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姶 文 内 容 の 要 旨

SPa-1はマウスリンパ球細胞株LFD14細胞において,細胞が増殖相に入るに伴い発現する遺伝子として,differential

hybridization法により単離された.この遺伝子は分子量約130kDaの蛋白質をコードしており,N末側にProlineに富む

領域とraplGAP活性相同領域,C末側にPDZ領域とLeucineZipper様領域という機能 ドメインを有しており,生体内に

おいではリンパ ･造血器系組織に特異的に発現している｡Spa-1の機能としては試験管内において,低分子量G蛋白質

Raplに対してGAP活性を有することが明らかとなっているが,細胞内における機能については不明のままである｡今回,

Spa-1の細胞内における活性と機能について,生化学的･細胞生物学的手法を用いて解析を行った｡

293T細胞内において,RaplのGDPlニTP交換因子であるC3Gを過剰発現させると特異的にRapIGTPの生成が見

られるが,膜局在性のC3G-Fを用いるとより効果的にRaplGTPを生成できるO この系にSpa-1を導入し,細胞抽出液

をRap1GTPと特異的に結合する.GST-RBD(RalGDSのRapl結合配列)を用いてpulldownL,westernblot法によ

り解析した結果,全長のSpa-1を導入した場合,用量依存性にRaplGTPの生成が抑制されたoこれに対しGAP活性 ドメ

インを欠くAGRDISpa-1を導入した場合は全く抑制効果は認められなかった｡

次に,細胞内におけるSpa-1の機能について検討するために,HeLa細胞でSpa-1を一過性に発現させ,蛍光抗体法に

よりSpa-1の局在を検討したところ,細胞膜直下のcorticalareaが強く染色され,その細胞は形態的に丸く,小さくなる

傾向が認められたOそこで,Spa-1と細胞骨格との相互作用についてアクチン重合阻害剤であるサイトカラシンD処理の細

胞で同様に解析すると,Spa-1の染色パターンはアクチンの挙動と一致し,この結果は物理的な細胞分画法による解析と一

致したoこれに対し,C3G-Fを導入した細胞は形態的に細胞が平坦で大きく広がり細胞質より数条の突起を伸展していたO

きらに,テトラサイクリンによってSpa-1の発現が誘導可能な細胞株を樹立し解析した｡HeLa細胞はフィブロネクチン

への接着によりRaplGTP生成が誘導されるが,Spa-1を発現させた場合にはRaplGTPは検出されず,低濃度のフィブ

ロネクチンにおいてのみ接着が阻害されたOまた,フィブロネクチンに接着後にSpa-1を誘導するとその濃度依存性に3日

以内に細胞が丸く浮き上がり,より高l)ットル皮のフィブロネクチンによりこの効果は阻害されたO

最後に,血球系細胞における細胞接着に対するSpa-1過剰発現の効果について解析を加えた.額投球細胞株32D細胞は

IL-3依存性に浮遊増殖しているときにはRaplGTPの生成は認められないが,Gl:SFにより細胞接着と好中球の分化が

誘導される時にはそれに依存してRaPIGTPの生成が誘導増強する細胞である｡この細胞にレトロウイルスによりSpa-1

を導入し解析したところ,Gl:SFによるRapIGTPの生成と細胞接着の誘導は完全に阻害されたが,LIGRD-Spa-1を導

入した場合にはそのような効果は認められなかった｡また,Spa-1の過剰発現によってもこの細胞は好中球へ分化したこと

から,Gl:SFによるRaplGTPの生成を介した接着誘導のシグナルのみをSpa-1が阻害していることが示唆された. こ

れらの結果よりSpa-1は細胞内においてRapiGAPとして細胞接着の開始と接着の維持の両方に阻害的に機能している
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ことが示された｡

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

Spa-1はマウスリンパ球が増殖相に入るに伴って発現する遺伝子として単離され,リンパ･造血器系組織に特異的に発

現している｡また,この遺伝子産物は試験宮内で低分子量G蛋白質Raplに対してGAP活性を有することが明らかになっ

ている｡RaplはKi-Ras遺伝子によってtransform した線維芽細胞を正常の形態に戻す活性を有することが明らかとなっ

ていたが,正常細胞における内在性分子の機能は全く明らかにされていなかった｡申請者は先ず,内在性のRaplに対する

GAP活性を検出する系を樹立し,Spa-1分子が細胞内においてもGAP活性を有することを証明した占次に,Spa-1分子の

細胞内における機能について検討するため,抗体を作成し,生化学的･細胞生物学的な検討を行った｡HeLa細胞および骨髄

系頼粒球32D細胞を用い,細胞骨格においてSpa-1分子がRaplGAPとして機能し,細胞の接着調節に関与しているこ

とを明らかにした｡

以上の研究は細胞接着の細胞内調節機構の解明に貢献し,細胞生物学の進展に寄与するところが多い｡

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11年5月26日実施の論文内容とそれに関連した研究分野の試問を受け,合格と認めら

れたものであるO
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