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論文内容の要旨

【目的】

多細胞生物においては，細胞細胞間あるいは細胞細胞外基質問の接着機構は重要な機能を果たしている。これらの

細胞接着部位においては膜貫通蛋白質や膜結合蛋白質による特別な膜の領域が形成され，さらにアクチンフィラメン

ト (F-アクチン)などの細胞骨格が連結している。上皮細胞の細胞-細胞間接着は，密着結合，接着結合，接着斑とい

った構造よりなるが，これらのうち，密着結合，接着結合には F-アクチンが連結している。本研究では F-アクチンに

結合する新規分子の単離を試みた。その結果，新規蛋白質， }-afadin を同定し，その性状解析を行い，本分子が細胞間

接着結合を裏打ちする F-アクチン結合蛋白質の一つであることを明らかにした。

【方法ならびに成績}

1. }-afadin, s-afadin の単離，同定

ラット胎児脳の低塩抽出液を，種々のカラムクロマトグラブイーに供し，放射性ヨードでラベルした F-アクチンに

よるオーバーレイ法によって検出される， SDS-PAGE 上205 kDa の蛋白質 (p205) を分離精製した。また， SDS-PAGE 

上190 kDa の蛋白質 (p190) が， p205 とパラレリズムを持って同時に精製された。最終精製産物よりそれぞれの蛋白質

の部分アミノ酸配列を得た。これらのアミノ酸配列にもとづきプロープを作製しラット脳 cDNA ライプラリーをスク

リーニングし， p205 , p190の遺伝子を得た。 p205は 1829アミノ酸よりなり，ほぽ中央部に PDZ ドメインをーケ所， C

末端部にプロリンに富む領域を三ケ所もつ蛋白質であった。 p190は 1663アミノ酸よりなり， p205の C 末端部が欠損し

たスプライシングバリアントであった。 p190は，ホモロジー検索により，一部の急性白血病において ALL-l 遺伝子が

結合し融合遺伝子を形成する相手として発見されたヒトの遺伝子 AF-6 と 90%の相向性を示し，その長さもほぼ等し

い為， AF-6 のラットカウンターパートであることが示唆された。種々のリコンビナント蛋白質の検討により， p205 

の C末端部は F-アクチン結合ドメインであることが明らかにされた。 p190はこのドメインを欠損していた。 p205 を

}-afadin, p190 を s-afadin と命名した。
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2. l-afadin の生化学的性状解析

l-afadin と F アクチンとの相互作用について検討した。 F-アクチンの側方に結合する myosin Sl との競合実験を

行った。検出は F アクチンによるオーバーレイ法によった。過剰量の myosin Sl 共存下では l-afadin の F アクチン

への結合は阻害されたが， myosin Sl と F アクチンとの結合を阻害する MgATP 存在下では， l-afadin の F-アクチ

ンへの結合が認められた。従って， l-afadin は F-アクチンの側方に結合することが示唆された。粘調度を測定するこ

とにより F アクチンに対する架橋形成能を検討したが， l-afadin には架橋形成能が殆ど認められなかった。アクチン

結合ドメインのリコンビナント蛋白質を用い， F アクチンとの共同沈降実験を行ったところアクチンモノマー500分

子に l-afadin 1 分子の割合で結合することが示された。また，その解離定数 (Kd) は 10- 7 M オーダーであった。

3. l-afadin の細胞内発現

l-afadin, s-afadin の臓器発現をウエスタンプロットにより検討した。 l-afadin は検討した全ての臓器(心，脳，牌，

肺，肝，骨格筋，腎，精巣)に発現を認め， s-afadin は脳に豊富な発現を認めた。 l-afadin の細胞内分布を免疫組織化

学により検討した。肝臓の凍結切片において， l-afadin は毛細胆管の接着装置に存在することが示唆された。心臓の凍

結切片では介在板が濃染された。小腸吸収上皮細胞では，その水平断において細胞接着部位が全周性に線状に染色さ

れた。その縦断像では， E -cadherin に比べ接着装置部位により濃縮していることが観察された。また，密着結合に存

在する ZO-l に比べやや基底膜側に染色された。さらに，接着斑の蛋白である desmoplakin との二重染色では両者の

染色部位は一致しなかった。以上より， l-afadin は細胞間接着結合に存在することが示唆された。最後に，小腸吸収上

皮の l-afadin の免疫電子顕微鏡的検討により l-afadin が細胞間接着結合の裏打ち構造に存在することが明らかにさ

れた。

【総括】

トafadin， s-afadin の単離，同定と， l-afadin の性状解析を行った。 l-afadin は PDZ ドメインを有する蛋白質であ

り，各種臓器に普遍的に発現し，生化学的に F-アクチンの側方に結合する蛋白質であることが明らかとなった。組織

学的検討では細胞間接着結合に存在することが示された。以上より， l-afadin は，細胞間接着結合とアクチン細胞骨格

を連結する蛋白質の一つであることが示された。さらに， l-afadin は PDZ ドメインやポリプロリン領域を介して何ら

かの蛋白質と結合することが予想され，同部位において種々の分子を束ねる機能を有することが示唆された。

論文審査の結果の要旨

本研究は，ヒトを含む多細胞生物の碁礎病態究明に欠かせない細胞接着の制御機構を明らかにする目的で，新規蛋

白質 l-afadin の単離とその遺伝子の同定，生化学的性状解析，組織学的解析を行ったものである。その結果，同蛋白

質が各種臓器に普遍的に発現し，アクチン細胞骨格系と細胞間接着結合を直接連結させる機能を有することを示し

た。さらに，同蛋白質はその PDZ ドメインやポリプロリン領域を介して他の蛋白質と結合することが予想され，同部

位において種々の分子を束ねる機能を有する可能性があることを示した。

以上，本研究は細胞間接着結合に存在する新規 F アクチン結合蛋白質を単離，同定し，その性状を詳細に解析した

独創的かつ重要な研究で，学位の授与に値するものと考えられた。
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