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論文要旨
カ ドヘ リン はホモ フィリ ック結 合 型の接着分子 で、そ のサ ブタイプに特異 的 な細胞外

領域 で規定 され る選択 的な結合 は、発生 における形 態形成 の際、 重要 な役割 を担 うと考

え られ てい る。一方 、細胞 内領域 で カ ドヘ リンは、 α一カテニ ン、 β一カテニ ン、pl20な

ど様 々な分子 と相互作 用 してい ることが知 られ、 これ らの分子 は、 カ ドヘ リンの接着 分

子 と しての機 能制 御 に 関わっ てい る と考 え られて いる。本研 究 で は上皮型 カ ドヘ リン

(E一カ ドヘ リ ン)の 接着分子 と しての活性 を制御 で きる細胞株 を発 見 し、 これ を用 いて新

た な制御機構 の解 明 を目指 した。

ヒ ト大腸癌 由来 の細胞株Colo205はE一 カ ドヘ リン、 α一カテニ ン、 β一カテニ ン を発現 し

てい るに もかか わ らず 、お互 い に接着 しない。す なわち、カ ドヘ リン/カ テニ ン接着 シ

ステ ムが働 け ない状態 にある。 ところ が、 この細胞 をプロテイ ンカイネースC(PKC)な

どの 阻害剤 で あ るstaurosporineを加 えて数 時 間培 養す る と、細 胞 間接 着 の誘 導 が認 め ら

れた。staurospo血eと 同時 にE一カ ドヘ リンの機能 阻害抗 体 を加 える と、 この細胞 間接着

が誘 導 され ない こ とか ら、 この接着 はE一カ ドヘ リン依存性 の細胞接 着で あ る ことが判 明

した。 また、低 濃度 の トリプシ ンの存在下 で培 養 した際 に も、E一カ ドヘ リン依存性 の細

胞接 着が誘導 され る ことが わかった。

Colo205細 胞 が以上 の ような接着 特性 を示す原 因を解 明す る 目的で 、引 き続 いて 、 こ

れ らの接 着誘 導時 にE一カ ドヘ リン、カテニ ンに関 してお こる変化 を解析 した。す る と、

カ ドヘ リ ンと相 互作 用 す るが そ の機 能 が わか ってい な い分 子 であ るp120に 関 して、

p120の リン酸化 レベ ルが、接着 の回復 と相 関 して低下す るこ とを示 唆す る結果 を得 た、

そ こで次 に、pl20の 脱 リン酸化 とカ ドヘ リ ンの活性化 との因果 関係 を よ り直 接 的 に明

らか にす る 目的で 、P120及 びカ ドヘ リンの 変異分子 を作製 しColo205細 胞 の導 入す る実

験 を行 った。P120は911ア ミノ酸 か らなる分子 で、 中央 の347-819ア ミノ酸領域 に10回 の

アル マ ジロ リ ピー ト(AR)を 有 す る。 このAR領 域 はP120と カ ドヘ リ ンの相互 作用 に必須

であ る こ とか らこの領域 を外 して部 分欠失変 異分子 を作成 しColo205細 胞 に導入 した と

ころ、N末346ア ミノ酸 を削 っ た分子 にこの細 胞の カ ドヘ リ ンを活性化 させ る働 きが あ

る ことが明 らか になっ た。 この結果 か ら、N末 を削 った分子 が、 カ ドヘ リンを不 活1生化

す る とい う内在性 のP120の 働 きに対 して ドミナ ン トネガテ ィヴに効 いて いる可 能性が示

唆 された。 さらに、N末346ア ミノ酸領域 を詳細 に解析 した ところ、N末244ア ミ ノ酸 を

削 った分子 に この細胞 の カ ドヘ リンを活性化 させ る働 きがあ るのに対 し、N末157ア ミ

ノ酸 を削 った分子 にこの よ うな活性が ない ことが 明 らか になった。 さらに、 カ ドヘ リ ン

の細 胞 内領 域 中のP120が 結 合す る こ とが明 らかに なってい る領域 を欠失 す るカ ドヘ リ

ンの改変分子 をColo205細 胞 に導入 した ところ、細胞 間接着 が誘導 された。

以上 の結 果か ら、P120は カ ドヘ リ ンの活性 を負 に制御 す るまった く新 しい タイプの ヵ

ドヘ リン結 合 分子 で、 その158-244ア ミノ酸領 域 内 に カ ドヘ リ ンの機 能 を負 に制御 す る

領域 が ある こ とが本研 究 に よりは じめて示 された。 このP120は 恐 ら くリン酸化 に よ りカ

ドヘ リンの機 能 を制御 してい る もの と思 われる。
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第1章 序論

第一章 序論

1-1.は じめ に

われ われ の体 は60兆 とい う途方 もない数の細胞 か ら成 り立 ってい る。 しか も この膨 大

な数の細 胞が ただ単 に寄 り集 まっている ものではない。 それ ぞれの細胞 の振 る舞 い は完

全 にコン トロール されてい る。た とえば、個 々の細胞 は しかるべ き時期 に増殖 を開始 し、

停止 す る。 また 脳 、肝臓 、筋 肉 などといった器官で は、周 囲の細胞 、組織 か らの入力 に

従 い、全 く性質 の異 な る細胞 が 自らに課せ られ た役割 を忠実 に果 た して い る。多細胞 生

物 では、細 胞 ひ とつ ひとつが個体 とい う巨大 な機械の歯車 として厳密 に機 能 し、全体 と

しての秩序 を想像 を絶 する ような高 い レベ ルで保 ってい るので ある。

発生 とは 、一つ の受精卵細 胞 か ら複雑 な多細 胞体が 出来上 が る過程 の こ とで あ るが、

別 のみかた をす れば、秩序 を維持 する仕組 みが形成 され る過程 である と解釈す る こ とも

で きる。発 生の 際秩序 が正 しく構築 されなか った個体 は、多 くの場合 形 態 になん らかの

異常が検 出 され る。 そ こで、遺伝学 的手法 や移植 な どの方法 に よ り発 生 に異常 が認 め ら

れ る個体 を作 製 し、得 られた個体 を用 いた研 究 の結果、多細胞生物 内 にお ける秩序 の実

体 がか な りわか って きた。 また、 癌 の原 因の一つが細胞社会 の秩序 が維持 で きな くな っ

た こ とに よるこ とが明 らか にな った。癌 由来 の細胞 を研究 に用 いて無秩 序 になった原 因

を明 らか にす る こ とに よ り、正常 な個体 内 における秩序 の実態 に迫 る こ とが可能 になっ

た。 これ らの研 究 の結果 、カ イネ ースや成 長 因子 、転写 因子 な どの遺伝 子 が相次 いで 同

定 され る一方 、 分化誘導 や細胞死 とい う概 念が発見 されるな ど、細胞 間相 互作用 の研 究

は大 き く発展 した。
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第1章 序論

1-2.接 着分 子 、 カ ドヘ リン

個 体 内で の秩 序 を維持 す る ため には個 々の 細胞が コ ミュニ ケーシ ョン しなけ れば なら

ない。近年 の分 子生物学 の発 展 に よって、 この コミュニケーシ ョンの手 法 にっいて多 く

の こ とが 明 らか にな った。その なか に、細 胞 と細胞の コンタク トを介 した コ ミュニ ケー

シ ョンが あ る。 た とえば、隣 にいる細胞が 自分 と同 じ性質 の もの か否 か を、 この接着 を

介 した コ ミュ ニケー シ ョンに よ り細胞 は知 るこ とがで きる。TowensとHoltfeterは 、 イ

モリ胚 か ら複数 の組織 を取 り出 しい ったんバ ラバ ラに した後に これ らを再集合させ る と、

単 に細胞 塊 がで きるに とどま らず、異 なる組織 由来の細胞 が この細胞塊 の なか で混 ざら

ず に存 在す るこ とを明 らか に し、 この結果 を もとに選択 的接着性 とい う概念 を提唱 した

(TowensandHoltfeter,1955)。 ま た、免疫 系 のT細 胞 は接 着 を介 した コ ミュニ ケー シ ョン

に よ り外 敵 を特 異 的 に認識 し攻撃す る。 さ らに、脳の神経 回路網 の よう な、極 めて複雑

な構 造体 の形成 の過 程 で特定 の細胞 が決 まった相手 を認識す る際 に、接 着 を介 した情 報

のや り取 りを行 っている ことが明 らか になっている。
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fig.1-1選 択 的 接 着 性

→

由来の異 なる細胞をバラバラにしたあ と・旋回培養 し再集合 させると由来が同 じ細胞が選択的に集合塊 を

形成する。
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そ の後 、 この接着 を介 した コ ミュニケー シ ョンを担 う分子 が多 数同定 された が 、その

多 くは細胞 どう しを くっつ ける働 きのあ る タンパ ク質、細胞接着 分子 で あ った。細胞 間

接着 を担 う接 着 分子 は大 き くカ ドヘ リンフ ァミリー と免疫 グロブ リンフ ァミリーに分 け

られ る。 カ ドヘ リンは一 回膜貫通型 の膜 タ ンパ ク質で、 この分子 群 に属 す る分子 はセ キ

ツイ動物 だけで な くウニ、線 虫、 シ ョウジ ョウバエ な どの無セ キツイ動 物 で も見 つか っ

て いる。 これ らの分子 の共通 す る性 質 と しては① 細胞外領 域 にカ ドヘ リンリ ピー トと呼

ばれる共通 の反復構造 を もつ② カルシウム イオ ンが なけれ ば接 着活性 を示 さない③ ホモ

ブイ リックな結合 能 を示す④ サ ブ タイプ間で 選択 的 な接着親和性 を持 つ こ とな どが挙 げ

られ る。 さ らに初期発 生時 にサ ブ タイプ問で相補 的 な発現 を示 す こ とが これ まで に明 ら

か になって お り、 これ らの ことか ら、形態 形成 を担 う重要 な分子 であ る と考 え られてい

る(Takeichi,1988;1991;1993;1995;ChitaevandTroyanovsky,1998)。
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fig.1-2カ ドヘ リン 分 子 の 特 性

① カルシウムイオン存在下で接着活性 を示す② ホモフィリックな結合能を示す③サブタイプ間で選択的な

接着親和性 を持つ ことなどが挙げられる。
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fig.1-3カ ドヘ リ ン/カ テ ニ ン 複 合 体

β一カテニ ン.p120は 直接 カ ドヘ リ ンに結合 し、 α一カテニ ンは β一カテニ ン を介 して カ ドヘ リ ン と相 互作

用 してい る ことが わかって い る。 α一カテニ ン、 β一カテニ ン、p120は 、抗 カ ドヘ リン抗体 に対す る免疫

沈 降 によ り、 ま とめて回収 で きる。

1-3.カ ドヘ リン の 機 能 制 御

カ ドヘ リ ン は そ の細 胞 内領 域 で様 々 な分 子 と相 互 作 用 し、 これ らの分 子 と と も に ダ イ.

ナ ミ ッ ク な 形 態 形 成 運 動 な どの現 象 に寄 与 す る こ とが 知 られ てい る。Hiranoら は カ ドヘ

リンが ア クチ ン フ ィ ラ メ ン トと相 互 作 用す る可 能 性 を示 した(Hiranoetal.,1987)。 一 方 、

NagafUchiら は 細 胞 質 領 域 を欠 く カ ドヘ リ ン は 接 着 分 子 と し て 機 能 で き な い こ と示 し

(NagafbchiandTakeichi,1988)、 この 結 果 か ら、 カ ドヘ リ ンが接 着 分 子 と して機 能 す る に

は カ ドヘ リ ンが 細 胞 内領 域 を介 して ア クチ ン骨 格系 と相 互作 用 す る こ とが 必 要 で あ る こ

とが 示 唆 さ れ た 。 そ の後 、 そ の 細 胞 質 領 域 で カ ドヘ リ ンに結 合 す る分 子 が相 次 い で 同定

され た 。 カ ドヘ リ ン は まず β一カ テ ニ ン と相 互 作 用 し、 さ ら に β一カ テ ニ ン を介 して α一カ

テ ニ ン と相 互 作 用 して い る こ と が 明 らか に な っ た(McCreaetal.,1991;NagafUchieta1.,

198g,lgg1;Tsukitaetal.,1992)。 α一カ テ ニ ンは ビ ン キ ュ リ ン と相 同 な領 域 を含 む こ とか

ら、 ア クチ ン と直 接 相 互 作 用 してい る こ とが 期 待 され たが 、 最 近 に な り α.カ テ ニ ンが

ア ク チ ン 自 身 と相 互 作 用 して い る こ とが 示 され た(R㎞metal.,1995)。 そ の 一 方 で α一力
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テ ニ ンが α一ア クチ ニ ンや ビ ンキ ュ リ ン と相 互 作 用 す る とい う報 告 もあ る(Knudsenetal.,

1995;Watabe-Uchidaetal.,1998)。 カ ドヘ リン は これ ら の分 子 を介 して ア クチ ンフ ィ ラメ

ン トと相 互 作 用 す る と考 え られ て い る(fig.1-3)。 ま た、 α一カテ ニ ン を欠失 して い る た め

にカ ドヘ リ ン を発 現 してい る にもか か わ らず 接 着で きない細 胞株 が 多数 同定 され て い る。

この よ う な 細 胞 株 に α一カ テ ニ ンのcDNAを 導 入 す る とカ ドヘ リ ンの機 能 が 回復 す る こ と

が 示 さ れ た 。 以 上 の こ とか ら α一カ テ ニ ンは 、 カ ドヘ リンの 機 能 に 必 須 で あ る こ と が 明

らか に な っ た(Hiranoetal.,1992;Oyamaetal.,1994;Watabeetal.,1994;Shio刎detal.,1996;

Tonresetal.,1997;Buliouse辻al.,1997;Roeetal.,1998)。

細 胞 が 接 着 す る こ とは多 細 胞 生物 に と り必 須 の現 象 で あ る が 、 カ ドヘ リ ンな どの接 着

分 子 が 発 現 と と も に活 性 を持 つ と、色 々 な 局面 で不 都 合 が生 じる。 間充 織 細 胞 の 凝 集 や

神 経 冠 細 胞 の 離 脱 な ど、初 期 発 生 にお い て は極 め て短 い 時 間 内 に細 胞 が 接 着 した りバ ラ

バ ラ に な っ た りす る こ とを繰 り返 す 現 象 が知 られ てい る。例 え ば、 マ ウス胚 の8-16細 胞

期 に、 緩 や か に接 して い た細 胞 が 、突 如 胞 胚 と呼 ばれ る上 皮細 胞 か らな る構 造 体 を形 成

す る よ う に な る(FlemingandJohnson,1988)。 この コ ンパ ク シ ョン と呼 ばれ る現 象 の 際 に
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は、 カ ドヘ リンの活性 が短 時 間で上昇す るが、 コンパ クシ ョンを起 こす前 の緩 やか に

接 してい る状態 の細胞 で カ ドヘ リン分子 は十分 に膜表面 に存在 す るこ とか ら、 この活性

の変化 は翻訳 後 の修飾 などによ りカ ドヘ リ ンの活性が制御 されてい る結 果 である と考 え

られてい る(Gumbiner,1996)。

カ ドヘ リ ンの活1生がいか に制御 され てい るか につい ては、 培養細胞 を用 い た実験系 で

す で にい くつ かの興味深 い知見 が得 られて い る。Matsuyoshiら は 、カ ドヘ リンが機 能 し

てい る ラ ッ ト繊維芽 細胞株3Ylにv-5rc遺 伝子 を導入 し強 制発現 させ る とβ一カテ ニ ンの

チ ロシン残 基が リン酸化 され、それ にともないカ ドヘ リンの活性が低下 す るこ とを見 出

した(Matsuyoshietal.,1992)。 この他 に もβ一カテ ニ ンの リ ン酸化が カ ドヘ リンの機 能制

御 に かかわ っ ている可 能性 を示 唆 する報 告が多数 ある(Hamaguchietal.,1993;Shibamoto

etal.,1994;Shibataetal.,1996;Serresetal.,1997;Ryutoetal.,1997;Liuetal.,1997;Calauttiet

aL,1998;OzawaandKemler,1998a;Balsamoetal.,1998)。 ま た 、 膜 貫 通 型 の チ ロ シ ン フ ォ

ス フ ァ ー テ ー スPTPμ や 、EGFレ セ プ タ ー が カ ドヘ リ ン と相 互 作 用 し て い る こ と が 示 さ

れ(Brady-Kalnayetal.,1995;Hoschuet乙kyeta1.,1994;Tal(ahashietaL,1997;Hazanetal.,

1997)、 こ れ らの 分 子 に よ りカ ドヘ リ ン の 活 性 が 制 御 さ れ て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た 。

こ れ ら の 他 に も 、 ア ク チ ン の 制 御 因 子 と し て 知 ら れ て い るrhoやIQGAPの 関 与 な ど

(Takaishietal.,1994;1997;Kurodaetal.,1998)、 カ ドヘ リ ン の 機 能 制 御 に つ い て は こ れ ま

で に 数 多 くの 報 告 が あ り興 味 深 い 知 見 が 得 ら れ て い る 。

最 近 に な り、P120と い う分 子 が カ ドヘ リ ン と結 合 し て い る こ とが 相 次 い で 報 告 さ れ た

(Reynoldsetal.,1994;Shibamotoetal.,1995;Staddonetal.,1995;AghibandMcCrea,1995)。

p120は も と も とv-srcに よ り形 質 転 換 した 細 胞 に お い て 特 異 的 に リ ン酸 化 さ れ て い る 分

子 量 が120kDaの 分 子 と し て 同 定 さ れ た(Reynoldsetal.,1989)。 一 次 構 造 を 決 定 し た と こ

ろ β一カ テ ニ ン や そ のDro5q功 〃aの 相 同 分 子Amladillo(セ グ メ ン トポ ラ リ テ ィ遺 伝 子 の ひ と

つ)に 特 有 の リ ピ ー ト構造 を 持 つ こ とが 判 明 した(Reynoldsetal.,1992;Peiferetal.,1994)。

そ こ で 、 カ ドヘ リ ン との 相 互 作 用 を検 討 し た と こ ろ カ ドヘ リ ン と直 接 結 合 して い る こ と

が 示 さ れ た 。 さ ら に 正 常 上 皮 細 胞 を分 散 さ せ る 活 性 を持 つ 肝 増 殖 因 子(HGF/SF)で 細 胞
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を 処 理 す る と 、 カ ドヘ リ ン の 不 活 性 化 に 呼 応 してP120の リ ン 酸 化 が 認 め られ た

(Shibamotoetal.,1995)。p120と β一カ テ ニ ン との相 同性 や 、 この 分 子 が も と もと カ イ ネ

ース の 基 質 と し て 同定 され た経 緯 か ら
、 カ ドヘ リ ンの機 能 を制御 す る新 規 分 子 で は ない

か と期 待 され て い るが 、 この分 子 の機 能 と そ の カ ドヘ リ ン接 着 に は たす 役 割 は現 在 の と

こ ろあ ま りよ くわか っ て い な い 。

1-4.本 研 究 につい て

カ ドヘ リ ンの機能制御 に関 す る研究 の流 れ は大 き く二 つ にわけ られ る。一つ 目の アプ

ローチはMatsuyoshiら(1992)が 行 った ように、 カ ドヘ リンが機 能 してい る細 胞 を細工 し

て その機 能 を阻害 しそ こか らせ まる方法 で ある 。 そ して もう一つ の アプ ロ ー チは 、

Hiranoら(1992)が 行 った ようにカ ドヘ リンが発現 している に もかか わ らず これが機 能 し

ていない細 胞 で 、その カ ドヘ リンをなん らかの方法 で活性化 し、そ こか らせ まる方法で

ある。

今 回私 が用 いた ア プロー チは後者 に属 す る。 ヒ ト大腸 癌 由来の細 胞株Colo205は カ ド

ヘ リンを発 現 してい るに もかかわ らず、お互 い に接着 で きない。私 は、 その原因 を調べ

る研究 を行 った 。その結果 、 カ ドヘ リンの機 能制御 の新 しい メカニズム が存 在す る こと

を示唆 す る結果 を得 た。

本論 は大 き く三 つ に分 け た。第二章 で はqolo205の 特 徴 、特 に この細胞 を用 いて カ ド

ヘ リンの活性 を任意 に操作 で きる系 を発見 したので この系 につ いて報告 す る。引 き続 い

て、 この系 を用 いて カ ドヘ リンの機能制御 につい て検討 した ところ、前 出のp120の 関与

を強 く示唆す る結 果 を得 たので、 それ第三章で紹介す る。最後 に、第 四章 ではpl20や カ

ドヘ リンの改変分 子 を用い てpl20の 機能 を探 った実験 の結 果 と、そ の結果 の解析 か ら得

られたp120の 役 割 につ いての知見 を考察 した。
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第二章Colo205細 胞 の接 着特性 の解析

2-1.結 果

2-1-1.Colo205細 胞株

Colo205細 胞 はSempleら が 大腸癌患 者の腹水 か ら樹立 した細 胞 株 で、上 皮細胞 由来で

あ るこ とがすで に明 らか になっ てい る(Sempleeta1.,1978)。 この細胞 は通常 の培 養 条件

下で は丘g.2-1の よ うに丸 い形 を していて、細胞 ど う しは緩 やか に接 しては いるが強固 な

細胞 間接着 は全 く認 め られず、 また培養皿 に もほ とん ど接着 しない。一 般 に、上皮系 の

細胞 であ りなが らこの ような形態 を示す細 胞 では、 カ ドヘ リンが正常 に機 能 していない

例 が多 く知 られ(例 ●ヒ ト肺癌 由来 のPC9)、 その場合 の多 くは、 カ ドヘ リン もし くはカ

テニ ンに発 現量 の減少 点突然変異 や部分欠失変異 な どの異常が見 つか ってい る。 そ こ

fig.2-1colo205細 胞 の 形 態

Colo205細 胞 は、通常培養 条件 下ではお互

い にほ とん ど接着 していない。 また、培養 皿

とも緩 くしか接着 してお らず、 ピペ ッテ ィン

グで容 易 に培養皿 か らはがす ことがで きる。

Bar,40ドm。
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で、 ウエス タ ンブ ロッ ト法 で この細 胞 のカ ドヘ リン(こ の細胞 は上皮系 な のでE一カ ドヘ

リン)、 α一カテニ ン、 β一カテ ニ ン及 びP120の 発現 量 と分子 量 を調べ た。 しか し、いず

れ につ いて も十分 な量 が発現 していた。 また分子量 については、P120が 複数 のバ ン ドと

して検 出 され た ほか は、 いず れ も予想 され る位 置 に一本 のバ ン ドが検 出 され、注 目に値

す るは異常 は認 め られなかった(fig.2-2)。

タンパ ク質 は発 現 しているが局在 に異常が あ る可能性 が考 え られたの で、次 に これ ら

の分子 の細胞 内局在 を免疫組織化学法 で調べ た。す る と、E一カ ドヘ リン、 α一カテニ ン、

β一カテニ ンのいずれ も細胞膜 に沿 った局在 を示 した(fig.2-3)。 な お、 β一カテ ニ ンは一

部細胞 の核 に局 在が認め られ た。 さ らに、 この細胞 が発現 しているカ ドヘ リ ン、 カテニ

ンが 接着活性 を持 ってい るか を検討 した。Colo205細 胞 を ピペ ッテ ィ ングで完全 に ば ら

ば らに し旋 回培 養す る と培養 開始後3時 間 で大 きな集合塊 が形成 され た(fig.2-4)。 しか

も、 この旋 回培 養 中の試料 にカ ドヘ リンの機能 阻害抗体 を加 える と集合 塊 の形成 が抑 え

られ た。 この こ とか らColo205細 胞 は接着活 性 のあ るカ ドヘ リン、 カテニ ン分子 を発現

している ことが明 らか になる と同時 に、 この細胞 ではなん らかの理 由で それ らが強 画 な

細胞 間接着 を構築 で きない こ とが示唆 された。そ こで、その原 因 を探 るこ とに した。
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fig.2-2Colo205細 胞 のE一 カ ドヘ リ ン 、 α 一カ テ ニ ン 、 β 一カ テ ニ ン 、P120の 発 現

Colo205細 胞 の序カ ドヘ リン・ α一カテニ ン・ β一カテニ ン・pl20を イム ノブロ ッ ト法で検 出 した。pl20

が複数 のバ ン ドとして検 出 された ほかは、いずれ も予想 され る位置 に一本 のバ ン ドが検 出 された。
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E-cadherin α一catenin β一catenin

fig.2-3colo205細 胞 のE一 カ ドヘ リン 、 α 一カ テ ニ ン、 β 一カ テ ニ ン の 細 胞 内局 在

Colo205細 胞 のEカ ドヘ リン.α 一カテニ ン、 β一カテニ ンを細胞 組織 化学法 で検 出 した。 いずれ も細 胞

膜 にそ って一様 に分布 してい るこ とが確認 され た。 β功 テニ ンは一部 が核 に も局在 している ことが観 察

された。Bar,20μm。
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fig.2-4Colo205細 胞 のE一 カ ドヘ リン 、 α 一カ テ ニ ン お よび 一カ テ ニ ン は 接 着 活

性 を 保 持 し て い るC・1・205細 胞 を ピペ ッテ ィングで 完全 にば らば らに し旋 回培養 す る と培 養開始

後3時 間で大 きな集合 塊が形成 された(A)。 しか し、この旋 回培養 の際 にカ ドヘ リンの機能 阻害抗体 を加 え

る と集 合塊 の形 成が抑 え られた(B)。Bar,40μm。
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2-1-2.プ ロテ イ ンカイ ネ ース 阻害 剤 の添加 に伴 うカ ドヘ リンの機 能 回復

Colo205細 胞 はc-srcカ イ ネ ー ス の 活性 が 上 昇 して い る こ とが す で に報 告 され て い る

(Parketal.,1993)。 一 方Matsuyoshiら に よ り、細 胞 内 で の異 常 な タ ン パ ク質 リ ン酸 化 反 応

に と もな い カ ドヘ リ ンが 機 能 で きな くな る例 が 報 告 され て い る(Matsuyoshietal.,1992)。

そ こ で 、 プ ロテ イ ンカ イ ネ ー ス の 阻害 剤 を こ の細 胞 の培 養 に加 え 、 そ れ らが 細 胞 間接 着

に与 え る影 響 を調 べ た。 い くつ か試 した 中 で まず 、 プ ロテ イ ンカ イ ネ ースC(以 下PKCと

記 す)、 プ ロテ イ ンカ イ ネ ー スA(以 下PKAと 記 す)な どの 阻 害 剤 で あ るstaurosporineに 細

胞 間接 着 を誘 導 す る活 性 が 認 め られ た。7.OhMのstaurosporine添 加 後6時 間培 養 す る と

…・璽墨 ㌦ 二略

fig.2-5stauosporine及 びherbimycinAがColo205に 及 ぼ す 効 果

(A).(D),7.OnMのstaurospodne存 在 下 で のColo205細 胞 の 形 態 の 変 化 。(A),添 加 直 後;(B),添 加2時 間 後;

(C),添 加4時 間 後;(D),添 加6時 間 後 。staurospodne添 加 後2時 間 ご ろ か ら細 胞 間 接 着 が 観 察 さ れ た 。(D)の 矢

印 で 示 し た よ う に 各 コ ロ ニ ー が 突 起 を伸 ば して い る こ と か ら 、 細 胞 基 質 間 接 着 も 同 時 に 回 復 して い る と

思 わ れ る 。(E)一(H),様 々 な 濃 度 のstauosporineを 加 え て6時 間 培 養 後 のColo205の 形 態 。(E),3.5nM;(F),15.O

nM;(G),35nM。3・5nM以 上 の 濃 度 で ・ 細 胞 間 接 着 の 回 復 が 認 め ら れ た 。(H),1μ9/m1のherbimycinAを

加 え て24時 間 培 養 後 のColo205の 形 態 。 細 胞 間 接 着 が 誘 導 さ れ た 。Bar,40μm。
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fig.2-5で 示 し た よ う に細 胞 間接 着 の誘 導 が認 め られ た 。 通 常 の 培 養 条 件 下 で見 られ る細

胞 塊 は個 々 の 細 胞 の形 態 が判 別 で きるの に対 し、7.OnMのstaurospohneを 添 加 した 際 に

見 られ る細 胞 塊 で は細 胞 どう しが 強 く接 着 して い るた め個 々の細 胞 の形 態 は判 別 で きな

い(な お 、 本 編 で は今 後 前 者 を"ル ー ズ な集 合 塊"、 後 者 を"コ ンパ ク トな 集 合 塊1と 呼 ぶ

こ と にす る;本 編 負9.2-13、31ペ ー ジ参 照)。 一方 、 多 くの コ ロニ ーが 突 起 を伸 ば し培 養

皿 と強 く接 して お り(fig.2-5D,矢 印)、 この こ とか ら、細 胞 間接 着 の み な らず 細 胞 一基 質 問

の接 着 も 回復 して い る こ とが示 唆 され た 。 さ らに 、v-srcカ イ ネ ース な どの 阻 害 剤 で あ

るherbimycinAに も弱 い なが ら同様 の活性 が認 め られ た(fig.2-5H)。herbimycinAの 場 合 、

6時 間の 培 養 で は 目立 っ た効 果 は見 られ なか っ た が さ らに培 養 を続 け る と24時 間 後 に細

胞 間接 着 の誘 導 が認 め らた.

さ らにstaurospodneの 濃 度 を変 えて 同 様 の実 験 を行 った 。staurosporine添 加 後6時 間培 養

す る と35nM以 上 の 濃度 で接 着 誘 導 が認 め られ た 。

staurosporineはPKCやPKAの 阻 害 剤 と して 知 られ てい る。 そ こ で次 に 、PKCに 対 す る

特 異 性 がstaurosporineよ り も高 い 阻 害 剤 で あ るUCN-Ol,calphostinC(Takahashietal.,

1990)を 用 い て 同様 の 実 験 を行 った 、 しか し、PKCの 活性 を抑 え る と され て い る 濃 度 を

そ れ ぞれ 培 養 に加 え6時 間培 養 した が 、細 胞 間 接 着 は誘 導 され な か った 、 さ らにPKAの

阻 害 剤 で あ るH-8は 、PKAに 対 す る阻 害 効 果 が み られ る とい わ れ て い る濃 度 の30倍 量

を培 養 に加 えて もColo205細 胞 の接 着 を誘 導 させ な か っ た。herbimycinAはv-srcカ イ ネ ー

ス の 阻害 剤 と して 知 られ て い る 。 そ こで 、別 のv-srcカ イ ネ ー ス の 阻 害 剤genesteinの 接

着 を 回復 させ る活性 を検 討 した。EGF-receptorカ イ ネ ー ス(EGF-R)の 阻害 剤tyrphostinを

過 剰 量 加 え て も効 果 が な か っ た 。 なお 、 培 養 に 各 阻害 剤 を 添 加 し24時 間 後 の 効 果 を

table.1に ま とめ た。

19



staurosponne 35・nM

十

100i赫

15nM

十

7.OhM

十

35亘M

十

0.7nM

UCN701 50nM 10nM 5hM

1

1hM

cゆhostinC 200nM 100hM 50nM 10nM 5nM

hed)㎞yc㎞A 2μ9畑

(+)

1μ9∠㎞1

(+)

o.5μ9!h110.2μ,9!皿0.iμ9!㎞1

壌phosthle 150mM 75mM 30r証M

艦

15mM 7.5n1M

genestem 78mM 39mM 26魚M 13mM 6.5血M

～



第二章Colo205細 胞の接着特性の解析

Table.1左 ペ ー ジ 様 々 な プ ロテ イ ンカイ ネ ース阻 害剤 がColo205の 細 胞 間接

着 に 及 ぼ す 効 果C・1・205細 胞 に 添 加 し6時 間 培 養 後 形 態 を 観 察 し た 。+;接 着 の 誘 導 を 検 出 、 一;誘

導 を検 出 せ ず 。herbimycinAは6時 間 後 で は 効 果 は な か っ た が24時 間 後 に 細 胞 間 接 着 の 誘 導 を 検 出 し た 。

そ の 他 の も の に つ い て は 、staurospodneに 限 っ て接 着 の 誘 導 が 観 察 さ れ た 。 そ れ ぞ れ の 阻 害 剤 の 酵 素 に 対

す る 特 異 性 と そ の 酵 素 活 性 を50%抑 え る の に 十 分 な 濃 度 は 以 下 の と お り で あ る:Staurospohne,2.7nMfor

PKC,8.2nMforPKA,and6,4nMforp60い5κ;UCN-01,4.1nMforPKC,42nMforPKA,and45nMforp60γ 弼即;

CalphostinC,50nMforPKC,>50mMforPKAandp60邸;HerbimycinA,5μg/mlforp60順andp60剛;

Tyrphostin,15mMforEGFreceptor;Genestein,22.6mMforEGF-receptor,and25.9mMforp60耶

プ ロテ インカイ ネースの阻害剤 によ り誘導 され る形態 の変化 が可逆 的 な もの なのか、

そ れ と も細 胞 の 分 化 の よ う な不 可 逆 的 な もの な の か を 次 に 調 べ た 。7.OnMの

staurosporine存 在 下 で24時 間培 養 し細 胞 間接 着 を誘 導 した細 胞 を 、staurosporine非 存 在 下

で さ ら に24時 間培 養 した。 す る と、多 くの細 胞 の 形 態 は元 の丸 い もの に戻 った(fig.2-6)。

この こ とか ら、staurosporineに よ る細 胞 間接 着 の誘 導 は可 逆 的 な 現 象 で あ る こ とが 明 ら

か にな っ た。
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fig。2-6staurosporine除 去 に よ るColo205細 胞 の 形 態 の 変 化

7.OnMのstaurosporine存 在 下 で24時 間 培 養 し細 胞 間 接 着 を 誘 導 し た 細 胞 を さ ら に24時 間staurosporin存 在

下(A)、 も し くは 非 存 在 下(B)で 培 養 し た 。staurosporinを 除 く と24時 間 で 最 初 の 丸 い 形 態 に 戻 っ た 。Bar,

40Fm。
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第二章Colo205細 胞の接着特性の解析

staurosporineとherb㎞ycinAが 細 胞 間接 着 を誘 導 した の で 、 つ ぎに この接 着 が は た し

てE一カ ドヘ リ ン を介 した接 着 で あ る か ど うか を を調 べ る 目的 で 、 阻 害 剤 と同 時 にBカ ド

ヘ リ ン の機 能 阻 害抗 体 を加 え培 養 す る実 験 を行 っ た。 す る と、staurosporineの み 加 えた

培 養 で は培 養 開 始 後6時 間で 細 胞 間接 着 が 観 察 され た の に対 し、staurospodneに 加 え さ ら

に抗 体 を加 え る とこの 接 着 が 阻害 され た(fig.2-7)。 こ の こ と か らstaurosporineが 誘 導 す

る接 着 はE一カ ドヘ リ ン依 存 性 で あ る こ とが わか っ た。 同様 にherbimycinAが 誘 導 す る接

着 もE一カ ドヘ リ ン依 存 性 で あ る こ とが 明 らか に な っ た(結 果 省 略)。
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fig.2-7stauosporineの 誘 導 す る細 胞 間 接 着 はE一 カ ドヘ リン 依 存 性 で あ る

stauospodneと 同時にE一カ ドヘ リ ンの機 能阻害抗体 を加 えて6時 間培 養 した。抗体 を加 えなか ったサ ンプ

ルで は も細胞 間接着 が 回復 してい るに もかかわ らず(A)、 抗 体 を加 え ると、接 着 は回復 しなか った(B)。

Bar,40μm。
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第二章Colo205細 胞の接着特性の解析

2-1-3.細 胞 の トリプ シン処 理 に伴 うカ ドヘ リンの機能 回復

VleminckKら は、 転 移 性 の 癌 細 胞 にお い て細 胞 表 面 上 に大 量 に存 在 す る プ ロ テ オ グ リ カ

ンが 物 理 的 な 障 害物 とな っ て カ ドヘ リ ンが 機 能 す るの を妨 害 して い て 、 これ らを薬 剤 処

理 で 除 くと カ ドヘ リンの機 能 が 回復 し、invitroで の転 移 活 性 も低 下 す る る こ とを 報 告 し

て い る(Vleminckxetal.,1994)。 ま たKempe㎜anら は マ ウス 乳 癌 由 来 の細 胞 株TA3/Haを

エ ン ドペ プチ ダ ーゼ で 処 理 し細 胞 表 面 の ム コ多糖 を分 解 す る と、 カ ドヘ リ ン依 存 性 の 細

胞 間 接 着 が 誘 導 さ れ る こ とを報 告 して い る(Kempe㎜anetal.,1995)。 さ ら に、Wesseling

らに よ りColo205細 胞 が ム コ多糖 の 一種 で あ るMUC1(episilianin)を 発 現 して い る こ とが 報

告 され た(Wesselingetal。,1996)。TA3/Ha細 胞 の 形 状 がColo205細 胞 に よ く似 て い る こ と、

Colo205細 胞 がMUC1ム チ ン を大 量 に分 泌 して い る こ とか ら、Colo205細 胞 にお い て も細

胞 表 面 にあ る ム コ多糖 や プ ロテ オ グ リカ ン な どが物 理 的 に カ ドヘ リ ンが 機 能 す るの を妨

害 して い る 可 能性 が 考 え られ た。 一 方 、 カ ドヘ リ ンはlmMの カ ル シ ウム存 在 下 で は ト

リプ シ ン に よ る分 解 を受 け ない こ とが わか って い る(Takeichietal.,1977)。 そ こ で この 細

胞 表 面 上 にあ る カ ドヘ リ ン以外 の 分子 を選 択 的 に除 くた め に、 この細 胞 をカ ル シ ウ ム存

在 下 で トリ プ シ ン処 理(以 下TC処 理 と記 す)し た。血 清 中に は プロ テ ア ーゼ の 阻害 剤 が 入 っ

てい る こ とか ら無 血 清培 地(DH;1.8mMCa2+を 含 む)中 に細 胞 を ま き、0.001%の トリプ

シ ン を加 え この 細 胞 を 培 養 した 。 す る と培 養 開 始 後30分 で 細 胞 間接 着 が 回復 した(fig.

2-8)。 ま た 、staurospodne処 理 時 に見 られ た よ う な細 胞 基 質 問 接 着 の促 進 がTC処 理 で も

認 め られ た(負9.2-8C矢 印)。 な お 、Kempelmanら が 用 い た エ ン ドペ プ チ ダ ー ゼ,

σsialoglycoproteinendopetidaseはColo205の 細 胞 間接 着 を 回復 させ なか っ た(結 果 省 略)。
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fig.2-8ト リプ シ ン に よ るcolo205細 胞 の 接 着 の 誘 導

(A)一(C)Colo205細 胞 をCa2+存 在下 で0.001%の トリプシン処理 した。(A),処 理 開始直後;(B),処 理開始15

分後;(C),処 理開始30分 後。処 理 開始後15分 で細胞 間接 着の 誘導が観察 された。(D)ト リプ シンによ り誘導

され る接着 は カ ドヘ リン依存性 で ある。0,001%の トリプシ ンと同時 にカ ドヘ リンの阻 害抗体 加 え る と細

胞 間接着 は誘 導 され なか った。Bar,40μm。

つ ぎに、 トリプ シ ンに よ り誘導 され る細胞接 着が カ ドヘ リン依存性 の もので あるか を

検 討 した。staurosporineの とき と同様 にE一カ ドヘ リンの機能 阻害抗体 をTC処 理 中 のサ ン

プルに添加 し培 養 を行 った。す る と、培養 開始後30分 で トリプシ ンだけ加 えたTC処 理 の

サ ンプルで は細 胞間接着が 回復 したの に対 し、 トリプシ ンに加 え阻害抗 体 を添加 したの

もで は細胞 間接 着の誘導が完全 にブ ロ ックされ た(窮g.2-8D)。 この結 果か ら、TC処 理 に

よ り誘 導 され るColo205細 胞 の細胞 間接 着 は、E一カ ドヘ リン依存性 の ものであ る こ とが

明 らか にな った。

さて、 トリプシ ンで カ ドヘ リン依存性 の細 胞 間接着が 回復 す るこ とが わか ったので、

次 に どれ くらいの 濃度 の トリプ シ ンが効 果 を もた らす か を調べ た。0.01%、0.001%、
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第二章Colo205細 胞の接着特性の解析

0.0001%の3種 類 の濃度 を検討 した。す る と0.001%と0.01%の 濃度 では培養 開始後30分

で細 胞 間接着 が 回復 した。 さ らに培養 を続 ける と処理 開始後7時 間で0.001%で は接 着 を

維 持 して いたが、0.01%以 上 の濃度 では細胞 に対 す る毒性効 果 がみ られた。0.0001%以

下 の低 濃度 で は7時 間培養後 で も接着 の誘導 は認 め られ なか った 。 さらに トリプ シ ンを

加 えて接着 を誘 導 させ た培養 か ら トリプシ ンを除 き培養 を続 け る と、細 胞 は最初 の丸 い

形態 に戻 った。 この ことか ら トリプ シ ンに よる接着 の誘導 もstaurospodneに よる接着 の

誘導 と同 じ く可逆 的な現象 であ ることが 明 らかになった(結 果省略)。

トリプシ ンは細 胞表面 にあるム コ多糖 やプ ロテオグ リカ ンを除去 によ るこ とに よ り細

胞 間接着 を誘 導す る可 能性 が考 え られ た。 そこ で、Colo205細 胞 で発現 が認 め られ てい

るMUC1に 対 す る抗 体 で、 何 も処理 してい ないColo205細 胞 とTC処 理 によ り細胞 間接着

を誘導 した細胞 をそれぞれ染色 した。す る と未処理の細 胞のみ な らず 、30分 のTC処 理 に

よっ て接 着 を誘導 した細胞 にお いて も細 胞表 面 にMUC1タ ンパ ク質 が検 出 され た(負g.

2-9)。 さ らに興味深 い ことに、接 着が誘導 され た細 胞で細 胞 どう しが 接着 してい る面 に

もMUC1タ ンパ ク質が存在 しているこ とが確認 され た(塊.2-9B矢 印)。
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fig.2-9TC処 理 したColo205細 胞 の 抗MuC1抗 体 に よ る染 色

未 処理のColo205細 胞 とTC処 理 に より細 胞 間接着 を誘導 した細 胞 をそれぞれMUCIに 対す る抗体 で染色

した。未処理 の細胞(A)の み な らず 、30分 のTC処 理 に よって接着 を誘導 した細胞(B)に おいて も細 胞表面

にMUCIタ ンパ ク質が検 出され た。(劫 ・(Bりはそれぞ れ(A)、(B)の 同一視野 の位 相差像。Bar,20μm。
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第二章Colo205細 胞の接着特性の解析

2-1-4.細 胞 のTC処 理 に伴 うカ ドヘ リンの局在 の変 化

Colo205細 胞 の細胞 間接着 が 誘導 され る際 の カ ドヘ リンの 局在 につい て検 討 した 。未

処 理 の細 胞 とstaurospohne、 トリプ シ ンで細 胞 間接 着 を誘 導 した細 胞 をE一カ ドヘ リ ン と カ

テ ニ ンの1つ で あ るp120に 対 す る抗 体 で 染色 した 。 す る と、 未 処 理 の細 胞 で は 細 胞 膜 に

そ っ て ほ ぼ一 様 にE一カ ドヘ リ ンが 分布 した の に対 し、接 着 が 誘 導 され た細 胞 で は接 着 面

にE・・カ ドヘ リ ンの 局在 が 濃縮 した(fig.2-loA,c,E)。 同様 の 局 在 の変 化 はpl20に つ い て

も観 察 され た(fig.2-10B,D,F)。
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fig.2-10接 着 誘 導 処 理 に 伴 うColo205細 胞 の カ ドヘ リン の 局 在 変 化

未処理 の細 胞(A,B)、staurospodneに より接着 を誘導 した細胞(C,D)、 トリプシ ンに よ り接 着 を誘 導 し

た細胞(E,F)のE一 カ ドヘ リン(A,C,E)、P120(B,D,F)の 局在 を解析 した。Al-FはA-Fの 同一視野 の位相

差顕微鏡像 であ る。未処理 の細 胞 では細胞膜 にそってほぼ一様 にE功 ドヘ リンが分布 したの に対 し、接 着

が誘導 された細 胞で は接着面 にE一カ ドヘ リン、pl20の 局在が濃縮 した。Bar,20μm。
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第二章Colo205細 胞の接着特性の解析

このfig.2-loの 結果 か ら、強固 な細胞 間接着 がで きない状態 のcolo205細 胞 では細胞 膜

上 におけ るカ ドヘ リンの動 きが なん らかの理 由で制限 され ている印象 を受 けた。一 方、

カ ドヘ リ ンはカ テニ ンを介 して アクチ ン細 胞骨格系 と相 互作 用す る ことが、強 固な接着

構造 の維持 に必要 であ るこ とが知 られてい る(Ba曲etal.,1997)。 そ こで、接 着 で きない

状態 のColo205細 胞 では、 な ん らか の理 由に よ りア クチ ン との相互 作用 が 阻害 され カ ド

ヘ リンが正常 に機 能で きないので はないか と考 え、 カ ドヘ リンとア クチ ンの局在 を検討

した。 ア クチ ン な どの細胞 骨格 と相互作用 す るカ ドヘ リン分子 は界面 活性 剤 に よる抽 出

に抵 抗 性 を示 す こ とがすで に明 らか にな って い る(Hiranoetal.,1987)。 そ こで 、細 胞骨

格 系 と相互作用 してい るカ ドヘ リンを選択 的 に検 出す るため に、細胞 を界 面活性剤 で処

理 したあ と固定 し、E一カ ドヘ リン とアクチ ンの局在 を コ ンフ ォーカル顕微鏡 を用い て解

析 した。 なお比 較 のため両サ ンプル とも、 隣…接 す る細胞 と相 互作用 して い ない単独 で存

在す る細胞 を選 んで観察 した。未処理の細胞 の カ ドヘ リンをこの方法で検 出 した ところ、

意外 に も多 くの カ ドヘ リンが界面活性 剤 に よ り抽出 されず に残 っていた 。 しか も同時 に

ファロイジ ン染 色 に よ りアクチ ンの局在 と比較 した ところ、E一カ ドヘ リン とアク チ ンの

局在 はあ ま り一 致 しなかった。 このこ とは、 カ ドヘ リンが ア クチ ン以外 の細胞骨格系 と

相互作用 してい る ことを強 く示唆 している。 一方 トリプシ ンによ り接 着 を誘導 した細胞

では、 カ ドヘ リ ンとア クチ ンの局在 はか な り一致 した。 さらに、個 々の カ ドヘ リンの シ

グナルの大 きさが未処理 の もの に比べ て大 きくなっていた。 この こ とか ら、接着 が回復

した細胞 で は、個 々のカ ドヘ リン分子が細 胞膜上 で よ り大 きなクラス タ ー を形成 して い

る こ とが示唆 された。

fig.2-11左 ペ ー ジ 接 着 誘 導 処 理 に よ るColo205細 胞 の カ ドヘ リン とア ク チ ン

の 局 在 未処 理の細 胞(上 段)、 トリプシンによ り接 着 を誘導 した細胞(下 段)のBカ ドヘ リン(左)、 アク

チ ン(中 央)の 局在 を解 析 した。 カ ドヘ リンと アクチ ンの 両染色像 を重 ねた もの を右 に示 した。 なお比較

のため両サ ンプル と も単独で存 在す る細胞 を選 んで観察 した。
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2-2.考 察

2-2-1.Colo205細 胞 の 細 胞 間 接 着 の誘 導

カ ドヘ リ ン、 カ テ ニ ン を発 現 して い る上 皮 細 胞 は 、通 常 の培 養 条件 下 で は 上皮 細 胞 特

有 の美 しい 一層 か ら な る シ ー トを形 成 す る。 しか し、 ヒ ト大 腸 癌 由来 の 細 胞 株Colo205

は上 皮 由 来 の 細 胞 株 で 、 カ ドヘ リン、 カテ ニ ン を発 現 して い る に もか か わ らず 、通 常 の

培 養 条件 下 で は 丸 い形 を示 す 。 この こ とか ら、 この細 胞 で は カ ドヘ リ ン/カ テ ニ ン に よ

る細 胞 間接 着 シ ス テ ム に異常 が あ る こ とが 示 唆 され た 。 とこ ろが 、 この 細 胞 を プ ロ テ イ

ン カ イ ネ ー ス の 阻 害剤 で あ るstaurospodneやherbimycinAで 処 理 す る とカ ドヘ リン依 存

性 の細 胞 間接 着 が 回復 した 。 この こ とか ら この細 胞 は接 着 分 子 と して機 能 で きる カ ドヘ

リ ン/カ テ ニ ン分 子 を持 っ てい る こ とが 明 らか に な った 。 さ らに、 この 細 胞 で は、 カ ド

ヘ リ ンの機 能 を不 活 性 化 させ うる カ イ ネ ー ス が 常 に活性 を持 つ た め に、 通 常 の 培 養 条 件

下 で は カ ドヘ リ ン/カ テ ニ ンに よる細 胞 間 接 着 シス テ ムが 機 能 で きな い と考 え られ た。

staurosporineはPKCの 阻害 剤 と して知 られ て い る 。 そ こ で こ の 細 胞 間接 着 の活 性 化 と

PKCの 不 活 性 化 との 間 に相 関 が あ る可 能性 が浮 上 した。 しか し、PKCに 対 す る特 異 性 が

staurosporineよ り も高 い 阻害 剤 で あ るUCN-01やcalphostinC(TakahashietaL,1990)は 効 果

が な か っ た こ と か ら、 この 可 能性 は低 い と思 わ れ る 。Colo205細 胞 はc-srcカ イネ ー ス の

活 性 が 上 昇 して い る こ とが す で に報告 され て る。 また 、細 胞 内 で カ ドヘ リ ンが 局在 す る

ア ドヘ レ ンス ジ ャ ンク シ ョ ンに はc-srcカ イ ネー ス が 豊富 に存 在 す る こ とが 知 られ て い る

(Tsukitaetal.,1991)。 こ う した こ とか ら、 こ の カ イ ネー ス の カ ドヘ リ ン不 活 性 化 へ の 関

与 が 示 唆 され た 。 しか し な が ら、v-srcの 阻害 剤 で あ るherbimycinAは 効 果 を 示 した が

geneSteinに 効 果 が なか っ た こ とか ら、v-Srcカ イ ネ ー ス の 関与 の 可 能 性 は低 い もの と考 え

られ る。 さ らに、tyrphostin、H-8に カ ドヘ リ ン を活 性 化 させ る働 きが な か った こ とか ら、

EGF-R等 の カ イ ネ ー ス の この現 象 へ の 関与 の可 能性 は低 い もの と考 え られ る。

プ ロテ イ ンカ イ ネ ース 阻 害剤 は① カ イ ネ ース のATP結 合 領 域 にATPと 競 合 的 に結 合 す
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る もの、② カイネースの触媒 部位 に結合す る もの、③ カイネー スの基 質の認識 部位 に結

合 し カ イ ネ ース と基 質 の接 近 を妨 害 す る もの の3種 に 大 き く分 け られ る(Protein

phosphorylation;IRLpress)。staurosporineはATPと 競 合的 に働 くこと によ って阻害 活性 を

発揮 す る① に属す る阻害剤 であ る。一般 にこの よ うな阻害剤 は、カ イネ ース に対す る特

異性 は低 い といわ れてい るこ とか ら、今 回の接 着 の誘 導 もstaurospodneが 未 知 のカ イ ネ

ースの活性 を阻害 した結 果であ る可能性 が考 え られ る。

Colo205細 胞 をTC処 理(カ ル シウ ム存在 下での トリプシ ン処 理)す る とカ ドヘ リンの機

能が 回復 す る こ とが明 らか になった。 この 際の トリプシ ンの ターゲ ッ トが如何 なる分子

であ るか に興味 が もたれ るの で あるが、 この点 につ いて は2つ の可能性 が考 え られ る。

一つ 目は
、細胞 表面上 を覆い カ ドヘ リンが結合 す るの を妨 害す る ような分子 が存 在 し、

これ を トリプシ ンが排 除 したため にカ ドヘ リンが活性化 され た可能性 で ある。 これ まで

に、 ある種 の癌 細胞 で は細胞 表面上 に大量 に存在 す るプロテ オグ リカ ンやム コ多糖が物

理 的 な 障 害 物 とな っ てカ ドヘ リ ンが 機能 す るの を妨 害 してい る例 が報告 され てい る

(Vleminckxetal.,1gg4;Kempe㎜anetal.,1gg5;Kondoetal.,1998)。Colo205細 胞 にお い て

も、 ム コ多糖 の一種 で あるMUC1(episilianin)を 発 現 してい るこ とが報告 された(Wesseling

etal.,1996)。TC処 理 に よってMUC1タ ンパク質が細 胞表面か ら除かれ ていないこ とか ら、

MUC1に よ りColo205細 胞のカ ドヘ リン活性が抑 え られてい る可能性は低 いと考 えられ る。

しか しなが ら、MUC1以 外 の他 のプロテオ グ リカ ンや ム コ多糖 によ って同様 の現 象 が起

こって い る可能性 は否定 で きな い。二つ 目は、 トリプ シ ンがColo205細 胞 の細胞 内 の生

理的条件 に直接働 きか ける可能性 である。 トリプシ ンが細胞膜表面 にあ る膜分子 に作用

す る点 は一つ 目のモデル と同 じであるが、 この作用 の結果細胞 内の生理 的条件 、た とえ

ばリン酸化 レベ ルが変動 し最終的 にカ ドヘ リンが活性化 される可 能性で ある。例 えば、"

この細胞 で は常 に活性化 されてい る膜貫通 型 プロテ インカイネースな どの膜貫通 型 の分

子が存在 し、 カ ドヘ リンの機 能 を抑 えてい る。 しか し、 トリプシ ンが この カイネース を

分解 し不 活性化 する と、 カ ドヘ リンの機 能 が回復 す る"と い う可能性 で あ る。一般 に レ

セ プ ター型 の膜 貫通 型 カイネース は細胞 内 に リン酸化反応 をつ か さどる領 域が あ り、細
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胞 外 領 域 は リガ ン ドとの相 互 作 用 に用 い られ る。 この タ イ プ の カ イ ネ ー ス の 多 くは 二 量

体 を形 成 す る こ と に よ り活1生化 され、 その 二 量体 形 成 に は細 胞 外 領 域 で リガ ン ドと相 互

作用 す る こ とが必 要で あ る。 この こ とか ら、細 胞外 領 域 が 削除 さた レセ プ タ ー型 カ イ ネ ー

ス は カ イ ネ ー ス と して機 能 で きな い こ と考 え られ る(SchlessingerandUIIdch,1992)。 今 回

報 告 したColo205細 胞 にお い て 、 トリ フ.シ ン に よ り レセ プ タ ー型 カ イ ネー ス の細 胞 外 領

域 が 削 除 され 、 この 活 性 が 失 わ れ た結 果 細 胞 の 生 理 的 条件 が 変 化 し、 カ ドヘ リ ンが 活 性

化 され た可 能性 が 十 分 考 え られ る 。 さ ら に、staurospodneは こ の レセ プ ター 型 カ イ ネ ー

ス か らカ ドヘ リ ン に至 る シ グ ナ ル伝 達 に 直 接 影 響 を与 え て い る こ と も考 え られ る(fig.

2-12)。

fi.2-12Colo205細 胞 の 細 胞 間 接 着 の 活 性 化 の 際 のstaurosorlne、 ト リ プ シ ン の

作 用 機 構 通常 の培 養 条件 下で は、 トリプ シンの標 的であ る膜 分子か らシ グナ ルが伝 わ り、 カ ドヘ リ

ンは不 活i生化 されてい る。 トリプシンが この分子 を分解す るとこの カスケー ドが オフにな り、カ ドヘ リン

の機 能が 回復す る。staurosponneは シグ ナル伝達 の過程 に存 在す るカ イネース に作 用す るので はな いか。

なお、 トリプシ ンの標 的であ る膜 分子 と、staurosporineの 標的 であ るカ イネース が、 同一 であ る可 能性 も

あ りうる。
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2-2-2.カ ドヘ リンに よる強 い接 着 と弱 い接 着

最近 に な りカ ドヘ リンに よる細胞接 着 には2つ の状 態があ る ことがい くつか の論 文 で

示唆 され た。Takedaら はイ ヌ腎臓上皮 由来のMDCK細 胞 に温 度感受性 のv-src遺 伝 子 を導

入 した もの を用 いて、srcカ イネースが カ ドヘ リンの機能 に与 える影響 を検 討 した。す る

と非 許容温度 、す なわちsrcカ イネースが活性 を持つ条件 下 でMDCK細 胞 の上 皮様 の形態

が失 われ 、当初 はカ ドヘ リンの機能が完全 に無 くなった と考 え られた。 しか しなが らこ

の細 胞 を用 いて細 胞集合実験 を行 うと、 カ ドヘ リン依存性 の集合塊 が形 成 され るこ とが

明 らか になった。 さらに、 この集合塊 は許容温度下での コ ンパ ク トな集合塊 と異 な りルー

ズ な集 合塊 であ ったこ とか ら、カ ドヘ リンによ る細胞接 着 には2つ の段 階、 す なわ ち コ

ンパ ク トな集合 塊 を形成す るために必要 な強い接 着 と、そ うで ない弱 い接着 があ るので

はないか と考 え られ た(Takedaetal.,1995)。

ルーズ な集合塊 とコンパ ク トな集合塊の違 い はい ったい何 に由来す る のであ ろ うか。

カ ドヘ リンに よる強 い接着 と弱 い接着 の存在 を示唆す る結 果 は、 α一カテ ニ ンを欠 損す

る細胞 を用 い たWatabe-Uchidaら や、 カ ドヘ リ ンの細胞 質領 域全長 を欠 い た変異分子 を用

いたOzawaら によって報告 され ている(Watabe-Uchidaetal.,1998;OzawaandKemler,1998b)。

この ことか ら、 カ ドヘ リンと細胞骨格 との相互作 用が異常 になる と強い接 着が維持 で き

な くな る と考 え られる。Colo205細 胞 は通常 の培養条件 下で カ ドヘ リン依存 性 の集 合塊

を形成 す るが、 それはルーズな集合塊 であ りコンパ ク トな集合塊 では ない。つ ま り弱い

接 着 しか起 こ らないわけだが 、 この際カ ドヘ リンとア クチ ンの局在 が一 致 しない こ とが

明 らか になった。一方 トリプシン処理 によって コンパ ク トな集 合塊の形 成が誘導 され る

と、 カ ドヘ リンの局在 はア クチ ンの局在 と一致 した(員g.2-11)。 この結果 か ら、 この細胞

が強 く接 着で きない理 由の ひ とつ はカ ドヘ リンが アクチ ンと相 互作用 で きない ためであ

る と思 われ る。 また、未処理 の細胞 を界面 活性剤 で処 理 したあ と固定 し、E一カ ドヘ リン

を検 出 した ところ、意外 に も多 くの カ ドヘ リンが界面活性 剤 に よ り抽 出 されず に残 って

いた。 この ことは、 カ ドヘ リンが アクチ ン以外 の細胞骨格系 と相 互作 用 してい るこ とを

強 く示 唆 して い る。以 上の こ とか ら、通 常の培 養条件下 でのColo205細 胞 では カ ドヘ リ
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ンが なん らかの細 胞骨格系 と相互作用 す る ことによ りその膜上 での横 方 向の動 きが制約

を受 けるため、 結果 と してカ ドヘ リンが ア クチ ンと相 互作用 で きない可 能性 が考 え られ

る(fig.2-13)。 今 後 カ ドヘ リンの機 能 を阻害す る この骨格 系の正体 を明 らか にす る こと

に よ り、未 知の制御機構が 明 らか になる ことが期待 され る。

⇒
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fig.2-13カ ドヘ リンに よる強 固な細 胞 間接 着 の構 築

100seaggregatevsconlpactaggregate

Colo205細 胞 の カ ドヘ リ ン(緑)は 通 常 の 培 養 条 件 下 で ア クチ ン(赤)と 相 互 作 用 で き な い た め に 強 固 な

細 胞 接 着 を 形 成 で き な い
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2-2-3.癌 転 移 とカ ドヘ リン 、 カ テ ニ ン

浸 潤 お よび転 移 とは癌 細 胞 が原 発 巣 か ら遊 離 し血 流 に乗 り体 内 の別 の 部位 に到 達 しそ

こで新 た に増 殖 を始 め る とい う 、悪 性 腫 瘍 に特 有 の現 象 で あ る。 この特 性 に よ り悪 性 腫

瘍 の 治 癒 率 は 良性 腫瘍 の そ れ に比べ か な り低 い ため 、癌 転 移の研 究 は重 要 な テ ーマ に な っ

て い る。 最 近 、 癌 の悪 性 化 とカ ドヘ リンの 不 活性 化 との 間 に密 接 な 関係 が あ る こ とが 明

らか に な りつ つ あ る。悪 性 腫 瘍 由来 の細 胞 株 の カ ドヘ リ ン/カ テ ニ ンが 点 突 然 変 異 に よ

り機 能 で きな い例 や(Oyamaetal.,1991;Shiozakietal.,1996)、 カテ ニ ン を全 く発 現 して

い ない 例 が 報 告 され て い る(ShimoyamaetaL,1992)。 また 、Matsuyoshiら の知 見 や 今 回 の

発 見 の よ う に、 細 胞 内 で の リ ン酸 化 の上 昇 の結 果 、 カ ドヘ リ ンの機 能 が 抑 え られ る こ と

が 示 唆 され た(Matsuyoshietal.,1992)。 逆 に 、 カ ドヘ リ ンの発 現 が浸 潤 を 阻 害 す る こ と も

invitroの 系 で は あ るが 明 らか に さ れ て い る(Frixenetal.,1991;Vleminckxetal.,1991)。 さ

らに最 近 に な って β一カテ ニ ンが 家 族 性 大 腸 癌 の原 因遺 伝 子 で あ るAPCの 遺 伝 子 産物 と

結 合 して い る こ とが 明 らか にな り(Rubinfeldetal.,1993;Suetal.,1993)、 しか も 、悪 性 癌

腫 由 来 の細 胞 株 で よ く認 め られ る β一カ テ ニ ンの 発 現 量 の増 加 が 、 こ の 遺 伝 子 産 物 の 欠

失 型 突 然 変 異 の結 果 で あ る可 能性 が示 唆 され た(Munemitsuetal.,1995)。 さ らに 、大 腸 癌

の み な らず 皮 膚 癌 に お い て β一カ テ ニ ンの発 現 量 が 安 定 化 す る よ う な突 然 変 異 が β一カ テ

ニ ン 自身 に起 こ り、 癌 化 に関 与 して い る とい う報 告 も あ る(Rubinfbldetal.,1997)。APC

な どの 変 異 は ま ず 良性 腫 瘍 を引 き起 こ し、 そ の ポ リー プ 内 で さ らに別 の 遺 伝 子 が 変 異 す

る と悪 性 化 す る とい わ れ て い る(reviewedbyFeasonandVogelstein,1990)。 こ の こ と か ら

良 性腫 瘍 か ら悪 性 腫 瘍 へ の遷 移 の過 程 にお い て 、 β一カテ ニ ンの発 現 量 の増 加 が悪 性 化 、

す な わ ち カ ドヘ リンの不 活 性 化 の鍵 を握 っ て い る可 能性 もあ る。

カ ドヘ リ ン/カ テ ニ ンの機 能 制御 の メカ ニ ズ ム の 理解 は癌 転 移 の現 象 の解 明 、 さ ら に

は 治 療 法 の 開発 の 礎 に な る こ とが期 待 さ れ る 。特 に 治療 法 開発 の 立 場 か ら見 れ ば 、今

回 報 告 したstaurosporineは 改 良 を重 ね癌 細 胞 に対 す る特 異性 を高 め る こ とが で きれ ば 、

近 い 将 来 た と え あ る種 の癌 に しか効 果 が な い と して も、 抗 転 移 薬 と して の 応 用 が 可 能 で

あ ろ う。 逆 に、 悪 性 腫 瘍 由 来 の細 胞 株 の カ ドヘ リ ンを研 究 す る こ と に よ り未 知 の カ ドへ
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リ ンの制御 機構 が明 らか になる ことも同時 に期待 され る。

2・2-4.分 子 レベル で の解 明 に向 けて 一第三章 へ の導入

今 回 の実験 によ りColo205の カ ドヘ リンを活性 化す る処 理法 を2種 類発見 した。 この系

を用 いて、それ ぞれ の処理時 にお きるカ ドヘ リン/カ テニ ンの分子 レベ ルでの変化 を調

べる ことによ り、新 しいカ ドヘ リンの制御 機構 が明 らか になるこ とが期待 される。実際、

staurospodneは 未知 のカイネースに効いている可能性 が考え られ る。 また、staurosporine、

トリプシ ンと一 見無 関係 に見 える処理 だが 、 これ らが同 じ経路 を経 てカ ドヘ リンに作 用

してい るのか、 それ ともそれぞれ独立 した経路 を経て作用 してい るのか とい う問題 は非

常 に興味 深い。 この問 いに正確 に答 えるに は、処 理時 に細胞 内で起 こっ ている こ とを分

子 レベルで解明 す る ことが必要 である。以 上の理 由か ら、引 き続 いて この接着誘 導の際

に、分子 レベ ル で どの ような変化が起 こっ てい るか を、特 にカ ドヘ リン/カ テニ ン複合

体 に焦 点 を絞 り追究 したので、次章 にその結果 をま とめ た。
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第 三 章Colo205細 胞 の カ ドヘ リ ン、 カ テ ニ ン

第 三 章Colo205細 胞 の 接 着 の 回復 に お け る

カ ドヘ リ ン、 カ テ ニ ンの 変 化

3-1.は じ め に

前章 で カ ドヘ リンの制御 機構 の研 究 に適 した大腸癌 由来 の細胞株 を用 いた実 験 系 につ

いて報告 した。 この章で は一歩踏み込 んで 、 この接 着誘導時 に起 こって いる分子 レベ ル

の変化 につい て免 疫沈降法 とイムノブ ロ ッ ト法 を用 い て調 べ た。その 結果、pl20に つ

いて新 しい機 能制御 機構 の存在 を示唆 する結果 を得 た。 なお、前 章 でColo205細 胞 の細

胞 間接着 を誘導 す る方法 をい くつか報告 したが、 もっ とも短時 間で効果 のあ る トリプシ

ン処理(TC処 理)を 中心 に研究 をお こなった。staurospodneに よる接着 誘導 時の変化 の結

果 は随 時確認 とい う形で進 めた。

3-2結 果

3-2-1.全 細 胞抽 出物 中の カ ドヘ リン/カ テニ ンの接 着誘 導前 後 での比 較

Colo205細 胞 はお互 い に接着 していな い ときに もE一カ ドヘ リン、 α一カテニ ン、 β一カ テ

ニ ンを発 現 してい た(fig.2-2)。 しか しなが ら接 着誘 導処 理 に よ りカ ドヘ リン依存 性 の接

着 が 回復 した際 に、 これ らの発現量 が さらに増加 したため に接着 が回復 した可 能性 が考

え られ た。 そ こで・TC処 理 の前後 で これ ら三分子 とさ らに もうひ とつ のカテニ ン、P120

の発 現量 を比較 した。30分 のTC処 理後 に接着が誘 導 され てい るこ とを確認 し、細
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fig.3-1全 抽 出物 中のカ ドヘ リン/カ テニ ン/P120のTC処 理 前後 の比 較

未処理 の サ ンプル(c)と 、TC処 理 によ り接着 を誘導 した サ ンプル(t)を 回収 し、そこ に含 まれ るE一カ ド

ヘ リン、 α一カテニ ン、 α一カテニ ン、 β一カテニ ン、p120の 量 を ウエ ス タンブ ロ ッ ト法 で解 析 した。 いず

れ も発現量 の変化 は認 め られ なか った。 しか し、p120に ついては、バ ン ドのパ ター ンに差 が検 出 された。

p120は 処理前 にはおお よそ二本 か らなる拡散 したバ ン ドが検 出 され たのに対 し、 処理後 は、処 理前 の拡

散 したバ ン ドの中で も っとも低分子 量の位 置に相 当す る位置 に シグナルが濃 縮 した。 各 レー ン には同 じ

数の細 胞か ら得 られたサ ンプル を泳動 した。

胞 を回収 してイムノブ ロッ ト法 で各分子 の発現量 を解析 した(fig.3-1)。 す る とE一カ ドヘ

リン、 α一カテニ ン、 β一カテニ ンにつ いては処理前後で発 現量 の変化 やその他 の 違い は

認 め られ なか った。 しか しp120に つい ては、発現量の変化 こそなか ったがバ ン ドのパ タ

ー ンに差 が検 出 され た。p120は 処理前 にはおおむね二本か らなる拡散 したバ ン ドが検 出

され たの に対 し、処理後 は、処理前の拡散 したバ ン ドの 中で もっ と も低 分子量 の位 置 に

相 当す る位置 にシグナルが濃縮 した。

このp120で 検 出 され た 変 化 が 、staurospodneに よ る接 着 誘 導 の後 に も起 こ る か を調 べ

る こ とは、 二 つ の処 理 が 同 じ経 路 に作 用 して い るか 否 か を判 断 す る う え で よい指 標 に な

る と考 え られ た 。 そ こでp120に 関 して この 点 を検 討 した と こ ろ 、staurosporineで 接 着 を

回 復 させ た と きに も、TC処 理 時 に み られ た の と同 様 の バ ン ドシ フ トが 認 め ら れ た

(fig.3-2)o
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fig.3-2stauosporine処 理 の

p120に 与 え る 影 響(A)未 処理の細胞(c)と 、

stauospodne処 理(7.OnM、6時 間)に よ り接着 を誘導 し

た細胞(s)を 回収 し、そ こに含 まれ るp120を イムノ

ブ ロッ ト法で解析 した。stauosporineに よって接着 を

誘導 した際 に もTC処 理時にみ られたの と同様 のpl20

のバ ン ドシフ トが検 出 された。各 レーンには同 じ数

の細胞 か ら得 られたサ ンプル を泳動 してある。

P120

CS

一●●●首

Colo205細 胞 の細胞 間接着 を誘 導 した際 に、p120の バ ン ドシフ トと細胞 間接着 の いつ

れが先 に起 こっているか を検討 した。TC処 理の5分 後 、15分 後 、30分 後 に細胞 を回収 し、

イム ノブロ ッ ト法 によ りp120を 検 出 した.TC処 理後5分 では まだ細 胞 間接着 は全 く誘導

されてい ないが(結 果省略)、 この ときす でにp120の バ ン ドは一部が低分子量側 に下 シフ

トしてい るこ とが 明 らか になった。 また、TC処 理後15分 では まだ細胞 間接着 は一部 の細

胞 で しか誘 導 さ れ て い な い が(fig.2-9)、 この ≒ きす で にpl20の バ ン ドは完 全 に低 分 子 量

側 に濃 縮 してい る こ とが明 らか になっ た。staurosporineに つ い て も培 養 に添 加 し2時 間後 、

4時 間後 、6時 間 後 、8時 間 後 、24時 間後 に 細 胞 を回収 し、 イム ノ ブ ロ ッ ト法 に よ りpl20

を検 出 した 。staurospodneに つ い て もTC処 理 の時 と同 様 に、 ま だ少 数 の 細 胞 で しか 細 胞

間接 着 が 回 復 して い な い(図2-5A)2時 間後 に お い て 、 か な り高 い割 合 のp120分 子 が す で

に低 分 子 量 側 に シ フ トして い る こ とが観 察 され た 。 以 上 の 結 果 か らp120の バ ン ドシ フ ト

は細 胞 間接 着 に先 ん じて起 こ って い る こ とが示 唆 され た。

トリプ シ ンやstaurosporineに よ り細 胞 間接 着 が 一 旦 誘 導 され た細 胞 は、 これ らの試 薬 を

除 去 し さ ら に 培 養 を 続 け る と、 も と の 丸 い 形 態 を 再 現 す る こ と を す で に報 告 し た

(fig.2-6)。 そ こで 、 トリプ シ ン に よ り細 胞 間接 着 を誘 導 した細 胞 を トリ プシ ン を除 い て
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fig.3-3ト リプ シ ン、staurosporine処 理 時 のP120の バ ン ドパ タ ー ン の 継 時 的 変

化A,0.001%ト リ プ シ ン 処 理;B,7.OnMstaurospodne処 理 。 全 細 胞 抽 出 物 を 泳 動 し抗p120抗 体 で 検 出 し

た 。+mAb;1μg/mlSHE78-7存 在 下 で ト リ プ シ ン処 理 を 行 っ た サ ン プ ル 。trypsinremoved;30分 の ト リ プ シ

ン 処 理 後 ト リ プ シ ン を 除 去 し さ ら に18時 間 培 養 した 。

さ らに18時 間培 養 し、 形 態 が最 初 の丸 い状 態 に戻 っ た こ とを確 認 後 そ の細 胞 を回 収 し、

p120の バ ン ドパ ター ン を解 析 した 。す る と、 この細 胞 のp120の バ ン ドパ タ ー ンは 最 初 の

未 処 理 の 細 胞 に由来 す るバ ン ドパ ター ン と極 め て よ く似 て い た(fig.3-3)。 この 結 果 か ら

p120の バ ン ドシ フ トと接 着 の誘 導 との 関連 性 が よ り高 くな っ た。

つ ぎに、 接 着 誘 導 時 のp120の バ ン ドシ フ トが 、TC処 理 やstaurosporineが 直 接p120に

作 用 した た め に お こっ た のか 、 そ れ と もカ ドヘ リ ンが機 能 回復 した こ と に よる 二 次 的 な

結 果 で あ るか を よ り直 接 的 に示 す た め に以 下 の 実 験 を行 っ た。 まず 、 トリプ シ ン処 理 を

行 う際 に カ ドヘ リ ンの機 能 阻害 抗 体 を加 え接 着 を ブ ロ ック した場 合 バ ン ドシ フ トが 検 出

され るか を検 討 した。30分 の トリプ シ ン処 理 に際 しカ ドヘ リ ンの 機 能 阻害 抗 体SHE78-7

を1鮭g!回 に な る よ う に加 え接 着 誘 導 を完 全 に 阻害 した。 す る と この と きに も、 同 等 の

p120の バ ン ドシ フ トが検 出 され た(fig.3-3)。 この 結 果 か ら、p120の バ ン ドシ フ トは接 着

が 回 復 した 結 果 引 き起 こ され る 現 象 で は ない こ とが 示 され た 。 同様 に、staurosporine処

理 に際 しカ ドヘ リ ンの 機 能 阻害 抗 体 に よ り接 着 誘 導 を阻害 した と きに も 同等 の バ ン ドシ

フ トを検 出 した(結 果省 略)。
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さらに、 カ ドヘ リンを分 解 しない トリプシン処理(TC処 理)と カ ドヘ リンを分解す る ト

リプシ ン処理(EGTAを 加 えて行 う トリプシ ン処理;TE処 理)を 行 い 両者 を比較 した。TE

処理 によ りこの細胞 は トリプシ ンの作用 を受 けるがカ ドヘ リンが 同時 に分解 され るため

に細胞 間接着 は回復 しない。 この こ とか ら、TC処 理 時 にp120で 認め られ た変化 が、接

着誘 導 の結果 お きた現象 であ るか どうかが 明 らかにな るはず で あ る。TC処 理 また はTE

処理 を行 い、TE処 理の場合 には細胞 間接着が 回復 していない ことを確 認後 回収 し、pl20

(A)とE一 カ ドヘ リン(B)を 検 出 した。TE処 理 に よ りE一カ ドヘ リ ンは ほぼすべ て分解 され

てい るこ とが確認 された(B)。 一方p120のTE処 理後 のシグナ ルのパ ターンはTC処 理 後 の

そ れ に一 致 し、 そ れ ぞ れ脱 リン酸 化 に よる と思 われ るバ ン ドシ フ トが 観 察 され た

(fig.3-4)。この ことか らTC処 理 の際検 出 され たP120の 変 化 はカ ドヘ リン機 能 回復 の結

果 では ない こ とが示唆 された。

P120
CTCTE

●の●ゆ●騰

E-cad

CTCTE

摺

fig.3-4TCvsTE

未処理 のサ ンプル(c)、 接着 を誘導す る トリプシ ン処理(TC処 理)し たサ ンプル(TC)、 接 着 を誘導 しな

い トリプシ ン処 理(TE処 理)し たサ ンプル(TE)を 回収 し、pl20(A)とE一 カ ドヘ リン(B)を 検 出 した。TE処

理 によ りほ とん どのE一カ ドヘ リンは分 解 され ていた(B)。p120はTE処 理の際 にTC処 理時 と同様 のバ ン ドシ

フ トを検 出 した。各 レー ンには、等 しい量の細胞か ら回収 したサ ンプルを泳動 した。
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3-2-2.抗E一 カ ドヘ リン抗体 に よる免疫 沈 降実 験

TC処 理 に よるカ ドヘ リ ンの機 能回復 に ともな うカ ドヘ リン/カ テニ ンの発現 量 の変化

は認 め られ なか った。 しか しカ ドヘ リンは カテニ ンと結合 しなけれ ば、 た とえ両者 か発

現 してい て も接 着分子 と して正常 には機 能 で きない。 そ こでカ ドヘ リン とカテニ ンの相

互作用 がTC処 理 に よ り変 化 す る可 能性 を考 え、抗E一カ ドヘ リン抗 体 に対 す る免疫 沈降

を行 い 、 共 沈 す る 分 子 を解 析 した(fig.3-5)。 等 しい量 のE一カ ドヘ リ ン と共 沈 す る α一カ テ

ニ ン、 β一カ テ ニ ン、P120の 量 をTC処 理 前 後 で比 較 したが 、 これ らは い ずれ も同 じで あ っ

た 。 しか しな が らP120に つ い て は全 抽 出物 を比 較 した と き と同様 のバ ン ドシ フ トを検 出

した 。

E-cad

ct

●1■● ●■■●

α一cat

ct

● ■剛 ● ● ■幽■●

匪cat

ct

一

C t

P120

臨』一

C S

●頃 凶 一

fig.3-5抗E一 カ ドヘ リ ン抗 体 に 対 す る免 疫沈 降 物 中 のカ ドヘ リン/カ テ ニ ン/

p120の 比 較 未処理 の細胞(c)と 、TC処 理 に よ り接着 を誘導 した細胞(t)か ら、抗E一カ ドヘ リン抗 体

に対 す る免疫沈 降をお こない、そ こに含 まれるE一カ ドヘ リン、 α一カテニ ン、 β一カテニ ン、P120を 比較 し

た。p120に つ い てはstaurospodneに よ り接 着 を誘導 した細胞(s)に つ いて も同様 の 解析 をお こ なっ た。

pl20に つい てfig.3-1,2と 同様 のバ ン ドの シフ トが検 出 された。 各 レー ンには、E一カ ドヘ リンの量 が等 しく

なる ようにサ ンプル を泳動 した。
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3-2-3.p120の バ ン ドシ フ トの原 因 の解 析

p120に つ いて接着 の誘導の前後 でシグナルのパター ンに差が認め られた。 イム ノブロ ッ

ト法 に よる解析 で この ようなバ ン ドパ ター ンの変化が検 出 された場 合、 その原 因が タ ン

パク質 の翻訳後 修 飾、特 に リン酸化 に よる こ とが これ までに数多 く知 られ ている。そ こ

で この差 がp120の リン酸化 の変化 の結果で あるか どうか を検討 した。 このp120のaバ ン

ドシ フ トが リン酸化 の変化 の結果 生 じた もので ある な らば 、接 着 が誘 導 され てい ない

Colo205細 胞 か ら精製 したp120タ ンパ ク質 を脱 リ ン酸化酵素 と反応 させた 際 に、TC処 理

した ときと同様 のバ ン ドシフ トが認 め られ るはず である。 そ こで、TC処 理前 の細胞 か ら

p120を 免 疫沈降 に よ り回収 しこのサ ンプル を引 き続 いて牛腸 由 来脱 リ ン酸化 酵 素(calf

intestinephophatase;CIP)と 反応 させ た。す る と処理前 には存在 した上の位置のバ ン ドが、

脱 リン酸化酵素処理 によ り消失 した(fig.3-6)。 この ことか ら接着 の回復 に伴 うpl20の バ

ン ドのパ ター ンの変化 はp120の 脱 リン酸化 の結果 である ことが示 唆 され た。

Colo205細 胞 では カ ドヘ リンが 機 能で きない と きにp120が リ ン酸化 されてい る こ とが

示唆 されたの で、次 にホスホ ア ミノ酸分析 に よ りColo205細 胞 のpl20が リ ン酸 化 を受 け

ているア ミノ酸残 基の特 定 を行 った。鎗P存在下 で24時 間培養 した細胞 か ら免疫 沈降法 に

よ りp120を 回収 した。比較 のため に同時 にTC処 理 した細胞 か らもp120を 回収 した。 回収

した これ らのサ ンプルをSDS-PAGEで 分離 しオー トラジ オグラ フィー解析 した と ころ、

興味深 い こ とに未処理の細胞か ら回収 したp120の み な らず、TC処 理 を施 した細 胞 か ら回

収 したp!20か らも32Pのラベ ルが検 出され た(fig.3-7A)。引 き続 いて、ゲ ルか らp120タ ンパ

ク質 を切 り出 しホスホア ミノ酸分析 をお こなった ところ、TC処 理前後 の両サ ンプルか ら

ホス ホセ リンの位置 に32Pの ラベ ルが検 出され た(fig.3-7B)。
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fig.3-6p120の リン 酸 化 の 検 討(1) PPase

一脱 リン酸化酵素処理 による解析

未処 理のサ ンプル か らpl20を 免疫沈降法 によ り

回収 し、脱 リン酸 化酵 素処理 した もの(+)と 、 し

なか った もの(一)とを、抗p120抗 体 で検出 した。

脱 リン酸化酵 素処 理 によ り接着 誘導処 理時 にみ ら

れたの と同様 のバ ン ドシフ トが認め られた。それ

ぞれの免疫沈 降物 は同数の細胞 か ら回収 した。

右 の二つ は比較 のため に泳動 したTC処 理、stauros-

podne処 理 した細胞 のサ ンプルであ る。
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fig.3-7p120の リン酸 化 の検 討(2)一 ボ ス ボ ア ミノ 酸 分 析 に よ る 解 析

(A)32P存 在下で24時 間培養 した細胞 か ら免疫沈降法 によ りp120を 回収 した。比較の ため に同時 にTC処 理

した細胞 か ら もp120を 回収 した。 回収 したこれ らのサ ンプルをSDS-PAGEで 分離 しオー トラジオグラ フィー

解析 した 。未処理の細胞か ら回収 したp120の み な らず、TC処 理 を施 した細 胞か ら回収 したp120か らも32P

の ラベルが検 出 され た。(B)(A)の ゲ ルか らpl20タ ンパ ク質 を切 り出 しホス ホア ミノ酸分析 をお こなった。

TC処 理前 後の両 サ ンプルか らホスホセ リンの位置 に32Pの ラベ ルが検 出 された。S,ホ スホ セ リン;T,ホ ス

ホス レオニ ン;Y,ボ スホチロシン。
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3-3.考 察

3-3-1.P120の リン 酸 化 とカ ドヘ リン の 機 能 制 御

Colo205細 胞 に お い て接 着 の 回復 に連 動 したpl20の リ ン酸 化 の 変 化 が 認 め ら れ た 。

Colo205細 胞 にstaurospo血eや トリ プ シ ンを作 用 させ る際 に 、 カ ドヘ リ ンの 機 能 阻 害抗 体

に よ り細 胞 間接 着 を完 全 に ブ ロ ック した場合 に もp120が 脱 リ ン酸 化 され 、 さ らに細 胞 間

接 着 を誘 導 しない トリプ シ ン処 理(TE処 理)に よ っ て もP120が 脱 リ ン酸 化 され た こ とか

ら(fig.3-4)、P120の 脱 リ ン酸 化 は接 着 が 回復 した結 果 で は な い こ とが示 さ れ た。 この こ

とか らp120の リ ン酸 化 を介 した接 着 の 制御 機 構 の存 在 が 示 唆 され た(fig.3-8)。

p120は も と も とv-srcに よ り形 質 転換 した細 胞 に お い て特 異 的 にチ ロ シ ン残 基 が リ ン

酸 化 さ れ る 分 子 と して 同 定 され た(Reynoldsetal.,1989)。 そ の後 血 小 板 由 来成 長 因 子

(PDGF)、 コ ロニ ー 刺 激 因子 一1(CSF-1)、 上 皮 成 長 因 子(EGF)に よ る細 胞 刺 激 に応 答 して

こ のp120が リン酸 化 され る こ とが 明 らか にな っ た(DowningandReynolds,1991)。 こ う し

た背 景 か ら、 これ らの 因子 のColo205細 胞 の接 着 制 御 へ の 関 与 が 想 像 され る。 しか しな

が ら 、 第 二 章 の 阻 害 剤 を用 い た 実験 の結 果 に よ る と、v-srcやEGF-Rの 阻 害 剤 で あ る

genesteinやtyrphostinは 接 着 を 誘 導 し な か っ た 。 こ の こ と か ら 、v-srcやEGF-Rが

Colo205細 胞 の カ ドヘ リ ンの 制御 に 絡 んで い る とは 考 え に く く、 む しろ別 の カ イ ネ ース

か また は フ ォス フ ァ テ ース がp120の リン酸 化 状 態 に作 用 す る こ と に よ っ て カ ドヘ リ ン

の 機 能 を制 御 してい る可 能性 が 高 い 。

これ までの研 究 の結 果 、pl20の リン酸化 を介 した接 着 の制 御 機構 の存 在が 示 唆 され た 。

しか しな が ら、p120が 過 剰 に リ ン酸化 さ れ る こ とがColo205細 胞 の カ ドヘ リ ンが機 能 で

きな い直 接 の 原 因で あ る とい う こ とは ま だ証 明 さ れ て い な い 。Colo205細 胞 の カ ドヘ リ

ンの機 能 を抑 え て い る の はpl20以 外 の 分 子 で あ る可 能 性 も考 え られ る。 成 長 因子 の投 与

や 癌 遺 伝 子 の 形 質 導 入 な どに よ り細 胞 間接 着 が 破 壊 され る 際 に、p120が リ ン酸 化 され る

と い う 報 告 は こ れ まで に も い くつ か あ る が(Shibamotoetal.,1gg5;Kinchetal.,1gg5;
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Skoudyetal.,1996;Lampugnanietal.,1997;Ratclif〔betal.,1997;Rosatoetal.,1998)、 い ず れ

も二 つ の現 象 の 相 関 を見 た に過 ぎずP120の 機 能 は依 然不 明 の ま ま で あ る 。 この 問題 を解

・決 す る た め に、p120の 機 能 を よ り直接 的 に探 るた め の 実験 を行 う必 要性 が あ る。

第 四章 で は引 き続 い てP120の 脱 リ ン酸 化 とカ ドヘ リ ンの 活性 化 との 因果 関係 を よ り直接

的 に明 らか にす る 目 的 で 、p120及 び カ ドヘ リ ンの 変異 分 子 を作 製 しColo205細 胞 の 導 入

す る実 験 を行 っ た 。 これ らの実験 を通 して 、p120は カ ドヘ リンの 活 性 を負 に制御 す る ま.っ

た く新 しい タイ プの カ ドヘ リ ン結 合分 子 で あ る こ とが本 研 究 に よ りは じ め て示 され た の

でその結 果 を報告 す る。

fig.3-8左 ペ ー ジ ト リ プ シ ン 、staurosporineはp120を 介 し て カ ドヘ リ ン に 作

用 す る の で は な い か?通 常 の培 養条件 下では、 トリプ シンの標 的で あ る膜分子か らpl20に シグ

ナルが伝 わ り、これ らが リン酸化 され るため に、カ ドヘ リンは不 活性化 されてい る。 トリプシ ンが この分

子 を分 解す る とこ の カスケー ドがオ フにな り.p120が 脱 リ ン酸化 され、 カ ドヘ リンの機 能が 回復 す る。

staurospo㎡neは シグ ナル伝達 の過程 に存在 す る カイネースに作用 す る。た だ し、p120以 外 に トリプシ ン、

staurospodneの 真 の ターゲ ッ トが存 在す る可能性 もある。
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第四章 p120の 機i能解 析

4-1.は じ め に

4-1-1.ア ル マ ジ ロ リピ ー ト

㎜a(佃o遺 伝 子 は シ ョウ ジ ョウ バ エ の初 期 胚 に お い て 一体 節 内 の 前 後 の極 性 が乱 れ る

変 異 体 の原 因 遺伝 子 と して 単 離 され た(Rigglemanetal.,1989)。 そ の 遺伝 子 産 物 の 特 徴 と

して は 、 中央 に42-45ア ミ ノ酸 か らな る 不 完 全 な繰 り返 し構 造 を持 つ 。 そ の 後 、 こ の 繰

り返 し構 造(ア ルマ ジ ロ リ ピー ト)を 持 つ タ ンパ ク質 が相 次 い で 同定 され た 。 そ の 中 に は

㎜ad皿oの 脊椎 動 物 ホ モ ロ グ で あ り、 カ ドヘ リ ンの細 胞 質 領 域 に相 互 作 用 す る分 子 と し

て 同 定 され た β功 テニ ンが 含 まれ て い た。 興 味 深 い こ と に、 β一カ テ ニ ンや ア ル マ ジ ロ

タ ンパ ク質 は こ の リ ピー トモ チ ー フの部 分 で カ ドヘ リ ンの 相 互 作 用 して い る こ とが 明 ら

か に な っ た 。 近 年 、 こ の ア ル マ ジ ロ リ ピ ー トは ガ ン抑 制 遺 伝 子 のAPC(adenomatous

polyposiscoli)や 核 内 輸 送 にか か わ るimportinな ど も含 まれ て い る こ とが 明 らか に な り、

そ の い つ れ に お い て もこの モ チ ー フが タ ン パ ク質 問 の相 互 作 用 に重 要 な役 割 を担 って い

る こ とが 示 され た(Daniel,1997;Hatzfeld,1999)。 さ ら に 、 こ の モ チ ー フ を 持 つ 分 子 は

驚a3`や ㎝amydmona5で も見 つ か って い る。 こ れ らの こ とか ら、 この ア ル マ ジ ロ リ ピー

トは単 細 胞 生 物 か ら高等 脊 椎 動 物 にわ た っ て広 く保 存 され てい て 、 タ ンパ ク質 問相 互 作

用 に用 い られ て い る と考 え らてれ る。
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第四章p120の 機能解析

4-1-2.p120の 由来 、p120と は

P120はv-srcを 導 入 す る こ とに よ り形 質 転 換 した ニ ワ トリの初 代 培 養細 胞 に お い て 、 チ

ロ シ ン残 基 が リ ン酸 化 さ れ る 分 子 量 が120kDaの 分 子 と して 同 定 さ れ た(Reynoldsetal.,

1989)。 そ の 後 血 小 板 由来 成 長 因子(PDGF)、 コ ロ ニ ー刺 激 因子 一1(CSF-1)、 上 皮 成 長 因子

(EGF)に よ る細 胞 刺 激 に 応 答 して こ のP120が リ ン酸 化 され る こ とが 明 らか に な っ た

(DowningandReynolds,1991)。 さ らに、p120が β一カ テ ニ ンな どに見 られ る前 出 の ア ル マ

ジ ロ リ ピー トモ チ ー フ を持 つ こ とか ら(Reynoldsetal.,1992)、 カ ドヘ リ ン との相 互 作 用

が 検 討 さ れ た結 果 、 複 数 の グ ル ー プ に よ り カ ドヘ リ ン と相 互 作 用 が 明 ら か に され た

(Reynoldsetal.,1994;Shibamotoetal.,1995;Staddonetal.,1995;AghibandMcCrea,1995)。

最 近 に な り、p120が 相 互 作 用 す る カ ドヘ リ ンの細 胞 内 領 域 が 複 数 の グ ル ー プ か ら報 告 さ

れ た 。pl20と β一カ テ ニ ンは いず れ もアル マ ジ ロ リピー ト領 域 で カ ドヘ リ ン と相 互 作 用

す る に もか か わ らず 、 興 味 深 い こ とに、p120は β一カテ ニ ンが 結 合 す る部 位 よ り も、 よ

り細 胞 膜 側 の領 域 で カ ドヘ リ ン と相 互作 用 す る こ とが 明 らか に な っ た(Lampugnanietal.,

1997;Fimemannetal.,1998;Yapetal.,1998;本 編fig。4-18、65ペ ー ジ)。 β一カ テ ニ ンの 重 要

な 機 能 の ひ とつ と して 、 カ ドヘ リ ン と α一カ テニ ン と の 問 を つ な ぐ働 き が あ る(本 編

fig.1-3、10ペ ー ジ)。 そ こで 、p120に つ い て 同 等 の 働 きが あ る か が 検 討 さ れ た が 、

Two-Hybrid法 に よ る解 析 の 結 果 、p120と α一カテ ニ ン とは相 互 作 用 しな い こ とが 明 らか

にな った 。 これ らの こ とか ら、p120は β一カテ ニ ン とは異 な っ た機 能 を持 って い る こ と

が 期 待 され た。

fig.4-1(左 ペ ー ジ)ア ル マ ジ ロ リ ピ ー トを 持 つ 分 子 群(Hatzfeld,1999を 改変)

ア ル マ ジ ロ フ ァ ミ リ ー はp120サ ブ フ ァ ミ リ ー 、 イ ン ポ ー テ ィ ン/カ リ オ フ ェ リ ン サ ブ フ ァ ミ リ ー 、 β

一カ テ ニ ン/ア ル マ ジ ロ サ ブ フ ァ ミ リ ー の 大 き く3つ に わ け ら れ る 。PF16はCゐ ∬amydmoηa3の 微 小 管 結 合 タ

ンパ ク 質 、APCは ヒ トの 癌 抑 制 遺 伝 子 で あ る 。
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第四章p120の 機能解析

4-1-3.p120サ ブ フ ァ ミ リー

近年 、pl20の 類 似 分子 が 相 次 い で 同定 され た。 これ らの分 子 は10個 の アルマ ジ ロリ ピー

トを 持 つ の が 特 徴 で あ る。 さ らに、 そ の他 の 一 次構 造 に比 較 か ら β一カテ ニ ン/ア ル マ

ジ ロ か ら は独 立 したサ ブ フ ァ ミ リ ー を形 成 し てい る こ とが 明 ら か に な る と と もに 、 β

一カ テ ニ ン/ア ル マ ジ ロ とは別 の機 能 を持 つ と考 え られ た。 プ ラ コ フ ィ リンは デ ス モ ソー

ム に存 在 す る分 子 で 、 そ こに含 まれ る接 着 分 子 デス モ グ レイ ン とそ の ア ル マ ジ ロ リ ピー

ト領 域 で相 互作 用 す る(Heidetal.,1994;Me並ensetaL,1996;Hatzfeld,1997)。 ま た、 プ ラ

コ フ ィ リ ンー1はinvitroで ケ ラチ ン と も相 互作 用 す る こ とか ら、 この分 子 は接 着 分 子 と細

胞 骨 格 を リ ンク させ る重 要 な分 子 で あ る と考 え られ て い る(Hatzfeldetal.,1994)。NPRAP

(塑ural21akophilin一 葬lated旦㎜.repeat2rotein)とpOO71は と もにESTデ ー タベ ー ス を検 索 した

中 で見 つ か っ た分 子 で あ る(PaffenholzandFranke,1997;HaセfbldandNachtsheim,1gg6)。 と

も に細 胞 間 境 界 に局 在 す る こ とが 明 らか に な って い るが 、 どの よ うな分 子 と物 理 的 に相

互 作 用 して い る か は わか っ てい な い 。 δ功 テ ニ ン は も と も と プ レセ ニ リ ンー1の 細 胞 質

領 域 と相 互作 用 す る 分 子 と して 同 定 され た(Zhouetal.,1997)。 一 次 構 造 の比 較 か ら前 出

のNPRAPの マ ウ ス ホモ ロ グ で あ る と考 え られ て い る。 δ一カ テ ニ ンに つ い て は カ ドヘ リ

ン と相 互 作 用 す る こ とが す で に 確 認 され て い る(Luetal.,1999)。ARVCF@madiHo葬peat

genedeletedinVα=S)は ヒ トの 遺伝 病 、Velo-cardio-facialsyndrome(VCFS)の 家 系 で 欠 損 し

て い る染 色 体 領 域 に含 まれ る 遺伝 子 の 一 つ と して 同 定 され た(Sirotkinetal.,1997)。 しか

しな が ら、 この 遺伝 子 がVCFSの 原 因 遺伝 子 で あ る か は 依 然 不 明 で あ る。pl20を 含 む こ

れ らの分 子 は、神 経 組 織特 異 的 なNPRAPを 除 き生体 内 の ほ ぼす べ て の 組 織 で 発 現 が 認 め

られ て い る。

fig.4-2(左 ペ ー ジ)P120の 構 造

P120と プ ラコ フィ リン1・ β一カテニ ン、 プラコ グロビンの 構造 を比較 した。P120と プラ コ フ ィリン1は

その 中央部分 に10個 の アルマ ジロ リピー トを有す る(β 一カテニ ン、プラ コグ ロ ビンは12個)。 β一カ テニ

ン(AmadiHo)と プ ラコグロビン は全長 にわ た り相 同性 が高いの に対 して、P120と は リピー ト部分 以外

はあ ま り似 ていない。
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第四章p120の 機能解析

4-1-4.p120と カ ドヘ リン の 機 能 制 御

p120が カ ドヘ リ ン と相 互 作 用 す る こ とが報 告 され た の ち 、p120の 機 能 を示 唆 す るい く

つ か の 報 告 が な さ れ た 。Shibamotoら は肝 成 長 因子(HGF)を 上 皮 癌 細 胞 に投 与 し 、細 胞

を分 散 さ せ た と きにp120が リン酸 化 され る こ と を明 らか に した(Shibamotoeta1.,1995)。

また 、 活 性 化 型rasに よ り形 質転 換 した細 胞 にお い て細 胞 間接 着 が異 常 に な っ た際 、p120

が リ ン酸 化 され た(Kinchetal.,1995)。 さ ら に、非 膜 貫 通 型 レセ ブ.ター チ ロ シ ンカ イ ネ ー

ス のFerを 強 制 発 現 させ た 細 胞 で は細 胞 間 接 着 が 破 壊 され るが 、 そ の 際 にp120が リ ン酸

化 さ れ る こ とが 判 明 した(Rosatoetal.,1998)。 こ の他 に もp120の リ ン酸 化 とカ ドヘ リ ン

の 不 活 性 化 の 関 連 を 示 唆 す る 報 告 が 数 多 くあ り(Skoudyetal.,1996;Lampugnanietal.,

1997)、 こ れ らの 結 果 か ら カ ドヘ リ ンの 機 能制 御 因子 と してp120が 機 能 して い る の で は

ない か と考 え られ る よ う に な った 。 しか しな が ら、 これ まで に な され た 研 究 は い ず れ も

細 胞 間接 着 が 異 常 に な るの と平 行 してp120が リ ン酸 化/脱 リ ン酸 化 され る こ とを示 した

に と ど ま り、p120が その 直接 の原 因 で あ る こ とは 明 らか に され て い ない。 今 回、 第 二 章 、

第 三 章 で示 したColo205細 胞 の 系 を用 い る こ と に よ り、p120の 機 能 を よ り直接 的 に示 す

こ とを 目指 し研 究 をす す め た。
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第四章p120の 機能解析

4-2.結 果

4-2-1.p120のN末 欠 失 分 子 の 作 成

Colo205細 胞 で は 、 カ ドヘ リ ンが機 能 で きない 状 態 の時 にp120が リ ン酸 化 され て い て 、

staurosporhleやTC処 理 に よ っ て カ ドヘ リ ンが 活性 化 さ れ る と、P120が 一 部 脱 リ ン 酸 化 さ

れ た。 この こ と か ら、Colo205細 胞 で は通 常 の 培 養 条件 下 で はp120が リ ン酸 化 され てい

る た め にE一カ ドヘ リ ンが 正 常 に機 能 で きな い が 、staurosporineやTC処 理 に よっ てp120が

脱 リ ン酸 化 され る とカ ドヘ リ ンに よる細 胞 間接 着 が 回復 す る可 能性 が 考 え られ た 。 しか

し、staurosporineやTC処 理 よる接 着 誘 導 に関与 す る重 要 な分 子 は実 はp120で は な く他 に

あ っ て 、p120は た ま た ま接 着 誘 導 に前 後 して脱 リ ン酸 化 され て い る に過 ぎ な い可 能性 も

残 され て い た。

Colo205細 胞 の 接 着 の 活 性 化 とp120の 脱 リ ン酸 化 の 関連 性 を よ り直接 的 に調 べ る た め に 、

以 下 の よ う な実 験 を考 案 し た。 過 剰 に リン酸 化 され たp120が カ ドヘ リンの 活 性 を抑 え る

な らば 、 そ の 活 性 抑 制 に必 要 な領 域 がp120タ ンパ ク質 の 内部 に存 在 す る はず で あ る 。 そ

の活 性 抑 制 に必 要 な領 域 を削 除 した分 子 を作 製 し、Colo205細 胞 に導 入 す る。 こ の と き、

外 か ら導 入 した 変 異p120分 子 の 活 性 が 内 在 のpl20分 子 の活 性 に対 して 優位 で あ れ ば 、

colo205細 胞 の カ ドヘ リ ン活 性 が 回復 す る は ず で あ る(fig.4-3)。 こ れ ま で の 知 見 か ら、

p120は 中央 の ア ルマ ジ ロ リ ピー ト領 域 で カ ドヘ リ ン と相 互 作 用 して い る こ とが 明 らか に

な っ て い た(DanielandReynolds,1995)。 そ こ で 、 こ こ の部 分 を残 しそ の ア ミノ末 端 側 を

欠 く分 子 と カル ボ キ シ ル末 端 側 を欠 く分 子 を まず 作 製 し(fig.4-4)、colo205細 胞 に 導 入 し

た。 な お 、 こ こで 用 い た改 変 分子 はすべ て そ の カ ル ボ キ シル末 端 にFLAGtagを 付 加 し、

検 出す る 際 に内在 のp120と 区 別 で きる よ う に した 。

50
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fig.4-3colo205細 胞 へ のp120の 変 異 分 子 の 導 入

pl20の カ ドヘ リンの活性抑制 に必要 な領域 を削除 した分子 を作 製 し、Colo205細 胞 に導 入す る。 この と

き、外 か ら導入 した変異pl20分 子の活 性が内在のpl20分 子 の活性 に対 して優位 で あ れば、Colo205細 胞の

カ ドヘ リン活性が 回復す るはずで ある。
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第四章p120の 機能解析

4-2-2.p120のN末 欠 失 分 子 をColo205細 胞 へ 導 入 した とき の 効 果

中央 の ア ル マ ジ ロ リピー ト領 域 を残 しそ の ア ミノ末 端 側 す べ て欠 く分 子 △N346fと 、 カ

ル ボ キ シ ル末 端 側 すべ て を 欠 く分 子 △C91f、 そ して コ ン トロ ー ル と して 全 長 のP120分 子

FLfをColo205細 胞 に導入 した 。形 質 導入 後72時 間培 養 しFLAG血gに 対 す る抗 体 で 細 胞 を

染色 した 。 す る と、△N346fを 発 現 して い る細 胞 の ク ラス タ ー に お い てstaurosporineやTC

処 理 時 に見 られ た よ うに細 胞 間接 着 が誘 導 され た(fig.4-5)。 この△N346fに よ っ て 誘 導 さ

れ る接 着 はE一カ ドヘ リ ンの機 能 阻 害抗 体 の存 在 下 で は観 察 され なか っ た こ とか ら、E一 カ

ドヘ リ ン依 存 的 で あ る こ とが 明 らか にな っ た(fig.4-6)。 接 着 が 回復 して い る細 胞 塊 の な

か で△N346fは 細 胞 間接 着 部位 に濃縮 して局 在 し、 隣i接す る細 胞 と接 して い な い面 に は ほ

とん どそ の局 在 は認 め られ なか った(fig.4-5)。 これ はstaurosporineやTC処 理 に よ り接 着 を

誘 導 した細 胞 に お け るp120の 局 在 と よ く似 て い た(fig.2-10;本 編25ペ ー ジ)。 一 方 、FLf

は内 在 のp120と 同 じ様 に(且g。2-10)細 胞 膜 にそ っ て一様 に局 在 した 。 ま た、FLfを 発 現 し

て い る 細 胞 は 周 りのFLfを 発 現 して い ない 細 胞 と全 く同 じ よ う な 丸 い 形 態 を示 し た

(fig.4-5)。 この結 果 か ら、p120の 突 然 変 異 に よ る 機 能 不 全 に よ りcolo205細 胞 の カ ドヘ リ

ンが 正 常 に機 能 で きない可 能 性 は否 定 され た。△C91fを 発 現 して い る細 胞 はFLfを 発 現 し

て い る細 胞 や何 も発 現 して い な い 細 胞 と全 く 同 じ よ うな丸 い形 態 を示 した。 た だ し、

△C91fは △N346fやFLfの 様 な細 胞 膜 に そ って 局 在 を示 さず 、 この結 果 か ら、△C91fは 内 在

のp120分 子 に 比 べ カ ドヘ リ ン と相 互 作 用 す る能 力 が 低 い と考 え られ る。 ゆ え に 、△C91f

にColo205細 胞 の カ ドヘ リ ンの 機 能 を 活 性 化 す る働 きが あ る か につ い て は、 更 な る 実 験

の 追 加 が 必 要 で あ る と思 わ れ る。

fig.4-4(左 ペ ー ジ)本 研 究 で用 い たP120の 変 異 分 子

すべ ての分子 はC末 端側 にFLAGtagを 付加 した。PCRに 用い たプラ イマーのおお よその位 置 を図 の中 に

示 した。
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第四章pl20の 機能解析

fig.4-5p120変 異 分子がcolo205細 胞 の細胞 間接着 に与 える影響(1)

FLf、 △N346f、 △CglfをColo205細 胞 に 導 入 後72時 間 培 養 し、 抗FLAG抗 体 を 用 い て 導 入 さ れ た 分 子 を検

出 し た 。A,FLf;B,△N346f;C,△Cglf。A,B,Cは 蛍 光 染 色 像 。A「,B',Clは そ れ ぞ れA,B,Cの 同 一 視 野 の

位 相 差 顕 微 鏡 像 。 △N346fを 発 現 して い る 細 胞 に お い て 細 胞 間 接 着 が 誘 導 さ れ た 。Bar,20Fm。
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fig.4-6△N346fが 誘 導 す る細 胞 間 接 着 はE一 カ ドヘ リン に依 存 す る

△N346fを アデ ノウイ ルスを用 いてColo205細 胞 に導入 した細胞 をカ ドヘ リンの機能阻害抗体 の存在下 で

48時 間培養 した。△N346fに よって誘導 される接着 は この抗体 の存在下 では観察 され なか った。Bar,20μm。
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第四章p120の 機能解析

4-2-3.p120のN末 領 域 の 解 析

△N346fがColo205細 胞 の細 胞 間接 着 を誘 導 した こ とに よ り、△N346fで 削 除 した346ア ミ

ノ酸 の 中 にColo205細 胞 にお い て カ ドヘ リン の 機 能 を 抑 制 す る領 域 が あ る こ とが示 唆 さ

れ た。 そ こで次 に、 こ の領 域 の 中 で どこが 重 要 か を明 らか にす るた め に 、 さ らに い くつ

か の ア ミ ノ末 端 側 を欠 く分 子 、 △N101f、 △N157f、 △N244f、 △N323fを 作 製 し た。 これ ら

は順 にア ミノ末 端 側101、157、244、323ア ミノ 酸 を欠 く分 子 で あ る(fig.4-4)。 こ れ らの

変 異P120分 子 をColo205細 胞 に 導 入 し72時 間後 に観 察 した。 す る と、△N101f、 △N157fを

発 現 して い る細 胞 の ク ラ ス ター に は、FLfの 時 と同 じ よ うに特 筆 すべ き形 態 の 変 化 は認

め られ なか っ た(fig.4-7D,E)。 一 方 、△N323fが 導 入 され た細 胞 の ク ラス ター で は△N346f

の 際 に見 られ た よ う に細 胞 間 接 着 が誘 導 され た(fig。4-7B)。 △N244fを 発 現 してい る細 胞

で も細 胞 間接 着 の誘 導 が 認 め られ た。 しか し、接 着 が 誘 導 され た細 胞 塊 を明視 野 で観 察

した と き に△N346fや △N323fの 場 合 、 個 々 の 細 胞 の 輪 郭 が 区 別 で き な い の に対 し、

△N244fを 発 現 して い る 細 胞 塊 で は個 々 の細 胞 のか た ちが 判 別 で きた(fig.4-7c)。 こ の結

果 か ら、△N244fの 接 着 を誘 導 す る 活 性 は △N346fや △N323fに 比 べ る と弱 い もの と想 像 さ

れ る。

fig.4-7(左 ペ ー ジ)p120変 異分 子がcolo205細 胞 の細胞 間接 着 に与 え る影響(2)

△N101f、 △NI57f、 △N244f、 △N323fをColo205細 胞 に 導 入 後72時 間 培 養 し、 抗FLAG抗 体 を 用 い て 導 入 さ

れ た 分 子 を 検 出 した 。A,△N346f;B,△N323f;C,△N244f;D,△Nl57f;E,△N101f;F,FLf。A-Fは 蛍 光 染 色

像 。A'Flは そ れ ぞ れA-Fの 同 一 視 野 の 位 相 差 顕 微 鏡 像 。 △N3236fを 発 現 し て い る 細 胞 に お い て 細 胞 間

接 着 が 誘 導 さ れ た 。 一 方 、 △N101f、 △N157fは 細 胞 間 接 着 を 誘 導 し な か っ た 。 △N244fは 弱 い な が ら も 接 着

を 誘 導 した 。Bar,20μm。
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第四章pl20の 機能解析

細 胞 内 に 存 在 す るp120分 子 の うち カ ドヘ リ ン と相 互 作 用 して い るの は 全 体 の20%に 過

ぎない とい う報 告 が あ る(Shibamotoetal.,1995)。 こ の こ とか ら 、 カ ドヘ リ ン と相 互 作 用

して い な いP120に 重 要 な機 能 が あ り、 前 節 の 実 験 で 接 着 を誘 導 した変 異 分 子 もカ ドヘ リ

ン と独 立 に機 能 してい る可 能 性 が 考 え られ た。 そ こで 、△N346fか ら さ らに カ ドヘ リ ン と

の相 互 作 用 に必 須 で あ る こ とが 明 らか に な っ て い る(DanielandReynolds,1995)、7-10番 目

の ア ル マ ジ ロ リ ピー トを除 い た変 異 分 子 △N346△Rfと 、FLfか ら7-10番 目の ア ルマ ジ ロ リ

ピー トを削 っ た分 子FL△Rfを 作 製 した(fig.4-4)。 形 質 導 入 後72時 間培 養 し、FLAGtagに

対 す る抗 体 で 細 胞 を 染色 し た。 す る と、△N346△RfとFL△Rfは 細 胞 膜 に そ っ た局 在 は示

さず 、 細 胞 質 に 分布 した。 この こ とか ら、 これ らの 分子 は カ ドヘ リン と相 互 作 用 で きな

い こ とが示 唆 され た(煮g.4-8)。 さ らに、△N346△Rfは 細 胞 間接 着 を誘 導 で きな い こ とが 明

らか に な っ た(fig.4-8B)。 以 上 の 結 果 か ら、△N346f(恐 ら く△N323f、 △N244fに つ い て も

同様 で あ る と思 わ れ る)が 細 胞 間接 着 を誘 導 す るた め に は カ ドヘ リ ン と相 互 作 用 す る こ

とが 必 要 で あ る こ とが 示 唆 され た。

fig.4-8p120変 異 分 子 がcoIo205細 胞 の 細 胞 間 接 着 に与 え る影 響 一(3)

FL△Rf、 △N346△RfをColo205細 胞 に導入後72時 問培 養 し、抗FLAG抗 体 を用 いて導入 された分子 を検 出

した。A,FL△Rf;B,△N346△Rf。A,Bは 蛍光染色像。A',B'は それ ぞれA,Bの 同一視野の位 相差顕微 鏡像。

FL△Rf、 △N346△Rfと もに細胞質 に分布 した。 また、△N346△Rfを 発現 している細 胞 におい て、細 胞 間接着

は誘導 されなか った。Bar,20μm。
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fig.4-9p120変 異分子 がcolo205細 胞 の細胞 間接着 に与 え る影響(ま とめ)

4-2-4.p120のN末 欠 失 分 子 の リン 酸 化

Colo205細 胞 にp120の 部 分 欠 失 分 子 を導 入 す る こ とに よ って細 胞 間接 着 が 回復 した こ と

か ら、 こ の細 胞 で はp120が 直 接 カ ドヘ リンの 活性 制御 に関 与 して い るこ とが 明 らか に な っ

た 。Colo205細 胞 で は カ ドヘ リ ンが機 能 で き な い と きにp120が リ ン酸 化 され て い る 。 そ

こで 次 に 、p120の リ ン酸 化 と カ ドヘ リ ンの活 性 抑 制 に関連 性 が あ る か を検 討 した.前 出

のFLf、 △N101f、 △N157f、 △N244f、 △N346fをColo205細 胞 に発 現 させ イ ム ノ ブ ロ ッ ト法

で 解 析 した 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で 検 出 で きる量 の タ ン パ ク 質 をColo205細 胞 に発 現 させ

る た め に、 ア デ ノ ウ イ ルス を用 い た発 現 系 に よ り改 変分 子 を導 入 した。 ウ イ ル ス を感 染

させ48時 間 培 養 後 、細 胞 の 全 タ ンパ ク質 を 回 収 し抗FLAG抗 体 で イ ム ノ ブ ロ ッ トを行 っ

た 。 す る と、 いず れ の 改 変 分 子 も複 数 の バ ン ドと して検 出 され た(fig .4-10)。 た だ し、 そ
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第四章p120の 機能解析

のパ ター ンには 興味深 い違 いが認 め られた 。変異分子 を作製す る際 に削 除 された領域 が

大 き くなる に したが って、複数 のバ ン ドの 中で もっ とも電気 泳動度 が高 い低分子 量側 の

バ ン ドの割 合 が 若 干 で は あ る が高 くな った(fig.4-10)。
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fig,4-10colo205細 胞 に発 現 さ せ たp120のN末 端 欠 失 分 子 の イ ム ノ ブ ロ ッ ト解

析FLf、 △NlOlf、 △Nl57f、 △N244f、 △N346fを ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 レ・てC・1・205細 胞 に 導 入 し た 。 こ の

細 胞 を48時 間 培 養 後 回 収 し、 抗FLAG抗 体 に よ る イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で 解 析 し た 。 い ず れ の 改 変 分 子 も複 数

の バ ン ドと し て 検 出 さ れ た 。 分 子 量 マ ー カ ー は 上 か ら 、175xlO3,83x103,62xlO3。
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第四章pl20の 機能解析

4-2-5.変 異P120と カ ドヘ リ ン/カ テ ニ ン の 相 互 作 用

FLfお よび△N346fが カ ドヘ リンと相互作 用 している か をよ り直接 的 に調べ るた め に、

免 疫沈 降法 を用 い て解 析 した。FLfお よび△N346fの ウイ ルス を感 染 させ てか ら48時 間培

養 したColo205細 胞 か ら、 カ ドヘ リ ンに対す る抗体 を用 い て カ ドヘ リンと相 互作用 して

い る タ ンパク質 を回収 し、 イムノブロ ッ ト法 に よ りカ ドヘ リ ンと相互作用 す る改変p120

分子 の量 を比較 した(fig4-12)。 カ ドヘ リンの量 をそろえて比べ た ところ、いず れ も相 当

量 カ ドヘ リンと共沈 する ことが 明 らかに なった。 この結 果 か ら、FLfお よび△N346fは カ

ドヘ リンと相互作用 す ることが明 らか になった.

さ らに、 ア ミノ末端部分 を大 きく削 除する ことに よ りカ ドヘ リン との親和 性 に差 が出

るか を検討 した 。 ウイルス による変異分子 の導入効率 は実験 ごとに微妙 に異 なるため、

免 疫沈 降 と同時 に全細胞 抽出物 を回収 し、そ こに含 まれ るFLfと △N346fの 量比 と、 カ ド
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(A)FLfと △N346fを 導入 したColo205細 胞 を用いてE一カ ドヘ リン抗 体 による免疫沈 降を行 い、 カ ドヘ リン

と相 互作用 してい る分子 を解析 した。 カ ドヘ リンの 量 をそ ろえて電気 泳動 しイムノブ ロッ トを行 った。 イ

ム ノブ ロ ッ トに用 い た抗 体 は左 か ら順 にHECD-1(E-cad)、D8(FLAG)、anti-pl20(pl20)で あ る。FLfと

△N346f両 方 と もカ ドヘ リン と相互作用す るこ とが確認 された。(B)(A)で 免疫沈 降 を行 った際 に 同時に全

細 胞 抽 出物 を回 収 しイ ム ノブ ロ ッ トを行 った。 イ ム ノブ ロ ッ トに用 い た抗 体 は左 か らD8(FLAG)、

anti-p120(pl20)で あ る。(A)と(B)のD8で 検 出 した結果 の比 較 か ら、FLfと △N346fの カ ドヘ リンに対す る

親和 性 には大 きな違い はない こ とが示唆 された。分子量 マーカーは上 か ら、83x103、62x103。
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第四章p120の 機能解析

ヘ リ ン と共 沈 したFLfと △N346fの 量 比 と を比較 した(fig.4-12)。 す る と、 カ ドヘ リ ン と共

沈 したFLfと △N346fの 量 比 は全 細 胞 抽 出物 中 に含 ま れ るFLfと △N346fの 量 比 とほ ぼ 同 じ

で あ っ た。 この 結 果 か らFLfと △N346fの カ ドヘ リ ンに対 す る親 和 性 に は大 きな違 い は な

い こ とが 示 唆 され た。

こ れ ま で の報 告 に よ る と、P120は カ ドヘ リン、 α一カテ ニ ン、 β一カ テ ニ ンの な か で は

カ ドヘ リ ンの み と直 接 相 互 作 用 す る こ とが 知 られ て い た(DanielandReynolds,1995;Jouet

al.,1996)。Colo205細 胞 で は こ の点 が ど うな っ てい るか を確 か め る 目的 で 、 グル タ チ オ

ンSト ラ ンス フ ェ ラ ーゼ(GST)とE一 カ ドヘ リン、 α一カ テ ニ ン、 β一カ テ ニ ン との融 合 タ ン

パ ク質(順 にGST-E、GST一 α、GST一 β)を 合 成 し、Colo205細 胞 の 溶解 物 と反 応 させ 、 こ

れ らの分 子 と相 互 作 用 す る分 子 の 中 にP120が 含 まれ 為 か を検 討 した 。 こ こで 融 合 タ ンパ

ク質 を用 い た 理 由 は 、 免 疫 沈 降 法 で タ ンパ ク 質 を回 収 す る と 、 α一カテ ニ ン に対 す る抗

ノ

体 を用 い た場 合 も β一カ テ ニ ンに対 す る抗 体 を用 い た場 合 も、 カ ドヘ リ ン/カ テ ニ ン複

合 体 を ま とめ て 回収 して しま うため 、両 者 の 問 に違 いが 検 出 で きない か らで あ る。

TC処 理 に よ り接 着 を誘 導 したサ ン プル と未 処 理 のサ ンプ ル か ら タ ンパ ク質 を抽 出 し、

融 合 タ ン パ ク質 と氷 上 で1時 間反 応 させ た と ころ、TC処 理 した サ ン プル とcontrolの サ ン

プ ル両 方 にお い てGsT-Eにp120が 結 合 した(fig.4-13)。 一 方 、GsT一 βに は両 サ ンプ ル と も

P120は 結 合 しなか っ た。 とこ ろが 、GST一 αと反 応 させ た場 合 、controlの サ ンプ ル のP120

は結 合 しな か っ た に もか か わ らず 、Tc処 理 したサ ン プ ル のp120は 結 合 した(fig.4-13)。

なお 、 比 較 の た め にGST一 αと反応 させ た 同 じサ ンプ ル を β一カ テ ニ ン を検 出 した と こ ろ、

TC処 理 前 後 で 結 合 す る β一カテ ニ ンの量 に差 は認 め られ な か っ た(fig.4-13)。

fig.4-13(左 ペ ー ジ)p120とGsT融 合 タ ン パ ク質 の 相 互 作 用

トリ フ.シ ン処 理 したColo205細 胞 と 未 処 理 のColo205細 胞 の 溶 解 物 を 、GST-EとGST一 α と 反 応 さ せ た 。

Sup、 融 合 タ ン パ ク 質 と 反 応 させ る前 の サ ン プ ル;GST-E、GST-Eと 反 応 させ た サ ン プ ル;GST一 α 、GST.α

と 反 応 さ せ た サ ン プ ル;c、 未 処 理 の 細 胞 か ら 回 収;t、 ト リ プ シ ン処 理 した 細 胞 か ら 回 収 。 イ ム ノ ブ ロ ッ ト

に よ り、 サ ン プ ル に含 ま れ るp120と β一カ テ ニ ン を 検 出 し た 。 β一カ テ ニ ン はGST-EとGST一 αの い つ れ と も

相 互 作 用 し た ・p120は 短 時 間 の 露 光 で はGST-Eのc、tレ ー ン で バ ン ド を検 出 し た(pl20short)。 さ ら に 、 長

時 間 露 光 す る とGST一 αのtレ ー ン で も バ ン ド を検 出 し た(pl2010ng)。
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第四章p120の 機能解析

Colo205細 胞 で は接 着 が誘 導 され た と きにP120と α一カテ ニ ンが 相 互 作 用 す る こ と が 示

唆 され た の で 、 次 にP120の 変 異 分 子 を導入 した細 胞 を用 い て 同様 の実 験 を行 っ た 。 ア デ

ノ ウ イ ル ス に よ りFLf、 △N101f、 △N157f、 △N244f、 △N346fを 発 現 させ た細 胞 の抽 出 液

とGST一 αを反 応 させ た と こ ろ 、接 着 を誘 導 させ る こ と が で きる△N346fだ け がGST一 α と

結 合 した(fig.4.14)。
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fig.4-14変 異p120とGsT一 α一カ テ ニ ン融 合 タ ンパ ク 質 の 相 互 作 用

FLf、 △NlOlf、 △N157f、 △N244f、 △N346fを ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い てColo205細 胞 に 導 入 し た 。 こ の 細 胞

を48時 間 培 養 後 回 収 し 、 そ の 溶 解 物 とGST一 α を 反 応 させ た 。 す る と 、 強 固 な 細 胞 間 接 着 を 誘 導 す る

△N346fだ け がGST一 α と相 互 作 用 した 。 分 子 量 マ ー カ ー は 上 か ら 、175xlO3,83x103,62xlO3。

61



第四章p120の 機能解析

4-2-6.P120のN末 欠失分子 を他 の細胞 へ導入 した ときの効 果

Colo205細 胞 以 外 の上 皮 系 の細 胞 にお い て 、 ア ミノ末 端 を欠失 したP120変 異 分 子 が 影 響

を与 え るか を検 討 した。 用 い た細 胞 は ヒ ト大 腸 癌 由来 のHT-29細 胞 と イ ヌ腎 臓 上 皮 由来

のMDCK細 胞 で あ る。△N346f分 子 を導 入 す る前 に、 まず これ らの細胞 の特 性 を解析 した 。

普 通 の 上 皮 細 胞 は 、継 代 の 際 に細 胞 を新 しい培 養 皿 に移 す と、12時 間 後 に は継 代 操 作

前 に見 られ た よ う な上 皮 細 胞 独 特 の形 態 を 回復 す る。 しか し、HT-29細 胞 は 継代 後24時

間 を経 て も依 然 と して 隣 りの細 胞 とは あ ま り接 着 せ ず 丸 い ま まで あ り、48時 間後 に な っ

て よ うや く細 胞 間接 着 が認 め られ る よ う に なる(fig.4-15)。 この観 察結 果 を も とに 、継 代

後18時 間 培 養 し たHT-29細 胞 にstaurosporineを 加 え 培 養 し た 。 す る と 、7hMの

staurosporineを 添 加 し6時 間培 養 す る と、細 胞 間接 着 が促 進 され た 。 ま た 、 継代 後24時 間

培 養 し た もの にColo205細 胞 の 時 と同 様 の トリフ.シ ン処 理 を行 った とこ ろ 、 こ の サ ン プ

ル にお い て も同 じよ う な細 胞 間接 着 の誘 導 が認 め られた(fig.4-15)。 さ らに、 イ ムノ ブ ロ ッ

ト法 に よ りHT-29細 胞 のp120を 検 出 した と ころ 、興 味 深 い 結 果 が得 られ た。 継 代 操 作 直

後 のHT-29細 胞 で は 、接 着 を誘 導 したColo205細 胞 のp120と 同 じ位 置 に1本 のバ ン ドと し

て検 出 され た の が 、24時 間後 、 一 旦 は複 数 の バ ン ドと して検 出 さ れ 、 さ らに継 代48時 間

後 に は 再 び低 分 子 量側 の 位 置 の1本 の バ ン ド と して 検 出 さ れ た(fig.4-15B)。 また 、 継 代

24時 間 後 に見 られ たpl20の 複 数 の バ ン ドは、staurosporineや ト リプ シ ン処 理 に よ り接 着

が 促 進 され る と、 下 の 位 置 の1本 の バ ン ドに な っ た(fig.4-15B)。 これ ら の結 果 か ら、

HT-29細 胞 はColo205細 胞 と同様 に、staurospohneお よ び ト リプ シ ン に応 答 して カ ドヘ リ

ンの 機 能 が 回復 す る細 胞 で あ る こ とが 明 らか に な っ た。
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第四章pl20の 機能解析

fig.4-15(左 ペ ー ジ)HT-29細 胞 とそ のp120

(A)HT-29細 胞 の位 相 差顕微鏡像。(a)継 代操作直後。(b)継 代操作後18時 間 培養。(c)継 代 操作後48時 間

培養。(d)e,fの 実験 の コン トロール(継 代操作後24時 間培養)(e)継 代操作 後18時 間培養 した もの に7.OnM

のstaurospodneを 加 えてさ らに6時 間培養。(00.001%の トリプ シンで30分 処 理。(B)HT-29細 胞 のp120の イ

ムノブロ ッ ト解析 。Oh、 継代操作直後;24h、 継代操作後24時 間培養;48h、 継代 操作後48時 間培養;contro1、

継代操作後48時 間培養;staurosponne、 継代 操作後18時 間培養 した ものに7.OnMのstaurospohneを 加 えて さ

らに6時 間培 養;trypsin、0.001%の トリプシ ンで30分 処理。Bar,40μm。

MDCK細 胞 は上皮細 胞 の代 表格 と して広 く研 究 に用 い られ てい る。 この細 胞 はHT-29

細 胞 と異 な り、 継 代 後 は 速 や か に上 皮 の シ ー トを形 成 す る 。 この細 胞 をstaurospodneや

トリプ シンで 処理 したが 、細 胞 間接 着 には大 きな影 響 は見 られ な か った(fig.4-16)。 また 、

イム ノブロ ッ ト法 でp120を 検 出 したがバ ン ドのパ ター ンに大 きな変化 は認 め られなか っ

た 。 この こ とか ら、MDCK細 胞 はstaurosporineや トリプ シ ンに よっ て細 胞 間 接 着 が 影 響 を

受 け な い こ とが 明 らか に な っ た(fig.4-16)。 な お 、fig.4-16Bで 矢 じ りで 示 し たp120の バ ン

ドはp120の ス プ ラ イ ス バ リ ア ン トで あ る(MoandReynolds,1996)。
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fig.4-16MDcK細 胞 と そ のp120

(A)MDCK細 胞 の 位 相 差 顕 微 鏡 像 。(a)未 処 理 。(b)7.OnMのstaurospodneを 加 え6時 間 培 養 。(c)0.001%

の ト リ プ シ ン で30分 処 理 。(B)MDCK細 胞 のP120の イ ム ノ ブ ロ ッ ト解 析 。control、 未 処 理;staurosporine、

7.OnMのstaurosporineを 加 え て6時 間 培 養;trypsin、0.001%の ト リ プ シ ン で30分 処 理 。Bar,40μm。

63



第四章pl20の 機能解析

以 上の観察 を踏 まえて、HT-29細 胞 とMDCK細 胞 にFLfお よび△N346fを 導入 した と きに

これ らの分子 が細胞 間接 着 に与 え る影響 を検討 した。HT-29細 胞 には継代 処理終 了 直後

にアデノ ウイルス を用い て改変pl20分 子 を導入 し、24時 間培養 後 に観 察 した。 す る と、

FLfを 発 現 して いる細 胞 は負g.4-17A-aの よ うに丸 い形 をして いる の に対 し、△N346fを 発

現す る細胞 で は細胞 間接着 が促進 された(fig!↓-17A-b)。同 じ視野 を明視 野で観察す る と、

FLfの ほ うで は ひ とつ ひ とつの細胞 が分 か れて い るの がは っき りわ か るの に対 して 、

△N346fで は細胞 どう しが密 に接 してい るため に個 々の細胞 の形が不明瞭で あった 。

MDCK細 胞 には エ レク トロポ ー レーシ ョン法で改変p120分 子 を導入 し、72時 間培 養後

観 察 した.結 果 は、FLf、 △N346fと も細 胞 間接 着部位 に濃縮 し、蛍 光染色像 や位 相 差像

を見 る か ぎ りにお い て は細 胞 間接 着 に は何 も影 響 を与 え てい な い よ う に思 わ れ た

(Hg.4-17B)。
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fig。4-17HT-29細 胞 、MDCK細 胞 に △N346fを 導 入 した とき の 効 果

(A)HT-29細 胞 にFLf、 △N346fを 導 入 し た と きの 効 果 。a,al、FLf;b,b「 ・ △N346f。a、bは 抗FLAG抗 体 に よ

る 抗 体 染 色 像 、a'、b1はa、bと 同 一 視 野 の 位 相 差 顕 微 鏡 像 。 △N346fが 細 胞 間 接 着 を 誘 導 し た(a)。(B)

MDCK細 胞 にFLf、 △N346fを 導 入 し た と き の 効 果 。a,a「、FLf;b,b'、 △N346f。a、bは 抗FLAG抗 体 に よ る 抗

体 染 色 像 、al、blはa、bと 同 一 視 野 の 位 相 差 顕 微 鏡 像 。FLf、 △N346fと も細 胞 間 接 着 部 位 に 濃 縮 し た 。Bar,

20μm。
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JMCBR
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馴 騨 馴A・偲一Ncad
TMC一 AdV-cNIJM(一)

fig.4-18カ ドヘ リン の変 異 分 子 、cNIJM(一)

カ ドヘ リ ンの細胞 質領 域は機 能的 に2つ に分 け られ る。 β一カテニ ンが結 合す るCBR領 域(CBR;⊆atenin

旦inding旦egion)とp120が 結 合す る、 よ り細胞 膜側 のJM領 域 σM;西x毎 埜embranedomain)で ある 。本研究

ではニ ワ トリのN一カ ドヘ リンの正 常分子N凶dと 、JMを 欠 く分子cMM(一)を 用 い た。N由dとcMM(一)は 接着

活性 を有す る こ とがすで に明 らか になって い る。ニワ トリN一カ ドヘ リンベ ースに した理 由は 内在の ヒ トE

一カ ドヘ リンとの区別が容易 であるためで ある。TM;膜 貫通部位 。

4-2-7.カ ドヘ リン の 変 異 分 子 、cNIJM一 をColo205細 胞 へ 導 入 した とき の効 果

これ まで の 結 果 か ら、Colo205細 胞 やHT-29細 胞 で はp120に よ りカ ドヘ リ ン の機 能 が 阻

害 され て い る こ とが 強 く示 唆 され た 。仮 に この仮 説 が 正 しい とす れ ば、p120と 相 互 作 用

で きない カ ドヘ リ ンの 改 変 型 分子 は これ ら の細 胞 の細 胞 間接 着 を 回復 させ る可 能 性 が 考

え られ る 。 そ こで この仮 説 を検 証 す る実 験 をColo205細 胞 を用 い て行 った 。

カ ドヘ リ ンの 細 胞 質 領 域 内 でpl20が 相 互作 用 す る領 域 が す で に明 らか に な って い る

(Yapetal.,1998)。 この 領 域 は、 β一カテ ニ ンが結 合 す る領 域(CBR;CateninBkldingRegion)

とは独 立 した 部 位 で あ り、 よ り細 胞 膜側(JM;Jux倫Membranedomain)に あ る(fig4-18)。

興 味 深 い こ と に こ の朋 領 域 を欠 くカ ドヘ リ ンは分子 は接 着 分 子 と して機 能 す る こ とが 知

られ て い る(Nakagawa;未 発 表)。 そ こ で 、 こ の 分 子 をColo2b5細 胞 に 導 入 す る実 験 を行 っ

た 。 ニ ワ トリのN一 カ ドヘ リ ン の正 常 分 子N-cadと 肘 を欠 くcN/工M(一)を ア デ ノ ウ イ ル ス を
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第四章pl20の 機能解析

用 い てColo205細 胞 に発 現 させ た と こ ろ、N-cadで は形 態 の 変 化 は観 察 され なか っ た の に

対 して 、cNIJM(一)の 方 で は細 胞 間接 着 の 誘 導 が 認 め られ た(fig.4・19A)。 こ の接 着 は ニ ワ

トリN一 カ ドヘ リ ンの機 能 阻 害抗 体NCD-2で は阻 害 され た。 この こ と か ら、cN/IM(一)が 誘

導 した細 胞 間接 着 は ニ ワ トリN一カ ドヘ リ ン依存 性 の もの で あ る こ とが 明 ら か に な っ た 、

さ ら に抗 体 染 色 に よ り導 入 した 分 子 を観 察 した と こ ろ、N-cadが 細 胞 膜 に 沿 っ て 一 様 に

分 布 して い た の に対 して 、接 着 を 誘 導 したcNIJM(一)分 子 は 細 胞 間 接 着 部位 に強 く濃 縮 し

て い た 。 以 上 の結 果 か ら、cNIJM(一)は ドミナ ン トネ ガテ ィ ヴ に働 い てい る の で は な く、

直 接 接 着 分 子 と して機 能 し、Colo205細 胞 の細 胞 間 接 着 を誘 導 して い る こ とが 示 唆 され

た(fig.4-20A)◎
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fig.4-19cNIJM(一)をcolo205細 胞 へ 導 入 した とき の 効 果(1)

N舶d、cNIJM(一)をColo205細 胞 に 導 入 した 細 胞 の 形 態 。a,a'、N-cad;b,bロ 、cNIJM←)。a、bは 位 相 差 顕 微 鏡

像 、a'、b曾 はa、bと 同 一 視 野 の 抗 ニ ワ ト リN一カ ドヘ リ ン 抗 体 に よ る抗 体 染 色 像 。cNIIM(一)が 細 胞 間 接 着 を 誘

導 した(b)。Bar,20μm。
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第四章p120の 機能解析

さ らに 、cNIIM(一)はColo205細 胞 に お い てP120と 相 互 作 用 して い る か 否 か を免 疫 沈 降 法

に よ り解 析 した。 ア デ ノ ウ イル ス に よ りN-cad、cNIJM(一)を 導 入 した細 胞 か らNCD-2を 用

い て免 疫 沈 降 を 行 い相 互 作 用 して い る分 子 を イ ム ノ ブ ロ ッ ト法 で解 析 し た。 す る と、 β

一カ テ ニ ン はN-cad、cNIJM(一)に 等 し く結 合 して い たの に対 して、P120はN-cadに は結 合 し

て い た が 、cNIJM(一)に は結 合 してい な か った(fig.4-20B)。 以 上 の 結 果 か ら、colo205細 胞

で は カ ド今 リ ンはp120と 相 互作 用 しな けれ ば接 着 分 子 と して機 能 で きる こ とが 明 らか に

な っ た。 さ ら に、p120は カ ドヘ リンの負 の 制御 因子 で あ り、 カ ドヘ リンの 接 着 機 能 に は

必 須 で は な い こ とが 示 唆 され た。
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fig.4-20cNIJM(一)をcolo205細 胞 へ 導 入 した と き の 効 果(2)

∪

(A)cNIJM(一)に よ り誘導 され る細 胞 間接着はニ ワ トリN一カ ドヘ リン依存 的で あ る。cNIJM(一)を 導 入 した

培養 にニ ワ トリN一カ ドヘ リンの機 能阻害抗体NCD-2を 加 える と、細胞 間接着 は阻害 された。(a)、抗体 な し;

(b)、抗 体 あ り。(B)Colo205細 胞 に導入 したcN/JM(一)はP120と 相互 作用 しない。 アデ ノウ イル ス に よ り

N切d、cN∬M(一)を 導入 した細 胞か らNCD-2を 用い て免 疫沈 降を行 い相互作 用 してい1る分 子 をイ ム ノブロ ッ

ト法で解析 した。N燃dに はpl20が 結合 していた の に対 して、cNIJM(一)に はp120は 結 合 してい なか った。 β

一カテ ニ ンはcNIJM(一)に もN舶dと 同程 度結合 して い た。Bar ,40μm。 分 子量マ ー カー は上 か ら、175xlO3,

83xlO3。
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4-3.考 察

4-3-1.p120は カ ドヘ リン の負 の 制 御 因子 で あ る

Colo205細 胞 とHT-29細 胞 は と も にstaurosporineや ト リプ シ ン に応 答 しカ ドヘ リ ンが 活

性 化 され 、 しか もそ の際 にp120の リ ン酸 化 に変 動 が 認 め られ る細 胞 で あ る 。 これ らの細

胞 に ア ミ ノ末 端 側 の346ア ミ ノ酸 を欠 い たp120の 変 異 分 子 、 △N346fを 強 制 発 現 さ せ た と

こ ろ 、Colo205細 胞 で は カ ドヘ リ ンの 機 能 が 回復 し、 また、HT-29細 胞 で は カ ドヘ リ ンに

よる細 胞 間接 着 が 促 進 され た。p120の 変 異 分 子 を導 入 す る に よ って カ ドヘ リ ンの機 能 が

活 性 化 され た こ とか ら、 これ らの細 胞 で はp120を 介 して カ ドヘ リ ンの 機 能 が 制 御 され て

い る こ とが よ り強 く示 唆 され た 。 一 方 、staurospodneや トリ プ シ ンに よ っ て細 胞 間接 着

が 影 響 を 受 け ず 、 ま たp120に リ ン酸 化 に も変 化 が 認 め られ な いMDCK細 胞 で は 、

△N346fは 細 胞 間接 着 に な ん ら影 響 を与 え て い な い こ とが 明 らか に な っ た。

これ まで た び た び触 れ て き て よ う に、成 長 因子 の投 与 や 癌 遺 伝 子 の 形 質 導 入 な どに よ

り細 胞 間接 着 が 破 壊 され る 際 に、pl20が リ ン酸 化 さ れ る とい う報 告 は これ まで に もい く

つ か あ る(Shibamotoetal.,1995;Kinchetal.,1995;Skoudyetal.,1996;Lampugnanietal.,

lgg7;RosatoetaL,1998)。 しか しなが ら、p120の リ ン酸 化 が カ ドヘ リ ンが 機 能 で きな く

な る 直接 の 原 因 で あ る こ と を示 した例 は これ ま で まだ な か っ た 、 本研 究 で はColo205細

胞 やHT-29細 胞 にお い て 、 カ ドヘ リンが十 分 機 能 で きな い状 態 でp120が 過 剰 に リ ン酸 化

され て い る こ と を示 した だ けで な く、 これ らの細 胞 株 にp120の 変 異 分 子 △N346fを 導 入 す

る こ と よ りカ ドヘ リ ンの機 能 が 回復 す る こ と を示 した 。 これ は 、pl20が あ る特 定 の細 胞

株 にお い て細 胞 間接 着 が 正 常 に形 成 され ない直 接 の原 因 で あ る こ と を示 した初 め て の ケ ー

ス で あ る。

カ ドヘ リ ン の変 異 分 子 、cN/JM(一)がColo205細 胞 の 細 胞 間接 着 を 回復 させ た 。 この分 子

を導 入 す る こ とで誘 導 され る細 胞 間接 着 はN一 カ ドヘ リ ンの 阻害 抗 体 に よ り阻害 され た こ

とか ら、 この 細 胞 間接 着 はcN/JM(一)依 存 的 で あ る と考 え られ る。cN/JM(一)は カ ドヘ リ ン
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第四章p120の 機能解析

の細胞 質領 域 に含 まれ るい くつかの保存 され た配列 の中で、p120と の相互作 用 に必 要 な

領域 を欠失 した もので(Yapetal.,1998)、 実際Colo205細 胞 に導入 され た この分子 はp120

と相 互作 用 してい ない。 この結果 か ら、Colo205細 胞 で はカ ドヘ リンはpl20と 相互作用

しなけれ ば接着分子 として機能で きるこ とが明 らか になった。

以上 の結果 はpl20の 機能 を想像す るうえでたいへ ん興味深 い。 まず、 β一カテニ ンが カ

ドヘ リンの機 能 に欠 くこ とので きない分子 であ るの とは対照 的 に、p120は カ ドヘ リンの

接 着分子 と して の機能 には必須 ではない こ とが明 らか になった。 さらに、 この分子 は周

囲の状況 によっ て時 と して負 の制御 因子 と して機能す る全 く新 しい タイ プの カ ドヘ リン

結合 タンパク質で ある ことが明 らか になった。

第2章 で触 れ た ように、 ある種 の癌細 胞で は細胞表 面上 に存在 す る プロテ オグ リカ ン

やムチ ンな どの 巨大分子 に よ り、 カ ドヘ リンの機能が抑 え られてい るこ とが報告 されて

いた 。 トリプ シ ン処理 に よ りColo205細 胞 の カ ドヘ リンの 機能 が回復 す る こ とか ら、 こ

の細 胞 にお い て も同様 の現象 がお こっ てい る可 能性が 考 え られ た。 しか し、Colo205細

胞 で は、pl20や カ ドヘ リンの変異分子 を導入す る ことに よ り細胞 の内側 か ら働 きかけた

際 に も、細 胞 間接着が 回復 する ことが明 らか にな った。 この ことか ら、Colo205細 胞 で

は プロテ オグ リカ ンな どの巨大分子 に よっ てカ ドヘ リンの機能 が抑 え られてい る可能性

が完全 に否定 された。

fig.4-21左 ペ ー ジcolo205細 胞 に お け るp120を 介 し た カ ドヘ リン の 機 能 制 御

の モ デ ル 通常 の培養 条件 下では 、 トリプ シンの標 的であ る膜 分子か らpl20に シグナル が伝 わ り、 こ

れ らが リン酸化 され るため に、 カ ドヘ リンは不活性 化 されてい る。 トリプシ ンが この分子 を分解す る とこ

の カス ケー ドが オ フにな りpl20が 脱 リ ン酸化 され、 カ ドヘ リンの機 能が 回復 す る。staurosporineは シ グナ

ル伝 達 の過程 に存 在 す るカイネ ース に作 用 する。 トリプ シンの標的 であ る膜分 子 と、staurospodneの 標的

であ るカイネースが、同一である可能性 もあ りうる。
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4-3-2.p120の リ ン酸 化 とカ ドヘ リン の制 御

第3章 で示 した ように、 カ ドヘ リンが機 能 してい ない通常 の培 養 条件下 のColo205細 胞

にで はp120は 過 剰 に リ ン酸 化 され ている が、staurosporineや トリプ シ ン処理 に よ りカ ド

ヘ リンの機 能が 回復 す る とP120が 脱 リン酸化 された。 この こ とか ら・P120の リン酸化

に よって カ ドヘ リンの機 能が可逆的 に制御 されてい る可能性 が考 え られた(fig.4-21)。 し

か しなが ら、Colo205細 胞 の接 着 を回復 させ る△N346fタ ンパ ク質 は、イ ム ノブ ロ ッ ト法

で解析 した結果 ブロー ドなバ ン ドとして検 出 され、 しか も△N346fタ ンパ ク質 を発 現 して

い る細 胞 を トリプシ ン処理す る とブロー ドだったバ ン ドが最 も低分子量 側 の シャー プな

1本 のバ ン ドにシ フ トした。 この結 果か ら、△N346fタ ンパ ク質 は トリ プシン処 理 よ り脱

リン酸化 され るこ とが示唆 された。 さらに、TC処 理で脱 リン酸化 されるp120の サ イ トは

p120の ア ミノ末側346ア ミノ酸 の領域 には含 まれ ない こ とが明 らか になった。

ここで、2つ の疑 問が生 じた。一 つ 目はpl20は リン酸化 に よ りカ ドヘ リンの機i能を制

御 してい るのか?と い う疑 問であ る。

△N346fタ ンパ ク質 が トリ プシン処理 よ り脱 リン酸 化 され る とい うこ とは、△N346fタ

ンパ ク質 は、Colo205細 胞 の接着 の状 態 に相 関 して リン酸化/脱 リ ン酸化 され るp120の

サ イ トが リン酸化 されてい る とい うことである。 では、接着 を誘 導す る△N346fタ ンパ ク

質が リン酸化 されて い る とい うこ とは、Colo205細 胞 やHT-29細 胞 にお いてp120の リン

酸化 はカ ドヘ リ ンの機 能の抑 制 とは無関係 なのであ ろうか?ア ミノ末端 を削 除 した分子

の イムノブ ロ ッ ト法 による解析 結果 をよ くみ ると、削除 され る領域が大 き くな るに した

が ってTC処 理 の ときの ように相対的 に下の位 置のバ ン ドの 割合が 増 す傾 向 が見 られ る

(fig.4-9;本編56ペ ージ)。 この ような一見 中途半端 な結果が得 られた原 因の一つ として、

p120を リ ン酸 化す る仮想上 のカ イネ ース とp120と の相互作用 が ア ミノ末端 を削 る こ と

に よ り異 常 にな り、 リン酸化 され るp120の 割合 が減 少 する可能性 が考 え られ る。 この結

果 はp120の リン酸化 による制御機構iが存在す る可 能性 を示唆 す る ものであ る。 この問題

に対 す る よ り明確 な答 えを得 るた め に、今後 トリプ シ ン処 理 に よ り脱 リン酸 化 され る

p120の サ イ トを特定 し、その ア ミノ酸 を別の ア ミノ酸 に置換 した分子 を用 いて解析 を行
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う必 要 が あ る。

第 二 の 疑 問 はstaurosporine、 トリ プ シ ン や変 異pl20分 子 は 同 じ経 路 をた どっ て カ ドヘ

リ ンの機 能 を 回 復 させ て い るの だ ろ うか?と い う点 で あ る 。 第 三 章 で 示 した よ うに 、 イ

ム ノ ブ ロ ッ ト法 で解 析 した結 果 、staurosporine、 トリプ シ ンい つ れ の 処 理 を施 した 後 に

も類 似 したP120の バ ン ドパ ター ンの 変化 が検 出 され た(fig.3-1,2;本 編37,38ペ ー ジ)。 処

理 開 始 後 効 果 が認 め られ る まで の 時 間 に差 が見 られ た が 、staurosporineも 濃 度 を あ げ る

と極 く短 時 間 で接 着 を誘 導 す る こ とを考 慮 す る と、staurospohneや ト リプ シ ンか らp120

に至 る経 路 は恐 ら く同 じで あ るの で は ない だ ろ うか 。

トリプ シ ンや 変 異p120分 子 は 同 じ経 路 をた どっ て カ ドヘ リ ンの機 能 を 回復 させ て い る

か ど うか につ い て、 残 念 なが ら今 の 時 点 で は 明確 に答 える こ とは で きな い 。前 節 で 触 れ

た よ う に、 も しpl20の リ ン酸 化 に よ ってColo205細 胞 の カ ドヘ リ ンの 機 能 が 制 御 さ れ て

い る と こ とが確 か に なれ ば、staurosporine、 トリ プ シ ン処 理 と変 異p120分 子 は 同 経 路 を

た ど って カ ドヘ リ ンに作 用 してい る可 能性 も考 え られ る。 しか し、p120は リ ン酸 化 とは

無 関係 に カ ドヘ リ ンの機 能 を制御 して い る こ と も十 分 考 え られ る。 さ ら に 、 ア ミノ末 端

を削 ったp120がColo205細 胞 の カ ドヘ リンの 機 能 を 回復 させ る メ カ ニ ズ ム は よ くわ か っ

て い な い 。 今 後 、 こ の疑 問 に よ り正確 に答 え る た め に、Colo205細 胞 に お い てpl20を リ

ン酸 化 す る カ イ ネ ー ス を 同 定 す る こ とが 重 要 で あ る と同 時 に、p120の ア ミ ノ末 端 側346

ア ミノ酸 の 機 能 を明 らか にす る こ とが 必 要 とされ る。

4-3-3.p120の リ ン酸 化 部 位 、 セ リンvsチ ロシ ン

p120はv-srcを 導入す る ことに よ り形質転換 した細 胞 におい てチ ロシン残 基が リン酸化

され る分子 と して同定 された。 しか しなが ら今 回われ われが用 いたColo205細 胞 におい

ては、セ リン残 基 の リン酸化が検 出 された のに対 して、チ ロシン残 基の リン酸化 は検 出

され なか った(fig.3-7)。 この理 由 につ い てはい くつか考 えられ る。第一 に、実 験 に用 い

た細胞 の違い な どの実 験条件 の違 いである。pl20を 同定 した グループはpl20の リ ン酸化
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の検討 にNIH3T3繊 維芽細 胞 をもちいて いたのに対 し、 われ われの用 いてい るColo205細

胞 は上皮細胞 であ る。 同 じ く上皮系 の細胞で あるMDCK細 胞 では通常 の培 養条件 でp120

のセ リン残基 が リン酸化 され る ことが報告 され てい る(Ratclifreetal.,1gg7)。

第二 に、p120は リン酸化 され うる場 所 を複 数持 ち、それぞれ別 の機 能 を担 っ ている と

い うものであ る。 リン酸 化サ イ トの違い に元ず くp120の 機 能の 使 い分 けの可能 性が考 え

られ る。カ ドヘ リンの活性 を制御す る必要 があ る現象 として は細胞 の分 裂 時 にお けるカ

ドヘ リンの不 活 性化、細胞が移動す る ときの細胞 間接着 の制御 な どが考 え られてい る。

例 えば、p120と の相互作用 に必要 な細胞質領域 の 一部分 を欠 くカ ドヘ リン分子 を発現 さ

せ た細胞 で は、細胞 の移動が抑 え らる こ とが明 らか になった(Chenetal.,1997)。 ま た、

カ ドヘ リン と α一カテニ ンの融合 キメラ分子 を発現 させた細胞 は、細胞分 裂 の際 細胞 間

接着 構造 が維 持 された まま分裂 す る(Nagafuchietal.,1994)。 ひ とつ の可 能性 と して、移

動す る ときの カ ドヘ リンの不活性化 にはチ ロシンの リン酸化 が、細 胞 が分裂 す る際 のカ

ドヘ リ ンの不 活 性化 にはセ リンの リン酸化 が必 要 なのか もしれ ない。実 際 に細胞 分裂時

に、恐 らくcdc2カ イネース に よ りpl20の セ リン残基 が リン酸化 され る とい う報告 が ある

(Baueretal.,1998)o

ここに2つ の 可能性 を示 したが第三の 可能性 と して 、 これ まで に報 告 されて い るp120

の リン酸化 の 中 には生理学的観点か ら見 て全 く無意味 の リン酸 化 を含 ん でい る可能性 も

考 えられ る。今後 、 この間踵 を解決す るため にさまざ まな細胞 においてp120が リ ン酸化

される場所 を明 らか に し、 その部分 を別の ア ミノ酸 に置換 した分子 を用 いて さ らに詳細

に解析 を行 う必要が ある。
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4-3-4.p120と α 一カ テ ニ ン の 相 互 作 用

一一p120の カ ドヘ リンの機 能制御 の メカ ニズ ムは?

トリフ.シンによ りColo205細 胞の細胞 間接着 を誘導 した際 に α一カテ ニ ンとp120が カ ド

ヘ リンを介 さず に相 互作用 しているこ とが明 らか になった。 そ こでP120の 変異分子 を導

入 した細胞 を用 い て同 じ実験 を行 った ところ、接着 を誘 導す る分子 、△N346fに 限 りα

一カテニ ンとの相 互作用 が検 出され た。以上の結 果 を総合 す る と、 α一カテニ ン とP120の

この ような相 互作 用 は接 着が誘導 され てい ない ときには観 察 され ない こ とか ら、細胞 間

接着 の回復 と相 関 した現象 である ことが示 唆 された。

この α一カテニ ンとP120の 相 互作用 はい ったい何 を物語 ってい るの であろ うか?第 二

章の考察 で も触 れ たように、 コンパク トな集合塊す なわち強固な細 胞間接着 の形成 には、

カ ドヘ リン分子 のクラス タリングや アクチ ン骨格系 との リンクに よ り、 個 々の カ ドヘ リ

ン分子 が さらに高次な構造体 を形成す るこ とが必要であるである と広 く認知 されてい る。

Colo205細 胞でお こってい る接着の誘導は まさにこの高次構造 の形 成過程 である とい え、

p120と α一カテニ ンの相互作 用 は強固 な細胞 間接 着 の形成 に欠 くこ とので きない現 象で

ある と考 え られ る。 さ らに、p120は リン酸化 され る と α一カテニ ン と結合 しな い こ とか

ら、p120が α一カテニ ンとの相互作用 を介 してカ ドヘ リンの機i能をコ ン トロール してい

る可 能性 が高い と思 われ る。

では どの よ うな仕 組みでp120と α一カテニ ンはカ ドヘ リンの機 能 を制 御 してい るので

あろ うか?一 つ 目は隣…りあ う二つの カ ドヘ リン分子 のクラス タ リングに α功 テニ ン と

p120の 相 互作 用が利 用 されて い る とい うもので ある。p120が リ ン酸化 されてい る と α

.カテ ニ ンと結 合で きない ため クラス タリングで きず、結果 的 に強 固な接 着 が形 成 で き

ない とい う もの であ る(fig.4-22A)。 しか しなが ら、 この モデル を否定す る結 果がす で に

得 られてい る。す なわ ち、P120と 相 互作用 しない カ ドヘ リ ン分 子 、cN/JM(一)をColo205

細 胞 に導入 す る と細胞 間接着 が誘 導 された(fig.4-19)。 この結 果 はpl20は カ ドヘ リンの強

固 な接着活性 に必 要で はない こ とを示 しているか らであ る。 α.カテ ニ ンは カ ドヘ リン

の ア クチ ン骨格系 との相 互作用 に必須 の分子 であ るこ とか ら、第二 に、 リン酸化 され た
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第四章p120の 機能解析

fig.4-22(左 ペ ー ジ)α 一カ テ ニ ン と の 相 互 作 用 を介 したP120の カ ドヘ リン の 機

能 制 御

(A)α 一カテニ ン とpl20の 直接 の相 互作用 が強固 な細胞 間接 着の形成 に必 要 であ る。(B)リ ン酸化 され

たp120は 未 知の骨格系分子 と相互作 用す る。その結 果 カ ドヘ リンはアクチ ンと相 互作 用 で きな くな り強固

な接着 が形 成 され ない。 しか し、p120が 脱 リ ン酸化 さる と α一カテニ ン と結合 する こ とによ りpl20は 未知

の骨格系分子 と相互作用 で きな くな る。その結 果 カ ドヘ リンの機能が 回復 す る。

p120が α功 テニ ン とアクチ ン骨格系 との結 合 を妨害す るこ とに、 よ りカ ドヘ リシの機

能 を抑 制 して い る可 能性 が考 え られ る。ただ 、 α一カテ ニ ンと相互作 用 す るの は脱 リン

酸化 され たp120で 、 リン酸化 され たp120は α一カテニ ンと相 互作 用 しない とい う実験結

果 が得 られ て いる ことか ら、 正確 には 、カ ドヘ リンが 十分機 能 してい る状 態で は α一カ

テニ ンがp120の α一カテニ ン妨 害活性 を抑 えていて、p120が リン酸化 される と α一カテニ

ンか ら外 れ α一カテ ニ ン妨害 活性 を抑 え きれ な くな り、最 終的 にカ ドヘ リ ンが機 能 で き

な くなる とい う解釈 が妥 当か もしれ ない。

4-3-5.生 体 内でのp120の 機 能 は何か?

p120が カ ドヘ リンの機能 を制 御 してい るこ とが強 く示 唆 され た。 そ こで次 に生体 内で

のpl20の 機 能 につい て興味 が もたれ る。Geisら は アフ リカ ッメガ エルの 受精卵 の腹側

にpl20の 全 長 のmRNAを 注入 する実験 を行 った。同様 の実験 をβ一カテニ ンのmRNAを 用

いて行 う と、Wntシ グナルカ スケー ドが活性化 され 二次軸 の誘導 が観 察 され る ことが知

られてい るが、p120の 全長 のmRNAを 注入 した場合二次 軸 の誘導 は観察 されなか った。

この こ とか ら、P120は アルマ ジロ リピー トを持つ点で タ ンパ ク質の1次 構造上 β一カテニ

ンと似 てい るに もかかわ らず 、Wnt/Wgシ グナル系 には関与 しない こ とが明 らか にな り、
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pl20を 受精卵 の背側 にP120の 全長 のmRNAを 注入 する と胞胚孔 が 閉 じるのが遅 れ るこ と

が明 らか に な り、 この こ とか ら、p120が 細胞 の移動 を制御 してい る可能性が示唆 された

(Geisetal.,1998)。 また、 カ ドヘ リンの細胞 内領域 に含 まれるp120と の相 互作用 に必 要 な

部分 をア フ リカ ツメが ルの網膜神経細胞 に強制発現 させ た ところ、軸索 の伸長が抑 え ら

れ る ことが明 らか になった(Riehletal.,1996)。 この現象 は間接 的 にp120の 機 能 を妨 害 し

た結果 に よる ものであ る可能性が あ り、今後 この系 を用 いてp120に ついて よ り直接的 に

調 べ る ことによ りp120の 機能が解 明 され るこ とが期待 され る。 さらなる、機 能解析 の手

法 として ノ ックアウ トマ ウスの作 製が考 られ るが、p120の よ うに恐 ら く発生 の極 く初期

か ら発現 してい る分 子の場合、発 生の早い ステー ジで表 現系 が現れ て しまい、発 生の後

期 でのp120の 機 能が解析 で きない可能性 が考 え られ る。 また、p120の ように類似分子 が

多数 同定 されてい る場合 、他 の類似分子 によ りp120の 機i能が補 完 され、逆 に表現型 が現

れ ない可能性 が考 え られ る。その点 において、本研究 で用 いた△N346fな どのp120の 変

異分子 は内在 の分子 に対 して ドミナ ン トに機 能す る ことが期待 され るため、p120の 機 能

解析 に この分子 を利用 す ることは非常 に有用 である と思 われる。今後p120が 生体 内で ど

の よ うな機能 を発揮 しているか を明 らか にされる ことが期待 され る。

4-3め.そ の他 の今後 の課 題

これ まで 重 ねて述べ て きた ように、p120は リン酸 化 に よ りカ ドヘ リンの機 能 を制御 し

てい るこ とが強 く示唆 され た。pl20の 機能が明 らかにな った今 、次 なる興味 はp120を リ

ン酸化 す る分子が何 か とい う問題 であろ う。 このp120を リン酸 化 す る分子 を同定す る こ

とは、単 にp120の 機能 を理解 す るに とどま らず 、発 生 における細胞 の移動 接着 の制御

や細胞 の癌化 悪性化 のメカニ ズムの理解 の助 けになる もの と思 われ る。今後 この方面

で の研究 が進展 す るこ とが期待 され る。

また、p120は アルマ ジロフ ァミリーのなか で も独立 したサ ブ フ ァミリー を形成 してい
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る。 このサ ブ フ ァ ミリーに属す る分子 のい くつ はか中間径 フィラメ ン トと直接 的 に相 互

作用 してい る ことがすで に知 られ ている。今後p120と 中間径 フィラメ ン トとの相互作用

を含 め、pi20の カ ドヘ リン以外 の結合相手 を探す こ とは大変意義 深い こ とであ る と考 え

てい る。
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第五章 材料、方法

本研究に用いた細胞

細胞株名 由来/特 性 文献

COLO205

HT-29

MDCK

ヒ ト大腸癌

ヒ ト大腸癌

イヌ腎臓

Sempleetal.,1978

FoghandTrempe,1975

Gaushetal.,1965

複数の実験に用いた試薬

細 胞 培 養 液

DH10

Dulbecco'smodifiesEagle冒sMEM(Nissui)

Ham'sFl2medium(Nissui)

glucose

NaHCO3

FetalCalfSerum

Penicillin(明 治)

Storeptomycin(明 治)

Funizon

2.59

2.659

1.759

1.059

50ml

25000unit

25mg

O.25

total500nll

緩 衝 溶 液

HCMF

NaCl

KCI

Na2HPO412H20

HEPES

glucose

phenolred

NaOH

4.09

0.29

0.069

1.29

0.59

若 干 量

1.6ml

total500nll
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HBSS

HCMF+ImMCaCl2+lmMMgCl2

PBS(+)

Na2HPO

NaH2PO4

NaCl

0.9949

0.369

7.6

totallOOOInl

TBS-Ca

50mMTns-ClpH7.6

150mMNaCl

lmMCaCl2

2xSDSsamplebuffbr

125mMTris-ClpH6.8

2%SDS

20%Glycerol

O.002%BPB

抗体および標識試薬

本研究に用いた抗体および標識試薬 を以下に示す。

〈一次抗体 〉

認識分子 抗体名 用途注 ホ ス ト 文献 販売元

E-cadhedn

N-cadherin

αE-catenin

β一catenin

pl20

HECD-l

SHE78-7

NCD-2

antiN-cadherin

α18

ant1α 一Catenln

antiβ 一Catenin

5HlO

antipp120

W,IP,IF

B

AIl

B

W

W,IP

W

W,IP

W,IP

79

mouse

mouse

rat

rabbit

rat

mouse

rabbit

mouse

Inouse

Shimoyamaetal.,1989

Nagafuchietal.,1988

ShirayoshietaL,1986

Hattaetal.,1988

Nagafuchietal.,1994

TransductionLabolatories

Shibamotoetal.,1995

Johnsonetal.,1993

TransductionLabolatories
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FLAGtag

MUCl

M2

D8

MY.IE12

IP,IF,Wmouse

Wrabbit

IFmouse

SigmaChemicalCo.

SantaCruzBioteech.Inc.

Yamamotoetal.,1996

注) W

P

E

B

細

一 一一 イ ム ノブ ロ ッ ト

ー一 一 免 疫 沈 降

一一 一 免 疫 組 織 化 学

一 一一 阻害 実 験

一 一一 上 記 の すべ て

〈二次抗体/三 次試薬 〉

認識分子 抗体名注 販売元

mouseIgG

ratIgG

rabbitIgG

mouseIgG/rabbitIgG

NA9310(HRP)

62-6541(Sepharose4B)

AP-124C(Cy3)

NA932(HRP)

3212-0081(HRP)

ノ筏P-182C(Cy3)

RPN1004(ヒ"オ チン)

71-1083-00(proteinGsepharose4FF)

Amersham

㎜

Chemicon

Amersham

Cappel

Chemicon

Amersham

Pharmacia

注) HRP

sepharose4B

Cy3

ビ オチン

proteinGsepharose4FF

一 一 一hourseradishperoxydase結 合 型 抗 体

一 一 一separose4B結 合 型 抗 体

一 一 一Cy3結 合 型 抗 体

一 一 一 ビ オチン結 合 型 抗 体

一 一 一proteinG結 合 型sepharose4FF
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カ ドヘ リンの機能回復実験 に用いた阻害剤

カイ ネース 阻害剤 文献 ・販売 元

herb㎞ycinA

Methyl2,5-dihydroxyc㎞amate

LavendustinA

Genistein

R-CAM

Tyrphostine

2-hydroxy-5-(2,5-dihydroxybenzyl)aminobenzoicacid

ML7

HA1004

H-7

H-8

Staurosporine

CalphostineC

UCN-01

7-0-methylUCN-Ol

KYOWA

LifeTech.

LifeTech.

LifeTech.

L廿eTech.

LifeTech.

Li∬eTech.

BIOMOL

BIOMOL

BIOMOL

BIOMOL

UBI

RBL

Takahashietal.,1990

Takahashietal.,1990

フ ォス フ ァテ ー ス 阻 害剤 販売元

Sodiumorthovanadate

SodiumFluoride

WAKO

WAKO

その他 販売元

(}sialoglycoproteinendopeptidase CedarlaneLab.Ltd.

細 胞 集 合 実 験

細 胞 をHCMFlmMEDTAで2回 洗 い 、 ピペ ッテ ィ ン グで完 全 に ば らば ら に した 。 次 に2

x105個 の 細 胞 をlmlのDH10に 懸 濁 しNunc製 の6穴plateに 捲 い た。E一 カ ドヘ リ ンに対 す る

機 能 阻害 抗 体(HECD-1)を2μ1加 え たサ ンプル も用 意 した。 細 胞 は毎 分80回 転 の 早 さ で 回

転 させ たgyratoryshaker上 で3時 間培 養 した 。
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細 胞 へ の 形 質 導 入

Colo205細 胞 に は エ レク トロポ ー レー シ ョン法 並 び に ア デ ノ ウ イ ル ス を用 い て形 質 導

入 を行 っ た 。 エ レ ク トロポ ー レー シ ョンは 以 下 の 方 法 で行 っ た。 トリ プ シ ン処 理 に よ り

完 全 に ば らば らに した細 胞4x105個 を200μ1のHBSSに 懸 濁 した 、 そ こ に20μgの 発 現 ベ

ク ター を加 え、1160μF,250Vの 条 件 で 電 気 発 火 さ せ た。 ア デ ノ ウ イ ル ス に よる形 質 導

入 の際 は 、1x106個 の細 胞 を5x107PFUの ア デ ノ ウ イ ルス と と も に500μ1のDHIOに 懸

濁 し4時 間培 養 後 、 ウイ ル ス をの ぞ き さ らに48時 間培 養 した。

HT-29細 胞 に は ア デ ノ ウイ ル ス に よ り形 質 導 入 した 。MDCK細 胞 には エ レ ク トロ ポ ー

レー シ ョ ン法 に よっ て形 質 導 入 し た。細 胞 と発 現 ベ ク タ ー の 調 整 はColo205細 胞 の 時 と

同 じで あ るが 電 気 発 火 の条 件 は1060μF,200Vで 行 った 、

cDNAの 作 製

mousepl20のcDNAはA.Reynolds(Vanderb皿tUniv.)か ら頂 い た 。 こ のcDNAを テ ン プ レー

トと して 用 い て 、PCR法 に よ りFLAGtagを 付 加 したpl20(FLf)や 他 の 変 異 分 子 を 作 製 し

た 。PCRに は 以 下 の プ ラ イ マ ー を用 い た 。

PrimerN,5'-GAATrCATGGACGACrCAGAGGTG-3';

PrimerA,5LGAATTCATGTrAGCAAG(コ 「rGGATAGTH℃-3';

PrimerCR,5'-G顛 πCGATATCαA㎝GTCATCGTCGTC㎝GTAGTC畝T㎝(πGCATC触GGGTGC-31;

Primer△AR,5'-CTGCAGGAAATCCA(コ ℃TATCATT-3'.

PrimerCRは5'側 にEcoRVの 制 限 酵 素 サ イ トとstopcodonお よ びFLAGtagの 相 補 配 列 を

含 む 。FLAGtagの 相 補 配 列 に つ い て は 下 線 で 示 し た.PhmerNとCRはFLfの 増 幅 に 、

PdmerAとPdmerCRは △N346f(p120のN末 端 側346ア ミ ノ 酸 を 欠 失 した 分 子)の 増 幅 に 用

い た.そ の 他 のN末 欠 失 分 子 の 構 築 に はFLf内 の 制 限 酵 素 断 片 を 利 用 し た 。 △N101fに は

BglH/EcoRVに よ る 断 片 を 、 △N157fに はNcoI/EcoRVに よ る 断 片 を 、 △N244fに は

Sma▽EcoRVに よ る 断 片 を 、 △N323fに はBsu361/EcoRVに よ る 断 片 を利 用 した 。

pl20の カ ドヘ リ ン と の 相 互 作 用 に必 要 な 領 域 、641か ら820番 目 ま で の ア ミ ノ 酸 を 削 っ

た 変 異 分 子FL△Rf、 △N346△Rfの 作 製 に はPdmerCRとPnmer△ARに よ り 増 幅 さ れ た

DNA断 片 を 用 い た 。 こ の 増 幅 断 片 をPstIで 切 断 し 、FLfま た は △N346fをPstIで 切 断 した も

の と結 合 さ せ た(左 図 参 照)。

こ の よ う に し て 得 られ た 断 片 はpCA-pA発 現 ベ ク タ ー(Niwaetal.,1991)、pAdV-CA-pAア

デ ノ ウ イ ル ス 作 製 用 シ ャ ト ル ベ ク タ ー(NakagawaandTakeichi,1998)、pGEX1λTGST

FusionProtein発 現 ベ ク タ ー(#27-4805-01;Pha㎜aciaBiotech)に 挿 入 した 。
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pCMV-CBR(cN)-FLAG-PAの 作 製(Dr.S.Nakagawaに 拠 る)

こ れ は も と も と細 胞 内 領 域 だ け を膜 貫 通 領 域 を つ け な い で 発 現 さ せ る 目 的 で 作 っ も

の で す 。 後 にcN-JM(一)を 作 る た め に 人 工 的 に 加 え た 開 始 コ ド ン の 後 にBgllIサ イ トを 入

れ て あ り ま す 。

FWp血ler

5冒一cgccgtacgaccatgagatctaatgag99acttaaagcagcc-31

(お ま け 一Sp11site-Kozak一 人 工 メ チ オ ニ ンーBgllI-NcadhedncytoplasmicNEGLKAA)

RVprimer

5'-gcggccgcttacttgtcatcgtcgtccttgtagtc-3'

(こ れ は 見 て の と お りNotIつ き フ ラ ッ グ ア ダ プ タ ー の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー で す)

templateに はpCMV-cNIFLAG-pA(NakagawaandTakeichi,1998)を 用 い た 。 酵 素 に はPfu

を用 い 、 反 応 後T4-kinaseで 平 滑 末 端 を リ ン酸 化 した 後 、SplIで 切 断 してpCMV-pAの

SplI-HpaIサ イ ト に ク ロ ー ニ ン グ し ま し た 。 こ う し て 出 来 た ベ ク タ ー を

pCMV℃BR(cN)-FLAG-PAと 名 付 け ま した 。

pCMV-cNIJM(一)-FLAG-pAの 作 製

あ とは カ ドヘ リ ンの細 胞 外 をPCRで 増 や して前 述 の ベ ク ター に放 り込 む だ け 。 つ な

ぎ 目に はBglHを 使 って い るの で余 分 に 「RS」 の配 列 が挿 入 され る こ とに な ります 。

FW-pdmer(こ れ はpCMV-cNIFLAG-pAを 作 る の に使 っ たFW-primerと 同 じ)

5'-gcgcgtacgaccatgtgccggatagcg99aacgccg-3'

(お ま け 一Spllsite-Kozak-NcadherinextracellularMCRIATGP)

Rv-pdmer(膜 貫 通 の 直 後 の 配 列RRDKERQに 対 して デ ザ イ ン し て あ り ます)

5㌧cgcgagatctctgacgctccttatccggcg-3量

増 幅 産 物 をSplIとBglr【 で 切 断 し て 、 同 様 にpCMV-CBR(cN)-FLAG-pAを 切 断 した と こ

ろ に 放 り込 ん だ もの をpCMV-cN/JM(一)-FLAG-pAと 名 付 け ま した 。

ア デ ノ ウイ ル ス の 作 製

CAGフ.ロ モ ー ター に よ りβ一galactosidaseを 発 現 させ る こ とが で きる改 変 型 ア デ ノ ウ イ ル

ス は森 吉 博 士(京 都 大 学 医学 部)に 頂 い た(Mohyoshietal.,1996)。 ア デ ノ ウ イ ルス の 作 製

は森 吉 らの方 法(Monyoshietal.,1996)に したが っ た 。DH10で 培 養 したHEK293細 胞 に0.2

μgの ウ イ ル ス ゲ ノムDNA断 片 と直 鎖状 に した アデ ノウ イ ルス 作 製 用 シ ャ トルベ ク ター を

LlpoFEσrAMINE棚(#18324-012;Li5eTech)を 用 い て形 質 導 入 し た。 この 細 胞 を 翌 日 コラ ー ゲ

ンコ ー ト済 み の24穴 プ レー ト(IwakiCo,)に 移 した.約10日 後 産 生 され た ウ イ ル ス に よ り

死 滅 した細 胞 で満 た され た 穴 か ら、細 胞 の ペ レ ッ トを 回収 しX-gal染 色 、 免 疫 組 織 化 学 、

ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト法 に よ り目的 の ウ イル ス が で きて い る か を調 べ た。 この 方 法 でCAG

プ ロ モ ー タ ー で タ ン パ ク 質 を 発 現 さ せ る ア デ ノ ウ イ ル ス 、AdV-CA-FLf、
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AdV-CA-△NlOlf、AdV-CA-△N157f、AdV-CA-△N244f、AdV-CA-△N346fを 得 た 。 改 変 型

ア デ ノ ウ イ ル ス は293細 胞 を用 い て増 や しCsCl2の ス テ ップ グ ラ デ ィエ ン ト超 遠 心 に よ り

精 製 した(Kanegaeetal.,1994)。 精 製 され た ア デ ノ ウイ ル ス はFCSを 最 終10%に な る よ う

に加 え実 験 に使 用 す る まで は一80℃で保 管 した。

SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル 電 気 泳 動

タ ンパ ク質 の 分 離 は、SDSポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル電 気 泳 動 法(Laemmli,1970)を 用 い

た。 サ ンプル は専用 のSDSサ ンプ ルバ ッフ ァー に懸 濁後 、 β一mercaptoethanolを5%量 加 え、

10分 間煮 沸 し調 製 した。 泳 動 した タ ンパ ク質 は電 気 的 に ニ トロセ ル ロー ス膜 に転 写 し、

5%skimmedmUk(Difco)/TBS-Caで ブ ロ ッキ ング後 、 適 度 に 希 釈 した 一次 抗 体 と反 応 さ

せ た 。 二次 抗 体 に は、HorseRadishPeroxydase結 合 型 の 坑IgG抗 体(別 項 参 照)を 使 用 し

た。 シ グナ ル はEnhancedChemiluminescenceSystem(RPN2106;Amersham)を 用 い て検 出 し

た。 抗 体 の洗 い は0.05%tween-20を 含 むTBS-Caで 各30分 間(10分 間x3)行 っ た。

TC処 理,TE処 理

TC処 理 に よ る形 態 の 変化 を観 察 す る際 は 、細 胞 は血 清 を含 まな いDHlO(DH)で2回 洗 っ

た後 、DHと 結 晶 ト リプ シ ン(T-8253;Sigma)存 在 下 で培 養 した 、TC処 理 に続 い て タ ンパ

ク質 の解 析 を行 う際 は、細 胞 を培 養 皿 か ら ピペ ッテ ィ ン グ に よ り回収 しDHで2回 洗 っ た

後、DH5mlと0.001%結 晶 トリプ シ ンに懸 濁 して37。Cで 振 と うさせ なが ら反 応 させ た。

最 後 に0.005%大 豆 ト リプ シ ン イ ン ヒ ビ ター(T-6522;Sigma)/HBSSで2回 洗 い 反 応 を止

め 、 次 の実 験 に用 い た 。TE処 理 はDHの か わ りにlmMEDTA/HCMFを 用 い た 以 外 は

TC処 理 と同 じ手 順 で行 っ た 。

免 疫 組 織 化 学

抗 体 染 色 に用 い る細 胞 は コ ラ ー ゲ ン コー ト した カ バ ー グ ラ ス 上 で あ らか じめ 培 養 して

お い た。 この 細 胞 をHBSSで 洗 っ た後 、4%parafomlaldehyde入 りHBSSを 加 え 、40Cで 静

置 し固 定 した 。 次 に、 この サ ンプ ル をHBSSで 洗 い 、 細 胞 膜 の 浸 透 性 を高 め る た め に

100%methanolを 加 え 一200Cに 置 い た 、 次 に 、TBS-Caで 洗 浄 後 、5%skimmedmilk/

TBS-Caを 加 え 室 温 で静 置 しブ ロ ッキ ング した の ち 、 一 次 抗 体 と反 応 させ た 。TBS-Caで

洗 浄後 引 き続 き二 次 抗 体 と反 応 させ たサ ンプ ル は 、TBS-Caで 洗 浄 し三 次 抗 体 と反 応 させ

た後TBS-Caで 洗 浄 し、 さ らに蒸 留 水 で す す い だ の ち包 埋 した。 包 埋 剤 には90%glycerol

に0.01%PPDAを 加 え た もの を用 い た。
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細 胞 の 可 溶 化 、 免 疫 沈 降法

実 験 に 用 い る 細 胞 はlmMPMSFIHBSSで 洗 っ た 後 回 収 し 、 溶 解 バ ッ フ ァ ー

(TBS-Triton;1%TritonX-100,1%NP-40,ImMPMSF,lmMsodiumvanadate,50mMNaF

inTBS-CapH7.6)に 懸 濁 し氷 上 で30分 間振 と う して 可 溶 化 させ た・ この サ ンプ ル を遠 心

分 離 して得 た 上 清 をS画 分 、 ペ レ ッ トを1画 分 と した。 免 疫 沈 降 はS画 分 中の タ ンパ ク質

を対 象 に 行 っ た。S画 分 は引 き続 い て二 次 抗 体 の つ い た ビー ズ と0.5%BSA存 在 下 で20

分 イ ンキ ュ ベ ー トし二 次 抗 体 と非 特 異 的 に結 合 す る タ ンパ ク質 を除 い た後 、 一 次 抗 体 、

二 次 抗 体 と順 に各1時 間反 応 させ た。 最 後 に溶 解 バ ッフ ァー で洗 浄(0分xlと15分x3)

した後SDSサ ンプ ルバ ッフ アー(試 薬 の項 参 照)と β一mercaptoethanolを5%量 加 え10分 間

煮 沸 した 。 煮 沸 後 はす み や か に氷 で 冷却 し遠 心 分 離機 で ビー ズ を沈 降 させ 、 上 清 を 回収

しSDS-PAGE法 で 分 析 した。

ボ ス ボ ア ミ ノ 酸 分 析
並Pを 含 む専 用 の 培 養 液 で16時 間培 養 しラベ ル した 細 胞 か ら前 出 の 方 法 で

pl20を 選 択 的

に 回 収 しオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィーで検 出 した。 次 に この シ グナ ル に対 応 す るバ ン ドをゲ

ル か ら切 りだ し500μ1の50mMNH4HCO3,5%β 一mercaptoethanol,0.01%SDSに タ ンパ ク

質 を抽 出 した。 こ の タ ンパ ク質 を6NHCIで 加 水 分 解 後 薄層 ク ロマ トグ ラ フ ィー で 二 次

元 展 開 しオ ー トラ ジ オ グ ラ フ ィーで検 出 した。 デ ー タの 出力 、解 析 に は バ イ オ イ メ ー ジ

ン グ アナ ラ イザ ーBAS2000(FUJIX)を 用 い た。

フ オ ス フ ァ テ ー ス 処 理

フ ォス フ ァ テ ー ス 処 理 は 免 疫 沈 降 さ れ て 二 次 抗 体 ビ ー ズ に 結 合 し た 状 態 の タ ン パ ク 質

に つ い て行 っ た。 免 疫 沈 降 の 最 後 の 洗 い の 後 で 、 さ ら に フ ォス フ ァテ ー ス 反 応 バ ッフ ァ ー

(50mMTris-CIpH85,50mMMgCl2,lmMPMSF,10mMDTT,0.1%TntonX-100,1%

NP-40)で 洗 い フ ォ ス フ ァ テ ー ス 阻 害 剤 を 除 き 、 反 応 バ ッ フ ァ ー27μ1、calfintestine

phosphatase(#567-744;Boeringer)3μ1を 加 え で300Cで1時 間 振 と う な が ら 反 応 さ せ た 。 反

応 の 終 了 はEDTA添 加(且nal17mM)で 行 い 、 た だ ち にSDSサ ン プ ル バ ッ フ ァ ー と

p-mercaptoethanolを5%量 加 え10分 間 煮 沸 し た 。 煮 沸 後 の 扱 い は 免 疫 沈 降 の 際 と 同 じで

あ る 。
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inVitroタ ンパ ク質 結 合 実 験

グ ル タ チ オ ンS一 トラ ンス フェ ラーゼ(GST)と α一カ テ ニ ン、 β一カ テ ニ ン、E一カ ドヘ リ ン

の 細 胞 質 領 域 との 融 合 タ ン パ ク 質 を コ ー ド して い る発 現 ベ ク ター 、GST一 α一catenin、

GST一 β一catenhl、GST-E-E-cad-cytoは 京都 大 学 医 学 部 の 伊 藤 雅 彦 博 士 か ら頂 い た(ltohetaL,

1997)。 融 合 タ ンパ ク質 は 大 腸 菌DH5α 株 に合 成 させ た 。300m1の 培 養 液 で 培 養 した 菌 を

回 収 しlmMEDTAと1mMPMSFを 含 む15mlのTBS(50mMTris-HClpH7.6,150mM

NaCl)に 懸 濁 しソ ニ ケ ー ター を用 い て 菌体 を破 砕 した 。次 に、破 砕 した もの を270008で

10分 、100,0008で10分 遠 心 分 離 し そ の 上 精 を 回 収 し た 。 こ の 上 精 を100μ1の

glutathione.Sepharose4Bビ ーズ(pha㎜aciaBioech)と 氷 上 で1時 間 反応 させ た後 、TBS-Thton

で5分 ず つ3回 洗 っ た。p120とGST融 合 タ ンパ ク質 との相 互 作 用 を調 べ る際 に は 、先 に述

べ たColo205細 胞 の 抽 出 液lmlと こ の ビ ー ズ100μ1と を氷 上 で1時 間 反 応 させ 、

TBS-Thtonで10分 ずつ4回 洗 った。洗 浄後 の ビーズ は最後 に100μ1のSDSサ ンフ.ルバ ッフ ァー

を加 え 、5分 間 煮 沸 した。
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