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論　文　内　容　の　要　　旨

　ＡＤＡＭ（Ａ Disintegrin And Metalloprotease )ファミリーは，ディスインテグリンドメインとメタロプロテアーゼドメ
　　　　　ー－　　　　－　－

インを有する膜蛋白質である。その生理的機能はプロテアーゼとして膜型増殖因子や接着因子などの切断，インテグリンと

細胞外マトリックスとの結合制御による受精や種々の形態形成への関与が示唆されている。プロテアーゼ活性を有する

ＡＤＡＭにはTNF-a converting enzyme （ＴＡＣＥ/ＡＤＡＭ１７），Ｋｕsｂａｎｉａｎ（ＡＤＡＭ１０）などが知られるが，その基質特異

性や切断制御機構には未解明な点が多い。申請者の所属する研究室においてメルトリンβ（ＡＤＡＭ１９）は発生段階の後根

神経節や脊髄に強く発現し，膜蛋白質であるダリア増殖因子を切断しErb Bレセプターの可溶性リガンドを産生すること

が示された。 ErbBレセプターは乳癌や肺癌をけじめ，種々の疾病に関与することが示されている。ここで，メルトリンβ

によるダリア増殖因子切断反応の時間的，空間的特異性がどのように制御されているかは不明である。そこで本研究では，

ダリア増殖因子の切断制御におけるメルトリンβの役割を明らかにするため，以下の研究を行った。

　まず，メルトリンβは，後根神経節の初代培養細胞の抗体染色によって主にゴルジ装置もしくはその周辺にいることが

分かった。この結果を下に，メルトリンβはその基質であるダリア増殖因子の切断をゴルジ装置にて行っているのではな

いか，という仮説を立てた。

　ダリア増殖因子の切断が主にゴルジ装置にて起こることを，生きた細胞において実証するために，蛍光相関分光法

(Fluorescent Correlation Spectroscopy :ＦＣＳ）を利用した。 ＦＣＳは，共焦点顕微鏡によって作られた微小空間内のブラウ

ン運動を測定することが出来るので，生きた細胞内でダリア増殖因子の切断の現場を観察することが出来ると考えた。ミド

リザル腎臓由来繊維芽細胞（COS7細胞）にメルトリンβとダリア増殖因子を共発現させた系においてＦＣＳ測定を行うと，

確かにゴルジ装置でのダリア増殖因子の切断が確認された。また，プロテアーゼ活性を失った点変異体（ＥＱ変異体）では，

ゴルジ装置における切断が抑制されていた。この結果は，細胞内の逆行吐膜輸送ｍ害薬(Bafilomycin Ａ）を用いても確認

された。

　さらに, FCSによる測定結果の検証のため，マウス神経芽細胞株もしくは, CoS7細胞にメルトリンβとダリア増殖因

子を共発現させ，密度勾配超遠心法によって，ゴルジ画分及び小胞体画分の成分の分離を行った。その結果，確かにゴルジ

㈲分にてダリア増殖因子が切断を受けていることが分かった。一方，ＥＱ変異体では，ゴルジ画分における切断が抑制され

ていた。ここで，ＴＡＣＥもこのダリア増殖因子を切断することが分かっている。そこでＴＡＣＥのＫＯマウス胎仔由来繊維

芽細胞を用いた同様の実験を行うと，メルトリンβによる基質のゴルジ画分での切断が確認された。さらに，ＴＡＣＥとダ

リア増殖因子を共発現させた系では，基質の切断はメルトリンβの場合よりも軽い膜画分で起こっていることが示唆され

た。

以上から，本研究1 こよって，下記2点のことが明らかとなった。
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　１．メルトリンβは基質であるダリア増殖因子をゴルジ装置にて切断を行う。その効果は，ＴＡＣＥに非依存的である。

　２．同一の基質を少なくとも２種類のプロテアーゼが切断していることから，これらは切断反応の場を住み分けることに

よって，時間的，空間的に異なるリガンド産生制御を行っている可能性が考えられる。癌細胞や再生過程における種々の膜

型増殖因子の過剰発現や活性化が知られていることから，癌治療や再生医療に繋がる有用な知見が得られたと考える。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　論文審査の結果の要旨

　メルトリンβは，受精や発生，様々な疾病への関与が知られるＡＤＡＭファミリーに属するプロテアーゼである。申請者

は，膜型ダリア増殖因子の切断制御におけるメルトリンβの役割に関して以下の研究を行った。

　メルトリンβは初代培養神経細胞において，ゴルジ装置とその周辺に局在した。そこで蛍光相関分光法を利用し，メル

トリンβが基質であるダリア増殖因子をゴルジ装置で切断することを，生きた細胞で捉えることを試みた。 COS7細胞にメ

ルトリンβとダリア増殖因子を共発現させ蛍光相関分光測定を行うと，ゴルジ装置でのダリア増殖因子の切断が観察され，

それに対しプロテアーゼ活性を失った点変異体（ＥＱ変異体）では，ゴルジ装置における切断が抑制される結果を得た。こ

の結果は細胞内の逆行匪膜輸送阻害薬(Bafilomycin Ａ１）を用いても確認された。さらに，神経芽細胞およびCOS7細胞

にメルトリンβとダリア増殖因子を共発現させ，密度勾配超遠心法によってゴルジ及び小胞体画分の成分の分離を行うと，

確かにゴルジ画分にて基質が切断され，ＥＱ変異体ではゴルジ画分における切断が抑制された。ダリア増殖因子を切断する

もう一つのプロテアーゼＡＤＡＭ１７の欠損細胞でもメルトリンβによる基質切断はゴルジ画分で見られ，さらにADAM17

はメルトリンβよりも軽い膜画分で基質を切断することが示唆された。以上から，メルトリンβはAD AMI 7と時回的空

間的に異なるリガンド産生制御に関与すると考えられた。癌細胞や再生過程では種々の膜型増殖因子の過剰発現や活性化が

知られており，医療に繋がる有用な知見が得られたと考えられる。

　したがって，本論文は博士（医学）の学位論文として価値のあるものと認める。なお，学位授与申請者代平成19年１月10

日実施の論文内容とそれに関連した諮問を受け，合格と認められたものである。
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