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論文内容の要旨

【目的】

上皮細胞のアドへレンスジヤンクション (AJ) の主要な細胞間接着機構として、カドヘリンーカテニン系が知ら

れている o 接着分子力ドへリンは、その細胞内領域でβ-、 α ーカテニンなどの膜裏打ち蛋白質と結合してアクチン

細胞骨格に連結しているo 最近、私共はカドヘリンーカテニン系とは異なる細胞間接着機構を見い出し、ネクチンー

アファディン系と命名している。ネクチンは免疫グロプリンスーパーファミリーに属する Ca2+非依存的な接着分子

であり、アファディンはアクチン結合蛋白質で、ネクチンをアクチン細胞骨格に連結しているo ネクチンとアファディ

ンは共に上皮細胞の AJ にカドへリンーカテニン系より高度に濃縮しているo また、アファディンノックアウトマウ

スおよびアファディンダブルノックアウト ES 細胞の解析から、アファディンは AJ やタイトジヤンクション (TJ)

の編成に重要な働きをしていることが明らかになっている。

本研究では、 α ーカテニンを欠失させた F 9 細胞と、 E ーカドへリンが欠失している L細胞にこれらの接着機構の

-構成分子を発現させた種々の細胞株を用い、これら 2 つの細胞間接着機構ネクチンーアファディン系とカドヘリンー

カテニン系の相互作用を解析し、ネクチンーアファディン系の機能を解明することを試みた。

【方法ならびに成績】

1 )ネクチンとカドヘリンの連結における α ーカテニンの関与についての検討

両接着系の連結に α ーカテニンが関与していることを明らかにするために、 α ーカテニンを欠失させた F9 の細

胞株 F9Dα(-/一)と、この細胞に再び α ーカテニンを再現させた αF9Dα(-/-) を用~'，ネクチン、

アファディン、 E- カドへリンの局在を解析した。 αF9Dα(-/-) では E ーカドヘリン、ネクチン、アファ

ディンは細胞間接着部位で同一の局在を示したo これに対して F9Dα(-/-) では E ーカドへリンは αF9D

α(-/-) と同様の局在を示したが、ネクチンとアファディンは E- カドヘリンとは局在が異なっていた。以上

の結果からネクチンーアファディン系は α ーカテニンを介して E ーカドへリンと連結することが明らかとなったo

2 )ネクチンとカドへリンの連結に必要な α ーカテニンの領域についての検討

細胞内領域を欠失させた E ーカドへリンと α ーカテニンの N末端側半分 (nEαN) あるし、は C 末端側半分 (nE

αC) のキメラタンパク質を発現させた nEαN-L 細胞と nEαC-L 細胞を用いて、ネクチンとアファディンの

局在を解析したo nEαN-L 細胞では、ネクチンとアファディンは共にカドへリン依存性細胞間接着部位に局在
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していなかったo これに対して、 nEαC-L 細胞ではネクチンとアファディンは共に同接着部位に局在していた。

以上の結果から、ネクチンーアファディン系のカドへリン依存性細胞間接着部位への局在には、 β ーカテニンを必

要とせず、 α ーカテニンの C末端側半分が必要であることが明らかとなった。

3 )アファディンと α ーカテニンの直接結合についての検討

アファディンと α ーカテニンの直接結合を検討するために Yeast Two-Hybrid 法で解析を行った。 α ーカテニ

ンの全長ではアファディンとの結合は認められなかったが、 α ーカテニンの C末端側半分ではアファディンとの結

合が認められたo 次に、 Yeast Two-Hybrid 法の結果を in vitro の系で確認するために affinity chromatograｭ

phy を行ったが、アファディンと α ーカテニン C末端側は stoichiometorical には結合しなかった。また、 COS7

細胞に FLAG タグの付いたアファディンの全長と、 HA タグの付いた α ーカテニンの C末端側半分を共発現させ、

抗 FLAG 抗体あるいは抗 HA 抗体で免疫沈降実験を行ったところ、いずれも共沈しなかったo 以上の結果から、

アファディンと α ーカテニンの連結機構は単純なものではなく、他の因子による制御やそれぞれのタンパク質の翻

訳後修飾などが必要であると考えられた。

4) ネクチン依存性細胞間接着部位への α ーカテニンのリクルートに関する検討

全長のネクチンー 2α を恒常的に発現する L細胞 (Nectin-2α-L 細胞)、あるいはネクチン- 2α の C末端

のアファディン結合モチーフを欠いたネクチン-2α ームC を恒常的に発現するL 細胞 (Nectin- 2α-ßC-L 

細胞)に -α ーカテニンを一過性に発現させ、その局在を解析したo Nectin -2α-L 細胞において α ーカテニンは

ネクチン依存性細胞間接着部位に局在していたが、 Nectin- 2α-ßC-L 細胞では間接着部位に濃縮していなかっ

た。以上の結果から、 α ーカテニンは E- カドへリン非存在下でもネクチン依存性細胞間接着部位にアファディン

を介してリクルートされることが明らかとなった。

5 )ネクチン依存性細胞間接着部位へのE ーカドヘリンのリクルートに関する検討

全長のネクチンー 1α を恒常的に発現する L細胞 (Nectin-1α-L 細胞)、あるいは L細胞に E ーカドヘリン

を安定に発現させた細胞株である EL 細胞 (Nectin-1α-EL 細胞)と、ネクチン- 1α の C末端のアファディ

ン結合モチーフを欠いたネクチンー lα-ßC を恒常的に発現する EL 細胞 (Nectin-1α-ßC-EL 細胞)を

混合培養し、 E ーカドへリンの局在を解析した。カドヘリンがトランス結合しない L 細胞、 EL 細胞聞の接着に着

目して観察を行ったところ、 Nectin-1α-L 細胞/Nectin- 1α-EL 細胞による細胞間接着部位に E ーカドヘ

リンは濃縮したが、 Nectin-1α-L 細胞/Nectin- 1α ームC-EL 細胞による細胞間接着部位には E- カドへ

リンは濃縮しなかったo 以上の結果から、 E ーカドへリンはトランス結合を形成しなくても、ネクチン依存性細胞

間接着部位にアファディンを介してリクルートされることが明らかとなった。

【総括】

私は、ネクチンとカドへリンがアファディンと α ーカテニンの C末端側半分を介して連結していることを明らかに

したo また、カドへリンの細胞聞のトランス結合の形成とは関係なく、ネクチンーアファディン複合体は E ーカドへ

リン -β ーカテニン複合体を α ーカテニンを介して、ネクチン依存性細胞間接着部位にリクルートする機能を有して

いることも明らかにしたo 以上の結果から、ネクチンーアファディン系とカドへリンーカテニン系の相互作用による

AJ の形成には次のような 2 つのモデルが考えられる。 1 つは、ネクチンとカドヘリンがそれぞれ独立してトランス

結合した後、ネクチンーアファディン系とカドヘリンーカテニン系がお互いをリクルート、クラスタリングすること

によってコンパクトな AJ を形成するというモデルである o 他の 1 つは、ネクチンがまずトランス結合することによっ

てアファディンを介して α ーカテニン、 β ーカテニンと共にトランス結合していないカドヘリンをリクルートした後、

カドへリンがトランス結合することによってネクチンをクラスタリングするとともにコンパクトな AJ が形成される

モデルである。いずれのモデルにおいても、これらの 2 つの細胞間接着機構は同じ細胞間接着部位に局在し、協調的

に作用して AJ や TJ の形成を制御していると考えられる o
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論文審査の結果の要旨

本申請者は、本研究により、アドへレンスジヤンクションにおける細胞間接着機構であるネクチンーアファディン

系とカドヘリンーカテニン系の相互作用を解析した。その結果、接着分子ネクチンとカドへリンは、それぞれの細胞

内ドメイン結合蛋白質であるアファディンと α ーカテニン (C末端側半分)を介して連結していることを明らかにし

た。さらに、カドヘリンの細胞聞のトランス結合の形成とは関係なく、ネクチンーアファディン複合体は E ーカドへ

リン -β ーカテニン複合体を α ーカテニンを介して、ネクチン依存性細胞間接着部位にリクルートする機能を有して

いることも明らかにした。

本研究は、実験結果自体の意義もさることながら、今後の発展性にも期待できるものがあり、生命科学への貢献度

が極めて高い研究であると言える。したがって、学位授与に十分値すると考えられる。
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