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論文内容の要旨

〔目的〕

私共はカドヘリンーカテニン系とは異なる新しい細胞間接着機構、ネクチンーアブアディン系を見出している。ネ

クチンーアファディン系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ネクチンと、アク

チンフィラメント結合蛋白質アファディンより構成され、上皮細胞ではアドへレンスジヤンクション (AJ) に限局し

て局在している。ネクチンはアファディンと結合することでアクチン細胞骨格に連結している。ネクチンーアファデ

イン系はカド‘へリンーカテニン系と協調的に機能することで AJ の形成を制御している。ネクチンーアファデイン系

による AJ 形成の制御機構を分子レベルで、理解するためには、ネクチンーアファディン系により局在が制御されてい

る分子を単離することが重要である。そこで本研究では、ネクチンを強制発現させた細胞株と二次元電気泳動法を用

いて、ネクチンーアファディン系により局在が制御されている分子の同定を試みた。

〔方法ならびに成績〕

1) ネクチンーアファディン系により局在が制御されている分子の同定

マウス繊維芽細胞である L 細胞に、ネクチン-2α と E-カド、ヘリンを同時に安定に発現させた nectin-2α-full-EL 細

胞と、アファディンと結合できない C 末 4 アミノ酸を欠失したネクチンの変異体、ネクチン-2α-ßC と E-カドへリ

ンを同時に安定に発現させた nectin-2α-ßC-EL 細胞から、ショ糖密度勾配遠心分離法により細胞膜画分をそれぞれ

単離した。単離した細胞膜画分を尿素変性条件下、 CHAPS で可溶化し、可溶性画分を二次元電気泳動で展開し蛋白

質を染色した。その結果、 10 個の蛋白質が nectin-2α-ßC-EL 細胞よりも nectin-2α-full-EL 細胞で濃縮していた。

このうち、分子量約 25 kDa の蛋白質を質量分析法により同定したところ、線虫 LIN-7 の日甫乳動物ホモログである

mLin-7C であった。 nectin-2α-full-EL 細胞と nectin-2α-ßC-EL 細胞を免疫染色したところ、 mLin-7C は nectin-2

α-full-EL 細胞で細胞間接着部位にネクチン-2α と共に濃縮し、 nectin-2α-ßC-EL 細胞では細胞間接着部位に濃縮

していなかった。以上の結果から、 mLin-7C の局在は、ネクチンーアファディン系により制御されていることが確認

できた。

2) ネクチンーアファディン系依存的な mLin-7C の局在



ヒト胃がん細胞である HSC-39 細胞にネクチン-2α を安定に発現させた nectin-2α-full-HSC-39 細胞では、ネクチ

ンは細胞膜上でクラスターを形成し、クラスターと細胞間接着部位に局在する。一方、 E-カド、ヘリンは細胞間接着部

位にのみ局在する。 mLin-7C を免疫染色したところ、 mLin-7C はクラスターと細胞間接着部位でネクチンと共に局

在していた。また、培地の Ca2 + 濃度を 2μM まで下げるとカド、ヘリンはエンドサイトーシスされ、細胞間接着部

位から消失する。この条件下でも、 mLin-7C はクラスターと細胞間接着部位でネクチンと共に局在していた。以上の

結果から、 mLin-7C の局在はネクチンーアファディン系に依存しており、カドへリンーカテニン系は必須でないこと

が明らかになった。

3) ネクチンーアファディン系と mLin-7C との間接的結合

nectin-2α ・full-HSC-39 細胞からネクチン-2α を免疫沈降させると、 mLin-7C とアファディンが共沈した。一方、

nectin-2α- �. C-HSC-39 細胞からネクチン-2α- �. C を免疫沈降させると、 mLin-7C とアファディンは共沈しなかっ

た。アフィニティークロマトグラフィーでは mLin-7C はネクチンとアファディンに直接結合しなかった。 Nectin-2

α- full-HSC-39 細胞をアクチン重合阻害剤で処理してアクチンフィラメントを破壊したところ、 mLin-7C はクラス

ターと細胞間接着部位でネクチンと共に局在していた。以上の結果から、 mLin-7C とネクチンーアファディン系は、

アクチンフィラメントではない何らかの因子を介して間接的に結合していることが明らかになった。

〔総括〕

ネクチンーアファディン系により局在が制御されている分子として mLin-7 を同定した。そして、 mLin-7 の細胞

間接着部位への局在がネクチンーアファディン系に依存しており、カドヘリンーカテヱン系は必須でないことを明ら

かにした。以上の結果から、ネクチンーアファディン系はカドヘリンーカテニン系を制御する分子機構とは異なる分

子機構で、 mLin-7 の局在を制御していることが考えられた。 AJ における mLin-7 の機能は不明であるが、線虫では

LIN-7 は上皮増殖因子受容体と結合しその局在を制御していることが知られている。よって、 AJ においても mLin-7

はなんらかの増殖因子受容体に結合し、ネクチンーアファディン系が mLin-7 を介して増殖因子受容体の局在を制御

している可能性が考えられる。

• 

論文審査の結果の要旨

細胞間接着機構ネクチンーアファディン系は、上皮細胞のアドへレンスジヤンクション (AJ) に局在し、 AJ の形

成に必須の役割を担っている。本研究において、本申請者は、 AJ 構成分子 mLin-7 の局在が、ネクチンーアファディ

ン系により制御されていることを明らかにした。線虫では、 LIN-7 は上皮増殖因子受容体の局在を制御していること

から、ネクチンーアファディン系が mLin-7 を介してなんらかの受容体の局在を制御している可能性が考えられた。

このように本研究は、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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