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論文内容の要旨

申請者氏名 柴 原 豪 了

細 胞 骨 格 タ ン パ ク 質 で あ る α・cateninは 、細 胞 間 接 着 の 一 つ で あ る 接 着 結 合

（adherensjunction，AJ） の細 胞 内 の膜 裏 打 ち構 造 の形 成 と維 持 に重 要 で あ り、多 くの

構 造 ・物 性 ・機 能 の研 究 が な され て きた。 しか し、α一cateninの 機 能 に とっ て極 め て重

要 なN末 端 ドメイ ン （D1ド メイ ン） につ い て は 、不完 全 な部 分 構 造 の報 告 しか な く、

そ の機 能 や 構 造 の制御 機 構 に は不 明 な 点 が 多 か っ た。本 研 究 で は 、以 下 の2件 の構 造 研

究 を通 して 、α一cateninの 分 子 内 と分 子 間 の相 互 作 用 を通 した 制御 機 構 を解 明 した。

溶 液 中 のα一cateninに は 、D1ド メイ ン を介 して 単量 体 と二量 体 との平 衡 が あ り、 単

量 体 は β一cateninと 強 し♪親 和 性 を も ち 、 ア ク チ ン線 維 と も 相 互 作 用 す る こ と で

cadherin・catenin複 合 体 を形 成 して リンカ ー タ ンパ ク質 と して機 能 す る。 一 方 、 二 量

体 はβ・cateninと の結 合 の親 和 性 は弱 い が、単 量体 よ りもア クチ ン線 維 と強 い親 和 性 を

も ち 、 ア ク チ ン性 の束 化 を促 進 す るが 、 これ らの構 造 的 基 礎 は不 十 分 で あ つ た。 そ こ

で 、申請 者 は 、先 ずαN－cateninのD1ド メイ ンを用 い て 、そ の 単 量 体 の結 晶構 造 を2．5A

分解 能 で決 定 した。 そ の結 果 、 単量 体 状 態 で はN一 末 端 側 に2本 のαヘ リ ックス が新 た

に形 成 され て お り、D1ド メイ ン の全 体構 造 と して は、2つ の4本 鎖 のヘ リッ クス束

（four－helixbundle） 構 造 を もつ こ と、この2本 のαヘ リッ クス が 二 量 体形 成 界 面 を覆

っ て二 量 体 形 成 を構 造 的 に 阻害 して い る こ と、β一cateninと の結 合 に はN・ 末端 側 の1

本 のαヘ リックスの移動 が腰 な ことを明 らかに した．また、変異導入 やCD測 定、由

遠 心分 析 ， ゲ ル濾 過 分析 ， プ ロテ アー ゼ に よ る部 分 分 解 等 の 手 法 を用 い た 物性 解 析 に

よ り、この2本 のαヘ リッ クス の構 造 転 移 が二 量 体 形 成 に必 要 で あ り，二 量 体 形 成 後 に

は ラ ン ダ ム コイ ル 状 態 に な る こ とを明 らか にす る と と もに、 安 定 な2つ の4本 鎖 のヘ

リ ッ ク ス 束 形 成 に必 須 な ア ミ ノ 酸 残 基 を 同 定 した 。 これ ら に よ り、AJに お け る

α・cateninの 二 量体 形 成 機 構 や β・cateninと の相 互 作 用 機 構 の一 端 を 明 らか に した 。

次 に、AJに よ る密 着 結 合 （tightjunction、TJ） 形 成 制 御 や 、細 胞 接着 に よ る細胞

増 殖 の 制 御 、δあ る い は 、 が ん 細胞 の浸 潤 ・転移 との 関係 に注 目 して 、癌 抑 制 遺 伝 子 産

物merlin（ 皿oesin，ezrin，1adixin1ikeproteip） とα・cateninのD1ド メ イ ン との相 互

作用 を解 析 す る と と もに 、merlinと α・cateninと の複 合 体 の構 造 を2．2A分 解 能 で決

定 した。 そ の結 果 、α一cateninのN末 端 の19残 基 がmerlinのFERMド メイ ン のサ

ブ ドメイ ンCに あ る疎水 性 の溝 にβシー トを形成 して は ま り込 む よ うに相 互 作 用 して

い る こ とを 明 らか に した。 このN・ 末 端 領 域 は 、 単 量 体 、 二 量 体 、 さ らに はβ一catenin

との結 合 状 態 で も ラ ン ダ ム コイル 状 態 で露 出 してお り、AJでmerlinと の相 互 作 用 が

可 能 で あ る。 これ らの結 果 か ら、 こ の相 互 作 用 を通 して 、merlinが 細 胞 質 に保 持 され

る機 構 の 構 造 的 基礎 を提 示 した。



‘

論文審査結果の要旨

申請者氏名 柴 原 豪 了

α・cateninは β一cateninと ともに代表 的な細胞骨格 タンパ ク質で あ り、AJで はカ ドヘ

リン とア クチ ン繊維 を連結す る リンカー の役割 を担 う。また、α・cateninは 張力依 存的

にアクチ ン結合 タ ンパ ク質 の一つで ある ビンキュ リン と結合す るこ とで、張力 に抗す

る力の発 生に も関与 してお り、動 的なAJの 形成 と維持 を制御 す るタンパ ク質 と して、

分子細胞生物学上 の重要 な地位 を占めてい る。 この よ うな重要性 を背景 に、構造研 究

等 を含 めたタンパ ク質分子 レベル での多 くの研 究が成 されて きた。 しか し、 これ らの

多 くの研 究は、生化学的 な不安定性 のた めに、N一末端 の～80残 基を欠失 した試料 を用

いた研究 に限 られ ていた。この削除 され た残基 を含むN・ 末端 ドメイ ン （D1ド メイ ン）

には、二量体形成やβ℃atenin、 あるいはmerlin等 の他 の タンパ ク質 との相互作用部

位 があ るので、 これ らを含む全長 でのタ ンパ ク質試料 を用 いた構造解析 や物性解 析 が

待 たれ ていた。

α・cateninに はαE・、αN一な らび にαT・cateninの 三種類 あ るが、本研究 では、先ず 、

αN・cateninの 単量体 にな り易 い性質 に注 目して、そのD1ド メイ ンをN一 末端領域 の分

解 のない状 態での試料調製 に成功 してい る。次 に、それ を結 晶化 して，側鎖 を含 めた
む

構 造 を議 論 す るの に十 分 な分 解 能 （2．5A）で 単 量体 の構 造 決 定 に世 界 で始 め て成 功 し

た。 そ の結 果 、N一 末 端 に 二 量 体 で は な か っ た2本 の αヘ リ ックス が 新 た に形成 され て

お り、 ドメイ ン全 体 で は2つ の4本 鎖 の ヘ リ ックス束 （fbur－helixbundle） 構 造 を も

っ 安 定 な構 造 形 成 す る こ と を見 出す と と もに、 こ の構 造 を元 に 、二 量 体 形 成 に伴 う構

造 変化 や β一catenin結 合 に伴 う構 造 変 化 を明 らか に す る こ とで 、機 能 変 換 の 分子 機 構 の

一 端 を明 らか に した
。 更 に 、D1ド メイ ン とmerlinと の相 互 作 用 を詳 し く解 析 して 、

D1ド メイ ン のN一 末 端 の19残 基 をmerlinのFERMド メイ ンが認 識 して い る こ と を突

き止 めた。 更 に 、merlinと α一cateninと の複 合 体 の構 造 を2．2A分 解 能 で決 定 して 、

D1ド メイ ンのN一 末 ペ プ チ ドがmerlinのFERMド メイ ン のCD44等 の接 着 分 子 認 識

部 位 にβ一シー トを形 成 して 結合 して い る こ とや 、merlinがAJの β・cateninに 結 合 した

α・cateninにmerlinが 結 合 で き る こ とを示 した。 これ らの成 果 に よ り、merlinを 細 胞

質 に保 持 す る等 の重 要 な分 子機 能 の 構 造 的 基礎 を与 え る こ とが で き た。

以 上 の よ うに、本 論 文 に よ り α・cateninの 単 量 体 と二 量 体 の平 衡 時 の構 造 変 化 や 、

そ れ に よ る機 能 変換 の 分 子機 構 の一 端 が解 明 され た。 ま た 、本 論 文 は これ ま で に 明 ら

か に され て い なか ったCt・cateninに よ るmerlinの 認 識 に 関す る新 規 の知 見 を見 い だ

して お り、 学術 上 、応 用 上 貢 献 す る とこ ろ が少 な くな い。 よっ て 審査 委 員 一 同 は 、本

論 文 が博 士 （バ イ オ サ イ エ ンス）の 学位 論 文 と して価 値 あ る も の と認 めた。


