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論 文 内 容 の 要 旨

神経線維腫症Ⅱ型の癌抑制遺伝子産物であるmerlinは,ERM (Ezrin/RadixiTl/Moesin)蛋白質 (略してERM)と高い

相同性を持つ｡ERMはアクチンー細胞膜間のクロスリンカーであり,Rhoによって制御されると同時に,Rho-GDPdis-

sociationinhibitor(Rho-GDI)と結合しGDI活性を阻害し,Rhoを活性化させる機能ももつとされる｡ merlinはERM

との相同性から細胞骨格に関連した機能が想定されているが,詳細は不明である｡merlinの生理的な機能を探る目的で,

主にERM との対比を通して,以下について検討した｡

1.マウス上皮MTD-1A,ヒト上皮HeLa,マウス線維芽細胞swiss3T3,各培養細胞内のmerlinとERM の発現量を定量

的immunoblottingにより測定した｡

2.MTD-1A,Swiss3T3を可溶画分と不溶画分に遠心分離し,各分画のimmunoblottingによりERM とmerlinの可溶

性を検討した｡

3.merlinをノMTD-1A,HeLaに強制発現させ,その局在を蛍光免疫抗体法で観察した｡内在性merlinの局在の観察のた

めにモノクローナル抗体を作成した｡

4.merlinとRho-GDIとのinvitroでの結合実験,さらにinvivoでの会合を確認するために,MTD-1Aを用いた免疫

沈降で両者が共沈するかどうかをみた｡

培養細胞内のmerlin/ERMe?モル比は0･05-0･14であった｡ERM は可溶画分と不溶画分にはげ等分に分離されるが,

merlinは脱リン酸化を抑制すると殆どが不溶画分に回収された0

merlinをHeLaに強制発魂させると,アピカル膜の徴械毛に濃縮するなどERM と同七局在で,ERM の染色が減弱する

ことから導入されたmerlinがERM と置換されていると考えられた｡一方,MTD-1Aではmerlinはラテラル膜に濃縮し,

E-cadherinと類似の染色像であった｡内在性のmerlinの局在も同様であった｡

甲erlinには3'側のalternativesplicingによる2種類のtranscriptisofom があるが,invitroにおいて (merlinのN末半

分 (N-merlin)およびisoform Ⅱの全長がRho-dDIと結合したが,isoformIの全長は結合しなかづた｡radixinと同様

にmerlinノもN末側を介してRho-GDIと直接結合することが確認され,そのKdは0.2fLM であった｡N-merliiiのRho-

GDIへの結合はNTradixinと競合した｡

Rho-GDIの特異抗体による免疫沈降でmerlinが共沈することより,両者はinvivoでも会合しうる車考えられ牢｡

merlinの存在量はERM と比べて少量で,生理的に単にERM と競合的に機能するとは考え難い｡merlinは,可溶性の

検討からその大部分が細胞膜あるいは細胞骨格に組み込まれていることが示唆される点,上皮細胞において細胞一細胞間の

ラテラル膜に局在する点などで早RM とは異なっていた｡ また,m占rlinがradixinと同様にN末側を介してRho-′GDIと

結合することが証明され,上皮細胞でmerlinが細胞間接着部位に局在することがら,merlinがRho-GDI･･khoアアミリ
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-を介して細胞間接着に関与している可能性も示唆された｡merlinとERMのいくつかの相違点を明らかにしたが,一層

の詳細な比較検討にすり,merlinに対する理解がさらに深まるものと考えられる｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

神経線維腫症Ⅰ型の癌抑制遺伝子産物であるmerlinは,ERM (Ezrin/Radixi/Moesin)蛋白宴 (ERM)と高い相同性を

持つが,その機能の詳細は必ずしも明らかではない｡ 申請者は,MTDllA (マウス乳癌由来上皮細胞),HeLa(ヒト子宮

頚痛由来上皮細胞),swiss3T3(胎生期マウス由来線維芽細胞)などの培養細胞におけるmerlinの発現量および局在,さ

らにmerlinのRho-GDIに対する結合能について,ERM と比較検討した｡

上記細胞におけるmerlinの発現量はERMの5-14%と少ないものであった｡また,merlinはHeLaでは微繊毛など

ERM と同じ局在を示したが,MTDl1AではERM と異なり,細胞一細胞間のラテラル膜に局在し,E-cadherin類似の染

色像を皇した｡

また,申請者は,merlinがERM と同様にそのN末半分でRho-GDIとinvitroで結合することを示し,さらに,MTD

-1Aを用いたRho-GDIの免疫沈降でmerlinが共沈することから,invivoでも両者が会合しうることを明らかにした｡こ

のことは,merlinがRho-GDIを介して,Rhoファミリーのシグナル伝達に関与している可能性を示すものであり,上皮
＼

細胞においてmerlinが細胞間接着部位に局在する点とあわせ,rherlinが細胞間接着へ関与する可能性が示唆された｡

以上の研究は,merlinの機能を解明する上で示唆に富むところが多い｡

したがって,本論文は博士 (医学)の学位論文として価値あるものと認める｡ なお,本学位授与申請者は,平成13年2月

9日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたものである｡
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