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論文内容の要旨

〔目的〕

上皮細胞の細胞間接着にはタイトジヤンクションとアドへレンスジヤンクション (AJ) がある。 AJ には接着分子

カドヘリン、ネクチンが局在し、細胞内でそれぞれカテニン、アファディンを結合している。ネクチンは免疫グロプ

リンスーパーファミリーに属する接着分子であり、アクチンフィラメント結合タンパク質アファディンを介してアク

チン細胞骨格と連結している。ネクチンファミリーにはネクチン-1 、 -2 、 -3 、 -4 があり、ホモフィリックまたはファ

ミリ一間(ネクチン-1 と -3 、 -2 と -3、 -1 と -4) でヘテロフィリックな結合をする。アファディンノックアウトマウス

の解析から、ネクチンーアファディン系は AJ 形成に必須であることが明らかとなっている。しかし、これまでネクチ

ン・アファディン系による AJ 形成の制御機構の詳細は不明であった。本研究では、ネクチンのアンタゴニストとアゴ

ニストを開発し、 AJ 形成におけるネクチン・アファディン系の役割を解析した。

〔方法ならびに成績〕

ネクチンを介した組胞間接着に対するネクチン細胞外フラグメントのアンタゴニスト様作用

ネクチンの接着機能の阻害剤として、ネクチン-1 、 -3 の細胞外ドメインとヒト Fc との融合タンパク質 (Nef-1 、 -3)

を作製した。ネクチンー1 あるいはネクチン-3 を発現させたマウスのL線維芽細胞を混ぜてインキュベーションすると、

ネクチンー1 とネクチンー3 のヘテロ結合による大きな細胞塊を形成した。ここに Nef-1 あるいは Nef-3 を加えると、細

胞塊の形成が阻害された。この阻害作用に必要な濃度は、 Nef-1 で 100 nM、 Nef-3 で 10 nM であった。以上の結果

から、 Nef-3 をネクチンによる接着の阻害剤として使用できることが明らかになった。

Nef-3 のアンタゴニスト様作用による細胞間接着形成の解析

細胞間接着形成におけるネクチンの役割について、 Nef-3 を用いて検討した。ネクチンー1 と E-カドヘリンを共に発

現させた L 細胞(ネク.チンー1-EL 細胞)を正常カルシウム濃度で培養すると、ネクチン-1、 E-カドヘリンは細胞間接

着部に濃縮した。次に、低カルシウム濃度で培養すると、接着部に濃縮していた E-カドヘリンは消失した。一方、ネ

クチン-1 の濃縮は接着部に残存した。続いて正常カルシウム濃度で培養すると、ネクチン-1 の濃縮した接着部に E

カドヘリンが再び濃縮した。 Nef-3 存在下で低カルシウム濃度で培養すると、ネクチンの接着は阻害され、接着部に
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濃縮していたネクチン-1 は E-カドヘリンと共に消失した。続いて Nef-3 存在下で正常カルシウム濃度で培養すると、

E-カドヘリンとネクチン-1 の接着部への濃縮は遅延した。上皮細胞である MDCK細胞でも同様の結果が得られた。

以上のことから、カドヘリンはネクチンを介した接着部に、ネクチンに依存してリクルートされることが明らかにな

った。

Nef-3 のアゴニス様作用によるネクチンを介した細胞間接着形成の解析

カドヘリンがネクチンの形成する接着部に濃縮するには、ネクチン同士の結合だけで十分であるかを検討した。

Nef-3 を抗ヒト Fc抗体を用いてラテックスビーズに固相化した Nef-3 ビーズを作成した。ネクチン-l-EL細胞を Nef-3

ビーズと培養すると、ビーズと細胞との接触面にネクチン-1 が濃縮した。この結果、 Nef-3 はアゴニストとして作用

することが明らかになった。さらに、ビーズと細胞との接着面にアファディンが濃縮し、次に E-カドヘリンと 8 ・ヵ

テニンが濃縮した。 MDCK 細胞を用いた実験でも同様の結果が得られた。以上のことから、ネクチン同士の結合は

カドヘリンを接着部にリクルートするのに十分であることが明らかになった。

〔総括〕

私は、カドヘリンの細胞間接着部への濃縮がネクチンに依存しており、さらにネクチン同士の結合はカドヘリンを

接着部ヘリクルートするのに十分であることを見出した。これらの結果から、上皮細胞の AJ 形成の過程として次の

ようなモデルが考えられる。 2 つの上皮細胞が接触するとまず、ネクチン同士が結合し接着面を形成する。次にその

接着面にカドヘリンがリクルートされ、両者が協調的に AJ を形成する。このように、ネクチン・アファディン系は、

AJ 形成時の接着部へのカドヘリン・カテニン系の集積を促進することで、AJ 形成を制御していることが明らかになっ

た。

論文審査の結果の要旨

上皮細胞のアドへレンスジヤンクション (AJ) には細胞間接着機構として、カドヘリン・カテニン系以外にネクチ

ン・アファデ、イン系が存在する。これまでネクチン・アファディン系による AJ 形成の制御機構は不明であった。

本申請者は、本研究において、ネクチン細胞外領域とヒト IgGFc との融合タンパク質 (Nef) を作製し、接着形成

時に Nef をネクチンのアンタゴニストとして作用させることで、接着部位へのカドヘリンの集積が抑制されることを

見出した。一方、 Nef を結合させたピ}ズと細胞を培養することで、 Nef をネクチンのアゴニストとして作用させ、

ビーズと細胞の接着部位にネクチンだけでなくカドヘリンも集積することを見出した。以上の結果から、ネクチン・

アファディン系が、接着部位へのカドヘリン・カテニン系の集積を促進し、 AJ 形成に関与す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。したがって、学位に値すると考える。
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