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論文内容の要旨

【目的I

Insulin receptor substrate p53 (IRSp53) はインスリン刺激によってチロシンリン酸化される基質として同定され、

中枢神経系ではシナプス後肥後部 (PSD) の構成分子であることが報告されている。 IRSp53 は複数の機能ドメイン

を有するアダプタータンパク質であり、これまでに 4 つのアイソフォマム (S、 T、 IRS-58、 L) が報告されている。

これら IRSp53 アイソフォームは N末端から 511 アミノ酸残基までの共通配列と、個々に特有な数残基の配列より構

成されるが、アイソフォーム間の機能的差違は不明であった。 IRSp53N 末端の CRIB/プロリン・リッチドメインに Rho

family 低分子量 G タンパク質(Rac または Cdc42) が結合し、WAVE や Mena などアクチン重合調節因子は IRSp53C

末端の SH3 ドメインに結合して、線維芽細胞のラッフル膜形成や培養神経細胞の神経突起伸長を促進させることが

明らかとなっている。本研究では、 yeasttwo-hybrid system を用いて、 IRSp53 アイソフォームである IRSp53-S の

結合因子として MALS を見い出し、上皮系細胞 MDCK における IRSp53 および MALS との相互作用について解析

を行った。

【方法ならびに成績}

ラット IRSp53 の 19・522 アミノ酸残基を bait として、ラット脳 cDNA ライブラリーを用いて yeast two-hybrid 

system によるスクリーニングを行い、 17 個の陽性クローンを得た。これら結合因子候補のうち、 16 クローンは PDZ

ドメインを有するタンパク質であり、また IRSp53-S の C 末端にある S-T-V 配列が PDZ 結合モチーフとして機能す

ることを見い出した。 IRSp53C 末端配列はこれまでに報告されている複数の種族で保存されている。これら陽性クロ

ーンのうち、クローン数の最も多い MALS (mammalian Lin-7s) を IRSp53-S 結合因子候補としてさらに解析を行

った。 In vitro の結合実験により、 IRSp53-S はその PDZ 結合モチーフを介し、 MALS の PDZ ドメインと直接結合

することが明らかとなった。 MALS アイソフォームの 1 つ MALS3 は MDCK などの上皮系細胞に発現しており、細

胞接着面に局在することが報告されている。 MDCK 細胞で発現している IRSp53 アイソフォームを確認するために、

MDCK細胞 cDNA ライブラリーを作成しクローニングを行い、ラット IRSp53-S に相当するイヌホモログを同定し、

MDCK 細胞における IRSp53-S の発現を確認した。 MDCK 細胞抽出液に対し免疫沈降を行い、 IRSp53-S と MALS
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が in vivo においても結合していることを確認した。また、 IRSp53 および MALS に対して作成したポリクローナル

抗体を用いた MDCK細胞の免疫染色の結果、 IRSp53 および MLAS は共に細胞接着面に局在することが判明した。

これらの染色像は非イオン性界面活性剤 TritonX-100 に対して抵抗性を示すことから、両タンパク質は細胞接着面で

細胞骨格系タンパク質と結合して局在することが示唆された。アクチン重合阻害剤サイトカラシン D で処理すると、

IRSp53 および MALS の細胞接着面への局在が阻害されることかち、これらのタンパク質はアクチン細胞骨格を足場

として細胞接着面に局在していることが明らかとなった。

[総括】

IRSp53・S 結合タンパク質として MALS を同定し、 IRSp53-S C 末端のアミノ酸配列 (PDZ 結合モチーフ)が MALS

の PDZ ドメインと結合することを明らかにした。 IRSp53 は MDCK細胞において MALS と相互作用しており、両者

は共にアクチン細胞骨格依存性に細胞接着面に局在することが明らかとなった。 IRSp53 上流因子である Rac や

Cdc42 が細胞接着形成に関与していること、接着形成にアクチンフィラメントの形成が重要な役割を果たしているこ

となどが報告されていることから、 IRSp53 は接着構造の形成・維持さらにダイナミクスに関与するアダプタータン

パク質であると考えられる。

論文審査の結果の要旨

中枢神経シナプスの高次機能を解明するため、後シナプスに形成されるシナプス後肥厚部に対する特異的なモノク

ローナル抗体を作成し、 Insulinreceptor substrate p53 (IRSp53) を同定した。 IRSp53 はこれまでに、細胞の形態

形成に重要な細胞骨格蛋白質の調節因子であることが報告されている。本研究では、 IRSp53 の分子機能を解明する

ため、 Yeast Two-hybrid システムを用いて IRSp53 結合因子として MALS を同定した。 IRSp53 はその C 末端を介

して MALS の PDZ ドメインと直接結合する。この結合様式は既存の IRSp53 結合因子とは異なり、 IRSp53 の C 末

端アミノ酸配列が PDZ ドメイン結合モチーフとして機能することを初めて明らかにした。また、上皮系細胞 (MDCK

細胞)間細胞接着部位に IRSp53およびMALSが局在すること、向上細胞内において両蛋白質が総合していることを、

免疫染色法および免疫沈降法によって解明した。さらに、アクチン重合阻害剤を用いた実験により、 IRSp53 の細胞

接着部位への局在はアクチン細胞骨格に依存することを明らかにした。本研究は、 IRSp53 の新たな機能として、細

胞接着の形成や維持への関与を示唆するものであり、学位の授与に値すると考えられる。
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