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審 査 の 結 果 の 要 旨

氏 名 柏 辰 宇

本 研 究 は 細 胞 接 着 及 び 遊 走 に お い て 重 要 な 役 割 を 演 じ て い る と 考 え ら れ る f o c a l

a d b e s i o n に 局在 す る L I M タ ン パ ク 質 Z R P l の 機 能 を 明 ら か に す る た め ､ 解 析 を試 み

た も の で あ り ､ 下 記 の 結 果 を 得 て い る ｡

1 . F o c a l a d b e s i o n で Z R P l の 詳 細 な 局在 を調 べ る た め ､ 恒 常 的 に 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 ｡ そ の 結 果

､
Z R P l は 常 に 運 動 す る 細 胞 の 1 e a di n g

e d g e の 先端 に 局 在 す る こ と を 見 出 し た ｡
Z R P l が f o c a l a d b e s i o n 形 成 の 初 期 過 程 か ら

f o c a l a dl l e S i o n に 局在 す る こ と を 示 され た ｡

2
･ 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 ｡ Z R P l 発 現 抑 制 細

胞 は 細 胞 遊 走 刺激 の 有 無 に 関係 なく
､ 高 頻 度 に 異 常 な 偽 足 を 伸 展 さ せ る こ と を 示 さ れ

た ｡ 更 に ､
Z R P l 発 現 抑 制 細 胞 に E G F P -

a c ti n を発 現 さ せ
､
ラ イ ブ 観 察 を 行 っ た 結 果 ､

細 胞 膜 近 傍 だ け で は な く ､ 細 胞 全 体 で ア ク チ ン の 重合 活性 が 克 進 し て い る こ と を 示 さ

れ た
｡)

3 ･ 偽 足 や ア ク チ ン の 重 合 を 調節す る R h o フ ァ ー

ミ リ 分 子 の R a c l の 活 性 を生 化 学 的

手 法 で 測 定 し
､
R a c l の 活 性 が Z R P l 発 現 抑 制 細胞 で は 上 昇 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 o 従 っ て ､
Z R P l は

f o c a l a d b e s i o n に お い て
､ 恐 ら く i n t e g r i 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 ア ク チ ン 細胞 骨 格 系 の 動 態 に影 響 を 与 え る こ と を 示 され た
｡

4 ･ F o c a l a d b e s i o n マ ー

カ
ー 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



f o c a l a d h e s i o n が 小 さ い こ と が 分 か っ た
o
更 に ､

F -

a c ti n の 蛍 光 免 疫 染 色 及 び

E G F P
-

a c t i n の ラ イ ブ 観 察 で Z R P l 発 現 抑 制 細 胞 で は a c t i 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 こ と が わ か っ た
c

一 方
､
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 II 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
｡
こ れ ら の

結 果 か ら ､
Z R P l 発 現 抑 制 細 胞 で は ､

R a c l の 活 性 が 克 進 し続 け る た め ､
f o c a l a d b e s i o n

近傍 に お け る 局 所 的 な R b o A の 活性 抑 制 が 起 こ っ て い る 可 能性 が 示 唆 され た ｡

5 . 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 e ll c o n t a c t に 局 在 す る こ と を 見 出 し た o

N -

c a d b e ri n の 蛍 光免 疫 染 色 及 び E G F P -

a c ti n の ラ イ ブ 観 察 で Z R P l 発 現抑 制 細 胞 で は

N
-

c a d b e ri n を 介 す る 細 胞 間 接 着 の 形成 が 阻 害 され る こ と を 示 さ れ た .
｡ 更 に ､

Z R P l と

N -

c a d b e ri n ノβ
-

c a t e n i n 複 合 体 の 共 免 疫 沈 降 を行 っ た と こ ろ ､
Z R P l が β

-

c a t e n i n と 結

合 す る こ と を 示 さ れ た ｡ 従 っ て
､
c ell -

c e ll a d h e si o n を 形 成 過 程 で は Z R P l が

N
-

c a d h e ri n か ら の シ グ ナ ル を受 け
､
恐 ら く R h o G T P a畠e フ ァ ミ リ ー の 活性 の 調 節 を

介 し て c e ll- c e ll a d b e s i o n 形 成 時 の ア ク チ ン の 構 築 を制御 す る 可 能 性 を示 唆 さ れ た 〔:

以 上
､ 本論 文 は f o c a l a d h e s i o n に 局 在 す る L I M タ ン パ ク 質 Z R P l の 解 析 か ら ､

Z R P l

が R a c l 活性 を負 に 調節 し ､
ア ク チ ン 細 胞 骨 格 系 の 再 構 築 す る こ と を 通 し て ､ 細 胞 接

着 及 び 遊 走 を制 御 す る こ と を 明 ら か に した
｡ 本 研 究 は 細 胞接 着及 び 遊 走 を制 御 す る メ

カ ニ ズ ム の 解 明 に 重 要 な 貢 献 を なす と 考 え られ ､ 学位 の 授 与 に 値 す る も の と 考 え ら れ

る ｡




