
博 士 （ 医 学 ） 西 尾   仁

    学位論文題名

    Molecular ClonngofCDNAEnCOding

    HumanRab3DVゾhOSeEXpreSSlonIS
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（顆粒球分化に伴う遺伝子ヒトRab3Dのクローニングに関する研究）

学位論文内容の要旨

  成熟穎粒球は骨髄球系前駆細胞より多様な段階を経て分化し、細菌、真菌、寄生虫感染など

に対する宿主反応の際に主要なエフェクタ一細胞として作用することが知られている。このよ

うな成熟顆粒球における機能の獲得には特異的な遺伝子の発現が不可欠であるといえる。他方、

骨髄球性自血病細胞は、顆粒球分化に必須である遺伝子の発現が欠落しているために、幼若な

段階で成熟が停止した状態であると推察される。

  HT93A細胞株は岸（新潟大）らにより樹立されたヒト前骨髄球性白血病患者由来の白血病

細胞株であるが、レチノイン酸存在下において成熟顆粒球（好酸球および好中球）ヘ分化する

ことが知られているのでin vitroにおける骨髄球系前駆細胞からの顆粒球分化のモデルとして

有用であると考えらえた。この細胞株を用いて顆粒球分化途中に発現される遺伝子を単離する

ためにサブ卜ラクション法およびディフんレンシャルディスプレイ法を施行した。サブトラク

ション法では一部の転写産物の変化を捕らえるのみに留まったが、ディファレンシャルディス

プレイ法は少量のサンプルよルクロ―ニングを行うことが可能であり、多数の発現遺伝子の経

時 的 変 化 を 非 常 に 捕 ら え や す い た め 単 離 の 方 法 と し て 後 者 を 選 択 し た 。

  我々がクローニングした新規遺伝子は分子量24kDの低分子GTP結合夕ンパクをコ―ドして

おり、そのモチ―フ解析からRab familyに属することが判明した。Rab familyは現在までに

30種類以上が報告されている。特にRab3 subfamilyは種に関係なく認められ、4種類のアイ

ソタイプ‐3A、‐3B、-3Cおよび‐3Dを有し、各アイソタイプ間ではアミノ酸配列上77―85％

のホモロジ―である。また、アミノ酸配列の比較からこのタンパク質はマウスRab3Dに93％

のホモ口ジーを呈し、最も類似していたためRab3Dのヒトホモログとして判断した。

  Rab familyに属するタンパクは各組織に遍在的に発現されており、血液細胞においても顆粒

球および単球に発現されていることが報告されている。我々の検討においてもヒ卜Rab3Dは

様々の血液細胞株に低レベルではあるが恒常的に発現されていた。また、ヒト末梢血では顆粒

球 に おい て の発 現量 が 他系 統の 血 球細 胞に 比 較し て多 い こと が示 さ れた 。



  我々はさらに顆粒球分化に伴い、ヒ卜Rab3DがmRNAレベルにおいてup-regulationされ

ることを示した。この発現の変化は他の細胞株(YJ11）を用いた検討では顆粒球に分化する際

のみに確認された。また、レチノイン酸による刺激は細胞株Jurkat、U937において直接的に

発現量に影響を与えなかった。したがって、ヒトRab3Dはその発現パ夕一ンから顆粒球にお

いて特異的な作用している可能性が推測された。

  Rab3 subfamilyは細胞内小胞輸送に関与していることが知られており、高井（大阪大）ら

の報告ではRab3Aは神経終末において神経伝達物質の小胞輸送に関与することが明らかにさ

れている。また、exocytosisについて様々の細胞で関与していることが多数の報告でなされて

いる。本実験の結果から我々はヒトRab3Dが顆粒球においてその含有顆粒のexocytosisに関

与するモデルを推測しているが、顆粒球における脱顆粒の現象を明らかにするために今後この

クロ―二ングされた新規遺伝子を発現ベク夕―に組み込み、好中球および好酸球における顆粒

放出の変化を検討することで成熟顆粒球でのRab3Dの役割を解明することができるものと期

待される。また、Rab3D夕ンパクの過剰発現をしたトランスジェニックマウス、あるいはノッ

クアウトマウスなどの加vivoにおいてその作用を支持できる結果が得られるかは興味深いと

ころである。



学位論文審査の要旨

    学位論文題名

    rvIolecular ClonlngofCDNAEnCOding

    HumanRab3DWhOSeEXpreSSlonIS

    UplregulatedwithMyeloidDi任 ． erentiation

（顆粒球分化に伴う遺伝子ヒトRab3Dのクローニングに関する研究）

  申請者は自血病細胞が未熟な骨髄芽球の異常増殖および分化停止の状態であ

ることと一部の自血病が分化誘導後に成熟顆粒球になることに着目した。本研

究は骨髄球系前駆細胞より多様な段階を経て分化する正常の顆粒球分化と前述

の現象を対比させ、この分化過程に発現される様々な遺伝子について検討した

ものである。

  本研究に用いられたHT93A細胞株は岸ら（新潟大）により樹立されたヒト

急性前骨髄球性自血病患者由来の自血病細胞株であるが、レチノイン酸存在下

において成熟顆粒球（好酸球および好中球）ヘ分化することが報告されている。

実験に先立ちこの細胞について種々の検討をし、in vitroにおける骨髄球系前駆

細胞からの顆粒球分化のモデルとして有用であると申請者らは考えた。単離の

方法として多数の発現遺伝子の経時的変化の観察に優れていることからディフ

ァレンシャルディスプイ法が用いられた。

  今回ク口ーニングされた新規遺伝子は分子量が24kDの低分子GTP結合夕ン

ノ、クをコードしており、そのモチーフ解析からRab familyに属すると考えられ

た。また、アミノ酸配列の比較からマウスRab3Dと93%の相同性を有しており、

Rab3Dのヒトホモ口グとして申請者により同定された。なお、Rab familyは現

在までに30種類以上が報告されているが、特にRab3 subfamilyは種を越えて存

在し、高度の相同性を有する4種類のアイソタイプ(-3A、-3B、-3Cおよびー3D)

が報告されている。

  Rab familyに属するタンバクは各組織に遍在的に発現されており、血液細胞

においても一部のRab夕ンバクは顆粒球および単球に発現されていることが報

告されている。申請者らの検討においても、ヒ卜Rab3Dは様々の血液細胞株に
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低レベルではあるが恒常的に発現されていた。また、ヒト末梢血では顆粒球に
おいての発現量が他系統の血球細胞に比較して多いことが示された。
  申請者はさらに顆粒球分化に伴い、ヒトRab3DがmRNAレペルで発現が増

加することを示した。この発現の変化をさらに他の細胞株(YJ11）を用いて検
討し、顆粒球分化に伴うことを再確認した。また、レチノイン酸による刺激に
分化を示さない細胞株であるJurkatやU937において、レチノイン酸は直接的
にRab3Dの発現量には影響を与えないことを示した。以上から、申請者はヒト

Rab3Dが顆粒球分化に伴い発現が増加することと、成熟顆粒球において重要な
役割を果たしている可能性を示唆した。
  Rab3 subf'amilyは細胞内小胞輸送に関与していることが知られている。高井
ら（大阪大）の報告ではRab3Aは神経終末において神経伝達物質の小胞輸送に
関与することが明らかにされている。また、exocytosisについて様々の細胞で
関与していることも多数報告されている。本実験の結果と合わせて申請者はヒ
トRab3Dが顆粒球においてその含有顆粒のexocytosisに関与している可能性を
想定しているが、今後、成熟顆粒球でのRab3Dの役割をより詳細に解明するこ
とが望まれる。
  学位公開発表に際して、主査および副査よりRab3Dが発現する他の細胞にお
ける機能に関しての推察、具体的な臨床応用の可能性、実験動物における最近
の知見ならびにそれを用いた場合の推測される結果など、多岐にわたる質問お
よび指摘がなされた。申請者はそれらに対してRab familyに関する各分野での
報告ならびに発表以外の実験結果を引用し、未施行の実験および応用例に関し
て推察される事象を明瞭に回答した。
  この論文は低分子GTP結合夕ンバクのーつであるRab3Dのヒトホモ口グを
新規にク口ーニングしたものである。このタンパクが顆粒球分化の際に発現が
増加することを初めて示し、成熟顆粒球における脱顆粒の現象に重要な役割を
果たしている可能性を示唆した点で高く評価される。今後、脱顆粒と細胞内小
胞輸送に関与するこのタンバクの活性機構および作用機構を解明することで特
異的顆粒の放出制御への応用が期待される。審査員一同は、これらの成果を高
く評価し、大学院課程における研鑚や取得単位なども併せ、申請者が博士（医
学 ） の学 位を受 ける のに充 分な資 格を有 する ものと 判断し た。


