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血球細胞特異的に発現するM-DOCK蛋白の機能の解析

学位論文内容の要旨

    I．研究目的
  DOCK180は、アダプター分子CrkのSH3領域に結合する蛋白として同定され、その機能は
p130C"'_Crk複合体を介するfocal adhesionからのシグナル伝達に関与することがわかっている。
さらに、DOCK180はRaclと結合し、活性化することでfocal adhesionから細胞骨格へのシグ
ナルを伝達していることが報告された。
  ヒトにおけるDOCK180の相同蛋白は、データベース検索にて少なくとも3っが確認された。
骨 髄 芽 球 (Myeloblast)由 来 の KG-1細 胞 か ら ク 口 ー ニ ン グ さ れ た KIAA0209
(GenBank/EMBL/DDBJ，D86964)、脳から分離されたKIAA0299 (AB002297)、そしてりンパ
芽球から分離されたGS034D21である。すなわち、ヒトにおいては少なくとも4つのDOCKフ
ァミリー蛋白の存在が認められる。しかしながら、これまでDOCK180以外のものについては
その機能、性質について全く報告されていない。本研究ではこのうち、KIAA0209（以下、M-
DOCKと呼称）について解析したので幸K告する。

    II．研究方法

1． Plasmids
  KIAA0209のcDNAは、かずさDNA研究所、野村博士より御供与頂いた。これを本実験で使
用するに際し、N末にFlag tagを付けた全長のcDNAをpCXN2発現ペク夕一に組み込んで用
いた。CrkII及びDOCK180に関する発現ベクターは、松田らが作製したものを用いた。
2．抗体
  大腸菌にてM-DOCKのC末のGST-tag recombinant proteinを作製。これをウサギに免疫
して、抗M-DOCKポリクローナル抗体を作成した。抗DOCK180ポリク□ーナル抗体及び抗

Crk 3A8モノク□ーナル抗体は、松田らが作製したものを使用した。
3，細胞
  293T細胞及びNRK細胞はDMEMにて培養を行った。Jurkat細I胞、Ramos細胞、及び
THP-1細胞は、RPMI1640にて培養を行った。
4．免疫染色
  ホルマリン固定バラフィン包埋ヒト剖検標本を用いて、抗M-DOCKポリク□ーナル抗体にて

各組織の免疫染色を行った。
6．DNAトランスフウクション、免疫沈降とWestern bloting
  pCXN2-CrkIIとpCXN2-Flag-DOCK180ないしpCXN2-Flag-M-DOCKを、リン酸カルシウ
ム法を用いて293T細胞にトランスフェクトし、48時矧後に溶解バッファーにて回収した細胞
溶解液を各種抗体とprotein A-Sepharoseを用いて免疫沈降を行った。ビーズに結合した蛋白は、
SDS-PAGEにて分離し、抗Flag M5抗体及び抗CrkII抗体にてWestern blottingを行った。
7．マイク□インジェクション法
  NRK 7KiI胞にマイク口インジェクション装鎧にて、圧400 hPa，0．1秒のコンディションで
pEGFPと共に各cDNA発現ベクターを核内に導入した。約0胞はインジェクション後s iiS川から
30分おきに、confocal laser microscopYで靦察した。
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8．THP-15111胞のl)horbol esterホIJ激
  f弔遊状態でt冉擾したTHP-1細J恕にTPAを最終濃度10 ng/mlとなるようにfト入して24ii暑f川妾
に細I胞を回収した。細胞T角￥液をSDS-PAGEにて分離し、Western blottingにて内囚t′たM-
DOCK蛋EIの発現を訓べた。

    III.糸占果
1． DOCKファミリー蛋白の棚同性の比較

  M-DOCKのcDNAは全長5，490 bp，1，830アミノ酸をコードし、計算上212 kDaの蛋白を
発現する。アミノ酸配列で、C末の可変領域を除くとarchetypeであるDOCK180に対して62．3％
と高い同一性を持つ。
2． M-DOCKのヒ卜組織における発現分布
  Northern blottingにてM-DOCK mRNAの発現は末梢血自血球で最も強く認められ、続しゝて
胸腺、脾臓で発現が見られ、DOCK180に対して梱補的であった。各種組織の免疫染色では、問
質 内 及 び 肺 胞 マ ク 口 フ ァ ー ジ 、 リ ン バ 球 に おい て M-DOCK強 陽 性で あっ た。
3， M-DOCKとCrkの結合
  CrkIIとDOCK180ないしM-DOCKを強制発現させた293T細胞の溶解液を、抗Crkモノク
口ーナル抗体にて免疫沈降した結果、DOCK180と異なり、M-DOCKとCrkIIとの結合は認め
られなかった。
4． M-DOCK強制発現によるNRK細胞の形態変化
  マイク口インジェクションによってM-DOCKをNRK細胞において強制発現させると、細胞
の 形 態 が 球 形 と な り 、 ま た 細 胞 を 基 質 か ら 剥 離 させ る こ と が 示 さ れ た 。

    IV.考察
  Northern blotting及び、Western blottingの結果、当初の予想通りDOCK180とM-DOCK
の発現は完全に相補的であった。すなわち、M-DOCKは血液中及び組織においてもT細胞，B

細胞，マクロファージとしゝった浮遊系細胞にのみ発現が認められる一方、DOCK180は付着系
の細胞にのみその発現が認められた。また、293T細胞における抗Crk抗体による免疫沈降で、
M-DOCKはCrkIIと共沈せず、M-DOCKはCrkIIを介するシグナル伝達には関与しないことが
証明された。その意味において、DOCK180が、線虫における同位体であるCed-5の変異体で
失われた2つの機能のうちひとっしか補完できなかったということは、Ced-5の持つ2つの艦
能がヒトにおいては細胞の系に応じて2つの異なったDOCKファミリー蛋白に分離された可能
性を示唆している。さらに、DOCK180が補完出来なかったced-5の機能はapoptotic bodyの
貪食であり、ヒトにおいてphagocytosisを担っているのが血球細胞特異的に発現するM-DOCK
である可能性があり、今後の更なる検討が必要である。

    V．結語
1． DOCKファミルーの一員であるM-DOCKは計算上、212 kDaの分子量を有する蛋白で、N
末にはDOCK180同様SH3構造を持っが、C末にはDOCK180に見られるCrk結合音お位を欠き、
Crk蛋白との結合も見られない。
2． M-DOCKの発現は白血球、胖臓、胸腺に認められ、その他主要臓器には認められなかった。
これはDOCK180の分布とキLIfm的であり、浮遊系の細胞においてはM-DOCKが、付着系の細胞
ではDOCK180がf幾能していると考えられる。
3．M-DOCKはNRK細胞において強8ilJ発現させると，細胞の形態が球形となり、また紳1胞を
基質から剥離させるキ幾能をもつことが示された，



学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

血球細胞特異的に発現するM-DOCK蛋白の機能の解析

  目的：DOCK180は、アダプター分子CrkのSH3領域に結合する蛋白として同定され、
その機能は、Raclと結合し、活性化することでfocal adhesionから細胞骨格へのシグナ
ルを伝達していることが報告された。ヒトにおけるD○CK180の相同蛋白は、骨髄芽球か

らク□ーニングされたKIAA0209 (GenBank/EMBL/DDBJ，D86964)、脳から分離された
KIAA0299 (AB002297)、そしてりンパ芽球から分離されたGS034D21の3っが確認され
ているが、これまでD〇CK180以外のものについてはその機能、性質について全く報告さ

れていない。本研究ではこのうち、KIAA0209（以下、M－D○CKと呼称）について解析
したので報告する。
  材料と方法：KIAA0209のcDNAは、かずさDNA研究所、野村博士より御供与頂いた。

これを本実験で使用するに際し、N末にFlag tagを付けた全長のcDNAをpCXN2発現
ベク夕一に組み込んで用いた。
  293T細 胞及 び NRK細 胞 はDMEMにて 培養を行った 。Jurkat細 胞、Ramos細胞、
及びTHP一1細胞は、RPMI1640にて培養を行った。
  ホルマリン固定パラフィン包埋ヒ卜剖検標本を用いて、抗M－D○CKポリク口ーナル抗
体にて各組織の免疫染色を行った。用いた抗M－D○CK抗体は、大腸菌にてM―DOCKの
C末のGST－tag recombinant proteinを作製。これをウサギに免疫して作成した抗M－
DOCKポリク口ーナル抗体を使用した。
  293T細胞への卜ランスフウクトはりン酸カルシウム法にて行った。回収した細胞溶解
液を各種抗体とproteinA－Sepharoseを用いて免疫沈降を行った。ビーズに結合した蛋白
は、SDS－PAGEにて分離し、抗Flag M5抗体及び抗CrkII抗体にてWestern blotting
を行った。
  NRK細胞へのM－DOCK強制発現は、マイク□インジェクション装置にて、圧400 hPa，

O.l秒のコンディションでpEGFPと共に各cDNA発現ベクターを核内に導入した。細胞
はインジェクション後5時間から30分おきに、confocallaser microscopyで観察した。
  結果：MーD〇CKのcDNAは全長5，490 bp，1，830アミノ酸をコードし、計算上212 kDa
の蛋白を 発現する。ア ミノ酸配列で、 C末の可変領域を除くとarchetypeである
DOCK180に対して62.3％と高い同一性を持つ。
  Northern blottingにてM―DOCK mRNAの発現は末梢血白血球で最も強く認められ、
続いて胸腺、脾臓で発現が見られ、DOCK180に対して相補的であった。各種組織の免疫
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染色では、問質内及び肺胞マク口ファージ、リンバ球においてM―DOCK強陽性であった。
  CrkIIとD〇CK180ないしM―DOCKを強制発現させた293T細胞の溶解液を、抗Crk
モノク口ーナル抗体にて免疫沈降した結果、DOCK180と異なり、M―DOCKとCrkIIと
の結合は認められなかった。しかしながら、Racに対する結合は、DOCK180同様に認め
られ、欠失変異体を用いた解析で、Racとの結合部位は934－1323アミノ酸に存在するこ
とが推定された。
  マイク□インジェクションによってM－D○CKをNRK細胞において強制発現させると、
細胞の形態が球形となり、また細胞を基質から剥離させることが示された。
  考察：Northern blotting及び、Western blottingの結果、当初の予想通りDOCK180
とM－DOCKの発現は完全に相補的であった。すなわち、M―DOCKは血球系の細胞にの
み発現が認められる一方、DOCK180は血球系以外の細胞にその発現が認められた。この
ことは、DOCKファミリーの機能がヒ卜においては細胞の系に応じて分離された可能性を
示唆する。また、M－D〇CKはCrkIIと結合しないものの、D○CK180の下流因子である
Racとは結合することが確認された。Racは普遍的に発現する一方で、付着系の細胞では
細胞骨格の制御、血球系の細胞ではphagocytosisやNADPH産生の制御といった、細胞
特異的な機能を持っており、これらの発現制御を担っているのが上流因子であるDOCK
ファミリーである可能性が考えられた。

  公開発表に引き続き、上出教授より、マイクロインジェクション後のM-DOCK蛋白の
発現の確認、M-DOCKの上流因子に関して、田中教授より、Racの活性化、in vitroでの
Racとの結合、他のRac活性化因子とM-DOCKとの相同性に関して、守内教授より、
Jurkat細胞へのアンチセンス導入についての質問があった。いずれの質問に対しても、申
請者は過去に行われた関連する研究報告との比較検討や、現在継続中の最新の研究結果な
どに基づいて明解に解答した。
  以上、本研究は新たにク□ーニングされたDOCKファミリーの一員であるMーDOCK
蛋白について解析し、低分子量G蛋白Racを介して細胞の形態制御に関する機能を持つこ
とを明らかにしたものであり、博士（医学）の学位授与に充分値するものと思われる。


