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論文内容の要旨

非レセプター型チロシンキナーゼである SFK (Src fami1y tyrosine kinase) は、さまざまなレセプターからのシグ

ナルを細胞外から細胞内へと伝達する仲介スイッチとして働く。仲介スイッチとしてのその作用は、これまでに報告

されているだけでも細胞の増殖・分化・接着・運動・生存・細胞死等の多岐にわたる。当研究室では、 SFK が濃縮さ

れている raft において、 SFK によってリン酸化された Cbp が Csk 結合蛋白質として働いて Csk の raft 移行を引き

起こし、 raft に移行した Csk が SFK の活性を抑制するネガティブフィードバックによる SFK の活性調節機構を見い

出した。

私は、 Cbp 、 Csk による SFK の活性調節機構とその生理的な意義の解明を目標として、野生型の Csk(Csk+) 、 Cbp

の N 末端の細胞膜結合部位と Csk を結合させ raft に局在するように設計した raft 移行型 Csk(CbpN-Csk+)、さらに

それらの不活性化変異体である Csk一、 CbpN-Csk を、それぞれアデノウイルスベクターを用いて強制発現させて、

その細胞への影響を観察した。その結果、 Csk+' ーと CbpN-Csk+' ーを発現させることで SFK の活性化/不活性化を

操作できることが明らかになった。また、実験に使用した COSl 細胞、 HT29 細胞、 MKN22 細胞、 rat 大脳皮質神

経細胞の 4種類の細胞全てで、 Csk+ 、 CbpN-Csk+ 発現時に細胞外基質との接着阻害が観察された。さらに、 MKN22

細胞以外では、基質接着の阻害に伴って細胞が凝集したことから、細胞間結合の促進が引き起こされていると考えら

れた。しかし、この細胞の凝集は、基質との接着を阻害すると Csk一、 CbpN-Csk一発現時にも生じることから、基

質接着の阻害に伴う二次的な現象と考えられた。対照的に Csk 、 CbpN-Csk 発現時には FAK、 paxillin、 cortactin

などの接着関連蛋白質のリン酸化と接着斑の増大が観察され、インテグリンを介した細胞外基質との接着の促進が引

き起こされていると考えられた。これらの結果は、 SFK の活性が抑制された状態では基質への結合能が低下して細胞

間結合が促進し、 SFK の活性化が促進された状態では基質への結合能が上昇することを示している。特に癌細胞株で

ある HT29 細胞や MKN22 細胞での基質接着性の変化は、 SFK の活性調節が癌細胞の転移能と密接に関係している

ことを示し、その制御への Cbp、 Csk の関与を示唆するものと考えられる。

細胞は増殖・分化の過程で、基質への接着と事離をバランス良く行う必要がある。今回の研究で、 Csk+' ーと

CbpN-Csk+' ーの強制発現によってそのバランスを操作できたことから、この基質への接着と事離のバランスの制御
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は Cbp 、 Csk を介した SFK の活性調節によって行われていることが明らかになった。

論文審査の結果の要旨

Src 型チロシンキナーゼは (SFK) は、最も初期に同定されたがん原遺伝子産物で、あるが、その本来の生理機能は

未だに十分に理解されていない。本研究では、 SFK の本質的な機能を浮き彫りにすることを目的として、 SFK の活

性制御系をコントロールする Csk、 Cbp を利用した解析を行った。アデノウイルスベクターを用いて Csk および細胞

膜ドメイン Raft 結合型 Csk (CbpN-Csk) を強制発現させ、細胞機能に与える影響を観察した。その結果、 1) Csk 

による SFK の活性制御が Raft を中心に行われていること、 2) SFK および Csk が、細胞と細胞外基質との接着お

よび細胞聞の結合の調節において重要な役割を担うこと、 3) 上皮系細胞での Epithelial-Mesenchymal Transition 

の調節に、 Csk、 Cbp による SFK 活性制御系が関与すること、 4) SFK 活性化による細胞間結合の解離が、基貿接

着に伴うアクチンフィラメントの再構成によって制御される二次的な現象であることを明らかにした。これらの結果

は、 SFK の最も本質的な機能が細胞外基貿との接着制御にあることを示すものであり、よって本論文は博士(理学)

の学位論文として十分価値があるものと考えられる。
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