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ｷﾞｬｯﾌﾟ結合は隣接する細胞問に構成される膜貫通型ﾁﾔﾈﾙであり､種々のｲｵﾝ､

分子量約1kDa以下の低分子量分子の拡散を可能にする｡その構成ﾀﾝﾊﾟｸ質であるｺ

ﾈｸｼﾝ(Cx)は､ N末端､ c末端額域が細胞質内に位置する4回膜貫通型ﾀﾝﾊﾟｸ質で

あり､これまでに約20種類のｺﾈｸｼﾝ遺伝子が同定されている｡しかし､ｺﾈｸｼ

ﾝの六量体化､膜への輸送などｷﾞｬｯﾌﾟ結合構築機構の詳細には不明な点が多く残され

ている｡そこで本研究では､ cx43を材料として､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合構築ならびに機能制御

機構を理解することを目的に､ yeasttwo-hybrid法によるCx43会合ﾀﾝﾊﾟｸ質の探索と

その機能解析を行った｡

Cx43新規会合ﾀﾝ^oｸ質CIP150の同定: cx43-C末端街域をbait､ﾗｯﾄ卵巣cDNA

ﾗｲﾌﾞﾗﾘ-をpreyとしたｽｸﾘ-ﾆﾝｸﾞを行った結果､かずさDNA研究所ｸﾛ-ﾝ

KIAA1432に対するﾗｯﾄ相同遺伝子を単離することができたo KIAA1432のﾃﾞ-ﾀが全

長配列を含んでいなかったことから､全長cDNAのｸﾛ-ﾆﾝｸﾞと塩基配列の決定を行

った｡その結果､予想されるﾀﾝﾊﾟｸ質分子量が約150kDaの新規遺伝子であることが

分かり､ cIP150 (Connexin43-Interacting Protein of 150 kDa)と命名した｡

紳胞内におけるCx43とCIP150の会合: cIP150に対する抗体を作製し､内在性の

CIP150とcx43が発現している細胞においてこれら2つのﾀﾝﾊﾟｸ質が会合すること

を示した｡その際､ﾘﾝ酸化ﾚﾍﾞﾙが高いCx43が優先的に共沈することも確認した｡

Cx43のｷﾞｬｯﾌﾟ結合構築に関わるCIP150の機能:cx43およびその欠損変異体の組換

えﾀﾝﾊﾟｸ質を作製し､ cⅡ'150との結合様式を調べた結果､ cx43膜貫通街域下流の

227-242番目の16ｱﾐﾉ酸が会合に必須であることが明らかとなった｡このCIP150結

合領域を欠損した変異型cx43 (Cx43△227_242)ではｷﾞｬｯﾌﾟ結合の形成が見られず､

物質透過括性を有さないこと､ﾘﾝ酸化による修飾をほとんど受けないことも明らか

となった｡逆に､ CIP150siRNA発現細胞におけるCx43への影響を解析した結果､ cx43

ｷﾞｬｯﾌﾟ結合の形成､物質透過括性が著しく低下することが確認された｡

以上の結呆から､本研究により新しくcx43会合ﾀﾝﾊﾟｸ質として同定したcIP150

は､そのC末端街域を介してCx43と会合することにより､膜への輸送､ﾘﾝ酸化な

どを伴う機能的なｷﾞｬｯﾌﾟ結合形成に関与することが明らかとなった｡
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ｷﾞｬｯﾌﾟ結合は隣接する紬胞間に構成される膜貫通型ﾁﾔﾝﾈﾙであり､種々のｲｵ

ﾝ､分子量約1kDa以下の低分子量分子の拡散を可能にする｡その構成ﾀﾝﾊﾟｸ質であ

るｺﾈｸｼﾝ(Cx)は､ N末端､ c末端領域が細胞質内に位置する4回膜貫通型ﾀﾝﾊﾟｸ

質であり､これまでに約20種類のｺﾈｸｼﾝ遺伝子が同定されている｡しかし､ｺﾈ

ｸｼﾝの六量体化､膜への輸送などｷﾞｬｯﾌﾟ結合構築機構の詳細には不明な点が多く残

されている｡そこで､申請者は､ cx43を材料として､ｷﾞｬｯﾌﾟ結合構築ならびに機能

制御機構を理解することを目的に､ yeast two-hybrid法によるCx43会合ﾀﾝﾊﾟｸ質の探

索とその機能解析を行った｡

まず､ cx43-C末端嶺域をbait､ﾗｯﾄ卵巣cDNAﾗｲﾌﾞﾗﾘ-をpreyとしたｽｸﾘ

-ﾆﾝｸﾞを行った結果CIP150 (Connexin43-Interacting Protein of 150 kDa)と命名した新

規遺伝子を同定することができた｡そこで､ CIP150に対する抗体を作製し､その産物

が確かに発現していること､内在性のBP43CTとcx43が発現している細胞において実

際にこれら2つのﾀﾝﾊﾟｸ質が会合することなどを示した｡つぎに､ cx43およびその

欠損変異体の組換えﾀﾝﾊﾟｸ質を作製し､ cIP150との結合様式を調べた結果､ cx43

膜貫通街域下流の227-242番目の16ｱﾐﾉ酸が会合に必須であることを見出した｡こ

のCⅣ150結合嶺域を欠損した変異型cx43 (Cx43△227_242)ではｷﾞｬｯﾌﾟ結合の形成が

見られず､物質透過括性を有さないこと､ﾘﾝ酸化による修飾をほとんど受けないこと

も明らかとなった｡逆に, cⅡ'150siRNA発現細胞におけるCx43への影響を解析した結

果､ cx43ｷﾞｬｯﾌﾟ結合の形成､物質透過活性が著しく低下することが確認された｡以

上の結果から､本研究により新しくcx43会合ﾀﾝﾊﾟｸ質として同定したcIP150は､そ

のC凍端嶺域を介してCx43の膜黄通ﾄﾞﾒｲﾝ下流部位と会合することにより､膜への

輸送､ﾘﾝ酸化などを伴うcx43による機能的なｷﾞｬｯﾌﾟ結合形成に関与することが明

らかとなった｡

以上のように､本論文はｺﾈｸｼﾝに会合する新規たんばく質を単離･同定するとと

もにその機能解析を行ったもので､学術上､応用上貞献するところが少なくない｡よ

って審査委員-同は､本論文が博士(ﾊﾞｲｵｻｲｴﾝｽ)の学位論文として価値ある

ものと認めた｡


