARP-1/EF-1α

の3分子の相互作用が確認された（図3-7）。PARP-1及びEF-1αのチロシンリン酸化についてはこれまで

に報告されていないが、3分子複合体の形成がATPの存在に依存していた（図3-8）ことから、複合体の

形成がTxkのキナーゼ活性を引き金に起こっていることが示唆された。さらに、Txkのキナーゼドメイン

を欠失した変異体（Txk-kd）及びTxkのATP結合部位のリジンをグルタミン酸に置換したTxk-K299Eでも

全く複合体の形成は認められず（図3-9）、複合体形成がTxkのキナーゼ活性に依存していることが確認

された。また、Txkの自己リン酸化部位であるY91をアラニンに置換した変異体（Txk-Y91A）を用いた

場合でも複合体の形成は全く認められず、TxkのY91の自己リン酸化が複合体の形成に重要な役割を担っ

ていると考えられた。Jurkat細胞にTxk Y91A変異体を発現させた場合、Txk-wtを発現させた場合と比べ

て、IFN-γの転写活性化が特異的に抑制されることが示されており[43]、Y91A変異によるIFN-γ発現の低

下が、3分子複合体の形成の障害に起因する可能性が示唆された。 

 

2) 複合体形成におけるPARP-1及びPARP-1酵素活性の役割 

PARP-1は、NFkBに依存する遺伝子発現に関与する[50、51]が、PARP-1欠損細胞においても、刺激に

応じたIkBの分解、NFkB p65の核への移行は起こる。しかしながら、NFkBの応答配列DNAへの結合[50]

や、NFkBに依存した転写活性化[51]は低下することが示されている。これらの報告は、PARP-1がコアク

チベーターとしてNFkB依存的遺伝子発現に関わることを示唆していると考えられる。NFkBの転写調節

において、PARP-1の酵素活性が重要な働きを示すことが報告されている。Chiarugiらは、PARP-1阻害剤

である 6(5H)-phenanthridinoneが、PMA/ionomycin刺激によるラットリンパ球のIFN-γ、IL-2 及びTNF-α 

mRNA発現を抑制すること、また、LPS刺激によるグリア細胞のTNF-α mRNA発現を抑制することを報

告している[52-53]。その一方で、PARP-1の酵素活性はNFkBによる転写調節に必要ではないとする報告

もある[50]。NFkBは、PARP-1によりポリADPリボシル化されることが示されており[54]、何らかの修飾

を受けると考えられるが、転写調節機構におけるPARP-1酵素活性の寄与については、個々の遺伝子や細
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胞のタイプ、実験条件等によって異なる可能性が考えられる。 

本章における検討で、PARP-1によるTxkのポリADPリボシル化が観察された。PARP-1の触媒機能によ

るキナーゼ活性の調節に関しては、いくつか報告がある。DNA修復に関わるキナーゼである DNA 

dependent kinase（DNA-PK）は、PARP-1をリン酸化し、リン酸化された PARP-1 は DNA-PK をポリADP

リボシル化することが報告されている[55]。DNA-PK の活性は、PARP-1によるポリADPリボシル化修飾

によって活性化する。また、LPS刺激によって誘導される p38 mitogen activated protein（MAP）kinase の

活性化と p38 MAP kinaseの基質であるATF-2のリン酸化が、PARP-1欠損細胞では低下していることが示

されている[56]。これらのキナーゼと同様に、Txkのキナーゼ活性あるいはTxk-RE DNAへの結合活性も、

PARP-1の酵素活性によって調節されている可能性が考えられる。本研究では、PARP-1酵素阻害剤であ

るPJ34がヒトPBLからのIFN-γ産生を抑制すること（図3-12）、その一方で、IL-4産生にはほとんど影響

しないことを示した。この結果から、PARP-1の酵素活性は、特にTh1細胞の機能調節に重要であると考

えられ、この調節機構に、少なくとも一部、Txk複合体の形成を介するメカニズムが関与していると考

えられた。また、PARP-1の酵素活性は、Txkを介するIFN-γの転写活性化を促進する方向に働いていると

考えられた。 

 

3) 複合体形成におけるEF-1αの役割 

EF-1αは、アミノアシル-tRNAのリボゾームへの転移を触媒し、ペプチド伸長に関わる分子であり、主

に細胞質に局在している[57-58]が、ヒト上皮様細胞癌由来細胞株A431細胞において、EGF受容体シグナ

ルの活性化により、一部のEF-1α分子が核に移行することが報告されている[59]。そのため、T細胞にお

いても、TCR刺激により、少なくとも一部のEF-1αがTxkとともに核内に移行し、Txkを介したIFN-γ の

転写活性化に関与している可能性が示唆された。また、インビトロキナーゼアッセイにより、Txkによ

るEF-1αのチロシンリン酸化が証明されたことから（図3-5）、EF-1αの細胞質から核への移動が、EF-1α

のチロシンリン酸化によって調節されている可能性が考えられた。ただ、細胞内シグナル分子としての

EF-1αの機能に関する報告は少なく、そのメカニズムの解明には更なる検討が必要と考えられる。 

リンパ球分化・機能に対するEF-1αの関与については、EF-1αに変異を有するマウスの研究から示唆さ

れている。Wasted マウス（wst/wst）は、常染色体性のEF-1α2 の劣性変異を有する自然発症マウスで、
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EF-1α1及びEF-1α2の両方のmRNA発現の低下により、EF-1α が欠乏している[60]。Wasted マウス（wst/wst）

は、出生後、野生型マウスと比較して体重が減少し、出生後30日前後で死に至る[60]。Wasted マウス

（wst/wst）では、胸腺、脾臓の委縮及び胸腺細胞数、末梢リンパ球数の低下、胸腺細胞のアポトーシス

亢進が認められているおり、免疫不全を呈する[61-62]。また、Wasted マウス（wst/wst）の胸腺細胞及び

脾臓細胞のマイトジェン（Concanavalin A）に対する応答にも変化が認められており、T細胞の機能変化

も示唆される[61]。これらの異常は、リンパ球の分化・機能におけるEF-1αの重要性を示していると考え

られる。本研究では、EF-1αがTxkを介する免疫調節機構に関与している可能性を示したが、EF-1α がTxk

を介するIFN-γ 遺伝子の転写調節機構に深く関与していることを明らかにするためには、Wasted マウス

（wst/wst）のT細胞を用いた検討が必要と考えられた。 

 

4) 細胞内における3分子複合体の局在 

細胞内における3分子間の相互作用を確認するため、それぞれの分子の蛍光融合タンパク質発現ベクタ

ーを作製し、COS7細胞にトランスフェクトして、共焦点レーザー顕微鏡を用いたマルチカラー解析を実

施した。PARP-1は恒常的に核内に局在していた。Txkは、非活性化条件においては、主に細胞質に存在

していたが、active Fynの存在下で、核に局在する像が観察された。EF-1αについては、主に細胞質に認

められたが、核内において明らかな量のEF-1αが存在する細胞も認められた。マルチカラー解析の結果、

活性化に伴ったTxk、PARP-1及び EF-1α の核における集積を確認した（図3-13D）。これら3分子がオ

ーバーラップする領域は、核よりも少し小さい領域であった（図3-13D）ことから、 これら3分子は活

性化に伴い、核内の限られた領域に集積している可能性が示唆された。  

 

本章の結果から、Txk複合体を介するシグナルが複数のステップを経て伝達されると考えられた。最

初に、TCRを介した刺激によりTxkの自己リン酸化が起こり（1
stステップ）、これを引き金にTxk/PARP/ 

EF-1αの複合体形成（2
ndステップ）、3分子複合体のIFN-γ プロモーター領域の Txk-RE DNA への結合

（3
rdステップ）が誘導され、最終的にIFN-γの転写が活性化されると考えられた（図3-14）。 
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図3-14．Txk複合体を介するシグナル伝達系の模式図 
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第４章 Txkによる IFN-γ遺伝子転写活性化を終息させるメカニズム 

～核内に存在するタンパク質チロシン脱リン酸化酵素の関与～ 

 

１．研究の目的 

第2及び3章において、TxkがPARP-1及びEF-1αと複合体を形成し、IFN-γプロモーター領域のTxk 

responsive element（Txk-RE）と結合して IFN-γの転写活性化を促進している可能性を示した（図2-1）。

また、このTxk複合体を介した機構には、Txkのキナーゼ活性及びTxkの91番目のチロシン残基（Y91）

のリン酸化が必要であることを示した（図3-8、図3-9）。その一方で、Jurkat細胞において、Txk複合体

のTxk-RE DNAへの結合は、T細胞受容体（TCR）刺激後1時間以降、徐々に低下することを示した（図

3-10）。このため、核において、Txk 複合体による IFN-γ 転写活性化を終息させるために、何らかの

Protein-tyrosine phosphatase（PTP）がTxkの脱リン酸化に働いている可能性が示唆された。 

ヒトゲノムには、100以上のPTPがコードされている。PTPは 4つのクラスからなり、T細胞は少な

くとも60種のPTPを発現していることが示されている[63]。そのうちのclass Iに属するclassical PTPは、

さらに受容体型PTPと非受容体型PTPからなる[63、64]。非受容体型PTPの多くは細胞質に発現してお

り、核内に局在するPTPは少ないが、主要な非受容体型PTPのひとつであるT-cell PTP（以下、TCPTP）

は、核移行シグナル（nuclear localization signal sequences：NLS）を有し、核内で働くPTPとして知られ

ている[63]。 

TCPTPは、主要な非受容体型PTPのひとつであり、その構造はN末端側の触媒ドメインとC末端側

の非触媒領域からなる[65]。また、TCPTPにはC末端領域の構造が異なる2つの選択的スプライシング

バリアント（TC45及びTC48）が存在する（図4-1）。両アイソフォームは、いずれもC末端側の非触媒

ドメインにNLSを有し、TC45は主に核内に分布する。一方、TC48はC末端に19アミノ酸からなる小

胞体標的配列（endoplasmic reticulum targeting segment）と考えられる疎水性領域を有し、細胞質に局在す

ることが報告されている[65]。 

 

最近のgenome-wide association study（以下、GWAS）において、TCPTPをコードする遺伝子（PTPN2）

が、クローン病[66]、一型糖尿病[67]、関節リウマチ[68]など、自己免疫疾患に関連していることが示唆
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されている。また、一型糖尿病との関連が報告されているPTPN2 alleleと IL-2受容体シグナルの低下の

関係が報告されている[69]。さらに、TCPTP 欠損マウスでは、進行性の全身性炎症が発症すること[70、

71]、T細胞特異的TCPTP欠損マウスのT細胞において、TCRシグナルが亢進することが示されている

[72]。 

これらのことから、本章では、TCPTPが核内におけるTxkの脱リン酸化に働き、IFN-γ転写活性化を

ネガティブに調節しているとの仮説をたて、検討を行った。 

 

 

図4-1．核型TCPTP（TC45）と細胞質型TCPTP（TC48）のドメイン構造 

 

２．実験材料 

(1) プラスミドベクター 

1) GFP-Txk、DsRed-TC45及びDsRed-TC48発現ベクター 

pQE31-Txk-wt を鋳型にして PCR にて全長 Txk 遺伝子を増幅し、pAcGFP（Clontech）に導入した

（GFP-Txk発現ベクター）。また、Jurkat細胞の cDNAを鋳型にしてPCRにてTC45及びTC48遺伝子を

増幅し、pDsRed monomer（Clontech）に導入した（DsRed-TC45及びDsRed-TC48発現ベクター）。なお、

いずれのベクターも、それぞれの蛍光タンパク質のN末端側に目的のタンパク質が融合するタンパク質

を発現するようにデザインした。 

2) 恒常的活性化型Fyn発現ベクター 

恒常的活性化型Fyn（Fyn Y531F：active Fyn）発現ベクターは、東京大学の豊島久真男博士より供与さ

れた[45]。 
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(2) COS7細胞（アフリカミドリザル腎臓由来の細胞（ATCC）） 

10 % FCS、ペニシリン（100 units/mL）、ストレプトマイシン（100 μg/mL）（いずれも、Gibco）を添加

したDulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）培地（Gibco）を用いて維持培養した。 

(3) 抗体 

ウサギ抗 GFP ポリクローナル抗体（Clontech)、マウス抗 GFP モノクローナル抗体（JL-8：Clontech）、

抗リン酸化チロシン抗体（4G10：Upstate）、ヤギ抗ヒト/マウス/ラット TCPTP ポリクローナル抗体（以

下、抗TCPTP抗体、R&D systems）。 

(4) その他の試薬 

リポフェクタミン 2000、リポフェクタミン LTX（いずれも、ライフテクノロジーズジャパン）、プロ

テアーゼインヒビターカクテル、ホスファターゼインヒビターカクテル（いずれも、ロシュ）、BCA プ

ロテインアッセイキット（Thermo Fisher Scientific）、正常ウサギ IgG、protein Gアガロースビーズ（いず

れも、Santa Cruz Biotechnology） 

 

３．実験方法 

(1) COS7細胞におけるTC45あるいはTC48によるTxkの脱リン酸化の評価 

1) COS7細胞への遺伝子導入 

COS7細胞を60 mmディッシュ（ファルコン）に播種し、ペニシリン・ストレプトマイシン非添加の

DMEM 10 % FCS培地で培養した。翌日、細胞がサブコンフレントになった時点で、リポフェクタミン

2000 あるいは LTX を用いて、GFP-Txk 発現ベクター単独、あるいは GFP-Txk 発現ベクターを

DsRed-TC45 あるいは DsRed-TC48 発現ベクターとともに COS7 細胞にトランスフェクトした。また、

Txkの活性化のために、active Fyn発現ベクターを同時にトランスフェクトした細胞を作製した。 

2) Whole cell lysate及び細胞質タンパク質、核タンパク質の回収 

トランスフェクト24時間後に、細胞に lysis buffer（50 mM Tris-HCl, (pH 7.4), 0.25 % Na-deoxycholate, 150 

mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Nonidet P-40, プロテアーゼインヒビターカクテル、ホスファターゼインヒビ

ターカクテル）を加えて、細胞を溶解し、遠心分離により上清（Whole cell lysate）を回収した。 

また、同様にして遺伝子導入した細胞から、細胞質タンパク質と核タンパク質を別々に回収した。こ
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れらのタンパク質の回収は、第2章（2．3．(3)）に記載の方法と同様にして行った。 

3) 免疫沈降 

前項で採取した各タンパク質サンプルの濃度をBCAプロテインアッセイキットにて測定した。Whole 

cell lysate及び核タンパク質サンプル中のTxkタンパク質を回収するため、標識であるGFPに対するポ

リクローナル抗体を用いた免疫沈降を実施した。タンパク質量を調整したタンパク質サンプルに、正常

ウサギ IgGとprotein Gアガロースビーズを加えて、4℃で1時間反応させ、非特異的に結合するタンパ

ク質を除去した（プレクリア）。プレクリア後、遠心分離にて上清を回収し、その上清に抗GFPポリク

ローナル抗体を添加して、4℃で一晩反応させた後、protein Gアガロースビーズを添加して、さらに4℃

で3時間反応させた。遠心分離により、ビーズを回収し、lysis buffer にて3回洗浄した。回収したビー

ズに、サンプルバッファー（Life Technologies）を添加し、70℃、10分間処理して免疫沈降されたタンパ

ク質を回収した。 

4) イムノブロッティング 

上記操作にて得られた種々タンパク質サンプルをSDS-PAGEで展開し、PVDF膜（Life Technologies）

に転写して、抗リン酸化チロシン抗体（4G10）、抗GFPモノクローナル抗体（JL-8）、抗TCPTP抗体に

てイムノブロッティングを行った。 

5) リン酸化Txkシグナル／総Txkのシグナル比（pTxk/Txk比）の解析 

イムノブロッティングの結果をスキャナー（エプソン）で取り込み、抗リン酸化チロシン抗体（4G10）

で検出されたリン酸化Txkのシグナルと、抗GFPモノクローナル抗体（JL-8）で検出されたシグナル（総

Txk）の強度をAdobe Photoshop（CS5 version 12.0.4.）で測定し、それぞれの値から、pTxk/Txk比を算出

してヒストグラム化した。 

 

４．結果 

(1) TC45及びTC48のCOS7細胞内における分布 

最初に、トランスフェクト後のCOS7細胞におけるTC45及びTC48の分布について検討した。GFP-Txk

とDsRed-TC45あるいはDsRed-TC48発現ベクターをトランスフェクトしたCOS7細胞の細胞質タンパ

ク質及び核タンパク質画分を別々に抽出し、SDS-PAGE で展開して抗 TCPTP 抗体でイムノブロッティ
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ングを実施した。その結果、TC45は細胞質及び核の両方に存在していた（図 4-2、レーン 3）。一方で、

TC48については、主に細胞質で認められ、核タンパク質ではほとんど検出されなかった（図4-2、レー

ン4～6）。このことから、TC45のみが核内に分布することが確認できた。 

 

 

 

 

(2) TC45あるいはTC48によるTxkの脱リン酸化 

TC45及びTC48の共発現によるTxkのリン酸化に及ぼす影響を検討するため、免疫沈降法により、リ

ン酸化Txkレベルについて検討した。GFP-Txk発現ベクターを単独で、あるいはDsRed-TC45、DsRed- 

TC48発現ベクターとともにCOS7細胞にトランスフェクトした。また、Txkの活性化のため active Fyn

を同時に共発現させた場合についても検討した。Whole cell lysateを回収して、抗GFPポリクローナル抗

体を用いて免疫沈降し、リン酸化Txkを抗チロシンリン酸化抗体（4G10）で検出した。その結果、Txk

のリン酸化は、active Fyn非存在下においてもある程度認められた（図4-3A、レーン2）が、active Fyn

の共発現により、さらにTxkのリン酸化が増加した（図4-3A、レーン4）。active Fyn非存在下における

Txkのリン酸化は、COS7細胞の内因性のキナーゼによる影響である可能性が推察される。これらのTxk

のリン酸化は、いずれもTC45の共発現により顕著に抑制された（図4-3A、レーン3及び5）。これに対

して、TC48と共発現させた場合は、Txkのリン酸化レベルにほとんど変化が認められなかった（図4-3B）。 
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Txk は活性化・リン酸化に伴い核内に移行することが示されていることから[27、43]、核タンパク質

中のリン酸化Txkのレベルについて同様の方法で検討した。前記と同様にして、COS7細胞に、GFP-Txk、

DsRed-TC45、DsRed-TC48及び active Fyn発現ベクターをトランスフェクトし、核タンパク質画分を抽

出して、免疫沈降を実施し、イムノブロッティングで解析した。その結果、GFP-Txkをトランスフェク

トした細胞の核タンパク質画分において、Fyn存在下、非存在下のいずれにおいてもリン酸化Txkが検

出された（図4-4：レーン2及び8）。これらの、Txkのリン酸化は、TC45の共発現によって顕著に抑制

された（図4-4：レーン3及び9）。しかしながら、TC48を共発現させた場合、active Fynの非存在下で

は、Txkの脱リン酸化が全く認められず、むしろ、リン酸化が増強された。また、このTC48によるTxk

のリン酸化の増強は、TC48の発現量に依存していた（図4-4：レーン4～6）。一方、active Fyn存在下で

は、TC48は発現量に依存してTxkの脱リン酸化を誘導した（図4-4：レーン10～12）。ただし、active Fyn

存在下における、TC48によるTxkの脱リン酸化は、TC45による脱リン酸化に比べて部分的であった。 
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５．考察 

ヒトTecファミリーチロシンキナーゼである、Bruton's tyrosine kinase（Btk）[73、74]、interleukin-2-inducible 

T-cell kinase（Itk）[75]及びTxk[27、76]は、刺激により核内に移行することとが報告されている。前章ま

でにTxkがPARP-1及びEF-1αと核において複合体を形成し、IFN-γプロモーター領域DNA（Txk-RE）

に結合すること、またこの機構がTxkのキナーゼ活性に依存して働くことを示した。一方で、チロシン

キナーゼのカウンターパートとしては、チロシン脱リン酸化酵素（protein tyrosine phosphatase：PTP）が

考えられるが、T細胞において約60種類のPTPが認められているにもかかわらず、核内に存在するPTP

は、TCPTPを含めて数種類しか知られておらず[63、64]、その機能は十分解明されていない。 

近年、核に分布するTCPTPアイソフォームであるTC45が核コンパートメントで、signal transducer and 

activator of transcription（STAT）1、3及び6を脱リン酸化することが報告された[77-80]。STATは、リン
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パ球の分化やサイトカイン受容体を介するシグナル伝達に必須の分子であり、TC45 が免疫機能に重要

や役割を担っていると考えられる。本研究では、STATと同様に、TCPTPが核においてTxkの脱リン酸

化に働き、Txk複合体による IFN-γ 転写活性化をネガティブに調節しているとの仮説をたて、検討を行

った。 

その結果、COS7細胞において、TC45がTxkを脱リン酸化すること、細胞質に局在するアイソフォー

ムであるTC48はTxkを脱リン酸化しないことを示した。 

active Fynを共発現しない条件では、TC48はむしろ、Txkのリン酸化を発現量依存的に促進した（図

4-4：レーン4～6）。この分子メカニズムについては、まだ解明できていない。ただ、active Fynを共発現

しない条件においても、COS7におけるTxkのリン酸化はある程度認められており（図4-3A及びB：レ

ーン2、図4-4：レーン2）、COS7の細胞内にTxkのリン酸化調節に関与する内因性の分子が存在すると

推察される。TC48 は、細胞質において、これらの分子を基質として認識し、その活性を調節すること

によって、結果としてTxkのリン酸化を亢進した可能性が推察された。 

一方で、active Fynを共発現する条件では、TC48の共発現により、部分的ではあるがTxkの脱リン酸

化が認められた。Fynは不活性化状態において、C末端の531番目のチロシン残基（Y531）がリン酸化

されており、不活性状態に維持されているが、Y531の脱リン酸化により、構造変化を起こし、キナーゼ

ドメインの活性化ループにあるY417が自己リン酸化され、活性化すると考えられている[81]。active Fyn

はY531がフェニルアラニンに置換されており（Y531F）、恒常的にY417の自己リン酸が誘導される。

一方で、TCPTPは、FynのY417の脱リン酸化に働くことが示されている[72]。このため、active Fynを

共発現させた条件では、TC48によって、細胞質にある active Fyn（Y531F）のY417の脱リン酸化が誘導

され、active Fynの活性が低下し、結果としてTxkのリン酸化が相対的に減少した（図4-4：レーン8と

レーン11及び12の比較）可能性が推察された。この仮説の検証には、TC48による active Fyn Y417の

脱リン酸化の検討など、Fynに焦点を当てた検討を実施する必要がある。 

本章の検討から、TCPTPは核におけるTxkの脱リン酸化を誘導することによって、T細胞の活性化の

調節に重要な役割を担っていることが示唆された。 
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第５章 Tリンパ球におけるTxkの脱リン酸化に及ぼすTCPTPの寄与 

 

１．研究の目的 

第4章における検討で、Txkのリン酸化が、TCPTPによって調節されている可能性を示した。そこで、

T細胞における内因性の TCPTPによって、Txkのリン酸化が調節されているかどうか検討するために、

Jurkat細胞を用いて検討を行った。Jurkat細胞におけるTxkの発現は低いことから[27]、まずGFP-Txkを

安定的に発現する Jurkat細胞を作製した。その後、GFP-Txk安定発現 Jurkat細胞の内因性 TCPTP を、

TCPTP特異的な short interference RNA（以下、siRNA）によりノックダウンすることによって、TCPTP

のTxkのリン酸化に及ぼす影響について検討した。 

 

２．実験材料 

(1) プラスミドベクター及び siRNA 

1) GFP-Txk発現ベクター及びGFP（empty）発現ベクター 

第4章で記載したGFP-Txk発現ベクターを使用した。また、GFP（empty）発現ベクター（空のpAcGFP

プラスミド）を対照として使用いた。 

2) TCPTP特異的 siRNA及び scrambled siRNA 

TCPTP特異的 siRNAと、その陰性対照となる scrambled siRNAをOrigene社より購入した。 

(2) Jurkat細胞（ヒトリンフォーマ由来のT細胞株（ATCC）） 

10% FCS、ペニシリン（100 units/mL）、ストレプトマイシン（100 μg/mL）（いずれも、Gibco）を添加

したRPMI1640培地（Gibco）を用いて維持培養した。 

(3) 抗体 

ウサギ抗 GFP ポリクローナル抗体（Clontech)、マウス抗 GFP モノクローナル抗体（JL-8：Clontech）、

抗リン酸化チロシン抗体（4G10：Upstate）、ヤギ抗ヒト/マウス/ラット TCPTP ポリクローナル抗体（以

下、抗TCPTP抗体、R&D systems）、抗β-actinモノクローナル抗体（以下、抗β-actin抗体：シグマ）。 

(4) その他の試薬 

Nucleofector® kit V（Lonza）、G418（Gibco）、PHA-L（ロシュ）、phorbol 12-myristate 13-acetate （以下、
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PMA：シグマ）、プロテアーゼインヒビターカクテル、ホスファターゼインヒビターカクテル（いずれ

も、ロシュ）、BCAプロテインアッセイキット（Thermo Fisher Scientific）、正常ウサギ IgG、protein Aア

ガロースビーズ（いずれも、Santa Cruz Biotechnology） 

(5) 使用機器 

Nucleofector™ II system（Lonza） 

 

３．実験方法 

(1) GFP-Txk及びGFP（empty）安定発現 Jurkat細胞の作製 

GFP-Txk及びGFP（empty）発現ベクターを、Nucleofector™ II systemを用いたエレクトロポレーショ

ン法によりトランスフェクトした。なお、トランスフェクションは、Nucleofector® kit V キットを使用

し、Jurkat 細胞用に最適化された推奨プロトコール（Lonza）に従って実施した。トランスフェクト後、

10 %FCS含有、ペニシリン・ストレプトマイシン不含のRPMI1640培地で2日間培養し、その後、選択

培地（RPMI1640、100 units/mL ペニシリン、100 μg/mL ストレプトマイシン、10 % FCS、0.5～1.3 mg/ml 

G418）に置換し、約4週間培養後、GFP-Txk及びGFP（empty）恒常発現細胞クローンを取得した。 

(2) GFP-Txk安定発現 Jurkat細胞のTCPTPのノックダウン 

TCPTP特異的 siRNA及び scrambled siRNAをGFP-Txk安定発現 Jurkat細胞にトランスフェクトした。

トランスフェクトは、前項と同様にNucleofector™ II systemを用い、同様の方法で実施した。 

(3) Jurkat細胞の活性化に伴うTxkのリン酸化に及ぼすTCPTPノックダウンの影響 

1) Jurkat細胞のPHA-L/PMA刺激 

6ウェルプレート（ファルコン）に、1×10
6個のGFP-Txk及びGFP（empty）安定発現 Jurkat細胞を播

種し、5 μg/ml PHA-L及び10 ng/ml PMA（いずれも最終濃度）を添加して、0～150分間培養した。siRNA

をトランスフェクトした GFP-Txk安定発現 Jurkat細胞については、siRNA をトランスフェクトした 48

時間後に同様の方法でPHA-L/PMA刺激した。 

2) Whole cell lysateの回収 

各時点において細胞を遠心分離により回収し、lysis buffer（50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.25 % 

Na-deoxycholate, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 % Nonidet P-40, プロテアーゼインヒビターカクテル、ホス
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ファターゼインヒビターカクテル）を加えて、細胞を溶解し、遠心分離により上清（Whole cell lysate）

を回収した。 

3) 免疫沈降、イムノブロッティング及びリン酸化Txkシグナル／総Txkのシグナル比（pTxk/Txk比）

の解析 

第4章（4．3．(1)）に記載した方法と同様にして実施した。ただし、免疫沈降には、protein Aアガロ

ースビーズを用いた。 

 

４．結果 

(1) Jurkat細胞の活性化に伴うTxkのリン酸化 

GFP-Txk安定発現 Jurkat細胞をPHA-L/PMA刺激し、0、30、60、90及び150分後のWhole cell lysates

回収して、Txkのリン酸化レベルを解析した。その結果、GFP-Txk安定発現 Jurkat細胞におけるTxkの

リン酸化が検出された（図5-1、レーン1～5）。Txkのリン酸化は、刺激前にも認められ、刺激後150分

まで持続的に認められた。なお、GFP（empty）安定発現 Jurkat細胞では、刺激後のいずれの時点におい

ても、同様の位置にバンドは見られなかった（図5-1、レーン6～10）。 

 

 

  

 

(2) Jurkat細胞の活性化に伴うTxkのリン酸化に及ぼすTCPTPノックダウンの影響 

内因性TCPTPによるTxkの脱リン酸化に対する影響を検討するため、siRNAを用いてTCPTPのノッ

クダウンを行った。図5-2には、独立して行った2試験の結果をExperiment 1及びExperiment 2として

Time after stimulation (min) 

Lane        1    2    3    4   5    6    7    8    9   10 
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記載した。TCPTP のノックダウンにより、Jurkat 細胞の TCPTP タンパク質発現が顕著に減少した（図

5-2：上段、Experiment 1及び2）。Txkのリン酸化レベルについて検討するため、抗GFPポリクローナル

抗体を用いた免疫沈降を行った後、抗リン酸化チロシン抗体（4G10）及び抗 GFP モノクローナル抗体

（JL-8）でイムノブロッティングを行った。その結果、TCPTPをノックダウンした Jurkat細胞において、

PHA-L/PMA 刺激60分後のリン酸化Txkレベルの上昇が認められた（図5-2中段：Experiment 1及び2

のレーン6）。pTxk/Txk比を解析（図5-2下から二段目）し、さらにTCPTP siRNA、scrambled siRNA間

のpTxk/Txk比の変化率（TCPTP siRNA/scrambled siRNA）を算出して、プロットしたところ、Experiment 

1及び 2のいずれにおいても、PHA-L/PMA 刺激後 60分をピークとしたTCPTPのノックダウンによる

リン酸化Txkの増加が認められた（図5-2下段）。 

 

 

Experiment 1 

Lane     1   2   3   4  5   6   7   8   9  10 

Experiment 2 

1   2   3   4  5   6   7   8   9  10 
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５．考察 

Jurkat 細胞の内因性の TCPTP のノックダウンにより、Txk のリン酸化の一次的な増加が認められた。

このことから、T細胞における Txkのリン酸化が、TCPTPにより調節されている可能性が示唆された。

ただ、Txk のリン酸化の亢進が一過性であった（図 5-2）ことから、Txk の核内における脱リン酸化が

TCPTPにのみ依存しているとは言い切れない。Txkの脱リン酸化が、刺激後の段階により、異なるPTP

によって調節されている可能性も考えられることから、他のPTPの関与についても検討する必要がある。 

本章の検討により、T細胞の活性化に伴うTxkを介したシグナル伝達系に、TCPTPが関与しているこ

とが示された。Txkによる IFN-γ転写活性化に及ぼすTCPTPの影響については、さらなる検討が必要で

あるが、TCPTPの調節により、Th1の分化及び機能を調節できる可能性が示唆された。 
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第６章 総 論 

 

本論文において、TxkによるIFN-γ転写活性化調節機構を新たに解明した（図6-1）。すなわち、Txk

が自己リン酸化を起点として活性化し、EF-1α及びPARP-1と複合体の形成してIFN-γプロモーター領域

DNAに結合することにより、IFN-γの転写活性化を誘導する機構を明らかにした。また、Txkのリン酸化

は、核内で発現するTCPTP（TC45）によって調節を受けていることを明らかにした。 

 

 

 

Txkは、Th1細胞に特異的に発現する[27]。また、既報[28]及び第3章の結果から、Txkを含む3分子複合

体の形成は、T細胞の活性化に依存して形成されると考えられることから、活性化したTh1細胞に特異的

な現象と考えられる。そのため、TxkのY91の自己リン酸化や3分子複合体の形成の検出が、Th1/Th2バラ

ンスの異常に起因すると考えられている自己免疫疾患やアレルギー性疾患の鑑別や疾患活動性の評価等

に応用できる可能性がある。今後、自己免疫疾患やアレルギー性疾患患者由来の活性化T細胞における3

分子複合体の形成等について検討を進めていきたい。 

また、Txkの機能調節は、Th1/Th2のバランスの異常が関与する自己免疫疾患やアレルギー性疾患など、

様々な疾患の治療に役立つ可能性が考えられる。Takenoらは、マウスにマウスTxk/Rlk発現ベクター（以

下、Txk発現ベクター）を投与し、その後、卵白アルブミン（ovalbumin：以下、OVA）で感作すること

によってOVA特異的なアレルギーを誘導した。アレルギー誘導後、脾臓細胞のOVA特異的な免疫応答に

ついて解析したところ、Txk発現ベクター投与群で顕著なTh2型免疫反応の抑制が認められ、感作マウス
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の血清中総IgE、OVA特異的IgEレベルともに、Txk発現ベクター投与群で顕著に低下した[82]。これらの

結果は、人為的なTxkの発現誘導により、Txk依存的なTh1細胞の分化・活性化が促進され、Th2細胞優位

な免疫反応が是正されたことを示していると考えられる。このため、Txk機能の調節が、アレルギー性

疾患の治療に有用である可能性が示唆された。 

TxkによるIFN-γ転写活性化を特異的に調節する薬剤の創製を考えた場合、まずTxkのキナーゼ活性を

阻害する薬剤が考えられる。ただ、Txk、Tec、Itk、BtkなどのTecファミリーキナーゼは構造が類似して

おり、ファミリー間でTxk選択的が高い阻害剤を創出することは容易ではない。一方で、PARP-1及び

EF-1αとの3分子複合体の形成については、Txk以外に報告がなく、特異的なタンパク質間相互作用と考

えられることから、Txk特異的な阻害剤が創出できる可能性がある。今後は、タンパク質間相互作用阻

害剤の創製のための情報収集のため、3分子それぞれについて様々な変異体を作製し、相互作用部位を絞

り込んでいく必要がある。 

また、今回の検討において、Txkの機能が、PARP-1や核に存在するTCPTP（TC45）によって調節され

ている可能性を示した。そのため、Txkに加えて、これらの分子の活性を調節することにより、Th1/Th2

バランスを調節できる可能性がある。PARP-1に関しては、第3章の検討において、PARP-1阻害剤である

PJ34が、末梢血リンパ球からのIFN-γの産生をIL-4産生にほとんど影響することなく抑制することを示し

た。また、PARP-1阻害剤である6 (5H) -phenanthridinone（PHE）やbenzamide、PJ34が、自己免疫疾患の

ひとつである多発性硬化症の動物モデルであるマウス及びラット実験的自己免疫性脳脊髄炎モデルの症

状を改善することが示されており[52、83]、自己免疫疾患治療剤として期待できる。 

 

ただ、近年、自己免疫疾患において、炎症性サイトカインのひとつであるIL-17の重要性が明らかにさ

れてきている。また、2005年にIL-17を主に産生するTh17細胞の存在が示され[84]、それ以降、自己免疫

疾患がTh1型免疫反応への偏向に起因して起こるとされていたTh1/Th2理論から、パラダイムシフトが起

こった。さらに最近の検討では、Th1細胞が産生するIFN-γは、Th17細胞の分化・活性化に対して抑制的

に働いていることが示され、自己免疫疾患におけるTh1細胞の役割は、細胞性免疫の活性化による炎症

性作用に加えて、Th17細胞の分化・機能抑制による抗炎症性作用も仲介する2面的なものであると考え

られるようになってきた[85-86]。そのため、Th1細胞の分化・機能の抑制では、Th17細胞が関与する自
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己免疫疾患に対しては、十分な治療効果が得られない可能性も考えられる。 

一方で、気管支喘息やアトピー性皮膚炎のようなアレルギー性疾患では、Th2細胞の機能過剰とTh1細

胞の減少が認められており、血中IgEレベルの上昇など、Th2型の免疫反応への偏向が病態に深くかかわ

っていると考えられている[17-20]。実際に、喘息やアトピー性皮膚炎の治療のため、抗IL-4受容体抗体

やSTAT6シグナルの阻害剤など、Th2サイトカインやその受容体シグナルを標的とした治療法が試され

ている[21-23]。第4章の検討において、核に存在するTCPTP（TC45）がTxkを脱リン酸化すること、また

第5章の検討において、ヒトリンフォーマ由来のT細胞株であるJurkat細胞におけるTCPTPのノックダウ

ンにより、Txkのリン酸化が持続することを示した。これらの結果から、TCPTPの阻害により、Txkシグ

ナルが持続し、Th1型の免疫反応の活性化が誘導できる可能性が示唆された。前述のマウスOVA感作モ

デル[82]で認められたように、Txk機能の亢進によって、Th2型の免疫反応への偏向が是正される可能性

があり、TCPTP阻害によるアレルギー性疾患の治療の可能性が期待される。ただ、TCPTPは、STAT1（IFN

などの受容体シグナルに関与）、3（IL-6などの受容体シグナルに関与）、6（IL-4などの受容体シグナ

ルに関与）などの調節にも関与していることが報告されており[77-80]、Th1細胞とTh2細胞の両方への関

与が示唆される。そのため、TCPTPの阻害によってTh1/Th2バランスを調節し、アレルギー病態を改善

するためには、基質選択的な作用メカニズムの探索など、更なる検討が必要と考えられた。 

 

以上、本研究において、Txkを介したTh1細胞特異的シグナル伝達機構を明らかにした。本研究で得ら

れた知見は、Txk複合体の形成を指標とした自己免疫疾患やアレルギー性疾患の診断や、Th1/Th2バラン

スの異常に基づく疾患の治療薬開発のための薬剤スクリーニング系などに応用できる可能性があると考

えられる。そのため、Txk複合体の形成とその利用法について、聖マリアンナ医科大学と共同で特許化

した[87]。今後、本研究の産業利用を目指して研究を進めていきたい。 
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