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論文内容の要旨

[ 目的 ]

ネクチンは Ca2 + に非依存的な免疫グロプリン様の細胞間接着分子であり、 E-カドヘリンと相互作用し協調的にア

ドへレンス、ジヤンクション (AJ) を形成することが明らかになっている。しかし、ネクチンと E-カドへリンの相互

作用の分子機構は未だ十分解明されていない。 AJ 形成時に、 E-カドヘリンのトランス結合は Rac を活性化するのに

対して、ネクチンのトランス結合は Cdc42 と Rac を活性化することが明らかになっている。本研究では、ネクチン

が E-カドへリンのトランス結合による Rac の活性化に与える影響について検討した。

[ 方法ならびに成績 ]

FRET (蛍光共鳴エネルギー移動)イメージングを用いた E-カドヘリンによるラメリボディア形成における Rac の活

性化の観察

E-カドへリン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 Cef を作製した。 Cef をコート

したディッシュに、 E-カドヘリンを発現させた L 線維芽細胞 (EL 細胞)をシングル細胞の状態で培養すると、ラメ

リボディアを形成した。同様に、 Cef をコートしたディッシュに、 FRET プロープを発現した EL 細胞を培養すると、

ラメリボディアを形成すると同時に Rac が活性化された。一方、ラメリボディアが縮むと同時に Rac の活性化が見ら

れなくなった。以上の結果から、このアッセイ系がラメリボディアの伸縮に伴った Rac の活性化を観察するのに使用

できることが明らかとなった。

E-カドへリンのトランス結合による Rac の活性化に対するネクチンの作用

Cef をコートしたディッシュに、ネクチン-1 と E-カドへリンを発現させた L 線維芽細胞(ネクチンー1-EL 細胞)

を培養した。この細胞はラメリボディアの形成も Rac の活性化も見られなかった。一方、 Cef をコートしたディッシ

ュに、活性型 Rac を発現させたネクチンー1-EL 細胞を培養すると、ラメリボディアを形成した。以上の結果から、ト

ランス結合をしていないネクチンは E-カドヘリンのトランス結合による Rac の活性化を抑制することが明らかとな

った。次に、トランス結合をしていないネクチンによる Rac の活性化の抑制効果が、ネクチンがトランス結合をする
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ことで解除されるかどうかを検討した。 Cef とネクチン-3 の細胞外フラグメントである Nef-3 の両方でコートした

ディッシュに、ネクチン-l-EL 細胞を培養すると、ラメリボディアとフイロボディアが形成され、それぞれ Rac と

Cdc42 が活性化された。上皮細胞を用いた実験でも同様の結果が得られた。以上の結果から、この抑制効果は、ネク

チンのトランス結合によって活性化される Cdc42 により解除されることが明らかとなった。

トランス結合しないネクチンによる E-カドへリンを介した細胞間接着形成の解析

トランス結合しない変異型ネクチンを発現させた MDCK 細胞を作製した。この細胞を正常 Ca2+ 濃度で培養する

と、 E-カドへリンは細胞間接着部に濃縮した。次に、低 Ca2十濃度で培養すると、接着部に濃縮していた E-カドへリ

ンは消失した。続いて正常 Ca2+ 濃度で培養すると、変異型ネクチンを発現させた細胞は、変異型ネクチンを発現し

ていない細胞に比べて E-カドヘリンの接着部への濃縮が遅延した。以上のことから、トランス結合をしていないネク

チンは、 E-カドへリンによる AJ の形成速度を低下させることが明らかとなった。

[ 総括 ]

上皮組織のシート構造を形成するためには、上皮細胞同士が AJ を形成することが重要である。この AJ 形成に、

トランス結合しているネクチンが、 トランス結合している E-カドへリンと協調して、 Cdc42 と Rac を活性化するこ

とが重要であることを明らかにしている。今回、私は、 トランス結合していないネクチンが、 E-カドへリンのトラン

ス結合による Rac の活性化を阻害することで、 AJ 形成を抑制することを見い出した。また、ネクチンがトランス結

合している場所において E-カドヘリンがトランス結合し、 AJ 形成を促進するのに対し、ネクチンがトランス結合し

ていない場所では E-カドへリンのトランス結合を阻害し、 AJ 形成を抑制した。このことは、ネクチンのトランス結

合が E-カドへリンのトランス結合を許可するスイッチとして働いているということである。この機構により、 E-カド

ヘリンのトランス結合する場所を調節することで、 AJ が形成される場所を決めている可能性がある。以上のことか

ら、ネクチンはそのトランス結合の状態により、 E-カドへリンのトランス結合を調節することで、 AJ 形成を制御し

ていると考えられる。

論文審査の結果の要旨

細胞間接着分子ネクチンは、 E-カドヘリンと相互作用し協調的にアドヘレンスジヤンクション (AJ) を形成するこ

とが明らかになっている。しかし、ネクチンと E-カドヘリンの相互作用の分子機構は未だ十分解明されていなかった。

AJ 形成時に、 E-カドヘリンのトランス結合は Rac を活性化するのに対して、ネクチンのトランス結合は Cdc42 と

Rac を活性化することが明らかになっている。

本申請者は、本研究において、 トランス結合をしていないネクチンに注目し、 E-カドへリンのトランス結合による

Rac の活性化に与える影響について検討した。

その結果、トランス結合していないネクチンが、 E-カドへリンのトランス結合による Rac の活性化を阻害すること

で、 AJ 形成を抑制することを見出した。

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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