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論文内容の要旨

く目的〉

細胞の運動性を司るアクチンフィラメントと細胞膜とのクロスリンカーである ERM 蛋白質ファミリー(エズリン，

ラディキシン，モエシン)と膜貫通蛋白質 CD44 との結合様式の解析。また，その結合制御にたいする， Rho や4 ， 5-PIP2

を介したシグナル伝達系の関与の研究。

く方法ならびに成績〉

ERM 蛋白質ファミリーと CD44 との in vitro での結合を証明するため，まず GST-マウス CD44細胞質ドメイン融

合蛋白質およびマウスーエズリン，ラディキシン，モエシンそれぞれを，パキュロウイルスを用いて大量蛋白質発現さ

せ，精製した融合蛋白質をグルタチオンセブアロースビーズに吸着後，各 ERM 蛋白質と反応させた。 CD44細胞質ド

メインと結合する ERM 蛋白質を，各蛋白質にたいするモノクローナル抗体によるウエスタンプロッテイング法で調

べた。この in vi tro binding assay の結果，低イオン強度で，各 ERM 蛋白質と CD44細胞質ドメインとの強い結合が

みられた (Kd=9.3士 1.6 nM) 。また，生理的イオン強度下で， phosphatidylinositol 4-phosphate (4-PIP) や phos­

phatidylinositol 4, 5-bisphosphate (4 ,5-PIP 2) などのホスブアチジルイノシトールリン酸によって，両蛋白質の結合

が活性化する。 4-PIP や4 ， 5-PIP2 は ， CD44細胞質ドメインとは affinity を示さないが， ERM 蛋白質とはかなり強い

affinity があることを，ゲ、ル漉過法を用いて証明した。つまり， 4-PIP や4 ， 5-PIP2 などのイノシトールリン酸が直接

ERM 蛋白質(以下 ERM) に作用し，生理的な条件下での CD44細胞質ドメインとの結合を容易にさせていると予測さ

れた。また，モエシンのN末端側半分と C末端側半分をそれぞれパキュロウイルス蛋白質発現系にて精製し， in vitro 

binding assay を行った結果， N末端側半分に CD44細胞質ドメインとの結合部位が存在することも判明した。つぎに，

BHK 細胞の lysate を用いた免疫沈降法により， CD44-ERM 複合体に Rho GDI (GDP dissociation inhibitor/GDP 

解離抑制蛋白質)が共沈結合してくることを， V8 protease による一次元ペプチドマッピングで明らかにした。ここで

CD44-ERM 結合制御に Rho を介したシグナル伝達系が関与している可能性が十分示唆されるため， GTPyS や C3を

加えて， ERM の不溶性画分への移動を調べた。結果， GTPγS によって， ERM は不溶性画分へかなり移動するが， C3 



では抑制された。また，生きた BHK 細胞へ lipofectamine を用いて C3を導入 4 時間後の ERM の分布をみてみると，

非導入群に比べ，不溶性画分内の ERM は少なかった。

く総括〉

ERM 蛋白質と膜貫通蛋白質 CD44の結合様式の解析で，アクチン結合部位である ERM の C末端側により三次元分

子構造的にマスキングされたそのN末端側が， 4 ， 5-PIP2 などのシグナルによってブオールディングが解かれ， CD44細

胞質ドメインとの結合が可能になるものと思われる。また，低分子量 GTP 結合蛋白質 Rho の下流のターゲットのー

っとして注目される PIP-5 kinase が， Rho からのシグナルによって活性化され，結果として生成された4 ， 5-PIP2 が

細胞膜近傍で ERM に直接作用するといったシグナル伝達系の存在が示唆された。

論文審査の結果の要旨

細胞の運動性および形態の維持に必要なアクチンフィラメントと細胞膜との結合様式の解析として，膜貫通蛋白質

CD44 とその裏打ち蛋白質のーっと思われる ERM 蛋白質ファミリー(エズリン，ラディキシン，モエシン) (以下 ERM)

の， in vitro の系での結合制御について検討した論文である。その結果，低分子量 GTP 結合蛋白質である Rho やホス

ファチジルイノシトールリン酸の4 ， 5-PIP2 などを介したシグナル伝達系の関与の存在が明らかとなった。

そのメカニズムとして，アクチン結合部位である ERM の C末端側により三次元分子構造的にマスキングされてい

る N末端側が， 4 ， 5-PIP2 などのシグナルによってフォールディングが解かれ， CD44細胞質ドメインとの結合が可能に

なること，また， Rho の下流のターゲットの一つが， Rho からのシグナルによって活性化され，細胞膜近傍で ERM に

直接作用する可能性が示された。

ERM は神経線維腫症 II型の癌抑制遺伝子産物であるマーリンと同じファミリーに属しているため， ERM は癌化や

細胞増殖とも関係すると思われ，また CD44は，そのヴアリアントタイプが各種癌の浸潤転移に関与する膜貫通蛋白質

であるとも報告されている。そのため，本論文は発癌や癌浸潤転移機構を解明する上でも重要な知見を示したもので

あり，学位の授与に十分値するものと考えられる。




