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研究成果の概要（和文）： Ras を活性化する因子である RasGRP ファミリーのうち、T 細胞に

発現する RasGRP1 の発現を、全身性エリテマトーデス患者で検討してきた。患者群において

RasGRP1 のスプライシング異常および蛋白レベルの発現低下を報告してきたが、今回はスプラ

イシング異常が蛋白発現に与える影響に関して検討した。T 細胞に対してプロテアソーム阻

害・NMD (nonsense-mediated mRNA decay) の阻害を行ったが RasGRP1 発現に変化は認めなか

った。スプライスバリアント蛋白が正常 RasGRP1 および T 細胞機能に与える影響について検

討する目的で、RasGRP1 splice variant A を T 細胞特異的に発現するトランスジェニックマウス

を作製した。 C57BL6 マウスを背景に,３系統に遺伝子導入を確認した。うち 1 系統において

胸腺における RasGRP1 splice variant A-V5 の蛋白発現を確認し得たが、現時点では胸腺におけ

る double positive, single positive 細胞のポピュレーションに明らかな異常は認めていない。 
 
研究成果の概要（英文）：Ras guanyl nucleotide-releasing proteins (RasGRPs) are guanine 
exchange factors for Ras. Among them, RasGRP1 is preferentially expressed in T cells. We 
have investigated abnormal expressions of RasGRP1 in patients with systemic lupus 
erythematosus and previously reported that alternative splicing of RasGRP1 is abundant 
in lupus T cells that alternative splicing is related to lower protein levels of this signaling 
molecule. In the present study, we at first tested if nonsense-mediated mRNA decay and/or 
ubiquitine-proteasome pathway play a role in lower protein levels of RasGRP1 in lupus T cells. 
Inhibition of nonsense-mediated mRNA decay nor proteasome impact the expression levels or patterns 
of RasGRP1 protein. Then we decided to generate Tg mice expressing RasGRP1 splice variant A, the 
most frequent alternatively-spliced RasGRP1 isoform, exclusively in T cells. We successfully generate 
mice that express RasGRP1 splice variant A protein in their thymus. Although proportion of single 
positive/double negative T cells in the thymus was not apparently affected by this splice variant, we are 
investigating activation of Ras-Erk pathway in Tg Tcells when stimulated by anti-CD3/28 antibodies.  
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１．研究開始当初の背景 
RasGRP1 (Ras guanyl nucleotide-releasing 
protein 1) は, 非活性型Rasを活性型Ras
に変換するRas の活性化因子であり, 中
枢神経系およびT細胞に発現する. 後者
においてはT細胞レセプター刺激の下流
でRas/Erk 経路を活性化, IL-2産生を亢進
させることが知られている. RasGRP1 欠
損マウスでは胸腺 double negative 細胞
における Ras の活性化は障害されてい
なかったが, T細胞の成熟障害による著し
い single positive 細胞の減少が観察され
た. 全身性エリテマトーデス (SLE; 
Systemic Lupus Erythematosus) 患者にお
けるRasGRP1の発現に関する我々の検討
では, 患者末梢血においてRasGRP1スプ
ライス異常が高頻度であることおよびス
プライス異常に伴う正常蛋白発現の低下
を認め, 報告した (S Yasuda et.al., J 
Immunol 2007).  
 
２．研究の目的 
本研究では, SLE患者において高頻度に
認めたRasGRP1のスプライス異常とそ
の転写後調整につき検討を加える.   
また, スプライスバリアントが正常蛋
白の発現に与える影響についても in 
vitroおよび in vivoの研究を用いて検討
する.  
 
３．研究の方法 
T細胞株や健常人由来の末梢血T細胞を
用いて, caffeine, wortmannnin などに
よるNMD阻害やMG132などのプロテア
ソーム阻害剤がスプライスバリアント
の発現に与える影響を, RNA, 蛋白レベ
ルで検証する.   
スプライスバリアントが正常蛋白の発
現に与える影響に関する検討では, 内
因性に RasGRP1 を発現する Jurkat 細
胞に RasGRP1 スプライスバリアント
をコードするベクターをレトロウイル
スの系を用いてトランスフェクション
し, 正常 RasGRP1 の発現量や T細胞
レセプター刺激後の Ras 経路の活性
化について検討する. in vivo における
検討としては, タグ付き RasGRP1 ス
プライスバリアント (RasGRP1 splice 
variant A-V5) をT細胞特異的に発現す
るトランスジェニックマウスを作製し, 
その表現形につき検討する.  

 
４．研究成果 
RasGRP1 スプライスバリアントを発現さ
せた細胞株をプロテアソーム阻害剤 , 
NMD を阻害する caffeine, wortmannin, 
LY294002 等で処理して RasGRP1 蛋白の
発現を検討したが明らかな変化はみられ
なかった. 一方, IFN や TNF による Jurkat
細胞株の刺激で蛋白発現やmRNA発現に
変化を認めており, 炎症性サイトカイン
によって RasGRP1 のスプライシングや
発現が調整されている可能性が示唆され
た. 
異常 RasGRP1 RNAが正常 RasGRP1 
の発現をコントロールする可能性に関
する検討では, 内因性に RasGRP1 を
発現する Jurkat 細胞に RasGRP1 スプ
ライスバリアントをコードするベクタ
ーをレトロウイルスの系を用いてトラ
ンスフェクションし, 抗生剤を用いて
クローニングを行っており, 今後正常 
RasGRP1 の発現量や T細胞レセプタ
ー刺激後の Ras 経路の活性化につい
て検討する. in vivo における検討とし
て, タグ付き RasGRP1 スプライスバ
リアント (RasGRP1 splice variant A-V5) 
をT細胞特異的に発現するトランスジ
ェニックマウスを作製した.  C57BL6 
マウスを背景に, 現在３系統に遺伝子
導入を確認した. うち1系統において, 
胸腺における RasGRP1 splice variant 
A-V5 の蛋白発現を確認し得た.  現時
点では, 胸腺におけるdouble positive, 
single positive細胞のポピュレーション
に明らかな異常は認めていないが、今
後T細胞レセプター刺激・ジアシルグリ
セロール刺激などによるRas活性化に
ついて検討を行ってゆく.  
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