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鎗 文 内 容 の 要 旨

細胞間接着は生物の発生,生存に必須であり,また,細胞間コミュニケ-ションの場と考えられているO 上皮細胞間接著

の中でも,アクチン繊維に裏打ちされるアドへレンズ･ジャンクション (AJ)には,チロシンリン酸化タンパク質が濃縮し

ていることが知られており,近年解析が進んでいる細胞一細胞外基質間接者と同様に,それらが細胞間接着の調節やシグナ

ル伝達に重要な役割を担っていると推測されてきた｡しかし,その分子的基盤は乏しく,接着を介した細胞間コミュニケー

ションの実体は,ほとんど解明されていない｡そこで,マウス肝臓より単離した,細胞間接着構造に富んだ分画 (Jun分画)

を用いて,AJにおける主要なチロシンキナーゼ及びその基質を同定し, それらの細胞間接着における役割を追究する目的

で,以下の実験を行った｡

まず,マウス肝臓よりJun分画を単離する過程で,何らかの内在性チロシンキナーゼ活性が強く濃縮することが分かっ

た｡そこで,それらにより強くリン酸化されるタンパク質を,Jun分画より抗 リン酸化チロシン抗体immunoaffinity

columnを用いて回収し,主要なもののアミノ酸配列を決定した｡その中に,Transglutaminasetype1(TGase1)が同定

されたo TGaseは二つのタンパク質のGluとLysの間に共有結合を形成し架橋する酵素で,typelは従来,皮肺 こおける

角化形成に重要な役割を果たすことが知られていたが,皮膚以外の組織での発現や細胞間接着部位への局在は,全く報告さ

れていなかった｡マウスTGaselcDNAをクローニングし,Northernblotによりその発現を調べたところ,主に上皮系の

組織や培養細胞での広範な発現を認めたOまた,種々の培養細胞に強制発現させると,細胞間接着部位にEぺニadherinと共

に局在した｡

そこで,TGaselKOマウスの組織染色をコントロールに用い,困難とされてきたTGasel特異的なモノクロ-ナル抗

体,ポリクローナル抗体の作成に成功したoWesternblotでは,予測通りの97kI)の主要なバンドだけでなく,それ自身が

他のタンパク質と共有結合していると考えられる様々な大きさのバンドを認識したoまた,免疫染色でも,種々の上皮系組

織や培養細胞において,主として細胞間接着部位に濃縮して存在することを確認できたOさらに,免疫電顕 (徳安法)を肝

臓や腎臓について行い,肝実質細胞や近位尿細管上皮細胞の細胞間接着部位,特にAJに,そして血管内皮細胞にも局在する

ことを観察できた｡

さらに,TGase反応の二つの基質のうち,基質特異性の乏しいとされるLys側の基質にビオチンラベルしたものを用い,

酵素反応の結果,特異性の高いGlu側の基質をビオチンラベルさせ,酵素反応をとらえることができるシステムを利用し,

生化学的にも,内在性のTGase活性がJun分画に濃縮して存在することを確認できた.また,同じ基質を,細胞培養中の培

養液に入れるだけで,細胞内の内在性の酵素反応を検出し,その場所を同定できることを兄いだし,培養上皮細胞において,

確かにTGase活性が細胞間接着部位に局在することを証明できた0
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以上より,TGaselが広く上皮細胞の細胞間接着部位,特にAJに存在し,また,その部位に確かにTGase活性が存在す

ることが証明されたo細胞間接着のダイナミックな形成にタンパク質間の共有結合を介した架橋が広く使われるという新し

い概念を提唱するべく,今後機能解析を進めたいO

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

細胞間接着におけるシグナル伝達の分子的基盤を明らかにする目的で,マウス肝臓の接着構造に富んだ分画から,主要な

チロシンリン酸化タンパク質を同定した｡その中に,Transglutaminasetypel(TGasel)が検出された｡TGaseはタン

パク質間に共有結合を形成する酵素で,typelは皮膚の角化形成に重要な役割を果たすことのみ知られていた｡マウス

TGaselcDNAをクローニングし,Northernblotにより主に上皮系の組織や培養細胞での広範な発現を認めた｡次に,

TGasel特異的な抗体を作成した｡Westernblotでは,97kDの主要なバンドと共に,様々な大きさのバンドを認識した｡

免疫染色では,種々の上皮系組織や培養細胞において,主として細胞間接着部位に濃縮して存在することを確認できた｡ま

た,免疫電顕を行い,肝実質細胞や腎近位尿細管上皮細胞のAJに,そして血管内皮細胞にも局在することを観察できたOさ

らに,生化学的にも,TGase活性が接着構造分画に濃縮して存在し,培養上皮細胞において細胞間接着部位に局在すること

も確認できた｡以上より,TGaselが広く上皮細胞の細胞間接着部位,特にAJに存在し,またその部位に確かにTGase活

性が存在することが証明された｡

以上の研究は,transglutaminaseの機能の新たな可能性を提示し,細胞間接着構造の形成にタンパク質間の共有結合を

介した架橋が使われるという新しい概念を提唱する点で,細胞生物学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 11月16冒実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と誌められたもので

あるO
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