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F o c al a d b e si o n は 細胞外 基質 が a c ti n 細 胞骨格 と リ ン ク す る特別 な場 所 で あ る ｡ 更

に ､
f o c al a d h e si o n は i n t e g ri n か らの 様 々 なシ グナ ル 伝達 ､ 例 え ば

､
a ct i n 細胞骨格

の 調節 に も関 わ っ て い る ｡
F o c a l a d h e s i o n に 局在す る多 く の 分 了一

､
F a k ､

.
S r c フ ァ

ーー

ミリ キ ナ - ゼ
､

s c a 銑)1 d 蛋 白質 p 1 3 0 C a s
､ p a x illi n 等 が i n t e g ri n を介 す る シ グナ ル 伝

達 を担 っ て お り
､

こ れ ら の 分子 が 最終 的 に R b o G T P a s e フ ァ
ー ミ リ の R h o A

､
c d c 4 2

及び R a c l を制御 す る こ と が a c ti n 細 胞骨格 の 調節 に重 要 で ある o

l n t e g ri n に よ る刺激 後 ､
ま ず F a k が T y r

-

3 9 7 の 自 己 リ ン 酸化 が 起 こ り 活性 化され る ｡

続 い て c-S r c や p 1 3 0 C a s が F a k と結 合 し
､
更 に

､
c

-

S r c あ る い は F a k に よ る p 1 3 0 C a s

の リ ン 酸化 が 起 こ る ｡ リ ン 酸 化され た p 1 3 0 C a s は C r k と複 合 体を形成 し
､

.
C r k を f o c al

a d h e si o n に r e c r u it す る
｡

更 に p 1 3 0 C a s
-

C r k 複合 体が g u a n i n e n u c l e o ti d e e x c h a n g e

f a c t o r ( G E F) で あ る D O C K 1 8 0
- E L M O と 結合 し て ､ R a c l の 活性 化 を 引き起 こ す ｡｡

一

方
､
i n t e g ri n 刺 激後 ､ p a x illi n もリ ン 酸 化さ れ ､

R h o G T P a s e- a cti v a ti n g p r o t ei n ( G A P)

ド メ イ ン を 持 つ ア ダプ タ
ー

タ ン パ ク 質 で あ る P K L や G E F で あ る P I X と の 複 合体形 を

通 し ､ R a c l を活性 化 させ る ｡ 従 っ て ､ F o c a l a d b e s i o n 分子 p 1 3 0 C a s と p a xilli n の リ

ン 酸化 は R b o G T P a s e の 調節 に 密接 に 関連 し て い る ｡

R b o A
､

c d c 4 2 及 び R a c l は G E F に よ り 活性 化 され
､

そ れ ぞ れ a c ti n ス ト レ ス フ ァ

イ バ ー

､ 葉状 偽足 ､ 糸状 偽足 の 形成 を 引き起 こ す ｡ 様 々 な種 類 の 細胞 で R h o A と R a c l

が 互 い の 活性 を抑 制 的に 制御す る こ と が 報告 され て お り
､ 両分 子 の 活 悼 (7) 切 り 替 えが

細胞運動 時 の a c ti n 骨格 系 の 制御 に重 要 で あ る こ と が 示 唆 され て い る
｡

細胞 が 運 動す



る時 ､ まず R a c が活性 化す る こ と に よ り
､ 細胞 は 進行 方行 に 偽足 を 出す

｡
こ れ ら の 偽

足 に は i n t e g ri n や f o c a l a d h e si o n 分子 を含 む f o c a l c o m p l e x が 形成 され る が
､

そ の 形

成 に も R a c の 活性 が 必 要 で あ る ,
J

そ の 後 ､
R h o が 活性 化 され る こ と に よ り

､
f o c a l

c o m p l e x が f o c a l a d h e s i o n に成 熟 し
､

a c ti n ス ト レ ス フ ァ イ バ ー が 成 熟 した f o c a l

a d h e si o n に ア ン カ ー され ､ 細胞 の 後 方が 収縮 し
､ 細胞 全体 が前 に 運 動す る ｡

L I M 蛋 白質 で ある Z y x i n は f o c a l a d h e si o n に 局在す る分子 で あ り
､
i n t e g ri n か ら の

シ グナ ル 伝 達 系 - の 関与 が 推測 され て い る
｡

Z y x i n は f o c a l a d b e si o n に 局在 す る様 々

な 分 了- ､ 例 え ば
､

a c ti n 細胞骨格 を制御す る E n a /V A S P フ ァ
ー

ミ リ の 分子 ､
a c ti n を ク

ロ ス リ ン ク す る α
･

a c ti n i n 及 び R h o G T P a s e の G E F で ある V a v と 結合 す る こ と が報 告

され て い る ｡ 細胞 分裂期 を 制御 し ､ 腫療 抑制能 をも つ セ リ ン / ス レ オ ニ ン キ ナ
- ゼ で

あ る L A T S l と の 結合 も報告 され て い る が
､ 最 近 L A T S l フ ァ ミ リ

ー 分子 も細 胞骨格 系

の 制御 に 関与 す る こ と が 示 唆 され て い る
｡

一 方
､ 我 々 の 研 究 室 で は z y x i n フ ァ

ー

ミ リ に 属 し て い る Z R P l / T R I P 6 が y e a s t

t w o
-

b y b ri d ス ク リ
ー

ニ ン グ に よ り L A T S l の フ ァ
ー ミ リ分 子 で あ る Ⅰ. A T S 2 に結 合す

る分 子 と し て 同 定 され た ｡ Z R P l は Z y x i n 同様 に f o c a l a d h e si o n へ の 局在 が 報告 され

て お り
､ 更 に繊維 芽細胞 にお い て は p 1 3 0 C a s と の 結合 が報 告 され て い る .

こ

我 々 は Z R P l が Z y x i n と 類似 した 蛋 白質構 造 ､ す な わ ちプ ロ リ ン に富 む 領域や 核外

移行 シ グナ ル ( N L S) を含 む N 端領域 と
､

3 つ の L I M ド メ イ ン か ら成 る C 端 領域 を

持 つ こ と か ら
､ 機 能 的 にも類似 し て い る と考 え

､
本研 究 に お い て Z R P l の 局在 及び 機

能 の 解析 を行 っ た ｡

まず
､

Z R P l に対す る特異 的 な抗 体 を作成 した ｡
こ の 抗 体 を 用 い て 蛍 光 免疫 染色 を

行 い Z R P l の 細胞 内局在 を 調 べ た と こ ろ
､

Z R P l が f o c a l a d b e si o n に 局在 し
､ 特 に

v i n c u li n と 高 い 共 局在性 を示 す こ と が わ か っ た ｡ 次 に
､ 恒常 的に E G F P

-

Z R P l を発 現

す る 細胞株 を 樹立 し
､

ライ ブ観 察 を 行 っ た結 果 ､
E G F P -

Z R P l は 常 に運 動す る 細胞 の

1 e a d i n g e d g e の 先 端 に局在す る こ と を見 出 した
｡

こ れ ら の 結 果 か ら Z R P l が細 胞運動

に 何 ら か の 役割 を 果た し て い る こ と が 示 唆 され た o

我 々 は R N A i の 手 法 を用 い
､

H e L a 細 胞 内 の Z R P l の 発 現 を抑 制 した
c

W o u n d

h e a li n g ア ッ セ イ な ど運 動誘発 刺激 を与 え た場 合 ､
与 え なか っ た場 合 の どち ら に お い

て も ､ Z R P l 発 現抑制 細胞 は コ ン ト ロ ー ル 細胞 に 比 べ
､ 高頻度 に 異常 な偽足 を伸展 さ

せ る こ と を 見 い だ した
｡

更 に P a x illi n の 蛍光免疫 染色 を 行 っ た 結果
､

Z R P l 発 現抑制

細胞 で は コ ン ト ロ ー ル 細胞 に 比 べ て
､ p a x illi n の シ グナ ル 斑 が 小 さ い こ と が 分か っ た/ I



次 に a c ti n 骨格系 - の 影 響 を調 べ る 目 的 で
､

Z R P l 発 現抑制 細胞 に E G F P
-

a cti n を

発 現 さ せ
､

ラ イ ブ 観察 を行 っ た
｡

まず
､

Z R P l 発 現抑 制細胞 で は a cti n ス ト レ ス フ ァ

イ バ ー が 観 察され な い
､ 又 は 数 が非 常 に減少 し て い た

｡ 更 に
､

コ ン ト ロ
ー ル 細胞 で は

見ら れ な い
､ 細胞 の 中央部 分全 体 か らの 激 し い ア ク チ ン の 重合 が 起 こ っ て い た ｡

こ の

ア ク チ ン の 重合 は 生 じた 場 所か ら細 胞周 囲 - 向か っ て 波及 し ､ 常 に異 常 な偽 足 の 伸 展

を 伴 っ て い る様 子 が 観察 され た ｡

こ れ ら の 結 果か ら
､ 我 々 は Z R P l 発現抑 制細胞 で は R a c l の 活性 が 上 昇 し て い る

の で は な い か と 考 えた ｡ R a c l の 活性 を生 化 学的 手 法 で 測 定 した結 果 ､
R a c l の 活性 が

Z R P l 発現抑制 細胞 で は 増加 し て い る こ と が わ か っ た
｡ 更 に

､
Z R P l 発現抑 制細胞 で

見 ら れ る ア ク チ ン の 異 常重合や 偽足 の 伸展 が R a c l の d o m i n a n t n e g a ti v e 変異 体 を

発 現 させ る こ と に よ り抑 制 され た ｡ 以 上 の 結 果か ら ､
Z R P l は f o c a l a d h e si o n に お い

て i n t e g ri n か ら の シ グ ナ ル を受 け
､ 通常 は R a c l の 活性 を適 切 に 抑 制す る た め に 必 要

な分 子 で あり ､ Z R P l の 欠 損 は R a c l の 異 常な活性化 を引き 起 こ し a c ti n 細胞骨 格 系 の

動態 に 影響 を 与 え る と 考 え られ る ｡ ま た ､
Z R P l 発 現抑制 細胞 で は f o c a l c o n t a c t か L: ,

f o c a l a d h e si o n - の 成熟 の 阻 害と 考 え られ る f o c a l a d h e si o n 局在 タ ン パ ク 質 の シ グナ

ル の 減弱や a cti n ス ト レ ス フ ァ イ バ ー の 消失 が 引き 起 こ され る こ と か ら
､

R b o A の 活

性 の 低下 が 起き て い る可 能性 が 考え られ た ｡ 実際 ､
Z R P l 発現抑 制細胞 で 見ら れ る ア

ク チ ン の 異 常重合や 偽足 の 伸展が 野生型 R b o A を発 現 させ る こ と に よ っ て も抑 制 され ､

更に ス ト レ ス フ ァ イ バ ー も多く 観 察され る よう に な っ た ｡ しか し
､

R h o A の 活性 を 生

化 学的手 法 で 測 定 した 結果 ､ 大き な変化 は認 め られ なか っ た o 従 っ て
､

Z R P l 発現抑

制細胞 で は
､

f o c a l a d h e si o n 近 傍 に お け る 局所的 な R h o A の 活 性 抑制 が 起 こ っ て い る

可 能性 が 示 唆 され た
｡

-
一

方 ､ 我 々 は Z R P l が f o c a l a d h e si o n の み な らず ､
c e ll- c ell c o n t a c t を形 成す る過

程の
､ 特 に 初期 の 段 階 で 強 く c ell

-

c ell c o n t a c t に局在 す る こ と を見出 した ｡
Z R P l 発現

抑 制細胞 で は
､ 隣接す る細胞 と の 接 着が 正 常 に 形成 され ず

､
N

-

c a d h e ri n の 局在 の 乱 れ

が観 察 され た
｡

更 に
､

Z R P l 発 現抑制 細胞 に E G F P -

a cti n を発 現 させ て ラ イ ブ観 察 を

行 っ た と こ ろ
､

コ ン ト ロ ー ル 細胞 で は c e l トc e ll c o n t a c t 形 成時 に 隣接す る細胞 間 を つ

な ぐ よ う に複 数 の a cti n フ ァ イ バ ー が 生 じ る が
､

Z R P l 発 現抑 制細胞 で は そ の よ う な

a c ti n フ ァ イ バ ー の 形成 が 見 ら れ なか っ た . 更 に ､
Z R P l 発 現抑制 細胞 は 隣 の 細 胞 に触

れ た 後
､

c ell
-

c ell c o n t a ct を 形成す る ､ あ る い は 運 動 の 方向 を転換す る の で は な く
､

隣

接 した 細胞 を乗 り越 え る
､

あ る い は 下 方 に 潜 り込 ん で 運動 の 進行 を進 め る様 子 が しば

しば観 察 され た ｡



以 上 の 結果 は Z R P l が R a c l 活性 を負 に調節 す る こ と を 通 し て a c ti n 細胞 骨格 系 の

再 構築 ､
細胞 の f o c a l a d h e si o n

､ 細胞 の 運 動 ､ 更 に は c e ll -

c e ll c o n t a ct の 形 成 を 制御

す る役割 を果 た し て い る こ と を示 唆す る｡

現 在
､

我 々 は Z R P l が R a c l を調節す る分子 メ カ ニ ズ ム に つ い て 調 べ て い る
｡

現在

ま で に
､

Z R P l が p 1 3 0 C a s の リ ン 酸 化 レ ベ ル を調節 し
､ p 1 3 0 C a s

-

C r k
-

R a c l に対す る

G E F の 複合 体 の 形成 に影響 を 与 え る こ と に よ っ て
､

R a c l の 活性 を調節 す る 可 能性 を

示 唆す る結 果 を得 て お り ､ 更 に解 析 を進 め る こ と に よ り ､
i n t e g ri n か ら 二R a c l の 活性

制御 に つ なが る既 知 の シ グナ ル 伝 達 系に お け る Z R P l の 位 置 づ け を 明 らか に した い
,
)

ま た
､

Z R P l 発 現抑制 細胞 内 で 起き て い る R h o A の 局 所的活性 化 と R a c l_
の 細胞 全体

にお け る活性 化 ､
お よ び a ctii n の 異常 重合 と の 関連 を明 らか にす る こ と で

､
I n t e g ri n

刺激 に よ る a c ti n 骨格 系制御機構 の 新 た な 一

面 を解明 した い と 考え て い る
｡




