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論文内容の要旨

[目的]

アネキシン羽は Ca2 +，燐脂質結合能を有する一群のタンパク質(アネキシンファミリ-)の一つで、脳の全蛋白質

の 0.3%を占めるが，その機能は未だ不明である。本研究では脳におけるアネキシン羽の機能を明らかにするため，ア

ネキシン羽結合蛋白質検索法を開発し，アネキシン羽結合蛋白質の同定を行うとともに，アネキシン羽結合蛋白質と

アネキシンVI の結合様式を in vitro で検討した。

[方法並びに成績]

(1)アネキシンVI 結合蛋白質の検索

脳の各分画を SDS 電気泳動後ニトロセルロース膜に転写し， 1251 で標識したアネキシンVI と反応させることによ

りアネキシン羽結合蛋白質の検出を行った。その結果，脳 whole homogenate 中に約 14種類のアネキシンVI 結

合蛋白質が存在することを証明した。この結果は Ca2 + および燐脂質依存性で，燐脂質の中でもホスファチジルセリ

ン (PS) 及びホスファチジン酸 (PA) に特異的であった。さらにこの結合が過剰の未標識アネキシンVI で置換さ

れること，高イオン強度の緩衝液で結合が抑制されること，およびグルタルアルデヒドを用いた架橋実験より，アネ

キシンVI とアネキシンVI 結合蛋白質問の結合は蛋白質-蛋白質問の直接的相互作用であることを明らかにした。

(2) アネキシン羽とカルスペクチン(脳スペクトリン)との結合

ラット脳の whole homogenate で見い出されたアネキシンVI 結合蛋白質のうち，分子量 240k の蛋白質は細胞

骨格分画に濃縮されること及び可溶化の性質から細胞膜骨格蛋白質カルスペクチンと想定されたが，実際精製蛋白質

を用いた結合実験によりカルスペクチンであることを同定した。アネキシン羽はカルスペクチンの βサブユニット

に結合し αサブユニットとは結合しなかった。精製カルスペクチンを用いた非変性状態下でのアネキシン羽との結

合実験の結果，結合の Ca 2 +感受性は 7.6μM，結合定数は 68nM であった。

カルスペクチンは F ーアクチンとともに細胞膜骨格の主要構成員であり， F- アクチン架橋作用を有することが知

られている。そこでカルスペクチンと F- アクチンとの結合に及ぼすアネキシン羽の効果を検討するために，落下
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球法による粘度変化測定と遠心法による結合実験を行った。 F-アクチン溶液にカルスペクチンを加えると，カルス

ペクチンの架橋作用により溶液の粘度は上昇する。アネキシンVI は Ca2 + ， PS 依存性にこの粘度上昇を抑制した口こ

の効果は Ca2 + 濃度依存性で，アネキシン羽とカルスペクチン聞の結合と同ーの Ca 2 + 濃度依存性を示した。遠心

法にて F ーアクチンへのカルスペクチンの結合量を調べたところ，アネキシン羽は Ca2 +/PS 存在下に F ーアク

チンへのカルスペクチン結合を間害した。以上の結果はアネキシンVI がカルスペクチンと結合し，その結果カルス

ペクチンを F-アクチンから解離させカルスペクチンによる F ーアクチン架橋作用を抑制することを示す。

さらにカルスペクチン上のアネキシンVI 結合部位をトリプシンで限定分解したフラグメントを用いて検討した結

果，アネキシン羽はカルスペクチンの βサブユニット N 端側部分に結合することが判明した。このN 端側部分は

F ーアクチン結合部位近傍であるのみならず， α ーアクチニン，ジストロフィンと高い相向性を示す部分であった。す

なわち，アネキシン羽はカルスペクチンの F- アクチン結合部位近傍に結合することにより，措抗的にカルスペク

チンーアクチン相互作用を阻害するものと考えられる。

[総括]

神経細胞におけるアネキシンVI の機能を明らかにすることを目的として，アネキシン羽結合蛋白質の検索法を開発

した。その結果，アネキシンVI はラット脳において約 14種類の蛋白質と結合することを見い出した。このうち分子量

240kの蛋白質は，細胞膜骨格主要構成蛋白質カルスペクチンであることを同定した。アネキシン羽のカルスペクチン

への結合はカルスペクチンと F ーアクチンとの結合を阻害し，かっカルスペクチンによる F ーアクチン架橋作用を抑

制した。細胞膜骨格は種々の刺激によりその消失，再構築が起こることが知られているが，今回の結果はアネキシンVI

が細胞膜骨格の Ca 2 + 制御因子として神経細胞において重要な役割を果たす可能性を示唆している。

論文審査の結果の要旨

本研究は， Ca2 +，リン脂質結合能を有する一群の蛋白質アネキシンの機能を明らかにすることを目的として，神経細胞

に比較的豊富に存在するアネキシンVI を対象にアネキシン羽結合蛋白質の検索，同定及びその解析を行ったものであ

る。本研究で開発した検索法を用いることにより，ラット脳に約 14種類のアネキシンVI 結合蛋白質が存在し，この結

合が， Ca2+，リン脂質依存性であることを明らかにした。さらに，これらのアネキシン羽結合蛋白質のうち分子量240k

の蛋白質が細胞膜骨格主要構成員カルスペクチンであることを同定し，カルスペクチンへの Ca 2 +，リン脂質依存性ア

ネキシン羽結合が，カルスペクチンの F ーアクチン架橋作用を問害することを見い出した。すなわち， Ca2 + 非存在下

で結合しているカルスペクチンと F ーアクチンに対し，アネキシン羽が Ca2 + 及びリン脂質により活性化されるとカ

ルスペクチンとアネキシンVI が結合する。その結果，カルスペクチンと F ーアクチンとの結合が阻害され，カルスペ

クチン -F ーアクチン相互作用が悶害される。細胞膜骨格は種々の刺激によりその消失，再構築が起こることが知られ

ている。本研究で得られた知見は，アネキシン羽が細胞膜骨格の Ca 2 + 制御因子として神経細胞において重要な役割

を果たす可能性を示唆しており，細胞生物学上有意義なものである。したがって本論文は博士の学位に値する。
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