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論文内容の喪皆

細胞閣議着装置は、タイトジヤンクション、アドヘレンスジヤンク Vョン及びデスモソームと呼ばれる接蕃構造からなり、

上皮締胞のνート構造形成のための機械的接箸のみならず、生体内の異なるコンパートメント間における内部環境の恒常性

維持の調節においても中心的な役割壷担っている。これまでの研究より、これらむ接着構造を構成する種々むタンパタ震が

同定されでいるが、細胞間接着を担う膜タンパタ質に加えて、様々な細胞質タンパタ質も籾胞間接着装置に集積しており、

細胞報性、タンパク質輸送、細胞増殖の制御など多様な細胞の機能への関与も示唆されている。従って、細胞間接着装置に

局在するタンパク質を同定し、それらの機能を解析することは、細胞間接着装霞の分子構築や制御機構を明らかlこするにと

どまらず、上皮細胞におげる嫌々な細胞機能を解明する上でも重要であると考えられる。

これまで、接着装置潤遠因子を同定する方法として生化学的及び免疫学的手法が用いられてきたが、本研究は従来の手法

に換わるものとして、局在を指標とした蛍光発現ク口一ニング法〔畳現.orescen曲 localiza魁onMbasede時間呂田onclo出血藍

<FL-REX>醜 ethod)を採用し、改良及び検討を行った。本方法i孟、マウスcDNAのGFPとの融合ライブラワを熔養細胞に

発現させ、融合タンパク質の細胞内局在を基にスクリーニングを行う方法である。本スタワーニングにより、複数の既に知

られているタイトジヤンクション及びアドへレンスジヤンクシ沼ン構成因子も得られており、細胞間接着装置に関連するタ

ンパク質を探索する手法として適したものであると考えている。さらに、細胞間接着装置に局在する新規タンパク質として、

2つの GTPアーぜ活性促進タンパタ質仏RHGAP12、SPAL3)畳間定したoARHGAP12及びSPAL3!ま様々なマウス組

織において酷RNAレベルでの発現が認められた。また、各々に対する特異抗体を作製し、マウス組織での詳細な局校寄検

討した結巣、 ARHGAP12及び SPAL3I孟アドへレンスジヤンクションに濃織して局主Eすることが明らかとなった。近年、

アドヘレンスジヤンクションを含む接着装置の細胞質側に、グアニンヌクレオチド交換因子及び GTPアーゼ活性促進タン

パタ質が集積し、上皮細胞におげる総胞間接着構造の形成に関与するとの報告がなされてお哲、本研究で得与れた 2つの

GTP7ーぜ活性促進タンパク質に関しても、細胞間接馨装置を介して行われるよ皮細胞の何らかの機能縦御iこ関与する可能

性が示唆される。

ζれらの結巣より、 FL-REX法はタイJ-;?ヤンク V;:rン及びアドヘレンスジヤンクションに局在する新規タンパク質の同

定を行う上で有効な手法であると言える。

論文審査の結果の聾皆

上皮細胞間接着装置を構成する新規分子長同定するために、申請者は、従来用いられてきた生化学的及び免疫学的手法に

代わる方法として、局在を指標とした発現タローニング法である畳間耐開n田Iocali臨む阻-b踊 edretrovirus~血.edia加尋

問，pressiond抽出富盟ethod(FL忍EX法)の検討を行った。 FL-REX法は、cDNAライブラリをGFPとの融合タンパタ質

として培養細胞内で発現させ、その級胞内局夜を指標iこスクリーニングを行うものである。従来のFL-REX法に改良を加え、
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マウス培養上皮細胞から作製したcDNAライブう 'J告用いてスクリーニング長行った結果、上皮細胞間接着装置に存在する

ことが知られている多数の分子が同定された。吉らに、細胞間後著書苦伎に局在する新規分子として、阻allG抑制EのGAP

ドメインを有するARHGAP12とSP必，3カ潟られた。ARHGAP12，SP<品 3それぞれについて、特異抗体を作製し免疫蛍光

染色法を行った結果、 ARHGAP12，昌P必，3ともに様々なマウス組織において上皮細胞間接着装置に濃縮が認められ、さら

に共焦点レーザー顕微鏡を用いた詳細な形態学的解析からこれらがアドへレンスジャンタションに局在することが明らかに

なったロこのように、申請者は今回改良したFL-REX法が、上皮細胞間接着装醤の新規分子同定tまとして有用であることを

実証した。

以上の研究は、上皮研究を推進するために重要な上皮細胞間接着構造の分子構築や機能制御機構の解明に貢献する ζ とが

期待され、分子レベルで基礎医学に華寄与するところが多い。したがって、本論文は博士(医学〕の学栓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l草、平成幼年1月 18日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け、合格とみとめちれたもの

ぜある。




