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概    要  

アダプター蛋白質 3BP2 は、顎骨の破壊と顔面腫脹を特徴とする常染色体優性遺伝病チェルビズムの

原因遺伝子と考えられている。これまで我々は、チロシンキナーゼ Syk が 3BP2 をリン酸化することに

注目し、免疫細胞におけるその機能を明らかにしてきた。本研究では、Syk によりリン酸化されない非

リン酸化型 3BP2 を発現するノックインマウスを CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集を用いて新た

に作製し、生体内で 3BP2 がチロシンリン酸化を受ける生理的意義の解明を目指す。これまでに、ノッ

クインだけではなく、ノックアウトマウスを生む可能性をもつ個体が得られている。また、脾臓の B細

胞において 3BP2 がチロシンリン酸化を受ける事を示唆するデータが得られた。現在繁殖させているマ

ウスを使い、解析を進めていきたい。 
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アダプター蛋白質 3BP2は、顎骨の破壊と顔面の

腫れを特徴とする常染色体優性遺伝病チェルビズ

ムの原因遺伝子として同定されている。チェルビ

ズム病モデルマウスにおいては、破骨細胞による

骨吸収とマクロファージによる炎症性サイトカイ

ンの産生亢進が認められている。 

一方、我々の研究室では抗原受容体を介して

3BP2 がチロシンリン酸化される点に注目し、その

分子メカニズムと生理的意義について研究を進め

ている。これまでに B 細胞やマスト細胞、マクロ

ファージなどの免疫担当細胞において、3BP2 が抗

原受容体の刺激に応じてチロシンキナーゼ Syk に

よりリン酸化され、様々な細胞応答の調節に関わ

る事を明らかにしてきた。それゆえ、Syk が 3BP2

をチロシンリン酸化することは免疫応答に重要な

役割を持つと考えられるが、個体レベルにおける

生理的意義は明らかとなっていない。 

近年、CRISPR/Cas9システムによるゲノム編集技

術を利用した遺伝子改変が注目を集めており、当

研究室でも実績を挙げている。最近では、ゲノム

DNA に相補的な一本鎖オリゴ DNA（ssODN）をドナ

ーDNAとして使い、目的遺伝子に任意の変異を高い

効率で導入することが可能になっている。 

そこで本研究では、CRISPR/Cas9システムを用い

て Syk によるリン酸化を受けない非リン酸化型

3BP2 ノックインマウスの作製を試みる。得られた

ノックインマウスと野生型マウスを比較すること

により、Syk が 3BP2 をチロシンリン酸化する生理

的意義について個体レベルで解明を目指す。具体

的には B 細胞の分化や増殖、抗体産生に及ぼす影

響、貪食細胞による病原微生物に対する反応や、

近年注目を集めている自然リンパ球を介した 2 型

免疫応答における役割を解析する。

 
 
＜3BP2 遺伝子のゲノム編集＞ 

我々の研究グループは、Sykが 3BP2のチロシン

残基（Tyr）174、183、446をリン酸化することを

明らかにしている。特に Tyr183のリン酸化は、シ

グナル伝達分子との複合体形成に必要であり、抗

原受容体による転写因子 NFATの活性化に重要な役

割を果たすと考えられる（Shukla et al. J. Biol. 
Chem. 2009）。そこで本研究では、Sykによる 3BP2

のリン酸化が持つ意義を個体レベルで明らかにす

ることを目的として、Tyr183をフェニルアラニン

に置換した非リン酸化型 3BP2（Y183F）を発現する

ノックインマウスの作製を試みた。3BP2の Tyr183

は 3BP2 遺伝子のエクソン 7 にコードされている。

この領域に対する CRISPR RNAとトランス活性化型

RNAおよび Cas9蛋白質の複合体を作製し、ノック

インに必要な ssODNと共にマウス受精卵にマイク

ロインジェクションした。ssODNは目的とする変異

だけではなく、ゲノム PCR産物を制限酵素処理し

てノックイン個体を選別できるような変異を持つ

ように合成した。 

研究の背景および目的 

研究の内容および成果 



＜ゲノム編集マウスの遺伝子型解析＞ 

ゲノム編集を試みた受精卵から、18匹の成体マ

ウスが得られた。今回の実験では 18匹中 7匹に目

的とするノックイン変異を確認できた。現在、ノ

ックインマウスの系統を樹立するために、戻し交

配を進めている（図１）。一方、少なくとも 9匹の

マウスで indel変異が認められ、その中にエクソ

ンとイントロンの境界を横断するように、70、111、

あるいは 251塩基対が欠損した個体が見つかった。

このようなアレルから転写される RNAは正常にス

プライシングされず、RNAの品質管理機構により異

常な mRNAとして破壊される可能性がある。こうし

たアレルをホモで持つマウスは 3BP2ノックアウト

マウスとして利用できる可能性があり、現在確認

のための交配を進めている。 

 
図１：ノックインマウスのゲノム配列（Y183F/WT） 

 

＜脾細胞における 3BP2 のチロシンリン酸化＞ 

マウスにおける 3BP2の発現は、マスト細胞、マ

クロファージや破骨細胞、NK細胞、B細胞、T細胞

で確認されている。しかし、どのような細胞で 3BP2

がよくチロシンリン酸化されるのかは分かってい

ない。我々がこれまでに行った解析では、B細胞に

由来する細胞株で 3BP2の強いチロシンリン酸化が

認められており、マウスにおいても B細胞で 3BP2

が Sykによりチロシンリン酸化される可能性が高

いと考えた。そこで、抗 IgM抗体を用いて脾細胞

の B細胞受容体(BCR)を刺激し、3BP2のチロシンリ

ン酸化をプルダウンアッセイにより解析した。そ

の結果、BCRの架橋により 3BP2が強くチロシンリ

ン酸化されることが分かった（図２）。今後、3BP2

のリン酸化が B細胞の分化や増殖、抗体産生に及

ぼす影響について、3BP2遺伝子改変マウスを使っ

て明らかにしていく予定である。 

 
図２：脾細胞における 3BP2のチロシンリン酸化 

（ウェスタンブロッティングによる解析） 
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