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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

西原　広史

Analysis　of　Hematopoietic　Cell　Specific　Protein，　M－DOCK．

Hiroshi　Nishihara

Laboratory　of　Molecular　＆　Cellular　Pathology，　Center　of．　Neurolog．．ical　Science，

Hokkaido　University　Gradwate　School　of　Medicine，　Sapporo　060－8638，　Japan
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緒言
　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1），その機能はP・3・cas－Crk複合体を介するf・cal　adhesi・nからのシグナ

ル伝達に関与することがわかってV・る2）．さらに，DOCK・8・はRac1と結合

し，活性化することでf・cal　c・ntact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3）．

DOCK180の相同蛋白で既にその三三旨が解明されているものには・D・

melan。gasterのMbc，σ　elegansのCed－5があり・これら1まDOCK180を

archetypeとして一つのファミリーを形成している4）・ショウジョウバエで

は，Mbcの変異体において，細月包骨格の蝋画を基盤とするmy・blastfusion

及び上皮細胞の遊走が見られなくなるう）・さら1こ・MbcはRacを活性化する

ことで細胞骨格の制御を担っている，という報告もされている6）・線虫で｝よ

Ced－5の変異で，ア朴一シスに陥った細胞の餓が阻害され・またdistal

tip　ce11（DTC）の齪が見られなくなることがわかっており4），　Ced－5もまた

細胞骨格の制御に関して重要な役割を担っている．

　　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つが確認された．骨髄芽球（Mye1・blast）由来のKG一・細胞からクローニン

グされた預M・2・9（GenBank／EMBLIDDBJ，　D86964）・脳から二二佳された

NAA。299（AB・・2297），そして1ルパ芽球から分離されたGSO34D21であ

る．すなわち，ヒトにおいては少なくとも4つのD・CK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D・CK・8・以外のものについて1ま

その機能，性質について全く報告されてV・ない・本研究ではこのうち，

NAA。2。9について噺したので，その発瑞異性及び機能について報告す

　る．尚，以下KIAAO209は：M－DOCKと呼称する．
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材料と方法

1．　Sequence　analysis

　cDNAのsequenceは，　Clustal　Wによって解析されたデータを用いた7）・

2．　Plasmids
　KIAAO209のcDNAは，かずさDNA研究所・野村博士より御供与頂いた

8）．　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発現ベクター9）に組み込んで用いた・Crkll，　pCAGGS’C「kll，

DOCK、8。，　pCAGGS－DOCK・8・の発現ベクターは，松田らが作製したもの

を用いた1・）1）．pCAGGS－EGFPは，　pEGFP（C1・netech）のenhanced　g「een

且u。rescent　pr。teinの。・ding　re・」b・nをPCRにて増幅し，それをpCAGGS発

現ベクターに組み込んで作製した．

3．抗体
　M．DOCKのC末となる・644番から・83幡のアミノ酸に相当する部位を

PCRで増幅し，　pGEX4T（Pharmacia　Bi・tech）に組み込んで，大月易菌にて

GST－tag　rec。mbinant　pr・teinを作製これをglutathi・n　sephar・seにて＊二

三後，ウサギに帯して，抗M－D・CKウサギ備を作製した・またこの抗

血瀧，GST－M。D・CK　affinity　c・1umnにて＊青製して，抗M・DOCKポリク

。＿ナル抗体として用いた．抗DOCK・8・ポリク・一ナル抗体及び抗C「k

3A8モノク。一ナル抗体は，松田らカミ作製したものを使用した1）11）・Flag　tag

に対するM5抗体はEastman　K・dak社から，また・抗Crkモノクローナル

　抗体はTransduction　Lab社からそれぞれ購入した．

　4，細胞
　　293T細胞（human　embry・na1　kidney　ce11）及びNRK（N・rmal　rat　kidney）

細胞は，非働化した・・％ウシ月台児備を添加したDulbecc・’s　m・dified

Eagle’s　medium（DMEM）1こて培養を行った・ヒトT細胞蛛Jurkat細胞，

ヒトB細胞蛛Ram。s細胞，及びヒト戦由来THP一・細胞は，それぞれ非

働化した、・％ウシ胎児備を添力口したRPMI・64・にて培養を行った・

　5．免疫染色
　　ホルマリン固定パラフィ泡埋ヒト音験標本を用いて，各組織の嫉染色
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を行った．切片は，・％BSAでpreincubate後，寵した抗M－DOCKポリ

ク。一ナル抗体で37℃，・時間incubate．二次抗体にはper・xidase鰍抗

ウサギ抗体を用いて，DABにて発色させた．

6。DNAトランスフェクション・免疫沈降とWestern　blot・

pCXN2．CrkllとpCK、　N2－Flag－D・CK・8・ないしpCXN2－Flag－M－DOCKを，

リ鍛カルシウム法を用いて293T細胞にトランスフェクトし，48時間後1こ

溶解バッファー（・・mM　Tris－hydr・ch1・ride，　pH　7・5・5mNI　EDTA・150　mM

NaCl，　10／o　Triton－X，　50　mM　Na3VO，，　10　mM　NaF，　5　ug／ml　aprotinin，　1　mM

PMSF）で細胞を解した．回収した細胞溶解液を・5，…rpm　1こて10分遠心

後、備を各種ウサギ抗体とpr・tein　A－Sephar・seを用いて嫉沈降を行った・

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

Crkll抗体にてWestern　b1・ttingを行った・二次抗体にはper・xidase職抗

ウサギ及び抗マウス抗体を用い・ECL　chemiluminescence　system

（Amersham）にてバンドを検出した．

7．マイクロインジェクション法
Fibr。nectinでコートした91ass　dishにNRK細胞を8・％c・nfluentとなる

ように撒いて，・6時間後にマイク・インジェクション装置（Car1　Zeiss，

Germany）にて，圧4・・hPa，・．・秒のコンディションでpEGFPと共1こ各

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3。分おきに，c。nf・cal　laser　micr・sc・py（Car1　Zeiss）で幽した・
‘
ρ
爵

8．THP－1細胞のPhorbol　ester刺激
浮遊状態で培養したTHP一・細胞を，刺激・2時間前に6well　dishに

2．5x、。5／we11の灘で撒き，　TPAを最終灘・・ng／m1となるよう1こ注入して

24時間後に細胞を回収した．Negative　c・ntr・1にはDMS・を用いた・浮遊

状態のままの細胞は遠心して沈殿させてから細胞を溶解し，dish　1こ付着し

たものはそのまま溶助郷増した．剛又した細胞溶解液は総蛋蝿糧後，

SDS－PAGEにて分離し，抗M－D・CK抗体を用いたWesternb1・ttingにて内

因性M－D。CK蛋白の発現を調べた．また・抗M－D・CK抗体とP「otein　A一
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Sephar。seを用いた簸沈離1こてビーズに結合したM－D・CK蛋白も同時に

検出した．尚，用いたTPA（・2－O－tetradecan・ylph・rb・1一・3－acetate／Ph・「bo1

、2－myristate・3．acetate）はSIGMA社から購入し，DMSOを溶媒として100

ug／m1の保存溶液にして用いた．
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結果

1．DOCKファミリー蛋白の相同性の比較
　M・DOCKのcDNAは全長5，490　bp，1，830アミノ酸をコードし，計算上

212kDa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DOCK・8・1こ対して62・3％と高い同一性を持つ・ファミリ

ー一・一L

�`成する他の相同蛋白との比較では，DOCK180，　M－DOCK，　Ced－5，　Mbc

はいずれもN末にSH3領域を持つ．　しかし，同じファミリーに属する

KIAAo299，　Gso34D21，　DocAにはsH3領域は見られず（Fig．1A），相同

性のある他の領域の意義に関しては歪なる検討が腰である・Fig・1Bに全長

のアミノ酸配列がわかっている6種の蛋白のsequenceを示した・全ての蛋白

に相同領域が見られる一方，特にC末領域ではほぼ相同性が失われている，

糸課DOCK・8・において認められたCrk結合部位は他の3騨のヒトDOCK

family蛋白では見られない．また、系統樹ではM－DOCKは最もDOCK180

に近い相同蛋白であることが示される（Fig・・C）・そして・NAAo299と

GSO34D21は別のサブファミリーを形成していることが予想される．

2．M－DOCKのヒト組織における発現分布
　　M－DOCK　mRNAの発現をN・rthern・b1・ttingにて角晰した・Fig・2に見ら

れるように，7．4kbのバンドが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る．また3P常に繊は弱いが・　・」・腸及び大腸でも

M．DOCK　mRNAの発現が麟された．一方DOCK・8・は・末梢舶血球以

外の繍で普遍的に発現しており，M－D・CKの蝦はD・CK・80に対して相

補的と言える．また、D・CK・8・との木胴性が低いC末領域に対してイ乍成し

た抗M－D。CK抗体を用いて，鞭類の細月包株でのM・D・CK蛋白の発現を

Western　b1。ttingにて検索した（Fig．3）．糸課，　M－D・CKの発現は・血縣

であるJurkat細胞，　Ram。s細胞，　THP一・細胞で認められたが，上皮系であ

る293T細胞には認められなかった．逆にD・CK・8・蛋白の発現は293T細胞

に認められ、血球細胞では発現してV・ない・従って・これら細胞株におし』ても

M－DOCKとD。CK・8・の発現は＄目補的であることが示された・なお・デー

タは示していないが，細胞株でのN・rthern　b1・ttingでも同様の糸課を得てい
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る．

3．ヒト各臓器における抗M－DOCK抗体を用いた組織免疫染色

さらに詳細な騰特異性を確認するため1こ，抗M－DOCKポリク・一ナル抗

体を用いて，景観織の免疫染色を方苞行した（Fig・4）・結果，心臓・月臓

肺では，心筋細胞，肝細胞，月細胞上皮細胞及び各臓器の間質支持三月包には

M－DOCKの発現は認められない．しかし，韻内のマク・ファージ，肺胞

マク。ファージはM－DOCK陽性であった・ま一丁の免疫染色でも，濾胞

を構成するリンパ球はM－DOCK強陽性であった（Fig．4）．

4．M－DOCKとCrkの結合
最近，D・CK・8・がCrk・P・3・・as齢体を介してf・cal　c・ntactからのシグ

ナル伝達に関与していることが報告された2）・Crk・　P・3・・asともに普遍的な発

現を示すことから1・）12）13），M－D・CKは髄系の細胞においてDOCK180と同

様磯回を持つことが予想された．そこで，M－DOCKとCrkとのin▽ivoで

の結合の撫について実験を行った．CrkllとDOCK・8・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・一ナル抗体にて免疫

沈降した（Fig．5）．結果，　D・CK・8・1まこれまでの報樋りCrkllと共下した

が，M．D・CKとCrkllとの結合は認められなかった・Jurkat細月包においても

同様に，CrkllとM・DOCKの糸吉合は認められなかった（data　n・t　shown）・

5．M・DOCK強制発現によるNRK細胞の形態変化
M－DOCKのもつ馬鐸能を解析するために，麟M－DOCKを発現してい

ないNRK細胞に，マイク・インジェクションによってM－D・CKを強制発現

させて細胞に及ぼす影響を検討した．通常NRK細胞にcDNAを導入すると・

5。％以上の細胞で目的蛋白の発現が認められが，予厳験の鰭で導入後

24時間の時点で極少数の細胞しかM－D・CKを発現してV・ない，という糸課

を得た（data　n。t　sh。wn）．　M－D・CKの発現が，細胞をdishカ’ら羅させ

たことが想定されたため，cDNAインジェクション後の細胞の形態変化を経

時的に縣した．M．D・C雁醗現の職として，　GFP発現ベクターを同時

に導入した．インジェクション後5時間力・ら縣を開始し，30分おきに22

時間まで行った．5時間の時点ではGFPを発色している細胞は認められなか
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つたが（Fig．6C），その・6時間／麦の22時間の時点では猟のGFP発現糸田胞が

認められ，しかもそれらは球形を呈してv・た（Fig・6D）・なかにはdishか

ら離れた細胞も確認された．ちなみに，negative　c・ntr・1としてGFP発現ベ

クタ＿のみを導入した細胞および，DOCK・8・を導入した細胞ではそのような

球形細胞の出現は認められなかった（Fig・6A，6B）・従ってM－DOCKはNRK

細胞において，細胞を顧から景1離させる機能をもつことが示された・

ところで，内因性M・DOCKを発現している単球由来のTHP－1細胞は・

ph。rb。1　esterで刺激により分化し，形態が変化してdishに手鮨することが知

られている14）．NRK細胞でのM・D・CKの強制発現が細胞の形態変化を引き

起こすことから，THP一・細胞における形態変化がM－D・CKの発現に及ぼす影

響の撫について検討した（Fig．7）．糸課，　TPA刺激前後の細胞溶角9液を用い

たWesternb1。ttingを行ったところ，　M－DOCK蛋白の発現量に差1ま認められ

なかった．尚，抗リン酸化チ・シン抗体を用いたWesternb1・ttingで，刺激

後のM．DOCKのチ・シンリン酸fヒ｝ま認められないことを確認した（data　not

shown）．
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考察
DOCKファミリーを廠する蛋白は線虫からヒトまで種を越えて広く保存

されている（Fig．・）．またヒトにおし」ては，　DOCKファミリー蛋白は

archetypeとなるD・CK・8・以外にこれまで少なくとも3騨の存在が幸侵告さ

れており，このことは生物の進化の過程で，DOCKファミリーのもつ機能が

細分化されたことを示唆している．D・CK・8・は・CrkのSH3領域と結合し・

またRacを介して細胞骨格を制御することがわかっている1）15）・しかしその

発現は付着系の細胞に限定され、血球系で同様の離をもつ蛋白はまだ報告さ

れていない．ヒトのD・CK・8・相同蛋白のうち・我々｝ま　M－DOCK

（KIAA・2・9）が骨髄赫から分離され・ま撮もD・CK・80と相同性が高し’こ

とに注目し、血縣においてD・CK・8・磯能を補完する蛋白であると想定し・

検討を始めた。
N。rthern　bl。tting（Fig．2A）及び、抗M－DOCKポリク・一ナル抗体を用い

たWestern　b1。tting（Fig．2B）の結果，当初の寸話りDOCK180とM－

D。CKの発現は完全に相補的であった．すなわち，　M－D・CKは血液中及び組

織においてもT細胞B細胞，マク・ファージといった浮遊系細胞にのみ発

現が認められる一方，D・CK・8・はイ寸着系の細胞にのみその発現が認められた・

ところで、単軸来であるTHP一・細胞はph・rb・1　esterの刺激によってマクロ

ファージに分化し，dishに儲する事が知られている14）・しかし，その際に

D。CK、8。の言秀導やM．D・CK発腿の変化は認められなかった（Fig・7）・従

って，M．．D・CKの発現は細月Z（7）t重着という現象で誘導されるのではなく，細

胞の種類によってすでに発現が2央まっているものと考えられる・

　　D。CK、8。はP、3・・as－Crkll齢体の下流因子として話する事力慨に翻

されている8）．P、3・cas，　Crkllともに付着語のみならず血縣においても普

遍的な獺を示すことから，D・CK・8・の発現していない浮遊系の細包におい

てはM．D。CKがCrkllと結合し、　D・CK・8・の雛を補完することカs考えら

れた。しかし，予想に反して293T細下官において強制発現させたM－DOCKは

抗Crk抗体による免疫解でCrkllと共沈せず（Fig・4），　M－DOCKはC「klI

を介するシグナル健には関与しないことが証明された・さらにヒトにおけ

9
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る他の2つのDOCKファミリー蛋白である頭並0299・GSO34D21について

もsequence上Crk結合領域を欠し・ており，それぞれ異なったシグナル腱経

路を持つことが予想される．その意味において・DOCK・80が線虫のCed65

の変異体で失われた2つの機能のうち，ひとつしか補完できなかった4）という

ことは大きな意義を持つ。つまり、Ced－5の持つ2つの機能が，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

能性がある．

最近，DOCK・8・がRac・と結合し，また活性化する，というデータがマ尋

られている15）．そこで，M－DOCK　IこついてもRac・及びRac2との結合の有

無を検討し，DOCK・8・同様、293T細胞。こおいてM－DOCKはRac1，　Rac2

ともに結合する，という結果を得た（data　n・t　sh・wn）・従って，　DOCK180

が細胞の形態を広げる機能をもつ1）一方，M－DOCKをNRK細胞に強弓囎

させると細胞が球形となってdishから離れた（Fig・6）という事実を考え合わ

せると，M．D・CKはRacを介したSilのシグナル伝醗路を担っている可育旨性

があり，DOCKファミリー蛋白の機倉旨の分散と異なったシグナル伝一路の

存在を示唆するものである．Racはほとんど全ての細胞1こおいて細胞下階に

鞍な役割を果たしている16）訪で，庶系の細胞では特異的な別の機能を

持つ．　Rac、はP67．ph。xと結合してNADPHを介したsuper・xideの産生に関

与する17）18）19）．免疫不全症を起こす慢性肉鞭症（chr・nic　granulomatous

disease）では，　P67－ph・xの変異によりRac・と結合できなくることで餓細

胞の殺菌能が肝し、触不全の原因となることが判明している20）・貧食系の

細胞でRac　（b　M－D・CKがともに発現し，また結合するという事実は

phag。cyt。sisと何らかの関与を示唆しているのかもしれない・さら1こ，

DOCK、8。が補完出来なかったced－5の機能はap・pt・tic　b・dyの餓であり，

ヒトにおいてphag。cyt。sisを担っているのがM－D・CKである可有旨性は低くな

い。今後，phag。cyt。sis及びNADPHによるsuper・xide産生1こ於けるM’

　DOCKの関与についての研究が興味深い対象と思われた．

結語
、．D。CKファミリーの一員であるM－D・CKは計算上・2・2kDaの分子量を
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有する蛋白で、N末にはDOCK・80同様SH3髄を持つが・C末には

DOCK180に見られるCrk結合部位を欠き、　Crk蛋白との結合も見られない・

2．M－DOCKの発現は白血球、脾fitw、胸腺に認められ・その他主要臓器1こは認

められなかった。これはDOCK180の分布と相補的であり・浮遊系の細胞にお

いてはM－DOCKが、付着系の細胞ではDOCK180が機能していると考えられ

るむ

3．M－DOCKは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機能をもつことが示された．

謝辞
本論文執筆にあたり，御指導御校閲いただきました北髄大学医学部分

子細胞病理学講座長嶋和郎教授に1桀く言臆を表します・また慨究磯会

と研究の場を提供していただきました，国立国際医療センター研究所臨床

病珊究部の松田道行部長並びに，国立感染症研究所感染病理部倉田

穀部長に心より御礼申し上げます．

と
響
5
▼
ざ
・
’
p
ベ
ナ
恥
」
帆
醤
ー
マ
♪

11

響
・



文献

1．　Hasegawa　H，　Kiyokawa　E，　Tanaka　S，　Nag－asAhima　｝i　，　GAo”tgh．1＞i［，　．Shibuyq．llvl，

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，　a　major　CRK－binding一　protein，　　　　Kurat’a　T，　and　Matsuda　M　（1996）．　DOCK180

　　　　5itrenrTs”’6eli　morphology　upofi　tran’slocation　to　the　membrane．　Mol．cell．Biol．

　　　　16：1770－1776．

　　　　J．Biol．Chem．　273：24479－24484．

　　　　PioV’tel’nV　cTnEi　Ls　is　similar’to　h’uman　DocKlso　［see　comments］．　Nature

　　　　392．　：501－504．　．“　．．　，　．
5・謙艶6離言兆tl曽謙「晶鼎翻毅i留翻1舗

13．蹄糟織灘翫n。N，・gawaS，　Tan・k・鳴Man・H・Y訟iエ

12

！

で
F
一
噛
恥
一
土
P

ミ
堅
曇
孕
ぎ
一
爵

圃
塗
せ
轟
造
肇
罫
岸



　　　　and　Hirai　H．

　　　　complexes　in

　　　　dependent　manner．

14．　Tsuchiy，　a　S，　Kobayashi　Y，　Goto　Y，

　　　　Tada　K．　（1982）．　lnduction　of

　　　　leukemia　cells　by　a　phorbol　diester．

15．　Kiyokawa　E　Hashimoto　Y，
　　　　Matsuda　M　（1998）．　Activation　of

　　　　DOCK180．
16．　Mackay　DJ　and　H　a11　A　（1998）．

　　　　20688．

17．　Abo，　A．，　P　ick　E，　Hall　A，　Totty

　　　　Activation　of　the

　　　　p21racl．　Nature　353：668－670．

18．　Faris　SL，　Rinckel　LA，

　　　　　　　g

　　　　binding　site　for　the
　　　　　Biochem．Biophys．

19．　Diekmann　D，　Abo　A，　Johnston　C，

　　　　　of　rac　with　p67　（phox．　）　and　reg

　　　　　Science　265　：531－533．

20．　Leusen　JH，　de　KA，　Hilarius　PM，

（1994）．　A　novel　signaling　molecule，　pi30？　fo｛ms　，slgble

vN奄魔潤@With　v－crk　and’　v－src　in　a　tyrosine　phosphorylation－

　　　　　EMBO　J．　13：3748－3756．

　　　　　Okumura　H，　Nakae　S，　Konno　T，　and

　　maturation　in　cultured　human　monocytic

　　　　Cancer　Res．　42：1530－1536．

Kobayashi　S，　Sugimura　H，　Kurata　T，　apd

　　　　　Racl　by　a　Crk　SH3－binding　protem，

Genes　Dev．　12：3331－3336．

　　　　　　　　　　　　　　　Rho　GTPases． J．BioLChem．　273：7“0685一

　　　　　　　　　　　　　N，　Teahan　CG，　and　Seg．．al　AW．　（1991）．

NADPH　’Oxidise　lnvolves　the　Small　GTP一　Binding　Protein

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Huang　J，　H・ng　YR，　and　Kleinberg　rv正・（1998）・

Pha・cyte　NADPH・xidase　p67－ph ^ξsses貴a二8vel盤oxylt濃理

　　　　　　　　　　　　　　　Res．Commun．　247：271－276．　．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Segal　AW，　and　Hall　A．　（1994）r　lntera．ctlon

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　q．ulation　of　phagocytic　NADPH　oxidase　actMty．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ahlin　A，　Palmblad　J，　Smith　CI，　Diekmann

諸cH鱒i含搬・n識継雪u幾s（1翻is脚ll農繋on課

J．Exp．Med．　184：1243－1249．

r

　
｛
冨
頃

　
，
　
　
昏

　
　
　
「
“
．

13

．
幽
皆
憲
騒
験
堅
巽
誓
夢
孟
監
葬
露
露
饗
蟄
㍗
建
一
蜜
響
韓
些
憂



Figure　legend

Fig．　1

Fig．2

Fig．3

Fig．4

Comparison　of　the　sequence　of　DOCK　family　proteins．　A）

Schematic　structure　of　DOCK　family　proteins．　N－terminal，　and　C－

terminal　closed　box　shows　SH3　（Src　Homology　3）　region　and

hypervariable　region，　respectively．　B）　Alignment　of　the　amino

acid　sequences　of　DOCK　family　proteins．　Asterisk　means

identical　aminoacids，　and　dots　indicate　same　group　of　aminoacids．

C）　Phylogenic　tree　of　DOCK　family　proteins．　l　umber　shows

homology　of　each　proteins．

Northern　blot　analysis　of　M－DOCK　expression．　Nylon　filters

blotted　with　human　mRl　As　of　various　tissues　（NMTNTM　1　and　II，

CLONi　TECH）　were　hybridized　with　［32P］dCTP－labeled　probes　of

DOCK180　（bottom　panel，　arrow　head）　or　M－DOCK　（top　panel，

arrow　head）．　lane　1，　spleen；　lane　2，　thymus；　lane　3，　prostate；　lane

4，　testis；　lane　5，　ovary；　lane　6，　sma｝1　intestine；　lane　7，　colon；　lane　8，

peripheral　blood　leukocyte；　lane　9，　heart；　lane　10，　brain：，　lane　11，

placenta；　lane　12，　lung；　lane　13，　liver；　lane　14，　skeletal　muscle；

lane　15，　kidney；　lane　16，　pancreas．　The　bars　indicate　9．5，　7．5，　4．4，

2．4　kbp　from　the　top．

Western　blot　analysis　of　M－DOCK　expression　in　cell　lines．　Total

cell　lysates　of　293T　（lane　1，5），　JurkatT　（lane　2，6），　Ramos　B　（lane

3，7），　and　THP－1　（lane　4，8）　cells　were　separated　by

SDS－polyacrylamide　gel　electrophoresis　and　analyzed　by

immunobloting　with　antisera　against　DOCK180　or　M－DOCK．

Immunohistochemical　ana｝ysis　of　M－DOCK　in　human　organs．

Formalin－fixed　paraffin－embedded　tissues　of　human　organs　were
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Fig．5．

used　for　the　analysis．　Endogenous　peroxidase　activity　was

blocked　by　preincubation　with　1　9／o　hydrogen　peroxide　in

phosphate－buffered　saline，　followed　by　pretreatment　with

microwave　oven　twice　for　5　minutes．　Specimens　were　incubated

with　anti－M－DOCK　serum　in　PBS　containing　1　O／o　BSA，　followed　by

the　detection　of　the　antibody　by　peroxidase－conjugated

streptavidin－DAB　readout　system　（DACO）．　Tissues　and　the

magnifications　are　as　follows：　heart，　lung，　liver，　and　tonsil　（x．9．00

each）．　Arrow　shows　the　positive　stainig．

Binding　of　DOCK　proteins　to　Crkll．　293T　cells　were　co－

transfected　with　pCXI　2－Crkll　and　pCXN2－Flag－DOCK180　or

pCXN2－Flag－Nl　’1－DOCK　Cells　were　lysed　and

immunoprecipitated　with　anti－Crk　monoclonal　antibody　3A8．

Total　cell　lysates　and　immunoprecipitates　were　separated　by

SDS－PAGE　and　analyzed　by　Western　blotting　with　anti－Flag

monoclonal　antibody　（Eastman　Kodak）　or　anti－Crk　monoclonal

antibody（Transduction　Lab）．　The　arrow　head　indicates　M－DOCK

in　lane　2，　and　DOCK180　in　lane　3．　Lanes　1，4；　pCAGGS　and

pCXN2－Crkll；　lane　2，5；　pCXN2－Flag－M－DOCK　and　pCXN2－Crkll；

lane　3，6；　pCXN2－Flag－DOCK180　and　pCXN－Crkll　．
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Fig．6
Microinjection　of　M－DOCK　cDNA　into　NRK　cells．　NRK　cells

were　injected　with　pCAGGS－GFP　and　various　expression　plasmids

with　an　automated　injection　system　（Carl－Zeiss，　Germany）．　From

5　hrs　after　injection，　cells　were　photographed　with　an　LSM410

confocal　microscope　（Carl－Zeiss）　every　30　mins．　The　expression

plasmids　coinjected　with　pCAGGS－GFP　and　the　incubation　times

until　observation　are　as　follows．

15

　　1・’一i一

幽’ @曾　1禽一一

t’；k



4「
も
p
」
・

さ
重
．

（A）　vector，　22hrs；　（B）　pCX）．NI2－Flag－DOCK180，　22hrs；　（C）　pCXNi　2－

Flag－M－DOCK，　5hrs；　（D）　pCXI　2－Flag－i！VI－DOCK　22hrs
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Fig．7
M－DOCK　expression　level　in　THP－！　cells　after　treatment　with

TPA．　THP－1　cells　cultured　in　suspension　（right　upper　panel）　were

treated　with　10ng／ml　TPA．　After　24　hours，　cells　which　adhered　to

dish　（right　lower　panel）　were　lysed　and　immunoprecipitated　with

anti－M－DOCK　antibody．　DMSO　was　used　for　negative　control

（lane　TPA（一））．　，　Total　cel｝　lysates　and　immunoprecipltates　were

separated　by　SDS－PAGE　and　analyzed　by　Western　blotting　with

anti－M－DOCK　antibody．
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