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論文内容の要旨

〔目的〕

Tetraspanin のメンバーである CD151 は、主に α 3ß1 、 α 6ß1 、 α 7ß1 、 α 6ß4 インテグリンと複合体を形成し、

これらのインテグリンの機能に関わる。 CD151 の C 末端の置換または欠失による mutant はインテグリンとの複合

体形成に影響せず、内因性の CD151 に対してドミナントネガティブとして機能する。 NIH3T3 細胞では、この mutant

の発現細胞は、フィブロネクチン(主に α 5ß1 インテグリンのリdンド)上での spreading には影響は認めないが、

ラミニン-1 (主に α 6ß1 、 α 3ß1 インテグリンのリガンド)上での spreading が著明に低下する (Zhang XA, 2002) 。

このことから、 CD151 の C 末端はインテグリンを介した細胞骨格の再編にかかわると考えられる。本研究では、ー

の C 末端の mutant を用いて CD151 の細胞骨格の再編への関与について検討した。

〔方法ならびに成績〕

本研究で用いた細胞は、 mouse fibroblast の cell line 、 NIH3T3 への、ヒト CD151 の細胞内ドメインの C 末端配

列 SLKLEHY に相当する部位を他の tetraspanin のメンバーである A15 の C 末端配列 FITANQYEMV に置換した

mutant(CD151 ・c-A15) の stable transfectant、および、ヒト CD151 の wild-type (wt-CD151) の stable transfectant、

そして、 mock の stable transfectant の 3 種類の cellline を用いた (Zhang XA, 2002) 。

ラミニン-1 のコーテイング上、無血清条件下で、無添加、 PDGF 存在下、 PDBu 存在下、 Bradykinin 存在下で 30

分後に細胞の spreading を観察した。Mock および wt-CD151 発現細胞では 70・80%が spreading した。 CD151・ c-A15

発現細胞では 15% と著明に低下し PDGF や Bradykinin の存在下でも回復は少なく、 PDBu 存在下で 40%程度が

speading した。 F-actin の染色により観察すると、ラミニン-1 上で CD151 ・c-A15 発現細胞は mock および wt-CD151

発現細胞に比べラメリボディアの形成が抑制された。ヴィトロネクチン(主に α vß3 インテグリンのリガンド)上で

も CD151・c-A15 発現細胞は spreading とラメリボディアの形成が抑制された。フィブロネクチン上ではどの細胞に

もストレスファイパーの形成が誘導された。フィブロネクチン上でも部分的にラメリポディアの形成が観察されるが、

CD151 ・c-A15 発現細胞では形成が抑制された。 CD151 の細胞での分布を蛍光染色にて観察すると、 wt-CD151 は細

胞内およびラメリボディアを含む細胞周囲に分布するが、 CD151-c-A15 ではラメリボディア部位への分布が欠知して

いた。 PDBu で刺激すると wt-CD151 発現細胞では強いラップリングと wt-CD151 の同部位への分布を認めた。
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CD151・c-A15 発現細胞でもラップリングは観察されるが抑制され、 CD151・c-A15 のラップリング部分への分布は観

察されなかった。

これらのことから、 CD151 は、インテグリンだけでなく他の膜タンパクとの相互作用によりラメリボディア形成に

かかわることが考えられる。 CD44 はヒアルロン酸などの細胞外基質の膜貫通型レセプターであり、細胞骨格の制御

にかかわり、ラメリポデ、イアへの分布が報告されている。そこで、ガラスチャンパーを CD44 に対するmAb、 IM7

でコーティングし spreading を観察した。 Mock および wt-CD151 発現細胞では 70%以上の細胞が spreading しフィ

ロボディアとラメリボディアの形成を認めたが、 CD151・c-A151 発現細胞では著明な spreading の低下を認め、細胞

周囲への CD151・c-A15 の分布は観察されず、フィロボディアとラメリボディアの形成も不良で、あった。 CD44 との

複合体形成を免疫沈降を行いウエスタンプロットで検討したところ、 wt-CD151 では CD44 との複合体形成を認めた

が、 CD151・c-A15 で、は認めなかった。

〔総括〕

本研究では、 CD151 の C 末端が細胞骨格の制御に関わることを示した。 CD151 ・ c -A151 発現細胞細胞ではラメリ

ボディア形成が抑制され、 CD151・c-A151 の細胞周囲およびラメリボディア部位への分布が欠如していたことは、ラ

メリボディアの形成には CD151 が細胞膜先進部に正しくターゲッティングされることが大切であり、また CD151 の

C 末端が膜へのターゲッティングや細胞内輸送に関わることを示唆する。 CD151・c-A15 発現細胞では、 immobilized

抗 CD44 抗体上での細胞骨格の再編が著明に抑制され、 CD44 のかかわる細胞骨格の再編に、インテグリン

-tetraspanin 複合体との相互作用が必要である可能性が示唆された。

論文審査の結果の要旨

Tetraspanin のメンバーで、ある CD151 は α 3ß1 、 α 6ß1 インテグリンと複合体を形成する。 CD151 の C 末端の

8 アミノ酸を、別のテトラスパニンである A15 の C 末端の 10 アミノ酸に置換した mutant、 CD151・c-A15 はインテ

グリンとの結合能には影響せず、内因性の CD151 と競合し、 CD151 の C 末端が関わるインテグリンの機能のドミナ

ントネガティブとして作用する。本研究では、この C 末端の mutant を用いて CD151 の C 末端が細胞骨格の制御に

関わることを示した。ラミニン-1 上で spreading 時に CD151・c-A15 発現細胞では JNK のリン酸化が。抑制された。

CD151・c-A15 発現細胞ではラメリボディア形成が抑制され、 CD151・c-A15 の細胞周囲およびラメリボディア部位へ

の分布が欠如していた。本研究によりラメリボディアの形成には CD151 が細胞膜先進部に位置することが重要であ

り、また CD151 の C 末端が細胞内輸送に関わることが示された。 CD151 ・c-A15 発現細胞では、 immobilized 抗 CD44

抗体上での、細胞骨格の再編が著明に抑制されたことから CD44 によるラメリボディア形成に CD151 の C 末端が重

要な働きをしていることが示された。 CD151 は、上皮細胞や血管内皮細胞に高発現しており 以上の結果は肺の形態

維持や血管形成などの形態形成等において CD151 分子の C 末端が重要であることを示唆している。

よって本研究は、博士(医学)の学位授与に値するものと認める。
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