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論文内容の要旨

[目的]

がんの浸潤転移など、細胞の運動はアクチン細胞骨格を介して制御されている。アクチン細胞骨格は、 Rho ファミ

リー低分子量 G タンパク質 (Rho、 Rac、 Cdc42) により制御されている。この活性化には、 GDP/GTP 交換タンパ

ク質 (GEP) が必要である。分子生理化学教室では、 Cdc42 特異的 GEP であるアクチン結合タンパク質 Frabin を

同定した。 Frabin は、 N 末端より、 F-アクチン結合領域 (FAB) 、 Dbl 相同領域 (DH) 、第 1 プレックストリン相

同領域 (PH1) 、 FYVE フィンガー領域 (FYVE) 、第 2 プレックストリン相同領域 (PH2) より構成されている。

Frabin は L 線維芽細胞で、 DH、 PH1 に加えて、 FAB を介して直接的に Cdc42 を活性化しブイロボディアを形成す

る。そして、 DH、 PH1 に加えて、 FYVE、 PH2 を介して間接的に Rac1 を活性化しラメリボディアを形成すること

が明らかとなっている。

本研究では、 Frabin の各領域と、特異的なアクチン構造および膜構造であるフィロポデ、イアやラメリポデ‘ィアとの

結合について検討した。その結果、 Frabin は FAB を通して特異的なアクチン構造を、そして、 FAB と DH から PH1 、

FYVE 、 PH2 を含む領域を通して膜構造を認識し、その周囲で Cdc42 や Rac を活性化し、細胞形態を変化させると

考えられた。

[方法ならびに成績]

1) Frabin の変異体の作成

Frabin -EGFP、 aa 1-766 (fulllength) ; Myc-FAB 、 aa 1 ・ 150 ; Myc-F AB L23R、 aa 1 ・ 150 (∞don 23 の CTC を

CGC に置換 (Leu をArg に置換)) ; Myc-dead DH、 aa 353-362 を欠失した aa 169・ 401 ; Myc-PH1 、 aa 399・ 539 ; 

Myc-FYVE 、 aa 540・626 ; Myc-PH2 、 aa 627-766; Myc-PH1-FYVE 、 aa 399-626; Myc-FYVE-PH2 、 aa 540・ 766 ; 

そして、 Myc-dead DH-PH2、 aa 353・362 を欠失した aa 169・ 7660 Cdc42 持続活性型 (DA) (V12Cdc42Hs) と Rac1DA

(V12Rac1) については、 FLAG-Cdc42DA、 FLAG-Rac1DA を作成した。

2) Frabin 変異体のフィロボディアへの結合

Frabin-EGFP が、 L 線維芽細胞において、フィロボディアやラメリボディアを形成することを確認した。 Frabin
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変異体のフイロボディアへの結合を免疫細胞染色にて検討した。 Myc-FAB のみが、 FLAG-Cdc42DA とともに発現す

ると、フィロボディアへ濃縮した。 Myc-F AB L23R が、 FLAG-Cdc42DA とともに発現すると、細胞内に漏漫性に分

布した。 Myc-FAB を、 FLAG-RhoADA とともに発現しても、ストレスファイバーへは濃縮しなかった。以上の結果

から、 FAB がフィロボディアのアクチン構造を認識して結合し、この結合には F-アクチン結合活性が必要であるこ

とが示唆された。

3) Frabin 変異体のラッフルへの結合

Frabin 変異体のラッフルへの結合を免疫細胞染色にて検討した。 Myc-FAB 、 Myc-F AB L23R、 Myc-FYVE 、

Myc-FYVE子H2、そして、 Myc-dead DH -PH2 が、 FLAG-RaclDA とともに発現させると、ラッフルヘ濃縮した。

以上の結果から、 FAB と FYVE の両者がラッフルの膜構造を認識して結合することと、この結合には F-アクチン結

合活性は必要でないことが示唆された。

4) Frabin 変異体による Frabin 全長の表現形の限害

Frabin 変異体による Frabin 全長の表現形フィロボディアやラメリボディアの阻害効果から両者の結合様式につい

て、免疫細胞染色にて検討した。 Myc-FAB を Frabin-EGFP と共に発現させると、フィロホ。ディアやラメリボディア

の形成は著明に阻害された。この結果から、 FAB とアクチン構造との結合は、 saturable なものであり、 FAB がアク

チン構造自身に加えて、 F-アクチン結合タンパク質と結合することが示唆された。一方、 Myc-F AB L23R を

Frabin-EGFP と共に発現させると、ラメリボディアの形成は著明に阻害されたが、 70%にフィロボディアが認めら

れた。 Myc-F AB L23R が FLAG-RaclDA とともに発現すると、ラッフルヘ濃縮した結果とあわせると、 FAB L23R 

と膜構造との結合は、 saturable なものであり、 FAB が特異的な膜構造タンパクと結合することが示唆された。さら

に、 Myc-deadDH、 Myc-PHl 、 Myc-FYVE、 Myc-PH2 それそれを Frabin-EGFP と共に発現させると、ブイロボデ

ィアやラメリボディアの形成は阻害された。 Myc-PHl-FYVE 、 Myc-FYVE-PH2 それぞれを Frabin-EGFP と共に発

現させると、フィロボディアやラメリボディアの形成はわずかに阻害された。 Myc-dead DH-PH2 を Frabin-EGFP 

と共に発現させると、ラメリボディアの形成は著明に阻害されたが、ブイロボディアの形成はわずかに阻害された。

FYVE を含む変異体が FLAG-RaclDA と共に発現するとラップルへ濃縮した結果とあわせると、膜構造との結合は

FYVE だけでは不十分であり、 DH、 PHl 、 FYVE 、 PH2 を含む領域が必要であることが示された。

[総括]

私は、 Cdc42 特異的 GEP 活性をも有するアクチン結合タンパク質 Frabin の各領域と、特異的なアクチン構造およ

び膜構造であるフィロボディアやラメリホ。ディアとの結合について検討した。その結果、 Frabin は FAB を通して特

異的なアクチン構造を、そして、 FAB と DH から PHl 、 FYVE 、 PH2 を含む領域を通して膜構造を認識し、その結

合は saturable なものであることが明らかとなった。したがって、 Frabin は特異的なアクチン構造および膜構造の周

囲で Cdc42 や Rac を活性化し、細胞形態を変化させると考えられた。

アクチン細胞骨格系は、細胞の運動・接着などの細胞機能を制御しており、ヒトの疾患では筋骨格系の異常からが

んの浸潤・転移まで、多岐かっ密接に関連していることから、 Frabin の作用機構の解明は、ヒトの疾患の分子機構を

解明する上で、重要であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

アクチン細胞骨格系は、細胞の運動・接着などの細胞機能を制御しており、ヒトの疾患では筋骨格系の異常からが

んの浸潤・転移まで、多岐かっ密接に関連している。アクチン細胞骨格は Rho ファミリー低分子量G タンパク質(Rho 、

Rac、 Cdc42) により制御されている。さらに、 GDP/GTP 交換タンパク質 (GEP) が、低分子量 G タンパク質の活

性化に重要な働きを担っており、複数の分子が同定されている。 Frabin は、アクチン結合タンパク質であり、さらに

Cdc42 特異的 GEP 活性を有する。 Frabin は、 Cdc42 を直接活性化しフイロボディアの形成を、 Rac を間接的に活性

化しラメリボディアの形成を促進する。本申請者は、本研究において、 Frabin の各領域と、特異的なアクチン構造お
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よび膜構造であるフイロボディアやラメリポディアとの結合について検討した。その結果、 Frabin は Fアクチン結

合領域 (FAB) を通して特異的なアクチン構造を、そして、 FAB と Dbl 相同領域 (DH) から第 1 プレックストリン

相同領域 (PHl) 、 FYVE フィンガー領域 (FYVE) 、第 2 プレックストリン相同領域 (PH2) を含む領域を通して膜

構造を認識し、その周囲で Cdc42 や Rac を活性化し、細胞形態を変化させると考えられた。また、 Frabin の各領域

による Frabin 全長の表現形の阻害実験から、 Frabin の各領域と、特異的なアクチン構造および膜構造であるフィロ

ポデ、イアやラメリポデ、イアとの結合様式が明らかとなった。以上の結果から、 Frabin の作用の分子機構をさらに詳し

く明らかにすることは、がんの浸潤・転移を理解する上で、重要であると考えられた。

このように、本研究の実験結果が持つ意義は非常に大きく、基礎から臨床への発展性を広げつつあり、今後の生命

科学への貢献度が極めて高い研究であるといえる。したがって、博士(医学)の学位授与に値するものと考えられる。
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