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翰 文 内 容 の 要 旨

ERM (ezrin/radixin/moesin)蛋白質は,N末半分とC末半分で細胞膜貫通蛋白質とアクチン線維に各々直接結合する

ことにより,細胞膜とアクチン線維との間のクロスリンカーとして機能する｡ ERM蛋白質にはクロスリンカーとして不活

性型であるelosedformと,活性型であるopenformが存在するOこの不活性型から活性型への変換は低分子章GTP結合

蛋白質Rhoにより制御されることが示されてきた｡ そこでRhoの下流でこのERM蛋白質がどのように制御されるのかを

明らかにすることにより,細胞膜とアクチン線維との間がどのような細胞内情報伝達経路で制御されるのかを解析した｡

ERM蛋白質は様々な部位がリン酸化されることによりその機能が制御されることが報告されている｡ そこでまず,Rho

の標的蛋白質の一つであるセリン･スレオニンキナーゼ,Rho-kinaseによりERM蛋白質が直接リン酸化されるかどうか

を検討した｡その結果,活性型のRho-kinaseはERM蛋白質のC末スレオニンをinviiroでリン懐化することが明らかと

なった｡全長のERM蛋白質はRho-kinaseによりリン酸化されなかったこと,C末スレオニンがリン酸化されたERM蛋白

質 (CPERM)はN末とC末との相互作用が抑制されていたこと等により,このリン髄化は活性化型ERMタンパク質の維

持に働いていると考えられた｡

次に生体内でのこのリン酸化の役割を解析する為に,CPERM特異的モノクローナル抗体297Sを作成した｡無血清下で

培養したSwiss3T3細胞をRhoを活性化する1ysophosphatidicacid(LPA)で刺激し,297Sでイムノプロットしたとこ

ろ,細胞内CPERM量が増加していた｡この増加はRhoの特異的阻害剤であるC3毒素によって抑制された｡またNIH3T

3細胞に活性型変異体であるV12Cdc42,V12Racl,V14RhoAを過剰発現させ,297Sによる蛍光抗体法を行ったとこ

ろ,V14RhoAを発現した細胞のみでCPERMが濃縮した微繊毛の形成が観察された｡これらの結果から,CPERMの産生

はRhofamilyの中でもRhoの下流で特異的に起こる現象であることが明らかとなった｡V14RhoAの導入で観察された

現象は,Rho-kinaseを含むROCKkinasesの特異的阻害剤であるY-27632存在下では抑制されなかったことから,invivo

ではROCKkinasesは_CPERMの産生には関与しないことが示唆された｡ところが,Rhoの別の榛的蛋白質であるphosp-

hatidylinosito14,5-bisphosphate(PIP2)産生酵素,phosphatidylinosito14-phosphate5-kinase(PI4P5汰)をNIH

3T3細胞に過剰発現させたところ,CPERMが濃縮した微繊毛が形成されたo PIP2を産生しないPI4P5Kのkinase-

inactiye変異体ではこのような現象は観察されなかったO

以上の結果から本研究によって,ERM蛋白質のC末スレオニンのリン酸化を伴う活性化が実際にinvivoにおいてRho

の下流に存在することが明確になったin vi細 の実験からERM蛋白質はPIP2により活性化されることが示されていたこ

とを考え合わせると,Rhoの下流でERM蛋白質が,(1)PI4P5Kによって産生されるPIP2により活性化され,(2)宿

性型のERM蛋白質のC末スレオニンがRho-kinase以外のkinaseによりリン酸化されることにより更に活性型で安定化

し,(3)その結果,ERM蛋白質は細胞膜とアクチン線維との間のクロスリンカーとして働き,微繊毛が形成され,細胞接
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肴や細胞質分裂に重要な役割を果たすと考えられるO

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨

ERM (ェズリン/ラディキシン/モエシン)蛋白質は,細胞膜 ･アクチン線維問の架橋蛋白質であるo ERMの活性化は
/

低分子量GTP結合蛋白質Rhoにより制御されることが示されてきたoERMのC末スレオニンはRhoの棟的蛋白質の一

つであるRho-kinaseによりリン酸化された｡そこで更にこのリン酸化を解析するため,リン酸化型ERM (CPERM)特異

的抗体を作製した｡ この抗体を用いてCPERMの産生はRhofamiiyの率でもRho特異的現象であることを示したo Lか

し, Rho-kinaseを含むROCK kinasesの特異的阻害剤のY-27632を用いた解析によりinvivoではROCK kinasesは

CPERMの産生には関与しないことが示されたO次に,Rhoの別の横的蛋白質であるphosphatidylinositot4,5-bisphos-

phate(PIP2)産生酵素,phosphatidylinosito14TPhosphate5-kinaseを細胞に発現させるとCPERMが産生されたOこ

れらの結果により,ERMのリン酸化を伴う活性化が実際にinvivoにおいてRhoの下流でPIP2の産生を介して起こってい

ることが明らかとなった｡その結果,ERMは細胞膜 ･アクチン線維間の架橋蛋白質として働き,細胞接着や細胞質分裂に重

要な役割を果たすと考えられる｡

以上の研究は細胞膜 ･アクチン線維相互作用の制御機構の解明に貢献し,細胞の極性形成,細胞接着の分子機構の解明に

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12年1月26日実施の論文内容とそれに関連した試問を受け,合格と認められたもので

ある｡
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