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シグナル伝達におけるチロシンホスファターゼCD45の機能

学位論文内容の要旨

【序論】
  マスト細胞に発現する高親和性lgE受容体(FCe Rl)は凝集するとdetergentresistant
membrane（DRM）と呼ばれる膜脂質マイクロドメインに移行しシグナルを伝達するが、この時
Src型キナーゼLynによってFc£R｜はチロシンリン酸化される。しかし、このLynによるFc£R｜
リン酸化機構の詳細は明らかではなく、現在FceRIfこ会合するLynまたはDRMに局在するLyn
による2つのりン酸化モデルが考えられている。一方、膜貫通型のチロシンホスファターゼ
CD45はT細胞やB細胞において、SrC型キナーゼのC末端側にある制御チロシン残基を脱リ
ン酸化し、キナーゼ活性を上昇させることが知られている。しかし、CD45ノックアウトマウ
ス由来のマスト細胞の解析から、CD45はFc£RIのシグナル伝達に必須であると考えられるが、
CD45を欠損したマス卜細胞の変異株において脱穎粒が認められるという報告もあり、FceRl
凝集によるCD45のLyn活性化についての詳細は不明である。そこで、CD45の発現Iが異な
るラット好塩基性白血病細胞（RBL）株を樹立し、これら株間での抗原刺激に対する細胞応答を
比較してCD45によるLyn活性化について解析した。また、CD45のDRMへの局在を検討し、
CD45によるLyn活性化のDRM依存性を調べ、Fc8R｜凝集に伴うLynの活性化からFC£R｜の
チロシ ンリン酸 化に至る 経路を明らかにすることを試みたので以下に報告する。

【結果・考察】

］：CQ錏高発現盤と低発現桂Q鯉抵

  FACS解析の結果、マスト細胞の研究に有用なRBL－2H3細胞のCD45発現量は不均―であ

ったため、CD45発現量が異なる細胞株の樹立を目的として限界希釈法によるクロ―ニングを
行った。 その結果 、CD45高発現株(CD45H株）およびCD45がCD45H株の1/100だけ発

現しているCD45低発現株(CD45L株）が得られ、これら細胞株の多価抗原刺激による細胞応
答を比較し、CD45の機能を解析した。

（］賦匠劃激によ盃脱頴拉反応

  抗DNP lgE抗体を感作した細胞に種々の濃度の抗原(DNPーBSA)を添加し、脱穎粒の割合を
求めた。その結果、1000 ng/mlの刺激ではCD45L株においてもCD45H株と同様に脱顆粒反

応が認められたが、1 ng/mlという低濃度の抗原で刺激を行うと、FceRIやLynがCD45H株

と同程度発現しているにもかかわらずCD45L株では脱顆粒反応が認められなかった。したがっ
て、CD45は脱顆粒に至るFceRIのシグナル伝達を促進していることが明らかになった。

蝗賦匝劃激による細胞内カ2ヒ2えム動員反応

  細胞にカルシウム蛍光指示薬であるFura－PE3を負荷し、抗原刺激による細胞内カルシウム
濃度を経時的に測定した。その結果、CD45H株とCD45L株で同程度の脱顆粒が認められた100

ng/mlの抗原刺激においてもCD45L株で細胞内カルシウム動員反応が低下していた。また、
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  細胞外領域と細胞膜領域をモルモットFcy RIIBに置換したCD45キメラ体をCD45L1株に発
現させたところ、細胞内カルシウム動員反応が回復し、CD45L株の細胞応答の低下はCD45の
発現量によることが示された。しかし、ホスファターゼ活性を欠損したキメラ体を用いて、
CD45L1株にわずかに発現するCD45の競合阻害を試みたが、細胞応答のさらなる低下は認め
られず、FceRIのシグナル伝達にCD45は必ずしも必要ではないことが示唆された。
Iユ賦厘劃澂によ9E鍛BIQ王ロ2Zり2酸化
  CD45がLyrtの活性に関与していることが考えられたため、抗原刺激によるFceRIのチロシ
ンリン酸化を調べた。その結果、CD45L株ではCD45H株と比較してFcsRIのチロシンリン酸
化が低下していた。したがって、CD45H株と比較してCD45L株ではFceRI凝集によるLynの
活性が低いことやFceRIのチロシンリン酸化に関与するLynが少ないことが考えられた。
盥賦匳刻激によ盃Eog:RIとL迎Q会盒
  抗原刺激後Lynはりン酸化したFcsRIに動員されるが、この際Lynの制御チロシン残基が
CD45によって脱リン酸化されることが予想される。そこで、抗原刺激によるLynのFceRIへ
の会合量の増加を調べた。その結果、CD45L株ではCD45H株で認められたFCeRI凝集による
LynのFceRIへの動員がほとんど認められなかった。したがって、CD45L株では、FceRIのチ
ロシンリン酸化が低下し、さらにCD45によってLynの制御チロシン残基が脱リン酸化されな
いためLynの会合量が増加しないことが示唆された。
15賦匳刻激によ盃FC<RIに位随Lエt）盃乏ロ22主土ニゼ活性
  抗原で細胞を刺激すると、LynはSH2領域を介してりン酸化したFceRIに会合するが、この
時Lynのキナーゼ活性が著しく上昇することから、FceRIに付随しているチロシンキナーゼ活
性を調べた。その結果、CD45H株で見られた抗原刺激によるチロシンキナーゼ活性の上昇が
CD45L株では検出できなかった。したがって、Fc£RIの凝集に伴うチロシンキナ―ゼ活性の亢
進にもCD45が必要で、CD45L株ではLynのFceRIへの会合量が低下し、さらに会合してい
るLynが十分に活性化されないことが考えられた。また、FceRIに付随するキナーゼ活性の上
昇がシグナル伝達に必須でないことが示唆された。

2： CQ疊 5の ． PRM (Oet~:rqent_r量 § i鉱 蠱 t merpl?r4n量 ） 仝 Q局 在
i312ヨ誼密度勾配遠fム法によ盃QRMQ盆離
  DRMは非イオン性の界面活性剤に不溶性でしかも低比重であることから、ショ糖密度勾配遠
心でDRMの分離を行った。その結果、低密度側のDRM面分にLynが認められたが、CD45は
DRM画分に検出できず、CD45が常にDRMの外に存在していることが示唆された。
（21基篤点ヒニ笠ニ題懲鐘によ盃観憲
  共焦点レ―ザ一顕徹鏡を用いて形態学的にCD45の局在を調べた結果、抗原で刺激すると凝
集したFCeRIとDRMおよびLynの共局在が認められたが、CD45はFCeRIと異なる分布を示
した。したがって、CD45はDRMの外に存在し、抗原刺激によるLynの活性化はDRMの外で
起こっていると考えられた。また、DRMに局在するLynではなくFceRIに会合しているLyn
がシグナル伝達に重要であることが示唆された。

【まとめ】
（1）CD45はFceRI凝集による脱顆粒に必ずしも必要ではないが、Lynを活性化してFceRIシグ
    ナル伝達を促進することを明らかにした。
(2J CD45が常にDRM外に存在していることを明らかにし、CD45のLyn活性化およびFceR｜
    に会合しているLynによるFCeRIのチロシンリン酸化がDRMの外側で進行することが示唆
  された。
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マスト細胞の高親和性IgE受容体を介する

シグナル伝達におけるチロシンホスファターゼCD45の機能

近年、アレルギー疾患が急増し、日本全人口の1/5以上が花粉症やアトピー性皮

膚炎など何らかのアレルギー疾患を持っと言われ、その発症要因は環境問題、社

会生活からのストレスや食生活などと多岐に渡ると考えられている。これらアレルギ

ー疾患に対しては抗ヒスタミン剤やステロイド剤などの対症療法が主に施されてい

るが、治療効果が十分でなぃことや副作用を伴うこともある。したがって、新たな作

用機序をもつ新薬の開発が切望されているが、そのためにはアレルギーの発症機

構を明らかにすることが不可欠である。

マスト細胞（肥満細胞）や好塩基球はIgEを高親和性に結合するレセプター

(FceRI)を発現する。IgEを結合したFc8RIが多価抗原によって凝集すると、一連の

細胞内情報伝達機構が始動し、種々のアレルギー反応を惹起するメディエーター

の遊離や合成など、多彩な細胞応答が引き起こされる。レセプター凝集後の最も初

期に認められるのはレセプター自身のチロシンリン酸化である。このりン酸化はレセ

プターに会合するSrcファミリーキナーゼのLynによることが知られているが、レセプ

ターの凝集によってどのような機構でレセプターがりン酸化されるのかについては

不明な点が多く残されている。申請者はアレルギー反応の惹起に繋がるFcRIを

介するシグナル伝達機構の解明を目指し、Lynの活性制御に関わる細胞膜上のチ

ロシンホスファターゼであるCD45に着目して、その機能を明らかにすることを試み

た。

申請者はマスト細胞のモデルとしてよく用いられるラット好塩基性白血病細胞を用

い、CD45を発現している細胞と欠損している変異細胞をクローニングして得て、



Fc£RI凝集刺激による細胞応答を比較した。その結果、CD45欠損細胞でもレセプ

ター凝集に伴う脱顆粒反応は認められるが、レセプターのチロシンリン酸化をはじ

めとした種々のシグナル伝達機能が低下していることが見出された。特に、CD45欠

損細胞ではレセプター凝集に伴うレセプターに会合するLynの活性が大きく減少し

ていることが明らかとなった。CD45はLynの活性を負に制御している制御チロシン

残基を脱リン酸化することが知られているが、マスト細胞においてもこの機構によっ

てLynが活性化されることが予想された。このように、申請者はCD45はFc8RIを介

するシグナル伝達に必須な分子ではないが、シグナル伝達の促進に関わっている

ことを示唆した。

最近、Fc8RIは凝集すると細胞膜のマイクロドメイン(DRM)に移行することが明ら

かにされ、一部のLynがDRMに局在していることから、このドメインでレセプターの

チロシンリン酸化が起こると推察されている。一方、レセプターのチロシンリン酸化

はレセプターがDRMに移行する以前に会合しているLynによってりン酸化される

モデルも提唱されている。申請者はCD45のDRMへの局在をDRMの分画や共

焦点レ←ザー顕微鏡による観察で調ベ、Lyn活性化の局在性およびDRM依存性

について検討した。その結果、CD45はDRMから排除されており、レセプターの凝

集後にもDRMに移行しないことを見出した。したがってFceRIに会合したI」ynの活

性化とレセプターのチロシンリン酸化はDRMの外で進行すると考えられ、レセプタ

ニのチロシンリン酸化はDRM非依存的に起こることが強く示唆された。

  上記の研究成果は、マスト細胞のFcRIを介するシグナル伝達機構を明らかに

する上で重要な知見であり、博士（薬学）の学位を受けるに値する業績と評価した。


