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論文内容の要旨

【目的】

Bordetella 壊死毒 (Dermonecrotizing toxin) は百日咳菌に代表される Bordetella 属細菌に共通の病原因子のひと

つである。 DNT を標的細胞に作用させると、細胞のアクチン線維束や細胞基質問接着斑の過形成が認められる。こ

のようなアクチン系細胞骨格の構築の制御に低分子量 GTPase の Rho が関与していることが知られている o これま

でに、 DNT は Rho の 63位のグルタミン (Gln) を脱アミド化してグルタミン酸 (Glu) に変換すること、さらに脱

アミド化された Rho は優性活性型として作用して、アクチン線維束の形成を促進することが明らかとなっている。

しかし、 DNT 作用によるアクチン線維束の過形成と脱アミド化の発現時聞が一致しないことや、 DNT 処理細胞か

ら、野生型 Rho や脱アミド化 Rho とは明らかに性状の異なる Rho が検出されることから、 DNT には脱アミド化作

用とは別の未知の作用があると考えられてきた。

本研究では DNT の作用の全容を解明するために、脱アミド化とは別の DNT 作用の本態を解析した。

【方法ならびに成績】

大腸菌で DNT と共発現させ、菌体内で DNT の作用を受けた FLAG-RhoA を抗 FLAG 抗体アフィニティークロ

マトで回収し、一次構造を質量分析計で解析した。その結果、 63位の Gln が脱アミド化された Rho の他に、同じ位

置の Gln にプトレシン (put) あるいはスペルミジン (spd) が結合した RhoA が検出された。 Spd や put はスペル

ミン (spm) とともに、生細胞に普遍的に存在するポリアミンであることが知られている。

RhoA を [14 C]ーput， -spd、 -spm の存在下で in vitro で DNT と反応させると、 RhoA はそれぞれのポリアミンで

標識された。同様のポリアミン化は Rho ファミリータンパクの Rac 1 と Cdc42Hs でも認められたが、ファミリーの

異なる Ras では認められなかった。 [14 C ]予ut で内在性のポリアミンを標識した C3HI0Tl/2細胞に DNT を作用さ

せると、低分子量 GTPase に相当する分子サイズの細胞内タンパク質が [14C] で標識された。免疫沈降法により、

これらのうち少なくとも Rho が[14 C] ポリアミン化されていることが解った。

ポリアミン化 Rho の GTP 結合活性と GTPase 活性を調べた。 111 \ ・itro で spd 化した RhoA の GTPγ[35 S]の結合

性は、野生型の Rho および脱アミド化 Rho とほぼ同程度であったのに対し、 spd 化 Rho の内在性ある~ ，は GTPase

活性促進因子 (GAP) 依存性の GTPase 活性は、脱アミド化 Rho と同様に著しく低下していた。このことから、脱

アミド化 Rho と同じくポリアミン化 Rho も細胞内で優性活性型化していることが示唆された。そこで、それぞれの
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修飾を受けた Rho (400μg/ml)を細胞に微小注入し、アクチン線維束形成に対する影響を調べた。脱アミド化

Rho は野生型 Rho と同様に GTP を結合した活性型のみがアクチン線維束の形成を促進した。一方、ポリアミン化

Rho では、本来不活性な GDP 結合型でもアクチン線維束の形成を促進した。

このようなポリアミン化 Rho と脱アミド化 Rho のアクチン線維束形成能の違いを明らかにするため、 Rho とそ

のエフェクタ一分子である ROCK との相互作用を BIACORE システムを用いて解析した。野生型の Rho では GTP

結合型のみが ROCK と結合したのに対し、ポリアミン化 Rho では GDP 結合型、 GTP 結合型ともに野生型 Rho の

GTP 結合型の 3 倍量が ROCK と結合した。 ROCK のキナーゼ活性に対するそれぞれの Rho の影響を調べたところ、

GTP、 GDP 結合型にかかわらず、野生型 Rho、脱アミド化 Rho、ポリアミン化 Rho によるキナーゼの活性化の程

度に大きな変化はなかった。

【総括】

DNT は本質的に Rho ファミリータンパク質の Gln に put、 spd、 spm などの生体ポリアミンを付加するトランス

グルタミナーゼであることが明らかとなった。通常 DNT は優先的に Rho をポリアミン化するが、作用環境におい

てポリアミンが充分に存在しない場合に脱アミド化反応が起こると思われる。本研究の結果から、 DNT の作用を受

けた細胞内の Rho はポリアミン化あるいは脱アミド化され、あるものは GTPase 活性を失って優性活性型化し、あ

るものは GTP 非依存的に下流のエフェクターと相互作用することによって優性活性型化することが解った。その結

果、 Rho 依存性のシグ、ナル伝達系路が異常に活性化され、下流にある細胞現象の種々の局面で DNT の毒作用が現れ

ると考えられる。

論文審査の結果の要旨

Bordetella 壊死毒 (DNT) は百日咳菌 (Bordetella pertussis) などの Bordetella 属細菌に共通の病原因子である o 本

研究は、 DNT が Rho ファミリータンパクを基質に持つ極めて特異性の高いトランスグルタミナーゼであり、この活

性によって Rho を優性活性型化することを明らかにした論文であるo

DNT はこれまでに Rho の特定位の Gln 残基を脱アミド化することが解っていた。本研究ではさらに、質量分析

計を用いた構造解析の結果、 DNT には脱アミド化以外に生体内に普遍的に存在するポリアミンを付加する作用があ

ることが明らかとなった。 DNT の作用によりポリアミン化された Rho は、内在性および GTPase 活性化因子依存

性の GTPase 活性を失い、かつ GTP 非依存的に下流のエフェクターと相互作用することによって優性活性型化する

ことが明らかとなった。

本研究は、病原因子である DNT の作用機構の分子背景を明らかにした事に意義があり、学位の授与に値すると考

えられる。
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