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論文内容の要旨

〔目的〕

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カルシウム非依存性の細胞間接着分子であり、上皮細胞や

線維芽細胞においてカドヘリンと協調してアドヘレンスジヤンクションを形成している。ネクチンはネクチン-1 、 -2 、

-3 、 -4 の 4 種のメンバーからなるファミリーを構成しており、それぞれ九プライシングバリアントをもっている。す

べてのネクチンはひとつの膜貫通領域をもち、細胞外領域には 3 つの免疫グロプリン様ループをもっている。これま

での研究から、ネクチンはまずシス二量体を形成して、向かい合った細胞同士のシス二量体を形成したネクチンがト

ランスに結合することでトランス二量体を形成し、細胞間接着を形成することが明らかになっている。今回私は、ネ

クチンの機能を解明する目的で、細胞間接着におけるネクチンの免疫グロプリン様ループρの役割を解析した。

〔方法ならびに成績〕

ネクチンの 3 つの免疫グロブリン様ループをそれぞれ欠損させた変異体 ßIg1 、 ß 192 、 ßIg3 を作製して COS-7

細胞で発現させた。これらの細胞株にクロスリンク剤 BS3 を作用させ、それぞれの変具体のシス二量体が形成されて

いるかを抗ネクチン抗体によるウエスタンブロッティング法で確認した。その結果、変異体 ßIg1 と ßIg3 は二量体

を形成するが、変異体ムIg2 は二量体を形成しないことが判明した。また、カドヘリンが欠損し、細胞間接着をほと

んどもたない L 細胞にそれぞれの変異体を発現させた細胞株を樹立した。変異体ムIg2 を安定に発現させた L 細胞を

用いて、シス二量体を形成しているかを検討したところ、 COS幽7 細胞を用いたときと同様の結果が得られた。これら

の結果より、二番目の免疫グロブリン様ループがシス二量体形成に必要であることが判明した。次に、変異体 ßIg2

を安定に発現した L 細胞を用いて細胞凝集アッセイをおこない、トランス二量体ができるかを検討した。 L 細胞は凝

集塊を形成しなかったが、完全長のネクチンを発現させた L 細胞では、ネクチンがトランス二量体を形成するため細

胞が凝集した。変異体 ßIg2 を発現させた L 細胞は、 L 細胞と同様に、細胞塊を形成しなかった。この結果より、二

番目の免疫グロプリン様ルーフ。がトランス二量体形成に必要であることが明らかとなった。次に、完全長および変異

体 ßIg2 を発現した L 細胞の細胞間接着部位を共焦点レーザー顕微鏡で観察した。完全長のネクチンを発現させた L
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細胞では、ネクチンのシグナルが細胞間接着部位に濃縮していたが、変異体 ßIg2 を発現させた L 細胞では、ネクチ

ンのシグナルは細胞間接着部位に濃縮していなかった。これらの結果を合わせて、二番目の免疫グロプリン様ルーフ。

がトランス二量体形成にも必要であることが判明した。

〔総括〕

本研究では、細胞間接着分子であるネクチンの何番目の免疫グロプリン様ループがシス二量体を形成するのに必須

であるかを検討した。クロスリンク剤を使った実験によって、二番目の免疫グロプリン様ループを欠損した変異体が、

シス二量体を形成しないことが明らかになった。また、細胞凝集アッセイと共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析によ

って、二番目の免疫グロプリン様ループを欠損した変異株がトランス二量体を形成しないことか解明された。以上の

結果から、ネクチンの二番目の免疫グロプリン様ルーフ。がシス二量体の形成に必須で、あること、さらにこのシス二量

体の形成がトランス二量体の形成にも必須であることが明らかとなった。

論文審査の結果の要旨

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カル、ンウム非依存性の細胞間接着分子であり、上皮細胞や

線維芽細胞においてカドヘリンと協調してアドヘレンスジヤンクションを形成している。ネクチンはまずシス二量体

を形成して、向かい合った細胞向土のシス二量体がトランスに結合することで細胞間接着を形成することが明らかに

なっている。

申請者は、本研究において、細胞間接着におけるネクチンの免疫グロプリン様ループの役割を解析した。クロスリ

ンク剤を使った実験によって、二番目の免疫グロプリン様ループを欠損した変異体が、シス二量体を形成しないこと

を見出した。また、細胞凝集アッセイと共焦点レーザー顕微鏡を用いた解析によって、二番目の免疫グロプリン様ル

ープを欠損した変異体がトランスに結合しないことを見出した。以上の結果から、ネクチンの二番目の免疫グロプリ

ン様ループがシス二量体の形成に必須であること、さらにこのシス二量体の形成がトランスの結合にも必須であるこ

吃を明らかにした。

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いえる。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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