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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やアドへレンスジヤンクション (AJ) が存在する。 AJ には接着

分子であるカドヘリンとネクチンが局在し、細胞内でそれぞれカテニンと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。低分子量 G タン

パク質 Cdc42 と Rac は、 AJ の形成に関係していると言われているが、その詳細は不明である。本研究では、ネクチ

ンの融合タンパク質を用いて、 AJ 形成におけるネクチンと低分子量 G タンパク質との関係について解析した。

[ 方法ならびに成績 ]

ネクチン同士の接着によるフィロボディアとラメリボディア形成の解析

ネクチンー1 、 -2 、 -3 の細胞外ドメインをヒト IgG Fc 領域に融合させたキメラタンパク質 (Nef-1 、 -2 、 -3) を作製

した。更に、 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-1 と

E-カドヘリンを共に発現させた L 細胞(ネクチン-l-EL 細胞)を Nef-3 ビーズと培養すると、細胞とビーズの接着部

位にフィロポデ、ィアとラメリボディアを形成した。 Nef-3 をコートしたディッシュ上でネクチンー1-EL 細胞を培養す

ると、まずフイロボディアを形成し、その後ラメリボディアを形成した。ネクチンー1 を発現させた L 細胞(ネクチ

ン-l-L 細胞)、ネクチンー1 を発現させた MDCK 細胞(ネクチン-l-MDCK 細胞)でも同様の結果が得られた。以上

の結果から、ネクチン同士の接着によって、フィロボディアとラメリボディアが形成されることが明らかになった。

Nef-3 の作用における Cdc42 と Rac の働きの解析

ネクチンの相互作用によるフィロボディアとラメリボディアの形成における Cdc42 と Rac の関与について、 Nef-3

を用いて検討した。 NWASP-CRIB を発現させたネクチンー1・L 細胞を Nef-3 をコートしたディッシュ上で培養すると、
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フィロボディアとラメリボディアの形成は減少した。 Racl のドミナントネガティブ変異体を発現させた細胞では、

ラメリボディアの形成が減少した。以上の結果から、 Nef-3 によるフィロボディアとラメリボディアの形成は、それ

ぞれ Cdc42 と Rac の活性化を介していることが明らかになった。

Nef-3 による Cdc42 と Rac の活性化の解析

GFP-Cdc42 または GFP-Racl を発現させたネクチン-l-L 細胞を Nef-3 ビーズと培養すると、細胞とビーズの接着

部位にそれぞれ Cdc42 と Rac のシグFナノレが見られた。次に、 Cdc42 と Rac の活性化を見るために、ブロルダウンアッ

セイを行った。ネクチン-l-MDCK 細胞に Nef-3 溶液を添加した。その後、 GST' PAK ・ CRIB を含む可溶化溶液で

可溶化し、プロノレダウンアッセイした。 Nef-3 溶液を添加後 30 分で、 Cdc42 と Rac の活性化が見られた。これらの結

果より、ネクチン同士の相互作用によって、 Cdc42 と Rac の活性化が起こることが明らかになった。

[ 総括 ]

今回、ネクチン同士が接着すると、 Cdc42 と Rac の活性化が起こり、それぞれフイロボディアとラメリボディアを

形成することを見い出した。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 Cdc42 を活性化して、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、 Rac が活性化され、両者が協調的に AJ を形成することが考えられる。

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) にはカドヘリンーカテニン系以外にネクチン-アファディン系が存在

する。また、低分子量 G タンパク質 Cdc42 と Rac は、 AJ の形成に関係していると言われているが、その詳細は不明

であった。

本申請者は、本研究において、ネクチン同士の結合により、フィロボディア、ラメリポデ、イアが形成されることを

見出した。また、ネクチン同士の結合によって、 Cdc42 と Rac が活性化されることを見出した。以上の結果から、ネ

クチン同士が接着すると、 Cdc42 と Rac の活性化が起こり、それぞれフィロボディアとラメリボディアを形成するこ

とを明らかにした。さらに、 AJ の形成に関与することが示唆された。

本研究は、実験結果自体の意義もさることながら、今後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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