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論文内容の要旨

【目的】

細胞間接着の機能ユニットは接着分子とそれを裏打ちする細胞内蛋白質より構成されており、接着分子はその裏打

ち蛋白質を介して細胞骨格と連結し、特殊な細胞膜ドメインを形成している O 上皮細胞のアドへレンスジヤンクショ

ン (AJ) では、カドへリンが必須の接着分子として機能しており、細胞内で β および α ーカテニンなどの膜裏打ち蛋

白質と結合し、アクチン細胞骨格と連結している。最近私共の研究室は、新しいアクチンフィラメント結合蛋白質で

あるアファディンを見出し、アファディンが、カドへリンーカテニン系と共に種々の細胞の AJ に局在し、上皮細胞

ではカドへリンーカテニン系より高度に AJ に濃縮していることを明らかにしている。また、アファディン遺伝子欠

損マウスの解析から、アファディンが AJ やタイトジヤンクション (TJ) の形成に必須の役割を果たしていること

も明らかにしている。アファディンには、その中央部に PDZ ドメイン、その C 末端側に 3 つのポリプロリン領域、

C末端にアクチンフィラメント結合ドメインが存在する。 PDZ ドメインは細胞膜貫通蛋白質に見られる特徴的な C

末端モチーフに結合することが知られており、アファディンは AJ に局在する何らかの細胞膜貫通蛋白質に結合して

いることが考えられた。

そこで本研究では、アファディンに結合する膜貫通蛋白質の同定を試み、その蛋白質の性状解析を行った。

【方法ならびに成績】

1 )アファディンに結合する細胞膜貫通蛋白質の同定

Yeast two-hybrid 法を用いて、アファディンに結合する分子を検索した。その結果、免疫グロプリンスーパーファ

ミリーに属する細胞膜貫通蛋白質を得て、ネクチンと命名した。ネクチンは、機能が不明である poliovirus recepｭ

tor-related protein (PRR) と同一であった。ネクチンは、ネクチン4 とー2 の少なくとも 2 種のメンバーから構成

されるファミリーを形成し、ネクチンー2 はさらに α および δ のスプライシングバリアントが存在した。また、それ

ぞれのメンバーはその C末端に 4 アミノ酸 (E/A-X-Y-V) の特徴的なモチーフを有していたo

2 )ネクチンとアファディンの結合

Yeast two-hybrid 法にて、アファディンの PDZ ドメインがネクチンー1、 -2α 、 -2δ の細胞内領域に結合した。ま

た、アフィニティークロマトグラフィ一法にて、アファディンの PDZ ドメインは、ネクチンー1 の細胞内領域と 1 : 1 

の割合で結合した。さらに、 358_メチオニン標識のアファディンによるオーバーレイ法によって、ネクチンー1、 -2α 、

no 



ー2δ の C 末端の 4 アミノ酸のモチーフが、アファディンとの結合に必須であることが明らかとなった。次に、 m

VIVO でのネクチンとアファディンの結合を確認するため、マウス肝細胞とマウス乳腺上皮由来細胞株 MTD-1A 細胞

からネクチンー2 を免疫沈降した。その結果、ネクチンー2 とアファディンが共沈したo また、ネクチンーl、・2α または-

2δ とアファディンを強性発現させた COS7 細胞からの免疫沈降実験で、各ネクチンとアファディンは共沈したo

3 )宅， 7 7-リよ坦主空整」一座細血1主iÌ~J哲

マウスの小腸吸収上皮において、ネクチンー2 はアファディンと共に、 E-カドヘリンに比べて高度に AJ に濃縮し

ていた。さらに、免疫電顕によって、ネクチンー2 が AJ に局在していることを確認した。また、心筋細胞や、カド

ヘリンが発現していない L線維芽細胞にカドへリンを強制発現させた EL 細胞などの非上皮細胞においても、ネクチ

ンー2 はアファディンと共に、カドへリンをベースとした AJ に局在していた。

4) カドへリンをベースとした AJ へのネクチンのリクルート

ネクチンー1 またはその C末端の 4 アミノ酸を欠失させた変異体(ネクチンーlðC) を EL 細胞に発現させると、ネ

クチンーl はカドへリンをベースとした AJ にリクルートされたが、ネクチンー1ムC は AJ にリクルートされなかった。

したがって、ネクチンはアファディンを介してカドへリンーカテニン系と連結していることが明らかとなった。

5 )ネクチンの細胞接着活性

ネクチンー1 またはネクチンー2α を強制発現させた L細胞を用いて、ネクチンの細胞接着活性を検討したo その結果、

ネクチンー1 と -2α は共にホモフィリックな Ca2+非依存性の細胞接着活性を示したo

【総括】

私は、アファディンと結合する細胞膜貫通蛋白質としてネクチンを同定し、その性状解析を行ったo ネクチンは、

Ca2+非依存性のホモフィリックな細胞接着活性を示し、上皮および非上皮細胞の AJ に局在していることを明らかに

した。さらに、ネクチンはアファディンを介してカドヘリンーカテニン系と連結していることも見出したo 最近私共

は、ネクチンファミリーの新しいメンバーであるネクチンー3 を単離し、ネクチンー3 もネクチンーl および-2 と同様な

性状を示すことを見出すと共に、ネクチンー3 はネクチンー1 または3 とヘテロフィリックな細胞接着活性も示すこと

を明らかにしている。また、私共の研究室では、ネクチンがアファディンを介して α および βーカテニン、そしてカ

ドヘリンを細胞間接着部位にリクルートしてくることを明らかにしているo さらに、ネクチンはアファディンを介し

て TJ の構成分子である ZO・1 をリクルートしてくることも見出している。したがって、アファディン遺伝子欠損マ

ウスの解析結果と考え合わせると、ネクチンは AJ や TJ の形成を制御していると考えられる。一方、ネクチンは α

へルペスウィルスの受容体 (Hve と命名)であることが明らかとなっており、私共は、ネクチンとアファディンの

結合が α へルペスウィルスの細胞間伝搬に重要な役割を果たすことを見出している。また、ネクチンー1 は口唇裂・

口蓋裂を特徴とする ectodermal dysplasia の原因遺伝子であることが報告されている。このように、ネクチンは種々

の病態にも関与しており、ネクチンのさらなる解析は、個体発生における形態形成や神経回路網の形成と共に、炎症、

損傷治癒、がんなどの病態の解明に役立つものと期待される。

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局在しているアクチンフィラメント結合蛋白質アファ

ディンと相互作用する細胞膜貫通蛋白質の単離を試み、ネクチンの同定に成功しているo さらに、ネクチンの性状解

析を行い、ネクチンが免疫グロプリンスーパーファミリーに属する Ca2'非依存a性の細胞接着分子で、あることを明ら

かにした。また、ネクチンはアファディンを介してアクチン細胞骨格に連結するとともに、アドへレンスジヤンクショ

ンにおいてカドヘリン.カテニン系と連結していることを明らかにした。

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 o 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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